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บทคัดย4อ 

ความต0องการใช0อะคริโลไนไตร�ลที่จัดอยู)ในกลุ)มของสารเคมีที่มีแนวโน0มสูงท่ีจะเป=นสารก)อมะเร็งในคนใน
ปริมาณมากในห0องปฏิบัติการและอุตสาหกรรมนําไปสู)การปนเป&'อนในส่ิงแวดล0อม ซึ่งการเปล่ียนรูปโดยใช0จุลินทรีย�
ดูเหมือนว)าจะเป=นการกําจัดสารอะคริโลไนไตร�ลวิธีเดียวท่ีมีประสิทธิภาพสูงและเป=นมิตรกับส่ิงแวดล0อม แต)ยังคง
ต0องการจุลินทรีย�ที่มีศักยภาพสูงในการกําจัด โครงการวิจัยน้ีรายงานถึงศักยภาพของแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�  
Enterobacter aerogenes ในการย)อยสลายทางชีวภาพสารอะคริโลไนไตร�ล ผลการทดสอบพบว)าแบคทีเรีย
สามารถเจริญได0ดีในสภาวะท่ีมีอะคริโลไนไตร�ลความเข0มข0นร0อยละ 0.2 (ปริมาตรต)อปริมาตร) โดยสามารถตรวจ
พบการสลายอะคริโลไนไตร�ลได0หลังการเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 30 นาที และเกิดการสลายในปริมาณสูงท่ีช่ัวโมงที่ 
12 ของการเล้ียง ซึ่งพบว)าอะคริโลไนไตร�ลจะถูกสลายเป=นอะคริลาไมด�ก)อนที่จะถูกเปล่ียนเป=นกรดอะคริลิกและ
แอมโมเนียม ผลการทดสอบที่ได0อาจเน่ืองมาจาก E. aerogenes มีระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสและเอไมเดสที่
เก่ียวข0องกับการสลายทางชีวภาพสารอะคริลาไนไตร�ลน่ันเอง      

คําสําคัญ  อะคริโลไนไตร�ล, การสลายทางชีวภาพ, อะคริลาไมด�, Enterobacter aerogenes 
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Abstract 
 

A huge demand for acrylonitrile as a ubiquitous chemical for laboratory and industry led 
to its environmental presence; however the International Agency for Research on Cancer has 
classified this compound as a probable human carcinogen. Microbial transformation seems to be 
the only efficient and environmentally friendly process to decompose this monomer but 
requires high potent microorganisms. This study reported the potential of an acrylamide-
degrading Enterobacter aerogenes for acrylonitrile biodegradation. The strain grew well in the 
presence of acrylonitrile at the concentration of 0.2% (v/v). Degradation of acrylonitrile started 
after 30 minutes of cultivation and reached maximum at 12 hours. Acrylonitrile was firstly 
degraded to acrylamide and then the obtained acrylamide was changed to acrylic acid and 
ammonium. These suggest that E. aerogenes might contain nitrile hydratase-amidase system 
used for acrylonitrile biodegradation.       

Keywords:  Acrylonitrile, Biodegradation, Acrylamide, Enterobacter aerogenes 
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คาํอธิบายสญัลกัษณ%และคาํย4อท่ีใชYในการวจิยั 

 
 %  = ร0อยละ 
 EC  = Enzyme committee 
 HPLC  = โครมาโทกราฟ2ของเหลวสมรรถภาพสูง  
    (High performance liquid chromatography) 
 OD  = Optical density 
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บทท่ี 1 

 
บทนาํ 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปZญหา 

สารกลุ)มเอไมด� (Amide) และไนไตร�ล (nitrile) ที่ใช0เป=นส)วนผสมสําคัญของยาฆ)าแมลง เป=นสารตกค0าง
กลุ)มใหญ)ท่ีพบในส่ิงแวดล0อม ซึ่งมีการตรวจพบการปนเป&'อนในพื้นท่ีทางการเกษตรและแหล)งนํ้าในบริเวณใกล0เคียง 
ในเกือบทุกประเทศของทวีปยุโรปและอเมริกา (European Environment Agency, 1999; Barbash et al., 
2001) นอกจากน้ีหากสารประกอบอินทรีย�ดังกล)าวเกิดการสลายหรือเปล่ียนรูปไปบางส)วน โดยกลไกทางชีวภาพที่
เกิดจากแบคทีเรียท่ีผิวดินและแหล)งนํ้า ยังอาจทําให0เกิดเป=นสารตัวกลาง (metabolite) ที่มีพิษต)อส่ิงแวดล0อม ซึ่ง
ไม)สามารถสลายทางชีวภาพได0อีกด0วย (Sinclair & Boxall, 2003; Boxall et al., 2004)  ตัวอย)างเช)น สาร
ตัวกลาง BAM (2,6-dichlorobenzamide) ที่เกิดจากการสลายยาฆ)าแมลงไดคลอเบนนิล (dichlobenil) ที่รู0จักใน
ช่ือของไดคลอโรเบนโซไนไตร�ล (2,6-dichlorobenzonitrile) ที่ตรวจพบปริมาณสูงเกินค)าที่กําหนด (>0.1 
ไมโครกรัมต)อลิตร) ในตัวอย)างนํ้าผิวดินในพื้นที่เกษตร จํานวน 5000 บริเวณท่ีใช0เป=นแหล)งผลิตนํ้าด่ืมของประเทศ
เดนมาร�ก จากการสํารวจการปนเป&'อนของ BAM ระหว)างป2 ค.ศ. 1992-2002 (Geological Survey of Denmark 
and Greenland, 2004) นอกจากน้ียังพบการปนเป&'อนในบริเวณแหล)งนํ้าผิวดินของประเทศอ่ืนในทวีปยุโรป ได0แก) 
เนเธอร�แลนด� เยอรมนี อิตาลี และสวีเดน (Wolter et al., 2001; Kreuger et al., 2003; Versteegh & 
teBiesebeek, 2003; Porazzi et al., 2005;)  ซ่ึงเคยมีรายงานถึงความเป=นพิษของสารไนไตร�ลและเอไมด� ที่
สามารถเหน่ียวนําการกลายพันธุ� (mutagenic) และก)อให0เกิดมะเร็ง (carcinogenic) ในสัตว�ทดลอง ที่ได0รับเข0า
ร)างกายปริมาณสูงอย)างต)อเน่ืองเป=นเวลานาน (Nawaz et al., 1991; Pollak et al., 1991) แต)ในอีกด0านหน่ึง 
สารไนไตร�ลและเอไมด� ยังจัดเป=นสารประกอบท่ีมีความสําคัญกลุ)มหน่ึงและมีความต0องการสูงในอุตสาหกรรมเคมี ที่
สามารถใช0เป=นสารต้ังต0นในการสังเคราะห�สารอินทรีย�จํานวนมาก ได0แก) สารประกอบเอไมด� เอมีน (amine)  
อะมิดีน (amidines) กรดคาร�บอกซิลิก (carboxylic acid) เอสเทอร� (ester) อัลดีไฮด� (aldehyde) คีโตน 
(ketone) และสารประกอบเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic compound) ท่ีมีคุณค)าทางเศรษฐกิจสูง และนิยม
นําไปใช0เป=นสารตัวกลางในอุตสาหกรรมต)างๆ เช)น การผลิตสีย0อม สารช)วยประสาน (emulsifiers) หรือตัวทํา
ละลายในการผลิตยาฆ)าแมลง เป=นแหล)งไนโตรเจนในอาหารสัตว� องค�ประกอบในเครื่องสําอาง และยาปฏิชีวนะ 
เป=นต0น (Mathew et al., 1988; Kobayashi et al., 1992; Banerjee et al., 2002; Hu et al., 2007; Zheng 
et al., 2007)  

ปฏิกิริยาท่ีเร)งโดยเอนไซม�เป=นปฏิกิริยาที่ได0รับความนิยมอย)างมากจากอดีตถึงปnจจุบัน เน่ืองจากสามารถ
เกิดปฏิกิริยาได0ในสภาวะที่อ)อนโยนและมีความจําเพาะสูงต)อสารต้ังต0นที่มีความหลากหลายของโครงสร0างทางเคมี 
โครงสร0างเรจิโอ และโครงสร0างสเตอริโอ ไม)มีผลกระทบต)อส่ิงแวดล0อม ไม)มีการใช0เคร่ืองมือท่ีมีราคาแพง และ
สามารถควบคุมความปลอดภัยของปฏิกิริยาได0 (Nawaz et al., 1991; Sheldon & Rantwijk, 2004) นอกจากน้ี
ยังสามารถสังเคราะห�สารประกอบเคมีท่ีมีโครงสร0างซับซ0อน อย)างจําเพาะได0อีกด0วย (Patel, 2006) การใช0
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จุลินทรีย�เปล่ียนรูปสารเคมี (biotransformation) หรือการใช0ตัวเร)งปฏิกิริยาทางชีวภาพ (เอนไซม�) ที่ผลิตจาก
จุลินทรีย� เปล่ียนรูปหรือสลายสารพิษน้ันกําลังได0รับความสนใจอย)างมาก โดยปฏิกิริยาพื้นฐานท่ีจุลินทรีย�ใช0ในการ
สลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล (Banerjee et al., 2002) น้ัน คือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ที่เกิดจาก
การทํางานของกลุ)มเอนไซม�สลายไนไตร�ล (nitrile-degrading enzyme) ได0แก) เอนไซม�ไนไตร�ไฮดราเตส (nitrile 
hydratase; EC 4.2.1.84), เอนไซม�ไนไตร�เลส (nitrilase; EC 3.5.5.1) และเอนไซม�เอไมเดส (amidase; EC 
3.5.1.4) ซ่ึงเป=นเอนไซม�ที่มีกําลังการซ้ือขายมากและนิยมใช0เร)งปฏิกิริยาผลิตสารตัวกลางที่มีค)าในอุตสาหกรรมเคมี 
ยกตัวอย)างเช)น การใช0เอนไซม�ไนไตร�ไฮดราเตส เปล่ียนรูปสารกลุ)มไนไตร�ลเป=นเอไมด� (Asano et al., 1982a) และ
ใช0เอนไซม�อะมิเดส เปล่ียนเอไมด�ที่เกิดข้ึนเป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนียต)อไป (Asano et al., 1982b) หรือ
การใช0เอนไซม�ไนไตร�เลสเปล่ียนไนไตร�ลเป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนียในข้ันตอนเดียว (Nagasawa & 
Yamada, 1989; Kobayashi et al., 1990) ดังแสดงปฏิกิริยาในภาพที่ 1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 วิถีการสลายไนไตร�ลโดยเอนไซม�สลายไนไตร�ล 

แบคทีเรียสลายไนไตร�ลและเอไมด� เป=นกลุ)มของแบคทีเรียที่ได0รับการยืนยันแล0วว)า มีระบบเอนไซม�ที่
สามารถเปล่ียนรูปสารประกอบไนไตร�ลและเอไมด�ได0เป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย  ซึ่งมีการนํามา
ประยุกต�ใช0ในกระบวนบําบัดสารพิษทางชีวภาพ (bioremediation) อย)างแพร)หลายจากอดีตจนถึงปnจจุบัน 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008)  เมื่อเร็วๆน้ี 
ห0องปฏิบัติการชีวเคมีส่ิงแวดล0อมและจุลินทรีย�บําบัด ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยบูรพา ได0ทํา
การคัดแยกแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�จากตัวอย)างนํ้าท้ิงในแหล)งชุมชนของจังหวัดชลบุรี และระบุสายพันธุ�เป=น 
Enterobacter aerogenes ซึ่งสามารถเจริญได0ดีในสภาวะท่ีมีอะคริลาไมด�ความเข0มข0น 0.5% (นํ้าหนักต)อ
ปริมาตร) เป=นแหล)งคาร�บอนเดียว ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และค)าพีเอช ระหว)าง 6.0-9.0 เมื่อติดตามการ
สลายอะคริลาไมด�ของ E. aerogenes ในระดับเซลล� พบว)าแบคทีเรียสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0เป=น 
กรดอะคริลิกและแอมโมเนีย ในลักษณะท่ีข้ึนกับจํานวนมวลชีวภาพ (biomass) และเมื่อปริมาณของเซลล�เข0าสู)
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ระยะการเจริญคงท่ี (stationary phase) แบคทีเรียจะสามารถเปล่ียนกรดอะคริลิกเป=นสารประกอบท่ีมีความมีข้ัว
ตํ่ากว)าได0 นอกจากน้ี E. aerogenes ยังสามารถสลายสารกลุ)มเอไมด�และสารอนุพันธ�ได0หลายชนิด ท่ีค)าร0อยละการ
เปล่ียนรูป (% conversion) ต)างกันคือ สามารถสลายบิวทิราไมด� (butyramide) และยูเรีย (urea) ได0อย)าง
สมบูรณ� ขณะท่ีสลายแล็กตาไมด� (lactamide) ได0 86% สําหรับความสามารถในการสลายฟอร�มาไมด� 
(formamide) เบนซาไมด� (benzamide) อะซีตาไมด� (acetamide) ไซยาโนอะซีตาไมด� (cyanoacetamide) และ
โพรไพโอนาไมด� (propionamide) เรียงลําดับจากมากไปน0อยได0เป=น 55.27%, 54.82%, 49.57%, 48.81% และ 
30.20%  แต)ไม)สามารถสลายเมทิลลีนบิสอะคริลาไมด� (N,N-methylene bisacrylamide) โซเดียมเอไซด� 
(sodium azide) ไทโออะซีตาไมด� (thioacetamide) และไอโอโดอะซีตาไมด� (iodoacetamide) ได0 (Buranasilp 
& Charoenpanich, 2011) 

เป=นที่ทราบดีแล0วว)า กระบวนการสลายเอไมด� เป=นแอมโมเนียและกรดอะคริลิก ของแบคทีเรียสลายเอไมด� 
(อะคริลาไมด�) น้ัน เกิดจากการทํางานของเอนไซม�เอไมเดส ในปฏิกิริยาดีอะมิเนช่ัน (deamination) และเม่ือเร็วๆ
น้ี นักวิจัยในห0องปฏิบัติการชีวเคมีส่ิงแวดล0อมและจุลินทรีย�บําบัด ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัย
บูรพา ได0ใช0เทคนิคพีซีอาร�หาลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีนเอไมเดสใน E. aerogenes พบลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน
ขนาด 726 คู)เบส ที่สามารถคาดเดาเป=นกรดอะมิโนจํานวน 242 ตัว และมีความคล0ายคลึงมากกว)าร0อยละ 80 กับ
ยีนของเอนไซม�ในกลุ)มไนไตร�เลส/ไซยาไนด�ไฮโดรเลส และเอไมเดสของแบคทีเรียกลุ)ม Enterobacteriaceae ท่ีมี
ในฐานข0อมูลโลก และลําดับกรดอะมิโนที่คาดเดาจากลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีหาได0 พบความเหมือนมากกว)า 88% กับ
เอนไซม�ในกลุ)มเดียวกัน (Mangkalad & Charoenpanich, 2011, Mangkalad & Charoenpanich, 
unpublished data)  เมื่อใช0ข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีได0มาจําลองเป=นโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสจาก 
E. aerogenes พบว)าเอนไซม�มีโครงสร0างเป=นโปรตีนก0อนกลมแบบ α/β ที่ประกอบด0วย แอลฟา-ฮีลิกซ� (α-
helix) จํานวน 6 เกลียว และบีตา-ชีท (β-sheet) จํานวน 6 สายท่ีจับกันเป=นแผ)นเรียบ 2 แผ)น ท่ีมีความคล0ายคลึง 
45% กับโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�ไนไตร�เลส จาก Xanthomonas camprestis ซ่ึงเป=น เอนไซม�ที่ตัดพันธะ
ระหว)างอะตอมคาร�บอนและไนโตรเจนที่ไม)ใช)พันธะเพปไทด� ในกลุ)มของเอนไซม�สลายไนไตร�ล และมีกรดอะมิโนที่
คาดว)าจะเก่ียวข0องกับการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�คือ กรดอะมิโนกลูตามิก ตําแหน)งท่ี 27 (glutamic acid; E27) 
กรดอะมิโนไลซีน ตําแหน)งที่ 92 (lysine; K92) และกรดอะมิโนซีสเตอีน ตําแหน)งท่ี 126 (cysteine; C126) 
(Mangkalad & Charoenpanich, unpublished data) 

ปnจจุบัน ในหลายประเทศมีการประยุกต�ใช0 เอนไซม� ท่ีผลิตจากจุลินทรีย� หรือเซลล�ตรึงของจุลินทรีย� 
(Immobilized cells) ในการสลายสารตกค0างจากกระบวนการอุตสาหกรรม เน่ืองจากเป=นวิธีที่ใช0เวลาไม)นานและ
ไม)ก)อให0เกิดผลกระทบในภายหลัง สําหรับการกําจัดสารเอไมด�และไนไตร�ล เคยมีรายงานเช)นกันถึงการนํากลุ)ม
เอนไซม�สลายไนไตร�ล มาสลายสารเอไมด�และไนไตร�ลท่ีตกค0างในกระบวนการอุตสาหกรรม หรือการเกษตร 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008)  แต)ท้ังน้ี
ประสิทธิภาพในการสลายสารพิษของจุลินทรีย�ก็ยังข้ึนอยู)กับหลายปnจจัย ไม)ว)าจะเป=นความสามารถของจุลินทรีย�ที่
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จะดัดแปลงตัวเองให0เจริญในสภาวะแวดล0อมท่ีต)างออกไป เช)น ในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง สภาวะท่ีมีความเป=นกรด
หรือด)าง สภาวะท่ีมีโลหะ ตัวทําละลายอินทรีย� หรือสารพิษบางชนิดปนเป&'อน และปnญหาในเรื่องของการควบคุม
การแพร)กระจายของจุลินทรีย�จากระบบบําบัดลงสู)แหล)งนํ้าข0างเคียง ขณะเดียวกันการใช0เอนไซม�ในการสลายสาร
กลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล ท่ีเคยมีรายงานมาก)อนหน0าก็ยังมีข0อจํากัดในเรื่องต0นทุนการผลิตเอนไซม�บริสุทธ์ิท่ีจะ
นํามาใช0 ซ่ึงส)วนใหญ)เป=นการนําเข0าจากต)างประเทศ รวมท้ังเมื่อสลายด0วยเอนไซม�แล0ว จําเป=นต0องมีกระบวนการที่
มีประสิทธิภาพในการแยกเอนไซม�ออกจากผลิตภัณฑ�กรดอะคริลิกท่ีได0 ซึ่งเป=นข้ันตอนที่ส้ินเปลืองเวลา ต0นทุน และ
พลังงาน  ดังน้ันโครงการวิจัยน้ีจึงมีเป�าหมายในตอนต0นที่จะผลิตเอนไซม�ตรึงรูปศักยภาพสูง สําหรับใช0ในการสลาย
สารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลโดยใช0เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ดัดแปลงกรดอะมิโนในบริเวณเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�
เอไมเดส จาก E. aerogenes (Buranasilp & Charoenpanich, 2011; Mangkalad & Charoenpanich, 2011, 
Mangkalad & Charoenpanich, unpublished data) และตรึงรูปเอนไซม�ที่ผ)านการดัดแปลง เพื่อนํามาใช0ซ้ํา
สําหรับกระบวนการสลายสารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล ในระดับอุตสาหกรรมต)อไป  

