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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

มลพิษทางอากาศเปนปญหาสําคัญอยางหนึง่ของประเทศไทย สาเหตุสําคัญอยางหนึง่คือ 

พอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) ที่ปนเปอน

ในอากาศ ซึง่เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงในรถยนต ซึง่ PAHs หลายชนิดมี

รายงานวาเปนสารกอมะเรง็และสารกอใหเกิดการกลายพนัธุ ดงังานวิจยัของ Ruchirawat และ

คณะ (2006) ที่พบวาเด็กที่อาศยัอยูในเขตกรุงเทพมหานครมีความเสี่ยงทีจ่ะเปนมะเรง็ปอด 

เนื่องจาก PAHs ที่ปนเปอนในอากาศสูงกวาในเขตชานเมือง สอดคลองกับงานวิจยัของ 

Tuntawiroon และคณะ (2007) ที่พบวาและเด็กนกัเรียนในเขตเมืองมีปริมาณ PAHs ที่จับกับเมด็

เลือดขาวสูงเดก็ในเขตชานเมือง จากการศึกษามลพิษในประเทศไทยพบวาบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนน เปนแหลงผลิตและสะสม PAHs   โดย Chang และคณะ 

(2006) พบวา PAHs มีการปนเปอนทัง้ในอากาศและเกาะติดกับอนภุาคตางๆ โดยบริเวณถนน

พหลโยธนิมีการปนเปอนของเบนโซ[จี,เอช,ไอ]พิริลีน และโคโรนนี และมีรายงานการปนเปอนของ 

PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลนี, อะซีแนพธลีิน และอะซีแนพธนี จะพบระเหยอยูใน

อากาศ Boonyatumanond และคณะ (2007) พบ PAHs ปริมาณมากที่สุดในเขมาดําจาก

ยานพาหนะทีใ่ชน้ํามนัเบนซนิ  (2600 ± 2900 ไมโครกรัม/กรัม) รองลงมาคือในเขมาดําจาก

ยานพาหนะทีใ่ชน้ํามนัดีเซล (115 ± 245 ไมโครกรัม/กรัม) และในฝุนละอองในอากาศบริเวณทอง

ถนน (101 ± 35 ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ นอกจากนี้ยงัพบ PAHs สะสมในเครื่องยนต ยางลอ

รถ ยางถนน โดยพืชที่ปลูกบริเวณริมถนนก็มีโอกาสจะพบการสะสมของ PAHs ที่ใบได โดย

การศึกษาของ Nicola และคณะ (2007) พบวาตน Quercus ilex L. ที่ปลูกในเมืองใหญทีม่ี

การจราจรหนาแนน มีการสะสม PAHs หลายชนิดทีใ่บในปริมาณมากกวาตนไมที่ปลูกในบริเวณ

ชานเมือง และการศึกษาของ Wang และคณะ (2008) พบวามี PAHs ตกคางในใบไม 6 ชนิดที่

ปลูกบริเวณริมถนน  และพบวาตนพืชจะสามารถดูดซมึ PAHs ในอากาศได 2 แบบ คอื ดูดซึมโดย

แวกซที่ผิวใบและดูดซึมโดยเซลลพืช 

ในขณะเดียวกนั มีการศึกษาพบวาใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัย (phyllospere) ของจุลินทรีย

หลายชนิด  เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย โปรโตซัว และนีมาโทด โดยพบวาแบคทีเรียมีปริมาณ

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

(Steven และคณะ, 2003) จากรายงานของ Yang และคณะ (2001) ที่ศึกษากลุมแบคทีเรียบน

ใบไมดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) พบวากลุมแบคทีเรียจะ
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คลายคลึงกนัในพืชชนิดเดียวกัน แตจะแตกตางกันในพชืตางชนิดกัน และกลุมแบคทีเรียบนใบไมมี

ความซับซอนสูง โดย Yadav และคณะ (2005) พบวากลุมแบคทีเรียบนใบไมในแถบเมดิเตอรเร

เนียน จะมีความสัมพันธเชิงบวกกับปริมาณขนที่ผิวใบ ปริมาณน้าํและฟอสฟอรัส ในขณะเดียวกนั

ก็มีความสัมพนัธเชงิลบกับปริมาณสารฟนอลิกที่ขับออกมาที่ผิวใบและความหนาของใบ และ

พบวาบนใบไมมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่จาํกดั แตแบคทีเรียบนใบไมก็สามารถไดแหลง

อาหารจากที่อ่ืนมาทดแทน ไดแก ละอองเรณู น้าํหวาน หรือบรรยากาศ เชน สารอินทรียที่มาสะสม

ที่ใบ 

จากการศึกษาที่ผานมา พบวาแบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ได เชน 

Mycobacterium, Sphingomonas, Terrabacter, Rhodococcus, Methylobacterium, 

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

Cycloclasticus, Rhodococcus, Flavobacterium, Arthrobacter, Neptunomonas, 

Stenotrophomonas, Alcaligenes, Acinetobacter  เปนตน (Juhasz และคณะ, 2000) ซึ่งสวน

ใหญเปนแบคทีเรียในดนิหรอืน้ําที่มีการปนเปอน PAHs  ในขณะเดียวกนัก็มกีารรายงานวา พืช

และแบคทีเรียหลายชนิดมกีจิกรรมรวมกนัแลวทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAH ไดดีข้ึน เชน 

Kuiper และคณะ (2004) พบวาการบําบดั PAHs ในดนิดวยพืชหลายชนิด จะมีประสิทธิภาพดีข้ึน

เมื่อมีการเติมแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ลงไป และจาก Gao และคณะ (2006) พบวาตนขาวที่

ปลูกในนาขาวที่มีการปนเปอนของ PAH  เมื่อเติมเชื้อ Acinetobacter sp. จะสามารถกําจัดฟแน

นทรนีไดถึง 86-87% ใน 40 วัน โดยชุดควบคุมที่ไมไดเติมเชื้อสามารถกําจัด        ฟแนนทรีนได

เพียง 70-78% ใน 80 วัน  

การศึกษาเกี่ยวกับการนาํแบคทีเรียที่อาศยัรวมกับตนพชื เพื่อการบําบัดสารมลพิษใน

อากาศเริ่มเปนที่สนใจมากขึ้น โดย Orwell และคณะ (2004) พบวาแบคทีเรียในดินในกระถางที่

ปลูกตนไม มบีทบาทในการกําจัดเบนซนีในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั สวนการศึกษาของ 

De Kempeneer และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองพนเชื้อ Pseudomonas putida TVA8 บนตน 

Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ ในระบบปด พบวาสามารถกําจัดโทลอีูนได 95% ใน

ระยะเวลาเพียง  27 ชั่วโมง และจากการศึกษาของ Sandhu และคณะ (2007) ที่ทาํการทดลองพน

แบคทีเรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอล

ในอากาศสลายไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดไดมากถึงแปดเทาเมื่อเทียบตนพืชที่ไมไดรับการพน

เชื้อ และพบวาตนถั่วและขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณสารอินทรียในอากาศสูง ใบถั่วและ

ขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพดที่ผานการฆาเชื้อจุลินทรยี 

แสดงวาจุลินทรียทีม่ีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลได  
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การศึกษาเกี่ยวกับการบําบดั PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบไมในปจจุบนั มีเพียง

งานวิจยัเกีย่วกับการยอยสลายฟแนนทรนีที่ตกสะสมบนใบไม เชน Waight (2005) พบวา

แบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทยสามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

และจําแนกไดวาเปนเชื้อในกลุม Pseudomonas, Microbacterium, Rhizobium และ 

Deinococcus  การศึกษาตอมาโดย นุชนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) พบวาจาํนวนแบคทีเรียที่ยอย

สลายฟแนนทรีนบนใบไม มคีาแตกตางกนัตามชนิดของไมประดับ ในขณะเดียวกนัพบวาใบโมกมี

จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรีนมากที่สุด นอกจากนี้พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ฟแนนทรนีสูงขึ้น ตามจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรนีทีพ่บบนใบ ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจ

ที่จะศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกเพิม่เตมิ โดยเจาะจงทีก่ารยอยสลาย PAHs ใน

อากาศชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ซึง่เปน PAHs ที่มี

รายงานวาปนเปอนในอากาศ ซึ่งพบไดทั้งอากาศภายตัวอาคาร (indoor air)และอากาศภายนอก

ตัวอาคาร (outdoor air) ซึ่งรายงานโดย Liu และคณะ (2001) 

 
วัตถุประสงค  
 เพื่อศึกษาหาประสิทธิภาพและจําแนกชนิดของแบคทีเรียบนใบโมก (Wrightia religiosa) 

ที่เกีย่วของกับการกําจัด PAHsในอากาศ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนท

รีน และหาความสัมพันธระหวางการลดลงของ PAHs โดยการยอยสลายของแบคทีเรียบนตนโมก 

กับปุยพชืทีพ่นใหทางใบ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

 ทราบชนิดและประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถกําจัด PAHs ชนดิตางๆที่

ปนเปอนในอากาศได และทราบประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบโมก

เมื่อไดรับปุยของพืชโดยการพนผานทางใบ 
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บทที่  2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

2.1 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) เปนกลุมสารเคมีที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบไปดวยวงเบนซีน ตั้งแต 2 

วงเชื่อมตอกัน สารประกอบ PAHs ประกอบดวยสารที่มีโครงสรางหลักแตกตางกัน 35 ชนิด จาก

รายงานของสํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 

Protection Agency, EPA) ไดกําหนดใหสารประกอบ PAHs 16 ชนิด เปนสารพิษอันตรายที่ควร

ใหความสําคัญ  

PAHs สามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา (Low 

molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งประกอบไปดวยวงอะโรมาติก 2 และ 3 วง ไดแก 

แนพธาลีน อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนทีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เปนตน 

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

ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วง ข้ึนไป  ไดแก ไพรีน ไครซีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแร

นทีน เบนโซ[เอช]ฟลูออแรนทีน ดังรูปที่ 2.1  
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของสารประกอบ PAHs ชนิดตางๆ (Wilson และ Jones, 1993) 

คุณสมบัติของ PAHs คือ ละลายดีในไขมนั (lipophilic) แตละลายน้าํไดนอย PAHs ที่มี

มวลโมเลกุลตํ่าสามารถระเหยในอากาศไดงายกวา PAHs ที่มมีวลโมเลกุลสูง เพราะมีแรงดันไอสูง

กวา (ATSDR, 1995) และพบวา PAHs ยอยสลายเองไดยาก จึงตกคางในสิง่แวดลอมไดเปน

ระยะเวลายาวนาน ซึง่ปจจบุันมีรายงานวา PAHs เปนสารกอมะเรง็และสารกอใหเกิดการกลาย

พันธุ PAHs ที่เลือกมาทดสอบในการศึกษานี ้ มีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพแตกตางกนั ดงั

แสดงในตารางที ่ 2.1 ซึ่ง PAHs เหลานี้มงีานวจิัยพบวา ปนเปอนในสิง่แวดลอมโดนเฉพาะใน

อากาศ ซึ่งพบวาปนเปอนทัง้ในเขตอุตสาหกรรมหรือในเขตที่มีการจราจรหนาแนน และจาก

รายงานของ Zhang และ Tao (2009) พบวาทัว่โลกมีการปลอย PAHs สูบรรยากาศในปริมาณ

มาก โดยเฉพาะในป 2004 พบวาม ีPAHs ถึง 520 x 109 กรัม/ป โดย PAHs เหลานี้สวนใหญมา

จากการใชเชื้อเพลิง (56.7%) จากไฟปา (17.0%) และจากกิจกรรมของมนษุย (6.9%) ซึง่ PAHs 

สวนใหญจะผลิตมาจากประเทศจีน (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 ชนิดตางๆ ที่ใชในการศึกษานี้ (ATSDR, 1995) 

คุณสมบัติ                                      
PAHs 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

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 

อุณหภูมิการกลายเปนไอ 265-275 279 295 340 องศาเซสเซียส 

ความถวงจําเพาะ 
ที่ 23 องศาเซสเซียส 

1.08 1.024 1.203 1.06 

การละลายในน้ํา 3.93 มิลลิกรัมตอลิตร 4.00 มิลลิกรัมตอลิตร 1.69 มิลลิกรัมตอลิตร 1.29 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
 
การละลายตัวทําละลาย 

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

คลอโรฟอรม, เบนซิน, กรดอะซิ

ติก, โพรพานอล,โทลูอีน 

แ อ ล ก อ ฮ อ ล ,  อี เ ท อ ร , 

คลอโรฟอรม 

โทลูอีน, คารบอนเททระคลอไรด, 

อีเทอร, คลอโรฟอรม, เบนซิน, 

กรดอะซิติก 

สัมประสิทธิ์แบงการละลาย  
(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 (ตอ) 

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 ผลึกสีขาวเหลืองโปรงแสง ผลึกผงสีขาว ผลึกสีขาวหรือสีเหลืองออน ผลึกสีเหลือง 

อุณหภูมิหลอมเหลว 217 องศาเซสเซียส 105 องศาเซสเซียส 156 องศาเซสเซียส 179 องศาเซสเซียส 

อุณหภูมิการกลายเปนไอ 340 องศาเซสเซียส 380-384 องศาเซสเซียส 393-404 องศาเซสเซียส 496 องศาเซสเซียส 

ความถวงจําเพาะ 
ที่ 23 องศาเซสเซียส 

1.24 1.252 1.271 - 

การละลายในน้ํา 0.07 มิลลิกรัมตอลิตร 0.26 มิลลิกรัมตอลิตร 0.14 มิลลิกรัมตอลิตร 0.0038 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
 
การละลายตัวทําละลาย 

แอลกอฮอล, เบนซีน, คารบอนได

ซัลไฟด ,  คลอโรฟอรม , 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, คารบอนไดซัลไฟด 

เมธานอล, เอธานอล , เบนซิน 

โทลูอีน, ไซลีน, อีเทอร 

สัมประสิทธิ์แบงการละลาย  
(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 การปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอม 

2.2.1 แหลงทีม่าของ PAHs 

PAHs เกิดจากการเผาไหมของเชื้อเพลงิแบบไมสมบูรณ ทําใหเกิดการกระจายตวัในบรรยากาศ ซึง่

แหลงกาํเนิดของ PAHs   มาจาก 2 สาเหตุใหญ คือ 

1. กระบวนการสงัเคราะหตามธรรมชาติ เชน ไฟไหมปา ภูเขาไฟระเบิด และการรั่วซมึของน้าํมัน  

ตามธรรมชาต ิ

2. กิจกรรมตางๆ ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การเผาไหมเชื้อเพลิงของ

เครื่องยนต การประกอบอาหารในครัวเรือน และจากควันบุหร่ี รวมไปถึงการปลอยของเสียจาก

โรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี อุตสาหกรรมการผลิตที่ใชเครื่องจักรยนต และการใชสารรักษา

เนื้อไม เปนตน 

 

2.2.2 การปนเปอนของ PAHs ในอากาศ 

Diane และคณะ (1997) รายงานวาในสหรัฐอเมริกา ใบพืช (ขาวโพด ตนสนและเมเปล) ที่ปลูกใน

เขตชุมชนเมืองจะม ี PAHs สูงกวาเขตชนบทถึง 10 เทา และเขตชนบทจะไมพบการปนเปอนของ             

แอนทราซนี เบนโซ[เอ]แอนทราซนี หรือ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงบางชนิด โดย PAHs ในอากาศเหลานี้มา

จากยานพาหนะ ซึง่เผาไหมเชื้อเพลิงไมสมบูรณ 

Oanh และคณะ (1999) รายงานวาการใชเชื้อเพลิงพวกถานไมในการทําอาหารหรือกิจกรรมตางๆ 

จะปลอย PAHs ออกมาสูอากาศถึง 18 ชนิด โดย 11 ชนิดเปน PAHs ที่มีรายงานวาเปนสารอันตราย โดย

พบวาปริมาณ PAHs ทั้งหมด 110 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึง่เปน PAHs ที่เปนอนัตรายถงึ13.4 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม 

Liu และคณะ (2001) พบวาในชวงฤดูรอนในประเทศจนี อากาศภายในอาคาร (indoor air)   มี

การปนเปอนของ PAHs ถึง 1.418-20.466 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร และในฤดูใบไมรวงมีการปนเปอนใน

อากาศสงูถงึ 3.897-29.852 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร ในขณะทีพ่บ PAHs ปนเปอนในอากาศภายนอก

อาคาร (outdoor air)  ในฤดูรอน 1.380-20.468 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร และในฤดูใบไมรวง 2.721-

30.678 ไมโครกรัม/ลูกบาศกเมตร คณะผูวิจยัยังรายงานวาปริมาณ PAHs ในอากาศในตัวอาคาร มี

ความสัมพันธกันปริมาณ PAHs ในอากาศภายนอกอาคาร โดยพบวาหองนอนจะมีปนเปอนมากที่สุด 

รองลงมาคือหองครัว หองนั่งเลน และระเบยีง ตามลําดับ 
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Smith และคณะ (2001) รายงานวา PAHs ในอากาศในประเทศองักฤษ จะพบในปริมาณ 5.7-

44.6 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร และพบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าจะไมรวมตัวกับอนุภาคใด เชน 

ฟลูออรีนจะพบในอากาศถงึ 370-4670 พิโคกรัม/ลูกบาศกเมตร ซึ่งไมพบฟลูออรีนที่รวมตัวกับอนุภาคอื่นๆ 

ในขณะที ่ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง เชน ไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน จะพบระเหยในอากาศนอย แต

พบวารวมตัวกับอนุภาคอื่นๆถึง 89-100 พิโคกรัม/ลูกบาศกเมตร  

Liu และคณะ (2007) รายงานวา PAHs สวนใหญในประเทศจีน จะมีการปนเปอนในบรเิวณ

โรงงานอุตสาหกรรม บริเวณที่มีการจราจรหนาแนนและบริวเณชุมชน โดยในชวงฤดหูนาว การเผาไหม

เชื้อเพลิงของยานพาหนะตามทองถนน จะปลดปลอย PAHs ออกมา ในปริมาณ 9.176-32.573 

ไมโครกรัม/กรัมตัวอยางฝุน และในฤดูรอน 6.875-27.766 ไมโครกรัม/กรัมตัวอยางฝุน โดย PAHs ที่อยูใน

อากาศสวนใหญประกอบดวยวงเบนซนี 2-4 วง ในขณะที่ PAHs ที่มีวงเบนซนีมากกวา 4 วงจะเกาะอยูกับ

อนุภาคชนิดตางๆ เชน ฝุน ยานพาหนะ ทองถนน หรือตนพืช  

Rosaria และคณะ (2008) พบวาในประเทศอิตาลมีี PAHs ปนเปอนในอากาศในตัวอาคาร 

(indoor air) ถึง 36-34,453 ไมโครกรัม/กิโลกรัมฝุน  

 

2.2.3 การสะสม PAHs บนใบพืช 

Smith และคณะ (2001) ยังพบอีกวา ตนพืช 5 ชนดิ ไดแก Festuca ovina, Holcus lanatus, 

Koeleria macrantha, Lolium perenne และ Trifolium repens ในไร มีการสะสม PAHs ที่ใบ โดยพบวา

ในฤดหูนาวปรมิาณ PAHs จะสูงกวาฤดูรอน โดยคาคงที่ของปริมาณ PAHs ในฤดูรอนเทากับ 4-52 

ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักใบไม แตในฤดหูนาวเทากับ 8-88 ไมโครกรัม/กรัมน้าํหนักใบไม และพบวาปริมาณ 

