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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

มลพิษทางอากาศเปนปญหาสําคัญอยางหนึง่ของประเทศไทย สาเหตุสําคัญอยางหนึง่คือ 

พอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) ที่ปนเปอน

ในอากาศ ซึง่เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงในรถยนต ซึง่ PAHs หลายชนิดมี

รายงานวาเปนสารกอมะเรง็และสารกอใหเกิดการกลายพนัธุ ดงังานวิจยัของ Ruchirawat และ

คณะ (2006) ที่พบวาเด็กที่อาศยัอยูในเขตกรุงเทพมหานครมีความเสี่ยงทีจ่ะเปนมะเรง็ปอด 

เนื่องจาก PAHs ที่ปนเปอนในอากาศสูงกวาในเขตชานเมือง สอดคลองกับงานวิจยัของ 

Tuntawiroon และคณะ (2007) ที่พบวาและเด็กนกัเรียนในเขตเมืองมีปริมาณ PAHs ที่จับกับเมด็

เลือดขาวสูงเดก็ในเขตชานเมือง จากการศึกษามลพิษในประเทศไทยพบวาบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนน เปนแหลงผลิตและสะสม PAHs   โดย Chang และคณะ 

(2006) พบวา PAHs มีการปนเปอนทัง้ในอากาศและเกาะติดกับอนภุาคตางๆ โดยบริเวณถนน

พหลโยธนิมีการปนเปอนของเบนโซ[จี,เอช,ไอ]พิริลีน และโคโรนนี และมีรายงานการปนเปอนของ 

PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลนี, อะซีแนพธลีิน และอะซีแนพธนี จะพบระเหยอยูใน

อากาศ Boonyatumanond และคณะ (2007) พบ PAHs ปริมาณมากที่สุดในเขมาดําจาก

ยานพาหนะทีใ่ชน้ํามนัเบนซนิ  (2600 ± 2900 ไมโครกรัม/กรัม) รองลงมาคือในเขมาดําจาก

ยานพาหนะทีใ่ชน้ํามนัดีเซล (115 ± 245 ไมโครกรัม/กรัม) และในฝุนละอองในอากาศบริเวณทอง

ถนน (101 ± 35 ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ นอกจากนี้ยงัพบ PAHs สะสมในเครื่องยนต ยางลอ

รถ ยางถนน โดยพืชที่ปลูกบริเวณริมถนนก็มีโอกาสจะพบการสะสมของ PAHs ที่ใบได โดย

การศึกษาของ Nicola และคณะ (2007) พบวาตน Quercus ilex L. ที่ปลูกในเมืองใหญทีม่ี

การจราจรหนาแนน มีการสะสม PAHs หลายชนิดทีใ่บในปริมาณมากกวาตนไมที่ปลูกในบริเวณ

ชานเมือง และการศึกษาของ Wang และคณะ (2008) พบวามี PAHs ตกคางในใบไม 6 ชนิดที่

ปลูกบริเวณริมถนน  และพบวาตนพืชจะสามารถดูดซมึ PAHs ในอากาศได 2 แบบ คอื ดูดซึมโดย

แวกซที่ผิวใบและดูดซึมโดยเซลลพืช 

ในขณะเดียวกนั มีการศึกษาพบวาใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัย (phyllospere) ของจุลินทรีย

หลายชนิด  เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย โปรโตซัว และนีมาโทด โดยพบวาแบคทีเรียมีปริมาณ

มากที่สุดทัง้ชนิดและจํานวน ถึง 106-107 เซลล/ตารางเซนติเมตร และอาจพบถึง 108 เซลล/กรัม 

(Steven และคณะ, 2003) จากรายงานของ Yang และคณะ (2001) ที่ศึกษากลุมแบคทีเรียบน

ใบไมดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) พบวากลุมแบคทีเรียจะ
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คลายคลึงกนัในพืชชนิดเดียวกัน แตจะแตกตางกันในพชืตางชนิดกัน และกลุมแบคทีเรียบนใบไมมี

ความซับซอนสูง โดย Yadav และคณะ (2005) พบวากลุมแบคทีเรียบนใบไมในแถบเมดิเตอรเร

เนียน จะมีความสัมพันธเชิงบวกกับปริมาณขนที่ผิวใบ ปริมาณน้าํและฟอสฟอรัส ในขณะเดียวกนั

ก็มีความสัมพนัธเชงิลบกับปริมาณสารฟนอลิกที่ขับออกมาที่ผิวใบและความหนาของใบ และ

พบวาบนใบไมมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่จาํกดั แตแบคทีเรียบนใบไมก็สามารถไดแหลง

อาหารจากที่อ่ืนมาทดแทน ไดแก ละอองเรณู น้าํหวาน หรือบรรยากาศ เชน สารอินทรียที่มาสะสม

ที่ใบ 

จากการศึกษาที่ผานมา พบวาแบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ได เชน 

Mycobacterium, Sphingomonas, Terrabacter, Rhodococcus, Methylobacterium, 

Rhizobium,  Pseudomonas, Comamonas, Rhodococcus, Streptomyces, Burkholderia, 

Cycloclasticus, Rhodococcus, Flavobacterium, Arthrobacter, Neptunomonas, 

Stenotrophomonas, Alcaligenes, Acinetobacter  เปนตน (Juhasz และคณะ, 2000) ซึ่งสวน

ใหญเปนแบคทีเรียในดนิหรอืน้ําที่มีการปนเปอน PAHs  ในขณะเดียวกนัก็มกีารรายงานวา พืช

และแบคทีเรียหลายชนิดมกีจิกรรมรวมกนัแลวทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAH ไดดีข้ึน เชน 

Kuiper และคณะ (2004) พบวาการบําบดั PAHs ในดนิดวยพืชหลายชนิด จะมีประสิทธิภาพดีข้ึน

เมื่อมีการเติมแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ลงไป และจาก Gao และคณะ (2006) พบวาตนขาวที่

ปลูกในนาขาวที่มีการปนเปอนของ PAH  เมื่อเติมเชื้อ Acinetobacter sp. จะสามารถกําจัดฟแน

นทรนีไดถึง 86-87% ใน 40 วัน โดยชุดควบคุมที่ไมไดเติมเชื้อสามารถกําจัด        ฟแนนทรีนได

เพียง 70-78% ใน 80 วัน  

การศึกษาเกี่ยวกับการนาํแบคทีเรียที่อาศยัรวมกับตนพชื เพื่อการบําบัดสารมลพิษใน

อากาศเริ่มเปนที่สนใจมากขึ้น โดย Orwell และคณะ (2004) พบวาแบคทีเรียในดินในกระถางที่

ปลูกตนไม มบีทบาทในการกําจัดเบนซนีในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั สวนการศึกษาของ 

De Kempeneer และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองพนเชื้อ Pseudomonas putida TVA8 บนตน 

Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ ในระบบปด พบวาสามารถกําจัดโทลอีูนได 95% ใน

ระยะเวลาเพียง  27 ชั่วโมง และจากการศึกษาของ Sandhu และคณะ (2007) ที่ทาํการทดลองพน

แบคทีเรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอล

ในอากาศสลายไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดไดมากถึงแปดเทาเมื่อเทียบตนพืชที่ไมไดรับการพน

เชื้อ และพบวาตนถั่วและขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณสารอินทรียในอากาศสูง ใบถั่วและ

ขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพดที่ผานการฆาเชื้อจุลินทรยี 

แสดงวาจุลินทรียทีม่ีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลได  
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การศึกษาเกี่ยวกับการบําบดั PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบไมในปจจุบนั มีเพียง

งานวิจยัเกีย่วกับการยอยสลายฟแนนทรนีที่ตกสะสมบนใบไม เชน Waight (2005) พบวา

แบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทยสามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

และจําแนกไดวาเปนเชื้อในกลุม Pseudomonas, Microbacterium, Rhizobium และ 

Deinococcus  การศึกษาตอมาโดย นุชนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) พบวาจาํนวนแบคทีเรียที่ยอย

สลายฟแนนทรีนบนใบไม มคีาแตกตางกนัตามชนิดของไมประดับ ในขณะเดียวกนัพบวาใบโมกมี

จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรีนมากที่สุด นอกจากนี้พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ฟแนนทรนีสูงขึ้น ตามจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรนีทีพ่บบนใบ ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจ

ที่จะศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกเพิม่เตมิ โดยเจาะจงทีก่ารยอยสลาย PAHs ใน

อากาศชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ซึง่เปน PAHs ที่มี

รายงานวาปนเปอนในอากาศ ซึ่งพบไดทั้งอากาศภายตัวอาคาร (indoor air)และอากาศภายนอก

ตัวอาคาร (outdoor air) ซึ่งรายงานโดย Liu และคณะ (2001) 

 
วัตถุประสงค  
 เพื่อศึกษาหาประสิทธิภาพและจําแนกชนิดของแบคทีเรียบนใบโมก (Wrightia religiosa) 

ที่เกีย่วของกับการกําจัด PAHsในอากาศ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนท

รีน และหาความสัมพันธระหวางการลดลงของ PAHs โดยการยอยสลายของแบคทีเรียบนตนโมก 

กับปุยพชืทีพ่นใหทางใบ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

 ทราบชนิดและประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถกําจัด PAHs ชนดิตางๆที่

ปนเปอนในอากาศได และทราบประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบโมก

เมื่อไดรับปุยของพืชโดยการพนผานทางใบ 
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บทที่  2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) เปนกลุมสารเคมีที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบไปดวยวงเบนซีน ตั้งแต 2 

วงเชื่อมตอกัน สารประกอบ PAHs ประกอบดวยสารที่มีโครงสรางหลักแตกตางกัน 35 ชนิด จาก

รายงานของสํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 

Protection Agency, EPA) ไดกําหนดใหสารประกอบ PAHs 16 ชนิด เปนสารพิษอันตรายที่ควร

ใหความสําคัญ  

PAHs สามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา (Low 

molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งประกอบไปดวยวงอะโรมาติก 2 และ 3 วง ไดแก 

แนพธาลีน อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนทีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เปนตน 

และสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (High molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่ง

ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วง ข้ึนไป  ไดแก ไพรีน ไครซีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแร

นทีน เบนโซ[เอช]ฟลูออแรนทีน ดังรูปที่ 2.1  
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ (Wilson และ Jones, 1993) 

คุณสมบัติของ PAHs คือ ละลายดีในไขมนั (lipophilic) แตละลายน้าํไดนอย PAHs ที่มี

มวลโมเลกุลตํ่าสามารถระเหยในอากาศไดงายกวา PAHs ที่มมีวลโมเลกุลสูง เพราะมีแรงดันไอสูง

กวา (ATSDR, 1995) และพบวา PAHs ยอยสลายเองไดยาก จึงตกคางในสิง่แวดลอมไดเปน

ระยะเวลายาวนาน ซึง่ปจจบุันมีรายงานวา PAHs เปนสารกอมะเรง็และสารกอใหเกิดการกลาย

พันธุ PAHs ที่เลือกมาทดสอบในการศึกษานี ้ มีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพแตกตางกนั ดงั

แสดงในตารางที ่ 2.1 ซึ่ง PAHs เหลานี้มงีานวจิัยพบวา ปนเปอนในสิง่แวดลอมโดนเฉพาะใน

อากาศ ซึ่งพบวาปนเปอนทัง้ในเขตอุตสาหกรรมหรือในเขตที่มีการจราจรหนาแนน และจาก

รายงานของ Zhang และ Tao (2009) พบวาทัว่โลกมีการปลอย PAHs สูบรรยากาศในปริมาณ

มาก โดยเฉพาะในป 2004 พบวาม ีPAHs ถึง 520 x 109 กรัม/ป โดย PAHs เหลานี้สวนใหญมา

จากการใชเชื้อเพลิง (56.7%) จากไฟปา (17.0%) และจากกิจกรรมของมนษุย (6.9%) ซึง่ PAHs 

สวนใหญจะผลิตมาจากประเทศจีน (114 x 109 กรัม/ป), อินเดยี (90 x 109 กรัม/ป) และ

สหรัฐอเมริกา (32 x 109 กรัม/ป)  
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ตาราง 2.1 คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของ PAHs ชนิดตางๆ ที่ใชในการศึกษานี้ (ATSDR, 1995) 

คุณสมบัติ                                      
PAHs 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

จํานวนวงเบนซีน 2 2 2 3 

สูตรโมเลกุล C12H8 C12H10 C13H10 C14H10 

น้ําหนักโมเลกุล 152.20 154.21 166.22 178.23 

ลักษณะปรากฏ ผลึกสีเหลือง ผลึกสีขาว ผลึกสีขาว ผลึกขาวเหลือง 

อุณหภูมิหลอมเหลว 92-93 95 116-117 101 องศาเซสเซียส 

อุณหภูมิการกลายเปนไอ 265-275 279 295 340 องศาเซสเซียส 

ความถวงจําเพาะ 
ที่ 23 องศาเซสเซียส 

1.08 1.024 1.203 1.06 

การละลายในน้ํา 3.93 มิลลิกรัมตอลิตร 4.00 มิลลิกรัมตอลิตร 1.69 มิลลิกรัมตอลิตร 1.29 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
 
การละลายตัวทําละลาย 

แอลกอฮอล, อีเทอร, เบนซิน แ อ ล ก อ ฮ อ ล ,  เ ม ธ า น อ ล , 

คลอโรฟอรม, เบนซิน, กรดอะซิ

ติก, โพรพานอล,โทลูอีน 

แ อ ล ก อ ฮ อ ล ,  อี เ ท อ ร , 

คลอโรฟอรม 

โทลูอีน, คารบอนเททระคลอไรด, 

อีเทอร, คลอโรฟอรม, เบนซิน, 

กรดอะซิติก 

สัมประสิทธิ์แบงการละลาย  
(Log Kow ) 

3.7 3.98 4.2 4.46 

ความดันไอที่ 20 องศาเซสเซียส 6.8 × 10-3 มิลลิเมตรปรอท 5.32 × 10-3 มิลลิเมตรปรอท 7.1 × 10-4 มิลลิเมตรปรอท 6.8 × 10-4 มิลลิเมตรปรอท 
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ตาราง 2.1 (ตอ) 

คุณสมบัติ                            PAHs แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน 

จํานวนวงเบนซีน 3 3 4 5 

สูตรโมเลกุล C14H10 C16H10 C16H10 C20H12 

น้ําหนักโมเลกุล 178.23 202.26 202.3 252.3 

ลักษณะปรากฏ ผลึกสีขาวเหลืองโปรงแสง ผลึกผงสีขาว ผลึกสีขาวหรือสีเหลืองออน ผลึกสีเหลือง 

อุณหภูมิหลอมเหลว 217 องศาเซสเซียส 105 องศาเซสเซียส 156 องศาเซสเซียส 179 องศาเซสเซียส 

อุณหภูมิการกลายเปนไอ 340 องศาเซสเซียส 380-384 องศาเซสเซียส 393-404 องศาเซสเซียส 496 องศาเซสเซียส 

ความถวงจําเพาะ 
ที่ 23 องศาเซสเซียส 

1.24 1.252 1.271 - 

การละลายในน้ํา 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร 0.26 มิลลิกรัมตอลิตร 0.14 มิลลิกรัมตอลิตร 0.0038 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
 
การละลายตัวทําละลาย 

แอลกอฮอล, เบนซีน, คารบอนได

ซัลไฟด ,  คลอโรฟอรม , ไฮโดร

แ น พ ธ า ลี น ,  ตั ว ทํ า ล ะ ล า ย

สารอินทรีย 

แอลกอฮอล, เบนซิน, อีเทอร ตัว

ทําละลายสารอินทรีย 

เบนซีนไดเอทธิลอีเทอร, อีเทอร, 

ป โตร เลียม -อี เทอร ,  โทลูอีน , 

เอธานอล, คารบอนไดซัลไฟด 

เมธานอล, เอธานอล , เบนซิน 

โทลูอีน, ไซลีน, อีเทอร 

สัมประสิทธิ์แบงการละลาย  
(Log Kow ) 

4.45 5.33 5.32 6.04 

ความดันไอที่ 25 องศาเซสเซียส 2.0 × 10-4 มิลลิเมตรปรอท 6.0 × 10-6 มิลลิเมตรปรอท 6.8 × 10-7 มิลลิเมตรปรอท 5.0 × 10-9 มิลลิเมตรปรอท 
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2.2 การปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอม 

2.2.1 แหลงทีม่าของ PAHs 

PAHs เกิดจากการเผาไหมของเชื้อเพลงิแบบไมสมบูรณ ทําใหเกิดการกระจายตวัในบรรยากาศ ซึง่

แหลงกาํเนิดของ PAHs   มาจาก 2 สาเหตุใหญ คือ 

1. กระบวนการสงัเคราะหตามธรรมชาติ เชน ไฟไหมปา ภูเขาไฟระเบิด และการรั่วซมึของน้าํมัน  

ตามธรรมชาต ิ

2. กิจกรรมตางๆ ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การเผาไหมเชื้อเพลิงของ

เครื่องยนต การประกอบอาหารในครัวเรือน และจากควันบุหร่ี รวมไปถึงการปลอยของเสียจาก

โรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี อุตสาหกรรมการผลิตที่ใชเครื่องจักรยนต และการใชสารรักษา

เนื้อไม เปนตน 

 

2.2.2 การปนเปอนของ PAHs ในอากาศ 

Diane และคณะ (1997) รายงานวาในสหรัฐอเมริกา ใบพืช (ขาวโพด ตนสนและเมเปล) ที่ปลูกใน

เขตชุมชนเมืองจะม ี PAHs สูงกวาเขตชนบทถึง 10 เทา และเขตชนบทจะไมพบการปนเปอนของ             

แอนทราซนี เบนโซ[เอ]แอนทราซนี หรือ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงบางชนิด โดย PAHs ในอากาศเหลานี้มา

จากยานพาหนะ ซึง่เผาไหมเชื้อเพลิงไมสมบูรณ 

Oanh และคณะ (1999) รายงานวาการใชเชื้อเพลิงพวกถานไมในการทําอาหารหรือกิจกรรมตางๆ 

จะปลอย PAHs ออกมาสูอากาศถึง 18 ชนิด โดย 11 ชนิดเปน PAHs ที่มีรายงานวาเปนสารอันตราย โดย

พบวาปริมาณ PAHs ทั้งหมด 110 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึง่เปน PAHs ที่เปนอนัตรายถงึ13.4 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม 

Liu และคณะ (2001) พบวาในชวงฤดูรอนในประเทศจนี อากาศภายในอาคาร (indoor air)   มี

การปนเปอนของ PAHs ถึง 1.418-20.466 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร และในฤดูใบไมรวงมีการปนเปอนใน

อากาศสงูถงึ 3.897-29.852 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร ในขณะทีพ่บ PAHs ปนเปอนในอากาศภายนอก

อาคาร (outdoor air)  ในฤดูรอน 1.380-20.468 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร และในฤดูใบไมรวง 2.721-

30.678 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร คณะผูวิจยัยังรายงานวาปริมาณ PAHs ในอากาศในตัวอาคาร มี

ความสัมพันธกันปริมาณ PAHs ในอากาศภายนอกอาคาร โดยพบวาหองนอนจะมีปนเปอนมากที่สุด 

รองลงมาคือหองครัว หองนั่งเลน และระเบยีง ตามลําดับ 
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Smith และคณะ (2001) รายงานวา PAHs ในอากาศในประเทศองักฤษ จะพบในปริมาณ 5.7-

44.6 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร และพบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าจะไมรวมตัวกับอนุภาคใด เชน 

ฟลูออรีนจะพบในอากาศถงึ 370-4670 พิโคกรัม/ลูกบาศกเมตร ซึ่งไมพบฟลูออรีนที่รวมตัวกับอนุภาคอื่นๆ 

ในขณะที ่ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง เชน ไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน จะพบระเหยในอากาศนอย แต

พบวารวมตัวกับอนุภาคอื่นๆถึง 89-100 พิโคกรัม/ลูกบาศกเมตร  

Liu และคณะ (2007) รายงานวา PAHs สวนใหญในประเทศจีน จะมีการปนเปอนในบรเิวณ

โรงงานอุตสาหกรรม บริเวณที่มีการจราจรหนาแนนและบริวเณชุมชน โดยในชวงฤดหูนาว การเผาไหม

เชื้อเพลิงของยานพาหนะตามทองถนน จะปลดปลอย PAHs ออกมา ในปริมาณ 9.176-32.573 

ไมโครกรัม/กรัมตัวอยางฝุน และในฤดูรอน 6.875-27.766 ไมโครกรัม/กรัมตัวอยางฝุน โดย PAHs ที่อยูใน

อากาศสวนใหญประกอบดวยวงเบนซนี 2-4 วง ในขณะที่ PAHs ที่มีวงเบนซนีมากกวา 4 วงจะเกาะอยูกับ

อนุภาคชนิดตางๆ เชน ฝุน ยานพาหนะ ทองถนน หรือตนพืช  

Rosaria และคณะ (2008) พบวาในประเทศอิตาลมีี PAHs ปนเปอนในอากาศในตัวอาคาร 

(indoor air) ถึง 36-34,453 ไมโครกรัม/กิโลกรัมฝุน  

 

2.2.3 การสะสม PAHs บนใบพืช 

Smith และคณะ (2001) ยังพบอีกวา ตนพืช 5 ชนดิ ไดแก Festuca ovina, Holcus lanatus, 

Koeleria macrantha, Lolium perenne และ Trifolium repens ในไร มีการสะสม PAHs ที่ใบ โดยพบวา

