


 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การแปลงและการขจัดพิษสารประกอบสารหนูโดยจุลินทรียดิน 
 

Transformation and Detoxification of Arsenic Compounds by Soil Microorganisms 
 
 
 
 
 

   
 

 
โดย 

 
นางสาวเพชรดา  เจริญมิตร 

 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (ปฐพีวิทยา) 

     พ.ศ. 2554  



 เพชรดา  เจริญมิตร  2554: การแปลงและการขจัดพิษสารประกอบสารหนูโดยจุลินทรียดิน  ปริญญา
ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (ปฐพีวิทยา) สาขาปฐพีวิทยา ภาควิชาปฐพีวิทยา  อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ
หลัก: ผูชวยศาสตราจารยกรรณิการ  สัจจาพันธ, Ph.D.  208 หนา 

 
 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสังคมจุลินทรียในดินที่มีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขน
ตํ่าและสูง ที่อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี  โดยอาศัยเทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE)  พบวารูปแบบแถบดีเอ็นเอของโครงสรางสังคมจุลินทรียไมมีความแตกตางระหวางดินที่ทําการศึกษา  
ทั้งนี้จากการวิเคราะหความสัมพันธของแบคทีเรียโดยการตัดแถบดีเอ็นเอและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA จากแถบดีเอ็นเอตัวแทน 6 ตัวอยาง  สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได คือ Arthrobacter sp. 
และ Proteobacteria sp.  สําหรับการคัดแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู พบแบคทีเรียทั้งหมด 262 ไอโซเลต   
จากดินปนเปอนสารหนู ซึ่งแบคทีเรียตานทานสารหนูสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ จากการวิเคราะหขอมูล 
minimum inhibitory concentration (MIC) พบวาแบคทีเรียสามารถตานทานสารหนูอารเซเนตไดมากกวา       
อารเซไนต  โดยบางไอโซเลตสามารถตานทานสารหนูทั้งอารเซเนตและอารเซไนตไดมากถึง 1,500 มิลลิกรัม
ตอลิตร และจากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียทั้งหมดในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด สามารถ
จัดกลุมไดเปน 100 กลุม  ซึ่งบงช้ีถึงความหลากหลายของแบคทีเรียดังกลาว ทั้งนี้แบคทีเรียแตละกลุมที่คัดเลือก
จากการตานทานสารปฏิชีวนะนํามาศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer  ซึ่ง
ความสัมพันธของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของแบคทีเรียทั้ง 100 กลุม  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทั้ง 100 กลุม 
สามารถแบงไดเปน 4 กลุมใหญ ที่ระดับความคลายคลึง 5-99%  นอกจากนี้จากการการตรวจสอบการปรากฏ
ของยีนตานทานสารหนู (ars) ดวยเทคนิค PCR พบวา 30% ของแบคทีเรีย 100 ไอโซเลต มีการปรากฏของยีน
ตานทานสารหนู arsC ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม arsenate reductase อยางไรก็ตามแบคทีเรียตานทานสารหนู
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากดินปนเปอนสารหนูนี้ เมื่อนํามาทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค 
agar plate screening assay ทั้งอารเซไนตและอารเซเนต พบวาแบคทีเรีย 95 ไอโซเลต สามารถรีดิวซ อารเซเนต
เปนอารเซไนตได แตไมพบการออกซิไดซอารเซไนตเปนอารเซเนต ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง แมวา
แบคทีเรียจะสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีความเขมขนของอารเซไนตสูง ทั้งนี้พบแบคทีเรียพียง  13 ไอโซเลต 
ที่มีประสิทธิภาพสูงในการแปลงสารหนูอารเซเนต ( 33-69ไมโครโมลาร)  เมื่อวัดดวยวิธี Molybdenum blue  
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA สามารถจัดอยูในพวก Firmicutes และ Proteobacteria  
โดยแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ระบุอยูในสกุล Bacillus และ  3 ไอโซเลต ระบุอยูในสกุล Enterobacter และ 
Ochrobactrum  จากผลการทดลองสรุปไดวา  แบคทีเรียซึ่งมีความหลากหลายที่คัดแยกไดจากดินปนเปอน     
สารหนู บริเวณเหมืองแรดีบุกเกามีความสามารถในการแปลงสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตได 
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The study of the shift in the microbial community structure in heavily arsenic 
contaminated soils and slightly arsenic contaminated soils located in Amphoe Dan Chang, 
Suphan Buri Province was determinated by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). 
Band pattern analysis obtained from this study indicated that the microbial community was 
not significantly different in two kinds of soils. Phylogenetic analysis obtained by excising 
and sequencing six bands indicated that the soils were dominated by Arthobacter sp. and 
Proteobacteria sp. In the isolation of arsenic resistance bacteria, two hundred and sixty-two 
bacterial isolates were obtained from arsenic contaminated soils. Majority of the arsenic 
resistant isolates were found to be gram-negative. Minimun inhibitory concentration (MIC) 
study showed that all of the isolated bacteria were more resistant to arsenate than to arsenite. 
In the course of this study, some of the bacterial isolates were found resist in medium 
containing up to 1,500 mg/L of arsenate and arsenite. All strains were also evaluated for 
resistance to eight antibiotics. Correlations analysis of antibiotic resistance patterns could be 
categorize the isolates into 100 unique groups indicating high diversity relation among all 
isolates. Isolates from each antibiotic resistance group were further characterized using the 
repetitive element-PCR (rep-PCR) DNA fingerprinting technique with ERIC primers. The 
genetic relatedness of the 100 bacterial fingerprints showed that these 100 groups of bacteria 
could be divided into four major clusters with 5-99% similarity. Moreover, the presence of 
arsenic resistant genes (ars) was also identified among the arsenic-resistant isolates using 
PCR and 30% of one hundred isolates were found to be carrying arsC gene encoding arsenic 
reductase enzyme. One hundred arsenic resistant bacterial isolates were obtained from 
arsenic contaminated soils. The agar plate screening assay was used to determine if isolates 
had the ability to transform arsenite and arsenate. The results showed that 95 isolates were 
capable of arsenate reduction on agar plates . None of bacterial isolates oxidized arsenite to 
arsenate under the growth conditions tested, but the isolates grew in the presence of high 
concentrations of arsenite. Only 13 of 100 tested isolates could transform high level of 
arsenate (33-69 µM) when tested using molybdenum blue method. Partial sequence analysis 
of 16S rDNA genes indicated that the isolates belonged to two broad taxonomic group i.e. 
Firmicutes and the Proteobacteria. Ten isolates were assigned to four species in the genus 
Bacillus, and three isolates belonged to two species in the genera Enterobacter and 
Ochrobactrum. Taken together these results indicated that phylogenetically diverse bacteria 
isolated from arsenic contaminated soils in an old tin mine area in Thailand have the ability 
to transform arsenate to arsenite. 
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 1 โครงสรางทางเคมีของสารหนูอนินทรียและอินทรีย  6 
 2   ความสัมพันธของคารีด็อกโพเทนเชียลและพีเอชตอรูปของสารหนูในดิน 

ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และความดัน 1 บรรยากาศ   12 
 3  ปฏิกิริยาการรวมตัวกันทางเคมีของ sulfhydryl ในโปรตนีหรือเอนไซมกับสารหนู              

อารเซไนต 19 
 4 กลไกการขจดัพิษของสารหนูและเอนไซมท่ีเกี่ยวของในส่ิงมีชีวิตพวกโปรคาริโอต 30 
 5  จุดเก็บตัวอยางดินปนเปอนสารหนู บริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําลองคพระ 
   อําเภอดานชาง จังหวดัสุพรรณบุรี 46 
 6 การประกอบอุปกรณเพื่อเตรียมเจลสําหรับเทคนิค DGGE 51 
 7 การประกอบอุปกรณเขากับ chamber และแผงควบคุม 51       

8  กระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ                             
จุมในเซลลแตละไอโซเลต วางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนู                           
อารเซไนตหรืออารเซเนต            60 

 9  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลท่ีไดจากเทคนิค DGGE  68 
 10  Dendrogram ความสัมพันธของรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอจากดินปนเปอน 

สารหนูในระดับท่ีตางกัน วเิคราะหดวยโปรแกรม BioNumeric version 3.5 
  โดย UPGMA 69 
    11  ตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 6 แถบ จากดิน AS1   
 คือ แถบ A B C D และ E และจากดิน AS5 คือ แถบ F       71  
     12  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500  
 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา       77  
     13  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500  
 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา       77  
 
 
   



(5) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี       หนา 
  
 14  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศยัขอมูล 
  การตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร   
  เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 78 
 15   เปอรเซ็นตแบคทีเรียตานทานสารหนูในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิดท่ีระดับ        

ความเขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  80   
 16  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู อาศัยขอมูล 
   การตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดับความเขมขนตางๆ เมื่อเจือจาง              
   เซลลแบคทีเรีย 100 เทา  82  
 17  ลายพิมพดีเอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR  84   
 18 Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยอาศยัขอมูลลายพิมพ 
  ดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer 89   
 19 ผลผลิต PCR ในสวนของยนีตานทานสารหนู arsC ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ 
  ดวยไพเมอร arsC-1F และ arsC-1R 92 
 20 การทดสอบการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต บนอาหาร CDM  
  ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซเนต ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30  
  องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 96            
 21 การทดสอบการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนต บนอาหาร CDM  
  ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตความเขมขน 2 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30  
  องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 97       

22 Phylogenetic tree เปรียบเทียบแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการการรีดักชัน 
 อารเซเนตท่ีไดกับแบคทีเรียในฐานขอมูล RDP                 101    

 
 
 
 



(6) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี       หนา                                
 
1 Dendrogram ความสัมพันธของลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากดินท่ีมีการปนเปอน  

สารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกนัจากเทคนิค DGGE 189               
2  เสนแสดงตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนํามาวิเคราะหกลุมโครงสรางสังคม 

แบคทีเรียในดนิปนเปอนสารหน ู                  190 
3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค  
 DGGE กับ Arthrobacter koreensis N1SF19    191           
4  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ   

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค  
 DGGE กับ β-proteobacterium IMCC1734                 192                   
5  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1ดวยเทคนิค DGGE          
        กับ Uncultured β-proteobacterium clone TH_a16 193          
6  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ 
 ตัวแทน (AS1 Band F) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค DGGE กับ  
 Uncultured bacterium clone LNR A2-16                   194     
7  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน 

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC010) กับ Enterobacter cloacae   
 R10-1A                       195       
8  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดกัชันสารหนู (MC013) กับ Bacillus anthracis  
HCYL02 196      
 
 
 
 



(7) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกท่ี       หนา   

 
9  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรีย                              

ตัวแทนท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC120) กับ Bacillus cereus  
 MB-40 197 
10  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน             

ตัวแทนท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC123) กับ Bacillus cereus  
 IV6 198 
11  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                   

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC169) กับ Bacillus megaterium  
Z3-4 199 

12  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน              
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC194) กับ Bacillus anthracis                                   
HCYL02 200 

13  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                 
มีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC196) กับ Bacillus cereus  
MB-40 201 

14  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC197) กับ Ochrobactrum  
intermedium BCR400         202 

15   การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                        
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC202) Bacillus sp. MAN11  203 

16   การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                    
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC203) Bacillus anthracis  

  HCYL02    204 
17  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน               

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC204) กับ Enterobacter cloacae  
 R10-1A 205 



(8) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี      หนา      
 
18  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                  

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC205) กับ Bacillus cereus IV6 206 
19  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                     

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC265) กับ Bacillus sp. 093903 207 
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การแปลงและการขจัดพิษของสารประกอบสารหนูโดยจุลินทรียดิน 
 

Transformation and Detoxification of Arsenic Compounds by  
Soil Microorganisms 

 
คํานํา 

 
ดินเปนทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีความสําคัญทางการเกษตร นอกจากจะมีหนาท่ีในการผลิต

ปจจัยส่ีท่ีสําคัญตอการดํารงชีวิตแลว ยังมีหนาท่ีในการรองรับสารพิษตางๆ ท้ังท่ีเปนสารอินทรียและ
สารอนินทรียจากการใชประโยชนในรูปแบบตางๆ ดวย แมวาทรัพยากรดินจะมีความสามารถในการ
รองรับหรือดูดซับสารพิษตางๆ แตก็อาจมีขอจํากัดและปจจัยท่ีในการดูดซับสารพิษดังกลาวของดิน 
ท้ังนี้จากการพัฒนาและการขยายตัวทางเศรษฐกิจตามทิศทางการเปลี่ยนแปลงของเศรษฐกิจโลก ทํา
ใหอุตสาหกรรมการคาตางๆ รวมทั้งอุตสาหกรรมทางดานการเกษตรของประเทศมีการขยายตัวตาม 
ซ่ึงอาจทําใหเกิดการปนเปอนมลพิษจากการทําอุตสาหกรรมและการใชสารเคมีทางการเกษตร จน
กอใหเกิดปญหาดานส่ิงแวดลอม ซ่ึงหากไมมีการแกปญหาอาจทําใหเกิดการตกคางของสารพิษตางๆ 
ในส่ิงแวดลอมและผลผลิตทางการเกษตร รวมทั้งสงผลตอทรัพยากรธรรมชาติเส่ือมโทรมในระยะ
ยาวอีกดวย ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดพยายามหาแนวทางในการจัดการและลดการปนเปอนของ
สารพิษตางๆ ในดิน โดยมีการนําจุลินทรียดินท่ีมีอยูในธรรมชาติมาใชประโยชนซ่ึงถือเปนอีก
แนวทางหนึ่งท่ีสามารถนํามาใชในการการลดความเปนพิษของสารพิษในดินได 

 
สารหนูจัดเปนธาตุกึ่งโลหะท่ีเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต ซ่ึงสามารถพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ 

โดยเปนองคประกอบของหินและแรตางๆ และพบมากในสายแรทองแดง แมงกานีส ตะกั่ว ดีบุก เงิน
และทองคํา อีกท้ังสารหนูยังเปนธาตุท่ีนิยมใชเปนวัตถุดิบในการผลิตทางอุตสาหกรรมตางๆ ท้ังเซรา
มิก โลหะอัลลอยด อุปกรณอิเล็กทรอนิก รวมท้ังใชเปนสวนประกอบของสารกําจัดศัตรูพืช อาหาร
สัตวและยารักษาโรค จึงทําใหสารหนูเปนธาตุท่ีมีความเส่ียงตอการปนเปอนในส่ิงแวดลอมและมี
ผลกระทบในวงกวางตอมนุษยและส่ิงมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ   

 
การปนเปอนสารหนูถือวาเปนปญหาท่ีพบไดในหลายประเทศท่ัวโลก เชน จีน เกาหลี       

บังคลาเทศ  อินเดีย สหรัฐอเมริกา อารเจนตินา กัมพูชา พมาและ เวียดนาม ซ่ึงสวนใหญมีปญหาการ
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ปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําและในดินท่ีมีสาเหตุจากการทําอุตสาหกรรมตางๆ และการทําเหมืองแร 
และเปนสาเหตุหลักของการแพรกระจายและการปนเปอนสารหนูลงสูดินและแหลงน้ําในธรรมชาติ 
สําหรับประเทศไทยเองก็พบการปนเปอนของสารหนูในแหลงน้ําและดินเชนเดียวกัน โดยพบการ
ปนเปอนคร้ังแรกท่ีอําเภอรอนพิบูลย จังหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการทําเหมืองแร 
ท้ังนี้การปนเปอนดังกลาวทําใหประชาชนท่ีบริโภคน้ําดื่มท่ีมีการปนเปอนสารหนูไดรับอันตรายจาก
พิษของสารหนูแบบเร้ือรัง   

 
จาการศึกษาผลกระทบของสารหนูตอส่ิงมีชีวิตพบวาสารหนูจะมีผลกระทบตอมนุษยและ

ส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ รวมท้ังจุลินทรีย ซ่ึงจกการศึกษาผลของสารหนูตอจุลินทรียท่ีผานมาพบวา สารหนูมี
ผลตอการลดจํานวนและชนิดของจุลินทรีย  รวมท้ังมีผลตอการลดลงของกิจกรรมตางๆ ของ
จุลินทรียดวย อยางไรก็ตามจุลินทรียบางชนิดสามารถนําสารหนูมาใชประโยชนได  เชน การใช
สารประกอบของสารหนูเปนตัวใหหรือตัวรับอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจ นอกจากนี้ยังมี
รายงานเกี่ยวกับจุลินทรียท่ีสามารถตานทานสารหนูไดโดยอาศัยกลไกท่ีสําคัญ คือ  การแปลงสารหนู
และขับสารหนูออกมานอกเซลล ซ่ึงเปนกลไกท่ีถูกควบคุมโดยยีนหลายยีนท่ีทําหนาท่ีแตกตางกัน 
และทํางานเปนระบบ  เรียกวา ars operon จึงทําใหจุลินทรียมีความสามารถในการตานทานสารหนู 
นอกจากนี้จุลินทรียยังสามารถใชกลไกอ่ืนในการลดความเปนพิษสารหนูได เชน กระบวนการ
ออกซิเดชัน รีดักชัน เปนตน  

 
การศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับสารหนูท่ีผานมาสวนใหญเปนการศึกษาในตางประเทศ แต

สําหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับสารหนูไมมากนัก ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้จึง
ไดทําการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขน
แตกตางกัน ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียตานทานสารหนูในดิน รวมท้ังศึกษายีนตานทาน
สารหนู arsC ซ่ึงเปนยีนท่ีสําคัญในการขับสารหนูออกจากเซลลของจุลินทรีย และศึกษา
ความสามารถในการแปลงสารหนูท้ังการรีดักชันและออกซิเดชันดวย ท้ังนี้ก็เพื่อหาแนวทางท่ีเปนไป
ไดในการลดการปนเปอนสารหนู เพ่ือใชในการควบคุมการแพรกระจาย และเฝาระวังพ้ืนท่ีเส่ียงตอ
การปนเปอนสารหนู  ซ่ึงตองอาศัยการศึกษาวิจัย  และพัฒนาใหทันสมัยและเหมาะสมกับ
สภาพแวดลอมในแตละพ้ืนท่ีดวย 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดนิท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความ
เขมขนท่ีแตกตางกัน 
 

2.  เพื่อศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูและยีนตานทานสารหนู arsC 
ของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหน ู

 
3.   เพื่อเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการแปลงสารหนูเพื่อชวยในการบําบัดและฟนฟู

ดินท่ีมีการปนเปอนสารหน ู
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การตรวจเอกสาร 
 
สารหนู   
 

1. ลักษณะและสมบัติท่ัวไปของสารหนู 
 

สารหนู (arsenic) เปนธาตุกึ่งโลหะ (semimetal) ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยาไดท้ัง HHHHโลหะ HHHHและ HHHH

อโลหะ HHHH มีลักษณะเปนผงโลหะสีเทา อาจพบเปนสีเหลืองหรือแดงเม่ืออยูเปนองคประกอบของแร
อ่ืนๆ เชน orpiment หรือ realgar สารหนูมีน้ําหนักโมเลกุล 74.9216 เลขอะตอมเทากับ 33 จัดอยูใน
ธาตุหมู 5A ซ่ึงประกอบดวยไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) สารหนู (As) แอนติโมนี (Sb) และ
บิสมัท (Bi) มีความแข็งประมาณ 3.5 สามารถระเหยกลายเปนไอท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  โดย
การระเหยจะเกิดไดเร็วท่ีอุณหภูมิ 450 องศาเซลเซียสและระเหิดไดท่ีอุณหภูมิ 613 องศาเซลเซียส  
จุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 814 องศาเซลเซียส (ท่ีความดันบรรยากาศ 36) โดยสารหนูสีเหลืองจะ
ระเหยเปนไอไดงายและวองไวตอการทําปฏิกิริยาทางเคมีกวาสารหนูสีเทา (Othmer, 2004)  สารหนู
ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Albertus Magnus ในชวง 1208-1280 ปกอนคริสตศักราช  โดยคําวา "arsenic" 
มาจากภาษาเปอรเซียวา "zarnik" แปลวา หรดาลกลีบทอง ซ่ึงหมายถึง แรชนิดหนึ่งท่ีมีลักษณะเปน
ผลึกมีสีเหลือง ประกอบดวยธาตุหลัก 2 ธาตุคือ สารหนูและกํามะถัน โดยชาว HHHHกรีก HHHHนําคํานี้ไปใชวา 
"arsenikon" สวนคําวา "สารหนู" มาจากการท่ีสารหนูมีพิษสูง เม่ือกินและหายใจเขาไปจะเขาไป
ทําลายHHHHระบบทางเดินอาหารHHHHและสวนอ่ืนๆ ของรางกาย และตายในท่ีสุด จึงนิยมใชเปน HHHHยาเบ่ือหนู HHHHและ
เปนท่ีมาของคําวา “สารหนู” (กฤษณา, 2550) นอกจากการใชสารหนูเปนยาพิษแลวในสมัย HHHH

พุทธกาลHHHH Hipprocrates ไดนําสารประกอบของสารหนูมาเปนองคประกอบของยารักษาโรค ชาว HHHHกรีก HHHH

และชาว HHHHโรมัน HHHHใชสารหนู HHHHซัลไฟด HHHHในการทําสีเม่ือตองการสีแดงและสีเหลือง นอกจากนี้ Paul Ehrlich 
นักวิทยาศาสตรชาวเยอรมัน ไดมีการนําสารหนูอินทรียมาใชในการรักษาโรคHHHHซิฟลิส HHHHในสมัยท่ียังไมมี
ยาHHHHเพนนิซิลิ HHHHนอีกดวย ซ่ึงตอมาในป ค.ศ. 1940 จึงมีการนําสารหนูมาใชกันอยางแพรหลายโดยใชเปน
สวนผสมของยารักษาโรค (Emsley, 2001)   
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2.  รูปของสารหนู 
 

     สารหนูสามารถพบได 2 รูปคือ สารหนูอินทรียและอนินทรีย โดยมีเลขออกซิเดชันหรือ
วาเลนซีหลายคา คือ +5 (As+5; AsO4

-3 )  +3 (As+3; AsO3
-3) 0 (AsH3) และ -3 (H3AsO4)  (Leonard, 

1991; Jain and Ali, 2000; Oremland et al., 2000) รูปของสารหนูท่ีพบในดินสวนใหญมักอยูในรูป
สารหนูอนินทรียท่ีมีวาเลนซี +5 เรียกวา อารเซเนต (As+5) พบไดหลายรูป เชน AsO4

-3 HAsO4
-2 และ 

H2AsO4
-  และวาเลนซี +3 เรียกวา อารเซไนต (As+3) พบไดหลายรูปเชนเดียวกัน ไดแก As(OH)3 

As(OH)4
- AsO2(OH)-2 และ AsO3

-3 (Cullen and Reimer, 1989; Masscheleyn et al., 1991; Balasoiu et 
al., 2001) สารหนูอารเซเนตและอารเซไนตสามารถเกิดการเปล่ียนรูปไดข้ึนอยูกับสภาพรีด็อก       
โพเทนเชียล (redox potential; Eh) และพีเอช (pH) เชน สารหนูอารเซเนตจะเสถียรอยูในดินเม่ือคา  
รีด็อกโพเทนเชียลอยูในชวง -100 ถึง 300 mV ในขณะที่สารหนูอารเซไนตจะเสถียรเมื่อคารีด็อก   
โพเทนเชียลต่ํากวา -100 mV (McGeehan, 1996) 
 

สําหรับสารหนูในรูปอินทรียคือ สารหนูท่ีอยูเปนองคประกอบของเซลลในส่ิงมีชีวิต 
โดยสารหนูสามารถรวมตัวกับคารบอนและไฮโดรเจนในเซลลของส่ิงมีชีวิต กลายเปนสารหนู
อินทรีย ซ่ึงไมสามารถแตกตัวเปนเกลืออนินทรียไดเหมือนกับสารหนูอนินทรีย จึงมีพิษนอยกวา 
(นันทฤทธ์ิ และไมตรี, 2544) สารหนูอินทรียพบไดหลายชนิดท้ังในพืชและสัตว โดยเฉพาะในสัตว
น้ํา เชน กุง ปู ปลา และสาหราย โดยสารหนูอินทรียท่ีอยูเปนองคประกอบของเซลลส่ิงมีชีวิตจะมาก
นอยแคไหนข้ึนอยูกับชนิดของส่ิงมีชีวิตในดินหรือส่ิงแวดลอม เชน arsenobetaine arsenocholine 
monomethylarsonic acid (MMAA) methylarsonate (MA) และ dimethylarsinic acid (DMAA) 
(Buchet and Lauwerys, 1981; Leonard, 1991) สารหนูในสัตวน้ําสวนใหญเปนพวก arsenobetaine 
arsenocholine และ tetramethylarsonium ion (Meharg and Whitaker, 2002) สําหรับ arsenosugar มัก
พบเปนองคประกอบในเนื้อเยื่อของสาหราย (Francesconi and Edmonds, 1998; Meharg and 
Whitaker, 2002) โครงสรางทางเคมีของสารหนูดังกลาวมาขางตน ดังภาพท่ี 1   
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                 arsenate                                          arsenite                       monomethylarsonic acid 
                                                                                                                       (MMAA)                                         
                                      

 
                                                   
                         
 
        dimethylarsinic acid                    trimethyarsine oxide              tetramethylarsenium ion               
                 (DMAA)                                          (TMAO) 
                    
 
 
          
                            
               arsenobetaine (AsBet)                                           arsenocholine (AsCho)                 

       
sugar a              R = OP3HCH2(OH)CH2OH 
sugar b              R = SO3H 
sugar C             R = OSO3H 
sugar D             R = OH 
 

ภาพท่ี 1  โครงสรางทางเคมีของสารหนูอนินทรียและอินทรีย 
 
ท่ีมา: Meharg and Whitaker (2002) 
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นอกจากนี้สารประกอบสารหนูอารเซเนต (AsO4
-3) สามารถเกิดการรีดักชันเปนสารหนู   

อารเซไนต (AsO4
-3) และเปลี่ยนเปนแกสในช้ันบรรยากาศได เรียกแกสนี้วา แกสอารซีน (AsH3) 

(Bentley and Chasteen, 2002; Stolz et al., 2006) โดยการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนนี้จะเกิดข้ึนในสภาวะ
ท่ีไมมีอากาศ และมีคารีด็อกโพเทนเชียลท่ีต่ํามาก โดยปกติแกสอารซีนเปนแกสท่ีไมมีสี แตมีกล่ิน
ฉุนคลายกระเทียม และมีระดับความเปนพิษสูง สามารถถูกออกซิไดซไดงาย และสลายตัวท่ีอุณหภูมิ
สูงกวา 225 องศาเซลเซียส (Buchet and Lauwerys, 1981; Leonard, 1991) ความเปนพิษของแกสมัก
เกิดจากการสัมผัสหรือการสูดดม โดยหากรางกายไดรับแกสนี้มากเกินไป จะทําใหการทํางานของไต
ลมเหลว เกิดภาวะโลหิตจางเนื่องจากแกสนี้จะเขาไปทําลายเซลลเม็ดเลือดแดง โดยการเขาไปจับกับ
เซลลเม็ดเลือดแดงและทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงบวมและไมทํางาน (Blair et al., 1990) อยางไรก็ตาม
เนื่องจากแกสอารซีนมีความเสถียรนอย สามารถถูกออกซิไดซไดงายจึงพบในธรรมชาติไดนอย 
ตัวอยางการเปล่ียนรูปเปนแกสอารซีน เชน monomethylarsonic acid (MMAA) เปล่ียนเปน 
monomethylarsine (CH3AsH2) หรือ dimethylarsenic acid (DMAA) เปล่ียนเปน dimethylarsine 
((CH3)2AsH) และ trimethylarsine oxide (TMAO) เปล่ียนเปน trimethylarsine ((CH3)3As) (Cullen 
and Reimer, 1989)  

 
 3.  แหลงท่ีมาและการใชประโยชนสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุท่ีพบมากเปนอันดับท่ี 20 ของธาตุท่ีพบมากบนโลก โดยสารหนูท่ีพบใน
ธรรมชาติเกิดจากกระบวนการทางธรรมชาติและกิจกรรมของมนุษย ท้ังนี้สัดสวนของสารหนูท่ีพบ
ในดินจากการสลายตัวผุพังตามธรรมชาติเฉล่ียเทากับ 1.5-3.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Mandal and 
Suzuki, 2002) ซ่ึงพบเปนองคประกอบของแรกวา 200 ชนิด โดยสวนใหญพบอยูในรูปอารเซเนต
มากถึง 60% ชนิดของแรท่ีมีสารหนูเปนองคประกอบ ดังตารางท่ี 1 สารหนูสวนใหญพบเปน
องคประกอบของแรองคประกอบซัลไฟดของทองแดง (Cu) ตะกั่ว (Pb) สังกะสี (Zn) พลวง (Sb) เงิน 
(Ag) และทอง (Au) เชน HHHHarsenopyriteHHHH (FeAsS) HHHHorpiment HHHH (As2S3) HHHHrealgar HHHH (As4S4) HHHHlollingite HHHH (FeAs2) 
และ HHHHtennantite HHHH (Cu,Fe)12As4S13) (Hossain, 2005) ท้ังนี้ปริมาณสารหนูท่ีเปนองคประกอบของแรจะมี
ปริมาณแตกตางกันไป เชน HHHHarsenopyriteHHHH มีสารหนูเปนองคประกอบปริมาณ 0.02 - 0.5% สําหรับหิน
ในธรรมชาติก็พบสารหนูในปริมาณท่ีแตกตางกันข้ึนกับชนิดของแรและชนิดของหินท่ีมีสารหนูเปน
องคประกอบ เชน หินตะกอนและหินอัคนีพบสารหนูไดตั้งแต 0.1-2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดย
หินตะกอนพบสารหนูเฉล่ีย 13 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และหินชนวนพบสารหนูเฉล่ีย 25 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ในขณะท่ีหินปูนและหินทรายจะพบสารหนูไดนอยมาก แตหากเปนบริเวณท่ีเปนแหลงแร
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แมงกานีสอาจพบสารหนูไดสูงถึง 15,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Visoottiviseth et al., 2002) 
โดยท่ัวไปหินอัคนีมักพบสารหนูในปริมาณตํ่า เฉล่ียประมาณ 1.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Onishi and 
Sandell, 1995) หินแปรมักมีการสลายตัวผุพังและปลดปลอยสารหนูในปริมาณตํ่า เชนเดียวกัน 
ประมาณ 0.4-18 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  สวนหินภูเขาไฟสามารถพบสารหนูไดสูงถึง 100 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม (Mandal and Suzuki, 2002) ชนิดของแรประกอบหินและปริมาณสารหนูท่ีเปน
องคประกอบ ดังตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 1  ชนดิของแรท่ีมีสารหนูเปนองคประกอบ 
 
ชนิดของแร องคประกอบ ชนิดของแร องคประกอบ 
Adamite Zn2AsO4OH Niccolite NiAs 
Alremonite AsSb Olivenite Cu2AsO4OH 
Arsenargentite Ag3As Orpiment As2S3 
Arsenolite As2O3 Pearceite Ag16As2S11 
Arsenopyrite FeAsS Pharmacosiderite Fe3 (AsO4)2(OH)3 
Chloanthite (Ni,Co)As3 Proustite Ag3AsS3 
Cobaltite CoAsS Realgar As4S4 
Domeykite Cu3As Safflorite (Co,Fe)As2 
Enargite Cu3AsS4 Scorodite (Fe,Al(AsO4)2S2O 
Gersdorffite NiAsS Skutterrudite (Co,Ni)As3 
Glaucodote (Co,Fe)AsS Sperrylite PtAs2 
Loellingite FeAs2 Tennatite (Cu,Fe)12As4S13 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Smedley and Kinniburgh (2002) 
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ตารางท่ี 2  แรประกอบหนิและปริมาณสารหนูท่ีเปนองคประกอบ  
 
ชนิดของแร ปริมาณของสารหนู 

(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 
แหลงอางอิง 

Sulphide minerals:   
Pyrite 100–77,000 Fleet and Mumin (1997) 
Pyrrhotite  5–100  Boyle and Jonasson (1973) 
Marcasite 20–126,000  Fleet and Mumin (1997) 
Galena 5–10,000  Baur and Onishi (1969) 
Sphalerite  5–17,000 Baur and Onishi (1969) 
Chalcopyrite  10–5,000 Baur and Onishi (1969) 

Oxide minerals:   
Haematite  up to 160 Baur and Onishi (1969) 
Magnetite  2.7–41 Baur and Onishi (1969) 
Ilmenite  <1 Baur and Onishi (1969) 
Fe oxide (undifferentiated)  up to 2,000 Boyle and Jonasson (1973) 
Fe(III) oxyhydroxide up to 76,000 Pichler et al. (1999) 

Silicate minerals:   
Quartz  0.4–1.3 Baur and Onishi (1969) 
Feldspar  <0.1–2.1 Baur and Onishi (1969) 
Biotite  1.4 Baur and Onishi (1969) 
Amphibole  1.1–2.3 Baur and Onishi (1969) 
Olivine  0.08–0.17 Baur and Onishi (1969) 
Pyroxene  0.05–0.8 Baur and Onishi (1969) 

Carbonate minerals:   
Calcite  1–8 Boyle and Jonasson (1973) 
Dolomite  <3 Boyle and Jonasson (1973) 
Siderite  <3 Boyle and Jonasson (1973) 
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ตารางท่ี 2 (ตอ)  
 
ชนิดของแร ปริมาณของสารหนู 

(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 
แหลงอางอิง 

Sulphate minerals: :   
Gypsum/anhydrite  <1–6 Boyle and Jonasson (1973) 
Barite  <1–12 Boyle and Jonasson (1973) 
Jarosite  34–1,000 Boyle and Jonasson (1973) 

Other minerals:   
Apatite  <1–1,000 Boyle and Jonasson (1973) 
Halite  <3–30 Stewart (1963) 
Fluorite  <2 Boyle and Jonasson (1973) 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Smedley and Kinniburgh (2002) 

 
แหลงท่ีมาของสารหนูท่ีเกิดจากกิจกรรมของมนุษย ถือเปนสาเหตุสําคัญของการ

แพรกระจายและการปนเปอนสารหนูสูส่ิงแวดลอม ไดแก  1) การทําเหมืองแร-ถลุงแร 2) การทํา
อุตสาหกรรมตางๆ ท่ีมีการใชสารหนูในการกระบวนการผลิต เชน อุตสาหกรรมแกวและโลหะ     
อัลลอยด  3) อาหารหรือยาที่ใชในปศุสัตว ซ่ึงมีการเติมสารหนูเปนองคประกอบในการเรงการ
เจริญเติบโตหรือเพิ่มประสิทธิภาพของยาโดยชวยในการดูดซึมของยา และ 4) การเกษตร เชน      
สารกําจัดศัตรูพืช สารกําจัดรา สารถนอมเนื้อไม (Mandal and Suzuki, 2002) ปจจุบันมีการใชสาร
หนูเพื่อประโยชนในอุตสาหกรรมและการเกษตรมากข้ึน โดยพบวา 80% ของผลิตภัณฑท่ีมีสารหนู
เปนองคประกอบจะถูกนําไปใชในทางการเกษตรเพ่ือกําจัดศัตรูพืชในดิน (Nriagu and Pacyna, 
1988) โดย calcium arsenate (Ca3(AsO4)2) methyl และ dimethylarsonic acid นิยมใชเปน
สารประกอบในสารกําจัดวัชพืช สารกําจัดแมลง สารกําจัดรา และสารถนอมเน้ือไม  (Leonard, 
1991; Su, 2004) ท้ังนี้สารหนูท่ีพบไดท่ัวไปในสารกําจัดศัตรูพืชในรูปของสารประกอบ เชน lead 
arsenate  calcium arsenate  copper arsenate  copper arsenite และ disodium methyl arsenate ดังนั้น
พืชผักผลไมท่ีพนสารฆากําจัดแมลงที่มีสารหนูเปนสารประกอบ อาจทําใหมีสารหนูตกคางอยูใน
ผลผลิตได นอกจากนี้การตกคางสารหนูในสัตวน้ําพวกปลาน้ําจืดและปลาทะเลก็เกิดข้ึนไดเชนกัน
จากการใชยาฆาพยาธิ สําหรับการใชสารหนูเปนองคประกอบในยาหรือสารเติมในอาหารสัตว 
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ตัวอยางเชน  N-carbamyl-arsanilic acid ใชในการกําจัดพยาธิในสัตวปก HHHHcopper HHHH acetoarsenite ใช
เปนยารักษาโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัว/พยาธิ และยารักษาโรคซิฟลิส และ arsanilic acid ใชเปนสารต้ัง
ตนในการผลิตยา รวมท้ังมีการใช 3-nitro-4-hydroxyphenyl arsonic acid (Roxasone) เปนสารเรงการ
เจริญเติบโตในสัตวปกและสุกรดวย (Mandal and Suzuki, 2002) นอกจากนี้การใชสารหนูเพ่ือ
ประโยชนทางการแพทยในลักษณะอ่ืนๆ เชน การใชสารประกอบสารหนูเปนสวนผสมของโลหะ 
อัลลอยดในการผาตัด (Su, 2004) รวมท้ังใช As2O3 และ As2S3 ในอุตสาหกรรมการทําแกว กระจก 
และเซรามิค เปนสวนผสมของสียอมผา สบู และใชผสมกับตะก่ัวในแบตเตอรี เคลือบสีนาฬิกา
ดิจิตอล หรือใชเปน light-emitting diode สําหรับเคร่ืองมือตางๆ หรือใชผลิตตัวเรงปฏิกิริยาเคมี    
เปนตน (Nriagu, 2001) 
 

4. ปฏิกิริยาทางเคมีของสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับธาตุอ่ืนๆ ในดินได เชน ทองแดง ตะกั่วและทอง 
ปฏิกิริยาทางเคมีในดินท่ัวๆ ไปมักอยูในสภาวะออกซิเดชันโดยมีวาเลนซีตั้งแต -3  0  +3 และ +5 
ภายใตสภาวะรีด็อกโพเทนเชียลท่ีแตกตางกัน (Leonard, 1991; Jain and Ali, 2000; Oremland et al., 
2000) ท้ังนี้สารหนูอารเซเนตจะพบมากในสภาพแวดลอมท่ีมีออกซิเจนมาก ในขณะที่อารเซไนตจะ
พบมากในสภาพแวดลอมท่ีขาดออกซิเจน (Viraraghavan et al., 1999)  

 
ปฏิกิริยาทางเคมีซ่ึงเปนปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณของสารหนู  รูปของสารหนู การ

แพรกระจายและการเคล่ือนท่ีของสารหนู ไดแก รีด็อกโพเทนเชียลและพีเอช ท้ังนี้ความสัมพันธของ
รีด็อกโพเทนเชียลและพีเอช ดังภาพท่ี 2  สภาวะท่ีมีออกซิเจนและพีเอชต่ําจะพบสารหนูในรูป 
H2AsO4

- แตหากพีเอชสูงข้ึนจะพบสารหนูในรูป HAsO4
-2  ในขณะท่ีสภาวะท่ีไมมีออกซิเจนและ     

พีเอชตํ่ากวา 9.2 จะพบสารหนูในรูป H3AsO3 (Smedley and Kinniburgh, 2002) กลาวคือสารหนู  
อารเซเนตจะอยูในรูป H2AsO4

- เม่ือพีเอชอยูในชวง 2-6 และอยูในรูป HAsO4
-2 เม่ือพีเอชอยูในชวง 

6.5-12 และพบทั้งสองรูปไดเทาๆ กันเม่ือพีเอชอยูในชวง 7-8  สําหรับสารหนูอารเซไนตมักพบในรูป 
H3AsO3 ซ่ึงมีประจุรวมเปนศูนย เม่ือพีเอชมีคานอยกวา 9 (Benavides, 2007;  Sadiq, 1997)  

 
 
 
 



12 
 

 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  ความสัมพันธของคารีด็อกโพเทนเชียลและพีเอชตอรูปของสารหนูในดนิท่ีอุณหภูมิ                

25 องศาเซลเซียส และความดัน 1 บรรยากาศ   
 
ท่ีมา: Smedley and Kinniburgh (2002) 

 
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณารูปของสารหนูท่ีพบในดินท่ีมีพีเอชเปนกลาง (pH = 7) สามารถ

พบสารหนูอารเซเนตและอารเซไนตในรูปท่ีแตกตางกันดังนี้ (ดัดแปลงจาก Sadiq, 1997) 
 
อารเซเนต; HAsO4

-2 > H2AsO4 
- > AsO4

-3 > H3AsO4  
อารเซไนต; H3AsO3  > H2AsO3

 - > HAsO3
-2 > AsO3

-3 
 

สารหนูอารเซเนตซ่ึงอยูในรูป H3As2O4  H2AsO4  HAsO4
-2 และ AsO4

-3 สามารถละลายนํ้า
และเคลื่อนที่ไดในสภาพท่ีมีพีเอชเปนกรด แตในสภาพที่พีเอชเปนกลางถึงดางออนจะเกิดการ
ตกตะกอนรวมกับธาตุอ่ืนๆ กลายเปนแรทุติยภูมิ เชน เหล็ก โคบอลต นิเกิล ตะกั่ว และสังกะสี       
เปนตน  
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  สารหนูเม่ือถูกความรอนจะเปล่ียนรูปเปนแกสตางๆ ไดหลายชนิด เชน  AsCl3 As2O3 AsH3  
และ AsS (Bentley and Chasteen, 2002; Stolz et al., 2006) และสามารถเกิดการตกตะกอนเปนโลหะ
ไดเม่ือเกิดการเย็นตัว  ท้ังนี้ไอระเหยของแกสดังกลาวสามารถทําปฏิกิริยากับธาตุอ่ืนทําใหเกิดเปนแร
ประกอบสารหนูได เชน arsenopyrite  nicolite และ cobaltite เปนตน จากกระบวนการขางตนสรุปได
วาสารประกอบสารหนูเม่ือถูกออกซิไดซหรือทําปฏิกิริยากับออกซิเจนจะเกิดเปนอารเซเนตและถูกดูด
ซับดวยเหล็กออกไซด หรือคอลลอยดของธาตุตางๆ ในดิน และจะเกิดการตกตะกอนไดในดินกรด 
หรือละลายไปกับน้ําเม่ืออารเซเนตอยูในนํ้า แตกระบวนการดังกลาวจะเกิดข้ึนอยางชาๆ สําหรับในดิน
ดางสารหนูจะจับกับหินปูนและเกิดการตกตะกอน ในขณะท่ีดินเปนกลางสารหนูจะเกิดปฏิกิริยาดูด
ซับกับอนุภาคดินเหนียว จากปฏิกิริยาดินทางเคมีท่ีเกิดข้ึนช้ีใหเห็นวาการเปล่ียนแปลงทางเคมีของสาร
หนูสวนใหญจะข้ึนอยูกับพีเอช ซ่ึงการเปล่ียนแปลงดังกลาวคลายคลึงกับการเปล่ียนแปลงของ
ฟอสฟอรัสในดิน (Meharg and Macnair, 1992; Sharples et al., 2000) 
 
