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Eighteen transposon mutants of Rhizobium sp. CU-A1 defective in 
acenaphthylene degradation could be classified into 6 groups by the growth and 
intermediate accumulation patterns when grown in the presence of acenaphthylene as a 
sole carbon source. The mutant strains A53, B1 and B5 belonging to groups 5, 2 and 3, 
respectively, were selected for further purification of the accumulated intermediates as 
they showed different types of intermediates from those found in the wild type and also in 
high concentration. These intermediates were isolated and purified by preparative thin-
layer chromatography and silica gel column chromatography, then identified by mass 
spectrometry and nuclear magnetic resonance to be 2,5-dihydroxybenzoic acid (gentisic 
acid) from strain A53, acenaphthenequinone from strain B1 and naphthalene-1,8-
dicarboxylic acid from strain B5. Therefore, the pathway of acenaphthylene degradation 
in Rhizobium sp. CU-A1 is tentatively proposed as follow: acenaphthylene is metabolized 
to acenaphthenequinone, naphthalene-1,8-dicarboxylic acid and 2,5-dihydroxybenzoic 
acid, respectively.
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1

บทที่ 1

บทนํา

ภาวะสิ่งแวดลอมเปนพิษจากการแพรกระจายของสารพิษปนเปอนลงสูส่ิงแวดลอมใน
ปจจุบันเกิดจากการขยายตัวของการผลิตในภาคอุตสาหกรรมเพื่อตอบสนองตอความตองการของ
ประชากร โดยสารเคมีบางชนิดที่นํามาใชในกระบวนการผลิตจัดเปนสารมีพิษที่มีอันตรายสูง ซึ่ง
สามารถที่จะแพรกระจายปนเปอนลงสูสิ่งแวดลอมไดจากการขาดความรูและการควบคุมดูแลเอา
ใจใสอยางเครงครัดในการเก็บรักษา การนําไปใชในกระบวนการผลิต และการกําจัดกากของเสยี 
ทําใหสารพิษนั้นกระจายสูส่ิงแวดลอม

จากการศึกษาปริมาณของเสียอันตรายที่มีผลตอสุขภาพและสิ่งแวดลอมที่เกิดขึ้นจากอุต
สาหกรรมและทุกกิจกรรมทั่วทั้งประเทศ ในป พ.ศ. 2535 พบวามีของเสียอันตรายเกิดขึ้นประมาณ 
1 ลานตัน และคาดวาในป พ.ศ. 2544 จะมีของเสียอันตรายเกิดขึ้นประมาณ 2,813,980 ตันโดย
เปนของเสียอันตรายประเภทน้ํามัน (oil) ประมาณ 589,508 ตัน (สํานักเทคโนโลยีสิ่งแวดลอมโรง
งาน, 2542) และเปนของเสียอันตรายที่เกิดจากอุตสาหกรรมปโตรเลียม 11,813 ตัน (บุญยงค โลห
วงศวัฒน, 2540) โดยของเสียอันตรายประเภทน้ํามันและปโตรเลียมจะประกอบดวยสารอินทรีย
หลายชนิด และที่มีความสําคัญคือ สารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic 
aromatic hydrocarbon, PAHs) ซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของคารบอนและ
ไฮโดรเจนรวมกันเปนวงอะโรมาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular)
หรือเปนกลุม (cluster) ตั้งแต 2 วงขึ้นไป

สาร PAHs จดัเปนสารที่กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตเนื่องจากความเปนพิษของ
ตัวมัน เปนสารซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนสารที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 
(mutagen) และเปนสารที่กอใหเกิดลักษณะทารกในครรภมีรูปรางวิปริต (teratogen) (World 
Health Organization, 1983 อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) โดยสารเหลานี้มีแหลงกําเนิด
มาจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม น้ํามัน ถานหิน กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของ
เชื้อเพลิงฟอสซิล  (Volkering และคณะ, 1992) และสามารถปนเปอนสูส่ิงแวดลอมได นอกจากนี้
สาร PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติจากการรั่วซึมของน้ํามันตามธรรมชาติ ไฟไหม
ปา และภูเขาไฟระเบิด (Cerniglia, 1992)

การบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารพิษเหลานี้ แนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพ
เปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ (bioremediation)
โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมายอยสลายสารพิษใหมีความเปนพิษลดลง
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หรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1989) ซึ่งเปนวิธีที่ไดเปรียบกวาการบําบัดทางเคมี การฝงกลบ 
และการเผาที่อุณหภูมิสูงมาก เนื่องจากปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee และ Cutright, 
1996)  และไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิมเนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปน
แหลงพลังงานและคารบอน โดยสามารถยอยสลายสาร PAHs บางชนิดไดอยางสมบูรณ 
(mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jones, 1993) หรือ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวนของสาร PAHs ทําใหความเปนพิษลดลงหรือหมดไป

การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs ในจุลินทรียไดมีการนําเทคนิคทางดานพันธุ
วิศวกรรมมาชวยในการศึกษาอยางกวางขวาง วิธีหนึ่งที่เปนที่นิยมคือการกอการกลายพันธุโดย 
ทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งทรานสโปซอนจะเขาสูเซลลผูรับและแทรกสอดในยีนแบบสุม มีผลทําใหยีน
ที่ถูกทรานสโปซอนเขาแทรกสอดสูญเสียหนาที่ไป ทําใหเกิดสายพันธุกลายที่มีลักษณะตางๆกัน 
(Harwood, 1993) ตัวอยางของการศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยการกอการกลาย
พันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 เชน การศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดยการกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 ซึ่งทําใหไดสายพันธุกลายที่มีการสะสมของสารมัธยันต
ตางๆกันไป (Yen และ Gunsalus, 1982)

Rhizobium sp. CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ซึ่งคัดแยกไดจากแหลงดินใน
กรุงเทพมหานครที่มีการปนเปอนของน้ํามันเครื่อง มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene) ซึ่งจัดเปนสารประกอบชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน
ที่พบปนเปอนอยูในอากาศของกรุงเทพมหานครในปริมาณสูง นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการ
ยอยสลายแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ รวมทั้งมีความสามารถใน
การยอยสลาย ฟแนนทรีน (phenanthrene) ฟลูออรีน (fluorene) และอะซีแนพธีน 
(acenaphthene) รวมกับอะซีแนพธิลีน

สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 พบวามี
ความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการ
เจริญเมื่อเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุเดิม (ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) 
โดยแตละสายพันธุกลายจะสะสมสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแตกตางกัน
ไป   ในปจจุบันไมมรีายงานที่อางถึงการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดย Rhizobium โดย
เฉพาะอยางยิ่งการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ประกอบกับการยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนโดยจุลินท
รียชนิดอื่นทั้งในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ ก็ยังมีการศึกษารายละเอียดกันนอยมาก ดังนั้นจึงมี
ความนาสนใจที่จะทําการพิสูจนเอกลักษของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดย Rhizobium สายพันธุกลาย เพื่อใชทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium
sp. CU-A1
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วัตถุประสงคของงานวิจัย

เพื่อพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อสาย
พันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรายสโปซอน Tn5

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

สามารถพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตชนิดตางๆ ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพ
ธิลีน เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ Rhizobium sp. 
CU-A1 ซึ่งสามารถนําไปใชเปนขอมูลในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียใหเหมาะสม
เพื่อที่จะใชในกระบวนการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในส่ิงแวดลอมตอไป รวมทั้งสามารถนําขอมูลที่
ไดไปใชในการศึกษาเปรียเทียบในวิถีการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นๆ



4

บทที่ 2

วารสารปริทัศน

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) 
เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางของวงอะโรมาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง 
(linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม (cluster) โดยมีวงอะโรมาติกเบนซีนตั้งแต 2 วงขึ้นไป
โดยสาร PAHs มีแหลงกําเนิดมาจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม เปนสวนประกอบในน้ํา
มันดิบ ถานหิน น้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) ครีโอโสท (creosote) ผลิตภัณฑจากน้ํามัน
ปโตรเลียม และเกิดจากกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล  (Volkering และ
คณะ, 1992) และสามารถปนเปอนสูส่ิงแวดลอมทั้งอากาศ แหลงน้ําใตดินและแหลงน้ําบนดินใน
ปริมาณสูง (Fernandez และคณะ, 1992) นอกจากนี้สาร PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตาม
ธรรมชาติจากการรั่วซึมของแหลงน้ํามันตามธรรมชาติ ไฟไหมปา และภูเขาไฟระเบิด (Cerniglia, 
1992)

สาร PAHs จัดเปนสารที่กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตเนื่องจากความเปนพิษของ
ตัวมัน เปนสารซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนสารที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 
(mutagen) และเปนสารที่กอใหเกิดลักษณะทารกในครรภมีรูปรางวิปริต (teratogen) (World 
Health Organization, 1983 อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) หนวยงานคุมครองสิ่ง
แวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) กําหนดใหสาร 
PAHs 16 ชนิดไดแก แนพธาลีน (naphthalene), อะซีแนพธีน (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene), ฟลูออรีน (fluorene), ฟแนนทรีน (phenanthrene), แอนทราซีน 
(anthracene), ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), เบนซ[เอ]แอนทราซีน (benz[a]anthracene), ไคร
ซีน (chrysene), ไพรีน (pyrene), เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthene), เบนโซ[เค]
ฟลูออแรนธีน (benzo[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอ
นทราซีน (dibenz[ah]anthracene), เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[ghi]perylene) และอินดิ
โน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน (indeno[1,2,3cd]pyrene เปนสารพิษที่ใหความสําคัญในอันดับตนๆ ในอันที่
จะปองกันการปนเปอนของสารพิษดังกลาวสูสิ่งแวดลอม (World Health Organization, 1983 
อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993)

ในสวนของประเทศไทยมีการกําหนดพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 โดย
กําหนดใหสาร PAHs มีสมบัติจัดอยูในประเภทวัตถุอันตรายประเภทที่ 7 คือ วัตถุที่กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย, 2535)
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อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene)

อะซีแนพธิลีน จัดเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน ที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วงและวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อม
ตอกันเปนกลุม ดังแสดงในรูปที่ 2.1

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธิลีน

อะซีแนพธิลีนพบเปนสวนประกอบของน้ํามันดิบ, น้ํามันดําจากถานหิน, ควันบุหร่ี 
(Neurath, 1972) ผลิตภัณฑปโตรเคมี, ผลิตภัณฑจากถานหิน และเกิดจากการเผาไหมที่ไม
สมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล (Alexander และคณะ, 1985; Radke, 1987) และพบในอุตสาห
กรรมผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม (Wilson และ Jones, 1993) ซึ่งสามารถกระจายสูสิ่งแวด
ลอมทั้งอากาศ พื้นดิน แหลงน้ําใตดิน และแหลงน้ําบนดิน (Mattox และ Humenick, 1980) จาก
การรั่วไหลของผลิตภัณฑดังกลาวจากการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรม รวมท้ังการขนสง 
การดูแลเก็บรักษา ตลอดจนการกําจัดกากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว นอกจากนี้อะซีแนพธิ
ลีนยังมีแหลงกําเนิดจากการกระทําของมนุษยโดยพบในเขมาสีดําจากการเผาไหมเชื้อเพลิงอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนรวมกับไพริดีน (pyridine) (Verschueren, 1996 ) เนื่องจากอะซีแนพธิลีนจัด
เปนสารที่มีผลกระทบตอส่ิงแวดลอม มีความเปนพิษอยางสูงทั้งตอมนุษย สัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
และสัตวน้ํา (Lederer, 1985) มีสมบัติเปนสารกอมะเร็งและกอการกลายพันธุ (Lavoie และ Rice, 
1988) ทําใหมีความสนใจที่จะบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ชนิดอื่น

การบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ 
สามารถกระทําไดหลายวิธี เชน การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพ อาทิการกรอง การทําใหแหง การ
สกัดดวยตัวทําละลาย การใชผงถานกัมมันตในการดูดซับ (Manahan, 1993) การบําบัดดวยวิธี
ทางเคมี (Cockson, 1995) การเผาที่อุณหภูมิสูงมาก (incineration) การฝงกลบ (landfill) และ
แนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพเปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ กระบวนการยอยสลาย
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ทางชีวภาพ (bioremediation) โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมายอยสลาย
สารพิษใหมีความเปนพิษลดลงหรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1989) ซึ่งเปนวิธีที่ไดเปรียบกวา
การบําบัดดวยวิธีอ่ืน เนื่องจากมีความปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee และ Cutright, 
1996)  และไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิมเนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปน
แหลงพลังงานและคารบอน โดยสามารถยอยสลายสาร PAHs บางชนิดไดอยางสมบูรณ 
(mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jones, 1993) หรือ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวนของสาร PAHs ทําใหความเปนพิษลดลงหรือหมดไป กระบวนการ
บําบัดโดยวิธีการยอยสลายทางชีวภาพอาจทําไดโดยการกระตุนใหจุลินทรียในแหลงที่มีการปน
เปอนของสารพิษนั้นใหมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ได (biostimulation) หรือทํา
การเติมจุลินทรียจากภายนอกที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ลงไปในแหลงที่มีการ
ปนเปอนของสาร PAHs (bioaugmentation) ซึ่งมีความจําเปนที่จะตองศึกษาคุณสมบัตติางๆ ของ
จุลินทรียนั้น เพื่อเปนขอมูลในการศึกษาติดตาม เพื่อใหการบําบัดสาร PAHs นั้นเปนไปอยางมีประ
สิทธิภาพ

วิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยกระบวนการทางชีวภาพและเอนไซมที่เกี่ยว
ของ

Kim และคณะ (1997) รายงานวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย Sphingomonas 
yanoikuyae B1 ซึ่งมีความคลายคลึงกับการยอยสลายแนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิกโดย
Pseudomonas putida G7 (Yen และ Gunsalus, 1982) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 แนพธาลีนจะถูก
เติมออกซิเจน 2 อะตอมกลายเปน แนพธาลีน ซิส-1,2-ไดไฮโดรไดออล (naphthalene cis-1,2-
dihydrodiol) จากการทํางานของเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส จากนั้นจะเปลี่ยนเปน 1,2-ได
ไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene) จากกิจกรรมของเอนไซมแนพธาลีนไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนส จากนั้นเอนไซมไดไฮดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนสจะออกซิไดซ1,2-ไดไฮด
รอกซีแนพธาลีนไปเปนกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-
carboxylic acid: HCCA) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน กรด ทรานส-0-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก 
(trans-0-hydroxybenzylidenepyruvic acid: tHBPA) จากกิจกรรมของเอนไซม HCCA ไอโซเมอ
เรส จากนั้นเปลี่ยนเปนซาลิไซรัลดีไฮด (salicylaldehyde) และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid )จาก
การทํางานของเอนไซมไฮดราเทส-อัลโดเลสและซาลิไซรัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ
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รูปที่ 2.2 วิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิก (Yen และ Gunsalus, 1982, Kim และ
คณะ, 1997)
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นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลาย PAHs ขนิดตางๆที่พบกรดซาลิไซลิกเปนสารมัธ
ยันตในวิถีการยอยสลายเชน  วิถีการยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรดซาลิไซลิกโดย  
Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ ,1995) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 และวิถีการยอย
สลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. สายพันธุ F101 (Merce และคณะ, 1997) ดังแสดงในรูปที่ 
2.4

รูปที่ 2.3 วิถีการยอยสลายแอนทราซีนโดย Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ
,1995)

รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. สายพันธุ F101 (Merce และคณะ, 
1997)
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จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนคาทีคอลโดยเอนไซมซาลิไซเลส 
ไฮดรอกซีเลส (salicylate hydroxylase) เพื่อแตกวงและเขาสูวัฏจักรเครบสตอไปดังแสดงในรูปที่ 
2.5

รูปที่ 2.5 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Yen และ Gunsalus, 1982) (nahG คือซาลิไซเลส ไฮด
รอกซีเลส, nahH คือคาทีคอล-2,3-ไดออกซีจีเนส, nahI คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ดี
ไฮโดรจีเนส, nahJ คือ 2-ไฮดรอกซีมวิโคเนท ดีไฮโดรจีเนส, nahK คือ 4-ออกซาโลโครโตเนท ดีคาร
บอกซิเลส, nahL คือ 2-ออกโซเพนท-4-อีโนเอท ไฮดราเทส, nahM คือ 4-ไฮดรอกซี-2-คีโตวาเลเรท 
อัลโดเรส, nahN คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ไฮโดรเลส, nahO คือ)

แตก็มีรายงานวาการยอยสลายเบนซีนโดยกระบวนการทางชีวภาพในสภาวะที่มีออกซิเจน 
(Baker และคณะ, 1994) เบนซีนไมไดถูกยอยสลายผานทางคาทีคอลแตเพียงวิถีเดียวอาจจะถูก
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ยอยสลายผานทางกรดโปรโตคาทีคูอิก ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Kiyohara และคณะ (1972) 
ที่พบการยอยสลายฟแนนทรีนผานกรดโปรโตคาทีคูอิก นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลายกรด
ซาลิไซลิกที่ไมผานทางคาทีคอลแตยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนกรดเจนทิสิก เชนการยอยสลาย
แนพธาลีนโดย Pseudomonas fluorescens  (Starovoitov, 1975), การยอยสลายกรดซาลิไซลิก
โดย Pseudomonas sp. TA-2 (Ohmoto และคณะ, 1991), Rhodococcus sp. สายพันธุ B4 ดัง
แสดงในรูปที่ 2.6 (Grund และคณะ, 1992) และ Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 (Fuenmayor 
และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 และกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดซเปนมาริลไพรูเวท 
(maleylpyruvate) โดยเอนไซมเจนทิเสท-1,2-ไดออกซีจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase) จาก
นั้นจะถูกเปลี่ยนเปน ไพรูเวทและฟูมาเรท (Ning และคณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 2.8

รูปที่ 2.6 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Rhodococcus sp. สายพันธุ B4 (Grund และคณะ, 
1992)

รูปที่ 2.7 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 (Fuenmayor และ
คณะ, 1998)
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รูปที่ 2.8 วิถีการยอยสลายกรดเจนทิสิกโดย Ralstonia สายพันธุ U2 (Ning และคณะ, 2001) 
(NagI คือเจนทิเสท-1,2-ไดออกซีจีเนส, NagL คือมาริลไพรูเวท ไอโซเมอเรส, NagK คือฟูมาริล
ไพรูเวท ไฮโดรเลส)

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยกระบวนการทางชีวภาพ

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีรายงานการศึกษามาเปนเวลานาน ทั้งในสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม แบคทีเรีย และราไวทรอท โดยสวนใหญพบเปนการยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสราง
โมเลกุลใหเปนสารมัธยันตชนิดตางๆ (transformation) มีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนได

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย
Dean-Raymond และ Bartha (1975) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากน้ําทะเลที่ปนเปอน

ดวยน้ํามัน พบวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดเมื่อทําการเลี้ยงโดยใชแนพธาลีนและอะซีแนพธิลีนเปน
แหลงคารบอน จะมีความสามารถในการโคออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตประเภทควิ
โนน (quinone) ที่ยังไมทราบโครงสรางทางเคมีที่แนนอน

Chapman (1979) รายงานวา Pseudomonas sp. ซึ่งมีความสามารถในการเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลีน สามารถออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล 
(cis-1,2-acenaphthenediol) และสารมัธยันตอ่ืนๆ ที่ยังไมมีการศึกษารายละเอียดของโครงสราง
ที่แนนอน

Shocken และ Gibson (1984) พบวาแบคทีเรีย Beijerinckia sp. สามารถโคออกซิไดซอะ
ซีแนพธิลีนไดเมื่อทําการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มีไบฟนิล (biphenyl) เปนแหลงคารบอน โดย
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Bei jer inckia  sp.  จะออกซิ ไดซอะซีแนพธิลีนไดผลิตภัณฑ เปนอะซีแนพธีนควิ โนน  
(acenaphthenequinone) และ1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene)
ซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นเมื่อเลี้ยงเซลลกับ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลเชนกัน ในขณะที่เชื้อสาย
พันธุกลาย Beijerinckia sp. B8/36 ที่มีความบกพรองของเอนไซมไดออลดีไฮโดรจีเนสจะออกซิ
ไดซอะซีแนพธิลีนและทําใหเกิดการสะสมของ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลซึ่งเกิดจากกิจกรรมของ
เอนไซมไดออกซีจีเนสเติมออกซิเจนใหแกวงไซโคลเพนทีน

Komatsu และคณะ (1993) รายงานวา Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 ที่คัดแยกได
จากแหลงดินที่มีการปนเปอนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม มีความสามารถในการใชอะซีแนพธิ
ลีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพียงแหลงเดียวในการเจริญ และพบกรด 1,8-แนพธาลีน
ไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene dicarboxylic acid) เปนสารมัธยันต

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia F297 ที่มีความสามารถใน
การเจริญในอาหารที่มีฟลูออรีนเปนแหลงพลังงานและคารบอนเพียงแหลงเดียว สามารถโคออกซิ
ไดซอะซีแนพธิลีนในอาหารที่มีฟลูออรีน เกิดเปนสารมัธยันตจําพวก1-อะซีแนพธีโนน (1-
acenaphthenone), อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน, 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด (1,8-naphthalic 
anhydride) และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ซึ่งคาดวาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนนี้เกิด
จากการทํางานของระบบเอนไซมไดออกซีจีเนสเชนเดียวกับในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนของ
Pseudomonas cepacia F297

Selifenov และคณะ (1996) รายงานวา Pseudomonas aeruginosa PAO1 ที่มีพลาส
มิด pRE695 ซึ่งมียีน nahA ที่เปนรหัสในการสังเคราะหเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส สามารถ
ออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตตางๆ คือ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล, 1,2-อะซีแนพโธค
วิโนน และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก

จากรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกเติม
ออกซิเจน 2 อะตอมลงบนวงไซโคลเพนทีนไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลจากกิจ
กรรมของเอนไซมไดออกซีจีเนส จากนั้นซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลจะถูกเอนไซมไดออลดีไฮโดรจี
เนสออกซิไดซไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน (1-
hydroxy-2-ketoacenaphthene) ซึ่งเปน tautomer  จากนั้นผลิตภัณฑทั้งสองจะถูกออกซิไดซหรือ
รีดิวสไปเปน อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนนโดยการทํางานของเอนไซมดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทส หลัง
จากนั้นอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน จะแตกตัวไดเองทําใหวงไซโคลเพนทีนแตกออกไดผลิตภัณฑสุด
ทายเปนกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ดังแสดงในรูปที่ 2.9
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รูปที่ 2.9 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 ที่มี 
พลาสมิด pRE695 ซึ่งมียีนที่เปนรหัสของเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส (Selifenov และคณะ, 
1996)
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท
ราไวทรอทมีความสามารถในการยอยสลายลิกนินที่มีโครงสรางเปนวงอะโรมาติกที่มี

