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กิตติกรรมประกาศ 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จไปไดดวยดีดวยความชวยเหลืออยางยิ่งของอาจารย ดร.

ปาหนัน เริงสําราญ อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ และผูชวยศาสตราจารย ดร. อรฤทัย ภิญญาคง 

อาจารยที่ปรึกษารวมวิทยานิพนธที่ไดใหความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนตรวจ

แกไขตนฉบับวิทยานิพนธ ซึ่งผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ที่นี้ดวย 

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.สุเทพ ธนียวัน ที่กรุณารับเปน

ประธานกรรมการในการสอบ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยตลอดระยะเวลา

การศึกษา 

ขอกราบขอบพระคุณอาจารย ดร.เอกวัล ลือพรอมชัย ที่กรุณารับเปนกรรมการใน

การสอบ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยตลอดระยะเวลาการศึกษา 

ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.ปรีชา ภูวไพรศิริศาล ที่กรุณาชวย

วิเคราะห NMR spectroscopy ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย 

ขอขอบคุณโครงการแหงชาติดานสิ่งแวดลอมและของเสียอันตรายที่อํานวยใหใช

เครื่อง GC-MS ในงานวิจัย 

กราบขอบพระคุณอาจารยทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยาที่กรุณาใหความรู และ

คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทาน ตลอดจนพี่ๆ เพื่อนๆ และ

นองๆ ทุกคนที่ใหความชวยเหลือและใหกําลังใจที่ดีเสมอมา 

สุดทายขอกราบขอบพระคุณคุณพอตระกูลเพิ่ม คุณแมชะบา จักรเพชร และ    

คุณปยบุตร วิเชียรเพริศ ที่ใหการสนับสนุนและความชวยเหลือ ตลอดจนความรัก ความหวงใย 

และกําลังใจแกผูวิจัยตลอดมา 
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บทที่  1 

บทนํา 

 จากอดีตถึงปจจุบันประชากรโลกมีอัตราการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง เปนผลใหมี

ความตองการใชทรัพยากรเพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่กําลังพัฒนาและประเทศที่

พัฒนาแลว ไดมีการเพิ่มกําลังการผลิตทางอุตสาหกรรมเพื่อใหเพียงพอตอการอุปโภคบริโภคของ

มนุษย ดวยเหตุดังกลาวนี้ทําใหปริมาณของเสียตางๆ ที่เกิดจากอุตสาหกรรมมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น 

และเกินระดับที่ธรรมชาติจะสามารถฟนฟูตัวเองได ทําใหเกิดภาวะมลพิษซึ่งในทายที่สุดปญหา

ดังกลาวก็จะสงผลยอนกลับมาสูตัวมนุษยเองไมทางตรงก็ทางออม จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมี

การปองกัน และแกไขปญหาทางมลพิษที่เกิดขึ้นอยางจริงจัง  

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon) หรือพีเอเอช 

(PAHs) เปนสารอันตรายที่ถือวาเปนภัยรายแอบแฝงตอมนุษยอีกรูปแบบหนึ่งเนื่องจากผูคนสวน

ใหญยังไมทราบถึงพิษภัยและที่มาของสารพิษชนิดนี้ โดยพีเอเอชเปนสารอินทรียที่มีโครงสราง

ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 2 วงเชื่อมตอกัน เนื่องจากเปนสารที่ไมมีขั้วและไมคอยละลายน้ําจึง

จํากัดกิจกรรมการยอยสลายโดยทางชีวภาพ (bioavailable) พีเอเอชถูกแบงออกเปน 2 กลุมตาม

น้ําหนักโมเลกุลคือ พีเอเอชที่มีมวลโมเลกุลต่ําซึ่งมีวงเบนซีนนอยกวา 4 วง เชน ฟแนนทรีน และ 

ฟลูออรีน และพีเอเอชที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งมีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป เชน ไพรีน และ        

ฟลูออแรนธีน ซึ่งแหลงกําเนิดพีเอเอชจะแบงออกเปน 2 แหลงคือ แหลงกําเนิดตามธรรมชาติ ไดแก 

ทรัพยากรธรรมชาติ (น้ํามันปโตรเลียม และถานหิน) และปรากฏการณธรรมชาติ (ไฟปา และภูเขา

ไฟระเบิด) สวนแหลงที่ 2 คือ แหลงกําเนิดจากกิจกรรมของมนุษยไดแก ควันจากทอไอเสียของ

รถยนตที่ใชเชื้อเพลิงฟอสซิล ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมปโตรเลียมและ

อุตสาหกรรมการผลิตส ีเปนตน (CEPA, 1994; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

 พีเอเอชสามารถสะสมอยูในสิ่งแวดลอมไดหลายแหลงโดยมีอากาศเปนตัวกลางสําคัญใน

การเคลื่อนยายไปสูแหลงตางๆ และพบวาพีเอเอชสะสมอยูมากในดินและน้ําใตดินเนื่องจาก        

พีเอเอชที่สะสมอยูในตัวกลางเหลานี้จะมีคาครึ่งชีวิตที่สูงมากโดยเฉพาะพีเอเอชที่ยึดเกาะอยูกับ

อนุภาคของดินจะกําจัดไดยากมาก พีเอเอชมีสมบัติในการกอมะเร็งและเปนสารกอใหเกิดการ

กลายพันธุทั้งในมนุษยและสัตว การบําบัดความปนเปอนของพีเอเอชมีหลายวิธี ไดแก การบําบัด

โดยวิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี และวิธีทางชีวภาพ ถึงแมการบําบัดโดยวิธีทางกายภาพและวิธี

ทางเคมี จะเปนวิธีที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพแตก็มีขอเสียคือ ตนทุนในการจัดซื้ออุปกรณมีราคา
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สูง และในระหวางการดําเนินการก็มีคาใชจายที่มาก นอกจากนี้การยอยสลายที่ไมสมบูรณอาจ

กอใหเกิดความเปนพิษที่มากขึ้นอีกดวย การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกที่จะ

นํามาใชบําบัดพีเอเอช โดยเมื่อเทียบระหวางสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่มีการนํามาใชบาํบัด ไดแก สาหราย 

แบคทีเรีย พืช และรา พบวารามีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญไดดีกวา

ส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นๆ เนื่องมาจากเอนไซมในกลุม ligninolytic ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin 

peroxidase) แมงกานีสเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase) และแลคเคส (laccase) ที่รา

ผลิตออกมานอกเซลลมีความจําเพาะตอซับเสตรทต่ํา และเสนใยของราที่มีการยืดยาวทําให

สามารถเขาถึงพีเอเอชที่ถูกดูดซับอยูกับอนุภาคของดินไดดี นอกจากนี้รายังสามารถสลายพีเอเอช

ไดจนสมบูรณ  และจากการที่ราปลอยเอนไซมออกมายอยพีเอเอชโดยที่ไมไดนําเขาไปยอยในเซลล

แบบสิ่งมีชีวิตอื่น เชน แบคทีเรีย ทําใหราสามารถที่จะทนอยูในบริเวณที่มีความเขนขนของพีเอเอช

สูงไดดีกวาสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นอีกดวย (Cerniglia, 1997) 

 เมื่อแบงราตามการผลิตเอนไซมสามารถจําแนกราไดเปน 2 กลุม ไดแก ligninolytic fungi 

ที่สามารถผลิตเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  แมงกานีสเพอรออกซิเดส และ/หรือแลคเคสได ราใน

กลุม ligninolytic fungi นี้พบอยูในคลาส Basidiomycetes ราอีกกลุมหนึ่งคือพวก non-

ligninolytic fungi เปนรากลุมที่ไมสามารถผลิตเอนไซม lignin peroxidase ได ราในกลุม non-

ligninolytic fungi นี้พบอยูในทุกคลาสยกเวน คลาส Basidiomycetes (Cerniglia และ 

Sutherland, 2001) 

เมื่อแบงราตามลักษณะการยอยสลายลิกนินในเนื้อไมสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม 

ไดแก ราไวทรอทสามารถยอยสลายลิกนินไดดีโดยจะพบเนื้อไมที่ถูกยอยมีสีขาวเนื่องจากเปนสี

ของเซลลูโลสที่เหลืออยู ในขณะที่ราบราวดรอทและราซอฟตรอทสามารถยอยสลายลิกนินได

เล็กนอยจะพบเนื้อไมที่ถูกยอยเปนสีน้ําตาลเนื่องจากเปนสีของลิกนินที่เหลืออยู งานวิจัยหลายงาน

ไดแสดงวาราที่สามารถยอยสลายลิกนินในเนื้อไมไดสามารถที่จะยอยสลายพีเอเอชไดดวย และรา

ที่มีรายงานวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชไดดีที่สุดเปนราในกลุมไวทรอท ซึ่งพบ

สวนมากเปนเห็ดที่เจริญบนไม ไดแก Phanerocheate spp.  Plurotus spp. และ Trametes spp. 

เปนตน (Cerniglia, 1993; กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  

จากรายงานสถานการณความปนเปอนของพีเอเอชในประเทศไทย เชน ในงานวิจัยของ 

Wattayakorn (2003), Oanh และคณะ (2000) และ Norramit และคณะ (2005) ไดแสดงถึงการ

ปนเปอนของพีเอเอชในอากาศและน้ําโดย Wattayakorn (2003) พบพีเอเอชปนเปอนในแมน้ํา



                                                                                                                  
                                                                                                              

 

3 

เจาพระยาหลายชนิด ไดแก แนพธาลีน อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ     

แอนทราซีน  Oanh และคณะ (2000) วัดปริมาณพีเอเอชในอากาศที่ Asian Institute of 

Technology (AIT) พบเบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโลนีน ความเขนขนสูงบริเวณถนนดาน

พหลโยธิน  Norramit และคณะ (2005) ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศเชนกันโดยเก็บตัวอยาง 6 

จุดในกรุงเทพฯ ซึ่งพบทั้งพีเอเอชขนาดโมเลกุลใหญ และพีเอเอชขนาดโมเลกุลเล็กมากถึง 15 ชนิด       

พีเอเอชขนาดโมเลกุลใหญที่พบ ไดแก เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน  ไพรีน 

เบนโซ[อี]ไพรีน  อินดิโน[1,2,3]ไพรีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  ไครซีน  เบนโซ

[เอ]แอนทราซีน และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และพีเอเอชขนาดโมเลกุลเล็ก ไดแก อะซีแนพธีน  

แนพธาลีน  ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และแอนทราซีน จากงานวิจัยทั้ง 3 นี้แสดงใหเห็นวาพีเอเอชที่

ปนเปอนในสิ่งแวดลอมนั้นโดยมากไมไดมีเพียงแคชนิดเดียวแตมักจะพบอยูรวมกันหลายชนิดทํา

ใหยากตอการบําบัด ดังนั้นจึงมีความจําเปนที่ตองหาทางแกไขและลดปญหาการปนเปอนของ     

พีเอเอชหลายชนิดดังกลาว 

วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 เพื่อคนหาราที่มีความสามารถในการยอยสลายสารผสมของพีเอเอชและติดตาม

ตรวจสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลาย รวมทั้งพิสูจนเอกลักษณของสาร         

มัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายพีเอเอช 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 ไดราที่สามารถยอยสลายสารผสมของพีเอเอชได พรอมทั้งทราบสมบัติของสารมัธยันตร

จากการยอยสลายพีเอเอชเมื่อเล้ียงราในอาหารเหลว เพื่อเปนแนวทางในการเตรียมราไปใชในการ

บําบัดพีเอเอชในบริเวณที่ปนเปอนตอไป 

 

  

 



บทที่ 2 

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic aromatic hydrocarbon) 

 พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน หรือพีเอเอชเปนสารอินทรียที่เกิดจากอะตอมของ

คารบอนและอะตอมของไฮโดรเจนมารวมกันเปนโครงสรางวงเบนซีน ตั้งแต 2 วงเชื่อมตอกัน โดย

วงเบนซีน 2 วงที่อยูติดกันตองใชคารบอน 2 อะตอมรวมกัน  พีเอเอชเปนสารไมมีขั้ว มกีารจัดเรียง

ตัวของวงเบนซีนไดหลายรูปแบบ เชน เปนเสนตรง งอเปนมุม หรือจับกันเปนกลุม (Muncnerova 

และ  Augustin, 1994) พีเอเอชถูกแบงออกเปน 2 กลุมตามขนาดของน้ําหนักโมเลกุลคือ พเีอเอชที่

มีมวลโมเลกุลต่ําซึ่งมีวงเบนซีนนอยกวา 4 วง เชน แนพธาลีน (naphthalene) แอนทราซีน 

(antracene) ฟลูออรีน (fluorene) และ ฟแนนทรีน (phenanthrene) เปนตน และพีเอเอชที่มีมวล

โมเลกุลสูงซึ่งมีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป เชน ไครซีน (chrysene) เบนโซ[เอ]ไพรีน 

(benzo[a]pyrene) และไพรีน (pyrene) เปนตน พีเอเอชเปนสารกอใหเกิดการกลายพันธุ และสาร

กอมะเร็ง (Boonchan และคณะ, 2000) ซึ่ง US-EPA ไดจัดพีเอเอช 16 ชนิดตามตารางที่ 2.1 ให

เปนสารที่ควรใหความสําคัญในลําดับตน เพื่อการควบคุมและปองกันการปนเปอนของสาร

ดังกลาวในสิ่งแวดลอม  พีเอเอชที่บริสุทธิ์จะเปนผลึกของแข็งที่อุณหภูมิหอง ลักษณะทางกายภาพ

ของพีเอเอชมีความผันแปรไปตามขนาดโมเลกุล และโครงสราง (CEPA, 1994) พีเอเอชที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลมากขึ้นมแีนวโนมของคาความดันไอ และการละลายน้ําลดลง นั่นคือระเหยเปนไอไดยาก

ขึ้น และละลายน้ําไดนอยลง ในขณะที่มีคา Log Kow มากขึ้น ซึ่งทําใหสามารถละลายในชั้นไขมัน 

และดูดซึมเขาสูรางกายคนและสัตวไดดี (Cerniglia, 1993; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

พีเอเอชมีแหลงกําเนิดจากทั้งธรรมชาติ และจากการกระทําของมนุษย โดยแหลงกําเนิด   

พีเอเอชในธรรมชาติมี 2 ทางคือ เกิดจากทรัพยากรธรรมชาติไดแก น้ํามันปโตรเลียม และถานหิน 

และที่เกิดจากปรากฏการณธรรมชาติไดแก การเกิดไฟไหมปาและภูเขาไฟระเบิด พีเอเอชที่เกิดจาก

การกระทําของมนุษยแบงเปนหัวขอหลักไดดังนี้ จากการเกษตร เชน การเผาเพื่อเตรียมพื้นที่

เพาะปลูกและการเผาเศษขยะในฟารม จากโรงงานอุตสาหกรรม เชน โรงงานถลุงแรอลูมิเนียม 

อุตสาหกรรมในกลุมปโตรเลียม อุตสาหกรรมที่ใชประโยชนจากถานหิน โรงงานผลิตสี เปนตน จาก

อุบัติเหตุตางๆ เชน น้ํามันรั่วซึมจากแทงคเก็บน้ํามันใตดิน หรือเรือน้ํามันลม และสุดทายเกิดจาก

กิจกรรมของมนุษยเอง เชน การทําอาหารดวยการปง ยาง รมควัน การใชพาหนะที่ใชเชื้อเพลิง 

ฟอสซิล หรือแมแตการสูบบุหร่ีก็เปนการปลดปลอยพีเอเอชออกมาอีกดวย ทั้งนี้มีรายงานวา
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กิจกรรมตางๆ ของมนุษยนี้เองไดปลอยพีเอเอชออกมาสูสิ่งแวดลอมมากที่สุด (NRCC, 1983) 

โดยเฉพาะการเผาไหมที่ไมสมบูรณซึ่งเปนการเผาไหมในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด ทําให

สารประกอบอินทรียของธาตุคารบอนไมถูกออกซิไดซเปนคารบอนไดออกไซดจนหมด และเกิดเปน

พีเอเอชไดแตกตางกันหลายชนิด (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

ตารางที่ 2.1 แสดงพีเอเอช 16 ชนิดที่ US-EPA ไดจัดเปนสารอันตรายที่ควรใหความสําคัญในลําดับ

ตน (แหลงที่มา: ดัดแปลงจากกรมควบคุมมลพิษ, 2547 และ Paliukhovich, 2005) 

ชนิดของพีเอเอช โครงสราง น้ําหนัก
โมเลกุล 

ความดัน
ไอ (Pa) 

การละลาย
น้ํา (ppb) 

Log 
Kow 

การเปนสาร
กอมะเร็ง 
ในคน 

แนพธาลีน 
 

128 10 31700 3.37 + 

อะซีแนพธิลีน 

 
152 0.9 3930 4 - 

อะซีแนพธีน 

 
154 0.3 3930 3.92 - 

ฟลูออรีน 
 

166 0.09 1980 4.18 - 

ฟแนนทรีน 

 
178 0.02 1290 4.57 - 

แอนทราซีน 
 

178 1x10-3 73 4.54 - 

ฟลูออแรนธีน 

 
202 1.2x10-3 260 5.22 - 

ไพรีน 

 
202 6x10-4 135 5.18 - 

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

 
228 2.8x10-5 14 5.91 + 

ไครซีน 

 
228 5.7x10-7 2 5.91 + 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

252 7x10-7 4 5.91 + 
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ตารางที ่2.1 (ตอ) แสดงพีเอเอช 16 ชนิดที ่US-EPA ไดจัดเปนสารอันตรายที่ควรใหความสําคัญใน

ลําดับตน (แหลงทีม่า: ดัดแปลงจากกรมควบคุมมลพษิ, 2547 และ Paliukhovich, 2005) 

ชนิดของพีเอเอช โครงสราง น้ําหนัก
โมเลกุล 

ความดัน
ไอ (Pa) 

การละลาย
น้ํา (ppb) 

Log 
Kow 

การเปนสาร
กอมะเร็ง 
ในคน 

เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน 
 

252 n.d n.d 5.8 + 

เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน 
 

252 5.2x10-8 n.d 6 + 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 

 

276 1.4x10-8 0.26 6.5 + 

อินดิโน[1,2,3-ซี,ดี]ไพรีน 

 
276 n.d n.d 6.5 + 

ไดเบนซ[เอ,เอช]            

แอนทราซีน  
278 3.7x10-10 0.5 6.75 + 

n.d.หมายถึง ไมมีขอมูล, + หมายถึง นาจะกอมะเร็งในคน และอาจกอมะเร็งในคน, - หมายถึง ไมกอมะเร็งในคน 

 พีเอเอชหลายชนิดเปนสารที่มีบทบาทสําคัญในทางอุตสาหกรรมโดยเฉพาะแนพธาลีนที่

ประเทศไทยมีการนําเขาสูงมากประมาณ 17 ลานกิโลกรัม ในชวงป 2538 ถึง 2542 แนพธาลีนใช

ผลิต phthalic anhydride สี ตัวทําละลายซึ่งใชในการผลิตกระดาษสําเนาชนิดไมตองใชคารบอน 

และใชเปนสารไลแมลง (ลูกเหม็น) ประโยชนของพีเอเอชชนิดอื่นๆ เชน ไพรีน ก็ใชผลิตสีชนิด 

perinon pigment ฟลูออแรนธีนใชผลิตสีเรืองแสง เปนตน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  

พีเอเอชสามารถแพรกระจายไดทั้งทางอากาศ ทางดิน และทางน้ํา โดยอากาศเปน

ตัวกลางสําคัญในการแพรกระจายของพีเอเอชไปยังตัวกลางอื่น พีเอเอชที่อยูในอากาศสวนใหญ

จะยึดเกาะอยูกับอนุภาคขนาดเล็ก และสามารถกระจายไปสูดินและแหลงน้ําไดโดยการชะของ

น้ําฝน และอิทธิพลของแรงดึงดูดของโลก พีเอเอชที่ถูกปลอยลงสูดินจะไปยึดเกาะกับอนุภาคของ

ดินทําใหมีความตานทานตอการยอยสลายของจุลชีพ และเมื่อดินที่มีพีเอเอชไปยึดเกาะถูกชะไป

กับน้ําฝนไหลลงไปสูแหลงน้ํา พีเอเอชก็จะจับตัวอยูในตะกอนดิน และบางสวนก็ปนเปอนสูแหลง

น้ํา พีเอเอชถูกปลอยไปสูอากาศเปนปริมาณมากที่สุด แตแหลงสะสมสุดทายสวนใหญอยูในดิน 

และน้ําใตดิน โดยคาครึ่งชีวิตของพีเอเอช ที่มีโครงสรางซับซอนกวาจะมีคาที่สูงกวาพีเอเอชที่ไม
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คอยซับซอน คาครึ่งชีวิตของพีเอเอชที่อยูในดินและน้ําใตดินจะมีคาสูงกวาที่อยูในอากาศ 

ตัวอยางเชน ฟแนนทรีน อยูในอากาศมีคาครึ่งชีวิต 2.1 - 20.1 ชม. ในดิน 16 - 200 วัน ในน้ําใตดิน 

32 วัน - 1.1 ป  ไครซีนมีคาครึ่งชีวิตในอากาศ 0.802 - 8.02 ชม. ในดิน 1.02 - 2.72 ป และในน้ํา

