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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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คํายอและสญัลักษณ 

 
%    =  เปอรเซ็นต 

                                                            CFU  =  colony forming unit (หนึ่งโคโลนทีี่คาดวาเกิด 
                                                                          จากหนึ่งเซลลของแบคทีเรีย) 

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

                                                            ลบ.ม. = ลูกบาศกเมตร 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ประเทศไทยเปนประเทศกําลังพัฒนา ซึง่หมายถงึการมุงสูภาคอุตสาหกรรมอยางเต็มตัว  ทาํให
ประเทศกลายเปนเมืองอุตสาหกรรมในทศวรรษที่ผาน มกีารใชสารเคมชีนิดตาง ๆ เพิ่มข้ึนอยางมาก ทั้ง
ในภาคอุตสาหกรรม ภาคเกษตรกรรม และการดําเนนิชีวิตประจําวัน (กรมควบคุมมลพิษ, 2542) อันเปน
ผลมาจากความเจริญกาวหนาทางวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีของประเทศ รวมทัง้การรับเอาความ
เจริญกาวหนาทางเทคโนโลยีอันล้ําหนาจากตางประเทศเขามาอยางรวดเร็ว แตขาดการจัดการที่ถูกตอง 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2545) เมื่อผลผลิตจากเทคโนโลยีเหลานัน้ลาหลังและถูกใชจนหมดคุณคาหรือถูก
แทนที่  มกัถกูทิง้ออกสูสิ่งแวดลอม ทาํใหเกิดการสะสมของเสียจากแหลงตาง ๆ ขางตนในสิ่งแวดลอม 
หากเปนของเสียอันตรายทีม่ีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิต สะสมในปริมาณทีพ่อเหมาะจนสามารถกอพษิใน
ส่ิงมีชีวิตได ผนวกกับความลาชาของการจัดการและการกําจัดของเสียอันตรายอยางถูกวิธี ผลที่ตามมา
คือปญหาสิ่งแวดลอมเปนพษิ ยิง่กวานั้นควันจากทอไอเสีย ควนัไฟ กาซจากโรงงานอุตสาหกรรมตาง ๆ 
ไฟปา การเผาไรนา  น้าํทิง้จากแหลงชุมชน การเกษตรแผนใหม น้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม การฝง
กลบและการเผาขยะ เปนตน กอใหเกิดผลกระทบและอันตรายตอคุณภาพอากาศ น้ํา ดนิและสุขภาพ
ของประชาชนที่อาศัยอยูรอบ ๆ บริเวณนัน้ (นวิัติ เรืองผานิช, 2537) ที่ตองเผชิญกับพิษจากอากาศเสีย 
แมน้ําลาํคลองเนาเหม็น และดินเสื่อมสภาพ  กรมควบคุมมลพษิ (2546) ไดประมาณปริมาณกากของ
เสียอันตรายทีเ่กิดขึ้นทัว่ประเทศจะมทีั้งสิน้ 1.8 ลานตัน เพิ่มข้ึนจากป 2545  คิดเปนรอยละ 1.5 โดยเปน
กากของเสียอนัตรายจากโรงงานอุตสาหกรรมประมาณ 1.4 ลานตนั คิดเปนรอยละ 77.8 ของกากของ
เสียอันตรายทีเ่กิดขึ้นทัง้หมด โรงงานอุตสาหกรรมทั่วประเทศ เชน อุตสาหกรรมปโตรเลียม อุตสาหกรรม
เคมี อุตสาหกรรมกําจัดศัตรูพืช เปนตน ซึ่งกากของเสยีอันตรายจากภาคอุตสาหกรรมจะถูกสงเขากําจัด
ประมาณ 0.36 ลานตนั ทาํใหคงคางในระบบประมาณ 1.54 ลานตนั ซึ่งนับวามปีริมาณสูงมากเมื่อรวม
กับจากชุมชน(ประมาณ 1.58 ลานตนั) ดังนัน้การจัดการของเสยีอันตรายควรไดรับการลงมอือยาง
เรงดวน เพื่อปองกนัผลกระทบที่รายแรงตอส่ิงแวดลอมและสิ่งมีชวีติในอนาคต ซึ่งมีโรงงานใหบริการการ
กําจัดอยู 39 โรงงานและกาํลังดําเนินงานจัดตั้งศูนยกาํจัดของเสียอันตรายจากชมุชน เพื่อรองรับปริมาณ
กากของเสียอนัตรายในพืน้ที่กรุงเทพฯ ปริมณฑลและภาคกลางฝงตะวนัตกรวม 18 จังหวัด               
(กรมควบคุมมลพิษ, 2546)  ถงึอยางไรจํานวนโรงงานรบักําจัดกย็ังมนีอยและคาบริการอยูในระดับสูง ทํา
ใหผูประกอบการบางรายพยายามหลีกเลีย่งและนําไปทิง้ในพื้นที่วางเปลา (กรมควบคุมมลพษิ, 2542)   
จึงมีขอเสนอแนวทางแกไขปญหาสิง่แวดลอมโดยการศึกษาวิจยัเพื่อพฒันาเทคโนโลยีใหม ๆ ในการลด
ปริมาณกากของเสียอนัตรายไวในรายงานสถานการณคุณภาพสิ่งแวดลอม พ.ศ. 2543 จนถงึ พ.ศ. 2546 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2546)     
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         กากของเสียอนัตรายที่กลาวถงึนีป้ระกอบดวยสารอินทรียหลายชนิดและที่สาํคัญคือ 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน   (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,  PAHs)  
สาร PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่มคีารบอนและไฮโครเจนเรียงตัวเปนวงเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปน
เสนตรง มุมงอ หรือเปนกลุมต้ังแต 2 วงขึน้ไป เชน แอนทราซนี ฟแนนทรีน ไพรีน เปนตน  สารประกอบนี้
มีความเปนพษิแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรังตอส่ิงมีชีวติ เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen)  กอการกลาย
พันธุ  (mutagen) (Wilson และ Jones, 1993) และทําใหทารกในครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogen) 
( Narro  และคณะ,  1992 )  

การบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เปนการบําบัดที่มีประสิทธิภาพ ประหยัดและทําไดงาย  
เปนวิธีที่อาศัยสิ่งมีชีวิตมาชวยกําจัดสารพิษ รวมทั้งการใชจุลินทรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs ได ซึ่ง
ประกอบดวยการกระตุนใหจุลินทรียในพื้นที่บําบัดทํางานได (Biostimulation) หรือโดยการเติมจุลินทรีย
ตางถิ่นที่มีสมบัติยอยสลายสาร PAHs ลงในดินบริเวณที่ปนเปอน (Bioaugmentation) เพื่อใหเกิดการ
ยอยสลายทางชีวภาพ แตจุลินทรียตางถิ่นมักอยูรอดไดนอย เนื่องจากเจริญแขงขันกับจุลินทรียประจําถิ่น
ไมได (Wilson และ Jones, 1993) หรือถูกยับยั้งจากจุลินทรียประจําถิ่น (Cheung และ Kinkle, 2001)  

Handerlein และคณะ (2001) รายงานวาใบเมเปลและหญาอัลฟาฟา(alfalfa) มีอยูทั่วไปของ
บริเวณภูมิประเทศสามารถชวยใหการยอยสลายไพรีนในดินที่ปนเปอนไดเร็วขึ้นมากกวากอนการเติมใบ
เมเปลและหญา alfalfa  8 เทา   และการเติมดินที่ไดจากการหมักดวยใบเมเปลและหญา alfalfa ลงใน
ดินท่ีทําใหปนเปอนดวยไพรีน พบวามีการยอยสลายไพรีนอยางรวดเร็วมากกวา 57 %ในเวลา 21 วัน ซึ่ง
มากกวาชุดควบคุมที่มีปริมาณไพรีนลดลงเพียง 3.4 %  และการเติม humic acids ที่สกัดจากดินที่หมัก
ดวยใบพืชนี้ พบวาสามารถเพิ่มการยอยสลายไพรีนได 37.5 %ในเวลา 106 วัน (ชุดไมเติม 20.6 %)  โดย
สรุปแลวการเติมใบไมและหญาสามารถลดไพรีนไดมากกวาการเติม humic acids เพียงอยางเดียว 
นอกจากนี้  Charoenchang และคณะ (2003) รายงานวาการเติมสารอินทรียที่ไดจากการเกษตรบาง
ชนิด เชน เปลือกถั่วลิสงและใบจามจุรี ลงในดินที่ปนเปอนสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน พบวาสามารถชวยใหการยอยสลายฟแนนทรีนเกิดขึ้นภายใน 28 วัน และยอยสลาย
ฟลูออแรนทรีนและไพรีนไดภายใน 42 วัน 

 ใบไมที่ปนเปอนสาร PAHs เชน ใบขาว (Liu และ Korenaga, 2001) ใบจามจุรี 
( Charoenchang และคณะ, 2003) ใบมะขาม (Siriwarasin และคณะ, 2002) ที่รวงหลนบนพื้นดินและ
ถูกยอยโดยจุลินทรียที่อาศัยอยูบนผิวดิน พบวาสามารถชวยเพิ่มความสามารถในการยอยสลายสาร 
PAHs ที่ปนเปอนในดินได โดยการเติมเศษใบไมเหลานี้และจากที่พบวาการเติมใบไมที่ทําใหสาร PAHs 
ลดลงนี้  เนื่องมาจากการทํางานของจุลินทรียที่อาศัยอยูบนใบไม (Charoenchang และคณะ, 2003) 
และสารอินทรียจากใบไมสามารถดูดซับสาร PAHs ที่ถูกดูดซับโดยเนื้อดินออกมา      เปนผลใหจุลินทรีย
ที่ มี อยู สามารถนํ าสาร  PAHs นั้ นมาใช ในการย อยสลายได ซึ่ ง เป นการ เพิ่ ม  bioavailability                 
(Staci และคณะ,1994) 
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การศึกษาการยอยสลายไพรีนหรือสาร PAHs ชนิดอ่ืนที่ผานมามักจะใชแบคทีเรียเดี่ยวหรือเชื้อ

บริสุทธิ์ที่สามารถใชไพรีนหรือสาร PAHs ชนิดอื่นเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (Juhasz และ 
Naidu, 2000a) ซึ่งความสามารถของแบคทีเรียแตละชนิดแตกตางกันขึ้นอยูกับปริมาณไพรีนที่ใชในแต
ละการทดลอง เช้ือเดี่ยวอาจสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดเฉพาะบางชนิดและในปริมาณต่ํา รวมทั้ง
อาจกอใหเกิดผลิตภัณฑที่ไมสามารถยอยสลายตอไดอยางสมบูรณและเปนพิษ (dead-end) ทําใหเกิด
การสะสมในสิ่งแวดลอม (Heitkamp และคณะ, 1988a:1988b; Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1995; 
Boonchan และคณะ, 2000; Kazunga  และ  Aitken, 2000; Cheung และ Kinkle, 2001)  การใชเชื้อ
ผสมหรือกลุมจุลินทรีย  พบวามีประสิทธิภาพดีกวาการใชเชื้อเดี่ยวคือ  สามารถยอยสลายสารประกอบ
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดมากชนิดกวาและปริมาณสูงกวา  ไมกอใหเกิดสารมัธยันตที่เปน
พิษ (Boonchan และคณะ, 2000; Carvalho และคณะ, 2002) 
       ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงคัดแยกและศึกษากลุมจุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนซึ่งเปนสาร PAHs ที่
มีวงเบนซีน 4 วง ซึ่งถูกยอยไดยากโดยจุลินทรีย เพื่อพิสูจนวาจุลินทรียบนใบไมมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสาร  PAHs จากงานวิจัยที่ รายงานมาแลว  โดยแยกจากใบไมที่มี ในรายงานของ 
Charoenchang และคณะ (2003) และ Siriwarasin และคณะ (2002) ซึ่งพบวาเปนวัสดุการเกษตรที่
สามารถชวยลดปริมาณไพรีนในแหลงปนเปอนได อันเปนใบไมของพืชในวงศ Leguminosae (พืชตระกูล
ถั่ว) และเปนตนไมที่ปลูกมากในประเทศไทย (วรัษยา สุนทรศารทูล, 2542) ไดแก จามจุรี   มะขาม  
มะขามแขก นนทรี  มะขามเทศ และกระถินณรงค   และศึกษาศักยภาพที่จะนําไปใชในกระบวนการยอย
สลายไพรีนและสาร PAHs ชนิดอื่นทางชีวภาพในสิ่งแวดลอมได โดยหาขอมลูพื้นฐานของกลุมแบคทีเรีย
ที่แยกได ไดแก ประสิทธิภาพของความสามารถในการยอยสลายไพรีนเปรียบเทียบกับกลุมแบคทีเรียที่มี
รายงานไวแลว   วิธีการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม     เพื่อที่จะใชเปนแนวทางในการนํากลุม
แบคทีเรียที่คัดแยกไดไปใชในกระบวนการบําบัดทางชีวภาพในพื้นที่จริงตอไปในอนาคต 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 คัดแยก จําแนกชนิดและศึกษาสมบัติบางประการของกลุมแบคทีเรียจากเศษใบไมชนิดตาง ๆ ซึ่ง
สามารถยอยสลายไพรีนและศึกษาการยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น โดย
กลุมแบคทีเรียนี้ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้

ไดกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรนีหรือเปลี่ยนโครงสรางโมเลกลุของไพรีนจากใบไมที่
ปลูกในประเทศไทย  เพื่อนําไปใชพัฒนาสูการบําบัดสารพิษอันตรายในพืน้ที่ปนเปอน 

 
 



บทที่2 

วารสารปริทศัน 
 
2.1 สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
 

สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่พบปนเปอนอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมทั้งในแหลงน้ํา ดิน และ 
อากาศ   สาร PAHs เกิดจากกระบวนการสังเคราะหตามธรรมชาติ หรือจากกิจกรรมตางๆของ
มนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การเผาไหมเช้ือเพลิงของเครื่องยนต  การ
ประกอบอาหารในครัวเรือน และจากควันบุหร่ี  รวมทั้งบริเวณแหลงโรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี  
อุตสาหกรรมการผลิต และใชสารรักษาเนื้อไม เปนตน (Cerniglia, 1992) ทําใหพบการปนเปอน
สาร PAHs ในปริมาณสูง ซึ่งจะตกคางและสะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปนเวลานาน  เนื่องจากมี
โครงสรางโมเลกุลที่เสถียร ในรูปของผลึกของแข็ง และละลายอยูในน้ําแตนอยมาก รวมทั้งถูกดูด
ซับกับสารอินทรียไดอยางรวดเร็ว ทําใหสาร PAHs สลายตัวไดชามาก (Grosser และคณะ, 1991)       
PAHs สามารถเขาสูวงจรอาหารได โดยการสะสมอยูในพืชที่ขึ้นบนดินและน้ําที่ปนเปอนและเขาสู
สัตวผานทางหวงโซอาหารทําใหเขาสูมนุษยไดในที่สุด (Means และคณะ, 1980) โดยสาร PAHs 
สามารถเขาสูรางกายมนุษยไดทั้งทางหายใจ รับประทาน และสัมผัสโดยตรงทางผิวหนัง (U.S. 
National Library of Medicine, 2002) 

สาร PAHs มีทั้งหมด16 ชนิด  รวมกันเปนสารกอมลพิษที่สําคัญซึ่งทางหนวยงานคุมครอง
สิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The United State Environment Protection Agency, USEPA)  
จัดใหอยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออกจากสิ่งแวดลอมอยางเรงดวน (Cerniglia, 
1992) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 แบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 
(low molecular weight PAHs, LMW PAHs)  ซึ่งเปนสารที่มีวงแหวนเบนซีน (benzene ring) 
นอยกวา 4 วง และสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAHs, HMW 
PAHs) ซึ่งมีวงแหวนเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป  (Kanaly และคณะ, 2000) จากการศึกษาที่ผานมา
พบวาสารเหลานี้มีความเปนพิษแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรังตอส่ิงมีชีวิต เปนสารกอมะเร็ง 
(carcinogen) กอการกลายพันธุ (mutagen) (Wilson และ Jones, 1993)  และทําใหทารกใน
ครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogen) ( Narro และคณะ,  1992 ) 

เมื่อสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอม   อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไปโดยกระบวนการ
ตางๆ ทั้งทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ ( Ashok และ Saxena, 1995 ) การยอยสลายโดยจุลินทรยี
เปนกระบวนการสําคัญในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของสาร PAHs ความสามารถในการยอย
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สลายสาร PAHs พบไดในจุลินทรียทุกกลุมทั้ง แบคทีเรีย รา ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหรายเซลล
เดียว โดยจุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกการยอยสลายเฉพาะและแตกตางกัน (Cerniglia, 1992) 

การกําจัดสารปนเปอนเหลานี้มีหลายวิธี โดยสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติหลายวิธี 
ซึ่งรวมวิธีการบําบัดทางชีวภาพที่ใชจุลินทรียยอยสลาย โดยพบวาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
ต่ําเกิดการยอยสลายไดงายกวากลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  ดังนั้นจุลินทรียอาจตองอาศัยความ
รวมมือซึ่งกันและกัน (synergism) และอาจจะตองใชกระบวนการโคเมแทบอลิซึมในการยอย
สลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Bouchez และคณะ, 1995) ดังนั้นการศึกษากลไกและ
ปจจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียจึงมีความสําคัญในการ
ใชเปนขอมูลพื้นฐานสําหรับการนําเอาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมาใชในกระบวนการเรงการยอย
สลายตามธรรมชาติ (bioremediation) เพื่อกําจัดสาร PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม (Wilson และ 
Jones, 1993) 

 
2.2 แหลงกําเนิดและการเขาสูสิ่งแวดลอมของสาร PAHs 
  

สาร  PAHs สวนมากเกิดจากการที่สารอินทรียไดรับความรอนสูง แลวโมเลกุลเกิดการ
เรียงตัวใหมไดโครงสรางวงเบนซีนแลวรวมตัวกันเพิ่มมากขึ้นและเรียงตัวใหมจนไดสารนี้หลายชนดิ
สุดทายเปนเขมาสีดํา (Warnatz, 2001) ซึ่งสามารถพบไดจาก 2 แหลงสําคัญ คือ  
 1.สิ่งแวดลอมตามธรรมชาติ  เกิดจากปฏิกิริยาการเผาไหมของกระบวนการไพโรไลซิส
(pyrolysis) ภายใตพื้นโลกจากความรอนสูงของลาวาและแมกมาในใจกลางโลกที่ยังไมเย็นตัว ซึ่ง
ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนเกิดไพโรไลซิสอยางชา ๆ โดยมีการเรียงตัวใหมจากสาย
ไฮโดรคารบอนไดเปนวงเบนซีนจาก 1 เปน 2 และ 3 วง ไปเร่ือย ๆ จนทําใหเกิดเปนน้ํามันดิบและ
ถานกัมมันต ซ่ึงไดจากซากพืช ตนไมในปา รวมถึงปฎิกิริยาการสรางสีในพืชและแบคทีเรีย บาง
ชนิด (Blumer, 1976) 
 2. กิจกรรมของมนษุย  การเผาทาํลายสิง่ตาง ๆ ของมนุษยเอง เปนตนกาํเนิดอนัสําคญั
ของสารเหลานี้  โดยเฉพาะการใชน้าํมนัดิบ เชื้อเพลงิฟอสซิล การกลัน่น้าํมนัปโตรเลียม และ
ผลิตภัณฑตาง ๆ ที่ไดจากน้าํมันดิบ เชน โคลทาร  คารบอนแบล็ค โดยถูกใชเปนเชื้อเพลิงหลักของ
โลกปจจุบนั (Jones และคณะ, 1989) ไอเสียรถยนต (Grimmer และคณะ, 1977)    รวมถึงการ
เผาไหมวัสดุตาง ๆ เชน ธูป (Lin และคณะ, 2001) บุหร่ีซิการ (Neurath, 1972) ซึ่งเกดิจากการเผา
ไหมของกรดอะมิโนฟนิลอะลานนี (Wang และคณะ, 2004 )  ที่เปนองคประกอบหลกัในบหุร่ี  และ
ชาที่ใชดื่ม (Fiedler และคณะ, 2002)   
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ตารางที่ 2.1   โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสาร PAHs 16 ชนิด (Schirmer และคณะ, 1998)  
 

สาร PAHs โครงสราง น้ําหนกั 
โมเลกุล 

การละลายในน้ําที่อุณหภูม ิ25Oซ     
(มก.ตอลิตร) 

แนพธาลีน  128.18 31 
อะซีแนพธิลีน 

 
152.20 4.3 

อะซีแนพธีน 
 

154.22 3.9 
ฟลูออรีน  166.23 1.9 
ฟแนนทรีน 

 
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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การเผาไหมน้ํามันดีเซลทําใหเกิดสาร  PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 0.016 – 0.048 กก.ตอข้ีเถา
ของน้ํามันดีเซล 1000 กก. (Wang และคณะ, 2000) 

ดังนั้นจึงสามารถตรวจพบไพรีนจากของเสียที่ปลอยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรมที่
เกี่ยวกับผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม โรงงานอุตสาหกรรมทางปโตรเคมีตาง ๆ ซึ่งเปนแหลง
ผลิตสารประกอบ  PAHs ที่สําคัญ ซึ่งปลอยสารพิษนี้ออกสูสิ่งแวดลอมมากที่สุด  (Wilson และ 
Jones, 1993) และการรั่วไหลของผลิตภัณฑดังกลาวจากการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรม 
รวมทั้งการขนสง การดูแลเก็บรักษา ตลอดจนการกําจัดกากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว 
(Pereira Netto, Sisinno และคณะ, 2002)  
โดย Cerniglia (1992) และ Wilson  และ Jones (1993) สรุปไวดังนี้  

กระบวนการแยกและแปรสภาพกาซธรรมชาติจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 
การใชแหลงพลังงานและความรอนจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 
กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบ และผลิตภัณฑที่ไดจากน้ํามันดิบ 
กระบวนการการผลิตถานโคก 
การผลิตและการใชคารบอนแบล็ค 
การผลิตและการใชแอสฟลท 
กระบวนการรักษาเนื้อไม 
การผลิตผลิตภัณฑถนอมเนื้อไมที่ใชคลีโอโสทเปนองคประกอบหลัก 
การเก็บ การขนสง กระบวนการผลิต การใชและการกําจัดน้ํามันเชื้อเพลิง 
การกําจัดสิ่งปฏิกูลโดยการฝงดิน 
การเผาไหมของถานหินในระบบแบบเปด 
การเผาสิ่งปฏิกูล 
การซึมของน้ํามันดิบในธรรมชาติ 
การรั่วไหลที่เกิดจากอุบัติเหตุจากเรือบรรทุกน้ํามันและเรือชนิดอื่น 
การแพรกระจายของน้ําเสียชุมชนและอุตสาหกรรมปโตรเคมี 

 สาร PAHs จะกระจายออกสูส่ิงแวดลอมทั่วไปแลวถูกสะสมในดิน (Wilson  และ 
Jones,1993 ; Romantschuk และคณะ, 2000) ตะกอนบริเวณอาวทะเล (Storelli และ  
Marcotrigiano, 2000 ; Botello และคณะ, 2001 ; Eghtesadi และคณะ, 2002) บรรยากาศ 
(Cotham และ Bidleman, 1995  ; Prevedouros และคณะ, 2004)  ฝุน (Pereira Natto, Muniz 
และคณะ, 2002)  ตนไม (Wagrowski และ Hites, 1997 ; Bakker และคณะ, 1999 ; Howsam 
และคณะ, 2000) ผัก (Simonich และ Hites, 1994 ; Kipopoulou และคณะ, 1999) และทกุที่ทุก
ส่ิงที่สัมผัสกับสารเหลานี้ไดทั่วโลก รวมถึงสิ่งมีชีวิตในบริเวนนั้นดวย เชน ปลาน้ําจืด (Deshpande 
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และคณะ, 2002  ; White และ Triplett, 2002)  แพลงตอนสัตวในทะเล (Nour El-Din และคณะ, 
2001) จะมีปริมาณมากหรือนอยแตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยอื่น ๆ รวมดวย ซึ่งมีวงจรดังรูปที่ 2.1  
   

 
 
รูปที่ 2.1 แสดงแหลงกําเนิด การสะสมในพชืและการเขาสูงหวงโซอาหารของสารประกอบ  
             อินทรียกึ่งระเหย(semivolatile organic compounds, SOCs) บางชนิด 
              เชน สาร PAHs (Bakker, 2000) 

 
2.3 สมบัติของไพรีน 

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

เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสาร  PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ประกอบดวยวงเบนซนี 
4 วงเชื่อมตอกัน  มีหมายเลขสากลทางเคมี(Cas Number) 129-00-0 (Verschueren, 1997)  

สูตรโมเลกลุ C16H10  (Verschueren, 1997) 
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 202.26 กรัมตอโมล (Verschueren, 1997) 
การละลายในน้ํา 0.13  มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 oซ  และ 140 นาโนกรัมตอมล.ที่ 30 oซ
(Jimenez และ Bartha, 1996) 

    ความถวงจําเพาะ 1.271 ที ่23 oซ (Verschueren, 1997) 
            อุณหภูมิหลอมเหลว  151 - 156 oซ  (Verschueren, 1997) 
            อุณหภูมิกลายเปนไอ 360 - 404 oซ  (Verschueren, 1997) 
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             ความดันไอ   6.85 x 10-7 มม.ปรอท ที่อุณหภูม ิ20 oซ (Verschueren, 1997) 
เปนผลึกสีขาว หรือ สีเหลือง  (Patnaik, 1992)   

 ละลายในน้าํมนัพาราฟน 25 มก.ตอมล.(Jimenez และ Bartha, 1996) 
 มีคาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน 19.4-630 วัน (Daugulis และ McCracken, 2003) 

ไพรีนมีโครงสรางโมเลกุลทีเ่สถียร ละลายน้ําไดนอยมาก (Verschueren, 1997) ทําให
ทนทานตอการยอยสลาย (Trzesicka-Mlynarz  และ Ward, 1996)   ไพรีนละลายในตัวทาํละลาย
อินทรีย (เมทานอล, เฮกเซน, อะซีโตน เปนตน) ไดดีแตกตางกนั (Patnaik, 1992)  มกีารรวบรวม
ปริมาณไพรีนจากแหลงตางทั่วโลกในสิง่แวดลอมจนถึงป ค.ศ.1997 ไวใน Verschueren (1997) 
หลังจากนั้นมกีารสํารวจเพิม่ข้ึนมากมาย เชน ในป ค.ศ.2002 รายงานการตรวจพบวาในตะกอน
ประมาณ 5 มก.ตอกก.ตะกอน ในดินหมักที่ปนเปอนประมาณ 200 มก.ตอกก.ดิน และในดนิเขต
อุตสาหกรรมมีประมาณ 150-230 มก.ตอกก.ดิน (Hwang และ Cutright, 2002) ไพรีนมีคา
สัมประสิทธิ์แบงการละลายในน้าํกับออกทานอล (Octanol-water partition coefficients, Kow) ใน
คา log Kow เทากับ 5.13 ซึ่งใกลเคียงกับคาที่ไดจากการศึกษาในน้ํามนั(nonaqueous phase, 
NAP)ชนิดตาง ๆ (ตารางที ่2.2) ไพรีนจะละลายในน้าํไดดีในชวง 2 – 3 ชั่วโมงแรกแลวจากนัน้
ลดลงตามเวลา จนไมละลาย เมื่อเวลาผานไปประมาณ 100 วัน  เชนเดียวกนักับน้ํามันตาง ๆ ทีถู่ก
ทดสอบ ยกวนั Pump oil และ Grease ที่สามารถแพรละลายไดในอัตราคงที่ตลอดเวลา (0.00–
0.02 เซนติเมตรตอนาที) ซึง่การแพรของไพรีนใน NAP จะเทากับ 10-11 – 10-12 ตารางเซนติเมตร
ตอวินาท ี(Ortiz และคณะ, 1999) 
 
