
บทท ี่ 3

ว ิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย

ก ารว ิจ ัยน ี้ เป ็น งาน ว ิจ ัย เพ ื่อ ศ ึก ษ าศ ัก ย ภ าพ ก ารก ่อ ก ารก ลาย พ ัน ธ ุข อ งลารโพ ล ีไซ ค ล ิก  

อ ะโรม าต ิก ไฮ โด รค าร ์บ อ น จาก ฝ ่น ละอ อ งใน เข ต ก ร ุง เท พ ม ห าน ค รใน ช ่ว งป ี พ .ศ .2549-2552 

โดยในการว ิจ ัยม ีรายละเอ ียด ดังนี้

3.1 ต ัวอ ย ่า งท ี่ใช ้ไน ก ารว ิจ ัย

ต ัวอย ่างแ ผ ่น ก รอ งอาก าศ ฝ ่น  PM,ก ไ ด ้ค วาม อ น ุเค ร าะห ์ม าจ าก ส ำน ัก จ ัด ก ารค ฺณ ภ าพจ I บ จิ จิ
อากาศและเล ียง กรมควบค ุมมลพ ิษ

3.1.1 ส ถ าน ท ี่เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

ต ัว อ ย ่า ง แ ผ ่น ก ร อ ง อ า ก า ศ  ไ ด ้ม า จ า ก ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง จ า ก ล ถ า น ีต ร ว จ ว ัด  

ค ุณ ภ าพ อ าก าศ ใน เข ต ก ร ุง เท พ ม ห าน ค ร  4 ส ถ าน ี โด ย แ ผ น ท ี่แ ลด งจ ุด เก ็บ ต ัวอ ย ่า งท ั้ง  4 สถาน ี 

แลดงในภาพท ี่ 3.1
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โดยแบ ่งออกเป ็น  2 ล ักษณ ะค ือ

1) สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพ อากาศร ีม เล ัน ทางจราจร (Roadside site) ซ ึ่งจะอย ู่ห ่าง

จากถนนหล ักไม ่เก ิน  10 เมตร จำนวน  2 สถาน ี ได้แก่ สถาน ีการไฟฟ ้าย ่อยธนบ ุร ี เขตธนบุร ี และ 

สถาน ีการเคหะช ุมชนด ินแดง เขตดินแดง ด ังแสดงในภาพท ี่ 3.2

ภ าพ ท ี่ 3.2 สถาน ีตรวจวัดค ุณภาพอากาศรีมเลันทางจราจร 

(ก) สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพอากาศการเคหะช ุมชนด ินแดง เขตดินแดง 

(ข) สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพอากาศการไฟฟ ้าย ่อยธนบ ุร ี เขตธนบุรี 

ท ี่ม า: กรมควบค ุมมลพ ิษ  (2554)

2) สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพอากาศในเขตช ุมชน (Community site) ซ ึ่งจะอย ู่ห ่างจาก  

ถ น น ห ล ัก ป ร ะ ม า ณ  50 เม ตร ข ืนไป จ ำน ว น  2 ส ถ าน ี ได ้แก ่ ส ถ าน ีโ ร ง เร ีย น บ ด ิน ท ร เด ซ า  

เขตว ังทองหลาง และสถาน ีการเคหะช ุมชนคลองจ ั่น  เขตบางกะป ิ ด ังแสดงในภาพท ี่ 3.3

ภ าพ ท ี่ 3.3 สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพอากาศในเขตช ุมชน 

(ก) สถาน ีตรวจว ัดค ุณภาพอากาศโรงเร ียนบด ินทรเดซา เขตว ังทองหลาง 

(ข) สถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพอากาศการเคหะช ุมชนคลองจ ั่น  เขตบางกะป ิ 

ท ี่ม า: กรมควบค ุมมลพ ิษ  (2554)
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3.1.2 ร ะ ย ะ เว ล า ใน ก าร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

ทำการค ัด เล ือกต ัวอย ่างแผ ่นกรองอากาศ ท ี่ทำการเก ็บฝ ่น  PM10 จากลถาน ีตรวจ1วัด 

ค ุณ ภาพ อากาศใน ช ่วงระหว ่างป ี พ .ศ.2549-2552 โด ยค ำน ึงถ ึงผลการ เป ล ี่ยน แ ป ลงต าม ฤด ูก าล : 