การปนเปอนของสารหนูในส่ิงแวดลอมและอาหาร 

 
การแพรกระจายและการปนเปอนสารหนูสามารถพบไดท้ังในดิน น้ํา อากาศ รวมทั้งอาหาร 

ท้ังนี้เนื่องจากสารหนูเปนธาตุท่ีเปนองคประกอบของหินและแร และสามารถเกิดการสลายตัวผุพัง
ไดตามธรรมชาติ จึงทําใหพบสารหนูปนเปอนไดในปริมาณตํ่าตามธรรมชาติ การปนเปอนสารหนู
ในปริมาณมากสวนใหญมีสาเหตุมาจากการทําอุตสาหกรรมตางๆ เชน การเผาถาน การทําหมืองแร
ซ่ึงจะปลดปลอยสารหนูปนเปอนสูส่ิงแวดลอมไดมาก (Adams et al., 1994) ซ่ึงพบไดไดตั้งแต 0.1-
40 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (ATSDR, 2007; Roy and Saha, 2002) ท้ังนี้ข้ึนอยูกับองคประกอบของหิน
และแร รวมท้ังปจจัยทางดินอ่ืนๆ เชน รีด็อกโพเทนเชียล พีเอช ชนิดของดิน ปริมาณของพืชและ
จุลินทรียในดิน รวมท้ังคอลลอยดดิน สําหรับคุณสมบัติทงเคมีซ่ึงมีผลตอความสามารถในการละลาย
และการดูดซับสารหนูในดิน (Woolson, 1977; Sadiq, 1997) เชน แรดินเหนียว ออกไซด-ไฮดรอก
ไซดของเหล็กและอะลูมินัม แมกนีเซียม-แคลเซียมคารบอเนต และอินทรียวัตถุในดิน  เปนตน 
โดยเฉพาะเหล็กออกไซดและไฮดรอกไซดในดินถือวาเปนตัวการหลักในการดูดซับสารหนูท้ังใน
สภาพท่ีดินมีพีเอชเปนกรดและเปนดาง (Polemio et al., 1982)   ในขณะท่ีซัลไฟลจะชวยควบคุม
ความสามารถในการละลายของสารหนู (Sadiq, 1997)  
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นอกจากการปนเปอนสารหนูในดินแลวยังพบวาสารหนูสามารถเคล่ือนท่ีและสะสมใน
แหลงน้ํา รวมท้ังพบการปนเปอนอยูในอากาศได โดยพบสารหนูประมาณ 1-2,000 นาโนกรัมตอ
ลูกบาศกเมตร  (ATSDR, 2007)  ซ่ึงเกิดจากการระเบิดของหินภูเขาไฟเเละการทําอุตสาหกรรม ท้ังนี้ 
Nriagu and Pacyna (1988) ไดประเมินปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในบรรยากาศท่ีมาจากกิจกรรมของ
มนุษย และพบปริมาณสารหนูปนเปอนประมาณ 18,800 ตันตอเอเคอร คิดเปน 70% ของสารหนูท่ีมี
ในช้ันบรรยากาศ สําหรับการปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําจะเกิดจากการออกซิเดชันของอารเซนิค
ซัลไฟดกลายเปนเกลืออนินทรียของสารหนู (inorganic arsenic salt) มีสมบัติละลายนํ้าไดดีจึง
ปนเปอนในน้ําไดสูง อีกท้ังยังพบสารหนูท่ีสะสมอยูในแหลงน้ําตามธรรมชาติพวก methyl arsenic 
acids และ dimethylarsinic acids อีกดวย จากการสํารวจของ ATSDR (2007) พบสารหนูท่ีในน้ําผิว
ดินและน้ําใตดินสวนใหญมีคาตํ่ากวา 10 ไมโครกรัมตอลิตร แตในบริเวณพ้ืนท่ีอุตสาหกรรมสามารถ
พบสารหนูปนเปอนในแหลงน้ําไดสูงถึง 1,000-3,400 ไมโครกรัมตอลิตร (ATSDR, 2007)  

 
การศึกษาการปนเปอนสารหนูและการสะสมสารหนูในรางกยมนุษยใน 70 ประเทศท่ัวโลก    

(137 ลานคน) พบการสะสมสารหนูมีสาเหตุมาจากการบริโภคน้ําท่ีปนเปอนสารหนู ซ่ึงปญหาการ
ปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําธรรมชาติและนํ้าบริโภคพบในหลายประเทศ เชน อารเจนตินา ชิลี 
เม็กซิโก จีน อินเดีย ฮังการี บังคลาเทศ เวียดนาม พบสารหนูปนเปอนอยูในน้ําปริมาณ 1-7,500 
มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 100-1,000 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร  8-620 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 40-750  มิลลิกรัม
กรัมตอลิตร 2-176 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 10-3,200 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 0.5-3,500 มิลลิกรัมกรัมตอ
ลิตร และ 1-3,050 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร ตามลําดับ (Smedley and Kinniburgh, 2002) ท้ังนี้น้ําดื่มซ่ึง
รวมถึงน้ําแร และน้ําบรรจุขวดตางๆ บางกรณีอาจตรวจพบปริมาณสารหนูปนเปอนและพบสูงกวา 
200 มิลลิกรัมตอลิตร เนื่องมาจากแหลงน้ําใตดินมีการปนเปอนสารหนู  โดยองคการอนามัยโลกได
กําหนดใหคุณภาพน้ําสําหรับการบริโภคไมควรมีสารหนูปนเปอนเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 
10 ไมโครกรัมตอลิตร (Helmer and Hespanhol, 1997; WHO, 2008) ในขณะท่ีประเทศไทยโดยกรม
ควบคุมมลพิษ กําหนดใหคุณภาพน้ําผิวดินท่ีจะนํามาบริโภคท่ีผานการฆาเช้ือโรคและผาน
กระบวนการเบ้ืองตนสําหรับผลิตน้ําดื่มแลว มีสารหนูปนเปอนไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตรเชนกัน 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2547ข) สําหรับมาตรฐานคุณภาพน้ําบาดาลเพื่อการบริโภค คุณภาพน้ําดื่มใน
ภาชนะบรรจุปดสนิทและมาตรฐานอุตสาหกรรมผลิตภัณฑน้ํา กําหนดใหมีสารหนูปนเปอนไดถึง 
0.05 มิลลิกรัมตอลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ก)   
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การปนเปอนสารหนูท้ังในดิน น้ําและอากาศดังกลาว ทําใหมีโอกาสพบสารหนูปนเปอนอยู
ในพืชผัก และผลไม รวมท้ังในเนื้อสัตวและอาหารตางๆ ได โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารท่ีไดจาก    
สัตวน้ํา ปลา และกุง ซ่ึงเม่ือบริโภคอาหารเหลานี้เขาไปสารหนูท่ีสะสมอยูในเน้ือสัตวและอาหารจะ
ถูกดูดซึมเขาสูรางกาย โดยการดูดซึมจะเกิดข้ึนเพียงเล็กนอยในชองปากและกระเพาะอาหาร แตจะ
ดูดซึมไดมากในลําไสเล็กและทางผิวหนังหากมีการสัมผัสกับสารหนู ปริมาณการดูดซึมนี้จะข้ึนอยู
กับความสามารถในการละลายน้ําของสารหนู (WHO, 1981)  การสะสมสารหนูในสัตวและพืชทะเล
เกิดข้ึนเนื่องจากสารหนูที่พบในทะเลและมหาสมุทร โดยในทะเลจะมีสารหนูประมาณ 0.5-50 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สําหรับในแหลงน้ําจืดพบวามีปริมาณสารหนูในปลาน้ําจืดตํ่ากวาในปลาทะเล
มาก คือพบตํ่ากวา 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สําหรับพืชบนพื้นดิน ตรวจพบวา ในพืชไรมีปริมาณสาร
หนู 0-20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ท้ังนี้ข้ึนกับพื้นท่ีเพาะปลูก โดยพื้นท่ีใกลแหลงอุตสาหกรรมหรือใน
ดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในปริมาณสูง พืชก็จะมีการดูดซึมสารหนูไดมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ขาวและยาสูบ พบวาสามารถตรวจพบสารหนูปนเปอนในปริมาณสูงมาก ประมาณ 150-250 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (กองมาตรฐานคุณภาพส่ิงแวดลอม, 2530) 

 
นอกจากนี้ยังพบการปนเปอนของสารหนูในเห็ดท่ีบริโภคไดบางชนิด โดยอาจพบสารหนู

ปนเปอนเฉล่ียประมาณ 20-140 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ATSDR, 2007) ข้ึนกับชนิดของพืชผักและ
ประเภทของอาหาร ดังตารางท่ี 3 สําหรับในสัตวโดยท่ัวไปแลวพบปริมาณสารหนูในระดับใกลเคียง
กับพืชยกเวนในสัตวปก โดยพบในปริมาณต้ังแต 0-100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซ่ึงมีสาเหตุมาจาก
อาหารสัตว เชน ปลาปน ท้ังนี้ประเทศไทยโดยกระทรวงสาธารณสุข ในป พ.ศ. 2546 กําหนด
มาตรฐานอาหารท่ีมีสารปนเปอนประเภทสารหนู สําหรับสัตวน้ําและอาหารทะเล กําหนดใหสารหนู
ในรูป  อนินทรีย (Inorganic arsenic) มีคาไมเกิน 2 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม สําหรับอาหาร
อ่ืนๆ กําหนดใหมีสารหนูท้ังหมด (Total arsenic) มีคาไมเกิน 1 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณการปนเปอนสารหนูในพืช ผักและอาหารสําเร็จรูป 
 

ประเภทอาหาร ปริมาณการปนเปอนสารหนู       
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

ผัก  
 ผักโขม 1.62 
 ค่ืนชาย 1.53 
 กระเพรา 1.54 
 ผักบุง 7.49 
ผลไม  
 มะมวง 1.56 
ขนม/อาหารแปรรูป  
 ขาวหอมมะลิอบกรอบรสสาหราย 3.30 
 ขาวอบกรอบหอสาหราย 7.60 
 แผนสาหรายทะเลกรอบ 32.50 
 สาหรายญ่ีปุนทอด 28.70 
 สาหรายทะเลปรุงรส 66.50 
 สาหรายทะเลไมปรุงรส 37.90 

 
ท่ีมา: กองมาตรฐานคุณภาพส่ิงแวดลอม (2530)  
 
การปนเปอนสารหนูในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยมีรายงานการปนเปอนสารหนูในน้ําใตดินคร้ังแรกในป พ.ศ. 2530 ท่ีอําเภอรอน

พิบูลย จังหวัดนครศรีธรรมราช และอําเภอบันนังสตาร จังหวัดยะลา โดยพบสารหนูปนเปอนในดิน
ตั้งแต 21-16,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Visoottiviseth et al., 2002) ในขณะท่ีบอน้ําบาดาลมีปริมาณ
สารหนูปนเปอนสูงถึง 50 มิลลิกรัมตอลิตร (William et al., 1996) สารหนูท่ีปนเปอนในอําเภอรอน
พิบูลยจะเปนแร arsenopyrite (FeAsS) ท่ีมากับสายแรดีบุก หรือเปนแรอ่ืนท่ีมีซัลไฟดเปน
องคประกอบ การแพรกระจายของสารหนูเกิดจากสารหนูใน arsenopyrite ท่ีปนอยูกับสายแรถูกขุด
ออกมา เม่ือเขาสูกระบวนการแยกแร arsenopyrite จะถูกแยกออกมากับหางแรและท้ิงไว  ทําใหเกิด
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การออกซิเดชันกับอากาศและนํ้าเกิดการแพรกระจายลงสูแหลงน้ําใกลเคียง โดยสวนใหญบริเวณท่ี
เส่ียงตอการปนเปอนสารหนู ไดแก เหมืองแรถานหิน ดีบุก ทองคํา ตะกั่วและเงิน ท่ีมีการปดการทํา
เหมืองและไมมีการเก็บกากแร หรือปลอยท้ิงไวใหสัมผัสกับน้ําและอากาศ ซ่ึงเปนการเรงใหเกิดการ
สลายตัวและแพรกระจายไปตามแหลงน้ําตางๆ ตอไป (วิโรจน และ นิตินัย, 2547)  
 
 0 B0 B0 B0 Bจากขอมูลการสํารวจดินของกองวัตถุมีพิษ พบวาประเทศไทยมีพื้นท่ีปนเปอนสารหนูใน
หลายพื้นท่ี เชน เชียงใหม เชียงราย แมฮองสอน สุพรรณบุรี โดยแบงระดับการปนเปอนสารหนูใน
ดิน เปน 4 ระดับคือ  พื้นท่ีท่ีมีปริมาณสารหนูปนเปอน 15-30 30-75 75-100 และ 100-125 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม โดยพื้นท่ีสวนใหญท่ีมีการปนเปอนในประเทศไทยมักมีสารหนูประมาณ 15-75 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ท้ังนี้เม่ือพิจารณาตามมาตรฐานคุณภาพดินสําหรับสารหนูของกรมควบคุม
มลพิษซ่ึงกําหนดมาตรฐานคุณภาพดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในดินพื้นท่ีนอกเขตเกษตรกรรมมีคา
ไมเกิน  27 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และพ้ืนท่ีในเขตที่อยูอาศัยและในเขตเกษตรกรรมมีคาไมเกิน  3.9 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ค)  (ตารางท่ี 4) นอกจากนี้จากการสํารวจการ
ปนเปอนสารหนูของกรมทรัพยากรธรณีพบการปนเปอนสารหนูในประเทศไทย 25 จังหวัด ไดแก 
สุพรรณบุรี สระบุรี ระยอง  สระแกว  ราชบุรี  กาญจนบุรี  ประจวบคีรีขันธ  เลย หนองบัวลําภู 
หนองคาย   ตาก  เพชรบูรณ  นาน อุตรดิตถ เชียงใหม เชียงราย ลําพูน ลําปาง แมฮองสอน 
นครศรีธรรมราช ตรัง ยะลา  สตูล สงขลา และพัทลุง (กรมทรัพยากรธรณี, 2549) โดยเฉพาะจังหวัด
สุพรรณบุรีซ่ึงพื้นท่ีสวนใหญทําการเกษตรกรรม (อําเภอดานชางและอําเภออูทอง) พบการปนเปอน
สารหนูในน้ําผิวดิน แหลงน้ําใตดิน ซ่ึงใชในการบริโภคในระดับสูงและสูงเกินคามาตรฐานกําหนด  
(10 ไมโครกรัมตอลิตร) (กรมควบคุมมลพิษ, 2543ก) ท้ังนี้ศูนยวิจัยและฝกอบรมดานส่ิงแวดลอม 
กรมสงเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอม ไดสํารวจการปนเปอนสารหนูในตัวอยางน้ําและดิน ในอําเภอดาน
ชาง ท่ีตําบลองคพระและตําบลวังคัน ป พ.ศ. 2552 พบวาตําบลองคพระมีตัวอยางน้ําผิวดินซ่ึงมี
ปริมาณสารหนูอยูระหวาง 56-497 ไมโครกรัมตอลิตร ตัวอยางดินมีปริมาณสารหนูอยูระหวาง 22-
380 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และในตัวอยางนํ้าประปามีปริมาณสารหนูอยูระหวาง 0.34-754.40 
ไมโครกรัมตอลิตร สําหรับในตําบลวังคัน พบปริมาณสารหนูในน้ําผิวดินและนํ้าประปามีคาระหวาง 
38.30-81.36 และ 5.57-141.70 ไมโครกรัมตอลิตร และปนเปอนในดิน 5-90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ (กรมสงเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอม, 2553)  
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ตารางท่ี 4  ชนดิของสารอันตรายประเภทโลหะหนกัและคามาตรฐานคุณภาพดิน 
 
ชนิดของสารอันตรายประเภท

โลหะหนกั 
มาตรฐานคุณภาพดนิประเภทโลหะหนกั (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

เขตท่ีอยูอาศัยและ
เกษตรกรรม 

นอกเขตท่ีอยูอาศัยและ
เกษตรกรรม 

1. สารหนู (Arsenic)  ตองไมเกิน 3.9 ตองไมเกิน 27 
2. แคดเมียมและสารประกอบ
แคดเมียม (Cadmium and 
compounds)  

ตองไมเกิน 37 ตองไมเกิน 810 

3. โครเมียมชนิดเฮ็กซาวาเลนท 
(Hexavalent Chromium)  

ตองไมเกิน 300 ตองไมเกิน 640 

4. ตะกัว่ (Lead)  ตองไมเกิน 400 ตองไมเกิน 750 
5. แมงกานีสและสารประกอบ
แมงกานีส (Manganese and 
compounds)  

ตองไมเกิน 1,800 ตองไมเกิน 32,000 

6. ปรอทและสารประกอบปรอท 
(Mercury and compounds)  

ตองไมเกิน 23 ตองไมเกิน 610 

7. นิกเกิลในรูปของเกลือท่ี
ละลายนํ้าได (Nickel, soluble 
salts)  

ตองไมเกิน 1,600 ตองไมเกิน 41,000 

8. ซีลีเนียม (Selenium)  ตองไมเกิน 390 ตองไมเกิน 10,000 

 
ท่ีมา: กรมควบคุมมลพิษ (2547ค) 
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กลไกความเปนพิษของสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุพิษท่ีมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตตางๆ และจัดเปนธาตุพิษท่ีกอใหเกิดอันตราย
ตอมนุษยรายแรงในกลุมท่ีเปนอันตรายสูงสุด (Group A) (IRIS, 1998; EPA, 2004) การแบงกลุม
สารประกอบอนินทรียชนิดตางๆ ท่ีมีอันตรายรายแรงตอการเกิดโรคมะเร็ง ดังตารางท่ี 5 ท้ังนี้ระดับ
ความเปนพิษของสารหนูท่ีกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอมนุษยนั้นข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน รูปของ     
สารหนูและความสามารถในการละลาย   (Pongratz, 1998) โดยท่ัวไปพิษของสารหนูอารเซไนตจะมี
มากกวาอารเซเนตถึง 100 เทา (Cervantes et al., 1994) เนื่องจากอารเซไนตละลายไดดีกวาและถูกดูด
ซึมไดงายกวาจึงเปนพิษมากกวาอารเซเนตซ่ึงอยูในรูปท่ีไมละลายหรือละลายไดนอย (McGeehan, 
1996) สําหรับสารหนูอินทรียในกลุมเมทิล เชน MMAA และ DMAA จะมีพิษนอยกวาอารเซไนต
และอารเซเนต (Leonard, 1991) ระดับความเปนพิษของสารหนูเรียงตามลําดับไดดังนี้ arsine > 
inorganic As(III) > organic As(III) > inorganic As(V) > organic As(V) > arsonium compounds 
และ elemental arsenic (Viraraghavan et al., 1999)  

 
ความเปนพิษของสารหนูตอรางกายเกิดข้ึนเชนเดียวกับโลหะมีพิษอ่ืน เชน ตะกั่ว และปรอท 

ท้ังนี้สารประกอบของสารหนูอารเซไนตจะรวมตัวกันทางเคมีกับหมู sulfhydryl group (-SH) ใน R-
SH ของโปรตีน โพลีเปปไทดหรือเอนไซม รวมท้ัง glutathione และ cysteine ในเซลลไดดี ทําใหการ
ออกซิเดชัน-รีดักชัน (oxidation-reduction) และกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลเปล่ียนแปลงไป
จากเดิม เซลลจึงไมสามารถทําหนาท่ีไดตามปกติและเกิดอาการผิดปกติหรือเจ็บปวยข้ึน (Styblo et 
al., 1999) ปฏิกิริยาดังภาพท่ี 3  

 
                 สารหนู (As+3) + Protein –SH      -------------------------> Protein- S-As-S-Protein 
                                                                              
ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาการรวมตัวกันทางเคมีของ sulfhydryl ในโปรตีนหรือเอนไซมกับสารหนู               

อารเซไนต (S-Protein: โปรตีนท่ีเสียสภาพธรรมชาติ)  
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ตารางท่ี 5  ชนดิของสารประกอบอนินทรียและระดับความเส่ียงในการเปนโรคมะเร็งรายแรง 
 
สารประกอบอนินทรีย มาตรฐานในน้าํดื่ม ระดับดับความเส่ียงในการ

เปนโรคมะเร็ง             
(Cancer group/3) 

MCLG /1       
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

MCL /2        
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

Ammonia - - D 
Antimony 0.006 0.006 D 
Arsenic 0 0.01 A 
Barium 2 2 D 
Beryllium 0.004 0.004 - 
Boron - - D 
Bromate 0 0.01 B2 
Cadmium 0.005 0.005 D 
Chloramine/4 4 4 - 
Chlorine 4 4 D 
Chlorine dioxide 0.8 0.8 D 
Chlorite 0.8 1 D 
Chromium (total) 0.1 0.1 D 
Copper  1.3 < 1.3 D 
Cyanide 0.2 0.2 D 
Fluoride 4 4 - 
Lead  0 < 0.015 B2 
Manganese - - D 
Mercury  0.002 0.002 D 
Molybdenum - - D 
Nickel - - - 
Nitrate/Nitrite  10 10 - 

Selenium 0.05 0.05 D 
Silver - - D 
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ตารางท่ี 5 (ตอ) 

 
สารประกอบอนินทรีย มาตรฐานในน้าํดื่ม ระดับดับความเส่ียงในการ

เปนโรคมะเร็ง             
(Cancer group/3) 

MCLG /1       
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

MCL /2        
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

Strontium - - D 
Thallium 0.0005 0.002 - 
White phosphorous - - D 
Zinc - - D 
 

/1 MCLG (maximum contaminant level goal); ระดับการปนเปอนสูงสุดท่ียอมรับไดและไมเปน
อันตรายตอสุขภาพ 

/2 MCL (maximum contaminant level); ระดับการปนเปอนสูงสุดท่ียอมรับไดในน้ําดื่ม 
/3 ระดับความเส่ียงในการเปนโรคมะเร็งรายแรง (Cancer group): การประเมินเชิงคุณภาพสําหรับการ
แบงกลุมของสารเคมีท่ีเปนสารกอมะเร็ง แบงเปน 5 กลุม 

  Group A Human carcinogen 
  Group B Prabable human carcinogen  

(B1: limited human, B2: evidence in animals and inadequate or no  
evidence in human) 

  Group C Possible human carcinogen 
  Group D Not classificable as to human carcinogen  

Group E Evidence of noncarcinogenicity for humans 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก EPA (2004) 
 

สําหรับอารซีน (Arsine, AsH3) ซ่ึงเปนแกสพิษ สามารถแสดงความเปนพิษไดเชนเดียวกับ
สารหนูอารเซไนตและอารเซเนต กลาวคือ สามารถรวมกับหมู –SH ของเอนไซมสําคัญท่ีมีหมู –SH 
หลายชนิด ซ่ึงจําเปนตอกระบวนการไกลโคไลซิล (glycolysis) ในกระบวนการเมเทบอลิซึมของ
คารโบไฮเดรต (carbohydrate metabolism) นอจากนี้สารหนูยังสามารถขัดขวางการทํางานของ
เอนไซม pyruvate dehydrogenase, succinate hydrogenase, hexokinase ไดอีกดวย อยางไรก็ตาม
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ลักษณะความเปนพิษอีกอยางหนึ่งของอารซีนคือ อารซีนสามารถรวมตัวกับฮีโมโกลบินแลวเกิดการ
ออกซิเดชัน ซ่ึงมีผลตอเซลลเม็ดเลือดแดงทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) เกิดภาวะโลหิต
จางและเกิดการบกพรองของเอนไซม ซ่ึงเปนสาเหตุของการผิดปกติทางพันธุกรรมได (Styblo et al., 
1999) 

 
อาการผิดปกติทางพันธุกรรมเนื่องจากสารหนู เกิดข้ึนเนื่องจากสารหนูจะขัดขวางการ

ทํางานของดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอ (RNA) โดยสารหนูจะเขาไปจับกับหมู hydroxyl (–OH) 
ของฟอสเฟตในกรดนิวคลีอิกอยางแนนหนา มีผลทําใหเกิดการสลายตัวของพันธะเอสเทอร (ester 
bond) ระหวางหมูฟอสเฟตกับ hydroxyl ของน้ําตาลเพนโตส (pentose) โดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(hydrolysis) ซ่ึงอาจมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางโมเลกุล (conformation) ของ t-RNA จนไม
สามารถพากรดอะมิโนไปเกาะท่ีไรโบโซม (ribosome) ได สงผลใหเกิดการผิดปกติทางพันธุกรรม 
ทําใหสารหนูถูกจัดเปนสารกอมะเร็งของคน (human carcinogen) ชนิดหนึ่ง 

 
การตรวจสอบสารหนูในรางกาย สามารถตรวจพบไดงายท่ีเสนผม ขน และเล็บโดยผูท่ี

ไดรับสารหนูเขาไปมักจะปรากฏแถบสีขาวบนเล็บมือและเล็บเทา แสดงถึงการหยุดชะงักของการ
เจริญเติบโตของเล็บ สวนเสนผมและขนนั้นนิยมใชตรวจสอบระยะเวลาการสะสมสารหนูในรางกาย 
เนื่องจากเปนอวัยวะท่ีจะสะสมสารหนูเม่ือรางกายไมสามารถขับออกไปไดหมด ท้ังนี้สารหนู
สามารถถูกขับออกจากรางกายไดทางปสสาวะคิดเปน 25% ภายใน 2-8 ช่ัวโมง เม่ือไดรับสารหนูใน
วันแรก หลังจากนั้นรางกายจะคอยๆ ขับสารหนูออกมาทางปสสาวะและอุจจาระเร่ือยๆ ภายใน 12 
วัน จนกระท่ังขับออกจนหมด หากมีการสะสมไวนานและไดรับในปริมาณมาก อาจใชระยะ
เวลานานถึง 70 วัน สารหนูจึงจะหมดไปจากกระแสเลือด สําหรับสารหนูท่ีขับออกไมหมดจะไป
สะสมท่ีเสนผมและกระดูก (WHO, 1981) ท้ังนี้ปริมาณสารหนูท่ีคนกินเขาไปแลวมีอันตรายถึงแก
ชีวิตทันทีอยูในชวง 1.5-500 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม (กองระบาดวิทยา, 2537)  
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ผลกระทบของสารหนตูอส่ิงมีชีวติ 
 

ผลกระทบของสารหนูตอส่ิงมีชีวิตท้ังมนษุย สัตวและจุลินทรีย มีรายละเอียดดังนี ้ 
 
1. ผลกระทบของสารหนูตอมนุษย 
 

สารหนูมีผลกระทบที่รุนแรงตอระบบประสาท ระบบทางเดินอาหารและผิวหนัง การ
ไดรับพิษจากสารหนูเปนเวลานานจะทําใหเกิดอาการแบบเร้ือรัง เรียกวา arsenicosis ซ่ึงเปนอันตราย
ตอระบบทางเดินหายใจ ระบบการยอย ระบบไหลเวียนเลือด และการขับของเสีย รวมท้ังมีผลตอการ
เกิดโรคมะเร็ง (Saha, 2003; Berg et. al., 2006) ผลกระทบของสารหนูจะมากหรือนอยแคไหนข้ึนกับ
ปริมาณและระยะเวลาท่ีไดรับ ซ่ึงโดยปกติแลวรางกายสามารถขับสารหนูออกมาไดเองภายใน 2-3 
วัน หากไดรับสารหนูปริมาณไมมากนัก (ธวัชชัย และ รัชฎา, 2543) ท้ังนี้การตรวจปริมาณสารหนูท่ี
ตกคางในรางกายสามารถทําไดจากการวัดการตกคางในเสนผม ขนและเล็บ เนื่องจากสารหนู
สามารถสะสมที่เสนผม ขนและเล็บ ในอัตราสวนท่ีคอนขางคงท่ีจึงสามารถใชเปนตัวอยางทาง
ชีวภาพในการวัดปริมาณการไดรับปริมาณสารหนูท่ีสะสมไดดี สวนสารหนูในเลือดและนํ้าปสสาวะ
สามารถใชเปนดัชนีบงช้ีการไดรับสารหนูในระยะแรก เนื่องจากสารหนูจะถูกขับออกจากรางกาย
ตามปกติทําใหปริมาณสารหนูในเลือดและปสสาวะจะคอยๆ ลดลง    

 
อาการที่พบจากการไดรับสารหนูมี 2 ลักษณะคือ อาการเปนพิษเฉียบพลันและเร้ือรัง 

อาการเปนพิษแบบเฉียบพลันจะเกิดจากการไดรับสารหนูในปริมาณมากเกินไปจากการดื่มกินภายใน 
30 นาที โดยมีอาการเร่ิมต้ังแตระคายเคือง คล่ืนไสอาเจียน ปวดทอง ทองเสีย ไตถูกทําลาย ไอ เจ็บ
หนาอกและหายใจลําบาก ชีพจรเตนเบา มีความดันเลือดตํ่า แขนขาไมมีแรง ชัก หมดสติ และอาจถึง
ตายไดเม่ือไดรับสารหนูอนินทรียเพียง 1- 3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Shih, 2005; Saha et al., 1999) 
สําหรับอาการเปนพิษแบบเรื้อรังเกิดข้ึนจากการไดรับสารหนูเปนเวลานาน อาการโดยทั่วไปมักเปน
อาการทางผิวหนัง กลามเน้ือ ระบบประสาทและระบบไหลเวียนเลือด (WHO, 2000; Saha et al., 
1999)โดยมีอาการเร่ิมต้ังแตการระคายเคือง จนกระท่ังผิวหนังดานหนา เม็ดสีท่ีผิวเปล่ียนเปนสีดําเขม 
อาจพบเปนรอยตกกระตามรางกาย ท่ีฝามือจะเปนจุดขาวๆ กระจายเต็มฝามือ สวนฝาเทาจะเกิดเปน
จุดสีดําใหญเห็นไดชัดเจนท้ังสองขางของฝาเทา เรียกวาโรค blackfoot หากไมไดรับการรักษาอาจ
กลายเปนมะเร็งผิวหนังได United States Environmental Protection Agency (USEPA) รายงานวา
อาการทางผิวหนังดังกลาวจะเกิดข้ึนเม่ือไดรับสารหนูในอัตรา 0.3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมใน  1 วัน 
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และมีผลตอตับและไตเม่ือไดรับสารหนูในอัตรา 1.4  มิลลิกรัมตอวันติดตอกันเปนระยะเวลานาน  
(IRIS, 1994) การไดรับพิษจากสารหนูผานทางผิวหนังสามารถเกิดข้ึนไดงาย และสวนใหญเกิดจาก
การใชยารักษาโรค หรือการสัมผัสยากําจัดศัตรูพืชหรือการใชเคร่ืองสําอางคท่ีมีสารหนูเปน
องคประกอบ นอกจากนี้สารหนูสามารถซึมผานทางรกในสตรีมีครรภได ทําใหเกิดการถายทอด
ปริมาณของสารหนูระหวางแมและทารกในครรภ (WHO, 1981) สําหรับอาการอ่ืนๆ มักเปนอาการ
เกี่ยวกับไขกระดูก และระบบประสาทสวนปลาย  ไดแก ออนเพลีย ปวดเม่ือย ระบบทางเดินอาหาร
ผิดปกติและมีไข (Lagerkvist and Zetterlund, 1994)   

 
2. ผลกระทบของสารหนูตอพืช 
 

การตอบสนองตอสารหนูของพืชแตละชนิดจะแตกตางกันข้ึนอยูกับความไวในการ
ตอบสนองของพืชนั้นๆ โดยพืชท่ีมีกลไกในการตานทานสารหนูจะตอบสนองสารหนูไดชา 
(Meharg, 1994) หรือตานทานพิษของสารหนูไดสูง  จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาสารหนูเปนพิษตอ
ขาว (Oryza sativa) และฝาย (Gossypium spp.) (Wells and Gilmour, 1977) โดยมีผลตอการยับยั้งการ
เจริญของราก และทําใหพืชตายในท่ีสุด (Macnair and Cumbes, 1987; Meharg and Macnair, 1992; 
Paliouris and Hutchinson, 1991; Barrachina et al., 1995) ท้ังนี้สารหนูอารเซเนตจะมีการสะสมใน
พืชมากกวาอารเซไนต เนื่องจากอารเซเนตเปนธาตุท่ีคลายคลึงกับฟอสฟอรัสซ่ึงเปนธาตุอาหารท่ี
จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืช (Meharg and Macnair, 1992; Sharples et al., 2000) และมีผลตอ
การแกงแยงการดูดใชฟอสเฟตของพืชท่ีใชในการสรางพลังงาน ทําใหเซลลพืชไมสามารถทํางานได
เต็มท่ีสงผลตอการเจริญเติบโตของพืช (Meharg, 1994) อยางไรก็ตามพืชบางชนิดก็ไมตอบสนองตอ
สารหนู เชน Andropogon scoparius (Rocovich and West, 1975), Agrostis castellana, Agrostis 
delicatula (De Koe and Jacques, 1993), Agrostis capillaries, Descham psiacespitosa, Holcus 
lanatus (Meharg and Macnair, 1992), Silene vulgaris (Paliouris and Hutchinson, 1991), Plantago 
lanceolata (Pollard, 1980) และ Calluna vulgaris (Sharples et al., 2000) 

 
3. ผลกระทบของสารหนูตอจุลินทรีย 
 

สารหนูท่ีปนเปอนในดินหรือในสภาพแวดลอมจะสงผลกระทบตอจุลินทรียในหลาย
ลักษณะ กลาวคือ สารหนูมีผลตอการลดกิจกรรมของจุลินทรียในดินท้ังในเชิงคุณภาพและปริมาณ 
เชน มวลชีวภาพ การหายใจ การตรึงไนโตรเจน และโครงสรางสังคมจุลินทรีย (Giller et al., 1998; 
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Vig et al., 2003; Chander et al., 1995; Khan and Scullion, 2002; Aka and Darici, 2004; Kuperman 
and Carreiro, 1997; Kao et al., 2006)  

 
   จากการศึกษาของ Hiroki  (1993) ซ่ึงศึกษาจํานวนจุลินทรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีเมือง

โทโรกุ ประเทศญ่ีปุน 2 บริเวณ คือ บริเวณท่ีมีสารหนูปนเปอนอยูในชวง 32-43 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมดิน และบริเวณท่ีมีสารหนูปนเปอน 391-459 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบวาสารหนูมีผลตอ
การลดจํานวนของแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีทและรา โดยราสามารถอยูรอดในบริเวณท่ีมีสารหนู
ปนเปอนไดสูงกวาแบคทีเรียและแอคติโนมัยซีท เชนเดียวกับ Olivera and Pumpulha (2006) ท่ีศึกษา
ผลของการปนเปอนของโลหะหนักรวมท้ังสารหนูท่ีมีการปนเปอนมากถึง 1,558 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ในระยะยาวตอจุลินทรีย พบวาจุลินทรียท้ังแบคทีเรีย  แอคติโนมัยซีท ราและแบคทีเรียท่ี
ตรึงไนโตรเจนอยางอิสระในดินตางมีจํานวนลดลงในการทดลองท้ัง 2 ปท่ีทําการศึกษา (ค.ศ. 2003-
2004) รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซม dehydrogenase และปริมาณของ ATP ก็ลดลงดวย  

 
สารหนูในรูปอารเซเนตและอารเซไนตซ่ึงเปนพิษตอจุลินทรียจะมีกลไกความเปนพิษท่ี

แตกตางกัน โดยอารเซไนตจะเขาไปขัดขวางการจับกันของโปรตีนในกลุม sulfhydryl (Gebel, 2000) 
ทําใหเกิดการยับยั้งการสรางเอนไซมหรือขัดขวางการทํางานของเอนไซม นอกจากนี้อารเซไนตยังมี
ผลตอการทําลายเนื้อเยื่อของเซลลจุลินทรียและทําใหจุลินทรียตายในท่ีสุด ในขณะท่ีอารเซเนตจะไป
ขัดขวางการดูดใชฟอสฟอรัสซ่ึงจําเปนตอกระบวนการสรางพลังงาน (ATP synthesis) (Cervantes et 
al., 1994) ในปฎิกิริยา oxidative phosphorylation ของจุลินทรีย (Rathinasabapathi, 2006) ทําให
จุลินทรียไมสามารถสรางพลังงานได นอกจากรูปของสารหนูท่ีจะมีผลกระทบตอจุลินทรียในหลาย
ลักษณะแลว ปริมาณหรือความเขมขนของสารหนูก็มีผลตอการตอบสนองตอสารหนูของจุลินทรีย
ดวย จากการศึกษาของ Mandel and Suzuki (2002)  ซ่ึงไดศึกษาผลกระทบของสารหนูตอ Bacillus 
cereus และรา พบวาสารหนูสามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus ได โดย B. cereus จะเร่ิมมีการ
เจริญลดลง เม่ือมีอารเซไนตและอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 0.4 และ 10 มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
ท้ังนี้ระดับความเปนพิษของอารเซเนตจะเพิ่มข้ึนเม่ือมีฟอสเฟตในปริมาณตํ่า ในขณะท่ีฟอสเฟตไมมี
ผลตอการเพ่ิมระดับความเปนพิษของอารเซไนตในการยับยั้งการเจริญของ B. cereus สําหรับความ
เปนพิษของสารหนูตอราพบวาอารเซไนตและอารเซเนตสามารถยับยั้งการเจริญของราได
เชนเดียวกัน (Da costa, 1972)  
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การลดการปนเปอนและขจัดพิษของสารหนูในดนิ 
 
จากความเปนพิษของสารหนูท่ีกลาวมาทําใหหลายหนวยงานไดกําหนดมาตรฐานเพ่ือ

ควบคุมระดับของสารหนูและปองกันไมใหมีการแพรกระจายสารหนูในส่ิงแวดลอมต้ังแตป ค.ศ. 
1986 ท้ังนี้ Environmental Potection Agency (EPA) ซ่ึงเปนหนวยงานท่ีทําหนาท่ีในการควบคุม
ปญหาทางดานส่ิงเวดลอมของประเทศสหรัฐอเมริกา รวมท้ังทําหนาท่ีกําหนดมาตรฐานของสารพิษ
ตางๆ ในส่ิงแวดลอมจึงตองมีการกําหนดมาตรฐานปริมาณสารหนูสูงสุดในน้ําดื่มท่ียอมรับได เพื่อ
เปนการปองกันและเฝาระวังไมใหมีการปนปเปอนสของสารหนูมากข้ึน โดยป ค.ศ. 1996 ได
กําหนดใหมีคาไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอลิตร ปจจุบันไดมีการทบทวนขอกําหนดสําหรับมาตรฐาน
ปริมาณสารหนูสูงสุดในนํ้าดื่มท่ียอมรับไดเพ่ือเปนการควบคุมระดับของสารหนูไมใหปนเปอนจน
เปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงแวดลอม โดยในป ค.ศ. 2002 ไดมีการปรับคามาตรฐานจากเดิมมี
คาสูงสุดไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอลิตร เปนมีคาสูงสุดไมเกิน 10 ไมโครกรัมตอลิตร (EPA, 2002) 
สําหรับประเทศไทย กรมคุมมลพิษ (2547ก) ไดกําหนดมาตรฐานเพื่อควบคุมระดับของสารหนูไว
เชนเดียวกัน ดังรายละเอียดในตารางท่ี 2  

 
จากปญหาการปนเปอนสารหนูในส่ิงแวดลอมดังกลาว ทําใหหลายหนวยงานมีความ

พยายามท่ีจะลดการปนเปอนหรือขจัดพิษสารหนูใหหมดไปจากดิน ซ่ึงอาจตองใชระยะเวลานาน
และเลือกวิธีการใหเหมาะสม เนื่องจากดินมีความสามารถในการดูดซับสารหนูไดทําใหเกิดการ
ตกคางในดินไดสูง (Peijnenburg et al., 1997; Alexander, 2000) และสารหนูยังสามารถเคล่ือนท่ีและ
สะสมอยูในดินไดโดยอาศัยกระบวนการตางๆ เชน ความจุแลกเปลี่ยนแคตไอออนและการ
ตกตะกอน ในสภาพธรรมชาติท่ัวไปสารหนูอารเซไนตจะเคล่ือนท่ีไดงายกวาอารเซเนต แตเม่ือดินมี
พีเอชเปนกลางอารเซเนตจะถูกเคล่ือนยายไดงายกวาอารเซไนต (Simeonova, 2004; Santini and 
Vander Hoven, 2004) ดังนั้นการลดการปนเปอนและขจัดพิษของสารหนูในดินใหมีประสิทธิภาพ
ตองเลือกวิธีท่ีเหมาะสม ซ่ึงตองคํานึงถึงรูปของสารหนูของดิน ปริมาณเหล็กซัลเฟต  สมบัติทาง
กายภาพและทางชีวภาพของดิน เชน การระบายน้ําระบายอากาศ  ชนิดของพืชและจุลินทรีย             
อีกท้ังอาจตองใชวิธีการหลายวิธีผสมผสานกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับลักษณะของพื้นท่ีท่ีมีการปนเปอนสาร
หนูดังกลาวมาแลวขางตน 
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วิธีการขจัดพิษของสารหนูในดินท่ีสําคัญคือ กระบวนการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนต ให
เปล่ียนเปนอารเซเนตซ่ึงเปนพิษนอยกวา กระบวนการนี้สามารถเกิดไดโดยอาศัยปฎิกิริยาทางเคมี 
เชน คลอรีน สารประกอบไฮเปอรคลอไรด โอโซน สารประกอบเปอรแมงกาเนต ออกซิเจนและ
ไฮเปอรออกไซดรวมกับเหล็ก เปนตน สารพวกคลอรีนและสารประกอบไฮเปอรคลอไรดนิยมใชกัน
มากเนื่องจากมีราคาถูก (Guyal et al., 2003) นอกจากการออกซิไดซโดยสารเคมีแลวสารหนูสามารถ
ถูกออกซิไดซไดโดยจุลินทรียบางชนิดท่ีอยูในดิน เชน Achromobacter sp., Pseudomonas sp., 
Thiobacillus  ferrooxidans (Stolz et al., 2006) และ Alcaligenes faecalis (Anderson et al., 1992; 
Stolz et  al., 2006) 

 
การขจัดพิษหรือลดการปนเปอนสารหนูในดินอาจทําไดโดยการเคล่ือนยายสารหนูออกไป

จากบริเวณปนเปอนซ่ึงตองอาศัยกระบวนการดูดซับและตกตะกอนสารหนูกอน สารท่ีมีอํานาจใน
การดูดซับโมเลกุลสารหนูไดอาจเปนส่ิงท่ีหาไดจากธรรมชาติหรือสังเคราะหข้ึน เชน แรดินเหนียว
ชนิดตางๆ แมกนีเซียมออกไซด ถานกํามันต (activated carbon) ซิลิกากัมมันต (activated silica)         
เรซินแลกเปล่ียนไอออน (ion exchange resin)  ทั้งนี้อนุภาคดินเหนียวและออกไซดของเหล็ก      
อะลูมินัมและแมกนีเซียมที่มีอยูในดินเปนสวนสําคัญท่ีมีผลตอปฏิกิริยาการดูดซับกับสารหนู โดย
เหล็กออกไซดสามารถดูดซับสารหนูไดดี แตการเปล่ียนแปลงของพีเอชจะมีผลตอประสิทธิภาพใน
การดูดซับสารหนูไดมากกวาอะลูมินัม โดยพบวาการดูดซับสารหนูจะลดลงเม่ือพีเอชเพิ่มข้ึน 
นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณคารบอเนต และไบคารบอเนตจะไปขัดขวางกระบวนการดูดซับของ
ไฮดรัสออกไซดของเหล็ก (hydrous ferric oxide) กับอารเซเนต ทําใหประสิทธิภาพการดูดซับลดลง
จาก 90% เปน 10% เม่ือพีเอชเพิ่มข้ึนเพียง 2 หนวย (Vance, 2001) จากการศึกษาของ Grafe et al. 
(2002) พบวาสารหนูอารเซไนตและอารเซเนตท่ีถูกดูดซับอยูบนแร geothite ในสภาพธรรมชาตินั้น
จะลดความสามารถในการดูดซับเม่ือพีเอชของดินสูงข้ึน ดังนั้นการเลือกใชสารดูดซับควรเลือกใชให
เหมาะสมกับรูปของสารหนูและคุณสมบัติทางเคมีของดิน เชน พีเอชและความจุแลกเปล่ียน          
แคตไอออน  

