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พจนีย จันทมาลี : ความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลายแอนทราซีนและ
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น (ABILITY OF ISOLATED BACTERIA IN 
DEGRADING OF ANTHRACENE AND OTHER POLYCYCLIC AROMATIC 
HYDROCARBONS) อ. ที่ปรึกษา : รศ.ดร. กาญจณา จันทองจีน, 164 หนา. ISBN 974-346-
542-1. 
แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ปนเปอนดวยน้ํามันเครื่อง สามารถ

ยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได จากการจําแนกชนิดโดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยารวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอส-ไรโบโซมัลดี
เอ็น-เอ บงชี้วาจัดอยูในสกุล Sphingomonas  และใหชื่อวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เชื้อ
แบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนอื่นไดอีกหลายชนิด คือ ไดเบนโซ
ฟู-แรน ฟลูออรีน แนพธาลีน ฟแนนทรีน  โดยพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่มีสารประกอบเหลานี้
ภายใน 24 ชั่วโมงหลังการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp.สายพันธุ ANT1 เพิ่มจํานวนไดสูงสุดใน
อาหาร-เหลวที่มีฟแนนทรีน 100 มก.ตอลิตร ทําใหฟแนนทรีนมีปริมาณลดลงเหลือในปริมาณที่ไม
สามารถตรวจวัดไดดวยไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง  
สวนอาหารเหลวที่มีไดเบนโซฟูแรนเขมขน 300 มก.ตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุนี้สามารถทําใหไดเบน
โซฟู-แรนลดลงเหลือ 146.78 มก.ตอลิตรภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 7 วัน ในการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร
เหลวที่มีแอนทราซนีพบวาแบคทีเรียนี้มีอัตราการเจริญลดลงภายหลัง 48 ชั่วโมง จากการวเิคราะหดวย
โครมาโตกราฟแบบแผนบาง (analytical TLC) พบวามีการสะสมของสารมัธยันตปริมาณมากที่สุดใน
วันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ จึงไดสกัดแยกสารมัธยันตดวยเอทธิลอะซีเตตและทําใหสารบริสุทธิ์ขึ้นโดยใช
โครมาโตกราฟแบบแผนบางชนิดเตรียมสาร (preparative TLC) แลวนํามาพิสูจนเอกลักษณโดยการ
วิเคราะหแมสสเปกตรัมและสเปกตรัมของโปรตอนเอ็นเอ็มอาร พบวาสารชนิดนี้คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-
3-แนพโธอิก เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตนี้เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอก
ซี-3-แนพ-โธอิก พบวาสารมาตรฐานและสารมัธยันตใหผลทดสอบเชนเดียวกันคือมีผลยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของตัวเชื้อเองและ Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 แตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  ซึ่งเปน Sphingomonas ที่แยกไดจากแหลงตางกัน นอกจากนี้เมื่อ
เล้ียงเชื้อในภาวะที่เติมฟลูออรีนก็ทําใหเซลที่มีชีวิตของแบคทีเรียนี้ลดจํานวนลงเชนเดียวกัน จากการ
สกัดแยกสารมัธยันตที่เกิดขึ้นและทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบแผนบางชนิดเตรียมสาร พบ
วาสารมัธยันตที่สรางขึ้นนี้มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของตัวเชื้อเอง 
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           A bacterial strain ANT1 isolated from a lubricant-contaminated soil was able to  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

itself was also demonstrated. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ในปจจุบันผลกระทบจากสิ่งแวดลอมเปนพิษไดแพรขยายมากขึ้น   เนื่องมาจากการขยาย 
ตัวของการผลิตในภาคอุตสาหกรรมเพื่อตอบสนองตอความตองการของประชากรโลกที่เพิ่มข้ึน 
อยางรวดเร็ว  ประเทศไทยก็ประสบปญหาดังกลาวเนื่องจากมีการนําสารเคมีเขามาใชประโยชนใน 
การพัฒนาดานการเกษตร อุตสาหกรรม สาธารณสุข และอื่น ๆ มากข้ึนทั้งชนิดและปริมาณ  
โดยในป พ.ศ.2537 ปริมาณนําเขาสารเคมีทั้งที่เปนสารอินทรียและสารอนินทรียมีจํานวนสงูถงึ 2.2  
ลานตัน   คิดเปนมูลคาประมาณ 8,615 ลานบาท (สํานักนโยบายและวางแผนสิ่งแวดลอม, 2537)    
สารเคมีดังกลาวบางชนิดเปนสารที่มีพิษอันตรายซึ่งเมื่อนํามาใชอยางไมถูกตอง  ขาดการควบคุม    
การจัดการใหครบวงจรตั้งแตการนาํเขา  การสงออก  การผลิต  การจําหนาย  การเก็บรักษา  การ 
ขนสง   การใชและการกําจัดกากของเสียแลว   ทําใหมีสารพิษแพรกระจายออกสูสิ่งแวดลอม   สาร 
เคมีนี้จะสะสมในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตโดยผานทางหวงโซอาหาร  การหายใจและการสัมผัสที่ผิว- 
หนัง   และจะเกิดผลกระทบรุนแรงมากถาถายทอดสูมนุษยซึ่งเปนผูบริโภคขั้นสุดทาย 
           จากการศึกษาปริมาณกากของเสียอันตรายที่เกิดจากทุกกิจการทั่วประเทศไทย   พบวาใน 
ป พ.ศ. 2534 ประเทศไทยมีกากของเสียอันตรายที่แยกตามกลุมแหลงกําเนิดเกิดขึ้น 0.93 ลานตัน    
เพิ่มข้ึนเปน 1.6 ลานตันในป พ.ศ. 2539   และคาดวาในป พ.ศ. 2544  จะมีของเสียอันตรายเกิด 
ขึ้นประมาณ 2.8 ลานตัน   โดยในจํานวนนี้เปนของเสียอันตรายจากกิจการปโตรเลียม 11,813 ตัน  
ตอป (บุญยงค  โลหวงศวัฒน, 2540) 
           การบําบัดโดยการยอยสลายทางชีวภาพ (bioremediation)  เปนวิธีการนําสิ่งมีชีวิตรวมถึง 
จุลินทรียมาใชประโยชนในการยอยสลายสารพิษอันตรายในสิ่งแวดลอมใหความเปนพิษลดลงหรือ 
หมดไปเนื่องจากถูกยอยสลายและเปลี่ยนโครงสรางไป    วิธีการนี้มีประสิทธิภาพในการบําบัดดิน 
และแหลงน้ําที่ปนเปอนจากสารอันตรายหลายชนิด   ซึ่งไดเปรียบกวาวิธีบําบัดทางเคมีหรือวิธีการ 
เผา   เนื่องจากไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหม    จึงปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมและมีคาใชจายต่ํา   ใน 
ขณะที่การใชวิธีกลหรือเคมีไมสามารถกําจัดสารพิษตกคางไดหมด   และยังตองเสียคาใชจายสูง 
อีกดวย (Wilson and Jones, 1993)   การยอยสลายทางชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงในการบําบัด 
การปนเปอนของสารอันตรายในสิ่งแวดลอม    เนื่องจากจุลินทรียสามารถใชสารประกอบอินทรีย 
ในกลุมนี้เปนแหลงคารบอนและพลังงานได โดยการยอยสลายสารพิษดังกลาวไปเปนน้ําและ 
คารบอนไดออกไซด (Baker and Herson, 1994)    
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           ในปจจุบันประเทศตาง ๆ ทั่วโลกตางใหความสําคัญกับปญหาสิ่งแวดลอมที่เกิดจากการ 
ปนเปอนของสารพิษในดิน น้ํา และอากาศ   ดังจะเห็นไดจากการกําหนด ISO 14000   ซึ่งเปน 
มาตรฐานระบบการจัดการสิ่งแวดลอม  ครอบคลุมตั้งแตการออกแบบ  การตลาด  การผลิต  และ 
การบริการ   ซึ่งกลายเปนเงื่อนไขทางการคาดวยเหตุผลเพื่อการอนุรักษสิ่งแวดลอม  (บุญยงค   
โลหวงศวัฒน, 2540)    หากผูประกอบการสวนใหญในประเทศไทยไดรับการรับรอง ISO 14000   
จะเปนการยกระดับมาตรฐานสิ่งแวดลอมของประเทศ   และปองกันประเทศอื่นนําเงื่อนไขสิ่งแวด- 
ลอมมาเปนขออางเพื่อการกีดกันทางการคา แตปญหาที่พบในปจจุบันคือยังขาดบุคลากรที่มีทั้ง 
ความรูและความชํานาญในดานการแกไขสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสารพิษถึงแมวาในตาง 
ประเทศจะมีการวิจัยและนําเทคนิคการบําบัดดวยวิธีชีวภาพมาใชในภาคปฏิบัติแลวก็ตาม  การนํา 
เทคนิคบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยวิธีชีวภาพมาใชโดยการใชจุลินทรียอยางมีแบบแผน  จะ 
นําไปสูประสิทธิภาพในการบําบัดที่ดี (Claxton  et al . , 1991)     อีกปญหาหนึ่งก็คือเชื้อจากตาง 
ประเทศที่มีประสิทธิภาพสูงในการลดปริมาณสารพิษตาง ๆ ในดินเมื่อนํามาบําบัดดินที่ปนเปอน 
ตางทองถิ่นอาจใหผลในการบําบัดไมดีเทาที่ควร    เนื่องจากขอจํากัดเรื่องสภาวะแวดลอมที่เหมาะ 
สมตอการเจริญของเชื้อ    
           แอนทราซีน (anthracene) เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมา- 
ติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)   มีโครงสรางทางเคมีประกอบ 
ดวยวงเบนซีน 3 วงเชื่อมตอกันเปนเสนตรง      พบเปนองคประกอบหลักในผลิตภัณฑถนอมรักษา 
เนื้อไม  (11 % โดยน้ําหนักของสาร PAHs ทั้งหมด)  (Mueller et al . ,  1989)  และเปนองค 
ประกอบสวนนอยในน้ํามันดีเซล (100 – 300 มก.ตอลิตร)   ดินที่ปนเปอนดวยน้ํามันหรือผลิต 
ภัณฑถนอมรักษาเนื้อไมกอใหเกิดทั้งปญหาสิ่งแวดลอมและปญหาตอสุขภาพของมนุษย     
เพราะสารประกอบหลายชนิดในน้ํามันมีสมบัติในการกอใหเกิดมะเร็ง และการเปลี่ยนแปลงของยนี  
(Tongpim and Pickard, 1996)   ถึงแมวาแอนทราซีนจะไมมีสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง    แต 
มักจะใชเปนสารควบคุมในการทดสอบการกอกลายพันธุของสารในหลอดทดลอง  โดยแอนทราซีน 
ใหผลลบในการทดสอบ     ในขณะที่เมื่อเติมหมูเมทธิลที่คารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10 ในโครง- 
สรา งของสารแอนท ราซี น จะ เกิ ดสารอนุ พั น ธ คื อ  9,10-ได เมทธิ ลแอนท ราซี น  (9,10- 
dimethylanthracene) ที่มีสมบัติเปนสารกอมะเร็งอยางออน (LaVoie and Rice,1988)    นอก 
จากนี้แอนทราซีนยังเปนโครงสรางพื้นฐานของ PAHs ที่เปนสารกอมะเร็งหลายชนิด เชน เบนซ[เอ] 
แอนทราซีน (benz[a]anthracene) , เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene) และ ไดเบนซ [เอ,เอช] 
แอนทราซีน (dibenz[a,h]anthracene)  การนําแอนทราซีนมาใชในอุตสาหกรรมหลายชนิดทําให 
เกิดการแพรกระจายของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม         ดังนั้นจึงควรมีการวิจัยเพื่อคัดแยกจุลิน- 
ทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายแอนทราซีนจากแหลงดินภายในประเทศ   รวมทั้งศึกษา 
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ถึงความเปนไปไดและขอจํากัดตาง ๆ  กอนที่จะนําไปใชบําบัดในพื้นที่ปนเปอน     และเนื่องจาก 
ขอกําหนด ISO 14000 งานวิจัยดังกลาวจะตอบสนองตอความตองการของภาคอุตสาหกรรมใน 
อนาคต 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
           คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการยอยสลายแอนทราซีน  และจําแนกชนิด 
ของแบคทีเรียที่คัดแยกได     ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและความสามารถของแบคทีเรียสาย 
พันธุดังกลาวในการยอยสลายแอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่น      สกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณ 
ของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายของแอนทราซีน   รวมทั้งทดสอบพิษของสารตอการ 
เจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกไดและตอแบคทีเรียชนิดอื่น 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
           ทราบขอมูลเกี่ยวกับความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงดินภายในประเทศ 
ไทยในการยอยสลายแอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่น     รวมทั้งวิธีการที่เหมาะสมในการคัดแยก 
และทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ       เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการบําบัดดินที่ปนเปอนสารพิษ 
ตาง ๆ  โดยเฉพาะ PAHs จากแหลงอุตสาหกรรมภายในประเทศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 

           พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)   
เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งที่เปนองคประกอบหลักในน้ํามัน   ประกอบดวยคารบอนและ 
ไฮโดรเจนที่รวมกันเปนอะโรมาติกเบนซีนหลายวงเชื่อมกันเปนเสนตรง  มุมงอ หรือตอกันเปนกลุม  
(Cerniglia  et al., 1992)   การยอยสลาย PAHs และคุณสมบัติในการละลายน้ําของสารจะยาก 
ข้ึนตามคาความถวงจําเพาะที่เพิ่มข้ึน  เนื่องจาก PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงจะดูดซับน้ําไดชา    
PAHs มีอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอม  และพบวามีความเขมขนสูงในแหลงอุตสาหกรรมหลายประเภท    
โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับปโตรเลียม   การผลิตแกส  และในครีโอโสท (creosote) ซึ่ง 
เปนผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไมที่มี PAHs เปนองคประกอบอยูถึง 85 % โดยน้ําหนัก   การ 
ปนเปอนของ PAHs เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิต  การใช  การขนสง  และการกาํจดักากของ 
เสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว    นอกจากจะเกิดขึ้นจากกิจกรรมของมนุษยแลว  PAHs ยังมีแหลง 
ที่มาจากธรรมชาติ  เชนเกิดจากไฟไหมปา   ภูเขาไฟระเบิด   การรั่วซึมของน้ํามันที่เกิดขึ้นเองตาม 
ธรรมชาติ ( Cerniglia et al., 1992)  การปนเปอนของสาร PAHs  ในดินจะทําใหเกิดการสะสม 
ของสารดังกลาวในเนื้อเยื่อพืชและสัตว   รวมไปถึงปนเปอนในแหลงน้ําอันเนื่องมาจากการชะลาง 
จากแหลงดินสูแหลงน้ํา    Putcha และ Domach ไดรายงานในป 1993 ถึงการสะสมของสาร  
PAHs ในสิ่งมีชีวิตซึ่งมีปริมาณสูงกวาที่พบในแหลงธรรมชาติหลายเทา   แสดงวามีการถายทอด 
ของสารดังกลาวไปตามหวงโซอาหาร   และอาจสงผลกระทบถึงมนุษยซึ่งเปนผูบริโภคขั้นสุดทาย    
โดยเหตุที่สาร PAHs เปนสารอันตรายรายแรงซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง  (carcinogen)   การเปลี่ยน 
แปลงของยีน (mutagen)  และเกิดทารกในครรภที่มีรูปวิปริต (teratogen)    หนวยงานคุมครองสิ่ง 
แวดลอมของประเทศสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) จึง 
กําหนดใหแอนทราซีนและสาร PAHs รวมทั้งหมด 16 ชนิด  เปนสารพิษที่ควรใหความสําคัญใน 
อันดับตน  ในอันที่จะปองกันการปนเปอนของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม (องคการอนามัยโลก,  
1983 อางถึงโดย Wilson and Jones, 1993)      สาร PAHs ท้ัง 16 ชนิดดังกลาวไดแก แนพธาลีน  
(naphthalene),  อะซีแนพธีน (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน (acynaphthylene),   ฟลูออรีน  
(fluorene),   ฟ แนนทรีน  (phenanthrene),   แอนทราซีน  (anthracene),    ฟลู ออแรนธีน  
(fluoranthene),    เบนซ[เอ]แอนทราซีน (benz[a]anthracene),   ไครซีน (chrysene),    ไพรีน  
(pyrene) ,  เบนโซ [บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthene),  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน (benzo 
[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน(dibenz[ah] 
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anthracene), เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[g,h,I]perylene)  และ   อินดิโน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน  
(indeno[1,2,3,cd]pyrene)   ดังแสดงโครงสรางโมเลกุลในรูปที่ 2.1 

          
 
รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของ PAHs ทั้งหมด 16 ชนิดตามรายงานของ U.S.EPA 
                      (Wilson and Jones, 1993) 
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แอนทราซีน (Anthracene) 
 
           แอนทราซีนเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก- 
ไฮโดรคารบอน     มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนที่รวมกันเปนอะโรมาติก 
เบนซีน 3 วงเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear arrangement)   ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน 

 
สมบัติของแอนทราซีน 
 สูตรโมเลกุล           C14H10 ; C6H4(CH2)2C6H4 
 น้ําหนักโมเลกุล           178.23 
 ชื่อสามัญ            แอนทราซิน(anthracin) พาราแนพธาลีน 
                                                           (paranaphthalene) 
 ความถวงจําเพาะ          1.25 
 อุณหภูมิหลอมเหลว          216.2 – 216.4 ° ซ 
 อุณหภูมิกลายเปนไอ          340 ° ซ 
 หมายเลขสากลทางเคมี          120-12-7 
 (Cas Number) 
 พลังงานเรโซแนนซ          1.606 อิเลกตรอนโวลต (eV) 
 ความดันไอ           1.9 × 10-7 ทอร (torr) ที่ 25 ° ซ 
 การละลาย           1.29 มก.ตอลิตร ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 25 ° ซ 
                                                          0.6 มก.ตอลิตร ในน้ําเกลือที่อุณหภูมิ 25 ° ซ 
                                                          0.075มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 15 ° ซ 
                                                          แอนทราซีนปริมาณ 1 กรัมละลายไดดีในอีเธอร (200  
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                                                          มล.) และ โทลูอีน (125 มล.)  แอนทราซีนปริมาณ  
                                                          1 กรัมละลายไดปานกลางในเมทธานอล 
                                                          (70 มล.) เบนซีน (62 มล.)  คลอโรฟอรม (85 มล.)  
                                                          คารบอน- เตตระคลอไรด (86 มล.)  และคารบอนได 
                                                          ซัลไฟด (31 มล.) 
 ลักษณะปรากฏ                       ลักษณะเปนผลึกสีเหลืองซีด เรืองแสงฟลูออเรสเซนซสีฟา 
                                                          เมื่อบริสุทธิ์จะไมมีสี  มีคุณสมบัติเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ 
                                                          สีมวง 
 
ประโยชนของแอนทราซีน 
           ใชในอุตสาหกรรมส ี       โดยเปนองคประกอบของสารที่ใชในการทําสีอะลิซาริน (alizarin)    
คารบาโซล (carbazole)   หมึกพิมพคาลิโก (calico printing)   และใชเปนสารตั้งตนในการผลิต 
แอนทราควิโนน (anthraquinone) ซึ่งใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตสียอม    รวมทั้งเปนสวน 
ประกอบในครีโอโสท (11 % โดยน้ําหนัก)   และมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมปโตรเคมีโดยเปน 
องคประกอบในน้ํามันดีเซลและน้ํามันเบนซิน    เปนสวนประกอบในการผลิตปรมาณู   ใชในการ 
ศึกษาเกี่ยวกับสารอินทรียกึ่งตัวนําไฟฟา (organic semiconductor)    นอกจากนี้ยังใชในอุตสาห- 
กรรมผลิตพลาสติกและเสนใยสังเคราะห   รวมทั้งเปนสวนประกอบของยาฆาแมลง ( ASTDR,  
1998 ; Tri database, 1998) 
 
แหลงกําเนิดแอนทราซีน   
           แอนทราซีนมีอยูทั่วไปในธรรมชาติ   โดยพบในน้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) ปริมาณที่ 
พบเทากับ 12 กรัม/กก.    นอกจากนี้ยังเกิดขึ้นในระหวางการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารประกอบ 
อินทรีย    ซึ่งแอนทราซีนจะถูกปลอยออกมาในรูปไอเสียจากเครื่องยนตที่ใชน้ํามันเบนซินและน้ํา- 
มันดีเซลเปนเชื้อเพลิง   ปกติน้ํามันเบนซินจะมีแอนทราซีนเปนองคประกอบ 1.55 มก./ลิตร   สวน 
ในน้ํามันเบนซินที่มีคาออกเทนสูงปริมาณแอนทราซีนจะเพิ่มเปน 2.6 มก./ลิตร   สวนในน้ํามัน 
ดีเซลมีแอนทราซีน 100-300 มก./ลิตร     นอกจากนี้ Charles และ Bonnie ไดรายงานในป 1992  
เกี่ยวกับปริมาณแอนทราซีนที่ถูกปลอยออกมาจากรถที่ใชน้ํามันเบนซินซึ่งมีอากาศและน้ําเปนตัว 
หลอเย็นในระบบเครื่องยนต   โดยมีปริมาณแอนทราซีนเทากับ 634 และ 642 ไมโครกรัม/ลิตรของ 
เชื้อเพลิงตามลําดับ 
           จากการตรวจหาชนิดและปริมาณของ PAHs ในควันบุหร่ี  พบวาประกอบดวยแอนทราซีน 
และ PAHs ชนิดอื่นดังนี้   เบนซ[เอ]แอนทราซีน , เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน, เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน,   
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เบนซ [จี,เอช,ไอ]เพอรีลีน , ฟลูออแรนธีน  และไพรีน      โดยมีปริมาณแอนทราซีนในควันบุหร่ีแต 
ละชนิดแตกตางกันดังนี้ 
 ควันจากบุหร่ี                        2.3 – 23.5           กรัมตอ 100 มวน 
 ควันจากซิการ                             11.9             ไมโครกรัมตอ 100 กรัม 
 ควันจากกลองยาสูบ                   110.0            ไมโครกรัมตอ 100 กรัม 
( Kiryn  and  Kuratsune, 1992 อางถึงโดย Boonyatumanond, 1999) 
           นอกจากนี้ในน้ําทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมที่ใชน้ํามันเปนเชื้อเพลิง  โรงงานทําสี   และใน 
น้ํามันที่ร่ัวไหลออกมาในระหวางการขนสงทางเรือ       ก็เปนสาเหตุที่ทําใหมีการปนเปอนของแอน- 
ทราซีนในแหลงน้ํา     สวนในดินก็สามารถพบการปนเปอนของสารดังกลาวไดเชนกัน    โดยเฉพาะ 
อยางยิ่งในเขตอุตสาหกรรม        ซึ่งอาจมีการรั่วซึมหรือการปลอยสารตาง ๆ ที่มีแอนทราซีนเปน 
องคประกอบลงดิน 
 
แหลงแพรกระจายของแอนทราซีนในสิ่งแวดลอม 
           แอนทราซีนเมื่อถูกนํามาใชหรือเกิดขึ้นเนื่องจากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรม   อาจมี 
โอกาสแพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอม      โดยที่สารดังกลาวเปนสารพิษที่สลายตัวไดยากเนื่องจากมี 
โครงสรางโมเลกุลที่เสถียร   จึงมีฤทธิ์ตกคางนานและสะสมตัวอยูในสิ่งแวดลอม   กอใหเกิดปญหา 
ภาวะมลพิษจากสารพิษข้ึน     แอนทราซีนแพรกระจายและตกคางอยูในแหลงตาง ๆ ดังแสดงใน 
ตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1  เปอรเซ็นตการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมของแอนทราซีน 
 

แหลงที่เกิดการแพรกระจาย เปอรเซ็นต 
อากาศ 77.5 
ดิน 9.5 

ตะกอนในน้ํา 9 
น้ํา 4 

 
แหลงที่มา : The New Jersey Department of Health and Senior Services, 1998 :  
Tri database 
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การแพรกระจายของแอนทราซีนในดิน  (The Agency for Toxic Substances and Disease  
Registry (ASTDR), 1996) 
           แอนทราซีนที่แพรกระจายในดิน อนุภาคดินและสารอินทรียในดินจะดูดซับสารนี้ไวใน 
ปริมาณมาก   และจะไมถูกชะลงสูแหลงน้ําใตดิน   แอนทราซีนมีคร่ึงชีวิตตอการถูกยอยสลายใน 
ตะกอนดินประมาณ 3.3 - 139 วัน    นอกจากนี้แอนทราซีนอาจสลายตัวไปโดยการระเหยจากผิว 
หนาดิน   การถูกดูดซับโดยสารอินทรียและสารอนินทรียตาง ๆ ในดินมีผลใหกระบวนการยอย 
สลายทางชีวภาพและการสลายตัวโดยการระเหยของแอนทราซีนเกิดขึ้นชามาก 
 
ปริมาณแอนทราซีนที่มีการปนเปอนในดนิ (ASTDR,1996)  

ตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ บอบําบัดน้ําเสียจากกระบวนการผลิตแกสธรรมชาติ   มีปริมาณ     
แอนทราซีนระหวาง 260-670 ไมโครกรัม/กก.ของดิน    ตัวอยางน้ําจากบริเวณเดียวกันนี้มีปริมาณ
แอนทราซีนตั้งแตในระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได  จนถึง 2200 ไมโครกรัม/ลิตร      นอกจากนี้จาก
การตรวจสอบในกระบวนการหลออลูมิเนียมและเหล็ก   พบวาทําใหเกิดแอนทราซีน 240 และ 140 
ไมโครกรัม/กก. ตามลําดับ 
 
การแพรกระจายของแอนทราซีนในน้ํา  (ASTDR,1996)  

น้ําเปนแหลงที่มีสารพิษตางๆรวมทั้งแอนทราซีนแพรกระจายและสะสมตกคางอยูมาก
มาย   สาเหตุหนึ่งเกิดจากน้ําทิ้งจากการอุปโภคบริโภคในชุมชน   จากพื้นที่เกษตรกรรมและการ
เลี้ยงสัตว   รวมทั้งน้ําทิ้งจากเขตอุตสาหกรรมที่ถูกระบายลงสูแหลงน้ํา   แอนทราซีนและ PAHs 
ชนิดตาง ๆ จะสะสมตกคางในตะกอนดินและอนุภาคตางๆ ในน้ํา   นอกจากนี้ยังพบการสะสมของ
แอนทราซีนในสิ่งมีชีวิตในน้ําซึ่งขาดเอนไซมไมโครโซมัลออกซิเดส (microsomal oxidase)  โดยที่
เอนไซมดังกลาวเรงปฏิกิริยายอยสลายของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดตางๆ ไดอยางรวดเร็ว     ที่
ระดับใกลผิวน้ําแอนทราซีนจะเกิดการสลายตัวไดโดยแสง (photolysis) และต่ําลงไปจากผิวหนา
น้ํา 1 เมตร   แอนทราซีนจะมีคร่ึงชีวิตของการสลายตัวประมาณ 4.3 - 5.9 วัน   การถูกดูดซับโดย
อนุภาคแขวนลอยหรือสารอินทรียในน้ํามีผลทําใหกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ   การสลาย
ตัวโดยแสงและการระเหยของแอนทราซีนเกิดขึ้นชามาก      การกระจายตัวและการสลายตัวของ
แอนทราซีนในแหลงน้ําตาง ๆ จะขึ้นอยูกับธรรมชาติของแหลงน้ํานั้น ๆ    สวนใหญการสลายตัว
ของสารชนิดนี้เกิดขึ้นเนื่องจากแสงและการยอยสลายทางชีวภาพ  แตอยางไรก็ตามในแหลงน้ําตื้น
ที่อัตราการไหลของน้ําเกิดขึ้นอยางรวดเร็วแอนทราซีนมักสลายตัวโดยแสง   และการระเหยเปน
สวนใหญ  
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ในป 1999 Wang และคณะ  รายงานการปนเปอนของแอนทราซีนและ PAHs ในแหลงน้ํา    
โดยกลาววาเกิดจากน้ําทิ้งในกระบวนการผลิตน้ํามันเชื้อเพลิง (Sorrell et al.,1980 อางถึงโดย  
Wang et al., 1999)   สารพิษดังกลาวมักจะสลายตัวโดยการทําปฏิกิริยากับแสง (Kong,1986  
อางถึงโดย Wang et al., 1999)  และอัตราการเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีการเพิ่มของอุณหภูมิ 
และปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 

การปนเปอนของแอนทราซีนในน้ําทะเล 
มีรายงานการปนเปอนของแอนทราซีนและ PAHs ในน้ําทะเล   ซึ่งเกิดจากการเผาไหมที่

ไมสมบูรณของสารอินทรีย  รวมทั้งน้ํามันเชื้อเพลิง เศษไม และขยะ  โดยถูกปลอยออกมาในรูป
เขมาควัน    จากการเผาไหมในเครื่องยนต โรงงาน ไฟปา เตาเผาขยะ  และกระบวนการผลิตในโรง
งานอุตสาหกรรม (Lane,1991 อางถึงโดย McKinney et al . ,1999)  การปนเปอนของแอนทรา
ซีนและ PAHs ในสิ่งแวดลอมทางทะเลเกิดขึ้นได 2 ทางคือการปลอยน้ําทิ้งจากชุมชน   และน้ําเสีย 
จากโรงงานอุตสาหกรรม การรั่วไหลของน้ํามัน   อีกสาเหตุหนึ่งเกิดจากฝนตกทําใหอนุภาคที่ 
แขวนลอยในบรรยากาศซึ่งมีแอนทราซีนและ PAHs เกาะติดอยู  ถูกชะลงสูแหลงน้ําทะเล   ซึ่งในที่ 
สุดสารพิษดังกลาวจะถูกดูดซับโดยตะกอนที่อยูบริเวณกนทะเล (Behymer and  Hites, 1985) 

Fox และ Olive (1979) รายงานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแอนทราซีนที่ถูกดูดซับ
อยูบนอนุภาคที่แขวนลอยในอากาศโดยแอนทราซีนเปลี่ยนโครงสรางไปเปนแอนทราควิโนน 
(anthraquinone)ซึ่งสารดังกลาวมีปริมาณมากและเกาะติดอยูกับอนุภาคที่แขวนลอยใน
บรรยากาศ    เมื่ออนุภาคดังกลาวถูกฝนตกชะลงสูทะเลก็จะทําใหมีการปนเปอนของทั้งแอนทรา-
ซีนและแอนทราควิโนนในน้ําทะเลโดยถูกดูดซับอยูกับตะกอนกนทะเล 

McKinney และคณะ (1999) รายงานวาอัตราสวนความเขมขนของแอนทราควิโนนตอ แอ
นทราซีนมีคา 0.317  ในเขตอุตสาหกรรม   ในขณะที่เขตชนบทมีคาเทากับ 2.81 โดยตั้งสมมติ-
ฐานวาอัตราสวนที่ตางกันนี้เกิดจากความแตกตางของแหลงกําเนิดแอนทราซีน   โดยแหลงหนึ่งมา
จากเขตชนบท     ซึ่งการปนเปอนเกิดจากอนุภาคแขวนลอยในบรรยากาศที่มีแอนทราซีนและแอน-
ทราควิโนนเกาะติดอยูถูกพัดพาลงสูน้ําทะเล   เนื่องจากแอนทราควิโนนมีความเขมขนสูงกวา   จึง
ทําใหอัตราสวนดังกลาวมีคาสูงกวา 1 อีกแหลงหนึ่งที่ทําใหเกิดการปนเปอนเปนเขตอุตสาหกรรม
ซึ่งมีการรั่วไหลของน้ํามัน   จึงมีแอนทราซีนปนเปอนในน้ําทะเลโดยตรง    ทําใหอัตราสวนความ
เขมขนของแอนทราควิโนนตอแอนทราซีนนอยกวา 1 เพื่อที่จะทดสอบสมมติฐานดังกลาวจึงติด
ตามการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแอนทราซีนไปเปนแอนทราควิโนน    เมื่อแอนทราซีนถูกดูด-
ซับโดยตะกอนจะทําใหไมมีการเปลี่ยนรูปของสารดังกลาว   จากการทดลองทั้งในสภาวะที่เหมือน
สภาพแวดลอมในทะเลและในสภาวะที่มีการฉายแสงอุลตราไวโอเลต   พบวาภายใตสภาวะปกติ
ในทะเล      แอนทราซีนที่เกาะติดอยูกบัตะกอนจะไมเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไปเปนแอนทราควิ 
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โนนไดโดยงาย   ซึ่งลักษณะและสมบัติของตะกอนจะมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันดวย  
กลาวคือข้ึนกับเปอรเซ็นตสารอินทรียคารบอนและปริมาณกรดฮิวมิค (humic acid)      แตใน 
สภาวะที่ถูกฉายแสงอุลตราไวโอเลตแอนทราซีนจะถูกออกซิไดซโดยแสง  ผลการทดลองดังกลาว 
ทําใหการระบุถึงแหลงที่ทําใหเกิดการปนเปอนของแอนทราซีนในน้ําทะเลโดยใชอัตราสวนความ 
เขมขนของแอนทราควิโนนตอแอนทราซีนมีความนาเชื่อถือมากขึ้น 
 
ปริมาณการปนเปอนของแอนทราซีนในแหลงน้ํา  (ASTDR, 1996) 
           จากการตรวจคุณภาพน้ําดื่ม และแหลงน้ําในพื้นที่ตาง ๆ  พบปริมาณแอนทราซีนดังนี้ 
 
ตารางที่ 2.2 ปริมาณแอนทราซีนที่ปนเปอนในน้ําด่ืมจากแหลงตาง ๆ  
 
ตัวอยางที่ แหลงที่ตรวจสอบ 

1 น้ําประปาใน 9 เมืองของสหรัฐอเมริกามีปริมาณแอนทราซีน 1.1 - 59.7 สวนในลาน
ลานสวน (parts per trillion, ppt) 

2 แหลงน้ําดื่มในมลรัฐนิวยอรก ค.ศ. 1979 พบสารแอนทราซีนและฟแนนทรีนในแหลง-
น้ํา 39 แหลง 

3 ตรวจสอบคุณภาพน้ําดื่มในประเทศฟนแลนด เดนมารก นอรเวย และสวีเดนในชวง
เดือนพฤษภาคม – กรกฎาคม ค.ศ.1980 มีปริมาณแอนทราซีน 0.04 - 9.7 ppt 

4 น้ําดื่มจาก Bankfiltered Rhine ประเทศเนเธอรแลนด มีปริมาณแอนทราซีน 30 ppt 
5 ตรวจสอบในเมือง Ottawa ประเทศแคนาดา ในชวงเดือนมกราคม - กุมภาพันธ ป 

1978 มีปริมาณแอนทราซีน 0.52 - 2.2 สวนในพันลานสวน (part per billion,ppb) 
6 ตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในตัวอยางน้ําดื่มจากเมืองฟลาเดลเฟย รัฐนิวยอรก  

พบวาตัวอยางน้ํา 7 ใน 39 ตัวอยางมีสารดังกลาวปนเปอน   โดยมีความเขมขนสูงสุด 
21 ไมโครกรัม/ลิตร 

7 น้ําดื่มจากเมือง Kitakyushu ประเทศญี่ปุน มีปริมาณแอนทราซีน 1.7 สวนในลาน
สวน (part per million, ppm) 
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณแอนทราซีนที่ปนเปอนในแหลงน้ําผิวดิน 
 
ตัวอยางที่ แหลงน้ําผิวดิน 

1 ตรวจสอบในน้ําทิ้งจากโรงงาน 5 แหง ในเมือง Eastern Ontario ประเทศแคนาดา 
พบวามีปริมาณแอนทราซีน 0.1 – 4.8 ppt โดยมีคาเฉลี่ย 1.6 ppt 

2 น้ําและตะกอนใตน้ําของแมน้ํา Lower Tennessee มีปริมาณแอนทราซีน 12.1 ppb 
3 ตรวจสอบคุณภาพแหลงน้ําผิวดินในเมือง Tamar Estuary ประเทศอังกฤษ มี

ปริมาณแอนทราซีน 4.9 ppt 
4 แมน้ําไรน (Rhine) ป 1981 มีปริมาณแอนทราซีน 15 ppt และในป 1982 มีปริมาณ

สารดังกลาวเทากับ 13 ppt 
5 ในแมน้ํามิสซิสซิปป (Mississippi) มีแอนทราซีนเขมขน 3 และ 4 นาโนกรัม/ลิตร ใน

ตัวอยางน้ํา 2 ตัวอยาง 
6 ในน้ําทิ้งของโรงงานผลิตแกสจากถานหินมีแอนทราซีน 0.2 มก./ลิตร 
7 ตรวจพบการปนเปอนของแอนทราซีนในทะเลบอลติก นอกชายฝงโปแลนด  และใน

แมน้ําเหลือง สาธารณรัฐประชาชนจีน ในเดือนมีนาคม สิงหาคม และตุลาคม มี
ความเขมขน 7.7, 0.8 และ 9.5 นาโนกรัม/ลิตร ตามลําดับ 

 
แหลงน้ําใตดิน 
           พบปริมาณแอนทราซีนในแหลงน้ําใตดินที่อยูใกลกับโรงกลั่นน้ํามันดําจากถานหินและ 
โรงงานผลิตครีโอโสท  เมืองเซนตหลุยส (St. Louis)  มีแอนทราซีนเขมขน 68 ppb 
น้ําฝน 
           ตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในเมืองพอรทแลนด ( Portland)   ชวงเดือนกุมภาพันธ- 
เมษายน 
           จากตัวอยางน้ํา 7 ตัวอยาง ค.ศ. 1984 ในระยะเวลา 2 – 5 วัน พบวามีแอนทราซีนในน้ําฝน  
2.0 – 7.9 ppt โดยเฉลี่ย 5.1 ppt และความเขมขนของแอนทราซีนที่ถูกดูดซับอยูกับอนุภาคที่อยูใน 
น้ําฝนมีคาเทากับ 1.3 – 10.0 ppt 