จากอุปสรรคในการแสดงออกริคอมบิแนนท�เอไมเดสของ E. aerogenes ท่ีเกิดปnญหาอินคลูช่ันบอด้ี 
(inclusion bodies) ท่ีทําให0ริคอมบิแนนท�เอไมเดสจับตัวเป=นก0อนตกตะกอนอยู)ภายในเซลล� ซึ่งไม)สามารถแก0ไขได0
แม0จะทําการเปล่ียนระบบเซลล�ให0อาศัยหรือการโคลนยีนอีกครั้งจากการดัดแปลงลําดับนิวคลีโอไทด�ให0เหมาะสมกับ
การเลือกใช0โคดอนของ Escherichia coli แล0วก็ตามในการดําเนินการวิจัยป2ท่ี 1 และ 2 ของโครงการวิจัย จึงไม)
สามารถทําการตรึงรูปเอนไซม�เอไมเดสต)อได0 ซึ่งในการดําเนินการวิจัยป2ท่ี 2 คณะผู0วิจัยได0เปล่ียนแผนการ
ดําเนินงานวิจัยมาเป=นการค0นหาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสลายสารประกอบกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ล เพื่อ
นํามาใช0ในรูปของเซลล�ตรึงสลายการปนเป&'อนของสารกลุ)มดังกล)าวแทน โดยในป2ท่ี 2 น้ี ได0มุ)งเน0นท่ีการค0นหา
แบคทีเรียใต0ทะเลท่ีมีศักยภาพในการสลายสารปนเป&'อนอะคริลาไมด� ซึ่งเป=นสารประกอบเอไมด�ที่พบการปนเป&'อน
บ)อยในพื้นที่การเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรมท่ีต0องใช0ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซช่ันแล0ว สําหรับการดําเนินการวิจัย
ในป2ที่ 3 เน่ืองจากมีข0อมูลการสร0างแบบจําลองโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสจาก E. aerogenes ท่ีพบว)า
มีความคล0ายคลึงกับโครงสร0างของเอนไซม�ไนไตร�เลส จาก Xanthomonas camprestis ซ่ึงเป=น เอนไซม�ท่ีตัด
พันธะระหว)างอะตอมคาร�บอนและไนโตรเจนที่ไม)ใช)พันธะเพปไทด� ในกลุ)มของเอนไซม�สลายไนไตร�ลดังกล)าว
มาแล0วข0างต0น จึงมีความเป=นไปได0ที่ E. aerogenes จะมีศักยภาพในการสลายสารประกอบไนไตร�ล โดยเฉพาะ
อะคริโลไนไตร�ลท่ีเป=นสารต้ังต0นของการผลิตอะคริลาไมด�และพบการปนเป&'อนสูงในส่ิงแวดล0อมเช)นกัน ด0วยเหตุน้ีใน
ป2ที่ 3 ของการดําเนินการวิจัย ผู0วิจัยจึงมุ)งเน0นไปที่การทดสอบศักยภาพของ E. aerogenes ในการสลายสาร 
อะคริโลไนไตร�ลและสารประกอบกลุ)มไนไตร�ลชนิดอ่ืน เพื่อนํามาประยุกต�ใช0ในการสลายสารประกอบไนไตร�ลในรูป
ของเซลล�ตรึงต)อไป 

1.2 วัตถุประสงค%ของการวิจัย 
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� E. aerogenes ในการสลายอะคริโลไนไตร�ลและ

สารประกอบกลุ)มไนไตร�ลชนิดอ่ืน 
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวขYอง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวขYอง 

2.1.1 การปนเป12อนของสารกลุ4มเอไมด%และไนไตร%ลในส่ิงแวดลYอม 

สารกลุ)มเอไมด�และไนไตร�ลที่ใช0เป=นส)วนผสมสําคัญของยาฆ)าแมลงหรือสารกําจัดวัชพืช (Banerjee et 
al., 2002) เป=นสารตกค0างกลุ)มใหญ)ท่ีพบในส่ิงแวดล0อม ซึ่งมีการตรวจพบการปนเป&'อนในพื้นท่ีทางการเกษตรและ
ในแหล)งนํ้าบริเวณใกล0เคียง ในเกือบทุกประเทศของทวีปยุโรปและอเมริกา (European Environment Agency, 
1999; Barbash et al., 2001) นอกจากน้ีหากสารประกอบอินทรีย�ดังกล)าวเกิดการสลายหรือเปล่ียนรูปไปบางส)วน 
โดยกลไกทางชีวภาพที่เกิดจากแบคทีเรียท่ีผิวดินและแหล)งนํ้า อาจทําให0เกิดเป=นสารตัวกลาง (metabolite) ท่ีมีพิษ
ต)อส่ิงแวดล0อม ซึ่งไม)สามารถสลายได0เองทางชีวภาพอีกด0วย (Sinclair and Boxall, 2003; Boxall et al., 2004) 
ยกตัวอย)างเช)น สารตัวกลาง BAM (2,6-dichlorobenzamide) ที่เกิดจากการสลายยาฆ)าแมลงไดคลอเบนนิล 
(dichlobenil) ที่รู0จักในช่ือของไดคลอโรเบนโซไนไตร�ล (2,6-dichloroben zonitrile) ท่ีตรวจพบปริมาณสูงเกิน
ค)าที่กําหนด (>0.1 ไมโครกรัมต)อลิตร) ในตัวอย)างนํ้าผิวดินของพื้นท่ีเกษตรกรรม จํานวน 5000 บริเวณที่ใช0เป=น
แหล)งผลิตนํ้าด่ืมของประเทศเดนมาร�ก จากผลการสํารวจการปนเป&'อนของ BAM ในช)วงระหว)างป2 ค.ศ. 1992 ถึง 
ค.ศ. 2002 (Geological Survey of Denmark and Greenland, 2004) นอกจากน้ียังพบการปนเป&'อนของ BAM 
ในบริเวณแหล)งนํ้าผิวดินของประเทศอ่ืนในภาคพื้นยุโรป เช)น เนเธอร�แลนด� เยอรมนี อิตาลี และสวีเดน อีกด0วย 
(Wolter et al., 2001; Kreuger et al., 2003; Versteegh and teBiesebeek, 2003; Porazzi et al., 2005;)   

จากอดีตถึงปnจจุบันมีรายงานจํานวนไม)น0อยกล)าวถึงความเป=นพิษของสารกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด� ที่
สามารถเหน่ียวนําให0เกิดการกลายพันธุ� (mutagenic) และก)อให0เกิดมะเร็ง (carcinogenic) ในสัตว�ทดลองที่ได0รับ
สารกลุ)มดังกล)าวเข0าสู)ร)างกายปริมาณสูงอย)างต)อเน่ืองเป=นเวลานาน (Nawaz et al., 1991; Pollak et al., 1991) 
แต)ในอีกทางหน่ึง สารไนไตร�ลและเอไมด� ก็ยังได0รับการยอมรับว)าเป=นสารประกอบท่ีมีความสําคัญกลุ)มหน่ึงและมี
ความต0องการสูงในอุตสาหกรรมเคมี โดยสามารถใช0เป=นสารต้ังต0นของกระบวนการสังเคราะห�สารอินทรีย�จํานวน
มาก ได0แก) สารประกอบเอไมด�, เอมีน, เอมิดีน, กรดคาร�บอกซิลิก, เอสเทอร�, อัลดีไฮด�, คีโตน และสารประกอบ
เฮเทอโรไซคลิกที่มีคุณค)าทางเศรษฐกิจสูงและนิยมนําไปใช0เป=นสารตัวกลางในอุตสาหกรรมต)างๆ เช)น การผลิต
พลาสติกและยาง การผลิตสีย0อม ระบบบําบัดนํ้าท้ิง เครื่องเขียนและหมึกพิมพ� รวมท้ังใช0เป=นสารช)วยประสานหรือ
ตัวทําละลายในการผลิตยาฆ)าแมลง เป=นแหล)งไนโตรเจนในอาหารสัตว� ส)วนประกอบในเครื่องสําอางและ 
ยาปฏิชีวนะ เป=นต0น (Mathew et al., 1988; Kobayashi et al., 1992; Banerjee et al., 2002; Hu et al., 
2007; Zheng et al., 2007)  

ในช)วงสิบป2ที่ผ)านมา การใช0เอนไซม�เป=นตัวเร)งปฏิกิริยาทางชีวภาพสําหรับการสังเคราะห�สารเคมีทาง
อุตสาหกรรมได0รับความสนใจเพิ่มมากข้ึน เน่ืองจากสามารถเกิดปฏิกิริยาได0ในสภาวะท่ีอ)อนโยนและมีความจําเพาะ
ต)อสับสเตรทสูง ท้ังแบบท่ีมีการคัดเลือกโครงสร0างเคมี (chemo-selectivity) โครงสร0างเรจิโอ (regio-selectivity) 



 
 

15 
 

และโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร� (enantio-selectivity) รวมท้ังไม)เป=นพิษต)อส่ิงแวดล0อม สามารถดําเนินปฏิกิริยาได0
โดยใช0เครื่องมือราคาถูก และสามารถควบคุมความปลอดภัยของปฏิกิริยาได0 (Nawaz et al., 1991; Sheldon 
and Rantwijk, 2004) นอกจากน้ีการใช0เอนไซม�เร)งปฏิกิริยายังสามารถทําการสังเคราะห�สารประกอบท่ีมี
โครงสร0างเคมีซับซ0อนได0อีกด0วย (Patel, 2006) 

ในอีกทางหน่ึง การเปล่ียนหมู)เคมีด0วยกระบวนการทางชีวภาพที่เกิดข้ึนในจุลินทรีย� (biotransforma-
tion) หรือการเลือกใช0เอนไซม�เฉพาะท่ีเก่ียวข0องกับกระบวนการสลายทางชีวภาพ (biodegradation) ของ 
จุลินทรีย� ก็เป=นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีนิยมนํามาประยุกต�ใช0ในอุตสาหกรรมการผลิตสารเคมี สําหรับกระบวนการสลาย
ทางชีวภาพสารกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด�ท่ีเกิดข้ึนในจุลินทรีย�น้ัน จะมีเอนไซม�กลุ)มเฉพาะท่ีสามารถเร)งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) พันธะระหว)างคาร�บอนและไนโตรเจน (C-N bond) ที่อยู)ภายในโมเลกุลของสารกลุ)ม
ดังกล)าวท่ีเรียกว)า เอนไซม�สลายไนไตร�ลและเอไมด� (Nitrile-amide hydrolyzing enzyme) 

2.1.2 เอนไซม%สลายไนไตร%ลและเอไมด% 

เอนไซม�สลายไนไตร�ลและเอไมด� เป=นระบบเอนไซม�ที่พบได0ทั่วไปในกระบวนการสลายไนไตร�ลที่เกิดข้ึน
ในจุลินทรีย� ซ่ึงสามารถเกิดได0 2 วิถี คือ วิถีท่ี 1 ที่บางครั้งเรียกว)า วิถีทางตรง เกิดข้ึนจากการทํางานของเอนไซม� 
ไนไตร�เลส (nitrilase) เร)งปฏิกิริยาเปล่ียนไนไตร�ล เป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย และวิถีท่ี 2 เป=นปฏิกิริยา
ควบคู)สองปฏิกิริยาท่ีเกิดจากการทํางานของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase) เปล่ียนรูปไนไตร�ลเป=น
เอไมด� ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาต)อไปจากการทํางานของเอนไซม�เอไมเดส (amidase) เปล่ียนผลิตภัณฑ�เอไมด�ที่เกิดข้ึน
เป=นเป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย โดยในปnจจุบันเอนไซม�ท้ัง 3 ชนิดน้ีได0รับความสนใจนํามาใช0เป=นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาเพิ่มมากข้ึนในอุตสาหกรรมเคมีที่มีการสังเคราะห�กรดอินทรีย� (Gao et al., 2007; Song et al., 2007; 
Wang et al., 2007) โดยเฉพาะเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสท่ีนิยมนํามาใช0เป=นตัวเร)งปฏิกิริยาพื้นฐานของ
กระบวนการผลิตสารอะคริลาไมด� (acrylamide) และสารประกอบเอไมด�หลายชนิด (Endo et al., 2001; 
Yamada & Kobayashi, 1996) โดยทั่วไปยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสน้ีมักจะมีการจัดเรียงตัว
ในรูปของโอเปรอน (operon) ที่ประกอบด0วยยีนสองยีน (เรียกว)าเป=นหน)วยย)อยแอลฟ�า- และหน)วยย)อยบีต0า- ของ
เอนไซม�) คือ ยีนท่ีกําหนดการสร0างโปรตีนกระตุ0นของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase activator) 
และยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดส ที่สามารถเกิดปฏิกิริยาควบคู)เปล่ียนรูปไนไตร�ลเป=นกรดคาร�บอกซิลิก
และแอมโมเนียได0 (Mayaux et al., 1991) 

2.1.3 เอนไซม%เอไมเดส 

เอนไซม�เอไมเดสหรือเอนไซม�อะมิโดไฮโดรเลส (amidohydrolase) มีเลขตามระบบคือ EC 3.5.1.4 จัด
อยู)ในกลุ)มของเอนไซม�ไฮโดรเลส (hydrolase) เร)งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) กรดคาร�บอกซิลิกเอไมด�
โมเลกุลเด่ียว (monocarboxylic acid amide) ได0ผลิตภัณฑ�สองชนิดคือ คาร�บอกซิเลต (carboxylate) และเอมีน 
(amine) ในรูปของแอมโมเนีย ดังแสดงในภาพท่ี 2 ซึ่งพบได0ทั่วไปทั้งในเซลล�โปรคาริโอต (prokaryotic cells) 
และเซลล�ยูคาริโอต (eukaryotic cells) โดยเก่ียวข0องกับเมแทบอลิซึมของไนโตรเจน (nitrogen metabolism)  

   
 
 

ภาพท่ี 2 การเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�เอไมเดส (Sharma et al., 2009) 
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เอนไซม�เอไมเดสเป=นเอนไซม�ที่นิยมนํามาใช0อย)างแพร)หลายในกระบวนการอุตสาหกรรมเคมีและทาง
เภสัชกรรม โดยใช0เป=นตัวเร)งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสารกลุ)มเอไมด� แบบที่มีความจําเพาะทางเคมี (chemo-
selective) โครงสร0างเรจิโอ (regioselective) และโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร� (enantioselective) เพื่อผลิต
สารประกอบบริสุทธ์ิ เช)น ยาปฏิชีวนะ (ใช0เอนไซม�เพนนิซิลินอะซิเลส, penicillin acylase) การผลิตเพปไทด�  
(ใช0เอนไซม�เพปไทด�เอไมเดส, peptide amidase) การวิเคราะห�ไกลโคโปรตีน (ใช0เอนไซม�กลุ)มแอสพาราจีน 
เอไมเดส, peptide-N4-(N-acetyl-β-D-glucosainyl) asparagines amidase) และการเปล่ียนวงของอิไมด� 
(imide) (ใช0เอนไซม�อิมิเดส, imidase) เป=นต0น นอกจากน้ียังมีการใช0เอนไซม�เอไมเดสเป=นตัวเร)งปฏิกิริยาใน
อุตสาหกรรมการผลิตกรดอะคริลิก ซึ่งเป=นหน)วยโครงสร0างหลักในการสังเคราะห�อะคริลิกเอสเทอร� (acrylic ester) 
ซึ่งเป=นโมโนเมอร�สําหรับโพลีอะคริลิก (polyacrylic acid) ในอุตสาหกรรมการผลิตสีและการขัดเงาเครื่องหนัง หรือ
ใช0เป=นโมโนเมอร�ร)วม (co-monomer) กับเอทิลีน (ethylene) ได0เป=นโพลีเมอร�ท่ีใช0ในการสังเคราะห�เรซินที่
สามารถแลกเปล่ียนไอออน (ion-exchange resin) สําหรับใช0ในการผลิตเครื่องกรองหรือเครื่องกล่ันนํ้า ใช0ในระบบ
บําบัดนํ้าเสีย เป=นต0น (Lira & McCrackin, 1993; Danner et al., 1998) 

เน่ืองจากเอนไซม�เอไมเดสแต)ละชนิดมีกลไกการเร)งปฏิกิริยาท่ีมีความแตกต)างกัน จึงทําให0การจัด
จําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสยังไม)ชัดเจนนัก ส)วนใหญ)จะจัดจําแนกตามชนิดของการเกิดปฏิกิริยา ลําดับกรด 
อะมิโน และความใกล0เคียงของวงศ�วานวิวัฒนาการ (Chebrou et al., 1996; Pace & Brenner, 2001; 
Fouranad & Arnaud, 2001; Pertsovich et al., 2005) โดยทั่วไปเอนไซม�เอไมเดสสามารถทําปฎิกิริยาได0 4 
ชนิด คือ ปฏิกิริยาอะมิโดทรานส�เฟอเรส (amidotransferase activity) ปฏิกิริยาเอซิลทรานสเฟอเรส 
(acyltransferase activity) ปฏิกิริยาเอซิดทรานสเฟอเรส (acidtransferase activity) และ ปฏิกิริยาเอสเทอ-
ทรานสเฟอเรส (estertransferase activity) จึงทําให0เอนไซม�เอไมเดสสามารถทําปฏิกิริยาได0กับสับสเตรทที่
หลากหลาย และหากทําการจัดจําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสตามชนิดของการเกิดปฏิกิริยาโดยอาศัย
ความจําเพาะกับสับสเตรทที่แตกต)างกัน สามารถแบ)งเอนไซม�เอไมเดสได0เป=น 2 กลุ)มใหญ)และมีการกําหนดเลขตาม
ระบบคือ EC 3.5.1 (ประกอบด0วยเอนไซม�ท้ังส้ิน 77 ชนิด มีเลขตามระบบคือ 3.5.1.1-3.5.1.77) ท่ีเร)งปฏิกิริยาการ
สลายอะลิฟาติกเอไมด�สายส้ัน (short-chain aliphatic amide) เช)น อะซีตาไมด� (acetamide) อะคริลาไมด� 
(acrylamide) และโพรไพโอนาไมด� (propionamide) เป=นต0น และ EC 3.5.2 (ประกอบด0วยเอนไซม�ทั้งส้ิน 14 
ชนิด ท่ีมีเลขตามระบบต้ังแต) 3.5.2.1 ถึง 3.5.2.14) ซึ่งจะเร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอไมด�สายยาว เช)น  
ไอโซบิวทิราไมด� (isobutyramide) วาลีราไมด� (valeramide) และเฮกซาโนเอไมด� (hexanoamide) โดยต0องทํา
ปฏิกิริยาร)วมกับเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส และมักเป=นเอนไซม�ที่เก่ียวข0องกับเมแทบอลิซึมในการสลายไนไตร�ล 
(nitrile metabolism) ของแบคทีเรีย แต)หากแบ)งเอนไซม�เอไมเดสตามชนิดของสับสเตรทและลักษณะการเร)ง
ปฏิกิริยาจะสามารถแบ)งได0เป=น 7 กลุ)ม ดังสรุปในภาพที่ 3 ซ่ึงชนิดของเอนไซม�เอไมเดสที่หาได0ง)ายในแบคทีเรียและ
นิยมนํามาประยุกต�ใช0ในระดับอุตสาหกรรมสูงท่ีสุดคือ เอนไซม�เอซิลาไมด� อะมิโดไฮโดรเลส (acylamide 
amidohydrolase; EC 3.5.1.4) ที่เร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอซิลาไมด� (aliphatic acylamide) ได0เป=นคู)
กรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย   
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      ภาพที่ 3 การจัดจําแนกชนิดของเอนไซม�เอไมเดสที่เสนอโดย Monica Sharma และคณะ (2009) 

