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คํายอและสัญลักษณ 
 

A260  =  คาการดดูกลืนแสงที่ความความคล่ืน 260 นาโนเมตร 

A280  =  คาการดดูกลืนแสงที่ความความคล่ืน 280 นาโนเมตร 

a.a.  =  กรดอะมิโน 

bp  =  base pairs 

CFU  =  colony forming unit 

kb  =  Kilobase 

Rt  =  retention time 

°ซ  =  องศาเซลเซียส 

มก.  = มิลลิกรัม 



บทที่ 1 

 
บทนํา 

 

 ปจจุบันสารเคมีตางๆ เขามามีบทบทสําคัญในการดํารงชีวิตของมนุษย เชน ใชทาง

การเกษตร ใชปรุงแตงอาหาร และใชในอุตสาหกรรมตางๆ เปนตน ซึ่งการใชสารเคมีตางๆ เหลานี้

โดยขาดความระมัดระวังหรือใชเกินขอบเขตที่กําหนด อาจสงผลใหเกิดของเสียปนเปอนใน

ส่ิงแวดลอมเปนผลใหสภาพแวดลอมเส่ือมโทรม  ของเสียประเภทน้ํามันและปโตรเลียมมี

สวนประกอบของสารอินทรียหลายชนิด โดยหนึ่งในนั้นก็คือสารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) 

 สารประกอบ PAHs มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 2 วงเชื่อมตอกัน 

การจัดเรียงตัวอาจเปนเสนตรง มุมงอ หรือรวมเปนกลุม พบวาปนเปอนอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอม ทั้ง

ในแหลงน้ํา ดิน และอากาศ แหลงกําเนิดมาจากกระบวนการทางธรรมชาติ และเกิดจากกิจกรรม
ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิง การเผาไหมในเครื่องยนต การประกอบอาหารภายใน

ครัวเรือน และจากควันบุหรี่ เปนตน จากการศึกษาที่ผานมาพบวา สารประกอบ PAHs มีความเปน

พิษทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง เปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ มะเร็งและความ

ผิดปกติของทารกในครรภ (Wilson และ Jones, 1993) 

 ไพรีนจัดเปนสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวง

เบนซีน 4 วง เชื่อมตอกันเปนกลุม แมวา IARC (International Agency for Research on 

Cancer) ไมไดระบุใหไพรีนเปนสารที่กอใหเกิดมะเร็งในมนุษย แตมีรายงานที่แสดงถึงความเปน

พิษตอส่ิงมีชีวิต จากการศึกษาผลของสารประกอบ 8 ชนิดที่มีอยูในน้ํามันดิบรวมทั้งไพรีน ตอการ

แพแสงของหนูตะเภาโดยการปายสารละลายเหลานี้บนผิวหนังหนูตะเภา แลวฉายดวยแสงอัลตรา

ไวโอเลตพบวา ไพรีนทําใหเกิดการอักเสบบวมแดงของผิวหนังไดมากที่สุด (Kochevar และคณะ, 

1992) 

 การบําบัดสารประกอบ PAHs โดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เปนแนวทางหนึ่งที่มี

ประสิทธิภาพโดยอาศัยกิจกรรมของ จุลินทรียเพ่ือยอยสลายหรือลดความเปนพิษของสารประกอบ 

PAHs ที่ปนเปอนอยูในส่ิงแวดลอม สารประกอบ PAHs จะถูกจุลินทรียยอยสลายไดอยางสมบูรณ 

(mineralization) ไดเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานเพ่ือใชในการเจริญ หรือจุลินทรีย

สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารประกอบ PAHs บางสวน กระบวนการเหลานี้ อาจเกิดโดย

จุลินทรียเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia และคณะ, 1992) 
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จากรายงานการวิจัยที่ผานมา มีการคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์หลายสายพันธุที่ยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา เชน แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas แตแบคทีเรีย

บริสุทธิ์ที่ยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ยังพบเปนจํานวนนอย แบคทีเรียที่ยอย

สลายไพรีนมีทั้งกลุมที่เปนแกรมบวกและแกรมลบ แบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ยอยสลายไพรีนถูกคัดแยก

มาจากทั้งในตัวอยางดิน น้ํา หรือตะกอนดินในแหลงน้ํา เชน Mycobacterium vanbaalenii สาย

พันธุ PYR-1 ซ่ึงคัดแยกมาจากตะกอนดินที่มีการปนเปอนของน้ํามันปโตรเลียม (Heitkamp และ

คณะ, 1988a) Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 ซึ่งคัดแยกมาจากดินในบริเวณที่มีการปนเปอน

ของสารประกอบ PAHs  (Walter และคณะ, 1991) Gordona sp. สายพันธุ BP9 และ 

Sphingomonas paucimobilis สายพันธุ BA2 ซึ่งคัดแยกมาจากดินในบริเวณที่มีการปนเปอนของ

สารประกอบไฮโดรคารบอน (Kastner  และคณะ, 1994) Burkholderia cepacia สายพันธุ 

VUN10,010 ซึ่งคัดแยกมาจากดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs (Juhasz และคณะ, 

1997) Mycobacterium sp. สายพันธุ AP1 ซึ่งคัดแยกมาจากทรายปนเปอนของน้ํามันดิบ (Vila 

และคณะ, 2001) และ Leclercia adecarboxylata สายพันธุ PS4040 ซึ่งคัดแยกมาจากตะกอน

เลนที่มีการปนเปอนของน้ํามัน (Sarma และคณะ, 2004) เปนตน 

การศึกษาทางพันธุศาสตรของยีนที่เก่ียวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs จาก

แบคทีเรีย มีดังนี้ กลุมยีน nah  จาก Pseudomonas putida สายพันธุ G7 กลุมยีนคลาย nah 

(nah-like) จาก Pseudomonas สายพันธุตางๆ กลุมยีน phn จาก Burkholderia sp. สายพันธุ 

RP007 กลุมยีน nag จาก Ralstonia sp. สายพันธุ U2 กลุมยีน arh จาก Sphingomonas sp. 

สายพันธุ A4 โดยแบคทีเรียดังกลาวมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวล

โมเลกุลต่ํา (Habe และคณะ, 2003; Pinyakong และคณะ, 2004) ยีนที่เก่ียวของกับวิถีการยอย

สลายไพรีน ซึ่งจัดเปนสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ไดมีการศึกษาใน Mycobacterium 

สายพันธุตางๆ เชน Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 พบวามีกลุมยีนหลายกลุมที่

ประมวลรหัสของเอนไซมตางๆ ที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายไพรีนใหไดเปนสารมัธยันตรที่

สามารถเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก โดยกลุมยีน nid เปนกลุมยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเน

สซึ่งเปนเอนไซมเริ่มตนในวิถีการยอยสลายไพรีน (Kim และ คณะ, 2007) และใน 

Mycobacterium  sp. สายพันธุ 6PY1 พบ โปรตีน 2 ชนิดที่ทําหนาที่เปนไดออกซิจีเนส คือ โปรตีน 

Pdo1 และ โปรตีน Pdo2 โดย Pdo1 มีความจําเพาะตอไพรีน ซึ่งยีน pdoA1 และ pdoA2 ประมวล

รหัสหนวยยอยแอลฟาและหนวยยอยบีตาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสตามลําดับ สวนโปรตีน 

Pdo2 มีความจําเพาะตอ   ฟแนนทรีน (Krivobok และ คณะ, 2003) เปนตน 

การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียมักถูกใชเปนตนแบบในการศึกษาการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง อยางไรก็ตามชนิดของแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนยังมีไม
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มากนักและจํากัดเฉพาะสกุล Mycobacterium  เปนสวนใหญ ทั้งที่แบคทีเรียในสิ่งแวดลอมตางๆ 

มีอยูดวยกันหลายชนิด จึงนามีความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน 

ดังนั้นการคัดแยกแบคทีเรียใหไดแบคทีเรียชนิดใหมๆ เพื่อเปนการเพิ่มทางเลือกในการนํา

แบคทีเรียไปใชบําบัด ส่ิงแวดลอม  งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะคัดแยกแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไพรีน และศึกษายีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่คาดวาเกี่ยวของ

ในวิถีการยอยสลายไพรีนในขั้นเบื้องตน 

 
วัตถุประสงค 

 

คัดแยกและจําแนกชนิดแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน ตรวจสอบ

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ รวมทั้งตรวจสอบยีนที่

ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เก่ียวของในวิถีการยอยสลายไพรีนในขั้นเบื้องตนของแบคทีเรียที่คัด

แยกได 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน และทราบขอมูล

เบื้องตนของยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) เปนกลุมสารเคมีที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบไปดวยวงเบนซีน ตั้งแต 2 

วงเชื่อมตอกัน ลักษณะการเชื่อมตอกัน คือ วงเบนซีน 2 วงที่อยูติดกันตองใชคารบอน 2 อะตอม

รวมกัน วงเบนซีนอาจมีคารบอน 5 หรือ 6 อะตอมก็ได สารประกอบ PAHs ประกอบดวยสารที่มี

โครงสรางหลักแตกตางกัน 35 ชนิด และแตละสูตรโครงสรางหลักประกอบไปดวยอนุพันธตางๆ 

สารประกอบ PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่ปนเปอนอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอมทั้งในแหลงน้ํา ดิน 

และอากาศ เกิดขึ้นจากกระบวนการสังเคราะหตามธรรมชาติ เชน ไฟไหมปา หรือจากกิจกรรม

ตางๆ ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การเผาไหมเชื้อเพลิงของเครื่องยนต 

การประกอบอาหารในครัวเรือน และจากควันบุหรี่ รวมไปถึงการปลอยของเสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรมปโตรเคมี อุตสาหกรรมการผลิตที่ใชเครื่องจักรยนต และการใชสารรักษาเนื้อไม เปน

ตน (Cerniglia, 1992) สงผลใหมีการปนเปอน ตกคางและสะสมอยูในส่ิงแวดลอมเปนเวลานาน 

เนื่องจากเปนสารที่มีโครงสรางโมเลกุลที่เสถียร ในรูปผลึกของแข็ง และละลายอยูในน้ําแตนอย

มาก รวมทั้งดูดซับกับสารอินทรียไดอยางรวดเร็ว ทําใหสารประกอบ PAHs สลายตัวไดชามาก 

(Grosser และคณะ, 1991) 

รายงานของสํานักงานคุมครองส่ิงแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 

Protection Agency, EPA) ไดกําหนดใหสารประกอบ PAHs 16 ชนิด เปนสารพิษอันตรายที่ควร

ใหความสําคัญ (Cerniglia และคณะ, 1992) ไดแสดงโครงสรางโมเลกุลและสมบัติของ

สารประกอบ PAHs ทั้ง 16 ชนิด ในรูปที่ 2.1 ทั้งนี้สามารถแบงสารประกอบ PAHs ออกเปน 2 

กลุมใหญ คือ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา (Low molecular weight PAHs, LMW 

PAHs) ซึ่งประกอบไปดวยวงอะโรมาติก 2 ถึง 3 วง และ สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง 

(High molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่งประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป 

ไพรีน (pyrene) เปนหนึ่งในสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง มีช่ือเรียกทางเคมีวา 

เบนโซ[ดี,อี,เอฟ]ฟแนนทรีน (benzo[d,e,f]phenanthrene) ซึ่งเกิดจากการรวมตัวของวงเบนซีน 4 

วง โดยมีการจัดเรียงตัวเปนกลุม (cluster arrangement) และมีสมบัติทางเคมีและกายภาพแสดง

ในตารางที่ 2.1  
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของสารประกอบ PAHs 16 ชนิด 
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ตารางที่ 2.1 สมบัติทางเคมีและกายภาพของไพรีน  

 

สูตรโมเลกุล C16H10 

น้ําหนักโมเลกลุ 202.3 

ลักษณะปรากฏ ผลึกสีขาวหรือสีเหลืองออน 

อุณหภูมหิลอมเหลว 156 οซ 

อุณหภูมิการกลายเปนไอ 393-404 οซ 

ความหนาแนนที ่14 οซ 1.271 กรัมตอ ตารางเซนติเมตร 

ความถวงจําเพาะที่ 23 οซ 1.271 

การละลายในน้ํา 0.077 กรัมตอลิตรที่ 25 οซ 

การละลายตัวทําละลาย เบนซีนไดเอทธิลอีเทอร อีเทอร ปโตรเลียม-

อีเทอร โทลูอีน เอธานอล คารบอนไดซัลไฟด 

สัมประสทิธิ์แบงการละลาย Log Kow 4.88 

สัมประสิทธิ์แบงการละลาย Log Koc 4.58 

ความดันไอที่ 25 οซ 2.5 × 10-6 มิลลิเมตรปรอท 

 
 2.1.1 ความเปนพิษของสารประกอบ PAHs 
 

 มีรายงานความเปนพิษของสารประกอบ PAHs เชน กอใหเกิดความเปนพิษในระดับยีน 

(genotoxic) หรือ ชักนําใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนตน 

 สํานักงานวิจัยมะเร็งแหงชาติ (The International Agency for Research Cancer; 

IARC, 1999) ไดแบงกลุมสารประกอบ PAHs ออกเปน 3 กลุม ตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง 

ดังนี้ 

 กลุม 2A สารที่นาจะกอมะเร็งในมนุษยไดสูงกวากลุมอ่ืนๆ มี 3 ชนิด ไดแก เบนโซ[เอ]    

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

 กลุม 2B สารที่อาจจะกอมะเร็งในมนุษยมี 11 ชนิด ไดแก แนพธาลีน เบนโซ[บี]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน ไดเบนโซ         

[เอ,แอล]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะคริดีน ไดเบนโซ 

[เอ,เจ]อะคริดีน และอินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 

 กลุม 3 สารที่ไมกอมะเร็งในมนุษยมี 23 ชนิด ไดแก ไตรฟนิลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน ไครซีน โครินิน เพอริลีน เบนโซ[เอ]อะคริดีน เบนโซ[ซี]อะคริดีน เบน
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โซ[จี,เอช,ไอ]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เอ]ฟลูออรีน เบนโซ[บี]ฟลูออรีน เบนโซ[ซี]ฟลูออรีน เบนโซ      

[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน เบนโซ[ซี]ฟแนนทรีน เบนโซ[อี]ไพรีน ไซโคลเพนทะ[ซี,ดี]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,ซี]   

แอนทราซีน ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน และไดเบนโซ[เอช,อาร,   

เอส,ที]เพนทะฟน 

 อยางไรก็ตามแมวาหนวยงานคุมครองส่ิงแวดลอมของสหรัฐอเมริกาไมไดระบุใหไพรีนเปน

สาเหตุกอใหเกิดมะเร็งในมนุษยโดยตรง แตไพรีนสามารถเสริมฤทธิ์ของเบนโซ[เอ]ไพรีน ใหเกิด

ฤทธิ์การกอมะเร็งเพิ่มมากขึ้น และนอกจากนี้ยังมีรายงานวา ไพรีนทําใหเกิดอาการแพแสงของ

ผิวหนังไดอยางรุนแรงในหนูตะเภา โดยจากการศึกษาผลของสารประกอบ 8 ชนิดที่มีอยูใน

น้ํามันดิบรวมทั้งไพรีน ที่ความเขมขนตั้งแต 5 มิลลิไมโครโมล ถึง 5 ไมโครโมล โดยการปาย

สารละลายเหลานี้บนผิวหนังของหนูตะเภาแลวฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลต พบวา ไพรีนทําใหเกิด

การอักเสบ บวมแดง ของผิวหนังไดมากที่สุด (Kochevar และคณะ, 1982) 

 
 2.1.2 การปนเปอนของสารประกอบ PAHs ในส่ิงแวดลอม 
 

 สารประกอบ PAHs เขาสูสิ่งแวดลอมไดหลายทาง ทั้งจากทางธรรมชาติ เชน การรั่วซึม

ของน้ํามันดิบจากแหลงน้ํามันใตดิน ไฟไหมปา ภูเขาไฟระเบิด และจากการกระทําของมนุษยซึ่ง

กิจกรรมที่สําคัญคือ การเผาไหมที่เกิดไมสมบูรณ นับเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการปนเปอนของ

สารประกอบ PAHs ในสิ่งแวดลอม  

การปนเปอนของไพรีนในสิ่งแวดลอม พบวาสามารถตรวจพบไพรีนจากของเสียที่ปลอย

ออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรมที่เก่ียวกับผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม โรงงานอุตสาหกรรม

ทางปโตรเคมี การรั่วไหลของผลิตภัณฑ ระบบขนสง การดูแลเก็บรักษา และการกําจัดการของเสีย

จากกระบวนการอุตสาหกรรม (Pereira Netto, Sisinno และคณะ, 2002) 

ในประเทศไทยมีงานวิจัยที่รายงานเกี่ยวกับสารประกอบ PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม 

โดยพบปริมาณไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ ในปริมาณที่แตกตางกัน เชน  

ในงานวิจัยของ Amagai และคณะ (1999) พบวาดินที่เก็บจากตัวเมืองในจังหวัดเชียงใหม

บริเวณที่มีการจราจรคับคั่งพบสารประกอบ PAHs ที่มีวงเบนซีน 4 ถึง 7 วง ปริมาณเฉลี่ย 

824±399 นาโนกรัมตอกรัมดิน โดยพบวาปริมาณของสารประกอบ PAHs ที่พบมากที่สุดคือ ไพรีน 

และฟลูออแรนธีน ซึ่งมีปริมาณ 168±103 และ 146±75 นาโนกรัมตอกรัมดิน ตามลําดับ และใน

งานวิจัยของ Wilcke และคณะ (1999) พบวาดินที่อยูใกลบริเวณจราจรคับคั่งมีการปนเปอนของ

สารประกอบ PAHs อยูถึง 20 ชนิด มีปริมาณ 20 ถึง 380 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมดิน โดยพบ

ปริมาณของไพรีน 0.3 ถึง 48.3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัมดิน 
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2.2 การบําบัดส่ิงแวดลอมโดยชีววิธี 
 

 เมื่อสารประกอบ PAHs เขาสูสิ่งแวดลอม พบวามักจะสะสมอยูในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุน

ละออง พืช และอากาศ โดยเกาะติดอยูในอนุภาคของดิน ตะกอนดิน หรือฝุน ซึ่งการเปลี่ยนแปลง

ของสารประกอบ PAHs เกิดขึ้นไดหลายวิธีทั้งทางกายภาพและชีวภาพ โดยการเปลี่ยนแปลงของ

สารประกอบ PAHs ทางชีวภาพนั้นเกิดข้ึนจากจุลินทรียในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิสม

หลายแบบในการยอยสลายสารประกอบ PAHs เพื่อนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานหรือ

อาจจะเปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวน ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาเพื่อนําจุลินทรียตางๆ มาใช

ประโยชนในการบําบัดสิ่งแวดลอม เรียกวิธีการดังกลาววา การบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี 

(bioremediation) 

การบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี มีหลายวิธี เชน (Trejo และ Quintero, 2000) 

Bioaugmentation เปนการเติมจุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารพิษ เพ่ือใหเกิดการยอยสลายสารพิษในบริเวณที่มีการปนเปอน แบคทีเรียนับวามีบทบาท

สําคัญในกระบวนการนี้ นอกจากการใชจุลินทรียแลว การปลูกพืชเพื่อใหเกิดการใชสารที่ไม

ตองการก็นับเปน Bioaugmentation ดวย 

Biofilters เปนการกําจัดของเสียในอากาศจําพวกกาซอินทรีย (organic gas) โดยผาน

วัสดุที่มีจุลินทรียที่สามารถยอยสลายกาซอินทรียไดติดอยูดวย ใชในการกําจัดสารอินทรียที่

สามารถระเหยเขาสูอากาศ 

Bioreactor เปนการกําจัดสารปนเปอนในถังหมักที่มีจุลินทรีย มักใชในการกําจัดสารพิษที่

มีในของเสียที่สภาพเปนของแข็งหรือในดิน 

Biostimulation มีการใชสารอาหารหรือสารใดๆ ที่จะชวยกระตุนการทํางานของจุลินทรีย

ใหมีประสิทธิภาพในการยอยสลายดีข้ึนหรือทําใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนไดมากขึ้น สวนใหญจะใช

ปุยหรือสารที่ชวยการเจริญเติบโตของจุลินทรีย บางครั้งสารพิษที่ปนเปอนในปริมาณนอยๆ ก็

สามารถชวยในการกระตุนการทํางานของจุลินทรียหรือเอนไซมที่เก่ียวของในการยอยสลายไดดวย 

Bioventing คลายกับ Biostimulation แตมีการใหออกซิเจนเพ่ือกระตุนการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียใหดีข้ึนดวย มักใชในการกําจัดสารพิษปนเปอนประเภทปโตรเคมีออกจากดิน แตไม

เหมาะกับการกําจัดสารประเภท Halogenated gas ที่มีผลทําลายชั้นโอโซน 

Composting เปนการนําวัสดุใดๆ ก็ตามที่มีสารพิษปนเปอนทางสิ่งแวดลอมผสมกับปุย

หมักหรือวัสดุทางการเกษตรเพื่อเปนวัสดุค้ําจุนใหกับจุลินทรียที่มีความสามารถในการบําบัด

สารพิษนั้นได บมภายใตสภาวะที่มีอากาศและอุณหภูมิที่เหมาะสม เพ่ือใหจุลินทรียไดเจริญเติบโต

และทําการยอยสลายสารพิษที่มีอยูนั้น 
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Landfarming เปนการปรับสภาพพ้ืนดินที่มีสารพิษปนเปอน ซึ่งอาจทําไดโดยการปลูกพืช

หรือเติมปุยในดินเพื่อใหจุลินทรียในดินเจริญเติบโตและยอยสลายสารนั้นๆ ในดิน ใชไดดีในการ

กําจัดคราบน้ํามันที่ปนเปอนในดิน 

 
2.3 การยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรีย 
 

 ไดมีการศึกษาการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรีย โดยสามารถคัดแยก

แบคทีเรียหลายๆ สายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายโดยใชเปนแหลงพลังงานและแหลง

คารบอน หรือสามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุล (transformation) ของสารได ทั้งนี้สามารถ

คัดแยกแบคทีเรียไดจากแหลงดิน ตะกอนดิน หรือแหลงน้ําตางๆ  

 
 2.3.1 แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโลเลกุลต่ํา 
 
 แบคทีเรียบางกลุมสามารถผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs จาก

รายงานการวิจัยในอดีตที่ผานมา สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ําไดเปนจํานวนมาก มีทั้งแบคทีเรียในกลุมแกรมลบเชน แบคทีเรียในสกุล 

Pseudomonas และสกุล Sphingomonas (Ye และคณะ, 1996) เปนตน และแกรมบวก เชน 

แบคทีเรียในสกุล Mycobacterium (Kelly และคณะ, 1991) และสกุล Rhodococcus (Walter 

และคณะ, 1991) เปนตน 

 
 2.3.2 แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง 
 

 สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป มีความ

เสถียรสูง ทําใหยากตอการสลาย  จึงเปนเหตุใหรายงานการวิจัยที่คัดแยกแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยอยสลายยังมีจํานวนไมมากนัก อยางไรก็ตาม ก็ยังมีการคัดแยกแบคทีเรียที่

มีความสามารถในการยอยสลายได เนื่องจากแบคทีเรียบางสายพันธุอาจจะมีลักษณะพิเศษตางๆ 

เชน แบคทีเรียในสกุล Mycobacterium มีโครงสรางของผนังเซลลเปนกรดไมโคลิค (mycolic 

acid) ซึ่งนักวิทยาศาสตรเชื่อวา ลักษณะพิเศษของผนังเซลลอาจเปนสิ่งสําคัญที่ทําใหแบคทีเรีย

สกุลนี้สามารถนําสารประกอบที่มีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) เชน สารประกอบ 

PAHs เขาสูเซลลเพ่ือนําไปใชเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอน (Wattiau, 2002) แบคทีเรียที่

คัดแยกไดนั้นก็มีทั้งแบคทีเรียในกลุมแกรมลบ เชน แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas (Kazunga 
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และ Aitken, 2000) สกุล Sphingomonas (Kastner และคณะ, 1994) และ สกุล Burkholderia  

(Juhasz และคณะ, 1997) และแกรมบวก เชน สกุล Mycobacterium (Heitkamp และคณะ, 

1988) และสกุล Rhodococus (Walter และคณะ, 1991) เปนตน 

 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน มักถูกใชเปนตนแบบในการศึกษาใน

ดานตางๆ ของการสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง เพราะมีโครงสรางคลาย

สารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงที่มีความเปนพิษมาก เชน เบนโซ[เอ]ไพรีน ในรายงานการ

วิจัยที่ผานๆ มา มีการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีน โดยสวนใหญ

จัดอยูในสกุล Mycobacterium ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมแกรมบวก แตในปจจุบันก็มีรายงานชนิด

ของแบคทีเรียในกลุมแกรมลบที่สามารถยอยสลายไดเปนจํานวนมากขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน 

 

แบคทีเรีย โคสับเสตรท เอกสารอางอิง 

Mycobacterium vanbaalenii 

สายพันธุ PYR-1 

เปปโตนและสารสกัดจากยีสต

และแปงที่ละลายน้ํา 

Heitkamp และคณะ (1988); 

Khan และคณะ (2002) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ 

UW1 

ไมมี Walter และคณะ (1991) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ 

S Flt Na1 

แนพธาลีน ฟลูออรีน แอนทรา

ซีน ฟแนนทรีน 

Bouchez และคณะ (1995) 

Burkholderia cepacia สาย

พันธุ VUN10,001 

ไมมี Juhasz และคณะ (1997) 

Pseudomonas 

saccharophila สายพันธุ P15 

ไมมี Chen และคณะ (1999) 

Acidovorax delafieldii สาย

พันธุ P4-1 

ไมมี Samanta และคณะ (1999) 

Mycobacterium sp. สาย

พันธุ LB208 

ฟลูออรีน ฟแนนทรนี ไดเบนโซ

ไทโอพีน ฟลูออแรนธนี 

Bastiaens และคณะ (2000) 

Stenotrophomonas 

maltophilia สายพันธุ 

VUN10,003 

ไมมี Juhasz และคณะ (2000) 

Mycobacterium sp. สาย

พันธุ AP1 

ไมมี Vila และคณะ (2001) 

Sphingomonas sp. สายพันธุ 

P2 

ฟแนนทรนี Supaka และคณะ (2001) 

 

Burkhoderia cepacia สาย

พันธุ 2A-12 

สารสกัดจากยีสต Kim และคณะ (2003) 

Mycobacterium sp. สาย

พันธุ MHP-1 

ไมมี Habe และคณะ (2004) 
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ตารางที่ 2.2 (ตอ) แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน 

 

แบคทีเรีย โคสับเสตรท เอกสารอางอิง 

Leclercia adecarboxylata 

สายพันธุ PS4040 

ไมมี Sarma และคณะ (2004) 

Paracoccus sp. สายพันธุ 

Ophe1  

ไมมี Zhang และคณะ (2004) 

Sphingomonas sp. สายพันธุ 

ZL5 

ไมมี Liu และคณะ (2004) 

Saccharothrix xinjiangensis

สายพันธุ PYX-6 

ไมมี Hu และคณะ (2004) 

Mycobacterium 

pyrenivorans สายพันธุ 

17A3T 

ไมมี Derz และคณะ (2004) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 13 

2.3.3 การยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยกลุมจุลินทรีย 
 
 ในบางกรณีการทํางานของแบคทีเรียบริสุทธิ์ เพียงชนิดเดียวไมสามารถยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ไดอยางสมบูรณ อาจจําเปนตองอาศัยการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย 

(Wilson และ Jones, 1993) ซึ่งเปนการทํางานรวมกันของจุลินทรียหลายๆ ชนิด โดยที่จุลินทรีย

เหลานี้จะอยูรวมกันแบบ synergism การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรียจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพใน

การยอยสลายสารประกอบ PAHs ใหดีย่ิงขึ้น ทําใหอัตราเร็วในการยอยสลายเพิ่มข้ึน ที่สําคัญยัง

