
บ ท ท ิ 4

ผลการทดลอง

4.1 การเพิ่มจำนวนแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายอะซีแนพธิลีนจากดินตัว'อย่าง

จากการนำดิน 13 ตัวอย่าง มาเพิ่ม1จำนวนแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายอะซีแ'นพธิลีน 
โดยนำมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนที่ความเข้มข้น 0.06 % (นา'หนักต่อ
ปริมาตร) อยู่ด้วย ทำการถ่ายเชื้อและสังเกตการเจริญ โดยดูจากความขุ่นที่เพิ่มขึ้นหริอการ 
เปลี่ยนสีของอาหารเหลว เทียบกับหลอดควบคุม หลังการถ่ายเชื้อ 5 ครั้งติดต่อกัน พบว่าอาหาร 
เหลวที่มีดินตัวอย่างที่ 2 มีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวจากสีเหลืองอ่อนไปเป็นสีเหลืองเข้ม ใน 
ขณะที่หลอดควบคุมไม่พบการเปลี่ยนแปลงใดๆ Bouchez และคณะ (1995) รายงานว่าจะมีการ 
เจริญ หากมีการเพิ่มขึ้นของมวลชีวภาพและการเปลี่ยนสีของอาหาร ในขณะที่ Mueller และ 
คณะ (1989) รายงานว่าการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ อาจเกิดจากการสะสมของสารมัธยันต์ 
ที่เกิดจากการย่อยสลายสาร PAHs โดยจุลินทริย์ ตังน้ันอาจเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียที่แยกได้จาก 
ดินตัวอย่างท่ี 2 สามารถย่อยสลายอะซีแนพธิลืนได้ จึงนำดินตัวอย่างท่ี 2 ไปแยกแบคทีเรียท่ีย่อย 
สลายอะซีแ'นพธิลีนต่อ1ไป

4.2 การตัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบรีส ุทธิ’ทสามารถย่อยสลายอะชีแ,นพธิลีน

จากการนำเช ื้อในด ินต ัวอย ่างท ี่ 2 ซ ึ่งผ ่านการถ ่ายเช ื้อมาแล ้ว 5 ครั้ง มาแยกเช ื้อ 
แบคท ีเร ียท ี่ย ่อยสลายอะซีแนพธิลีนได ้ให ้บร ิส ุทธ ิ้ โดยนำมาเจ ือจางในสารละลาย 0.85 % โซเดียม 
คลอไรด์ ให้ได้ค่าความเข้มข้นที่เหมาะสม แล้วนำมาเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่ม ีอะชีแนพธิลีน 
วางบนฝาจานอาหารเล ี้ยงเช ื้อ พบว่าม ีแบคท ีเร ียหลายสายพ ันธ ุท ี่สามารถเจริญได ้ จากสายพันธุ 
ต ่างๆ ท ี่แยกได ้ 6 สายพันธุ แบคทีเร ียสายพ ันธ ุท ี่ม ีจำนวนมากที่ส ุด คือ สายพันธุ CU-A1 ซึ่งมี 
ล ักษณ ะตังแสดงในตารางที่ 4.1
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ดารางท่ี 4.1 ลักษณะโคโลนีท่ีเกิดขึ้นบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีอะชีแนพธิลีนวางบนฝาจานอาหาร 
เล้ียงเช้ือ

สายพันธุแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง CFMM

CU-A1 ขนาดเล็ก กลม ขอบเรียบ สิขาวขุ่น
CU-A2 ขนาดเลก กลม ขอบเรยบ สชมพู
CU-A3 ขนาดเลก กลม ขอบเรยบ สเหลอง
CU-A4 ขนาดปานกลาง กลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่น
CU-A5 ขนาดปานกลาง ตรงกลางนูน ขอบบาง สีขาวขุ่น
CU-A6 ขนาดใหญ่ กลม ขอบเรียบ สีขาวขุ่นเป็นมัน

เมื่อนำแต่ละโคโลนีที่แตกต่างกันทั้ง 6 โคโลนีไปเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่ม ีอะซีแนพธิลีน 
เพ ื่อย ืนย ันความสามารถในการย ่อยสลายอะซีแนพธิล ีนอ ีกครั้ง พบว่าแบคทีเร ียสายพ ันธุ CU-A1 
ลามารถเปลี่ยนส ีของอาหารเหลว CFMM ไปเป ็นส ีเหล ืองเข ้มในเวลา 3 ว ัน แสดงว่าสามารถย่อย 
สลายอะซ ีแนพธิล ีนได ้ ขณะที่สายพันธุอ ื่นๆ ไม,พบการเปล ี่ยนแปลง จ ึงนำแบคท ีเร ียน ี้มาทำให ้ 
ปร ิส ุทธ ิ้ และนำไปทำการทดลองในขั้นตอนต่อไป

4.3 การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1

เมือศึกษาคุณสมปติของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา
พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 มีลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB คือ มีขนาดเล็ก กลม ขอบ 
เรียบ สีขาวขุ่น และทึบแสง ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 และเมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเซลล์ 
ของแบคทีเรียลายพันธุ CU-A1 มีลักษณะเป็นแท่ง ติดสีกรัมลบในรูปที่ 4.2 โดยมีลักษณะอื่นๆ ท่ี 
ศึกษาได้แสดงไว้ในตารางที่ 4.2 และในท่ีตาราง 4.3 แสดงลักษณะลมปติทางชีวเคมีที่ใช้ร่วมใน 
การจำแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของเชื้อนี้
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รูปที่ 4.1 พักษณะโคโลนืข'องแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 บน'อาหารแข็ง LB
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รูปที่ 4.2 ลักษณะรูปร่างของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (กำลังขยาย 
1000 เท่า)
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ตารางที่ 4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่ล ังเกตเห็น

ลักษณะของเซลล์ 
การติดสีกรัม กรัมลบ
รูปร่างของเซลล์ แท่ง
การติดสีสปอร์ ไม ่สร้างสปอร์
การติดสี Sudan black 

*การศึกษาภายใต ้กล้องจุลทรรศน์อิเลกตรอน
ติดสีดำ (มี poly-(3-hydroxybutyrate granule) 
มีแฟลกเจลลา

ลักษณะโคโลนี
ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB 

รูปร่าง กลม
ส ี

ขนาด
ขาวขุ่น
เล้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1-2 มม.