ในฤดหูนาวปรมิาณ PAHs จะสูงกวาฤดูรอน โดยคาคงที่ของปริมาณ PAHs ในฤดูรอนเทากับ 4-52 

ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักใบไม แตในฤดหูนาวเทากับ 8-88 ไมโครกรัม/กรัมน้าํหนักใบไม และพบวาปริมาณ 

PAHs ที่สะสมบนใบพชืทัง้ 5 ชนิด ไมมีความแตกตางกนั  

Nicola และคณะ (2007) พบวาตน Quercus ilex L. ทีป่ลูกในเมืองใหญที่มกีารจราจรหนาแนน มี

การสะสม PAH หลายชนิดที่ใบในปริมาณมากกวาตนไมที่ปลูกในบรเิวณชานเมือง ปริมาณ PAHs ที่วัดได

อยูระหวาง 92-1454 ไมโครกรัม/กิโลกรัมใบไมแหง สอดคลองกับรายงานของ Alfani และคณะ (2007) 

พบวาในเขตชมุชนเมือง บนใบ Quercus ilex L. มกีารปนเปอนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลกลางๆ ถงึ 72% 

แต PAHs ที่มมีวลโมเลกุลตํ่าและมวลโมเลกุลสูง พบตกคางเพียง 10% และ 18% ตามลําดับ 

Wang และคณะ (2008) ศึกษาพบวาบริเวณทองถนนและมหาวทิยาลัยในปกกิ่ง ม ีPAHs ตกคาง

ในใบพืช 6 ชนิด ไดแก Ginkgo biloba. Prunus persica, Sophora japonica, Prunus cerasifera, 

Syringa pekinensis และ Euonymus japonicus โดยตนพืชจะสามารถดูดซึม PAHs ในอากาศได 2 แบบ

คือ ดูดซึมโดยแวกซที่ผิวใบและดูดซึมโดยเซลลพืช และพบวาพืชที่ปลูกตามทองถนนพบ PAHs ที่ผิวใบและ
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เนื้อเยื่อช้ันของพืช (inner leaf tissues) ถงึ 69.3 ± 64.6 และ 1.07 ± 0.2 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนกัใบไมแหง 

และพืชในเขตมหาวิทยาลยัพบ PAHs ทีผ่ิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืชถึง 57.5 ± 52.6 และ 0.716 ± 0.2  

ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักใบไมแหง  

 

2.2.4 การปนเปอนของสารประกอบ PAHs ในอากาศในประเทศไทย 

Oanh และคณะ (2000) รายงานวาในบริเวณถนนพลโยธินในกรุงเทพมหานคร มีการปนเปอนของ 

PAHs ในอากาศ โดย PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึง่ไดแก เบนโซ[เอ]ไพรีน เบนโซ[อี]ไพรีน และเบนโซ[เอ]

แอนทราซนี ดดูซับกับฝุนละอองไดดี แตไมพบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าซึ่งระเหยไดงาย เชน แนพธาลนี 

อะซิแนพธิลีน และอะซิแนพธีน มีการดูดซบักับฝุนละออง 

Garivait และคณะ (2000) ศึกษาการกระจายตัวของ PAHs ในอากาศในกรุงเทพมหานคร ในรูป

ของกาซและฝุนละออง พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน ไพรีน, เบนโซ[อี]ไพรีน และเบนโซ[เอ]แอนท

ราซีน พบถึง 80%, 40% และ24% ตามลําดับ ในขณะที่ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะอยูในรูปฝุนละออง

เกือบทั้งหมด โดยพบวา 30%-60% ของ PAHs จะจับอยูกับฝุนละอองที่มีขนาดเล็กกวา 0.43 ไมครอน 

และ 70% จะจับอยูกับฝุนละอองที่มีขนาดเล็กกวา 2.1 ไมครอน  

Laowagul และคณะ (2000) รายงานการปนเปอน PAHs ในกรุงเทพมหานครและนิคม

อุตสาหกรรมมาบตาพุต พบวามี PAHs ปนเปอน 12.64 และ 4.69 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร ซึ่งบอกวาใน

เขตเมืองมี PAHs สูงกวาเขตอุตสากรรมถึง 3 เทา และจากการศึกษาการกระจายตัวของ PAHs พบวา 

99% ของ PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วง จะอยูในรูปกาซ และมากกวา 90% ของ PAHs ที่มีวงเบนซีน 5-7 วง 

จะอยูในรูปฝุนละออง สวน PAH ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง จะอยูทั้งสองสถานะ 

Norramit และคณะ (2005) ศึกษาปริมาณ PAHs ในอากาศในเขตชุมชนเมืองในกรุงเทพมหานคร 

พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (วงเบนซีน 4-6 วง) ปนเปอนในอากาศ (91.7%) มากกวา PAHs ที่มี

มวลโลกุลตํ่าและพบวา 71.4% ของ PAHs ที่พบเปน PAHs ที่มีรายงานวานาเปนสารกอมะเร็ง เชน เบนโซ

[เอ]ไพรีน จะพบปนเปอนอยูทั่วไป โดยพบวาความนาจะเปนของมะเร็งปอดของประชากรในกรุงเทพสูง

เกือบเทาเมืองนางาซากิ (Nagasaki) และโรม (Rome)  

Chang และคณะ (2006) พบวา PAHs มีการปนเปอน ทั้งในอากาศและเกาะติดกับอนุภาคตางๆ 

โดยบริเวณถนนพหลโยธินมกีารปนเปอนของเบนโซ[จ,ีเอช,ไอ]พิริลีน และโคโรนีน และมรีายงานการ
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ปนเปอนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และอะซีแนพธีน ระเหยอยูใน

อากาศ  

 Boonyatumanond และคณะ (2007) รายงานการปนเปอนของ PAHs บริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนน ซึง่เปนแหลงผลติและสะสม PAHs    โดย PAHs พบปริมาณมาก

ที่สุดในเขมาดําจากยานพาหนะที่ใชน้ํามนัเบนซิน (2600±2900 ไมโครกรัม/กรัม) รองลงมาคือในเขมาดํา

จากยานพาหนะที่ใชน้าํมันดีเซล (115±245 ไมโครกรัม/กรัม) ในฝุนละอองในอากาศบริเวณทองถนน 

(101±35 ไมโครกรัม/กรัม) ในเครื่องยนต (97±65 ไมโครกรัม/กรัม) ยางลอรถ (82±41 ไมโครกรัม/กรัม)    

และยางถนน (2.3±1.6 ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ  

 

2.3 ความเปนพิษของ PAHs ตอมนุษย เมื่อไดรับจากแหลงในอากาศ 

 สํานักงานวิจัยมะเร็งแหงชาติ (The International Agency for Research Cancer; IARC, 1999) 

ไดแบงกลุมสารประกอบ PAHs ออกเปน 3 กลุม ตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง ดังนี้ 

 กลุม 2A สารที่นาจะกอมะเร็งในมนุษยไดสูงกวากลุมอ่ืนๆ มี 3 ชนิด ไดแก เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

เบนโซ[เอ]ไพรีน และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 กลุม 2B สารที่อาจจะกอมะเร็งในมนุษยมี 11 ชนิด ไดแก แนพธาลีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบน

โซ[เค]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,แอล]ไพรีน ไดเบนโซ    

[เอ,อี]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะคริดีน ไดเบนโซ [เอ,เจ]อะคริดีน และอินดิโน    

[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 

 กลุม 3 สารที่ไมกอมะเร็งในมนุษยมี 23 ชนิด ไดแก ไตรฟนิลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธีน ไพรีน ไครซีน โครินิน เพอริลีน เบนโซ[เอ]อะคริดีน เบนโซ[ซี]อะคริดีน เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เอ]ฟลูออรีน เบนโซ[บี]ฟลูออรีน เบนโซ[ซี]ฟลูออรีน เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน เบนโซ[ซี]

ฟแนนทรีน เบนโซ[อี]ไพรีน ไซโคลเพนทะ[ซี,ดี]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,ซี]แอนทราซีน ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน 

ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน และไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน 
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 Ruchirawat และคณะ (2002) พบวาตํารวจจราจรที่ทํางานบริเวณถนนจะมีปริมาณอนุภาค 

PAHs ติดตัวสูงวาตํารวจจราจรที่ทํางานในสํานักงาน ถึง 20 เทา (74.25 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร) PAHs 

ที่พบสวนใหญเปน เบนโซ[จี,เอช,แอล]ไพริลีน และพบวามีอนุภาคที่เปนสารกอมะเร็งในตํารวจจราจรที่

ทํางานบริเวณทองถนนในปริมาณ 1.6 ± 0.9 รางกาย/108 นิวคลีโอไทด ในขณะที่ตํารวจราจรที่ทํางานใน

สํานักงานพบเพียง 1.2 ± 1.0 รางกาย/108 นิวคลีโอไทด 

Gaspari และคณะ (2003) รายงานวา PAHs สามารถจับกับดีเอ็นเอของสเปรมและทําใหดีเอ็นเอ 

ผิดปกติ จนใหทําใหเกิดการเปนหมันได 

 Straif และคณะ (2006) พบวาอากาศภายในบานเรือนในประเทศกําลังพัฒนา มีการปนเปอน 

PAHs ซึ่งมาจากการเผาไหมเชื้อเพลิงภายในบาน ทําใหเสี่ยงที่จะเปนมะเร็งปอดมากขึ้น 

Ruchirawat และคณะ (2006) พบวาเด็กนกัเรียนที่อาศัยอยูในเขตกรุงเทพมหานครมคีวามเสีย่งที่

จะเปนมะเร็ง เนื่องจาก PAHs ในอากาศทีม่าจากการเผาไหมไมสมบูรณจากยานพาหนะ โดยพบวา PAHs 

สูงกวาเขตชานเมือง 3.5 เทา และพบวาอนุพนัธของ PAHs (Urinary 1-hydroxypyrene) จับเม็ดเลือดขาว

ในเด็กนกัเรียนในเขตเมืองถึง 5 เทาเมื่อเทียบกับเด็กในเขตชานเมือง โดย PAHs จะทาํใหดีเอ็นเอมีความ

ผิดปกติ หรือเสียหาย และสงผลตอประสิทธิภาพของขบวนการซอมแซมดีเอ็นเอลดลง 

 Tuntawiroon และคณะ (2007) พบวา PAHs ในอากาศ ในบริเวณที่มกีารจราจรหนาแนนใน

กรุงเทพมหานคร (30.39 ± 5.80 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร) มีปริมาณสูงกวาในบริเวณชานเมือง (1.50 ± 

0.28 นาโนกรมั/ลูกบาศกเมตร) ถงึ 30 เทา โดยพบ ไพรีน[จี,เอช,ไอ]ไพริลีน ปนเปอนอยูทั่วไป และพบวา

เด็กนักเรยีน (6-13 ป) ในเขตเมืองที่มกีารจราจรหนาแนนไดรับ PAHs (4.13 ± 0.21 นาโนกรมั/ลูกบาศก

เมตร) สูงกวาเขตชานเมือง (1.18 ± 0.09 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร)  ถึง 3.5 เทา และเด็กนักเรียนในเขต

เมืองมีปริมาณ PAHs ที่จับกับเม็ดเลอืดขาวสูงเด็กในเขตชานเมอืง แสดงใหเห็นวาเด็กในเขตเมืองที่มี

การจราจรหนาแนนมีโอกาศเสี่ยงสงูที่จะเกดิมะเร็ง เพราะไดรับ PAHs ในปริมาณที่มากกวา 
 
2.4 การศึกษา PAHs ในอากาศ 
 ปจจุบันมีการใชเทคนิคใหมๆ ในการวิเคราะหปริมาณ PAHs ในอากาศ เพื่อใหมีความแมนยํามาก

ขึ้น เชน การใช เข็ม Solid Phase Microextraction (SPME) โดยที่เข็มจะมีไฟเบอรที่เคลือบดวย 100 

ไมครอน Polydimethylsiloxane (PDMS) ซึ่งสามารถดูดซับสารระเหยไฮโดรคารบอนในอากาศได แลว

นําไปวิเคราะหหาปริมาณดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) ดังการศึกษาของ 
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Vaz (2003) ที่พบวาเข็ม SPME ที่มีไฟเบอรเคลือบดวย PDMS สามารถวัดปริมาณ PAHs หลายชนิดใน

อากาศได โดยพบวาปริมาณ PAHs ที่วัดไดนอยสุดอยูที่ 5-20 x 10-10 กรัม และเมื่อนําเข็ม SPME ไปวัด

ปริมาณ PAHs ในอากาศในเมืองเซาเปาโล (Saopaulo) ในประเทศบราซิล พบวามีปริมาณ อะซีแนพธิลีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เปน 0.28 ± 

0.03, 0.20 ± 0.05, 0.27 ± 0.04, 1.2 ± 0.04, 0.20 ± 0.03, 1.5 ± 0.1, 1.8 ± 0.06 และ 1.0 นาโนกรัม/ลูก

บากศเมตร ตามลําดับ 

 Kircher และคณะ (2003) ทดลองนําเข็ม SPME มาเก็บตัวอยางมลพิษในอากาศในบริเวณถนน

ทางหลวงและบริเวณโรงงานอุตสาหกรรม แลวนํามาวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ พบวาถนน

ทางหลวงมีการปนเปอนของ แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ในขณะที่บริเวณโรงงานอุตสาหกรรมมี

การปนเปอนของ ฟแนนเทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ในอากาศ 

 Li-bin และคณะ (2006) รวบรวมเทคนิคการใชเข็ม SPME ในการเก็บตัวอยาง PAHs ที่ปนเปอน

ในอากาศจากงานวิจัยกอนหนา ดวยเทคนิคตางๆ และวิเคราะหปริมาณดวยดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ

หรือเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

พบวา เข็ม SPME สามารถวัดปริมาณ PAHs ในอากาศไดหลายชนิดพรอมกัน และวัดปริมาณ PAHs ได

ต่ํากวา 5 ไมโครกรมั/ลูกบากศเมตร 

 

2.5 การบําบัด PAHs ในสิ่งแวดลอม 

 เมื่อ PAHs ปนเปอนสูสิ่งแวดลอม พบวามักจะสะสมอยูในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง พืช และ

อากาศ การบําบัด PAHs สามารถทําไดหลายวิธี ทั้งวิธีทางกายภาพและชีวภาพ (bioremediation)  

2.5.1 การบําบัดทางกายภาพ  

การบําบัดทางกายภาพ เชน การยอยสลายดวยแสง (photolysis) โดย Miller และ Olejnik (2000) 

พบวา เบนโซ[เอ]ไพรีน ไครซีน และฟลูออรีน ในน้ําสามารถโดนยอยสลายดวยแสง โดยพบวาคาคงที่การ

ยอยสลายเทากับ 0.014, 0.0013, และ 0.0038 ตามลําดับ และการยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

(oxidation) ซึ่ง Ledakowicz และคณะ (1999) พบวา เบนโซ[เอ]ไพรีน ไครซีน และฟลูออรีน ในน้ํา จะถกู

ยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดวยแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และไฮโดรเจนเปอรดรอกไซด 

(hydrogen peroxide) โดยคาคงที่ของอัตราการทําปฏิกิริยาดวยไฮดรอกซิล (hydroxyl) เทากับ 

2.53x1010, 9.82x109 และ 2.77x109 ตามลําดับ 
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2.5.2 การบําบัดทางชีวภาพดวยพืช 

พืชจะมีกลไกในการบําบัด PAHs ในอากาศ โดยทั่วไปจะเปนการดูดซึม (absorption) ถึง 90% 

และปจจุบันยังไมมีงานวิจัยยืนยันวาพืชสามารถยอยสลาย PAHs ได การดูดซึม PAHs สูตัวพืชมีได 2 ทาง 

คือ ทางราก และทางใบ 

การดูดซึมทางราก จะเกิดขึ้นเมื่อ PAHs ที่ละลายน้าํ  โดย Gao และ Zhu (2004) พบวาพืช 12 

ชนิด ไดแก Amaranthus tricolar Linn., Brassica Parachinensis Bailey, Raphnus sativus L., 

Lpomoea aquatica Forsk, glycine max Merr., Phaseolus vulgaris L., Brassica chinensis L., 

Brassica oleracea L., Spinacea oleracea L., Capsicum annuum L., Solanium melongena L. และ 

Lolium multiflorum Lam  สามารถดูดซมึฟแนนทรนีและไพรีนจากดนิที่ปนเปอนได  ฟแนนทรีนและไพรีน

จะสะสมในรากเปนสวนใหญและบางสวนจะสงไปสะสมที่ยอด และ Jiao และคณะ (2007) พบวารากของ

ตนขาวสามารถดูดซึม PAHs ที่สะสมอยูในดินได และรากตนขาวสะสม PAHs ไดมากกวา 60% ของ 

PAHs ที่ปนเปอนในดิน โดย PAHs จะสะสมในรากฝอย (lateral root) มากกวาในปมราก (nodal root)    

การดูดซึม PAHs ทางใบ จะเกิดขึ้นเมื่อ PAHs อยูในรูปกาซ ซึ่งสามารถผานเขาทางปากใบ

โดยตรง หรือซึมผานชั้นแวกซ สูเนื้อเยื่อใบพืชดานใน เชน Tao และคณะ (2005) พบวาผักกาดขาวปลี 

(Chinese cabbage) ที่ปลูกบริเวณที่มีการปนเปอน PAHs ในอากาศ สามารถดูดซึมและสะสม PAHs ใน

ใบพืชได โดยปริมาณ PAHs ที่วัดไดมีถึง 596±231 นาโนกรัม/กรัมน้ําหนักแหง  

Wild และคณะ (2006) พบวา ใบขาวโพดและใบผักขม (spinach) ที่ปลูกบริเวณที่มีการปนเปอน

ฟแนนทรนีในอากาศ ใบขาวโพดและผักขมสามารถดดูซึมฟแนนทรนีจากอากาศได โดยจะพบฟแนนทรนี

สะสมที่ผวิใบทั้งดานหลังใบ (abaxial) และทองใบ (adaxial) และเมื่อผานไป ฟแนนทรีนจะพบสะสมที่ปาก

ใบแตไมพบสะสมในชองวางภายใน (inter cellular space) หลังจาก 24-48 ชั่วโมง จะพบฟแนนทรีนสะสม

ในเซลลอิพิเดอรมิส (epidermis) โดยในผักขมฟแนนทรีนจะสะสมในแวคิวโอล (vacuole) แตไมพบใน

ขาวโพด หลงัจากนั้นฟแนนทรีนจะสะสมในเนื้อเยื่อช้ันลาง (mesophyll) และเมื่อผานไป 12 วัน ฟแนนทรีน

จะพบสะสมในทอลําเลียงอาหาร (zylem) ของพืชทั้งสองชนิด ดงัรูปที่ 2.2 ที่แสดงการดูดซึมโดยใบพืชจะ

แบงเปน 2 แบบคือ ดูดซึมโดยแวกซที่ผิวใบ และการดดูซึมโดยเซลลพืช ดงัรายงานของ Wang และคณะ 

(2008) ที่พบวา พืชทีป่ลูกตามทองถนนพบ PAHs ที่แวกซที่ผิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืช (inner leaf 

tissues) ถงึ 69.3 ± 64.6 และ 1.07 ± 0.2 ไมโครกรมั/กรัมน้ําหนกัใบไมแหง และพืชในเขตมหาวทิยาลยั

พบ PAHs ที่แวกซที่ผิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืชถึง 57.5 ± 52.6 และ 0.716 ± 0.2  ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนัก

ใบไมแหง  
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Lin และคณะ (2007) พบวา ใบขาวโพดสามารถดูดซึมและสะสม อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแน

นทรนีจากอากาศได ปริมาณของอะซีแนพธีนในอากาศจะสมัพันธกับปริมาณอะซีแนพธนีในสะสมใน

ขาวโพด งานวิจัยนี้ยังพบวาอะซีแนพธนีสะสมที่ชัน้แวกซที่ผวิใบ เนือ้เยื่อใบช้ันใน และลําตน โดยอะซีแน

พธีนทีพ่บสะสมที่ใบและลําตนถึง 0.05 และ 0.17 ไมโครกรัม/กรัมใบไม ตามลาํดับ  

  

 
 

รูปที่ 2.2 ฟแนนทรนี (สีฟา) ที่ถูกดูดซึมโดยใบขาวโพด (ก) ชั้นแวกซทีผ่ิวใบ (ข) ทอลําเลียงอาหาร (Wild 

และคณะ, 2006) 

 

2.5.3 การบําบัดทางชีวภาพดวยจุลินทรีย 

การบําบัดทางชีวภาพโดยจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย เชื้อรา สาหราย เปนการใชประโยชนจากความรู

เร่ืองวิถีการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียชนิดตางๆ ดังรูปที่ 2.3 โดยแบคทีเรียจะยอยสลาย PAHs โดย

การเติมออกซิเจนและใชเอนไซมไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ในขณะที่เชื้อราบางชนิดและสาหรายจะ

ยอยสลาย PAHs ดวยการเติมออกซิเจนและใชเอนไซมไซโตโครม พี-450 โมโนออกซิจิเนส (cytochrome 

P-450 monooxygenase) หรือเชื้อราบางชนิดจะยอยสลาย PAHs ดวยเอนไซมแลคเคส (laccases) หรือ

เอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin peroxidases)  

(ก) (ข) 
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   รูปที่ 2.3 วิถีการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียชนิดตางๆ  (Cerniglia, 1992) 

 

Trejo และ Quintero (2000) ไดรายงานวิธกีารบําบัดทางชีวภาพดวยจลิุนทรีย ไดแก 

Natural attenuation เปนการใชจุลินทรียในธรรมชาติบําบัดสารพิษที่ปนเปอน 

Bioaugmentation เปนการเติมจุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ 