ทําใหเกิดการยอยสลายสารไดอยางสมบูรณ (mineralization) สิ่งที่สําคัญสําหรับกลไกที่เกิดขึ้น

ระหวางการทํางานรวมกันของจุลินทรียตอการยอยสลายสาร คือ ระบบเอนไซม เชน จุลินทรียชนิด

ที่ 1 สามารถสรางเอนไซมยอยสลายสารตั้งตนได แตเนื่องจากไมมีระบบเอนไซมที่สามารถยอย

สลายไดอยางสมบูรณ เมื่อจุลินทรียไมสามารถยอยสลายสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นภายในระบบได จึง

ทําใหเกิดการสะสมของสารมัธยันตร (dead-end metabolite) และอาจจะเปนพิษตอจุลินทรียชนิด

ที่ 1 ในขณะที่จุลินทรียชนิดที่ 2 มีระบบเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารมัธยันตรนั้นได อาจมีผล

ทําใหความเปนพิษของสารมัธยันตรลดลงหรือสามารถนําสารดังกลาวไปใชในการเจริญตอได ผล

จากการเจริญของจุลินทรียชนิดที่ 2 อาจสรางวิตามิน กรดอะมิโน หรือสารที่ชวยใหมีการยอย

สลายสารตั้งตนดีข้ึน เชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งอาจชวยในการเจริญและ

การยอยสลายสารประกอบ PAHs ของแบคทีเรียชนิดอื่นๆ (Mueller และคณะ, 1989) 

 จุลินทรียที่อยูรวมกันนั้น อาจจะเปนแบคทีเรียในสกุลเดียวกันแตคนละสายพันธุ เชน ใน

งานวิจัยของ Juhasz และ คณะ (1997) สามารถคัดแยกแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปอนของ

สารประกอบ PAHs ไดกลุมแบคทีเรียที่ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ไดแก Burkholderia 

cepacia สายพันธุ VUN10,001 VUN10,002 และ VUN 10,003 เมื่อมาเลี้ยงรวมกัน พบวากลุม

แบคทีเรียนี้สามารถใชไพรีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีน เปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนได 

หรือ อาจจะเปนแบคทีเรียตางสกุล เชน ในงานวิจัยของ Yu และคณะ (2005) ศึกษาการยอยสลาย 

ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน โดยกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากตะกอนดินชายเลน ประกอบไป

ดวยแบคทีเรียที่อยูในสกุล Rhodococcus  Acinetobacter  และ Pseudomonas พบวาสามารถ

ยอยสลายฟลูออรีนและฟแนนทรีนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรได 100% ภายใน 4 สัปดาห 

และยอยสลายไพรีนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรไดหมดภายใน 6 สัปดาห หรือ อาจจะเปน   

จุลินทรียตางชนิดกัน เชน ในงานวิจัยของ Boonchan และคณะ (2000) พบวาเมื่อทําการเลี้ยง

แบคทีเรีย Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ 10,010 รวมกับเชื้อรา Penicillium 

janthinellum สายพันธุ VUN10,201 พบวามีการเจริญของแบคทีเรียและมีการยอยสลายเบนโซ

[เอ]ไพรีนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรไดอยางสมบูรณ 
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2.4 กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยแบคทีเรีย 
 

กระบวนการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในสภาวะมีออกซิเจนโดยจุลินทรียแบงไดเปน 

2 วิถี คือวิถีแรกซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นในแบคทีเรีย เริ่มตนจากการเติมออกซิเจนใหกับโมเลกุล

คารบอนที่ เปนพันธะคู โดยเกิดจากการเร งปฏิ กิริยาดวยระบบเอนไซม ไดออกซิจี เนส 

(multicomponent dioxygenase) ไดเปนซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นเรง

ปฏิกิริยาตอโดยซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (cis-dihydrodiol dehydrogenase) ไดเปนสาร

อนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล จากนั้นสารตั้งตนที่คลายแคทีคอล (catechol) จะถูกยอยสลายดวย

เอกซตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผานทางวิถีการแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ 

หรือ เมตา และเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกตอไป ในวิถีที่สอง  จุลินทรียบางชนิดเชน เชื้อรา 

สามารถใชโมโนออกซิจีเนสเติมออกซิเจน 1 อะตอม เขายังวงเบนซีนไดเปนแอรีนออกไซด (Arene 

oxide) จากนั้นเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลโดยกิจกรรมของอีพอกไซดไฮโดรเลส 

(epoxide hydrolase) ไดผลิตภัณฑเปน ทรานส-ไดไฮโดรไดออล (trans-dihydrodiol) หรืออีกวิถี

หนึ่งมีการจัดเรียงโครงสรางใหมไดเปนอนุพันธประเภทฟนอล (Cerniglia , 1992; Habe และ 

Omori, 2003) ดังแสดงในรูป 2.2  

 

รูปที่ 2.2 วิถีการยอยสลายสารประกอบ PAHs ทั่วไปโดยจุลินทรียแบบใชออกซิเจน (Cerniglia, 

1992)  
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2.4.1 วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
 

 เนื่องจากแนพธาลีนเปนสารประกอบ PAHs ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง

เชื่อมกัน ซึ่งเปนโครงสรางที่งายที่สุดในกลุมของสารประกอบ PAHs จึงมักใชแนพธาลีนเปน

ตนแบบในการศึกษาวิถีการยอยสลายรวมทั้งยีนที่เก่ียวของในวิถีการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนอื่น รายงานแรกของวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรียได

ศึกษาใน Pseudomonas putida สายพันธุ G7  (Yen และ Gunsalus, 1982) โดยปฏิกิริยาเริ่ม

จากการเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขายังพันธะคูของวงเบนซีนไดเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรได

ออล (cis-1,2-naphthalene dihydrodiol) ดวยกิจกรรมของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส 

(naphthalene dioxygenase) (Yen และ Serdar, 1988) ซึ่งประกอบดวยระบบการทํางานของ

เอนไซมหลายองคประกอบรวมกัน (multicomponent enzyme system) ไดแก reductaseNAP 

ferredoxinNAP และ terminal oxidase หรือ iron-sulfur flavoprotein (ISPNAP) ที่ประกอบดวย

หนวยยอย 2 หนวย คือ หนวยยอยแอลฟา (α-subunit, large subunit) และหนวยยอยบีตา (β-

subunit, small subunit) (Ensley และ Gibson, 1983) 

การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสเริ่มจากการ

สงผานของอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ไปยัง reductaseNAP จากนั้นสงตอไปยัง ferredoxinNAP และ 

ISPNAP ตามลําดับ สุดทาย ISPNAP  จะเปนสวนที่เรงปฏิกิริยาโดยตรงดวยการเติมออกซิเจน 2 

อะตอมยังวงเบนซีนของแนพธาลีนเกิดผลิตภัณฑ ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล ดังแสดงใน

รูปที่ 2.3 
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รูปที่ 2.3 การเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสและยีนประมวลรหัส 

แนพธาลีนไดออกซิจีเนสใน Pseudomonas putida สายพันธุ NCIB9816-4 (Gibson และ 

Parales, 2000) 

 

ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล จะเปล่ียนเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-

dihydroxynaphthalene) และ กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-

carboxylic acid, HCCA) ดวยกิจกรรมของแนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส และไดไฮ    

ดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ จากนั้นกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก จะถูก

ออกซิไดสเปน ทรานส-ออโธ-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic 

acid, tHBPA) โดย HCCA ไอโซเมอเรส แลวเปล่ียนเปนซาลิไซแอลดีไฮด (salicyaldehyde) จนได

เปนกรดซาลิไซลิกโดยการเรงปฏิกิริยาของไฮดราเทส-  แอลโดเลส และซาลิไซลัลดีไฮดดีไฮโดร

จีเนส ตามลําดับ ซึ่งเรียกวิถีนี้วาวิถีการยอยสลายสวนบน (upper pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

นอกจากนี้พบวาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิกของแบคทีเรียในสกุล

Pseudomonas สายพันธุอื่นๆ และแบคทีเรียสกุลอื่นๆ โดยทั่วไปมักมีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย

สายพันธุนี้ เชน Kim และคณะ (1997) รายงานวาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย 

Sphingomonas yanoikuyae สายพันธุ B1 มีความคลายคลึงกับการยอยสลายแนพธาลีนไปเปน

กรดซาลิไซลิกโดย P. putida สายพันธุ G7  

การยอยสลายของแนพธาลีนโดยแบคทีเรียบางสกุลอาจจะใชวิถีอ่ืนที่ไมผานทางกรดซาลิ

ไซลิก เชน Mycobacterium sp. สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดทั้งแบบโมโนออกซิจีเนชัน 

(monooxygenation) และไดออกซิจีเนชัน (dioxygenation) ไดสารมัธยันตร ทรานส-1,2-แนพธา

ลีนไดไฮโดรไดออล (trans-1,2-naphthalene dihydrodiol) และซิส-1,2-แนพาลีนไดไฮโดรไดออล 

ตามลําดับ (Kelly และคณะ, 1990) และในรายงานของ Annweiler และคณะ (2000) พบวา 
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Bacillus thermoleovorans  สายพันธุ Humburg 2 สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดทั้งแบบโมโน

ออกซิจีเนชันและไดออกซิจีเนชัน ผานกรดซาลิไซลิก และยังสามารถยอยสลายแนพธาลีนในวิถีอื่น

ที่แตกตางออกไปไดอีก กลาวคือ แบคทีเรียสายพันธุนี้สามารถยอยสลายแนพธาลีนผาน 2,3-ไดไฮ

ดรอกซีแนพธาลีน  (2,3-dihydroxynaphthalene) กรด  2-คารบอกซีซินนามิก (2-

carboxycinnamic acid) กรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดเบนโซอิก (benzoic acid) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย (1) Pseudomonads sp. (Davies 

และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982) (2) Mycobacterium sp. (Kelly และคณะ, 

1990) (3) Bacillus thermoleovorans สายพันธุ Humburg 2 (Annweiler และคณะ, 2000) 
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จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนแคทีคอล โดยซาลิไซเลตไฮดรอก

ซิเลส (salicylate hydroxylase) โดยแคทีคอล จะยอยสลายตอโดยแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ หรือ 

เมตา จนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิลโคเอ (succinyl Co A) หรืออะซิติลโคเอ (acetyl Co A) 

(Yen และ Gunsalus, 1982) นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดยังมีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกที่ไม

ผานแคทีคอล แตเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสิก (gentisic acid) เชน Rhodococcus 

sp. สายพันธุ NCIMB12038 (Allen และคณะ, 1997) และ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou 

และคณะ, 2001) โดยกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดสไปเปนมาเรอิลไพรูเวต (maleylpyruvate) ดวย

กิจกรรมของเจนทิเสต-1,2-ไดออกซิจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase) และไดผลิตภัณฑ

สุดทายที่สามารถเขาวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก ไดแก ไพรูเวต (pyruvate) และ ฟูมาเรต 

(fumarate) เรียกวิถีการยอยสลายตั้งแตกรดซาลิไซลิกจนกระทั่งไดผลิตภัณฑที่เขาสูวัฏจักรกรด

ไทรคารบอกซิลิกวาวิถีการยอยสลายสวนลาง (lower pathway) ดังแสดงในรูปที่ 2.5 
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รูปที ่2.5 วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ (1) Pseudomonas sp. (Davies 

และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982) (2) Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ

, 2001) 
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2.4.2 วิถีการยอยสลายฟแนนทรีน 
 

 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน เชน สกุล Pseudomonas  พบวาเริ่ม

การแตกโมเลกุลของฟแนนทรีนตรงระหวางคารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 โดยอาศัยกิจกรรมของได

ออกซิจี เนสไดสารมัธยันตร  ซิส -3,4-ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล  (cis-3,4-phenanthrene 

dihydrodiol) และหลังจากนั้นก็จะถูกยอยสลายตอไปจนไดสารมัธยันตรเปนกรด 1-ไฮดรอกซี-2-

แนพโธอิก (1-hydroxy-2-naphthoic acid) ซึ่งสารมัธยันตรตัวนี้จะถูกยอยสลายตอไปโดยวิถีการ

ยอยสลายที่แตกตางกัน 2 วิถีคือ วิถีการยอยสลายโดยใชกระบวนการยอยสลายเชนเดียวกับการ

ยอยสลายแนพธาลีน โดยจะไดผลิตภัณฑเปน แคทีคอล (Evan และคณะ, 1965) หรืออีกวิถีการ

ยอยสลายคือวิถีการยอยสลายที่ถูกยอยสลายไปเปนกรดออโธพธาลิก (ο-phthalic acid) และ

เปลี่ยนตอไปเปนกรดโปรโตคาชูอีก (protocatechuic acid) (Kiyohara และคณะ, 1976) ดังแสดง

ในรูปที่ 2.6 

 นอกจากนี้ Jerina และคณะ (1976) ไดรายงานวา ในการยอยสลายฟแนนทรีนโดย 

Bejerinkia sp. สายพันธุ B-836 (หลังจากนั้นไดถูกเปลี่ยนเปน Sphingobium yanoikuyae 

(Takeuchi และคณะ, 2001))  จะแตกโมเลกุลของฟแนนทรีนตรงระหวางคารบอนตําแหนงที่ 1 

และ 2 ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-1,2-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดรฟแนนทรีน (cis-1,2-dihydroxy-1,2-

dihydropyrene) รวมทั้งในงานวิจัยของ Moody และคณะ (2001) ไดรายงานวา Mycobacterium 

vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 นอกจากแตกโมเลกุลของฟแนนทรีนตรงตําแหนงคารบอนที่ 3 และ 

4 แลว พบวายังสามารถแตกตรงคารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10 ไดอีกดวย  โดยพบผลิตภัณฑคือ 

ซิส-9,10-ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (cis-9,10-phenanthrene dihydrodiol) และ ทรานส-9,10-

ฟแนนทรีนไดไฮโดรไดออล (trans-9,10-phenanthrene dihydrodiol) 
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รูปที่ 2.6 วิถีการยอยสลายของฟแนนทรีนโดยแบคทีเรีย (Evan และคณะ, 1965; Kiyohara และ

คณะ, 1976) 
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2.4.3 วิถีการยอยสลายไพรีน 
 

 จากงานวิจัยในอดีตที่ผานมา การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถยอยสลายไพรีนพบ

วามักเปนแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซิส เชน สกุล Mycobacterium และ Rhodococcus 

(Kanaly และคณะ, 2000) รายงานการศึกษาวิถีการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียมักเปนรายงาน

ของแบคทีเรียในสกุล Mycobacterium  

 Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 เปนแบคทีเรียสายพันธุแรกที่ไดศึกษาถึง

วิถีการยอยสลายไพรีน โดยอาศัยกิจกรรมของโมโนออกซิจีเนสและไดออกซิจีเนส (Heitkamp และ

คณะ, 1988) และในรายงานของ Kim และคณะ (2007) ไดใชการศึกษายีนทั้งหมดของเซลล 

(Genomic) การศึกษาโปรตีนทั้งหมดของเซลล (Proteomic) และ การศึกษาสารมัธยันตรทั้งหมด

ของเซลล (Metabolomic) สามารถรายงานวิถียอยสลายไพรีน ของแบคทีเรียสายพันธุนี้ไดอยาง

สมบูรณ การยอยสลายไพรีนเริ่มตนจากการแตกโมเลกุลไพรีนตรงระหวางคารบอนตําแหนง 1 กับ 

2 และ 4 กับ 5  ไดสารมัธยันตร ซิส-1,2-ไพรีนไดไฮโดรไดออล (cis-1,2-pyrene dihydrodiol) หรือ 

ทรานส-1,2-ไพรีนไดไฮโดรไดออล (trans-1,2-pyrene dihydrodiol) และซีส-4,5-ไพรีนไดไฮโดรได

ออล (cis-4,5-pyrene dihydrodiol) หรือ ทรานส-4,5-ไพรีนไดไฮโดรไดออล (trans-4,5-pyrene 

dihydrodiol) โดยอาศัยกิจกรรมของไดออกซิจีเนส และ/หรือ โมโนออกซิจีเนส จากนั้นก็จะถูกยอย

สลายจนเหลือสารมัธยันตรที่ประกอบดวยวงเบนซีน 3 วง เพื่อพรอมที่จะเขาสูวิถีการยอยสลาย

ฟแนนทรีนจนในที่สุดสารมัธยันตรจะถูกยอยสลายตอและเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก 

(Kreb’s cycle) ตอไป ดังแสดงในรูปที่ 2.7 
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รูปที่ 2.7 วิถีการยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 (Kim และ

คณะ, 2007) โดย P หมายถึงสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายไพรีน และ S หมายถึง 

ลําดับข้ันของเอนไซมที่เขาปฏิกิริยา (ดูตารางที่ 2.3 หนา 31 และ 32 ประกอบ) 
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นอกจากนี้ยังมีการศึกษาวิถีการยอยสลายไพรีนในสกุล Mycobacterium สายพันธุอื่นๆ 

ซ่ึงวิถีการยอยสลายก็จะมีความคลายคลึงกัน แตอาจจะมีสารมัธยันตรบางสารที่มีความแตกตาง

ออกไปในแตละสายพันธุ เชน ในการยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ AP1 พบ

กรด 6,6’-ไดไฮดรอกซี-2,2’ไบฟนิล ไดคารบอกซิลิก (6,6’-dihydroxy-2,2’-biphenyl dicarboxylic 

acid) (Vila และคณะ, 2001) และการยอยโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ KMS พบ ไพรีน-

4,5-ไดโอน (pyrene-4,5-dione) (Liang และคณะ, 2006) เปนตน 

Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 เปนแบคทีเรียอีกสายพันธุหนึ่งที่มีความสามารถใน

การยอยสลายไพรีนไดเชนเดียวกัน จากการศึกษาสารมัธยันตรบางสารที่เกิดข้ึนจากการยอยสลาย

ไพรีน พบวามีความแตกตางไปจากแบคทีเรียในสกุล Mycobacterium โดยพบสารมัธยันตรที่

ละลายน้ําได 2 ชนิด มีสูตรโมเลกุลคือ C16H10O4 (Walter และคณะ, 1991) 

และยังมีรายงานเกี่ยวกับการยอยสลายไพรีนแบบไมสมบูรณของแบคทีเรียบางสกุล ไดแก

งานวิจัยของ Kazunga และ Aiken (2000) พบวา Pseudomonas stutzeri สายพันธุ P16 และ 

Bacillus cereus สายพันธุ P21 สามารถยอยสลายไพรีนแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลของ

ไพรีน (transformation) ใหเปน 4,5-ไพรีนไดไฮโดรไดออล (4,5-pyrenedihydrodiol) ซึ่งเปนสารที่

ไมสามารถใชในการเกิดกระบวนการเมตาบอลิสมตอไปได (Dead-end metabolite) นอกจากนี้ 

Sphingomonas yanoikuyae สายพันธุ R1 และ Pseudomonas saccharophila สายพันธุ P15 

เปลี่ยนไพรีนใหเปน ซิส-4,5-ไพรีนไดไฮโดรไดออล และไพรีน-4,5-ไดโอน  

 
2.5 ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs  
 
 2.5.1 ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมลบ 
 

แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas เปนแบคทีเรียสกุลแรกๆ ที่ไดมีการศึกษายีนที่เก่ียวของ

ในการยอยสลายสารประกอบ PAHs และปจจุบันไดศึกษายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลาย        

แนพธาลีนอยางสมบูรณ จากรายงานของ Yen และ Gunsalus (1982) พบพลาสมิด NAH7 ที่

เก่ียวกับการยอยสลายแนพธาลีนของ P. putida สายพันธุ G7 ที่มีการเรียงตัวของยีนเปน 2 โอ

เปอรอน คือ โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวนวิถี

บน โดยทําหนาที่ในการยอยสลายแนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิก และโอเปอรอน sal 

ประกอบดวย nahGHINLJK ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวนวิถีลาง โดยทําหนาที่ในการยอย

สลายกรดซาลิไซลิกผานทางแคทีคอลและยอยสลายจนกระทั่งไดเปนไพรูเวตและอะซีทัลดีไฮด 

โดยมีระบบยีนควบคุม คือยีน nahR ซึ่งมีตําแหนงอยูระหวางโอเปอรอน nah และ sal โดยมีการ
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จัดเรียงตัวของยีนในทิศทางตรงกันขาม ทําหนาที่ควบคุมการทํางานของทั้ง 2 โอเปอรอน ซึ่ง

ตองการสารเหนี่ยวนํา ไดแก กรดซาลิไซลิกและโปรตีน NahR ซึ่งเปนผลิตภัณฑจากยีนควบคุม 

nahR ดังแสดงในรูปที่ 2.8 

 

 
  

รูปที่ 2.8 การจัดเรียงตัวของยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุมการ

ทํางานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) 

 

Pseudomonas sp. สายพันธุอื่นๆ ที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs 

ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา เชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน ก็มียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มีการเรียงตัวคลายกับยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 มากกวา 90% (Simon และ

คณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุมคลาย nah (nah-like) ตัวอยางยีนในกลุมนี้ที่มีการศึกษา

ไดแก ยีน ndo ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816 (Kurkela และคณะ, 1988) ยีน dox ของ 

Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และคณะ, 1993) ยีน pah ของ P. aeruginosa สาย

พันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1999) ยีน pah ของ P. putida สายพันธุ OUS82 (Kiyohara 

และคณะ, 1994) ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993) และ

ยีน nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) เปนตน ตัวอยางการเรียงตัว

ของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
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รูปที่ 2.9 การเรียงของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของ 

Pseudomonas สายพันธุตางๆ ไดแก P. putida สายพันธุ G7 (Eaton 1994; Simon และคณะ 

1993), P. putida สายพันธุ NCIB9816 (Kurkela และคณะ, 1988),  P. putida สายพันธุ 

NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993), Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และคณะ, 

1993), P. aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1999), P. putida สายพันธุ 

OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994), และ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999) 
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นอกจากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas แลว ยังพบวามีแบคทีเรียในสกุลอื่นๆ ที่มี

ความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs แตพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนมี

ความแตกตางไปจากยีนในกลุมคลาย nah  

Goyal และ Zylstra (1996) รายงานเก่ียวกับยีน nah ที่เก่ียวของกับการยอยสลาย     

ฟแนนทรีนและแนพธาลีนใน Comamonas testeroni สายพันธุตางๆ พบวายีน nah จากสายพันธุ 

GZ42 มีความแตกตางจากยีน nah ของ P. putida สายพันธุ G7 เนื่องจากไมเกิดสัญญาณไฮบริ

ไดสกับดีเอ็นเอติดตามยีน nah ที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nah บนพลาสมิด NAH7 

และพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nahAa) เฟอรรีดอกซิน (nahAb) ISP หนวยยอย

แอลฟา และหนวยยอยบีตา (nahAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nahB) และ แอลดีไฮด

ดีไฮโดรจีเนส (nahF) แตระหวางยีน nahAa และ nahAb มียีน nahAc2 และ nahAd2 ที่ประมวล

รหัส ISP หนวยยอยแอลฟา และหนวยยอยบีตาแทรกอยู การเรียงตัวของยีนแสดงดังในรูป 2.10 

Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ศึกษายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายฟแนนทรีน

และแนพธาลีนใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 พบยีน phnR และ phnS ซึ่งประมวลรหัส

โปรตีนควบคุม และพบยีนประมวลรหัสแอลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (phnF) ไฮดราเทส-แอลโดเลส 

(phnE) ไดออกซิจีเนส (phnC) ไอโซเมอเรส (phnD) ISP หนวยยอยแอลฟา และบีตา (phnAcAd) 

และไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (phnB) ซึ่งมีการเรียงตัวเปน phnFECDAcAdB ตางจาก 

nahAaAbAcAdBFCQED ของสายพันธุ G7 และไมพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทสและ

เฟอรรีดอกซิน แตเมื่อโคลน phnFECDAcAdB รวมกับ phnR และ phnS เขาใน E. coli สายพันธุ 

DH5α พบวาสามารถยอยสลายแนพธาลีนจนไดกรดซาลิไซลิกได และพบวา phn นี้มีการถอดรหัส

รวมกันเมื่อเลี้ยงในแนพธาลีนและฟแนนทรีน การเรียงตัวของยีน แสดงดังรูป 2.10 

Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ซึ่งสามารถยอยสลาย

แนพธาลีนได มียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผานไปทางกรดเจนทิสิก โดยพบยีน

ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (nagAa) เฟอรรีดอกซิน (nagAb) ISP หนวยยอยแอลฟา และ

หนวยยอยบีตา (nagAcAd) ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (nagB) และ แอลดีไฮดดีไฮโดรจเีนส 

(nagF) ซึ่งมีการจัดเรียงตัวเหมือนกับยีน nah ในพลาสมิด NAH7 แตระหวางยีน nagAa และ 

nagAb มียีน nagGH ซึ่งประมวลรหัสหนวยยอยของซาลิไซเลต 5-ไฮดรอกซิเลสแทรกอยู โดยมี

การเรียงตัวของยีนดังนี้ nagAaGHAbAcAdBFCQED และพบ nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหัสยีนที่

ยอยสลายกรดเจนทิสิกที่ตําแหนง downstream ของยีน nagD โดยเมื่อศึกษาโปรตีนที่ประมวล

รหัสโดยยีน nagI nagL และ nagK พบวายีน nagI ประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เก่ียวของกับการ

ยอยสลายกรดเจนทิสิกเปน มาเลอิลไพรูเวต ยีน nagL ประมวลรหัสเปนมาเลอิลไพรูเวตไอโซเมอ

เรสทําหนาที่เปลี่ยนมาเลอิลไพรูเวตเปนฟูมาริลไพรูเวต และยีน nagK ประมวลรหัสเปนไฮโดรเลส
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ทําหนาที่ไฮโดรไลซฟูมาริลไพรูเวตเปนฟูมาเรตและไพรูเวต และคาดวายีน nag นาจะมีการ

ถอดรหัสรวมกันเปนโอเปอรอนเดียวกัน การเรียงตัวของยีน แสดงดังในรูป 2.10 

Jeon และคณะ (2006) รายงานวา Polaromonas naphthalenivorans สายพันธุ CJ2 มี

ความสามารถในการยอยสลายแนพธาลีน และมียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายผานทางกรด

เจนทิสิกเชนเดียวกับ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 แตพบวามียีน nag แบงออกเปน 2 กลุม คือ

กลุมใหญและกลุมเล็ก โดยการเรียงตัวของยีนกลุมใหญนั้น พบวามีการเรียงตัวคลายคลึงกับการ

เรียงตัวของยีน nag ใน Ralstonia สายพันธุ U2 และหนาที่ของยีนที่ประมวลรหัสการยอยสลาย

แนพธาลีนผานทางกรดเจนทิสิกเหมือนกันอีกดวย ดังแสดงในรูป 2.10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.10 กลุมยีนที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah ไดแกยีน nah ของ Comamonas 

testeroni สายพันธุ GZ42 (Goyal และ Zyltra, 1996) ยีน nag ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 

(Zhou และคณะ, 2001) ยีน nag ของ Polaromonas naphthalenivorans สายพันธุ CJ2 (Jeon 

และคณะ, 2006) และยีน phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-

Jones, 1999)  
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 แบคทีเรียหลายๆ สายพันธุในสกุล Sphingomonas พบวามีความสามารถในการยอย

สลายสารประกอบ PAHs ไดเชนกัน แตการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนที่เก่ียวของกับการยอย

สลายมีความแตกตางไปจากแบคทีเรียในสกุลที่กลาวในขางตน  

Romine และคณะ (1999) รายงานเกี่ยวกับ Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 

F199 (หลังจากนั้นไดถูกเปลี่ยนเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 

(Takeuchi และคณะ, 2001)) โดยพบวามียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs 

ไดแก แนพธาลีน และฟแนนทรีน รวมถึงไบฟนิล บนพลาสมิดขนาด 184 กิโลเบส มียีนที่ประมวล

รหัสเทอรมินัลไดออกซิจีเนสทั้ง 6 ชุด ไดแก ยีนbphA1[a-e] bphA2[a-e] และ bphA1fA2f 

เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด ไดแก ไบฟนิล แนพธาลีน เมตา-ไซ

