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บทที่ 1 
 

บทน ำ 
 

ควำมเป็นมำของปัญหำ 
     วิถีทางการเกษตรท่ีใช้นวัตกรรม และเทคโนโลยีใหม่มาอ านวยความสะดวก เช่น ใช้ปุ๋ ย 

เคมีและ สารก าจดัศตัรูพืช  ได้ทิง้ปัญหาทางด้านสขุภาพไว้มากมายเน่ืองจากอาหารไม่ปลอดภัย 
ทัง้สารพิษตกค้างเหลา่นัน้ยงัสามารถถ่ายทอดไปตามห่วงโซ่อาหารเป็นเวลายาวนานเน่ืองจากการ
สลายตวัของสารเกิดขึน้ในอตัราท่ีช้า เกษตรอินทรีย์เป็นระบบการเกษตรท่ีให้ผลผลิตท่ีปลอดภยัตอ่
ผู้บริโภค แตจ่ากการใช้สารเคมีมากมายในอดีตพืน้ท่ีเพาะปลกูจงึยงัมีสารพิษค้างอยูม่ากโดยเฉพาะ
สาร Chlorinated Hydrocarbon Compounds เช่น DDT ดีสดรินและออลดริน (ส านักงาน
มาตรฐานเกษตรอินทรีย์, 2546)  

  สารคลอริเนเตตไฮโดรคาร์บอน (Chlorinated Hydrocarbon Compounds) เป็น
สารเคมีอนินทรีย์สังเคราะห์ (Organic synthesis)  ท่ีใช้ในการก าจัดศัตรูพืชและวัชพืชทาง
การเกษตร โดยทั่ว ไปแล้วสารพิษในกลุ่ม นี มี้ความพิษ ท่ี รุ นแรงโดยเฉพาะสารในกลุ่ม 
ออร์กาโนคลอรีน หรือคลอริเนเตดไฮโดรคาร์บอนเป็นสารประกอบท่ีมีความเป็นพิษรุนแรงท่ีสุด 
เน่ืองจากโมเลกลุโครงสร้างของสารประกอบเหลา่นี ้มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ สารพิษในกลุ่มนี ้ได้
แก ยาฆ่าแมลง (Insecticide) ยาฆ่าหอย (Mollusicides) ยาก าจัดหนู (Rodenticides) ยาปราบ
วัชพืช (Herbicides) เช่น DDT เป็นต้น และนอกจากนีแ้ล้วสาร Chlorinated Hydrocarbon 
Compounds  สามารถตกค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้มากกมาย เช่น สารไดออกซิน (Dioxins) สารฟู
แรน (Furans)  สารไบฟีนิล (Biphenyl) สารเฮปตะคลอร์ (Heptachloride) เป็นต้น (พาลาภ, 
2535) จากการส ารวจข้อมลูการน าเข้าของสารพิษทางการเกษตรกลุ่มนีพ้บว่า มีการน าเข้ามาใช้ใน 
ประเทศไทยมากกว่า 100  ชนิด  และน ามาผสมเป็นยาฆ่าแมลงมากกว่า  1,000  สูตร  และ
นอกจากนี ้ปริมาณการน าเข้าสารพิษนีย้งัเพิ่มมากขึน้ทกุปีอีกด้วย (สธุรรม, 2528 ; Nagae, 1982)  
จากสภาพการใช้สารเคมีดังกล่าว จึงท าให้สารพิษตกค้าง และสะสมอยู่ในบริเวณพืน้ท่ีท า
การเกษตรมากมาย จงึท าให้เกิดผลกระทบหลายด้าน ได้แก่ 

1) ท าให้การท าเกษตรอินทรีย์ของประเทศไม่ประสบความส าเร็จเท่าท่ีควรเพราะการท า
เกษตรอินทรีย์นัน้จ าเป็นต้องท าให้พืน้ท่ีเพาะปลูกไม่มีสารปนเปื้อน เช่น ยาฆ่าแมลงและปราบ
ศตัรูพืช  จงึท าให้ประเทศไมส่ามารถสง่พืชผลทางเกษตรไปขายยงัตา่งประเทศได้ตามท่ีต้องการ   
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 2) การตกค้างของสารพิษนีส้่งผลให้เกิดอนัตรายอย่างร้านแรงในระยะยาวตอ่สิ่งมีชีวิตใน
สิ่งแวดล้อม โดยการผา่นทางหว่งโซอ่าหารนัน่เอง (Aleeva,  et al., 1972; Paustenbach, 1989)  

3) มีผลกระทบตอ่สขุภาพของเกษตรกรเอง และเศรษฐกิจของเกษตรท่ีต้องเสียเงินไปกบัค่า
รักษาพยาบาลตนเองและครอบครัว เพราะกรมควบคุมมลพิษของประเทศไทยได้รายงานว่า
เกษตรกรในแถบภาคเหนือรวมถึงภาคเหนือตอนล่าง มีอาการป่วยอันเน่ืองมาจากสารพิษทาง
เกษตรมากถึง 57 % ของผู้ ป่วยทัง้หมด (รายงานสถานการณ์มลพิษของประเทศไทย, 2544) เพราะ
ความเป็นพิษของสาร Chlorinated Hydrocarbon Compounds นัน้เม่ือเกิดการสะสมอยู่ในเซลล์
ของสิ่งมีชีวิตจะส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของเซลล์ท าให้เกิดเป็นโรคมะเร็ง (Cancer) 
ตอ่อวยัวะต่างๆ ของร่างกายท่ีได้รับสารพิษเข้าไป และ  4)  ผลท่ีตามมาอีกประการหนึ่งก็คือ มีผล
ต่อระบบสืบพนัธุ์ของสิ่งด ารงชีวิตและทารกท่ีอยู่ในครรภ์มารดา  นอกจากนีแ้ล้วยงัผลกระทบถึง
สิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ  ทัง้แหล่งดินแหล่งน า้และอากาศท่ีเส่ือมโทรมลง  และส่งต่อมายังผลผลิตทาง
การเกษตรอีกด้วย (Poland and Knutson, 1982 ; Denson, et al., 1986)  จากท่ีกล่าวมาทัง้หมด
นี ้แสดงให้เห็นได้ประการหนึง่วา่การตกค้างของสารพิษก าลงัทวีความรุนแรงมากขึน้ทกุที 

 ดงันัน้จงึจ าเป็นอยา่งยิ่งในการหาวิธีการมาก าจดัสารพิษตกค้างเหล่านีใ้ห้หมดไปหรือเหลือ
น้อยท่ีสดุวิธีการก าจดัสารพิษตกค้างเหล่านี ้สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่วิธีการทางกายภาพ ทาง
เคมี และทางชีวภาพ หรือเรียกว่า Biodegradation วิธีนีเ้ป็นวิธีการท่ีได้รับความนิยมสงูเน่ืองจากมี
ความสะดวก ใช้คา่ใช้จา่ยต ่า และไมก่่อให้เกิดปัญหามลพิษตามมา (วิมล  ช่ือชอบ , 1998)  โดยใน
การยอ่ยสลายนัน้มกัใช้จลุินทรีย์  เชน่  เห็ดรา  แบคทีเรีย  สาหร่าย  เป็นต้น  มาใช้ในการย่อยสลาย
สารพิษเหลา่นี ้ ในกรณีประเทศไทยจะได้เปรียบมากเพราะมีความหลากหลายทางด้านชีวภาพของ
เห็ดราเป็นอย่างมากโดยเฉพาะมหาวิทยาลยันเรศวรมีโอกาสมากเพราะอยู่ใกล้กับแหล่งท่ีมีความ
หลากหลายทางชีวภาพจงึท าให้มีโอกาสสงูมากในการคดัแยกหาเห็ดราท่ีเหมาะสมมาใช้ย่อยสลาย
สารพิษท่ีตกค้างในดินและน ามาพฒันาให้เกิดประโยชน์ต่อการเกษตรอินทรีย์ในแถบภาคเหนือ
ตอนลา่งตอ่ไป 
 
จุดมุ่งหมำยของกำรศึกษำ 

1. เพ่ือรวบรวมและคดัแยกชนิดของเห็ดราเขตบริเวณพืน้ท่ีป่าชุมชนอ าเภอ วชิรบารมี 
จงัหวดัพิจิตร และป่าชมุชนจงัหวดัพิษณโุลก 

2. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารในกลุ่ม Chlorinated  Hydrocarbon 
compounds (2,4 PCB) ของเห็ดในระดบัห้องปฏิบตักิาร 
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ขอบเขตของงำนวิจัย 
1. รวบรวมสายพนัธุ์เห็ดรา  ส ารวจพืน้ท่ีและก าหนดจดุท่ีจะเก็บตวัอย่างเห็ดรา  ท าการเก็บ

ตวัอยา่งท าการคดัแยกให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ (pure culture)  ในห้องปฏิบตัิการท าการ คัดแยกซ า้ขัน้ท่ี 2  
ในอาหารเฉพาะ (Selective medium) 

2. คดัแยกเอาเฉพาะเชือ้ท่ีให้ผลบวกกบัอาหารคดัแยกขัน้ต้นศกึษาลกัษณะการเจริญ การ
สร้างสปอร์ และศกึษารูปร่างลกัษณะของสปอร์และ fruiting body 

3. คดัเลือกเชือ้ท่ีให้ผลบวกกับอาหารคดัแยกขัน้ต้นท่ีดีท่ีสุดไปเลีย้งในอาหารเหลวท่ีสาร 
Chlorinated Hydrocarbon Compounds: (2,4 PCB) เป็นสว่นประกอบ เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพ
การย่อยสลายสารพิษ ทดสอบและวิเคราะห์หาปริมาณ Chlorinated Hydrocarbon Compounds 
ท่ีเหลืออยู่ ในอาหารเหลวด้วยเคร่ือง GC/MS โดยการเปรียบเทียบกบัอตัราการย่อยสลายสารพิษ
กบัเชือ้มาตรฐาน Pharmerochaete chrysosporium 
 
ทฤษฏี 

 ความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity) หมายถึงความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตท่ี
สามารถพบได้บนโลก เช่น พืช  สตัว์  ราและจุลินทรีย์ โดยทัว่ไปนกัชีววิทยาแบง่ความหลากหลาย
ทางชีวภาพออกเป็น 3 ระดบั ดงันี ้ดงันีคื้อ 1) ความหลากหลายของชนิดหรือสายพนัธุ์ของสิ่งมีชีวิต 
หรือ species diversity  เป็นความแตกตา่งของจ านวนชนิดและจ านวนประชากรของสิ่งมีชีวิตแต่
ละชนิด 2) ความหลากหลายทางพันธุกรรม หรือ genetic diversity  เป็นความแตกต่างทาง
พันธุกรรมภายในชนิดเดียวกัน และต่างชนิด 3) ความหลากหลายของระบบนิเวศ (ecological 
diversity) เป็นความแตกตา่งกนัระบบนิเวศแตล่ะระบบเป็นแหลง่ท่ีอยูอ่าศยัของสิ่งมีชีวิตชนิดตา่งๆ  
เพราะภายในระบบนิเวศแต่ละแห่งจะมีปัจจยัทางกายภาพและชีวภาพท่ีเหมาะสมกบัสิ่งมีชีวิตแต่
ละชนิด ในระบบนิเวศเชือ้เห็ดราเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีความ ส าคญัอย่างมาก เพราะมีบทบาทเป็นผู้ย่อย
สลายซากพืช ซากสตัว์หรือซากอินทรียวตัถใุห้กลายเป็นอนินทรียสารท่ีพืชสามารถน ากลบัไปใช้
ประโยชน์ได้อีกครัง้หนึ่ง เกิดเป็นห่วงโซ่อาหาร (food chians หรือ food webs) ขึน้หมนุเวียนใน
ระบบนิเวศ เชือ้เห็ดราเหล่านี ้ จะสร้างเอนไซม์ท่ีเรียกว่า extracellular enzyme หรือ exoenzyme 
ออกมายอ่ยโมเลกลุของซากพืชท่ีมีขนาดใหญ่ให้เล็กลงแล้วดดูซมึผา่นผนงัเซลล์ (กิตติมา และคณะ
, 2453)  
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 สารตกค้างท่ีเป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม จะเป็นประกอบคาร์บอนท่ีมีโครงสร้างซบัซ้อนท่ียาก 
ต่อการย่อยสลายด้วยกระบวนการทางธรรมชาติอย่างรวดเร็ว  แต่ถ้าต้องการให้สารประกอบ
คาร์บอนเหล่านีเ้กิดการเปล่ียนแปลงอย่างรวดเร็ว สามารถท าได้ด้วยกระบวนการทางเคมี โดย
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่และรีดกัชัน่ (oxidation and reduction) เท่านัน้  ซึ่งเป็นการยากท่ีจะน า
สารพิษตา่งๆ  ท่ีตกค้างอยูใ่นธรรมชาตท่ีิอยูใ่นดนิ  มาบ าบดัด้วยกระบวนการทางเคมี  ถ้าหากท าได้
ก็ต้องเสียคา่ใช้จ่ายสงูมากนอกจากนีแ้ล้วในการท าปฏิกิริยาเคมีอาจท าให้เกิดสารอ่ืน ท่ีไม่ต้องการ
ขึน้มาอีกก็เป็นได้  และเม่ือเป็นดงัท่ีกลา่วมาแล้วข้างต้น  
 
กรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัยนีก้็คือ   
  1) ประเทศไทยโดยเฉพาะในแถบภาคเหนือตอนลา่ง ซึง่เป็นแหลง่ท่ีมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพมากมาย จะต้องมีเชือ้เห็ดราสายพนัธุ์ตา่งๆ  มากมายและในกลุ่มเชือ้เห็ดราเหล่านีจ้ะมีเชือ้
เห็ดราบางสายพนัธุ์ท่ีมีความสามารถสร้างเอนไซม์ลิกโนไลติก  ซึ่งเป็นดชันีบง่ตวัแรกท่ีแสดงให้เห็น
ว่าเชือ้เห็ดราชนิดนัน้ๆ  มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบคาร์บอน หรือเปล่ียนแปลง
โครงสร้างสารประกอบคาร์บอนท่ีเป็นพิษ  ให้เกิดการเปล่ียนเป็นสารประกอบคาร์บอนท่ีไม่เป็นพิษ
ตกค้างตอ่สิ่งล้อม  
  2) ต้องการค้นหาเชือ้เห็ดราแตล่ะชนิดท่ีเหมาะตอ่การย่อยสลายสารพิษตกค้างแตล่ะกลุ่ม
ท่ีแตกตา่งกนั ในธรรมชาติ 
  3) ต้องการพฒันาและสร้างเทคโนโลยีการพืน้ฟูปรับสภาพดินให้ดีขึน้ด้วยการวิธีการทาง 
ชีวภาพจากเชือ้เห็ดราท่ีค้นพบและพฒันาขึน้เองภายในประเทศไทย 
 
สมมตฐิำนของกำรวิจัย 
  1) จะคัดแยกเชือ้เห็ดราท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ Lignin peroxidase Manganese-
dependent peroxidase  และ Laccase เพ่ือยอ่ยสลายสารพิษท่ีต้องการได้หรือไม่ 
  2) เห็ดแตล่ะสายพนัธุ์สามารถสร้างเอนไซม์แตล่ะชนิดออกมาย่อยสลายสารพิษต่างชนิด
ในธรรม ได้แตกตา่งกนัหรือไม่ 
  3) จะมีการค้นพบเชือ้เห็ดราชนิดตา่งๆ  ท่ีเหมาะสมตอ่การน าไปย่อยสลายสารพิษตกค้าง
แตล่ะชนิดในธรรมชาต ิได้แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั หรือไม ่ 
 
 
 



5 

 

ทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศที่เกี่ยวข้อง 
 
สำรประกอบโพลีคลอริเนเตต ไบฟีนิล (Polychlorinated Biphenyls: PCBs) 

โพลีคลอริเนเตต ไบฟีนิล (Polychlorinated Biphenyls: PCBs) เป็นสารประกอบอินทรีย์
ไฮโดรคาร์บอนท่ีมีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ (chlorinated hydrocarbon) ซึ่งประกอบด้วยคลอรีน
ตัง้แต ่1 ถึง 10 อะตอม อยู่ในวงของ biphenyl โดยสตูรโครงสร้างทัว่ไป คือ C12H10-xClx  ส่วนใหญ่
ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น หรือเป็นอนพุนัธ์ของสารประกอบ Polyhalogenated Aromatic Hydrocarbons 
(PHAHs) ท่ีถกูน ามาใช้ในวงการอตุสาหกรรมอย่างกว้างขวาง  ซึ่ง PCBs ถกูผลิตขึน้ในระหว่างปี 
พ.ศ. 2473-2513 จากปฏิกิริยาการเติมคลอรีน (chlorination) ของสารไบฟีนิล (biphenyl) กับ
สารละลายคลอรีนท่ีปราศจากน า้ (anhydrous chlorine) โดยมีเหล็ก (iron) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
(กรมควบคมุมลพิษ, 2551; Connell, 2005) ซึ่งโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยวงเบนซีน 2 วง ดงั
ภาพ 1  

