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In this research, phenanthrene-degrading bacteria strain CH3 was isolated from oil-
contaminated soil in Thailand using a spraying plate technique. The strain CH3 was identified as 
Pseudomonas sp. CH3 based on its 16S rDNA sequence analysis. Complete degradation of 
phenanthrene in the minimal salt medium culture was observed within 3 days of incubation at 
room temperature (30±2oC) whereas at 37 oC, complete degradation of phenanthrene occurred 
within 6 days. At 42oC, the strain CH3 was still able to grow and degrade approximately 23% of 
phenanthrene. Therefore, the strain CH3 is suitable for phenanthrene bioremediation in tropical 
areas, where temperature may exceed 40oC during the hot season.  Additionally, Pseudomonas 
sp. CH3 can utilize aromatics and small carbon compounds, thus offering an environmentally 
friendly method to remove hazardous substances from the environment. 

Screening of white rot fungi with capability to degrade PAHs, phenanthrene, fluorene and 
pyrene, were investigated. A newly isolated white rot fungal strain RYNF13 was selected according 
to its high efficiency in biodegradation of PAHs. Complete degradation of phenanthrene in the 
mineral salt glucose medium culture was observed within 18 days of incubation at room 
temperature (30±2°C) whereas 95% of fluorene and 50% of pyrene were degraded in the same 
condition. The strain RYNF13 secreted three kinds of ligninolytic enzyme, manganese peroxidase, 
laccase and lignin peroxidase, during PAHs biodegradation. Manganese peroxidase was the major 
enzyme produced by the fungus. In the culture containing phenanthrene, manganese peroxidase 

showed the highest enzymatic activity at 178 UmL1. Thus, RYNF13 is a promising tropical white 
rot fungus for an environmentally friendly removal of hazardous substances from the 
environment. 
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งานวิจัยนี้ได้ท าการแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน (strain CH3) จากดินที่
ปนเปื้อนน้ ามันในประเทศไทยด้วยเทคนิค spraying plate ผลการวิเคราะห์ล าดับ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
strain CH3 นี้แสดงว่าเป็น Pseudomonas sp. เมื่อท าการเลี้ยงในอาหาร minimal salt medium พบว่า 
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. CH3 ย่อยสลายฟีแนนทรีนทั้งหมดในอาหารได้ภายใน 3 วัน ที่อุณหภูมิห้อง 
(30±2oC) และภายใน 6 วันที่อุณหภูมิ 37 oC เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย Pseudomonas sp. CH3 ที่อุณหภูมิ 42oC 
พบว่า แบคทีเรียสามารถเจริญได้และย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ประมาณ 23% ของความเข้มข้นฟีแนนทรีนเริ่มต้นใน
อาหาร ดังนั้น แบคทีเรียชนิดนี้จึงเหมาะสมส าหรับใช้ในการย่อยสลายฟีแนนทรีนในเขตร้อนที่อาจมีอุณภูมิเกิน 
40oC ในฤดูร้อน นอกจากนี้ แบคทีเรีย Pseudomonas sp. CH3 สามารถใช้สารอะโรมาติกและสารประกอบ
คาร์บอนที่มีขนาดเล็ก ซึ่งนับเป็นการก าจัดวัตถุมีพิษด้วยวิธีที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

นอกจากแบคทีเรียแล้ว งานวิจัยนี้ศึกษาและคัดเลือก white rot fungi ที่สามารถย่อยสลาย PAHs ได้แก่ 
ฟีแนนทรีน ฟลูออรีน และไพรีน ผลการศึกษาพบ white rot fungi ชนิดใหม่ คือ strain RYNF13 ที่สามารถย่อย
สลายพีเอเอชอย่างมีประสิทธิภาพสูง ราชนิดนี้ย่อยสลายฟีแนนทรีนทั้งหมดในอาหาร mineral salt glucose 
medium ได้ภายใน 18 วันที่อุณหภูมิห้อง (30±2°C) และย่อยสลายฟลูออรีนและไพรีนได้ 95% และ 50% 
ตามล าดับที่สภาวะแบบเดียวกัน  ในการย่อยสลายทางชีวภาพของพีเอเอช strain RYNF13 หลั่งเอนไซม์ย่อยสลาย
ลิกนิน 3 ชนิด ได้แก่ manganese peroxidase, laccase และ lignin peroxidase  เอนไซม์หลักที่หลั่งออกมา คือ 

manganese peroxidase โดยวัดค่า enzyme activity ได้สูงสุด คือ 178 UmL1 ในอาหารที่ผสมฟีแนนทรีน 
ดังนั้น strain RYNF13 เป็นราในเขตร้อนที่มีศักยภาพส าหรับการก าจัดวัตถุมีพิษจากสิ่งแวดล้อม 
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บทที่ 1 บทน า 
ความส าคัญ และที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
 ในปัจจุบัน ปัญหาสิ่งแวดล้อมรวมถึงสภาพดินฟ้าอากาศถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มท่ีต้องได้รับการแก้ไขอย่าง
เร่งด่วน เนื่องจากมีความส าคัญต่อชีวิตและความเป็นอยู่ของประชากรทั้งในชุมชนชนบทและชุมชนเมือง การ
แก้ปัญหาเหล่านี้ซึ่งมีความเกี่ยวเนื่องสัมพันธ์กันจ าเป็นต้องเริ่มตั้งแต่ส่วนย่อยของชุมชนรวมไปถึงองค์รวมของ
ประเทศ ส่วนหนึ่งของปัญหาสิ่งแวดล้อมท่ีประสบอยู่ในปัจจุบัน ได้แก่ ภาวะสารพิษตกค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อมเป็น
เวลานาน ตัวอย่างเช่น สารประกอบประเภทโพลีไซคลิก อะโรมาติก ไฮโดรคาร์บอนหรือเรียกอย่างสั้นว่า พีเอเอช 
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) พีเอเอชเป็นกลุ่มสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีโครงสร้าง
โมเลกุลประกอบด้วยวงอะโรมาติก (Aromatic ring) ตั้งแต่ 2 วงขึ้นไปเชื่อมต่อกัน (fused rings) ลักษณะการ
เชื่อมต่อกัน คือ วงอะโรมาติก 2 วงที่อยู่ติดกันต้องใช้คาร์บอน 2 อะตอมร่วมกัน โดยจัดเรียงเป็นเส้นตรง เป็นมุม 
หรือเป็นกลุ่ม ตัวอย่างของสารประกอบเหล่านี้ได้แก่ ฟีแนนทรีน (3 วง) ฟลูออรีน (3 วง) ไพรีน (4 วง) และอ่ืนๆ 
การปนเปื้อนของสารประกอบเหล่านี้เป็นผลมาจากกิจกรรมตามธรรมชาติ เช่น การระเบิดของภูเขาไฟและการเกิด
ไฟป่า และจากกิจกรรมของมนุษย์ เช่น การเผาไหม้แบบไม่สมบูรณ์ของถ่านหิน น้ ามันเตา และขยะ เป็นต้น 
 

ตัวอย่างของสารประกอบโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs)  
 

 
 
 
 
 
          Phenanthrene                 Fluorene    pyrene 
 
 พีเอเอชเป็นสารไม่มีขั้ว จึงมีสภาพการละลายในน้ าต่ า ส่งผลให้สารเหล่านี้ตกค้างในสิ่งแวดล้อมเป็น
เวลานาน ข้อมูลจากรายงานในวารสารการวิจัยและหน่วยงานภาครัฐมีการระบุว่า พีเอเอชเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตทั้ง
คนและสัตว์ และมีความเป็นไปได้ว่าพีเอเอชบางชนิดเป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogen) และสารที่ก่อการกลาย 
(mutagen)1-6 
 งานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายที่จะศึกษาความเป็นไปได้ในการย่อยสลายสารประเภทพีเอเอชที่ตกค้างอยู่ใน
ธรรมชาติด้วยวิธีการทางชีวภาพโดยอาศัยจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติ ได้แก่ แบคทีเรียและรา การใช้จุลินทรีย์ที่มี
อยู่ในธรรมชาติเพ่ือย่อยสลายสารประเภทพีเอเอชอาศัยหลักการของธรรมชาติบ าบัด ช่วยลดการใช้สารเคมีท่ีไม่
จ าเป็น ท าให้นิเวศวิทยาของสิ่งแวดล้อมกลับคืนสู่ภาวะสมดุล ซึ่งเป็นการแก้ปัญหาสิ่งแวดล้อมอย่างยั่งยืน  
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้จุลินทรีย์เขตร้อนย่อยสลายสารประเภทพีเอเอช (PAHs) 
2. เพ่ือท าการคัดเลือกกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประเภทพีเอเอช 
3. เพ่ือท าการคัดเลือกกลุ่มราที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประเภทพีเอเอช 
4. เพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลายสารประเภทพีเอเอชของกลุ่มแบคทีเรียและ

ราในเขตร้อน 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 ท าการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์เขตร้อน ได้แก่ แบคทีเรียและราที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสาร
ประเภทพีเอเอช ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายสารพิษในห้องปฏิบัติการเพ่ือเป็นแนวทางในการน าไป
ประยุกต์ใช้ในสภาวะแวดล้อมจริง รวมถึงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายทางชีวภาพของแบคทีเรีย
และรา 
 
ค าส าคัญ (keywords) ของโครงการวิจัย 
 การย่อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) สารประกอบโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs) 
แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน (aerobic bacteria) ราจ าพวกที่ย่อยสลายลิกนิน (ligninolytic fungi) รากลุ่มไวรอท 
(white rot fungi) 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ท าให้ทราบแนวทางการน าจุลินทรีย์ซึ่งได้จากธรรมชาติ มาประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายสารประกอบพีเอเอช 
2. สามารถผลิตนักวิจัยคือ นิสิตในระดับบัณฑิตศึกษา และปริญญาตรี 
3. การเผยแพร่ในวารสารทั้งในระดับชาติ และนานาชาติ หรือจดสิทธิบัตร 
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บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
 ในการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ทนทานและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายพีเอเอช สามารถท าได้โดย
น าดินหรือน้ าจากบริเวณท่ีมีการปนเปื้อนพีเอเอชในปริมาณสูงมาเพ่ิมปริมาณจุลินทรีย์จากตัวอย่างดังกล่าวใน
ห้องปฏิบัติการและแยกให้ได้สายพันธุ์บริสุทธิ์6-8 
 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