ใตดิน 2.04 - 5.48 ป เปนตน (CEPA, 1994; กรมควบคุมมลพิษ, 2547) เมื่อพีเอเอชตกคางใน

ส่ิงแวดลอมเปนระยะเวลานานในขณะที่กิจกรรมตางๆ ของมนุษยยังคงปลดปลอยพีเอเอชออกมา

ในทุกวันก็จะทําใหพีเอเอชถูกสะสมมากขึ้นเรื่อยๆ และกอใหเกิดความเปนพิษตอ คน สัตว และพืช

ดังนี้ 

ในคนมีรายงานวาพีเอเอชทําใหเกิดเนื้องอกที่ปอดและผิวหนังในกลุมประชากรที่มีอาชีพที่

ตองสัมผัส สูดดม สารที่มีพีเอเอชปนเปอน เชน คนงานในโรงงานผลิตถานหิน คนงานในโรงงาน

ถลุงอลูมิเนียม คนงานในโรงกลั่นน้ํามัน แมแตตํารวจจราจรก็มีความเสี่ยงดวย อยางไรก็ตามไมมี

ขอมูลเกี่ยวกับปริมาณที่แนนอนของพีเอเอชแตละชนิดที่ไดรับจนเกิดมะเร็งได เพราะมักจะมีสาร

กอมะเร็งตัวอื่นๆ รวมอยูดวย เชน ในควันบุหรี่ ซิการ ไปบ ในน้ํามันดิน เขมาควันเสียจากเตาเผา

ถานหิน หรือจากทอไอเสียรถยนต (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) IARC ไดจัดกลุมพีเอเอชที่แสดงผล

ของการกอมะเร็งในมนุษยและสัตวทดลองเปน 3 กลุม ไดแก กลุม 2A เปนกลุมของพีเอเอชที่นาจะ

กอมะเร็งในคน (probably carcinogenic in humans) มีทั้งหมด 3 สารไดแก เบนโซ[เอ]           

แอนทราซีน (benzo[a]anthracene)  เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene) และ ไดเบนซ[เอ,เอช]

แอนทราซีน (dibenz[a,h]anthracene) กลุมที่ 2B สารที่อาจกอมะเร็งในคน (possibly 

carcinogenic to humans) มี 11 สารไดแก เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthrene)  

เบนโซ [เ จ ]ฟลูออแรนธีน  (benzo[j]fluoranthrene) เบนโซ [เค ]ฟลูออแรนธีน 

(benzo[k]fluoranthrene)ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน (dibenzo[a,e]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน 

(dibenzo[a,h]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เจ]ไพรีน (dibenzo[a,j]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,แอล]ไพรีน 

(dibenzo[a,l]pyrene) ไดเบนโซ[เอ,เจ] อะครีลีน (dibenzo[a,j]acridine) ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะครีลีน 

(dibenzo[a,h]acridine) อินดิโน    [1,2,3-ซีดี]ไพรีน (indeno[1,2,3-cd]pyrene) และ แนพธาลีน 

(naphthalene)  กลุมที่ 3 มี 23 สารจัดเปนสารที่ไมกอมะเร็งในคน (unclassifiable as to 

carcinogenicity to humans) (IARC, 1999) นอกจากความสามารถในการกอมะเร็งแลวพีเอเอช

ยังทําใหเกิดอาการอื่นๆขึ้นได เชน      แอนทราซีน ทําใหรางกายไวตอแสงมากขึ้น 

(photosensitivity) เชน ทําใหเกิดอาการแสบ รอน คัน บริเวณผิวหนัง และมีอาการระคายเคือง

ของเยื่อบุตาและหลอดลม (ITII, 1982) แนพธาลีน ทําใหเกิดภาวะโลหิตจางเนื่องจากเม็ดเลือด

แดงแตก (hemolytic anemia) และตอกระจก โดยความผิดปกตินี้สามารถเกิดไดทั้งแบบ

เฉยีบพลันและเรื้อรัง ทั้งนี้มีรายงานการตายของผูใหญที่กินลูกเหม็นขนาด 5 กรัม และยงัมรีายงาน
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การตายของเด็กอายุ 6 ปที่กินลูกเหม็นในขนาด 2 กรัมดวย (U.S.EPA, 1998) เบนโซ[เอ]ไพรีนทํา

ใหเกิดระคายเคืองทางผิวหนัง เชน แสบรอน ไวตอแสง มีตุมหนอง หรือเปนหูดได โดยอาการจะ

รุนแรงขึ้นเมื่อไดรับแสงอัลตราไวโอเลต และทําใหเกิดการระคายเคืองของเยื่อบุทางเดินหายใจ เชน 

มีอาการไอและหลอดลมอักเสบ (Cottini และ Mazzone, 1939) เบนโซ[เอ]แอนทราซีนทําใหเกิด

การระคายเคืองของเยื่อบุทางเดินหายใจ ทําใหเกิดการบวมน้ํา มีการแทรกตัวของเม็ดเลือดขาว

ชนิดแกรนูโลไซต และโมโนนิวเคลียรเซลลในเยื่อบุทางเดินหายใจ และมีการสรางไฟโบรบลาสท

เพิ่มข้ึนดวย (Topping และคณะ, 1978) 

ความเปนพิษในสัตวมีการศึกษาในสัตวน้ํามากกวาสัตวบก โดยการศึกษาครอบคลุมถึง

เร่ืองผลกระทบตอการมีชีวิตรอด การเหนี่ยวนําทําใหเกิดเนื้องอก การพัฒนาของตัวออนและการ

สืบพันธุ (Germain และคณะ, 1993) แสงอัลตราไวโอเลตมีผลทําใหความเปนพิษของพีเอเอช

รุนแรงมากขึ้น ซึ่งพบในฟลูออรีน ไพรีน และแอนทราซีน โดยมีพิษเพิ่มข้ึนในหอยสองฝา (Mulinia 

laterlis) และ mysid shrimp (Mysidopsis babia) (Spehar และคณะ, 1999; กรมควบคุม

มลพิษ, 2547) ตัวอยางความเปนพิษตอการมีชีวิตรอดของสัตวน้ํา เชน water flea (อารโธพอด

ขนาดเล็ก) ที่อายุนอยกวา 24 ชม. ที่ไดรับอะซีแนพธีน ในระยะ 48 ชม. มีคา LC50 เทากับ 41 

มิลลิกรัมตอลิตร (LeBlane, 1980) ไสเดือนทะเลที่โตไมเต็มที่ซึ่งไดรับฟลูออรีนเปนระยะเวลา 48 

ชั่วโมง มีคา LC50 เทากับ 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนตน  ผลตอการเกิดเนื้องอกของสัตวน้ํา เชน ใน

ปลาน้ําจืดตัวเล็ก (guppies) ที่ไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณ 150 ถึง 240 นาโนกรัมตอลิตร 

สัปดาหละ 2 ครั้ง คร้ังละ 6 ชั่วโมง เปนเวลา 24 สัปดาห ทําใหปลา 10 เปอรเซ็นต จากปลาที่ทํา

การทดลองทั้งหมด เกิดเนื้องอกที่ตับ (Hawkins และคณะ, 1990) ตัวอยางความเปนพิษของ       

พีเอเอชตอการพัฒนาตัวออนและการสืบพันธุ เชน ในปลา largemouth bass (Micropterus 

salmoides) พบความพิการของตัวออนถึง 6 เปอรเซ็นต เมื่อไดรับแนพธาลีนความเขนขน 239 

ไมโครกรัมตอลิตร เปนเวลา 7 วัน (Black และคณะ, 1983) นอกจากนี้ยังสามารถพบความ

ผิดปกติของลูกตาของปลา rainbow trout โดย 7 เปอรเซ็นตที่ไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณ 0.2 

ไมโครกรัมตอลิตร และ 17 เปอรเซ็นตที่ไดรับ 0.3 ไมโครกรัมตอลิตร เปนเวลา 36 วัน มีลูกตาที่

ผิดปกติ (CEPA, 1994) ในเมนทะเลเกิด clastogenic (ดีเอ็นเอถูกทําลาย) และเกิด teratogenic 

(ระยะ gastrula ฝอ) ไมกอเปนไข เมื่อไดรับเบนโซ[เอ]ไพรีนปริมาณ 0.5 ไมโครกรัมตอลิตรเปน

เวลา 48 ชั่วโมง (Hose, 1985) 

ความเปนพิษตอสัตวบกสวนมากจะใชหนู rat และหนู mouse เปนตัวทดลองโดยจะทํา

การทดลองผานทางการกิน  สัมผัส และหายใจเขาไป งานวิจัยเนนไปที่ผลของพีเอเอชตอการเกิด

มะเร็งของหนู เพื่อที่จะนํามาวิเคราะหหาความสัมพันธของพีเอเอชที่ไดรับตอการเปนมะเร็งของคน 
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นอกจากความเปนพิษตอสัตวแลวพืชก็ไดรับผลกระทบเชนเดียวกัน พีเอเอชที่สะสมไดใน

พืชจะนอยกวาที่พบในดินบริเวณที่พืชข้ึนเนื่องจากพืชมีปริมาณไขมันที่ต่ําจึงดูดซับพีเอเอชขึ้นมา

จากดินไดนอย ซึ่งเปนผลมาจากสมบัติที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) ของพีเอเอช (กรมควบคุม

มลพิษ, 2547) และพืชจะไดรับพีเอเอชจากทางอากาศมากกวาในดิน โดยพืชที่มีใบใหญจะดูดซับ

พีเอเอชไดมากกวาพืชที่มีขนาดใบเล็กดวย ในสวนผิวนอกของพืชเชนเปลือกไมจะมีปริมาณ         

พีเอเอชสูงกวาโครงสรางที่อยูภายในตนไม เมื่อพีเอเอชถูกพืชดูดซับเขาไปแลวจะมีการเคลื่อนที่

ของสารภายในตนพืชนอยมาก (Edwards, 1983; Edwards, 1986) การเจริญของพืชที่ไดรับ      

พีเอเอชอาจถูกกระตุน หรือยับยั้ง โดยขึ้นอยูกับปริมาณที่ไดรับ เชน เบนโซ[เอ]ไพรีนที่มีความ

เขมขนไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหง กระตุนขาวโพด ถั่วเหลือง และขาวสาลีใหเจริญ

ดีขึ้น แตถามากกวานี้จะยับยั้งการเจริญของพืชได (Slooff และคณะ, 1989) 

ผลกระทบของพีเอเอชโยงใยไปถึงทุกสิ่งมีชีวิต และมนุษยก็เปนผูที่กลัวตอผลกระทบมาก

ที่สุดจึงไดพยายามหาวิธีตางๆ ที่จะนํามาใชลดความปนเปอนของพีเอเอชตอส่ิงแวดลอม วธิทีีใ่ชใน

การบําบัดแบงออกเปน 3 แบบใหญๆ คือ การบําบัดโดยวิธีทางกายภาพ (physical treatment)  

การบําบัดโดยการใชวิธีทางเคมี (chemical treatment) และการบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ 

(biological treatment) 

การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางกายภาพ 

ไดแก การดูดซับ การกรอง การตกตะกอน การเจือจาง การใชความรอนและรังสีในการ

บําบัดเปนตน ตัวอยางเชน  

การใชคลื่นไมโครเวฟ (microwave energy) ในการบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช แตวิธีนี้มี

ขอเสียคือดินที่บําบัดแลวไมสามารถใชเพาะปลูกได เนื่องจากคลื่นไมโครเวฟจะไปทําลายจุลินทรีย

ในดินทําใหความอุดมสมบูรณของดินลดลง (Abramovitch และคณะ, 1999)  

การเผา (incineration) มีประสิทธิภาพในการทําลายพีเอเอชไดดีสามารถใชบําบัดสารพิษ

ไดหลายชนิด แตมีขอเสียคือ ใชตนทุนสูง อุณหภูมิที่ใชในการเผาสูงมาก และเมื่อเผาแลวจะปลอย

ข้ีเถาและแกสพิษออกมาและตองนํามาบําบัดตอ นอกจากนี้ยังทําใหดินที่ใชในการบําบัดเสื่อม

คุณภาพไปดวย (GAO/RCED-96-13, 1996)  

In Situ Thermal desorption ใชวิธีการเปลี่ยนรูปพีเอเอชใหอยูในรูปของแกส วิธีนี้สามารถกําจดั

สารพิษไดหลายชนิด แตมีขอเสียคือ ใชอุณหภูมิที่สูง และมีกระบวนการบําบัดที่ชา (Caruana, 1997) 
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การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางเคมี 

มี 2 รูปแบบใหญๆ ที่ใชคือ ใชการสกัด (extraction) และการออกซิเดชั่น (oxidation) 

ตัวอยางเชน 

การสกัดดวยตัวทําละลายในรูปของเหลว (liquid solvent extraction) มีขอดีคือ  

ประสิทธิภาพในการสกัดพีเอเอชออกมาไดสูง ใชอุณหภูมิและความดันต่ํา และมีความสะดวก แต

มีขอเสียคือ ตัวทําละลายที่ใชในการสกัดมีราคาแพงและตองใชเปนจํานวนมากทําใหตนทุนสูง 

บางชนิดมีผลเสียตอส่ิงแวดลอมดวย นอกจากนี้ยังตองไปกําจัดพีเอเอชที่ละลายมาอยูในตัวทํา

ละลายอีก ตัวทําละลายที่นิยมใชกันมีหลายชนิด เชน เอธานอล 2-โพรพานอล  อะซีโตน  1-     

เพนทานอล รวมทั้งน้ําดวย (Meckes และคณะ, 1997; Nardella และคณะ, 1999; Silva และ

คณะ, 2005) Nardella และคณะ (1999) ไดคิดคนสารผสมของอะซีโตน  เอธิลอะซีเตท และน้ํามา

ใชในการสกัดเนื่องจากสารเหลานี้ไมทําใหเกิดความเปนพิษกับส่ิงแวดลอมและผสมกันเปนเนื้อ

เดียวกันไดดี และ Silva และคณะ (2005) ไดนําสวนผสมนี้ไปทดลองใชสกัดพีเอเอช พบวาเพียง 

10 นาที ก็สามารถสกัดพีเอเอชออกมาไดถึง 85 เปอรเซ็นต  

supercritical fluid extraction และ supercritical water oxidation เปนเทคโนโลยีที่

สะอาดเนื่องจากใชสารละลายที่เปนคารบอนไดออกไซด และน้ําในการสกัด ใชเวลานอยประมาณ 

10-60 นาที ประสิทธิภาพในการสกัดสูง สามารถประยุกตใชกับสารพิษอ่ืนๆ ไดอีกหลายชนิด แตมี

ขอเสียคือ เครื่องมือที่ใชมีราคาแพง ตองมีการขุดเจาะดินขึ้นมา ใชอุณหภูมิ และความดันสูง 

(Tavlarides และคณะ, 2000) 

chemical oxidation ใชสารเคมีตางๆ ไปทําปฏิกิริยากับพีเอเอชในดิน โดยสารที่นิยมใช 

ไดแก โอโซน ไฮโดรเจนเพอรออกไซด เพอรแมงกานีส และ เพอรซัลเฟต เปนตน (ITRC, 2005) 

นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิคที่เรียกวา advanced oxidation process คือการใชสารหลายชนิดมา

ผสมกันนําไปสกัดเชน สารละลายเฟนตัน (Fenton’s reagent)  แอคติเวทเต็ดเพอรซัลเฟต 

(activated persulfate) หรือเพอโรโซน (perozone) เปนตน (Ferrarese และคณะ, 2007) โดยใน

สารทั้งหมดที่กลาวไปถาอยูในรูปของกาซ โอโซนจะดีที่สุด ถาเปนน้ําสารละลาย  เฟนตันจะดีที่สุด 

ขอดีของวิธีนี้คือสามารถทําไดรวดเร็วและกําจัดสารพิษไดดี แตขอเสียคือ สารมีราคาแพง และถา

ปฏิกิริยาเกิดไมสมบูรณอาจเกิดผลผลิตพลอยไดที่เปนสารพิษ เชนอัลดีไฮด หรือคีโตนได 

(Ferrarese และคณะ, 2007) 
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เมื่อมองโดยภาพรวมแลววิธีทางกายภาพ และทางเคมี เปนวิธีที่สามารถบําบัดสารพิษที่

ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมไดเร็ว แตเปนวิธีที่รุนแรงซึ่งสารเคมี และความรอนที่ใชในการบําบัดก็ยิ่ง

เพิ่มความบอบช้ําใหกับบริเวณที่ปนเปอนเพิ่มมากขึ้น บางวิธีทําใหไมสามารถนําดินบริเวณนั้นมา

ทําการเกษตรไดอีก นอกจากนี้ยังมีการใชสารเคมีหลายชนิด ใชเทคโนโลยีที่ซับซอน ตนทุนมีราคา

สูง วิธีการบําบัดทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่นุมนวลตอส่ิงแวดลอม และตนทุนต่ําจึงเปนอีกทางเลือก

หนึ่งที่จะนํามาใชบําบัดสารพิษได 

การบําบัดพีเอเอชโดยใชวิธีทางชีวภาพ 

 การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพเปนการนําส่ิงมีชีวิตมาชวยในการกําจัด หรือลดสารพิษที่

ปนเปอนในดิน อากาศ และน้ํา สิ่งมีชีวิตดังกลาวที่นํามาใชไดแก พืช สาหราย แบคทีเรีย และรา ใน

บางครั้งจะใชจุลชีพบริเวณที่ปนเปอนเองในการบําบัดแตจะมีการเพิ่มสารบางอยางลงไป เชน เพิ่ม

แหลงไนโตรเจน หรือสารลดแรงตึงผิวเพื่อสงเสริมการเจริญและการยอยสลายของจุลชีพวิธีนี้

เรียกวา biostimulation และในบางครั้งจะมีการเติมจุลชีพที่มีประสิทธิภาพดีที่คัดเลือกมาแลวเติม

ลงไปในบริเวณที่ตองการบําบัดซึ่งเรียกวิธีนี้วา bioaugmentation โดยนิยมทําในแหลงที่มีการ

ปนเปอนน้ํามัน (Atlas และ Cerniglia, 1995) แตอยางไรก็ตามในการบําบัดทางชีวภาพยังคงพบ

ปญหาอยูบาง เชน จุลชีพไมสามารถเขาถึงพีเอเอชได เนื่องจากพีเอเอชไปยึดเกาะอยางเหนียว

แนนอยูกับอนุภาคของดิน นอกจากนี้ในการบําบัดโดยนําจุลชีพใหมเติมลงไป บางครั้งจุลชีพที่เติม

ไมสามารถทนอยูในสภาวะที่ตองการ หรืออาจจะเจริญแขงกับจุลชีพดั้งเดิมในบริเวณที่ปนเปอน

ไมได วิธีหนึ่งที่นํามาใชแกปญหานี้คือการนําจุลชีพดั้งเดิมในแหลงปนเปอนมาพัฒนาศักยภาพใน

การยอยสลายเสียเอง เนื่องจากในบริเวณที่ปนเปอนสารพิษเชน น้ํามัน มักจะมีจุลชีพที่สามารถ

เจริญ และยอยสลายน้ํามันไดอยูแลว การยอยสลายพีเอเอชดวยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ ที่มีการศึกษา

แลวมีรายละเอียดดังนี้ 

การยอยสลายพีเอเอชโดยสาหราย 

 มีรายงานถึงชนิดของสาหรายที่สลายพีเอเอชไดหลายชนิด เชน สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน

ที่อยูในทะเล Agmenellum quadruplicatum PR-6 ที่สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดโดย

เปลี่ยนเปนสารมัธยันตรไดแก ทรานซ-9,10-ไดไฮดรอกซี-9,10-ไดไฮดรอกซีฟแนนธีน และ            

1-เมทอกซีฟแนนธีน (Narro และคณะ, 1992) นอกจากนี้ Warshawsky และคณะ (1990) พบวา

สาหรายสีเขียว Selenastrum capricornutum สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนได เกิดเปน ซิส-
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11,12-ไดไฮดรอกซี-11,12-ไดไฮโดรเบนโซ[เอ]ไพรีน และพบวามีการสราง ซิส-ไดไฮโดรไดออล 

เล็กนอย   Cerniglia(1993) กลาววาเอนไซมที่ใชในการยอยสลายพีเอเอชของสาหรายสีเขียวแกม

น้ําเงินมีความคลายคลึงกับเอนไซมจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมและรา มากกวาในแบคทีเรีย ในขณะ

ที่เอนไซมที่ใชยอยสลายพีเอเอชของสาหรายสีเขียวมีความคลายคลึงกับที่พบในพวกแบคทีเรีย

มากกวาในสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน รา และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม การนําสาหรายไปใชในการ

กําจัดพีเอเอชมีขอจํากัดอยูบางคือตองใชบําบัดพีเอเอชที่ปนเปอนอยูในบริเวณที่มีความชื้น

พอเพียงเทานั้น และตองอยูในสภาวะที่มีแสงดวยจึงจะสามารถบําบัดไดดี (Warshawsky และ

คณะ, 1990) แผนภูมิการยอยสลายพีเอเอชโดยสาหรายเปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตชนิดอื่นแสดงดัง

รูปที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 แสดงวิถีการยอยสลายพีเอเอชโดยจุลชีพชนิดตางๆ 

    (แหลงทีม่า: ดัดแปลงจาก Cerniglia,1993) 

การยอยสลายพีเอเอชโดยพืช 

 การลดการปนเปอนของพีเอเอชที่เกิดขึ้นในพืชไดแก การยอยสลาย (degradation) การ

ดูดซับ (adsorption) การสะสม (accumulation) การระเหยเปนไอ (volatilization) หรือการชวย

สงเสริมกิจกรรมของจุลชีพในดินบริเวณรอบๆ ราก (soil rhizospere activity) เพื่อกําจัดหรือลด

 

รา, สาหราย 

ราไวทรอท 

แบคทีเรีย, สาหราย 

    พีเอเอช 
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ความเปนพิษในบริเวณดิน อากาศ น้ําใตดิน หรือน้ําผิวดิน โดยอาจใชวิธีทางตรงหรือออมก็ได 

ประสิทธิภาพของการกําจัดหรือลดความเปนพิษข้ึนอยูกับตัวกลาง เชน เปนดินหรือน้าํ ชนดิของพชื 

และสมบัติทางกายภาพของสารปนเปอน (Newman และ Reynolds, 2004) โดยสวนใหญแลว

การบําบัดโดยใชพืชมักจะใชรวมกันหลายชนิด ซึ่งที่นิยมใชจะเปนพืชตระกูลถั่วรวมกับพืชที่ไมใช

พืชตระกูลถั่ว เชน หญา (Banks และคณะ, 2003; Siciliano และคณะ, 2003) ตัวอยางของพืชที่มี

การนํามาใชในการบําบัดการปนเปอนของพีเอเอช ไดแก ขาวฟาง อัลฟลฟา ถั่วโคเวอร ขาวไรน 

ตนปอบลาร ตนหลิว หญาเฟสคิว และ เถาพันดง เปนตน (Newman และ Reynolds, 2004) 

ขอเสียของการบําบัดสารพิษดวยวิธีนี้คือ ใชระยะเวลานานโดยเฉพาะถามีการนําพืชลงไปปลกูใหม 

เนื่องจากจุลชีพที่อยูบริเวณรากยังไมสามารถทํางานไดทันที (Godsy และคณะ, 2003) 

 การยอยสลายพีเอเอชโดยแบคทีเรีย 

ดินบริเวณที่มีการปนเปอนพีเอเอชในปริมาณที่สูงจะพบแบคทีเรียมากกวาดินที่มีการ

ปนเปอนนอย (Shiaris, 1989) นักวิจัยหลายคนนําแบคทีเรียที่อยูในบริเวณแหลงปนเปอนมา

พัฒนาปรับปรุงสายพันธุ และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชชนิดตางๆ แลวนํา

กลับไปบําบัดในบริเวณเดิมหรือบริเวณอื่นๆ  แบคทีเรียหลายชนิดสามารถยอยสลายพีเอเอชขนาด

ใหญ ไดแก ฟลูออแรนธีน  ไพรีน  ฟลูออรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน ได เชน Pseudomonas sp., 

Alcaligenes sp.  Beijerinckia sp.  Mycobacterium sp.  Staphylococcus sp. และ Arthobacter sp. 