 
 
 
 
 
 

ภำพ 1 โครงสร้ำงทำงเคมีของ PCBs (Borja et al., 2005) 
 
สมบัตทิำงกำยภำพและเคมี  

มีคณุลกัษณะเป็นของเหลวท่ีมีคณุสมบตัิทางไฟฟ้าดีมาก คงสภาพทางเคมีสงู (Extreme 
Chemical Stability) ทนตอ่ความร้อน น าความร้อนสม ่าเสมอและคงท่ี ไม่ไวไฟ เป็นฉนวนไฟฟ้าท่ีดี 
ละลายน า้ได้เพียงเล็กน้อยประมาณ 25-200 ppb และละลายได้น้อยลงเม่ืออนุพันธ์มีจ านวน
คลอรีน อะตอมเพิ่มมากขึน้ คงรูปได้ท่ีอณุหภูมิสงูถึง 8000 ° C อีกทัง้ยงัทนตอ่กรด ดา่ง ปฏิกิริยา
ออกซิเดชนั และมีอตัราการสลายตวัและการระเหยต ่า มีจดุติดไฟสงูมาก ไม่ท าปฏิกิริยา Oxidation 
เม่ือใช้งานท่ีอณุหภูมิสงู ถึงแม้ว่าจะมีตวั Metallic Catalyst อยู่ด้วยก็ตาม หากน าสาร PCBs ไป
เผาท่ีอณุหภมูิ 250-450 องศาเซลเซียส จะก่อให้เกิดสารฟิวแรน ซึง่เป็นสารมลพิษท่ีตกค้างยาวนาน
ประเภทปลดปล่อยโดยไม่จงใจท่ีมีอนัตรายมากกว่า (การไฟฟ้าฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย, 2550; 
กรมควบคมุมลพิษ, 2551; Borja, et al., 2005)  
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ควำมเป็นพษิของสำรประกอบโพลีคลอริเนเตต ไบฟีนิล ต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม 
สาร PCBs สามารถก่อความเป็นพิษได้ทัง้ในมนษุย์และสตัว์ ส าหรับพิษของสาร PCBs ตอ่

มนุษย์สามารถเข้าสู่ร่างกายได้โดยการหายใจ ทางผิวหนงั และการกิน  โดยเฉพาะในคนงานท่ี
ปฏิบตัิงานเก่ียวข้องกับการให้บริการแยกส่วนประกอบหม้อแปลงไฟฟ้าและตวัเก็บประจุไฟฟ้า 
คนงานในศนูย์ ก าจดัของเสียอนัตราย ระบบบ าบดัน า้เสีย และเจ้าหน้าท่ีดบัเพลิง บคุคลเหล่านีมี้
ความเส่ียงสงูกวา่ในการได้รับสาร PCBs เข้าสูร่่างกาย เน่ืองจากสาร PCBs ไม่มีพิษเฉียบพลนัแตมี่
พิษในระยะยาว โดยปกติระยะในการเกิดมะเร็งในมนษุย์ประมาณ 10 ปี ถ้าหากร่างการสะสมสาร 
PCBs ไว้มากเป็นชนิดเรือ้รังจะท าลายสภาพของยีนซึ่งมีผลต่อกรรมพนัธุ์  ส าหรับเด็กท่ีเกิดจาก
มารดาท่ีได้รับสาร PCBs จะมีน า้หนกัน้อยและเม็ดสีในร่างกายผิดปกติ แสดงให้เห็นว่าสารพิษชนิด
นีส้ามารถผ่านทางรกจากแม่สู่เด็กในครรภ์ได้ (กรมควบคมุมลพิษ, 2551; Connell, 2005)  และมี
รายงานการได้รับสารพิษจากพีซีบีท่ีปนเปื้อนในน า้มนัร าข้าวเป็นครัง้แรกท่ีเกาะคิวชู ในประเทศ
ญ่ีปุ่ นเม่ือปี พ.ศ. 2511 โดยชาวญ่ีปุ่ นจ านวนกว่า 1,057 คน เกิดอาการผิดปกติของผิวหนงั คือ 
ผิวหนงัและเล็บคล า้ ผิวหนงัหนาและหยาบกร้าน ตาบวม โดยเกิดขึน้บริเวณใบหน้า ล าคอ และ
ล าตวัท่อนบน ปวดศีรษะ และท้องร่วง และอาจเกิดฝีหรือตุม่เล็ก ๆ เรียกว่า “Chloracne” ส าหรับ
สตัว์แล้วสาร PCBs ไมก่่อให้เกิดความเป็นพิษแบบเฉียบพลนั แตอ่าการจะเกิดขึน้เม่ือรับสาร PCBs 
เข้าไปสะสมไว้นาน โดยจะแสดงอาการ เชน่ น า้หนกัลด ตบัโต ก่อให้เกิดมะเร็งในตบัของหนเูม่ือหนู
ได้รับสาร PCBs ทางการกินวนัละ 4.3-11.6 มิลลิกรัมตอ่น า้หนกัตวั 1 กิโลกรัม (Borja, et al., 
2005; Vasilyeva, et al., 2007)  และส าหรับความเป็นพิษของสาร PCBs ตอ่สิ่งแวดล้อมเป็นสิ่งท่ี
ส าคญัอย่างยิ่งท่ีต้องเร่งป้องกนัและแก้ไข เน่ืองจากสาร PCBs มีคณุสมบตัิคงสภาพหรือสลายตวั
ออกจากสิ่งแวดล้อมได้ช้ามาก โดยสามารถปะปนไปกับน า้ทิง้จากอุตสาหกรรม หรือร่ัวไหลออก
จากอปุกรณ์ไฟฟ้าและผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ ตลอดจนก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศจากการเผาขยะ และ
ท้ายท่ีสดุสาร PCBs เหลา่นีจ้ะสะสมอยูใ่นตะกอนดนิตามแหล่งน า้ตา่งๆ โดยทัว่ไปจะพบ PCBs ใน
ปริมาณความเข้มข้นสงูในดินตะกอนของแหล่งปนเปือ้นทัง้ในรูปของสารประกอบอินทรีย์และอนิ
นทรีย์ และมกัพบในรูปของสารผสมเชิงซ้อน เช่น Aroclors 1242, 1254 และ 1260 (กรมควบคมุ
มลพิษ, 2551; Hamid, et al., 2005; Hopf, et al., 2009) และสามารถเกิดการระเหยขึน้สู่ชัน้
บรรยากาศ (evaporation) แล้วเกิดการควบแน่นตกลงสู่  ยังพืน้ท่ีซึ่งมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
นอกจากนี ้ PCBs ท่ีสะสมอยู่ในดินตะกอนยงัสามารถเกิดการถ่ายโอนไปสู่มนษุย์ได้โดยการกิน
อาหาร เชน่ พืช ผกั และสตัว์น า้ในแหล่งน า้ท่ีปนเปือ้น PCBs ซึ่งปริมาณของ PCBs จะถกูถ่ายทอด
แบบทวีคณูไปตามล าดบัของห่วงโซ่อาหารในลกัษณะท่ีเรียกว่า “biomagnification” โดยผู้ ท่ีได้รับ
ผลกระทบมากท่ีสดุก็คือ “มนษุย์” (Borja, et al., 2005; Hamid, et al., 2005)  
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กำรย่อยสลำยสำรพษิทำงชีวภำพ  
 Biodegradation เป็นกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งในกระบวนการ 
Bioremediation ท่ีอาศยัความสามารถของสิ่งมีชีวิตท่ีเป็นจลุินทรีย์ เช่น เห็ด รา แบคทีเรีย สาหร่าย 
เป็นต้น ในการย่อยสลายสารพิษให้มีความเป็นพิษน้อยลงหรือหมดความเป็นพิษ และไม่ส่งผล
กระทบตอ่สิ่งแวดล้อม เป็นวิธีการท่ีเหมาะส าหรับการก าจดัสารพิษท่ีมีการปนเปือ้นต ่าและปนเปือ้น
ในบริเวณท่ีกว้าง เช่น บริเวณท่ีท าการเกษตรท่ีปนเปื้อนยาปราบศัตรูพืช หรือบริเวณท่ีมีการ
ปนเปือ้นสารประกอบคลอริเนเตด ไฮโดรคาร์บอน เป็นต้น (Bennet, et al., 2002; Hamid, et al., 
2005) เน่ืองจากเป็นวิธีการท่ีสะดวก ประหยดัค่าใช้จ่าย และไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดย
กระบวนการย่อยสลายสารพิษทางชีวภาพอาจท าได้หลายลกัษณะตามความเหมาะสม เช่น การ
ย่อยสลายแบบ Biotransformation เป็นการเปล่ียนรูปสารมลพิษท่ีมีความเป็นพิษตอ่มนุษย์และ
สิ่งมีชีวิตในสิ่งแวดล้อมให้มีความเป็นพิษน้อยลงหรือไม่มีเลย (Detoxification) หรือการย่อยสลาย
แบบ Mineralization เป็นการยอ่ยสลายสารพิษจนได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นน า้ คาร์บอนไดออกไซด์ 
และสารอนินทรีย์ท่ีไม่มีความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม เป็นต้น (อลิสา วงัใน, 2550; Reddy and 
Mathew, 2001) 
 
นิเวศวิทยำของเหด็รำ  
 ในระบบนิเวศเชือ้เห็ดราเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีความส าคญัอย่างมาก โดยปกติในธรรมชาติจะ
เป็นผู้ย่อยสลายย่อยสลายซากพืช ซากสตัว์หรือซากอินทรียวตัถ ุรวมถึง lignocellulose เช่น ฟาง
ข้าว ชานอ้อย และขีเ้ล่ือย เป็นต้น ให้กลายเป็นอนินทรีย์สารท่ีพืชสามารถน ากลบัไปใช้ประโยชน์ได้
อีก (Rimko, 2001; Bennet, et al., 2002) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชือ้ราท่ีอยู่ในกลุ่มของ White-rot 
fungi ซึ่งจดัอยู่ในชัน้ Basidiounycete และเป็นท่ีสนใจน ามาท าการศึกษาในปัจจุบนั อีกทัง้ยงัมี
ความส าคญัในเชิงเศรษฐกิจ เน่ืองจากพวกมนัมีการเจริญเติบโตและทนต่อสภาวะแวดล้อมท่ีไม่
เหมาะสมได้เป็นอยา่งดี รวมทัง้สามารถผลิตเอนไซน์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูท่ีสามารถย่อยสลายลิกนิน
และสารพิษท่ีตกค้างในธรรมชาติท่ีมีความคงตัวได้เป็นอย่างดี โดยเชือ้เห็ดราเหล่านีจ้ะสร้าง
เอนไซม์ท่ีเรียกว่า extracellular enzyme ออกมาย่อยโมเลกลุของซากตา่งๆ ท่ีมีขนาดใหญ่ให้เล็ก
ลงแล้วดูดซึมผ่านผนังเซลล์  ซึ่งการย่อยสลายลิกนินของเชือ้เห็ดราจะเกิดขึน้ในขณะท่ีเกิด
กระบวนการ secondary metabolism ในสภาวะท่ีมีไนโตรเจนและคาร์บอนจ ากัด เพ่ือเปล่ียน
ลิกนินให้เป็นแหล่งพลงังาน และเชือ้เห็ดราจะท าการย่อยลิกนินท่ีอยู่รอบเซลลโูลสออกไปก่อนท่ีจะ
น าเซลลโูลสไปใช้เป็นแหล่งพลงังาน (Christine and John, 2001; Rimko and Pauline, 2001; 
Sarah, 2004) เช่น การศกึษาท่ีพิสจูน์ให้เห็นถึงศกัยภาพของเชือ้เห็ดราจ าพวก White-rot fungi ใน
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การย่อยสลายลิกนินท่ีเป็นของเสียจากการเกษตรและอตุสาหกรรม อาทิ  ฟางข้าว ซางข้าวโพด ขี ้
เล่ือย และชานอ้อย เช่นการใช้เชือ้เห็ดรา Daedalea elegans, Polyporus giganteus และ 
Lenzites betulina  พบว่า  White-rot fungi ทกุตวัสามารถย่อยสลายวตัถดุิบท่ีมีองค์ประกบของ
ลิกนินได้มากกวา่ 60% โดยเชือ้รา Daedalea elegans สามารถย่อยสลายลิกนินท่ีเป็นของเสียจาก
การเกษตรและอตุสาหกรรมได้ดีท่ีสดุ 92.9% ใน 90 วนั เม่ือเทียบกบัเชือ้ตวัอ่ืน แสดงให้เห็นว่าเชือ้
ใช้วตัถุดิบเหล่านีเ้ป็นสารตัง้ต้นได้เป็นอย่างดี นอกจากนีย้งัมีเชือ้เห็ดราสายพนัธุ์อ่ืนท่ีเก่ียวข้องท่ี
สามารถย่อยสลายสบัสเตรทท่ีเป็นลิกโนเซลูโลสได้เป็นอย่างดี เช่น กลุ่ม Agaricus bisporus, 
Pleurotus ostreatus เป็นต้น ( Christine and John, 2001; Fasidi, et al., 2009)  
 
กลไกกำรย่อยสลำยทำงชีวภำพของสำรประกอบโพลีคลอริเนเตต ไบฟีนิล โดยเหด็รำ  

จากกลไกการย่อยสลายลิกนินของเชือ้เห็ดราท่ีเกิดขึน้โดยธรรมชาติ เป็นตัวบ่งชีถ้ึง
ศกัยภาพท่ีสามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการย่อยสลายสารพิษท่ีตกค้างในธรรมชาติรวมถึงสารโพลิ
เมอร์สังเคราะห์ หรือสารประกอบท่ีมีโครงสร้างคล้ายลิกนิน เช่น โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน
(PAHs)และสารประกอบพวกฟีโนลิก เป็นต้น (Kadhim, et al.,1999; Baldrian, 2008, Field, 
2003) โดยหลักการท่ีว่า เอนไซม์ของเชือ้ราจะเข้าท าการย่อยสลายลิกนินหรือสารประกอบท่ีมี
โครงสร้างคล้ายลิกนินแบบไม่เฉพาะเจาะจง (nonspecific) กบัชนิดของสบัสเตรท หน้าท่ีหลกัของ
เอนไซม์เหลา่นีคื้อการสร้างสาร free radicals ท่ีสามารถเข้าท าลายโมเลกลุของสารอินทรีย์ได้อย่าง
กว้างขวางไม่จ ากัดชนิด เช่นเอนไซม์ peroxidases จะใช้ H2O2 และ Laccase (polyphenol 
oxidase) จะใช้สารประกอบท่ีเกิดจาก O2 เป็นเอนไซม์เข้าท าลายลิกนิน (Christine and John, 
2001; Patricia and Christopher, 2001)  

จากการส ารวจข้อมูลโดยทั่วไปมีรายงานการย่อยสลาย PCBs โดยกระบวนการทาง
ชีวภาพ โดยเชือ้แบคทีเรียซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ อาทิ Pseudomonas, 
Achromobacter และ Comamonas (Pieper, 2005) และแบคทีเรียแกรมบวก อาทิ Bacillus และ 
Microbacterium (Sakai, 2005; Sierra, 2003) เป็นต้น มกัจะใช้วิธีการย่อยสลายในสภาวะมี
ออกซิเจน โดยการย่อยสลายด้วยวิธีนีเ้กิดขึน้โดยแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนในการเจริญ 
(aerobic bacteria) ซึ่งวิถีในการย่อยสลายจะต้องใช้ NADH2 และปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนโดย
อาศยัการท างานของเอนไซม์ จะได้ CO2 และ chlorobenzoate เป็นผลิตผลสดุท้าย  (Francova, 
et al., 2004) 
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 แตส่ าหรับกลไกการย่อยสลายโดยเห็ดราท่ีน ามาประยกุต์ใช้ในการย่อยสลายสารประกอบ  
Chlorinated Hydrocarbon Compound หลายชนิด รวมทัง้สารปราบวชัพืชและศตัรูพืชท่ีตกค้าง
อยู่ในสิ่งแวดล้อม อาศัยหลักการของการย่อยสลายลิกนินโดย white rot fungi ท่ีมีระบบ 
Ligninolytic enzyme คือ เอนไซม์ Manganese peroxidase (MnP), Lignin peroxidase  (LiP) 
และ Laccase โดยเฉพาะ Lignin peroxidase เป็นเอนไซม์แรกท่ีเข้าท าลายสารประกอบชนิด
ลิกนิน ท่ีแยกได้จากเชือ้ P. chcrysoporium (Tien and kirk, 1988; Koller, et al., 2000; Field, 
2003) เอนไซม์ peroxidases มีส่วนประกอบของสารฮีโมโกบิน ซึ่งมีศกัยปฏิกิริยามากกว่าปกติ
และมี glycosylated สงู จงึหลัง่เอนไซม์ออกมามากส าหรับการกระท าภายนอกเซลล์เป็นส่วนใหญ่ 
ซึ่งมีเชือ้ราไม่ก่ีชนิดท่ีจะผลิตได้ จึงมีคุณสมบตัิในการ oxidize สารและท าให้เกิดการแทนท่ีหมู ่
methoxyl ท่ีอยู่บนวงแหวนของสาร aromatic ท่ีไม่ใช่สารประกอบ phenolic เพ่ือให้เกิด cation 
radicals ท่ีจะผ่านเข้าสู่ปฏิกิริยาขัน้ตอ่ไป  ซึ่งทัง้ LiP และ MnP ต้องการ hydrogen peroxide 
(H2O2) ในการเกิดปฏิกิริยา oxidation โดยใช้เป็นตวัคะตาไลต์ในการเกิดปฏิกิริยา oxidation ขัน้ท่ี 
2 เพ่ือปลดปลอ่ยอิเล็กตรอนนออกไป  1  ตวั (ภาพ 2) แตเ่อนไซม์ Laccase ไม่จ าเป็นต้องใช้ H2O2