 
นอกจากวิธีทางเคมีและกายภาพท่ีใชในการการลดการปนเปอนหรือลดความเปนพิษของ

สารหนูแลว ยังสามารถใชพืช (phytoremediation) หรือจุลินทรีย (bioremediation) ในการบําบัดได  
เชน Chinese brake fern  และ Indian mustard (Agely et al., 2005) ใชไดดีกับการขจัดพิษของ      
สารหนูในน้ํา ซ่ึงประสิทธิภาพจะข้ึนอยูกับกิจกรรมและการเจริญเติบโตของพืชนั่นเอง สําหรับการ



28 
 

ใชจุลินทรียในการขจัดพิษของสารหนูนั้นมักเกี่ยวของกับกระบวนการสําคัญคือ ออกซิเดชัน เมทิล 
เลชันหรือรีดักชัน (Simeonova, 2004)  
 
การแปลงสารหนูของจุลินทรีย 
 
 จุลินทรียถือวามีบทบาทสําคัญตอการแปลงสารหนูและวัฏจักรของสารหนูในธรรมชาติ 
กระบวนการสําคัญท่ีเกี่ยวของกับการแปลงสารหนูและความเปนพิษของสารหนูนั้นเกิดจาก
กระบวนการสําคัญ  2 กระบวนการ คือ กระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการรีดักชันโดยมี
รายละเอียดดังนี้ 
 

1. การออกซิเดชันสารหนูอนินทรีย (อารเซไนต) 
 

สารหนูอนินทรียอารเซไนตสามารถถูกออกซิไดซไดในธรรมชาติโดยจุลินทรียพวก
แบคทีเรียและอารเคีย โดยใน ป ค.ศ. 1918  พบวา Bacillus arsenoxidants เปนจุลินทรียท่ีมี
ความสามารถในการออกซิไดซสารหนู (Simeonova, 2004) ปจุจบันพบแบคทีเรียพวก heterotroph 

หรือ chemoautotroph ท่ีสามารถออกซิไดซอารเซไนตไดหลายชนิดท้ัง β-proteobacteria เชน 
Achromobacter (Alcaligenes) faecalis (Osborne and Enrlich, 1976), Cenibacterium arsenoxidans 
ULPAs1 (Weeger et al., 1999)  และ γ-proteobacteria เชน  Alkalispirillum mobile MLHE-1 
(Oremland et al., 2002), Pseudomonas putida (Abdrashitova et al., 1985) และ Pseudomonas 
arsenoxidans (Ilialetdinov and Abdrashitova, 1981) รวมท้ัง α-proteobacteria เชน Agrobacterium 
albertimagni AOL15 (Santini et al., 2000) สําหรับพวกอารเคียท่ีสามารถออกซิไดซอารเซไนต 
ไดแก Thermus thermophilus HB8, Thermus aquaticus YTI (Gihring et al., 2001), Thermus sp. 
HR13 (Gihring and Banfield, 2001), Sulfolobus acidocaldarius BC (Sehlin and Lindstroom, 1992), 
Pyrobaculum aerophilum, Pyrobaculum arsenaticum (Huber et al., 2000) และ Thermus sp. HR13 
(Gihring et al., 2001)  

 
การออกซิเดชันสารหนูถือเปนกระบวนการท่ีมีความสําคัญตอกลไกการขจัดพิษของสาร

หนูในแบคทีเรียอยางมาก  เนื่องจากสามารถแปลงสารหนูจากรูปท่ีเปนพิษมากใหเปนพิษนอยลงโดย
การแปลงสารหนูในรูปอารเซไนตใหเปนอารเซเนต (Santini et al., 2000, Weeger et al., 1999) 
Muller et al. (2003) ไดทําการศึกษาแบคทีเรียพวก  Herminiimonas arsenicoxydans ULPAs1 ซ่ึง
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สามารถออกซิไดซอารเซไนตโดยทําใหแบคทีเรียดังกลาวกลายพันธุดวยการนํายีนท่ีเกี่ยวกับการ
ออกซิไดซอารเซไนตในแบคทีเรียออกไป ทําใหทราบวายีนดังกลาวทําหนาท่ีควบคุมการแปลง     
สารหนู ตอมาไดมีการศึกษาเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการออกซิเดชันในแบคทีเรียแกรมลบพวก 
chemoheterotrophic คือ Alcaligenes faecalis และพบวาเอนไซมท่ีทําหนาท่ีนี้คือ เอนไซม arsenite 
oxidase ซ่ึงถูกผลิตข้ึน ในบริเวณเยื่อหุมเซลลช้ันใน (inner membrane) ของ A.  faecalis โดยเอนไซม
นี้จะประกอบดวยหนวยยอยท่ีมีขนาดใหญ (large subunit) 2 หนวยยอยคือ Mo-pterin และ HiPIP 
protein (high potential iron protein) และหนวยยอยท่ีมีขนาดเล็ก (small subunit) 1 หนวยยอย 
เรียกวา Rieske ทั้งนี้เอนไซม arsenite oxidase จะทํางานเม่ือใช azurin หรือ cytochrome c เปนตัวรับ
อิเล็กตรอน (electron acceptor) (Anderson et al., 2001)  

 
2. การรีดักชันสารหนู 
 

กลไกการรีดักชันสารหนูสามารถเกิดข้ึนได 2 กระบวนการซ่ึงพบไดท้ังในแบคทีเรีย  รา
และสาหราย โดยกระบวนการแรกเปนกระบวนการการรีดักชันสารหนูเพื่อประโยชนในการขจัดพิษ 
ในขณะท่ีกระบวนการท่ีสองเปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเฉพาะในแบคทีเรียและอารเคียบางชนิดซ่ึง
เกี่ยวของกับความสามารถของจุลินทรียในการใชสารหนูเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน
กระบวนการหายใจของแบคทีเรียท่ีดํารงชีวิตแบบ autotroph หรือ heterotroph (Simeonova, 2004) 

 
2.1   กระบวนการขจัดพิษของสารหนูโดย periplasmic As reduction 
 

กลไกการรีดักชันของอารเซเนตภายในเซลลของโปรคาริโอตจะมีเอนไซมท่ี
เกี่ยวของแตกตางกัน กลไกการขจัดพิษของสารหนูจะข้ึนอยูกับชนิดของยีนท่ีมีอยูใน ars operon ซ่ึง
ตองอาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซม arsenate reductase (ArsC) ในไซโตโครม สําหรับระบบ
การขับสารหนูออกนอกเซลลอาจจะเกิดข้ึนโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม ArsB (ควบคุมโดยยีน 
arsB)  เพียงเอนไซมเดียวหรือเกิดข้ึนโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม ArsAB ATPase ซ่ึง
ประกอบดวย 2 หนวยยอยของเอนไซม ArsB (ควบคุมโดยยีน arsB) และ ArsA ATPase (ควบคุม
โดยยีน arsA)  (Simeonova, 2004) สําหรับชนิดของเอนไซมและกลไกท่ีเกี่ยวของกับการรีดักชัน 
สารหนู ดังภาพท่ี 4 
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ภาพท่ี 4  กลไกการขจัดพษิของสารหนูและเอนไซมท่ีเกี่ยวของในส่ิงมีชีวิตพวกโปรคาริโอต 
 
ท่ีมา: Simeonova (2004) 

 
เอนไซม arsenate reductase (ArsC) ในแบคทีเรียและอารเคียบางชนิดเปนเอนไซมท่ี

นักวิทยาศาสตรรูจักกันอยางกวางขวาง ซ่ึงควบคุมโดยเปนยีนท่ีอยูใน ars operon และทําหนาท่ีใน
การรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต ปจจุบันพบเอนไซม arsenate reductase ท่ีผลิตจากยีน 
arsC ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกัน  3 กลุม ไดแก ArsC-couple Glutaredoxin/Glutathione 
Thioredoxin-couple ArsC และ ArsC-Acp2 (Mukhopadhyay et al., 2002) ท้ังนี้แบคทีเรียแกรมลบจะ
มีระบบการทํางานรวมกันระหวางเอนไซม ArsC กับ glutaredoxin/glutathione (Grx/GSH) ซ่ึงเช่ือวา
ระบบการทํางานแบบน้ีนาจะมีความเกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซม arsenite oxidase ของ 
Alcaligenes sp. และเอนไซม arsenate reductase ของ Shewanella sp. ซ่ึงพบทั้งในพลาสมิดและ
โครโมโซม สําหรับแบคทีเรียแกรมบวกพบระบบการทํางานรวมกันระหวางเอนไซม ArsC กับ 
Thioredoxin (Thioredoxin-couple ArsC; Trx ArsC) เชน Staphylococcus และ Pseudomonas 
aeroginosa (Ji and Silver, 1992b) สําหรับ พวกยูคาริโอตจะพบการทํางานรวมกันระหวาง ArsC-
Acp2 เชน Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay et al., 2002) 
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2.2 กระบวนการหายใจโดยใชอารเซเนต    
                  

ระบบการหายใจที่มีสารหนูเขามาเกี่ยวของถือเปนกลไกการรีดักชันอารเซเนตอีก
ลักษณะหน่ึงท่ีมีความเฉพาะเจาะจงตอแบคทีเรียและอารเคีย กลไกรีดักชันนี้เกิดจากแบคทีเรีย
สามารถใชสารหนูเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจ  แบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ
อารเซเนตไดมีท้ังแบคทีเรียแกรมบวก เชน Bacillus arsenicoselenati, Bacillus selenitireducens 
(Switzer et al., 1998), Bacillus sp. SF-1 (Yamamura et al., 2003), Chrysiogenes arsenatis และ 
Desulfitobacterium GBFH (Niggemyer et al., 2001) รวมท้ังแบคทีเรียพวก  γ-proteobacteria และ 
ε-proteobacteria เชน Desulfomicrobium sp. Ben-RB, Desulfovibrio sp. Ben-RA (Macy et al., 
2000), Desulfosporosinus auripigmentu, Sulfurospirillum arsenophilum, Sulfurospirillum 
deleyianum (Stolz et al., 1999) และ Shewanella trabarsenatis (Saltikov et al., 2003)  

            
กระบวนการรีดักชันอารเซเนตซ่ึงใชในการหายใจของจุลินทรียเปนกระบวนการท่ี

มียีนและโปรตีนหรือเอนไซมเขามาเกี่ยวของ โปรตีนดังกลาวไดแก anaerobic arsenate reductase 
(Arr) ซ่ึงเปน periplasmic protein ประกอบดวยหนวยใหญของ molybdo-pterin subunit (ArrA) และ
หนวยยอยของ (ArrB) ซ่ึงมีโมเลกุลของ Fe-S protein อยูท่ีแกนกลางของโครงสรางโปรตีน (Krafft 
and Macy, 1998; Macy and Santini, 2002; Saltikov et al.,  2003) Saltikov and Newman (2003) 
และ Afkar et al. (2003)  ไดทําการวิเคราะห arsenate reductase ของแบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus 
selenitireducens) และแบคทีเรียแกรมลบ (Shewanella trabarsenatis) พบวา S. trabarsenatis จะมียีน 
arrAB ที่มีลักษณะใกลเคียงกับยีน arsBCD ใน ars operon (กลุมยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสาร
หนู) ของ   B. selenitireducens โดยแบคทีเรียท้ังสองชนิดมีลําดับนิวคลีโอไทดของโปรตีน ArrA 
คลายคลึงกัน 47% (Silver and Phung, 2005)  
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กลไกการตานทานสารหนูของแบคทีเรียในดิน 
 

การตานทานสารหนูของจุลินทรียเร่ิมมีการศึกษาต้ังแต ป ค.ศ. 1900 โดยพบวากลไกการ
ตานทานสารหนูมักเกี่ยวของกับกระบวนการดังนี้  

 
1. การแปลงสารหนูใหอยูในรูปแกส ซ่ึงพบมากในแบคทีเรียและอารเคีย (archaea) (Tamaki 

and Frankenberker, 1992)  
2. กระบวนการ methylation ของสารหนูในรูปอนินทรียเปนสารหนูในรูปท่ีเปนพิษนอยลง 

โดยอาศัยแบคทีเรีย สัตวและพืช (Wu et al., 2002)  
3. การจับหรือดูดซับสารหนู เชน glutathione ชวยลดการจับสารหนูกับโปรตีนในเซลลของ

ยีสตและพืช (Schmoger et al., 2000) และ  
4. การขับสารหนูออกจากเซลลโดยกระบวนการ arsenic transporter ซ่ึงพบในแบคทีเรีย 

ยีสตและพืช (Rosen, 1999)   
 
กลไกการตานทานสารหนูท่ีเกิดข้ึนเปนลักษณะทางพันธุกรรมอยางหนึ่งของแบคทีเรียท่ี

ควบคุมโดยโครโมโซม (chromosome) หรือพลาสมิด (plasmid) ซ่ึงจะทําหนาท่ีในการถอดรหัสสาร
พันธุกรรมท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนู ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีควบคุมการตานทานสารหนู
โดยโครโมโซมมักเกี่ยวของกับการตานทานอารเซเนต ซ่ึงกลไกในการตานทานเปนผลมาจาก
กระบวนการสงผานฟอสเฟต (phosphate transport) ในกระบวนการสรางพลังงาน (Willsky and 
Malamy, 1980; Cervantes  et al., 1994) จุลินทรียบางชนิดสามารถตานทานสารหนูหรือสามารถนํา
สารหนูมาใชประโยชนในกระบวนการเมทาบอลิซึมได เชน จุลินทรียบางชนิดสามารถใชอารเซเนต
เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจแบบไมใชออกซิเจน (anaerobic respiration) 
ในขณะท่ีจุลินทรียพวก chemoautotroph สามารถใชอารเซไนตเปนตัวใหอิเล็กตรอนได (Jackson et 
al., 2003)  อยางไรก็ตามจุลินทรียสวนใหญสามารถตานทานตอความเปนพิษของสารหนูไดเม่ือ
ไดรับในปริมาณตํ่า เนื่องจากเกิดกระบวนการออกซิเดชันของอารเซไนตเปล่ียนเปนอารเซเนตซ่ึง
เปนพิษนอยกวาไดโดยอาศัยเอนไซม arsenite oxidase หรือ peroxidase ในบริเวณเยื่อหุมเซลล หรือ
อาจอาศัยกระบวนการขับสารหนูออกนอกเซลล โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม arsenate 
reductase ซ่ึงจัดไดวาเปนการขจัดพิษ (detoxification) ของจุลินทรียวิธีหนึ่ง (Jackson et al., 2003) 
ดังนั้นกลไกและรูปแบบในการตานทานสารหนูท่ีควบคุมโดยโครโมโซมและพลาสมิดจึงมีผลตอ
ระดับความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรีย 
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ยีนท่ีเก่ียวของกับการตานทานสารหนู (arsenic resistance gene หรือ ars gene) 
  
  การศึกษาการตานทานสารหนูของจุลินทรียแมวามีการศึกษากันอยางกวางขวาง  แตการ
ทํางานของยีนบางตัวก็ยังมีการศึกษาอยูในวงจํากัด โดยท่ัวไปแลวการตานทานสารหนูของ           
จุลินทรียจะถูกควบคุมโดยยีนท่ีอยูบนพลาสมิด  ท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบพบ
ยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนูหลายยีนและมีหนาท่ีท่ีแตกตางกันไป ท้ังการออกซิเดชันซ่ึง
ศึกษายีนในกลุม aox gene (arsenic oxidation gene) และรีดักชันซ่ึงเปนการศึกษายีนในกลุม ars 
gene (arsenic resistance gene)โดยการศึกษา aox gene มักเปนการศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับการ
ลดความเปนพิษของสรหนูซ่ึงยีนเหลานี้จะชวยในการเปล่ียนสารหนูอารเซไนตซ่ึงมีพิษมากใหเปน
อารเซเนตซ่ึงมีพิษนอยลง ในขณะท่ียีนในกลุม ars gene เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการรีดักชัน
ของอารเซเนต ซ่ึงเปนกลไกท่ีจุลินทรียใชในการตานทานสารหนูและขับสารหนูออกมาภายนอก
เซลล ปจจจุบันเร่ิมมีการศึกษาการรีดักชันของอารเซเนตมากข้ึน เนื่องจากการรีดักชันของจุลินทรีย
ถือเปนกลไกสําคัญในการควบคุมวัฎจักรของสารหนูในส่ิงแวดลอม โดยเฉพาะในดิน น้ําใตดินและ
ตะกอนดิน  
 
 จากการศึกษาการทํางานของยีนใน ars operon ของจุลินทรียหลายชนิด พบวาจุลินทรียแต
ละชนิดมียีนตานทานสารหนูแตกตางกัน ทําใหมีกลไกการทํางานของยีนใน ars operon ตางกัน  
ท้ังนี้ยีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับการตานทานสารหนูท่ีเรียกวา arsenic resistance gene (ars gene) 
ประกอบไปดวยยีนสําคัญ 6 ยีน คือ arsA arsB arsC arsD arsR และ arsH ท้ังนี้ยีนดังกลาวจะทํางาน
รวมกันเปนระบบเรียกวา ars operon (Mukhopadhyay et al., 2002; Rosen, 1999) ดังนั้นหากแบง
จุลินทรียตามการทํางานของยีนใน ars operon สามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ จุลินทรียท่ีมียีน
ตานทานสารหนู 5 ยีน ไดแก arsA arsB arsC arsD และ arsR ตัวอยางเชน Escherichia coli  R773 
Escherichia coli R46 และ Acidiphylum multovolum PKW301 (Silver and Phung, 1996) และ
จุลินทรียท่ีมียีนตานทานสารหนู 3 ยีน ไดแก arsB arsC และ arsR ตัวอยางของจุลินทรียในกลุมนี้ 
เชน Staphylococcus xylosus (pSX267), Staphylococcus aureus (pI258) (Ji and Silver, 1992a,b) 
Pseudomonas aeruginosa และ Pseudomanas fluorescens (Su, 2004) นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิด
อาจมียีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนู 4 ยีนคือ arsB arsC arsR และ arsH ไดแก 
Halobacterium sp. NRC-1 (Su, 2004) ท้ังนี้จุลินทรียอาจมียีนตานทานสารหนูท่ีอยูในจีโนมเพียงชุด
เดียวหรือมากกวาสองชุด ซ่ึงอาจจะมีครบทุกยีนหรือมีเพียงบางยีนก็ได โดยแตละยีนจะมีบทบาท
และหนาท่ีท่ีแตกตางกัน กลไกการทํางานของ arsenic resistance gene บน ars operon มีดังนี้  
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1.  ยีน arsR หรือ ArsR-trans-acting repressor protein เปนยีนท่ีควบคุมการลอกรหัส 
mRNA โดยการสังเคราะหโปรตีน ArsR-transcriptional repressor protein โดยยีนนี้สามารถ
ตอบสนองตอสารหนูไดดีในระดับตํ่า (basal level) (Chen and Rosen, 1997) ในสภาวะท่ีไมมีการ
ปนเปอนสารหนูหรือตัวเหนี่ยวนําอ่ืนๆ เชน พลวง (Sb) จะเปนตัวเหนี่ยวนํา ArsR protein ใหไปจับ
กับ promoter ทําใหไมเกิดการ transcription แตเม่ือมีตัวเหนี่ยวนําจะทําให ArsR protein ไปจับกับตัว
เหนี่ยวนําเหลานั้นทําใหเกิดการ transcription และมีการแสดงออกของยีนบน ars operon 

 
2.  ยีน arsD หรือ  ArsD secondary regulator protein เปนยีนท่ีมีหนาท่ีคลายกับยีน arsR 

โดยทําหนาท่ีในการสราง ArsD protein ซ่ึงเปน regulator protein เหมือนกันแตมีลําดับนิวคลีโอไทด
ตางกัน (Wu and Rosen, 1993) จากการศึกษา ArsD protein พบวา ArsD protein เปนโปรตีนท่ี
สามารถทํางานไดโดยการเหนี่ยวนําของอารเซไนตท่ีระดับความเขมขนสูงถึง 100 ไมโครโมลาร  
เม่ือเปรียบเทียบกับ ArsR protein สามารถทํางานไดเม่ือมีอารเซไนตความเขมขนเพียง 10   ไมโคร 
โมลาร นั่นแสดงวาการทํางานของ ArsD protein จะเกิดท่ีตําแหนงเดียวกันกับ ArsR protein แตมี
กลไกการทํางานท่ีตอบสนองตอระดับของสารหนูท่ีชากวาหรือตอบสนองเม่ือมีสารหนูระดับสูง
เทานั้น (Chen and Rosen, 1997) 

 
3.  ยีน arsB หรือ ArsB-intergral membrane protein เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการทํางานของ

โปรตีนในเยื่อหุมเซลล โดยยีนนี้มีการทํางาน 2 ลักษณะคือ 1) ยีน arsB ทําหนาท่ีขับสารหนูออก
เพียงลําพังแบบ ATPase-independent transportor ซ่ึงจะเคล่ือนยายอารเซไนตโดยกลไก 
chemiosmotic อาศัยความแตกตางกันระหวางความเขมขนของไอออนภายในเซลลและนอกเซลล ซ่ึง
เปนกระบวนการท่ีไมตองการพลังงาน 2) ยีน arsB ทําหนาท่ีรวมกับยีน arsA แบบ ATPase-
dependent transportor กลาวคือ ArsB-intergral membrane protein จะทําหนาท่ีจับกับสารหนู       
อารเซไนตในบริเวณ binding site ทําใหยีน arsA ผลิต ATPase เพื่อผลิตพลังงานในการขับสารหนู
ออกไป การทํางานในลักษณะน้ีเปนการทํางานท่ีมีประสิทธิภาพในการขับสารหนูไดสูงและเปน
กระบวนการที่ตองการพลังงาน 

 
4.  ยีน arsA หรือ ArsA-oxyanion stimulate ATPase เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับ ATPase 

protein ท่ีบริเวณเยื่อหุมเซลล โดยทําหนาท่ีในการสะสมและเปนแหลงพลังงานในการขับสารหนู
ออกนอกเซลล โดย ArsA protein จะประกอบไปดวย ATP binding sites 2 ยูนิต ซ่ึงจําเปนตอการ
ตานทานสารหนูและกิจกรรมของเอนไซม ATPase ท้ังนี้สารหนูอารเซไนตและพลวงเปนตัว
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เหนี่ยวนําและกระตุนยีน arsA ทํางานและทําให ArsA protein ไปจับกับ ArsB protein ท่ีเยื่อหุมเซลล
กอนท่ีจะขับสารหนูออกนอกเซลล (Su, 2004) 

 
              5. ยีน arsC หรือ ArsC-arsenate reductase เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางเอนไซม arsenate 
reductase ซ่ึงจะเปลี่ยนสารหนูอารเซเนตใหเปนอารเซไนตภายในเซลลกอนท่ีจะขับออกนอกเซลล 
โดยแบคทีเรียแกรมลบ เอนไซม ArsC จะจับกับ glutathione หรือ glutaredoxine ซ่ึงเปนตัวให
อิเล็กตรอนกอนท่ีอารเซเนตจะเปล่ียนเปนอารเซไนตโดยเอนไซม arsenate reductase (Oden et al., 
1994) ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมบวก ArsC protein จะจับกับตัวใหอิเล็กตรอนพวก thioredoxin แทน 
(Ji and Silver, 1992b) จากการศึกษาพบวายีน arsC จะมีความแปรปรวนสูง ซ่ึงมีระดับความ
คลายคลึงของลําดับนิวคลีไทดของแบคทีเรียในแตละวงศ (family)  ตั้งแต 61-91% (silver et al., 
2002; HHHHJacksonHHHH and HHHHDugas HHHH 2003) 
 
            6. ยีน arsH เปนยีนท่ียังไมรูหนาท่ีท่ีแนนอน แตพบอยูบนพลาสมิดของ Yersinia 
enterocolitica, Acidithiobacillus ferroxidant และ Serratia marcescens PR478 (Ryan and Colleran, 
2003) อยางไรก็ตามเช่ือวายีนนี้มีความสําคัญตอการตานทานสารหนู เนื่องจากเม่ือทําการตัดยีน arsH 
ออกจะทําใหจุลินทรียสูญเสียความสามารถในการตานทานสารหนู ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวายีน 
arsH นาจะมีหนาท่ีในการเปน secondary regulator คลายกันกับยีน arsD โดยอาจจะทําหนาท่ี
ควบคุมยีนเพียงบางสวน เชน ควบคุมยีน arsB หรือควบคุมการจับของโปรตีนท่ีตําแหนง binding 
site ของ regulartory protein ในระบบการทํางานบน ars operon (Ryan and Colleran, 2002) 
 

กลไกการตานทานสารหนูในจุลินทรีย  เ ร่ิมจากจุลินทรียได รับสารหนูอาร เซเนต             
ซ่ึงอารเซเนตท่ีอยูในเซลลจะเปนตัวเหนี่ยวนําและกระตุนการทํางานของยีน arsR (สราง ArsR-trans-
acting repressor protein) หรือ ยีน arsD (สราง ArsD secondary regulator protein) ท้ังนี้ข้ึนอยูกับ
ปริมาณของสารหนูท่ีไดรับ หลังจากนั้นจะเกิดการสงสัญญาณไปยังยีน arsC และกระตุนใหเกิดการ
ผลิตเอนไซม arsenate reductase เพื่อทําหนาท่ีในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนต ท้ังนี้อารเซไนต
จะถูกขับออกนอกเซลลโดยอาศัย ArsB protein (intergral membrane protein) ซ่ึงควบคุมการทํางาน
โดยยีน arsB หรือโดยอาศัยการทํางานรวมกันของ ATPase complex (soluble ATPase unit) และ 
ArsB protein (Chen et al., 1986) ซ่ึงควบคุมการทํางานโดยยีน arsA และ arsB ตามลําดับ  
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การควบคุมการทํางานของยีนดังกลาวขางตนจะข้ึนอยูกับปริมาณอารเซเนตในส่ิงแวดลอม
หรือในเซลล กลาวคือ ArsR repressor protein จะควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับพื้นฐาน  
(basal level) เม่ือมีอารเซไนตในระดับต่ํายีนสามารถแสดงออกและตอบสนองไดทันที ในขณะท่ี 
ArsD regulator protein จะควบคุมการแสดงออกในระดับสูง (upper level) โดยจะมีการแสดงออก
ของยีนก็ตอเม่ือมีอารเซไนตในปริมาณสูง (Butcher and Rawlings, 2002) สําหรับจุลินทรียบางชนิด
อาจมีกลไกแตกตางกัน เชน Bacillus subtilis SKIN จะสราง YqcL protein ซ่ึงจะทําหนาท่ีคลายกับ 
ArsB protein ในการขับสารหนูออกนอกเซลล (Sato and Kobayashi, 1998) สําหรับ Saccharomyces 
cerevisiae มีกลไกหลักในการตานทานสารหนู 2 วิธีคือ 1) เปล่ียนอารเซเนตเปนอารเซไนตโดย 
Arr2p protein (คลายกับ ArsC product จากยีน arsC) หลังจากนั้นขับสารหนูออกดวย Arr3p protein 
ซ่ึงเปน membrane efflux protein เหมือน ArsB protein  2) อารเซไนตถูกเคล่ือนยายไปและถูกขับ
จากบริเวณ cytoplasm ไปยังบริเวณ vacuole membrane โดย Ycf1p protein บริเวณ binding site ใน 
vacuole membrane (Mukhopadhyay et al., 2002) จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาจุลินทรียจะ
ไมไดรับอันตรายจากอารเซไนตท่ีเกิดจากการรีดักชันภายในเซลล  เนื่องจากการทํางานของยีนท่ีเปน
ลําดับข้ันตอน  จุลินทรียบางชนิดซ่ึงมียีนบางสวนขาดหายไปจะมีความสามารถหรือประสิทธิภาพใน
การตานทานหรือกลไกการตานทานสารหนูนอยและแตกตางกันตามระบบของยีนท่ีควบคุมท่ี
แตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลตอระดับความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีแตกตางกันไปดวย 

 
การใชเทคนิค DGGE สําหรับการศึกษากลุมโครงสรางสังคมแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม 
 

จุลินทรียดินมีบทบาทสําคัญหลายประการในการรักษาคุณภาพและสมดุลของดินตาม
ธรรมชาติ เนื่องจากจุลินทรียดินมีบทบาทเกี่ยวของตั้งแตกระบวนการเกิดดิน การยอยสลายของ
อินทรียวัตถุ วัฏจักรของธาตุอาหารพืช และการเปล่ียนแปลงของสารพิษในดิน จึงอาจกลาวไดวา
จุลินทรียดินถือเปนดัชนีช้ีวัดความสมดุลและการเปล่ียนแปลงระบบนิเวศในดินได สําหรับการศึกษา
จุลินทรียดินเเบบดั้งเดิมมักเปนการศึกษาเกี่ยวกับชนิดและปริมาณของจุลินทรียโดยอาศัยการ
เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Alexander, 2000; Murray et al., 2000) และการวัดกิจกรรมตางๆ ของ
จุลินทรีย (Tabatabai, 1977; Bååth et al., 1992; Insam et al., 1996) แตการศึกษาดังกลาวมีขอจํากัด
ของวิธีการ ทําใหมีจุลินทรียดินเพียง 1 เปอรเซ็นตของจุลินทรียท้ังหมดเทานั้นท่ีสามารถเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือได (Torsvik et al., 1998) ดังนั้นจึงไมสามารถทําการศึกษาจุลินทรียดินไดครอบคลุม
ท้ังหมด การเลือกใชเทคนิคใหมๆ หรือการดัดแปลงเทคนิคตางๆ ในการศึกษาจุลินทรียดินจึงถูก
นํามาใชเพื่อใหสามารถประเมินไดอยางถูกตองมากข้ึน  
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ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล มาชวยในการศึกษาจุลินทรียกันมาก
โดยสามารถใชในการศึกษาชนิดหรือกลุมของจุลินทรียท่ีสนใจในตัวอยางตางๆ ท้ังดิน น้ํา หรือ
เนื้อเยื่อของส่ิงมีชัวิต อีกท้ังยังนํามาศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตท้ังพืช สัตว และจุลินทรีย ซ่ึง
มีบทบาทสําคัญในระบบนิเวศนอีกดวย ซ่ึงถือวาเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลมีขอไดเปรียบกวา
หลายประการ อีกท้ังยังรวดเร็วในการตรวจสอบแบคทีเรียบางชนิดท่ีไมสามารถเพาะเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเช้ือได นอกจากนี้เทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลยังสามารถนํามาใชประโยชนในหลายดาน
ดวยกันนอกจากการศึกษาทางดานจุลินทรีย เชน ดานการแพทยใชประโยชนในแงการตรวจรักษา
โรคและพัฒนายาใหม ดานการเกษตรใชประโยชนในการปรับปรุงและอนุรักษพันธุพืช พันธุสัตว 
ดานกฏหมายใชในการตรวจสอบบุคคล ตรวจพิสูจนหลักฐานในคดีความ เปนตน (Amann et al., 
1995)  
   
   เทคนิคทางชีวระดับโมเลกุลเทคนิคหนึ่งท่ีเรียกวา Denaturing gradient gel electrophoresis 
หรือ DGGE เปนเทคนิคท่ีมีการนํามาใชศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียและความหลากหลายของ    
จุลินทรียในส่ิงแวดลอมตางๆ ไดดี โดยเทคนิคนี้สามารถบอกความแตกตางของโครงสรางสังคม      
จุลินทรียในธรรมชาติได   ท้ังนี้อาศัยหลักการของดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน  จะมี
ความสามารถหรือความแข็งแรงในการแยกของสายดีเอ็นเอตางกัน และเม่ือทําการตรวจสอบแถบ        
ดีเอ็นเอที่ปรากฏออกมา จะพบแถบดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตตางกันแสดงลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ท่ีมีความแตกตางกัน (Muyzer et al., 1993) การแยกตัวของดีเอ็นเอดังกลาวจะข้ึนอยูกับ
โครงสรางของดีเอ็นเอนั่นเอง ท้ังนี้โครงสรางของดีเอ็นเอจะประกอบไปดวยนิวคลีโอไทดท่ีมาเรียง
ตอกันเปนสายยาวเเละมีเบสเรียงซํ้าๆ กัน จะมีลักษณะพันเปนเกลียวคู ท่ีเกิดจากโพลีนิวคลีโอไทด      
2 สายเรียงตัวขนานและกลับทิศทางกัน มีน้ําตาลฟอสเฟตและหมูฟอสเฟตพันอยูรอบนอกโมเลกุล 
เบสที่เรียงซํ้าๆ กัน ซ่ึงประกอบไปดวย adenine (A) guanine (G) cytosine (C) และ Thymine (T) จะ
จับกันดวยพันธะไฮโดรเจน โดยเบส A และ T จะจับกันดวยพันธะไฮโดรเจน 2 พันธะ ในขณะท่ีเบส 
G และ C จะจับกันดวยพันธะไฮโดรเจน 2 พันธะ และตอกับน้ําตาล deoxyribose ซ่ึงมีตัวเช่ือมเปน
หมูฟอสเฟตระหวางตําแหนงท่ี 5´ ของน้ําตาลโมเลกุลหนึ่งกับตําแหนงท่ี 3´ ของน้ําตาลอีกโมเลกุล
หนึ่ง เกิดเปนโครงสรางของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2539) การจับกันดวยพันธะท่ีแตกตางกันนี้จะมีผลตอ
ความสามารถหรือความแข็งแรงในการแยกของสายดีเอ็นเอจากสายคูเปนสายเดี่ยวไดแตกตางกัน 
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  เทคนิค DGGE เปนเทคนิคท่ีตองอาศัยการการเสียสภาพของดีเอ็นเอ (denature) ทําให           
ดีเอ็นเอแยกตัวเปนดีเอ็นเอสายเด่ียว ซ่ึงการทําใหดีเอ็นเอเกิดการแยกตัวนี้ตองอาศัยสารประกอบ 
urea และ formamide ท่ีเปนตัวกลางใน polyacrylamide gel ท้ังนี้ดีเอ็นเอท่ีมีเบสที่แตกตางกันจะเกิด
การแยกตัวตางกันตามความเขมขนของ urea และ formamide ซ่ึงมีลักษณะเปน gradient และเม่ือนํา 
ดีเอ็นเอท่ีไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาบนเจลจากข้ัวลบไปยังข้ัวบวกของสนามไฟฟา จะเกิดการ
เคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอบนเจลปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะเฉพาะข้ึนกับชนิดของจุลินทรีย 
(Myers et al., 1987; Fischer and Lerman, 1983) โดยดีเอ็นเอของจุลินทรียตางชนิดกันจะเกิดการ
แยกตัวท่ีระยะทางตางกันบนเจล กลาวคือจุลินทรียท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีจํานวนเบส GC นอยจะ
เกิดการแยกตัวกอนหรือแยกตัวไดงายบนเจลท่ีมีความเขมขนของ urea และ formamide ต่ํานั่นเอง 
จากลักษณะการแยกตัวของดีเอ็นเอขางตนทําใหสามารถแยกจุลินทรียท่ีตองการศึกษาดวยเทคนิค 
DGGE จากสภาพแวดลอมตางๆ ไดงายและแมนยํา อยางไรก็ตามการแยกตัวของดีเอ็นเอสามารถ
เกิดข้ึนไดโดยใชอุณหภูมิเปนตัวกลางในการทําใหเกิดการแยกตัว  ซ่ึงจะเรียกเทคนิคนี้วา 
Temperature gradient gel electrophoresis (TGGE) ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีใชหลักการเดียวกันกับเทคนิค 
DGGE จะแตกตางกันเพียงการใชอุณหภูมิในการแยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเดี่ยวนั่นเอง   
 
  ปจจัยสําคัญอีกประการหนึ่งของเทคนิค DGGE คือ ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชใน
การศึกษาและความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแยกตัวไดมีผลตอการวิเคราะหความแตกตางของ
การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอบนเจล ดังนั้นดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการศึกษาจะตองนํามาเพ่ิมปริมาณ      
ดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR กอนโดยความยาวของผลผลิตดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมควรยาวประมาณ 500 bp 
(Myers et al., 1985) และตองใชไพเมอรท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกับจุลินทรียท่ีตองการศึกษา             
ซ่ึงไพเมอรท่ีนํามาใชควรทําใหเกิดการแยกตัวของดีเอ็นเอเปนสายเดี่ยวอยางนอย 50% ของความยาว
ลําดับนิวคลีโอไทด การเพ่ิมความสามารถในการแยกตัวของดีเอ็นเอใหสมบูรณท่ีสุดหรือใกลเคียง 
100%  สามารถทําไดโยการเติมเบส G และ C จํานวนมากท่ีปลายขางใดขางหนึ่งของไพเมอร เรียกวา 
GC clamp โดย GC clamp จะทําหนาท่ีเปน high melting domain เพื่อปองกันไมใหดีเอ็นเอสายเด่ียว
กลับมาจับกันเปนสายคู ท้ังนี้ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดของ GC clamp ควรอยูท่ีประมาณ  30-
50 นิวคลีโอไทด (Myers et al., 1985; Sheffield et al., 1989) การเขาใจลักษณะการแยกตัวของ        
ดีเอ็นเอจะทําใหสามารถเลือกใชความเขมขนของ urea และ formamide หรือคาดคะเน gradient ท่ี
ใชไดอยางเหมาะสมกับแบคทีเรียท่ีตองการศึกษา ซ่ึงจะทําใหแถบดีเอ็นเอท่ีแยกบนเจลนั้นมีความ
ชัดเจน คมชัด ไมซอนทับกัน (smear) อีกท้ังยังทําใหนักวิจัยสามารถเลือกใชระยะเวลาในการแยกตัว
ดวยกระแสไฟฟาไดอยางเหมาะสมมากข้ึน (Myers and Smalla, 1998) 
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ปจจุบันการใชเทคนิค DGGE ในการศึกษาความความหลากหลายของจุลินทรียใน
ส่ิงแวดลอม โดยอาศัยการทําปฏิกิริยา PCR ของยีน 16S rDNA เร่ิมมีการศึกษาคร้ังแรกในกลุม
จุลินทรียท่ีเกาะท่ีผิว (microbial biofilm) (Muyzer et al., 1993) ซ่ึงพบวาผลผลิต PCR ในตัวอยางท่ี
ศึกษาจะเกิดการแยกตัวเปนแถบดีเอ็นเอบนเจลตางกัน ซ่ึงผลผลิต PCR ในตัวอยางหน่ึงๆ จะ
ประกอบดวย     จุลินทรียตางชนิดกัน ดังนั้นแถบของดีเอ็นเอแตและแถบอาจแสดงถึงจุลินทรียแตละ
ชนิด ท้ังนี้สามารถตรวจสอบชนิดของจุลินทรียไดงายจากการตัดแถบดีเอ็นบนเจลและวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดไดโดยตรง (Muyzer et al., 1993) ท้ังนี้ Muyzer et al. (1995) ไดใชเทคนิค 
DGGE ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในปลองน้ําพุรอน (hydrothermal vents)             
2 บริเวณ ซ่ึงผลการศึกษาพบแบคทีเรียจํานวนนอยมาก และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียหลักได
เพียง 1 ชนิด จากพื้นท่ีศึกษาบริเวณท่ี 1 และ ระบุชนิดของแบคทีเรียได 3 ชนิด จากพื้นท่ีศึกษาบริเวณ
ท่ี 1 ซ่ึงเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาเปนแบคทีเรียพวก sulfur reducing bacteria สกุล 
Thiomicrospira ในขณะท่ี Moyer et al. (1995) ก็ไดทําการศึกษาในลักษณะเดียวกันและพบ
แบคทีเรีย sulfur reducing bacteria เชนเดียวกัน แตระบุไดเปน Desulfovibrio salexigens 

 
นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิค DGGE มาศึกษาชนิดของแบคทีเรียพวก sulfate reducing 

bacteria และดารทํางานของเอนไซมในช้ันแทงมวลน้ํา (water column) ของประเทศเดนมารก 
(Teske et al., 1996) รวมท้ังศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียในดินดวยเทคนิค TGGE (Felske et al., 
1996b) และใชเทคนิค DGGE ในการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียของพวก cyanobacteria ในน้ําพุ
รอน (Felske et al., 1996a) ซ่ึงพบวาแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางท่ีเก็บมาจากน้ําพุรอนท่ีมีอุณหภูมิ
ใกลเคียงกันจะมีรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอคลายคลึงกัน ซ่ึงแตกตางจากชนิดของ cyanobacteria ท่ี
พบจากบริเวณนํ้าพุรอนท่ีมีอุณหภูมิท่ีสูงกวา รวมท้ังยังมีการนําเทคนิคนี้มาใชในการศึกษา 
phytoplankton (Muyzer et al., 1996) และจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ในตัวอยางจากวัสดุตางๆ และใน
มหาสมุทร (Nubel et. al., 1997) หรือศึกษา ammonia oxidizing bacteria ในดินทรายท่ีมีระดับ pH 
ตางกัน (Kowalchuk et al., 1997) ศึกษายีน hydrogenase จากแบคทีเรียในสกุล Desulfovibrio 
(Wawer and Muyzer, 1995) และใชศึกษาจํานวนและการเปล่ียนแปลงของ  sulfate reducing bacteria 
(Santegoes et al., 1997) ในบริเวณท่ีไมมีอากาศ 

 
Zwart et al. (1997) ยังไดศึกษาความแตกตางของแบคทีเรียพวก Verrucomicrobiales ใน

ทะเลสาบน้ําจืด ของประเทศเนเธอรแลนด ดวยเทคนิค DGGE และ nested PCR จากการเปรียบเทียบ
แถบของดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําจะพบแบคทีเรียท่ีเปนชนิดเดียวกันในทะเลสาบน้ําจืดท่ีมาจาก
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ตัวอยางเดียวกันตลอดท้ังป และ Heuer et al. (1997) ก็ใชเทคนิคเดียวกันนี้ศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของแอคติโนมัยซีทในดินท่ีตางกัน และศึกษาการเปล่ียนแปลงในบริเวณรอบรากพืช
ของมะเขือเทศ โดยการทํา PCR โดยตรงเปรียบเทียบกับ nested PCR ซ่ึงพบวาการใช DGGE รวมกับ 
nested PCR สามารถใชประเมินจํานวนของแอคติโนมัยซีทในดินไดดี ในขณะที่การใช DGGE 
รวมกับการทํา PCR โดยตรงจะประเมินจํานวนแอคติโนมัยซีทไดนอยกวา ท้ังนี้เนื่องจากรายละเอียด
ทางเทคนิคท่ีนํามาใช เชน ไพเมอร การทําปฎิกิริยา PCR รวมทั้งตัวอยางท่ีนํามาศึกษา (Myers and 
Smalla, 1998) โดยเฉพาะตัวอยางจากดินซ่ึงเปนท่ีอยูของจุลินทรียมีความซับซอนในธรรมชาติ              
จุลินทรียท่ีอยูในดินอาจมีความแตกตางกันแมจะมีระยะหางกันเพียงเล็กนอย  ซ่ึงปริมาณของ            
จุลินทรียและความผันแปรท่ีเกิดข้ึนภายในดินจะเปนปญหาตอการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียได   
(Van and Overbeek, 1993)  ขอจํากัดประการหนึ่งของเทคนิคนี้คือ สารอินทรียหรือสารปนเปอนท่ีมี
อยูในดินอาจมีผลในการขัดขวางการสกัดดีเอ็นเอจากดินโดยตรง  หรือการทํา PCR ดังนั้นการเลือก
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากดินจึงตองเลือกใหเหมาะสมกับชนิดของดิน และจุลินทรียท่ีตองการศึกษา 
รวมท้ังการเลือกไพเมอรตองมีความเหมาะสมดวย 
 
การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดวยเทคนิค rep-PCR  

 
หลักการสําคัญในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย โดยปกติแลวควรเลือกศึกษา

จุลินทรียท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณอนุรักษสูงๆ (highly conserved region) และมีลําดับนิวคลี
โอไทดท่ีซํ้ากัน (repetitive nucleotide sequences) เพื่อท่ีจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีมี
ความจําเพาะในจีโนมของจุลินทรียได (Martin et al., 1992; Sadowsky and Hur, 1998; Versalovic et 
al., 1994; Versalovic et al., 1991) ซ่ึงเทคนิค rep-PCR หรือ repetitive based sequence-PCR เปน
เทคนิคหนึ่งท่ีอาศัยหลักการของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนหรือนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียใน
บริเวณอนุรักษดังกลาว เทคนิค rep-PCR ไดรับการพัฒนามาจาก Lupski จากวิทยาลัยทางการแพทย 
รัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงนํามาใชกับการศึกษาในหลายดานดวยกัน ท้ังดานการแพทย 
การเกษตร อุตสาหกรรม และความหลากหลายของจุลินทรียในส่ิงแวดลอม (Versalovic et al., 1994)  

 
การศึกษาโดยเทคนิค rep-PCR นั้นสามารถใชในการศึกษาแบคทีเรียไดท้ังแบคทีเรียแกรม

ลบและแบคทีเรียแกรมบวกบางกลุม (Lupski and Weinestock, 1992) จากการอาศัยหลักการของ
ความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีชุดซํ้ากันมากกวา 1 ชุดในโครโมโซม (Gilson et al, 1984; 
Hulton et al., 1991; Sharples and  Lloyd, 1990; Stern et al., 1984) จึงแบงลําดับนิวคลีโอไทด
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บริเวณท่ีมีชุดซํ้ากันนี้แบงออกเปน 3 กลุม คือ 1) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเรียงซํ้าๆ กันยาว 
35-40 bp เรียกวา repetitive extragenic palindromic (REP) sequence 2) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลี    
โอไทดท่ีเรียงซํ้าๆ กันยาว 124-127 bp เรียกวา enterobacterial repetitive intergenic concensus 
(ERIC) sequence และ 3) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 154 bp เรียกวา BOX element 
(Versalovic et al., 1994) ท้ังนี้ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฎอยูในตําแหนงตางๆ เหลานี้จะกระจายอยู
ท่ัวท้ังจีโนมของแบคทีเรียนั่นเอง ลักษณะเฉพาะของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีซํ้าๆ กันนี้สามารถใช
ประโยชนในการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยตรงหรือใชเพื่อออกแบบไพเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับ
การศึกษาบริเวณ REP, ERIC หรือ BOX ดวยเทคนิค PCR ได (Versalovic et al., 1994) ซ่ึงทําใหได
ไพเมอรท่ีเรียกแตกตางกันออกไปดวย ซ่ึงเม่ือนํามาใชรวมกับเทคนิค PCR ก็จะไดช้ินสวน ดีเอ็นเอท่ี
มีขนาดแตกตางกัน ดังนั้นเพื่อใหสอดคลองกับวิธีการท่ีใชในเทคนิค rep-PCR จึงมีช่ือเรียกแตกตาง
กันคือ REP-PCR genomic fingerprinting, ERIC-PCR genomic fingerprinting และ BOX-PCR 
genomic fingerprinting (Versalovic et al., 1991, 1994) ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกันนี้สามารถ
นํามาเเยกขนาดดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) และแสดงผลออกมาเปนแถบดีเอ็นเอหลายๆ 
แถบ เรียกวาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint patterns) ซ่ึงมีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียแตละ
ชนิด จึงทําใหสามารถเปรียบเทียบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ ซ่ึงมีประสิทธิภาพใน
การศึกษาจุลินทรียไดอยางกวางขวาง และสามารถใชเปนเครื่องมือในการคัดเลือกและติดตาม
จุลินทรียท่ีมีความสําคัญทางการแพทยและศึกษาจุลินทรียในธรรมชาติ  (DeBruijn, 1992; Versalovic 
et al., 1991; Judd et al., 1993)  ซ่ึงสะดวก รวดเร็วและคาใชจายไมสูงมากเม่ือเทียบกับเทคนิคอ่ืนๆ 
รวมท้ังยังเปนวิธีท่ีใชในการติดตามศึกษาจุลินทรียในส่ิงแวดลอมท่ีมีความแตกตางกันไดอยางมี
ประสิทธิภาพดวย (Johnson et al., 2004) เชน Rhizobium, Agrobacterium และ Pseudomonads    
เปนตน ท้ังนี้การศึกษาความหลากหลายโดยใชเทคนิค rep-PCR ถือวามีประโยชนอยางมากในการ
ระบุชนิดและจัดจําแนกจุลินทรีย รวมท้ังใชในการศึกษาศาสตรทางการแพทยแขนงท่ีเกี่ยวของกับ
โรคในมนุษยและเชื้อสาเหตุโรคพืช (Versalovic et al., 1997) รวมท้ังใชในการศึกษาจุลินทรียกอโรค 
เชน  Clostridium difficile,    E. coli  และ Fecal coliform เปนตน (Spigaglia and Mastrantonio, 
2003; Johnson et al., 2004)  
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การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ 
  

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ หรือท่ีเรียกวา DNA sequencing มีความสําคัญตอ
การศึกษาส่ิงมีชีวิตในเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลมาก  เนื่องจากสามารถนํามาใชในการระบุชนิด
ของจุลินทรีย หรือระบุชนิดของยีนท่ีตองการศึกษา รวมท้ังใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
ของดีเอ็นเอสายนั้นๆ ในส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันและตางชนิดกันได  ท้ังนี้เทคนิคในการหาลําดับนิ
วคลีโอไทดนั้นมีการพัฒนาข้ึนต้ังแตป 1970 โดยมี 2 วิธี คือ วิธีทางเคมีและวิธีใชเอนไซม ซ่ึงท้ังสอง
วิธีอาศัยหลักการแยกช้ินดีเอ็นเอโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในสารตัวกลาง ท่ีมียูเรียผสมอยูดวย 
เพื่อทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ ซ่ึงจะทําใหดีเอ็นเอสายเดี่ยวเกิดการเคล่ือนท่ีไปไดในระยะทางที่เปน
สัดสวนกับขนาดของโมเลกุล โดยไมข้ึนกับชนิดของเบสในสายดีเอ็นเอนั้น โดยสามารถบอกความ
แตกตางของช้ินดีเอ็นเอแตละช้ิน แมจะมีขนาดตางกันเพียงท่ีตางกันเพียงแค 1 เบส (สุรินทร, 2539) 

 
1. การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธีทางเคมี (chemical sequencing)  

 
 การหาลําดับนิวคลีโอไทดวิธีนี้พัฒนาข้ึนโดย Maxam และ Gilbert ซ่ึงอาศัยสารเคมีและ
ปฏิกิริยาทางเคมีในการตัดสายดีเอ็นเอท่ีตําแหนงจําเพาะท่ีตางกัน เรียกอีกช่ือหนึ่งวา Maxam-Gilbert 
sequencing โดยมีข้ันตอนคือ นําช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการตรวจสอบมาแยกใหบริสุทธ์ิ แลวนํามาติด
ฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี (P32) โดยแตละสายของดีเอ็นเอสายคูจะถูกติดฉลากท่ีปลาย 5’ หรือ 
3’ จากน้ันนําสายดีเอ็นเอท่ีติดฉลากไวมาแยกใหเปนสายเด่ียว  โดยในแตละสายจะถูกติดฉลากท่ี
ปลายขางหน่ึงขางใดเทานั้น หลังจากนั้นนําสายดีอ็นเอท่ีถูกติดฉลากแบงออกเปน 4 สวน และนําแต
ละสวนมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีตําแหนงจําเพาะท่ีเบสใดเบสหนึ่ง หลังจากนั้นนําแตละสวน
มาทําปฏิกิริยาเคมีท่ีตางกัน แลวจึงนํามาแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาทางเคมีโดยใช
วิธี polyacrylamide gel electrophoresis เสร็จแลวจึงนําเจลท่ีไดไปวางบนกระดาษกรอง ตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในแตละแถวโดยวิธีออโตเรดิโอกราฟ จะปรากฏเปนแถบสีดําข้ึนในแตละแถว
ซ่ึงแปลผลเปนลําดับนิวคลีโอไทดตางๆ เรียงจากปลายท่ีติดฉลากไว 
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2. การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธีใชเอนไซม (enzyme sequencing)  
   
   วิธีการนี้พัฒนาข้ึนมาโดย Sanger และคณะ ในป 1977 ซ่ึงอาศัยการสรางดีเอ็นเอสายคูสม
ดวยเอนไซม DNA polymerase I โดยใชไพเมอรสายส้ันๆ ในการเร่ิมตนสังเคราะหสายดีเอ็นเอท่ี
ปลาย 3’ ของไพเมอร ไดเปนดีเอ็นเอสายคูสมข้ึนมา การตอสายดีเอ็นเอนี้จะหยุดลงท่ีเบสจําเพาะแต
ละเบส ( 4 เบส คือ A  T  C และ G) โดยการเติมสาร 2’,3’ dideoxyribonucleotide  ในหลอดทํา
ปฏิกิริยาในแตละหลอด ท้ังนี้ผลท่ีไดจากปฏิกิริยาท้ัง 4 หลอดจะนํามาเปลผลเชนเดียวกับวิธีทางเคมี 
แตการอานลําดับนิวคลีโอไทดจะเปนลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอคูสมจาก 5’ ดานลางสู 3’ 
ดานบน ดังนั้นถาตองการอานสายดีเอ็นเอตนแบบจะตองคิดกลับอีกคร้ังหนึ่ง ท้ังนี้วิธีการนี้มีช่ือเรียก
อีกช่ือหนึ่งวา dideoxy chain terminating method หรือ Sanger sequencing ปจจุบันวิธี dideoxy เปน
วิธีท่ีนิยมใชมากและมีการพัฒนามาจนถึงปจจุบันนี้ ซ่ึงก็สามารถทําไดงายและไมซับซอนยุงยาก   
อีกท้ังยังนํามาใชประโยชนในการศึกษายีนตางๆ ท้ังในคน สัตว และพืช  ตัวอยางเชน การหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดของคนท่ีเรียกวา human genome project เพื่อใชในการวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรมและ
การรักษาโรคตางๆ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เคร่ืองแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางเคมี เชน แทงแกว บีกเกอร ขวดแกว 
กระบอกตวง 

2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยาทางดิน เชน หลอดทดลอง 
จานอาหารเล้ียงเช้ือ สไสด ไปเปต จานอาหารเล้ียงเช้ือแบบหลุม 

3.  กลองจุลทรรศน  
4.  pH meter 
5.  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
6.  เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
7.  เคร่ืองผสมสาร (votex) 
8.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
9.  ตูบมเช้ือ (incubator) 
10. เคร่ืองเขยา (incubator shaker) 
11. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ DNA Thermal cycle  
12. Atomic absorption spectrophotometer  
13. Denaturing gradient gel electrophoresis apparatus  
14. Horizontal electrophoresis apparatus ขนาด 20x25 เซนติเมตร 
15. Spectrophotometer  
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วิธีการ 
 

1. การเก็บตัวอยางและการเตรียมตัวอยางดนิ 
 
เก็บตัวอยางดินบริเวณที่มีการปนเปอนสารหนูในบริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ 

อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี จํานวน 8 จุด (8 ตัวอยาง) ซ่ึงมีระดับความเขมขนของสารหนูท่ี
ตางกัน ตําแหนงในการเก็บตัวอยาง ดังภาพท่ี 5 โดยเก็บตัวอยางดินท่ีระดับความลึก 0-10 เซนติเมตร 
ดวยกระบอกเก็บตัวอยางดินท่ีผานการฆาเช้ือแลว (sterile soil core) นําดินไปเก็บไวในถังน้ําแข็ง
ระหวางการขนสง และเม่ือถึงหองปฏิบัติการนําไปเก็บไวในตูเย็น ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ
นําไปวิเคราะหทางดานจุลชีววิทยาทางดิน และเก็บตัวอยางดินอีกสวนดวยพล่ัวบรรจุในถุงพลาสติก
เพื่อนําไปวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและเคมีของดิน  

 
เตรียมตัวอยางดินสําหรับวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและเคมี โดยนําตัวอยางดินท่ีเก็บดวย

พล่ัวไปตากในท่ีรมจนกระท่ังแหง เปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นทําการคัดแยกเศษหินและเศษพืชออก 
นําตัวอยางดินท่ีแหงมาบดใหมีขนาดเล็ก และนําไปรอนผานตะแกรงขนาด 0.5 และ 2 มิลลิเมตร เพื่อ
นําไปวิเคราะหทางกายภาพและทางเคมีตอไป สําหรับตัวอยางดินท่ีใชในการวิเคราะหจุลชีววิทยา
ทางดิน นําตัวอยางดินท่ีเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู
และศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE 
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ภาพท่ี 5  จุดเกบ็ตัวอยางดินปนเปอนสารหนู บริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง   
                จังหวัดสุพรรณบุรี  

 
2. การวิเคราะหสมบัติดิน 
 

2.1 วิเคราะหเนื้อดิน 
 

 การวิเคราะหเนื้อดิน (การกระจายของอนุภาคดิน) โดยวิธีไปเปต (Kilmer and 
Alexander, 1949; Day, 1965) ทําโดยช่ังตัวอยางดิน 10 กรัม เติม KMnO4 ความเขมขน 5% ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร (ดินมีอินทรียวัตถุสูงตองเติมสารละลาย KMnO4  ความเขมขน 5% เพื่อกําจัดอินทรียวัตถุ
กอน) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวย high speed stirrer เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นนําสารละลายดิน
ใสในกระบอกตวงขนาด 1,000 มิลลิลิตร โดยการกรองผานตะแกรงกรองที่มีขนาด 300 mesh 
(อนุภาคทรายแปงและอนุภาคดินเหนียวจะผานลงไปในกระบอกตวง) ทําการลางตะกอนของ
สารละลายดินผานตะแกรงกรองจนกระท่ังอนุภาคทรายแปงและอนุภาคดินเหนียวออกจากอนุภาค
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ทรายจนหมด ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําอนุภาคทรายท่ีแยกไดบนตะแกรงใสในภาชนะท่ี
อบแหง หลังจากนั้นนําตัวอยางดินไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (จน
น้ําหนักคงท่ี) และช่ังน้ําหนักจะไดน้ําหนักของอนุภาคทราย 

 
สําหรับสารละลายดินท่ีอยูในกระบอกตวงจะมีเพียงอนุภาคทรายแปงและดินเหนียว ทํา

การแยกอนุภาคดินเหนียวโดยใช automatic pipette ทําโดยกวนสารละลายดินดวยแทงกวน 
(plunger) ตั้งท้ิงไว 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูดตัวอยางสารละลายดินท่ีอยูในสภาพแขวนลอยท่ีระดับ
ความลึก 10 เซนติเมตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ดวย automatic pipette เก็บตัวอยางสารละลายดินใส
ภาชนะอบแหง หลังจากนั้นนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปช่ัง
น้ําหนักจะไดน้ําหนักของอนุภาคดินเหนียว คํานวณเปอรเซ็นตอนุภาคดินแตละชนิด  สําหรับ
เปอรเซ็นตอนุภาคทรายแปง คํานวณจากผลตางของเปอรเซ็นตอนุภาคดินท้ังหมด (100%)  กับ
ผลรวมของเปอรเซ็นตอนุภาคดินเหนียวและดินทราย ผลท่ีไดจากการวิเคราะหนํามาแจกแจง
ประเภทของเน้ือดิน (soil textural class) โดยการเปรียบเทียบกับช้ันเนื้อดินตามเกณฑของกระทรวง
เกษตรสหรัฐอเมริกา (USDA textural class) (Soil Survey Staff, 2010)  

 
2.2 การวัดคาพีเอช (pH) ของดิน  

 
ช่ังตัวอยางดินแหงท่ีรอนผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร จํานวน 10 กรัม ใสในบีกเกอร

ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 มิลลิลิตร (อัตราสวนดิน: น้ํา เทากับ 1:1) ผสมใหเขากัน 
ตั้งไว 10 นาที นําตัวอยางดินไปวัดดวย pH meter  

 
2.3 การวิเคราะหปริมาณคารบอนอินทรียเพื่อหาอินทรียวัตถุ 

 
วิเคราะหโดยใชวิธีการออกซิเดชันและไทเทรตตามวิธีการของ Walkley และ Black 

(Nelson and Sommers, 1982) จากนั้นนําไปคํานวณหาปริมาณอินทรียวัตถุตามสูตร 
 
Organic matter (%) = % Organic carbon x 1.724   
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2.4 การวิเคราะหปริมาณสารหนูท้ังหมด 
 
 ช่ังตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงไปใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม acid mixture H2SO4-

HNO3 อัตราสวน 2:1 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นํา flask ตั้งในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี  50-60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม HCl ความเขมขน 12 นอรแมล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
หลังจากน้ันทําการยอยสารละลายดินตอไปจนกระท่ังสารละลายตัวอยางใส ตั้งไวใหเย็นแลวนําไป
เติม KMnO4 ความเขมขน 6% จนสารละลายเปล่ียนเปนสีมวง หลังจากนั้นเติม K2S2O4 ความเขมขน 
5% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมไวขามคืน (Stewart and Bettany, 1982) หลังจากน้ันนําไปวิเคราะห
ปริมาณสารหนูท้ังหมดดวย hydride atomic absorption spectrophotometer (Varian AA240, 
Austraria) 

 
2.5 การวิเคราะหโลหะอ่ืน ๆ (Cu  Cr  Zn  Mn  Al  Fe  Pb และ Cd)   

 
ช่ังตัวอยางดิน 1 กรัมใสลงไปในหลอด (digestion tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม acid 

mixture HNO3: HClO4 อัตราสวน 5:2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการยอยสลายจนกระท่ังสารละลาย
ตัวอยางใส ท้ิงไวใหเย็น แลวทําการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 นําสารละลายท่ีกรองไดปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 50 มิลลิลิตรใน volummetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร (ดัดแปลงจาก 
Amacher, 1996) หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณโลหะหนักดวย flame atomic absorption 
spectrophotometer (Varian AA240, Austraria) 

 
3. ศึกษากลุมประชากรจุลินทรียในดินปนเปอนสารหนูดวยเทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 

3.1 การเตรียมตัวอยาง 
 
3.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ  

 
ช่ังตัวอยางดิน 0.25 กรัม และนํามาสกัดดีเอ็นเอตามข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจาก

ดินดวยชุดสกัด PowerSoil DNA kit (MOBio laboratory, Inc., USA) นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมา
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยการวัดคา optical density ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (OD260)  
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ดวย spectrophotometer และตรวจคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการทํา electrophoresis บน 1% agarose 
gel ใน 0.5X TAE buffer  

 
3.1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 

 
นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.40 
ไมโครลิตร 5X buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร BSA ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร universal primer 
(PRBA338F 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ และ PRUN518R 5’-ATTACCGCGGCTGC 
TGG-3’) (Cindy et al., 2000) ความเขมขน 60 ไมโครโมลาร ปริมาตรอยางละ 0.75 ไมโครลิตร และ 
Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร (Promega, USA) 
ท้ังนี้ PRBA338F ซ่ึงเปน forward primer จะมีการเติมเบส G และ C เขาท่ีปลายดาน 3 ไพรม ซ่ึง
เรียกวา GC clamp จํานวน 20 bp เพื่อชวยในการวิเคราะหการแยกตัวเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวโดยเทคนิค 
DGGE สําหรับปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอเร่ิมท่ี initial denaturation 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที ตามดวย denaturing ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที  annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
จํานวน 35 รอบ และตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
(ดัดแปลงจาก Becker et al., 2006) โดยใชเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ Robo cycler (Stratagene, USA) 
ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR นํามาวิเคราะหบน agarose gel ความเขมขน 2% ใน 0.5X TAE buffer ดวย
กระแสไฟฟาขนาด 100 โวลต เปนเวลา 30-40 นาที โดยใช 1 kb plus ladder (Invitrogen, USA)  เปน
เคร่ืองหมายในการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอ รวมกับ multiple bacteria marker (Pseudomonas putida, 

Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone และแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
ส่ิงแวดลอม BW7) และนําเจลท่ีไดมาสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และถายภาพ 

 
3.2  การทํา Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)  

 
                    การเตรียมอุปกรณในการทํา DGGE เร่ิมจากนําแผนกระจก 2 แผนขนาด 16x16 
เซนติเมตร และขนาด 16x14 เซนติเมตร ทําความสะอาดกระจกดวย 70% alcohol และนํ้ากล่ัน  เช็ด
ด วยกระดาษซับ  Kimwipe ระวั งอย า ให มี ฝุ นห รือกระดาษซับติด  นํ ากระจกแผนใหญ                       
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(16x16 เซนติเมตร) วางบนโตะ และนํา spacer วางท่ีขอบกระจก แลวทา spacer ดวยสารหลอล่ืน
เพื่อใหเกิดการยึดระหวางแผนกระจกท้ังสองดีข้ึน หลังจากนั้นนํากระจกแผนเล็ก (16x14 เซนติเมตร) 
มาประกบกันพรอมกับจัดกระจกท้ังสองใหเสมอกันท้ังดานขางและดานลาง (ภาพที่ 6A) หลังจาก
นั้นนํากระจกไปประกอบเขากับแกนยึด (plate clamps) และประกอบเขากับตัวฐาน (pouring stand)     
เทเจลท่ีเตรียมไวลงในแผนกระจก นําหวี (well comb) ไปเสียบระหวางชองวางของกระจก (ภาพท่ี 
6B) เม่ือเจลแข็งตัวแลวนําแผนกระจกออกจาก pouring stand แลวนําไปประกอบเขากับ core (ภาพท่ี 
7A) และนําไปใสไวในchamber หลังจากนั้นนําแผงควบคุม (controller) ของเครื่อง DGGE 
apparatus (Bio-Rad Universal Mutation Detection System) สวมเขาท่ีดานบนของ chamber เม่ือ
ประกอบอุปการณเรียบรอยนํา power supply มาตอเขากับแผงควบคุมเพ่ือรอใชในข้ันตอนตอไป 
(ภาพท่ี 7B) 
 

การเตรียมเจลในข้ันตอนแรกทําการเตรียม stock acrylamide ความเขมขน 0 และ 80% 
(ตารางผนวกท่ี 1) หลังจากนั้นนําความเขมขนท้ังสองมาผสมใหไดความเขมขนท่ีตองการเพื่อใหเปน 
gradient และทําใหดีเอ็นเอเกิดการแยกตัวออกจากกัน ในข้ันตอนการเตรียมเจลความเขมขน 13% 
และใช gradient 40%-70% ทําโดยผสมสารดังตารางท่ี 6 หลังจากนั้นเติม ammonium persulphate 
(APS) ความเขมขน 10% และ TEMED ซ่ึงเปนสารท่ีชวยในการเกิดโพลีเมอรไรเซชัน 
(polymerization) หลังจากเติม APS และ TEMED ควรเทเจลทันที เพ่ือไมใหเจลแข็งตัวกอนเทเจล
เสร็จ  
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    A                                                        B 
 
 ภาพท่ี 6  การประกอบอุปกรณเพื่อเตรียมเจลสําหรับเทคนิค DGGE 

A คือ การประกอบกระจกเขากับแกนยึด (plate clamp) 
B คือ การประกอบอุปกรณเขากับฐานต้ัง (pouring stand) และหวีทําชองเจล (well comb) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
A      B      

 
ภาพท่ี 7  การประกอบอุปกรณเขากับ chamber และแผงควบคุม  

 A การประกอบอุปกรณกระจกท้ังหมดเขากับ pouring stand เพื่อนําไปวางใน chamber 
 B การประกอบอุปกรณท้ังหมดเขากับแผงควบคุม กอนจะตอเขากับ electrophoresis 

 
ท่ีมา: Laboratory for microbial ecology (2004) 
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ตารางท่ี 6  ปริมาตรของสารผสมสําหรับเตรียมเจล  
 

สารละลาย 0% acrylamide 
(มิลลิลิตร) 

80% acrylamide 
(มิลลิลิตร) 

10% APS1/ 
(ไมโครลิตร) 

TEMED2/ 
(ไมโครลิตร) 

70% denaturant 1.375 9.625 45 8 
40% denaturant 5.5 5.5 45 8 

 
หมายเหตุ  1/ APS = ammonium persulphate 
                  2/ TEMED = N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 

 
สําหรับการเทเจลในแผนกระจกใหนํา stock acrylamide ความเขมขน 80% ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร (เติม APS ความเขมขน 10% ปริมาตร 35 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 8 
ไมโครลิตร) โดยใช pipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ใสลงไปในแผนกระจกท่ีประกอบเขากับตัว
ฐาน (pouring stand) แลว และระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ  ท้ังนี้เพื่อปองกันการไหลซึมหรือร่ัวของ
เจล ท้ิงไวประมาณ 30 นาที จากนั้นใสสารผสมความเขมขน 40 และ 70% ลงไปในกระบอก gradient 
marker ช้ันนอกและช้ันใน ตามลําดับ เปดเคร่ืองปมเพื่อใหสารผสมความเขมขน 70% ไหลเขาสูแผน
กระจกกอน (ประมาณ 10 วินาที) หลังจากนั้นเปดวาลวของกระบอก gradient marker ช้ันนอกเพื่อให
สารผสมความเขมขน 40% และ 70% คอยๆ ผสมกันโดยใช magnetic sterier และไหลผานสายยาง
เขาสูแผนกระจกในเวลาเดียวกัน (สารผสมมีลักษณะเปน gradient) เม่ือสารผสมไหลลงใน แผน
กระจกจนเกือบเต็มแผนกระจก ทําการปดวาลวและเคร่ืองปม และนํา stock acrylamide ความเขมขน 
0% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (เติม APS ความเขมขน 10% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ TEMED 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร) ใสลงในชองวางตรงกลางของแผนกระจกโดยใช pipette ขนาด 1000 
ไมโครลิตร ปลอยใหสารผสมไหลลงไปชาๆ จากนั้นนําหวี (well comb) เสียบเขาไปในแผนกระจก 
ท้ิงไวประมาณ 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเจลท่ีเตรียมเรียบรอยแลวใสลงใน chamber เติม 0.5X TAE 
buffer ปริมาตร 7 ลิตร นําแผงควบคุมและ power supply มาตอเขากับ chamber เปดแผงควบคุม
อุณหภูมิที่  60 องศาเซลเซียส รอจนกระท่ังอุณหภูมิของ buffer อยูท่ี 60 องศาเซลเซียส นําผลผลิต 
PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
แลวใสลงไปในชองเจลปริมาตร 30 ไมโครลิตร จากน้ันใส multiple bacteria marker (Pseudomonas 
putida, Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone และแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
ส่ิงแวดลอม BW7) และ 1 kb plus ladder (Invitrogen, USA) ท่ีชองเจลดานขางท้ังสองและตรงกลาง
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เพื่อใชเปนจุดอางอิงในการวิเคราะหผล  หลังจากนั้นทําการปลอยกระแสไฟฟาท่ีมีศักยไฟฟา 90 
โวลต ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 13 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลานําเจลไปยอมสีดวย ethidium 
bromide ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน 1X TAE buffer ทั้งนี้นําเจลท่ีแชใน ethidium 
bromide มาเขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที ท้ังนี้ในระหวางการเขยาใหปดภาชนะดวยกระดาษฟอยด 
เพื่อปองกันแสงเขาทําลายดีเอ็นเอและใหการยอมสีเกิดท่ัวท้ังแผนเจล จากน้ันนําเจลไปแชน้ํากล่ัน
พรอมท้ังเขยา เปนเวลา 30 นาที เพื่อลางสียอมสวนเกินออก นําเจลท่ีไดมาสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) และถายภาพ  
 

 3.3 การวิเคราะหกลุมประชากรจุลินทรียและการระบุชนดิของแบคทีเรีย  
                                    

เพ่ือศึกษากลุมประชากรจุลินทรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ี
แตกตางกัน นําภาพถายท่ีไดจากเทคนิค DGGE ไปวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioNumeric   
version 3.5 software (Applied Maths, Belgium) โดยวิเคราะหจํานวนและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ 
(band-base analysis) ท่ีปรากฎบนเจลของแตละตัวอยางเพื่อบอกความหลากหลายของจุลินทรีย
เปรียบเทียบกับแตละตัวอยางท่ีมีการปนเปอนสารหนูแตกตางกัน และประมวลผลเปน dendrogram 
สําหรับการศึกษาตัวแทนโครงสรางสังคมแบคทีเรีย ทําโดยตัดแถบ    ดีเอ็นเอที่ตองการศึกษา (แถบ
ท่ีมีความชัดเจนและมีความแตกตางกับแถบดีเอ็นเออ่ืน) โดยใชมีดที่ปลอดเช้ือตัดแถบดีเอ็นเอบนเจล 
นําไปใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร ท่ีบรรจุ RNase/DNase-free water ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
บมใน heat block ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาเหวี่ยงดวยเคร่ือง
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําสารละลายใสดานบน (ดีเอ็นเอ) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสไวในหลอดใหมขนาด 1.5 ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  

 
การนําดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค DGGE ซ่ึงตัดแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยไปหาลําดับ            

นิวคลีโอไทดนั้น ตองทําการตรวจสอบเถบดีเอ็นเอกอนวาไมมีการปนเปอนดีเอ็นเอของแถบดีเอ็นเอ
ใกลเคียง ซ่ึงทําโดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจลกอนหนานี้มาทําปฏิกิริยา PCR ดวยไพเมอร 
PRBA338F และ PRUN518R จากน้ันนําผลผลิต PCR ท่ีไดมาตรวจสอบดวยกระแสไฟฟาดวย
เทคนิค DGGE ดังวิธีการที่ไดกลาวมาขางตน เม่ือตรวจสอบวาเปนแถบดีเอ็นเอเดี่ยว (single band) 
แลวจึงนําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออีกคร้ัง และนําดีเอ็นเอความเขมขน 5 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร ผสมกับ reverse primer (ใชไพเมอรท่ีไมติด GC clamp) ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 



54 
 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรของตัวอยางท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรท้ังหมด 12 
ไมโครลิตร นําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ี Biomedical genomics sequencing center and 
analysis facility, University of Minnesota, St. Paul, USA หลังจากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมา
อานลําดับนิวคลีโอไทดจาก 5 ไพรม ไป 3 ไพรม (5’-3’) โดยใชโปรแกรม reverse complement 
( HHHHhttp://www.bioinfornatics.org/sms/rev_comp.html HHHH และ HHHHhttp://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-
util/seq-util.html HHHH)  ทําการวิ เคราะห ลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อระบุชนิดของจุ ลินทรียโดยการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม Blastn  

 
4. การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินปนเปอนสารหนู 

 
4.1 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดิน 
 

 ช่ังตัวอยางดิน 10 กรัมใสในขวดแกวขนาด 200 มิลลิลิตรท่ีบรรจุสารละลาย NaCl ความ
เขมขน 0.85% ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการน่ึงฆาเช้ือแลว จากน้ันนําไปเขยาดวย agitatorเปน
เวลา 30 นาที แลวตั้งท้ิงไว 15 นาที ดูดสารละลายใส 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 20 
มิลลิลิตร ท่ีบรรจุสารละลาย NaCl ความเขมขน 0.85% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการน่ึงฆาเช้ือ
แลว ทําการเจือจางคร้ังละ 10 เทา เปน 100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 และ10-8  จากน้ันดูด
สารละลายเช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตรของแตละระดับการเจือจาง มา spread plate ในอาหาร 
Tryptone glucose yeast extract (TGE) (ตารางผนวกท่ี 2) ซ่ึงมีการเติมอารเซไนตท่ีความเขมขน 10 
50 100 250 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยในแตละความเขมขนของอารเซไนตจะทํา 3 ซํ้า แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีไดจากทุกความเขมขนท่ีทดสอบ
มาคัดแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ โดยนําไป streak บนอาหารแข็ง TGE อีกคร้ังจนกระท่ังไดเช้ือบริสุทธ์ิ     
นําเช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดไปเล้ียงในอาหารเหลว TGE โดยนําไปเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา  
24 ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือเจริญถึงชวง log phase จากน้ันนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เก็บตะกอนเซลลท่ีไดไวใน 96 well collection plate (ความเขมขนสุดทาย 25% 
glycerol) และเก็บรักษาเช้ือไวท่ีอุณหภูมิ -21 องศาเซลเซียส 
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4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนและการยอมสีแบบแกรม (Gram staining) 
  

นําเช้ือบริสุทธ์ิมา streak บนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (ตารางผนวกท่ี 3) นําไปบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ยายโคโลนี่เดี่ยวลงในอาหารเหลว LB นําไปเขยาท่ี
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลาย
เชื้อมาสเมียรลงบนสไลด นําแผนสไลดผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง เพื่อใหจุลินทรียติดแนนบนแผนสไลด
แลวหยด crytal violet ตั้งท้ิงไวประมาณ 1 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ัน หยดสารละลาย iodine ตั้งท้ิงไว 
30 วินาที แลวลางออกดวย alcohol และลางดวยน้ํากล่ันทันที จากน้ันยอมทับดวย safranin O ท้ิงไว 
30 วินาที ลางสีของ safranin O ออกดวยน้ํากล่ัน จากน้ันนําไปศึกษาลักษณะรูปรางและการติดสีแก
รม ภายใตกลองจุลทรรศน (Loynachan, 2002) 
 

4.3 การศึกษาความสามารถในตานทานสารหนูและสารปฏิชีวนะ 
 

นําแบคทีเรียมาเล้ียงในอาหาร LB โดยนําแบคทีเรียท่ีเก็บไว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส
ใน 96 well plate ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากน้ันนําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา
ในตูบมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเซลลท่ีไดมาเจือจางต้ังแตใหได 102 104 
106 และ108  เทา ดวย NaCl  ความเขมขน 0.85% ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากน้ันใช replicator 
ประทับสารละลายเชื้อแตละระดับการเจือจางลงบนอาหารแข็ง LB ท่ีเติมโซดียมอารเซไนต 
(NaAsO2) ความเขมขน 10 50 100 250 500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร หรือโซเดียม         
อารเซเนต (NaHAsO2) ความเขมขน 10 40 100 200 500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับ
การทดสอบความสามารถในการตานทานตอสารปฏิชีวนะ ทําเชนเดียวกับการทดสอบการตานทาน
สารหนูอารเซไนตและอารเซเนต โดยเติมสารปฏิชีวนะในอาหารแข็ง LB ตามความเขมขน ดังตาราง
ท่ี 7  
 
 
 
 
 
 
 



56 
 

ตารางท่ี 7  ชนิดและระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะท่ีใชในการทดลอง 
 

สารปฏิชีวนะ ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
Chloramphenicol 1, 5, 10 
Streptomycin 5, 10 
Tetracycline 0.5, 1, 2 
Kanamycin 1, 5 
Naladixic acid 1, 2.5, 5 
Rifamycin 1, 12, 15 
Ampicilin 1, 5, 10 
Spectinomycin 1, 5, 10 

 
บันทึกขอมูลแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมีการเติมอารเซไนต อารเซเนตและ

สารปฏิชีวนะความเขมขนตางๆ ในแตละระดับการเจือจาง โดยบันทึกขอมูลเปนตัวเลข  1                
(1 = แบคทีเรียสามารถเจริญบนอาหารที่มีการเติมอารเซไนต อารเซเนตหรือสารปฏิชีวนะ) และ 0     
(0 = แบคทีเรียท่ีไมสามารถเจริญบนอาหารที่มีการเติมอารเซไนต อารเซเนตหรือสารปฏิชีวนะ) 
หลังจากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหเพื่อทํา dendrogram ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioNumeric 
version 3.5 software (Applied Maths, Belgium) เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียตัวแทนในการศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูดวยเทคนิค rep-PCR 

 
5. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูดวยเทคนิค rep-PCR 

 
5.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

 
นําแบคทีเรียตานทานสารหนูมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีไมมีการเติมอารเซไนตหรือ

อารเซเนต นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําลวดเข่ียเช้ือพลาสติกท่ี
ปลอดเช้ือแตะลงบนโคโลนีเดี่ยว ใสใน 96 well plate (สําหรับทํา PCR) ท่ีมี NaOH ความเขมขน 
0.05 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทําการปนลวดเข่ียเช้ือพลาสติกเพื่อใหเช้ือผสมเขากับ NaOH 
นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 640 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
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เซลล ดูดสารละลายใสหรือดีเอ็นเอท่ีสกัดปริมาตร 30 ไมโครลิตร ใสใน 96 well PCR plate อันใหม 
และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -21 องศาเซลเซียส เพื่อใชในข้ันตอนตอไป 

 
5.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 

 
 นําดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีสกัดไดมาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร              

ซ่ึงประกอบดวย ดีเอ็นเอ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ dGTP) ความเขมขน 
100 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ไพเมอร ERIC1R   
5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ และ ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ 
(Morases et al., 2000) ความเขมขน 0.08 มิลลิโมลาร ปริมาตรอยางละ 1 ไมโครลิตร และ Taq DNA 
polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอเร่ิม
จากการ initial incubating ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที กอน หลังจากนั้นเร่ิมทําการ
สังเคราะหดีเอ็นเอท่ี initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วินาที ตามดวย 
denaturing ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที   annealing  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 นาที จํานวน 30 รอบ และ
ตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที (Johnson et al., 2004) โดยใช
เคร่ือง Thermal DNA cycler (MJ. Research, USA)   
 

 นําผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ท่ีได จํานวน 25 ไมโครลิตร ผสมดวย 6X loading 
dye ปริมาตร 6.6 ไมโครลิตร ดูดผลผลิต PCR ผสมดังกลาว 13 ไมโครลิตร มาตรวจสอบบน agarose 
gel ความเขมขน 1.5%  ใน 0.5X TAE buffer ดวยกระแสไฟฟาขนาด 70 โวลต เปนเวลา 17 ช่ัวโมง 
โดยใช 1 kb ladder (Invitrogen, USA) เปน marker หลังจากนั้นตอปมเขากับ chamber เพื่อให buffer 
ไหลเวียนใน chamber บมท้ิงไวในหองควบคุมอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส นําเจลมาตรวจสอบภายใต
แสงอัลตราไวโอเลตพรอมถายภาพ ทําการวิเคราะหขอมูลโดยนําภาพถายเจลท่ีไดมาวิเคราะหดวย
โปรแกรม BioNumeric version 3.5 software (Applied Maths, Belgium)  เพื่อทําการจัดกลุมแบคทีเรีย 
และทํา dendrogram 
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6. การศึกษายีนตานทานสารหนู arsC  
 
6.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

 
นําแบคทีเรียท่ีแชแข็งไวมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมอารเซไนต 10 มิลลิกรัม

ตอลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํา pipett tip ท่ีผานการฆา
เช้ือแตะลงบนโคโลนีเดี่ยว นํามาใสใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ํากล่ันปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ทําการผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ  
ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล  แยกสารละลายใสหรือดีเอ็นเอท่ีสกัดไดใสใน
หลอดใหม เพื่อใชในการทําปฏิกิริยา PCR ตอไป  

 
6.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน arsC ดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 
                

ศึกษายีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการรีดักชันของสารหนูโดยการ
แปลงสารหนูอาร เซเนตเปนอาร เซไนตโดยทําปฏิกิ ริยา  PCR ดวยไพเมอร  arsC-1F                           
5’-GTAATACGCTGGAGATGATCCG-3’ และ arsC-1R 5’-TTTCCTGCTTCATCAACGAC-3’ 
(Saltikov and Olson, 2002)  การทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย       
ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ 
dGTP) ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร forward-reverse primer  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ปริมาตรอยางละ 0.5 
ไมโครลิตรและ Taq DNA Polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอทําโดยใชเคร่ือง DNA thermal cycle TC512 (Techne, UK) โดยใช
ปฏิกิริยา PCR เร่ิมท่ี initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที denaturing ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1.5 นาที จํานวน 30 รอบ และตามดวย 
final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที (Chang et al., 2008) นําผลผลิตดีเอ็น
เอจากปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบบน agarose gel ความเขมขน 1% ใน 1X TAE buffer ดวย
กระแสไฟฟาขนาด 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที โดยใช 1 kb ladder (Life Technology, USA) เปน 
marker และนําเจลมาตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลตพรอมถายภาพ 
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7. การศึกษาการแปลงสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 
7.1 การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียตานทานสารหนูบนอาหาร CDM (Chemically 

Defined Medium) 
 

นําแบคทีเรียแชแข็งมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมอารเซไนต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําโคโลนีเดี่ยวมาเล้ียงใน
อาหารเหลว Chemically Defined Medium (CDM) (Weeger et al., 1999) (ตารางผนวกท่ี 4) ใน 96 
well collection plate นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันใช replicator ประทับสารละลายเช้ือลงบนอาหารแข็ง CDM ท่ีเติม
อารเซไนตหรืออารเซเนต ความเขมขน 2 5 10 20 และ 25 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญของเช้ือบนอาหาร CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซเนต
หรืออารเซไนต เพื่อนําไปใชในการเลือกความเขมขนของอารเซเนตและอารเซไนตท่ีเหมาะสมใน
การทดสอบการแปลงสารหนูบนอาหารแข็งดวยเทคนิค agar plate screening assay  

 
7.2 การทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay  

 
 การทดสอบความสามารถในการแปลงสารหนูบนอาหารแข็ง CDM ดวยเทคนิค agar 

plate screening assay ทําโดยนําแบคทีเรียแชแข็งมา streak บนอาหารแข็ง LB ที่มีการเติมอารเซไนต 
10 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวมา
เล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนต 10 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปเขยาท่ีความเร็ว 150 
รอบตอนาที และบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
4,560 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล  ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยน้ํากล่ันท่ี
ผานการนึ่งฆาเช้ือแลวจํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัดคา optical density และปรับใหมีคาเทากับ 
0.6 (OD600 = 0.6) หลังจากนั้นดูดสารละลายเซลล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน 96 well collection 
plate ท่ีบรรจุอาหารเหลว CDM (ไมเติมสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนต) ปริมาตร 130 ไมโครลิตร 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและเขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน จากน้ัน
นํากระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว มาจุมใน
สารละลายเซลลของแบคทีเรียแตละไอโซเลต แลวนําไปวางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนู
อารเซไนตหรืออารเซเนต (ภาพท่ี 8) ความเขมขน 2 และ 20 มิลลิโมลาร ตามลําดับ บมท่ีอุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ในท่ีมืด หลังจากนั้นนํามาทดสอบการแปลงสารหนูโดยการทํา
ปฏิกิริยากับ AgNO3 ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (ดัดแปลงจาก Krumova et al., 2008) สังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึน ท้ังนี้การออกซิเดชันอารเซไนตเปนอารเซเนตจะเกิดการเปล่ียนจากสี
เหลืองเปนสีน้ําตาลแดง ในขณะท่ีการรีดักชันอารเซเนตเปนอารเซไนตจะเกิดการเปล่ียนจากสี
น้ําตาลแดงเปนสีเหลือง 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  กระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ จุมในเซลล     