PAHs ที่สะสมบนใบพชืทัง้ 5 ชนิด ไมมีความแตกตางกนั  

Nicola และคณะ (2007) พบวาตน Quercus ilex L. ทีป่ลูกในเมืองใหญที่มกีารจราจรหนาแนน มี

การสะสม PAH หลายชนิดที่ใบในปริมาณมากกวาตนไมที่ปลูกในบรเิวณชานเมือง ปริมาณ PAHs ที่วัดได

อยูระหวาง 92-1454 ไมโครกรัม/กิโลกรัมใบไมแหง สอดคลองกับรายงานของ Alfani และคณะ (2007) 

พบวาในเขตชมุชนเมือง บนใบ Quercus ilex L. มกีารปนเปอนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลกลางๆ ถงึ 72% 

แต PAHs ที่มมีวลโมเลกุลตํ่าและมวลโมเลกุลสูง พบตกคางเพียง 10% และ 18% ตามลําดับ 

Wang และคณะ (2008) ศึกษาพบวาบริเวณทองถนนและมหาวทิยาลัยในปกกิ่ง ม ีPAHs ตกคาง

ในใบพืช 6 ชนิด ไดแก Ginkgo biloba. Prunus persica, Sophora japonica, Prunus cerasifera, 

Syringa pekinensis และ Euonymus japonicus โดยตนพืชจะสามารถดูดซึม PAHs ในอากาศได 2 แบบ

คือ ดูดซึมโดยแวกซที่ผิวใบและดูดซึมโดยเซลลพืช และพบวาพืชที่ปลูกตามทองถนนพบ PAHs ที่ผิวใบและ
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เนื้อเยื่อช้ันของพืช (inner leaf tissues) ถงึ 69.3 ± 64.6 และ 1.07 ± 0.2 ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนกัใบไมแหง 

และพืชในเขตมหาวิทยาลยัพบ PAHs ทีผ่ิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืชถึง 57.5 ± 52.6 และ 0.716 ± 0.2  

ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนักใบไมแหง  

 

2.2.4 การปนเปอนของสารประกอบ PAHs ในอากาศในประเทศไทย 

Oanh และคณะ (2000) รายงานวาในบริเวณถนนพลโยธินในกรุงเทพมหานคร มีการปนเปอนของ 

PAHs ในอากาศ โดย PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึง่ไดแก เบนโซ[เอ]ไพรีน เบนโซ[อี]ไพรีน และเบนโซ[เอ]

แอนทราซนี ดดูซับกับฝุนละอองไดดี แตไมพบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าซึ่งระเหยไดงาย เชน แนพธาลนี 

อะซิแนพธิลีน และอะซิแนพธีน มีการดูดซบักับฝุนละออง 

Garivait และคณะ (2000) ศึกษาการกระจายตัวของ PAHs ในอากาศในกรุงเทพมหานคร ในรูป

ของกาซและฝุนละออง พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน ไพรีน, เบนโซ[อี]ไพรีน และเบนโซ[เอ]แอนท

ราซีน พบถึง 80%, 40% และ24% ตามลําดับ ในขณะที่ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะอยูในรูปฝุนละออง

เกือบทั้งหมด โดยพบวา 30%-60% ของ PAHs จะจับอยูกับฝุนละอองที่มีขนาดเล็กกวา 0.43 ไมครอน 

และ 70% จะจับอยูกับฝุนละอองที่มีขนาดเล็กกวา 2.1 ไมครอน  

Laowagul และคณะ (2000) รายงานการปนเปอน PAHs ในกรุงเทพมหานครและนิคม

อุตสาหกรรมมาบตาพุต พบวามี PAHs ปนเปอน 12.64 และ 4.69 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร ซึ่งบอกวาใน

เขตเมืองมี PAHs สูงกวาเขตอุตสากรรมถึง 3 เทา และจากการศึกษาการกระจายตัวของ PAHs พบวา 

99% ของ PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วง จะอยูในรูปกาซ และมากกวา 90% ของ PAHs ที่มีวงเบนซีน 5-7 วง 

จะอยูในรูปฝุนละออง สวน PAH ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง จะอยูทั้งสองสถานะ 

Norramit และคณะ (2005) ศึกษาปริมาณ PAHs ในอากาศในเขตชุมชนเมืองในกรุงเทพมหานคร 

พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (วงเบนซีน 4-6 วง) ปนเปอนในอากาศ (91.7%) มากกวา PAHs ที่มี

มวลโลกุลตํ่าและพบวา 71.4% ของ PAHs ที่พบเปน PAHs ที่มีรายงานวานาเปนสารกอมะเร็ง เชน เบนโซ

[เอ]ไพรีน จะพบปนเปอนอยูทั่วไป โดยพบวาความนาจะเปนของมะเร็งปอดของประชากรในกรุงเทพสูง

เกือบเทาเมืองนางาซากิ (Nagasaki) และโรม (Rome)  

Chang และคณะ (2006) พบวา PAHs มีการปนเปอน ทั้งในอากาศและเกาะติดกับอนุภาคตางๆ 

โดยบริเวณถนนพหลโยธินมกีารปนเปอนของเบนโซ[จ,ีเอช,ไอ]พิริลีน และโคโรนีน และมรีายงานการ
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ปนเปอนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และอะซีแนพธีน ระเหยอยูใน

อากาศ  

 Boonyatumanond และคณะ (2007) รายงานการปนเปอนของ PAHs บริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนน ซึง่เปนแหลงผลติและสะสม PAHs    โดย PAHs พบปริมาณมาก

ที่สุดในเขมาดําจากยานพาหนะที่ใชน้ํามนัเบนซิน (2600±2900 ไมโครกรัม/กรัม) รองลงมาคือในเขมาดํา

จากยานพาหนะที่ใชน้าํมันดีเซล (115±245 ไมโครกรัม/กรัม) ในฝุนละอองในอากาศบริเวณทองถนน 

(101±35 ไมโครกรัม/กรัม) ในเครื่องยนต (97±65 ไมโครกรัม/กรัม) ยางลอรถ (82±41 ไมโครกรัม/กรัม)    

และยางถนน (2.3±1.6 ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ  

 

2.3 ความเปนพิษของ PAHs ตอมนุษย เมื่อไดรับจากแหลงในอากาศ 

 สํานักงานวิจัยมะเร็งแหงชาติ (The International Agency for Research Cancer; IARC, 1999) 

ไดแบงกลุมสารประกอบ PAHs ออกเปน 3 กลุม ตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง ดังนี้ 

 กลุม 2A สารที่นาจะกอมะเร็งในมนุษยไดสูงกวากลุมอ่ืนๆ มี 3 ชนิด ไดแก เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

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

 กลุม 2B สารที่อาจจะกอมะเร็งในมนุษยมี 11 ชนิด ไดแก 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 

 กลุม 3 สารที่ไมกอมะเร็งในมนุษยมี 23 ชนิด ไดแก ไตรฟนิลีน ฟแนนทรีน 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]

ฟแนนทรีน เบนโซ[อี]ไพรีน ไซโคลเพนทะ[ซี,ดี]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,ซี]แอนทราซีน ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน 

ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน และไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน 
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 Ruchirawat และคณะ (2002) พบวาตํารวจจราจรที่ทํางานบริเวณถนนจะมีปริมาณอนุภาค 

PAHs ติดตัวสูงวาตํารวจจราจรที่ทํางานในสํานักงาน ถึง 20 เทา (74.25 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร) PAHs 

ที่พบสวนใหญเปน เบนโซ[จี,เอช,แอล]ไพริลีน และพบวามีอนุภาคที่เปนสารกอมะเร็งในตํารวจจราจรที่

ทํางานบริเวณทองถนนในปริมาณ 1.6 ± 0.9 รางกาย/108 นิวคลีโอไทด ในขณะที่ตํารวจราจรที่ทํางานใน

สํานักงานพบเพียง 1.2 ± 1.0 รางกาย/108 นิวคลีโอไทด 

Gaspari และคณะ (2003) รายงานวา PAHs สามารถจับกับดีเอ็นเอของสเปรมและทําใหดีเอ็นเอ 

ผิดปกติ จนใหทําใหเกิดการเปนหมันได 

 Straif และคณะ (2006) พบวาอากาศภายในบานเรือนในประเทศกําลังพัฒนา มีการปนเปอน 

PAHs ซึ่งมาจากการเผาไหมเชื้อเพลิงภายในบาน ทําใหเสี่ยงที่จะเปนมะเร็งปอดมากขึ้น 

Ruchirawat และคณะ (2006) พบวาเด็กนกัเรียนที่อาศัยอยูในเขตกรุงเทพมหานครมคีวามเสีย่งที่

จะเปนมะเร็ง เนื่องจาก PAHs ในอากาศทีม่าจากการเผาไหมไมสมบูรณจากยานพาหนะ โดยพบวา PAHs 

สูงกวาเขตชานเมือง 3.5 เทา และพบวาอนุพนัธของ PAHs (Urinary 1-hydroxypyrene) จับเม็ดเลือดขาว

ในเด็กนกัเรียนในเขตเมืองถึง 5 เทาเมื่อเทียบกับเด็กในเขตชานเมือง โดย PAHs จะทาํใหดีเอ็นเอมีความ

ผิดปกติ หรือเสียหาย และสงผลตอประสิทธิภาพของขบวนการซอมแซมดีเอ็นเอลดลง 

 Tuntawiroon และคณะ (2007) พบวา PAHs ในอากาศ ในบริเวณที่มกีารจราจรหนาแนนใน

กรุงเทพมหานคร (30.39 ± 5.80 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร) มีปริมาณสูงกวาในบริเวณชานเมือง (1.50 ± 

0.28 นาโนกรมั/ลูกบาศกเมตร) ถงึ 30 เทา โดยพบ ไพรีน[จี,เอช,ไอ]ไพริลีน ปนเปอนอยูทั่วไป และพบวา

เด็กนักเรยีน (6-13 ป) ในเขตเมืองที่มกีารจราจรหนาแนนไดรับ PAHs (4.13 ± 0.21 นาโนกรมั/ลูกบาศก

เมตร) สูงกวาเขตชานเมือง (1.18 ± 0.09 นาโนกรัม/ลูกบาศกเมตร)  ถึง 3.5 เทา และเด็กนักเรียนในเขต

เมืองมีปริมาณ PAHs ที่จับกับเม็ดเลอืดขาวสูงเด็กในเขตชานเมอืง แสดงใหเห็นวาเด็กในเขตเมืองที่มี

การจราจรหนาแนนมีโอกาศเสี่ยงสงูที่จะเกดิมะเร็ง เพราะไดรับ PAHs ในปริมาณที่มากกวา 
 
2.4 การศึกษา PAHs ในอากาศ 
 ปจจุบันมีการใชเทคนิคใหมๆ ในการวิเคราะหปริมาณ PAHs ในอากาศ เพื่อใหมีความแมนยํามาก

ขึ้น เชน การใช เข็ม Solid Phase Microextraction (SPME) โดยที่เข็มจะมีไฟเบอรที่เคลือบดวย 100 

ไมครอน Polydimethylsiloxane (PDMS) ซึ่งสามารถดูดซับสารระเหยไฮโดรคารบอนในอากาศได แลว

นําไปวิเคราะหหาปริมาณดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) ดังการศึกษาของ 
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Vaz (2003) ที่พบวาเข็ม SPME ที่มีไฟเบอรเคลือบดวย PDMS สามารถวัดปริมาณ PAHs หลายชนิดใน

อากาศได โดยพบวาปริมาณ PAHs ที่วัดไดนอยสุดอยูที่ 5-20 x 10-10 กรัม และเมื่อนําเข็ม SPME ไปวัด

ปริมาณ PAHs ในอากาศในเมืองเซาเปาโล (Saopaulo) ในประเทศบราซิล พบวามีปริมาณ อะซีแนพธิลีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เปน 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

บากศเมตร ตามลําดับ 

 Kircher และคณะ (2003) ทดลองนําเข็ม SPME มาเก็บตัวอยางมลพิษในอากาศในบริเวณถนน

ทางหลวงและบริเวณโรงงานอุตสาหกรรม แลวนํามาวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ พบวาถนน

ทางหลวงมีการปนเปอนของ แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ในขณะที่บริเวณโรงงานอุตสาหกรรมมี

การปนเปอนของ ฟแนนเทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ในอากาศ 

 Li-bin และคณะ (2006) รวบรวมเทคนิคการใชเข็ม SPME ในการเก็บตัวอยาง PAHs ที่ปนเปอน

ในอากาศจากงานวิจัยกอนหนา ดวยเทคนิคตางๆ และวิเคราะหปริมาณดวยดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ

หรือเครื่องโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

พบวา เข็ม SPME สามารถวัดปริมาณ PAHs ในอากาศไดหลายชนิดพรอมกัน และวัดปริมาณ PAHs ได

ต่ํากวา 5 ไมโครกรมั/ลูกบากศเมตร 

 

2.5 การบําบัด PAHs ในสิ่งแวดลอม 

 เมื่อ PAHs ปนเปอนสูสิ่งแวดลอม พบวามักจะสะสมอยูในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง พืช และ

อากาศ การบําบัด PAHs สามารถทําไดหลายวิธี ทั้งวิธีทางกายภาพและชีวภาพ (bioremediation)  

2.5.1 การบําบัดทางกายภาพ  

การบําบัดทางกายภาพ เชน การยอยสลายดวยแสง (photolysis) โดย Miller และ Olejnik (2000) 

พบวา เบนโซ[เอ]ไพรีน ไครซีน และฟลูออรีน ในน้ําสามารถโดนยอยสลายดวยแสง โดยพบวาคาคงที่การ

ยอยสลายเทากับ 0.014, 0.0013, และ 0.0038 ตามลําดับ และการยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

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

ยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดวยแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และไฮโดรเจนเปอรดรอกไซด 

(hydrogen peroxide) โดยคาคงที่ของอัตราการทําปฏิกิริยาดวยไฮดรอกซิล (hydroxyl) เทากับ 

2.53x1010, 9.82x109 และ 2.77x109 ตามลําดับ 
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2.5.2 การบําบัดทางชีวภาพดวยพืช 

พืชจะมีกลไกในการบําบัด PAHs ในอากาศ โดยทั่วไปจะเปนการดูดซึม (absorption) ถึง 90% 

และปจจุบันยังไมมีงานวิจัยยืนยันวาพืชสามารถยอยสลาย PAHs ได การดูดซึม PAHs สูตัวพืชมีได 2 ทาง 

คือ ทางราก และทางใบ 

การดูดซึมทางราก จะเกิดขึ้นเมื่อ PAHs ที่ละลายน้าํ  โดย Gao และ Zhu (2004) พบวาพืช 12 

ชนิด ไดแก 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  สามารถดูดซมึฟแนนทรนีและไพรีนจากดนิที่ปนเปอนได  ฟแนนทรีนและไพรีน

จะสะสมในรากเปนสวนใหญและบางสวนจะสงไปสะสมที่ยอด และ Jiao และคณะ (2007) พบวารากของ

ตนขาวสามารถดูดซึม PAHs ที่สะสมอยูในดินได และรากตนขาวสะสม PAHs ไดมากกวา 60% ของ 

PAHs ที่ปนเปอนในดิน โดย PAHs จะสะสมในรากฝอย (lateral root) มากกวาในปมราก (nodal root)    

การดูดซึม PAHs ทางใบ จะเกิดขึ้นเมื่อ PAHs อยูในรูปกาซ ซึ่งสามารถผานเขาทางปากใบ

โดยตรง หรือซึมผานชั้นแวกซ สูเนื้อเยื่อใบพืชดานใน เชน Tao และคณะ (2005) พบวาผักกาดขาวปลี 

(Chinese cabbage) ที่ปลูกบริเวณที่มีการปนเปอน PAHs ในอากาศ สามารถดูดซึมและสะสม PAHs ใน

ใบพืชได โดยปริมาณ PAHs ที่วัดไดมีถึง 596±231 นาโนกรัม/กรัมน้ําหนักแหง  

Wild และคณะ (2006) พบวา ใบขาวโพดและใบผักขม (spinach) ที่ปลูกบริเวณที่มีการปนเปอน

ฟแนนทรนีในอากาศ ใบขาวโพดและผักขมสามารถดดูซึมฟแนนทรนีจากอากาศได โดยจะพบฟแนนทรนี

สะสมที่ผวิใบทั้งดานหลังใบ (abaxial) และทองใบ (adaxial) และเมื่อผานไป ฟแนนทรีนจะพบสะสมที่ปาก

ใบแตไมพบสะสมในชองวางภายใน (inter cellular space) หลังจาก 24-48 ชั่วโมง จะพบฟแนนทรีนสะสม

ในเซลลอิพิเดอรมิส (epidermis) โดยในผักขมฟแนนทรีนจะสะสมในแวคิวโอล (vacuole) แตไมพบใน

ขาวโพด หลงัจากนั้นฟแนนทรีนจะสะสมในเนื้อเยื่อช้ันลาง (mesophyll) และเมื่อผานไป 12 วัน ฟแนนทรีน

จะพบสะสมในทอลําเลียงอาหาร (zylem) ของพืชทั้งสองชนิด ดงัรูปที่ 2.2 ที่แสดงการดูดซึมโดยใบพืชจะ

แบงเปน 2 แบบคือ ดูดซึมโดยแวกซที่ผิวใบ และการดดูซึมโดยเซลลพืช ดงัรายงานของ Wang และคณะ 

(2008) ที่พบวา พืชทีป่ลูกตามทองถนนพบ PAHs ที่แวกซที่ผิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืช (inner leaf 

tissues) ถงึ 69.3 ± 64.6 และ 1.07 ± 0.2 ไมโครกรมั/กรัมน้ําหนกัใบไมแหง และพืชในเขตมหาวทิยาลยั

พบ PAHs ที่แวกซที่ผิวใบและเนื้อเยื่อช้ันของพืชถึง 57.5 ± 52.6 และ 0.716 ± 0.2  ไมโครกรัม/กรัมน้ําหนัก

ใบไมแหง  
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Lin และคณะ (2007) พบวา ใบขาวโพดสามารถดูดซึมและสะสม อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแน

นทรนีจากอากาศได ปริมาณของอะซีแนพธีนในอากาศจะสมัพันธกับปริมาณอะซีแนพธนีในสะสมใน

ขาวโพด งานวิจัยนี้ยังพบวาอะซีแนพธนีสะสมที่ชัน้แวกซที่ผวิใบ เนือ้เยื่อใบช้ันใน และลําตน โดยอะซีแน

พธีนทีพ่บสะสมที่ใบและลําตนถึง 0.05 และ 0.17 ไมโครกรัม/กรัมใบไม ตามลาํดับ  

  

 
 

รูปที่ 2.2 ฟแนนทรนี (สีฟา) ที่ถูกดูดซึมโดยใบขาวโพด (ก) ชั้นแวกซทีผ่ิวใบ (ข) ทอลําเลียงอาหาร (Wild 

และคณะ, 2006) 

 

2.5.3 การบําบัดทางชีวภาพดวยจุลินทรีย 

การบําบัดทางชีวภาพโดยจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย เชื้อรา สาหราย เปนการใชประโยชนจากความรู

เร่ืองวิถีการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียชนิดตางๆ ดังรูปที่ 2.3 โดยแบคทีเรียจะยอยสลาย PAHs โดย

การเติมออกซิเจนและใชเอนไซมไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ในขณะที่เชื้อราบางชนิดและสาหรายจะ

ยอยสลาย PAHs ดวยการเติมออกซิเจนและใชเอนไซมไซโตโครม พี-450 โมโนออกซิจิเนส (cytochrome 