ฤดูหนาว (เด ือนพฤศจ ิกายน), ฤดูร้อน (เด ือนม ีนาคม) และฤด ูฝน (เด ือนกรกฎาคม) ตามช ่วงเวลา 

ท ี่ระบ ุในตารางท ี่ 3.1

ตารางท ี่ 3.1 ช ่วงเวลาท ี่ท ำการเก ็บต ัวอย ่างจากสถาน ีตรวจว ัดค ุณ ภาพ อากาศ

ส ถ าน ท ี่ ส ถ าน ี ช ่ว ง เว ล า ท ี่เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

‘ร ิม เส ้นทางจราจร • สถาน ีการเคหะชุมซนดินแดง เด ือนม ีนาคม กรกฎาคม

(Roadside site) • สถานีการไฟท้เาย ่อยธนบุร แ ละพ ฤ ศ จ ิก ายน ป ี พ.ศ.2549-2552

เขตชุมชน • สถานีโรงเรยนบดินทรเดซา เด ือนม ีนาคม กรกฎาคม

(Community site) • สถาน ีการเคหะช ุมซนคลองจ ั่น แ ละพ ฤ ศ จ ิก ายน ป ี พ.ศ.2549-2552

3.1.3 เค ร ื่อ งม ือ ท ี่ใซ ้ใน ก าร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง

ต ัว อ ย ่า ง แ ผ ่น ก ร อ ง อ า ก า ศ ไ ด ้ม า จ า ก ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ฝ ่น ล ะ อ อ ง โ ด ย ใ ช ้เค ร ื่อ ง  

เก ็บต ัวอย ่างฝ ่น ละอองขน าดไม ่เก ิน  10 ไมครอน (PM,0 High Volume Air Sampler) ของสำน ัก 

จ ัด ก ารค ุณ ภ าพ อากาศแ ละเส ีย ง  กรมควบค ุมมลพ ิษ  ท ี่1ใช ้สำห ร ับ เก ็บต ัวอย ่างฝ ่น ละอองขน าด เล ็ก  

PM,0โดยใช ้เคร ื่องเก ็บอากาศปร ิมาตรส ูง ซ ึ่งต ิดห ัวค ัดแยกขนาด (Size Selective Inlet) ไว ้ส ่วนบน 

อากาศจะถ ูกด ูดไหลผ ่าน เข ้าส ู่เคร ื่อ งโดยควบค ุมอ ัตราการไหลของอากาศให ้คงท ี่ ต ัวอย ่างอากาศ  

จะถ ูกบ ังค ับให ้ไหลเข ้าทาง inlet ซ ึ่งเป ็นซ ่องเป ิดท ี่ขอบด ้านบนโดยรอบของห ัวค ัดแยกขนาดร ูปโดม 

แล ้วไหลเข ้าร ูเป ิด acceleration jet ซ ึ่ง เป ็นช ่องเป ิดขนาดเล ็กท ี่จะทำให ้อากาศไหลผ ่าน เข ้าร ูเป ิด  

ด ้ว ย ค วาม เร ็วท ีพ อ เห ม าะท ำให ้ฝ ่น ฃ น าด ให ญ ่ก ว ่า  10 ไมครอน ท ี่ม าก ับ อ าก าศ พ ุ่ง เข ้าซ น แ ล ะ  

เกาะต ิดท ีแผ ่นด ักฝ ่น  collection shim เพื่อปองกันไม,ให ้ฝ ่น ละอองท ี่ตกลงมาแล ้วลอยพ ุ่งฃ ึน มาอ ีก  

จากน ันฝ ่นละอองท ี่เหล ือซ ึ่งม ีขนาดต ํ่ากว ่า 10 ไมครอน จะไหลผ ่าน เข ้าร ูเป ิด  vent tube ไหลเข้าไป 

เกาะต ิดท ีกระดาษ กรองท ีทราบน ำห น ักแน ่น อน แล ้ว  โด ยก ระด าษ ท ี่ใช ้เก ็บ ต ัวอย ่าง เป ็น ก ระด าษ
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กรองใยห ิน (Quartz fiber filter) ขนาด 8x10 นิ้ว ทำการเก ็บต ัวอย ่างต ่อ เน ื่อ งเป ็น เวลา 24 ชั่วโมง 