 
           โดยทั่วไปแอนทราซีนจะถูกดูดซับอยูในละอองน้ําในชั้นบรรยากาศประมาณ 4 % โดยมี 
ความเขมขนนอยกวา 10 ไมโครกรัม /ลิตร     จากการตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในแหลงน้ําทิ้ง 
ที่มีครีโอโสทปนเปอนในเมือง Conrone พบวามีปริมาณแอนทราซีนสูงกวา 168.6 ไมโครกรัม /ลิตร      
มีรายงานการปนเปอนสารแอนทราซีนในน้ําดื่มจากหลายประเทศทั่วโลก   รายงานจากประเทศ 
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สหรัฐอเมริกาในการตรวจสอบคุณภาพน้ําดื่มจาก 13 แหลง      พบวามีแอนทราซีนและฟแนนทรีน 
ในน้ําดื่มมีความเขมขนสูงสุดรวมกันถึง 1,269 นาโนกรัม/ลิตร 
           มีรายงานเกี่ยวกับปริมาณแอนทราซีนในน้ําที่ไหลออกจากโรงงานบําบัดน้ําทิ้ง   ประเทศ 
นอรเวย   โดยมีความเขมขนนอยกวา 13 – 105 ไมโครกรัม/ลิตร   น้ํามันดําจากถานหินซึ่งมีสาร 
ผสมของแอนทราซีนและฟแนนทรีน  ที่ความเขมขนเฉลี่ย 25 มิลลิกรัม/กรัม   มักนํามาใชเปนวัตถุ 
เคลือบผิวนอกถังในระบบกระจายน้ําของรัฐนิวยอรกเพื่อปองกันการเปนสนิมของถัง   ในการตรวจ 
สอบน้ําที่เขาออกจากถังจํานวน 125 ถังของระบบดังกลาว   พบปริมาณแอนทราซีนและฟ 
แนนทรีนเขมขน 0.019 และ 0.210 ไมโครกรัม/ลิตร ตามลําดับ    มีรายงานการปนเปอนของสาร 
แอนทราซีนในตะกอนถานหินโดยมีความเขมขน 2,571 – 16,231 นาโนกรัม/กรัม   และมีความ 
เขมขนเฉลี่ย 8,169 นาโนกรัม/กรัม 
           ในป 1976 สํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมแหงสหรัฐอเมริกา  จํากัดปริมาณความเขมขนสูง 
สุดของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นรวมทั้งหมด 16 ชนิด ในน้ําทิ้งที่ออกจากแหลงอุตสาห-กรรม 
ภายในประเทศ      โดยกําหนดใหมีปริมาณแอนทราซีนไมเกิน 8.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
(U.S.EPA,1996 อางถึงโดย Boonyatumanond, 1999) 
           ในป 1996 ประเทศแคนาดา กําหนดคาความเขมขนวิกฤตของแอนทราซีน และ PAHs  
ชนิดอื่นรวมทั้งหมด 9 ชนิด ที่กอใหเกิดพิษตอสัตวน้ํา   โดยความเขมขนวิกฤตของแอนทราซีนมีคา 
เทากับ 1 ไมโครกรัม/ลิตร (Ministry of Environment, Canada, 1996 อางถึงโดย Boonyatuma- 
nond, 1999) 
 
การแพรกระจายของแอนทราซีนในอากาศ  (ASTDR, 1996) 
           แอนทราซีนและสารพิษชนิดอื่นที่แพรกระจายอยูในอากาศ  สวนใหญเกิดจากการเผา- 
ผลาญของเชื้อเพลิงตาง ๆ ทั้งจากยานยนตที่ใชในการคมนาคมขนสง    เตาเผาเชื้อเพลิงในโรงงาน 
อุตสาหกรรม  โรงไฟฟา และเตาเผาขยะ   แอนทราซีนและสาร PAHs ในชั้นบรรยากาศสามารถอยู 
ในสถานะที่เปนไอ หรืออาจพบเกาะติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยที่มีขนาดของอนุภาคเล็กกวา 1  
ไมครอน   จากการตรวจสอบสภาพอากาศที่กรุง Antwerp ประเทศเบลเยียม โดย Baeker และ 
คณะ ในป 1991 ไดรายงานอัตราสวนของสารแอนทราซีนที่เกาะติดอยูกับอนภุาคแขวนลอยตอ 
สารแอนทราซีนที่อยูในสถานะกาซมีคาเทากับ 0.03    สารแอนทราซีนและ PAHs ชนิดตาง ๆ เมื่อ 
แพรกระจายอยูในบรรยากาศอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเมื่อถูกแสง (direct photolysis)  
หรืออาจเกิดปฏิกิริยากับสารออกซิไดซ  เปลี่ยนไปอยูในรูปไอระเหยโดยมีคร่ึงชีวิตประมาณ 1.67  
วัน   การถูกดูดซับโดยอนุภาคแขวนลอยในชั้นบรรยากาศ   จะทําใหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเนื่อง 
จากแสงและการทําปฏิกิริยากับสารออกซิไดซของแอนทราซีนเกิดไดนอยลง 
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           โดยทั่วไปแอนทราซีนที่แพรกระจายอยูในอากาศมักจะอยูในสถานะที่เปนไอ   ซึ่งมีอยูมาก 
กวา 78 %  การสลายตัวของสารเกิดขึ้นไดทั้งกระบวนการทางเคมี (ทําปฏิกิริยากับสารออกซิไดซ)   
และเกิดการสลายตัวโดยแสง     ซึ่งแอนทราซีนที่อยูในสถานะไอจะสลายตัวไดเร็วกวาสารที่เกาะ 
ติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยในอากาศ    คร่ึงชีวิตตอการสลายตัวของแอนทราซีนมีคาตางกันตั้งแต 
หลายชั่วโมงจนถึงหลายวัน   การที่สารดังกลาวมีคร่ึงชีวิตในการสลายตัวเปนระยะเวลาหลายวัน 
แสดงวาเกาะติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยในอากาศที่มีขนาดใหญกวา 1 ไมครอน และแพรกระจาย 
ไปไดเปนระยะทางไกล ๆ 
 
ตารางที่ 2.4 ปริมาณแอนทราซีนที่แพรกระจายอยูในอากาศ  (ASTDR , 1996) 
 
ตัวอยาง แหลงกําเนิดแอนทราซีน 
1 โรงงานผลิตเชื้อเพลิงจากถานหินปลอยสารแอนทราซีนออกสูบรรยากาศโดยมีความ

เขมขนในชวง 0.4 – 100 นาโนกรัม/ลบ.ม. 
2 สลัดจจากเตาเผาขยะปลอยสารแอนทราซีนออกสูบรรยากาศ โดยมีความเขมขนในชวง 

7.7 ไมโครกรัมตอตัวอยาง 
3 ขี้เถาจากเตาเผาขยะมีสารแอนทราซีนในชวงความเขมขน 10 – 500 นาโนกรัม/กรัม 

และคาเฉลี่ยจาก 5 ตัวอยางมีความเขมขนของสารดังกลาว 146 นาโนกรัม/กรัม 
4 กังหันน้ํามันที่ใชน้ํามันเบนซินเปนเชื้อเพลิงจะปลอยสารผสมของแอนทราซีนและฟ-

แนนทรีนในชวงความเขมขน 0.53 – 106 นาโนกรัม/ลบ.ม. คาเฉลี่ยความเขมขนของ
สารผสมทั้งสองชนิดดังกลาวจาก 8 ตัวอยางมีคาเทากับ 17.31 นาโนกรัม/ลบม. 

5 จากการตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในตัวอยางน้ํามันเบนซิน 4 ตัวอยาง พบวามี
ความเขมขนในระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได 1 ตัวอยาง  สวนอีก 3 ตัวอยางมีความ
เขมขนสารเทากับ 0.33, 2.6 และ 2.7 มก./ลิตร ตามลําดับ  และถูกปลอยสูบรรยากาศ
ในสภาวะกาซจากรถยนตที่ใชน้ํามันเบนซิน  โดยมีความเขมขนเฉลี่ย 5.3, 12, 21 และ 
28 ไมโครกรัม/ลบ.ม.  

6 กระบวนการเผาไหมยางทําใหเกิดสารแอนทราซีนที่มีความเขมขน 85,000 ไมโครกรัม/
กก. ของยาง 
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กลไกการเกิดพิษของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืน 
 
           มีรายงานวา 80 %  ของมะเร็งที่เกิดขึ้นในมนุษยมีสาเหตุมาจากปจจัยทางสิ่งแวดลอม    
โดยเฉพาะอยางยิ่งการสัมผัสกับสารเคมีตาง ๆ  ซึ่งแตกตางกันในแตละบุคคล  โดยขึ้นอยูกับอาชีพ 
และวิถีการดํารงชีวิต ถึงแมวายังไมมีรายงานเกี่ยวกับสมบัติในการเปนสารกอมะเร็งของแอนทรา- 
ซีน   แตสารนี้ก็ยังมีความสําคัญในแงที่เปนโครงสรางพื้นฐานของ PAHs ที่เปนสารกอมะเร็งหลาย 
ชนิด    เชนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีของแอนทราซีนโดยเติมวงเบนซีน 1 วง จะเกิด 
เปนสารเบนซ[เอ]แอนทราซีนซึ่งเปนสารพื้นฐานที่กอใหเกิดโรคมะเร็ง   เมื่อทําการเพิ่มวงเบนซีนที่ 
โครงสรางของสารเบนซ[เอ]แอนทราซีน   จะไดสารใหมเปนไดเบนซ[เอ, เอช]แอนทราซีน และเบน- 
โซ[เอ]ไพรีน  ที่เปนพิษและกอใหเกิดโรคมะเร็งอยางรายแรง  นอกจากนี้สารกอมะเร็งที่เปนอนุพันธ 
ของสารแอนทราซีนยังประกอบดวย   3-เมทธิลโคแลนทรีน (3-methylcholanthrene),  7,12 – ได 
เมทธิลเบนซ[เอ]แอนทราซีน (7,12-dimethylbenz[a]anthracene)  (Vo-Dinh, 1989) ดังแสดง 
โครงสรางทางเคมีของสารตาง ๆ ดังกลาวในรูปที่ 2.3 

 
รูปที่ 2.3 โครงสรางทางเคมีของสารกอมะเร็งที่เปนอนุพันธของสารแอนทราซีน (Vo-Dinh, 1989) 
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           PAHs บางชนิดเมื่อเขาสูรางกายของสิ่งมีชีวิตจะถูกเมตาบอไลซ (metabolize) โดย 
เอนไซมไซโตโครมพี 450 (cytochrome P450) ทําใหเกิดการเติมหมูไฮดรอกซี (-OH) ที่วงเบนซีน   
ไดเปนสารอนุพันธอีปอกไซด (epoxide) ของ PAHs   ซึ่งเปนสารตัวกลางที่มีขั้วมากขึ้น   และเปน 
กลไกของการเกิดโรคมะเร็ง      อนุพันธอีปอกไซดของสาร PAHs เปนสารที่วองไวมาก    สามารถ 
สรางพันธะโควาเลนทไดดีกับสารพวกโปรตีนและกรดนิวคลีอิก     จากการศึกษาตําแหนงบนโครง- 
สรางของดีเอ็นเอ (DNA)   พบวาเบสและหมูฟอสเฟต (PO4

- ) เปนตําแหนงที่สรางพันธะโควาเลนท 
กับสารกอมะเร็ง   โดยเบสกัวนีนมีศักยภาพในการจับกับสารกอมะเร็งไดดีที่สุด   (Vo-Dinh, 1989)    
รูปที่ 2.4 แสดงการเปลี่ยนโครงสรางของสารเบนโซ[เอ]ไพรีนไปเปนสารอีปอกไซดและไดออล(diol)       
โดยการถูกออกซิไดซดวยเอนไซมในขบวนการทางชีวภาพ 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.4 แสดงการแปรสภาพของสารกอมะเร็งไปเปนสารอนุพันธ (Vo-Dinh, 1989) 
 
           เมื่อเกิดปฏิกิริยาระหวางอนุพันธของ PAHs กับดีเอ็นเอ มีผลทําใหบางสวนของดีเอ็นเอเสีย 
หาย   ภายในเซลจะมีระบบซอมแซมดีเอ็นเอโดยตดัสวนที่เสียหายทิ้งไป   และเสริมสรางสวนที่ดี 
เขามาแทนใหเหมือนเดิม   ถาการซอมแซมนี้เปนไปตามปกติเซลก็จะเจริญไดตามปกติเหมือนเซล 
เดิม   แตถาการซอมแซมผิดไปจากเดิมหรือไมมีการซอมแซมเกิดขึ้น    ดีเอ็นเอนั้นก็จะยังคงเสีย 
หายหรือมีลําดับเบสผิดไปจากเดิม   เมื่อเซลนั้นแบงตัวจะไดเซลใหมที่มีดีเอ็นเอตางไปจากเซลเดิม 
คือเปนเซลที่เกิดการกลายพันธุขึ้น   โดยการกลายพันธุที่เกิดขึ้นกับเซลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมนั้น 
เกดิขึ้นไดกับทั้งเซลสืบพันธุและเซลรางกาย (Vo-Dinh, 1989) 
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การทดสอบการกลายพันธุ   (Ames et al . , 1975) 
ในการทดสอบการกลายพันธุกับส่ิงมีชีวิต   มีวิธีการทดสอบระยะสั้นภายนอกรางกายของ 

สิ่งมีชีวิต ( short term test in vitro)    ที่นิยมกันมากคือการทดสอบเอมส (Ames test)   โดยใช 
เชื้อกลายพันธุของ Salmonella typhimurium ชนิดที่ไมสามารถเจริญไดในอาหารที่ไมเติมฮิสทิดีน  
(his-)   และเมื่อสารคารซิโนเจนเขาไปจับที่ตําแหนงยีนดังกลาว   จะทําใหเกิดกลายพันธุซ้ํา  กลาว 
คือเชื้อซาลโมเนลลารุนตอมาจะสามารถสังเคราะหฮิสทิดีนไดเอง (his+)      จึงเจริญในอาหารที่ไม 
เติมฮิสทิดีนได 

สารพิษบางชนิดไมกอใหเกิดการกลายพันธุจนกวาจะเกิดการแปรสภาพทางชีวภาพโดย 
เอนไซมโมโนออกซีจีเนส (monooxygenase) เสียกอน      เอนไซมชนิดนี้พบเฉพาะในสิ่งมีชีวิตจํา- 
พวกยูคารีโอท (eukaryote) เทานั้น        ดังนั้นในการทดสอบการกลายพันธุแบบเอมสจึงมักเติม 
ไมโครโซมของสัตวทดลองชนิดยูคารีโอทลงในหลอดทดสอบที่มีเชื้อซาลโมเนลลาชนิดกลายพันธุ   
รวมทั้งสารที่ตองการทดสอบ   แลวมีการวิเคราะหประสิทธิภาพในการกลายพันธุของสารตาม 
จํานวนโคโลนีของเชื้อที่เจริญไดในอาหารที่ไมเติมฮิสทีดีน 

ประมาณ 90 % ของสารกอมะเร็งที่รูจักกันทั่วไปใชการทดสอบแบบเอมส   สารเคมีที่ถูก 
สังเคราะหข้ึนใหม   โดยเฉพาะอยางยิ่งสารที่จะนําไปใชในวงการคาและอุตสาหกรรมจะตองผาน 
การทดสอบโดยวิธีดังกลาวนี้   สารที่ใหผลบวกในการทดสอบจะตองมีการวิจัยในขั้นตอไปเพื่อ 
ประเมินถึงผลที่จะเกิดตอสุขภาพของมนุษย 

สารเคมีบางชนิดไมมีสมบัติในการเปนสารกอมะเร็งโดยตรง      แตถาสารดังกลาวเขาสู
รางกายของสิ่งมีชีวิตในกลุมยูคารีโอท   แลวถูกเมตาบอไลซโดยเอนไซมไซโตโครมพี 450 จะทําให
โครงสรางบางสวนของสารเปลี่ยนไป   กลายเปนสารกอมะเร็งได   ซึ่งการถูกกระตุนโดยเอนไซมนี้
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง  เชน ชนิดของสิ่งมีชีวิต ระดับพันธุกรรม อายุ และเพศ   จากรายงาน
วิจัยตาง ๆ ซึ่งทดสอบการเปนสารกอกลายพันธุภายในหลอดทดลองของสารเคมี   พบวามีสารเคมี
หลายชนิดในธรรมชาติที่มีสมบัติในการลดศักยภาพในการกอกลายพันธุของสารทดสอบ  แตอยาง
ไรก็ตามมีรายงานวิจัยนอยมากที่ทําการทดลองในระบบเซลของสิ่งมีชีวิตโดยตรง ในป 1994 Bu-
Abbas   และคณะไดรายงานถึงศักยภาพของแอนทราซีนในการตานการกลายพันธุของสารกอมะ-
เร็ง 2-อะมิโน-3-เมทธิลอิมิดาโซ[4,5-เอฟ]ควิโนลีน (2-amino-3-methylimidazo[4,5,f]quinoline)  
ซึ่งเรียกชื่อในงานวิจัยนี้วา สาร IQ  โดยจะพบการปะปนของสารดังกลาวในอาหาร   เหตุที่ผูวิจัย
เลือกใชแอนทราซีนในการศึกษาก็ดวยเหตุผล 3 ประการคือ 
           1. แอนทราซีนไมมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง         และใหผลลบในการทดสอบพิษในระดับ 
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พันธุกรรมในการทดสอบระยะสั้น 
           2. โครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีนประกอบดวยเบนซีน 3 วงเรียงกันเปนเสนตรงในแนว 
ระนาบ   จะเขาไปทําปฏิกิริยากับโปรตีน CYP1 ซึ่งเปนแฟมิลีหนึ่งของไซโตโครมพี 450 โดยแฟมิลี  
CYP1 เกี่ยวของมากที่สุดกับกลไกการเกิดมะเร็งของสารเคมี  (Ioannides and Parke,1975 อาง 
ถึงโดย Bu-Abbas et al . , 1994) 
           3. จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา  สารแอนทราซีนที่ฉีดเขาทางเสนเลือดของหนูทดลอง    
ไมมีผลไปชักนํากิจกรรมของเอนไซม CYP1 (Ayrton et al ., 1987 อางถึงโดย Bu-Abbas et al . ,  
1994) 
           ผลจากการทดลองเติมแอนทราซีนลงในหลอดทดลองของสาร IQ ที่ผานการกระตุนดวย 
เอนไซม CYP1 โดยตรง (in vitro)   กับการฉีดแอนทราซีนเขาไปทางเสนเลือดปริมาณ 20 มก./กก.  
ของน้ําหนักหนูทดลองแลวจึงกระตุนสาร IQ ดวยเอนไซมจากไมโครโซมของหนูดังกลาว   ติดตาม 
ศักยภาพในการกลายพันธุของสาร IQ โดยใชการทดสอบแบบเอมส      พบวาแอนทราซีนมีสมบัติ 
ในการตานการกลายพันธุของสาร IQ เฉพาะกรณีที่เติมแอนทราซีนลงในหลอดทดลองโดยตรง    
ซึ่งสารนี้จะไปมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครมพี 450 แฟมิลี 1  และเขาไปทําปฏิกิริยากับ 
อนุพันธของสาร IQ    โดยอนุพันธดังกลาวเกิดจากสาร IQ ถูกแปรสภาพทางชีวภาพดวยเอนไซม 
ไซโต-โครม พี 450 แฟมิลี 1 ทําใหอนุพันธนี้ไมมีความไวในการเปนสารกอกลายพันธุ   ดวยผล 
ยับยั้งของแอนทราซีนทั้ง 2 ประการดังกลาว จึงมีผลในการลดการสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง 
ของสาร IQ 
           แตจากการทดสอบภายในเซลของสิ่งมีชีวิตโดยฉีดแอนทราซีนเขาไปทางเสนเลือดของหนู 
ทดลอง   พบวาสารนี้ไมมีผลตอระดับเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแปรสภาพทางชีวภาพของสาร IQ   
ดังนั้นจากการเปรียบเทียบผลการทดลองสรุปไดวาแอนทราซีนมีศักยภาพตอตานการกลายพันธุ 
ของสาร IQ เฉพาะภายนอกเซลของสิ่งมีชีวิตเทานั้น (Bu-Abbas et al ., 1994) 
 
ความเปนพิษ (toxicity) ของสารอนุพันธของแอนทราซีน 
 
           จากรายงานวิจัยตาง ๆ มีการศึกษาถึงความสัมพันธระหวางโครงสรางโมเลกุลของสาร  
PAHs กับสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง     พบวาเฉพาะสาร PAHs ที่มีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป 
เทานั้นที่มีผลในการกอมะเร็ง  นอกจากนี้ยังพบวาการเติมหมูเมทธิลที่ตําแหนงจําเพาะในโครง- 
สรางโมเลกุลของ PAHs จะมีผลเพิ่มสมบัติในการกอมะเร็งของสารดังกลาว   โดยมีรายงานที่กลาว 
ถึงการเปนสารคารซิโนเจนของสารอนุพันธจากแอนทราซีนและฟแนนทรีน (LaVoie and Rice,  
1988) 
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พิษตอพืชและสัตวในน้ํา 
           พิษแบบเฉียบพลันของสารแอนทราซีนหมายถึงปริมาณสารที่ทําใหสัตวบก นก หรือปลา  
ตาย  และทําใหพืชมีอัตราการเจริญลดลงหรือตาย   การเกิดพิษดังกลาวจะเห็นไดจากการตายของ 
พืชหรือสัตวภายใน 2-4 วัน หลังจากสัมผัสกับสารพิษ   สวนความเปนพิษของแอนทราซีนตอพืช    
โดยทดสอบกับขาวโพด   พบวาสารนี้ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงขนาดของราก  หรือตออัตราการ 
หายใจของขาวโพด  ( The New Jersey Department of Health and Senior Services, 1998) 
           Campanella และ Perrin (1997) รายงานการทดลองเกี่ยวกับพิษของสารแอนทราซีนตอ 
พืชโดยอาศัยผลทดสอบทางชีวภาพ ใชวิธีวัดคาการดูดซับสารที่รากของพืช 2 ชนิด คือ Calystegia  
sepium  และ Medicago sativa   ใชสารแอนทราซีนที่ติดฉลากกัมมันตภาพรังสีของ 14C ผสม 
สารดังกลาวในอาหารเหลวและอาหารชนิดเจล   กําหนดความเขมขนสารในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
เทากับ  0, 5, 10 และ 100 ppb   และในอาหารชนิดเจลมีความเขมขนแอนทราซีนเปน  0, 10 และ  
100 ppb จากผลการทดลองพบวา     รากพืชที่ดูดซับสารแอนทราซีนจากอาหารเหลวมีความเขม- 
ขนของแอนทราซีนสูงกวาสารอาหารที่พืชใชในการเจริญ 50 – 60 เทา      และทุกความเขมขนของ 
แอนทราซีนที่ใชในการทดลองไมมีผลเปนพิษตอการเจริญของพืช (no phytotoxic)        ในกรณีที่ 
รากดูดซับสารแอนทราซีนจากอาหารชนิดเจล    ที่ทุกระดับความเขมขนของสารก็ไมมีผลเปนพิษ 
ตอพืชเชนเดียวกนั  
           นอกจากจะพบความเปนพิษแบบเฉียบพลันของแอนทราซีนตอสัตวน้ําและตอนกแลว   ยัง 
ไดมีการศึกษาถึงผลกระทบระยะยาวของสารดังกลาวตอส่ิงมีชีวิต   โดยแอนทราซีนและ PAHs  
ชนิดอื่นมีโอกาสเขาไปสะสมในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต จากการกินอาหาร ดื่มน้ํา และหายใจเอา 
อากาศที่มีสารพิษปนเปอนเขาไป   ซึ่งสารพิษกลุมนี้จะสะสมในเนื้อเยื่อและอวัยวะภายในตาง ๆ  
ทั้งของคนและสัตว   นอกจากนี้ยังพบวาแอนทราซีนมีผลทําใหเกิดพิษเร้ือรังตอสัตวน้ํา โดยคาดวา 
ความเขมขนของสารดังกลาวในเนื้อเยื่อของปลาสูงกวาในน้ําที่ปลาอาศัยอยู    และพบการสะสม 
ทางชีวภาพ (bioaccumulation) ของสารแอนทราซีนใน  polychaete worms ชนิดที่เปนอาหาร 
ของสัตวในทะเลทรายทั้งชนิดที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง (Venchueren,1996)  
มีการศึกษาความเปนพิษของแอนทราซีนตอจุลินทรีย    พบวาที่ระดับความเขมขนมากกวา 0.075  
มก./ลิตร จะมีผลตอจุลินทรียถึง 50 % จากทั้งหมด   และมีผลยับยั้งการสังเคราะหแสงของ  
Selenastrum capricornutum  (Venchueren,1996) 
           Krivobok และคณะ (1998) รายงานวา แอนทราซีนปริมาณ 0.1 กรัม/ลิตร  ไมมีผลเปนพิษ 
ตอราทั้ง 39 สายพันธุที่นํามาทดสอบ   แตพบวาที่ระดับความเขมขนต่ํากวา 100 มก./ลิตร สาร 
ทดสอบมีผลยับยั้งการเจริญของ Deratomyces stemonitis และ Cylindrocarpon destructans   
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นอกจากนี้แอนทราซีนปริมาณ 0.1 และ 1 กรัม/ลิตร จะมีผลอยางมากในการยับยั้งการสรางเสนใย 
ของ Sporormiella australis และ Sporothrix  cyanescens ตามลําดับ 
พิษตอสัตวทดลอง 
           คา LD50 เมื่อฉีดเขาเสนเลือดหนู (mice) มีคาเทากับ 430 มก./กก. 
 
ความสามารถในการเปนสารกอกลายพันธุ (mutagenicity) (LaVoie and Rice, 1988) 
           เมื่อทดสอบคุณสมบัติในการเปนสารกอกลายพันธุทั้งของแอนทราซีนและสารอนุพันธซึ่ง 
เกิดจากการแทนที่คารบอนในโครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน   ใชการทดสอบแบบเอมสโดย     
เติมสารปริมาณ 5 – 200 ไมโครกรัม/จานอาหารเลี้ยงเชื้อ      ติดตามการเพิ่มจํานวนของ    
Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 และ TA100 ที่เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา     พบวาที่ความเขม- 
ขนที่กําหนดสารแอนทราซีนไมมีคุณสมบัติในการเปนสารกอกลายพันธุ     สวนอนุพันธของแอน- 
ทราซีนที่มีคุณสมบัติดังกลาวคือ 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน (9,10-dimethylanthracene) และ  
2,3,9,10-ไตรเมทธิลแอนทราซีน (2,3,9,10-trimethylanthracene)  
           การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเนื่องจากแสงของ 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน ทําใหเกิดสาร 
เปอรออกไซด (peroxide) ซึ่งสารดังกลาวมีความเสถียรและมีสวนเกี่ยวของในการกระตุนให 9,10- 
ไดเมทธิลแอนทราซีนกลายเปนสารกอกลายพันธุ โดยพบวาทําใหเกิดการกลายพันธุใน  
Drosophila melanogaster   และชักนําใหเกิดความผิดปกติในการสังเคราะหดีเอ็นเอในเซลตับ 
ของหนู 
           2-เมทธลิแอนทราซีน (2-methylanthracene)  และ 9-เมทธิลแอนทราซีน (9-methyl- 
anthracene) เปนสารกอกลายพันธุในเซล lymphoblast ในคน 
           แอนทราลิน (anthralin) เปนสารเริ่มตนในการกอมะเร็งจากการทดสอบบนผิวหนังของหนู 
ทดลอง       รูปที่ 2.5  แสดงโครงสรางของแอนทราซีนเปรียบเทียบกับ  9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน  
และแอนทราลิน 

 anthracene    9,10-dimethylanthracene   anthralin 
รูปที่ 2.5 โครงสรางของแอนทราซีน , 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน และแอนทราลิน (LaVoie and    
Rice, 1988) 
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ความสามารถในการเปนสารกอมะเร็ง (carcinogenicity) (LaVoie and Rice, 1988) 
           ยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการเปนสารกอมะเร็งของแอนทราซีนในคน  แตที่ความเขมขนสูง ๆ  
แอนทราซีนกอใหเกิดมะเร็งในสัตวทดลองได    เชนเมื่อทดสอบที่ผิวหนังของหนูสายพันธุ Swiss  
Millerton ปริมาณแอนทราซีน 150 มก./กรัม มีความสามารถในการชักนําใหเกิดมะเร็งไดอยาง 
สมบูรณ 
           เมื่อทดสอบความสามารถในการเปนสารกอมะเร็งของอนุพันธของแอนทราซีนโดยทดสอบ 
ที่ผิวหนังของหนูสายพันธ CDI  พบวา 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน, 2,9,10-ไตรเมทธิลแอนทราซีน  
และ 2,3,9,10-เตตระเมทธลิแอนทราซีน (2,3,9,10-tetramethylanthracene) ปริมาณ 1 มก./กก.  
เปนสารชักนําใหเกิดเนื้องอก (tumor initiator)  
           มีรายงานเกี่ยวกับการเปนสารกอมะเร็งของแอนทราลิน  และเมื่อทดสอบสารดังกลาวรวม 
กับเบนโซ[เอ]ไพรีน  มีผลทําใหเกิดมะเร็งที่ผิวหนังของหนูทดลอง 
           สํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมสหรัฐอเมริการะบุปริมาณสารแอนทราซีนและ PAHs บาง 
ชนิดที่ยอมรับได              ซึ่งถาพบสาร PAHs เกินกวาปริมาณที่กําหนดจะเปนอันตรายตอสุขภาพ    
ดังแสดงในตารางที่ 2.5 
ตารางที่ 2.5 ระดับปริมาณสูงสุดของแอนทราซีนและ PAHs บางชนิดที่พบในรางกายของมนุษย 
ซึ่งอยูในระดับที่ยอมรับได  (จินตนา  สายวรรณ, 2541) 
 

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

 
วิธีการทําลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืน 
           แอนทราซีน และสารพิษตาง ๆ ที่อยูในดินอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไดหลายลักษณะดังนี้ 
1. สลายตัวโดยปฏิกิริยาเคมี (chemical decomposition) 
2. สลายตัวโดยแสง (photooxidation) 
3. ระเหยจากดินสูบรรยากาศ (volatization) 
4. เคลื่อนยายไปสูแหลงน้ํา (movement by runoff and watertable) 
5. เขาสูสิ่งมีชีวิต (bioaccumulation) 
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6. ถูกจุลินทรียยอยสลาย (microbial degradation) 
 

           การเปลี่ยนแปลงในลักษณะดังกลาวทําใหสารพิษสวนหนึ่งลดปริมาณลง แตอยางไรก็ตาม 
ปริมาณการปนเปอนของสารเคมีอันตรายตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมยังคงมีปริมาณสูง   โดยเฉพาะ 
อยางยิ่งสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงก็ยังคงตกคางในสิ่งแวดลอม   เนื่องจากละลายน้ําได 
นอยมาก   และถูกดูดซับโดยอนุภาคที่อยูในดิน  จึงยากตอการถูกทําลาย (Cerniglia, 1992) 
           ขั้นตนของการบําบัดสารพิษจะตองทราบถึงองคประกอบของสาร เพื่อใหสามารถคดัเลือก 
และกําหนดวิธีการที่เหมาะสมในการจัดการ   โดยอาจใชวิธีการทําลายฤทธิ์ดวยระบบเคมี-ฟสิกส  
(chemical-physical treatment)   การเผาที่อุณหภูมิสูง (incineration) และกําจัดกากที่เหลือโดย 
วิธีฝงกลบ (land disposal) ในที่สุด   แตอาจมีมลพิษบางตัวที่เกิดขึ้นจากการทําลายสารซึ่งตองมี 
การกําจัดในข้ันตอนตอไป     วิธีลดการปนเปอนของแอนทราซีนและสารพิษดังกลาวมีขอดีคือ  ใช 
ประโยชนในกรณีที่สารเคมีแพรกระจายไปสูบริเวณขางเคียงอยางรวดเร็ว   แตมีขอเสียคืออาจกอ 
ใหเกิดสารพิษชนิดใหมขึ้นได   และขั้นตอนการบําบัดยังเสียคาใชจายสูงอีกดวย (Lee,1995) 

การบําบัดโดยวิธีชีวภาพ (bioremediation)  
เปนทางเลือกหนึ่งในการชวยลดความเปนพิษของแอนทราซีน และ PAHs รวมทั้งกากของ 

เสียอันตรายชนิดอื่น ๆ    มีรายงานวิจัยพบวาการยอยสลายสารพิษโดยจุลินทรียเปนกระบวนการ 
หลักที่มีผลลดการปนเปอนของดินและตะกอนดิน      โดย PAHs บางชนิดจะถูกยอยสลายไดอยาง 
สมบูรณ (mineralization) ไดเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานในการเจริญของเชื้อ หรือ  
PAHs บางชนดิอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวน (partially transformed)    กระบวน 
การทั้งสองชนิดดังกลาวอาจเกิดโดยเชื้อเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia, 1992) 
           ขอไดเปรียบของวิธีบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน และ PAHs อ่ืน ๆ โดยใชการยอย 
สลายดวยวิธีชีวภาพ คือ สามารถปฏิบัติไดในพื้นที่ที่เกิดการปนเปอนและทําใหพื้นที่ดังกลาวเกิด 
ความเสียหายนอยที่สุด   ชวยลดคาใชจายในการขนสงและคาแรงงาน   สามารถกําจัดสารพิษได 
อยางถาวร  และยังทาํการบําบัดควบคูไปกับวิธีทางเคมี  เพื่อใหสามารถทําลายสารพิษไดอยาง 
สมบูรณ 
           แตอยางไรก็ตามการยอยสลายโดยวิธีชีวภาพก็มีขอเสีย คือ สารที่มีคลอรีนหรือโลหะเปน 
องคประกอบในปริมาณสูงจะไมถูกทําลาย หรืออาจมีการผลิตสารตัวกลางที่มีความเปนพิษสูงกวา 
สารตั้งตน   และเสียคาใชจายสูงกวาวิธีอ่ืน ๆ สําหรับข้ันแรกของการปฏิบัติงาน รวมทั้งตองมีการ 
ควบคุมปจจัยตาง ๆ ทั้งทางชีวภาพและกายภาพ 
           การบําบัดทางชีวภาพสามารถปฏิบัติไดทั้งในพื้นที่ที่มีการปนเปอน (in situ)    หรือขนยาย 
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สารพิษไปบําบัดนอกพื้นที่ (ex situ)   โดย Marks และคณะ รายงานในป 1992 ถึงการพัฒนาวิธี 
บําบัด PAHs    ในขั้นแรกใชเชื้อยอยสลายสารพิษเพื่อใหโครงสรางบางสวนถูกทําลาย   ขั้นตอมาก็ 
นําวิธีการบําบัดดิน (land treatment) เขามาชวย   เพื่อใหสารตัวกลางที่เกิดขึ้นถูกกําจัดอยาง 
สมบูรณ  วิธีการดังกลาวชวยลดคาใชจายเมื่อเทียบกับการทําลาย PAHs โดยการเผาที่อุณหภูมิสูง 
ไดถึง 3 เทา 
           การยอยสลาย PAHs โดยเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์และกระบวนการโคเมตาบอลิสมรวมของ 
กลุมเชื้อจุลินทรียมีการศึกษามาประมาณ 80 ปแลว (Cerniglia, 1992) แตการจะนําวิธีดังกลาวมา 
ใชลดการปนเปอนของแอนทราซีน และ PAHs ไดอยางมีประสิทธิภาพนั้น   จําเปนจะตองทําความ 
เขาใจเกี่ยวกับเชื้อจุลินทรีย  ระบบเอนไซมและสภาพแวดลอมที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรีย    
เพื่อใหเกิดการยอยสลายไดมากที่สุด    โดย PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าจะถูกยอยสลายไดเร็วกวา  
PAHs ชนิดที่มีมวลโมเลกุลสูงกวา   
  

ขอไดเปรียบของแบคทีเรียตอการนํามาใชในเทคนิคการยอยสลายทางชีวภาพ  
รายงานวิจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายของสารเคมีอันตรายโดยใชวิธีบําบัดทาง 

ชีวภาพ   มักจะมุงเนนไปที่การใชแบคทีเรียเปนตัวยอยสลายมากกวารา     ทั้งนี้เนื่องมาจากการ 
เลี้ยงเชื้อทําไดงาย  เจริญเติบโตไดเร็วและเหมาะกับการศึกษาในระดับพันธุกรรม        รวมทั้งมี 
ความสามารถในการยอยสลายแอนทราซีนและสารเคมีปนเปอนอื่น ๆ เพื่อนํามาใชเปนแหลง 
คารบอนหรือแหลงพลังงานไดดีกวา (Bouwer and Zehnder, 1993) 
           สาร PAHs บางชนิดจะถูกยอยสลายบางสวนโดยระบบเอนไซมยอยสลายลิกนินของรา- 
ไวทรอท (white rot fungi)  ซึ่งประกอบดวยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin peroxidase)   
และแมงกานีสเปอรออกซิเดส (manganese peroxidase)   แตตองใชสภาวะโคเมตาบอลิสม (co- 
metabolism) ในการยอยสลายรวมกับสารอินทรียชนิดอื่น (secondary substrate) ที่ยอยไดงาย 
กวา  เชน เซลลูโลส กลูโคส    ในกระบวนการโคเมตาบอลิสมรวมของสารเคมีอันตรายสารดังกลาว 
จะถูกเปลี่ยนรูปไปเพียงบางสวนเทานั้น    ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้อาจไมมีผลในการลดความเปนพิษ 
ของสาร   ดังนั้นจึงมีควรมีการใชเชื้อผสมระหวางแบคทีเรียและราในการยอยสลายสารพิษเพื่อให 
กระบวนการดังกลาวเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     ตัวอยางเชนรายงานวิจัยของ Boonchan, Britz และ  
Stanley (2000) ซึ่งกลาวถึงประสิทธิภาพของเชื้อผสมระหวางรา Penicillium janthinellum VUO  
10201 กับแบคทีเรีย Stenotrophomonas  maltophilia VUN 10010 หรือรากับกลุมแบคทีเรีย  
(consortium) VUN 10009    ในการยอยสลาย PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงซึ่งปนเปอนอยูในดิน    
มีผลทําให 53 % ของเบนโซ[เอ]ไพรีน   เกิดการยอยสลายอยางสมบูรณไดเปนคารบอนไดออกไซด      
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ซึ่งกลุมเชื้อผสมระหวางแบคทีเรียกับรานี้จะลดประสิทธิภาพในการเปนสารกอกลายพันธุของสาร  
PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดดีกวาการใชเชื้อจุลินทรียเพียงเชื้อเดียว 
           รายอยแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นโดยเติมหมูไฮดรอกซี (-OH) ที่วงเบนซีน   ในขณะที่ 
แบคทีเรียออกซิไดซสารดังกลาวโดยการเติมออกซิเจนที่วงเบนซีน โดยอาศัยกลไกของระบบ 
เอนไซมไดออกซีจีเนส   ซึ่งออกซิเจนจะเขาไปทําปฏกิิริยากับสารโดยตรง        หรือไปทําหนาที่เปน 
ตัวรับอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันเพื่อสรางพลังงานและวัตถุดิบในการสังเคราะห 
เซลของจุลินทรีย     โดยไดแคทธีคอล (catechol) เปนผลิตภัณฑสุดทายกอนที่ PAHs จะถูกยอย 
สลายอยางสมบูรณไดเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (CO2)   สําหรับกรณีที่แบคทีเรียใช PAHs  
ชนิดนั้น ๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดอยางสมบูรณ   ซึ่งแคทธีคอลจะเกิดการแตกวง 
ได 2 แบบขึ้นกับสายพันธุแบคทีเรีย  คือการแตกวงแบบออโธ (ortho clevage)  ที่เกิดระหวาง 
พันธะคารบอนของหมูไฮดรอกซี 2 หมู   สวนการแตกวงแบบเมตา (meta clevage) จะเกิดใน 
ตําแหนงพันธะคารบอนที่อยูใกลเคียงกับหมูไฮดรอกซีหมูใดหมูหนึ่ง      โดยอาศัยกิจกรรมของ 
เอนไซมไดออกซีจีเนสเชนเดียวกัน     แบคทีเรียที่สามารถออกซิไดซอินโดล (indole) เปนอินดิโก  
(indigo)      จะสังเกตไดจากโคโลนีของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีน้ําเงินหลังจากไดรับไอระเหยของ 
อินโดล แสดงวามีการแตกวงแบบออโธเกิดขึ้น     สวนการแตกวงแบบเมตาสังเกตไดจากโคโลนี 
ของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองไขแดงภายหลังพนทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งดวย 2,3-ได- 
ไฮดรอกซีไบฟนีล (2,3-dihydroxy biphenyl) ที่ละลายในไดเอทธิลอีเทอร (diethylether) (Dagher  
et al ., 1997) 