การวิจัยเกี่ยวกับการแก้ปัญหาการปนเปื้อนของพีเอเอช โดยเฉพาะอย่างยิ่งการย่อยสลายพีเอเอชด้วยวิธี
ทางชีวภาพได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง เนื่องจากพีเอเอชเป็นสารปนเปื้อนที่เป็นอันตรายและส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมและสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน์ ในธรรมชาติการย่อยสลายโดยชีวภาพของพีเอเอช (Biodegradation of 
PAHs) เกิดข้ึนได้โดยสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กจ าพวกแบคทีเรียและเชื้อรา กลไกของการเปลี่ยนรูปของพีเอเอช 
(mechanism of transformation of PAHs) โดยแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน (aerobic bacteria) เริ่มต้นจากการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่วงอะโรมาติก (ring oxidation) ให้ cis-dihydrodiol ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาต่อไปเป็น 
catechol และในขัน้สุดท้ายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ า ดังแผนภาพ  

การย่อยสลายสารประเภทพีเอเอชโดยราจ าพวกท่ีไม่ย่อยสลายลิกนิน (non-ligninolytic fungi) เกิดผ่าน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของวงอะโรมาติกได้สารประกอบอะรีนออกไซด์ (arene oxide) ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาต่อให้ 
trans-dihydrodiol หรือในบางกรณีให้อนุพันธ์ของฟีนอล อย่างไรก็ตาม การย่อยสลายโดยราจ าพวกท่ีย่อยสลาย
ลิกนิน (ligninolytic fungi) มีกลไกการย่อยสลายที่แตกต่างไป เอนไซม์ที่ได้จากราจ าพวกท่ีย่อยสลายลิกนินจะเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประเภทพีเอเอชให้เกิดหมู่ควิโนน จากนั้นจะเกิดการแตกวง (ring fission) แล้วย่อย
สลายต่อไปจนขั้นสุดท้ายได้คาร์บอนไดออกไซด์ ดังแผนภาพ 
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แผนภาพแสดงกลไกการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประเภทพีเอเอชโดยแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน รา

จ าพวกที่ย่อยสลายและไม่ย่อยสลายลิกนิน3 
 
ในช่วงระยะเวลากว่ายี่สิบปีที่ผ่านมา  มีรายงานวิจัยหลายเรื่องระบุถึงความเป็นไปได้ในการแยกแบคทีเรีย 

(Isolation of bacteria) ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบพีเอเอชจากดินหรือน้ าที่เก็บมาจากแหล่ง
ที่มีการปนเปื้อนของพีเอเอชในปริมาณสูง  จากนั้นน าแบคทีเรียที่ได้มาเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมปริมาณแล้วน าไปใช้ใน
ปฏิกิริยาการย่อยสลายพีเอเอชในห้องปฏิบัติการ1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากแหล่งต่าง ๆ ในการย่อยสลาย
สารประกอบพีเอเอชจะแตกต่างกันไป ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสภาวะของการทดลอง ปัจจัยที่ส่งผลต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์และประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบพีเอเอช ได้แก่ อุณหภูมิ ค่าพีเอช ออกซิเจน สารอาหาร 
(Nutrient) สภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพ (Bioavailability)2   

แบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายพีเอเอชได้โดยทั่วไป จะเป็นแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน (aerobic bacteria) 
ซึ่งสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปท่ีมีแหล่งคาร์บอนอื่น ที่ไม่ใช่พีเอเอช แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนที่สามารถ
ย่อยสลายพีเอเอชได้นั้น จะต้องสามารถสร้างเอนไซม์ dioxygenase ดังนั้นจึงมีแบคทีเรียบางสายพันธุ์เท่านั้นที่
สามารถย่อยสลายพีเอเอชได้โดยออกซิเจนจะถูกเติมลงไปที่คาร์บอน 2 อะตอมในวงเบนซีนของสารประกอบพีเอ
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เอชเกิดเป็นสารประกอบ cis-dihydrodiol ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็น dihydroxylated intermediate โดยเอนไซม์ 
dehydrogenase จากนั้นจะถูกตัดวงและก่อให้เกิดเป็นสารตัวกลางใน TCA cycle1 โดยแบคทีเรียสามารถย่อย
สลายพีเอเอชได้หนึ่งชนิดหรือมากกว่าหนึ่งชนิด ขึ้นกับชนิดและสายพันธุ์ของแบคทีเรีย ตัวอย่างของการคัดแยก
และศึกษาแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน(พีเอเอช) ได้แก่ การคัดแยกแบคทีเรียที่
สามารถย่อยสลาย naphthalene พบว่าได้แก่ Alcaligenes denitrificans, Mycobacterium sp., 
Pseudomonas putida, P. fluorescens, P. paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia, P. testosteroni, 
Rhodococcus sp., orynebacterium venale, Bacillus cereus, Moraxella sp., Streptomyces sp., 
Vibrio sp. และ Cyclotrophicus sp.9-10 การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ phenantrene 
ได้แก่ Aeromonas sp., Alcaligenes faecalis, A. denitrificans, Arthrobacter polychromogenes, 
Beijerinckia sp., Micrococcus sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas putida, P. paucimobilis, 
Rhodococcus sp., Vibrio sp., Nocardia sp., Flavobacterium sp., Streptomyces sp. and Bacillus 
sp.11-12 มีรายงานการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสาร pyrene, phenanthrene และ fluoranthene ได้แก่ 
Aureobacterium sp., Arthrobacter sp. และ Rhodococcus sp. 8 เป็นต้น 

วิธีการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (พีเอเอช) มีหลายวิธีแต่วิธีที่
นิยมใช้กันมี 2 วิธี ได้แก่ 
1. Enrichment technique เป็นวิธีที่ใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบโพลีไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน(พีเอเอช) โดยการน าดินปนเปื้อนใส่ในอาหาร Mineral salts medium ที่มีฟีแนนท
รีน (MSP) ซึ่งใช้เป็นตัวแทนสารพีเอเอช บ่ม เป็นเวลา 1 สปัดาห์ที่ 30 °C บ่มเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที หลังจากนั้นถ่ายเชื้อ 5 มิลลิลิตรลงในอาหาร MSPใหม่ ทุกสัปดาห์เป็นเวลา 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นถ่ายเชื้อลง
ใน Mineral salts medium 10 มิลลิลิตรที่มีฟีแนนทรีน บ่มเชื้อเป็นเวลา 1สัปดาห์ แล้ว น าเชื้อมาท าเจือจางและ 
spread บนผิวหน้าอาหาร Nutrient agar ท าให้ได้แบคทีเรียที่ สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้7,13-15  
2. Spraying plate technique เป็นวิธีที่ใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบโพลีไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (พีเอเอช) โดยการน าตัวอย่างที่ต้องการคัดแยกไปเจือจางแล้ว spread ลงบน
ผิวหน้าอาหาร จากนั้นน าสารพีเอเอชละลายในตัวท าละลายเช่น อีเทอร์ พ่นลงบนผิวหน้าอาหาร mineral salt 
agar ซึ่งแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารพีเอเอชได้จะเกิดโซนใส (clear zone) บนผิวหน้าอาหาร16-17 

การย่อยสลายสารพีเอเอชโดยใช้รากลุ่มไวรอท (white rot fungi) ก าลังได้รับความสนใจและมีการศึกษา
อย่างกว้างขวางมากข้ึนในช่วงระยะเวลา 10 ปีที่ผ่านมา รากลุ่มไวรอทเป็นราที่สามารถย่อยสลายลิกนินใน
ธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยราจะปล่อยกลุ่มของเอนไซม์ย่อยลิกนิน (ligninolytic enzyme) ออกมานอก
เซลล์เพ่ือย่อยลิกนิน เอนไซม์ย่อยลิกนินหลักท่ีราสร้างได้แก่ Lignin peroxidase (LiP), Manganese peroxidase 
(MnP) และ laccase (Lac) ซึ่งมีความจ าเพาะต่อสับสเตรตต่ า ดังนั้นจึงสามารถย่อยสารได้หลากหลายชนิดรวมทั้ง
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สารพีเอเอชด้วย ราไวรอทที่มีรายงานว่าสามารถย่อยสลายพีเอเอชได้หลายชนิดอย่างมีประสิทธิภาพ คือ 
Phanerochaete chrysosporium18-19 Pleurotus spp., Trametes spp., Bjerkandera spp. และ 
Ganoderma lucidum20-22  เป็นต้น สายพันธุ์ราและชนิดของสารพีเอเอชที่ราย่อยแสดงดังตาราง   

 
ตารางแสดงชนิดของสารพีเอเอชและราที่สามารถย่อยสลายสารพีเอเอช 

ยีนัส สารพีเอเอช 
Aspergillus Phenanthrene, pyrene23 
Cladosporium Benzo[ a] pyrene24 
Penicillium Pyrene25 
Phanerochaete สารพีเอเอชเกือบทุกชนิด19 
Pleurotus Anthracene, phenanthrene, pyrene, 

fluoranthene, fluorene21,26 
Bjerkandera Anthracene, fluoranthene, 

phenanthrene, benzo[ a] pyrene26 
Ganoderma lucidum Phenanthrene, pyrene22 
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บทที่ 3 วิธีด าเนินการวิจัยและผลการวิจัย 
 

ตอนที่ 1 การศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบพีเอเอชโดยแบคทีเรีย 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 1. การคัดเลือกแบคทีเรียจากธรรมชาติ 
1. เก็บตัวอย่างดินบริเวณที่คาดว่ามีการปนเปื้อนของพีเอเอช เช่น บริเวณริมถนน บริเวณอู่ซ่อมรถยนต์ 

บริเวณท่ีมีการปนเปื้อนของน้ ามัน และศึกษาคุณลักษณะได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และจ านวนจุลินทรีย์
ทั้งหมดโดยวิธี dilution plate count 

2. การเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียจ าเพาะที่สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีแนนทรีนโดยวิธี Enrichment 
technique โดยน าดินตัวอย่าง 1 g ใส่ในอาหาร Mineral Salt Medium (MSM) ที่มีการเติมฟีแนนทรีน เป็น
แหล่งคาร์บอน บ่มทิ้งไว้โดยใช้เครื่องเขย่า (shaker) เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นถ่ายลงในอาหาร Mineral Salt 
Medium ที่มีการเติมสารฟีแนนทรีน ใหม่ และบ่มต่อไป แบคทีเรียที่เพ่ิมจ านวนขึ้นจะถูกน าไปคัดแยกในขั้นตอน
ต่อไป  
 3. การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถย่อยสลายสารพีเอเอชโดยใช้วิธี spraying plate โดยดูจากโซน
ใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น จากนั้นเก็บโคโลนีที่มีโซนใสเกิดขึ้นมาท าการแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ต่อไป เมื่อได้
เชื้อบริสุทธิ์แล้ว ท าการจ าแนกชนิดของเชื้อที่ได้ โยการศึกษาคุณลักษณะของเชื้อ เช่น ลักษณะของโคโลนี
ความสามารถในการเคลื่อนที่ คุณสมบัติในการติดสีแบบแกรม และช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ 
 4. การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารพีเอเอช โดยการใช้ล าดับเบส
ของ 16S rDNA gene 

4.1 การสกัด Genomic DNA ของแบคทีเรีย 
ในการสกัด Genomic DNA ของแบคทีเรียจะใช้ Genomic DNA Purification Kit (Fermentas) โดยมี

หลักการคือ การใช้ lysis solution ท าให้ผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์แตก จากนั้นใส่ chloroform ลงไป กลับ
หลอดทดลองไป (invert) เพ่ือสกัดแยกเอาส่วนของโปรตีนออกมา จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง น าเอาส่วนของ 
aqueous phase ซึ่งอยู่ชั้นบนซึ่งมี DNA อยู่ย้ายไปใส่ใน eppendorf tube หลอดใหม่ ใส่ precipitation 
solution เพ่ือตกตะกอน genomic DNA ลงมาและน าไปปั่นเหวี่ยง ส่วนของ DNA จะตกตะกอนลงมา น า
ตะกอนไปละลายใน NaCl solution และน าไปตกตะกอนอีกครั้งด้วย ethanol เย็น 

4.2 การเพ่ิมปริมาณ 16S rDNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  
Primer ส าหรับเพิ่มปริมาณ 16S rDNA (bacteria: 27F/1389R) คือ  
forward primer 27F ; 5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′  
reversed primer 1389R ; 5′-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3′ 
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ท า Polymerase chain reaction (PCR) โดยอาศัย Taq DNA polymerse จากบริษัท Fermentas 

ประกอบด้วย1x Taq DNA polymerase buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.25 mM dNTP, 1 M Forward primer, 

1 M Reverse primer, 0.025U/l Taq DNA polymerase และ DNA template 1 l ต่อ 50 l 
reaction 

PCR Cycle ที่ใช้แสดงได้แก่ Initial Denaturation ที่ 94 oC 180 วินาที ตามด้วย Denaturation ที่   
94 oC 30 วินาที จ านวน 30 รอบ Annealing ที่ 50 oC 30 วินาที และ Extension ที ่72 oC 120 วินาที และปิด
ท้ายด้วย Final Extension ที ่72 oC 240 วินาที  
 4.3 น ามาวิเคราะห์ด้วย Agarose gel Electrophoresis โดยใช้ 1.5 % ใน 0.5XTAE buffer เพ่ือดูความ
บริสุทธิ์และปริมาณ PCR product ที่ได้ และส่ง PCR product ที่ได้ไปวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริษัท First BASE 
Laboratories Sdn Bhd.โดยใช้วิธี Direct sequence ไม่อาศัยการโคลนนิ่งโดย primer ที่ใช้ได้แก่ forward 
primer 27F หรือ reversed primer 1389R   

4.4 วิเคราะห์ล าดับเบสของดีเอ็นเอ โดยน าล าดับเบสของ partial 16S rRNA gene ที่ได้เปรียบเทียบกับ
ข้อมูลล าดับเบสในฐานข้อมูลทางดีเอ็นเอ (GenBank) โดยใช้โปรแกรม BLASTn (NCBI) และจัดจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียเบื้องต้นที่เว็บไซต์ของ Eztaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/)  

4.5 การเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ที่คัดแยกได้กับสายพันธุ์อ้างอิง (Alignment) โดยใช้
โปรแกรม BioEdit version 7.1.11 ด้วยวิธี ClustalW Multiple Alignment และสร้าง Phylogenetic tree 
โดยโปรแกรม Mega 4 ด้วยวธิี N-J method 
 

2. การศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของฟีแนนทรีนโดยแบคทีเรีย 
การศึกษาการย่อยสลายและใช้ฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนเดี่ยวโดยแบคทีเรีย 
 1. น าแบคทีเรียที่คัดเลือกไว้มาเลี้ยงในอาหาร MSM ทีม่ีฟีแนนทรีนเข้มข้น 100 ppm บ่มเขย่าท่ี
อุณหภูมิห้อง ด้วยเครื่อง reciprocal shaker ที ่150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นจึงย้ายมาเพาะเลี้ยงใน
อาหาร nutrient broth บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
 2. น า culture ไปปั่นเหวี่ยงที่ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง จากนั้นล้างเซลล์ด้วย
น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ท าซ้ า 2 ครั้ง ปรับค่า
ความขุ่นสุดท้ายให้ OD600 nm ~ 0.5 
 3. น าเชื้อที่เพ่ิมจ านวนแล้วใส่ลงในอาหาร MSM ในอัตราส่วน 1:100 แบ่งเชื้อส่วนหนึ่งไปผ่านการ 
autoclave เพ่ือใช้ส าหรับเป็น negative control 
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 4. เตรียมชุดทดลอง โดยน าฟีแนนทรีน (10,000 ppm) 100 µl ใส่ลงใน flask 50 ml รอให้ตัวท าละลาย 
(methanol) ระเหยให้หมด จากนั้นเติมอาหาร MSM ที่เติมแบคทีเรียที่เพ่ิมจ านวนแล้ว 10 ml ซ่ึงแต่ละ flask จะ
ใช้เป็นตัวแทนของตัวอย่างในแต่ละวัน ส าหรับ 1 ซ้ า  
 5. เตรียมชุด negative control โดยน าฟีแนนทรีน (10,000 ppm) 100 µl ใส่ลงใน flask 50 ml 
จากนั้นเติมอาหาร MSM ที่เติมแบคทีเรียที่เพ่ิมจ านวนแต่ผ่านการ autoclave แล้ว 10 ml 
 6. บ่มแบบเขย่าด้วยเครื่อง reciprocal shaker และวัดค่าการลดลงของฟีแนนทรีน และการเจริญของ
เชื้อ โดยวัดปริมาณฟีแนนทรีนโดยเตรียมความเจือจางของตัวอย่างด้วย methanol ให้อยู่ในช่วงความความเข้มข้น
ที่มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง (linear) วัดค่า absorbance ในช่วง 200 – 400 nm บันทึกความยาวคลื่นที่ 
maximum absorbance ซึ่งมีค่า 251 nm ด้วยเครื่องมือ JASCO V-670 UV-visible spectrophotometer 
และวัดค่าการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลือกไว้โดยวัดค่า OD600 เป็นเวลา 6 วัน 
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ผลการวิจัยตอนที่ 1 การศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบพีเอเอชโดยแบคทีเรีย 

 ผลการทดลองที่แยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้าง clear zone บนอาหาร mineral salt medium ที่พ่น
ด้วยฟีแนนทรีน พบว่า มีจ านวน 7 ไอโซเลท: 1-1, 2-1, 3-1, 5-2, 6-2, 7-2, 8-2 จากนั้นน าไอโซเลท 3-1 และ 5-2 
ไปศึกษาการย่อยสลายและใช้ฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนเดี่ยว พบว่า เชื้อทั้งสองย่อยสลายฟีแนนทรีนได้
ประมาณ 45% และ 30% ตามล าดับภายใน 18 วัน แต่ไม่พบการเจริญของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน มีความเป็นไปได้ว่า
เชื้อดังกล่าวสูญเสียประสิทธิภาพในการย่อยสลายและใช้ฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนไประหว่างการเก็บรักษาเชื้อ
แบคทีเรีย ผู้วิจัยจึงได้ท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนอีกครั้ง และพบว่า การเก็บรักษา
เชื้อแบคทีเรียดังกล่าวให้คงความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีนได้นั้นต้องเก็บรักษาในอาหารที่มีฟีแนนทรีน
ด้วย จึงใช้เป็นแนวทางในการทดลองขั้นต่อไป 

1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน 
 คัดแยกเชื้อจากตัวอย่างดินโคลนจากโรงเรียนช่างอุตสาหกรรม กรุงเทพฯ หัวหมาก จ านวน 1 ตัวอย่าง 
โดยมีค่าความเป็นกรด–ด่างของดิน (pH) เท่ากับ 7.25 การนับจ านวนจุลินทรีย์จากตัวอย่างดิน (Total count) มี
ค่า 2.6 x 106 CFU/g ของดิน และค่าความชื้นในดินเท่ากับ 14.8 % เมื่อน าดินมาท าการเพ่ิมจ านวนแบคทีเรีย 
และคัดแยกสายพันธุ์ที่มีการย่อยสลายฟีแนนทรีนโดยวิธี spraying plate บนอาหาร Mineral Salt Agar พบว่า
สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ทั้งหมด 6 ไอโซเลท คือ CH1, CH2, CH3, CH4, CH6 
และ CH7  

2. การวัดค่าการลดลงของฟีแนนทรีนและการเจริญของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไว้ 
น าเชื้อที่คัดเลือกไว้มาทดสอบในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร Mineral salt medium และฟีแนนทรีนเข้มข้น 100 

ppm จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 251 nm เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่และเปรียบเทียบ
ความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีนของเชื้อแบคทีเรีย ในวันที่ 6 ด้วย UV-Visible spectrophotometer
ได้ผลการทดลองดังรูปที่ 1-1 ซึ่งแสดงเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในอาหารที่ใช้เลี้ยงแต่ละไอโซเลทที่คัดเลือก
ไว้เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (control set) ผลการทดลองแสดงว่า เชื้อสายพันธุ์ CH3 มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายฟีแนนทรีนได้ดีกว่าเชื้อสายพันธุ์อ่ืนที่คัดเลือกไว้ จึงคัดเลือกเชื้อสายพันธุ์ CH3 ไปท าการทดลองต่อไป 

3. การศึกษาคุณลักษณะแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 
 ลักษณะโคโลนีของเชื้อสายพันธุ์ CH3 ที่พบบนอาหาร Nutrient agar ที่เจริญเป็นเวลา 24 ชั่วโมงมี สีขาว 
ทึบแสง (opaque) โคโลนีมีลักษณะกลม ขอบเรียบ (รูปที่ 1-2A) และเมื่อบ่มเป็นระยะเวลานานขึ้นโคโลนีมีสี
เหลืองและขอบขรุขระ (รูปที่ 1-2B) เชื้อสายพันธุ์ CH3 รูปร่างเป็นท่อนสั้น ติดสีแกรมลบ สามารถเคลื่อนที่ได้ 
(motile) (รูปที่ 1-2C) 
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ร ปที่ 1-1 เปอร์เซ็นต์ของฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในอาหารที่ใช้เลี้ยงแต่ละไอโซเลท เมื่อบ่มไว้เป็นเวลา 6 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ร ปที่ 1-2 ภาพลักษณะของโคโลนีของสายพันธุ์ CH3 บนอาหาร NA เมื่อบ่มเป็นเวลา (A) 1 วัน (B) 2 วัน  

และ (C) การย้อมสีแบบแกรม scale bar = 5 m 
 

A 

B 
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 เมื่อทดสอบการเจริญระหว่างช่วง 25 – 50oC ใน nutrient broth (NB) พบว่าสายพันธุ์ CH3 เจริญได้
ในช่วง 25 – 42oC โดยพบการเจริญสูงสุดที่ 37oC (optimal temperature) และในระหว่างช่วง 25-40oC พบ
การเจริญได้มากกว่า 80% ของค่าการเจริญสูงสุด ส่วนที่ 42o พบการเจริญคิดเป็น 76.2% ของค่าการเจริญสูงสุด 
(รูปที ่1-3) 
 เมื่อจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 โดยการหาล าดับเบสบางส่วนของ 16S rDNA gene 
(partial 16S rDNA gene Sequence) เพ่ิมจ านวนโดยอาศัย 27F และ 1389R primer ซึ่งเป็น universal 
primer และหาล าดับเบสโดยใช้วิธี Direct sequencing ด้วย primer 27F หรือ 1389R โดยตรงโดยไม่ต้องอาศัย
การโคลน 16S rDNA sequence ที่เพ่ิมจ านวนขึ้นมามีขนาด 1287 นิวคลีโอไทด์ เมื่อเปรียบเทียบความคล้ายคลึง
ในฐานข้อมูลทางดีเอ็นเอ (GenBank) พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 มีความคล้ายคลึงมากท่ีสุดกับ 
Pseudomonas sp. S2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (HQ721241) โดยเหมือนกันถึง 
100% และเม่ือน าไปจัดจ าแนกชนิดโดยเปรียบเทียบกับ type strain พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 มีความ
คล้ายคลึงกับ Pseudomonas balearica SP1402 (U26418) (97.98%) and P. resinovorans LMG 2274 
(Z76668) (97.5%). และเม่ือน าไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัวัฒนาการกับแบคทีเรียใน genus 
Pseudomonas พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 มีความใกล้ชิดกับ P. azotifigens 6H33B and P. indica 
IMT37 ด้วย แบคทีเรียใน genus Pseudomonas ที่ใกล้ชิดกับแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 สามารถเจริญได้ที่อุณหูมิ
สูงโดย P. balearica SP1402 สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงถึง 46oC27 P. indica IMT37 สามารถเจริญได้ในอุณ
หูมิช่วง 25 ถึง 42°C28 การเจริญของ P. azotifigens 6H33B ใน LB medium พบได้ในช่วง 28 – 41oC ขณะที่ 
optimal temperature ของ P. resinovorans อยู่ในช่วง 28 – 30oC แต่ไม่พบการเจริญที่ 42oC29,30  ดังนั้น
แบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 จึงถูกจัดจ าแนกขั้นต้นเป็น Pseudimonas sp. CH3 ซึ่งมีช่วงการเจริญครอบคลุมอุณหูมิ
ภายนอกของประเทศไทยตลอดทั้งปีซึ่งอยู่ในช่วง 27-40 oC31 จึงมีความเหมาะสมในการน าไปใช้งานจริงใน
ประเทศไทย 
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ร ปที่ 1-3 การเจริญของแบคทีเรียโดยพิจารณาจากค่า OD600 nm ในช่วงอุณหภูมิ 25-50oC ตัวเลขที่แสดงอยู่เหนือ

แท่งกราฟของแสดงเปอร์เซ็นต์การเจริญของแบคทีเรียที่อุณหภูมินั้นเปรียบเทียบกับค่าการเจริญสูงสุดที่ 37oC 
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ร ปที่ 1-4 ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยอาศัยล าดับเบส partial 16S rDNA gene ของแบคทีเรียสายพันธุ์ CH3 
ในงานวิจัยนี้กับแบคทีเรียใน genus Pseudomonas 17 species ได้แก่ Pseudomonas alcaligenes NBRC 
14159(T), Pseudomonas aeruginosa LMG 1242(T), Pseudomonas otitidis MCC10330(T), 
Pseudomonas azotifigens 6H33b(T), Pseudomonas balearica SP1402(T), Pseudomonas 
citronellolis DSM 50332(T), Pseudomonas fluorescens DSM 50090(T), Pseudomonas indica 
IMT37(T), Pseudomonas pseudoalcaligenes LMG 1225(T),  Pseudomonas psychrotolerans C36(T), 
Pseudomonas resinovorans LMG 2274(T), Pseudomonas rhizosphaerae IH5(T), Pseudomonas 
stutzeri ATCC 17588(T), Pseudomonas abietaniphila ATCC 700689(T), Pseudomonas syringae 
KCTC 12500(T), Pseudomonas putida NBRC 14164(T), Pseudomonas anguilliseptica BI โดยใช้วิธ ี
Neighbor-Joining  (bootstrap test 1000 replicates) แผนภูมิที่ได้แสดงความยาวที่ถูกสัดส่วนโดย Scale bar 
มีหน่วยคือ 0.005 การเปลี่ยนแปลงแทนที่เบสต่อต าแหน่ง (number of base substitutions per site) ต าแหน่ง
ที่น ามาค านวณท้ังหมดคือ 1261 ต าแหน่ง โดยการค านวณจะน าต าแหน่งที่เป็นช่องว่าง (gap) ออก (Complete 
deletion option) โดยแผนภูมิความสัมพันธ์ที่ได้ถูกสร้างโดยโปรแกรม MEGA4 

Pseudomonas azotifigens 6H33b(T)

Pseudomonas indica IMT37(T)

Pseudomonas balearica SP1402(T)

Strain CH3

Pseudomonas resinovorans LMG 2274(T)

Pseudomonas stutzeri ATCC 17588(T)

Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159(T)

Pseudomonas aeruginosa LMG 1242(T)

Pseudomonas otitidis MCC10330(T)

Pseudomonas citronellolis DSM 50332(T)

Pseudomonas psychrotolerans C36(T)

Pseudomonas anguilliseptica BI

Pseudomonas pseudoalcaligenes LMG 1225(T)

Pseudomonas putida NBRC 14164(T)

Pseudomonas fluorescens DSM 50090(T)

Pseudomonas syringae KCTC 12500(T)

Pseudomonas rhizosphaerae IH5(T)

Pseudomonas abietaniphila ATCC 700689(T)

99

92

82

86

97

90

66

74

76

33

62

78

53

41

79

0.005
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4. การวัดค่าการลดลงของฟีแนนทรีนและการเจริญของ Pseudomonas sp. CH3 
 เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนโดย Pseudomonas sp. CH3 ที่ความเข้มข้นของ
ฟีแนนทรี น เ ริ่ มต้ น  100 ppm และวั ดความ เข้ มข้นของ ฟีแนนทรี น ในตั ว อย่ า ง  โดย ใช้  UV-Visible 

spectrophotometry ที่ max = 251 nm ในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4 และ 6 ของการเพาะเลี้ยงเชื้อ และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในตัวอย่างเปรียบเทียบกับตอนเริ่มต้น และวัดการเจริญของเชื้อโดยการวัดค่า 
OD600nm ของตัวอย่าง ผลการทดลองแสดงว่า Pseudomonas sp. CH3 สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้อย่างมี
ประสิทธิภาพเมื่อเพาะเลี้ยงใน mineral salt medium ที่อุณหภูมิห้อง (30±2oC) โดยหลังจากเพาะเลี้ยงเชื้อเพียง 
2 วัน ปริมาณฟีแนนทรีนเหลือเพียง 20% เมื่อเทียบกับตอนเริ่มต้น และในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อตรวจไม่พบ 
ฟีแนนทรีนในอาหาร นอกจากนี้พบว่า แบคทีเรียมีการเจริญอย่างรวดเร็วในตอนเริ่มต้นจนถึงวันที่ 3 และหลังจาก
นั้นจ านวนของแบคทีเรียจะค่อนข้างคงที่ไปตลอดจนเสร็จสิ้นการทดลองในวันที่ 6 (รูปที่ 1-5) การเพ่ิมขึ้นของ
แบคทีเรียควบคู่ไปกับการลดลงของฟีแนนทรีนในตัวอย่างชี้ให้เห็นว่า Pseudomonas sp. CH3 สามารถย่อย
สลายฟีแนนทรีนและใช้ฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานเพ่ือการเจริญเติบโตได้ ผลการทดลองจาก
ชุดควบคุมแสดงว่า การลดลงของฟีแนนทรีนจากปัจจัยอื่นๆ เช่น ปัจจัยทางกายภาพ มีน้อยกว่า 20% 
 รายงานอ่ืนที่น าแบคทีเรียใน genus Pseudomonas และ genus ใกล้เคียง ในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
มีตัวอย่างดังต่อไปนี้ เช่น Pseudomonas sp. USTB-RU ย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 86.65% ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 
100 ppm ในเวลา 8 วัน ที่อุณหภูมิ 30oC32 Pseudomonas stutzeri ZP2 ย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 96% ที่
ความเข้มข้นเริ่มต้น 250 ppm ในเวลา 6 วัน ที่อุณหภูมิ 37oC33 แบคทีเรียใน gemus Pseudomonas and 
Sphingomonas strains สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้อย่างมรประสิทธิภพถึง 75-100% ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 
150 ppm ในเวลา 72-168 ชั่วโมงที่อุณหภูมิที่ 25oC34 Sphingomonas sp. GY2B ย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 
99.8% ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 100 ppm ที่อุณหภูมิ 30oC ในเวลา 2 วัน35 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้า 
Pseudomonas sp. CH3 มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายฟีแนนทรีน โดยสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 
100% ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 100 ppm ที่อุณหภูมิห้อง (30±2oC) ในเวลา 3 วัน 
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ร ปที่ 1-5 เปอร์เซ็นต์ของฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่และการเจริญของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. CH3  

error bar แสดงค่าความคลาดเคลื่อน (SD) จากการทดลอง 3 ซ้ า ชุดควบคุมใช้แบคทีเรียที่ผ่านการท าให้ตายโดย
การ autoclave แทนเซลล์ที่มีชีวิต โดยท าการทดลอง 2 ซ้ า 
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ตอนที่ 2 การศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบพีเอเอชโดยรา 
วิธีการด าเนินการวิจัย  