ความซับซอนได ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดส ซึ่งไดแก ลิกนินเปอรออกซิ
เดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลคเคส โดยเอนไซมในกลุมนี้ไมมีความจําเพาะตอสารตั้งตน
จึงสามารถยอยสลายลิกนินและสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกที่มีลักษณะโครงสรางเปนวงอะโรมาติก
เหมือนกันได จึงมีการศึกษาความสามารถของราไวทรอทในการยอยสลายสาร PAHs หลายชนิด 
เชน ศึกษาความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดย Bjerkandera sp. สายพันธุ 
BOS55 ซึ่งจะใชเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดสทั้ง 3 ชนิดรวมกันในการยอยสลาย (Michiel และ
คณะ, 1998) ศึกษาความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดสที่เตรียมไดจาก Phanerochaete chrysosporium (Hammel และคณะ, 1986)

จากการศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท Trametes versicolor โดย
กิจกรรมของเอนไซมแลคเคสพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะซแีนพธีน-1-โอนและ
เปลี่ยนเปน 1-ไฮดรอกซี-2-อะซีแนพธีโนน หรืออะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปน ซิส-1,2-ไดไฮด
รอกซีอะซีแนพธีนและ tautomer ทรานส- 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธีนและเปลี่ยนเปน 1,8-แนพ
ธาลิกอัลดีไฮด (1,8-naphthalic aldehyde) จากนั้นผลิตภัณฑเหลานี้รวมทั้ง 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซี
แนพธิลีนซึ่งเปน tautomer จะถูกออกซิไดซเปนอะซีแนพธีนไดโอน และกรด 1,8-แนพธอลดีไฮดริก 
ซึ่งสกัดออกมาไดในรูปกรด 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด (Johannes และคณะ, 1998) ดังแสดงใน
รูปที่ 2.10 คลายกับรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย
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รูปที่ 2.10 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท Trametes versicolor (Johannes และ
คณะ, 1998)
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซ

เปนอะซีแนพธิลีนอีพอกไซดจากกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครม P450 จากนั้นเอนไซมอีพอกไซด
ไฮโดรเลสจะเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลเกิดเปน ซิส- และทรานส-1,2-อะซีแนพ
ธีนไดออล, อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลิก (Hopskins และคณะ, 1962) ซึ่งมีวิถีการยอย
สลายคลายคลึงกับในแบคทีเรีย

จากรายงานวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียตางๆ ราไวทรอท และในสัตว
เล้ียงลูกดวยนม พบวาในส่ิงมีชีวิตแตละกลุมจะอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่แตกตางกันไปในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีน แตผลิตภัณฑสวนใหญที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายมีความคลายคลึงกัน 
โดยสรุปชนิดของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนไวในตารางที่ 2.1

ตารางที่ 2.1 จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน

จุลินทรีย เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Nocardia corallina
Pseudomonas sp.
Beijerinckia sp.
Beijerinckia sp. สายพันธุ 8/36
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4
Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ
PAO1 ที่มีพลาสมิด pRE695

ราไวทรอท
Trametes versicolor

Jamison และคณะ, 1971
Chapman, 1979
Shocken และ Gibson, 1984
Shocken และ Gibson, 1984
Komatsu และคณะ, 1993
Grifoll และคณะ, 1995
Selifenov และคณะ, 1996

Johannes และคณะ, 1998



17

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1

Rhizobium sp. CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ที่คัดแยกไดจากแหลงดินที่มีการปน
เปอนของน้ํามันเครื่อง บริเวณโรงซอมยานยนตจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร เปน
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ 
นอกจากความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแลว Rhizobium sp. CU-A1 ยังสามารถ
ยอยสลายแนพธาลีน และกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนแแหลงคารบอนในการเจริญไดดวย รวมทั้ง
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิลีนได

เปนที่นาสนใจวา ในปจจุบันยังไมเคยมีรายงานวาแบคทีเรียในสกุล Rhizobium มีความ
สามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนรวมทั้งสาร PAHs ชนิดอื่นๆ ได รวมทั้งการศึกษาวิถีการ
ยอยสายอะซีแนพธิลีนโดยจุลินทรียชนิดตางๆ ก็ยังมีการศึกษานอยมากมีเพียงรายงานของ 
Komatsu และคณะ (1993) ที่พบกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 เชนเดียวกับรายงานของ 
Selifenov และคณะ (1996) ที่ไดเสนอวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas 
aeruginosa สายพันธุ PAO1 และพบสารมัธยันตสุดทายจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเชนเดียวกัน เปนที่นาสังเกตวาจากสารมัธยันตดังกลาวยังไมมีการ
นําคารบอนตําแหนงใดในโมเลกุลของอะซีแนพธิลีนไปใชในการเจริญเลย รวมทั้งยังไมมีรายงาน
การยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดยแบคทีเรียอีกดวย เนื่องจาก Rhizobium sp. 
CU-A1 สามารถใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดจึงนาสนใจที่จะทําการศึกษาวิถี
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. CU-A1 วามีวิถีการยอยสลายเหมือนหรือตางกัน
กับใน Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 และ Pseudomonas sp. สายพันธุ A4

การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยการกอการกลายพันธุโดยทรานสโป
ซอน Tn5

ทรานสโปซอน คือ ดีเอ็นเอชนิดหนึ่งซึ่งสามารถเคลื่อนที่จากตําแหนงหนึ่งไปแทรกสอดลง
บนดีเอ็นเออีกตําแหนงหนึ่งแบบไมจําเพาะ โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมทรานสโปเซส ซึ่งการกอ
การกลายพันธุโดยทรานสโปซอนอาศัยหลักการคือ เมื่อทรานสโปซอนเคลื่อนที่เขาแทรกสอดใน
ตําแหนงของยีนใดแบบสุม จะทําใหยีนนั้นสูญเสียหนาที่ไป (insertion inactivation)  ทําใหเกิด
สายพันธุกลายที่มีลักษณะแตกตางไปจากสายพันธุเดิม (Harwood, 1993)
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ในปจจุบันไดมีการศึกษาวิถีการยอยสลาย PAHs โดยการกอการกลายพันธุโดยทรานสโป
ซอน Tn5 กันอยางกวางขวาง อาทิ Yen และ Gunsalus (1982) ไดทําการกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 โดยทรานสโปซอน Tn5 เพื่อศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธา
ลีนพบวาเมื่อยีนในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิก (upper pathway) ถูกแแทรก
สอดดวยทรานสโปซอน Tn5 จะทําใหแบคทีเรียไมสามารถเจริญไดในแนพธาลีนและสะสมสารมัธ
ยันตชนิดตางๆ แตเจริญไดในกรดซาลิไซลิก ในขณะที่ถายีนในวถิีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปน
ไพรูเวทและอะซีทิลโคเอ (lower pathway) ถูกแทรกสอดดวยทรานสโปซอน Tn5 จะทําให
แบคทีเรียไมสามารถเจริญไดในทั้งแนพธาลีนและกรดซาลิไซลิก

Toshiaki และคณะ (1995) พบวาสายพันธุกลาย Pseudomonas sp. สายพันธุ TE1  ที่
กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 ไมสามารถยอยสลายคารบาโซล (carbazole) ไดเมื่อเปรียบ
เทียบกับ Pseudomonas sp. สายพันธุ CA10 สายพันธุเดิมและพบการสะสมของสารมัธยันต คา
ทีคอล (catechol) และ ซิส,ซิส-มิวโคเนท (cis,cis-muconate) ดังแสดงในรูปที่ 2.11

รูปที่ 2.11 วิถีการยอยสลายคารบาโซลโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ CA10 (Toshiaki และ
คณะ, 1995)
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นอกจากนี้ Foght และ Westlake (1996) ไดศึกษาวิถีการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพ
ธาลีนของ Pseudomonas fluorescens สายพันธุ LP6a โดยการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
Tn5 แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ไดมาวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายฟแนนทรีน
และแนพธาลีน พบวาสายพันธุกลายที่คัดเลือกจะสะสม 1,2-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดรแนพธาลีน
จากการยอยสลายแนพธาลีน และจะสะสมฟแนนทรีน ไดไฮโดรไดออล และ ฟแนนทรอลจากการ
ยอยสลายฟแนนทรีน นอกจากนี้ยังสะสมสารมัธยันตประเภทไดไฮโดรไดออลจากการยอยสลาย
แอนทราซีน, อะซีแนพธีน, ไบฟนิล, เบนโซไธโอฟนและ ไดเบนโซไธโอฟน

การกอการกลายพันธุ Rhizobium โดยทรานสโปซอน Tn5 เพื่อนํามาใชประโยชนในการ
ศึกษาถึงยีนที่เกียวของในวิถีเมตาบอลิสมตางๆ ไดมีรายงานไว เชนการศึกษาเกี่ยวกับยีนที่ใชใน
กระบวนการตรึงไนโตรเจนของ Rhizobium meliloti (Watson และ Rastogi, 1993) และการ
ศึกษาถึงยีนที่เกียวของในกระบวนการสังเคราะหลิโพโพลิแซคคาไรดของ Rhizobium etli สาย
พันธ KIM5s (Botero และคณะ, 2000)

สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium sp. CU-A1 ดวยท
รานสโปซอน Tn5 โดยใช E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในการคอนจูเกชันกับ 
Rhizobium sp. CU-A1  และจากการสุมเลือกทรานสคอนจูแกนท (transconjugants) มาทดลอง
ติดตามการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชัน(southern 
hybridization) กับชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 พบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดบนดี
เอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 แบบสุมทําใหเกิดสายพันธุกลายที่หลากหลาย เชนเดียวกับ
การกลายพันธุ Rhizobium meliloti ดวยทรานสโปซอน Tn5 (Simon และคณะ, 1983) จากการ
ศึกษาความสามารถของสายพันธุกลายในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธนีควิโนน และ 
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งมีรายงานวาเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนโดยแบคทีเรีย พบวามีความหลากหลายของสายพันธุกลาย โดยสามารถแบงสายพันธุ
กลายออกไดเปน 4 กลุมใหญ คือ

- สายพันธุกลายกลุมที่ 1 ซึ่งมีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แต
สามารถเจริญไดในอะซีแนพธีนควิโนน และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก

- สายพันธุกลายกลุมที่ 2 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน และอะซี
แนพธีนควิโนน แตสามารถเจริญไดในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก



20

- สายพันธุกลายกลุมที่ 3 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน, อะซี
แนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก

- สายพันธุกลายกลุมที่ 4 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แต
สามารถเจริญไดในอะซีแนพธีนควิโนน และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
เชนเดียวกับสายพันธุกลายกลุมที่ 1 และไมสามารถเจริญไดในแนพธาลีนซึ่งแตก
ตางจากสายพันธุกลายกลุมที่ 1

สายพันธุกลายเหลานี้จึงมีประโยชนมากตอการศึกษา การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธ
ยันตที่ถูกสะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน เพื่อนําไปสูการทํานายวิถีเมตาบอลิสมของอะซี
แนพธิลีนโดยจุลินทรียนี้
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บทที่ 3

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย

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

Supply, USA.
5. เครื่องเขยา (gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
6. เครื่องเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubators shaker) รุน G-27 

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

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

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

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

Beckman Instrument Inc., USA.
12. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน D-7200 ของบริษัท GS, Germany
13. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan.
14. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (centrifuge) รุน  ของบริษัท Kubota, Japan.
15. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand.
16. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

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

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

20. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan.
21. กรวยแยก (seporatory funnel) ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan.
22. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.
23. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของบริษัท Tokyo 

Roshi Kaisha, Japan.
24. ขุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาด 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-25CS ของ

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

20 ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany.
28. แผนอลูมิเนียมพีแอลซี (PLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 หนา 1 มม.