ลีน และพารา-ครีซอล ซึ่งยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีน ไดแก ยีน nahE nahD และ 

nahF โดยมีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่นดวยยีนในวิถีการยอยสลายสารอื่น แตเมื่อ

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนทั้ง 3 กับลําดับกรดอะมิโนของยีนกลุมคลาย nah พบวายีน

ดังกลาวมีเปอรเซ็นตความเหมือนคอนขางต่ํา และยังพบยีนและการเรียงตัวของยีนลักษณะ

ดังกลาวใน Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 (ยีน bphA1[a-e] และ bphA2[a-e]) และ 

Sphingobium sp. สายพันธุ P2 (ยีน ahdA1[a-e] และ ahdA2[a-e]) (Pinyakong และคณะ, 

2003) 

Pinyakong และคณะ (2004) ไดศึกษา Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 ซ่ึงเปนสาย

พันธุที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนแตไมสามารถยอยสารประกอบ PAHs 

ชนิดอื่นๆ ได พบวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มียีน arhA1 และ arhA2 ที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟา

และบีตาของเทอรมินัลออกซิจีเนส ตามลําดับ โดยมีลําดับของกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน 

PhnAc และ PhnAd ที่เก่ียวของกับการยอยสลายฟแนนทรีน ใน Burkholderia sp. สายพันธุ 

RP007 56% และ 45% ตามลําดับ ตอมาในงานวิจัยของ Kouzuma และคณะ (2006) รายงานวา 

พบยีนเฟอรรีดอกซิน (arhA3) เฟอรรีดอกซิน รีดักเทส(arhA4) และยีนควบคุม (arhR) ของวิถีการ

ยอยสลายอะซีแนพธีน ซึ่งอยูหางออกไปทาง upstream ของยีนที่ประมวลรหัสอะซีแนพธีนไดออก

ซิจีเนส 

Demaneche และคณะ (2004) ทําการพิสูจนเอกลักษณและศึกษาหนาที่ของยีนประมวล

รหัสไดออกซิจีเนสจาก Sphingomonas sp. สายพันธุ CHY-1 โดยการแยกโปรตีนจากสายพันธุ 

CHY-1 ที่เลี้ยงในอาหารที่มีไครซีนและแนพธาลีนเปนแหลงคารบอน พบโปรตีน 2 ชนิดที่มีลําดับ

กรดอะมิโนที่คลายหนวยยอยบีตาของเทอรมินัลออกซิจีเนส (BphA2f) และเอ็กซตราไดออลไดออก

ซิจีเนส (BphC) ของ Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 (Romine และคณะ, 

1999) เพื่อออกแบบตัวติดตามเพื่อคัดเลือกโคลนจากหองสมุดดีเอ็นเอของสายพันธุ CHY-1 พบวา
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โคลนแรกบรรจุ 3 ยีน คือ ยีนประมวลรหัสเทอรมินัลออกซิจีเนส (phnA1a, phnA2a; โปรตีน PhnI) 

และเอริลแอลกอฮอลดีไฮดโดรจีเนส (phnB) โคลนที่ 2 พบ 6 ยีนประมวลรหัสเอ็กตราไดออลได

ออกซิจีเนส (phnC), เฟอรรีดอกซิน (phnA3), รีดักเทส (phnA4), ออกซิจีเนส (phnA1b, phnA2b; 

โปรตีน PhnII) และไอโซเมอเรส (phnD) เมื่อศึกษาหนาที่ของ PhnI และ PhnII ใน E. coli พบวา 

PhnI สามารถยอยสลายไครซีนและ สารในกลุม PAHs ที่มีวงเบนซินมากกวา 2 วง สวน PhnII 

สามารถยอยสลายกรดซาลิไซลิก และอนุพันธของกรดซาลิไซลิก นอกจากนี้พบวาสายพันธุกลาย

ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ CHY-1 ที่บกพรองการผลิต PhnI ไมสามารถยอยไครซีนและ

สารประกอบ PAHs แสดงใหเห็นวายีนประมวลรหัส PhnI สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายไครซีน

และสารประกอบ PAHs ของสายพันธุ CHY-1  

กรองกาญจน สายพิณ (2006) ไดศึกษา Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ซึ่งสามารถ

ยอยสลายอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน โดยโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 4.6 กิโลเบส

บรรจุยีนออกซิจีเนสจากสายพันธุ SP2 ซ่ึงแยกและคัดเลือกโคลนโดยอาศัยสมบัติการเปลี่ยนอิน

โดลเปนอินดิโกของออกซิจีเนส ซึ่งทํางานรวมกับโปรตีนสงถายอิเล็กตรอนจาก Sphingomonas 

sp. สายพันธุ P2 และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบ orf2 และ orf3 ซึ่งประมวลรหัสโปรตีน

คลายกับหนวยยอยแอลฟาและบีตาของเทอรมินัลออกซิจีเนส (ArhA1 และ ArhA2) จากสายพันธุ 

A4 ถึง 99% ตามลําดับ โดยลําดับกรดอะมิโนของ ORF2 แตกตางจาก ArhA1 ของสายพันธุ A4 ที่

ตําแหนง Met261 และ Ser347 และพบบริเวณอนุรักษของหนวยยอยแอลฟาเทอรมินัลออกซิจีเนส 

คือ บริเวณอนุรักษใน Rieske center  ([2Fe-2S]) (Cys50, Cys67, His52 และ His70) และ

บริเวณอนุรักษที่จับกับ Fe2+ ที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของเอนไซม (His204, His209 และ Asp358) 

และเมื่อศึกษาความจําเพาะตอสารตั้งตนของเทอรมินัลออกซิจีเนสจากสายพันธุ SP2 ที่แสดงออก

ใน E.coli พบวาจําเพาะตอสารประกอบ PAHs แตกตางจากเทอรมินัลออกซิจีเนสของสายพันธุ A4 

ใน E.coli  
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2.5.2 ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก 
 

 ไดมีการศึกษายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในแบคทีเรียแกรมบวก

ซ่ึงพบวาการเรียงตัวและลําดับเบสของยีนจะมีความแตกตางไปจากแบคทีเรียในกลุมแกรมลบ 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มียีน phd ซึ่ง

ประมวลรหัสเอนไซมที่เก่ียวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท (phthalate) โดย 

phd ประกอบดวยยีน 2 กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่

ทําหนาที่ในการยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอต  (1-hydroxy-2-

naphthoate) และ phdIJK ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-         

แนพธาโนเอต ไปเปนพธาเลต การเรียงตัวของยีนดังแสดงในรูป 2.11 

Larkin และคณะ (1999) และ Kulakov และคณะ (2005) ยังไดรายงานถึงยีนที่เก่ียวของ

กับการยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียแกรมบวกพบวา Rhodococcus sp. สายพันธุ 

NCIMB12038 มียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีนทางดานเมตา กระจายอยูบน พลาส

มิด p2SL1 โดยพบยีน narAa narAb และ narB ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของ

แนพธาลีนไดออกซิจีเนส และ ซิล-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ พบวายีนทั้ง

3 มีการถอดรหัสรวมกันเพื่อตอบสนองตอแนพธาลีนเทานั้น โดยเมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน

ของยีน narAa และ narAb กับฐานขอมูล EMBL และ GenBank พบวายีน narAa และ narAb มี

ความเหมือนกับยีนประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาและบีตาของริงไฮดรอกซิเลทิงไดออกซิจีเนส 

(ring-hydroxylating dioxygenase) ของ Pseudomonas sp. เพียง 31% และ 39% ตามลําดับ 

และไมพบยีนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส นอกจากนี้ยังพบยีน narR1 

และ narR2 ประมวลรหัสโปรตีนที่ควบคุมการทํางานของยีนกลุมนี้ดวย การจัดตัวของยีนดังแสดง

ในรูป 2.11 
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รูปที่ 2.11 การเรียงตัวของกลุมยีนในแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7 

(Saito และคณะ, 2000) และ Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038 (Larkin และคณะ, 

1999; Kulakov และคณะ, 2000) 

 

Khan และคณะ (2001) ไดใชเทคนิคทางโปรตีน (Proteomic) ศึกษา Mycobacterium 

vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ซ่ึงมีความสามารถในการยอยสลายไพรีน ฟลูออแรนทรีน ฟแนน 

ทรีน แอนทราซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยเลี้ยง Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 ใน

อาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีนหรือไดเบนโซไทโอพีน พบโปรตีนอยางนอย 6 ชนิด เมื่อวิเคราะห

ลําดับของกรดอะมิโนของโปรตีนที่มีขนาด 50 กิโลดาลตัน พบวามีความคลายคลึงกับลําดับของ

กรดอะมิโนของไดออกซิจีเนส และเมื่อทําการคนหาโคลนจากหองสมุดดีเอ็นเอโดยการใชลําดับ

ของอะมิโนของโปรตีนที่มีขนาด 50 กิโลดาลตัน เปนโพรบติดตามทําใหทราบวา Mycobacterium 

vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 มียีน nidA ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนสในสวน 

ISP ยีน nidB ประมวลรหัสหนวยยอยบีตาของไดออกซิจีเนสในสวน ISP และยีน nidD ประมวล

รหัสอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส และพบอีกวาลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนแตกตางจาก

ยีนในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA และลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางจาก 

nah-like มากกวา 60% ตอมา Kim และคณะ (2006b) ไดใชเทคนิคทางโปรตีนศึกษา 

Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีฟลูออแรนธีน ทําใหพบยีน 

nidA3B3 ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสซึ่งมีความจําเพาะตอฟลูออแรนธีนและไพรีน จนกระทั่งป 

2007 Kim และคณะ ไดศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดในจีโนมของสายพันธุ PYR-1 สามารถ

วิเคราะหหนาที่ของยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนจนเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิก ดัง

แสดงในตารางที่ 2.3 และการเรียงตัวของยีนแสดงในรูป 2.12 และ Kweon และคณะ (2007) ได

วิเคราะหยีนทั้งหมดที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟลูออแรนธีน และนําเสนอวิถีการยอยสลาย

ฟลูออแรนธีนจนเขาสูวัฏจักรกรดไทรคารบอกซิลิกได อยางสมบูรณ 



 34 

ตารางที่ 2.3 หนาที่ของยีนที่เก่ียวของในการยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium vanbaalenii 

สายพันธุ PYR-1 (Kim และคณะ, 2007) 

 

ชื่อยีน หนาที่ประมวลรหัสเอนไซม ลําดับข้ันที่เขาทํา

ปฏิกิริยา ดรููปที่ 2.7 

หนา 21 

nidA pyrene/phenanthrene ring hydroxylating 

oxygenase, α subunit 

1 

nidB pyrene/phenanthrene ring hydroxylating 

oxygenase, β subunit 

1 

nidB2 pyrene/phenanthrene ring hydroxylating 

oxygenase, β subunit 

1 

phdE dihydroldiol dehydrogenase 2 6 และ 23 

phdF ring cleavage dioxygenase 3 และ 7 

phtC decarboxylase 4 และ 15 

pdoA2 phenanthrene ring hydroxylating oxygenase, α 

subunit 

5 

pdoB2 phenanthrene ring hydroxylating oxygenase, β 

subunit 

5 

phdG hydratase-aldolase 8 

nidD aldehyde dehydrogenase 9 

phdI 1-hydroxy-2-naphthoate dioxygenase 10 

phdJ trans-2’-carboxybenzaldehyde dehydrogenase 11 

phdK 2-carboxylbenzaldehyde dehydrogenase 12 

phtAa phthalate 3,4-dioxygenase, α subunit 13 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) หนาที่ของยีนที่เกี่ยวของในการยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium 

vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 (Kim และคณะ, 2007) 

 

ชื่อยีน หนาที่ประมวลรหัสเอนไซม ลําดับข้ันที่เขาทํา

ปฏิกิริยา ดรููปที่ 2.7 

หนา 21 

phtAb phthalate 3,4-dioxygenase, β subunit 13 

phtAc oxygenase ferredoxin component 1 5 13 และ 22 

phtAd oxygenase reductase coponent 1 5 13 และ 22 

phtB phthalate 3,4-dihydrodiol dehydrogenase  14 

pcaG protocatechuate 3,4-dioxygenase, α subunit 16 

pcaH protocatechuate 3,4-dioxygenase,β subunit 16 

pcaB β-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase 17 

pcaL γ-carboxymuconolactone decarboxylase/β-

ketoadipate 

18 และ 19 

pcaI β-ketoadipate succinyl-CoA transferase, α 

subunit 

20 

pcaJ β-ketoadipate succinyl-CoA transferase, β 

subunit 

20 

pcaF β-ketoadipyl-CoA thiolase 21 24 และ 25 

nidA3 fluoranthene/pyrene ring hydroxylating, α 

subunit 

1 และ 22 

nidB3 fluoranthene/pyrene ring hydroxylating, β 

subunit 

1 และ 22 
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รูปที่ 2.12 การเรียงตัวของยีนทีเก่ียวของในการยอยสลายไพรีนของ Mycobacterium vanbaalenii 

สายพันธุ PYR-1 (Kim และคณะ, 2007) 

 

 นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ไดศึกษายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนในแบคทีเรียอื่นๆ 

เชน ในงานวิจัยของ  Krivobok และคณะ (2003) ไดใชเทคนิคทางโปรตีนศึกษาหายีนที่เก่ียวของ

กับการยอยสลายไพรีนใน Mycobacterium sp. สายพันธุ 6PY1 พบวามีการแสดงออกของโปรตีน 

Pdo1 และ Pdo2 ซึ่งมีหนาเปนไดออกซิจีเนสเมื่อเลี้ยง Mycobacterium sp. สายพันธุ 6PY1 ใน

อาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีน หรือกรดเบนโซอิก โดยโปรตีนทั้ง 2 ชนิดถูกประมวลรหัสมาจาก

ยีน pdoA1B1 และ pdoA2B2 ตามลําดับ และเมื่อศึกษาความจําเพาะของโปรตีนทั้ง 2 พบวา 

โปรตีน PdoA1 มีความจําเพาะตอไพรีนสูงกวาฟแนนทรีนแตโปรตีน PdoA2 มีความจําเพาะตอ

ฟแนนทรีนสูงกวาไพรีน สําหรับในงานวิจัยของ Sho และคณะ (2004) ไดศึกษาหายีนที่เก่ียวของ

กับการยอยสลายไพรีนใน Mycobacterium sp. สายพันธุ S65 โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแบคทีเรียดวยไพรเมอรที่มียีน nidA เปนยีนเปาหมาย แลวใชผลิตภัณฑ 

PCR เปนโพรบในการทําเซาทเทิรนไฮบริไดเซชั่น (Southern hybridization) พบวา 

Mycobacterium sp. สายพันธุ S65 มีกลุมยีน nid และ pdo และเมื่อใชปฏิกิริยาลูกโซแบบ

ยอนกลับ (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) พบวามีการ

แสดงออกของกลุมยีนทั้ง 2 กลุม โดยเลี้ยง Mycobacterium sp. สายพันธุ S65 ในอาหารที่มีไพรีน 

 

 

 

 

 
 
 



 37 

2.6 ไดออกซิจีเนส 
 

 ออกซิจีเนสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนแกสารประกอบอินทรีย มีหลาย

ชนิดซึ่งแตกตางกันในทางโครงสราง กลไกการทํางาน และความตองการของโคเอนไซม 

(coenzyme) ในการเรงปฏิกิริยา เมื่อจําแนกออกซิจีเนสตามลักษณะการเรงปฏิกิริยาสามารถ

จําแนกออกซิจีเนสได 2 กลุม คือ โมโนออกซิจีเนสและไดออกซิจีเนส ซึ่งจะเรงปฏิกิริยาการเติม

ออกซิเจน 1 และ 2 อะตอมเขายังโมเลกุลของสารตั้งตน ตามลําดับ 

 อะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดออกซิจีเนส เปนไดออกซิจีเนสที่สําคัญในการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ซึ่งถูกจัดอยูในกลุม อะโรมาติก ริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (aromatic 

ring-hydroxylating dioxygenase) (Mason และ Cammack, 1992; Butler และ Mason, 1997) 

โดยที่สมาชิกในกลุมนี้จะมี 1 หรือ 2 โปรตีนที่ทําหนาที่ขนสงอิเล็กตรอนกอนหนาออกซิจีเนส ดัง

แสดงในรูปที่ 2.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ร 

 

รูปที่ 2.13 การจัดเรียงของระบบการทํางานรวมกันของริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (Butler 

และ Mason, 1997) 
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 Kauppi และคณะ (1998) ไดรายงานถึงโครงสรางของแนพธาลีน 1,2-ไดออกซิจีเนส 

(NDO) ซึ่งตอมาไดใชเปนตนแบบในการศึกษาของระบบเอนไซมที่อยูในกลุมนี้ โครงสรางของ 

NDO มีลักษณะเปน α3β3 hexamer โดยการทํางานของหนวยยอยแอลฟาจะควบคุม

ความจําเพาะของเอนไซมตอสารตั้งตน  และในแตละหนวยยอยแอลฟาประกอบไปดวย 2 โดเมน 

ไดแก Rieske โดเมน และ catalytic โดเมน ใน Rieske โดเมน มี [2Fe-2S] โดย Fe3+ อะตอมแรก

จะเกิดพันธะซัลไฟดกับกรดอะมิโน Cys-81 และ Cys-101 ในขณะที่ Fe3+ อีกอะตอมจะเกิดพันธะ

ซัลไฟดกับกรดอะมิโน His-83 และ His-104 ดังแสดงในรูปที่ 2.14 ใน catalytic โดเมน มี Fe3+ ที่

บริเวณเรง จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุลของน้ํา 

ดังแสดงในรูปที่ 2.15 สําหรับการทํางานของหนวยยอยบีตานั้นยังไมทราบหนาที่ที่แนชัดในแงของ

การเขาทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนกลาวคือหนวยยอยบีตาไมเกี่ยวของกับการเรงปฏิกิริยาหรือ

ความจําเพาะตอเอนไซม แตเมื่อทําบริสุทธิ์ของหนวยยอยแอลฟาพบวาทําใหไมมีแอคติวิตี แต   

แอคติวิตีจะมีข้ึนเมื่อรวมหนวยยอยแอลฟาเขาหนวยยอยบีตา (Jiang และคณะ, 1999) หนาที่

หลักของหนวยยอยบีตาที่มีรายงานคือเปนโครงสรางของโปรตีน  

  

 

 

 

 

รูปที่ 2.14 Rieske iron-sulfur center ซึ่งเชื่อมตอกับบริเวณอนุรักษ Cysteines และ Histidines 

(Parales, 2003) 
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รูปที่ 2.15 การเชื่อมตอระหวางอะตอมเหล็กกับ His-208 His-213 Asp-326 และโมเลกุลน้ํา

(Parales, 2003) 

 

 ในงานวิจัยของ Kim และคณะ (2006a) ไดคัดแยก Pseudomonas rhodesiae สายพันธุ 

KK1 จากแหลงดิน ซึ่งพบวาสามารถยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก ไดแก เบนซีน เบนโซเอต 

ไบฟนิล คารบาโซล ρ-คิวเมต และวานิลเลต และสารประกอบ PAHs ไดแก แอนทราซีน แนพธา

ลีน และฟแนนทรีน เมื่อเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ Rieske ของยีนไดออกซิจีเนส พบวาผลการ

วิเคราะหกรดอะมิโนจากลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากจํานวน 50 โคลน สามารถแบงไดเปน 5 กลุม 

คือ กลุม G1 ไดแก ไดออกซิจีเนสที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีน กลุม G2 ไดแก ไดออกซิ

จีเนสที่เก่ียวของกับการยอยสลายไบฟนิลหรือฟแนนทรีน กลุม G3 ไดแก ไดออกซิจีเนสที่เก่ียวของ

กับการยอยสลายคารบาโซลหรือเบนโซเอต กลุม G4 ไดแก ไดออกซิจีเนสที่เก่ียวของกับการยอย

สลายวานิลเลต และกลุม G5 ยังไมสามารถระบุได 

Ni Chadhain และคณะ (2006) ออกแบบไพรเมอรที่มีเปาหมายคือสวนของยีนประมวล

รหัสของ Rieske iron center ของไดออกซิจีเนสที่ยอยสลาย PAHs ซึ่งไพรเมอรที่สรางขึ้นนี้ใชใน

การติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวย แนพธาลีน 

ฟแนนทรีน และไพรีน โดยสกัดดีเอ็นเอหลังจากมีการยอยสลายของสารประกอบ PAHs และเพิ่ม

จํานวนดีเอ็นเอบริเวณสวนของ Rieske และทําหองสมุดยีน พบวาผลการวิเคราะหกรดอะมิโนจาก

ลําดับนิวคลีโอไทด ของโคลนที่มาจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวยแนพธาลีน มีความคลาย

กับแนพาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas putida สายพันธุ NCIB9816-4 และ 

Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42 โคลนที่มาจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวยฟแนน 

ทรีน มีความคลายกับแอลคิลเบนซีนไดออกซิจีเนสของ Rhodococcus sp. สายพันธุ DK17 ได
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เบนโซไทโอพีนไดออกซิจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ DBT1 ไดออกซิจีเนสที่ยังระบุไมได

ของ Sphingomonas aromaticivorans และ คารบาโซลไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. 

สายพันธุ CA10 และโคลนที่มาจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวยไพรีน มีความคลายกับ แอลคิล

เบนซีนไดออกซิจีเนสของ Rhodococcus sp. สายพันธุ DK17 และ ไดออกซิจีเนสที่ยังระบุไมได

ของ Sphingomonas aromaticivorans ซึ่งโคลนที่ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวยไพรีนมี

ความคลายกับโคลนที่ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปนเปอนดวยฟแนนทรีน แสดงใหเห็นวา ในสภาวะ

การเลี้ยงเชื้อที่แตกตางกันทําใหพบยีนประมวลรหัสไดออกซิจิเนสที่แตกตางกันออกไป 

 



บทที่ 3 

 
อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 

 
อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 

  1.   กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษัท นิโปร (ประเทศไทย) จํากัด 

  2.   ชุดกรองสําเร็จรูปชนดิ PTFE ขนาดความกวางรู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Chrom Tech, USA 

  3.   ชุดเครื่องระเหยแหงสญุญากาศ (Rotary vacuum evaporator) บริษัท EYELA, Japan 

4.   ชุดเครื่องเจลอิเล็กโทรฟอเรซิส mini Gel migration trough รุน i-mupid บริษัท COSMO  

      BIO, Japan 

  5.   ชุดเครื่องไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (High Performance Liquid 

        Chromatography, HPLC) 

-   ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-A3 ของบริษัท Shimadzu, 

    Japan. 

-   คอลัมน (column) : Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6×150 มิลลิเมตร ของบริษัท 

    Senshu Scientific, Japan. 

-   เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

-   เครื่องบนัทกึ (recoeder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 

-   กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA. 

  6.   ตูเขี่ยเชื้อแบบ ISSCO laminar flow รุน HT-122.5 บริษัท International Scientific supply, 

        Japan 

  7.   ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่าํ (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 บริษัท Forma  

        Scientific, USA 

  8.   ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่าํ (deep freezer) อุณหภูมิ –20๐ซ รุน MDF-U332 บริษัท Sanyo  

        Electric, Japan 

  9.   ตูบมเชื้ออุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส ย่ีหอ Memmert รุน BE800, Germany 

10.   ตูบมเชื้ออุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ย่ีหอ New Brunswick Scientific ของบรษัิท Edison,  

        NJ., USA 

11.   ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 บริษัท Memmert, Germany 

12.   ตูอบแหง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 



 42 

13.   หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) บริษัท Nalgene, USA 

14.   หัวกรองพลาสติกและกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

15.   หัวกรองสําเร็จรูป ขนาดความกวางรู 0.22 ไมโครเมตร 

16.   อางน้ําควบคุมอุณหภมูิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela,  

        Japan 

17.   เครื่องกําเนดิเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 บริษัท Decan  

        Ultrasonics, England 

18.   เครื่องเขยาชนิดควบคมุอุณหภูมิ  (controlled environment incubator shaker) รุน G-27  

        บริษัท Newb Brunswick Scientific, USA 

19.   เครื่องควบคุมอุณหภมูิและระเหยแหงแบบใหความรอน (Digital DryBath) รุน D1100 

        บริษัท Labnet International, USA 

20.   เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเลต ของบริษัท Fotodyne Co., Inc., USA 

21.   เครื่องชั่ง รุน P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Swietzerland 

22.   เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

23.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภมูิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 บริษัท Kubota,  

        Japan 

24.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตัง้โตะ (bench-top centrifuge) รุน Mikro20 บริษัท Hettich  

        zentrifugen, Germany 

25.   เครื่องตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุน Gel DOC 2000TM  บริษัท Bio-Rad  

        Laboratories Inc., USA 

26.   เครื่องนึง่อบฆาเชื้อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 

27.   เครื่องวัดการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 

28.   เครื่องเพ่ิมปริมาณดเีอน็เอ (DNA Thermal Cycler) รุน 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

29.   ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท  

        Gilson, France 
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เคมีภัณฑ 
 

  1.   กรดมอรฟอลิโนอีเทนซลัโฟนิค (2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid, MES) บริษัท  

        Sigma, USA 

  2.   กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 

  3.   กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., USA 

  4.   กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 

  5.   ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

  6.   ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit บรษัิท Qiagen, Germany 

  7.   ชุด PCR purification kit QIAquick PCR purification kit บรษัท Qiagen, Germany   

  8.   ชุดเอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI บริษัท Promega, USA 

  9.   ชุดเอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 

10.   ชุด PCR cloning kit pGEM-T Easy Vector System ll บริษัท Promega, USA 

11.   ชุด PCR cloning kit pDrive cloning vector บริษัท Qiagen, Germany 

12.   ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) บรษัิท Difco Laboratories, USA 

13.   ฟลูออรีน (fluorene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

14.   ฟลูออแรนธนี (fluoranthene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

15.   ฟนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 

16.   ฟแนนทรีน (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 

17.   รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) บริษัท Sigma, USA 

18.   สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin, Ap) (C16H18N3NaO4S) บรษัิท Nacalai Tesque,  

        Japan 

19.   สีบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) บริษัท Fluka, Germany 

20.   อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 

21.   อะซีแนพธีน (acenaphthene) บรษัิท Wako, Japan 

22.   อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

23.   เบนโซ(เอ)ไพรีน (benzo(a)pyrene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

24.   เฟอรรัสคลอไรด (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany 

25.   เมทธานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

26.   เอธิลอะซีเตต (C2H5) บริษัท Merck, Germany 
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27.   เอทิลนีไดเอมนีเททราอะซิติกแอซิก (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA),  

        (C10H14N2O8Na2.2H2O) บริษัท Sigma, USA 

28.   แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 

29.   แนพธาลีน (naphthalene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

30.   แบคโตอะการ (bacto agar) บริษัท Difco, USA. 