การผ่านของแสง ทึบแสง
ลักษณะขอบ ขอบเรียบ

*ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง yeast extract 
mannitol Congo red

*ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง yeast extract 
mannitol bromthymol blue

โคโลนีเมือกสร้าง polysaccharide slime, ไม่ดูดซับ 
สี Congo red เข้าสีเซลล์
โคโลนีเมือกสร้าง polysaccharide slime, เปสียนสี 
อาหารจากสีเขียวเป็นสีเหลือง แสดงว่าผลิตกรดได้

หมายเหตุ * ทำการทดลองโดยพัชรวิภา ใจจักรคำ (พัชรวิภา, 2542)
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1

ลักษณะที่พืกษา ลักษณะทางชีวเคมี

1. การสร้างเอนไซม์ออกชิเดส (oxidase test) สร้างได้
2. การสร้างเอนไซม์คะตาเลส (catalase test) สร้างได้
3. การรีดิวซ์ในเตรต (nitrate reduction) เกิดได้
4. การไฮโดรไลซ์เอสคูล ิน (esculin hydrolysis) ไม่เกิด
5. การสร้างเอนไซม์ยูรีเอส (urease test)
6. การถึกษาความสามารถในการเคลื่อนที่ในอาหารกึ่งเหลว 

(motility test)*

สร้างได้ 
เคลื่อนที่ได้

7. การเกิดปฏิกิริยาบนอาหารแข็ง TSI 
(triple sugar iron agar reaction)

K/K

8. การย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction) ไม่เกิด
9. การสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (แ 2ร  production) ไม่เกิด
10. การทดสอบเมทธิลเรด (methyl red test) ไม่เกิด
11. การทดสอบ Voges-Proskauer (Voges-Proskauer reaction)
12. การหมักคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate fermentation test)

ไม่เกิด

แมนนิทอล (mannitol) ไม่เกิดการหมัก และไม่มีก๊าซ
ซูโครส (sucrose) ไม่เกิดการหมัก และไม่มีก๊าช
แลคโตส (lactose) ไม่เกิดการหมัก และไม่มีก๊าซ

กลูโคส (glucose) ไม่เกิดการหมัก และไม่มีก๊าซ
13. การย่อยสลายเคซีน (casein utilization) ไม่เกิด
14. การ'ใช้ชิเตรท (citrate utilization) ไม่เกิด
15. การสร้างปมในพืช Siratro* ไม่สร้างปม

หมายเหตุ * ทำการทดลองโดยพัชรวิภา ใจจักรคำ (พัชรวิภา, 2542) 
K/K หมายถึง alkaline butt และ alkaline slant
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จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางสรรวิทยาที่แสดงไว้ในตารางที่ 4.2 และ
4.3 ร่วมกับรายงานของพัชรวิภา (2542) ผลการทดลองทั้งหมด เม่ือนำมาเปรียบเทียบกับ
ลักษณะทีรายงานไว้ใน Bergey ‘ร Manual of Systematic Bacteriology ซึงรวบรวมไว้โดย 
Palleroni (1994) พบว่าเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 มีลักษณะและสมบัติตรงกับแบคทีเรียสกุล 
Rhizobium

การวิเคราะห์ 16 เอส'ไร่โบ'โซมัลดีเอ็นเอ

ลำดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 ได้แสดงไว้ในรูปท่ี
4.3
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GGCGCT CGACTT GCAT GT GTT AAGCCT GCCGCCAGCGTT CGTT CT G ANCCAGGAT CAA 
NCTGCT CCTT GCGGTTAGCGCACT ACCTT CGGGTAAAACCAACT CCCAT GGT GT GACG 
GGCGGT GT GTACAAGGCCCGGGAACGT ATT CACCGCGGCGT GCT GAT CCGCGATT AC 
T AGCGATT CCAACTT CAT GCACT CGAGTT GCAGAGT GCAAT CCGAACT GAG AT GGCTTT 
T GG AGATTAGCT CGGGAT CGCTCNTT CGCT GCCCACT GT CACCACCATT GT AGCACGT 
GT GT AGCCCAGCCCGT AAGGGCCAT G AGGANTT G ACGT CAT CCCCACCTT CCT CT CG 
GCTT AT CACCGGCAGT CCCCTT AGAGT GCCCAACT GAAT GCT GGCAACTAAGGGCGA 
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATNTCACGACACGAGCTGACGACAGC 
CAT GCAGCACCT GT GT CCCGGCCACCGAAGT GGAAGGTAGATNTNTTTACCGGT CCG 
GGCAT GT CAAGGGCT GGTAAGGTTTT GCGCGTTGCTT CGAATT AAACCACAT GCT CCA 
CCGCTT GT GCGGGCCCCCGT CAATT CCTTT GAGTTTTAAT CTT GCGACCGTACT CCCCA 
GGCGGAATGTTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGACCAGTAAACTGGCCGACGGCTAA 
CATT CAT CGTTT ACGGCGT GG ACT ACCAGGGT AT CT AAT CCT GTTT GCT CCCCACGCTT 
T CGCACCT CAGCGT CAGTT GT GGACCAGTAAGCCGCCTT CGCCACT GGT GTT CCT GC 
GAATAT CTACGAATTT CACCT CTACACT CGCAATT CCACTT ACCT CTT CCACACT CAAGA 
CACCCAGTAT CAAAGGCAGTT CCGGGGTT GAGCCCCGGGATTT CACCCCT GACTTAAA 
TGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTA 
TT ACCGCGGCT GCT GGCACGAAGTTAGCCGGGGCTT CTT CT CCGGATACCGT CATTAT 
CTT CT CCGGT G AAAAAAGCTTT ACAACCCT AGGGCCTT CAT CACT CACGCGGCAT GGC 
T GGAT CAGGCTT GCGCCCATT GT CCAAT ATT CCCCACT GCTGCCT CCCGT AGGAATTTN 
GGGCCGTGTCT CANT CCCAAT GTGGCT GAT CAT CCT CT CAAACAGCT AT GG AT CGT CG 
CCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCAACGCGGGCCAATCCTTTCCCG 
ATAAAT CTTT CCCCCGT AGGGCT CAT ACGGT ATT AGCACACGTTT CCAT GCGTT AATT c c  