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

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

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

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

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

Senshu Scientific, Japan
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan.
- เครื่องบันทึก (recorder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan.
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA.
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32. ชุดเครื่องมือแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry, MS) รุน Trio 2000 ของบริษัท Fisons 
Instruments จํากัด, England.

33. ชุดเครื่องมือนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (nuclear magnetic resonance, NMR) ของ
บริษัท Bruker Spectrospin จํากัด, Switzerland.

เคมีภัณฑ
1. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
2. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Sigma, USA.
3. อะซีแนพธีนควิโนน (acenaphthenequinone) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
4. กรด แนพธาลีน1,8-ไดคารบอกซิลิก (naphthalene-1,8-dicarboxylic acid) ของบริษัท

Kanto Chemical, Japan
5. กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (2,5-dihydroxybenzoic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, 

Japan
6. กรดโปรโตคาทีคูอิก (protocatechuic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
7. กรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
8. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
9. ไดเมทธลิซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
10. สารปฏิชีวนะกานามัยซิน (Kanamycin) ของบริษัท Nacalia tesque, Japan.
11. แบคโตอการ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
12. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
13. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 

Italy.
14. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
15. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
16. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England.
17. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
18. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
19. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
20. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany.
21. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
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22. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
23. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
24. เอทธิลอะซีเทต (CH3COOC2H5) ของบริษัท E. Merck, Germany.
25. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E. Merck, Germany.
26. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA.
27. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
28. 1,4-ไดออกเซน (OCH2CH2OCH2CH2) Carlo ERBA, France.
29. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
30. ซิลิกาเจล 60 (silica gel 60) ขนาด 0.063-0.2 มม. ของบริษัท E. Merck, Germany.
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วิธีดําเนินงานวิจัย

3.1 แบคทีเรียและการเก็บรักษาแบคทีเรีย

3.1.1 แบคทีเรีย Rhizobium sp. CU-A1 และสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-
A1 ที่เกิดจากการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่ใชในงานวิจัยนี้ดังรายชื่อและความสามารถ
ในการเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 3.1

3.1.2 การเก็บรักษาแบคทีเรีย
ถายเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 จากอาหารแข็ง LB ลงในอาหารแข็ง CFMM ที่มี

ผลึกของอะซีแนพธิลีนบนฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามา
ผสมกับกลีเซอรอลในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเทากับ 3:7 แลวบรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อ
แชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  หรือ –70 °ซ

ในสวนของสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุตางๆ ทําโดย
ถายเชื้อลงบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตรและสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มก.ตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ย
โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตรและสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามาผสมกับกลีเซอรอลและเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  หรือ –70 °ซ
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ตารางที่ 3.1  สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 และความสามารถในการเจริญในแหลง
คารบอนชนิดตางๆ (ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) ที่ใชในงานวิจัยนี้

การเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆสายพันธุ
Rhizobium อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีนควิ

โนน
แนพธาลีน-1,8-
ไดคารบอกซิลิก

แนพธาลีน กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก

CU-A1 + + + + + +
G12 - + + + + +
G39 - + + + + +
G101 - + + + + +
G531 - + + + + +
G62 - + + - - -
H1 - - + + + +
B1 - - - + + +
B5 - - - + + +
E11 - - - + + +
E32 - + + - - -
D1 - + + - - -
D2 - + + - - +
J1 - + + - - +
A8 - ND ND ND ND ND
A18 - ND ND ND ND ND
A35 - + + - - -
A49 - ND ND ND ND ND
A53 - + + - - -

หมายเหตุ + หมายถึงมีการเจริญ - หมายถึงไมมีการเจริญ    ND ไมไดทําการทดลอง



27

3.2 การศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1

3.2.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรีย โดยทําการถายเชื้อจากหลอดแชแข็งที่เก็บไวลงบนจาน
อาหาร CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตร และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ
สายพันธุกลายถายลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 
1 กรัมตอลิตร และ สารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม. แลวถายเชื้อลงในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 100 มล. ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตร และสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม. จากนั้นแยกเซลลออก
จากอาหารเหลวดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 
10 นาที นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด แลวปนเหวี่ยงที่
สภาวะเดิม ทําการทดลองในขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ัง จากนั้นนําสวนเซลลมาแขวนลอยในอาหารเลี้ยง
เชื้อ CFMM วัดความขุน (turbidity) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แลวทําการถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มิลลิกรัมตอลิตร และสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ 
เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 14 วันเพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธ
ยันตที่สะสม เปรียบเทียบกับสายพันธุเดิม

3.2.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําอาหารเหลวมาเจือ
จางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหาร
แข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1 กรัมตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30
มิลลิกรัมตอลิตรบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน นับจํานวนโคโลนทีี่เกิดขึ้น

3.2.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตเพื่อวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่
เหลืออยูโดยวิธี HPLC และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี 
TLC และ HPLC ทําโดยนําอาหารเหลวที่ทราบปริมาตรแนนอนมาปรับคาความเปนกรด-ดางให
เทากับ 2.0-3.0 โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 1 เทา
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ของน้ําเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลว ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงเปนเวลา 2 นาที 
ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น จากนั้นแยกสวนเอทธิลอะซีเทตเก็บไว ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอทธิลอะซี
เทตปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อซํ้าอีกครั้งหนึ่ง รวมสวนเอทธิลอะซีเทตทั้งหมดเขาดวยกัน กําจัด
น้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนําสวนเอทธิลอะซีเทตไประเหยแหง
ดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันต เติมเมทธานอลปริมาตร 
0.5 มล. ลงไปละลายสารมัธยันตในขวดลดปริมาตร กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 
0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะห
ปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยูโดยวิธี HPLC และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีนตอไป

3.2.4 การวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลือและวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC

เตรียมชุดสารมาตรฐานของอะซีแนพธิลีนโดยละลายอะซีแนพธิลีนในอาหารเหลว CFMM
ใหไดความเขมขน 0,100, 200,300, 400,500, 600,700, 800,900, 1000 มก.ตอลิตร จากนั้นทํา
การสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตตามขั้นตอนในขอ 3.2.3 นําชุดสารมาตรฐานและชุดทดลองมา
วิเคราะหหาปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้

เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-3A ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6 
× 150 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นา
โนเมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายเมทธานอล 80% ในน้ํา (ภาคผนวก ก.) และใช
อัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 20 
ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-100 นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยาง
ไปคํานวณหาปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยใชกราฟมาตรฐานที่ไดจากชุดสารมาตรฐาน กราฟมาตร
ฐานแสดงในภาคผนวก ค. รูปที่ ค. 1

3.2.5 การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี TLC
นําสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ผานการสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตดังวิธีในขอ 

3.2.3 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย (solvent system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 
(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร
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3.3 การแยกสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายตางๆ ของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ

3.3.1  เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 1000 มล. ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มิลลิกรัมตอลิตร และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เมื่อครบตามกําหนดเวลาที่เหมาะสม นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอทธิล
อะซีเทตเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.3  จากนั้นนําสวนที่สกัดไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป

3.3.2 การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC โดยนําสารละลายตัวอยาง
ในเมทธานอลที่ตองการทําใหบริสุทธิ์มาจุดใหเปนแนวลงบนแผน PLC ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล 60 
หนา 1 มม. โดยใชระบบตัวทําละลายเปน เฮกเซน : เอทธิลอะซีเทต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตรา
สวน 10:10:1 (ปริมาตรตอปริมาตรปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร จากนั้นขูดแถบของซิลิกาเจลที่มีตัวอยางที่ตองการออกมา 
สกัดดวยเอทธิลอะซีเทตที่อ่ิมตัวดวยน้ําปริมาตร 250 มล. แยกสวนเอทธิลอะซีเทตเก็บไว ทําการ
สกดัผงซิลิกาเจลดวยเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 250 มล. อีกครั้งหนึ่ง รวมสวนเอทธิลอะซีเทตทั้งหมด
เขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการผานคอลัมนที่บรรจุดวยโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นํา
สวนเอทธิลอะซีเทตไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสาร
มัธยันต เติมเมทธานอลปริมาตร 5 มล. ลงไปละลายสารมัธยันตในขวดลดปริมาตร กรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 
°ซ นําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารมัธยันตดวยวิธี TLC ดังวิธีการในขอ 3.2.5 และวิธี HPLC
ดังวิธีการในขอ 3.2.4

3.3.3 การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ
เตรียมคอลัมน โดยแขวนลอยซิลิกาเจล 60 ขนาด 0.063-0.2 มม. ปริมาณ 10 กรัม ลงใน

เฮกเซน แลวนํามาบรรจุลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 ซม. ยาว 30 ซม. หลังจากบรรจุ
เสร็จทําการลางคอลัมนดวยเฮกเซนปริมาตร 100 มล.

เตรียมตัวอยาง โดยนําสวนสกัดที่ตองการทําใหบริสุทธิ์มาผสมกับซิลิกาเจลปริมาณ 3 
กรัม จากนั้นนําไประเหยแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน เติมเฮกเซนปริมาตรเล็ก
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นอยลงไปละลาย แลวนํามาบรรจุลงในคอลัมนที่เตรียมไว ชะคอลัมนดวยตัวทําละลายปริมาตร 
100 มล. ตามลําดับดังนี้

100% เฮกเซน
90% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
80% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
70% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
60% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
50% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
40% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
30% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
20% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
10% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
0% เอทธิลอะซีเทต

เก็บแตละลําดับสวนที่ชะไดลงในขวดรูปชมพู นําไประเหยแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญ
ญากาศแบบหมุน  แลวละลายสารมัธยันตที่ไดดวยเมทธานอลในขวดลดปริมาตร กรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 
°ซ นําสารมัธยันตในแตละลําดับสวนไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC ดังวิธีการในขอ 3.2.5 
และวิธี HPLC ดังวิธีการในขอ 3.2.4

3.4 การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตรเมทรี (MS) 
และ นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (NMR)

3.4.1 นําสารมัธยันตที่เตรียมไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไปพรอมทั้งพิสูจนเอกลักษณโดย MS
ดวยเทคนิค Electron Impact (EI) ที่ 70 eV เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัวของ
สารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อสายพันธุกลายเทียบกับสารมัธยันต
มาตรฐานตางๆ

3.4.2 นําสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําการพิสูจนเอกลักษณโดย NMR ใช 
CDCl3 เปนตัวทําละลาย วิเคราะห 1H-NMR ที่ 200 MHz และ 13C-NMR ที่ 50 MHz โดยใช
สัญญาณจากตัวทําละลายเปนพีกอางอิง และรายงานผลเปนคาเคมิคัล ชิฟตในหนวย พีพีเอ็ม 
(ppm)
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การวิเคราะหในสวนนี้ทําโดยภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ภายใตความอนุเคราะหของ รศ.ดร.อมร เพชรสม

3.5 ความสามารถในการเจริญของสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารที่มีสาร
มัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวเปนแหลงคารบอน

3.5.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ  3.2.1 แลวถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 2.5 มล. ที่มีสารมัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการ
ทําใหบริสุทธิ์แลวความเขมขน 300 มก.ตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30
มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เก็บตัวอยางทุก 2 วัน เปนเวลา 8 วัน

3.5.2 นําตัวอยางจากขอ 3.5.1 มาวัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count 
เชนเดียวกับวิธีในขอ 3.2.2

3.5.3 นําตัวอยางจากขอ 3.5.1 มาสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตเชนเดียวกับวิธีในขอ 3.2.3 
แลววัดปริมาณแหลงคารบอนที่เหลืออยูโดยวิธี HPLC หาเปอรเซนตของแหลงคารบอนที่ลดลง
เปรียบเทียบกับในวันเริ่มตน และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายแหลงคารบอน
นั้นโดยวิธี TLC และ HPLC
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บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 ศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1

จากผลงานวิจัยของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ที่ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium 
sp. CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 ทําใหไดสายพันธุกลายชนิดตางๆ ที่มีความบกพรองในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีน งานวิจัยนี้จึงไดนําสายพันธุกลายดังกลาวจํานวน 18 สายพันธุคือ A8, 
A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1, D2, E11, E32, G12, G39, G62, G101, G531, H1 และ J1
มาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เพื่อศึกษารูปแบบ
การเจริญและความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานในการเจริญเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ซึ่งเปนสายพันธุเดิม พบวา 
Rhizobium sp. สายพันธุกลายแตละสายพันธุมีรูปแบบในการเจริญและความสามารถในการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนแตกตางกันไปเมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ที่สามารถยอยสลายอะซี
แนพธิลีนจนไมสามารถวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยูไดภายในระยะเวลา 3 วัน ของ
การเลี้ยงเชื้อและพบวามีการเจริญของเชื้อสอดคลองกัน ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.1 ก. ถึง 
4.1 ง.
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รูปที่ 4.1 ก. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. A8, A18, A35, A49 และ A53 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1
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รูปที่ 4.1 ข. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. B1, B5, D1, D2 และ E11 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. 
CU-A1
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รูปที่ 4.1 ค. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. E32, G12, G39, G62 และ G101 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1
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รูปที่ 4.1 ง. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมเชื้อ
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งานวิจัยนี้ไดวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเนื่องจากการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนโดยสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. โดยวิธี TLC ตามวิธี
การทดลองในขอ 3.2.5 ไดขอมูลดังแสดงในภาคผนวก ง รูปที่ ง.1 ถึงรูปที่ ง.8 และเมื่อเปรียบเทียบ 
TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุ CU-A1 กับสายพันธุกลายแตละสาย
พันธุเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 14 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 ก. และ 4.2 ข. พบวาแตละสายพันธุกลายมีการ
สะสมสารมัธยันตที่คอนขางแตกตางกัน และพบวามีหลายสารมัธยันตที่แตกตางจากชนิดที่สะสม
โดย Rhizobium sp. CU-A1

นอกจากนี้ยังไดวิเคราะหการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายและสายพันธุ CU-
A1 ดวยวิธี HPLC ตามวิธีการทดลองในขอ 3.2.6 ไดโครมาโตแกรมแสดงสารมัธยันตที่สะสมจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายที่ระยะเวลาตางๆ กัน ดังแสดงในภาคผนวก ง รูปที่ 
ง. 9 ถึงรูปที่ ง. 26 และเม่ือเปรียบเทียบ HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายและสายพันธุ CU-A1 ในวันที่ 14 ดังแสดงในรูปที่ 4.3 ก. ถึง
รูปที่ 4.3 ค. พบวาสายพันธุ CU-A1 ยอยอะซีแนพธิลีนแลวปรากฏ peak ของสารมัธยันตหลาย
ชนิด ขณะที่สายพันธุกลายหลายสายพันธุ ไดแกสายพันธุ A35, A53, B1, B5, D1, D2, E11, E32, 
H1, J1 และ G62 สะสมสารมัธยันตที่ปรากฏยอดที่คา retention time ตางจากที่พบในสายพันธุ
เดิม
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รูปที่ 4.2 ก. TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 0 
และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  A8, A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1 และ D2 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium 
sp. CU-A1 (AE คืออะซีแนพธิลีน, W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ)

         AE       W/O     CU-A1      A8        A18       A35        A49       A53         B1         B5         D1         D2

0  วัน

14 วัน
         AE       W/O     CU-A1      A8        A18       A35        A49       A53         B1         B5         D1         D2
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รูปที่ 4.2 ข. TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 0 
และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  E11, E32, H1, J1, G12, G39, G62, G101 และ G531 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1 (AE คืออะซีแนพธิลีน, W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ)

         AE        W/O      CU-A1       E11      E32        H1         J1       G12       G39       G62      G101      G531

0  วัน

14 วัน
         AE        W/O      CU-A1       E11      E32        H1         J1       G12       G39       G62      G101      G531
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รูปที่ 4.3 ก. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  A8, A18, A35, A49 และ A53 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่
มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  (W/O คือ
อาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

0 วัน
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รูปที่ 4.3 ข. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  B1, B5, D1, D5, E11, E32 และ G12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  
(W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ 4.3 ค. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  G39, G62, G101, G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  
(W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

0 วัน
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จากรูปแบบการเจริญและความสามารถในการออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันต
ชนิดตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ของสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุ สามารถ
จําแนกสายพันธุกลายทั้งหมดออกไดเปน 6 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ตามรูปแบบของการ
เจริญและผลการวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมโดยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และวิธี HPLC

รูปที่ 4.4 การจัดกลุมสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. 18 สายพันธุ ตามรูปแบบ TLC โครมาโต
แกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

         CU-A1                        G12      G39     G101      G531       A8        A18        A49                       H1        B1

            B5         E11                         J1                         G62        E32       A35      A53                          D1       D2

     สายพันธุเดิม                                                          กลุมที่ 1                                                                 กลุมที่ 2

        กลุมที่ 3                           กลุมที่ 4                                       กลุมที่ 5                                          กลุมที่ 6
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ตารางที่ 4.1 การจัดกลุมสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. ตามรูปแบบการเจริญและการสะสม
สารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน

กลุมที่ สายพันธุกลายของ Rhizobium sp.
ความสามารถในการเจริญใน
อาหารที่มีอะซีแนพธิลีนเปน

แหลงคารบอน
1 G12, G39, G101, G531, A8, A18, A49 เจริญไมได
2 H1, B1 เจริญไมได
3 B5, E11 เจริญไมได
4 J1 เจริญไมได
5 G62,E32, A35, A53 เจริญได
6 D1, D2 เจริญได
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4.2 การแยกสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมา
โตกราฟ

การทดลองในขั้นตอนนี้จะทําการแยกและทําสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุกลายให
บริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC ดังวิธีการทดลองในขอ 3.3.2 และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกรา
ฟดังวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 เพื่อพิสูจนเอกลักษณและชนิดของสารดวยวิธีทางเคมี จากการ
จําแนกสายพันธุกลายได 6 กลุมตามตารางที่ 4.1 ไดเลือกตัวแทนกลุม ไดแก A53, B1 และ B5 ซึ่ง
อยูในกลุมที่ 5, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งสายพันธุกลายทั้ง 3 สายพันธุนี้สะสมสารมัธยันตที่แตกตาง
จาก CU-A1 ไดในปริมาณคอนขางสูงมาศึกษาตอไป

4.2.1 Rhizobium sp. A53

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ A53 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตรเปนเวลา 5 วนั แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.22 ดังแสดงในรูปที่ 4.5 ก). ซึ่งไมพบวามีการสะสมเมื่อเปรียบ
เทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดยสารมัธยันตนี้เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมีความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ 
แสดงวาสายพันธุ A53 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงไดนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อไปทํา
การแยกสารมัธยันตชนิดนี้ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC โดยใหชื่อสวนที่แยกไดวาสารมัธ
ยันต I เมื่อนําไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.5 ก). 
และ รูปที่ 4.5 ข). ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่แยกไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป
โดยวิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ โดยชะคอลัมนเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซี
เทตในเฮกเซน เพิ่มความเขมขนของเอทธิลอะซีเทตลําดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละ
ลําดับสวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.6 และ 4.7 ตามลําดับพบวาลําดับสวนที่
ชะดวย 80 – 100% เอทธิลอะซีเทต แสดงเพียงจุดเดียวที่ Rf 0.22 เมื่อวิเคราะหดวย TLC แตผล
การวิเคราะหดวย HPLC พบวาลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธิ์สูงสุดและ
มีปริมาณมากที่สุดโดยมียอดเดียวที่ Rt 3.23 นาที ดังนั้นจึงเลือกลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิล
อะซีเตตมาใชพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป และใหชื่อสวนนี้วา สารมัธยันต A53(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.5 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต I
จากสายพันธุ A53 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
(B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.6 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต I จากสายพันธุ A53 มา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.7 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต I จากสายพันธุ A53 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน 
(Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)
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4.2.2 Rhizobium sp. B1

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ B1 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตรเปนเวลา 5 วัน แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.58 สะสมอยูในปริมาณสูง ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ก). โดยสารมัธ
ยันตนี้เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมี
ความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อนี้ แสดงวา
Rhizobium sp. สายพันธุ B1 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อมา
แยกสารมัธยันตชนิดนี้ซึ่งใหชื่อวา สารมัธยันต II ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC แลวนําไป
วิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.8 ก). และรูปที่ 4.8 ข). 
ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่ไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําสารมัธยันตนี้ไปทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดยวิธีซิ
ลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ซึ่งชะเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน 
โดยการเพิ่มความเขมขนของเอทธิลอะซีเทตขึ้นลาํดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละลําดับ
สวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.9 และรูปที่ 4.10 ตามลําดับ

แมวาผลการวิเคราะหโดย TLC จะปรากฏวาลําดับสวนที่ชะดวย 40 – 100% เอทธิลอะซี
เทตใหเพียงจุดเดียวที่ Rf เทากับ 0.58 แตผลการวิเคราะหโดย HPLC พบวาลําดับสวนที่ชะดวย 
60% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธุสูงสุดโดยปรากฎยอดเดียวที่ Rt เทากับ 2.61 นาที ดังนั้นจึง
เลือกลําดับสวนนี้มาใชพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป โดยใหชื่อสวนนี้วา สารมัธยันต B1(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.8 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต II
จากสายพันธุ B1 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
(B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.9 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต II จากสายพันธุ B1 มา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.10 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต II จากสายพันธุ B1 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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4.2.3 Rhizobium sp. B5

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ B5 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตร เปนเวลา 7 วัน แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.58 สะสมอยูในปริมาณสูง ดังแสดงในรูปที่ 4.11 ก). โดยสารมัธ
ยันตนี้เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมี
ความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อนี้ แสดงวา
Rhizobium sp. สายพันธุ B5 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงไดนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ
มาแยกสารมัธยันตชนิดนี้ซึ่งใหชื่อวา สารมัธยันต III ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC แลวนํา
ไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.11 ก). และรูปที่ 4.11 
ข). ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่ไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําสารมัธยันตนี้ไปทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดย
วิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ซึ่งชะเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮก
เซน โดยการเพิ่มความเขมขนของเอทธลิอะซีเทตขึ้นลําดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละ
ลําดับสวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.12 และรูปที่ 4.13 ตามลําดับ