31.   แมงกานีสคลอไรด (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 

32.   แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 

33.   แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 

34.   แอนทราซีน (anthracene) บริษัท Kanto Chemical Co., INC, Japan 

35.   แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บรษัิท Merck, Germany 

36.   โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

37.   โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

38.   โซเดียมไพรูเวท บริษัท Fluka, Swizerland 

39.   โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa.3H2O) บริษัท Merck, Germany 

40.   โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalai  

        Tesque, Japan 

41.   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, German 

42.   โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท Merck, Germany 

43.   โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 

44.   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

45.   ไครซีน (chrycene) Kanto Chemical Co., INC, Japan 

46.   ไดเมธิลฟอรมาไมด (dimethyl formamide, DMF) บริษัท BIOBASIC, INC. Japan 

47.   เอทธิลอเีทอร บริษัท Merck, Germany 

48.   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) บริษัท Merck, Germany 

49.   ไพรีน (pyrene) บริษัท Sigma, USA 

50.   ไอโซโปรพานอล (isopropanol) บรษัิท Merck, Germany 

51.   IPTG (Isopropyl thio- ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada 

52.   Lambda HindIII บรษัิท Bio-Rad, UK 

53.   Proteinase K บริษัท US.Biological, US 

54.   Ribonuclease A (Rnase A) บริษัท Promega, USA 

55.   Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) บริษัท Sigma, USA 
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56.   X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC, INC, Canada 

57.   1 kilobase DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 

58.   100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK 

59.   ชุดตดิฉลากและติดตามตําแหนงดเีอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection 

         starter kit บริษัท Roche, Germany 

60.   ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) บริษัท Pall Bio Support, USA 

61.   กระดาษกรอง (filter paper) บริษัท Advantec, Japan 

62.   กรดอะซตีิกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany 
 
แบคทีเรีย พลาสมิด และไพรเมอรที่ใชในการวิจยั 
 

ตารางที่ 3.1 สมบัติของแบคทีเรียและพลาสมิดที่ใชในการวิจัย 

 

ชื่อ ลักษณะสมบัต ิ แหลงที่มา 

Escherichai coli JM109 e14- (mceA) recA1 endA1 

gyrA96 thi-1 hsdR17   (rk
- 

mk
-) supE44 relA1 Δ (lac-

proAB) (F’ traD36 proAB 

lacrq ZΔM15 

Sambrook และคณะ, 1989 

หมายเหต ุApr; มียีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 

 

ตารางที่ 3.2 ลาํดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด 16S rDNA 

 

ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) 

M13(-29) CACGACGTTGTAAACGA 

M13R GGATAACAATTTCACACAGG 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

800R CTACCAGGGTATCTAAT 

1,100R AGGGTTGCGCTCGTTG 

1,492R TACGGHTACCTTGTTACGACTT 
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ตารางที่ 3.3 ลาํดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหสั

หนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซจิีเนส 

 

ชื่อไพร

เมอร 

ลําดับนิวคลีโอไทด (5’ ถึง 3’) ขนาด

คาดหวัง 

(bp) 

เอกสารอางอิง 

ndoBF 

ndoBR 

CACTCATGATAGCCTGATTCCTGCCCCCGGCG 

CCGTCCCACAACACACCCATGCCGCTGCCG 

642 Kurkela และ

คณะ 1988 

phnAcF 

phnAcR 

CCATTACGGTGATTTCGTGACC 

ACAAAATTCTCTGACGGCGC 

462 Laurie และ

คณะ 1999 

nidAF 

nidAR 

ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTCGG 

AATTGTCGGCGGCTGTCTTCCAGTTCGC 

508 Khan และ

คณะ 2001 

nagAcF 

nagAcR 

GGCTGTTTTGATGCAGA 

GGGCCTACAAGTTCCA 

107 Dionisi และ

คณะ 2004 

ComF 

ComR 

AAAAGAGTTGTACGGCGATG 

ACGGTAGAATCCGCGATAGC 

900 Moser และ 

Stahl 2001 

RhoF 

RhoR 

CAAGGATGCGTATGGCAATC 

TTCGAGGAAGTTGCGCTGGT 

900 Moser และ 

Stahl 2001 

phdAF 

phdAR 

TGTCAGTCTATTCTATTCCATCGGGATCTGG 

TCGATCGACGATCGCAGAATCTTCCAAGTT 

300 Saito และ

คณะ 2000 

arhA1F 

arhA1R 

CGCCGACTGAAAATTTTGTT 

GTCGTCAGCTTCCCAGTAGC 

518 สรางใน

งานวิจัย 

bphA1F 

bphA1R 

TATTTGGGGGACTTCTGCTG 

TTGGGAGGATCGACGTATTC 

424 สรางใน

งานวิจัย 

RieskeIF 

RieskeIR 

TGYMGICAYMGIGG 

CCAICCRTGRTAISWRCA 

78 Ni Chadhain 

และคณะ 

2006 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 คัดแยกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน  
 

3.1.1 เก็บตัวอยางดิน และหมักดนิดวยไพรีน 

เลือกเก็บตัวอยางดินจากแหลงดินที่คาดวามีการปนเปอนของสารปโตรเลียม หรือไดรับ

ควันหรือไอเสียเครื่องยนต แสดงดังตารางที่ 3.4 โดยขุดดินลึกประมาณ 1.5 เซนติเมตรถึง 5 

เซนติเมตร จากผิวหนาดิน 

 

ตารางที่ 3.4 สถานที่เก็บตัวอยางดินที่ใชในการคัดแยกแบคทเีรียที่ยอยสลายไพรีน 

 

ลําดับที ่ สถานที่เก็บตัวอยางดิน 

1 บริเวณรางรถไฟ อ.เมือง นครราชสีมา 

2 ริมถนนราชดําเนิน กทม. 

3 บริเวณใกลปมน้ํามัน อ.เมือง นครปฐม 

4 บริเวณใตตนไม อ.เขาใหญ นครราชสีมา 

5 บริเวณใตตนไม รมิถนนบริพัตน กทม. 

 

3.1.2 เพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนจากดิน 

 

 นําดินจากแหลงดินที่ 2 ถึง 5 มาหมักดวยไพรีน โดยชั่งดิน 50 กรัม เติมอาหารเหลว 

Carbon Free Mineral (CFMM) (Habe และคณะ, 2004) (ภาคผนวก ก) ที่มีไพรีนในไดเมทธิล

ฟอรมาไมด (N’N-Dimethylformamide, DMF) (ภาคผนวก ก) ความเขมขนสุดทายของไพรีน

เทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร คลุกเคลาใหทั่ว ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 วัน ทําการเติม

อาหารเหลว CFMM และคลุกเคลาใหทั่วทุกๆ 7 วัน สําหรับดินจากแหลงดินลําดับที่ 1 ไมทําการ

หมักดินดวยไพรีน 

เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียโดยการเติมดิน 20 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวย

ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 

ช่ัวโมง เพื่อใหอนุภาคดินตกตะกอน จากนั้นนําสวนน้ําใสปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในขวดรูป

ชมพู ซึ่งบรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 45 มิลลิลิตร และเติมไพรีนในรูปสารละลายไพรีนในได
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เมทธิลฟอรมาไมด โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อ

บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที จนพบการเปลี่ยนแปลงของอาหาร

เหลวโดยสังเกตจากสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองสมเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ถาย

อาหารเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ที่เตรียมใหม  

 

3.1.3 คัดแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน 

ถายอาหารเหลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากอาหารเหลวที่เปล่ียนสีจากขอ 3.1.2 เกล่ีย

บนอาหารแข็ง CFMM และทําการพนทับผิวหนาอาหารแข็งดวยสารละลายไพรีนเขมขน 2% ในได

เอทธิลอีเทอร (Diethyl ether) ทําขั้นตอนดังกลาวนี้ทุกๆ ครั้งที่ทําการถายอาหารเหลวลงในอาหาร

เหลว CFMM ที่เตรียมใหม จากนั้นบมอาหารแข็งที่อุณหภูมิ 30°ซ จนกระทั่งพบการเจริญของ

แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได โดยสังเกตไดจากโคโลนีบนผิวหนาของอาหารแข็งจะสราง

บริเวณใส นําแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก ก) เพื่อดูความบริสุทธิ์

ของเชื้อ และทําใหเปนสายพันธุบริสุทธิ์ จากนั้นยืนยันความสามารถในการยอยสลายไพรีน

เบื้องตนโดยนําโคโลนีที่สรางบริเวณใส และแบคทีเรียที่เปนสายพันธุบริสุทธิ์ เลี้ยงในอาหารเหลว 

CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มีไพรีน ความเขมขนสุดทาย 100 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาบนเครื่อง

เขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงของอาหารเหลวที่

เกิดขึ้นโดยสังเกตจากสีของอาหารเหลวที่เปล่ียนเปนสีเหลืองสมเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

เมื่อเล้ียงโคโลนีที่สรางบริเวณใสในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน แลวพบวาอาหาร

เหลวมีการเปลี่ยนสีเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม นําอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสีมาเจือจางดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% (ภาคผนวก ข) ใหไดความเขมขนที่เหมาะสม แลวนํามา

เกล่ียบนอาหารแข็ง LB เจือจาง 4 เทา (ภาคผนวก ก) และพนทับผิวหนาอาหารแข็งดวย

สารละลายไพรีนเขมขน 2% ในไดเอธิลอีเทอร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30°ซ จนพบโคโลนีที่สราง

บริเวณใส แลวนําแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสขีดลงบนอาหารแข็ง LB เพ่ือดูความบริสุทธิ์ของเชื้อ 

จากนั้นยืนยันความสามารถในการยอยสลายไพรีนดังวิธีที่กลาวไวขางตน 
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3.2 จําแนกชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 
3.2.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

นําแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจากลักษณะโคโลนีบน

อาหารแข็ง LB และลักษณะการติดสีแกรมภายใตกลองจุลทรรศน 

 

3.2.2 วิเคราะหลําดับเบสนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 

 

 3.2.2.1. สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ตามวิธีของ Ausubel และ

คณะ (1999) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ 

30๐ซ เปนเวลา16 ถึง 18 ชั่วโมง ถายเชื้อ 1.5 มิลลิลิตร ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปน

เหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่ 4°ซ 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที กระจายตะกอนเซลลในบัฟเฟอร 

TE (ภาคผนวก ข) 517 ไมโครลิตร ใหเปนเนื้อเดียวกับบัฟเฟอร เติมสารละลายไลโซไซม 

(Lysozyme) เขมขน 60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ

กลับหลอดไปมาและบมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชม. แลวเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 

(sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 10% (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และโปรตีนเนสเค 

(protinase K) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 

37°ซ เปนเวลา 1 ชม. เติมสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก ข) 120 

ไมโครลิตร และเติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) 220 ไมโครลิตร บมที่ 65°ซ เปนเวลา 

10 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับ

ปริมาตรของสารละลายสุดทาย นําไปปนเหว่ียงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นํา

สารละลายชั้นบนมาเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของ

สารละลายสุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิม นําสารละลายชั้นบนมาเติมไอโซโพรพานอล 0.6 

เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดใหเขากันจนปรากฏสายดีเอ็นเอนําไปปนเหว่ียงที่ 13,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวยเอทานอล 70% (ภาคผนวก ข) 450 

ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยง เทสวนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย

บัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตรและใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 0.2 

ไมโครลิตร บมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บดีเอ็นเอที่ -20°ซ จนกวาจะนํามาใช 
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 3.2.2.2 แยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส วิเคราะหความบริสุทธิ์และ

ความเขมขนของดีเอ็นเอ 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกา

โรสเจลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) เทลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู 

เมื่ออะกาโรสแข็งตัว วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอรใหทวมอะกาโรสเจล ผสม

ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง โดยชองว่ิงที่ 1 จะหยอดดวยดีเอ็นเอ

มาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเร

ซิส ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางที่เหมาะสม ยอมอะกา

โรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอ

เลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอทําไดโดย นําสารละลายดี

เอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) แลว

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 

 

 3.2.2.3 เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase Chain reaction, PCR)  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารใน

ปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 27F และ 1492R ซึ่งจําเพาะตอบริเวณ 16S rDNA ของ

แบคทีเรีย ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดคือ 1,456 bp ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 

3.2 

  ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอ

ไรด (MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq 

DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 100 พิโคโมลตอ

ไมโครลิตร (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธี 3.2.2.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ

ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากัน หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA 

Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะดังนี้ 

 

 

 



 51 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

  2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1.30 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 2 นาที 

5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร 

TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR 

โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.2.2 ตอไป 

 

 3.2.2.4 ทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ PCR เพื่อการโคลน 

  นําผลิตภัณฑที่ไดทําใหบริสุทธิ์ดวย QIAquick PCR purification kit (Qiagen, 

Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยเติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑ PCR ผสมให

เขากันแลวดูดลงใน QIAprep spin column นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงใน

คอลัมน นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวน

น้ําใสทิ้งกอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายัง

หลอดไมโครฟวจอันใหม เติมน้ําประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30 ถึง 50 ไมโครลิตรให

ลงตรงกลางแผนกรอง ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดผลิตภัณฑ PCR ที่บริสุทธิ์ เก็บไวที่ -20°ซ จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.2.2.5 โคลนชิ้นผลิตภัณฑ PCR  

 

  3.2.2.5.1 ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑ PCR 

ไลเกทชิ้นผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.2.2.4 เขากับพลาสมิดเวก

เตอร pGEM-T Easy ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทําสวนผสม

ของปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
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2x ไลเกชันบัฟเฟอร      5 ไมโครลิตร 

พลาสมิดเวกเตอร pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.2.2.4    3 ไมโครลิตร 

  (ประมาณ 150 นาโนกรัม) 

T4 DNA ligase (3 หนวยตอไมโครลิตร)             1 ไมโครลิตร 

ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 16 ถึง 18 ชั่วโมง 

 

  3.2.2.5.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 

JM109 และคัดเลือกทรานสฟอรมแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอด 

การเตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook 

และ Russell, 2001) ทําโดยลงเชื้อ E. coli สายพันธุ JM109 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Ψb 

(ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37๐ซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง แลวเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ E. coli สาย

พันธุ JM109 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Ψb ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37๐ซ 

เปนเวลา 4 ชั่วโมง จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.3 ถึง 0.5 เพื่อใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Ψb ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask 

นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37๐ซ จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.5 เมื่อเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่

ตองการ ใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ แชในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที และนําไปปน

เหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4๐ซ ความเร็วในการ

ปนเหวี่ยง 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที (ตั้งแตข้ันตอนนี้ทําที่อุณหภูมิ 4๐ซ) เทอาหารเลี้ยง

เชื้อทิ้ง เติมสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล กระจาย

ตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbI แชหลอดเซนตริฟวจที่มีตะกอนเซลลและสารละลาย TfbI ในอาง

น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4๐ซ ความเร็วในการปนเหว่ียง 3,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง จากนั้นเติมสารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข) ที่เย็นปริมาตร 

4 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลอีกครั้ง กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย TfbII แชในน้ําแข็งเปน

เวลา 15 นาที หรือมากกวานั้น แบงใสหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่เย็น ปริมาตรหลอดละ 100 

ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70๐ซ จนกวาจะนํามาใชงาน 

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูคอมพีเทนตเซลล E.coli 

JM109 ดวยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนําคอมพีเทนตเซลล E. coli 

JM109 ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ –70๐ซ มาแชในอางน้ําแข็งใหละลายชาๆ ใสรีคอมบิแนนทพลาสมิด

ที่ไลเกทไวปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli JM109 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากัน แลวบมในอางน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาที heat shock ที่อุณหภูมิ 42๐ซ เปนเวลานาน 
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45 ถึง 50 วินาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที แลวจึงเติมอาหารเหลว 

SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37๐ซ 

เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง  

คัดเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนท     

พลาสมิดที่ตองการดวยวิธี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยนํา

สารละลายแขวนลอยของ E. coli JM109 ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวปริมาตร 100 

ไมโครลิตร มาเกล่ียลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข) ความ

เขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งผานการเกลี่ยดวย X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-

indolyl-β-D-galactoside) เขมขน 2% (ภาคผนวก ข) ใหมีความเขมขนสุดทาย 2 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) เขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ใหมี

ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครโมลาร เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดไวในที่มืด หลังจากเกลี่ยเชื้อ

แลว บมที่อุณหภูมิ 37๐ซ เปนเวลา 16 ถึง 24 ชั่วโมง 

 

 3.2.2.6 สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 

สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย 

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยเลี้ยง E. coli JM109 

ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37๐ซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอ

นาที เปนเวลา16 ถึง 18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลลในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องปนเหวี่ยง ดวย

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร P1 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับ

หลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที เติมสารละลาย 

N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดตะกอนขาว นําไปปนเหวี่ยงเพื่อให

ตกตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง แยกสวนน้ําใสลงใน 

QIAprep spin column นําไปปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่

อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปน

เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม

บัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนปนเหว่ียงซ้ําอีกครั้งเพ่ือกําจัดสวนน้ําใส

ที่เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ

บัฟเฟอร EB ปริมาตร 50 ถึง 100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที นําไป
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ปนเหว่ียงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลาย 

พลาสมิดอยูในสวนน้ําใส เก็บสารละลายพลาสมิดที่อุณหภูมิ -20๐ซ จนกวาจะนํามาใช 

 

 3.2.2.7 การตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy 

ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 

 รีคอมบิแนนทพลาสมิด pGEM-T Easy   1 ไมโครลิตร 

 10x บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 

 เอนไซม EcoRI      0.5 ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ    7.5 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37๐ซ เปนเวลา 2 ถึง 4 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํา

สวนผสมของปฏิกิริยาที่ไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร 

TAE (ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% (ภาคผนวก ข) เพ่ือ

ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.2.2  

 

 3.2.2.8 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

pGEM-T Easy โดยสงวิเคราะหที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผานทาง

บริษัท Ward Medic Ltd., Part โดยบริษัทนี้ใชระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 DNA 

Sequencing และเครื่อง ABI® PRISM DNA Sequencers ในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่ง

ตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคือ รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีชิ้น 

ดีเอ็นเอที่ตองการสอดแทรกอยู โดยสกัดจาก E. coli JM109 ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย 

แลวละลายรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

โดยใชไพรเมอร M13F M13R ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดเวกเตอร และไพร

เมอร 800R และ 1,100R ซึ่งจําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย ลําดับ  

นิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงดงัตาราง 3.2 

เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกแลว นําไปเชื่อมลําดับ  

นิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS-Mac software version 2.05 (Hitachi Software 

Engineering Co.Ltd) วิเคราะหจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  
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 3.2.2.9 สราง phylogenetic tree 

  นําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ที่ผานการวิเคราะหแลว และลําดับนิวคลโีอ

ไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว ทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด (multiple 

alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X จากนั้นนําขอมูลที่ผานการปรับแนว มาคํานวณ distance 

matrix สราง phylogenetic tree ดวยการวิเคราะหแบบ Neighbor-joining และ Bootstrap ดวย

โปรแกรม PHYLIP software package version 3.572c ซึ่งประกอบไปดวย DNADIST.EXE 

NEIGHBOR.EXE และ SEQBOOT.EXE ตามลําดับ phylogenetic tree ที่ถูกสรางขึ้น นําเสนอ

โดยใชโปรแกรม TREEVIEW (Felsenstein, 1985) 

 
3.3 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุ
บริสุทธิ์ และรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์โดยการใชไพรีนเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน 
 

 การเตรียมหัวเชื้อสําหรับกลุมแบคทีเรีย ทําไดโดยนําโคโลนีที่สรางบริเวณใสจากอาหาร

แข็ง CFMM ที่ถูกพนทับดวยไพรีน เลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีไพรูเวท

ความเขมขน 0.2% (w/v) (ภาคผนวก ก) นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ปนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

8,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 10 นาทีจากนั้นลางเซลลในสารละลายโซเดียมคลอ

ไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทําข้ันตอนดังกลาวซ้ําอีก 1 ครั้ง นําเซลลที่ไดมาละลายใน

อาหารเหลว CFMM วัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางสารละลายเซลลให

มีคาดูดกลืนแสงเทากับ 0.1 จากนั้นจึงนําสารละลายเซลลไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ 

ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหแบคทีเรียใชสารอาหารที่สะสมอยูใน

เซลลใหหมดไป 

การเตรียมหัวเชื้อสําหรับแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ ทําไดโดยนําโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบน

อาหารแข็ง LB ไปเล้ียงในอาหารเหลว LB เจือจาง 10 เทา (ภาคผนวก ก) นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 

30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทําการปนแยกเซลล ลาง

เซลล และทําสารละลายเซลลดังวิธีที่กลาวในขางตน 

เติมหัวเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพือ่ให

ปริมาณของแบคทีเรียเริ่มตนเทากับ 106 CFU ตอมิลลิลิตร และเติมไพรีนใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอ

นาที เก็บตัวอยางเปนชวงเวลา โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
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สําหรับการทดลองประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน มีชุดการทดลองควบคุมคือ อาหาร

เหลว CFMM ที่เติมไพรีนแตไมเติมหัวเชื้อแบคทีเรีย ตรวจสอบไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวโดย

นําอาหารเหลวมาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเทต ตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992) ดังนี้ นํา

อาหารเหลวมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0 ถึง 3.0 โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริก 

(HCL) เขมขน จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว ผสมใหเขากันโดยใช

เครื่องปนผสมดวยความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที 30 วินาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น แยกสวนเอทธิลอะซี

เตทเก็บไว สกัดซ้ําอีก 1 ครั้ง ดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลวตามวิธีเดิม รวม

สวนเอทธิลอะซีเตทที่ได เติม anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืน เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู 

จากนั้นเปลี่ยนตัวทําละลายโดยการนําไประเหยใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน 

จากนั้นเติมเมธานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อละลายสาร กรองสารละลายที่ไดผานชุดกรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะทําการ

วิเคราะห 

 

นําสารละลายที่สกัดได ทําการวิเคราะหปริมาณไพรีนดวยวิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ซึ่งมีสภาวะตางๆ ในระบบดังนี้ 

คอลัมน (column)     inertsill® ODS ขนาด 4.6 × 150 มม. 

ตัวชะสาร (mobile phase)    เมธานอล 80% 

อัตราไหล (flow rate)     1 มล.ตอนาที 

อุณหภูมิคอลัมน     40°ซ 

ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลต  275 นาโนเมตร 

ที่ใชตรวจวิเคราะห 

ปริมาณสารที่ฉีดวิเคราะห   10 ไมโครลิตร 

นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหารอยละของปริมาณไพรีนที่

เหลืออยูโดยเทียบกับชุดควบคุม 

สําหรับการทดลองรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ มีชุดควบคุม 2 ชุดคือ 

อาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนแตไมเติมหัวเชื้อ และ อาหารเหลว CFMM ที่เติมหัวเชื้อแตไมเติม

ไพรีน วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี Viable plate count โดยนําอาหารเหลวมาเจือจางดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง 

LB บมที่อุณหภูมิ 30°ซ จนพบการเจริญของโคโลนีของแบคทีเรีย และนับจํานวนโคโลนีที่เกิดข้ึน 
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3.4 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ ของแบคทีเรียสาย
พันธุบริสุทธิ์ 
 

เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.4 แตเติมสารประกอบ 

PAHs อ่ืนๆ แทนการเติมไพรีน โดยใช แนพธาลีน หรืออะซีแนพธิลีน ใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร แอนทราซีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน อะซีแนพธีนหรอืฟลอูอรนี ให

มีความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และไครซีนหรือเบนโซ[เอ]ไพรีน ใหมีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 40 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยา เก็บตัวอยาง วันที่ 7 

สําหรับแนพธาลีน และฟแนนทรีน วันที่ 10 สําหรับ อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน วันที่ 20 

สําหรับแอนทราซีน วันที่ 30 สําหรับฟลูออแรนธีน ไครซีนและเบนโซ[เอ]ไพรีน ตรวจสอบ

สารประกอบ PAHs ที่เหลืออยูในอาหารเหลวโดยนําอาหารเหลวนํามาสกัดดวยเอทธิลอะซีเตท 

จากนั้นวิเคราะหปริมาณสารประกอบ PAHs ที่เหลือดวยวิธี HPLC ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.4 และนํา

พ้ืนที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหารอยละของปริมาณสารประกอบ PAHs 

ที่เหลืออยูโดยเทียบกับชุดควบคุม 

 
3.5 ตรวจสอบยีนที่ประมวรหัสไดออกซิจีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน 
ของแบคทีเรียบริสุทธิ์ 
 

3.5.1 ตรวจสอบยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

3.5.1.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์จากการเลี้ยงในอาหารเหลว LB และ

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน แยกดีเอ็นเอ วิเคราะหความเขมขนของดีเอ็นเอ และความบริสุทธิ์

ของดีเอ็นเอตามตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.2.1 และ 3.2.2.2 ตามลําดับ 

 

3.5.1.2 เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนโดยใชปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส 

 

 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยา

และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มียีนเปาหมายเปนยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของ
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เทอรมินัลไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียกลุมตางๆ ที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ได ดังนี้ 

ndoB ของ Pseudomonas putida สายพันธุ NCIB9816 phnAc ของ Burkholderia sp. สาย

พันธุ RP007 nagAc ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 nahAc ของ Comamonas sp. สายพันธุ 

GZ42 arhA1 ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 bphA1 ของ Novosphingobium 

aromaticivorans สายพันธุ F199 nidA ของ Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 

narAa ของ Rhodococcus sp. สายพันธุ phdA ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 และ

บริเวณ Rieske ของยีนที่ประมวลรหัสออกซิจีเนสของแบคทีเรียบางกลุมที่ยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติก โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรและขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑ 

PCR แสดงดังตารางที่ 3.3 

 ความเขมขนสุดทายของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด 

(MgCl2) ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1× Taq 

DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรความเขมขน 25 พิโคโมลตอไมโครลิตร 

(ของแตละตัว) ดีเอ็นเอที่สกัดจากวิธีในขอ 3.2.2.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ

ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดใหมีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสม

ใหเขากัน หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA 

Thermo Cycle) โดยใหมีสภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอรกันดังนี้ 

 

ไพรเมอร ndoBF และ ndoBR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 62°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร phnAcF และ phnAcR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 57.5°ซ เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร nidAF และ nidAR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 65°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร nagAcF และ nagAcR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 50°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร ComF และ ComR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
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ไพรเมอร RhoF และ RhoR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร phdAF และ phdAR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูม ิ94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 50°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร arhA1F และ arhA1R ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร bphA1F และ bph1R ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
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ไพรเมอร RieskeIF และ RieskeIR ใชสภาวะ 

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 48°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 

5. ทําขั้นตอน 2 ถึง 4 จํานวน 35 รอบ 

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการ

เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2.2.2 ตอไป 

 

3.5.1.3 สกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลดวย QIAquick gel extraction kit  

 

 ตัดแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการจากเจล นําเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ ชั่งน้ําหนัก

ช้ินอะกาโรสเจล เติมสารละลายบัฟเฟอร QG ปริมาตรเปน 3 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล บม

ที่อุณหภูมิ 50°ซ เปนเวลา 10 นาที เพ่ือใหชิ้นอะกาโรสเจลละลายจนหมด เติมไอโซโพรพานอล

ปริมาตรเปน 1 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล ดูดสารละลายทั้งหมดผานคอลัมน QIAquick ปน

เหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง แลวเติมสารละลาย

บัฟเฟอร QG ปริมาตร 500 ไมโครลิตรผานคอลัมน QIAquick ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง  ลางคอลัมนดวยสารละลายบัฟเฟอร PE ที่เติม

เอธานอลแลว ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เท

สารละลายที่ผานคอลัมนทิ้ง จากนั้นปนเหว่ียงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที อีก 1 ครั้ง 

จากนั้นยายคอลัมน QIAquick วางบนหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ชะดีเอ็นเอที่ติดอยูที่คอลัมน

ดวยสารละลายบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30 ไมโครลิตรโดยเติมใหลงตรงกลางแผนเมมเบรนของ

คอลัมน ตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที แลวปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 

นาที 
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3.5.1.4 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 

สงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอที่สกัดไดจากอะกาโรสเจล ดังวิธีในขอ 

3.2.2.8 นําลําดับนิวคลีไทดที่วิเคราะหได เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยใช

โปรแกรม BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 

3.5.2 ตรวจหาตําแหนงของยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสดวยเทคนิคเซาทเทิรนไฮบริไดเซชัน 

 

 3.5.2.1 เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) 

 

 ใชผลิตภัณฑ PCR ที่เพิ่มดีเอ็นเอจากบริเวณยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสเปนดีเอ็นเอ

ติดตาม ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี random labeling โดยใชชุดติด

ฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit (Roche, 

Germany) (ภาคผนวก ข) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้ ดูดสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 3.5.1.3 ให

ไดความเขมขน 500 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหปริมาตรสุดทาย

เทากับ 16 ไมโครลิตร นําไปทําใหเดือดที่อุณหภูมิ 95°ซ เปนเวลา 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทันที เปน