เพื่อใหเกิดการยอยสลายสารพิษในบริเวณที่มีการปนเปอน แบคทีเรียนับวามีบทบาทสําคัญในกระบวนการ

นี้ นอกจากการใชจุลินทรียแลว การปลูกพชืเพื่อบําบัดสารพิษก็เปน Bioaugmentation ดวย 

Biostimulation มีการใชสารอาหารหรือสารใดๆ ที่จะชวยกระตุนการทํางานของจุลินทรียใหมี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายดีข้ึนหรือทําใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนไดมากขึ้น สวนใหญจะใชปุยหรือสารที่

ชวยการเจริญเติบโตของจุลินทรีย บางครั้งสารพิษท่ีปนเปอนในปริมาณนอยๆ ก็สามารถชวยในการกระตุน

การทํางานของจุลินทรียหรือเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายได 

Bioventing คลายกับ Biostimulation แตมีการใหออกซิเจนเพื่อกระตุนการเจริญเติบโตของจุลินท

รียใหดีข้ึนดวย มักใชในการกําจัดสารพิษปนเปอนประเภทปโตรเคมีออกจากดิน  
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Biofilters เปนการกําจัดของเสียในอากาศจําพวกกาซอินทรีย โดยผานวัสดุที่มีจุลินทรียที่สามารถ

ยอยสลายกาซอินทรียไดติดอยูดวย ใชในการกําจัดสารอินทรียที่สามารถระเหยเขาสูอากาศ 

จากการศึกษาที่ผานมา มีรายงานวามีแบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ดังในตาราง 

2.2  ซึ่งสวนใหญเปนแบคทเีรียในดินหรือน้ําที่มีการปนเปอน PAHs  ในขณะเดียวกนัก็มกีารรายงานวา พืช

และแบคทีเรียหลายชนิดมกีจิกรรมรวมกนัแลวทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ไดดีข้ึน เชน Liste 

และคณะ (2000) พบวาดินที่มีการปนเปอนของไพรีนเมือ่มีการปลูกพชื จะสามารถกําจัดไพรีนไดถึง 74% 

แตดินที่ไมมีการปลูกพืชสามารถกาํจัดไพรีนไดเพียง 40% เทานัน้ และจาก Gao และคณะ (2006) พบวา

ตนขาวที่ปลูกในนาขาวที่มกีารปนเปอนของ PAHs  เมื่อเติมเชื้อ Acinetobacter sp. จะสามารถกาํจัดฟแน

นทรนีไดถึง 86-87% ใน 40 วนั โดยชุดควบคุมที่ไมไดเติมเชื้อสามารถกําจัดฟแนนทรีนไดเพียง 70-78% ใน 

80 วัน  

 

2.5.3.1 กระบวนการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรีย 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ของแบคทีเรียสวนใหญ จะเกิดในสภาวะมีออกซิเจน เร่ิมตนจากการ

เติมออกซิเจนใหกับโมเลกุลคารบอนที่เปนพันธะคูโดยเกิดจากการเรงปฏิกิริยาดวยระบบเอนไซมไดออกซิ

จีเนส (multicomponent dioxygenase) ไดเปนซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นเรงปฏิกิริยา

ตอโดยดวยเอนไซม ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) ไดเปนสาร

อนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล จากนั้นสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล (catechol) จะถูกยอยสลายดวยเอนไซม

เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา หรือจะ

ถูกยอยสลายดวยเอนไซม อินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวง

เบนซีนแบบ ออโธ และเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป ดังรูปที่ 2.4  และไดเปนแหลงพลังงาน

สําหรับแบคทีเรียในการเจริญเติบโต (Cerniglia และคณะ, 1995) 
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียชนิดตางๆที่รายงานวาสามารถยอยสลาย PAHs (Juhasz และคณะ, 2000) 

PAHs แบคทีเรียที่ยอยสลายได 

แนพธาลีน Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes denitricans, Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., P. putida, P. 

fluorescens, Sp. paucimobilis, Brevundimonas vesicularis, Burkholderia cepacia, Comamonas testosteroni, 

Rhodococcus sp., Corynebacterium renale, Moraxella sp., Streptomyces sp., B. cereus, P. marginalis, P. stutzeri, P. 

saccharophila, Neptunomonas naphthovorans, Cycloclasticus sp. 

อะซีแนพธีน Beijernickia sp., P. putida, P. fluorescens, Bu. cepacia, Pseudomonas sp., Cycloclasticus sp., Neptunomonas 

naphthovorans, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes paradoxus 

แอนทราซนี Beijernickia sp., Mycobacterium sp., P. putida, Sp. paucimobilis, Bu. cepacia, Rhodococcus sp., Flavobacterium sp., 

Arthrobacter sp., P. marginalis, Cycloclasticus sp., P. fluorescens, Sp. yanoikuyae, Acinetobacter calcoaceticus, 

Gordona sp., Sphingomonas sp., Comamonas testosteroni, Cycloclasticus pugetii 

ไพรีน A. denitricans, Mycobacterium sp., Rhodococcus sp., Sp. aucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter 

calcoaceticus, Gordona sp., Sphingomonas sp., P. putida, Bu cepacia, P. saccharophilia 

18 
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PAHs แบคทีเรียที่ยอยสลายได 

ฟแนนทรนี 
Aeromonas sp., A. faecalis, A. denitricans, Arthrobacter polychromogenes, Beijernickia sp., Micrococcus sp., 

Mycobacterium sp., P. putida, Sp. paucimobilis, Rhodococcus sp., Vibrio sp., Nocardia sp., Flavobacterium sp., 

Streptomyces sp., S. griseus, Acinetobacter sp., P. aeruginosa, P. stutzeri, P. saccharophila, Stenotrophomonas 

maltophilia, Cycloclasticus sp., P. fluorescens, Acinetobacter calcoaceticus, Acidovorax delaeldii, Gordona sp., 

Sphingomonas sp., Comamonas testosteroni, Cycloclasticus pugetii, Sp. yanoikuyae, Agrobacterium sp., Bacillus sp., 

Burkholderia sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., Rhodotorula glutinis, Nocardioides sp., Flavobacterium 

gondwanense, Halomonas meridiana 

ไครซีน Rhodococcus sp., P. marginalis, Sp. paucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, 

Agrobacterium sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., P. saccharophilia 

เบนโซ[เอ]  

แอนทราซนี 

A. denitricans, Beijernickia sp., P. putida, Sp. paucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia, Agrobacterium sp., Bacillus 

sp., Burkholderia sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas sp., P. saccharophilia 
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รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลาย PAHs ทั่วไปโดยจุลินทรียแบบใชออกซิเจน (Juhasz และคณะ, 2000) 

 

2.6 แบคทีเรียบนใบไม (phyllospere bacteria) 

ใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย โปรโตซัว และนี

มาโทด การศกึษากลุมแบคทีเรียบนใบไมดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

ของ Yang และคณะ (2001) พบวากลุมแบคทีเรียจะคลายคลึงกันในพืชชนิดเดยีวกัน แตจะแตกตางกนัใน

พืชตางชนิดกนั และกลุมแบคทีเรียบนใบไมมีความซับซอนสูง และรายงานของ Steven และคณะ (2003) 
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พบวาแบคทีเรียมีปริมาณมากที่สุดทัง้ชนิดและจํานวน ถงึ 106-107 เซลล/ตารางเซนติเมตรใบไม และอาจ

พบถงึ 108 เซลล/กรัมใบไม โดยแบคทเีรียที่พบมีทัง้แบคทีเรียทีก่อใหเกิดโรคตอตนพืชและแบคทีเรียที่ไม

กอใหเกิดโรค โดยปริมาณและชนิดของแบคทีเรียที่ไมกอใหเกิดโรคจะมากกวาแบคทีเรียทีก่อใหเกิดโรคพืช 

และรายงาน Yadav และคณะ (2004) รายงานวาจํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบพชื Arbutus 

unedo L. และ Lavandula stoechas L. คือ 1.3x104 CFU/กรัมใบไม และตน Melissa officinalis L. และ 

Calamintha nepeta (L.) Savi คือ 1.3x105 CFU/กรัมใบไม ซึ่งจาํนวนแบคทีเรียบนใบไมจะเปลี่ยนแปลง

อยูตลอดเวลา 

 

2.6.1 ความสมัพันธของแบคทีเรียและใบไม 

จากรายงานของ Lindow และคณะ (2003) แบคทีเรียสามารถอาศัยอยูบนใบไมไดหลายแบบ เชน 

แบคทีเรีย Pseudomonas syringae ที่อาศัยอยูบนใบไมจะสรางสารไซริงโกไมซิน (syringomycin) ซึ่งมี

คุณสมบัติเปนสารลดแรงตึงผิวเพื่อชวยยึดแบคทีเรียกับใบไม แตเปนพษิตอพืช ทําใหเซลลพืชขับ

สารอาหารออกมาใหแบคทีเรียใชในการเจริญเติบโต ดังรูปที่ 2.4 A หรือ Methylobacterium spp. จะ

สามารถสรางฮอรโมนพชืพวกออกซิน ซึง่จะทําใหพืชขับสารอาหารบางอยางที่เปนประโยชนสําหรับ

แบคทีเรียออกมา ดังรูปที ่ 2.4 B หรือแบคทีเรียบางชนิดสามารถขับสารพอลิแซคคารไรด เพือ่สรางไบโอ

ฟลม เพื่อปองกันแบคทีเรียจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ดังรูปที่ 2.4 C ซึง่ Yadav และคณะ (2005) 

รายงานวาบนใบไมมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่จาํกดั แตแบคทีเรียบนใบไมก็สามารถไดแหลงอาหาร

จากที่อ่ืนมาทดแทน เชน ละอองเรณู น้ําหวาน หรือบรรยากาศ เชน PAHs ที่มาสะสมที่ใบ โดยจากรายงาน

เกี่ยวกับการปนเปอน PAHs ในอากาศ พบวาม ีPAHs ตกคางในอากาศในปริมาณที่สูง ซึ่ง PAHs เหลานี้

สามารถเปนแหลงคารบอนสําหรับแบคทีเรียได ดังงานวิจัยของนุชนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) ทีพ่บวา

แบคทีเรียบนใบโมก เข็ม และชบา สามารถยอยสลายฟแนนทรนีที่ตกคางบนใบได และ Yadav ยังพบวา

กลุมแบคทีเรียบนใบไมในแถบเมดิเตอรเรเนียน จะมีความสัมพันธเชิงบวกกับปริมาณขนที่ผิวใบ ปริมาณ

น้ําและฟอสฟอรัส ในขณะเดียวกนัก็มีความสัมพันธเชิงลบกับปริมาณสารฟนอลกิทีข่ับออกมาที่ผวิใบและ

ความหนาของใบ ซึ่งใบไมกเ็ปนแหลงของแบคทีเรียทีน่าสนใจ  ที่นาจะมีแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ชนิด

ตางๆ 
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รูปที่ 2.5 แบคทีเรียที่อาศัยอยูใบไมแบบตางๆ (Lindow และคณะ, 2003) 

 

2.6.2 การนําแบคทีเรียบนใบไมมาบําบัดสารพิษในอากาศ 

การนาํแบคทีเรียที่อาศัยรวมกับตนพชื มาใชในการบําบัดสารมลพิษในอากาศเริ่มเปนที่สนใจมาก

ขึ้น เพราะแบคทีเรียชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัดสารพิษในอากาศ และ 90% ของการจํากัดสารพิษโดย

ตนพืชจะเปนเพียงการดูดซมึ (Absorption) โดยตนพชื ซึ่งสารพิษเหลานี้จะไมเปลี่ยนแปลงโครงสรางและ

ความเปนพษิ และอาจเกิดการหลุด (Desorption) ของสารพษิเหลานี้ได แตแบคทีเรียหลายชนดิสามารถ

กําจัดสารพิษดวยการยอยสลาย 

De Kempeneer และคณะ (2003) ทาํการทดลองพนเชื้อ Pseudomonas putida TVA8 บนตน 

Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ (339 มิลลิกรัม/ลูกบาศกเมตร) ในระบบปด พบวาสามารถ
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กําจัดโทลูอีนได 95% ในระยะเวลาเพียง  27 ชัว่โมง แตชุดควบคุมทีไ่มมีเชื้อแบคทเีรียตองใชเวลานานถึง 

75 ชั่วโมง  

Orwell และคณะ (2004) ไดศึกษาพบวาแบคทีเรียในดนิในกระถางทีป่ลูกตนไม มบีทบาทหลกัใน

การกําจัดเบนซีนในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั  

Sandhu และคณะ (2007) ทีท่าํการทดลองพนแบคทเีรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. 

CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอลในอากาศสลายไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดไดมากถึง

แปดเทาเมื่อเทียบตนพืชที่ไมไดรับการพนเชื้อ และพบวาตนถัว่และขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณ

สารอินทรียในอากาศสงู ใบถั่วและขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพด

ที่ผานการฆาเชื้อจุลินทรีย แสดงวาจุลนิทรียที่มีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลได  

อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับการบําบดั PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบไมยังมีผูศึกษา

นอย จงึควรทําการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหไดความรูสําหรับการปรับปรุงคุณภาพอากาศตอไป ในปจจุบัน

การศึกษาที่เกีย่วของมีเพียงการยอยสลายฟแนนทรนีหลงัจากที่ตกสะสมบนใบไม เชน Waight (2005) 

พบวาแบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทย สามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

และจําแนกไดวาเปนเชื้อในกลุม Pseudomonas, Microbacterium, Rhizobium และ Deinococcus  

การศึกษาตอมาโดย นุชนาฎ  ทองธรรมชาต ิ (2550) พบวาจาํนวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรนีบน

ใบไมมีคาแตกตางกนัตามชนิดของไมประดับ ในขณะเดียวกนัพบวาใบโมกมีจาํนวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย

ฟแนนทรนีมากที่สุดและมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการกําจัดฟแนนทรีนที่ความเขมขน 20 และ 50 mg/kg 

ของใบไม นอกจากนีพ้บวาประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรนีสูงขึ้นตามจาํนวนแบคทีเรียที่ยอย

สลายฟแนนทรีนทีพ่บบนใบ  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกเพิ่มเติม โดยเจาะจงทีก่ารยอย

สลาย PAHs ในอากาศชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ซึ่ง PAHs 

ชนิดที่เลือกมาใชศึกษานี้ พบสะสมปริมาณมากในอากาศบนทองถนนของกรุงเทพมหานคร (Oanh และ

คณะ, 2000; Garivait และคณะ, 2000; Norramit และคณะ, 2005; Chang และคณะ, 2006; 

Boonyatumanond และคณะ 2007) นอกจากนี้ไดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่เกี่ยวของ และศึกษาวิธีเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการยอยสลาย PAH ของแบคทีเรียบนใบไมโดยการใหปุยทางใบพืช 
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บทที่  3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณ 
 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร บริษัท Nigro, Thailand 

2. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 บริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

3. เครื่องเขยาชนดิควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, USA 

4. เครื่องชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษทั Mettler Toledo, Switzerland 

5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

6. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920  บริษัท 

Kubota, Japan 

7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 

8. เครื่องตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM  บริษัท      

Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

9. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad,USA 

10. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan 

12. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 

13. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาดความกวางร ู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Tokyo Roshi 

Kaisha, Japan 

14. ชุดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

เครื่องแกสโครมาโตกราฟ รุน 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 

คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายใน

เคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร 

เครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
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15. ชุดเข็มเก็บตัวอยางสารระเหยในอากาศ Solid Phase MicroExtraction (SPME)  บริษัท 

SUPELCO Inc., USA 

16. ตูเขี่ยเชื้อแบบ ISSCO รุน BV-124 บริษัท International Scientific supply Co., Ltd., 

Thailand  

17. ตูเขี่ยเชื้อ Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

18. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –80๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 

19. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 

20. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยี่หอ Memmert รุน BE800, Germany 

21. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

22. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

23. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      บริษัท

Eppendorf  AG, Germany 

24. ไมโครปเปตขนาด 10 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

25. ไมโครปเปตชนิด 8 หัวจาย ขนาด 200 ไมโครลิตร รุน BPE-200 บริษัท Labnet 

International Inc., USA 

26. ไมโครไตเตอรเพลต (96  well polystyrene microtiter plate) ชนิดกนแบน บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

27. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงของ 96 well-plate (96 well-plate reader) รุน ELx800 บริษัท 

BIO-TEK Instruments, Inc., USA   

28. เครื่องผสมสาร (compact Rocker) รุน CR300 บริษัท Finemould precision. Ind. Co., 

Korea 

29. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 

30. ชุดเครื่องเจลอิเล็กโทรฟอเรซสิ mini Gel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO 

BIO, Japa 

31. หัวกรองสําเร็จรูป ขนาดความกวางรู 0.20 ไมโครเมตร บริษัท Corning Incorporated, 

Germany 
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เคมีภัณฑ 
 

1. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 

2. กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 

3. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

5. แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 

6. ไดแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท Merck, Germany 

7. โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

8. แคลเซียมไนเตรต (Ca(NO3)2) บริษัท Merck, Germany 

9. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 

10. เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) บริษัท Merck, Germany 

11. แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 

12. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) บริษัท Merck, Germany 

13. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

14. เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany 

15. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 

16. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

17. แบคโตอะการ (bacto agar) บริษัท Difco, USA. 

18. กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., USA 

19. ฟแนนทรนี (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 

20. อะซีแนพธิลีน (acenapthylene) บริษัท Sigma, USA 

21. อะซีแนพธีน (acenapthene) บริษัท Sigma, USA 

22. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

23. ฟลูออรีน (fluorene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

24. ไพรีน (pyrene) บริษัท Sigma, USA 

25. แอนทราซนี (anthracene) บริษัท Sigma, USA 

26. เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo(a)pyrene) บริษัท Sigma, USA 

27. เมทธานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

28. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) บริษัท Merck, Germany 

29. ไดเมทธิลฟอรมาไมด (dimethyl formamide, DMF) บริษัท BIOBASIC, INC., USA 
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30. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 

31. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

32. 100 base pair DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA และ บริษัท 

Fermentas, USA 

33. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 

34. ฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล [Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 

(25:24:1)] บริษัท USB, USA 

35. อารเอ็นเอส เอ (Ribonuclease A, Rnase A) บริษัท Promega, USA 

36. ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kilobase DNA ladder) บริษัท Bio-Rad, UK และ บริษัท 

บริษัท Fermentas, USA 

37. สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) บริษัท Nacalal tesque, Japan 

38. ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI บริษัท Promega, USA 

39. ทริสมา เบส {Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3)} บริษัท 

Sigma, USA 

40. เอธิลลีนไดเอมีนเททระเอซติิกเอซิด (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), 

(C10H14N2O8Na22H2O) บริษัท Sigma, USA 

41. โซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalal 

tesque, Japan 

42. โปรติเนส เค (Proteinase K) บริษัท US. Biological, USA 

43.  เอ็กซ กอล (X-gal, 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC 

INC., Canada 

44. ไอโซโพรพิล ไธโอ เบตา ดี กาแลกโตไซด (Isopropyl thio-β-D-galactoside, IPTG) 

บริษัท BIO BASIC INC., Canada 

45. ชุด Tag PCR Master Mix kit บริษัท Qiagen, Germany 

46. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germany 

47. ชุด PCR purification kit QIAquick PCR purification kit บริษัท Qiagen, Germany 

48. ชุด PCR cloning kit pGEM-T Easy Vector System II บริษัท Promega, USA 

49. สาร cell proliferation reagent WST-1 บริษัท Roche, USA 

50. กระดาษกรอง (filter paper) บริษัท Advantec, Japan 

51. ฝาอะลุมิเนียมขนาด 20 มิลลิเมตร (20 mm Aluminum Crimp Seals) บริษัท National 

Sciencetific, USA 
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52. เซพตัม Teflon/silicone บริษัท National Scientific, USA 

53. สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

ฟอรมาไมด ([Formamide (Deionized))] 

สารละลาย 40% อะคริลาไมด/บิส (40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1) 

ยูเรีย (Urea) 

แอมโมเนยีม เปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) 

N,N,N/,N/-เททระ เมธิล เอธลีินไดเอมีน (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-

ethylenediamine, TEMED) 

ทีเออี เขมขน 50 เทา (50xTAE) 

สีติดตาม (Dye solution) 

เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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แผนผังของงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตนโมก 

วิเคราะห ชนิดแบคทีเรีย

บนใบดวย DGGE 

นับจํานวนแบคทีเรียบน

ใบดวย MPN 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ

ของแบคทีเรียบนใบใน 4 วัน 

ในขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

ของแบคทีเรียบนกิง่โมกในแชมเบอร 

เมื่อทิ้งไว 7 วนั 

หาอัตราการกาํจัด PAHs ในอากาศใน

แชมเบอรภายใน 24 ชั่วโมง 

ของแบคทีเรียบนตนโมก 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในแชมเบอร

ในอากาศที่มกีารเติม PAHs อยาง

ตอเนื่องที่เวลาตางๆ ใน 7 วัน  

ก.   แบคทีเรียทั้งหมด 

ข. แบคทีเรียยอยสลาย  

- อะซีแนพธิลนี 

- อะซีแนพธีน 

- ฟลูออรีน 

- แอนทราซนี 

- ฟแนนทรนี 

- ฟลูออแรนทนี 

- ไพรีน 

- เบนโซ[เอ]ไพรีน 

แบคทีเรียยอยสลาย  

- อะซีแนพธิลีน 

- อะซีแนพธีน 

- ฟลูออรีน 

- แอนทราซนี 

- ฟแนนทรนี 

- ฟลูออแรนทนี 

- ไพรีน 

- เบนโซ[เอ]ไพรีน 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 วิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซีแนพธิลนี อะซีแนพธีน ฟลูออรีน   
ฟลูออแรนธนี ฟแนนทรนี แอนทราซนี ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน บนใบโมก  
  