P-450 monooxygenase) หรือเชื้อราบางชนิดจะยอยสลาย PAHs ดวยเอนไซมแลคเคส (laccases) หรือ

เอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin peroxidases)  

(ก) (ข) 



16 
 

   รูปที่ 2.3 วิถีการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียชนิดตางๆ  (Cerniglia, 1992) 

 

Trejo และ Quintero (2000) ไดรายงานวิธกีารบําบัดทางชีวภาพดวยจลิุนทรีย ไดแก 

Natural attenuation เปนการใชจุลินทรียในธรรมชาติบําบัดสารพิษที่ปนเปอน 

Bioaugmentation เปนการเติมจุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ 

เพื่อใหเกิดการยอยสลายสารพิษในบริเวณที่มีการปนเปอน แบคทีเรียนับวามีบทบาทสําคัญในกระบวนการ

นี้ นอกจากการใชจุลินทรียแลว การปลูกพชืเพื่อบําบัดสารพิษก็เปน Bioaugmentation ดวย 

Biostimulation มีการใชสารอาหารหรือสารใดๆ ที่จะชวยกระตุนการทํางานของจุลินทรียใหมี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายดีข้ึนหรือทําใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนไดมากขึ้น สวนใหญจะใชปุยหรือสารที่

ชวยการเจริญเติบโตของจุลินทรีย บางครั้งสารพิษท่ีปนเปอนในปริมาณนอยๆ ก็สามารถชวยในการกระตุน

การทํางานของจุลินทรียหรือเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายได 

Bioventing คลายกับ Biostimulation แตมีการใหออกซิเจนเพื่อกระตุนการเจริญเติบโตของจุลินท

รียใหดีข้ึนดวย มักใชในการกําจัดสารพิษปนเปอนประเภทปโตรเคมีออกจากดิน  
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Biofilters เปนการกําจัดของเสียในอากาศจําพวกกาซอินทรีย โดยผานวัสดุที่มีจุลินทรียที่สามารถ

ยอยสลายกาซอินทรียไดติดอยูดวย ใชในการกําจัดสารอินทรียที่สามารถระเหยเขาสูอากาศ 

จากการศึกษาที่ผานมา มีรายงานวามีแบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ดังในตาราง 

2.2  ซึ่งสวนใหญเปนแบคทเีรียในดินหรือน้ําที่มีการปนเปอน PAHs  ในขณะเดียวกนัก็มกีารรายงานวา พืช

และแบคทีเรียหลายชนิดมกีจิกรรมรวมกนัแลวทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ไดดีข้ึน เชน Liste 

และคณะ (2000) พบวาดินที่มีการปนเปอนของไพรีนเมือ่มีการปลูกพชื จะสามารถกําจัดไพรีนไดถึง 74% 

แตดินที่ไมมีการปลูกพืชสามารถกาํจัดไพรีนไดเพียง 40% เทานัน้ และจาก Gao และคณะ (2006) พบวา

ตนขาวที่ปลูกในนาขาวที่มกีารปนเปอนของ PAHs  เมื่อเติมเชื้อ Acinetobacter sp. จะสามารถกาํจัดฟแน

นทรนีไดถึง 86-87% ใน 40 วนั โดยชุดควบคุมที่ไมไดเติมเชื้อสามารถกําจัดฟแนนทรีนไดเพียง 70-78% ใน 

80 วัน  

 

2.5.3.1 กระบวนการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรีย 

กระบวนการยอยสลาย PAHs ของแบคทีเรียสวนใหญ จะเกิดในสภาวะมีออกซิเจน เร่ิมตนจากการ

เติมออกซิเจนใหกับโมเลกุลคารบอนที่เปนพันธะคูโดยเกิดจากการเรงปฏิกิริยาดวยระบบเอนไซมไดออกซิ

จีเนส (multicomponent dioxygenase) ไดเปนซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นเรงปฏิกิริยา

ตอโดยดวยเอนไซม ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) ไดเปนสาร

อนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล จากนั้นสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล (catechol) จะถูกยอยสลายดวยเอนไซม

เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา หรือจะ

ถูกยอยสลายดวยเอนไซม อินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวง

เบนซีนแบบ ออโธ และเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป ดังรูปที่ 2.4  และไดเปนแหลงพลังงาน

สําหรับแบคทีเรียในการเจริญเติบโต (Cerniglia และคณะ, 1995) 
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียชนิดตางๆที่รายงานวาสามารถยอยสลาย PAHs (Juhasz และคณะ, 2000) 

PAHs แบคทีเรียที่ยอยสลายได 

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 แบคทีเรียที่ยอยสลายได 

ฟแนนทรนี 
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 วิถกีารยอยสลาย PAHs ทั่วไปโดยจุลินทรียแบบใชออกซิเจน (Juhasz และคณะ, 2000) 

 

2.6 แบคทีเรียบนใบไม (phyllospere bacteria) 

ใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย โปรโตซัว และนี

มาโทด การศกึษากลุมแบคทีเรียบนใบไมดวยวิธ ี DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 

ของ Yang และคณะ (2001) พบวากลุมแบคทีเรียจะคลายคลึงกันในพืชชนิดเดยีวกัน แตจะแตกตางกนัใน

พืชตางชนิดกนั และกลุมแบคทีเรียบนใบไมมีความซับซอนสูง และรายงานของ Steven และคณะ (2003) 
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พบวาแบคทีเรียมีปริมาณมากที่สุดทัง้ชนิดและจํานวน ถงึ 106-107 เซลล/ตารางเซนติเมตรใบไม และอาจ

พบถงึ 108 เซลล/กรัมใบไม โดยแบคทเีรียที่พบมีทัง้แบคทีเรียทีก่อใหเกิดโรคตอตนพืชและแบคทีเรียที่ไม

กอใหเกิดโรค โดยปริมาณและชนิดของแบคทีเรียที่ไมกอใหเกิดโรคจะมากกวาแบคทีเรียทีก่อใหเกิดโรคพืช 

และรายงาน Yadav และคณะ (2004) รายงานวาจํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบพชื Arbutus 

unedo L. และ Lavandula stoechas L. คือ 1.3x104 CFU/กรัมใบไม และตน Melissa officinalis L. และ 

Calamintha nepeta (L.) Savi คือ 1.3x105 CFU/กรัมใบไม ซึ่งจาํนวนแบคทีเรียบนใบไมจะเปลี่ยนแปลง

อยูตลอดเวลา 

 

2.6.1 ความสมัพันธของแบคทีเรียและใบไม 

จากรายงานของ Lindow และคณะ (2003) แบคทีเรียสามารถอาศัยอยูบนใบไมไดหลายแบบ เชน 

แบคทีเรีย Pseudomonas syringae ที่อาศัยอยูบนใบไมจะสรางสารไซริงโกไมซิน (syringomycin) ซึ่งมี

คุณสมบัติเปนสารลดแรงตึงผิวเพื่อชวยยึดแบคทีเรียกับใบไม แตเปนพษิตอพืช ทําใหเซลลพืชขับ

สารอาหารออกมาใหแบคทีเรียใชในการเจริญเติบโต ดังรูปที่ 2.4 A หรือ Methylobacterium spp. จะ

สามารถสรางฮอรโมนพชืพวกออกซิน ซึง่จะทําใหพืชขับสารอาหารบางอยางที่เปนประโยชนสําหรับ

แบคทีเรียออกมา ดังรูปที ่ 2.4 B หรือแบคทีเรียบางชนิดสามารถขับสารพอลิแซคคารไรด เพือ่สรางไบโอ

ฟลม เพื่อปองกันแบคทีเรียจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ดังรูปที่ 2.4 C ซึง่ Yadav และคณะ (2005) 

รายงานวาบนใบไมมีแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่จาํกดั แตแบคทีเรียบนใบไมก็สามารถไดแหลงอาหาร

จากที่อ่ืนมาทดแทน เชน ละอองเรณู น้ําหวาน หรือบรรยากาศ เชน PAHs ที่มาสะสมที่ใบ โดยจากรายงาน

เกี่ยวกับการปนเปอน PAHs ในอากาศ พบวาม ีPAHs ตกคางในอากาศในปริมาณที่สูง ซึ่ง PAHs เหลานี้

สามารถเปนแหลงคารบอนสําหรับแบคทีเรียได ดังงานวิจัยของนุชนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) ทีพ่บวา

แบคทีเรียบนใบโมก เข็ม และชบา สามารถยอยสลายฟแนนทรนีที่ตกคางบนใบได และ Yadav ยังพบวา

กลุมแบคทีเรียบนใบไมในแถบเมดิเตอรเรเนียน จะมีความสัมพันธเชิงบวกกับปริมาณขนที่ผิวใบ ปริมาณ

น้ําและฟอสฟอรัส ในขณะเดียวกนัก็มีความสัมพันธเชิงลบกับปริมาณสารฟนอลกิทีข่ับออกมาที่ผวิใบและ

ความหนาของใบ ซึ่งใบไมกเ็ปนแหลงของแบคทีเรียทีน่าสนใจ  ที่นาจะมีแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ชนิด

ตางๆ 
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รูปที่ 2.5 แบคทีเรียที่อาศัยอยูใบไมแบบตางๆ (Lindow และคณะ, 2003) 

 

2.6.2 การนําแบคทีเรียบนใบไมมาบําบัดสารพิษในอากาศ 

การนาํแบคทีเรียที่อาศัยรวมกับตนพชื มาใชในการบําบัดสารมลพิษในอากาศเริ่มเปนที่สนใจมาก

ขึ้น เพราะแบคทีเรียชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัดสารพิษในอากาศ และ 90% ของการจํากัดสารพิษโดย

ตนพืชจะเปนเพียงการดูดซมึ (Absorption) โดยตนพชื ซึ่งสารพิษเหลานี้จะไมเปลี่ยนแปลงโครงสรางและ

ความเปนพษิ และอาจเกิดการหลุด (Desorption) ของสารพษิเหลานี้ได แตแบคทีเรียหลายชนดิสามารถ

กําจัดสารพิษดวยการยอยสลาย 

De Kempeneer และคณะ (2003) ทาํการทดลองพนเชื้อ Pseudomonas putida TVA8 บนตน 

Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ (339 มิลลิกรัม/ลูกบาศกเมตร) ในระบบปด พบวาสามารถ
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กําจัดโทลูอีนได 95% ในระยะเวลาเพียง  27 ชัว่โมง แตชุดควบคุมทีไ่มมีเชื้อแบคทเีรียตองใชเวลานานถึง 

75 ชั่วโมง  

Orwell และคณะ (2004) ไดศึกษาพบวาแบคทีเรียในดนิในกระถางทีป่ลูกตนไม มบีทบาทหลกัใน

การกําจัดเบนซีนในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั  

Sandhu และคณะ (2007) ทีท่าํการทดลองพนแบคทเีรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. 

CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอลในอากาศสลายไปเปนกาซคารบอนไดออกไซดไดมากถึง

แปดเทาเมื่อเทียบตนพืชที่ไมไดรับการพนเชื้อ และพบวาตนถัว่และขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณ

สารอินทรียในอากาศสงู ใบถั่วและขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพด

ที่ผานการฆาเชื้อจุลินทรีย แสดงวาจุลนิทรียที่มีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลได  

อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับการบําบดั PAHs ในอากาศโดยแบคทีเรียบนใบไมยังมีผูศึกษา

นอย จงึควรทําการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหไดความรูสําหรับการปรับปรุงคุณภาพอากาศตอไป ในปจจุบัน

การศึกษาที่เกีย่วของมีเพียงการยอยสลายฟแนนทรนีหลงัจากที่ตกสะสมบนใบไม เชน Waight (2005) 

พบวาแบคทีเรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทย สามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

และจําแนกไดวาเปนเชื้อในกลุม Pseudomonas, Microbacterium, Rhizobium และ Deinococcus  

การศึกษาตอมาโดย นุชนาฎ  ทองธรรมชาต ิ (2550) พบวาจาํนวนแบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรนีบน

ใบไมมีคาแตกตางกนัตามชนิดของไมประดับ ในขณะเดียวกนัพบวาใบโมกมีจาํนวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย

ฟแนนทรนีมากที่สุดและมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการกําจัดฟแนนทรีนที่ความเขมขน 20 และ 50 mg/kg 

ของใบไม นอกจากนีพ้บวาประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรนีสูงขึ้นตามจาํนวนแบคทีเรียที่ยอย

สลายฟแนนทรีนทีพ่บบนใบ  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนใบโมกเพิ่มเติม โดยเจาะจงทีก่ารยอย

สลาย PAHs ในอากาศชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ซึ่ง PAHs 

ชนิดที่เลือกมาใชศึกษานี้ พบสะสมปริมาณมากในอากาศบนทองถนนของกรุงเทพมหานคร (Oanh และ

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

Boonyatumanond และคณะ 2007) นอกจากนี้ไดจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่เกี่ยวของ และศึกษาวิธีเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการยอยสลาย PAH ของแบคทีเรียบนใบไมโดยการใหปุยทางใบพืช 
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บทที่  3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณ 
 

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

2. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 บริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

3. เครื่องเขยาชนดิควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุน G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, USA 

4. เครื่องชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษทั Mettler Toledo, Switzerland 

5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

6. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920  บริษัท 

Kubota, Japan 

7. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน MIKRO20 บริษัท          

Hettich, Germany 

8. เครื่องตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM  บริษัท      

Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

9. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad,USA 

10. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan 

12. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 บริษัท Corning, USA 

13. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาดความกวางร ู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Tokyo Roshi 

Kaisha, Japan 

14. ชุดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

เครื่องแกสโครมาโตกราฟ รุน 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 

คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายใน

เคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร 

เครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
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15. ชุดเข็มเก็บตัวอยางสารระเหยในอากาศ Solid Phase MicroExtraction (SPME)  บริษัท 

SUPELCO Inc., USA 

16. ตูเขี่ยเชื้อแบบ ISSCO รุน BV-124 บริษัท International Scientific supply Co., Ltd., 

Thailand  

17. ตูเขี่ยเชื้อ Bosstech รุน HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

18. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –80๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma 

Scientific, USA 

19. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 

20. ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยี่หอ Memmert รุน BE800, Germany 

21. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

22. ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

23. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      บริษัท

Eppendorf  AG, Germany 

24. ไมโครปเปตขนาด 10 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 

25. ไมโครปเปตชนิด 8 หัวจาย ขนาด 200 ไมโครลิตร รุน BPE-200 บริษัท Labnet 

International Inc., USA 

26. ไมโครไตเตอรเพลต (96  well polystyrene microtiter plate) ชนิดกนแบน บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

27. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงของ 96 well-plate (96 well-plate reader) รุน ELx800 บริษัท 

BIO-TEK Instruments, Inc., USA   

28. เครื่องผสมสาร (compact Rocker) รุน CR300 บริษัท Finemould precision. Ind. Co., 

Korea 

29. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan 

30. ชุดเครื่องเจลอิเล็กโทรฟอเรซสิ mini Gel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO 

BIO, Japa 

31. หัวกรองสําเร็จรูป ขนาดความกวางรู 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. ฟแนนทรนี (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. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) บริษัท Merck, Germany 

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

31. กรดอะซีติกเขมขน (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. ฟนอล-คลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล [Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 

(25:24:1)] บริษัท USB, USA 

35. อารเอ็นเอส 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. ชุดเอนไซมตัดจําเพาะ 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 เบตา ดี กาแลกโตไซด (Isopropyl thio-β-D-galactoside, IPTG) 

บริษัท BIO BASIC INC., Canada 

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

46. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย 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. สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 

ฟอรมาไมด ([Formamide (Deionized))] 

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

ยูเรีย (Urea) 

แอมโมเนยีม เปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) 

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

ethylenediamine, TEMED) 

ทีเออี เขมขน 50 เทา (50xTAE) 

สีติดตาม (Dye solution) 

เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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แผนผังของงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตนโมก 

วิเคราะห ชนิดแบคทีเรีย

บนใบดวย DGGE 

นับจํานวนแบคทีเรียบน

ใบดวย MPN 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ

ของแบคทีเรียบนใบใน 4 วัน 

ในขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

ของแบคทีเรียบนกิง่โมกในแชมเบอร 

เมื่อทิ้งไว 7 วนั 

หาอัตราการกาํจัด PAHs ในอากาศใน

แชมเบอรภายใน 24 ชั่วโมง 

ของแบคทีเรียบนตนโมก 

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในแชมเบอร

ในอากาศที่มกีารเติม PAHs อยาง

ตอเนื่องที่เวลาตางๆ ใน 7 วัน  

ก.   แบคทีเรียทั้งหมด 

ข. แบคทีเรียยอยสลาย  

- อะซีแนพธิลนี 

- อะซีแนพธีน 

- ฟลูออรีน 

- แอนทราซนี 

- ฟแนนทรนี 

- ฟลูออแรนทนี 

- ไพรีน 

- เบนโซ[เอ]ไพรีน 

แบคทีเรียยอยสลาย  

- อะซีแนพธิลีน 

- อะซีแนพธีน 

- ฟลูออรีน 

- แอนทราซนี 

- ฟแนนทรนี 

- ฟลูออแรนทนี 

- ไพรีน 

- เบนโซ[เอ]ไพรีน 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 วิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซีแนพธิลนี อะซีแนพธีน ฟลูออรีน   
ฟลูออแรนธนี ฟแนนทรนี แอนทราซนี ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน บนใบโมก  
  

3.1.1 เก็บตัวอยางใบโมก 
 เก็บใบโมกจากถนนพญาไท บริเวณหนาคณะสถาปตยกรรมศาสตรและคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึง่มีการจราจรหนาแนน ทาํใหอาจจะมีการปนเปอนของ PAHs หลาย

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

ใบโมกจะเก็บแบบสุม ในตอนเชา เลือกใบที่มีสีเขียวสด เจริญเติบโตเต็มที่ และไมมีรองรอยการติด

โรคพืช หรือการกัดแทะของศัตรูพืช ใบโมกที่เก็บจะนําไปวิเคราะหชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย 

PAHs ตามขอ 3.1, นับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ตามขอ 3.2 และศึกษาประสทิธิภาพ

ของแบคทีเรียในการกาํจัด PAHs ในอากาศ ในขวดทดลอง ตามขอ 3.3 

 
 3.1.2 สกัดแบคทีเรียจากใบโมก 
 สกัดแบคทีเรียจากใบไมตามวิธีของ Lambais และคณะ (2006) โดยนาํใบโมกจากขอ 

3.1.1 น้าํหนกั 10 กรัม แชในโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอร  (0.1 โมลาร, pH 7.0) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร  นําไปเขยาบนเครือ่งเขยาดวยความเรว็รอบ 200 รอบ/นาท ีนาน 30 นาท ีและเขยาดวย

เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู นาน 10 นาท ีเพื่อใหแบคทเีรียหลุดจากใบโมก จากนัน้นําสารละลาย

ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ นาน 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมอาหารเหลว CFMM 

(ภาคผนวก ก) จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร สารแขวนลอยแบคทเีรียที่ได นาํไปวิเคราะหชนิด

แบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ดวยวิธ ีDenaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ตาม

ขอ 3.1.3-3.1.9.6 และนับจาํนวนแบคทเีรียที่ยอยสลาย PAHs ดวยวธิี Most Probable Number 