ในปnจจุบันยังนิยมนําเอนไซม�เอไมเดสมาใช0ในการเปล่ียนรูปสารกลุ)มไนไตรล�และเอไมด� เพื่อผลิตกรด
อินทรีย� (organic acids) ท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจหลายชนิด ยกตัวอย)างเช)น กรดอะคริลิก (acrylic acid) 
กรดพารา-อะมิโนเบนโซอิก (p-aminobenzoic acid) กรดไพราซิโนอิก (pyrazinoic acid) กรดนิโคตินิก 
(nicotinic acid) เป=นต0น และยังสามารถนําคุณสมบัติในการเปล่ียนรูปสารมาใช0ในกระบวนการบําบัดทางชีวภาพ
สารปนเป&'อนกลุ)มไนไตร�ลและเอไมด�ท่ีมักพบการตกค0างในบริเวณโรงงานอุตสาหกรรมและพื้นที่เกษตรกรรมที่มีการ
ใช0ยาฆ)าแมลงจํานวนมาก (Barsomine et al., 1990, Benerjee et al., 2002, Fournand & Arnaud, 2001; 
Sugai et al., 1997) ดังกล)าวมาแล0ว 

สําหรับการจัดจําแนกชนิดของเอนไซม�เอไมเดสตามความคล0ายคลึงของลําดับกรดอะมิโน โดยทําการ
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับฐานข0อมูลลําดับกรดอะมิโนที่เคยมีรายงาน พบความคล0ายคลึงของลําดับกรด 
อะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสกลุ)มท่ี 1 (EC 3.5.1) อย)างมีนัยสําคัญทางสถิติกับยีนที่
กําหนดการสร0างเอนไซม�ไนไตร�เลส, ไซยาไนด�ไฮดราเทส (cyanide hydratase) และ บีต0า-อะลานีนซินเทส (β-
alanine synthase) ซ่ึง Bork และ Koonin (1994) เคยรายงานว)าเอนไซม�เหล)าน้ีเป=นเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องกับ
ปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) ของสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย�และการผลิตแอมโมเนีย โดยมีบริเวณโมทิฟ 
(motif) หลายบริเวณที่มีความอนุรักษ� โดยพบว)ากรดอะมิโนซีสเทอีนและกลูตามิคเป=นกรดอะมิโนท่ีมีความอนุรักษ�
สูงและอาจจะเก่ียวข0องกับกลไกการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�ในกลุ)มน้ี ต)อมาในป2 ค.ศ. 1996 Chebrou และคณะ
ได0ทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อะฟาติกเอไมด�กลุ)มท่ี 2 (EC 3.5.2) 
พบว)ามีความคล0ายคลึงกับลําดับกรดอะมิโนของยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�อินโดลอะซิตาไมด�ไฮโดรเลส 
(indole-acetamide hydrolase) หลายชนิด, 6-อะมิโนเฮกซาโนอะซีไซคลิกไดเมอร�ไฮโดรเลส (6-amino 
hexanoatecyclic-dimer hydrolase; EC 3.5.2.12) และเอไมเดสจากยีสต�และฟnงไจหลายชนิด (EC 3.5) โดย
พบว)ามีโครงสร0างจตุรภูมิ (quaternary structure) ที่คล0ายคลึงกันคือมีการจับตัวเป=นโครงสร0างเชิงซ0อนไดเมอร� 
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(homodimeric complex) หรืออ�อกตาเมอร� (homooctameric complex) ที่คล0ายกันมาก (Kobayashi et al., 
1997; Novo et al., 1995; Chebrou et al., 1996; Mayaux et al., 1991) นอกจากน้ียังพบว)าเอนไซม�ทั้งหมด
มีบริเวณโมทิฟที่ประกอบด0วยกรดอะมิโนไกลซีนและเซรีน (GGSS motif) ท่ีมีความอนุรักษ�สูงและน)าจะเก่ียวข0อง
กับกลไกการเร)งปฏิกิริยา และยังมีกรดอะมิโนที่พบความอนุรักษ�ที่ตําแหน)งหลังจากบริเวณโมทิฟ GGSS คือ ไกลซีน 
แอสปาติก และเซรีน ที่ตําแหน)ง 17 19 และ 23 หลัง (downstream) จากบริเวณโมทิฟ GGSS (Chebrou et al., 
1996) และเป=นเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องกับปฏิกิริยารีดักช่ันของสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย�และการผลิตแอมโมเนีย
เช)นกัน ดังน้ันเมื่อพิจารณาจากความคล0ายคลึงกันของลําดับกรดอะมิโนทําให0แบ)งเอนไซม�เอไมเดสท้ังสองกลุ)มได0
เป=นกลุ)มเดียวกัน ท่ีมีการจับตัวเป=นโครงสร0างโฮโมเททราเมอร� (homotetrameric structure) หรือโครงสร0างโฮ
โมเฮกซาเมอร� (homohexameric structure) ในรูปที่แอคทีฟ ซ่ึงชอบเร)งปฏิกิริยาการสลายอะลิฟาติกเอไมด�สาย
ส้ัน (Fournand & Arnaud, 2001; Pertsovich et al., 2005) 

สําหรับการจัดจําแนกกลุ)มของเอนไซม�เอไมเดสจากความใกล0เคียงของวงศ�วานวิวัฒนาการพบว)า ยีนที่
กําหนดการสร0างเอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสน้ันมีความใกล0เคียงทางวงศ�วานวิวัฒนาการกับยีนท่ีกําหนดการสร0าง
เอนไซม�ไนไตร�เลส และพบว)ามีรากฐานทางวิวัฒนาการมาจากกลุ)มเอนไซม�ซัลไฮดริล (sulfhydryl enzyme 
family) โดยมีรายงานว)ากรดอะมิโนซีสเทอีนเป=นกรดอะมิโนหลักท่ีทําหน0าที่เป=นนิวคลีโอไฟล� (nucleophile) ใน
กลไกการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม� ซึ่งมีการยืนยันจากแบบจําลองโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�เอไมเดสจาก 
Pseudomonas aeruginosa ที่ถูกสร0างข้ึนโดยใช0โครงสร0างของผลึกเอนไซม�ไนไตร�เลส NitFhit เป=นแบบจําลอง
แม)แบบ พบบริเวณที่น)าจะเก่ียวข0องกับการเร)งปฏิกิริยาของเอนไซม�ในกลุ)มไนไตร�เลสคือ Cys-Glu-Lys (Novo et 
al., 2002) และพบกรดอะมิโนที่เก่ียวข0องกับบริเวณแอคทีฟ ซ่ึงมีความอนุรักษ�สูงในกลุ)มเอนไซม�เอไมเดสที่มีการ
คัดเลือกโครงสร0างอิแนนทิโอ คือ Asp191 และ Ser195 ซึ่งเคยมีรายงานมาแล0วว)าการแทนที่ Asp ตําแหน)งท่ี 191 
ด0วย Asn และการแทนท่ี Ser ตําแหน)งท่ี 195 ด0วย Ala ในยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสของ 
Rhodococcus sp. น้ันส)งผลให0แอคติวิตีของเอนไซม�เอไมเดสลดลงได0 (Novo et al., 1995) ซ่ึงลําดับกรดอะมิโน
เหล)าน้ียังพบได0ในบริเวณแอคทีฟของเอนไซม�แอสปาติกโปรติเนส (aspartic proteinase) อีกด0วย ดังน้ันจึงมี
ข0อสรุปท่ีอาจจะเป=นไปได0ว)าเอนไซม�เอไมเดสท่ีเร)งปฏิกิริยาแบบคัดเลือกโครงสร0างอิแนนทิโอเมอร�ซึ่งต0องเร)ง
ปฏิกิริยาควบคู)กับเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสน้ันมีความสัมพันธ�ทางวิวัฒนาการใกล0เคียงกับเอนไซม�แอสปาติกโปร
ติเนส ซึ่งต)อมาในป2 ค.ศ. 2000 Karmali และคณะ ได0ทดลองเปล่ียนกรดอะมิโนกลูตามิกตําแหน)งที่ 96 เป=นวาลีน 
ของยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสของ P. aeruginosa แล0วพบว)าส)งผลให0เกิดการแยกตัวของหน)วยย)อย
จากโครงสร0างเฮกซาเมอร�เป=นโครงสร0างไดเมอร� ที่ส)งผลให0เอนไซม�สูญเสียแอคติวิตีท้ังหมดได0 

2.1.4 การใชYแบคทีเรียและเอนไซม%สลายสารอะคริลาไมด% สารกลุ4มเอไมด%และไนไตร%ล 

ในอดีตมีรายงานการค0นพบจุลินทรีย�หลายชนิดท่ีสามารถย)อยสลายสารกลุ)มเอไมด�ได0 ท้ังกลุ)มอะลิฟา-
ติก (aliphatic) และกลุ)มอะโรมาติก (aromatic) (Friedrick & Mitrenga, 1981; Grant & Wilson 1973; Hynes 
& Pateman, 1970; Kagayama & Ohe, 1990) แต)สําหรับสารอะคริลาไมด�น้ัน ยังไม)ค)อยมีการค0นพบจุลินทรีย�ที่
สามารถใช0อะคริลาไมด�เป=นแหล)งพลังงานสําหรับการเจริญมากนัก ทั้งน้ี อาจเน่ืองมาจากผลกระทบของสาร 
อะคริลาไมด�ท่ีมีผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม�กลูทาไทโอนเอส-ทรานส�เฟอเรส (glutathione-s-transferase) ที่
เก่ียวข0องกับกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล� (detoxication) โดยการเข0าจับกับหมู)ซัลไฮดริล (sulfhydryl 
group) ของเอนไซม�ดังกล)าว (Dixit et al., 1980) ส)งผลให0เกิดการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย�ส)วนใหญ) (Cavins 
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& Friedman, 1968) ด0วยเหตุน้ี จึงทําให0วิธีการกําจัดการตกค0างของสารอะคริลาไมด�ในอดีตทําได0เพียงแค)การ 
โพลีเมอร�ไรส�อะคริลาไมด�ให0เป=นโพลีอะคริลาไมด� ซ่ึงเป=นรูปท่ีไม)มีพิษ แต)จากข0อจํากัดของปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซช่ัน
ที่ต0องใช0สารเคมีเพิ่มเติมท่ีมีราคาแพง เช)น แอมโมเนียมเปอร�ซัลเฟต (ammonium persulphate) และทีเมด (N, 
N, N’, N’-tetramethylenediamine; TEMED) สําหรับให0อนุมูลอิสระในการเริ่มต0นของปฏิกิริยาและเป=นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาโพลีเมอไรเซช่ัน ตามลําดับ นอกจากน้ี ยังพบปnญหาการโพลีเมอร�ไรส�ที่ไม)สมบูรณ� (incomplete 
polymerization) ของสารอะคริลาไมด�และการสลายได0เองของโพลีอะคริลาไมด�เป=นอะคริลาไมด�อีกครั้งเมื่อถูก
ความร0อนหรือแสง (Smith et al., 1996) จากปnญหาดังกล)าว กระตุ0นให0นักวิจัยหันกลับมาสนใจศึกษาการ
กําจัดอะคริลาไมด�โดยใช0จุลินทรีย�บําบัด (bioremediation) อีกคร้ัง เพราะเป=นวิธีที่มีประสิทธิภาพและมีราคาไม)
แพง   

จุลินทรีย�ท่ีสามารถใช0ประโยชน�จากอะคริลาไมด�เป=นแหล)งพลังงานและสารอาหารในการเจริญน้ัน มี
การค0นพบครั้งแรกจากตัวอย)างนํ้าในแม)นํ้าและดิน (Brown et al., 1982; Cherry et al., 1956; Croll et al., 
1974; Lande et al., 1979) แต)ไม)ได0มีการคัดเลือกและจําแนกสายพันธุ�อย)างแน)นอน จนกระทั่งในป2ค .ศ . 1982 
Asano และคณะ ได0ทําการคัดเลือก  Pseudomonas chlororaphis B23 จากตัวอย)างดินที่มีการปนเป&'อนของ
อะคริลาไมด� ทําให0หลังจากน้ันได0มีการค0นพบและศึกษาคุณสมบัติในการสลายสารอะคริลาไมด�ของแบคทีเรียชนิด
ต)างๆ หลากหลายมากข้ึน ไม)ว)าจะเป=นใน Rhodococcus rhodocrhous J1, P. stutzeri, Xanthomonas 
maltophilia, R. erythropolis, Rhodopseudomonas palustris (Hirrlinger et al., 1996; Nagasawa & 
Yamada, 1989; Nawaz et al., 1993; Nawaz et al., 1994; Shanker et al., 1990; Wang & Lee, 2001; 
Wampler & Ensign, 2005; Zabaznaya et al., 1998)  

กลไกการสลายอะคริลาไมด�เริ่มต0นโดยอาศัยปฏิกิริยาดีอะมิเดช่ัน (deamidation) จากการทํางานของ
เอนไซม�เอไมเดสหรือที่รู0จักกันดีว)าเอนไซม�อะมิโดไฮโดรเลส เปล่ียนอะคริลาไมด�เป=นแอมโมเนียและกรดอะคริลิก 
(acrylic acid) หรือท่ีรู0จักในช่ืออะคริเลต (acrylate) (Nawaz et al., 1998, Nawaz et al., 1994, Shanker et 
al., 1990, Sluis et al., 2002) ซึ่งเป=นสารเคมีท่ีมีพิษน0อยลงและไม)มีอันตรายต)อส่ิงมีชิวิต (Verschueren, 1977) 
ที่จะถูกสลายต)อไปโดยเอนไซม�ท่ีเก่ียวข0องในกระบวนการสลายอะคริเลต (acrylate catabolism) ท่ีมีอยู)เองใน
เซลล�ของจุลินทรีย�น้ัน เช)น เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลช่ัน (hydroxylation) เป=นบีตา-ไฮดรอกซีโพไพโอเนท (β-
hydroxypropionate) ที่จะถูกออกซิไดส�ต)อไปเป=นคาร�บอนไดออกไซด� หรือเกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) 
เป=นโพรไพโอเนท  (propionate) โดยการทํางานของเอนไซม�กลุ)มอะคริลิกเอซิดรีดักเทส (acrylic acid 
reductase) เป=นต0น (จิตติมา เจริญพานิช, 2551; Wampler & Ensign, 2005)   

ปnจจุบันในหลายประเทศ มีการประยุกต�ใช0เอนไซม�ท่ีผลิตจากจุลินทรีย� ในการสลายสารตกค0างจาก
กระบวนการอุตสาหกรรม เน่ืองจากเป=นวิธีที่ใช0เวลาไม)นานและไม)ก)อให0เกิดผลกระทบในภายหลัง สําหรับการ
กําจัดอะคริลาไมด�เคยมีรายงานเช)นกันถึงการนําเอนไซม�เอไมเดสบริสุทธ์ิมาใช0ในการบําบัด อะคริลาไมด�ท่ีตกค0างใน
ถังพักนํ้าของระบบบําบัดนํ้าเสียในโรงงานอุตสาหกรรม (Nawaz et al., 1993; Nawaz et al., 1998; Prabu & 
Thatheyus, 2007; Wang & Lee, 2001) เช)นงานวิจัยของ Nagasawa และ Yamada (1989) ที่นําเอนไซม� 
เอไมเดสบริสุทธ์ิ จากเซลล�แบคทีเรียท่ีใช0อะคริลาไมด�ในการเจริญมาล0างพิษอะคริลาไมด�และใช0เป=นตัวเร)งปฏิกิริยา
ทางชีวภาพในกระบวนการผลิตกรดอะคิลิกในระดับปริมาณมาก หรืองานวิจัยของ Shanker และคณะ ในป2 1990 
ที่แยก Pseudomonas sp. ซึ่งเป=นแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) รูปแท)งขนาดเล็ก (short rod) 
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เคล่ือนที่ได0 (motile) และต0องการออกซิเจนในการเจริญ (aerobic) จากดินในสวนเขตร0อนโดยวิธีการบํารุง 
(enrichment) ในอาหารที่มีอะคริลาไมด� โดยพบว)าแบคทีเรียสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0ถึง 4 กรัมต)อลิตร เป=น
กรดอะคริลิคและแอมโมเนียเพื่อใช0เป=นแหล)งคาร�บอนและไนโตรเจนในการเจริญ โดยใช0เอนไซม�เอไมเดสเป=นตัวเร)ง
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของอะคริลาไมด� ซึ่งจะทํางานได0ดีในเอไมด�สายส้ัน (short chain amides) ได0แก) ฟอร�มาไมด� 
(formamide)  อะซีตาไมด� (acetamide) แต)ไม)ทําปฏิกิริยากับสารอนุพันธ�ของอะคริลาไมด� (acrylamide 
analogues) เช)น เมทาคริลาไมด� (methacrylamide) และเมทิลีนบิสอะคริลาไมด� (N,N-methylene 
bisacrylamide) ความสามารถของเอนไซม�จะถูกกดดัน (repression) ได0โดยซักซิเนท (succinate) ในสภาวะที่มี
และไม)มีแหล)งไนโตรเจน 

หรือในป2ค.ศ. 1993 Nawaz และคณะ ทําการแยก Pseudomonas และ X.maltophilia และ
ประยุกต�ใช0เซลล�ตรึงหรือ เอนไซม�เอไมเดส ท่ีผลิตจากเช้ือเหล)าน้ี ในการสลายการปนเป&'อนของอะคริลาไมด� และ
ต)อมาในป2 1994 คณะผู0วิจัยเดียวกันทําการแยก Rhodococcus ที่ใช0อะคริลาไมด�เป=นสารต้ังต0นในการเจริญ จาก
ดินที่มีการเจือปนของยาฆ)าแมลง และทําบริสุทธ์ิรวมทั้งศึกษาลักษณะเฉพาะของเอนไซม�เอไมเดสบริสุทธ์ิที่ได0 
พบว)ามีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 360 กิโลดอลตัน ที่ประกอบด0วยแปดหน)วยย)อย (subunit) สภาวะที่เหมาะสมใน
การทํางานของเอนไซม�คือ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และค)าพีเอชเท)ากับ 8.5 มีค)า pI (isoelectric point) ที่ 
4.0 เอนไซม�มีความจําเพาะสูงกับอะคริลาไมด�และอะซีตาไมด� นอกจากน้ียังพบว)า ในโมเลกุลของเอนไซม�
ประกอบด0วยเหล็กแปดโมล แอคติวิตีของเอนไซม�ถูกยับย้ังได0โดยโลหะหนักและสารท่ีขัดขวางหมู)ไทโอล (thiol 
blocking reagents) กรดอะมิโน 18 ตัวแรกท่ีปลายอะมิโนแสดงความใกล0เคียง (homology) ร0อยละ 88 กับ 
เอนไซม�อะลิฟาติกเอไมเดสใน Brevibacterium sp. Strain R312  