เวลา 2 นาที เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 4 

ไมโครลิตร บมที่ที่อุณหภูมิ 37°ซ หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม สารละลาย EDTA pH8.0 ความ

เขมขน 0.2 โมลาร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธีการ

ตกตะกอนโดยเอทานอล 99% เริ่มจากการเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตตเขมขน 3 โมลาร 

(ภาคผนวก ข) 0.1 เทาของปริมาตรสุดทาย และเติมเอทานอล 99% 2 เทาของปริมาตรสุดทาย แช

ที่ -70๐ซ 15 นาที ปนเหว่ียงที่ 4๐ซ 15,000 รอบตอนาที 15 นาที เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวย

เอทานอล 70% 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 13,000 รอบตอนาที  5 นาที เทสวนใสทิ้ง ระเหย

เอทานอลจนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอ

ติดตามไวที่อุณหภูมิ -20๐ซ 

 

 3.5.2.2 สกัดเมกะพลาสมิด (Megaplasmid) 

 

 สกัดเมกะพลาสมิดจากแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB และอาหาร

เหลว CFMM ที่เติมไพรีนตามวิธีของ Hu และคณะ (2008) โดย ลางตะกอนเซลลดวย สารละลาย 

Tris-HCl pH8.0 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง ละลายเซลลใหเหลือปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
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เติม Lysis solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และบมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 2 นาที จากนั้นเติมฟนอล/คลอโรฟอรม 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลว

นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ดูดเก็บสารละลายชั้นบนซึ่งเปน

สารละลายเมกะพลาสมิดไวที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะนํามาใช ตรวจสอบเมกะพลาสมิดโดย

วิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 

0.7% จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที   

 

 3.5.2.3 ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern blot) 

 

 ลางอะกาโรสเจลที่ไดจากขอ 3.5.2.2 ดวย สารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขยาเบาๆ เปน

เวลา 10 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม denaturation buffer (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 

นาที เทสารละลายทิ้ง เติม neutralization buffer (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 30 นาที เทสารละลาย

ทิ้ง จากนั้นถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธี Capillary transfer 

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยใช 20×SSC (ภาคผนวก ข) เปน transfer buffer นําไนลอน

เมมเบรนที่ไดไปตรึงดวยแสงอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 3 นาที เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่

อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน    

 

 3.5.2.4 ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอติดตาม 

 

 ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยเติมสารละลาย Hybridization buffer  (DIG 

Easy Hyb) (หลอดหมายเลข 7) (ภาคผนวก ข) ที่อุนที่อุณหภูมิ 42๐ซ ลงบนไนลอนเมมเบรมที่มี   

ดีเอ็นเอ นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven เปนเวลา 30 นาที  

 เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตามสําหรับการไฮบริไดเซชัน โดยเติมดีเอ็นเอติดตามที่

เตรียมจากขอ 3.5.2.1 ในสารละลาย Hybridization buffer (DIG Easy Hyb) นําไปตมในน้ําเดือด

เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิไฮบริไดเซชัน (42๐ซ)  

 เทสารละลายที่ prehybridization ทิ้ง แลวเติมสารละลายดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไว

ขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven เปนเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา นํา

ไนลอนเมมเบรนที่ไดลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินดวยสารละลาย 2×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก 

ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง จากนั้นลางอีก 2 ครั้งดวย 

0.5×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 68๐ซ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง 
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 ตรวจหาดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตามดวยวิธี Enzyme immunoassay โดยใช

ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime labeling and Detection Starter Kit I ตามวิธี

ดังนี้ นําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินแลว ลางดวย Buffer1 (Maleic acid) 

(ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นเติม Buffer2 (Blocking 

solution ที่ผสมกับ Buffer1) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง แลว

เติม antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) (หลอดหมายเลข 4) (ภาคผนวก ข) ที่เจือจาง

ดวย Buffer2 เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง ลาง Anti-DIG-AP conjugate 

สวนเกินดวย Buffer1 เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง แลวเติม 

Buffer3 (detection buffer) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้น

เตรียมสับเสตรท NBT/BCIP (หลอดหมายเลข 5) (ภาคผนวก ข) โดยเจือจางใน Buffer3 (เตรียม

กอนใชและหามใหโดนแสง) เทสับเสตรทลงในถุงที่มีไนลอนเมมเบรน ปดผนึก นําไปบมในที่มืดจน

พบแถบสีชัดเจน นําเมมเบรนมาลางในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที ซับแลวตากให

แหงแลวจึงเก็บใสถุงเพื่อถายรูปตอไป 

 

 

 

 
 



บทที่ 4 

 
ผลการทดลอง 

 
4.1 คัดแยกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน  
 

 4.1.1 เพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน 

 จากการนําตัวอยางดินมาเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 

โดยเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

สังเกตการเจริญของแบคทีเรียไดโดยพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว (Mueller และคณะ, 1989) 

หลังจากถายอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสีลงในอาหารที่เตรียมขึ้นใหมพบวา แบคทีเรียจากตัวอยาง

ดินที่ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของอาหารเหลว ไดแก ตัวอยางดินจากบริเวณรางรถไฟ จังหวัด

นครราชสีมา ริมถนนราชดําเนิน กทม. โดยพบการเปลี่ยนแปลงเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 10 วัน บริเวณ

ใกลปมน้ํามัน จังหวัดนครปฐม โดยพบการเปลี่ยนแปลงเมื่อเล้ียงเปนเวลา 20 วัน และบริเวณใต

ตนไม ริมถนน บริพัฒน กทม. โดยพบการเปลี่ยนแปลงเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 25 วัน แตไมพบการ

เปลี่ยนแปลงจากตัวอยางดิน ในบริเวณใตตนไม อ.เขาใหญ จังหวัดนครราชสีมาเม่ือเล้ียงเปนเวลา

ถึง 30 วัน ลักษณะของสีอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนแปลงของตัวอยางดินจากบริเวณรางรถไฟ 

จังหวัดนครราชสีมา และริมถนนราชดําเนิน กทม. แสดงดังรูปที่ 4.1 และ 4.2 
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รูปที่ 4.1 ลักษณะสีของอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เมื่อมีการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยาง

ดินบริเวณรางรถไฟ จังหวัดนครราชสีมา เปนเวลา 10 วัน 

 

 
 

รูปที่ 4.2 ลักษณะสีของอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เมื่อมีการเจริญของแบคทีเรียจากตัวอยาง

ดินจากริมถนนราชดําเนิน เปนเวลา 10 วัน 

 

4.1.2 คัดแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน 

 จากการนําอาหารเหลวที่มีอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสีมาเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM 

แลวพนทับผิวหนาอาหารแข็งดวยสารละลายไพรีน พบโคโลนีแบคทีเรียที่สามารถสรางบริเวณใส

บนอาหารแข็งที่ถูกพนทับดวยไพรีนเมื่อเล้ียงเปนเวลา 14 วัน ไดจากตัวอยางดินทั้ง 2 แหลง คือ

บริเวณรางรถไฟและริมถนนราชดําเนิน ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสแสดงดังรูปที่ 

4.3 
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                                 (ก)                                                              (ข) 

 

รูปที่ 4.3 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสเมื่อเล้ียงบนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับ

ดวยไพรีนเปนเวลา 14 วัน (ก) ตัวอยางดินจากบริเวณรางรถไฟ (ข) ตัวอยางดินจากริมถนนราช

ดําเนิน  

 

 เมื่อนําโคโลนีของแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB เพื่อดูความบริสุทธิ์

ของเชื้อ พบวาโคโลนีที่สรางบริเวณใสที่คัดแยกมาจากตัวอยางดินทั้ง 2 แหลงนั้น มีแบคทีเรีย

หลายสายพันธุซึ่งอยูรวมกันเปนกลุม ตั้งชื่อกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่เก็บจาก

บริเวณรางรถไฟวา กลุมแบคทีเรีย KOT และริมถนนราชดําเนินวา กลุมแบคทีเรีย RN  

 ทําการยืนยันความสามารถในการยอยสลายไพรีนในข้ันเบื้องตนโดยเลี้ยงแบคทีเรียใน

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน พบวากลุมแบคทีเรีย KOT และกลุมแบคทีเรีย RN ที่มาจาก

โคโลนีที่สรางบริเวณใสสามารถยอยสลายไพรีนไดโดยสังเกตจากอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสี แต

แบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์จากกลุมแบคทีเรียทั้ง 2 กลุม ไมสามารถยอยสลายไพรีนได เนื่องจากไม

พบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว และเมื่อรวมแบคทีเรียบริสุทธิ์ของแตละกลุมเขาดวยกัน เลี้ยงใน

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนก็พบวาไมมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเชนเดียวกัน 

 ดังนั้นจึงเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย KOT และกลุมแบคทีเรีย RN ในอาหารเหลว CFMM ที่เติม

ไพรีนจนพบอาหารเหลวมกีารเปลี่ยนสี เจือจางอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสีดวยสารละลายโซเดียม

คลอไรดเขมขน 0.85% และนําไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB และอาหารแข็ง LB เจือจาง 4 เทา บมที่

อุณหภูมิ 30°ซ จนพบการเจริญของแบคทีเรีย จากนั้นพนไพรีนทับบนผิวหนาอาหารแข็ง แลวนําไป

บมที่อุณหภูมิ 30°ซ พบวามีแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสบนอาหารแข็ง LB เจือจาง 4 เทา ทั้งจาก

อาหารเหลวที่มาจากกลุมแบคทีเรีย KOT และกลุมแบคทีเรีย RN เมื่อนําโคโลนีแบคทีเรียที่สราง

บริเวณใสมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB พบวาเปนแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ จึงตั้งชื่อแบคทีเรียสาย
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พันธุที่มาจากกลุมแบคทีเรีย KOT วา KOTLB และสายพันธุที่มาจากกลุมแบคทีเรีย RN วา 

RN402 ตามลําดับ  

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ KOTLB และ RN402 ไปเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่

เติมไพรีน พบวามีการยอยสลายของไพรีนเนื่องจากสังเกตเห็นมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวและ

เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับผิวหนาดวยไพรีนเปนเวลา 14 วัน ก็พบวาโคโลนีของ

แบคทีเรียสรางบริเวณใสอีกดวย แสดงดังรูปที่ 4.4 

 

                              

      (ก)                                                                 (ข) 

 

รูปที่ 4.4 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับดวยไพรีน 

เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 14 วัน (ก) สายพันธุ KOTLB (ข) สายพันธุ RN402 

 

 การนําแบคทีเรียไปใชในการศึกษาตอไป ทําโดยเขี่ยโคโลนีที่สรางบริเวณใสบนอาหารแข็ง 

CFMM ที่พนทับดวยไพรีนไปขีดลงบนอาหารแข็ง LB (สําหรับสายพันธุ KOTLB) และ อาหารแข็ง 

LB เจือจาง 4 เทาที่มีไพรีนความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร (สําหรับสายพันธุ 

RN402) 
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4.2 จําแนกชนิดของแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกได 
 

 4.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ KOTLB พบวาลักษณะของโคโลนี

เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB มีรูปรางกลม สีเหลืองออน โคโลนีเรียบ มันวาว ขอบหยักและโปรงแสง 

ดังแสดงในรูปที่ 4.5 และเมื่อศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาเซลลของแบคทีเรียมีลักษณะเปนแทง 

และติดสีแกรมลบ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 ในขณะที่ลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 มี

รูปรางกลม สีเหลืองเขม โคโลนีนูน มันวาว ขอบเรียบและโปรงแสง ดังแสดงในรูปที่ 4.5 และเมื่อ

ศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาเซลลของแบคทีเรียมีลักษณะเปนแทง และติดสีแกรมลบ ดังแสดง

ในรูปที่ 4.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    (ก)                                                                   (ข) 

 

รูปที่ 4.5 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง LB (ก) สายพันธุ KOTLB 

และ (ข) สายพันธุ RN402 
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                                   (ก)                                                                     (ข) 

 

รูปที่ 4.6 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ภายใตกลองจุลทรรศน (กําลังขยาย 

100×10) (ก) สายพันธุ KOTLB (ข) สายพันธุ RN402 

 

 4.2.2 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA 

 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ 

KOTLB ความยาว 1,456 bp และ RN402 ความยาว 1,361 bp เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอ

ไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่มีบันทึกไวในฐานขอมูล GenBank โดยใช

โปรแกรม BLASTn พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ 

KOTLB มีความคลายกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียในสกุล 

Diaphorobacter 99% (Yan และ Li, 2005) และ สกุล Acidovorax 96% ถึง 99% (Billy และ

คณะ, 1994) ดังแสดงในตารางที่ 4.1 และของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 มีความคลายกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียในสกุล Pseudoxanthomonas 97% ถึง 99% 

(Hu และคณะ, 2007) และสกุล Stenotrophomonas 96% (Zou และคณะ, 2007) ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.1 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของสายพันธุ KOTLB กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) 
 สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

1 Diaphorobacter sp. สายพันธุ NA5 DQ294626 1455/1456 (99%) Yan และ Li, 2005. ไมตีพิมพ 

2 Acidovorax sp. สายพันธุ JS42 CP000539 1453/1454 (99%) Billy และคณะ, 1994. 

3 Diaphorobacter nitroreducens สายพันธุ KSP4 AB076856 1451/1453 (99%) Khan และคณะ, 2002. 

4 Diaphorobacter nitroreducens สายพันธุ KSP3 AB064855 1451/1453 (99%) Khan และคณะ, 2002. 

5 

Diaphorobacter nitroreducens สายพันธุ 

NA10B AB064317 1451/1453 (99%) Khan และคณะ, 2002. 

6 Acidovorax sp. สายพันธุ 3DHB1 AF458096 1442/1443 (99%) Mechichi และFuchs, 2001. ไมตีพิมพ 

7 Diaphorobacter sp. สายพันธุ R-25011 AM084025 1439/1442 (99%) Heylen และคณะ, 2006. 

8 Diaphorobacter sp. สายพันธุ PCA039 AY559251 1429/1431 (99%) Ren และ Lui, 2004. ไมตีพิมพ 

9 Acidovorax sp. สายพันธุ LW1 AJ130765 1430/1433 (99%) Katsivela และคณะ, 1999. 

10 Diaphorobacter sp. สายพันธุ PD-12 AB195170 1439/1455 (98%) Horiba และคณะ, 2005. 

11 Diaphorobacter sp. สายพันธุ F2 DQ851130 1406/1407 (99%) Xu และ Gun , 2006. ไมตีพิมพ 

12 Acidovorax sp. สายพันธุ S20 AY741158 1400/1439 (97%) Muthukumarasamy และ Kang, 2004. ไมตีพิมพ 

13 Acidovorax valerianellae สายพันธุ 16 DQ338565 1391/1429 (97%) Tsuyoshi และคณะ, 2006. In press. 

14 Acidovorax valerianellae สายพันธุ CFBP4730 AJ431731 1401/1448 (96%) Gardan และคณะ, 2003. 

15 Acidovorax sp. สายพันธุ SUPP1855 AB297967 1396/1438 (97%) Takikawa และ Kawada, 2007. ไมตีพิมพ 

16 Acidovorax konjaci AF137507 1387/1433 (97%) Hu และคณะ, 2001.  
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ตารางที่ 4.2 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของสายพันธุ RN402 กับลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล (BLASTn) 
 สายพันธุแบคทีเรีย Accession No. Sequencing identity (%) เอกสารอางอิง 

1 Pseudoxanthomonas mexicana  EU119264 1357/1358 (99%) Hu และคณะ, 2007. ไมตีพิมพ 

2 Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ PNK04 EU025131 1357/1358 (99%) Nayak และคณะ, 2007. ไมตีพิมพ 

3 Pseudoxanthomonas mexicana  AB246798 1356/1358 (99%) Kishimoto และคณะ. 2006. ไมตีพิมพ 

4 Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ P15 EF424397 1345/1356 (99%) Kumari และ Lal. 2007. ไมตีพิมพ 

5 Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ 11_4K EF540482 1324/1358 (97%) Vedler และคณะ, 2007. ไมตีพิมพ 

6 Pseudoxanthomonas mexicana สายพันธุ wn45 EU294417 1326/1362 (97%) Zhao และคณะ, 2007. ไมตีพิมพ 

7 Pseudoxanthomonas mexicana สายพันธุ UR374_02 AY124375 1323/1358 (97%) Thierry และคณะ, 2004. 

8 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ MHS021 DQ993329 1314/1361 (96%) Zou และคณะ, 2007 

9 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ MHS019 DQ993326 1311/1358 (96%) Zou และคณะ, 2007 

10 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ FB206 AY259519 1310/1358 (96%) Fani และคณะ, 2003. ไมตีพิมพ 

11 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ 7-3 EU054384 1311/1316 (96%) Zhu และคณะ, 2007. ไมตีพิมพ 

12 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ 2R13 EF178465 1309/1358 (96%) Yang และคณะ, 2008. 

13 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ SAFR-173 DQ124701 1308/1358 (96%) Osman และคณะ, 2006. 

14 Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ YLZZ-2 EU022689 1309/1361 (96%) Zhao และคณะ, 2006. ไมตีพิมพ 

15 Stenotrophomonas sp. สายพันธุ TB4-3-II AY599705 1310/1360 (96%) Barbieri และคณะ, 2005. 
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เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ KOTLB และ

แบคทีเรียสายพันธุตางๆ ที่คัดเลือกไวจากตารางที่ 1 มาทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด 

(multiple alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal X และนําขอมูลที่ผานการปรับแนว มาสราง 

phylogenetic tree ดวยโปรแกรม PHYLIP software package ดังแสดงในรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็น

วาแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ KOTLB มีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในสกุล Diaphorobacter  

สําหรับสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA และแบคทีเรีย

สายพันธุตางๆ ที่คัดเลือกไวจากตารางที่ มาทําการปรับแนวของลําดับนิวคลีโอไทด และสราง 

phylogenetic tree ดังแสดงในรูปที่ 4.8 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 มีความ

ใกลเคียงกับแบคทีเรียในสกุล Pseudoxanthomonas 
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รูปที่ 4.7 phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ KOTLB สกุล 

Diaphorobacter จํานวน 8 สายพันธุ และ สกุล Acidovorax จํานวน 8 สายพันธุ โดยใช 16S 

rDNA ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 เปน out-group และตัวเลขที่ก่ิงสาขาบอกถึงการ

นับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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รูปที่ 4.8 phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 สกุล 

Pseudoxanthomonas จํานวน 10 สายพันธุ และ สกุล Stenotrophomonas จํานวน 8 สายพันธุ 

โดยใช 16S rDNA ของ Xanthomonas hyacinthi สายพันธุ LMG739T เปน out-group และ

ตัวเลขที่ก่ิงสาขาบอกถึงการนับที่ใหผลซ้ําจากทั้งหมด 100 ครั้ง ดวย bootstrap 
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4.3 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุ บริสุทธิ์ 
และรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์โดยการใชไพรีนเปนแหลงคารบอน
และพลังงาน 
 

 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรีย KOT และ RN โดยการเลี้ยงหัว

เชื้อของกลุมแบคทีเรียลงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 100 

มิลลิกรัมตอลิตร และวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยู พบวาเมื่อเล้ียงกลุมแบคทีเรีย KOT ใน

อาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนเปนเวลา 16 วัน มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวเหลือ 

9.62% โดยปริมาณไพรีนลดลงอยางรวดเร็วใชชวงวันที่ 4 ถึง 8 จาก 100% เหลือ 11.43% ในขณะ

ที่เมื่อเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย RN เปนเวลา 12 วัน มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวเหลือ 

4.52% โดยในชวงวันที่ 3 ถึง 9 ปริมาณไพรีนลดลงจาก 100% เหลือ 4.52% ดังแสดงในรูปที่ 4.9 

และ 4.10 นอกจากนี้ลักษณะของอาหารเหลวพบวามีการเปลี่ยนแปลงโดยเริ่มจากวันที่ 0 สีของ

อาหารเหลวมีลักษณะเปนสีขาวขุนของไพรีน เมื่อเวลาผานไป 8 12 และ 16 วัน สีของอาหารมี

ลักษณะเปนสีเหลืองสม และมีอนุภาคของไพรีนลดลง ดังแสดงในรูปที่ 4.11 และ 4.12 
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รูปที่ 4.9 ปริมาณไพรีนที่เหลือ ณ เวลา ตางๆ เมื่อเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย KOT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.10 ปริมาณไพรีนที่เหลือ ณ เวลา ตางๆ เมื่อเล้ียงกลุมแบคทีเรีย RN 
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                               0 วัน           4 วัน         8 วัน          12 วัน         16 วัน 

 

รูปที่ 4.11 การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ณ เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย 

KOT  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                  0 วัน         3 วัน         6 วัน           9 วัน        12 วัน 

 

รูปที่ 4.12 การเปล่ียนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ณ เวลาตางๆ เมื่อเล้ียงกลุมแบคทีเรีย 

RN  
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 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและรูปแบบการเจริญโดยการใชไพรีนเปน

แหลงคารบอนและพลังงานของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB โดยการนําหัวเชื้อ

แบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 100 

มิลลิกรัมตอลิตร ติดตามการเจริญของแบคทีเรีย และวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในอาหาร

เหลวทุกๆ 4 วัน พบวาเมื่อเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB เปนเวลา 16 วัน ปริมาณ

ไพรีนลดลงเหลือ 8.87% โดยในชวงวันที่ 4 ถึงวันที่ 12 ไพรีนลดลงอยางรวดเร็ว จาก 100% เหลือ 

23.92% และเมื่อเขาสูในชวงวันที่ 16 ถึงวันที่ 20 พบวาการลดลงของไพรีนเริ่มชาลง จาก 9.33% 

เหลือ 8.77% ในขณะที่ชุดควบคุมพบวาปริมาณของไพรีนแทบไมมีการเปลี่ยนแปลง ไดผลการ

ทดลองแสดงดังรูปที่ 4.13 และในการศึกษารูปแบบการเจริญของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ 

KOTLB ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน โดยเมื่อเวลาผานไป 20 วัน จํานวนของแบคทีเรียเพิ่ม

จํานวนจากเริ่มตน 4.5×106 CFU ตอมิลลิลิตร  ไปเปน 1.43×107 CFU ตอมิลลิลิตร โดยจํานวน

ของแบคทีเรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงวันที่ 8 ถึงวันที่ 12 โดยเพิ่มจาก 6.3×106 CFU ตอ

มิลลิลิตร  ไปเปน 1.36×107 CFU ตอมิลลิลิตร  และเมื่อหลังจากวันที่ 12 เปนตนไป จํานวนของ

แบคทีเรียเริ่มคงที่อยูประมาณ 1.4×107 CFU ตอมิลลิลิตร ไปจนถึงวันที่ 20 สําหรับในชุดควบคุม 

จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 4 วันแรก โดยเพิ่มจากจํานวนแบคทีเรียเริ่มตน 

5.6×106 CFU ตอมิลลิลิตร  ไปเปน 1.3×107 CFU ตอมิลลิลิตร และหลังจากผานไป 4 วัน พบวา

จํานวนของแบคทีเรียเริ่มคงที่อยูประมาณ 1.2×107 CFU ตอมิลลิลิตร ไปจนถึงวันที่ 20 แสดงดัง

รูปที่ 4.13 นอกจากนี้เมื่อสังเกตลักษณะของอาหารเหลวในชุดทดลองพบวา วันที่ 0 สีของอาหาร

เหลวมีลักษณะเปนสีขาวขุนของไพรีน เมื่อเขาสูวันที่ 8 สีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสีเหลืองสม

เมื่อเวลาผานไปจนถึงวันที่ 20 พบวาสีของอาหารเหลวไมมีการเปลี่ยนแปลงไปจากวันที่ 8 มากนัก 

แตพบวาจํานวนอนุภาคของไพรีนมีนอยลง ดังแสดงในรูปที่ 4.14 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย
ปริมาณไพรีนในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมเติมไพรีน (logCFU ตอ มล.)
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมไพรีน (logCFU ตอ มล.)