(MPN) ตามขอ 3.2  
 
3.1.3 เพิ่มปรมิาณแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซีแนพธลิีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธนี ฟแนนทรนี แอนทราซนี ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน 
นําสารละลายแบคทีเรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมในอาหารเหลว CFMM 

90 มิลลิลิตร จากนั้นเติม อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟลอูอแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทรา

ซีน ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน ในไดเมทธลิฟอรมาไมดที่ความเขมขน 10,000 ppm (ภาคผนวก ข) 

เพียง 1 ชนิด ใหความเขมขนสุดทายเปน 100 ppm เพื่อเปนแหลงคารบอนของแบคทีเรีย นาํไป

เขยาบนเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห 
  



31 
 

 

 
3.1.4 สกัดดีเอ็นเอ     
 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียดวยวธิีที่ดัดแปลงจาก Tsai และ Olson (1991) โดยนาํอาหาร

เหลว CFMM จากขอ 3.1.3 ไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เท

สวนน้ําใสทิ้งจนเกือบหมด เทสารละลายตะกอนแบคทเีรียที่เหลือใสในหลอดไมโครฟวจ ปนเหวีย่ง

ดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาท ี ทีอุ่ณหภูมิหอง นาน 2 นาท ี เทสวนน้าํใสทิง้จนหมด เตมิ

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

เขากันดวยเครือ่งผสมสารจนเปนเนื้อเดียวกัน เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

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

เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แตทุก 20 นาที จะตองมาผสมสารในหลอดไมโครฟวจ เพื่อไมใหเซลล

แบคทีเรียตกตะกอน หลงัจากนัน้นาํไปแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ี

แลวนํามาละลายที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ีทําการเยือกเข็ง-ละลายซ้ําอกี 2 คร้ัง 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็ 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ี 

 เก็บสวนน้าํใสใสหลอดไมโครฟวจใหม ตกตะกอนโปรตนีดวยฟนอล-คลอโรฟอรม-         

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (Phenol-chloroform-isoamyl alcohol, 24:24:1) โดยเติมฟนอล-

คลอโรฟอรม-      ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมใหเขากนัอยาง

ชาๆ นาน 1-2 นาท ี นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาท ี เก็บสวนน้าํใส ใสหลอดไมโครฟวจใหม ทาํซ้ําอีกครั้ง หรือจนกวาจะไมมี

ตะกอนโปรตีน 

 เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.8 เทาของปริมาตรสวนน้าํใส ผสมใหเขากนัอยางชาๆ 

จนกวาจะเหน็เสนใยขาวๆ หรือทิ้งไวประมาณ 1 ชั่วโมง ปนเหวีย่งดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส นาน 20 นาท ี ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอธานอล 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ

10 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ระเหยเอธานอลออกจากดีเอ็นเอใหแหง โดยบมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส ประมาณ 10 นาท ี ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบฟัเฟอร TE ที่ผสมกับ RNase A 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เกบ็

สารละลายดีเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช    
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3.1.5 ตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวธิี Gel Electrophoresis 
 เตรียมวุนความเขมขน 1% โดยชั่งผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร  

TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี ทิง้ให

สารละลายเยน็ลง จนเหลอือุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส เทลงในถาดที่มีหวีเสียบอยู 

ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาท ีวางแผนวุนลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 

เทา ใหทวมแผนวุนประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร กับสีติดตาม 

(6X loading dye) 1 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) บนแผนพาราฟลม หยอดลงในหลมุบนแผนวุน โดย

หลุมแรกใหหยอดดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kb DNA marker) จากนัน้เปดสวิตซให

กระแสไฟฟาไหลผานแผนวุนและบัฟเฟอร  TAE โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที 

ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ) นาน 15 นาที นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต (UV) ดวยเครื่อง

ตรวจสอบเจล (Gel Documentation system) 

 
 3.1.6 ทําดีเอ็นเอใหบริสทุธิ ์
 เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.9% โดยชั่งอะกาโรสผงหนัก 0.9 กรัมละลายใน 100 

มิลลิลิตร บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 1 เทา นําไปหลอมดวยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาท ี เทลง

ในถาดที่มหีวีเสียบอยู ปลอยใหวุนแข็งตัวประมาณ 60 นาที วางแผนอะกาโรสเจลลงในแชมเบอร 

เทบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวมแผนอะกาโรสเจลประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสม

สารละลายดีเอ็นเอทัง้หมดกับสีติดตาม หยอดลงในหลุมบนแผนวุน โดยหลุมแรกใหหยอดดวย     

1 kb DNA marker จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟาไหลผานแผนอะกาโรสเจลและบัฟเฟอร  TAE 

โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาท ี ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดียมโบรไมด 

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาท ีนําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวย

เครื่องตรวจสอบเจล  

 ตัดชิ้นอะกาโรสเจลที่มีดีเอน็เอ ทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen, Germany) ตามวธีีที่ระบุไวในคูมือ    

 
 3.1.7 เพิ่มจาํนวนชิ้นสวนดีเอ็นดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) 
  3.1.7.1 วิเคราะหความบรสิุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
  นําสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 3.1.6 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคา
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นอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

และคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  

 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

 
  3.1.7.2 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
  โดยใชไพรเมอร PRBA338F + CG (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCG 

GGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งม ี GC clamp 

เชื่อมตอบริเวณ 5’ และไพรเมอร PRUN518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) (Muyzer และคณะ, 

1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ่งไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีความยาวประมาณ 200 

bp โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏกิิริยา เปนดงันี ้

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

ปลอดประจุปลอดเชื้อ 10 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร PRBA338F 2 ไมโครลิตร สารละลาย

ไพรเมอร PRUN518R 2 ไมโครลิตร ความเขมขนสุดทายของสารละลายไพรเมอรเปน 20 ไมโคร

โมล (ของแตละตัว) สารละลายดีเอ็นเอความเขมขน 100 นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมสวนผสม

ทั้งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวงัอยาใหมฟีองอากาศ 

จากนั้นดาํเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (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 ในแตละรอบ) 

  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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  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ดวยวิธี Gel Electrophoresis โดยใชวุนความ

เขมขน 2% โดยชั่งผงวุนหนัก 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา 

ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร 

(100 bp DNA ladder) 

 
 3.1.8 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  
 ใชอุปกรณของ DCode™ system (Biorad, USA) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอ

ลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 10-70% จากสารละลาย 

denaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก ข) ซึง่ทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใช

ระบบจายเกรเดียนทตามวธิทีี่ระบุไวในคูมอื เมื่อทาํเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงใน

ชุดแซนวิชเตรยีมเจลแลว เสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้ง

ขามคืนใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นาํชดุเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซยีส 

ผสมผลิตภัณฑ PCR ทั้งหมดกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง  จากนัน้เปดสวิตซใหกระแสไฟฟา

ไหลผานชุดเจลแซนวิชและบัฟเฟอร  TAE จากขัว้ลบไปขั้วบวก โดยใชความตางศกัย 130 โวลต 

นาน 5 ชั่วโมง ยอมดีเอ็นเอดวย สารละลายเอธิเดยีมโบรไมด ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร นาน 15 นาท ีนาํไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวเอต ดวยเครื่องตรวจสอบเจล  
  

3.1.9 วิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดชิ้นดีเอ็นเอเดนจากโปรไฟลของ DGGE 
  3.1.9.1 เพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอและทําใหบริสทุธิ์เพือ่การโคลน 

 ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดนใสลงในหลอดไมโครฟวจ เติม 

TE buffer 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลไวที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 วัน เพื่อใหดีเอ็นเอละลาย

ออกมาจากเจลใหมากที่สุด เพิ่มจาํนวนชิ้นดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส โดยที่ความ

เขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา ตามขอ 3.1.7.2 แตไพรเมอร PRBA338F ไมตองม ี

GC clamp เชื่อมตอบริเวณ 5’ และใชปริมาณใชสารละลายดีเอ็นเอตั้งตน 5 ไมโครลิตร จากนัน้

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ 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 ี

 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 

2% โดยชั่งผงวุนหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธี

ในขอ 3.1.5 แตเปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร และทําให

บริสุทธิ์ตามวธิีในขอ 3.1.6 

 
  3.1.9.2 โคลนชิ้นผลิตภณัฑ PCR 
  นําสารละลายผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.1.9.1 มาไลเกทเขากับเวกเตอร pGEM-

T Easy Vector System II (Promega, USA) ตามวิธทีีร่ะบุในคูมือในไมโครฟวจ โดยทําสวนผสม

ของปฏิกิริยา ดังนี ้

 

 2X ไลเกชันบฟัเฟอร      5  ไมโครลิตร 

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

 สารละลายผลติภัณฑ PCR จากขอ 3.3.7.1   3 ไมโครลิตร 

 T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)    1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรทั้งหมด       10 ไมโครลิตร 

 

ทําการไลเกชนัที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง หลังจากนัน้เก็บ

สารละลายไลเกชันที่ไดไวที่ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช    

  
  3.1.9.3 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 
JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมเมนท (tranformant) ที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ 

 การเตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ 

Russell, 2001) โดยลงเชื้อ E. coli JM109 ที่ยงัไมผานการทรานสฟอรม บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Ψb (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เลือกเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ      

E. coli JM109 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Ψb (ภาคผนวก ก) ปริมาตร  5 มิลลิลิตร แลวนาํไป

เขยาที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง จนกระทั่ง OD600 มคีาเทากับ 0.3-0.5 เพื่อใชเปน

หัวเชื้อ จากนัน้ถายหวัเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปยังอาหารเหลว Ψb (ภาคผนวก ก) ปริมาตร  

100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask นําไปเขยาที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง OD600 มคีา
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เทากับ 0.5 เมื่อเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่ตองการ ใหถายเชื้อลงในขวดเซนตริฟวจ 250 

มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อ จากนั้นแชน้ําแข็งนาน 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,000 รอบ

ตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี (ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทาํที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสตลอดเวลา) เทสารละลายสวนน้าํใสทิ้ง เติมสารละลาย Tfb I (ภาคผนวก ข) ทีเ่ยน็

ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล เขยาใหผสมเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้แชน้ําแข็งนาน 5 

นาท ี แลวนาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 

นาท ี เทสารละลายสวนน้ําใสทิ้ง เติมสารละลาย Tfb II (ภาคผนวก ข) ที่เยน็ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

ลงในตะกอนเซลลอีกครั้ง เขยาใหผสมเปนเนื้อเดยีวกัน จากนัน้แชน้าํแข็งนาน 15 นาท ี หรือ

มากกวานัน้ แบงใสหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่เยน็ ปริมาตรหลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บคอมพี

เทนตเซลลไวที่ -70 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช  

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ดวยวธิี 

heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนาํคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ที่เกบ็ไวที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาแชในน้าํแข็งใหละลายชาๆ ไมเกิน 10 นาท ี เติมรีคอมบิแนนทพ

ลาสมิดที่ไลเกทไวแลวจากขอ 3.1.9.2 ปริมาตร 2-4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนาํไปบมใน

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

นํามาแชในน้ําแข็งทันที นาน 2 นาที แลวเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั และนําเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางนอย 2 ชัว่โมง 

 คัดเลือกทรานสฟอรมแมนท (tranformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมดิที่ตองการ

ดวยวิธ ี Blue/White selection ((Sambrook และ Russell, 2001) ทาํโดยนําสารละลายเซลล      

E. coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลามิดแลว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลง

อาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร, X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% 

(ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-

galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร หลงัจาก

เกลี่ยเชื้อแลว บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง เก็บเชื้อ E. coli JM109 ที่มีรี

คอมบิแนนทพลามิด ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวานํามาใช 

 
3.1.9.4 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด 

 สกัดรีคอมบีแนนทพลาสมิด ดวยชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวธิีที่ระบุในคูมอื  
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ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดดวยวิธี Gel Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% 

โดยชั่งผงวุนหนัก 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทาํตามวิธใีน

ขอ 3.1.5  

 
3.1.9.5 ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ 

 ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรกในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ ตามวิธทีี่ระบุไวในคูมอื โดยทาํสวนผสมของปฏิกริิยา ดังนี ้

 

 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy   1 ไมโครลิตร 

 10X บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 

 เอนไซม EcoRI      1 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     7 ไมโครลิตร 

  ปริมาตรทั้งหมด      10 ไมโครลิตร 

 

 ผสมสารใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมด (10 ไมโครลิตร) มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่สอดแทรก ดวยวิธี Gel 

Electrophoresis ใชวุนความเขมขน 1% โดยชัง่ผงวุนหนกั 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ทําตามวิธีในขอ 3.1.5 เปรียบเทียบขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่สอดแทรก 

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส 

 
3.1.9.6 วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด 
สงดีเอ็นเอไปวเิคราะหที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย 

ผานทางบริษทั Ward Medic Ltd., Part โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 

DNA Sequencing และเครื่อง ABI® PRISM DNA Sequencing ในการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ

ไทด วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร M13R (5’ GGATAACAATTTCACACAGG 3’) 

ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pGEM-T Easy 

เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอแลว นาํไปวิเคราะหลําดับเบสและ

จัดจําแนกชนดิของจุลินทรยีโดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank ใชโปรแกรม 

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

การนับจาํนวนแบคทีเรียทั้งหมดบนใบไม ใชอาหารเหลว NA ที่เพิ่มกลีเซอรอล เพื่อจําลอง

สภาวะใหคลายคลึงกับผิวใบไมที่ประกอบดวยไขมัน (แวกซ) และใหแบคทีเรียทั้งหมดในกลุม 

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

ที่เพิม่กลีเซอรอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต (96  well polystyrene 

microtiter plate) ชนิดกนแบน เติมสารละลายแบคทเีรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใน

หลุมแรกของไมโครไตเตอรเพลต ผสมสารใหเขากนั ทาํใหไดความเขมขน 10-1 เทา จากนัน้ดูด

สารละลาย 20 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมถัดไปที่มีอาหารเหลว NA ที่เติมกลเีซอรรอล 200 

ไมโครลิตร ทําใหไดความเขมขน 10-2 ทําเชนเดียวกนันี้จนไดความเขมขนที ่ 10-7 ทาํซ้ํา 3 ชุด

ทดลอง จากนัน้ปดดานบนของฝาไมโครไตเตอรเพลตดวยกระดาษทิชชูทีเ่ปยกน้าํ แลวหอดวย

พลาสติกใสเพือ่ปองกันน้าํในอาหารระเหยออก บมไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 2 สปัดาห หลังจาก

นั้นวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ทั้ง 3 ชุดทดลอง เปรียบเทยีบกับชุดควบคมุ

อาหารเหลว NA ที่เติมกลีเซอรรอล แตไมไดเติมสารละลายแบคทเีรีย นาํคาของ 3 ชุดทดลอง ใน 3 

ระดับความเขมขน ไปเทียบกับตาราง MPN จะไดจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 

 
 3.2.2 นับจํานวนแบคทีเรยีที่ยอยสลาย PAHs  

นับจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ตามวิธีของ Johnsen และคณะ (2002) โดยมี

แหลงคารบอนเปน PAHs ชนิดตางๆ ในอาหารเหลว CFMM และบมเปนเวลา 4 สัปดาห เพื่อให

แบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs เทานั้นที่เจริญได โดยเติมสารละลาย อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี 

ฟลูออรีน ฟลอูอแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน ที่ละลายในเฮกเซน 

เพราะเฮกเซนระเหยไดงาย ความเขมขน 5,000 ppm (ภาคผนวก ข) เพียง  1 ชนดิ ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต เพื่อเปนแหลงคารบอน วางทิง้ไวที่ตูดูดควัน ประมาณ 

60 นาท ี หรือจนเฮกเซนระเหยออกไปหมด เติมอาหารเหลว CFMM 200 ไมโครลิตร เติม

สารละลายแบคทีเรียจากขอ 3.1.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในหลุมแรกของไมโครไตเตอรเพลต 

ผสมสารใหเขากัน ทําใหไดความเขมขน 10-1 เทา จากนั้นดูดสารละลาย 20 ไมโครลิตร เติมลงใน

หลุมถัดไปทีม่อีาหารเหลว CFMM 200 ไมโครลิตร ทําใหไดความเขมขน 10-2 ทําเชนเดียวกันนี้จน

ไดความเขมขนที ่ 10-6 ทําซ้ํา 3 ชุดทดลอง จากนัน้ปดดานบนของฝาไมโครไตเตอรเพลต ดวย

กระดาษทิชชูที่เปยกน้าํ แลวหอดวยพลาสติกใสเพื่อปองกันน้ําในอาหารระเหยออก บมไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 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 ลงในหลุมไมโครไตเตอรเพลต นาํไปเขยาดวยเครื่องเขยา ดวยความเรว็ 300 รอบตอ

นาที ประมาณ 7-12 ชั่วโมง หรือจนเกิดสีเหลือง นาํไปวัดคาการดูดแสงที่ความยาวคลืน่ 450 และ 

540 นาโนเมตร (A450 และ A540) A450 เปนความยาวคลืน่ที่สาร cell proliferation reagent WST-1 

ดูดกลืนไดมากที่สุด และ A540 เปนความยาวคลื่นที่สาร cell proliferation reagent WST-1 

ดูดกลืนไดนอย คํานวณคา A450 ลบ A540 เปรียบเทียบชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM แตที่ไมได

เติมสารละลายแบคทีเรีย นาํคาของ 3 ชุดทดลอง ใน 3 ระดับความเขมขน ไปเทยีบกับตาราง MPN 

จะไดจํานวนแบคทีเรียทัง้หมด 
 
3.3 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทเีรียบนใบโมกที่สามารถกาํจัด อะซีแนพธลิีน อะซี    
แนพธีน ฟลอูอรีน และ ฟแนนทรนีในอากาศในขวดทดลอง 
 เปนการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับประสิทธิภาพของแบคทเีรียบนใบโมกในการกําจัด PAHs 4 

ชนิดไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศ เนื่องม ีPAHs เหลานีม้ี

รายงานวาปนเปอนในอากาศตามทองถนน (Chang และคณะ, 2006) และอากาศภายในตัว

อาคาร (Liu และคณะ, 2001) โดยใชใบโมกจากขอ 3.1.1 ทําการทดสอบในขวดทดลองขนาดเลก็ 

60 มิลลิลิตร โดยเติม PAHs ในกระดาษกรองที่ติดอยูดานขางขวด และทิ้งไวให PAHs ระเหยอยู

ในรูปกาซภายในขวดทดลอง  
 

3.3.1 วิธีคํานวณความเขมขนของ PAHs ในหนวย ppmV  
เนื่องจากเปนการศึกษาสารพิษในอากาศ จึงจําเปนตองคํานวณความเขมขนตอปริมาตร

อากาศ (ppmV) โดยคํานวณจากวธิีของ Tillman (2005) 
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3.3.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนใบโมกในการกาํจัด อะซีแนพธลิีน 
อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนีในอากาศในขวดทดลอง 

 
 นําตัวอยางใบโมกจากขอ 3.1.1 บรรจุในขวดทดลอง (serum vial) ขนาด 60 มิลลิตรที่

ภายในแปะกระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร ไวรองรับ PAHs ดังรูปที่ 3.1 ทีด่านขางขวด

ทดลอง แบงเปน 3 ชุดทดลอง เพื่อเปรียบเทยีบประสทิธิภาพการจํากัด PAHs ของใบโมกแบบ

ตางๆ ดังนี ้

- ชุดทดลองที ่ 1  ใบโมกแหง โดยนาํตัวอยางใบโมกมาผานการฆาเชือ้แบคที 

เรียดวย 0.2% ทวนี 80 เปนเวลา 3 นาที, 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปน

เวลา 3 นาท ีและลางดวยน้าํกลั่นปลอดเชือ้อยางนอย 1 นาท ีจาํนวน 3 คร้ัง 

ใบโมกที่ฆาเชือ้แลว นาํมาอบใหแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 วัน เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศโดยใบโมกแหง 

- ชุดทดลองที ่2 ใบโมกที่ผานการฆาเชื้อแบคทีเรียที่ผวิใบ ดวย 0.2% ทวนี 80 

เปนเวลา 3 นาท,ี 5% โซเดยีมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 3 นาที และลางดวย

น้ํากลัน่ปลอดเชื้ออยางนอย 1 นาที จํานวน 3 คร้ัง นาํมาระเหยน้าํสวนเกนิที่

ผิวใบ ในตูดูดควัน ประมาณ 30 นาท ี(Sandhu และคณะ, 2007) เพื่อ

ทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ โดยใบโมกและเมตาบอลิซึมของใบโมกที่

ไมมีแบคทีเรีย 

- ชุดทดลองที ่3 ใบโมกตามธรรมชาติ เพื่อทดสอบการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

โดยใบโมกและแบคทีเรียบนใบ 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(ก) (ข) 

ปดดวยเซพตมัเคลือบ

ดวยเทฟลอน/ซิลิโคน 

  (ก)       (ข) 

กระดาษกรองไวรองรับ PAHs 
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รูปที่ 3.1 ขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร ปดดวยเซพตมัที่เคลือบดานลางดวยเทลอน/ซิลิโคน 

(Teflon/Silicone) และผนกึดวยฝาอะลมูิเนียม ภายในมกีระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร (ก) 

ชุดควบคุมที่ไมไดบรรจุใบโมก (ข) ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกน้าํหนกั 0.5 กรัม 
 
ชั่งใบโมกแตละชุดทดลองหนัก 0.5 กรัม ใสขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร ซึ่งมกีระดาษกรอง 

นําสารละลายผสมอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลอูอรีน และ ฟแนนทรนี ในเมธานอล มาทาํการ

เจือจางที่ดวยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อเพื่อลดปริมาณเมธานอลที่จะระเหยอยูในอากาศ จนไดความ

เขมขนสุดทายเปน 1760 ppm ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมบนกระดาษกรอง เพื่อได PAHs 

ความเขมขนสดุทายเปน 400 ppmV ของอากาศภายในขวดทดลอง ปดฝาขวดดวยเซพตัมที่

เคลือบดานลางดวยเทฟลอน/ซิลิโคน (Teflon/silicone) และผนึกดวยฝาอะลูมิเนียม ทิง้ไวเปนเวลา 

3 ชั่วโมง เพื่อให PAHs ระเหยจากกระดาษไปในอากาศจนหมด เติมสารละลายผสมอะซีแนพธิลีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนี ความเขมขน 100 ppmV  ทุก 24 ชั่วโมง ซึง่คลายกับ

สภาพแวดลอมจริงที่ไดรับ PAHs อยางตอเนื่อง เก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศดวยเข็ม SPME 

และนําไปวเิคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟ (Gas 

chromatography, GC) ตามวิธีในขอ 3.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือขวดทดลองที่ไมไดบรรจุ

ใบโมก 

 

หมายเหต ุ ขวดทดลอง 60 มิลลิลิตรจะมีการนํามาใชซ้ํา โดยลางขวดใหสะอาดดวย

น้ําเปลา นําไปอบที่ 85 องศาเซลเซียส อยางนอย 3 วนั เพื่อระเหย PAHs ที่ตกคางออกไปใหหมด 

และจะเปลี่ยนเซพตัมใหมทกุครั้ง 
   

3.4 ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรยีบนกิ่งโมกในการกําจัด อะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนในแชมเบอร และอิทธิพลของปุยพชืทีพ่นใหทางใบ 

เพื่อทดสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรียทีอ่ยูบนกิง่โมกในการกําจัด PAHs 4 ชนิด ซึ่งเปน

การจําลองระบบปดใหคลายคลึงกับตนโมกในสภาพแวดลอมจริงที่ไดรับ PAHs อยางตอเนือ่ง

มากกวา 4 วัน โดยขยายขนาดจากขวดทดลอง 60 มิลลิลิตร เปนแชมเบอรแกวขนาด 14 ลิตร ทั้งนี้

ยังไดศึกษาผลของปุยพืชสูตร 20-20-20 (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซยีม) ที่พนทางใบ ที่

อาจจะเปนแหลงอาหารสําหรับการเจริญของแบคทีเรียบนกิง่โมกได 
 
3.4.1 เก็บตัวอยางกิ่งโมก 
เก็บกิ่งโมกจากถนนพญาไท บริเวณหนาคณะสถาปตยกรรมศาสตรและคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เลือกเก็บกิ่งโมกแบบสุม ในตอนเชา เลือกกิง่โมกที่มีสีเขยีวสด 
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เจริญเติบโตเต็มที่ ยาวประมาณ 30 เซนติเมตร ไมมรีองรอยการตดิโรคพืช หรือการกัดแทะของ

ศัตรูพืช และตนโมกตองไมไดรับฝนอยางนอย 7 วัน 

 
 
 
3.4.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนกิง่โมกในการกาํจัด อะซีแนพธลิีน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนในแชมเบอร และอิทธพิลของปุยพชืที่พนใหทาง
ใบ 

นํากิง่โมกจาก ขอ 3.4.1 โดยแบงเปน 3 ชุดทดลอง เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ

จํากัด PAHs ของกิ่งโมกแบบตางๆ ดังนี ้

- ชุดทดลองที ่ 1 กิ่งโมกที่ปลอดเชื้อแบคทีเรีย ดวย 0.2% ทวนี 80 เปนเวลา 3 

นาที, 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 3 นาท ี และลางดวยน้ํากลัน่

ปลอดเชื้ออยางนอย 1 นาที จํานวน 3 คร้ัง นํามาระเหยน้ําสวนเกินที่ตูดูด

ควัน ประมาณ 30 นาท ี เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศ โดยกิ่งโมก

และเมตาบอริซึมของกิ่งโมกที่ไมมีแบคทีเรีย 

- ชุดทดลองที ่ 2  กิ่งโมกตามธรรมชาติ เพื่อทดสอบการกาํจัด PAHs ใน

อากาศ โดยกิง่โมกและแบคทีเรียบนกิ่งโมก 

- ชุดทดลองที ่ 3 กิ่งโมกตามธรรมชาตทิี่ไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ ความ

เขมขน 200 ppm (คิวยีลด, ประเทศไทย) สูตร 20-20-20 และทิ้งไวใหปุยพืช

ซึมเขาไปในกิง่โมกนาน 1 ชั่วโมง เพื่อทดสอบอิทธิพลของปุยพืชที่พนใหทาง

ใบ ตอการกาํจัด PAHs ในอากาศ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ถาดรองรับ PAHs 

ชองเก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศ 

เข็ม SPME สําหรับเก็บ

ตัวอยาง PAHs ในอากาศ 

ชองเติม PAHs  
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รูปที่ 3.2 แชมเบอรแกวขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร 

 

ชั่งกิง่โมกแตละชุดทดลองหนัก 10 กรัม นําทั้ง  3 ชุดทดลอง ใสในขวดที่มีสารละลาย

อาหารสําหรับตนพืช (CHRYSAL, Nertherlands) 50 มิลลิลิตร เพื่อใหกิง่โมกไดรับสารอาหาร

เหมือนสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ และยืดอายุของกิง่โมก บรรจุใสในแชมเบอร ดังรูปที่ 3.2  นํา

สารละลายผสมอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีน ในเมธานอลความเขมขน 

5,000 ppm มาทาํการเจือจางที่ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ เติมบนกระดาษกรองขนาด

เสนผาศนูยกลาง 125 มลิลิเมตร ทีว่างไวในถาดภายในแชมเบอร  จนไดความเขมขน PAHs 

สุดทายเปน 100 ppmV ของอากาศภายในแชมเบอร ปดฝาใหสนทิ ผนึกทับดวยกระดาษกาวทั้งสี่

ดาน ทิ้งไว 24 ชั่วโมงเพื่อให  PAHs ระเหยไปในอากาศจนหมดและอยูในสภาวะสมดุล ทําการ

ทดสอบ 3 แบบ 

 

ก. ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องตนของการกําจดั PAHs ของกิ่งโมกของชุดทดลองที่ 1  

และ 2 เปรียบเทียบกับชุดควมคุมที่ไมมีกิง่โมก เมื่อทิ้งไว 7 วัน 

ข. ทดสอบประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในเวลาตางๆ ใน 7 วนัและมีการเติม

สารละลายผสม อะซีแนพธลิีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีน ความ

เขมขน 25 ppmV ทกุ 24 ชั่วโมง ซึง่คลายกับสภาพแวดลอมจริงทีไ่ดรับ PAHs 

อยางตอเนื่อง ของชุดทดลองที่ 1, 2 และ 3 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่ไมได

บรรจุกิ่งโมก 

ค. หาอัตราการกาํจัด PAHs ในอากาศกิ่งโมกของชุดลองที่ 1 และ 2 ภายใน 24 

ชั่วโมง  

 

เก็บตัวอยาง PAHs ในอากาศดวยเข็ม SPME ผานทางชองเก็บตัวอยางที่ปดดวยเซพตัมที่

เคลือบดานลางดวยเทฟลอน/ซิลิโคน (Teflon/silicone) และผนึกดวยฝาอะลูมิเนียม และนาํไป

วิเคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศ ดวยเครื่องโครมาโตกราฟ ตามวิธีในขอ 3.5  

 

หมายเหต ุ แชมเบอรจะมีการนํามาใชซ้าํ โดยลางแชมเบอรใหสะอาดดวยน้าํเปลา นําไป

ตากแดดให PAHs ที่ตกคางระเหยออกไปจนหมดเปนเวลาอยางนอย 3 วัน และเปลีย่นเซพตัมใหม

ที่ชองเก็บตัวอยางอากาศทุกครั้ง 

 



44 
 

 

3.5 วิเคราะห อะซีแนพธิลนี อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรีนที่เหลืออยูในอากาศ 
 

วิเคราะหปริมาณอะซีแนพธลิีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และ ฟแนนทรนีที่เหลืออยูในอากาศ

โดยใชเข็ม Solid Phase Microextraction (SPME) โดยที่เข็มจะมีไฟเบอรทีเ่คลือบดวย 100 

ไมครอน Polydimethylsiloxane (PDMS) ซึ่งสามารถดดูซับสารระเหยไฮโดรคารบอนในอากาศได 

(Vaz, 2003; Kola และคณะ, 2004) โดยปกใหเข็มและไฟเบอรไวในชุดทดลองนาน 15 นาท ี

จากนั้นนําไปวเิคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟ โดยเสียบเข็มและไฟเบอรไวที่ Injector ที่รอน 250 

องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ี

 วิเคราะหปริมาณ PAHs ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ โดยชุดเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 

รุน 6890N (บริษัท Agilent Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศนูยกลาง 

320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนนิลเมทิลไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 

0.25 ไมโครเมตร เครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID)  

 

วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้

อุณหภูมิเร่ิมตน 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 ความรอน 250 องศาเซลเซียส 

Detector ความรอน 250 องศาเซลเซียส 

 
โดยใชฮีเลียม เปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.9 มิลลิลติรตอนาท ี
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 
4.1 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรยีบนใบโมกที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธลิีน 
ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรนี แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

4.1.1 การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ฟลูออรีน ฟลูออ

แรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เพื่อนําไปศึกษาชนิดแบคทีเรียดวย

เทคนิค DGGE 

เมื่อนําตัวอยางแบคทีเรียบนใบโมก มาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแหลงคารบอนเปน 

PAH แตละชนิด ไดแก อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน 

ไพรีน หรือเบนโซ[เอ]ไพรีน เพื่อคัดแยกและเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอย PAHs แตละชนิด 

เพราะแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมกตามธรรมชาติจะมีจํานวนนอย พบการเปลี่ยนสีของ

อาหารเหลวและตะกอนเซลลที่เพิ่มข้ึนเมื่อเวลาผานไป 3 สัปดาห โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAHs 

ทุกชนิดจะเปลี่ยนสีจากสีขาวเปนสีน้ําตาลออนเนื่องจากแบคทีเรียมีการยอยสลาย PAHs แลวให

สารมัธยันตที่มีสี และมีตะกอนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกันชุดควบคุมที่ไมมี

การเติมเชื้อแบคทีเรียจากใบโมก ดังรูปที่ 4.1 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Mueller และคณะ 

(1989) ที่พบวาเมื่อฟลูออแรนทีนถูกยอยสลายจะใหสารอนุพันธที่มีสี และการศึกษาของ Goyal 

และ Zylstra (1997) ที่พบวาสารอนุพันธที่เกิดจากยอยสลายฟแนนทรีนแลวใหสีน้ําตาล คือ 1,2 

ไดไฮดรอกซีแนพธีลีน (1,2-dihydroxynaphthalene) และการศึกษาของ Denome และคณะ 

(1993) พบวา Pseudomonas ยอยสลายแนพธาลีน กลายเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพโธอิก อะซิด 

(1-hydroxy-2-naphthoic acid) ซึ่งเปนสารสีน้ําตาล 
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(ก) (ข) 

รูปที่ 4.1 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAHs และบมเปนเวลา 3 สัปดาห (ก) ชุด

ควบคุมที่ไมมีการเติมแบคทีเรียจากใบโมก (ข) ชุดทดลองมีการเติมแบคทีเรียจากใบโมก  

 

4.1.2 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียบนโมกที่ยอยสลายอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ฟแนนทรนี แอนทราซีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน โดยวิธี DGGE 

เพื่อศึกษาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs บนใบโมก 

ผูวิจัยไดนําตะกอนเซลลแบคทีเรียที่เพิ่มจํานวนไดจากขอ 4.1.1 มาสกัดดีเอ็นเอ แลวนําไปเพิ่ม

จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ของ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวย

ไพรเมอร 338F และ 512R (Muyzer และคณะ, 1993) ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 200 

bp และนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําเจลอีเลคโทรโฟเรซิส พบวาความเขมของผลิตภัณฑ PCR 

ของแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มี PAHs แตละชนิด มีความเขมใกลเคียงกัน จากนั้น

นําผลิตภัณฑ PCR ไปจําแนกชนิดแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE โดยใชเกรเดียนท ของความ

เขมขน denaturant 10 – 70% พบวาบนใบโมกมีแบคทีเรียหลากหลายชนิด ที่สามารถยอยสลาย 

PAHs สังเกตไดจากมีแถบดีเอ็นเอจํานวนมากบน DGGE โปรไฟล ดังรูปที่ 4.2  ซ่ึงมีความเชื่อวาดี

เอ็นเอแตละแถบมาจากแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว และพบวา PAHs ซึ่งมีจํานวนวงเบนซีนเพียงสอง

วง ไดแก อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีน จะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียหลากหลายชนิด 

มากกวา PAHs ที่มีจํานวนวงเบนซีนสามวง ไดแก ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และแอนทราซีน และ

ที่มีจํานวนวงเบนซีนมากกวาสามวง เชน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 

Juhasz และคณะ (2000) ที่พบวา PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะมีแบคทีเรียยอยสลายไดนอยชนิด  
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รูปที่ 4.2 DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 10 – 70% denaturant แสดงความหลากหลายของ

แบคทีเรียจากใบโมกที่สามารถยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ ชองวิ่ง A: อะซีแนพธีน ชองวิ่ง B: อะ

ซีแนพธิลีน ชองวิ่ง C: ฟลูออรีน ชองวิ่ง D: เบนโซ[เอ]ไพรีน ชองวิ่ง E: แอนทราซีน ชองวิ่ง F: ฟลูออ

แรนธีน ชองวิ่ง G: ไพรีน ชองวิ่ง H: ฟแนนทรีน ตัวเลขแสดงแถบดีเอ็นเอเดนที่นําไปวิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทด 

 

4.1.3 วิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของ 16S rDNA 

เพื่อศึกษาชนิดของประชากรแบคทีเรียที่สําคัญในการยอยสลาย PAHs บนใบโมก ผูวิจัย

ไดเลือกแถบดีเอ็นเอเดนของ DGGE จากขอ 4.1.2 ในแตละชอง มาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

ดังแสดงรูปที่ 4.2 เนื่องจากแถบดีเอ็นเอเดนแสดงวาแบคทีเรียชนิดนั้นเปนประชากรหลักในการ

ยอยสลาย PAHs ชนิดนั้น โดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 

BLASTn พบวาแบคทีเรียที่จัดจําแนกชนิดไดสวนใหญมีรายงานวาสามารถยอยสลาย PAHs, 

น้ํามัน หรือสารประกอบที่มีวงเบนซีนได ดังตารางที่ 4.1 ซึ่งแบคทีเรียที่สวนใหญจัดอยูในชั้น 

gammaproteobacteria แบคทีเรียบางสวนจัดอยูในชั้น alphaproteobacteria นอกจากนี้ยังพบ

แบคทีเรียในชั้น betaproteobacteria และ actinobacteria ชนิดแบคทีเรียที่จําแนกไดสวนใหญ

ตรงกับรายงานของ Lambais และคณะ (2006) ที่พบแบคทีเรียชนิดนี้ในพืชชั้น magnoliopsida 

ซึ่งเปนชั้นเดียวกับตนโมก นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียบนใบโมกสายพันธุ 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 สามารถยอยสลาย PAH ได 2 ชนิด คือ แอนทราซีนและอะซีแนพธีน และ 

Uncultured soil bacterium สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนและฟลูออแรนทีน  

เนื่องการยอยสลาย PAHs ทุกชนิดของแบคทีเรียตองอาศัยเอนไซม ไดออกซิจิเนส 

(dioxygenase) ทําใหเกิดการเติมออกซิเจนเขาไปในวงเบนซีน กลายเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล 

(cis-dihydrodiol) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปนแคทีคอล (catechol) ดวยเอนไซม ซิส-ไดไฮโดรไดออล

ดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) จากนั้นจะถูกยอยสลายดวย อินตราไดออลได

ออกซิจีเนส (Intradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ หรือ ถูกยอยสลาย

ดวย เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ 

เมตา และเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป (Cerniglia และคณะ, 1992) ทําใหแบคทีเรีย 1 

ชนิดสามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด และยังพบอีกวามีแบคทีเรียที่ยังเพาะเลี้ยงไมไดแตมี

ความสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนหรือไพรีน  ทั้งนี้ชนิดแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมก

สวนใหญจะมีรายงานตรงกับแบคทีเรียที่ยอย PAHs ที่แยกไดจากดินหรือน้ํา (Juhasz และคณะ, 

2000) ยกเวน Naxibacter indica 
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ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดชิ้นดีเอน็เอเดนจากแบคทีเรียบนใบโมกทีย่อยสลาย PAHs ทั้ง 8 ชนิด 

 
แถบ   ดี
เอ็นเอ 

PAHs ที่ยอย
สลายได 

สายพันธุแบคทีเรีย Accession 
no. 