1. สายพันธุ์ราที่ใช้ในงานวิจัย 
1.1 สายพันธุ์ราที่คัดแยกใหม่จากธรรมชาติ 

 คัดเลือกเก็บตัวอย่างราจากธรรมชาติ โดยมุ่งเน้นไปท่ีเห็ดรากลุ่มไวท์รอท (white rot fungi) เนื่องจากมี
งานวิจัยที่รายงานว่ากลุ่มไวท์รอทสามารถย่อยสลายสารพีเอเอชได้หลายชนิด โดยเห็ดรากลุ่มไวท์รอทมักเจริญอยู่
บริเวณโคนต้นไม้ บนซากใบไม้ที่ทับถม และบนท่อนไม้ โดยมักจะพบวงขาวตรงบริเวณไม้ที่ถูกย่อยเนื่องจากรา
สร้างเอนไซม์ย่อยลิกนินและปล่อยออกนอกเซลล์เพ่ือย่อยไม้ ซึ่งจากรายงานพบว่าเอนไซม์กลุ่มนี้มีคุณสมบัติในการ
ย่อยสลายสารพีเอเอชด้วย ท าให้ได้สารผลิตภัณฑ์คือ quinines ซ่ึงมีความเป็นพิษต่ ากว่า และมีโครงสร้างง่ายต่อ
การย่อยสลายต่อไป 
 เมื่อได้ตัวอย่างแล้วท าการจดบันทึกอธิบายลักษณะภายนอกของดอกเห็ด และท ารอยพิมพ์สปอร์ (spore 
print) ในขณะที่ดอกเห็ดยังสดอยู่ เมื่อบันทึกลักษณะภายนอกเรียบร้อยแล้ว จึงท าการจัดจ าแนก (identify) ดอก
เห็ด แต่ถ้ายังไม่สามารถจัดจ าแนกได้ให้เก็บดอกเห็ดไว้ในที่ที่เย็นและแห้ง เช่น ตู้เย็นช่องธรรมดา หรือน าดอกเห็ด
ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส เมื่อแห้งดีแล้ว น าออกมาเก็บในถุงพลาสติกและปิดปากถุงให้สนิท โดย
สามารถน ามาคืนรูปโดยการแช่ในน้ า หรือหยด 3-5% KOH ลงไปสักครู่หนึ่ง แล้วน ามาตรวจสอบใต้กล้อง
จุลทรรศน์ต่อไป36 
 น าเห็ดมาคัดแยกให้บริสุทธิ์ในห้องปฏิบัติการ โดยใช้อาหาร Potato dextrose agar (PDA)  ดอกเห็ดที่
จะน ามาแยกบนอาหารแข็งจะใช้มีด sterile เฉือนดอกเห็ดให้เป็นรอย ใช้คีมคีบแยกดอกเห็ดออกแล้วน าเนื้อเยื่อใน
ส่วน stalk ของดอกเห็ด วางลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเทคนิคปลอดเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิห้อง เวลา 3 – 5 
วัน เมื่อเชื้อเจริญน ามาท าให้เชื้อบริสุทธิ์โดยใช้วิธี hyphal tip isolation วางลงบนอาหาร PDA ในจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อใหม่ ท าซ้ า 2 ครั้งเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ ส่องดูลักษณะของเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ น าเชื้อที่บริสุทธิ์
เก็บลงหลอดอาหารแข็งผิวหน้าเอียง ชนิด PDA 

1.2 สายพันธุ์เห็ดราที่ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างเชื้อบริสุทธิ์จากโครงการวิจัยของ รศ. ดร. เลอลักษณ์ 
จิตรดอน และจากโครงการวิจัยของ ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ม. 
เกษตรศาสตร์ จ านวน 22 ไอโซเลท 

2. การคัดเลือกราที่มีความสามารถย่อยสลายสารพีเอเอช 
2.1 การเตรียมกล้าเชื้อ 
เตรียมกล้าเชื้อโดยการเพาะเลี้ยงราบนอาหาร PDA ให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีประมาณ ¾ของ

จานเพาะเชื้อ จากนั้นใช้ cork borer เบอร์ 4 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.5 เซนติเมตร ตัดชิ้นวุ้นบริเวณ
ปลายเส้นใยเพื่อใช้เป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 
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2.2 การคัดเลือกราที่สามารถย่อยสลายสารพีเอเอชในเบื้องต้น (Primary screening) 
 ท าการคัดเลือกโดยใช้วิธี spraying plate บนอาหารทดสอบ 2 ชนิด คือ wood meal-based agar 
(WMBA) โดยเพาะกล้าเชื้อจ านวน 1 ชิ้นวุ้นลงบนอาหารแข็งดังกล่าว บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อราเจริญจนมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีเท่ากับ ¾ ของจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จึงท าการพ่นสารพีเอเอชลงไปที่ผิวหน้าของ
อาหาร โดยสารพีเอเอชที่ใช้ในการทดลองคือ ฟีแนนทรีน ไพรีน และฟลูออรีน จากนั้นบ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
สังเกตการเจริญของรา ท าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีทุกสัปดาห์ การคัดเลือกราที่มีความสามารถใน
การย่อยฟีแนนทรีนในเบื้องต้นนี้ คัดเลือกจากราที่สามารถเจริญได้บนอาหารแข็งที่มีฟีแนนทรีน 

3. การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอชโดยราสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ 
3.1 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอช 
ท าการทดลองโดยน าราสายพันธุ์ที่คัดเลือกจากการทดลองที่ 2 มาศึกษาการย่อยสลายสารพีเอเอชใน

อาหารเหลว สารพีเอเอชที่ศึกษามี 3 ชนิดได้แก่ ฟีแนนทรีน ฟลูออรีน และไพรีน ท าการเพาะเลี้ยงราในอาหาร
เหลว mineral salt glucose broth (MSG) ที่ไม่มีการเติมสารเหนี่ยวน าการสร้างเอนไซม์ย่อยลิกนิน โดยใช้
อาหารปริมาตร 10 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้ราเจริญเป็นเวลา 3 วัน 
แล้วเติมพีเอเอชลงไปจนมีความเข้มข้นเท่ากับ 100 ppm จากนั้นท าการบ่มในสภาวะที่มีการเขย่าบนเครื่องเขย่า
แบบ Rotary Shaker เก็บตัวอย่างมาวัดปริมาณสารประกอบพีเอเอชที่ลดลงโดยใช้เทคนิคทางสเปคโตรโฟโตรเมท
รี ในขั้นตอนการเก็บตัวอย่างเพ่ือน าไปวัดปริมาณพีเอเอชที่ลดลงโดยใช้เทคนิคทางสเปคโตรโฟโตรเมทรีนั้น ท าโดย
น าฟลาสก์ตัวอย่างมาสกัดสารพีเอเอช โดยเติมเมทานอล ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงไปในฟลาสก์ แล้วตั้งทิ้งไว้ 15 
นาที จากนั้นกรองเอาเส้นใยเชื้อราออก น าส่วนใสที่ได้ไปปรับความเข้มข้นต่อ โดยดูดส่วนใสมาปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ใส่ใน appendrof แล้วเติมเมทานอลปริมาตร 375 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันจากนั้นดูดสารละลายที่
ผสมกันดีแล้วมา 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง แล้วเติมเมทานอลปริมาตร 4500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กัน น าสารละลายที่ผสมจนเข้ากันดีแล้วไปวัดปริมาณสารประกอบฟีแนนทรีน ฟลูออรีน และไพรีน ที่ความยาว
คลื่น 251, 262 และ 239 nm ตามล าดับ 

3.2 ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ย่อยลิกนินที่สร้างขึ้นในระหว่างการย่อยสลายสารพีเอเอช 
วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ย่อยลิกนิน 3 ชนิด ได้แก่ laccase, manganese peroxidase (MnP) และ 

lignin peroxidase (LiP) 
3.2.1 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Laccase 
กิจกรรมของเอนไซม์ Laccase วิเคราะห์จากปฏิกิริยา oxidation ของ 2,6-dimethoxyphenol 

(DMP) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 469 นาโนเมตร สารที่ใช้ท าปฏิกิริยาประกอบด้วย 
DMP เข้มข้น 3.0 mM Malonate buffer pH 4.5 เข้มข้น 50 mM สารละลายเอนไซม์ความเข้มข้นที่
เหมาะสม 
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3.2.2 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Manganese peroxidase 
กิจกรรมของเอนไซม์ MnP วิเคราะห์จากปฏิกิริยา oxidation ของ DMP โดยวัดค่าการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 469 นาโนเมตร สารที่ใช้ท าปฏิกิริยาประกอบด้วย DMP เข้มข้น 3.0 mM MnSO4 
เข้มข้น 3.0 mM H2O2 เข้มข้น 6 mM Malonate buffer pH 4.5 เข้มข้น 50 mM สารละลายเอนไซม์
ความเข้มข้นที่เหมาะสม 

3.3.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Lignin peroxidase 
กิจกรรมของเอนไซม์ LiP วิเคราะห์จากปฏิกิริยา oxidation ของ veratryl alcohol วัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ 310 นาโนเมตร สารที่ใช้ท าปฏิกิริยาประกอบด้วย Veratryl alcohol เข้มข้น 1.5 mM 
H2O2 เข้มข้น 0.2 mM Malonate buffer pH 4.5 เข้มข้น 50 mM สารละลายเอนไซม์ความเข้มข้นที่
เหมาะสม 
เอนไซม์ทั้ง 3 ชนิดวัดการดูดกลืนแสงแบบ time scan บันทึกค่าภายในช่วงเวลา 3 นาทีโดยใช้เครื่อง

UNICO 2802 UV/VIS spectrophotometer โดยที่กeหนดให้ 1 Unit ของเอนไซม์ท้ัง 3 ชนิดในการทดลองนี้คือ
ปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถออกซิไดส์สับสเตรทปริมาณ 1 µmol ต่อนาที   
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ผลการทดลองตอนที่ 2 การศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบพีเอเอชโดยรา 

1. สายพันธุ์ราที่ใช้ในงานวิจัย 
1.1 สายพันธุ์ราที่คัดแยกใหม่จากธรรมชาติ 
ผลการคัดแยกได้สายพันธุ์ราจ านวน 3 ไอโซเลท แสดงดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดงรหัส ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร์ และแหล่งที่มาของตัวอย่างราที่คัดแยกใหม่จากธรรมชาติ 
รหัส ช่ือสามัญ ช่ือวิทยาศาสตร ์ แหล่งที่มา 

KU-Eng 01 - Lenzites elegan บริเวณโคนต้นจามจุรี หน้าคณะวศิวกรรมศาสตร์ มก. 