GTANAAAAAGGGTAT GTT CCCACGCGTTACT CACCCGT CT GCCGCT CCCCCTT GGCGG

รูปที่ 4.3 ลำดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1
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จากการนำลำดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 เปรียบ 
เทียบกับลำดับเบสของ 16 เอส'ไร'โบโซมัลดีเอ็นเอ'ของ'จุลิ'นทรีย์ใน GenBank โดยการใช้โปรแกรม 
BLAST พบว่าลำดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียลายพันธุ CU-A1 คล้ายกับ 
ลำดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสกุล R h iz o b iu m  โดยมีความคล้ายคลึง
(% homology) เท่ากับ 95 % ดังน้ันเม่ือนำผลการจำแนกแบคทีเรียโดยการทดสอบทางสัณฐาน 
วิทยาและสรีรวิทยา และผลการวิเคราะห์ลำดับเบลของ 16 เอลไรโบโซมัลดีเอ็นเอ สามารถสรุปได้ว่า 
แบคทีเรียสายพันธุ CU-A1 เป็นแบคทีเรียในสกุล R h iz o b iu m  และตังชื่อเป็น R h iz o b iu m  sp. 
สายพันธุ CU-A1
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4.4.1 เปรียบเทียบรูปแบบการเจรีญของ R h izob ium  sp. สายพันธุ CU-A1 โดยการใช้อะซีแนพธิลีน
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน ท่ีความเข้มข้น 300, 600 และ 900 มก.ต่อลิตร

การศึกษาเบืองต้นพบว่า R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถเปลี่ยนลีของ 
อาหารเหลว CFMM ท่ีมีอะซีแนพธิลีน จากลีเหลืองอ่อนไปเป็นสีเหลืองเข้มได้หลังจากการเล้ียงเช้ือ 
เป็นเวลา 3 วัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.4

4.4 การเพิ่มจำนวนและความสามารถในการย่อยสลายอะริรแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิด
อีน ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1

รูปที่ 4.4 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซึแนพธิลีน หลังการเลี้ยง R h izob ium  sp. 
สายพันธุ CU-A1 เป็นเวลา 3 วัน เปรียบเทียบกับหลอดควบคุมที่ไม่เติมเลี้อ
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ผลการศึกษารูปแบบการเจริญของเช้ือ R h izo b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 โดยการแปรผัน 
ความเข้มข้นของอะชีแนพธิลีนท่ีใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
5 มล. ด้วยอะซีแนพธิลีน 300, 600 และ 900 มก.ต่อลิตร และทำการติดตามการเจริญของ 
R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 ตลอดจนวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิลีนท่ีเหลือทุกวัน ได้ผลการ 
ทดลองดังแสดงในรูปที่4.5 4.6 และ 4.7
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0 1 2 3 4 5 6 7
เวลา (วัน)

— ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
—•— ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ

จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่มีอะชีแนพธิลีน 
“ •“ จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีน

รูปที 4.5 กราฟแสดงการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเหลว
CFMM ทีมีอะi แนพธิลีนเข้มข้น 300 มก.ต่อลิตร

log CFU ต่อมล.
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—♦ — ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่มีอะซีแนพธิลีน 

- ^ - จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะชีแนพธิสืน

รูปที 4.6 กราฟนสดงการเจริญชอง Rhizobium sp. สารพ้นรุ CU-A1 โนอาพรเห*ร
CFMM ทีมอะ!นนพธลินเข้มซ้น 600 มก.ต่อลิตร

log CFU ต่อมล.
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ปริมาณอะชีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 

จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่มีอะซีแนพธิลีน 
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีน

รูปฑ๋ึ 4.7 กราฟน,สดงการเจริญชอง Rhizobium sp. สา«พนรุ CU-A1 ในอาหารเหลว
CFMM ท่ีมีอะรํเนนพธลินเขมซ้น 900 มก.ต่อลิตร

5

5

.5

.5

log CFU ต่อมล.
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ผลการทดลองพบว่า Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถย่อยสลายอะชีแนพธิลีน 
เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน โดยลังเกตจากการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรียควบคู่ไปกับการ 
ลดลงของอะซีแนพธิลีนในอาหารเหลว CFMM เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมหลังทำการเลี้ยงเชื้อ 
จากการแปรผันความเข้มข้นของอะชีแนพธิลีนเป็น 300, 600 และ 900 มก.ต่อลิตร พบว่า 
ปริมาณแบคทีเรียเพิ่มจำนวนจาก 5X106 CFU ต่อมล. ในตอนเริ่มต้นไปเป็น 1.55X108 CFU 
ต่อมล. ในวันท่ี 2 ของการเลี้ยงเช้ือ จาก 1.43X106 CFU ต่อมล. ในตอนเริ่มต้นไปเป็น 6.2X108 