ในสภาวะที่ไมมีอากาศแบคทีเรียก็สามารถยอยสลายพีเอเอชได แตในอัตราที่ชากวาในสภาวะที่มี

อากาศ (Coates และคณะ, 1996A; Coates และคณะ, 1996B) ตัวอยางแบคทีเรียที่ยอยสลาย  พี

เอเอชขนาดใหญได เชน Mycobacterium sp. สามารถยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญกวา 4 วงได 

เชน เบนโซ[เอ]ไพรีน จุดเดนของแบคทีเรียนี้คือ มีผิวนอกเซลลเปนแบบไมชอบน้ํา ทําใหสามารถไป

ยึดเกาะกับพีเอเอช และนําเขาสูเซลลไดดี เมื่อเทียบการเจริญเติบโตกับแบคทีเรียชนิดอื่นๆ ก็พบวา

สามารถเจริญไดดีกวาดวยเมื่ออยูในพีเอเอช (Heitkamp และคณะ, 1988) Sphingomonas 

paucimobilis stain EPA 505 สามารถสลายและใชฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอนและแหลง

พลังงานได และยังพบวามีความสามารถในการสลายพีเอเอชไดอีกหลายชนิด เชน ไพรีน  เบนซ

[เอ]แอนทราซีน  ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน  เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  และไครซีน 

(Ye และคณะ, 1996)  กระบวนการยอยสลายพีเอเอชของแบคทีเรีย เร่ิมตนดวยการทํางานของ

เอนไซมไดออกซิจิเนส เกิดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล หลังจากนั้นเอนไซมดีไฮโดรจีเนส จะดึงน้ําออก

กลายเปนแคททีคอล และเกิดแตกวงได 2 ทางคือ เกิด ortho fission ไดเปน ซิส-ซิส-มิวโคนิก เอซิด 

หรือ meta fission ไดเปน 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิก เซมิอัลดีไฮด ดังแสดงในรูปที่ 2.1 การยอยสลาย
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โดยแบคทีเรียมีขอเสียคือ แบคทีเรียสวนใหญไมสามารถยอยสลายพีเอเอชขนาดใหญไดสมบูรณ

โดยแบคทีเรียชนิดเดียว บางครั้งในการยอยสลายพีเอเอชก็เกิดสารมัธยันตรที่เปนพิษมากขึ้นดวย 

(Cerniglia, 1993) 

การยอยสลายพีเอเอชโดยรา 

 การยอยสลายพีเอเอชโดยราเปนการยอยสลายแบบไมจําเพาะเจาะจงโดยจะหลั่งเอนไซม

ออกมานอกเซลล (Thurston, 1994) เอนไซมหลกั 2 ชนิดที่เกี่ยวของในชวงเริ่มตนของการยอย

สลาย พีเอเอช คือ ไซโทโครม พี-450 โมโนออกซิจิเนส (cytochrome P-450 monooxygenase) 

และลิกนินเพอรออกซิเดสโดยขึ้นกับชนิดของรา (Cerniglia, 1993) ราไมสามารถใชพีเอเอชเปน

แหลงคารบอนเพียงชนิดเดียวได แตตองใชรวมกับแหลงคารบอนอ่ืน ขอดีของการบําบัดพีเอเอช

โดยใชราคือ ราสามารถยอยสลายพีเอเอชที่มีขนาดใหญได และยังอาจสามารถยอยสลายพีเอเอช

ไดจนสมบูรณ นอกจากนี้สารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายของราเปนสารที่ละลายน้ําไดดี 

ถึงแมวาราจะสามารถยอยสลายพีเอเอชไดชากวาแบคทีเรีย แตลักษณะพิเศษของสายใยราทําให

สามารถเจริญซอกซอนในดินเขาหาพีเอเอชที่ยึดเกาะอยูกับอนุภาคของดินไดดีกวาแบคทีเรียอีก

ดวย (Cerniglia, 1997) 

 ลิกนินและพีเอเอชมีลักษณะโครงสรางพื้นฐานคลายกัน คือเปนวงเบนซีนตอกันแตลิกนิน

จะมีขนาดที่ใหญกวา ทั้งลิกนินและพีเอเอชเปนสารที่ไมชอบน้ํา การยอยสลายโดยจุลชีพทําไดยาก

แตราบางกลุมสามารถยอยสลายได โดยปฏิกิริยาขั้นแรกในการสลายพีเอเอชและลิกนินโดยราคือ 

การเปดวงแหวนเบนซีน โดยใชเอนไซมที่ปลอยออกมานอกเซลล ความคลายคลึงกันของลิกนิน

และพีเอเอชทําใหมีงานวิจัยหลายงานที่สรุปไดวาราที่สลายลิกนินไดนาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน 

ลิกนินเปนสวนประกอบของผนังเซลลพืชแบบทุติยภูมิ (secondary cell wall) โดยพบมาก

ที่สุดบริเวณ middle lamella โครงสรางของลิกนินเปนแบบสามมิติ เกิดจากการเชื่อมตอกันอยาง

ไมเปนระเบียบของสารตั้งตนสามชนิดไดแก โคนิเฟริลแอลกอฮอลล  ไซนาพริลแอลกอฮอลล และ             

พารา-ไฮดรอกซีซินนามิลแอลกอฮอลล ดังแสดงในรูปที่ 2.2(ก) และ 2.2(ข) (Hayatsu และคณะ, 

1979; Martinez และคณะ, 2005) ลิกนินทําใหลําตนของพืชแข็งแกรงยากตอการยอยสลายโดย

จุลชีพและทางเคมี โครงสรางของลิกนินจะมีอัตราสวนของสารตั้งตนหลากหลายตางกันไปตาม

กลุมของพืช ในไมเนื้อออนมีปริมาณลิกนินอยูสูงที่สุด และประกอบดวยโคนิเฟริลแอลกอฮอลล 

เปนสวนใหญ และในไมเนื้อแข็งประกอบไปดวยไซนาพริลแอลกอฮอลลและโคนิเฟริลแอลกอฮอลล

เปนสวนใหญ 
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รูปที่ 2.2 (ก) แสดงโครงสรางสารตั้งตนของลิกนิน (I) พารา-ไฮดรอกซีซินนามิลแอลกอฮอล, 

(II)โคนิเฟริลแอลกอฮอล และ (III) ไซนาพริลแอลกอฮอล (แหลงที่มา: Hayatsu และ

คณะ, 1979) และ (ข) โครงสรางของลิกนิน  (แหลงที่มา: Martinez และคณะ, 2005)           

 เมื่อแบงตามลักษณะการยอยลิกนินในเนื้อไมสามารถแบงราไดเปน 3 กลุม ไดแก รา 

บราวดรอท (Brown rot fungi) ราซอฟตรอท (Soft rot fungi) และราไวทรอท (White rot fungi) 

(Martinez และคณะ, 2005) ราในแตละกลุมมีรายละเอียดดังนี้  

ราบราวดรอทพบมากในไมเนื้อออน สามารถสลายเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสไดดี และ

เปลี่ยนรูปลิกนินไดเล็กนอย ลักษณะเนื้อไมที่ถูกยอยสลายโดยรากลุมนี้จะมีสีน้ําตาล ซึ่งเปนสีของ

ลิกนินที่เหลืออยู เนื้อไมมีลักษณะแหง เปราะ แตกงาย ลักษณะเปนผง โดยลักษณะการแตกของ

เน้ือไมจะแตกเปนลักษณะลูกบาศก  ดังแสดงในรูปที่ 2.3(ก) (Blanchette และ Biggs, 1992; 

Eriksson และคณะ, 1990) ราในกลุมนี้อยูในคลาส Basidiomycetes เชน Gloeophyllum 

trabeam  Laetiporus sulphureus และ Postia placenta เปนตน (Martinez และคณะ, 2005) 

ตัวอยางงานวิจัยของราบราวดรอทในการยอยสลายพีเอเอชเชน งานวิจัยของ Sack และ

คณะ (1997) ที่ใช Laetiporus sulphureus ยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนในอาหารแข็งที่ใชฟาง 

ก 

ข 
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โดยใชพีเอเอชเริ่มตนเปน 50 ppm พบวาสามารถสลายฟแนนทรีนได 10.7 เปอรเซ็นต และยอย

สลายไพรีนได 4.3 เปอรเซ็นต เมื่อทําการทดลองเปนเวลา 63 วัน ซึ่งพบวาสลายไดนอยมาก 

ราซอฟทรอทพบมากในไมเนื้อแข็ง ยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดดี แตยอย

สลายลิกนินไดนอยมาก ราในกลุมนี้พบในคลาส Ascomycetes เชน Chaetomium globosum 

และ Ustulina deusta และในคลาส Deuteromycetes เชน Alternaria alternate  Thielavia 

terrestris และ Paecilomyces spp. เปนตน ลักษณะเนื้อไมที่ถูกราในกลุมนี้ยอยสลายจะมี

ลักษณะที่คลายกับที่ถูกยอยโดยราบราวดรอท คือมีสีน้ําตาลและเปราะ ดังแสดงในรูปที่ 2.3(ข) 

(Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990; Martinez และคณะ, 2005)                            

ราไวทรอท สามารถพบไดทั้งในไมเนื้อออนและไมเนื้อแข็ง สามารถสลายลิกนินไดดี และ

ยังมีความสามารถสลายเซลลู โลสและเฮมิ เซลลูโลสไดดวย  ราในกลุมนี้อยู ในคลาส 

Basidiomycetes เปนสวนใหญ เชน Trametes versicolor  Phanerocheate chysosporium 

และ Pleurotus spp. เปนตน และยังสามารถพบไดในคลาส Ascomycetes เชน Xylaria 

hypoxylon ในสภาวะที่เหมาะสมพบวาราไวทรอทสามารถสลายลิกนินไดมีประสิทธิภาพดีเทากับ

การสลายพอลิแซ็กคาไรด เมื่อราสลายลิกนินในเนื้อไมแลวจะพบเนื้อไมเปนลักษณะสีขาวซึ่งเปนสี

ของเซลลูโลสที่เหลืออยูจากการยอยสลาย และไมจะมีลักษณะเปราะ เบา เปนรูพรุนคลายฟองน้ํา 

รูปภาพแสดงบริเวณที่ลิกนินถูกยอยสลายและเหลือบริเวณสีขาวไวที่ตนไมแสดงดังรูปที่ 2.3(ค) 

(Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990; Martinez และคณะ, 2005)   
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รูปที่ 2.3 (ก) ภาพแสดงไมที่ถูกยอยโดยราบราวดรอทซึ่งไมจะมีสีน้ําตาล และมีการแตกเปนรูป

ลูกเตา (ข) ภาพแสดงไมที่ถูกยอยโดยราซอฟทรอทซ่ึงลักษณะจะคลายกับราบราวดรอท

มากบางครั้งทําใหเกิดการสับสนได (ค) ภาพตัดผาลําตนของตนสนที่ถูกยอยสลายโดย

ราไวทรอท Phellinus pini โดยบริเวณสีขาวเปนบริเวณที่ลิกนินถูกยอยสลาย  

(แหลงที่มา: Blanchette และ Biggs., 1992; Eriksson และคณะ, 1990)   

ราในกลุมไวทรอทนี้มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายพีเอเอชมากที่สุด ตัวอยางงานวิจัยที่

แสดงถึงความสามารถในการยอยสลายพีเอเอชของรากลุมนี้ เชน งานวิจัยของ Eggen และ

Andrzej (1998) แสดงใหเห็นวาการใช Pleurotus ostreatus ในการบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช

หลายชนิดซึ่งมีปริมาณรวมกันมากถึง 258 ppm สามารถสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนที่ปนเปอนในดิน

ความเขมขน 12.4 ppm ได 40 เปอรเซ็นต หลังจากทําการทดลองไป 1 เดือน และยอยสลายได 49 

เปอรเซ็นต หลังจากที่ทําการทดลองตอจนถึง 3 เดือน  Han และคณะ (2004) นํารา Trametes 

versicolor ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนในสภาวะตางๆ พบวาราที่เล้ียงแบบไมเขยาสามารถ

สลายฟแนนทรีนความเขนขน 100 ppm ได 65 เปอรเซ็นต และมากกวาแบบเขยา 19 เปอรเซ็นต 

และเมื่อบมที่อุณหภูมิ 20-30oซ จะยอยสลายไดดีกวาที่เลี้ยงในอุณหภูมิสูงหรือต่ํากวานี้ พีเอเอชที่

เหมาะสมตอการยอยสลายอยูในชวงที่เปนกลาง จากผลการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวาสภาวะ

ในการทดลองก็มีสวนสําคัญในการยอยสลายพีเอเอชดวย นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Bumpus 

(1989) ที่ไดนํา Phanerochaete chrysosporium ไปใชบําบัดดินบริเวณที่มีการปนเปอนพีเอเอช

หลายชนิดดวย ซึ่งพีเอเอชที่พบมีมากถึง 22 ชนิด จากการเลี้ยงราในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด ที่มี

ดินที่ปนเปอนพีเอเอชนี้อยูดวยพบวาพีเอเอชทุกชนิดถูกสลายไป 70-100 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 

27 วัน เปนตน 

   

ก ค ข 
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มีรายงานวาการที่ราไวทรอทสามารถสลายลิกนิน และพีเอเอชไดดี เนื่องมาจากการผลิต

เอนไซมที่ปลอยออกมานอกเซลลซึ่งมีคุณลักษณะพิเศษ คือสามารถยอยสลายสารตางๆ โดยไม

จําเพาะเจาะจง เอนไซมหลักที่เกี่ยวของ ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส (lignin peroxidase, LiPs)  

แมงกานีสเพอรออกซิเดส (Manganese peroxidase, MnPs) และแลคเคส (laccase) (Thurston, 

1994) สมบัตติางๆ ของเอนไซมแตละชนิดมีดังนี้ 

ลิกนินเพอรออกซิเดส  

เปนเอนไซมยอยสลายลิกนินที่พบเปนชนิดแรก โครงสรางประกอบไปดวย ferric heme 

เอนไซมชนิดนี้พบวาเปนตัวออกซิแดนทที่ดีกวาเพอรออกซิเดสชนิดอื่น โดยนอกจากจะออกซิไดซ 

ฟนอลและอะนิลีนไดแลว ยังสามารถออกซิไดซโครงสรางของลิกนินที่ไมไดเปนวงแหวน เชน 

บริเวณพันธะคารบอน-คารบอน (C-C) และพันธะคารบอน-ออกซิเจน-คารบอน (C-O-C) ได 

นอกจากนี้ยังพบวาสามารถออกซิไดซอะโรมาติกอีเธอรอ่ืนๆ ไดดวย เอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  

นี้ ไม ไดพบในราไวท รอททุกชนิด  เชนมี รายงานว าสามารถพบได ใน  Phanerochaete 

chrysosporium และ Trametes versicolor แตไมพบใน Pleurotus ostreatus และ Dichomitus 

squalens เปนตน (Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001; Martinez และคณะ, 2005) 

การยอยสลายลิกนินโดยลิกนินเพอรออกซิเดสตองอาศัยเวอราทิลแอลกอฮอลเปน 

mediator โดยเวอราทิลแอลกอฮอลจะออกซิไดซบริเวณ active site ของเอนไซม ทําใหไดสาร    

มัธยันตรที่มีคา oxidation state ที่สูงทําใหเขาไปออกซิไดซลิกนินที่ active site ได ปฏิกิริยาการ

ยอยสลายลิกนินแสดงดังรูปที่ 2.4 โดยปฏิกิริยาการเริ่มตนจาก H2O2 ออกซิไดซเอนไซมลิกนิน

เพอรออกซิเดส (LiP) กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 2-electron oxidized (LiP I) หลังจากนั้นจะเกิด 

single-electron reduction 2 คร้ังโดยมีเวอราทิลแอลกอฮอลเปน mediator ใหแกลิกนิน 

กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 1-electron oxidized (LiP II) และตอจากนั้นเอนไซมจะกลับเขาสู

สภาวะปกติ (LiP) (Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001) 
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          รูปที ่2.4 ปฏิกิริยาการยอยสลายลกินิกโดยเอนไซมลิกนนิเพอรออกซิเดส         

(แหลงทีม่า: http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Wood5.html)                             

 

แมงกานีสเพอรออกซิเดส 

เปนเอนไซมที่มีโครงสรางประกอบไปดวยเฟอริก ฮีม เชนเดียวกับลิกนินเพอรออกซิเดส 

นอกจากนี้ยังมีโครงสรางที่คลายคลึงกันดวย แตในแมงกานีสเพอรออกซิเดสมีพันธะไดซัลไฟต 5 

พันธะ แมงกานีสเพอรออกซิเดสจะออกซิไดซ  Mn2+ เปน Mn3+ ซึ่งสามารถออกซิไดซสารที่มีฟนอล

ประกอบ เชน ลิกนิน แตไมสามารออกซิไดซสารอินทรียที่มีคา redox potential มากกวา 1.12 V / 

SCE  การสลายลิกนินของแมงกานีสเพอรออกซิเดสมีลักษณะที่คลายคลึงกับลิกนินเพอรออกซิเดส

ดังแสดงในรูปที่ 2.5  โดยจะมีความแตกตางกับลิกนินเพอรออกซิเดสตรงที่จะออกซิไดซ Mn2+ 

แทนที่จะเปนเวอราทิลแอลกอฮอล โดยปฏิกิริยาการเริ่มตนจาก H2O2 ออกซิไดซเอนไซมแมงกานีส

เพอรออกซิเดส (MnP) กลายเปนเอนไซมที่อยูในรูป 2-electron oxidized (MnP I) หลังจากนั้นจะ

เกิด single-electron reduction 2 คร้ังโดยมี Mn2+ เปน mediator ใหแกลิกนิน กลายเปนเอนไซมที่

อยูในรูป 1-electron oxidized (MnP II) และตอจากนั้นเอนไซมจะกลับเขาสูสภาวะปกติ (MnP) 

(Hammel, 1997; Harvey และ Thurston, 2001) 

 