แมผลการวิเคราะหแตละลําดับสวนดวยวิธี TLC พบวาตั้งแตลําดับสวนที่ชะดวย 30 – 
100% เอทธิลอะซีเทตจะปรากฏเพียงจุดเดียวที่ Rf 0.58 แตผลการวิเคราะหโดย HPLC พบวา
ลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธิ์สูงสุดโดยปรากฏยอดเดียวที่ Rt เทากับ
2.61 นาที ดังนั้นจึงเลือกลําดับสวนนี้มาพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป โดยใหชื่อสวนนี้วา สารมัธ
ยันต B5(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.11 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต 
III จากสายพันธุ B5 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยง
เชื้อ (B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.12 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต III จากสายพันธุ B5 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.13 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต III จากสายพันธุ 
B5  มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮก
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4.3 การตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนโดยวิธี TLC

TLC เปนวิธีตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนวิธีหนึ่งโดยดูจากคา Rf ซึ่งเปนคาเฉพาะของ
สารแตละชนิดเปรียบเทียบกับคา Rf ของสารมาตรฐาน งานวิจัยนี้จึงไดทําการเปรียบเทียบคา Rf

บน TLC ของสารมัธยันต A53(1), สารมัธยันต B1(1) และสารมัธยันต B5(1) กับสารอะโรมาติกที่
มีรายงานวาเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ชนิดอื่นๆ ที่มีในหองปฏิบัติการ คือ อะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก, กรด
ซาลิไซลิก, กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก, กรดโปรโตคาทีคูอิก ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 
4.14 และตารางที่ 4.2 พบวาสารมัธยันต A53(1) ซึ่งเรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและมี
คา Rf เทากับ 0.22 เชนเดียวกับกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะที่สารมัธยันต B1(1) และ
สารมัธยันต B5(1) เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัตราไวโอเลต และมีคา Rf เทากับ 0.58 ซึ่งใกลเคียง
กับสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนนและกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่เรืองแสงสีมวงภาย
ใตแสงอัตราไวโอเลต และมีคา Rf เทากับ 0.58 เชนกัน

รูปที่ 4.14 TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) เปรียบเทียบกับ (1) อะ
ซีแนพธีนควิโนน, (2) กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก, (3)กรดซาลิไซลิก, (4) กรด 2,5-ไดไฮ  
ดรอกซีเบนโซอิก, (5) กรดโปรโตคาทีคูอิก
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ตารางที่ 4.2 คา Rf จากการวิเคราะห TLC และลักษณะการเรืองแสงของสารมัธยันต A53(1), B1
(1) และ B5(1) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215 –250 นาโนเมตรเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐานชนิดตางๆ

สาร การเรืองแสง คา Rf

สารมัธยันต A53(1) ฟา 0.22
สารมัธยันต B1(1) มวง 0.58
สารมัธยันต B5(1) มวง 0.58
อะซีแนพธีนควิโนน มวง 0.58

กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก มวง 0.58
กรดซาลิไซลิก มวง 0.47

กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ฟา 0.22
กรดโปรโตคาทีคูอิก มวงน้ําตาล 0.20
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4.4 การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตร
เมทรี (MS) และ นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (NMR)

การทดลองในขั้นตอนนี้จะนําสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) ที่แยกไดจากสาย
พันธุกลาย A53, B1 และ B5 ตามลําดับมาพิสูจนเอกลักษณและชนิดของสารดวยวิธี MS และ 
NMR

4.4.1 สารมัธยันต A53(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต A53(1) ดวยวิธี MS และวิธี NMR ดงัแสดงผลใน

ภาคผนวก ง รูปที่ ง. 27 และรูปที่ ง. 30 ตามลําดับ พบวาจากการพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี MS  ได
แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 27 (ก.) โดยมีคา M+ เทากับ 154 แสดง
วาสารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 154 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) กับ
แมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) ดังแสดงในรูปที่ ง. 
27 (ข.) พบวามีรูปแบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน นอกจากนี้พบสัญญาณของ 1H-NMR ของ
สารมัธยันต A53(1) ที่

δ 7.15 (1 H, d, J = 4 Hz, H-6)
δ 6.95 (1 H, dd, J = 4, 9 Hz, H-4)
δ 6.76 (1 H, d, J = 9 Hz, H-3)

และ  13C-NMR, δ 112.5, 114.5, 117.8, 123.7, 149.3, 154.1, 171.7 ซึ่งสอดคลองกับ
โครงสรางของกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) ที่มีโครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 
4.15

รูปที่ 4.15 โครงสรางโมเลกุลของกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก)
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4.4.2 สารมัธยันต B1(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต B1(1) ดวยวิธี MS ดังแสดงผลในภาคผนวก ง รูป

ที่ ง. 28 พบวาจากแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B1(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 28 (ก.) ไดคา M+ เทา
กับ 182 แสดงวาสารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 182 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธ
ยันต B1(1) กับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนน ดังแสดงในรูปที่ ง. 28 (ข.) พบ
วามีรูปแบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน แสดงวาสารมัธยันต B1(1) คือ อะซีแนพธีนควิโนน ที่มี
โครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 4.16

รูปที่ 4.16 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธีนควิโนน

4.4.3 สารมัธยันต B5(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต B5(1) ดวยวิธี MS และวิธี NMR ดังแสดงผลใน

ภาคผนวก ง รูปที่ ง. 29 และรูปที่ ง. 31 ตามลําดับ พบวาจากการพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี MS  ได
แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 29 (ก.) โดยมีคา M+ เทากับ 198 แสดงวา
สารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 198 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) กับแมส
สเปกตรัมของสารมาตรฐาน 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด ดังแสดงในรูปที่ ง. 29 (ข.) พบวามีรูป
แบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน นอกจากนี้พบสัญญาณของ 1H-NMR ของสารมัธยันต B5(1) ที่

δ 7.62 (2 H, dd, J = 7.3, 8.8 Hz, H-3, H-6)
δ 8.31 (2 H, d, J = 8.8 Hz, H-4, H-5)
δ 8.62 (2 H, d, J = 7.3 Hz, H-2, H-7)

ซึ่งสอดคลองกับโครงสรางของ 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด ซึ่งเปนรูปที่สกัดไดในสภาวะ
กรดของสารมัธยันต กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ที่มีโครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 
4.17
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รูปที่ 4.17 โครงสรางโมเลกุลของ 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก
ซิลิก
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4.5 ผลของสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) ตอการเจริญของสายพันธุกลาย
สายพันธุตางๆ ของ Rhizobium sp. CU-A1

จากรายงานของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ถึงการสรางสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหไมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางสมบูรณโดยการแทรก
สอดทรานสโปซอนเขาไปในยีนที่คาดวาเกี่ยวของกับการสังเคราะหเอนไซมในวิถีการยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีน ทําใหสายพันธุกลายเหลานี้มีการสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีน และงานวิจัยนี้สามารถแยกและทําสารมัธยันตจากสายพันธุกลายใหบริสุทธิ์ได 3 ชนิด คือ A53
(1) หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก), B1(1) หรือ อะซีแนพธีนควิโนน, B5(1) 
หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากสายพันธุกลาย A53, B1 และ B5 ตามลําดับ

งานวิจัยในขั้นตอนนี้จะทดสอบยืนยันวา สายพันธุกลาย A53, B1 และ B5 ไมสามารถใช
สารมัธยนัตที่แตละเชื้อสะสมคือ A53(1), B1(1) และ B5(1) ตามลําดับเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญได โดยทําการวิเคราะหการเพิ่มจํานวนของเชื้อ การลดลงของปริมาณแหลงคารบอนที่ให 
และการสรางสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ถามีการยอยสลายแหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังไดทดสอบการ
ใชสารมัธยันตทั้ง 3 นี้เปนแหลงคารบอนในการเจริญของสายพันธุกลายชนิดอื่นๆ ของ Rhizobium 
sp. CU-A1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม เนื่องจากสารมัธยันตที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์แลวทั้ง 
3 ชนิดมีปริมาณคอนขางนอยไมเพียงพอที่จะทําการทดสอบกับสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุ จึง
ไดคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่เปนตัวแทนของแตละกลุม กลุมละ 1 สายพันธุมาทําการทดลองใน
ขั้นตอนนี้ ดังแสดงในตารางที่ 4.3

ตารางที่ 4.3 Rhizobium sp. สายพันธุกลายที่เลือกเปนตัวแทนในแตละกลุม

กลุมที่ เชื้อสายพันธุกลายที่คัดเลือก
1 G531
2 B1
3 B5
4 J1
5 A53
6 D1
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4.5.1 สารมัธยันต A53(1) หรือกรด 2,5-ไดคารบอกซิลิก (กรดเจนทิสิก) เปนแหลงคารบอน

จากการทดลองเลี้ยงสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 จํานวน 6 สายพันธุไดแก 
G531, B1, B5, D1, J1, และ A53 มาเลี้ยงลงในอาหารเหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต A53(1) คือ
กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบรูปแบบการเจริญและ
ความสามารถในการยอยสลายสารมัธยันตชนิดนี้กับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังแสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.18, 4.19 และ 4.20 พบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบในการเจริญและความ
สามารถในการออกซิไดซกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกไปเปนสารมัธยันตตางๆ แตกตางกันไป
เมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดย G531, B1, B5, D1 และ J1 สามารถยอยสลายกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกไดพรอมกับมีการเพิ่มจํานวนเซลลจนไมสามารถวิเคราะหปริมาณกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เหลืออยูไดภายในระยะเวลา 2 วันเชนเดียวกับ Rhizobium sp. CU-
A1   ในขณะที่ A53 ไมสามารถยอยสลายกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกและไมมีการเพิ่มจํานวน
เซลลดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.18

ผลการเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก
โดยสายพันธุกลายแตละสายพันธุกับ Rhizobium sp. CU-A1 ดวยวิธี TLC ระหวางวันที่ 0 และ 
วันที่ 8 แสดงผลในรูปที่ 4.19 พบวา G531, B1, B5, D1 และ J1 มีการเปลี่ยนกรด 2,5-ไดไฮดรอก
ซีเบนโซอิกไปเปนสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในขณะที่ A53 ไมสามารถเปลี่ยนกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบน
โซอิกไปเปนสารมัธยันตอ่ืน แสดงวาสายพันธุกลาย A53 มีความบกพรองในการยอยสลายกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก จึงยืนยันไดวากรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก เปนสารมัธยันตที่สะสม
จากการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนของสายพันธุกลายนี้จริง
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รูปที่ 4.18 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต A53(1) หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.ตอ
ลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ
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รูปที่ 4.19 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต A53(1) หรือกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ 
D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต A53(1) กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขม
ขน 300 มก.ตอลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.22 คือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบน
โซอิก)

       A53(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
       A53(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.20 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันต A53(1) 
หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5,
A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 3.23 นาที คือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก)
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4.5.2 สารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนเปนแหลงคารบอน

เมื่อทําการทดลองตามวิธีการในขอ 3.5 โดยมีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนน
ความเขมขน 300 มก.ตอลิตรเปนแหลงคารบอนพบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบการเจริญและ
ความสามารถในการออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนสารมัธยันตอ่ืนๆ แตกตางกันไปเมื่อเทียบ
กับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.21, 4.22 และ 4.23 โดย G531 และ J1 มี
รูปแบบในการลดปริมาณของสารมัธยันตนี้คลายคลึงกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดยสามารถใช
อะซีแนพธนีควิโนนจนเหลือปริมาณต่ํากวา 30 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 ของ
การเลี้ยงเชื้อ และมีการเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึนตามปริมาณสารที่ลดลง

ในขณะที่ A53 และ D1 ก็สามารถออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนจนเหลือปริมาณต่ํากวา 30 
เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 แตมีการเจริญเพียงเล็กนอย จากการวิเคราะหสาร
มัธยันตที่เกิดขึ้นดวยวิธี TLC แสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.22 พบวา A53 และ D1 มีรูปแบบการ
สะสมสารมัธยันตคลายคลึงกับเมื่อเจริญโดยมีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนดังแสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.2 ก.