 
 
รูปที่  2.6 การแตกวงแคทธีคอลแบบออโธ  (intradiol enzymes) และแบบเมตา  (extradiol  
enzymes) (Cerniglia, 1992) 
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การยอยสลายแอนทราซีนโดยจุลินทรีย 
           จุลินทรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไดมีทั้งแบคทีเรีย และราดังสรุปไวในตารางที่ 2.6,  
2.7 และ 2.8 ตามลําดับ 
ตารางที่ 2.6 ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนได 
 

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

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

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

 
ตารางที่ 2.7 ชนิดของราที่สามารถยอยแอนทราซีนได 
 

สายพันธุรา เอกสารอางอิง 
Bjerkandera  sp. Cerniglia, 1992 
Bjerkandera  sp. strain BOS65 Field et al ., 1995 
Cunninghamella  elegans  Cerniglia , 1992 
Phanerochaete  chrysosporium Hammel,Green and Gai, 1991 
Ramaria  sp. Sutherland et al ., 1995 
Rhizoctonia  solani Field et al ., 1995 
Trametes  versicolor Collins et al ., 1996 
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ตารางที่ 2.8  ชนิดของราที่สามารถยอยแอนทราซีนปริมาณ 0.1 กรัม/ลิตร ไดมากกวา 50 % โดย 
จําแนกตามสกุล (Kribobok et al ., 1998) 
 

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

กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนของจุลินทรียแตละกลุมอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่ 
แตกตางกัน      และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นก็จะถูกยอยสลายตอไปโดยวิถีเมตาบอลิสมที่ตางกันตาม 
ชนิดของจุลินทรีย   โดยสามารถแยกออกเปนกลุมตาง ๆ กันคือ 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซนีโดยแบคทีเรีย 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราไวทรอท (white rot fungi) 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยรา และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยแบคทีเรีย 

 
           Evans และคณะ (1965) รายงานวา    Pseudomonas sp.จะออกซิไดซ (oxidize) วงอะ- 
โรมาติกของแอนทราซีน โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม ไดออกซีจี เนส  (dioxygenase)            
เปลี่ยนแอนทราซีนไปเปนแอนทราซีน ซิส-1,2-ไดไฮโดรไดออล (anthracene cis-1,2-dihydrodiol)     
และผลิตภัณฑนี้จะถูกเปลี่ยนตอไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีน (1,2-dihydroxyanthracene)  
โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase)     และโดยกิจกรรมของเอนไซม 
ออกซีจีเนส (oxygenase) ผลิตภัณฑดังกลาวจะถูกเปล่ียนเปน กรดซิส-4-(2’-ไฮดรอกซีแนพธ-3- 
อิล)-2-ออกโซบัท-3-อิกโนอิก (cis-4-(2’-hydroxynaphth-3-yl)-2-oxobut-3-enoic acid)   ซึ่งกรด 
นี้จะแตกตัวตอไปทําใหวงอะโรมาติกแตกออกเปน 2-ไฮดรอกซี-3-แนพธาลดีไฮด (2-hydroxy-3- 
naphthaldehyde)     สารดังกลาวจะถูกเปลี่ยนตอไปเปน กรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก (2- 
hydroxy-3-naphthoic acid) โดยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส      และเกิดปฏิกิริยาดึงหมูคารบอกซิล 
ออกจากกรดไดผลิตภัณฑเปน 2,3 - ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (2,3-dihydroxynaphthalene)   สวน 
วิถีในการยอยสลาย 2,3-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนเปนกรดซาลิไลลิก (salicylic acid) และแคทธีคอล    
ใชวิถีเมตาบอลิสมดียวกับการยอยสลายแนพธาลีน (Evans et al .,1965 ; Jerina et al ., 1976) 
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รูปที่  2.7 วิถี เมตาบอลิสมที่  Pseudomonas aeruginosa ใชในการยอยสลายแอนทราซีน   
(Evans et al ., 1965 อางถึงโดย Sutherland et al ., 1995) 
 
           รูปที่ 2.8 แสดงตําแหนงที่มีความหนาแนนของอิเล็กตรอนสูงสุด        ซึ่งเรียกวาบริเวณเค (  
K regions) ในพันธะระหวางคารบอนในโครงสรางของแอนทราซีน  แนพธาลีน และฟแนนทรีน    
ตําแหนงดังกลาวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับโครงสรางโมเลกุล   โดยแอนทราซีนและแนพธาลีนซึ่ง 
ประกอบดวยวงเบนซีนเรียงตัวกันเปนเสนตรง  จะมีบริเวณเคอยูที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2     
สวนฟแนนทรีนซึ่งมีโครงสรางโมเลกุลเปนมุมงอจะมีบริเวณเคอยูที่คารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10     
เอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลายจะเขาทําปฏิกิริยาที่บริเวณเคในโครงสรางโมเลกุลของสารดัง- 
กลาว   แตการแตกวงของเบนซีนอาจจะไมเกิดขึ้นที่บริเวณเค (Rogoff, 1962 อางถึงโดย Evans et  
al ., 1965) 
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รูปที่ 2.8 แสดงตําแหนงที่มีความหนาแนนอิเล็กตรอนสูงสุดในโครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน 
เปรียบเทียบกับแนพธาลีนและฟแนนทรีน  
 
           Sphingomonas yanoikuyae B1  ออกซิไดซแอนทราซีนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม 
ไบฟนีลไดออกซีจีเนส (biphenyl dioxygenase) ไดเปน ซิส-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดรแอนทราซีน  
(cis-dihydroxy-1,2-dihydroanthracene) และเอนไซม ซิส-ไบฟนีล ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร-จีเนส  
(cis-biphenyl dihydrodiol dehydrogenase)            จะเปลี่ยนผลิตภัณฑดังกลาวไปเปน 1,2-ได 
ไฮดรอกซแีอนทราซีน   และโดยกิจกรรมของเอนไซม 2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนีล1,2-ไดออกซีจีเนส  
(2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase) จะเปลี่ยน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีนไปเปน ซิส- 
4-(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท (cis-4-(2’-hydroxynaph-3-yl)2-oxobut-3- 
enoate)     ผลิตภัณฑนี้สวนหนึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน 6,7-เบนโซคูมาริน (6,7-benzocoumarin) ซึ่ง 
จะไมถูกยอยสลายตอไป (dead end metabolite)  และอีกสวนหนึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน 2-ไฮดรอกซี 
เบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท (2-hydroxybenzochromene-2-carboxylate)   และโดยกิจกรรม 
ของเอนไซม 2-ไฮดรอกซี-โครมีน-2-คารบอกซีเลท-ไอโซเมอเรส (2-hydroxy-chromene-2- 
carboxylate-isomerase) จะเปลี่ยน 2-ไฮดรอกซีเบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท ไปเปน ทรานส 
(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท (trans-4-(2’-hydroxynaph-3-yl)-2-oxobut-3- 
enoate) (Kim et al . , 1997) 
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รูปที่ 2.9 วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas yanoikuyae B1  
และความสัมพันธกับวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแนพธาลีน (Kim et al ., 1997) A:แนพธา- 
ลี น ,B:ซิ ส -1,2-ไ ด ไ ฮ ด ร อ ก ซี -1,2-ไ ด ไ ฮ โ ด ร แ น พ ธ า ลี น  (cis-1,2-dihydroxy-1,2- 
dihydronaphthalene),C : 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene), D:ซิส-โอ- 
ไฮดรอกซีเบนซิลไอดีนไพรูเวท (cis-o-hydroxybenzylidenepyruvate),E:2-ไฮดรอกซีโครมีน-2- 
คารบอกซีเลท (2-hydroxychromene-2-carboxylate),F:ทรานส-โอ-ไฮดรอกซีเบนซิลไอดีนไพรู- 
เวท (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvate), G:แอนทราซีน , H:ซิส-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดร 
แอนทราซีน, I:1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีน (1,2-dihydroxyanthracene), J:ซิส-4-(2’-ไฮดรอกซี 
แนพธ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท, K:2-ไฮดรอกซีเบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท, L:ทรานส-4- 
(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท, M:6,7-เบนโซคูมาริน 
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           Tongpim และ Pickard (1996) รายงานการแยกเชื้อจากดินที่มีครีโอโสทปนเปอนโดยใช 
แอนทราซีนเปนแหลงคารบอน      และจําแนกแบคทีเรียดังกลาวอยูในสกุล Rhodococcus  สาย- 
พันธุ S1 แตจากผลวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ  (16s rRNA) ของ  
Tongpim และ Pickard ในป 1999 สามารถยืนยันไดชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ S1 จัดอยูใน 
สกุล Mycobacterium โดยเพิ่มจํานวนไดนอยมากในอาหารเหลวที่มีแอนทราซีนเปนแหลง 
คารบอน    สวนใหญเชื้อจะเกาะอยูเฉพาะบริเวณผิวดานนอกของผลึกแอนทราซีน         เนื่องจาก 
สารนี้ละลายน้ําไดนอยมาก (0.07 มก./ลิตร)  จากการทดสอบความสามารถของเชื้อในการยอย 
สลาย PAHs ทั้งหมด 10 ชนิด  พบวาแบคทีเรียสายพันธุ S1 ไมสามารถใช สาร PAHs ชนิดอื่น ๆ  
เปนแหลงคารบอนไดนอกเหนือจากแอนทราซีน   แสดงวาระบบเอนไซมไดออกซีจีเนสที่เกี่ยวของ 
กับปฏิกิริยาแรกในการยอยสลายแอนทราซีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ S1 มีความ 
จําเพาะสูง     เพราะโดยปกติระบบเอนไซมดังกลาวจะมีความจําเพาะต่ําตอชนิดของสารตั้งตนที่ 
เขาทาํปฏิกิริยา 
           Weissenfels และคณะ (1991) รายงานวา Alcaligenes denitrificans WW1 สามารถ 
ยอยสลายแอนทราซีนไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีนซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิก  ตามลําดับ 
           Jerina และคณะ รายงานในป 1976 ถึงความสามารถของ Flavobacterium sp. ในการ 
ยอยสลายแอนทราซีนไปเปน แอนทราซีน 1,2-ไดไฮโดรไดออล 
           Beijerinckia  sp. B-836 ออกซิไดซแอนทราซีนไปเปน  1,2-ไดไฮโดรแอนทราซีน-ซิส- 
1,2-ไดออล (1,2-dihydroanthracene-cis-1,2-diol)  (Akhtar et al ., 1975) 
           มีรายงานเกี่ยวกับการยอยสลายแอนทราซีนโดย coryneform bacillus สายพันธุ  SantMu  
3 ไดผลิตภัณฑเปนมวลเซล 25 % สารมัธยันต 7 % และคารบอนไดออกไซด 65 % โดยที่ไมมีสาร 
ทดสอบเหลืออยู  จํานวนโมลออกซิเจนที่ใชในการยอยสลายแอนทราซีนและการสรางมวลเซลตอ 
จํานวนโมลตั้งตนของสารทดสอบ  มีคาเทากับ 10.9 และ 0.5 ตามลําดับ (Bouchez, Blanchet  
and Vandecasteele, 1996) 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราไวทรอท 
           กลุมราไวทรอทสามารถยอยสลายลิกนิน (lignin) และสารตั้งตนอื่น ๆ อีกหลายชนิด รวม 
ทั้งแอนทราซีนและ PAHs    โดยอาศัยกิจกรรมของระบบเอนไซมเพอออกซิเดส (peroxidase)  ซึ่ง 
ประกอบดวยเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส แมงกานีสเพอออกซิเดส และเอนไซมแลคเคส  
(laccase) โดยระบบเอนไซมของราไวทรอทซึ่งถูกหลั่งออกมานอกเซลจะไมจําเพาะตอชนิดของ 
สารตั้งตน  กลไกการยอยสลายรวมทั้งระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนโครงสรางของ 
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แอนทราซีน และ PAHs มีความซับซอน   เนื่องจากการสังเคราะหเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส   
และแมงกานีสเพอออกซิเดสจะขึ้นอยูกับปริมาณไนโตรเจนภายในเซล  ความเขมขนของออกซิเจน   
และความเขมขนของไอออนแมงกานีส (Mn2+) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ   Kotterman และคณะ (1994)  
รายงานวาระบบเอนไซมเพอออกซิเดสใน Phanerochaete chrysosporium จะถูกชักนําก็ตอเมื่อ 
เล้ียงเชื้อในอาหารที่จํากัดปริมาณคารบอน  ไนโตรเจน หรือ ซัลเฟอร   แตโดยทั่วไปมักจะใชการ 
จํากัดปริมาณไนโตรเจนเพื่อชักนําการสังเคราะหระบบเอนไซมดังกลาว   นอกจากนี้ยังพบวา 
ออกซิเจนในปริมาณสูงจะเพิ่มอัตราการสังเคราะหเอนไซมภายในเซล   และเพิ่มกิจกรรมการยอย 
สลาย PAHs อีกดวย     ราไวทรอทแตละสกุลจะใชวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแอนทราซีน 
แตกตางกัน 
           Hammel, Green และ Gai (1991)รายงานวาราไวทรอท Panerochaete chrysosporium 
ใชวิถีเมตาบอลิสมในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน (9,10-anthraquinone)   
ซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และคารบอนไดออกไซด  ดังแสดงในรูป 
ที่ 2.10 

 
รูปที่ 2.10 กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดย Phanerochaete chrysosporium (Hammel  
Green and Gai, 1991) 
           Collins และคณะ (1996)   รายงานวาการเปล่ียนโครงสรางของแอนทราซีนไปเปนแอน- 
ทราควิโนนเกิดขึ้นโดยกิจกรรมของเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส     หรือทั้งเอนไซมลิกนินเพอออกซ-ิ 
เดสรวมกับแมงกานีสเพอออกซิเดส      อัตราสวนโดยโมลของแอนทราควิโนนตอจํานวนโมลของ 
แอนทราซีนที่ถูกยอยสลาย     ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดสและแมงกานีส- 
เพอออกซิเดส   มีคาเทากับ 0.35 และ 0.44 ตามลําดับ 
           Bezalels และคณะ (1996) รายงานวาราไวทรอท Pleurotus ostreatus  ใชวิถีเมตาบอลิ- 
สมในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน  และแอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดร- 
ไดออล (anthracene trans-1,2-dihydrodiols) 
           Sack และ Gunther (1993) รายงานวาราไวทรอท Bjerkandera sp. และสกุลอ่ืน ๆ ใชวิถี 
เมตาบอลิสมในการเปลี่ยนแอนทราซีน  ไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน  และสารตัวกลางดังกลาวจะ 
ไมถูกยอยสลายตอไป (dead end intermediate)  
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           Collins และคณะ รายงานในป 1996 ถึงความสามารถของราไวทรอท Trametes sp. ใน 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนทราซีน เกิดเปน 9,10-แอนทราควิโนน   โดยอาศัยกิจกรรมของ 
เอนไซมแลคเคส  อัตราสวนโดยโมลของแอนทราควิโนนตอโมลของแอนทราซีนที่ถูกเปลี่ยนโครง- 
สรางมีคาเทากับ 1.0 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
           จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวาราที่ยอยแอนทราซีนไดมีทั้งชนิดที่ยอยลิกนินได  และชนิดที่ 
ไมสามารถยอยลิกนินได   Cerniglia และคณะ (1992) รายงานวารา Cunninghamella  elegans  
ซึ่งไมสามารถยอยลิกนินได จะอาศัยกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครมพี – 450 โมโนออกซีจีเนส   
(cytochrome P-450 monooxygenase)   ในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปนแอรีนออกไซด (arene  
oxide) และแอรีนออกไซดอาจจะถูกเปลี่ยนไปเปนแอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดรไดออล  
(anthracene trans-1,2-dihydrodiol)  และ 1-แอนธริลซัลเฟต (1-anthryl sulfate) โดยกิจกรรม 
ของเอนไซมอีพอกไซด ไฮโดรเลส (epoxide hydrolase)      หรืออีกวิถีหนึ่งแอรีนออกไซดอาจเกิด 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางโดยไมเกี่ยวของกับเอนไซมไดสารประกอบฟนอล   และสารดังกลาว 
อาจเกิดการรวมตัวกับซัลเฟตและไซโลไซด (xyloside)    โดยที่สารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยน 
แปลงโครงสรางของแอนทราซีนโดย C. elegans    มีคุณสมบัติในการกอกลายพันธุนอยกวาแอน- 
ทราซีน   ดังนั้นราสกุลดังกลาวจึงมีความสามารถในการลดความเปนพิษของแอนทราซีนได  
(detoxification) 
           Sutherland และคณะ (1995) รายงานวา Rhizoctonia  solani ใชวิถีเมตาบอลิสมในการ 
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนทราซีนไปเปน   แอนทราซีน ทรานส –1,2-ไดไฮโดรไดออล   หรือ 
รวมตัวกับไซโลไซดไดสารประกอบใหมอีก 3 ชนิด    การเกิดสารประกอบของไซโลไซดแสดงวา    
R. solani  มีประสิทธิภาพในการลดความเปนพิษของแอนทราซีนไดเชนเดียวกัน 
           Sack และ Gunther (1993) รายงานวา Penicillium sp. ใชวิถีเมตาบอลิสมในการเปลี่ยน 
แอนทราซีนไปเปนผลิตภัณฑที่ยังไมทราบชนิด 
           สัตวเลี้ยงลูกดวยนมยอยสลายแอนทราซีนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมโมโนออกซีจีเนส 
เชนเดียวกับรา  ไดผลิตภัณฑคือ แอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดรไดออล เกิดขึ้นเชนเดียวกัน   แต 
รูปแบบของสเตอริโอไอโซเมอร (stereoisomers) จากระบบเอนไซมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเกิด  
อาร,อาร-ไดไฮโดรไดออล (R,R-dihydrodiol)  สวนในระบบเอนไซมของราจะได เอส,เอส-ไดไฮโดร- 
ไดออล   (S,S-dihydrodiol)  (Akhtar, Boyd and Thompson, 1975) 
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           Akhtar, Boyd และ Thompson (1975) รายงานการตรวจพบไดไฮโดรแอนทราซีน ทรานส  
1,2-ไดออล (dihydroanthracene trans 1,2-diols)  ในปสสาวะของกระตายที่ไดรับสารแอนทรา- 
ซีน 
           Rosazza และ Smith (1979) รายงานวาการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีของ 
สารพิษในสิ่งแวดลอมโดยจุลินทรียชนิดยูคารีโอท (eukaryote) สามารถนํามาใชประโยชนในการ 
เปนแบบจําลองและชวยเพิ่มขอมูลเกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิสมของยาภายในรางกายของ 
สัตวเลี้ยงลูกดวยนมได 
 
กลไกที่ เกี่ยวเนื่องกับความเปนพิษของสารประกอบไฮโดรคารบอนตอรูปแบบ 
การเจริญของจุลินทรีย 
 
           เปนที่ทราบกันดีวาสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยเฉพาะ PAHs จะเกิดการเปลี่ยนแปลง 
โครงสรางทางเคมีไดโดยจุลินทรีย  ซึ่งอาจนําไปสูการยอยสลายอยางสมบูรณของ PAHs บางชนิด    
ไดเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา   แต PAHs บางชนิดจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางเพียงบางสวน    
นอกจากนี้ยังมีหลายรายงานวจิัยที่สังเกตพบความเปนพิษของสารดังกลาวตอจุลินทรีย (Gibsons  
et al ., 1970 ; Jenkins, Slephens and Dalton, 1987; Shirai, 1987 ; Sikkema and de Bont,  
1991 อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) โดยกลไกที่เกี่ยวเนื่องกับพิษของสาร 
มีรายงานนอยมาก   จากขอมูลที่มีอยูสามารถยืนยันไดวาความเปนพิษของสารประกอบ 
ไฮโดรคารบอนตอจุลินทรีย   เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารกับโครงสรางของเซลในสวนที่ไม 
ชอบน้ํา   สมบัติในการละลายไดดีในไขมัน (lipophilicity) ของสารประกอบไฮโดรคารบอนขึ้นอยู 
กับลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของสาร  เชน พื้นที่ผิวและปริมาตรของโมเลกุล   รวมทั้ง 
ความมีขั้วของสาร (polarity) 
 
รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับความเปนพิษของสารประกอบไฮโดรคารบอนตอการเจริญของ 
จุลินทรียที่ยอยสลายสารนั้นๆ 
 
เบนซีน  (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Gibsons และคณะ (1970) รายงานวาเบนซีนมีพิษตอ Pseudomonas  putida    โดย 
สังเกตพบวาเมื่อเติมเบนซีนในอาหารเหลวโดยตรงเชื้อจะไมสามารถเจริญได   แตถาแบคทีเรียได 
รับไอระเหยของเบนซีนจะเจริญไดตามปกติ 
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           Van den Tweel และคณะ (1988)  รายงานวาการเปลี่ยนเบนซีนไปเปน ซิส-3,5-ไซโคลเฮก 
ซะไดอีน-1,2-ไดออล (cis-3,5-cyclohexadiene-1,2-diol) มีอัตราลดลง         เมื่อเพิ่มปริมาณ 
เบนซีน     โดยสอดคลองกับรายงานของ Yarmoff และคณะ (1988) ที่พบวาเบนซีนมีผลทําใหเชื้อ 
ลดจํานวนลง   และ ซิส-3,5-ไซโคลเฮกซะไดอีน-1,2-ไดออล ซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดขึ้นจากการ 
เปลี่ยนโครงสรางของเบนซีนก็มีปริมาณลดลงดวย 
           Shirai (1987) รายงานวาเบนซีนที่มีความเขมขนมากกวา 0.15 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร    
จะมีผลยับยั้งการเจริญและการสรางแคทธีคอลของเชื้อ Pseudomonas ชนิดกลายพันธุ      ซึ่งมี 
ซัคซิเนท (succinate) เปนแหลงคารบอน 
 
โทลูอีน(toluene) (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Jackson และ Demoss (1965) รายงานความเปนพิษของโทลูอีนตอการเจริญของ E.coli  
มีผลใหโมเลกุลตาง ๆ  เชน อารเอ็นเอและโปรตีนรั่วออกมาภายนอก       ทําใหโครงสรางของเซล 
เกิดการเปลี่ยนแปลง   ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดงใหเห็นวาการแตกของเซลไมได 
เกิดขึ้นอยางสมบูรณ 
           De Smet, Kingma และ Witholt (1978) รายงานวาโทลูอีนเพิ่มการซึมผานเขาออกของ 
สารผานเยื่อหุมเซลของ E. coli   และจากการศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะพบการ 
ถูกทําลายของเยื่อหุมเซล 
 
สาร PAHs (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Cerniglia และคณะ (1952)     ศึกษาความเปนพิษของแนพธาลีน,    1-เมทธิลแนพธาลีน  
(1-methylnaphthalene) และ 2-เมทธิลแนพธาลีน (2-methylnaphthalene) ตอไซยาโนแบคทีเรีย 
สกุล Agmenellum  quadruplicatum        พบวาสารตาง ๆ ดังกลาวไมมีผลยับยั้งการเจริญของ 
ไซยาโนแบคทีเรีย    ในขณะที่อนุพันธฟนอลิก (phenolic) และควิโนอิก (quinoic) ของแนพธาลีน 
มีผลยับยั้งการเจริญของเซล         โดยที่ฟนอลและควิโนนมีคาการละลายในน้ําสูงกวาอนุพันธของ 
แนพธาลีนที่ไมมีผลยับยั้งการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
           Sikkema, de Bont และ Poolman (1994) รายงานวา แนพธาลีน , ไบฟนีล (biphenyl),  
แอนทราซีน และฟแนนทรีนในรูปผลึกของแข็งมีความเปนพิษตอเซล   โดยมีผลตอระบบการสง 
ผานพลังงานในไลโพโซม (liposome) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลานาน    แตถาใหเชื้อสัมผัสกับสาร 
ที่ละลายอยูในตัวทําละลายไดเมทธิลฟอมาไมด (dimethyl formamide)   PAHs  จะมีผลเปนพิษ 
ตอเซลทันที 



 

 

37

           Cerniglia และ Lader (1976) รายงานวาการเพิ่มปริมาณแนพธาลีน, 2-เมทธิลแนพธาลีน  
และไพรีน   มีผลยืดระยะเวลาในการปรับตัวของเซลกอนที่จะเพิ่มจํานวน (lag phase) และลด 
อัตราการเจริญของแบคทีเรียที่ใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอน 
           Brodkorb และ Legge (1992) รายงานวาฟแนนทรีนมีผลยับยั้งการเจริญของราไวทรอท 
สกุล Phanerochaete  chrysosporium 
 
           Swoboda – colberg (1995) รายงานวาการยอยสลายของสารเคมีโดยเชื้อจุลินทรีย 
ประกอบดวยปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารตั้งตนหลายปฏกิิริยา   จนกวาจะเกิดการ 
เปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ํา และคารบอนไดออกไซด   แตในบางกรณี 
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอาจไมสมบูรณ   โดยมีการสะสมของสารตัวกลางที่มีความเปนพิษสูง 
กวาสารตั้งตน เชน 7,8-ไดไฮโดรไดออล-9,10-เอปปอกไซด (7,8-dihydrodilo-9,10-epoxide)  ซึ่ง 
เปนสารกอมะเร็งชนิดรุนแรงจากการถูกยอยสลายของเบนโซ[เอ]ไพรีน (Marks et al.,1992 อางถึง 
โดย Swoboda-colberg, 1995)   และไดออกซินที่เกิดขึ้นจากการเผาไหมของสารประกอบอินทรีย  
(Choudhary et al . , 1983 อางถึงโดย Swoboda-colberg, 1995) 
           Heitzer และ Sayler (1993) รายงานวาการยอยสลายของสารเคมีอันตรายหลายชนิดที่ 
เกิดขึ้นไมสมบูรณอาจเกิดจากสภาวะแวดลอมหรือสายพันธุของจุลินทรีย     สารมัธยันตที่เกิดขึ้น 
เนื่องจากปฏิกิริยาการเติมหมูไฮดรอกซี (hydroxylation) จะมีขั้วเพิ่มข้ึน  และอาจมีความเปนพิษ 
สูงกวาสารตั้งตน เชน 1-แนพธอล (1-naphthol) ที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแนพธาลีนใน 
สภาวะccที่มีออกซิเจน  (Cerniglia, 1984 ; Sutherland, 1992 อางถึงโดย Heitzer and Sayler,  
1993) และไวนีลคลอไรด (vinylchloride) ที่เกิดจากการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน  
(trichloro ethylene) ภายใตสภาวะไรอากาศ (Vogel and AmMcrty, 1985 อางถึงโดย Heitzer  
and Sayler,1993) 
           เปนที่ทราบกันดีวา PAHs มีความเปนพิษตอเซลของจุลินทรียในระดับตํ่าเมื่อเทียบกับ 
อนุพันธของสารดังกลาวที่อยูในสภาวะถูกออกซิไดซ     จากการศึกษาพิษของแนพธาลีน, ไบฟนีล,  
แอนทราซีน, ฟแนนทรีน และ PAHs ชนิดอื่น ๆ   พบวาในสภาวะที่ไมจํากัดการถายเทมวลเซล    
PAHs จะมีผลตอกลไกการถายเทพลังงานผานเยื่อหุมเซล 
 
ผลของการสะสมสารพิษตอการเปลี่ยนแปลงในเซลของจุลินทรีย 
           Sikkema และคณะ (1992)  รายงานวาการสะสมสารที่ชอบไขมัน   ซึ่งรวมถึงแอนทราซีน 
และ PAHs ชนิดอ่ืน   มีผลเปลี่ยนแปลงโครงสรางและหนาที่ของเยื่อหุมเซล   รวมทั้งกิจกรรมของ 
เอนไซม 
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           Sikkema, de Bont และ Poolman (1995)  พบวาสารประกอบไฮโดรคารบอนจะเขาไป 
สะสมที่ชั้นไขมันในโครงสรางของเยื่อหุมเซล   โดยจะทําปฏิกิริยากับทั้งไขมันและโปรตีนซึ่งเปน 
เอนไซมที่ฝงตัวอยูในชั้นไขมัน   ทําใหหนาที่และโครงสรางของเซลเปลี่ยนไป 
 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเยื่อหุมเซล (Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเยื่อหุมเซลมีความรุนแรงตางกัน       ขึ้นอยูกับระดับความมี 
ขั้วของสาร  และตําแหนงของชั้นไขมันที่สารเขาไปทําปฏิกิริยา   โดยการสะสมของ PAHs ในสวน 
ของเยื่อหุมเซลที่ ไมชอบน้ํา     PAHs จะไปรบกวนปฏิกิ ริยาระหวางโซเอซิล  (acyl chains)  
ของฟอสโฟลิปด (phospholipid) สงผลใหของเหลวที่อยูในเยื่อหุมเซลมีการปรับตัว    และในที่สุด 
จะเกิดการบวมพองของเนื้อเยื่อ   ทําใหเกิดรอยรั่วขึ้นที่เยื่อหุมเซล   ยิ่งไปกวานั้นยังเกิดผลกระทบ 
ตอโปรตีนที่ฝงตัวอยูในชั้นไขมัน   เนื่องจากเนื้อเยื่อไขมันโดยรอบเกิดการเปลี่ยนแปลง 
 
การเปลี่ยนแปลงหนาที่ของเยื่อหุมเซล (Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           รอยรั่วที่เกิดขึ้นบนเยื่อหุมเซลจะทําใหสมดุลของไอออนเปลี่ยนแปลงไป (H+และ Na+)   จึง 
มีผลตอระบบการขนสงสารเขาและออกจากเซล โดยอาศัยแรงขับเคลื่อนจากผลตางของปริมาณ 
ไอออนระหวางภายนอกและภายใน (proton motive force, Na+motive force)  หนาที่ที่บกพรอง 
ของเยื่อหุมเซลในการควบคุมสารที่ผานเขาและออก         นอกจากจะมีผลตอระบบการสงผาน 
พลังงานแลว   ยังทําใหคาความเปนกรดดางภายในเซลเกิดการเปลี่ยนแปลง   เนื่องจากมีโปรตอน 
มากเกินไป   จึงสงผลตอกิจกรรมของเอนไซมดวยเชนเดียวกัน 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลองจุลทรรศน รุน CHK ของบริษัท Olympus, Japan. 
2. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 5,20,100,200,1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท  

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

DISCMIC-13JP ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
9. แผนอะลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel F254 ขนาด 20 × 20  

ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany. 
10. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E ของบริษัท Hereaus, Germany. 
11. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics, England. 
12. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
13. ตูเขี่ยเชื้อแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific  

supply, USA. 
14. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan. 
15. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 
16. เครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบปนเหวี่ยง (centrifuge evaporator) ของบริษัท EYELA,  

Japan. 
17. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo  

Rikakikai, Japan. 



 40

18. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  รุน JS-21 ของบริษัท  
Beckman Instrument Inc., USA. 

19. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
20. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
21. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch  

& Lomb, USA. 
22. เครื่องเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmentent incubators shaker) รุน G-27  

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
23. ชุดไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid chromatography,  

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

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

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

24. ชุดเครื่องมือทําแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas chromatography – mass  
spectrometry, GC-MS) สําหรับพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต 
- เครื่องแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี รุน JMS-Automass 150 ของบริษัท JEOL,  

Japan. 
- คอลัมน (column) : DB-5 ขนาด 2.5 มม.×15 ม.; ชั้นฟลมหนา 0.25 ไมโครเมตร  ของ 

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

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

3.1  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

3.1.1  การเก็บตัวอยางดิน 
 
           เก็บตัวอยางดินสําหรับการแยกเชื้อจุลินทรียจากแหลงดินตาง ๆ   ที่มีการสะสมของสาร 
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน น้ํามันเครื่อง น้ํามันเบนซิน น้ํามันดีเซล   หรือแหลงดินที่มีการปน 
เปอนของสารเคมีอันตราย จําพวก ยาปราบศัตรูพืช   เลือกแหลงดินบริเวณที่มีความอุดมสมบรูณ    
โดยสังเกตจากความชื้น  รวมทั้งลักษณะการเจริญเติบโตของพืชในบริเวณดังกลาว   ซึ่งใชเปนขอ 
บงชี้เบื้องตนถึงความเปนไปไดที่จะมีจุลินทรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิด 
อ่ืน ๆ อยูในแหลงดินนั้น ๆ   เก็บดินที่ความลึกประมาณ 3-5 ซม.จากผิวหนาดิน   ติดฉลากระบุ 
แหลงดินใหชัดเจน    เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ° ซ จนกวาจะทําการแยกเชื้อ 
ตารางที่ 3.1 แหลงที่มาของตัวอยางดินที่ใชในการคัดแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนได 
ตัวอยางดิน สถานที่เก็บ 

1 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม จ.จันทบุรี 
2 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม จ.จันทบุรี 
3 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
4 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
5 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
6 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
7 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
8 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
9 ดินบริเวณใตตนกลวยขางโรงซอมหัวรถจักร จากสถานีรถไฟบางกอกนอย 
10 ดินที่ปนเปอนน้ํามันขางโรงซอม จากสถานีรถไฟบางกอกนอย กรุงเทพ ฯ 
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3.1.2  การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

           นําตัวอยางดินที่ตองการแยกเชื้อจุลินทรียปริมาณ 1 กรัม     ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจุ 
อาหารเหลว Carbon – Free Mineral Medium (CFMM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ที่ผานการ 
ฆาเชื้อแลวปริมาตร 5 มล.  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ   ความเร็ว 200 รอบตอ 
นาที  เปนเวลา 1 วัน  หลังจากนั้นนําสวนน้ําใสซึ่งใชเปนหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ใสลงใน 
หลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.   ซึ่งมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. 
เปนแหลงคารบอน   โดยเติมสารดังกลาวในรูปของสารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  
(dimethyl sulfoxide, DMSO) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)    เลี้ยงเชื้อที่สภาวะเดิม เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียโดยสังเกตจากความขุนที่เกิดขึ้น   และการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว  
CFMM เทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเติมเฉพาะแอนทราซีน   ถาพบวาหลอดใดมีการเจริญของเชื้อใน 
ลักษณะดังกลาวก็ถายเชื้อลงในอาหารใหม   ทําซ้ําในขั้นตอนนี้ทั้งหมด 5 คร้ัง  เพื่อเพิ่มจํานวน 
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายแอนทราซีน 
 

3.1.3  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

           นําเชื้อจุลินทรียที่สามารถเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน    
มาทําการเจือจางดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด  เลือกความเขมขนที่เหมาะสมมาเกลี่ย 
บนผิวหนาอาหารแข็ง CFMM (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) โดยวางผลึกแอนทราซีนที่ฝาเพลท    
รวมทั้งเกลี่ยเชื้อบนผิวหนาอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  บมเชื้อที่ 
อุณหภมูิ  30 ° ซ  จนกระทั่งพบการเจริญของแบคทีเรีย   นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่มีลักษณะ 
ตางกันมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.  สังเกตการเจริญของ 
แตละเชื้อในอาหารเหลว CFMM เทียบกับชุดควบคุม   นําเชื้อจากหลอดทดลองที่สังเกตพบการ 
เปลี่ยนสีของอาหารเหลว   มาทดสอบความบริสุทธิ์โดยการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน (กําลัง 
ขยาย 1000 เทา) เทียบกับลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB  
           เมื่อไดแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนแลว    จึงทําการเก็บเชื้อ 
โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. นําเชื้อที่เจริญอยู 
ในอาหารเหลวมาบรรจุในหลอดแชแข็ง (cryotube) และเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ    ซึ่งผานการฆา 
เชื้อ 3 คร้ังที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว   อุณหภูมิ 121 ° ซ   เปนเวลา 20 นาที    สําหรับการ 
เก็บเชื้อที่อุณหภูมิ –20 ° ซ  และ –70 ° ซ  ใชอัตราสวนระหวางปรมิาตรเชื้อในอาหารเหลวตอ 
ปริมาตรกลีเซอรอล เปน 50 : 50 และ 70 : 30 ตามลําดับ 
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3.1.4  การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 
           ก.   ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่คัดแยกได         โดยดูจากลักษณะ 
โคโลนีของเชื้อบนอาหารแข็ง LB  และตรวจสอบลักษณะเซลภายใตกลองจุลทรรศน   รวมกับผล 
ทดสอบทางชีวเคมีตามที่รายงานไวใน Burgey’s Manual of Systematic Bacteriology  
(Palleroni, 1984) 
           ข.   จําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยการวิเคราะหลําดับเบสของ  
16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16 s rDNA) (Amann, Ludwig and Schleifer , 1995) 
 
3.2 ทดสอบความจําเพาะในการใช PAHs ชนิดอ่ืนในการเจริญของ 

แบคทีเรียที่คัดแยกได 
 

เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทเีรียที่คัดแยกได  ลงในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 50 มล. ที่มีเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) ในขวดรูป 
ชมพูขนาด 250 มล.  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน 
เวลา 24 ชั่วโมง   ทําการปนแยกเซลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 
อุณหภูมิ  4 ° ซ  เปนเวลา 10 นาที  ลางเซลแบคทีเรียในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด    
และทําการปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิม   ทําขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ังเพื่อลางเซล    จากนั้นเติมสารละลาย  
0.85 % โซเดียมคลอไรด   จะไดสารละลายเซลนํามาวัดความขุน (turbidity)  ที่ความยาวคลื่น  
600 นาโนเมตร   เจือจางสารละลายเซลใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0  และนําไปเขยาที่ 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที   อุณหภูมิ 30 ° ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เพื่อใหแบคทีเรียใชอาหาร 
สะสมที่เหลืออยูในเซลใหหมดไป 

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่นนอก
เหนือจากแอนทราซีน   ซึ่งไดแก   แนพธาลีน* ฟแนนทรีน ฟลูออรีน ไดเบนโซฟูแรน อะซีแนพธีน 
อะซีแนพธิลีน* ฟลูออแรนธีน และไพรีน  (ภาคผนวก ข หมายเลข 2)   โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.  ที่เติมสารทดสอบแตละชนิดเขมขน 0.1 มก.ตอมล.  ตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ (1995)  เติมหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ใชสภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ  สังเกต
ความขุนและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ในหลอดทดลองที่เติมหัวเชื้อ เปรียบเทยีบกับ
ชุดควบคุม 
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           หมายเหตุ * เนื่องจากแนพธาลีนและอะซีแนพธิลีนมีคาความดันไอสูง   จึงระเหยไดงาย 
มาก    ดังนั้นในการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกไดในการยอยสลาย  
PAHs ทั้งสองชนิดดังกลาว   จึงจําเปนตองเพิ่มความเขมขนของสารทดสอบเปน 0.6 มก.ตอมล.   
และ 1.0 มก.ตอมล. สําหรับอะซีแนพธิลีน และแนพธาลีน  ตามลําดับ   และปดผนึกจุกสําลีดัวย 
เทปกาวเพื่อปองกันการระเหยของสาร 
 
3.3  ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและความสามารถในการยอยสลาย 
      แอนทราซีน และ PAHs ชนิดอ่ืนของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 

3.3.1  ศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนโดยใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน 
และพลังงาน 

 
           เติมหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ซึ่งเตรียมโดยใชวิธีเดียวกับการทดลองในขอ 3.2 ลงใน 
หลอดทดลองที่มีอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.  และมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   
เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที     เก็บตัวอยางทุก 24  
ชั่วโมง  ทั้งหมด 7 คร้ัง   โดยที่แตละเวลาจะมีชุดควบคุม 2 ชุด  คือชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อเพื่อดูผล 
ทางกายภาพตอการลดลงของแอนทราซีน  และชุดควบคุมที่ไมเติมแอนทราซีนแตเติมเฉพาะหัว- 
เชื้อ  เพื่อศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อในภาวะที่ไมมีแหลงคารบอน    ชุดควบคุมทั้ง 2 ชุดดัง- 
กลาวจะทําการทดลองควบคูไปกับชุดทดลองซึ่งเติมหัวเชื้อและมีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน    
ทําการทดลอง 3 ซ้ําสําหรับชุดทดลองและชุดควบคุม         ดูรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย 
ในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุมที่เติมเฉพาะหัวเชื้อ  โดยใชวิธี viable plate count   คือนําเชื้อที่ 
อยูในอาหารเหลวมาเจือจางดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะ- 
สม    และนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  เปนเวลา 3 วัน  นับ 
จํานวนเชื้อ ณ คาการเจือจางที่เหมาะสม    วิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่อยูในอาหารเหลวตาม 
วิธีของ Grifoll และคณะ (1992) ซึ่งมีวิธีทดลองดังนี้ 
 
           ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเหลวใหอยูในชวง 2-3 ดวยสารละลายกรดไฮโดร-คลอ 
ริก 1 นอรมัล (Normal, N) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตตปริมาตร  5 มล.  
ลงไปในอาหารเหลว   ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม  โดยใชความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที    ตั้ง 
ทิ้งไวใหแยกชั้น   แยกสวนเอทธิลอะซีเตตเก็บไว   จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตตลงในอาหารเหลว 
หลอดเดิม   และทําการสกัดซ้ําอีก 1 คร้ัง   รวมเอทธิลอะซีเตตที่สกัดไดทั้งหมดเขาดวยกัน    เติม 
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โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู         จากนั้นทําใหเอทธิลอะซีเตตระเหยหมดไป 
โดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน          เติมเมทธานอลปริมาตร 6 มล. ลงไปละลาย 
แอนทราซีน    กรองสารละลายแอนทราซีนในเมทธานอลผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE  ที่มี 
ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร   เก็บในขวดแกวขนาดเล็กที่หุมกระดาษฟอยดเพื่อปองกันสารถูก 
ทําลายโดยแสง   ที่อุณหภูมิ -20 ° ซ จนกวาจะทําการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่เหลือดวยวิธี  
HPLC 
 
           การวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นโดยวิธี HPLC 
 
           เตรียมสรางกราฟมาตรฐานของแอนทราซีน  โดยเติมสารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิล- 
ซัลฟอกไซด   ลงในอาหารเหลว CFMM  ใหมีความเขมขน 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 มก.ตอ 
ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ตามลําดับ   ทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตตโดยใชวิธีการ 
เดียวกับการสกัดแอนทราซีนในชุดทดลอง   และนําไปวิเคราะหปริมาณสารโดยใชวิธี HPLC ซึ่งมี 
สวนประกอบตาง ๆ ดังนี้ 
 
           เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟ  ใชคอลัมน  Senshu  Pak  Pegasil ขนาด 4.6 × 150 มม.  ตั้ง 
อุณหภูมิคอลัมนที่ 40 ° ซ  ใชสารละลาย 80 % เมทธานอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)  เปนสาร 
ละลายตัวพา   และใชอัตราการไหลเทากับ 1.0 มล.ตอนาที   ตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงของ 
แอนทราซีนและ PAHs ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
 
           ฉีดสารละลายที่ตองการหาปริมาณสาร โดยใชกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-R50        
หาปริมาณแอนทราซีนที่เหลืออยูจากการยอยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลอง โดยการเปรียบ 
เทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของแอนทราซีน  (ภาคผนวก ค หมาย- 
เลข 1) 
 
           หมายเหต ุ กอนฉีดสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณแอนทราซีน   ตองฉีดสารมาตรฐาน 
ของแอนทราซีนที่ละลายในเมทธานอล (ภาคผนวก ค หมายเลข 5) จนกวาจะไดคา retention  
time ที่คงที่เสียกอน 
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3.3.2  ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียที่คัดแยกได โดยใช PAHs  
ชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 

 
           ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.1  แตเปลี่ยนชนิดของ PAHs  จากแอนทราซีนเปน  
PAHs ชนิดอื่นที่แบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดเชนเดียวกัน   จาก 
ผลการทดลองในขอ 3.2 พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลาย ฟแนนทรีน, ฟลูออรีน,ไดเบนโซฟูแรน   
และ แนพธาลีน ได 
           หาปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูจากการยอยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลองและในชุดควบ- 
คุมที่ไมเติมเชื้อ   โดยการเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของ 
ของฟแนนทรีนและฟลูออรีน (ภาคผนวก ค หมายเลข 3 และ 4) 
 
           หมายเหต ุ 
           เนื่องจากฟแนนทรีน ฟลูออรีน และ แนพธาลีน ละลายไดดีในเมทธานอล    ดังนั้นหลังจาก 
ระเหยเอทธิลอะซีเตตดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน   ใชเมทธานอลปริมาตร 0.5 มล.  
ในการละลาย PAHs  
           จากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียโดยใชไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.1 มก. 
ตอมล.ของอาหารเหลว CFMM  และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลืออยูดวย HPLC พบวามีการลดลง 
ของไดเบนโซฟูแรนในชุดควบคุมใกลเคียงกับชุดทดลอง  ดังนั้นจึงเพิ่มความเขมขนของสารดัง- 
กลาวเปน 0.3 มก.ตอมล.  และใชสภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ    สรางกราฟมาตรฐานของไดเบนโซ- 
ฟูแรนโดยเติมสารละลายของสารดังกลาวในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  ลงในอาหารเหลว CFMM  ใหมี 
ความเขมขนสุดทายเปน 0, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300  มก.ตอลิตรของอาหารเหลว  
CFMM (ภาคผนวก ค หมายเลข 2 )  และใชเมทธานอลปริมาตร 1.0 มล.ในการละลายสาร  หลัง 
จากการระเหยของเอทธิลอะซีเตต 
           เนื่องจากแนพธาลีนระเหยไดงายมาก   จึงทําการทดลองโดยใชสภาวะในการบมเชื้อแตก- 
ตางจากการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน   ดังการทดลองในขอ 3.3.3 
 

3.3.3  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลาย 
แนพธาลีน 

 
           เนื่องจากแนพธาลีนมีคาความดันไอสูง   จึงระเหยไดงาย     ดังนั้นในการศึกษาประสิทธิ- 
ภาพของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกไดในการยอยสลายแนพธาลีน   จึงจําเปนตองเพิ่มความเขม- 
ขนของสารทดสอบเปน 1.0 มก.ตอมล.ของอาหารเหลว CFMM   และปดผนึกจุกสําลีดวยเทปกาว 
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เพื่อปองกันการระเหยของสาร   จึงทําใหสภาวะในการเลี้ยงเชื้อมีการจํากัดปริมาณออกซิเจน    
นอกจากนี้การเติมสารตั้งตนที่มากเกินไปจะมีผลเปนพิษตอเซลตามรายงานของ Sikkema, de  
Bont และ Poolman (1995)    ดังนั้นในการทดลองนี้จึงศึกษาเฉพาะประสิทธิภาพของเชื้อในการ 
ยอยสลายแนพธาลีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ของการทดลอง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
           เตรียมสรางกราฟมาตรฐานของแนพธาลีน          โดยเติมสารละลายของแนพธาลีนในได- 
เมทธิลซัลฟอกไซดลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  ปริมาตร 5 มล.  กําหนด 
ความเขมขนของแนพธาลีนเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มก.ตอลิตร   ทาํการสกัดดวย 
เอทธิลอะซีเตต   และใชเมทธานอลปริมาตร 0.5 มล. เพื่อละลายแนพธาลีน  ลังจากการระเหย 
เอทธิลอะซีเตต 
           หาปริมาณสารที่เหลืออยูจาการยอยสลายของแนพธาลีนในชุดทดลอง  และในชุดควบคุม    
โดยเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของแนพธาลีน (ภาคผนวก  
ค หมายเลข 5) 
 

3.3.4  ศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนรวมทั้งความสามารถในการยอยสลาย 
แอนทราซีนผสมกับฟแนนทรีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 
           จากผลการทดลองในขอ 3.3.2 พบวาเมื่อใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน      จะทําใหเชื้อ 
มีอัตราการเจริญสูงสุด    ในขณะที่การยอยสลายแอนทราซีนกลับมีผลลดจํานวนของแบคทีเรีย    
ภายหลังที่เพิ่มจํานวนไดสูงสุด   ดังนั้นจึงทําการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวน  และ 
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ทั้งสองชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได   เมื่อเติมแอนทราซีน 
และฟแนนทรีนเขมขนสารละ 0.1 มก.ตอมล.  ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  
ปริมาตร 5 มล.   โดยใชวิธีการเตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.2  เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง- 
เขยาที่อุณหภูมิ   30 ° ซ   ความเร็ว 200 รอบตอนาที   เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง   นํามาวัดการ 
เจริญของแบคทีเรียเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมแหลงคารบอน   โดยใชวิธี viable plate count    
และวิเคราะหปริมาณสารทดสอบแตละชนิดดวยวิธี HPLC ใชวิธีการสกัดเชนเดียวกับการทดลอง 
ในขอ 3.3.1  โดยคิดเทียบปริมาณ PAHs ทั้งสองชนิดในวันที่ 0 ของการทดลองเปน 100 % 
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3.4  การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 

 
3.4.1   การเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต 

 
           นําสารละลายของแอนทราซีนในเมทธานอล    ซึ่งสกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อที่ระยะเวลาตาง  
ๆ กันในการทดลองขอ 3.3.1 มาหาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการศึกษาสารมัธยันตที่เกิดจาก 
การยอยสลายแอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได   โดยการจุด (spot)สารบนแผนที 
แอลซี ( TLC sheet) ขนาดกวาง 8  × 8 ซม. ระบบตัวทําละลาย (solvent system) ประกอบดวย  
โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน    ในอัตราสวน 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)      
ดูสเปกตรัมของแอนทราซีนและสารมัธยันตภายใตแสงอุลตราไวโอเลต    เปรียบ-เทียบการลดลง 
ของแอนทราซีนและสารมัธยันตที่เกิดขึ้นกับสเปกตรัมของสารมาตรฐานแอนทรา-ซีน แถบ (band)  
ของสารมัธยันตที่มีความกวางมากที่สุด ณ เวลาใด (สารที่นํามาทดลอง สกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อ 
ทุกระยะเวลา 24 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน) จะเปนระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเลี้ยงเชื้อใน 
ระดับขยายสวน   เพื่อทําใหสารตัวกลางที่สกัดไดมีปริมาณมากที่สุด 
 

3.4.2  การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ 
 

เติมหัวเชื้อแบคทีเรียซึ่งเตรียมโดยใชวิธีการเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.2 ลงในอาหาร 
เหลว CFMM ปริมาตร 250 มล. ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในขวดรูปชมพูขนาด 500  
มล.  จํานวน 4 ขวด   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที   
ใชระยะเวลาที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 3.4.1  เมื่อครบกําหนดเวลา   แยกเซลแบคทีเรีย 
ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  
4° ซ   เปนเวลา 10 นาที   นําสวนน้ําใสที่ไดมาทําการสกัดสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
ของแอนทราซีนดวยเอทธิลอะซีเตต      ซึ่งแสดงแผนผังการสกัดในภาคผนวก ค หมาย-เลข  7  
           นําสวนสกัดที่เปนกลางและสวนสกัดที่เปนกรดมาเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัด 
น้ํา   แลวจึงนําไปลดปริมาตรโดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนใหเหลือปริมาตรสวน- 
สกัดละประมาณ 1 มล.   จากนั้นนําแตละสวนมาจุดลงบนแผน TLC (analytical TLC) ขนาด 
กวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลายซึ่งประกอบดวย โทลูอีน : 1,4 ไดออกเซน : กรดอะซีติก 
เขมขน  ในอัตราสวน 90 : 25 : 4  (ปริมาตรตอปริมาตร)     ตรวจหาสารมัธยันตในแตละสวน    
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ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต       คัดเลือกสวนสกัดที่มีสารมัธยันตสะสมอยูมากที่สุดมาทําให 
บริสุทธิ์โดยใช preparative TLC 
 
  3.4.3  การทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC 
 
           นําสวนสกัดที่พบการสะสมของสารมัธยันตอยูมากที่สุด   มาจุดใหเปนแนวตรงบนแผน 
อลูมิเนียมทีแอลซีที่เคลือบดวยซิลิกาเจล  ขนาด 20 × 20 ซม. หนา 1 มม.  โดยใชกระบอกฉีดยา 
ขนาดเล็ก รุน MS-200  ใชระบบตัวทําละลายซึ่งประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต :กรดอะซี- 
ติกเขมขน ในอัตราสวน 10: 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)       ตรวจหาแถบของสารมัธยันตภายใต 
แสงอุลตราไวโอเลต   และขูดซิลิกาเจลจากแถบดังกลาวมาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตตทิ่อ่ิมตัว 
ดวยน้ํา (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) ปริมาตร 200 มล. เขยาเปนเวลา 10 นาที   นําสวนสกัดดัง 
กลาวมาผานคอลัมนของโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อดึงน้ํา   จากนั้นนําไปลดปริมาตรโดยใช 
เครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน   จนกระทั่งเหลือผลึกของสารเกาะติดอยู   ชั่งหาน้ําหนัก- 
แหงของสารดังกลาว   และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารซ้ําอีกครั้งหนึ่งโดยการนําสารละลายใน 
เมทธานอลของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีด HPLC และตรวจสอบโครมาโตแกรมที่ 
เกิดขึ้น 
 

3.4.5  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต 
 

           ทําการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas 
 chromatography- mass spectrometry, GC-MS)  ซึ่งใหขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางและมวล- 
โมเลกุลของสาร      และวิธีโปรตอนนิวเคลียร แมกเนติกเรโซแนนซ (proton nuclear magnetic  
resonances, 1H-NMR) ซึ่งเปนการวัดระดับพลังงานที่แตกตางกันของนิวเคลียส         ที่อยูภายใต 
อิทธิพลของสนามแมเหล็ก   และใหขอมูลเกี่ยวกับสูตรโครงสรางของสาร 
 

3.4.6 แกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas chromatography- mass 
spectrometry, GC-MS) 

 
           ละลายสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดวยเอทธิลอะซีเตต (10 ไมโครกรัม/100  
ไมโครลิตร)  และนําไปทําปฏิกิริยากับสารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane) (ภาคผนวก ข  
หมายเลข 8) ปริมาณ 1-2 หยด ในหลอดแกวขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที   จากน้ัน 
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ทําใหแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 20 ° ซ   ขั้นตอนดังกลาวเปน 
การนําสารมัธยันตมาทําเปนอนุพันธเมทธิล (methylation) ละลายสารนี้ดวยเอทธิลอะซีเตตใหได 
ความเขมขน 10 ไมโครกรัม/50 ไมโครลิตร   วิเคราะหหามวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัว  
(fragmentation pattern) ของอนุพันธแบบเมทธิลของสารมัธยันตโดย GC-MS ดังนี้ 
 
           ใชคอลัมนชนิด DB-5 ขนาด 2.5 มม. × 15 ม.  มีชั้นฟลมหนา 0.25 ไมโครเมตร   ใชกาซ 
ฮีเลียมเปนตัวพา   ตั้งโปรแกรมของอุณหภูมิไวดังนี้ 
 
  อุณหภูมิขณะฉีด (injection temperature)              230 ° ซ. 
  อุณหภูมิคอลัมน (column temperature) 
   เร่ิมตน (initial)      80 ° ซ.  (2 นาที) 
   อัตราการเพิ่ม (flow rate)                           16 ° ซ. ตอนาที 
   สุดทาย (final)                                          280 ° ซ. (5 นาที) 
 
           เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบในการแตกตัวของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได   กับสารมัธยันตมาตรฐานชนิดตาง ๆ 
 

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

 
           นําสารมัธยันต 1 มก. มาละลายใน 10% ดิวเทอเรียมเมทธานอล (CD3OD) ในดิวเทอเรียม 
คลอโรฟอรม (CD3Cl) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  กรองผานใยแกวกอนบรรจุในหลอดตัว-อยาง 
สําหรับวิเคราะห NMR ขนาดความสูง 8 นิ้ว รุน 50Z-PP  หลังจากนั้นปรับปริมาตรของสารละลาย 
ดวยดิวเทอเรียมคลอโรฟอรม  ใหสารละลายในหลอดตัวอยางมีความสูงประมาณ 4 ซม.  ผนึกฝา 
หลอดใหสนิทและปดทับดวยเทปพาราฟลม   นําไปพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยเครื่อง  
NMR  โดยใชเตตระเมทธิลไซเลน (tetramethyl silane) เปน internal standard 
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3.5  การทดสอบพิษ (toxicity) ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
      แอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 
           เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่คัดแยกได   ลงในอาหารเลี้ยง- 
เชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 25 มล. ที่มีเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 5)   
เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม.   หลังจาก 
ปนแยกเซลแลว   ทําการเจือจางเซลดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรดใหไดคาการดูดกลืน- 
แสงที่ 600 นาโนเมตรเทากับ 0.02 นําไปเขยาที่สภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ  เปนเวลา 24 ชม.   เพื่อ 
ใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลใหหมดไป 
 
           เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ปริมาตร 0.5 มล.ลงในหลอด 
ทดลองขนาดเล็ก   จากนั้นเติมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายของแอนทราซีน (ภาคผนวก ข  
หมายเลข 9) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัม ตอ มล.  
(ทําการทดลอง 3 ซ้ํา)  แลวจึงเติมหัวเชื้อปริมาตร 0.5 มล.   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  
200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 °ซ  เปนเวลา 24 ชม.    วัดความขุนของเซลที่ความยาวคลื่น 600  
นาโนเมตร    ใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่เติมสารมัธยันต ณ ความเขมขนตาง ๆ ที่ใชในการ 
ทดลองเปน blank 
 
           เปรียบเทียบความเปนพิษของสารมัธยันตมาตรฐานกับสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอย- 
สลายของแอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได   ท้ังตอการเจริญของตัวเชื้อเอง   รวมทั้ง 
ตอ Sphingomonas sp. สายพันธุ P2 (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542)  และ Rhizobium sp. สายพันธุ   
CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543)    โดยวิธีการเตรียมหัวเชื้อสําหรับ Rhizobium sp. สายพันธุ   
CU-A1 ใชซัคซิเนท (succinate) เปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 6)   สวน  
Sphingomonas sp.สายพันธุ P2 ใชสภาวะและวิธีการเชนเดียวกับแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 
           เนื่องจากสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซนี  ไมสามารถกําจัดน้ําไดหมด 
ดังนั้นในการรายงานปริมาณสารที่ไดจากการสกัดซึ่งมีผลเปนพิษตอการเจริญของแบคทีเรีย    จึง 
ใชปริมาณที่เทียบจากกราฟมาตรฐานของสารมัธยันตมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 6)   เพื่อ 
ใหผลทดสอบความเปนพิษที่ไดมีคาใกลเคียงกับผลที่เกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตมาตร- 
ฐานมากที่สุด   เมื่อทําการทดสอบสารทั้งสองประเภทในปริมาณเทากัน 
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3.6  การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
      สายพันธุที่คัดแยกได 
 
           คัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมและสกัดแยกสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
โดยใชวิธีการเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.4.1 และ 3.4.2    จากนั้นนําสารมาทําใหบริสุทธิ์โดย 
วิธี preparative TLC   รวมทั้งทดสอบพิษของสารมัธยันตดังกลาวตอการเจริญของแบคทีเรียสาย 
พันธุที่คัดแยกได   โดยใชวิธีการทดลองในขอ 3.5 



 
บทที่ 4 

 
ผลการทดลอง 

 
4.1  การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดิน 
      แตละชนิด 
 
           จากการนําตัวอยางดิน 10 ตัวอยาง   มาทําการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย 
แอนทราซีนได โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. และ 
ถายเชื้อเมื่อพบการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งสังเกตจากความขุนที่เกิดข้ึนและการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลว CFMM  เทียบกับชุดควบคุม เมื่อทําการถายเชื้อ 5 คร้ังติดตอกัน ไดผลการทดลองดัง 
แสดงในตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1   การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในแตละตัวอยางดิน 
                      หลังการถายเชื้อ 5 คร้ังติดตอกัน 
 

ตัวอยางดิน มีความขุนเกิดขึ้น การเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1 - - 
2 - - 
3 - - 
4 + เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 
5 - - 
6 - - 
7 - - 
8 - - 
9 + เปลี่ยนเปนสีเหลืองออน 
10 - - 

 
หมายเหตุ     +    หมายถึง   มีการเจริญในอาหารเหลวโดยมีความขุนเกิดขึ้น 
                    -    หมายถึง   ไมมีการเจริญในอาหารเหลว 
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           จากการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน  พบวาอาหารเหลว  
CFMM ที่เติมตัวอยางดินที่ 4 และ 9  ซึ่งมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.     เกิดการเปลี่ยนสี 
จากไมมีสีเปนสีน้ําตาลและสีเหลืองออนตามลําดับ   รวมทั้งมีความขุนเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ชุดควบคุมดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาเชื้อแบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 และ 9 สามารถยอยสลาย 
แอนทราซีนไดจึงนําเชื้อในตัวอยางดินทั้ง 2 แหลงไปทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 
           ในระหวางการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดินที่ 4 และ 9    
สังเกตพบระยะเวลาที่ลดลงในการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM     แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ 
ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดินทั้ง 2 แหลงมีการเพิ่มจํานวนขึ้น  โดยในการถายเชื้อ 
คร้ังที่ 5    แบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไมมีสีเปนสี 
น้ําตาลไดภายใน 48 ชั่วโมงหลังการถายเชื้อ     ในขณะที่พบการเจริญของเชื้อจากตัวอยาง 
ดินที่ 9 ภายในวันที่ 4 ของการถายเชื้อ   โดยมีการเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเปนสีเหลืองออน 
แสดงวาเชื้อแบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 สามารถเพิ่มจํานวนโดยการยอยสลายแอนทราซีนไปเปน 
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดดีกวาเชื้อในตัวอยางดินที่ 9 ดังนั้นจึงนําเชื้อในตัวอยางดิน 
ที่ 4 มาทําใหแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนไดเปนเชื้อบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป 
 
4.2  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 
           จากการนําตัวอยางดินที่  4     มาทําการแยกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอย 
สลายแอนทราซีนบนผิวหนาอาหารแข็ง CFMM และอาหารแข็ง LB    พบลักษณะโคโลนีที่ตางกัน 
ของแบคทีเรีย 3 ชนิดซึ่งเจริญบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อภายในวันที่ 3 และ 5 ของการบมเชื้อบน 
อาหารแข็ง LB และอาหารแข็ง CFMM ตามลําดับ      โดยเชื้อดังกลาวมีลักษณะโคโลนีที่แตกตาง 
กันชัดเจนเมื่อเจริญบนผิวหนาอาหารแข็ง LB จึงใหชื่อเชื้อทั้งสามชนิดวา ANT1 ANT2 และ ANT3 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2   ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ 4 
 

สายพันธุแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB 
ANT 1 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ทึบแสง มีสีเหลือง 
ANT 2 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ทึบแสง มีสีขาว 
ANT 3 รูปรางโคโลนีไมแนนอน ขอบไมเรียบ สีเหลือง มีลักษณะเปน

ฝาบาง ๆ  
 
           นําแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก. 
ตอมล.   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM จาก 
ไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลไดภายใน 48 ชั่วโมง     แบคทีเรียสายพันธุ ANT2 ไมสามารถเพิ่มจํานวนได 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน โดยไมพบทั้งความขุนที่เพิ่มข้ึนหรือการ 
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเทียบกับชุดควบคุมภายในระยะเวลา 7 วัน ในขณะที่แบคทีเรีย 
สายพนัธุ ANT3 สามารถเพิ่มจํานวนไดเล็กนอย   โดยพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  
CFMM จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองออนภายใน 4 วันของการบมเชื้อ จากผลการทดลองนี้จึงเลือก  
แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่มีความสามารถสูงสุดในการยอยสลายแอนทราซีนและนําไปจําแนก 
ชนิดทางอนุกรมวิธานในขั้นตอไป 
 
4.3   การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
 
           จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1   ที่เจริญบนอาหารแข็ง LB มี 
ลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง ขอบเรียบ ทึบแสง   ดังแสดงในรูปที่ 4.1     และเมื่อศึกษาภายใต 
กลองจุลทรรศนพบวาเซลของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มีลักษณะเปนแทง ติดสีกรัมลบ   ดังแสดง 
ในรูปที่ 4.2    และเซลบางสวนมักจะตอกันเปนสายยาวดังแสดงในรูปที่ 4.3     สวนลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียไดแสดงไวในตารางที่ 4.3 และ 4.4 ตาม 
ลําดับ 
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รูปที่ 4.1   ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 บนอาหารแข็ง LB 
 

ตารางที่ 4.3   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
 

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่สังเกตเห็น 
ลักษณะของเซล  
     การติดสีกรัม กรัมลบ 
     รูปรางของเซล แทง 
     การติดสี acid - fast ไมติดสี 
ลักษณะของโคโลน ี  
     รูปราง กลม 
     สี เหลือง 
     การผานของแสง ทึบแสง 
     ลักษณะขอบ ขอบเรียบ 
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รูปที่ 4.2   ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ภายใตกลองจุลทรรศน   (กําลังขยาย   
                  1000 เทา)          
  

 
 
รูปที่ 4.3 ลักษณะเซลของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่ตอกันเปนสายยาว (กําลังขยาย 1000 เทา) 
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ตารางที่ 4.4   ลักษณะทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ ANT 1 
 

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะทางสรีรวิทยา 
1. การทดสอบเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) - 
2. การทดสอบเอนไซมคาตาเลส (catalase test) + 
3. การรีดิวซไนเตรต (nitrate reduction) + 
4. การไฮโดรไลซเอสคูลิน (esculin hydrolysis) - 
5. การทดสอบเอนไซมยูรีเอส (urease) + 
6. การเกิดปฏิกิริยาบนอาหารแข็งทริปเปลไอออน (triple   
    sugar iron agar reaction) 

K/- 

7. การเจริญบนอาหารแมคคองกี้ (MacConkey medium) + 
8. การไฮโดรไลซเจลาติน (gelatin hydrolysis) - 
9. การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S production) - 
10.ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ/เฟอรเมนเตชั่น (oxidative/fermentation) - 
11.การสรางอินโดล (indole production) - 
12.การทดสอบเมทธิลเรด (methyl red test) - 
13.การทดสอบ Vogas-Proskauer (Vogas-Proskauer reaction) - 
14.การเคลื่อนที่ (motility) - 
15.การใชแหลงคารบอน  
          ดี - กลูโคส (D - glucose) - 
          ดี – มอลโตส (D – maltose) - 
          ดี – กาแลคโตส (D – galactose) - 
          ดี – ฟรุกโตส (D – fructose) - 
          ดี – แมนนิทอล ( D – mannitol) - 
         ซิมมอน ซิเตรต (Simmon citrate) + 
  
หมายเหต ุ   +   :  เชื้อมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือเจริญไดในแหลงคารบอนนั้น 
                   -    :  เชื้อไมมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือไมมีการเจริญในสารตั้งตนนั้น 
                   K   :  อาหารแข็ง TSI ที่อยูกนหลอด (butt) มีสมบัติเปนเบสหรือเปนกลาง 
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           ทําการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี       ที่แสดงไวใน 
ตารางที่  4.3 และ 4.4  กับขอมูลที่รายงานโดย Palleroni (1984) ใน Burgey’s Manual of  
Systematic Bacteriology พบวาตรงกับลักษณะของแบคทีเรียในสกุล Sphingomonas และจาก 
ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ไดผล 
การทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 

 

 
รูปที่ 4.4 ลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
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           จากการนําลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มา 
เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของจุลินทรียชนิดตาง ๆ ในฐานขอมูล  
GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST (Altschul et al., 1197) พบวาลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซ- 
มัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 คลายกับลําดับเบส 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ  
Sphingomonas sp.โดยมีความคลายคลึง (% homology) เทากับ 99 %      ดังนั้นจากผลการ 
ทดสอบทางสรีรวิทยาและทางสัณฐานวิทยารวมกับการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล 
ดีเอ็นเอ สามารถยืนยันไดชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 เปนแบคทีเรียในสกุล  
Sphingomonas  

 
           นอกจากนี้พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ใหผลบวกในการทดสอบกิจกรรม 
ของเอนไซมไดออกซีจีเนส   โดยสังเกตจากโคโลนีของแบคทีเรียเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินหลังจากไดรับ 
ไอระเหยของอินโดล   ซึ่งแสดงวามีการแตกวงแบบออโธเกิดขึ้น       สวนแคทธีคอลที่แตกวงแบบ 
เมตาสังเกตจากโคโลนีของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองไขแดงภายหลังพนทับผิวหนาอาหารแข็ง  
CFMM ดวย 2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนีลที่ละลายในไดเอทธิลอีเทอร 
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4.4   ความจําเพาะในการใช PAHs ชนิดอ่ืนในการเจริญของ Sphingomonas sp.  
  สายพันธุ ANT1 

 
           จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่น นอกเหนือจากแอนทราซีน    
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1         เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใน 
การเจริญ       โดยชนิดของ PAHs ที่นํามาทดสอบคือ ไดเบนโซฟูแรน, ฟลูออรีน, ฟลูออแรนธีน,  
แนพธาลีน, ฟแนนทรีน, อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน และไพรีน    ผลการทดสอบในเบื้องตนพบวา  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถเพิ่มจํานวนในอาหารเหลว CFMM ที่มี PAHs เปน 
แหลงคารบอนไดหลายชนิด     โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM เนื่องจากการ 
ยอยสลาย PAHs ไปเปนสีตาง ๆ กันขึ้นกับชนิดของ PAHs และสารมัธยันตที่เกิดขึ้น   ดังแสดงผล 
การทดลองในรูปที่ 4.5, 4.6 และ 4.7    รวมทั้งสรุปผลการทดสอบไวในตารางที่ 4.5 
 
 
 

รูปที่ 4.5 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีไดเบนโซฟูแรน, แอนทราซีน และ ฟลูออรีนเปน  
                แหลงคารบอน   ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 3 วัน   
                มีสีตาง ๆ เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
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รูปที่ 4.6 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
              เปนเวลา 7 วัน  เมื่อมีฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอน   และ 3 วันในอาหารเลี้ยง  
              เชื้อที่เติมแนพธาลีน และฟแนนทรีน  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 
 
รูปที่ 4.7  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน และไพรีนเปนแหลง 
                 คารบอน   ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 7 วัน 
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ตารางที่ 4.5 ผลการเปลี่ยนสีอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAHs แตละชนิดในการเลี้ยงเชื้อ 
                       Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
 

ชนิดของ PAHs การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM 
ไดเบนโซฟูแรน เหลืองเขมออกสม 
แอนทราซีน น้ําตาล 
ฟลูออรีน เหลืองเขมออกน้ําตาล 

ฟลูออแรนธีน* ขาวขุนออกสม 
แนพธาลีน น้ําตาลเขม 
ฟแนนทรีน เหลืองออน 

อะซีแนพธิลีน* ไมเปลี่ยนสี 
อะซีแนพธีน* ไมเปลี่ยนสี 

ไพรีน* ขาวขุน 
 
           หมายเหต ุ * กรณีที่มีฟลูออแรนธีน, อะซีแนพธีน, อะซีแนพธิลีน และ ไพรีน เปนแหลง 
คารบอน   ใชระยะเวลา 7 วันในการเลี้ยงเชื้อ   สวนไดเบนโซฟูแรน, แอนทราซีน, ฟลูออรีน, แนพ- 
ธาลีน และฟแนนทรีน  ใชเวลาในการเลี้ยงเชื้อ 3 วัน 
 
           ผลการทดลองในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเพิ่มจํานวน 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารทดสอบไดหลายชนิด   โดยเริ่มสังเกตพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยง 
เชื้อเหลว CFMM ที่มีไดเบนโซฟูแรน,  แอนทราซีน,  ฟลูออรีน,  แนพธาลีน  และฟแนน-ทรีนเปน 
แหลงคารบอนเพียง 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     แสดงวา PAHs ชนิดตาง ๆ ดังกลาวมีแนวโนม 
ที่จะเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนที่ดีสําหรบัการเจริญของเชื้อ Sphingomonas sp. สาย 
พันธุ ANT1      ดังนั้นงานวิจัยในขั้นตอไปจึงทดลองหารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหาร 
เหลว CFMM ที่เติม PAHs แตละชนิดและติดตามประสิทธิภาพของเชื้อในการยอยสลายสาร 
ทดสอบโดยการวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารดังกลาวทุก 24 ชั่วโมง 
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           สวนใน CFMM ที่เติมไพรีนและฟลูออแรนธีนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   
สามารถเพิ่มจํานวนไดเล็กนอย โดยเริ่มสังเกตพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายหลัง 
การเลี้ยงเชื้อเปนเวลานานถึง 7 วัน     แสดงวาเชื้อมีประสิทธิภาพต่ําในการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดดังกลาว   ดังนั้นจึงไมศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหารเหลวที่มีไพรีนและ 
ฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอน 
 
           จากการทดสอบดวยวิธีการเดียวกันพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ยัง 
สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีสารทดสอบชนิดอื่นอีกหลายชนิด  ไดแก  กรดโปรโต- 
คาทีคูอิก (protocatechuic acid), ฟลูออรีนอล (fluorenol),  ฟลูออรีโนน (fluorenone)  และแคท- 
ธีคอล ไปเปนสีตาง ๆ กันตามชนิดของเมตาบอไลตที่เกิดขึ้นจากสารทดสอบ   ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.8 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีสารทดสอบแตละชนิดหลังการเลี้ยงเชื้อ  
              Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  เปนเวลา 7 วัน 
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4.5   รูปแบบการเจริญของ ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใช  
   แอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 
 

           ผลการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการ 
ยอยสลายแอนทราซีน          โดยนําหัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มี   
แอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   ติดตามการเจริญของแบคทีเรียในชุดทดลอง   รวมทั้งศึกษา 
ประสิทธิภาพของเชื้อในการยอยสลายแอนทราซีน   โดยการวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารดัง- 
กลาวทุก 24 ชั่วโมง ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.9, 4.10 และ 4.11 ตามลําดับ 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.9   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ 
                     ANT1 ที่ระยะเวลา 1-7 วัน โดยมีแอนทราซีนเปนสารทดสอบ 
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รูปที่ 4.10  รูปแบบการเพิ่มจํานวน  และปริมาณแอนทราซีนที่เหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
                         CFMM ของ  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในระยะเวลา 1-7  วัน 
                         เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปที่ 4.11   ความสัมพันธระหวางปริมาณแอนทราซีนและจํานวนเซล Sphingomonas    
                sp. สายพันธุ ANT1  กับปริมาณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
                  แอนทราซีน โดยการเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห  
                   HPLC 
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           จากผลการทดลองพบวาใน 48 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ  Sphingomonas sp. สาย- 
พันธุ ANT1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายแอนทราซีน    โดยสังเกตไดจากการเพิ่มจํานวน 
ขึ้นอยางมากของแบคทีเรียควบคูไปกับการลดลงอยางรวดเร็วของแอนทราซีนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ชุดควบคุม   โดยปริมาณแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจาก 2.04 ×10 6 CFU ตอมล. ในตอนเริ่มตน  
ไปเปน   9.1 × 108 CFU ตอมล. ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อโดยไมมี lag phase เกิดขึ้น   หลังจาก 
นั้นการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 จะมีอัตราลดลงอยางรวดเร็ว   โดยในวันที่ 3 ของการ 
เลี้ยงเชื้อพบวาสารมัธยันตชนิดแรกซึ่งมี retention time เทากับ 2.1 มีพื้นที่ใตกราฟจากการ 
วิเคราะหโครมาโตแกรมของ HPLC เทากับ 48456   และสารมัธยันตชนิดที่สองซ่ึงมี retention  
time 3 นาที มีพื้นที่ใตกราฟ 10326  (รูปที่ 4.11) 
 
           จากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM (รูปที่ 4.10)      
พบวาหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   จะมีปริมาณแอนทราซีนเหลืออยูนอยมากประมาณ  
9.15 มก.ตอลิตร  และไมมีแอนทราซีนเหลืออยูในอาหารเหลวหลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 120 ชั่วโมง       
ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมเติม Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    มีแอนทราซีนเหลืออยูใน 
อาหารเหลวประมาณ 83.63 มก.ตอลิตร   หลังจากการทดลองเปนเวลา 7 วัน     โดยปริมาณแอน- 
ทราซีนที่หายไปเกิดจากปจจัยทางกายภาพ   
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและสารมัธยันตที่เกิด 
ขึ้นจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ดวย HPLC   หลัง 
การเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.12    พบวาแอนทราซีนมีปริมาณลดลงอยางรวดเร็ว  
และเมื่อเลี้ยงเชื้อตอไปเปนเวลา 5 วัน    พบวาไมมีแอนทราซีนเหลืออยูในอาหารเหลว     ในขณะที่ 
สารมัธยันตชนิดแรกซึ่งมี retention time เทากับ 2.1 นาที   มีปริมาณคอนขางคงที่ตลอดการ 
ทดลอง    สวนสารชนิดที่สองที่มี retention time 3.0 นาที   มีปริมาณนอยลงหลังการเลี้ยงเชื้อ 7  
วัน 
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รูปที่ 4.12   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแอนทราซีนและสารมัธยันตที่ 
                 เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
                  หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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4.6  รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใชฟลูออรีน 
 เปนแหลงคารบอน 

 
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลวที่เติมฟลูออรีน จากไมมีสีเปนสีเหลืองเขมไดหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง      
และการศึกษารูปแบบในการเจริญโดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    โดยนํา 
หัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.ติดตาม 
การเจริญและวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือทุก 24 ชั่วโมง  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่  
4.13, 4.14 และ 4.15 
 

 
 
 
รูปที่ 4.13   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในการเลี้ยงเชื้อ 
                  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ที่ระยะเวลา 1-7 วัน 
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รูปที่ 4.14   รูปแบบการเพิ่มจํานวนและปริมาณฟลูออรีนที่เหลือจากการยอยสลายของ 
                                 Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ  
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมฟลูออรีน
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รูปที่ 4.15   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณฟลูออรีนและสารมัธยันตที่เกิด 
                      จากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการ 
                      เลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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จากการทดลองพบวาใน 48 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ 
ANT1  สามารถยอยสลายฟลูออรีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับการเจริญไดดีที่
สุด     โดยเชื้อเพิ่มจํานวนจาก 2.88 × 106 CFU ตอมล.  ในตอนเริ่มตนไปเปน  2.51 × 109 CFU 
ตอมล. ในวันที่ 2 ของการทดลอง      ในขณะเดียวกันปริมาณฟลูออรีนก็ลดลงจาก 100 มก.ตอ
ลิตร มาเปน 8 มก.ตอลิตร   และไมมีฟลูออรีนเหลืออยูในอาหารเหลวหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
72 ชั่วโมง ในขณะที่หลังจากการทดลองเปนเวลา 7 วัน    ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีฟลูออรีน
เหลืออยูในอาหารเหลวประมาณ 87 มก.ตอลิตร  
 
           ผลการทดลองในรูปที่ 4.15 แสดงใหเห็นวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะยอย
สลายฟลูออรีนไปเปนสารมัธยันต 3 ชนิดที่มี retention time ตางกันเปน 2.3, 3.8 และ 5.3 นาที 
ตามลําดับ    โดยเริ่มพบการสะสมของสารตัวกลางทั้งสามชนิดหลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 24 ชั่วโมง   
และในวันที่ 3 ของการทดลอง   สารทั้ง 3 ชนิดมีปริมาณเพิ่มข้ึน   ในขณะที่ไมมีฟลูออรีนเหลืออยู
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ     การเพิ่มปริมาณของสารในลักษณะดังกลาวยังคงเกิดขึ้นอยางตอเนื่องจนถึง
วันที่ 7 ของการทดลอง   โดยสารมัธยันตที่มี retention time 2.3 นาที มีปริมาณมากที่สุด     จาก
ผลการทดลองจะเห็นไดวาแบคทีเรียสายพันธุ  ANT1 ไมสามารถยอยสลายสารมัธยันตทั้งสาม
ชนิดได     การทดลองในขั้นตอไปจึงทําการสกัดสารดังกลาว    เพื่อนํามาทดสอบพิษตอการเจริญ
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
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4.7 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใชฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอน 

    
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน  จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองไดภายในเวลา 24 ชั่วโมงแรก 
ของการเลี้ยงเชื้อ  และผลการศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย สายพันธุ ANT1   โดย 
การยอยสลายฟแนนทรีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน     ติดตามการเจริญของ 
แบคทีเรียในชุดทดลอง    เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมฟแนนทรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.     และ 
วิเคราะหปริมาณสารดังกลาวทุก 24 ชั่วโมง   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.16, 4.17 และ  
4.18 ตามลําดับ 

 
 

 
 

รูปที่ 4.16   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟแนนทรีนเขมขน 0.1  
                    มก.ตอมล. ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะ 
                    เวลา 1 - 7 วัน 
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รูปที่ 4.17   รูปแบบการเพิ่มจํานวนและปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือจากการยอยสลายของ  
                  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.18   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณฟแนนทรีน และสารมัธยันตที่ 
                       เกิดจากการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    
                       หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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           จากการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   สามารถยอยสลายฟแนน- 
ทรีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดโดยสมบูรณ   โดยสังเกตไดจากการเพิ่มจํานวน 
ของแบคทีเรียอยางรวดเร็ว ควบคูไปกับการลดลงอยางรวดเร็วของฟแนนทรีนในอาหารเหลว  
CFMM   เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม   โดยแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจาก 2.13 × 106 CFU ตอมล.    
ในตอนเริ่มตนไปเปน 1.55 × 1010 CFU ตอมล. ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อโดยไมมี lag phase  
เกิดขึ้น   แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 จะหยุดการเจริญและมีจํานวนคงที่หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  
2 วัน          โดยที่ปริมาณฟแนนทรีนในอาหารเหลวหมดไปหลังการเลี้ยงเชื้อเพียง 24 ชั่วโมง 

 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือในอาหารเหลว 
ดวยวิธี HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.18     พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 จะยอยสลาย 
ฟแนนทรีนไปเปนสารมัธยันตที่มี retention time  1.7 นาที  และ 5.2 นาที     ไดอยางรวดเร็วภาย 
ในเวลา 24 ชั่วโมงหลังการเลี้ยงเชื้อ   โดยพบการสะสมของสารมัธยันตชนิดที่มี retention time  
เทากับ 1.7 นาทีในปริมาณสูงกวา  ในขณะที่ไมมีฟแนนทรีนเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว      
และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   พบวาสารมัธยันตทั้งสองชนิดดังกลาวมีปริมาณลด 
ลงอยางรวดเร็ว   ที่เวลา 72 ชั่วโมง  สารมัธยันตที่มี retention time 5.2 นาทีจะถูกยอยสลายหมด 
ไป     สวนสารมัธยันตที่มี retention time 1.7 นาทีเหลืออยูปริมาณนอยมาก       จากผลการ 
ทดลองจะเห็นไดวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน 
สารมัธยันตไดอยางรวดเร็ว   โดยฟแนนทรีนถูกใชหมดไปภายในระยะเวลาเพียง 24 ชั่วโมงของ 
การเลี้ยงเชื้อ   และสารมัธยันตที่เกิดขึ้นก็จะถูกยอยสลายจนหมดไปหลังสิ้นสุดการทดลองเปน 
เวลา 7 วัน 
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4.8 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใช 
          ไดเบนโซฟูแรนเปนแหลงคารบอน 

   
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลวที่เติมไดเบนโซฟูแรน    จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองเขมออกสมไดภายใน 48 ชั่วโมง 
แรกของการทดลอง และผลการศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนโดยใชไดเบนโซ-ฟูแรนเปนแหลง 
คารบอนและแหลงพลังงานสําหรับการเจริญของ  Sphingomonas sp. สาย-พันธุ ANT1    โดยนํา 
หัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.ที่มีไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.3 มก.ตอมล.    
และติดตามการเจริญของเชื้อ      รวมทั้งวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารทดสอบทุก 24 ชั่วโมง    
ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.19, 4.20 และ 4.21 ตามลําดับ 

 
 

 
 
รูปที่ 4.19  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของเชื้อ    
                      Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะเวลา 1 -  7 วัน 
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รูปที่ 4.20  รูปแบบการเพิ่มจํานวน   และปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่เหลือจากการยอยสลายโดย 
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไดเบนโซฟูแรน
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รูปที่ 4.21   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณไดเบนโซฟูแรนและสาร 
                   มัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ  
                  ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.20 พบวา   ภายใน 24 ชั่วโมงแรก  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 มี lag phase เกิดขึ้น        โดยเชื้อเพิ่มจํานวนจาก 2.51 ×  
106 CFU ตอมล. ไปเปน 5.8 × 106 CFU ตอมล.  หลังจากนั้นเชื้อจะเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว 
จนถึงจํานวนสูงสุดเทากับ 1.0 × 109 CFU ตอมล. ในวันที่ 3 ของการทดลอง   ซึ่งสอด-คลองกับ 
ปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่ลดลงจาก 283.63 มก.ตอลิตร ในตอนเริ่มตนไปเปน 86.86 มก.ตอลิตร  
ในวันที่ 3    และปริมาณสารทดสอบที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงเพียงเล็กนอย   โดยในวันที่  
7 ของการทดลองมีปริมาณเทากับ 45.16 มก.ตอลิตร   สาเหตุดังกลาวอาจเกิดจากแบคทีเรียสาย 
พันธุ ANT1 หยุดการเจริญ   โดยเริ่มมีจํานวนคงที่หลังจากวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่เหลือในอาหาร 
เลี้ยงเชื้อดวย HPLC    ดังแสดงในรูปที่ 4.21   พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะ 
ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไปเปนสารมัธยันต 2 ชนิด  ที่มี retention time เทากับ 1.9 นาที และ 2.9  
นาที    โดยที่เร่ิมพบการสะสมของสารมัธยันตทั้งสองชนิดใน 24 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ     ใน 
วันที่ 3  พบวาสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 1.9 นาทีมีปริมาณสูงขึ้น   และคอนขางคงที่จน 
ถึงวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ     สวนสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 2.9 นาที มีปริมาณลดลง 
ในวันที่ 3    และไมพบการสะสมของสารชนิดนี้ในวันที่ 5 ของการทดลอง    ในขณะที่ไดเบนโซฟู- 
แรนมีปริมาณลดลงอยางมากในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ     และยังตรวจพบสารดังกลาวไดในวันที่  
7 แตมีปริมาณต่ํา     จากผลการทดลองจะเห็นไดวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    
สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.3 มก.ตอมล.   เกิดเปนสารมัธยันต 2 ชนิด    โดยสาร 
หนึ่งถูกยอยสลายไป     สวนอีกสารหนึ่งยังคงพบสะสมอยูในอาหารเหลว   แตไมมีผลลดอัตราการ 
เจริญของเชื้อ     โดยที่ไดเบนโซฟูแรนไมถูกยอยสลายจนหมดไปเนื่องจากมีปริมาณเริ่มตนสูงถึง  
0.3 มก.ตอมล.   และสารทดสอบปริมาณหนึ่งจะสูญเสียไปจากการระเหยของสารในระหวางการ 
ทดลอง 
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4.9 ความสามารถของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในการยอยสลาย 
       แนพธาลีน 

 
           จากการทดลองในเบื้องตนพบวาแนพธาลีนมีคาความดันไอสูง      จึงระเหยไดงายมาก      
ดังนั้นในการศึกษาประสิทธิภาพของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการยอยสลาย  
PAHs ชนิดดังกลาว   จึงเพิ่มความเขมขนของสารทดสอบเปน 1,000 มก.ตอลิตร   และปดผนึกจุก 
สําลีดวยเทปกาวเพื่อปองกันการระเหยของสาร           วิเคราะหปริมาณที่เหลือของแนพธาลีนใน 
วันที่ 0, 1, 3, 5 และ  7 ของการทดลอง  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม   ไดผลการทดลองดังแสดงใน 
รูปที่ 4.22, 4.23, 4.24 และ 4.25 ตามลําดับ 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.22  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายแนพธาลีน โดย 
                 Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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รูปที่ 4.23   ปริมาณแนพธาลีนที่ถูกยอยสลายโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
                   เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 
 
 

0

200

400

600

800

1000

0 2 4 6 8
เวลา (วัน

ปร
ิมา

ณ
แน

พธ
าล

ีน 
(ม
ก.
ตอ

ลิต
ร

ปริมาณแนพธาลีนในชุดทดลองที่ไมเติมเชื้อ
ปริมาณแนพธาลีนในชุดทดลองที่เติมเชื้อ



 85

 
 
 
รูปที่ 4.24   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแนพธาลีนและสารมัธยันต 
                   ที่เกิดจากการยอยสลายแนพธาลีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  หลัง   
                   การเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ  
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รูปที่ 4.25   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแนพธาลีนดวย HPLC ในชุดควบคุมที่ระยะ 
                   เวลาตาง ๆ ของการทดลอง 
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           จากผลการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1           สามารถยอยสลาย 
แนพธาลีนปริมาณ  1,000 มก.ตอลิตร    เหลือเพียง 149.92 มก.ตอลิตร   ในวันที่ 3 ของการเลี้ยง 
เชื้อ     ในขณะที่มีปริมาณแนพธาลีนในชุดควบคุมเหลือเทากับ 462 มก.ตอลิตร   แสดงวาแนพธา- 
ลีนที่สูญหายไปเนื่องจากการยอยสลายของเชื้อมีปริมาณเทากับ 312 มก.ตอลิตร     โดยสาร 
ทดสอบที่ระเหยไปมีปริมาณสูงถึง 537 มก.ตอลิตร    ในวันที่ 5 และ 7 ไมมีแนพธาลีนเหลืออยูใน 
ชุดทดลอง     สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณสารดังกลาวเหลืออยู 139 และ 80 มก.ตอ 
ลิตร ตามลําดับ      
 
           แตอยางไรก็ตามสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ทําใหเกิดการ 
ยอยสลายของแนพธาลีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได     โดยดูจากการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลว CFMM  ไปเปนสีน้ําตาลเขม  ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ     ดังแสดงในรูปที่ 4.22    
รวมกับผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแนพธาลีนที่เหลือในอาหารเลีย้งเชือ้ 
ดวย HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.24   เทียบกับชุดควบคุมในรูปที่ 4.25      พบวา Sphingomonas  
sp. สายพันธุ ANT1   ทําใหเกิดการเปลี่ยนโครงสรางของแนพธาลีนไปเปนสารมัธยันต 2 ชนิดที่มี  
retention time เทากับ 2.3 และ 2.7 นาที          โดยเริ่มมีการสะสมของสารทั้งสองชนิดภายใน 24  
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ และมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 3     สารมัธยันตชนิดที่มี retention time  
2.3 นาทียังคงมีปริมาณเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาการทดลอง    ในขณะที่สารมัธยันตชนิดที่มี  
retention time  2.7 นาทีเร่ิมมีปริมาณลดลงหลังวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ   สวนการตรวจวัด 
ปริมาณแนพธาลีนในชุดควบคุมยังสามารถพบไดในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง     แตไมพบ 
สารดังกลาวในชุดทดลองที่เติมเชื้อ 
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4.10 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 และความ 
         สามารถในการยอยสลายแอนทราซีนรวมกับฟแนนทรีน 

 
           จากการทดลองในขอ 4.7   พบวาฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการเจริญของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  โดยทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของเชื้อถึง 7.2 × 103 CFU  
ตอมล.   ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อ  ในขณะที่การทดลองในขอ 4.5 ทําใหทราบวาสารมัธยันตที่ 
เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลลดจํานวนแบคทีเรียสายพันธุ ANT1  ถึง 3.1 ×  
103  CFU ตอมล. ดังนั้นจึงทําการทดสอบเพื่อหารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในภาวะที่ 
มีทั้งแอนทราซีนและฟแนนทรีนอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.26,  
4.27 และ 4.28 ตามลําดับ 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.26  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนและฟแนนทรีน 
                   เขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล.   โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
                  ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.27 รูปแบบการเพิ่มจํานวน  รวมทั้งปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่เหลือจากการยอย 
                สลายของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.28 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีน     
               รวมทั้งสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดดังกลาวโดย  
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อเวลาตาง ๆ  
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           จากการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   เพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว 
จาก 2.79 × 106 CFU ตอมล.  ไปเปน 3.8 × 108 CFUตอมล. ภายในเวลา 24 ชม.     โดยที่ 
ปริมาณของแอนทราซีนเหลือเพียง 17.2 % ในขณะที่มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยูในอาหารเลี้ยง 
เชื้อเหลว CFMM 10.54 %     และไมพบสารทดสอบทั้งสองชนิดดังกลาวเหลืออยูในอาหารเหลว 
ในวันที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ     เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียในชุดทดลองที่ 
มีสารทดสอบแตละชนิดเพียงสารเดียวเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน       เทียบกับสภาวะที่ 
ใช PAHs ทั้งสองชนิดรวมกัน  พบวารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหารเหลวที่มีทั้งแอนทรา- 
ซีนและฟแนนทรีน     จะมีลักษณะคลายกับชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว   แตระยะ 
เวลาที่ใชในการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดของเชื้อลดลงจาก 48 ช่ัวโมง มาเปน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้น 
แบคทีเรียจะมีจํานวนลดลง    จนถึงวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อเหลือเพียง  3.3 × 105 CFU ตอมล.  
หรือมีจํานวนแบคทีเรียลดลง  1.14 × 103 CFU ตอมล. ในขณะที่เมื่อใชแอนทราซีนเปนแหลง 
คารบอนเพียงชนิดเดียวจะมีผลลดจํานวนแบคทีเรีย 3.1 × 103 CFU ตอมล.   โดยที่การลดลงของ 
แอนทราซีนในชุดทดลองก็เกิดไดเร็วขึ้น    สอดคลองกับอัตราการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียสาย- 
พันธุ ANT1   สวนการถูกยอยสลายของฟแนนทรีนเกิดไดชาลงเมื่อเทียบกับการเติมฟแนนทรีน 
เพียงชนิดเดียวในชุดทดลอง    ซ่ึงฟแนนทรีนจะถูกยอยสลายหมดไปภายใน 24 ช่ัวโมง 
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่เหลือ 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวย HPLC   ดังแสดงในรูปที่ 4.28 พบวาระหวางการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะเกิดสารมัธยันตที่มี retention time 2.1  
และ 3.0 นาที   ซ่ึงมีคา retention time เทากับสารที่พบจากการยอยสลายแอนทราซีนเพียงชนิด 
เดียว   และมีรูปแบบการสะสมของสารในลักษณะเดียวกันอีกดวย ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาสาร 
มัธยันตดังกลาวมีผลในการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1      ถึงแมวาจะทําการทดสอบ 
ในสภาวะที่เติมฟแนนทรีนรวมกับแอนทราซีนก็ตาม 
 
 
 
 
 
 
 
  



 92

4.11  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
        แอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 

 
4.11.1  การคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต 

 
           ในการคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต     ทําโดยนําสารละลาย 
ของแอนทราซีนในเมทธานอล  ซ่ึงไดจากการสกัดแอนทราซีนที่เหลือจากการยอยสลายของเชื้อ    
ในการเก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง       มาทดสอบหาระยะเวลาที่มีการสะสมของสารตัวกลาง 
ปริมาณมากที่สุด   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.29 
 

 
 
 
           ระบบตัวทําละลาย : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 
                                                     :   90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
รูปที่ 4.29 โครมาโตแกรม TLC ของการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 
                 โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
  0  = สารมาตรฐานแอนทราซีน 
  1-7 = สารสกัดแอนทราซีนจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 1 – 7 วันตามลําดับ 
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           ผลการทดลองพบวาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยงเชื้อในระดับขยายสวน  เพื่อนํา 
มาสกัดสารตัวกลางที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ  
ANT1  คือในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซ่ึงมีความกวางของแถบ (band) สารมัธยันตบนโครมาโต- 
แกรมจากการวิเคราะหดวย TLC มากที่สุด   และใหผลสอดคลองกับผลการทดลองในรูปที่ 4.11    
ซ่ึงตรวจพบการสะสมของสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 2.1 นาที  มีปริมาณมากที่สุดในวันที่  
3 ของการเลี้ยงเชื้อ   โดยมีพื้นที่ใตกราฟจากการวิเคราะห HPLC เทากับ 48456 
 
4.11.2    การสกัดสารมัธยันตและความบริสุทธิ์ของสารที่ไดจากการสกัด 
 
           ในการเตรียมสารมัธยันตใหบริสุทธิ์เพื่อพิสูจนเอกลักษณ   โดยเลี้ยง Sphingomonas sp. 
สายพันธุ ANT1 ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 1,000 มล. ที่เติมแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอ 
มล.   เปนเวลา 3 วัน (รูปที่ 4.30)           จากนั้นนําอาหารเหลวที่ปนแยกเซลแบคทีเรียออกแลวมา 
สกัดสารมัธยันตตามวิธีการสกัดที่แสดงไวในภาคผนวก ค หมายเลข 7   จะไดสารสกัด 2 สวน  คือ 
สวนที่มีสมบัติเปนกลางและสวนที่มีสมบัติเปนกรด     จากการวิเคราะหในเบื้องตนเพื่อตรวจสอบ 
การสะสมของสารมัธยันตในสวนสกัดทั้งสองสวนโดยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.31   โดยใชระบบ 
ตัวทําละลายที่ประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน  นอัตราสวน 90 : 25 :4  
(ปริมาตรตอปริมาตร)  จะพบวาสารมัธยันตสวนมากสะสมอยูในสวนสกัดที่เปนกรดมากกวาใน 
สวนสกัดที่เปนกลาง     โดยยังมีแอนทราซีนเหลืออยูปริมาณมากในสวนสกัดที่เปนกลาง  ดังนั้นจึง 
นําแตสวนสกัดที่เปนกรดมาทําการแยกสารมัธยันตเพื่อพิสูจนเอกลักษณในขั้นตอนตอไป 
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รูปที่ 4.30 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เติมแอนทราซีน 0.1 มก.ตอมล. หลังการเลี้ยงเชื้อ 
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 3 วัน กอนที่จะนํามาสกัดสารมัธยันต 
 

 
 
รูปที่ 4.31 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห TLC แสดงการเปรียบเทียบปริมาณของสารมัธยันตที่ 
                 เกิดข้ึนจากการยอยสลายแอนทราซีนซึ่งสะสมอยูใน (2) สวนสกัดที่เปนกลาง  และ (3)   
                 สวนสกัดที่เปนกรด  เทียบกับ (1) สารมาตรฐานแอนทราซีน  
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           จากการนําสารมัธยันตในสวนสกัดที่เปนกรดมาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC ซ่ึง 
ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน  
10 : 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  พบวาไดสารซึ่งมีคุณสมบัติที่บริสุทธิ์      จากการตรวจสอบ  
โครมาโตแกรม TLC และ โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.32 และ    
สารมัธยันตชนิดนี้มาพิสูจนเอกลักษณโดย  1H NMR  และ GC-MS ในขั้นตอไป 
 

 
 
ระบบตัวทําละลายสําหรับ analytical TLC  : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 
                                                              90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
รูปที่ 4.32  (ก) โครมาโตแกรม  TLC และ (ข) โครมาโตแกรม  HPLC ของสารมัธยันตที่ผานการ 
                  ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC 
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4.11.3  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี 1H NMR 
 
           จากการวิเคราะหสเปกตรัม  1H NMR  ของสารมัธยันตพบวามีความคลายคลึงกับ 
สเปกตรัม 1H NMR ของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก (2-hydroxy-3-naphthoic  
acid)  ดังแสดงในรูปที่ 4.33 ก. และ 4.33 ข. ตามลําดับ 
           และจากการตรวจสอบคาเคมีคัลชิฟต (chemical shift) โดยใชเตตระเมทธิลไซเลนซึ่งมีคา 
เคมีคัลชิฟตเทากับ 0 เปนสารมาตรฐาน      พบวาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 
มีคาเคมีคัลชิฟตใกลเคียงกับสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก    ดังนั้นจึงอาจเปนไปได 
วา สารมัธยันตดังกลาวคือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  ซ่ึงเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนของแบคทีเรียหลายชนิด (Evans et al., 1965 ; Rogoff and Wender, 1957;  
Menn et al., 1993; Weissenfels et al., 1991; Grifoll et al., 1995) 
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รูปที่ 4.33  1H NMR  สเปกตรัมของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                  (ก) Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปรียบเทียบกับ (ข) สารมาตรฐานกรด- 
                    2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  
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4.11.4  ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี GC-MS 

 
           จากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายของแอนทราซีนโดย 
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ดวยวิธี GC-MS พบวาแมสสเปกตรัมของสารมัธยันตดัง- 
กลาวมีรูปแบบในการแตกตัว (fragmentation patterns)  ของ fragments ที่มีคา m/z ดังแสดงไว 
ในรูปที่ 4.34 ดังนี้ 
 
  parent อิออน   = 202 (M+) 
  fragment อิออน  = 170 (M+ -  CH3OH) 
     = 142 (M+ -  CH3COOH) 
     = 114 (M+ -  CH3COCOOH) 
 
           ซ่ึงจากการพิสูจนเอกลักษณที่ไดพบวาคา m/z (M+)  และรูปแบบในการแตกตัวของสารมัธ 
ยันตเปนลักษณะเฉพาะตัวของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก       ดังแสดงในรูปที่  
4.35     ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ   
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
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รูปที่ 4.34  (ก) โครมาโตแกรมของไอออนทั้งหมดที่เกิดการแตกตัว   (Total Ion Chromatogram, 
                 TIC) และ (ข) แมสสเปกตรัมของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย 
               Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
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รูปที่ 4.35 (ก) โครมาโตแกรมของไอออนทั้งหมดที่เกิดการแตกตัว (TIC) และ (ข) แมสสเปกตรัม 
                 ของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
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           นอกจากนี้จากการตรวจสอบคา retention time ของสารมัธยันตและสารมาตรฐานกรด 2- 
ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกดวยวิธีตาง ๆ     ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6 คา retention time ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนเทียบกับ 
                      สารมาตรฐานกรด  2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
 

                    Retention time (Rt) (นาที)            
         วิธีทดลอง 

   สารมัธยันต สารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 

Reversed phase HPLC 2.137 2.175 
Reversed phase HPLC 16.78 17.08 
GC-MS 9.0 8.59 
 
           จากการทดสอบพบวาคา retetntion time ของสารมัธยันตมีคาใกลเคียงกับสารมาตรฐาน 
กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก สําหรับทุกวิธีที่ทําการทดลอง       จึงเปนขอสนับสนุนผลการพิสูจน 
เอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี 1H NMR  และ GC-MS  ที่วาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  
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4.11.5  ความเปนพิษ (toxicity) ของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกที่เกิดจากการยอย 
          สลาย แอนทราซีนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตร 
          ฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ตอการเจริญของตัวเชื้อเอง , Sphingomonas  
            sp. สายพันธุ P2 และ Rhizobium sp. สายพันธุ  CU-A1 

 
จากการสกัดกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย

แบคทีเรียสายพันธุ  ANT1 ดวยวิธี preparative TLC   ไดปริมาณสารเทากับ 53.2 มก.ตอน้ําเลี้ยง
เชื้อ (culture broth) 1,000 มล. นํามาทดสอบความเปนพิษตอการเจริญของตัวเชื้อเอง 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1     โดยแปรความเขม-
ขนของสารเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.     แตเนื่องจากไมสามารถ
กําจัดน้ําไดหมดในสารมัธยันตที่สกัดได  เมื่อเทียบปริมาณจากกราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอก
ซี-3-แนพโธอิก   ปริมาณสารมัธยันตดังกลาวจะมีเนื้อสารจริง 68.83 % (ภาคผนวก ค หมายเลข 
6) ดังนั้นการรายงานความเปนพิษของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกที่ไดจากการสกัด      จึงเปน
คาที่คิดเทียบจากกราฟมาตรฐานแลว   โดยมีปริมาณเปน 0, 137.66, 275.32, 412.98, 550.64 
และ 688.3 ไมโครกรัมตอมล. ตามลําดับ       เปรียบเทียบความเปนพิษของสารสกัดกับกรด 2-
ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก มาตรฐาน   โดยแปรปริมาณของสารมาตรฐานเปน 0, 200, 400, 600, 
800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.36, 4.37 และ 4.38 ตาม
ลําดับ 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 103

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.36 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี -3- 
                แนพโธอิก  ตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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รูปที่ 4.37 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี -3- 
                แนพโธอิก  ตอการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหาร 
                เหลว  LB 
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รูปที่ 4.38 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3- 
                 แนพโธอิก  ตอการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ  P2 ที่เลี้ยงในอาหาร 
                 เหลว LB 
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           จากผลการทดลองจะเห็นไดวา  กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลาย 
แอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  มีผลยับยั้งการเจริญของตัวเชื้อเองและตอ  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB   ซ่ึงสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิกก็ใหผลในลักษณะเดียวกัน    โดยสารทดสอบที่มีผลยับยั้งการเจริญของ  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 มีปริมาณเทากับ  
1,000 และ 800 ไมโครกรัมตอมล.ตามลําดับ   โดยวัดความขุนของเชื้อในรูปของคาการดูดกลืน 
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ซ่ึงมีคา OD600 เทากับ 0 
 
           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.38   พบวาสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกไมมี 
ผลยับยั้ง  หรือมีผลนอยมากตอการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ P2   ในหลอด 
ทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีความขุนของเซลซึ่งวัดในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
600 นาโนเมตรเทากับ 1.417    เมื่อเพิ่มปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  มีผลทําใหรูปแบบ 
การเจริญของเชื้อเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย      โดยความขุนของเซลเมื่อใชปริมาณสารทดสอบ  
1,000 ไมโครกรัม ตอมล. มีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรเปน 1.197     ซ่ึงกรด 2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิกที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
ก็ใหผลทดสอบในลักษณะเดียวกัน 
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4.12  ความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
        Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ตอการเจริญของตัวเชื้อเอง 

 
           ในการเตรียมสารมัธยันตชนิดตาง ๆ ที่เกิดจากการยอยสลายของฟลูออรีน  ใหมีปริมาณ 
มากเพื่อที่จะสกัดมาทดสอบความเปนพิษของสาร    โดยการเลี้ยง Sphingomonas sp. สายพันธุ  
ANT1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 1,000 มล. ที่เติมฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.       
เปรียบเทียบลักษณะการเปลี่ยนแปลงในอาหารเหลวที่ใชระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 2 วัน และ 5 วัน   พบ 
วาในวันที่ 2  อาหารเหลวมีความขุนและมีสีเหลืองเขมมากกวาในวันที่ 5  ซ่ึงเปลี่ยนเปนสีเหลืองซีด  
(รูปที่ 4.40)     แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มีจํานวนลดลง    ซ่ึงอาจเปนผลยับยั้งการเจริญ 
ของแบคทีเรียโดยสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน 
           ในการคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต     โดยวิเคราะหปริมาณ 
ฟลูออรีนและสารมัธยันตที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1   จากการเก็บ 
ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง   นําสารละลายของฟลูออรีนในเมทธานอลมาจุด (spot) บนแผน TLC  ซ่ึง 
ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน  
90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เพื่อหาระยะเวลาที่มีการสะสมของสารตัวกลางในปริมาณมาก 
ที่สุด   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.39 
 

 
รูปที่4.39 โครมาโตแกรมของ TLC จากการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
                 0     :  สารมาตรฐานฟลูออรีน 
              1-7  :  สารสกัดฟลูออรีนจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 1- 7 วันตามลําดับ 
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รูปที่ 4.40 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
                     สายพันธุ ANT1 ใน (ก) วันที่ 2 และ (ข) วันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ  
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           ผลการทดลองในรูปที่ 4.39 พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยงเชื้อในระดับขยาย 
สวน      เพื่อนํามาสกัดสารมัธยันตที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายฟลูออรีน   คือในวันที่ 5 ของการ 
เลี้ยงเชื้อ      โดยพิจารณาจากพื้นที่แถบ (band) ที่มากที่สุดของสารมัธยันตบนโครมาโตแกรมการ 
วิเคราะหดวย TLC รวมกับพื้นที่ใตกราฟของโครมาโตแกรม HPLC จากการทดลองในขอ 4.6  ซ่ึงมี 
ปริมาณสารมัธยันตชนิดตาง ๆ สะสมอยูมากที่สุดในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกัน 
 
           ในการสกัดสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ตามวิธีการสกัดในภาคผนวก ค  
หมายเลข 7   จะไดสารสกัด  2 สวนที่มีสมบัติเปนกลางและเปนกรด   นํามาวิเคราะหโดยวิธี TLC  
เพื่อตรวจสอบการสะสมของสารมัธยันตในสวนสกัดทั้ง 2 สวน  ดังแสดงในรูปที่ 4.41    พบวามี 
สารมัธยันตเพียงชนิดเดียวสะสมอยูในสวนสกัดที่เปนกรด   สวนในสวนสกัดที่เปนกลางพบการ 
สะสมของสารมัธยันต 3 ชนิด     โดยสารหลักที่พบปริมาณมากเปนชนิดเดียวกับในสวนสกัดที่เปน 
กรด     ซ่ึงสารนี้มีสมบัติเรืองแสงฟลูออเรสเซนสสีฟา     ดังนั้นจึงเลือกสวนสกัดที่เปนกรดมาทํา 
การแยกสารมัธยันตชนิดดังกลาวใหบริสุทธิ์ 

 
ระบบตัวทําละลาย   ;    โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน (90 : 25 : 4) 
 
รูปที่ 4.41  โครมาโตแกรมการวิเคราะห TLC แสดงการเปรียบเทียบปริมาณของสารมัธยันตที่ 
                  เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ที่สะสมอยู 
                  ใน (ข) สวนสกัดที่เปนกลาง และ (ค) สวนสกัดที่เปนกรด   เปรียบเทียบกับ (ก) 
                  สารมาตรฐานของฟลูออรีน 
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           จากการนําสารมัธยันตในสวนสกัดที่เปนกรดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC   
โดยใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตรา- 
สวน  10 : 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)       จะไดสารมัธยันตปริมาณ 30.1 มก.ตอ 1,000 มล.ของ 
น้ําเลี้ยงเชื้อที่ใชสกัด      จากการตรวจสอบโครมาโตแกรมของ HPLC พบวาสารนี้มีความบริสุทธิ์ 
ในระดับหนึ่ง    ดังแสดงในรูปที่ 4.42  
 

 
รูปที่ 4.42   โครมาโตแกรม HPLC ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   โดยสาร 
                    ดังกลาวผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC 
 
           ในการทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ตอการ 
เจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   โดยแปรปริมาณของสารมัธยันตในอาหารเหลว 
เปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.     ไดผลการทดลองดังแสดงใน รูปที่  
4.43 
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รูปที่ 4.43   ผลของสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายฟลูออรีน    ตอการเจริญของ 
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.43    พบวาสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   มีผลยับยั้งการเจริญของตัวเชื้อเอง     โดยในหลอด 
ทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีความขุนของเซล 0.829 ซ่ึงวัดในรูปคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน- 
เมตร   เมื่อเพิ่มปริมาณสารความขุนของเชื้อจะลดลง     โดยความขุนของเชื้อเมื่อใชปริมาณสาร- 
มัธยันต 1,000 ไมโครกรัมตอมล.  จะมีคาเทากับ 0.231    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ บทที่ 55  
  