Hirrlinger และคณะ (1996) แยก R. erythropolis จากเช้ือท่ีสลายเอริลโพไพโอนาไมด� (2-
arylpropionamides) พบว)าสามารถสลายอะคริลาไมด�เป=นกรดอะคริลิคและแอมโมเนียได0ด0วยเช)นกัน  ซึ่งในป2
เดียวกัน Nawaz และคณะ ทําบริสุทธ์ิเอนไซม�เอไมเดสที่สามารถสลายอะคริลาไมด�และอะลิฟาติกเอไมด�จาก 
Klebsiella pneumonia NCTR1 พบว)าเอนไซม�มีลักษณะเป=นโมโนเมอร�ที่มีมวลโมเลกุล 62,000 ดาลตัน ทํางาน
ได0ดีที่ค)าพีเอชเท)ากับ 7.0 และท่ีอุณหภูมิเท)ากับ 65 องศาเซลเซียส เอนไซม�บริสุทธ์ิมีหมู)ซัลไฮดริล (sulfhydryl 
group; -SH) อยู)ในบริเวณแอคทีฟ (active sites) และช)วยในการเร)งปฏิกิริยา และพบว)าในโมเลกุลของเอนไซม�มี
โคบอล (Co2+) และเหล็ก (Fe2+) เป=นองค�ประกอบด0วย 

ต)อมาในป2 1998 Nawaz และคณะ ทําการทดสอบปnจจัยทางกายภาพท่ีมีผลต)อกระบวนการสลาย
อะคริลาไมด�โดยเซลล�ตรึง Rhodococcus sp. พบว)า ที่ความเข0มข0นสูงของอะคริลาไมด� 128 มิลลิโมลาร� สามารถ
ยับย้ังการเจริญของเซลล�แบคทีเรียได0 และในท่ีอุณหภูมิสูงๆ ความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ก็จะเพิ่มมากข้ึน 
ค)าพีเอชที่เหมาะสมในการสลายอะคริลาไมด�ของเซลล�ตรึงคือท่ี 7.0 โลหะคอปเปอร� (Cu2+) และนิกเคิล (Ni2+) 
สามารถยับย้ังการสลายอะคริลาไมด�ได0 แสดงว)า ในบริเวณแอคทีฟของเอนไซม�เอไมเดสท่ีเร)งปฏิกิริยาการสลาย
อะคริลาไมด�ประกอบด0วยหมู)ซัลไฮดริล ส)วนอัตราเร็วในการสลาย (rates of degradation) เพิ่มข้ึนได0โดยการ
เหน่ียวนําของเหล็ก และจะลดลงได0จากสารพวกคลีเลเตอร� (chelator) เช)น EDTA หรือ 1,10-phenanthroline 
บ)งช้ีถึงความเก่ียวข0องของเหล็กในบริเวณเร)งของเอนไซม�เอไมเดส นอกจากน้ียังพบว)าเซลล�ตรึงท่ีเตรียมแล0ว
สามารถเก็บไว0ใช0งานต)อได0นานถึงสิบวัน โดยไม)มีผลกระทบต)อการสูญเสียอัตราการสลายอะคริลาไมด�แต)อย)างไร   
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สําหรับงานวิจัยในประเทศไทยน้ันได0มีรายงานถึงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสลายอะคริลาไมด�ใน
ระดับห0องปฏิบัติการคือ Enterobacter aerogenes และ Kluyvera georgiana ท่ีคัดแยกมาจากนํ้าทิ้งชุมชนใน
จังหวัดชลบุรี ซึ่งพบว)า E. aerogenes สามารถเจริญได0ดีท่ีค)าพีเอช 6.0-9.0 และท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ขณะที่ของ K. georgiana คือ ท่ีค)าพีเอช 5.0-7.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ�
สามารถใช0ประโยชน�สารอะคริลาไมด�ได0ท่ีความเข0มข0นสูงถึงร0อยละ 0.5 (นํ้าหนักต)อปริมาตร) การย)อยสลายสาร
อะคริลาไมด� เป=นกรดอะคริลิกน้ัน จะเร่ิมในช)วงปลายของระยะเจริญแบบลอการิทึมในลักษณะท่ีข้ึนกับมวลชีวภาพ
ของแบคทีเรีย เม่ือวิเคราะห�ความสมดุลของมวลพบว)า แบคทีเรียทั้งสองสามารถเปล่ียนสารอะคริลาไมด�เป=นกรด
อะคริลิกและสารประกอบท่ีมีความมีข้ัวตํ่าสองชนิด ที่ร0อยละการเปล่ียนมากกว)า 90 และยังสามารถสลายสาร 
อะลิฟาติกเอไมด�ได0หลายชนิด ท่ีไม)อยู)ในรูปของสารอนุพันธ�เอไมด� โดยมีความสามารถในการสลายสารเอไมด�สาย
ส้ันและยูเรียได0ที่ร0อยละการเปล่ียนมากกว)า 80 (Buranasilp & Charoenpanich, 2011; Thanyacharoen et 
al., 2012) การค0นพบน้ีแสดงให0เห็นถึงความน)าสนใจของแบคทีเรียใหม)ท้ังสองสายพันธุ� ที่จะนํามาใช0ในการสลาย
ทางชีวภาพ สารอะคริลาไมด�และสารอะลิฟาติกเอไมด�อ่ืนๆที่พบในส่ิงแวดล0อม 

แบคทีเรียสลายไนไตร�ลและเอไมด� เป=นกลุ)มของแบคทีเรียท่ีได0รับการยืนยันแล0วว)า มีระบบเอนไซม�ที่
สามารถเปล่ียนรูปสารประกอบไนไตร�ลและเอไมด�ได0เป=นกรดคาร�บอกซิลิกและแอมโมเนีย  ซึ่งมีการนํามา
ประยุกต�ใช0ในกระบวนบําบัดสารพิษทางชีวภาพ (bioremediation) อย)างแพร)หลาย จากอดีตจนถึงปnจจุบัน 
(DiGeronimo & Antoine, 1976; Yamada et al., 1976; Yamada et al., 1980; Bui et al., 1984; 
Nagasawa et al., 1988; Nawaz et al., 1989; Nawaz et al., 1991; Ramkrishna & Desai, 1993; Babu et 
al., 1995; Langdanhl et al., 1996; Fallon et al., 1997; Dhillon & Shivaraman, 1999; Dias et al., 
2000; Tauber et al., 2000; Dadd et al., 2001; Dias et al., 2001; Wang & Lee, 2001; Lee & Wang, 
2004; Wang et al., 2004; Holtze at al., 2006; Kao et al., 2006; Zheng et al., 2008) และมีรายงานวิจัย
จํานวนมากยืนยันแล0วว)า เอนไซม�ไนไตร�เลส มักเป=นเอนไซม�ท่ีมีความจําเพาะในการเร)งปฏิกิริยากับสารกลุ)มอะโร-
มาติกไนไตร�ล (aromatic nitrile) เช)น เอริลอะซีโตไนไตร�ล (arylacetonitrile) เบนโซไนไตร�ล (benzonitrile) 
และโครโตโนไนไตร�ล (crotononitrile) ดังที่เคยมีรายงานมาแล0วในแบคทีเรียกลุ)ม Rhodococcus, Fusarium 
และ Bacillus (Harper, 1977a; Harper, 1977b; Harper, 1985; Goldlust & Bohak, 1989; Kobayashi et 
al., 1989; Kobayashi et al., 1990; Hoyle et al., 1998; Almatawah et al., 1999; Nagasawa et al., 
2000) ขณะที่ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส น้ันมีความจําเพาะต)อสับสเตรทท่ีเป=นอะลิฟาติก 
ไนไตร�ล (aliphatic nitrile) เฮเทอโรไซคลิกไนไตร�ล (heterocyclic nitrile) และเอไมด� เช)น อะซีโต- 
ไนไตร�ล (acetonitrile) อะคริโลไนไตร�ล (acrylonitrile) อะมิโนโพรไพโอไนไตร�ล (aminopropionitrile) ไพยาซิ-
ไนไตร�ล (pyazinitrile) อะคริลาไมด� (acrylamide) ไฮดรอกซีฟ2นิลอะซีตาไมด� (hydroxyphenylacetamide) 
และไพราซินาไมด� (pyrazinamide) มากกว)าซึ่งเคยมีรายงานในแบคทีเรียกลุ)ม Bacillus, Rhodococcus และ 
Klebsiella  (Tauber et al., 2000; Reilly & Turner, 2003; Kao et al., 2006; Okamoto & Eltis, 2007; 
Zheng et al., 2008) ดังตัวอย)างงานวิจัยของ Holtze และคณะในป2 ค.ศ. 2006 ท่ีรายงานว)าเอนไซม�ไนไตร�เลสใน
แบคทีเรียท่ีแยกจากดิน ชอบที่จะสลายเบนโซไนไตร�ล มากกว)าสารกลุ)มอะลิฟาติกไนไตร�ล ซึ่งให0ผลการทดลองที่
สอดคล0องกับเอนไซม�ไนไตร�เลสของ Rhodococcus rhodochrous NCIMB 11216  ที่รายงานโดย Hoyle และ
คณะ ในป2 ค.ศ. 1998  ขณะท่ี Maestracci และคณะ (1984) พบว)าระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดสใน 
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Brevibacterium sp. R312 มีความจําเพาะกับสับสเตรทท่ีหลากหลาย ได0แก) อะซีโตไนไตร�ล, โพรไพโอไนไตร�ล, 
อะคริโลไนไตร�ล และเมทาอะคริโลไนไตร�ล (methacrylonitrile) รวมท้ังสารประกอบอะลิฟาติกเอไมด�สายส้ัน เช)น 
อะคริลาไมด�และอะซีตาไมด� (acetamide) เป=นต0น  

ในป2 ค.ศ. 2000 Tauber และคณะ ใช0ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส ของ Rhodococcus 
rhodochrous สลายอะคริลิกไฟเบอร� (acrylic fiber) และโพลีอะคริโลไนไตร�ล ขณะท่ี Kao และคณะ (2006) 
ศึกษาการใช0ระบบเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตส/เอไมเดส ของ Klebsiella oxytoca  สลายไนไตร�ลหลายชนิด พบว)า
เอนไซม�มีความจําเพาะกับซักซิโนไนไตร�ล (succinonitrile) วาลีโรไนไตร�ล (valeronitrile) อะซีโตไนไตร�ล และ 
โพรไพโอนาไมด� หรืองานวิจัยของ Okamoto และ Eltis (2007) ท่ีรายงานว)า เอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเตสบริสุทธ์ิ
จาก Rhodococcus sp. RHA1 ชอบที่จะสลายอะซีโตไนไตร�ลและโพรไพโอไนไตร�ล (ค)า kcat/Km ประมาณ 7 mM-

1s-1) มากกว)าอะคริโรไนไตร�ลและบิวทิโรไนไตร�ล ขณะท่ีงานวิจัยของ Zheng และคณะ (2008) พบว)าเอนไซม� 
ไนไตร�เลสของ Bacillus subtilis ZJB-063 มีความจําเพาะสูงกับเอริลอะซีโตไนไตร�ล แต)ระบบเอนไซม�ไนไตร�ล-
ไฮดราเตส/เอไมเดส ในแบคทีเรียชนิดน้ีไม)สามารถใช0สับสเตรทเอริลอะซีโตไนไตร�ลได0เลย 

สําหรับงานวิจัยท่ีเก่ียวกับการโคลนยีนและแสดงออกปริมาณสูงเอนไซม�เอไมเดสท่ีจําเพาะต)ออะคริลา-
ไมด�และ/หรือสารกลุ)มเอไมด� น้ันยังพบรายงานไม)มากนัก ท่ีมีรายงานได0แก) รายงานวิจัยของ Cheong และ Oriel 
ในป2 ค.ศ. 2000 ที่ทําการโคลนยีนเอไมเดสจาก Bacillus stearothermophilus BR388 เข0าสู) Escherichia coli 
DH5α พบว)าเอนไซม�ท่ีแสดงออกจากโคลนสามารถสลายอะคริลาไมด�ได0ดีท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ค)าพีเอช
เท)ากับ 7.0 และความเข0มข0นของอะคริลาไมด�คือ 1 โมลาร� และเม่ือทําการมิวเตช่ัน (mutation) เอนไซม�ท่ีได0 โดย
การเปล่ียนกรดอะมิโนฮีสทิดีนท่ีตําแหน)ง 26 (His26) เป=นกรดอะมิโนอาร�จินีน (Arginine) พบว)าปริมาณการ
แสดงออกของเอนไซม�มีค)าเพิ่มข้ึน 23 เท)า หรืองานวิจัยของ Kin และ Oriel ในป2เดียวกันท่ีทําการแยก Bacillus 
sp. BR449 ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม�เอไมเดสและเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส (nitrile hydratase)  และทําการโคลน
เอนไซม�เอไมเดสเข0าสู) E. coli DH5α และแสดงออกเอนไซม�เอไมเดส พบว)าเอนไซม�มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 
38.6 กิโลดาลตัน และแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�เอไมเดสเท)ากับ 3.2 หน)วยเอนไซม� ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส
เป=นเวลา 5 นาที ขณะที่เอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทสชนิดบีต0า- (β-nitrile hydratase) และ แอลฟา- (α-nitrile 
hydratase) มีขนาดมวลโมเลกุลเท)ากับ 26.5 และ 24.5 กิโลดาลตัน ตามลําดับ และแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�ไน
ไตร�ลไฮดราเทสเท)ากับ 20 หน)วยเอนไซม� ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป=นเวลา 5 นาที และยังพบว)าเม่ือใช0 
อะคริลาไมด�เป=นสับสเตรทของเอนไซม�เอไมเดสจะทําให0เอนไซม�แสดงแอคติวิต้ีได0สูงข้ึนเป=น 4.8 หน)วยเอนไซม� 
ขณะที่เมื่อใช0อะคริโลไนไตร�ล (acrylonitrile) เป=นสับสเตรทของเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส จะทําให0เอนไซม�แสดง
แอคติวิต้ีได0เท)ากับ 22 หน)วยเอนไซม� 

ในป2 ค.ศ. 2006 Ryabchenko และคณะ ทําการโคลนยีนที่กําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสจาก 
Rhodococcus rhodochrous M8 โดยเทคนิคพีซีอาร�ด0วยการใช0ไพรเมอร� (primer) ท่ีออกแบบมาจากลําดับ
กรดอะมิโนของเพปไทด� (peptide) ที่ได0จากการย)อยเอนไซม�เอไมเดสด0วยเอนไซม�ทริปซิน (trypsin) และ
ตรวจสอบความสามารถในการไฮโดรไลซิสสับสเตรทในกลุ)มเอไมด�พบว)า เอนไซม�ท่ีแสดงออกมีความจําเพาะต)อ
สับสเตรทท่ีเป=นอะลิฟาติกเอไมด� (aliphatic amide) สายส้ันรวมทั้งอะคริลาไมด�ด0วย แต)ปริมาณของเอนไซม� 
เอไมเดสท่ีโคลนได0มีการแสดงออกในระดับท่ีไม)สูงกว)าเช้ือด้ังเดิม (wild type) มากนัก ซึ่งในป2เดียวกันน้ีได0มี
รายงานวิจัยของ Yoichi Suzuki และ Hiromichi Ohta ถึงความเสถียรที่อุณหภูมิสูงและการคัดเลือกโครงสร0าง
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อิแนนทิโอเมอร�ของเอนไซม�เอไมเดสที่ได0จากการคลายตัวอินคลูช่ันบอด้ีท่ีเกิดจากการโคลนยีนท่ีกําหนดการสร0าง
เอนไซม�เอไมเดสของ Sulfolobus tokodaii strain 7 ใน E.coli BL21(DE3) โดยพบว)าริคอมบิแนนท�เอไมเดสมี
ขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 47 กิโลดาลตัน และสามารถทํางานได0ดีที่อุณหภูมิระหว)าง 37-80 องศาเซลเซียส ท่ีค)า
พีเอช 7.5 เมื่อใช0เบนซาไมด�เป=นสับสเตรท และอุณหภูมิที่เหมาะต)อการทํางานของเอนไซม�คือที่อุณหภูมิ  75  
องศาเซลเซียส ท่ีแสดงแอคติวิต้ีของเอนไซม�เอไมเดสเท)ากับ 8.7 หน)วยเอนไซม� และต)อมา Yang Yue และคณะ 
(2009) ทําการโคลนยีนท่ีกําหนดการสร0างเอนไซม�เอไมเดสจาก R. Erythropolis เข0าสู) Bacillus subtilis และ
แสดงออกเอนไซม�เอไมเดสพบว)า เอนไซม�มีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 56 กิโลดาลตัน และแสดงแอคติวิต้ีเท)ากับ 
8.7 หน)วยเอนไซม� ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค)าพีเอช 7 โดยทีมวิจัยได0รายงานว)าหากทําการแสดงออกเอนไซม�
เอไมเดสใน E. coli BL21 (DE3) จะพบอินคลูช่ันบอด้ีเกิดข้ึน 

2.1.5 อะคริโลไนไตรล% 
อะคริโลไนไตรล�(CH2=CH-C≡N) อาจรู0จักในช่ืออ่ืน ได0แก) 2-โพรพีนไนไตรล� (2-propenenitrile) ไวนิล-

ไซยาไนด� (vinylcyanide) ไซยาโนเอทิลีน(cyanoethylene) ไซยาโนอีทีน (cyanoethene) เวนท็อก (ventox) 
และไนไตรล�อะคริลิค (nitrile acrylique) เป=นสารเคมีท่ีมีขนาดโมเลกุลประมาณ 53.1 กรัมต)อโมล 
(http://www.summacheeva.org สืบค0นเมื่อ 10 กุมภาพันธ� 2558) มีสถานะเป=นของเหลวท่ีมีกล่ินฉุน มี
ความสามารถในการละลายนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เท)ากับ 75.1 กรัมต)อลิตร มีจุดหลอมเหลวเท)ากับ  
-83.55 องศาเซลเซียส มีจุดเดือด 77.3 องศาเซลเซียส จุดวาบไฟ -5 องศาเซลเซียส (ในถ0วยป�ด) อะคริโลไนไตรล� 
สามารถละลายได0ในตัวทําละลายอินทรีย�หลายชนิด เช)น แอลกอฮอล� (alcohol), อีเทอร� (ether), อะซีโตน 
(acetone), เบนซีน (benzene), คาร�บอนเตตระคลอไรด� (carbontetrachoride), โทลูอีน (toluene) และคีโรซีน 
(cherosene)  เป=นต0น อุณหภูมิท่ีสามารถลุกติดไฟได0คือ 481 องศาเซลเซียส เมื่อเผาไหม0สมบูรณ�ในท่ีท่ีมีอากาศ
มากเ กินพอ จะทํ า ให 0 เ กิดไอ นํ้า  คาร �บอนไดออกไซด �  ( carbondioxide) และไนโตร เจนไดออกไซด� 
(nitrogendioxide) แต)การเผาไหม0แบบไม)สมบูรณ�จะมีก�าซคาร�บอนมอนอกไซด� (carbonmonoxide), ออกไซด�
ของไนโตรเจน (nitrogen oxide) และไฮโดรเจนไซยาไนด� (hydrogen cyanide)  ซึ่งเป=นก�าซพิษเกิดข้ึน 
นอกจากน้ียังสามารถทําปฏิกิริยาได0กับวัสดุตัวพาหลายชนิด อาทิเช)น ทองแดงหรืออัลลอยของทองแดง และ
อลูมิเนียม (http://monographs.iarc.fr สืบค0นเมื่อ 1 กุมภาพันธ� 2558) 