 
 

รูปที่ 4.13 การเจริญของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน

เปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
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รูปที่ 4.14 การเปล่ียนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ณ เวลาตางๆ เมื่อเล้ียง 

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB  
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 ผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพ่ือติดตามการลดลงของไพรีน 

เมื่อเขาสูวันที่ 8 ซึ่งเปนวันที่เริ่มมีการลดลงของปริมาณไพรีน พบวามีพีคของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น

จากการยอยสลายของไพรีนโดย Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และพบวาพีคของ

สารมัธยันตรจะสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึงวันที่ 20 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ค) (ง) 

 

รูปที่ 4.15 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณไพรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการ

ยอยสลายไพรีนโดย Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา (ก) 8 วัน 

(ข) 12 วัน (ค) 16 วัน (ง) 20วัน 
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 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและรูปแบบการเจริญโดยการใชไพรีนเปน

แหลงคารบอนและพลังงานของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 พบวา ในชวงวันที่ 

5 ถึงวันที่ 10 ไพรีน จาก 93.12% เหลือ 46.21% และ เมื่อเขาสูชวงวันที่ 15 ถึง 20 การลดลงของ

ไพรีนเริ่มคงที่โดยปริมาณไพรีนลดลงเหลือ 28.06% ถึง 34.37% ในขณะที่ชุดควบคุมพบวา

ปริมาณของไพรีนแทบไมมีการเปลี่ยนแปลง ไดผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.16 และในการศึกษา

รูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เมื่อ

เวลาผานไป 20 วัน จํานวนของแบคทีเรียเพ่ิมจํานวนจากเริ่มตน 1.125×106 CFU ตอมิลลิลิตร ไป

เปน 5.32×107 CFU ตอมิลลิลิตร จํานวนแบคทีเรียเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 5 วันแรกโดยเพิ่มข้ึน

เปน 4.9×107 CFU ตอมิลลิลิตร จากนั้นเมื่อเขาถึงวันที่ 10 จํานวนแบคทีเรียลดลงเหลือ 2.5×107 

CFU ตอมิลลิลิตร และเมื่อเขาสูวันที่ 15 จํานวนแบคทีเรียเพ่ิมข้ึนเปน 3.5×107 ตอมิลลิลิตร 

สําหรับในชุดควบคุมการเจริญของแบคทีเรียมีแนวโนมเชนเดียวกัน กลาวคือ เมื่อเวลาผานไป 20 

วัน จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจากเริ่มตน 9.75×105 CFU ตอมิลลิลิตร ไปเปน 6.1×107 

CFU ตอมิลลิลิตร จํานวนแบคทีเรียเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง 5 วันแรกโดยเพิ่มขึ้นเปน 3.9×107 

CFU ตอมิลลิลิตร จากนั้นเมื่อเขาถึงวันที่ 10 จํานวนแบคทีเรียลดลงเหลือ 1.8×107 CFU ตอ

มิลลิลิตร  และเมื่อเขาสูวันที่ 15 จํานวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเปน 3.93×107 ตอมิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 

4.16 นอกจากนี้เมื่อสังเกตลักษณะของอาหารเหลวในชุดทดลอง พบวา วันที่ 0 สีของอาหารเหลว

มีลักษณะเปนสีขาวขุนของไพรีน เมื่อเขาสูวันที่ 10 สีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสีเหลืองสมเขม

และเมื่อเวลาผานไป 15 วันจนถึง 20 วัน พบวาสีของอาหารเหลวจากสีสมเปลี่ยนเปนสีเหลืองสม

ออนๆ รวมทั้งจํานวนอนุภาคของไพรีนที่นอยลงดวย ดังแสดงในรูปที่ 4.17 
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รูปที่ 4.16 การเจริญของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่มี

ไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   0 วัน          5 วัน         10 วัน       15 วัน       20 วัน 
 
รูปที่ 4.17 การเปล่ียนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ณ เวลาตางๆ เมื่อเล้ียง

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 
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ปริมาณไพรีนในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย
ปริมาณในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมเติมไพรีน (logCFU ตอมล.)
จํานวนแบคทีเรียชุดทดลองที่เติมไพรีน (logCFU ตอมล.)
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ผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เมื่อเขาสูวันที่ 10 ซึ่งเปนวันที่เริ่มมี

การลดลงของปริมาณไพรีน พบวามีพีคของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายของไพรีนโดย 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 และพบวาพีคของสารมัธยันตรจะสูงขึ้นเรื่อยๆ จนถึง

วันที่ 20 ดังแสดงในรูปที่ 4.18 

 

 

  

 
 
 
 
 
 

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                (ข)                                                              (ค) 
 
รูปที่ 4.18 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณไพรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการ

ยอยสลายไพรีนโดย Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา   

(ก) 10 วัน (ข) 15 วัน (ค) 20 วัน  
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4.4 ประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ ของแบคทีเรียสายพันธุ
บริสุทธิ์ 
 

 ในการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ ของแบคทีเรียสาย

พันธุบริสุทธิ์ พบวา Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB สามารถยอยสลายสารประกอบ 

PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ําที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดเพียงชนิดเดียวคือฟแนนทรีน โดยมีปริมาณ

ฟแนนทรีนเหลืออยู 25.74% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในวันเริ่มตน หลังจากเลี้ยงแบคทีเรีย

ดวยฟแนนทรีนเปนเวลา 7 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.19 และการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปน

สีเหลืองเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แสดงดังรูปที่ 4.21 ในขณะที่ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่

มีมวลโมเลกุลต่ําชนิดอ่ืนๆ ไดแก แนพธาลีน อะซีแนพธีน แอนทราซีน อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีน

แทบไมมีการเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 7 วัน 

ดังแสดงในรูปที่ 4.19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19 ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่เหลือ เมื่อเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

ในอาหาร CFMM ที่เติมแนพธาลีนและฟแนนทรีนเปนเวลา 7 วัน และอะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน 

และฟลูออรีน เปนเวลา 10 วัน และแอนทราซีน เปนเวลา 20 วัน 
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 สําหรับการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง พบวามีการเปล่ียนแปลง

ของปริมาณฟลูออแรนธีน ไครซีน และเบนโซ[เอ]ไพรีนไดเพียงเล็กนอย เมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม โดยมีปริมาณฟลูออแรนธีน ไครซีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เหลืออยู 68.3% เมื่อเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมในวันเริ่มตน 95.02% และ 83.34% ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.20 และอาหาร

เหลวมีการเปลี่ยนสีเปนสีเหลืองสมออนๆ แสดงดังรูปที่ 4.21 หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 30 

วัน ในขณะที่ปริมาณของไครซีนมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 30 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.20 ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่เหลือ เมื่อเล้ียง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

เปนเวลา 30 วัน (หมายเหตุ: ใชชุดควบคุมวันที่ 30 ของไครซีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน เปรียบเทียบ

กับชุดทดลอง)  
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                                        (ก)                                                       (ข)                                        

 

รูปที่ 4.21 การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มี (ก) ฟแนนทรีน (ข) ฟลูออแรนธีน เมื่อเล้ียง 

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB เปนเวลา 7 วัน และ 30 วัน ตามลําดับ 

 

 ประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ ของ Pseudoxanthomonas 

sp. สายพันธุ RN402 พบวาสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ําที่ใชใน

การศึกษาครั้งนี้ได คือ ฟแนนทรีน โดยมีปริมาณ ฟแนนทรีนเหลืออยู 9.47% เมื่อเปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุมในวันเริ่มตน หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียดวยฟแนนทรีนเปนเวลา 7 วัน สําหรับแอนทราซีน 

พบวาอาหารเหลวมีการเปลี่ยนสีแตมีปริมาณที่วิเคราะหไดไมไดลดลง หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียดวย

แอนทราซีนเปนเวลา 20 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.22 และการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสี

เหลืองเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมและมีการลดลงของปริมาณผลึกฟแนนทรีนและแอนทราซีน 

แสดงดังรูปที่ 4.24 ในขณะที่ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ําชนิดอื่นๆ ไดแก 

แนพธาลีน อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีนแทบไมมีการเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุม หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 7 วัน สําหรับแนพธาลีน 10 วัน สําหรับอะซีแนพธีน 

อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีน และ 20 วัน สําหรับแอนทราซีน ดังแสดงในรูปที่ 4.23 
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รูปที่ 4.22 ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่เหลือ เมื่อเลี้ยง Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ 

RN402 ในอาหาร CFMM ที่เติมแนพธาลีนและฟแนนทรีนเปนเวลา 7 วัน และอะซีแนพธีน         

แอนทราซีน อะซีแนพธิลีน และฟลูออรีน เปนเวลา 10 วัน (หมายเหตุ: ใชชุดควบคุมวันที่ 10 

สําหรับอะซีแนพธิลีน และวันที่ 20 สําหรับแอนทราซีน เปรียบเทียบกับชุดทดลอง) 

 

สําหรับประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงนอกจาก     

ไพรีนของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 พบวา สีของอาหารเหลวที่เติมฟลูออ

แรนธีนเปลี่ยนเปนสีเหลืองสมออนๆ แสดงดังรูปที่ 4.24 และมีปริมาณฟลูออแรนธีนเหลืออยู

ประมาณ 85.79% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในวันเริ่มตน หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 

30 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.23 ในขณะที่ปริมาณของไครซีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน แทบไมมีการ

เปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม หลังจากเลี้ยงแบคทีเรียเปนเวลา 30 วัน ดังแสดงใน

รูปที่ 4.23 

 

 

 

 

 



 89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.23 ปริมาณสารประกอบ PAHs ที่เหลือ เมื่อเล้ียง Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ 

RN402 เปนเวลา 30 วัน (หมายเหตุ: ใชชุดควบคุมวันที่ 30 ของไครซีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน 

เปรียบเทียบกับชุดทดลอง)  
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                            (ก)                                                                    (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
                                                             
                                                          (ค) 
 
รูปที่ 4.24 การเปล่ียนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มี (ก) ฟแนนทรีน (ข) แอนทราซีน (ค) ฟลูออ

แรนธีน เมื่อเล้ียง Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 เปนเวลา 7 วัน 20 วัน และ 30 วัน 

ตามลําดับ 
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4.5 ตรวจสอบยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน 
ของแบคทีเรียบริสุทธิ์ 
 

 ในการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณยีนที่ประมวลหนวยยอยแอลฟารหัสไดออกซิจี  

เนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชดีเอ็นเอจาก Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่สกัดจากการเลี้ยงในอาหารเหลว LB และ

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนใน

แบคทีเรียแกรมลบ ผลแสดงดังตารางที่ 4.3  

เมื่อใชไพรเมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยีนในแบคทีเรียแกรมบวก และไพรเมอรที่จําเพาะตอ

บริเวณของ Rieske ของยีนที่ประมวลรหัสออกซิจีเนสของแบคทีเรียบางกลุมที่ยอยสลาย

สารประกอบอะโรมาติก พบวาผลแสดงดังตารางที่ 4.3  
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ตารางที่ 4.3 ผลของผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชไพรเมอรคูตางๆ  

 

ดีเอน็เอจาก Diaphorobacter sp. 

สายพันธุ KOTLB  

ดีเอน็เอจาก Pseudoxanthomonas 

sp. สายพันธุ RN402 

ไพรเมอร 

สกัดจากอาหาร

เหลว LB 

สกัดจากอาหาร

เหลว CFMM ที่

เติมไพรนี 

สกัดจากอาหาร

เหลว LB 

สกัดจากอาหาร

เหลว CFMM ที่

เติมไพรนี 

ndoBF/ndoBR - - - - 

nagAcF/nagAcR - - - - 

ComF/ComR - - - - 

phnAcF/phnAcR - - - - 

arhA1F/arhA1R - - - - 

bphA1F/bphA1R - - - - 

nidAF/nidAR - + - + 

RhoF/RhoR - - - - 

phdAF/phdAR - - - - 

RieskeF/RieskeR - - - - 

+ หมายถึง ไดผลิตภัณฑ PCR ตามที่คาดหวัง 

- หมายถึง ไมไดผลิตภัณฑ PCR ตามที่คาดหวัง 

 

ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 508 bp เมื่อใชไพรเมอร nidAF และ nidAR ซึ่ง

จําเพาะที่ตําแหนง 148 bp ถึง 176 bp และ 628 bp ถึง 655 bp ตามลําดับ โดยใชดีเอ็นเอที่สกัด

จากอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน แตเมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจากอาหารเหลว LB ไมพบผลิตภัณฑ 

PCR แสดงดังรูปที่ 4.25 
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รูปที่ 4.25 ขนาดชิ้นผลิตภัณฑ PCR บริเวณยีน nidA ชองวิ่ง M: 100 bp DNA ladder ชองวิ่งท่ี 

1: ดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่สกัดจากการเลี้ยงในอาหารเหลว 

LB ชองวิ่งที่ 2: ดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp.สายพันธุ RN402 ที่สกัดจากการเลี้ยงใน

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจาก Diaphorobacter sp. สายพันธุ 

KOTLB ที่สกัดจากการเลี้ยงในอาหารเหลว LB ชองวิ่งท่ี 4: ดีเอ็นเอจาก Diaphorobacter sp. 

สายพันธุ KOTLB ที่สกัดจากการเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งที่ 5: ตัวแปร

ควบคุมผลลบ 

 

 หลังจากตัดเจลชิ้นผลิตภัณฑ PCR ขนาด 508 bp ที่ใชดีเอ็นเอแมแบบที่สกัดจาก

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่

เลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน นําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและเปรียบเทียบกับ

ขอมูลใน GebBank พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสกรดอะมิโนคลายคลึงกับ NidA ของ 

Mycobacterium สายพันธุตางๆ แสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 ตามลําดับ  
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ตารางที่ 4.4 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด nidA ความยาว 436 bp ของ 

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB กับลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูล BLASTx 

 

โปรตีน ยีน สายพันธุ

แบคทีเรีย 

Accession No. % amino 

acid 

identity 

เอกสารอางอิง 

NidA nidA Mycobacterium 

sp. สายพันธุ 

JLS 

YP_001070514 

 

144/144 

(100%) 

Miller และ

คณะ (2004)  

NidA nidA Mycobacterium 

sp. สายพันธุ 

MHP-1 

BAD20297 144/144 

(100%) 

Habe และ

คณะ (2004) 

NidA nidA Mycobacterium 

gilvum สายพันธุ

PYR-GCK 

YP_001131939  144/144 

(100%) 

Copeland 

และคณะ 

(2007). ไม

ตีพิมพ 
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ตารางที่ 4.5 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด nidA ความยาว 441 bp ของ 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 กับลําดับกรดอะมิโนจากฐานขอมูล BLASTx 

 

โปรตีน ยีน สายพันธุ

แบคทีเรีย 

Accession No. % amino 

acid 

identity 

เอกสารอางอิง 

NidA nidA Mycobacterium 

sp. สายพันธุ 

JLS 

YP_001070514 

 

146/146 

(100%) 

Miller และ

คณะ (2004)  

NidA nidA Mycobacterium 

sp. สายพันธุ 

MHP-1 

BAD20297 146/146 

(100%) 

Habe และ

คณะ (2004) 

NidA nidA Mycobacterium 

gilvum สายพันธุ

PYR-GCK 

YP_001131939  146/146 

(100%) 

Copeland 

และคณะ 

(2007). ไม

ตีพิมพ 
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 เมื่อสกัดเมกะพลาสมิดจาก Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 จากการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB พบวา ไม

พบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิด ในขณะที่ การเลี้ยงแบคทีเรียใน CFMM ที่เติมไพรีน พบดีเอ็นเอที่

เปนเมกะพลาสมิด แสดงดังรูปที่ 4.26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.26 ดีเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีสกัดเมกะพลาสมิด ชองวิ่ง M: ดีเอ็นเอ Lambda HindIII ชองวิ่ง

ที่ 1: ดีเอ็นเอของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB ชองวิ่งท่ี 2: 

ดีเอ็นเอของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB ชองวิ่งท่ี 3: 

เมกะพลาสมิดของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ที่เลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่เติม

ไพรีน ชองวิ่งท่ี 4: เมกะพลาสมิดของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เมกะพลาสมิด 

จีโนมิกดีเอ็นเอ 



 97 

 เมื่อนําดีเอ็นเอติดตามซึ่งสรางขึ้นจากผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกเพ่ิมจํานวนจากบริเวณยีน

nidA มาไฮบริไดซกับเมกะพลาสมิดของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ผลการไฮบริไดซพบวาเกิดสัญญาณจากการไฮบริ

ไดซกับเมกะพลาสมิดของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ แสดงดังรูปที่ 4.27 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทั้ง 

2 สายพันธุมียีน nidA บนเมกะพลาสมิด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.27 (ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีเมกะพลาสมิดของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 (บริเวณลูกศรชี้แสดงถึงเมกะพลาสมิด)        

(ข) สัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นจากผลิตภัณฑ PCR 

(บริเวณลูกศรชี้แสดงถึงสัญญาณที่เกิดขึ้น) 

 

เมกะพลาสมิด 



บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 สารประกอบ PAHs เกิดขึ้นจากการเผาไหมไมสมบูรณ และปนเปอนอยูทั่วไปใน

ส่ิงแวดลอม ในงานวิจัยนี้ ไดคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน โดยเก็บ

ตัวอยางจากแหลงดินที่คาดวามีการปนเปอนของสารปโตรเลียม ไดแก ตัวอยางดินจากบริเวณราง

รถไฟ จ.นครราชสีมา แหลงดินที่คาดวาไดรับควันไอเสียจากรถยนต ไดแก ตัวอยางดินจากบริเวณ

ริมถนนราชดําเนิน บริเวณใตตนไมถนนบริพัฒน กทม. และบริเวณปมน้ํามัน จ.นครปฐม และ

แหลงดินที่ไมไดปนเปอนสารปโตรเลียม หรือไดรับควันไอเสียจากรถยนต ไดแก ตัวอยางดินจาก 

ใตตนไม อ.เขาใหญ จ.นครราชสีมา การหมักดินดวยไพรีนในกระปองพลาสติกกอนนําตัวอยางดิน

ไปเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย (enrichment) เพื่อเปนการสรางความคุนเคย (acclimation) และเกิดการ

ปรับตัว (adaptation) ของแบคทีเรีย และสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดจากตัวอยางดินจากบริเวณ

รางรถไฟ จ.นครราชสีมา ตัวอยางดินจากบริเวณริมถนนราชดําเนิน บริเวณใตตนไมถนน บริพัฒน 

กรุงเทพฯ และบริเวณปมน้ํามัน จ.นครปฐม แตไมสามารถคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดินจากใต

ตนไม อ.เขาใหญ จ.นครราชสีมาได อาจเปนเพราะการหมักดินดวยไพรีนดวยระยะเวลาเพียง 30 

วันและ การถายอาหารเลี้ยงเชื้อในการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรีย อาจยังไมนานพอที่จะสามารถสราง

ความคุนเคยและทําใหเกิดการปรับตัวของแบคทีเรียในแหลงที่ไมไดรับการปนเปอนของ

สารประกอบ PAHs มากอน แสดงใหเห็นวา แบคทีเรียที่อยูในสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนของสาร

ปโตรเลียม หรือไดรับควันไอเสียรถยนตมาเปนเวลานาน จะมีการปรับตัวเพื่ออยูรอดและสราง

ระบบเอนไซมที่มายอยสลายสารประกอบ PAHs (Cerniglia, 1992)  

 เมื่อนําโคโลนีของแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสบนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับดวยไพรีนจาก

การเกลี่ยอาหารเหลวที่มีการเปลี่ยนสีของตัวอยางดินบริเวณรางรถไฟและบริเวณริมถนนราช

ดําเนิน ทดสอบความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB พบวาโคโลนีของแบคทีเรียที่สราง

บริเวณใสประกอบดวยแบคทีเรียหลายๆ สายพันธุอยูรวมกันเปนกลุม (consortium) ไดแก กลุม

แบคทีเรีย KOT และกลุมแบคทีเรีย RN และเมื่อทดสอบการยอยสลายไพรีนในขั้นเบื้องตนโดย

สังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ของแตละกลุมแบคทีเรีย 

พบวา แบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์จากทั้ง 2 กลุมแบคทีเรียไมสามารถยอยสลายไพรีนไดรวมถึงการ

นําแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ของแตละกลุมรวมเขาดวยกันก็พบวาไมสามารถยอยสลายไพรีนได

เชนกัน ปรากฏการณที่เกิดขึ้นนี้ อาจเปนเพราะในขั้นตอนการทําใหเปนแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์

นั้นตองผานการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีความอุดมสมบูรณ (ในการศึกษานี้ใช LB) อาจจะทําให
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สูญเสียความสามารถในการยอยสลายได การสูญเสียความสามารถในการยอยสลายนั้นอาจ

เกิดขึ้นจากยีนที่เก่ียวของในการยอยสลายไมถูกชักนํา (induce) ใหมีการแสดงออก (Li และคณะ, 

1996) หรืออาจเกิดขึ้นจากการสูญเสียพลาสมิดที่มียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสาร เนื่องจาก

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษบางชนิดพบวามียีนที่เก่ียวของกับการยอย

สลายสารพิษอยูบนพลาสมิด เชน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 เปน

แบคทีเรียที่มียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs อยูบนพลาสมิด pNL1 (Romine 

และคณะ, 1999) เปนตน  

ในงานวิจัยของ Harada และคณะ (2006b) ไดใชอาหารเลี้ยงเชื้อ LB เจือจาง 10 เทาที่

เติมยาฆาวัชพืช mefenacet ในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายยาฆา

วัชพืช mafenacet จากตัวอยางดิน ดังนั้นในการศึกษาตอมา จึงเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย KOT และ RN 

ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนจนพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว เจือจางอาหารเหลวใหได

ความเขมขนที่เหมาะสม เกลี่ยบนอาหารแข็ง LB เจือจาง 4 เทา นําไปบมจนพบการเจริญของ

แบคทีเรีย จากนั้นพนไพรีนทับผิวหนา แลวบมตอ พบวามีโคโลนีของแบคทีเรียที่สรางบริเวณใส 

วิธีการดังกลาวทําใหสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธบริสุทธิ์ KOTLB จากกลุมแบคทีเรีย KOT 

และสายพันธุบริสุทธิ์ RN402 จากกลุมแบคทีเรีย RN ซึ่งทั้ง 2 สายพันธุมีความสามารถในการยอย

สลายไพรีน แสดงใหเห็นวาการใชอาหารที่เหมาะสมทําใหสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอย

สลายสารพิษตางๆ ได  

 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ความยาว 1,456 bp ของสายพันธุ 

KOTLB พบวามีความใกลเคียงกับแบคทีเรียในสกุล Diaphorobacter และสกุล Acidovorax โดย

มีความคลายกับสกุล Diaphorobacter 99% และ Acidovorax  96% ถึง 99% และเมื่อสราง 

phylogenetic tree พบวาสายพันธุ KOTLB จัดอยูในสกุล Diaphorobacter เนื่องจาก16S rDNA 

ของแบคทีเรีย 2 สกุลนี้มีความใกลเคียงกันมาก เชนเดียวกับการสราง phylogenetic tree ของ

แบคทีเรียสายพันธุ NA10B สายพันธุ KSP3 และ สายพันธุ KSP4 ในงานวิจัยของ Khan และคณะ 

(2002) ที่ไดคัดแยกแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุจาก activated sludge และเมื่อวิเคราะห

องคประกอบของกรดไขมันทั้งหมดในเซลลพบวาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุมีสายคารบอนของกรด

ไขมันที่มีคารบอน 16 ตัว มีพันธะคู 1 ตําแหนงโดยอยูที่ตําแหนง ω7  ในรูปแบบซิส (C16:1ω7ซิส) 

และมีสายของกรดไขมันที่มีคารบอน 16 ตัว (C16:0) เปนองคประกอบหลัก และเมื่อวิเคราะห

หมูไฮดรอกซีที่อยูที่ตําแหนงที่ 3 ของสายคารบอนของกรดไขมัน (3-hydroxy fatty acid) ทั้งหมด

ของเซลล พบวาอยูที่สายของกรดไขมันที่มีคารบอน 10 ตัว (3-OH-C10:0) ของเซลลทั้งหมด ซึ่ง

แตกตางจากแบคทีเรียในสกุล Acidovorax โดยพบวาอยูทั้งในสายของกรดไขมันที่มีคารบอน 8 
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ตัว (3-OH-C8:0) และคารบอน 10 ตัว (3-OH-C10:0) และเมื่อรวมกับขอมูลอื่นๆ จึงทําใหผูวิจัย

จัดแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุแยกออกจากสกุล Acidovorax ตั้งเปนสกุลใหม คือ Diaphorobacter 

 แบคทีเรียสกุล  Diaphorobacter เปนแบคทีเรียแกรมลบ  จัดอยูในแฟมิลี 

Comamonadaceae โดยมีแบคทีเรียรวมแฟมิลี เชน สกุล Acidovorax Comamonas และ 

Polaromonas เปนตน ปจจุบันยังไมมีรายงานถึงสายพันธุของแบคทีเรียในสกุล Diaphorobacter 

ที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs ได แตมีรายงานถึงความสามารถในการยอยสลายสาร

ตางๆ ของแบคทีเรียในสกุลนี้ เชน Diaphorobacter sp. สายพันธุ NA10B สายพันธุ KSP3 และ

สายพันธุ KSP4 สามารถยอยสลายโพลี (3-ไฮดรอกซีบิวไทเรต) (พีเอชบี; PHB) และโพลี (3-ไฮดรอ

ซีบิวไทเรต-co-3-ไฮดรอกซีวาลีเรต) (พีเอชบีวี; PHBV) (Khan และคณะ, 2002) แตมีรายงานถึง

ความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs ของแบคทีเรียในสกุล Acidovorax ซึ่งเปนสกุล

ที่มีความสัมพันธใกลกับสกุล Diaphorobacter เชน Acidovorax delafieldii สายพันธุ TNA921 ที่

ถูกคัดแยกมาจากแหลงดินที่มีการปนเปอนของครีโอโสต (creosote) สามารถยอยสลายฟแนน 

ทรีน (Shuttleworth และ Cerniglia, 1996) และ Acidovorax delafieldii สายพันธุ P4-1 สามารถ

ยอยสลายฟแนนทรีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีนได (Samanta และคณะ, 1999)   

 สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ความยาว 1,361 bp ของสาย

พันธุ RN402 พบวามีความใกลเคียงกับสกุล Pseudoxanthomonas 97% ถึง 99% และ 

Stenotrophomonas 96% และเมื่อสราง phylogenetic tree พบวาสายพันธุ RN402 อยูในสกุล 

Pseudoxanthomonas  

แบคทีเรียสกุล Pseudoxanthomonas เปนแบคทีเรียแกรมลบ ไดถูกตั้งขึ้นครั้งแรกโดย 

Finkmann และคณะ (2000) และจัดอยูในแฟมิลี Xanthomonaceae โดยมีแบคทีเรียรวมแฟมิลี 

เชน สกุล Xanthomonas Xylella และ Stenotrophomonas เปนตน แตลักษณะที่สําคัญที่แตกตาง

ไปจากสกุลอื่นๆ คือ สามารถรีดิวสไนไตรทไดเปนไนตรัสออกไซด (N2O) แตไมสามารถรีดิวสไน   

เตรทใหเปนไนตรัสออกไซดได และไมพบ C13:0 iso 3-OH ในองคประกอบของกรดไขมันทั้งหมด

ในเซลล (Thierry และคณะ, 2004) ปจจุบันยังไมมีรายงานถึงสายพันธุของแบคทีเรียในสกุล 

Pseudoxanthomonas ที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs แตมีรายงานถึงการคัดแยก

แบคทีเรียสกุลนี้จากแหลงดินที่มีการปนเปอนของสารปโตรเลียม เชน งานวิจัยของ Young และ

คณะ (2007) ไดคัดแยก Pseudoxanthomonas spadix สายพันธุ IMMIB AFH-5T จากแหลงดินที่

มีการปนเปอนของน้ํามัน อยางไรก็ตาม ยังมีรายงานถึงการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของ

แบคทีเรียสกุลนี้โดยเปนงานวิจัยของ Harada และคณะ (2006a) ไดคัดแยก 

Pseudoxanthomonas kalamensis สายพันธุ JA40T จากแหลงดินที่มีการปนเปอนสารประกอบ 

PAHs และโพลีคลอริเนตไบฟนิล และตอมา Cheng และคณะ (2008) ไดรายงานวา สายพันธุ 
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JA40T สามารถยอยสลายไดไนโตรโทลูอีน (DNT) ได นอกจากนี้ ในงานวิจัยของ Chang และคณะ 

(2005) ไดพบวา Pseudoxanthomonas kaohsiungensis สายพันธุ J36T ที่ถูกคัดแยกจากน้ําเสีย

ที่มีการปนเปอนของน้ํามันสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวได ซึ่งคุณลักษณะนี้ อาจพบในแบคทีเรีย

สายพันธุ RN402 ซึ่งชวยใหเพิ่มการละลายของสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง เชน ไพรีน 

ไดดีข้ึนทําใหสามารถยอยสลายและนําไปใชในการเจริญไดงายขึ้น 

ในการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ของ

แบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยเปรียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนระหวางกลุมแบคทีเรียและ

แบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ พบวากลุมแบคทีเรีย KOT ยอยสลายไพรีนเหลือ 11.43%ในระยะเวลา 

8 วัน ในขณะที่ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ยอยสลายไพรีนเหลือ 70.37% ใน

ระยะเวลา 8 วัน สําหรับกลุมแบคทีเรีย RN ยอยสลายไพรีนเหลือ 4.52%.ในระยะเวลา 12 วัน 

ในขณะที่ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ยอยสลายไพรีนเหลือ 30.47% เมื่อเวลา

ผานไป 20 วัน จะเห็นไดวาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนดวยกลุมแบคทีเรียมีประสิทธิภาพ

กวาการยอยสลายดวยแบคทีเรียเพียงชนิดเดียว ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Guo และคณะ 

(2005) โดยพบวากลุมแบคทีเรีย HC สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs รวมกัน 3 ชนิด ไดแก 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีนและไพรีน ไดดีกวา Rhodococcus opacus สายพันธุ HCCS ซึ่งถูกแยก

มาจากกลุมแบคทีเรีย HC เพียงชนิดเดียว แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ที่อยูรวมในกลุม

แบคทีเรียอาจจะมีสวนชวยในการยอยสลายสาร เชน ชวยสรางวิตามิน เปนตน  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ 

KOTLB กับ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 พบวา สายพันธุ KOTLB มี

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนที่ดีกวา สายพันธุ RN402 และแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ สามารถ

ยอยสลายฟแนนทรีนได เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่มีการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไพรีนพบวามีประสิทธิภาพแตกตางกันออกไปทั้งในแงของการยอย

สลายไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ ดังนี้  

แบคทีเรียแกรมลบ เชน Sphingomonas paucimobilis สายพันธุ EPA505 คัดแยกจาก

ดินที่มีการปนเปอนของถานหินและครีโอโสต สามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 10 มิลลิกรัม

ตอลิตรได 80% เมื่อเวลาผานไป 16 ชั่วโมง รวมถึงสามารถยอยสลายฟลูออแรนธีนความเขมขน 

100 มิลลิกรัมตอลิตรได 48% เมื่อเวลาผานไป 48 ชั่วโมง และเบนซ[เอ]แอนทราซีน ไครซีน เบนโซ

[เอ]ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน และ ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ได 72.9% 31.5% 33.3% 12.5% และ 7.8% เมื่อเวลาผานไป 16 ชั่วโมง ตามลําดับ (Mueller 

และคณะ, 1990; Ye และคณะ, 1996)  
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Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10,003 (กอนหนานี้ไดจําแนกเปน

Burkholderia cepacia) คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบ PAHs สามารถยอย

สลายไพรีนความเขมขน 250 ถึง 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยสามารถยอยสลายไพรีนได 95% ถึง 

100% ที่ความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตรเมื่อเวลาผานไป 7 ถึง 10 วัน และสามารถยอยสลาย

ฟลูออแรนธีน เบนซ[เอ]แอนทราซีนความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร เบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ[เอ

,เอช]แอนทราซีนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และโคโรนีนความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

ได 45% 26% 22% 22% และ 55% ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 14 วัน สําหรับฟลูออแรนธีน 

เบนซ[เอ]แอนทราซีน และ 42 วัน สําหรับเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีนและโคโรนีน 

(Juhasz และคณะ, 1997 และ 2000) 

และ Leclecia adecarboxylata สายพันธุ PS4040 คัดแยกจาก sludge ที่มีการปนเปอน

ของน้ํามัน สามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร ได 38.5% เมื่อเวลาผานไป 

20 วัน และสามารถยอยสลาย แนพธาลีน ฟลูออรีน และฟลูออแรนธีน ความเขนขน 200 มิลลิกรัม

ตอลิตรได 73.2% 40.6% และ 47.6% เมื่อเวลาผานไป 20 วัน ตามลําดับแตไมพบการยอยสลาย

ของแอนทราซีน (Sarma และคณะ, 2004) เปนตน 

แบคทีเรียแกรมบวก เชน Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 คัดแยกจาก

ตะกอนดินปนเปอนสารปโตรเลียม สามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรได 48% เมื่อเวลาผานไป 72 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส และสามารถยอยสลาย

ประกอบ PAHs อื่นๆ ไดแก แนพธาลีน ฟแนนทรีนและฟลูออแรนธีน โดย ยอยสลายได 59.5% 

50.9% และ 89.7% เมื่อเวลาผานไป 2 สัปดาห ตามลําดับ (Heitkamp และ Cerniglia, 1988a)  

Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบ 

PAHs สามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตรได 72% เมื่อเวลาผานไป 2 

สัปดาห และสามารถยอยสลายประกอบ PAHs อื่นๆ และนําไปใชในการเจริญ ไดแก ฟแนนทรีน 

แอนทราซีน ฟลูออแรนธีน ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร และไครซีน 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

และยอยสลายแนพธาลีน และฟลูออรีนไดเมื่อมีไพรีนเปนโคสับสเตรท (Walter และคณะ, 1991)  

และ Mycobacterium sp. สายพันธุ 1B คัดแยกจากแหลงดินที่มีการปนเปอนของครีโอ

โสต สามารถยอยสลายไพรีนและฟแนนทรีนความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตรไดหมดภายใน

เวลา 5 ถึง 6 วัน แตยอยสลายฟลูออแรนธีนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตรไดหมดภายใน

ระยะเวลา 20 วัน (Dandie และคณะ, 2004) เปนตน  

ไดสรุปเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

แสดงในตารางที่ 5.1  
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ตารางที่ 5.1 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ 

 

ชนดิของแบคทีเรีย การยอยสลาย

ไพรีน 

การยอยสลาย

สารประกอบ PAHs 

ชนดิอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย KOT 100 มก.ตอลติร 

ได 90.38% เมื่อ

เวลาผานไป 16 

วัน 

ไมไดทําการศกึษา ในการทดลองนี ้

กลุมแบคทีเรีย RN 100 มก.ตอลติร 

ได 95.48% เมื่อ

เวลาผานไป 12 

วัน 

ไมไดทําการศกึษา ในการทดลองนี ้

Diaphorobacter sp.    