สรุปและอภิปรายผลการทดลองสรุปและอภิปรายผลการทดลอง  
  

ในการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและพอลิไซคลิกอะโรมาติกในการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น   ควรใชแหลงดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบอินทรียในกลุมนี้มากอน ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น   ควรใชแหลงดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบอินทรียในกลุมน้ีมากอน 
เพื่อเปนการคัดเลือกและเพิ่มจํานวนเชื้อที่สามารถใชสารดังกลาวเปเพื่อเปนการคัดเลือกและเพิ่มจํานวนเชื้อที่สามารถใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงันแหลงคารบอนและแหลงพลงั
งานได งานได ((HHeeiittkkaammpp  aanndd  CCeerrnniigglliiaa,,  11998888  ))                ซึ่งผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซึ่งผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
แอนทราซีนโดยใชดินที่มีน้ํามันเครื่องปนเปอนจากแหลงดินบริเวณหนวยยานยนต จุฬาลงกรณแอนทราซีนโดยใชดินที่มีน้ํามันเครื่องปนเปอนจากแหลงดินบริเวณหนวยยานยนต จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย   ไดแบคทีเรีย มหาวิทยาลัย   ไดแบคทีเรีย 22 สายพันธุที่สามารถใชแอนทราซีน สายพันธุที่สามารถใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังเปนแหลงคารบอนและแหลงพลัง--
งาน     ระหวางการถายเชื้อ งาน     ระหวางการถายเชื้อ 55 คร้ังติดตอกันเพื่อเพิ่มจํานวนเซลของแบคทีเรียพบวาระยะเวลาที่ คร้ังติดตอกันเพื่อเพิ่มจํานวนเซลของแบคทีเรียพบวาระยะเวลาที่
สังเกตเห็นการเจริญของแบคทีเรียและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว สังเกตเห็นการเจริญของแบคทีเรียและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CCFFMMMM  ในการถายเชื้อแตละในการถายเชื้อแตละ
คร้ังจะใชเวลาสั้นลงตามลําดับคร้ังของการถายเชื้อ แสดงวคร้ังจะใชเวลาสั้นลงตามลําดับคร้ังของการถายเชื้อ แสดงวาแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยสรางความาแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยสรางความ
คุนเคย คุนเคย ((aacccclliimmaattiissaattiioonn))  ในการยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังในการยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลัง
งานในการเจริญไดมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ งานในการเจริญไดมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ SSuutthheerrllaanndd  และคณะ และคณะ ((11999955))  ที่พบวา ที่พบวา 
อัตราการยอยสลาย อัตราการยอยสลาย PPAAHHss  ในดินหรือในตะกอนที่ปนเปอนดวยสในดินหรือในตะกอนที่ปนเปอนดวยสารประกอบอินทรียในกลุมนี้จะารประกอบอินทรียในกลุมนี้จะ
เพิ่มขึ้นเมื่อจุลินทรียในดินถูกทําใหคุนเคยกับสาร เพิ่มข้ึนเมื่อจุลินทรียในดินถูกทําใหคุนเคยกับสาร PPAAHHss        จากการเปรียบเทียบความสามารถในจากการเปรียบเทียบความสามารถใน
การยอยสลายแอนทราซีนของเชื้อที่คัดแยกได   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ การยอยสลายแอนทราซีนของเชื้อที่คัดแยกได   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11 เทานั้นที่มีประ เทานั้นที่มีประ--
สิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายสารทดสอบโดยสังเกตจากการใสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายสารทดสอบโดยสังเกตจากการใชระยะเวลานอยที่สุดในการชระยะเวลานอยที่สุดในการ
เปลี่ยนสีของอาหารเหลว เปลี่ยนสีของอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่เติมแอนทราซีนเขมขน ที่เติมแอนทราซีนเขมขน 00..11 มก มก ..ตอมลตอมล ..      กลาวคือแบคทีเรียกลาวคือแบคทีเรีย
สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลภายใน สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเช้ือจากไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลภายใน 4488 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง  
เชื้อเชื้อ  

จากการจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ จากการจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11 โดยใชลักษณะทาง โดยใชลักษณะทาง
สัณฐาณวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี   เปรียบเทียบกับขอมูลที่รายงานใน สัณฐาณวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี   เปรียบเทียบกับขอมูลที่รายงานใน BBuurrggeeyy’’ss  MMaannnnuuaall  
ooff  SSyysstteemmaattiicc  BBaacctteerriioollooggyy  ((PPaalllleerroonnii,,  11998844))  รวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ รวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ 1166 เอส    เอส   --
ไรโบโซมัลดีเอ็นเอสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุดัไรโบโซมัลดีเอ็นเอสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวจัดอยูในสกุล งกลาวจัดอยูในสกุล 
SSpphhiinnggoommoonnaass  รายงานวิจัยที่กลาวถึงการยอยสลายสารพิษอันตรายโดย รายงานวิจัยที่กลาวถึงการยอยสลายสารพิษอันตรายโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  
สรุปไวในตารางที่ สรุปไวในตารางที่ 55..11  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..11 รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของแบคทีเรียใน รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของแบคทีเรียใน  
สกุลสกุล  SSpphhiinnggoommoonnaass  

  
สายพันธุแบคทีเรียและเอกสารสายพันธุแบคทีเรียและเอกสารอางอิงอางอิง  สารประกอบอะโรมาติกสารประกอบอะโรมาติก  

BB11  ((EEaattoonn,,  RReessnniicckk  aanndd  GGiibbssoonn,,  11999966))  ไบฟนีล แนพธาลีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เบนซไบฟนีล แนพธาลีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เบนซ--
[[เอเอ]]แอนทราซีน  เบนซแอนทราซีน  เบนซ[[เอเอ]]ไพรีน อะซีแนพธิลีน ไดไพรีน อะซีแนพธิลีน ได--
เบนโซไธโอฟน ไดเบนโซฟูแรนเบนโซไธโอฟน ไดเบนโซฟูแรน  

HHHH1199  ((HHaarrmmss  eett  aall..  ,,  11999955))  ไดเบนโซฟูแรน  และสารอนุพันธุของไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน  และสารอนุพันธุของไดเบนโซฟูแรน  
110077  ((DDaagghheerr  eett  aall..  ,,  11999977))  แอนทราซีน  แนพธาลีน  ไดเบนโซไธโอฟน ฟลูออรีนแอนทราซีน  แนพธาลีน  ไดเบนโซไธโอฟน ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน เบนซฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน เบนซ[[เอเอ]]แอนทราซีน  แอนทราซีน    
ไพรีน  ไบฟนีล  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน ไพรีน  ไบฟนีล  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน   
ไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน  

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

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

ฟลูออรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรนฟลูออรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรน  
RRWW11  ((BBuunnzz  eett  aall..  ,,  11999922))  ไดเบนโซฟูแรน ไดเบนโซไดเบนโซฟูแรน ไดเบนโซ--พาราพารา--ไดออกซินไดออกซิน  
  
  
           จากงานวิจัยตางๆขางตนสามารถยืนยันไดถึงศักยภาพและบทบาทของแบคทีเรียสกุล            จากงานวิจัยตางๆขางตนสามารถยืนยันไดถึงศักยภาพและบทบาทของแบคทีเรียสกุล   
SSpphhiinnggoommoonnaass  ในการยอยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอม     การมีสฟงโกลิปด ในการยอยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอม     การมีสฟงโกลิปด ((sspphhiinnggoolliippiidd))  ซึ่งซึ่ง  
โครงสรางประกอบดวยน้ําตาลกรดกลูคูโรนิก โครงสรางประกอบดวยน้ําตาลกรดกลูคูโรนิก ((gglluuccuurroonniicc  aaiiccdd))  และกรดไขมัและกรดไขมัน น 22--ไฮดรอกซีมัยริสไฮดรอกซีมัยริส  
ติก ติก ((22--hhyyddrrooxxyymmyyrriissttiicc))  อยูในสวนไขมันของชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสกุล อยูในสวนไขมันของชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass      
อาจเกี่ยวของกับการดูดซบัสารพิษที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น    เพราะโดยอาจเกี่ยวของกับการดูดซับสารพิษที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น    เพราะโดย  
ปกติจะพบสฟงโกลิปดในส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคารีโอทเทานั้ปกติจะพบสฟงโกลิปดในส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคารีโอทเทานั้น   ดังนั้นแบคทีเรียในสกุลนี้จึงสามารถใชน   ดังนั้นแบคทีเรียในสกุลนี้จึงสามารถใช  
วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายสารพิษไดดีกวาแบคทเีรียชนิดอื่น วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายสารพิษไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น ((YYaabbuucchhii  eett  aall..  ,,  11999900))  
           นอกจากใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดแลว              นอกจากใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดแลว     
SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ยังสามารถยอยสลา ยังสามารถยอยสลาย ย PPAAHHss  และสารอินทรียที่มีวงเบนซีนและสารอินทรียที่มีวงเบนซีน  
ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด   ซึ่งประกอบไปดวย ไดเบนโซฟูแรน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธนี  แนพธาลีน  ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด   ซึ่งประกอบไปดวย ไดเบนโซฟูแรน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน  แนพธาลีน    
ฟแนนทรีน กรดโปรโตคาทีคูอิก  ฟลูออรีนอล  ฟลูออรีโนน  และแคทธีคอล     โดยเชื้อจะยอยสลายฟแนนทรีน กรดโปรโตคาทีคูอิก  ฟลูออรีนอล  ฟลูออรีโนน  และแคทธีคอล     โดยเชื้อจะยอยสลาย  



  111155

สารทดสอบเหลานี้ไปเปนสารมัธยันตที่ใหสีน้ําสารทดสอบเหลานี้ไปเปนสารมัธยันตที่ใหสีน้ําตาล สม หรือสีเหลืองในอาหารเหลว ตาล สม หรือสีเหลืองในอาหารเหลว CCFFMMMM      ซึ่งซึ่ง  
สารตัวกลางดังกลาวอาจเปนสารที่มีโครงสรางคลายคลึงกับแคทธีคอล สารตัวกลางดังกลาวอาจเปนสารที่มีโครงสรางคลายคลึงกับแคทธีคอล ((ccaatteecchhooll  ––  lliikkee    
ccoommppoouunnddss))  และผลิตภัณฑที่เกิดจากแคทธีคอลแตกวงแบบเมตา และผลิตภัณฑที่เกิดจากแคทธีคอลแตกวงแบบเมตา ((MMuueelllleerr  eett  aall..  ,,  11998899  ;;    
GGrriiffoollll  eett  aall..  ,,  11999922  ;;  ))  หรือแบบออโธ  หรือแบบออโธ  ((CCiivviilliinnii,,  ddee  BBeerrttoollddii  aanndd  TTeellll,,  11999999))  ขึ้นอยูกับสายพันธุขึ้นอยูกับสายพันธุ  
แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการยอยสลายและชนิดของสารอินทรีย    แตจากรายงานของ แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการยอยสลายและชนิดของสารอินทรีย    แตจากรายงานของ MMaatttthheeww    
CCiinnddyy  และ และ LLoorriinngg  ((22000000))  พบวาเอนไซม แคทธีคอลพบวาเอนไซม แคทธีคอล--22,,33--ไดออกซีจีเนส ไดออกซีจีเนส ((ccaatteecchhooll--22,,33--  
ddiiooxxyyggeennaassee))  ซึ่งทําใหแคทธีคอลแตกวงแบบเมตามีประซึ่งทําใหแคทธีคอลแตกวงแบบเมตามีประสิทธิภาพสูงกวา  และพบไดบอยกวาสิทธิภาพสูงกวา  และพบไดบอยกวา  
เอนไซมแคทธีคอลเอนไซมแคทธีคอล--11,,22--ไดออกซีจีเนส ไดออกซีจีเนส ((ccaatteecchhooll--11,,22--ddiiooxxyyggeennaassee))  ในแบคทีเรียที่มีผลใหแคทธีในแบคทีเรียที่มีผลใหแคทธี--  
คอลแตกวงแบบออโธ  หลังจากนั้นสารมัธยันตเหลานี้จะถูกเปลี่ยนโครงสรางตอไปเปนสารตัวคอลแตกวงแบบออโธ  หลังจากนั้นสารมัธยันตเหลานี้จะถูกเปลี่ยนโครงสรางตอไปเปนสารตัว--  
กลางชนิดตาง ๆ ที่อยูในวิถีเมตาบอลิสมหลักเพื่อกากลางชนิดตาง ๆ ที่อยูในวิถีเมตาบอลิสมหลักเพื่อการสรางพลังงาน รสรางพลังงาน   
           การเลี้ยงเชื้อ            การเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ในอาหารเหลว  ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่มีฟลูออแรนที่มีฟลูออแรน--  
ธีน และไพรีนเขมขน ธีน และไพรีนเขมขน 00..11 มก มก..ตอมลตอมล..      เปนเวลา เปนเวลา 77 วัน   พบวาเชื้อสามารถใชวิถีเมตาบอลิสมในการ วัน   พบวาเชื้อสามารถใชวิถีเมตาบอลิสมในการ  
ยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดได   โดยสังเกตจากความขุนที่เกิยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดได   โดยสังเกตจากความขุนที่เกิดขึ้นและลักษณะการเปลี่ยนสีดขึ้นและลักษณะการเปลี่ยนสี  
ของอาหารเหลวในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุม     แมวาการเปลี่ยนแปลงนี้จะใชเวลาถึง ของอาหารเหลวในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุม     แมวาการเปลี่ยนแปลงนี้จะใชเวลาถึง 77 วัน วัน  
และยังไมเดนชัดมากก็ตาม   แตก็มีความนาสนใจเนื่องจาก และยังไมเดนชัดมากก็ตาม   แตก็มีความนาสนใจเนื่องจาก PPAAHHss  ทั้งสองชนิดดังกลาวมีน้ําหนักทั้งสองชนิดดังกลาวมีน้ําหนัก  
โมเลกุลสูงจึงถูกยอยสลายไดยาก   เพราะโดยทั่วไปการเพิ่โมเลกุลสูงจึงถูกยอยสลายไดยาก   เพราะโดยทั่วไปการเพิ่มจํานวนเซลมักจะเกิดจากการยอยมจํานวนเซลมักจะเกิดจากการยอย  
สลายของ สลายของ PPAAHHss  ที่มีวงเบนซีนนอยกวาหรือเทากับ ที่มีวงเบนซีนนอยกวาหรือเทากับ 33 วงเทานั้น  วงเทานั้น ((WWiieesseell,,  WWiiiibbkkeerr  aanndd  RReehhmm,,    
11999933))      
           ประสิทธิภาพในการยอยสลาย            ประสิทธิภาพในการยอยสลาย PPAAHHss  ชนิดตาง ๆในงานวิจยันี้ ของ ชนิดตาง ๆในงานวิจัยนี้ ของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  สรุปไวในตารางที่   สรุปไวในตารางที่ 55..22  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..22 การยอยสลาย  การยอยสลาย PPAAHHss  แตละชนิดในชวงที่มีการเจริญสูงสุดของแบคทีเรียสายพันธุ แตละชนิดในชวงที่มีการเจริญสูงสุดของแบคทีเรียสายพันธุ   

AANNTT11  
  

PPAAHHSS  ระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อ ((วันวัน))  %%  PPAAHHss  ที่ลดลงที่ลดลง  
แอนทราซีนแอนทราซีน  22  8844..6644  
ฟลูออรีนฟลูออรีน  22  9911..8811  
ฟแนนทรีนฟแนนทรีน  11  110000  
ไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน**  77  6611..5511  
แนพธาลีนแนพธาลีน**  33  3311..22  
ฟแนนทรีน ฟแนนทรีน ((เมื่เมื่อผสมกับแอนทราซีนอผสมกับแอนทราซีน))  11  8899..3366  
แอนทราซีน แอนทราซีน ((เมื่อผสมกับฟแนนทรีนเมื่อผสมกับฟแนนทรีน))  11    8822..4433  

  
  
                      หมายเหตุหมายเหตุ  **  ปริมาณเริ่มตนของไดเบนโซฟูแรนและแนพธาลีนเทากับ ปริมาณเริ่มตนของไดเบนโซฟูแรนและแนพธาลีนเทากับ 330000 มก มก..ตอลิตร และ ตอลิตร และ   
11,,000000 มก มก..ตอลิตร ตามลําดับ  สวน ตอลิตร ตามลําดับ  สวน PPAAHHss  ชนิดอื่นมีปริมาณเริ่มตน ชนิดอื่นมีปริมาณเริ่มตน 110000 มก มก..ตอลิตร  และตอลิตร  และ  
เปอรเซ็นตเปอรเซ็นต  PPAAHHss  ที่แสดงในตารางเปนคาที่ไดลบเปอรเซ็นตการสูญเสียของสารทดสอบแตละชนิดที่แสดงในตารางเปนคาที่ไดลบเปอรเซ็นตการสูญเสียของสารทดสอบแตละชนิด  
เนื่องจากปจจัยทางกายภาพออกแลวเนื่องจากปจจัยทางกายภาพออกแลว  
  
                      FFrreeddrriicckkssoonn    และคณะ และคณะ ((11999955))  รายงานวาแบคทีเรียในสกุล รายงานวาแบคทีเรียในสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass  ซึ่งมีอยูทั่วซึ่งมีอยูทั่ว  
ไปในสิ่งแวดลอม   สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายสารประกอไปในสิ่งแวดลอม   สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน บไฮโดรคารบอน PPAAHHss  และและ  
อนุพันธของสารทั้งสองกลุมไดเปนจํานวนมาก อนุพันธของสารทั้งสองกลุมไดเปนจํานวนมาก ((bbrrooaadd  ccaattaabboolliicc  ccaappaabbiilliittiieess))      ซึ่งอาจใชเปนขอซึ่งอาจใชเปนขอ  
บงชี้ถึงความคลายคลึงของวิถีเมตาบอลิสรวมทั้งระบบเอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลาย  บงชี้ถึงความคลายคลึงของวิถีเมตาบอลิสรวมทั้งระบบเอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลาย  ((EEvvaannss    
eett  aall..  ,,  11996655))    คุณสมบัตินี้เปนขอดีอยางมากตอการคุณสมบัตินี้เปนขอดีอยางมากตอการนําแบคทีเรียในสกุลดังกลาวมาใชบําบัดสิ่งนําแบคทีเรียในสกุลดังกลาวมาใชบําบัดสิ่ง  
แวดลอมที่ปนเปอนสารเคมีอันตรายในธรรมชาติซึ่งตามปกติมักจะมีสารผสมหลายชนิดรวมกันอยูแวดลอมที่ปนเปอนสารเคมีอันตรายในธรรมชาติซึ่งตามปกติมักจะมีสารผสมหลายชนิดรวมกนัอยู  
           เมื่อเลี้ยงเชื้อ            เมื่อเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ในอาหารเหลว  ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่เติมแอนทราที่เติมแอนทรา--  
ซีนพบวาเชื้อมีจํานวนลดลงอยางรวดเร็วภายหซีนพบวาเชื้อมจีํานวนลดลงอยางรวดเร็วภายหลังการเพิ่มจํานวนภายใน ลังการเพิ่มจํานวนภายใน 4488 ชั่วโมงแรกของการ ชั่วโมงแรกของการ  
ทดลอง  ซึ่งอาจเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราทดลอง  ซึ่งอาจเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทรา  
ซีน    โดยในรูปที่ ซีน    โดยในรูปที่ 44..1100  พบการสะสมของสารมัธยันต   พบการสะสมของสารมัธยันต 22 ชนิดที่เกิดขึ้นพรอมกับการลดลงของ ชนิดที่เกดิขึ้นพรอมกับการลดลงของ  
แอนทราซีนและจํานวนแบคทีเรีย   เมื่อพิจารณารูปแอนทราซีนและจํานวนแบคทีเรีย   เมื่อพิจารณารูปแบบการสะสมของสารทั้งสองชนิดดังกลาวแบบการสะสมของสารทั้งสองชนิดดังกลาว  
ตลอดระยะเวลา ตลอดระยะเวลา 77 วันของการเลี้ยงเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดแรก  วันของการเลี้ยงเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดแรก ((rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..11 นาที นาที))  มีมี  
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ปริมาณคอนขางคงที่   แสดงวา ปริมาณคอนขางคงที่   แสดงวา SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ไมสามารถยอยสลายสาร ไมสามารถยอยสลายสาร  
ชนิดนี้ไดซึ่งอาจมีผลทําใหจํานวนเชื้อลดลง   โดยชนิดนี้ไดซึ่งอาจมีผลทําใหจํานวนเชื้อลดลง   โดยในวันที่ ในวันที่ 77 มีจํานวนเชื้อเพียง  มีจํานวนเชื้อเพียง 22..8888  ××  110055  CCFFUU    
ตอมลตอมล..  สอดคลองกับรายงานของ สอดคลองกับรายงานของ TTiimmmmiiss  และ และ PPiieeppeerr  ((11999999))  ซึ่งกลาววาในวิถีการยอยสลายซึ่งกลาววาในวิถีการยอยสลาย  
ของสารพิษอันตรายของจุลินทรียบางชนิดอาจไมเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณ   กลาวคือของสารพิษอันตรายของจุลินทรียบางชนิดอาจไมเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณ   กลาวคือ  
สารตั้งตนเกิดการเปลี่ยนโครงสรางเพียงบางสวสารตั้งตนเกิดการเปลี่ยนโครงสรางเพียงบางสวนเทานั้น   และในบางกรณีสารมัธยันตที่เกิดขึ้นนเทานั้น   และในบางกรณีสารมัธยันตที่เกิดขึ้น  
อาจมีความเปนพิษสูงกวาสารตั้งตน   โดยมีผลยับยั้งการเจริญทั้งตอจุลินทรียที่ยอยสลายสารพิษอาจมีความเปนพิษสูงกวาสารตั้งตน   โดยมีผลยับยั้งการเจริญทั้งตอจุลินทรียที่ยอยสลายสารพิษ  
นั้นหรือตอจุลินทรียชนิดอื่น นั้นหรือตอจุลินทรียชนิดอื่น ((ttooxxiicc  mmeettaabboolliittee))    เชนเชื้อที่ยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีล เชนเชื้อที่ยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีล   
((ppoollyycchhlloorriinnaatteeddbbiipphheennyyll,,PPCCBB))  ทําใหเกิดสารตัวกลางคือ ทําใหเกิดสารตัวกลางคือ 33--คลอโรเบนโซเอท คลอโรเบนโซเอท ((33--cchhlloorroobbeennzzoo--  
  aattee))  สะสมอยูในอาหารเหลว       เนื่องจากสารดังกลาวมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม สะสมอยูในอาหารเหลว       เนื่องจากสารดังกลาวมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 22,,33--ไดได  
ไฮดรอกซีไบฟนีล ไดออกซีจีเนส ไฮดรอกซีไบฟนีล ไดออกซีจีเนส ((22,,33--ddiihhyyddrrooxxyybbiipphheennyyll  ddiiooxxyyggeennaassee))      33--คลอโรเบนโซเอทจึงคลอโรเบนโซเอทจึง  
ไมถูกยอยสลายตอไปเปไมถูกยอยสลายตอไปเปน น 33--คลอโรแคทธีคอล คลอโรแคทธีคอล ((33--cchhlloorrooccaatteecchhooll))    หรืออีกวิถีหนึ่ง หรืออีกวิถีหนึ่ง 33--คลอโรเบนคลอโรเบน--  
โซเอทอาจใชวิถีเมตาบอลิสมของ โซเอทอาจใชวิถีเมตาบอลิสมของ 33--ออกโซอะดิเพท  ออกโซอะดิเพท  ((33--ooxxooaaddiippaattee))  เกิดเปนโพรโตอะนีโมนิน เกิดเปนโพรโตอะนีโมนิน   
((pprroottooaanneemmoonniinn))  ที่มีผลในการลดจํานวนเซลอยางรวดเร็ว   และมีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะที่ยับยั้งที่มีผลในการลดจํานวนเซลอยางรวดเร็ว   และมีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะที่ยับยั้ง  
การเจริญของจุลินการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด ทรียไดหลายชนิด ((BBllaassccoo  eett  aall..  ,,  11999977))  
           นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกจํานวนมากที่กลาวถึงการสะสมของสารมัธยันตที่คงทนตอ           นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกจํานวนมากที่กลาวถึงการสะสมของสารมัธยันตที่คงทนตอ  
การถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น การถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  mmeettaabboolliittee))  เชนเชน  
                      WWeeiisssseennffeellss,,  BBeehhyyeerr  และ และ KKlleeiinn  ((11999900))  พบวามีการสะสมของสารตัวพบวามีการสะสมของสารตัวกลางที่เกิดจากการกลางที่เกิดจากการ  
ยอยสลายฟลูออรีนโดย ยอยสลายฟลูออรีนโดย PPsseeuuddoommoonnaass  vveessiiccuullaarriiss      และการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราและการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทรา--ซีนซีน  
โดย โดย PPsseeuuddoommoonnaass  ppaauucciimmoobbiilliiss      รวมทั้งในระหวางการยอยสลายฟลูออแรนธีนของ รวมทั้งในระหวางการยอยสลายฟลูออแรนธีนของ   
AAllccaalliiggeenneess  ddeenniittrriiffiiccaannss    
                      TToonnggppiimm  และ และ PPiicckkaarrdd  ((11999999))  รายงานการสะสมของฟรายงานการสะสมของฟแนนทรีนแนนทรีนทรานส ทรานส ––99,,1100--ไดไฮโดรไดไฮโดร  
ไดออล ไดออล ((pphheennaanntthhrreennee  ttrraannss--99,,1100--ddiihhyyddrrooddiiooll))  ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟแนนทรีนซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟแนนทรีน  
ในภาวะโคเมตาบอลิสมกับแอนทราซีนโดยเชื้อ ในภาวะโคเมตาบอลิสมกับแอนทราซีนโดยเชื้อ MMyyccoobbaacctteerriiuumm  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ SS11    
                      RRaaoo  รายงานในป รายงานในป 11999966 วาสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสราง วาสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของเบนซีน คือ ไฮโดรควิของเบนซีน คือ ไฮโดรควิ  
โนน  โนน  11,,44--เบนโซควิโนน  และ กลูตาไธโอนีลไฮโดรควิโนน เบนโซควิโนน  และ กลูตาไธโอนีลไฮโดรควิโนน ((gglluuttaatthhiioonnyyllhhyyddrrooqquuiinnoonnee))  มีผลในมีผลใน  
การทําลายดีเอ็นเอการทําลายดีเอ็นเอ  
                      CCaallddeerr  และ และ LLaaddeerr  ((11997766))  รายงานวาไดไฮดรอกซีแนพธาลีน รายงานวาไดไฮดรอกซีแนพธาลีน ((ddiihhyyddrrooxxyynnaapphhtthhaalleennee))    
ที่เกิดจากการยอยสลายของแนพธาลีนโดย ที่เกิดจากการยอยสลายของแนพธาลีนโดย mmaarriinnee  bbaacctteerriiaa  มีผลลดอัตราการเจริญของเชื้อไดมีผลลดอัตราการเจริญของเชื้อได  
มากกวาแนพธาลีนเมื่อใชความเขมขนของสารทดสอบเทากัน     เนื่องจากสารมัธยันตดังกลาวมีมากกวาแนพธาลีนเมื่อใชความเขมขนของสารทดสอบเทากัน     เนื่องจากสารมธัยันตดังกลาวมี  
โครงสรางเปนสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งมีข้ัวสูงกวาแนพธาลีน    จึงมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของโครงสรางเปนสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งมีข้ัวสูงกวาแนพธาลีน    จึงมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ  
แบคทีเรียไดอยางสมบูรณแบคทีเรียไดอยางสมบูรณ  
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                      BBaarrtteellss,,KKnnaacckkmmuussss  และ  และ  RReeiinneekkee  ((11998844))  รายงานวาฮาโลแคทธีคอล รายงานวาฮาโลแคทธีคอล ((hhaallooccaatteecchhooll))    
เปนสารพิษสําคัญที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของสารประกอบฮาโลอะโรมาติก  โดยสารพิษดังเปนสารพิษสําคัญที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของสารประกอบฮาโลอะโรมาติก  โดยสารพิษดัง  
กลาวทําใหระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแตกวงอะโรมาติกเกิดการเสียสภาพ กลาวทําใหระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแตกวงอะโรมาติกเกิดการเสียสภาพ ((ssuuiicciiddee  eennzzyymmee    
iinnaaccttiivvaattiioonn))  
           จากรายงานวิจัยตาง ๆ ขางตนจะเห็นไดวาในระหวางการยอยสลายของสารประกอบอะโร           จากรายงานวิจัยตาง ๆ ขางตนจะเห็นไดวาในระหวางการยอยสลายของสารประกอบอะโร  
มาติกชนิดตาง ๆ โดยแบคทีเรีย   อาจพบการสะสมของสารมัธยันตบางชนิดที่มีผลยบัยั้งการเจริญมาติกชนิดตาง ๆ โดยแบคทีเรีย   อาจพบการสะสมของสารมัธยันตบางชนิดที่มีผลยับยั้งการเจริญ  
ของเชื้อ   ดังนั้นผลการลดจํานวนของเชื้อของเชื้อ   ดังนั้นผลการลดจํานวนของเชื้อ  SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ที่มีแอนท ที่มีแอนทราซีนราซีน  
เปนแหลงคารบอนก็นาจะเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นในวิถียอยสลายแอนทราเปนแหลงคารบอนก็นาจะเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นในวิถียอยสลายแอนทรา--  
ซีนเชนเดียวกันซีนเชนเดียวกัน  
                      ผลการศึกษารูปแบบการเจริญโดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานผลการศึกษารูปแบบการเจริญโดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน  
สําหรับการเจริญของ สําหรับการเจริญของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  พบวากระบวนการพบวากระบวนการดังกลาวเกิดขึ้นไดดังกลาวเกิดขึ้นได  
อยางสมบูรณ   ซึ่งเปนไปตามรายงานของ อยางสมบูรณ   ซึ่งเปนไปตามรายงานของ FFoogghhtt,,  FFeeddoorraakk  และ และ WWeessttllaakkee  ((11999900))        ในงานวิจัยในงานวิจัย  
นี้เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดภายในวันที่ นี้เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดภายในวันที่ 22  ของการทดลองโดยไมมี ของการทดลองโดยไมมี llaagg  pphhaassee  เกิดขึ้น   ในขณะเกิดขึ้น   ในขณะ  
ที่ฟแนนทรีนถูกยอยสลายหมดไปอยางรวดเร็วภายใน ที่ฟแนนทรีนถูกยอยสลายหมดไปอยางรวดเร็วภายใน 2244  ชั่วโมงชั่วโมง  พรอมกับที่อาหารเหลว   พรอมกับที่อาหารเหลว CCFFMMMM    
เปลี่ยนไปเปนสีเหลือง   แสดงวามีสารตัวกลางเกิดขึ้นและแบคทีเรียสายพันธุ เปลี่ยนไปเปนสีเหลือง   แสดงวามีสารตัวกลางเกิดขึ้นและแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  สามารถใชสามารถใช  
สารดังกลาวเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญในภาวะที่ไมมีฟแนนทรีนได    จากรายงานของ สารดังกลาวเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญในภาวะที่ไมมีฟแนนทรีนได    จากรายงานของ   
MMuueelllleerr  และคณะ และคณะ ((11998899))  เกี่ยวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดยเกี่ยวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดย  PPsseeuuddoommoonnaass  cceeppaacciiaa  ก็ไดก็ได  
ผลเชนเดียวกันคือสารทดสอบถูกเปลี่ยนเปนสารมัธยันตที่ละลายน้ําได   ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อผลเชนเดียวกันคือสารทดสอบถูกเปลี่ยนเปนสารมธัยันตที่ละลายน้ําได   ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อ  
เปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลือง   โดยสารดังกลาวเกิดจากแคทธีคอลมีการแตกวงแบบเมตา   เปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลือง   โดยสารดังกลาวเกิดจากแคทธีคอลมีการแตกวงแบบเมตา     
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  เร่ิมมีจํานวนคงที่และหยุดการเจริญภาเร่ิมมีจํานวนคงที่และหยุดการเจริญภายหลัง ยหลัง 4488  ชั่วโมง   เนื่องจากชั่วโมง   เนื่องจาก  
แหลงคารบอนมีปริมาณลดลงหรือหมดไป   นอกจากนี้ที่สภาวะดังกลาวเริ่มมีปริมาณออกซิเจนแหลงคารบอนมีปริมาณลดลงหรือหมดไป   นอกจากนี้ที่สภาวะดังกลาวเริ่มมีปริมาณออกซิเจน  
เปนปจจัยจํากัดเนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซล เปนปจจัยจํากัดเนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซล ((SSttuucckkii  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,  11998877))  
                      เมื่อเลี้ยงเชื้อ เมื่อเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ในอาหารเหลว ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่มีไดเบนโซฟูที่มีไดเบนโซฟู--  
แรนเขมขน แรนเขมขน 330000  มกมก..ตอลิตร     พบวาใน ตอลิตร     พบวาใน 2244  ชั่วโมงแรกแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดนอยมาก   ชั่วโมงแรกแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดนอยมาก     
สวนสารทดสอบก็มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอยสวนสารทดสอบก็มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย  ภาวะดังกลาวอาจเกิดจากการปรับตัวของเชื้อภาวะดังกลาวอาจเกิดจากการปรับตัวของเชื้อ  
เนื่องจากมีสารตั้งตนในปริมาณมากเนื่องจากมีสารตั้งตนในปริมาณมาก  ดังเชนรายงานวิจัยของ ดังเชนรายงานวิจัยของ WWiiggggiinnss  และ และ AAlleexxaannddeerr  ในป ในป   
11998888  ซึ่งพบวาระยะเวลาที่ ซึ่งพบวาระยะเวลาที่ PPAAHHss  ไมถูกยอยสลายโดยจุลินทรีย ไมถูกยอยสลายโดยจุลินทรีย ((aacccclliimmaattiioonn  ppeerriioodd))  จะเพิ่มข้ึนจะเพิ่มข้ึน  
เมื่อมีการเพิ่มปริมาณ เมื่อมีการเพิ่มปริมาณ PPAAHHss      หลังจาก หลังจาก 2244  ชั่วโมงพบวาแบคทีเรียสายพันธุ ชั่วโมงพบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีการเพิ่มมีการเพิ่ม  
จํานวนอยางรวดเร็วจนถึง จํานวนอยางรวดเร็วจนถึง 11..00  ××  110099  CCFFUU  ตอมลตอมล..ในวันที่ ในวันที่ 33  ของการทดของการทดลอง   โดยที่อาหารเหลว ลอง   โดยที่อาหารเหลว   
CCFFMMMM  เปลี่ยนเปนสีเหลืองออกสม    ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการแตกวงแบบเมตาของเปลี่ยนเปนสีเหลืองออกสม    ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการแตกวงแบบเมตาของ   
แคทธีคอล       ซึ่งพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงนี้ในระหวางการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย แคทธีคอล       ซึ่งพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงนี้ในระหวางการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย   
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TTeerrrraabbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ  สายพันธุ  DDBBFF6633  ((KKaassuuggaa  eett  aall..  ,,11999977))      นอกจากนี้จากนอกจากน้ีจากรายงานวิจัยของ รายงานวิจัยของ   
CCeerrnniigglliiaa,,  MMoorrggaann  และ  และ  GGiibbssoonn  ((11997799))  ก็พบวา ก็พบวา BBeeiijjeerriinncckkiiaa  sspp..  ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไปยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไป  
เปนสารผสมของ เปนสารผสมของ 11,,22--ไดไฮดรอกซีไดไฮดรอกซี--11,,22--ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ((11,,22--ddiihhyyddrrooxxyy--11,,22--  
ddiihhyyddrrooddiibbeennzzooffuurraann))    และ และ 22,,33--ไดไฮดรอกซีไดไฮดรอกซี--22,,33--ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ((22,,33--ddiihhyyddrrooxxyy--22,,33--  
ddiihhyyddrrooddiibbeennzzooffuurraann))    ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลืองภายใน  ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลืองภายใน  1177  ชั่วโมงหลังการเลี้ยงชั่วโมงหลังการเลี้ยง  
เชื้อเชื้อ  
                      โดยเหตุที่สารดังกลาวเกิดการระเหยไดงาย   ดังนั้นปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่สูญหายไปในโดยเหตุที่สารดังกลาวเกิดการระเหยไดงาย   ดังนั้นปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่สูญหายไปใน  
หลอดทดลองที่เติมเชื้อ   จึงไมไดเกิดจากการยอยสลายของเชื้อแตหลอดทดลองที่เติมเชื้อ   จึงไมไดเกิดจากการยอยสลายของเชื้อแตเพียงอยางเดียว   โดยปริมาณเพียงอยางเดียว   โดยปริมาณ  
หนึ่งเกิดการสูญหายไปเนื่องจากการระเหยของสาร   ดังนั้นจึงกลาวไดวาไดเบนโซฟูแรนเขมขน หนึ่งเกิดการสูญหายไปเนื่องจากการระเหยของสาร   ดังนั้นจึงกลาวไดวาไดเบนโซฟูแรนเขมขน   
330000  มกมก..ตอลิตร  ที่เกิดการยอยสลายโดย ตอลิตร  ที่เกิดการยอยสลายโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ภายหลังการเลี้ยงภายหลังการเลี้ยง  
เชื้อ เชื้อ 77  วัน  มีปริมาณเทากับ วัน  มีปริมาณเทากับ 114466  มกมก..ตอลิตร   โดยมีสตอลิตร   โดยมีสารตกคางอยูในอาหารเหลว ารตกคางอยูในอาหารเหลว 4455..1166  มกมก..ตอตอ  
ลิตร   และเกิดการระเหยไป ลิตร   และเกิดการระเหยไป 9911..6699  มก  มก..ตอลิตรตอลิตร  
                      ผลการติดตามโครมาโตแกรมของ ผลการติดตามโครมาโตแกรมของ TTLLCC  และ และ HHPPLLCC  เพื่อวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรนเพื่อวเิคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรน  
และการสะสมของสารมัธยันตและการสะสมของสารมัธยันต  พบวามีสารตัวกลาง พบวามีสารตัวกลาง 22 ชนิดเกิดขึ้นซึ่งมี  ชนิดเกิดขึ้นซึ่งมี rreetteennttiioonn  ttiimmee  ตางกันตางกัน  
เปน เปน 11..99  และ และ 22..99  นาที    โดยสารชนิดที่สองถูกยอยสลายตอได   ในขณะที่ยังพบการสะสมของนาที    โดยสารชนิดที่สองถูกยอยสลายตอได   ในขณะที่ยังพบการสะสมของ  
สารชนิดแรก   และสังเกตไดจากลักษณะการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนจากสีเหลืองออนสารชนิดแรก   และสังเกตไดจากลักษณะการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนจากสีเหลืองออน  
เปนสีเหลืองสมในวันที่ เปนสีเหลืองสมในวันที่ 33 ที่เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุด ที่เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุด  หลงัจากนั้นลักษณะสีและความขุนจะหลังจากนั้นลักษณะสีและความขุนจะ  
คคอนขางคงที่ตลอดการทดลอง   แสดงวามีการสะสมของสารตัวกลางที่ไมเปนพิษเนื่องจากไมพบอนขางคงที่ตลอดการทดลอง   แสดงวามีการสะสมของสารตัวกลางที่ไมเปนพิษเนื่องจากไมพบ  
การลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ การลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11    
                      ผลการศึกษาความสามารถของ ผลการศึกษาความสามารถของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ในการยอยสลายในการยอยสลาย  
แนพธาลีนปริมาณ แนพธาลีนปริมาณ 11000000  มกมก..ตอลิตร   ในภาวะที่มีการจํากัดปตอลิตร   ในภาวะที่มีการจํากัดปริมาณออกซิเจนโดยปดผนึกจุกสาํลีริมาณออกซิเจนโดยปดผนึกจุกสําลี  
เพื่อปองกันการระเหยของสาร   พบวาเชื้อสามารถใชแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดเพื่อปองกันการระเหยของสาร   พบวาเชื้อสามารถใชแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญได  
โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวไปเปนสีน้ําตาลเขมในวันที่ โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวไปเปนสีน้ําตาลเขมในวันที่ 33  ของการทดลองทําใหของการทดลองทําให  
แนพธาลีนมีปริมาณลดลงไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม   แนพธาลีนมีปริมาณลดลงไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม      ควบคูไปกับการสะสมของสาร   ควบคูไปกับการสะสมของสาร  
มัธยันต มัธยันต 22  ชนิดที่มี ชนิดที่มี rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..33  และ และ 22..77  นาที   โดยสารชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอนาที   โดยสารชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอ  
เนื่องและมีความคงทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่นจากการติดตามโครมาโตแกรมของ เนื่องและมีความคงทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่นจากการติดตามโครมาโตแกรมของ TTLLCC    
และ และ HHPPLLCC          แตอยางไรก็ตามวิธีปองกันการระเหยของสารแตอยางไรก็ตามวิธีปองกันการระเหยของสารไมสามารถกระทําไดอยางมีประสิทธิไมสามารถกระทําไดอยางมีประสิทธิ--  
ภาพโดยพบวาแนพธาลีนในชุดควบคุมมีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตลอดการทดลองในทํานองภาพโดยพบวาแนพธาลีนในชุดควบคุมมีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตลอดการทดลองในทํานอง  
เดียวกับชุดทดลองเดียวกับชุดทดลอง  ถาตองการควบคุมมิใหมีการลดลงของแนพธาลีนในชุดควบคุม ควรทําถาตองการควบคุมมิใหมีการลดลงของแนพธาลีนในชุดควบคุม ควรทํา  
การทดลองภายใตสภาวะไรออกซิเจน  ดังเชนรายงานวิจัยของ การทดลองภายใตสภาวะไรออกซิเจน  ดังเชนรายงานวิจัยของ RRoocckknnee  และคณะ และคณะ ((22000000))  ที่กลาวที่กลาว  
ถึงการยอยสลายแนพธาลีนในสภาวะไรอากาศโดยมีไนเตรท ถึงการยอยสลายแนพธาลีนในสภาวะไรอากาศโดยมีไนเตรท ((NNOO33