CFU ต่อมล. ในวันท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือ และจาก 1.19X106 CFU ต่อมล. ในตอนเริ่มต้นไป 
เป็น 5.5X108 CFU ต่อมล. ในวันท่ี 3 ของการเลี้ยงเช้ือ ตามลำดับ โดยไม่มีระยะ lag เกิดช้ืน 
หลังจากนั้นเชื้อจะหยุดการเจริญ เมื่อทำการวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลือพบว่า หลัง 
การเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 2 วัน 3 วัน และ 4 วัน จะไม่มีอะซีแนพธิลืนเหลืออยู่ในอาหารเหลว ตาม 
ลำดับ ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีไม่เติมเชื้อ จะไม่มีอะซีแนพธิลืนเหลืออยู่ในอาหารเหลวเลยหลังการ 
ทดลองเป็นเวลา 5 วัน ที่ความเข้มข้นของอะซีแนพธิลืน 300 มก.ต่อลิตร และที่ความเข้มข้น 600 
และ 900 มก.ต่อลิตร จะเหลืออะซีแนพธิลืน 155 มก.ต่อลิตร หรือลดลง 66.67 % จากปริมาณ 
สารเร่ิมต้น และ 560 มก.ต่อลิตร หรือลดลง 32 % จากปริมาณสารเร่ิมต้น หลังการทดลองเป็น 
เวลา 7 วัน ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1
ในการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน ท่ีความเข้มข้นของอะชีแนพธิลืน 
แตกต่างกัน พบว่าการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรียและการลดลงของอะซีแนพธิลีน จะมีรูปแบบ 
คล้ายคลึงกัน แต่ระยะเวลาท่ีใช้แตกต่างกัน ดัง'น้ันเม่ือดูลักษณะกราฟ จึงเลือกปริมาณอะซีแนพธิลีน 
600 มก.ต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมสำหรับใช้ในการสืกษาครั้งนี้ เน่ืองจากหลังจาก 7 
วัน ของการเลี้ยงเชื้อในชุดควบคุมยังมีอะซีแนพธิลืนเหลืออยู่ ทำให้สามารถนำมาเปรียบเทียบกับ 
ชุดทดลองใต้
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รูปที่ 4.8 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ HPLC เพื่อหาปริมาณอะชีแนพธิลีนและสาร
ม้ธยันต์ท ี่เก ิดขึ้น จากการย่อยสลายอะชึแนพธิลินความเข้มข้น 600 มก.ต่อ 
ลิตร โดย R h iz o b iu m  sp. สายพ้นลุ CU-A1 หลิงเลี้ยงเชื้อที่เวลาต่างๆ
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เมื่อนำส่วนนำใสเลี้ยงเชื้อที่วันที่ 0, 1,2, 3, 5 และ 7 ปริมาณอะซีแนพธิล ีน 600 มก.ต่อลิตร 
มาทำการวิเคราะห์โดย HPLC ที่ใช้ Senshu Pak Pegasil ODS เป็นคอลัมน์ และสารละลาย
เมทธานอลเข ้มข ้น 80 % เป็นสารละลายตัวพา ให ้โครมาโตแกรมตังแสดงไว้ในรูป 4.8 พบว่า 
R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 จะย ่อยสลายอะซ ีแนพธิล ีนไปเป ็นสารม ัธย ันต ์หลายชน ิด 
โดยส ่วนนำใสจากว ันท ี่ 2 ให ้สารท ี่ม ีเวลาร ีเทนช ัน  (Rt) ประมาณ  2 นาที ส ่วนส ่วนน ํ้าใสจาก 
วันที่ 3 พบสารม ัธย ันต ์'ท ี่ม ี Rt ท ี่ประมาณ  2 และ 4.3 นาที ในขณ ะท ี่อะช ีแนพธ ิล ีนม ีปร ิมาณ  
ลดลงจนตรวจหาไม่ได้ พบว ่าสารมัธย ันต ์ท ั้งสองน ี้จะม ีการสะสมส ูงส ุดในว ันท ี่ 3 และคงระด ับ 
ไปตลอดเวลาการทดลอง 7 วัน
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4.4.2 ผลของทวีน 80 ต่อรูปแบบการเจริญของเชื้อ R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1
โดยการใช้อะซีแนพธิลีนเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน

เม ื่อเต ิมทวีน 80 ความเข้มข้น 0.05 % (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในเซลล์เพาะเล ียงของ 
Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1 ท ี่ใช ้อะซ ีแนพธิล ีนความเข้มข้น 600 มก.ต ่อล ิตร เป็นแหล่ง 
คาร์บอนและพลังงาน โดยทำการติดตามจำนวนของแบคทีเริยควบคู่ไปกับการลดลงของอะซีแนพธิลีน 
ในอาหารเหลว CFMM เม ื่อเปรียบเท ียบกับชุดควบคุมท ี่ไม ่เต ิมทวีน 80 ด ังแสดงในรูปที่ 4.9 พบ 
ว่าปริมาณของแบคทีเรียเพ ิ่มจาก 6 .5X105 CFU ต่อมล. ในตอนเริ่มต ้นไปเป ็น 2 .35X108 CFU 
ต่อมล. ในวันที่ 3 ของการเล ี้ยงเช ื้อ โดยไม่ม ีระยะ lag เกิดขึ้น หลังจากนันการเจริญของแบคทีเรีย 
จะหยุดและคงที่ ในขณะที่เม ื่อวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิล ีนที่เหลือพบว่า หลังการเลียงเซือเป ็น 
เวลา 3 วัน จะ'ไม่มือะ'ซีแนพธิลืนเหลืออยู่'ในอาหารเหลว ในขณะที่ช ุดควบคุมท ี่ไม ่เต ิมเช ื้อม ี
อะซ ีแนพธิล ีนเหล ืออยู่ในอาหารเหลว 190 มก.ต่อลิตร หรือส ูญหายไป 65.45 % ของปริมาณสาร 
เริ่มต ้น หล ังการทดลองเป ็นเวลา 7 วัน ในการทดลองท ี่เต ิมทวีน 80 พบว่าปริมาณของแบคทีเรีย 
เพิ่มจำนวนจาก 1.79X108 CFU ต่อมล. ในตอนเริ่มต้นไปเป็น 4 .4X108 CFU ต่อมล. ในวันที่ 2 
ของการเล ี้ยงเช ื้อ โดยไม ่ม ีระยะ lag เซ่นกัน หล ังจากน ั้นการเจริญของแบคทีเร ียจะหยุดและคงท ี่ 
และตรวจไม ่พบอะซีแนพธิล ีนในอาหารเล ี้ยงเช ื้อหล ังว ันท ี่ 2 ในขณะที่ช ุดควบคุมท ี่ไม ่เต ิมเช ือม ี
อะซีแ'นพธิล ีนเหลืออยู่ 340 มก.ต่อล ิตร หรือสูญหายไป 42.37 % ของปริมาณสารเร ิ่มต ้น หลัง 
การทดลองเป ็นเวลา 7 วัน ท ั้งน ี้เช ื้อน ี้ไม ่สามารถใช้ทวีน 80 เป ็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานใน 
การเจริญท ั้งในช ุดการทดลองท ี่ม ีทว ีน 80 และไม ่ม ีอะซีแนพธิล ืนในอาหารเหลว

