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Sphingomonas sp. P2 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปนเปอนน้ํามันเครื่อง  และ

สามารถยอยสลายฟแนนทรีนรวมทั้งสาร PAHs อ่ืนๆ ไดหลายชนิด  เมื่อศึกษาการเจริญและการ
ยอยสลายฟลูออรีน 100 มก.ตอลิตรในอาหารเหลว CFMM โดยแบคทีเรียนี้ เปนเวลา 7 วัน พบวา
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พบสารมัธยันตรจากการยอยสลายดังกลาวเพียงเล็กนอย  การเติมสารอาหารอินทรียเชนยีสตสกัด
ซึ่ง Sphingomonas sp. P2 สามารถใชเปนสับสเตรทในการเจริญได  ในอาหารเหลว CFMM ทํา
ใหแบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึมได   โดยพบฟลูออรีนเหลือใน
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ฟลูออรีนอยางรวดเร็วจนตรวจไมพบฟลูออรีนในอาหารเหลวภายหลังเลี้ยงเชื้อ 36 ชั่วโมง  และ
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เทียบกับสารมาตรฐานพบวาสารนี้คือ 9-ฟลูออรีนอล   ซึ่งเกิดจากการเติมออกซิเจนเขาที่วงไซโคล-
เพนธีนของฟลูออรีน   นอกจากนี้ยังทดลองใชสารอาหารจากดินสกัดทดแทนการใชยีสตสกดัเพื่อ
ทํานายประสิทธิภาพการยอยสลายฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2 เมื่อมีกิจกรรมในดิน        
พบวาการยอยสลายฟลูออรีนรวมกับการเติมสารอาหารจากดินสกัดสงผลใหฟลูออรีนถูกยอย
สลายเพิ่มขึ้น 40 % เมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติมสารอาหารจากดินสกัด  คือมีฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว CFMM 48.1 มก.ตอลิตร  หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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Sphingomonas sp.P2, an isolate from lubricant-contaminated soil with capability 
of utilizing phenanthrene and several other PAHs for growth, was studied for ability to 
degrade and utilize fluorene when grown in CFMM liquid medium containing 100 mg of 
fluorene/L for 7 days. It showed slightly growth and low ability to degrade fluorene (5.7%) 
although the color of the medium was changed to yellow with maximum absorption at 
450-460 nm. The HPLC analysis also showed only small amount of intermediates from 
the degradation. Addition of organic nutrients i.e. yeast extract in the CFMM resulted in 
increasing fluorene utilizing ability of this bacterium in which the residual fluorene of 0.44 
mg/l was found after 7 days of incubation. Addition of 0.5 % yeast extract to the medium 
at the beginning of cultivation, Sphingomonas sp. P2 could rapidly grow and degrade 
fluorene to undetectable amount after 36 h of incubation with highest accumulated 
intermediates detected by HPLC at 15 h of incubation. The major intermediate was 
isolated and purified by preparative HPLC and its mass spectrum was compared with 
that of the standard compound. It was identified as 9- fluorenol, a first intermediate of 
fluorene degradation, resulted from addition of oxygen atom into cyclo-pentene ring of 
fluorene. Moreover, soil extracts were also tested as nutrient supplements instead of 
yeast extract on enhancement of fluorene degradation by Sphingomonas sp. P2. The 
result showed 40% increase in fluorene  degradation comparing with that of without soil 
extract and only 48.1 mg of fluorene per litre was remained in the medium after 7 days of 
incubation. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 ผลของการขยายตัวทางดานเศรษฐกิจของประเทศในชวงทศวรรษที่ผานมา ทาํใหปริมาณ
การใชสารเคมชีนิดตาง ๆ  ทัง้ในภาคอุตสาหกรรม เกษตรกรรม และในชีวิตประจําวันเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเร็ว จึงเปนชวงที่มีการใชสภาพแวดลอมเปนแหลงรองรับมลพิษในระดับสูงไปดวย  ปญหาที่
เกิดสวนใหญมาจากการปนเปอนของสารมลพิษชนิดตางๆ ในสิ่งแวดลอม ไดแก ดิน น้ําและ
อากาศ กอใหเกดิผลกระทบและเปนอันตรายตอสุขภาพอนามยัของประชาชน จากขอมูลของกรม
ควบคุมมลพษิ (2543) พบวาปริมาณของเสียอนัตรายมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นทุกป  ผลที่ตามมาคอื 
คาใชจายในการบําบัดที่สงูขึน้และหากทุกฝายไมรวมมือกันในการวางแผนการจัดการอยางเปน
ระบบ มลพิษเนื่องจากกากของเสียอันตรายอาจกอใหเกิดผลกระทบรายแรงตอส่ิงแวดลอมและตอ
มนุษยเองดวย  ซึง่อาจเปนสาเหตุใหเกิดการเจ็บปวย การเสียชวีิตและทรัพยสิน ดังนัน้ปญหาการ
จัดการกากของเสียอนัตราย จึงถือเปนปญหาที่สําคัญ ซึ่งควรไดรับการจัดการอยางเรงดวน เพือ่
ปองกนัผลกระทบตอส่ิงแวดลอมและสิ่งมีชีวิตที่อาจเกดิตามมา    
 การจัดการกากของเสียเปนปญหาใหญของประเทศในการที่จะหาวธิทีี่เหมาะสม และมี
ประสิทธิภาพในการจัดการ แหลงใหบริการการกําจัดยังมีอยูนอยและคิดคาบริการอยูในระดับสูง  
ซึ่งเมื่อรวมถึงคาเดินทางในการขนสงกากของเสียอันตรายเหลานี้ไปสูแหลงบําบัด และสถานการณ
เศรษฐกิจของประเทศ  ในปจจุบันจงึมีผูประกอบการพยายามหลกีเลี่ยง และแอบนําไปทิง้ในพืน้ที่
วางเปลา (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)  จากขอเสนอแนะแนวทางแกไขปญหาในรายงาน
สถานการณคณุภาพสิ่งแวดลอม พ.ศ. 2543  กลาววาควรศึกษาวิจยัเพื่อพัฒนาเทคโนโลยีใหมๆ  
ในการลดปริมาณกากของเสยีอันตราย 
 ของเสียอันตรายจากน้าํมนัปโตรเลียมประกอบดวยสารอินทรียหลายกลุม   ที่สาํคัญคือ
สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs)  เกิดจาก
การเผาไหมของสารอินทรียแบบไมสมบูรณ ทําใหเกิดการกระจายตัวสูบริเวณตางๆ ไดแก
บรรยากาศ  แหลงน้ําทั้งบริเวณผิวและตะกอน   PAHs เปนสวนประกอบหลักของเชือ้เพลิงฟอสซิล 
และผลิตภัณฑถนอมรักษาเนื้อไม (creosote) (Casellas และคณะ, 1998)    และยังพบเปน
สวนประกอบในน้าํมนัดิบ และผลิตภัณฑจากถานหนิ (Grifoll และคณะ, 1995)  อุบัติเหตุการ
ร่ัวไหลหรือความผิดพลาดในกระบวนการกําจัด  การขนสง  และการใชสารประเภทนีใ้น
อุตสาหกรรม  สงผลให PAHs ปนเปอนในสิ่งแวดลอม (Chandra และคณะ, 1996)     นอกจากนี ้
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PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นจากผลกระทบตามธรรมชาต ิเชนไฟไหมปา (Chandra และคณะ, 1996)  
ภูเขาไฟระเบิด  และการรั่วซมึของน้าํมันตามธรรมชาต ิ(Cerniglia, 1992) 
 การบําบัดสิง่แวดลอมที่มกีารปนเปอนดวยสารเคมีเหลานี้สามารถกระทําไดหลายวิธ ี  
และแนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพคือกระบวนการยอยสลายดวยวิธทีางชีวภาพ (Bioremediation)    
ซึ่งเปนเทคโนโลยีที่ใชจุลนิทรียเปนหลักในกระบวนการยอยสลายสลายสารพิษตางๆ (Mueller และ
คณะ, 1989)  การบําบัดสารพิษดวยวิธนีีม้ีขอไดเปรียบกวาวิธีการอื่น  เนื่องจากจุลินทรียบางชนดิ
สามารถใชสารพิษเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  โดยยอยสลายสารดังกลาวอยางสมบูรณจน
ไดผลิตภัณฑสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา (mineralization) (Wilson และ Jones, 
1993)  จงึไมกอใหเกิดสารพษิตกคางในสิ่งแวดลอม   

แบคทีเรียบางชนิดไมสามารถยอยสลาย PAHs ไดอยางสมบูรณ  แตคาดวาการยอย
สลายสารดังกลาวในระบบนเิวศนตามธรรมชาติอาจเกิดขึ้นโดยอาศัยกระบวนการโคเมตาบอลิสม 
(co-metabolism)  (Shiaris และ Cooney, 1983) ซึ่งเปนกระบวนการออกซิไดสสารที่ไมสามารถ
ใชในการเจรญิไปพรอมกับการเจริญของจุลินทรียบนสารที่สามารถใชเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานได (Horvath, 1972)    กระบวนการโคเมตาบอลิสมเปนกระบวนการทีม่กัพบอยูทั่วไปใน
สิ่งแวดลอมโดยเฉพาะในดนิซึ่งมีสารเคมหีลายชนิดผสมกันอยู  Broadbent  และ Norman (1946) 
อางถงึโดย Horvath (1972)    กลาววาวตัถุอินทรียในดินเปนแหลงสารอาหารที่ดสํีาหรับประชากร
จุลินทรียในดนิ  เมื่อเติมวตัถุอินทรียที่สามารถยอยสลายไดงายลงไปแลวพบวาจลิุนทรียสามารถ
ยอยสลายสารพิษไดอยางมปีระสิทธิภาพมากขึ้น 
 ณัฐพันธุ  ศุภกา (2542)  ไดคัดแยก Sphingomonas sp. P2 จากดินทีม่ีประวตัิการ
ปนเปอนสาร PAHs โดยใชฟแนนทรนี (phenanthrene) เปนแหลงคารบอนและพลังงาน  เมื่อ
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs  พบวาแบคทีเรียนี้มปีระสิทธิภาพสูงสามารถยอย
สลาย PAHs รวมทัง้สารอื่นที่ใกลเคียงกนัไดหลายชนิด แตในการยอยสลายฟลูออรีนยงัไมเหน็ผล
การยอยสลายที่ชัดเจนเนื่องจากจาํนวนเซลลของ Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนในระยะแรก แต
เวลาตอมาจํานวนเซลลไดลดลง  ทัง้นี้คาดวาอาจเปนผลมาจากการสะสมสารมัธยันตรบางชนดิ
จากการยอยสลายสารฟลูออรีนที่อาจมีผลตอการเจริญของ Sphingomonas sp. P2   ดังนั้นใน
งานวิจยันี้จงึทดลองเติมสารที่เปนแหลงสารอาหารที่แบคทีเรียสามารถใชเปนสับสเตรทในการ
เจริญเพื่อยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมตาบอลิสมโดย Sphingomonas sp. P2  รวมทัง้ผลตอ
สารมัธยนัตรจากการยอยสลายดังกลาว และยังทดลองเติมสารอาหารจากดินสกัดเพื่อทาํใหการ
ยอยสลายฟลอูอรีนเกิดขึ้นอยางสมบูรณ  สําหรับใชเปนแนวทางในการทํานายประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 เมื่ออยูในแหลงดินที่มีการปนเปอน PAHs  
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 ศึกษาผลของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  แบบโคเมตาบอลิสม
รวมกับสารอาหารที่แบคทีเรียใชเปนสับสเตรทในการเจรญิ รวมทัง้ลักษณะสมบัติของสารมัธยันตรที่
เกิดจากการยอยสลายดังกลาว  และผลของการเตมิสารอาหารจากดินสกัดตอการเจริญและยอย
สลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียนี้  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
 ทราบขอมูลเกีย่วกับการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 แบบโคเมตาบอลิ
สมรวมกับสารอาหารที่แบคทีเรียใชเปนสบัสเตรทในการเจริญและสารอาหารจากดนิสกัด  เพื่อเปน
แนวทางการเตรียมจุลินทรยีใหพรอมสําหรับการนําไปใชบําบัดในแหลงดินที่มีการปนเปอนจริง   ทั้ง
ในแงของการเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย  และแสดงถึงการอยูรอดและประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs 
ของแบคทีเรียเมื่ออยูในแหลงดินที่ปนเปอน 

 
  

 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
 พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs) เปน
สารประกอบอนิทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติกตัง้แต 2 วงขึน้ไปมาเชื่อมตอกันในลกัษณะ
ตางๆ  รูปแบบการเชื่อมตอกันของ PAHs อาจเปนแบบเสนตรง (linear)    มุมงอ (angular)  หรือ
เปนกลุม (cluster)  โดยทั่วไปการเพิม่ขนาดโมเลกุล  และมุมของ PAHs จะมีผลทาํใหความเสถยีร 
(stability) และความไมชอบน้ํา (hydrophobicity) เพิ่มข้ึนดวย (Kanaly และ Harayama, 2000) 
ลักษณะทัง้สองเปนปจจัยสาํคัญที่สนับสนนุให PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงมีความคงทนอยูใน
สิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน 
 พบการปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอมอยางกวางขวาง  ทัง้ในแหลงดิน  แหลงน้ํา
ตะกอนทั้งในแมน้ําและทะเล อากาศ โดยเกิดจากการเผาไหมแบบไมสมบูรณของสารประกอบ
อินทรีย (Grifoll และคณะ, 1992)    นอกจากนี ้PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติ  เชน  
จากไฟไหมปา  และการรั่วซมึของน้าํมันตามธรรมชาต ิ(Cerniglia, 1992)  
 PAHs จัดเปนสารอันตรายเนื่องจากบางชนิดมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง (carcinogens) 
และสารกอการกลายพนัธุ (mutagens)  และทาํใหทารกในครรภมีรูปวิปริต (teratogens) 
(International Agency for Research on Cancer [IARC], 1983 อางถงึโดย Sutherland และ
คณะ , 1995)  ดังนั้นหนวยงานคุมครองสิง่แวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 
Protection Agency, EPA) จึงกาํหนดรายการสาร PAHs 16 ชนิดทีค่วรใหความสาํคัญเปนอนัดับ
ตน  ควรติดตามในระบบนิเวศนที่เปนแหลงน้าํและดิน (Keith และ Telliard, 1979)  สาร PAHs 
ดังกลาวไดแก  แนพธาลนี (naphthalene), อะซีแนพธนี (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene), ฟลูออรีน (fluorene), ฟแนนทรนี (phenanthrene), แอนทราซนี 
(anthracene), ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), เบนซ[เอ]แอนทราซนี (benz[a]anthracene), ไค
รซีน (chrysene), ไพรีน (pyrene), เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benz[b]fluoranthene), เบนโซ[เค]
ฟลูออแรนธีน (benz[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอ
นทราซีน (dibenz[a,h]anthracene),   เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[g,h,i]perylene) และ  
อินดิโน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน (indenol[1,2,3,cd]pyrene) (World Health Organization, 1983) 
โครงสรางของสาร PAHs แสดงดังรูปที ่2.1 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของสาร PAHs (Wilsons และ Jones, 1993) 
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นอกจากนี้ในบางกรณีความเปนพิษตอยนี (genotoxicity) ของ PAHs ยังเพิ่มข้ึนตาม
ขนาดโมเลกุล   โดยขนาดต่ําที่สุดทีท่ําใหเกิดพษิตอยีนมกัเปน PAHs ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง 
(Kanaly และ Harayama, 2000)   Bezalel และคณะ (1996) ยังกลาวอีกวาการเพิม่ขนาดโมเลกลุ
ของ PAHs ทาํใหสมบัติการละลายน้ําลดลงซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพการละลายของสารในเยื่อหุม
เซลลและเนื้อเยื่อของสิ่งมีชวีติเพิ่มข้ึน และยังมีผลตอความสามารถของจุลินทรียในการนาํ PAHs  
ไปใชประโยชนทางชีวภาพ (bioavailability) อีกดวย 
 
ฟลูออรีน (fluorene) 
 

ฟลูออรีน (fluorene) เปนสารแนพธโีนอะโรมาติกทีป่ระกอบดวยวงเบนซีน 2 วง   และวง
ไซโคลเพนธนี 1 วง เชื่อมตอกันโดยเรียงตวัเปนเสนตรง     โครงสรางของฟลูออรีนแสดงดังรูปที ่2.1 
 