--))  ทําหนาที่เปนตัวรับทําหนาที่เปนตัวรับ  
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อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชันอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน--รีดักชันเพื่อการสรางพลังงานของเชื้อ   ผลการทดลองพบวารีดักชันเพื่อการสรางพลังงานของเชื้อ   ผลการทดลองพบวา  
ภายใน ภายใน 6600  วันเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ วันเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ NNAAPP--44  และ และ NNAAPP--33--11  สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดสามารถยอยสลายแนพธาลีนได  7700  %%    
และ และ 9900  %%  ตามลําดับ  สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณแนพธาลีนลดลงเพียงเล็กนอยตามลําดับ  สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณแนพธาลีนลดลงเพียงเล็กนอย    
                      จากการทดลองเบื้องตนในงานวิจัยนี้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ จากการทดลองเบื้องตนในงานวิจัยนี้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  เพิ่มจํานวนไดนอยเพิ่มจํานวนไดนอย  
มาก มาก ((ไมไดแสดงขอมูลไมไดแสดงขอมูล))        ซึ่งนาจะเกิดจากปจจัยตาง ๆ ประกอบกัน เชน ความซึ่งนาจะเกิดจากปจจัยตาง ๆ ประกอบกัน เชน ความเขมขนเริ่มตนของเขมขนเริ่มตนของ  
แนพธาลีนมีคาสูงเกินไป แนพธาลีนมีคาสูงเกินไป ((WWiiggggiinnss  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,  11998888))    ออกซิเจนและหัวเชื้อเร่ิมตนมี    ออกซิเจนและหัวเชื้อเร่ิมตนมี  
ปริมาณต่ําปริมาณต่ํา  หรือการเติมแนพธาลีนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยตรงอาจมีผลยับยั้งการหรือการเติมแนพธาลีนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยตรงอาจมีผลยับยั้งการ  
เจริญของเชื้อไดมากกวาใหเชื้อไดรับไอระเหยของสารดังกลาว   เพราะแนพธาลีนเจริญของเชื้อไดมากกวาใหเชื้อไดรับไอระเหยของสารดังกลาว   เพราะแนพธาลีนมีคาการละลายมีคาการละลาย  
ในน้ําสูงถึง ในน้ําสูงถึง 3300  ppppmm  ((MMuueelllleerr  eett  aall..  ,,  11999900  ;;  WWeeiisssseennffeellss  eett  aall..  ,,  11999911))  
                      การศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนรวมทั้งประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนรวมทั้งประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟ--  
แนนทรีนของ แนนทรีนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  พบวารูปแบบการเจริญของเชื้อมีลักษณะพบวารูปแบบการเจริญของเชื้อมีลักษณะ  
เหมือนกัเหมือนกับชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว     แสดงวากรด บชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว     แสดงวากรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกที่แนพโธอิกที่  
เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางมีประสิทธิเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางมีประสิทธิ--  
ภาพ     แมแตในภาวะที่เติมฟแนนทรีนซึ่งเปนแหลงคารบอนที่แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดภาพ     แมแตในภาวะที่เติมฟแนนทรีนซึ่งเปนแหลงคารบอนที่แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดสูงสุด  
ก็ตาม     นอกจากนี้ยังพบดวยวาระยะเวลาที่แบคทีเรียสายพันธุ ก็ตาม     นอกจากนี้ยังพบดวยวาระยะเวลาที่แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ใชในการเพิ่มจํานวนไดสูงใชในการเพิ่มจํานวนไดสูง  
สุดลดลงจาก สุดลดลงจาก 4488  ชั่วโมงในกรณีที่มีแอนทราซีนเพียงสารเดียวมาเปน ชั่วโมงในกรณีที่มีแอนทราซีนเพียงสารเดียวมาเปน 2244  ชั่วโมง  นั่นคือฟแนนทรีนชั่วโมง  นั่นคือฟแนนทรีน  
มีผลลด มีผลลด aacccclliimmaattiioonn  ppeerriioodd    ที่เชื้อใชในการยอยสลายแอนทราซีน ที่เชื้อใชในการยอยสลายแอนทราซีน ((WWiiggggiinnss  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,    
11998888))        สวนประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบสวนประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทเีรียมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบ  
กับการเติมฟแนนทรีนเพียงสารเดียวกับการเติมฟแนนทรีนเพียงสารเดียว  
                      BBoouucchheezz,,  BBllaanncchheett  และ และ VVaannddeeccaasstteeeellee  ((11999955))  เสนอวาความเขาใจเกี่ยวกับผลลัพธเสนอวาความเขาใจเกี่ยวกับผลลัพธ  
ของปฏิสัมพันธระหวางสาร ของปฏิสัมพันธระหวางสาร PPAAHHss  เเปนสิ่งจําเปนเพื่อใหการยอยสลายสารผสมของ ปนสิ่งจําเปนเพื่อใหการยอยสลายสารผสมของ PPAAHHss  ในสิ่งในสิ่ง  
แวดลอมเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     รายงานวิจัยสวนใหญจะมุงไปที่การยอยสลาย แวดลอมเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     รายงานวิจัยสวนใหญจะมุงไปที่การยอยสลาย PPAAHHss  ที่มีน้ําหนักที่มีน้ําหนัก  
โมเลกุลสูง   โดยการกระตุนระบบเอนไซมของเชื้อดวย โมเลกุลสูง   โดยการกระตุนระบบเอนไซมของเชื้อดวย PPAAHHss  ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าซึ่งจะถูกยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าซึ่งจะถูกยอย  
สลายไดงายกวาสลายไดงายกวา        และนับเปนผลบวกในเชิงปฏิสัมพันธ และนับเปนผลบวกในเชิงปฏิสัมพันธ ((ssyynneerrggiissttiicc))      แตอยางไรก็ตามจากการแตอยางไรก็ตามจากการ  
ศึกษาโดยเติม ศึกษาโดยเติม PPAAHHss  22  ชนิด    และติดตามประสิทธิภาพในการยอยสลายของเชื้อ    พบวาผลลัพธชนิด    และติดตามประสิทธิภาพในการยอยสลายของเชื้อ    พบวาผลลัพธ  
ของปฏิสัมพันธดังกลาวขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียและ ของปฏิสัมพันธดังกลาวขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียและ PPAAHHss  ซึ่งในงานวิจัยนี้พบวาเปนแบบ ซึ่งในงานวิจัยนี้พบวาเปนแบบ   
pprreeffeerreennttiiaall  ssuubbssttrraattee  ddeeggrraaddaattiioonn        กลาวคือพบวาแบคทีเรียสายพันธุ กลาวคือพบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ยอยสลายแอนยอยสลายแอน--  
ทราซีนไดเร็วขึ้น   ซึ่งอาจเปนผลมาจากการแขงขันระหวางแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่บริเวณ ทราซีนไดเร็วขึ้น   ซึ่งอาจเปนผลมาจากการแขงขันระหวางแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่บริเวณ   
aaccttiivvee  ssiittee  ของเอนไซมไดออกซีจีเนส  ของเอนไซมไดออกซีจีเนส    
                      จากการศึกษารูปแบบในการเจริญของ จากการศึกษารูปแบบในการเจริญของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11    โดยใชโดยใช  
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน   พบวาฟลูออรีนเขมขน ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน   พบวาฟลูออรีนเขมขน 110000  มกมก..ตอลิตรถูกยอยตอลิตรถูกยอย  
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สลายหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา สลายหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 7722  ชั่วโมง  ควบคูไปกับการเพิ่มจํานวนของเชื้อชั่วโมง  ควบคูไปกับการเพิ่มจํานวนของเชื้อ  รวมทั้งมีรวมทั้งมี  
การสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ทําการสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ทําใหมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว ใหมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว   
CCFFMMMM  เปนสีเหลือง     ซึ่งสอดคลองกบัรายงานของ เปนสีเหลือง     ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ GGrriiffoollll  และคณะในป และคณะในป 11999922  เกี่ยวกับการยอยเกี่ยวกับการยอย  
สลายฟลูออรีนของ สลายฟลูออรีนของ AArrtthhrroobbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ FF110011  เกิดเปนสารมัธยันตสะสมอยูทําใหอาหารเกิดเปนสารมัธยันตสะสมอยูทําใหอาหาร  
เลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง  การที่น้ําเลี้ยงเชื้เลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง  การที่น้ําเลี้ยงเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้แสดงวามีการอเกิดการเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้แสดงวามีการ  
สะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการสารประกอบอะโรมาติกแตกวงแบบเมตาสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการสารประกอบอะโรมาติกแตกวงแบบเมตา  
                      เมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ เมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ที่มีฟลูออรีนเปนแหลงที่มีฟลูออรีนเปนแหลง  
คารบอน คารบอน ((รูปที่ รูปที่ 44..1144))  จะพบวามีลักษณะคลายกับรูปแบบการเพิ่มจํานวนของจะพบวามีลักษณะคลายกับรูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในการยอยสลายเชื้อในการยอยสลาย  
แอนทราซีน   คือเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดแลว   ในวันที่ แอนทราซีน   คือเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดแลว   ในวันที่ 33  ของการทดลอง ปริมาณเชื้อกลับของการทดลอง ปริมาณเชื้อกลับ  
ลดลงเปน ลดลงเปน 11..0044  ××  110077  CCFFUU  ตอมลตอมล..    จนถึงปริมาณต่ําสุดเทากับ จนถึงปริมาณต่ําสุดเทากับ 33..3311  ××  110055  CCFFUU  ตอมลตอมล..ในวันที่ ในวันที่   
77  ของการเลี้ยงเชื้อ   สาเหตุที่ทําใหแบคทีเรียสายพันธุ ของการเลี้ยงเชื้อ   สาเหตุที่ทําใหแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีจํานวนลดลง   อาจเกิดจากความมีจํานวนลดลง   อาจเกิดจากความ  
เปนพิษของสารตัวกลางที่เกิดขึ้นเนื่องจากฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสราง   เพื่อที่จะทดสอบสมมติเปนพิษของสารตัวกลางที่เกิดขึ้นเนื่องจากฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสราง   เพื่อที่จะทดสอบสมมติ  
ฐานดังกลาวจึงทําการสกัดสารตัวกลางดวยเอทธิลอะซีเตตในวันที่ ฐานดังกลาวจึงทําการสกัดสารตัวกลางดวยเอทธิลอะซีเตตในวันที่ 55  ของการเลี้ยงเชื้อ   นํามาของการเลี้ยงเชื้อ   นํามา  
วิเคราะหดวย วิเคราะหดวย TTLLCC    พบการสะสมของสารตัวกลางเพียงชพบการสะสมของสารตัวกลางเพียงชนิดเดียวในสวนสกัดที่เปนกรด  ดังนั้นจึงนิดเดียวในสวนสกัดที่เปนกรด  ดังนั้นจึง  
แยกสารดังกลาวใหบริสุทธิ์โดยวิธี แยกสารดังกลาวใหบริสุทธิ์โดยวิธี pprreeppaarraattiivvee  TTLLCC  ไดสารปริมาณ ไดสารปริมาณ 3300..11  มกมก..ตอลิตร ของน้ําเลี้ยงตอลิตร ของน้ําเลี้ยง  
เชื้อที่ใชสกัด   เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ เชื้อที่ใชสกัด   เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  พบวาพบวา  
มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อไดจริงมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อไดจริง ผลทดสอบดังกลาวสามารถนํามาใชอธิบายผลการทดลองใน ผลทดสอบดังกลาวสามารถนํามาใชอธิบายผลการทดลองใน  
ขอ ขอ 44..66  ไดอยางชัดเจนถึงสาเหตุที่แบคทีเรียสายพันธุ ไดอยางชัดเจนถึงสาเหตุที่แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีอัตราการเจริญลดลง   โดยเปนผลมีอัตราการเจริญลดลง   โดยเปนผล  
จากความเปนพิษของสารมัธยันต จากความเปนพิษของสารมัธยันต 11  ใน ใน 33  ชนิดที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน  ซึ่งชนิดที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน  ซึ่ง  
สารดังกลาวมีคา สารดังกลาวมีคา rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..3388  นาที  และพบการสะสมปริมาณมากที่สุดในวันที่ นาที  และพบการสะสมปริมาณมากที่สุดในวันที่ 55  ของการของการ  
เลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อ  ทั้งนี้จากรายงานการยอยสลายฟลูออรีนของ ทั้งนี้จากรายงานการยอยสลายฟลูออรีนของ AArrtthhrroobbaacctteerr  sspp..สายพันธุ สายพันธุ FF110011 ที่ ที่  
เสนอโดย เสนอโดย GGrriiffoollll  และคณะในป และคณะในป 11999922  ก็พบการสะสมของสารมัธยันต ก็พบการสะสมของสารมัธยันต 22  ชนิดที่คงทนตอการยอยชนิดที่คงทนตอการยอย  
สลายไปเปนสารอื่น   โดยสารทั้สลายไปเปนสารอื่น   โดยสารทั้งสองชนิดดังกลาวคือ งสองชนิดดังกลาวคือ 99--ฟลูออรีนอล ฟลูออรีนอล ((99--fflluuoorreennooll))  และ และ 99HH--ฟลูออฟลูออ  
รีโนน รีโนน ((99HH--fflluuoorreenn--oonnee))      จากผลติดตามการเปลี่ยนแปลงของมวลเซลเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  จากผลติดตามการเปลี่ยนแปลงของมวลเซลเปรียบเทียบกับชุดควบคุม    
พบวาแบคทีเรียสายพันธุ พบวาแบคทีเรียสายพันธุ FF110011  ไมสามารถใชสารมัธยันตทั้งสองชนิดนี้เปนแหลงคารบอนไดในทุกไมสามารถใชสารมัธยันตทั้งสองชนิดนี้เปนแหลงคารบอนไดในทุก  
ระดับความเขมขนที่ระดับความเขมขนที่ทําการทดลอง ทําการทดลอง ((00..0011,,  00..000011,,  00..000055  %%))      จากผลการยอยสลายฟลูออรีนโดยจากผลการยอยสลายฟลูออรีนโดย  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ FF110011    GGrriiffoollll    และคณะจึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมดังแสดงในรูปที่ และคณะจึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมดังแสดงในรูปที่ 55..11  โดยวิถีโดยวิถี  
หนึ่งฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางไปเปน หนึ่งฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางไปเปน 33,,44--ไดไฮโดรคูมาริน ไดไฮโดรคูมาริน ((33,,44--ddiihhyyddrrooccoouummaarriinn))  ซึ่งทําใหซึ่งทําให  
เกิดการเพิ่มเกิดการเพิ่มจํานวนเซล   สวนอีกวิถีหนึ่งมีการสะสม จํานวนเซล   สวนอีกวิถีหนึ่งมีการสะสม 99--ฟลูออรีนอล และ ฟลูออรีนอล และ 99HH--ฟลูออรีโนน   ซึ่งคงฟลูออรีโนน   ซึ่งคง  
ทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  rroouuttee))  
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รูปที่ รูปที่ 55..11 วิถีการยอยสลายฟลูออรีนของ  วิถีการยอยสลายฟลูออรีนของ AArrhhttrroobbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ FF110011    

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

                จากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของจากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  โดยการวิเคราะหดวย โดยการวิเคราะหดวย GGCC  ––  MMSS  และ   และ   11HH  ––  NNMMRR    ทําใหทราบวาสารทําใหทราบวาสาร  
ดังกลาวคือ กรดดังกลาวคือ กรด22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก  แสดงวาการยอยสลายแอนทราซีนของแบคทีเรียสายแนพโธอิก  แสดงวาการยอยสลายแอนทราซีนของแบคทีเรียสาย--  
พันธุ พันธุ AANNTT11    จึงนาจะเริ่มตนจากการเติมออกซเิจนโดยเติมหมูไฮดรอกซี จึงนาจะเริ่มตนจากการเติมออกซิเจนโดยเติมหมูไฮดรอกซี 22  หมู หมู ((ddiiooxxyyggeennaattiioonn))    
เขาที่วงอะโรมาติกของแอนทราซีนในตําแหนง เขาที่วงอะโรมาติกของแอนทราซีนในตําแหนง CC11  และ และ CC22                    และเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน และเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน   
แอนทราซีน แอนทราซีน ซิส ซิส ––11,,22--ไดไฮโดรไดออล  ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด ไดไฮโดรไดออล  ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก แนพโธอิก   
((RRooggooffff  aanndd  WWeennddeerr,,  11995577  ;;  EEvvaannss  eett  aall..  ,,  11996655))  
                      กรด กรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกจัดเปนสารมัธยันตที่สําคัญในกระบวนการยอยสลายแอนแนพโธอิกจัดเปนสารมัธยันตที่สําคัญในกระบวนการยอยสลายแอน--  
ทราซีนของแบคทีเรียโดยทั่วไปทราซีนของแบคทีเรียโดยทั่วไป  โดยมีรายงายวิจัยจํานวนมากที่ตรวจพบกรดชนิดนี้เกิดขึ้นโดยมีรายงายวิจัยจํานวนมากที่ตรวจพบกรดชนิดนี้เกิดขึ้น  
ระหวางการยอยสลายแอนทราซีนหลายชนิดดังสรุปไวใระหวางการยอยสลายแอนทราซีนหลายชนิดดังสรุปไวในตารางที่ นตารางที่ 55..33      และรูปที่ และรูปที่ 55..22  แสดงวิถีเมแสดงวิถีเม  
ตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน   ซึ่งอาจพบการสะสมของกรด ตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน   ซึ่งอาจพบการสะสมของกรด 22--  
ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกแนพโธอิก  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..33  ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรด   ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพแนพ  
                                     โธ         โธอิกอิก  

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

    
  

รูปที่ รูปที่ 55..22 วิถีเมตาบอลิสมที่แบคทีเรีย วิถีเมตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีนสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน ( (EEvvaannss  eett  
aall..,,  11996655))  
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                      ผลทดสอบความเปนพิษของกรด ผลทดสอบความเปนพิษของกรด 22--ไฮดรอกซี ไฮดรอกซี ––33--แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียทง แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียทง   
33  สายพันธุ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดกับสารมาตรฐานของกรด สายพันธุ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดกับสารมาตรฐานของกรด 22--ไฮดรอกซี ไฮดรอกซี ––33--แนพโธอิกพบแนพโธอิกพบ  
วาใหผลเชนเดียวกัน   โดยสารพิวาใหผลเชนเดียวกัน   โดยสารพิษดังกลาวมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ ษดังกลาวมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  และ และ RRhhiizzoobbiiuumm  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ CCUU--AA11      แตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญแตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญ  
ของ ของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ PP22      จากงานวิจัยของ จากงานวิจัยของ HHeeiippiieeppeerr,,  DDiieeffeennbbaacchh  และ และ   
KKeewweelloohh  ((11999922))  ก็ไดผลในลักษณะดังกลาว โก็ไดผลในลักษณะดังกลาว โดยพบวาสารประกอบฟนอลมีผลทําใหเยื่อหุมเซลดยพบวาสารประกอบฟนอลมีผลทําใหเยื่อหุมเซล  
ของแบคทีเรียทําหนาที่บกพรองในการควบคุมสารผานเขาและออกจากเซล   สงผลตอความมีชีวิตของแบคทีเรียทําหนาที่บกพรองในการควบคุมสารผานเขาและออกจากเซล   สงผลตอความมีชีวิต  
((vviiaabbiilliittyy))  ของเซล      แต ของเซล      แต PPsseeuuddoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ PP88  ยังคงเพิ่มจํานวนไดอยางจํากัดในยังคงเพิ่มจํานวนไดอยางจํากัดใน  
ภาวะที่เติมคลอโรฟนอลเขมขน ภาวะที่เติมคลอโรฟนอลเขมขน 330000  มกมก..ตอลิตอลิตร   เนื่องจากกลไกการปรับตัวของเชื้อโดยการตร   เนื่องจากกลไกการปรับตัวของเชื้อโดยการ  
เปลี่ยนรูปแบบไอโซเมอรของกรดไขมันที่อยูในชั้นเยื่อหุมเซลจาก เปลี่ยนรูปแบบไอโซเมอรของกรดไขมันที่อยูในชั้นเยื่อหุมเซลจาก ซิส ซิส เปน เปน ทรานส ทรานส ซึ่งมีการเรียงตัวซึ่งมีการเรียงตัว  
ของกรดไขมันที่เปนระเบียบกวา    มีผลลดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเยื่อหุมเซล   ดังนั้นหนาที่ของกรดไขมันที่เปนระเบียบกวา    มีผลลดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเยื่อหุมเซล   ดังนั้นหนาที่  
ของเยื่อหุมเซลจึงมีควาของเยื่อหุมเซลจึงมีความผิดพลาดนอยลง   ซึ่งความสามารถของเชื้อตอการปรับตัวเพื่อรักษามผิดพลาดนอยลง   ซึ่งความสามารถของเชื้อตอการปรับตัวเพื่อรักษา  
ความมีชีวิตของเซลในภาวะที่มีสารพิษนี้   จะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับประเภทของกรดไขมันที่ความมีชีวิตของเซลในภาวะที่มีสารพิษนี้   จะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับประเภทของกรดไขมันที่  
เปนองคประกอบของไขมันในชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียแตละสายพันธุเปนองคประกอบของไขมันในชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียแตละสายพันธุ  
                      จากการทดสอบความเปนพิษของจากการทดสอบความเปนพิษของกรด กรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีแนพโธอิกตอการเจริญของแบคที--  
เรียสายพันธุ เรียสายพันธุ AANNTT11  พบวาสารดังกลาวยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางสมบูรณ    จึงสามารถพบวาสารดังกลาวยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางสมบูรณ    จึงสามารถ  
อธิบายผลการทดลองที่พบการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ อธิบายผลการทดลองที่พบการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ภายหลัง ภายหลัง 4488  ชั่วโมงที่เชื้อมีชั่วโมงที่เชื้อมี  
การเพิ่มจํานวนเซลในอาหารเหลวที่มีการเพิ่มจํานวนเซลในอาหารเหลวที่มีแอนทราซีนเขมขน แอนทราซีนเขมขน 110000  มกมก..ตอลิตรเปนแหลงคารบอน     ตอลิตรเปนแหลงคารบอน       
แสดงวากรด แสดงวากรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกเปนสารมัธยันตชนิดมีพิษที่คงทนตอการถูกยอยสลายตอไปแนพโธอิกเปนสารมัธยันตชนิดมีพิษที่คงทนตอการถูกยอยสลายตอไป  
เปนสารอื่น เปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  mmeettaabboolliittee))          ในวิถีการยอยสลายแอนทราซีนของ ในวิถีการยอยสลายแอนทราซีนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11        ซึ่งมีรายงานซึ่งมีรายงานการสะสมของสารชนิดนี้ในวถิีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนโดยการสะสมของสารชนิดนี้ในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนโดย  
AAllccaalliiggeenneess  ddeenniittrriiffiiccaannss  สายพันธุ สายพันธุ WWWW11  ((WWeeiisssseennffeellss  eett  aall..  ,,  11999911))    ในระหวางการยอยในระหวางการยอย  
สลายแอนทราซีนโดย สลายแอนทราซีนโดย PPsseeuuddoommoonnaass  fflluuoorreesscceennss  สายพันธุ สายพันธุ 55RRLL  ((SSaannsseevveerriinnoo    eett  aall..  ,,  11999933))    
และในวิถีเมตาบอลิสมที่ และในวิถีเมตาบอลิสมที่ BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  สายพันธุ สายพันธุ FF227799  ใชในการยอยสลายแอนทราซีน ใชในการยอยสลายแอนทราซีน   
((GGrriiffoollll  eett  aall..,,  11999955))  
                      อยางไรก็ตามมีแบคทีเรียบางสายพันธุที่สามารถยอยสลายกรด อยางไรก็ตามมีแบคทีเรียบางสายพันธุที่สามารถยอยสลายกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกแนพโธอิก  
ได    เชนการเลี้ยงเชื้อ  ได    เชนการเลี้ยงเชื้อ  PPsseeuuddoommoonnaass  aaeerruuggiinnoossaa      ในภาวะที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน   ในภาวะที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน     
โดยเชื้อดังกลาวมีระบบเอนไซมที่จําเปนในการออกซิไดซกรด โดยเชื้อดังกลาวมีระบบเอนไซมที่จําเปนในการออกซิไดซกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกไปเปนกรดแนพโธอิกไปเปนกรด  
ซาลิไซลิกและแคทธีคอลซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนน้ําและคารบอนไดออกไซดตามลําดบั ซาลิไซลิกและแคทธีคอลซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนน้ําและคารบอนไดออกไซดตามลําดับ   
((RRooggooffff  aanndd  WWeennddeerr,,  11995577))  
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                      ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียในสกุล ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียในสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  ไดจากแหลงดินภายไดจากแหลงดินภาย  
ในประเทศไทย     โดยเชื้อนี้มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ ในประเทศไทย     โดยเชื้อนี้มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ PPAAHHss  ชนิดอ่ืน ๆ ไดชนิดอ่ืน ๆ ได  
หลายชนิด   นับเปนขอไดเปรียบอยางมากตอการนําแบคทีเรียสายพันธุ หลายชนิด   นับเปนขอไดเปรียบอยางมากตอการนําแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ไปใชบําบัดดินที่ไปใชบําบัดดินที่  
ปนเปอน ปนเปอน PPAAHHss  และสารพิษชนิดตาง ๆ ในสิ่งแวดลอม     แตจะตอและสารพิษชนิดตาง ๆ ในสิ่งแวดลอม     แตจะตองศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่มีผลงศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่มีผล  
ตอประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษและการอยูรอดของแบคทีเรียสายพันธุ ตอประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษและการอยูรอดของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ในระบบในระบบ  
จําลองขนาดเล็ก จําลองขนาดเล็ก ((mmiiccrrooccoossmm))  ในระดับหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปใชในสิ่งแวดลอมจริง       ในระดับหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปใชในสิ่งแวดลอมจริง         
แตอยางไรก็ตามจากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในสภาวแตอยางไรก็ตามจากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในสภาวะที่มีแอนทราซีนหรือะที่มีแอนทราซีนหรือ  
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนพบการสะสมของสารมัธยันต ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนพบการสะสมของสารมัธยันต 22  ชนิดที่มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของชนิดที่มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11      โดยสารตัวกลางที่พบในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนคือ กรด โดยสารตัวกลางที่พบในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนคือ กรด 22--  
ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก     ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหสารตัแนพโธอิก     ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหสารตัวกลางทั้ง วกลางทั้ง 22  ชนิดดังกลาวชนิดดังกลาว  
ถูกยอยสลายตอไปได   โดยอาจใชเชื้อที่อยูในรูปผสมระหวางแบคทีเรียสายพันธุ ถูกยอยสลายตอไปได   โดยอาจใชเชื้อที่อยูในรูปผสมระหวางแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  กับเชื้อที่กับเชื้อที่  
สามารถยอยสลายสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนหรือฟลูออรีนได   เพื่อใหสามารถยอยสลายสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซนีหรือฟลูออรีนได   เพื่อให  
วิถีเมตาบอลิสมของ วิถีเมตาบอลิสมของ PPAAHHss  ทั้งสองชนิดดังกลาวโดย ทั้งสองชนิดดังกลาวโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  เกิดไดเกิดได  
อยางสมบูรณอยางสมบูรณ  
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ขอเสนอแนะในการวิจัยขอเสนอแนะในการวิจัย  
 

           6.1  การเตรียมหัวเชื้อโดยใชเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน  ถาตองการลดปริมาณเบนโซ- 
เอทภายในเซลใหเหลือนอยที่สุดหรือหมดไปกอนที่จะนําสารละลายเซลมาใชศึกษารูปแบบการ 
เพิ่มจํานวนของเชื้อในภาวะที่มี PAHs ชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอน      ควรมีการปนแยกเซล 2  
คร้ัง   ในขั้นแรกเพื่อแยกเซลออกจากเบนโซเอท   ลางเซลแบคทีเรียดวยสารละลาย 0.85 %  
โซเดียมคลอไรด   นํามาปนเหวี่ยง 2 รอบ   แขวนลอยเซลในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด      
ใหอากาศโดยนํามาวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที     อุณหภูมิ 30 ° ซ   เปนเวลา  
3 ชั่วโมงเพื่อใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูภายในเซลใหหมดไป     แลวจึงปนแยกเซลอีก 
คร้ังในขั้นตอนสุดทาย     กอนที่จะเจือจางสารละลายเซลใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
เทากับ 1.0  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็วเทาเดิม เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อใหแนใจวาไมมี 
อาหารสะสมอยูภายในเซลของเชื้อ 
           6.2  เพื่อลดความเปนพิษของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียสาย 
พันธุ ANT1 เมื่อมีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน  ควรทดลองใชเชื้อผสมระหวาง Sphingomonas  
sp. สายพันธุ ANT1 และ สายพันธุ P2  ซึ่งอาจทําใหสารมัธยันตนี้ถูกยอยสลายตอไปได  เนื่องจาก 
กรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกมีผลนอยมากในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ P2  มี 
รายงานวิจัยที่สนับสนุนขอเสนอแนะดังกลาว เชน  รายงานการทดลองของ Blasco และคณะ  
(1997) ซึ่งพบวาการยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีลในดินปราศจากเชื้อที่มีเฉพาะ  
Pseudomonas sp. สายพันธุ LB400  ทําใหเกิดโปรโตอะนีโมนินซึ่งเปนสารพิษที่มีผลลดจํานวน 
เชื้ออยางรุนแรง (ประมาณ 1,000 เซลตอกรัมของดิน)   เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองในภาวะที่ 
เติม Pseudomonas sp. สายพันธุ LB400 ลงในดินที่ไมไดฆาเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดนี้มีผล 
นอยมากในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ LB400   แสดงวาสารตัวกลางดังกลาวถูก 
ยอยสลายตอไปโดยเชื้อที่อยูในดิน 
           6.3  จากการศึกษาเบื้องตนถึงความสามารถของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ใน 
การยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น    พบวานอกจากเชื้อจะใชฟแนนทรีน ไดเบนโซฟู- 
แรน ฟลูออรีน และแนพธาลีนในการเจริญไดแลว  ยังสามารถใชไพรีนและฟลูออแรนธีนซึ่งมีน้ํา- 
หนักโมเลกุลสูงได   แตกระบวนการยอยสลายเกิดไดชามากเนื่องจากพบลักษณะการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลวในวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ    ถาตองการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดดังกลาวของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ควรใชประโยชนจากกระบวนการโคเมตาบอลิสม 
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เพื่อใหเกิดการยอยสลายของสารที่ถูกยอยสลายไดยากโดยมีสารอื่นเปนแหลงคารบอนในการ 
เจริญของเชื้อ   เชนเติมฟลูออแรนธีนหรือไพรีนรวมกับฟแนนทรีนซึ่งเชื้อใชเปนแหลงคารบอนใน 
การเพิ่มจํานวนไดดีที่สุด   ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและประสิทธิภาพของเชื้อในการยอย 
สลายสารทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
           6.4 มีตัวอยางรายงานวิจัยที่เสนอวิธีทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตตอการเจริญของ 
เชื้อ     ซึ่งอาจนํามาใชทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทรา-ซีน 
หรือฟลูออรีนตอการเจริญของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ได  เชนงานวิจัยที่เสนอโดย Schmidt และ  
Fortnagel ในป 1998 เกี่ยวกับความเปนพิษของ 1,2,4- ไตรไฮดรอกซีเบนซีน (1,2,4-  
trihydroxybenzene)  ซึ่งเกิดจากการยอยสลายของ 4-ไฮดรอกซีไดฟนีลอีเธอร (4-hydroxydiphe- 
nylether) หรือ 4,4’-ไดไฮดรอกซีไดฟนีลอีเธอร (4,4’-dihydroxydiphenyl ether) โดย  
Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3   สาร 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนที่มีความเขมขนสูงกวา 88  
ไมโครโมลารมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ SS3 ไดอยางสมบูรณ     ติดตามการ 
เจริญของเชื้อโดยดูผลจากปฏิกิริยารีดักชันของเมทธิลีนบลู (methylene blue) เปรียบเทียบ 
ระหวางหลอดทดลองที่เติม 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนกับชุดควบคุมที่ไมเติมสารทดสอบ   นํามา 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร   พบวาในหลอดทดลองที่เติม 1,2,4-ไตร- 
ไฮดรอกซีเบนซีนมีคา OD660 คอนขางคงที่ตลอดระยะเวลา 20 นาทีที่ทดสอบแสดงวาสารชนิดนี้มี 
ผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3  ทําใหไมเกิดปฏิกิริยา 
รีดักชันของเมทธิลีนบลู      สวนในหลอดทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีคา OD660 ลดลงจาก 0.6  
เปน 0.1 ในชวงเวลา 10 – 15 นาทีของการทดลอง   แสดงวามีการเพิ่มจํานวนเซลของเชื้อภายใน  
10 นาที   มีผลใหเมทธิลีนบลูเกิดรีดักชันไปเปนสารที่ไมมีสี คาการดูดกลืนแสงจึงมีคาลดลง      
การที่ไมสามารถตรวจพบเอนไซม NAD(P)H – dependent reductase (เกี่ยวของกับกลไกการลด 
ความเปนพิษของสารไฮดรอกซีไฮโครควิโนน)    แสดงวา 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนหรือไฮดรอก- 
ซีควิโนนที่เกิดจากปฏิกิริยา autooxidation ของสารดังกลาวจะไมถูกยอยสลายไดตอไปและมีผล 
ยับยั้งการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3  โดยมีผลทําลายดีเอ็นเอ (Li and Trush,  
1993 ; Zhang et al. , 1993 อางถึงโดย Schmidt and Fortnagel, 1998)  หรือมีผลทําลายเยื่อ 
หุมเซลของแบคทีเรีย (Smith, 1988 อางถึงโดย Schmidt and Fortnagel, 1998)   แตคาดวา  
1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนนาจะมีผลในการทําลายเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสายพันธุ SS3 ไดมาก 
กวาทําลายดีเอ็นเอ   เนื่องจากพบวาสารทดสอบในปริมาณต่ําเพียง 20 ไมโครโมลารก็มีผลยับยั้ง 
ปฏิกิริยารีดักชันของเมทธิลีนบลูไดคอนขางสมบูรณ 
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สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon-Free Mineral Medium (CFMM medium) 
 

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

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3.0 กรัม 
 

           ละลายสารทั้ง 3 ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับความเปนกรดดาง (pH) 
เทากับ 7.6     นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปน 
เวลา 20 นาที 
 
 B) แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรท (MgSO4.7H2O)   0.1 กรัม 
  เฟอริคคลอไรดเฮกซะไฮเดรท (FeCl3.6H2O)   0.05 กรัม 
  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท (CaCl2.2H2O)   0.05 กรัม 
 
           ละลายสารแตละชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 มล.   และกรองผานแผนกรองที่ปราศจากเชื้อ 
ขนาด 0.22 ไมโครเมตร สามารถเตรียมไวในรูปสารละลายที่มีความเขมขนสูง และเก็บที่อุณหภูมิ  
4 ° ซ .  
 