LiP 

LiP I LiP II 

H2O2 

VA • 

Lig Lig • 

VA 

VA • 

VA 

Lig • 

Lig 

Lig    = ลิกนิน 

LiP    = ลิกนนิเพอรออกซิเดส 

VA     = เวอราทิลแอลกอฮอล 
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รูปที่ 2.5 ปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิกโดยเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

               (แหลงที่มา: http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Wood5.html) 

แลคเคส 

เอนไซมแลคเคสสามารถพบไดทั้งในราไวทรอท และราบราวดรอท เอนไซมนี้เปน blue 

copper oxidase ประกอบดวยอะตอมคอปเปอร 3 ชนิด ชนิดที่ 1 ทําหนาที่เกี่ยวกับออกซิเดชัน 

และรีดักชัน ชนิดที่ 2 และ 3 ชวยทําใหเกิดการรวมตัวเปนรูปสามเหลี่ยม แลคเคสมีความจําเพาะ

ตอซับเสตรทต่ํามากทําใหสามารถสลายสารไดหลายกลุม สามารถออกซิไดซไดทั้ง ออรโธ- และ 

พารา-ควิโนน นอกจากนี้ยังออกซิไดซอะมิโนฟนอลและฟนิลีนไดเอมีนไดอีกดวย แลคเคสมีอะตอม

ของคอปเปอรตั้งแต 4 อะตอมขึ้นไปและสามารถรีดิวซไดออกซิเจนไปเปนน้ําอยางสมบูรณ 

ปฏิกิริยาการยอยสลายแสดงดังสมการที่ 2.1 (Hammel, 1997; Martinez และคณะ, 2005)  

4 เบนซีนไดออล + O2 = 4 เบนซีนเซมิควิโนน + 2 H2O                             ............. (2.1) 

และเมื่อแบงชนิดของราตามชนิดของเอนไซมที่สราง สามารถแบงราไดเปน 2 กลุมคือ 

พวกที่ไมสามารถสรางเอนไซมในกลุม ligninolytic (non-ligninolytic fungi) และพวกที่สามารถ

สรางเอนไซมในกลุม ligninolytic (ligninolytic fungi) 
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Non-ligninolytic fungi 

non-ligninolytic fungi เปนราที่ไมไดเจริญบนไม ไมสามารถผลิตลิกนินเพอรออกซิเดสได

แตพบวามีราบางชนิดในกลุมนี้มีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอช ซึ่งโดยสวนใหญไม

สามารถใชพีเอเอชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดแตจะเปนไดเพียงแคตัวเสริมเมื่อเจริญ

บนซับเสตรทอื่น ดังนั้นพีเอเอชจงึไมไดชวยเพิ่มการเจริญของสายใยของรา แตราชวยลดความเปน

พิษ ลดสมบัติการเปนสารกลายพันธุและสารกอมะเร็งของพีเอเอชได ราในกลุมนี้พบไดในทุกคลาส

ยกเวนในคลาส Basidiomycetes ตัวอยางของราในกลุมนี้เชน Cunninghamella elegans  

Neurospora crassa  Candida tropicalis และ Curvularia lunata เปนตน ราในกลุมนี้ยอย

สลายพีเอเอชโดยเอนไซมไซโตรโครม พี450 โมโนออกซิจิเนส เกิดเปนแอรีนออกไซดหลังจากนั้น

สามารถเกิดปฏิกิริยาได 2 ทางคือ ถูกเติมน้ําโดยเอนไซมอีพอกไซดไฮโดรเลสเกิดเปน ทรานซ-    

ไดไฮโดรไดออล หรือเกิดการจัดเรียงตัวใหมโดยไมใชเอนไซมเกิดเปนฟนอล ราบางชนิดสามารถ

ยอยสลายทรานซ-ไดไฮโดรไดออลและฟนอลโดยการเกิดการเติมหมูซัลเฟต (sulfation) เติมหมู  

เมทธิล (methylation) หรือเกิดการรวมตัว (conjugation) กับกลูโคส ไซโลส หรือ กลูโคนิกเอซิดได 

(Cerniglia และ Sutherland, 2001) ตัวอยางวิถีการยอยสลายพีเอเอชบางชนิด ไดแก อะซีแนพธีน 

ฟลูออรีน ไครซีน แอนทราซีน ไพรีน  ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]แอนทราซีน และ ฟแนนทรีน  โดยรา

ในกลุมนี้แสดงในรูปที่ 2.6 – 2.13 ตามลําดับ 
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รูปที่ 2.7 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออรีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                            (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6 แสดงวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                    (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.8 แสดงวิถีการยอยสลายไครซีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                 (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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 รูปที่ 2.9 แสดงวิถีการยอยสลายแอนทราซีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                   (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.10 แสดงวิถีการยอยสลายไพรีน โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi                 

                               (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.11 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออแรนธีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.12  แสดงวิถกีารยอยสลาย เบนโซ[เอ]แอนทราซีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                 (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.13 แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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รูปที่ 2.13 (ตอ) แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน  โดยราในกลุม non-ligninolytic fungi 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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ligninolytic fungi 

ligninolytic fungi พบเฉพาะในคลาส Basidiomycetes สามารถสรางเอนไซม lignin 

peroxidase manganese peroxidase และ laccase ได  สามารถยอยสลายลิกนินในชวง 

secondary metabolism ในสภาวะที่อาหารขาดแคลนโดยเฉพาะการขาดไนโตรเจน ซึ่งเมื่อนํารา

ในกลุมนี้มาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชจึงตองเลี้ยงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด เพื่อกระตุนให

รามีการสรางเอนไซม ราในกลุมนี้มีประโยชนมากในการนําไปใชบําบัดดินที่ปนเปอนพีเอเอช

เนื่องจากดินจะมีคารบอนมาก ทําใหอัตราสวนของไนโตรเจนต่ําจึงมีการกระตุนใหผลิตเอนไซมได 

ราในกลุมนี้ที่มีสมบัติโดดเดนมากในการบําบัดพีเอเอชไดแก Phanerochaete chrysosporium 

Trametes versicolor และ Pleurotus ostreatus ตัวอยางวิถีการยอยสลาย แอนทราซีน ไพรีน 

ฟแนนทรีน ฟลูออรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยราในกลุมนี้แสดงดังรูปที่ 2.14-2.18 (Cerniglia และ 

Sutherland, 2001; Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

  รูปที่ 2.14 แสดงวิถีการยอยสลายแอนทราซนี โดยราในกลุม ligninolytic fungi              

                                (แหลงที่มา: Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.15 แสดงวิถีการยอยสลายไพรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi         

                       (แหลงทีม่า: Silva และคณะ, 2005) 
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รูปที่ 2.16 แสดงวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi                     

                               (แหลงที่มา: Silva และคณะ, 2005) 

 

 

 

รูปที่ 2.17 แสดงวิถีการยอยสลายฟลูออรีน โดยราในกลุม ligninolytic fungi                 

                          (แหลงที่มา: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 

 

 

 

 

รูปที่ 2.18 แสดงวิถีการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ของราในกลุม ligninolytic fungi          

                            (แหลงทีม่า: Cerniglia และ Sutherland, 2001) 
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 ดังที่ไดกลาวมาขางตนแลววาราที่สามารถสลายลิกนินได (ligninolytic fungi) มี

คุณสมบัติที่นาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน จึงไดมีการคัดกรองรากลุมนี้เพื่อนํามาใชทดสอบการ

ยอยสลายพีเอเอชกันอยางแพรหลายโดยใชลิกนินเปนตนแบบเพื่อลดการใชพีเอเอชในหองทดลอง 

แตการสกัดลิกนินทําไดยากมากและมีราคาแพงจึงมีการใชสารชนิดอื่นๆ เปนสารทดสอบการยอย

สลายแทนลิกนิน  โดยสารที่นิยมใชกันมากมักเปนสีที่มีโครงสรางเปนวงแหวนเชื่อมตอกันขนาด

ใหญคลายลิกนิน และสามารถสังเกตไดงายเมื่อมีการยอยสลายของสีโดยเอนไซมจากรา โดยจะมี

การเปลี่ยนสีใหเห็นไดอยางชัดเจน ตัวอยางสีที่มีการนํามาใชทดสอบการยอยสลายพีเอเอช เชน 

poly R-478  phenol red  guaiacol และ azureB เปนตน (Eichlerova และคณะ, 2002; 

Eichlerova และคณะ, 2006; Moreira และคณะ, 2001; Ollikka และคณะ, 1993) 

 ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยไดศึกษายอยสลายพีเอเอชโดยแบคทีเรีย

ตั้งแตป 2542 แตเร่ิมมีการนําราไวทรอทมาใชเมื่อป 2547 โดยสิทธิ์ ใจสงฆ (2547) ซึ่งในงานวิจัย

เร่ิมจากการเก็บตัวอยางเห็ดมาจากที่ตางๆ มาไดจํานวน 8 สายพันธุและทดสอบแอคติวิตีของ

เอนไซม polyphenol oxidase และพบวามี 4 สายพันธุที่มีแอคติวิตีดี จึงนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอช โดยมี 1 สายพันธุไดแก RE88 ที่สามารถลดปริมาณไพรีน ฟลูออแรนธีน  ฟแนนทรีน 

และฟลูออรีน ได 80  73  17 และ 12 เปอรเซ็นตตามลําดับเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 28 วันโดยใชพีเอเอช

เร่ิมตน 100 ppm และยังพบอีกวาราสายพันธุ RE88 เจริญในอาหาร Basal III ที่มีไพรีน หรือ

ฟลูออแรนทรีน และกลูโคส ไดดีกวาที่เจริญในอาหาร Basal III ที่เติมกลูโคสอยางเดียวดวย  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี (2548) ที่คัดแยกราและเห็ดที่เจริญ

บนตนไมไดจํานวน 50 ตัวอยาง และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) ที่คัดแยกราจากดินที่มีการ

ปนเปอนน้ํามัน 11 แหลง ไดราทั้งหมด 34 ตัวอยางตามลําดับ มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซม

ในกลุม ligninolytic ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี (2548) พบรา 6 สายพันธุที่มีเอนไซมในกลุม        

เพอรออกซิเดส  ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีอาหารที่ผสม guaiacol phenol red และ azureB ไดทั้ง 3 

ชนิด และเมื่อนําราทั้ง 6 สายพันธุนี้ไปทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลว

พบวามีรา 3 สายพันธุ ไดแก T8  T20 และ T21(2) ที่สามารถลดปริมาณฟแนนทรีนไดดีโดย

สามารถลดได 87.25 76.85 และ 98.28 เปอรเซ็นตตามลําดับในเวลา 28 วัน สิริรัตน วิเศษคุปต 

(2548) พบรา 8 สายพันธุที่มีเอนไซมในกลุมเพอรออกซิเดส และเมื่อนําราทั้ง 8 สายพันธุนี้ไป

ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลวพบวา มีรา 4 สายพันธุที่ลดปริมาณ

ฟแนนทรีนไดดี ไดแก S1  S5  S6 และ S7 โดยมีปริมาณลดลง 87.46  81.04  79.91 และ 43.89 

เปอรเซ็นตตามลําดับภายในเวลา 21 วัน  
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งานวิจัยของกิติวรรณ บุญญารักษ (2549) ไดนําราสายพันธุ T8  T20  S5 และ F18 (คัด

แยกไดจากงานวิจัยนี้) มาทดสอบการมียีนที่ประมวลรหัสใหเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  

แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส โดยการทํา PCR (polymerase chain reaction) ดวย   

ไพรเมอรที่จําเพาะกับยีนเหลานี้ และพบวา T8  T20 และ S5 ใหผลิตภัณฑ PCR ของยีนที่ประมวล

รหัสเอนไซมครบทั้ง 3 ชนิด แต F18 ใหผลิตภัณฑ PCR ของยีนที่ประมวลรหัส 2 เอนไซมไดแก 

แมงกานีสเพอรออกซิเดสและแลคเคส และเมื่อทดสอบแอคติวิตีของ ligninolytic เอนไซมเหลานี้

ในระหวางการยอยสลาย   ฟแนนทรีน 100 ppm ในอาหารเหลวพบวาราทั้ง 4 ชนิดมีแอคติวิตีของ

เอนไซมทั้ง 3 ชนิด โดยมกีารทํางานของเอนไซมที่แตกตางกัน รา F18 มีการทํางานรวมกันของ

เอนไซม 3 ชนิด รา T8 มีเอนไซมแลคเคสที่ทํางานเปนหลัก รองลงมาเปนลิกนินเพอรออกซิเดส 

และแมงกานีสเพอรออกซิเดส รา T20 มีแลคเคสที่ทํางานเปนหลักเชนเดียวกับรา T8 แตรองลงมา

เปนลิกนินเพอรออกซิเดสและแมงกานสีเพอรออกซิเดสตามลําดับ และสุดทายรา S5 ก็มีแลคเคส 

ที่ทํางานเปนหลักเชนเดียวกับรา T8 และ T20 รองลงมาเปนลิกนินเพอรออกซิเดสและ     

แมงกานีสเพอรออกซิเดสซึ่งมีแอคติวิตีนอยมาก 

 สําหรับงานวิจัยเกี่ยวกับปริมาณพีเอเอชในประเทศไทยไดมีผูทํางานวิจัยวัดปริมาณ        

พีเอเอชที่สะสมตามแหลงตางๆ ดังนี้ 

 Oanh และคณะ (2000) ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศที่สถาบัน Asian Institute of 

Technology (AIT) พบวาบริเวณใกลถนนดานพหลโยธินพบพีเอเอชความเขนขนคอนขางสูงของ

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโลนิน และจะเบาบางลงเมื่อหางออกจากถนน แสดงแนวโนมที่

เห็นไดชัดวาพีเอเอชเหลานี้ถูกปลอยมาจากทอไอเสียของรถยนต  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Norramit และคณะ (2005) ที่ไดวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศ

ของกรุงเทพฯ โดยเก็บตัวอยาง 6 จุด แบงเปนบริเวณที่จราจรไมคับค่ัง 2 จุด การจราจรคับค่ัง 2 จุด 

และการจราจรคับค่ังมาก 2 จุด โดยทําการทดลองในชวงฤดูแลงเพื่อขจัดขอผิดพลาดของการวัด

ปริมาณจากการถูกชะโดยน้ําฝน ผลจากการเก็บตัวอยางพบวา พีเอเอชที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก เชน 

แนพธาลีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และแอนทราซีน ตรวจพบไดทุกที่ที่ทําการเก็บตัวอยาง

แตในปริมาณที่นอย ในขณะที่พีเอเอชที่มีขนาดโมเลกุลใหญ ไดแก เบนโซ[จี,เอช,ไอ] เพอริลีน  เบนโซ

[บี]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[อี]ไพรีน  อินดิโน[1,2,3]ไพรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ[เอ,เอช]     

แอนทราซีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เอ]แอนทราซีน และไครซีน ดูดซับอยูกับอนภุาคเลก็ๆ 

ที่คนสามารถหายใจเขาได  
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นอกจากงานวิจัยที่เกี่ยวกับการวัดปริมาณพีเอเอชในอากาศแลว ยังมีงานวิจัยที่วัด

ปริมาณพีเอเอชในแหลงน้ําดวย Wattayakorn (2003) ไดประยุกตใชวัฎภาคของแข็งแบบแผน 

(Empore TM Extraction Disk ชนิด BAKEBOND C18) ประกอบกับเทคนิค RP-HPLC มาใชในการ

วิเคราะหหาสารพีเอเอชในบริเวณปากแมน้ําเจาพระยาและพบสารพีเอเอชหลายชนิด ไดแก 

แนพธาลีน  อะซีแนพทีลีน  อะซีแนพธีน  ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  และแอนทราซนี โดยมคีาความเขน

ขนอยูในชวงนอยกวา 5-1,500 นาโนกรัมตอลิตร และพบพีเอเอชในชวงฤดูฝนมากกวาในชวงฤดู

แลง 

จากงานวิจัยที่กลาวไปขางตนแสดงใหเห็นโดยชัดเจนวาพีเอเอชที่ปนเปอนอยูใน

ส่ิงแวดลอมไมไดมีเพียงแคชนิดเดียวมักพบวามีอยูรวมกันหลายชนิด ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งที่

จะตองบําบัดสารพิษที่ปนเปอนรวมกันเหลานี้โดยงานวิจัยนี้ไดมุงคนหาราที่สามารถบําบดัพีเอเอช

ที่ผสมกันซึ่งนาจะนําไปใชประโยชนไดตอไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 

3.1 อุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

1. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan 

4. ตูเขี่ยเชื้อแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT – 124 ของบริษัท International 

Sciencetific Supply, USA 

5. ตูเขี่ยเชื้อรุน clean model V4 ของบริษัท LAB service, Thailand 

6. ตูอบแหง ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

7. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –70oซ ของบริษัท Forma Scientific, USA 

8. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20oซ ของบริษัท Sanyo Electric, Japan 

9. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของ บริษัท 

Kubota, Japan 

10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 200H ของบริษัท Hattich     

Zentrifugen, Germany 

11. เครื่องเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA 

12. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (water bath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany 

13. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan 

14. เครื่องควบคุมอุณหภูมิ และระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน Mylabth 

Thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 

15. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA 

16. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

      - Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

      - Mini Sub-cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, USA 
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17. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

  - Gel Documentation และโปรแกรม Ouantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท Bio-    

      Rad, USA 

18. ชุดเครื่องมือทําไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) สําหรับตรวจสอบปริมาณของ PAHs 

  - ลิควิดโครมาโทกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu,   

     Japan 

  - คอลัมน (column) : Inertsill ODS-3 ขนาด 4.6 x 150 มิลลิเมตร ของบริษัท GL  

      Science, Japan 

  - เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan 

  - เครื่องบันทึก (recorder) Chromatography รุน C-RIA ของบริษัท Shimadzu, Japan 

19. ชุดเครื่องมือวิเคราะห Mass spectrometry รุน Pegasus III ของบริษัท LECO, USA 

20. ชุดเครื่องมือวิเคราะหโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโกป ( 1H-NMR 

Spectroscopy ) รุน Mercury plus 400 ของบริษัท Varian, France 

21. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England 

22. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 10 20 100 200 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของ

บริษัท Gilson, France 

23. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 

24. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร (ultra violet) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA 

25. แผนอลมูิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ของบริษัท 

Merck, Germany 

26. กรวยแยก ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan 

27. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

28. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 และ 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-

13JP ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 

29. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

1. azureB ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

2. phenol red ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

3. guaiacol ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

4. benomyl ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

5. fluorene ของบริษัท Wako Pure Chemical Industries, USA 

6. phenanthrene ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

7. fluoranthene ของบริษัท Kanto Chemical, Japan 

8. pyrene ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

9. 9-fluorenone ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan 

10. 9-fluorenol ของบริษัท TCI. Japan 

11. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 

12. เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 

13. แคลเซียมคลอรไรด (CaCl2.2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Auatralia 

14. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

15. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

16. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 

17. เมธานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany 

18. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท Merck, Germany 

19. ไดคลอโรมีเธน (CH2Cl2) ของบริษัท Merck, Germany 

20. เปปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

21. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

22. ผงสกัดจากมอลท (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

23. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

24. 1 Kb DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

25. 100 bp DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

26. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

27. dATP  dCTP  dGTP และ dTTP ของบริษัท SibsEnzyme, Russia 

28. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 

29. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen,  

      Germany 

หมายเหตุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนดิเปนเกรดเพื่อวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 ตัวอยางราและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

    เก็บตัวอยางเห็ดที่เจริญบนตนไม กิ่งไม และราที่เจริญอยูในทอนไม และเศษไมผุโดย

เลือกเก็บเห็ดจากไมที่เกิดลักษณะสีขาวเนื่องจากเห็ดไดยอยลิกนินซึ่งเปนสีน้ําตาลไป เหลือแต

เซลลูโลสที่มีสีขาวหลงเหลืออยู และเลือกทอนไม กิ่งไมผุที่เปอยยุย เนื้อไมเปนสีขาว เบา หลังจาก

นั้นนํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดย กรณีเปนดอกเห็ดทําโดยนําเนื้อเยื่อดานในของเห็ดที่ไมไดสัมผัส

กับอากาศดานนอกมาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ malt extract agar (MEA)(ภาคผนวก ก1) ที่มีการ

ผสม benomyl 3 มก.ตอลิตร ลงไปเพื่อยับยั้งราชนิดที่โตเร็ว (Chiocchio และคณะ, 2000) เชน

กลุม Ascomycetes เปนตน ในกรณีเปนทอนไมผุก็ปฏิบัติเชนเดียวกันคือ นําบริเวณดานในของไม

ที่ไมสัมผัสอากาศดานนอกมาเลี้ยงบนอาหาร MEA ที่ใส benomyl เชนกัน บมไวที่อุณหภูมิหอง

ประมาณ 3-7 วัน และแยกเชื้อจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์เพื่อนําไปใชในการทดลองตอไป โดยเชื้อที่แยกได

บริสุทธิ์แลวจะเก็บในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง เก็บไวที่อุณหภูมิ 40ซ และถายลงอาหารใหมทุกๆ 

30 วัน นอกจากนี้ยังไดนํารา T8  T20  S1 และ S5 ที่คัดแยกไวโดย ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี 

(2548) และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) มาใชในการทดสอบการยอยสลายพีเอเอชในการทดลอง