2.1.6 ความเป̂นพิษของอะคริโลไนไตรล% 

อะคริโลไนไตรล�เป=นสารระเหยได0 ไม)มีสี เป=นของเหลวที่สามารถติดไฟได0 มีกล่ินเหมือนเมล็ดถ่ัวไหม0 
ละลายได0ในนํ้าและในตัวทําละลายอินทรีย� หากพบการปนเป&'อนในอากาศในช)วงร0อยละ 3.05 -17 อาจทําให0เกิด
การระเบิดได0 และไอท่ีได0จากการระเบิดจะให0สารพิษไซยาไนด� ที่เป=นอันตรายต)อระบบทางเดินหายใจของมนุษย� 
การผลิตอะคริโลไนไตรล�โดยท่ัวไปได0มาจากการทําปฏิกิริยาคลอริเนช่ัน (chlorination) ของเบนซีน (benzene) 
หรือคลอโรเบนซีน (chlorobenzene) โดยมีเฟอร�ริคออกไซด� (ferric oxide) เป=นตัวเร)งปฏิกิริยา ตามด0วยการกล่ัน
แบบแยกส)วนหรือการทําให0เป=นผลึกจากส)วนผสมของเบนซีนท่ีถูกคลอริเนต (chlorinated benzene) 
(http://webdb.dmsc.moph.go.th สืบค0นเม่ือ 10 กุมภาพันธ� 2558) เมื่อถูกความร0อนอะคริโลไนไตรล�จะเกิด
การย)อยสลายบางส)วนให0ไฮโดรเจนไซยาไนด� (hydrogen cyanide) และ ไนโตรเจนออกไซด� (nitrogen oxide) 
และทําปฏิกิริยารุนแรงกับกรดเข0มข0นและสารออกซิแดนท� (oxidants) กัดกร)อนพลาสติกและยาง และสามารถลุก
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ไหม0ติดไฟได0 เมื่อเกิดเพลิงไหม0 ก�าซหรือไอระเหย (ไนโตรเจนออกไซด�และไฮโดรเจนไซยาไนด�) ที่เกิดข้ึน จะ
สามารถไหลไปตามพื้นได0 จึงอาจติดไฟในระยะห)างออกไป ส)วนผสมของไอหรืออากาศอาจระเบิดได0 จึงเส่ียงต)อการ
ติดไฟหรือการระเบิดเมื่อถูกด)างแก)และกรดแก) (http://www.summacheeva.org สืบค0นเม่ือ 10 กุมภาพันธ� 
2558) 

ความเป=นพิษแบบเฉียบพลัน สารอะคริโลไนไตรล�สามารถเข0าสู)ร)างกายได0โดยการซึมผ)านผิวหนังซึ่งจะทํา
ให0เกิดอาการผ่ืนแดง เป=นตุ)มนํ้าใสๆ บริเวณผิว ผิวหนังตกสะเก็ด และมีอาการระคายเคือง หากมีการสูดดมจะเกิด
อาการเวียนศีรษะ ปวดศีรษะ ขาดออกซิเจน นํ้าตาไหล จาม เจ็บคอ หายใจติดขัด คล่ืนไส0 รู0สึกอ)อนเพลีย หมดสติ 
และอาจเสียชีวิตได0 หรือหากรับประทานสารอะคริโลไนไตรล�เข0าไปจะส)งผลเป=นพิษเฉียบพลันต)อระบบประสาท
ส)วนกลาง เน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงให0สารไซยาไนด� (cyanide) (U.S. EPA, 1988) 

สําหรับความเป=นพิษแบบเรื้อรังของอะคริโลไนไตรล�น้ัน จะส)งผลกระทบต)อความทรงจํา การมองเห็น 
อาจทําให0ความดันโลหิตตํ่า ระบบการทํางานของตับผิดปกติ และอาจทําให0โลหิตจาง เน่ืองจากอะคริโลไนไตรล� จัด
อยู)ในกลุ)มสารเคมี 2A คือกลุ)มสารเคมีท่ีมีหลักฐานเพียงพอว)าทําให0เกิดมะเร็งในสัตว�ทดลอง และอาจทําให0เกิด
มะเร็งในคนได0 (http://webdb.dmsc.moph.go.th สืบค0นเมื่อ 10 กุมภาพันธ� 2558) นอกจากน้ี International 
Agency for Research on Cancer (IARC) ยังระบุให0    อะคริโลไนไตรล�อยู))ในสารเคมีกลุ)ม 2B คือ มีความเป=นไป
ได0ท่ีจะก)อมะเร็งในมนุษย� (probably human carcinogen) เพราะยังมีหลักฐานไม)เพียงพอสําหรับการก)อมะเร็ง
ในมนุษย�  นอกจากมีหลักฐานการเ กิดมะเร็ งในสัตว�ทดลองเท) า น้ัน (http://monographs.iarc.fr/ENG/ 
Classification/Index.php สืบค0นเมื่อ 1 กุมภาพันธ� 2558) 

นอกจากน้ีการสัมผัสอะคริโลไนไตรล�ยังสามารถกระตุ0นอาการแพ0ต)อผิวหนังทําให0เกิดโรคผิวหนัง และมี
ผลต)อระบบประสาทส)วนกลาง ทําให0การหายใจผิดปกติ หัวใจเต0นช0าลง เม็ดเลือดแดงผิดปกติ เม็ดเลือดขาวน0อยลง 
ทําให0โลหิตจาง ทําให0ตับแข็งเป=นดีซ)าน ไตอักเสบ รวมท้ังมีผลต)ออัณฑะ ทําให0จํานวนสเปริ์มลดลงอีกด0วย 
(http://www.summacheeva.org สืบค0นเมื่อ 10 กุมภาพันธ� 2558) 

2.1.7 การประยุกต%ใชYอะคริโลไนไตรล%ในกระบวนการอุตสาหกรรม 

ปnจจุบันมีอุตสาหกรรมหลายชนิดท่ีมีการใช0อะคริโลไนไตรล�เป=นสารต0นตอ (precursor) หรือตัวทํา
ละลายในระบบการผลิต ยกตัวอย)างเช)น  

1) การใช0อะคริโลไนไตรล�ในการผลิตเส0นใยอะคริลิค (ภาพท่ี 4) ซ่ึงเป=นพลาสติกใส ที่มีความแข็งแรงปาน
กลาง เป=นรอยขีดข)วนได0ง)าย เป=นฉนวนไฟฟ�าได0ดี และสามารถละลายในตัวทําละลายเบนซีน, อะซิโตน และ
คลอโรฟอร�ม พลาสติกชนิดน้ีสามารถนํามาใช0เป=นป�ายโฆษณา โคมไฟ กระจกแว)นตา กรอบพระห0อยคอ และเป=น
เส0นใยในการทําไหมพรมได0 (พิชิด เล่ียมพิพัฒน�, 2540) โดยจะใช0อะคริโลไนไตรล�ร0อยละ 95 ไวนิลอะซิเตทมอนอ-
เมอร� (vinylacetate monomer; VAM) ร0อยละ 4 และอ่ืนๆ จําพวกสารเติมแต)ง ละลายในตัวทําละลายที่
เหมาะสม เช)น N,N-ไดเมทิลฟอร�มาไมด� (N,N-dimethylformamide) ในถังปฏิกรณ� จากน้ันสารละลายท่ีได0จะถูก
กรองโดยแผ)นกรอง และผ)านเข0าไปในกระบวนการสป�นเนเรต (spinnerettes) ซ่ึงสารละลายจะถูกอัดผ)านหัวจ)าย
ออกมาเป=นเส0นใย จากน้ันเส0นใยจะถูกดึงผ)านนํ้าเพื่อลดอุณหภูมิไปตามลูกกล้ิง และถูกส)งไปล0างตัวทําละลายท่ียัง
ติดอยู)ตามเส0นใยด0วยนํ้าร0อนก)อนเข0าระบบอบแห0ง (drying) จากน้ันจะถูกส)งไปยังหน)วยดึงเส0นใย หน)วยทํารอย
หยัก (crimping) เพื่อทําเส0นใยให0เป=นรอยหยักเหมือนเส0นใยธรรมชาติก)อนที่จะนําเส0นใยไปทําการเคลือบนํ้ามัน 
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(oil coating) และให0ความร0อนเพื่อให0เส0นใยคงรูปท่ีหน)วยเซตตัว (setting dryer) ก)อนที่จะตัดเป=นเส0นเล็กๆ ที่ 
หน)วยตัด (cutting) ส)งไปเก็บเพื่อรอการจําหน)าย (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4 กระบวนการผลิตเส0นใยอะคริลิค (ดัดแปลงภาพมาจาก กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 
 

2) การใช0อะคริโลไนไตรล�ในการผลิตพลาสติกอะคริโลไนไตรล�บิวทาไดอีนสไตรีน (acrylonitrile-
butadiene-styrene; ABS) (ภาพที่ 5) ซึ่งมีสมบัติคือสามารถทนต)อแรงกระแทกได0ดี ผิวมีความมันเงา ทนความ
ร0อนสูงถึง 212 องศาเซลเซียส เป=นฉนวนไฟฟ�าได0ดี ABS ชนิดต)างๆ ยังมีสมบัติเด)น คือ สามารถชุบโลหะได0ดี มี
อัตราการไหลสูง มีการหน)วงเหน่ียวการติดไฟท่ีดี มีการเกาะติดของสีท่ีดี และทนต)อตัวทําละลายจําพวกทินเนอร� 
ประโยชน�ของพลาสติกชนิดน้ีคือ ใช0ทําหมวกกันน็อค ผนังตู0เย็น แผงหน0าปnดรถยนต� ช้ินส)วนรถจักรยานยนต� และ
ช้ินส)วนรถยนต� รวมไปถึงอุปกรณ�เครื่องใช0ไฟฟ�า (พิชิด เล่ียมพิพัฒน�, 2540) ABS เป=น เทอร�โมพลาสติก 
(thermoplastic) ท่ีได0จากการทําปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) ของโมโนเมอร� 3 ชนิด คือ สไตรีน 
(styrene) อะคริโลไนไตรล� (acrylonitrile) และบิวทาไดอีน (butadiene) โมโนเมอร�แต)ละชนิดท่ีใช0เป=นวัตถุดิบ
สังเคราะห� ABS ข้ึนมาน้ันล0วนมีผลต)อสมบัติของพลาสติกท้ังส้ิน อะคริโลไนไตรล�มีผลต)อสมบัติการทนความร0อน
และสารเคมี บิวทาไดอีนมีผลต)อสมบัติความทนทานต)อแรงกระแทก (impact strength) และสไตรีนมีผลทําให0
พลาสติกมีพื้นผิวเป=นมันเงา ตัดแต)งวัสดุได0ง)าย และช)วยลดต0นทุน (http://www.tfcplastech.com สืบค0นเม่ือ 16 
มีนาคม 2558) กระบวนการผลิต ABS เป=นกระบวนการแบบอิมัลชัน (emulsion process) โดยพอลิ- 
บิวทาไดอีน (polybuytadiene) จะทําปฏิกิริยาพอลิเมอร�ไรเซชันกับอะคริโลไนไตรล�สไตรีน และสารเติมแต)ง 
(additive) ในถังปฏิกรณ� จะใช0อะคริโลไนไตรล�ประมาณร0อยละ 15 - 35 พอลิบิวทาไดอีนร0อยละ 5 - 30 และสไต
รีนร0อยละ 40 – 60 จากน้ันพอลิเมอร�ผสมจะถูกส)งไปยังหน)วยตกตะกอน (locculation) โดยมีการเติมสารช)วย
ตกตะกอน (flocculants) เพื่อช)วยให0ส)วนท่ีเป=นพอลิเมอร�แยกตัว และแขวนลอยอยู)ในรูปของเหลวข0น ก)อนจะถูกส)
งไปยังแผ)นกรองแบบสายพาน (belt filter) เพื่อทําการรีดนํ้าออก จากน้ันส)งไปอบแห0งโดยการเป�าลมร0อนที่
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และนําเม็ดพอลิเมอร�ที่ได0เก็บไว0ในถังเก็บ เพื่อรอการผสมกับสีและสารเติมแต)งอ่ืนๆ  

สป�นเนเรต ล0าง ถัง
ปฏิกรณ�

อะคริโลไนไตรล�และ 
โคพอลิเมอร� 

ไวนิลอะซิเตต มอนอเมอร� แผ)น

อบแห0ง  

ดึงเส0นใย   ทํารอยหยัก  เคลือบนํ้ามัน  ให0ความร0อน  
 

ตัด  

N,N-ไดเมทิลฟอร�มาไมด� 

เสYนใยอะคริลิค 
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ก)อนท่ีจะถูกส)งไปท่ีเครื่องอัดรีด (extruder) และตัดเป=นเม็ดพลาสติกเพื่อนําส)งไปจําหน)ายต)อไป (กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2551)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5 กระบวนการผลิตเม็ดพลาสติก อะคริโลไนไตรล� บิวทะไดอีน สไตรีน (ดัดแปลงภาพจาก กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2551) 
 

3) การผลิตนํ้ายางสังเคราะห�ไนไตรล�บิวทาไดอีน (nitrile butadiene rubber latex, NBR Latex) 
(ภาพท่ี 6) ยางชนิดน้ีมีข้ัวสูง จึงทําให0ยางชนิดน้ีมีสมบัติเด)นคือทนต)อนํ้ามันป�โตรเลียม และตัวทําละลายท่ีไม)มีข้ัว
ต)างๆ ได0ดี เน่ืองจากยางชนิดน้ีประกอบด0วยสองส)วนคือส)วนที่เป=น บิวทาไดอีน ซึ่งจะให0ความยืดหยุ)น และส)วนที่
เรียกว)า อะคริโลไนไตรล�ซ่ึงเป=นส)วนที่จะทําให0คุณสมบัติของยาง NBR  เปล่ียนแปลงไป หากย่ิงเพิ่มปริมาณอะคริ-
โลไนไตรล� จะทําให0มีความทนต)อนํ้ามันและตัวทําละลายกลุ)มไฮโดรคาร�บอนสูงข้ึน อัตราการซึมผ)านก�าซลดลง 
สมบัติการหักงอท่ีอุณหภูมิตํ่าลดลง ความทนทานต)อความร0อนและโอโซนสูงข้ึน ความต0านทานการขัดถูสูงข้ึน 
ความแข็งและความทนทานต)อแรงดึงสูงข้ึน ความหนาแน)นสูงข้ึน (http://www.summacheeva.org สืบค0นเมื่อ 
10 กุมภาพันธ� 2558) วัตถุดิบในการผลิตนํ้ายางสังเคราะห� NBR ประกอบด0วยอะคริโลไนไตรล�ประมาณร0อยละ 25 
บิวทาไดอีนประมาณร0อยละ 71 และกรดเมทาคริลิค (metacrylic acid) ร0อยละ 4 (สัดส)วนของอะคริโลไนไตรล�ที่
มากข้ึนจะทําให0ผลิตภัณฑ�มีความคงทนแข็งแรง ทนต)อสารละลาย และนํ้ามันมากข้ึน) วัตถุดิบท้ังหมดจะนําส)งไปยัง
ถังปฏิกรณ� โดยใช0เวลาในการเกิดปฏิกิริยาประมาณ 5 - 12 ช่ัวโมง เม่ือวัตถุดิบเปล่ียนไปเป=นผลิตภัณฑ� NBR 
Latex ตามค)าที่ควบคุม (ร0อยละ 93 - 95) จะมีการเติมสารหยุดปฏิกิริยาลงไป จากน้ัน NBR Latex ที่มีลักษณะ 
คล0ายนํ้ายางธรรมชาติจะถูกส)งไปยังถังแฟลชสุญญากาศ (vacuum flash) เพื่อแยกบิวทาไดอีน และหอขจัดด0วยไอ
นํ้า (steam stripper) เพื่อแยกอะคริโลไนไตรล�ท่ีไม)ทําปฏิกิริยาออกและนํากลับไปใช0ใหม)ทําให0ได0 NBR Latex 
บริสุทธ์ิส)งไปเก็บท่ีถังต)อไป (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 
 

ถังปฏิกรณ� อะคริโลไนไตรล�
และสไตรีน 

พอลิบิวทาไดอีน 

ถังตกตะกอน 

แผ)นกรองชนิดสายพาน 
เครื่องอบ 

ถังเก็บ ถังผสม 
 

เครื่องอัดรีด  

ABS 
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ภาพท่ี 6 กระบวนการผลิตนํ้ายางสังเคราะห� NBR (ดัดแปลงภาพจาก กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 
 

4) การใช0สารอะคริโลไนไตรล�เป=นสารต้ังต0นในการผลิตเม็ดพลาสติกพอลิเมทิลเมตะคริเลต 
(polymethyl methacrylate, PMMA) เพื่อการผลิตพลาสติกทางวิศวกรรม เช)น กระจกไฟท0ายรถยนต� กล)องไฟ
โฆษณา  เลนส�แว)นตา จอโทรศัพท�มือถือ จอโทรทัศน� จอคอมพิวเตอร�แบบแอลซีดี (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 
2551) 

5) การใช0อะคิโลไนไตรล�ผลิตพลาสติกชนิดโคพอลิเมอร�ท่ีผสมระหว)างอะคริโลไนไตรล�บิวทะไดอีน- 
สไตรีน (ABS) และ โพลิเอไมด� (polyamide; PA) ซึ่งรวมจุดแข็งท้ังหมดของแต)ละส)วนประกอบไว0ด0วยกันคือ มีการ
ทนแรงกระแทกที่ดีเย่ียม ท้ังในอุณหภูมิสูงและตํ่า การหดตัวลดลงเม่ือเทียบกับวัสดุ PA แบบด้ังเดิม มีคุณภาพผิว
สูง ข้ึนรูปง)าย ทนต)อสารเคมี ทนความร0อน และน)าใช0งาน (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 

6) การใช0อะคริโลไนไตรล�ในการผลิตเม็ดพลาสติกชนิดอะคริโลไนไตรล�สไตรีน (acrylonitrile styrene; 
SAN) เป=นเม็ดพลาสติกที่ให0สมบัติความใส ความแข็ง ความแกร)ง ความเหนียว มีสมบัติให0ความมันเงา ความคงรูป
สูง การทนความร0อน และสารเคมีได0ดี โดยเฉพาะอย)างย่ิงการทนต)อแรงเฉือนได0ดีการทนความร0อนนิยมนําไปใช0ใน
งานฉีด (injection molding) ได0แก) ช้ินส)วนยานยนต� เครื่องใช0ภายในบ0าน และเครื่องใช0ไฟฟ�า เป=นต0น 
(http://www.spm-amp.com/ สืบค0นเมื่อ 1 พฤษภาคม 2558 ) 