3.1.1 เก็บตัวอยางใบโมก 
 เก็บใบโมกจากถนนพญาไท บริเวณหนาคณะสถาปตยกรรมศาสตรและคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึง่มีการจราจรหนาแนน ทาํใหอาจจะมีการปนเปอนของ PAHs หลาย

ชนิดในอากาศสูง (Boonyatumanond และคณะ, 2007; Panther และคณะ, 1999) การเลือกเก็บ

ใบโมกจะเก็บแบบสุม ในตอนเชา เลือกใบที่มีสีเขียวสด เจริญเติบโตเต็มที่ และไมมีรองรอยการติด

โรคพืช หรือการกัดแทะของศัตรูพืช ใบโมกที่เก็บจะนําไปวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย 

PAHs ตามขอ 3.1, นับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ตามขอ 3.2 และศึกษาประสทิธิภาพ

ของแบคทีเรียในการกาํจัด PAHs ในอากาศ ในขวดทดลอง ตามขอ 3.3 

 
 3.1.2 สกัดแบคทีเรียจากใบโมก 
 สกัดแบคทีเรียจากใบไมตามวิธีของ Lambais และคณะ (2006) โดยนาํใบโมกจากขอ 

3.1.1 น้าํหนกั 10 กรัม แชในโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร  (0.1 โมลาร, pH 7.0) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร  นําไปเขยาบนเครือ่งเขยาดวยความเรว็รอบ 200 รอบ/นาท ีนาน 30 นาท ีและเขยาดวย

เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู นาน 10 นาท ีเพื่อใหแบคทเีรียหลุดจากใบโมก จากนัน้นําสารละลาย

ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ นาน 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมอาหารเหลว CFMM 

(ภาคผนวก ก) จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร สารแขวนลอยแบคทเีรียที่ได นาํไปวิเคราะหชนิด

แบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ดวยวิธ ีDenaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ตาม

ขอ 3.1.3-3.1.9.6 และนับจาํนวนแบคทเีรียที่ยอยสลาย PAHs ดวยวธิี Most Probable Number 

(MPN) ตามขอ 3.2  
 
3.1.3 เพิ่มปรมิาณแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซีแนพธลิีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธนี ฟแนนทรนี แอนทราซนี ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน 
นําสารละลายแบคทีเรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมในอาหารเหลว CFMM 

90 มิลลิลิตร จากนั้นเติม อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟลอูอแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทรา

ซีน ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน ในไดเมทธลิฟอรมาไมดที่ความเขมขน 10,000 ppm (ภาคผนวก ข) 

เพียง 1 ชนิด ใหความเขมขนสุดทายเปน 100 ppm เพื่อเปนแหลงคารบอนของแบคทีเรีย นาํไป

เขยาบนเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห 
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3.1.4 สกัดดีเอ็นเอ     
 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียดวยวธิีที่ดัดแปลงจาก Tsai และ Olson (1991) โดยนาํอาหาร

เหลว CFMM จากขอ 3.1.3 ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เท

สวนน้ําใสทิ้งจนเกือบหมด เทสารละลายตะกอนแบคทเีรียที่เหลือใสในหลอดไมโครฟวจ ปนเหวีย่ง

ดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาท ี ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 2 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้จนหมด เตมิ

บัฟเฟอร สาํหรับสกัด (DNA extraction buffer) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให

เขากันดวยเครือ่งผสมสารจนเปนเนื้อเดียวกัน เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 30 นาท ี เตมิ 20% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บมที ่ 65 องศา

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แตทุก 20 นาที จะตองมาผสมสารในหลอดไมโครฟวจ เพื่อไมใหเซลล

แบคทีเรียตกตะกอน หลงัจากนัน้นาํไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

แลวนํามาละลายที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ีทําการเยือกเข็ง-ละลายซ้ําอกี 2 คร้ัง 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ี 

 เก็บสวนน้าํใสใสหลอดไมโครฟวจใหม ตกตะกอนโปรตนีดวยฟนอล-คลอโรฟอรม-         

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol, 24:24:1) โดยเติมฟนอล-

คลอโรฟอรม-      ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมใหเขากนัอยาง

ชาๆ นาน 1-2 นาท ี นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาท ี เก็บสวนน้าํใส ใสหลอดไมโครฟวจใหม ทาํซ้ําอีกครั้ง หรือจนกวาจะไมมี

ตะกอนโปรตีน 

 เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.8 เทาของปริมาตรสวนน้าํใส ผสมใหเขากนัอยางชาๆ 

จนกวาจะเหน็เสนใยขาวๆ หรือทิ้งไวประมาณ 1 ชั่วโมง ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ี ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอธานอล 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ

10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ระเหยเอธานอลออกจากดีเอ็นเอใหแหง โดยบมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส ประมาณ 10 นาท ี ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบฟัเฟอร TE ที่ผสมกับ RNase A 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เกบ็

สารละลายดีเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช    
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3.1.5 ตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวธิี Gel Electrophoresis 
 เตรียมวุนความเขมขน 1% โดยชั่งผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร  

TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี ทิง้ให

สารละลายเยน็ลง จนเหลอือุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เทลงในถาดที่มีหวีเสียบอยู 

ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาท ีวางแผนวุนลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 

เทา ใหทวมแผนวุนประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร กับสีติดตาม 

(6X loading dye) 1 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) บนแผนพาราฟลม หยอดลงในหลมุบนแผนวุน โดย

หลุมแรกใหหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA marker) จากนัน้เปดสวิตซให

กระแสไฟฟาไหลผานแผนวุนและบัฟเฟอร  TAE โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที 

ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ) นาน 15 นาที นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต (UV) ดวยเครื่อง

ตรวจสอบเจล (Gel Documentation system) 

 
 3.1.6 ทําดีเอ็นเอใหบริสทุธิ ์
 เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.9% โดยชั่งอะกาโรสผงหนัก 0.9 กรัมละลายใน 100 

มิลลิลิตร บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี เทลง

ในถาดที่มหีวีเสียบอยู ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาที วางแผนอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร 

เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวมแผนอะกาโรสเจลประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสม

สารละลายดีเอ็นเอทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน โดยหลุมแรกใหหยอดดวย     

1 kb DNA marker จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผานแผนอะกาโรสเจลและบัฟเฟอร  TAE 

โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาท ี ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดียมโบรไมด 

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ีนําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวย

เครื่องตรวจสอบเจล  

 ตัดชิ้นอะกาโรสเจลที่มีดีเอน็เอ ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen, Germany) ตามวธีีที่ระบุไวในคูมือ    

 
 3.1.7 เพิ่มจาํนวนชิ้นสวนดีเอ็นดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) 
  3.1.7.1 วิเคราะหความบรสิุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
  นําสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 3.1.6 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคา
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นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

และคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  

 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

 
  3.1.7.2 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
  โดยใชไพรเมอร PRBA338F + CG (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCG 

GGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งม ี GC clamp 

เชื่อมตอบริเวณ 5’ และไพรเมอร PRUN518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) (Muyzer และคณะ, 

1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีความยาวประมาณ 200 

bp โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏกิิริยา เปนดงันี ้

  สารละลาย Tag PCR Master Mix kit (Qiagen, Germany) 15 ไมโครลิตร น้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อ 10 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร PRBA338F 2 ไมโครลิตร สารละลาย

ไพรเมอร PRUN518R 2 ไมโครลิตร ความเขมขนสุดทายของสารละลายไพรเมอรเปน 20 ไมโคร

โมล (ของแตละตัว) สารละลายดีเอ็นเอความเขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมสวนผสม

ทั้งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวงัอยาใหมฟีองอากาศ 

จากนั้นดาํเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) 

(Biorad, USA) โดยตั้งโปรแกรมดังนี ้

 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี

 2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

  2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

  2.2 Annealing step  อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

    (ลดอุณหภูมิลดลงทีละ 0.5 องศาเซลเซยีส ในแตละรอบ) 

  2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาท ี

 3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

 4. Annealing step    อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี

 5. Extension step   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาท ี

            6. ทาํขั้นตอนที ่3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี
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  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ดวยวิธี Gel Electrophoresis โดยใชวุนความ

เขมขน 2% โดยชั่งผงวุนหนัก 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา 

ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร 

(100 bp DNA ladder) 

 
 3.1.8 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  
 ใชอุปกรณของ DCode™ system (Biorad, USA) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอ

ลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 10-70% จากสารละลาย 

denaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก ข) ซึง่ทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใช

ระบบจายเกรเดียนทตามวธิทีี่ระบุไวในคูมอื เมื่อทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงใน

ชุดแซนวิชเตรยีมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้ง

ขามคืนใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นาํชดุเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส 

ผสมผลิตภัณฑ PCR ทั้งหมดกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง  จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟา

ไหลผานชุดเจลแซนวิชและบัฟเฟอร  TAE จากขัว้ลบไปขั้วบวก โดยใชความตางศกัย 130 โวลต 

นาน 5 ชั่วโมง ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดยีมโบรไมด ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร นาน 15 นาท ีนาํไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเครื่องตรวจสอบเจล  
  

3.1.9 วิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดชิ้นดีเอ็นเอเดนจากโปรไฟลของ DGGE 
  3.1.9.1 เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอและทําใหบริสทุธิ์เพือ่การโคลน 

 ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติม 

TE buffer 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลไวที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลาย

ออกมาจากเจลใหมากที่สุด เพิ่มจาํนวนชิ้นดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส โดยที่ความ

เขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา ตามขอ 3.1.7.2 แตไพรเมอร PRBA338F ไมตองม ี

GC clamp เชื่อมตอบริเวณ 5’ และใชปริมาณใชสารละลายดีเอ็นเอตั้งตน 5 ไมโครลิตร จากนัน้

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ โดยตัง้โปรแกรมดังนี ้

 

 1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซยีส นาน 52 นาท ี

 2. Denaturation step   อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซยีส นาน 30 วินาท ี

 3. Annealing step   อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส นาน 30 วินาท ี

 4. Extension step   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี
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            5. ทาํขั้นตอนที ่2-4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 6 นาท ี

 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 

2% โดยชั่งผงวุนหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธี

ในขอ 3.1.5 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร และทําให

บริสุทธิ์ตามวธิีในขอ 3.1.6 

 
  3.1.9.2 โคลนชิ้นผลิตภณัฑ PCR 
  นําสารละลายผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.1.9.1 มาไลเกทเขากับเวกเตอร pGEM-

T Easy Vector System II (Promega, USA) ตามวิธทีีร่ะบุในคูมือในไมโครฟวจ โดยทําสวนผสม

ของปฏิกิริยา ดังนี ้

 

 2X ไลเกชันบฟัเฟอร      5  ไมโครลิตร 

 เวกเตอร pGEM-T Easy Vector System II (50 นาโนกรมั)  1  ไมโครลิตร 

 สารละลายผลติภัณฑ PCR จากขอ 3.3.7.1   3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)    1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรทั้งหมด       10 ไมโครลิตร 

 

ทําการไลเกชนัที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บ

สารละลายไลเกชันที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช    

  
  3.1.9.3 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 
JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมเมนท (tranformant) ที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ 

 การเตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ 

Russell, 2001) โดยลงเชื้อ E. coli JM109 ที่ยงัไมผานการทรานสฟอรม บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Ψb (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เลือกเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ      

E. coli JM109 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Ψb (ภาคผนวก ก) ปริมาตร  5 มิลลิลิตร แลวนาํไป

เขยาที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง จนกระทั่ง OD600 มคีาเทากับ 0.3-0.5 เพื่อใชเปน

หัวเชื้อ จากนัน้ถายหวัเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปยังอาหารเหลว Ψb (ภาคผนวก ก) ปริมาตร  

100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask นําไปเขยาที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง OD600 มคีา
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เทากับ 0.5 เมื่อเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่ตองการ ใหถายเชื้อลงในขวดเซนตริฟวจ 250 

มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อ จากนั้นแชน้ําแข็งนาน 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,000 รอบ

ตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี (ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทาํที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสตลอดเวลา) เทสารละลายสวนน้าํใสทิ้ง เติมสารละลาย Tfb I (ภาคผนวก ข) ทีเ่ยน็

ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล เขยาใหผสมเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้แชน้ําแข็งนาน 5 

นาท ี แลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 

นาท ี เทสารละลายสวนน้ําใสทิ้ง เติมสารละลาย Tfb II (ภาคผนวก ข) ที่เยน็ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ลงในตะกอนเซลลอีกครั้ง เขยาใหผสมเปนเนื้อเดยีวกัน จากนัน้แชน้าํแข็งนาน 15 นาท ี หรือ

มากกวานัน้ แบงใสหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่เยน็ ปริมาตรหลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บคอมพี

เทนตเซลลไวที่ -70 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช  

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ดวยวธิี 

heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนาํคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่เกบ็ไวที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาแชในน้าํแข็งใหละลายชาๆ ไมเกิน 10 นาท ี เติมรีคอมบิแนนทพ

ลาสมิดที่ไลเกทไวแลวจากขอ 3.1.9.2 ปริมาตร 2-4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมใน

น้ําแข็งนาน 30 นาท ีทําการ heat shock ที่อุณหภูม ิ 42 องศาเซลเซียส นาน 90 วนิาท ีจากนัน้

นํามาแชในน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที แลวเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ชัว่โมง 

 คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (tranformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมดิที่ตองการ

ดวยวิธ ี Blue/White selection ((Sambrook และ Russell, 2001) ทาํโดยนําสารละลายเซลล      

E. coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดแลว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลง

อาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% 

(ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-

galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร หลงัจาก

เกลี่ยเชื้อแลว บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เก็บเชื้อ E. coli JM109 ที่มีรี

คอมบิแนนทพลามิด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวานํามาใช 

 
3.1.9.4 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด 

 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด ดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมอื  
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ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% 

โดยชั่งผงวุนหนัก 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทาํตามวิธใีน

ขอ 3.1.5  

 
3.1.9.5 ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ 

 ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ ตามวิธทีี่ระบุไวในคูมอื โดยทาํสวนผสมของปฏิกริิยา ดังนี ้

 

 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy   1 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 

 เอนไซม EcoRI      1 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     7 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

 

 ผสมสารใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมด (10 ไมโครลิตร) มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรก ดวยวิธี Gel 

Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% โดยชัง่ผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 เปรียบเทียบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่สอดแทรก 

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 

 
3.1.9.6 วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด 
สงดีเอ็นเอไปวเิคราะหที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

ผานทางบริษทั Ward Medic Ltd., Part โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 

DNA Sequencing และเครื่อง ABI® PRISM DNA Sequencing ในการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ

ไทด วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร M13R (5’ GGATAACAATTTCACACAGG 3’) 

ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pGEM-T Easy 

เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอแลว นาํไปวิเคราะหลําดับเบสและ

จัดจําแนกชนดิของจุลินทรยีโดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank ใชโปรแกรม 

BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) 
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3.2 นับจํานวนแบคทีเรียบนใบโมกโดยวิธ ีMost Probable Number (MPN) 
 
 3.2.1 นับจํานวนแบคทีเรยีทั้งหมด  

การนับจาํนวนแบคทีเรียทั้งหมดบนใบไม ใชอาหารเหลว NA ที่เพิ่มกลีเซอรอล เพื่อจําลอง

สภาวะใหคลายคลึงกับผิวใบไมที่ประกอบดวยไขมัน (แวกซ) และใหแบคทีเรียทั้งหมดในกลุม 

Heterotroph สามารถเจริญได  (Yadav และคณะ, 2005) (ภาคผนวก ก) โดยเติมอาหารเหลว NA 

ที่เพิม่กลีเซอรอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต (96  well polystyrene 

microtiter plate) ชนิดกนแบน เติมสารละลายแบคทเีรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใน

หลุมแรกของไมโครไตเตอรเพลต ผสมสารใหเขากนั ทาํใหไดความเขมขน 10-1 เทา จากนัน้ดูด

สารละลาย 20 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมถัดไปที่มีอาหารเหลว NA ที่เติมกลเีซอรรอล 200 

ไมโครลิตร ทําใหไดความเขมขน 10-2 ทําเชนเดียวกนันี้จนไดความเขมขนที ่ 10-7 ทาํซ้ํา 3 ชุด

ทดลอง จากนัน้ปดดานบนของฝาไมโครไตเตอรเพลตดวยกระดาษทิชชูทีเ่ปยกน้าํ แลวหอดวย

พลาสติกใสเพือ่ปองกันน้าํในอาหารระเหยออก บมไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 2 สปัดาห หลังจาก

นั้นวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ทั้ง 3 ชุดทดลอง เปรียบเทยีบกับชุดควบคมุ

อาหารเหลว NA ที่เติมกลีเซอรรอล แตไมไดเติมสารละลายแบคทเีรีย นาํคาของ 3 ชุดทดลอง ใน 3 

ระดับความเขมขน ไปเทียบกับตาราง MPN จะไดจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 

 
 3.2.2 นับจํานวนแบคทีเรยีที่ยอยสลาย PAHs  

นับจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ตามวิธีของ Johnsen และคณะ (2002) โดยมี

แหลงคารบอนเปน PAHs ชนิดตางๆ ในอาหารเหลว CFMM และบมเปนเวลา 4 สัปดาห เพื่อให

แบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs เทานั้นที่เจริญได โดยเติมสารละลาย อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี 

ฟลูออรีน ฟลอูอแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน ที่ละลายในเฮกเซน 

เพราะเฮกเซนระเหยไดงาย ความเขมขน 5,000 ppm (ภาคผนวก ข) เพียง  1 ชนดิ ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต เพื่อเปนแหลงคารบอน วางทิง้ไวที่ตูดูดควัน ประมาณ 

60 นาท ี หรือจนเฮกเซนระเหยออกไปหมด เติมอาหารเหลว CFMM 200 ไมโครลิตร เติม

สารละลายแบคทีเรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลุมแรกของไมโครไตเตอรเพลต 

ผสมสารใหเขากัน ทําใหไดความเขมขน 10-1 เทา จากนั้นดูดสารละลาย 20 ไมโครลิตร เติมลงใน

หลุมถัดไปทีม่อีาหารเหลว CFMM 200 ไมโครลิตร ทําใหไดความเขมขน 10-2 ทําเชนเดียวกันนี้จน

ไดความเขมขนที ่ 10-6 ทําซ้ํา 3 ชุดทดลอง จากนัน้ปดดานบนของฝาไมโครไตเตอรเพลต ดวย

กระดาษทิชชูที่เปยกน้าํ แลวหอดวยพลาสติกใสเพื่อปองกันน้ําในอาหารระเหยออก บมไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 สัปดาห 
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เติมสารละลายอิเล็คตรอนโดเนอร (Electron donor solution) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

(ภาคผนวก ข) และเติมสาร cell proliferation reagent WST-1 (Roche, USA) ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต นาํไปเขยาดวยเครื่องเขยา ดวยความเรว็ 300 รอบตอ

นาที ประมาณ 7-12 ชั่วโมง หรือจนเกิดสีเหลือง นาํไปวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลืน่ 450 และ 

540 นาโนเมตร (A450 และ A540) A450 เปนความยาวคลืน่ที่สาร cell proliferation reagent WST-1 

ดูดกลืนไดมากที่สุด และ A540 เปนความยาวคลื่นที่สาร cell proliferation reagent WST-1 

ดูดกลืนไดนอย คํานวณคา A450 ลบ A540 เปรียบเทียบชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM แตที่ไมได

เติมสารละลายแบคทีเรีย นาํคาของ 3 ชุดทดลอง ใน 3 ระดับความเขมขน ไปเทยีบกับตาราง MPN 

จะไดจํานวนแบคทีเรียทัง้หมด 
 
3.3 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทเีรียบนใบโมกที่สามารถกาํจัด อะซีแนพธลิีน อะซี    
แนพธีน ฟลอูอรีน และ ฟแนนทรนีในอากาศในขวดทดลอง 
 เปนการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับประสิทธิภาพของแบคทเีรียบนใบโมกในการกําจัด PAHs 4 

ชนิดไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศ เนื่องม ีPAHs เหลานีม้ี

รายงานวาปนเปอนในอากาศตามทองถนน (Chang และคณะ, 2006) และอากาศภายในตัว

อาคาร (Liu และคณะ, 2001) โดยใชใบโมกจากขอ 3.1.1 ทําการทดสอบในขวดทดลองขนาดเลก็ 

60 มิลลิลิตร โดยเติม PAHs ในกระดาษกรองที่ติดอยูดานขางขวด และทิ้งไวให PAHs ระเหยอยู

ในรูปกาซภายในขวดทดลอง  
 

3.3.1 วิธีคํานวณความเขมขนของ PAHs ในหนวย ppmV  
เนื่องจากเปนการศึกษาสารพิษในอากาศ จึงจําเปนตองคํานวณความเขมขนตอปริมาตร

อากาศ (ppmV) โดยคํานวณจากวธิีของ Tillman (2005) 
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3.3.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนใบโมกในการกาํจัด อะซีแนพธลิีน 
อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนีในอากาศในขวดทดลอง 

 
 นําตัวอยางใบโมกจากขอ 3.1.1 บรรจุในขวดทดลอง (serum vial) ขนาด 60 มิลลิตรที่

ภายในแปะกระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร ไวรองรับ PAHs ดังรูปที่ 3.1 ทีด่านขางขวด

