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Leaf is a site for both accumulation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) which 

polluted  the air and a habitat of some epiphytic bacteria. Additions of the leaf materials from rain 
tree, tamarind and yellow frame are proved capable of enhancing of phenanthrene and pyrene 
degradation in the spiked soil (1mg/g each PAHs) samples. This  degradation is possibly due to the 
activity of the organisms inherent to the leguminous leaves. Thus the objective of this research is to 
isolate pyrene degrading bacterial consortium from decay leguminous leaf materials. A number of  
consortia were isolated by enrichment culture technique from rain tree, tamarind and wattle. Among 
these, RRM-V3 consortium possessing the highest degradable efficiency was selected for further 
study. This consortium degraded pyrene to undetectable level upon HPLC analysis within 14 days 
using 2 days lag time with the highest degradable rate mean of 14.83 ± 0.80 mg/L/day (day 3 - 5). 
The consortium was found to be capable of degrading a range of PAHs including acenaphthene, 
fluorene, phenanthrene, and fluoranthene by 9.83 ± 1.67, 12.83 ± 1.67, 9.40 ± 0.40 and 3.30 ± 2.00 
mg/L/day respectively, but not against acenaphthylene, antracene, chrysene and benzo(a)pyrene 
both metabolically and co-metabolically with pyrene. In the case of cometabolism with pyrene, 
acenaphthylene, the compound caused bacterial cells death after 14-day of incubation thus inhibit 
pyrene degradation. Morphological and biochemical characteristics were used to identify 7 pure 
cultures which at least purified from the consortium .They were assigned belonging to in 4 genera 
including Comamonas, Rugamonas, Flavimonas, Pseudomonas and unidentified bacterium. It also 
found that each individual organism by itself or mixed culture are not capable of degrading pyrene.  
It is therefore that  the enhanced efficiency upon the addition of the decay leguminous leaf materials 
is due to the activity of adhesive and decomposing bacterial consortia.  
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คํายอและสญัลักษณ 

 
%    =  เปอรเซ็นต 

                                                            CFU  =  colony forming unit (หนึ่งโคโลนทีี่คาดวาเกิด 
                                                                          จากหนึ่งเซลลของแบคทีเรีย) 

กก.  =  กิโลกรัม 
มก.  = มิลลิกรัม 
มล.  = มิลลิลิตร 
ชม.  = ชั่วโมง 
Oซ    = องศาเซลเซียส  
มม. = มิลลิเมตร 

                                                            ลบ.ม. = ลูกบาศกเมตร 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ประเทศไทยเปนประเทศกําลังพัฒนา ซึง่หมายถงึการมุงสูภาคอุตสาหกรรมอยางเต็มตัว  ทาํให
ประเทศกลายเปนเมืองอุตสาหกรรมในทศวรรษที่ผาน มกีารใชสารเคมชีนิดตาง ๆ เพิ่มข้ึนอยางมาก ทั้ง
ในภาคอุตสาหกรรม ภาคเกษตรกรรม และการดําเนนิชีวิตประจําวัน (กรมควบคุมมลพิษ, 2542) อันเปน
ผลมาจากความเจริญกาวหนาทางวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีของประเทศ รวมทัง้การรับเอาความ
เจริญกาวหนาทางเทคโนโลยีอันล้ําหนาจากตางประเทศเขามาอยางรวดเร็ว แตขาดการจัดการที่ถูกตอง 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2545) เมื่อผลผลิตจากเทคโนโลยีเหลานัน้ลาหลังและถูกใชจนหมดคุณคาหรือถูก
แทนที่  มกัถกูทิง้ออกสูสิ่งแวดลอม ทาํใหเกิดการสะสมของเสียจากแหลงตาง ๆ ขางตนในสิ่งแวดลอม 
หากเปนของเสียอันตรายทีม่ีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิต สะสมในปริมาณทีพ่อเหมาะจนสามารถกอพษิใน
ส่ิงมีชีวิตได ผนวกกับความลาชาของการจัดการและการกําจัดของเสียอันตรายอยางถูกวิธี ผลที่ตามมา
คือปญหาสิ่งแวดลอมเปนพษิ ยิง่กวานั้นควันจากทอไอเสีย ควนัไฟ กาซจากโรงงานอุตสาหกรรมตาง ๆ 
ไฟปา การเผาไรนา  น้าํทิง้จากแหลงชุมชน การเกษตรแผนใหม น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม การฝง
กลบและการเผาขยะ เปนตน กอใหเกิดผลกระทบและอันตรายตอคุณภาพอากาศ น้ํา ดนิและสุขภาพ
ของประชาชนที่อาศัยอยูรอบ ๆ บริเวณนัน้ (นวิัติ เรืองผานิช, 2537) ที่ตองเผชิญกับพิษจากอากาศเสีย 
แมน้ําลาํคลองเนาเหม็น และดินเสื่อมสภาพ  กรมควบคุมมลพษิ (2546) ไดประมาณปริมาณกากของ
เสียอันตรายทีเ่กิดขึ้นทัว่ประเทศจะมทีั้งสิน้ 1.8 ลานตัน เพิ่มข้ึนจากป 2545  คิดเปนรอยละ 1.5 โดยเปน
กากของเสียอนัตรายจากโรงงานอุตสาหกรรมประมาณ 1.4 ลานตนั คิดเปนรอยละ 77.8 ของกากของ
เสียอันตรายทีเ่กิดขึ้นทัง้หมด โรงงานอุตสาหกรรมทั่วประเทศ เชน อุตสาหกรรมปโตรเลียม อุตสาหกรรม
เคมี อุตสาหกรรมกําจัดศัตรูพืช เปนตน ซึ่งกากของเสยีอันตรายจากภาคอุตสาหกรรมจะถูกสงเขากําจัด
ประมาณ 0.36 ลานตนั ทาํใหคงคางในระบบประมาณ 1.54 ลานตนั ซึ่งนับวามปีริมาณสูงมากเมื่อรวม
กับจากชุมชน(ประมาณ 1.58 ลานตนั) ดังนัน้การจัดการของเสยีอันตรายควรไดรับการลงมอือยาง
เรงดวน เพื่อปองกนัผลกระทบที่รายแรงตอส่ิงแวดลอมและสิ่งมีชวีติในอนาคต ซึ่งมีโรงงานใหบริการการ
กําจัดอยู 39 โรงงานและกาํลังดําเนินงานจัดตั้งศูนยกาํจัดของเสียอันตรายจากชมุชน เพื่อรองรับปริมาณ
กากของเสียอนัตรายในพืน้ที่กรุงเทพฯ ปริมณฑลและภาคกลางฝงตะวนัตกรวม 18 จังหวัด               
(กรมควบคุมมลพิษ, 2546)  ถงึอยางไรจํานวนโรงงานรบักําจัดกย็ังมนีอยและคาบริการอยูในระดับสูง ทํา
ใหผูประกอบการบางรายพยายามหลีกเลีย่งและนําไปทิง้ในพื้นที่วางเปลา (กรมควบคุมมลพษิ, 2542)   
จึงมีขอเสนอแนวทางแกไขปญหาสิง่แวดลอมโดยการศึกษาวิจยัเพื่อพฒันาเทคโนโลยีใหม ๆ ในการลด
ปริมาณกากของเสียอนัตรายไวในรายงานสถานการณคุณภาพสิ่งแวดลอม พ.ศ. 2543 จนถงึ พ.ศ. 2546 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2546)     



 2
         กากของเสียอนัตรายที่กลาวถงึนีป้ระกอบดวยสารอินทรียหลายชนิดและที่สาํคัญคือ 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน   (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,  PAHs)  
สาร PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่มคีารบอนและไฮโครเจนเรียงตัวเปนวงเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปน
เสนตรง มุมงอ หรือเปนกลุมต้ังแต 2 วงขึน้ไป เชน แอนทราซนี ฟแนนทรีน ไพรีน เปนตน  สารประกอบนี้
มีความเปนพษิแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรังตอส่ิงมีชีวติ เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen)  กอการกลาย
พันธุ  (mutagen) (Wilson และ Jones, 1993) และทําใหทารกในครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogen) 
( Narro  และคณะ,  1992 )  

การบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เปนการบําบัดที่มีประสิทธิภาพ ประหยัดและทําไดงาย  
เปนวิธีที่อาศัยสิ่งมีชีวิตมาชวยกําจัดสารพิษ รวมทั้งการใชจุลินทรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs ได ซึ่ง
ประกอบดวยการกระตุนใหจุลินทรียในพื้นที่บําบัดทํางานได (Biostimulation) หรือโดยการเติมจุลินทรีย
ตางถิ่นที่มีสมบัติยอยสลายสาร PAHs ลงในดินบริเวณที่ปนเปอน (Bioaugmentation) เพื่อใหเกิดการ
ยอยสลายทางชีวภาพ แตจุลินทรียตางถิ่นมักอยูรอดไดนอย เนื่องจากเจริญแขงขันกับจุลินทรียประจําถิ่น
ไมได (Wilson และ Jones, 1993) หรือถูกยับยั้งจากจุลินทรียประจําถิ่น (Cheung และ Kinkle, 2001)  

Handerlein และคณะ (2001) รายงานวาใบเมเปลและหญาอัลฟาฟา(alfalfa) มีอยูทั่วไปของ
บริเวณภูมิประเทศสามารถชวยใหการยอยสลายไพรีนในดินที่ปนเปอนไดเร็วขึ้นมากกวากอนการเติมใบ
เมเปลและหญา alfalfa  8 เทา   และการเติมดินที่ไดจากการหมักดวยใบเมเปลและหญา alfalfa ลงใน
ดินท่ีทําใหปนเปอนดวยไพรีน พบวามีการยอยสลายไพรีนอยางรวดเร็วมากกวา 57 %ในเวลา 21 วัน ซึ่ง
มากกวาชุดควบคุมที่มีปริมาณไพรีนลดลงเพียง 3.4 %  และการเติม humic acids ที่สกัดจากดินที่หมัก
ดวยใบพืชนี้ พบวาสามารถเพิ่มการยอยสลายไพรีนได 37.5 %ในเวลา 106 วัน (ชุดไมเติม 20.6 %)  โดย
สรุปแลวการเติมใบไมและหญาสามารถลดไพรีนไดมากกวาการเติม humic acids เพียงอยางเดียว 
นอกจากนี้  Charoenchang และคณะ (2003) รายงานวาการเติมสารอินทรียที่ไดจากการเกษตรบาง
ชนิด เชน เปลือกถั่วลิสงและใบจามจุรี ลงในดินที่ปนเปอนสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน พบวาสามารถชวยใหการยอยสลายฟแนนทรีนเกิดขึ้นภายใน 28 วัน และยอยสลาย
ฟลูออแรนทรีนและไพรีนไดภายใน 42 วัน 

 ใบไมที่ปนเปอนสาร PAHs เชน ใบขาว (Liu และ Korenaga, 2001) ใบจามจุรี 
( Charoenchang และคณะ, 2003) ใบมะขาม (Siriwarasin และคณะ, 2002) ที่รวงหลนบนพื้นดินและ
ถูกยอยโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูบนผิวดิน พบวาสามารถชวยเพิ่มความสามารถในการยอยสลายสาร 
PAHs ที่ปนเปอนในดินได โดยการเติมเศษใบไมเหลานี้และจากที่พบวาการเติมใบไมที่ทําใหสาร PAHs 
ลดลงนี้  เนื่องมาจากการทํางานของจุลินทรียที่อาศัยอยูบนใบไม (Charoenchang และคณะ, 2003) 
และสารอินทรียจากใบไมสามารถดูดซับสาร PAHs ที่ถูกดูดซับโดยเนื้อดินออกมา      เปนผลใหจุลินทรีย
ที่ มี อยู สามารถนํ าสาร  PAHs นั้ นมาใช ในการย อยสลายได ซึ่ ง เป นการ เพิ่ ม  bioavailability                 
(Staci และคณะ,1994) 
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การศึกษาการยอยสลายไพรีนหรือสาร PAHs ชนิดอ่ืนที่ผานมามักจะใชแบคทีเรียเดี่ยวหรือเชื้อ

บริสุทธิ์ที่สามารถใชไพรีนหรือสาร PAHs ชนิดอื่นเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (Juhasz และ 
Naidu, 2000a) ซึ่งความสามารถของแบคทีเรียแตละชนิดแตกตางกันขึ้นอยูกับปริมาณไพรีนที่ใชในแต
ละการทดลอง เช้ือเดี่ยวอาจสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดเฉพาะบางชนิดและในปริมาณต่ํา รวมทั้ง
อาจกอใหเกิดผลิตภัณฑที่ไมสามารถยอยสลายตอไดอยางสมบูรณและเปนพิษ (dead-end) ทําใหเกิด
การสะสมในสิ่งแวดลอม (Heitkamp และคณะ, 1988a:1988b; Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1995; 
Boonchan และคณะ, 2000; Kazunga  และ  Aitken, 2000; Cheung และ Kinkle, 2001)  การใชเชื้อ
ผสมหรือกลุมจุลินทรีย  พบวามีประสิทธิภาพดีกวาการใชเชื้อเดี่ยวคือ  สามารถยอยสลายสารประกอบ
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดมากชนิดกวาและปริมาณสูงกวา  ไมกอใหเกิดสารมัธยันตที่เปน
พิษ (Boonchan และคณะ, 2000; Carvalho และคณะ, 2002) 
       ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงคัดแยกและศึกษากลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนซึ่งเปนสาร PAHs ที่
มีวงเบนซีน 4 วง ซึ่งถูกยอยไดยากโดยจุลินทรีย เพื่อพิสูจนวาจุลินทรียบนใบไมมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสาร  PAHs จากงานวิจัยที่ รายงานมาแลว  โดยแยกจากใบไมที่มี ในรายงานของ 
Charoenchang และคณะ (2003) และ Siriwarasin และคณะ (2002) ซึ่งพบวาเปนวัสดุการเกษตรที่
สามารถชวยลดปริมาณไพรีนในแหลงปนเปอนได อันเปนใบไมของพืชในวงศ Leguminosae (พืชตระกูล
ถั่ว) และเปนตนไมที่ปลูกมากในประเทศไทย (วรัษยา สุนทรศารทูล, 2542) ไดแก จามจุรี   มะขาม  
มะขามแขก นนทรี  มะขามเทศ และกระถินณรงค   และศึกษาศักยภาพที่จะนําไปใชในกระบวนการยอย
สลายไพรีนและสาร PAHs ชนิดอื่นทางชีวภาพในสิ่งแวดลอมได โดยหาขอมลูพื้นฐานของกลุมแบคทีเรีย
ที่แยกได ไดแก ประสิทธิภาพของความสามารถในการยอยสลายไพรีนเปรียบเทียบกับกลุมแบคทีเรียที่มี
รายงานไวแลว   วิธีการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม     เพื่อที่จะใชเปนแนวทางในการนํากลุม
แบคทีเรียที่คัดแยกไดไปใชในกระบวนการบําบัดทางชีวภาพในพื้นที่จริงตอไปในอนาคต 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 คัดแยก จําแนกชนิดและศึกษาสมบัติบางประการของกลุมแบคทีเรียจากเศษใบไมชนิดตาง ๆ ซึ่ง
สามารถยอยสลายไพรีนและศึกษาการยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น โดย
กลุมแบคทีเรียนี้ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

ไดกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรนีหรือเปลี่ยนโครงสรางโมเลกลุของไพรีนจากใบไมที่
ปลูกในประเทศไทย  เพื่อนําไปใชพัฒนาสูการบําบัดสารพิษอันตรายในพืน้ที่ปนเปอน 

 
 



บทที่2 

วารสารปริทศัน 
 
2.1 สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
 

สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่พบปนเปอนอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมทั้งในแหลงน้ํา ดิน และ 
อากาศ   สาร PAHs เกิดจากกระบวนการสังเคราะหตามธรรมชาติ หรือจากกิจกรรมตางๆของ
มนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การเผาไหมเช้ือเพลิงของเครื่องยนต  การ
ประกอบอาหารในครัวเรือน และจากควันบุหร่ี  รวมทั้งบริเวณแหลงโรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี  
อุตสาหกรรมการผลิต และใชสารรักษาเนื้อไม เปนตน (Cerniglia, 1992) ทําใหพบการปนเปอน
สาร PAHs ในปริมาณสูง ซึ่งจะตกคางและสะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปนเวลานาน  เนื่องจากมี
โครงสรางโมเลกุลที่เสถียร ในรูปของผลึกของแข็ง และละลายอยูในน้ําแตนอยมาก รวมทั้งถูกดูด
ซับกับสารอินทรียไดอยางรวดเร็ว ทําใหสาร PAHs สลายตัวไดชามาก (Grosser และคณะ, 1991)       
PAHs สามารถเขาสูวงจรอาหารได โดยการสะสมอยูในพืชที่ขึ้นบนดินและน้ําที่ปนเปอนและเขาสู
สัตวผานทางหวงโซอาหารทําใหเขาสูมนุษยไดในที่สุด (Means และคณะ, 1980) โดยสาร PAHs 
สามารถเขาสูรางกายมนุษยไดทั้งทางหายใจ รับประทาน และสัมผัสโดยตรงทางผิวหนัง (U.S. 
National Library of Medicine, 2002) 

สาร PAHs มีทั้งหมด16 ชนิด  รวมกันเปนสารกอมลพิษที่สําคัญซึ่งทางหนวยงานคุมครอง
สิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The United State Environment Protection Agency, USEPA)  
จัดใหอยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจากสิ่งแวดลอมอยางเรงดวน (Cerniglia, 
1992) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 แบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 
(low molecular weight PAHs, LMW PAHs)  ซึ่งเปนสารที่มีวงแหวนเบนซีน (benzene ring) 
นอยกวา 4 วง และสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAHs, HMW 
PAHs) ซึ่งมีวงแหวนเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป  (Kanaly และคณะ, 2000) จากการศึกษาที่ผานมา
พบวาสารเหลานี้มีความเปนพิษแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรังตอส่ิงมีชีวิต เปนสารกอมะเร็ง 
(carcinogen) กอการกลายพันธุ (mutagen) (Wilson และ Jones, 1993)  และทําใหทารกใน
ครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogen) ( Narro และคณะ,  1992 ) 

เมื่อสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอม   อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไปโดยกระบวนการ
ตางๆ ทั้งทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ ( Ashok และ Saxena, 1995 ) การยอยสลายโดยจุลินทรยี
เปนกระบวนการสําคัญในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของสาร PAHs ความสามารถในการยอย
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สลายสาร PAHs พบไดในจุลินทรียทุกกลุมทั้ง แบคทีเรีย รา ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหรายเซลล
เดียว โดยจุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกการยอยสลายเฉพาะและแตกตางกัน (Cerniglia, 1992) 

การกําจัดสารปนเปอนเหลานี้มีหลายวิธี โดยสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติหลายวิธี 
ซึ่งรวมวิธีการบําบัดทางชีวภาพที่ใชจุลินทรียยอยสลาย โดยพบวาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ต่ําเกิดการยอยสลายไดงายกวากลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  ดังนั้นจุลินทรียอาจตองอาศัยความ
รวมมือซึ่งกันและกัน (synergism) และอาจจะตองใชกระบวนการโคเมแทบอลิซึมในการยอย
สลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Bouchez และคณะ, 1995) ดังนั้นการศึกษากลไกและ
ปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียจึงมีความสําคัญในการ
ใชเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการนําเอาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมาใชในกระบวนการเรงการยอย
สลายตามธรรมชาติ (bioremediation) เพื่อกําจัดสาร PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม (Wilson และ 
Jones, 1993) 

 
2.2 แหลงกําเนิดและการเขาสูสิ่งแวดลอมของสาร PAHs 
  

สาร  PAHs สวนมากเกิดจากการที่สารอินทรียไดรับความรอนสูง แลวโมเลกุลเกิดการ
เรียงตัวใหมไดโครงสรางวงเบนซีนแลวรวมตัวกันเพิ่มมากขึ้นและเรียงตัวใหมจนไดสารนี้หลายชนดิ
สุดทายเปนเขมาสีดํา (Warnatz, 2001) ซึ่งสามารถพบไดจาก 2 แหลงสําคัญ คือ  
 1.สิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ  เกิดจากปฏิกิริยาการเผาไหมของกระบวนการไพโรไลซิส
(pyrolysis) ภายใตพื้นโลกจากความรอนสูงของลาวาและแมกมาในใจกลางโลกที่ยังไมเย็นตัว ซึ่ง
ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนเกิดไพโรไลซิสอยางชา ๆ โดยมีการเรียงตัวใหมจากสาย
ไฮโดรคารบอนไดเปนวงเบนซีนจาก 1 เปน 2 และ 3 วง ไปเร่ือย ๆ จนทําใหเกิดเปนน้ํามันดิบและ
ถานกัมมันต ซ่ึงไดจากซากพืช ตนไมในปา รวมถึงปฎิกิริยาการสรางสีในพืชและแบคทีเรีย บาง
ชนิด (Blumer, 1976) 
 2. กิจกรรมของมนษุย  การเผาทาํลายสิง่ตาง ๆ ของมนุษยเอง เปนตนกาํเนิดอนัสําคญั
ของสารเหลานี้  โดยเฉพาะการใชน้าํมนัดิบ เชื้อเพลงิฟอสซิล การกลัน่น้าํมนัปโตรเลียม และ
ผลิตภัณฑตาง ๆ ที่ไดจากน้าํมันดิบ เชน โคลทาร  คารบอนแบล็ค โดยถูกใชเปนเชื้อเพลิงหลักของ
โลกปจจุบนั (Jones และคณะ, 1989) ไอเสียรถยนต (Grimmer และคณะ, 1977)    รวมถึงการ
เผาไหมวัสดุตาง ๆ เชน ธูป (Lin และคณะ, 2001) บุหร่ีซิการ (Neurath, 1972) ซึ่งเกดิจากการเผา
ไหมของกรดอะมิโนฟนิลอะลานนี (Wang และคณะ, 2004 )  ที่เปนองคประกอบหลกัในบหุร่ี  และ
ชาที่ใชดื่ม (Fiedler และคณะ, 2002)   
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ตารางที่ 2.1   โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสาร PAHs 16 ชนิด (Schirmer และคณะ, 1998)  
 

สาร PAHs โครงสราง น้ําหนกั 
โมเลกุล 

การละลายในน้ําที่อุณหภูม ิ25Oซ     
(มก.ตอลิตร) 

แนพธาลีน  128.18 31 
อะซีแนพธิลีน 

 
152.20 4.3 

อะซีแนพธีน 
 

154.22 3.9 
ฟลูออรีน  166.23 1.9 
ฟแนนทรีน 

 
178.24 1.1 

แอนทราซีน  178.24 0.05 
ฟลูออแรนธีน 

 
178.24 0.26 

ไพรีน 
 

202.26 0.13 

ไครซีน 
 

228.30 0.002 

เบนซ[เอ]แอนทราซีน 
 

228.30 0.002 

เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน 
 

252.32 0.0015 

เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน 
 

252.32 0.0008 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 
 

252.32 0.003 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 
 

276.34 0.0003 

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 
 

276.34 0.062 

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 
 

278.36 0.0003 
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การเผาไหมน้ํามันดีเซลทําใหเกิดสาร  PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 0.016 – 0.048 กก.ตอข้ีเถา
ของน้ํามันดีเซล 1000 กก. (Wang และคณะ, 2000) 

ดังนั้นจึงสามารถตรวจพบไพรีนจากของเสียที่ปลอยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรมที่
เกี่ยวกับผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม โรงงานอุตสาหกรรมทางปโตรเคมีตาง ๆ ซึ่งเปนแหลง
ผลิตสารประกอบ  PAHs ที่สําคัญ ซึ่งปลอยสารพิษนี้ออกสูสิ่งแวดลอมมากที่สุด  (Wilson และ 
Jones, 1993) และการรั่วไหลของผลิตภัณฑดังกลาวจากการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรม 
รวมทั้งการขนสง การดูแลเก็บรักษา ตลอดจนการกําจัดกากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว 
(Pereira Netto, Sisinno และคณะ, 2002)  
โดย Cerniglia (1992) และ Wilson  และ Jones (1993) สรุปไวดังนี้  

กระบวนการแยกและแปรสภาพกาซธรรมชาติจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 
การใชแหลงพลังงานและความรอนจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 
กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบ และผลิตภัณฑที่ไดจากน้ํามันดิบ 
กระบวนการการผลิตถานโคก 
การผลิตและการใชคารบอนแบล็ค 
การผลิตและการใชแอสฟลท 
กระบวนการรักษาเนื้อไม 
การผลิตผลิตภัณฑถนอมเนื้อไมที่ใชคลีโอโสทเปนองคประกอบหลัก 
การเก็บ การขนสง กระบวนการผลิต การใชและการกําจัดน้ํามันเชื้อเพลิง 
การกําจัดสิ่งปฏิกูลโดยการฝงดิน 
การเผาไหมของถานหินในระบบแบบเปด 
การเผาสิ่งปฏิกูล 
การซึมของน้ํามันดิบในธรรมชาติ 
การรั่วไหลที่เกิดจากอุบัติเหตุจากเรือบรรทุกน้ํามันและเรือชนิดอื่น 
การแพรกระจายของน้ําเสียชุมชนและอุตสาหกรรมปโตรเคมี 

 สาร PAHs จะกระจายออกสูส่ิงแวดลอมทั่วไปแลวถูกสะสมในดิน (Wilson  และ 
Jones,1993 ; Romantschuk และคณะ, 2000) ตะกอนบริเวณอาวทะเล (Storelli และ  
Marcotrigiano, 2000 ; Botello และคณะ, 2001 ; Eghtesadi และคณะ, 2002) บรรยากาศ 
(Cotham และ Bidleman, 1995  ; Prevedouros และคณะ, 2004)  ฝุน (Pereira Natto, Muniz 
และคณะ, 2002)  ตนไม (Wagrowski และ Hites, 1997 ; Bakker และคณะ, 1999 ; Howsam 
และคณะ, 2000) ผัก (Simonich และ Hites, 1994 ; Kipopoulou และคณะ, 1999) และทกุที่ทุก
ส่ิงที่สัมผัสกับสารเหลานี้ไดทั่วโลก รวมถึงสิ่งมีชีวิตในบริเวนนั้นดวย เชน ปลาน้ําจืด (Deshpande 
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และคณะ, 2002  ; White และ Triplett, 2002)  แพลงตอนสัตวในทะเล (Nour El-Din และคณะ, 
2001) จะมีปริมาณมากหรือนอยแตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยอื่น ๆ รวมดวย ซึ่งมีวงจรดังรูปที่ 2.1  
   

 
 
รูปที่ 2.1 แสดงแหลงกําเนิด การสะสมในพชืและการเขาสูงหวงโซอาหารของสารประกอบ  
             อินทรียกึ่งระเหย(semivolatile organic compounds, SOCs) บางชนิด 
              เชน สาร PAHs (Bakker, 2000) 

 
2.3 สมบัติของไพรีน 

 
ไพรีน (Pyrene)หรือช่ือทางเคมีเบนโซ(ดี,อี,เอฟ)ฟแนนทรีน (benzo[d,e,f]phenanthrene) 

เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสาร  PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยวงเบนซนี 
4 วงเชื่อมตอกัน  มีหมายเลขสากลทางเคมี(Cas Number) 129-00-0 (Verschueren, 1997)  

สูตรโมเลกลุ C16H10  (Verschueren, 1997) 
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 202.26 กรัมตอโมล (Verschueren, 1997) 
การละลายในน้ํา 0.13  มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 oซ  และ 140 นาโนกรัมตอมล.ที่ 30 oซ
(Jimenez และ Bartha, 1996) 

    ความถวงจําเพาะ 1.271 ที ่23 oซ (Verschueren, 1997) 
            อุณหภูมิหลอมเหลว  151 - 156 oซ  (Verschueren, 1997) 
            อุณหภูมิกลายเปนไอ 360 - 404 oซ  (Verschueren, 1997) 
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             ความดันไอ   6.85 x 10-7 มม.ปรอท ที่อุณหภูม ิ20 oซ (Verschueren, 1997) 
เปนผลึกสีขาว หรือ สีเหลือง  (Patnaik, 1992)   