ช ั่งน ํ้าหน ักกระดาษ กรองภายหล ังจากผ ่านการด ูดอากาศด ังกล ่าว  ผลต ่างระหว ่างน ํ้าหน ักก ่อนและ 

หล ังการเก ็บต ัวอย ่างจะเป ็นน ํ้าหน ักของฝ ่นละอองต ่อปร ิมาตรอากาศท ี่ถ ูกป ัมด ูด เข ้าไป  ด ังแสดงใน 

ภาพท ี่ 3.4

/ -  Acceleration Jet 
/ '  . Inlet cover

ภ าพ ท ี่ 3.4 เครื่องเก ็บต ัวอย่างอากาศ PM10 High Volume Air Sampler 

ท ี่ม า: กรมควบค ุมมลพ ิษ  (2546)

3.2 เค ร ื่อ งม ือ  อ ุป ก ร ณ ์ แ ล ะส าร เค ม ี

3.2.1 เค ร ื่อ งม ือ  อ ุป ก ร ณ ์

- Soxhlet extraction apparatus

- Spectrophotometer รุ่น Helios alpha (Thermo electron corporation, England)

- pH meter รุ่น C862 (Consort)

- Rotary vacuum evaporator รุ่น N-N Series (EYELA, Japan)

- Cooling bath รุ่น Cool Ace CA-1111 (EYELA, Japan)

- Hot plate stirrer รุ่น ARE (VELP SCIENTIFICA, Europe)

- Water bath รุ่น WNB 22 (MEMMERT, Germany)
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- Hot air oven ร่น UNB400 (MEMMERT, Germany)

- เครองชั่ง 4 ตำแหน่ง ร่น AB204-S (Mettler-Toledo)

- Incubator ร่น า 300C (Contherm)

- Incubator ร่น BE700 (MEMMERT, Germany)

- Autoclave รุ่น ธร-325 (Tomy, Japan)

- ต ู้ด ูดความซ ืน  รุ่น A.D. (F.G.E., Thailand)

- เคร ืองด ูดคว ัน (Laboratory fume hood) (Safety lab, Thailand)

- Larminar flow cabinets (Safety lab, Thailand)

- กล ้องจ ุลทรรศน ์ Microscope รุ่น E200 (Nikon, Japan)

- Vortex mixer รุ่น VSM-3 (Shelton sciencetific)

- High Performance Liquid Chromatography รุ่น Prostar (Varian, Inc., USA)

- คอลมน์สำหรับวิเคราะห์ Alltima Reversed-Phase C18 (Alltech Associates, Australia)

3.2.2 ส าร เค ม ึ

- Dichloromethane (Mallinckrodt Chemicals)

- Dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich)

- L-Histidine (Fluka)

- D-Biotin (Fluka)

- 2-aminoanthracene (2AA) (Fluka)

- Sodium azide (Carlo Erba)

- Sodium dihydrogen orthophosphate (Ajax Finechem)

- di-Sodium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem)

- pH buffer

- Sodium chloride (Carlo Erba)



45

- Sodium hydroxide (Mallinckrodt Chemicals)

- Magnesium sulphate, hydrated (Ajax Finechem)

- Citric acid (Ajax Finechem)

- di-Potassium hydrogen orthophosphate (Ajax Finechem)

- Ammonium dihydrogen orthophosphate (Ajax Finechem)

- D-Glucose, anhydrous (Ajax Finechem)

- Acetonitrile (Honeywell Burdick & Jackson)

- Acetone (Merck)

3.2.3 อ า ห า ร เล ี่ย ง เล ี่อ จ ุล ิน ท ร ึย ์

- Nutrient agar (Himedia)

- Nutrient broth (Himedia)

- Salmonella-Shigella agar (Difco)

- Agar Powder (Biomark)

3.2.4 จ ุล ิน ท ร ีย ์

จ ุล ินท ่รย ์ท ี่ใช ้ในการว ิจ ัย คือ แบคทีเรีย S a lm o n e lla  ty p h lm u r iu m  4 สายพ ันธ ุ