และได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น CO2 และ สารประกอบอ่ืนท่ีไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งอาจจะมี
หลายกระบวนการท่ีใ ช้ในการย่อยสลาย เช่น  depolymerization, demethoxylation, 
decarboxylation, hydroxylation และ การเปิดวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring opening) 
(Tien and kirk, 1988; Patricia and Christopher, 2001; Hamid, et al., 2005)  
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ภำพ 2 กลไกกำรเกิดปฏิกริิยำ oxidation ของ ligninolytic enzymes (Field, 2003) 
 

white rot fungi โดยส่วนใหญ่จะมีระบบ ligninolytic enzymes เช่น T.versicolor และ 
P.ostreatus  เป็นต้น (Patricia and Christopher, 2001) โดย white rot fungi ตา่งชนิดกนัอาจจะ
ผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดโดยมีทัง้ Laccase  ,LiP และ MnP ขึน้อยู่กับสับสเตรดท่ีใช้เพาะเลีย้ง 
ตวัอย่างเช่น เชือ้ P.chrysosporium ส่วนใหญ่จะหลัง่เอนไซม์ LiP และ MnP  , Phlebia radiata 
ส่วนใหญ่จะหลัง่เอนไซม์ Laccase  และ MnP  และเชือ้ T. versicolor สามารถสงัเคราะห์เอนไซม์
ได้ทัง้ 3 ชนิด (Kadhim, 1999; Koller, et al., 2000; Patricia and Christopher, 2001; Hamid, et 
al., 2005) ด้วยระบบการท างานของเอนไซม์ท่ีซบัซ้อนจึงท าให้เอนไซม์เหล่านีส้ามารถย่อยสลาย
สารตกค้างท่ีอยู่ในธรรมชาติได้หลายชนิด เน่ืองจากจะต้องใช้เอนไซม์หลายชนิดในการเข้าท า
ปฏิกิริยากบัสารพิษ ซึ่งเอนไซม์เพียงชนิดเดียวไม่สามารถท าได้ เพราะสารพิษเหล่านีมี้โครงสร้างท่ี
ซบัซ้อน จงึเป็นคณุสมบตัพิิเศษของเชือ้เห็ดราในกลุม่นี ้
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งำนวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
  จากหลักการนีไ้ ด้มีผู้ น าไปประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายสารประกอบ Chlorinated 
Hydrocarbon Compounds หลายชนิดรวมทัง้สารปราบวัชพืชและศัตรูพืชท่ีตกค้างอยู่ใน
สิ่งแวดล้อม ดงัเช่นในปี ค.ศ. 1985 Bumpus และคณะศกึษาการย่อยสลายอาหาร DDT  และสาร 
Polychlorinated biphenyls (PCB)  ได้แก่ 3,4,3,4 – tetrachloro biphenyl และ 2,4,5,2,4,5- 
hexachloro biphenyls แล้วพบว่า สามารถย่อยสลายสาร PCB ได้มากกว่า DDT  จากการศกึษา
การย่อยสลายสารพิษตกค้างชนิดอ่ืนๆ เช่น Lindane (1,2,3,4,5,6-hexachlorohexane), 
Chlordane (1,2,3,4,5,6,7,8-octachloro-3a,4,7,7a-metanoindane), Polychlorinated 
biphenyls (PCB) , Polychlorinated dibenzodi-chloro –p-dioxin (PCDD), 3,4-dichloroaniline 
และ Polychlorinated dibenzofuran (PCDF) ในการย่อยสลายสารประกอบเหล่านีแ้ล้วโดยส่วน
ใหญ่ใช้เห็ดราในตระกลู Phanerocheate (Takada, et al., 1996 ; Arisoy, 1998 ; Klecka and 
Gibson, 1980 ; Hammel, 1986 ; Kotterman, et al., 1994) จากแนวความคิดเก่ียวกบัระบบ
เอ็นไซม์ลิกโนไลตกิในการย่อยสลาย PAH จึงเป็นแนวทางในการน ามาประยกุต์ในการย่อยสารพิษ
ท่ีตกค้างในสิ่งแวดล้อม เช่น ยาปราบศตัรูพืช ยาปราบวชัพืช ยาก าจดัเชือ้เห็ดรา และยาฆ่าแมลง 
รวมทัง้ของเ สียท่ี เ กิดขึ น้จากการเกษตร เป็นต้น ( Stoner,1994)  โดยเฉพาะการน า P.  
chrysosprium มาย่อยสลายสารประกอบไดออกซินซึ่งได้มีการศึกษาไว้ดงันี ้Bumpus และคณะ 
(1995)  พบว่า  P.  chrysosprium   โดยพบว่ากลไกการออกซิเดชนัโดยเอนไซม์ LiP ได้สาร
ตวักลางในการออกซิเดชนัของไดเบนโซพาราไดออกซิน คือ ไดเบนโซพาราไดออกซิน แคทไอออน 
เรดิคอล (dibenzo-p-dioxin cation radical)  กลไกของแคทไอออน เรดิคอล (cation radical) ของ 
LiP ไมเ่พียงท าปฏิกิริยากบัลิกนินเทา่นัน้แตย่งัใช้กบัสารประกอบอะโรมาติกอ่ืนๆ  ในสิ่งแวดล้อมอีก
ด้วย  นอกจากนี ้ Valli และคณะ (1992)  ศกึษาการย่อยสลาย 2,7-ไดคลอโรไดเบนโซพาราไดออก
ซิน (2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin, (2,7-DCDD))  โดย P. chrysosprium   พบว่าสารดงักล่าวนี ้
ถูกย่อยสลายได้ในกระบวนการ secondary metaboloism ของฟังไจ โดยการออกดิเดชนัของ
เอนไซม์ LiP,MnP และเอนไซม์อ่ืนๆอีกภายในเซลล์ (Intracellular enzyme)  ปฏิกิริยาการย่อย
สลายจะเกิดขึน้หลายขัน้ตอน ในแต่ละขัน้ตอนของปฏิกิริยาจะมีสารตัวกลาง ( intermediates 
metabolite) เกิดขึน้ แล้วปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ออกมา นอกจากนีแ้ล้วจะมีการ
ออกซิเดชนัพนัธะ C-O-C ใน 2,7-DCDD โดย LiP เกิดสารประกอบควิโนน  4-คลอโร-1,2-เบนโซควิ
โนน (4-chloro-1,2-benzozuinone)  และ 2-ไฮดรอกซี- 1,4-เบนโซควิโนน (2-hydroxy-1, 4-
benzoquinone)   Satoshi และคณะ (1996) ศกึษาการย่อยสลายสารประกอบ PCDD และ PCDF 
โดย P.sordidar YK 624  ในการวิจยัใช้กลุ่มของ PCDD ได้แก่ 2,3,7,8,-TateaCDD, 1,2,3,7,8,-
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PentaCDD, 1,2,3,4,7,8-HexaCDD, 1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD และ 1,2,3,4,6,7,8,9-OctaCDD 
และสารในกลุ่ม PCDF ได้แก่ 2,3,7,8-TetraCDF,   1,2,3,7,8-PentaCDF,  1,2,3,4,7,8-
HexaCDF,   1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF และ 1,2,3,4,6,7,8,9-OctaCDF พบว่า P.sordida  YK 
624  สามารถย่อยสลายสารประกอบทัง้  2  กลุ่มได้ในสภาวะของอาหารท่ีมีไนโตรเจนต ่า  
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PCDD และ PCDF  อยู่ในช่วงประมาณ  40% (tetrachloro-)  ถึง 
76%(hexachloro-) และ 45%(tetrachloro-)  ถึง 70%(hexachloro-) ตามล าดบั  นอกจากนีแ้ล้ว 
Klecka และ Gibson (1980)  ท าการศกึษากลไกการย่อยสลายไดเบนโซพาราไดออกซิน และโพลิ
คลอรเนต ไดเบนโซพาราไดออกซิน  โดย Bjertandera sp.  พบว่ามีความสามารถในการ
ออกซิเดชันอนุพันธ์ของสารประกอบไดออกซินหลายชนิด ได้แก่ ไดเบนโซพาราไดออกซิน 
(dibenzo-p-dioxin), 1-คลอโรไดเบนโซพาราไดออกซิน (1-chlorodibenzo-p-dioxin,  2-คลอโรได
เบนโซพาราไดออกซิน (2-chlorodibenzo-p-dioxin,  2,3-ไดคลอโรไดเบนโซพาราไดออกซิน (2,3-
dichlorodibenzo-p-dioxin) ,2,7-ไดคลอโรไดเบนโซพาราไดออกซิน  (2,7-dichlorodibenzo-p-
dioxin) ,2,8-ไดคลอโรไดเบนโซพาราไดออกซิน  (2,8-dichlorodibenzo-p-dioxin)  และ  1,2,4-
ไตรคลอโรไดเบนโซพาราไดออกซิน  (1,2,4-trichlorodibenzo-p-dioxin) 

Akira และคณะ (2002) ได้ศึกษาการย่อยสลาย 2,7-dichlorodibenzo-pdioxin (2,7-
DCDD) โดยใช้เชือ้เห็ดราท่ีสามารถย่อยสลายสี Remazol brilliant blue R (RBBR) เป็นตวัชีว้ดัใน
การยอ่ยสลายสารประกอบไดออกซิน จากสายพนัธุ์ท่ีถกูคดัเลือก 11 สายพนัธุ์ พบว่าเชือ้ Panellus 
stypticus strain 99-334 สามารถย่อยสลาย 2,7-DCDD ได้ดีท่ีสดุเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ภายหลงั 
40 วนัท่ีท าการทดลองย่อยสลาย 2,7-DCDD และในปี 2006 Ichiro และคณะ ได้ท าการทดลอง
ย่อยสลายอนุพันธ์ของสารประกอบ polychlorinated biphenyl (PCB) เช่น 4,4’-
dichlorobiphenyl (4,4’-DCB) โดยเชือ้ Phanerochaete chrysosporium  โดยการย่อยสลาย
เกิดขึน้ได้ดีในอาหารท่ีมีไนโตรเจนจ ากัด ซึ่งกลไกการย่อยสลายของเชือ้ Phanerochaete 
chrysosporium  นัน้จะเปล่ียน 4,4’-DCB ไปเป็น 3-hydroxy-4,4’-DCB และ 4-hydroxy-3,4’-
DCB โดยท่ี 3- Hydroxy-4,4’-DCB จะเปล่ียนไปเป็น 3-methoxy-4,4’-DCB , 4-chlorobenzoic 
acid; 4-chlorobenzaldehyde และ 4-chlorobenzyl alcohol ในอาหาร ซึ่งในสภาวะท่ีมีไนโตรเจน
จ ากัดนัน้จ าเป็นส าหรับการสร้าง 4-chlorobenzoic acid, 4-chlorobenzaldehyde และ 4-
chlorobenzyl alcohol จาก 3-hydroxy-4,4’-DCB ท่ีมีการแสดงออกร่วมกันของ secondary 
metabolism นอกจากเชือ้ Phanerochaete chrysosporium แล้วยงัมีเชือ้ Trametes versicolor, 
Pleurotus ostreatus  and Lentinus edodes เป็นต้น ท่ีสามารถย่อยสลาย polychlorinated 
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biphenyl (PCB) ชนิดอ่ืนๆอีก เช่น Delor 103 ,105 และ Aroclor 1242 , 1254 ,1242, 1248, and 
1260 โดยให้ผลการย่อยสลายสารพิษอยู่ในช่วง 34 ถึง 73 เปอร์เซ็นต์ (Krcmar and Ulrich,1998; 
Kubatova, 2001;Graciela, et al., 2002; Hamid, et al., 2005; Monika, et al., 2005;)  ตอ่มา 
Jiang และคณะ 2008 ได้ศกึษาการย่อยสลาย hydroxylated polychlorinated biphenyls (OH-
PCBs) โดยใช้เชือ้ Trametes versicolor และ Pleurotus ostreatus  พบว่าเชือ้มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเอนไซม์แลกเคสออกมาย่อยสลาย OH-PCBs ท่ีประกอบด้วย 2-hydroxybiphenyl , 4-
hydroxy-3-PCB , 3-hydroxy-20,50-PCB , 4-hydroxy-20,3,30,40,5,50-PCB ได้เป็นอย่างดี (Li, 
et al., 2004) และยงัมีงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องโดย Premjet และคณะ (2009) ได้คดักรองเชือ้เห็ดรา
จากธรรมชาตจิ านวน 296 ไอโซเลต เพ่ือทดสอบการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์โดยการย่อยสลายสี 
RBBR เป็นเวลา 15 วนั พบว่ามีเพียง 47 ไอโซเลต ท่ีสามารถย่อยสลายสีได้ และได้คดัเลือกเห็ดรา
ท่ีมีศกัยภาพสงูมา จ านวน 5 ไอโซเลต ซึ่งจ าแนกได้ 3 ไอโซเลตคือ Trametes sp., Polyporus sp. 
และ Nigroporus sp. มาท าการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบ Polychlorinated 
Hydrocarbons ชนิด 2,8-DCDD (2,8-dichlorodibenzo-p-dioxin) และ DDT (Dichloro-
Diphenyl-Trichloroethane) ในอาหารเหลว ซึ่งพบว่าทัง้ 5 ไอโซเลต สามารถย่อยสลาย 2,8-
DCDD ได้มากกว่า 90% ในเวลา 30 วนั แตย่่อยสลาย DDT ได้น้อยกว่า 50% นอกจากนีย้งัได้น า
เห็ดราดังกล่าวทัง้ 5 ไอโซเลต มาท าการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ 
anthracene (polyaromatic hydrocarbon) ในอาหารเหลว พบว่าทัง้ 5 ไอโซเลต สามารถย่อย
สลาย anthracene ได้มากกวา่ 90%  ภายในเวลา 30 วนั 
  จากศักยภาพดังกล่าวของเชือ้เห็ดราในกลุ่ม white rot fungi แสดงให้เห็นว่ามันมี
ประสิทธิภาพมากและเหมาะท่ีจะน ามาใช้ประโยชน์ในการช่วยบ าบดัและย่อยสลายสารมลพิษ
ตา่งๆ ท่ีปนเปือ้นในสิ่งแวดล้อมได้เป็นอย่างดียิ่งหากเราศกึษาและเข้าใจกลไกการการย่อยสลาย
ของเชือ้เหล่านีแ้ละจากการศึกษาดังกล่าวพบว่า สารประกอบ Polychlorinated Biphenyls 
(PCBs) เป็นสารท่ีมีคลอรีน และเบนซินเป็นองค์ประกอบหลกั ซึ่งสามารถย่อยสลายได้โดยเห็ดราท่ี
มีระบบลิกนิโนไลติกเอนไซม์ (Ligninolytic enzyme) เช่น แลคเคส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และ 
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ได้เชน่เดียวกนั 
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บทที่ 2 
 

วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
 

ประชำกรและกลุ่มตัวอย่ำง    
  เห็ดราในเขตพืน้ท่ีป่าชมุชน อ าเภอวชิรบารมี จงัหวดัพิจิตร และป่าชมุชนในแถบจงัหวดั
พิษณโุลก  
 เชือ้มาตรฐาน Phanerochete chysosporium NBRC 31249  และ Trametes 
versicolor NBRC 6482 
 