ตอไปดวย 

3.4 การคัดกรองราที่สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยการใชสีสามชนิดเปนสาร         
      ทดสอบ 

 ถายเชื้อบริสุทธ์ิจากขอ 3.3 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-7 

วัน จนเจริญเกือบเต็มจานเพาะเชื้อ ตัดชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกนโลหะสําหรับเจาะ (cork borer) 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร วางชิ้นวุนที่มีเชื้อบนอาหาร minimal medium 

(MM)(ภาคผนวก ก2) 3 เพลท ที่มีสีทดสอบ 3 ชนิด คือ guaiacol  phenol red  หรือ azureB โดย

ใชสี  0.4 มก./ลิตร นําจานเลี้ยงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 2-3 วัน เพื่อทดสอบ

ความสามารถของเอนไซมในการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อรอบโคโลนีซึ่งจะแสดงผลโดย การ

เปลี่ยนสีของ phenol red จากสีเหลืองเปนสีสม การเปลี่ยนสีของ guaiacol จากสีขาวขุน

เปลี่ยนเปนสีแดง และการเปลี่ยนสีของ azure B จากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง (Alcalde และคณะ, 

2002; Kiiskinen และคณะ, 2004)  

 

 



 

 

39 

3.5 การคัดกรองราที่สามารถสลายสารผสมพีเอเอชสี่ชนิดในอาหารแข็งได 

 คัดเลือกเฉพาะราที่ใหผลบวกกับสีทั้ง 3 ชนิดจากขอ 3.4 มาเลี้ยงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MM ที่มีสารผสมของพีเอเอช โดยเลือกใชพีเอเอชที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 2 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน 

และฟแนนทรีน และพีเอเอชที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 2 ชนิด ไดแก ไพรีน และฟลูออแรนธีน ชนิดละ 

25 ppm เพื่อรวมเปน 100 ppm สังเกตการเจริญของราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใสพีเอเอช

เปรียบเทียบกับการเจริญของราในอาหาร MM ที่ไมไดใสพีเอเอช บันทึกผลการทดลองที่ไดและเก็บ

ตัวอยางเชื้อบริสุทธิ์ที่ใหผลบวกโดยสามารถเจริญบนอาหารที่ผสมพีเอเอชไดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็งเอียงที่อุณหภูมิหองเพื่อเตรียมพรอมสําหรับการทดลองขั้นตอไป และนําเชื้ออีกสวนเก็บไวที่

อุณหภูมิ 4oซ เพื่อเปนคลังเชื้อ 

3.6 การทดสอบความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลว 

  เตรียมหัวเชื้อเพื่อใชในการทดสอบโดยถายราที่คัดกรองไดจากขอ 3.5 จากหลอดอาหาร

เล้ียงเชื้อแข็งเอียงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified glucose peptone yeast extract (Modified 

GPY) (ภาคผนวก ก3) ในจานเลี้ยงเชื้อ และบมที่อุณหภูมิหองประมาณ 5-7 วัน แลวใชแกนโลหะ

สําหรับเจาะ เจาะรอบบริเวณปลายสายใยราใหไดปริมาณ 5-6 ช้ิน นําไปใสในอาหารเหลว 

Modifed GPY ที่มีกลูโคสความเขมขน 10 กรัมตอลิตร ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูป

ชมพูขนาด 250 มล. ที่มีลูกแกวอยูประมาณ 5 ลูก หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ บนเครื่อง

เขยาดวยอัตราการเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 5-7 วัน ถายเชื้อที่ได 10 มล. ลงในขวดแกวรูป

ชมพูขวดใหมขนาด 500 มล. ที่มีอาหารชนิดเดิมอยู 100 มล. พรอมลูกแกว และบมที่สภาวะเดิม

ตออีก 5-7 วัน เพื่อเพิ่มปริมาณของรา หลังจากนั้นเก็บสายใยของราดวยการนําไปปนเหวี่ยง เท

สวนอาหารทิ้ง แลวปนเหวี่ยงลางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้ออีก 2 รอบ เพื่อลางอาหารที่ติดอยูกับเสนใย

ออกไป นําสายใยที่ปนไดไปชั่งโดยใชเชื้อสดปริมาณ 3 กรัม ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจน

จํากัด (ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 27 มล. ซึ่งบรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 100 มล. พรอมลูกแกว 

ในราแตละชนิดจะแบงเปนชุดทดลองและชุดควบคุม ชุดละ 2 ซ้ํา ซึ่งในชุดควบคุมจะฆาเชื้อกอน

ดวยการนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121oซ เปนเวลา 15 นาทีกอนนําไปใชตอไป 

 จากนั้นนําขวดแกวรูปชมพูทั้งหมดมาเติมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm (ภาคผนวก ข1) เพื่อใหรวมเปน 100 ppm ทุกขวด แลว

นําไปบมที่อุณหภูมิ 30oซ บนเครื่องเขยาในที่มืดดวยอัตราเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วัน 
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โดยเก็บตัวอยาง ณ วันที่ 1 (วันที่มีการเติมพีเอเอช) และวันที่ 15 เพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณพี

เอเอชโดยการสกัดดวยเอธิลอะซิเตทแลวนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยดูดอาหารเหลว

ปริมาณ 5 มล. มาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 ดวยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขม 

จากนั้นนําไป sonicate 15 นาที แลวเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว ผสมใหเขา

กันโดยใชเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น ถาไมแยกชั้นใหนําไป

ปนเหวี่ยงประมาณ 10 นาที จากนั้นแยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว สกัดอาหารเหลวอีกครั้งหนึ่งแลว 

รวมสวนเอธิลอะซีเตททั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําออกโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

จากนั้นนําไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนแหง เติมเมธา

นอล 1 มล. ลงไปละลายตะกอนใหหมด แลวนําสารละลายไปกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 

PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็กสําหรับฉีด HPLC เก็บที่อุณหภูมิ -20oซ 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหปริมาณพีเอเอชที่เหลืออยูและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยวิธี HPLC ตอไป 

  สภาวะตางๆ ในระบบ HPLC เปนดังนี้ 

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

ตัวชะสาร (Mobile phase)  เมธานอล 80%  

อัตราไหล (Flow rate) 1 มล.ตอนาที  

อุณหภูมิคอลัมน 40 oซ 

ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลต            275 นาโนเมตร 

ปริมาตรสารที่ฉีด   10 ไมโครลิตร 

ราที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมจะนํามาทดลองยอยพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวเพื่อ

ทดสอบประสิทธิภาพและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น โดยการเตรียมหัวเชื้อดังขางตน โดยในราแตละ

ชนิดจะทดสอบการยอยสลายพีเอเอชทั้ง 4 ชนิด ชนิดละ 100 ppm โดยทําการทดลอง 15 วัน เก็บ

ตัวอยาง ณ วันที่ 1 (วันที่มีการเติมพีเอเอช) และวันที่ 15 ไปสกัดดวยเอธิลอะซีเตท และนําไป

วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ดังที่กลาวมาขางตน นอกจากนี้เพื่อเปนการควบคุมประสิทธิภาพใน

การสกัดพีเอเอชไดเติมไพรีนหรือฟลูออรีนความเขมขน 100 ppm ลงในอาหารเหลวกอนการสกัด

ดวย บันทึกผลและนําไปคํานวณเปอรเซ็นตพีเอเอชที่ลดลงโดยเปรียบเทียบกับวันที่ 15 ของชุด

ควบคุม จากนั้นคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชเพื่อนําไปใชตอไป 
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3.7 ผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอช 

 เพื่อทดสอบผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอชไดออกแบบการทดลอง โดย

แปรผันปริมาณสายใยของราเริ่มตนดวยการใชราที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชใน

อาหารเหลวไดดี 2 สายพันธุ ดังนี้ 

เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 โดยแบงชุดการทดลองเปน 3 ชุดการทดลองตอเชื้อ คือ 

ชุดที่ 1 ใสเชื้อสด 3 กรัม ชุดที่ 2 ใสเชื้อสด 6 กรัม และชุดที่ 3 ใสเชื้อสด 9 กรัม ในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจํากัด 27 มล. ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 100 มล. ที่บรรจุลูกแกวไว 3 ลูก หลังจากเตรียม

เชื้อเสร็จแลวนําขวดแกวรูปชมพูที่มีเชื้อทั้งหมดไปนึ่งฆาเชื้อ และเติมพีเอเอชลงไปขวดละ 4 ชนิด 

ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm โดยทําการทดลองชุดละ 2 

ซ้ํา จากนั้นนําไปเขยาในที่มืดเปนเวลา 30 นาที แลวจึงนํามาเก็บตัวอยางโดยดูดน้ําเลี้ยงเชื้อที่มี

สายใยรามา 5 มล. สกัด และนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ตามวิธีในขอ 3.6 ไดเปนพีเอเอช ณ 

วันที่เร่ิมตน (วันที่ 0) หลังจากนั้นนําไปเขยาในที่มืดตออีก 30 วัน จึงเก็บตัวอยางนําไปสกัด และ

วิเคราะหเชนเดียวกัน บันทึกปริมาณพีเอเอชโดยเปรียบเทียบกับวันที่ 0 

3.8 การทดสอบปริมาณพีเอเอชสูงสุดที่ราสามารถอยูรอดได 

 เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 เลือกราที่ยอยพีเอเอชดีที่สุดมา 2 ชนิดแบงการทดลอง

เปนเชื้อละ 20 การทดลอง โดยแยกทดสอบกับพีเอเอชแตละชนิดจํานวน 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน ที่ความเขมขนตางๆ กัน ทั้งหมด 5 ความเขมขน ไดแก 25 50 

100 300 และ 500 ppm โดยทําการทดลองละ 2 ซ้ํา และบมในที่มืดเปนเวลา 30 วัน หลังจากนั้น

นําไปตรวจสอบการรอดชีวิตของราโดยหยดอาหารที่มีราเจริญอยู 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหาร 

MEA และบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เพื่อทดสอบวาเชื้อยังเจริญไดใหมในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง MEA ไดหรือไม สวนที่เหลือนําไปกรองดวยชุดกรวยกรองโดยมีกระดาษกรองที่ชั่งน้ําหนักไว

แลว กรองลางสายใยราดวยน้ํากลั่นเพื่อลางอาหารที่ติดอยูกับเสนใยออกไป หลังจากนั้นนําสายใย

ราบนกระดาษกรองไปอบที่อุณหภูมิ 70°ซ เปนเวลา 24 ชม. และนําไปเก็บในโถดูดความชื้นกอนที่

จะนําไปชั่งน้ําหนัก บันทึกน้ําหนักแหงในแตละการทดลองเพื่อทดสอบวาราสามารถเพิ่มจํานวนได

ในขณะที่เจริญในอาหารที่มีพีเอเอช ที่ความเขมขนตางๆ ไดหรือไม 
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3.9 การวิเคราะหสารมัธยันตรในระหวางการสลายสารผสมพีเอเอชแตละชนิดแบบแยกเดี่ยว 

 เตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับขอ 3.6 เลือกราที่ยอยพีเอเอชดีที่สุดมา 2 ชนิด มาทําการ

ทดลองโดยใชพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวชนิดละ 100 ppm ในแตละการทดลองจะมีชุดควบคุมโดย

หลังจากเติมหัวเชื้อแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที เพื่อฆารา นําทุกขวดไปเขยาที่

อัตราความเร็ว 120 รอบตอนาที ในที่มืดเปนเวลา 30 วัน ในระหวางนี้จะมีการเก็บตัวอยางปรมิาณ 

5 มล. ทุก 3 วัน เพื่อนําไปสกัด และวิเคราะหหาปริมาณพีเอเอชที่ลดลงและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น

โดยวิธีการสกัดดวยเอธิลอะซีเตท และวิเคราะหดวย HPLC โดยวิธีที่กลาวไปแลวดังขอ 3.6 

จากนั้นเลือกวันที่สารมัธยันตรเกิดขึ้นมากที่สุดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC เพื่อนําไปเลี้ยง

ในระดับที่ใหญข้ึน เพื่อใหไดสารมัธยันตรปริมาณมากพอที่จะนําไปวิเคราะหหาโครงสรางตอไป 

 เมื่อไดวันที่ดีสุดในการเลี้ยงเชื้อเพื่อเก็บสารมัธยันตรแลวจึงเลี้ยงหัวเชื้อโดยวิธี

เชนเดียวกับขอ 3.6 แลวนําหัวเชื้อไปใสในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีอาหารไนโตรเจน

จํากัด ปริมาตร 100 มล. ที่ใสลูกแกวไว 3 ลูก โดยทําการทดลองละ 3 ขวด นําไปเขยาในที่มืดที่ 

30°ซ เปนเวลาตามที่กําหนด เมื่อครบตามเวลาที่กําหนดแลวจึงนําไปสกัดดวยเอธิลอะซีเตทใน

กรวยแยกโดยใชอัตราสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอเอธิลอะซีเตทเปน 1:1 ดูดเฉพาะชั้นเอธิลอะซีเตท

เก็บไว สกัดซ้ําอีก 1 คร้ังนําชั้นเอธิลอะซีเตททั้งหมดรวมกันไวและนําไประเหยแหงทั้งหมด หลงัจาก

นั้นคอยๆ ใสเอธานอลทีละนอยเพื่อละลายตะกอนและนําไปใสในหลอดไมโครฟวจที่ทราบน้ําหนัก

แลว จากนั้นนําไประเหยแหงดวยสญุญากาศอีกครั้ง ชั่งน้ําหนักตะกอนและบันทึกผล 

 ละลายตะกอนที่ไดในเมทานอลใหความเขมขนไมเกิน 200 ppm นําไปวิเคราะหดวย 

TLC โดยนําสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ผานการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทดังวิธีในขอ 

3.6 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8×8.5 ซม. โดยใชระบบตัวทํา

ละลาย (solvent system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซิติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 

(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตรภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาว

คลื่น 215-250 นาโนเมตร และ วิเคราะหดวย HPLC เทียบกับสารมัธยันตรมาตรฐานโดยนํา

ตะกอนที่เหลือไปละลายในเมทานอล และฉีด HPLC เก็บสารบริเวณ peak ที่เดน นําไประเหยแหง

ดวยสุญญากาศอีกครั้งโดยตะกอนถูกนํามาแบงเปน 3 สวน สวนแรกนําไปละลายดวยเมทานอล

เพื่อนําไปวิเคราะห TLC และ HPLC เทียบกับสารมัธยันตรมาตรฐานอีกครั้ง อีก 2 สวนนําไป

วิเคราะหโครงสรางดวย Proton Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (1H-NMR) ยี่หอ 

LECO รุน mercury 400 โดยนําสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนแลวละลายใน

คลอโรฟอรมดี (CDCl3) ใชตัวรับสัญญาณคลื่นวิทยุความถี่ของโปรตอนขนาด 400 MHZ และ



 

 

43 

วิเคราะหการแตกตัวของโมเลกุลดวย Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) 

โดยนําสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนแลวละลายในเอธิลอะซีเตทความเขมขนไม

เกิน 200 ppm สงวิเคราะหที่โครงการศูนยวิจัยแหงชาติดานสิ่งแวดลอมและของเสียอันตราย โดย

วิเคราะหดวยชุดเครื่อง Gas Chromatography With Time of Flight Mass Spectrometry ยี่หอ 

LECO รุน Pegasus III (บริษัทลีโกอินสตรูเมนต(ประเทศไทย)จํากัด) โดยใชคอลัมนชนิด HP-5 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 50 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนิลเมทิลไซโลเซน

เขมขน 5 เปอรเซ็นต หนา 0.25 ไมโครเมตร เครื่องตรวจวัดชนิด Mass spectrometry (MS) 

วิเคราะหภายใตภาวะดังนี้ 

 อุณหภูมิเร่ิมตน  80oซ 

 อุณหภูมิข้ันที่ 1  16oซ ตอนาที จนอุณหภูมิ 240oซ คงไว 8 นาที โดยใชฮีเลียมเปนแกส

ตัวพาดวยอัตราเร็ว 2 มิลลิลิตรตอนาที        

3.10 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

3.10.1 การเลี้ยงราเพื่อเตรียมสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

ถายราจากที่เก็บไวในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียงลงในจานเลี้ยงเชื้อ malt 

extract agar บมที่อุณหภูมิหองประมาณ 5-7 วัน เพื่อใหเชื้อเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อแลวใชเข็มงอ

ตัดชิ้นวุนขนาดเทาๆ กัน บริเวณปลายเสนใยปริมาณ 5-6 ชิ้น ใสในอาหารเหลว malt extract 

medium (MEA) ปริมาตร 100 มล. ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีลูกแกวอยูประมาณ 5 

ลูก หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 30°ซ บนเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปน

เวลา 5-7 วัน 

นําชุดกรวยกรองตอเขากับเครื่องดูดสุญญากาศ จากนั้นวางกระดาษกรองลงบน

กรวยกรองแลวลางกระดาษกรองดวยเอธานอล 95% กรองแลวลางเสนใยของราดวยน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อ จากนั้นเก็บเสนใยไปไลโอฟไลซเพื่อใหไดเสนใยที่แหงพรอมจะนําไปสกัด  โครโมโซมอล

ดีเอ็นเอ 
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3.10.2 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากรา  

วิธีการดัดแปลงมาจากวิธีของ Reader และ Broda (1985) ดังนี้ นําเสนใยของราที่

ผานการไลโอฟไลซแลวจากในขอ 3.10.1 ปริมาณ 0.05 กรัม ใสในโกรงที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว

เติมไนโตรเจนเหลวลงไป บดเสนใยใหเปนผงละเอียด แลวถายใสหลอดไมโครฟวจเติมสารละลาย 

extraction buffer (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไป

มา จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรมปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการ

กลับหลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม

ไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) แลวเติม RNaseA ความ

เขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรปริมาตร 0.05 เทาของสวนใส นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 

30 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรมในปริมาตรที่เทากับปริมาตรสุดทาย ผสมให

เขากันดวยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 

รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 10 นาที ถายเฉพาะสวนที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/

คลอโรฟอรมไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม และสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรมอีก 1 คร้ัง 

หลังจากนั้นนําสวนใสที่อยูในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมมาตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลาย

โซเดียมอะซีเตตคาความเปนกรด-ดาง 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส 

และ absolute ethanol ที่เย็นปริมาตร 2 เทาของสวนใส กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาว

ของดีเอ็นเอปรากฏ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 15 

นาที เทสวนของโซเดียมอะซีเตตและเอธานอลทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่

เย็นปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปนลางที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง

สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิท แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข3) โดยปริมาตรที่เติมข้ึนอยูกับปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็น

เอดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสซึ่งทําโดยเตรียมอะกาโรสเขมขน 1.5% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 

1XTAE เทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศแลวปลอยใหอะกาโรสเจล 

แข็งตัวประมาณ 30 นาที จากนั้นวางอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวม

สูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตามใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา 

หยอดดีเอ็นเอ และหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่ง จากนั้นทํา   

อิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสี

น้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนเกือบสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดานหนึ่ง แลวยอม      

อะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 5-10 นาที 
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ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One เวอรชัน 4.4.1 (Biorad, 

USA) 

3.10.3 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราที่สกัดไดจากขอ 3.10.2 เปนแมแบบในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช universal ITS ไพรเมอร ซึ่งไดแก ITS1 ITS4 ITS1-F และ ITS4-B (ตาราง

ที่ 3.1) ในการทําปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ      

พอลิเมอเรสเปนดังนี้         

- 10X Taq DNA polymerase buffer                                       

(ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 5 ไมโครลิตร 

- สารละลาย ITS primer ดาน forward ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 1 ไมโครลิตร 

- สารละลาย ITS primer ดาน reverse ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

 

1 ไมโครลิตร 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของแตละชนิด 10 มลิลิโมลาร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 4 ไมโครลิตร 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร                     

(ความเขมขนสุดทาย 4 มิลลิโมลาร) 8 ไมโครลิตร 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 0.5 ไมโครลิตร 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.9.2 5 ไมโครลิตร 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 25.5 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ 50 ไมโครลิตร 
 



 

 

46 

ตารางที่ 3.1 โอลินิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวิจัยนี้ (แหลงที่มา: Gardes และ Bruns, 1993) 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร                      ลําดับนิวคลีโอไทด 

          ITS1 (forward) 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’  

          ITS4 (reverse) 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’  

         ITS1-F (forward) 5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ 

         ITS4-B (reverse) 5’-CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’ 

  โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังนี้ 

  Hot start                    ที่อุณหภูมิ   94°ซ          เปนเวลา   5   นาที 

            denaturation               ที่อุณหภูมิ   94°ซ          เปนเวลา   1   นาที 

  annealing                   ที่อุณหภูมิ   48°ซ          เปนเวลา   1   นาที        35 รอบ 

 extention                    ที่อุณหภูมิ   72°ซ          เปนเวลา   2   นาที 

          final extention             ที่อุณหภูมิ   72°ซ          เปนเวลา   7   นาที 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle) (Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟริซิสโดยวิธีเชนเดียวกับในขอ 3.10.2  

 3.10.4 การสกัดแยกผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ 

แยกผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.10.3 จากอะกาโรสเจล

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany)   