 ละลายในน้าํมนัพาราฟน 25 มก.ตอมล.(Jimenez และ Bartha, 1996) 
 มีคาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน 19.4-630 วัน (Daugulis และ McCracken, 2003) 

ไพรีนมีโครงสรางโมเลกุลทีเ่สถียร ละลายน้ําไดนอยมาก (Verschueren, 1997) ทําให
ทนทานตอการยอยสลาย (Trzesicka-Mlynarz  และ Ward, 1996)   ไพรีนละลายในตัวทาํละลาย
อินทรีย (เมทานอล, เฮกเซน, อะซีโตน เปนตน) ไดดีแตกตางกนั (Patnaik, 1992)  มกีารรวบรวม
ปริมาณไพรีนจากแหลงตางทั่วโลกในสิง่แวดลอมจนถึงป ค.ศ.1997 ไวใน Verschueren (1997) 
หลังจากนั้นมกีารสํารวจเพิม่ข้ึนมากมาย เชน ในป ค.ศ.2002 รายงานการตรวจพบวาในตะกอน
ประมาณ 5 มก.ตอกก.ตะกอน ในดินหมักที่ปนเปอนประมาณ 200 มก.ตอกก.ดิน และในดนิเขต
อุตสาหกรรมมีประมาณ 150-230 มก.ตอกก.ดิน (Hwang และ Cutright, 2002) ไพรีนมีคา
สัมประสิทธิ์แบงการละลายในน้าํกับออกทานอล (Octanol-water partition coefficients, Kow) ใน
คา log Kow เทากับ 5.13 ซึ่งใกลเคียงกับคาที่ไดจากการศึกษาในน้ํามนั(nonaqueous phase, 
NAP)ชนิดตาง ๆ (ตารางที ่2.2) ไพรีนจะละลายในน้าํไดดีในชวง 2 – 3 ชั่วโมงแรกแลวจากนัน้
ลดลงตามเวลา จนไมละลาย เมื่อเวลาผานไปประมาณ 100 วัน  เชนเดียวกนักับน้ํามันตาง ๆ ทีถู่ก
ทดสอบ ยกวนั Pump oil และ Grease ที่สามารถแพรละลายไดในอัตราคงที่ตลอดเวลา (0.00–
0.02 เซนติเมตรตอนาที) ซึง่การแพรของไพรีนใน NAP จะเทากับ 10-11 – 10-12 ตารางเซนติเมตร
ตอวินาท ี(Ortiz และคณะ, 1999) 
 
ตารางที่ 2.2 แสดงคาการละลายของไพรนีในน้าํมันชนิดตาง ๆ  
 

NAPa log Kp b 
Pump oil 5.35 
SAE250 5.59 
Grease 5.16 
Paraffin 5.61 
Petrolatum 5.37 
Octanol (Kow ) 5.13 

           a nonaqueous phase    
    b NAP-water pyrene partition coefficients 
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ไพรีนจะจับกับอนุภาคดินและตะกอนดินดวยแรงและปริมาณที่ตางกัน ขึ้นอยูกับ
คุณสมบัติของชนิด(น้ําหนักโมเลกุล, ปริมาณวงใน humic acid)และปริมาณของอนุภาคดิน 
(organic carbons, OC) (Chin และคณะ, 1997)  ซึ่งสามารถประมาณไดจากสูตร  

%pyrene-OC  =  { [OC].Kdoc } / { 1+[OC].Kdoc }   X 100 
โดย  %pyrene-OC  คือ %ของไพรีนที่จับกับอนุภาคดิน 
         Kdoc    คือ สัมประสิทธิ์การเกิดพันธะ(จับ)ของไพรีน หรือ สัมประสิทธิ์การแบงละลายของ  
                        humic material กับ nonpolar neutral organic contaminants (NOC) (ซึ่งขึ้นอยู 
                        กับชนิดของอนุภาคดินจากแหลงตาง ๆ )  
       [OC]   คือ ความเขมขนของอนุภาคดิน (กก.ตอลิตร) 
 
 
2.4 รายงานไพรีนและสาร PAHs อ่ืน ๆ ในประเทศไทย  

 
สําหรับประเทศไทยมีหลายงานวิจัยที่ รายงานเกี่ยวกับสาร PAHs ที่ปนเปอนใน

สิ่งแวดลอม  โดยพบไพรีนและสาร PAHs ชนิดอื่นในปริมาณที่ตางกัน  
ตัวอยางอากาศที่เก็บจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ ในเดือนมีนาคม พ.ศ.2536 

ถึง มีนาคม พ.ศ.2537 เปนเวลาหนึ่งปซึ่งสามารถตรวจพบไพรีนเฉลี่ย 0.55 นาโนกรัมตอลบ.ม.
และสาร PAHs ชนิดอื่นอีก 19 ชนิดแตกตางกันมีความเขมขนเฉลี่ย 0.125 – 1.875 นาโนกรัมตอ
ลบ.ม. โดยพบ เบนโซ(เอ)ไพรีน  อะซีแนพธิสีน อะซีแนพธีน และเบนโซ(จี,เอช,ไอ)เพอริรีน มี
ปริมาณเขมขนมากที่สุด (Panther และคณะ, 1996) 

ในอากาศเขตกรุงเทพมหานคร พบปริมาณสูงในบริเวณเสนทางการจราจร  โดยสาร 
PAHs จะเกาะติดกับฝุนละอองขนาดเล็ก ซึ่งพบไพรีนเขมขน 14 นาโนกรัมตอลบ.ม.ของอากาศ 
แบงออกเปนสถานะกาซ 12.70 และจับติดอยูกับฝุนละออง 1.30 นาโนกรัมตอลบ.ม.ของอากาศ 
ตามลําดับ และการกระจายตัวของสาร PAHs ในบรรยากาศเขตกรุงเทพมหานครปพ.ศ.2539 โดย
การศึกษาของ  Garivait และคณะ (2002) พบวาสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา 252 ดาลตัน 
เชน ไพรีน เบนโซ(อี)ไพรีน และ เบนโซ(เอ)ไพรีน จะอยูในรูปของกาซเปนสวนใหญ คือ 80 40 และ 
24 % ตามลําดับ ในขณะที่สาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงกวา จะอยูในรูปของฝุนละอองเกือบ
ทั้งหมด  ซึ่ง 30 – 60 % โดยน้ําหนักของสาร PAHs ที่ศึกษาอยูในฝุนละอองขนาดเล็กกวา 0.43 
ไมครอน และ กวา 70 % พบอยูในฝุนละอองขนาดเล็กกวา 2.1 ไมครอน   ซึ่งสาร PAHs มีความ
เขมขนรวม( 9 ชนิด ) ระวาง 19.48 (แหลงที่พักอาศัยและยานธุรกิจ) ถึง 42.95 นาโนกรัมตอลบ.ม. 
(แหลงการจราจรหนาแนน)  โดยมีคามากกวาพื้นที่อางอิงประมาณ 1.5 - 3 เทา ( 14.68  นาโน
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กรัมตอลบ.ม.) จากการศึกษานี้พบไพรีนเขมขน 15.0 – 30.1 นาโนกรัมตอลบ.ม. (ทั้งในรูปของกาซ
และอยูในฝุนละออง) เกาะอยูกับฝุนละออง 0.96 – 3.83 นาโนกรัมตอ ลบ.ม. เทานั้น ความเขมขน
รวมดังกลาวมีปริมาณที่สูงเมื่อเทียบกับที่อ่ืนทั่วโลก  คณะผูวิจัยคิดวาแหลงที่มาของสาร PAHs ใน
บรรยากาศนั้นเกิดจากควันที่ปลอยออกมาจากเครื่องยนตบนเสนทางจราจร ดินที่เก็บจากเมือง
เชียงใหม ในเดือนกุมภาพันธ พ.ศ.2539 พบสาร PAHs ที่มี 4-7 วงแหวนเบนซีนเฉลี่ย 824 ± 399 
(205-2196) นาโนกรัมตอกรัมดิน(ดินทั้งหมด 30 ตัวอยาง) เปนไพรีน 168 ± 103 (39.7-526) และ
ฟลูออแรนธีน 146 ± 75 (37.1-418) นาโนกรัมตอกรัมดิน ซึ่งพบมากที่สุดในการวิจัยนี้ โดยคาดวา
ยานพาหนะเปนแหลงหลักที่ปลอยสาร PAHs สูอากาศแลวสะสมในดิน เพราะตัวอยางที่มีปริมาณ
มากอยูติดกับถนนที่มีการจราจรแออัดเชนเดียวกับกรุงเทพฯ (Amagai และคณะ, 1999) และดินที่
กรุงเทพฯมีสาร PAHs รวม 20 ชนิดอยูระหวาง 20 – 380 ไมโครกรัมตกก.ดิน ซึ่งนอยกวาขางตน มี
ไพรีน 0.3 – 48.3 ไมโครกรัมตกก.ดิน โดยพบแนพธาลีนสูงสุด ซึ่งคาดวาเกิดจากปจจัยหลายอยาง
จึงพบไดต่ํา และไดรับจากการเผาใหมน้ํามันเปนหลัก (Wilcke และคณะ, 1999) 

  
 
2.5 ประโยชนของไพรีน 

 
เนื่องจากโมเลกุลของไพรีนรับและเปลงคลื่นแสงไดดีจึงถูกนํามาใชเปนตัวติดตามโดยเปน

ตัวขยายสัญญาณทางพันธุศาสตร (Yamana และคณะ, 1999)  โดย Kostenko และคณะ (2001) 
ใชไพรีน 2 โมเลกุลเชื่อมกับ oligonucleotide ตรงดาน 5’-phosphate แลวสามารถใชเปนตัว
ติดตาม (Probe) เพื่อติดตามศึกษาลําดับเบสและโครงสรางของอารเอ็นเอ พบวาตัวติดตามนี้มี
ความไวตอโครงสรางทุติยภูมิของ oligonucleotide binding site ซึ่งสามารถพัฒนาเพื่อศึกษา
โครงสรางของอารเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเล็กนอยได และเพิ่มความสามารถในทางเทคนิค
ไฮบริดไดเซชันรวมกับเพอริลีน โดยไพรีนเปนตัวจายสัญญาณและเพอริลีนเปนตัวรับสัญญาณ 
(Masuko และคณะ, 2000) 

ไพรีนถูกนํามาติดฉลาก(ผนึก)กับเสนใยซิลิกาขนาดเล็ก(silica microfiberes) หลังจากถูก
เคลือบผิวดวย 3-aminopropyl triethoxysilanes(APTES) แลว เพื่อใชติดตามขบวนการเคอริง
(curing) ของระบบ epoxy ของ polymers จาก fluorescence ที่ปลอยออกมาจากโมเลกุลของ
ไพรีน เพราะไพรีนและอนุพันธของไพรีนเชน 1-pyrenesulphonyl chloride(PSC) ใหแสงที่อยูนาน
และมีสเปคตรัมไวตอข้ัวของสารในสิ่งแวดลอม (González-Benito   และคณะ ,  2003)  เนื่องจาก
คุณสมบัติดังกลาวไพรีนจึงถูกพัฒนานํามาใชในเทคโนโลยีนาโนทิวป โดยนําไพรีนมาเชื่อมตอที่
ดานปลายของนาโนทิวปดวยพันธะเอมีน เพื่อที่จะชวยใหการศึกษาทางดานเคมีของแสง 
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(Photochemistry ) ของนาโนทิวปที่มีผนังชั้นเดียวซึ่งถูกปรับปรุงหรือดัดแปลง (modified single 
wall carbon nanotubes, SWNT) ทําใหการศึกษางายขึ้นโดยไมตองอาศัยความสามารถในการ
ละลายของนาโนทิวป  เพราะแสงที่ไดจากไพรีนมีความชัดเจนคงทน (Álvaro และคณะ ,  2004)
 สําหรับทางการแพทย  ไพรีนถูกนํามาเชื่อมตอกับ crisnatol โดยผาน aminopyrene       
ไดเปนยาลูกผสมที่ชื่อวา pyrene-linked PBD hybrids (PBDs=pyrrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepines) ซึ่งมีแนวโนมที่สามารถตานเซลลมะเร็งที่แยกไดจากมนุษย เนื่องจาก
จับกับดีเอ็นเอไดดีกวายาตนแบบ (Kamal และคณะ , 2004)   
 
2.6 ความเปนพิษของไพรีน 

 
หนวยงานคุมครองสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกาไมจัดใหไพรีนเปนสารกอมะเร็งในมนุษย  

แตทําใหผิวหนังเกิดการระคายเคืองหากสัมผัสโดยตรง (skin irritant) มีรายงานคนงานที่เตาอบ
ถานโคกมีอุบัติการเปนมะเร็งปอดและระบบไตเพิ่มข้ึน  คนงานที่สัมผัสครีโอโสตพบวาเกิดมะเร็ง
ผิวหนัง สวนในสัตวทดลองยังมีขอมูลไมพอที่จะสรุปวาเปนสารกอมะเร็ง  พบเพียงวาหนู mice ที่
กินไพรีนจะมีปญหาของเลือดเล็กนอย น้ําหนักไตลด น้ําหนักตับเพิ่ม และทอกรวยไตเสื่อมสภาพ 
ในหนูแรท ทําใหตับมีใขมันมาเกาะมาก ถาฉีดเขาชองทอง จะทําใหตับเสียสภาพ แตมีบางรายงาน
ที่สามารถพบมะเร็งผิวหนังในหนู mice และหนู mouse ได (Randerath และคณะ, 1997) และมี
คา oral LD50 เทากับ 800 มก.ตอกก. (Patnaik, 1992)   ซึ่งการไดรับไพรีนนั้นสวนใหญเกิดจาก
การหายใจเอาควันที่เกิดจากการเผาไหมเขาไป การสัมผัสทางผิวหนัง การหายใจเอาอากาศทั่วไป 
โดยเฉพาะในพื้นที่ที่มีการจราจรแออัดหรือบริเวณใกลกับแหลงอุตสาหกรรม และอาจไดจากการ
ปนเปอนในอาหารและน้ําดื่ม    มีการประมาณวาในป ค.ศ.1987 ผูหญิงญี่ปุนไดรับไพรีนเฉลี่ยวัน
ละ 0.98 ไมโครกรัม  (Faust, 1998 ; U.S. National Library of Medicine, 2002)     ความเขมขน 
10 มก.ตอลิตร สามารถทําใหปลา(Pimephales promelas) ตายไดภายใน 1 วัน (Verschueren, 
1997)  ความเขมขนที่สามารถรับไพรีนทางปากกําหนดไดที่ 0.3 และ 0.03 มก.ตอกก.ตอวัน 
สําหรับการรับบางโอกาสและการรับเปนประจํา(subchronic and chronic oral exposure) 
ตามลําดับ  และมีไพรีนกระตุน เบนโซ(เอ)ไพรีนใหกอมะเร็งได (Faust, 1998)  ซึ่งไพรีนสามารถจับ
กับดีเอ็นเอได 2 รูปแบบ คือ 1. ดีเอ็นเอสายคูตรง poly(dA-dT):poly(dA-dT) 2. ดีเอ็นเอสายเดี่ยว
ที่แยกจากกัน หรือ polynucleotides อ่ืน เชน poly(dA):poly(dT) (Chen, 1983) 

Hansen และคณะ (2004) พบวา ในกลุมพนักงานขับรถประจําทางและคนสงจดหมายที่
ไมสูบบุหร่ีของประเทศเดนมารค  มีการรบัเอาไพรีนเขาไปในปริมาณที่แตกตางกัน โดยในปสสาวะ
ของพนักงานขับรถมีปริมาณสาร 1-hydroxypyrene มากกวาและมี mutagenic activity สูงกวา
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คนสงจดหมาย ซึ่งความแตกตางนี้นาจะเกิดจากการรับสาร PAHs ของสิ่งแวดลอมที่ตางกัน 
รวมถึงระยะเวลาและระยะหางจากแหลงกําเนิด  
 
2.7 การบําบัดไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในสิ่งแวดลอม 
  
 เมื่อไพรีนและสาร PAHs เขาสูสิ่งแวดลอม มักจะสะสมอยูในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง
พืช และอากาศ โดยจะเกาะติดอยูในอนุภาคของดิน ตะกอนดิน หรือฝุน ซึ่งสามารถเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไดโดยขบวนการตาง ๆ ทั้งทางดานกายภาพ เคมีและชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงของ
ไพรีนและสาร PAHs ในสิ่งแวดลอมไดหลายวิธีดังนี้ (Cerniglia, 1992) 

การกลายเปนไอ(volatilization) 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของแสง(photooxidation) 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันทางเคมี(chemicaloxidation) 
การสะสมอยูภายในสิ่งมีชีวิต(bioaccumulation) 
การดูดซับโดยอนุภาคของดิน(adsorption) 
การยอยสลายโดยจุลินทรีย(microbial degradation)  
โดยจะเกิดขึ้นไดมากหรือนอยเพียงใดขึ้นอยูกับสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของสาร 

PAHs นั้น ๆ รวมทั้งขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมนั้น (Ashok และ Saxena, 1995) 
โดยรวมสามารถแยกไดดังนี้ 

 
2.7.1  การบําบัดทางกายภาพ 

2.7.1.1 การดูดซับ (Sorption) 
            เนื่องจากสาร PAHs เปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้าํไดต่าํ จงึถกูดดูซบั

ติดกับอนุภาคของดินหรือตะกอน (organic matter) ไดอยางแนนหนาในปริมาณมาก โดยความ
แนนของการจับมีความสัมพันธโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุลที่เพิ่มข้ึนของสาร PAHs (Pignatello 
และ Xing, 1996 ; Luthy และคณะ, 1997)  ซึ่งขึ้นอยูกับความไมมีขั้วของสาร PAHs ดังนั้นจึงทํา
ใหสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงถูกเกาะติดแนนเปนเวลานานกวาสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า  
(Chin และคณะ, 1997) จากขอมูลดังกลาวจึงมีงานวิจัยศึกษาการใชสายใยจากตนไมเขามาชวย
ดูดซับไวกอนนําไปทําลายเชน aspen wood fibers ( Populus tremula ) มาดูดซับไพรีนที่ละลาย
น้ําได (15-50 ไมโครกรัมตอลิตร) ซึ่งสามารถซับไดมากกวา 50 % จนสายใยอิ่มตัวภายในเวลา 
12.5 วัน โดยใหคาสัมประสิทธิ์ของการดูดซับ( aspen wood-water sorption coefficient, Kww ) 
เทากับ 462 ± 7.9 (ไมโครกรัมตอไมโครลิตร)(ไมโครกรัมตอลิตร)-1 ซึ่งมีความสัมพันธโดยตรงกับ
คาล็อคของสัมประสิทธิ์การแบงละลายในน้ํากับออกทานอล( octanol-water partition 
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coefficient, Kow เทากับ 5.13 (โมลตอลิตร)(โมลตอลิตร)-1) ซึ่งสามารถพัฒนาไปใชบําบัด
สารประกอบ PAHs ที่ปนเปอนในแหลงน้ําตาง ๆ (Boving และ Zhang, 2004) 

2.7.1.2 การระเหย (Volatilization) 
             สวนใหญสาร PAHs ที่ปนเปอนในดิน ระเหยไดชาและนอยมาก เนื่องจากสาร 

PAHs เกาะติดแนนอยูในอนุภาคดิน การระเหยของสาร PAHs เกิดจากการรวมตัวกับโครงสราง
ของน้ําแลวระเหยไป ซึ่งสาร PAHs ที่ปนเปอนในน้ําและอยูผิวน้ําจะมีอัตราการระเหยสูงกวา
สารประกอบ PAHs ที่อยูผิวดิน จากการศึกษาพบวาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า เชน 
แนพธาลีน จะมีอัตราการระเหยไดสูงกวาสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (Ashok และ 
Saxena, 1995) 

2.7.1.3  การแตกสลายจากแสง (Photochemical degradation) 
            การแตกสลายของสาร PAHs โดยแสงนั้นเปนกระบวนการทางเคมี ซึ่งจะมี

ออกซิเจนเปนตัวสําคัญที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน 
อุณหภูมิ และปริมาณความเขมขนของแสง (Reyes และคณะ, 1998 ; Warmer และคณะ, 2004) 
รวมถึงการใชรังสีตาง ๆ เชน รังสีแกมมา (Melcher และคณะ, 2002) 
 

2.7.2 การบําบัดทางเคมี 
       2.7.2.1 การใชกาซโอโซน เพราะวาโอโซนเปนตัวออกซิไดซที่แรง จึงใชมาแตก

โมเลกุลสารประกอบอินทรียได พบวาประสิทธิภาพยังไมดีนักลดไดเฉพาะสาร PAHs โมเลกุลตํ่า 
แตจะเปนการดีหากใชรวมกับการใชจุลินทรีย (Nam และ Kukor, 2000) 

       2.7.2.2 การใชสารเคมี อนุพันธุของสารเคมีที่มีสมบัติเกิดไฮดรอกซีเรดิเคิล
(hydroxyl (OH.) radicles) จะสามารถแตกสลายสาร PAHs ได เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
(H2O2)เพียงอยางเดียว หรือผสมกับเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) สามารถเปลี่ยนแอนทราซีน และเบน
โซ(เอ)ไพรีนไดประมาณ 40 % ซึ่งจะใหดีกวานี้ตองเติมรวมกับแบคทีเรียที่สามารถใชสารเหลานั้น
ได โดยพบวามีประสิทธิภาพเปนอยางดี (Nadarajah และคณะ, 2002) 

 
2.8.3 การบําบัดทางชีวภาพ 
 
การบําบัดสิ่งแวดลอมที่เปนขบวนการซึ่งใชจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาตหิรือมีการตัดแตง

พันธุกรรมแลว เชน ยีสต รา แบคทีเรีย เพื่อใหเปลี่ยนโครงสรางสารอินทรียอันตรายที่ปนเปอนให
เปนสารมีพิษนอยลงหรือหมดพิษ โดยจุลินทรียใชสารปนเนื้อนเปนแหลงอาหาร คารบอน และ
พลังงาน เพื่อเจริญเติบโตและดาํรงชีวิต (Maria, 1999 ; Dua และคณะ, 2002) 
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จุดประสงคเพื่อกระตุนการเจริญของจุลินทรียประจําถิ่นหรือเหนี่ยวนําจุลินทรียบริเวณนั้น
ใหเกิดการยอยสลายสารปนเปอน ประโยชนของวิธีการนี้คือ เปนกระบวนการทางธรรมชาติที่ไม
เกิดอันตรายตอส่ิงแวดลอม มีการทําลายสารปนเปอนตรงบริเวณที่ปนเปอนนั้น และมักจะมี
คาใชจายต่ํากวาวิธีการบําบัดอื่น ๆ (Korda และคณะ, 1997) แตมีขอเสียคือใชเวลานาน ถึง
อยางไรก็ตามวิธีการนี้กําลังถูกพิจารณานํามาใชในอนาคต (Korfiatis และ Chermisinoff, 1994)     
วิธีการนี้ เริ่มนํามาใชในปลายศตวรรษที่  70 (ค .ศ .1970-79) โดยใชแบคที เรียในสกุล 
Pseudomonas มายอยสลายผลิตภัณฑปโตรเลียมและสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ลอยอยูบน
น้ําทะเล และในเดือนมีนาคม ค.ศ.1989 ถังเก็บน้ํามันดิบ Exxon Valdez ในอะลาสกา เกิดร่ัว ทํา
ใหชายหาดมีน้ํามันดิบปกคลุมหนาครึ่งเมตร มีการใหสารอาหารแกจุลินทรียบริเวณนั้นโดยการพน
หลังจากวิธีการอื่น ๆ ใชไมไดผล  พบวาสามารถลดสาร PAHs ได 45 % ในเวลาสามเดือน และใน
สงครามอาว(Gulf War)ค.ศ.1991 เกิดมีน้ํามันกระจายทั่วทะเลทราย ตอมาสามารถแยกเชื้อที่ใช
น้ํามันเหลานั้นไดเชน Arthrobacter แลวจึงมีการศึกษาวิจัยดานนี้กันมากขึ้น (Maria, 1999)  
ขอจํากัดของวิธีการบําบัดทางชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพของการยอยสลายตองคํานึงถึง ชนิด
ของสารปนเปอน อุณหภูมิ ความเปนกรดดาง ปริมาณออกซิเจนที่สามารถนําไปใชได ความชื้น 
สารอาหารที่สามารถใชได สมบัติทางฟสิกสของสารปนเปอน เปนตน ซึ่งมีผลตอการทํางานของจุลิ
นทรีย เพราะอาจจะทําใหมีภาวะดังตอไปนี้  

1.ไมมีจุลินทรียที่ยอยสลายสารปนเปอนไดหรือมีนอยมากและมีปฏิกิริยาทางชีวเคมีจํากัด
ในการยอยสลาย   

2.สารปนเปอนไมอยูในภาวะที่เหมาะสมกับการใชของจุลินทรียและการถายทอดมวลมี
จํากัด (poor bioavailability) 

3.สารปนเปอนหรือสารมัธยันต มีพิษตอจุลินทรียในบริเวณนั้นและการยอยสลายถูกยับยั้ง 
ขอจํากัดที่ 2 เกิดไดจากธรรมชาติของจุลินทรีย องคประกอบและสมบัติของสารปนเปอนและ
ธรรมชาติของดิน แตสามารถเพิ่มประสิทธิภาพได โดยการใชสารลดแรงตึงผิวจากจุลินทรียสราง
หรือสังเคราะหข้ึนเติมเขาไปดวย การเติมสารละลายอินทรียชวยละลายกอน  ซึ่งการใชสารลดแรง
ตึงผิวจะตองเปนชนิดที่ไมมีอันตรายตอจุลินทรียและสามารถเพิ่มการละลายของสารปนเปอน  
นิยมเติมจุลินทรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเขาไปมากกวาการเติมสารลดแรงตึงผิวบริสุทธิ์ โดยขึน้อยู
กับชนิดและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิดและตองไมรบกวนการสกัดสารปนเปอนและ
ติดตามไดงาย (Korfiatis และ Chermisinoff, 1994 ; Gutiérrez-rojas, 2000 ; Dua และคณะ, 
2002) 
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2.8 การยอยสลายไพรีนโดยจุลินทรีย  
 

จุ ลินทรีย ในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิสมหลายแบบในการยอยสลาย
สารประกอบทางธรรมชาติและสารสังเคราะหที่มนุษยสรางขึ้น ในขณะที่ภาคอุตสาหกรรมมีการ
พัฒนาอยางรวดเร็ว จุลินทรียก็มีวิวัฒนาการใหมีความสามารถยอยสลายสารสังเคราะหชนิดตางๆ
ที่ปนเปอนเขามาในสิ่งแวดลอม รวมทั้งสาร PAHs  การปรับตัวของจุลินทรียเพื่อใหมีความสามารถ
ในการยอยสลายสารดังกลาวไดอาจเกิดขึ้นโดยมีการชักนําใหสรางเอนไซมที่จําเปนหรือการ
เปลี่ยนแปลงในระดับยีนซึ่งเปนผลทําใหจุลินทรียสามารถพัฒนาวิถีเมตาบอลิสมข้ึนมาใหมเพื่อใช
ในการยอยสลายสาร PAHs ได (Madson, 1998)  โดยมีความสัมพันธกันดังรูปที่ 2.2   

 

  
รูปที่ 2.2 แสดงแนวคิดของการพัฒนาความหลากหลายเมตาบอลิสมในจุลินทรีย เกิดจาก 
 ความสัมพันธระหวางจลศาสตรความรอน แหลงที่อยูตามธรรมชาติ สรีระวิทยา 
 วัตถุดิบที่ทดแทนได จุลินทรียและวิวัฒนาการ (Madson, 1998) 
 
จุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกการยอยสลายสาร PAHs แตกตางกันไป อยางไรก็ตาม

พบวาการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียเปนกระบวนการสําคัญในการบําบัดสารปนเปอน 
ความสามารถในการยอยสลายของจุลินทรียในสิ่งแวดลอมข้ึนอยูกับคุณสมบัติของสารปนเปอน
ทางฟสิกสและเคมี ปริมาณและอัตราเร็วของการแพรในสิ่งแวดลอมและความงายในการเขาถึง
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และถูกใชโดยจุลินทรีย ซึ่งสัมพันธกับชนิดของดิน น้ําและออกซิเจนที่สามารถใชได สารอาหาร 
ความสามารถของจุลินทรีย ความคุนเคยกับสารปนเปอน พิษของตะกอน ความเปนกรดดาง 
อุณหภูมิ และผลกระทบตามฤดูกาลอื่น ๆ ( Sutherland และ Cerniglia, 1995 ; Sutherland และ
คณะ,1995)  

นอกจากจะคํานึงถึงชนิดและความสามารถของจุลินทรียที่จะนํามาบําบัดแลว ยังตอง
คํานึงถึงระยะเวลามี่ไพรีนอยูในแหลงปนเปอนนั้นดวย เพราะหากปลอยนานการบําบัดก็จะยากขึ้น 
เนื่องจากไพรีนจะจับกับสวนอนุภาคอินทรียดิน (soil organic matter, SOM) ดวยพันธะโควาเลนซ
ไดแนนยิ่งขึ้นตามเวลา(270 วัน) ทําใหสกัดออกมายากขึ้นและถูกยอยโดยจุลินทรียลดลง เพราะ
โอกาสการพบกันของจุลินทรียและไพรีนก็ลดลงตามเวลา ซึ่งรวมถึงสารมัธยันตจากไพรีนดวย
เชนกัน (Gothrie และ Peaender, 1998)    ความสําเร็จของการบําบัดสาร PAHs โดยจุลินทรียนั้น
ขึ้นอยูกับปจจัยในสิ่งแวดลอม ดังตอไปนี้ (Trejo และ Quintero, 2000) 

1.การมีจุลินทรียที่สามารถยอยสาร PAHs ไดและสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดงาย  
   โดยที่นําไปใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนได 
2.การมีตัวกระตุนหรือสารกระตุน เพื่อสังเคราะหเอนไซมที่มีความจําเพาะตอสาร PAHs  
3.การมีตัวใหและรับอิเล็คตรอนที่เหมาะสม 
4.ความสมดุลของสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาของเอนไซมในการเขายอยสลาย  
   เชน ความชื้น และความเปนกรดคาง 
5.สารอาหารที่จําเปน เพื่อสนับสนุนการเจริญ และการผลิตเอนไซมของจุลินทรีย เชน  
   ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 
6.ชวงอุณหภูมิที่สนับสนุนกิจกรรมของจุลินทรียและปฏิกิริยาการสลายสาร PAHs  
7.การไมมีสารพิษในระบบจากสารมัธยันตที่เกิดขึ้น 

 8.มีจุลินทรียที่สลายสารมัธยันตที่เกิดขึ้น 
 9.มีจุลินทรียที่ปองกันการสรางสารมัธยันตที่เปนพิษ 
 10.สิ่งแวดลอมที่เหมาะสม มีการแกงแยงโดยจุลินทรียนอย 
 ดังนั้นผลการทดลองตาง ๆ ที่มีรายงานแลวจึงมีความแตกตางกัน บางครั้งสอดคลองกันดี
ในขณะที่บางการทดลองขัดแยงกันอยางมาก ซึ่งตองมีการปรับระบบการทดลองใหเหมือนกันแลว
จะสามารถมาวิเคราะหเปรียบเทียบกันไดในอนาคต 
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2.9 การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย   
 2.9.1 แบคทีเรียบริสุทธิ์ 
 มีรายงานการวิจัยที่ผานหลายสิบป นิยมใชวิธีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์จากดิน น้ํา ดิน
ตะกอนที่มีประวัติการปนเปอนสารประกอบนี้มากอน จากของเสียที่ถูกทิ้งจากภาคอุตสาหกรรม
ตาง ๆ  ภาคเกษตรกรรมและแหลงที่อยูอาศัยตาง ๆ   โดยวิธีการ Enrichment culture technique 
ซึ่งเปนการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่แทจริงโดยไมหายไปใน
ระหวางการทําเจือจางตอไป (Wackett, 2001)  แลวคัดแยกเชื้อดวยวิธีเกลี่ยเชื้อที่คาเจือจางตาง ๆ 
ลงอาหารแข็ง จากนั้นพนสารประกอบไพรีนที่ละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสมทับอีกครั้ง 
คัดเลือกโคโลนีที่มีวงใสรอบ ๆ โคโลนี (Kiyohara และคณะ, 1982) แตการพนเปนอันตรายตอผู
ปฏิบัติ จึงมีการพัฒนาเปนวิธีการทําในจานหลุมขนาดเล็ก(micoplates) โดยนําสาร PAHs ใสกอน
แลวเติมจุลินทรียเจือจางแลวตามเขาไป ติดตามการใชสาร PAHs จากความขุน และการเปลี่ยนสี
เปนสีเหลืองน้ําตาล สีเขียว (Stieber และคณะ, 1994)  หรือการอาศัยความสามารถในการเกาะ
กับแผนสังเคราะหที่ไมชอบน้ําซึ่งมีผลึกไพรีนติดอยู เมื่อมีการถายเชื้อหลายครั้งจึงนําแผนนั้นมา
แยกแบคทีเรีย (Bastiaens และคณะ, 2000) จากนั้นจึงนําแบคทีเรียที่มีสามารถใชไพรีนไดมา
ศึกษาการยอยสลายตอไป ซึ่งเทาที่ผานมาสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดแตกตางกัน  ดังแสดงใน
ตารางที่ 2.3  แบคทีเรียสวนใหญที่คัดแยกไดมักมีลักษณะ coryneforms  แกรมลบ ไมหมักน้าํตาล 
เชน  Mycobacterium sp. (Saval, 2000) และแบคทีเรียที่คัดแยกไดจะมาจากดินและตะกอนทีถ่กู
ปนเปอนดวยสารประกอบไฮโดรคารบอน 

การยอยสลายไพรีนโดยแบคที เรียบริสุทธิ์จะได เซลล เพิ่มมากขึ้นและไดน้ํ ากับ
คารบอนไดออกไซด หากมีการยอยสลายอยางสมบูรณ(Cerniglia, 1992 ; Wilson และ Jones, 
1993)  โดยปกติแบคทีเรียจะยอยสลายสารที่ละลายน้ําไดงายกวาสารที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการ
ยอยสลายสาร PAHs ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา แบคทีเรียทั่วไปจะไม
สามารถยอยสลายสารนี้ได  แตมีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถสรางเอนไซมตางๆ ที่ใชใน
การยอยสลายสาร PAHs เพื่อจะนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน   สวนใหญแบคทีเรียสาย
พันธุเดี่ยวจะสามารถยอยสลายสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่า ที่ประกอบไปดวยวงเบนซีน  2-3 วง  
แบคทีเรียมีกลไกนําสาร PAHs ไปใช  โดยเขาไปทําปฏิกิริยากับสารโดยการสัมผัสโดยตรงกับผลึก
สาร PAHs  แบคทีเรียบางชนิดสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งจะเพิ่ม
การละลายน้ําของสาร PAHs  ชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกบัสาร PAHs ไดงาย  ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่
ผนังเซลล  จากนั้นสาร PAHs จะถูกสงผานผนังเซลลโดยการแพร (passive diffusion) โดยไมใช
พลังงานจากเซลล (Bugg และคณะ,  2000) เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวยชั้น
ฟอสโฟไลปด เมื่อสาร PAHs เขาสูเซลล เอนไซมตัวแรกที่เร่ิมการยอยสลายคือ ออกซิจีเนส 



 19

กระบวนตาง ๆ จะดําเนินอยางตอเนื่องจนไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญ
ของแบคทีเรียโดยดังที่กลาวมาขางตน กระบวนการดังกลาวจะเกิดอยางสมบูรณ ตองอาศัย
กิจกรรมของเอนไซมหลายชนิด (รูปที่ 2.3) 
 
    ตารางที่ 2.3 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 
แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ UW1 
Mycobacterium sp. สายพันธุ BB1 
Mycobacterium sp. สายพนัธุ VF1 
Gordona sp. สายพันธุ BP9 
Rhodococcus sp.สายพันธุ S Pyr Na 1  
Rhodococcus sp.สายพันธุ S Flt Na 1  
Genus Aureobacterium สายพนัธุ S Ant Mu 3 
Mycobacterium flavescens 
Burkholderia cepacia  สายพนัธุ VUN10,001 
Mycobacterium sp. สายพนัธุ KR2 
Mycobacterium sp. สายพนัธุ CH1 
Mycobacterium sp. สายพนัธุ MR-1 
Mycobacterium sp. สายพันธุ LB208 
Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10,010 
Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10,003  
Mycobacterium sp. สายพันธุ AP1 
Mycobacterium gilvum สายพันธุ B1 
Mycobacterium esteraromaticum สายพันธุ B21 
Genus Porphyrobacter สายพันธุ B51 

Walter และคณะ(1991) 
Boldrin และคณะ(1993) 
Kastner และคณะ(1994) 
Kastner และคณะ(1994) 
Bouchez และคณะ(1995) 
Bouchez และคณะ(1995) 
Bouchez และคณะ(1995) 
Dean-Ross และ Cerniglia (1996) 
Juhasz และคณะ(1997) 
Rehmann และคณะ(1998) 
Churchill และคณะ(1999) 
Molina และคณะ(1999) 
Bastiaens และคณะ(2000) 
Boonchan และคณะ(2000) 
Juhasz และคณะ(2000) 
Vila และคณะ(2001) 
Gauthier และคณะ(2003) 
Gauthier และคณะ(2003) 
Gauthier และคณะ(2003) 

 
 
พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถดังกลาว จะสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด 

เนื่องจากออกซิจีเนส เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad specificity 
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enzyme) ซึ่งถือวาเปนลักษณะที่ดี เพราะในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอนสาร PAHs หลายชนิด 
(Baver และ Capone, 1988 ; Stringfellow และ Aitken, 1995)   

 
 

hydrophobic PAHs adsorbed 
   to soil particle                      A                                             B 

 
                    C                                 D                                  E 
 
รูปที่ 2.3 การยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรีย (Enzymetech, 2001)   

(A  คือ PAHs ถูกละลายโดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียสรางขึ้น, B คือ PAHs 
แพรผานผนังเซลลของแบคทีเรีย, C คือ PAHs  ถกูยอยสลายโดยเอนไซมในกระบวนการ 
ยอยสลายขั้นแรกภายในเซลลแบคทีเรีย, D คือ PAHs แพรผานไซโตพลาสมกิเมมเบรน 
ของแบคทีเรีย,  E คือ การยอยสลาย PAHs อยางสมบูรณโดยเอนไซมหลายชนิด) 

 
การยอยสลายไพรีนสวนมากเปนปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ใชออกซิเจนในการแตกโมเลกุล

หรือเปลี่ยนโครงสรางบางสวน (transformation) โดยโปรคารีโอตและยูคารีโอตใชเอนไซมกลุมออก
ซีจิเนสเหมือนกันในการเกิดปฏิกิริยา(รูปที่ 2.4, Wilson และ Jones, 1993) การออกซิเดชันของ
แบคทีเรียจะอาศัยเอนไซม   ไดออกซีจิเนส (dioxygenases) เปลี่ยนโครงสรางเปน ไพรีน ซีส-ได
ไฮโดรไดอัลส  ไดฟนอลส แลวถูกแตกโมเลกุลตอไปโดยไดออกซีจิเนสตวัอื่น ๆ ตอไป  

สุดทายจะไดผลิตภัณฑหลัก 3 ชนิด คือ แคททีคอล กรดเจนทีสิค และกรดโปรโตแคทที
ชูอิค (รูปที่ 2.5)  
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รูปที่ 2.4 แสดงการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรีย (Wilson และ Jones, 1993)  
 
แตบางครั้งการทํางานของแบคทีเรียบริสุทธิ์ไมสามารถใชไพรีนไดโดยตรงตองอาศัยสาร

สับสเตรทรวม (co-substrate) หรือสารอาหารชนิดอื่น เปนสารตั้งตนในการยอยสลายและ/หรือใช
ในการเพิ่มจํานวนใหพอเสียกอน หรือชวยกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในปฏิกิริยากอน ซึ่ง
เปนการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม (co-metabolism) ซึ่งเปนการเปลี่ยนโครงสรางของสาร 
PAHs บางสวน โดยไมไดใชสารนั้นเปนแหลงคารบอนและพลังงาน จะเกิดก็ตอเมื่อมีสารอาหาร
หรือสารอื่นเขามาอยูในระบบเสียกอน โดยอาศัยสารอาหารหรือสารอื่นเปนแหลงอาหาร(คารบอน
และพลังงาน)ในการเจริญเติบโตในขั้นตอนแรก จากนั้นจึงมีการเปลี่ยนโครงสรางสาร PAHs ตอไป 
(Cerniglia, 1992 ; Alexander, 1994)  วิธีการนี้เปนสวนของ bioconversion หรือ 
biotransformation เปนการใชจุลินทรียบริสุทธิ์มาเปลี่ยนสารตั้นตนใหเปนผลิตภัณฑที่ตองการ    
จุลินทรียที่ใชเชน Pseudomanas,  Acinetobacter,  Norcardia,  Bacillus, Achromobacter 
บางครั้งเอนไซมเพียงชนิดเดียวจะเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน ออกซิเดชัน ดีอะมีเนชัน แตบางครั้ง
ตองอาศัยเอนไซมมากกวา 1 ชนิด เขามาชวยในการเกิดปฏิกิริยาเหลานี้ไดครบ (Alexander, 
1994) 
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รูปที่ 2.5  แสดงผลิตภัณฑหรือสารมัธยันตสุดทายหลักที่พบจากการยอยสลายสาร PAHs   
              (Wilson และ Jones, 1993) 
    
การที่จุลินทรียไมสามรถใชสาร PAHs ได เพราะวาขาดปจจัยสําคัญที่ตองการในการ

เจริญเติบโต หรืออาจเกิดจากตัวจุลินทรียเอง ซึ่งอาจเปนแบคทีเรียแบบ auxotrophs  และบางครั้ง
มีการสะสมสารมัธยันตที่ถูกเปลี่ยนมา ซึ่งสามารถสุรปไดวาเกิดจาก 

1. ผลิตภัณฑจากเอนไซมตัวแรกไมถูกเปลี่ยนตอไปโดยเอนไซมตัวอื่น 
2. ผลิตภัณฑที่ถูกเปลี่ยนมาไปยับยั้งเอนไซมตัวถัดไปหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
3. จุลินทรียขาดสารตัวที่สอง เขามาชวยในบางชวงของปฏิกิริยาในขั้นตอไป 
แตบางกรณีการเกิดการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม จะเกิดไดก็ตอเมื่อที่ความเขมขนที่

เหมาะสมคาหนึ่งเทานั้น เพราะปริมาณที่มากเกินไปหรือนอยเกินไปมผีลตอการกระตุนการทํางาน
ของเอนไซมและเหนี่ยวนําการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีได (Alexander, 1994) ดังนั้นการยอยสาร 
PAHs ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง มักจะตองมีสาร PAHs ที่มีวงเบนซีนต่ํากวาอยูดวย เพราะสาร PAHs 
ที่มีมวลโมเลกุลต่ําถูกยอยสลายไดงายกวาสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง  บางรายงายพบวาการ
ยอยสลายไพรีนอาจตองมีการกระตุนความสามารถของเอนไซมกอนดวยสาร PAHs ชนิดเดียวกัน
หรือตางชนิดกันกอน ประสิทธิภาพจะดีข้ึน (Molina และคณะ, 1999) วิธีการยอยสลายแบบโคเม
แทบอลิซึมแสดงไวในรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 แสดงวิถกีารยอยสลาย PAHs โมเลกุลสูงแบบโคเมแทบอลิซมึ  
                           (สพุินดา ศริิวราศิลป, 2545) 

 
มีรายงานการยอยไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึมออกมาหลายงานวิจัย(ตารางที่ 2.4) โดย

เร่ิมแรกมีการใชสารอาหารเปนโคสับสเตรทกอน ซึ่งประกอบดวย เปปโตน สารสกัดจากยีสตและ
แปงที่ละลายน้ํา (soluble starch) โดยใชเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน คารบอน และพลังงาน  
สําหรับสารสกัดยีสตใชเปนแหลงวิตามินที่จําเปนในการเจริญ  แปงใชเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานเชนกัน (Heitkamp และคณะ, 1988a ; Grosser และคณะ, 1991 ; Trezesicka-Mlynarz 
และ Ward, 1995) ตอมาจึงมีการนําเอาสาร PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วงมาใชเปนโคสับสเตรท 
โดยเฉพาะฟแนนทรีน ซึ่งพบวาเปนสารที่แบคทีเรียใชงายและไมเกิดสารมัธยันตท่ีเปนพิษ และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน (Geiselbrecht และคณะ, 1998 ; Bouchez และคณะ, 1999 ; 
Bastiaens และคณะ, 2000) บางครั้งแบคทีเรียบริสุทธิ์ใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงาน แตไมสามารถใชไพรีนไดจึงใชวิธีการยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึมเขาชวย ซึ่งผลที่
ไดนาพอใจ เพราะสามารถลดไพรีนไดระดับหนึ่ง (Supaka และคณะ, 2001) 

วิถีการยอยสลายไพรีนที่ใชออกซิเจนในการเกิดปฏกิริยาทั้งแบบอาศัยและไมอาศัย         
โคสับสเตรท สามารถตรวจพบสารมัธยันตไดหลายชนิดที่เหมือนและแตกตางกันในแตละสายพันธุ
ของแบคทีเรีย  ซึ่งสามารถนํามาเขียนสรุปรวมกันไดดังแสดงในรูปที่ 2.7 

เมื่อมีการยอยสลายเพียงบางสวนของไพรีน แลวไมสามารถยอยสลายตอไปได เกิดการ
สะสมอยูในระบบ จะเรียกสารมัธยันตนั้นวา “dead-end metabolites” ซึ่งบางชนิดเปนอันตราย
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ตอแบคทีเรียหรือส่ิงมีชีวิตอื่น เชน 6,6’-dihydroxy-2,2’-biphenyl dicarboxylic acid สรางโดย 
Mycobacterium sp. สายพันธุ  AP1 (Bouchez และคณะ, 1995 ; Vila และคณะ, 2001)     

สารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนสวนมากมีลักษณะที่คลายคลึงกัน เพราะคาดวา
เกิดจากการทํางานไดของเอนไซมที่คลายกันและมีตําแหนงที่เขาจับคลายกันครอบคลุมสาร PAHs 
หลายชนิด (รูปที่ 2.6) (Heitkamp และคณะ, 1988b) สามารถกลาวไดวาการยอยสลายไพรีนโดย
แบคทีเรียจะเกิดจากการแตกโมเลกุลไพรีนตรงระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กับ 2 และ 4 กับ 5 
เปนสวนใหญ ไดสารมัธยันตทั้ง ซีส- และ ทราน-ไดไฮโดรไดอัลส จากการทํางานของเอนไซม      
ไดออกซีจิเนส และ/หรือโมโนออกซีจิเนส (Heitkamp และคณะ, 1988b ; Walter และคณะ,1991)  
ซึ่งไมจําเพาะเจาะจงมากนักขึ้นอยูกับความสามารถเฉพาะของสายพันธุแบคทีเรียที่คัดแยกได 
(Dean-Ross และคณะ, 2002) การทํางานจะเกิดจากเอนไซมตัวเดิมหรือตัวใหมตามขั้นตอนของ
แตละวิถีของแบคทีเรียเหลานั้น เมื่อยอยไดจนเหลือ 3 วงเบนซีนจะเขาสูวิถีการยอยฟแนนทรีน 
และสุดทายจะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และเซลลโปรตีน เมื่อมีวิถีเมตาบอลิสมสมบูรณ (Wilson 
และ Jones, 1993)  แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนไดบางครั้งใชเวลาในการปรับตัวกอน
ระยะเวลาหนึ่ง อาจเปนเพราะพิษของสาร PAHs ที่ละลายในตัวทําลายอินทรียเองมีผลตอ
แบคทีเรีย (Bouchez และคณะ, 1997) เพื่อเปนการลดเวลานี้ลง จึงอาจจะตองมีการกระตุนการ
ทํางานของเซลลกอนโดยเลี้ยงในไพรีนที่ความเขมขนต่ํากวาที่ทดลองจริง  หรืออาจจะเติม
สารอาหารที่ใชงายเชน น้ําตาลกลูโคส รวมดวย แลวจึงนําเชื้อมาทดสอบการยอยสลายไพรีนอีก
คร้ังจะชวยลดเวลาปรับตัวไดและชวยใหประสิทธิภาพการยอยไพรีนอยางสมบูรณไดเพิ่มข้ึนเทาตัว 
(Heitkamp และคณะ, 1988a)    

การยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม สวนมากจะมีผลดีตอการยอยสาร PAHs แตละ
ชนิดในระบบ ซึ่งถูกยอยสลายมากขึ้น  แตบางงานวิจัยพบวาฟแนนทรีนมีผลยับยั้งการยอยสลาย
ไพรีน โดยชะลออัตราการยอยใหชากวาปกติ เนื่องจากแบคทีเรียเลือกใชฟแนนทรีนกอน ซึ่งใชได
งายกวาแลวจึงใชไพรีนเมื่อฟแนนทรีนหมด (Yuan และคณะ, 2000)  จากการศึกษาหลายการ
ทดลอง พบวาในภาวะที่ไพรีนอยูรวมกับสาร PAHs อ่ืน จะเกิดทั้งการสงเสริมเรงการยอยไพรีนและ
การยับยั้งแบบแขงขัน (Dean-Ross และคณะ, 2002) ทําใหการยอยไพรีนใหชาลงแตกตางกัน 
ข้ึนอยูกับลักษณะของสารวาอยูในรูปของผลึกหรือละลายอยูในตัวทําละลาย เพราะรูปผลึกมีผล
ยับยั้งมากกวา (Tiehm และ Fritzsch, 1995)  และการยอยสลายไพรีนยังขึ้นอยูกับความเขมขน
และจํานวนชนิดของสาร PAHs ในระบบนั้น ๆ (Bouchez และคณะ, 1995 ; Bastiaens และคณะ, 
2000) รวมถึงการเติมตัวทําละลายอินทรียที่ไมชอบน้ําบางชนิดเขาไปในระบบ จะลดประสิทธิภาพ
การยอยสลายไพรีนได (Jimenez และ Bartha, 1996)     
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ตารางที่ 2.4 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม 
 

แบคทีเรีย โคสับสเตรท เอกสารอางอิง 
Mycobacterium sp.  
สายพนัธุ PYR-1 
 
Mycobacterium sp. 

เปปโตนและสารสกัด
จากยีสตและแปงที่
ละลายน้ํา 
เปปโตนและสารสกัด
จากยีสตและแปงที่
ละลายน้ํา 

Heitkamp และคณะ (1988a) 
 
 
Grosser และคณะ(1991) 

Flavobacterium sp 
 Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomanas putida 

เปปโตนและสารสกัด
จากยีสต 

 
Trezesicka-Mlynarz และ Ward (1995) 
 

Rhodococcus sp. 
สายพนัธุ S Flt Na 1 
 
Mycobacterium sp. 
Cycloclasticus sp. 
Pseudomanas sp.  
สายพนัธุ Phe Na 1 และ 
สายพนัธุ S Flu Au 1 
Mycobacterium sp. 
 
 
Mycobacterium sp.  
สายพนัธุ LB208 
 
Sphingomonas  sp. 
สายพนัธุ P2 

แนพทาลนี ฟลูออรีน 
ฟแนนทรนี  
แอนทราซนี 
สารอินทรีย 
ฟแนนทรนี 
ฟแนนทรนี 
 
 
สารสกัดจากยสีต  
เปปโตน ทริปโตน
และน้ําตาลกลูโคส 
ฟลูออรีน ฟแนนทรนี 
ไดเบนโซไทโอฟน 
ฟลูออแรนทนี 
ฟแนนทรนี 

Bouchez และคณะ(1995) 
 
 
Jimenez และ Bartha (1996) 
Geiselbrecht และคณะ (1998) 
Bouchez และคณะ(1999) 
 
 
Ho และคณะ(2000) 
 
 
Bastiaens และคณะ(2000) 
 
 
Supaka และคณะ (2001) 
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รูปที่ 2.7 แสดงวิถกีารยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียบริสุทธิ ์(Pinyakong, 1999) 
 
ไพรีนสามารถเปนโคสับสเตรทในการยอยสลายสาร PAHs อ่ืน ๆ ได ไดแก ฟลูออรีน 

(Tiehm และ Fritzsch, 1995)  ฟลูออแรนทีน ในทางกลับกับฟลอูอแรนทีนก็เปนตัวยับยั้งแบบ
แขงขัน(competitive inhibitor) สําหรับการยอยไพรีนโดย Mycobacterium flavescens  (Dean-
Ross และคณะ, 2002)     
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จํานวนแบคทีเรียที่ใชทดสอบการยอยสลายก็เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการยอยสลายไพรีน 
โดย Grosser และคณะ(1991) รายงานวาการเติมจํานวนหัวเชื้อใหเพิ่มข้ึนจาก 108 เปน 2 x 109 
CFUตอกรัมดิน จะกระตุนการยอยไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพไดดียิ่งขึ้น เชนเดียวกับการทดลอง
ของ Daane และคณะ(2001) ที่เติมเชื้อ 109 เซลลตอมล.ในดินที่เติมไพรีน พบวาสามารถลดไพรีน
ไดอยางมาก ซึ่งแบคทีเรียที่ใชไมสามารถยอยสลายไพรีนไดที่ความเขมขน 106-107 เซลลตอมล. 
และรายงานของ Juhasz และคณะ(2000) ที่ใชหัวเชื้อที่ความเขมขนสูงกวาปกติ(7.5 x 107 เซลล
ตอมล.) จะสามารถยอยไพรีนได 98 %ในเวลา 5 วัน และยอยได 74 %ในเวลา 42 วัน เมื่อใชสาร 
PAHs ผสมกันหลายชนิด แตมีระยะเวลาปรับตัว  7 วันและเชื้อลดลงเปน 2.5 x 107 เซลลตอมล. 
ซึ่งเชื้อแบคทีเรียนี้แยกจากดินที่ปนเปอนจากโรงงานอุตสาหกรรม ใหผลเชนเดียวกับ Ye และคณะ 
(1996) ซึ่งใชหัวเชื้อ 108 เซลลตอมล. 