ขัน้ตอนกำรด ำเนินงำนวิจัย    
    1. การเก็บตวัอยา่งเห็ดรา 
     ท าการเก็บตวัอยา่งเห็ดราในเขตพืน้ท่ีป่าชมุชน อ.วชิรบารมี จ. พิจิตร และป่าชมุชนใน
แถบจงัหวดัพิษณุโลก จากนัน้ถ่ายภาพเห็ดและบนัทึกลกัษณะบริเวณท่ีพบเห็ด สงัเกตชนิดของดิน
โดยรอบ ลกัษณะการเกิดของเห็ด เป็นแบบดอกเด่ียว กลุ่ม หรือขึน้บนต้นไม้ และบนัทึกลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาของเห็ด ลงบนแบบส ารวจเห็ด แล้วเก็บตวัอย่างเห็ดท่ีสมบูรณ์ทุกระยะ ถ้าเป็น
เห็ดราท่ีขึน้บนดนิให้ตกัเอาดนิมาด้วยวางใสก่ลอ่งพลาสติกใส กรณีเห็ดท่ีขึน้บนไม้ให้ตดัเอาทัง้ขอน
ไม้ เพ่ือคงสภาพเห็ดราให้สมบูรณ์ท่ีสุด และใส่หมายเลข รหัส ของเห็ดท่ีเก็บมา เช่น รหัสเป็น
สถานท่ี วนั เดือน ปี ท่ีเก็บ และท าการเลือกดอกเห็ดท่ีสมบรูณ์และแห้งท่ียงัไม่ปล่อยสปอร์ออกหมด 
ใช้มีดตดัเอาเฉพาะส่วนหมวกเห็ด และวางระหว่างกึ่งกลางกระดาษท่ีมีสีขาวและสีด าย่างละคร่ึงท่ี
อยู่ในจานเพาะเลีย้งเชือ้ โดยให้ครีบอยู่ด้านล่าง ครอบเห็ดและกระดาษด้วยฝาจานเพาะเลีย้งเชือ้ 
ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืน แล้วตรวจดลูกัษณะของรอยพิมพ์สีของสปอร์บนกระดาษ เพ่ือน าไปใช้ในการจดั
จ าแนกชนิดของเห็ดรา และท าการเก็บกระดาษสปอร์ใสถ่งุท่ีปราศจากความชืน้ 

2. การคดัแยกเชือ้ให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ  
    โดยน าเห็ดตวัอย่างท่ีท าความสะอาดโดยเทคนิคปลอดเชือ้ (Aseptic technique) กรณี

เป็น fruiting body ให้ตดัเอาเนือ้เย่ือเส้นใยท่ีก้านดอก แตก่รณีการแยกเชือ้เห็ดท่ีขึน้บนเนือ้ไม้ 
จะต้องตดัอาสว่นของเส้นใยจากเนือ้ไม้ท่ีสะอาดท่ีสดุ มาชบุด้วย Chloral hydrate (NaCO3) เพ่ือ
ฆา่เชือ้แล้วล้างด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ แล้วน าไปเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร PDA (ภาคผนวก ก) 
ท่ีผสม chloramphenical (34 mg/ml) จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 
วนั และจงึถ่ายเส้นใยลงบนอาหารแข็งสตูร PDA อีก 2 ครัง้ เพ่ือให้ได้เชือ้ท่ีบริสทุธ์ิ เม่ือเส้นใยเจริญ
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จงึท าการถ่ายเส้นใยลงในอาหารวุ้นเอียงสตูร PDA ท าอยา่งละ 2 ซ า้ โดยหลอดท่ี 1 ใช้เป็นหวัเชือ้ 
และหลอดท่ี 2 ใช้ในการทดสอบการสร้าง ligninolytic enzymes และทดสอบการย่อยสลาย
สารประกอบ 2,4-PCB ตอ่ไป 

3. การจดัจ าแนกสายพนัธุ์เชือ้เห็ดรา 
    โดยการตดัเอาส่วนของครีบดอก โดยใช้มีด และใช้ปากคีบเอาชิน้ส่วนมาวางบนสไลด์ 

หยดน า้กลัน่ หรือย้อมสีด้วย Melzer’s reagent (ภาคผนวก ข) แล้วปิดด้วยแผ่นปิดสไลด์หรือท า
เทคนิค slide culture โดยน าเส้นใยของเชือ้เห็ดราท่ีผ่านการคดัแยกให้บริสทุธ์ิบนอาหาร PDA แล้ว
มาเลีย้งบนสไลด์ท่ีผา่นการฆ่าเชือ้แล้วโดยใช้เข็มเข่ียเชือ้ลนไฟเพ่ือฆ่าเชือ้ รอให้เย็นสกัครู่ ตดัวุ้นใน
จานอาหารขนาดเล็ก ให้เป็นชิน้ส่ีเหล่ียมจตัรัุส ขนาด 0.5 X 0.5 ซม. วางลงตรงกลางสไลด์ท่ีวางอยู่
บนแท่งแก้วรูปตวัวีในจานเพาะเชือ้ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว จากนัน้ใช้เข็มเข่ียเชือ้เห็ดรามาแตะท่ี
บริเวณกึ่งกลางด้านข้างของชิน้วุ้นทัง้ส่ีด้าน ใช้ปากคีบจุ่มแอลกอฮอล์ 95% ลนไฟฆ่าเชือ้ คีบแผ่น
แก้วปิดสไลด์ท่ีอยูใ่นจานเพาะเชือ้ ปิดลงบนชิน้วุ้นโดยให้ชิน้วุ้นอยู่กลางแผ่นแก้วปิดสไลด์พอดี วาง
ส าลีท่ีชบุน า้กลัน่ฆ่าเชือ้พอชืน้ลงในจานเพาะเชือ้จานละ 1 ก้อน เพ่ือช่วยไม่ให้อาหารเลีย้งเชือ้แห้ง 
น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2-4 วนั จากนัน้ตรวจเชือ้ท่ีเพาะบนสไลด์โดยการเตรียมสไลด์กึ่ง
ถาวร โดยหยด lactophenol cotton blue (ภาคผนวก ข) บนแผ่นสไลด์ท่ีมีเส้นใย แล้วปิดด้วยแผ่น
ปิดสไลด ์จากนัน้ทาขอบแผน่แก้วด้วยน า้ยาทาเล็บอย่างใส น าสไลด์มาตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์
แบบเลนส์ประกอบ เพ่ือดรูายละเอียดตา่งๆในการใช้จ าแนก เช่น เส้นใย เบสิเดียม  และสปอร์ เป็น
ต้น และบนัทึกลกัษณะของเห็ดภายใต้กล้องจลุทรรศน์ แล้วตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตร์ของตวัอย่าง
เห็ดโดยใช้ลกัษณะและข้อมลูท่ีส ารวจไว้มาเทียบอ้างอิงกบัอนกุรมวิธานของเห็ด เช่น หนงัสือเร่ือง
เห็ดเมืองไทย (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ,2539) หนงัสือคู่มือเห็ดและราขนาดใหญ่ในประเทศไทย (เกษม 
สร้อยทอง,2537)หนงัสือคูมื่อเห็ดและราในประเทศไทย (ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติ
,2543) เห็ดกินได้และเห็ดพิษในประเทศไทย(ราชบัณฑิตยสถาน,2539) Mushrooms and 
Toadstools (Geoffrey, 2009) และ How to identified mushrooms (David and Daniel, 
1977ab) และงานวิจยัอ่ืนท่ีเก่ียวข้อง เป็นต้น 
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3. การคดักรองเชือ้เห็ดราจากแหล่งธรรมชาติท่ีสามารถสร้าง ligninolytic enzymes โดย
การยอ่ยสลายสีสงัเคราะห์ 

       โดยน าเส้นใยเชือ้เห็ดราท่ีบริสุทธ์ิมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร PDA น าไปบ่มท่ี
อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 วนั จากนัน้น า cork borer เบอร์ 2 (0.5 ซม.) มาตดัท่ี
ปลายของเส้นใย 1 ชิน้ แล้วน ามาวางตรงกลางของจานเพาะเลีย้งอาหารคดักรอง (screening 
medium) ท่ีประกอบด้วยอาหารทดสอบ 2 ชนิดคือ อาหารแข็งท่ีมีแหล่งของไนโตรเจนสูง ( high 
nitrogen) และต ่า (low nitrogen) ซึ่งผสมสีสงัเคราะห์ 3 ชนิด คือ Azuer B, Phenol red, remazol 
brilliant blue R (RBBR) (ภาคผนวก ก) เพ่ือคดักรองเชือ้เห็ดราท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ 3 ชนิด คือ 
ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (LiP) แมกานิสเปอร์ออกซิเดส (MnP)  และ แลกเคส (Laccse)  ตามล าดบั 
ตามวิธีการของ Koker และคณะ (2000) จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 วนั บนัทึกผลการย่อยสลายสีสงัเคราะห์แต่ละชนิดโดยการวดัขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางวงใส 
(clear zone) ทกุวนั เป็นเวลา 15 วนั แล้วท าการคดัเลือกเชือ้เห็ดราท่ีให้ผลบวกกบัอาหารคดักรอง
ท่ีดีท่ีสดุไปยอ่ยสารประกอบ 2,4- PCB ตอ่ไป 

4. การทดสอบการยอ่ยสลายสารประกอบ 2,4-PCB ในอาหาร production medium 
    ท าการคดัเลือกเชือ้เห็ดราท่ีให้ผลบวกกับอาหารคดักรองท่ีดีท่ีสุดมาท าการย่อยสลาย

สารประกอบ 2,4-PCB ตามวิธีของ Premjet และคณะ (2009) โดยน า cork borer เบอร์ 2 (0.5 
ซม.) ตดัท่ีปลายของเส้นใยเชือ้เห็ดราท่ีบริสุทธ์ิท่ีเจริญบนอาหารแข็งสูตร PDA เป็นเวลา 7 วัน 
จ านวน 5 ชิน้ มาเพาะเลีย้งในอาหาร production medium 2 ชนิด (ภาคผนวก ก) เพ่ือคดักรองเชือ้
เห็ดราท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ 0.25 mM 2,4-PCB ในขัน้ต้น จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ในสภาวะไมเ่ขยา่ เป็นเวลา 6 วนั (วางแผนการทดลองแบบ CRD) และหลงัจาก
วนัท่ี 6 ท าการเติมสารละลาย 2,4-PCB ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.25 mM แล้วให้
ออกซิเจนบริสุทธ์ิ (99% O2) ด้วยอตัราการไหล 50 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทกุวนัเป็น
เวลา 15 วัน โดยท าการเปรียบเทียบกับเชือ้มาตรฐาน Phanerochete chysosporium 31249  
และ Trametes versicolor  ท าการเก็บตวัอย่างในวนัท่ี 15 และ 30 หลงัจากเติมสารละลาย 2,4-
PCB แล้วน าไปท าการสกัดและวิเคราะห์อตัราการย่อยสลายต่อไป ตามวิธี Premjet และคณะ 
(2009) ด้วย Conc.H2SO4 ปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร และสกดัตอ่ด้วย mixture solution (hexane: 
acetone ในอัตราส่วน 7:3) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้ท าการแยกระหว่าง solvent และ 
aqueous phase ท่ีมีเส้นใยเห็ดราออกด้วยกรวยแยกสาร และสกดั aqueous phase ซ า้อีกครัง้
ด้วย mixture solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้วน าไปสกดัให้แห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator 
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แล้วเติม solvent ให้ได้ปริมาณสาร 5 มิลลิลิตร ก่อนน าไปวิเคราะห์การย่อยสลายสาร 2,4-PCB 
ของเชือ้เห็ดรา ด้วยเคร่ือง Gas Chromatography Mass spectrometer (GC/MS) และวิเคราะห์
ข้อมลูทางสถิตโิดยใช้โปรแกรม ANOVA 

5. การเก็บรักษาตวัอย่างเห็ดรา 
    น าตวัอย่างเห็ดมาท าการอบแห้ง โดยอบในตู้อบท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3-5 

ชม. หรือนานกว่านีแ้ล้วแต่ชนิดและลักษณะของเห็ด จากนัน้เก็บเห็ดไว้ในกล่องพลาสติกหรือ
ถงุพลาสติกโดยใส่การบรูเพ่ือป้องกนัแมลงและใส่ซิลิกาเจลเพ่ือป้องกันความ ชืน้ หรือการเก็บเส้น
ใยของเห็ดโดยการท า Freeze dry โดยการเพาะเลีย้งเส้นใยของเชือ้เห็ดในอาหารเหลวน า้ข้าวฟ่าง
บด ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในฟลาสก์ขนาด 30 มิลลิลิตร น าไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียสในสภาวะนิ่ง เป็นเวลา 15-21 วนั เม่ือเส้นใยเจริญท าการเก็บเส้นใยแล้วชุบด้วย 10 % 
skim milk เพ่ือรักษาสภาพเส้นใย คลกุเคล้าให้เข้ากนัแล้วเข่ียเส้นใยใส่ขวดขนาด 5 มิลลิลิตร ใส่
ส าลีปลอดเชือ้แล้วปิดฝาน าไปแช่ตู้  Freeze ท่ี -80 องศาเซลเซียส ประมาณ 10-15 นาที แล้วน าไป
ท าการ Freeze dye จนกวา่จะแห้ง และน าไปเก็บในท่ีปราศจากความชืน้ 

6. การวางแผนการทดลอง  
    การทดลองทั ง้หมดวางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์  ( Completely 

Randomized Design: CRD) โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้
โปรแกรม SPSS version 11.5 วิเคราะห์ผลแบบ one way anova แล้วเปรียบเทียบคา่ความ
แตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test (P ≤ 0.05)  
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บทที่  3 
 

ผลกำรวิจัย 
 

กำรเก็บตัวอย่ำงเหด็รำและคัดแยกเชือ้เหด็รำที่ได้จำกแหล่งธรรมชำติ 
ในการเก็บตวัอยา่งเห็ดราจากแหลง่ธรรมชาตไิด้ท าการส ารวจและท าการเก็บตวัอย่างเห็ด 

ราจากบริเวณพืน้ท่ีป่าชุมชนจังหวัดพิจิตรและเขตพืน้ท่ีแถบอ าเภอนครไทย จังหวัดพิษณุโลก 
เน่ืองจากเป็นแหล่งธรรมชาติท่ีได้ท าการส ารวจแล้วพบว่ามีความหลากหลายของเห็ดราหลายชนิด 
จึงได้ท าการเก็บตวัอย่างเห็ดราจากแหล่งดงักล่าวโดยท าการเก็บตวัอย่างเห็ดราท่ีเป็นดอกเห็ด 
(Fruiting body) ทัง้ท่ีเจริญบนดิน และบนเนือ้ไม้ ซึ่งได้ท าการออกเก็บตวัอย่างเห็ดราเดือนละ 1 
ครัง้ ตลอดระยะเวลาในช่วงฤดูฝน และในฤดูกาลอ่ืนๆ ตามความเหมาะสม ซึ่งก็พบว่ามีความ
หลากหลายของเห็ดราน้อยมากเม่ือเทียบกบัฤดฝูน  

จากการเก็บตวัอย่างเห็ดราจากแหล่งธรรมชาติของแต่ละพืน้ท่ีนัน้ สามารถเก็บรวบรวม
ตวัอยา่งได้จ านวนทัง้สิน้ 239 ตวัอยา่ง จากนัน้น ามาคดัแยกเชือ้บนอาหารแข็งสตูร PDA ผลการคดั
แยกพบว่าสามารถคดัแยกเชือ้เห็ดราได้จ านวนทัง้หมด 125 ไอโซเลต ซึ่งคิดเป็น 52.3% (ตาราง 
3.1.1) โดยเป็นเห็ดราท่ีแยกได้จากดอกเห็ด (fruiting body) จ านวน 125 ไอโซเลต ซึ่งแบง่เป็นเชือ้
เห็ดราท่ีเจริญบนดนิจ านวน 52 ไอโซเลต เชือ้เห็ดราท่ีเจริญบนไม้จ านวน 73 ไอโซเลต ส่วนใหญ่ร้อย
ละ 90 ของตวัอย่างเห็ดราท่ีเก็บได้นัน้มาจากเขตพืน้ท่ีแถบจงัหวดัพิษณุโลก ส่วนตวัอย่างเห็ดราท่ี
เก็บได้จากบริเวณพืน้ท่ีป่าชุมชนจงัหวดัพิจิตรนัน้จะเป็นตวัอย่างเห็ดราท่ีเจริญบนขอนไม้มากกว่า
เจริญบนดนิ  
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ตำรำง 1 แสดงผลกำรคัดแยกและร้อยละไอโซเลตของเหด็รำที่ได้จำกแหล่งธรรมชำตโิดย 
            สรุป 
 

สถานท่ีเก็บตวัอย่าง จ านวนตวัอยา่งเห็ด จ านวนไอโซเลต 
ท่ีแยกได้ 

ร้อยละไอโซเลตท่ี
แยกได้ (%) ท่ีขึน้บน

ดนิ 
ท่ีขึน้บน
ไม้ บนดนิ บนไม้ บนดนิ บนไม้ 

ป่าชมุชน  จงัหวดัพิจิตร  
( รหสั PRK) 

11 20 5 9 45.5 45.0 

เขตพืน้ท่ีจงัหวดัพิษณโุลก 
- อ าเภอนครไทย  

(รหสั PH) 
- บริเวณวดัในพิษณุโลก  

(รหสั TM,VJ) 
- บริเวณมหาวิทยาลยั

นเรศวร (รหสั NKS) 

 
69 
6 
 

15 

 
104 

9 
 
5 

 
32 
5 
 

10 

 
57 
6 
 

1 

 
46.4 
87.5 

 
66.7 

 
54.8 
78.5 

 
20.0 

รวมทัง้สิน้ 
101 138 52 73 61.5 49.5 

239 ตวัอยา่ง 125 ไอโซเลต 52 % 
 
หมำยเหตุ:  PH หมายถึง ตวัอย่างเห็ดท่ีเก็บได้จากอ าเภอนครไทย, TM หมายถึง ตวัอย่างเห็ดท่ี