ได้แก่

1) สายพ ันธ ุ TA98

2) ลายพ ันธ ุ TA100

3) ลายพ ันธ ุ DMST2069

4) ลายพ ันธ ุ ATCC13311
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3.2.5 ส ารละลายม าต รฐาน

1) ล ารละลายม าตรฐาน ของลารโพ ล ีไซ คล ิก อะโรม าต ิก ไฮ โด รค าร ์บ อน  16 ชนิด 

(Restek Corporation) ประกอบด ้วย

Naphthalene

Acenaphthylene

Acenaphthene

Fluorene

Phenanthrene

Anthracene

Fluoranthene

Pyrene

Benzo(a)anthracene

Chrysene

Benzo(b)fluoranthene

Benzo(k)fluoranthene

Benzo(a)pyrene

lndeno(1,2,3-cd)pyrene

Dibenzo(a,h)anthracene

Benzo(g,h,i)perylene

2) ล า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ISTD ของสารโพ ล ีไชคล ิกอะโรม าต ิกไฮโดรค าร ์บ อน  

(Cambridge Isotope Laboratories, Inc) ประกอบด ้วย

Fluorene-D10

Perylene-D12
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3.3 ก าร ด ำ เน ิน ก ารว ิจ ัย

3.3.1 ก ารส จ ัด ส ารโพ ล ีไช ค ล ีก อ ะโรม าต ิก ไฮ โด รค าร ์บ อ น จาก ต ัว -อย ่างฝ ่น  PM10

น ำ ต ัว อ ย ่า ง แ ผ ่น ก ร อ ง อ า ก า ศ ม า ท ำ  ก า ร ล ก ัด ล า ร โ พ ล ีไ ซ ค ล ิก อ ะ โ ร ม า ต ิก  

ไฮโดรคาร์บอนด ้วยช ุดสก ัด Soxhlet extraction apparatus ด ังแลดงในภาพท ี 3.5 โดยม ีช ั่นตอน 

ด ังน ี้

1) ทำการล ้างช ุดสก ัด  Soxhlet ด ้วยน ี้ายาล ้างเคร ื่อ งแก ้วและน ำประปา หล ังจากน ั้น  

กล ํ่วด ้วยนำกล ั่น  3 ครั้ง

2) กล ั่ว เคร ื่องแก ้วด ้วย  Acetone จากน ั้น น ำเคร ื่อ งแก ้ว เข ้าต ู้อบ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 70°c

ทิงไว้ 1 คืน

3) กลํ่ว Dichloromethane ลงในเครื่องแก้วน ั้งหมด 3 ครั้ง

4) ทำการต ัดต ัวอย ่างแผ ่นกรองอากาศเป ็นช ินเล ็กๆ ใส ่ลงใน Extraction thimble

5) Spike Internal standard ลงบนแผ ่นกรองอากาศ ต ัวอย ่างละ 50 ไมโครลิตร

6) ทำการต ิดต ัง Soxhlet และ Condenser ลงบน Hot plate stirrer

7) เท Dichloromethane ลงไปในขวดก้นกลม ปริมาตร 150 ม ิลล ิล ิต ร

8) เป ิดสว ิตซ ์ Hot plate stirrer และเครือง Cooling bath

9) ทำการลก ัดต ่อ เน ื่องเป ็น เวลา 6 ชั่วโมง เม ื่อครบตามกำหน ดเวลา ป ิด สว ิต ซ ์ Hot 

plate stirrer รอจนกว ่าเคร ื่องจะเย ็น

10) ใช ้ค ีมค ีบปากแบนค ีบต ัวอย ่างแผ ่นกรองอากาศออก แล้วนำ Dichloromethane 

ท ี่เหล ืออย ู่ในขวดไปทำการระเหยสารด ้วยเคร ื่อง Rotary vacuum evaporator

11) ทำการระเห ยลารไปจน กว ่าป ร ิม าตรของสารต ัวทำละลาย  Dichloromethane 

เหล ืออย ู่ประมาณ  5 ม ิลล ิล ิต ร

12) ใช ้ป ีเปตด ูดสารใส'ลงในขวด vial โดยแบ ่งออกเป ็น  2 ขวดขวดละ 2.5 ม ิลล ิล ิต ร  