KU-Rec 01 - Ischnoderma sp. บริเวณกอไผ่ หน้าคณะวนศาสตร์ มก. 

KU-Mb 01 - Ganoderma lucidum บริเวณใต้ต้นไม้ ข้างตึกจุลชีววิทยา มก. 

 
 

ตารางที่ 2 แสดงลักษณะ fruiting body ของเชื้อ KU-Eng 01 และผลการระบุชนิด 

 
 

 

 
ที่มา: ศศิธร เอี่ยมธนะมาศ และคณะ (2001) 

ลักษณะ fruiting body ของ KU-Eng 01 หมวกขนาด 30 x 24 ซม. หนา 1-7 ซม. เส้นใยอัดแน่น เหนียว สีขาวถึงครีม เมื่อสมัผสั
จะเปลีย่นเป็นสีน้ าตาล เจริญตดิกบัโคนต้นไม้พบท่ีโคนต้นจามจรุี บริเวณคณะวศิวกรรมศาสตร์ มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ผลการระบุชนิดในระดับสัณฐานวิทยา KU-Eng 01 มีลักษณะใกล้เคียงกับ Lenzites elegans จัดอยู่ใน Order Polyporales และ 
Family Polyporaceae 

 
 

  

ภาพแสดง fruiting body ของ KU-Eng 01 ภาพแสดง fruiting body ของ Lenzites elegan 

 



25 

 

ตารางที่ 3 แสดงลักษณะ fruiting body ของเชื้อ KU-Rec 01และผลการระบุชนิด 

 
 

 

 
ที่มา:http://it.wikipedia.org/wiki/Ischnoderma_benzoinum 

ลักษณะ fruiting body ของ KU-Rec 01 กว้างประมาณ 20 cm. ขนาดรัศมี 14 cm. ความหนา 2 cm. สีแดงถึงน้ าตาล หรือ
น้ าตาล พบบรเิวณคณะวนศาสตร ์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ์
ผลการระบุชนิดในระดับสัณฐานวิทยา KU-Rec 01 มีลักษณะใกลเ้คียงกับ Ischnoderma benzoinum จัดอยู่ใน Order 
Polyporales และ Family Fomitopsidaceae 

 
 

ตารางที่ 4 แสดงลักษณะ fruiting body ของเชื้อ KU-Mb 01และผลการระบุชนิด 

 
 

 

 
ที่มา: อนงค์ จันทร์ศรีสกลุ และคณะ., 2551 

ลักษณะ fruiting body ของ KU-Mb 01 หมวกขนาด 3x 5 ซม. หนา 1 ซม. ก้านยาว 3-4 cm. หมวกดอกซ้อนทับกัน เนื้อแข็ง สี
น้ าตาลแดง ขอบเหลือง พบบริเวณตึกภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  
ผลการระบุชนิดในระดับสัณฐานวิทยา KU-Mb 01 มีลักษณะใกล้เคียงกับ Ganoderma lucidum จัดอยู่ใน Order Polyporales 
และ Family Ganodermataceae 

ภาพแสดง fruiting body ของ KU-Rec 01 ภาพแสดง fruiting body ของ Ischnoderma benzoinum 

 

ภาพแสดง fruiting body ของ KU-Mb 01 ภาพแสดง fruiting body ของ Ganoderma lucidum 
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1.2 สายพันธุ์ราที่ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างเชื้อบริสุทธิ์จากโครงการวิจัยของ รศ. ดร. เลอลักษณ์ จิตร
ดอน และ ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ม. เกษตรศาสตร์ จ านวน 22 ไอโซเลท 
แสดงดังตารางที่ 5 
 

ตารางที่ 5 แสดงรหัส ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร์ และที่มาของตัวอย่างราแต่ละชนิด 
รหัส ช่ือสามัญ ช่ือวิทยาศาสตร ์ แหล่งที่มา 

KU-Alk4 - Garnoderma sp. โครงการวิจัย รศ.ดร. เลอลักษณ์ จิตรดอน มก. 

SW19 - - โครงการวิจัย รศ.ดร. เลอลักษณ์ จิตรดอน มก. 

BKN01 - Ganoderma oregonese โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T14 ขอนด า Lentinus polychrous โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T15 ขอนขาว Lentinus squarrosulus โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T2 - Pleurotus ostreatus โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T4 - Plueotus sajor-caju โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T27 - Pleurotus oryngii โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T6 - Pleurotus cystidiosus โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

T7 - Auricularia auricular โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

RRIT01 - Trametes versicolor โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

RRIT02 - Trametes sp. โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

RYNF13 - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

TMC20 - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

TMC21 - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

TMCQ - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-B - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-D  - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-I  - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-J  - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-K  - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-N - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-R - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 

Unk-T  - - โครงการวิจัย ดร. ชุรภา ธีรภัทรสกุล มก. 
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2. การคัดเลือกราที่สามารถย่อยสลายสารพีเอเอชได้ในเบื้องต้น 
 การคัดเลือกราที่มีความสามารถในการเจริญบนอาหารทดสอบ wood meal-based agar (WMBA)  ที่มี
การพ่นสารพีเอเอชแต่ละชนิดลงไป จากราที่ท าการทดสอบจ านวน 27 ไอโซเลท ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 6  
 

ตารางที ่6 แสดงการเจริญของราบนอาหาร WMBA ที่มีการพ่นสารพีเอเอชแต่ละชนิดลงบนผิวหน้าอาหาร 

สายพันธ์ุรา 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราบนอาหาร WMBA ที่มีสารพเีอเอช   

Phenanthrene Fluorene Pyrene   
KU-Alk4-Ganoderma sp. +++ +++ +++   
KU-Mb01-Ganoderma lucidum +++ + -   
BKN01-Ganoderma oregonese ++ + -   
T14-Lentinus polychrous +++ ++ ++   
T15-Lentinus squarrosulus - - -   
RRIT01-Trametes versicolor ++ + -   
RRIT02- Trametes sp. ++ + -   
T2-Pleurotus ostreatus + + +   
T4-Plueotus sajor-caju - + +   
T27-Pleurotus oryngii + - -   
T6-Pleurotus cystidiosus - - -   
RYNF-13 +++ +++ +++   
KU-Eng01-Lenzites elegan ++ + -   
KU-Rec01-Ischnoderma sp. ++ + -   
T7-Auricularia auricular + - -   
TMC20 + - -   
TMC21 + - -   
TMCQ - - -   
Unk-B + + +   
Unk-D + +++ +++   
Unk-I - - -   
Unk-J + + -   
Unk-K + - -   
Unk-N + - -   
Unk-R + +++ +++   
Unk-T + ++ -   
SW19 + - -   

หมายเหตุ :  +++ (4.0 ≤   < 6.0 cm), ++ (2.0 ≤  < 4.0 cm), + (0.5 ≤  < 2.0 cm),  (ไม่เจริญ)  
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จากตัวอย่างราที่น ามาทดสอบทั้งหมด 27 สายพันธุ์ พบว่า สายพันธุ์ที่สามารถเจริญได้ดีบนอาหารที่มีฟีแนนทรีน
คือ RYNF-13, KU-Alk4, T14, KU-Mb 01, RRIT02, KU-Eng 01, BKN01, KU-Rec 01 และRRIT01 สายพันธุ์ที่
เจริญได้ดีบนอาหารที่มีฟลูออรีน คือ RYNF-13, KU-Alk 4, Unk-D, Unk-R, Unk-T และ T14 สายพันธุ์ที่เจริญได้
ดีบนอาหารที่มีไพรีน คือ RYNF-13, KU-Alk 4, Unk-D, Unk-R และ T14 สายพันธุ์ที่สามารถเจริญได้ดีบนอาหาร
ที่มีสารพีเอเอช 3 ชนิด จะถูกคัดเลือกและน าไปศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอชในการทดลองขั้น
ต่อไป 
 

3. การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอชโดยราสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ 
3.1 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอช 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอชชนิดต่างๆ โดยราไวท์รอทแสดงดังรูปที่ 2-1, 2-2 

และ 2-3 ราไวท์รอทที่สามารถย่อยสลายพีเอเอชได้ทั้ง 3 ชนิด คือ ฟีแนนทรีน ฟลูออรีน และไพรีน อย่างมี
ประสิทธิภาพคือ สายพันธุ์ RYNF13 ซ่ึงสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนทั้งหมดในอาหาร mineral salt glucose 
medium ได้ภายใน 18 วันที่อุณหภูมิห้อง และย่อยสลายฟลูออรีนและไพรีนได้ 95% และ 50% ตามล าดับที่
สภาวะแบบเดียวกัน  ส าหรับสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพย่อยสลายสารพีเอเอชรองลงมาคือ สายพันธุ์ KU-Alk4 
สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนในอาหาร mineral salt glucose medium ได้ 98% ภายใน 18 และย่อยสลาย
ฟลูออรีนและไพรีนได้ 82% และ 43% ตามล าดับ 

 
 

 
 

รูปที่ 2-1 แสดงการย่อยสลายสารฟีแนนทรีนโดยราสายพันธุ์ต่างๆ 
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รูปที่ 2-2 แสดงการย่อยสลายสารฟลูออรีนโดยราสายพันธุ์ต่างๆ 
 

 