สายพันธุ KOTLB 

100 มก.ตอลติร 

ได 76.08% เมื่อ

เวลาผานไป 8 

วัน 

ฟแนนทรนี ในการทดลองนี ้

Pseudoxanthomonas sp. 

สายพันธุ RN402 

100 มก.ตอลติร

ได 53.79% เมื่อ

เวลาผานไป 10 

วัน 

ฟแนนทรนี ในการทดลองนี ้

กลุมแบคทีเรีย RRM-V3 100 มก.ตอลติร 

ได 100% เมื่อ

เวลาผานไป 14 

วัน 

อะซีแนพธีน ฟลูออรีน 

ฟแนนทรนี และ 

ฟลูออแรนธีน 

จิรฑีปฆ แสนรกั 

(2547) 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุ

บริสุทธิ์ 

 

ชนดิของแบคทีเรีย การยอยสลาย

ไพรีน 

การยอยสลาย

สารประกอบ PAHs 

ชนดิอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย STK 100 มก.ตอลติร 

ได 100% เมื่อ

เวลาผานไป 10 

วัน 

ฟแนนทรนี ฟลูออรีน 

อะซีแนพธิลีน         

แอนทราซีน            

อะซีแนพธีน ไดเบนโซ

ฟูแรน และเบนโซ[เอ]

ไพรีน (เมื่อมีน้าํมัน

ดีเซลเปนโค

สับสเตรท) 

ทิมากร แสงคาํ 

(2547) 

Mycobacterium sp.     

สายพันธุ PY1 

100 มก.ตอลติร 

ได 90.4% เมือ่

เวลาผานไป 14 

วัน 

อะซีแนพธีน           

อะซีแนพธิลีน      

ฟแนนทรนี และไดเบน

โซฟูแรน 

Prapatsornpinyo 

(2003) 

Sphingomonas 

paucimobilis สายพันธุ 

EPA505 

10 มก.ตอลิตร 

ได 80% เมื่อ

เวลาผานไป 16 

ชั่วโมง 

ฟลูออแรนธีน ไครซนี 

และ เบนโซ[เอ]ไพรีน 

เปนตน 

Mueller และคณะ 

(1990); Ye และคณะ 

(1996) 

Stenotrophomonas 

maltophilia สายพันธุ 

VUN10,003 

250 มก.ตอลติร 

ได 95% เมื่อ

เวลาผานไป 7 

วัน 

ฟลูออแรนธีน และ

เบนโซ[เอ]ไพรีน เปน

ตน 

Juhasz และคณะ 

(1997 และ 2000) 

Leclercia adecarboxylata 

สายพันธุ PS4040 

250 มก.ตอลติร 

ได 38.5% เมื่อ

เวลาผานไป 20 

วัน 

แนพธาลีน ฟลูออรีน 

และฟลูออแรนธนี 

Sarma และคณะ 

(2004) 
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ตารางที่ 5.1 (ตอ) ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุ

บริสุทธิ์ 

 

ชนดิของแบคทีเรีย การยอยสลาย

ไพรีน 

การยอยสลาย

สารประกอบ PAHs 

ชนดิอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

Mycobacterium 

vanbaalenii สายพันธุ 

PYR-1  

0.5 ไมโครกรัม 

ได 48% เมื่อ

เวลาผานไป 72 

ชั่วโมง 

แนพธาลีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออแรนธีน เบนโซ

[เอ]ไพรีน เปนตน 

Heitkamp และ 

Cerniglia (1988a); 

Moody และคณะ 

(2004) 

Rhodococcus sp.       

สายพันธุ UW1 

500 มก.ตอลติร 

ได 72% เมื่อ

เวลาผานไป 2 

สัปดาห 

ฟแนนทรนี ฟลูออ

แรนธนี และ ไครซีน 

เปนตน 

Walter และคณะ 

(1991) 

Mycobacterium sp.    

สายพันธุ 1B  

250 มก.ตอลติร 

ไดหมดภายใน

เวลา 5 วัน ถึง 6 

วัน  

ฟแนนทรนี และ 

ฟลูออแรนธีน 

Dandie และคณะ 

(2004) 

 

รูปแบบการเจริญของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 เมื่อเลี้ยงในอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับดวย

สารละลายไพรีนความเขมขน 2% พบโคโลนีที่สรางบริเวณใส ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทั้ง 2 

สายพันธุสามารถนําไพรีนไปใชในการเจริญได แตเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความ

เขม 100 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 20 วัน พบวา จํานวนของแบคทีเรียไมแตกตางจากจํานวน

แบคทีเรียเริ่มตนมากนัก ทั้งที่มีการลดลงของปริมาณไพรีน และเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติม

ไพรีน พบวาจํานวนแบคทีเรียมีแนวโนนเพิ่มมากขึ้นเชนเดียวกัน การเจริญของแบคทีเรียในชุด

ทดลองที่เติมไพรีนไมแตกตางจากชุดควบคุมที่ไมเติมไพรีนอาจเปนไปไดหลายกรณี กรณีที่ 1 เมื่อ

พิจารณาความสูงพีคของสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากจากยอยสลายไพรีนของทั้ง 2 สายพันธุ (รูปที่ 

4.15 และ4.18) พบวาในชวงวันทายๆ ของการทดลอง พีคของสารมัธยันตรสูงขึ้นกวาในชวงแรกๆ 

ของการทดลอง ปรากฏการณที่เกิดขึ้นอาจเปนเพราะสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายไพรีน

นั้น แบคทีเรียไมสามารถยอยสลายตอไปไดทําใหเกิดการสะสมของสารมัธยันตรตางๆ (dead end 
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metabolite) เชน 4,5-ไพรีนไดไฮโดรไดออล ไพรีน-4,5-ไดโอน (Kazunga และ Aiken, 2000) และ 

กรด 6,6’-ไดไฮดรอกซี-2,2’ไบฟนิล ไดคารบอกซิลิก (Vila และคณะ, 2001) เปนตน กรณีที่ 2 คือ 

ปริมาณไพรีนที่เติมลงไปนั้นมีความเขมขนสูงเกินไป เมื่อเกิดการยอยสลายไพรีน สารมัธยันตรที่

เกิดขึ้นมีความเขมขนสูงจนถึงจุดที่ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย กรณีดังกลาวพบในงานวิจัยของ 

Juhasz และคณะ (1997) โดยเมื่อเลี้ยง Burkholderia cepacia ในอาหารที่มีไพรีน ความเขมขน 

100 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีการยอยสลายไพรีนและมีการเจริญของแบคทีเรีย แตเมื่อเพ่ิมความ

เขมขนของไพรีนเปน 400 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีการยอยสลายไพรีนแตไมมีการเจริญของ

แบคทีเรียเพิ่มข้ึน กรณีที่ 3 การเพิ่มเวลาในการเตรียม resting cell ใหระยะเวลานานขึ้นอาจทําให

เห็นการเจริญของแบคทีเรียในอาหารที่เติมไพรีนแตกตางจากชุดควบคุมมากขึ้น เนื่องจาก

ระยะเวลาที่ใชในการเตรียม resting cell เพียง 24 ช่ัวโมง อาจทําใหแบคทีเรียยังไมสามารถใช

อาหารที่สะสมอยูภายในเซลลไดหมด 

ในการตรวจสอบหายีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนใน Diaphorobacter sp. สาย

พันธุ KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ดวยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

บริเวณยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสจากดีเอ็นเอที่สกัดจาก

อาหารเหลว LB และที่สกัดจากอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน สาเหตุที่เลือกเพ่ิมจําบริเวณยีน

ดังกลาวเนื่องจากไดออกซิจีเนสเปนเอนไซมตัวแรกที่เขาทําปฏิกิริยากับสารประกอบ PAHs 

(Bulter และ Mason, 1997) และหนวยยอยแอลฟาเปนบริเวณที่มีความอนุรักษ (Moser และ 

Stahl, 2001) ผลการทดลองคือ ไมพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนของ

แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก ndoB ของ Pseudomonas putida สายพันธุ NCIB9816 ซึ่งเปนตัวแทน

ของยีนกลุมคลาย nah nagAc ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 nahAc ของ Comamonas sp. 

สายพันธุ GZ42 arhA1 ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 bphA1 ของ Novosphingobium 

aromaticivorans สายพันธุ F199 และ phnAc ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 จากผล

การทดลองนี้แสดงวา ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายในแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ มีความ

คลายคลึงในระดับต่ําหรือไมคลายคลึงกับยีนในกลุมคลาย nah ของ Pseudomonas  nagAc ของ 

Ralstonia sp.สายพันธุ U2 nahAc ของ Comamonas sp. สายพันธุ GZ42 arhA1 ของ 

Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 bphA1 ของ Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ 

F199 และ phnAc ของ Burkholderia cepacia สายพันธุ RP007  

และเมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนของแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก nidA ของ 

Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 nidA ของ Rhodococcus sp. สายพันธุ และ 

phdA ของ Norcardioides sp. สายพันธุ KP7 และไพรเมอรที่จําเพาะตอบริเวณ Rieske ของยีนที่

ประมวลรหัสออกซิจีเนสของแบคทีเรียบางกลุมที่ยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก (Ni Chadhain 
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และคณะ, 2006) ไมพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดที่คาดหวัง แตพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดที่คาดหวัง

คือ 508 bp เมื่อใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน nidA ของ Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ 

PYR-1 เพ่ิมดีเอ็นเอจาก Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. 

สายพันธุ RN402 ที่สกัดจากอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด

แลว พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนเหมือนกับลําดับอะมิโนของโปรตีน NidA 

ของ Mycobacterium sp. สายพันธุ JLS ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 

และสารประกอบ PAHs อื่นๆ โดยมีความเหมือน 100% แตเนื่องจากผลิตภัณฑ PCR ที่เพิ่มข้ึนได

นั้นมีความยาวเพียง 508 bp ซึ่งเปนแคสวนหนึ่งของยีน nidA ดังนั้น การทํายีนวอคกิ้ง (Gene 

Walking) จะทําใหทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของยีน nidA ใน Diaphorobacter sp. สาย

พันธุ KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 และสามารถบอกความสัมพันธ

ของยีน nidA ในแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุกับ Mycobacterium ซึ่งอาจจะมีความแตกตางจาก

แบคทีเรียในสกุล Mycobactererium 

ไดมีการศึกษาหนาที่และความจําเพาะของโปรตีน Nid ใน Mycobacterium  vanbaalenii 

สายพันธุ PYR-1พบวามีโปรตีน NidA เมื่อเล้ียงในอาหารที่มีไพรีน หรือฟแนนทรีน หรือไดเบนโซไท

โอพีน และพบวามีความจําเพาะตอไพรีนและสารประกอบ PAHs อื่นๆ (Khan และคณะ, 2001) 

ผลการทดลองนี้อาจกลาวไดวาแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีนไดนั้นอาจมีกลุมยีน nid ซึ่งมี

หนาที่ในการประมวลรหัสของเอนไซมที่เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนและสารประกอบ PAHs 

ชนิดอ่ืนๆ มีงานวิจัยที่ตรวจหายีน nid ในแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน เชน 

(Miller และคณะ (2004) คัดแยก Mycobacterium sp. สายพันธุ JLS KMS และ MCS และ จาก

ดินที่มีการปนเปอนของครีโอโสต เมื่อเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณยีนที่ประมวลรหัสหนวยยอย

แอลฟาและบีตาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสโดยใช ไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน nidA และ nidB ได

ผลผลิตของ PCR ขนาดตามที่คาดหวังคือ 1,368 bp และ 510 bp ตามลําดับ  

กลุมยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs นอกจากจะมีความจําเพาะตอ

ชนิดของสารแตกตางกันแลว ก็พบวากลุมยีนตางๆ นั้นมีความจําเพาะตอชนิดของแบคทีเรียดวย 

เชน กลุมยีนคลาย nah จําเพาะตอแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas หรือกลุมยีน nid จําเพาะตอ

แบคทีเรียในสกุล Mycobacterium เปนตน แตก็พบวาในแบคทีเรียกลุมเดียวกัน เชน กลุม 

Sphingomonads ก็มียีนที่เก่ียวกับการยอยสลายสารที่แตกตางกันออกไปทั้งในแงการเรียงตัวของ

ยีนและความคลายของลําดับนิวคลีโอไทด รวมถึงความจําเพาะของสารตั้งตน กลาวคือ แบคทีเรีย

ในกลุม Sphingomonads ที่สามารถยอยสลายไบฟนิล หรือฟแนนทรีน พบวามีการเรียงตัวของยีน 

และลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกัน (Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199

และ Sphingobium yanoikuyae สายพันธุ B1 มีกลุมยีน bph) แตกลุม Sphingomonads ที่
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สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน พบวาการเรียงตัวของยีน และความคลายของลําดับนิวคลีโอไทด 

แตกตางไปจาก Sphingomonads ที่สามารถยอยสลายไบฟนิล หรือฟแนนทรีน (Sphingomonas 

sp. สายพันธุ A4 และ สายพันธุ SP2 มียีน arh) (Pinyakong และคณะ, 2003; 2004; Kouzuma 

และคณะ, 2006; และ กรองกาญจน สายพิณ, 2549)  

นอกจากนี้ ยังพบกลุมยีนเดียวกันในแบคทีเรียตางกลุม ดังที่พบใน Polaromonas 

naphthalenivorans สายพันธุ CJ2 มีกลุมยีน nag ที่เก่ียวของกับการยอยสลายแนพธาลีน

เหมือนกับกลุมยีน nag ใน Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ทั้งในแงของการเรียงตัวของยีนและความ

คลายของลําดับนิวคลีโอไทด และพบวาในกลุมยีน nag ของ Polaromonas naphthalenivorans 

สายพันธุ CJ2 มียีนประมวลรหัสทรานโพเสส (tnpA) ซึ่งเปนหลักฐานอยางหนึ่งที่แสดงความ

เปนไปไดวากลุมยีน nag ของ Polaromonas naphthalenivorans สายพันธุ CJ2 มาจาก 

Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Jeon และคณะ, 2006) ดังนั้น การทํายีนวอคกิ้งจากที่ไดกลาวใน

ขางตน นอกจากทําใหทราบถึงความสัมพันธของยีน nidA ระหวางแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุกับ 

Mycobacterium แลว ยังทําใหทราบวามียีนที่ประมวลรหัส ทรานสโพเซสหรือไม ดังนั้น

ปรากฏการณจากรายงานวิจัยที่กลาวมาอาจเกิดข้ึนใน Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 สงผลใหสามารถเพิ่มดีเอ็นเอบริเวณยีน nid ที่

พบในสายพันธุของแบคทีเรียสกุล Mycobacterium ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมแกรมบวกที่สามารถ

ยอยสลายสารประกอบ PAHs ข้ึนไดในแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมแกรมลบ 

และ ในงานวิจัยของ Marquez-Rocha (2005) ไดเพิ่มดีเอ็นเอดวยไพรเมอรที่จําเพาะตอบริเวณยีน 

ndoB ของแบคทีเรียสกุล Pseudomonas ซึ่งเปนแบคทีเรียในกลุมแกรมลบ โดยใชดีเอ็นเอจาก 

Bacillus ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่คัดแยกมาจากดินที่อยูในบริเวณถังน้ํามัน พบวาได

ผลิตภัณฑ PCR ขนาด 642 bp ตามขนาดที่ตองการ 

อยางไรก็ตามผลิตภัณฑ PCR ที่ไดนั้น เปนการใชดีเอ็นเอที่สกัดจากอาหารเหลว CFMM 

ที่เติมไพรีน แตเมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจากอาหารเหลว LB ไมพบผลิตภัณฑ PCR และเมื่อลองใช

วิธีการสกัดเมกะพลาสมิดจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB และอาหารเหลว 

CFMM ที่เติมไพรีน พบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิดจากการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวที่เติม

ไพรีนแตไมพบในอาหารเหลว LB และการพบสัญญาณไฮบริไดซจากเมกะพลาสมิดของ 

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 สรุป

ไดวา ยีน nidA อยูบนเมกะพลาสมิด ในตารางที่ 5.2 ไดแสดงถึงแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย

สารประกอบ PAHs โดยมียีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายอยูบนพลาสมิด  
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ตารางที่ 5.2 ชนิดของแบคทีเรียที่มียีนที่เก่ียวกับการยอยสลายสารประกอบ PAHs บนพลาสมิด 

(อางใน Nojiri และคณะ, 2004) 

 

ชนดิของแบคทีเรีย พลาสมิด สารตัง้ตน ขนาด ยีน 

Pseudomonas putida 

สายพันธุ G7 

NAH7 แนพธาลีน 83 kb nah 

Pseudomonas putida 

สายพันธุ Cg1 

pCG1 แนพธาลีน 86 kb nah 

Terrabacter sp. สายพันธุ 

DBF63 

pDBF1 ไดเบนโซฟูแรน และ 

ฟลูออรีน 

160 kb dbf fln และ 

pht 

Terrabacter sp. สายพันธุ 

DBF63 

pDBF2 ไดเบนโซฟูแรน และ 

ฟลูออรีน 

190 kb dbf fln และ 

pht 

Pseudomonas putida 

สายพันธุ NCIB9816-4 

pDTG1 แนพธาลีน 81 kb nah 

Novosphingobium 

aromaticivorans สายพันธุ 

F199 

pNL1 ไบฟนิล เบนโซเอต   

ไซลีน และ แนพธาลีน 

184 kb bph xyl nah 

และ pch 

 

จากผลการทดลองที่กลาวมา แสดงใหเห็นวาอาหารที่มีความอุดมสมบูรณอาจทําให

สูญเสียยีนที่เก่ียวของกับการยอยสลายสาร หรืออาจกลาวไดวายีนบางสวนที่เก่ียวของกับการยอย

สลายไพรีน (ในที่นี่คือ nidA) ของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 อยูบนดีเอ็นเอที่สามารถเคลื่อนที่ได (Mobile 

genetic element) เชน ทรานสโพซอน และ พลาสมิด เปนตน  

ในกรณีของทรานสโพซอน มีรายงานวิจัยที่พบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารพิษ

ในทรานสโพซอน เชน Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มียีนสวนหนึ่งจากยีนกลุม nah ที่

เก่ียวของในการยอยสลายแนพธาลีนผานทางคะทีคอล ขนาด 37.5 kb อยูบนทรานสโพซอน 

Tn4655 (Tsuda และ Lino, 1990) และยีนดังกลาวมีความการเรียงตัวของยีนคลายกับยีนที่

เก่ียวของกับการยอยสลายไซลีนผานทางคะทีคอลในพลาสมิด pWWO จาก Pseudomonas 

putida สายพันธุ mt-2 นอกจากนี้ Pseudomonas putida สายพันธุ mt-2 มียีนที่เก่ียวของกับการ

ยอยลายไซลีนและโทลูอีน ผานทางคะทีคอล อยูบนทรานสโพซอน Tn4651 ซึ่งทรานสโพซอนนี้ ยัง

อยูบนทรานสโพซอน Tn4663 ดวย (Tan, 1999 และ Sentchillo และคณะ, 2000) เปนตน  
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ในกรณีของพลาสมิด พลาสมิดอาจไดรับการถายโอนมาจากแบคทีเรียที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายไพรีน โดยในงานวิจัยของ Ma และคณะ (2005) รายงานวา Pseudomonas sp. 

หลายๆ สายพันธุ ที่คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอนของสารปโตรเลียม จากแอนตารกติก มี

ความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs พบวา ความคลายของลําดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน ndoB ที่อยูบนเมกะพลาสมิดความแตกตางกัน ถึงแมวา 16S rDNA จะจัดอยูในกลุมเดียวกัน 

และเมื่อถายโอน พลาสมิดจาก Pseudomonas sp. ที่สามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs เขาสู 

Pseudeomonas sp. ที่ไมสามารถยอยสลายสารประกอบ PAHs สามารถทําใหยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ได และ Hedlund และ Staley (2006) ไดคัดแยก Pseudoalteromonas sp. 

สายพันธุ EH-2-1 จากน้ําทะเล สามารถยอยสลายแนพธาลีนได และเมื่อเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอ

บริเวณยีนที่ประมวลรหัสแอลฟาของไดออกซิจีเนส ดวยไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน nahAc พบวา

ลําดับนิวคลีโอไทดมีความคลายกับ nahAc ของ Neptunomonas naphthovorans สายพันธุ 

ATCC700637T โดยมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกันเพียง 2 นิวคลีโอไทด และเมื่อใชโพรบติดตาม 

nahAc ของ Pseudomonas putida G7 และ nahAc ของ Neptunomonas naphthovorans สาย

พันธุ  ATCC700637T ในกา รทํ า ไ ฮบริ ไ ด เ ซชั น  พบว า เ กิ ด สัญญาณขึ้ น กั บดี เ อ็ น ขอ ง 

Pseudoalteromonas sp. สายพันธุ EH-2-1 ซึ่งแสดงใหเห็นวา Pseudoalteromonas sp. สาย

พันธุ EH-2-1 อาจไดรับยีนที่เกียวของกับการยอยสลายแนพธาลีนมาจาก Neptunomonas 

naphthovorans สายพันธุ ATCC700637T 

ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวา Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB และ 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 อาจไดรับการถายโอนยีน nidA และยีนอื่นๆ ที่

เก่ียวของกับการยอยสลาย มาจาก Mycobacterium สายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ไพรีน ซึ่งการไดรับยีนอาจไดรับการถายโอนยีนทางพลาสมิดหรือทรานสโพซอน 

 งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรกที่แสดงวาแบคทีเรียในสกุล Diaphorobacter และสกุล 

Pseudoxanthomonas ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ 

PAHs โดยเฉพาะไพรีน ที่จัดเปนสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง และมียีน nidA เปนยีนที่

เก่ียวของกับการยอยสลายไพรีนอยูบนเมกะพลาสมิด ดังนั้นแบคทีเรียที่คัดแยกไดจึงเปนการเพิ่ม

ทางเลือกในการนําแบคทีเรียไปใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนของสารพิษตอไปใน
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ภาคผนวก ก 

 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) 
 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 

ทริปโตน (tryptone)     10 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10 กรัม 

 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้ํากล่ันปรับความเปนกรด-ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

(NaOH) เขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก ข) จน pH เทากับ 7 และปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 

นาที  

 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 

กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) เจือจาง 4 เทา 
 
 นําอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 750 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  

 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 

กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) เจือจาง 10 เทา 
 

 นําอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากแหลงคารบอน (Carbon Free Mineral Medium, CFMM)  
 
สารละลายสวนที่ 1 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    3 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2.2 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O)  0.8 กรัม 

 ปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 

กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
สารละลายสวนที่ 2  
เฟอรรัสคลอไรด (FeCl3.6H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลติร 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)    0.05 กรัม/มิลลิลติร 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)   0.1 กรัม/มิลลิลติร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

สารละลายสวนที ่2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตรตอสารละลายสวนที ่1 1,000 มิลลิลิตร 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Ψb  
 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 

ทริปโตน (tryptone)     20 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     5 กรัม 

 ละลายสารทั้งสามชนิดในน้ํากล่ันปรับความเปนกรด-ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน 5 โมลาร จน pH เทากับ 7 และปรับปริมาตรสุดทาย 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  

 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุนหรือแบคโตอะการ 15 กรัม ตออาหาร 1,000 มิลลิตร 

กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC  
 
สารละลายสวนที่ 1 
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)      5 กรัม 

ทริปโตน (tryptone)       20 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)       0.58 กรัม 

แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl)      2 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     2.46 กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)      0.18 กรัม 

 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับความเปนปริมาตรสุดทาย 980 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที  

 
สารละลายสวนที่ 2 
กลูโคส         3.6 กรัม 

น้ําปลอดประจุ        20 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 ผสมสารละลายทั้ง 2 สวน เก็บรักษาที่ -20๐ซ 
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ภาคผนวก ข 

 
สูตรและวิธีการเตรียมสารละลาย 

 
เอทานอล 70% 
 

เอทานอล 99%      700 มิลลิลิตร 

น้ํากลั่นปลอดประจ ุ     300 มิลลิลิตร 

 
10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 

Sodium lauryl sulfate     10 กรัม 

 คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุอณุหภูม ิ 60°ซ ปริมาตร 80 มิลลิลติร เมื่อละลายหมด

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
สารละลาย Triton x-100 15% 
Triton x-100      15 มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น       85 มิลลิลิตร 

 
สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 
 

โปรตีนเนสเค (proteinase K)    10 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุและเชื้อ       1 มิลลิลิตร  

 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร 
 

Trizma base (C4H11NO3)      1.2 กรัม 

 ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 

8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก (HCl) เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ

ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 
 

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)      186.1 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด       20 กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอ

ไซดคนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุใหเปน

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปน

เวลา 15 นาที 

 
บัฟเฟอร TE 
 

Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร     10 มิลลิลิตร 

EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร     0.2 มิลลิลิตร 

 เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
สารละลายไลโซไซม (Lysozyme) 
 