ตารางที่ 2.2 แสดงคาการละลายของไพรนีในน้าํมันชนิดตาง 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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ไพรีนจะจับกับอนุภาคดินและตะกอนดินดวยแรงและปริมาณที่ตางกัน ขึ้นอยูกับ
คุณสมบัติของชนิด(น้ําหนักโมเลกุล, ปริมาณวงใน humic acid)และปริมาณของอนุภาคดิน 
(organic carbons, OC) (Chin และคณะ, 1997)  ซึ่งสามารถประมาณไดจากสูตร  

%pyrene-OC  =  { [OC].Kdoc } / { 1+[OC].Kdoc }   X 100 
โดย  %pyrene-OC  คือ %ของไพรีนที่จับกับอนุภาคดิน 
         Kdoc    คือ สัมประสิทธิ์การเกิดพันธะ(จับ)ของไพรีน หรือ สัมประสิทธิ์การแบงละลายของ  
                        humic material กับ nonpolar neutral organic contaminants (NOC) (ซึ่งขึ้นอยู 
                        กับชนิดของอนุภาคดินจากแหลงตาง ๆ )  
       [OC]   คือ ความเขมขนของอนุภาคดิน (กก.ตอลิตร) 
 
 
2.4 รายงานไพรีนและสาร PAHs อ่ืน ๆ ในประเทศไทย  

 
สําหรับประเทศไทยมีหลายงานวิจัยที่ รายงานเกี่ยวกับสาร PAHs ที่ปนเปอนใน

สิ่งแวดลอม  โดยพบไพรีนและสาร PAHs ชนิดอื่นในปริมาณที่ตางกัน  
ตัวอยางอากาศที่เก็บจากจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ ในเดือนมีนาคม พ.ศ.2536 

ถึง มีนาคม พ.ศ.2537 เปนเวลาหนึ่งปซึ่งสามารถตรวจพบไพรีนเฉลี่ย 0.55 นาโนกรัมตอลบ.ม.
และสาร PAHs ชนิดอื่นอีก 19 ชนิดแตกตางกันมีความเขมขนเฉลี่ย 0.125 – 1.875 นาโนกรัมตอ
ลบ.ม. โดยพบ เบนโซ(เอ)ไพรีน  อะซีแนพธิสีน อะซีแนพธีน และเบนโซ(จี,เอช,ไอ)เพอริรีน มี
ปริมาณเขมขนมากที่สุด (Panther และคณะ, 1996) 

ในอากาศเขตกรุงเทพมหานคร พบปริมาณสูงในบริเวณเสนทางการจราจร  โดยสาร 
PAHs จะเกาะติดกับฝุนละอองขนาดเล็ก ซึ่งพบไพรีนเขมขน 14 นาโนกรัมตอลบ.ม.ของอากาศ 
แบงออกเปนสถานะกาซ 12.70 และจับติดอยูกับฝุนละออง 1.30 นาโนกรัมตอลบ.ม.ของอากาศ 
ตามลําดับ และการกระจายตัวของสาร PAHs ในบรรยากาศเขตกรุงเทพมหานครปพ.ศ.2539 โดย
การศึกษาของ  Garivait และคณะ (2002) พบวาสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา 252 ดาลตัน 
เชน ไพรีน เบนโซ(อี)ไพรีน และ เบนโซ(เอ)ไพรีน จะอยูในรูปของกาซเปนสวนใหญ คือ 80 40 และ 
24 % ตามลําดับ ในขณะที่สาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงกวา จะอยูในรูปของฝุนละอองเกือบ
ทั้งหมด  ซึ่ง 30 – 60 % โดยน้ําหนักของสาร PAHs ที่ศึกษาอยูในฝุนละอองขนาดเล็กกวา 0.43 
ไมครอน และ กวา 70 % พบอยูในฝุนละอองขนาดเล็กกวา 2.1 ไมครอน   ซึ่งสาร PAHs มีความ
เขมขนรวม( 9 ชนิด ) ระวาง 19.48 (แหลงที่พักอาศัยและยานธุรกิจ) ถึง 42.95 นาโนกรัมตอลบ.ม. 
(แหลงการจราจรหนาแนน)  โดยมีคามากกวาพื้นที่อางอิงประมาณ 1.5 - 3 เทา ( 14.68  นาโน
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กรัมตอลบ.ม.) จากการศึกษานี้พบไพรีนเขมขน 15.0 – 30.1 นาโนกรัมตอลบ.ม. (ทั้งในรูปของกาซ
และอยูในฝุนละออง) เกาะอยูกับฝุนละออง 0.96 – 3.83 นาโนกรัมตอ ลบ.ม. เทานั้น ความเขมขน
รวมดังกลาวมีปริมาณที่สูงเมื่อเทียบกับที่อ่ืนทั่วโลก  คณะผูวิจัยคิดวาแหลงที่มาของสาร PAHs ใน
บรรยากาศนั้นเกิดจากควันที่ปลอยออกมาจากเครื่องยนตบนเสนทางจราจร ดินที่เก็บจากเมือง
เชียงใหม ในเดือนกุมภาพันธ พ.ศ.2539 พบสาร PAHs ที่มี 4-7 วงแหวนเบนซีนเฉลี่ย 824 ± 399 
(205-2196) นาโนกรัมตอกรัมดิน(ดินทั้งหมด 30 ตัวอยาง) เปนไพรีน 168 ± 103 (39.7-526) และ
ฟลูออแรนธีน 146 ± 75 (37.1-418) นาโนกรัมตอกรัมดิน ซึ่งพบมากที่สุดในการวิจัยนี้ โดยคาดวา
ยานพาหนะเปนแหลงหลักที่ปลอยสาร PAHs สูอากาศแลวสะสมในดิน เพราะตัวอยางที่มีปริมาณ
มากอยูติดกับถนนที่มีการจราจรแออัดเชนเดียวกับกรุงเทพฯ (Amagai และคณะ, 1999) และดินที่
กรุงเทพฯมีสาร PAHs รวม 20 ชนิดอยูระหวาง 20 – 380 ไมโครกรัมตกก.ดิน ซึ่งนอยกวาขางตน มี
ไพรีน 0.3 – 48.3 ไมโครกรัมตกก.ดิน โดยพบแนพธาลีนสูงสุด ซึ่งคาดวาเกิดจากปจจัยหลายอยาง
จึงพบไดต่ํา และไดรับจากการเผาใหมน้ํามันเปนหลัก (Wilcke และคณะ, 1999) 

  
 
2.5 ประโยชนของไพรีน 

 
เนื่องจากโมเลกุลของไพรีนรับและเปลงคลื่นแสงไดดีจึงถูกนํามาใชเปนตัวติดตามโดยเปน

ตัวขยายสัญญาณทางพันธุศาสตร (Yamana และคณะ, 1999)  โดย Kostenko และคณะ (2001) 
ใชไพรีน 2 โมเลกุลเชื่อมกับ oligonucleotide ตรงดาน 5’-phosphate แลวสามารถใชเปนตัว
ติดตาม (Probe) เพื่อติดตามศึกษาลําดับเบสและโครงสรางของอารเอ็นเอ พบวาตัวติดตามนี้มี
ความไวตอโครงสรางทุติยภูมิของ oligonucleotide binding site ซึ่งสามารถพัฒนาเพื่อศึกษา
โครงสรางของอารเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเล็กนอยได และเพิ่มความสามารถในทางเทคนิค
ไฮบริดไดเซชันรวมกับเพอริลีน โดยไพรีนเปนตัวจายสัญญาณและเพอริลีนเปนตัวรับสัญญาณ 
(Masuko และคณะ, 2000) 

ไพรีนถูกนํามาติดฉลาก(ผนึก)กับเสนใยซิลิกาขนาดเล็ก(silica microfiberes) หลังจากถูก
เคลือบผิวดวย 3-aminopropyl triethoxysilanes(APTES) แลว เพื่อใชติดตามขบวนการเคอริง
(curing) ของระบบ epoxy ของ polymers จาก fluorescence ที่ปลอยออกมาจากโมเลกุลของ
ไพรีน เพราะไพรีนและอนุพันธของไพรีนเชน 1-pyrenesulphonyl chloride(PSC) ใหแสงที่อยูนาน
และมีสเปคตรัมไวตอข้ัวของสารในสิ่งแวดลอม (González-Benito   และคณะ ,  2003)  เนื่องจาก
คุณสมบัติดังกลาวไพรีนจึงถูกพัฒนานํามาใชในเทคโนโลยีนาโนทิวป โดยนําไพรีนมาเชื่อมตอที่
ดานปลายของนาโนทิวปดวยพันธะเอมีน เพื่อที่จะชวยใหการศึกษาทางดานเคมีของแสง 
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(Photochemistry ) ของนาโนทิวปที่มีผนังชั้นเดียวซึ่งถูกปรับปรุงหรือดัดแปลง (modified single 
wall carbon nanotubes, SWNT) ทําใหการศึกษางายขึ้นโดยไมตองอาศัยความสามารถในการ
ละลายของนาโนทิวป  เพราะแสงที่ไดจากไพรีนมีความชัดเจนคงทน (Álvaro และคณะ ,  2004)
 สําหรับทางการแพทย  ไพรีนถูกนํามาเชื่อมตอกับ crisnatol โดยผาน aminopyrene       
ไดเปนยาลูกผสมที่ชื่อวา pyrene-linked PBD hybrids (PBDs=pyrrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepines) ซึ่งมีแนวโนมที่สามารถตานเซลลมะเร็งที่แยกไดจากมนุษย เนื่องจาก
จับกับดีเอ็นเอไดดีกวายาตนแบบ (Kamal และคณะ , 2004)   
 
2.6 ความเปนพิษของไพรีน 

 
หนวยงานคุมครองสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกาไมจัดใหไพรีนเปนสารกอมะเร็งในมนุษย  

แตทําใหผิวหนังเกิดการระคายเคืองหากสัมผัสโดยตรง (skin irritant) มีรายงานคนงานที่เตาอบ
ถานโคกมีอุบัติการเปนมะเร็งปอดและระบบไตเพิ่มข้ึน  คนงานที่สัมผัสครีโอโสตพบวาเกิดมะเร็ง
ผิวหนัง สวนในสัตวทดลองยังมีขอมูลไมพอที่จะสรุปวาเปนสารกอมะเร็ง  พบเพียงวาหนู mice ที่
กินไพรีนจะมีปญหาของเลือดเล็กนอย น้ําหนักไตลด น้ําหนักตับเพิ่ม และทอกรวยไตเสื่อมสภาพ 
ในหนูแรท ทําใหตับมีใขมันมาเกาะมาก ถาฉีดเขาชองทอง จะทําใหตับเสียสภาพ แตมีบางรายงาน
ที่สามารถพบมะเร็งผิวหนังในหนู mice และหนู mouse ได (Randerath และคณะ, 1997) และมี
คา oral LD50 เทากับ 800 มก.ตอกก. (Patnaik, 1992)   ซึ่งการไดรับไพรีนนั้นสวนใหญเกิดจาก
การหายใจเอาควันที่เกิดจากการเผาไหมเขาไป การสัมผัสทางผิวหนัง การหายใจเอาอากาศทั่วไป 
โดยเฉพาะในพื้นที่ที่มีการจราจรแออัดหรือบริเวณใกลกับแหลงอุตสาหกรรม และอาจไดจากการ
ปนเปอนในอาหารและน้ําดื่ม    มีการประมาณวาในป ค.ศ.1987 ผูหญิงญี่ปุนไดรับไพรีนเฉลี่ยวัน
ละ 0.98 ไมโครกรัม  (Faust, 1998 ; U.S. National Library of Medicine, 2002)     ความเขมขน 
10 มก.ตอลิตร สามารถทําใหปลา(Pimephales promelas) ตายไดภายใน 1 วัน (Verschueren, 
1997)  ความเขมขนที่สามารถรับไพรีนทางปากกําหนดไดที่ 0.3 และ 0.03 มก.ตอกก.ตอวัน 
สําหรับการรับบางโอกาสและการรับเปนประจํา(subchronic and chronic oral exposure) 
ตามลําดับ  และมีไพรีนกระตุน เบนโซ(เอ)ไพรีนใหกอมะเร็งได (Faust, 1998)  ซึ่งไพรีนสามารถจับ
กับดีเอ็นเอได 2 รูปแบบ คือ 1. ดีเอ็นเอสายคูตรง poly(dA-dT):poly(dA-dT) 2. ดีเอ็นเอสายเดี่ยว
ที่แยกจากกัน หรือ polynucleotides อ่ืน เชน poly(dA):poly(dT) (Chen, 1983) 

Hansen และคณะ (2004) พบวา ในกลุมพนักงานขับรถประจําทางและคนสงจดหมายที่
ไมสูบบุหร่ีของประเทศเดนมารค  มีการรบัเอาไพรีนเขาไปในปริมาณที่แตกตางกัน โดยในปสสาวะ
ของพนักงานขับรถมีปริมาณสาร 1-hydroxypyrene มากกวาและมี mutagenic activity สูงกวา
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คนสงจดหมาย ซึ่งความแตกตางนี้นาจะเกิดจากการรับสาร PAHs ของสิ่งแวดลอมที่ตางกัน 
รวมถึงระยะเวลาและระยะหางจากแหลงกําเนิด  
 
2.7 การบําบัดไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในสิ่งแวดลอม 
  
 เมื่อไพรีนและสาร PAHs เขาสูสิ่งแวดลอม มักจะสะสมอยูในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง
พืช และอากาศ โดยจะเกาะติดอยูในอนุภาคของดิน ตะกอนดิน หรือฝุน ซึ่งสามารถเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไดโดยขบวนการตาง ๆ ทั้งทางดานกายภาพ เคมีและชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงของ
ไพรีนและสาร PAHs ในสิ่งแวดลอมไดหลายวิธีดังนี้ (Cerniglia, 1992) 

การกลายเปนไอ(volatilization) 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของแสง(photooxidation) 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันทางเคมี(chemicaloxidation) 
การสะสมอยูภายในสิ่งมีชีวิต(bioaccumulation) 
การดูดซับโดยอนุภาคของดิน(adsorption) 
การยอยสลายโดยจุลินทรีย(microbial degradation)  
โดยจะเกิดขึ้นไดมากหรือนอยเพียงใดขึ้นอยูกับสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของสาร 

PAHs นั้น ๆ รวมทั้งขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมนั้น (Ashok และ Saxena, 1995) 
โดยรวมสามารถแยกไดดังนี้ 

 
2.7.1  การบําบัดทางกายภาพ 

2.7.1.1 การดูดซับ (Sorption) 
            เนื่องจากสาร PAHs เปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้าํไดต่าํ จงึถกูดดูซบั

ติดกับอนุภาคของดินหรือตะกอน (organic matter) ไดอยางแนนหนาในปริมาณมาก โดยความ
แนนของการจับมีความสัมพันธโดยตรงกับน้ําหนักโมเลกุลที่เพิ่มข้ึนของสาร PAHs (Pignatello 
และ Xing, 1996 ; Luthy และคณะ, 1997)  ซึ่งขึ้นอยูกับความไมมีขั้วของสาร PAHs ดังนั้นจึงทํา
ใหสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงถูกเกาะติดแนนเปนเวลานานกวาสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า  
(Chin และคณะ, 1997) จากขอมูลดังกลาวจึงมีงานวิจัยศึกษาการใชสายใยจากตนไมเขามาชวย
ดูดซับไวกอนนําไปทําลายเชน aspen wood fibers ( Populus tremula ) มาดูดซับไพรีนที่ละลาย
น้ําได (15-50 ไมโครกรัมตอลิตร) ซึ่งสามารถซับไดมากกวา 50 % จนสายใยอิ่มตัวภายในเวลา 
12.5 วัน โดยใหคาสัมประสิทธิ์ของการดูดซับ( aspen wood-water sorption coefficient, Kww ) 
เทากับ 462 ± 7.9 (ไมโครกรัมตอไมโครลิตร)(ไมโครกรัมตอลิตร)-1 ซึ่งมีความสัมพันธโดยตรงกับ
คาล็อคของสัมประสิทธิ์การแบงละลายในน้ํากับออกทานอล( octanol-water partition 
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coefficient, Kow เทากับ 5.13 (โมลตอลิตร)(โมลตอลิตร)-1) ซึ่งสามารถพัฒนาไปใชบําบัด
สารประกอบ PAHs ที่ปนเปอนในแหลงน้ําตาง ๆ (Boving และ Zhang, 2004) 

2.7.1.2 การระเหย (Volatilization) 
             สวนใหญสาร PAHs ที่ปนเปอนในดิน ระเหยไดชาและนอยมาก เนื่องจากสาร 

PAHs เกาะติดแนนอยูในอนุภาคดิน การระเหยของสาร PAHs เกิดจากการรวมตัวกับโครงสราง
ของน้ําแลวระเหยไป ซึ่งสาร PAHs ที่ปนเปอนในน้ําและอยูผิวน้ําจะมีอัตราการระเหยสูงกวา
สารประกอบ PAHs ที่อยูผิวดิน จากการศึกษาพบวาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า เชน 
แนพธาลีน จะมีอัตราการระเหยไดสูงกวาสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง (Ashok และ 
Saxena, 1995) 

2.7.1.3  การแตกสลายจากแสง (Photochemical degradation) 
            การแตกสลายของสาร PAHs โดยแสงนั้นเปนกระบวนการทางเคมี ซึ่งจะมี

ออกซิเจนเปนตัวสําคัญที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน 
อุณหภูมิ และปริมาณความเขมขนของแสง (Reyes และคณะ, 1998 ; Warmer และคณะ, 2004) 
รวมถึงการใชรังสีตาง ๆ เชน รังสีแกมมา (Melcher และคณะ, 2002) 
 

2.7.2 การบําบัดทางเคมี 
       2.7.2.1 การใชกาซโอโซน เพราะวาโอโซนเปนตัวออกซิไดซที่แรง จึงใชมาแตก

โมเลกุลสารประกอบอินทรียได พบวาประสิทธิภาพยังไมดีนักลดไดเฉพาะสาร PAHs โมเลกุลตํ่า 
แตจะเปนการดีหากใชรวมกับการใชจุลินทรีย (Nam และ Kukor, 2000) 

       2.7.2.2 การใชสารเคมี อนุพันธุของสารเคมีที่มีสมบัติเกิดไฮดรอกซีเรดิเคิล
(hydroxyl (OH.) radicles) จะสามารถแตกสลายสาร PAHs ได เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
(H2O2)เพียงอยางเดียว หรือผสมกับเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) สามารถเปลี่ยนแอนทราซีน และเบน
โซ(เอ)ไพรีนไดประมาณ 40 % ซึ่งจะใหดีกวานี้ตองเติมรวมกับแบคทีเรียที่สามารถใชสารเหลานั้น
ได โดยพบวามีประสิทธิภาพเปนอยางดี (Nadarajah และคณะ, 2002) 

 
2.8.3 การบําบัดทางชีวภาพ 
 
การบําบัดสิ่งแวดลอมที่เปนขบวนการซึ่งใชจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาตหิรือมีการตัดแตง

พันธุกรรมแลว เชน ยีสต รา แบคทีเรีย เพื่อใหเปลี่ยนโครงสรางสารอินทรียอันตรายที่ปนเปอนให
เปนสารมีพิษนอยลงหรือหมดพิษ โดยจุลินทรียใชสารปนเนื้อนเปนแหลงอาหาร คารบอน และ
พลังงาน เพื่อเจริญเติบโตและดาํรงชีวิต (Maria, 1999 ; Dua และคณะ, 2002) 
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จุดประสงคเพื่อกระตุนการเจริญของจุลินทรียประจําถิ่นหรือเหนี่ยวนําจุลินทรียบริเวณนั้น
ใหเกิดการยอยสลายสารปนเปอน ประโยชนของวิธีการนี้คือ เปนกระบวนการทางธรรมชาติที่ไม
เกิดอันตรายตอส่ิงแวดลอม มีการทําลายสารปนเปอนตรงบริเวณที่ปนเปอนนั้น และมักจะมี
คาใชจายต่ํากวาวิธีการบําบัดอื่น ๆ (Korda และคณะ, 1997) แตมีขอเสียคือใชเวลานาน ถึง
อยางไรก็ตามวิธีการนี้กําลังถูกพิจารณานํามาใชในอนาคต (Korfiatis และ Chermisinoff, 1994)     
วิธีการนี้ เริ่มนํามาใชในปลายศตวรรษที่  70 (ค .ศ .1970-79) โดยใชแบคที เรียในสกุล 
Pseudomonas มายอยสลายผลิตภัณฑปโตรเลียมและสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ลอยอยูบน
น้ําทะเล และในเดือนมีนาคม ค.ศ.1989 ถังเก็บน้ํามันดิบ Exxon Valdez ในอะลาสกา เกิดร่ัว ทํา
ใหชายหาดมีน้ํามันดิบปกคลุมหนาครึ่งเมตร มีการใหสารอาหารแกจุลินทรียบริเวณนั้นโดยการพน
หลังจากวิธีการอื่น ๆ ใชไมไดผล  พบวาสามารถลดสาร PAHs ได 45 % ในเวลาสามเดือน และใน
สงครามอาว(Gulf War)ค.ศ.1991 เกิดมีน้ํามันกระจายทั่วทะเลทราย ตอมาสามารถแยกเชื้อที่ใช
น้ํามันเหลานั้นไดเชน Arthrobacter แลวจึงมีการศึกษาวิจัยดานนี้กันมากขึ้น (Maria, 1999)  
ขอจํากัดของวิธีการบําบัดทางชีวภาพที่มีผลตอประสิทธิภาพของการยอยสลายตองคํานึงถึง ชนิด
ของสารปนเปอน อุณหภูมิ ความเปนกรดดาง ปริมาณออกซิเจนที่สามารถนําไปใชได ความชื้น 
สารอาหารที่สามารถใชได สมบัติทางฟสิกสของสารปนเปอน เปนตน ซึ่งมีผลตอการทํางานของจุลิ
นทรีย เพราะอาจจะทําใหมีภาวะดังตอไปนี้  

1.ไมมีจุลินทรียที่ยอยสลายสารปนเปอนไดหรือมีนอยมากและมีปฏิกิริยาทางชีวเคมีจํากัด
ในการยอยสลาย   

2.สารปนเปอนไมอยูในภาวะที่เหมาะสมกับการใชของจุลินทรียและการถายทอดมวลมี
จํากัด (poor bioavailability) 

3.สารปนเปอนหรือสารมัธยันต มีพิษตอจุลินทรียในบริเวณนั้นและการยอยสลายถูกยับยั้ง 
ขอจํากัดที่ 2 เกิดไดจากธรรมชาติของจุลินทรีย องคประกอบและสมบัติของสารปนเปอนและ
ธรรมชาติของดิน แตสามารถเพิ่มประสิทธิภาพได โดยการใชสารลดแรงตึงผิวจากจุลินทรียสราง
หรือสังเคราะหข้ึนเติมเขาไปดวย การเติมสารละลายอินทรียชวยละลายกอน  ซึ่งการใชสารลดแรง
ตึงผิวจะตองเปนชนิดที่ไมมีอันตรายตอจุลินทรียและสามารถเพิ่มการละลายของสารปนเปอน  
นิยมเติมจุลินทรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเขาไปมากกวาการเติมสารลดแรงตึงผิวบริสุทธิ์ โดยขึน้อยู
กับชนิดและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิดและตองไมรบกวนการสกัดสารปนเปอนและ
ติดตามไดงาย (Korfiatis และ Chermisinoff, 1994 ; Gutiérrez-rojas, 2000 ; Dua และคณะ, 
2002) 
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2.8 การยอยสลายไพรีนโดยจุลินทรีย  
 

จุ ลินทรีย ในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิสมหลายแบบในการยอยสลาย
สารประกอบทางธรรมชาติและสารสังเคราะหที่มนุษยสรางขึ้น ในขณะที่ภาคอุตสาหกรรมมีการ
พัฒนาอยางรวดเร็ว จุลินทรียก็มีวิวัฒนาการใหมีความสามารถยอยสลายสารสังเคราะหชนิดตางๆ
ที่ปนเปอนเขามาในสิ่งแวดลอม รวมทั้งสาร PAHs  การปรับตัวของจุลินทรียเพื่อใหมีความสามารถ
ในการยอยสลายสารดังกลาวไดอาจเกิดขึ้นโดยมีการชักนําใหสรางเอนไซมที่จําเปนหรือการ
เปลี่ยนแปลงในระดับยีนซึ่งเปนผลทําใหจุลินทรียสามารถพัฒนาวิถีเมตาบอลิสมข้ึนมาใหมเพื่อใช
ในการยอยสลายสาร PAHs ได (Madson, 1998)  โดยมีความสัมพันธกันดังรูปที่ 2.2   

 

  
รูปที่ 2.2 แสดงแนวคิดของการพัฒนาความหลากหลายเมตาบอลิสมในจุลินทรีย เกิดจาก 
 ความสัมพันธระหวางจลศาสตรความรอน แหลงที่อยูตามธรรมชาติ สรีระวิทยา 
 วัตถุดิบที่ทดแทนได จุลินทรียและวิวัฒนาการ (Madson, 1998) 
 
จุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกการยอยสลายสาร PAHs แตกตางกันไป อยางไรก็ตาม

พบวาการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียเปนกระบวนการสําคัญในการบําบัดสารปนเปอน 
ความสามารถในการยอยสลายของจุลินทรียในสิ่งแวดลอมข้ึนอยูกับคุณสมบัติของสารปนเปอน
ทางฟสิกสและเคมี ปริมาณและอัตราเร็วของการแพรในสิ่งแวดลอมและความงายในการเขาถึง
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และถูกใชโดยจุลินทรีย ซึ่งสัมพันธกับชนิดของดิน น้ําและออกซิเจนที่สามารถใชได สารอาหาร 
ความสามารถของจุลินทรีย ความคุนเคยกับสารปนเปอน พิษของตะกอน ความเปนกรดดาง 
อุณหภูมิ และผลกระทบตามฤดูกาลอื่น ๆ ( Sutherland และ Cerniglia, 1995 ; Sutherland และ
คณะ,1995)  