รูปที่ 2-3 แสดงการย่อยสลายสารไพรีนโดยราสายพันธุ์ต่างๆ 
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3.2 ศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ย่อยลิกนินที่สร้างในระหว่างการย่อยสลายสารพีเอเอช 
ผลารตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยลิกนินในระหว่างการย่อยสลายสารพีเอเอชโดยราสายพันธุ์ 

RYNF13 และ KU-Alk4 ผลการทดลองพบว่า ในการย่อยสลายทางชีวภาพของพีเอเอช รา RYNF13 หลั่งเอนไซม์
ย่อยสลายลิกนิน 3 ชนิด ได้แก่ MnP, laccase และ LiP  เอนไซม์หลักที่หลั่งออกมา คือ MnP โดยวัดค่ากิจกรรม

เอนไซม์ MnP ได้สูงสุด คือ 178 UmL1 ในอาหารที่ผสมฟีแนนทรีน (รูปที่ 2-4) และกิจกรรมของเอนไซม์ 

laccase และ LiP สูงสูดในอาหารที่ผสมฟีแนนทรีนเท่ากับ 45 UmL1 และ 28 UmL1 ตามล าดับ ส าหรับใน
อาหารที่มีฟลูออรีนและไพรีน รา RYNF13 สร้างเอนไซม์ย่อยลิกนินทั้งสามชนิดเช่นกัน แต่กิจกรรมของเอนไซม์ที่
พบน้อยกว่าที่พบในอาหารที่มีฟีแนนทรีน 

รา KU-Alk4 หลั่งเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน 2 ชนิด ได้แก่ MnPและ laccase โดยไม่พบกิจกรรมของ
เอนไซม์ LiP  เอนไซม์หลักที่รา KU-Alk4 หลั่งออกมา คือ MnP โดยวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ MnP ได้สูงสุด คือ  

675.7 UmL1 ในอาหารที่ผสมฟีแนนทรีน (รูปที่ 2-5) พบกิจกรรมของเอนไซม์ laccase สูงสูดในอาหารที่ผสม

ฟีแนนทรีนเท่ากับ 60.7 UmL1 ส าหรับในอาหารที่มีฟลูออรีนและไพรีน รา KU-Alk4 ก็สร้างเอนไซม์ย่อยลิกนิน
ทั้งสองชนิดเช่นกัน แต่กิจกรรมของเอนไซม์ที่พบน้อยกว่าที่พบในอาหารที่มีฟีแนนทรีน 
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รูปที่ 2-4 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยลิกนินที่สร้างจากรา RYNF 13 ในระหว่างการย่อยสลายสารพีเอเอชชนิดต่างๆ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2-5 กิจกรรมของเอนไซม์ย่อยลิกนินที่สร้างจากรา KU-Alk4 ในระหว่างการย่อยสลายสารพีเอเอชชนิดต่างๆ 
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บทที่ 4 สรุป วิจารณ์ และข้อเสนอแนะ 
 ผลการวิจัยแสดงว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas sp. strain CH3 ที่คัดแยกจากดินที่มีการ
ปนเปื้อนน้ ามันบริเวณริมถนนหรืออู่ซ่อมรถยนต์มีความสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนซึ่งเป็นสารตัวแทนของกลุ่ม
สารพีเอเอชได้ทั้งสภาวะที่อุณหภูมิห้องและสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงถึง 42oC ในส่วนของรา พบว่า รากลุ่มไวท์รอท 
strain RYNF13 สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนอย่างมีประสิทธิภาพสูง นอกจากนี้ยังพบว่า strain RYNF13 
สามารถย่อยสลายฟลูออรีนและไพรีนซึ่งเป็นสารพีเอเอชที่มีโครงสร้างใกล้เคียงกันและซับซ้อนขึ้นได้อีกด้วย  

สิ่งที่น่าสังเกต คือ ถึงแม้ว่าแบคทีเรียและราที่คัดแยกมาได้ จะสามารถย่อยสลายกลุ่มสารพีเอเอชได้  แต่
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายยังมีความแตกต่างกันในแง่ของเวลาที่ใช้ รวมถึงอุณหภูมิของการบ่มเพาะ ในสภาพ
จริงทีต่้องการใช้แบคทีเรียหรือราอย่างใดอย่างหนึ่งเพ่ือช่วยย่อยสลายสารพีเอเอชในธรรมชาติ ปัจจัยเช่น อุณหภูมิ 
รวมถึงการปริมาณท่ีเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของสารพีเอเอช ย่อมส่งผลต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพีเอเอชของ
แบคทีเรียหรือรา แนวคิดท่ีน่าสนใจคือ การใช้แบคทีเรียและราร่วมกันในลักษณะที่ส่งเสริมกันเพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารพีเอเอช รวมถึงการใช้เอนไซม์ที่ผลิตได้โดยราในช่วงเริ่มต้นของการบ่มเพาะ เพ่ือ
ลดเวลาในการเข้าสู่สภาวะการเจริญอย่างรวดเร็วของแบคทีเรียและรา  และช่วยให้แบคทีเรียและราที่บ่มเพาะมี
ประสิทธิภาพสูงขึ้นในการย่อยสลายสารพีเอเอช ดังนั้น ประเด็นที่น่าสนใจต่อไปส าหรับการศึกษา คือ การศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมส าหรับแบคทีเรียหรือราในการย่อยสลายสารพีเอเอช  รวมถึงการย่อยสลายโดยการบ่มเพาะ
แบคทีเรียและราร่วมกัน นอกจากนี้ การศึกษาเกี่ยวกับอินเทอร์มิเดียตที่เกิดขึ้นในระหว่างการย่อยสลาย จะช่วยให้
เข้าใจและสามารถท านายสภาะที่เอ้ือต่อการย่อยสลายสารพีเอเอชของสายพันธุ์แบคทีเรียและราด้วย 
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ABSTRACT
In this research, phenanthrene-degrading bacterial strain CH3 was isolated from

oil-contaminated soil in Thailand using a spraying plate technique. The strain CH3 was identified
as Pseudomonas sp. CH3 based on its 16S rDNA sequence analysis. Complete degradation of
phenanthrene in the minimal salt medium culture was observed within 3 days of  incubation at
room temperature (302C) whereas at 37C, complete degradation of phenanthrene occurred
within 6 days. At 42C, the strain CH3 was still able to grow and degrade approximately
23% of phenanthrene. Therefore, the strain CH3 is suitable for phenanthrene bioremediation
in tropical areas, where temperature may exceed 40C during the hot season. Additionally,
Pseudomonas sp. CH3 can utilize aromatics and small carbon compounds, thus offering an
environmentally friendly method to remove hazardous substances from the environment.

Keywords: Phenanthrene, Pseudomonas sp., PAHs

1. INTRODUCTION
Environmental pollution currently

becomes socially interested and concerned.
Polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH), a class
of hydrocarbon compounds containing two
or more fused benzene rings, is widely
distributed in environment as a consequence
of  rapid growth of  industry. PAHs are highly
toxic, carcinogenic and mutagenic to human
and living organisms. However, the removal
of  PAHs from the environment is extremely
difficult due to their low solubility in water,
strong absorption on solid particles and

high stability. Elimination of  PAHs from
environment can be achieved by cheaper and
more environmentally friendly microbial
transformation and degradation. Phenanthrene
was used as a model compound to study
PAH biodegradation by microorganisms and
to isolate novel PAH-degrading bacteria.
Most of  the reported PAH-degrading
bacteria belong to the genus of Pseudomonas,
Mycobacterium, Burkhodelria and Sphingomonas.
The PAH degradation by microorganisms is
typically affected by environmental factors,
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such as temperature, pH, the presence of
nutrient, oxygen and bioavailability [1, 2].
The factor strongly limiting the application
of microbial bioremediation in fields,
especially in the tropical area, is temperature.
For example, the outdoor temperature
measured in Thailand can be as high as
40C, depending on season [3]. Therefore,
the bacterial strains that are capable of rapid
degradation of  PAH and able to acclimatize
to a range of temperature are necessarily
required.

In this study, isolation and characterization
of phenanthrene-degrading bacteria from
oil-contaminated soil in Thailand have been
carried out. The phenanthrene biodegradation
efficacy of the bacteria was examined for a
range of temperature up to 42C. Moreover,
the capability of the bacteria to utilize other
PAHs and carbon compounds was also
studied.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals and Media

All chemicals used are analytical reagent
grade. Minimal salt medium (MSM) was
composed of 18 mM (NH4)2SO4, 1 M
FeSO4.7H2O, 100 M CaCl2.2H2O, 1 mM
MgSO4.7H2O, and 8.5 mM NaCl in 10 mM
Na2HPO4-KH2PO4 buffer (pH 7.0) [4].
One litre of nutrient broth (NB) comprised
3 g of peptone and 5 g of beef extract and
the pH was adjusted to 6.8-7.0. Mineral salt
agar (MSA) and nutrient agar (NA) were
prepared by addition of agarose and agar in
MSM and NB, respectively, to make a final
concentration of 1.5%. All media used were
autoclaved at 121.5C for 15 min. Stock
solution of phenanthrene in methanol
(10 gL-1) was freshly prepared prior to use.

2.2 Soil Samples and Enrichment Process
Muddy soil samples were collected from

oil-contaminated areas in Bangkok, Thailand

and stored at 4C. The total count of bacteria,
relative humidity and pH of the soil sample
were 2.6  106 cfu/g of soil, 14.8% and 7.25,
respectively. Enrichment medium was
prepared as follows; firstly adding 1 mL of
freshly prepared phenanthrene stock
solution in methanol (10 gL-1) to a 250-ml
sterile erlenmeyer flask and allowing methanol
to evaporate overnight. Then, 100 mL of
the autoclaved minimal salt medium was
transferred into the prepared flask to make a
final phenanthrene concentration of
100 ppm. To prepare the enriched consortium,
1 g of the soil sample was mixed with the
enrichment medium, followed by incubation
at room temperature (302C) on a rotary
shaker at 200 rpm for 1 week. Then, a 1-mL
aliquot of the suspension was transferred
to 100 mL of another fresh mineral salt
medium containing the same amount of
phenanthrene as described above. This
enriched consortium was incubated under
the same condition for another 1 week.