 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของฟลูออรีน (Grifoll  และคณะ, 1995) 

 
 ฟลูออรีนเปนผลิตภัณฑที่พบในอุตสาหกรรมตางๆ  ไดแกในน้าํมนัดิบ  น้าํมันเครื่อง  ถาน
หิน  และการเผาไหมกากของเสียตางๆ แบบไมสมบรูณ (Grifoll และคณะ, 1992 )  เปน
องคประกอบหลักในเชื้อเพลิงฟอสซิลและสารอนพุันธ และยังพบสารมัธยนัตร 9-ฟลูออรีโนน            
(9-fluorenone) ซึ่งเปนสารอนุพนัธคีโตน (ketone derevative) ของฟลูออรีน รวมกับฟลอูอรีนใน
บรรยากาศ  แหลงน้ํา  และสวนของตะกอนทัง้ในแมน้าํและทะเล (Casellas และคณะ, 1997)         
ฟลูออรีนเปนพิษทัง้ตอปลาและสาหรายในแหลงน้าํและฟลูออรีน  และ 9-ฟลูออรีโนนมีสมบัติเปน
สารกอมะเร็งและสารกอการกลายพันธุ  (Casellas และคณะ, 1997)   นอกจากนี้โครงสรางของ
ฟลูออรีนยงัมคีวามเกี่ยวพนักับสารเคมีอันตรายอื่นๆ ไดแก  คารบาโซล (carbazoles), ไดเบนโซไธ
โอฟน (dibenzothiophenes), ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofurans) และไดเบนโซไดออกซนิ 
(dibenzodioxin)   ดังนัน้จึงใชฟลูออรีนเปนสารตนแบบในการศึกษากระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพ (biodegradation) (Casellas และคณะ, 1997)      
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ความเปนพษิของฟลูออรีน 
 

Faust (1994) ไดรายงานสรุปความเปนพษิของฟลูออรีนวา   ถงึแมไมพบขอมูลการดูดซึม
ฟลูออรีนบริเวณระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินหายใจของมนษุยและสัตว   แตอยางไรก็
ตามจากการศกึษาความเปนพิษโดยการใหสัตวทดลองกินโดยตรง  พบฟลูออรีนถูกดูดซึมไดใน
ระบบทางเดินอาหาร  และขอมูลจากการศึกษา PAHs ที่มีโครงสรางสัมพันธกบัฟลูออรีนพบวา
อาจถูกดูดซึมทางปอดและผิวหนังไดอีกดวย (U.S. EPA, 1991)    ไมพบขอมูลความเปนพิษของ
ฟลูออรีนตอมนุษยทั้งแบบเฉียบพลนั (acute toxicity) และเรื้อรัง (chronic toxicity)  แตพบความ
เปนพษิของฟลูออรีนตอสัตวทดลองโดย U.S. EPA (1989) รายงานวาเมื่อใหฟลูออรีน 250 หรือ 
500 มก.ตอ กก.ตอ วนั    เปนเวลา 90 วนัแกหนูเพศผู  สงผลใหการผลิตสเปรมในระยะสมบูรณ 
(mature spermatozoa) ลดลง และไดสรุปอวัยวะเปาหมายของการกอความเปนพษิจากฟลูออรีน
ไวดังนี ้

 
1. ระบบเลือด ทําใหเม็ดเลือดแดงและฮีโมโกลบินมีปริมาณลดลง และยังเพิ่มการ

สลายตัวของฮโีมไซเดอริน (hemosiderin) ในตับและมาม 
2. ตับ น้ําหนกัของตบัเพิ่มข้ึน  เซลลตับแบงตัวผิดปกติ     และการสลายตัว

ของฮีโมไซเดอรินเพิ่มข้ึน 
3. มาม น้ําหนกัของมามเพิม่ข้ึน  เซลลแบงตัวผิดปกติ   และการสลายตัวของฮีโม

ไซเดอรินเพิ่มข้ึน 
4. ระบบสืบพันธุ การผลิตสเปรมในระยะสมบูรณลดลง  และมีน้ําหนักของอวัยวะสืบพันธุ

เพิ่มข้ึน     
นอกจากนีฟ้ลอูอรีนยังอาจเปนพษิตออวัยวะอื่นๆ เชนไตโดยทาํใหไตมนี้ําหนกัเพิม่ข้ึน และ

ระดับไนโตรเจนยูเรียในเลือดลดลง  
 

Casellas และคณะ (1997) รายงานวาฟลูออรีน    และ 9-ฟลูออรีโนนมีสมบัติเปนสารกอ
มะเร็ง  และสารกอการกลายพนัธุ  รวมทัง้เปนพิษทั้งตอปลาและสาหรายในแหลงน้ํา   
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การสลายหรือการเปลี่ยนแปลงของ PAHs ในธรรมชาตอิาจเกิดขึ้นไดหลายทางไดแกการ
ระเหย (volatilization)  การออกซิไดสโดยแสง (photo-oxidation)  การออกซิไดสโดยสารเคมี 
(chemical oxidation) การสะสมในสิง่มชีีวิต (bioaccumulation)  และการดูดซับไวในอนุภาคดิน 
(soil adsorption) (Readman และ Mantoura, 1987;  Witt  และ Trost, 1999)  แตพบ
กระบวนการสาํคัญในการกาํจัด PAHs จากแหลงน้ํามกัเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโดยจุลินทรยี  
(microbial transformation)  และการสลายโดยแสง (photolysis) (Chen และคณะ, 1996; 
Jacquot  และคณะ, 1996) 

การยอยสลาย PAHs โดยจุลินทรียเปนวธิีหลักในการเปลี่ยนแปลงหรือกําจัด PAHs ใน
สิ่งแวดลอม  ดังนัน้การใชประโยชนจากกระบวนการทีเ่กิดขึ้นโดยธรรมชาตินี้เพื่อบําบัดบริเวณทีม่ี
การปนเปอนจงึเปนทางเลือกใหมที่ดีกวาการบําบัดดวยวิธทีางเคมีและกายภาพ (Mueller และ 
Chapman, 1989)   
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยกระบวนการทางชวีภาพ 
 
 การยอยสลายฟลูออรีนโดยสิ่งมีชีวิต  พบวาเกิดขึ้นไดทัง้ใน แบคทีเรีย  เชื้อรา  และสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม  พบการยอยสลายทั้งแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปบางสวนทําใหเกิดการสะสม
สารมัธยนัตรชนิดตางๆ (transformation) และมีแบคทีเรียหลายชนิดที่สามารถยอยสลายฟลูออรีน
เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
 

Weissenfels และคณะ (1990) คัดแยกแบคทีเรียผสมที่สามารถเจรญิโดยใชสาร PAHs 
หลายชนิดเปนแหลงคารบอนและพลงังาน  เมื่อแยกแบคทีเรียใหเปนเชื้อบริสุทธิพ์บแบคทีเรียทั้ง 
หมด 3 สายพนัธุ แตละสายพันธุมีความสามารถยอยสลาย PAHs แตละชนิดไดแตกตางกัน  พบ  
Pseudomonas vesicularis  สามารถเจรญิโดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 

Monna และคณะ (1993) คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียกรัมบวก 
Staphylococcus auriculans DBF63 ทีส่ามารถเจริญบนฟลูออรีนโดยใชเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลงังาน   สามารถแยกสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนไดหลายชนดิ  ไดแก 9-
ฟลูออรีนอล, 9เอช-ฟลูออรีโนน, 1-ไฮดรอกซี-9-ฟลูออรีโนน (1-hydroxy-9-fluorenone), 1-ไฮโดร-
1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-9-ฟลูออรีโนน (1-hydro-1,1a-dihydroxy-9-fluorenone)  และ 4-ไฮดรอกซี-9-
ฟลูออรีโนน (4-hydroxy-9-fluorenone)  
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 Grifoll และคณะ (1994) รายงานวา Pseudomonas sp. F274  สามารถเจริญโดยใช
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพียงแหลงเดียว  และไดเสนอวิถีการยอยสลาย
ฟลูออรีนวถิีใหม  แบคทีเรียนี้จะอาศัยกจิกรรมของเอนไซมไดออกซีจิเนสเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนเปน 
1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone) แลวจึงมี
การเปดวงไซโคลเพนธนี    และยอยสลายตามวถิีการยอยสลายไบฟนิล (biphenyl) ตอไปจนได
ผลิตภัณฑเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดโปรโตคาทีคอิูก (protocatechuic acid) 
ตามลําดับ 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.3 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994) 

fluorene (I), 9-fluorenol (II), 9-fluorenone (III), 1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone (IV),     
8-hydroxy-3,4-benzocoumarin (VI), phthalate (VII), 4,5-dihydroxyphthalate (VIII), 
protocatechuate (IX), 2-hydroxy-4-carboxy-cis,cis-muconic semialdehyde (X) 
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 Yang และคณะ (1994)  โคลนยีนยอยสลาย PAHs จาก Pseudomonas putida NCIB 
9816 และใหแสดงออกใน Escherichia coli HB101 พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายฟลูออรีน
ไดและตรวจพบสารมัธยนัตรไดแก 9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน และสารมธัยันตรที่ไมทราบ
โครงสรางอีก 2 ชนิด 
 Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia F297 เมื่อเจริญโดยใช
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    ในระหวางการเจริญตรวจพบสารมัธยนัตรทีท่ํา
ใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสเีหลืองซึง่เปนลักษณะทีเ่กิดจากการแตกวงแบบเมตาและ
สะสมอยูในอาหารเหลวเพยีงชัว่คราว  แตสารสีเหลืองที่เกิดขึ้นตรวจไมพบเมื่อวเิคราะหโดย HPLC 
แตอยางไรก็ตามผูวิจยัตรวจพบสารมัธยันตรอ่ืนๆ อีก 6 ชนิด     และพบสารชนิดใหมที่สาํคัญคือ 
1-อินดาโนน (1-indanone)   การยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 มีกลไก
คลายกับวิถีการยอยสลายแนพธาลนี (naphthalene)  คือมีการเติมออกซิเจนเขาที่วงเบนซีนใน
ตําแหนงคารบอนที ่ 3 และ 4  แลวจึงเกิดการแตกวงพรอมกับปลดปลอยไพรูเวท (pyruvate)        
ผูวิจัยเสนอวถิกีารยอยสลายฟลูออรีนดังรูปที่ 2.3 

 
 

                               
 
  

รูปที่ 2.4  วถิีเมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297  
(Grifoll และคณะ, 1995)    

 
 

 

Fluorene 

3,4-dihydroxyfluorene 

1-indanone 
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Grifoll และคณะ (1992)  และ Casellas และคณะ (1997) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย 
Arthrobacter sp. F101 สามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานในการเจริญได      
และมีการเสนอวิถีเมแทบอลซิึมในการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 แบงเปน 2 
วิถี   โดยวถิีหนึ่งฟลูออรีนถกูเปลี่ยนโครงสรางเปน 3,4-ไดไฮโดรคูมาริน  (3,4-dihydrocoumarin)  
ซึ่งเปนวิถทีีท่ําใหเกิดการเพิม่จํานวนเซลล สวนอีกวิถีหนึง่มีการสะสม 9-ฟลูออรีนอล (9-fluorenol) 
และ 9เอช-ฟลูออรีโนน (9H-fluorenone) และไมถูกยอยสลายตอไปเปนสารอืน่ (dead-end 
route)  ตอมาพบสารมธัยันตรชนิดใหมที่สนับสนุนการนาํเสนอวถิีการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Arthrobacter sp. F101  และสามารถนาํเสนอวถิีการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณ  โดยกลาว
วาวถิีการยอยสลายฟลูออรีนเกิดขึ้นไดสามทาง    สองทางแรกเกดิจากการเติม ออกซิเจนโดย
เอนไซมไดออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2      หรือตําแหนงที่ 3 และ 4   ทําใหมีการแตก
วงแบบเมตา    แลวจงึเกิดอลัโดเลส (aldolase) เปลี่ยนเปนฟอรมิล อินดาโนน (formyl indanone)   
ซึ่งเปนวิถทีี่แบคทีเรียใชในการเจริญ  สวนวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนแบบที่สาม เปนวถิีที่เกิดโดย
กิจกรรมของเอนไซมโมโนออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 9 ของฟลูออรีนซึ่งเปนวิถทีีท่ําใหเกดิ
การสมดุลของไพรูเวทในการเจริญของแบคทีเรีย     วิถเีมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Arthrobacter sp. F101 แสดงดังรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5 วิถเีมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101  I, 9-fluorenol;   

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

 
 



13 

การยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 
 

ราหลายชนิดยอยสลาย PAHs โดยใชัระบบไซโตโครมพ-ี450 โมโนออกซีจิเนส 
(cytochrome P-450 monooxygenase system)  ราที่ใชระบบไซโตโครมพี-450 โมโนออกซีจิเนส 
จะเติมออกซิเจนแกสับสเตรททาํใหเกิดสารเอรีน ออกไซด (arene oxide)  แลวยอยสลายตอไปจะ
ไดผลิตภัณฑที่เปน ทรานส-ไดไฮโดรไดออล (trans-dihydrodiol) ซึ่งไมสามารถนาํไปใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในการเจริญได   

นอกจากนี้ราไวทรอทยังอาจใชเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนนิซึง่มีโครงสรางเปนอะโร
มาติกคลาย PAHs ในการยอยสลายอกีดวย  เอนไซมในกลุมนี้ไดแก  ลิกนนิเปอรออกซีเดส  
แมงกานีสเปอรออกซีเดส และแลคเคส โดยมีรายงานการใชแมงกานีสเปอรออกซีเดสจาก 
Phanerochaete chrysosporium ในการออกซีไดสฟลูออรีน (Bogan และ Hammel, 1996)     
ตัวอยางราไวทรอทที่ยอยสลาย PAHs เชน Phanerochaete chrysosporium และ Trametes 
versicolor แตพบวาการยอยสลาย PAHs ทีเ่กิดขึ้นไมสมบูรณ    การยอยสลาย PAHs ไปเปน
สารควิโนน (Quinone) โดยลิกนนิเปอรออกซีเดสของ Phanerochaete chrysosporium แสดงใน
รูปที่ 2.6  

 

 
 
รูปที่ 2.6 วิถกีารยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ โดย Phanerochaete chrysosporium  

(Sutherland และคณะ , 1995) 
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George และ Neufeld (1989) ศึกษาวิธกีารและเทคนคิในการเตรียมดินสําหรับการยอย
สลายฟลูออรีนโดยราไวทรอท   P. chrysosporium สายพันธุ BKM-F1767  และเชื้อรานีย้ัง
สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางใกลเคยีงกนัเชน 9-ฟลูออรีโนน และ 1,4 แนพโธควิโนน ไดอีก
ดวย 
 Bezalel และคณะ (1996) แยกสารมัธยนัตรจากการยอยสลาย PAHs หลายชนดิไดแก 
ไพรีน  แอนทราซีน  ฟลูออรีน  และไดเบนโซไธโอฟน  โดยราไวทรอท Pleurotus ostreatus พบวา
ฟลูออรีนถูกออกซิไดซกลายเปน 9-ฟลูออรีนอล  และ 9-ฟลูออรีโนน โดยกิจกรรมของเอนไซมไซโต
โครมพ-ี450 โมโนออกซจีิเนส 
 
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (อางถงึโดย Faust, 1994) 
 