แตละไอโซเลต วางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนต  
 

7.3 การทดสอบการแปลงสารหนูดวยวิธี microplate screening assay  
 

 microplate screening assay เปนเทคนิคท่ีนํามาใชตรวจสอบการแปลงสารหนู
เชนเดียวกันกับ agar plate screening assay แตตางกันท่ี microplate screening assay จะเปนการ
ทดสอบการแปลงสารหนูในรูปของเหลว ซ่ึงวิธีนี้นอกจากจะคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การแปลงสารหนูไดแลว ยังสามารถบอกสัดสวนของสารหนูท่ีเกิดการออกซิเดชันหรือรีดักชันได
ดวย โดยตองอาศัยแผนเทียบสี (colour scale) ในการบอกสัดสวนดังกลาว สําหรับการทดลองนี้จะ
เปนการทดสอบการออกซิเดชันหรือรีดักชันเทานั้น ทําโดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร LB ท่ีไมมีการ
เติมสารหนู จากนั้นนําไปลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ จํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัด
คา optimal density และปรับปริมาตรใหมีคาเทากับ 0.6 (OD600 = 0.6) ดวย Tris-HCl (pH 7.4) ความ
เขมขน 0.1 โมลาร หลังจากนั้นดูดเซลลแตละไอโซเลตปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน 96 well 
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collection plate ท่ีมี Tris-HCl (pH 7.4) ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ซ่ึงเติม   
อารเซไนตหรืออารเซเนตความเขมขน 1 มิลลิโมลาร หรือ 2 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  บมไวในท่ีมืด   
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นนํามาทดสอบการรีดักชันและออกซิเดชัน
สารหนูดวยการทําปฏิกิริยาการเกิดสีกับ AgNO3 ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 100  ไมโครลิตร 
(Simonova et al., 2004) สังเกตการตกตะกอนของสีท่ีเกิดข้ึนทันทีท่ีมีการเติม AgNO3 โดยการ
ออกซิเดชันจะเกิดตะกอนสีเหลืองจากการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนูอารเซเนต ในขณะ
ท่ีการรีดักชันจะเกิดการตะกอนสีน้ําตาลแดงจากจากการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู   
อารเซไนต 
 
8. การวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนูดวยวิธี Molybdenum blue method 

 
การทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค molybdenum blue method (Johnson and Pilson, 

1972) ทําโดยนําแบคทีเรียตัวแทนท่ีมีความสามารถในการแปลงสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนตท่ี
ไดจากการทดสอบดวย AgNO3 ดวยเทคนิค agar plate screening assay มา streak บนอาหารแข็ง LB 
บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําแบคทีเรียไปลางตะกอนเซลลดวย PIPES buffer (pH 7.0) ความเขมขน 0.2  
โมลาร จํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัดคา optimal density และปรับปริมาตรใหมีคาเทากับ 0.6 
(OD600 = 0.6) ดวย PIPES buffer (pH 7.0)  ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร หลังจากนั้นนําสารละลาย
เซลลแบคทีเรียปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ยายไปเล้ียงใน PIPES buffer (pH 7.0)  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ี
มีการเติมสารหนูอารเซเนตความเขมขน 1 มิลลิโมลาร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในท่ี
มืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําตัวอยางสารละลายเซลลแบคทีรเรียท่ีไดมาแบงใส microtube 
4 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บ
สารละลายใสเพ่ือนําไปใชในการวิเคราะหปริมาณสารหนูตอไป  

 
การวิเคราะหปริมาณสารหนูอารเซไนตทําไดโดยการเตรียม oxidized sample และ 

unoxidized sample สําหรับการเตรียม oxidized sample ทําโดยนําตัวอยาง (สารละลายใส) ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร (เจือจาง 8 เทา ดวย PIPES buffer) เติมสารละลาย KIO3 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม 
molybdenum blue solution (ตารางผนวกท่ี 5) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปบมในอางควบคุม
อุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และวางบนนํ้าแข็งเปนเวลา 5 นาที 



62 
 

นําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 865 นาโนเมตร ท้ังนี้ควรวัดตัวอยาง
ภายใน 15 นาที 

 
การเตรียม unoxidized sample ทําไดโดยดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

(สารละลายตัวอยางเจือจาง 8 เทา ดวย PIPES buffer) เติม HCl ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นเติม molybdenum blue solution ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอาง
ควบคุมอุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปวางบน
น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 865 นาโน
เมตร การคํานวณปริมาณสารหนูอารเซไนตคํานวณไดจากคาความแตกตางระหวาง unoxidized 
sample และ oxidized sample นั่นคือปริมาณสารหนูอารเซไนตท่ีวิเคราะหได สําหรับการคํานวณ
ปริมาณสารหนูอารเซเนตท่ีไดจากการออกซิเดชันคํานวณจากการวัดคาท่ีอานไดจาก unoxidized 
sample โดยตรง ซ่ึงในหลอดบมตัวอยางมีการเติมอารซิไนตเปนสารต้ังตน 

 
เตรียมสารละลายมาตรฐานสารหนูอารเซเนตความเขมขน 0-100 ไมโครโมลาร จาก stock 

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (ปรับปริมาตรโดยใช PIPES buffer) เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน (ตาราง
ผนวกที่ 6) นําสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมไดมาเติม molybdenum blue solution ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปวางบนน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 865 นาโนเมตร และเขียนกราฟมาตรฐาน  

 
9. การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการแปลงสารหนูโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนบริเวณ 16S rDNA  
                                       

ศึกษาชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA โดยนํา
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการแปลงสารหนูมาเล้ียงในอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมสารหนู    
อารเซไนต ความเขมขน 10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว LB ท่ีไมมีการเติมสารหนู บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายเซลลแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใสในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายใส
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สวนบนออก หลังจากน้ันเติม NaCl ความเขมขน 3%  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และนําไป
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ
แลว 2 คร้ัง จากนั้นเติม NaOH ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บม
ในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และวางบนนํ้าแข็งทันทีนาน 
3 นาที หลังจากนั้นนําไปเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายใส
สวนบนปริมตร 25 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดใหมเพื่อใชในการทําปฏิกิริยา PCR ตอไป 

 
นําดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่เตรียมไดดังกลาวมาขางตน มาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 

50 ไมโครลิตร มีสวนประกอบคือ ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs  ความเขมขน 100         
มิลลิ   โมลาร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 25 
มิลลิโมลาร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร universal primer ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร (341F 5’-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ และ 928R 5’-CCCCGCAATTCCTTTGAGTT-3’) ปริมาตรอยาง
ละ 0.5 ไมโครลิตร และ Taq DNA Polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 
ไมโครลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอทําท่ี initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที denaturing ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  annealing  ท่ีอุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
จํานวน 35 รอบ และตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
(Sajjaphan et al., 2010) โดยใชเคร่ือง DNA thermal cycle TC512 (Techne, UK) นําผลผลิตดีเอ็นเอ
จากปฏิกิริยา PCR ท่ีไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบบน agarose gel ความเขมขน 0.8 % ใน 1X 
TAE buffer ดวยกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 45 นาที นําผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ี Macrogen (Seoul, Korea) หลังจากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไดมาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม Blastn   
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การวิเคราะหสมบัติดิน  
 

เก็บตัวอยางดินบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูในเขตลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ 
อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ซ่ึงเปนพื้นท่ีเหมืองแรเกาและมีประวัติการทําเหมืองแรดีบุกมา
นานกวา 40 ป โดยมีลุมน้ําหวยมะขามเปนแมน้ําสายหลักไหลผานเหมือง เก็บตัวอยางดินจํานวน 8 
จุด (AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6 AS7 และ AS8) ท่ีระดับความลึก 0-10 เซนติเมตร จากผิวดิน โดย
ตัวอยางดิน AS1-AS6 เปนตัวอยางดินท่ีตั้งอยูบริเวณขุมเหมือง สําหรับตัวอยางดิน AS7 และ AS8 
เปนตัวอยางดินท่ีตั้งอยูบริเวณทายเหมือง และตํารับควบคุม (Control) คือตัวอยางดินท่ีเก็บจากพื้นท่ี
นอกเหมือง นําตัวอยางดินไปวิเคราะหปริมาณการปนเปอนสารหนูและวิเคราะหสมบัติดินตางๆ ดัง
ดังตารางท่ี 8 
                          

การวิเคราะหสมบัติดินทางกายภาพ พบเน้ือดินสวนใหญมีลักษณะเปนดินรวนเหนียว หรือ
เปนดินรวนเหนียวปนทราย ดังตารางท่ี 8 และเม่ือทําการจัดจําแนกดินตามแผนท่ีแสดงชุดดินใน
ระดับจังหวัด มาตราสวน 1:5000 ระบุวาดินทุกตัวอยางจัดจําแนกอยูในชุดดินทายาง สําหรับการ
วิเคราะหสมบัติทางเคมีของดิน พบดินมี pH อยูในชวงเปนกรดปานกลางถึงดางจัด (pH 5.8-8.5) 
(ตารางภาคผนวกท่ี 7) โดยตัวอยางดิน AS2 AS3 และ AS4 มี pH เปนกรด (pH 5.8-6.5) ในขณะท่ี
ตัวอยางดิน AS1 AS5 AS6 AS7 และ AS8  มี pH เปนดาง (pH 7.4-8.5) สวนอินทรียวัตถุพบวา
ตัวอยางดินมีปริมาณอินทรียวัตถุอยูในชวงกวาง คือตั้งแตระดับต่ําถึงระดับสูงปานกลาง เทากับ 2.3-
29 กรัมตอกิโลกรัม (ตารางผนวกท่ี 8) โดยตัวอยางดิน AS3 และ AS8 เปนดินท่ีมีปริมาณอินทรียวัตถุ
อยูในระดับสูงเทากับ 26.3 และ 29 กรัมตอกิโลกรัม รองลงมาคือตัวอยางดิน AS2 AS4 และ AS5 ซ่ึง
มีระดับอินทรียวัตถุอยูในระดับปานกลาง คือ 25  21.4 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ในขณะ
ท่ีตัวอยางดิน AS1 และ AS6 มีปริมาณอินทรียวัตถุอยูในระดับต่ํา (8.1 และ 2.3 กรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 8  สมบัติดินบางประการ ปริมาณสารหนูรวมและโลหะหนักที่ปนเปอนในดิน ที่เก็บจากเหมืองแรเกา ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง  
  จังหวัดสุพรรณบุรี 

 
ตัวอยางดิน เนื้อดิน สมบัติทางเคมี ปริมาณของโลหะหนักในดนิ  

pH OM  As Cu Cr Mn Pb Zn Cd Fe  Al  
   --กรัม/กิโลกรัม-- ----------------------- มิลลิกรัม/กิโลกรัม--------------------- --กรัม/กิโลกรัม-- 

AS1 รวน 7.8 8.1 389 26 26 138 9 29 0.61 13.2 16.3 
AS2 รวนเหนียวปนทราย

แปง 
6.5 

25 
711 54 111 302 17 97 1.44 54.6 63.4 

AS3 รวนเหนียว 6 26.3 124 12 32 279 9 50 0.88 15.9 31.8 
AS4 รวนเหนียวปนทราย 5.8 21.4 160 12 34 167 2 28 0.61 14.9 24.3 
AS5 รวนเหนียว 7.4 22.2 315 15 38 142 8 31 1.02 18.6 30.5 
AS6 รวนเหนียว 8.5 2.3 467 38 71 467 58 101 1.58 41.2 65.5 
AS7 รวนทราย 7.4 14.8 356 13 34 220 43 33 0.78 15.5 20.3 
AS8 รวนเหนียว 7.9 29 381 16 29 112 66 68 0.95 16.1 19.5 
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การวิเคราะหปริมาณสารหนูรวมในดิน พบวาตัวอยางดินท่ีเก็บจากบริเวณเหมืองแรเกามี
ปริมาณสารหนูรวมเกินกวามาตรฐานท่ีกรมควบคุมมลพิษกําหนด ยกเวนตํารับควบคุมมีปริมาณ   
สารหนูรวมเพียง 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ค) สําหรับในการทดลองแบง
พื้นท่ีท่ีมีการปนเปอนสารหนูออกเปน 2 พื้นท่ี คือ พื้นท่ีท่ีมีการปนเป ื้อนสารหนูระดับสูงคือ สารหนู
ปนเปอนมากกวา 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน และพ้ืนท่ีท่ีมีการปนเป ื้อนสารหนูระดับตํ่าคือ สารหนู
ปนเปอนนอยกวา 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน จากการวิเคราะหตัวอยางดินพบตัวอยางดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูระดับสูง จํานวน 6 ตัวอยาง โดยตัวอยางดิน AS2 เปนดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู
สูงสุดเทากับ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม รองลงมาคือตัวอยางดิน AS6 AS1 AS8 AS7 และ AS5 มีการ
ปนเปอนสารหนูเทากับ 467 389 381 356 และ  315 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และตัวอยางดิน
ท่ีมีการปนเปอนสารหนูระดับตํ่า จํานวน 2 ตัวอยาง คือตัวอยางดิน AS3 และ AS4 เปนดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูเทากับ 124 และ 160 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน ตามลําดับ สําหรับการวิเคราะห
ปริมาณโลหะหนัก พบปริมาณสังกะสีและแมงกานีสในปริมาณสูง สวนโลหะหนักอ่ืนๆ พบปนเปอน
เพียงเล็กนอย อยางไรก็ตามตัวอยางดินท่ีมีปริมาณสารหนูระดับสูงจะมีแนวโนมพบธาตุโลหะอ่ืนๆ 
ในปริมาณสูงกวาตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูระดับตํ่า  

 
2. การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนู  
 

2.1 โครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขนตางๆ 
 

 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีระดับ
ความเขมขนแตกตางกัน ดวยเทคนิค DGGE โดยปกติสามารถวิเคราะหได 3 แบบ คือ วิเคราะห
จํานวนแถบดีเอ็นเอ ตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ และความเขมของแถบดีเอ็นเอ สําหรับในการทดลองนี้
ทําการวิเคราะหโดยอาศัยขอมูลจํานวนแถบดีเอ็นเอและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะห
โครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน จํานวน 
8 ตัวอยาง โดยอาศัยการวิเคราะหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจล ดวยโปรแกรม BioNumeric 
version 3.5 ดังภาพท่ี 9 (ภาพผนวกท่ี 2) พบวาแถบดีเอ็นเอของตัวอยางดินในแตละตัวอยางจาก
เทคนิค DGGE มีแถบดีเอ็นเอปรากฏอยูบนเจลประมาณ 26-52 แถบ ซ่ึงพบท้ังแถบดีเอ็นเอท่ีอยูใน
ตําแหนงเดียวกันและแตกตางกัน ท้ังนี้ตัวอยางดิน AS7 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูระดับสูงเทากับ 357 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน จะพบแถบดีเอ็นเอหรือมีจํานวนมากท่ีสุดถึง 52 แถบ ประเมินไดวามีชนิด
ของแบคทีเรียมากท่ีสุดคือ 52 ชนิด รองลงมาไดแก ตัวอยางดิน AS3 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูระดับต่ํา  
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คือ 124 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน แตมีแถบดีเอ็นเอจํานวน 47 แถบ ในทางตรงกันขามตัวอยางดิน 
AS6 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูปนเปอน 467 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบแถบดีเอ็นเอนอยท่ีสุดคือ 26 แถบ 
เชนเดียวกับตัวอยางดิน AS2 มีปริมาณสารหนูมากท่ีสุดคือ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบจํานวน
แถบดีเอ็นเอ 42 แถบ ซ่ึงมีจํานวนแถบ  ดีเอ็นเอใกลเคียงกับตัวอยางดินในตํารับควบคุม (C) ท่ีมี
จํานวนแถบดีเอ็นเอ 41 แถบ  

 
จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาปริมาณของสารหนูท่ีปนเปอนในระดับสูงหรือตํ่าไมมีผล

ตอจํานวนของแบคทีเรีย แตมีผลตอชนิดหรือกลุมของแบคทีเรียในดิน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสมบัติ
ของดินเบ้ืองตน เชน พีเอช เนื้อดิน อินทรียวัตถุในดิน กลาวคือแบคทีเรียแตละชนิดจะดํารงชีวิตอยูใน
สภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน แบคทีเรียบางชนิดชอบความเปนกรด บางชนิดชอบความเปนดาง ซ่ึง
สวนใหญดินท่ีมีพีเอชเปนกลางจะพบแบคทีเรียจํานวนมาก โดยเฉพาะในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณ
หรืออินทรียวัตถุสูง เนื่องจากสภาวะแวดลอมเหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรีย 
รวมท้ังมีสารอาหารจากอินทรียวัตถุเพียงพอตอการเจริญเติบโตดวย ดังเชนในตัวอยางดิน AS6 ซ่ึงมี
ปริมาณสารหนู 467 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดินและปริมาณอินทรียวัตถุต่ํามากเทากับ 2.3 กรัมตอ
กิโลกรัม จะพบแถบดีเอ็นเอเพียง 26 แถบ  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาการเปล่ียนแปลงโครงสรางสังคม
แบคทีเรียในดินไมไดข้ึนอยูกับปริมาณการปนเปอนสารหนูเพียงอยางเดียว แตยังข้ึนอยูกับสมบัติดิน
ดวย อีกท้ังระดับความเปนพิษของสารหนูหรือความสามารถในการตานทานสารหนูในดินนาจะมีผล
ตอแบคทีเรียแตกตางกัน ซ่ึงแมวาดินจะมีปริมาณสารหนูในปริมาณสูงแตหากอยูในรูปท่ีมีระดับความ
เปนพิษตํ่าก็ทําใหแบคทีเรียในดินสามารถตานทานหรือดํารงชีวิตอยูได  

 
สําหรับการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยตําแหนงของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจล 

สามารถใชประเมินโครงสรางสังคมแบคทีเรียวามีความคลายคลึงกันมากนอยเพียงใด โดยแบคทีเรียท่ี
อยูในตําแหนงเดียวกัน มีความเปนไปไดวาเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกันได ท้ังนี้ในการศึกษาไดใช
โปรแกรมทางคอมพิวเตอร BioNumeric version 3.5 software มาชวยในการประมวลผลเพื่อจัดกลุม
ความสัมพันธของรูปแบบหรือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอท่ีได ดังภาพท่ี 10                                                        
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ภาพท่ี 9  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลท่ีไดจากเทคนิค DGGE   
 
หมายเหตุ ชองเจล M (bacteria marker) คือ ผลผลิต PCR รวมของแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแก 

Pseudomonas putida, Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone 
และแบคทีเรียท่ีแยกไดจากส่ิงแวดลอม BW7) 
ชองเจล L คือ ladder plus DNA  
ชองเจล AS1-AS8 คือ ผลผลิต PCR จากตัวอยางดนิแตละจุดท่ีมีการปนเปอนสารหนู 
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ภาพท่ี 10  Dendrogram ความสัมพันธของรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอจากดินปนเปอนสารหนู      
                 ในระดับท่ีตางกัน วิเคราะหดวยโปรแกรม BioNumeric Version 3.5โดย UPGMA 
                

จากการประมวลผลดวย UPGMA โดยใช simple matching binary coefficient เพื่อสราง 
dendrogram แสดงความสัมพันธของรูปแบบแถบดีเอ็นเอหรือลายพิมพดีเอ็นเอจากตัวอยางดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูท่ีแตกตางกัน พบวาดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีแตกตางกันมีรูปแบบของลายพิมพ
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากและมีระดับความคลายคลึง (% similarity) อยูในชวง 25- 60% แบงเปน 2 
clusters ท่ีระดับความคลายคลึง  30% โดย cluster I  มี 6 ตัวอยางดินคือ AS2 AS3 AS4 AS7 AS8 
และตํารับควบคุม ในขณะท่ี cluster II มี 2 ตัวอยาง คือ AS1 และ S5 โดยท้ังสองตัวอยางมีระดับความ
การปนเปอนสารหนูท่ีระดับใกลเคียงกัน สําหรับตัวอยางดิน AS6 ไมไดนํามาวิเคราะหใน 
dendrogram ดวย เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจลจางมาก จึงไมสามารถนํามาประมวลผลเพื่อ
แสดงความสัมพันธได  

 
จากการจัดกลุมจะเห็นไดวาแบคทีเรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูมีความหลากหลาย

มากท้ังในดินท่ีมีการปนเปอนในระดับสูงและต่ํา และเม่ือเปรียบเทียบกับตํารับควบคุมจะเห็นไดวา
ตัวอยางดิน AS7 และ AS8 ถูกจัดอยูในกลุมเดียวกับตํารับควบคุม ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเปนดินท่ีมี
สมบัติทางเคมีและกายภาพใกลเคียงกัน (ตารางท่ี 6) จึงทําใหมีชนิดของแบคทีเรียคลายคลึงกัน
มากกวาในตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในบริเวณอ่ืน ในขณะท่ีตัวอยางดิน AS2 และ AS4 เก็บ

AS8 
Control 
AS7 
AS2 
AS4 
AS3 
AS1 
AS5 

Cluster I 

Cluster II 

% similarity 
30            40             50            60             70            80             90         100 
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มาจากบริเวณขุมเหมืองแมจะมีปริมาณสารหนูและสมบัติทางเคมีตางกัน แตดินก็มีเนื้อดินใกลเคียง
กัน จึงทําใหพบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีมีลักษณะคลายคลึงกันมากท่ีสุดท่ี 60%  

 
สําหรับตัวอยางดินใน cluster II ซ่ึงมี AS1 และ AS5 อยูในกลุมเดียวกันนั้น เม่ือพิจารณา

คุณสมบัติดิน พบวาดินท้ังสองจุดมีคุณสมบัติดินท้ังทางกายภาพและทางเคมีใกลเคียงกันมาก รวมท้ัง
ปริมาณการปนเปอนสารหนู (381 และ 315 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน ตามลําดับ) ยกเวนเพียงปริมาณ
อินทรียวัตถุในดินท่ีแตกตางกัน  (8.1 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ) อยางไรก็ตามตัวอยางดิน
ท่ีมีการปนเปอนสารหนูท้ังสองกลับมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีมีระดับความคลายคลึงกันเพียง 30% 
ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ตัวอยางดินแมจะมีสมบัติดินท่ีคลายกัน (ตารางท่ี 8) แตก็อาจมีจํานวนเละชนิดของ
แบคทีเรียแตกตางกันได ถามีปริมาณอินทรียวัตถุท่ีแตกตางกัน (8.1 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ) โดยจะเห็นไดจาก dendrogram รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจะมีระดับความคลายคลึงกัน
เพียง 30% ซ่ึงบงช้ีไดวาแบคทีเรียท่ีพบในดินท้ังสองนาจะมีความหลากหลายมากกวาแบคทีเรียใน
ตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูอ่ืนๆ 

 
2.2 การวิเคราะหและระบุชนิดของแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู  

 
 จากการวิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเพื่อศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมี

การปนเปอนสารหนู (ภาพท่ี 9 และ 11) พบตัวอยางดิน AS1 และ AS5 มีความหลากหลายของ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียจึงทําการเลือกแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน AS1 และ AS5 เพื่อใชเปน
ตัวแทนในการระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความแตกตางจากแบคทีเรียท่ีพบในดินปนเปอนสารหนู
อ่ืนๆ ท้ังนี้แถบดีเอ็นเอที่สนใจนํามาระบุชนิดของแบคทีเรียมีท้ังหมด 6 แถบ ซ่ึงเปนตัวแทนจาก
ตัวอยางดิน AS1 จํานวน 5 แถบ (แถบ A B C D และ E) และตัวอยางดิน AS5 จํานวน 1 แถบ (แถบ F) 
ตําแหนงและสัญลักษณของแถบดีเอ็นเอท่ีเลือกมาศึกษา ดังภาพท่ี 11  

 
 แถบดีเอ็นเอที่นํามาศึกษาตองทําการตรวจสอบการปนเปอนหรือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ

วามีเพียงแถบเดียวหรือแบคทีเรียชนิดเดียวอีกคร้ังดวยเทคนิค DGGE กอนสงวิเคราะหลําดับนิวคลี 
โอไทดท่ี Biomedical genomics sequencing center and analysis facility, University of Minnesota, 
St. Paul, USA ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจะถูกนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
แบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank  
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ภาพท่ี 11  ตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 6 แถบ จากดิน  
                  AS1 คือ แถบ  A B C D และ E และจากดิน AS5 คือ แถบ F 
 
ตารางท่ี 9  การระบุชนิดของแบคทีเรียตัวแทนจากตัวอยางดิน AS1 และ AS5 จากการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล GenBank  
 
ตัวอยางดิน ตําแหนง     

แถบดีเอ็นเอ 
ชนิด ระดับความคลายคลึง 

(% similarlity) 
เลขทะเบียน 

(Accession  no.) 
AS1 A Arthrobacter 

koreensis N1SF19 
97 AM183961.1 

B β-proteobacteria 
IMCC1734 

99 D0664220.1 

C unknown bacterial 
clones TH a16 

98 EU373144.1 

AS5 F unknown bacterial 
clones LNR A2-16 

100 DO988269.1 

 

  AS1                                 AS5 

A 
F 

B 
C E D 
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การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ        
ดีเอ็นเอตัวแทน มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank 
โดยลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอตัวแทน A และ B สามารถระบุกลุมหรือชนิดของแบคทีเรีย
ไดเปน Arthrobacter koreensis N1SF19 และβ-proteobacteria IMCC1734 ท่ีระดับความคลายคลึง 
97% และ 99% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ 
GenBank ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ C และ F มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA ของ Unknow bacteria clones FLSED16 ท่ีระดับความคลายคลึง 98% และ 
Unknow bacteria clones LNR A2-16 ท่ีระดับความคลายคลึง  100% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank (ภาพผนวกที่ 3-6) สําหรับลําดับ         
นิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอตัวแทน D และ E ไมสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได (ตารางท่ี 9) 

 
3. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 

3.1 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 

 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากตัวอยางดิน 8 จุด ซ่ึงต้ังอยูในบริเวณเหมืองแรดีบุก
เกา ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ในข้ันแรกไดทําการศึกษาความหลากหลายและ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียโดยเทคนิค DGGE พบวาการวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียใน
บริเวณท่ีมีปริมาณสารหนู แมจะมีความแตกตางกันมาก แตก็ไมมีความแตกตางจากตัวอยางดินใน
ตํารับควบคุม นั่นแสดงวาแบคทีเรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูนาจะมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูหรือมีกลไกบางอยางเพื่อใชในการดํารงชีวิตอยูในสภาวะท่ีมีการปนเปอนสารหนูใน
ระดับสูงได แตเนื่องจากเทคนิค DGGE เปนเทคนิคท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย
โดยการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียท้ังหมดท่ีมีอยูในดินปนเปอนสารหนู ดังนั้นในการทดลองจึงไม
สามารถทําการทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรียได เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนู จึงทําการแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดิน
ท่ีมีการปนเปอนโดยใชเทคนิค dilution และ plating  

 
การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับท่ีแตกตางกัน

จํานวน 8 ตัวอยาง โดยการเจือจางบนอาหารแข็ง TGE ซ่ึงเติมสารหนูอารเซไนตท่ีระดับความเขมขน 
10 50 100 250 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีสามารถเจริญบนอาหาร
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แข็ง TGE ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จํานวน 911ไอโซเลต และเม่ือนําไปเล้ียง
ในอาหารเหลว TGE และแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ ไดแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีจะนําไปศึกษาจํานวน
262 ไอโซเลต ดังตารางท่ี 10 

 
จากการนําแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินปนเปอนสารหนูในแตละระดับ

ความเขมขนมาศึกษา พบวาตัวอยางดิน AS2 มีจํานวนแบคทีเรียตานทานสารหนูมากท่ีสุด คือ 92    
ไอโซเลต และเปนตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในดินมากท่ีสุด รองลงมาไดแก ตัวอยางดิน 
AS4 AS3 AS1 AS5 AS6 AS8 และ AS7 โดยพบจํานวนแบคทีเรียตานทานสารหนู จํานวน 48 33 30 
20 18 12 และ 9 ไอโซเลต ตามลําดับ อยางไรก็ตามพบวาจํานวนแบคทีเรียท่ีตานทานสารหนูท่ีแยกได
ไมมีความสัมพันธกับปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในดิน เชน ตัวอยางดิน AS3 และ AS4 ซ่ึงมีปริมาณ
การปนเปอนสารหนูในดินเทากับ 124 และ 160 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ แตพบแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูท่ีแยกไดเพียง 33 และ 48 ไอโซเลต รองจากตัวอยางดิน AS2 ซ่ึงมีปริมาณการ
ปนเปอนสารหนูในดินมากท่ีสุดเทากับ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  

 
ตารางท่ี 10  จาํนวนแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินปนเปอนสารหนู บริเวณเหมืองแรเกา 

8 จุด บนอาหาร TGE ท่ีมีการเติมสารหนูท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ                
 

ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูในดนิท่ีวเิคราะหได 
 (total As; มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน) 

จํานวนแบคทีเรียตานทาน
สารหนู (ไอโซเลต) 

AS1 389 30 
AS2 711 92 
AS3 124 33 
AS4 160 48 
AS5 315 20 
AS6 467 18 
AS7 356 9 
AS8 381 12 

                          รวม 262 
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3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน  
 

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการยอมสีแบบแกรมของแบคทีเรียตานทานสาร
หนูท่ีนํามาศึกษา พบวาแบคทีเรียตานทานสารหนูมีท้ังแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึงลักษณะรูปรางของ
เซลลมีท้ังลักษณะกลม (cocci) และแทง (rod) และแบคทีเรียประมาณ 49% จะมีลักษณะเปนแทง ซ่ึง
มีท้ังท่ีตอกันเปนสายยาวและเปนแทงเดี่ยว ดังตารางท่ี 11 สําหรับรายละเอียดของลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของแตละไอโซเลต ดังตารางภาคผนวกท่ี 9 

 
ตารางท่ี 11  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 
ตัวอยาง
ดิน 

จํานวนแบคทีเรียตานทาน
สารหนูนํามาศึกษา  

จํานวนแบคทีเรียแบงตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
แกรมบวก แกรมลบ รูปรางกลม รูปรางแทง 

AS1 30 - 30 18 12 
AS2 92 15 77 58 34 
AS3 33 3 30 - 33 
AS4 48 11 37 48 - 
AS5 20 1 19 - 20 
AS6 18 - 18 9 9 
AS7 9 - 9 1 8 
AS8 12 2 10 - 12 
รวม 262 32 230 134 128 

 
3.3 การศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนู 

 
 การทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู ทําโดย

ศึกษาการตานทานสารหนูในรูปท่ีมีความเปนพิษตามธรรมชาติ 2 รูป คือ สารหนูอารเซไนตและ   
สารหนูอารเซเนต ดวยเทคนิค minimum inhibitory concentration (MIC) ซ่ึงเปนวิธีการประเมินความ
เขมขนตํ่าสุดของสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนตท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 
แตในการทดลองนี้ไดนําเทคนิค MIC มาปรับวิธีการโดยประเมินความสามารถในการตานทาน     
สารหนูของแบคทีเรียท่ีมีการเจือจางเซลลและใชสารหนูอารเซไนตและอารเซเนต ท่ีระดับความ
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เขมขนตั้งแต 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร จากทดลองพบแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทาน   
สารหนูท้ังอารเซไนตและอารเซเนต โดยแบคทีเรียจะตานทานสารหนูอารเซเนตไดมากกวา          
อารเซไนต และมีความสามารถในการตานทานไดลดลงเม่ือมีความเขมขนของสารหนูเพิ่มข้ึน และ
พบวาการเจือจางเซลลแบคทีเรียท่ี 106 ถึง 108 ทําใหความสามารถในการตานทานสารหนูท้ัง         
อารเซเนตและอารเซไนตลดลงมาก และมีแบคทีเรียเพียงไมกี่ไอโซเลตท่ีสามารถตานทานสารหนูได 
ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชผลการทดลองความสามารตานทานสารหนู ท่ีระดับการเจือจางของ
แบคทีเรียท่ี 10000 เทา (104) ดังภาพท่ี 12 และ 13  

 
จากภาพท่ี 12 แสดงการตานทานสารหนูอารเซไนตเม่ือมีการเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

10000 เทา พบวาแบคทีเรียสวนใหญจากตัวอยางดิน AS1 AS2 และ AS3 มากกวา 60%                       
มีความสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตไดสูงถึงท่ี 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะท่ีแบคทีเรียจาก
ตัวอยางดิน AS6 และ AS7 ประมาณ 50% สามารถตานทานสารหนูอารเซไนตท่ี 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในขณะท่ีมีเพียงแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS6 และ AS7 เทานั้นท่ีสามารถตานทานสารหนูได
สูงสุดท่ีระดับ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS4 พบแบคทีเรียประมาณ 
60% ท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตท่ีระดับความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร สวนแบคทีเรีย
จากตัวอยางดิน AS5 และ AS8 จะสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตไดในระดับต่ําคืออยูในชวง  
10-50 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนแบคทีเรียมากกวา 60%  

 
สําหรับการตานทานสารหนูอารเซเนตเม่ือมีการเจือจางแบคทีเรียท่ี 10000 เทา ดังภาพท่ี 13 

จะไดผลในลักษณะเดียวกัน โดยพบวาแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS1 AS2 AS3 และ AS6 คิดเปน
แบคทีเรียมากกวา 60% สามารถตานทานสารหนูไดสูงสุดต้ังแตระดับ 10-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ท้ังนี้ท่ีระดับความเขมขนสูงสูด 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร ยังพบแบคทีเรียมากกวา 60% ท่ีสามารถ
ตานทานสารหนูอารเซเนตได ยกเวนตัวอยางดิน AS3 ท่ีมีจํานวนแบคทีเรียมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูลดลง คิดเปน 45% ท่ีสามารถตานทานไดท่ี 500-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร และจํานวน
แบคทีเรียท่ีตานทานสารหนูจะลดลงเหลือเพียง 20% เม่ือความเขมขนสูงสูดถึง 1,500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สําหรับแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS4 และ AS7 ประมาณ 40% สามารถตานทานสารหนู       
อารเซเนตไดท่ีระดับ 200 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS7 จะมี
แบคทีเรียตานทานสารหนูลดลงตํ่ากวา 40% ท่ีระดับ 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ในขณะท่ี
แบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS5 และ AS8 จะไมสามารถตานทานสารหนูไดหรือตานทานไดนอย        
เม่ือความเขมขนสูงมากกวา 500  มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับรายละเอียดของการตานทานสารหนู          
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อารเซไนตและอารเซเนตของแตละไอโซเลตท่ีระดับการเจือจางของเซลลแบคทีเรีย 100 และ 10000 
เทา ดังตารางภาคผนวกท่ี 10 

 
การวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานของสารหนู ดวยการวิเคราะห 

UPGMA โดยใช simple matching binary coefficient เพ่ือสราง dendrogram โดยอาศัยขอมูล
ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร เจือ
จางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา ดังภาพท่ี 14 สามารถแบงแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดท้ังหมด
เปน 2 clusters และ 13 กลุมยอย ท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% โดย cluster I ประกอบดวย
แบคทีเรียตานทานสารหนู 169 ไอโซเลต และ cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 93 
ไอโซเลต ท้ังนี้ในแตละ cluster ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดิน 8 ตัวอยาง 
และเพื่อใหการจัดกลุมแบคทีเรียมีความละเอียดและชัดเจนมากข้ึน จึงนําแบคทีเรียดังกลาวมาทําการ
ทดลองเพิ่มเติมโดยการศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะเพ่ือชวยในการคัดเลือก
แบคทีเรียตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



77 
 

 
  
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 12  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัม 
                  ตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
  
ภาพท่ี 13  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัม 
                  ตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 
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ภาพท่ี 14  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศัยขอมูลการ  
                  ตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร 
          เม่ือเจือจางบคทีเรีย 10000 เทา  
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3.4 การศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 
 

การศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะดวยเทคนิค MIC ซ่ึงใชสาร
ปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีมีระดับความเขมขนแตกตางกัน ไดแก ampicilin  kanamycin spectinomycin 
chloramphenicol streptomycin rifamycin tetracycline และ naladixic acid โดยทําการทดสอบ
เชนเดียวกับการทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนู พบวาแบคทีเรียตานทานสารหนู
ท้ังหมด 262 ไอโซเลต สามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะไดท้ัง 8 ชนิด แตจะตานทานสารปฏิชีวนะ
แตละชนิดท่ีระดับความเขมขนแตกตางกัน ซ่ึงเม่ือทําการเจือจางแบคทีเรียท่ี 102 - 108 เทา พบวา
แบคทีเรียสวนใหญไมสามารถตานทานสารปฏิชีวนะเม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรียมากถึง 104 ถึง 108 
หรือตานทานไดนอยมากในบางไอโซเลต จึงทําใหไมสามารถใชเปนขอมูลในการคัดเลือกตัวแทน
เพื่อศึกษาความหลากหลายได ดังนั้นในการทดลองนี้จึงใชคา MIC เม่ือมีการเจือจางเซลลแบคทีเรียท่ี
ระดับการเจือจาง 100 เทา มาใชในการคัดเลือกแบคทีเรียตัวแทนเพื่อศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียตานทานสารหนู  ดังภาพท่ี 15 จากภาพจะเห็นไดวาแบคทีเรียสวนใหญท่ีตานทานสาร
ปฏิชีวนะพวก rifamycin streptomycin tetracycline ampicilin และ spectinomycin จะมีจํานวน
แบคทีเรียท่ีตานทานสารปฏิชีวนะแตละชนิดไมแตกตางกันในแตละระดับความเขมขนท่ีทดสอบ 
ตานทาน ตัวอยางเชน สารปฏิชีวนะ tetracycline จะมีจํานวนแบคทีเรียท่ีตานทานไดคิดเปน 90% 
88% และ 85% เม่ือทดสอบท่ีระดับความเขมขน 1 2 และ 2.5 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ อยางไรก็
ตามเม่ือพิจารณาระดับความเขมขนสูงสุดของสารปฏิชีวนะแตละชนิดท่ีทําการทดสอบ พบวา
แบคทีเรียตานทานสารหนูจะตานทานสารปฏิชีวนะ spectinomycin rifamycin ampicilin และ 
streptomycin ท่ีระดับความเขมขนสูงสุดท่ีทําการทดสอบคือ 10 ไมโครกรัมตอลิตร คิดเปน 88% 84% 
83% และ 77% ตามลําดับ ยกเวนการตานทานสารปฏิชีวนะ rifamycin ของแบคทีเรียท่ีระดับความ
เขมขนสูงสุดท่ี 15 ไมโครกรัมตอลิตร ท่ีแบคทีเรียพบแบคทีเรียตานทานไดมากถึง 74% สําหรับการ
ตานทานสารปฏิชีวนะ chloramphenecol kanamycin และ nalalidic acid พบแบคทีเรียประมาณ         
70-80% สามารถตานทานท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอลิตร ท้ังนี้ผลการทดลองโดยละเอียด
ของการตานทานสารปฏิชีวนะท้ัง 8 ชนิดในแตละระดับความเขมขนท่ีทําการทดสอบ เม่ือเจือจาง
เซลลแบคทีเรียท่ี 100 เทาและ 10000 เทา ดังตารางผนวกท่ี 11 
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ภาพท่ี 15  เปอรเซ็นตแบคทีเรียตานทานสารหนูในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดับความ  
                  เขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  
   

การวิเคราะหความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนูแตละไอโซเลต โดยอาศัยขอมูล
จากการตานทานสารปฏิชีวนะ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา พบวาสามารถแบงแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูได 100 กลุม ท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% ดังภาพท่ี 16 จากผลของการ
แบงกลุมสามารถคัดเลือกแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนได 100 ไอโซเลต จากแบคทีเรียตานทาน
สารหนูท่ีแยกท้ังหมด 262 ไอโซเลต จากผลการวิเคราะหพบวาสามารถแบงกลุมแบคทีเรียไดเปน 4 
clusters ที่ระดับความคลายคลึงสูงสุด 66% โดย cluster I ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 13 
ไอโซเลต cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 33 ไอโซเลต cluster III ประกอบดวย
แบคทีเรียตานทานสารหนู 45 ไอโซเลต และ cluster IV ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 10 
ไอโซเลต แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 100 ไอโซเลตซ่ึงแตละไอโซเลตแบงตาม cluster ไดดังนี้   
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cluster I มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 13 ไอโซเลต ไดแก MC14 MC25 MC40 MC169 
MC181 MC182 MC201 MC207 MC209 MC211 MC213 MC225 และ MC265  

 
cluster II มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 33 ไอโซเลต ไดแก MC101 MC109 MC110 MC112 

MC114 MC121 MC122 MC123 MC133 MC161 MC170 MC171 MC180 MC192 MC194 MC195 
MC196 MC197 MC199  MC200 MC203 MC204 MC205 MC206 MC210 MC226 MC242 MC247 
MC248 MC258 MC260  MC261 และ MC263 

 
cluster III มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 45 ไอโซเลตไดแก MC10 MC13 MC20 MC89 

MC90 MC98 MC103 MC104 MC106 MC107 MC113 MC118 MC120 MC125 MC128  MC132 
MC134 MC135 MC139 MC142 MC143 MC145 MC147 MC152 MC153 MC158 MC162 MC163 
MC164 MC167 MC175 MC187 MC208 MC215 MC216 MC218 MC233 MC234 MC235 MC241 
MC244 MC246 MC249 MC253 และ MC264 

 
cluster IV มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 10 ไอโซเลตไดแก MC100 MC102 MC105 MC111 

MC115 MC136 MC165 MC166 MC172 และ MC202 
 
ท้ังนี้แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนท้ัง 100 ไอโซเลต จะนําไปใชในการศึกษาความ

หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยใชเทคนิค rep-PCR ตอไป  
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ภาพท่ี 16  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู อาศัยขอมูลการตานทาน                  
สารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดบัความเขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  

 

        Cluster I 
 

Cluster II 
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  Cluster IV 

% similarity 
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MC142 
MC118 
MC153 
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MC208 
MC216 
MC218 
MC128 
MC246 
MC244 
MC020 
MC241
MC134 
MC164 
MC147 
MC167 
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MC013 
MC253 
MC249 
MC089 
MC090 
MC215 
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MC115 
MC136 
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MC166 
MC165 
MC102 
MC111 
MC202 
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 3.5 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยเทคนิค rep-PCR 
(repetitive extragenic palindromic-PCR)  

 
การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 100 ไอโซเลต จาก

ความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ดังกลาวขางตน โดยอาศัยเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุล ท่ีเรียกวา rep-PCR พบแบคทีเรียตานทานสารหนูจํานวน 92 ไอโซเลต จาก 100 ไอโซเลต ท่ี
ปรากฏแถบดีเอ็นเอบนเจลซ่ึงมีขนาดและตําแหนงท่ีแตกตางกัน ช้ินสวนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูแตละไอโซเลตจะมีขนาดอยูในชวง 100-12,000 bp ซ่ึงมีจํานวนแถบดีเอ็นเอในแตละ
ไอโซเลตท่ีปรากฏประมาณ 10-20 แถบ ดังภาพท่ี 17 