ป ิด ฝ าข วด  แ ล ้วน ำไป เก ็บ ใน ต ู้เย ็น ท ี่ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ งศ า เซ ล เช ีย ล  เพ ื่อน ำไป ว ิเค ราะห ์ส ารโพ ล ี 

ไซคล ิกอะโรมาต ิกไฮโดรคาร ์บอนในลารสก ัดต ัวอย ่างและทดสอบเอมส ์
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î/
ภ าพ ท ี่ 3.5 ขนตอนการสกัดสารโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนจากตัวอย่างแผ่นกรองอากาศ
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3.3.2 ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ก ่อ ก า ร ก ล า ย พ น ร ุข อ ง ส า ร โ พ ล ีไ ซ ค ล ีก  

อ ะโร ม าต ิก ไ ฮ โด ร ค าร ์บ อ น จ าก ส าร ส ก ัด ต ิว อ ย ่า งฝ ่น ล ะอ อ ง  PM10  โด ย ว ิธ ึ Ames test

3.3.2.า การตรวจลอบค ุณ ลมใ]ต ิของเซ ือ S a lm o n e lla  ty p h im u r lu m

า ) การตรวจสอบเซ ือฒ ืองต ้น

ท ำ ก า ร ท ด ล อ บ เซ ึ๋อ ข ั้น ต ้น โ ด ย ว ิธ ีก า ร ข ีด เร ือ บ น อ า ห า ร เล ี้ย ง เร ือ  

(streak plate) น ำเข ็ม เข ี่ย เช ือปลายกลม  (loop) ท ี่ป ลอด เช ือจ ุ่ม ลงใน  overnight culture ของ 

แบคทีเร ีย แล ้วน ำมาข ีด เร ือลงบน จาน อาหารเล ียงเช ือ  Salmonella-Shigella agar จากน ั้นนำจาน  

อ า ห า ร เล ีย ง เซ ือ ท ี่ท ำ ก า ร ล ง เร ือ ไ ป บ ่ม ใ น ต ู้บ ่ม เร ือ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส เป ็น เว ล า  

24-48 ขั้วโมง

2) การตรวจสอบ histidine requirement

ทำการทดสอบโดยว ิธ ีการเข ี่ย เร ือท ี่เป ็น  single colony แล ้วนำมาข ีดบน 

อาหารเล ียงเร ือ Histidine+ plate และ Minimal glucose agar plate จากน ั้นนำจานอาหารเล ียงเร ือท ี่ 

ทำการลงเร ือไปบ ่มในต ู้บ ่ม เร ือท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 24-48 ขั้ว,โมงเปรยบเท ียบการ 

เจรณเติบโตของเรือระหว่างใน Histidine-*- plate และ Minimal glucose agar plate

3) การตรวจสอบ rfa mutation

ทำการทดสอบโดยการเต ิม เร ือ  overnight culture ของแบคท ีเร ีย 0.1 

ม ิลล ิล ิตร  ลงในหลอดท ีปราศจากเร ือ  และเต ิมสารละลาย Top agar 2 ม ิลล ิล ิต ร  จากน ั่น เทลงบน 

Minimal glucose agar plate หม ุนให ้สารละลายกระจายสม ํ่าเสมอ ท ิงไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง 30 นาที ใช้ 

ค ีมค ีบกระดาษกรองท ี่ต ัดขนาดเล ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 6-8 ม ิลล ิเมตร วางลงบนอาหาร Minimal glucose 

agar plate ทำการหยดสารละลาย crystal violet 10 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง จากน ั้นนำจาน 

อาหารเล ียงเร ือไปบ ่มในต ู้บ ่ม เร ือท ี่อ ุณ หภ ูม ิ37องศาเซลเซียส เป ็น เวลา24-48 ขั้วโมง

4) การตรวจลอบ R-factor

ทำการทดสอบโดยการเต ิม เร ือ  overnight culture ของแบคท ีเร ีย 0.1 

ม ิลล ิล ิต ร  ลงในหลอดท ี่ปราศจากเร ือ  และเต ิมสารละลาย Top agar 2 ม ิลล ิล ิต ร  จากน ั้น เทลงบน 

Minimal glucose agar plate หม ุนให ้สารละลายกระจายลม ํ่า เสมอ ท ิงไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง 30 นาที ใช้ 