Sequence 
identity (%) 

แหลงที่มา สารที ่
ยอยสลาย 

ชั้น 
(class) 

เอกสารอางองิ 

1 อะซีแนพธีน Sphingomonas sp. Enf55  DQ339616 100 พืชไมพุม

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 ไฮโครคารบอน Gammaproteo bacteria Purohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

4 อะซีแนพธิลีน Uncultured bacterium  DQ129592 98 ฝุนละอองใน

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, ไมตีพิมพ 

7 ฟลูออรีน Acinetobacter sp. FLL7  DQ834354 96 - ไทรฟลูราลิน Gammaproteo bacteria Teng และคณะ, ไมตีพิมพ 

8 เบนโซ[เอ]

ไพรีน 

Uncultured soil bacterium  DQ378242 94 ดิน น้ํามัน - Nohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

9 เบนโซ[เอ]

ไพรีน 

Acinetobacter sp. Lhl-4r  EF080878 98 - - Gammaproteo bacteria Sun, ไมตีพิมพ  

49 

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 ที่ยอย
สลายได 

สายพันธุแบคทีเรีย Accession 
no. 

Sequence 
identity (%) 

แหลงที่มา สารที่ยอย
สลาย 

ชั้น เอกสารอางองิ 

10 แอนทราซีน Acinetobacter calcoaceticus  AY346313 100 น้ําเสีย ไฮโครคารบอน Gammaproteo bacteria Purohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

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, ไมตีพิมพ 

13 ฟลูออแรนธีน Uncultured bacterium  EU281646 95 พืช - - Banyeras และคณะ, ไมตีพิมพ 

14 ไพรีน Uncultured soil bacterium  DQ378242 94 ดิน น้ํามัน - Nohit และคณะ, ไมตีพิมพ 

15 ไพรีน Acinetobacter sp. EDP3  AY613433 97 น้ําเสีย ฟนอล Gammaproteo bacteria Geng และคณะ, 2004 

16 ฟแนนทรีน Pseudomonas stutzeri  EU636773 96 - บิวทาคลอร Gammaproteo bacteria Yu และคณะ, ไมตีพิมพ 

17 ฟแนนทรีน Pseudomonas sp. CL7  EU784654 100 น้ําเสีย คลอโรฟนอล Gammaproteo bacteria Karn และคณะ, ไมตีพิมพ 
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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) 
  

 จากการนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดบนใบโมกดวยวิธ ี MPN โดยทดลองในไมโครไตเตอร

เพลต ซึง่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB ที่เตมิกลีเซอรอล และนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs 

ซึ่งใชอาหารเลีย้งเชื้อ CFMM ทีม่ีแหลงคารบอนเปนเกล็ด PAHs ชนิดตางๆ  พบวาจาํนวน

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมกมีจํานวนสูงสดุถึง 1.61x106 เซลล/กรัมใบไม สอดคลองกนัรายงานของ 

Steven และคณะ (2003) ที่พบวาใบไมเปนแหลงที่อยูอาศัยของจุลินทรียหลายชนิด แตแบคทีเรีย

มีปริมาณมากที่สุดทัง้ชนิดและจํานวน ถงึ 106-107 เซลล/ตารางเซนติเมตร และอาจพบถึง 108 

เซลล/กรัม และ Yadav และคณะ (2008) รายงานวาจาํนวนแบคทเีรียตามธรรมชาติบนใบพืชใน

ชั้น magnoliopsida 4 ชนิด ไดแก Arbutus unedo L. และ Lavandula stoechas L. พบวามี

จํานวนแบคทีเรีย 1.3x104 CFU/กรัมใบไม และตน  Melissa officinalis L. และ Calamintha 

nepeta (L.) Savi พบวามีจาํนวนแบคทีเรีย 1.3x105 CFU/กรัมใบไม   

ในขณะเดียวกนัพบวาแบคทเีรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ทุกชนิดมีจํานวนนอยกวา

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก โดยจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายฟแนนทรนีมีคาสงูสุด ถึง 4.37 x104 

เซลล/กรัมใบไม ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียททีี่ยอยสลายแอนทราซนีมีจํานวนนอยสุดเพียง 

6.37x103 เซลล/กรัมใบไม ซึง่อาจเกิดจากปริมาณแอนทราซีนไมเพียงพอตอการเจรญิของ

แบคทีเรีย เนื่องจาก    แอนทราซนีละลายในเฮกเซนไดนอยกวา PAHs อ่ืนๆมาก ทําใหมีเกล็ดของ

แอนทราซนีนอยกวาPAHs ชนิดอื่นๆ ในไมโครไตเตอรเพลต และพบอีกวาแบคทีเรียทีย่อยสลาย 

PAHs ผสม (อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธนี, ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่มีปริมาณเริม่ตนของ PAHs 

แตละชนิดเทากัน) มีจํานวนเพียง 5.97 x103 เซลล/กรัมใบไม ซึ่งอาจเกดิจากปริมาณ PAHs ที่มาก

เกินกวาแบคทเีรียจะทนได และเมื่อวิเคราะหทางสถิติดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก แตกตางกับจํานวนแบคทเีรีย

ที่ยอยสลาย PAHs อยางมีนยัสําคัญ เพราะจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs เปนสวนหนึ่งของ

แบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมก แตจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs แตละชนิด ไมมคีวามแตกตาง

ในทางสถิต ิแสดงวาบนใบโมกมีจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs แตละชนิดไมแตกตางกนั ดงั

รูปที่ 4.3 
 

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

รูปที่ 4.3 จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบโมกและแบคทเีรียที่ยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ, PAHs 

ผสม ประกอบดวย อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน, ฟลูออรีนและฟแนนทรีน ความเขมขนเริ่มตนทุก

ชนิด PAHs 500 ppm 
 
4.3 การวิเคราะหประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถกําจัดอะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีในอากาศ ในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร 
 

4.3.1 ชุดควบคุมที่ไมมีใบโมกบรรจุในขวดทดลอง 

เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ดวยวิธทีางกายภาพ ผูวิจัยไดนําสารผสม PAH 4 ชนิด ไดแก 

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ซ่ึงมีรายงานวาปนเปอนในอากาศปริมาณ

มาก มาฉีดทีก่ระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร ภายในขวดทดลองที่ไมไดบรรจุใบโมก ขนาด 60 

มิลลิลิตร  ดังรูปที่ 4.4 ที่ระดบัความเขมขนเริ่มตนทัง้ 4 ชนิดเปน 400 ppmV และมีการเติม PAHs 

ทั้ง 4 ชนิด ชนิดละ 100 ppmV ทุก 24 ชั่วโมง โดย PAHs ทั้งหมดเทากบั 800 ppmV ซึ่งคิดเปน

ปริมาณ 352 ไมโครกรัม พบวาปริมาณ PAHs ในอากาศทั้ง 4 ชนิด จะเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง โดย

ปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ในวนัที่ 4 มีความเขมขน 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 ปดดวยเซพตมัที่เคลือบเทฟลอน/ซิลิคอนและผนึกดวยฝา

อะลูมิเนยีม ภายในมีกระดาษกรองขนาด 1x2 เซนติเมตร (ก) ชุดควบคุมที่ไมไดบรรจุใบโมก (ข) 

ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกน้ําหนกั 0.5 กรัม 

 
รูปที่ 4.5 ปริมาณอะซีแนพธลีิน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่ในอากาศ ณ เวลาตางๆ 

ในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตรที่ไมมีใบโมก,         แสดงการเติม PAHs 100 ppmV ทุกๆ 24 

ช่ัวโมง 
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พบวาปริมาณฟแนนทรนีในอากาศจะนอยกวาอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน เนื่อง

จากฟแนนทรนีมีความดันไอต่ํา ทาํใหมีอัตราระเหยที่นอย (ATSDR, 1995) นอกจากนี้ปริมาณ 

PAHs ทั้ง 4 ชนิด ในวันที่ 4 ไมเทากับ 800 ppmV เพราะ PAHs บางสวนอาจมีการสลายตัวดวย

แสง (Photolysis) ซึ่งมีรายงานโดย Ristolw และคณะ (1996) ซึ่งแสดงใหเห็นวา PAHs สลายตัว

ดวยวิธกีายภาพในปริมาณนอยมาก 

 

4.3.2 ชุดทดลองที่มีใบโมกในขวดทดลอง   

เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ดวยวิธทีางชีวภาพของใบโมกและแบคทีเรียบนใบโมก ผูวิจยั

ไดนําตัวอยางใบไมน้ําหนกั 0.5 กรัม บรรจุในขวด 60 มิลลิลิตร แบงเปน 3 ชุดทดลอง คือ ใบโมก

ตามธรรมชาต,ิ ใบโมกแหงที่ผานการอบดวยความรอน 85 องศาเซลเซียสและใบโมกปลอด

เชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด จากนั้นฉีดสารผสม PAHs 4 ชนิด ไดแก              

อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่ระดับความเขมขนเริ่มตน 400 ppmV และ

มีการเติม PAHs 4 ชนิด 100 ppmV ทุก 24 ชั่วโมง โดย PAHs ทั้งหมดเทากับ 800 ppmV ซึ่งคิด

เปนปริมาณ 352 ไมโครกรัม พบวาปริมาณอะซีแนพธลีิน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี 

ในขวดทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาตจิะลดลงอยางตอเนื่องจากวนัที ่ 1 ถึงวนัที่ 3 และเริ่ม

คงที่ในวนัที ่ 4 เนื่องจากใบไมเร่ิมเหี่ยวและมีบางสวนเริ่มตายจากการขาดน้ําและอาหาร ทําให

สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียเปลี่ยนไป แตในขวดทดลองที่บรรจุใบโมก

แหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย ปริมาณ อะซีแนพธลีิน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี

จะเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ดังรูปที่ 4.6 
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อะซีแนพธีน

อะซีแนพธิลีน

 

รูปที่ 4.6 ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในอากาศ ณ เวลาตางๆ โดยเริ่มตนที่ความเขมขน 400 ppmV   

      แสดงการเติม PAHs 100 ppmV ทุกๆ 24 ชั่วโมง 
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ฟลูออรีน

ฟแนนทรีน

 

รูปที่ 4.6 (ตอ) 
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เมื่อนําปริมาณ PAHs ทั้ง 4 ชนิด ที่เหลอืในอากาศของชุดทดลองทัง้ 3 ชุดมาเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมที่ไมมีใบโมก (%) ในวันที ่ 4 มาวิเคราะหความแตกตางทางสถิต ิ ดวยวธิี Duncan 

New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% พบวา อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน และ

ฟลูออรีน จากชุดทดลองทีบ่รรจุใบโมกตามธรรมชาติจะมีปริมาณนอยกวาอยางมนียัสําคัญ เมื่อ

เทียบกับชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 

ในขณะที่ชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียปริมาณ PAHs ของทั้ง 3 ชนิด

นี้มีคาไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ แตสําหรับฟแนนทรีนในชุดทดลองที่บรรจุใบโมกตาม

ธรรมชาติ จะมีปริมาณนอยกวาในชุดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงอยางมีนยัสําคัญเทานั้น ซึง่

การศึกษาของ Wang และคณะ (2008) พบวาฟแนนทรีนถกูดูดซึมโดนเซลลพืชไดดี เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน ทําใหแบคทีเรียไมสามารถนาํฟแนนทรีนไป

ใชได และใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียมีความสามารถใกลเคียงกับใบโมกตามธรรมชาติ 

 

ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนที่คงเหลือ

ในอากาศในขวดทดลอง (%) ในวนัที ่4 ทีบ่รรจุดวยใบโมกแหง ใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย และใบ

โมกตามธรรมชาติ 

 

ชุดทดลอง * (%) PAHs 
ใบโมกแหง 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 

ฟแนนทรนี 29.0 % a 23.5 % ab 17.5 % b 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี

Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (ขวดทดลองที่ไมมีใบโมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ใน

ชุดควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากับ 719.0, 731.2, 

687.7 และ466.0 ppmv ตามลําดับ 
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จากการทดลองนีพ้บวา การกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ใน

ขวดทดลองเกดิได 2 ทาง คือ การดูดซบัโดยใบโมก (ในชุดทดลองที่มีใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรยี

และชุดทดลองที่มีใบโมกแหง) สอดคลองกับรายงานของ Lin และคณะ (2007) ที่พบวาใบขาวโพด

สามารถดูดซมึและสะสม อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีจากอากาศได โดยเฉพาะอะซีแน

พธีนทีพ่บสะสมที่ใบถงึ 0.05 ไมโครกรัม/กรัมใบไม และการศึกษาของ Wild และคณะ (2006) 

พบวาใบขาวโพดและใบผักขม (spinach) สามารถดูดซึมฟแนนทรนีจากอากาศได โดยจะพบฟแน

นทรนีสะสมทีผิ่วใบทัง้ดานหลังใบ (abaxial) และทองใบ (adaxial) และเมื่อผานไป 48 ชั่วโมงจะ

พบฟแนนทรีนสะสมในเนื้อเยื่อพืชช้ันใน และการศึกษาของ Tao และคณะ (2005) พบวา

ผักกาดขาวปลี สามารถดดูซึมและสะสม PAHs จากอากาศได โดยปริมาณ PAHs ที่วัดไดมีถึง 

596±231  นาโนกรัม/กรัมน้ําหนกัแหง ซึง่การดูดซึมดวยใบโมกจะสามารถแบงไดเปน  2 แบบคือ 

ดูดซึมในแวกซ (ใบโมกแหง) หรือดูดซึมในเซลลพืชซึ่งเกิดโดยเมตาบอริซึมในเซลลพืช (ใบโมก

ปลอดเชื้อจุลินทรีย) ตรงกบัรายงานของ Wang และคณะ (2008) ทีพ่บ PAHs สะสมที่ชัน้แวกซที่

ผิวใบ และในเนื้อเยื่อพืช และการกาํจัด PAHs อีกทางคอืการยอยสลายโดยแบคทีเรียบนโมก (ใน

ชุดทดลองทีม่ใีบโมกตามธรรมชาติ) คลายคลึงกับรายงานกอนหนาที่พบวา แบคทีเรียบนใบไม

สามารถยอยสลายสารพิษในอากาศของ Kempeneer และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองพนเชื้อ 

Pseudomonas putida TVA8 บนตน Azalea indica เพื่อบําบัดโทลูอีนในอากาศ ในระบบปด 

พบวาสามารถกําจัดโทลูอีนได 95% ในระยะเวลาเพียง  27 ชั่วโมง และจากการศึกษาของ 

Sandhu และคณะ (2007) ทีท่าํการทดลองพนแบคทเีรียยอยสลายฟนอล Pseudomonas sp. 

CF600 ใหกับใบตนถั่วและขาวโพด พบวาฟนอลในอากาศสลายไปมากถึงแปดเทาเมื่อเทยีบตน

พืชที่ไมไดรับการพนเชื้อ และพบวาตนถั่วและขาวโพดที่ปลูกในบริเวณที่มีปริมาณสารอินทรียใน

อากาศสงู ใบถั่วและขาวโพดจะสามารถกาํจัดฟนอลในอากาศไดมากกวาใบถั่วและขาวโพดที่ผาน

การฆาเชื้อจุลินทรีย แสดงวาจุลินทรียที่มีอยูตามธรรมชาติบนใบสามารถยอยสลายฟนอลใน

อากาศได ดงันัน้ในขวดทดลองที่บรรจุโมกตามธรรมชาติจึงมีปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี 

ฟลูออรีน และฟแนนทรนี นอยที่สุด ซึ่งเหลือเพยีง 117.8, 145.3, 101.1 และ 81.6 ppmV 

ตามลําดับ จากปริมาณ PAHs ที่เติมไปในระบบทัง้หมด 800 ppmV และพบวาการกําจัด PAHs 

ในอากาศ ของขวดทดลองที่บรรจุใบโมกแหงและใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียไมแตกตางกนั เกิดจาก 

PAHs (อะซีแนพธิลีน อะซแีนพธนี และฟลูออรีน) ในอากาศจะถูกดูดซึมดวยเซลลพืชไดนอย ยก

เวนฟแนนทรนี ในขณะเดียวกันพบวาปริมาณฟแนนทรีนทั้งชุดทดลองทั้ง 3 ชุดจะคงเหลือนอยสุด

เพราะฟแนนทรีนมีความดันไอต่ําจึงมีการระเหยในอากาศไดนอย (ATSDR, 1995) และจาก

รายงานของ Wang และคณะ (2008) พบวาฟแนนทรีนถูกดูดซึมอยูในเซลลพืชไดมากกวา เมือ่
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เปรียบเทยีบกบัอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน จะถูกดูดโดนเซลลพืชนอยกวา ซึ่งจากการ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียบนใบโมกชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศ  
 
4.4 การวิเคราะหประสิทธภิาพของแบคทีเรียบนกิง่โมกทีส่ามารถกําจัดอะซีแนพธลิีน อะ
ซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนีในอากาศ ในแชมเบอร 

 

4.4.1 การศึกษาเบื้องตนเกีย่วกับประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนกิ่งโมกที่สามารถกําจัดอะ

ซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศในแชมเบอร เมื่อทิง้ไว 7 วนั 

การทดลองนี้เปนการขยายขนาดของระบบทดลองจากขวด 60 มิลลิลิตร เปนแชมเบอร

ขนาด 14 ลิตร โดยศึกษาแบคทีเรียบนกิ่งโมกที่สามารถจํากัด PAHs 4 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน  

 
 

รูปที่ 4.7 แชมเบอรแกวขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร ที่บรรจุกิ่งโมกน้ําหนกั 10 กรัม  
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รูปที่ 4.8 แสดงปริมาณอะซแีนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในอากาศในแชมเบอร

เมื่อทิ้งไว 7 วนั  
 
อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในแชมเบอรขนาด 20 x 20 x 35 เซนติเมตร ดังรูปที่ 4.7 ซึ่ง

เปนระบบปด เพื่อจําลองใหคลายคลึงกับตนโมกตามธรรมชาติที่ไดรับ PAHs ทั้งนี้กิง่โมกจะแชอยู

ในสารละลายอาหารสําหรับตนพืช (CHRYSAL, Nertherlands) เพื่อยืดอายุของกิ่งโมก ทาํให

สามารถศึกษาการกาํจัด PAHs ไดนานกวา 4 วัน ซึ่งแตกตางจากการขอ 4.3 ที่เปนการทดสอบใน

ใบโมก ภายใน 4 วัน ทําการทดสอบเบื้องตนเกีย่วกับการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกและ

แบคทีเรียบนกิ่งโมก เมื่อทิง้ไว 7 วัน เพื่อทดสอบประสิทธิการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกที่

เวลามากกวา 4 วนั โดยนําตวัอยางกิง่โมกน้ําหนกั 10 กรัม มาทดสอบการกําจัด อะซีแนพธิลีน อะ

ซีแนพธนี ฟลอูอรีน และฟแนนทรีน ในอากาศในแชมเบอร ที่ระดับความเขมขนเริ่มตน 100 ppmV   

ซึ่งคิดเปนปริมาณ PHAs 9.856 มิลลิกรัม โดยแบง 2 ชุดทดลอง คือ ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมก

ปลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด และชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติ 

และชุดควบคุมที่ไมบรรจุกิ่งโมก วัดปริมาณ PAHs ที่เหลือในอากาศวันที่ 7 พบวาในชุดควบคมุที่

ไมบรรจุ กิ่งโมกมีปริมาณ PAHs ทัง้ 4 ชนดิมากกวา ชุดทดลองใบโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรียและใบ 
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ตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนที่คงเหลือ

ในอากาศในแชมเบอร (%) ในวนัที ่7 ที่บรรจุดวยกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียและกิ่งโมกตาม

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 

ฟแนนทรนี 84.4 % a 43.7 % b 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี 