2.9.2 กลุมแบคทีเรีย  
ปกติในสิ่งแวดลอมที่ถกูปนเปอนนัน้โดยเฉพาะดนิหรือตะกอนดนิตาง ๆ ทีน่ํามาคัดแยก

แบคทีเรียที่ใชไพรีนได จากสภาวะแวดลอมทั่วไป แบคทีเรีนในแหลงนั้น ๆ จะมีการทํางานแบบ
อาศัยซึ่งกันและกันอยูแลว รวมทั้งความสัมันธกับจุลินทรียชนิดอืน่ในดิน อาทิ รา แอคติโนมัยซิส 
โปรโตซัว และไซยาโนแบคทีเรีย เพราะดินมี แบคทเีรีย รา แอคติโนมัยซิส และจุลินทรียอ่ืน         
ในปริมาณที่ตางกนั โดยมีแบคทีเรียมากทีสุ่ด ซึ่งจาํนวนของแตละชนิดจะลดลงตามความลึกของ
ดิน โดยจะพบจํานวนมากสดุที่ความลกึไมเกิน 25 เซนติเมตรจากผิวดิน (Csuros, 1999 ; Saval, 
2000) จากคณุลักษณะทีก่ลาวมาจึงมีวิธกีารบําบัดสารพิษในดิน โดยการเติมสารอาหารตาง ๆ ลง
ในดินนั้น ๆ และเพิ่มปจจัยตาง ๆ ในการยอยสลายและชวยในการเจริญเติบโตของจุลินทรียตาง ๆ 
มากมายหลายงานวิจัย (Korda และคณะ, 1997)  แตวธิีการนี้ไมสามารถระบุการทาํงานไดชัดเจน 
เพราะในดินมปีจจัยที่เกี่ยวของหลายประการและมีผลการทดสอบเฉพาะในดิน ซึง่ใชเวลานานกวา
จะเหน็ผล จงึมีแนวความคิดที่จะศึกษาการยอยสลายโดยเชื้อผสม เชน แบคทีเรียกับแบคทีเรีย 
(Bouchez และคณะ, 1995)  แบคทีเรียกับรา (Boonchan และคณะ, 2000) ซึง่ชวยใหสามารถ
อธิบายความสัมพันธไดชัดเจนขึ้นกวาเดิม  

การศึกษาการบําบัดทางชวีภาพในสิง่แวดลอมโดยกลุมแบคทีเรีย เร่ิมจากการบําบัดสาร
ไฮโดรคารบอนในน้ํามนัดิบที่ปนเปอนที่สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติดังทีก่ลาวมาแลว  ใน
รายงานของป ค.ศ.1975 ของ Horowitz และคณะ ซึ่งพบวามีเชื้อเดี่ยวใชบางสวนของสาย
ไฮโดรคารบอนกอน แลวเกดิสายไฮโดรคารบอนใหมทีส่ามารถใชไดโดยแบคทีเรียชนิดตาง ๆ เปน
สารอาหารในการเจริญเติบโต (Ghazali และคณะ, 2004) ตอมาในป ค.ศ.1984 Rambeloarisoa 
และคณะ ศึกษาแบคทเีรีย 8 สายพันธุ( 6 สกุล) ซึ่งสามารถยอยสลายน้าํมันดิบไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยสามารถพิสูจนไดวาม ี 3 สายพนัธุทีม่ีความสาํคัญตอการยอยสลาย เพราะเมือ่
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ขาดแบคทีเรียทั้งสาม ประสิทธิภาพการยอยลดลงอยางมาก เปนการสนับสนุนทฤษฏีที่วา 
“แบคทีเรียแตละสายพันธุในกลุมแบคทเีรียสามารถชวยยอยสลายสารปนเปอนไดอาจตองอาศัย
การทาํงานของสายพนัธุอ่ืนในระบบในการดํารงชีวิต ซึง่สารนั้นจะเปนแหลงพลงังานบางสวนและ
แหลงคารบอนทีห่าไดยากในขณะนัน้”  เชนเดียวกับรายงานของ Komukai-Nakamura และคณะ 
ในป ค.ศ.1996 ทีพ่บวา Acinetobacter sp. สายพันธุ T4 จะยอยอัลเคนและไฮโดรคารบอนอ่ืน ๆ 
ในน้าํมันดิบชนิดเบาแลวเกดิสารมัธยนัตที่ถูกสะสมไว จากนั้น Pseudomonas putida สายพนัธุ 
PB4 จะใชสารมัธยันตที่สะสมนั้นตอไปและพรอมกับยอยสลายสารทีม่ีวงเบนซนีในน้ํามนัดิบตอไป
จนหมดในเวลาตอมา  โดยคาดวาเปนการทาํงานสงเสริมกันและกนัทีละขั้นตอนของแบคทีเรีย
อยางมีประสิทธิภาพ (Ghazali และคณะ, 2004)  สอดคลองกับการทดลองของ Bouchez และ
คณะ (1995) ที่ใชแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ  Pseudomonas stutzeri สายพันธุ SNapKa1 ที่
สามารถใชแนพทาลีนไดและ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ที่สามารถใชฟแนนทรีนได 
เมื่อเติมเชื้อทัง้สองในภาวะทีม่ีแนพทาลนีและฟแนนทรนี พบวาสามารถลดแนพทาลีนไดหมดและ
ลดฟแนนทรีนได 83 % แมวาแนพทาลีนจะมพีิษตอสายพนัธุ SPheNa1 ก็ตาม และเมื่อใช 
Rhodomonas sp. SFltNa1 รวมกับ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ทีส่ามารถใชฟแน
นทรนีและฟลอูอแรนทีนไดทั้งสองสายพนัธุ เมื่อเติมรวมกันพบวามีประสิทธิภาพการยอยทัง้ฟแน
นทรนีและฟลอูอแรนทีนสงูขึ้นอยางมาก ดังนัน้ผูวิจยัจึงคาดวาการยอยสาร PAHs ตามสภาวะจริง
ของสิ่งแวดลอม(รวมกันมากกวา 1 ชนิด) จะเกิดการทํางานรวมกนัของกลุมแบคทเีรียและจุลินทรีย
อ่ืนอยางมีประสิทธิภาพสมบรูณ ดังผลการทํางานรวมกนัของแบคทีเรียสกุล Sphingomonas 2 
สายพนัธุ( Sp.aromaticivorans สายพันธุ B0695 และ Sp. paucimibilis สายพนัธุ EPA505) ที่
สามารถยอยสลายสาร PAHs ที่วงเบนซีน 2-5 วง(6ชนิด) ในถังหมกัที่เปนแบบสองสถานะระหวาง
น้ํากบัโดเดเคน(dodecane) ไดดีมากกวาการใชแบคทีเรียบริสุทธิแ์ละไมเกิดผลกระทบจากสาร 
PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลตํ่า (Daugulis และ McCracken, 2003 )  ซึง่การยอยสลายไพรีนโดย
กลุมแบคทีเรียเทาที่ผานมามดีังตารางที่ 2.5 

ในปจจุบันพบวาจาํนวนของสายพนัธุของแบคทีเรียมีผลตอการบําบัดไฮโดรคารบอนที่
ปนเปอนในดนิ ดังรายงานของ Ghazali และคณะ(2004) ที่พบวาแบคทีเรียกลุม 2 ที่ประกอบดวย
แบคทีเรีย 6 สายพนัธุ( 3 สกุล ประกอบดวย Pseudomonas sp. สายพนัธุ S4.1 และ S5 กับ 
Bacillus sp. สายพันธุ S3.2, O63 และ 113i กับ  Micrococcus sp. สายพันธุ S ) สามารถ
ยอยอัลเคนและไฮโดรคารบอนสายสัน้(C15-C22) และพรีสทนีไดมากกวาแบคทีเรียกลุม 1 ที่
ประกอบดวย 3 สายพันธุ( 2 สกุล ประกอบดวย Pseudomonas sp. สายพนัธุ S4.1 และ S5 กับ 
Bacillus sp. สายพนัธุ S3.2 ) ผูวิจยัคาดวาแบคทีเรียสกุล Bacillus ซึ่งเปนแกรมบวกทีม่ีผนงัเซลล
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หนากวาและมีภาวะเอนโดสปอร ทําใหสามารถทนตอพิษของสารปนเปอนไดสูงกวาแกรมลบ อัน
นาจะเปนแบคทีเรียทีจ่ะไดรับความสนใจศึกษาถงึความสําคัญในการบําบัดทางชีวภาพในอนาคต 
 
ตารางที่ 2.5 แสดงกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 
กลุมแบคทีเรีย โคสับสเตรท เอกสารอางอิง 
Bacterial consortium F2 
 
 
Pseudomonas putida + 
Pseudomonas aeruginosa + 
Flavobacterium sp. + 
Unclassified bacterium 
 
Bacterial consortium DC1 
(4 gram negative rods ) 
 
Bacterial consortium VUN10,009 
 
The mixed culture  
(Ps.fluorescens + 
 Haemophilus sp. + 
 Unidentified gram negative rods 
3 strains and cocci ) 
 
Bacterial consortium 
(3 major strains: Ps.fluorescens 
and Ps. aeruginosa 2 strains) 
 
Bacterial consortium 

เปปโตน  
สารสกัดจากยสีต 
 
เปปโตน  
สารสกัดจากยสีต 
 
 
 
ไมมี 
 
 
ไมมี 
 
ไมมี 
 
 
 
 
 
ฟแนนทรนี 
 
 
 
ไมมี 

Trzesicka-Mlynarzและ Ward (1995) 
 
 
Trzesicka-Mlynarzและ Ward (1995) 
 
 
 
 
Smith และคณะ (1997) 
 
 
Boonchan และคณะ (2000) 
 
Yuan และคณะ (2000) 
 
 
 
 
 
Ramivez และคณะ (2001) 
 
 
 
Hwang และ Curright (2002) 
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เนื่องจากพบวากลุมแบคทีเรียสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่น้าํหนกัโมเลกุลสูงได จึงทาํ
ใหผูวิจัยพยายามแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์ เพื่อจะศึกษาความสําคัญและหนาที่การทาํงานในกลุม
แบคทีเรีย ซึง่พบวาเชื้อบริสุทธิ์ยงัคงมีความสามารถในการยอยฟแนนทรีนได แตประสิทธิภาพต่ํา
กวาเชื้อรวม (Yuan และคณะ, 2000)  และเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดไมมศีักยภาพดงัเดมิ แตสงเสริมให
ประสิทธิภาพการยอยสลายของกลุมแบคทีเรียดั้งเดิมสูงขึ้นและมีการเจริญเพิ่มจํานวนมากขึน้ตาม
เวลาในกลุมแบคทีเรีย ในขณะที่อัตราการยอยสลายก็เพิ่มข้ึน (Kanaly และคณะ, 2002) 

การทดลองในหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวากระบวนการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย มี
ความสําคัญตอการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ดังตอไปนี้  

Cerniglia และคณะ (1979) รายงานวา Beijerinckia สายพันธุกลาย และ 
Cunningnamella elegans รวมกันยอยสลายไดเบนโซฟูแรน  โดยรายอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 
ทรานส-ไดไฮโดรไดออล แลวแบคทีเรียจะยอยสลายตอจนไดคาทิคอล 

ในป 1996 Juhasz และคณะ รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ VUN 
10,001  VUN 10,002 และ VUN 10,003 สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ [เอ,เอช]      
แอนทราซีน และไครซีน ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5, 6 และ4 ตามลําดับ เปนแหลง
คารบอน และพลังงานได 

การศึกษาของ Boonchan และคณะ (2000) ใช Penicillium janthinellum สายพันธุ 
VUO10,004 ยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเปนสารมัธยันตรที่ไมถูกยอยสลายตอ เมื่อนํา 
Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10,010 มาเลี้ยงรวมกันกับราชนิดนี้ในอาหาร 
BSM เพื่อทําการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน  พบการเจริญของแบคทีเรียและเกิดการยอยสลาย 
เบนโซ(เอ)ไพรีนไดอยางสมบูรณ 

 
2.10 การเพิม่ประสิทธิภาพการบําบัดไพรีน 
   

2.10.1 การเติมสารลดแรงตึงผิว 
 สารลดแรงตึงผิว เปนสารประกอบอินทรียที่ม ี 2 สวนสําคัญ คือ สวนที่มีประจุ(ขัว้) กับ 
สวนที่ไมมีประจุ(ไมมีขั้ว) ซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ําและไมชอบน้ํา ตามลําดับ จากผลการทดลองที่
ผานมา พบวามบีางชนิดทีส่ามารถเพิ่มการละลายของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนไดมากขึ้น   ดัง
รายงานของ Madsen และ Kristensen (1997) เพิ่มประสิทธิภาพการยอยไพรีนในดินปนเปอนได
เกิน 50 % ในเวลา 42 วัน โดยเติม non-ionic surfactant ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอกรัม
ของดินในขณะที่บางชนิดยบัยั้งการลดไพรีน แตสงเสรมิการการเจริญของจุลินทรยีโดยรวม ยกเวน 
จุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได(degraders) (Carmichael และ Pfaender, 1997) 
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2.10.2 ปุยหมักธรรมชาต ิ
 เนื่องจากในปจจุบันวธิีการบําบัดในพืน้ทีป่นเปอนหองปฏิบัติการสามารถในระดับหนึง่
เทานัน้  ซึง่ในสนามจรงิตองใชปริมาณหัวเชื้อสูงมาก และโอกาสการรอดชีวิตของแบคทีเรียมีจาํกดั 
เนื่องจากมปีจจัยหลายอยางที่มีผลกระทบความอยูรอดและคักยภาพในการยอยสลายของ
แบคทีเรียผนวกกับปจจุบนัวสัดุทางการเกษตรและมูลสัตวเหลืออยูในสิ่งแวดลอมจํานวนมาก จงึมี
การคิดนํามาใชในการบําบัดสารปนเปอน เพื่อใหแบคทเีรียทองถิ่นใชเปนแหลงอาหารและเปนการ
ลดขยะในทางออม ซึ่งคาดวาเกิดการยอยสลายไดโดยตรงและแบบโคเมแทบอลิซึม 
              ปุยหมัก(compost)เปนขบวนการทางชีวภาพทีจุ่ลินทรียทาํการยอยสลายและใช
สารประกอบอนิทรียภายใตภาวะที่เหมาะสม เชนที่อุณหภูมิที่มากกวา 50 Oซ ซึ่งสามารถเพิ่มการ
ทํางานของเอนไซมในการยอยสลาย การละลายของสารและอัตราการเคลื่อนที่ออกจากสิง่ที่จับอยู  
ตองมีอากาศถายเท(ออกซิเจนมากกวา 75 %)สําหรับการแตกโมเลกลุสารไดอยางสมบูรณ (Wan 
และคณะ, 2003) โดยมีการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย 4 ขั้นตอน (Šašek และคณะ, 2003)  
 1.มีการเจริญของจุลินทรียที่ชอบอุณหภมูิ 30-45 Oซ (mesophilic  
 microorganisms) ซึ่งมีความหลากหลายสูง 
 2.มีการเจริญของจุลินทรียที่ชอบอุณหภมูิ 45-75 Oซ (thermophilic  
 microorganisms) และสามารถพบแบคทเีรียที่สรางสปอรและราที่ทนรอน 
 3.อุณหภูมิลดลง จะพบราทีช่อบอุณหภูมิ 30-45 Oซ 
 4.เกิดการยอยสมบูรณไดปุยหมัก สารประกอบอินทรียถกูใชหมด ชนิดของจุลินทรียมี 
 จํานวนคงที่และเนื้อปุยหมกัมีสภาพคงตวั 
 ดวยความหลายหลายของกจิกรรมและชนดิของจุลินทรยีจึงมีประโยชนตอการบําบดัทาง
ชีวภาพ โดยไมตองมีการดูแลยุงยากและตนทนุต่ํา จงึมกีารใชในการบําบัดไพรีนและสาร PAHs 
อ่ืนดังรายงานตอไปนี้ 

Potter และคณะ (1999) รายงานวาการเติมปุยหมกัหรอืสารอาหารแบบตาง ๆ กนัในดินที่
ปนเปอนไพรีนและสาร PAHs อ่ืน ๆ  สามารถลดปริมาณไพรีนไดอยางรวดเร็วใน 4 สัปดาหแรก 
แลวคงที่ในสปัดาหที่ 8 โดยการลดลงอยางชา ๆ จนคงทีน่ั้น อาจจะเกิดจากจุลนิทรียไมสามารถ
เขาถึงและทําลายบางสวนของไพรีนที่จับอยางหนาแนนกับอนุภาคดิน หรือ เกิดจาก long-term 
stress ซึ่งมีผลใหผนงัเซลลเปลี่ยนองคประกอบ มีผลใหผนงัเซลลมีความเลือกผานไพรีนและสาร 
PAHs ลดลง ทาํใหลักษณะการยอยคงที่ (เพิ่มสัดสวนของกรดไขมันอิ่มตัวไซโคลโพรเพนชนดิ 
cyclo 19:0 ตอ กรดไขมันไมอ่ิมตัวชนิด 18:1w7cis ใหสูงขึ้น) หรือ ผลจากอุณหภูมิสูงในดินที่
ทดลอง เพราะผูวิจัยเคยพบวาที่สูงกวา 60 Oซ ทาํใหจลุินทรียที่ยอยฟแนนทรนีหายไป จากการ
ทดลองนี้สามารถลดสาร PAHs ที่ม ี 2-3 และ 4 วงแหวนเบนซนีไดประมาณ 87 และ 61 % 
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ตามลําดับ แตไมสามารถลดที่มี 5-6 วงแหวนเบนซนีได เมื่อพิจารณาไพรีน พบวาการเติม 1 % 
activated sludge ในดินปนเปอนลดไพรีนไดสูงสุดเทากบั 76.5 % 

Haderlein และคณะ (2001) เติมปุยหมกัใบเมเปลและหญาอัลฟาฟาอาย ุ 1 เดือนในดนิ
ปนเปอนสาร PAHs 630 มก.ตอกก.ดิน ที่มีไพรีน 130 มก.ตอกก.ดิน ทิง้ได 3 เดือน พบวาสามารถ
ลดไพรีนเหลือประมาณ 16 มก.ตอกก.ดนิ และทาํใหกรดฮิวมิกเพิม่ข้ึนประมาณ 2 เทา เมื่อดินที่
เติมปุยหมักเตมิในดินปนเปอนไพรีน พบวาสามารลดไพรีนไดมากกวา 50 % ภายใน 15 วนั ดีกวา
การเติมกรดฮวิมิกอยางเดียว ซึง่คาดวานาจะเกิดจากปจจัยตางๆ ทีม่ผีลตอการลดไพรีน เชน การ
เพิ่มแหลงอาหาร วิตามิน แรธาตุ จุลนิทรียประจําถิน่ หรือการเพิ่มอัตราการเคลื่อนทีข่องออกซิเจน
ในระวางที่เกิดการหมกั 

Šašek และคณะ (2003) เตรียมปุยหมักจากเศษเห็ด(white button mushroom, 
Agaricus bisporus) ผสมกับ ฟางขาว มูลไกและยบิซัม จากนั้นเติมในดินปนเปอนสาร PAHs 
พบวาสามารถลดสาร PAHs แตละชนิดได 37-80 % ภายในเวลา 100 วัน โดยลดไพรีนได 51 
%(131.7 ± 3.4 เหลือ 67.4 ± 2.8 มก.ตอกก.ดนิ) 

Wan และคณะ (2003) เติมมูลสุกร ของเสียจากโรงงาน(sewage sludge)และกากถั่ว
เหลือง ในดินที่เติมฟแนนทรีน แอนทราซนีและไพรีน พบวาลดสาร PAHs ไดสูงสุดในวนัที ่4 ถงึ 30 
หลังจากเติมปุยหมกัแตละชนิดและมีแบคทีเรียเพิ่มสูงสดุ  โดยไพรีนมเีวลากอนการลด 14 วนั และ
การเติมปุย 3 ชนิด พบวามูลสุกรมีประสิทธิภาพในการยอยสาร PAHs ดีที่สดุ โดยคาดวาการลด
สาร PAHs นัน้เกิดจากการทํางานของจุลนิทรียเปนสาํคัญ  

Charoenchang และคณะ (2003) พบวาการเติมวัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกถัว่ลิสง 
และใบจามจุรี สามารถชวยเรงการยอยสลายสาร PAHs ในดนิไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยลด
ไพรีนจนตรวจไมพบภายในเวลา 42 วันของการทดลอง ซึ่งคาดวาเกิดจากการทาํงานของแบคทีเรีย
ที่อยูบนวัสดุทางการเกษตร 

สุพินดา ศิริวราศิลป (2545) ใชใบไมของพืชตระกูลถัว่ที่รวงหลน(ใบจามจุรี ใบมะขามและ
ใบนนทรี) เตมิในดินที่ถูกปนเปอนดวยไพรีน พบวาใบมะขามสามารถลดไพรีนไดหมด ภายใน 56 
วัน รองลงมาคือ ใบจามจุรีและใบนนทรี และเมื่อปรับพารามิเตอรใหเหมาะสมดวยแลว พบวาการ
ยอยสลายไพรีนเพิม่ข้ึนเปน 93 %จาก 75 % ในขณะเดยีวกนัจํานวนแบคทีเรียที่เกดิวงใสบนจาน
เลี้ยงเชื้อที่พนทับดวยไพรีนก็เพิ่มข้ึนอยางสอดคลองกันกับการลดลงของไพรีน   

จากผลการทดลองที่มีรายงาน อาจสรุปไดวาการลดของไพรีนและสาร PAHs ท่ีปนเปอน
ในดินเกิดจากการทาํงานของจุลินทรียที่อยูบนเศษวัสดุและปุยหมกัทีเ่ติม ดังนัน้แบคทีเรียที่อยูใน
ปุยหมกันัน้จงึมีความสาํคัญตอการบําบัดไพรีนในสิง่แวดลอม  
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2.11 ความสมัพันธระหวางพืชและจุลนิทรียในการบําบัดทางชีวภาพ 
 
 การบําบัดสารปนเปอนในสิง่แวดลอมโดยพืชที่เกี่ยวกับจุลินทรีย สวนใหญนักวิจยัมุง

ศึกษาสภาพแวดลอมบริเวณรากพืช (Rhizosphere) ซึ่งรากพืชชวยปองกนัการกดักรอน ใหความ
มั่นคงและเพิ่มประมาณและชนิดจุลินทรีย  สารจากรากพืช (root exudates) อาจจะเปน co-
substrates ในการยอยสลายสารพิษของจุลินทรีย โดยการกระตุนชุดยีนที่ถูกตองในการยอยสลาย
สารได ในขณะเดียวกนัรากพืชยงัเปลี่ยนสภาพของรูในดิน เปนการเพิ่มการไหลเวยีนอากาศ  ดงัที่
กลาวมาสามารถอธิบายถึงประโยชนของรากพชืไดดังนี้ (Romantschuk และคณะ, 2000) 

1. ชวยรักษาแบคทีเรียเปาหมายใหมีจํานวนสูงตลอดเวลาที่บริเวณราก 
2. สรางสภาวะพลังงานสงู ทําใหเกิดการทาํงานของเอนไซมที่ใชในการยอยสลายได 
3. ผลของความสัมพันธของแบคทีเรียทีย่อยสลายไดบริเวณรากพืช ทําใหจุลินทรียอ่ืนทีม่ี

ประโยชนสามารถชวยยอยสลายได เชน ราที่สามารถยอยสลายรวม(co-degrade) ของ
สารชนิดเดียวกันหรือสารมัธยันตที่ไดจากแบคทีเรีย ใหถูกยอยตอไปจนสมบูรณ 

4. รากพืชบางชนดิอาจผลิตสารบางชนิดที่เปนสารอาหารรวม(co-substrates)ตามธรรมชาติ
ออกมาชวยในการยอยสลายของแบคทีเรีย เมื่อสารปนเปอนมีอยูในระดับตํ่า 

5. ไมยืนตนสงเสริมใหแบคทีเรียที่อาศยัอยูรวมกัน มีชวีิตอยูไดตลอดป 
6. รากพืชพาจุลนิทรียไปยงัดินชั้นตาง ๆ ได โดยไมตองมีการผสมกลับหนาชั้นดนิ 
7. พืชยึดอยูบนผวิดิน ชวยปองกันการชะลางหนาดินและน้าํทวมทีพ่ัดทาํลายหนาดิน มผีลให

สารพิษไมถกูพาขึ้นสูผิวดิน 
8. พืชชวยเก็บน้ําไว ชวยลดอัตราการไหลของน้ํา เปนการชะลอการแพรสูน้ําผิวดนิของ

สารพิษ 
9.  พืชอาจเก็บสะสมโลหะหนกัจากดนิไวในตนพืช 
10. พืชทาํตัวเปนผูเติมแตงความงามตามธรรมชาติใหกบัพืน้ทีท่ี่ถกูปนเปอนใหดูดีขึ้น 
Romantschuk และคณะ (2000) รายงานวาดินที่ปนเปอน ถาไมมพีืชในภาวะที่มีสารปนเปอน

และแบคทีเรียที่สามารถยอยสารปนเปอนนั้นได ความเขมขนของสารปนเปอนนัน้ลดลง อาจเกิด
จากแบคทีเรียชนิดนัน้ตายไปเพราะไมมพีชืที่ใหสารบางอยางอยูรวมดวย ถึงอยางไรควรที่จะดู
ความเหมาะสมของพืชและแบคทีเรียหรือจุลินทรียที่จะใชบําบัด วาจําเปนจะตองอยูรวมกันจริง
หรือไมกอนทําการบําบัดจริง เพราะหากมีขอมูลไมเพียงพอ อาจเกดิผลเสียมากกวาผลดีตามมา
ภายหลงัได เชน พืชเปนโรคและตาย จุลนิทรียตายไมสามารถลดสารปนเปอนได 
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2.12 การปนเปอนสาร PAHs ในพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 
 
สาร PAHs เปนสารที่อยูในกลุมของสารประกอบอินทรียกึ่งระเหย (semivolatile organic 

compounds, SOCs) ที่มีความดนัไอระหวาง 10-6 ถงึ 10 พาสคาล   ในป ค.ศ.1980 พบวาในใบ
สนและใบของตนไมสะสมสารขางตนจากอากาศและเปนทีก่ังวลกนัวา สารเหลานีจ้ะถายทอดมาสู
คนและสัตวโดยผายทางพชืที่รับประทานเขาไป (รูปที ่ 2.1) ซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นในประเทศทีพ่ัฒนา 
ไดรับจากอาหารที่ทาํจากธญัพืช น้าํมันและไขจากพืช และผักตาง ๆ    พืชเปนเสมือนที่รองรับสาร
เหลานี้ ซึง่ในป ค.ศ.1994 พบวา 44 %ของสาร PAHs ที่ปลอยออกมาในภาคตะวันออกเฉียงเหนอื
ของสหรัฐอเมริกาถูกดูดซับโดยพืช อยางไรก็ตามแตหลงัจากเก็บตัวอยางหลายแหงใหมากขึ้น ในป 
ค.ศ.1997 พบวาคาการดูดซับไวลดลงเปน 4 %   โดยแสดงใหเห็นวาปาไมทาํตัวเปนตัวกรอง
สารอินทรียเหลานี้จากอากาศในทายที่สุดแลวก็คือ สารประกอบที่ไมชอบน้ําอยางมาก ซึ่งมีคา
สัมประสิทธิ์แบงละลายระหวางออกทานอลกับอากาศมคีาสูง (log Koa อยูระหวาง 7 และ 11) ซึ่ง
เปนชวงที่บอกวามีปริมาณสาร PAHs, PCBs, PCDD/Ps อยางมาก 

โดยทัว่ไปพืชสามารถเปนที่รองรับไดเพียงชั่วคราว เพราะพืชจะมีอายุอยูเพยีงเวลาหนึ่งเทานัน้ 
การรวงของใบไมและกิ่งกานและแขนงของตนไม การหลดุลอก สึกกรอนของชั้นไข (wax layers) 
เกิดจากกระแสลม ฝน และหรือ การขูดและเสียดสีใบไม เปนเหตุใหสาร PAHs ที่ถูกสะสมไวเขาไป
ปนเปอนในดนิ(รูปที่ 2.1) นอกจากนี ้ มีบางรายงานวาหลังจากนั้นจะถูกทําลายโดยแสงแดด
(Photodegraded) แตยังไมมีการทดลองสนับสนุน ทายนี้การปนเปอนในพืชจะถูกนาํไปติดตาม
มลพิษทางอากาศ เพราะวาพืชมีการปนเปอนอยูตลอดเวลาและเก็บไดมากกวาตวัอยางอากาศ ซึ่ง
สามารถใชเปนตัวบงชี้แหลงกําเนิดและบงบอกระดับการปนเปอนของแตละแหลงไดในเชิง
คุณภาพ  ตวัอยางเชน จากการเปรียบเทียบตัวอยางพืชทัว่โลก พบวาสามารถบอกผลกระทบการ
กลั่นตัว/รวมตวัของสารนี้ของโลกได อาท ิ สารนี้จะถูกพัดพาจากบริเวณอบอุนไปยงับริเวณทีเ่ยน็
กวาที่ซึง่เกิดจากการควบแนน    ลกัษณะการสะสมสารเหลานี้มีอยูสองสภาวะแบงเปน 