เก็บได้จากวดัธรรมจกัร, VJ หมายถึง ตวัอย่างเห็ดท่ีเก็บได้จากวดัจนัทร์ตะวนัออก, 
NKS หมายถึง ตวัอย่างเห็ดท่ีเก็บได้จาก ม.นเรศวร และ PRK  หมายถึง ตวัอย่างเห็ด
ท่ีเก็บได้จากป่าชมุชน จ.พิจิตร 
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กำรจัดจ ำแนกชนิดของเหด็รำที่คัดแยกได้จำกแหล่งธรรมชำติ 
การจัดจ าแนกชนิดของเห็ดราท่ีคดัแยกได้ทัง้หมด 125 ไอโซเลต โดยศึกษาจากลักษณะ

สณัฐานวิทยา สปอร์และเส้นใย เทียบกับหนงัสือจดัจ าแนกเห็ดรา สามารถจ าแนกได้เป็น 13 ออ
เดอร์ 38 แฟมิลี 71 จีนสั และ 93 สปีชีย์ โดยมี 27 ไอโซเลต ท่ีจดัจ าแนกได้เพียงระดบัจีนสั ส่วนอีก 
5 ไอโซเลตนัน้ไม่สามารถระบุชนิดได้ โดยส่วนมากท่ีจดัจ าแนกได้จะอยู่ใน ออร์เดอร์ Agaricales 
มากท่ีสุด จ านวน 54 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 43.2 ของเห็ดราทัง้หมด รองลงมาคือ ออร์เดอร์ 
Polyporales จ านวน 33 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 26.4 ของเห็ดราทัง้หมด ซึ่งร้อยละ 90 ท่ีคดัแยก
ได้มาจากจงัหวดัพิษณุโลกคือ อ.นครไทย บริเวณวดั และรอบมหาวิทยาลยันเรศวร จะอยู่ใน ออร์
เดอร์ Agaricales รองลงมาคือ Polyporales  
 
กำรคัดกรองเชือ้เห็ดรำจำกแหล่งธรรมชำติที่สำมำรถสร้ำง ligninolytic enzymes ในขัน้ต้น 
โดยกำรย่อยสลำยสีสังเครำะห์ 

จากการคดัแยกเชือ้เห็ดราจ านวน 125 ไอโซเลต เพ่ือน ามาทดสอบความสามารถในการ
ย่อยสลายสีสังเคราะห์แต่ละชนิดบนอาหารคดัแยกเฉพาะ (screening medium) ในขัน้ต้น ซึ่ง
ประกอบด้วยอาหารทดสอบท่ีมีแหล่งของในโตรเจนสงู และท่ีใช้ทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์แตล่ะชนิดของเชือ้เห็ดรา โดยมีอตัราส่วนของ Remazol brilliant blue R (RBBR) 0.04 % 
(w/v) ทดสอบการสร้างเอนไซม์แลกเคส (Laccase), Azuer B 0.02 % (w/v) ทดสอบการสร้าง
เอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (LiP), Phenol- red  0.02 % (w/v) ทดสอบการสร้างเอนไซม์
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (MnP)  (Koker, et al., 2000; Levin, et al., 2004)  
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ภำพ 3 แสดงปฏิกิริยำออกซิเดชันของเหด็รำต่ออำหำรทดสอบที่มีสี Azure-B ที่ใช้ใน 
             กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์ Lignin peroxidase (LiP) 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

ภำพ 4 แสดงปฏิกิริยำออกซิเดชันของเหด็รำต่ออำหำรทดสอบที่มีสี Phenol red ที่ใช้ 
             ในกำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์ Manganese peroxidase (MnP)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพ 5 แสดงปฏิกิริยำออกซิเดชันของเหด็รำต่ออำหำรทดสอบที่มีสี RBBR ที่ใช้ใน 
               กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์ Laccase 

เกิดวงใส  ไมเ่กิดวงใส  ชดุควบคมุ  

เกิดวงใส  ไมเ่กิดวงใส  ชดุควบคมุ  

เกิดวงใส  ไมเ่กิดวงใส  ชดุควบคมุ  
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ผลการทดสอบพบว่ามีเชือ้เห็ดราท่ีสามารถสร้าง ligninolytic enzymes ได้เพียง 71 ไอโซ
เลต คิดเป็น 59.2% ท่ีสามารถย่อยสลายสีสงัเคราะห์แตล่ะชนิด แล้วท าให้เกิดวงใสบนอาหารคดั
แยกเฉพาะแตล่ะชนิดและให้ขนาด clear zone ratio ท่ีแตกตา่งกนัในระยะเวลา 15 วนั โดยเชือ้เห็ด
ราท่ีผลิตเอนไซม์ LiP  จะสามารถย่อยสลายสี Azuer B แล้วท าให้เกิด clear zone สีชมพอูมม่วง 
สว่นเชือ้เห็ดราท่ีผลิตเอนไซม์ MnP  จะสามารถย่อยสลายสี Phenol red แล้วท าให้เกิด clear zone 
สีส้มแดงหรือส้มอ่อน และเชือ้เห็ดราท่ีผลิตเอนไซม์ Laccase  จะสามารถย่อยสลายสี RBBR แล้ว
ท าให้เกิด clear zone สีส้มอมชมพู (ภาพ 3.3.1-3.3.3) ส าหรับเชือ้ท่ีสร้างเอนไซม์ได้ดีจะสร้าง 
clear zone ได้กว้างตามการเจริญของเส้นใย ซึ่งลกัษณะการย่อยสลายสีสังเคราะห์ทัง้ 3 ชนิด ของ
เชือ้เห็ดราบนอาหารทดสอบทัง้ 2 ชนิด เป็นการบ่งชีใ้นขัน้ต้นว่าเชือ้สามารถสร้าง ligninolytic 
enzymes ออกมายอ่ยสลายสีสงัเคราะห์ได้ปริมาณมากหรือน้อย และจากการทดสอบพบว่าเชือ้แต่
ละไอโซเลตมีความสามารถในการยอ่ยสลายได้แตกตา่งกนั ซึ่งเชือ้เห็ดราบางไอโซเลตสามารถย่อย
สลายได้ในอาหารทดสอบทัง้ 2 ชนิด ท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนสงู และต ่า ได้แตกตา่งกนั หรือชนิดใดชนิด
หนึง่ตามความต้องการแหลง่ไนโตรเจนของเชือ้ โดยเชือ้เห็ดราส่วนใหญ่จะเร่ิมต้นย่อยสลายสีตัง้แต่
วนัท่ี 3 และ 4 ของการบม่เชือ้ โดยเชือ้เห็ดราท่ีสามารถย่อยสลายสีสงัเคราะห์แตล่ะชนิดได้ดีจะเร่ิม
ยอ่ยสลายสีตัง้แตว่นัท่ี 1 และ 2 ของการบม่เชือ้ ทัง้ในอาหารท่ีมีแหล่งของไนโตรเจนสงูและต ่า และ
หลงัจากบ่มเชือ้เป็นเวลา 15 วนั เชือ้สามารถย่อยสลายสีสงัเคราะห์บนอาหารทดสอบแต่ละชนิด
แล้วให้ขนาด clear zone ratio ท่ีแตกตา่งกนัตัง้แต ่0.2- 4.1  
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ตำรำง 2 แสดงจ ำนวนเหด็รำที่สำมำรถย่อยสลำยสีสังเครำะห์แต่ละชนิดบนอำหำรทดสอบ   
           ท่ีมีแหล่งไนโตรเจนสูงและต ่ำโดยสรุป 
 
กำรย่อยสลำยสีสังเครำะห์ จ ำนวนเหด็รำที่สำมำรถย่อยสลำยสีได้  

  บนอาหารทดสอบที่
มีแหลง่ไนโตรเจนสงู

อยา่งเดยีว 

บนอาหารทดสอบที่
มีแหลง่ไนโตรเจนต า่

อยา่งเดยีว 

บนอาหารทดสอบที่
มีแหลง่ไนโตรเจนสงู

และต ่า 

ยอ่ยสลายสีสงัเคราะห์เพียง 1 ชนิด 
- Azure-B 

 
- 

 
1 

 
7 

- Phenol red 9 2 4 
- RBBR 1 2 16 
ยอ่ยสลายสีสงัเคราะห์ได้ 2 ชนิด    
- Azure-B และ Phenol red 1 2 3 
- Azure-B และ RBBR - 2 - 
- Phenol red และ RBBR - 3 13 
ยอ่ยสลายสีสงัเคราะห์ได้ 3 ชนิด    
- Azure-B, Phenol red และ 
RBBR 

3 3 1 

 
เม่ือน ามาท าการวิเคราะห์ข้อมูล สามารถแบ่งการย่อยสลายสีของเห็ดราได้เป็น 3 กลุ่ม

หลกั (ตาราง 3.1.1) คือ 1) กลุ่มท่ีสามารถย่อยสีสงัเคราะห์ได้เพียง 1 ชนิด ประกอบด้วย Azure-B 
หรือ Phenol red หรือ RBBR เท่านัน้ 2) กลุ่มท่ีสามารถย่อยสีสงัเคราะห์ได้ 2 ชนิด ประกอบด้วย 
Azure-B และ Phenol red หรือ Azure-B และ RBBR หรือ Phenol red และ RBBR และ 3) กลุ่มท่ี
สามารถย่อยสีสงัเคราะห์ได้ทัง้ 3 ชนิด ประกอบด้วย Azure-B , Phenol red และ RBBR โดยจะ
เห็นว่าเชือ้เห็ดราส่วนใหญ่ ซึ่งมากกว่าร้อยละ 50 เม่ือเทียบกับเชือ้ทัง้หมด สามารถย่อยสลายสี
สงัเคราะห์ได้บนอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนสูงและต ่า และเป็นส่วนน้อยท่ีจะย่อยเฉพาะแหล่งท่ีมี
ไนโตรเจนสูงหรือต ่าเท่านัน้ นอกจากนีย้ังพบว่าในจ านวนเชือ้เห็ดราทัง้หมดสามารถย่อยสลายสี 
RBBR ได้มากท่ีสุดในอาหารทดสอบทัง้ 2 ชนิด รองลงมาคือ เชือ้ท่ีสามารถย่อยสลายสี Phenol 
red และ RBBR พบในอตัราส่วนท่ีมากกว่า 45 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเทียบกับเชือ้ทัง้หมด ส่วนเชือ้ท่ี
สามารถยอ่ยสลายสี Azure B หรือยอ่ยสลายสีอ่ืนท่ีมีสี Azure B รวมด้วยนัน้จะพบได้เป็นส่วนน้อย 
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เช่น เชือ้ท่ีย่อยสลายสี Azure B และ Phenol red ซึ่งจะย่อยสลายสีได้ดีในอาหารท่ีมีไนโตรเจนต ่า 
พบเพียง 2 สายพันธุ์ คือเชือ้ Stereum guaspartum (VJ 6) และ Megacollybia platyphylla 
(PRK 16) และพบเชือ้ท่ีย่อยสลายสีได้ทัง้ 3 ชนิด ได้น้อยท่ีสุดโดยเฉพาะเชือ้ท่ีย่อยสลายได้ใน
อาหารทัง้ 2 ชนิด ซึ่งมีเพียง 1 สายพนัธุ์ และให้ขนาด Clear zone ratio สงูท่ีสดุ คือ Microporus 
xanthopus (PH 104) เช่นเดียวกับเชือ้มาตรฐาน T. versicolor NBRC 6482 จากการทดลอง
ดงักล่าวจึงท าการคดัเลือกเห็ดราซึ่งเป็นตวัแทนของทัง้ 3 กลุ่มท่ีมีศกัยภาพในการย่อยสลายสี
สงัเคราะห์เร็วและให้ clear zone ratio สงูท่ีสดุกลุ่มละ 1 สายพนัธุ์ ซึ่งมีจ านวน 7 สายพนัธุ์ (ตาราง 
3.3.2) เปรียบเทียบกับเชือ้มาตรฐาน P. chrysosporium NBRC 31249  และ T. versicolor 
NBRC 6482 โดยจะน าไปทดสอบการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB medium เป็นเลา 15 และ 
30 วนั  
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ตำรำง 3 แสดงค่ำ Clear zone ratio ของเห็ดรำซึ่งเป็นตัวแทนของแต่ละกลุ่มท่ีถูกคัดเลือก
จ ำนวน 7 สำยพันธ์ุทีมีกำรสร้ำง ligninolytic enzymes จำกกำรย่อยสลำยสี
สังเครำะห์แต่ละชนิด ทัง้ในอำหำรทดสอบท่ีมีแหล่งไนโตรเจนสูง และหรือต ่ำ  

 

สำยพันธ์ุ Phenol-red (czr)* RBBR (czr) Azure-B (czr) 
 HN** LN*** HN LN HN LN 

      

Scytinopogon sp. 0.97 0.93 - - - - 

Coprinus  cinereus - - 1.0 1.0 - - 

Lentinus similis - - - - 1.0 1.13 

Grifola gigantea 1.0 1.0 1.0 1.0 - - 

Hygrocybe calyptraefoemis 1.6 1.6 - - 1.0 1.3 

Megacollybia platyphylla - - 1.0 1.0 - 0.4 

Microporus xanthopus  0.97 0.95 1.1 1.1 1.0 1.0 

Trametes versicolor 1.0 1.0 1.0 1.0 - 0.95 

P. chrysosporium  - 1.0 - 1.0 - - 

 
หมำยเหตุ:  czr*: clear zone ratio; HN**: High nitrogen (แหล่งไนโตรเจนสูง);                   

LN***: Low nitrogen (แหลง่ไนโตรเจนต ่า) 
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กำรทดสอบกำรย่อยสลำยสำรประกอบ 2,4-PCB ในอำหำร production medium 
การทดสอบการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB โดยน าเห็ดราท่ีถกูคดัเลือกจากการย่อย

สลายสีสังเคราะห์ในขัน้ต้นท่ีดีท่ีสุดจ านวน 7 สายพันธุ์  มาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย
สารประกอบ 2,4-PCB ท่ีความเข้มข้น 0.25 mM เปรียบเทียบกบัเชือ้มาตรฐาน P. chrysosporium 
NBRC 31249  และ T. versicolor NBRC 6482 ในอาหาร Production medium 2 ชนิด คือ 
Basal medium และ YMPG medium ซึ่งเป็นอาหารชนิดเดียวกับท่ีใช้ผลิตเอนไซม์ เพ่ือเป็นการ
บ่งชีว้่าปริมาณเอนไซม์ท่ีวัดได้สอดคล้องกับการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB หรือไม่ พบว่า
ในช่วงเวลา 15 วัน เห็ดราแต่ละชนิดสามารถย่อยสลายสารประกอบ 2 ,4-PCB ในอาหาร 
production medium ทัง้ 2 ชนิด ได้แตกตา่งกนั อย่างมีนยัส าคญั (ตาราง 3.4.1)  กล่าวคือ ในการ
ย่อยสลายพบว่าเห็ดราทกุสายพนัธุ์ให้อตัราการย่อยสลายสงูกว่าเชือ้ P. chrysosporium ทัง้ใน
อาหาร Basal medium และ YMPG medium แตมี่เห็ดราจ านวน 5 สายพนัธุ์ คือ  Scytinopogon 
sp., C. cinereus, H. calyptraefoemis, M. platyphylla และ M. xanthopus ท่ีมีศกัยภาพในการ
ย่อยสลายสลาย 2,4-PCB ในอาหาร YMPG medium สงูกว่าเชือ้มาตรฐาน T. versicolor โดยมี
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายตัง้แต ่79 ถึง 92 % และยงัพบว่าเชือ้ M. xanthopus สามารถย่อยสลาย
ได้สงูท่ีสดุ 92.56 % หรือเหลือความเข้มข้นของสารเพียง 0.019 mM ภายในเวลา 15 วนั ส าหรับ
การย่อยสลาย 2,4-PCB ในอาหาร Basal medium พบว่าเห็ดราแตล่ะชนิดมีศกัยภาพในการย่อย
สลาย 2,4-PCB ได้แตกตา่งกนั โดยมีเชือ้เห็ดราอยู่ 2 สายพนัธุ์ คือ M. xanthopus ท่ีสามารถย่อย
สลายได้สงูสดุ 97.78 % รองลงมาคือเชือ้ Scytinopogon sp. สามารถย่อยสลายได้ 90.92 % ซึ่งมี
ศกัยภาพในการย่อยสลายสลาย 2,4-PCB สูงกว่าเชือ้มาตรฐาน P. chrysosporium และ T. 
versicolor ท่ีให้อตัราการยอ่ยสลายเทา่กบั 66.73 % และ 86.15 % ตามล าดบั  
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ตำรำง 4 แสดงเปอร์เซ็นต์กำรย่อยสลำยสำร 2,4-PCB โดยเชือ้เหด็รำชนิดต่ำงๆ ในอำหำร  
           Production medium 2 ชนิด เป็นเวลำ 15 และ 30 วัน 
 

 ปริมำณของ 2,4-PCB ที่ถกูย่อยสลำยไป 

 อำหำร YMPG medium (%) อำหำร Basal medium (%) 