เมื่อตรวจสอบโครมาโตแกรมหลังจากการวิเคราะห์อาหารเลียงเซือด้วยวิธี HPLC ดัง 
แสดงในรูปที่ 4.11 ■ ทหว่า R h iz o b iu m  sp. ลายพันธุ CU-A1 ย่อยสลายอะซีแนพธิลืนไปเป็น 
ลารมัธยันต์หลายชนิด เซ่น สารท่ีมี Rt ประมาณ 2 นาที และ 4.3 นาที ในการทดลองที่เติม
ทวีน 80 จะพบสารมัธยันตํใด้ตั้งแต่1วัน'ท่ี 1 ของการเลี้ยงเซือ และมีการสะสมสารมัธยันต์เพ่ิมมาก 
ขึ้น (ในขณะท่ีอะซีแนพธิลีนลดลงอย่างรวดเร็วจนไม่สามารถวัดปริมาณได้) ในวันที่ 2 จะมากท่ี 
สุดและคงที่ไปจนตลอดการทดลองเป็นเวลา 7 วัน ในขณะที่การทดลองที่ไม่เติมทวีน 80 การ 
ละสมลารมัธยันต์จะเกิดขึ้นช้ากว่า เนื่องจากอะซีแนพธิลีนถูกย่อยได้ช้ากว่า โดยพบสารมัธยันต์ 
ในวันท่ี 2 ของการเลี้ยงเช้ือ และเพ่ิมมากข้ึนเร่ิอย  ๆ ในขณะท่ีอะซีแนพธิลีนลดลงอย่างรวดเร็ว และพบ 
สารมัธยันต์มากท่ีสุดในวันท่ี 3 จากนั้นคงที่ไปจนตลอดการทดลองเป็นเวลา 7 วัน
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ปริมาณอะชแีนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
ปริมาณอะชีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 

— ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีมีทวีน 80 และเติมเช้ือ 
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่เติมอะซีแนพธิลิน 
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีน 

- • — จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีมีทวีน 80 และมีอะซีแนพธิลีน

รปูท 4.9 พ«ของทวนี 80 ตอ่รปูแบบการเอรญิของเชือ้ Rhizobium sp. สายพนัธ ุCU-A1 
โดธการใชอ้ะ?แนพธลนิเปน็แหอง่คารบ์อนแอะหอง้งาน

5

5

.5

.5

tm
&i

a 
ru

o 
6o

i



66

(ก)

(ข)

รูปที่ 4.10 เปรืยบเทียบลิ'กษณะของอาหารเหลว CFMM ที่ม ีอะทีแนพธิล ินความเข้มข้น 
600 มก.ต่อลิตร หลิงการเลี้ยงเชื้อ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ตงแต่ 
วันที่ 0 ถึงวันที่ 7 เมื่อ (ก) ไม,มี และ (ข) ม ีการเติมทวืน 80
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สารม'ธวันต์ Rt 2 นาที

สาม!3วันต์ Rt 2 นาที

สาร}!ธวันต์ Rt 2 นาที

สารมธวันต์ Rt 2 นาที

ร ูป ท ี่4.11 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ HPLC เพี่อหาปริมาณอะชีแนพธิลีน และสารมัธยันต์ 
ท ี่เก ิดขึ้น จากการย่อยสลายอะชีแนพธิลืน โดย Rhizobium sp. สายพ้นรุ 
CU-A1 เมื่อ (ก)ไม ่ม ี หรือ (ข) มีการเติมทวีน 80 ที่เวลาเลี้ยงเชื้อต่างๆ
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4.4.3 การทดสอบความจำเพาะในการใช้สาร PAHs ชนิดอื่น ในการเจริญของ R h iz o b iu m  sp. 
สายพันธุ CU-A1

เมื่อทดสอบความสามารถของ R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 ในการย่อยสลายสาร 
PAHs ชนิดอ่ืน เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในการเจรณ โดยใซ้แนพธาลีน อะซีแนพธีน 
ฟลูออรน ไดเบนโซฟูแรน ทีเแ'นนท์รน แอนทราซีน ฟลูออแรนธีน และไพรน เป็นแหล่งคาร์บอนและ 
พลังงาน พบว่า R h izo b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถใช้แนพธาลืนในการเจริญเพียงอย่าง 
เดียวให้ความฃุ่นท่ีเพิ่มข้ึนในอาหารเหลว หลังการเล้ียงเชื้อเป็นเวลา 7 วัน ขณะท่ี PAHs ชนิดอ่ืนไม่ 
ให้การเจรณเลย

ตารางที่ 4.4 ปริมาณของ PAHs แต่ละชนิดที่เหลือในอาหารเลี้ยงเซี่เอ ของ R h izo b iu m  sp. 
สายพันธุ CU-A1 หลังการเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM เป็นเวลา 7 ลัน