 
ในสวนของการวิเคราะหตําแหนงและขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎบนเจลนั้น พบวา

แบคทีเรียตานทานสารหนู 100 ไอโซเลตมีความแตกตางกันของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ โดยมีระดับ
ความคลายคลึงในชวงท่ีกวางตั้งแต 5-99% และเม่ือแบงกลุมสามารถแบงไดเปน 4 cluster คือ cluster 
I ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 9 ไอโซเลต cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทาน   
สารหนูมากท่ีสุดจํานวน 63 ไอโซเลต และ cluster III ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 26    
ไอโซเลต สวน cluster IV ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนูเพียง 2 ไอโซเลต ดังภาพท่ี 18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



84 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

               A 
 

ภาพท่ี 17A  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC10 MC13 MC14 MC20 MC25 MC40   

MC89 MC90 MC98 MC100 MC101 MC102 MC103 MC104 MC105 MC106 MC107 
MC109 MC110 MC111 MC112 MC213 และ MC114 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 

12,216 bp   7,126 bp   

3,054 bp   

1,018 bp   

              M   1   2   3   4    5    6    7   8   9  10  11 12  M 13  14 15  16 17  18 19  20 21  22 23  P  M         
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                       B 

 
ภาพท่ี 17B  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC115 MC118 MC120 MC121 MC122  
   MC123 MC125 MC128 MC132 MC133 MC134 MC135 MC136 MC139 MC142     
   MC143 MC145 MC147 MC152 MC153 MC158 MC161 และ MC162 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 

12,216 bp   7,126 bp   

3,054 bp   

1,018 bp   

              M   1   2   3    4    5   6    7   8   9   10  11 12  M 13  14 15  16  17 18 19  20 21  22   23  P M           
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                           C 
 
 
ภาพท่ี 17C  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC163 MC165 MC166 MC167 MC169  
  MC170 MC171 MC172 M175 MC180 MC181 MC182 MC187 MC192 MC194 MC195  
  MC196 MC197 MC199 MC200 MC201 MC202 และ MC203 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

12,216 bp   
7,126 bp   

3,054 bp   

1,018 bp   

              M   1   2   3    4    5   6    7   8   9   10  11 12  M 13 14 15  16 17  18 19  20 21  22  23  P  M           
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D 
 

ภาพท่ี 17D  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ัน) 
  ชองเจล 1-22 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC204 MC205 MC206 MC207 MC208  
  MC209 MC210 MC211 MC213 MC215 MC216 MC218 MC225 MC226 MC233  
  MC234 MC235 MC241 MC242 MC244 MC246 และ MC247 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 

12,216 bp   
7,126 bp   

3,054 bp   

1,018 bp   

M   1  2   3   4   5   6   7   8    9  10 11 12  M 13 14 15 16  17 18 19 20 21 22   P  N  M           
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                    E 
 

ภาพท่ี 17E  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ัน) 

       ชองเจล 1-9 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC248 MC249 MC253 MC258 MC260 
MC261 MC263 MC264 และ MC265 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 

12,216 bp   
7,126 bp   

3,054 bp   

1,018 bp   

M   1   2   3   4    5    6    7   8    9   P   N   M           
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ภาพท่ี 18  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศัยขอมูลลายพิมพ      
                  ดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer  

Cluster I 
 

isolate       site 

Cluster II 
 

Cluster III 
 

Cluster IV 
 

 

 

 

 

MC136     3 
MC233    6

MC194                     4        
MC195                    4 

% similarity 
                     10            20           30           40            50           60           70           80           90         100                   
    

MC010     1                 
MC025    1

MC171     4 
MC192     4 
MC175     4 
MC172     4 
MC246     7 
MC114     2 
MC107     2 
MC132     3 

MC235     6 
MC242     6 
MC241     6 
MC234     6 
MC226     5 
MC216     5 

MC210     5 
MC211     5 
MC101     2 
MC118    2

MC260     8 
MC264     8 
MC182     4 
MC215    5

MC225     5 
MC247                    7 
MC207     5 
MC125     3 
MC265   8

MC020     1 
MC089     2 
MC098     2 
MC090     2 
MC244     6 
MC014     1 
MC187     4 

MC104     2 
MC139     3 
MC040     2 
MC133     3 
MC162     4 
MC197     4 
MC161    4
MC253     7 
MC263       8 
MC181     4 
 

MC142     3 
MC166     4 

MC169     4 
MC200     4 
MC113     2 
MC102     2 
MC218     5 
MC110     2 
MC105     2 
            

MC100     2 
MC147     3 
MC128     3 
MC201     4 
MC248    7

MC209     5 
MC213     5 
 

MC170     4 
MC180     4 
MC167 4

MC120     2 
MC121     2 
MC013     1 
MC203     4 
MC196     4 

MC258      8 
MC261      8 
MC145      3 
MC112      2 
MC115      2 

MC122     2 
MC163                   4         
MC165     4  
MC199     4 
MC208     5 
MC158     4 
MC106     2 

MC152      3 
MC153      3 
MC135      3 
MC249      7 
MC111      2 
MC202                  4
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เม่ือพิจารณารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ เพื่อบอกความหลากหลายของแบคทีเรียตานทาน     
สารหนูตัวแทนท้ัง 100 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู (ตารางท่ี 9) พบวา
แบคทีเรียตัวแทนแตละไอโซเลตมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่มีลักษณะเฉพาะ โดยแตละไอโซเลต
แบงตาม cluster และตัวอยางดินท่ีทําการคัดแยกไดดังนี้  

  
cluster I มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 9 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู 

4 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS1 ไดแก MC10, MC14, MC20 และ MC25 
ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC89, MC90 และ MC98   
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC187 
ตัวอยางดิน AS6 ไดแก MC244 
 
cluster II มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 67 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอน     

สารหนู 7 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC40 MC101 MC102 MC104 MC105 MC106 MC107 MC100 

MC110 MC113 MC114 และ MC118 
ตัวอยางดิน AS3 ไดแก MC125 MC128 MC132 MC133 MC136 MC139 MC142 และ 

MC147  
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC161 MC162 MC166 MC167 MC169 MC170 MC171 MC172 

M175 MC180 MC181 MC182 MC192 MC197 MC200 และ MC201 
ตัวอยางดิน AS5 ไดแก MC207 MC209 MC210 MC211 MC213 MC215 MC216 MC218 

MC225 และ MC226  
ตัวอยางดิน AS6 ไดแก MC233 MC234 MC235 MC241 และ MC242 
ตัวอยางดิน AS7 ไดแก MC246 MC147 MC248 และ MC253 
ตัวอยางดิน AS8 ไดแก MC260 MC263 MC264 และ MC265 
 
cluster III มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 26 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสาร

หนู 7 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS1 และ AS5 ไดแก MC13 และ MC208 ตามลําดับ 
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ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC106 MC112 MC115 MC120 MC121 MC122 MC135 และ 
MC192   

ตัวอยางดิน AS3 ไดแก MC128 MC145 MC152 MC153  
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC158 MC163 MC165 MC194 MC195 MC196 MC199 MC201 

และ MC203  
ตัวอยางดิน AS7 ไดแก MC248 และ MC249 
ตัวอยางดิน AS8 ไดแก MC258 และ MC261 
 
cluster IV มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 2 ไอโซเลตไดแก MC114 และ MC202 จากตัวอยาง

ดิน AS2 และ AS4 ตามลําดับ 
 
4. การศึกษายีนตานทานสารหนู arsenate reductase gene (arsC) 
 

 ยีนตานทานสารหนู arsC เปนยีนท่ีมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรีดักชันสารหนู      
อารเซเนตเปนอารเซไนตโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม arsenate reductase กอนท่ีจะถูกขับออก
นอกเซลล ในการศึกษายีนตานทานสารหนู arsC นั้น ทําการศึกษากับแบคทีเรียตานทานสารหนู
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ซ่ึงคัดเลือกจากความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด พบวา
แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 30 ไอโซเลตมีการปรากฏของแถบดีเอ็นเอท่ีเปนช้ินสวนของยีน 
arsC ท่ีมีขนาด 350 bp ดังภาพท่ี 19 คิดเปนแบคทีเรียตานทานสารหนู 30% ของแบคทีเรียตัวแทน
ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ซ่ึงอาจเปนผลมาจากไพเมอรท่ีใชในการ PCR ไมมีความเฉพาะเจาะจงกับ
แบคทีเรียตัวแทนท่ีทําการศึกษาจึงไมสามารถตรวจสอบการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC ได
ท้ังหมด หรือแบคทีเรียไมมียีนตานทานสารหนู arsC  เนื่องจากแบคทีเรียใชวิธีอ่ืนในการตานทาน
สารหนู อยงไรก็ตามแบคทีเรียท่ีปรากฏยีนตานทานสารหนู arsC จํานวน 30 ไอโซเลต ดังตารางที่ 12 
สําหรับรายละเอียดของแบคทีเรียตานทานสารหนูท้ัง 100 ไอโซเลต ดังตารางภาคผนวกท่ี 12 
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ภาพท่ี 19  ผลผลิต PCR ในสวนของยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวยไพเมอร  
                 arsC-1F และ arsC1-R  
 
หมายเหตุ ชองเจล M คือ 100-bp ladder   

   ชองเจล P คือ positive control (E. coli W3110)  
   ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช่ือ) 
   ชองเจล 1A-12A คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC10 MC13 MC14 MC20 MC25 MC40     
   MC89 MC90 MC98 MC100 MC101 และ MC102 ตามลําดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1000 bp   
500 bp 
300 bp 

M      P      1      2       3      4       5      6      7       8      9     10     11    12     N 



93 
 

ตารางท่ี 12  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนต เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 100   
                     และ 10000 เทา และการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC  

 

ลําดับ 
  
  

ตัวอยางดิน 
  
  

ไอโซเลต 
  
  

ความสามารถในการตานทานสารหนู 

การปรากฏของ
ยีน arsC  

  

เจือจางเซลลแบคทีเรีย       
100 เทา 

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
10000 เทา 

อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 

1 AS1 MC10 1000 1500 1000 1500  + 

2 AS1 MC13 1000 1000 1000 500  + 

3 AS1 MC14 50 200 50 10  + 

4 AS1 MC20 1000 1500 1000 1500  + 

5 AS2 MC89 1000 1500 1000 1500  + 

6 AS2 MC90 1000 1500 1000 1500  + 

7 AS2 MC98 1000 1500 100 1500  + 

8 AS2 MC104 250 1000 0 0  + 

9 AS2 MC105 250 1000 10 200  + 

10 AS2 MC110 250 1500 0 0  + 

11 AS2 MC111 100 200 0 0  + 

12 AS2 MC112 1000 1500 250 0  + 

13 AS2 MC118 100 200 50 0  + 

14 AS3 MC132 100 1500 10 0  + 

15 AS3 MC134 100 10 0 0  + 

16 AS4 MC158 1000 1500 250 10  + 

17 AS4 MC161 250 100 0 0  + 

18 AS4 MC169 100 200 50 0  + 

19 AS4 MC172 250 100 0 0  + 

20 AS4 MC175 250 1000 250 0  + 

21 AS4 MC180 1000 1500 250 0  + 

22 AS4 MC181 250 200 50 0  + 

23 AS4 MC182 250 100 50 0  + 
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ตารางท่ี 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  
  

ตัวอยางดิน 
  
  

ไอโซเลต 
  
  

ความสามารถในการตานทานสารหนู 

การปรากฏของ
ยีน arsC  

  

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
100 เทา 

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
10000 เทา 

อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 

24 AS4 MC201 250 1500 500 1500  + 

25 AS4 MC202 100 1000 50 0  + 

26 AS6 MC235 250 1500 0 0  + 

27 AS7 MC241 250 1000 10 0  + 

28 AS7 MC246 50 500 0 0  + 

29 AS8 MC263 250 1500 100 40  + 

30 AS8 MC265 250 1500 10 0  + 

 
5. การศึกษาการแปลงสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay และ microplate screening 

assay 
 

จากขอมูลเบ้ืองตนในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู ดวยการ
ทดสอบการตานทานสารปฏิชีวนะ จึงนําแบคทีเรียท้ัง 100 ไอโซเลต มาศึกษาการแปลงสารหนู     
อารเซไนตและอารเซเนตดวยเทคนิค agar plate screening assay (Krumova et al., 2008) ซ่ึงเปนการ
ทดสอบการแปลงสารหนูบนอาหารแข็งโดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางสารหนูกับ AgNO3 ท้ังนี้
อาหารที่ใชในการทดสอบจะตองไมเกิดปฏิกิริยากับ AgNO3 หรือถูกรบกวนโดยสารเคมีในอาหาร
เล้ียงเช้ือ จึงเลือกอาหารแข็ง CDM มาทําการทดสอบการเจริญของแบคทีเรียตัวแทน และพบวา
แบคทีเรียตัวแทนสามารถเจริญไดดีบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตหรือ          
อารเซเนตไดสูงสุด ท่ีระดับความเขมขน 2 และ 20 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  

 
สําหรับการทดสอบการแปลงสารหนูของแบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรีย

ตัวแทน 95 ไอโซเลต สามารถรีดิวซสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตได ซ่ึงสังเกตไดจากการ
เปล่ียนแปลงสีจากสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลือง ดังภาพที่ 20 สําหรับการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนต
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เปนอารเซเนตนั้น พบวาแบคทีเรียตัวแทนทั้ง 100 ไอโซเลต ไมสามารถออกซิเดชันสารหนู             
อารเซไนตเปนอารเซเนตได (ไมเกิดการเปล่ียนสีจากสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลือง) ดังภาพท่ี 21  

 
จากผลการทดสอบการเเปลงสารหนูดังกลาวขางตน จึงนําแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ี

สามารถรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตจํานวน 95 ไอโซเลตมาทดสอบการรีดักชันสารหนูอีกคร้ัง
ดวยวิธี microplate screening assay และเม่ือนําตัวอยางไปทดสอบการทําปฏิกิริยาระหวางสารหนูกับ 
AgNO3 และสังเกตการเปล่ียนแปลงของสีเชนเดียวกับวิธี agar plate screeing assay พบวาแบคทีเรีย
ท้ัง 95 ไอโซเลต ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีจากสีเหลืองเปนสีน้ําตาลแดง กลาวคือไมเกิดการ
ออกซิเดชันเปล่ียนสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตเม่ือทดสอบดวยวิธี microplate screening assay 
ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากความเขมขนของสารหนูท่ีใชในการทดลองมีระดับสูง จึงทําใหปริมาณของ
สารหนู  อารเซไนตท่ีเหลือในการทําปฏิกิริยากับ AgNO3 ท่ีมากจึงปรากกฎเห็นแตสีเหลือง ในขณะท่ี
การรีดักชันพบการเปล่ียนแปลงของสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลืองเพียงเล็กนอย ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยา
ระหวางสารหนูกับ AgNO3 จะก็เกิดข้ึนอยางรวดเร็วกอนท่ีสีจะจางหายไปในเวลาเพียง 1-2 วินาที จน
ทําใหไมสามารถสังเกตเห็นสีเหลืองท่ีเกิดข้ึนไดอยางชัดเจน อีกท้ังการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปน          
อารเซไนตท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดไมสมบูรณจึงทําใหสีท่ีเกิดข้ึนเกิดเปนการการผสมกันระหวางสีเหลือง
จากการรีดักชันและสีน้ําตาลแดงจากอารเซเนต จากผลการทดลองดังกลาวจึงนําแบคทีเรียท้ัง 95     
ไอโซเลต ไปวัดการรีดักชันดวยวิธี molybdenum blue เพื่อบอกถึงปริมาณของการรีดักชันท่ีเกิดข้ึน
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    A                                                     B 
 
ภาพท่ี 20 การทดสอบการเกดิรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต บนอาหาร CDM ท่ีมีการ

เติมสารหนูอารเซเนต ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
ท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 

 
หมายเหตุ A คือ แบคทีเรียตัวแทนท่ีสามารถรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตจะปรากฏสี 

เหลือง (A1-A6 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC10 MC13 MC14 MC20 MC25 และ 
MC40) 

        B คือ ตํารับควบคุม (control) ปรากฏสีน้ําตาลแดง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A1 

A2 A6 

A3 A5 
A4 
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     A             B 
 

ภาพท่ี 21 การทดสอบการเกดิออกซิเดชันสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนต บนอาหาร CDM ท่ีมีการ
เติมสารหนูอารเซไนตความเขมขน 2 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 
เปนเวลา 2 วัน  

     
หมายเหตุ A คือ แบคทีเรียตัวแทนท่ีสามารถแปลงสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตจะปรากฏสี  

   น้ําตาลแดง (D1-D6 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู MC139 MC142 MC143 MC145 
MC147 และ MC152) 
 B คือ ตํารับควบคุม (control) ปรากฏสีเหลือง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  D1 
  D2 

   D5   D3 

   D4 

   D6 
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6. การวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนแูละระบุชนิดของแบคทีเรีย 
 

จากการทดสอบการแปลงสารหนูเบ้ืองตน ซ่ึงพบแบคทีเรียตานทานสารหนู 95 ไอโซเลต มี
ความสามารถในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนต และนาจะมีความเปนไปไดวาแบคทีเรียเหลานี้
เปนพวก arsenate reducing bacteria โดยการปรากฏสีเหลืองข้ึนบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบ ดวย
เทคนิค agar plate screening assay ดังนั้นจึงนําแบคทีเรียดังกลาวมาทําการวัดประสิทธิภาพการแปลง
สารหนู ดวยวิธี Molybdenum blue method (Johnson and Pilson, 1972)  จากการทดลองพบวา
สามารถวัดปริมาณอารเซไนตจากการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตดวยวิธี Molybdenum blue 
method ได โดยแบคทีเรีย 71 ไอโซเลต สามารถรีดักชันสารหนูอารเซเนต อยูในชวง 0.12-69.59       
ไมโครโมลาร ซ่ึงมีแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดักชันต้ังแต 30 ไมโครโมลาร จํานวน 13      
ไอโซเลต (ตารางท่ี 13) และมีเพียง 4 ไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการรีดักชันมากกวา 50             
ไมโครโมลาร คือ ไอโซเลต MC204  MC197  MC120 และ MC196 เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการรีดักชันสารหนูไดสูงท่ีสุด เทากับ 69.59  56.94  55.44 และ 66.22 ไมโครโมลาร ตามลําดับ ซ่ึง
คิดเปนประสิทธิภาพในการรีดักชันเพียง 3-7% ของปริมาณสารหนูตั้งตนท่ีใชในการทดลอง (1,000    
ไมโครโมลาร) สําหรับปริมาณการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตของแบคทีเรียตัวแทน
ท้ังหมด ดังตารางผนวกท่ี 13 

 
จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการรีดักชันสารหนู ซ่ึงพบแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพใน

การแปลงสารหนู 13 ไอโซเลต จึงนําแบคทีเรียท้ัง 13 ไอโซเลต มาวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
และพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียมีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียใน
ฐานขอมูล GenBank จํานวน 3 สกุล ดังตารางท่ี 14 (ภาพผนวกท่ี 7-19) โดยมีแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต 
จัดอยูในสกุล Bacillus ระบุเปน Bacillus  sp. และ 2 ไอโซเลตท่ีจัดอยูในสกุลอ่ืนคือ MC010 และ 
MC197 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียใน
สกุล Enterobacter ระบุเปน Enterobacter sp. ท่ีระดับความคลายคลึง 100% เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank และMC204 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับแบคทีเรีย
ในสกุล Ochrobactrum ซ่ึงระบุเปน Ochrobactrum sp. ท่ีระดับความคลายคลึง 99% เม่ือเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank รายละเอียดของการเปรียบเทียบลําดับนิวคลี      
โอไทดของแบคทีเรียท่ีทําการศึกษากับแบคทีเรียในฐานขอมูล Genbank ดังตารางผนวกท่ี 14 และ
ภาพผนวกท่ี 7-19  
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สําหรับการทํา phylogenetic tree ดวยโปรมแกรม RDPII โดยการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ
แบคทีเรียท่ีนํามาศึกษาท้ัง 13 ไอโซเลต มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล RDP นั้น
ไดผลการวิเคราะหเชนเดียวกับการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank โดย 
แบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีมีความสามารถในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตจะมีลักษณะของ
แผนภูมิวิวัฒนาการที่คลายคลึงกับแบคทีเรียใน 3 class คือ Bacilli, γ-proteobacteria  และ                      
α-proteobacteria ดังภาพท่ี 22  

 
ตารางท่ี 13  ปริมาณของสารหนูอารซิไนตท่ีไดจากการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารซิไนต 
 
ลําดับ ตัวอยางดิน 

 
ไอโซเลต 

 
ประสิทธิภาพการรีดักชันสารหนู               

(ไมโครโมลาร)   

1 AS1 MC10 38.32  
2 AS1 MC13 39.09 
3 AS1 MC120 56.94  
4 AS2 MC123 36.64 
5 AS2 MC169 37.12 
6 AS4 MC194 33.16  
7 AS4 MC196 54.44  
8 AS4 MC197 66.22  
9 AS4 MC202 36.30  

10 AS4 MC203 39.67  
11 AS4 MC204 69.59  
12 AS4 MC205 35.30  
13 AS4 MC265 38.92  
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ตารางท่ี 14  การระบุชนิดของแบคทีเรียจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA   
                     เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank  
 

 
 
 
 
 

ลําดับ ตัวอยางดิน ไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรีย % Similarlity 
1 AS1 MC10 Enterobacter sp.  100  

2 AS1 MC13 Bacillus sp.  100  

3 AS1 MC120 Bacillus sp.  100 

4 AS2 MC123 Bacillus sp.  99 

5 AS2 MC169 Bacillus sp.  98 

6 AS4 MC194 Bacillus sp.  100  

7 AS4 MC196 Bacillus sp.  100 

8 AS4 MC197 Ochrobactrum sp. 99 

9 AS4 MC202 Bacillus sp.  99 

10 AS4 MC203 Bacillus sp.  100 

11 AS4 MC204 Enterobacter sp. 100  

12 AS4 MC205 Bacillus sp.  97 

13 AS4 MC265 Bacillus sp.  98 
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101 ภาพที่ 22   Phylogenetic tree เปรียบเทียบแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการการรีดกัชันอารเซเนตที่ไดกับแบคทีเรียในฐานขอมูล RDP 
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วิจารณ 
 

1. การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE 
 

การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูจากตัวอยางดินท่ีมีระดับ
ความเขมขนของสารหนูท่ีแตกตางกัน 8 จุด (AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6 AS7 และ AS8) จาก
บริเวณเหมืองแรเกา ซ่ึงตั้งอยูในลุมน้ําหวยมะขาม อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี โดยพ้ืนท่ี
ดังกลาวมีการทําเหมืองแรดีบุกมานานกวา 40 ป และปจจุบันไดมีการเปล่ียนเปนพื้นท่ีเกษตรกรรมไป
บางสวน ท้ังนี้บางพื้นท่ีก็มีการทิ้งรางไว เม่ือนําตัวอยางดินมาวิเคราะหสมบัติดิน และปริมาณการ
ปนเปอนสารหนู พบการปนเปอนสารหนูท้ังในระดับตํ่าและสูงไมข้ึนกับสมบัติของดิน และเม่ือ
ศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน 
ดวยเทคนิค DGGE โดยการวิเคราะหอาศัยจํานวนแถบดีเอ็นเอและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ จะเห็น
วาแถบดีเอ็นเอของตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูตางกันท่ีไดจากเทคนิค DGGE จะมีแถบดีเอ็น
เอปรากฏอยูในชวง 26-52 แถบ ท้ังนี้โครงสรางสังคมแบคทีเรียในแตละตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอน
สารหนูตางกันไมไดข้ึนอยูกับปริมาณของสารหนูท่ีปนเปอนในระดับสูงหรือต่ํา กลาวคือปริมาณ
ความเขมขนสารหนูในดินไมมีผลตอโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีปนเปอนสารหนู  

 
จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในดินท่ีผานมาจะพบวาโครงสรางสังคม

แบคทีเรียในดินอาจมีจํานวนมากกวา 100 ชนิด (Gans et al., 2005; Torvik et al., 1996) ดังนั้นเม่ือ
พิจารณาทางดานเทคนิคท่ีใชในการศึกษา DGGE ในบางกรณีอาจพบการซอนทับของแถบดีเอ็นเอ 
หรือดีเอ็นเอบางแถบไมชัดเจนได ทําใหยากตอการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอเพ่ือบอกจํานวนของ
แบคทีเรีย ท้ังนี้เปนผลมาจากความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอยางท่ีตองการศึกษามีมาก อีกท้ัง
จํานวนของแบคทีเรียแตละชนิดอาจมีจํานวนมาก จึงทําใหแถบดีเอ็นเอท่ีตองการวิเคราะหมีลักษณะ
ท้ังเขมและหนาเกินไป จนอาจเกิดความผิดพลาดในการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอได ดังนั้นการประเมิน
ความหลากหลายหรือชนิดของแบคทีเรียบางคร้ังจึงอาจตองใชโปรแกรมคอมพิวเตอรชวยในการ
ประมวลผลท้ังจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ เพื่อกําจัดแถบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจนออกไป ซ่ึง
เปนการลดความผิดพลาดและเพิ่มความแมนยําในการแปลผลนั่นเอง ท้ังนี้แถบดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมตอ
การวิเคราะหควรไมเกิน 40 แถบ ซ่ึงถือเปนจํานวนท่ีเหมาะสมในการประเมินชนิดของแบคทีเรียท่ี
ถูกตอง (Nakutsu, 2007) นอกจากนี้การใชเทคนิค PCR และ primer จะตองเหมาะสมตอวัตถุประสงค
ในการศึกษา (Klappenbach et al., 2001)  เนื่องจาก primer บางตัวเหมาะสําหรับใชศึกษาแบคทีเรียได
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หลายกลุม ในขณะที่ primer บางตัวเหมาะสําหรับการศึกษาแบคทีเรียไดกลุมเดียว (Baker and 
Cowan, 2004)  
 

สําหรับการประเมินโครงสรางสังคมแบคทีเรียโดยอาศัยการศึกษาสมบัติของดินเบ้ืองตน 
เชน เนื้อดิน และอินทรียวัตถุในดิน และพีเอช นอกเหนือจากการปนเปอนสารหนูในดิน ก็นามีผลตอ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียและความหลากหลายของแบคทีเรียดวย กลาวคือแบคทีเรียแตละชนิดจะ
ดํารงอยูในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน แบคทีเรียบางชนิดชอบความเปนกรด บางชนิดชอบความ
เปนดาง โดยสวนใหญพีเอชดินท่ีเปนกลางจะพบแบคทีเรียท่ีเจริญและดํารงชีวิตอยูเปนจํานวนมาก 
โดยเฉพาะในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณหรืออินทรียวัตถุสูง เนื่องจากสภาวะแวดลอมเหมาะสมตอ
แบคทีเรีย และมีสารอาหารจากอินทรียวัตถุเพียงพอตอการเจริญเติบโต ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาความ
หลากหลายของโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินไมไดข้ึนอยูกับปริมาณการปนเปอนสารหนูเพียง
อยางเดียว แตยังข้ึนอยูกับสมบัติของดินดวย อีกท้ังระดับความเปนพิษของสารหนูหรือความสามารถ
ในการตานทานสารหนูในดินนาจะมีผลตอแบคทีเรียแตกตางกัน ซ่ึงแมวาดินจะมีปริมาณสารหนูใน
ปริมาณสูงแตหากอยูในรูปท่ีมีระดับความเปนพิษตํ่าก็ทําใหแบคทีเรียในดินสามารถตานทานหรือ
ดํารงชีวิตอยูได  
 

จากการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยพิจารณาจากความแตกตางของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
และใชเปนตัวแทนของแบคทีเรียจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู ในการทดลองเลือกแถบดีเอ็นเอที่
สนใจจํานวน 6 แถบ (จากตัวอยางดิน AS1 และ AS5) ซ่ึงเปนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางจากแถบดีเอ็นเอ
ท่ีไดจากตัวอยางดินปนเปอนสารหนูอ่ืนๆ และนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบเพียงแบคทีเรีย 
2 ชนิด จากตัวอยางดิน AS1 ท่ีสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได ในขณะท่ีแบคทีเรียจากแถบดีเอ็นเอ
ท่ีเลือกมาศึกษาอื่นๆ ไมสามารถระบุชนิดได เม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางท่ีทําการศึกษาใชตัวอยางดีเอ็นเอจากแถบดีเอ็น
เอท่ีปรากฏบนเจลโดยตรง มีโอกาสในการเกิดการปนเปอนของดีเอ็นเอของแถบดีเอ็นเอใกลเคียง ซ่ึง
เกิดการซอนทับกับแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมาก
หรือมีปริมาณมากจึงทําใหไมสามารถแยกแถบดีเอ็นเอเดี่ยวได หรือดีเอ็นเอเกิดการปนเปอนดีเอ็นเอ
ของจุลินทรีย 2 ชนิดได ดังนั้นหากแบคทีเรียท่ีตองกรศึกษามีความคลายคลึงกันมากหรือมีลําดับ       
นิวคลีโอไทดมีความเตกตางกันเพียง 2-3 นิวคลีโอไทด เพื่อปองกันการแยกตัวในตําแหนงใกลชิดกัน 
จึงอาจตองใช gradient ในชวงท่ีแคบลง เพื่อใหดีเอ็นเอแยกตัวไดดีข้ึนและสามารถวิเคราะหแถบดีเอ็น
เอไดงายข้ึนดวย (Muyzer et al., 1993) สําหรับการระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสนใจจากเทคนิค DGGE 
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ควรใชการโคลน ซ่ึงเปนวิธีการท่ีงาย รวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหหาลําดับนิวคลี             
โอไทดมากกวาการใชตัวอยางดีเอ็นเอจากแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลโดยตรง (Muyzer et al., 1993) 
เนื่องจากจะทําใหตัวอยางบริสุทธ์ิและงายตอการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล 
นอกจากนี้การใชดีเอ็นเอซ่ึงผานการยอมสีและสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตแลวมาหาลําดับนิวคลี         
โอไทดจะทําใหดีเอ็นเอบางสวนเกิดการเสียสภาพจนไมสามารถนําไปศึกษาตอไป อยางไรก็ตามหาก
จําเปนตองใชแถบดีเอ็นเอจากเจลในการหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสนใจ
ศึกษา ควรเลือกใช primer ในการทําเทคนิค DGGE ท่ีไมส้ันหรือยาวเกินไป ท้ังนี้ลําดับนิวคลีโอไทด
ท่ีเหมาะสมตอในการระบุชนิดของแบคทีเรียควรอยูท่ีประมาณ 500 bp (Muyer et al., 1993) 
 
2. การคัดแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู  

 
การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูเบ้ืองตนจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับท่ี

แตกตางจํานวน 8 ตัวอยาง โดยการเจือจางบนอาหารแข็ง TGE ซ่ึงเติมสารหนูอารเซไนตท่ีระดับ
ความเขมขน 10-500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และคัดแยกใหบริสุทธ์ิในอาหาร LB สามารถคัดแยกและ
เลือกแบคทีเรียตานทานสารหนูมศึกษาได 262 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาการคัดแยกแบคทีเรียจาก
ดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขนแตกตางกัน จะเห็นไดวาดินท่ีมีระดับการปนเปอน
สารหนูในระดับสูงหรือต่ํา ไมไดมีตอจํานวนแบคทีเรียท่ีคัดแยกได กลาวคือจํานวนแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูท่ีแยกไดไมมีความสัมพันธกับปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในดินโดยตรง ท้ังนี้อาจ
เปนผลเนื่องมาจากแบคทีเรียในดินท่ีปนเปอนสารหนูมีความสามารถในการตานทานสารหนูไดสูง 
หรือใชกลไกบางอยางในการตานทานสารหนู จึงทําใหสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดเปนจํานวนมาก
แมจะแยกมาจากแหลงท่ีมีการปนเปอนในระดับตํ่าก็ตาม อีกท้ังลักษณะและสมบัติตางๆ ของดินยอม
มีผลตอการคัดแยกเช้ือ  โดยเฉพาะอยางยิ่ง pH ในดินซ่ึงแบคทีเรียและเช้ือราสวนใหญสามารถเจริญ
ไดในชวง pH ท่ีกวาง และยังสามารถทนทานตอการเปล่ียนแปลง pH ไดดีอีกดวย (Hiroki, 1992; 
Jordan and Lechevalier, 1975) ตัวอยางเชนการศึกษาจํานวนแบคทีเรียในดินปนเปอนสังกะสี ความ
เขมขน 10-50 มิลลิโมลาร พบจํานวนแบคทีเรียท่ีแยกไดในดินท่ีมีสังกะสีและสารหนูปนเปอนมี
จํานวนมากกวาตํารับควบคุมถึง 8.5X108 CFU  (Ashraf and Ali, 2007)  
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3. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
  

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินปนเปอนสารหนูนี้ ไดนํา
แบคทีเรียท่ีคัดแยกท้ังหมดมาคัดเลือกโดยใชความสามารถในการตานทานสารหนู และความสามารถ
ในการตานทานสารปฏิชีวนะ ท่ีระดับความเขมขนของสารตางๆ มาชวยในการคัดเลือกแบคทีเรีย
จํานวนมาก เพื่อเลือกแบคทีเรียตัวแทนท่ีมีความหลากหลายกอนท่ีจะนําไปใชศึกษาดวยวิธีทาง
ชีววิทยาระดับโมเลกุลตอไป ดังน้ี 
 
 3.1 ความสามารถในการตานทานสารหนแูละสารปฏิชีวนะ 
 

จากการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนู ท้ังอารเซเนตและอารเซไนต ท่ีความ
เขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร จะเห็นวาแบคทีเรียมีความสามารถตานทานของสารหนูท้ัง                
อารเซไนตและอารเซเนตไดสูง  อยางไรก็ตามแบคทีเรียสามารถตานทานอารเซเนตไดมากกวา      
อารเซไนต ท้ังนี้เปนผลมาจากสารหนูอารเซไนตจะมีความเปนพิษมากกวาอารเซเนต  อีกท้ัง         
อารเซไนตยังสามารถละลายนํ้าไดมากกวา และถูกดูดซึมไดดีกวาจึงทําใหเปนพิษมากกวาอารเซเนต
ซ่ึงไมละลายหรือละลายไดนอย (McGeehan, 1996) และเม่ือพิจารณาความเขมขนของเซลลแบคทีเรีย
หรือระดับการเจือจางของเซลลแบคทีเรีย จะเห็นไดวาแบคทีเรียจะมีความสามารถในการตานทาน
สารหนูไดลดลงเมื่อความเขมขนของสารหนูเพ่ิมมากข้ึนหรือเซลลมีการเจือจางมากข้ึน ซ่ึงสงผลตอ
ความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีลดลงดวย กลาวคือการเจือจางเซลลแบคทีเรียใหมีความ
เขมขนของเซลลต่ํามากเทาไหร ก็จะเปนการลดความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีมากข้ึน  
เชนเดียวกับการตานทานสารปฏิชีวนะจะพบวา แบคทีเรียสวนใหญสามารถตานทานสารปฏิชีวนะใน
กลุม streptomycin  rifammycin  ampicillin  tetracycline และ spectinomycin ไดดี แตเม่ือพิจารณา
ความเขมขนสูงสุดท่ีใชทดสอบ จะเห็นวาแบคทีเรียสามารถตานทานสารปฏิชีวนะตอ streptomycin  
rifammycin  ampicillin และ spectinomycin ไดดีท่ีความเขมขนสูง  

 
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาการตานทานสารปฏิชีวนะแตละไอโซเลต จะเห็นไดวา

แบคทีเรียแตละไอโซเลต มักแสดงความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสารปฏิชีวนะแตละชนิดจะมีการออกฤทธ์ิท่ีแตกตางกัน ยกตัวอยางเชน ampilicin 
จะมีผลตอผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทําใหโครงสรางผนังเซลลผิดปกติ
ไปหรือไปขัดขวางการสรางผนังเซลล  ในขณะท่ี rifammycin และ tetracycline มีผลตอการ
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สังเคราะหโปรตีนหรือเอนไซมของเซลลแบคทีเรีย (มาลีนี, 2541) ดังเชนในการศึกษาแบคทีเรีย
ตานทานโลหะหนักท่ีคัดแยกจากน้ําเสีย พบแบคทีเรียสวนใหญสามารถตานทานโลหะหนักและสาร
ปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิดของ และ 90% ของแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ังหมดจะตานทานสารปฏิชีวนะ
ไดมากกวา 1 ชนิด และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียเปนพวก Staphylococcus sp.,  E. coli,  
Klebsiella sp.,  Staphylococcus sp.,  Citrobacter sp.,  Acinobacter sp. และ Flavobacterium sp. 
(Rajbanshi, 2008) เชนเดียวกับ  Filali et al. (1999) ซ่ึงศึกษาแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากนํ้าเสียพบวา 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie, Proteus mirabilis และ Staphylococcus sp. ก็
สามารถตานทานตอโลหะหนักและสารปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด กลาวคือ Staphylococcus sp. 
ตานทานตอท้ังสารหนู นิกเกิล โครเมียมและโคบอลตในปริมาณสูง และตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
penicillin  erythromycin และ tetracycline สวน E. coli ซ่ึงตานทานตอสารหนูและโครเมียม จะ
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ ampicillin  cotrimoxazole  ciprofloxacin และ tetracycline ไดดี ในขณะท่ี 
Acinobacter sp. และ Flavobacterium sp. ซ่ึงตานทานตอแคตเมียม จะตานทานสารปฏิชีวนะในกลุม 
tetracycline และ ampicillin (Rajbanshi, 2008) อยางไรก็ตามการตานทานสารตางๆ  โดยปกติ
จุลินทรียมักมีกลไกท่ีชวยในการตานทานสารตางๆ ในกรณีของโลหะหนักแบคทีเรียสามารถ
ตานทานโดยอาจจะอาศัยกระบวนการจับของโลหะที่ผนังเซลล การรีดักชัน หรือกลไกการขับโลหะ
ออกนอกเซลล เปนตน (Silver and Phung, 1996) จากลักษณะการตานทานท้ังสารหนูและสาร
ปฏิชีวนะดังกลาวทําใหสามารถนํามาใชเปนเกณฑในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายได
ในเบ้ืองตน โดยสามารถใชโปรแกรมทางคณิตศาสตรเขามาคํานวณเพื่อชวยในการแบงกลุมไดงายข้ึน 

 
 3.2 การวิเคราะหความหลากหลายโดยใชอาศัยเทคนิค rep-PCR 
 
  จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูเบ้ืองตน และคัดเลือก
แบคทีเรียตัวแทนจากลักษณะการตานทานสารปฏิชีวนะ ซ่ึงไดแบคทีเรียตัวแทนมาใชศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูจํานวน 100 ไอโซเลต โดยใชเทคนิคชีววิทยาระดับ
โมเลกุล rep-PCR อาศัยการแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอบนเจลของผลผลิต PCR ท่ีไดจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณท่ีมีลําดับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณท่ีมีชุดซํ้าๆ กัน ซ่ึงจากผลการทดลองช้ีชัด
วาช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีไดสามารถแยกช้ินไดอยางชัดเจน เม่ือพิจารณาตําแหนงของช้ินสวนของดีเอ็นเอ
แตละแถบแลวสามารถประเมินไดวาแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดและนํามาศึกษาความหลากหลายดวย
เทคนิค rep-PCR นี้ มีความหลากหลายคอนขางสูงมาก โดยเม่ือใชโปรแกรมทางคณิตศาสตรในการ
วิเคราะหก็จะเห็นวาแบคทีเรียแตละไอโซเลตมีระดับความคลายคลึงกันนอยมาก โดยแบงออกเปน 4 
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clusters ซ่ึงในแตละ cluster มักประกอบดวยแบคทีเรียตัวแทนท่ีแยกไดจากดินในบริเวณขุมเหมือง 
คือ ตัวอยางดิน AS1-AS6  โดยมีเพียงแค 10 ไอโซเลต ท่ีเปนแบคทีเรียตัวแทนจากจากตัวอยางดิน 
AS7 และ AS8 เทานั้นท่ีถูกจัดอยูใน dendrogram แสดงความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 
 จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาเทคนิค rep-PCR เปนเทคนิคท่ีสามารถนํามา
ประยุกตในการใชศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียไดดีและคอนขางแมนยํา ท้ังนี้เนื่องจาก
เทคนิคนี้ใช primer ท่ีมีความจําเพาะสูงในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณอนุรักษท่ีมีลําดับนิวคลีโอ
ไทดซํ้าๆ กัน กระจายอยูท้ังจีโนม ซ่ึงโดยปกติแลวเทคนิคนี้มักนิยมใชในการระบุแหลงท่ีมาของ
แบคทีเรียในสัตว เชน การศึกษาแหลงท่ีมาของเช้ือ E. coli ท่ีคัดแยกจากสัตว 7 ชนิด (หมู แพะ เปด 
แกะ ไก วัว และหาน) และในมนุษย พบ E. coli ท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 208 ไอโซเลต และเม่ือนํามา
เปรียบเทียบความแตกตางกันระหวาง E. coli ท่ีไดจากมนุษยและสัตว ดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช 
BOX primer พบวาเทคนิค rep-PCR สามารถระบุแหลงท่ีมาของ E. coli ไดอยางถูกตอง (Dombek et 
al., 2000) ซ่ึงตอมาไดมีการศึกษาแหลงท่ีมาของ E. coli เพิ่มเติมในสัตว 12 ชนิด คือ หมู เปด ไกงวง 
แกะ วัว แพะ สุนัข แมว มา ไก หาน และมา (Bryan et al., 2004) จะเห็นไดวาเทคนิค rep-PCR เปน
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการบอกความแตกตางของ E. coli จากแหลงท่ีมาท่ีแตกตางกันเปนอยางดี 
ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําเทคนิคนี้ไปใชในการศึกษาแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมท่ีมีการ
ปนเปอนอ่ืนๆ ดวย   
  
 ตัวอยางเชนการศึกษาแบคทีเรียในจากดินท่ีมีการปนเปอนสังกะสี ในชายฝงของรัฐ 
Colorado ประเทศสหรัฐอเมริกา ดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช primer 3 ชนิด คือ BOX primer ERIC 
primer และ REP primer พบวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการแยก
ดวยกระแสไฟฟาบนเจลดวย BOX primer และ REP primer นั้นจะมีลักษณะเหมือนกัน ซ่ึงแตกตาง
จากลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจาก ERIC primer ท้ังนี้อาจเปนผลมาจาก ERIC primer มีความจําเพาะสูงตอ
แบคทีเรียพวก anaerobic thermophilic Fe(III)-reducing bacteria ซ่ึงคัดแยกไดจากดินปนเปอน
สังกะสี (Roh et al., 2002) ดังนั้นการเลือกใช primer ในเทคนิค rep-PCR จึงถือวาเปนส่ิงจําเปนตอ
การศึกษาแบคทีเรีย ท้ังนี้ REP primer และ ERIC primer นิยมใชศึกษาจุลินทรียหลายชนิด เชน 
Rhizobium Agrobacterium และ Pseudomonas เปนตน (Spigaglia and Mastrantonio, 2003; Johnson 
et al., 2004) 
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4. การศึกษายีนตานทานสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 
การตานทานสารหนูของแบคทีเรียเปนกระบวนการท่ีพบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกเละ

แบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงอาศัยกระบวนการขับสารหนูอารเซเนตหรืออารเซไนตออกจากเซลลโดยใช
พลังงานและถูกควบคุมดวยยีนบน ars operon  (Cervantes et al. 1994; Ji and Silver 1992a,b) 
ปจจุบันมีการศึกษาและตรวจสอบยีนตานทานสารหนู (ars gene) โดยใชตัวอยางจากจุลินทรียใน
ส่ิงแวดลอมเพื่อหาความสัมพันธของการตานทานสารหนูหรือความสามารถในการแปลงสารหนูของ
แบคทีเรีย  (Anderson and Cook 2004; Jackson et al. 2003; Saltikov and Olson 2002) หรือการ
ตรวจสอบยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนูเพื่อใชเปนเคร่ืองหมายทางชีวภาพในการบอกถึงการ
ปนเปอนสารหนู (Sun et al. 2004) การศึกษายีนตานทานสารหนูของแบคทีเรียตัวแทนท่ีคัดแยกได
จากดินปนเปอนสารหนู สามารถทําไดโดยใชเทคนิค PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีนํามาใชตรวจสอบการ
ปรากฎของยีนตานทานสารหนูและสามารถนํามาใชศึกษาความหลากหลายของยีนตานทานสารหนู 
arsC บนโครโมโซมไดดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย (Cervantes et al., 1994; Diorio 
et al., 1995; Oremland et al. 2002) ท้ังนี้จากการศึกษาการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC ใน
การทดลองนี้ พบแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนเพียง 30 ไอโซเลตท่ีตรวจพบยีนตานทานสารหนู 
arsC ท่ีมีขนาด 350 bp จากแบคทีเรียตัวแทนท้ังหมด 100 ไอโซเลตท่ีทําการศึกษา ซ่ึงเม่ือพิจารณา
ความสามารถในการตานทานสารหนูเทียบกับการปรากฎของยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีตรวจสอบ
แลว จะเห็นไดวาแบคทีเรียท่ีมีการตรวจสอบพบยีนตานทานสารหนู arsC จะมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูไดเทาๆ กับแบคทีเรียท่ีไมมียีนตานทานสารหนู ซ่ึงอาจเปนไปไดวาในการทดลอง
ไมสามารถตรวจพบการปรากฎของยีน arsC ไดดวยไพเมอรท่ีใชในการศึกษา ซ่ึงอาจเปนผลมาจาก
ความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนี้ กลาวคือ ยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีพบใน
จุลินทรียแตละชนิดจะมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตามยีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึง
มีลําดับนิวคลีโอไทดตางกัน แตจะทําหนาท่ีเหมือนกันนั้นแบงออกเปน 3 กลุม คือ arsC-couple 
Glutaredoxin/Glutathione, arsC couple -Thioredoxin และ arsC- couple Acp2 (Ji and Silver, 1992b; 
Mukhopadhyay et al., 2002) ตัวอยางเชน arsC couple-Thioredoxin พบในแบคทีเรียพวก
Staphylococcus sp. และ Pseudomonas aeroginosa (Ji and Silver, 1992b) สําหรับ arsC-Acp2 มักพบ
ในพวกยูคาริโอต เชน Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay et al., 2002) นอกจากนี้ยีน
ตานทานสารหนู arsC อาจพบได 1 ชุด หรือมากกวา 1 ชุดในโครโมโซมหรือพลาสมิดของแบคทีเรีย 
ตัวอยางเชน พบยีนตานทานสารหนู arsC จํานวน 3 ชุดบน ars operon ของ Corynebacterium 
efficiens YS-314 และบนพลาสมิดของ Rhodococcus erythropolis เปนตน (Ordernae et al., 2005) 
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 จากความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตานทานสารหนู arsC ของแบคทีเรียทํา
ใหการศึกษายีนดังกลาวตองใชความเฉพาะเจาะจงมากข้ึน ซ่ึงจะตองพิจารณาปจจัยตางๆ ท่ีตองใช
ทางเทคนิคในการทํา PCR เชน การสกัดดีเอ็นเอ ชนิดของไพเมอร สารเคมีและการกําหนดอุณหภูมิ 
เวลาและรอบในการปฏิกิริยา PCR รวมทั้งการระบุกลุมหรือชนิดของแบคทีเรียกอนการศึกษายีน
ตานทานสารหนูดวยเทคนิค PCR นาจะชวยใหการตรวจสอบยีนนี้เปนไปไดงายและแมนยําข้ึน 
เนื่องจากจะทําใหการเลือกใชไพเมอรหรือการออกแบบไพเมอรสําหรับใชในการศึกษาทําไดสะดวก
และแมนยําในการตรวจสอบมากข้ึนนั่นเอง  
 
5. การแปลงสารหนูและการวัดประสิทธิภาพการรีดักชนัสารหนู 

 
การศึกษาการแปลงรูปสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay ซ่ึงอาศัยการทํา

ปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู เปนวิธีการที่สะดวกและรวดเร็วเหมาะสําหรับการทดสอบการ
แปลงรูปสารหนูท่ีมีแบคทีเรียจํานวนมาก แมวาวิธีนี้จะไมสามารถวิเคราะหปริมาณของการแปลงรูป
สารหนูได  แตก็ เปนวิ ธีพื้นฐานท่ีมีประสิทธิภาพและรวดเร็วในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถดังกลาวในจํานวนมาก สําหรับการตรวจสอบการแปลงรูปสารหนูดวยเทคนิค 
microplate screening assay ซ่ึงอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู เชนเดียวกันแตทําใน
อาหารเหลว มีขอเสียคือปฏิกิริยาการเกิดสีทันทีท่ีเกิดข้ึนระหวาง AgNO3 กับสารหนูเม่ือทําการเติม 
AgNO3 ลงไป ทําใหตรวจสอบการตกตะกอนของสีน้ําตาลแดงจากการออกซิไดซและสีเหลืองจาก
การรีดักชันไดยาก หากแบคทีเรียเกิดการออกซิเดชันหรือรีดักชันในปริมาณตํ่า เนื่องจากจะเกิดการ
เปล่ียนแปลงของสีเพียง 1-2 วินาทีกอนท่ีสีจะจางหายไป ดังนั้นการศึกษาความสามารถในการแปลง
รูปสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay จึงนาจะเปนวิธีคัดเลือกแบคทีเรียแปลงสารหนูไดดี
และงายกวา โดยเฉพาะเม่ือทดสอบบนอาหาร CDM ดังเชนการศึกษาของ Simonova et al. (2004) ท่ี
ทําการศึกษาแบคทีเรียตานทานสารหนู ซ่ึงพบแบคทีเรียท้ังพวก arsenite oxidising bacteria และ 
arsenate reducing bacteria ซ่ึงระบุไดเปน Proteobacteria และพบท้ังพวก β-proteobacteria           
γ-proteobacteria และ α-proteobacteria ท่ีสามารถออกซิไดซสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตซ่ึงเปน
พิษนอยกวาได (Osborne and Enrlich, 1976; Weeger et al., 1999; Oremland et al., 2002; 
Abdrashitova et al., 1985; Ilialetdinov et al., 1981; Santini et al., 2000)  

 
จากการทดลองพบเพียงแบคทีเรียพวก arsenate reducing bacteria ท่ีสามารถรีดิวซอารเซเนต

เปนอารเซไนตได ซ่ึงจะวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนูดวยวิธี molybdenum blue  (Johnson and 
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Pilson, 1972) ซ่ึงเปนการวัดปริมาณสารหนูโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางสารหนูอารเซเนตกับ 
molybdenum blue mix solution เกิดเปนสารประกอบ arsenomolybdate ซ่ึงทําใหสามารถวัดการ
ดูดกลืนไดดวยเคร่ือง spectrophotometer ขอควรระวังในการใชวิธีการนี้คือตองระวังการปนเปอน
ของฟอสเฟตซ่ึงเปนธาตุท่ีคลายคลึงกับอารเซเนต และสามารถเกิดปฏิกิริยากับ molybdenum blue 
mix solution ได ซ่ึงในการทดลองนี้ทําการกําจัดความผิดพลาดน้ีโดยการใชหลอดพลาสติกใหม ซ่ึง
ไมมีการปนเปอนฟอสฟอรัส และสําหรับเคร่ืองแกวตองผานการลางดวยกรดและน้ํากล่ัน พรอม
อบแหงกอนใชเสมอ  

 
การวัดปริมาณสารหนูดวยวิธี Molybdenum blue เปนการวัดปริมาณสารหนูโดยอาศัยการทํา

ปฏิกิริยาระหวางสารหนูอารเซเนตกับ Molybdenum blue mix solution และตองมีการเตรียมตัวอยาง
ใหเปน oxidized sample และ unoxidized sample กอน ซ่ึงทําใหการคํานวณหาปริมาณอารเซไนตจาก
กระบวนการรีดักชันไมสามารถทําไดโดยตรง แตตองคํานวณจากผลตางระหวาง oxidized sample 
และ unoxidized sample โดย unoxidized sample จะเปนการวัดปริมาณสารหนู    อารเซเนตท่ีคง
เหลืออยูในตัวอยางทั้งหมด ในขณะท่ี oxidized sample จะเปนการวัดปริมาณสารหนูรวมท้ังหมดซ่ึง
หมายถึงอารเซเนตท่ีคงเหลืออยูในตัวอยางท้ังหมด รวมกับอารเซไนตท่ีถูกออกซิไดซเปนอารเซเนต 
ดังนั้นในการทดลองหากตัวอยางถูกออกซิไดซไมหมด อาจทําใหคาท่ีไดต่ํากวาความเปนจริง ซ่ึง
สงผลตอปริมาณอารเซไนตท่ีคํานวณไดดวย นอกจากนี้สารหนูยังสามารถเกิดการระเหยกลายเปนไอ
ไดในธรรมชาติจึงอาจทําใหมีการสูญเสียสารหนูตั้งตนไปในระหวางการทดลองหรือระหวางการบม
ตัวอยาง เปนผลทําใหปริมาณสารหนูรวมท่ีคํานวณไดต่ํากวาปริมาณสารหนูตั้งตนท่ีใสไปได  

 
นอกจากการเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหท่ีตองระมัดระวังแลว การวัดประสิทธิภาพการ

แปลงสารหนูท้ังการออกซิเดชันและรีดักชัน ควรจะทําการเตรียมตัวอยางและทดสอบในสภาวะท่ี
เหมาะสมกับแบคทีเรียแตละชนิด  เพื่อใหสามารถแปลงสารหนูไดอยางมีประสิทธิภาพใน
สภาพแวดลอมนั้นๆ และจะไดนําแบคทีเรียมาใชประโยชนใหเหมาะสมตอการบําบัดสารหนูตอไป 
ดังเชนการทดลองของ Srivastava et al. (2009) พบวา Pseudomonas sp. DRBS1 มีประสิทธิภาพใน
การรีดักชันสารหนูคิดเปน 97% ของสารหนูตั้งตน เม่ือบมตัวอยางใน Tris-HCl (pH 7.0) ท่ีมีสารหนู
อารเซเนตตั้งตน 10 มิลลิโมลาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นอกจากน้ี Pseudomonas sp. DRBS1 จะมี
ประสิทธิภาพในการรีดักชันสารหนู มากขึ้นเม่ือบมในสภาวะท่ีมี selenate เปนตัวใหอิเล็กตรอน ซ่ึง
ในการทดลองไดมีการทดสอบสภาพแวดลอมและอาหารที่เฉพาะเจาะจงในการทดลอง จึงทําใหงาย
ตอการทดสอบการรีดักชัน แตสําหรับการทดลองการรีดักชันสารหนูท่ีมีแบคทีเรียจํานวนมากถึง 95 
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ไอโซเลต ซ่ึงไมไดระบุชนิดของจุลินทรียมากอนนั้น ไดทดลองโดยใชสภาพแวดลอมและอาหารท่ี
แบคทีเรียท้ังหมดสามารถเจริญไดดีท่ีสุดกอนท่ีจะนํามาทดสอบการรีดักชัน และพบแบคทีเรีย 71     
ไอโซเลต ท่ีสามารถวัดปริมาณสารหนูจากการรีดักชันไดดวยวิธีการนี้   

 
นอกจากสภาพแวดลอมและอาหารท่ีใชในการทดลองแลว การเขาใจกระบวนการของ

เอนไซมท่ีเกี่ยวของในการรีดักชันก็นาจะชวยใหการทดลองมีประสิทธิภาพมากข้ึน เนื่องจากกิจกรรม
ของเอนไซมโดยมากมักจะถูกกระตุนในสภาวะใดสภาวะหน่ึง หรือกระตุนดวยสารอาหารบางอยาง 
สภาวะท่ีไมเหมาะสมอาจทําใหตรวจสอบไมพบกิจกรรมท่ีตองากรศึกษาได ตัวอยางเชน Aeromonas 
sp. และ Exiguobacterium sp. จะสามารถแปลงสารหนูอารเซเนตได เม่ือใชอารเซเนตเปนสารต้ังตน 
50 มิลลิโมลาร ในสภาวะท่ีเปนดาง ซ่ึงบมในอาหารท่ีเซลลตองเจริญอยูในชวงระยะ exponential 
(Anderson et al., 2004) ท้ังนี้เอนไซม arsenate reductase จะถูกกระตุนใหทํางานมากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส และ pH 5.2 โดยเฉพาะเม่ือแบคทีเรียมีสารพวก citrate glucose galactose และมี
โลหะบางชนิดอยูดวย เชน Cd2+ Cu2+ Ca2+ และ Fe2+ ซ่ึงเปนตัวกระตุนการทํางานของเอนไซมและ
จุลินทรียสามารถใชเปนตัวใหอิเล็กตรอนได (Srivastava et al., 2009) 

 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดักชันสารหนูสวน

ใหญจัดอยูในสกุล Bacillus มีเพียงบางไอโซเลตท่ีจัดยูในสกุลอ่ืน คือ Enterobacter และ 
Ochrobactrum จากการศึกษาของ Anderson and Cook (2004) พบแบคทีเรียตานทานสารหนูพวก 
heterotroph ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกัน สวนใหญจัดอยูในสกุล Exiguobacterium, 
Aeromonas,  Bacillus,  Pseudomonas,  Escherichia และ Acinetobacter นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรีย
พวก γ-proteobacteria ในสกุล Actinobacteria และ Flavobacteria สวนใหญแลวเปนแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการตานทานสารหนูซ่ึงเกี่ยวของกับการแปลงสารหนูโดยกระบวนการรีดักชัน     
อารเซเนต (arsenate reduction) ซ่ึงสวนใหญแลวมักเปนแบคทีเรียท่ีไมสามารถใชอารเซไนตหรือ   
อารเซเนตในกระบวนการหายใจ (Anderson and Cook, 2004; Matlakowska et al., 2008; Salam et 
al., 2009)  

 
จากการศึกษาจะเห็นไดวามีความเปนไปไดท่ีจะคัดแยกแบคทีเรียจากดินปนเปอนสารหนูใน

ประเทศไทย เพื่อใชในการรีดักชันสารหนูและลดการปนเปอนของสารหนูจากบริเวณปนเปอน ซ่ึง
แมวากระบวนการนี้จะเปนการเพิ่มความเปนพิษของสารหนู แตการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปน  
อารเซไนตนั้นสามารถเกิดการตกตะกอนกับโลหะอ่ืน ๆไดงายกวาท้ังในสภาวะท่ีเปนกรดและดาง ซ่ึง
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กระบวนการตกตะกอนถือเปนการบําบัดสารพิษในน้ําไดดีวิธีหนึ่งและใชไดกับโลหะหนักหลายชนิด 
เชน Klebsiella เปนแบคทีเรียท่ีตานทานแคตเมียมไดสูง โดยอาศัยกลไกการตกตะกอนแคตเมียมใน
รูปของแคตเมียมซัลไฟด (CdS) นั่นเอง (Sharma et al., 2000) สําหรับสารหนูอารเซไนตท่ีเกิดจาก
กระบวนการรีดักชันโดยจุลินทรียนั้น สามารถเกิดการตกตะกอนไดกับซัลไฟด ซ ึ่งมักพบการ
ตกตะกอนในรูป arsenic trisulfide (As2S3) ท้ังนี้แบคทีเรียในกลุม dissimilatory arsenic-respiring 
bacteria เชน Desulfotomaculum auripigmentum สามารถตกตะกอนสารหนูในรูป As2S3 ในสภาวะท่ี
มีการรีดิวซซัลเฟต (Newman et al., 1997) นอกจากน้ียังพบวาแบคทีเรีย Shewanella sp. HN-41 
สามารถรีดิวซสารหนู และสรางโครงสรางพิเศษของ arsenic-sulfide (As-S) มีลักษณะเปนทอท่ีมี
ขนาดอนุภาคระดับนาโน โดยกระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนเม่ือบมในอาหารที่มีอารเซเนต และ S2O3 
ภายใตสภาวะท่ีไมมีอากาศ (Lee et al., 2007) 
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สรุป 
 

การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ี
แตกตางกัน โดยเก็บตัวอยางดินจากเหมืองแรเกา ซ่ึงต้ังอยูบริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ในตําบลองคพระ 
อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ซ่ึงจากการวิเคราะหสมบัติของดินเบ้ืองตนพบวา ดินบริเวณนี้มีเนื้อ
ดินเปนดินรวนถึงรวนปนเหนียว และมี pH อยูในชวง 5.5-8.5 ดินมีปริมาณอินทรียวัตถุต่ําถึงตํ่ามาก 
สําหรับการวิเคราะหปริมาณสารหนูพบสารหนูปริมาณต้ังแต 124-722 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สวน
ปริมาณธาตุโลหะอ่ืนๆ พบการปนเปอนของแคตเมียมและสังกะสีในปริมาณตํ่า โครงสรางสังคม
แบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูถูกนํามาศึกษาโดยเทคนิค DGGE และพบวาระดับความ
เขมขนของสารหนูท่ีสูงและต่ําไมมีผลตอความหลากหลายของโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดิน
โดยตรง แตนาจะข้ึนอยูกับสมบัติอ่ืนๆ ดวย อยางไรก็ตามจากการศึกษาตัวแทนแบคทีเรียจากตัวอยาง
ดินท่ีสนใจ พบเพียง Arthrobacter และ β-proteobacteria เปนแบคทีเรียท่ีโดดเดน  

 
 การคัดแยกแบคทีเรียจากดินปนเปอนสารหนูและนํามาศึกษาจํานวน 262 ไอโซเลต พบวา
แบคทีเรียในกลุมนี้คอนขางมีความหลากหลายสูงมาก จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความ
หลากหลายโดยการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนต และสาร
ปฏิชีวนะ 8 ชนิด ซ่ึงพบวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทานสารหนูท้ัง 2 รูปไดตั้งแต 10-
1,500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน โดยแบคทีเรียสวนใหญตานทานตอสารหนูอารเซเนตไดมากกวา              
สารหนูอารเซไนต ท้ังนี้เนื่องจากสารหนูอารเซเนตมีความเปนพิษนอยกวาสารหนูอารเซไนต เม่ือ
ทําการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนูรวมกับการตานทานสารปฏิชีวนะสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียตัวแทนท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% ได 100 ไอโซเลต และนํามาตรวจสอบการ
แยกตัวของเเถบดีเอ็นเอบนเจลดวยเทคนิค rep-PCR พบแบคทีเรียท้ังหมดมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ี
แตกตางกันมาก แสดงถึงความหลากหลายของแบคทีเรียแตละไอโซเลต เม่ือศึกษายีนท่ีเกี่ยวของกับ
การตานทานสารหนู arsC ดวยเทคนิค PCR พบแบคทีเรียเพียง 30 ไอโซเลตจาก 100 ไอโซเลต ท่ีมี
ยีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึงอาจเปนผลมาจากความหลากหลายของยีนตานทานสารหนู arsC และ
ไพเมอรท่ีใชในการศึกษาไมสามารถใชไดกับแบคทีเรียตัวแทนท้ังหมด และจากผลการทดลองดวย
เทคนิค rep-PCR ช้ีชัดถึงความหลากหลายของแบคทีเรียแตละไอโซเลต สําหรับการศึกษาการแปลง
สารหนูของแบคทีเรียตัวแทน พบแบคทีเรีย 95 ไอโซเลต มีความสามารถแปลงสารหนูโดยการ
รีดักชันอารเซเนตเปนอารเซไนตได แตไมพบการออกซิไดซอารเซไนตเปนอารเซเนต ท้ังนี้เม่ือวัด
ปริมาณการรีดักชันอารเซเนต พบวาแบคทีเรียเพียง 13 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ              
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อารเซเนตเปนอรเซไนต (33-69 ไมโครโมลาร) โดยเม่ือทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย
ท้ัง 13 ไอโซเลต สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียอยูใน 3 สกุลคือ แบคทีเรีย 10 ไอโซเลตเปน
แบคทีเรียในสกุล Bacillus สวนแบคทีเรียอีก 3 ไอโซเลต จัดอยูในสกุล Enterobacter และ 
Ochrobactrum ตามลําดบั 
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ตารางผนวกที่ 1  การเตรียม stock acrylamide ความเขมขน 0% และ 80%  
 

ความเขมขน สารเคมี ปริมาณ 
0% (100 มิลลิลิตร) AA/Bis solution (37.3:1) 13.00       มิลลิลิตร 
 50X TAE solution 1.73         มิลลิลิตร 
 H2O 70.19       มิลลิลิตร 
80% (150 มิลลิลิตร) Urea 29.10       กรัม 
 Formamide 27.73       มิลลิลิตร 
 AA/Bis solution (37.3:1) 13.00       มิลลิลิตร 
 50X TAE solution 1.73         มิลลิลิตร 
 H2O 70.19       มิลลิลิตร 

 
หมายเหตุ นําสารละลายท่ีเตรียมแลวใสในขวดท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวนําไปหอดวยกระดาษฟอยล

และเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 2  สวนประกอบของอาหาร Tryptone Glucose Yeast Extract (TGE) (ตอลิตร) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
Meat extract 3            กรัม 
Peptone    5            กรัม 
D (+) glucose   1            กรัม 
agar                  15          กรัม 

 
หมายเหตุ  เติมน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นเติมสารหนูอารเซเนตหรืออารเซไนต เม่ืออาหารที่นึ่งฆา
เช้ือมีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

 
ตารางผนวกที่ 3  สวนประกอบของอาหาร Luria-Bertani (LB) (ตอลิตร) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
Tryptone 10      กรัม 
NaCl  5      กรัม 
Yeast extract 10      กรัม 
agar  15      กรัม 

 
หมายเหตุ  เติมน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 1 N NaOH แลวนําไปนึ่งฆา

เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติมสารหนูอารเซเนต อารเซไนต 
หรือสารปฏิชีวนะ หลังจากอาหารที่นึ่งฆาเช้ือมีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 4  สวนประกอบของอาหาร Chemically Defined Medium (CDM) (ตอลิตร)    
(Weeger et al. 1999, Simeonova, 2004 ) 

 
ประเภท สารเคมี ปริมาณ 

Solution A/1 MgSO4.7H2O 20          กรัม 
 NH4Cl    10  กรัม 
 K2HPO4 0.13  กรัม 
 Na2SO4 9.9         กรัม 
 CaCl2.2H2O 0.66  กรัม 
 Sodium lactate           0.446     มิลลิโมลาร 
Solution B/2 Fe2SO4.7H2O           4.8         มิลลิโมลาร 
Solution C/3 NaHCO3           0.95       มิลลิโมลาร 

 
หมายเหตุ /1 Solution A นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที (เติม   
                   Solution A ปริมาตร 100 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร) 
                 /2 Solution B ฆาเช้ือโดยการกรองผานหัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (เติม Solution B   
                   ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร)  
                 /3 Solution C ฆาเช้ือโดยการกรองผานหัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (เติม Solution C   

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร)   
นําสารละลายท่ีเตรียมไวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆา 
เช้ือ  
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ตารางผนวกท่ี 5  สวนประกอบสารละลาย molybdenum blue solution สําหรับการวัดปริมาณ 
                            สารหนูอารเซเนต  
 

ประเภท สารเคมี ปริมาณ 
Molybdenum blue solution  Ammonium molybdate 6        กรัม 
(Johnson, 1971) Ascorbic acid 10.8      กรัม 

 Potassium  antimonyl tartrate 0.136     กรัม 

 H2SO4 (conc.) 67.3       มิลลิลิตร 
 
หมายเหตุ การเตรียมสารละลาย KIO3 ทําโดยละลาย KIO3 ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ใน HCl  

   ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร (Niggemyer et al. 2001) 
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ตารางผนวกที่ 6  การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวัดปริมาณสารหนูอารเซเนต 
 
ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 

(ไมโครโมลาร) 
Arsenate stock 

solution          
(ไมโครโมลาร)1/    

Molybdenum blue 
mix reagent          

(ไมโครโมลาร) 

PIPES Buffer    
(ไมโครโมลาร) 

0 400 600 0 
20 380 600 20 
40 360 600 40 
60 340 600 60 
80 320 600 80 
100 300 600 100 

 
หมายเหตุ 1/ เตรียมจาก arsenate stock solution ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร 
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ตารางผนวกท่ี 7  ระดับความรุนแรงของปฏิกิริยาดิน 
 

พีเอช ความรุนแรงของปฏิกิริยาดิน 
< 3.5  กรดรุนแรงมากท่ีสุด 

3.5 - 4.5  กรดรุนแรงมาก 

4.5 - 5.0  กรดจัดมาก 

5.1 - 5.5  กรดจัด 

5.6 - 6.0  กรดปานกลาง 
6.1 - 6.5  กรดเล็กนอย 
6.6 - 7.3 กลาง 
7.4 - 7.8  ดางเล็กนอย 
7.9 - 8.4 ดางปานกลาง 
8.5 - 9.0  ดางจัด 

>9.5 ดางจัดมาก 
 
ท่ีมา: คณาจารยภาควิชาปฐพีวิทยา (2545) 
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ตารางผนวกที่ 8  เกณฑการประเมินระดับอินทรียวัตถุในดิน 
 

ปริมาณอินทรีวัตถุ (กรัมตอกิโลกรัม) ระดับท่ีบงบอก 
ต่ํากวา 5 ต่ํามาก 

5-10 ต่ํา 
11-15 คอนขางตํ่า 
16-25 ปานกลาง 
26-35 สูงปานกลาง 
36-45 สูง 

มากกวา 45 สูงมาก 
 
ท่ีมา: คณาจารยภาควิชาปฐพีวิทยา (2545) 
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ตารางผนวกที่ 9  การติดสีแกรมและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีนํามา 
ศึกษา 262 ไอโซเลต  

 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
MC002 AS1 negative rod MC027 AS1 negative cocci 
MC003 AS1 negative cocci MC028 AS1 negative rod 
MC004 AS1 negative cocci MC029 AS1 negative cocci 
MC005 AS1 negative rod MC030 AS1 negative rod 
MC006 AS1 negative cocci MC031 AS1 negative rod 
MC007 AS1 negative rod MC032 AS1 negative cocci 
MC008 AS1 negative cocci MC033 AS2 negative cocci 
MC009 AS1 negative cocci MC034 AS2 negative cocci 
MC010 AS1 negative cocci MC035 AS2 negative cocci 
MC011 AS1 negative rod MC036 AS2 negative cocci 
MC012 AS1 negative rod MC037 AS2 positive cocci 
MC013 AS1 negative rod MC038 AS2 positive cocci 
MC014 AS1 negative cocci MC039 AS2 negative cocci 
MC015 AS1 negative cocci MC040 AS2 negative cocci 
MC016 AS1 negative cocci MC041 AS2 negative cocci 
MC017 AS1 negative cocci MC042 AS2 negative cocci 
MC018 AS1 negative cocci MC043 AS2 negative cocci 
MC019 AS1 negative cocci MC044 AS2 negative cocci 
MC020 AS1 negative cocci MC045 AS2 negative cocci 
MC021 AS1 negative rod MC046 AS2 negative cocci 
MC022 AS1 negative cocci MC047 AS2 negative rod 
MC023 AS1 negative cocci MC048 AS2 negative cocci 
MC024 AS1 negative cocci MC049 AS2 negative rod 
MC025 AS1 negative rod MC050 AS2 negative cocci 
MC026 AS1 negative rod MC051 AS2 negative cocci 
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ตารางผนวกที่ 9 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
MC052 AS2 negative rod MC077 AS2 negative cocci 
MC053 AS2 negative cocci MC078 AS2 negative cocci 
MC054 AS2 negative cocci MC079 AS2 negative cocci 
MC055 AS2 negative cocci MC080 AS2 negative cocci 
MC056 AS2 negative cocci MC081 AS2 negative cocci 
MC057 AS2 negative cocci MC082 AS2 negative cocci 
MC058 AS2 negative cocci MC083 AS2 negative cocci 
MC059 AS2 negative cocci MC084 AS2 negative cocci 
MC060 AS2 positive cocci MC085 AS2 negative rod 
MC061 AS2 negative cocci MC086 AS2 negative cocci 
MC062 AS2 negative cocci MC087 AS2 positive cocci 
MC063 AS2 positive cocci MC088 AS2 negative cocci 
MC064 AS2 negative cocci MC089 AS2 negative rod 
MC065 AS2 negative cocci MC090 AS2 negative cocci 
MC066 AS2 negative cocci MC091 AS2 negative cocci 
MC067 AS2 negative cocci MC092 AS2 negative cocci 
MC068 AS2 negative rod MC093 AS2 negative cocci 
MC069 AS2 negative cocci MC094 AS2 negative rod 
MC070 AS2 negative cocci MC095 AS2 negative cocci 
MC071 AS2 negative cocci MC096 AS2 positive cocci 
MC072 AS2 negative cocci MC098 AS2 positive rod 
MC073 AS2 positive cocci MC099 AS2 positive rod 
MC074 AS2 negative cocci MC100 AS2 negative rod 
MC075 AS2 negative cocci MC101 AS2 negative rod 
MC076 AS2 negative cocci MC102 AS2 negative rod 
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ตารางผนวกท่ี 9 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต 
ตัวอยาง
ดิน 

ลักษณะ  
ไอโซเลต ตัวอยางดิน 

ลักษณะ 
แกรม รูปราง แกรม รูปราง 

MC103 AS2 negative rod MC128 AS3 negative rod 
MC104 AS2 negative rod MC129 AS3 negative rod 
MC105 AS2 negative rod MC130 AS3 negative rod 
MC106 AS2 positive rod MC131 AS3 negative rod 
MC107 AS2 negative rod MC132 AS3 negative rod 
MC108 AS2 positive rod MC133 AS3 positive rod 
MC109 AS2 negative rod MC134 AS3 negative rod 
MC110 AS2 negative rod MC135 AS3 negative rod 
MC111 AS2 negative rod MC136 AS3 negative rod 
MC112 AS2 negative rod MC137 AS3 positive rod 
MC113 AS2 negative rod MC138 AS3 negative rod 
MC114 AS2 negative rod MC139 AS3 negative rod 
MC115 AS2 negative rod MC140 AS3 negative rod 
MC116 AS2 negative rod MC141 AS3 negative rod 
MC117 AS2 negative rod MC142 AS3 negative rod 
MC118 AS2 negative rod MC143 AS3 negative rod 
MC119 AS2 positive rod MC144 AS3 negative rod 
MC120 AS2 positive rod MC145 AS3 positive rod 
MC121 AS2 negative rod MC146 AS3 negative rod 
MC122 AS2 positive rod MC147 AS3 negative rod 
MC123 AS2 negative rod MC148 AS3 negative rod 
MC124 AS2 positive rod MC149 AS3 negative rod 
MC125 AS2 negative rod MC150 AS3 negative rod 
MC126 AS3 negative rod MC151 AS3 negative rod 
MC127 AS3 negative rod MC152 AS3 negative rod 
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ตารางผนวกท่ี 9 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
MC153 AS3 negative rod MC178 AS4 negative rod 
MC154 AS3 negative rod MC179 AS4 negative rod 
MC155 AS3 negative rod MC180 AS4 negative rod 
MC156 AS3 negative rod MC181 AS4 negative rod 
MC157 AS3 negative rod MC182 AS4 negative rod 
MC158 AS3 positive rod MC183 AS4 negative rod 
MC159 AS4 negative rod MC184 AS4 negative rod 
MC160 AS4 negative rod MC185 AS4 negative rod 
MC161 AS4 negative rod MC186 AS4 negative rod 
MC162 AS4 negative rod MC187 AS4 negative rod 
MC163 AS4 positive rod MC188 AS4 negative rod 
MC164 AS4 negative rod MC189 AS4 negative rod 
MC165 AS4 negative rod MC190 AS4 negative rod 
MC166 AS4 negative rod MC191 AS4 negative rod 
MC167 AS4 negative rod MC192 AS4 negative rod 
MC168 AS4 negative rod MC194 AS4 positive rod 
MC169 AS4 negative rod MC195 AS4 negative rod 
MC170 AS4 negative rod MC196 AS4 positive rod 
MC171 AS4 negative rod MC197 AS4 negative rod 
MC172 AS4 negative rod MC198 AS4 negative rod 
MC173 AS4 negative rod MC199 AS4 negative rod 
MC174 AS4 negative rod MC200 AS4 negative rod 
MC175 AS4 negative rod MC201 AS4 negative rod 
MC176 AS4 negative rod MC202 AS4 positive rod 
MC177 AS4 negative rod MC203 AS4 positive rod 
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ตารางผนวกท่ี 9 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
MC204 AS4 positive rod MC229 AS6 negative cocci 
MC205 AS4 positive rod MC230 AS6 negative cocci 
MC206 AS4 positive rod MC231 AS6 negative cocci 
MC207 AS4 negative rod MC232 AS6 negative cocci 
MC208 AS5 positive rod MC233 AS6 negative rod 
MC209 AS5 negative rod MC234 AS6 negative rod 
MC210 AS5 negative rod MC235 AS6 negative rod 
MC211 AS5 negative rod MC236 AS6 negative rod 
MC212 AS5 negative rod MC237 AS6 negative rod 
MC213 AS5 negative rod MC238 AS6 negative rod 
MC214 AS5 negative rod MC239 AS6 negative rod 
MC215 AS5 negative rod MC240 AS6 negative cocci 
MC216 AS5 negative rod MC241 AS6 negative rod 
MC217 AS5 negative rod MC242 AS6 negative rod 
MC218 AS5 negative rod MC243 AS6 negative cocci 
MC219 AS5 negative rod MC244 AS6 negative cocci 
MC220 AS5 negative rod MC245 AS6 negative cocci 
MC221 AS5 negative rod MC246 AS7 negative rod 
MC222 AS5 negative rod MC247 AS7 negative rod 
MC223 AS5 negative rod MC248 AS7 negative rod 
MC224 AS5 negative rod MC249 AS7 negative rod 
MC225 AS5 negative rod MC250 AS7 negative rod 
MC226 AS5 negative rod MC251 AS7 negative rod 
MC227 AS5 negative cocci MC252 AS7 negative rod 
MC228 AS6 negative cocci MC253 AS7 negative rod 
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ตารางผนวกท่ี 9 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
MC254 AS8 negative rod MC260 AS8 negative rod 
MC255 AS8 positive rod MC261 AS8 negative rod 
MC256 AS8 positive rod MC262 AS8 negative rod 
MC257 AS8 negative rod MC263 AS8 negative rod 
MC258 AS8 negative rod MC264 AS8 negative rod 
MC259 AS8 negative rod MC265 AS8 negative rod 
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ตารางผนวกที่ 10  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนตของแบคทีเรีย   
262 ไอโซเลต ท่ีระดับความเขมขนสูงสุด เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 และ 
10000 เทา 

 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนของอารเซไนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
1 AS1 MC002 1000 1000 1500 1500 
2 AS1 MC003 1000 1000 1500 1500 
3 AS1 MC004 1000 1000 1500 1500 
4 AS1 MC005 1000 1000 1500 1500 
5 AS1 MC006 1000 1000 1500 1500 
6 AS1 MC007 1000 1000 1500 1500 
7 AS1 MC008 1000 1000 1500 1500 
8 AS1 MC009 1000 1000 1500 1500 
9 AS1 MC010 1000 1000 1500 1500 
10 AS1 MC011 1000 1000 1500 1500 
11 AS1 MC012 1000 500 1500 1500 
12 AS1 MC013 1000 1000 1000 0 
13 AS1 MC014 50 50 200 0 
14 AS1 MC015 1000 1000 1500 1500 
15 AS1 MC016 1000 1000 1500 1500 
16 AS1 MC017 1000 1000 1500 1500 
17 AS1 MC018 1000 1000 1500 1500 
18 AS1 MC019 1000 1000 1500 1500 
19 AS1 MC020 1000 1000 1500 1500 
20 AS1 MC021 1000 1000 1500 1500 
21 AS1 MC022 1000 1000 1500 1500 
22 AS1 MC023 1000 1000 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
23 AS2 MC024 1000 500 1500 1500 
24 AS2 MC025 50 10 40 40 
25 AS2 MC026 1000 1000 500 500 
26 AS2 MC027 1000 1000 1500 1500 
27 AS2 MC028 1000 1000 1500 1500 
28 AS2 MC029 1000 1000 1500 1500 
29 AS2 MC030 1000 1000 1500 1500 
30 AS2 MC031 1000 1000 1500 100 
31 AS2 MC032 1000 1000 1500 1500 
32 AS2 MC033 1000 1000 1500 1500 
33 AS2 MC034 1000 1000 1500 1500 
34 AS2 MC035 1000 1000 1500 1500 
35 AS2 MC036 1000 1000 1500 1500 
36 AS2 MC037 500 0 1500 0 
37 AS2 MC038 1000 100 40 0 
38 AS2 MC039 1000 1000 500 500 
39 AS2 MC040 1000 0 50 0 
40 AS2 MC041 1000 1000 1500 1500 
41 AS2 MC042 1000 1000 1500 1500 
42 AS2 MC043 1000 1000 1500 1500 
43 AS2 MC044 1000 1000 1500 1500 
44 AS2 MC045 1000 1000 1500 1500 
45 AS2 MC046 1000 1000 1500 1500 
46 AS2 MC047 1000 1000 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุด ท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
47 AS2 MC048 1000 1000 1500 1500 
48 AS2 MC049 1000 50 250 200 
49 AS2 MC050 1000 1000 1500 1500 
50 AS2 MC051 1000 1000 1500 1500 
51 AS2 MC052 1000 1000 1500 1500 
52 AS2 MC053 1000 1000 1500 1500 
53 AS2 MC054 1000 1000 1500 1500 
54 AS2 MC055 1000 1000 1500 1000 
55 AS2 MC056 1000 1000 1500 1500 
56 AS2 MC057 1000 1000 1500 1500 
57 AS2 MC058 1000 1000 1500 1500 
58 AS2 MC059 1000 1000 1500 1500 
59 AS2 MC060 1000 1000 1500 1000 
60 AS2 MC061 1000 1000 1500 1500 
61 AS2 MC062 1000 1000 1500 1500 
62 AS2 MC063 1000 1000 1500 1500 
63 AS2 MC064 1000 1000 1500 1500 
64 AS2 MC065 1000 1000 1500 1500 
65 AS2 MC066 1000 1000 1500 1500 
66 AS2 MC067 1000 1000 1500 1500 
67 AS2 MC068 1000 1000 1500 1500 
68 AS2 MC069 1000 1000 1500 1500 
69 AS2 MC070 1000 1000 1500 1500 
70 AS2 MC071 1000 1000 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนของอารเซไนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
71 AS2 MC072 1000 1000 1500 1500 
72 AS2 MC073 1000 1000 1500 1500 
73 AS2 MC074 1000 1000 1500 1500 
74 AS2 MC075 1000 1000 1500 1500 
75 AS2 MC076 1000 1000 1500 1500 
76 AS2 MC077 1000 1000 1500 1500 
77 AS2 MC078 1000 1000 1500 1500 
78 AS2 MC079 1000 1000 1500 1500 
79 AS2 MC080 1000 1000 1500 1500 
80 AS2 MC081 1000 1000 1500 1000 
81 AS2 MC082 1000 1000 1500 1500 
82 AS2 MC083 1000 1000 1500 1500 
83 AS2 MC084 1000 1000 1500 1500 
84 AS2 MC085 250 500 1500 500 
85 AS2 MC086 1000 1000 1500 1500 
86 AS2 MC087 1000 1000 1500 1000 
87 AS2 MC088 1000 1000 1500 1500 
88 AS2 MC089 1000 1000 1500 1500 
89 AS2 MC090 1000 1000 1500 1500 
90 AS2 MC091 1000 1000 1500 1500 
91 AS2 MC092 1000 1000 1500 1500 
92 AS2 MC093 1000 1000 1500 1500 
93 AS2 MC094 1000 1000 1500 1500 
94 AS2 MC095 1000 500 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
95 AS2 MC096 1000 1000 1500 1500 
96 AS2 MC098 1000 100 1500 1500 
97 AS2 MC099 1000 250 1500 1500 
98 AS2 MC100 100 0 200 0 
99 AS2 MC101 500 0 1500 0 

100 AS2 MC102 250 0 40 0 
101 AS2 MC103 1000 250 1500 200 
102 AS2 MC104 500 0 1000 0 
103 AS2 MC105 500 10 1000 200 
104 AS2 MC106 1000 500 1500 500 
105 AS2 MC107 100 0 40 0 
106 AS2 MC108 500 250 1500 1500 
107 AS2 MC109 250 0 200 0 
108 AS2 MC110 250 0 1500 0 
109 AS2 MC111 100 0 200 0 
110 AS2 MC112 1000 250 1500 0 
111 AS2 MC113 250 10 1500 0 
112 AS2 MC114 250 10 1500 0 
113 AS2 MC115 1000 250 1500 0 
114 AS2 MC116 1000 250 1500 0 
115 AS2 MC117 1000 250 1500 0 
116 AS2 MC118 100 50 200 0 
117 AS2 MC119 250 250 1500 0 
118 AS2 MC120 1000 250 1500 500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนตสูงสุด
ท่ีแบคทีเรียตานทาน 

เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 
100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 