 Chen และ Lin (1989)  พบการเติมหมูไฮดรอกซิลแกฟลูออรีนกลายเปน 9-ฟลูออรีนอล
เมื่อบม (incubate) ฟลูออรีนรวมกับตับหนูบดในหลอดทดลอง  และการศึกษาเชนเดียวกนัโดย 
LaVoie และคณะ (1981)  พบ 9-ฟลูออีนอล  9-ฟลูออรีโนน  และ 1-ไฮดรอกซีฟลูออรีน  ซ่ึงเปน
สารเมตาบอไลตที่เกิดขึ้นหลังจากบมฟลอูอรีนรวมกับตับหนูบดในหลอดทดลอง  สําหรับ
การศึกษาในสิง่มีชีวิตพบ 9-ฟลูออรีนอล กลูคูโรไนด (9-fluorenol glucuronide)  และ 2-ฟลูออรีน
อล ซัลเฟต (2-fluorenol sulfate) เปนสารเมแทบอไลตปฐมภูมิในหนู  และยังตรวจพบ 2-ฟลูออรีน
อล  และ 2-ฟลูออรีนอล กลคููโรไนด  ในปสสาวะกระตายอีกดวย 
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จากการศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนโดยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ  จะเห็นไดวาสิ่งมีชวีิตแตละ
ชนิดสามารถยอยสลายฟลอูอรีนโดยใชระบบเอนไซมแตกตางกนั โดยแบคทีเรียจะใชเอนไซมใน
กลุมออกซีจิเนส  และราอาจใชเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนินหรือใชระบบไซโตโครมพี-450 โม
โนออกซีจิเนส    ในการทําปฎิกิริยายอยสลายฟลูออรีน  สามารถสรุปชนิดของจุลินทรียที่ยอย
สลายฟลูออรีนไดดังตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 ชนิดของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายฟลอูอรีน 
 

ชนิดจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
แบคทีเรีย 
Pseudomonas vesicularis 
Arthrobacter sp. F101 
 
Staphylococcus auriculans DBF63 
Pseudomonas sp. F274   
Escherichia coli HB101 ที่มียีนยอยสลาย PAHs 
จาก Pseudomonas putida NCIB 9816 
Pseudomonas cepacia F297 
 
รา 
Phanerochaete chrysosporium BKM-F1767 

 
Weissenfels และคณะ (1990) 
Grifoll และคณะ (1992) และ 
Casellas และคณะ (1997) 
Monna และคณะ (1993) 
Grifoll และคณะ (1994) 
Yang และคณะ (1994) 
 
Grifoll และคณะ (1995)   
 
 
George และ Neufeld (1989) 
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โคเมแทบอลซึิม (co-metabolism) 
 
 การยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียในสิง่แวดลอมแตกตางจากการยอยสลายใน
หองปฏิบัติการ  เนื่องจากมีปจจัยหลายประการที่ไมสามารถควบคุมได เชน อุณหภูมิ คาความ
เปนกรด-ดาง  ความชืน้  ปริมาณออกซิเจน  ตลอดจนสารอาหารที่มีในสิ่งแวดลอม  มักพบสารเคมี
ตางๆ อยูในรูปสารผสมไมวาจะเปนสารผสมระหวาง  PAHs ดวยกนัเองหรือ    PAHs ผสมกบั
สับสเตรทที่ใชในการเจริญอืน่ๆ   (Boldrin และคณะ, 1993)    ดังนัน้การยอยสลายแบบโค-       
เมแทบอลิซึมจึงอาจมีความสําคัญในกระบวนการบําบดัทางชีวภาพในสิ่งแวดลอม 

กระบวนการยอยสลายสารเคมีแบบโคเมแทบอลิซึม    หมายถึงกระบวนการที่จุลินทรีย
ออกซิไดสสารที่ไมสามารถใชในการเจริญ      ไปพรอมๆ กับการเจริญของจุลินทรียนัน้บน
สารอาหารอื่นที่สามารถใชเปนแหลงคารบอนและพลงังานได (Horvath, 1972) 
 การยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมพบครั้งแรกโดย Leadbetter และ Foster (1959) 
รายงานวาพบการออกซิไดสอีเทนกลายเปนกรดอะซีติก    โพรเพนเปนกรดโพรพิโอนกิ  และอะซี
โตนกับบิวเทนกลายเปนเมทธิล เอทธิล คีโตน  กับกรดบวิทาโนอกิ  ในระหวางการเจริญของ 
Pseudomonas methanica บนมีเทน 

Matsumura  และ Boush (1967)   รายงานการยอยสลายไดเอลดริน (dieldrin) โดยจุลิ
นทรียที่คัดแยกจากดนิ 12 สายพันธุ  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารแมนนิทอล-ยีสตสกัด (mannitol-
yeast extract medium) และพบวาประสทิธิภาพการยอยสลายไดเอลดรินเสื่อมลงเมื่ออยูในภาวะ
ที่ขาดแหลงคารบอนและพลังงาน เมื่อศึกษาเพิ่มเติมพบวาแมนนทิอลเปนสารที่ทาํหนาเปนแหลง
คารบอนและพลังงานหลกัที่ตอบสนองตอการสลายสารฆาแมลงนีโ้ดยจุลินทรียที่คดัแยกจากดนิ 

Horvath และ Koft (1972)   พบการยอยสลายสารแอลคิล เบนซนี ซัลโฟเนท (alkyl 
benzene sulfonate)  โดย Pseudomonas sp. แบบโคเมแทบอลิซมึรวมกับกลูโคส  ไดผลิตภัณฑ
เปนไอโซโพรพานอล (isopropanol) จากการออกซิไดสบริเวณกิ่ง  และไดคาทีคอล (catechol) 
จากการออกซไิดสวงอะโรมาติก 

การยอยสลาย  PAHs แบบโคเมแทบอลิซมึเกิดขึ้นไดทัง้ยอยสลายรวมกับสับสเตรทที่เปน 
PAHs ดวยกนัเอง  หรือยอยสลายรวมกบัสารอาหารอื่นๆ ที่จุลินทรียสามารถใชเปนแหลงคารบอน
และพลังงานในการเจริญ   ซึ่งมีรายงานอยางแพรหลายดังนี ้

Shiaris และ Cooney (1983) คัดแยกแบคทีเรียยอยสลายฟแนนทรีนแบบโคเมแทบอลิซึม 
รวมกับแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรีย  ไดแกกลูโคส  โซเดียมเบนโซเอท น้ํามนัเครื่อง และคีโรซีน 
การคัดแยกแบคทีเรียทาํบนอาหารแข็งทีเ่ติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ แลวพนทบัผิวหนาอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวยฟแนนทรนี  แบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรีนแบบโคเมแทบอลิซึมเมื่อเจริญบน
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อาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆจะสรางบริเวณใสรอบโคโลนี  แตไมเกิดลกัษณะเชนนี้ใน
ชุดควบคุมทีพ่นทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยฟแนนทรนีแตไมเติมสารอาหารชนิดอื่น 

Heitkamp และ Cerniglia (1988) คัดแยกแบคทีเรียยอยสลาย PAHs จากดนิตะกอนที่มี
ประวัติการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนเวลายาวนาน การคัดแยกแบคทีเรียทาํบน
อาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ ไดแก เปปโตน  ผงยีสตสกัด  และแปง  แลวพนทับ
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยไพรีน  พบแบคทีเรียกรัมบวก รูปทอน สรางบริเวณใสรอบโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ ทีพ่นทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชือ้ดวยฟแนนทรีน  
ไพรีน  และฟลูออแรนธีน    แบคทีเรียนี้ไมสามารถใช PAHs  เปนแหลงคารบอนและพลังงานเพียง
แหลงเดียว  แตยอยสลาย PAHs อยางสมบูรณจนไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซดเมื่อเลี้ยง
เชื้อในภาวะทีม่ี เปปโตน  ผงยีสตสกัด  และแปง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Keuth  และ Rehm (1991) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรนีโดยแบคทีเรีย Arthrobacter 
polychromogenes ที่คัดแยกจากดนิ  เมื่อเติมกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.45 กรัมตอลิตร  
สามารถกระตุนใหแบคทีเรียยอยสลายฟแนนทรีนใหมีประสิทธิภาพดีขึ้น 

Boldrin และคณะ (1993) พบวาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Mycobacterium sp. BB1 
เกิดขึ้นเมื่อเตมิผงยีสตสกัดและเปปโตน (อยางละ 500 มก. ตอลิตร)  และสามารถแยกสารมธั
ยันตรจากการยอยสลายดังกลาวไดสามชนิดไดแก  9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน  และ 1-อินดา
โนน  นอกจากนี้ยงัพบการยอยสลายฟลอูอรีนแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับ PAHs อ่ืนๆ ไดแก ฟแน
นทรนี  ฟลูออแรนธีน  และไพรีน  และพบสารมัธยันตรสีเหลืองในอาหารเลี้ยงเชือ้เมื่อยอยสลาย
รวมกับฟลูออแรนธีน 

Stringfellow และ Aitken  (1995)   พบการยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึม
รวมกับเปปโตนโดย Pseudomonas stutzeri P16 โดยกลาววาเมือ่แบคทีเรียนี้เจริญในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มฟีลูออรีนและเปปโตนทาํใหสีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสเีหลืองใส  และพบสารมธั
ยันตรจากการวิเคราะห HPLC สองชนิดคือ 9-ฟลูออรีนอล  และ 9-ฟลอูอรีโนน   

Yuan และคณะ (2000) ศึกษาปจจยัทีม่ผีลตอการยอยสลายฟแนนทรีนในดนิตะกอนจาก
แมน้ํา  พบวาการเติมแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรีย ทําใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึน  
โดยลําดับของสารอาหารทีท่าํใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนเรียงลาํดับจากสูงไปต่ํา  
ไดแก ผงยีสตสกัด  อะซเีตท  กลูโคส  และไพรูเวท  (50 มก.ตอลิตร) ตามลําดับ 
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การบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอมโดยวิธทีางชีวภาพ  โดยเฉพาะในดนิพบวามีหลายปจจัย
ที่มีผลตอการยอยสลายสารเคมีตางๆ  ไดแก องคประกอบของสารเคมี  อุณหภูมิ  คาความเปน
กรด-ดาง   แสงสวาง  และปริมาณออกซิเจน (Miller และคณะ, 1988) รวมทั้งความตองการ
สารอาหารของแบคทีเรียและการปรับตัวของประชากรจุลินทรียในดิน (Philips และคณะ, 2000)  

ไดมีการศึกษาผลของสารอาหารในดนิ    การเติมสารอาหารลงไปในดินตอการยอยสลาย
สารเคมีที่ปนเปอนในแหลงดิน  และการปรับตัวของจุลินทรียกอนเติมลงไปบาํบัดดินทีม่ีการ
ปนเปอนดงันี ้

Swindoll  และคณะ (1988)  ศึกษาผลของการเติมสารอาหารทั้งที่เปนสารอินทรยี    และ
สารอนินทรีย   ตอการยอยสลายทางชวีภาพและการปรับตัวของกลุมจุลนิทรยีที่มีแหลงที่อยู
บริเวณเกือบจะถึงผวิดิน (subsurface)  พบมีการปรับตัวของจุลินทรียตอบสนองตอการเติม
สารอาหารอนนิทรีย  โดยมีอัตราการยอยสลายสารเคมีที่ใชทดสอบไดแก เอธิลีน ไดโบรไมด 
(ethylene dibromide)  พ-ีไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ฟนอล (phenol) และโทลูอีน (toluene)  
แตพบวาการเติมสารอาหารอินทรียกลับยบัยั้งการยอยสลายทดสอบตางๆ  สารอนิทรียที่เติมไดแก 
กลูโคส  และกรดอะมิโน  ซึ่งพบการยอยสลายเปนลาํดับโดยจุลินทรียเลือกใชสารอาหารที่ใชได
งายกวาในการเจริญแลวจึงหันมายอยสลายสารเคมทีดสอบเมื่อแหลงคารบอนที่ใชไดงายกวาถูก
ใชหมดไป 

Grosser และคณะ (1995) ศึกษาการยอยสลาย PAHs ในดินที่มีการปนเปอน
สารประกอบไฮโดรคารบอน 5 แหลง  เมื่อวิเคราะหดนิจากแหลงตางๆ พบปริมาณสาร
ไฮโดรคารบอนทัง้หมดที่สกดัจากดินแตละแหลงแตกตางกนั      และพบการยอยสลาย PAHs ใน
ดินสองแหลงอยางมีประสิทธิภาพโดย Mycobacterium sp.  และสันนษิฐานวาการยอยสลายที่
เกิดขึ้นอาจเกดิจากการมีสารไฮโดรคารบอนในดนิทัง้สองแหงในปริมาณสูง  ซึ่งอาจกระตุนการ
ยอยสลาย PAHs ที่เติมลงไปในดินแบบโคเมแทบอลิซมึ 

Ortega-Calvo และ Saiz-Jimenez (1998) ไดศึกษาผลของสารที่เปนองคประกอบในดิน
ตอการยอยสลายฟแนนทรนีโดย Pseudomonas fluorescens ที่คัดแยกจากดนิ ไดแก สวนที่เปน
ฮิวมิก (Humic fractions) ซึ่งประกอบดวยกรดฮิวมิก  และกรดฟลวกิ  และสวนทีเ่ปนดินเหนียว 
(clay)  พบวาเมื่อเติมสวนฮวิมิก 100 ไมโครกรัมตอมล. สงผลใหการยอยสลายฟแนนทรีนเกิดขึ้น
ไดดีที่สุด  โดยเกิดการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralization) จนไดคารบอนไดออกไซด 25 %
สวนดนิเหนียวใหผลดีตอการยอยสลายฟแนนทรีนเชนกนัแตไมดีเทาสวนฮวิมิก (ไดผลิตภัณฑเปน
คารบอนไดออกไซด 15 %)  นอกจากนีย้ังเติมดินทัง้สองสวนรวมกนักับการยอยสลายฟแนนทรนี  
เนื่องจากดนิทัง้สองสวนจะพบอยูรวมกนัในธรรมชาต ิ แตอาจมีผลกระทบตอการยอยสลายสาร 
PAHs โดยจุลินทรียในแงอัตราสวนที่ผสมกันอยู       พบวาการเติมกรดฮิวมิก 100 ไมโครกรัมตอ
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มล.รวมกับสวนดินเหนยีว 1 และ10 กรัมตอลิตร  ไดคารบอนไดออกไซด 27 และ 25 % ตามลําดับ
ทําใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายฟแนนทรีนอยางมีประสิทธิภาพ   และยังศึกษาผลการเติมกรด
ฮิวมิกรวมกับดินเหนียว  และกรดฟลวกิรวมกับดินเหนยีว          พบวาดินทัง้สองสวนตางก็เสริม
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรนี  แตกรดฮิวมิกใหผลดีกวากรดฟลวกิ โดยวัดปริมาณ
คารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายสมบูรณไดเทากบั 23 และ 14 % ตามลําดับ 

Molina และคณะ (1999) ทดสอบการยอยสลายไพรีนโดยใชจุลนิทรียยอยสลาย PAHs 
จากดินตะกอนที่มกีารปนเปอนโลหะและ PAHs เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายไพรนีในดิน
ตะกอน  สารสกัดจากดนิตะกอน  และอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium (MSM)  ไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญในแตละชุดการทดลอง 
 Philips และคณะ (2000) ศึกษาผลการเติมสารอาหารตอการยอยสลายไพรีนในดินที่มี
การปนเปอนสารครีโอโสทสามแหลง (AC  NB  และ TI)  พบวาการเตมิไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
แตกตางกนัในดินแตละชนดิ 
 Juhasz และคณะ (2000) ปรับปรุงและพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเหมาะสาํหรับใชเปนหวั
เชื้อในการเติมจุลินทรียลงไปในดินเพื่อบําบัด PAHs ในดิน  โดยพบวาการใชผงยีสตสกัดรวมกับ
สารครีโอโสทในการเลีย้งจุลนิทรีย  ทําใหจุลินทรียสามารถเพิ่มจํานวนมากขึ้นและยงัรักษา
ความสามารถในการยอยสลายไพรีนของจลิุนทรียกลุมนีไ้วได  เมื่อนําจุลินทรียไปบาํบัด PAHs ที่
ปนเปอนในดนิ 
 
 จะเหน็ไดวากอนที่จะมีการนําจุลนิทรยีไปบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสารเคมี
อันตรายตางๆ ควรมีการศึกษาระบบเมแทบอลิซึมและความสามารถในการยอยสลายสารเคมี
นั้นๆ รวมถงึปจจัยตางๆที่คาดวาจะมีผลตอการดํารงชวีติและการยอยสลายสารพิษในดิน  เพี่อให
ไดประโยชนสงูสุดในการบําบัดสารเคมีอันตรายในสิ่งแวดลอม   
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณในการทดลอง 
1. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kokusan, Japan. 
4. ตูเขี่ยเชื้อแบบ ISSCO laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific 

Supply, USA. 
5. เครื่องเขยา (gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA. 
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
8. ตูบมเชื้อ (Contherm digital series cooled incubator) ของบริษัท Contherm Scientific, 