ทดลอง แบงเปน 3 ชุดทดลอง เพื่อเปรียบเทยีบประสทิธิภาพการจํากัด PAHs ของใบโมกแบบ

ตางๆ ดังนี ้

- ชุดทดลองที ่ 1  ใบโมกแหง โดยนาํตัวอยางใบโมกมาผานการฆาเชือ้แบคที 

เรียดวย 0.2% ทวนี 80 เปนเวลา 3 นาที, 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปน

เวลา 3 นาท ีและลางดวยน้าํกลั่นปลอดเชือ้อยางนอย 1 นาท ีจาํนวน 3 คร้ัง 

ใบโมกที่ฆาเชือ้แลว นาํมาอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 วัน เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศโดยใบโมกแหง 

- ชุดทดลองที ่2 ใบโมกที่ผานการฆาเชื้อแบคทีเรียที่ผวิใบ ดวย 0.2% ทวนี 80 

เปนเวลา 3 นาท,ี 5% โซเดยีมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 3 นาที และลางดวย

น้ํากลัน่ปลอดเชื้ออยางนอย 1 นาที จํานวน 3 คร้ัง นาํมาระเหยน้าํสวนเกนิที่

ผิวใบ ในตูดูดควัน ประมาณ 30 นาท ี(Sandhu และคณะ, 2007) เพื่อ

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ โดยใบโมกและเมตาบอลิซึมของใบโมกที่

ไมมีแบคทีเรีย 

- ชุดทดลองที ่3 ใบโมกตามธรรมชาติ เพื่อทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

โดยใบโมกและแบคทีเรียบนใบ 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(ก) (ข) 

ปดดวยเซพตมัเคลือบ

ดวยเทฟลอน/ซิลิโคน 

  (ก)       (ข) 

กระดาษกรองไวรองรับ PAHs 
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รูปที่ 3.1 ขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร ปดดวยเซพตมัที่เคลือบดานลางดวยเทลอน/ซิลิโคน 

(Teflon/Silicone) และผนกึดวยฝาอะลมูิเนียม ภายในมกีระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร (ก) 

ชุดควบคุมที่ไมไดบรรจุใบโมก (ข) ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกน้าํหนกั 0.5 กรัม 
 
ชั่งใบโมกแตละชุดทดลองหนัก 0.5 กรัม ใสขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร ซึ่งมกีระดาษกรอง 

นําสารละลายผสมอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลอูอรีน และ ฟแนนทรนี ในเมธานอล มาทาํการ

เจือจางที่ดวยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อเพื่อลดปริมาณเมธานอลที่จะระเหยอยูในอากาศ จนไดความ

เขมขนสุดทายเปน 1760 ppm ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมบนกระดาษกรอง เพื่อได PAHs 

ความเขมขนสดุทายเปน 400 ppmV ของอากาศภายในขวดทดลอง ปดฝาขวดดวยเซพตัมที่

เคลือบดานลางดวยเทฟลอน/ซิลิโคน (Teflon/silicone) และผนึกดวยฝาอะลูมิเนียม ทิง้ไวเปนเวลา 

3 ชั่วโมง เพื่อให PAHs ระเหยจากกระดาษไปในอากาศจนหมด เติมสารละลายผสมอะซีแนพธิลีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนี ความเขมขน 100 ppmV  ทุก 24 ชั่วโมง ซึง่คลายกับ

สภาพแวดลอมจริงที่ไดรับ PAHs อยางตอเนื่อง เก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศดวยเข็ม SPME 

และนําไปวเิคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟ (Gas 

chromatography, GC) ตามวิธีในขอ 3.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือขวดทดลองที่ไมไดบรรจุ

ใบโมก 

 

หมายเหต ุ ขวดทดลอง 60 มิลลิลิตรจะมีการนํามาใชซ้ํา โดยลางขวดใหสะอาดดวย

น้ําเปลา นําไปอบที่ 85 องศาเซลเซียส อยางนอย 3 วนั เพื่อระเหย PAHs ที่ตกคางออกไปใหหมด 

และจะเปลี่ยนเซพตัมใหมทกุครั้ง 
   

3.4 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรยีบนกิ่งโมกในการกําจัด อะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนในแชมเบอร และอิทธิพลของปุยพชืทีพ่นใหทางใบ 

เพื่อทดสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรียทีอ่ยูบนกิง่โมกในการกําจัด PAHs 4 ชนิด ซึ่งเปน

การจําลองระบบปดใหคลายคลึงกับตนโมกในสภาพแวดลอมจริงที่ไดรับ PAHs อยางตอเนือ่ง

มากกวา 4 วัน โดยขยายขนาดจากขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร เปนแชมเบอรแกวขนาด 14 ลิตร ทั้งนี้

ยังไดศึกษาผลของปุยพืชสูตร 20-20-20 (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซยีม) ที่พนทางใบ ที่

อาจจะเปนแหลงอาหารสําหรับการเจริญของแบคทีเรียบนกิง่โมกได 
 
3.4.1 เก็บตัวอยางกิ่งโมก 
เก็บกิ่งโมกจากถนนพญาไท บริเวณหนาคณะสถาปตยกรรมศาสตรและคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลือกเก็บกิ่งโมกแบบสุม ในตอนเชา เลือกกิง่โมกที่มีสีเขยีวสด 
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เจริญเติบโตเต็มที่ ยาวประมาณ 30 เซนติเมตร ไมมรีองรอยการตดิโรคพืช หรือการกัดแทะของ

ศัตรูพืช และตนโมกตองไมไดรับฝนอยางนอย 7 วัน 

 
 
 
3.4.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนกิง่โมกในการกาํจัด อะซีแนพธลิีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนในแชมเบอร และอิทธพิลของปุยพชืที่พนใหทาง
ใบ 

นํากิง่โมกจาก ขอ 3.4.1 โดยแบงเปน 3 ชุดทดลอง เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ

จํากัด PAHs ของกิ่งโมกแบบตางๆ ดังนี ้

- ชุดทดลองที ่ 1 กิ่งโมกที่ปลอดเชื้อแบคทีเรีย ดวย 0.2% ทวนี 80 เปนเวลา 3 

นาที, 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 3 นาท ี และลางดวยน้ํากลัน่

ปลอดเชื้ออยางนอย 1 นาที จํานวน 3 คร้ัง นํามาระเหยน้ําสวนเกินที่ตูดูด

ควัน ประมาณ 30 นาท ี เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศ โดยกิ่งโมก

และเมตาบอริซึมของกิ่งโมกที่ไมมีแบคทีเรีย 

- ชุดทดลองที ่ 2  กิ่งโมกตามธรรมชาติ เพื่อทดสอบการกาํจัด PAHs ใน

อากาศ โดยกิง่โมกและแบคทีเรียบนกิ่งโมก 

- ชุดทดลองที ่ 3 กิ่งโมกตามธรรมชาตทิี่ไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ ความ

เขมขน 200 ppm (คิวยีลด, ประเทศไทย) สูตร 20-20-20 และทิ้งไวใหปุยพืช

ซึมเขาไปในกิง่โมกนาน 1 ชั่วโมง เพื่อทดสอบอิทธิพลของปุยพืชที่พนใหทาง

ใบ ตอการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ถาดรองรับ PAHs 

ชองเก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศ 

เข็ม SPME สําหรับเก็บ

ตัวอยาง PAHs ในอากาศ 

ชองเติม PAHs  
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รูปที่ 3.2 แชมเบอรแกวขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร 

 

ชั่งกิง่โมกแตละชุดทดลองหนัก 10 กรัม นําทั้ง  3 ชุดทดลอง ใสในขวดที่มีสารละลาย

อาหารสําหรับตนพืช (CHRYSAL, Nertherlands) 50 มิลลิลิตร เพื่อใหกิง่โมกไดรับสารอาหาร

เหมือนสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ และยืดอายุของกิง่โมก บรรจุใสในแชมเบอร ดังรูปที่ 3.2  นํา

สารละลายผสมอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีน ในเมธานอลความเขมขน 

5,000 ppm มาทาํการเจือจางที่ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ เติมบนกระดาษกรองขนาด

เสนผาศนูยกลาง 125 มลิลิเมตร ทีว่างไวในถาดภายในแชมเบอร  จนไดความเขมขน PAHs 

สุดทายเปน 100 ppmV ของอากาศภายในแชมเบอร ปดฝาใหสนทิ ผนึกทับดวยกระดาษกาวทั้งสี่

ดาน ทิ้งไว 24 ชั่วโมงเพื่อให  PAHs ระเหยไปในอากาศจนหมดและอยูในสภาวะสมดุล ทําการ

ทดสอบ 3 แบบ 

 

ก. ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนของการกําจดั PAHs ของกิ่งโมกของชุดทดลองที่ 1  

และ 2 เปรียบเทียบกับชุดควมคุมที่ไมมีกิง่โมก เมื่อทิ้งไว 7 วัน 

ข. ทดสอบประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในเวลาตางๆ ใน 7 วนัและมีการเติม

สารละลายผสม อะซีแนพธลิีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีน ความ

เขมขน 25 ppmV ทกุ 24 ชั่วโมง ซึง่คลายกับสภาพแวดลอมจริงทีไ่ดรับ PAHs 

อยางตอเนื่อง ของชุดทดลองที่ 1, 2 และ 3 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่ไมได

บรรจุกิ่งโมก 

ค. หาอัตราการกาํจัด PAHs ในอากาศกิ่งโมกของชุดลองที่ 1 และ 2 ภายใน 24 

ชั่วโมง  

 

เก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศดวยเข็ม SPME ผานทางชองเก็บตัวอยางที่ปดดวยเซพตัมที่

เคลือบดานลางดวยเทฟลอน/ซิลิโคน (Teflon/silicone) และผนึกดวยฝาอะลูมิเนียม และนาํไป

วิเคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟ ตามวิธีในขอ 3.5  

 

หมายเหต ุ แชมเบอรจะมีการนํามาใชซ้าํ โดยลางแชมเบอรใหสะอาดดวยน้าํเปลา นําไป

ตากแดดให PAHs ที่ตกคางระเหยออกไปจนหมดเปนเวลาอยางนอย 3 วัน และเปลีย่นเซพตัมใหม

ที่ชองเก็บตัวอยางอากาศทุกครั้ง 
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3.5 วิเคราะห อะซีแนพธิลนี อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนที่เหลืออยูในอากาศ 
 

วิเคราะหปริมาณอะซีแนพธลิีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนีที่เหลืออยูในอากาศ

โดยใชเข็ม Solid Phase Microextraction (SPME) โดยที่เข็มจะมีไฟเบอรทีเ่คลือบดวย 100 

ไมครอน Polydimethylsiloxane (PDMS) ซึ่งสามารถดดูซับสารระเหยไฮโดรคารบอนในอากาศได 

(Vaz, 2003; Kola และคณะ, 2004) โดยปกใหเข็มและไฟเบอรไวในชุดทดลองนาน 15 นาท ี

จากนั้นนําไปวเิคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟ โดยเสียบเข็มและไฟเบอรไวที่ Injector ที่รอน 250 

องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี

 วิเคราะหปริมาณ PAHs ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ โดยชุดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 

รุน 6890N (บริษัท Agilent Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศนูยกลาง 

320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนนิลเมทิลไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 

0.25 ไมโครเมตร เครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID)  

 

วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้

อุณหภูมิเร่ิมตน 120 องศาเซลเซียส  

อุณหภูมิขั้นที ่1 เพิ่ม 25 องศาเซลเซียส/นาท ี จนอุณหภูม ิ160๐ซ hold 3 นาท ี

อุณหภูมิข้ันที ่2 เพิ่ม 3 องศาเซลเซียส/นาท ี จนอุณหภูม ิ220๐ซ hold 2 นาท ี

อุณหภูมิข้ันที ่3 เพิ่ม 40 องศาเซลเซียส/นาท ี จนอุณหภูม ิ300๐ซ hold 2 นาท ี

ความดัน 9.1 ปอนด 

 

 Injector ความรอน 250 องศาเซลเซียส 

Detector ความรอน 250 องศาเซลเซียส 

 
โดยใชฮีเลียม เปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.9 มิลลิลติรตอนาท ี
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรยีบนใบโมกที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธลิีน 
ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรนี แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

4.1.1 การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ฟลูออรีน ฟลูออ

แรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เพื่อนําไปศึกษาชนิดแบคทีเรียดวย

เทคนิค DGGE 

เมื่อนําตัวอยางแบคทีเรียบนใบโมก มาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนเปน 

PAH แตละชนิด ไดแก อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน 

ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน เพื่อคัดแยกและเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอย PAHs แตละชนิด 

เพราะแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมกตามธรรมชาติจะมีจํานวนนอย พบการเปลี่ยนสีของ

อาหารเหลวและตะกอนเซลลที่เพิ่มข้ึนเมื่อเวลาผานไป 3 สัปดาห โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAHs 

ทุกชนิดจะเปลี่ยนสีจากสีขาวเปนสีน้ําตาลออนเนื่องจากแบคทีเรียมีการยอยสลาย PAHs แลวให

สารมัธยันตที่มีสี และมีตะกอนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกันชุดควบคุมที่ไมมี

การเติมเชื้อแบคทีเรียจากใบโมก ดังรูปที่ 4.1 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Mueller และคณะ 

(1989) ที่พบวาเมื่อฟลูออแรนทีนถูกยอยสลายจะใหสารอนุพันธที่มีสี และการศึกษาของ Goyal 

และ Zylstra (1997) ที่พบวาสารอนุพันธที่เกิดจากยอยสลายฟแนนทรีนแลวใหสีน้ําตาล คือ 1,2 

ไดไฮดรอกซีแนพธีลีน (1,2-dihydroxynaphthalene) และการศึกษาของ Denome และคณะ 

(1993) พบวา Pseudomonas ยอยสลายแนพธาลีน กลายเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก อะซิด 

(1-hydroxy-2-naphthoic acid) ซึ่งเปนสารสีน้ําตาล 
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(ก) (ข) 

รูปที่ 4.1 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAHs และบมเปนเวลา 3 สัปดาห (ก) ชุด

ควบคุมที่ไมมีการเติมแบคทีเรียจากใบโมก (ข) ชุดทดลองมีการเติมแบคทีเรียจากใบโมก  

 

4.1.2 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียบนโมกที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรนี แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน โดยวิธี DGGE 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs บนใบโมก 

ผูวิจัยไดนําตะกอนเซลลแบคทีเรียที่เพิ่มจํานวนไดจากขอ 4.1.1 มาสกัดดีเอ็นเอ แลวนําไปเพิ่ม

จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ของ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวย

ไพรเมอร 338F และ 512R (Muyzer และคณะ, 1993) ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 200 

bp และนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําเจลอีเลคโทรโฟเรซิส พบวาความเขมของผลิตภัณฑ PCR 

ของแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มี PAHs แตละชนิด มีความเขมใกลเคียงกัน จากนั้น

นําผลิตภัณฑ PCR ไปจําแนกชนิดแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE โดยใชเกรเดียนท ของความ

เขมขน denaturant 10 – 70% พบวาบนใบโมกมีแบคทีเรียหลากหลายชนิด ที่สามารถยอยสลาย 

PAHs สังเกตไดจากมีแถบดีเอ็นเอจํานวนมากบน DGGE โปรไฟล ดังรูปที่ 4.2  ซ่ึงมีความเชื่อวาดี

เอ็นเอแตละแถบมาจากแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว และพบวา PAHs ซึ่งมีจํานวนวงเบนซีนเพียงสอง

วง ไดแก อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีน จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียหลากหลายชนิด 

มากกวา PAHs ที่มีจํานวนวงเบนซีนสามวง ไดแก ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และแอนทราซีน และ

ที่มีจํานวนวงเบนซีนมากกวาสามวง เชน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 

Juhasz และคณะ (2000) ที่พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะมีแบคทีเรียยอยสลายไดนอยชนิด  
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รูปที่ 4.2 DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 10 – 70% denaturant แสดงความหลากหลายของ

แบคทีเรียจากใบโมกที่สามารถยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ ชองวิ่ง A: อะซีแนพธีน ชองวิ่ง B: อะ

ซีแนพธิลีน ชองวิ่ง C: ฟลูออรีน ชองวิ่ง D: เบนโซ[เอ]ไพรีน ชองวิ่ง E: แอนทราซีน ชองวิ่ง F: ฟลูออ

แรนธีน ชองวิ่ง G: ไพรีน ชองวิ่ง H: ฟแนนทรีน ตัวเลขแสดงแถบดีเอ็นเอเดนที่นําไปวิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทด 

 

4.1.3 วิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของ 16S rDNA 

เพื่อศึกษาชนิดของประชากรแบคทีเรียที่สําคัญในการยอยสลาย PAHs บนใบโมก ผูวิจัย

ไดเลือกแถบดีเอ็นเอเดนของ DGGE จากขอ 4.1.2 ในแตละชอง มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

ดังแสดงรูปที่ 4.2 เนื่องจากแถบดีเอ็นเอเดนแสดงวาแบคทีเรียชนิดนั้นเปนประชากรหลักในการ

ยอยสลาย PAHs ชนิดนั้น โดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 

BLASTn พบวาแบคทีเรียที่จัดจําแนกชนิดไดสวนใหญมีรายงานวาสามารถยอยสลาย PAHs, 

น้ํามัน หรือสารประกอบที่มีวงเบนซีนได ดังตารางที่ 4.1 ซึ่งแบคทีเรียที่สวนใหญจัดอยูในชั้น 

gammaproteobacteria แบคทีเรียบางสวนจัดอยูในชั้น alphaproteobacteria นอกจากนี้ยังพบ

แบคทีเรียในชั้น betaproteobacteria และ actinobacteria ชนิดแบคทีเรียที่จําแนกไดสวนใหญ

ตรงกับรายงานของ Lambais และคณะ (2006) ที่พบแบคทีเรียชนิดนี้ในพืชชั้น magnoliopsida 

ซึ่งเปนชั้นเดียวกับตนโมก นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียบนใบโมกสายพันธุ Acinetobacter 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28211&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28216&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Magnoliopsida_Class.asp


 

calcoaceticus สามารถยอยสลาย PAH ได 2 ชนิด คือ แอนทราซีนและอะซีแนพธีน และ 

Uncultured soil bacterium สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนและฟลูออแรนทีน  

เนื่องการยอยสลาย PAHs ทุกชนิดของแบคทีเรียตองอาศัยเอนไซม ไดออกซิจิเนส 

(dioxygenase) ทําใหเกิดการเติมออกซิเจนเขาไปในวงเบนซีน กลายเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล 

(cis-dihydrodiol) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปนแคทีคอล (catechol) ดวยเอนไซม ซิส-ไดไฮโดรไดออล

ดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) จากนั้นจะถูกยอยสลายดวย อินตราไดออลได

ออกซิจีเนส (Intradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ หรือ ถูกยอยสลาย

ดวย เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ 

เมตา และเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Cerniglia และคณะ, 1992) ทําใหแบคทีเรีย 1 

ชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด และยังพบอีกวามีแบคทีเรียที่ยังเพาะเลี้ยงไมไดแตมี

ความสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนหรือไพรีน  ทั้งนี้ชนิดแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมก

สวนใหญจะมีรายงานตรงกับแบคทีเรียที่ยอย PAHs ที่แยกไดจากดินหรือน้ํา (Juhasz และคณะ, 

2000) ยกเวน Naxibacter indica 
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ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดชิ้นดีเอน็เอเดนจากแบคทีเรียบนใบโมกทีย่อยสลาย PAHs ทั้ง 8 ชนิด 

 
แถบ   ดี
เอ็นเอ 

PAHs ที่ยอย
สลายได 

สายพันธุแบคทีเรีย Accession 
no. 

Sequence 
identity (%) 

แหลงที่มา สารที ่
ยอยสลาย 

ชั้น 
(class) 

เอกสารอางองิ 

1 อะซีแนพธีน Sphingomonas sp. Enf55  DQ339616 100 พืชไมพุม

ขนาดเล็ก 

- Alphaproteo bacteria Kawauchi และคณะ, 2005 

2 อะซีแนพธีน Acinetobacter sp. BP10  EF198473 97 น้ําเสีย เอสโตรน Gammaproteo bacteria Pauwels และคณะ, 2006 

3 อะซีแนพธีน Acinetobacter calcoaceticus  AY346313 100 น้ําเสีย ไฮโครคารบอน Gammaproteo bacteria Purohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

4 อะซีแนพธิลีน Uncultured bacterium  DQ129592 98 ฝุนละอองใน

อากาศ 

- - Brodie และคณะ, 2005 

5 อะซีแนพธิลีน Mycobacterium gilvum  EU168037 99 - PAHs Actinobacteria Hilyard และคณะ, 2007 

6 ฟลูออรีน Naxibacter indica  EF199744 99 ดิน - Betaproteo bacteria Chauhan และคณะ, ไมตีพิมพ 

7 ฟลูออรีน Acinetobacter sp. FLL7  DQ834354 96 - ไทรฟลูราลิน Gammaproteo bacteria Teng และคณะ, ไมตีพิมพ 

8 เบนโซ[เอ]

ไพรีน 

Uncultured soil bacterium  DQ378242 94 ดิน น้ํามัน - Nohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

9 เบนโซ[เอ]

ไพรีน 

Acinetobacter sp. Lhl-4r  EF080878 98 - - Gammaproteo bacteria Sun, ไมตีพิมพ  
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28211&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1760&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28216&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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แถบ   ดี
เอ็นเอ 

PAHs ที่ยอย
สลายได 

สายพันธุแบคทีเรีย Accession 
no. 