สารทดสอบ ปริมาณสาร PAHs ท่ีเหลือ (%)
ชุดควบคุม ชุดทดลอง

แนพธาลีน 9.85 0

อะซีแนพธีน 0 0

อะซีแนพธิลีน 48.15 0

ฟลูออริน 0 0

ไดเบนโซฟูแรน 0 0

ทีเแ'นนทรี'น 79.71 40.26
แอนทราซีน 99.86 98.06
ฟลูออแรนธีน 84.06 93.55
ไพริน 97.52 98.94
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จากผลการทดลองพบว่า R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถเปลี่ยนสีอาหาร 
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิสีน ได้เพียงชนิดเดียว และลามารถเพ่ิมจำนวนได้ในอาหารเหลวที 
เติมแนพธาสีนเป็นสารทดสอบ และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณสาร PAHs ท่ีเหลืออยู่ (ดังแสดงในตาราง 
ท่ี 4.4) พบว่าเชื้อไม่สามารถย่อยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นได้นอกจากแนพธาลืนและอะชีแนพธิลีน 
ดังน้ันจึงทดลองหารูปแบบการเจริญของเช้ือน้ี โดยใช้แนพธาสีนและอะซีแนพธิลืนเป็นสารทดสอบ 
โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีแนพธาสีนและอะซีแนพธิสีนเข้มข้น 
200 และ 600 มก.ต่อลิตร ติดตามการเจริญของแบคทีเรย และวิเคราะห์ปริมาณสารท่ีเหลืออยู่ ทุก 
2 วัน พบว่าได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.12 และ 4.13
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0 2 4 7พรท {วโน)

ปริมาณแนพธาลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 

— ปริมาณแนพธาลีนในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ 

“ ■ “ จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่เติมแนหธาลีน 

“ •“ จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมแนพธาลีน

5

.5

,5

.5

.5

รปูท ี4.12 จำนวนของ Rhizobium sp. สารพนัธ ุ CU-A1 นละปรมาณซองนนพราสนิ 
ทเีหสอิหสงักาท«รง 7 วนั (โด«ใสนัน,พธาสนิ«วามเขม้ขน้ 200 มก.ตอ่ส«ิร)

log CFU ต่อมล.
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0 2 4 7
เวลา (วนั)

ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 

—♦— ปริมาณอะชีแนพธิสืนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 

“ ■ “ จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไม่เติมอะชีแนพธิลีน 

“ •“ จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะชีแนพธิลีน

5

5

5

,5

.5

เปท ึ ๋4.13 จำนวนช«ง Rhizobium sp. «า«พนธ ุ CU-A1 แ«ะปรม๊า«ข«ง®ะ?แนพธรน 
พ ึเ๋ห««ห«งการเ««ง 7 วนั {โดอใวรัะ?นนพธรนครามเชมซน 600 มก.ด®่««ร)

log CFU ต่อมล.
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4.4.4 การย่อยสลายแบบโคเมตาบอลิสมของ Rhizobium sp. ลายพันธุ CU-A1

จากการท่ี Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ไม่ลามารถย่อยสลายสาร PAHs ชนิดอ่ืนได้ 
นอกจากอะซีแนพธิลืนและแนพธาลืน เซ่น อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ไดเบนโซฟูแรน พีเแนนทรีน 
แอนทราซีน ฟลูออแร,นธีน และไพรีน จึงนำ PAHs ชนิดอ่ืนท่ีเหลือมาทดสอบการย่อยสลายแบบ 
โคเมตาบอลิสมโดยแบคทีเรียสายพันธุน้ี โดยการเติมอะซีแนพธิลืนซ่ึงแบคทีเรียสามารถไชในการ
เจริญได้โดยตรงลงไปในอาหารเหลว CFMM ร่วมกับสาร PAHs ชนิดอื่นแล้วติดตามการเจริญของ 
แบคทีเรียและการย่อยสลายของสาร PAHs แต่ละชนิดท่ีเติมลงไป

การทดสอบเบื้องต้น พบว่า Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลวไปเป็นสีเหลืองเข้ม เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เติมอะซีแนพธิลืนและสาร PAHs ชนิดอ่ืน 
ทุกตัว เนื่องจากมีการย่อยสลายอะซีแนพธิลืน ทั้งนี้ในอาหารเลี้ยงเซือเหลวที่เติมเพิ่มด้วย PAHs 
จะมีลีแตกต่างกัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.14-4.17 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณอะชีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ชนิดอื่นที่เหลืออยู่ (ตารางที่ 4.5) พบว่าเชื้อนี้สามารถเกิดโคเมตาบอลิสมระหว่างอะซีแนพธิลืน 
ร่วมกับทีเแ,นนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน จึงทำการทดสอบอีกครั้งเพื่อยืนกันสมมติฐานนี้โดย 
เล้ียงเชื้อนี้ให้มีโคเมตาบอลิสมของอะซีแนพธิลืน ร่วมกับทีเแนนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน 
โดยการนำหัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ป!'มาตร 5 มล. ท่ีมีอะซีแ'นพธิลืน (ปริมาณ 300 
มก.ต่อลิตร) ร่วมกับทีเแนนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน (ปริมาณ 100 มก.ต่อลิตร) ติดตามการ 
เจริญและวิเคราะห์ปริมาณสาร PAHs ที่เหลืออยู่เป็นเวลาทุก 2 วัน จนครบ 7 วัน ได้ผลการ 
ทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.18 4.19 และ 4.20
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1 2 3 4 5 6

รูปที่ 4.14 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM จากการเลี้ยงเลี้อ Rhizobium  sp. สายพันธุ 
CU-A1 เป็นเวลา 7 วัน
หลอดที่ 1 มีแบคทีเรียและมีอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0

หลอดที่ 2 ไม่มีแบคทีเรียและมีอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7
หลอดที่ 3 มีแบคทีเรียและมีอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7
หลอดที่ 4 มีแบคทีเรียและมีอะชีแนพธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0
หลอดที่ 5 ไม่มีแบคทีเรียและมีอะซีแนพธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันที่ 7
หลอดที่ 6 มีแบคทีเรียและมีอะชีแนพธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันที 7
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1 2 3 4 5 6

รูปที่ 4.15 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM จากการเลี้ยงเลี้อ Rhizobium  sp. สายพันธุ 
CU-A1 เป็นเวลา 7 ว้น
หลอดท ี่ 1 ม ีแบคท ีเร ียและม ีแอนทราซ ีน ร่วมก ับอะซ ีแนพธ ิล ีน  ในว ันท ี่ 0 