นอกจากจะคํานึงถึงชนิดและความสามารถของจุลินทรียที่จะนํามาบําบัดแลว ยังตอง
คํานึงถึงระยะเวลามี่ไพรีนอยูในแหลงปนเปอนนั้นดวย เพราะหากปลอยนานการบําบัดก็จะยากขึ้น 
เนื่องจากไพรีนจะจับกับสวนอนุภาคอินทรียดิน (soil organic matter, SOM) ดวยพันธะโควาเลนซ
ไดแนนยิ่งขึ้นตามเวลา(270 วัน) ทําใหสกัดออกมายากขึ้นและถูกยอยโดยจุลินทรียลดลง เพราะ
โอกาสการพบกันของจุลินทรียและไพรีนก็ลดลงตามเวลา ซึ่งรวมถึงสารมัธยันตจากไพรีนดวย
เชนกัน (Gothrie และ Peaender, 1998)    ความสําเร็จของการบําบัดสาร PAHs โดยจุลินทรียนั้น
ขึ้นอยูกับปจจัยในสิ่งแวดลอม ดังตอไปนี้ (Trejo และ Quintero, 2000) 

1.การมีจุลินทรียที่สามารถยอยสาร PAHs ไดและสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดงาย  
   โดยที่นําไปใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนได 
2.การมีตัวกระตุนหรือสารกระตุน เพื่อสังเคราะหเอนไซมที่มีความจําเพาะตอสาร PAHs  
3.การมีตัวใหและรับอิเล็คตรอนที่เหมาะสม 
4.ความสมดุลของสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอปฏิกิริยาของเอนไซมในการเขายอยสลาย  
   เชน ความชื้น และความเปนกรดคาง 
5.สารอาหารที่จําเปน เพื่อสนับสนุนการเจริญ และการผลิตเอนไซมของจุลินทรีย เชน  
   ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส 
6.ชวงอุณหภูมิที่สนับสนุนกิจกรรมของจุลินทรียและปฏิกิริยาการสลายสาร PAHs  
7.การไมมีสารพิษในระบบจากสารมัธยันตที่เกิดขึ้น 

 8.มีจุลินทรียที่สลายสารมัธยันตที่เกิดขึ้น 
 9.มีจุลินทรียที่ปองกันการสรางสารมัธยันตที่เปนพิษ 
 10.สิ่งแวดลอมที่เหมาะสม มีการแกงแยงโดยจุลินทรียนอย 
 ดังนั้นผลการทดลองตาง ๆ ที่มีรายงานแลวจึงมีความแตกตางกัน บางครั้งสอดคลองกันดี
ในขณะที่บางการทดลองขัดแยงกันอยางมาก ซึ่งตองมีการปรับระบบการทดลองใหเหมือนกันแลว
จะสามารถมาวิเคราะหเปรียบเทียบกันไดในอนาคต 
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2.9 การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย   
 2.9.1 แบคทีเรียบริสุทธิ์ 
 มีรายงานการวิจัยที่ผานหลายสิบป นิยมใชวิธีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์จากดิน น้ํา ดิน
ตะกอนที่มีประวัติการปนเปอนสารประกอบนี้มากอน จากของเสียที่ถูกทิ้งจากภาคอุตสาหกรรม
ตาง ๆ  ภาคเกษตรกรรมและแหลงที่อยูอาศัยตาง ๆ   โดยวิธีการ Enrichment culture technique 
ซึ่งเปนการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่แทจริงโดยไมหายไปใน
ระหวางการทําเจือจางตอไป (Wackett, 2001)  แลวคัดแยกเชื้อดวยวิธีเกลี่ยเชื้อที่คาเจือจางตาง ๆ 
ลงอาหารแข็ง จากนั้นพนสารประกอบไพรีนที่ละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสมทับอีกครั้ง 
คัดเลือกโคโลนีที่มีวงใสรอบ ๆ โคโลนี (Kiyohara และคณะ, 1982) แตการพนเปนอันตรายตอผู
ปฏิบัติ จึงมีการพัฒนาเปนวิธีการทําในจานหลุมขนาดเล็ก(micoplates) โดยนําสาร PAHs ใสกอน
แลวเติมจุลินทรียเจือจางแลวตามเขาไป ติดตามการใชสาร PAHs จากความขุน และการเปลี่ยนสี
เปนสีเหลืองน้ําตาล สีเขียว (Stieber และคณะ, 1994)  หรือการอาศัยความสามารถในการเกาะ
กับแผนสังเคราะหที่ไมชอบน้ําซึ่งมีผลึกไพรีนติดอยู เมื่อมีการถายเชื้อหลายครั้งจึงนําแผนนั้นมา
แยกแบคทีเรีย (Bastiaens และคณะ, 2000) จากนั้นจึงนําแบคทีเรียที่มีสามารถใชไพรีนไดมา
ศึกษาการยอยสลายตอไป ซึ่งเทาที่ผานมาสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดแตกตางกัน  ดังแสดงใน
ตารางที่ 2.3  แบคทีเรียสวนใหญที่คัดแยกไดมักมีลักษณะ coryneforms  แกรมลบ ไมหมักน้าํตาล 
เชน  Mycobacterium sp. (Saval, 2000) และแบคทีเรียที่คัดแยกไดจะมาจากดินและตะกอนทีถ่กู
ปนเปอนดวยสารประกอบไฮโดรคารบอน 

การยอยสลายไพรีนโดยแบคที เรียบริสุทธิ์จะได เซลล เพิ่มมากขึ้นและไดน้ํ ากับ
คารบอนไดออกไซด หากมีการยอยสลายอยางสมบูรณ(Cerniglia, 1992 ; Wilson และ Jones, 
1993)  โดยปกติแบคทีเรียจะยอยสลายสารที่ละลายน้ําไดงายกวาสารที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการ
ยอยสลายสาร PAHs ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา แบคทีเรียทั่วไปจะไม
สามารถยอยสลายสารนี้ได  แตมีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถสรางเอนไซมตางๆ ที่ใชใน
การยอยสลายสาร PAHs เพื่อจะนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน   สวนใหญแบคทีเรียสาย
พันธุเดี่ยวจะสามารถยอยสลายสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่า ที่ประกอบไปดวยวงเบนซีน  2-3 วง  
แบคทีเรียมีกลไกนําสาร PAHs ไปใช  โดยเขาไปทําปฏิกิริยากับสารโดยการสัมผัสโดยตรงกับผลึก
สาร PAHs  แบคทีเรียบางชนิดสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งจะเพิ่ม
การละลายน้ําของสาร PAHs  ชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกบัสาร PAHs ไดงาย  ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่
ผนังเซลล  จากนั้นสาร PAHs จะถูกสงผานผนังเซลลโดยการแพร (passive diffusion) โดยไมใช
พลังงานจากเซลล (Bugg และคณะ,  2000) เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวยชั้น
ฟอสโฟไลปด เมื่อสาร PAHs เขาสูเซลล เอนไซมตัวแรกที่เร่ิมการยอยสลายคือ ออกซิจีเนส 
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กระบวนตาง ๆ จะดําเนินอยางตอเนื่องจนไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญ
ของแบคทีเรียโดยดังที่กลาวมาขางตน กระบวนการดังกลาวจะเกิดอยางสมบูรณ ตองอาศัย
กิจกรรมของเอนไซมหลายชนิด (รูปที่ 2.3) 
 
    ตารางที่ 2.3 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 
แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

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) 

 
 
พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถดังกลาว จะสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด 

เนื่องจากออกซิจีเนส เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad specificity 
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enzyme) ซึ่งถือวาเปนลักษณะที่ดี เพราะในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอนสาร PAHs หลายชนิด 
(Baver และ Capone, 1988 ; Stringfellow และ Aitken, 1995)   

 
 

hydrophobic PAHs adsorbed 
   to soil particle                      A                                             B 

 
                    C                                 D                                  E 
 
รูปที่ 2.3 การยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรีย (Enzymetech, 2001)   

(A  คือ PAHs ถูกละลายโดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียสรางขึ้น, B คือ PAHs 
แพรผานผนังเซลลของแบคทีเรีย, C คือ PAHs  ถกูยอยสลายโดยเอนไซมในกระบวนการ 
ยอยสลายขั้นแรกภายในเซลลแบคทีเรีย, D คือ PAHs แพรผานไซโตพลาสมกิเมมเบรน 
ของแบคทีเรีย,  E คือ การยอยสลาย PAHs อยางสมบูรณโดยเอนไซมหลายชนิด) 

 
การยอยสลายไพรีนสวนมากเปนปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ใชออกซิเจนในการแตกโมเลกุล

หรือเปลี่ยนโครงสรางบางสวน (transformation) โดยโปรคารีโอตและยูคารีโอตใชเอนไซมกลุมออก
ซีจิเนสเหมือนกันในการเกิดปฏิกิริยา(รูปที่ 2.4, Wilson และ Jones, 1993) การออกซิเดชันของ
แบคทีเรียจะอาศัยเอนไซม   ไดออกซีจิเนส (dioxygenases) เปลี่ยนโครงสรางเปน ไพรีน ซีส-ได
ไฮโดรไดอัลส  ไดฟนอลส แลวถูกแตกโมเลกุลตอไปโดยไดออกซีจิเนสตวัอื่น ๆ ตอไป  

สุดทายจะไดผลิตภัณฑหลัก 3 ชนิด คือ แคททีคอล กรดเจนทีสิค และกรดโปรโตแคทที
ชูอิค (รูปที่ 2.5)  
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รูปที่ 2.4 แสดงการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรีย (Wilson และ Jones, 1993)  
 
แตบางครั้งการทํางานของแบคทีเรียบริสุทธิ์ไมสามารถใชไพรีนไดโดยตรงตองอาศัยสาร

สับสเตรทรวม (co-substrate) หรือสารอาหารชนิดอื่น เปนสารตั้งตนในการยอยสลายและ/หรือใช
ในการเพิ่มจํานวนใหพอเสียกอน หรือชวยกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในปฏิกิริยากอน ซึ่ง
เปนการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม (co-metabolism) ซึ่งเปนการเปลี่ยนโครงสรางของสาร 
PAHs บางสวน โดยไมไดใชสารนั้นเปนแหลงคารบอนและพลังงาน จะเกิดก็ตอเมื่อมีสารอาหาร
หรือสารอื่นเขามาอยูในระบบเสียกอน โดยอาศัยสารอาหารหรือสารอื่นเปนแหลงอาหาร(คารบอน
และพลังงาน)ในการเจริญเติบโตในขั้นตอนแรก จากนั้นจึงมีการเปลี่ยนโครงสรางสาร PAHs ตอไป 
(Cerniglia, 1992 ; Alexander, 1994)  วิธีการนี้เปนสวนของ bioconversion หรือ 
biotransformation เปนการใชจุลินทรียบริสุทธิ์มาเปลี่ยนสารตั้นตนใหเปนผลิตภัณฑที่ตองการ    
จุลินทรียที่ใชเชน Pseudomanas,  Acinetobacter,  Norcardia,  Bacillus, Achromobacter 
บางครั้งเอนไซมเพียงชนิดเดียวจะเกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน ออกซิเดชัน ดีอะมีเนชัน แตบางครั้ง
ตองอาศัยเอนไซมมากกวา 1 ชนิด เขามาชวยในการเกิดปฏิกิริยาเหลานี้ไดครบ (Alexander, 
1994) 

 
 



 22

 
 
รูปที่ 2.5  แสดงผลิตภัณฑหรือสารมัธยันตสุดทายหลักที่พบจากการยอยสลายสาร PAHs   
              (Wilson และ Jones, 1993) 
    
การที่จุลินทรียไมสามรถใชสาร PAHs ได เพราะวาขาดปจจัยสําคัญที่ตองการในการ

เจริญเติบโต หรืออาจเกิดจากตัวจุลินทรียเอง ซึ่งอาจเปนแบคทีเรียแบบ auxotrophs  และบางครั้ง
มีการสะสมสารมัธยันตที่ถูกเปลี่ยนมา ซึ่งสามารถสุรปไดวาเกิดจาก 

1. ผลิตภัณฑจากเอนไซมตัวแรกไมถูกเปลี่ยนตอไปโดยเอนไซมตัวอื่น 
2. ผลิตภัณฑที่ถูกเปลี่ยนมาไปยับยั้งเอนไซมตัวถัดไปหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
3. จุลินทรียขาดสารตัวที่สอง เขามาชวยในบางชวงของปฏิกิริยาในขั้นตอไป 
แตบางกรณีการเกิดการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม จะเกิดไดก็ตอเมื่อที่ความเขมขนที่

เหมาะสมคาหนึ่งเทานั้น เพราะปริมาณที่มากเกินไปหรือนอยเกินไปมผีลตอการกระตุนการทํางาน
ของเอนไซมและเหนี่ยวนําการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีได (Alexander, 1994) ดังนั้นการยอยสาร 
PAHs ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง มักจะตองมีสาร PAHs ที่มีวงเบนซีนต่ํากวาอยูดวย เพราะสาร PAHs 
ที่มีมวลโมเลกุลต่ําถูกยอยสลายไดงายกวาสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง  บางรายงายพบวาการ
ยอยสลายไพรีนอาจตองมีการกระตุนความสามารถของเอนไซมกอนดวยสาร PAHs ชนิดเดียวกัน
หรือตางชนิดกันกอน ประสิทธิภาพจะดีข้ึน (Molina และคณะ, 1999) วิธีการยอยสลายแบบโคเม
แทบอลิซึมแสดงไวในรูปที่ 2.6 
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รูปที่ 2.6 แสดงวิถกีารยอยสลาย PAHs โมเลกุลสูงแบบโคเมแทบอลิซมึ  
                           (สพุินดา ศริิวราศิลป, 2545) 

 
มีรายงานการยอยไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึมออกมาหลายงานวิจัย(ตารางที่ 2.4) โดย

เร่ิมแรกมีการใชสารอาหารเปนโคสับสเตรทกอน ซึ่งประกอบดวย เปปโตน สารสกัดจากยีสตและ
แปงที่ละลายน้ํา (soluble starch) โดยใชเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน คารบอน และพลังงาน  
สําหรับสารสกัดยีสตใชเปนแหลงวิตามินที่จําเปนในการเจริญ  แปงใชเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานเชนกัน (Heitkamp และคณะ, 1988a ; Grosser และคณะ, 1991 ; Trezesicka-Mlynarz 
และ Ward, 1995) ตอมาจึงมีการนําเอาสาร PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วงมาใชเปนโคสับสเตรท 
โดยเฉพาะฟแนนทรีน ซึ่งพบวาเปนสารที่แบคทีเรียใชงายและไมเกิดสารมัธยันตท่ีเปนพิษ และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน (Geiselbrecht และคณะ, 1998 ; Bouchez และคณะ, 1999 ; 
Bastiaens และคณะ, 2000) บางครั้งแบคทีเรียบริสุทธิ์ใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงาน แตไมสามารถใชไพรีนไดจึงใชวิธีการยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึมเขาชวย ซึ่งผลที่
ไดนาพอใจ เพราะสามารถลดไพรีนไดระดับหนึ่ง (Supaka และคณะ, 2001) 

วิถีการยอยสลายไพรีนที่ใชออกซิเจนในการเกิดปฏกิริยาทั้งแบบอาศัยและไมอาศัย         
โคสับสเตรท สามารถตรวจพบสารมัธยันตไดหลายชนิดที่เหมือนและแตกตางกันในแตละสายพันธุ
ของแบคทีเรีย  ซึ่งสามารถนํามาเขียนสรุปรวมกันไดดังแสดงในรูปที่ 2.7 

เมื่อมีการยอยสลายเพียงบางสวนของไพรีน แลวไมสามารถยอยสลายตอไปได เกิดการ
สะสมอยูในระบบ จะเรียกสารมัธยันตนั้นวา “dead-end metabolites” ซึ่งบางชนิดเปนอันตราย
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ตอแบคทีเรียหรือส่ิงมีชีวิตอื่น เชน 6,6’-dihydroxy-2,2’-biphenyl dicarboxylic acid สรางโดย 
Mycobacterium sp. สายพันธุ  AP1 (Bouchez และคณะ, 1995 ; Vila และคณะ, 2001)     

สารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนสวนมากมีลักษณะที่คลายคลึงกัน เพราะคาดวา
เกิดจากการทํางานไดของเอนไซมที่คลายกันและมีตําแหนงที่เขาจับคลายกันครอบคลุมสาร PAHs 
หลายชนิด (รูปที่ 2.6) (Heitkamp และคณะ, 1988b) สามารถกลาวไดวาการยอยสลายไพรีนโดย
แบคทีเรียจะเกิดจากการแตกโมเลกุลไพรีนตรงระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 กับ 2 และ 4 กับ 5 
เปนสวนใหญ ไดสารมัธยันตทั้ง ซีส- และ ทราน-ไดไฮโดรไดอัลส จากการทํางานของเอนไซม      
ไดออกซีจิเนส และ/หรือโมโนออกซีจิเนส (Heitkamp และคณะ, 1988b ; Walter และคณะ,1991)  
ซึ่งไมจําเพาะเจาะจงมากนักขึ้นอยูกับความสามารถเฉพาะของสายพันธุแบคทีเรียที่คัดแยกได 
(Dean-Ross และคณะ, 2002) การทํางานจะเกิดจากเอนไซมตัวเดิมหรือตัวใหมตามขั้นตอนของ
แตละวิถีของแบคทีเรียเหลานั้น เมื่อยอยไดจนเหลือ 3 วงเบนซีนจะเขาสูวิถีการยอยฟแนนทรีน 
และสุดทายจะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และเซลลโปรตีน เมื่อมีวิถีเมตาบอลิสมสมบูรณ (Wilson 
และ Jones, 1993)  แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนไดบางครั้งใชเวลาในการปรับตัวกอน
ระยะเวลาหนึ่ง อาจเปนเพราะพิษของสาร PAHs ที่ละลายในตัวทําลายอินทรียเองมีผลตอ
แบคทีเรีย (Bouchez และคณะ, 1997) เพื่อเปนการลดเวลานี้ลง จึงอาจจะตองมีการกระตุนการ
ทํางานของเซลลกอนโดยเลี้ยงในไพรีนที่ความเขมขนต่ํากวาที่ทดลองจริง  หรืออาจจะเติม
สารอาหารที่ใชงายเชน น้ําตาลกลูโคส รวมดวย แลวจึงนําเชื้อมาทดสอบการยอยสลายไพรีนอีก
คร้ังจะชวยลดเวลาปรับตัวไดและชวยใหประสิทธิภาพการยอยไพรีนอยางสมบูรณไดเพิ่มข้ึนเทาตัว 
(Heitkamp และคณะ, 1988a)    

การยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม สวนมากจะมีผลดีตอการยอยสาร PAHs แตละ
ชนิดในระบบ ซึ่งถูกยอยสลายมากขึ้น  แตบางงานวิจัยพบวาฟแนนทรีนมีผลยับยั้งการยอยสลาย
ไพรีน โดยชะลออัตราการยอยใหชากวาปกติ เนื่องจากแบคทีเรียเลือกใชฟแนนทรีนกอน ซึ่งใชได
งายกวาแลวจึงใชไพรีนเมื่อฟแนนทรีนหมด (Yuan และคณะ, 2000)  จากการศึกษาหลายการ
ทดลอง พบวาในภาวะที่ไพรีนอยูรวมกับสาร PAHs อ่ืน จะเกิดทั้งการสงเสริมเรงการยอยไพรีนและ
การยับยั้งแบบแขงขัน (Dean-Ross และคณะ, 2002) ทําใหการยอยไพรีนใหชาลงแตกตางกัน 
ข้ึนอยูกับลักษณะของสารวาอยูในรูปของผลึกหรือละลายอยูในตัวทําละลาย เพราะรูปผลึกมีผล
ยับยั้งมากกวา (Tiehm และ Fritzsch, 1995)  และการยอยสลายไพรีนยังขึ้นอยูกับความเขมขน
และจํานวนชนิดของสาร PAHs ในระบบนั้น ๆ (Bouchez และคณะ, 1995 ; Bastiaens และคณะ, 
2000) รวมถึงการเติมตัวทําละลายอินทรียที่ไมชอบน้ําบางชนิดเขาไปในระบบ จะลดประสิทธิภาพ
การยอยสลายไพรีนได (Jimenez และ Bartha, 1996)     
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ตารางที่ 2.4 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม 
 

แบคทีเรีย โคสับสเตรท เอกสารอางอิง 
Mycobacterium sp.  
สายพนัธุ PYR-1 
 
Mycobacterium sp. 

เปปโตนและสารสกัด
จากยีสตและแปงที่
ละลายน้ํา 
เปปโตนและสารสกัด
จากยีสตและแปงที่
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 
ฟแนนทรนี  
แอนทราซนี 
สารอินทรีย 
ฟแนนทรนี 
ฟแนนทรนี 
 
 
สารสกัดจากยสีต  
เปปโตน ทริปโตน
และน้ําตาลกลูโคส 
ฟลูออรีน ฟแนนทรนี 
ไดเบนโซไทโอฟน 
ฟลูออแรนทนี 
ฟแนนทรนี 

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 แสดงวิถกีารยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียบริสุทธิ ์(Pinyakong, 1999) 
 
ไพรีนสามารถเปนโคสับสเตรทในการยอยสลายสาร PAHs อ่ืน ๆ ได ไดแก ฟลูออรีน 

(Tiehm และ Fritzsch, 1995)  ฟลูออแรนทีน ในทางกลับกับฟลอูอแรนทีนก็เปนตัวยับยั้งแบบ
แขงขัน(competitive inhibitor) สําหรับการยอยไพรีนโดย Mycobacterium flavescens  (Dean-
Ross และคณะ, 2002)     
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จํานวนแบคทีเรียที่ใชทดสอบการยอยสลายก็เปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการยอยสลายไพรีน 
โดย Grosser และคณะ(1991) รายงานวาการเติมจํานวนหัวเชื้อใหเพิ่มข้ึนจาก 108 เปน 2 x 109 
CFUตอกรัมดิน จะกระตุนการยอยไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพไดดียิ่งขึ้น เชนเดียวกับการทดลอง
ของ Daane และคณะ(2001) ที่เติมเชื้อ 109 เซลลตอมล.ในดินที่เติมไพรีน พบวาสามารถลดไพรีน
ไดอยางมาก ซึ่งแบคทีเรียที่ใชไมสามารถยอยสลายไพรีนไดที่ความเขมขน 106-107 เซลลตอมล. 
และรายงานของ Juhasz และคณะ(2000) ที่ใชหัวเชื้อที่ความเขมขนสูงกวาปกติ(7.5 x 107 เซลล
ตอมล.) จะสามารถยอยไพรีนได 98 %ในเวลา 5 วัน และยอยได 74 %ในเวลา 42 วัน เมื่อใชสาร 
PAHs ผสมกันหลายชนิด แตมีระยะเวลาปรับตัว  7 วันและเชื้อลดลงเปน 2.5 x 107 เซลลตอมล. 
ซึ่งเชื้อแบคทีเรียนี้แยกจากดินที่ปนเปอนจากโรงงานอุตสาหกรรม ใหผลเชนเดียวกับ Ye และคณะ 
(1996) ซึ่งใชหัวเชื้อ 108 เซลลตอมล. 