2.3 Isolation and Characterization of
Phenanthrene-degrading Bacteria

Phenanthrene-degrading bacteria were
isolated from the consortium using a spraying
plate technique as previously described [4].
The sprayed plates were incubated at room
temperature (302C) for 2 weeks. Colonies
surrounded by a clear zone were isolated.
The isolated bacterial strain was characterized
for its colony morphology on nutrient agar,
Gram’s stain and cell shape. The motility was
observed under a light microscope using a
hanging drop technique. Optimal temperature
for growth of the isolated bacterial strain in
nutrient broth was examined for an incubation
period of 48 hours using a temperature
gradient incubator (Tokyo Kagaku Sangyo,
Japan). The examined temperature ranged
from 25 to 50C. The growth was
determined by spectrophotometric method.
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The isolated bacterial strain was molecularly
identified by searching for their 16S rDNA
sequence homology in Genbank database.
Bacterial genomic DNA was purified by
Genomic DNA Purification Kit (Fermentas,
USA) according to manufacturer’s protocol.
The universal primers (forward primer 27F:
5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3
and reverse primer 1389R: 5- CTTGTGCG
GGCCCCCGTCAATTC-3) were used for
the amplification of the 16S rDNA gene
fragment with Taq  DNA polymerase
(Fermentas, USA). DNA sequences were
compared to sequence homology using
BLASTN program (www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST). Phylogenetic tree was constructed
by neighbour-joining method with a 1000-
replication bootstrap analysis using MEGA4
program [5].

2.4 Phenanthrene Biodegradation
To examine biodegradation of

phenanthrene by isolated bacterial strains,
the bacterial culture was inoculated in mineral
salt medium containing phenanthrene as
follows; the sterile 50-mL erlenmayer flask
was initially filled with 0.100 mL of
phenanthrene stock solution in methanol
(10 gL-1).  Methanol was allowed to evaporate
overnight. After that 10 mL of the overnight
culture in nutrient broth inoculated in
mineral salt medium at a ratio of 1:100 was
transferred to the prepared flask containing
phenanthrene. The final phenanthrene
concentration in culture media was
100 ppm. The culture flasks were shaken on
a reciprocal shaker at 150 rpm. The
phenanthrene biodegradation efficacy
was investigated at room temperature
(302C), 37 and 42C using a water
bath shaker (Taitec MM-10, Japan). Each
experiment was performed in triplicate.
Control experiment was carried out in
duplicate using the autoclaved sterile

bacterial culture instead of the living culture.
The concentration of phenanthrene

in culture media was determined
spectrophotometrically at max = 251 nm
using a JASCO V-670 UV-visible
spectrophotometer [6]. Calibration curve
for phenanthrene showed a linear relation
in a concentration range of 0.1 - 1.6 ppm
(R2 = 0.998). Typical procedure for
determination of  phenanthrene concentration
in culture media was as follows; the collected
sample was diluted with methanol by a factor
of 4 to completely dissolve the remaining
phenanthrene, followed by centrifugation at
14,000 rpm for 2 min to separate residual
bacterial cells. The supernatant liquid was
then diluted by appropriate folding (4 or
100 folding) depending on amounts of
phenanthrene remained in the culture.
Bacterial growth was determined from the
methanol-diluted culture by an OD600nm
spectrophotometry.

2.5 Carbon Source Utilization
In addition to phenanthrene, the

utilization of other carbon compounds
was examined for the tested strain. The
tested bacterial strain pre-grown in
phenanthrene-containing media were
inoculated at an initial OD600nm of 0.01 to
fresh mineral salt medium supplied with
one of following substrates at 0.01% (w/v
or v/v): phenanthrene, fluorene, pyrene,
benzo[a]anthracene, benzene, toluene,
xylene, phenol, methanol, ethanol and
acetone. The cultures were incubated at
30C with the 150 rpm shaking condition
for 4 days. The cell growth in the media were
indicated by the increase of OD600nm value.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Isolation and Characterization of
Strain CH3

Phenanthrene degrading bacterium
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CH3 was isolated from oil-contaminated soil,
using 1-week followed by additional 1-week
time interval enrichments without an
elevated concentration of phenanthrene.
The strain CH3 colony on nutrient agar was
white, opaque and circular in shape with a
smooth edge and surface after  24 hours of
incubation. When incubated longer, the
colony became yellow with an undulate
edge (Figure 1A). The strain CH3 was
motile, gram-negative, short rod bacterium.
The optimum and maximum temperatures
for the growth of the strain CH3 were at
37 and 42C, respectively. Spots of  the CH3
cells suspension on minimal medium (MM)
sprayed with phenanthrene showed a clear
zone around bacterial colony after incubation
at room temperature for 7 days, indicating

that the strain CH3 retained phenanthrene-
degrading capability (Figure 1B). A 16S rDNA
sequence, consisting of 1287 nucleotides
from the amplification showed the highest
sequence similarity to Pseudomonas sp. S2 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence
(HQ721241) (100%). According to the
sequence similarity compared to type
strains, the strain CH3 showed a close
relation to Pseudomonas balearica SP1402
(U26418) (98%). Additionally, phylogenetic
analysis showed that the position of the
strain CH3 in phylogenetic tree was also
close to P. azotifigens 6H33B and P. indica
IMT37 (Figure 1C). The DNA sequence
of the strain CH3 16S rDNA gene (partial)
was deposited in GenBank database under
the Accession No. AB932518.

Figure 1. Characterization of  strain CH3: (A) colony morphology at day 2 (B) clear-zone
surrounding colony on phenanthrene sprayed plate (C) Phylogenetic tree of  Pseudomonas sp.
CH3 and related species in Genus Pseudomonas constructed on the basis of 16S rDNA sequences
using the neighbor-joining method. Bar = 0.005 base substitution per site. There were a total
of  1261 positions in the final dataset. Bootstrap values are shown next to the branches.
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3.2 Biodegradation of Phenanthrene by
Pseudomonas sp. CH3

The efficacy in biodegradation of
phenanthrene by Pseudomonas sp. CH3 was
investigated at room temperature (302C),
37 and 42C. The percentage of remaining
phenanthrene in the culture was calculated
from the remaining concentration relative
to the initial concentration of 100 ppm.
The results demonstrated a significant
reduction in phenanthrene concentration in
mineral salt medium culture at room
temperature (302C). It was found that
phenanthrene was degraded  by 80% after
2 days of incubation (data not shown).
The strain CH3 completely degraded
phenanthrene within 3 days of incubation
(Figure 2A). The growth of the strain CH3
was also monitored by changes in OD600nm

value. It was found that the OD600nm reached
the maximum on day 3 and remained
relatively steady until the end of incubation
(Figure 2B). In a control set, the reduction of
phenantherne by abiotic factor was less

than 10% at 3 days of incubation. At 37 C,
the results showed that 70% of phenanthrene
remained in the culture after 3 days of
incubation but no phenanthrene was
detectable after 6 days of incubation.
The bacterial growth slightly increased
during the incubation and the OD600nm

reached  ~0.2.  At 42C, approximately 77%
of phenanthrene remained after 6 days of
incubation and the strain CH3 slowly grew
during the incubation period (Figure 2A and
2B). At 37 and 42 C, the reduction of
phenantherne by abiotic factor was less
than 10% at 6 days of incubation. In this
experiment, the higher phenanthrene-
degrading capability was observed at lower
temperature. Although the solubility of
phenanthrene increases at higher temperature,
oxygen availability decreases, leading to
the reduction of aerobic phenanthrene
biodegradation. The optimum temperature
for phenanthrene biodegradation was
dependent on the sites where the species
were sampled and isolated [7].

Figure 2. (A) The percentage of remaining phenanthrene and (B) the bacterial growth of
Pseudomonas sp. strain CH3 at room temperature (RT), 37 and 42C. An error bar showed the
standard deviation of  three replicates.
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Table 1. Utilization of  various carbon
substrates by strain CH3

aGrowth was monitored by the increase of
OD600nm values for 4 days.
- High growth (+++): Growth  > 10 fold
compared to initial value.
- Medium growth (++): Growth  5- 10 fold
compared to initial value.
- Growth (+): Growth  2 – 5 fold compared
to initial value.
- No growth (-): Growth  < 2 fold compared
to initial value.

Substrate
Phenanthrene

Fluorene
Benzo[a]anthracene

Pyrene
Benzene
Toluene
Xylene
Phenol

Methanol
Ethanol
Acetone

Growtha

++
+
-
-
+
+
+

+++
-

++
-

There were reports about phenanthrene
biodegradation by Pseudomonas spp and
related genera. For example, Pseudomonas sp.
USTB-RU degraded 86.65% of phenanthrene
(initial concentration of 100 ppm) within
8 days at 30 C [8]. Isolated Pseudomonas and
Sphingomonas strains showed high degradation
of phenanthrene (75-100% of 150 ppm) in
72-168 hours at 25 C [9]. The strain CH3
showed comparable efficacy in phenanthrene
biodegradation. Only a few bacterial strains
have been studied for their phenanthrene
degradation at relatively high temperature.
For example Pseudoxanthomonas sp. DMVP
showed 90% of phenanthrene degradation
at 40 C after 5 days of incubation [10]. The
high efficacy of phenanthrene degradation
and survival at a wide range of  temperature

make the utilization of the Pseudomonas
CH3 in phenanthrene bioremediation outdoor
extremely attractive and beneficial, especially
in tropical areas where the temperature
sometimes reaches 40 C.

3.3 Utilization of  Other PAHs and Carbon
Compounds by Pseudomonas sp. CH3

In addition to phenanthrene, the results
showed that the strain CH3 was capable
of  utilizing other PAHs such as fluorene.
The strain CH3 was able to utilize small
aromatic compounds, i.e. benzene, toluene,
xylene and especially phenol. It also utilized
small carbon compounds such as ethanol
but neither methanol nor acetone.

4. CONCLUSIONS
Bacterial strain CH3 was isolated from

oil-contaminated soil and identified as
Pseudomonas sp. based on its 16S rDNA
sequence. Pseudomonas sp. CH3 was able to
degrade phenanthrene completely within 3
and 6 days of incubation at room temperature
(302 C) and 37 C, respectively. Partial
degradation of phenanthrene by Pseudomonas
sp. CH3 was obtained within 6 days of
incubation at 42 C. Additionally, Pseudomonas
sp. CH3 could utilize other harmful carbon
compounds such as phenol and benzene.
Thus, Pseudomonas sp. CH3 is a potential
candidate for in situ bioremediation of
phenanthrene and possibly other toxic organic
compounds, commonly contaminated in
the environment in tropical area where
temperature can reach 40 C.
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