หลอดท ี่ 2 ไมม่ ีแบคท ีเร ียและม ีแอนทราซ ีนร่วมกับอะซีแ'นพ'ธ ิล ีน ในว ันท ี่ 7 
หลอดท ี 3 ม ีแบคท ีเร ียและม ีแอนทราซ ีนร่วมก ับอะซ ีแนพธ ิล ีน  ในว ันท ี่ 7 
หลอดท ี่ 4 ม ีแบคท ีเร ียและม ีฟล ูออร ีน ร่วมก ับอะซ ีแนพธ ิล ีน  ในว ันท ี่ 0 
หลอดท ี่ 5 ไมม่ ีแบคท ีเร ียและม ีฟล ูออร ีน ร่วมก ับอะซ ีแนพธ ิล ีน  ในว ันท ี่ 7 
หลอดท ี่ 6 ม ีแบคท ีเร ียและม ีฟล ูออร ีนร่วมก ับอะช ีแนพธ ิล ีน  ในว ันท ี่ 7
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รูปที่ 4.16 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM จากการเลี้ยงเสัอ Rhizobium  sp. สายพันธุ 
CU-A1 เป็นเวลา 7 วัน
หลอดท่ี 1 มีแบคทีเรียและมีไดเบนโชฟูแรนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0 

หลอดที่ 2 ไม่มีแบคทีเรียและมีไดเบนโซฟูแรนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7 
หลอดที่ 3 มีแบคทีเรียและมีไดเบนโซฟูแรนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7 
หลอดที่ 4 มีแบคทีเรียและมีฟลูออแรนธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0 
หลอดที่ 5 ไม่มีแบคทีเรียและมีฟลูออแรนธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7 
หลอดที่ 6 มีแบคทีเรียและมีฟลูออแรนธีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7
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รูปที่ 4.17 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM จากการเลี้ยงเซี่ta Rhizobium  sp. สายพ้นธุ 
CU-A1 เป็นเวลา 7 วัน
หลอดท่ี 1 มีแบคทีเรียและมีไพรีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0 

หลอดท่ี 2 ไม่มีแบคทีเรียและม1ีไพ'รีนร่วมกับอะซีแนพ'ธิลีน ในวันที่ 7 
หลอดท่ี 3 มีแบคทีเรียและมีไพรีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7 
หลอดท่ี 4 มีแบคทีเรียและมีฟืแนนทรีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 0 
หลอดท่ี 5 ไม่มีแบคทีเรียและมีทีเแนนทรีนร่วมกับอะซีแนพธิลีน ในวันท่ี 7 
หลอดท่ี 6 มีแบคทีเรียและมีทีเแนนทรีนร่วมกับอะชีแนพธิลีน ในวันท่ี 7
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ตารางที่ 4.5 ผลการย่อยสลายแบบโคเมตาบอลิสมของ PAHs ต่างๆ ร่วมกับอะซีแนพธิลีน 
โดย Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 หล ังการเล ี้ยงเส ัอ'ในอาหารเหลวเป ็น 
เวลา 7 วัน

PAHs ที่ใช้ ปริมาณ PAHs ที่เหลือในชุดควบคุม (%) ปริมาณ PAHs ท่ีเหลือในชุดทดลอง (%)
อะซีแนพธิลืน PAHs ที่ใช้ อะซีแ'นพธิลีน PAHs ท่ีใช้

อะซีแนพธีน 48.85 46.13 0 0

ฟลูออรน 25.76 25.20 0 0

ไดเบนโซฟูแรน 42.78 0 0 0

พีเแนนทรีน 14.72 62.88 0 5.07
แอนทราซีน 36.29 96.10 0 97.63
ฟลูออแรนธีน 36.75 94.37 0 94.86
ไพรีน 36.47 98.42 0 98.37
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0 2 4 7

พลา (วนั )

-^ — ปริมาณอะชีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
—• —  ปริมาณอะซีนนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ 

ปริมาณแนนทรีนในชุดทดลองที่ไม่เติมเชื้อ 
ปริมาณฟืแนนทรีนในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะชีแนพธิลีนและvkนนทรีนร่วมกัน

5

5

5

.5

.5

รูปที ่4.18 การเจริญ และปรมิาณของอะ?แนหธลนืและรเิแนนพนีทีพ่^ไนอาหารเลีร้งพีเ่อ
Rhizobium sp. สารพนัธ ุ CU-A1 เมือ่เลึร๋งเปน็เวลา 7 วนั

log CFU ตอ่มล.
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0 2 4 7
พ»ๆ (วนั)

—♦— ปริมาณอะชีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
—•— ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 

ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
— ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ

จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะซีแนพธิลีนและฟลูออรีนร่วมกัน

5

5

.5

.5

.5

รปูท 4.19 การพรญ แฉ ะป เม าณ ซน พ รริน น »ะฟ เ« 'รส นื ห เห ร»โน »าห ารเส ฮ์ งฟ »้  
Rhizobium sp. สา«พนัธ ุ CU-A1 เม»เส«ั«เปน็พฉา 7 วนั

log CFU ต่อมล.
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0  2  4  7เวรา (ซวเมง)

ปริมาณอะชีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 
ปริมาณอะซีแนพธิลีนในชุดทดลองท่ีเติมเชื้อ 
ปริมาณอะรีแนพธีนในชุดทดลองท่ีไม่เติมเช้ือ 

— ปริมาณอะชีแนพธีนในชุดทดลองท่ีเติมเช้ือ
จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมอะชีแนพธิสีนและอะซีแนพธีนร่วมกัน

รปูท4ี.20 การเจรีญ นละใB»ฑณชองอะดูแนพiraนนละอะนพธนทเีหสริในอาหารเร»งพี[่อ 
Rhizobium  sp. ราอพนัธ ุ CU-A1 เทอีเลืฮ้งเปน็เวรา 7 วัน

5

5

,5

.5

.5

log CFU ต่อมล.
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4.5 การแยกสารม้ธย้นต์ท ี่เก ิดจากการย่อยสลายอะชีแนพธิลึนโดย Rhizobium sp.
สายพันธุ CU-A1

ผลการแยกสารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนโดย R h iz o b iu m  sp.
สายพันธุ CU-A1 ทำได้โดยการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีมีอะซีแนพธิลีน 
ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 4 วัน จากนั้นนำอาหารเหลวที่ปันแยกเซลล์ออกแล้ว
มาสกัดตามวิธีการในข้อ 3.5.1 จะได้สารสกัดเป็น 2 ส่วน คือส่วนสกัดที่เป็นกลางและส่วนสกัด 
ที่เป็นกรด แล้วนำมาวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC พบว่ามีสารมัธยันต์เกิดขึ้นหลายชนิดในทั้ง 2 ส่วน 
โดยในส่วนสกัดที่เป็นกรดพบสาร 8 ชนิด ที่มีค่า Rf ไม่ตรงกับสารมาตรฐานอะซีแนพธิลีนที่ใช้ 
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน พบว่ายังไม่บริสุทธี้โดยให้ 2 จุด ที่มีค่า Rf เท่ากับ 0.58 และ 
0.66 ส่วนส่วนสกัดที่เป็นกลางพบสารที่มีค่า Rf ไม่ตรงกับสารมาตรฐานอะซีแนพธิลีนที่ใช้เป็น 
แหล่งคาร์บอนและพลังงาน 3 ชนิด (ตารางที่ 4.6) ซึ่งลารที่มีค่า Rf ไม่ตรงกับสารมาตรฐาน 
อาจจะเป็นสารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน และในส่วนสกัดที่เป็นกรดจะมี 
ลารมัธยันต์จำนวนมากกว่า ดังนั้นจึงนำส่วนนี้มาทำการแยกสารมัธยันต์ให้บริสุทธิ้ต่อไป

รูปที่ 4.21 โครมาโตแกรมของการวิเคราะห์ TLC ของสารประกอบที่เกิดจากการย่อย 
สลายอะชีแนพธิล ีน โดย Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1
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๓ รางท่ี 4.6 ค่า Rf ของสารที่ได้จากกาพิเคราะห์ด้วยวิธีธีนแลย์โครมาโตกราทีเ

สารท่ีสังเกตเห็น ระยะทางท่ีตัวทำละลายเคล่ือนท่ี ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี Rf
(ซ.ม.) (ซ.ม.)

สารมาตรรานอะซีแนพธิลีน
1 5.30 3.10 0.58
2 5.30 3.50 0.66

ส่วนสกัดท่ีเป็นกรด
1 5.30 0.90 0.17
2 5.30 1.05 0.20

3 5.30 1.90 0.36
4 5.30 2.20 0.42
5 5.30 2.50 0.47
6 5.30 2.90 0.55
7 5.30 3.50 0.66

8 5.30 3.80 0.72
9 5.30 4.20 0.79

ส่วนสกัดท่ีเป็นกลาง
1 5.30 1.10 0.21

2 5.30 2.00 0.38
3 5.30 2.50 0.47
4 5.30 3.10 0.58
5 5.30 3.50 0.66
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จากการนำส่วนสกัดท่ีเป็นกรดมาทำให้บไ๒ทฒางส่วนโดยการทำซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโตกราทีเ 
และชะเป็นลำดับส่วนด้วย 0-100 % เอทธิลอะซีเตตในเฮกเซน โดยการเพ่ิมความเข้มข้นของเอทธิลอะซีเตต 
ขึ้นลำดับส่วนละ 10 % จากนั้นวิเคราะห์แต่ละลำดับส่วนด้วยวิธี TLC พบว่าสารมัธยันต์ที่มีในแต่ 
ละลำดับส่วนที่ซะออกมาก็ยังไม่บรสุทธิ้ โดยในแต่ละส่วนยังมีสารมัธยันต์อื่นปนอยู่หลายชนิด ดัง 
แสดงในรูปท่ี 4.22 ในลำดับส่วนที่ซะด้วย 0 % เอทธิลอะซีเตตในเฮกเซน พบว่ามีสารมัธยันต์ 
สะสมอยู่ 1 ชนิด โดยมีค่า Rf ไม่ตรงกับสารมาตรฐานอะซีแนพธิสีน แต่เมื่อนำมาวิเคราะห์ด้วย 
HPLC พบว่า ในลำดับส่วนน้ีมีสารมัธยันต์สะสมอยู่ 4 ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 4.23 จากนันจึงแยก 
สารท้ัง 4 ชนิดให้บรสุทธิ้ และนำสารแต่ละชนิดในลำดับส่วนนีมาพิสูจน์เอกลักษณ์ต่อไป

สารมาตรฐาน AE ส่วนสกัดท่ีเปินกรด 0 % 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80 %  90 %  100 %

(เอทธิลอะซีเตต)

รูปที่ 4.22 TLC โครมาโตแกรม หลังจากการทำให้บริส ุทธบางส่วนโดยชิลิกาเจลคอลํมน์ 
โครมาโตกราที!
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รูปที่ 4.23 HPLC โครมาโตแกรมของลำดับส่วนที่ชะด้วย 0 % เอทธิลอะซีเตตในเฮกเซน

การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารมัธยันต็โดยวิธี GC-MS

จากการพ ิส ูจน ์เอกลักษณ ์ของสารม ัธย ันต ์ท ี่เก ิดจากการย่อยสลายอะซีแนพธิล ีน 
โดย R h iz o b iu m  sp. สายพันธุ CU-A1 ด้วยวิธี G C -M S  พบว่าไม่สามารถทำการวิเคราะห์ 
ด้วยวิธีการนี้ได้ เนื่องจากสารมีปริมาณน้อยเกินกว่าที่จะทำการวิเคราะห์ด้วยวิธี G C -M S (ดัง 
รูปท่ี 4.24)
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(ก) (ข)

(ค) (ง)

รูปที่ 4.24 โครมาโตแกรมของไอออนท ี่เก ิดการแตกต ัว (Total Ion Chromatogram, 
TIC) (ก) สารชนิดที่ 1 (ข) สารชนิดที่ 2 (ค) สารชนิดที่ 3
(ง) สารชนิดที่ 4


	บทที่ 4 ผลการทดลอง