7) การใช0สารอะคริโลไนไตรล�เป=นสารตัวกลางในการผลิตอะคริลาไมด� (acrylamide) และกรดอะคริลิค 
(acrylic acid) (กรมโรงงานอุสาหกรรม, 2551) อะคริลาไมด�เป=นท่ีนิยมใช0อย)างกว0างขวางในกระบวนการ
อุตสาหกรรมไม)ว)าจะเป=นอุตสาหกรรมนํ้ามัน การผลิตกระดาษ หมึกพิมพ� เครื่องสําอาง การทําคอนแทคเลนส� และ
นํามาใช0ในการสังเคราะห�พอลิอะคริลาไมด� (polyacrylamide) ซึ่งเป=นพอลิเมอร�สําคัญที่เป=นองค�ประกอบของไส0

ถังปฏิกรณ� 

อะคริโลไนไตรล�+บิวทาไดอีน 

อะคริโลไนไตรล� 
บิวทาไดอีน 

กรดเมทาคริลิค 

นํ้า  

บิวทาไดอีน 

อะคริโลไนไตรล� 

หอขจัดด0วย
ไอนํ้า 

ไอนํ้า 

ถังเก็บยางไนไตรล�บิวทาไดอีน 

ยางไนไตรล%บิวทาไดอีน 
 

ถังแฟลชสุญญากาศ 
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กรองในเครื่องกรองนํ้า (จิตติมา เจริญพานิช, 2551) และกรดอะคริลิคใช0ในการผลิตเรซินแบบแลกเปล่ียนไอออน 
(ion-exchange resin) ใช0ในการผลิตกระดาษ กาว และใช0ในการเคลือบเรซิน (http://msds.pcd.go.th สืบค0น
เมื่อ 16 มกราคม 2558) 

จากตัวอย)างจะเห็นได0ว)าอะคริโลไนไตรล�เป=นสารต0นตอ หรือสารตัวกลางที่สําคัญในการผลิตสารเคมีท่ีมี
ความสําคัญสําหรับอุตสาหกรรมหลายชนิด ภาพที่ 7 แสดงภาพรวมการใช0อะคริโลไนไตรล�ในกระบวนการ
อุตสาหกรรมต)างๆ ซ่ึงส)วนใหญ)นิยมใช0สารอะคริโลไนไตรล�ในการผลิตอะคริลิค และเส0นใยพลาสติก ยางไนไตรล�
และพลาสติก และใช0เป=นสารรมควันในการเก็บเมล็ดพืช 
 

 
 
ภาพท่ี 7 การประยุกต�ใช0สารอะคริโลไนไตรล�ในอุตสาหกรรมต)างๆ (ดัดแปลงภาพมาจากกรมโรงงานอุตสาหกรรม, 
2551) 
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กรมเช้ือเพลิงธรรมชาติและพลังงานมีรายงานถึงปริมาณการใช0อะคริโลไนไตรล�จําแนกตามประเภท
ผลิตภัณฑ� สรุปได0ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1  ปริมาณการใช0อะคริโลไนไตรล�จําแนกตามประเภทผลิตภัณฑ� (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2551) 

ประเภทผลิตภัณฑ� ปริมาณการใช0ในป2 พ.ศ. 2550 (ตัน) 

เส0นใยอะคริลิค 82,000 
ยางสังเคราะห� SAN 18,000 
ยางสังเคราะห� NBR 11,900 

 
อะคริโลไนไตรล�เป=นสารท่ีมีอันตรายร0ายแรงมากโดยเฉพาะเมื่อติดไฟจะระเบิดข้ึนได0เมื่ออยู)ในห0องที่ไม)

มีการระบายอากาศ (U.S. EPA, 1988) เน่ืองจากไม)มีการใช0สารอะคริโลไนไตรล�ในรูปสารบริสุทธ์ิ หรือสารละลาย
ผสมในบ0านเรือน ดังน้ันการปนเป&'อนของสารอะคริโลไนไตรล� ในส่ิงแวดล0อมส)วนใหญ)จึงมาจากภาคอุตสาหกรรม 
ได0แก) จากกระบวนการผลิตและการเก็บรักษา ดังเคยมีตัวอย)างการระเบิดและเพลิงไหม0ของถังเก็บอะคริโลไนไตรล�
ที่ Anjalankoski ประเทศฟ�นแลนด� (www.onnettomuustutkinta.fi สืบค0นเมื่อ 17 กุมภาพันธ� 2558 ) หรือใน
ระหว)างการขนส)ง เช)น เม่ือวันที่ 5 กันยายน พ.ศ. 2544 พบอุบัติภัยรถบรรทุกสารอะคริโลไนไตรล� พลิกควํ่าบน
ทางด)วนจุดที่มีการจราจรหนาแน)นจุดหน่ึงของกรุงเทพมหานคร (http://www.greenpeace.org/ สืบค0นเม่ือ 20 
กุมภาพันธ� 2558) รวมท้ังการนํา    อะคริโลไนไตรล�ไปใช0ในการผลิตสินค0าในระดับอุตสาหกรรมทําให0พบการ
ปนเป&'อนในนํ้า ซึ่งอาจเกิดจากการรั่วไหลจากโรงงานสารเคมี หรืออาจมีการปนเป&'อนของอะคริโลไนไตรล�มาจากนํ้า
ทิ้งเสียของโรงงานอุตสาหกรรม ดังน้ันการปนเป&'อนในส่ิงแวดล0อมจึงจํากัดอยู)เฉพาะบริเวณโรงงานหรือเกิดจาก
อุบัติเหตุจากการขนส)งดังกล)าวมาแล0วเท)าน้ัน (Going et al., 1979) 

2.1.8 การสลายอะคริโลไนไตรล%โดยจุลินทรีย� 

สารอะคริโลไนไตรล�ที่ปนเป& 'อนในส่ิงแวดล0อมท่ีอาจมาพร0อมกับนํ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมใน
กระบวนการการผลิตน้ัน เป=นเหตุท่ีทําให0ต0องมีการกําจัดหรือหาแนวทางและวิธีการกําจัดสารอะคริโลไนไตรล� ให0
พบการปนเป& 'อนในส่ิงแวดล0อมในปริมาณน0อยที่สุด จากอดีตถึงปnจจุบันมีวิธีการกําจัดสารอะคริโลไนไตรล�
หลากหลายวิธี เช)น การย)อยสลายโดยแสง (photodegradation) ได0เป=นก�าซคาร�บอนไดออกไซด� (Knoevenagel 
and Himmelreich, 1976) หรือการบําบัดทางเคมีการเผาไหม0โดยตรงหรือการเผาไหม0โดยใช0ตัวเร)งปฏิกิริยา 
(http://www.pcd.go.th สืบค0นเมื่อ 20 มกรคม 2558) ซึ่งมักทําให0เกิดปnญหามลพิษทางอากาศตามมา ด0วยเหตุน้ี
ในปnจจุบันมีนักวิทยาศาสตร�หันมาสนใจวิธีการกําจัดสารอะคริโลไนไตรล�โดยใช0แบคทีเรียย)อยสลายหรือใช0เอนไซม�ที่
ผลิตจากแบคทีเรียเปล่ียนรูปสารอะคริโลไนไตรล�เป=นสารอ่ืนที่มีความเป=นพิษน0อยลง ดังท่ีเคยมีรายงานการวิจัยที่
ศึกษาการใช0 Pseudomonas chlororaphis B23 ย)อยสลายอะคริโลไนไตรล� โดยพบว)าเอนไซม�ไนไตร�ลไฮดราเทส 
(nitrile hydratase) และเอนไซม�เอไมเดส (amidase) เป=นเอนไซม�ที่สําคัญในการสลายอะคริโลไนไตรล� นอกจากน้ี
ยังพบความสามารถในการสลายสารประกอบไนไตรล�อีกหลายชนิด เช)น โพรไพโอไนไตรล� (propionitrile) เอน
บิวทิโรไนไตร�ล (N-butyronitrile) และไซยาไนด� (cyanide) (Nagasawa et al., 1987) ซ่ึงเป=นวิธีท่ีง)าย ต0นทุนตํ่า
และมีประสิทธิภาพสูง โดยประสิทธิภาพในการสลายจะข้ึนอยู)กับหลายปnจจัย เช)น ค)าพีเอช อุณหภูมิ ตัวทําละลาย
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อินทรีย� หรือแม0กระทั่งการปนเป&'อนของสารพิษอ่ืนๆ รวมไปถึงความสามารถในการปรับตัวของแบคทีเรียในการ
เจริญและย)อยสลายอะคริโลไนไตรล�ด0วย  

เอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทส เป=นเอนไซม�สําหรับการผลิตภาคอุตสาหกรรมของอะคริลาไมค� และโคทินา-
ไมด� (contrinamide) (Yamada and  Kobayashi, 1996) และใช0เอนไซม�เหล)าน้ีสําหรับการบําบัดทางชีวภาพ 
ไนไตรล�จากนํ้าเสีย (Wyatt and Knowles, 1995) สําหรับการย)อยสลายของสารอะคริโลไนไตรล� พบว)าอาศัยการ
ทํางานของเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทส ท่ีทําหน0าที่เปล่ียนอะคริโลไนไตรล� เป=นอะคริลาไมด� จากน้ันเอนไซม�เอไมเดส 
จะเปล่ียนสารอะคริลาไมด�ไปเป=นกรดอะคริลิค และแอมโมเนีย ดังแสดงในภาพที่ 8 ซ่ึงเป=นสารพิษท่ีมีความ 
เป=นพิษน0อยลงและไม)เป=นอันตรายต)อส่ิงมีชีวิต ปฏิกิริยาน้ีเป=นที่น)าสนใจในการสังเคราะห�และการประยุกต�ใช0บําบัด
ทางชีวภาพต)างๆ (Mylerova and Martinkova, 2003; Sachi and Lindsay, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 การสลายอะคริโลไนไตร�ลโดยเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทสและเอไมเดส (ดัดแปลงภาพมาจาก 
http://biocyc.com สืบค0นเม่ือ 1 พฤษภาคม 2558)  
 

จากอดีตจนถึงปnจจุบันมีนักวิทยาศาสตร�จํานวนมากให0ความสนใจในการย)อยสลายทางชีวภาพของสาร
อะคริโลไนไตรล�โดยจุลินทรีย� มีรายงานวิจัยหลายฉบับศึกษาแบคทีเรียที่สามารถใช0ประโยชน�อะคริโลไนไตร�ล 
เป=นแหล)งพลังงานและสารอาหารในการเจริญ ต้ังแต)ในป2 ค.ศ. 1987 ในรายงานวิจัยของ Nagasawa และคณะ ที่
ศึกษาการใช % Pseudomonas chlororaphis B23 ย)อยสลายอะคริโลไนไตรล�  โดยพบว)า เอนไซม�ไนไตร�ลไฮดรา
เทสและเอนไซม�เอไมเดส เป=นเอนไซม�ท่ีสําคัญในการสลายอะคริโลไนไตรล� นอกจากน้ียังพบความสามารถในการ
สลายสารประกอบไนไตรล�อีกหลายชนิด เช)น โพรไพโอไนไตรล� (propionitrile), เอนบิวทิโรไนไตรล� (N-
butyronitrile) และไซยาไนด� (cyanide) ต)อมาในป2 ค.ศ. 1991 Mohamed S. Nawaz และคณะทําการแยก 
Klebsiella pneumonia จากนํ้าเสียของโรงงาอุตสาหกรรม พบว)าสามารถเจริญได0ในอะคริโลไนไตรล� และมี
ความสามารถในการใช0อะลิฟาติกเอไมด�และไนไตรล� (aliphatic amide/nitrile) ที่มีสายคาร�บอนยาว 1-5 อะตอม 
เช)น อะซิตาไมด� (acetamide), โพรไพโอนาไมด� (propionamide) หรือ เบนโซไนไตรล� (benzonitrile) เป=น 
แหล)งคาร�บอนและไนโตรเจนเดียวในการเจริญ พบความสามารถในการย)อยสลายอะคริโลไนไตรล�ได0 6.15 มิลลิ- 
โมลาร� และอะคริลาไมด�ได0 5.15 มิลลิโมลาร� ภายใน 24 ช่ัวโมง K. pneumonia มีเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทส และ
เอไมเดสเป=นเอนไซม�สําคัญในการย)อยสลายสารประกอบไนไตรล� โดยเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทสทํางานได0ดีที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสและเอไมเดสทํางานได0ดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และมีค)าพีเอชท่ีเหมาะสมต)อการ
ทํางานของเอนไซม�ท้ังสองคือค)าพีเอชเท)ากับ 8.0  

ต)อมาในป2 ค.ศ. 1996 Linardi, Dias และ Rosa คัดแยกยีสต� Candida famata จากนํ้าท้ิงในเหมือง
ทอง พบว)าสามารถเจริญได0ในสภาวะที่มี อะซิโตไนไตรล� (acetonitrile) อะคริโลไนไตรล� บิวทิโรไนไตรล� 

อะคริโลไนไตรล� อะคริลาไมด� 
   

ไนไตรล�ไฮดราเทส เอไมเดส 

H2O H2O 
กรดอะคริลิก + แอมโมเนีย 
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(butyronitrile),  ไอโซบิวทิโรไนไตรล� (isobutyronitrile),  เมททาคริโลไนไตรล� (methacrylonitrile), โพรไพโอ-
ไนไตรล�, ซักซิโนไนไตรล� (succinonitrile), วาลิโอไนไตรล� (valeronitrile), อะซีตาไมด� (acetamide),  ไอโซบิว-
ทาไมด� (isobutamide) และ ซักซินาไมด� (succinamide) เป=นแหล)ง ไนโตรเจน ท่ีความเข0มข0นถึงร0อยละ 4 การใช0
ประโยชน�จาก อะซิโตไนไตรล� และ อะซีตาไมด� ของสายพันธุ� C. famata อาจจะเก่ียวข0องกับปฏิกิริยาสองข้ันตอน
ของเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทสและเอไมเดสที่เกิดข้ึนภายในเซลลล�สามป2ต)อมา Dhillon และ Shivaraman (1999) 
คัดแยกแบคทีเรียจากดิน และระบุชนิดเป=นPseudomonas sp. (S1) เมื่อทดสอบศักยภาพในการย)อยสลายสารไน
ไตรล��ที่แตกต)างกัน พบว)าสามารถเจริญได0ดีในสภาวะที่มีไนไตรล�ต)อไปน้ีเป=นแหล)งคาร�บอนและไนโตรเจนคือ อะซิ
โตไนไตรล�, บิวทิโรไนไตรล�, อะคริโลไนไตรล�, อะดิโพไนไตรล� (adiponitrile), เบนโซไนไตรล� (benzonitrile), 
กลูตาโรไนไตรล� (glutaronitrile), ฟ2นิลอะซิโตไนไตรล� (phenylacetonitrile) และซักซิโนไนไตรล� 
(succinonitrile) แบคทีเรียน้ีมีลักษณะที่เป=นเอกลักษณ� คือสามารถเปล่ียนสารประกอบอะลิฟาติกไนไตรล�ที่อ่ิมตัว 
(saturated aliphatic nitrile), อะลิฟาติกโอเลฟ�นิกไนไตรล� (aliphatic olefinic nitrile), อะโรมาติกไนไตรล� 
(aromatic nitrile) และอัลคิลไนไตรล� (alkyl nitriles) รวมท้ังอัลคาไลไซยาไนด� (alkali cyanide) ได0เป=นกรด 
คาร�บอกซิลิก (carboxylic acid) และป2 ค.ศ 2000 Dias และคณะได0คัดแยก Candida guilliermondii UFMG-
Y65 จากนํ้าท้ิงในการทําเหมืองทอง พบว)าสามารถผลิตเอนไซม�สลายไนไตรล� (nitrile hydrolyzing enzyme) ที่
สามารถสลายสารเบนโซไนไตร�ลได0ถึง 12 มิลลิโมลาร� เป=นกรดเบนโซอิก 11 มิลลิโมลาร� และสลายสารอะคริโล- 
ไนไตรล� 10 มิลลิโมลาร� เป=นกรดอะคริลิก 7.9 มิลลิโมลาร�  

Deshkar และคณะ (2003) คัดแยกแบคทีเรียจากดินที่ปนเป&'อนอะคริโลไนไตรล� และระบุชนิดเป=น 
Citrobacter fruendii  ที่สามารถใช0อะคริโลไนไตรล�ความเข0มข0น 2000 มิลลิกรัมต)อลิตร เป=นแหล)งคาร�บอนและ
ไนโตรเจน ต)อมาในป2 ค.ศ. 2004 Wang, Lee และ Chen คัดแยก  Comamonas testosterone และ 
Acidovorax  sp. จากระบบบําบัดนํ้าเสียในการทําพลาสติก พบความสามารถของแบคทีเรียในการสลายสาร 
อะคริโลไนไตร�ลและเบนโซไนไตรล� คือ C. testosterone สามารถที่จะสลาย    อะคริโลไนไตรล� 1,904.8 
มิลลิกรัมต)อลิตร ภายในเวลา 66.6 ช่ัวโมง และ Acidovorax  sp. สามารถสลายอะคริโลไนไตรล� 1,538.5 
มิลลิกรัมต)อลิตร ภายในเวลา 143.3 ช่ัวโมง โดยพบว)า C. testosterone สามารถสลายอะคริโลไนไตรล� ได0ดีกว)า 
Acidovorax  sp. และแบคทีเรียท้ังสองสายพันธุ�ยังสามารถสลายสารโพรไพโอไนไตร�ลได0อีกด0วย นอกจากน้ียังพบ
รายงานของ Boxter, Garton และ Cummigs (2006) ท่ีแยก Rhodococcus sp. AJ 270 จากดิน ท่ีสามารถ
สลายอะคริโลไนไตร�ลได0 หรืองานวิจัยของ Ma และคณะ (2010) ที่คัดแยก Rhodococcus ruber TH ท่ีสามารถ
สลายอะคริโลไนไตรล�ได0อีกด0วย 

2.2   ขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในปaที่ 3 ของโครงการวิจัย 
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� E. Aerogenes ในการสลายอะคริโลไนไตร�ลและ

สารประกอบกลุ)มไนไตร�ลชนิดอ่ืน 
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดําเนนิการวจิยั 
 