1.ภาวะสมดุล โดยพชืสะสมสารนี้ แตกตางกนัขึ้นอยูกับปริมาณและสวนประกอบของไข 
   ของใบพืชแตละชนิด และอุณหภูมิมีผลกระทบอยางมาก 
2.ภาวะไมสมดุล โดยพืชสะสมสารนี้แตกตางกนัขึ้นอยูกับอาย ุพืน้ทีแ่ละโครงสรางของใบ 
   พืชแตละชนดิ และอุณหภูมิไมคอยมีผลกระทบ เพราะตองอาศัยเวลา โดยเฉพาะสารที่ม ี
   คา log Koa สูง ๆ    กระแสลมมีผลกระทบ โดยเพิ่มการปนเปอนเมือ่แรงลมเพิ่มและลด 
   ความหนาของชั้น laminar boundary ลง  
หลังจากที่สาร PAHs สัมผัสบนใบหรอืลําตนของพชื จะถูกสงผานไปในชัน้ควิติเคิล 

(cuticle) (ชั้นนอกสุดของใบพืชทีม่ีลักษณะเหมือนไขมันทีก่ั้นระวางอากาศกบัพืช)  หรือ
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บางครั้งอาจเปนไปไดวาสารนี้จะถูกดูดซบัไวที่รากพืช(สวนที่ละลายน้ํา) เชน รากของพืชใน
วงศ Cuburbitaceae (Zucchini, pumkin) ที่สามารถสรางสารคัดหลั่งจากราก(root extract) 
ที่ซึ่งชวยเพิ่มการดูดซับสารกึง่ระเหยชนิดนีไ้ด (Bakker  และคณะ, 2000) การสะสมสาร 
PAHs ของพืชกลาวในภาคผนวก จ   

 
2.13 แบคทีเรียคัดแยกจากพืชทีส่ามารถยอยสลายสาร PAHs  ได 

 
เนื่องจากวาพชืสามารถสะสมสาร PAHs และจุลินทรียสามารถอาศัยอยูบนใบพืชได

เชนเดียวกนั (ภาคผนวก จ) รวมทั้งการเตมิปุยหมักจากเศษพืชสามารถลดสาร PAHs ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ดังนัน้จึงนาจะมีความเปนไดวาในใบไมธรรมชาติมีจุลินทรยีที่สามารถใชสาร
ปนเปอนนี้ได  

โดยมีผูคัดแยกกลุมจุลนิทรยีจากใบและเปลือกของตนยูคาลิปตัสและตนสนที่ถกูยอย
สลายบางสวน พบวากลุมจุลินทรียสามารถยอยสลายฟแนนทรีน สารประกอบคลอรีนและ 
nitroaromatic เชน ดีดีท ี และสารมัธยันตได ซึ่งผูวิจัยคิดวาสารประกอบธรรมชาติในพชือาจ
กระตุนยนีของจุลินทรียเพื่อยอยสลายสารประกอบเหลานี้ (Juhasz และ Naidu, 2000b) รวมทัง้
บริเวณรากพชืที่เจริญในที่ปนเปอนสารไฮโดรคารบอน ซึ่งบริเวณตะกอนดินชายฝงปากแมน้าํ โดย
พบวาพืชที่ใชแยกทัง้ 5 ชนดิ ไดแก Distichlis spicata, Juncus gerardi, Phragmites australis, 
Spartina altemiflora, และ Sporobolus airoids  มีแบคทีเรียที่สามารถใชสาร PAHs ได 3 สกุล 
คือ แกรมลบสกุล Pseudomonas  แกรมบวกที่ไมสรางสปอร Nocardioforms และแกรมบวกที่
สรางสปอรสกลุ Paenibacillus แตไมมีสายพันธุใดใชไพรีนได ยกเวน สายพนัธุ PR-P1 
(Paenibacillus validus) และ PR-P3 (Arthrobacter oxydans) ที่สามารถลดไพรนีในดนิได 94 
และ 78 % ตามลําดับ เมื่อเติมหัวเชื้อเขมขน 109 เซลลตอมล. โดยคาดวาการลดของไพรีนเกิดจาก
ความสัมพันธแบบสงเสริมรวมกนัอยางจาํเพาะระหวางแบคทีเรียที่เตมิกับจุลินทรียประจําถิน่ใน
ตะกอนดิน (Daane และคณะ, 2001)  

 
 

 
 



บทที่ 3  
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 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เข่ียเชื้อแบบ ISSCO larminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific 

Supply, USA. 
5. เครื่องเขยา (Gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
6. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ –70 o ซ ของบริษัท Forma Scientific, 

USA. 
7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan 
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 KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
13. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (Centrifuge) รุน  ของบริษัท Kubota, Japan. 
14. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New 

Zealand. 
15. ไมโครปเปต (Micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษทั

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

18. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดชอง 0.2 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของบริษัท 

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

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
21. แผนกรองชนิด FH ขนาดชอง 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, 

Japan.Disposable micropipette. ของบริษัท E. Merck, Germany. 
22. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (Ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England. 
23. ชุดเคร่ืองมือไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (High performance liquid 

chromatography, HPLC) (สําหรับตรวจสอบปริมาณ PAHs ที่เหลือและตรวจสอบ
สารมัธยันตร) 
- 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. 

24. กระบอกฉีดยาแกวขนาดเล็ก (Microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA. 
25. ชุดเครื่องมือ Mini Sub-Cell GT agarose gel eletrophoresis system ของบริษัท Bio-

Rad, USA. 
26. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (Thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo- Block SLTDB-120  ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
27. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (Cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
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3.2 เคมีภัณฑ 
 

1. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
2. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Sigma, USA 
3. ฟแนนทรีน (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, USA 
4. ฟลูออรีน (fluorene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
5. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
6. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
7. แอนทราซีน (antracene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
8. ไครซีน (chrysene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
9. เบนโซ(เอ)ไพรีน (benzo(a)pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 
10. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy 
11. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy 
12. แบคโตอะการ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
13. โซเดียมซักซิเนต (NaC4 H9) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
14. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
15. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Carlo 

ERBA, Italy 
16. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
17. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy 
18. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 
19. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
20. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
21. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
22. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany 
23. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
24. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
25. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท E. Merck, Germany 
26. เอทธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท E. Merck, Germany 
27. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E. Merck, Germany 
28. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA 
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29. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
 
3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 
 

เก็บตัวอยางใบไมของพืชตระกูลถั่ว (วงศ Leguminosae) ไดแก ใบจามจุรี   ใบมะขาม  
ใบนนทรี  ใบมะขามเทศ และใบกระถินณรงค ที่ปนเปอนควันหรือไอเสียเครื่องยนตจากบริเวณที่มี
การจราจรหนาแนนเปนเวลานาน(ตารางที่ 3.1)  โดยเก็บใบไมที่คอนขางผุพังมาผึ่งลมใหแหง คัด
แยกเอาเฉพาะใบ  ปนใหละเอียดดวยเครื่องสําหรับปนน้ําผลไม  โดยมีลักษณะทางกายภาพกอน
และหลังปนดังแสดงในรูปที่ 3.1 แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ จนกวาจะนํามาใช  โดยใบมะขามจาก 
จ.ชลบุรี สามารถกระตุนการยอยสลายไพรีนและฟแนนทรีนที่เติมในดินได ซึ่งคาดวาเปนผลมาจาก
จุลินทรียบนใบที่คุยเคยกับเขมาจากการเผาตนขาวในทุงนาเปนเวลานาน (สุพินดา ศิริวราศิลป, 
2545) เพราะเขมาเกิดจากการรวมตัวกันของสาร PAHs จนเปนกอนสีดํา (Warnatz, 2001) ใบ
กระถินณรงคมีขนาดใหญที่สุด  ซึ่งมีโอกาสสัมผัสไอเสียจากรถยนตมากที่สุด รองลงมาคือ ใบ
จามจุรี  ใบมะขามและใบมะขามแขก ตามลําดับ ใบจามจุรี ใบมะขามเทศและใบนนทรีมีขนใบ ซึ่ง
เปนลักษณะที่มักพบแบคทีเรียมากกวา (Yadav และคณะ, 2004)  

 
ตารางที่ 3.1 แสดงชนิดและสถานที่เก็บใบพืชตระกูลถัว่ 
 
ลําดับที่ (ชื่อยอ) ชนิดของใบไม บริเวณที่เกบ็ 

1 (TRF) มะขาม สนามหลวง  กทม. 
2 (TAF) มะขาม ทุงนา    อ.เมอืง   จ.ชลบุรี 
3 (MCT) มะขามเทศ ตึกภาควิชาเคมีเทคนิค   จุฬาฯ  กทม. 
4 (KOR) กระถินณรงค เกาะกลางถนนอังรีดูนงัท   กทม. 
5 (RJJ) จามจุรี ตึกจุลจักรพงษ   จุฬาฯ  กทม. 
6 (RRM) จามจุรี พระบรมรูปสองรัชกาล  จฬุาฯ  กทม. 
7 (FCM) นนทร ี ทางเดินเทาหนาคณะบัญชฯี จุฬาฯ กทม. 
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ก 

 
 
ข 

 
 

รูปที่ 3.1 แสดงใบไมกอน (ก) และหลังปน (ข) 
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3.3.1 คัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไม โดยวิธี  
        Enrichment culture technique 
 
     การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไม 
 
      เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียโดยการเติมเศษใบไมที่เตรียมไดในขอ 3.3 ปริมาณ 1 กรัม

ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM (carbon-free minimal medium) ที่
มีสารสกัดจากยีสต 0.05 %  ปริมาตร 100 มล. (Komukai-Nakamura และคณะ, 1996 และ 
Daane และคณะ,2001)  เขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหเศษใบไมและอนุภาค
ขนาดใหญตกตะกอน จากนั้นในสวนน้ําใสปริมาตร 5  มล. เติมลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. 
ซึ่งบรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 45 มล.และเติมไพรีนในรูปสารละลายไพรีนในไดเมทธิล
ซัลฟอกไซด (dimethyl sulfoxide, DMSO) โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเทากับ 0.1 มก.
ตอมล. และอีกชุดเติมไพรีนรวมกับฟแนนทรีนที่ความเขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล. เพื่อใชเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานของแบคทีเรีย เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 Oซ สังเกตการเจริญของแบคทีเรียจากความขุนของอาหารเหลวที่เพิ่มข้ึน  การเปลี่ยน
สีของอาหารเหลว และการลดลงของผลึกไพรีนเปรียบเทียบกับชุดควบคุม    ถายอาหารเหลวที่พบ
การเจริญของแบคทีเรียปริมาตร 5 มล. ลงในอาหารเหลวชนิดเดิมที่เตรียมใหม โดยทําขั้นตอนนี้ซ้ํา
ทั้งหมด 5  คร้ัง เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนใหมากขึ้น (Wackett, 2001) 

 
การคัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน 
 

 นําอาหารเหลวที่มีการเจริญของแบคทีเรียหลังจากถายเชื้อ 5 ครั้งมาเจือจางให ไดความ
เขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลาย  0.85 %โซเดียมคลอไรด และนําไปเกลี่ยบนผิวหนาอาหารแข็ง 
CFMM แลวพนทับผิวหนาอาหารแข็งดวยสารละลายไพรีน 2 %ในไดเอทธิลอีเทอรบมอาหารแข็งที่ 
30 Oซ จนกระทั่งพบการเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนไดจะสราง
บริเวณใสลอมรอบโคโลนีบนผิวหนาของอาหารแข็ง (Kiyohara และคณะ, 1982)   นําโคโลนีนั้นมา
เลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   อีกวิธีคือหลังจากที่เกลี่ยเชื้อ
เรียบรอย  นําผลึกไพรีนที่บดเปนผงมาวางที่ฝาใหมีปริมาณเทากับหัวไมขีดไฟ จากนั้นเคาะเบา ๆ 
ใหกระจายทั่วฝา โดยทําในตูปลอดเชื้อ เสร็จแลวพันรอยตอระหวางฝากับตัวจานเพาะเชื้อใหสนิท 
ดวยเทปกาว เพื่อปองกันไอระเหยของไพรีนออกมาภายนอกและลดการระเหยของน้ําในอาหาร
แข็ง(Carvalho และคณะ, 2002)   บมอาหารแข็งที่ 30 Oซ  จนพบการเจริญของโคโลนีแบคทีเรีย   
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ซึ่งแสดงวาสามารถใชไอไพรีนได  เก็บเชื้อโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ที่มี
ไพรีนเขมขน 0.1  มก.ตอมล. เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญอยูในชวงทายของชวงลอการิทึม  นําอาหาร
เหลวบรรจุลงในหลอดแชแข็ง (cryotube) และเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 50 % ผสมใหเขากันดวย
เครื่องปนผสม นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 หรือ -70 Oซ (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542) 
 

การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 

            แยกกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ แลวนํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาจากลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB และลักษณะการติดสีแกรมภายใตกลองจุลทรรศน 
รวมกับการจําแนกดวยสักษณะทางสรีระวิทยาและทางชีวเคมีตามคูมือ Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) 

 
3.3.2 การศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียที่แยกไดโดยการใชไพรีนเปนแหลง 
        คารบอนและแหลงพลังงาน 

  
เตรียมหัวเชื้อของกลุมแบคทีเรียโดยเกลี่ยกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกได ซึ่งเจริญในอาหารมี

ไพรีนอายุ 3 วัน ดวยไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีโซเดียมซักซิเนตเขมขน 
0.1 มก.ตอมล. เลี้ยงเชื้อในตูอบ อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 2 วัน  เมื่อครบเวลาใหใชไมพันสําลี
ปราศจากเชื้อขูดเซลลมาละลายในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด วัดความขุนที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตรและเจือจางใหไดคาเทากับ  0.1  แลวเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 16 – 18 ชม. เพื่อทําใหเปน  resting cells (Grifoll และคณะ,1995) 
 เติมเซลลแขวนลอย(หัวเชื้อ)ของ resting cells ปริมาตร 0.1 มล.ลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มล. ที่มีไพรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในหลอดทดลองขนาด 22 มล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 Oซ เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 14 วัน   โดยมีชุด
ควบคุม 2 ชุด คือ ชุดมีอาหารที่มีไพรีนแตไมเติมหัวเชื้อและชุดอาหารเติมหัวเชื้อแตไมมีไพรีน   ซึ่ง
ชุดควบคุมและชุดทดลองทํา 2 และ 3 ซ้ํา ตามลําดับ  ติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยรวมดวย
วิธี Total plate count  และติดตามไพรีนดวยวิธีสกัดไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ(1992) เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20 Oซ จนกวาจะวิเคราะหดวยวิธี 
High performance liquid chromatography (HPLC) 
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วิธีการสกัดไพรีนและสาร PAHs อ่ืนที่เหลืออยูในอาหารเหลว  
(Grifoll และคณะ1992) 
 
ทําการปรับความเปนกรด-ดางของอาหารเหลวในเปนกรดที่ความเปนกรด-ดางเทากบั 2 

ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.5 นอรมัล ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนเหวี่ยง จากนัน้เติม
เอทิลอะซีเตท 5 มล. ปนผสมที่ความเร็วสงูเปนเวลา 1 นาที  ตัง้ทิง้ไวใหแยกชัน้  เกบ็ของเหลวสวน
ชั้นบนใสในหลอดทดลองขนาด 22 มล. อันใหม เติมเอทิลอะซีเตทปริมาตรเทาเดิมในอาหารเหลว
เดิม ใหทาํการสกัดดังขางตนอีก 2 คร้ัง (รวมเปนสกัด 3 คร้ัง) โดยรวบรวมสวนเอทิลอะซีเตทเขา
ดวยกนั   หลังจากนัน้ใหเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสในสวนเอทิลอะซีเตท เพื่อกาํจัดน้าํที่
เหลืออยู ผสมดัวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงจนกวาสวนของเหลวแยกจากกอนโซเดียมซัลเฟต
แอนไฮดรัสอยางชัดเจน(ทาํการกําจัดน้ําไดสมบูรณ)  ถายสวนของเหลว(เอทิลอะซีเตท)ใสในขวด
รูปชมพูของเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมนุ(ขวดลดปริมาตร) จากนั้นระเหยใหแหงดวย
เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน  เมื่อแหงสมบูรณใหเติมเมทานอลเขมขน(95%) 1 มล. 
เขยาแบบหมนุใหละลายไพรีนหรือสาร PAHs อ่ืนออกมาใหหมด ใชกระบอกฉีดยาเบอร 21 ดูด
สารละลายแลวกรองผานหัวกรองไมชอบน้าํชนิด  PTFE รูขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บใน 
eppendrof tube ขนาดความจุ 1.5 มล. พันรอบฝาปดดวยพาราฟลม เก็บไวที่ -20 Oซ จนกวาจะ
นํามาวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC  

                                                             
การวิเคราะหปริมาณสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโครคารบอนโดยวธิี HPLC 

  
การวิเคราะห HPLC  ฉีดตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร  โดยใชคอลัมน Senshu Pak 

Pegasil ODS (C18) ที่อุณหภูมิ 40 Oซ  เครื่องตรวจรับแบบยูวีที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ใช
สารละลาย 80 % เมธานอลเปนตัวพาและอัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที   นําพื้นที่ใตกราฟที่
ไดจากการวิเคราะหในแตละตัวอยางไปเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณของสารตัวอยาง
ในชุดทดลอง  

 
การวัดการเจริญของกลุมแบคทีเรีย 

        
นําอาหารเหลวที่เล้ียงกลุมแบคทีเรีย 100 ไมโครลิตร มาเจือจางใหเหมาะสมดวย 0.85 % 

โซเดียมคลอไรด  แลวนํา 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB บมเชื้อ 30 Oซ เปนเวลา 5 วนัแลว
นับจํานวนโคโลนี   
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3.3.3 ศึกษาการเจริญของกลุมแบคทเีรียที่แยกไดโดยการใชสารพอลิไซคลกิอะโร 
       มาติกไฮโครคารบอนชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน     

  
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.2 แตเปลี่ยนไพรีนเปนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น ไดแก  อะซีแนพธีน อะซีแนพธาลีน ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน 
ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน  และเก็บตัวอยางทุก 2 วัน เปนเวลา 14 วัน 

 
3.3.4 ศึกษาการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  
        แบบโคเมตาบอลิสมโดยกลุมแบคทีเรียที่แยกได 

  
นําสาร PAHs ทดสอบที่แบคทีเรียไมสามารถใชในการเจริญไดโดยตรงในขอ 3.4 มา

ทดสอบการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมรวมกับไพรีน  โดยวิธีการเตรียมหัวเชื้อและขั้นตอนการ
ทําเหมือนกับขอ 3.3.2 โดยเติมสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดที่ไมยอย
สลายไดในขอ 3.3.3 รวมกับไพรีนในความเขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล.  



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 คัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไมโดยวธิี Enrichment  
     culture technique 

 
เมื่อทําการคัดแยกเชื้อจากเศษใบไมที่เตรียมไดในขอ 3.1  พบวาการใชไพรีนเปนแหลง

อาหารเพียงอยางเดียวไมสามารถเพิ่มจํานวนแบคทีเรียได  จึงตองใชรวมกับฟแนนทรีนในปริมาณ
ที่ เทากัน โดยคาดวานาจะเกิดการใชไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม ซึ่งฟแนนทรีนถูกใชเปน                
โคสับสเตรต (co-subsrate) รวมกับไพรีน เปนการเพิ่มโอกาสของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
สารดังกลาวใหมากขึ้น (Bouchez และคณะ,1999 ; Supaka และคณะ, 2001) พบวาวิธีนี้
สามารถเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียและตรวจความสามารถในการยอยสลายไพรีนได  โดยติดตาม
การเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเปนสีน้ําตาลสม ซึ่งอาจเกิดจากสารสะสมสารมัธยันตชนิด catechol-
like compounds meta-ring และ cleavage compounds ที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs 
โดยจุลินทรีย (Mueller และคณะ, 1989)  การลดลงของผลึกไพรีน  การเจริญบนอาหารแข็ง
ปราศจากแหลงคารบอนแตไดรับไอของไพรีน (เจริญภายใน 7-14 วัน) และการเกิดวงใสรอบ
โคโลนี (เจริญภายใน 1-3 เดือน) (รูปที่ 4.1) ซึ่งจากการสังเกตดังกลาวทําใหไดกลุมแบคทีเรียตางๆ 
ที่ใชไพรีนในการเจริญไดจากใบไมเกือบทกุชนิด ยกเวน ชนิดที่ 1 3 และ 7 (ตารางที่ 3.1)  
       หลังจากนั้นจึงคัดเลือกกลุมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยการติดตามการลดไพรนีภาย
ใน 30 วัน ดวยวิธีสกัดแลววิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ผลการทดลองไดแสดงในตารางที่ 4.1  
เลือกกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 และ TAF-CZ1 ซึ่งสามารถลดไพรีนไดหมดมาเปรียบเทียบการลด       
ไพรีนภายใน 14 วัน เพื่อจะคัดวากลุมแบคทีเรียใดลดไพรีนไดเร็วที่สุด  ซึ่งพบวากลุมแบคทีเรียที่
คัดแยกไดจากใบจามจุรีจากแปลงปลูกตนชบาขางพระบรมรูปสองรัชกาลชื่อกลุม RRM-V3 มี
ประสิทธิภาพในการลดไพรีนไดเร็วที่สุด เมื่อเทียบกับกลุมที่แยกไดจากใบมะขาม ชื่อกลุม       
TAF-CZ1  ซึ่งไดจากเทคนิควางผลึกที่ฝาจานเพาะเชื้อและเกิดวงใสรอบโคโลนี ตามลําดับ (รูปที่ 
4.2) ดังนั้นจึงเลือกกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรีมาศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.1 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณไพรีนที่เหลอืในอาหารเหลวที่เติมกลุมแบคทีเรียจาก 
                  การคัดแยกทั้งสองเทคนิคจากใบไมตาง ๆ โดยเลี้ยงเปนเวลา 30 วนั 
 

กลุมแบคทีเรีย ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) 
เทคนิควางผลกึไพรีน 
       ใบจามจรีุ 
             RRM-V1 
             RRM-V2 
             RRM-V3 
             RRM-V4 
             RRM-V5 
             RJJ-V1 
             RJJ-V2 
       ใบมะขาม 
             TAF-V1 
             TAF-V2 
             TAF-V3 
             TAF-V4 
เทคนิคพนทับดวยไพรีน             
        ใบมะขาม 
             TAF-CZ1 
             TAF-CZ2 
             TAF-CZ3 
         ใบกระถนิณรงค 
             KOR-CZ1 
             KOR-CZ2 
             KOR-CZ3 

                
 
                   1.02 
                   0.80 
                   0.00 
                   3.70 
                   0.08 
                   0.14 
                   0.33 
                    
                 77.80 
                   0.70 
                   1.04 
                 79.80 
                   
 
                    0.00 
                    5.80 
                   15.00 
               
                  32.90 
                  70.60 
                  55.60 

หมายเหต ุ- รายละเอยีดของสถาวะการเลีย้งกลาวในวธิกีารทดลองของบทที่ 3  
- การคํานวณปริมาณไพรีนที่เหลือ จะใหคาของชุดควบคุมในวนัที ่30 ของการ  
  ทดลองเปน 100 % จากการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 
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ก 

 
  
ข 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดงตัวอยางโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็งที่ไดรับไอไพรีนจากการใชผลึกไพรีน (ก) และ 
             วงใสรอบโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่พนทับดวยไพรีน (ข)  
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ไพรีนชุดควบคุม

ไพรีนท่ีเติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรี

ไพรีนท่ีเติมกลุมแบคทีเรีย TAF-CZ1 จากใบมะขาม
กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรี

กลุมแบคทีเรีย TAF-CZ1 จากใบมะขาม
 

 
 
รูปที่ 4.2 การเจริญของกลุมแบคทีเรียจากใบจามจุรี(RRM-V3) และใบมะขาม(TAF-CZ1) 
             และปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยลายของกลุมแบคทีเรียทั้งสอง              
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4.2 การเจริญของกลุมแบคทีเรียที่แยกไดจากใบจามจุรี (RRM-V3) โดยการใชไพรีน 
     เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 

  
กลุมแบคที เ รียที่คัดแยกไดจากใบจามจุ รีซึ่ ง เตรียมหัวเชื้อบนอาหารแข็งที่ เติม                  

โซเดียมซักซิเนต แลวมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3
สามารถยอยสลายไพรีนไดหมดภายในเวลา 14 วัน (92.8 ± 9.1 เหลือ 0.4 ± 0.2 มก.ตอลิตร) โดย
มีชวงเวลาปรับตัว (lag phase) 2 วัน หลังจากนั้นจึงเริ่มยอยไพรีนแบงเปน 3 ชวงอยางชัดเจนดวย
อัตราเร็วเฉลี่ย 14.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวันในวันที่ 3 ถึง 5 และลดลงเฉลี่ย 7.03 ± 0.97  มก.
ตอลิตรตอวัน ในวันที่ 6 ถึง 11 ของการทดลอง หลังจากนั้นไพรีนลดลงเฉลี่ย 0.67 ± 0.80 มก.ตอ
ลิตรตอวันจนวันที่ 14 ของการทดลอง  ในขณะที่ชุดควบคุมปริมาณไพรีนลดลงเกือบครึ่งหนึ่งจาก 
94.9 ± 6.8 เหลือ 55.9 ± 2.8 มก.ตอลิตร (รูปที่ 4.3) การลดของไพรีนในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรียจะ
ลดอยางรวดเร็วในวันที่ 3 แลวลดอยางคงที่จนหมดในวันที่ 12 ของการทดลอง ซึ่งการยอยสลาย
ไพรีนในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรียสามารถลดไดมากกวาชุดควบคุมประมาณ 2.4 เทา  ในขณะที่
จํานวนของแบคทีเรียรวมของทั้งสองชุดเพิ่มข้ึนตามเวลา    โดยไมมีระยะเวลาปรับตัวของ
แบคทีเรีย      (รูปที่ 4.3) 

เมื่อส้ินสุดการทดลอง พบวาในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรีย  แบคทีเรียมีจาํนวนเพิ่มข้ึนจาก 6.8 
log CFU ตอมล. (6.53 x 106 CFUตอมล.) เปน 8.2 log CFU ตอมล.(1.72 x 108 CFUตอมล.) 
เมื่อเทียบกับชดุควบคุมพบวาไมแตกตางกนัมาก ซึง่ชุดควบคุมจํานวนแบคทีเรียเพิ่มข้ึนตลอดเวลา
ในชวง 7 วันแรกและมีการเพิ่มข้ึน-ลดลงจนคาคงที่ในวนัที ่ 11 ของการทดลอง การเปลี่ยนแปลง
ของจํานวนแบคทีเรียของทัง้สองชุด พบวาในชวง 5 วันแรก ชุดที่เติมไพรีนมีจํานวนมากกวาชุด
ควบคุม แตหลังจากนัน้ชุดควบคุมมีจํานวนมากกวาจนถงึวนัที ่ 12 จํานวนแบคทีเรียในชุดที่เติม
ไพรีนกลับมีจาํนวนมากกวาอีกครั้งในทายการทดลอง ซึ่งจํานวนแบคทีเรียทัง้สองชุดมีจาํนวน
เพิ่มข้ึนจากวันเริ่มตนประมาณ 2 เทาเชนเดียวกนั   
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ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไมเติมไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไพรีน

 
 รูปที่ 4.3 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 และการยอยสลายไพรีนที่ความเขมขน  
              100 มก.ตอลิตร ภายในเวลา 14 วัน 
  