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ ตัดชิ้นอะกาโรสเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่ตองการ จากนั้น

เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักอะกาโรสเจลนําไปบมที่อุณหภูมิ 50°ซ  เปนเวลา 10 

นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลสลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของ

น้ําหนักอะกาโรสเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาแลวถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน 

QIAquick spin column นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน นําไปหมุน
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เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะ

หมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอด       

ไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลง

ตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 1 นาที จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส เก็บรักษาสารละลายของชิ้นดีเอ็นเอที่

อุณหภูมิ -20°ซ 

3.10.5 การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

หาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.10.4 โดยใชบริการ

ของบริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลี) และ 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) จากนั้นนําขอมูลลําดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวย

โปรแกรม BlastN เวอรชัน 2.2.15 แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชัน 3572C เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

 

 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ตัวอยางราและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

 จากการเก็บตัวอยางเห็ดที่เจริญบนทอนไมจากแหลงตางๆ  ในจังหวัดชลบุรี ระยอง และ

นครปฐม โดยเก็บตัวอยางทอนไม เศษไมที่มีลักษณะเปอยยุย หรือมีเนื้อไมสีขาวฟู เบา นํามาแยก

เชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA สามารถแยกเชื้อบริสุทธิ์ได 52 ตัวอยาง ภาพตัวอยาง

เห็ดชนิดตางๆ ที่เก็บมาแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 ภาพตัวอยางเห็ดชนิดตางๆ 
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4.2 การคัดกรองราที่สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดส โดยการใชสีสามชนิดเปนสาร         
      ทดสอบ 

 เมื่อนําราทั้ง 52 สายพันธุจากขอ 4.1 มาเลี้ยงบนอาหาร MM ที่ผสมสีทดสอบ 3 ชนิดไดแก 

guaicol  phenol red หรือ azureB ใหผลดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งพบวาสามารถแบงราตามผล

การทดลองนี้ไดเปน 5 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 สามารถเปลี่ยนสีอาหารไดครบทั้ง 3 ชนิดมีจํานวน 5 

สายพันธุคิดเปน 10 เปอรเซ็นต กลุมที่ 2 สามารถเปลี่ยนสีอาหารที่มี guaiacol และ azure B ไดมี

จํานวน 5 สายพันธุคิดเปน 10 เปอรเซ็นต กลุมที่ 3 สามารถเปลี่ยนสี guaiacol และ phenol red 

ไดมี 3 สายพันธุคิดเปน 6 เปอรเซ็นต ในขณะที่กลุมที่ 4 สามารถเปลี่ยนสีของ guaiacol ไดเทานั้น 

แตไมสามารถเปลี่ยนสี azure B และ phenol red ได ซึ่งมีทั้งสิ้น 7 สายพันธุ คิดเปน 13 เปอรเซ็นต  

และกลุมที่ 5 ที่ไมสามารถเปลี่ยนสีของอาหารชนิดใดไดเลยมีจํานวนทั้งสิ้น 32 สายพันธุคิดเปน 61 

เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที่ 4.2 สําหรับราในกลุมที่ 1 ซึ่งพบวามีราจํานวน 5 สายพันธุจาก 52 สาย

พันธุที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารไดครบทั้ง 3 สีได ไดแก ราสายพันธุ F8  F16  F18  F38 และ F52 ได

นําไปทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีพีเอเอชตอไป  

ตารางที่ 4.1 แสดงผลการเปลี่ยนสีของอาหารโดยราชนิดตางๆ (+ เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 

ผลการเปลี่ยนสีของสีทดสอบแตละชนิดในเวลา 3 วัน 
เช้ือตัวอยาง 

guaiacol phenol red azureB 
F1 - - - 
F2 - - - 
F3 - - - 
F4 - - - 
F5 + - - 
F6 - - - 
F7 - - - 
F8 + + + 
F9 - - - 
F10 - - - 
F11 - - - 
F12 - - - 
F13 - - - 
F14 - - - 
F15 - - - 
F16 + + + 
F17 - - - 
F18 + + + 
F19 - - - 
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ตารางที ่4.1 (ตอ) แสดงผลการเปลีย่นสีของอาหารโดยราชนิดตางๆ (+ เปลี่ยนส,ี - ไมเปลีย่นส)ี 
 

ผลการเปลี่ยนสีของสีทดสอบแตละชนิดในเวลา 3 วัน 
เช้ือตัวอยาง 

guaiacol phenol red azureB 

F20 - - - 
F21 - - - 
F22 + - - 
F23 + - + 
F24 - - - 
F25 - - - 
F26 - - - 
F27 - - - 
F28 + + - 
F29 + + - 
F30 - - - 
F31 - - - 
F32 - - - 
F33 + + - 
F34 + - - 
F35 - - - 
F36 - - - 
F37 - - - 
F38 + + + 
F39 + - + 
F40 - - - 
F41 + - + 
F42 + + + 
F43 - - - 
F44 - - - 
F45 - - - 
F46 + - - 
F47 - - - 
F48 + - - 
F49 + - - 
F50 + - + 
F51 + - + 
F52 + - - 
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รูปที่ 4.2 แสดงเปอรเซ็นของราที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารชนิดตางๆ 

 นอกจากนี้จากรายงานโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณของ ดวงเดือน 

สุพรรณชนะบุรี (2548) และสิริรัตน วิเศษคุปต (2548) ที่ไดใชวิธีเดียวกันนี้ในการคัดแยกราซึ่ง

สามารถผลิตเอนไซมเพอรออกซิเดสได โดยดวงเดือนสามารถคัดแยกไดทั้งสิ้น 6 สายพันธุ ไดแก 

T8  T20  T21(2)  T35  T51 และ T52 และสิริรัตนสามารถคัดแยกไดทั้งสิ้น 8 สายพันธุ ไดแก S1  

S2  S3  S4  S5  S6  S7 และ S8  ซึ่งรา T8 T20 และ S5 ที่ผานการทดสอบการเปลี่ยนสีอาหารได

ครบทั้ง 3 สี และสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดนั้นไดถูกนํามารวมทดสอบในขั้นตอไปดวย 

 

10%

61%

13%

6%

10%
ใหผลบวกกบั guaiacol  azure B และ phenol red

ใหผลบวกกบั guaiacol และ azure B 

ใหผลบวกกบั guaiacol และ phenol red

ใหผลบวกกบั guaiacol

ไมใหผลบวกกบัสีท้ังสามชนิด 

 

     ใหผลบวกกับ guaiacol azure B และ phenol red 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol และ azure B 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol และ phenol red 
 

     ใหผลบวกกับ guaiacol 
 

     ไมใหผลบวกกับสีทั้ง 3 ชนิด 
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4.3 การคัดกรองราที่สามารถสลายสารผสมพีเอเอชสี่ชนิดในอาหารแข็งได 

การทดลองในขั้นนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความสามารถเบื้องตนในการเจริญของราใน

อาหารแข็ง MM ที่มีการเติมพีเอเอช  โดยใชราทั้ง 5 สายพันธุที่สามารถเปลี่ยนสีของอาหารไดครบ

ทั้ง 3 สีจากการทดลองที่ผานมา พรอมกับ T8 และ T20 (ดวงเดือน สุพรรณชนะบุรี, 2548) และ S5 

(สิริรัตน วิเศษคุปต, 2548) พบวาเมื่อนําราทั้ง 8 สายพันธุมาเลี้ยงบนอาหาร MM ที่มีการใสสาร

ผสมพีเอเอชลงไป 4 ชนิด ซึ่งประกอบดวยฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 

25 ppm พบวาราทั้ง 8 ชนิดนี้สามารถเจริญเติบโตได แตจะมีอัตราการเจริญเติบโตชากวาที่เจริญ

อยูบนอาหาร MEA โดยรา T8  F16 และ F18 ซึ่งจะเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหารแข็ง MEA 

ภายในเวลา 3 วัน แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MM ที่มีพีเอเอชใชเวลาในการเจริญมากกวา 10 วัน 

ในขณะที่รา F28  F38  F52  T8 T20 และ S5 ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง MEA จะใชเวลาในการเจริญ

ประมาณ 7 วันจึงจะเต็มจานเพาะเชื้อ แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MM ท่ีมีพีเอเอชก็ใชเวลา

มากกวา 10 วันเชนกัน  

จากการทดลองนี้เนื่องจากราทุกสายพันธุสามารถเจริญไดในอาหารแข็ง MM ที่มีพีเอเอช

ทั้ง 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm รวมเปน 100 

ppm จึงไดนําราทั้ง 8 สายพันธุนี้ไดแก  F8  F16  F18  F38  F52  T8  T20 และ S5 ไปทดสอบ

ความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลวตอไป 

4.4 การทดสอบความสามารถในการสลายพีเอเอชในอาหารเหลว 

  การทดลองในขั้นนี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหาร

เหลวโดยรา 8 สายพันธุจากการทดลองในหัวขอ 4.3 ซึ่ง ไดแก F8  F16  F18  F38  F52  T8  T20 

และ S5 โดยใชพีเอเอชแบบผสมซึ่งมีการเติมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน         

ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm รวมเปน 100 ppm ในสภาพเขยาในที่มืดที่อุณหภูมิ 30oซ 

เปนเวลา 15 วัน 

  จากการทดลองพบวามีรา 4 สายพันธุที่สามารถยอยสลายพีเอเอชไดดีและสรางสาร      

มัธยันตรใหเห็นอยางเดนชัด ไดแก รา F18  S5  T8 และ T20 โดยมีรายละเอียดแสดงดังตอไปนี้ 
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  จากการวิเคราะหดวย HPLC พบวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน รา F18 สามารถยอยสลาย   

พีเอเอชแบบผสมปริมาณเริ่มตนชนิดละ 25 ppm ได โดยสังเกตไดจากมี peak ของสารมัธยันตร

เกิดขึ้นมาใหเห็นเดนชัดที่ retention time เทากับ 4.2 นาทีดังแสดงในรูปที่ 4.3 (ก) และมี peak 

ขนาดเล็กเกิดขึ้นอีกหลาย peak กอน peak เดนนี้ดวย โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.3 

(ข) เทากับ 42.32  15.38  14.03 และ 13.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ  

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา F18 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  รา S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรเกิดขึ้นมาที่ 

retention time เทากับ 4.2 นาที และ 3.27 ดังแสดงในรูปที่ 4.4 (ก) โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน ไดแก 

ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน  มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดงใน

รูปที่ 4.3 (ข) เทากับ 25.87 29.30 35.09 และ 38.02 เปอรเซ็นตตามลําดับ จากปริมาณพีเอเอช

เร่ิมตนชนิดละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา S5 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  รา T8 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด 3 

peak เกิดขึ้นมาที่ retention time เทากับ 3.1  3.5 และ 3.8 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.5 (ก) และยังมี 

peak เล็กๆ อีกหลาย peak ที่อยูกอน peak เดน 3 peak นี้ดวย นอกจากนี้จากโครมาโตรแกรมใน

รูปที่ 4.5 (ก) ก็ยังไมพบสารพีเอเอชตั้งตน ไดแก ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน 

เหลืออยูดวยนั่นคือปริมาณพีเอเอชทุกชนิดลดลง 100 เปอรเซ็นต จากปริมาณพีเอเอชเริ่มตนชนิด

ละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพที่ดีของเชื้อ T8 เปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุมดังแสดงในรูปที่ 4.5 (ข) 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา T8 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  สวนรา T20 สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได โดยมี peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด 2 

peak เกิดขึ้นมาที่ retention time เทากับ 3.2 และ 4.2 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.6 (ก) นอกจากนี้ยังมี 

peak เล็กๆ อีกหลาย peak ที่อยูกอนและหลัง peak เดน 2 peak นี้ดวย โดยที่สารพีเอเอชตั้งตน 

ไดแก ฟลูออรีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน มีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมดังแสดง

ในรูปที่ 4.6 (ข) เทากับ 97.04 59.68 39.51และ 47.64 เปอรเซ็นตตามลําดับจากปริมาณพีเอเอช

เริ่มตนชนิดละ 25 ppm เมื่อทดลองเปนเวลา 15 วัน และพบวาฟลูออรีนลดปริมาณลงมากอยางเห็นได

ชัดดังแสดงในรูปที่ 4.6 (ก) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 โครมาโตรแกรมของ HPLC ชุดทดลอง (ก) และชุดควบคุมที่นึ่งฆาเชื้อ (ข) แสดงผลจาก

การเลี้ยงรา T20 ในอาหารเหลวไนโตรเจนจํากัดที่ผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแกฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 25 ppm เปนเวลา 15 วัน 
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  จากการทดลองเหลานี้แสดงใหเห็นวาราทั้ง 4 สายพันธุสามารถยอยสลายพีเอเอชแบบ

ผสม 4 ชนิดดังกลาว ในเวลา 15 วันได ดังรูปที่ 4.3-4.6 โดยพบวาจะเกิดสารมัธยันตรขึ้นมาหลาย

ชนิดซึ่งยากที่จะบอกไดวาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นคืออะไรและเกิดจากการยอยสลายพีเอเอชชนิดใด 

ดังนั้นเพื่อตรวจสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยละเอียด จึงไดนําราทั้ง 4 สายพันธุนี้ไปทดสอบการ

ยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวในการทดลองขั้นตอไป  

  เมื่อนําราทั้ง 4 ชนิดมาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวของ ฟลูออรีน        

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน ชนิดละ 100 ppm เปนเวลา 15 วัน พบวา S5  T8 และ T20 

สามารถยอยสลายพีเอเอชได 3 ชนิด โดยที่ S5 ไมสามารถยอยสลายฟลูออแรนธีนได T8 และ T20 

ไมสามารถสลายไพรีนได ในขณะที่ F18 สามารถยอยไดชนิดเดียวคือฟลูออรีน ซึ่งรายละเอียดการ

ยอยสลายพีเอเอชของราแตละสายพันธุมีดังนี้ 
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  F18 สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดชนิดเดียวแตไดมากถึง 90 เปอรเซ็นต และมี peak 

ของสารมัธยันตรเกิดขึ้น 4 peak ใหญที่เห็นไดชัดที่ retention time เทากับ 1.887 2.367 2.613 

และ 2.981 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.7 B) โดยที่ฟลูออรีนมีคา retention time เทากับ 7.4 นาที 

(peak ที่ม ีretention time เทากับ 8.5 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการ

สกัด) โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา F18 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak ของ

ฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T8 สามาถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ ฟลูออแรนธีนได 72 95 และ 50เปอรเซ็นต

ตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.8  4.9 และ 4.10 

  T8 ยอยสลายฟลูออรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 3.21 (ลูกศรสีขาว

รูปที่ 4.8 B) และมี peak ต่ําๆ ของสารมัธยันตรเกิดกอนและหลัง peak เดนนี้ดวย โดยที่ฟลูออรีน 

มีคา retention time เทากับ 7.13 นาที (ลูกศรสีดํา) ดังแสดงในรูปที่ 4.8 B (peak ที่มี retention 

time เทากับ 9.96 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

  

รูปที่ 4.8 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 

   

 

 

 

A 

C D 

B 



 60 

  T8 ยอยสลายฟแนนทรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 1 peak ที่ retention time เทากับ 2.6 

(ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.9 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention time เทากับ 7.3 นาที (ลูกศรสีดํา) ดัง

แสดงในรูปที่ 4.9 B (peak ที่มี retention time เทากับ 10.03 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบ

ประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.9 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T8 ยอยสลายฟลูออแรนธีนไดและเกิดสารมัธยันตร 2 peak ที่มีคา retention time เทากับ 

2.4 และ 4.6 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.10 B) โดยที่ฟลูออแรนธีนมีคา retention time เทากับ 9.4 

นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.10 B (peak ที่มี retention time เทากับ 9.9 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อ

เทียบประสทิธิภาพของการสกัด) 

 

 
 

รูปที่ 4.10 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออแรนธีน โดยรา T8 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออแรนธีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  T20 สามาถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได โดยมีปริมาณที่ลดลง 83  

84 และ 31 เปอรเซ็นตตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.11  4.12 และ 

4.13 

  T20 ยอยสลายฟลูออรีนไดและเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 3 peak ที่ retention time เทากับ 

1.6 3.2 และ 4.2 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.11 B) โดยที่ฟลูออรีน มีคา retention time เทากับ 9.6 

นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.11 B 

 

 

 

   

 

 
     
รูปที่ 4.11 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  T20 ยอยสลายฟแนนทรีนไดและเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 6 peak ที่ retention time 

เทากับ 1.9  2.4  2.9  3.2  4.5 และ 6.4 (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.12 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention 

time เทากับ 10.2 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.12 B (peak ที่มี retention time เทากับ 9.9 เปนไพรีนที่

มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.12 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=

ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  T20 ยอยสลายฟลูออแรนธีนเกิดสารมัธยันตร 8 peak ที่มีคา retention time เทากับ 2.01  

2.5  2.7  2.9  3.3  4.5 และ 4.6 นาที (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.13 B) โดยที่ฟลูออแรนธีนมีคา retention 

time เทากับ 9.4 นาที ดังแสดงในรูปที่ 4.13 B (peak ที่มี retention time เทากับ 10.2 เปนไพรีนที่

มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.13 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออแรนธีน โดยรา T20 A=ชุดทดลองวันที่ 0, 

B=ชุดทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ 

peak ของฟลูออแรนธีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร)  
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  S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนได 60  78 และ 85 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ โดยโครมาโตรแกรมของ HPLC แสดงดังรูปที่ 4.14  4.15 และ 4.16 

  S5 ยอยสลายฟลูออรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 2.2 (ลูกศรสีขาว

รูปที่ 4.14 B) โดยที่ฟลูออรีนมีคา retention time เทากับ 6.5 นาที ดงัแสดงในรูปที่ 4.14 B (peak 

ที่มี retention time เทากับ 9.1 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการสกัด) 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.14 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟลูออรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวันที่ 0, B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟลูออรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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  S5 ยอยสลายฟแนนทรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัดที่ retention time เทากับ 2.3 (ลูกศรสี

ขาวรูปที่ 4.15 B) โดยที่ฟแนนทรีนมีคา retention time เทากับ 7.2 นาที  ดังแสดงในรูปที่ 4.15 B 

(peak ที่มี retention time เทากับ 9.8 เปนไพรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบประสิทธิภาพของการ

สกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.15 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายฟแนนทรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวนัที ่0, B=ชดุ

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของฟแนนทรีน และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 
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S5 ยอยสลายไพรีนเกิดสารมัธยันตรเดนชัด 5 สารที่ retention time เทากับ 2.3  2.9  3.0  

3.5 และ 5.08 (ลูกศรสีขาวรูปที่ 4.13 B) โดยที่ไพรีนมีคา retention time เทากับ 10.4 นาที ดัง

แสดงในรูปที่ 4.16 B (peak ที่มี retention time เทากับ 7.3 เปนฟลูออรีนที่มีการใสลงไปเพื่อเทียบ

ประสิทธิภาพของการสกัด) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.16 แสดงโครมาโตแกรมจากการยอยสลายไพรีน โดยรา S5 A=ชุดทดลองวันที่ 0,B=ชุด

ทดลองวันที่ 15, C=ชุดควบคุมวันที่ 0 และ D=ชุดควบคุมวันที่ 15 (ลูกศรสีดําชี้ peak 

ของไพรีน  และลูกศรสีขาวชี้ peak ของสารมัธยันตร) 

  จากผลการทดลองยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวทั้งหมดสามารถสรุปไดวารา F18 

สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงชนิดเดียว แตสามารถยอยสลายไดในปริมาณที่สูงถึง 90

เปอรเซ็นตภายในระยะเวลา 15 วัน ในขณะที่ T8  T20 และ S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชไดถึง 3 

ชนิดจาก 4 ชนิดที่ไดทําการทดลอง โดยที่ T8 และ T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

และฟลูออแรนธีน ไดเหมือนกันแตยอยสลายไดในอัตราที่ตางกันในขณะที่ S5 สามารถยอยสลาย

ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และ ไพรีนได  แสดงดังรูปที่ 4.17 
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รูปที่ 4.17 แสดงปริมาณพเีอเอชที่ลดลงในวนัที ่15 จากการยอยสลายพีเอเอช 4 ชนิด แบบ 

                      แยกเดี่ยวของรา 4 ชนิด  

 

 จากผลการทดลองเหลานี้จะเห็นวา ถึงแม F18 จะสามารถยอยสลายฟลูออรีนไดดีที่สุดแต

เชื้อนี้ไมสามารถยอยสลายพีเอเอชชนิดอ่ืนๆ ไดเลย จึงไมเลือกเชื้อนี้ไปทดสอบในข้ันตอๆ ไป สวน 

T8 และ T20 สามารถยอยสลาย ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได แตไมสามารถยอย

สลายไพรีนได ในขณะที่เชื้อ S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนได แตยอย

สลายฟลูออแรนธีนไมได เชื้อทั้ง 3 ชนิดนี้ก็นาจะสามารถนําไปประยุกตใชรวมกันเพื่อยอยสลาย

สารผสมพีเอเอชทั้งสี่ชนิดได  
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4.5 ผลของปริมาณสายใยราตอการลดลงของพีเอเอช 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของพีเอเอชในสภาพที่มี

ปริมาณสายใยราที่แตกตางกันโดยใชรา T8 และ T20 ที่ไดคัดเลือกมาจากการทดลองขางตน โดย

แบงการทดลองเปน 3 ชุดคือ ชุดที่ 1 ใสเชื้อ 3 กรัม ชุดที่ 2 ใสเชื้อ 6 กรัม และชุดที่ 3 ใสเชื้อ 9 กรัม  

ผลการทดลองของรา T8 แสดงดังรูปที่ 4.18  ซึ่งพบวา ในการทดลองชุดที่ 1 ที่ใสเชื้อ 3 

กรัม มีเปอรเซ็นตของพีเอเอชลดลงนอยที่สุดโดยมีฟลูออรีนเพียงชนิดเดียวที่ลดลงเพียง 5 

เปอรเซ็นต ชุดที่ 2 ที่ใสเชื้อ 6 กรัม มีการลดลงของฟลูออรีน 18 เปอรเซ็นต และ ฟแนนทรีน 1 

เปอรเซ็นต ชุดทดลองที่ 3 มีการลดลงของพีเอเอชทั้ง 4 ชนิด โดยมีเปอรเซ็นตที่ลดลงของฟลูออรีน 

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน เปนปริมาณ 77 38 32 และ 33 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งจะ

เห็นวาเมื่อปริมาณสายใยมากขึ้นปริมาณพีเอเอชมีแนวโนมที่จะลดลงมากขึ้นดวย 

ปริมาณสายใยรา T8 ตอการลดลงของพีเอเอช
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   รูปที ่4.18 กราฟแสดงเปอรเซ็นตของพเีอเอชแตละชนิดที่ลดลงโดยรา T8 ที่นาํไปนึ่งฆาเชื้อ 
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 สําหรับการทดลองของรา T20 แสดงดังรูปที่ 4.19 ซึ่งมีการลดลงของพีเอเอชมากที่สุดใน

ชุดทดลองที่ใสเชื้อ 6 กรัม โดยมีอัตราการลดลงของฟลูออรีน 70 เปอรเซ็นต และฟแนนทรีน 23 

เปอรเซ็นต  สวนผลการทดลองที่ใสเชื้อปริมาณ 3 กรัม และ 9 กรัม พบวามีการลดลงของฟลูออรีน

เพียงชนิดเดียว จากผลการทดลองเหลานี้ไมพบความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางปริมาณสายใยราตอ

การลดลงของพีเอเอช 
 

ปริมาณสายใยรา T20 ตอการลดลงของพีเอเอช
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รูปที่ 4.19 กราฟแสดงเปอรเซ็นตของพเีอเอชแตละชนิดที่ลดลงโดยรา T20 ทีน่ําไปนึง่ฆาเชื้อ 
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4.6 การทดสอบปริมาณพีเอเอชสูงสุดที่ราสามารถอยูรอดได 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาปริมาณสูงสุดของพีเอเอชที่รา T8 และ T20 สามารถมี

ชีวิตอยูและเจริญไดโดยใชพีเอเอชแบบแยกเดี่ยว ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน และ

ไพรีน ที่ความเขมขนตั้งแต 25  50  100  300 และ 500 ppm  

จากการทดลองหาการมีชีวิตรอดของราที่ทําโดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อรา T8 และ T20 ที่เล้ียง

ในพีเอเอชแตละชนิดที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 วัน มาหยดลงบนอาหาร MEA พบวารา T8 

และ T20 สามารถเจริญไดจนถึงความเขนขนสูงสุดของพีเอเอชที่ทดสอบคือ 500 ppm ในทุกชนิด

ของพีเอเอชบนอาหาร MEA 

 เมื่อนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหลือในแตละชนิดไปกรอง และอบแหงเพื่อหาน้ําหนักแหงของรา

พบวาในรา T8 ใหผลดังแสดงในรูปที่ 4.20 ซึ่งเจริญไดดีที่สุดเมื่อเล้ียงในฟลูออรีน และฟแนนทรีน 

ที่ความเขมขน 25 ppm  เมื่อเลี้ยงในฟลูออแรนธีนเจริญไดดีที่สุดในชวง 50-100 ppm สวนใน

ไพรีน  เจริญไดดีที่สุดในชวงความเขมขน 100 ถึง 300 ppm  

สําหรับรา T20 ในการทดลองที่เลี้ยงในฟลูออรีน ไพรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีน 

เจริญไดดีที่สุดที่ความเขมขน 25 ppm  25ppm 100 ppm และ 300 ppm ตามลําดับ ดังแสดงใน

รูปที่ 4.21 
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นํ้าหนักแหงของรา T8 ท่ีเจริญในพีเอเอชแตละชนิดท่ีความเขมขนตางๆ
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รูปที่ 4.20  กราฟแสดงน้าํหนักแหงของรา  T8  ที่เจริญในฟลูออรีน (ก), ฟแนนทรนี (ข), 

                              ฟลอูอแรนธนี (ค) และไพรนี (ง) ที่ความเขมขน 25, 50, 100, 300 และ 500 ppm 

 

 

นํ้าหนักแหงของรา T20 ท่ีเจริญในพีเอเอชแตละชนิดท่ีความเขมขนตางๆ
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รูปที่ 4.21  กราฟแสดงน้าํหนักแหงของรา  T20 ที่เจริญในฟลูออรีน (ก), ฟแนนทรนี (ข),             

                        ฟลอูอแรนธนี (ค) และไพรนี (ง) ทีค่วามเขมขน 25, 50, 100, 300 และ 500 ppm 
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4.7 การวิเคราะหสารมัธยันตรในระหวางการสลายสารผสมพีเอเอชแตละชนิดแบบแยกเดี่ยว 

 ในเบื้องตนนี้ตองการทดสอบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายพีเอเอชโดยรา T8 

และ T20 วาเปนสารใด ในงานวิจัยนี้จึงเลือกที่จะทดสอบสารมัธยันตรของพีเอเอชเพียงชนิดเดียว

กอนคือ ฟลูออรีน จากรูปที่ 4.8 B และ 4.11 B จะเห็น peak ของสารมัธยันตรที่เดนชัด ซึ่งนาจะ

เหมาะสมตอการวิเคราะหสารมัธยันตรในเบื้องตนนี้ โดยในขั้นแรกไดเล้ียงราทั้ง 2 สายพันธุนี้เพื่อหา

วันที่เชื้อผลิตสารสารมัธยันตรไดมากที่สุดซึ่งไดผลดังนี้ 

ผลจากโครมาโตแกรมของการยอยสลายฟลูออรีนของรา T8 เร่ิมพบสารมธัยนัตรตัง้แตวนัที ่6 

แตปริมาณคอนขางนอย และจะผลิตไดมากอยางเดนชัดในวันที่ 24 จากการเลี้ยงทั้งหมด 30 วัน ซึ่ง

เมื่อผานไป 30 วันก็ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู  โดยสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนมีคา retention time ที่ 3.25 

นาที และสารตั้งตนฟลูออรีน มีคา retention time ที่ 9.61 นาที แสดงดังรูปที่ 4.22  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.22 HPLC โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลอูอรีนในวนัที ่24 โดยรา T8 

                         (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลอูอรีน และลกูศรสีขาวชี ้peak ของสารมธัยนัตร) 

และจากโครมาโตแกรมของการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 เร่ิมพบสารมัธยันตร 1 peak 

ที่เดนชัดตั้งแตวันที่ 3 โดยสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นมีคา retention time ที่ 3.25 นาทีเชนเดียวกับที่พบ

จากการยอยสลายของรา T8 ดังรูปที่ 4.23 สารมัธยันตรที่ peak นี้มีปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ และเมื่อถึง

วันที่ 21 ถึง 30 จะพบจํานวน peak ของสารมัธยันตรเพิ่มข้ึน โดยในวันที่ 30 มีสารมัธยันตรเกิด 

ประมาณ 8 peak สวนฟลูออรีนที่เปนสารตั้งตนเหลืออยูปริมาณนอยมาก และ peak ที่เดนชัด peak 

เดียวในวันที่ 3 ก็ลดปริมาณลงแสดงดังรูปที่ 4.24  
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รูปที่ 4.23 โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลูออรีน ในวนัที ่3 โดยรา T20 

                                 (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลูออรีนและลูกศรสขีาวชี ้peak ของสารมัธยนัตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.24 โครมาโตแกรมแสดงการยอยสลายฟลูออรีนในวนัที ่30 โดยรา T20 

                                 (ลูกศรสีดําชี ้peak ของฟลูออรีน และลกูศรสีขาวชี้ peak ของสารมธัยนัตร)

  

  

 

2,294,954 

 

690,973 
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 จากผลที่กลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวารา T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีน และเกิดสาร       

มัธยันตรในระยะเวลาที่เร็วกวารา T8 จึงไดนํารา T20 ไปเล้ียงขยายปริมาณเพื่อใหไดสารมัธยันตรที่

เพียงพอในการนําไปพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตร โดยเลี้ยงรา T20 ในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด

ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที่มีการผสมฟลูออรีน 100 ppm ลงไป เปนเวลา 3 วัน และนําอาหารเลี้ยงเชื้อ

ทั้งหมดมาสกัดดวยเอธิลอะซิเตท หลังจากนั้นไดนําสารที่สกัดไดทั้งหมดมาแยกโดย HPLC เฉพาะ peak 

ของสารมัธยันตรที่เดนชัดเพียง peak เดียวคือ peak ที่มี retention time 3.25 และนําไปวิเคราะหความ

บริสุทธิ์อีกครั้งดวย TLC และ HPLC เปรียบเทียบกับพีเอเอชมาตรฐานซึ่งไดแก 9-ฟลูออรีนอล และ           

9-ฟลูออรีโนน ซึ่งมีรายงานไววาเปนสารมัธยันตรที่พบในวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา (Garon และ

คณะ, 2000; Cerniglia และ Sutherland, 2001) ผลจากการวิเคราะหดวย TLC แสดงแถบของสาร      

มัธยันตรที่สกัดไดเพียงแถบเดียวโดยมีคา Rf เทากับ 0.71 ดังแสดงในรูปที่ 4.25(4) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐานไดแก 9-ฟลูออรีโนน และ 9-ฟลูออรีนอล  พบวาสารมัธยันตรมีคา Rf ที่เทากับสาร

มาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งมีคาเทากับ 0.71 เชนกันดังแสดงในรูปที่ 4.25(2) และเมื่อนําสารมัธยนัตรไป

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานดังกลาวดวย HPLC ก็พบวาสารมัธยันตรที่สกัดไดให peak หลักเพียง 

peak เดียวที่ retention time เทากับ 3.25 ดังแสดงในรูปที่ 4.26(ก) ซึ่งมีคา retention time เทากับ         

9-ฟลูออรีนอล ดังแสดงในรูปที่ 4.26(ข) จากผลการทดลองนี้เสนอแนะไดวาสารมธัยนัตรทีเ่กดิข้ึนจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 นาจะเปน 9-ฟลูออรีนอล  

 

 

 

 

 

ระบบตัวทาํละลาย : โทลอีูน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซิติกเขมขน 
                                       : 90:25:4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) 

รูปที่ 4.25 TLC โครมาโตรแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดยรา T20 (4) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ (1) สารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล 

(2) และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน (3)  

0.71 

 (1)       (2)       (3)       (4)        

Rf 

 

0.73 
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รูปที่ 4.26 HPLC โครมาโตรแกรมแสดงความบริสุทธิ์และ retention time ของสารมัธยันตรที่ได

จากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 (ก) เทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (ข) 

 เพื่อยืนยันผลการวิเคราะหโดย TLC และ HPLC จึงไดวิเคราะหสารมัธยันตรเพิ่มเติมดวย

วิธี GC-MS เพื่อวิเคราะหลักษณะการแตกตัวและน้ําหนักโมเลกุลที่เกิดขึ้นของสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 และจากผลการทดลองพบวาสารมัธยันตรที่ไดดังรูปที่ 4.27 (ก) มกีาร

แตกตัวที่เหมือนกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล ดังแสดงในรูปที่ 4.27 (ข) โดยมีคา m/z เทากับ 63 

76 91 126 152 และ 181 

 

 

ก 

ข 
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รูปที่ 4.27 GC-MS โครมาโตรแกรมแสดงการแตกตัวของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยสลาย  

                 ฟลูออรีนโดยรา T20 (ก) เทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (ข) 

  

นอกจากนี้ในลําดับตอมาไดใชนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกโตรสโกป (1H-NMR 

Spectroscopy) วิเคราะหโครงสรางโมเลกุลของสารมัธยันตรโดยการเกิดอันตรกิริยา (interaction) 

ระหวางรังสีแมเหล็กไฟฟาในชวงคลื่นวิทยุกับนิวเคลียสที่เกาะอยูที่ตําแหนงตางๆ ในโมเลกุลขณะ

วางอยูในสนามแมเหล็ก โดยอาศัยหลักการที่วานิวเคลียสมีสมบัติทางสนามแมเหล็กตางกัน 

เนื่องจากมีสภาวะแวดลอมทางเคมีตางกัน สเปกตรัมซ่ึงเปนผลของการดูดกลืนรังสีแมเหลก็ไฟฟาที่

ความถี่ตางๆ ซึ่งผลจากการวิเคราะหแสดงดังรูปที่ 4.28 จากผลของสเปกตรัมสามารถยืนยันไดวา

สารมัธยันตรที่เกิดมีโครงสรางเปน 9-ฟลูออรีนอล  โดย peak ที่เกิดในชวง 7-8 แสดงถึงตําแหนง

ของไฮโดรเจนที่ติดอยูกับวงอะโรมาตกิ สวน peak ที่เกิดในชวง 5-6 แสดงถึง benzylic ไฮโดรเจนที่

เปนหมูไฮดรอกซิล เนื่องจากอยูในชวงที่กวางมากคือ 0.5-5.0 เพราะไฮโดรเจนสามารถเปลี่ยน

ตําแหนงที่เกาะไปตามความเขมขนของสารตัวอยางได 

จากผลการวิเคราะหสารมัธยันตรดวยวิธีตางๆ คือ TLC  HPLC  GC-MS และ NMR ใหผล

ที่สนับสนุนกันวาสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20 เปน 9-ฟลูออรีนอล 

 

 

 

ข 

ก 
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รูปที่ 4.28  1H-NMR  สเปกตรัมของสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา T20  



 79 

4.8 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

4.8.1 การทาํปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

การทดลองนี้ไดนํารา 4 สายพันธุที่ไดทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหาร

เหลวจากการทดลองที่ 4.4 มาเพิ่มปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS ของราเพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา

เหลานี้  

สําหรับราสายพันธุ F18 ไดใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.10.3 หลังดําเนินปฏิกิริยาลูกโซ             

พอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดัง

แสดงในรูปที่ 4.29 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 700 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.29 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ F18  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker 

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ F18 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

 

 

 

1159 

1093 

  805 

  514 

  468 

  448 

  339 

  264 

คูเบส 1 2 
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สายพันธุ S5 ไดใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.30 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.30 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ S5 

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker 

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ S5 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1159 

1093 

  805 

  514 

  468 

  448 

  339 

  264 

คูเบส 1 2 



 81 

สายพันธุ T8 ไดใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 และคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 

3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.31 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 700 คูเบส

จากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 (ชองที่ 2) และประมาณ 800 คูเบสจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

(ชองที่ 3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

รูปที่ 4.31 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ T8  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 และคูไพรเมอร 

ITS1-F กับ ITS4 

 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker  

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T8 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

ชองที่ 3   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T8 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 
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  264 

คูเบส 
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สายพันธุ T20 ไดใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 (ตารางที่ 3.1) ไดผลดังแสดงในรูปที่ 

4.32 จากรูปพบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 800 คูเบส (ชองที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.32 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ของราสายพันธุ T20  

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 

 

ชองที่ 1   Lambda DNA/PstI Marker  

ชองที่ 2   ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราสายพันธุ T20 เปนแมแบบ 

และใชคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 
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 4.8.2  การหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 (ภาคผนวก ค1) จาก

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน

ฐานขอมูล Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.33 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ

ดังกลาวของรา F18 มีความเหมือน 100 เปอรเซ็นตกับ Curvularia affinis (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AF071335)         

>gb|AF071335.1|AF071335 Curvularia affinis 18S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=527, Score =  951 bits (1054),  Expect = 0.0 

 Identities = 527/527 (100%), Gaps = 0/527 (0%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.33 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 ของราสายพันธุ F18 กับ Curvularia affinis 

(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF071335)     
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และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 มาสราง phylogenetic 

tree เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมา โดยใชโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.34 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ F18 มีความ

เหมือนกับรา Curvularia affinis ที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเชื่อมั่นที่ 100 เปอรเซ็นต จากการ

ทดลองนี้จึงสรุปไดวาราสายพันธุ F18 นาจะเปน Curvularia affinis  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.34 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ F18 

  

 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 (ภาคผนวก ค2) จากผลิตภัณฑ 

PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.35 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา T20 มีความเหมือน 90 เปอรเซ็นตกับ Phanerochaete sordida (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AB210078)     
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>dbj|AB210078.1| Phanerochaete sordida genes for 18S ribosomal RNA, internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 2, 25S ribosomal 

RNA, partial and complete sequence, strain:TMIC34892 

Length=756, Score =  996 bits (1104),  Expect = 0.0 

 Identities = 677/748 (90%), Gaps = 23/748 (3%) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.35 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ T20 กับ Phanerochaete 

sordida (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AB210078)     
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และเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 มาสราง phylogenetic 

tree เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมา โดยใชโปรแกรม PHYLIP 

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.36 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 มีความ

เหมือนกับรา Phanerochaete ericina ที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเชื่อมั่นที่ 95 เปอรเซ็นต 

สามารถคาดเดาไดวา T20 มีสายวิวัฒนาการเชนเดียวกับเชื้อในสกุล Phanerochaete sp. ซึ่งจัด

อยูในราไวทรอทที่สามารถสรางเอนไซม ligninolytic ได 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

รูปที่ 4.36 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ T20 

 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 (ภาคผนวก ค3) จากผลิตภัณฑ PCR 

ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.37 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา S5 มีความเหมือน 91 เปอรเซ็นตกับ Lentinus tiginus (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 

AF516518)       
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>gb|AF516518.1|  Lentinus tigrinus LE(BIN)0861 SBI 5 18S ribosomal RNA gene, partial  

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=1021, Score =  924 bits (1024),  Expect = 0.0 

Identities = 614/673 (91%), Gaps = 34/673 (5%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.37  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ S5 กับ Lentinus tiginus 

(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF516518)       
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 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 มาสราง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมาโดยใชโปรแกรม PHYLIP     

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.38  ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 มคีวาม

เหมือนกับราในสกุล Lentinus มากที่สุดโดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนที่ 91 เปอรเซ็นต ที่คาความ

เชื่อมั่นเทากับ 96 เปอรเซ็นต 

 

 

รูปที่ 4.38 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ S5 
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ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 (ภาคผนวก ค4) จากผลิตภัณฑ PCR 

ที่ไดจากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BlastN แสดงดังรูปที่ 4.39 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ

รา T8 มีความเหมือน 98 เปอรเซ็นตกับ Phanerochaete sordida (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AF475148)       

>gb|AF475148.1|  Phanerochaete sordida strain KCTC 6713 18S ribosomal RNA gene,  

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Length=644, Score = 1077 bits (1194),  Expect = 0.0 

 Identities = 621/632 (98%), Gaps = 5/632 (0%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.39  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR บริเวณ 

ITS จากคูไพรเมอร ITS1-F กับ ITS4 ของราสายพันธุ T8 กับ Phanerochaete 

sordida (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF475148)    
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เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 มาสราง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราที่สุมเลือกมาโดยใชโปรแกรม PHYLIP     

เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree 

ดังแสดงในรูปที่ 4.38 ซึ่งพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 มีความ

เหมือนกับราในสกุล Phanerochaete sp. มากที่สุดโดยมีคาความเชื่อมั่นเทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.40 Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธของเชื้อ T8 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหาสายพันธุของราที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมได 

โดยในขั้นแรกไดคัดแยกราจากธรรมชาติ แลวนําไปทดสอบการเจริญไดบนอาหารแข็งที่ผสมสีซึ่งมี

โครงสรางคลายพีเอเอช และอาหารแข็งที่มีพีเอเอชแบบผสม 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออแรนธีน และไพรีนชนิดละ 25 ppm เชื้อที่ผานการทดสอบในขั้นตนไดนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอชในอาหารเหลวที่มีพีเอเอชแบบผสม 4 ชนิดเชนกัน และจากนั้นนําไปทดสอบการยอย

สลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวเพื่อใชพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตรจากการยอยสลายของราโดย

ใช TLC  HPLC  GC-MS และ 1H-NMR นอกจากนี้มีการทดสอบผลของปริมาณสายใยราตอการ

ลดลงของพีเอเอช และทดสอบปริมาณสูงสุดที่ราสามารถทนได รวมทั้งไดพิสูจนเอกลักษณของรา

ที่ใชในการทดสอบดวย 

ในขั้นแรกซึ่งเปนการคัดแยกราที่นาจะมีความสามารถในการยอยสลายพีเอเอช โดยอาศัย

หลักการที่วาพีเอเอชมีโครงสรางโมเลกุลที่คลายคลึงกับลิกนิน และราที่สามารถสลายลิกนินไดก็