สวน B5 พบปริมาณอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือมากกวา 75 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตน
ในวันที่ 8    ในสวนของการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายแหลงคารบอนนี้โดยวิธี 
TLC และ HPLC ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.22 และ 4.23 ไมพบสารมัธยันตชนิดใดเกิดขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม อาจอธิบายไดวาปรมิาณอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือที่วิเคราะหได
ไมใชอะซีแนพธีนควิโนนแตเปนปริมาณของกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่เกิดขึ้นทั้งนี้
เพราะจากขอมูลการทดลองที่ผานมา (ผลการทดลองขอ 4.2) ในการทําสารมัธยันตที่ B5 สะสมให
บริสุทธิ์พบวา B5 สะสมกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งมีคา Rf จากการวิเคราะหดวยวิธี 
TLC (รูปที่ 4.14) และคา Rt จากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC (รูปที่ 4.12) ใกลเคียงกับอะซีแนพ     
ธีนควิโนนมาก

สําหรับ B1 ซึ่งเปนสายพันธุกลายที่สะสมอะซีแนพธีนควิโนนจากการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีน เมื่อวิเคราะหรูปแบบการเจริญพบวาสามารถออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนไดปริมาณเล็กนอย 
โดยคงเหลืออะซีแนพธีนควิโนนปริมาณ 55 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 8 และมีการ
เจริญเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุกลายอื่นๆ อาจอธิบายวา Rhizobium sp. CU-
A1 มีเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการเปลี่ยนอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ได
คารบอกซิลิกโดยเชื้อสายพันธุกลาย B1 เปนเชื้อสายพันธุกลายที่มีความบกพรองของเอนไซมที่ทํา
หนาที่นี้ อยางไรก็ตาม Selifonov และคณะ (1996) รายงานวาอะซีแนพธีนควิโนนสามารถเกิดการ
แตกตัวไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเองโดยปจจัยทางกายภาพไมตองอาศัยกิจ
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กรรมของเอนไซม ดังนั้นสายพันธุกลาย B1 อาจไดกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่ถูกเปลี่ยน
จากอะซีแนพธีนควิโนนบางสวนดวยวิธีทางกายภาพสําหรับการเจริญได ทําใหปริมาณอะซีแนพ   
ธีนควิโนนลดลงแตการเจริญของ B1 ก็ยังต่ํากวาสายพันธุเดิมและสายพันธุกลายอื่นๆ คอนขาง
มากอาจเพราะการเปลี่ยนอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกโดยวิธี
ทางกายภาพเกิดไดนอยกวาเมื่อมีการเรงของเอนไซม



66

รูปที่ 4.21 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 มก.ตอลิตร เปรียบ
เทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

) ค
งเห

ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

) ค
งเห

ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

) ค
งเห

ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

) ค
งเห

ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

) ค
งเห

ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

0

50

100

0 2 4 6 8

เวลา(วัน)

เป
อร

เซ
นต

สา
รมั

ธย
ันต

 B
1(1

)  
คง
เห
ลือ

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

logCFU ตอมล.

G531 B1

  B5   J1

  A53 D1



67

รูปที่ 4.22 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต B1(1) หรืออะซี
แนพธีนควิโนนในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ D1 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 มก.ตอ
ลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.58 คืออะซีแนพธีนควิโนน)

        B1(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
        B1(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.23 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันต B1(1) 
หรือ อะซีแนพธีนควิโนนในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ
D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 
มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 2.61 คืออะซีแนพธีนควิโนน)
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4.5.3 สารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเปนแหลงคารบอน

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.5 โดยมีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตรเปนแหลงคารบอนพบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบ
การเจริญและความสามารถในการออกซิไดซกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไปเปนสารมัธ
ยันตอ่ืนๆ แตกตางกันไปเมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.24, 
4.25 และ 4.26 โดย G531, B1 และ J1 มรูีปแบบในการลดปริมาณของสารมัธยันตนี้คลายคลึงกับ
Rhizobium sp. CU-A1 โดยสามารถใชกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกจนเหลือปริมาณต่ํา
กวา 40 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีการเจริญของเชื้อเพิ่ม
ข้ึนตามปริมาณสารที่ลดลง สวนผลการวิเคราะหสารมัธยันตชนิดตางๆ ที่เกิดขึ้นก็มีรูปแบบเชน
เดียวกับ Rhizobium sp. CU-A1

สวน A53 และ D1 สามารถออกซิไดซกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกจนเหลือปริมาณ
ต่ํากวา 50 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 8 แตมีการเจริญเพิ่มจํานวนเพียงเล็กนอย 
และผลการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.25 พบวา A53 มีการสะสมของ
สารมัธยันตชนิดหนึ่งเชนเดียวกับที่พบจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ในขณะที่เชื้อสายพันธุ
กลาย D1 ก็มีรูปแบบของสารมัธยันตที่สะสมคลายคลึงกับที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
ดังที่แสดงผลการทดลองไวในรูปที่ 4.2 ก.

สําหรับ B5 ไมสามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมและผลการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC ไมปรากฏสารมัธยันตอ่ืนๆ แสดงวา B5 มี
ความบกพรองในการยอยสลายกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งยืนยันวาเปนสารมัธยันตที่
สะสมจากการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายนี้จริง
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รูปที่ 4.24 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ
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รูปที่ 4.25 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต B5(1) หรือกรด
แนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 
และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิ
ลิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.58 คือกรดแนพธา 
ลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก)

        B5(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
        B5(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.26 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันตกรดแนพ
ธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกตในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 
และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 2.61 คือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก)
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บทที่ 5

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง

Rhizobium sp. CU-A1 เปนจุลินทรียที่พบวาสามารถเจริญโดยใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลง
คารบอนได (ศรัลยา แพงไตร, 2543) แตจากการสืบคนเอกสารจนถึงปจจุบัน ยังไมมีรายงานใด
กลาวถึงการยอยสลายสาร PAHs โดยเฉพาะอะซีแนพธิลีนในจุลินทรียกลุม Rhizobium ดังนั้นงาน
วิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาเพื่อหาวิถีเมตาบอลิสมของอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1

จากงานวิจัยของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ที่ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium sp. 
CU-A1 จนไดสายพันธุกลายหลายสายพันธุที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนให
สมบูรณ งานวิจัยนี้ไดคัดเลือกสายพันธุกลายมา 3 สายพันธุ คือ A53, B1 และ B5 ซึ่งพบวามีการ
สะสมสารมัธยันตที่แตกตางจากสายพันธุดั้งเดิม CU-A1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิ
ลีนเปนแหลงคารบอน และสารมัธยันตที่สะสมมีปริมาณสูง จึงทําใหงายตอการสกัดแยกและทําให
บริสุทธิ์

ผลการทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์และวิเคราะหโครงสรางทางเคมี พบวาสายพันธุ A53 
สะสมกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก), สายพันธุ B1 สะสมอะซีแนพธีนควิโนน และ
สายพันธุ B5 สะสม กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากผลการวิเคราะหสารมัธยันตสามารถ
อธิบายถึงความสัมพันธของการเจริญของเชื้อ A53, B1 และ B5 กับการสะสมสารมัธยันตที่
วิเคราะหไดในแตละเชื้อ โดย A53 เจริญไดในอาหารที่มีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอน (รูปที่4.1 
ก.) เนื่องจากสลายวงเบนซีนของอะซีแนพธิลีนจนถึงกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะที่ B1 
และ B5  เจริญไมได (รูปที่ 4.1 ข.) เนื่องจากเปลี่ยนอะซีแนพธิลีนไปถึงเพียง อะซีแนพธีนควิโนน 
และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก เทานั้น ไมมีการแตกของวงเบนซีน จึงไมสามารถใชเปน
แหลงคารบอนและพลังงานได

จากรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas aeruginosa PAO1
(Selifenov และคณะ, 1996) พบวาอะซีแนพธิลีนจะถกูออกซิไดซไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนได
ออล, อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ตามลําดับ ซึ่งอะซีแนพธีนควิ
โนน และกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก เปนสารมัธยันตที่พบสะสมจากสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 เชนเดียวกันแสดงวา Rhizobium sp. CU-A1 มีวิถีการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนมาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเชนเดียวกันกับใน Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 ดังแสดงในรูปที่ 5.1 แตงานวิจัยนี้ยังไมพบสายพันธุกลายที่มีการสะสมอะซี
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แนพธีนไดออลซึ่งถาพบสายพันธุกลายดังกลาวก็สามารถระบุวิถีการยอยสลายของอะซีแนพธิลีน
มาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไดอยางชัดเจน

รูปที่ 5.1 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนมาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Selifenov และคณะ, 1996) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถี
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1
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ปจจุบันยังไมมีรายงานถึงจุลินทรียที่สามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิ
ลิกได แตงานวิจัยนี้ตรวจพบสายพันธุกลายที่สะสม กรด-2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก หรือกรดเจนทิ
สิก ซึ่งพบวาเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสาร PAHs หลายชนิด (Starovoitov, 1975 
และ Grifoll และคณะ, 1995) ซึ่งแสดงวา Rhizobium sp. CU-A1 สามารถยอยสลายกรดแนพธา
ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกมาเปนกรดเจนทิสิกได

กรดฟแนนทรีน-4,5-ไดคารบอกซิลิกซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนโดย 
Mycobacterium sp. AP1 (Vila และคณะ, 2001) และ Mycobacterium sp. PYR-1 (Young 
และคณะ, 1995) มีโครงสรางที่มีหมูคารบอกซิลบนวงอะโรมาติกเบนซีน 2 หมู คลายคลึงกับกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก โดยจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดจะออกซิไดซกรดฟแนนทรีน-4,5-ไดคาร
บอกซิลิกไปเปนกรดฟแนนทรีน-4-คารบอกซิลิกโดยดึงหมูคารบอกซิลบนวงเบนซีนออก 1 หมู และ
หลังจากนั้นจะเกิดการเติมออกซิเจนบนวงเบนซีนที่มีหมูคารบอกซิลอยูเพื่อแตกวงตอไป ในทํานอง
เดียวกันกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกอาจจะถูกดึงหมูคารบอกซิลบนวงเบนซีนออก 1 หมู 
ทําใหเกิดเปน กรดแนพโธอิก และเกิดการเติมออกซิเจน 2 อะตอมบนวงเบนซีนที่มีหมูคารบอกซิล
ของกรดแนพโธอิกเพื่อแตกวงตอไป เชนเดียวกับวิถีการยอยสลายไพรีน ดังแสดงในรูปที่ 5.2 หรือ
กรดแนพโธอิกจะถูกเติมออกซิเจน 2 อะตอมบนวงเบนซีนที่ไมมีหมูคารบอกซิลเกิดเปน 1,2-ไดไฮ 
ดรอกซี-8-คารบอกซีแนพธาลีน เหมือนเชนวิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกของ Pseudomonas 
maltophilia CSV89 (Phale และคณะ, 1995) ดังแสดงในรูปที่ 5.3 ซึ่งทั้ง 2 วิถีจะเปลี่ยนกรดแนพ
โธอิกไปเปนกรดซาลิไซลิกเชนเดียวกัน
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รูปที่ 5.2 วิถีการยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. AP1 (Vila และคณะ, 2001) (ก.) และ
ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย Rhizobium sp. CU-
A1 (ข.)
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รูปที่ 5.3 วิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกโดย Pseudomonas maltophilia CSV89 (Phale และ
คณะ, 1995) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย 
Rhizobium sp. CU-A1 (ข.)