สำยพันธ์ุ 15 วนั 30 วัน 15 วนั 15 วนั 

L. similis 31.41 ± 1.02 f 73.06 ± 1.13
 e
 71.73 ± 2.58 e 92.01 ± 0.76

 b
 

Scytinopogon sp. 80.18 ± 0.10 c 99.74 ± 0.09
 b
 90.92 ± 0.99 b 100.00 ± 0.00

 a
 

C.  cinereus 78.81 ± 1.12 c 92.65 ± 0.02
 c
 49.19 ± 1.80 g 67.68 ± 1.38

 e
 

H. calyptraefoemis 84.77 ± 0.92 b 99.75 ± 0.00
 b
 79.45 ± 0.09 d 92.63 ± 0.01

 b
 

G. gigantea 22.35 ± 1.83 g 57.71 ± 1.51
 f
 45.40 ± 1.75 h 71.92 ± 1.15

 d
 

M. platyphylla 75.40 ± 1.75 d 90.96 ± 0.04
 d
 66.45 ± 0.23 f 82.76 ± 0.51

 c
 

M. xanthopus  92.56 ± 0.12 a 100.00 ± 0.00
 a
 97.78 ± 0.06 a 100.00 ± 0.00

 a
 

T. versicolor 70.91 ± 1.57 e 100.00 ± 0.00
 a
 86.15 ± 1.30 c 100.00 ± 0.00

 a
 

P. chrysosporium 23.76 ± 0.83 h 41.16 ± 0.36 g
 
 66.73 ± 1.57 i 82.40 ± 0.71 f 

Negative control* 0.00 ± 0.00 i 0.00 ± 0.00
 h
 0.00 ± 0.00 j 0.00 ± 0.00

 g
 

 
อตัราการย่อยสลายสาร 0.25 mM 2,4-PCB แสดงคา่เป็น เปอร์เซ็นต์ (%) ± standard deviation 
(SD) เปรียบเทียมคา่ความแตกตา่งโดยวิธี Duncan’s multiple range test (n = 3, P ≤ 0.05)  
 
หมายเหต ุ* หมายถึง อาหารเหลวท่ีผสม 0.25 mM 2,4-PCB โดยปราศจากเชือ้เห็ดรา 
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ภำพ 6  แสดงอัตรำกำรย่อยสลำย 2,4-PCB ในอำหำร YMPG medium เป็นเวลำ 
        15 และ 30 วัน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพ 7 แสดงอัตรำกำรย่อยสลำย 2,4-PCB ในอำหำร Basal medium เป็นเวลำ 
        15 และ 30 วัน  
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จากการย่อยสลาย 2,4-PCB ของเชือ้เห็ดราท่ีคดัแยกได้จากแหล่งธรรมชาติท่ีถกูคดัเลือก
มาใช้ในการย่อยสลาย 2,4-PCB โดยรวมแล้วเชือ้ส่วนมากมีศกัยภาพในการย่อยสลายสงูกว่าหรือ
เทียบเท่ากบัเชือ้มาตรฐาน P. chrysosporium และ T. versicolor ทัง้ในอาหาร YMPG medium 
และ Basal medium ท่ีแตกตา่งกนั โดยเชือ้บางสายพนัธุ์ย่อยสลายได้ดีในอาหาร  YMPG medium 
มีอยู่ 2 สายพนัธุ์ คือ C.  cinereus และ H. calyptraefoemis แตโ่ดยส่วนใหญ่แล้วเชือ้สามารถ
ย่อยสลายได้ดีในอาหาร Basal medium รวมทัง้เชือ้มาตรฐาน P. chrysosporium และ T. 
versicolor ด้วย และเม่ือเปรียบเทียบอตัราการยอ่ยสลายกบัทัง้ 2 อาหาร พบว่าในวนัท่ี 15 ของการ
ยอ่ยสลายเชือ้ท่ีสามารถยอ่ยสลายได้สงูกวา่หรือเทียบเทา่กบัเชือ้มาตรฐานโดยรวมแล้วมีอยู่ 3 สาย
พนัธุ์ คือ H. calyptraefoemis, Scytinopogon sp. และ M. xanthopus  ซึ่งให้อตัราการย่อยสลาย
สงูกว่า 80 % ในอาหารทัง้ 2 ชนิด ในขณะเดียวกันเชือ้ M. xanthopus ก็ให้อตัราการย่อยสลาย
สงูสดุทัง้อาหาร YMPG medium และ Basal medium เม่ือเทียบกบัเชือ้ทัง้หมด คือ 92.56 % และ 
97.78 % ตามล าดบั และเม่ือระยะเวลาการย่อยสลายเพิ่มขึน้เป็น 30 วนั พบว่าอตัราการย่อย
สลายสาร 2,4-PCB ของเชือ้แตล่ะชนิดก็เพิ่มขึน้ด้วย โดยเชือ้ทกุสายพนัธุ์ให้อตัราการย่อยสลายสงู
กว่าเชือ้ P. chrysosporium ในอาหาร YMPG medium และพบว่าเชือ้ M. xanthopus และ T. 
versicolor ให้อตัราการย่อยสลายสงูสดุ 100% ทัง้อาหาร YMPG medium และ Basal medium 
รองลงมาคือเชือ้ Scytinopogon sp. ให้อตัราการย่อยสลาย 99.74% และ 100% ตามล าดบั 
นอกจากนีย้งัมีเชือ้ H. calyptraefoemis ท่ีให้อตัราการย่อยสลายได้ในอาหาร YMPG medium 
และ Basal medium ไมแ่ตกตา่งกนั คือ 99.75% และ 92.63% ตามล าดบั 

นอกจากนีย้งัพบว่าความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB สอดคล้องกับ
ผลของการย่อยสลายสีสงัเคราะห์ กล่าวคือ เห็ดราท่ีย่อยสลายสีสงัเคราะห์ได้ 1 ชนิด และหรือ 2 
ชนิดนัน้ประสิทธิภาพการย่อยสลายจะน้อยกว่าเชือ้ท่ีสามารถย่อยสลายสีสงัเคราะห์ได้ทัง้ 3 ชนิด 
คือ เชือ้ M. xanthopus ท่ีให้อตัราการย่อยสลายสงูสดุ และยงัพบว่าเอนไซม์ท่ีมีบทบาทในการย่อย
สลายมากท่ีสดูคือ เอนไซม์ LiP และ MnP โดยสงัเกตจากอตัราการย่อยสลายเทียบกบัผลของย่อย
สลายสีสงัเคราะห์ท่ีได้ ทัง้นีท้ัง้นัน้เอนไซม์ Lac เองก็มีบทบาทส าคญัในการส่งเสริมให้การย่อย
สลายสงูขึน้เช่นกนั จะเห็นได้ว่าในการย่อยสลาย 2,4-PCB นัน้ ligninolytic enzymes ทัง้ 3 ชนิดมี
บทบาทในกลไกการย่อยสลายท่ีแตกต่างกันจึงจะท าให้การย่อยสลายมีประสิทธิภาพแตกตา่งกัน
ด้วย  
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บทที่ 4 
 

อภปิรำยและสรุปผลกำรวิจัย 
 

อภปิรำยผลกำรวิจัย 
 
กำรเก็บตัวอย่ำงเห็ดรำ กำรคัดแยก และกำรจัดจ ำแนกชนิดของเห็ดรำที่ ได้จำกแหล่ง
ธรรมชำต ิ

ในการเก็บตวัอย่างเห็ดราโดยเลือกเก็บบริเวณป่าชมุชนอ าเภอนครไทย จงัหวดัพิษณุโลก 
และป่าชุมชนจงัหวดัพิจิตรนัน้ เน่ืองจากได้มีการส ารวจแล้วพบว่ามีเห็ดราขึน้ตลอดทัง้ปีและจะมี
มากในช่วงฤดฝูน อีกทัง้ยงัเป็นป่าธรรมชาติท่ีอนุรักษ์ไว้ในท้องถ่ิน จากการออกเก็บตวัอย่างพบว่า 
โดยสว่นใหญ่ร้อยละ 90 ของตวัอย่างเห็ดราท่ีเก็บได้นัน้มาจากเขตพืน้ท่ีแถบจงัหวดัพิษณุโลก ส่วน
ตวัอย่างเห็ดราท่ีเก็บได้จากบริเวณพืน้ท่ีป่าชมุชนจงัหวดัพิจิตรนัน้จะเป็นตวัอย่างเห็ดราท่ีเจริญบน
ขอนไม้มากกวา่เจริญบนดนิ เน่ืองจากบริเวณพืน้ท่ีป่าชมุชนจงัหวดัพิจิตร ในฤดฝูนนัน้ฝนไม่ตกต้อง
ตามฤดกูาล จงึก่อให้เกิดความแห้งแล้งและมีความชืน้น้อยมาก ส่งผลให้ความหลากหลายของเห็ด
รามีน้อยมาก จงึพบเฉพาะเห็ดราท่ีสามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีแห้งแล้งหรือเป็นเห็ดราท่ีทนร้อนได้
เท่านัน้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจยัของอรพินท์ บุญทอง (2546) ท่ีเก็บตวัอย่างจากป่าชุมชนอ าเภอ
นครไทยได้มากกว่าป่าชุมชนจังหวดัพิจิตร   ซึ่งในงานวิจัยนีส้ามารถเก็บตวัอย่างได้ทัง้หมด 239 
ตวัอย่าง และคดัแยกได้มีจ านวนทัง้สิน้ 125 ไอโซเลต ซึ่งลกัษณะของเส้นใยท่ีได้แตล่ะไอโซเลตนัน้
แตกตา่งกนัไปตามชนิดและสภาวะแวดล้อมท่ีเห็ดราเจริญ โดยแบง่เป็นเห็ดราท่ีเจริญบนดินจ านวน 
52 ไอโซเลต เห็ดราท่ีเจริญบนไม้จ านวน 73 ไอโซเลต ทัง้นีเ้ส้นใยเห็ดราท่ีสามารถคัดแยกได้มี
จ านวนน้อยอาจเน่ืองมาจากเห็ดท่ีเก็บมามีสภาพไม่สมบูรณ์ เช่น มีหนอนเจาะภายในเนือ้เย่ือ มี
รอยกดัแทะของแมลง เป็นต้น   

ในการจดัจ าแนกชนิดเห็ดราทัง้ 125 ชนิดนัน้สามารถจ าแนกได้เป็น 13 ออเดอร์  38 แฟมิลี 
71 จีนสั และ 93 สปีชีย์ โดยมี 27 ไอโซเลต ท่ีจดัจ าแนกได้เพียงระดบัจีนสั และอีก 5 ไอโซเลตนัน้ไม่
สามารถระบชุนิดได้ โดยสว่นมากท่ีจดัจ าแนกได้จะอยู่ในออเดอร์ Agaricales มากท่ีสดุ จ านวน 53 
สายพนัธุ์ รองลงมาคือ ออเดอร์ Polyporales จ านวน 33 สายพนัธุ์ ซึ่งถือว่ามีจ านวนไม่น้อยเม่ือ
เทียบกับจ านวนเห็ดราทัง้หมดในประเทศไทยท่ีรวบรวมโดยบณัฑิตยสถานในปี 2550 และ เกษม 
(2537) ท่ีพบประมาณ 82 ชนิด และ 94 ชนิด ตามล าดบั และพบว่ามีเกือบทุกชนิดเม่ือเทียบกับ
การศกึษาของอนงค์ ในปี 2544 แตมี่  5 ไอโซเลต ดงักล่าวท่ีไม่สามารถระบไุด้ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะ
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สภาพภูมิอากาศท่ีอาจจะมีผลตอ่สณัฐานวิทยาของเห็ด ซึ่งมีผู้ศกึษาพบว่าเห็ดราท่ีพบตา่งสถานท่ี
กันนัน้อาจเป็นจีนัสเดียวกันเพียงแต่รูปร่างได้เปล่ียนแปลงไปตามสภาพภูมิศาสตร์ ซึ่งถ้าน าไป
วิเคราะห์ระดบัโมเลกลุอาจเป็นชนิดเดียวกนัก็ได้ ดงันัน้จงึควรศกึษาถึงระดบัโมเลกลุ ซึ่งจะช่วยเพิ่ม
ความถกูต้องในการระบชุนิดเห็ดรา (Petersen and Greilhuber, 1996) 

 
กำรคัดกรองเหด็รำจำกแหล่งธรรมชำตทิี่สำมำรถสร้ำง ligninolytic enzymes ในขัน้ต้น 
โดยกำรย่อยสลำยสีสังเครำะห์ 

ในการทดสอบความสามารถของเห็ดราในการย่อยสลายสีสงัเคราะห์แตล่ะชนิด แล้วท าให้
เกิดวงใสบนอาหารคดัแยกเฉพาะท่ีแตกต่างกันในระยะเวลา 15 วนั ทัง้นีเ้ป็นผลมาจากการท า
ปฏิกิริยา oxidation ระหว่างสีสังเคราะห์กับเอนไซม์ท่ีหลั่งออกมาโดยเห็ดราบนอาหารคดัแยก
เฉพาะ (Premjet et al., 2009) นอกจากนีแ้ล้วเห็ดราจะหลัง่ ligninolytic enzymes ออกมาย่อย
สลายสีสงัเคราะห์ควบคูก่บัการสร้างระบบ H2O2-generating system จึงสามารถเข้าท าปฏิกิริยา
กับสบัสเตรทได้ อย่างไม่เฉพาะเจาะจง (Akira et al., 2002) โดยเชือ้เห็ดราแต่ละชนิดนัน้มี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ได้แตกตา่งกันด้วย ซึ่ง Hatvani และคณะ (2002) รายงานว่า
ความสามารถในการสร้าง ligninolytic enzymes ของเห็ดราจะมากหรือน้อยนัน้ขึน้อยู่กบัสายพนัธุ์
ของเชือ้และปริมาณสารอาหารท่ีได้รับ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารอาหารในกลุ่มไนโตรเจน (N) และ 
microelements ท่ีใช้เป็นสับสเตรทในการเจริญ รวมถึงสภาวะในการเพาะเลีย้ง  และอาจ
เน่ืองมาจากปฏิกิริยารีดกัชนัท่ีเก่ียวข้องกับไนโตรเจนในอาหารและในสีสงัเคราะห์ (Palmieria et 
al., 2005; Pelaez et al., 2005; Radha et al., 2005; Marjina et al., 2006) จึงเป็นผลท่ีสนบัสนนุ
ว่าท าไมเห็ดราแต่ละชนิดจึงมีความสามารถในการย่อยสลายสีได้แตกต่างกัน นอกจากนีแ้ล้วยัง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Cinthia และคณะ (2004) ท่ีกล่าวว่ามีเห็ดราบางสายพนัธุ์ เท่านัน้ท่ี
สามารถสร้าง ligninolytic enzymes ได้ทัง้ 3 ชนิด ในขณะท่ีเห็ดราส่วนใหญ่ผลิตได้เฉพาะ 1 หรือ 
2 เอนไซม์เทา่นัน้ (Leonowicz et al., 2001) 

ซึ่งในการทดสอบการย่อยสลายสีสงัเคราะห์ RBBR  Azuer-B และ Phenol red  นัน้ให้ผล
สอดคล้องกบัการทดลองของ Koker และคณะ (2000) ท่ีท าการคดักรองเห็ดราท่ีสร้าง ligninolytic 
enzymes โดยการย่อยสลายสีดงักล่าวในอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนสูงและต ่า จ านวน 600 ไอโซ
เลต ซึ่งมีเพียง 48 % ท่ีย่อยสีได้ และส่วนมากจะย่อยสลายสี RBBR ได้ ซึ่งในการทดสอบก็พบว่า
เชือ้เห็ดราส่วนมากสามารถย่อยสลายสี  RBBR ได้ เพราะว่าเชือ้ส่วนใหญ่จะสร้างเอนไซม์ 
Laccase เป็นเอนไซม์หลักในระหว่างกระบวนการย่อยสลายสีสังเคราะห์ เน่ืองจากเป็นเอนไซม์
ชนิด multicoper enzyme ท่ีสามารถเข้าท าปฏิกิริยาออกซิเดชนั กบัสีสงัเคราะห์โดยไม่จ าเป็นต้อง
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ใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ในการเข้าท าปฏิกิริยากบัสบัสเตรท (Palmieria et al., 2005; 
Emrah et al., 2007)  
 
กำรทดสอบกำรย่อยสลำยสำรสำรประกอบ 2,4-PCB ในอำหำร production medium 

การทดสอบการย่อยสลายสารประกอบ 0.25 mM 2,4-PCB โดยเชือ้เห็ดรา 7 สายพนัธุ์ ท่ี
สามารถย่อยสลายสีสงัเคราะห์ Azure-B Phenol red และ RBBR ได้ดีกว่าหรือเทียบเท่ากับเชือ้
มาตรฐาน P. chrysosporium และ T. versicolor  ท่ีเป็นตวับง่ชีก้ารสร้าง ligninolytic enzymes 
ในขัน้ต้น (Koker et al., 2000) ซึ่งเชือ้เหล่านีมี้แนวโน้มในการย่อยสลายสารพิษท่ีตกค้างใน
ธรรมชาติรวมถึงสารโพลิเมอร์สังเคราะห์ หรือสารประกอบท่ีมีโครงสร้างคล้ายลิกนิน เช่น สี
สงัเคราะห์ตา่งๆ โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs) และสารประกอบโพลีคลอริเนเตดไบฟีนิล 
(PCBs) (Kadhim et al.,1999; Baldrian, 2008, Field, 2003) 