New Zealand. 
9. ตูบมเชื้อ (Incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman Instrument Inc., USA. 
11. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand. 
12. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, France. 
13. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan. 
15. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-N ของบริษัท Tokyo 

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

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

21. แผนกรองชนิด FH ขนาด 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
22. Disposable micropipette . ของบริษัท Merck, Germany. 
23. แผนอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ขนาด 20 × 

20 ซม. ของบริษัท Merck, Germany. 
24. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร (ultraviolet lamp) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA. 
25. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England. 
26. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

chromatography, HPLC)  สําหรับตรวจวิเคราะหปริมาณฟลูออรีน 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu, 

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

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

27. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 
chromatography, HPLC) สําหรับการแยกสารมัธยันตรใหบริสทุธิ์ 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-10ADVP ของบริษัท Shimadzu, 

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

Japan 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-10ADVP ของบริษัท Shimadzu, 

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

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

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

3.1.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
ถายเชื้อ Sphingomonas sp. P2 (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542) ลงในอาหารแข็ง 

Carbon Free Mineral Medium (CFMM)  (ภาคผนวก ก หมายเลข 2 ) ที่มีผลึกของฟแนนทรีนบน
ฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 5 วัน จากนั้นเขี่ย
โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM (ภาคผนวก ก หมายเลข 1 ) ที่มีฟแนนทรีนความเขมขน 100 
มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามา
ผสมกับกลีเซอรอลในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลปลอดเช้ือเทากับ 70 : 30 และ 50 : 50 
แลวบรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง สําหรับการเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ –70 °ซ  และ  –20 °ซ  
ตามลําดับ 
 
3.2 การศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 

 
3.2.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรีย โดยทําการถายเชื้อจากหลอดแชแข็งที่เก็บไวลงบนจาน

อาหาร CFMM ที่มีผลึกของฟแนนทรีนบนฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน   บมที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 5 วัน     จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ถายลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
5 มล. ที่มีโซเดียมเบนโซเอทความเขมขน 1 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 3 )   เล้ียงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 มล. ที่มีโซเดียมเบนโซเอทความเขมขน 1 กรัมตอลิตร    ในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกเซลลออกจากอาหารเหลวดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 10 นาที      นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน  0.85 %  แลวปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิม ทําการทดลองในขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ัง 
จากนั้นนําสวนเซลลมาแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM วัดความขุน (turbidity) ที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0  นําหัวเชื้อที่เตรียมไดไปเขยา
ที่ 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง     แลวทําการถายหัวเชื้อลงในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
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ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน  เพื่อ
ศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีน  

 
3.2.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําอาหารเหลวมาเจือ

จางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหาร
แข็ง  Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5 )  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน 
นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

 
3.2.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเพื่อวัดปริมาณฟลูออรีนที่

เหลืออยูและวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC ทําโดยนํา
อาหารเหลวที่ทราบปริมาตรแนนอนมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 โดยการเติม
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลว 
ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชัน้ จากนัน้แยกสวน
เอธิลอะซีเตทเก็บไว ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อซ้ําอีก
ครั้งหนึ่ง รวมสวนเอธิลอะซีเตททั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียม
ซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนําสวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศ
แบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันตร เติมเมทานอลปริมาตร 1 มล. ลงไปละลายสารมธัยันตร
ในขวดลดปริมาตร กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงใน
หลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู 
และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC ตอไป 

 
3.2.4 การวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 เตรียมชุดสารมาตรฐานของฟลูออรีนโดยละลายฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ใหได
ความเขมขน 0,10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 มก.ตอลิตร จากนั้นทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตท
ตามขั้นตอนในขอ 3.2.3 นําชุดสารมาตรฐานและชุดทดลองมาวิเคราะหหาปริมาณฟลูออรีนโดย
วิธี HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 
 เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-3A ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS    ขนาด 
4.6 × 150 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 
นาโนเมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายเมทานอล 80 %ในน้ํา (ภาคผนวก ข.) และใช
อัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 20 
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ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS –100        นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห
ตัวอยางไปคํานวณหาปริมาณฟลูออรีนโดยใชกราฟมาตรฐานที่ไดจากชุดสารมาตรฐาน กราฟ
มาตรฐานแสดงในภาคผนวก ค.  
  
3.3 การเติมยีสตสกัดเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 

 
3.3.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เติมยีสตสกัด 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยง
เชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 7 วัน 
 

3.3.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 
3.4 ศึกษาปริมาณความเขมขนของยีสตสกัดที่เหมาะสมตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2 
 
3.4.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และเติมยีสตสกัดใหมีความเขมขนเทา  0    0.02    
0.05    0.07    0.1    0.5   และ 1.0 %  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 7 วัน 

 
3.4.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
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3.5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตมิยีสตสกัดเพือ่ชวยการยอยสลายฟลูออรีน 
 

3.5.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมในขอ 3.4  ลง
ในอาหารเหลว CFMM ในชั่วโมงที่ 0    12    24  และ  48  ของการเลี้ยงเชื้อ   เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ  เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน  
เพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลาย
ฟลูออรีน 

 
3.5.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count เชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.2 
 

3.5.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกดิขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 
3.6 วิเคราะหสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
ดวยวิธ ีTLC และ HPLC 

 
3.6.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และเติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมในขอ 3.4   
เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ  เก็บตัวอยางทุก 3 ชั่วโมง
ของการเลี้ยงเชื้อ   เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 
3.6.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
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3.6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี TLC 
 นําสารละลายตัวอยางที่เหลือจากการวิเคราะหดวย HPLC  ในขอ  3.6.2   ปริมาตร 5 -10 
ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลาย (solvent 
system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 (ปริมาตรตอ
ปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยนัตรภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 
นาโนเมตร 
 
3.7 การแยกสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ให
บริสุทธิ์โดยวิธี preparative HPLC  

 
3.7.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
1000 มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร และเติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมใน
ขอ 3.4   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เมื่อครบตาม
กําหนดเวลาที่เหมาะสมในขอ 3.6 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับ
ข้ันตอนในขอ 3.2.3  จากนั้นนําสวนที่สกัดไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
 

3.7.2 นําสารมัธยันตรที่สกัดไดจากขอ 3.7.1 มาแยกใหบริสุทธิ์โดยใช preparative 
HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 

เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-ADVP ใชคอลัมน Inertsil PREP-ODS ขนาด 10  ×  
250 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโน
เมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายอะซีโตไนไตร 95 %ในเมทานอล   และใชอัตราการ
ไหลเทากับ 5 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 500 ไมโครลิตรดวย
กระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน 750SNR แลวทําการเก็บสวนของตัวทําละลายที่ผานออกจากคอลัมน
ของ HPLC ในเวลาที่สารมัธยันตรปรากฏ peak  โดยนําสวนของตัวทําละลายที่เก็บไดไประเหย
แหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันตร    ทําซ้ําเชนนี้
หลายๆ คร้ัง  เพื่อสะสมสารมัธยันตรใหไดปริมาณมาก        และเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะ
นําไปวิเคราะห  
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3.8  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตรเมทรี 
(MS) 
  
 3.8.1 นําสารมัธยันตรที่เตรียมไดมาพิสูจนเอกลักษณโดย MS ดวยเทคนิค Electron 
Impact (EI) ที่ 70 eV เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัวของสารมัธยันตรที่สะสม
จากการยอยสลายฟลูออรีนเทียบกบัสารมัธยันตรมาตรฐานตางๆ  

  
 การวิเคราะหในสวนนี้ทําโดยภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ภายใตความอนุเคราะหของ รศ.ดร.อมร เพชรสม 
 
3.9 การเติมสารอาหารจากดนิสกัดเพื่อเรงการยอยสลายฟลอูอรีนโดย  Sphingomonas sp. 

P2 
 3.9.1 เก็บตัวอยางดินจากแหลงดินตางๆ ที่มีลักษณะอุดมสมบูรณ  โดยสังเกตจาก
ความชื้น  มีสีดํา  รวนซุย รวมทั้งลักษณะการเจริญเติบโตของพืชในบริเวณดังกลาว  ซึ่งใชเปนขอ
บงชี้เบื้องตนถึงความเปนไปไดที่จุลินทรียจะสามารถเจริญและอาจยอยสลายสารเคมีตางๆ ได  
เก็บดินที่ความลึกประมาณ 3-5 ซม. จากผิวหนาดิน  ติดฉลากระบุตําแหนงดินใหชัดเจน  เก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 °ซ จนกวาจะทําการทดลอง โดยแสดงสถานที่เก็บตัวอยางดินแตละตัวอยางจํานวน 3 
ตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่  3.1  แหลงที่มาของตัวอยางดินทีน่ํามาการสกัดสารอาหารเพือ่ใชเรงการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
 

ตัวอยางดิน สถานที่เก็บ 
1 
2 
3 

ดินบริเวณใตตนไทรหลงัตึกคณิตศาสตร จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
ดินบริเวณสวนหยอมดานขางตึกพฤกษศาสตร จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
ดินจากสวนผลไม  จังหวัดชลบุรี 

 
3.9.2 นําตัวอยางดินมาสกัด ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ตามวิธีของ  Molina และ

คณะ (1999)โดยชั่งดิน 250 กรัม  ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 250 มล.  นําไปเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวแยกสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ที่มีสารอาหารจากดินออกจากตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
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นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 นาที  กรองอาหารเหลวผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
เพื่อแยกเศษวัสดุที่แขวนลอยในสารละลายออกบางสวน แลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตตขนาดรูกวาง 0.22  ไมโครเมตร 

 
3.9.3  เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  ที่เติมสารอาหารจากดินสกัดจากขอ 3.9.2  โดย
เจือจางใหมีความเขมขนของดินในอาหารเหลวเทากับ 0     0.05     0.1     0.25    0.5    0.75  
และ 1.0 กรัมตอมล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 7 วัน 

3.9.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  รูปแบบการเจริญและความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 
  

จากผลงานวิจยัของณัฐพนัธุ ศุภกา (2542)    ไดคัดแยกแบคทีเรีย Sphingomonas sp. 
P2 จากแหลงดินที่มกีารปนเปอน PAHs โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  พบวา
แบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดในระยะตน  และพบวาจํานวนเซลลของแบคทีเรีย
เพิ่มข้ึนเชนกัน  แตในเวลาตอมาจํานวนเซลลไดลดลง    จึงคาดวาอาจมีการสะสมสารมัธยนัตร
บางชนิดจากการยอยสลายสารฟลูออรีน  ที่อาจมีผลตอการเจริญของ Sphingomonas sp. P2    

  
ดังนัน้ในเบื้องตนงานวิจัยนีจ้ึงทาํการศึกษารูปแบบการเจริญและความสามารถในการ

ยอยสลายฟลอูอรีนของ Sphingomonas sp. P2  รวมทั้งวิเคราะหสารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้น   โดย
เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และติดตามการเจรญิ
ของแบคทีเรียควบคูไปกับการวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยันตรทีเ่กดิขึ้นดวย 
HPLC ทุก 24 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน  พบวารูปแบบการเจริญและความสามารถในการยอยสลาย
ฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2  ดังแสดงผลการทดลองในรูปที ่4.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                       31

 
 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7

เวลา(วัน)

ปร
ิมา

ณ
ฟลู

ออ
รีน

(ม
ก.
ตอ

ลิต
ร)

5.5

6.5

7.5

8.5

9.5

10.5

log
 C

FU
 ต
อม

ล.

ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย
ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟลูออรีน
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมฟลูออรีน

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1  ลักษณะการเจรญิและการยอยสลายฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2  ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร 
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จากที่รูป 4.1 พบวา Sphingomonas sp. P2  สามารถยอยสลายฟลอูอรีนไดปริมาณนอย
มาก  หลงัจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั ยงัคงมีปริมาณฟลอูอรีนเหลืออยูในอาหารเหลว 
CFMM   75.86 มก.ตอลิตร  หรือสูญหายไปประมาณ 18.6 % ของปริมาณฟลูออรีนเริ่มตน  สวน
ในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรียนัน้มฟีลอูอรีนเหลืออยู 83.7 มก.ตอลิตร  หรือสูญหายไปประมาณ 
12.9 % ภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน   ซึง่สวนที่หายไปนี้อาจเกิดจากปจจยัทางกายภาพ 
เชน การระเหยของฟลูออรีน เปนตน      จึงแสดงใหเหน็วาปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM 
ที่คาดวาถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียมีปริมาณนอยมาก (คิดเปน 5.7 % เมื่อหกัลบจากปริมาณ
ฟลูออรีนในชดุควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย)  ในขณะที่การเพิ่มจํานวนเซลลของแบคทีเรียเพิม่ข้ึน
เพียงเล็กนอยจากเริ่มตน 7.3 x 106 CFU ตอมล.   ไปเปน  8.0 x 107 CFU ตอมล. ในวนัที ่7 ของ
การเลี้ยงเชื้อ    ซึ่งไมแตกตางกนัเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเตมิฟลูออรีนซึง่มีปริมาณเซลล
เร่ิมตนเทากับ  2.8 x 106 CFU ตอมล. และเพิ่มเปน 8.5 x 107 CFU ตอมล. ภายหลงัจากเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั 

 
แตในขณะเดียวกนัพบวา Sphingomonas sp. P2  สามารถทาํใหสีของอาหารเหลว 

CFMM ที่มฟีลูออรีนเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลืองได      พบวาสีดังกลาวเกิดขึ้นภายหลงัจากเลี้ยง
เชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง   และสีที่เกิดขึน้มีการสะสมอยูเพียงชัว่คราวเทานัน้    โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ
จะมีสีเหลืองเขมที่สุดในชั่วโมงที ่ 24   และเมื่อเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียตอไปสีเหลืองที่เกิดขึ้นจะคอยๆ 
จางลงตามระยะเวลาทีเ่พิ่มข้ึน      แตอยางไรก็ตามถงึแมวาอาหารเหลว CFMM จะมีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น   ยงัคงพบวามีผลึกของฟลูออรีนเหลืออยูในอาหารเหลวปริมาณมาก  
ลักษณะของอาหารเหลว  CFMM ที่เกิดจาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ดัง
แสดงในรูปที่ 4.2  
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รูปที่ 4.2  ลกัษณะของอาหารเหลว  CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนเขมขน 100 มก. ตอ

ลิตร  ของ Sphingomonas sp. P2 ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะ 1-7 วนั 
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ผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อใชในการหาปริมาณฟลูออรีน
และสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM  ดังแสดงในรปูที่ 4.3 พบวาปริมาณของ
ฟลูออรีนในชดุทดลองทีม่ีการเติมแบคทีเรียลดลงนอยมาก  แทบจะไมแตกตางจากชุดควบคุมทีไ่ม
เติมแบคทีเรีย   แตอยางไรก็ตามพบวาในชุดทดลอง Sphingomonas sp. P2 สามารถทําให
ฟลูออรีนถูกยอยสลายไปไดบางสวน   และพบสารมธัยนัตรที่มีคา retention time (Rt) เทากับ 3.2 
นาทีเกิดขึ้น  ซึ่งปริมาณของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นนอยมากและสอดคลองกับปริมาณของฟลูออรีน
ที่ตรวจพบในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่พบวายงัมีเหลืออยูมาก   การสรางสารมธัยนัตรเร่ิมเกิดขึ้น
ภายหลงัจาก 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     สารดังกลาวจะคอยๆ เพิม่ข้ึนจนกระทัง่มีปริมาณมาก
ที่สุดในชั่วโมงที่ 72 ของการเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณของสารมัธยนัตรจะคอยๆ ลดลงตามระยะเวลา
การเลี้ยงเชื้อ     
 

เมื่อนําตวัอยางที่เหลือจากการวิเคราะหดวย HPLC มาตรวจสอบการดูดกลืนแสงของ
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่ความยาวคลืน่ตางๆ (1100 – 190 นาโนเมตร) 
พบวาสารมัธยันตรมีคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ประมาณ  450-460 นาโนเมตร  และมี
ปริมาณสอดคลองกับระยะเวลาการเกิดสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM โดยพบวาปริมาณของสาร
ที่ดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นนี้มีปริมาณสูงที่สุดภายหลงัจากเลีย้งเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง   
และเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอไปคาการดูดกลืนแสงของสารที่ความยาวคลื่นนี้จะคอยๆ ลดลงตาม
ระยะเวลาทีเ่พิม่ข้ึน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4. 4                                                                                            
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รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 หลังจากเลีย้งเชื้อที่เวลาตางๆ                    
(Rt 9.3 นาทีคอืฟลูออรีน) 
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ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย

0 ชั่วโมง

48 ชั่วโมง 

72 ชั่วโมง 

120 ชั่วโมง 

168 ชั่วโมง 

24 ชั่วโมง
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0 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง

72 ช่ัวโมง 120 ช่ัวโมง 144 ช่ัวโมง 168 ช่ัวโมง

 
 
 
รูปที่ 4.4  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่นตางๆ (ตั้งแต 1100 ถึง 190 นาโนเมตร)    ของ

สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 หลังจาก
เลี้ยงเชื้อที่เวลา 1-7 วัน 
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4.2 การเติมสารอาหารเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรนีโดย Sphingomonas sp. P2 
 
จากรายงานตางๆ ดังที่กลาวไวในบทที ่ 2 พบวาการเตมิสารอินทรียบางชนิด เชน กลูโคส 

ยีสตสกัดหรือเปปโตนชวยเพิม่ประสิทธิภาพแบคทีเรียหลายชนิดในการยอยสลาย PAHs และจาก
ผลการทดลองของงานวิจยันีใ้นขอ 4.1 พบวา  Sphingomonas sp. P2   สามารถเปลี่ยนฟลูออรีน
ไปเปนสารมัธยันตรไดเพียงเล็กนอยเทานัน้ และการเจรญิของแบคทีเรียแทบไมตางจากชุดควบคมุ
ที่ไมเติมฟลูออรีน  ดังนัน้ในงานวิจยันี้จงึทดลองเติมสารอาหารเพื่อสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย 
ซึ่งอาจมีผลตอการเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2    โดยทดลอง
เติมแหลงสารอินทรีย ไดแก ยีสตสกัด เปปโตน  และแหลงสารอนนิทรียไดแก แอมโมเนียมคลอไรด  
เขมขน 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร)ในอาหารเหลว CFMM ที่มฟีลูออรีน 100 มก. ตอลิตร  หลัง
การเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง    ซึ่งเปนระยะที่สารมธัยันตรสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM มีสี
เขมมากที่สุด   เลีย้งแบคทีเรียที่ภาวะเดิมตอจนครบเวลา 7 วนั  แลวจงึนาํอาหารเหลวมาวิเคราะห
ปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นโดย HPLC ดังแสดงผลการทดลองในรูปที ่4.5   
 

 

       
 
 

           
. 
 
 

      
 
 
รูปที่ 4.5  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดย 

Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีน 100 มก. ตอลิตร    และเติม
ยีสตสกัด เปปโตน  แอมโมเนียมคลอไรด(0.1% น้ําหนักตอปริมาตร)   ภายหลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 7 วัน 
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0 แอมโมเนียมคลอไรด 

เปปโตน 

ยีสตสกัด 

ก. ข. 

ก.) ชุดควบคุมไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 
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จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการเติมสารอาหารอนินทรียคือแอมโมเนียมคลอไรดไมมี
ผลตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 แตพบวาการเติมสารอินทรียไดแกยีสต
สกัดและเปปโตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM สงผลใหความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนของ 
Sphingomonas sp. P2 เพิ่มมากขึ้น          โดยยีสตสกัดสงเสริมประสิทธิภาพดีที่สุด           จาก
โครมาโทแกรมการวิเคราะห HPLC    พบวาเมื่อเติมยีสตสกัดฟลูออรีนถูกยอยสลายไดมากขึ้น  
จนกระทั่งปริมาณฟลูออรีนลดลงเหลือเพียง  0.44 มก.ตอลิตร       และสงผลทําใหสารมัธยันตรทีม่ี
คา Rt เทากับ 3.2 มีปริมาณเพิ่มข้ึนดวย  ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.6 
 

              
 

 
     

 
 

 
                                  

                               
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลอูอรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีน 100 
มก. ตอลิตร    และเติมยีสตสกัด (0.1% น้ําหนักตอปริมาตร)   ภายหลงัจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 7 วนั 
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ก.) ชุดควบคมุที่เติมฟลูออรีน และแบคทเีรีย แตไมเติมยีสตสกัด 

ค.) ชุดทดลองที่เติมทัง้ฟลูออรีน แบคทีเรีย และยีสตสกดั 

0 

15 

ข.) ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกดั และแบคทีเรีย แตไมเติมฟลูออรีน 
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นอกจากนีเ้มื่อเลี้ยง Sphingomonas sp. P2 บนอาหารแข็ง CFMM  เปนเวลา 5 วัน    
(ผลการทดลองในรูปที ่ 4.7)    พบวาในชุดทดลองทีเ่จริญบนอาหารแข็ง CFMM ที่เติมยีสตสกัด 
0.1  % และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท (ข.)    แบคทเีรียสามารถเจริญไดอยางรวดเร็ว  โดยเมือ่
เจริญบนอาหารดังกลาวในระยะแรกโคโลนีจะมีสีเหลืองออน  และมกีารสรางสารมธัยันตรสีเหลือง
เกิดขึ้นรอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียภายหลงัการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง      จนกระทั่งในวนัที ่3 
ของการเลี้ยงเชื้อพบวาสีของโคโลนีของแบคทีเรียจะเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม     ในขณะทีชุ่ด
ควบคุมที่ไมเตมิยีสตสกัด (ค.)   ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียมีขนาดเล็กกวาและมสีีน้ําตาลเขมใน
บางโคโลนีซึง่เกิดขึ้นเมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วนั        แตพบวามีการสรางสารมธัยันตรสีเหลือง
เกิดขึ้นรอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียในชัว่โมงที ่ 24 เชนเดียวกนักับชุดทดลอง  สวนแบคทีเรียในชดุ
ควบคุมที่เจริญบนอาหารแข็ง CFMM  ทีเ่ติมยีสตสกัดแตไมเติมฟลูออรีน (ก.) นัน้สามารถเจริญได
ดีเชนเดียวกับชุดทดลองแตพบวาโคโลนมีสีีเหลืองออน  ไมพบวามีการเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม  
และไมมีสารมธัยันตรสีเหลืองเกิดขึ้น  ตลอดระยะเวลา 5 วนัของการเลี้ยงเชื้อ 

 

 
 
 
รูปที่ 4.7  ลักษณะโคโลนีของ Sphingomonas sp. P2 ที่มีอาย ุ 5 วันเมื่อเลี้ยงเชือ้บนอาหารแข็ง 

CFMM ที่เติมยีสตสกัด   และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท  
 

ก. ข. ค. 

ก. เติมยีสตสกัดแตไมเติมฟลูออรีน 
ข. เติมยีสตสกัด  และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท 
ค. ไมเติมยีสตสกัด  แตโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท
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4.2.1 ความเขมขนของยีสตสกดัที่เหมาะสมตอการเจริญและยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 
 

ความเขมขนของยีสตสกัดทีเ่หมาะสมตอการเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2   ทําโดยการเตมิยีสตสกัดใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ  0  0.02 0.05  
0.07  0.10   0.50  และ 1.0 %  ในอาหารเหลว CFMM  ที่มฟีลูออรีน 100 มก. ตอลิตร  เลี้ยงเชือ้
เปนเวลา 7 วนั  แลวจึงนาํมาวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นโดย 
HPLC   ดังแสดงผลในรูปที ่  4.8 และ 4.9     จากผลการทดลองพบวาเมื่อยิง่เติมยีสตสกัดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้นจะสงผลทาํใหการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนตามไปดวย  โดยพบวาการเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว CFMM 
ใหมีความเขมขนตั้งแต 0.5 % ข้ึนไปมีผลทําใหปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลวลดลงจนไม
สามารถตรวจวัดไดดวย HPLC   แตในขณะเดียวกนักลับพบวาเมื่อเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว
เพิ่มข้ึน  มีผลทําใหปริมาณของฟลูออรีนที่สกัดไดจากอาหารเหลวมปีริมาณลดลงดวย  ดงัแสดงใน
ชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรียในรูปที ่4.8 

 
นอกจากนี้ผลการทดลองในรูปที่ 4.9 พบวาในชุดทดลองการเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว

เพิ่มข้ึนจะทาํใหมีสีเหลืองของสารมัธยันตรในอาหารเหลว CFMM มีสเีขมมากขึน้ดวย  โดยสีของ
อาหารเหลวจะคอยๆ เขมข้ึนจากสีเหลืองออนเพิ่มเปนสีเหลืองเขม  และพบวาเมื่อเติมยีสตสกัด
เขมขน 1.0 % สงผลใหสีของอาหารเหลว CFMM เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม      ขณะที่ชุดควบคุมที่
ไมเติมแบคทีเรียพบวาเมื่อเติมยีสตสกัดในปริมาณมาก (0.5 และ 1.0%) ทาํใหอาหารเลี้ยงเชือ้ 
CFMM มีสีเหลืองออนเกิดขึน้ซึ่งเปนลักษณะของยีสตสกัด        แตอยางไรก็ตามพบวาลักษณะ
ดังกลาวมีความแตกตางจากชุดทดลอง  ซึง่สีของอาหารที่พบนาจะเปนสีของสารมธัยันตรที่เกิดขึ้น
จากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
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รูปที่ 4.8  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ที่เติมยีสตสกดั

ความเขมขนตางๆ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  7 วัน  (Rt 9.3 นาทีคือฟลูออรีน ) 
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ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 

ยีสตสกัด 0 % 

ยีสตสกัด 0.05 % 

ยีสตสกัด 0.02 % 

ยีสตสกัด 0.07 % 

ยีสตสกัด 0.1 % 

ยีสตสกัด 0.5 % 

ยีสตสกัด 1.0 % 

ก. ข. 
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รูปที่ 4.9  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 

sp. P2 ที่เติมยีสตสกัดความเขมขนตางๆ หลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 

ก.

ข.
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4.2.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมยีสตสกดัเพื่อชวยการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
 

เนื่องจากผลการทดลองในขอ 4.2.1 พบวาการเติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 % ในอาหารเหลว 
CFMM ภายหลังจากเลี้ยงเชือ้เปนเวลา 24 ชั่วโมง  มีผลทําให Sphingomonas sp. P2 สามารถ
ยอยสลายฟลอูอรีนไดอยางรวดเร็วจนไมสามารถตรวจวดัไดดวย HPLC หลังจากเลี้ยงเชือ้
แบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั   รวมทัง้ยงัสงผลใหมีการสะสมสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2  นาที
ในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้นดวย    ดังนัน้ในการทดลองตอไปนี้จึงศึกษาผลของการเติมยีสตสกัดที่
ระยะเวลาตางๆ กัน    ทัง้ตอการเจริญ การยอยสลายฟลูออรีน และการสรางสารมัธยนัตรของ 
Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM        โดยเลีย้งแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร   และเติมยีสตสกัดใหมีความเขมขนสุดทาย
เทากับ 0.5 % ในชัว่โมงที ่0   12    และ 24  ของการเลี้ยงเชื้อ         แลวติดตามการเจริญของ
แบคทีเรียควบคูไปกับวิเคราะหปริมาณฟลอูอรีที่เหลือและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นในอาหารเหลวดวย 
HPLC ทุก 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน  แสดงผลการทดลองดังรูปที ่4.10 
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รูปที่ 4.10 ก. การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว CFMM 

ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และเติมยีสตสกัด ที่เวลาตางๆ 
 

ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย  แตเติมยีสตสกัด 
ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมที่เติมแบคทีเรีย  แตไมเติมยีสตสกัด 
ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองที่เติมทั้งแบคทีเรียและยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคมุที่ไมเติมฟลอูอรีน  แตเติมยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคมุที่เติมฟลูออรีน  แตไมเติมยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมทั้งฟลอูอรีนและยีสตสกัด 
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ปริมาณฟลูออรีนเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 0
ปริมาณฟลูออรีนเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 12
ปริมาณฟลูออรีนเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 24
จํานวนแบคทีเรียเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 0
จํานวนแบคทีเรียเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 12
จํานวนแบคทีเรียเมื่อเติมยีสตสกัดชั่วโมงที่ 24

 
 
 
รูปที่ 4.10 ข. เปรียบเทียบการยอยสลายฟลูออรีนโดย  Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และเติมยีสตสกัด ที่เวลา
ตางๆ 
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 จากผลการทดลองพบวาการเติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 % ในอาหารเหลว CFMM ในเวลาที่ 
0   12   และ  24 ชั่วโมง  ตางก็สงผลใหการลดลงฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  เกิดขึ้น
อยางรวดเร็ว  โดยการเติมยีสตสกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ในชั่วโมงที่ 0 และ 12 มีผลทําให
ปริมาณฟลูออรีนลดลงไดอยางรวดเร็ว  เมือ่วิเคราะหดวย HPLC ตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว CFMM  ภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 36 ชั่วโมง  สวนการเติมยีสตสกัดในชัว่โมงที่ 24 พบ
การยอยสลายฟลูออรีนเกิดขึน้ในลักษณะเดียวกนั  โดยตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูในอาหาร
เหลว CFMM  ภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 72 ชั่วโมง  ซึ่งจะเหน็ไดวาเมื่อเติมยีสตสกัดที่ระยะเวลาชา
ออกไป  ก็จะมีผลทําใหระยะเวลาในการยอยสลายฟลูออรีนชาออกไปตามระยะเวลาทีท่ําการเติม
สารดังกลาว 
 

สวนการเจริญของ Sphingomonas sp. P2 พบวาปริมาณเซลลของแบคทีเรียมกีารเพิม่
จํานวนมากขึน้      เมื่อเตมิยีสตสกัดในชั่วโมงที ่ 0     เซลลของแบคทีเรียเพิม่จํานวนจากเริ่มตน     
6  x 105 CFU ตอมล.  ไปเปน  6 x 108 CFU ตอมล. ภายหลงัจากการเลี้ยงเชื้อ 60 ชั่วโมง  สวน
การเจริญของแบคทีเรียในชดุทดลองอื่นๆ ใหผลการทดลองเชนเดียวกัน  แตระยะเวลาในการยอย
สลายฟลูออรีนและการเจริญของแบคทีเรียจะชาออกไปตามระยะเวลาที่เติมยีสตสกัด   
 

ดังนัน้การเติมยีสตสกัดใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 0.5 % ในอาหารเหลว CFMM 
ตั้งแตชั่วโมงที ่ 0  หรือเร่ิมแรกของการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียจึงเปนการสงเสริมการลดลงฟลูออรีนไดดี
ที่สุด       และเปนภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการนาํไปใชศึกษาและวิเคราะสารมัธยันตรจากการยอย
สลายฟลูออรีนของแบคทีเรียนี้ในการทดลองขั้นตอไป 
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4.3 วิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. 
P2 ดวยวิธ ีTLC และ HPLC 
 

คัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยนัตรโดยหาระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อที่มีสารมัธยันตรสะสมปริมาณสูงที่สุด  เพื่อใชในการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียในระดับขยายสวน       
และมีปริมาณเพียงพอสาํหรบัการแยกสารใหบริสุทธิ ์     รวมทั้งการศึกษาลกัษณะสมบัติของ
สารมัธยนัตรในการทดลองขัน้ตอไป       

เนื่องจาก Sphingomonas sp. P2 สามารถยอยสลายฟลูออรีนเมื่อเติมยีสตสกัดในเวลา
เร่ิมตนไดภายในระยะเวลาอนัรวดเร็ว       ดังผลการทดลองในขอ 4.2.2 พบวาแบคทีเรียนี้สามารถ
ยอยสลายฟลอูอรีนจนกระทัง่เมื่อวเิคราะหดวย HPLC แลวไมพบฟลอูอรีนในอาหารเหลว CFMM 
ภายหลงัการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 36 ชั่วโมง         ดังนัน้จึงติดตามการยอยสลายฟลูออรีนและ
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นในระยะเวลาตางๆ ภายในชวง 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งคาดวานาจะ
เปนชวงเวลาที่เกิดกิจกรรมตางๆ เพื่อยอยสลายฟลูออรีน  และเปนชวงที่มีสารมัธยันตรตางๆ 
สะสมอยูปริมาณมาก   การศึกษาขั้นตอนนี้ทาํโดยติดตามการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 %     แลวติดตาม
วิเคราะหสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นที่เวลาตางๆ ไดแกชั่วโมงที่  0     6     12    15     18     24 และ 48    
ดวยวิธ ีTLC และ HPLC ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.11 และ 4.12 ตามลําดับ 

 

 
 
รูปที่ 4.11 โครมาโทแกรม TLC ของสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 0.5 % 

ก.