Sequence 
identity (%) 

แหลงที่มา สารที่ยอย
สลาย 

ชั้น เอกสารอางองิ 

10 แอนทราซีน Acinetobacter calcoaceticus  AY346313 100 น้ําเสีย ไฮโครคารบอน Gammaproteo bacteria Purohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

11 ฟลูออแรนธีน Parvibaculum sp.  EU375017 96 ดิน น้ํามัน Alphaproteo bacteria Alonso-Gutierrez และคณะ, ไม

ตีพิมพ 

12 ฟลูออแรนธีน Acinetobacter sp. Y3A  EF127901 98 ดิน น้ํามัน Gammaproteo bacteria Cao, ไมตีพิมพ 

13 ฟลูออแรนธีน Uncultured bacterium  EU281646 95 พืช - - Banyeras และคณะ, ไมตีพิมพ 

14 ไพรีน Uncultured soil bacterium  DQ378242 94 ดิน น้ํามัน - Nohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

15 ไพรีน Acinetobacter sp. EDP3  AY613433 97 น้ําเสีย ฟนอล Gammaproteo bacteria Geng และคณะ, 2004 

16 ฟแนนทรีน Pseudomonas stutzeri  EU636773 96 - บิวทาคลอร Gammaproteo bacteria Yu และคณะ, ไมตีพิมพ 

17 ฟแนนทรีน Pseudomonas sp. CL7  EU784654 100 น้ําเสีย คลอโรฟนอล Gammaproteo bacteria Karn และคณะ, ไมตีพิมพ 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=28211&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1236&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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4.2 การนับจาํนวนแบคทเีรียตามธรรมชาติบนใบโมกโดยวธีี Most Probable Number 
(MPN) 
  

 จากการนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดบนใบโมกดวยวิธ ี MPN โดยทดลองในไมโครไตเตอร

เพลต ซึง่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB ที่เตมิกลีเซอรอล และนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs 

ซึ่งใชอาหารเลีย้งเชื้อ CFMM ทีม่ีแหลงคารบอนเปนเกล็ด PAHs ชนิดตางๆ  พบวาจาํนวน

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมกมีจํานวนสูงสดุถึง 1.61x106 เซลล/กรัมใบไม สอดคลองกนัรายงานของ 

Steven และคณะ (2003) ที่พบวาใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียหลายชนิด แตแบคทีเรีย

มีปริมาณมากที่สุดทัง้ชนิดและจํานวน ถงึ 106-107 เซลล/ตารางเซนติเมตร และอาจพบถึง 108 

เซลล/กรัม และ Yadav และคณะ (2008) รายงานวาจาํนวนแบคทเีรียตามธรรมชาติบนใบพืชใน

ชั้น magnoliopsida 4 ชนิด ไดแก Arbutus unedo L. และ Lavandula stoechas L. พบวามี

จํานวนแบคทีเรีย 1.3x104 CFU/กรัมใบไม และตน  Melissa officinalis L. และ Calamintha 

nepeta (L.) Savi พบวามีจาํนวนแบคทีเรีย 1.3x105 CFU/กรัมใบไม   

ในขณะเดียวกนัพบวาแบคทเีรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ทุกชนิดมีจํานวนนอยกวา

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก โดยจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายฟแนนทรนีมีคาสงูสุด ถึง 4.37 x104 

เซลล/กรัมใบไม ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียททีี่ยอยสลายแอนทราซนีมีจํานวนนอยสุดเพียง 

6.37x103 เซลล/กรัมใบไม ซึง่อาจเกิดจากปริมาณแอนทราซีนไมเพียงพอตอการเจรญิของ

แบคทีเรีย เนื่องจาก    แอนทราซนีละลายในเฮกเซนไดนอยกวา PAHs อ่ืนๆมาก ทําใหมีเกล็ดของ

แอนทราซนีนอยกวาPAHs ชนิดอื่นๆ ในไมโครไตเตอรเพลต และพบอีกวาแบคทีเรียทีย่อยสลาย 

PAHs ผสม (อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธนี, ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่มีปริมาณเริม่ตนของ PAHs 

แตละชนิดเทากัน) มีจํานวนเพียง 5.97 x103 เซลล/กรัมใบไม ซึ่งอาจเกดิจากปริมาณ PAHs ที่มาก

เกินกวาแบคทเีรียจะทนได และเมื่อวิเคราะหทางสถิติดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก แตกตางกับจํานวนแบคทเีรีย

ที่ยอยสลาย PAHs อยางมีนยัสําคัญ เพราะจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs เปนสวนหนึ่งของ

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก แตจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs แตละชนิด ไมมคีวามแตกตาง

ในทางสถิต ิแสดงวาบนใบโมกมีจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs แตละชนิดไมแตกตางกนั ดงั

รูปที่ 4.3 
 

http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Magnoliopsida_Class.asp
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* 

รูปที่ 4.3 จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมกและแบคทเีรียที่ยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ, PAHs 

ผสม ประกอบดวย อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน, ฟลูออรีนและฟแนนทรีน ความเขมขนเริ่มตนทุก

ชนิด PAHs 500 ppm 
 
4.3 การวิเคราะหประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถกําจัดอะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีในอากาศ ในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร 
 

4.3.1 ชุดควบคุมที่ไมมีใบโมกบรรจุในขวดทดลอง 

เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ดวยวิธทีางกายภาพ ผูวิจัยไดนําสารผสม PAH 4 ชนิด ไดแก 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ซ่ึงมีรายงานวาปนเปอนในอากาศปริมาณ

มาก มาฉีดทีก่ระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร ภายในขวดทดลองที่ไมไดบรรจุใบโมก ขนาด 60 

มิลลิลิตร  ดังรูปที่ 4.4 ที่ระดบัความเขมขนเริ่มตนทัง้ 4 ชนิดเปน 400 ppmV และมีการเติม PAHs 

ทั้ง 4 ชนิด ชนิดละ 100 ppmV ทุก 24 ชั่วโมง โดย PAHs ทั้งหมดเทากบั 800 ppmV ซึ่งคิดเปน

ปริมาณ 352 ไมโครกรัม พบวาปริมาณ PAHs ในอากาศทั้ง 4 ชนิด จะเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง โดย

ปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ในวนัที่ 4 มีความเขมขน 719.0, 

731.2, 687.6 และ 618 ppmV ตามลําดบั ดังรูปที ่4.5 ในขณะเดียวกนั 
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(ก) (ข) 

 

รูปที่ 4.4 ขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร ปดดวยเซพตมัที่เคลือบเทฟลอน/ซิลิคอนและผนึกดวยฝา

อะลูมิเนยีม ภายในมีกระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร (ก) ชุดควบคุมที่ไมไดบรรจุใบโมก (ข) 

ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกน้ําหนกั 0.5 กรัม 

 
รูปที่ 4.5 ปริมาณอะซีแนพธลีิน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่ในอากาศ ณ เวลาตางๆ 

ในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตรที่ไมมีใบโมก,         แสดงการเติม PAHs 100 ppmV ทุกๆ 24 

ช่ัวโมง 
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พบวาปริมาณฟแนนทรนีในอากาศจะนอยกวาอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน เนื่อง

จากฟแนนทรนีมีความดันไอต่ํา ทาํใหมีอัตราระเหยที่นอย (ATSDR, 1995) นอกจากนี้ปริมาณ 

PAHs ทั้ง 4 ชนิด ในวันที่ 4 ไมเทากับ 800 ppmV เพราะ PAHs บางสวนอาจมีการสลายตัวดวย

แสง (Photolysis) ซึ่งมีรายงานโดย Ristolw และคณะ (1996) ซึ่งแสดงใหเห็นวา PAHs สลายตัว

ดวยวิธกีายภาพในปริมาณนอยมาก 

 

4.3.2 ชุดทดลองที่มีใบโมกในขวดทดลอง   

เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ดวยวิธทีางชีวภาพของใบโมกและแบคทีเรียบนใบโมก ผูวิจยั

ไดนําตัวอยางใบไมน้ําหนกั 0.5 กรัม บรรจุในขวด 60 มิลลิลิตร แบงเปน 3 ชุดทดลอง คือ ใบโมก

ตามธรรมชาต,ิ ใบโมกแหงที่ผานการอบดวยความรอน 85 องศาเซลเซียสและใบโมกปลอด

เชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด จากนั้นฉีดสารผสม PAHs 4 ชนิด ไดแก              

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่ระดับความเขมขนเริ่มตน 400 ppmV และ

มีการเติม PAHs 4 ชนิด 100 ppmV ทุก 24 ชั่วโมง โดย PAHs ทั้งหมดเทากับ 800 ppmV ซึ่งคิด

เปนปริมาณ 352 ไมโครกรัม พบวาปริมาณอะซีแนพธลีิน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี 

ในขวดทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาตจิะลดลงอยางตอเนื่องจากวนัที ่ 1 ถึงวนัที่ 3 และเริ่ม

คงที่ในวนัที ่ 4 เนื่องจากใบไมเร่ิมเหี่ยวและมีบางสวนเริ่มตายจากการขาดน้ําและอาหาร ทําให

สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเปลี่ยนไป แตในขวดทดลองที่บรรจุใบโมก

แหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย ปริมาณ อะซีแนพธลีิน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี

จะเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ดังรูปที่ 4.6 
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อะซีแนพธีน

อะซีแนพธิลีน

 

รูปที่ 4.6 ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในอากาศ ณ เวลาตางๆ โดยเริ่มตนที่ความเขมขน 400 ppmV   

      แสดงการเติม PAHs 100 ppmV ทุกๆ 24 ชั่วโมง 
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ฟลูออรีน

ฟแนนทรีน

 

รูปที่ 4.6 (ตอ) 
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เมื่อนําปริมาณ PAHs ทั้ง 4 ชนิด ที่เหลอืในอากาศของชุดทดลองทัง้ 3 ชุดมาเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมที่ไมมีใบโมก (%) ในวันที ่ 4 มาวิเคราะหความแตกตางทางสถิต ิ ดวยวธิี Duncan 

New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% พบวา อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน และ

ฟลูออรีน จากชุดทดลองทีบ่รรจุใบโมกตามธรรมชาติจะมีปริมาณนอยกวาอยางมนียัสําคัญ เมื่อ

เทียบกับชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 

ในขณะที่ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียปริมาณ PAHs ของทั้ง 3 ชนิด

นี้มีคาไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ แตสําหรับฟแนนทรีนในชุดทดลองที่บรรจุใบโมกตาม

ธรรมชาติ จะมีปริมาณนอยกวาในชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงอยางมีนยัสําคัญเทานั้น ซึง่

การศึกษาของ Wang และคณะ (2008) พบวาฟแนนทรีนถกูดูดซึมโดนเซลลพืชไดดี เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน ทําใหแบคทีเรียไมสามารถนาํฟแนนทรีนไป

ใชได และใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียมีความสามารถใกลเคียงกับใบโมกตามธรรมชาติ 

 

ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนที่คงเหลือ

ในอากาศในขวดทดลอง (%) ในวนัที ่4 ทีบ่รรจุดวยใบโมกแหง ใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย และใบ

โมกตามธรรมชาติ 

 

ชุดทดลอง * (%) PAHs 
ใบโมกแหง ใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย ใบโมกตามธรรมชาต ิ

อะซีแนพธิลีน 25.6 % a 26.8 % a 16.4 % b 

อะซีแนพธีน 28.4 % a 29.8 % a 19.9 % b 

ฟลูออรีน 21.0 % a 20.5 % a 14.7 % b 

ฟแนนทรนี 29.0 % a 23.5 % ab 17.5 % b 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี

Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (ขวดทดลองที่ไมมีใบโมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ใน

ชุดควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากับ 719.0, 731.2, 

687.7 และ466.0 ppmv ตามลําดับ 
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จากการทดลองนีพ้บวา การกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ใน

ขวดทดลองเกดิได 2 ทาง คือ การดูดซบัโดยใบโมก (ในชุดทดลองที่มีใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรยี

และชุดทดลองที่มีใบโมกแหง) สอดคลองกับรายงานของ Lin และคณะ (2007) ที่พบวาใบขาวโพด

สามารถดูดซมึและสะสม อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีจากอากาศได โดยเฉพาะอะซีแน

พธีนทีพ่บสะสมที่ใบถงึ 0.05 ไมโครกรัม/กรัมใบไม และการศึกษาของ Wild และคณะ (2006) 

พบวาใบขาวโพดและใบผักขม (spinach) สามารถดูดซึมฟแนนทรนีจากอากาศได โดยจะพบฟแน

นทรนีสะสมทีผิ่วใบทัง้ดานหลังใบ (abaxial) และทองใบ (adaxial) และเมื่อผานไป 48 ชั่วโมงจะ

พบฟแนนทรีนสะสมในเนื้อเยื่อพืชช้ันใน และการศึกษาของ Tao และคณะ (2005) พบวา

ผักกาดขาวปลี สามารถดดูซึมและสะสม PAHs จากอากาศได โดยปริมาณ PAHs ที่วัดไดมีถึง 

596±231  นาโนกรัม/กรัมน้ําหนกัแหง ซึง่การดูดซึมดวยใบโมกจะสามารถแบงไดเปน  2 แบบคือ 

ดูดซึมในแวกซ (ใบโมกแหง) หรือดูดซึมในเซลลพืชซึ่งเกิดโดยเมตาบอริซึมในเซลลพืช (ใบโมก

ปลอดเชื้อจุลินทรีย) ตรงกบัรายงานของ Wang และคณะ (2008) ทีพ่บ PAHs สะสมที่ชัน้แวกซที่

ผิวใบ และในเนื้อเยื่อพืช และการกาํจัด PAHs อีกทางคอืการยอยสลายโดยแบคทีเรียบนโมก (ใน

ชุดทดลองทีม่ใีบโมกตามธรรมชาติ) คลายคลึงกับรายงานกอนหนาที่พบวา แบคทีเรียบนใบไม

สามารถยอยสลายสารพิษในอากาศของ Kempeneer และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองพนเชื้อ 

Pseudomonas putida TVA8 บนตน Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ ในระบบปด 

พบวาสามารถกําจัดโทลูอีนได 95% ในระยะเวลาเพียง  27 ชั่วโมง และจากการศึกษาของ 

Sandhu และคณะ (2007) ทีท่าํการทดลองพนแบคทเีรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. 

CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอลในอากาศสลายไปมากถึงแปดเทาเมื่อเทยีบตน

พืชที่ไมไดรับการพนเชื้อ และพบวาตนถั่วและขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณสารอินทรียใน

อากาศสงู ใบถั่วและขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพดที่ผาน

การฆาเชื้อจุลินทรีย แสดงวาจุลินทรียที่มีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลใน

อากาศได ดงันัน้ในขวดทดลองที่บรรจุโมกตามธรรมชาติจึงมีปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี 

ฟลูออรีน และฟแนนทรนี นอยที่สุด ซึ่งเหลือเพยีง 117.8, 145.3, 101.1 และ 81.6 ppmV 

ตามลําดับ จากปริมาณ PAHs ที่เติมไปในระบบทัง้หมด 800 ppmV และพบวาการกําจัด PAHs 

ในอากาศ ของขวดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียไมแตกตางกนั เกิดจาก 

PAHs (อะซีแนพธิลีน อะซแีนพธนี และฟลูออรีน) ในอากาศจะถูกดูดซึมดวยเซลลพืชไดนอย ยก

เวนฟแนนทรนี ในขณะเดียวกันพบวาปริมาณฟแนนทรีนทั้งชุดทดลองทั้ง 3 ชุดจะคงเหลือนอยสุด

เพราะฟแนนทรีนมีความดันไอต่ําจึงมีการระเหยในอากาศไดนอย (ATSDR, 1995) และจาก

รายงานของ Wang และคณะ (2008) พบวาฟแนนทรีนถูกดูดซึมอยูในเซลลพืชไดมากกวา เมือ่
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เปรียบเทยีบกบัอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน จะถูกดูดโดนเซลลพืชนอยกวา ซึ่งจากการ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียบนใบโมกชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศ  
 
4.4 การวิเคราะหประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนกิง่โมกทีส่ามารถกําจัดอะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีในอากาศ ในแชมเบอร 

 

4.4.1 การศึกษาเบื้องตนเกีย่วกับประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนกิ่งโมกที่สามารถกําจัดอะ

ซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศในแชมเบอร เมื่อทิง้ไว 7 วนั 

การทดลองนี้เปนการขยายขนาดของระบบทดลองจากขวด 60 มิลลิลิตร เปนแชมเบอร

ขนาด 14 ลิตร โดยศึกษาแบคทีเรียบนกิ่งโมกที่สามารถจํากัด PAHs 4 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน  

 
 

รูปที่ 4.7 แชมเบอรแกวขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร ที่บรรจุกิ่งโมกน้ําหนกั 10 กรัม  
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รูปที่ 4.8 แสดงปริมาณอะซแีนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในอากาศในแชมเบอร

เมื่อทิ้งไว 7 วนั  
 
อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในแชมเบอรขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร ดังรูปที่ 4.7 ซึ่ง

เปนระบบปด เพื่อจําลองใหคลายคลึงกับตนโมกตามธรรมชาติที่ไดรับ PAHs ทั้งนี้กิง่โมกจะแชอยู

ในสารละลายอาหารสําหรับตนพืช (CHRYSAL, Nertherlands) เพื่อยืดอายุของกิ่งโมก ทาํให

สามารถศึกษาการกาํจัด PAHs ไดนานกวา 4 วัน ซึ่งแตกตางจากการขอ 4.3 ที่เปนการทดสอบใน

ใบโมก ภายใน 4 วัน ทําการทดสอบเบื้องตนเกีย่วกับการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกและ

แบคทีเรียบนกิ่งโมก เมื่อทิง้ไว 7 วัน เพื่อทดสอบประสิทธิการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกที่

เวลามากกวา 4 วนั โดยนําตวัอยางกิง่โมกน้ําหนกั 10 กรัม มาทดสอบการกําจัด อะซีแนพธิลีน อะ

ซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศในแชมเบอร ที่ระดับความเขมขนเริ่มตน 100 ppmV   

ซึ่งคิดเปนปริมาณ PHAs 9.856 มิลลิกรัม โดยแบง 2 ชุดทดลอง คือ ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมก

ปลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด และชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติ 

และชุดควบคุมที่ไมบรรจุกิ่งโมก วัดปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศวันที่ 7 พบวาในชุดควบคมุที่

ไมบรรจุ กิ่งโมกมีปริมาณ PAHs ทัง้ 4 ชนดิมากกวา ชุดทดลองใบโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรียและใบ 
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ตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนที่คงเหลือ

ในอากาศในแชมเบอร (%) ในวนัที ่7 ที่บรรจุดวยกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียและกิ่งโมกตาม

ธรรมชาติ 

 

ชุดทดลอง * (%) PAHs 
กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย กิ่งโมกตามธรรมชาต ิ

อะซีแนพธิลีน 70.2 % a 41.3 % b 

อะซีแนพธีน 42.8 % a 27.4 % b 

ฟลูออรีน 42.4 % a 25.1 % b 

ฟแนนทรนี 84.4 % a 43.7 % b 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี 

T-test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 102.0, 99.0, 110.7 

และ 98.2 ppmv ตามลําดับ 

 

โมกตามธรรมชาติ ดังรูปที่ 4.8 และพบวาปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแน

นทรนีใน ชุดควบคุม คือ 102.0, 99.0, 110.7 และ 98.2 ppmV ตามลําดับ ในขณะเดียวกนัชดุ

ทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาติมีปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรี

นคงเหลือนอยสุด คือ 42.4, 27.2, 28.0 และ 43.2 ppmV ตามลําดบั เมื่อนําปริมาณคงเหลือของ 

PAHs ทัง้ 4 ชนิดของชุดทดลองมาเปรยีบเทยีบชุดควบคุม (%) วิเคราะหทางสถิติดวย T-test 

พบวาชุด ทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติมีคานอยกวาชุดทดลองทีม่ีกิ่งโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย

อยางมีนยัสําคัญ ทั้ง 4 ชนดิ PAHs ดังตารางที่ 4.3 

จากการทดลองนี้แสดงใหเหน็วาแบคทีเรียบนกิง่โมก ชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัด 

PAHs ทั้ง 4 ชนิดในอากาศ สอดคลองกับการทดลองที่ 4.3.2 ที่พบวาแบคทีเรียบนใบโมกมีสวน

ชวยในการกาํจัด PAHs ในขวดทดลอง 

นอกจากนีก้ารทดลองนี้จะพบวา ในชุดทดลองที่มีกิง่โมก ปริมาณอะซีแนพธิลีนและฟแน

นทรนี (%) คงเหลือในอากาศมากกวา อะซีแนพธนี และฟลูออรีน อาจเกิดจากแบคทีเรียทีย่อย

สลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน ไมสามารถทนตอ PAHs ชนดิอื่นได ซึ่งสอดคลองกับการ

ทดลองที่ 4.2.1 ที่พบวาแบคเรียที่นับไดในแหลงคารบอนที่เปน PAHs ผสม (อะซแีนพธิลีน อะซแีน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน) มีจํานวนนอยสุด เพยีง 5.97 x103 เซลล/กรัมใบไม แตเมื่อ
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เปรียบเทยีบกบัจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายอะซีแนพธลีินหรือฟแนนทรีนเพียงชนิดเดียว พบวามี

ถึง 3.17x104และ 4.37 x104 เซลล/กรัมใบไม ตามลําดับ  

 

4.4.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนกิ่งโมกทีก่ําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

และฟแนนทรนี ในอากาศในแชมเบอร เมือ่มีการเพิม่ PAHs ทุก 24 โมง ใน 7 วัน และอิทธิพลของ