T-test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 102.0, 99.0, 110.7 

และ 98.2 ppmv ตามลําดับ 

 

โมกตามธรรมชาติ ดังรูปที่ 4.8 และพบวาปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแน

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

ทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาติมีปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรี

นคงเหลือนอยสุด คือ 42.4, 27.2, 28.0 และ 43.2 ppmV ตามลําดบั เมื่อนําปริมาณคงเหลือของ 

PAHs ทัง้ 4 ชนิดของชุดทดลองมาเปรยีบเทยีบชุดควบคุม (%) วิเคราะหทางสถิติดวย T-test 

พบวาชุด ทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติมีคานอยกวาชุดทดลองทีม่ีกิ่งโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย

อยางมีนยัสําคัญ ทั้ง 4 ชนดิ PAHs ดังตารางที่ 4.3 

จากการทดลองนี้แสดงใหเหน็วาแบคทีเรียบนกิง่โมก ชวยเพิม่ประสิทธิภาพการกําจัด 

PAHs ทั้ง 4 ชนิดในอากาศ สอดคลองกับการทดลองที่ 4.3.2 ที่พบวาแบคทีเรียบนใบโมกมีสวน

ชวยในการกาํจัด PAHs ในขวดทดลอง 

นอกจากนีก้ารทดลองนี้จะพบวา ในชุดทดลองที่มีกิง่โมก ปริมาณอะซีแนพธิลีนและฟแน

นทรนี (%) คงเหลือในอากาศมากกวา อะซีแนพธนี และฟลูออรีน อาจเกิดจากแบคทีเรียทีย่อย

สลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน ไมสามารถทนตอ PAHs ชนดิอื่นได ซึ่งสอดคลองกับการ

ทดลองที่ 4.2.1 ที่พบวาแบคเรียที่นับไดในแหลงคารบอนที่เปน PAHs ผสม (อะซแีนพธิลีน อะซแีน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน) มีจํานวนนอยสุด เพยีง 5.97 x103 เซลล/กรัมใบไม แตเมื่อ
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เปรียบเทยีบกบัจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายอะซีแนพธลีินหรือฟแนนทรีนเพียงชนิดเดียว พบวามี

ถึง 3.17x104และ 4.37 x104 เซลล/กรัมใบไม ตามลําดับ  

 

4.4.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียบนกิ่งโมกทีก่ําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

และฟแนนทรนี ในอากาศในแชมเบอร เมือ่มีการเพิม่ PAHs ทุก 24 โมง ใน 7 วัน และอิทธิพลของ

ปุยทีพ่นใหทางใบ 

 เพื่อทดสอบการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกและแบคทีเรียบนกิง่โมก ซึง่ไดรับ 

PAHs ตอเนือ่งทุกวนั ผูวิจัยไดทําการทดลองใหคลายกับสภาพแวดลอมจริงมากขึ้น โดยเลือก

ตัวอยางกิง่โมกน้ําหนัก 10 กรัม บรรจุในแชมเบอร โดยแบงเปน 3 ชุดทดลอง คือ ชดุทดลองที่บรรจุ

กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติ 

และชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติแลวไดรับปุยพืชเขมขน 200 ppm (20-20-20) ทีพ่นให 

ทางใบ และชดุควบคุมที่ไมบรรจุกิ่งโมก ใหอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ที่

ระดับความเขมขนเริ่มตน 100 ppmV ในอากาศในแชมเบอร แลวมีการเติม PAHs ทั้ง 4 ชนิด เพิม่

ที่ 25 ppmV ทุกๆ 24 ชัว่โมง ซึ่ง PAHs หมดเทากับ 350 ppmV คิดเปนปริมาณ 24.64 มิลลิกรัม  

พบวาปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี ในชุดควบคมุจะเพิม่ข้ึนอยาง

ตอเนื่องจากวนัที ่1 ถึงวนัที่ 7 ในขณะเดียวกันชุดทดลองทัง้ 3 ชุด ปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพ 

ธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี จะลดลงจากวันที่ 1 ถึงวนัที่ 3 จากนัน้จะคอยๆเพิ่มข้ึนจนถึงวันที่ 7 

ดังแสดงในรูปที่ 4.9  ซึ่งคาดวาเนื่องจากใน 3 วันแรก PAHs ทัง้ 4 ชนิด จะโดนกําจดัโดยการดูดซมึ

ของเซลลพืชและการยอยสลายโดยแบคทเีรียบนกิง่โมกแตหลังวนัที่ 3 การกําจัด PAHs จะเกิดจาก

การยอยสลายโดยแบคทเีรียเพียงอยางเดียว สังเกตไดจากหลงัจากวนัที่ 3 ปริมาณ PAHs ทั้ง 4 

ชนิด ของชุดทดลองทีม่ีกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียจะเพิ่มข้ึนมากกวาชุดทดลองที่มกีิ่งโมกตาม

ธรรมชาติ และกิ่งโมกตามธรรมชาติแลวไดรับปุยพืชทีพ่นใหทางใบ  
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อะซีแนพธีน 

อะซีแนพธิลีน 

รูปที่ 4.9 ปริมาณ PAHs ในแชมเบอร ณ เวลาตางๆ ใน 7 วัน โดยเริ่มตนที่ความเขม 100 ppmV 
      แสดงการเติม PAHs 25 ppmV ทุกๆ 24 ช่ัวโมง 
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ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน 

 

รูปที่ 4.9 (ตอ) 

 



65 
 

ตารางที่ 4.4 เปรียบเทียบปริมาณ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีนและฟแนนทรนี ที่คงเหลือ

ในอากาศในแชมเบอร (%) ในวนัที ่6 ที่บรรจุดวยกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย กิง่โมกตามธรรมชาต ิ

และกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยพืชทีพ่นใหทางใบ 

 

ชุดทดลอง *  
PAHs กิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย กิ่งโมกตามธรรมชาต ิ กิ่งโมกตามธรรมชาติที่

ไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ 

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 

ฟแนนทรนี 81.0 % a 41.7 % b 42.9 % b 

a,b หมายถงึ คาเฉลี่ยตามดวยอักษรที่เหมอืนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อ

วิเคราะหดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 298.6, 216.2, 119.2 

และ182.1 ppmv ตามลําดับ 

 

เนื่องจากในวนัที่ 7 ปริมาณ PAHs ทั้ง 4 ชนิด ในชุดทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและ

กิ่งโมกไดรับปุยพืชจะเพิ่มข้ึนอยางชัดเจน เนื่องจากใบโมกบางสวนรวงและตายไป ทั้งนี้คาดวาเปน

เพราะความเปนพษิของ PAHs สอดคลองกับรายงาน โดย Honour และคณะ (2009) ที่พบวาไม

พุมขนาดเล็ก 12 ชนิดที่ปลูกบริเวณถนน ที่ไดรับไอเสียจากยานพาหนะ จะทําใหเกิดการหลุดลวง

ของใบ และการออกดอกชา ซึ่งสงผลใหสภาพแหลงที่อยูของแบคทีเรียเปลี่ยนไป การทดลองนี้จึง

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรนี 

ในวนัที ่6 ของชุดทดลองเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม และพบวาอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

และฟแนนทรนี ของชุดทดลองที่มกีิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรียมีปริมาณ (%) สูงสดุถึง 62.7, 86.3, 

81.6  และ 81.0 ppmV ตามลําดับ และแตกตางอยางมนีัยสําคัญ เมือ่เปรียบเทียบกับชุดทดลองที่

มีกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิง่โมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชืทางใบ  ในขณะที่ชุดทดลอง

ที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชืทางใบมีปริมาณ PAHs ทั้ง 

4 ชนิดไมแตกตางเมื่อนํามาวิเคราะหทางสถิติกัน ดงัแสดงในตารางที่ 4.4 จากการทดลองนี้แสดง

ใหเหน็วาแบคทีเรียบนใบโมกตามธรรมชาติมีสวนชวยในการกําจัด PAHs ในอากาศ แตปุยพชืที่

พนใหกับตนโมก ไมสามารถเพิ่มประสทิธกิารกําจัด PAHs ที่ใบได  
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ตารางที่ 4.5 เปรียบเทยีบประสิทธิภาพการกําจัด อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และ      

ฟแนนทรนี ของใบโมกตามธรรมชาติในขวดทดลอง ในวนัที ่4 และกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมก

ตามธรรมชาตทิี่ไดรับปุยในแชมเบอร ในวันที่ 6 

ชุดทดลอง (%) PAHs 
ใบโมกตามธรรมชาติ
ในขวดทดลอง * 

กิ่งโมกตามธรรมชาติ
ในแชมเบอร ** 

กิ่งโมกตามธรรมชาติทีไ่ดรับปุย
พืชที่พนใหทางใบในแชมเบอร ** 

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 

ฟแนนทรนี 17.5 % AB 41.7 % B 42.9 % B 

A,B หมายถึง อักษรที่เหมือนกนัในแนวตัง้ไมมีความแตกตางทางสถิต ิเมื่อวิเคราะหดวยวิธ ี

Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (ขวดทดลองที่ไมมีใบโมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ใน

ชุดควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากับ 719.0, 731.2, 

687.7 และ466.0 ppmv ตามลําดับ 

** คํานวณเปรยีบเทยีบกับชุดควบคุม (แชมเบอรที่ไมมีกิง่โมก) โดยใหชุดควบคุมเปน 100% ในชุด

ควบคุมปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรนี เทากบั 298.6, 216.2, 119.2 

และ182.1 ppmv ตามลําดับ 

 

จากผลการทดลองขอ 4.3-4.4 แสดงใหเหน็วาใบโมกและจุลินทรียบนใบโมกสามารถ

กําจัด PAHs ทัง้ 4 ชนิด ที่อยูในอากาศไดอยางมีประสิทธิภาพมากกวาใบโมกแหงและใบโมก

ปลอดเชื้อจุลินทรีย เมื่อนาํผลการทดลองดังกลาวมาวิเคราะหหาประสิทธิภาพการกําจัด PAHs แต

ละชนิด พบวาในขวดทดลองที่บรรจุใบโมกตามธรรมชาติจะสามารถกําจัดฟลูออรีนไดดีที่สุดอยาง

มีนัยสาํคัญเมือ่เปรียบเทียบกับ PAHs ชนิดอื่นๆ ในขณะเดียวกนั ประสิทธิภาพการกําจัดอะซแีน

พธีนนอยที่สุด แตในแชมเบอรที่บรรจุกิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยพชื

ทางใบ พบวาไมมีความแตกตางกันในการกําจัด PAHs ทัง้ 4 ชนิด เนื่องจากปริมาณ PAHs ทั้ง 4 

ชนิดที่เติมลงไปในแชมเบอรนอยกวาในขวดทดลองมาก โดยในแชมเบอรปริมาณ PAHs ทัง้หมด

เปน 350 ppmv ในขณะทีใ่นขวดทดลองปริมาณ PAHs ทั้งหมดเปน 800 ppmv ดังนัน้ในแชม

เบอรจึงไมความแตกตางในการกําจัด PAHs แตละชนิด ดังแสดงในตาราง 4.5 
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4.4.3 จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติและแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมก

หลังจากไดรับปุยพืชที่พนใหทางใบ 

 เพื่อศึกษาวาปุยมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียบนใบโมกหรือไม การทดลองนี้ไดนับ

จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติจากใบโมก ที่ไดรับปุยพืชสูตร 20-20-20 ความเขมขน 200 ppm ที่

เลี้ยงดวยอาหาร NB ที่เพิ่มกลีเซอรอล ดวยวธีี MPN เพื่อนับจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนและจํานวน

แบคทีเรียหลงัจากไดรับปุยพืชไปแลว 3 และ 7 วนั พบวาจํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาติในวันที่ 0, 

3 และ 7 เปน 1.61x106, 1.8x106 และ 1.06x106 เซลล/กรัมใบไม ตามลําดับ ซึ่งไมมคีวามแตกตาง

อยางมีนยัสําคัญ เมื่อวิเคราะหทางสถิต ิ ดวยวิธ ี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดบั

ความเชื่อมัน่ 99% ดังรูปที ่4.10 แสดงวาปุยพืชที่ใหไป ไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียตาม 

 
รูปที่ 4.10 จํานวนแบคทีเรียตามธรรมชาตบินใบโมกหลงัจากไดรับปุยพืช ในวนัตางๆ 

 

ธรรมชาติ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองที่  4.4.2  ที่พบวาประสทิธิภาพการกําจัด PAHs ทั้ง 4 ชนิด 

ในแชมเบอรของชุดทดลองที่มีกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับการพนปุยพชื

ทางใบ ไมแตกตางกัน 

 สําหรับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย อะซแีนพธิลีน อะซแีนพธนี ฟลูออรีน และฟแนนทรีน

จากใบโมกเมือ่ไดรับปุยพืชที่พนทางใบแลว พบวามีจาํนวนไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญ เมื่อ

วิเคราะหทางสถิติ ดวยวิธี Duncan New Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% ดัง

แสดงในรูปที ่4.11 แสดงวาปุยพืชที่ใหไป ไมมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ซึ่ง
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สอดคลองกับการทดลองที ่ 4.4.2 ที่พบวาประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ทั้ง 4 ชนดิ ในแชมเบอร

ของชุดทดลองที่มกีิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกตามธรรมชาติที่ไดรับปุยไมแตกตางกนั ซึง่เกดิ

จาก พืชสามารถดูดซึมปุยพืชที่พนใหทางใบไดเร็วกวาแบคทีเรียจะนําไปใชได สอดคลองกับ

รายงานของ Franke (1986) และ Wojcik (2004) ที่พบวาพืชสามารถดูดซึมปุยไดภายใน 1 ชั่วโมง  

ทําใหการพนปุยพืชไมมีสวนชวยเพิม่ ทั้งจํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามธรรมชาติ และแบคทีเรีย

ยอยสลาย PAHs   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs บนใบโมกหลงัจากไดรับปุยพืช ในวันตางๆ 

อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน 

วันที่ วันที่ 

ฟแนนทรนี ฟลูออรีน 
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4.4.4 อัตราการกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีนและฟแนนทรีน ในระยะเวลา 

24 ชั่วโมง ของแบคทีเรียบนกิ่งโมก ในแชมเบอร 

  

ตารางที่ 4.6 เปรียบเทียบอตัราการลดลงของอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีนและฟแนนทรนี 

ในอากาศในแชมเบอร ภายใน 24 ชั่วโมง ที่บรรจุดวยกิง่โมกปลอดเชื้อจุลินทรีย 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 

ฟแนนทรนี 0.16 a 0.15 a 

a,b หมายถงึ อักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อวเิคราะหดวยวิธ ี 

T-test ที่ระดับความเชื่อมัน่ 99% 

* อัตราการกาํจัด PAHs ของแบคทีเรียหาจากนําอัตราการกําจัด PAHs ของกิ่งโมกตามธรรมชาติ

หักลบกับอัตราการกาํจัด PAHs ของกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย 

 

จากการทดลองที ่ 4.4.2 แสดงใหเห็นวาการกําจัด PAHs ของในแตละชุดทดลองในแตวัน

จะคงที ่ ดังนัน้การทดลองนี้จึงหาอัตราการกําจัด PAHs ในอากาศของกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย

และกิ่งโมกตามธรรมชาติ โดยนํากิ่งโมกน้าํหนัก 10 กรัม มาใสในแชมเบอร โดยแบงเปน 2 ชุด

ทดลองคือ ชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกทีป่ลอดเชื้อจุลินทรียดวย 5% 

โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เติม PAHs ความเขมขนสุดทาย 100 ppmV ซึ่งคิดเปนปริมาณ 9.856 

มิลลิกรัม โดยหาอัตราการกาํจัด PAHs จากความชนัของกราฟ (slope) ระหวางปริมาณ PAHs ที่

เหลือในอากาศ (มิลลิกรัม) และเวลาที่ชั่วโมงตางๆ ดังรูปในภาคผนวก จ พบวาชุดทดลองที่บรรจุ

กิ่งโมกตามธรรมชาติและกิ่งโมกปลอดเชื้อจุลินทรีย PAHs ทั้ง 4 ชนิด มีอัตราการลดลงอยาง

ตอเนื่องตั้งแตชั่วโมงที ่ 0 ถึงชัว่โมงที ่ 20 แตอัตราการลดลงของชุดทดลองบรรจุกิ่งโมกตาม

ธรรมชาติจะมากกวา เพราะการกาํจัด PAHs เกิดจากการดูดซึมโดยเซลลพืชและการยอยสลาย

โดยแบคทีเรียที่ใบ แตชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกปลอดเชือ้จุลินทรีย การกําจัด PAHs เกิดจากการ

ดูดซึมโดยเซลลพืชเพยีงอยางเดียว ดังนั้นภายใน 24 ชั่วโมงอัตราการลดลงของอะซีแนพธิลีน อะ

ซีแนพธนี ฟลอูอรีนของชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกตามธรรมชาติเปน 0.38, 0.57 และ 0.29 มิลลิกรมั/
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กรัมกิ่งโมก/ชั่วโมง ซึง่มากกวาชุดทดลองที่บรรจุกิง่โมกปลอดเชื้อจุลินทรียอยางมนีัยสําคัญ ดงั

ตาราง 4.6  ยกเวนฟแนนทรีนซึง่มีคาไมแตกตางกนัทางสถิติเนื่องจากเซลลพืชสามารถดูดซึมฟแน

นทรนีไดดีกวาวา PAHs อ่ืนๆ ดังนัน้แบคทเีรียจึงนําไปใชไมได สอดคลองกับผลการทดลองที่ 4.3.2  

ที่พบวาปริมาณ (%) ของฟแนนทรีน วนัที่ 4 ของขวดทดลองที่บรรจุใบโมกปลอดเชื้อจุลินทรียและ

ใบโมกตามธรรมชาติที่เหลือในอากาศ ไมแตกตางกนั ดงัตารางที ่4.2  

จากการทดลองหาอัตราการกําจัด PAHs ในอากาศ โดยแบคทีเรียบนใบโมก ดังตารางที่ 

4.6 ซึ่งสามารถคํานวณเพื่อใชบําบัด PAHs ในอากาศในสภาพแวดลอมจริงได เชน  อากาศภายใน

อาคารแหงหนึง่ปนเปอนอะซแีนพธนี 100 มิลลิกรัม หากปลูกตนโมกน้ําหนกั 20 กรัมจะสามารถ

กําจัดอะซีแนพธีนไดหมดในเวลา 9 ชั่วโมง แตในขณะเดียวกนัภายใน 9 ชั่วโมง แบคทเีรียบนใบ

โมกจะยอยสลาย อะซีแนพธนี 43.85 มิลลิกรัม ที่เหลือจะโดดดูดซึมโดยใบโมก ซึง่ในความเปนจริง

อาจใชเวลานอยกวานี้ เพราะในดนิมีจุลินทรยที่สามารถยอยสลาย PAHs ได ดังมีรายงานของ 

Orwell และคณะ (2004) ไดศึกษาพบวาแบคทีเรียในดนิในกระถางทีป่ลูกตนไม เปนตัวหลักในการ

กําจัดเบนซีนในอากาศไดถึง 12-27 ppm ตอวนั นอกจากนีย้ังสามารถนําขอมูลดังกลาวไปใชเปน

แนวทางในการจัดการมลพษิทางอากาศที่เกิดจาก PAHs ตอไป 
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บทที่ 5  

 
สรุปผลการทดลอง 

 