ฟลูออรีน 0 
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 18 24 30 36 48 
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ระบบตัวทาํละลาย : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 

: 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
รูปที่ 4.11 TLC โครมาโทแกรมของสารมธัยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 0.5 % 

0.69 

Rf 

ข.

ฟลูออรีน 0
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 15 18 21 24 27 30 36 48 

ฟลูออรีน 0 
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 15 18 21 24 27 30 36 48 

ก. ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกัดและฟลูออรีน ไมเติมแบคทีเรีย

ค. ชุดทดลองเติมทั้งยีสตสกัด ฟลูออรีนและแบคทีเรีย
ข. ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกัดและแบคทีเรียแตไมเติมฟลูออรีน

ค.



                                                                                                                                       49

             
 
 

              
 
 

              
 
 

              
 
 

              
 
 

              
 
 

              
 

 
 รูปที่ 4.12   โครมาโทแกรม HPLC ของสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ (Rt 9.3 นาทีคือฟลูออรีน) 
   

6 ชั่วโมง

0 ชั่วโมง

12 ชั่วโมง

15 ชั่วโมง

18 ชั่วโมง

24 ชั่วโมง

36 ชั่วโมง

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

15 

0 

ก.) ชุดควบคมุไมเติมฟลูออรีน ข.) ชุดทดลองเติมฟลูออรีน 

ก. ข. 
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 จากผลการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC พบสารหลายชนิดที่สกดัไดจากอาหารเหลว 
CFMM ทั้งชดุควบคุมที่ไมเติมฟลูออรีน (รูปที่ 4.11 ก. และ 4.12 ก.)   และชุดทดลองทีเ่ติม
ฟลูออรีน (รูปที่ 4.11 ข. และ 4.12 ข.)    เมื่อพิจารณา HPLC โครมาโทแกรมพบวาในชุดทดลอง
ฟลูออรีนถูกยอยสลายภายในระยะเวลาอนัรวดเร็ว  โดยตรวจไมพบสารดังกลาวภายหลงัการเลีย้ง
เชื้อ  24 ชั่วโมง   และในชวงระยะเวลาดงักลาวมีสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt  เทากับ 3.2 นาทีปรากฎ
ขึ้นภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชัว่โมง และสารดังกลาวสะสมและเพิ่มปริมาณขึ้นจนกระทัง่
มีปริมาณสูงในชั่วโมงที่ 15 - 18 ของการเลี้ยงเชื้อ   สารนี้มีการสะสมอยูเพียงชัว่คราวเทานั้น  โดย
จะคอยๆลดปริมาณลงจนตรวจไมพบในชัว่โมงที ่ 36 ของการเลีย้งเชื้อ  แตพบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง
ในขณะที่สารมัธยนัตรที่มี Rt 3.2 นาทีลดปริมาณลงนัน้  มีสารมธัยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 1.9 นาที
มีปริมาณเพิม่ข้ึน   และพบสารที่ปรากฏ peak ที่เวลาเดียวกนันี้ในชดุทดลองที่ไมเติมฟลูออรีนดวย
เชนกนั    สวน TLC โครมาโทแกรม  พบวาในเวลาเดยีวกนัคือช่ัวโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ  พบ
สารมัธยนัตรทีม่ีคา Rf เทากับ 0.69 ซึง่มีความเขมของจุด (spot) ของสารบนโครมาโทแกรมที่
วิเคราะหนี้ใหผลสอดคลองกับ HPLC โครมาโทแกรมในรูปที่ 4.11 ซึง่ตรวจพบสารมัธยนัตรชนิดที่
มี Rt เทากับ 3.2 นาทมีปีริมาณมากทีสุ่ดในชั่วโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกนั  โดย
พิจารณาจากพื้นที่ใตกราฟ  

ดังนัน้ระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลีย้งเชื้อในระดับขยายสวน   เพื่อนาํมาสกัด
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  คือช่ัวโมงที ่ 15 
ของการเลี้ยงเชื้อ   
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4.3 แยกสารมธัยนัตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  
ใหบริสทุธดวยวิธ ีpreparative HPLC 
 

ผลการทดลองในขอ 4.3 พบวาภายหลงัการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. P2 ในอาหาร
เหลว CFMM  ทีม่ีฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และยีสตสกัด 0.5 % เปนเวลา 15 ชัว่โมง  มี
การสะสมสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2 นาทีในปริมาณมาก  (วิเคราะหดวย analytical 
HPLC โดยใชตัวทาํละลาย 80 % เมทานอลเปนตัวชะ)   จงึนําสารสกัดที่ไดในชวงเวลานี้ไป
วิเคราะหโดยใช preparative HPLC เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น  ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.13   พบวาเมื่อใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอล  ที่
มีอัตราการไหล 5.0 มล. ตอนาทีเปนตวัชะ  ปรากฏ peak ของสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt เทากับ 3.3
และ 3.7 นาทใีนชุดทดลอง (รูปที่ 4.13 ข.)    และพบ peak ของสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt เทากับ 3.3 
นาทีในชุดควบคุมที่ไมเติมฟลูออรีน (รูปที่ 4.13 ก.)       ซึง่คา Rt ของสารที่ปรากฏเมื่อวิเคราะห
ดวย  preparative HPLC  จะมีความสอดคลองกับคา Rt ของสารที่วิเคราะหดวย analytical  
HPLC ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 เปรียบเทยีบคา retention time ของสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนเมื่อ

วิเคราะหโดย analytical HPLC และ preparative HPLC 
 

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

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

 
*   วิเคราะหโดยใชสารละลายเมทานอล 80 % ในน้ําเปนตัวชะ  
     (อัตราการไหล 1.0 มล. ตอนาที) 
**  วิเคราะหโดยใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอลเปนตัวชะ  
     (อัตราการไหล 5.0 มล. ตอนาที) 

 
จากตารางจะเห็นไดวาสาร 1 ซึ่งมีคา Rt เทากับ 3.7 นาทีเมื่อวิเคราะหโดย preparative 

HPLC  ซึ่งเปนสารชนิดเดียวกนักับสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2 นาทีเมือ่วิเคราะหดวย 
analytical HPLC  ดังนั้นจงึใชภาวะดังกลาวในการแยกสารมัธยนัตรใหบริสุทธิ์ตอไป 
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รูปที่ 4.13 โครมาโทแกรม preparative HPLC ของสารมธัยันตรที่สะสมจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  ที่เวลา 15 ชั่วโมง  โดยใชสารละลายอะซโีตไน
ไตรเขมขน 95 %ในเมธานอลเปนตัวชะ  

 
 

ก. ชุดควบคุมไมเติมฟลูออรีน ข. ชุดทดลองเติมฟลูออรีน 

ก.

ข.
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การทดลองในขั้นตอนตอไปไดแยกสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2  ใหบริสุทธิ์ดวยวิธ ี preparative HPLC กอนนาํไปพิสูจนเอกลักษณและ
ชนิดของสารดวยวธิีทางเคม ี  โดยเมื่อเลี้ยง Sphingomonas sp. P2  ในอาหารเหลว CFMM ที่มี
ฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และยสีตสกัดความเขมขน 0.5 % เปนเวลา 15 ชั่วโมง  นําไป
สกัดสารมัธยนัตรดวยเอทธลิอะซีเทต   จากนัน้นําสารสกัด (crude extract)  ที่ไดมาทาํใหบริสทุธิ์
ดวย  preparative HPLC    โดยสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอลเปนตวัชะ   
เก็บสวนของตวัทาํละลายทีผ่านออกจากคอลัมนของ HPLC ในเวลาที่สารมัธยนัตรปรากฏ peak       
ซึ่งตรงกับคา Rt เทากับ 3.7 นาที    แลวนาํไประเหยตวัทําละลายใหแหงโดยใชเครื่องระเหยสูญญา 
กาศแบบหมนุ  แลววเิคราะหตรวจสอบความบริสทุธิ์ของสารมัธยันตรดวย HPLC และ TLC  ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่4.13 และ 4.14 ตามลําดับ 

 
จากรูปที ่ 4.14  พบวาสามารถแยกสารมธัยันตร Rt 3.7 นาทีที่สะสมจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ใหมีความบริสุทธิ์ยิง่ขึ้น  โดยพบวาภายหลังจากการเกบ็
ลําดับสวนของตัวทาํละลายที่แยกไดโดย preparative HPLC แลวนาํมาวิเคราะหซ้ําดวย HPLC 
พบสารมัธยันตรปรากฏเพียง peak เดียวและมีคา Rt เทากบั 3.7 นาที  แตจากผลการวิเคราะห
ดวย TLC พบสวนของสารมัธยนัตรที่แยกไดนั้นยงัไมบริสุทธิ์  โดยพบจุดของสารมธัยันตร  2 จุด 
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.69 และ 0.55 ซึง่ใหชื่อวาสารมัธยนัตร ก. และ ข. ตามลาํดับ  แสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.14 โครมาโทแกรม preparative HPLC แสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (Rt เทากับ 4.8 คือฟลูออรีน)  
                  ก. สารสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อ     ข. สารมัธยนัตรที่แยกไดโดยวิธ ีpreparative HPLC 
 
 
 
 

ก. 

ข.  
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       ก.         ข. 
 
 
รูปที่ 4.15  โครมาโทแกรม TLC แสดงความบริสทุธิ์ของสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดย Sphingomonas sp. P2  
                  ก. สารสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อ     ข. สารมัธยนัตรที่แยกไดโดยวิธ ีpreparative HPLC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 0.55

0.69

Rf
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4.5  การตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนดวยวธิี TLC และ HPLC 
 
 การตรวจสอบชนิดของสารในเบื้องตนดวย TLC ทําไดโดยการเปรียบเทียบคา Rf ซึ่งเปน
คาเฉพาะตัวของสารแตละชนิดกับคา Rf ของสารมาตรฐาน  โดยการนําสารทีม่ีรายงานวาเปน
สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนไดแก 9-ฟลูออรีนอล 9-ฟลูออรีโนน   2,3-ไดไฮดรอก
ซีไบฟนิล   กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก   และกรดซาลิไซลิก     มาวเิคราะหดวย TLC 
เปรียบเทยีบกบัสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ที่ผานการ
ทําใหบริสุทธิบ์างสวนในขอ 4.4    ผลการทดลองดังแสดงในรูปที ่4.16 และตารางที่ 4.2     พบวา
สารมัธยนัตรทีไ่ดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ซึ่งมีจุดของสารมธั
ยันตร 2 จุด  ไดแกจุดที่มีคา Rf เทากับ 0.69   เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ตรงกับ 
9-ฟลูออรีนอลใหชื่อวาสารมธัยันตร ก    สวนสารมัธยนัตรที่มีคา Rf เทากับ 0.55 ซึ่งใกลเคียงกบั
กรดซาลิไซลิก แตเรืองแสงสเีหลืองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ซึง่ไมพบวาตรงกบัสารมาตรฐานใด
เลยใหชื่อวาสารมัธยนัตร ข ตามลําดับ 
 

  
 
  
 
รูปที่ 4.16   TLC โครมาโทแกรมของสารมธัยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 

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

 

0.75 

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

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 0.55 

0.69 

Rf 

0.83 

0.59 

0.38 
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ตารางที่ 4.2 คา Rf จากการวิเคราะห TLC และลักษณะการเรืองแสงของสารมัธยนัตรจากการยอย
สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความ
ยาวคลืน่ 215-250 นาโนเมตรเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานชนิดตางๆ 

 
สาร การเรืองแสง คา Rf 

สารมัธยนัตร ก มวง 0.69 
สารมัธยนัตร ข เหลือง 0.55 
ฟลูออรีน มวง 0.83 

9-ฟลูออรีนอล มวง 0.69 
9-ฟลูออรีโนน ฟา 0.75 

2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนิล น้ําตาล 0.59 
กรดซาลิไซลิก มวง 0.55 

กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ฟา 0.38 
 
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาสารมธัยนัตร ก ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.69 และเรืองแสงสีมวง
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ซึ่งมีสมบัติเชนเดียวกับกับ 9-ฟลูออรีนอล  ดังนั้นขัน้ตอไปจึงทําการ
วิเคราะหสารมัธยนัตร 1 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลดวยวิธ ีTLC และ HPLC ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.17 และ 4.18 ตามลาํดับ  สวนสารมธัยันตร ข นัน้เมื่อตรวจสอบ
เบื้องตนดวย TLC แลวไมพบวาตรงกบัสารมาตรฐานใดๆ เลย 
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รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรม TLC ของ 9-ฟลูออรีนอล (ก.) เปรียบเทยีบกับสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ข.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข.ก.

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 
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รูปที่ 4.18   HPLC โครมาโทแกรมของ 9-ฟลูออรีนอล (ก.) เปรียบเทยีบกับสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ข.) (ใชสารละลายอะซีโตไนไตร
เขมขน 95 % ในเมทานอล  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอนาที  เปนตวัชะ) 

 
 

ก. 

ข. 
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 จากผลการทดลองในรูปที ่4.16 และ4.17 แสดงใหเหน็วา  สารมัธยนัตรจากการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ซึ่งทําใหบริสทุธิ์บางสวนดวย preparative HPLC มี
ลักษณะสมบตัิในเบื้องตนตรงกับ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งเปนสารทีเ่คยมีรายงานอยางแพรหลายวาเปน
สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียตางๆ  โดยพบวาทัง้สารมาตรฐานและ
สารมัธยนัตรทีแ่ยกไดตางก็มคีา Rf เทากับ 0.69 เมื่อตรวจวิเคราะหดวย TLC      และเมื่อวิเคราะห
ดวย HPLC โดยใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอล  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอ
นาที เปนตัวชะ     เปรียบเทียบระหวาง 9-ฟลูออรีนอล และสารมัธยนัตรที่แยกไดยงัพบวาทั้งสาร
มาตรฐานและสารตัวอยางมคีา retention time ตรงกัน  คือ Rt เทากับ 6.3 นาที ดงัผลการทดลอง
ในรูปที่ 4.17  นอกจากนีเ้มื่อนําสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลผสมกับสารมัธยนัตรที่สกัดแยกได
แลวนําไปวิเคราะหดวย HPLC  พบสารมธัยันตรปรากฏ peak เพียงยอดเดียวซึ่งมีคา Rt เทากบั 
6.3 นาที  และมีพืน้ที่ใตกราฟเพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.17 ก.   ซึ่งเปนโครมาโทแกรม
ของ 9-ฟลูออรีนอลเขมขน 1.0 มก. ตอลิตร  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.18 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.19   โครมาโทแกรม HPLC ของสารผสมระหวาง 9-ฟลูออรีนอลกับสารมัธยันตรจากการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 
95 % ในเมทานอลเปนตวัชะ  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอนาที) 
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4.4 การเติมสารอาหารจากดนิสกัดเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรนีโดย 
Sphingomonas sp. P2 