จากการติดตามการยอยสลายไพรีนภายใน 14 วัน (รูปที่ 4.3) จะไมพบการเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลวชัดเจน กลับพบวามีลักษณะหนืดขนขึ้น และผลึกไพรีนหายไป(รูปที่ 4.4) ซึ่งผลจาก
โครมาโตแกรมสามารถพบการลดลงของไพรีนตามเวลาและมีสารมัธยันตในชวงทายการทดลอง
เล็กนอย (รูปที่ 4.5)  เพื่อศึกษาหาขอมูลเบื้องตนของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีน   
จึงเพิ่มความเขมขนของไพรีนใหมากขึ้นเปน 200 300 และ 400 มก.ตอลิตร  พบวาอาหารเหลวมีสี
น้ําตาลเขมข้ึนในระยะเวลา 7 วัน ตามลําดับ (รูปที่ 4.6) และสามารถตรวจพบสารมัธยันตที่สะสม
ตรงตําแหนงรีเทนชัน(Retention time, Rt) ตาง ๆ กันของแตละความเขมขน (ตารางที่ 4.2 และรูป
ที่ 4.7) ซึ่ง Rt ที่ 2 3 4 7 9 และ 11 นาที จะตรวจพบไดแทบทุกความเขมขน โดยไพรีนมีคา Rt ที่ 
14 นาที  
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รูปที่ 4.4 แสดงลักษณะอาหารเหลวหลงัจากการยอยสลายไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร 

 เปนเวลา 14 วัน 
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รูปที่ 4.5 แสดงโครมาโตแกรม HPLC การวิเคราะหของไพรีนที่เติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
              (ติดตามโครมาโตแกรมภายในเวลา 20 นาที  ซึ่งไพรีนมีคา Rt  ที่ 14 นาที) 
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            รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะอาหารเหลวที่มีสนี้ําตาลจากการเพิม่ความเขมขนของไพรีนเปน 
200 300 และ 400 มก.ตอลิตร ซึง่สีน้าํตาลเขมข้ึน  

 
ตารางที่ 4.2 แสดงเวลารีเทนชันที่ไดจากการวิเคราะห HPLC ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
                  สลายไพรีนความเขมขนตาง ๆ หลังเติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 เปนเวลา 7 วัน 

 
ความเขมขนของไพรีน (มก.ตอลิตร) รีเทนชนั (นาท)ี 

100 
200 

 
300 

 
 
 

400 

9.633 
2.091 
5.182 
2.967 
4.104 
4.575 

11.267 
2.933 
3.695 
4.200 
7.061 
9.767 
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รูปที่ 4.7 แสดงโครมาโตแกรม HPLC การวิเคราะหของสารมัธยนัตจากการยอยสลาย  
             ไพรีนที่ความเขมขน 100 (ก) 200 (ข) 300 (ค) และ 400 (ง) มก.ตอลิตร หลงัเติม 
             กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 เปนเวลา 7 วัน (ติดตามโครมาโตแกรมภายในเวลา       
             20 นาที) 
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4.3  การเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยการใช PAHs ชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอน 
และแหลงพลังงาน 

 
กลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากใบจามจุรี ถูกนํามาศึกษาความสามารถในการใชสาร 

PAHs อ่ืนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  จากการศึกษาพบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถ
ใช อะซีแนพธีน (รูปที่ 4.8) ฟลูออรีน (รูปที่ 4.9) ฟแนนทรีน             (รูปที่ 4.10) และฟลูออแรนทีน 
(รูปที่ 4.11) ได แตไมสามารถใช อะซีแนพธิลีน แอนทราซีน ไครซีน (รูปที่ 4.12) และ เบนโซ(เอ)
ไพรีน (รูปที่ 4.13) ไดภายในเวลา 14 วัน โดยยอยสลายแตละชนิดในปริมาณที่แตกตางกัน  
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ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

 จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมอะซีแนพธีน 

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธีน

 
 

รูปที่ 4.8 แสดงการเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 โดยใชอะซีแนพธนีเปนแหลงคารบอน 
             และพลังงาน 
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ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟลูออรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมฟลูออรีน

 
 
รูปที่ 4.9 แสดงการเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 โดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอน 
             และพลังงาน 
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ปริมาณฟแนนทรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟแนนทรีนในชุดทดลองท่ีเติมฟแนนทรีน

จํา นวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟแนนทรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมฟแนนทรีน

 
 
รูปที่ 4.10 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน 
               และพลังงาน 
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ปริมาณฟลูออแรนทีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟลูออแรนทีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟลูออแรนทีน

จํานวนแบคทีเ รียในชุดทดลองท่ีเติมฟลูออแรนทีน

 
รูปที่ 4.11 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชฟลูออแรนทนีเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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ปริมาณไครซีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไครซีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมไครซีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไครซีน

 
 

รูปที่ 4.12 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไครซีนเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมเบนโซ(เอ)ไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมเบนโซ(เอ)ไพรีน

 
รูปที่ 4.13 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชเบนโซ(เอ)ไพรีนเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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จากผลการทดลอง พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถลดอะซีแนพธนีไดอยาง
ตอเนื่องจากความเขมขน 86 ± 6  มก.ตอลิตร จนหมดในเวลา 8 วนั โดยมีการยอยเฉลี่ย 9.83      
±  1.67 มก.ตอลิตรตอวัน(ระหวางวนัที ่2 - 8) ซึง่เร็วกวาชุดควบคุม 2 วนั จํานวนแบคทีเรียเพิม่ข้ึน
เพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.8)  การลดฟลูออรีน พบวากลุมแบคทีเรียใชเวลาปรับตัว 4 วัน กอนที่จะเริ่ม
ยอยฟลูออรีนดวยอัตราเร็วคงที่จนเกือบหมดภายใน 14 วัน จากความเขมขน 86 ± 8 เหลือ 1 ± 1 
มก.ตอลิตร  โดยมีการยอยสลายเฉลี่ย 12.83 ± 1.67 มก.ตอลิตรตอวัน (ระหวางวันที่ 4 - 10) 
อาหารเหลวมสีีสมอิฐในวนัที่ 6 ของการทดลอง ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียลดลงอยางตอเนื่อง
เชนกนัจนวนัที่ 6 ของการทดลอง จากนัน้จึงเพิ่มสูงขึ้นเทากับเริ่มการทดลองแลวกลับลดลงอีกครั้ง
ในวนัสุดทายของการทดลอง ในขณะที่จาํนวนแบคทเีรียในชุดควบคมุเพิ่มสูงขึ้นใน 4 วันแลวคงที่
จนจบการทดลอง (รูปที ่ 4.9) สําหรับฟแนนทรนี จากการทดลองพบวากลุมแบคทีเรียใชเวลา
ปรับตัว 2 วนั จงึเริ่มยอยสลายฟแนนทรีนอยางชาๆ ดวยอัตราเร็วคงที่ตลอดการทดลองจนเกอืบ
หมดจากความเขมขน 96 ±  9 มก.ตอลิตร เหลือ 1 ± 1 มก.ตอลิตร (คิดเปนการยอยสลายเฉลีย่ 
9.40 ± 0.40 มก.ตอลิตรตอวันในระหวางวันที่ 2 - 12) โดยอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสีสมในวนัที ่12 
ของการทดลอง ในขณะที่จาํนวนแบคทีเรียเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยเทานัน้ (รูปที ่4.10)  สวนการยอย
สลายฟลูออแรนทนี พบวากลุมแบคทีเรียยอยสลายไดจากความเขมขน 83 ± 6 มก.ตอลิตร เหลือ 
55 ± 2 มก.ตอลิตร คิดเปนการยอยสลายไดรอยละ 34 ในเวลา 14 วนั (คิดเปนการยอยสลายเฉลีย่ 
3.30  ± 2.00 มก.ตอลิตรตอวันในระหวางวนัที่ 4 - 14) โดยอาหารเหลวเปลีย่นเปนสีแดงในวันที่ 
12 ของการทดลอง  ในขณะที่จาํนวนแบคทีเรียเพิม่ข้ึนไมมาก (รูปที่ 4.11) (ความเขมขนที่แสดงได
จากการคํานวณจากกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ค)     สาํหรับสาร PAHs ทีน่้ําหนกัโมเลกุลสูง
ชนิดอื่นที่นาํมาทดสอบนั้น พบวาไมสามารถยอยได ไดแก ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน  ซึ่งจาํนวน
แบคทีเรียเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมือ่จบการทดลอง ซึ่งเชื้อแบคทีเรียไมไดใชไครซีน แตอาจใช
สารประกอบอนิทรียจากแบคทีเรียบางชนดิที่สลายตวั  และเชื้อแบคทีเรียไมไดใชเบนโซ(เอ)ไพรีน
เชนกนั แตทายการทดลองกลับมีจํานวนเพิ่มข้ึน ซึง่อาจเกิดจากการทีม่ีแบคทีเรียบางชนิดที่ทนสาร
นี้ไดแตใชเปนแหลงคารบอนและพลงังานไมได แตสามารถใชแบคทีเรียชนิดอืน่ที่ตายและแตก
สลายเปนแหลงคารบอนและพลังงานแทน (รูปที่ 4.12, 4.13 ตามลําดับ)  ดงันัน้จากผลการทดลอง
การใชสาร PAHs ชนิดอื่น สามารถสรุปไดวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถใชสาร PAHs ที่มีวง
แหวนเบนซนีตั้งแต 3 ถงึ 4 วงได ยกเวน ไครซีน โดยตองใชเวลาปรับตัวอยางนอย 2 วนั และมี
อัตราการยอยสลายคงที่ตอไปจนส้ิดสุดการทดลอง ขณะที่จาํนวนแบคทีเรียในชุดทีเ่ติมสาร PAHs 
ชนิดอื่นทั้งหมดมีปริมาณเพิม่ข้ึนเล็กนอย  
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4.4 การเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 เมื่อใชสาร PAHs อ่ืนรวมกับไพรีน 
      แบบโคเมแทบอลิซึม 
 
 เนื่องจากกลุมแบคทีเรียไมสามารถใชสาร PAHs บางชนิดไดและเพือ่ศึกษาศักยภาพของ
กลุมแบคทีเรียวาสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่อยูรวมกันมากกวาหนึง่ชนิดไดหรือไม ดังนัน้จึง
นําสาร PAHs ที่ไมสามารถใชไดในขอ 4.3 มาศึกษาการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับ
ไพรีน ซึง่พบวา เมื่อเติมไพรีนรวมกับอะซีแนพธิลีน พบวาไมพบการเจริญของแบคทีเรียหลงัจาก
เลี้ยงเปนเวลา 14 วนั คาดวาแบคทีเรียตาย ทาํใหไพรีนและอะซีแนพธิลีนยังคงอยูทัง้สองชุดการ
ทดลอง แตอะซีแนพธิลีนที่ไมเติมแบคทีเรียลดลงประมาณ 68 % และไพรีนลดลงประมาณ 20 % 
(รูปที่ 4.14)  สําหรับแอนทราซีน พบวาในเวลา 28 วนั แอนทราซีนไมถูกยอยสลายเมื่อเทยีบกับชุด
ควบคุม ในขณะที ่ ไพรีนถกูลดจนหมด แตแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเลก็นอย (รูปที่ 4.15) เชนเดียวกับไค
รซีน ทีพ่บวากลุมแบคทีเรียไมไดชวยการยอยสลายไครซีน แตใชไพรีนจนหมดภายใน 14 วนั 
ในขณะที่ไครซีนในชุดควบคุมลดลงประมาณ 30 % (รูปที่ 4.16) และเบนโซ(เอ)ไพรีน พบวากลุม
แบคทีเรียไมสามารถยอยสลายเบนโซ(เอ)ไพรีนได แตใชไพรีนได 96 % มีผลใหจาํนวนแบคทีเรีย
เพิ่มสูงกวาชุดควบคุมในทายการทดลอง (รูปที่ 4.17) 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีเติมอะซีแนพธิลีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีอะซีแนพธิลีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมอะซีแนพธิลีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีนและไพรีน

 
 
รูปที่ 4.14 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชอะซีแนพธิลีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีแอนทราซีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณแอนทราซีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีแอนทราซีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณแอนทราซีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมไมเติมแอนทราซีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมแอนทราซีนและไพรีน

 
 

รูปที่ 4.15 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชแอนทราซีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีไครซีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไครซีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีไครซีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไครซีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุ ดควบคุมท่ีไมเติมไครซีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไครซีนและไพรีน 

 
 

รูปที่ 4.16 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไครซีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีเบนโซ(เอ)ไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีเบนโซ(เอ)ไพรีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีน

 
รูปที่ 4.17 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีนเปน 
                แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
  

จากผลการทดลองแบบโคเมแทบอลิซึม สรุปไดวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมสามารถใช
สาร PAHs ชนิดอื่น (อะซีแนพธิลีน แอนทราซนี ไครซนี และ เบนโซ(เอ)ไพรีน) ไดเมื่อเติมรวมกับ
ไพรีน  โดยแอนทราซนี ไครซีน และ เบนโซ(เอ)ไพรีน ไมมีผลตอการยอยสลายไพรีนของกลุม
แบคทีเรีย ยกเวน อะซีแนพธลิีนทีท่ําใหแบคทีเรียตายภายใน 14 วัน    
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4.5 การแยกเชื้อบริสุทธิ์และพิสูจนเอกลกัษณของเชือ้ที่แยกไดจากกลุมแบคทีเ่รีย 
      RRM-V3 ที่คัดแยกจากใบจามจุร ี 
 
 4.5.1 ลกัษณะสัณฐานวิทยา 
 
  ทําเจือจางเชื้ออายุ 3 วนัทีถ่ายเชื้อในไพรีนดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ เพราะวาลด
ความเยิ้มของโคโลนีได(จากการสังเกตเปรียบเทยีบกับน้าํเกลือนอรมัลซาลายน)รวมกับการเติม

ทวนี-80 (Tween-80) เขมขน 10 ไมโครกรัมตอมล.ที่ชวยใหแบคทีเรียไมเกาะกลุมกัน (Veiji และ 
Albright, 1993) จากนัน้เกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง LB บมที่ 30 Oซ  เปนเวลา 5 วัน (รูปที่ 4.18)   
จึงทาํการตรวจสอบลักษณะโคโลนีเดี่ยวและเขี่ยเชื้อซํ้าบนอาหารชนดิเดิมจนกวาไดเชื้อบริสุทธิ์ 
จากการทาํดังกลาวสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ไดดังตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.19 
 
ตารางที่ 4.3 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
                    

เชื้อบริสุทธิ ์ ลักษณะโคโลน ี
RRM1  
RRM2  
RRM3 
 
RRM4 
 
RRM5 
 
RRM6 
RRM7 

โคโลนีกลมสีแดงสม ขนาด 1-2  มม. กลางโคโลนโีคงขึ้น ผิวและขอบเรยีบ ทบึแสง 
โคโลนีกลมสเีหลืองเนื้อ ขนาด 4-5 มม. กลางโคโลนนีูนโคงเล็กนอย ผิวและขอบเรียบ ทึบแสง 
โคโลนีสีขาวเหลืองสม ขนาด 3-4 มม. ตรงกลางนูนโคงขึ้นเล็กนอย ผิวและขอบเรียบ 
 ทึบแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน โตชามาก ขนาด 2-3 มม. ผิวและขอบเรียบ ขอบมักแผออกบนอาหาร
แข็ง ทึบแสง (พบขึ้นอยูบนเชื้อ RRM2 กอนทาํบริสุทธิ์ไดมีขนาดเล็ก) 
โคโลนีสีเหลืองอมชมพูออน ขนาด 2-3 มม. กลางโคโลนีนนู ผิวหนาขรุขระคลายดอกกะหล่ํา 
ขอบไมเรียบ  ทึบแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน ขนาด 2-3 มม. กลางโคโลนีโคงขึน้ ผิวและขอบเรียบ ทบึแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน ขนาด 0.5-1 มม. กลางโคโลนโีคงขึ้น ผิวและขอบเรยีบ ทบึแสง 
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รูปที่ 4.18 แสดงลักษณะโคโลนีของแบคทเีรียที่แยกจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
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                         RRM1                                                        RRM2 

 
                          RRM3                                                            RRM4 

 
                          RRM5                                                        RRM6 

 
                        RRM7 
รูปที่ 4.19 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
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4.5.2 ลกัษณะทางสรีระวทิยาและชีวเคมี 
  
  สําหรับเชื้อบริสุทธิท์ี่แยกไดในขอ 4.6.1 จะนํามาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) หลังจากยอมสีแกรม
และระบุรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน (1000 เทา)   ไดผลดังตารางที่ 4.4  
 
ตารางที่ 4.4 แสดงลักษณะทางสรีระวทิยาและชีวเคมีของเชื้อบริสุทธิ ์
 
ลักษณะที่ศกึษา / เชื้อบริสุทธิ ์ RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 
ลักษณะเซลล 
         การติดสีแกรม 
         รูปรางของเซลล 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้ 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

1.การสรางเอนไซมออกซิเดส 
2.การเคลื่อนที ่* 
3.การสรางเอนไซมคาตาเลส 
4.การสรางอินโดล 
5.การไฮโดรไลซเจลาติน 
6.การสรางไขมัน(PHB) 
7.การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด 
8.การหมักน้ําตาล 
          ดี-กลูโคส 
    ดีแอล-แลคโตส 

    ด-ีแมนนิทอล 
9.การใชโซเดยีมซัคซีเนท 
10.การผลิตกรดจากกลูโคส 

+ 
+/S 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

+ 
+/T 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
 

+ 
- 
- 
+ 
- 

+ 
+/T 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

สกุลของเชื้อบริสุทธิ ์ Rugamonas Comamonas Flavimonas Comamonas 
       
   + หมายถงึ ผลบวก : สราง หรือ เกิดปฏกิิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
    - หมายถงึ  ผลลบ  : ไมสามารถ สราง หรือ เกิดปฏิกิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
    * หมายถงึ  ยอมตามวิธ ีRyu stain (Jitsurong, 1995) โดย S =single polar flagella , 
                            T=polar tuft flagella (lophotrichous), A= amphitrichous และ P =peripheral  flagella (peritrichous)  
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) แสดงลักษณะทางสรีระวิทยาและชวีเคมีของเชื้อบริสุทธิ ์
 
ลักษณะที่ศกึษา / เชื้อบริสุทธิ ์ RRM5 RRM6 RRM7 
ลักษณะเซลล 
         การติดสีแกรม 
         รูปรางของเซลล 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

1.การสรางเอนไซมออกซิเดส 
2.การเคลื่อนที ่*  
3.การสรางเอนไซมคาตาเลส 
4.การสรางอินโดล 
5.การไฮโดรไลซเจลาติน 
6.การสรางไขมัน(PHB) 
7.การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด 
8.การหมักน้ําตาล 
        ดี-กลูโคส 
  ดีแอล-แลคโตส 

  ด-ีแมนนิทอล 
9.การใชโซเดยีมซัคซีเนท 
10.การผลิตกรดจากกลูโคส 

+ 
+/ T 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 
- 
- 
- 
+ 
- 

สกุลของเชื้อบริสุทธิ ์ Comamonas Pseudomanas Unidentified bacterium 
      
 + หมายถึง ผลบวก : สราง หรือ เกิดปฏิกริิยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
  - หมายถงึ  ผลลบ  : ไมสามารถ สราง หรือ เกิดปฏิกิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
  *  หมายถึง  ยอมตามวธิ ีRyu stain (Jitsurong, 1995) โดย S =single polar flagella , 
                       T=polar tuft flagella (lophotrichous), A= amphitrichous และ P =peripheral flagella (peritrichous)  
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นอกจากการศึกษาคุณสมบัติ 10 อยางดังในตารางที ่ 4.4 จะตองมีการทดลองเฉพาะ
อยางเพื่อระบุสกุลเชื้อบริสุทธิ์ตามคําอธิบายในคูมือ Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology ดังนี ้

RRM1  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ  กลางโคโลนียบุลงและหยาบเมื่ออายุมากขึ้น 
RRM3  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ   
RRM4  ไมเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรดเขมขน 6 %  
RRM6  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ และไมเจริญในอาหารเหลวที่มีโซเดยีมคลอไรด 
            เขมขน 20 % 

จากนั้นจงึทาํการสรุปตามคาํอธิบายในคูมือดังแสดงในทายของตารางที่ 4.4 ซึ่งขอมูลที่ไดจาก
ตารางที่ 4.3 และ 4.4 สามารถระบุสกุลของแบคทีเรียบริสุทธิ์ทัง้ 7 ชนิดได 4 สกุล ไดแก สกุล 
Comamonas จํานวน 3 ชนิด  สกุล Rugamonas จํานวน 1 ชนิด สกุล Flavimonas จํานวน 1 
ชนิด  สกุล Pseudomonas จํานวน 1 ชนดิ และไมสามารถจําแนกไดในขณะนี้จาํนวน 1 ชนิด ซึ่ง
แตละชนิดและเมื่อนาํทัง้ 7 ชนิดมารวมกัน จากนัน้ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน 
พบวาทัง้แบบเชื้อบริสุทธิ์และเชื้อผสมชนิดไมสามารถยอยฟแนนทรีนและไพรีนไดเชนเดียวกับกลุม
แบคทีเรีย RRM-V3 กอนการทําบริสุทธิ์    
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ใบไมของพืชเปนทัง้ที่รองรับสารประกอบอนิทรียที่เปนพษิและไมเปนพิษ จากอากาศทั้ง
สถานะกาซและที่เกาะกับผุนละออง (Bakker และคณะ, 2000) และเปนที่อยูอาศัยของแบคทีเรีย 
(Hirano และ Upper, 1991 ; Yadav และคณะ, 2004) ดังนัน้พืชและแบคทีเรียยอมมีความสัมพนัธ
กัน โดยคาดวารากพชืตระกูลถั่วสามารถผลิตสารกระตุนเอนไซมและเปนอาหารของแบคทีเรีย
บริเวณนัน้ (Romantschuk และคณะ, 2000) และเนื่องจากแบคทีเรียในดนิมโีอกาสสัมผัสสาร
ปนเปอนที่มากับน้าํหรือลงสูดินโดยตรง จงึทาํใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายสารปนเปอนเหลานั้น
ไดทั้งแบบชนดิเดียวและโคเมแทบอลิซึม โดยจะเกดิจากเชื้อบริสุทธิห์รือทํางานเปนกลุมแบคทีเรีย 
ใบไมที่รวงหลนบนดนิมีโอกาสที่จะไดรับจุลินทรียจากดนิเชนกัน (Bakker และคณะ, 2000) การเติม
ใบไมสามารถลดสาร PAHs ในดินที่ทาํปนเปอนได (Siriwarasin และคณะ, 2002 ; Handerlein และ
คณะ, 2001 ; Charoenchang และคณะ, 2003)  จึงเปนไปไดวาบนใบไมจะสามารถพบแบคทีเรียที่
สามารถยอยสาร PAHs ได ดังนัน้งานวิจยันี้จงึสามารถคัดแยกกลุมแบคทีเรียทีย่อยสลายไพรีนจาก
เศษใบไมของพืชตระกูลถัว่ (Legume) 3 ชนิด (ตารางที่ 4.1) ไดแก ใบจามจุรี ใบมะขามและใบ
กระถินณรงค โดยไดแบคทีเรียหลายกลุมจากการติดตาม 2 วิธ ีซึ่งใชไพรีนในการเจริญเติบโตได ใน
บรรดากลุมแบคทีเรียทัง้หมด พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถลดไพรีนไดเร็วทีสุ่ดและ
สามารถลดปรมิาณของ อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน ฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนไดเปนจํานวน 100 98 
99 และ 34 % ตามลาํดับ ภายในเวลา 14 วนั ซึ่งใกลเคยีงกนักับผลการทดลองของ Yuan และคณะ 
(2000) ที่ใชกลุมแบคทีเรียที่แยกจากตะกอนดินปนเปอนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี
ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมลบ 6 ชนิด ที่สามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานไดมา
ยอยสลายไพรีนเขมขน 5 มก.ตอลิตร พบวาสามารถลดไพรีนไดหมดภายใน 12 วนั ในขณะทีก่ลุม
แบคทีเรีย   RRM-V3 มีประสิทธิภาพดีกวามาก เพราะในการทดลองนี้ใชไพรนีในความเขมขน 100 
มก.ตอลิตร ซึง่สูงกวาถึง 20 เทา  การทีส่ามารถคัดแยกกลุมแบคทเีรียไดนาจะเกดิจากแบคทีเรียบน
เศษใบไมเคยถูกกระตุนการยอยจากสาร PAHs ในอากาศที่ถกูสะสมในใบไมพืชและ/หรือ
สารประกอบทีค่ลายกนักับทีส่รางโดยพืช (Juhasz และ Naidu, 2000b) เพราะใบไมบางชนิดที่ใชใน
การคัดแยกกลุมแบคทีเรียถกูตรวจวิเคราะหแลวพบสาร PAHs ในปริมาณหนึ่ง (ภาคผนวก ง,        
รูปที่ ง.1)   
 กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมมีความจําเพาะของการยอยสลายตอไพรีนเพยีงอยางเดียว 
เพราะยังสามารถยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด แตก็เปนสาร PAHs ที่มีขนาดเล็ก
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กวา ซึง่อาจเปนเพราะวาจลิุนทรียที่สามารถยอยสาร PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงจะใชสาร PAHs 
ไดนอยชนิดหรือใชไดเพียงบางชนิดเทานัน้ (Kästner และคณะ, 1994) ซึ่งเปนผลดีตอการบําบดัจริง
ในแหลงปนเปอน เพราะในธรรมชาติการปนเปอนสาร PAHs จะมมีากกวาหนึ่งชนิดและมีปริมาณ
ตางกนั (Wilson และ Jones, 1993)  แตอยางไรก็ตาม อะซีแนพธิลีนทําใหกลุมแบคทีเรียนี้ตายหมด 
(รูปที่ 4.14)  นาจะเกิดจากพิษของอะซีแนพธิลนีตอแบคทีเรียเพราะวาอะซีแนพธิลนีที่มีความเปนพิษ
แบบเฉียบพลนัตอสัตวน้าํจดื สาหรายน้ําจืด และสัตวน้ําเค็มที่ความเขมขนต่ําสุด 1,700 520 และ 
970 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีพิษแบบเรื้อรังในสัตวน้ําเค็มและสาหรายน้ําเค็มที่คาต่าํสุด
เทากับ 710 และ 500 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ (Lederer, 1985) โดยการทดลองนี้ใชความ
เขมขนสูงกวามาก(100,000 ไมโครกรัมตอลิตร) ความเปนพษิยอมสูงกวาเชนกนัและเนื่องจาก
แบคทีเรียเปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียวยอมมีความทนตอพษิอะซีแนพธิลีนไดต่ํากวาสัตวและสาหราย หรือ
มีความไวตอพิษสูงกวาจึงทําใหแบคทีเรียในกลุมนี้ตายหมด (Lederer, 1985) ยกเวนสาํหรับ
แบคทีเรียบางสายพนัธุ ดังรายงานของ ศรัลยา แพงไตร (2543) ที่คัดแยกแบคทีเรีย Rhizobium sp.
สายพนัธุ CU-A1ซึ่งสามารถทนและใชอะซแีนพธิลนีที่ความเขมขนสงู(300 – 900 มก.ตอลิตร)ได แต
ไมสามารถใชอะซีแนพธีนในการเจริญไดโดยตรงตองใชในภาวะที่มอีะซีแนพธิลีนรวมดวย ซึ่งตรงขาม
กับงานวิจัยนีแ้ละงานวิจยัของ อรสุภาว สายเพชร (2545) ที่พบวาแบคทีเรีย Sphingomonas sp. 
สายพนัธุ SP2 สามารถใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานได แตไมสามารถยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนไดและอะซีแนพธิลีนทาํใหเชือ้ไมสามารถใชอะซีแนพธีนไดเมื่อทําการศกึษาแบบ       
โคเมแทบอลิซมึ ซึง่เกิดจากอะซีแนพธิลนียับยัง้หรือขัดขวางการสรางเอนไซมเร่ิมตนที่จาํเปนตอการ
ยอยสลายอะซีแนพธนี  โดยคาดวาอะซแีนพธิลนีแขงขันเขาจับกับตําแหนงเรงไดดกีวาอะซีแนพธีน
เพราะอะซีแนพธิลีนมีโครงสรางคลายและละลายน้ําไดดกีวาอะซีแนพธีน ซึง่อาจจะเกิดกับแบคทีเรีย
ในกลุม RRM-V3 ได โดยที่อะซีแนพธิลีนอาจจะมผีลตอเอนไซมที่ใชในการเจรญิของแบคทีเรียทุก
ชนิดในกลุมนี้  แตอยางไรก็ตาม เนื่องจากอะซีแนพธีนและอะซีแนพธลีนมีโครงสรางคลายกันมาก จึง
ควรจะสามารถยอสลายไดทั้งสองชนิดดงับางรายงานทีพ่บวาแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถยอย
สลายไดทั้งสองชนิด เชน Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 แตแบคทีเรียนี้ไมสามารถใชสาร PAHs 
อ่ืนได (Komatsu และคณะ, 1993)  Beijerinckia sp.และสายพนัธุกลาย Beijerinckia sp. B8/36 
เมื่อโคเมแทบอลิซึมกับไบฟนิล (Schocken และ Gibson, 1984) 