3.1 การทดสอบผลของความเขYมขYนอะคริโลไนไตรล%ต4อการเจริญของ E. aerogenes 

นํา E. aerogenes มาเล้ียงลงในอาหารเหลวนิวเทรียนส� (Nutrient broth) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ)มเล้ียงที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด0วยการเขย)าท่ีความเร็ว 250 รอบต)อนาทีเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนด 
ถ)ายเช้ือเจริญร0อยละ 10 (ปริมาตรต)อปริมาตร) ลงในอาหารเหลวเกลือตํ่า W-minimal medium ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เล้ียงต)อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด0วยการเขย)าท่ีความเร็ว 250 รอบต)อนาทีเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบเวลาท่ีกําหนด ถ)ายเช้ือเจริญร0อยละ 10 (ปริมาตรต)อปริมาตร) ลงในอาหารเหลวเกลือตํ่า W-minimal 
medium ที่มีการเติมสารอะคริโลไนไตรล�ความเข0มข0นต)างกัน ระหว)างร0อยละ 0.02 และร0อยละ 0.25 (ปริมาตรต)อ
ปริมาตร) เป=นแหล)งพลังงานเดียว บ)มเล้ียงในสภาวะเดิมเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบการเจริญจากผลต)างของ
ค)าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ท่ีเวลา 0 ช่ัวโมงและ 24 ช่ัวโมง เพื่อเลือกความเข0มข0นของ
อะคริโลไนไตรล�ท่ีทําให0เช้ือเจริญสูงสุดมาทําการทดลองต)อไป 

3.2 การติดตามการสลายอะคริโลไนไตรล%ของ E. aerogenes 
บ)มเล้ียง E. aerogenes ในอาหารเหลวนิวเทรียนส� ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด0วย

การเขย)าท่ีความเร็ว 250 รอบต)อนาที เป=นเวลา 24 ช่ัวโมง ถ)ายเช้ือเจริญร0อยละ 10 (โดยปริมาตร) ลงในอาหาร
เหลวนิวเทรียนส� ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากน้ันบ)มเล้ียงต)อที่สภาวะเดิมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย)าด0วย
ความเร็ว 250 รอบต)อนาที เป=นเวลา 24 ช่ัวโมง และเพิ่มปริมาณมวลเซลล� (cell mass) โดยการถ)ายเช้ือเจริญ 
ร0อยละ 10 (ปริมาตรต)อปริมาตร) ลงไปในอาหารเหลวนิวเทรียนส� ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เล้ียงเช้ือต)อที่สภาวะเดิม
เป=นเวลา 24 ช่ัวโมง นําเช้ือเจริญมาปn�นเก็บตะกอนเซลล� ที่ความเร็ว 10,000 รอบต)อนาที เป=นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล0างตะกอนเซลล�ด0วยอาหารเหลวเกลือตํ่า จํานวน 2 ครั้ง แล0วละลายตะกอนเซลล�อีก
คร้ัง (resuspension) ลงในอาหารเหลวเกลือตํ่าปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําสารละลายตะกอนเซลล�ท่ีได0 ถ)ายลงใน
อาหารเหลวเกลือตํ่าปริมาตร 2 ลิตร ที่มีการเติมอะคริโลไนไตรล�ลงไปความเข0มข0นร0อยละ 0.02 (ปริมาตรต)อ
ปริมาตร) บ)มเล้ียงเช้ือที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด0วยความเร็วในการเขย)าที่ 250 รอบต)อนาที ติดตามการเจริญ
และการสลายอะคริโลไนไตรล�ทุกๆ 3 ช่ัวโมงเป=นเวลานาน 72 ช่ัวโมง ทําการวิเคราะห�โดยเทคนิคโครมาโทรกราฟ2
ของเหลวสมรรถนะสูง (High Perform Liquid Chromatography; HPLC) เพื่อดูปริมาณของอะคริโลไนไตรล�ที่
ลดลง และปริมาณของอะคริลาไมด� และกรดอะคริลิคที่เพิ่มข้ึนและลดลง โดยเก็บตัวอย)างเช้ือเจริญไปปn�นเหว่ียงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต)อนาทีเป=นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรองด0วยเมมเบรนท่ีมีขนาดคัดกรอง 
0.45 ไมโครเมตรนําไปวัดค)าพีเอชของอาหารเล้ียง ติดตามการเจริญของแบคทีเรียจากการวัดค)าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และวัดปริมาณของแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการสลายอะคริโลไนไตรล�ด0วย
วิธีของฟ2เนต (Phenatemethod) (http://www.fisheries.go.th สืบค0นเมื่อเมื่อ 22 เมษายน 2558) และนับ
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จํานวนโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเวลาต)างๆ โดยการเจือจางเช้ือเจริญที่ความเข0มข0น 10-1-10-6และกระจายเซลล�ลงบน
อาหารเกลือตํ่าชนิดแข็ง (W-minimalmedium agar) ที่มีการเติมสารอะคริโลไนไตรล�ความเข0มข0นร0อยละ 0.02 
(ปริมาตรต)อปริมาตร) เป=นแหล)งพลังงาน สําหรับการวิเคราะห�ด0วยเทคนิค HPLC จะเลือกใช0ตัวติดตามยูวี(UV 
detector)ที่ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร และมีเฟสเคล่ือนที่ (mobile phase) คือสารผสมของ 
อะซิโตไนไตรล�ร0อยละ 0.5 (ปริมาตรต)อปริมาตร) และเมทานอลร0อยละ 0.05 (ปริมาตรต)อปริมาตร) ใช0เฟสคงที่ 
(stationary phase) คือคอลัมน�คาร�บอน 18 อะตอม ขนาดเส0นผ)านศูนย�กลาง 3.9 มิลลิเมตร ความยาว 300 
มิลลิเมตร(ขนาดอนุภาคบรรจุ 10 ไมโครเมตร ระยะห)างระหว)างอนุภาคเท)ากับ 125 อังสตรอม) ควบคุมอัตราการ
ไหลให0คงท่ีเท)ากับ 1.5 มิลลิลิตรต)อนาที ตัวอย)างที่นํามาวิเคราะห�ในช)วงเวลาต)างๆจะอยู)ในรูปของเหลว ซ่ึงจะนําไป
ปn�นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต)อนาที เป=นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก)อนท่ีจะนํามากรองด0วย
เมมเบรนท่ีมีขนาดคัดกรอง 0.45 ไมโครเมตรก)อนนํามาวิเคราะห�โดยจะทําการฉีดสารตัวอย)างปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ในแต)ละครั้งของการวิเคราะห�ทุกการทดลองจะทําซํ้า 3 คร้ังและรายงานผลการทดลองเป=นค)าเฉล่ีย
พร0อมส)วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) ภาคผนวกท่ี 1 แสดงโครมาโทแกรมของสารผสมอะคริ
โล-ไนไตรล� อะคริลาไมด� และกรดอะคริลิก เม่ือผ)านการวิเคราะห�ด0วยเทคนิค HPLC ภายใต0สภาวะดังกล)าว ทําการ
เทียบความเข0มข0นของอะคริโลไนไตรล�อะคริลาไมด� และกรดอะคริลิก กับกราฟมาตรฐานในภาคผนวกท่ี 2-4 

3.3 การวิเคราะห%ปริมาณแอมโมเนียโดยวิธีของฟaเนต 
นําตัวอย)างท่ีได0ท่ีเวลาต)างกันของการเจริญ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยากับสารละลายฟ2นอล (Phenol 

solution) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร (ผสมสารละลายฟ2นอล(C6H5OH) (ร0อยละ 89 นํ้าหนักต)อปริมาตร) 1.11 
มิลลิลิตร กับเอทานอล (ethanol; C2H6O) ปริมาตร 8.89 มิลลิลิตร** ให0เตรียมใช0แต)ละอาทิตย�) สารละลาย
โซเดียมไนโตรปรัสไซด� (sodium nitroprusside solution; Na2Fe(CN)5NO.2H2O (ความเข0มข0นร0อยละ 0.5 
(นํ้าหนักต)อปริมาตร)) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร (ละลายโซเดียมไนโตรปรัสไซด� ปริมาตร 20 มิลลิกรัมในนํ้ากล่ัน
ปริมาตร10 มิลลิลิตร **เก็บสารละลายน้ีในขวดแก0วสีชาไม)เกิน 1 เดือน) สารละลายออกซิไดส�(oxidation 
solution) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (อัลคาไลน�ซิเตรท (alkaline citrate) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรกับโซเดียมไฮ-
โปรคลอไรท� (sodium hypochlorite; NaOCl) ปริมาตร 25 มิลลิกรัมผสมเข0าด0วยกันหรือในอัตราส)วน 4:1 (**
สารละลายน้ีควรเตรียมใหม)ทุกวัน) นําสารผสมไปบ)มในท่ีมืดเป=นเวลา 3 ช่ัวโมง แล0วนําไปวัดค)าการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร เพื่อวัดปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึน ทําซํ้าจํานวน 3 ครั้งและรายงานผลเป=นค)าเฉล่ีย 
นําค)าการดูดกลืนแสงท่ีอ)านได0เทียบกับกราฟมาตรฐานแอมโมเนีย (ภาคผนวกท่ี 5) เพื่อหาปริมาณของแอมโมเนียที่
เกิดข้ึนในกระบวนการสลายอะคริโลไนไตรล� 

3.4 การทดสอบความสามารถในการสลายสารกลุ4มไนไตรล%ของ E. aerogenes 
เล้ียง E. aerogenes ในอาหารเหลวเกลือตํ่าท่ีมีการเติมสารกลุ)มไนไตรล�ต)างชนิดลงไปโดยแบ)งออกเป=น 3 

กลุ)มคือ (1) สารประกอบอะลิฟาติกไนไตรล� ที่มีอะตอมของคาร�บอนต)อกันเป=นโซ)ยาว (hydrocarbon chains) 
และไม)มีอะตอมของคาร�บอนต)อกันเป=นวงแหวน(aromatic systems) เลย ได0แก) อะซิโตไนไตรล�โพรไพโอไนไตรล� 
และบิวทิโรไนไตรล� (2) สารอนุพันธ�ของอะคริโลไนไตรล� คือ กลูตาโรไนไตรล�และอะดิโพไนไตรล� และ (3) 
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สารประกอบอะโรมาติกไนไตรล�ซ่ึงเป=นสารประกอบไนไตรล�ที่มีส)วนหน่ึงส)วนใดของโมเลกุลเป=นวงแหวนคือ 
เบนโซไนไตรล� (ภาคผนวกที่ 6) สารเหล)าน้ีถูกนํามาทดสอบเป=นแหล)งพลังงานเดียวของแบคทีเรีย ท่ีระดับความ
เข0มข0นร0อยละ 0.1 (ปริมาตรต)อปริมาตร) โดยการบ)มเล้ียงเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย)า
ด0วยความเร็วที่ 250 รอบต)อนาที เมื่อครบเวลาที่กําหนดจะทําการวิเคราะห�ตัวอย)างเพื่อนํามาวิเคราะห�ด0วยเทคนิค 
HPLC ตามท่ีได0อธิบายมาแล0วในข0อ 3.2 เทียบหาความเข0มข0นที่ลดลงของสารไนไตรล�ท่ีทดสอบคํานวณเป=นร0อยละ
การสลาย (% conversion) 
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บทท่ี 4 

 
ผลการวจิยั 

 
4.1 ผลของความเขYมขYนอะคริโลไนไตรล%ต4อการเจริญของ E. aerogenes 

เม่ือนํา E. aerogenes มาเล้ียงในอาหารเหลวเกลือตํ่าที่มีอะคริโลไนไตรล�เป=นแหล)งพลังงานเดียวท่ีระดับ
ความเข0มข0นอะคริโลไนไตรล�ต)างกันและเทียบอัตราการเจริญ จากการเพิ่มข้ึนของค)าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร เมื่อทําการเล้ียงเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง ได0ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 2 คือ E. aerogenes
สามารถใช0อะคริโลไนไตรล�เป=นแหล)งพลังงานในการเจริญได0ทุกความเข0มข0นแต)สามารถเจริญได0สูงสุดท่ีความเข0มข0น
อะคริโลไนไตรล� ร0อยละ 0.02 (ปริมาตรต)อปริมาตร)  

 
ตารางที่ 2 ผลต)างของค)าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ของ E. aerogenes ท่ีเจริญในอาหาร
เหลวเกลือตํ่าที่มีอะคริโลไนไตรล�ความเข0มข0นต)างกัน 

ความเข0มข0นของอะคริโลไนไตรล� (ร0อยละโดยปริมาตร) ∆OD600 
0.02 0.60 
0.04 0.51 
0.06 0.46 
0.08 0.42 
0.10 0.40 
0.15 0.30 
0.20 0.23 

 
4.2 การติดตามการสลายอะคริโลไนไตรล%ของ E. aerogenes 

การติดตามการสลายอะคริโลไนไตรล�ของ E. aerogenes ในอาหารเหลวเกลือตํ่าท่ีมีอะคริโลไนไตรล�ความ
เข0มข0นร0อยละ 0.02 (ปริมาตรต)อปริมาตร) เป=นแหล)งพลังงานเดียว จากปริมาณของอะคริโลไนไตรล�ที่ลดลงและ
ปริมาณของอะคริลาไมด�และกรดอะคริลิกที่เพิ่มข้ึน เม่ือวิเคราะห�ด0วยเทคนิค HPLC และจากปริมาณของ
แอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนโดยการวัดด0วยวิธีของฟ2เนต พบว)า E. aerogenes สามารถใช0อะคริโลไนไตรล�เป=นแหล)ง
พลังงานในการเจริญ และเข0าสู)ระยะคงที่ (stationary phase) เม่ือเวลาผ)านไป 12 ช่ัวโมง โดยให0ค)าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร สูงที่สุดเท)ากับ 1.05 และมีจํานวนโคโลนีเท)ากับ 9.27 x 106 (ซีเอฟยูต)อ
มิลลิลิตร) จากน้ันอัตราการเจริญของแบคทีเรียจะค)อยๆ ช0าลง อย)างต)อเน่ืองเป=นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง และเข0าสู)
ระยะเซลล�ตาย (death phase หรือ decline phase) ต)อไป เมื่อพิจารณาถึงการใช0อะคริโลไนไตรล�เป=นแหล)ง



 
 

36 
 

พลังงานพบว)า E. aerogenes สามารถสลายอะคริโลไนไตรล�เป=นแหล)งพลังงานในการสร0างเซลล�ได0อย)างต)อเน่ือง
และมีการผลิตอะคริลาไมด� ซึ่งเป=นสารตัวกลางเกิดข้ึนตามการลดลงของอะคริโลไนไตรล� โดยพบความเข0มข0นของ
อะคริลาไมด�สูงที่สุดคือ 7.31 มิลลิโมลาร� ที่เวลา 21 ช่ัวโมง ก)อนที่อะคริลาไมด�จะค)อยๆ ถูกสลายเป=นกรดอะคริลิก
และแอมโมเนียต)อไป โดยพบปริมาณแอมโมเนียและกรดอะคริลิกสูงสุดเท)ากับ 0.73 มิลลิกรัมไนโตรเจนต)อลิตร 
และ 11.17 มิลลิโมลาร�ตามลําดับ ที่ช่ัวโมงท่ี 15 และ 48 ของการเล้ียง ขณะท่ีค)าพีเอชของอาหารเล้ียงไม)มีการ
เปล่ียนแปลงอย)างมีนัยสําคัญตลอดการเล้ียงเจริญ ดังแสดงในภาพที่ 9 สําหรับโครมาโตแกรมของการสลายอะคริ-
โลไนไตรล�ท่ีเวลาต)างๆ เม่ือวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC แสดงในภาคผนวกท่ี 7  

4.3 การทดสอบความสามารถในการสลายสารกลุ4มไนไตรล%ของ E. aerogenes 

เม่ือนํา E.aerogenes มาเล้ียงในสภาวะที่มีสารกลุ)มไนไตรล�ชนิดต)างกัน เป=นแหล)งพลังงานเดียว เป=นเวลา 24 
ช่ัวโมง และติดตามการสลายไนไตรล�จากการลดลงของสารไนไตรล�ต้ังต0น ด0วยการวิเคราะห�ด0วยเทคนิค HPLC 
พบว)า E. aerogenes สามารถสลายสารไนไตรล�กลุ)มอะลิฟาติกได0ในร0อยละการเปล่ียนแปลงต)างกันคือ  
E. aerogenes ชอบท่ีจะสลายอะคริโลไนไตรล�ได0สูงที่สุดท่ีร0อยละ 43 รองลงมาคือ โพรไพโอไนไตรล� (ร0อยละ 30) 
อะซิโตไนไตรล� (ร0อยละ 23) และ บิวทิโรไนไตรล� (ร0อยละ 15) ตามลําดับ และยังสามารถสลายสารกลุ)มอะโรมาติก
ไนไตรล�คือ เบนโซไนไตรล�ได0เล็กน0อยที่ร0อยละ 9 แต)ไม)สามารถสลายอนุพันธ�ของอะลิฟาติกไนไตรล�คือ กลูตาโรไน-
ไตรล� และ อะดิโพไนไตรล�ได0 ผลการทดลองสรุปในตารางที่ 3 สําหรับโครมาโทแกรมของการสลายสารไนไตรล�แต)
ละชนิดเม่ือวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC แสดงในภาคผนวกท่ี 8 
 
ตารางที่ 3  การสลายสารกลุ)มไนไตรล�โดย E. aerogenes 

สารไนไตรล� ร0อยละของการสลาย 

อะซิโตไนไตรล� 23 

อะคริโลไนไตรล� 43 
โพรไพไอไนไตรล� 30 

บิวทิโรไนไตรล� 15 

กลูตาโรไนไตรล� - 
อะดิโพไนไตรล� - 
เบนโซไนไตรล� 9 

หมายเหตุ (-) คือ ไม)เกิดการสลายของอะคริโลไนไตรล�โดย E. aerogenes 
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ภาพท่ี 9 (ก) การสลายอะคริโลไนไตรล�โดย E.aerogenes ท่ีเวลาต)างกัน เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวเกลือตํ่า ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย)าด0วยความเร็ว 250 รอบต)อนาที ค)าพีเอชเท)ากับ 7 (ข) กราฟขยายของรูป (ก) 
กําหนดให0 ( ) คือ ความเข0มข0นของแอมโมเนียม, ( ) คือ ค)าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600  
นาโนเมตร, ( ) คือ ความเข0มข0นของอะคริลาไมด�, (  ) คือ จํานวนโคโลนีของแบคทีเรีย, ( ) คือ ค)า
พีเอชของอาหารเล้ียง, ( ) คือ ความเข0มข0นของกรดอะคริลิก, และ ( ) คือ ความเข0มข0นของอะคริโล- 
ไนไตรล� 
 

 

(ก) 

(ข) 
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 
 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