ปุยทีพ่นใหทางใบ 

 เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกและแบคทีเรียบนกิง่โมก ซึง่ไดรับ 

PAHs ตอเนือ่งทุกวนั ผูวิจัยไดทําการทดลองใหคลายกับสภาพแวดลอมจริงมากขึ้น โดยเลือก

ตัวอยางกิง่โมกน้ําหนัก 10 กรัม บรรจุในแชมเบอร โดยแบงเปน 3 ชุดทดลอง คือ ชดุทดลองที่บรรจุ

กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติ 

และชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติแลวไดรับปุยพืชเขมขน 200 ppm (20-20-20) ทีพ่นให 

ทางใบ และชดุควบคุมที่ไมบรรจุกิ่งโมก ใหอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่

ระดับความเขมขนเริ่มตน 100 ppmV ในอากาศในแชมเบอร แลวมีการเติม PAHs ทั้ง 4 ชนิด เพิม่

ที่ 25 ppmV ทุกๆ 24 ชัว่โมง ซึ่ง PAHs หมดเทากับ 350 ppmV คิดเปนปริมาณ 24.64 มิลลิกรัม  

พบวาปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในชุดควบคมุจะเพิม่ข้ึนอยาง

ตอเนื่องจากวนัที ่1 ถึงวนัที่ 7 ในขณะเดียวกันชุดทดลองทัง้ 3 ชุด ปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพ 

ธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี จะลดลงจากวันที่ 1 ถึงวนัที่ 3 จากนัน้จะคอยๆเพิ่มข้ึนจนถึงวันที่ 7 

ดังแสดงในรูปที่ 4.9  ซึ่งคาดวาเนื่องจากใน 3 วันแรก PAHs ทัง้ 4 ชนิด จะโดนกําจดัโดยการดูดซมึ

ของเซลลพืชและการยอยสลายโดยแบคทเีรียบนกิง่โมกแตหลังวนัที่ 3 การกําจัด PAHs จะเกิดจาก

การยอยสลายโดยแบคทเีรียเพียงอยางเดียว สังเกตไดจากหลงัจากวนัที่ 3 ปริมาณ PAHs ทั้ง 4 

ชนิด ของชุดทดลองทีม่ีกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนมากกวาชุดทดลองที่มกีิ่งโมกตาม

ธรรมชาติ และกิ่งโมกตามธรรมชาติแลวไดรับปุยพืชทีพ่นใหทางใบ  
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อะซีแนพธีน 

อะซีแนพธิลีน 

รูปที่ 4.9 ปริมาณ PAHs ในแชมเบอร ณ เวลาตางๆ ใน 7 วัน โดยเริ่มตนที่ความเขม 100 ppmV 
      แสดงการเติม PAHs 25 ppmV ทุกๆ 24 ช่ัวโมง 
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ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน 

 

รูปที่ 4.9 (ตอ) 
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ตารางที่ 4.4 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีนและฟแนนทรนี ที่คงเหลือ

ในอากาศในแชมเบอร (%) ในวนัที ่6 ที่บรรจุดวยกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย กิง่โมกตามธรรมชาต ิ

และกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยพืชทีพ่นใหทางใบ 

 

ชุดทดลอง *  
PAHs กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย กิ่งโมกตามธรรมชาต ิ กิ่งโมกตามธรรมชาติที่

ไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ 

อะซีแนพธิลีน 62.7 % a 37.9 % b 42.1 % b 

อะซีแนพธีน 86.3 % a 36.4% b 36.9 % b 

ฟลูออรีน 81.6 % a 45.1 % b 41.0 % b 

ฟแนนทรนี 81.0 % a 41.7 % b 42.9 % b 

a,b หมายถงึ คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่เหมอืนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อ

วิเคราะหดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 298.6, 216.2, 119.2 

และ182.1 ppmv ตามลําดับ 

 

เนื่องจากในวนัที่ 7 ปริมาณ PAHs ทั้ง 4 ชนิด ในชุดทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและ

กิ่งโมกไดรับปุยพืชจะเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน เนื่องจากใบโมกบางสวนรวงและตายไป ทั้งนี้คาดวาเปน

เพราะความเปนพษิของ PAHs สอดคลองกับรายงาน โดย Honour และคณะ (2009) ที่พบวาไม

พุมขนาดเล็ก 12 ชนิดที่ปลูกบริเวณถนน ที่ไดรับไอเสียจากยานพาหนะ จะทําใหเกิดการหลุดลวง

ของใบ และการออกดอกชา ซึ่งสงผลใหสภาพแหลงที่อยูของแบคทีเรียเปลี่ยนไป การทดลองนี้จึง

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี 

ในวนัที ่6 ของชุดทดลองเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม และพบวาอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

และฟแนนทรนี ของชุดทดลองที่มกีิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียมีปริมาณ (%) สูงสดุถึง 62.7, 86.3, 

81.6  และ 81.0 ppmV ตามลําดับ และแตกตางอยางมนีัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับชุดทดลองที่

มีกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิง่โมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชืทางใบ  ในขณะที่ชุดทดลอง

ที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชืทางใบมีปริมาณ PAHs ทั้ง 

4 ชนิดไมแตกตางเมื่อนํามาวิเคราะหทางสถิติกัน ดงัแสดงในตารางที่ 4.4 จากการทดลองนี้แสดง

ใหเหน็วาแบคทีเรียบนใบโมกตามธรรมชาติมีสวนชวยในการกําจัด PAHs ในอากาศ แตปุยพชืที่

พนใหกับตนโมก ไมสามารถเพิ่มประสทิธกิารกําจัด PAHs ที่ใบได  
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ตารางที่ 4.5 เปรียบเทยีบประสิทธิภาพการกําจัด อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ      

ฟแนนทรนี ของใบโมกตามธรรมชาติในขวดทดลอง ในวนัที ่4 และกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมก

ตามธรรมชาตทิี่ไดรับปุยในแชมเบอร ในวันที่ 6 

ชุดทดลอง (%) PAHs 
ใบโมกตามธรรมชาติ
ในขวดทดลอง * 

กิ่งโมกตามธรรมชาติ
ในแชมเบอร ** 

กิ่งโมกตามธรรมชาติทีไ่ดรับปุย
พืชที่พนใหทางใบในแชมเบอร ** 

อะซีแนพธิลีน 16.4 % AB 37.9 % B 42.1 % B 

อะซีแนพธีน 19.9 % B 36.4% B 36.9 % B 

ฟลูออรีน 14.7 % A 45.1 % B 41.0 % B 

ฟแนนทรนี 17.5 % AB 41.7 % B 42.9 % B 

A,B หมายถึง อักษรที่เหมือนกนัในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิต ิเมื่อวิเคราะหดวยวิธ ี

Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (ขวดทดลองที่ไมมีใบโมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ใน

ชุดควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากับ 719.0, 731.2, 

687.7 และ466.0 ppmv ตามลําดับ 

** คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 298.6, 216.2, 119.2 

และ182.1 ppmv ตามลําดับ 

 

จากผลการทดลองขอ 4.3-4.4 แสดงใหเหน็วาใบโมกและจุลินทรียบนใบโมกสามารถ

กําจัด PAHs ทัง้ 4 ชนิด ที่อยูในอากาศไดอยางมีประสิทธิภาพมากกวาใบโมกแหงและใบโมก

ปลอดเชื้อจุลินทรีย เมื่อนาํผลการทดลองดังกลาวมาวิเคราะหหาประสิทธิภาพการกําจัด PAHs แต

ละชนิด พบวาในขวดทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาติจะสามารถกําจัดฟลูออรีนไดดีที่สุดอยาง

มีนัยสาํคัญเมือ่เปรียบเทียบกับ PAHs ชนิดอื่นๆ ในขณะเดียวกนั ประสิทธิภาพการกําจัดอะซแีน

พธีนนอยที่สุด แตในแชมเบอรที่บรรจุกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยพชื

ทางใบ พบวาไมมีความแตกตางกันในการกําจัด PAHs ทัง้ 4 ชนิด เนื่องจากปริมาณ PAHs ทั้ง 4 

ชนิดที่เติมลงไปในแชมเบอรนอยกวาในขวดทดลองมาก โดยในแชมเบอรปริมาณ PAHs ทัง้หมด

เปน 350 ppmv ในขณะทีใ่นขวดทดลองปริมาณ PAHs ทั้งหมดเปน 800 ppmv ดังนัน้ในแชม

เบอรจึงไมความแตกตางในการกําจัด PAHs แตละชนิด ดังแสดงในตาราง 4.5 
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4.4.3 จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติและแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมก

หลังจากไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ 

 เพื่อศึกษาวาปุยมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียบนใบโมกหรือไม การทดลองนี้ไดนับ

จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติจากใบโมก ที่ไดรับปุยพืชสูตร 20-20-20 ความเขมขน 200 ppm ที่

เลี้ยงดวยอาหาร NB ที่เพิ่มกลีเซอรอล ดวยวธีี MPN เพื่อนับจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนและจํานวน

แบคทีเรียหลงัจากไดรับปุยพืชไปแลว 3 และ 7 วนั พบวาจํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติในวันที่ 0, 

3 และ 7 เปน 1.61x106, 1.8x106 และ 1.06x106 เซลล/กรัมใบไม ตามลําดับ ซึ่งไมมคีวามแตกตาง

อยางมีนยัสําคัญ เมื่อวิเคราะหทางสถิต ิ ดวยวิธ ี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดบั

ความเชื่อมัน่ 99% ดังรูปที ่4.10 แสดงวาปุยพืชที่ใหไป ไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียตาม 

 
รูปที่ 4.10 จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาตบินใบโมกหลงัจากไดรับปุยพืช ในวนัตางๆ 

 

ธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่  4.4.2  ที่พบวาประสทิธิภาพการกําจัด PAHs ทั้ง 4 ชนิด 

ในแชมเบอรของชุดทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชื

ทางใบ ไมแตกตางกัน 

 สําหรับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซแีนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรีน

จากใบโมกเมือ่ไดรับปุยพืชที่พนทางใบแลว พบวามีจาํนวนไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ เมื่อ

วิเคราะหทางสถิติ ดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% ดัง

แสดงในรูปที ่4.11 แสดงวาปุยพืชที่ใหไป ไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ซึ่ง
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สอดคลองกับการทดลองที ่ 4.4.2 ที่พบวาประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ทั้ง 4 ชนดิ ในแชมเบอร

ของชุดทดลองที่มกีิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยไมแตกตางกนั ซึง่เกดิ

จาก พืชสามารถดูดซึมปุยพืชที่พนใหทางใบไดเร็วกวาแบคทีเรียจะนําไปใชได สอดคลองกับ

รายงานของ Franke (1986) และ Wojcik (2004) ที่พบวาพืชสามารถดูดซึมปุยไดภายใน 1 ชั่วโมง  

ทําใหการพนปุยพืชไมมีสวนชวยเพิม่ ทั้งจํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามธรรมชาติ และแบคทีเรีย

ยอยสลาย PAHs   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมกหลงัจากไดรับปุยพืช ในวันตางๆ 

อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน 

วันที่ วันที่ 

ฟแนนทรนี ฟลูออรีน 
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4.4.4 อัตราการกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีนและฟแนนทรีน ในระยะเวลา 

24 ชั่วโมง ของแบคทีเรียบนกิ่งโมก ในแชมเบอร 

  

ตารางที่ 4.6 เปรียบเทียบอตัราการลดลงของอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีนและฟแนนทรนี 

ในอากาศในแชมเบอร ภายใน 24 ชั่วโมง ที่บรรจุดวยกิง่โมกปลอดเชื้อจุลินทรีย และกิ่งโมกตาม

ธรรมชาติ 

 
PAHs 

อัตราการกําจัด PAHs ของ 
กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย 

(มิลลกิรัม/กรัมกิ่งโมก/ชั่วโมง)  

อัตราการกําจัด PAHs ของ 
กิ่งโมกตามธรรมชาต ิ

(มิลลกิรัม/กรัมกิ่งโมก/ชั่วโมง)  

อะซีแนพธิลีน 0.26 a 0.38 b 

อะซีแนพธีน 0.32 a 0.57 b 

ฟลูออรีน 0.17 a 0.29 b 

ฟแนนทรนี 0.16 a 0.15 a 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี 

T-test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* อัตราการกาํจัด PAHs ของแบคทีเรียหาจากนําอัตราการกําจัด PAHs ของกิ่งโมกตามธรรมชาติ

หักลบกับอัตราการกาํจัด PAHs ของกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย 

 

จากการทดลองที ่ 4.4.2 แสดงใหเห็นวาการกําจัด PAHs ของในแตละชุดทดลองในแตวัน

จะคงที ่ ดังนัน้การทดลองนี้จึงหาอัตราการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย

และกิ่งโมกตามธรรมชาติ โดยนํากิ่งโมกน้าํหนัก 10 กรัม มาใสในแชมเบอร โดยแบงเปน 2 ชุด

ทดลองคือ ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกทีป่ลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% 

โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เติม PAHs ความเขมขนสุดทาย 100 ppmV ซึ่งคิดเปนปริมาณ 9.856 

มิลลิกรัม โดยหาอัตราการกาํจัด PAHs จากความชนัของกราฟ (slope) ระหวางปริมาณ PAHs ที่

เหลือในอากาศ (มิลลิกรัม) และเวลาที่ชั่วโมงตางๆ ดังรูปในภาคผนวก จ พบวาชุดทดลองที่บรรจุ

กิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย PAHs ทั้ง 4 ชนิด มีอัตราการลดลงอยาง

ตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที ่ 0 ถึงชัว่โมงที ่ 20 แตอัตราการลดลงของชุดทดลองบรรจุกิ่งโมกตาม

ธรรมชาติจะมากกวา เพราะการกาํจัด PAHs เกิดจากการดูดซึมโดยเซลลพืชและการยอยสลาย

โดยแบคทีเรียที่ใบ แตชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกปลอดเชือ้จุลินทรีย การกําจัด PAHs เกิดจากการ

ดูดซึมโดยเซลลพืชเพยีงอยางเดียว ดังนั้นภายใน 24 ชั่วโมงอัตราการลดลงของอะซีแนพธิลีน อะ

ซีแนพธนี ฟลอูอรีนของชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติเปน 0.38, 0.57 และ 0.29 มิลลิกรมั/
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กรัมกิ่งโมก/ชั่วโมง ซึง่มากกวาชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกปลอดเชื้อจุลินทรียอยางมนีัยสําคัญ ดงั

ตาราง 4.6  ยกเวนฟแนนทรีนซึง่มีคาไมแตกตางกนัทางสถิติเนื่องจากเซลลพืชสามารถดูดซึมฟแน

นทรนีไดดีกวาวา PAHs อ่ืนๆ ดังนัน้แบคทเีรียจึงนําไปใชไมได สอดคลองกับผลการทดลองที่ 4.3.2  

ที่พบวาปริมาณ (%) ของฟแนนทรีน วนัที่ 4 ของขวดทดลองที่บรรจุใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียและ

ใบโมกตามธรรมชาติที่เหลือในอากาศ ไมแตกตางกนั ดงัตารางที ่4.2  

จากการทดลองหาอัตราการกําจัด PAHs ในอากาศ โดยแบคทีเรียบนใบโมก ดังตารางที่ 

4.6 ซึ่งสามารถคํานวณเพื่อใชบําบัด PAHs ในอากาศในสภาพแวดลอมจริงได เชน  อากาศภายใน

อาคารแหงหนึง่ปนเปอนอะซแีนพธนี 100 มิลลิกรัม หากปลูกตนโมกน้ําหนกั 20 กรัมจะสามารถ

กําจัดอะซีแนพธีนไดหมดในเวลา 9 ชั่วโมง แตในขณะเดียวกนัภายใน 9 ชั่วโมง แบคทเีรียบนใบ

โมกจะยอยสลาย อะซีแนพธนี 43.85 มิลลิกรัม ที่เหลือจะโดดดูดซึมโดยใบโมก ซึง่ในความเปนจริง

อาจใชเวลานอยกวานี้ เพราะในดนิมีจุลินทรยที่สามารถยอยสลาย PAHs ได ดังมีรายงานของ 

Orwell และคณะ (2004) ไดศึกษาพบวาแบคทีเรียในดนิในกระถางทีป่ลูกตนไม เปนตัวหลักในการ

กําจัดเบนซีนในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั นอกจากนีย้ังสามารถนําขอมูลดังกลาวไปใชเปน

แนวทางในการจัดการมลพษิทางอากาศที่เกิดจาก PAHs ตอไป 
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บทที่ 5  

 
สรุปผลการทดลอง 

 

 สารประกอบ PAHs เกิดขึ้นจากการเผาไหมไมสมบูรณ และปนเปอนอยูทั่วไปใน

ส่ิงแวดลอมทัง้ดิน น้ํา และอากาศ ปจจุบันมีรายงานปริมาณ PAHs ปนเปอนในอากาศมากขึ้น  

Boonyatumanond และคณะ (2007) และ Chang และคณะ (2006) พบวาบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนนเปนแหลงผลิตและสะสม PAHs หลายชนดิ สอดคลอง

การศึกษาของ Laowagul และคณะ (2000) รายงานการปนเปอน PAHs ในกรุงเทพมหานครใน

เขตเมืองมี PAHs สูงกวาเขตอุตสาหกรรมถึง 3 เทา ในขณะเดียวกนั Waight (2005) พบวา

แบคทเีรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทยสามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

การศึกษาของ นชุนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) พบวาใบโมกมีจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายฟแนนท

รีนมากที่สุดและมีประสิทธภิาพดีที่สุดในการกําจัดฟแนนทรีน ดงันัน้ในงานวิจยันี ้ ไดศึกษา

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากใบโมกในการจํากัด PAHs 4 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ที่อยูในอากาศ และอิทธิพลของปุยพืชทีพ่นใหทางใบ รวมถึงการนับ

จาํนวนและจาํแนกชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ดังกลาว  

 พบวาแบคทีเรียบนใบโมกมสีวนชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน โดยการศึกษาในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร พบวาใบโมก

ธรรมชาติสามารถกําจัด PAHs ในอากาศใหเหลือเพียง 14.7% -19.9% ของปริมาณ PAHs ในชดุ

ควบคุมที่ไมมใีบโมก และพบวาแมวาจะเติม PAHs ทุกๆ วันเปนเวลา 7 วัน ในการทดลองที่ใชแชม

เบอร แบคทีเรียบนใบโมกกย็ังสามารถกําจัด PAHs ไดอยางตอเนื่อง โดยพบวาปรมิาณ PAHs ที่

เหลือในแชมเบอรวันที ่ 7 เพียง 36.4% - 45.1% ของปริมาณ PAHs ในชุดควบคมุที่ไมมีใบโมก 

และปุยพืชที่พนใหทางใบไมเพิ่มประสทิธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศในแชมเบอร ซึง่

สอดคลองกับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ที่ไมเพิ่มข้ึน แมจะไดรับปุยพืชไปแลว 7 วนั ใน

ขณะเดียวกนัแชมเบอรที่บรรจุกิ่งโมกตามธรรมชาติมีอัตราการกาํจัด PAHs สูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบ

กับใบโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย ซึ่งการกําจัด PAHs โดยแบคทีเรียบนใบโมกจะมีประสิทธิภาพ

ดีกวาการใชใบโมกอยางเดยีว เพราะเปนการยอยสลาย PAHs กลายเปนพลงังาน ในขณะทีก่าร

กําจัดของใบพชืเปนเพียงการดูดซึม (Absorption) ทาํใหอาจเกิดการหลุดได (Desorption) และ

เมื่อจําแนกชนดิของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิ

ลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน ฟแนนทรีน แอนทราซนี ฟลูออแรนทีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน พบวา

อยูในกลุม Sphingomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, Naxibacter, Parvibaculum 
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และ Pseudomonas ซึ่งเมือ่นับจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ชนิดตางๆ บนใบโมก พบวามี

จํานวนตัง้แต 6.37x103 - 4.37 x104 เซลล/กรัมใบไม โดยจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ทกุ

ชนิด มีคานอยกวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบ ซึ่งมจีํานวนแบคทีเรีย  1.61 x106 เซลล/กรัม

ใบไม  

 งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยชิ้นแรกที่แสดงใหเห็นวา แบคทีเรียที่อยูบนใบโมกมีสวนชวยเพิ่ม

ประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ที่ปนเปอนในอากาศ ซึ่งกอนหนานี้มีเพียงรายงานวาแบคทีเรีย 

Pseudomonas putida TVA8 บนใบ Azalea indica สามารถยอยสลายโทลูอีนในอากาศไดโดย 

Kempeneer และคณะ (2003) และแบคทีเรีย Pseudomonas sp. CF600 และแบคทีเรียตาม

ธรรมชาติ บนใบถั่วและขาวโพด สามารถยอยสลายฟนอลในอากาศได โดย Sandhu และคณะ 

(2007) ดังนั้นงานวิจัยสามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัด PAHs ที่ปนเปอนในอากาศทั้งแบบ

ภายในอาคารและภายนอกอาคาร และอาจนําไปประยุกตใชบําบัดสารพิษในอากาศอื่นๆได เชน 

เบนซิน 
 
ขอจํากัดในการวิจัยนี้ 

- ประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ของใบโมกในแตละการทดลอง มีคาแตกตางกัน

เล็กนอย เนื่องจากจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนบนใบโมกในระยะเวลาที่เก็บมาศึกษาอาจจะ