จากการทดสอบย่อยสลายสารประกอบ 0.25 mM 2,4-PCB ของเชือ้เห็ดราแล้วเชือ้
สามารถย่อยสลายสารประกอบได้แตกต่างกัน ทัง้นีป้ระสิทธิภาพการย่อยสลายสารพิษนัน้ขึน้อยู่
กนัชนิดของสารพิษและชนิดของเห็ดราท่ีใช้ในกระบวนการย่อยสลาย และโดยเฉพาะสารพิษท่ีย่อย
สลายได้ยาก เช่น PAHs และ PCBs ท่ีมีจ านวนคลอรีนอะตอมสูง (Field, 2003; Liliana and 
Maria , 2004; Field and Reyes, 2008) ซึ่งการย่อยสลายท่ีเกิดขึน้พบว่าเชือ้ท่ีสร้างเอนไซม์ LiP, 
Laccase และ MnP สามารถย่อยสลายได้ดีกว่าเชือ้ท่ีสร้างเอนไซม์ได้เพียงเอนไซม์เดียว หรือสอง
เอนไซม์ หรือเชือ้ท่ีไม่สามารถสร้างเอนไซม์ LiP หรือ  MnP ได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Liliana และ Maria (2004) พบว่าในการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB ท่ีมีคลอรีนอะตอมตัง้แต ่
1 ถึง 6 อะตอม เอนไซม์ท่ีมีบทบาทในกระบวนการท่ีจะยอ่ยสลายสารพิษได้อย่างมีประสิทธิภาพคือ
เอนไซม์ LiP และ MnP โดยเชือ้ท่ีนิยมใช้ในการศกึษาได้แก่เชือ้ Coriolopsis polyzona, Pleurotus 
ostreatus และ T. versicolor แตส่ าหรับเอนไซม์ Laccase จะมีบทบาทมากในกระบวนการย่อย
สลาย PAHs และ สีสงัเคราะห์ตา่งๆ ซึ่งเชือ้ท่ีมกัใช้ในกระบวนการได้แก่เชือ้ P. chrysosporium,  
T. versicolor และ Pycnoporus sanguineis  ซึ่งการศึกษาดงักล่าวสนบัสนนุผลการย่อยสลาย 
2,4-PCB ของเชือ้ T. versicolor ท่ีให้อัตราการย่อยสลายได้ดีกว่าเชือ้ P. chrysosporium 
(Krumar  and Ulrich, 1998; Novotny et al., 2004) 
  ในกรณีของอาหารก็มีผลต่อการย่อยสลายสาร 2,4-PCB เช่นกัน เน่ืองจากเชือ้บางชนิด
ย่อยได้ดีในอาหาร YMPG medium ท่ีมีเฉพาะแหล่งไนโตรเจน และแร่ธาตเุพียงแมงกานีสอย่าง
เดียว แต่เชือ้เกือบทัง้หมดย่อยสลายได้ดีกว่าในอาหาร Basal medium ซึ่งมีทัง้แหล่งไนโตรเจน
จ ากดั แร่ธาต ุและสารอาหารท่ีเหมาะสม ซึ่งสนบัสนกุการวิจยัของ Krumar  และ Ulrich (1998) ท่ี
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ได้ท าการทดลองย่อยสาร PCBs ผสมคือ Delor 103  และ Delor  105 โดยเชือ้ P. chrysosporium 
ในอาหารท่ีมีแหล่งไนโตรเจนสูงและต ่า พบว่าเชือ้ไม่สามารถย่อยสลายได้ในอาหารท่ีมีแหล่ง
ไนโตรเจนสูง เน่ืองจากในสภาวะท่ีมีไนโตรเจนไม่จ ากดัเอนไซม์ LiP และ MnP จะไม่ถกูชกัน าใน
การยอ่ยสลาย ซึ่งก็เป็นเหตผุลหนึ่งท่ีท าให้เชือ้ P. chrysosporium ท่ีใช้ในการทดลองให้เปอร์เซ็นต์
การยอ่ยสลายท่ีต ่าในอาหาร YMPG medium ทัง้นีก็้ขึน้อยูก่บัชนิดของเชือ้เช่นกนั (Graciela et al., 
2002) 
  อีกประการหนึ่งท่ีเชือ้ทุกสายพันธุ์ สามารถย่อยสลายสาร 2 ,4-PCB นอกจากการมี 
ligninolytic enzymes มาเก่ียวข้องแล้ว อาจเป็นผลเน่ืองมาจากมีการให้ออกซิเจนทกุวนัประกอบ
กับปริมาณความเข้มข้นของ 2,4-PCB ท่ีมีความเหมาะสมต่อการย่อยสลาย จึงส่งผลให้เชือ้
สามารถย่อยสลายได้เร็วขึน้เพียงระยะเวลาแค่ 15 วัน และเน่ืองมาจากมีจ านวนคลอรีนอะตอม
เพียง 2 อะตอม และความเข้มข้นของสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมต่อการย่อยสลาย ท าให้เชือ้ย่อยสลาย
ได้เร็วภายในเวลา 15 วนั โดย Satoshi และคณะ (1996) กล่าวว่าความสามารถในการย่อยสลาย
สาร PCBs จะลดลงเม่ือจ านวนคลอรีนอะตอมท่ีอยู่ในวงไบฟีนิลเพิ่มมากขึน้ นัน่ก็คือยิ่งมีจ านวน
คลอรีนอะตอมมากเท่าใดความสามารถในการย่อยสลายของเชือ้เห็ดราก็จะลดลงด้วยเช่นกัน 
(Satoshi et al., 1996;  Ashrafosadat et al., 2009) อีกทัง้ระยะเวลายงัมีผลตอ่การย่อยสลายสาร 
2,4-PCB ของเชือ้เห็ดรา ซึ่งเม่ือระยะเวลาการย่อยสลายเพิ่มมากขึน้ ส่งผลให้เชือ้ทุกชนิดมีอตัรา
การยอ่ยสลายท่ีสงูขึน้ด้วย (Premjet et al., 2009) 
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สรุปผลกำรวิจัย 
คดัแยกเชือ้เห็ดราได้จ านวนทัง้สิน้ 125 ไอโซเลต จาก 239 ตวัอย่าง โดยแบง่เป็นเชือ้เห็ดรา

ท่ีเจริญบนดินจ านวน 52 ไอโซเลต เชือ้เห็ดราท่ีเจริญบนไม้จ านวน 73 ไอโซเลต และสามารถ
จ าแนกได้เป็น 13 ออเดอร์ 38 แฟมิลี 71 จีนสั และ 93 สายพนัธุ์ โดยมี 27 ไอโซเลต ท่ีจดัจ าแนกได้
เพียงระดบั จีนสั สว่นอีก 5 ไอโซเลตนัน้ไมส่ามารถระบชุนิดได้ โดยส่วนมากท่ีจดัจ าแนกได้จะอยู่ใน 
ออเดอร์ Agaricales มากท่ีสุด รองลงมาคือ Polyporales จากเชือ้เห็ดท่ีคดัแยกได้จ านวน 125 
ชนิด พบว่ามีเชือ้เห็ด 71 สายพันธุ์  ท่ีมีการสร้าง ligninolytic enzymes จากการย่อยสลายสี
สงัเคราะห์แตล่ะชนิด ในอาหารทดสอบท่ีมีแหลง่ไนโตรเจนสงู และหรือต ่า ได้แตกตา่งกนัตามความ
ต้องการไนโตรเจนของเชือ้แต่ละชนิด โดยเชือ้เห็ดราส่วนมากซึ่งคิดเป็นร้อยละ 50 สามารถย่อย
สลายสีสงัเคราะห์ RBBR อย่างเดียว และหรือย่อยสลายสีสงัเคราะห์ Phenol red รวมด้วย ทัง้ใน
อาหารทดสอบทัง้ 2 ชนิด ซึ่งจะพบมากท่ีสุดใน ออเดอร์ Agaricales และ Polyporales โดยมี 7 
สายพนัธุ์ท่ีให้อตัราการยอ่ยสลายสีสงัเคราะห์สงูท่ีสดุ 

ในการย่อยสลายสารประกอบ 2,4-PCB ในอาหาร production medium 2 ชนิด เป็น
ระยะเวลา 15 วนั พบว่า มีเชือ้เห็ดรา 3 สายพนัธุ์คือ เชือ้ Scytinopogon sp., H. calyptraefoemis 
และ M. xanthopus ท่ีให้ค่าเฉล่ียในการย่อยสลายสูงกว่าหรือใกล้เคียงกับเชือ้มาตรฐาน           
P. chrysosporium และ T. versicolor ทัง้ในอาหาร Basal medium และ YMPG medium โดยมี
เปอร์เซ็นต์ในการย่อยสลายในอาหาร Basal medium เท่ากบั 80.18, 84.77 และ 92.56 % และ 
YMPG medium เท่ากบั 90.92, 79.45 และ 97.78 % ตามล าดบั และเม่ือระยะเวลาการย่อยสลาย
เพิ่มขึน้เป็น 30 วนั พบว่าอตัราการย่อยสลายของเชือ้เห็ดราแต่ละสายพนัธุ์ก็เพิ่มขึน้ด้วย โดยเชือ้  
M. xanthopus ท่ีและเชือ้ T. versicolor ให้อตัราการย่อยสลายสงูสดุ 100 % ทัง้ใน อาหาร Basal 
medium และ YMPG medium ผลการทดลองดงักล่าวจะเห็นว่าเชือ้ท่ีมีอตัราการย่อยสลายสูง
เอนไซม์ LiP, MnP และ Laccase มีบทบาทส าคญัท่ีสดุในกระบวนการออกซิเดชนัสาร 2,4-PCB 
ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัสายพนัธุ์ของเห็ดรา ปริมาณเอนไซม์ ชนิดของอาหาร และระยะเวลาในการยอ่ยสลาย  
 จากผลการศึกษาทัง้หมดพบว่าเชือ้เห็ดราท่ีคดัแยกได้จากแหล่งธรรมชาติคือ ป่าชุมชน
จงัหวดัพิจิตร และป่าชุมชนบางแห่งในจงัหวัดพิษณุโลก ท่ีคดัเลือกมานัน้ส่วนใหญ่สามารถย่อย
สลายสารประกอบ 2,4-PCB ได้มากกวา่ 80 % ซึง่เห็ดราท่ีมีศกัยภาพเหล่านีจ้ะน าไปพฒันาใช้ย่อย
สลายสารพิษอ่ืนๆ ตอ่ไปในอนาคต 
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ภำคผนวก 
 

ภำคผนวก  ก วธีิกำรเตรียมอำหำรเลีย้งเชือ้ 
 
1. Potato dextrose agar (PDA) 
 PDB (Himedia)  26.5 กรัม 
 Agar   20    กรัม 
 น า้กลัน่   1      ลิตร 
 pH   5.5 

 
ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับ pH ให้ได้ 5.5 เทใส่

ใน ฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปิดด้วยจกุส าลีแล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

กรณีใช้เป็นอาหารส าหรับคดัแยกเส้นใยให้บริสุทธ์ิจะต้องผสม chloramphenical (34 
mg/ml) ลงไปในอาหารท่ีอณุหภมูิ 50-60 องศาเซลเซียสก่อนจะท าการเทอาหาร 
2. การเตรียมอาหารคดักรอง (Screening medium) 
    2.1 High Nitrogen (กรัมตอ่ลิตร) 

Glucose    10   กรัม 
24 mM  L-asparagine    
24 mM  NH4 NO3    

 
    2.2 Low Nitrogen (กรัมตอ่ลิตร) 

Glucose    10   กรัม 
2.4 mM  L-asparagine    
2.4 mM  NH4 NO3   

 
ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรและปรับ pH ให้ได้ 5.5 และ

เตมิวุ้น  20 กรัม ลงในอาหาร แล้วละลายวุ้นให้เป็นเนือ้เดียวกนั จากนัน้เทใส่ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกส าลีแล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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หลงัจากนึง่ฆา่เชือ้แล้วจนอณุหภมูิลดลงเหลือ 50-60 องศาเซลเซียส จึงเติมสีสงัเคราะห์ลง
ในอาหารคดักรองปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยมีอตัราส่วนของสีสงัเคราะห์ Remazol brilliant blue 
R (RBBR) 0.04% ทดสอบการผลิตเอนไซม์แลกเคส (Laccase), Azuer B 0.02 % อาหารทดสอบ
การผลิตเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (LiP) และ Phenol red 0.02 % ทดสอบการผลิตเอนไซม์แม
กานิสเปอร์ออกซิเดส (MnP) 
3. การเตรียมอาหารทดสอบการย่อยสลายสารประกอบ 2, 4-PCB     
    3.1 YMPG medium  (Yeast extract Malt extract Peptone Glucose medium) (กรัมตอ่ลิตร) 

Yeast extract   1.0 กรัม 
Malt extract   10.0 กรัม 
Peptone   2.0 กรัม 
Glucose    10.0    กรัม 
MgSO4.7H2O   1.0 กรัม 
L-asparagine      1.0 กรัม 

pH 4.5 
 
    3.2 Basal medium (กรัมตอ่ลิตร) 

Glucose    10    กรัม 
Malt extract   2.0 กรัม 
Peptone   1.0 กรัม 
Yeast extract   1.0 กรัม 
K2HPO4   2.0    กรัม 
FeSO4.7H2O   0.01 กรัม 
MgSO4.7H2O   0.5 กรัม 
MnSO4.H2O   0.16 กรัม 
ZnSO4.7H2O   1.0 มิลลิกรัม 
KCl    0.5 กรัม 
NH4 NO3    1.75 กรัม 
CoCl2. 6H2O   0.29 มิลลิกรัม 
CaCl2    0.01 กรัม 
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CuSO4. 5H2O   2.0 มิลลิกรัม 
KH2PO4   0.5    กรัม 
L-asparagine      1.0 กรัม 

pH 4.5 
 

ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร และปรับ pH ให้ได้ 5.5 เทใส่
ในฟลาสก์ขนาด 150 มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปิดด้วยจุกส าลีแล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
 

ภำคผนวก ข วธีิกำรเตรียมสำรเคมี 
 
1. การเตรียม Lactophenol cotton blue 
 1.1 เตรียม Lactophenol  

  Phenol crystal   20 g 
  Lactic acid   20 g 
  Glycerol   40 g 
  Distill water   20 ml 
 ผสมสว่นประกอบทัง้หมดในน า้กลัน่ ละลายโดยใช้ไฟอ่อนๆ 

 1.2 เตรียม Lactophenol cotton blue 
  Lactophenol   100 ml 
  cotton blue   0.05 g 
 ละลายสารละลายในข้อ 2.1 เข้ากบัข้อ 2.2 แล้วคนให้เข้ากนั 

 
2. Melzer’s reagent 

I 0.5  กรัม 
KI 1 กรัม 
น า้กลัน่ 20 มิลลิกรัม 

ผสมให้เข้ากนั แล้วเตมิ chloral hydrate 20 กรัม ก่อนใช้ จากนัน้ท าการกรองปลอดเชือ้ด้วย filter 
sterile และเก็บไว้ในท่ีมืดและเย็น 
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3. การเตรียมสารละลายสีทดสอบการผลิต ligninolytic enzymes 

6.1 สารละลายสี Remazol brilliant blue R (RBBR) เข้มข้น 0.04% 
      ชัง่สี Remazol brilliant blue R มา 0.6 กรัม ละลายด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 10 

มิลลิลิตร จากนัน้ท าการกรองปลอดเชือ้ ด้วย filter sterile ใสห่ลอด centrifuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอ่อาหาร 150 มิลลิลิตร และเก็บไว้ในท่ีมืดและเย็น 

6.2 สารละลายสี Azuer B เข้มข้น 0.02 % 
      ชัง่สี Azuer B มา 0.3 กรัม ละลายด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 10 มิลลิลิตร จากนัน้ท าการ

กรองปลอดเชือ้ ด้วย filter sterile ใสห่ลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ตอ่อาหาร 150 มิลลิลิตร และเก็บไว้ในท่ีมืดและเย็น 

6.3 สารละลายสี Phenol red เข้มข้น 0.02 % 
      ชัง่สี Phenol red มา 0.3 กรัม ละลายด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 10 มิลลิลิตร จากนัน้ท า

การกรองปลอดเชือ้ ด้วย filter sterile ใสห่ลอด centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1
มิลลิลิตร ตอ่อาหาร 150 มิลลิลิตร และเก็บไว้ในท่ีมืดและเย็น 
 
7. การเตรียม 0.25 mM 2,4-PCB 

ชั่ง  2,4-PCB 1.11 มิลลิลิตร(ต่ออาหาร 20 มิลลิลิตร) แล้วละลายใน N,N-
dimethylformamide ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วละลายเป็นสารละลายเนือ้เดียวกนั 
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ภำคผนวก ค แสดงกำรจัดจ ำแนกเหด็รำที่คัดเลือกมำใช้ในกำรย่อยสลำยสำร 2,4-PCB  
 