จากผลความเปนพษิของอะซีแนพธิลนีตอกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ทีก่ลาวมาขางตน ดังนั้น
หากแหลงปนเปอนนัน้มีสาร PAHs ชนดินี้ในปริมาณสูงควรหลกีเลีย่งการใชกลุมแบคทีเรียนี้ หรือ
จะตองทาํการลดสารนั้นเสยีกอนแลวจงึเตมิกลุมแบคทีเรียนี้ หรือสรางกลุมแบคทีเรียใหมดวยการ
เพิ่มแบคทีเรียที่สามารถยอยสาร PAHs ชนิดนัน้เขาไปในกลุมแบคทีเรีย (Daugulis และ 
McCracken, 2003) แตจะตองมั่นใจวาในระหวางแบคทเีรียที่สรางขึ้นนัน้ไมมีการขัดขวางการ
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ทํางานซึ่งกันและกัน   กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมสามารถยอย อะซแีนพธิลีน   แอนทราซนี ไครซีน
และเบนโซ(เอ)ไพรีน แบบโคเมแทบอลิซมึกับไพรีนได เพราะวากลุมแบคทีเรียใชไพรีนในการเจริญ
แทน จึงไมมกีารใชสาร PAHs ชนิดอื่นในระบบ หรืออาจจะเกิดจากสารมธัยนัตที่ไดจากการยอย
ไพรีนไปยับยัง้การยอยสาร PAHs ชนิดอื่น (Kazunga และ Aitken, 2000) ดังนัน้อาจจะตองเติม
แหลงอาหารชนิดอื่นที่ไมใชไพรีนเขาไป เพื่อใหมกีารยอยสาร PAHs อ่ืนที่มนี้าํหนักโมเลกุลสูง เชน 
น้ํามนัดีเซล (Kanaly และคณะ, 2000) สารลดแรงตึงผิวแรมโนไลปด (Rhamnolipids) น้าํมันซิลิโคน
หรือสาร PAHs ที่มนี้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา (Marcoux และคณะ, 2000) หรือเติมแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสารมัธยนัตที่เกิดขึ้นไดเขาไป (Kazunga และ Aitken, 2000) 
 การยอยไพรีนของกลุมแบคทีเรียดังกลาวจะใชเวลาปรับตัว 2 วนั เพราะอาจจะเกิดจาก
ความไมคุยเคยของกลุมแบคทีเรียทีถู่กเลีย้งในโซเดียมซัคซิเนตและทาํเปน resting cell กอนการ
ทดลอง ดังนัน้จึงตองอาศัยเวลาในการสรางความคุยเคยกับไพรีนกอนยนีที่เกี่ยวกบัการยอยสลายจงึ
จะถูกกระตุนใหทาํงานสรางเอนไซม (Grosser และคณะ, 1991 ; Li และคณะ, 1996 ; Ho และคณะ
, 2000)  หรือความเขมขนของไพรีนสงู ตางกับการทดลองของ Ramirez และคณะ (2001) ที่ใชไพรีน
เขมขนเพยีง 120.5 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งไมพบระยะเวลาปรับตัวของกลุมแบคทเีรีย  หรืออาจเปน
เพราะวาใชเชือ้ในปริมาณทีน่อยไป (Juhasz และคณะ,1995) เนื่องจากการเติมหัวเชื้อในปริมาณ
มากจะสามารถลดเวลาการปรับตัวไดหรือไมมีเวลาปรับตัว (ภาคผนวก ง, รูปที ่ง.2 ) ดังรายงานของ 
Juhasz และคณะ (1996) ที่ใชหวัเชื้อในปริมาณมาก 5 มล. (มีโปรตีนเขมขน 0.7 – 1.5 มก.ตอมล.) 
พบวาสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูงไดถึง 70 % โดยสวนมากแลวไมวาจะใช
แบคทีเรียบริสุทธิห์รือกลุมแบคทีเรียจะพบระยะเวลาในการปรับตัวเสมอ แตจะมากหรือนอยขึ้นอยู
กับการเตรียมหัวเชื้อ ปริมาณของหัวเชื้อ ศักยภาพเฉพาะของสายพันธุแบคทีเรียที่ใช ความเขมขน
ของไพรีน (Bouchez และคณะ, 1995 ; Bastiaens และคณะ, 2000) และลักษณะของไพรีนที่เติมวา
เปนสารละลายในตัวทําละลายหรือเปนผลกึ (Tiehm และ Fritzsch, 1995) ซึ่งปจจยัที่กลาวมามผีล
ตอผลการทดลองการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย แตทายที่สุดแลวไพรีนจะถูกยอยสลาย
ตอจากนัน้ โดยอัตราการยอยสลายไพรนีของแบคทีเรียแตละสายพันธุและแตละกลุมแตกตางกนั ซึ่ง
บางรายงานคาํนวณไว ดังตารางที่  5.1  
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ตารางที่ 5.1 แสดงอัตราการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียบริสุทธิ์และกลุมแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย อัตราการยอยไพรีน เอกสารอางอิง 
Mixed culture (6 strains) 
Bacterial consortium 
Enriched consortium 
Mycobacterium sp. PYR1 
RRM-V3 

0.42 มก.ตอลิตรตอชม. 
27 มก.ตอลิตรตอวัน 
1.1 x 10-9 ไมโครกรัมตอCFUตอชม. 
1.3 x 10-9 ไมโครกรัมตอCFUตอชม. 
14.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 2 - 5) 
7.03 ± 0.97 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 5 - 11) 
0.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 11 - 14) 

Yuan และคณะ(2000) 
Marcoux และคณะ(2000) 
Ramirez และคณะ(2001) 
Ramirez และคณะ(2001) 
การทดลองนี ้
 
การทดลองนี ้
 
การทดลองนี ้

 
 สารมัธยนัตที่เกิดจากการยอยสลายไพรนีโดยกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 สามารถตรวจพบได
โดย HPLC แบบ reversed-phase chromatography ที่เวลารีเทนชันตาง ๆ ซึ่งนอยกวาไพรีน   
(ตารางที ่4.2 และรูปที่ 4.7) แสดงวากลุมแบคทีเรียนี้มกีารเปลี่ยนโครงสรางไพรีนโดยแตกโมเลกุลให
เล็กลงและความมีขั้ว(polarity)เพิ่มข้ึนจงึตรวจไดที่เวลานอยกวา เชนรายงานของ Li และคณะ 
(1996) ที่พบวากลุมแบคทีเรีย Pysed-1 และ Pysed-2 ยอยไพรีนได 4,5-dihydrodiol pyrene 
สอดคลองกับรายงานแบคทเีรียบริสุทธิ์ในรูปที่ 2.7  สารมัธยนัตจะถกูสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงทาํ
ใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีสนี้ําตาลเขมข้ึนตามความเขมขนของไพรีนที่เพิม่ข้ึน (รูปที ่ 4.6) เชนเดยีวกบัสี
น้ําตาลที่เห็นไดของผลึกไพรีนที่มีแผนฟลมแบคทีเรียหุมอยู (Eriksson และคณะ, 2002)  แตมีบาง
งานวิจยัทีพ่บสีเขียวเขมเมื่อใชฟแนนทรีนรวมกับไพรีน ซึง่ไมพบสารมัธยันตของไพรนีจากการติดตาม
หลายวิธ ี (Pinyakong, 1999) หรือเกดิสีเขียวน้าํตาลของโคโลนีแตไมพบวงใสรอบโคโลนีทีพ่นทับ
ดวยไพรีน (Ho และคณะ, 2000)    จากผลการเพิม่ปริมาณไพรีนเปน 200 300 และ 400 มก.ตอลิตร
(รูปที่ 4.6) เนือ่งจากการใชที่ 100 มก.ตอลิตร ตรวจพบไดปริมาณนอยจึงตองเพิ่มความเขมขน เพื่อ
เปนขอมูลเบื้องตนและประโยชนในการจะศึกษาสารมธัยันตทีเ่กิดจากการยอยสลายไพรีนโดยกลุม
แบคทีเรีย RRM-V3 พบวาจํานวนพกีของสารมัธยันตที่รีเทนชันตาง ๆ เพิม่ข้ึนตามปริมาณไพรีนที่
เพิ่มข้ึน โดยมรีีเทนชนัจํานวน 2 4 และ 5 พีกจากไพรีนเขม 200 300 และ400 มก.ตอลิตร ตามลาํดับ 
(รูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.2) 
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จํานวนของแบคทีเรียในการทดลองที่เติมสาร PAHs แทบทกุชนิด มจีํานวนเพิ่มข้ึนเล็กนอย
หรือเทาเดิม ซึ่งทัง้หมดจะมีจํานวนเทากบัหรือนอยกวาในชุดควบคมุที่ไมเติมสาร PAHs คาดวา
นาจะเกิดจากพิษของสาร PAHs ตอแบคทีเรีย (Sikkema และคณะ, 1995 ; Buchez และคณะ, 
1997 ; Lee และคณะ, 2003) มีการเกาะเปนกลุมกอนของแบคทีเรีย (ภาคผนวก ง, รูปที่  ง.3(ก)) มี
ผลใหเทคนิคการเจือจางธรรมดาไมสามารถแยกออกเปนเซลลเดี่ยว ๆ ไดหมด หรือแบคทีเรียเกาะกับ
ผลึกของสาร PAHs เปนแผนฟลมเคลือบรอบผลึก ทาํใหการเจือจางไมไดผลดีเทาที่ควร (Eriksson 
และคณะ, 2002 ; ภาคผนวก ง, รูปที่ ง.3(ข) ) หรืออาจเปนเพราะวาแบคทีเรียบางสายพนัธุในชดุ
ควบคุมที่ไมเตมิสาร PAHs ตายแลวแตกสลายใหแหลงอาหารใหมแกแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนในการ
เจริญเติบโต (ธีระ เกรอต, 2539) ผนวกกบัไมมีแรงกดดันจากสาร PAHs (chemical stress) (Lewis, 
2000) จึงทําใหมีการเพิ่มจาํนวนไดมากกวา เพราะในแตละเซลลของแบคทีเรียมีสารประกอบหลาย
ชนิด เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต(น้ําตาล)  ไกลโคโปรตีน  กรดนวิคลีอิค สารอาหารตาง ๆ  ผลิตภณัฑ
ของเสียและไขมัน (Singleton และ Sainsbury, 1981 ; Nicklin และคณะ, 1999) 
 กรณีที่จํานวนแบคทีเรียในชดุควบคุมมีปริมาณมากกวาชุดทดลองทีเ่ติมสาร PAHs หาก
พิจารณาเฉพาะเนื่องมาจากพิษของสาร PAHs  โดยถาหากจาํนวนแบคทีเรียลดลงจากวนัเริ่มตนให
ถือวาสาร PAHs ที่เตมิมพีษิตอเซลลแบคทีเรีย พบวาอะซีแนพธีน ฟ ีแนนทรนี ฟลูออแรนทีน และ
ไพรีน ไมเปนพิษตอกลุมแบคทีเรีย แตฟลูออรีน ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน เปนพษิตอกลุม
แบคทีเรียเมื่อใชแบบสารเดี่ยว   และเมื่อใชสารบางชนิดรวมกับไพรีน พบวาอะซีแนพธิลีน เปนพษิตอ
กลุมแบคทีเรียอยางมาก  สวนแอนทราซนี ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน ไมเปนพิษตอกลุมแบคทเีรีย 
ซึ่งทีน่าสนใจคอื ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน ที่มพีิษลดลงมากเมื่อใชรวมกับไพรีนทัง้นี้เกิดจากกลุม
แบคทีเรียสามารถยอยไพรีนไดจึงมีปริมาณเพิ่มข้ึนและอาจจะสรางสารบางอยางทีช่วยใหเซลลทน
ตอความเปนพิษได ไมเหมอืนกับในภาวะที่มีไครซีนและเบนโซ(เอ)ไพรีนเดี่ยว ซึง่แบคทีเรียมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนในทายการทดลอง โดยคาดวาเกิดจากแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงองคประกอบกรดไขมัน
ภายในและผนังของเซลลใหทนตอพิษของสารทัง้สองได (Sikkema และคณะ, 1995 ; Mrozik และ
คณะ, 2004)  การทดลองแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับไพรีน พบวาปรมิาณอะซีแนพธิลีน แอนทราซีน 
และเบนโซ(เอ)ไพรีนที่มีไพรนีไมเติมแบคทีเรียมีปริมาณต่ํากวาชุดทีเ่ติมแบคทีเรีย นาจะเกดิจาก
เทคนิคการสกดัไมดีพอ 

สามารถทําบรสุิทธิ์เชื้อแบคทีเรียจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไดอยางนอย 7 ชนิด ซึ่งผลทาง
สัณฐานวิทยาและชีวเคมีสามารถจัดอยูในสกุล Rugamonas, Comanonas, Flavimonas, และ 
Pseudomonas และไมสามารถระบุไดจํานวน 1 ชนิด  โดยเปนแกรมลบทัง้หมดสอดคลองกับ
รายงานอืน่ ๆ ที่พบวาแกรลบแบคทีเรียมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด
และในกลุมแบคทีเรียทีเ่พิ่มคัดกรองจากดนิและตะกอนดิน มีแบคทีเรียแกรมลบสกลุหลัก เชน สกุล 
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Pseudomonas (Bouchez และคณะ, 1999 ; Juhasz และคณะ, 1995, 1996)  สกุล 
Sphingomonas  (Supaka และคณะ, 2001) และแกรมบวกบางสกุล โดยสวนมากคือ สกุล 
Mycobactrium  (ตารางที่ 2.3 และ 2.4) ซึ่งหากมีแกรมบวกในกลุมจะชวยใหประสิทธิภาพการยอย
สลายดีขึ้น (Ghazali และคณะ, 2004)  แตละสายพนัธุอาจจะใชแหลงคารชนิดเดีย่วและ/หรือใชสาร 
PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าไดหรือไมได (Daugulis และ McCracken, 2003 )  แตเมื่ออยูรวมกัน
แลวประสิทธภิาพดีขึ้นสามารถใชสารประกอบไดมากชนิดกวาอยูเดีย่ว ๆ (Carvalho และคณะ, 
2002) บางรายงานยงัไมสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการยอย (degrader) 
ได (Li และคณะ, 1996 ; Eriksson และคณะ, 2002 ) แตสามารถระบุสายพันธุที่ทาํใหบริสทุธิ์ได มี
ความสัมพันธโดยสงเสริมการทํางานและเจริญเพิ่มจํานวนในกลุมแบคทีเรียเริ่มตน (Kanaly และ
คณะ, 2002) เชนเดียวกับการศึกษาครั้งนี ้  ทีพ่บวาแตละเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมทัง้ 7 ชนิดไมสามารถ
ใชฟแนนทรีนและไพรีนได ดังนั้นจงึไมทําการพิสูจนเอกลักษณของเชื้อบริสุทธิด์วยเทคนิค 16S 
ribosomal DNA  ซึ่งการที่เชื้อบริสุทธิ์ไมสามารถยอยฟแนนทรนีและไพรีนได อาจเปนเพราะใน
ระหวางที่ทาํบริสุทธิ์มีการเขี่ยเชื้อบนอาหารสมบูรณหลายครั้งจนกวาจะไดเชื้อบริสุทธิ์ ซึง่อาจทําให
สูญเสียความสามารถในการยอยสลายได เพราะยีนไมถกูกระตุนในระหวางนีแ้ละแบคทีเรียใช
สารประกอบอนิทรียในอาหารที่ใชคัดแยกไดงายกวา (Li และคณะ, 1996) หรือแบคทีเรียสายพนัธุที่
มีประสิทธิภาพไมถูกคัดแยกออกมาโดยวธิีที่ใชในการทดลอง (จึงตองใชคําวาอยางนอย 7 ชนิด) หรือ
อาจเปนเพราะวาแบคทีเรียสายพนัธุบริสทุธิ์ชอบที่จะอยูในภาวะอาหารเหลวจึงจะมีการพฒันา
ความสามารถในการยอยสลายไพรีนได (Li และคณะ, 1996) และเนื่องมาจากแบคทีเรียทีม่ี
ความสามารถไมสามารถเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่ใชในการทดลองได (unculturable strain(s)) 
(Eriksson และคณะ, 2002) 

แบคทีเรียสกุล Comamonas ถูกรายงานหลายสายพนัธุที่สามารถใชสารประกอบอนิทรียที่
ปนเปอนในสิ่งแวดลอมได ไดแก C. acidovorans TB-35  ยอยสลาย polyester-polyurethane 
(PUR) (Nakajima-Kambe และคณะ,1995) C. testosteroni B-356 ยอยสลาย biphenyl และ 
chlorobiphenyls และ polychlorinated biphenyl (PCBs) (Sylvestre, 1995) C. testosteroni ยอย
สลาย p-toluenesulphonic acid (Khlebnikov และ Péringer, 1996) C. testosteroni T-2 ยอย
สลาย p-toluenesulfonate (pTS) (Bokhany และคณะ, 1997)  Comamonas sp.GC                  
(C. testosteroni) ใชแนพทาลีนและฟแนนทรนี Comamonas sp.H ใชแนพทาลีน และฟแนนทรีนที่
อยูในอาหาร 10 %Trypticase soy broth (TSB) และ Comamonas sp.M7 (C. terrigena) ใช     
แนพทาลนีได (Meyer และคณะ, 1999)  แบคทีเรียสกุลนี้สวนมากคัดแยกไดจากบอบําบัดน้าํเสีย
ของโรงงานบาํบัดน้ําเสียจากชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรม     
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แบคทีเรียสกุล Rugamonas ยังไมพบรายงานที่สามารถยอยสลายสารประกอบอนิทรียที่
ปนเปอนในสิ่งแวดลอม คัดแยกไดจากแมน้ํา (Holt และคณะ, 1994) ซึ่งนกัวิจยัสนใจจะนาํสีแดงสม
ที่แบคทีเรียสรางมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมสีผสมอาหาร (Moss, 2002)  

แบคทีเรียสกุล Flavimonas  สามารถพบไดในดินและแหลงน้ํา รวมทัง้ในโรงพยาบาล ซึง่มี 
1 สายพันธุทีถู่กรายงานวาสามารถกอโรคในคนได คือ F. oryzihabitans ที่กอโรคสมองอักเสบแท
และเทียม (Grinchenko และคณะ, 2003) ในขณะเดียวกันสายพนัธุนี้ยงัถูกแยกไดจากบอบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานที่ปนเปอนสารประกอบฟนอล โดยที่สายพนัธุนี้สามารถยอยฟนอลและ 4-คลอโรฟ
นอล (4-chlorophenol, 4CP) ไดเชนเดียวกับอีก 3 สายพนัธุทีเ่ปนแบคทีเรียแกรมลบ (Aeromonas 
sp., Pseudomonas sp. และ  Chryseomonas luteola) ที่แยกไดจากทีเ่ดียวกนั (Buitrón  และ 
González , 1996) 

แบคทีเรียสกุล Pseudomonas พบทัว่ไปในธรรมชาตทิกุแหลง  บางสายพนัธุกอโรคในคน
และสัตว เชน P. aeruginosa  (Holt และคณะ, 1994) แบคทีเรียในสกุลนี้ถกูรายงานวาสามารถยอย
สลายสาร PAHs ได อาทิ แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน เปนตน โดยสายพนัธุที่มีรายงานไดแก           
P. putida (Juhasz และคณะ, 1996 ; Daane และคณะ, 2001)  P. mendocina (Tian และคณะ, 
2002) P. atutzeri AN10 (Bosch และคณะ, 2000) เพราะวาแบคทเีรียสกุลนี้สามารถสรางการลด
แรงตึงผิวออกมาชวยเพิม่การละลายสารเหลานี้ไดดีข้ึน (Juhasz และคณะ, 1996 ; Bouchez และ
คณะ, 1999 ; Daane และคณะ, 2001) 

         จากการสังเกตรูปแบบการเจริญของกลุมแบคทีเรียโดยใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานในชุดควบคุม พบวามีจาํนวนเพิม่ข้ึนตลอดการทดลองเชนเดียวกับชุดทดลอง ซึง่แตกตาง
จากรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธิ์โดยใชไพรีนเชนกนั พบวาปริมาณแบคทเีรียในชุดควบคุม
ที่ปริมาณลดลงในทายการทดลอง (Prapatsornpinyo , 2003)  ซึ่งไดอธิบายเหตุผลการเพิ่มของ
จํานวนแบคทีเรียของกลุมแบคทีเรียในชุดควบคุมไวขางตน 

การคัดแยกแบคทีเรียทีย่อยสาร PAHs ไดจากเศษใบไมในครั้งนี้ชวยสนับสนุนความเปนไป
ไดที่เราจะสามารถแยกเชื้อจากสวนตางๆ ของพืชที่สามารถยอยสาร PAHs ไดอีกในอนาคต 
เหมือนกับรายงานของ Daane และคณะ (2001) ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียจากรากพืชในบริเวณ
ปนเปอนและ Juhasz และคณะ (2000) ที่คัดแยกกลุมแบคทีเรียจากใบและเปลอืกของยูคาลปิตัส
และใบสนทีก่าํลังผุผงั ซึ่งพบกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารพิษที่ปนเปอนในสิง่แวดลอม
หลายชนิด  นอกจากนีย้ังเปนการสนบัสนุนงานวจิยัของ นารีรัตน เจริญชาง (2544) และ                      
สุพินดา ศิริวราศิลป (2545) ที่รายงานวาแบคทีเรียซึ่งมอียูที่ใบไมของพืชบางชนิดทีดู่ดซับสาร PAHs 
มีบทบาทสาํคัญในการทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ที่ปนเปอนในดินที่ทาํการทดลอง 
 



บทที่ 6 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 

6.1 เนื่องจากในงานวิจัยนี้พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้ในชุดควบคุมและชุดทดลองบางครั้งมีชวงของ
ขอมูลกวาง (คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Derivative, SD) กวาง) ซึ่งอาจเปนเพราะ
เทคนิคที่ใชติดตามนัน้ไมเหมาะสม ดงันัน้อาจจะตองใชการติดตามการเจริญของกลุมแบคทีเรีย
ดวยเทคนิคใหม เชน การวัดปริมาณโปรตีน ซึง่แปรผันโดยตรงกับปริมาณแบคทีเรียที่เพิ่มข้ึน 
(Juhasz และคณะ, 1996 ; Tian และคณะ, 2002)  แตจะตองมีวิธใีนการกรองแยกสาร PAHs ที่
ใชไมหมดออกจากอาหารที่ใชทดลองแยกจากแบคทีเรียใหได 
6.2 การทาํบริสุทธิ์เชื้อแบคทีเรียของกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดดวยวธิีเจือจางแลวเกลี่ยเชื้อที่คา
เจือจางเหมาะสม จากนัน้สังเกตโคโลนีเดี่ยวที่แตกตางกนั แตไมสามารถพบแบคทีเรียเดี่ยวที่
สามารถยอยไพรีนได หรือแมแตนํามารวมกนัก็ตาม ซึ่งคาดวาวธิีดังกลาวไมเหมาะสมดัง
รายละเอียดในบทสรุปและวิเคราะหผล ดังนัน้การระบสุมาชิกของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ควรที่
จะใชวิธทีางพนัธุศาสตรทีม่คีวามไวและความจาํเพาะสงูกวา โดยจะใชเทคนิคเดียวหรือหลาย
เทคนิครวมกัน เพื่อความถกูตองมากยิ่งขึน้ 
6.3  ผลจากการยอยไพรีนที่ความเขมขนสูงขึ้น จะพบสารมัธยนัตไดมากและชัดเจนขึ้นซึง่นาจะมี
การศึกษาวิถกีารยอยไพรีนของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไพรีนทีค่วามเขมขนสงู ๆ เพราะจะ
ชวยใหปริมาณและชนิดของสารมัธยันตทีต่รวจพบไดมากขึ้น  และถาสามารถคัดแยกแบคทีเรีย
บริสุทธิ์ที่สามารถใชไพรีนและสารมัธยนัตบางชนิดได ก็จะทาํใหไดขอมูลการทํางานของกลุม
แบคทีเรียนี้ละเอียดมากยิ่งขึน้ ซึง่จะเปนขอมูลพื้นฐานทางวิทยาศาสตรในการวิจยัตอไปในอนาคต 
6.4  การบําบดัจริงในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสาร PAHs จะตองมกีารศึกษาถึงปจจัยทีม่ีผลการ
ทบตอการอยูรอดและประสิทธิภาพของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ตอการยอยสลายและการ
เปลี่ยนแปลงของสมาชกิในกลุมอยางละเอยีด รวมถงึความปลอดภัยของแบคทีเรียเสียกอนใน
ระดับหองปฏบิัติการกอนการออกสูสิ่งแวดลอม 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
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 15 นาที ในสวนของสารละลายสามชนดิหลงัทาํ
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปเซลลูโลสอะซีเตท
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 
 
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 15 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสาร
สามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีโซเดียมซัคซิเนต (CFMM + Sodium succinate agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM และเติมโซเดียมซัคซิเนต
ความเขมขน 0.01 % คนใหละลายหมด แลวเติมแบคโตอะการ 15 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลง
ไปในสารสามชนิดแรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
°ซ เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสารสามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอน
นําไปใชเทใสจานเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
ทริปโตน       10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต         5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด         5.0 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

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

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (pyrene in DMSO solution) 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนอะซีแนพธีนละลายหมด ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี
ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลง
ในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  
 
สารละลาย PAHs ชนิดอ่ืนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 

ชั่งสาร PAHs ชนิดอื่น 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสม
ดวยเครื่องปนผสมจนสาร PAHs ละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ        
–20 °ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  
 
สารละลายมาตรฐานของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในเมทธานอล 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธานอลปริมาตร 10 มล. ผสมดวย
เครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 
ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บทีอุ่ณหภูมิ –20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐาน
ไพรีนกอนฉีดตัวอยางวิเคราะหดวยวิธ ี HPLC และใชเตรียมกราฟมาตรฐานโดยเติมใหไดความ
เขมขน 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 และ 100 มก.ตอลิตร สําหนบัไพรีน และความเขมขน 0 
20 40 60 80 และ 100 มก.ตอลิตร สาํหรับสาร PAHs อ่ืน แลวทําการสกัดตามวิธีในบทที่ 3 
อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธดีําเนนิงานวิจยั แลววิเคราะหดวยวิธ ี HPLC จากนั้นนาํขอมูลมาสราง
กราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) ไพรีน (รูปที่ ค.1) อะซแีนพธนี (รูปที ่ ค.2) ฟลูออรีน (รูปที ่ ค.3)    
ฟแนนทรนี (รูปที่ ค.4) และฟลูออแรนทนี (รูปที่ ค.5) 
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สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 