2.9.2 กลุมแบคทีเรีย  
ปกติในสิ่งแวดลอมที่ถกูปนเปอนนัน้โดยเฉพาะดนิหรือตะกอนดนิตาง ๆ ทีน่ํามาคัดแยก

แบคทีเรียที่ใชไพรีนได จากสภาวะแวดลอมทั่วไป แบคทีเรีนในแหลงนั้น ๆ จะมีการทํางานแบบ
อาศัยซึ่งกันและกันอยูแลว รวมทั้งความสัมันธกับจุลินทรียชนิดอืน่ในดิน อาทิ รา แอคติโนมัยซิส 
โปรโตซัว และไซยาโนแบคทีเรีย เพราะดินมี แบคทเีรีย รา แอคติโนมัยซิส และจุลินทรียอ่ืน         
ในปริมาณที่ตางกนั โดยมีแบคทีเรียมากทีสุ่ด ซึ่งจาํนวนของแตละชนิดจะลดลงตามความลึกของ
ดิน โดยจะพบจํานวนมากสดุที่ความลกึไมเกิน 25 เซนติเมตรจากผิวดิน (Csuros, 1999 ; Saval, 
2000) จากคณุลักษณะทีก่ลาวมาจึงมีวิธกีารบําบัดสารพิษในดิน โดยการเติมสารอาหารตาง ๆ ลง
ในดินนั้น ๆ และเพิ่มปจจัยตาง ๆ ในการยอยสลายและชวยในการเจริญเติบโตของจุลินทรียตาง ๆ 
มากมายหลายงานวิจัย (Korda และคณะ, 1997)  แตวธิีการนี้ไมสามารถระบุการทาํงานไดชัดเจน 
เพราะในดินมปีจจัยที่เกี่ยวของหลายประการและมีผลการทดสอบเฉพาะในดิน ซึง่ใชเวลานานกวา
จะเหน็ผล จงึมีแนวความคิดที่จะศึกษาการยอยสลายโดยเชื้อผสม เชน แบคทีเรียกับแบคทีเรีย 
(Bouchez และคณะ, 1995)  แบคทีเรียกับรา (Boonchan และคณะ, 2000) ซึง่ชวยใหสามารถ
อธิบายความสัมพันธไดชัดเจนขึ้นกวาเดิม  

การศึกษาการบําบัดทางชวีภาพในสิง่แวดลอมโดยกลุมแบคทีเรีย เร่ิมจากการบําบัดสาร
ไฮโดรคารบอนในน้ํามนัดิบที่ปนเปอนที่สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติดังทีก่ลาวมาแลว  ใน
รายงานของป ค.ศ.1975 ของ Horowitz และคณะ ซึ่งพบวามีเชื้อเดี่ยวใชบางสวนของสาย
ไฮโดรคารบอนกอน แลวเกดิสายไฮโดรคารบอนใหมทีส่ามารถใชไดโดยแบคทีเรียชนิดตาง ๆ เปน
สารอาหารในการเจริญเติบโต (Ghazali และคณะ, 2004) ตอมาในป ค.ศ.1984 Rambeloarisoa 
และคณะ ศึกษาแบคทเีรีย 8 สายพันธุ( 6 สกุล) ซึ่งสามารถยอยสลายน้าํมันดิบไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยสามารถพิสูจนไดวาม ี 3 สายพนัธุทีม่ีความสาํคัญตอการยอยสลาย เพราะเมือ่
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ขาดแบคทีเรียทั้งสาม ประสิทธิภาพการยอยลดลงอยางมาก เปนการสนับสนุนทฤษฏีที่วา 
“แบคทีเรียแตละสายพันธุในกลุมแบคทเีรียสามารถชวยยอยสลายสารปนเปอนไดอาจตองอาศัย
การทาํงานของสายพนัธุอ่ืนในระบบในการดํารงชีวิต ซึง่สารนั้นจะเปนแหลงพลงังานบางสวนและ
แหลงคารบอนทีห่าไดยากในขณะนัน้”  เชนเดียวกับรายงานของ Komukai-Nakamura และคณะ 
ในป ค.ศ.1996 ทีพ่บวา Acinetobacter sp. สายพันธุ T4 จะยอยอัลเคนและไฮโดรคารบอนอ่ืน ๆ 
ในน้าํมันดิบชนิดเบาแลวเกดิสารมัธยนัตที่ถูกสะสมไว จากนั้น Pseudomonas putida สายพนัธุ 
PB4 จะใชสารมัธยันตที่สะสมนั้นตอไปและพรอมกับยอยสลายสารทีม่ีวงเบนซนีในน้ํามนัดิบตอไป
จนหมดในเวลาตอมา  โดยคาดวาเปนการทาํงานสงเสริมกันและกนัทีละขั้นตอนของแบคทีเรีย
อยางมีประสิทธิภาพ (Ghazali และคณะ, 2004)  สอดคลองกับการทดลองของ Bouchez และ
คณะ (1995) ที่ใชแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ  Pseudomonas stutzeri สายพันธุ SNapKa1 ที่
สามารถใชแนพทาลีนไดและ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ที่สามารถใชฟแนนทรีนได 
เมื่อเติมเชื้อทัง้สองในภาวะทีม่ีแนพทาลนีและฟแนนทรนี พบวาสามารถลดแนพทาลีนไดหมดและ
ลดฟแนนทรีนได 83 % แมวาแนพทาลีนจะมพีิษตอสายพนัธุ SPheNa1 ก็ตาม และเมื่อใช 
Rhodomonas sp. SFltNa1 รวมกับ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ทีส่ามารถใชฟแน
นทรนีและฟลอูอแรนทีนไดทั้งสองสายพนัธุ เมื่อเติมรวมกันพบวามีประสิทธิภาพการยอยทัง้ฟแน
นทรนีและฟลอูอแรนทีนสงูขึ้นอยางมาก ดังนัน้ผูวิจยัจึงคาดวาการยอยสาร PAHs ตามสภาวะจริง
ของสิ่งแวดลอม(รวมกันมากกวา 1 ชนิด) จะเกิดการทํางานรวมกนัของกลุมแบคทเีรียและจุลินทรีย
อ่ืนอยางมีประสิทธิภาพสมบรูณ ดังผลการทํางานรวมกนัของแบคทีเรียสกุล Sphingomonas 2 
สายพนัธุ( Sp.aromaticivorans สายพันธุ B0695 และ Sp. paucimibilis สายพนัธุ EPA505) ที่
สามารถยอยสลายสาร PAHs ที่วงเบนซีน 2-5 วง(6ชนิด) ในถังหมกัที่เปนแบบสองสถานะระหวาง
น้ํากบัโดเดเคน(dodecane) ไดดีมากกวาการใชแบคทีเรียบริสุทธิแ์ละไมเกิดผลกระทบจากสาร 
PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลตํ่า (Daugulis และ McCracken, 2003 )  ซึง่การยอยสลายไพรีนโดย
กลุมแบคทีเรียเทาที่ผานมามดีังตารางที่ 2.5 

ในปจจุบันพบวาจาํนวนของสายพนัธุของแบคทีเรียมีผลตอการบําบัดไฮโดรคารบอนที่
ปนเปอนในดนิ ดังรายงานของ Ghazali และคณะ(2004) ที่พบวาแบคทีเรียกลุม 2 ที่ประกอบดวย
แบคทีเรีย 6 สายพนัธุ( 3 สกุล ประกอบดวย Pseudomonas sp. สายพนัธุ S4.1 และ S5 กับ 
Bacillus sp. สายพันธุ S3.2, O63 และ 113i กับ  Micrococcus sp. สายพันธุ S ) สามารถ
ยอยอัลเคนและไฮโดรคารบอนสายสัน้(C15-C22) และพรีสทนีไดมากกวาแบคทีเรียกลุม 1 ที่
ประกอบดวย 3 สายพันธุ( 2 สกุล ประกอบดวย Pseudomonas sp. สายพนัธุ S4.1 และ S5 กับ 
Bacillus sp. สายพนัธุ S3.2 ) ผูวิจยัคาดวาแบคทีเรียสกุล Bacillus ซึ่งเปนแกรมบวกทีม่ีผนงัเซลล
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หนากวาและมีภาวะเอนโดสปอร ทําใหสามารถทนตอพิษของสารปนเปอนไดสูงกวาแกรมลบ อัน
นาจะเปนแบคทีเรียทีจ่ะไดรับความสนใจศึกษาถงึความสําคัญในการบําบัดทางชีวภาพในอนาคต 
 
ตารางที่ 2.5 แสดงกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 
กลุมแบคทีเรีย โคสับสเตรท เอกสารอางอิง 
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 
 
 
 
ไมมี 
 
 
ไมมี 
 
ไมมี 
 
 
 
 
 
ฟแนนทรนี 
 
 
 
ไมมี 

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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เนื่องจากพบวากลุมแบคทีเรียสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่น้าํหนกัโมเลกุลสูงได จึงทาํ
ใหผูวิจัยพยายามแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์ เพื่อจะศึกษาความสําคัญและหนาที่การทาํงานในกลุม
แบคทีเรีย ซึง่พบวาเชื้อบริสุทธิ์ยงัคงมีความสามารถในการยอยฟแนนทรีนได แตประสิทธิภาพต่ํา
กวาเชื้อรวม (Yuan และคณะ, 2000)  และเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดไมมศีักยภาพดงัเดมิ แตสงเสริมให
ประสิทธิภาพการยอยสลายของกลุมแบคทีเรียดั้งเดิมสูงขึ้นและมีการเจริญเพิ่มจํานวนมากขึน้ตาม
เวลาในกลุมแบคทีเรีย ในขณะที่อัตราการยอยสลายก็เพิ่มข้ึน (Kanaly และคณะ, 2002) 

การทดลองในหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวากระบวนการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย มี
ความสําคัญตอการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ดังตอไปนี้  

Cerniglia และคณะ (1979) รายงานวา Beijerinckia สายพันธุกลาย และ 
Cunningnamella elegans รวมกันยอยสลายไดเบนโซฟูแรน  โดยรายอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 
ทรานส-ไดไฮโดรไดออล แลวแบคทีเรียจะยอยสลายตอจนไดคาทิคอล 

ในป 1996 Juhasz และคณะ รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ VUN 
10,001  VUN 10,002 และ VUN 10,003 สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ [เอ,เอช]      
แอนทราซีน และไครซีน ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5, 6 และ4 ตามลําดับ เปนแหลง
คารบอน และพลังงานได 

การศึกษาของ Boonchan และคณะ (2000) ใช Penicillium janthinellum สายพันธุ 
VUO10,004 ยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเปนสารมัธยันตรที่ไมถูกยอยสลายตอ เมื่อนํา 
Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10,010 มาเลี้ยงรวมกันกับราชนิดนี้ในอาหาร 
BSM เพื่อทําการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน  พบการเจริญของแบคทีเรียและเกิดการยอยสลาย 
เบนโซ(เอ)ไพรีนไดอยางสมบูรณ 

 
2.10 การเพิม่ประสิทธิภาพการบําบัดไพรีน 
   

2.10.1 การเติมสารลดแรงตึงผิว 
 สารลดแรงตึงผิว เปนสารประกอบอินทรียที่ม ี 2 สวนสําคัญ คือ สวนที่มีประจุ(ขัว้) กับ 
สวนที่ไมมีประจุ(ไมมีขั้ว) ซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ําและไมชอบน้ํา ตามลําดับ จากผลการทดลองที่
ผานมา พบวามบีางชนิดทีส่ามารถเพิ่มการละลายของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนไดมากขึ้น   ดัง
รายงานของ Madsen และ Kristensen (1997) เพิ่มประสิทธิภาพการยอยไพรีนในดินปนเปอนได
เกิน 50 % ในเวลา 42 วัน โดยเติม non-ionic surfactant ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอกรัม
ของดินในขณะที่บางชนิดยบัยั้งการลดไพรีน แตสงเสรมิการการเจริญของจุลินทรยีโดยรวม ยกเวน 
จุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได(degraders) (Carmichael และ Pfaender, 1997) 
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2.10.2 ปุยหมักธรรมชาต ิ
 เนื่องจากในปจจุบันวธิีการบําบัดในพืน้ทีป่นเปอนหองปฏิบัติการสามารถในระดับหนึง่
เทานัน้  ซึง่ในสนามจรงิตองใชปริมาณหัวเชื้อสูงมาก และโอกาสการรอดชีวิตของแบคทีเรียมีจาํกดั 
เนื่องจากมปีจจัยหลายอยางที่มีผลกระทบความอยูรอดและคักยภาพในการยอยสลายของ
แบคทีเรียผนวกกับปจจุบนัวสัดุทางการเกษตรและมูลสัตวเหลืออยูในสิ่งแวดลอมจํานวนมาก จงึมี
การคิดนํามาใชในการบําบัดสารปนเปอน เพื่อใหแบคทเีรียทองถิ่นใชเปนแหลงอาหารและเปนการ
ลดขยะในทางออม ซึ่งคาดวาเกิดการยอยสลายไดโดยตรงและแบบโคเมแทบอลิซึม 
              ปุยหมัก(compost)เปนขบวนการทางชีวภาพทีจุ่ลินทรียทาํการยอยสลายและใช
สารประกอบอนิทรียภายใตภาวะที่เหมาะสม เชนที่อุณหภูมิที่มากกวา 50 Oซ ซึ่งสามารถเพิ่มการ
ทํางานของเอนไซมในการยอยสลาย การละลายของสารและอัตราการเคลื่อนที่ออกจากสิง่ที่จับอยู  
ตองมีอากาศถายเท(ออกซิเจนมากกวา 75 %)สําหรับการแตกโมเลกลุสารไดอยางสมบูรณ (Wan 
และคณะ, 2003) โดยมีการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย 4 ขั้นตอน (Šašek และคณะ, 2003)  
 1.มีการเจริญของจุลินทรียที่ชอบอุณหภมูิ 30-45 Oซ (mesophilic  
 microorganisms) ซึ่งมีความหลากหลายสูง 
 2.มีการเจริญของจุลินทรียที่ชอบอุณหภมูิ 45-75 Oซ (thermophilic  
 microorganisms) และสามารถพบแบคทเีรียที่สรางสปอรและราที่ทนรอน 
 3.อุณหภูมิลดลง จะพบราทีช่อบอุณหภูมิ 30-45 Oซ 
 4.เกิดการยอยสมบูรณไดปุยหมัก สารประกอบอินทรียถกูใชหมด ชนิดของจุลินทรียมี 
 จํานวนคงที่และเนื้อปุยหมกัมีสภาพคงตวั 
 ดวยความหลายหลายของกจิกรรมและชนดิของจุลินทรยีจึงมีประโยชนตอการบําบดัทาง
ชีวภาพ โดยไมตองมีการดูแลยุงยากและตนทนุต่ํา จงึมกีารใชในการบําบัดไพรีนและสาร PAHs 
อ่ืนดังรายงานตอไปนี้ 

Potter และคณะ (1999) รายงานวาการเติมปุยหมกัหรอืสารอาหารแบบตาง ๆ กนัในดินที่
ปนเปอนไพรีนและสาร PAHs อ่ืน ๆ  สามารถลดปริมาณไพรีนไดอยางรวดเร็วใน 4 สัปดาหแรก 
แลวคงที่ในสปัดาหที่ 8 โดยการลดลงอยางชา ๆ จนคงทีน่ั้น อาจจะเกิดจากจุลนิทรียไมสามารถ
เขาถึงและทําลายบางสวนของไพรีนที่จับอยางหนาแนนกับอนุภาคดิน หรือ เกิดจาก long-term 
stress ซึ่งมีผลใหผนงัเซลลเปลี่ยนองคประกอบ มีผลใหผนงัเซลลมีความเลือกผานไพรีนและสาร 
PAHs ลดลง ทาํใหลักษณะการยอยคงที่ (เพิ่มสัดสวนของกรดไขมันอิ่มตัวไซโคลโพรเพนชนดิ 
cyclo 19:0 ตอ กรดไขมันไมอ่ิมตัวชนิด 18:1w7cis ใหสูงขึ้น) หรือ ผลจากอุณหภูมิสูงในดินที่
ทดลอง เพราะผูวิจัยเคยพบวาที่สูงกวา 60 Oซ ทาํใหจลุินทรียที่ยอยฟแนนทรนีหายไป จากการ
ทดลองนี้สามารถลดสาร PAHs ที่ม ี 2-3 และ 4 วงแหวนเบนซนีไดประมาณ 87 และ 61 % 
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ตามลําดับ แตไมสามารถลดที่มี 5-6 วงแหวนเบนซนีได เมื่อพิจารณาไพรีน พบวาการเติม 1 % 
activated sludge ในดินปนเปอนลดไพรีนไดสูงสุดเทากบั 76.5 % 

Haderlein และคณะ (2001) เติมปุยหมกัใบเมเปลและหญาอัลฟาฟาอาย ุ 1 เดือนในดนิ
ปนเปอนสาร PAHs 630 มก.ตอกก.ดิน ที่มีไพรีน 130 มก.ตอกก.ดิน ทิง้ได 3 เดือน พบวาสามารถ
ลดไพรีนเหลือประมาณ 16 มก.ตอกก.ดนิ และทาํใหกรดฮิวมิกเพิม่ข้ึนประมาณ 2 เทา เมื่อดินที่
เติมปุยหมักเตมิในดินปนเปอนไพรีน พบวาสามารลดไพรีนไดมากกวา 50 % ภายใน 15 วนั ดีกวา
การเติมกรดฮวิมิกอยางเดียว ซึง่คาดวานาจะเกิดจากปจจัยตางๆ ทีม่ผีลตอการลดไพรีน เชน การ
เพิ่มแหลงอาหาร วิตามิน แรธาตุ จุลนิทรียประจําถิน่ หรือการเพิ่มอัตราการเคลื่อนทีข่องออกซิเจน
ในระวางที่เกิดการหมกั 

Šašek และคณะ (2003) เตรียมปุยหมักจากเศษเห็ด(white button mushroom, 
Agaricus bisporus) ผสมกับ ฟางขาว มูลไกและยบิซัม จากนั้นเติมในดินปนเปอนสาร PAHs 
พบวาสามารถลดสาร PAHs แตละชนิดได 37-80 % ภายในเวลา 100 วัน โดยลดไพรีนได 51 
%(131.7 ± 3.4 เหลือ 67.4 ± 2.8 มก.ตอกก.ดนิ) 

Wan และคณะ (2003) เติมมูลสุกร ของเสียจากโรงงาน(sewage sludge)และกากถั่ว
เหลือง ในดินที่เติมฟแนนทรีน แอนทราซนีและไพรีน พบวาลดสาร PAHs ไดสูงสุดในวนัที ่4 ถงึ 30 
หลังจากเติมปุยหมกัแตละชนิดและมีแบคทีเรียเพิ่มสูงสดุ  โดยไพรีนมเีวลากอนการลด 14 วนั และ
การเติมปุย 3 ชนิด พบวามูลสุกรมีประสิทธิภาพในการยอยสาร PAHs ดีที่สดุ โดยคาดวาการลด
สาร PAHs นัน้เกิดจากการทํางานของจุลนิทรียเปนสาํคัญ  

Charoenchang และคณะ (2003) พบวาการเติมวัสดุทางการเกษตรไดแก เปลือกถัว่ลิสง 
และใบจามจุรี สามารถชวยเรงการยอยสลายสาร PAHs ในดนิไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยลด
ไพรีนจนตรวจไมพบภายในเวลา 42 วันของการทดลอง ซึ่งคาดวาเกิดจากการทาํงานของแบคทีเรีย
ที่อยูบนวัสดุทางการเกษตร 

สุพินดา ศิริวราศิลป (2545) ใชใบไมของพืชตระกูลถัว่ที่รวงหลน(ใบจามจุรี ใบมะขามและ
ใบนนทรี) เตมิในดินที่ถูกปนเปอนดวยไพรีน พบวาใบมะขามสามารถลดไพรีนไดหมด ภายใน 56 
วัน รองลงมาคือ ใบจามจุรีและใบนนทรี และเมื่อปรับพารามิเตอรใหเหมาะสมดวยแลว พบวาการ
ยอยสลายไพรีนเพิม่ข้ึนเปน 93 %จาก 75 % ในขณะเดยีวกนัจํานวนแบคทีเรียที่เกดิวงใสบนจาน
เลี้ยงเชื้อที่พนทับดวยไพรีนก็เพิ่มข้ึนอยางสอดคลองกันกับการลดลงของไพรีน   

จากผลการทดลองที่มีรายงาน อาจสรุปไดวาการลดของไพรีนและสาร PAHs ท่ีปนเปอน
ในดินเกิดจากการทาํงานของจุลินทรียที่อยูบนเศษวัสดุและปุยหมกัทีเ่ติม ดังนัน้แบคทีเรียที่อยูใน
ปุยหมกันัน้จงึมีความสาํคัญตอการบําบัดไพรีนในสิง่แวดลอม  
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2.11 ความสมัพันธระหวางพืชและจุลนิทรียในการบําบัดทางชีวภาพ 
 
 การบําบัดสารปนเปอนในสิง่แวดลอมโดยพืชที่เกี่ยวกับจุลินทรีย สวนใหญนักวิจยัมุง

ศึกษาสภาพแวดลอมบริเวณรากพืช (Rhizosphere) ซึ่งรากพืชชวยปองกนัการกดักรอน ใหความ
มั่นคงและเพิ่มประมาณและชนิดจุลินทรีย  สารจากรากพืช (root exudates) อาจจะเปน co-
substrates ในการยอยสลายสารพิษของจุลินทรีย โดยการกระตุนชุดยีนที่ถูกตองในการยอยสลาย
สารได ในขณะเดียวกนัรากพืชยงัเปลี่ยนสภาพของรูในดิน เปนการเพิ่มการไหลเวยีนอากาศ  ดงัที่
กลาวมาสามารถอธิบายถึงประโยชนของรากพชืไดดังนี้ (Romantschuk และคณะ, 2000) 

1. ชวยรักษาแบคทีเรียเปาหมายใหมีจํานวนสูงตลอดเวลาที่บริเวณราก 
2. สรางสภาวะพลังงานสงู ทําใหเกิดการทาํงานของเอนไซมที่ใชในการยอยสลายได 
3. ผลของความสัมพันธของแบคทีเรียทีย่อยสลายไดบริเวณรากพืช ทําใหจุลินทรียอ่ืนทีม่ี

ประโยชนสามารถชวยยอยสลายได เชน ราที่สามารถยอยสลายรวม(co-degrade) ของ
สารชนิดเดียวกันหรือสารมัธยันตที่ไดจากแบคทีเรีย ใหถูกยอยตอไปจนสมบูรณ 

4. รากพืชบางชนดิอาจผลิตสารบางชนิดที่เปนสารอาหารรวม(co-substrates)ตามธรรมชาติ
ออกมาชวยในการยอยสลายของแบคทีเรีย เมื่อสารปนเปอนมีอยูในระดับตํ่า 

5. ไมยืนตนสงเสริมใหแบคทีเรียที่อาศยัอยูรวมกัน มีชวีิตอยูไดตลอดป 
6. รากพืชพาจุลนิทรียไปยงัดินชั้นตาง ๆ ได โดยไมตองมีการผสมกลับหนาชั้นดนิ 
7. พืชยึดอยูบนผวิดิน ชวยปองกันการชะลางหนาดินและน้าํทวมทีพ่ัดทาํลายหนาดิน มผีลให

สารพิษไมถกูพาขึ้นสูผิวดิน 
8. พืชชวยเก็บน้ําไว ชวยลดอัตราการไหลของน้ํา เปนการชะลอการแพรสูน้ําผิวดนิของ

สารพิษ 
9.  พืชอาจเก็บสะสมโลหะหนกัจากดนิไวในตนพืช 
10. พืชทาํตัวเปนผูเติมแตงความงามตามธรรมชาติใหกบัพืน้ทีท่ี่ถกูปนเปอนใหดูดีขึ้น 
Romantschuk และคณะ (2000) รายงานวาดินที่ปนเปอน ถาไมมพีืชในภาวะที่มีสารปนเปอน

และแบคทีเรียที่สามารถยอยสารปนเปอนนั้นได ความเขมขนของสารปนเปอนนัน้ลดลง อาจเกิด
จากแบคทีเรียชนิดนัน้ตายไปเพราะไมมพีชืที่ใหสารบางอยางอยูรวมดวย ถึงอยางไรควรที่จะดู
ความเหมาะสมของพืชและแบคทีเรียหรือจุลินทรียที่จะใชบําบัด วาจําเปนจะตองอยูรวมกันจริง
หรือไมกอนทําการบําบัดจริง เพราะหากมีขอมูลไมเพียงพอ อาจเกดิผลเสียมากกวาผลดีตามมา
ภายหลงัได เชน พืชเปนโรคและตาย จุลนิทรียตายไมสามารถลดสารปนเปอนได 
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2.12 การปนเปอนสาร PAHs ในพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 
 
สาร PAHs เปนสารที่อยูในกลุมของสารประกอบอินทรียกึ่งระเหย (semivolatile organic 

compounds, SOCs) ที่มีความดนัไอระหวาง 10-6 ถงึ 10 พาสคาล   ในป ค.ศ.1980 พบวาในใบ
สนและใบของตนไมสะสมสารขางตนจากอากาศและเปนทีก่ังวลกนัวา สารเหลานีจ้ะถายทอดมาสู
คนและสัตวโดยผายทางพชืที่รับประทานเขาไป (รูปที ่ 2.1) ซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นในประเทศทีพ่ัฒนา 
ไดรับจากอาหารที่ทาํจากธญัพืช น้าํมันและไขจากพืช และผักตาง ๆ    พืชเปนเสมือนที่รองรับสาร
เหลานี้ ซึง่ในป ค.ศ.1994 พบวา 44 %ของสาร PAHs ที่ปลอยออกมาในภาคตะวันออกเฉียงเหนอื
ของสหรัฐอเมริกาถูกดูดซับโดยพืช อยางไรก็ตามแตหลงัจากเก็บตัวอยางหลายแหงใหมากขึ้น ในป 
ค.ศ.1997 พบวาคาการดูดซับไวลดลงเปน 4 %   โดยแสดงใหเห็นวาปาไมทาํตัวเปนตัวกรอง
สารอินทรียเหลานี้จากอากาศในทายที่สุดแลวก็คือ สารประกอบที่ไมชอบน้ําอยางมาก ซึ่งมีคา
สัมประสิทธิ์แบงละลายระหวางออกทานอลกับอากาศมคีาสูง (log Koa อยูระหวาง 7 และ 11) ซึ่ง
เปนชวงที่บอกวามีปริมาณสาร PAHs, PCBs, PCDD/Ps อยางมาก 

โดยทัว่ไปพืชสามารถเปนที่รองรับไดเพียงชั่วคราว เพราะพืชจะมีอายุอยูเพยีงเวลาหนึ่งเทานัน้ 
การรวงของใบไมและกิ่งกานและแขนงของตนไม การหลดุลอก สึกกรอนของชั้นไข (wax layers) 
เกิดจากกระแสลม ฝน และหรือ การขูดและเสียดสีใบไม เปนเหตุใหสาร PAHs ที่ถูกสะสมไวเขาไป
ปนเปอนในดนิ(รูปที่ 2.1) นอกจากนี ้ มีบางรายงานวาหลังจากนั้นจะถูกทําลายโดยแสงแดด
(Photodegraded) แตยังไมมีการทดลองสนับสนุน ทายนี้การปนเปอนในพืชจะถูกนาํไปติดตาม
มลพิษทางอากาศ เพราะวาพืชมีการปนเปอนอยูตลอดเวลาและเก็บไดมากกวาตวัอยางอากาศ ซึ่ง
สามารถใชเปนตัวบงชี้แหลงกําเนิดและบงบอกระดับการปนเปอนของแตละแหลงไดในเชิง
คุณภาพ  ตวัอยางเชน จากการเปรียบเทียบตัวอยางพืชทัว่โลก พบวาสามารถบอกผลกระทบการ
กลั่นตัว/รวมตวัของสารนี้ของโลกได อาท ิ สารนี้จะถูกพัดพาจากบริเวณอบอุนไปยงับริเวณทีเ่ยน็
กวาที่ซึง่เกิดจากการควบแนน    ลกัษณะการสะสมสารเหลานี้มีอยูสองสภาวะแบงเปน 

1.ภาวะสมดุล โดยพชืสะสมสารนี้ แตกตางกนัขึ้นอยูกับปริมาณและสวนประกอบของไข 
   ของใบพืชแตละชนิด และอุณหภูมิมีผลกระทบอยางมาก 
2.ภาวะไมสมดุล โดยพืชสะสมสารนี้แตกตางกนัขึ้นอยูกับอาย ุพืน้ทีแ่ละโครงสรางของใบ 
   พืชแตละชนดิ และอุณหภูมิไมคอยมีผลกระทบ เพราะตองอาศัยเวลา โดยเฉพาะสารที่ม ี
   คา log Koa สูง ๆ    กระแสลมมีผลกระทบ โดยเพิ่มการปนเปอนเมือ่แรงลมเพิ่มและลด 
   ความหนาของชั้น laminar boundary ลง  
หลังจากที่สาร PAHs สัมผัสบนใบหรอืลําตนของพชื จะถูกสงผานไปในชัน้ควิติเคิล 

(cuticle) (ชั้นนอกสุดของใบพืชทีม่ีลักษณะเหมือนไขมันทีก่ั้นระวางอากาศกบัพืช)  หรือ
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บางครั้งอาจเปนไปไดวาสารนี้จะถูกดูดซบัไวที่รากพืช(สวนที่ละลายน้ํา) เชน รากของพืชใน
วงศ Cuburbitaceae (Zucchini, pumkin) ที่สามารถสรางสารคัดหลั่งจากราก(root extract) 
ที่ซึ่งชวยเพิ่มการดูดซับสารกึง่ระเหยชนิดนีไ้ด (Bakker  และคณะ, 2000) การสะสมสาร 
PAHs ของพืชกลาวในภาคผนวก จ   

 
2.13 แบคทีเรียคัดแยกจากพืชทีส่ามารถยอยสลายสาร PAHs  ได 

 
เนื่องจากวาพชืสามารถสะสมสาร PAHs และจุลินทรียสามารถอาศัยอยูบนใบพืชได

เชนเดียวกนั (ภาคผนวก จ) รวมทั้งการเตมิปุยหมักจากเศษพืชสามารถลดสาร PAHs ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ดังนัน้จึงนาจะมีความเปนไดวาในใบไมธรรมชาติมีจุลินทรยีที่สามารถใชสาร
ปนเปอนนี้ได  

โดยมีผูคัดแยกกลุมจุลนิทรยีจากใบและเปลือกของตนยูคาลิปตัสและตนสนที่ถกูยอย
สลายบางสวน พบวากลุมจุลินทรียสามารถยอยสลายฟแนนทรีน สารประกอบคลอรีนและ 
nitroaromatic เชน ดีดีท ี และสารมัธยันตได ซึ่งผูวิจัยคิดวาสารประกอบธรรมชาติในพชือาจ
กระตุนยนีของจุลินทรียเพื่อยอยสลายสารประกอบเหลานี้ (Juhasz และ Naidu, 2000b) รวมทัง้
บริเวณรากพชืที่เจริญในที่ปนเปอนสารไฮโดรคารบอน ซึ่งบริเวณตะกอนดินชายฝงปากแมน้าํ โดย
พบวาพืชที่ใชแยกทัง้ 5 ชนดิ ไดแก Distichlis spicata, Juncus gerardi, Phragmites australis, 
Spartina altemiflora, และ Sporobolus airoids  มีแบคทีเรียที่สามารถใชสาร PAHs ได 3 สกุล 
คือ แกรมลบสกุล Pseudomonas  แกรมบวกที่ไมสรางสปอร Nocardioforms และแกรมบวกที่
สรางสปอรสกลุ Paenibacillus แตไมมีสายพันธุใดใชไพรีนได ยกเวน สายพนัธุ PR-P1 
(Paenibacillus validus) และ PR-P3 (Arthrobacter oxydans) ที่สามารถลดไพรนีในดนิได 94 
และ 78 % ตามลําดับ เมื่อเติมหัวเชื้อเขมขน 109 เซลลตอมล. โดยคาดวาการลดของไพรีนเกิดจาก
ความสัมพันธแบบสงเสริมรวมกนัอยางจาํเพาะระหวางแบคทีเรียที่เตมิกับจุลินทรียประจําถิน่ใน
ตะกอนดิน (Daane และคณะ, 2001)  

 
 

 
 



บทที่ 3  
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณในการทดลอง 
 

1. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) ของบริษัท Kokusan, Japan. 
4. ตูเข่ียเชื้อแบบ ISSCO larminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific 

Supply, USA. 
5. เครื่องเขยา (Gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
6. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ –70 o ซ ของบริษัท Forma Scientific, 

USA. 
7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan 
8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
9. ตูบมเชื้อ (Contherm digital series cooled incubator) ของบริษัท Contherm 

Scientific, New Zealand. 
10. ตูบมเชื้อ (Incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
11. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman Instrument Inc., USA. 
12. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (Bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
13. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (Centrifuge) รุน  ของบริษัท Kubota, Japan. 
14. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New 

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

Gilson, France. 
16. เครื่องปนผสม (Vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
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17. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-N ของบริษัท 
Tokyo Rikakikai, Japan. 

18. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดชอง 0.2 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของบริษัท 

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

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
21. แผนกรองชนิด FH ขนาดชอง 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, 

Japan.Disposable micropipette. ของบริษัท E. Merck, Germany. 
22. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (Ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England. 
23. ชุดเคร่ืองมือไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (High performance liquid 

chromatography, HPLC) (สําหรับตรวจสอบปริมาณ PAHs ที่เหลือและตรวจสอบ
สารมัธยันตร) 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (Liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu,   
  Japan. 
- คอลัมน (Column) : Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6 × 150 มม. ของบริษัท   
   Senshu Scientific, Japan 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- เครื่องบันทึก (Recorder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

24. กระบอกฉีดยาแกวขนาดเล็ก (Microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA. 
25. ชุดเครื่องมือ Mini Sub-Cell GT agarose gel eletrophoresis system ของบริษัท Bio-

Rad, USA. 
26. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (Thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo- Block SLTDB-120  ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
27. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (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. ฟแนนทรีน (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. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 
19. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (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. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA 
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29. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
 
3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 
 

เก็บตัวอยางใบไมของพืชตระกูลถั่ว (วงศ Leguminosae) ไดแก ใบจามจุรี   ใบมะขาม  
ใบนนทรี  ใบมะขามเทศ และใบกระถินณรงค ที่ปนเปอนควันหรือไอเสียเครื่องยนตจากบริเวณที่มี
การจราจรหนาแนนเปนเวลานาน(ตารางที่ 3.1)  โดยเก็บใบไมที่คอนขางผุพังมาผึ่งลมใหแหง คัด
แยกเอาเฉพาะใบ  ปนใหละเอียดดวยเครื่องสําหรับปนน้ําผลไม  โดยมีลักษณะทางกายภาพกอน
และหลังปนดังแสดงในรูปที่ 3.1 แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ จนกวาจะนํามาใช  โดยใบมะขามจาก 
จ.ชลบุรี สามารถกระตุนการยอยสลายไพรีนและฟแนนทรีนที่เติมในดินได ซึ่งคาดวาเปนผลมาจาก
จุลินทรียบนใบที่คุยเคยกับเขมาจากการเผาตนขาวในทุงนาเปนเวลานาน (สุพินดา ศิริวราศิลป, 
2545) เพราะเขมาเกิดจากการรวมตัวกันของสาร PAHs จนเปนกอนสีดํา (Warnatz, 2001) ใบ
กระถินณรงคมีขนาดใหญที่สุด  ซึ่งมีโอกาสสัมผัสไอเสียจากรถยนตมากที่สุด รองลงมาคือ ใบ
จามจุรี  ใบมะขามและใบมะขามแขก ตามลําดับ ใบจามจุรี ใบมะขามเทศและใบนนทรีมีขนใบ ซึ่ง
เปนลักษณะที่มักพบแบคทีเรียมากกวา (Yadav และคณะ, 2004)  

 
ตารางที่ 3.1 แสดงชนิดและสถานที่เก็บใบพืชตระกูลถัว่ 
 
ลําดับที่ (ชื่อยอ) ชนิดของใบไม บริเวณที่เกบ็ 

1 (TRF) มะขาม สนามหลวง  กทม. 
2 (TAF) มะขาม ทุงนา    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 ี ทางเดินเทาหนาคณะบัญชฯี จุฬาฯ กทม. 
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ก 

 
 
ข 

 
 

รูปที่ 3.1 แสดงใบไมกอน (ก) และหลังปน (ข) 
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3.3.1 คัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไม โดยวิธี  
        Enrichment culture technique 
 
     การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไม 
 
      เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียโดยการเติมเศษใบไมที่เตรียมไดในขอ 3.3 ปริมาณ 1 กรัม

ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM (carbon-free minimal medium) ที่
มีสารสกัดจากยีสต 0.05 %  ปริมาตร 100 มล. (Komukai-Nakamura และคณะ, 1996 และ 
Daane และคณะ,2001)  เขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหเศษใบไมและอนุภาค
ขนาดใหญตกตะกอน จากนั้นในสวนน้ําใสปริมาตร 5  มล. เติมลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. 
ซึ่งบรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 45 มล.และเติมไพรีนในรูปสารละลายไพรีนในไดเมทธิล
ซัลฟอกไซด (dimethyl sulfoxide, DMSO) โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเทากับ 0.1 มก.
ตอมล. และอีกชุดเติมไพรีนรวมกับฟแนนทรีนที่ความเขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล. เพื่อใชเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานของแบคทีเรีย เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 Oซ สังเกตการเจริญของแบคทีเรียจากความขุนของอาหารเหลวที่เพิ่มข้ึน  การเปลี่ยน
สีของอาหารเหลว และการลดลงของผลึกไพรีนเปรียบเทียบกับชุดควบคุม    ถายอาหารเหลวที่พบ
การเจริญของแบคทีเรียปริมาตร 5 มล. ลงในอาหารเหลวชนิดเดิมที่เตรียมใหม โดยทําขั้นตอนนี้ซ้ํา
ทั้งหมด 5  คร้ัง เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนใหมากขึ้น (Wackett, 2001) 

 
การคัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน 
 

 นําอาหารเหลวที่มีการเจริญของแบคทีเรียหลังจากถายเชื้อ 5 ครั้งมาเจือจางให ไดความ
เขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลาย  0.85 %โซเดียมคลอไรด และนําไปเกลี่ยบนผิวหนาอาหารแข็ง 
CFMM แลวพนทับผิวหนาอาหารแข็งดวยสารละลายไพรีน 2 %ในไดเอทธิลอีเทอรบมอาหารแข็งที่ 
30 Oซ จนกระทั่งพบการเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนไดจะสราง
บริเวณใสลอมรอบโคโลนีบนผิวหนาของอาหารแข็ง (Kiyohara และคณะ, 1982)   นําโคโลนีนั้นมา
เลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   อีกวิธีคือหลังจากที่เกลี่ยเชื้อ
เรียบรอย  นําผลึกไพรีนที่บดเปนผงมาวางที่ฝาใหมีปริมาณเทากับหัวไมขีดไฟ จากนั้นเคาะเบา ๆ 
ใหกระจายทั่วฝา โดยทําในตูปลอดเชื้อ เสร็จแลวพันรอยตอระหวางฝากับตัวจานเพาะเชื้อใหสนิท 
ดวยเทปกาว เพื่อปองกันไอระเหยของไพรีนออกมาภายนอกและลดการระเหยของน้ําในอาหาร
แข็ง(Carvalho และคณะ, 2002)   บมอาหารแข็งที่ 30 Oซ  จนพบการเจริญของโคโลนีแบคทีเรีย   
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ซึ่งแสดงวาสามารถใชไอไพรีนได  เก็บเชื้อโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ที่มี
ไพรีนเขมขน 0.1  มก.ตอมล. เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญอยูในชวงทายของชวงลอการิทึม  นําอาหาร
เหลวบรรจุลงในหลอดแชแข็ง (cryotube) และเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 50 % ผสมใหเขากันดวย
เครื่องปนผสม นําไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 หรือ -70 Oซ (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542) 
 

การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 

            แยกกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ แลวนํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาจากลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB และลักษณะการติดสีแกรมภายใตกลองจุลทรรศน 
รวมกับการจําแนกดวยสักษณะทางสรีระวิทยาและทางชีวเคมีตามคูมือ Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) 

 
3.3.2 การศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียที่แยกไดโดยการใชไพรีนเปนแหลง 
        คารบอนและแหลงพลังงาน 

  
เตรียมหัวเชื้อของกลุมแบคทีเรียโดยเกลี่ยกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกได ซึ่งเจริญในอาหารมี

ไพรีนอายุ 3 วัน ดวยไมพันสําลีที่ปราศจากเชื้อบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีโซเดียมซักซิเนตเขมขน 
0.1 มก.ตอมล. เลี้ยงเชื้อในตูอบ อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 2 วัน  เมื่อครบเวลาใหใชไมพันสําลี
ปราศจากเชื้อขูดเซลลมาละลายในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด วัดความขุนที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตรและเจือจางใหไดคาเทากับ  0.1  แลวเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 16 – 18 ชม. เพื่อทําใหเปน  resting cells (Grifoll และคณะ,1995) 
 เติมเซลลแขวนลอย(หัวเชื้อ)ของ resting cells ปริมาตร 0.1 มล.ลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มล. ที่มีไพรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในหลอดทดลองขนาด 22 มล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 Oซ เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 14 วัน   โดยมีชุด
ควบคุม 2 ชุด คือ ชุดมีอาหารที่มีไพรีนแตไมเติมหัวเชื้อและชุดอาหารเติมหัวเชื้อแตไมมีไพรีน   ซึ่ง
ชุดควบคุมและชุดทดลองทํา 2 และ 3 ซ้ํา ตามลําดับ  ติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยรวมดวย
วิธี Total plate count  และติดตามไพรีนดวยวิธีสกัดไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ(1992) เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20 Oซ จนกวาจะวิเคราะหดวยวิธี 
High performance liquid chromatography (HPLC) 
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วิธีการสกัดไพรีนและสาร PAHs อ่ืนที่เหลืออยูในอาหารเหลว  
(Grifoll และคณะ1992) 
 
ทําการปรับความเปนกรด-ดางของอาหารเหลวในเปนกรดที่ความเปนกรด-ดางเทากบั 2 

ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.5 นอรมัล ผสมใหเขากนัดวยเครื่องปนเหวี่ยง จากนัน้เติม
เอทิลอะซีเตท 5 มล. ปนผสมที่ความเร็วสงูเปนเวลา 1 นาที  ตัง้ทิง้ไวใหแยกชัน้  เกบ็ของเหลวสวน
ชั้นบนใสในหลอดทดลองขนาด 22 มล. อันใหม เติมเอทิลอะซีเตทปริมาตรเทาเดิมในอาหารเหลว
เดิม ใหทาํการสกัดดังขางตนอีก 2 คร้ัง (รวมเปนสกัด 3 คร้ัง) โดยรวบรวมสวนเอทิลอะซีเตทเขา
ดวยกนั   หลังจากนัน้ใหเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสในสวนเอทิลอะซีเตท เพื่อกาํจัดน้าํที่
เหลืออยู ผสมดัวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงจนกวาสวนของเหลวแยกจากกอนโซเดียมซัลเฟต
แอนไฮดรัสอยางชัดเจน(ทาํการกําจัดน้ําไดสมบูรณ)  ถายสวนของเหลว(เอทิลอะซีเตท)ใสในขวด
รูปชมพูของเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมนุ(ขวดลดปริมาตร) จากนั้นระเหยใหแหงดวย
เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน  เมื่อแหงสมบูรณใหเติมเมทานอลเขมขน(95%) 1 มล. 
เขยาแบบหมนุใหละลายไพรีนหรือสาร PAHs อ่ืนออกมาใหหมด ใชกระบอกฉีดยาเบอร 21 ดูด
สารละลายแลวกรองผานหัวกรองไมชอบน้าํชนิด  PTFE รูขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บใน 
eppendrof tube ขนาดความจุ 1.5 มล. พันรอบฝาปดดวยพาราฟลม เก็บไวที่ -20 Oซ จนกวาจะ
นํามาวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC  

                                                             
การวิเคราะหปริมาณสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโครคารบอนโดยวธิี HPLC 

  
การวิเคราะห HPLC  ฉีดตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร  โดยใชคอลัมน Senshu Pak 

Pegasil ODS (C18) ที่อุณหภูมิ 40 Oซ  เครื่องตรวจรับแบบยูวีที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ใช
สารละลาย 80 % เมธานอลเปนตัวพาและอัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที   นําพื้นที่ใตกราฟที่
ไดจากการวิเคราะหในแตละตัวอยางไปเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณของสารตัวอยาง
ในชุดทดลอง  

 
การวัดการเจริญของกลุมแบคทีเรีย 

        
นําอาหารเหลวที่เล้ียงกลุมแบคทีเรีย 100 ไมโครลิตร มาเจือจางใหเหมาะสมดวย 0.85 % 

โซเดียมคลอไรด  แลวนํา 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB บมเชื้อ 30 Oซ เปนเวลา 5 วนัแลว
นับจํานวนโคโลนี   
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3.3.3 ศึกษาการเจริญของกลุมแบคทเีรียที่แยกไดโดยการใชสารพอลิไซคลกิอะโร 
       มาติกไฮโครคารบอนชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน     

  
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.2 แตเปลี่ยนไพรีนเปนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น ไดแก  อะซีแนพธีน อะซีแนพธาลีน ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน 
ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน  และเก็บตัวอยางทุก 2 วัน เปนเวลา 14 วัน 

 
3.3.4 ศึกษาการยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  
        แบบโคเมตาบอลิสมโดยกลุมแบคทีเรียที่แยกได 

  
นําสาร PAHs ทดสอบที่แบคทีเรียไมสามารถใชในการเจริญไดโดยตรงในขอ 3.4 มา

ทดสอบการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมรวมกับไพรีน  โดยวิธีการเตรียมหัวเชื้อและขั้นตอนการ
ทําเหมือนกับขอ 3.3.2 โดยเติมสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดที่ไมยอย
สลายไดในขอ 3.3.3 รวมกับไพรีนในความเขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล.  



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 คัดแยกกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนจากเศษใบไมโดยวธิี Enrichment  
     culture technique 

 
เมื่อทําการคัดแยกเชื้อจากเศษใบไมที่เตรียมไดในขอ 3.1  พบวาการใชไพรีนเปนแหลง

อาหารเพียงอยางเดียวไมสามารถเพิ่มจํานวนแบคทีเรียได  จึงตองใชรวมกับฟแนนทรีนในปริมาณ
ที่ เทากัน โดยคาดวานาจะเกิดการใชไพรีนแบบโคเมแทบอลิซึม ซึ่งฟแนนทรีนถูกใชเปน                
โคสับสเตรต (co-subsrate) รวมกับไพรีน เปนการเพิ่มโอกาสของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
สารดังกลาวใหมากขึ้น (Bouchez และคณะ,1999 ; Supaka และคณะ, 2001) พบวาวิธีนี้
สามารถเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียและตรวจความสามารถในการยอยสลายไพรีนได  โดยติดตาม
การเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเปนสีน้ําตาลสม ซึ่งอาจเกิดจากสารสะสมสารมัธยันตชนิด catechol-
like compounds meta-ring และ cleavage compounds ที่เกิดจากการยอยสลายสาร PAHs 
โดยจุลินทรีย (Mueller และคณะ, 1989)  การลดลงของผลึกไพรีน  การเจริญบนอาหารแข็ง
ปราศจากแหลงคารบอนแตไดรับไอของไพรีน (เจริญภายใน 7-14 วัน) และการเกิดวงใสรอบ
โคโลนี (เจริญภายใน 1-3 เดือน) (รูปที่ 4.1) ซึ่งจากการสังเกตดังกลาวทําใหไดกลุมแบคทีเรียตางๆ 
ที่ใชไพรีนในการเจริญไดจากใบไมเกือบทกุชนิด ยกเวน ชนิดที่ 1 3 และ 7 (ตารางที่ 3.1)  
       หลังจากนั้นจึงคัดเลือกกลุมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยการติดตามการลดไพรนีภาย
ใน 30 วัน ดวยวิธีสกัดแลววิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ผลการทดลองไดแสดงในตารางที่ 4.1  
เลือกกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 และ TAF-CZ1 ซึ่งสามารถลดไพรีนไดหมดมาเปรียบเทียบการลด       
ไพรีนภายใน 14 วัน เพื่อจะคัดวากลุมแบคทีเรียใดลดไพรีนไดเร็วที่สุด  ซึ่งพบวากลุมแบคทีเรียที่
คัดแยกไดจากใบจามจุรีจากแปลงปลูกตนชบาขางพระบรมรูปสองรัชกาลชื่อกลุม RRM-V3 มี
ประสิทธิภาพในการลดไพรีนไดเร็วที่สุด เมื่อเทียบกับกลุมที่แยกไดจากใบมะขาม ชื่อกลุม       
TAF-CZ1  ซึ่งไดจากเทคนิควางผลึกที่ฝาจานเพาะเชื้อและเกิดวงใสรอบโคโลนี ตามลําดับ (รูปที่ 
4.2) ดังนั้นจึงเลือกกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรีมาศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.1 แสดงการเปรียบเทียบปริมาณไพรีนที่เหลอืในอาหารเหลวที่เติมกลุมแบคทีเรียจาก 
                  การคัดแยกทั้งสองเทคนิคจากใบไมตาง ๆ โดยเลี้ยงเปนเวลา 30 วนั 
 

กลุมแบคทีเรีย 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 
เทคนิคพนทับดวยไพรีน             
        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 ุ- รายละเอยีดของสถาวะการเลีย้งกลาวในวธิกีารทดลองของบทที่ 3  
- การคํานวณปริมาณไพรีนที่เหลือ จะใหคาของชุดควบคุมในวนัที ่30 ของการ  
  ทดลองเปน 100 % จากการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 
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ก 

 
  
ข 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดงตัวอยางโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็งที่ไดรับไอไพรีนจากการใชผลึกไพรีน (ก) และ 
             วงใสรอบโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่พนทับดวยไพรีน (ข)  
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ไพรีนชุดควบคุม

ไพรีนท่ีเติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรี

ไพรีนท่ีเติมกลุมแบคทีเรีย TAF-CZ1 จากใบมะขาม
กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 จากใบจามจุรี

กลุมแบคทีเรีย TAF-CZ1 จากใบมะขาม
 

 
 
รูปที่ 4.2 การเจริญของกลุมแบคทีเรียจากใบจามจุรี(RRM-V3) และใบมะขาม(TAF-CZ1) 
             และปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยลายของกลุมแบคทีเรียทั้งสอง              
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4.2 การเจริญของกลุมแบคทีเรียที่แยกไดจากใบจามจุรี (RRM-V3) โดยการใชไพรีน 
     เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 

  
กลุมแบคที เ รียที่คัดแยกไดจากใบจามจุ รีซึ่ ง เตรียมหัวเชื้อบนอาหารแข็งที่ เติม                  

โซเดียมซักซิเนต แลวมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3
สามารถยอยสลายไพรีนไดหมดภายในเวลา 14 วัน (92.8 ± 9.1 เหลือ 0.4 ± 0.2 มก.ตอลิตร) โดย
มีชวงเวลาปรับตัว (lag phase) 2 วัน หลังจากนั้นจึงเริ่มยอยไพรีนแบงเปน 3 ชวงอยางชัดเจนดวย
อัตราเร็วเฉลี่ย 14.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวันในวันที่ 3 ถึง 5 และลดลงเฉลี่ย 7.03 ± 0.97  มก.
ตอลิตรตอวัน ในวันที่ 6 ถึง 11 ของการทดลอง หลังจากนั้นไพรีนลดลงเฉลี่ย 0.67 ± 0.80 มก.ตอ
ลิตรตอวันจนวันที่ 14 ของการทดลอง  ในขณะที่ชุดควบคุมปริมาณไพรีนลดลงเกือบครึ่งหนึ่งจาก 
94.9 ± 6.8 เหลือ 55.9 ± 2.8 มก.ตอลิตร (รูปที่ 4.3) การลดของไพรีนในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรียจะ
ลดอยางรวดเร็วในวันที่ 3 แลวลดอยางคงที่จนหมดในวันที่ 12 ของการทดลอง ซึ่งการยอยสลาย
ไพรีนในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรียสามารถลดไดมากกวาชุดควบคุมประมาณ 2.4 เทา  ในขณะที่
จํานวนของแบคทีเรียรวมของทั้งสองชุดเพิ่มข้ึนตามเวลา    โดยไมมีระยะเวลาปรับตัวของ
แบคทีเรีย      (รูปที่ 4.3) 

เมื่อส้ินสุดการทดลอง พบวาในชุดที่เติมกลุมแบคทีเรีย  แบคทีเรียมีจาํนวนเพิ่มข้ึนจาก 6.8 
log CFU ตอมล. (6.53 x 106 CFUตอมล.) เปน 8.2 log CFU ตอมล.(1.72 x 108 CFUตอมล.) 
เมื่อเทียบกับชดุควบคุมพบวาไมแตกตางกนัมาก ซึง่ชุดควบคุมจํานวนแบคทีเรียเพิ่มข้ึนตลอดเวลา
ในชวง 7 วันแรกและมีการเพิ่มข้ึน-ลดลงจนคาคงที่ในวนัที ่ 11 ของการทดลอง การเปลี่ยนแปลง
ของจํานวนแบคทีเรียของทัง้สองชุด พบวาในชวง 5 วันแรก ชุดที่เติมไพรีนมีจํานวนมากกวาชุด
ควบคุม แตหลังจากนัน้ชุดควบคุมมีจํานวนมากกวาจนถงึวนัที ่ 12 จํานวนแบคทีเรียในชุดที่เติม
ไพรีนกลับมีจาํนวนมากกวาอีกครั้งในทายการทดลอง ซึ่งจํานวนแบคทีเรียทัง้สองชุดมีจาํนวน
เพิ่มข้ึนจากวันเริ่มตนประมาณ 2 เทาเชนเดียวกนั   
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ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไมเติมไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไพรีน

 
 รูปที่ 4.3 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 และการยอยสลายไพรีนที่ความเขมขน  
              100 มก.ตอลิตร ภายในเวลา 14 วัน 
  

จากการติดตามการยอยสลายไพรีนภายใน 14 วัน (รูปที่ 4.3) จะไมพบการเปลี่ยนสีของ
อาหารเหลวชัดเจน กลับพบวามีลักษณะหนืดขนขึ้น และผลึกไพรีนหายไป(รูปที่ 4.4) ซึ่งผลจาก
โครมาโตแกรมสามารถพบการลดลงของไพรีนตามเวลาและมีสารมัธยันตในชวงทายการทดลอง
เล็กนอย (รูปที่ 4.5)  เพื่อศึกษาหาขอมูลเบื้องตนของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีน   
จึงเพิ่มความเขมขนของไพรีนใหมากขึ้นเปน 200 300 และ 400 มก.ตอลิตร  พบวาอาหารเหลวมีสี
น้ําตาลเขมข้ึนในระยะเวลา 7 วัน ตามลําดับ (รูปที่ 4.6) และสามารถตรวจพบสารมัธยันตที่สะสม
ตรงตําแหนงรีเทนชัน(Retention time, Rt) ตาง ๆ กันของแตละความเขมขน (ตารางที่ 4.2 และรูป
ที่ 4.7) ซึ่ง Rt ที่ 2 3 4 7 9 และ 11 นาที จะตรวจพบไดแทบทุกความเขมขน โดยไพรีนมีคา Rt ที่ 
14 นาที  
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รูปที่ 4.4 แสดงลักษณะอาหารเหลวหลงัจากการยอยสลายไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร 

 เปนเวลา 14 วัน 
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รูปที่ 4.5 แสดงโครมาโตแกรม HPLC การวิเคราะหของไพรีนที่เติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
              (ติดตามโครมาโตแกรมภายในเวลา 20 นาที  ซึ่งไพรีนมีคา Rt  ที่ 14 นาที) 
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            รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะอาหารเหลวที่มีสนี้ําตาลจากการเพิม่ความเขมขนของไพรีนเปน 
200 300 และ 400 มก.ตอลิตร ซึง่สีน้าํตาลเขมข้ึน  

 
ตารางที่ 4.2 แสดงเวลารีเทนชันที่ไดจากการวิเคราะห HPLC ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
                  สลายไพรีนความเขมขนตาง ๆ หลังเติมกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 เปนเวลา 7 วัน 

 
ความเขมขนของไพรีน (มก.ตอลิตร) 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 การวิเคราะหของสารมัธยนัตจากการยอยสลาย  
             ไพรีนที่ความเขมขน 100 (ก) 200 (ข) 300 (ค) และ 400 (ง) มก.ตอลิตร หลงัเติม 
             กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 เปนเวลา 7 วัน (ติดตามโครมาโตแกรมภายในเวลา       
             20 นาที) 
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4.3  การเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยการใช PAHs ชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอน 
และแหลงพลังงาน 

 
กลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากใบจามจุรี ถูกนํามาศึกษาความสามารถในการใชสาร 

PAHs อ่ืนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  จากการศึกษาพบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถ
ใช อะซีแนพธีน (รูปที่ 4.8) ฟลูออรีน (รูปที่ 4.9) ฟแนนทรีน             (รูปที่ 4.10) และฟลูออแรนทีน 
(รูปที่ 4.11) ได แตไมสามารถใช อะซีแนพธิลีน แอนทราซีน ไครซีน (รูปที่ 4.12) และ เบนโซ(เอ)
ไพรีน (รูปที่ 4.13) ไดภายในเวลา 14 วัน โดยยอยสลายแตละชนิดในปริมาณที่แตกตางกัน  
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ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

 จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมอะซีแนพธีน 

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธีน

 
 