ค ีมค ีบกระดาษกรองท ี่ต ัดขนาดเส ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 6-8 ม ิลล ิเมตร วางลงบนอาหาร Minimal glucose 

agar plate ทำการหยดสารละลาย ampicillin 10 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง จากน ั้นนำจาน 

อาหารเล ียงเร ือไปบ ่มในต ู้บ ่มเร ือท ี่อ ุณหภ ูม ิ 37 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 24-48 ขั้วโมง
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3.3.2.2 การทดลอบความลามารเาในการก ่อการกลายพ ันธ ุ

น ำ ส า ร ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ส ก ัด ต ัว อ ย ่า ง แ ผ ่น ก ร อ ง อ า ก า ศ ม า ท ำ ใ ห ้แ ห ้ง ล น ิท  

จากน ั้นทำการช ั่งน ั้าหน ักสารสก ัดแห ้ง แ ล ้วน ำมาละลายกล ับ ด ้วย  DMSO ทำการเก ็บลารละลายไว ้ 

ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส ก ่อนนำไปทำการทดลอบความลามารถในการก ่อการกลายพ ันธ ุ

การทดสอบความสามารถในการก ่อการกลายพ ันธ ุโดยว ิธ ี Ames test เป็น 

ว ิธ ีท ี่ใซ ้ล ัดกรองหาถ ูทธก ่อการกลายพ ันธ ุของสารเคม ี โดยใๆ!แบคทีเรีย S a lm o n e lla  ty p h im u r iu m  

สายพ ันธ ุ TA98, TA100, DMST2069 และ ATCC13311 เป ็นต ัวทดลอบ

น ำส ารท ี่ได ้จ าก ก ารสก ัด ต ัวอ ย ่างแ ผ ่น ก รอ งอาก าศ 50 ไมโครล ิตรใส ่ใน  

หลอดทดลอง ใส ่ 0.2 M sodium phosphate buffer ปรมาตร 0.5 ม ิล ล ิล ิต ร  เต ิมเช ือ overnight 

culture ของแบคท ีเร ีย 0.1 ม ิลล ิล ิต ร  และเต ิม สารละลาย  Top agar 2 ม ิลล ิล ิต ร  จากน ั้น เทลงบน 

Minimal glucose agar plate ห ม ุน ให ้สารละลายกระจายลม ํ่า เสม อ  ท ิงไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง 30 นาที 

จากน ั้น น ำจาน อาห ารเล ียงเช ือไป บ ่ม ใน ต ู้บ ่ม เช ือท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 อ งศ าเซ ล เซ ียส  เป ็น เวลา 24-48 

ชั่วโมง แล ้วนำมาน ับจำนวนโคโลน ี

ก ารท ดสอบ ควบ ค ุม บ วก  (positive control) ใช ้ล ารก ่อก ารก ลายพ ัน ธ ุ 

มาตรฐาน  Sodium azide ท ี่ความเข ้มข ้น  0.1 ไมโครกร ัมต ่อจานอาหารเล ียงเช ือ  และใช้ DMSO 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เป ็นสารควบค ุมผลลบ (negative control)

ก า ร ต ั ด ส ิ น ถ ู ท ธ ิ ก ่ อ ก า ร ก ล า ย พ ั น ธ ุ ข อ ง ส า ร โ พ ล ี ไ ซ ค ล ิ ก อ ะ โ ร ม า ต ิ ก  

ไฮโดรคาร ์บอนจากสารสก ัดต ัวอย ่างแผ ่นกรองอากาศ ต ัดส ินจากการท ี่จำนวน  revertant colonies 

ท ี่เก ิด จากการเหน ี่ยวน ำของลารลก ัดมากกว ่าสารควบค ุมลบ  (DMSO) 2 เท ่าข ึนไป สารสก ัดแต ่ละ 

ต ัวอย ่างจะถ ูกท ดสอบ ฤท ธ ิก ารกลายพ ัน ธ ุก ับ แบ คท ีเร ีย 'น ั้ง  4 ลายพ ัน ธ ุ ต ัว อ ย ่า งละ  6 ซำ ผลการ 

ท ด ลอบ จะเป ็น ค ่า เฉ ล ี่ย จาก จาน เล ีย ง เช ือ  6 จาน  น ำผลไป คำน วณ ห าค ่าด ัช น ีก ารกลายพ ัน ธ ุ (Ml) 