 
 เนื่องจาก Sphingomonas sp. P2  สามารถเจริญและยอยลสลายฟลูออรีนแบบโคเมตาบอ
ลิสมไดเมื่อเติมยีสตสกัดเปนสับสเตรทในการเจริญ  ในขั้นนี้จึงทดลองเติมสารอาหารที่สกัดจากดิน
แทนการเติมยสีตสกัด  เพื่อทํานายประสทิธิภาพเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนของแบคทีเรียเมื่อ
อยูในแหลงดินที่ปนเปอน โดยเติมสารอาหารที่สกัดจากดินทีม่ีความอุดมสมบูรณ 3 แหลงไดแก  ดิน
บริเวณดานหลังตึกคณิตศาสตร  ดนิบริเวณดานขางตกึพฤกษศาสตร  และดนิสวนผลไม จังหวัด 
ชลบุรี   เจือจางใหมีความเขมขนของดินสกัดในอาหารเหลว CFMM เทากับ 0     0.05     0.1     
0.25    0.5    0.75  และ 1.0 กรัมตอมล. และมีฟลูออรีนเขมขน 100 มก. ตอลิตร เลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย
เปนเวลา 7 วนั  แลวจึงนาํอาหารเหลวมาวิเคราะหปริมาณฟลอูอรีนที่เหลืออยูโดย HPLC ดัง
แสดงผลการทดลองในรูปที ่ 4.20 พบวาเมื่อเติมดินสกัดจากแหลงดินบริเวณดานขางตึก
พฤกษศาสตรเขมขน 0.05 กรัมตอมล. สงผลใหปริมาณของฟลูออรีนในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
ลดลงเหลือ 65.0 มก.ตอลิตร  ในขณะที่ชดุทดลองที่ไมเติมดินสกัด (0 กรัมตอมล.) ปริมาณฟลูออรีน
ลดลงเหลือ 80.7 มก.ตอลิตร   และเมื่อเพิ่มความเขมขนของดินสกัดเปน 0.25 กรัมตอมล. ปริมาณ
ฟลูออรีนในอาหารเหลวลดลงเหลือ 48.1 มก.ตอลิตร  แตพบวาปริมาณฟลูออรีนทีถ่กูยอยสลายคงที่   
แมวาจะเติมดินสกัดเพิ่มข้ึนเปน 1.0 กรัมตอมล.   โดยมีปริมาณฟลอูอรีนในอาหารเหลว CFMM 
เหลืออยู 49.8 มก.ตอลิตร สวนดนิจากแหลงอื่นๆ ใหผลการยอยสลายฟลูออรีนไมแตกตางจากชุด
ควบคุมที่ไมเตมิดินสกัด 
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รูปที่ 4.20  แผนภูมิแสดงปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ที่เตมิสารอาหารสกัดจากดนิ

บริเวณดานขางตึกพฤษศาสตร จุฬา ฯ ความเขมขนตางๆ   หลังจากเลีย้งเชื้อเปนเวลา  
7 วัน 

 
 
 

 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
 

Sphingomonas sp. P2 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากแหลงดินทีป่นเปอนน้าํมนัเครื่อง  
บริเวณอูซอมรถจังหวัดปราจนีบุรี   โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังาน (ณัฐพนัธุ  
ศุภกา, 2542)  และพบวาแบคทีเรียนีย้ังสามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  โดย
จํานวนเซลลของแบคทีเรียเพิ่มข้ึนในระยะแรก  แตในเวลาตอมาจาํนวนเซลลไดลดลง  จงึคาดวา
อาจเปนผลมาจากการสะสมสารมัธยนัตรบางชนิดจากการยอยสลายฟลูออรีนที่อาจมีผลตอการ
เจริญของ Sphingomonas sp. P2  

ในงานวิจัยนี้ไดทดลองขั้นตนโดยเลีย้ง Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลีย้งเชื้อ 
CFMM ที่มฟีลูออรีน 100 มก.ตอลิตร  พบวาแบคทีเรียมีอัตราการเจริญและมีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟลอูอรีนลดลง  อาจเปนผลมาจากการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียซึง่เก็บโดยวิธกีารแชแข็งที่
อุณหภูมิ –70 °ซ  เปนเวลานาน  จึงทําใหความสามารถในการเจรญิและการยอยสลายฟลูออรีน
ของแบคทีเรียนี้มีประสิทธิภาพลดลง 

สัจจะ ธรรมสวางสุข (2544)  ศึกษาการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ไดแก 
Sphingomonas sp. P2 และ Rhizobium sp. CU-A1  ซึ่งมีความสามารถยอยสลายฟแนนทรีน
และอะซีแนพธิลีนไดตามลําดับ   พบวาภายหลงัเก็บรักษา Rhizobium sp. CU-A1 โดยวิธีแชแข็ง
ที่อุณหภูม ิ –70 °ซ เปนเวลา 6 เดือน  สามารถรักษาเซลลแบคทีเรียใหมีชีวิตอยูไดแต
ความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธลิีนของแบคทีเรียลดลง  สวนการเก็บรักษา 
Sphingomonas sp. P2 โดยวิธกีารเดียวกัน  สามารถรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวิตอยูและคง
ความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียนี้ไดในเวลา 4 เดือน  แตเนือ่งจากงานวิจยั
นี้ทาํการทดลองเพยีง 4 เดอืน  ถาเพิม่ระยะเวลาทดลองใหยาวขึน้ อาจพบวาความสามารถในการ
ยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียมีแนวโนมลดลง 

Lang และ Malik (1996) ศึกษาผลของการเก็บรักษาแบคทีเรียกรมัลบ 6 สายพันธุที่มี
ความสามารถในการยอยสลายสารพษิชนดิตางๆ กนั  โดยวิธีทาํใหแหงในสภาพแข็ง (freeze-
dried หรือ lyophilization) ทั้งในภาวะที่เติมและไมเติมสารปองกนัเซลล (protective agent)   
และวิธ ี liquid-dried (การดึงน้ําออกจากสารละลายเซลลในสภาพเหลวแตไมผานภาวะแชแข็ง)      
พบวาภายหลงัการเก็บรักษาเปนเวลา 1 ป  ทั้งสามวธิลีวนสงผลทาํใหการมชีีวิตและความสามารถ
ของแบคทีเรียในการยอยสลายสารพิษลดลงแตกตางกัน   รวมทั้งเมื่อทดลองสกดัพลาสมิดของ
แบคทีเรียเหลานีพ้บการสูญเสียพลาสมิดของแบคทีเรียภายหลังเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียดวย 



                                                                                                                                        

 

64

 

ดังนัน้จะเห็นไดวาการเก็บรักษาแบคทเีรียโดยวิธีแชแข็งที่อุณหภูม ิ –70 °ซ เปนวิธทีี่
สามารถเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวติอยูไดนาน แตอาจจะไมสามารถเก็บรักษาความสามารถ
ในการยอยสลาย PAHs เปนเวลานานก็ได  จงึอาจสงผลให Sphingomonas sp. P2 ซึ่งผานการ
เก็บรักษาดวยวิธีนีม้ีประสิทธิภาพการยอยสลายฟลูออรีนตางไปจากเดิม 

ถึงแมวา Sphingomonas sp. P2  ยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงเล็กนอย    แตพบการ
เปลี่ยนแปลงที่บงชี้ถึงการยอยสลายคือมีสารมัธยันตรสีเหลืองสะสมอยูชั่วคราวในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ซึ่งสีเหลืองที่เกิดขึ้นมักเปนลักษณะของการแตกวงแบบเมตาของสารอะโรมาติก (Grifoll 
และคณะ, 1995)  และสารมัธยันตรสีเหลืองที่เกิดขึ้นดูดกลืนแสงสงูสุด (λmax) ที่ความยาวคลื่น
ในชวง 450-460 นาโนเมตร  จึงไมสามารถวัดปริมาณสารดังกลาวโดยใช HPLC ที่ติดตั้งความยาว
คลื่นตรวจสอบไวที่ 275 นาโนเมตรได  แตเมื่อเปรียบเทียบลักษณะการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่นตางๆ (absorption spectrum) ของสารมัธยันตรนี้พบวาใกลเคียงกับสารมัธยันตรที่รายงานไว
ดังนี้ 

 Foght    และ Westlake (1988)    พบสารที่มีคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 460 
นาโนเมตรในสวนน้ําใสที่ไดจากการบม Pseudomonas sp. HL7b  รวมกับฟลูออรีนในอาหาร
เลี้ยงชื้อเหลว  

นอกจากนีย้ังเคยมีรายงานโดย Grifoll และคณะ (1995)  ซึ่งพบสารมธัยันตรสีเหลืองจาก
การยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 มีคาการดูดกลนืแสงสูงสุดที่ความ
ยาวคลืน่ 462 นาโนเมตร  คณะผูวิจัยพยายามแยกสารมัธยนัตรนี้แตไมประสบผลสําเร็จเนื่องจาก
โครงสรางทางเคมีของสารไมคงตัว และไมสามารถวัดปริมาณสารดังกลาวโดยใช HPLC 
(ตรวจสอบที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) 
 แตอยางไรก็ตามจากการวิเคราะห HPLC ยังพบสารมัธยันตรอีกชนิดหนึง่ (Rt เทากับ 3.2 
นาท)ี  ซึ่งระยะเวลาและปริมาณของสารที่เกิดขึน้ ไมสอดคลองกบัสารมัธยนัตรสีเหลืองที่กลาว
กอนหนานี้  จึงไมนาจะเปนสารชนิดเดียวกนั  รวมทั้งสารมัธยนัตรที่พบมีปริมาณนอยมากเมือ่
เทียบสัดสวนกับฟลูออรีนทีย่ังเหลืออยูในอาหารเหลว CFMM ทาํใหไมเพียงพอตอการแยกและ
พิสูจนเอกลักษณสารมัธยนัตรที่ไดจากการทดลองในขั้นนี ้
 วิธีการหนึ่งที่สงเสริมการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียคือการใชตัวชกันําเพื่อกระตุนการ
เจริญของแบคทีเรียยอยสลาย PAHs และชักนาํใหสาร PAHs ถูกเมแทบอไลท (Chen และ 
Aitken, 1999)    โดยเฉพาะการเติมแหลงคารบอนที่สามารถยอยสลายไดงายอาจกระตุนการยอย
สลายสารเคมอัีนตรายได (Shimp และ Pfaender, 1985) ดังนัน้ในการทดลองขั้นตอไปจึงเติม
สารอาหารที่คาดวา Sphingomonas sp. P2  สามารถใชเปนสับสเตรทในการเจริญได   
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Lehtomake และ Niemela (1975) อางถึงโดย Dibble และ Bartha (1979) เตมิยีสตที่
เหลือจากการหมักเบยีรเพื่อใชกระตุนการยอยสลายน้าํมันในดนิที่ปนเปอนแบบโคเมแทบอลิซึม    

Grifoll และคณะ (1992) ใชอาหาร mineral salt medium (MSM) ที่เติมยีสตสกดัในการ
คัดแยกแบคทีเรียยอยสลายฟลูออรีน เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย และทดแทนสารอาหารที่แบคทีเรีย
ตองการเพื่อการเจริญ  แตในเวลาตอมาพบวา Arthrobacter sp.F101 ตองการวิตามินบี 12 เปน
ปจจัยสําคัญในการเจริญ (growth factor)  และผูวจิัยตองการวิเคราะหการเจรญิและการยอย
สลายฟลูออรีนของ Arthrobacter sp.F101 เมื่อมีสารนี้เปนแหลงคารบอนและพลงังานเพียงแหลง
เดียว   จงึเปลีย่นมาเติมวิตามินบี 12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแทนยีสตสกัด 

ในงานวิจัยนี้พบวาเมื่อเติมยีสตสกัดซึ่งเปนสารอินทรียที่มักใชเปนสารอาหารเพื่อการ
เจริญสําหรับแบคทีเรียทั่วไป  พบวานอกจาก Sphingomonas sp. P2  สามารถใชยีสตสกัดเปน
สับสเตรทในการเจริญไดแลวยังสงผลใหปริมาณฟลูออรีนลดลงจนตรวจไมพบดวย HPLC และทํา
ใหปริมาณสารมัธยันตรที่มี Rt เทากับ 3.2 มีปริมาณเพิ่มข้ึนดวย  เนื่องจากยีสตสกัดประกอบดวย
แหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ  โดยมีปริมาณโปรตีนสูงถงึ 73-75 %  รวมถึงวิตามินและแรธาตุซึ่งมี
ปริมาณแตกตางกันขึ้นกับข้ันตอนการผลิต    และภายในเซลลยีสตยังมีกรดไรโบนิวคลีอิก 
(ribonucleic acid, RNA) ปริมาณสูง (6-8 %)   ในบางสายพันธุอาจมีปริมาณสูงถึง 13 % 
(Sommer, 1996)         จะเห็นไดวายีสตสกัดมีสารอาหารหลากหลายชนิดซึ่งครอบคลุมชนิดของ
สารที่จําเปนตอการเจรญิของแบคทีเรีย  จึงเหมาะสําหรับใชเปนแหลงอาหารสําหรับการเจริญของ
จุลินทรีย  

จากรูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. P2  ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 
0.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) การเจริญของแบคทีเรียไมแตกตางกันทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุม
ที่เติมและไมเติมฟลูออรีนตามลําดับ  จึงแสดงใหเห็นวา  Sphingomonas sp. P2 ใชยีสตสกัดเปน
สับสเตรทในการเจริญเพียงอยางเดียว และยอยสลายฟลูออรีนโดยการเปลี่ยนโครงสราง 
(biotransformation) เปนสารชนิดอื่น จึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียนี้ไมสามารถยอยสลายฟลูออรีน
อยางสมบูรณ (mineralization) จนสมารถสรางการเจริญของเซลลได  

นอกจากการเติมยีสตสกัดแลวยังมีการเตมิสารอินทรียอ่ืนๆ เพื่อสงเสริมการเจริญและการ
ยอยสลายสารพิษตางๆ โดยแบคทีเรียดวย 

Stringfellow และ Aitken  (1995)   พบการยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึม
รวมกับเปปโตนโดย Pseudomonas stutzeri P16 โดยทําใหสีของอาหารเหลวเปลีย่นเปนสีเหลือง
ใส  และพบสารมัธยนัตรจากการวเิคราะห HPLC สองชนิดคือ 9-ฟลอูอรีนอล  และ 9-ฟลูออรีโนน   
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Yuan และคณะ (2000) พบวาการเติมแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรียไดแก ยีสตสกัด  
อะซีเตท  กลูโคส  และไพรูเวท  (50 มก.ตอลิตร) ทําใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรนีในดิน
ตะกอนจากแมน้ําเพิ่มข้ึน     
 จะเห็นไดวาเมื่อเติมสารอินทรียตางๆ รวมกับสาร PAHs มีผลทําใหการยอยสลายโดย
แบคทีเรียเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ  และสารที่กลาวมาลวนเปนสารที่จุลินทรียสามารถนําไปใช
เปนแหลงคารบอนในการเจริญไดงายกวาการใชสาร PAHs ซึ่งมีโครงสรางและระบบเอนไซมที่ใช
ในการยอยสลายซับซอนกวา  โดยไมเกิดผลยับยั้งการยอยสลายสาร PAHs  แตการเติม
สารอินทรียในการบําบัดทางชีวภาพอาจไมใหผลดีเสมอไป     Piehler และ Paerl (1996) พบวา
เมื่อเติมแมนนิทอลทําใหยอยสลายเชื้อเพลิงดีเซลไดลดลง  เนื่องจากแมนนิทอลอาจเปนแหลง
คารบอนและพลังงานที่จุลินทรียใชในการเจริญไดงายกวา   

การเติมสารอนิทรียโดยเฉพาะการเติมปริมาณมากอาจมีผลยับยัง้การยอยสลายเนือ่งจาก
จุลินทรียเลือกใชแหลงคารบอนที่ใชในการเจริญไดงายกอน  และเมื่อแหลงคารบอนนัน้หมดไป  
แบคทีเรียจึงหนัมาใชแหลงคารบอนทีม่ีโครงสรางซับซอนยากแกการยอยสลาย  ทาํใหเกิดการยอย
สลายสารเปนลําดับ (sequential degradation) (Molina และคณะ, 1999)  

การเติมสารคารบอนเพื่อใชเปนสับสเตรทชนิดที่สองอาจสงเสริมหรือยับยั้งการยอยสลาย
สารพิษตางๆ ขึ้นกับความสัมพันธของสารที่เติมกับสารที่ตองการบาํบัด  รวมทัง้กลไกในการยอย
สลายดวย (Schmidt และ Alexander, 1985) 