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

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

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น 
 
สารละลายเมทธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 

กรองเมทธานอล 100% ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร และน้ําที่
กําจัดไอออนแลว (deionized distillated water, DDW) ผานแผนกรองชนิด GS ที่มีขนาดรูกวาง 
0.22 ไมโครเมตร ดวยระบบสูญญากาศ ทําการผสมเมทานอลและน่ํากลั่นในอัตราสวน 80 ตอ 20 
(ปริมาตรตอปริมาตร) กําจัดอากาศและฟองอากาศ (degas) ออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่
สูง รวมกบัเครื่องสูบอากาศ (vacuum pump) จนกวาไมพบฟองอากาศ โดยเติมน้ําแข็งในเครื่อง
กําเนิดเสียงความถี่สูง เพื่อลดความรอนที่เกิดขึ้น ซึ่งความรอนจะทําใหเมทานอลระเหยไดมาก ปด
ทางเปดของแขนของขวดรูปชมพูดวยพาราฟลมหลังจากเตรียมสารละลายตัวพาเสร็จเรียบรอย 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของไพรีน 
 

y = 661.36x
R2 = 0.9906
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของไพรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทนคาใน
สมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณไพรีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 661.36 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธีน 

 

y = 168.35x
R2 = 0.9822
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณอะซีแนพธีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของอะซีแนพธีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา
แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณอะซีแนพธีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 168.35 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 
 

y = 922.82x
R2 = 0.9837
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟลูออรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน
คาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออรีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 922.82 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 

y = 702.98x
R2 = 0.9826
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รูปที่ ค.4 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟแนนทรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน
คาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟแนนทรีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 702.98 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟลูออแรนทีน 
 

 

y = 534x
R2 = 0.9839
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รูปที่ ค.5 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออแรนทีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟลูออแรนทีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา
แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออแรนทีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 534 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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ภาคผนวก ง 
 

ขอมูลผลการทดลอง 

 
 

 
 

 

 
รูปที่ ง.1 แสดง HPLC โครมาโตแกรมของสาร PAHs ที่สกัดไดจากใบไม ซึ่งถูกใชในการทดลอง
โดยพบฟแนนทรีน ไพรีนและสารที่ระบุไมไดจากสารมาตรฐานที่ใช (ก และ ข) ซึ่งตรวจพบได
เฉพาะใบมะขาม (ค) และใบจามจุรี (ง) (Rt คือรีเทนชั่นไทมมีหนวยเปนนาที, ดวยความอนุเคราะห
จากคุณประภาพร แดงเรือง, 2545)  
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ปริมาณไพรีนท่ีเติมหวัเช้ือ OD600  = 1.0

ปริมาณไพรีนท่ีเติมหวัเช้ือ OD600  = 0.5

 ปริมาณไพรีนท่ีเติมหวัเช้ือ OD600 = 0.1

จํานวนแบคทีเรียท่ีเติมหวัเช้ือ OD600 = 1.0

 จํานวนแบคทีเรียท่ีเติมหวัเช้ือ OD600 = 0.5

จํานวนแบคทีเรียท่ีเติมหวัเช้ือ OD600 =0.1

 
                                                                                                     
รูปที่ ง.2 แสดงการยอยไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตรของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ซึ่งเติม
หัวเชื้อที่ความเขมขนตางๆ  โดยใชคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Optical 
density,OD600 ) เทากับ  0.1  0.5 และ 1.0  พบวาการใชหัวเชื้อที่มีปริมาณสูงจะไมพบเวลา
ปรับตัวของแบคทีเรีย แตจํานวนจะลดลงจากเริ่มการทดลอง 
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ก 

 
 
ข 

 
 

รูปที่ ง.3 แสดงลักษณะของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ที่เกาะเปนกลุมกอน (ก) และเกาะอยูรอบผลึก
ไพรีน (ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา (บริเวณลูกศรชี้) 
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ภาคผนวก จ 
 

การสะสมสาร PAHs ของพืชและแบคทีเรียที่อาศัยอยูบนพืช 
 
1.วิถีการสะสมสาร PAHs ของพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 

 
เกิดขึ้นไดหลายทาง เนื่องจากสาร PAHs จะอยูในสถานะกาซและจบักับอนุภาคฝุนละอองใน

อากาศและละลายน้าํไดนอย ดังนั้นการที่สาร PAHs จะมากับน้ําฝนจงึเกิดขึ้นไดนอย   ซึง่สารที่จบั
กับฝุนจะเขาสูพืชไดทั้งทางสภาวะแหงและเปยก รวมถงึการรับเอาสาร PAHs จากไอที่ระเหยมา
จากพื้นดนิ โดยเฉพาะสวนของพืชที่มีโครงสรางพื้นฐานที่ตองมีอากาศไหลผานไดดี เพราะฉะนั้น
อนุภาคดินที่ปนเปอนจะถกูถายทอดสูพืชไดโดยกระแสลมหรือการกระเด็นมาเปอนได     วิถีการ
ปนเปอนนัน้จะเปนความสัมพันธระหวางสาร PAHs  กับผิวใบ ฝุนอาจจะเกาะกับผิวใบอยาง
งายดายดวยปฎิกิริยาคุณสมบัติทางเคม ี หรือเดงกลับถาผิวใบเรยีบ วิธีการอื่นเกิดจาก 1) 
คุณสมบัติทางเคมีฟสิกสของสารประกอบ เชน ความดนัไอ ความไมชอบน้ํา น้าํหนกัโมเลกุล  2) 
คุณลักษณะทางสิง่แวดลอม เชน อุณหภูม ิลม  3) คุณลกัษณะของพืช เชน ลักษณะผิวใบ ปริมาณ
และสวนประกอบของไข โครงสรางของพืช  

1.1 วิธีการเขาสูใบพืชของสาร PAHs สถานะกาซ (Dry gaseous deposition) (Bakker  
และคณะ, 2000) วิธีการนี้เกิดขึ้น 3 ข้ันตอน (รูปที่ จ.1) ขั้นตอนแรกสาร PAHs จะลอยผานชั้น 
turbulent air zone  เขาสูชั้น laminar air boundary ที่อยูรอบ ๆ ใบพืชใน ขั้นตอนที่สองสาร 
PAHs ที่ผานเขามาจะถูกสงผานชั้นนี้โดยอาศัยทิศทางการไหลของอากาศที่ขนานกับผิวใบและมี
อัตราเร็วลมลดลงอยางมาก หลังจากนัน้สารจะสัมผัสกับผิวใบแลวเกิดการแพรเขาในชั้นควิติเคิล
ตอไปในข้ันตอนที่สาม ในขณะที่สารทัง้หมดในมวลอากาศจะปนเปอนโดยผานกระแสลมวน แต
สารในสถานะกาซและจับกบัอนุภาคฝุนละอองขนาดนอยกวา 0.1 ไมโครเมตรจะผานชัน้ laminar 
boundary   ดวยการเคลื่อนที่แบบบราวนเนียน(Brownian) เทานั้น  ซึง่ชากวา 3-7 เทาตัว   

ในชั้นคิวติเคิลจะเกิดการแพรแบบไมใชพลังงาน(passive diffusion) ของสาร PAHs ใน
อากาศเขาสูชัน้คิวติเคิลของพืช (คิวติเคิล คือ ชั้นไขมนัที่อยูนอกเซลลที่ไมมีชีวิต ซึง่เปนชัน้ที่สราง
ขึ้นระหวางอากาศกับพืช เพือ่ปองกันพืชแหงและการทาํลายจากราและแมลง, รูปที ่จ.2) 

ดวยความซับซอนของชัน้คิวติเคิล ซึ่งมคีวามหนาตางกันจากมากกวารอย  ไมโครเมตรถึง
มากกวาสิบไมโครเมตร ในขณะที่ชัน้ไข epicuticular หนาประมาณ 10 เปอรเซน็ตของคิวติเคลิ 
ดังนัน้สวนประกอบและการเรียงตัวกนัของชั้นควิติเคิลเปนปจจัยสาํคญัตอการแพรมากกวาความ
หนาของคิวติเคิล 
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รูปที่ จ.1  แสดงวิถกีารสะสม  3 ข้ันตอนของสาร PAHs สถานะกาซจากอากาศเขาสูใบไม 

                   (Bakker  และคณะ, 2000) 
 

โครงสรางของคิวติเคิลแบงได 2 ภาวะคือ กลุมกอน (amorphous) และแถบผลึก(crystalline) 
การแพรจะเกดิในภาวะกลุมกอนเทานัน้   ภาวะแถบผลึกลดการแพรได 2 ทางคือ ลดชองวางและ
เกิดชองทางทีค่ดเคี้ยววกวนขึ้น ดังนั้นความหนาแนนและการเรียงตัวของผลึกบงชี้การเคลื่อนที่
ผานไข(ไมเปลี่ยนแปลงที่ 5-40 องศาเซลเซียส) เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เนือ่งจากอากาศรอน(จัด)เปน
ผลใหโครงสรางแถบผลกึเสยีไป ลดความเปนผลึกลง ทาํใหสารขนาดใหญเคลื่อนทีไ่ดดีขึ้น 

 

รูปที่ จ.2 แสดงสวนประกอบโครงสรางของคิวติเคิลของพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 
 



 116

ความซับซอนของชองทางในคิวติเคิลของพืชแตละชนิดตางกนัมาก เชน อยูที่แฟคเตอร 28 
(Factor 28) ใน Citrus grandis จนถงึ แฟคเตอร 759 ใน Ilex paragrannis ซึ่งมคีวามซับซัอนข
องชองทาง 7-410 ไมโครเมตร รวมกับสารกลุมนี้มีปริมาตรมวล 121-195 ลบ.ซม.ตอโมล ทําใหได
สัมประสิทธิก์ารแพรเทากับ 10-16 – 10-17 ตร.เมตรตอวินาท ี (ในพืช Hordeum valgare, Picea 
abies, Fagus sylvativa)  ซึ่งตองใชเวลา 68 ชั่วโมง ถงึ 28 วนั เพื่อแพรผาน Citrus และ 27 ถึง 
270 ป เพื่อแพรผานใน Ilex จนถงึชั้นควิติน  
        1.2 วิธกีารเขาสูพืชของสาร PAHs ที่จับกับอนุภาคฝุนละออง 

การปนเปนื้อนวิธีนี้ขึน้อยูกับอุณหภูมิ ผวิของอนุภาคฝุนและความสามารถของการระเหย
ของสาร ในป 1997 Finizia และคณะ คาดวาคาสมัประสิทธิ์แบงละลายของสาร PAHs ระหวาง
ออกทานอลกบัอากาศควบคุมการจับกนัของผิวอนุภาคฝุนกับสารสถานะกาซ ถาคานี้สูง จะจับกัน
ไดสูงกวา ซึง่สาร PAHs เกาะกับอนุภาคฝุนขนาดนอยกวา 1-2 ไมโครเมตรไดมากแตอนุภาคทสต
ลงสูพืน้โลกกลับมีขนาดใหญกวา เรียกวา Dry particle deposition ในทางกลับกันการตกแบบ 
Wet particle deposition สวนใหญมีขนาดเล็กกวาแบบแหง 

อยางไรก็ดีไมวาจะตกแบบแหงหรือเปยก ก็เปนวิธทีี่สาํคัญที่ปนเปอนบริเวณผิวของพืช ซึง่
ขึ้นอยูกับปริมาณที่ตกลงมากระทบพืช แถวชายฝงทะเล มีแบบเปยกมากกวาในพืน้ดินมกีารศึกษา
บงชี้วาปริมาณของอนุภาคฝุนที่ปนเปอนทั้งหมดที่ตกลงสูพืน้โลกหรือแหลงน้ําตาง ๆ นัน้เกิดจาก
การตกแบบเปยก แตยงัไมชดัเจนนกั อีกทางหนึง่เกิดจากสายฝนที่แรงและลูกเห็บที่ชวยเพิ่มสารให
พืช ในทางกลบักัน คาดวาแรงของสายฝนและลูกเห็บอาจชวยชะลางสวนอนุภาคที่พึง่ตกบนผิวใบ
ใหม ๆ ใหหลดุออกจากผิวใบไดดวย 

หลังจากอนภาคฝุนตกลงบนผิวใบ สาร PAHs อาจจะเคลื่อนเขาสูชั้นคิวติเคิล จากการ
ลางฝุนออกมาศึกษาพบวาการลางใบผักกาดหอมดวยน้ําจะลางเอาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
สูงออกไดมากกวาสาร PAHs ที่มนี้ําหนักโมเลกุลตํ่า โดยคาดวาสาร PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า 
ที่คงอยูนั้นมาจากสถานะกาซที่ถูกดูดซับไวในคิวติเคิล  ในขณะที่การลางใบขาวโพดดวยน้ําจะ
สามารถชะเอาสาร PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลสูงไดเพียงบางสวน ซึง่คาดวาหลุดออกจากอนุภาค
ฝุนหรืออนุภาคฝุนถูกฝงไดในคิวติเคิลเรียบรอยแลว  แตยังไมมีขอสรุป ดังนัน้ผูวจิัยจึงเรียก
สวนที่ถูกดูดซบัไดบางสวนวาเปนสาร PAHs ที่ตกลงมาปนเปอนแบบ Dry gaseous deposition 
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    1.3 ปจจัยที่มีผลตอการสะสมสาร PAHs จากอากาศสูพืช 
         1. คา Koa มีผลตอการสะสมดังแสดงในรูปที ่จ.3 ซึ่งสามารถแบงได 3 แบบ 

1) สารที่มีคา Koa ต่ําพืชจะรับเขาไปแบบแปรผันกับคานี้ (equilibrium partitioning)  
2) ปริมาณขึ้นอยูกับ dry gaseous deposition ไมข้ึนอยูกับคานี้(ข้ึนกบัเวลาแบบ   
    kinetically limited gaseous deposition) 

  3) สารที่มีคา Koa ที่สงูจะมีผลตอความสามารถในการเกาะติดกับอนภุาคฝุนละอองไดดี 
     (แบบ particle-bound deposition) 
 

               
  รูปที่ จ.3 แสดงความสมัพนัธระหวางคา log [Cvegetation / Cgaseous phase ]  กับคา log Koa  

 (Bakker  และคณะ, 2000)  
 

รูปที่ จ.3 ครอบคลุมการสะสมสารปนเปอนจากอากาศสูพืชไดอยางดี ซึง่ทดลองพิสูจน
โดย Böhme และคณะ (1999) ยกเวนสาร PAHs บางชนิดที่มีคา gas-particle distribution ตาง
จากชนิดอื่นในกลุมเดยีวกนั  อยางไรยังขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอม ชนิดของพืชดวย 
        2. อุณหภูมิ จากกราฟระหวาง In Kpa และ 1/T ไดกราฟเสนตรงเชงิบวก หมายถึงเมือ่
อุณหภูมิลดลงจะทําใหสารแพรสูพืชเพิม่ข้ึน แตจากผลการทดลองของ McLachhan และคณะ 
(1995) พบวาอุณหภูมิมีผลตอความเขาขนของสารกลุมนี้แปลงทดลองเพยีงเลก็นอย และยงัพบวา
อุณหภูมิไมมีผลตอคา Koa ที่สูง แตคา Koa ที่ต่ําจะเปลีย่นแปลงอยางเร็วตามอุณหภูมิที่เปลี่ยนไป
แตบางการทดลอง พบวาสาร PAHs ในอากาศและในพืชที่ปลูกตามฤดูกาลมีความสัมพันธแบบ
แปรผันกับอุณหภูมิขางตน บางการทดลองพบวาไมมีความสัมพันธกัน 
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       3. คุณลักษณะของพืช สามารถแบงไดดังนี ้
- ปริมาณไขมัน  ไขมันที่สกดัจากใบ กานใบ เมล็ด และเปลือกไมทีเ่ก็บจากที่เดียวกัน มี 

PAHs แตกตางกัน อยางไรก็ตามปริมาณไขมันจะสําคัญในภาวะ(ใกล)จุดสมดุลของการแพร 
เพราะวาการสะสมแบบไคเนติกสนั้นไมข้ึนกับปริมาณไขมันดวย ซึ่งบางครั้งพืชไมสะสมสารในชัน้
ไขมันที่ถกูสกดัออกมา แตเก็บไวสวนที่ไมถูกสกัดออกมา เชน คิวตนิ   ใน Plantago มีไขมัน 0.03 
มก.ตอลบ.ซม. จาก 1 กกตอลิตร ใหใบไมมีปริมาณ 30 ไมโครลบ.ซม.ตอลบ.ซม.ของใบไม 

- สวนประกอบของไขมัน  เชน ตน yarrow และทานตะวัน มีสารที่เขมขนสูงกวาพืชอ่ืนที่
ทดลอง ซึง่มาจากสวนประกอบไขมันที่ตางกนั อาทิ monoterpenes ที่สัมพนัธกับสารที่ระเหยไดใน
พืช  สวนประกอบของไขมันของ Plantago major มี linear alkanes กับ triterpene acid 
ใน Lactuca sativa มี long chain alcohol  กับ alkanes  

- อายุของพืช มีรายงานวาไลเคนสะสมสาร PCBs มากกวาในใบสน เพราะอากาศใน
ทศวรรษที่ผานมามีการสะสมสูงกวา(นอรเวย) 

- โครงสรางของพืช  แยกเปน พื้นที่ผิวทีซ่ึ่งสัมผัสแลวสะสมไนทกุบริเวณของพืช ดังนัน้
พื้นที่ผิวทั้งหมดจึงมีผลตออัตราการสะสมสาร PAHs  พื้นผวิของพืน้ที่ผิวที่สัมผัสอากาศ  ผิวหยาบ
ชวยเพิ่มให turbulence สูงขึ้น ทาํใหพืชรับแลวสะสมสารไดมากขึ้น  การเรียงตวัของใบ ใบที่แผใน
แนวราบ สามารถรับสารไดมากกวาแนวตั้ง และยิ่งมีขนดวยแลวจะชวยการสัมผัสเกาะติดสูงขึน้อีก 
และใบที่เรียงซอนกนัจะมกีารสะสมนอยกวาใบที่ไมเรียงซอนกนั 

- สายพนัธุของพืช  ซึ่งพืช Plantago 3 สายพนัธุมีการสะสม PAHs ตางกนั  
       4. ระยะหางจากแหลงกําเนิดสารพษิ พืชที่อยูหางจากแหลงปลอยสารพิษจะมีการสะสมได
นอยกวาพืชในบริเวณเขตชมุชนเมือง แตมีอัตราการสะสมสารแตบละชนิดไมคงที่ข้ึนอยูกับชนิด
และสายพนัธุของพืช 
 
2. แบคทีเรียบนใบไม (Phyllosphere) 
  

มีความพยายามศึกษาถงึจาํนวนแบคทเีรียที่อาศยัอยูบนใบไม(epiphytic microbes) เพื่อ
จะใชในการพยากรณสภาพอากาศ ความสมบูรณของปาไมในบริเวณนั้น ๆ  โดยพบวาแบคทีเรีย
ประจําถิน่บนใบไมไดแกสกุล  Micrococcus ซึ่งมีโคโลนีสีเหลืองหรือแดง และสกุล 
Pseudomonas ซึง่สวนมากมีสีขาววาว โดยบางสายพนัธุของสกลุหลังเปนแบคทีเรียทีก่อปญหา
พืชผลเนาเสีย เนื่องจากสามารถทําใหน้ํากลายเปนน้าํแข็ง (Ice-nucleation active(INA) 
bacteria) ทาํใหผิวเกิดรอยแผลและเนาเสียในภายหลงั แตแบคทีเรียบางชนิดมปีระโยชนตอพชื 
อาทิ แบคทเีรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดแลวทาํใหเกิดปมในใบพืชสกลุ Psychotria 
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และ Pavetta ซึ่งเมื่อนาํใบพืชทีม่ีปมนี้ใสในดินที่มีสารอาหารต่ําเปนการปรับปรุงคุณภาพดินเพือ่
การเพาะปลกูตอไป  แตการแยกแบคทีเรียออกจากใบไมนัน้ทําไดยาก อาจเกิดจากมีการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอื่นมากเกนิไปจนบดบงัแบคทีเรียที่ตองการและถูกยบัยั้งการเจริญ
จากจุลินทรียชนิดอื่นที่อยูบนใบไดดวยเชนเดียวกัน (Hirano และ Upper,1991 ; Microbiology 
factsheets for schools, 2004) 
 ใบไมเปนหนึ่งเดียวทีท่าํตัวเปนทีพ่ักอาศัยของจุลินทรียที่อาศัยอยูบนผิวใบไม ซึง่ใบไมที่อยู
บนบกมพีืน้ทีม่ากกวา 500 ลานตารางกโิลเมตร  แตเร่ิมมีความสนใจศึกษาความสําคัญทางดาน
ระบบนิเวศและที่อาศยัของจลุินทรียเมื่อไมนานมานี้  โดยจุลินทรยีเหลานี้จะมีการเปลี่ยนแปลง
บอยและรวดเร็วในระหวางปจจัยทางสิง่แวดลอมที่มีสถานะและสภาวะแตกตางกนัอยางมาก เชน 
อุณหภูมิ ความชื้นสัมพัทธ ความเร็วลม รังสี  ซึง่ไมอยางใดอยางหนึ่ง อาจมีผลกดดนัแบคทีเรียบาง
ชนิดใหเกิดการเปลี่ยนแปลง  นอกจากนี้ประชากรของแบคทีเรียมีความแตกตางกนัมาก ข้ึนอยูกบั 
เวลาและพื้นที ่ ในแตละแหง อาทิในตนป ค.ศ.1959  Crosse รายงานวาใบของเชอรร่ี 1 ใบมี 
Pseudomonas syringae pathovar mors-prunorum  จํานวนตัง้แตตรวจไมพบจนถงึ 1.3 x 105 
CFU ตอใบ (จากตัวอยาง 60 ใบ) ปริมาณที่ตางกัน อาจเกิดจากวธิกีารศึกษาจึงเปนปญหาที่จะให
ไดขอมูลที่ถูกตองใกลความจริง จงึทําใหเกิดแนวคิดที่จะประมาณขนาดประชากรแบคทีเรีย โดยใช
การวิเคราะหทางสถิติของการกระจายขอมูลมาชวย  โดย Hirano และคณะ (1982) ใชการ
ประมาณแบบ lognormal distribution อธิบายแบคทเีรียที่รากพืช แตไมสามรถใชกับแบคทีเรียที่
ใบได ดังนั้นตอมา Ishimaru และคณะ (1991) จึงใชแบบ Weibull distribution แทน ในขณะที่ 
Limpert  และคณะ (2001) แยงวาอยางไรแลวการกระจายตวัในธรรมชาติมักจะเปนแบบแรก
มากกวา ซึง่ยังไมสามารถหารูปแบบการประมาณที่เหมาะสมได   ทําใหมกีารพัฒนาศึกษา
เปรียบเทยีบการประมาณทางสถิติของการกระจายตัวของประชากรแบคทีเรียบนใบไม โดยใชการ
ทดสอบ Kolmogorov-Smirnov(K-S) ดูการกระจายตวั  และใช Akaike information criterion 
(AIC)  มาเปรยีบเทยีบรูปแบบทดสอบคือ lognormal, gamma และ Weibull distribution  ซึ่งผล
ออกมาวารูปแบบการการจายตัวที่เหมาะสมของประชากรแบคทีเรียของพืชที่เมดิเตอราเนียนเปน
แบบ lognormal distribution สอดคลองกับแบคทีเรียที่รากพืช (Yadav และคณะ, 2004) 
 จํานวนประชากรแบคทีเรียทีอ่ยูบนใบไมมมีากนอยตางกันขึ้นอยูกับชนิดและสายพนัธุของ
พืช แมจะอยูในตระกูลเดียวกันก็ตาม ถาพิจารณาเฉพาะสกุลตนโอก(Oak, Quercus) ซึ่งมีผูศึกษา
ไวมากที่สุด พบวาสายพนัธุ Q.coccifera มีคาเฉลี่ยตรงกลาง 4.44(2.8x104) log CFUตอกรัม
น้ําหนกัใบไมเปยก (Yadav และคณะ, 2004)  Q.ilex เฉลี่ย 3.13 x104 CFU ตอตารางเซนติเมตร
ใบไม (Périssol และคณะ, 1993) Q.virginiana  Q.macrocarpa และ Q.rubru เฉลี่ย 
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5.7(5.0x105), 3.8-6.4(6.3x103-2.5x106) และ 3.8-4.7(6.3x103-5.0x104) log CFU ตอกรัมใบไม
(Lindow และคณะ, 1978)  และในพืชสกลุอ่ืนมีปริมาณดังตารางที่ จ.1 
 
 ตารางที ่จ.1 แสดงจํานวนแบคทีเรียที่อาศยัอยูบนใบไม 
 

พืช ปริมาณแบคทเีรียเฉลี่ย อางอิง 
Arbutus undo L. 
Pistacia lentiscus L. 
Myrtus communis L. 
Lavandula stoechas L. 
Calamintha nepeta (L). 
    Savi 
Melissa officinalis L. 
Cistus incanus L. 
Olea europaea L. 
’corotina’ 
Mediterranean aromatic 
plants 

1.3 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
5.1 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
9.3 x 103 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.3 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.3 x 105 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
 
1.3 x 105 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.7 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
0.17-3.4 x 105 CFUตอตารางเซนติเมตร 
 
2.5 x 102-2.5 x 105  CFUตอกรัมน้ําหนักใบไม 

Yadav และคณะ (2004) 
Yadav และคณะ (2004) 
Yadav และคณะ (2004) 
Yadav และคณะ (2004) 
Yadav และคณะ (2004) 
 
Yadav และคณะ (2004) 
Ercolani (1991) 
 
 
Karamanoli และคณะ (2000) 

 
ในธรรมชาติพบวาบนใบไมของพืชมีแบคทเีรียเฉลี่ย 106 – 107 CFUตอตารางเซนติเมตร(อาจ

ถึง 108 ได ) และเนื่องจากรายงานของ Lindow (1996) ที่พบวาเกือบทั้งหมดของใบไมในปา
แบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงที่อยูประมาณ 104 เซลลตอเดือน  ดังนัน้จึงกลาวไดวาพืชใดมี
แบคทีเรียบนใบนอยกวา 104 CFUตอตารางเซนติเมตร พืชชนิดนั้นเปนเจาบานชั่วคราว 
(incidental hosts )  จํานวนแบคทีเรียทีพ่บไดจะแตกตางกนัขึ้นอยูกับหลายปจจยัไดแก (Yadav 
และคณะ, 2004) 

-  วิธกีารหรือเทคนิคในการแยกแบคทีเรียจากใบไม 
- ลักษณะ trichrome ซึ่งจากการศึกษาหลายงานวิจัยถกูคาดวาเปนแบบที่แบคทีเรียชอบ 
  อาศัยเปนที่เพิ่มจํานวน 
- ลักษณะใบทีเ่ปนมนัมาก มกัมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาใบที่มมีันนอยกวา 
- ความสงูจากพื้นดนิ เพราะวาดินเปนแหลงที่ใหแบคทีเรียแกใบพืชจากแรงกระเด็น เมื่อม ี
  ลมและน้ําแรง ๆ  
- ลักษณะขนใบ ความขรุขระและปุมปมบนผิวใบ สามารถชวยใหมีแบคทีเรียอยูได 
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   มากกวาใบผิวเรียบและไรขนใบ 
- พืชชนิดที่มนี้าํมันหอมระเหยสูงนั้นจะมีจาํนวนแบคทเีรียมากกวา แตยังไมสามารถสรุป 
   ชัดลงไปไดวาปริมาณน้ํามนัหอมระเหยมผีลโดยตรงกับจํานวนแบคทีเรีย 
- ฤดูกาล พบวาในชวงฤดูรอนมีจํานวนนอยที่สุดหรือไมพบเลย ในขณะที่ฤดูอ่ืน ๆ  
    มีปริมาณคงทีห่รือเปลี่ยนแปลงเล็กนอย 
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