รูปที่ 4.8 แสดงการเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 โดยใชอะซีแนพธนีเปนแหลงคารบอน 
             และพลังงาน 
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ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟลูออรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมฟลูออรีน

 
 
รูปที่ 4.9 แสดงการเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 โดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอน 
             และพลังงาน 
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ปริมาณฟแนนทรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟแนนทรีนในชุดทดลองท่ีเติมฟแนนทรีน

จํา นวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟแนนทรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมฟแนนทรีน

 
 
รูปที่ 4.10 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน 
               และพลังงาน 
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ปริมาณฟลูออแรนทีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณฟลูออแรนทีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมฟลูออแรนทีน

จํานวนแบคทีเ รียในชุดทดลองท่ีเติมฟลูออแรนทีน

 
รูปที่ 4.11 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชฟลูออแรนทนีเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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ปริมาณไครซีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมไครซีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไครซีน

 
 

รูปที่ 4.12 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไครซีนเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดควบคุมท่ีไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดทดลองท่ีเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมเบนโซ(เอ)ไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมเบนโซ(เอ)ไพรีน

 
รูปที่ 4.13 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชเบนโซ(เอ)ไพรีนเปนแหลง 
                คารบอนและพลงังาน 
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จากผลการทดลอง พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถลดอะซีแนพธนีไดอยาง
ตอเนื่องจากความเขมขน 86 ± 6  มก.ตอลิตร จนหมดในเวลา 8 วนั โดยมีการยอยเฉลี่ย 9.83      
±  1.67 มก.ตอลิตรตอวัน(ระหวางวนัที ่2 - 8) ซึง่เร็วกวาชุดควบคุม 2 วนั จํานวนแบคทีเรียเพิม่ข้ึน
เพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.8)  การลดฟลูออรีน พบวากลุมแบคทีเรียใชเวลาปรับตัว 4 วัน กอนที่จะเริ่ม
ยอยฟลูออรีนดวยอัตราเร็วคงที่จนเกือบหมดภายใน 14 วัน จากความเขมขน 86 ± 8 เหลือ 1 ± 1 
มก.ตอลิตร  โดยมีการยอยสลายเฉลี่ย 12.83 ± 1.67 มก.ตอลิตรตอวัน (ระหวางวันที่ 4 - 10) 
อาหารเหลวมสีีสมอิฐในวนัที่ 6 ของการทดลอง ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียลดลงอยางตอเนื่อง
เชนกนัจนวนัที่ 6 ของการทดลอง จากนัน้จึงเพิ่มสูงขึ้นเทากับเริ่มการทดลองแลวกลับลดลงอีกครั้ง
ในวนัสุดทายของการทดลอง ในขณะที่จาํนวนแบคทเีรียในชุดควบคมุเพิ่มสูงขึ้นใน 4 วันแลวคงที่
จนจบการทดลอง (รูปที ่ 4.9) สําหรับฟแนนทรนี จากการทดลองพบวากลุมแบคทีเรียใชเวลา
ปรับตัว 2 วนั จงึเริ่มยอยสลายฟแนนทรีนอยางชาๆ ดวยอัตราเร็วคงที่ตลอดการทดลองจนเกอืบ
หมดจากความเขมขน 96 ±  9 มก.ตอลิตร เหลือ 1 ± 1 มก.ตอลิตร (คิดเปนการยอยสลายเฉลีย่ 
9.40 ± 0.40 มก.ตอลิตรตอวันในระหวางวันที่ 2 - 12) โดยอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสีสมในวนัที ่12 
ของการทดลอง ในขณะที่จาํนวนแบคทีเรียเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยเทานัน้ (รูปที ่4.10)  สวนการยอย
สลายฟลูออแรนทนี พบวากลุมแบคทีเรียยอยสลายไดจากความเขมขน 83 ± 6 มก.ตอลิตร เหลือ 
55 ± 2 มก.ตอลิตร คิดเปนการยอยสลายไดรอยละ 34 ในเวลา 14 วนั (คิดเปนการยอยสลายเฉลีย่ 
3.30  ± 2.00 มก.ตอลิตรตอวันในระหวางวนัที่ 4 - 14) โดยอาหารเหลวเปลีย่นเปนสีแดงในวันที่ 
12 ของการทดลอง  ในขณะที่จาํนวนแบคทีเรียเพิม่ข้ึนไมมาก (รูปที่ 4.11) (ความเขมขนที่แสดงได
จากการคํานวณจากกราฟมาตรฐานในภาคผนวก ค)     สาํหรับสาร PAHs ทีน่้ําหนกัโมเลกุลสูง
ชนิดอื่นที่นาํมาทดสอบนั้น พบวาไมสามารถยอยได ไดแก ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน  ซึ่งจาํนวน
แบคทีเรียเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมือ่จบการทดลอง ซึ่งเชื้อแบคทีเรียไมไดใชไครซีน แตอาจใช
สารประกอบอนิทรียจากแบคทีเรียบางชนดิที่สลายตวั  และเชื้อแบคทีเรียไมไดใชเบนโซ(เอ)ไพรีน
เชนกนั แตทายการทดลองกลับมีจํานวนเพิ่มข้ึน ซึง่อาจเกิดจากการทีม่ีแบคทีเรียบางชนิดที่ทนสาร
นี้ไดแตใชเปนแหลงคารบอนและพลงังานไมได แตสามารถใชแบคทีเรียชนิดอืน่ที่ตายและแตก
สลายเปนแหลงคารบอนและพลังงานแทน (รูปที่ 4.12, 4.13 ตามลําดับ)  ดงันัน้จากผลการทดลอง
การใชสาร PAHs ชนิดอื่น สามารถสรุปไดวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถใชสาร PAHs ที่มีวง
แหวนเบนซนีตั้งแต 3 ถงึ 4 วงได ยกเวน ไครซีน โดยตองใชเวลาปรับตัวอยางนอย 2 วนั และมี
อัตราการยอยสลายคงที่ตอไปจนส้ิดสุดการทดลอง ขณะที่จาํนวนแบคทีเรียในชุดทีเ่ติมสาร PAHs 
ชนิดอื่นทั้งหมดมีปริมาณเพิม่ข้ึนเล็กนอย  
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4.4 การเจริญของกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 เมื่อใชสาร PAHs อ่ืนรวมกับไพรีน 
      แบบโคเมแทบอลิซึม 
 
 เนื่องจากกลุมแบคทีเรียไมสามารถใชสาร PAHs บางชนิดไดและเพือ่ศึกษาศักยภาพของ
กลุมแบคทีเรียวาสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่อยูรวมกันมากกวาหนึง่ชนิดไดหรือไม ดังนัน้จึง
นําสาร PAHs ที่ไมสามารถใชไดในขอ 4.3 มาศึกษาการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับ
ไพรีน ซึง่พบวา เมื่อเติมไพรีนรวมกับอะซีแนพธิลีน พบวาไมพบการเจริญของแบคทีเรียหลงัจาก
เลี้ยงเปนเวลา 14 วนั คาดวาแบคทีเรียตาย ทาํใหไพรีนและอะซีแนพธิลีนยังคงอยูทัง้สองชุดการ
ทดลอง แตอะซีแนพธิลีนที่ไมเติมแบคทีเรียลดลงประมาณ 68 % และไพรีนลดลงประมาณ 20 % 
(รูปที่ 4.14)  สําหรับแอนทราซีน พบวาในเวลา 28 วนั แอนทราซีนไมถูกยอยสลายเมื่อเทยีบกับชุด
ควบคุม ในขณะที ่ ไพรีนถกูลดจนหมด แตแบคทีเรียเพิ่มขึ้นเลก็นอย (รูปที่ 4.15) เชนเดียวกับไค
รซีน ทีพ่บวากลุมแบคทีเรียไมไดชวยการยอยสลายไครซีน แตใชไพรีนจนหมดภายใน 14 วนั 
ในขณะที่ไครซีนในชุดควบคุมลดลงประมาณ 30 % (รูปที่ 4.16) และเบนโซ(เอ)ไพรีน พบวากลุม
แบคทีเรียไมสามารถยอยสลายเบนโซ(เอ)ไพรีนได แตใชไพรีนได 96 % มีผลใหจาํนวนแบคทีเรีย
เพิ่มสูงกวาชุดควบคุมในทายการทดลอง (รูปที่ 4.17) 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีเติมอะซีแนพธิลีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีอะซีแนพธิลีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมอะซีแนพธิลีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีนและไพรีน

 
 
รูปที่ 4.14 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชอะซีแนพธิลีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีแอนทราซีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณแอนทราซีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีแอนทราซีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณแอนทราซีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมไมเติมแอนทราซีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมแอนทราซีนและไพรีน

 
 

รูปที่ 4.15 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชแอนทราซีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีไครซีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไครซีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีไครซีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไครซีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุ ดควบคุมท่ีไมเติมไครซีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไครซีนและไพรีน 

 
 

รูปที่ 4.16 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไครซีนและไพรีนเปน 
               แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 

 
 
 
 



 67

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

0 14 28

เวลา (วัน)

ป
ริม
าณ
เบ
น
โซ

(เ
อ)
ไพ
รีน
แล
ะไ
พ
รีน
ที่
เห
ลื
อ 

(%
)

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

จ
ําน
วน
แ
บ
ค
ท
ีเร
ีย(

lo
gC

FU
ต
อ
มล

.)

ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีเบนโซ(เอ)ไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดควบคุมท่ีมีไพรีนไมเติมแบคทีเรีย

ปริมาณไพรีนในชุดทดลองท่ีมีเบนโซ(เอ)ไพรีนเติมแบคทีเรีย

ปริมาณเบนโซ(เอ)ไพรีนในชุดทดลองท่ีมีไพรีนเติมแบคทีเรีย

จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมท่ีไมเติมเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีน

 
รูปที่ 4.17 แสดงการเจริญของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชเบนโซ(เอ)ไพรีนและไพรีนเปน 
                แหลงคารบอนและพลังงานรวมกัน 
  

จากผลการทดลองแบบโคเมแทบอลิซึม สรุปไดวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมสามารถใช
สาร PAHs ชนิดอื่น (อะซีแนพธิลีน แอนทราซนี ไครซนี และ เบนโซ(เอ)ไพรีน) ไดเมื่อเติมรวมกับ
ไพรีน  โดยแอนทราซนี ไครซีน และ เบนโซ(เอ)ไพรีน ไมมีผลตอการยอยสลายไพรีนของกลุม
แบคทีเรีย ยกเวน อะซีแนพธลิีนทีท่ําใหแบคทีเรียตายภายใน 14 วัน    
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4.5 การแยกเชื้อบริสุทธิ์และพิสูจนเอกลกัษณของเชือ้ที่แยกไดจากกลุมแบคทีเ่รีย 
      RRM-V3 ที่คัดแยกจากใบจามจุร ี 
 
 4.5.1 ลกัษณะสัณฐานวิทยา 
 
  ทําเจือจางเชื้ออายุ 3 วนัทีถ่ายเชื้อในไพรีนดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ เพราะวาลด
ความเยิ้มของโคโลนีได(จากการสังเกตเปรียบเทยีบกับน้าํเกลือนอรมัลซาลายน)รวมกับการเติม

ทวนี-80 (Tween-80) เขมขน 10 ไมโครกรัมตอมล.ที่ชวยใหแบคทีเรียไมเกาะกลุมกัน (Veiji และ 
Albright, 1993) จากนัน้เกลี่ยเชื้อบนอาหารแข็ง LB บมที่ 30 Oซ  เปนเวลา 5 วัน (รูปที่ 4.18)   
จึงทาํการตรวจสอบลักษณะโคโลนีเดี่ยวและเขี่ยเชื้อซํ้าบนอาหารชนดิเดิมจนกวาไดเชื้อบริสุทธิ์ 
จากการทาํดังกลาวสามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ไดดังตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.19 
 
ตารางที่ 4.3 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
                    

เชื้อบริสุทธิ ์ ลักษณะโคโลน ี
RRM1  
RRM2  
RRM3 
 
RRM4 
 
RRM5 
 
RRM6 
RRM7 

โคโลนีกลมสีแดงสม ขนาด 1-2  มม. กลางโคโลนโีคงขึ้น ผิวและขอบเรยีบ ทบึแสง 
โคโลนีกลมสเีหลืองเนื้อ ขนาด 4-5 มม. กลางโคโลนนีูนโคงเล็กนอย ผิวและขอบเรียบ ทึบแสง 
โคโลนีสีขาวเหลืองสม ขนาด 3-4 มม. ตรงกลางนูนโคงขึ้นเล็กนอย ผิวและขอบเรียบ 
 ทึบแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน โตชามาก ขนาด 2-3 มม. ผิวและขอบเรียบ ขอบมักแผออกบนอาหาร
แข็ง ทึบแสง (พบขึ้นอยูบนเชื้อ RRM2 กอนทาํบริสุทธิ์ไดมีขนาดเล็ก) 
โคโลนีสีเหลืองอมชมพูออน ขนาด 2-3 มม. กลางโคโลนีนนู ผิวหนาขรุขระคลายดอกกะหล่ํา 
ขอบไมเรียบ  ทึบแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน ขนาด 2-3 มม. กลางโคโลนีโคงขึน้ ผิวและขอบเรียบ ทบึแสง 
โคโลนีกลมสีขาวขุน ขนาด 0.5-1 มม. กลางโคโลนโีคงขึ้น ผิวและขอบเรยีบ ทบึแสง 

 
 
 
 
 
 



 69

 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.18 แสดงลักษณะโคโลนีของแบคทเีรียที่แยกจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 
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                         RRM1                                                        RRM2 

 
                          RRM3                                                            RRM4 

 
                          RRM5                                                        RRM6 

 
                        RRM7 
รูปที่ 4.19 แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 

 



 71

4.5.2 ลกัษณะทางสรีระวทิยาและชีวเคมี 
  
  สําหรับเชื้อบริสุทธิท์ี่แยกไดในขอ 4.6.1 จะนํามาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) หลังจากยอมสีแกรม
และระบุรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน (1000 เทา)   ไดผลดังตารางที่ 4.4  
 
ตารางที่ 4.4 แสดงลักษณะทางสรีระวทิยาและชีวเคมีของเชื้อบริสุทธิ ์
 
ลักษณะที่ศกึษา / เชื้อบริสุทธิ ์ RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 
ลักษณะเซลล 
         การติดสีแกรม 
         รูปรางของเซลล 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้ 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

1.การสรางเอนไซมออกซิเดส 
2.การเคลื่อนที ่* 
3.การสรางเอนไซมคาตาเลส 
4.การสรางอินโดล 
5.การไฮโดรไลซเจลาติน 
6.การสรางไขมัน(PHB) 
7.การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด 
8.การหมักน้ําตาล 
          ดี-กลูโคส 
    ดีแอล-แลคโตส 

    ด-ีแมนนิทอล 
9.การใชโซเดยีมซัคซีเนท 
10.การผลิตกรดจากกลูโคส 

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

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

- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
 

+ 
- 
- 
+ 
- 

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

สกุลของเชื้อบริสุทธิ ์ Rugamonas Comamonas Flavimonas Comamonas 
       
   + หมายถงึ ผลบวก : สราง หรือ เกิดปฏกิิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
    - หมายถงึ  ผลลบ  : ไมสามารถ สราง หรือ เกิดปฏิกิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
    * หมายถงึ  ยอมตามวิธ ีRyu stain (Jitsurong, 1995) โดย S =single polar flagella , 
                            T=polar tuft flagella (lophotrichous), A= amphitrichous และ P =peripheral  flagella (peritrichous)  



 72

 
ตารางที่ 4.4 (ตอ) แสดงลักษณะทางสรีระวิทยาและชวีเคมีของเชื้อบริสุทธิ ์
 
ลักษณะที่ศกึษา / เชื้อบริสุทธิ ์ RRM5 RRM6 RRM7 
ลักษณะเซลล 
         การติดสีแกรม 
         รูปรางของเซลล 

 
แกรมลบ 
แทงยาว 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

 
แกรมลบ 
แทงสัน้รี 

1.การสรางเอนไซมออกซิเดส 
2.การเคลื่อนที ่*  
3.การสรางเอนไซมคาตาเลส 
4.การสรางอินโดล 
5.การไฮโดรไลซเจลาติน 
6.การสรางไขมัน(PHB) 
7.การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด 
8.การหมักน้ําตาล 
        ดี-กลูโคส 
  ดีแอล-แลคโตส 

  ด-ีแมนนิทอล 
9.การใชโซเดยีมซัคซีเนท 
10.การผลิตกรดจากกลูโคส 

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

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

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

สกุลของเชื้อบริสุทธิ ์ Comamonas Pseudomanas Unidentified bacterium 
      
 + หมายถึง ผลบวก : สราง หรือ เกิดปฏิกริิยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
  - หมายถงึ  ผลลบ  : ไมสามารถ สราง หรือ เกิดปฏิกิริยา หรือ เจริญ หรือ ผลิต ได 
  *  หมายถึง  ยอมตามวธิ ีRyu stain (Jitsurong, 1995) โดย S =single polar flagella , 
                       T=polar tuft flagella (lophotrichous), A= amphitrichous และ P =peripheral flagella (peritrichous)  
 
 
 
 
 



 73

นอกจากการศึกษาคุณสมบัติ 10 อยางดังในตารางที ่ 4.4 จะตองมีการทดลองเฉพาะ
อยางเพื่อระบุสกุลเชื้อบริสุทธิ์ตามคําอธิบายในคูมือ Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology ดังนี ้

RRM1  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ  กลางโคโลนียบุลงและหยาบเมื่ออายุมากขึ้น 
RRM3  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ   
RRM4  ไมเจริญในอาหารเหลวที่มโีซเดียมคลอไรดเขมขน 6 %  
RRM6  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 20 0ซ และไมเจริญในอาหารเหลวที่มีโซเดยีมคลอไรด 
            เขมขน 20 % 

จากนั้นจงึทาํการสรุปตามคาํอธิบายในคูมือดังแสดงในทายของตารางที่ 4.4 ซึ่งขอมูลที่ไดจาก
ตารางที่ 4.3 และ 4.4 สามารถระบุสกุลของแบคทีเรียบริสุทธิ์ทัง้ 7 ชนิดได 4 สกุล ไดแก สกุล 
Comamonas จํานวน 3 ชนิด  สกุล Rugamonas จํานวน 1 ชนิด สกุล Flavimonas จํานวน 1 
ชนิด  สกุล Pseudomonas จํานวน 1 ชนดิ และไมสามารถจําแนกไดในขณะนี้จาํนวน 1 ชนิด ซึ่ง
แตละชนิดและเมื่อนาํทัง้ 7 ชนิดมารวมกัน จากนัน้ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน 
พบวาทัง้แบบเชื้อบริสุทธิ์และเชื้อผสมชนิดไมสามารถยอยฟแนนทรีนและไพรีนไดเชนเดียวกับกลุม
แบคทีเรีย RRM-V3 กอนการทําบริสุทธิ์    
 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ใบไมของพืชเปนทัง้ที่รองรับสารประกอบอนิทรียที่เปนพษิและไมเปนพิษ จากอากาศทั้ง
สถานะกาซและที่เกาะกับผุนละออง (Bakker และคณะ, 2000) และเปนที่อยูอาศัยของแบคทีเรีย 
(Hirano และ Upper, 1991 ; Yadav และคณะ, 2004) ดังนัน้พืชและแบคทีเรียยอมมีความสัมพนัธ
กัน โดยคาดวารากพชืตระกูลถั่วสามารถผลิตสารกระตุนเอนไซมและเปนอาหารของแบคทีเรีย
บริเวณนัน้ (Romantschuk และคณะ, 2000) และเนื่องจากแบคทีเรียในดนิมโีอกาสสัมผัสสาร
ปนเปอนที่มากับน้าํหรือลงสูดินโดยตรง จงึทาํใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายสารปนเปอนเหลานั้น
ไดทั้งแบบชนดิเดียวและโคเมแทบอลิซึม โดยจะเกดิจากเชื้อบริสุทธิห์รือทํางานเปนกลุมแบคทีเรีย 
ใบไมที่รวงหลนบนดนิมีโอกาสที่จะไดรับจุลินทรียจากดนิเชนกัน (Bakker และคณะ, 2000) การเติม
ใบไมสามารถลดสาร PAHs ในดินที่ทาํปนเปอนได (Siriwarasin และคณะ, 2002 ; Handerlein และ
คณะ, 2001 ; Charoenchang และคณะ, 2003)  จึงเปนไปไดวาบนใบไมจะสามารถพบแบคทีเรียที่
สามารถยอยสาร PAHs ได ดังนัน้งานวิจยันี้จงึสามารถคัดแยกกลุมแบคทีเรียทีย่อยสลายไพรีนจาก
เศษใบไมของพืชตระกูลถัว่ (Legume) 3 ชนิด (ตารางที่ 4.1) ไดแก ใบจามจุรี ใบมะขามและใบ
กระถินณรงค โดยไดแบคทีเรียหลายกลุมจากการติดตาม 2 วิธ ีซึ่งใชไพรีนในการเจริญเติบโตได ใน
บรรดากลุมแบคทีเรียทัง้หมด พบวากลุมแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถลดไพรีนไดเร็วทีสุ่ดและ
สามารถลดปรมิาณของ อะซีแนพธนี ฟลอูอรีน ฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนไดเปนจํานวน 100 98 
99 และ 34 % ตามลาํดับ ภายในเวลา 14 วนั ซึ่งใกลเคยีงกนักับผลการทดลองของ Yuan และคณะ 
(2000) ที่ใชกลุมแบคทีเรียที่แยกจากตะกอนดินปนเปอนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี
ประกอบดวยแบคทีเรียแกรมลบ 6 ชนิด ที่สามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานไดมา
ยอยสลายไพรีนเขมขน 5 มก.ตอลิตร พบวาสามารถลดไพรีนไดหมดภายใน 12 วนั ในขณะทีก่ลุม
แบคทีเรีย   RRM-V3 มีประสิทธิภาพดีกวามาก เพราะในการทดลองนี้ใชไพรนีในความเขมขน 100 
มก.ตอลิตร ซึง่สูงกวาถึง 20 เทา  การทีส่ามารถคัดแยกกลุมแบคทเีรียไดนาจะเกดิจากแบคทีเรียบน
เศษใบไมเคยถูกกระตุนการยอยจากสาร PAHs ในอากาศที่ถกูสะสมในใบไมพืชและ/หรือ
สารประกอบทีค่ลายกนักับทีส่รางโดยพืช (Juhasz และ Naidu, 2000b) เพราะใบไมบางชนิดที่ใชใน
การคัดแยกกลุมแบคทีเรียถกูตรวจวิเคราะหแลวพบสาร PAHs ในปริมาณหนึ่ง (ภาคผนวก ง,        
รูปที่ ง.1)   
 กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมมีความจําเพาะของการยอยสลายตอไพรีนเพยีงอยางเดียว 
เพราะยังสามารถยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด แตก็เปนสาร PAHs ที่มีขนาดเล็ก
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กวา ซึง่อาจเปนเพราะวาจลิุนทรียที่สามารถยอยสาร PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงจะใชสาร PAHs 
ไดนอยชนิดหรือใชไดเพียงบางชนิดเทานัน้ (Kästner และคณะ, 1994) ซึ่งเปนผลดีตอการบําบดัจริง
ในแหลงปนเปอน เพราะในธรรมชาติการปนเปอนสาร PAHs จะมมีากกวาหนึ่งชนิดและมีปริมาณ
ตางกนั (Wilson และ Jones, 1993)  แตอยางไรก็ตาม อะซีแนพธิลีนทําใหกลุมแบคทีเรียนี้ตายหมด 
(รูปที่ 4.14)  นาจะเกิดจากพิษของอะซีแนพธิลนีตอแบคทีเรียเพราะวาอะซีแนพธิลนีที่มีความเปนพิษ
แบบเฉียบพลนัตอสัตวน้าํจดื สาหรายน้ําจืด และสัตวน้ําเค็มที่ความเขมขนต่ําสุด 1,700 520 และ 
970 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีพิษแบบเรื้อรังในสัตวน้ําเค็มและสาหรายน้ําเค็มที่คาต่าํสุด
เทากับ 710 และ 500 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ (Lederer, 1985) โดยการทดลองนี้ใชความ
เขมขนสูงกวามาก(100,000 ไมโครกรัมตอลิตร) ความเปนพษิยอมสูงกวาเชนกนัและเนื่องจาก
แบคทีเรียเปนสิ่งมีชีวิตเซลลเดียวยอมมีความทนตอพษิอะซีแนพธิลีนไดต่ํากวาสัตวและสาหราย หรือ
มีความไวตอพิษสูงกวาจึงทําใหแบคทีเรียในกลุมนี้ตายหมด (Lederer, 1985) ยกเวนสาํหรับ
แบคทีเรียบางสายพนัธุ ดังรายงานของ ศรัลยา แพงไตร (2543) ที่คัดแยกแบคทีเรีย Rhizobium sp.
สายพนัธุ CU-A1ซึ่งสามารถทนและใชอะซแีนพธิลนีที่ความเขมขนสงู(300 – 900 มก.ตอลิตร)ได แต
ไมสามารถใชอะซีแนพธีนในการเจริญไดโดยตรงตองใชในภาวะที่มอีะซีแนพธิลีนรวมดวย ซึ่งตรงขาม
กับงานวิจัยนีแ้ละงานวิจยัของ อรสุภาว สายเพชร (2545) ที่พบวาแบคทีเรีย Sphingomonas sp. 
สายพนัธุ SP2 สามารถใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานได แตไมสามารถยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนไดและอะซีแนพธิลีนทาํใหเชือ้ไมสามารถใชอะซีแนพธีนไดเมื่อทําการศกึษาแบบ       
โคเมแทบอลิซมึ ซึง่เกิดจากอะซีแนพธิลนียับยัง้หรือขัดขวางการสรางเอนไซมเร่ิมตนที่จาํเปนตอการ
ยอยสลายอะซีแนพธนี  โดยคาดวาอะซแีนพธิลนีแขงขันเขาจับกับตําแหนงเรงไดดกีวาอะซีแนพธีน
เพราะอะซีแนพธิลีนมีโครงสรางคลายและละลายน้ําไดดกีวาอะซีแนพธีน ซึง่อาจจะเกิดกับแบคทีเรีย
ในกลุม RRM-V3 ได โดยที่อะซีแนพธิลีนอาจจะมผีลตอเอนไซมที่ใชในการเจรญิของแบคทีเรียทุก
ชนิดในกลุมนี้  แตอยางไรก็ตาม เนื่องจากอะซีแนพธีนและอะซีแนพธลีนมีโครงสรางคลายกันมาก จึง
ควรจะสามารถยอสลายไดทั้งสองชนิดดงับางรายงานทีพ่บวาแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถยอย
สลายไดทั้งสองชนิด เชน Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 แตแบคทีเรียนี้ไมสามารถใชสาร PAHs 
อ่ืนได (Komatsu และคณะ, 1993)  Beijerinckia sp.และสายพนัธุกลาย Beijerinckia sp. B8/36 
เมื่อโคเมแทบอลิซึมกับไบฟนิล (Schocken และ Gibson, 1984) 