หลังจากนั้นกรดซาลิไซลิกจะเปลี่ยนเปนกรดเจนทิสิก ( Fuenmayor และคณะ, 1998) 
และเปลี่ยนเปน มาริลไพรูเวท, ฟูมาริลไพรูเวท และไพรูเวทกับฟูมาเรท ตามลําดับ (Ning และ
คณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 5.4 เพื่อเขาสูวัฏจักรเครบสตอไป
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รูปที่ 5.4 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก ( Fuenmayor และคณะ, 1998) และกรดเจนทิสิก (Ning 
และคณะ, 2001) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Rhizobium sp. 
CU-A1 (ข.)

จากงานวิจัยนี้พบสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 3 ชนิดคือ อะซีแนพ  
ธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งสามารถ
ทํานายวิถีเมตาบอลิสมเบ้ืองตนของอะซีแนะธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1  ได ดังนี้คือ อะซีแนพ
ธิลีนจะถูกเมตาบอไลทไปเปน อะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 5.5 ซึ่งสารมัธยันตในวงเล็บเปนสารมัธยันต
ที่ยังไมสามารถสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์เพื่อพิสูจนเอกลักษณและโครงสรางทางเคมีที่แนนอนได
ในงานวิจัยนี้  ซึ่งจะตองหาสายพันธุกลายที่สะสมสารมัธยันตตางๆ เพิ่มข้ึน รวมทั้งสารมธัยันตบาง
ชนิด เชน มาริลไพรูเวทและฟูมาริลไพรูเวท ซึ่งเปนสารมัธยันตที่มีโครงสรางขนาดเล็กถูกยอยสลาย
ไดงายและรวดเร็วจึงยากตอการสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์ จึงอาจตองนําเทคนิคทางดานอื่นมา
ชวยในการศึกษา เชน เอนไซมและยีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายเพื่อยืนยันวิถีการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ที่ถูกตองตอไป
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อยสลาย อะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ที่ถูกตองตอไป

รูปที่ 5.5 ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1
รูปเขม คือ สารมัธยันตที่พิสูจนเอกลักษณไดในงานวิจัยนี้
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บทที่ 6

ขอเสนอแนะในการวิจัย

6.1 อาหาร CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนแหลงคารบอนซึ่งใชในการเตรียมหัว
เชื้อของสายพันธุกลายมีสีมวงอมน้ําเงิน ควรเตรียมใหมทุกครั้งกอนใชเนื่องจากกรดโปรโตคาทีคู
อิกจะเกิดออโตออกซิเดชันเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลซึ่งแบคทีเรียไมสามารถใชเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญได (D’Argenio และคณะ, 1999)

6.2 ในการเตรียมหัวเชื้อเพื่อใชในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนควรใชหัวเชื้อที่เจริญ
เต็มที่ คือ เปลี่ยนกรดโปรโตคาทีคูอิกในอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีมวงน้ําเงินเปนสีขาวขุน เพราะเนื่อง
จากถาอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีสีมวงอยูอาจยังมีกรดโปรโตคาทีคูอิกและสารมัธยันตตางๆ เหลืออยูซึ่ง
เปนพิษตอเซลลและสงผลใหการวิเคราะหในขั้นตอนตอไปผิดพลาดได

6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยวิธี TLC 
สายพันธุกลายแตละชนิดจะพบสารมัธยันตสะสมอยูหลายชนิด ทําใหยากตอการวิเคราะหวาสาร
มัธยันตชนิดใดนาจะเปนสารมัธยันตสุดทายที่สะสมเนื่องจากการบกพรองของยีนที่ถูกแทรกสอด
ดวยทรานสโปซอน รวมทั้งในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จะทําใหมีความยุงยากมากขึ้นซึ่งอาจจะไม
สามารถแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ได เพราะฉะนั้นอาจมีการเติมแหลงพลังงานอื่นเพื่อชวยในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตตัวสุดทาย เชน กรดซักซินิก (Hartnett และคณะ, 1990) 
และน้ําตาลแมนนิทอล (พัชรวิภา ใจจักรคํา, 2542)

6.4 การวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และวิธี HPLC พบวาสารมัธยันตหลายชนิด
ที่เกิดขึ้นมีคา Rf และ คา Rt ใกลเคียงกันมากซึ่งยากตอการจําแนกวาเปนสารชนิดใด อาจทําการ
ปรับเปลี่ยนระบบตัวทําละลายที่ใชในการชะใหเหมาะสม

6.5 ในขั้นตอนการทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC และซิลิกาเจล
คอลัมนโครมาโตกราฟควรใชปริมาณสารสกัดที่จะผานการทําใหบริสุทธิ์ใหเหมาะสมเนื่องจากถา
ใชสารสกัดมากเกินไปจะทําใหไมสามารถแยกสารมัธยันตแตละชนิดออกจากกันได

6.6 การทดลองนี้สามารถพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ได 3 ชนิด คืออะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธา
ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และ กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งเปนขอมูลเบื้องตนที่จะใชในการ
ทํานายวิถีการยอยสลาย ควรจะทําการสกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ที่
สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสายพันธุกลายอื่น ๆ เพิ่มเติม โดยเฉพาะเพื่อพิสจูนวา 
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กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่พบสะสมนั้นเกิดจากการยอยสลายมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิกผานทางวิถีใด

6.7 ควรทําการศึกษาในระดับเอนไซมตางๆ และยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนรวมดวย ซึ่งจะทําใหไดขอมูลที่สามารถระบุวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. CU-A1 ที่สมบูรณ
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ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM)

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 3.0       กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) 5.5       กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.8       กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) 0.01     กรัม
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) 0.005   กรัม
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) 0.005   กรัม

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

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar)

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

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน 10.0 กรัม
ผงสกัดจากยีสต   5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด   5.0 กรัม
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ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที

4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar)

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

สารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายอะซีแนพธิลีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (acenaphthylene in DMSO 
solution)

ชั่งอะซีแนพธิลีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 3.0 มล. ผสมดวย
เครื่องปนผสมจนอะซีแนพธิลีนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20
°ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว

2. สารละลายกรดโปรโตคาทีคูอิกในเอธานอล

ชั่งกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัม ละลายในเอธานอลปริมาตร 4.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนกรดโปรโตคาทีคูอิกละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE 
ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ 
เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว

3. สารละลายมาตรฐานของ PAHs และอนุพันธชนิดตางๆ ในเมธานอล

ชั่งสารดังนี้ อะซีแนพธิลีน   กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก กรดซาลิไซลิก กรดโปรโต
คาทีคูอิก และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดใน
เมธานอลปริมาตร 10 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูป
ชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 
–20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และ HPLC

4. สารละลายสารมัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการทําให
บริสุทธิ์แลวในได     เมทธิลซัลฟอกไซด
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ชั่งสารมัธยันต 1 กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก สารมัธยันต 2 อะซีแนพธีนควิโนน และ
สารมัธยันต 3 กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกอยางละ 25.0 มก. ละลายในไดเมทธิลซัลฟอก
ไซดปริมาตร 1.5 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิด
เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหอง
แลว

5. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85%

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที

6. กลีเซอรอล

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

7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น

8. สารปฏิชีวนะกานามัยซิน

ชั่งกานามัยซิน 30 มก. ละลายในน้ํากลั่น 1.0 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตตขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอให
มิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เมื่อนาํมาใชแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ ไดนาน 1 เดือน

9. สารละลายเมธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร)
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กรองเมธานอล 100% ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัด
อากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอล 100% ปริมาตร 80 มล. กับน้ํา
กลั่นที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียง
ความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ

10. สารละลายเอทธิลอะซีเตตที่อ่ิมตัวดวยน้ํา

ผสมเอทธิลอะซีเตตปริมาตร 150 มล. กับน้ํากรอง ปริมาตร 150 มล. ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 500 มล. ปดฝาใหแนนดวยพาราฟลม เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 24 ชั่วโมง
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กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธิลีน

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

ความเขมขนของอะซีแนพธิลีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี 
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณอะซีแนพธิลีน) + จุดตัดแกนวาย
โดยที่ ความชันของกราฟมาตรฐาน = 136.98

จุดตัดแกนวาย = -14535
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ภาคผนวก ง

ขอมูลผลการทดลอง

1. วิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1

รูปที่ ง. 1 TLCโครมาโตแกรมของชุดควบคุมซ่ึงไมไดมีการเติมเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มี
อะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เพื่อติดตามการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนโดยปจจัย
ทางกายภาพ ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ ง. 2 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

 AE       0       1       2       3       4     5     6     7     8     9    10    11      12      13      14    วัน

AE 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 วัน
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รูปที่ ง. 3 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. A8, A18 และ A35 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 A8
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รูปที่ ง. 4 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. A49, A53 และ B1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 A49

 A53

 B1
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รูปที่ ง. 5 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. B5, D1 และ D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 B5

 D1

 D2
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รูปที่ ง. 6 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. E11, E32 และ G12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 E11

 E32

 G12
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รูปที่ ง. 7 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. G39, G62 และ G101 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 G39

 G62

 G101



101

รูปที่ ง. 8 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 G531

 H1

 J1
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รูปที่ ง. 9 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A8 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 10 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A18 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 11 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A35 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 12 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A49 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 13 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A53 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)

0 วัน

1 วัน

2 วัน

3 วัน

4 วัน

5 วัน

6 วัน

7 วัน

8 วัน

9 วัน

10 วัน

11 วัน

12 วัน

13 วัน

14 วัน

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15



107

รูปที่ ง. 14 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. B1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 15 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. B5 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 16 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. D1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 17 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. D2 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 18 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. E11 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 19 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. E32 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 20 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G12 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 21 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G39 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 22 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G62 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 23 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G101 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 24 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G531 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 25 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. H1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 26 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. J1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15
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2. การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแกสโครมาโตกราฟ-
แมสสเปกโตรเมตรีและนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนท

รูปที่ ง. 27 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย A53 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานกรด 2,5-ไดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 28 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B1(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย B1 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนน (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 29 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย B5 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐาน 1,8-แนพธาลิกแอนไฮ
ไดรด (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 30 1H NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย A53
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รูปที่ ง. 31 C13 NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย A53
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รูปที่ ง. 32 1H NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต B5(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย B5
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นายศิริวัตร ปุณฑริกพันธ เกิดเมื่อวันที่ 28 กันยายน พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี ในปการศึกษา 2541 และเขารับการศึกษาตอ
ในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542
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