           ผสมสารแตละชนิดในสวน A และ B เขยาใหเขากัน 
 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Carbon-Free Mineral Medium ( CFMM agar) 
 

CFMM medium สวน A   1,000   มล. 
  แบคโต อการ (bacto agar)      15   กรัม 
 
           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภมูิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที และนํามาผสมกับ CFMM สวน B 
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3.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB medium) 
 

ประกอบดวย ทริปโตน  10  กรัม 
  สารสกัดจากยีสต  5  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด   5  กรัม 
 

           ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เปน 7.2  นําไปนึ่ง 
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20 นาที 
 
4.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB agar) 
 
           ละลายวุนผง 15 – 20 กรัม ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 ลิตร ที่ปรับ pH เปน 7.2  
แลวนําไปตมใหละลาย   และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ  
121 ° ซ) เปนเวลา 20 นาที 
 
5.   อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 และ Sphingomonas sp.  
สายพันธุ P2 
 
  CFMM สวน A   1  ลิตร 
  เบนโซเอท   1  กรัม 
 
           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที   และนํามาเติม CFMM สวน B เขยาใหเขากัน 
 
6.   อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

CFMM สวน A   1  ลิตร 
ซัคซิเนท    1  กรัม 
 

           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที  และนํามาเติม CFMM สวน B เขยาใหเขากัน 



 143

ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.   สารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (anthracene in DMSO solution) 
 
           ชั่งแอนทราซีน 0.01 กรัม  ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1 มล. ผสมดวยเครื่อง 
ปนผสมจนกระทั่งแอนทราซีนละลายหมด นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อแบบ  
PTFE * ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บไวในขวดสีเขมหรือหุมดวยกระดาษฟอยดที่อุณหภุมิ   
–20 ° ซ. เพื่อปองกันมิใหแอนทราซีนเกิดการสลายตัวโดยแสง 
 
           หมายเหต*ุ   นําหัวกรองที่หุมกระดาษฟอยดและขวดทดลองที่จะใชบรรจุสารละลาย 
แอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (คลายเกลียวที่ฝาหลอด)   ไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15  
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121° ซ.  เปนเวลา 20 นาที 
 
2.   สารละลาย PAHs ชนิดอื่น ในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
           สารละลายของ PAHs ชนิดอื่นนอกเหนือจากแอนทราซีน   ที่ละลายในไดเมทธิลซัลฟอก- 
ไซด  ใชวิธีเตรียมเชนเดียวกับ ขอ 1 แตเพิ่มปริมาณสารเปน 0.1 กรัมตอมล. ของตัวทําละลาย 
เนื่องจากสารชนิดตาง ๆ ดังกลาวละลายไดดีในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
3.  การเตรียมสารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล (normal, N)] 
 
           ใชสูตร  (Mm  ÷ pd) × 100 = x 

 
 M = ความเขมขนที่ตองการ 
 m = มวลโมเลกุล 
 p = จํานวนเปอรเซ็นตของสาร 
 d = ความหนาแนนของสาร 
 x = ปริมาตร (มล.) ที่ไดของสาร 
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           และเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 1,000 มล.(1,000 – x) 
 

ตองการเตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่มี M = 1 นอรมัล, m = 36.5, p = 37%, d = 1.19 
 
  [(1 × 36.5) ÷ (1.19 × 37)] × 100 = x 
 
    82.89   = x 
 
           เมื่อเติมน้ํากลั่น 1,000 – 82.89 = 917.11 มล. จะไดสารละลายของกรดไฮโดรคลอริก 
เขมขน 1 นอรมัล 
 
4.   สารละลายเมทธานอลเขมขน 80 % (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
           กรองเมทธานอลผานแผนกรองชนิด  FH ขนาดความกวางของรู 0.5 ไมโครเมตร  
ดูดอากาศ (degas) คร้ังละ 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง โดยใชเครื่องกาํเนิดเสียงความถี่สูง  รวมกับ 
เครื่องสูบอากาศ (pump) วัดปริมาตรของเมทธานอล 
           กรองน้ํากลั่นชนิด DDW (Deionized Distillated Water)  ผานแผนกรองที่มีขนาดความ 
กวางของรู 0.22 ไมโครเมตร  ทําการดูดอากาศ 2 คร้ัง 
           ผสมเมทธานอลและน้ํากลั่นที่ผานการดูดอากาศแลวเขาดวยกัน โดยใชอัตราสวนของ 
เมทธานอลตอน้ําเปน 80 : 20 (ปริมาตรตอปริมาตร)    ดูดอากาศสารละลายเมทธานอล 80 % ซ้ํา 
อีกครั้งหนึ่ง หรือจนกวาไมสังเกตพบฟองอากาศ ปดผนึกภาชนะที่บรรจุสารละลายดังกลาวดวย 
พาราฟลม 
 
5.   สารมาตรฐาน PAHs สําหรับฉีด HPLC 
 
           ชั่ง PAHs 1 มก.   ละลายในเมทธานอลปริมาตร 1 มล.  ผสมดวยเครื่องปนผสมจน PAHs 
ละลายหมด   นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปแบบ PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร   ปด 
ผนึกดวยพาราฟลมและหอดวยกระดาษฟอยดเพื่อปองกันมิให PAHs เกิดการสลายตัวโดยแสง   
เก็บที่อุณหภูมิ –20 ° ซ. 
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6.   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 มิลลิโมลาร (10 mM NaOH) 
 
           ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 กรัม   ละลายในน้ํากลั่น 900 มล.   ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1  
ลิตร   เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
 
7.   เอทธิลอะซีเตตทิ่อ่ิมตัวดวยน้ํา (saturated ethylacetate) 
 
           ผสมเอทธิลอะซีเตตและน้ํากลั่นเขาดวยกันในอัตราสวน 100 : 100 (ปริมาตรตอปริมาตร)  
ปดดวยกระดาษฟอยด  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
8.   สารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane) 
 
           ละลาย พารา-โทลูอีนซัลโฟนิล-เอ็น-เมทธิล-เอ็น-ไนโตรซามีด (p-toluenesulfonyl-N- 
metyl-N-nitrosamide)   5 กรัม   ดวยไดเอทธิลอีเทอรปริมาตร 5 มล.   โดยที่สารละลายดังกลาว 
อยูในขวดทําปฏิกิริยาเคมีชนิดมีทอระบายกาซ   แชขวดทําปฏิกิริยาในอางน้ําแข็ง 5 นาที   จากนั้น 
เติมสารละลายอิ่มตัวของโพแทสเซียมในเอทธานอล 4 – 5 หยด   กาซที่เกิดขึ้นจากการทําปฏิกิริยา 
จะออกจากขวดทางทอระบายกาซ   ไปสะสมอยูในไดเอทธิลอีเทอรซึ่งถูกบรรจอุยูในขวดสีเขม    
และแชอยูในอางน้ําแข็ง   สามารถเก็บสารละลายนี้ไวไดที่อุณหภูมิ –20 ° ซ. (ไมเกิน 1 สัปดาห) 
 
9.   สารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
           เติมสารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซด   ที่มีความเขมขน 0.1 กรัมตอมล.  
ลงในหลอดทดลอง      โดยที่ตองการปริมาณสารเทากับ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000  
ไมโครกรัมตอมล.   ดังนั้นจะตองดูดสารจาก stock solution เขมขน 0.1 กรัมตอมล.  ปริมาตร 0,  
2, 4, 6, 8 และ 10 ไมโครลิตร   ตามลําดับ 
           หมายเหต ุ   การเก็บสารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซดไวที่อุณหภูมิ  
–20 ° ซ.   จะทําใหสารดังกลาวเกิดการสลายตัวดวยแสง   ดังนั้นจึงควรเตรียมสารใหมทุกครั้งที
ทําการทดลอง 
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ภาคผนวก ค 
 

1.   กราฟมาตรฐานของแอนทราซีน 

 
รูปที่ ค.1   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอนทราซีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
           หาความเขมขนของแอนทราซีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณแอนทราซีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 627.355 
   จุดตัดแกน Y   = -415.599 
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2.   กราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน 

 
 
 
รูปที่ ค.2   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไดเบนโซฟูแรนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห 
ดวยวิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของไดเบนโซฟูแรนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
           พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณไดเบนโซฟูแรน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 295.7207 
   จุดตัดแกน Y   = -114.536 
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  3.   กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 

 
 
รูปที่ ค.3   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของฟแนนทรีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟแนนทรีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 1631.816 
   จุดตัดแกน Y   = -3225.95 
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4.   กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 

 
 
 
รูปที่ ค.4   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี  
HPLC 
 
           หาความเขมขนของฟลูออรีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC  
มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออรีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 615.1886 
   จุดตัดแกน Y   = -2822.93 
 
 



 150

5.   กราฟมาตรฐานของแนพธาลีน 

 
 
 
รูปที่ ค.5   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแนพธาลีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของแนพธาลีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC  
มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณแนพธาลีน) +  จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 26.68891 
   จุดตัดแกน Y   =  1453.414 
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6.   กราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  

 
 
รูปที่ ค.6 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก กับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจาก 
การวิเคราะหดวยวิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ 
วิเคราะหดวย HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณกรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  )    
    + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 113.6657 
   จดุตัดแกน Y   = -41.9524 
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           คิดเทียบน้ําหนักของสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายของแอนทราซีนจากน้ําหนัก 
แหงที่ถูกตองของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก   โดยฉีดสารละลายของสารที่สกัด 
ในเมทธานอลจาก stock solution เขมขน 0.1 กรัมตอมล. ปริมาณ 100 ไมโครกรัม  ไดพื้นที่ใต 
กราฟเทากับ 7782  เทียบหาปริมาณสารจากกราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
 
           ปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก = (7782 + 41.9524) ÷ 113.6657 
 
      = 68.83 ไมโครกรัม 
           ดังนั้นคาที่ถูกตองของ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่ใชจาก stock solution ของสาร 
มัธยันตที่ไดจากการสกัด   มีคาเทากับ 68.83 % 
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7.   แผนผังแสดงวิธีการสกัดสารมัธยันตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวกอนที่จะนําไปทําใหบริสุทธิ์  
(Grifoll et al., 1995) 

 
สวนน้ําใส 1,000 มล. 

-ปรับ pH 2-3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขม
ขน 
-สกัดดวยเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. 

(แบงสกัด 3 คร้ัง) 
    

   
สวนเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล.    สวนน้ํา 

  “สวนสกัดหยาบ (crude extract)” 
- สกัดดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน   ทิ้ง 

1 mM (ภาคผนวก ข หมายเลข6) 1,000 มล. 
(แบงสกดั 3 คร้ัง) 

 
                       

สวนน้ํา 1,000 มล.                        สวนเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. 
                                                    “สวนสกัดที่เปนกลาง (neutral extract)” 
       

    ปรับ pH เปน 2 – 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
                  สกัดดวยเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. (แบงสกัด 3 คร้ัง) 
   
 
สวนน้ํา    สวนเอทธิลอะซีเตต 
   “สวนสกัดที่เปนกรด (acidic extract)” 
  ทิ้ง 
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ภาคผนวก ง 
 

แอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น ๆ ในอาหาร  
 
           แอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น ๆ เปนสารพิษที่เกิดขึ้นไดจากกระบวนการปรุงอาหาร    
โดยพบในอาหารประเภทที่ทําใหสุกดวยการปง ยาง  หรือการรมควัน        เกิดเนื่องจากปฏิกิริยาที่ 
ไขมันในอาหารไดรับความรอน   จะเกิดการหลอมเหลวหยดลงไปบนถานที่รอนแดง   และเกิด 
ปฏิกิริยาไพโรไลซิส (pyrolysis) เปลี่ยนสารไฮโดรคารบอนใหขดมวนเปนวงระเหยขึ้นไปกับควันดํา    
จับตัวสะสมอยูบนผิวอาหาร   เกิดเปนสารกลุม PAHs ติดปนอยูกับอาหารที่นํามาบริโภค  PAHs  
ที่เกิดขึ้นจะมีปริมาณมากหรือนอยแตกตางกันขึ้นอยูกับปริมาณไขมันในอาหารและความรอนที่ใช 
ปรุงอาหาร 
           ตัวอยางอาหารที่มีสารจําพวก PAHs ปนอยู เชน อาหารรมควัน อาหารทอดเกรียม    
อาหารที่ทําใหแหงดวยเชื้อเพลิงจากน้ํามัน    (สินธุชัย   แกวกิตชัย  และคณะ, 2530) 
           การตรวจหาปริมาณ PAHs ที่เกิดขึ้นเนื่องจากการปง ยาง และรมควันพบวามีปริมาณที่ 
แตกตางกันขึ้นกับกรรมวิธีในการปรุงและชนิดของอาหาร   ดังแสดงในตารางที่ ง.1 

 
ตารางที่ ง.1  ปริมาณ PAHs ในอาหารชนดิตาง ๆ 
 

ชนิด
อาหาร 

ปริมาณ PAHs (ไมโครกรัม/กก.) 

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

 
ที่มา : สินธุชัย   แกวกิตชัย และคณะ, 2530   
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           ในป 1964 มีรายงานของ Linjinsky และ Shubik   ถึงการตรวจพบสารกอมะเร็ง คือ เบน- 
โซ[เอ]ไพรีนบนผิวหนาของเนื้อที่ปงดวยถานไม   เนื้อหนักประมาณ 1 กก. เมื่อยางสุกแลวตรวจพบ 
เบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณที่เทากับการเผาไหมบุหร่ีถึง 600 มวน   นอกจากนี้ยังไดรายงานปริมาณ 
แอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่นที่ตรวจพบในเนื้อสเตกที่ทําใหสุกดวยการยาง ดังแสดงในตารางที่  
ง.2 
 
ตารางที่ ง.2 ปริมาณแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นในเนื้อสเตกที่ทําใหสุกดวยการยาง 
 

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

 
ที่มา : Lijinsky และ Shubik , 1964 
 
พิษของแอนทราซีนและ PAHs ตอมนุษย ( The New Jersey Department of Health  
and Senior Services, 1998 : TRI database) 
           แอนทราซีนและ PAHs ชนิดตาง ๆ จะเขาสูรางกายมนุษยไดโดยการหายใจเอาอากาศ  
และฝุนละอองที่ปนเปอนสารพิษเหลานี้เขาไปหรือโดยการทานอาหารประเภทที่ทําใหสุกดวยการ 
ยาง ปง หรือรมควัน    ดื่มน้ําที่มีสาร PAHs ปนเปอน     รวมทั้งการดูดซึมผานทางผิวหนังจากการ 
สัมผัสโดยตรง   ในการสํารวจสิ่งแวดลอมโดยสํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอม (Environmental  
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Protection Agency, EPA) พบการปนเปอนของ PAHs ถึง 600 แหงจากแหลงสํารวจทั้งหมด   
1,430 แหง   สวนใหญเปนบริเวณที่อยูใกลแหลงที่มีกากของเสียอันตราย 
           อัตราการเขาสูรางกายของ PAHs จะเพิ่มข้ึนเมื่ออยูในรูปสารผสมในน้ํามัน   โดยสารดัง 
กลาวจะไปสะสมในชั้นเนื้อเยื่อไขมัน   ซึ่งสวนใหญจะอยูในตับ ไต และสวนนอยในมาม ตอมควบ- 
คุมเกลือและน้ํา (adrenal glands)   และรังไข   สาร PAHs ที่อยูในเนื้อเยื่อไขมันจะไมเปนพิษตอ 
รางกาย   จนกวาจะเขาไปสูเซล   ผลจากการศึกษาในสัตวทดลองแสดงใหเห็นวาสาร PAHs อาจ 
ถูกขับออกจากรางกายภายใน 2-3 วัน ผานทางอุจจาระและปสสาวะ 
           กระทรวงสาธารณสุข ของประเทศสหรัฐอเมริกา  ทดสอบพิษของสารกอมะเร็งในสัตว 
ทดลอง    พบวา PAHs ที่เปนสารคารซิโนเจน คือ เบนซ[เอ]แอนทราซีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน, เบนโซ- 
[บี]ฟลูออแรนธีน, เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน, ไครซีน, ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และ อินดิโน-  
[1,2,3 cd]ไพรีน   ซึ่งทําใหเกิดเนื้องอกในสัตวทดลองที่กินสารดังกลาว   เมื่อใหสัตวทดลองสัมผัส 
สาร PAHs โดยตรง   และหายใจเอาไอระเหยของสารเขารางกายเปนระยะเวลานานก็ทําใหเกิด 
เนื้องอกในสัตวทดลองไดเชนเดียวกัน   รายงานการทดลองกับมนุษยพบวา   การหายใจหรือสัมผัส 
กับสารผสมคารซิโนเจนโดยการดูดซึมผานทางผิวหนังเปนเวลานาน  มีผลทําใหเกิดมะเร็งได 
           เมื่อใหหนูทองกินเบนโซ[เอ]ไพรีน   พบวาลูกหนูที่เกิดมามกัจะไมสมบูรณ  และมีน้ําหนัก 
ตัวต่ํา   ผลการศึกษานี้สามารถเกิดกับหญิงมีครรภไดเชนเดียวกัน   แตยังไมมีขอมูลที่รายงานเกี่ยว 
กับผลดังกลาว 
           จากการศึกษาถึงพิษแบบเฉียบพลัน  และพิษแบบเรื้อรังของ PAHs ในรางกายของสัตว 
ทดลอง ทําใหทราบวาสารในกลุมนี้มีอันตรายรายแรงตอผิวหนัง   รวมทั้งระบบของเหลวและระบบ 
ภูมิคุมกันของรางกาย   แตไมมีรายงานถึงผลดังกลาวในมนุษย 
           สําหรับสารแอนทราซีนจะเปนอันตรายตอผูใชงานโดยการหายใจเขาไป   และโดยการดูด- 
ซึมผานทางผิวหนังเปนสวนใหญ  การที่ไดรับในปริมาณมากเกินพออาจทําใหเกิดการกลายพันธุได 
การสัมผัสทางผิวหนัง 
           มีผลระคายเคืองตอผิวหนัง    และจะมีอันตรายเพิ่มข้ึนถาบริเวณผิวหนังที่สัมผัสกับแอน- 
ทราซีนถูกแสง     ถาเกิดการสัมผัสซ้ําจะทําใหผิวหนังซีด บาง  หรือบวมหนา เปลี่ยนเปนสีคล้ํา  
และอาจพัฒนาเปนมะเร็งผิวหนังได 
การหายใจเอาไอสารเขาไป 
           ผลกระทบของผูปวยที่สําคัญในการไดรับสารแอนทราซีน  คือ เกิดการระคายเคืองตอจมูก  
ลําคอ และหลอดลม   ถาสัมผัสเปนระยะเวลานาน (โดยเฉพาะไอระเหยจากแอนทราซีนที่ถูกทําให 
รอน) จะมีผลเร้ือรังตอหลอดลม ทําใหเกิดอาการไอ และมีเสมหะ 
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การสัมผัสทางตา 
           เกิดขึ้นจากการสัมผัสแอนทราซีนหรือไอระเหยของสาร  จะทําใหเกิดอาการระคายเคือง  ซึ่ง 
อาการดังกลาวจะรุนแรงขึ้นถาถูกแสงแดด 
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทํางานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
           การสัมผัสหรืออยูในบริเวณที่มีสารอันตรายจะตองมีการตรวจสอบเปนประจํา ทั้งโดยการ 
สุมตัวอยางจากบุคคลและสภาพแวดลอม    ไมมีการจํากัดระยะเวลาสําหรับผูที่ตองทํางานเกี่ยว 
ของกับสารแอนทราซีน   แตก็มิไดหมายความวาสารนี้ไมมีอันตราย    เนื่องจากแอนทราซีนถูกดูด 
ซึมไดทางผิวหนัง   ซึ่งจะเปนการเพิ่มปริมาณสารนี้ในรางกาย   แตอยางไรก็ตาม The National  
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) ไดสรุปถึงระยะเวลาที่ปลอดภัยในการ 
ทํางานเกี่ยวของกับผลิตภัณฑจากถานหิน   โดยกําหนดใหไมเกิน 0.1 มก./ลบม.ของอากาศ   
สําหรับระยะเวลาการทํางาน 10 ชม./วัน    และ 40 ชม./สัปดาห   ถาเกินขอกําหนดนี้ผูที่เกี่ยวของ 
จะมีความเสี่ยงสูงตอการเปนมะเร็งปอดและมะเร็งผิวหนัง    นอกจากนี้ The Occupational  
Safety and Health Administration (OSHA)  ยังไดจํากัดปริมาณ PAHs ทุกชนิดไมใหเกิน 0.2  
มก./ลบม. ของอากาศ  ซึ่งขอกําหนดนี้มีผลบังคับทางกฎหมาย 
วิธีลดการสัมผัสกับแอนทราซีน 
1. จัดใหมีระบบระบายอากาศในบริเวณที่มีสารแอนทราซีน 
2. สวมเสื้อผาปองกันใหมิดชิดในขณะทํางาน 
3. หลังการปฏิบัติงานที่เกี่ยวของกับแอนทราซีน   รีบลางมือดวยสบูทันที 
4 .ติดปายเตือนถึงอันตรายของแอนทราซีนในที่ทํางาน   รวมไปถึงการใหขอมูลและฝกอบรมเกี่ยว    
    กับสุขภาพและความปลอดภัยแกผูที่ตองปฏิบัติงานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
การเกิดพิษอยางเฉียบพลันของแอนทราซีน 
           การเกิดพิษเฉียบพลันจากแอนทราซีน   อาจเกิดขึ้นทันทีหรือภายในระยะเวลาไมนานภาย 
หลังการสัมผัสกับสาร ซึ่งการสัมผัสกับแอนทราซีนโดยตรงทําใหเกิดอาการระคายเคืองตอตา  
หลอดลม จมูก ลําคอ และผิวหนัง  
การเกิดพิษแบบเรื้อรังของแอนทราซีน 
           เปนการเกิดพิษในระยะยาวหรือพิษเร้ือรังตอสุขภาพซึ่งอาจเกิดขึ้นภายหลังการสัมผัส 
แอนทราซีนเปนระยะเวลาหลายเดือนหรือหลาย ๆ ป 
การทดสอบการเปลี่ยนแปลงของรางกายภายหลังการทํางานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
            ตรวจสอบผิวหนังเปนประจํา   เพื่อตรวจการเปลี่ยนแปลงที่ผิดปกติ   มะเร็งผิวหนัง 
สามารถรักษาไดงายถาตรวจพบในเบื้องตน    รวมทั้งตรวจสอบการทํางานของปอด  
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สารผสมของแอนทราซีนและอะครีดีน(acridine) 
           มักพบการปนเปอนของแอนทราซีนรวมกับอะครีดีน  ซึ่งอะครีดีนก็เปนสาเหตุของการ 
ระคายเคืองของผิวหนังและตาเชนเดียวกับแอนทราซีน 
           ผลจากการสูบบุหร่ีทําใหเกิดโรคหัวใจ  มะเร็งปอด รวมทั้งปญหาอื่น ๆ เกี่ยวกับระบบทาง 
เดินหายใจ   และโรคตาง ๆ เหลานี้จะทวีความรุนแรงยิ่งขึ้นถาผูปวยสัมผัสหรืออยูในบริเวณที่มีสาร 
เคมีปนเปอน 
           ถาสัมผัสกับสารเคมีทางผิวหนังแลวตองระวังมิใหบริเวณดังกลาวสัมผัสกับแสงแดด   ตอง 
รีบลางทําความสะอาดบริเวณผิวหนังที่ปนเปอนอยางเรงดวน 
เพื่อลดอันตรายจากแอนทราซีนในขณะทํางานมีขอควรปฏิบัติดังนี้ 
1. เสื้อผาของผูปฏิบัติงานที่มีแอนทราซีนปนเปอนควรรีบซักทันที 
2. การทําความสะอาดเสื้อผาที่ปนเปอนแอนทราซีนและสารเคมีอันตรายชนิดอื่น ๆ ควรกระทําโดย  
    ผูชํานาญการที่ทราบถึงอันตรายของแอนทราซีนสารเคมีนั้น ๆ เปนอยางดี 
3. ผิวหนังที่สัมผัสแอนทราซีน   ตองรีบลางหลาย ๆ คร้ัง  และภายหลังปฏิบัติงานตองรีบทําความ  
    สะอาดรางกาย 
4. ไมควรกิน สูบบุหร่ี หรือด่ืม   ในบริเวณที่มีการปฏิบัติงานเกี่ยวของกับแอนทราซีน   
การใชงานและการเก็บรักษาแอนทราซีน 
1.  ควรเก็บในที่เย็น มืด แหง และมีอากาศถายเท   และเก็บแยกตางหากจากสารออกซิไดซชนิด  
     รุนแรง เชน คลอรีน, โบรมีน และฟลูออรีน กรดโครมิก  และแคลเซียมไฮโปคลอไรท 
2. ปองกันการเปลี่ยนสภาพของสารโดยมีการตรวจสอบภาชนะบรรจอุยางสม่ําเสมอ   เพื่อปอง- 
    กันการรั่วไหล 
3. หามมิใหมีการจุดไฟ หรือนําวัตถุไวไฟ  เขาไปในสถานที่ซึ่งมีการใชงานและสถานที่เก็บ 
     แอนทราซีน   เนื่องจากอาจทําใหเกิดไฟไหม หรือเกิดการระเบิดที่รุนแรงขึ้นได 
การปฐมพยาบาลเบื้องตน 
เขาตา      :      ลางดวยน้ําไหล 15 นาที 
ถูกผิวหนัง   :      ถอดเครื่องนุงหมที่เปอนออก ลางบริเวณผิวหนังดวยสบูและน้ํา 
           นอกจากนี้การใชครีมกันแดดที่มีประสิทธิภาพปองกนัแสงอัลตราไวโอเลตไดสูงจะชวยปอง 
กันอันตรายของแอนทราซีนจากการระคายเคืองตอผิวหนังได      และการสวมแวนปองกันแสง 
อัลตราไวโอเลตก็มีผลลดการระคายเคืองของแอนทราซีนตอตาไดเชนเดียวกัน 
           PAHsที่ถูกดูดซับอยูกับตะกอน (bioaccumulation) จะมีความเปนพิษสูงขึ้น(phototoxic)  
ถาไดรับการกระตุนดวยแสงอัลตราไวโอเลต (photoactivation) (Ankley et al., 1995 อางถึงโดย  
Boese et al., 2000) มีรายงานผลวิจัยโดย Swartz และคณะ (1995) เกี่ยวกับความเปนพิษของ  
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PAHs และอนุพันธของ PAHs ที่เกิดจากการเติมหมูอัลคิลตอ Rhepoxynius abronius (marine  
amphipod) ภายหลังการสัมผัสกับ PAHs และอนุพันธเปนเวลา 10 วัน  หลังจากนั้นนํามาฉายรังสี 
ยูวี 1 ชั่วโมง   ตรวจพบระดับความเปนพิษของ PAHs และอนุพันธมีคาเพิ่มข้ึนประมาณ 5 เทา    
นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดในการประเมินศักยภาพของแสงตอการเพิ่มความเปนพิษของ PAHs  
ในตะกอนที่มีสารดังกลาวเปนองคประกอบ   โดยใชรูปแบบผลรวมความเขมขนทั้งหมดของสาร  
(ΣPAH)   ซึ่งแสงอาจมีผลเพิ่มความเปนพิษของ PAHs (phototoxic) หรืออาจไมมีผลก็ได  
(nonphototoxic) ขึ้นอยูกับชนิดของสารดังกลาว 
 
ตารางที่ ง.3 ชนิดของ PAHs ที่มีความเปนพิษเพิ่มข้ึนเมื่อถูกแสง(phototoxic) และชนิดของ  
PAHs ที่แสงไมมีผลเพิ่มความเปนพิษ (nonphototoxic) 

ชนิดของสาร PAHs ผลของแสงตอการเพิ่มความเปนพิษของPAHs 
แนพธาลีน - 
อะซิแนพธิลีน - 
อะซิแนพธีน - 
ฟลูออรีน - 
ฟแนนทรีน - 
แอนทราซีน + 
ฟลูออแรนธีน + 

ไพรีน + 
เบนซ[เอ]แอนทราซีน - 

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

เบนโซ[เอ]ไพรีน - 
ที่มา : Boese et al., 2000 
หมายเหตุ : + หมายถึง PAHs ชนิดที่แสงมีผลเพิ่มความเปนพิษ (phototoxic) 
               :  -  หมายถึง PAHs ชนิดที่แสงไมมีผลเพิ่มความเปนพิษ (nonphototoxic) 
 
           โดยทั่วไปสิ่งมีชีวิต (test organisms) ที่ยังไมตายภายในระยะเวลา 10 วัน ในการทดสอบ 
พิษของ PAHs ก็จะยังคงรอดชีวิตภายหลังจากถูกรังสียูวี 1 ชั่วโมง   แตถาสิ่งมีชีวิตนั้นสะสม  
PAHs ชนิดที่มีความเปนพิษเพิ่มข้ึนเมื่อถูกแสงในปริมาณมากพอ   จะทําใหเกิดการตายของสิ่งมี 
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ชีวิตภายใน 24 ชั่วโมง หรือส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ จะไมสามารถกลับเขาไปฝงตัวในตะกอนดินไดอีกและ 
จะถูกจับกินโดยสิ่งมีชีวิตอื่น (Boses et al., 1998 อางถึงโดย Boses et al., 2000) 
 
สถานการณและมาตรการในการควบคุมแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืนใน 
ประเทศไทย 
 
           ขอมูลจากการดําเนินกิจการโรงงานบําบัดและกําจัดกากของเสียอุตสาหกรรมบางขุน- 
เทียน   ที่ รับบริการโรงงานอุตสาหกรรมในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล   ทําใหทราบ 
ปริมาณกากของเสียอันตรายระหวางป พ.ศ. 2532-2536 ดังแสดงในตารางที่ ง.4 
 
ตารางที่ง.4  ปริมาณกากของเสียอันตรายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลระหวางป   

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

 
ที่มา : นราธิป  เลาหตีรานนท (2540) 

           ขอมูลจากตารางจะเห็นไดวา   ปริมาณกากของเสียอันตรายในเขตกรุงเทพมหานครและ 
ปริมณฑลมีปริมาณเพิ่มข้ึนทุกป   จาก –30,000 ตัน ในป พ.ศ.2532  จนสูงสุดถึง 140,000 ตัน/ป  
ในพ.ศ.2536 
           กฎหมายและพระราชบัญญัติที่เกี่ยวของกับการจัดการกากของเสียอันตรายในประเทศไทย 
ที่สําคัญมีหลายฉบับดวยกันคือ 
พระราชบัญญัติโรงงานพ.ศ. 2535 
           ไดกําหนดหลักเกณฑใหผูรับใบอนุญาตประกอบกิจการโรงงานอุตสาหกรรมทาํการเกบ็รวบ 
รวม   ทําลายฤทธิ์   กําจัด   ฝงทิ้งและเคลื่อนยายตามวิธีการที่กําหนดไวสําหรับส่ิงปฏิกูล หรือวัสดุ 
ไมใชแลว   ซึ่งมีคุณสมบัติเปนสารไวไฟ สารกัดกรอน สารเกิดปฏิกิริยาไดงาย และสารมีพิษ 
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พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 
           ไดกําหนดขึ้นเพื่อควบคุมการนําเขา สงออก การผลิต การจําหนาย การครอบครอง การขน 
สง และการใชสารอันตราย      ตลอดจนการตั้งศูนยขอมูลวัตถุอันตรายขึ้นในกระทรวงอุตสาห- 
กรรม 
พระราชบัญญัติสงเสริมและรักษาคุณภาพสิ่งแวดลอมแหงชาติ พ.ศ. 2535 
           เปนกฎหมายหลักซึ่งไดกําหนดขึ้นเพื่อดูแลสภาวะแวดลอมและควบคุมมลพิษ การอนุรักษ 
ทรัพยากรธรรมชาติ  รวมทั้งสงเสริมและสนับสนุนกจิกรรมดานสิ่งแวดลอม 
           มีรายงานเกี่ยวกับการปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอมของประเทศไทย   ดังเชนราย- 
งานของจินตนา  สายวรรณ (2541) ถึงการตรวจพบ PAHs ในอากาศเสียในเขตกรุงเทพมหานคร     
โดยเก็บตัวอยางจากอนุภาคไอเสียรถยนตที่อยูในอากาศบริเวณที่มีการจราจรแออัดยานประตูน้ํา  
เยาวราช บางยี่ขัน สํานักงานสถิติแหงชาติ   เปรียบเทียบกับบริเวณที่อยูหางถนนคือภายใน 
สถาบันราชภัฎวิทยาเขตบานสมเด็จเจาพระยา   ตรวจวัดปริมาณและชนิดของ PAHs โดยใช 
เครื่องจีซีเอ็มเอส(GC-MS)   พบสาร PAHs ทั้งหมด 13 สาร   แตหาปริมาณไดเพียง 3 ชนิดคือ ฟ- 
แนนทรีน, ฟลูออแรนธีน และ ไพรีน    ปริมาณรวมของ PAHs อยูในชวง 114-97.78 มก./ลบ.ม.    
และพบวาปริมาณเฉลี่ยของสาร PAHs ในอากาศบริเวณริมถนนมีคาสูงกวาบริเวณหางไกลจาก 
ถนน 
           นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับความเขมขนของสาร PAHs ที่อยูในดิน        ในเขตพื้นที่ จ. 
เชียงใหม ประเทศไทย จากงานวิจัยของ Amagai และคณะ (1999) ซึ่งเก็บตัวอยางดินจากขาง- 
ถนนในตัวเมืองเชียงใหมจํานวน 30 แหลงดิน   และนํามาตรวจวัดความเขมขนของสาร PAHs 16  
ชนิด   พบวาสาร PAHs ที่มีความเขมขนสูงสุดคือ ไพรีน และ ฟลูออแรนธีน โดยมีคาเทากับ 526  
นาโนกรัม/กรัมของดิน และ 418 นาโนกรัม/กรัมของดิน ตามลําดับ   สารที่มีความเขมขนรองลงมา 
คือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโรนีน ซึ่งมีคา 251 และ 202 นาโนกรัม/กรัมของดิน ตาม 
ลาํดับ   ความเขมขนของ PAHs ที่มีคาสูงดังกลาวมาจากตัวอยางดินที่อยูขางถนนซึ่งมีการจราจร 
หนาแนน   ยานพาหนะเปนแหลงสําคัญที่ปลอย PAHs ออกสูส่ิงแวดลอมในรูปไอเสียจาการเผา 
ไหมของเครื่องยนต   รูปแบบการกระจายตัวและความเขมขนของ PAHs ในอากาศแตกตางจากใน 
ดิน   ตัวอยางเชน ความเขมขนของเบนโซ[เอ]ไพรีนที่อยูในดินมีคาต่ํากวาในอากาศ  แตความเขม- 
ขนของฟลูออรีน ไพรีน ไครซีน และโคโรนีนในดินมีคาสูงกวาในอากาศ   ซึ่งความแตกตางของคา 
ความเขมขนสารดังกลาวนาจะเกิดจากขอแตกตางในแหลงกําเนิด PAHs และปฏิกิริยาการสลาย 
ตัวของสารเนื่องจากแสง   การเก็บตัวอยางดินเพื่อตรวจสอบความเขมขนและการกระจายตัวของ 
สาร PAHs มีขอไดเปรียบเมื่อเทียบกับการตรวจวัดสาร PAHs จากอากาศ คือ การเก็บตัวอยางดิน 
ทําไดงาย และไมตองใชเครื่องมือพิเศษ  ใชระยะเวลาสั้น และจะสุมเก็บตัวอยางดินจากบริเวณใด 
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ก็ได   ดังนั้นการวัดความเขมขนของสาร PAHs ที่อยูในดิน  จึงสามารถนํามาใชประโยชนในการ 
บอกระดับมลพิษในอากาศได   แตตองคํานึงถึงองคประกอบที่แตกตางกันของตัวอยางจากดินและ 
อากาศดวย 
 
ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการบําบัดดวยวิธีชีวภาพ (Bouwer, Alexander and  
Zehnder, 1993) 
 
           ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่สําคัญซึ่งมีผลตอการบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน และ สาร  
PAHs ในสภาพแวดลอมธรรมชาติประกอบดวย คาความเปนกรดดาง (pH),  อุณหภูมิ, ความเขม- 
ขนของสาร รวมทั้งสภาวะรีดอกซ (redox condition) 
คาความเปนกรด-ดาง 
           โดยทั่วไปคา pH ในดินจะอยูในชวง 5-9 ซึ่งเปนคาที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียทั่ว 
ไป   เชื้อสวนใหญเจริญไดดีในชวง pH 6.5-7.5 แตอาจมีเชื้อบางชนิดสามารถเจริญไดที่คา pH ต่ํา 
กวา 2 หรือสูงกวา 10 
อุณหภูมิ 
           มีผลตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม   อุณหภูมิที่เพิ่มข้ึน 10 ° ซ   จะทําใหอัตราเร็วในการ
เกิดปฏกิิริยาเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา   สวนอุณหภูมิที่สูงเกินไปจะมีผลใหองคประกอบตาง ๆ ภายในเซล
อยูในสภาวะที่ไมสามารถถูกกระตุนได    และที่อุณหภูมิต่ํากวา 10 ° ซ ปฏิกิริยาเคมีตาง ๆ ภายใน
เซลจุลินทรียจะเกิดขึ้นชามาก   ซึ่งจะเปนการยืดระยะเวลาการบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน 
และ  PAHs ในสิ่งแวดลอม 
ความเขมขนของสารพิษ 
           สารเคมีบางชนิดที่ความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษตอจุลินทรีย   แตสารเคมีที่มีความเขม 
ขนต่ําในหนวย ไมโครกรัม – นาโนกรัม /ลิตร    จะทําใหมีปริมาณคารบอนและพลังงานไมพอที่เซล 
จะนําไปใชในการเจริญและรักษาสมดุลภายในเซล        ดังนั้นในการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวน 
ของเซลโดยใชแอนทราซีน หรือ PAHs ชนิดอื่น เปนแหลงคารบอน     ควรใชความเขมขนสารทั้งใน 
ชวงความเขมขนสูงและต่ํา 
สภาวะรีดอกซ 
           จุลินทรียมักจะใชตัวรับอิเล็กตรอนที่จําเพาะ   ซึ่งตัวรับอิเล็กตรอนที่มีอยูในสิ่งแวดลอมจะ 
เปนตัวกําหนดวาเชื้อใดจะสามารถเจริญได   และในทางกลับกันจะเปนตัวตัดสินวาสารใดจะถูก 
ยอยสลาย   การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารเคมีบางชนิด เชน PAHs และผลิตภัณฑปโตรเลียม 
โดยเชื้อจุลินทรีย จะเกิดภายใตสภาวะมีออกซิเจนเทานั้น 
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           อยางไรก็ดีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นๆ   โดยเชื้อจุลิน- 
ทรียในระบบนิเวศนทั้งบนบกและในน้ํา   ยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่น ๆ ซึ่งรวมทั้ง ชนิดของดิน อากาศ    
สารอาหาร  ความลึกของชั้นดิน  การปรับตัวของจุลินทรีย  สารเคมีที่ปนเปอนมากอน  คุณสมบัติ 
ทางกายภาพและทางเคมีของสารพิษ   รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของฤดูกาล 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

น.ส.พจนีย   จันทมาลี   เกิดเมื่อวันที่ 26 เมษายน พ.ศ.2518  ที่จังหวัดจันทบุรี   ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิตเกียรตินิยมอันดับที่ 2    จากภาควิชาจุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2539    และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต    สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม   ภาควิชาจุลชีววิทยา     คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   ในปการศึกษา 2540 
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