ไมเทากัน ดังมีรายงานของ Yadav และคณะ (2004) ที่พบวาจํานวนแบคทีเรียบนใบพืช

แตละเดือนมีจํานวนไมเทากัน เนื่องจากปจจัยทางสิ่งแวดลอมตางๆ เชน ปริมาณความชื้น 

แสง อุณหภูมิ ฤดูกาล แหลงอาหาร และสรีวิทยาของพืช 

- งานวิจัยนี้ใชเมธานอลเปนตัวทําละลายของ PAHs และเนื่องจากเปนการทดลองในระบบ

ปด (ขวดทดลองและแชมเบอร) ทําใหในอากาศมีทั้งเมธานอลและ PAHs ระเหยรวมกัน

อยู ซึ่งอาจสงผลกระทบตอแบคทีเรียและใบโมก นอกจากนี้เมธานอลในอากาศจะเขาไป

จับแยงกับ PDMS ที่เข็ม SPME ทําใหประสิทธิภาพในการวิเคราะห PAHs ลดลง 

- จากการศึกษาปริมาณ PAHs ในอากาศของกรุงเทพมหานคร พบวามีคา 41-189 นาโน

กรัม/ลูกบากศเมตร (Boonyatumanond และคณะ, 2007; Tantawiroon และคณะ, 

2007) ซึ่งนอยกวาปริมาณ PAHs ที่ใชในการศึกษานี้ ทั้งนี้เนื่องจากการใช PAHs ความ

เขมขนนอยในอากาศ จะไมสามารถแยกความแตกตางระหวางการกําจัดโดยแบคทเีรียบน

ใบโมกและใบโมกได โดยเมื่อใชความเขมขนของ PAHs นอย จะถูกใบโมกดูดซึมจนหมด 

เนื่องจากดูดซึมโดยใบโมกเกิดไดตลอดเวลา ทําใหไมมี PAHs เหลือสําหรับแบคทีเรีย

นําไปใช 
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- การศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ของใบโมก ไมสามารถทดสอบในระยะเวลา

มากกวา 7 วัน เนื่องจากความเปนพิษของ PAHs ทําใหใบโมกรวง  ทําใหยังไมสามารถ

ประเมินประสิทธิภาพระยะยาวของการกําจัด PAHs โดยใบโมกและแบคทีเรียบนใบโมก

ได 

- การศึกษานี้เปนการวัดสารพิษในอากาศ ซึ่งการควบคุมปจจัยทางสิ่งแวดลอมทําไดยาก

มาก ทําใหคาที่วัดไดมีความแปรปรวนสูง 
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ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยตอไป 

- ศึกษาจาํนวนและชนิดของแบคทีเรียในแตละเดือนบนใบโมก เพือ่นําไปวิเคราะหหา

ชวงเวลาของตนโมกที่มีแบคทีเรียยอยสลาย PAHs มีจํานวนมากทีสุ่ดในแตละเดือน ซึง่

นาจะมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการกาํจัด PAHs และใหมีการปลูกตนโมกในชวงนั้น 

- ศึกษาจาํนวนและชนิดของแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ในตนพชืชนิดอ่ืนๆ เพื่อหาตนพืช

ที่มจีํานวนและชนิดแบคทีเรียยอยสลาย PAHs สูงสุด แลวอาจจะสงเสริมใหมีการปลูกไม

ประดับชนิดตางๆ หมนุเวยีนกนัไป 

- ศึกษาตนพืชชนิดอื่นที่ทนตอ PAHs ไดมากกวานี ้ เชน ตนเข็ม ตนแกว เพื่อหาชนิดพืชที่

สามารถทนตอปริมาณ PAHs สูงๆ และทนตอการไดรับ PAHs อยางตอเนื่อง เพื่อนําปลกู

ในสภาพแวดลอมจริง พืชจะสามารถทนตอ PAHs ไดนาน 

- ศึกษาการใชแบคทีเรียบนตนโมกและตนพืชชนิดอืน่ๆ ในการจํากดัสารพิษชนิดอื่นๆ ใน

อากาศ เชน ไดออกซิน โทลอีูน ฟนอล เบนซิน เพื่อหาชนิดสารพษิในอากาศที่แบคทีเรียบน

ตนโมกสามารถกําจัดไดดีทีสุ่ด 

- ออกแบบแชมเบอรใหไมมีการรบกวนดวยเมธานอล ดังวิธีของ Lin และคณะ (2007) ที่นาํ

ทราย 100 กรัม มาผสมกนัฟแนนทรนีที่ละลายในอะซีโตน (5 กรัม/ลิตร) แลวนําไประเหย

ใหแหงที่ตูดูดควัน 12 ชั่วโมง จากนั้นนาํไปบรรจุในคอลัมนแกว จากนัน้นําไปตอกับแชม

เบอรโดยใหดานหนึง่ ตอกบัพัดลมเปาอากาศ และมกีารเปาอากาศใหผานทราย เพื่อพัด

ใหฟแนนทรีนที่ระเหยออกมาเขาไปในแชมเบอร โดยกาํหนดอัตราการใหอากาศ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว carbon free mineral medium (CFMM) pH 7.0  
 สารละลาย A 
 แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)     3  กรัม 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)   2.2  กรัม 

 ไดโซเดียมไอโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4•12H2O)   0.8 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น ปรับ pH 7.0 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาท ี
 สารละลาย B 
 เฟอริกคลอไรด (FeCl3•6H2O)    0.05  กรัม/มิลลิลิตร 

 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2•2H2O)     0.05  กรัม/มิลลิลิตร 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)   0.1  กรัม/มิลลิลิตร 

 สารละลาย B แตละชนิดทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง ผานหัวกรอง ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร และเติมสารละลาย B ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย A ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 ทริปโตน (Tryptone)      10  กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว LB pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  SOC 
 สารละลาย A 
 ทริปโตน (Tryptone)      20 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)    5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.58 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)    2.46 กรัม 

แมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl)     2 กรัม 

โพแทสเซยีมคลอไรด (KCl)     0.18 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

ผานหัวกรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทั้งหมดดวยกนั เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-

20 องศาเซลเซียส 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Ψb pH 7.0 
 ทริปโตน (Tryptone)       20 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)     5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)     5 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น ปรับ pH 7.0 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  Ψb pH 7.0 

 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว Ψb pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB 
 สารสกัดจากเนื้อววั (Beef Extract)    3  กรัม 

 Bacto peptone       5 กรัม 

 กลีเซอรอล (Glycerol)      25  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
สารละลายอะซีแนพธีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm  
 อะซีแนพธีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธนีจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายอะซีแนพธิลนีในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 อะซีแนพธิลีน       0.0.5 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธิลีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายฟลูออรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟลูออรีน        0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายฟแนนทรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟแนนทรนี       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟแนนทรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายแอนทราซีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 แอนทราซนี       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายแอนทราซีน แลวนาํไปสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ทิง้ไวขามคืน ทาํให

ปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บ

สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
สารละลายฟลูออแรนธีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟลูออแรนธีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออแรนธีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายไพรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ไพรีน        0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายไพรนีแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จนได

สารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายอะซีแนพธีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 อะซีแนพธีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธนีจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายอะซีแนพธิลนีในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 อะซีแนพธิลีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธิลีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายฟลูออรีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟลูออรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายฟแนนทรีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟแนนทรนี       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟแนนทรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายแอนทราซีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 แอนทราซนี       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายแอนทราซีนแลวนําสัน่ดวยเครื่องกาํเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จน

ไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายฟลูออแรนธีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟลูออแรนธีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออแรนธีนแลวนําสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จน

ไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ไพรีน        0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายไพรนีแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จนได

สารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายผสม PAHs (อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลนี ฟลูออรีนและฟแนนทรนี) ในเมทา
นอล ความเขมขน 5,000 ppm 
 อะซีแนพธีน       0.1 กรัม 

 อะซีแนพธิลีน       0.1 กรัม 

 ฟลูออรีน       0.1 กรัม 

 ฟแนนทรนี       0.1 กรัม 

 เมทานอล       20 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

โปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 โปรตีนเนสเค (proteinase K)     20 มิลลิกรัม 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      1 มิลลิลิตร 

ละลายโปรตนีเนสเค (proteinase K) จนไดสารละลายใส  เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ -

20 องศาเซลเซียส 

 
20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 Sodium dodecyl sulfate      20  กรัม 

คอยๆละลายโซเดียมโดเดซลิซัลเฟต ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

จนไดสารละลายใส หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

 
70% เอธานอล 
 99.9% เอธานอล      700  มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      300 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลโิมลาร     
 Tris base (C4H11NO3)      1.2 กรัม 

ละลาย Tris base ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลังจากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ

ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร  
 EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     186.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติม โซเดยีม

คลอไรด (NaCl) คนใหเขากัน ทิง้ใหเย็น แลวปรับ pH 8.0 หลงัจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอด

เชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer 
 Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10  มิลลิลิตร 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    0.2  มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer ทีผ่สมกับ RNase A 
 TE buffer       1 มิลลิลิตร 

 RNase A       2 ไมโครลิตร 

เก็บสารละลายไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 
 เอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร   20 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      200 มิลลิลิตร 

ละลายเอธิเดยีมโบรไมด (Ethidium bromide) จนเปนเนื้อเดียวกนั เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มดื 

(ขณะเตรียมควรสวมถงุมือปองกันเนื่องจากเอธิเดียมโบรไมด เปนสารกอมะเร็ง) 
 
สารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 
X-gal          20 มิลลิกรัม 

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
สารละลาย TfbI  

โพแทสเซยีมอะซิเตต (CH3COOK)       0.295 กรัม 

รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)        1.21 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2
.2H2O)       0.148 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)       0.99 กรัม 

กลีเซอรอล         15 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ํากลั่น 70 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง ดวยกรดอะซิติกเขมขน 0.2 

โมลาร จน pH เทากับ 5.8 และปรับปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผาน

กระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
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สารละลาย TfbII  

2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES)     0.29 กรัม 

รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)        0.121 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2
.2H2O)       1.103 กรัม 

กลีเซอรอล         15 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 

0.22 ไมโครเมตร 
 
สีติดตาม (6X loading dye) 
 Sucrose       20   กรัม 

 Bromphenol blue (ละลาย 4 มิลลิกรัมในน้ํากลัน่ 1 มิลลิลิตร) 12.5 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวย TE buffer จนได 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
สารละลายอเิล็คตรอนโดเนอร (Electron donor solution) 
 กลูโคส        1.22  กรัม 

 Succinate       0.8 กรัม 

 Pyruvate       0.75 กรัม 

 Tris base (C4H11NO3)      1.94 กรัม 

ละลายสารในน้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง จน pH เทากับ 6.5 และปรับ

ปริมาตรสุดทาย 400 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
5 M โซเดียมคลอไรด  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

 ละลายสารในน้ํากลัน่และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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DNA extraction buffer 
 Tris base 1 โมลาร, pH 8     15 มิลลิลิตร

 สารละลายโซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร    15 มิลลิลิตร 

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, pH 8.0   30  มิลลิลิตร 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร    45 มิลลิลิตร 

 CTAB 5% (w/v)       30  มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่ปลอดประจุปลอดเชื้อ     15  มิลลิลิตร 

 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       78 มิลลิลิตร 

 

100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 

 ยูเรีย        42 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุ จนไดปริมาตร100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต      0.1 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

GC โครมาโตรแกรม 
 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับการวิเคราะหปริมาณ PAHs ในอากาศในขวดทดลอง

ขนาด 60 มิลลิลิตร โดยเข็ม SPME และวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟ เพื่อหาปริมาณ PAH 4 

ชนิด พบวาเวลาที่อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน แตละชนิดคางในคอลัมน 

(retention time) เปน 5, 5.5, 6.8 และ 10 นาที ตามลําดบั และพบวาไมมีการปนเปอนสารชนิดอื่น

ในอากาศ ดังรูปที่ 4.4  

 

 

อะซีแนพธีน 

อะซีแนพธิลีน 

ฟลูออรีน 

ฟแนนทรนี 

 

รูปที่ ค.1 โครมาโทแกรม GC จากการวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟ

แนนทรีน ความเขมขน 100 ppmV  
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ภาคผนวก ง 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานอะซีแนพธิลีนในขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร 
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รูปที่ ง.2 กราฟมาตรฐานอะซีแนพธีนในขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร 

 
รูปที่ ง.3 กราฟมาตรฐานฟลูออรีนในขวดทดลอง 60 มลิลิลิตร 
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รูปที่ ง.4 กราฟมาตรฐานฟแนนทรีนในขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร 

 
รูปที่ ง.5 กราฟมาตรฐานอะซีแนพธิลีนในแชมเบอร 14 ลิตร 
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รูปที่ ง.6 กราฟมาตรฐานอะซีแนพธีนในแชมเบอร 14 ลิตร 

 
รูปที่ ง.7 กราฟมาตรฐานฟลูออรีนในแชมเบอร 14 ลิตร 
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รูปที่ ง.8 กราฟมาตรฐานฟแนนทรีนในแชมเบอร 14 ลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

กราฟอัตราการกําจัด PAH ในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชัง่โมง 
 

รูปที่ จ. 1 กราฟอัตราการกาํจัดอะซีแนพธลีินในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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รูปที่ จ. 2 กราฟอัตราการกาํจัดอะซีแนพธนีในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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รูปที่ จ. 3 กราฟอัตราการกาํจัดฟลูออรีนในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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รูปที่ จ. 4 กราฟอัตราการกาํจัดฟแนนทรีนในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ลําดับนวิคลีโอไทด 
 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Parvibaculum sp. 

  101 CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TCTTGGACAA TGGGGGCAAC CCTGATCCAG 

  151 CCATGCCGCG TGAGTGATGA AGGCCTTAGG GTTGTAAAGC TCTTTCACCC 

  201 GGGAAGATAA TGACGGTACC GGGAGAAGAA GCCCCGGCTA ACTCCGTGCC 

  251 AGCAGCCGCG GTAATAATCA CTAGTGAATT CGCGGCCGCC TGCAGGTCGA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter sp. Y3A  

  101 ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGGACA ATGGGCGGAA GCCTGATCCA 

  151 GCCATGCCGC GTGTGTGAAG AAGGCCTTTT GGTTGTAAAG CACTTTAAGC 

  201 GAGGAGGAGG CTACCTAGAT TAATACTTTA GGATAGTGGA CGTTACTCGC 

  251 AGAATAAGCA CCGGCTAACT CTGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATCACTAGTG 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Uncultured bacterium  

  101 GCTGCTGGCA CGTAGTTAGC CGGTGCTTCT TATCAAGGTA CCGTCAACCT 

  151 CACCCGGTAT TAACGGATAA GTTTTCTTTC CTTGCGAAAG AGCTTTACAA 

  201 CCCGAAGGCC TTCTTCACTC ACGCGGAATG GCTGGATCAG GGTTTCCCCC 

  251 ATTGTCCAAA ATTCCCCACT GCTGCCTCCG TAGGAGTAAT CACTAGTGAA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Sphingomonas sp. Enf55 

  101 CCGCGGCTGC TGGCACGGAG TTAGCCGGAG CTTATTCTCC CGGTACTGTC 

  151 ATTATCATCC CGGGTAAAAG AGCTTTACAA CCCTAAGGCC TTCATCACTC 

  201 ACGCGGCATT GCTGGATCAG GCTTTCGCCC ATTGTCCAAT ATTCCCCACT 

  251 GCTGCCTCCC GTAGGAGTAA TCACTAGTGA ATTCGCGGCC GCCTGCAGGT 
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter sp. BP10 

  101 ACCGCGGCTG CTGGCACAGA GTTAGCCGGT GCTTATTCTG CGAGTAACGT 

  151 CCACTTATCC CAGGTATTAA CCAGGTAAGC CTCCTCCTCG CTTAAAGTGC 

  201 TTTACAACCA AAAGGCCTTC TTCACACACG CGGCATGGCT GGATCAGGGT 

  251 TCCCCCCATT GTCCAATATT CCCCACTGCT GCCTCCCGTA GGAGTAATCA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter calcoaceticus  

  101 CGCGGCTGCT GGCACAGAGT TAGCCGGTGC TTATTCTGCG AGTAACGTCC 

  151 ACTATCTCTA GGTATTAACT AGAGTAGCCT CCTCCTCGCT TAAAGTGCTT 

  201 TACAACCATA AGGCCTTCTT CACACACGCG GCATGGCTGG ATCAGGCTTG 

  251 CGCCCATTGT CCAATATTCC CCACTGCTGC CTCCCGTAGG AGTAATCACT 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured bacterium  

  101 ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGGACA ATGGGCGCAA GCCTGATCCA 

  151 GCCATGCCGC GTGTGTGAAG AAGGCCTTTT GGTTGTAAAG CACTTTAAGC 

  201 GAGGAGGAGG CTTACCTGGT TAATACCTAG GATAAGTGGA CGTTACTCGC 

  251 AGAATAAGCA CCGGCTAACT CTGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATAATCACTA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Mycobacterium gilvum  

  101 GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGCAAGCC TGATGCAGCG 

  151 ACGCCGCGTG AGGGATGACG GCCTTCGGGT TGTAAACCTC TTTCGCCAGG 

  201 GACGAAGCGC AAGTGACGGT ACCTGGAGAA GAAGGACCGG CCAACTACGT 

  251 GCCAGCAGCC GCGGTAATAA TCACTAGTGA ATTCGCGGCC GCCTGCAGGT 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter calcoaceticus  

  101 CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGGACAA TGGGCGCAAG CCTGATCCAG 

  151 CCATGCCGCG TGTGTGAAGA AGGCCTTATG GTTGTAAAGC ACTTTAAGCG 

  201 AGGAGGAGGC TACTCTAGTT AATACCTAGA GATAGTGGAC GTTACTCGCA 

  251 GAATAAGCAC CGGCTAACTC TGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TAATCACTAG 
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Pseudomonas stutzeri  

  101 TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC AATGGGCGAA AGCCTGATCC 

  151 AGCCATACCG CGTGGGTGAA GAAGGTCTTC GGATTGTAAA GCACTTTAAT 

  201 TGGGGAGGAA GGGCAGTAGG TTAATACCTT GTTGTTTTGA CGTTACCAAC 

  251 AGAATAAGCA CCGGCTAACT TCGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATAATCACTA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Pseudomonas sp. CL7 

  101 CGCGGCTGCT GGCACGAAGT TAGCCGGTGC TTATTCTGTT GGTAACGTCA 

  151 AAACAGCAAG GTATTAACTT ACTGCCCTTC CTCCCAACTT AAAGTGCTTT 

  201 ACAATCCGAA GACCTTCTTC ACACACGCGG CATGGCTGGA TCAGGCTTTC 

  251 GCCCATTGTC CAATATTCCC CACTGCTGCC TCCCGTAGGA GTAATCACTA 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Naxibacter indica 

  101 GCGGCTGCTG GCACGTAGTT AGCCGGTGCT TATTCTTCAG GTACCGTCAT 

  151 TAATGGGAGA TATTAGCTCC CACCGTTTCT TCCCTGACAA AAGAGCTTTA 

  201 CAACCCGAAG GCCTTCTTCA CTCACGCGGC ATTGCTGGAT CAGGCTTGCG 

  251 CCCATTGTCC AAAATTCCCC ACTGCTGCCT CCCGTAGGAG TAATCACTAG 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter sp. FLL7 

  101 GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGGACAATGG GGGGAACCCT GATCCAGCCA 

  151 TGCCGCGTGT GTGAAGAAGG CCTCTTGGTT GTAAAGCACT TTAAGCGAGG 

  201 AGGAGGCTTA CCTGGTTAAT ACCTGGGATA AGTGGACGTT ACTCGCAGAA 

  251 TAAGCACCGG CTAACTCTGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GGGAGCCAGC 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured soil bacterium 

  101 TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC AATGGGGGAA ACCCTGATCC 

  151 AGCCATTCCG CGTGAGTGAA GAAGGCCTTC GGGTTGTAAA GCTCTTTCGC 

  201 AAGGAAAGAA AACTTATCCG TTAATACCGG GTGAGGTTGA CGGTACCTTG 

  251 ATAAGAAGCA CCGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATAATCACTA 
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter sp. EDP3 

  101 TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC AATGGGCGCA AGCCTGATCC 

  151 AGCCATGCCG CGTGTGTGAA GAAGGCCTTT TGGTTGTAAA GCACTTTAAG 

  201 CGAGGAGGAG GTTTACCTGG TTAATACCTG GGATAAGTGG ACGTTACTCG 

  251 CAGAATAAGC ACCGGCTAAC TCTGTGCCAG CAGCCGCGGT AATAATCACT 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ uncultured soil bacterium  

  101 GGCTGCTGGC ACGTAGTTAG CCGGTGCTTC TTATCAAGGT ACCGTCAACC 

  151 TCACCCGGTA TTAACGGATA AGTTTTCTTT CCTTGCGAAA GAGCTTTACA 

  201 ACCCGAAGGC CTTCTTCACT CACGCGGAAT GGCTGGATCA GGGTTTCCCC 

  251 CATTGTCCAA AATTCCCCAC TGCTGCCTCC CGTAGGAGTA ATCACTAGTG 

 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Acinetobacter sp. Lhl-4r  

  101 GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGGACAAT GGGGGGAACC CTGATCCAGC 

  151 CATGCCGCGT GTGTGAAGAA GGCCTTATGG TTGTAAGGCA CTTTAAGCGA 

  201 GGAGGAGGCT ACCTAGATTA ATACTTTAGG ATAGTGGACG TTACTCGCAG 

  251 AATAAGCACC GGCTAACTCT GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT AATCACTAGT 
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