ของสารแต ่ละต ัวอย ่าง (Santos และคณะ, 2008)

ด ัชน ีการก ่อการกลายพ ันธ ุ (Ml) = จำนวนโคโลน ีกลายพ ันธ ุของแบคท ีเร ียต ่อจานเล ียงเช ือ

จำนวนโคโลน ีกลายพ ันธ ุต ่อจานเล ียงเช ือท ี่เก ิดตามธรรมชาต ิ
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3.3.3 การวเิคราะหส์ารโพลไีซRลกิœîรมาตกิไฮโดรคาร์บm rจากสารสfVดตวัอยา่งฝน่ละออง PTV/L

นำสารที่ได ้จากการสก ัดต ัวอย่างแผ ่นกรองอากาศมาวิเคราะห ์สารโพลีไชคลิกอะโรมาต ิก 

ไฮโดรคาร์บอนโดยไข้เทคนิคโครมาโตรกราทีเชนิดของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) ต ังแสดงในภาพท ี่ 3.6 ทำการว ิเคราะห ์สารโพ ล ีไซคล ิกอะโรมาต ิก  

ไฮโดรคาร์บอน16 ชนิดได้แก่ Naphthalene, Acenaphthylene, Acenaphthene, คบorene, Phenanthrene, 

Anthracene, Fluoranthene, Pyrene, Benzo(a)anthracene, Chrysene, Benzo(b)fluoranthene, 

Benzo(k)fluoranthene, Benzo(a)pyrene, lndeno(1,2,3-cd)pyrene, Dibenzo(a,h)anthracene และ 

Benzo(g,h,i)perylene และ Internal standard 2 ชนิด ได้แก่ Fluorene-D10 และ Perylene-D12 โดยมี 

สภาวะการทำงานชองเครื่องด ังตารางท ี่3 .2และโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน PAHs 16 ชนิด 

รวมถึงสาร Internal Standard 2 ชนิด ดังแสดงในภาพที่ 3.7 การคำนวณความเข ้มข้นสาร PAHs ทำการ 

คำนวณโดยเทียบกับสารมาตรฐาน 16ชนิด

ภ าพ ท ี่ 3.6 เคร ื่องโครมาโตรกราท ีเซน ิดของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

ตารางที่ 3.2 สภาวะการทำงานของเคร ื่อง HPLC ในการว ิเคราะห ์สาร PAHs

Column type Reversed-Phase C18

(length 250 mm, diameter 4.6 mm, 5 pm)

Mobile phase Acetonitrile : Water (40:60 v/v)

Detector Fluorescence detector (Ex 260nm / Em 460 nm)

Flow rate 1.0 ml/min

Temperature 25 °c
Injection volume 5 pL



52

Volts

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00 I -

10

14

12

15

3 4
6

5 1

CO

|5 13
16
CT>r-

17

<r rî O O ชุ ร ่ « E aî
ะ : 2 5

\ ^
riri

H r>
ri rr O ç  ๆ -M . .1 ทา1' _ J ci r>

10 20 '30

18

N๐
•P

Minutes

1. Naphthalene

2. Acenaphthylene

3. Acenaphthene

4. Fluorene

5. Phenanthrene

6. Anthracene

7. Fluoranthene

8. Fluorene-D,0

9. Pyrene

10. Benzo(a)anthracene

11. Chrysene

12. Benzo(b)fluoranthene

13. Benzo(k)fluoranthene

14. Perylene-D,2

15. Benzo(a)pyrene

16. lndeno(1,2,3-cd)pyrene

17. Dibenzo(a,h)anthracene

18. Benzo(g,h,i)perylene

ภ าพ ท ี่ 3.7 โครมาโตแกรมฃองสารละลายมาตรฐาน PAFIs 16 ชนิด และลาร Internal Standard 2 ชนิด
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ตารางที่ 3.3 Retention time ของสารละลายมาตรฐาน PAHs 16 ชนิด และ Internal standard PAHs 2 ชนิด

Compound Retention time (min)