อะคริโลไนไตรล�เป=นสารเคมีที่นิยมใช0อย)างแพร)หลายในห0องปฏิบัติการท่ัวไปและใช0ในอุตสาหกรรมหลาย
ประเภทเช)น ใช0เป=นส)วนประกอบของยางรถยนต�ใช0ในอุตสาหกรรมการผลิตอะคริลิกไฟเบอร� ใช0เป=นสารประกอบใน
พลาสติก ตลอดจนใช0ในการผลิตเครื่องสําอาง ถึงแม0จะมีประโยชน�และมีการใช0อย)างแพร)หลายแต)สารอะคริโล- 
ไนไตรล�ก็มีความเป=นพิษ โดยอะคริโลไนไตร�ลสามารถทําปฏิกิริยารุนแรงกับกรดเข0มข0นและสารออกซิแดนซ�กัด
กร)อนพลาสติกและยาง และสามารถลุกไหม0ติดไฟได0 สารอะคริโลไนไตรล�สามารถเข0าสู)ร)างกายได0โดยการซึมผ)าน
ผิวหนัง จะทําให0เกิดอาการผ่ืนแดงและหากมีการรับประทานอะคริโลไนไตรล�เข0าไปจะส)งผลเป=นพิษเฉียบพลันต)อ
ระบบประสาทส)วนกลาง รวมทั้งส)งผลต)อความทรงจํา การมองเห็น อาจทําให0ความดันตํ่า และระบบการทํางาน
ของตับผิดปกติ ทําให0โลหิตจาง และยังมีหลักฐานว)าทําให0เกิดมะเร็งในสัตว�ทดลอง และอาจก)อให0เกิดมะเร็งในคนได0
(http://webdb.dmsc.moph.go.th สืบค0นเมื่อ10 กุมภาพันธ� 2558) แต)เน่ืองจากมีการใช0สารอะคริโลไนไตรล�
เป=นจํานวนมากและมีกําลังความต0องการเพิ่มข้ึนทุกป2 ในกระบวนการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรมต)างๆ จึงทําให0มี
การปล)อยสารอะคริโลไนไตรล�มากับนํ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมลงสู)ส่ิงแวดล0อม (Going et al., 1979) ด0วยเหตุ
น้ีการหาวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดสารอะคริโลไนไตรล�จึงเป=นส่ิงท่ีจําเป=น การใช0จุลินทรีย�หรือเอนไซม�ย)อย
สลายทางชีวภาพถือเป=นวิธีการกําจัดอะคริโลไนไตรล�ท่ีดีวิธีหน่ึง เพราะเป=นวิธีท่ีให0ประสิทธิภาพสูงในการสลาย 
อะคริโลไนไตรล�และไม)เป=นพิษต)อส่ิงแวดล0อม โครงงานวิจัยน้ีได0ศึกษาความเป=นไปได0ในการสลายอะคริโลไนไตรล�
ของ E. aerogenes ซึ่งเป=นแบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�(Buranasilp and Charoenpanich, 2011) เน่ืองจาก
อะคริลาไมด�มีโครงสร0างใกล0เคียงกับอะคริโลไนไตรล� ผลการทดสอบพบว)า แบคทีเรียสลายอะคริลาไมด�  
E. aerogenes สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีอะคริโลไนไตรล�ได0  จากข0อเท็จจริงท่ีว)า กลไกการสลายไนไตรล�น้ันอาศัย
การทํางานของเอนไซม�ไนไตรล�เลส (nitrilase) หรือการใช0เอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทสควบคู)กับเอนไซม�เอไมเดสซึ่ง
ในกรณีของอะคริโลไนไตรล�จะเปล่ียนเป=นสารตัวกลางอะคริลาไมด� ก)อนที่จะเปล่ียนเป=นผลิตภัณฑ�กรดอะคริลิค
และแอมโมเนียในที่สุด ก)อนหน0าน้ีมีรายงานวิจัยพบว)า E. aerogenes ที่คัดแยกจากนํ้าทิ้งชุมชนในจังหวัดชลบุรี
สามารถย)อยสลายอะคริลาไมด�ได0 (Buranasilpand Charoenpanich, 2011) โครงสร0างสามมิติของเอนไซม� 
เอไมเดสของ E. aerogenes มีความคล0ายคลึงกับโครงสร0างสามมิติของเอนไซม�ไนไตรล�เลส-ไซยาไนด�ไฮโดรเลส 
ของ Xanthomonas maltophilia (Suktanarag and Charoenpanich, 2012) จึงมีความเป=นไปได0ว)า E. 
aerogenes จะสามารถสลายอะคริโลไนไตรล�ได0 เมื่อติดตามการสลายอะคริโลไนไตรล�ของ E. aerogenes โดยใช0
เทคนิคโครมาโตกราฟ2ของเหลวสมรรถนะสูง เป=นเวลา 72 ช่ัวโมง มีผลิตภัณฑ�จากการสลายเกิดข้ึนคือ อะคริลาไมด� 
กรดอะคริลิก และแอมโมเนีย โดยพบว)า E. aerogenes สามารถเจริญได0สูงท่ีสุดท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง ซึ่งเป=นระยะที่
แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนมากที่สุดและอยู)ได0ถึง 21 ช่ัวโมง จากน้ันการเจริญจะลดลงอย)างรวดเร็วโดยท่ีค)าพีเอช
ของอาหารเล้ียงไม)ค)อยมีการเปล่ียนแปลง แสดงให0เห็นว)าเช้ือ E. aerogenes สามารถสลายอะคริโลไนไตรล�เป=น
แหล)งพลังงานในการเจริญในข้ันต0น ซึ่งจะเปล่ียนอะคริโลไนไตรล�เป=นอะคริลาไมด�ได0สูงสุดที่ความเข0มข0น 7.31  
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มิลลิโมลาร� ท่ีเวลา 21 ช่ัวโมงของการเจริญ จากน้ันอะคริลาไมด�จะถูกสลายต)อเป=นกรดอะคริลิคและแอมโมเนีย 
โดยพบผลิตภัณฑ�กรดอะคริลิกสูงสุดที่ความเข0มข0น 11.17 มิลลิโมลาร� ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง ก)อนการสลาย ขณะที่
ปริมาณแอมโมเนียมีแนวโน0มลดลง เ น่ืองจากเกิดการขับออกนอกเซลล�  เพื่ อรักษาสมดุลภายในเซลล� 
(Charoenpanich, 2013) ผลการทดลองท่ีได0แสดงให0เห็นว)าการสลายอะคริโลไนไตรล�เป=นปnจจัยที่มาจากการเจริญ
ของ E. aerogenes จากน้ันเซลล�จะใช0อะคริลาไมด�ที่เกิดข้ึนเป=นแหล)งพลังงานเพื่อผลิตกรดอะคริลิก ก)อนท่ีจะ
เปล่ียนเป=นผลิตภัณฑ�อ่ืนต)อไป (Charoenpanich, 2013) การพบสารตัวกลางอะคริลาไมด�ในระหว)างเกิดการสลาย
ของอะคริโลไนไตรล�น้ันจึงมีความเป=นไปได0ว)า E. aerogenes มีระบบการสลายอะคริโลไนไตรล�จากการทํางาน
ร)วมกันของเอนไซม�ไนไตรล�ไฮดราเทสและเอไมเดสมากกว)าการใช0เอนไซม�ไนไตรล�เลส ซึ่งจําเป=นต0องมีการศึกษาวิถี
การสลายอะคริโลไนตรล�ของแบคทีเรียชนิดน้ีต)อไป 
 
5.2 สรุปผลการวิจัย 

แบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� E.aerogenes มีศักยภาพในการสลายสารอะคริโลไนไตรล�และสาร 
ไนไตรล�อ่ืนๆ 
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ภาคผนวกท่ี 1 
 

โครมาโทแกรมของสารผสมอะคริโลไนไตรล% อะคริลาไมด% และกรดอะคริลิก 
เมื่อวิเคราะห%โดยเทคนคิ HPLC 

 
 

 
Time      [min] 

ภาพท่ี ผ-1 โครมาโทแกรมของสารผสมอะคริโลไนไตรล� อะคริลาไมด� และกรดอะคริลิก เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค 
HPLC โดยใช0ตัวติดตามยูวี ที่ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร เฟสเคล่ือนที่คือ สารผสม อะซิโตไนไตรล� ร0อยละ 0.5 
(ปริมาตรต)อปริมาตร) และเมทานอล ร0อยละ 0.05 (ปริมาตรต)อปริมาตร) และเฟสคงท่ีคือ คอลัมน�คาร�บอน 18 
อะตอม ขนาดเส0นผ)านศูนย�กลาง 3.9 มิลลิเมตร ความยาว 300 มิลลิเมตร (ขนาดอนุภาคบรรจุ 10 ไมโครเมตร
ระยะระหว)างอนุภาคเท)ากับ 125 อังสตรอม) ควบคุมอัตราการไหลคงที่เท)ากับ 1.5 มิลลิลิตรต)อนาที 
 
ตารางท่ี ผ-1 เวลาท่ีสารผสมอะคริโลไนไตรล� อะคริลาไมด� และกรดอะคริลิก เคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน� เมื่อ
วิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

ชนิดของสารเคมี เวลาท่ีสารออก (นาที) 
อะคริโลไนไตรล� 1.33 

อะคริลาไมด� 2.66 

กรดอะคริลิค 3.80 

 

กรดอะคริลิก 

อะคริลาไมด� 

อะคริโลไนไตรล� 
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ภาคผนวกท่ี 2 
 

กราฟมาตรฐานของอะคริโลไนไตรล% 
 

 
ภาพที่ ผ-2 กราฟมาตรฐานของอะคริโลไนไตรล� 

 
การคํานวณปริมาณของอะคริโลไนไตรล% 

จากกราฟมาตรฐานของอะคริโลไนไตรล� ได0สมการเส0นตรงดังน้ี y = 734.27x - 549.35 และ R² = 0.9302 
นําค) าพื้ นที่ ใต0 กราฟจากโครมาโทแกรมที่อ) านได0 เ ม่ือทํ าการ วิ เคราะห�มาแทนลงในกราฟมาตรฐาน 
ของอะคริโลไนไตรล� 
กําหนดให0 
y = พื้นท่ีใต0กราฟจากโครมาโทแกรม 
x = ความเข0มข0นของอะคริโลไนไตรล� (มิลลิโมลาร�) 
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ภาคผนวกท่ี 3 
 

กราฟมาตรฐานของอะคริลาไมด% 
 

 
ภาพท่ี ผ-3 กราฟมาตรฐานของอะคริลาไมด� 

 
การคํานวณปริมาณของอะคริลาไมด% 

จากกราฟมาตรฐานของอะคริลาไมด� ได0สมการเส0นตรงดังน้ี y = 160.72x - 61.234 และ R² = 0.9322 นําค)าพื้นที่
ใต0กราฟจากโครมาโทแกรมที่อ)านได0เม่ือทําการวิเคราะห�มาแทนลงในกราฟมาตรฐานของอะคริลาไมด� 
กําหนดให0 
y = พื้นท่ีใต0กราฟจากโครมาโทแกรม 
x = ความเข0มข0นของอะคริลาไมด� (มิลลิโมลาร�) 
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ภาคผนวกท่ี 4 
 

กราฟมาตรฐานของกรดอะคริลิค 
 

 
ภาพท่ี ผ-4 กราฟมาตรฐานของกรดอะคริลิก 

 
การคํานวณปริมาณกรดอะคริลิก 
จากกราฟมาตรฐานของกรดอะคริลิก ได0สมการเส0นตรงดังน้ี y = 84.243x - 16.421 และ R² = 0.9312 นําค)า
พื้ นที่ ใต0 กราฟจากโครมาโทแกรม ท่ีอ) านได0 เมื่ อ ทํ าการ วิ เคราะห� มาแทนลงในกราฟมาตรฐานของ 
กรดอะคริลิก 
กําหนดให0 
y = พื้นท่ีใต0กราฟจากโครมาโทแกรม 
x = ความเข0มข0นของกรดอะคริลิก (มิลลิโมลาร�) 
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ภาคผนวกท่ี 5 
 

กราฟมาตรฐานของแอมโมเนยี 
 

 

ภาพท่ี ผ-5 กราฟมาตรฐานของแอมโมเนีย 

 
วิธีการคํานวณปริมาณแอมโนเนีย 
จากกราฟมาตรฐานของแอมโมเนีย y=1.0088x -0.031 
กําหนดให0 
y = ค)าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 640 นาโมเมตร 
x = ปริมาณแอมโมเนีย (มิลลิกรัมไนโตรเจนต)อลิตร) 
นําค)าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 640 นาโนเมตร ท่ีอ)านได0มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของแอมโมเนีย 
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ภาคผนวกท่ี 6 
 

โครงสรYางทางเคมขีองไนไตรล%ท่ีใชYในการศกึษา 
 

อะลิฟาติกไนไตร%ล 

อะซิโตไนไตรล� (Acetonitrile) 
 
 

 
 
 
อะคริโลไนไตร�ล (Acrylonitrile) 

 
 
 
 
 

โพรไพโอไนไตรล� (Propionitrile) 
 
 
 

 
บิวทิโรไนไตรล� (Butyronitrile) 

 
 
 
 

กลูตาโรไนไตรล� (Glutaronitrile) 
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อะดิโพไนไตรล�(Adiponitrile) 
 

 
 
 
 
อะโรมาติกไนไตรล% 

เบนโซไนไตรล� (Benzonitrile) 
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ภาคผนวกท่ี 7 
 

โครมาโทรแกรมของการสลายอะคริโลไนไตรล%โดย Enterobacter aerogenes 
ท่ีเวลาต4างๆ เมือ่วิเคราะห%โดยเทคนคิ HPLC 

 

 
 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-6 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตร�ลโดย E. aerogenes ที่เวลาต)างๆ เมื่อวิเคราะห�โดย 
เทคนิค HPLC ก) ถึง ค) คือ การสลายเม่ือเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 0, 30 และ 60 นาที ตามลําดับ 

 

เวลา 30 นาที 

เวลา60 นาที 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 

อะคริลาไมด� 

ก) 

ค) 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� เวลา 0 นาที 

ข) 

กรดอะคริลิก 

กรดอะคริลิก 
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Time  
     [min] 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-7 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตร�ลโดย E. aerogenes ท่ีเวลาต)างๆ เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค 
HPLC ง) ถึง ช) คือ การสลายเมื่อเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 90 นาที 2, 3 และ 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 

เวลา90 นาที 

เวลา 3 ช่ัวโมง 

เวลา 6 ช่ัวโมง 

เวลา 2 ช่ัวโมง 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

ง) 

จ) 

ฉ) 

ช) 

กรดอะคริลิก 

กรดอะคริลิก 

กรดอะคริลิก 

กรดอะคริลิก 
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Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min 

ภาพท่ี ผ-8 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตร�ลโดย E. aerogenes ท่ีเวลาต)างๆ เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค 
HPLC ซ) ถึง ฎ) คือการสลายเม่ือเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 9, 12, 15 และ 18 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

เวลา 9 ช่ัวโมง 

เวลา 12 ช่ัวโมง 

เวลา 15 ช่ัวโมง 

 

เวลา 18 ช่ัวโมง 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� กรดอะคริลิก 

ซ) 

ฌ)  

ญ) 

ฎ) 

ก�������	�ก 
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Time  
     [min] 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-9 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตร�ลโดย E. aerogenes ท่ีเวลาต)างๆ เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค 
HPLC ฎ) ถึง ฒ) คือการสลายเมื่อเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 21, 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
 

เวลา 21 ช่ัวโมง 

 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

เวลา 36 ช่ัวโมง 

เวลา 48 ช่ัวโมง 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 
กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

ฏ) 

ฐ) 

ฑ) 

ฒ) 
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Time  
     [min 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-10 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตร�ลโดย E. aerogenes ท่ีเวลาต)างๆ เมื่อวิเคราะห�โดย
เทคนิค HPLC ณ) ถึง ด) คือการสลายเม่ือเล้ียงเช้ือเจริญเป=นเวลา 60 และ 72 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 

เวลา 60 ช่ัวโมง 

เวลา 72 ช่ัวโมง 

 

อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 
กรดอะคริลิก 

อะคริโลไนไตรล� 
อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

ณ) 

ด) 
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ภาคผนวกท่ี 8 
 

โครมาโทแกรมการสลายสารกลุ4มไนไตรล%โดย Enterobacter aerogenes  
เมื่อวิเคราะห%ดYวยเทคนคิ HPLC 

 
 

Time 
      [min] 

 

 

Time 
      [min] 

ภาพท่ี ผ-11 โครมาโทแกรมของการสลายอะซิโตไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญ เป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารอะซิโตไนไตรล�เคล่ือนที่ออกจากคอลัมน�ที่เวลา 1.98 นาที 
เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 
 
 

 

เวลา 0 นาที 
 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

อะซิโตไนไตรล� 

อะซิโตไนไตรล� 

ก) 

ข) 
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Time  
     [min] 

 
 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-12 โครมาโทแกรมของการสลายอะคริโลไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารอะคริโลไนไตรล�เคล่ือนที่ออกจากคอลัมน�ที่เวลา 3.85 นาที 
เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

 

 
 
 
 
 

อะคริโลไนไตรล� 
เวลา 0 นาที 

อะคริลาไมด� 

เวลา 24 ช่ัวโมง 
อะคริโลไนไตรล� 

อะคริลาไมด� 

กรดอะคริลิก 

ก) 

ข) 

กรดอะคริลิก 
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Ti
me       [min] 

 

Tim
e       [min] 

ภาพท่ี ผ-13 โครมาโทแกรมของการสลายโพรไพโอไนไตรล�โดย E. aerogenes เม่ือเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 
นาที และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารโพรไพโอไนไตรล�เคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน�ที่เวลา 1.75 
นาที เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

เวลา 0 นาที 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

โพรไพโอไนไตรล� 

ก) 

ข) โพรไพโอไนไตรล� 
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Tim
e       [min] 

 

Tim
e       [min] 

ภาพท่ี ผ-14 โครมาโทแกรมของการสลายบิวทิโรไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารบิวทิโรไนไตรล�เคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน�คือท่ี 1.92 นาที เมื่อ
วิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

เวลา 0 นาที 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

ก) 

บิวทิโรไนไตรล� 

ข) 
บิวทิโรไนไตรล� 
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Time  
     [min] 

 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-15 โครมาโทแกรมของการสลายกลูตาโรไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารกลูตาโรไนไตรล�เคล่ือนที่ออกจากคอลัมน�ที่เวลา 1.75 นาที 
เมื่อวิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

เวลา 0 นาที 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

ก) 

ข) 

กลูตาโรไนไตรล� 

กลูตาโรไนไตรล� 
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Time  
     [min] 

 
 

Time  
     [min] 

ภาพท่ี ผ-16 โครมาโทแกรมของการสลายอะดิโพไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารอะดิโพไนไตรล�เคล่ือนที่ออกจากคอลัมน�ที่เวลา1.82 นาที เมื่อ
วิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

เวลา 0 นาที 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

ก) 

ข) 

อะดิโพรไนไตรล� 

อะดิโพรไนไตรล� 
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Time 
      [min] 

 

 

Time 
      [min] 

ภาพท่ี ผ-17 โครมาโทแกรมของการสลายเบนโซไนไตรล�โดย E. aerogenes เมื่อเล้ียงเช้ือเจริญ ก) ท่ีเวลา 0 นาที 
และ ข) หลังจากเล้ียงเจริญเป=นเวลา 24 ช่ัวโมง สารเบนโซไนไตรล�เคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน�ที่เวลา 1.83 นาที เมื่อ
วิเคราะห�โดยเทคนิค HPLC ในสภาวะข0างต0น 

เวลา 0 นาที 
 

เวลา 24 ช่ัวโมง 

ก) 

ข) 

เบนโซไนไตรล� 

เบนโซไนไตรล� 
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