นาจะสลายพีเอเอชไดเชนกัน ในการพิจารณาเชื้อราที่ตองการนํามาทดลองในเบื้องตนใชการ

พิจารณาจากการสังเกตลักษณะของไมที่มีรานั้นๆ อยูตองมีลักษณะเปราะ เบา และเปนสีขาว 

เนื่องจากสภาพดังกลาวของไมเกิดจากการที่ลิกนินถูกยอยสลายไป ซึ่งในการทดลองนี้สามารถคัด

แยกราไดทั้งสิ้น 52 สายพันธุ  

 จากนั้นราทั้ง 52 สายพันธุที่คัดแยกได ไดนํามาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนสี

อาหาร (chromogenic substance) เพื่อหาสายพันธุราที่มีความสามารถเปลี่ยนสีทั้ง 3 ชนิด ไดแก 

guaiacol azureB และ phenol red ได เนื่องจากมีรายงายวิจัยวาราที่เปลี่ยนสี guaiacol มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมแลคเคส (Xiao และคณะ, 2004) ราที่เปลี่ยนสี azureB มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส และราที่สามารถเปลี่ยนสี phenol red มี

ความสัมพันธกับการผลิตเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Koker และคณะ, 2000) ซึ่งถารา

สามารถที่จะเปลี่ยนสีไดทั้ง 3 ชนิดก็นาจะผลิตเอนไซมในกลุม ligninolytic นี้ไดครบ เนื่องจาก

เอนไซมเหลานี้เปนเอนไซมที่ราผลิตออกมานอกเซลล และไมคอยมีความจําเพาะเจาะจงกับ      

สับเสตรทสามารถยอยสลายสารพิษไดหลายชนิด (Thurston, 1994) ทําใหเอนไซมในกลุมนี้มี

ความเกี่ยวของและสําคัญตอการยอยสลายพีเอเอชดวย 
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 ผลการทดลองพบวาจากรา 52 สายพันธุนั้นมีเพียง 5 สายพันธุ ไดแก F8  F16  F18  F28 

และ F52 ที่สามารถเปลี่ยนสีไดทั้ง 3 ชนิด นอกจากนั้นไดนํารา T8 และ T20 จากดวงเดือน (2548) 

และ S5 จากสิริรัตน (2548) ที่ไดทดสอบแลววามีความสามารถในการเปลี่ยนสีได 3 ชนิดมารวม

ทดสอบการเจริญเติบโตเบื้องตนในอาหารแข็งที่มีการผสมพีเอเอช 4 ชนิด ไดแก ฟลูออรีน และ 

ฟแนนทรีนซึ่งเปนตัวแทนของพีเอเอชมวลโมเลกุลขนาดเล็ก ฟลูออแรนธีน และไพรีนซึ่งเปนตัวแทน

ของพีเอเอชมวลโมเลกุลขนาดใหญ ชนิดละ 25 ppm โดยพีเอเอชทั้ง 4 ชนิดที่นํามาทดลองนี้พบวา

มีการปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมมาก จากผลการทดลองพบวาราทั้ง 8 สายพันธุนี้สามารถเจริญได

ในอาหารแข็ง MM ที่ผสมพีเอเอชซึ่งแสดงวาพีเอเอชที่เติมลงไปนั้นไมมีความเปนพิษตอราทั้ง 8 

สายพันธุดังกลาว 

 เมื่อทดสอบแลววาราทั้ง 8 สายพันธุสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารแข็งที่ผสมพีเอเอช 

ตอมาจึงนํามาทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบผสมในอาหารเหลว โดยอาหารที่ใชเปนอาหาร

ไนโตรเจนจํากัดที่มีการเติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตร เนื่องจากมีงานวิจัยที่รายงานวาภาวะเหมาะสม

ที่เอนไซมในกลุม ligninolytic สามารถทํางานไดดีจะเกิดเมื่อราเจริญอยูในภาวะที่มีอาหารจํากัด 

เชน การขาดไนโตรเจน (Cerniglia และ Sutherland, 2001)  ผลการทดลองพบวามีรา 4 สายพันธุ

เทานั้นจากทั้งหมด 8 สายพันธุ ที่สามารถยอยสลายพีเอเอชแบบผสมไดและสรางสารมัธยันตรให

เห็นอยางเดนชัด รา 4 สายพันธุนี้ ไดแก สายพันธุ T8 (Phanerochaete sp.) T20 

(Phanerochaete sp.)  S5 (Lentinus sp.)  และ F18 (Curvularia affinis) จากนั้นเมื่อทดสอบ

การยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวโดยราเหลานี้พบวา T8 และ T20 สามารถยอยสลายพีเอเอช

ได 3 ชนิด คือ ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนแตไมสามารถยอยสลายไพรีนได ในขณะที่

ราสายพันธุ S5 สามารถยอยสลายพีเอเอชได 3 ชนิด คือ ฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนแตไม

สามารถยอยสลายฟลูออแรนทรีนได สวน F18 ยอยสลายพีเอเอชไดเพียงชนิดเดียวคือฟลูออรีน 

โดยที่ T8 ยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได 72 95 และ 49.5 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ T20 ยอยสลายฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และฟลูออแรนธีนได 83 87 และ 31 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ  S5 สามารถยอยสลายฟลูออรีน  ฟแนนทรีน และไพรีนได 60 86 และ 85 เปอรเซ็นต

ตามลําดับ F18 ยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงชนิดเดียวแตสามารถยอยสลายไดสูงถึง 90 เปอรเซ็นต  

จากผลการทดลองเหลานี้เปนที่นาสังเกตวาเมื่อทดลองยอยสารผสมของพีเอเอช 4 ชนิด ชนิดละ 

25 ppm ในอาหารเหลวนั้นราทุกชนิดสามารถยอยสลายพีเอเอชและผลิตสารมัธยันตรได

โดยเฉพาะอยางยิ่ง T8 ที่ยอยสลายสารตั้งตนไดจนหมดทุกชนิด (รูปที่ 4.5 (ก)) แตเมื่อนํามา

ทดสอบการยอยสลายพีเอเอชแบบแยกเดี่ยวชนิดละ 100 ppm พบวาประสิทธิภาพการยอยสลาย

ไมดีเทากับเมื่อทดสอบในพีเอเอชแบบผสมหรือไมสามารถยอยสลายพเีอเอชบางชนิดได ทั้งนี้อาจ
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เกิดจากการทํางานเสริมกันของเมตาบอไลทของสารแตละชนิด และปริมาณพีเอเอชเริ่มตนของทั้ง 

2 การทดลองที่แตกตางกัน   รา T8  T20 และ S5 เปนราในกลุม ligninolytic ซึ่งจากผลการหายีน

และเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายพีเอเอชโดยกิติวรรณ (2549) พบวาไดมีการทํางาน

รวมกันของเอนไซมในกลุม ligninolytic ทั้ง 3 ชนิด คือ ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีส          

เพอรออกซิเดส และแลคเคส แตในปริมาณที่แตกตางกันในขณะที่รา F18 จัดอยูในกลุม non-

ligninolytic และไมมีทั้งยีนและแอคติวิตีของลิกนินเพอรออกซิเดส (กิติวรรณ, 2549) จาก

คุณสมบัติเหลานี้จึงมีผลทําใหรา T8  T20 และ S5 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายพีเอเอชได

ดีกวารา F18 

   และเนื่องจากปริมาณของสายใยราที่เติมลงไปอาจมีผลตอการลดลงของปริมาณพีเอเอช

จึงไดทดสอบแปรผันปริมาณสายใยราที่นึ่งฆาเชื้อแลวในปริมาณ 3 กรัม 6 กรัม และ 9 กรัม เติมลง

ในชุดการทดลอง 3 ชุด โดยราที่เลือกนํามาใชคือ T8 และ T20 เนื่องจากสามารถสลายพีเอเอชได

ถึง 3 ชนิดและเปนชนิดเดียวกัน สวนรา S5 เจริญเติบโตชาจึงไมไดเลือกมาทดสอบ ซึ่งผลการ

ทดลองพบวารา T8 เมื่อมีการเพิ่มปริมาณสายใยราจะพบวาปริมาณพีเอเอชมีแนวโนมที่ลดลงซึ่ง

อาจเปนไปไดวาพีเอเอชมีการดูดซับไดดีอยูกับสายใยรา T8 ซึ่งทําใหไมสามารถสกัดพีเอเอชออกมา

จากสายใยราไดอยางสมบูรณ แตในรา T20 ไมมีผลแตกตางอยางเดนชดั นอกจากนี้ยังเปนไปไดวา

ลักษณะ ชนิด และปริมาณของพอลิแซ็กคาไรดของเสนใยราแตละชนิดที่แตกตางกันอาจสงผลตอ

การดูดซับและการสกัดพีเอเอชดังที่มีรายงานไวโดย Raghukumar และคณะ (2006) 

ขั้นตอมาเปนการหาชวงความเขมขนของพีเอเอชที่ราสามารถอยูรอดได ซึ่งพบวาราทัง้สอง

สายพันธุสามารถอยูรอดไดถึงพีเอเอชสูงสุดคือ 500 ppm และพบวาที่ความเขนขนตางๆ ในแตละ

พีเอเอชของรา T8 และ T20 มีการเจริญเติบโตใกลเคียงกัน โดยที่รา T8 มีการเจริญในพีเอเอชชนิด

และความเขมขนตางๆ ไดดีกวารา T20   

 เมื่อนํารา T8 และ T20 มาวิเคราะหสารมัธยันตรเพื่อหาวิถีการยอยสลายของพีเอเอชซึ่งใน

ขั้นตนไดทดลองกับฟลูออรีนเนื่องจากเกิดสารมัธยันตรที่สามารถเห็นไดชัดเจนจากโครมาโตแกรม

ของ HPLC ดังรูปที่ 4.8 และ 4.13 โดยรา T8 ใชเวลาในการยอยสลายฟลูออรีนและสะสม    

สารมัธยันตรนานกวาคือประมาณ 24 วัน ในขณะที่รา T20 ใชเวลาแค 3 วันก็พบ peak ของสาร 

มัธยันตรที่เดนชัดและมีคา retention time ที่เทากันกับที่พบในรา T8 จึงไดเลือกรา T20 ไปเล้ียง

และเก็บสารมัธยันตรไปวิเคราะห ซึ่งจากผลของ TLC  HPLC  GC-MS และ 1H-NMR ใหผลที่

สนับสนุนกันวาสาร 9-ฟลูออรีนอลเปนสารมัธยันตรหนึ่งที่ไดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 

T20 ซึ่งเปนสารที่พบในวิถีการยอยสลายของราในกลุม ligninolytic และ non-ligninolytic โดยสาร       
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มัธยันตร 9-ฟลูออรีนอลเปนสารมัธยันตรแรกที่พบอยูในวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 

(Cerniglia และ Sutherland, 2001) นอกจากนี้จากงานวิจัยของ Garon และคณะ (2000) ที่

ทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราในคลาส Ascomycetes Basidiomycetes และ 

Deuteromycetes ทั้งหมดรวม 11 สายพันธุ ไดแก Aspergillus terreus  Bjerkandera adusta 

Ceriporiopsis subvermispora Colletotrichum dematiu Cryphonectria parasitica 

Cunninghamella blakesleeana C. echinulata Drechslera spicifera  Embellisia annulata 

Rhizoctonia solani และ Sporormiella australis พบสารมัธยันตร 2 ชนิด ชนิดแรกที่เกิดขึ้นคือ 

9-ฟลูออรีนอล และชนิดที่สองที่เกิดขึ้นคือ 9-ฟลูออรีโนน โดยสาร 9-ฟลูออรีนอล และ 9-       

ฟลูออรีโนนเปนสารมัธยันตรที่เกิดจากการ hydroxylated ของฟลูออรีนดังรูปที่ 2.7 และ 2.17 ทั้งนี้

มีรายงานวาสารทั้งสองชนิดมีความเปนพิษนอยกวาฟลูออรีนดวย (Garon และคณะ, 2000)  

 จากผลการทดลองพบวารา T20 (Phanerochaete sp.) มีประสิทธิภาพดีเนื่องจาก

สามารถบําบัดพีเอเอชไดหลายชนิดดังแสดงในรูปที่ 4.6 และจากการทดสอบสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนก็พบวาสามารถสลายฟลูออรีนไดรวดเร็วโดยเพียงแค 3 วันก็พบสารมัธยันตรที่

เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนแลว และไมเกิดสารที่มีพิษมากขึ้นกวาสารตั้งตน นอกจากนี้เมื่อ

ผานไป 30 วัน รา T20 สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดเกือบทั้งหมด และใหสารมัธยันตรที่

นอกเหนือจาก 9-ฟลูออรีนอล เกิดขึ้นดวย ซึ่งคาดวานาจะเปน 9-ฟลูออรีโนน นอกจากนี้ในการ

ยอยสลายพีเอเอชแบบผสมยังเกิดสารมัธยันตรอีกหลายชนิดจึงตองมีการทดสอบตอไปวาสาร   

มัธยันตรเหลานี้คืออะไร และมีความเปนพิษตอสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดลอมมากข้ึนหรือไมกอน

นําไปใชตอไป หากความเปนพิษของสารมัธยันตรลดลงกวาสารตั้งตนก็นาจะเหมาะสมที่จะ

นําไปใชในการบําบัดบริเวณที่ปนเปอนพีเอเอชหลายชนิดได ทั้งนี้ก็ยังตองมีการศึกษาสารมัธยันตร

ที่เกิดจากการยอยสลายพีเอเอชชนิดอื่นโดยรานี้ตอไปดวย  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ 2% Malt extract agar (MEA) ตอลิตร 

มอลทสกัด (Malt extract) 20  กรัม 

วุนผง (Agar) 15  กรัม 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม benomyl กอนเทเพลท 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Minimal medium (MM) ตอลิตร 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.5  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 0.5  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3 ) 0.1  กรัม 

วุนผง (Agar) 18  กรัม 

Trace element 200  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

การเตรียม Trace element 

ละลาย Na2EDTA ปริมาณ 5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวปรับคาความ

เปนกรด-ดางเปน 7.0 หลังจากนั้นเติม FeCl3  ZnCl2  CuCl2  CoCl2.6H20  H3BO3  และ MnCl2 

ปริมาณ 0.5  0.05  0.01  0.01  0.01 และ 1.6 กรัมตามลําดับ และปรับปริมาตรรวมใหเปน 1000 

มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 20 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Modified glucose peptone yeast extract (mGPY) ตอลิตร 

กลูโคส (Glucose) 10  กรัม 

แบคโตเพปโตน (Bacto peptone) 3  กรัม 

ยีสตสกัด (Yeast extract) 2  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4. 7H2O)   0.5  กรัม 
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โซเดียมทารเทรต (Na-tartrate)   0.4  กรัม 

น้ํากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

4.  อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด (N-limited medium) ตอลิตร (ความเขมขน 100 เทา) 

กลูโคส (Glucose) 10  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3 ) 0.1  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4. 7H2O) 0.5  กรัม 

เฟอรริกซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (FeSO4.7H2O) 0.01  กรัม 

ซิงซัลเฟตเฮปตะไฮเดรท (ZnSO4.7H2O) 0.001  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 0.001  กรัม 

คอปเปอรซัลเฟตเฮกซะไฮเดรท (CuSO4.5H2O) 0.001  กรัม 

ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 108 

ภาคผนวก ข 

สารละลายและวิธีการเตรียม 

1. สตอคสารละลายมาตรฐานของพีเอเอชชนิดตางๆ 10,000 ppm 

 ชั่งพีเอเอช 500 มิลลิกรัมละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดจนผลึกพีเอเอชละลายหมด ปรับ

ปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปรับความเขมขนเปน

ปริมาณที่ตองการกอนนําไปใช 

2. สารละลาย Extraction buffer 

Tris-HCl ความเปนกรด-ดาง 8.0 200  มิลลิโมลาร 

โซเดียมคลอไรด (NaCl) 250  มิลลิโมลาร 

EDTA ความเปนกรด-ดาง 8.0 25  มิลลิโมลาร 

SDS 5  เปอรเซ็นต 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เขากับสารละลาย โซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร สารละลาย EDTA เขมขน 

0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ใหเขากัน เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

3. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดาง 8.0 

Tris-HCl ความเปนกรด-ดาง 8.0 10  มิลลิโมลาร 

EDTA ความเปนกรด-ดาง 8.0   1  มิลลิโมลาร 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
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4. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 

Trismabase (C4H11NO3) 121.1 กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (HCl) 42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมกรด

ไฮโดรคลอริกเขมขนคนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริก

เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

5. สารละลาย โซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร 

ละลาย โซเดียมคลอไรด 2.9 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

6. สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O) 186.1 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 20 กรัม 

ละลาย  EDTA ในน้ํ าปลอดประจุ ใหครบปริมาตร  800  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมเกล็ด         

โซเดียมไฮดรอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริก

เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

7. สารละลาย 10% SDS 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 

80 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของรา 

1. ลําดับนิวคลีโอไทดบรเิวณ ITS ของราสายพนัธุ F18 

CCATTAGGCTCGTAGTGACCTGCGGAGGGATCATTACACAATAAACATATGAA
GGCTGCACCGCCAACAGGCGGCAAGGCTGGAGTATTTTATTACCCTTGTCTTT
TGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCTCCAGGACCACATGATA
AACCTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGCGTCAGTACAACAAATGTAAATCATTT
ACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
GTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTTGTCTTTGGTTTTGTCCA
AAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCA
CATTTTTGCGCTTGCAATCAGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTCTAT
ATCACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAAA 

2. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T20 

TTATAGCTTCGTAGTGACTGCGGAGGATCATTAACGAGTTAATTGAACGGGTT
GTTGCTGGTATCATTCTATCAAAGGGTGTTACATGTGCACGCCTGGCTCATCC
ACTCTTCAACCTCTGTGCACTTATTGTAGGCTGGTGGAAGGGTAAGCTTTCGG
GCTTACTTGGAAGCCTTCCTATGTTTTACTACAAACGCTTCAGTTTAAGAATG
TAATCTCTGCGTATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGG
CTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCG
GGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTATCCTCAACCTTCATAACTTTTGTT
ATCGAAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTGCTGGCTCTTCATTGAGTCGGCTCCT
CTGAAATATATTAGCGTGAGTGTAACGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTG
CGCCGTGGTCGTGAAGTAACATAAGCTTGCGCTTCTAATCGTCCTTCAGTTGG
ACAATAACCTTTTGACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTTAC
TGCCATTGAAGCGGAAAAACCCCAAATTTAAAATCTGGCCAGTCATTGGCTGA
CCCAGTTGATACTCTGGAAAAAAACCTTCCCTCCCTAGAGCCAGGCACAAAGC
TTTCCGCCCTCTTACAATCTCGATTACTAGCAAAAATCTCCTAA 
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3. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ S5 

AATAGTTCGTAGTGACCTGGGAGGATCATTATCGAGTTTTGAAACGGGTTGTAGCTGGCCTT
CCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTCAGG
AGCTTCGAAAGCGAGGAAGGGGCCTTCACGGGCTTTTTTCTTGCCTAGTTGTTACTGGGCCT
ACGTTTCACTACAAACACTTATAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATA
CAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGG
TATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTAACGGGTTCTTAACGG
GACTTGCTTTAGGCTTGGACTTGGAGGTTCTTGTCGGCTTGCTTCAATGTCAACTCGGCTCC
TCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTGTGCGGATCGGCTCACGGTGTGATAATTGTCTACGCC
GCGACCGTTGAAGCGTTTTTATAGGCCAGCTTCTAGTCGTCTCTTTACGAGACAATAATCATC
GAACTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGG
AA 

4. ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของราสายพันธุ T8 

AAGAGTGCATCAGAAGAGACATGCGGAAGGACATTAACGAGTAACTGAACAGG
TTGTAGCTGGCCTCTCGGGGCATGTGCACACCTGGCTCATCCACTCTTCAACC
TCTGTGCACTTATTGTAGGTCGGCAGAAGGGCGAGTCTAACAGCTCGCTCGGA
AGCCTTCCTATGTTTTATTACAAACGCTTCAGTTTAAGAATGTAAACCTGCGT
ATAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCCTGGTATTCCGGGGAGCATGCCT
GTTTGAGTGTCATGGTATTCTCATCCTTCATAACTTTTGTTATCGAAGGCATG
GACTTGGAGGTCGTGCTGGTTCCTCGTTGAATCGGCTCCTCTTAAATGCATTA
GCGTGAGTGTAACGGATCGCTTCGGTGTGATAATTATCTGCGCCGTGGTCGTG
AAGTAACATAAGCTTGCGCTTCTAACCGTCCTTAAGTTGGACAACTTACTTTG
ACATCTGACCTCAAATCAGGCAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGGCGGAGGAA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวกนกพรรณ จักรเพชร เกิดเมื่อวันที่ 24 พฤษภาคม พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดชลบุรี 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล ในป 2546 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขา       

จุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

ในปการศึกษา 2547 
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