 สารประกอบ PAHs เกิดขึ้นจากการเผาไหมไมสมบูรณ และปนเปอนอยูทั่วไปใน

ส่ิงแวดลอมทัง้ดิน น้ํา และอากาศ ปจจุบันมีรายงานปริมาณ PAHs ปนเปอนในอากาศมากขึ้น  

Boonyatumanond และคณะ (2007) และ Chang และคณะ (2006) พบวาบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานครที่มีการจราจรหนาแนนเปนแหลงผลิตและสะสม PAHs หลายชนดิ สอดคลอง

การศึกษาของ Laowagul และคณะ (2000) รายงานการปนเปอน PAHs ในกรุงเทพมหานครใน

เขตเมืองมี PAHs สูงกวาเขตอุตสาหกรรมถึง 3 เทา ในขณะเดียวกนั Waight (2005) พบวา

แบคทเีรียตามธรรมชาติบนใบเข็มในประเทศไทยสามารถยอยสลายฟแนนทรีนที่ตกคางบนใบได 

การศึกษาของ นชุนาฎ  ทองธรรมชาติ (2550) พบวาใบโมกมีจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลายฟแนนท

รีนมากที่สุดและมีประสิทธภิาพดีที่สุดในการกําจัดฟแนนทรีน ดงันัน้ในงานวิจยันี ้ ไดศึกษา

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากใบโมกในการจํากัด PAHs 4 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน อะซีแน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน ที่อยูในอากาศ และอิทธิพลของปุยพืชทีพ่นใหทางใบ รวมถึงการนับ

จาํนวนและจาํแนกชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ดังกลาว  

 พบวาแบคทีเรียบนใบโมกมสีวนชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดอะซีแนพธิลีน อะซีแน

พธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน โดยการศึกษาในขวดทดลองขนาด 60 มิลลิลิตร พบวาใบโมก

ธรรมชาติสามารถกําจัด PAHs ในอากาศใหเหลือเพียง 14.7% -19.9% ของปริมาณ PAHs ในชดุ

ควบคุมที่ไมมใีบโมก และพบวาแมวาจะเติม PAHs ทุกๆ วันเปนเวลา 7 วัน ในการทดลองที่ใชแชม

เบอร แบคทีเรียบนใบโมกกย็ังสามารถกําจัด PAHs ไดอยางตอเนื่อง โดยพบวาปรมิาณ PAHs ที่

เหลือในแชมเบอรวันที ่ 7 เพียง 36.4% - 45.1% ของปริมาณ PAHs ในชุดควบคมุที่ไมมีใบโมก 

และปุยพืชที่พนใหทางใบไมเพิ่มประสทิธิภาพการกําจัด PAHs ในอากาศในแชมเบอร ซึง่

สอดคลองกับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลาย PAHs ที่ไมเพิ่มข้ึน แมจะไดรับปุยพืชไปแลว 7 วนั ใน

ขณะเดียวกนัแชมเบอรที่บรรจุกิ่งโมกตามธรรมชาติมีอัตราการกาํจัด PAHs สูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบ

กับใบโมกที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย ซึ่งการกําจัด PAHs โดยแบคทีเรียบนใบโมกจะมีประสิทธิภาพ

ดีกวาการใชใบโมกอยางเดยีว เพราะเปนการยอยสลาย PAHs กลายเปนพลงังาน ในขณะทีก่าร

กําจัดของใบพชืเปนเพียงการดูดซึม (Absorption) ทาํใหอาจเกิดการหลุดได (Desorption) และ

เมื่อจําแนกชนดิของแบคทีเรียบนใบโมกทีส่ามารถยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ ไดแก อะซีแนพธิ

ลีน อะซีแนพธนี ฟลูออรีน ฟแนนทรีน แอนทราซนี ฟลูออแรนทีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน พบวา

อยูในกลุม Sphingomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, Naxibacter, Parvibaculum 
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และ Pseudomonas ซึ่งเมือ่นับจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ชนิดตางๆ บนใบโมก พบวามี

จํานวนตัง้แต 6.37x103 - 4.37 x104 เซลล/กรัมใบไม โดยจํานวนแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ทกุ

ชนิด มีคานอยกวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดบนใบ ซึ่งมจีํานวนแบคทีเรีย  1.61 x106 เซลล/กรัม

ใบไม  

 งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยชิ้นแรกที่แสดงใหเห็นวา แบคทีเรียที่อยูบนใบโมกมีสวนชวยเพิ่ม

ประสิทธิภาพการกําจัด PAHs ที่ปนเปอนในอากาศ ซึ่งกอนหนานี้มีเพียงรายงานวาแบคทีเรีย 

Pseudomonas putida TVA8 บนใบ Azalea indica สามารถยอยสลายโทลูอีนในอากาศไดโดย 

Kempeneer และคณะ (2003) และแบคทีเรีย Pseudomonas sp. CF600 และแบคทีเรียตาม

ธรรมชาติ บนใบถั่วและขาวโพด สามารถยอยสลายฟนอลในอากาศได โดย Sandhu และคณะ 

(2007) ดังนั้นงานวิจัยสามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัด PAHs ที่ปนเปอนในอากาศทั้งแบบ

ภายในอาคารและภายนอกอาคาร และอาจนําไปประยุกตใชบําบัดสารพิษในอากาศอื่นๆได เชน 

เบนซิน 
 
ขอจํากัดในการวิจัยนี้ 

- ประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ของใบโมกในแตละการทดลอง มีคาแตกตางกัน

เล็กนอย เนื่องจากจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนบนใบโมกในระยะเวลาที่เก็บมาศึกษาอาจจะ

ไมเทากัน ดังมีรายงานของ Yadav และคณะ (2004) ที่พบวาจํานวนแบคทีเรียบนใบพืช

แตละเดือนมีจํานวนไมเทากัน เนื่องจากปจจัยทางสิ่งแวดลอมตางๆ เชน ปริมาณความชื้น 

แสง อุณหภูมิ ฤดูกาล แหลงอาหาร และสรีวิทยาของพืช 

- งานวิจัยนี้ใชเมธานอลเปนตัวทําละลายของ PAHs และเนื่องจากเปนการทดลองในระบบ

ปด (ขวดทดลองและแชมเบอร) ทําใหในอากาศมีทั้งเมธานอลและ PAHs ระเหยรวมกัน

อยู ซึ่งอาจสงผลกระทบตอแบคทีเรียและใบโมก นอกจากนี้เมธานอลในอากาศจะเขาไป

จับแยงกับ PDMS ที่เข็ม SPME ทําใหประสิทธิภาพในการวิเคราะห PAHs ลดลง 

- จากการศึกษาปริมาณ PAHs ในอากาศของกรุงเทพมหานคร พบวามีคา 41-189 นาโน

กรัม/ลูกบากศเมตร (Boonyatumanond และคณะ, 2007; Tantawiroon และคณะ, 

2007) ซึ่งนอยกวาปริมาณ PAHs ที่ใชในการศึกษานี้ ทั้งนี้เนื่องจากการใช PAHs ความ

เขมขนนอยในอากาศ จะไมสามารถแยกความแตกตางระหวางการกําจัดโดยแบคทเีรียบน

ใบโมกและใบโมกได โดยเมื่อใชความเขมขนของ PAHs นอย จะถูกใบโมกดูดซึมจนหมด 

เนื่องจากดูดซึมโดยใบโมกเกิดไดตลอดเวลา ทําใหไมมี PAHs เหลือสําหรับแบคทีเรีย

นําไปใช 
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- การศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ของใบโมก ไมสามารถทดสอบในระยะเวลา

มากกวา 7 วัน เนื่องจากความเปนพิษของ PAHs ทําใหใบโมกรวง  ทําใหยังไมสามารถ

ประเมินประสิทธิภาพระยะยาวของการกําจัด PAHs โดยใบโมกและแบคทีเรียบนใบโมก

ได 

- การศึกษานี้เปนการวัดสารพิษในอากาศ ซึ่งการควบคุมปจจัยทางสิ่งแวดลอมทําไดยาก

มาก ทําใหคาที่วัดไดมีความแปรปรวนสูง 
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ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยตอไป 

- ศึกษาจาํนวนและชนิดของแบคทีเรียในแตละเดือนบนใบโมก เพือ่นําไปวิเคราะหหา

ชวงเวลาของตนโมกที่มีแบคทีเรียยอยสลาย PAHs มีจํานวนมากทีสุ่ดในแตละเดือน ซึง่

นาจะมีประสิทธิภาพดีที่สุดในการกาํจัด PAHs และใหมีการปลูกตนโมกในชวงนั้น 

- ศึกษาจาํนวนและชนิดของแบคทีเรียทีย่อยสลาย PAHs ในตนพชืชนิดอ่ืนๆ เพื่อหาตนพืช

ที่มจีํานวนและชนิดแบคทีเรียยอยสลาย PAHs สูงสุด แลวอาจจะสงเสริมใหมีการปลูกไม

ประดับชนิดตางๆ หมนุเวยีนกนัไป 

- ศึกษาตนพืชชนิดอื่นที่ทนตอ PAHs ไดมากกวานี ้ เชน ตนเข็ม ตนแกว เพื่อหาชนิดพืชที่

สามารถทนตอปริมาณ PAHs สูงๆ และทนตอการไดรับ PAHs อยางตอเนื่อง เพื่อนําปลกู

ในสภาพแวดลอมจริง พืชจะสามารถทนตอ PAHs ไดนาน 

- ศึกษาการใชแบคทีเรียบนตนโมกและตนพืชชนิดอืน่ๆ ในการจํากดัสารพิษชนิดอื่นๆ ใน

อากาศ เชน ไดออกซิน โทลอีูน ฟนอล เบนซิน เพื่อหาชนิดสารพษิในอากาศที่แบคทีเรียบน

ตนโมกสามารถกําจัดไดดีทีสุ่ด 

- ออกแบบแชมเบอรใหไมมีการรบกวนดวยเมธานอล ดังวิธีของ Lin และคณะ (2007) ที่นาํ

ทราย 100 กรัม มาผสมกนัฟแนนทรนีที่ละลายในอะซีโตน (5 กรัม/ลิตร) แลวนําไประเหย

ใหแหงที่ตูดูดควัน 12 ชั่วโมง จากนั้นนาํไปบรรจุในคอลัมนแกว จากนัน้นําไปตอกับแชม

เบอรโดยใหดานหนึง่ ตอกบัพัดลมเปาอากาศ และมกีารเปาอากาศใหผานทราย เพื่อพัด

ใหฟแนนทรีนที่ระเหยออกมาเขาไปในแชมเบอร โดยกาํหนดอัตราการใหอากาศ 
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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 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น ปรับ pH 7.0 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

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 แตละชนิดทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง ผานหัวกรอง 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 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB) pH 7.0 
 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว LB pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 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 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 980 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 สารละลาย B 

กลูโคส (Glucose)      3.6  กรัม 

น้ําปลอดประจุ       20  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมกับน้าํปลอดประจุ จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

ผานหัวกรอง ขนาด 0.20 ไมโครเมตร ผสมสารละลาย A และ B ทั้งหมดดวยกนั เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-

20 องศาเซลเซียส 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  Ψb pH 7.0 
 ทริปโตน (Tryptone)       20 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต (Yeast Extract)     5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)     5 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น ปรับ pH 7.0 และปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาท ี

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  Ψb pH 7.0 

 เติมผงวุน 15 กรัม ในอาหารเหลว Ψb pH 7.0 ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB 
 สารสกัดจากเนื้อววั (Beef Extract)    3  กรัม 

 Bacto peptone       5 กรัม 

 กลีเซอรอล (Glycerol)      25  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
สารละลายอะซีแนพธีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm  
 อะซีแนพธีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธนีจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายอะซีแนพธิลนีในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 อะซีแนพธิลีน       0.0.5 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธิลีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายฟลูออรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟลูออรีน        0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายฟแนนทรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟแนนทรนี       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟแนนทรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายแอนทราซีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 แอนทราซนี       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายแอนทราซีน แลวนาํไปสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง ทิง้ไวขามคืน ทาํให

ปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บ

สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 
สารละลายฟลูออแรนธีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ฟลูออแรนธีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออแรนธีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายไพรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 ไพรีน        0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายไพรนีแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จนได

สารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในเฮกเซน ความเขมขน 5,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.05 กรัม 

 เฮกเซน        1 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายอะซีแนพธีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 อะซีแนพธีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธนีจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายอะซีแนพธิลนีในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 อะซีแนพธิลีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายอะซีแนพธิลีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายฟลูออรีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟลูออรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายฟแนนทรีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟแนนทรนี       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟแนนทรีนจนไดสารละลายใส ทาํใหปราศจากเชือ้ดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายแอนทราซีนในไดเมทธลิฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 แอนทราซนี       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายแอนทราซีนแลวนําสัน่ดวยเครื่องกาํเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จน

ไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายฟลูออแรนธีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ฟลูออแรนธีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายฟลูออแรนธีนแลวนําสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จน

ไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 ไพรีน        0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายไพรนีแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสยีงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที จนได

สารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
สารละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
 เบนโซ[เอ]ไพรีน       0.1 กรัม 

 ไดเมทธิลฟอรมาไมด      10 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนแลวนาํสั่นดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงประมาณ 15-30 นาที 

จนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 

ไมโครเมตร เกบ็สารละลายไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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สารละลายผสม PAHs (อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลนี ฟลูออรีนและฟแนนทรนี) ในเมทา
นอล ความเขมขน 5,000 ppm 
 อะซีแนพธีน       0.1 กรัม 

 อะซีแนพธิลีน       0.1 กรัม 

 ฟลูออรีน       0.1 กรัม 

 ฟแนนทรนี       0.1 กรัม 

 เมทานอล       20 มิลลิลิตร 

 ละลายเบนโซ[เอ]ไพรีนจนไดสารละลายใส ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรองผานหวักรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บสารละลายไวที่อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

โปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 โปรตีนเนสเค (proteinase K)     20 มิลลิกรัม 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      1 มิลลิลิตร 

ละลายโปรตนีเนสเค (proteinase K) จนไดสารละลายใส  เก็บสารละลายไวที่อุณหภูมิ -

20 องศาเซลเซียส 

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

คอยๆละลายโซเดียมโดเดซลิซัลเฟต ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

จนไดสารละลายใส หลังจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มลิลิลิตร 

 
70% เอธานอล 
 99.9% เอธานอล      700  มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      300 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลโิมลาร     
 Tris base (C4H11NO3)      1.2 กรัม 

ละลาย Tris base ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลังจากนั้นเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ

ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร  
 EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     186.1 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติม โซเดยีม

คลอไรด (NaCl) คนใหเขากัน ทิง้ใหเย็น แลวปรับ pH 8.0 หลงัจากนัน้เติมน้าํปลอดประจุปลอด

เชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer 
 Tris-HCl pH 8.0 เขมขน 10 มิลลิโมลาร    10  มิลลิลิตร 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    0.2  มิลลิลิตร 

เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

 
TE buffer ทีผ่สมกับ RNase A 
 TE buffer       1 มิลลิลิตร 

 RNase A       2 ไมโครลิตร 

เก็บสารละลายไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
บัฟเฟอร  TAE ความเขมขน 50 เทา 
 Tris base (C4H11NO3)      242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 มลิลิโมลาร    100  มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แลวเติมน้าํ

ปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร 
 เอธิเดียมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร   20 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      200 มิลลิลิตร 

ละลายเอธิเดยีมโบรไมด (Ethidium bromide) จนเปนเนื้อเดียวกนั เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มดื 

(ขณะเตรียมควรสวมถงุมือปองกันเนื่องจากเอธิเดียมโบรไมด เปนสารกอมะเร็ง) 
 
สารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 

แอมพิซิลิน       100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

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

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)         1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
IPTG        238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ           1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 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 ปรับความเปนกรด-ดาง ดวยกรดอะซิติกเขมขน 0.2 

โมลาร จน pH เทากับ 5.8 และปรับปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผาน

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 

 ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 

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

 Bromphenol blue (ละลาย 4 มิลลิกรัมในน้ํากลัน่ 1 มิลลิลิตร) 12.5 มิลลิลิตร 

 ปรับปริมาตรดวย TE buffer จนได 50 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 ปรับความเปนกรด-ดาง จน pH เทากับ 6.5 และปรับ

ปริมาตรสุดทาย 400 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
5 M โซเดียมคลอไรด  
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)      292 กรัม 

 ละลายสารในน้ํากลัน่และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
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DNA extraction buffer 
 Tris base 1 โมลาร, pH 8     15 มิลลิลิตร

 สารละลายโซเดียมฟอสเฟต 1 โมลาร    15 มิลลิลิตร 

 สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 มิลลิโมลาร, pH 8.0   30  มิลลิลิตร 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร    45 มิลลิลิตร 

 CTAB 5% (w/v)       30  มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่ปลอดประจุปลอดเชื้อ     15  มิลลิลิตร 

 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       78 มิลลิลิตร 

 

100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

 40% อะคริลาไมดเจล/บิส     20  มิลลิลิตร 

 บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา     2 มิลลิลิตร 

 ฟอรมาไมด       40 มิลลิลิตร 

 ยูเรีย        42 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุ จนไดปริมาตร100 มิลลิลิตร 

 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต      0.1 มิลลิลิตร 

 น้ําปลอดประจุ       1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

GC โครมาโตรแกรม 
 

จากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับการวิเคราะหปริมาณ PAHs ในอากาศในขวดทดลอง

ขนาด 60 มิลลิลิตร โดยเข็ม SPME และวิเคราะหดวยเครื่องโครมาโตกราฟ เพื่อหาปริมาณ PAH 4 

ชนิด พบวาเวลาที่อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน แตละชนิดคางในคอลัมน 

(retention time) เปน 5, 5.5, 6.8 และ 10 นาที ตามลําดบั และพบวาไมมีการปนเปอนสารชนิดอื่น

ในอากาศ ดังรูปที่ 4.4  

 

 

อะซีแนพธีน 

อะซีแนพธิลีน 

ฟลูออรีน 

ฟแนนทรนี 

 

รูปที่ ค.1 โครมาโทแกรม GC จากการวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟ

แนนทรีน ความเขมขน 100 ppmV  

 

 

 

 

 

 



91 
 

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 กราฟมาตรฐานฟแนนทรีนในขวดทดลอง 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 กราฟมาตรฐานฟแนนทรีนในแชมเบอร 14 ลิตร 
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ภาคผนวก จ 
 

กราฟอัตราการกําจัด PAH ในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชัง่โมง 
 

รูปที่ จ. 1 กราฟอัตราการกาํจัดอะซีแนพธลีินในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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รูปที่ จ. 2 กราฟอัตราการกาํจัดอะซีแนพธนีในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 
 
รูปที่ จ. 3 กราฟอัตราการกาํจัดฟลูออรีนในอากาศในแชมเบอรภายใน 24 ชั่งโมง 
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รูปที่ จ. 4 กราฟอัตราการกาํจัดฟแนนทรีนในอากาศในแชมเบอรภายใน 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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นายชนมฏิศักดิ์ ยุตธรรมโม เกิดเมื่อวันศุกร ที่ 18 มีนาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัดนาน ไดรับ

ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาพฤกษศาสตร จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในป

การศึกษา 2549 และสําเร็จการศึกษาในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทาง

อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2551 ปจจุบันอาศัยอยู

ที่บานเลขที่ 39/1 ถนน ราษฏรอํานวย ตําบล ในเวียง อ. เมืองนาน จ. นาน 5500 
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