ไลโซไซม (Lysozyme)     60 มิลลิกรัม 

บัฟเฟอร TE        1 มิลลิลิตร 

 
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร 
 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     29.2 กรัม 

 ละลายในน้ําปลอดประจุจนปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลาย CTAB/NaCl (Hexadeyl trimethyl ammoniumbromide/sodium chloride) 
 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)       4.1  กรัม 

CTAB         10  กรัม 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 ๐ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 

มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เปนเวลา 15 

นาที 

 
สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

 ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตร ตอปริมาตร) เก็บ

ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 

 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

 

 เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ  

68 ๐ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1% (น้ําหนัก/น้ําหนัก) เติม

สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 

15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โม

ลาร ปริมาตร 1 เทาคนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทํา

ข้ันนี้หลายๆ ครั้งดวย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรดดางของฟนอล

มากกวา 7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เขมขนเปน 0.1 โมลาร ที่ผสม                         

β-mercaptoethanol เขมขน 0.2% ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่

อุณหภูมิ 4 °ซ ผสมฟนอลที่เตรียมไดกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 25:25 (ปริมาตรตอ ปริมาตร) 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
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บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา  
 

Tris-HCl      242 กรัม 

EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร    100 มิลลิลิตร 

กรดอะซิติกเขมขน      57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอดประจุ

ใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ     

121 ๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.7% 
 

อะกาโรสเจล        0.7 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา    100 มิลลิลิตร 

 หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.9% 
 

อะกาโรสเจล        0.9 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา    100 มิลลิลิตร 

 หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
อะกาโรสเจลเขมขน 1.5% 
 

อะกาโรสเจล       1.5 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา    100 มิลลิลิตร 

 หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

เอธิเดียมโบรไมด       0.1 มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น         10 มิลลิลิตร 
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 ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 

เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง) 

 
สารปฏิชวีนะแอมพิซิลิน (Ampicilin, Ap) 
 

แอมพิซิลิน      100 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ          1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 

2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) 
 

X-gal         20 มิลลิกรัม 

ไดเมทธิลฟอรมาไมด (DMF)        1 มิลลิลิตร 

กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เขมขน 1 โมลาร 
 

IPTG       238 มิลลิกรัม 

น้ําปลอดประจุ          1 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานหัวกรองสําเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

 
สารละลาย PAHs ไดแก อะซีแนพธนี ฟแนนทรนี แอนทราซีน ฟลูออรีน ไพรีน และ 
ฟลูออแรนธีน เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (10,000 มิลลิกรัมตอลิตร) 
 

สารประกอบ PAHs       0.1 กรัม 

ไดเมธิลฟอรมาไมด (DMF)      10 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
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สารละลาย PAHs ไดแก แนพธาลีนและอะซีแนพธิลีน เขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(100,000 มิลลิกรัมตอลิตร) 
 

สารประกอบ PAHs       1 กรัม 

ไดเมธิลฟอรมาไมด (DMF)    10 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 
สารละลาย PAHs ไดแก ไครซีนและเบนโซ(เอ)ไพรีน เขมขน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(2,000 มิลลิกรัมตอลิตร) 
 

สารประกอบ PAHs     0.02 กรัม 

ไดเมธิลฟอรมาไมด (DMF)    10 มิลลิลิตร 

 กําจัดเชื้อดวยการกรองผานชุดกรองสําเรจ็รูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

 
สารละลาย TfbI  
 
โพแทสเซียมอะซิเตต (CH3COOK)      0.295 กรัม 

รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)       1.21 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2
.2H2O)      0.148 กรัม 

แมงกานีสคลอไรด (MnCl2)      0.99 กรัม 

กลีเซอรอล        15 มิลลิลิตร 

 ละลายสารในน้ํากลั่น 70 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-ดาง ดวยกรดอะซิติกเขมขน 0.2 

โมลาร จน pH เทากับ 5.8 ดวย และปรับปริมาตรสุดทาย 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรอง

ผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
 
สารละลาย TfbII  
 
2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES)    0.29 กรัม 

รูบิเดียมคลอไรด (RbCl)       0.121 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2
.2H2O)      1.103 กรัม 

กลีเซอรอล        15 มิลลิลิตร 
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 ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร กําจัดเชื้อดวยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 

0.22 ไมโครเมตร 
 
ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection 
starter kit (Roche, Germany) 
 

ประกอบดวย 

 หลอดหมายเลข 1   DIG-High Prime, 5× conc. 

 หลอดหมายเลข 2  DIG-labeled control DNA 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 หลอดหมายเลข 3  DNA dilution buffer 

 หลอดหมายเลข 4  Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 ยูนิตตอ 

มิลลิลตร 

 หลอดหมายเลข 5  NBT/BCIP, 50× conc. 

 หลอดหมายเลข 6  Blocking solution, 10× 

 หลอดหมายเลข 7  DIG Easy Hyb Granules  

 
สารละลาย Buffer1 (Maleic acid buffer) 
 

กรดมาเลอิก        0.1 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด        0.15 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-

ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15นาที 

 
Buffer2  
 

สารละลาย 10× blocking solution ใน Buffer1 ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 

(ปริมาตรตอปริมาตร)  
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Buffer3 (Detection buffer) 
 
Trismabase        0.1 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด        0.1 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-

ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 9.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
Denaturation buffer 
 
โซเดียมไฮดรอกไซด       0.5 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด        1.5 โมลาร 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จนหมดแลวจึงละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
Neutralization buffer 
 

Trismabase        0.5 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-

ดางเปน 7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชื้อความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 20×SSC 
 

โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 

โซเดียมอะซีเตท        0.3 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-

ดางเปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลาย 2×SSC 
 

 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 

15 นาที 

 
สารละลาย 0.5×SSC/0.1%SDS 
 

 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

 
สารละลาย 2×SSC/0.1%SDS 
 

 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 89 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

จากนั้นเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

 
สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติม

น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
Lysis solution สําหรับสกัดเมกะพลาสมิด 
 

 ผสม Trismabase ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับสารละลาย 

10%SDS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการคัดแยกกลุมแบคทีเรีย NT 
 

 กลุมแบคทีเรียถูกคัดแยกมาจากตัวอยางที่อยูใกลปมน้ํามัน จงัหวัดนครปฐม ตัง้ชื่อวากลุม

แบคทีเรีย  NT โดยลักษณะของโคโลนทีี่สรางบริเวณใส แสดงดังรูปที่ ค.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ค.1 ลักษณะโคโลนีของกลุมแบคทีเรีย NT ที่สรางบรเิวณใสเมื่อเลีย้งบนอาหารแข็ง CFMM ที่

พนทับดวยไพรีนเปนเวลา 21 วัน 

 

 เมื่อทําการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรีย NT พบวาเมื่อเลี้ยง

กลุมแบคทีเรีย NT ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เปนเวลา 28 วัน มีปริมาณไพรนีเหลืออยู

ประมาณ 70.23% แสดงดังรูปที ่ค.2 และเมื่อสังเกตลักษณะของอาหารเหลวพบวา อาหารเหลวมี

การเปลี่ยนสีจากขาวขุนดวยไพรีนไปเปนสเีหลืองสมออนๆ แสดงดงัรูปที่ ค.3 
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รูปที ่ค.2 ปริมาณไพรีนที่เหลือ ณ เวลาตางๆ เมื่อทําการเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย NT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ค.3 การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ณ เวลาตางๆ เมื่อทําการเลี้ยงกลุม

แบคทีเรีย NT 
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ภาคผนวก ง 
 

HPLC โครมาโตรแกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
               วันที ่0                                         วันที่ 4                                   วันที่ 8 

 

 
 
 
 
 
 
               วันที ่12                                      วันที่ 16                               ชุดควบคมุ 
 
รูปที่ ง.1 HPLC โครมาโทแกรมของไพรีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย KOT เปนเวลา 

16 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรคือพีคของไพรีนที่ Rt8.5) 
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               วันที ่0                                     วันที่ 3                                     วันที่ 6 

 

 
 
 
 
 
 
              วันที ่9                                       วันที่ 12                                  ชดุควบคุม 
 
รูปที่ ง.2 HPLC โครมาโทแกรมของไพรีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย RN เปนเวลา 12 

วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรคือพีคของไพรีนที่ Rt10) 
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                  วันที ่0                                       วันที่ 4                                   วันที ่8 

 

 
 
 
 
 
                  วันที ่12                                     วันที่ 16                                 วันที ่20 

 
 
 
 
 
 
                                                               ชุดควบคุม 
 
รูปที่ ง.3 HPLC โครมาโทแกรมของไพรีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ 

KOTLB เปนเวลา 20 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรคือพีคของไพรีนที่ Rt15) 
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                 วันที ่0                                          วันที ่5                                   วันที่ 10 

 

 

 

                               
 
 
 
                 วันที ่15                                        วันที ่20                               ชุดควบคุม 
 
รูปที่ ง.4 HPLC โครมาโทแกรมของไพรีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยง Pseudoxanthomonas sp. 

สายพันธุ RN402 เปนเวลา 20 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศรคือพีคของไพรีนที่ Rt14) 
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ฟแนนทรนี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  ชดุควบคุม                                         ชดุทดลอง 

 

ฟลูออแรนธีน 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
                  ชุดควบคุม                                         ชดุทดลอง 
 
รูปที่ ง.5 HPLC โครมาโทแกรมของฟแนนทรีนและฟลูออแรนธีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยง 

Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB เปนเวลา 7 วัน และ 30 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม (ลูกศรคือพีคของฟแนนทรีนที่ Rt10.5 และฟลูออแรนธีนที่ Rt14.4) 
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ฟแนนทรีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              ชุดควบคุม                                                      ชดุทดลอง 

 

แอนทราซีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
                  ชุดควบคุม                                                     ชุดทดลอง 
 
รูปที่ ง.6 HPLC โครมาโทแกรมของฟแนนทรีนและแอนทราซีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยง 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 เปนเวลา 7 วัน และ 20 วัน ตามลําดับ เปรียบเทียบ

กับชุดควบคุม (ลูกศรคือพีคของฟแนนทรีนที่ Rt10.8 และแอนทราซีนที่ Rt10.5) 
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ฟลูออแรนธีน 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
                ชุดควบคุม                                                ชุดทดลอง 

 

รูปที่ ง.6 (ตอ) HPLC โครมาโทแกรมของฟลูออแรนธีนที่เหลือหลังจากการเลี้ยง 

Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 เปนเวลา 30 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ลูกศร

คือพีคของฟลูออแรนธีนที่ Rt13.2) 
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ภาคผนวก จ 
 

ขอมูลดิบ 
 

ตารางที่ จ.1 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย KOT ณ เวลาตางๆ  

 

วันที ่ % ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 100.00 0.00 0.00 

4 88.35 

114.69 

90.42 

107.92 

122.02 

115.97 

97.82 115.30 14.65 7.07 

8 98.84 

95.81 

98.69 

15.22 

7.63 

97.78 11.43 1.71 5.37 

12 104.94 

104.3 

106.71 

15.22 

8.31 

5.86 

105.32 9.80 1.25 4.85 

16 103.08 

100.13 

108.05 

17.45 

4.52 

6.91 

103.75 3.25 4.00 6.88 
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ตารางที่ จ.2 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย RN ณ เวลาตางๆ  

 

วันที ่ % ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 100.00 0.00 0.00 

3 75.05 

86.03 

87.81 

112.88 

95.80 

101.18 

82.96 103.29 6.91 8.73 

6 86.97 

93.16 

92.29 

52.45 

35.50 

57.58 

90.81 48.51 3.35 3.35 

9 96.53 

113.13 

100.22 

8.77 

8.81 

 

103.29 8.79 8.72 0.03 

12 86.04 

89.45 

81.08 

5.79 

4.42 

3.36 

85.52 4.52 4.21 1.22 
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ตารางที่ จ.3 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ณ เวลาตางๆ  

 

วันที ่ % ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 100.00 0.00 0.00 

4 97.70 

94.05 

93.13 

116.21 

124.21 

113.82 

94.95 118.1 2.42 5.44 

8 98.50 

97.20 

101.18 

47.78 

88.71 

74.61 

98.96 70.37 2.03 20.79 

12 95.09 

96.82 

104.88 

32.19 

22.02 

17.55 

98.93 23.92 5.22 7.50 

16 94.53 

92.31 

93.27 

1.98 

4.99 

21.02 

93.37 9.33 1.11 10.24 

20 99.99 

94.92 

96.82 

5.01 

3.41 

17.90 

97.24 8.77 2.56 7.94 
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ตารางที่ จ.4 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 

มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยง Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ณ เวลาตางๆ  

 

วันที ่ % ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ

ไพรีนที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 

100.00 100.00 0.00 0.00 

5 99.06 

95.50 

101.12 

88.97 

97.20 

93.20 

98.56 97,20 2.91 4.12 

10 97.14 

102.34 

98.16 

63.48 

26.36 

48.78 

99.21 46.21 5.81 18.69 

15 88.09 

99.92 

92.21 

11.85 

59.20 

13.13 

99.92 28.06 6.01 26.96 

20 90.57 

94.00 

95.44 

21.03 

15.81 

66.26 

93.34 34.37 2.50 27.74 
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ตารางที่ จ.5 ปริมาณ PAHs ที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มี PAHs ความเขมขนสุดทาย100 

มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB  

 

ชนดิของ 

PAHs 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ควบคุม 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ทดลอง 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ 

PAHsที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉล่ีย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

แนพธาลีน 85.58 

68.01 

81.17 

92.97 

79.6 

80.73 

78.25 84.43 7.41 9.14 

อะซีแนพธีน 29.65 

29.1 

32.59 

27.4 

29.07 

38.38 

30.44 31.61 1.88 5.92 

แอนทราซีน 90.19 

83.45 

78.71 

89.7 

96.89 

86.41 

84.11 91.0 5.46 5.77 

อะซีแนพธิลีน 72.2 

67.47 

66.05 

68.14 

67.6 

70.04 

68.57 60.47 1.28 3.22 

ฟลูออรีน 81.97 

82.17 

74.1 

79.31 

78.14 

67.71 

79.41 75.05 4.60 6.39 

ฟแนนทรนี 94.51 

93.34 

92.15 

45.0 

31.78 

0.44 

93.34 25.74 1.18 22.89 
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ตารางที่ จ.5 (ตอ) แสดงปริมาณ PAHs ที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มี PAHs ความเขมขมสุด

ทาย 100 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเลี้ยง Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB  

 

ชนดิของ 

PAHs 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ควบคุม 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ทดลอง 

% ปริมาณ 

PAHs ที่

เหลือในชดุ

ควบคุม 

(เฉลี่ย) 

% ปริมาณ 

PAHsที่

เหลือในชุด

ทดลอง 

(เฉล่ีย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

ฟลูออแรนธีน 78.74 

75.12 

80.18 

67.22 

68.46 

69.22 

78.01 68.3 2.61 1.01 

ไครซนี 102.56 

100.41 

97.02 

105.79 

91.11 

88.17 

100.00 95.02 2.80 9.44 

เบนโซ[เอ]

ไพรีน 

94.96 

104.25 

100.80 

92.89 

78.56 

80.10 

100.00 83.84 7.87 4.69 
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ตาราง จ.6 จํานวน Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน 

ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count 

(CFU ตอมิลลิลิตร) 

 

วันที ่ ชุดควบคุม 

(CFUตอมล.) 

ชุดทดลอง 

(CFU ตอมล.) 

ชุดควบคุม 

(เฉลี่ย) 

ชุดทดลอง 

(เฉลี่ย) 

0 5.55×106 

5.15×106 

6.10×106 

3.15×106 

4.00×106 

6.30×106 

5.60×106 4.5×106 

4 1.435×107 

1.31×107 

1.13×107 

3.65×106 

9.35×106 

8.45×106 

1.30×107 7.40×106 

8 9.60×106 

7.25×106 

1.05×107 

8.80×106 

5.05×106 

5.05×106 

9.20×106 6.30×106 

12 1.02×107 

9.70×106 

1.05×107 

1.215×107 

1.165×107 

1.675×106 

1.00×107 1.36×107 

16 9.05×106 

1.56×107 

1.285×107 

1.94×107 

1.425×106 

9.45×106 

1.25×107 1.44×107 

20 1.825×107 

1.325×107 

 

1.625×106 

1.61×106 

1.05×106 

1.58×107 1.43×107 
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ตาราง จ.7 จํานวน Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน 

ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count 

(log CFU ตอมิลลิลิตร) 

 

วันที ่ ชุดควบคุม 

(log CFU

ตอมล.) 

ชุดทดลอง 

(log CFU 

ตอมล.) 

ชุดควบคุม 

(เฉลี่ย) 

ชุดทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 6.744 

6.708 

6.785 

6.498 

6.602 

6.800 

6.746 6.663 0.04 0.15 

4 7.157 

7.117 

7.053 

6.562 

6.971 

6.927 

7.109 6.820 0.05 0.22 

8 6.982 

6.860 

7.021 

6.944 

6.703 

6.703 

6.954 6.783 0.08 0.14 

12 7.009 

6.987 

7.002 

7.085 

7.066 

7.224 

6.999 7.125 0.01 0.09 

16 6.957 

7.193 

7.109 

7.288 

7.154 

6.975 

7.086 7.139 0.12 0.16 

20 7.261 

7.122 

7.211 

7.207 

7.021 

7.192 7.146 0.10 0.11 
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ตาราง จ.8 จํานวน Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน 

ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count 

(CFU ตอมิลลิลิตร) 

 

วันที ่ ชุดควบคุม 

(CFUตอมล.) 

ชุดทดลอง 

(CFU ตอมล.) 

ชุดควบคุม 

(เฉลี่ย) 

ชุดทดลอง 

(เฉลี่ย) 

0 8.10×105 

9.15×105 

1.20×106 

1.16×106 

1.14×106 

1.075×106 

9.75×105 1.125×106 

5 4.80×107 

2.90×107 

4.00×107 

3.70×107 

3.80×107 

2.30×107 

3.90×107 3.27×107 

10 1.50×107 

2.355×107 

1.44×107 

1.45×107 

2.90×107 

3.15×107 

1.765×107 2.50×107 

15 5.80×107 

3.15×107 

2.85×107 

4.00×107 

3.90×107 

2.60×107 

3.93×107 3.50×107 

20 5.85×107 

6.75×107 

5.70×107 

5.50×107 

7.30×107 

3.15×107 

6.10×107 5.32×107 
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ตาราง จ.9 จํานวน Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน 

ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count 

(log CFU ตอมิลลิลตร) 

 

วันที ่ ชุดควบคุม 

(log CFU

ตอมล.) 

ชุดทดลอง 

(log CFU 

ตอมล.) 

ชุดควบคุม 

(เฉลี่ย) 

ชุดทดลอง 

(เฉลี่ย) 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ควบคุม 

สวน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

(SD) ในชดุ

ทดลอง 

0 5.908 

5.961 

6.079 

6.064 

6.057 

6.031 

5.983 6.051 0.09 0.02 

5 7.681 

7.462 

7.602 

7.568 

7.580 

7.362 

7.582 7.510 0.11 0.12 

10 7.176 

7.372 

7.158 

7.161 

7.462 

7.498 

7.235 7.370 0.12 0.19 

15 7.763 

7.498 

7.455 

7.602 

7.591 

7.415 

7.572 7.536 0.17 0.10 

20 7.767 

7.829 

7.756 

7.740 

7.863 

7.498 

7.784 7.700 0.04 0.19 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

 
1    ATTAGAGTTT GATCCTGGCT CAGATTGAAC GCTGGCGGCA TGCCTTACAC 
51   ATGCAAGTCG AACGGTAACA GGTCTTCGGA TGCTGACGAG TGGCGAACGG 
101  GTGAGTAATA CATCGGAACG TGCCCGATCG TGGGGGATAA CGAGGCGAAA 
151  GCTTTGCTAA TACCGCATAC GATCTACGGA TGAAAGCGGG GGATCTTCGG 
201  ACCTCGCGCG GACGGAGCGG CCGATGGCAG ATTAGGTAGT TGGTGGGATA 
251  AAAGCTTACC AAGCCGACGA TCTGTAGCTG GTCTGAGAGG ATGATCAGCC 
301  ACACTGGGAC TGAGACACGG CCCAGACTCC TACGGGAGGC AGCAGTGGGG 
351  AATTTTGGAC AATGGGCGAA AGCCTGATCC AGCCATGCCG CGTGCAGGAT 
401  GAAGGCCTTC GGGTTGTAAA CTGCTTTTGT ACGGAACGAA AAGCCTCTTT 
451  CTAATAAAGA GGGGTCATGA CGGTACCGTA AGAATAAGCA CCGGCTAACT 
501  ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGG TGCAAGCGTT AATCGGAATT 
551  ACTGGGCGTA AAGCGTGCGC AGGCGGTTTT GTAAGACAGA GGTGAAATCC 
601  CCGGGCTCAA CCTGGGAACT GCCTTTGTGA CTGCAAGGCT GGAGTGCGGC 
651  AGAGGGGGAT GGAATTCCGC GTGTAGCAGT GAAATGCGTA GATATGCGGA 
701  GGAACACCGA TGGCGAAGGC AATCCCCTGG GCCTGCACTG ACGCTCATGC 
751  ACGAAAGCGT GGGGAGCAAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA GTCCACGCCC 
801  TAAACGATGT CAACTGGTTG TTGGGTCTTC ACTGACTCAG TAACGAAGCT 
851  AACGCGTGAA GTTGACCGCC TGGGGAGTAC GGCCGCAAGG TTGAAACTCA 
901  AAGGAATTGA CGGGGACCCG CACAAGCGGT GGATGATGTG GTTTAATTCG 
951  ATGCAACGCG AAAAACCTTA CCCACCTTTG ACATGGCAGG AAGTTTCCAG 
1001 AGATGGATTC GTGCCCGAAA GGGAACCTGC ACACAGGTGC TGCATGGCTG 
1051 TCGTCAGCTC GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA 
1101 CCCTTGCCAT TAGTTGCCAC GAAAGGGCAC TCTAATGGGA CTGCCGGTGA 
1151 CAAACCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA GTCCTCATGG CCCTTATAGG 
1201 TGGGGCTACA CACGTCATAC AATGGCTGGT ACAGAGGGTT GCCAACCCGC 
1251 GAGGGGGAGC TAATCCCATA AAGCCAGTCG TAGTCCGGAT CGCAGTCTGC 
1301 AACTCGACTG CGTGAAGTCG GAATCGCTAG TAATCGCGGA TCAGAATGTC 
1351 GCGGTGAATA CGTTCCCGGG TCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCATGGG 
1401 AGCGGGTTCT GCCAGAAGTA GGTAGCCTAA CCGTAAGGAG GGCGCTTACC 
1451 ACGGCA  
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ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

 
1    TGCAGTCGAA CGGCAGCACA GGAGAGCTTG CTCTCTGGGT GGCGAGTGGC 
51   GGACGGGTGA GGAATACATC GGAATCTACC TTGTCGTGGG GGATAACGTA 
101  GGGAAACTTA CGCTAATACC GCATACGACC TTCGGGTGAA AGTGGGGGAC 
151  CGCAAGGCCT CACGCGATTA GATGAGCCGA TGTCGGATTA GCTAGTTGGC 
201  GGGGTAAAAG CCCACCAAGG CGACGATCCG TAGCTGGTCT GAGAGGATGA 
251  TCAGCCACAC TGGAACTGAG ACACGGTCCA GACTCCTACG GGAGGCAGCA 
301  GTGGGGAATA TTGGACAATG GGCGCAAGCC TGATCCAGCC ATACCGCGTG 
351  GGTGAAGAAG GCCTTCGGGT TGTAAAGCCC TTTTGTTGGG AAAGAAATCT 
401  TGCCGGTTAA TACCTGGCGA GGATGACGGT ACCCAAAGAA TAAGCACCGG 
451  CTAACTTCGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GAAGGGTGCA AGCGTTACTC 
501  GGAATTACTG GGCGTAAAGC GTGCGTAGGT GGTGGTTTAA GTCTGCTGTG 
551  AAAGCCCTGG GCTCAACCTG GGAATTGCAG TGGATACTGG GTCACTAGAG 
601  TGTGGTAGAG GGATGCGGAA TTTCCGGTGT AGCAGTGAAA TGCGTAGAGA 
651  TCGGAAGGAA CATCCGTGGC GAAGGCGGCA TCCTGGGCCA ACACTGACAC 
701  TGAGGCACGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC 
751  ACGCCCTAAA CGATGCGAAC TGGATGTTGG GTGCAACTTG GCACCCAGTA 
801  TCGAAGCTAA CGCGTTAAGT TCGCCGCCTG GGGAGTACGG TCGCAAGACT 
851  GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGTGG AGTATGTGGT 
901  TTAATTCGAT GCAACGCGAA GAACCTTACC TGGCCTTGAC ATGTCGCGAA 
951  CTTTCCAGAG ATGGATTGGT GCCTTCGGGA ACGCGAACAC AGGTGCTGCA 
1001 TGGCTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA 
1051 GCGCAACCCT TGTCCTTAGT TGCCAGCACG TAATGGTGGG AACTCTAAGG 
1101 AGACCGCCGG TGACAAACCG GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAGTCATCA 
1151 TGGCCCTTAC GGCCAGGGCT ACACACGTAC TACAATGGGA AGGACAGAGG 
1201 GCTGCAAACC CGCGAGGGCA AGCCAATCCC AGAAACCTTC TCTCAGTCCG 
1251 GATTGGAGTC TGCAACTCGA CTCCATGAAG TCGGAATCGC TAGTAATCGC 
1301 AGATCAGCAT TGCTGCGGTG AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC 
1351 CGTCACACCA T      
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ลําดับนิวคลีโอไทดและกรดอะมิโนบริเวณยีน nidA ของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB 

และ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 
 
      D   F   V   V   R   H   I   G   A   D   S   V   I   V   C   R   D 
   1 CCG TCG TGC GGC ACA TCG GGG CCG ATT CGG TGA TCG TTT GCC GGG ACA AC 
 
        N   S   G   R   I   Q   A   L   S   N   S   C   R   H   R   G  A 
  51 T CCG GCC GCA TCC AGG CGC TGT CCA ATT CTT GTC GCC ACC GTG GTG CGC T 
 
         L   V   C   R   A   E   M   G   N   T   A   H   F   Q   C   P   
 101 CG TGT GCC GCG CTG AGA TGG GAA ACA CCG CGC ACT TCC AAT GCC CGT ACC 
 
      Y   H   G   W   V   Y   S   N   T   G   E   L   V   G   V   P   A   
 151 ACG GCT GGG TGT ACA GCA ACA CCG GAG AGC TCG TCG GCG TGC CGG CGA TG 
 
        M   T   E   A   Y   P   G   G   F   D   K   S   Q   W   G   L   
 201 A CGG AGG CCT ATC CCG GCG GCT TCG ACA AGT CGC AGT GGG GAT TAC GTC A 
 
     R   H   I   P   H   V   D   S   Y   A   G   F   I   F   G   S   V 
 251 CA TCC CCC ATG TCG ACT CGT ACG CCG GAT TCA TCT TCG GCA GCG TCG ATC 
 
      D   P   K   A   P   S   L   T   D   Y   L   G   D   T   T   F   Y  
 301 CGA AGG CGC CGA GCC TGA CCG ACT ACC TCG GCG ACA CGA CGT TCT ACC TC 
 
        L   D   L   I   A   K   K   T   A   G   G   L   E   V   I   G    
 351 G ACC TCA TTG CGA AGA AGA CAG CGG GCG GTC TGG AGG TGA TAG GGG CAC C 
 
     A   P   H   R   W   V   M   S   A   N   W   K   
 401 GC ATC GAT GGG TGA TGT CAG CGA ACT GGA AGA CAG C       
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
นายพิริยะ กล่ันแกว เกิดเมื่อวันพุธที่ 21 ตุลาคม พ.ศ. 2524 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

ไดรับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ในป

การศึกษา 2546 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทาง

อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 ปจจุบันอาศัยอยู

ที่บานเลขที่ 5 ซอย อินทามระ 39 แยก 3 ถนน สุทธิสาร แขวง ดินแดง เขต ดินแดง 

กรุงเทพมหานคร 10400 
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