Lentinus similis  
 

Order:    Polyporales    Family: Polyporaceae 
Scientific name: Lentinus similis  Common Name:    กรวยจีบ 
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  3 – 15 cm.     สงู 4 – 6 cm.     รูปร่าง คล้ายรูปกรวยลกึ 
เม่ือมองจากทางด้านบน เป็นร่องลกึตรงกลางดอก คล้ายจาน ลกัษณะดอกมีขนออ่นตรง
กลางหมวก เม่ือแก่ผิวเรียบ มีร่องเล็กๆเรียงเป็นรัศมีไปถึงกลางหมวก ขอบม้วนงอเข้าหา
ก้านเล็กน้อย ดอกสีน า้ตาลอมเหลืองไปจนถึงน า้ตาลแดง ดอกอ่อนสีอมมว่ง ดอกเหนียว  

(2) ลักษณะของครีบ   
ครีบตดิก้าน เรียวยาวลงไปติดก้าน แคบ เรียงถ่ี 

(3) ลักษณะของก้ำน   
ก้านยาว 3-10 cm. กว้าง 0.2-0.5 cm. ทรงกระบอก แข็ง มีขนอ่อนสีเดียวกบัหมวก  เนือ้
บาง เหนียว สีขาว 

(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมีผนงักัน้ (Simple septa) ชดัเจน ผนงับาง  
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

สีของสปอร์บนกระดาษเป็น สีขาว  รูปร่างภายใต้กล้อง ทรงรีส่ีเหล่ียม  เรียบ ผนงับาง  
มีปุ่ มใสทางด้านปลาย การท าปฏิกิริยากบัสี  Melzer’reagent: Amyloid 

(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเห็ดบนท่อนไม้  
ฐานก้านยดึตดิกบัก้อนเนือ้ไม้ ชเูป็นดอก 

(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  
เจริญเป็นดอกเด่ียว จากก้อนเส้นใยเทียมสีขาวอยูใ่ต้ดนิ 

(8) ท่ีอยู่อำศัย   บนเนือ้ไม้ท่ีตายแล้ว  
(9) ข้อมูลกำรกินได้   ไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
 
 
 



48 

 

    
 
 
 
 
 
 
 

(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
 
       (2) ลกัษณะครีบ (3) ลกัษณะก้าน           ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีขาวฟู 

 
 
 
 

       
                         
 
 
(4) ลกัษณะเส้นใย (40X) แบบ simple septa (5) ลกัษณะสปอร์ (100X) และการท า    
      ปฏิกิริยากบั  Melzer’reagent: amyloid 
 

ภำพ 8 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Lentinus similis  
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 Scytinopogon sp.  
 

Order:    Agaricales     Family: Clavariaceae 
Scientific name: Scytinopogon sp.  Common Name:    - 
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  3 – 5 cm.     สงู 6 – 10 cm.     รูปร่าง คล้ายปะการัง 
เม่ือมองจากทางด้านบน เป็นแฉก แหลม คล้ายพุม่หญ้า ลกัษณะดอกเป็นก่ิงก้านแตก
แขนง แตล่ะแขนงจะแตกเป็น 2 แฉกสัน้ๆ  ปลายแหลม คล้ายง่าม ดอกแข็งและเหนียว  

(2) ลักษณะของครีบ  ไมมี่ครีบ  
(3) ลักษณะของก้ำน  ไมมี่ก้าน 
(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมีผนงักัน้ (Simple septa) ผนงับางใส แคบ  
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

- 
(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเหด็บนท่อนไม้  

ฐานก้านยดึตดิกบัเปลือกไม้ ชเูป็นพุม่ 
(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  

เจริญเป็นดอกเด่ียว กระจายกนัอยู่ หรือกลุม่ 
(8) ท่ีอยู่อำศัย   บนเปลือกไม้ท่ีตายแล้ว  
(9) ข้อมูลกำรกินได้   ไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
 
            (1) ลกัษณะของแฉก   ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นแฉกเทาด า 

 
 
 
 

       
                         
 
 

(4) ลกัษณะเส้นใย (100X) เป็นแบบ simple septa 
 

ภำพ 9 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Scytinopogon sp. 
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Coprinus  cinereus 
 

Order:    Agaricales     Family: Coprinaceae 
Scientific name:  Coprinus cinereus    Common Name:    เห็ดถัว่เหลือง 
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  1 – 2 cm. รูปร่าง คล้ายร่ม เม่ือมองจากทางด้านบน แหลม ตรงกลางดอกสีเข้ม
กว่าขอบดอกผิวขอบหมวกสีขาวอมเทา เรียบ ผิวของหมวกสีขาวอมเทา เรียบ แห้ง สี
เดียวกนัทัง้ดอก มีรัศมีเป็นเส้นบาง ๆ รอบดอก  ขอบเรียบ   ดอกค่อนข้างหนา  ดอกแก่จะ
กลายเป็นสีด าท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายตวัเอง แล้วท าให้ขอบม้วนงอขึน้ด้านบน  

(2) ลักษณะของครีบ    
คอ่นข้างเรียงถ่ี ลกัษณะ ร่องตืน้ เป็นเส้น สีขาว และด าเปียกเม่ือย่อยสลายตวัเอง 
ระยะหา่งระหวา่งครีบ 0.01-0.02 cm.  

(3) ลักษณะของก้ำน   
ขนาด กว้าง 0.1 – 0.2 x  ยาว 1– 4 cm. การติดของก้านกบัหมวกเห็ด ก้านอยูก่ลางดอก 

  รูปร่างของก้าน ก้านยาวและทรงกระบอก สีขาว ผิวของก้าน สีขาว หรือสีเดียวกบัดอก 
  เนือ้ในของก้าน สีขาว เปราะ กลวง 
(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมี clamps connection ผนงับาง แคบ แตกแขนงเล็กน้อย 1-2 แขนง 
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

สีของสปอร์บนกระดาษ  สีสีน า้ตาลเข้ม หรือสีด า รูปร่าง  ผนงับาง มีปุ่ ม (node) 1 ปุ่ ม
ทางด้านปลายขนาด รูปไข่ (Ovate) เรียบ (Smooth) มีรูงอก (Germ pore) กว้าง 7-10 x  
ยาว 4-5 µm   การท าปฏิกิริยากบัสี Melzer’reagent : dextinoid  

(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเหด็บนท่อนไม้  
ดอกชขูึน้เหนือขอนไม้  

(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  
เจริญเป็นกลุม่ ขึน้ซ้อนกนั 

(8) ท่ีอยู่อำศัย   บนไม้เนือ้ท่ีตายแล้ว 
(9) ข้อมูลกำรกินได้   มีข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
 
        (2)  ลกัษณะของครีบ และ (3) ก้าน        ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีเทาฟู 

 
 
 
 

       
                        
 
 
(4) ลกัษณะเส้นใย (40X) clamps connection    (5) ลกัษณะสปอร์ (100X) และการท า    

 ปฏิกิริยากบั Melzer’reagent: dextinoid 
 

ภำพ 10 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Coprinus  cinereus   
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Hygrocybe calyptraefoemis 
 

Order:    Agaricales      Family: Tricholomataceae 
Scientific name: Hygrocybe calyptraefoemis   Common Name:    หมวกชมพ ู
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  1.5-2  cm.  ดอกนนูและโค้งงอเป็นถ้วยคว ่า สีแดงชมพ ูดอกแก่สีเร่ิมซีดจางเป็นสี
ชมพเูม่ือบานขอบดอกสีชดักวา่กลางดอก ผิวเรียบ ขอบเป็นคล่ืน     

(2) ลักษณะของครีบ    
การตดิของครีบกบัก้าน ครีบตดิก้าน ขอบของครีบ ขอบเรียบ สีขาว ครีบสีขาวเหลืองออ่น   

 ระยะหา่งระหวา่งครีบ 0.5-1 mm. รูปแบบของครีบ ครีบเรียงคอ่นข้างถ่ีเป็นร่องลกึ   
(3) ลักษณะของก้ำน   

ขนาดกว้าง 0.5-0.8  ยาว 1-1.5  cm. การติดของก้านกบัหมวกเห็ด ตรงกลางดอก รูปร่าง
ของก้านก้านอวบเรียงจากต้นปลายส่วนโคนก้านอวบ สีขาวเหลืองอ่อน ผิวก้านเรียบ เนือ้
ในกลวง  

(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมีผนงักัน้ (Simple septa) ผนงับาง แคบ แตกแขนงเล็กน้อย 1-2 แขนง 
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

สีของสปอร์บนกระดาษเป็น สีขาว  รูปร่างภายใต้กล้อง ทรงกลม (Globose) มีปุ่ มนนู
(verrucase) มีขัว่ (Hilar appendage)  ขนาด  กว้าง 7.5-9.5 µm   
การท าปฏิกิริยากบัสี  Melzer’reagent: Amyloid 

(6) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  
เจริญเป็นดอกเด่ียว 

(7) ท่ีอยู่อำศัย   บนชัน้ดินท่ีมีซากฮิวมสั 

(8) ข้อมูลกำรกินได้   มีข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
   
         (2)  ลกัษณะของครีบ และ (3) ก้าน         ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีขาวฟู 

 
 
 
 

       
                         
 
 
(4) ลกัษณะเส้นใย (40X) แบบ simple septa       (5) ลกัษณะสปอร์ (100X) และการท า     
 ปฏิกิริยากบั Melzer’reagent: Amyloid 
 

ภำพ 11 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Hygrocybe calyptraefoemis 
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 Grifola gigantea 
 

Order:    Polyporales     Family: Polyporaceae 
Scientific name: Grifola gigantea  Common Name:    เห็ดกหุลาบ   
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  6 – 15 cm.     สงู 3 – 6 cm.     รูปร่าง คล้ายพุ่มดอกไม้ 
เม่ือมองจากทางด้านบน คล้ายดอกกหุลาบ ขึน้ซ้อนกนั ผิวขอบหมวก ไมเ่รียบ บาง สี
น า้ตาลแดง ผิวของหมวกหมวก สีน า้ตาลแดงปนขาว เรียบ บางและเหนียว 

(2) ลักษณะของครีบ    
 รูปแบบของครีบ เรียบเป็นเนือ้เดียวกนัสีเดียวกบัดอก 
(3) ลักษณะของก้ำน  ไมมี่ก้าน 
(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมี clamps connection  ชดัเจน ผนงับาง แตกแขนงเล็กน้อย 1-2 แขนง 
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

สีของสปอร์บนกระดาษเป็น สีขาว  รูปร่างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ทรงรีกว้าง (Broadly 
ellipsoid) เรียบ (Smooth) ขนาด  กว้าง 3-5  ยาว 5-7   µm   
การท าปฏิกิริยากบัสี Melzer’reagent: inamyloid  

(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเหด็บนท่อนไม้  
ฐานดอกยึดติดกบัเนือ้ไม้หรือพืน้ดนิท่ีมีซากใบไม้ตา่งๆ 

(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  
เจริญเป็นดอกเด่ียว ขึน้ซ้อนกนั 

(8) ท่ีอยู่อำศัย   บนเนือ้ไม้หรือพืน้ดินท่ีมีซากใบไม้ตา่งๆ 
(9) ข้อมูลกำรกินได้   ไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
 
           (2)  ลกัษณะของครีบ     ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีขาวฟู 

 
 
 
 

       
                         
 
 
             (4) ลกัษณะเส้นใย (40X)                 (5) ลกัษณะสปอร์ (100X) และการท า   
             แบบ clamps connectio              ปฏิกิริยากบั  Melzer’reagent: inamyloid 

 
ภำพ 12 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Grifola gigantea 



57 

 

 Megacollybia platyphylla 
 

Order:    Agaricales     Family: Tricholomataceae 
Scientific name: Megacollybia platyphylla Common Name:    - 
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  2 – 5 cm. รูปร่าง แบนคล้ายพดัรูปทรงไม่แน่นอน เม่ือมองจากทางด้านบน เรียบ
แบน ตรงกลางดอกสีเข้มกวา่ขอบดอก ผิวดอกนุ่มเรียบ คล้ายก ามะหย่ี เปียกช า้ สีเดียวกนั
ทัง้ดอก  มีรัศมีเป็นเส้นบาง ๆ รอบดอก ขอบเรียบ ดอกคอ่นข้างหนา ดอกแก่ตรงกลางดอก
จะเป็นแอง่เว้าลงไป ผิวดอกเป็นลายตาขา่ยบาง ดอกออ่นสีเทาเข้ม  

(2) ลักษณะของครีบ    
การติดของครีบกบัก้าน ครีบตดิก้าน ขอบของครีบ ขอบเรียบ สีขาว ระยะห่างระหวา่งครีบ 
2-3 mm. รูปแบบของครีบ คอ่นข้างหา่งและหนา ครีบสลบัสัน้ยาว คล้ายซ้อม 

(3) ลักษณะของก้ำน   
ขนาด กว้าง 0.1 – 0.2  ยาว 0.3 – 0.4 cm. การตดิของก้านกบัหมวกเห็ด ตดิกลางดอก 
รูปร่างของก้าน ก้านสัน้และแบน  ผิวของก้าน สีน า้ตาลเข้ม เนือ้ในของก้าน สีน า้ตาล 

(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมีผนงักัน้ (Simple septa) ผนงับาง แคบ แตกแขนงเล็กน้อย 1-2 แขนง 
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

สีของสปอร์บนกระดาษเป็น สีขาว  รูปร่างภายใต้กล้องจลุทรรศน์  รูปร่าง  ทรงกลม
(Globose) เรียบ (Smooth) มีขัว่ (Hilar appendage) ขนาด กว้าง  9–12  ยาว 10–13 µm   
การท าปฏิกิริยากบัสี  Melzer’reagent: inamyloid  

(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเหด็บนท่อนไม้  
ดอกชขูึน้เหนือขอนไม้  

(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  
เจริญเป็นดอกเด่ียว 

(8) ท่ีอยู่อำศัย   บนไม้เนือ้แข็ง 
(9) ข้อมูลกำรกินได้   ไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
  

 
 
 
 
 
 
         (2)  ลกัษณะของครีบ และ (3) ก้าน       ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีน า้ตาลฟู 

  
 
 
 

       
                         
 
 
(4) ลกัษณะเส้นใย (40X) เป็นแบบ simple septa     (5) ลกัษณะสปอร์ (100X) และการท า 

 ปฏิกิริยากบั Melzer’reagent: inamyloid 
 

ภำพ 13 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Megacollybia platyphylla 
 



59 

 

Microporus xanthopus   
 

Order: Polyporales     Family:  Polyporacea 
Scientific name:  Microporus xanthopus Common Name:  กรวยทองตะก ู
(1) ลักษณะของหมวกเหด็  

ขนาด  2-4 cm.  หนา  2-3 mm.  รูปร่างคล้ายถ้วยก้นแบนหรือกรวย ปากกว้าง เม่ือมอง
จากทางด้านบน กลมแบนตรงกลางเป็นหลมุ ผิวขอบหมวก เป็นรอยหยกัหรือคล่ืน ขอบสี
ขาว มีรัศมีละเอียดรอบดอก ผิวของหมวก เรียบ บาง เหนียว มีรัศมีเป็นชัน้สีน า้ตาลเข้ม
และน า้ตาลออ่น   

(2) ลักษณะของรูสปอร์  
รู ยาว 0.5 – 1 mm.  สีขาวหมน่  รูเล็กละเอียด 

(3) ลักษณะของก้ำน   
ขนาด 0.1 – 0.2   ยาว 0.3 – 0.4 cm. การติดของก้านกบัหมวกเห็ด รูปร่างของก้าน ก้าน
ทรงกระบอก สัน้ โคนแผเ่ป็นแป้นวงกลมเล็ก ๆ  ผิวของก้าน แห้ง  เรียบ  เนือ้ในของก้าน 
เนือ้เหนียวขาว  

(4) ลักษณะเส้นใยภำยใต้กล้องจุลทรรศน์    
  เป็นแบบมี clamps connection ผนงับาง แตกแขนงเล็กน้อย 1-2 แขนง 
(5) ลักษณะของสปอร์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  

- 
(6) ลักษณะกำรตดิของดอกเหด็บนท่อนไม้  

ก้านชดูอกขึน้เหนือขอนไม้  
(7) ลักษณะกำรเจริญของดอกเหด็  

เดี่ยวหรือกลุม่  
(8) ท่ีอยู่อำศัย   ก่ิงไม้แห้งหรือขอนไม้  
(9) ข้อมูลกำรกินได้   ไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
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(1) ลกัษณะของหมวกเห็ด 
 

 
 
 
 
 
 
      (2)  ลกัษณะของรู และ (3) ก้าน       ลกัษณะเส้นใยบนอาหาร PDA เป็นสีขาวฟ ู

 
 
 
 

       
                         
 
 

       (4) ลกัษณะเส้นใย (40X) แบบ clamps connection   
 

ภำพ 14 ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเหด็ Microporus xanthopus  