Naphthalene
I

7.903

Acenaphthylene 11.355

Acenaphthene 13.104

Fluorene 14.763

Phenanthrene 16.526

Anthracene 18.240

Fluoranthene 18.490

Pyrene 20.101

Benz(a)anthracene 21.041

Chrysene 21.739

Benzo(b)fluoranthene 22.860

Benzo(k)fluoranthene 23.813

Benzo(a)pyrene 25.582

lndeno(1,2,3cd)pyrene 28.549

Dibenz(a,h)anthracene 31.131

Benzo(g,h,i)perylene 36.076

Fluorene-D10 19.575

Perylene-D12 24.699
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3.3.4 ก ารค ำน วณ ค วาม เข ้ม ข ้น ส ารโพ ล ีไซ ค ล ีก อ ะโรม าต ิก ไฮ โด รค าร ์บ อ น

c  =  A Sample x  C s.andard X Vol. X 2 X 1

^Standard V

เมื่อ C : ความเข ้มข ้นของ PAHs ในต ัวอย ่าง (ng/m3)

A Sample : ฟ ืนท ี่ใต ้กราฟของต ัวอย ่าง 

A standard : ฟืนที่'ใต้กราฟของ STD-PAHs 

c standard : ความเข ้มข ้นของ STD-PAHs (ng/ml)

Vol. : ปร ิมาตรส ุดท ้ายก ่อนฉ ีดต ัวอย ่าง (ml)

V : ปร ิมาตรอากาศท ี่ทำการเก ็บ  (กา3)

3.3.5 ก าร ว ิเค ร าะห ์ข ้อ ม ูล

3.3.4.1 ว ิเคราะห ์'ปร ิมาณ 1ของฝ่น PM10 ใน แต ่ละสถาน ี และเปรยบ เท ียบค ่า เฉ ล ี่ย  

ความ เข ้มข ้น ฝ ่น  PM10 ข อ งส ถ าน ีต รวจว ัด ค ุณ ภ าพ อ าก าศ รม ถ น น แ ละส ถ าน ีต รวจว ัด ค ุณ ภ าพ  

อากาศเขตช ุมชน โดยใช ้สถ ิต ิ Independent samples T-test จากโปรแกรม SPSS 16.0

3.3.4.2ว ิเคราะห ์ปร ิมาณสารโพล ีไซคล ิกอะโรมาต ิกไฮโดรคาร ์บอนท ํ่งหมดในแต ่ละ 

สถาน ี และเปร ียบ เท ียบค ่าเฉล ี่ยความ เข ้มข ้นสารโพ ล ีใซคล ิกอะโรมาต ิกไฮโดรคาร ์บอนของสถาน ี 

ต ร ว จ ว ัด ค ุณ ภ า พ อ า ก า ศ ร ม ถ น น แ ล ะ ส ถ า น ีต ร ว จ ว ัด ค ุณ ภ า พ อ า ก า ศ เข ต ช ุม ช น  โด ยใช ้ส ถ ิต ิ 

Independent samples T-test จากโปรแกรม SPSS 16.0

3.3.4.3 การทดสอบการก ่อการกลายพ ันธ ุเดยว ิธ ี Ames test ทำการว ิเคราะห ์ข ้อม ูล  

โดยการเปร ียบเท ียบค ่าต ัซน ีการก ่อการกลายพ ันธ ุ (Ml)

ร.3.4.4 ว ิเคราะห ์ส ารโพ ล ีไซ คล ิกอะโรม าต ิกไฮโดรคาร ์บ อน ท ี่จ ัด เป ็น สารก ่อก าร  

กลายพันธุ โดยหาค ่าล ัมประล ิทธ ิ้สหส ัมพ ันธ ์ก ับด ัชน ีการก ่อการกลายพันธุ (Ml) ท ี่ได ้จากการทดสอบ 

Ames test

3.3.4.5 ว ิเค ราะห ์ผ ลข อ งก าร เป ล ี่ยน แ ป ลง 'ป ร ิม าณ ก ารใช ้น าม ัน เซ ือ เพ ล ิงใน ช ่ว ง  

ป ี พ.ศ.2549-2552 ต ่อป ร ิม าณ ฝ ่น ละอ อ ง  ปร ิมาณ สารโพล ีไซคล ิกอะโรมาต ิกไฮโดรคาร ์บอน และ 

ความลามารถในการก ่อให ้เถ ิดการกลายพ ันธุของสารโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน
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