การยอยสลาย PAHs แบบโคเมแทบอลิซมึรวมกับสาร PAHs ดวยกันเอง  มีรายงาน
แพรหลายวาเกิดจากเอนไซมที่ใชยอยสลาย PAHs ที่ผลิตโดยแบคทีเรีย มักจะสามารถยอยสลาย 
PAHs ไดหลายชนิด (broad substrate range)  (Stringfellow และ Aitken,  1995)    แตกลไก
การยอยสลาย PAHs รวมกับสารอาหารอินทรียอ่ืนที่ไมใชสารกลุม PAHs แลวทําใหสาร PAHs 
ถูกเมแทบอไลทตอไปไดนั้นยังไมมีรายงานที่ชัดเจน  แตในงานวิจัยนี้อาจสันนิษฐานไดวา 
Sphingomonas sp. P2  ยอยสลายฟลูออรีนรวมกับยสีตสกัดโดย 
1. เดิม Sphingomonas sp. P2  สามารถผลิตโมโนออกซีจิเนสเปนเอนไซมเร่ิมแรก (initial 
enzyme) ที่เปลี่ยนฟลูออรีนไปเปนสารอื่น        ซึ่งพบไดในแบคทีเรียยอยสลายฟลูออรีนเชน 
Arthrobacter sp. F101 (Casellas และคณะ, 1997)   และ Pseudomonas sp. F274  (Grifoll 
และคณะ, 1994) เปนตน  เอนไซมดังกลาวทําหนาที่เติมออกซิเจนแกวงไซโคลเพนธีนของ
ฟลูออรีนทําใหเปลี่ยนฟลูออรีนเปน 9-ฟลูออรีนอลได  แตเนื่องจาก Sphingomonas sp. P2  มี
ปริมาณเซลลที่จํากัดจึงมีเอนไซมผลิตขึ้นเพียงเล็กนอย  ทําใหฟลูออรีนในอาหรเหลวถูกเปลี่ยนไป
บางสวน  เมื่อเติมยีสตสกัดทําใหแบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนเซลลได  ปริมาณโมโนออกซีจิเน
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สจึงเพิ่มข้ึนดวยซึ่งสงผลใหฟลูออรีนถูกเปลี่ยนรูปไปไดมากขึ้น จนตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว 
2. ภายในองคประกอบของยีสตสกัดมีกรดอะมิโนหลายชนิดที่มโีครงสรางเปนวงอะโรมาติก
ไดแก ฟนิลอะลานนี   ไทโรซีน   และทริปโตเฟน รวมทั้งกรดไรโบนิวคลีอิกสารเหลานี้มโีครงสราง
เปนวงคลายกบัสาร PAHs อาจชักนําใหผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลาย PAHs ได  โดยเอนไซม
ที่ถูกชกันาํใหสรางขึ้นคือไดออกซีจิเนสซึง่มีความจาํเพาะต่ําสามารถเรงปฏิกิริยาที่ใกลเคียงกันได
หลายชนิด (Stringfellow และ Aitken,  1995) ในงานวิจัยนี้ยีสตสกดัอาจชักนาํให 
Sphingomonas sp. P2  ผลิตไดออกซีจิเนสที่สามารถเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนซึง่
เปนสารมธัยนัตรที่เกิดขึ้นภายหลงัจากสาร 9-ฟลูออรีนอลถูกดึงไฮโดรเจนออก           โดยเปลี่ยน 
9-ฟลูออรีโนนเปน 1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-
fluorenone) และถูกยอยสลายตอไป 
 จากการเติมยสีตสกัดในงานวิจยันี้มีผลทาํใหปริมาณฟลูออรีนลดลงและทําใหปริมาณ
สารมัธยนัตรจากการวิเคราะห HPLC มีปริมาณเพิม่ข้ึนดวย  ผลการทาํสารมัธยนัตรใหบริสุทธิ์และ
การวิเคราะหทางเคมีพบวาเมื่อ Sphingomonas sp. P2 ยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซมึ
รวมกับยีสตสกัดทําใหมีการสะสมสารมัธยันตรจากการยอยสลายดังกลาวอยูชั่วคราว และไมมีผล
ทําใหจํานวนเซลลแบคทีเรียลดลงแตอยางใด   สารมัธยนัตรที่แยกไดคือ            9-ฟลูออรีนอลซึง่
มีรายงานวาเปนสารมัธยันตรตัวแรกที่พบในการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆ  
 Grifoll และคณะ (1994) ไดเสนอวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. 
F274  พบแบคทีเรียนี้อาศยักิจกรรมของเอนไซมไดออกซีจิเนสเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนเปน 1,1เอ-
ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone) แลวจึงมีการ
เปดวงไซโคลเพนธนี    และยอยสลายตามวถิีการยอยสลายไบฟนิล (biphenyl) ตอไปจนได
ผลิตภณัฑเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดโปรโตคาทีคอิูก (protocatechuic acid) 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 5.1 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994) 

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

 
แตในงานวิจยันี้ไมสามารถแยก 9-ฟลูออรีโนน และสารมัธยนัตรอ่ืนๆ ที่ถกูยอยสลายตอ

จากฟลูออรีโนน  จงึยงัไมสามารถสรุปไดวาฟลูออรีนถกูยอยสลายผาน 9-ฟลูออรีนอล  แลวดึง
ไฮโดรเจนออกกลายเปน 9- ฟลูออรีโนน  และยอยสลายตอไปตามวิถนีี้  รวมทั้งการพบสารมัธ
ยันตรสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM ซึ่งเปนลักษณะของการแตกวงเบนซีนแบบเมตา  การยอย
สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  จึงอาจเกดิโดยอาศัยแนวทางอื่นไดเชนกนั 

Grifoll และคณะ (1992) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย Arthrobacter sp. F101 (Casellas 
และคณะ, 1997)สามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานในการเจริญได   และพบ
สารมัธยนัตรสีเหลืองในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM  จึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Arthrobacter sp. F101 อีกวิถหีนึง่โดยฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางเปน 3,4-ไดไฮโดรคูมา
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ริน  (3,4-dihydrocoumarin) ซึ่งเกิดจากการแตกวงเบนซีนที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 ของ
ฟลูออรีน  โดยวิถีนีเ้ปนวิถทีีท่ําใหเกิดการเพิ่มจํานวนเซลล        

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวาในระหวางการเจรญิของ Pseudomonas cepacia 
F297 โดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    ตรวจพบสารมัธยนัตรทีท่ําใหอาหาร
เลี้ยงเชื้อเปลีย่นจากไมมีสีเปนสีเหลืองซึง่สะสมอยูในอาหารเหลวเพียงชั่วคราว  แตสารสีเหลืองที่
เกิดขึ้นตรวจไมพบเมื่อวิเคราะหโดย HPLC แตผูวิจัยตรวจพบสารมัธยันตรอ่ืนๆ หลายชนิดและพบ
สารชนิดใหมที่สําคัญคือ 1-อินดาโนน (1-indanone)  ซึ่งเกิดจากกลไกการยอยสลายที่คลายกับ
วิถีการยอยสลายแนพธาลีน (naphthalene)  คือมีการเติมหมูออกซิเจนเขาที่วงเบนซีนในตําแหนง
คารบอนที่ 3 และ 4  แลวจงึเกิดการแตกวงและปลดปลอยไพรูเวท (pyruvate)  วถิีการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 แสดงดังรูปที่ 2.3 ในวารสารปริทัศน 

Casellas และคณะ (1997) พบสารมธัยนัตรชนิดใหมที่สนับสนุนการนําเสนอวิถกีารยอย
สลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 ยอยสลายฟลูออรีนโดยเริ่มจากการเติมหมูออกซิเจน
โดยเอนไซมไดออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4  ทําใหมีการแตกวงแบบเมตา    แลวจงึ
เกิดอัลโดเลส (aldolase) เปลี่ยนเปนฟอรมิล อินดาโนน (formyl indanone)   ซึ่งเปนวถิีที่
แบคทีเรียใชในการเจริญ  วถิีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 ดังรูปที่ 5.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 5.2 วิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101โดยเริ่มจากการเติมหมูออกซิเจน

ที่คารบอนตําแหนงที ่3 และ 4 (Casellas และคณะ, 1997) 
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ในงานวิจัยนี ้ Sphingomonas sp. P2  อาจยอยสลายฟลูออรีนโดยเติมออกซิเจนที่
คารบอนตําแหนงที ่ 9 ของฟลูออรีน  ทําใหมีการสะสม 9-ฟลูออรีนอล และตอมาถูกดึงไฮโดรเจน
ออกกลายเปน 9-ฟลูออรีโนน  ซึ่งอาจถกูยอยสลายตอไปโดยอาศัยกลไกที่เหมือนกับ 
Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994)   คือเอนไซมไดออกซีจิเนสเติมออกซิเจนแก 
9-ฟลูออรีโนนกลายเปน 1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน จึงทําใหวงไซโคลเพนธี
นเปดออกแลวยอยสลายตามวิถีการสลายไบฟนิลจนไดผลิตภัณฑเปนกรดพธาลิกและกรดโปรโต
คาทีคูอิก  ซึง่จะถูกยอยสลายตอไปในที่สดุ 

ในการทดลองเติมสารอาหารจากดินสกัดตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 
sp. P2 พบวาสารอาหารในดินบริเวณดานขางตึกพฤกษศาสตรมีผลทําใหปริมาณฟลูออรีนใน
อาหารเหลว CFMM ลดลง 40 %    เมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติมสารจากดินสกัด อาจเปนเพราะในดนิ
สกัดมีสารอาหารเชน กรดอะมิโน วิตามนิ หรือแรธาตุตางๆ ที่เกิดจากการทับถมของซากพืชซาก
สัตว  ซึ่ง Sphingomonas sp. P2 สามารถในไปใชในการเจริญได และสารตางๆ เหลานี้อาจชักนาํ
ใหแบคทีเรียผลิตเอนไซมยอยสลาย PAHs ไดดวย  สวนดินบริเวณอื่นๆ อาจมีปริมาณธาตุอาหารที่
จุลินทรียสามารถนาํไปใชไดเจือจางกวา  จึงไมมีผลตอการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียนี ้
 การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณของดินสกัด
ในอาหารเหลว CFMM     แตพบวาเมื่อเพิ่มปริมาณสารจนถึงระดับหนึ่งฟลูออรีนทีถู่กยอยสลายก็
มิไดเพิ่มข้ึนแตอยางใด          คาดวาเปนเพราะในสารสกัดจากดนิอาจมีสารหลายชนิดผสมกนัอยู
แตปริมาณธาตุอาหารที่จุลนิทรียสามารถนําไปใชไดมีอยูจํากัด ถงึแมวาจะเพิ่มปริมาณของดินที่
นํามาสกัดแตปริมาณของสารอาหารที่จุลินทรียนํามาใชไดอาจไมเพิ่มข้ึน 

แตเมื่อเปรียบเทียบผลการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 รวมกบัยีสต
สกัดและสารอาหารจากดนิสกัดแลวพบวา สารอาหารจากยีสตสกัดสงผลใหการยอยสลาย
ฟลูออรีนเกิดไดอยางรวดเรว็และมีประสิทธิภาพกวาการเติมสารอาหารจากดินสกัด อาจเปนเพราะ
ยีสตสกัดเปนแหลงที่อุดมไปดวยสารอาหารที่จุลนิทรียสามารถนําไปใชไดงาย  และประกอบดวย
สารอาหารที่เขมขนกวา  สวนสารอาหารจากดินสกัดนัน้อาจจะเจือจางกวาทําใหจลิุนทรียนําไปใช
ไดในปริมาณนอย   



บทที่ 6 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 

6.1 กอนนําเชื้อแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ที่เกบ็รักษาโดยวิธแีชแข็ง– 70 °ซ มาใชใน
การวิจยั  ควรตรวจสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs  วายงัมีประสิทธิภาพหรือไม  และ
ควรหาวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวติอยูไดนาน และรักษา
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ใหคงที่มากที่สุด 

6.2 กอนเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเพื่อใชในการทดลองควรเลี้ยง Sphingomonas sp. 
P2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟลูออรีน  และถายเชื้อสูอาหารใหมอยางนอย 2-3 คร้ัง  
เพื่อใหแบคทเีรียปรับตัวจนคุนเคยกับสารฟลูออรีน  จะทาํใหประสิทธิภาพการยอยลายฟลูออรีน
คงที่เทากันทุกครั้งกอนนําไปใชในการทดลอง 

6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตรดวย TLC และวิธี HPLC พบวาสารมัธยันตรหลายชนิด
ที่เกิดขึ้นมีคา Rf  และ คา Rt ใกลเคียงกันมากซึ่งยากตอการจําแนกวาเปนสารชนิดใด และ
ประสิทธิภาพการแยกสารมัธยันตรอาจไมสมบูรณ     อาจทําการปรับเปล่ียนระบบตัวทําละลายที่
ใชในการชะใหเหมาะสม  

6.4 ควรจะทาํการสกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของสารมธัยันตรชนิดอื่นๆ ที่สะสม
จากการยอยสลายฟลูออรีนเพิ่มเติม  เพื่อพิสูจนวา Sphingomonas sp. P2 ยอยสลายฟลูออรีน
โดยผาน 9-ฟลูออรีนอลแลวสารนีถู้กยอยสลายตอไปโดยเชนเดียวกบัวิถีการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994)      หรืออาจยอยสลายฟลูออรีนผาน 
3,4-ไดไฮดรอกซีฟลูออรีน หรือ1,2-ไดไฮดรอกซีฟลูออรีน  แตในขณะเดียวกนักส็ามารถออกซไิดส 
ฟลูออรีนผาน 9-ฟลูออรีนอลดวย เพื่อใชรักษาสมดุลไพรูเวทเชนเดียวกบั Pseudomonas cepacia 
F297 (Grifoll และคณะ, 1995) 
 6.5 ควรวิเคราะหองคประกอบและปริมาณสารอาหารในแหลงดนิทีน่ํามาทดสอบการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2    เพื่อใหทราบวาสารอาหารใดในแหลงดนิทีม่ี
บทบาทตอการยอยลายฟลอูอรีน รวมถึงทราบแนวทางในการยอยสลายฟลอูอรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 เมือ่อยูในแหลงดินที่มกีารปนเปอน PAHs  
 6.6 ควรติดตามสารมัธยนัตรจากการวเิคราะห TLC เพิ่มเติมหลังจาก 15 ชม. เพื่อให
ทราบชนิดของสารมัธยนัตรอ่ืนๆ เพิ่มข้ึน เพื่อสามารถทาํนายวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 ไดชัดเจนยิง่ขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

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

 
 ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ในสวนของสารละลายสามชนดิหลงัทาํ
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตต
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM แตละลายแบคโตอะการ  
15 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในสารสามชนิดแรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสาร
สามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย  
 

เตรียมอาหารดวยวิธเีชนเดียวกับการเตรยีมอาหารเหลว CFMM แตเติมโซเดียมเบนโซเอท  
1 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในสารสามชนิดแรกกอนนาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  แลวจึงเตมิสารสามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลว
กอนนําไปใช 
 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน       10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต         5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด         5.0 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุนผง 15 
กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. สารละลายฟลูออรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (Fluorene in DMSO solution) 
 

ชั่งฟลูออรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซลัฟอกไซดปริมาตร1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนฟลูออรีนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาด
รูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เกบ็รักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน
อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
2. สารละลายมาตรฐานของ PAHs และอนุพันธชนิดตางๆ ในเมทธานอล 

 
ชั่งสารฟลูออรีน  9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน  2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนิล  กรดซาลิไซลิก  

และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธานอล
ปริมาตร 10 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร        เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 
–20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และ HPLC 
 
3. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

 
ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
 

4. กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน
เวลา 20 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 2 คร้ัง 
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5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 
 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 90 มล. ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้าํกลั่น 

 
6. สารละลายเมธานอลเขมขน 80 %ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 

กรองเมธานอล 100 %ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัด
อากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอล 100 %ปริมาตร 80 มล. กับน้ํา
กลั่นที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียง
ความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 
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รูปที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกบัพื้นที่ใตกราฟ ที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี 
HPLC 

 
ความเขมขนของฟลูออรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธ ี HPLC 

มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี ้
 

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

 
รูปที่ ง.1 แมสสเปกตรัมของสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2(
ก.)   เปรียบเทยีบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐาน 9- ฟลูออรีนอล (ข.) 
 

ข.

ก.
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาวธัญญรัตน  ชํานาญกิจ  เกิดเมื่อวันที ่ 30 มกราคม พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัด
นครราชสีมา    สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต     สาขาจุลชีววทิยา    ภาควิชา
จุลชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวทิยาลัยบูรพา ในปการศึกษา 2542 และเขารับการศึกษาตอ
ในระดับปริญญามหาบัณฑติ  สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควชิาจุลชีววิทยา               
คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศกึษา 2543 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 วารสารปริทัศน์
	บทที่ 3 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินการวิจัย
	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	บทที่ 5 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง
	บทที่ 6 ข้อเสนอแนะงานวิจัย
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