จากผลความเปนพษิของอะซีแนพธิลนีตอกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ทีก่ลาวมาขางตน ดังนั้น
หากแหลงปนเปอนนัน้มีสาร PAHs ชนดินี้ในปริมาณสูงควรหลกีเลีย่งการใชกลุมแบคทีเรียนี้ หรือ
จะตองทาํการลดสารนั้นเสยีกอนแลวจงึเตมิกลุมแบคทีเรียนี้ หรือสรางกลุมแบคทีเรียใหมดวยการ
เพิ่มแบคทีเรียที่สามารถยอยสาร PAHs ชนิดนัน้เขาไปในกลุมแบคทีเรีย (Daugulis และ 
McCracken, 2003) แตจะตองมั่นใจวาในระหวางแบคทเีรียที่สรางขึ้นนัน้ไมมีการขัดขวางการ
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ทํางานซึ่งกันและกัน   กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไมสามารถยอย อะซแีนพธิลีน   แอนทราซนี ไครซีน
และเบนโซ(เอ)ไพรีน แบบโคเมแทบอลิซมึกับไพรีนได เพราะวากลุมแบคทีเรียใชไพรีนในการเจริญ
แทน จึงไมมกีารใชสาร PAHs ชนิดอื่นในระบบ หรืออาจจะเกิดจากสารมธัยนัตที่ไดจากการยอย
ไพรีนไปยับยัง้การยอยสาร PAHs ชนิดอื่น (Kazunga และ Aitken, 2000) ดังนัน้อาจจะตองเติม
แหลงอาหารชนิดอื่นที่ไมใชไพรีนเขาไป เพื่อใหมกีารยอยสาร PAHs อ่ืนที่มนี้าํหนักโมเลกุลสูง เชน 
น้ํามนัดีเซล (Kanaly และคณะ, 2000) สารลดแรงตึงผิวแรมโนไลปด (Rhamnolipids) น้าํมันซิลิโคน
หรือสาร PAHs ที่มนี้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา (Marcoux และคณะ, 2000) หรือเติมแบคทีเรียที่สามารถ
ยอยสารมัธยนัตที่เกิดขึ้นไดเขาไป (Kazunga และ Aitken, 2000) 
 การยอยไพรีนของกลุมแบคทีเรียดังกลาวจะใชเวลาปรับตัว 2 วนั เพราะอาจจะเกิดจาก
ความไมคุยเคยของกลุมแบคทีเรียทีถู่กเลีย้งในโซเดียมซัคซิเนตและทาํเปน resting cell กอนการ
ทดลอง ดังนัน้จึงตองอาศัยเวลาในการสรางความคุยเคยกับไพรีนกอนยนีที่เกี่ยวกบัการยอยสลายจงึ
จะถูกกระตุนใหทาํงานสรางเอนไซม (Grosser และคณะ, 1991 ; Li และคณะ, 1996 ; Ho และคณะ
, 2000)  หรือความเขมขนของไพรีนสงู ตางกับการทดลองของ Ramirez และคณะ (2001) ที่ใชไพรีน
เขมขนเพยีง 120.5 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งไมพบระยะเวลาปรับตัวของกลุมแบคทเีรีย  หรืออาจเปน
เพราะวาใชเชือ้ในปริมาณทีน่อยไป (Juhasz และคณะ,1995) เนื่องจากการเติมหัวเชื้อในปริมาณ
มากจะสามารถลดเวลาการปรับตัวไดหรือไมมีเวลาปรับตัว (ภาคผนวก ง, รูปที ่ง.2 ) ดังรายงานของ 
Juhasz และคณะ (1996) ที่ใชหวัเชื้อในปริมาณมาก 5 มล. (มีโปรตีนเขมขน 0.7 – 1.5 มก.ตอมล.) 
พบวาสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูงไดถึง 70 % โดยสวนมากแลวไมวาจะใช
แบคทีเรียบริสุทธิห์รือกลุมแบคทีเรียจะพบระยะเวลาในการปรับตัวเสมอ แตจะมากหรือนอยขึ้นอยู
กับการเตรียมหัวเชื้อ ปริมาณของหัวเชื้อ ศักยภาพเฉพาะของสายพันธุแบคทีเรียที่ใช ความเขมขน
ของไพรีน (Bouchez และคณะ, 1995 ; Bastiaens และคณะ, 2000) และลักษณะของไพรีนที่เติมวา
เปนสารละลายในตัวทําละลายหรือเปนผลกึ (Tiehm และ Fritzsch, 1995) ซึ่งปจจยัที่กลาวมามผีล
ตอผลการทดลองการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย แตทายที่สุดแลวไพรีนจะถูกยอยสลาย
ตอจากนัน้ โดยอัตราการยอยสลายไพรนีของแบคทีเรียแตละสายพันธุและแตละกลุมแตกตางกนั ซึ่ง
บางรายงานคาํนวณไว ดังตารางที่  5.1  
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ตารางที่ 5.1 แสดงอัตราการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียบริสุทธิ์และกลุมแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย อัตราการยอยไพรีน เอกสารอางอิง 
Mixed culture (6 strains) 
Bacterial consortium 
Enriched consortium 
Mycobacterium sp. PYR1 
RRM-V3 

0.42 มก.ตอลิตรตอชม. 
27 มก.ตอลิตรตอวัน 
1.1 x 10-9 ไมโครกรัมตอCFUตอชม. 
1.3 x 10-9 ไมโครกรัมตอCFUตอชม. 
14.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 2 - 5) 
7.03 ± 0.97 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 5 - 11) 
0.67 ± 0.80 มก.ตอลิตรตอวัน 
(ระหวางวนัที่ 11 - 14) 

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

 
 สารมัธยนัตที่เกิดจากการยอยสลายไพรนีโดยกลุมแบคทเีรีย RRM-V3 สามารถตรวจพบได
โดย HPLC แบบ reversed-phase chromatography ที่เวลารีเทนชันตาง ๆ ซึ่งนอยกวาไพรีน   
(ตารางที ่4.2 และรูปที่ 4.7) แสดงวากลุมแบคทีเรียนี้มกีารเปลี่ยนโครงสรางไพรีนโดยแตกโมเลกุลให
เล็กลงและความมีขั้ว(polarity)เพิ่มข้ึนจงึตรวจไดที่เวลานอยกวา เชนรายงานของ Li และคณะ 
(1996) ที่พบวากลุมแบคทีเรีย Pysed-1 และ Pysed-2 ยอยไพรีนได 4,5-dihydrodiol pyrene 
สอดคลองกับรายงานแบคทเีรียบริสุทธิ์ในรูปที่ 2.7  สารมัธยนัตจะถกูสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงทาํ
ใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีสนี้ําตาลเขมข้ึนตามความเขมขนของไพรีนที่เพิม่ข้ึน (รูปที ่ 4.6) เชนเดยีวกบัสี
น้ําตาลที่เห็นไดของผลึกไพรีนที่มีแผนฟลมแบคทีเรียหุมอยู (Eriksson และคณะ, 2002)  แตมีบาง
งานวิจยัทีพ่บสีเขียวเขมเมื่อใชฟแนนทรีนรวมกับไพรีน ซึง่ไมพบสารมัธยันตของไพรนีจากการติดตาม
หลายวิธ ี (Pinyakong, 1999) หรือเกดิสีเขียวน้าํตาลของโคโลนีแตไมพบวงใสรอบโคโลนีทีพ่นทับ
ดวยไพรีน (Ho และคณะ, 2000)    จากผลการเพิม่ปริมาณไพรีนเปน 200 300 และ 400 มก.ตอลิตร
(รูปที่ 4.6) เนือ่งจากการใชที่ 100 มก.ตอลิตร ตรวจพบไดปริมาณนอยจึงตองเพิ่มความเขมขน เพื่อ
เปนขอมูลเบื้องตนและประโยชนในการจะศึกษาสารมธัยันตทีเ่กิดจากการยอยสลายไพรีนโดยกลุม
แบคทีเรีย RRM-V3 พบวาจํานวนพกีของสารมัธยันตที่รีเทนชันตาง ๆ เพิม่ข้ึนตามปริมาณไพรีนที่
เพิ่มข้ึน โดยมรีีเทนชนัจํานวน 2 4 และ 5 พีกจากไพรีนเขม 200 300 และ400 มก.ตอลิตร ตามลาํดับ 
(รูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.2) 
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จํานวนของแบคทีเรียในการทดลองที่เติมสาร PAHs แทบทกุชนิด มจีํานวนเพิ่มข้ึนเล็กนอย
หรือเทาเดิม ซึ่งทัง้หมดจะมีจํานวนเทากบัหรือนอยกวาในชุดควบคมุที่ไมเติมสาร PAHs คาดวา
นาจะเกิดจากพิษของสาร PAHs ตอแบคทีเรีย (Sikkema และคณะ, 1995 ; Buchez และคณะ, 
1997 ; Lee และคณะ, 2003) มีการเกาะเปนกลุมกอนของแบคทีเรีย (ภาคผนวก ง, รูปที่  ง.3(ก)) มี
ผลใหเทคนิคการเจือจางธรรมดาไมสามารถแยกออกเปนเซลลเดี่ยว ๆ ไดหมด หรือแบคทีเรียเกาะกับ
ผลึกของสาร PAHs เปนแผนฟลมเคลือบรอบผลึก ทาํใหการเจือจางไมไดผลดีเทาที่ควร (Eriksson 
และคณะ, 2002 ; ภาคผนวก ง, รูปที่ ง.3(ข) ) หรืออาจเปนเพราะวาแบคทีเรียบางสายพนัธุในชดุ
ควบคุมที่ไมเตมิสาร PAHs ตายแลวแตกสลายใหแหลงอาหารใหมแกแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนในการ
เจริญเติบโต (ธีระ เกรอต, 2539) ผนวกกบัไมมีแรงกดดันจากสาร PAHs (chemical stress) (Lewis, 
2000) จึงทําใหมีการเพิ่มจาํนวนไดมากกวา เพราะในแตละเซลลของแบคทีเรียมีสารประกอบหลาย
ชนิด เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต(น้ําตาล)  ไกลโคโปรตีน  กรดนวิคลีอิค สารอาหารตาง ๆ  ผลิตภณัฑ
ของเสียและไขมัน (Singleton และ Sainsbury, 1981 ; Nicklin และคณะ, 1999) 
 กรณีที่จํานวนแบคทีเรียในชดุควบคุมมีปริมาณมากกวาชุดทดลองทีเ่ติมสาร PAHs หาก
พิจารณาเฉพาะเนื่องมาจากพิษของสาร PAHs  โดยถาหากจาํนวนแบคทีเรียลดลงจากวนัเริ่มตนให
ถือวาสาร PAHs ที่เตมิมพีษิตอเซลลแบคทีเรีย พบวาอะซีแนพธีน ฟ ีแนนทรนี ฟลูออแรนทีน และ
ไพรีน ไมเปนพิษตอกลุมแบคทีเรีย แตฟลูออรีน ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน เปนพษิตอกลุม
แบคทีเรียเมื่อใชแบบสารเดี่ยว   และเมื่อใชสารบางชนิดรวมกับไพรีน พบวาอะซีแนพธิลีน เปนพษิตอ
กลุมแบคทีเรียอยางมาก  สวนแอนทราซนี ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน ไมเปนพิษตอกลุมแบคทเีรีย 
ซึ่งทีน่าสนใจคอื ไครซีน และเบนโซ(เอ)ไพรีน ที่มพีิษลดลงมากเมื่อใชรวมกับไพรีนทัง้นี้เกิดจากกลุม
แบคทีเรียสามารถยอยไพรีนไดจึงมีปริมาณเพิ่มข้ึนและอาจจะสรางสารบางอยางทีช่วยใหเซลลทน
ตอความเปนพิษได ไมเหมอืนกับในภาวะที่มีไครซีนและเบนโซ(เอ)ไพรีนเดี่ยว ซึง่แบคทีเรียมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนในทายการทดลอง โดยคาดวาเกิดจากแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงองคประกอบกรดไขมัน
ภายในและผนังของเซลลใหทนตอพิษของสารทัง้สองได (Sikkema และคณะ, 1995 ; Mrozik และ
คณะ, 2004)  การทดลองแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับไพรีน พบวาปรมิาณอะซีแนพธิลีน แอนทราซีน 
และเบนโซ(เอ)ไพรีนที่มีไพรนีไมเติมแบคทีเรียมีปริมาณต่ํากวาชุดทีเ่ติมแบคทีเรีย นาจะเกดิจาก
เทคนิคการสกดัไมดีพอ 

สามารถทําบรสุิทธิ์เชื้อแบคทีเรียจากกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ไดอยางนอย 7 ชนิด ซึ่งผลทาง
สัณฐานวิทยาและชีวเคมีสามารถจัดอยูในสกุล Rugamonas, Comanonas, Flavimonas, และ 
Pseudomonas และไมสามารถระบุไดจํานวน 1 ชนิด  โดยเปนแกรมลบทัง้หมดสอดคลองกับ
รายงานอืน่ ๆ ที่พบวาแกรลบแบคทีเรียมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด
และในกลุมแบคทีเรียทีเ่พิ่มคัดกรองจากดนิและตะกอนดิน มีแบคทีเรียแกรมลบสกลุหลัก เชน สกุล 
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Pseudomonas (Bouchez และคณะ, 1999 ; Juhasz และคณะ, 1995, 1996)  สกุล 
Sphingomonas  (Supaka และคณะ, 2001) และแกรมบวกบางสกุล โดยสวนมากคือ สกุล 
Mycobactrium  (ตารางที่ 2.3 และ 2.4) ซึ่งหากมีแกรมบวกในกลุมจะชวยใหประสิทธิภาพการยอย
สลายดีขึ้น (Ghazali และคณะ, 2004)  แตละสายพนัธุอาจจะใชแหลงคารชนิดเดีย่วและ/หรือใชสาร 
PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่าไดหรือไมได (Daugulis และ McCracken, 2003 )  แตเมื่ออยูรวมกัน
แลวประสิทธภิาพดีขึ้นสามารถใชสารประกอบไดมากชนิดกวาอยูเดีย่ว ๆ (Carvalho และคณะ, 
2002) บางรายงานยงัไมสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการยอย (degrader) 
ได (Li และคณะ, 1996 ; Eriksson และคณะ, 2002 ) แตสามารถระบุสายพันธุที่ทาํใหบริสทุธิ์ได มี
ความสัมพันธโดยสงเสริมการทํางานและเจริญเพิ่มจํานวนในกลุมแบคทีเรียเริ่มตน (Kanaly และ
คณะ, 2002) เชนเดียวกับการศึกษาครั้งนี ้  ทีพ่บวาแตละเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมทัง้ 7 ชนิดไมสามารถ
ใชฟแนนทรีนและไพรีนได ดังนั้นจงึไมทําการพิสูจนเอกลักษณของเชื้อบริสุทธิด์วยเทคนิค 16S 
ribosomal DNA  ซึ่งการที่เชื้อบริสุทธิ์ไมสามารถยอยฟแนนทรนีและไพรีนได อาจเปนเพราะใน
ระหวางที่ทาํบริสุทธิ์มีการเขี่ยเชื้อบนอาหารสมบูรณหลายครั้งจนกวาจะไดเชื้อบริสุทธิ์ ซึง่อาจทําให
สูญเสียความสามารถในการยอยสลายได เพราะยีนไมถกูกระตุนในระหวางนีแ้ละแบคทีเรียใช
สารประกอบอนิทรียในอาหารที่ใชคัดแยกไดงายกวา (Li และคณะ, 1996) หรือแบคทีเรียสายพนัธุที่
มีประสิทธิภาพไมถูกคัดแยกออกมาโดยวธิีที่ใชในการทดลอง (จึงตองใชคําวาอยางนอย 7 ชนิด) หรือ
อาจเปนเพราะวาแบคทีเรียสายพนัธุบริสทุธิ์ชอบที่จะอยูในภาวะอาหารเหลวจึงจะมีการพฒันา
ความสามารถในการยอยสลายไพรีนได (Li และคณะ, 1996) และเนื่องมาจากแบคทีเรียทีม่ี
ความสามารถไมสามารถเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่ใชในการทดลองได (unculturable strain(s)) 
(Eriksson และคณะ, 2002) 

แบคทีเรียสกุล Comamonas ถูกรายงานหลายสายพนัธุที่สามารถใชสารประกอบอนิทรียที่
ปนเปอนในสิ่งแวดลอมได ไดแก C. acidovorans TB-35  ยอยสลาย polyester-polyurethane 
(PUR) (Nakajima-Kambe และคณะ,1995) C. testosteroni B-356 ยอยสลาย biphenyl และ 
chlorobiphenyls และ polychlorinated biphenyl (PCBs) (Sylvestre, 1995) C. testosteroni ยอย
สลาย p-toluenesulphonic acid (Khlebnikov และ Péringer, 1996) C. testosteroni T-2 ยอย
สลาย p-toluenesulfonate (pTS) (Bokhany และคณะ, 1997)  Comamonas sp.GC                  
(C. testosteroni) ใชแนพทาลีนและฟแนนทรนี Comamonas sp.H ใชแนพทาลีน และฟแนนทรีนที่
อยูในอาหาร 10 %Trypticase soy broth (TSB) และ Comamonas sp.M7 (C. terrigena) ใช     
แนพทาลนีได (Meyer และคณะ, 1999)  แบคทีเรียสกุลนี้สวนมากคัดแยกไดจากบอบําบัดน้าํเสีย
ของโรงงานบาํบัดน้ําเสียจากชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรม     
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แบคทีเรียสกุล Rugamonas ยังไมพบรายงานที่สามารถยอยสลายสารประกอบอนิทรียที่
ปนเปอนในสิ่งแวดลอม คัดแยกไดจากแมน้ํา (Holt และคณะ, 1994) ซึ่งนกัวิจยัสนใจจะนาํสีแดงสม
ที่แบคทีเรียสรางมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมสีผสมอาหาร (Moss, 2002)  

แบคทีเรียสกุล Flavimonas  สามารถพบไดในดินและแหลงน้ํา รวมทัง้ในโรงพยาบาล ซึง่มี 
1 สายพันธุทีถู่กรายงานวาสามารถกอโรคในคนได คือ F. oryzihabitans ที่กอโรคสมองอักเสบแท
และเทียม (Grinchenko และคณะ, 2003) ในขณะเดียวกันสายพนัธุนี้ยงัถูกแยกไดจากบอบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานที่ปนเปอนสารประกอบฟนอล โดยที่สายพนัธุนี้สามารถยอยฟนอลและ 4-คลอโรฟ
นอล (4-chlorophenol, 4CP) ไดเชนเดียวกับอีก 3 สายพนัธุทีเ่ปนแบคทีเรียแกรมลบ (Aeromonas 
sp., Pseudomonas sp. และ  Chryseomonas luteola) ที่แยกไดจากทีเ่ดียวกนั (Buitrón  และ 
González , 1996) 

แบคทีเรียสกุล Pseudomonas พบทัว่ไปในธรรมชาตทิกุแหลง  บางสายพนัธุกอโรคในคน
และสัตว เชน P. aeruginosa  (Holt และคณะ, 1994) แบคทีเรียในสกุลนี้ถกูรายงานวาสามารถยอย
สลายสาร PAHs ได อาทิ แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน เปนตน โดยสายพนัธุที่มีรายงานไดแก           
P. putida (Juhasz และคณะ, 1996 ; Daane และคณะ, 2001)  P. mendocina (Tian และคณะ, 
2002) P. atutzeri AN10 (Bosch และคณะ, 2000) เพราะวาแบคทเีรียสกุลนี้สามารถสรางการลด
แรงตึงผิวออกมาชวยเพิม่การละลายสารเหลานี้ไดดีข้ึน (Juhasz และคณะ, 1996 ; Bouchez และ
คณะ, 1999 ; Daane และคณะ, 2001) 

         จากการสังเกตรูปแบบการเจริญของกลุมแบคทีเรียโดยใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานในชุดควบคุม พบวามีจาํนวนเพิม่ข้ึนตลอดการทดลองเชนเดียวกับชุดทดลอง ซึง่แตกตาง
จากรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียบริสุทธิ์โดยใชไพรีนเชนกนั พบวาปริมาณแบคทเีรียในชุดควบคุม
ที่ปริมาณลดลงในทายการทดลอง (Prapatsornpinyo , 2003)  ซึ่งไดอธิบายเหตุผลการเพิ่มของ
จํานวนแบคทีเรียของกลุมแบคทีเรียในชุดควบคุมไวขางตน 

การคัดแยกแบคทีเรียทีย่อยสาร PAHs ไดจากเศษใบไมในครั้งนี้ชวยสนับสนุนความเปนไป
ไดที่เราจะสามารถแยกเชื้อจากสวนตางๆ ของพืชที่สามารถยอยสาร PAHs ไดอีกในอนาคต 
เหมือนกับรายงานของ Daane และคณะ (2001) ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียจากรากพืชในบริเวณ
ปนเปอนและ Juhasz และคณะ (2000) ที่คัดแยกกลุมแบคทีเรียจากใบและเปลอืกของยูคาลปิตัส
และใบสนทีก่าํลังผุผงั ซึ่งพบกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารพิษที่ปนเปอนในสิง่แวดลอม
หลายชนิด  นอกจากนีย้ังเปนการสนบัสนุนงานวจิยัของ นารีรัตน เจริญชาง (2544) และ                      
สุพินดา ศิริวราศิลป (2545) ที่รายงานวาแบคทีเรียซึ่งมอียูที่ใบไมของพืชบางชนิดทีดู่ดซับสาร PAHs 
มีบทบาทสาํคัญในการทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ที่ปนเปอนในดินที่ทาํการทดลอง 
 



บทที่ 6 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 

6.1 เนื่องจากในงานวิจัยนี้พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้ในชุดควบคุมและชุดทดลองบางครั้งมีชวงของ
ขอมูลกวาง (คาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Derivative, SD) กวาง) ซึ่งอาจเปนเพราะ
เทคนิคที่ใชติดตามนัน้ไมเหมาะสม ดงันัน้อาจจะตองใชการติดตามการเจริญของกลุมแบคทีเรีย
ดวยเทคนิคใหม เชน การวัดปริมาณโปรตีน ซึง่แปรผันโดยตรงกับปริมาณแบคทีเรียที่เพิ่มข้ึน 
(Juhasz และคณะ, 1996 ; Tian และคณะ, 2002)  แตจะตองมีวิธใีนการกรองแยกสาร PAHs ที่
ใชไมหมดออกจากอาหารที่ใชทดลองแยกจากแบคทีเรียใหได 
6.2 การทาํบริสุทธิ์เชื้อแบคทีเรียของกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดดวยวธิีเจือจางแลวเกลี่ยเชื้อที่คา
เจือจางเหมาะสม จากนัน้สังเกตโคโลนีเดี่ยวที่แตกตางกนั แตไมสามารถพบแบคทีเรียเดี่ยวที่
สามารถยอยไพรีนได หรือแมแตนํามารวมกนัก็ตาม ซึ่งคาดวาวธิีดังกลาวไมเหมาะสมดัง
รายละเอียดในบทสรุปและวิเคราะหผล ดังนัน้การระบสุมาชิกของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ควรที่
จะใชวิธทีางพนัธุศาสตรทีม่คีวามไวและความจาํเพาะสงูกวา โดยจะใชเทคนิคเดียวหรือหลาย
เทคนิครวมกัน เพื่อความถกูตองมากยิ่งขึน้ 
6.3  ผลจากการยอยไพรีนที่ความเขมขนสูงขึ้น จะพบสารมัธยนัตไดมากและชัดเจนขึ้นซึง่นาจะมี
การศึกษาวิถกีารยอยไพรีนของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใชไพรีนทีค่วามเขมขนสงู ๆ เพราะจะ
ชวยใหปริมาณและชนิดของสารมัธยันตทีต่รวจพบไดมากขึ้น  และถาสามารถคัดแยกแบคทีเรีย
บริสุทธิ์ที่สามารถใชไพรีนและสารมัธยนัตบางชนิดได ก็จะทาํใหไดขอมูลการทํางานของกลุม
แบคทีเรียนี้ละเอียดมากยิ่งขึน้ ซึง่จะเปนขอมูลพื้นฐานทางวิทยาศาสตรในการวิจยัตอไปในอนาคต 
6.4  การบําบดัจริงในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสาร PAHs จะตองมกีารศึกษาถึงปจจัยทีม่ีผลการ
ทบตอการอยูรอดและประสิทธิภาพของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ตอการยอยสลายและการ
เปลี่ยนแปลงของสมาชกิในกลุมอยางละเอยีด รวมถงึความปลอดภัยของแบคทีเรียเสียกอนใน
ระดับหองปฏบิัติการกอนการออกสูสิ่งแวดลอม 
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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 
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O)    0.005   กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O)   0.005   กรัม 
 
 ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที ในสวนของสารละลายสามชนดิหลงัทาํ
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปเซลลูโลสอะซีเตท
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM แตละลายแบคโตอะการ  
15 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในสารสามชนิดแรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสาร
สามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีโซเดียมซัคซิเนต (CFMM + Sodium succinate agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM และเติมโซเดียมซัคซิเนต
ความเขมขน 0.01 % คนใหละลายหมด แลวเติมแบคโตอะการ 15 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลง
ไปในสารสามชนิดแรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
°ซ เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสารสามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอน
นําไปใชเทใสจานเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
ทริปโตน       10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต         5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด         5.0 กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุนผง 15 
กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที  
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สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (pyrene in DMSO solution) 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนอะซีแนพธีนละลายหมด ทําใหปลอดเช้ือโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี
ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลง
ในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  
 
สารละลาย PAHs ชนิดอ่ืนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 

ชั่งสาร PAHs ชนิดอื่น 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสม
ดวยเครื่องปนผสมจนสาร PAHs ละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ        
–20 °ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  
 
สารละลายมาตรฐานของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในเมทธานอล 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธานอลปริมาตร 10 มล. ผสมดวย
เครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 
ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บทีอุ่ณหภูมิ –20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐาน
ไพรีนกอนฉีดตัวอยางวิเคราะหดวยวิธ ี HPLC และใชเตรียมกราฟมาตรฐานโดยเติมใหไดความ
เขมขน 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 และ 100 มก.ตอลิตร สําหนบัไพรีน และความเขมขน 0 
20 40 60 80 และ 100 มก.ตอลิตร สาํหรับสาร PAHs อ่ืน แลวทําการสกัดตามวิธีในบทที่ 3 
อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธดีําเนนิงานวิจยั แลววิเคราะหดวยวิธ ี HPLC จากนั้นนาํขอมูลมาสราง
กราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) ไพรีน (รูปที่ ค.1) อะซแีนพธนี (รูปที ่ ค.2) ฟลูออรีน (รูปที ่ ค.3)    
ฟแนนทรนี (รูปที่ ค.4) และฟลูออแรนทนี (รูปที่ ค.5) 
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สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที  
 
กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน
เวลา 15 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 2 คร้ัง 
 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 
 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น 
 
สารละลายเมทธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 

กรองเมทธานอล 100% ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร และน้ําที่
กําจัดไอออนแลว (deionized distillated water, DDW) ผานแผนกรองชนิด GS ที่มีขนาดรูกวาง 
0.22 ไมโครเมตร ดวยระบบสูญญากาศ ทําการผสมเมทานอลและน่ํากลั่นในอัตราสวน 80 ตอ 20 
(ปริมาตรตอปริมาตร) กําจัดอากาศและฟองอากาศ (degas) ออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่
สูง รวมกบัเครื่องสูบอากาศ (vacuum pump) จนกวาไมพบฟองอากาศ โดยเติมน้ําแข็งในเครื่อง
กําเนิดเสียงความถี่สูง เพื่อลดความรอนที่เกิดขึ้น ซึ่งความรอนจะทําใหเมทานอลระเหยไดมาก ปด
ทางเปดของแขนของขวดรูปชมพูดวยพาราฟลมหลังจากเตรียมสารละลายตัวพาเสร็จเรียบรอย 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของไพรีน 
 

y = 661.36x
R2 = 0.9906
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของไพรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทนคาใน
สมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (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 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณอะซีแนพธีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของอะซีแนพธีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา
แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (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 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟลูออรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน
คาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออรีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 922.82 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 

y = 702.98x
R2 = 0.9826
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รูปที่ ค.4 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟแนนทรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน
คาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟแนนทรีน) + 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 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออแรนทีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ  
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC 
 
ความเขมขนของฟลูออแรนทีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา
แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 
พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออแรนทีน) + จุดตัดแกนวาย 
โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 534 
   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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ภาคผนวก ง 
 

ขอมูลผลการทดลอง 

 
 

 
 

 

 
รูปที่ ง.1 แสดง HPLC โครมาโตแกรมของสาร PAHs ที่สกัดไดจากใบไม ซึ่งถูกใชในการทดลอง
โดยพบฟแนนทรีน ไพรีนและสารที่ระบุไมไดจากสารมาตรฐานที่ใช (ก และ ข) ซึ่งตรวจพบได
เฉพาะใบมะขาม (ค) และใบจามจุรี (ง) (Rt คือรีเทนชั่นไทมมีหนวยเปนนาที, ดวยความอนุเคราะห
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 แสดงการยอยไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตรของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ซึ่งเติม
หัวเชื้อที่ความเขมขนตางๆ  โดยใชคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Optical 
density,OD600 ) เทากับ  0.1  0.5 และ 1.0  พบวาการใชหัวเชื้อที่มีปริมาณสูงจะไมพบเวลา
ปรับตัวของแบคทีเรีย แตจํานวนจะลดลงจากเริ่มการทดลอง 
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ก 

 
 
ข 

 
 

รูปที่ ง.3 แสดงลักษณะของกลุมแบคทีเรีย RRM-V3 ที่เกาะเปนกลุมกอน (ก) และเกาะอยูรอบผลึก
ไพรีน (ข) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา (บริเวณลูกศรชี้) 
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ภาคผนวก จ 
 

การสะสมสาร PAHs ของพืชและแบคทีเรียที่อาศัยอยูบนพืช 
 
1.วิถีการสะสมสาร PAHs ของพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 

 
เกิดขึ้นไดหลายทาง เนื่องจากสาร PAHs จะอยูในสถานะกาซและจบักับอนุภาคฝุนละอองใน

อากาศและละลายน้าํไดนอย ดังนั้นการที่สาร PAHs จะมากับน้ําฝนจงึเกิดขึ้นไดนอย   ซึง่สารที่จบั
กับฝุนจะเขาสูพืชไดทั้งทางสภาวะแหงและเปยก รวมถงึการรับเอาสาร PAHs จากไอที่ระเหยมา
จากพื้นดนิ โดยเฉพาะสวนของพืชที่มีโครงสรางพื้นฐานที่ตองมีอากาศไหลผานไดดี เพราะฉะนั้น
อนุภาคดินที่ปนเปอนจะถกูถายทอดสูพืชไดโดยกระแสลมหรือการกระเด็นมาเปอนได     วิถีการ
ปนเปอนนัน้จะเปนความสัมพันธระหวางสาร PAHs  กับผิวใบ ฝุนอาจจะเกาะกับผิวใบอยาง
งายดายดวยปฎิกิริยาคุณสมบัติทางเคม ี หรือเดงกลับถาผิวใบเรยีบ วิธีการอื่นเกิดจาก 1) 
คุณสมบัติทางเคมีฟสิกสของสารประกอบ เชน ความดนัไอ ความไมชอบน้ํา น้าํหนกัโมเลกุล  2) 
คุณลักษณะทางสิง่แวดลอม เชน อุณหภูม ิลม  3) คุณลกัษณะของพืช เชน ลักษณะผิวใบ ปริมาณ
และสวนประกอบของไข โครงสรางของพืช  

1.1 วิธีการเขาสูใบพืชของสาร PAHs สถานะกาซ (Dry gaseous deposition) (Bakker  
และคณะ, 2000) วิธีการนี้เกิดขึ้น 3 ข้ันตอน (รูปที่ จ.1) ขั้นตอนแรกสาร PAHs จะลอยผานชั้น 
turbulent air zone  เขาสูชั้น laminar air boundary ที่อยูรอบ ๆ ใบพืชใน ขั้นตอนที่สองสาร 
PAHs ที่ผานเขามาจะถูกสงผานชั้นนี้โดยอาศัยทิศทางการไหลของอากาศที่ขนานกับผิวใบและมี
อัตราเร็วลมลดลงอยางมาก หลังจากนัน้สารจะสัมผัสกับผิวใบแลวเกิดการแพรเขาในชั้นควิติเคิล
ตอไปในข้ันตอนที่สาม ในขณะที่สารทัง้หมดในมวลอากาศจะปนเปอนโดยผานกระแสลมวน แต
สารในสถานะกาซและจับกบัอนุภาคฝุนละอองขนาดนอยกวา 0.1 ไมโครเมตรจะผานชัน้ laminar 
boundary   ดวยการเคลื่อนที่แบบบราวนเนียน(Brownian) เทานั้น  ซึง่ชากวา 3-7 เทาตัว   

ในชั้นคิวติเคิลจะเกิดการแพรแบบไมใชพลังงาน(passive diffusion) ของสาร PAHs ใน
อากาศเขาสูชัน้คิวติเคิลของพืช (คิวติเคิล คือ ชั้นไขมนัที่อยูนอกเซลลที่ไมมีชีวิต ซึง่เปนชัน้ที่สราง
ขึ้นระหวางอากาศกับพืช เพือ่ปองกันพืชแหงและการทาํลายจากราและแมลง, รูปที ่จ.2) 

ดวยความซับซอนของชัน้คิวติเคิล ซึ่งมคีวามหนาตางกันจากมากกวารอย  ไมโครเมตรถึง
มากกวาสิบไมโครเมตร ในขณะที่ชัน้ไข epicuticular หนาประมาณ 10 เปอรเซน็ตของคิวติเคลิ 
ดังนัน้สวนประกอบและการเรียงตัวกนัของชั้นควิติเคิลเปนปจจัยสาํคญัตอการแพรมากกวาความ
หนาของคิวติเคิล 
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รูปที่ จ.1  แสดงวิถกีารสะสม  3 ข้ันตอนของสาร PAHs สถานะกาซจากอากาศเขาสูใบไม 

                   (Bakker  และคณะ, 2000) 
 

โครงสรางของคิวติเคิลแบงได 2 ภาวะคือ กลุมกอน (amorphous) และแถบผลึก(crystalline) 
การแพรจะเกดิในภาวะกลุมกอนเทานัน้   ภาวะแถบผลึกลดการแพรได 2 ทางคือ ลดชองวางและ
เกิดชองทางทีค่ดเคี้ยววกวนขึ้น ดังนั้นความหนาแนนและการเรียงตัวของผลึกบงชี้การเคลื่อนที่
ผานไข(ไมเปลี่ยนแปลงที่ 5-40 องศาเซลเซียส) เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เนือ่งจากอากาศรอน(จัด)เปน
ผลใหโครงสรางแถบผลกึเสยีไป ลดความเปนผลึกลง ทาํใหสารขนาดใหญเคลื่อนทีไ่ดดีขึ้น 

 

รูปที่ จ.2 แสดงสวนประกอบโครงสรางของคิวติเคิลของพืช (Bakker  และคณะ, 2000) 
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ความซับซอนของชองทางในคิวติเคิลของพืชแตละชนิดตางกนัมาก เชน อยูที่แฟคเตอร 28 
(Factor 28) ใน Citrus grandis จนถงึ แฟคเตอร 759 ใน Ilex paragrannis ซึ่งมคีวามซับซัอนข
องชองทาง 7-410 ไมโครเมตร รวมกับสารกลุมนี้มีปริมาตรมวล 121-195 ลบ.ซม.ตอโมล ทําใหได
สัมประสิทธิก์ารแพรเทากับ 10-16 – 10-17 ตร.เมตรตอวินาท ี (ในพืช Hordeum valgare, Picea 
abies, Fagus sylvativa)  ซึ่งตองใชเวลา 68 ชั่วโมง ถงึ 28 วนั เพื่อแพรผาน Citrus และ 27 ถึง 
270 ป เพื่อแพรผานใน Ilex จนถงึชั้นควิติน  
        1.2 วิธกีารเขาสูพืชของสาร PAHs ที่จับกับอนุภาคฝุนละออง 

การปนเปนื้อนวิธีนี้ขึน้อยูกับอุณหภูมิ ผวิของอนุภาคฝุนและความสามารถของการระเหย
ของสาร ในป 1997 Finizia และคณะ คาดวาคาสมัประสิทธิ์แบงละลายของสาร PAHs ระหวาง
ออกทานอลกบัอากาศควบคุมการจับกนัของผิวอนุภาคฝุนกับสารสถานะกาซ ถาคานี้สูง จะจับกัน
ไดสูงกวา ซึง่สาร PAHs เกาะกับอนุภาคฝุนขนาดนอยกวา 1-2 ไมโครเมตรไดมากแตอนุภาคทสต
ลงสูพืน้โลกกลับมีขนาดใหญกวา เรียกวา Dry particle deposition ในทางกลับกันการตกแบบ 
Wet particle deposition สวนใหญมีขนาดเล็กกวาแบบแหง 

อยางไรก็ดีไมวาจะตกแบบแหงหรือเปยก ก็เปนวิธทีี่สาํคัญที่ปนเปอนบริเวณผิวของพืช ซึง่
ขึ้นอยูกับปริมาณที่ตกลงมากระทบพืช แถวชายฝงทะเล มีแบบเปยกมากกวาในพืน้ดินมกีารศึกษา
บงชี้วาปริมาณของอนุภาคฝุนที่ปนเปอนทั้งหมดที่ตกลงสูพืน้โลกหรือแหลงน้ําตาง ๆ นัน้เกิดจาก
การตกแบบเปยก แตยงัไมชดัเจนนกั อีกทางหนึง่เกิดจากสายฝนที่แรงและลูกเห็บที่ชวยเพิ่มสารให
พืช ในทางกลบักัน คาดวาแรงของสายฝนและลูกเห็บอาจชวยชะลางสวนอนุภาคที่พึง่ตกบนผิวใบ
ใหม ๆ ใหหลดุออกจากผิวใบไดดวย 

หลังจากอนภาคฝุนตกลงบนผิวใบ สาร PAHs อาจจะเคลื่อนเขาสูชั้นคิวติเคิล จากการ
ลางฝุนออกมาศึกษาพบวาการลางใบผักกาดหอมดวยน้ําจะลางเอาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุล
สูงออกไดมากกวาสาร PAHs ที่มนี้ําหนักโมเลกุลตํ่า โดยคาดวาสาร PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลตํ่า 
ที่คงอยูนั้นมาจากสถานะกาซที่ถูกดูดซับไวในคิวติเคิล  ในขณะที่การลางใบขาวโพดดวยน้ําจะ
สามารถชะเอาสาร PAHs ที่มีน้าํหนกัโมเลกุลสูงไดเพียงบางสวน ซึง่คาดวาหลุดออกจากอนุภาค
ฝุนหรืออนุภาคฝุนถูกฝงไดในคิวติเคิลเรียบรอยแลว  แตยังไมมีขอสรุป ดังนัน้ผูวจิัยจึงเรียก
สวนที่ถูกดูดซบัไดบางสวนวาเปนสาร PAHs ที่ตกลงมาปนเปอนแบบ Dry gaseous deposition 
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    1.3 ปจจัยที่มีผลตอการสะสมสาร PAHs จากอากาศสูพืช 
         1. คา Koa มีผลตอการสะสมดังแสดงในรูปที ่จ.3 ซึ่งสามารถแบงได 3 แบบ 

1) สารที่มีคา Koa ต่ําพืชจะรับเขาไปแบบแปรผันกับคานี้ (equilibrium partitioning)  
2) ปริมาณขึ้นอยูกับ dry gaseous deposition ไมข้ึนอยูกับคานี้(ข้ึนกบัเวลาแบบ   
    kinetically limited gaseous deposition) 

  3) สารที่มีคา Koa ที่สงูจะมีผลตอความสามารถในการเกาะติดกับอนภุาคฝุนละอองไดดี 
     (แบบ particle-bound deposition) 
 

               
  รูปที่ จ.3 แสดงความสมัพนัธระหวางคา log [Cvegetation / Cgaseous phase ]  กับคา log Koa  

 (Bakker  และคณะ, 2000)  
 

รูปที่ จ.3 ครอบคลุมการสะสมสารปนเปอนจากอากาศสูพืชไดอยางดี ซึง่ทดลองพิสูจน
โดย Böhme และคณะ (1999) ยกเวนสาร PAHs บางชนิดที่มีคา gas-particle distribution ตาง
จากชนิดอื่นในกลุมเดยีวกนั  อยางไรยังขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอม ชนิดของพืชดวย 
        2. อุณหภูมิ จากกราฟระหวาง In Kpa และ 1/T ไดกราฟเสนตรงเชงิบวก หมายถึงเมือ่
อุณหภูมิลดลงจะทําใหสารแพรสูพืชเพิม่ข้ึน แตจากผลการทดลองของ McLachhan และคณะ 
(1995) พบวาอุณหภูมิมีผลตอความเขาขนของสารกลุมนี้แปลงทดลองเพยีงเลก็นอย และยงัพบวา
อุณหภูมิไมมีผลตอคา Koa ที่สูง แตคา Koa ที่ต่ําจะเปลีย่นแปลงอยางเร็วตามอุณหภูมิที่เปลี่ยนไป
แตบางการทดลอง พบวาสาร PAHs ในอากาศและในพืชที่ปลูกตามฤดูกาลมีความสัมพันธแบบ
แปรผันกับอุณหภูมิขางตน บางการทดลองพบวาไมมีความสัมพันธกัน 
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       3. คุณลักษณะของพืช สามารถแบงไดดังนี ้
- ปริมาณไขมัน  ไขมันที่สกดัจากใบ กานใบ เมล็ด และเปลือกไมทีเ่ก็บจากที่เดียวกัน มี 

PAHs แตกตางกัน อยางไรก็ตามปริมาณไขมันจะสําคัญในภาวะ(ใกล)จุดสมดุลของการแพร 
เพราะวาการสะสมแบบไคเนติกสนั้นไมข้ึนกับปริมาณไขมันดวย ซึ่งบางครั้งพืชไมสะสมสารในชัน้
ไขมันที่ถกูสกดัออกมา แตเก็บไวสวนที่ไมถูกสกัดออกมา เชน คิวตนิ   ใน Plantago มีไขมัน 0.03 
มก.ตอลบ.ซม. จาก 1 กกตอลิตร ใหใบไมมีปริมาณ 30 ไมโครลบ.ซม.ตอลบ.ซม.ของใบไม 

- สวนประกอบของไขมัน  เชน ตน yarrow และทานตะวัน มีสารที่เขมขนสูงกวาพืชอ่ืนที่
ทดลอง ซึง่มาจากสวนประกอบไขมันที่ตางกนั อาทิ monoterpenes ที่สัมพนัธกับสารที่ระเหยไดใน
พืช  สวนประกอบของไขมันของ Plantago major มี linear alkanes กับ triterpene acid 
ใน Lactuca sativa มี long chain alcohol  กับ alkanes  

- อายุของพืช มีรายงานวาไลเคนสะสมสาร PCBs มากกวาในใบสน เพราะอากาศใน
ทศวรรษที่ผานมามีการสะสมสูงกวา(นอรเวย) 

- โครงสรางของพืช  แยกเปน พื้นที่ผิวทีซ่ึ่งสัมผัสแลวสะสมไนทกุบริเวณของพืช ดังนัน้
พื้นที่ผิวทั้งหมดจึงมีผลตออัตราการสะสมสาร PAHs  พื้นผวิของพืน้ที่ผิวที่สัมผัสอากาศ  ผิวหยาบ
ชวยเพิ่มให turbulence สูงขึ้น ทาํใหพืชรับแลวสะสมสารไดมากขึ้น  การเรียงตวัของใบ ใบที่แผใน
แนวราบ สามารถรับสารไดมากกวาแนวตั้ง และยิ่งมีขนดวยแลวจะชวยการสัมผัสเกาะติดสูงขึน้อีก 
และใบที่เรียงซอนกนัจะมกีารสะสมนอยกวาใบที่ไมเรียงซอนกนั 

- สายพนัธุของพืช  ซึ่งพืช Plantago 3 สายพนัธุมีการสะสม PAHs ตางกนั  
       4. ระยะหางจากแหลงกําเนิดสารพษิ พืชที่อยูหางจากแหลงปลอยสารพิษจะมีการสะสมได
นอยกวาพืชในบริเวณเขตชมุชนเมือง แตมีอัตราการสะสมสารแตบละชนิดไมคงที่ข้ึนอยูกับชนิด
และสายพนัธุของพืช 
 
2. แบคทีเรียบนใบไม (Phyllosphere) 
  

มีความพยายามศึกษาถงึจาํนวนแบคทเีรียที่อาศยัอยูบนใบไม(epiphytic microbes) เพื่อ
จะใชในการพยากรณสภาพอากาศ ความสมบูรณของปาไมในบริเวณนั้น ๆ  โดยพบวาแบคทีเรีย
ประจําถิน่บนใบไมไดแกสกุล  Micrococcus ซึ่งมีโคโลนีสีเหลืองหรือแดง และสกุล 
Pseudomonas ซึง่สวนมากมีสีขาววาว โดยบางสายพนัธุของสกลุหลังเปนแบคทีเรียทีก่อปญหา
พืชผลเนาเสีย เนื่องจากสามารถทําใหน้ํากลายเปนน้าํแข็ง (Ice-nucleation active(INA) 
bacteria) ทาํใหผิวเกิดรอยแผลและเนาเสียในภายหลงั แตแบคทีเรียบางชนิดมปีระโยชนตอพชื 
อาทิ แบคทเีรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดแลวทาํใหเกิดปมในใบพืชสกลุ Psychotria 



 119

และ Pavetta ซึ่งเมื่อนาํใบพืชทีม่ีปมนี้ใสในดินที่มีสารอาหารต่ําเปนการปรับปรุงคุณภาพดินเพือ่
การเพาะปลกูตอไป  แตการแยกแบคทีเรียออกจากใบไมนัน้ทําไดยาก อาจเกิดจากมีการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอื่นมากเกนิไปจนบดบงัแบคทีเรียที่ตองการและถูกยบัยั้งการเจริญ
จากจุลินทรียชนิดอื่นที่อยูบนใบไดดวยเชนเดียวกัน (Hirano และ Upper,1991 ; Microbiology 
factsheets for schools, 2004) 
 ใบไมเปนหนึ่งเดียวทีท่าํตัวเปนทีพ่ักอาศัยของจุลินทรียที่อาศัยอยูบนผิวใบไม ซึง่ใบไมที่อยู
บนบกมพีืน้ทีม่ากกวา 500 ลานตารางกโิลเมตร  แตเร่ิมมีความสนใจศึกษาความสําคัญทางดาน
ระบบนิเวศและที่อาศยัของจลุินทรียเมื่อไมนานมานี้  โดยจุลินทรยีเหลานี้จะมีการเปลี่ยนแปลง
บอยและรวดเร็วในระหวางปจจัยทางสิง่แวดลอมที่มีสถานะและสภาวะแตกตางกนัอยางมาก เชน 
อุณหภูมิ ความชื้นสัมพัทธ ความเร็วลม รังสี  ซึง่ไมอยางใดอยางหนึ่ง อาจมีผลกดดนัแบคทีเรียบาง
ชนิดใหเกิดการเปลี่ยนแปลง  นอกจากนี้ประชากรของแบคทีเรียมีความแตกตางกนัมาก ข้ึนอยูกบั 
เวลาและพื้นที ่ ในแตละแหง อาทิในตนป ค.ศ.1959  Crosse รายงานวาใบของเชอรร่ี 1 ใบมี 
Pseudomonas syringae pathovar mors-prunorum  จํานวนตัง้แตตรวจไมพบจนถงึ 1.3 x 105 
CFU ตอใบ (จากตัวอยาง 60 ใบ) ปริมาณที่ตางกัน อาจเกิดจากวธิกีารศึกษาจึงเปนปญหาที่จะให
ไดขอมูลที่ถูกตองใกลความจริง จงึทําใหเกิดแนวคิดที่จะประมาณขนาดประชากรแบคทีเรีย โดยใช
การวิเคราะหทางสถิติของการกระจายขอมูลมาชวย  โดย Hirano และคณะ (1982) ใชการ
ประมาณแบบ lognormal distribution อธิบายแบคทเีรียที่รากพืช แตไมสามรถใชกับแบคทีเรียที่
ใบได ดังนั้นตอมา Ishimaru และคณะ (1991) จึงใชแบบ Weibull distribution แทน ในขณะที่ 
Limpert  และคณะ (2001) แยงวาอยางไรแลวการกระจายตวัในธรรมชาติมักจะเปนแบบแรก
มากกวา ซึง่ยังไมสามารถหารูปแบบการประมาณที่เหมาะสมได   ทําใหมกีารพัฒนาศึกษา
เปรียบเทยีบการประมาณทางสถิติของการกระจายตัวของประชากรแบคทีเรียบนใบไม โดยใชการ
ทดสอบ Kolmogorov-Smirnov(K-S) ดูการกระจายตวั  และใช Akaike information criterion 
(AIC)  มาเปรยีบเทยีบรูปแบบทดสอบคือ lognormal, gamma และ Weibull distribution  ซึ่งผล
ออกมาวารูปแบบการการจายตัวที่เหมาะสมของประชากรแบคทีเรียของพืชที่เมดิเตอราเนียนเปน
แบบ lognormal distribution สอดคลองกับแบคทีเรียที่รากพืช (Yadav และคณะ, 2004) 
 จํานวนประชากรแบคทีเรียทีอ่ยูบนใบไมมมีากนอยตางกันขึ้นอยูกับชนิดและสายพนัธุของ
พืช แมจะอยูในตระกูลเดียวกันก็ตาม ถาพิจารณาเฉพาะสกุลตนโอก(Oak, Quercus) ซึ่งมีผูศึกษา
ไวมากที่สุด พบวาสายพนัธุ Q.coccifera มีคาเฉลี่ยตรงกลาง 4.44(2.8x104) log CFUตอกรัม
น้ําหนกัใบไมเปยก (Yadav และคณะ, 2004)  Q.ilex เฉลี่ย 3.13 x104 CFU ตอตารางเซนติเมตร
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 ตอกรัมใบไม
(Lindow และคณะ, 1978)  และในพืชสกลุอ่ืนมีปริมาณดังตารางที่ จ.1 
 
 ตารางที ่จ.1 แสดงจํานวนแบคทีเรียที่อาศยัอยูบนใบไม 
 

พืช ปริมาณแบคทเีรียเฉลี่ย อางอิง 
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 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
5.1 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
9.3 x 103 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.3 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.3 x 105 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
 
1.3 x 105 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
1.7 x 104 CFUตอกรัมน้ําหนักใบไมเปยก 
0.17-3.4 x 105 CFUตอตารางเซนติเมตร 
 
2.5 x 102-2.5 x 105  CFUตอกรัมน้ําหนักใบไม 

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

 
ในธรรมชาติพบวาบนใบไมของพืชมีแบคทเีรียเฉลี่ย 106 – 107 CFUตอตารางเซนติเมตร(อาจ

ถึง 108 ได ) และเนื่องจากรายงานของ Lindow (1996) ที่พบวาเกือบทั้งหมดของใบไมในปา
แบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงที่อยูประมาณ 104 เซลลตอเดือน  ดังนัน้จึงกลาวไดวาพืชใดมี
แบคทีเรียบนใบนอยกวา 104 CFUตอตารางเซนติเมตร พืชชนิดนั้นเปนเจาบานชั่วคราว 
(incidental hosts )  จํานวนแบคทีเรียทีพ่บไดจะแตกตางกนัขึ้นอยูกับหลายปจจยัไดแก (Yadav 
และคณะ, 2004) 

-  วิธกีารหรือเทคนิคในการแยกแบคทีเรียจากใบไม 
- ลักษณะ trichrome ซึ่งจากการศึกษาหลายงานวิจัยถกูคาดวาเปนแบบที่แบคทีเรียชอบ 
  อาศัยเปนที่เพิ่มจํานวน 
- ลักษณะใบทีเ่ปนมนัมาก มกัมีจํานวนแบคทีเรียนอยกวาใบที่มมีันนอยกวา 
- ความสงูจากพื้นดนิ เพราะวาดินเปนแหลงที่ใหแบคทีเรียแกใบพืชจากแรงกระเด็น เมื่อม ี
  ลมและน้ําแรง ๆ  
- ลักษณะขนใบ ความขรุขระและปุมปมบนผิวใบ สามารถชวยใหมีแบคทีเรียอยูได 
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   มากกวาใบผิวเรียบและไรขนใบ 
- พืชชนิดที่มนี้าํมันหอมระเหยสูงนั้นจะมีจาํนวนแบคทเีรียมากกวา แตยังไมสามารถสรุป 
   ชัดลงไปไดวาปริมาณน้ํามนัหอมระเหยมผีลโดยตรงกับจํานวนแบคทีเรีย 
- ฤดูกาล พบวาในชวงฤดูรอนมีจํานวนนอยที่สุดหรือไมพบเลย ในขณะที่ฤดูอ่ืน ๆ  
    มีปริมาณคงทีห่รือเปลี่ยนแปลงเล็กนอย 
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 นายจิรทีปฆ     แสนรัก เกิดเมื่อวันที่ 8 มิถุนายน พ.ศ. 2518 ที่จังหวัดลพบุรี สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเทคนิคการแพทย  คณะสหเวชศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2541 ทํางานในตําแหนงนักเทคนิคการแพทยที่ศูนยวิจัย
โรคเอดส สภากาชาดไทย กรุงเทพฯ ตั้งแตเดือนมีนาคม พ.ศ. 2542 ถึง เดือนพฤษภาคม พ.ศ. 
2544 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544 
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