119 AS2 MC121 1000 250 1500 200 
120 AS2 MC122 1000 250 1500 0 
121 AS2 MC123 1000 250 1500 0 
122 AS2 MC124 500 250 1500 0 
123 AS3 MC125 250 0 1500 0 
124 AS3 MC126 250 0 1500 200 
125 AS3 MC127 250 0 1500 0 
126 AS3 MC128 250 0 1500 0 
127 AS3 MC129 250 0 1500 0 
128 AS3 MC130 1000 0 1500 0 
129 AS3 MC131 1000 10 1500 0 
130 AS3 MC132 100 10 1500 0 
119 AS3 MC121 1000 250 1500 200 
120 AS3 MC122 1000 250 1500 0 
121 AS3 MC123 1000 250 1500 0 
122 AS3 MC124 500 250 1500 0 
123 AS3 MC125 250 0 1500 0 
124 AS3 MC126 250 0 1500 200 
125 AS3 MC127 250 0 1500 0 
126 AS3 MC128 250 0 1500 0 
127 AS3 MC129 250 0 1500 0 
128 AS3 MC130 1000 0 1500 0 
129 AS3 MC131 1000 10 1500 0 
130 AS3 MC132 100 10 1500 0 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
131 AS3 MC133 250 250 1500 10 
132 AS3 MC134 100 0 0 0 
133 AS3 MC135 1000 500 1500 200 
134 AS3 MC136 250 50 1500 0 
135 AS3 MC137 100 50 1500 0 
136 AS3 MC138 1000 1000 1500 1500 
137 AS3 MC139 1000 1000 1000 1000 
138 AS3 MC140 1000 1000 200 200 
139 AS3 MC141 1000 1000 1000 1000 
140 AS3 MC142 1000 1000 1000 1000 
141 AS3 MC143 1000 1000 1500 1500 
142 AS3 MC144 1000 1000 1500 1500 
143 AS3 MC145 1000 1000 1500 200 
144 AS3 MC146 250 0 0 0 
145 AS3 MC147 1000 1000 1500 1000 
146 AS3 MC148 1000 1000 1500 1500 
147 AS3 MC149 1000 1000 1500 1500 
148 AS3 MC150 1000 1000 1500 0 
149 AS3 MC151 1000 250 1500 0 
150 AS3 MC152 1000 250 1500 0 
151 AS3 MC153 1000 250 1500 0 
152 AS3 MC154 1000 1000 1500 200 
153 AS3 MC155 1000 250 1500 50 
154 AS3 MC156 1000 1000 1500 1000 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
155 AS3 MC157 1000 1000 1500 155 
156 AS4 MC158 1000 250 1500 156 
157 AS4 MC159 1000 1000 1500 1500 
158 AS4 MC160 100 0 200 10 
159 AS4 MC161 250 0 200 500 
160 AS4 MC162 250 0 200 0 
161 AS4 MC163 250 250 1500 0 
162 AS4 MC164 250 250 1000 0 
163 AS4 MC165 250 250 1500 1500 
164 AS4 MC166 100 0 500 0 
165 AS4 MC167 250 0 1500 0 
166 AS4 MC168 1000 1000 1500 0 
167 AS4 MC169 100 50 200 0 
168 AS4 MC170 100 250 1500 1500 
169 AS4 MC171 250 0 200 0 
170 AS4 MC172 250 0 100 10 
171 AS4 MC173 250 0 50 0 
172 AS4 MC174 250 0 100 0 
173 AS4 MC175 250 250 1000 0 
174 AS4 MC176 1000 1000 1500 0 
175 AS4 MC177 1000 1000 1500 0 
176 AS4 MC178 100 10 200 1500 
177 AS4 MC179 250 10 1500 1500 
178 AS4 MC180 1000 250 1500 0 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
179 AS4 MC181 250 50 200 0 
180 AS4 MC182 250 50 100 0 
181 AS4 MC183 1000 1000 1500 1500 
182 AS4 MC184 1000 1000 1500 1500 
183 AS4 MC185 1000 100 1500 0 
184 AS4 MC186 1000 1000 1500 0 
185 AS4 MC187 1000 10 1500 10 
186 AS4 MC188 100 0 1000 0 
187 AS4 MC189 1000 250 1500 0 
188 AS4 MC190 500 0 1500 0 
189 AS4 MC191 500 0 1500 0 
190 AS4 MC192 1000 0 1500 0 
191 AS4 MC194 1000 500 1500 1500 
192 AS4 MC195 500 250 1500 1000 
193 AS4 MC196 1000 500 1500 1500 
194 AS4 MC197 500 500 1500 1500 
195 AS4 MC198 50 10 500 0 
196 AS4 MC199 250 100 1500 0 
197 AS4 MC200 250 0 1500 0 
198 AS4 MC201 250 50 1500 1500 
199 AS4 MC202 100 50 1000 0 
200 AS4 MC203 500 500 1500 1000 
201 AS4 MC204 500 250 1500 1500 
202 AS4 MC205 1000 500 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
203 AS4 MC206 1000 500 1500 1500 
204 AS5 MC207 50 0 200 0 
205 AS5 MC208 1000 500 1500 1500 
206 AS5 MC209 50 0 1000 10 
207 AS5 MC210 250 0 1500 0 
208 AS5 MC211 50 50 1000 10 
209 AS5 MC212 500 10 1000 10 
210 AS5 MC213 50 10 1000 10 
211 AS5 MC214 250 0 1500 0 
212 AS5 MC215 100 0 1000 40 
213 AS5 MC216 500 100 1000 100 
214 AS5 MC217 250 0 1500 0 
215 AS5 MC218 250 0 1000 0 
203 AS5 MC206 1000 500 1500 1500 
204 AS5 MC207 50 0 200 0 
205 AS5 MC208 1000 500 1500 1500 
206 AS5 MC209 50 0 1000 10 
207 AS5 MC210 250 0 1500 0 
208 AS5 MC211 50 50 1000 10 
209 AS5 MC212 500 10 1000 10 
210 AS5 MC213 50 10 1000 10 
211 AS5 MC214 250 0 1500 0 
212 AS5 MC215 100 0 1000 40 
213 AS5 MC216 500 100 1000 100 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
214 AS5 MC217 250 0 1500 0 
215 AS5 MC218 250 0 1000 0 
216 AS5 MC219 250 0 1000 0 
217 AS5 MC220 250 0 1000 0 
218 AS5 MC221 250 10 1000 0 
219 AS5 MC222 100 10 500 0 
220 AS5 MC223 500 10 1500 0 
221 AS5 MC224 250 10 1500 0 
222 AS5 MC225 250 50 1500 10 
223 AS5 MC226 250 10 1500 0 
224 AS6 MC227 1500 1500 1500 1500 
225 AS6 MC228 1500 1500 1500 1500 
226 AS6 MC229 1500 500 1500 1500 
227 AS6 MC230 500 500 1500 1500 
228 AS6 MC231 1500 500 1500 1500 
229 AS6 MC232 1500 250 1500 1500 
230 AS6 MC233 100 0 500 0 
231 AS6 MC234 100 0 500 0 
232 AS6 MC235 250 0 1500 0 
233 AS6 MC236 500 250 1500 500 
234 AS6 MC237 250 10 1500 0 
235 AS6 MC238 250 10 1500 0 
236 AS6 MC239 50 50 200 0 
237 AS6 MC240 1500 1000 1500 1500 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
238 AS6 MC241 250 10 1000 0 
239 AS6 MC242 250 10 1000 0 
240 AS6 MC243 50 0 200 0 
241 AS6 MC244 1500 1500 1500 1500 
242 AS7 MC245 1500 1500 1500 1500 
243 AS7 MC246 50 0 500 0 
244 AS7 MC247 250 0 1500 0 
245 AS7 MC248 1000 500 1500 200 
246 AS7 MC249 1000 500 1500 200 
247 AS7 MC250 500 500 1500 1000 
248 AS7 MC251 100 10 1500 10 
249 AS7 MC252 100 0 1000 0 
250 AS7 MC253 100 50 1000 10 
251 AS7 MC254 250 50 1500 10 
252 AS7 MC255 250 0 1500 0 
253 AS7 MC256 250 0 1500 0 
238 AS7 MC241 250 10 1000 0 
239 AS7 MC242 250 10 1000 0 
240 AS7 MC243 50 0 200 0 
241 AS7 MC244 1500 1500 1500 1500 
242 AS7 MC245 1500 1500 1500 1500 
243 AS7 MC246 50 0 500 0 
244 AS7 MC247 250 0 1500 0 
245 AS7 MC248 1000 500 1500 200 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
246 AS7 MC249 1000 500 1500 200 
247 AS7 MC250 500 500 1500 1000 
248 AS7 MC251 100 10 1500 10 
249 AS7 MC252 100 0 1000 0 
250 AS7 MC253 100 50 1000 10 
251 AS8 MC254 250 50 1500 10 
252 AS8 MC255 250 0 1500 0 
253 AS8 MC256 250 0 1500 0 
254 AS8 MC257 100 0 500 0 
255 AS8 MC258 500 250 1500 40 
256 AS8 MC259 250 50 1500 10 
257 AS8 MC260 50 0 500 0 
258 AS8 MC261 500 250 1500 200 
259 AS8 MC262 250 0 1500 100 
260 AS8 MC263 250 100 1500 40 
261 AS8 MC264 250 10 1500 0 
262 AS8 MC265 250 0 1500 0 
246 AS8 MC249 1000 500 1500 200 
247 AS8 MC250 500 500 1500 1000 
248 AS8 MC251 100 10 1500 10 
249 AS8 MC252 100 0 1000 0 
250 AS8 MC253 100 50 1000 10 
251 AS8 MC254 250 50 1500 10 
252 AS8 MC255 250 0 1500 0 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
253 AS8 MC256 250 0 1500 0 
254 AS8 MC257 100 0 500 0 
255 AS8 MC258 500 250 1500 40 
256 AS8 MC259 250 50 1500 10 
257 AS8 MC260 50 0 500 0 
258 AS8 MC261 500 250 1500 200 
259 AS8 MC262 250 0 1500 100 
260 AS8 MC263 250 100 1500 40 
261 AS8 MC264 250 10 1500 0 
262 AS8 MC265 250 0 1500 0 
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ตารางผนวกที่ 11  ความสามารถในการตานทานสารสารหนูอารซิไนต อารเซเนตและสารปฏิชีวนะที่ระดับความเขมขนสูงสุดที่สามารถตานทานไดของ 
               แบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 และ 10000 เทา 
 

 การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา   

ลําดับ ตัวอยางดิน  ไอโซเลต  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
1 AS1 MC010 1000 1000 1500 1500 5 5 2.5 15 10 2 10 10 1 5 2.5 15 10 2 10 10 
2 AS1 MC013 1000 1000 1000 0 5 5 5 15 10 2 10 10 1 5 1 15 10 2 10 10 
3 AS1 MC014 50 50 200 0 1 1 0 0 0 0.5 10 0 1 0 1 0 0 0 0 0 
4 AS1 MC020 1000 1000 1500 1500 5 1 5 15 10 2 10 10 1 1 2.5 12 10 2 10 10 
5 AS1 MC025 50 10 40 40 0 0 0 0 0 0 0 10 1 0 0 0 0 0 0 10 
6 AS2 MC040 1000 0 50 0 1 1 1 0 10 0.5 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
7 AS2 MC089 1000 1000 1500 1500 1 5 2.5 15 10 2 10 10 1 5 2.5 15 10 2 10 10 
8 AS2 MC090 1000 1000 1500 1500 1 5 1 15 10 2 10 10 1 5 1 15 10 2 5 5 
9 AS2 MC098 1000 100 1500 1500 0 1 2.5 15 10 1 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 AS2 MC100 100 0 200 0 0 1 2.5 15 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
11 AS2 MC101 500 0 1500 0 0 1 0 15 0 1 5 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 AS2 MC102 250 0 40 0 0 1 0 12 0 1 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
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 ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

 

ลําดับ ตัวอยางดิน  ไอโซเลต 

การตานทาน         
อารเซไนต 

การตานทาน         
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา 

 ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
13 AS2 MC103 1000 250 1500 200 1 1 2.5 15 5 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
14 AS2 MC104 500 0 1000 0 1 1 1 12 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
15 AS2 MC105 500 10 1000 200 1 1 1 15 10 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 1 
16 AS2 MC106 1000 500 1500 500 1 1 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 1 0 
17 AS2 MC107 100 0 40 0 1 1 2.5 15 5 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
18 AS2 MC109 250 0 200 0 0 0 1 0 0 1 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
19 AS2 MC110 250 0 1500 0 0 1 2.5 12 0 2 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
20 AS2 MC111 100 0 200 0 0 1 2.5 12 0 2 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
21 AS2 MC112 1000 250 1500 0 0 1 5 15 5 2 10 5 0 0 0 0 5 0.5 0 1 
111 AS2 MC113 250 10 1500 0 0 1 2.5 12 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
22 AS2 MC114 250 10 1500 0 0 1 1 12 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
23 AS2 MC115 1000 250 1500 0 1 1 5 12 10 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 AS2 MC118 100 50 200 0 1 1 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนของสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ลําดับ ตัวอยางดิน  ไอโซเลต 102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
25 AS2 MC120 1000 250 1500 500 0 1 2.5 15 10 2 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
26 AS2 MC121 1000 250 1500 200 0 5 2.5 12 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
27 AS2 MC122 1000 250 1500 0 0 1 2.5 12 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
28 AS2 MC123 1000 250 1500 0 0 1 2.5 15 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
30 AS3 MC125 250 0 1500 0 1 1 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 1 
31 AS3 MC128 250 0 1500 0 5 1 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 12 0 0 0 0 
32 AS3 MC132 100 10 1500 0 1 1 2.5 15 10 2 10 5 0 0 0 1 10 2 0 1 
33 AS3 MC133 250 250 1500 10 0 0 2.5 0 0 1 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
34 AS3 MC134 100 0 0 0 10 5 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
35 AS3 MC135 1000 500 1500 200 1 1 5 15 10 2 5 10 0 0 0 0 0 1 0 0 
36 AS3 MC136 250 50 1500 0 0 1 5 15 10 2 0 10 0 0 0 0 0 0.5 0 0 
37 AS3 MC139 1000 1000 1000 1000 1 1 2.5 12 10 2 10 10 0 0 1 1 10 2 10 10 
38 AS3 MC142 1000 1000 1000 1000 1 1 2.5 15 10 2 1 10 0 0 2.5 15 10 2 5 10 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนงสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา ลําดั

บ 
ตัวอยาง
ดิน 

 ไอโซ
เลต 

เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  
102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 

39 AS3 MC143 1000 1000 1500 1500 5 1 2.5 15 10 2 5 10 0 0 2.5 15 10 2 5 10 
40 AS3 MC145 1000 1000 1500 200 1 1 2.5 15 10 2 5 10 0 0 1 0 0 0 0 0 
41 AS3 MC147 1000 1000 1500 1000 10 5 5 15 10 2 10 10 0 5 2.5 15 10 1 10 10 
42 AS3 MC152 1000 250 1500 0 1 1 5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
43 AS3 MC153 1000 250 1500 0 1 1 5 15 10 2 1 10 0 0 0 0 0 0 1 0 
44 AS4 MC158 1000 250 1500 10 0 1 2.5 15 10 2 10 10 0 0 0 0 10 0 0 5 
45 AS4 MC161 250 0 200 0 0 1 2.5 12 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0 0 1 
46 AS4 MC162 250 0 200 0 0 1 1 15 10 2 10 10 0 0 0 1 0 0 0 0 
47 AS4 MC163 250 250 1500 1500 1 1 1 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
48 AS4 MC165 250 250 1500 0 1 1 1 12 10 1 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
49 AS4 MC166 100 0 500 0 1 1 1 12 10 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
50 AS4 MC167 250 0 1500 0 10 5 2.5 12 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
51 AS4 MC169 100 50 200 0 0 0 1 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ลําดับ ตัวอยางดิน  ไอโซเลต 102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
52 AS4 MC170 100 250 1500 10 0 1 1 1 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
53 AS4 MC171 250 0 200 0 0 1 5 0 5 2 10 10 0 0 1 0 0 2 5 0 
54 AS4 MC172 250 0 100 0 0 1 5 1 0 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
55 AS4 MC175 250 250 1000 0 1 1 1 15 10 2 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
56 AS4 MC180 1000 250 1500 0 1 1 2.5 1 10 2 10 10 0 0 1 1 0 0 0 1 
57 AS4 MC181 250 50 200 0 0 0 2.5 1 0 0 1 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
58 AS4 MC182 250 50 100 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
59 AS4 MC187 1000 10 1500 10 10 5   15 5 2 10 5 0 1 1 0 5 0.5 10 0 
60 AS4 MC192 1000 0 1500 0 1 1 2.5 1 5 2 10 10 0 0 1 0 0 0.5 10 5 
61 AS4 MC194 1000 500 1500 1500 1 1 0 0 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
62 AS4 MC195 500 250 1500 1000 1 1 1 0 0 2 10 10 0 0 0 0 0 2 10 10 
63 AS4 MC196 1000 500 1500 1500 1 1 1 1 5 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
64 AS4 MC197 500 500 1500 1500 0 1 1 0 5 2 10 10 0 0 0 0 0 0.5 0 0 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน การตานทาน    
อารเซไนต 

การตานทาน     
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ตัวอยางดิน  ไอโซเลต ลําดับ 102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
65 AS4 MC199 250 100 1500 0 0 1 0 0 0 2 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
66 AS4 MC200 250 0 1500 0 0 1 0 0 0 1 10 10 0 0 0 0 0 0.5 0 0 
67 AS4 MC201 250 50 1500 1500 1 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
68 AS4 MC202 100 50 1000 0 0 1 0 12 5 0.5 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
69 AS4 MC203 500 500 1500 1000 0 1 1 0 5 1 10 10 0 0 0 0 5 0 0 5 
70 AS4 MC204 500 250 1500 1500 0 0 0 0 0 1 10 10 0 0 0 0 0 0 0 10 
71 AS4 MC205 1000 500 1500 1500 1 0 1 0 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0.5 1 1 
72 AS4 MC206 1000 500 1500 1500 0 0 0 0 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
73 AS5 MC207 50 0 200 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
74 AS5 MC208 1000 500 1500 1500 1 1 0 12 10 2 10 10 0 0 0 0 5 0 0 1 
75 AS5 MC209 50 0 1000 10 0 1 0 12 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
76 AS5 MC210 250 0 1500 0 0 1 0 12 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
77 AS5 MC211 50 50 1000 10 0 1 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ตัวอยางดิน  ไอโซเลต ลําดับ 102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
78 AS5 MC213 50 10 1000 10 1 1 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
79 AS5 MC215 100 0 1000 40 5 5 1 15 10 2 10 10 0 5 0 1 10 1 5 10 
80 AS5 MC216 500 100 1000 100 5 1 0 15 10 2 10 10 0 0 0 1 5 1 5 10 
81 AS5 MC218 250 0 1000 0 1 1 0 15 10 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
82 AS5 MC225 250 50 1500 10 1 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
83 AS5 MC226 250 10 1500 0 0 1 0 12 0 2 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
84 AS6 MC233 100 0 500 0 5 1 1 15 10 2 10 5 0 0 1 0 0 0 0 1 
85 AS6 MC234 100 0 500 0 1 1 1 15 10 2 10 5 0 0 1 0 0 0 0 0 
86 AS6 MC235 250 0 1500 0 1 1 2.5 12 10 2 10 5 0 0 1 0 0 1 0 1 
87 AS6 MC241 250 10 1000 0 10 1 5 15 10 2 10 10 0 1 1 15 10 2 10 10 
88 AS6 MC242 250 10 1000 0 0 1 1 1 10 2 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
89 AS6 MC244 1500 1500 1500 1500 10 1 2.5 15 10 2 10 10 0 1 1 15 10 2 10 10 
90 AS7 MC246 50 0 500 0 5 1 1 15 10 2 10 10 0 1 1 0 10 2 10 10 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
 

ลําดั
บ ตัวอยางดิน 

 ไอโซ
เลต 

การตานทาน       
อารเซไนต 

การตานทาน      
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา 

 ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

102 104 102 104 chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec chlo Kan Nal Rif Strep Tet Amp Spec 
91 As7 MC247 250 0 1500 0 0 1 1 15 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
92 AS7 MC248 1000 500 1500 200 0 0 1 0 0 2 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
93 AS7 MC249 1000 500 1500 200 5 5 5 15 10 2 10 5 0 1 1 0 0 0 0 0 
94 AS7 MC253 100 50 1000 10 5 5 5 15 10 2 5 10 0 1 1 15 10 0.5 10 10 
95 AS8 MC258 500 250 1500 40 0 1 1 12 10 2 10 5 0 0 0 0 5 0 0 0 
96 AS8 MC260 50 0 500 0 0 0 1 0 0 2 10 5 0 0 1 0 0 0 0 0 
97 AS8 MC261 500 250 1500 200 0 1 1 15 10 0 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 
98 AS8 MC263 250 100 1500 40 0 1 1 15 10 0.5 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
99 AS8 MC264 250 10 1500 0 10 5 1 15 10 2 10 10 5 1 1 0 5 2 10 10 

100 AS8 MC265 250 0 1500 0 0 0 1 1 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกท่ี 12  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซไนตและอารเซเนตของแบคทีเรีย
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ท่ีระดับความเขมขนสูงสุด และการปรากฏของยีน
ตานทานสารหนู arsC 

 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10,000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
1 MC10 AS1 1000 1500 1000 1500  + 
2 MC13 AS1 1000 1000 1000 500  + 
3 MC14 AS1 50 200 50 10  + 
4 MC20 AS1 1000 1500 1000 1500  + 
5 MC25 AS1 50 40 10 40  - 
6 MC40 AS2 1000 40 0 0  - 
7 MC89 AS2 1000 1500 1000 1500  + 
8 MC90 AS2 1000 1500 1000 1500  + 
9 MC98 AS2 1000 1500 100 1500  + 

10 MC100 AS2 100 200 0 0  - 
11 MC101 AS2 500 1500 0 0  - 
12 MC102 AS2 250 40 0 0  - 
13 MC103 AS2 1000 1500 250 

0  + 
15 MC105 AS2 250 1000 10 200  + 
16 MC106 AS2 1000 1500 500 500  - 
17 MC107 AS2 100 40 0 0  - 
18 MC109 AS2 250 250 0 0  - 
19 MC110 AS2 250 1500 0 0  + 
20 MC111 AS2 100 200 0 0  + 
21 MC112 AS2 1000 1500 250 0  + 
22 MC113 AS2 250 1500 0 0  - 



178 
 

ตารางผนวกที่ 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 
   

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
23 MC114 AS2 250 1500 0 0  - 
24 MC115 AS2 1000 250 1500 0 - 
25 MC118 AS2 100 200 50 0  + 
26 MC120 AS2 1000 1500 250 1500  - 
27 MC121 AS2 1000 1500 250 200  - 
28 MC122 AS2 1000 1500 250 0  - 
29 MC123 AS2 1000 1500 250 0  - 
30 MC125 AS3 250 1500 0 0  - 
31 MC128 AS3 250 1500 0 0  - 
32 MC132 AS3 100 1500 10 0  + 
33 MC133 AS3 250 1500 0 10  - 
34 MC134 AS3 100 10 0 0  + 
35 MC135 AS3 1000 1500 250 100  - 
36 MC136 AS3 250 1500 50 0  - 
37 MC139 AS3 1000 1000 1000 1000  - 
38 MC142 AS3 1000 1000 1000 1000  - 
39 MC143 AS3 1000 1500 1000 1500  - 
40 MC145 AS3 1000 1500 1000 200  - 
41 MC147 AS3 1000 1500 1000 1000  - 
42 MC152 AS3 1000 1500 250 0  - 
43 MC153 AS3 1000 1500 250 0  - 
44 MC158 AS4 1000 1500 250 10  + 
45 MC161 AS4 250 100 0 0  + 
46 MC162 AS4 250 200 0 0  - 
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ตารางผนวกที่ 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
47 MC163 AS4 250 1500 250 250  - 
48 MC165 AS4 250 1500 250 0  - 
49 MC166 AS4 100 500 0 0  - 
50 MC167 AS4 1000 1500 0 0  - 
51 MC169 AS4 100 200 50 0  + 
52 MC170 AS4 1000 1500 250 10  - 
53 MC171 AS4 250 200 0 0  - 
54 MC172 AS4 250 100 0 0  + 
55 MC175 AS4 250 1000 250 0  + 
56 MC180 AS4 1000 1500 250 0  + 
57 MC181 AS4 250 200 50 0  + 
58 MC182 AS4 250 100 50 0  + 
59 MC187 AS4 1000 1500 10 10  - 
60 MC192 AS4 1000 1500 10 10  - 
61 MC194 AS4 1000 1500 500 1500  - 
62 MC195 AS4 500 1500 250 10  - 
63 MC196 AS4 1000 1500 500 1500  - 
64 MC197 AS4 500 1500 500 1500  - 
65 MC199 AS4 250 1500 100 40  - 
66 MC200 AS4 250 1500 0 10  - 
67 MC201 AS4 250 1500 500 1500  + 
68 MC202 AS4 100 1000 50 0  + 
69 MC203 AS4 500 1500 500 1500  - 
70 MC204 AS4 500 1500 250 1500  - 
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ตารางผนวกที่ 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
71 MC205 AS4 1000 1500 500 1500  - 
72 MC206 AS4 1000 1500 1000 1500  - 
73 MC207 AS5 50 200 0 0  - 
74 MC208 AS5 1000 1500 500 500  - 
75 MC209 AS5 50 1000 0 0  - 
76 MC210 AS5 250 1500 0 0  - 
77 MC211 AS5 50 1000 50 0  - 
78 MC213 AS5 50 1000 10 100  - 
79 MC215 AS5 100 1000 0 40  - 
80 MC216 AS5 500 1000 100 100  - 
81 MC218 AS5 250 1000 0 0  - 
82 MC225 AS5 250 1500 50 10  - 
83 MC226 AS5 250 1500 0 0  - 
84 MC233 AS6 100 500 10 0  - 
85 MC234 AS6 100 500 10 0  - 
86 MC235 AS6 250 1500 0 0  + 
87 MC241 AS7 250 1000 10 0  + 
88 MC242 AS7 250 1000 10 0  - 
89 MC244 AS7 1500 500 1500 10  - 
90 MC246 AS7 50 0 10 0  + 
91 MC247 AS7 250 0 10 0  - 
92 MC248 AS7 1000 1500 500 200  - 
93 MC249 AS7 1000 1500 500 200  - 
94 MC253 AS7 250 1000 50 10  - 
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ตารางผนวกที่ 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
95 MC258 AS8 1500 1500 250 40  - 
96 MC260 AS8 50 500 0 0  - 
97 MC261 AS8 50 1500 0 0  - 
98 MC263 AS8 250 1500 100 40  + 
99 MC264 AS8 250 1500 10 0  - 
100 MC265 AS8 250 1500 10 0  + 
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ตารางผนวกท่ี 13  ปริมาณสารหนูอารเซไนตจากการรีดกัชันอารเซเนตเปนอารเซไนตโดยแบคทีเรีย   
  วัดดวยวิธี Molybdenum blue  

 
ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (ไมโครโมลาร) 

1 MC10 AS1 38.32 ± 0.95 
2 MC13 AS1 39.09 ± 5.18 
3 MC20 AS1 19.85 ± 0.43 
4 MC25 AS1 3.70 ± 1.43 
5 MC40 AS2 16.71 ± 0.23 
6 MC89 AS2 19.84 ± 3.33 
7 MC90 AS2 7.33 ± 0.00 
8 MC100 AS2 10.42 ± 0.48 
9 MC103 AS2 5.81 ± 0.43 
10 MC104 AS2 29.31 ± 1.73 
11 MC105 AS2 8.74 ± 0.95 
12 MC106 AS2 23.87 ± 2.38 
13 MC107 AS2 25.88 ± 5.23 
14 MC109 AS2 24.18 ± 0.92 
15 MC110 AS2 12.44 ± 0.48 
16 MC111 AS2 18.83 ± 5.71 
17 MC112 AS2 13.11 ± 0.48 
18 MC113 AS2 4.04 ± 0.95 
19 MC114 AS2 22.52 ± 0.48 
20 MC120 AS2 56.94 ± 6.11 
21 MC121 AS2 15.49 ± 3.56 
22 MC122 AS2 9.21 ± 0.81 
23 MC123 AS2 36.64 ± 0.47 
24 MC125 AS3 20.72 ± 3.25 
25 MC128 AS3 6.33 ± 3.25 
26 MC132 AS3 21.01 ± 0.41 
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ตารางผนวกที่ 13 (ตอ) 
 
ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (ไมโครโมลาร) 

27 MC134 AS3 5.47 ± 0.40 
28 MC135 AS3 7.20 ± 2.85 
29 MC136 AS3 10.54 ± 0.25 
30 MC139 AS3 11.23 ± 1.22 
31 MC142 AS3 2.59 ± 2.04 
32 MC145 AS3 16.14 ± 0.94 
33 MC147 AS3 19.28 ± 0.41 
34 MC152 AS3 19.84 ± 0.47 
35 MC153 AS3 25.21 ± 0.48 
36 MC158 AS4 17.84 ± 2.44 
37 MC161 AS4 20.72 ± 0.00 
38 MC162 AS4 11.80 ± 0.41 
39 MC165 AS4 9.32 ± 0.49 
40 MC166 AS4 27.39 ± 2.04 
41 MC169 AS4 37.12 ± 2.55 
42 MC180 AS4 0.12 ± 0.03 
43 MC181 AS4 26.65 ± 2.60 
44 MC182 AS4 8.60 ± 2.99 
45 MC187 AS4 20.18 ± 5.10 
46 MC192 AS4 27.39 ± 9.17 
47 MC194 AS4 33.16 ± 4.08 
48 MC195 AS4 25.21 ± 3.32 
49 MC196 AS4 52.44 ± 2.85 
50 MC197 AS4 66.22 ± 0.48 
51 MC199 AS4 12.80 ± 1.13 
52 MC201 AS4 21.26 ± 5.60 
53 MC202 AS4 36.30 ± 0.00 
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ตารางผนวกที่ 13 (ตอ)  
 

ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (ไมโครโมลาร) 
54 MC203 AS4 39.67 ± 0.01 
55 MC204 AS4 69.59 ± 2.40 
56 MC205 AS4 35.30 ± 1.44 
57 MC206 AS4 7.60 ± 0.57 
58 MC207 AS5 2.59 ± 2.02 
59 MC208 AS5 24.75 ± 1.63 
60 MC218 AS5 15.58 ± 3.02 
61 MC225 AS5 15.87 ± 0.01 
62 MC226 AS5 20.46 ± 0.00 
63 MC233 AS6 23.51 ± 3.03 
64 MC235 AS6 8.74 ± 0.00 
65 MC248 AS7 4.58 ± 0.44 
66 MC253 AS7 15.88 ± 0.00 
67 MC260 AS8 6.42 ± 0.43 
68 MC261 AS8 4.69 ± 3.57 
69 MC262 AS8 5.05 ± 4.08 
70 MC263 AS8 8.81 ± 0.23 
71 MC265 AS8 38.92 ± 5.09 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



185 
 

ตารางผนวกท่ี 14  การระบุชนิดของแบคทีเรียตานทานสารหนูจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rDNA  เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนวิคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank   

 ใน 5 อันดับแรก 
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน ชนิดของแบคทีเรีย 

  
% Similarlity Accession no. 

1 MC10 AS1 Enterobacter  cloacae R10-1A  100  HQ154578.1 

   Enterobacter  cloacae R2-5A  100 HQ154552.1 

   Enterobacter sp. AJAR-A3  100 HM103366.1 

   Enterobacter sp. AJAR-A2 100 HM103365.1 

   Enterobacter sp. EB44 100 FJ194525.1 

2 MC13 AS1 Bacillus  anthracis HCYL02  100  GQ392044.1 

   Bacillus  cereus MB-40 100 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 100 GU294129.1 

   Bacillus  cereus S1 100 GQ226038.1 

   Bacillus  thuringiensis 100 FJ655837.1 

3 MC120 AS1 Bacillus  cereus MB-40 100 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 100 GU294129.1 

   Bacillus  anthracis HCYL02 100 GQ392044.1 

   Bacillus sp. DQ62 98 GU377065.1 

   Bacillus  thuringiensis JS1 98 EU939700.1 

4 MC123 AS2 Bacillus cereus IV6  99 EU366376.1 

   Bacillus cereus THt1-S 100 HQ333013.1 
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ตารางผนวกท่ี 14 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน ชนิดของแบคทีเรีย 

  
% Similarlity Accession no. 

   Bacillus  cereus MB-40 100 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 100 GU294129.1 

   Bacillus cereus S1 100 GQ226038.1 

5 MC169 AS2 Bacillus  megaterium Z3-4 98 HQ268535.1 

   Bacillus sp. NIOC27 98 JF893458.1 

   Bacillus  megaterium 1027 98 FJ944650.1 

   Bacillus  megaterium 

132XG35Y 
98 FJ174651.1 

   Bacillus  megaterium 108X 98 FJ174609.1 

6 AS4 MC194 Bacillus  anthracis HCYL02 100  GQ3920444.1 

   Bacillus sp. DQ62 99 GU377065.1 

   Bacillus  cereus MB-40 99 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 99 GU294129.1 

   Bacillus  thuringiensis JS1 99 EU939700.1 

7 MC196 AS4 Bacillus  cereus MB-40 100 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 100 GU294129.1 

   Bacillus  cereus S1 100 GQ226038.1 

   Bacillus  thuringiensis 100 FJ655837.1 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283443585?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1WR80XNP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/206585433?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1WR80XNP013
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ตารางผนวกท่ี 14 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน ชนิดของแบคทีเรีย 

  
% Similarlity Accession no. 

   Bacillus sp. YAC4-9 100 DQ649444.1 

8 MC197 AS4 Ochrobactrum  intermedium 
BCR 400 

99 JN033212.1 

   Ochrobactrum sp. PG-3-8 99 JF820105.1 

   Ochrobactrum  anthropi 99 GU596495.1 

   Ochrobactrum sp. N1 99 HQ231209.1 

   Ochrobactrum sp. p48 99 HQ652579.1 

9 MC202 AS4 Bacillus sp. MAN11 99 HM755813.1 

   Bacillus sp. YACS13 99 DQ658919.1 

   Bacillus sp. BWDY-34 99 DQ314544.1| 

   Bacillus sp. MAN9 99 HM755811.1 

   Bacillus sp. N53 99 HQ188632.1 

10 MC203 AS4 Bacillus  anthracis HCYL02 100 GQ392044.1 

   Bacillus cereus MB-40 100 HM055982.1 

   Bacillus sp.  T5-12 100 GU294129.1 

   Bacillus cereus S1 100 GQ226038.1 

   Bacillus  thuringiensis 100 FJ655837.1 

11 AS4 MC204 Enterobacter  cloacae R10-1A  100  HQ154578.1 

   Enterobacter  cloacae R2-5A  100 HQ154552.1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339721485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1WSVJ8DU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334690422?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1WSVJ8DU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324036096?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1WSVJ8DU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317184290?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1WSVJ8DU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317184290?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1WSVJ8DU013
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ตารางผนวกท่ี 14 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน ชนิดของแบคทีเรีย 

  

 

% Similarlity Accession no. 

   Enterobacter sp. AJAR-A3  100 HM103366.1 

   Enterobacter sp. AJAR-A2 100 HM103365.1 

   Enterobacter sp. EB44 100 FJ194525.1 

12 MC205 AS4 Bacillus  cereus IV6 97 EU366376.1 

   Bacillus  thuringiensis Ts-5 97 GU062823.1 

   Bacillus  thuringiensis EI-12 97 FJ613540.1 

   Bacillus sp. Hg23 97 FJ228153.1 

   Bacillus  cereus ANctcri1 97 HQ286640.1 

13 MC265 AS4 Bacillus sp. 093903 98 EF522790.1 

   Bacillus  flexus AK39763 99 HQ234345.1 

   Bacillus  megaterium  p10 99 HQ166114.1 

   Bacillus  flexus j6 99 HQ166108.1 

   Bacillus sp. IHB B 4016 99 HM233990.1| 
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ภาพผนวกที่ 1  Dendrogram แสดงความสัมพันธรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากดินท่ีมีการ

ปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน จากเทคนิค DGGE  
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AS1      AS2       AS3      AS4      AS5      AS7      AS8    Control      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ภาพผนวกที่ 2  เสนแสดงตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนํามาวิเคราะหกลุมโครงสรางสังคมแบคทีเรีย 
                         ของดินปนเปอนสารหนู 
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Arthrobacter koreensis N1SF19, 16S ribosomal RNA gene, partial  
Length = 870 
Score = 291 bits (322),  Expect = 2e-75 
 Identities = 172/179 (97%), Gaps = 0/179 (0%) 
 Strand =  Plus/Plus 
 
AS1-Band A  2  TATTACCGCGTATGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTT  61 
         ||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
A.koreensis 362    TATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTT  421 
 
AS1-Band A  62  CGCTTCTTATCTGCTGAAAGAAGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGCC  121 
         ||||||||  ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
A.koreensis 422    CGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTC  481 
 
AS1-Band A  122 GCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCCTACGAGTc   180 
         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
A.koreensis 482   GCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTACGAGTC   540 

 
ภาพผนวกท่ี 3  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ 
                         ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1ดวยเทคนคิ DGGE กับ Arthrobacter  

koreensis N1SF19 
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β- proteobacterium IMCC1734 
Length = 791  
Score = 282 bits (312), Expect = 2e-72 
Identities = 165/168 (99%), Gaps = 2/168 (1%) 
Strand = Plus/Plus 
 
AS5 Band B  616  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGACGCAAGTCTGATCCAGCC  675 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
IMCC1734    266  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGACGCAAGTCTGATCCAGCC  325 
 
AS5 Band B  676  ATGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGTCAGGGAAGAAACGC  735 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
IMCC1734    326  ATGCCGCGTGCGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGTCAGGGAAGAAACGC  385 
 
AS5 Band B  736  TCTGGGTTAATACCCTGGGGTAATGACGGTACC-GAAGAA-AAGAACC  781 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| ||| ||| 
IMCC1734    386  TCTGGGTTAATACCCTGGGGTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACC  433                                 
 
ภาพผนวกที่ 4  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  
                        ตัวแทน (AS1 Band B) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค DGGE  
  กับ  β-proteobacterium IMCC1734 
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Uncultured beta proteobacterium clone TH_a16 
Length = 700 
Score = 280 bits (310),  Expect = 4e-72 
Identities = 160/163 (99%), Gaps = 0/163 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
AS1 Band C  254  ggACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGC  313 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| ||||||||||| 
Th_a16      273  GGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC  332 
 
AS1 Band C  314  AATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAACG  373 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Th_a16      333  AATGCCGCGTGCAGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAACG  392 
 
AS1 Band C  374  GTTCTGGTTAATACCTGGGGCTAATGACGGTACCGTAAGAATA  416 
                 || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Th_a16      393  GTCCTGGTTAATACCTGGGGCTAATGACGGTACCGTAAGAATA  435 

 
ภาพผนวกที่ 5  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอตัวแทน  
                        (AS1 Band C) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค DGGE กับ Uncultured 
 β-proteobacterium clone TH_a16 
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Uncultured bacterium clone LNR A2-16 
Length = 1302 
Score = 260 bits (288),  Expect = 3e-66 
Identities = 157/162 (97%), Gaps = 5/162 (3%) 
Strand = Plus/Plus 
 
AS5 Band F  253  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCC  312 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
LNR A2-16   237  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAAGCCTGAACCAGCC  296 
 
AS5 Band F  313  ATCCCGCGTGCAGGAAGACGGCGCTATGCGTTGTAAACTGCTTTTCCAGGGGGAGAAACT  372 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
LNR A2-16   297  ATCCCGCGTGCAGGAAGACGGCGCTATGCGTTGTAAACTGCTTTTCCAGGGGGAGAAACT  356 
 
AS5 Band F  373  TGCGCACGTGTTGCGCAA-TGAC-GTACCCTG---ATAAGCA  409 
                 |||||||||||||||||| |||| ||||||||   ||||||| 
LNR A2-16   357  TGCGCACGTGTTGCGCAATTGACGGTACCCTGGGAATAAGCA  398 

 
ภาพผนวกที่ 6  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ                           
                        ตัวแทน (AS1 Band F) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค DGGE กับ Uncultured  
                        bacterium clone LNR A2-16 
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Enterobacter cloacae R10-1A 
Length = 1491 
 Score =  961 bits (520),  Expect = 0.0 
 Identities = 520/520 (100%), Gaps = 0/520 (0%) 
 Strand = Plus/Plus 
 
MC010       11 CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG  70 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae  377 CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG  436 
 
MC010      71 TGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC  130 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   437 TGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC  496 
 
MC010       131 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA  190 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   497 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA  556 
 
MC010      191 GCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC  250 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   557 GCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC  616 
 
MC010      251 ATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA  310 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   617 ATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA  676 
 
MC010       311 AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGAC  370 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   677 AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGAC  736 
 
MC010       371 GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA  430 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   737 GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA  796 
 
MC010       431 AACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAA  490 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   797 AACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAA  856 
 
MC010       491 TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA  530 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae   857 TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA  896 

 
ภาพผนวกที่ 7  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี  

                      ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC013) กับ Enterobacter cloacae R10-1A 
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Bacillus anthracis HCYL02 
Length = 562 
Score = 983 bits (532), Expect = 0.0 
Identities = 532/532 (100%), Gaps = 0/532 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
 
MC013       1 TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  19 TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  78 
 
MC197       61 GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  79 GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  138 
 
MC013      121 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 139   GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  198 
 
MC013      181 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 199 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  258 
 
MC013     241 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 259 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  318 
 
MC013      301 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 319 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  378 
 
MC013      361 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 379 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  438 
 
MC013     421 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 439 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  498 
 
MC013      481 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  532 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 499 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  550   

 
ภาพผนวกที่ 8  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                          ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC013) กับ Bacillus anthracis HCYL02 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



197 
 

Bacillus cereus MB-40 
Length = 990 
Score = 979 bits (530), Expect = 0.0 
Identities = 530/530 (100%), Gaps = 0/530 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
MC120          1 TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  60 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40  23 TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  82 
 
MC120        61 GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  120 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40  83 GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  142 
 
MC120        121 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 143 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  202 
 
MC120       181 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 203 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  262 
 
MC120        241 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 263 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  322 
  
MC120       301 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 323 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  382 
 
MC120        361 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  420 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 383 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  442 
 
MC120       421 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 443 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  502 
 
MC120        481 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA  530 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40 503 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA  552 

 
ภาพผนวกที่ 9  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                          ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC120) กับ Bacillus cereus MB-40 
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Bacillus cereus IV6 
Length = 1450 
Score = 987 bits (534), Expect = 0.0 
Identities = 542/546 (99%), Gaps = 1/546 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
 
MC123         1   CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  59 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  366   CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  425 
 
MC123         60   GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  119 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  426  GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  485 
 
MC123        120  GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  179 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  486  GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  545 
 
MC123        180  TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  239 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  546  TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  605 
 
MC123        240  GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  299 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  606  GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  665 
 
MC123        300  GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  359 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  666  GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  725 
 
MC123        360  TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  419 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  726  TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  785 
  
MC123        420  CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  479 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  786   CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  845 
 
MC123        480   AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGNTTTGG  539 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||  
B. cereus IV6  846  AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGATTTGA  905 
 
MC123       540  CCGGGG  545 
              | |||| 
B. cereus IV6  906  CGGGGG  911 

 
ภาพผนวกท่ี 10  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC123) กับ Bacillus cereus IV6 
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Bacillus megaterium Z3-4  
Length = 1126 
Score = 985 bits (533),  Expect = 0.0 
Identities = 544/550 (99%), Gaps = 2/550 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
MC169    1    TCTGACGGANCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA  59 
                  ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    285    TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA  344 
 
MC169            60    GGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  119 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    345    GGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  404 
 
MC169           120    GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  179 
                         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    405    GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  464 
 
MC169           180    TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  239 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    465    TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  524 
 
MC169           240    GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGT  299 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    525    GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGT  584 
 
MC169           300    GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTC  359 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    585    GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTC  644 
 
MC169          360    TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  419 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    645    TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  704 
 
MC169           420    CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCT  479 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B.  megaterium    705    CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCT  764 
 
MC169          480    AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCANGGTTTTTGA  539 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||  || || 
B.  megaterium    765    AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAGGAATT-GA  823 
 
MC169           540    CGGGGG  545 
                  |||||| 
B.  megaterium    824    CGGGGG  682 

 
ภาพผนวกที่ 11  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี  

 ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC169) กับ Bacillus megaterium Z3-4 
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Bacillus anthracis HCYL02  
Length = 562 
Score = 983 bits (532), Expect = 0.0 
Identities = 532/532 (100%), Gaps = 0/532 (0%) 
Strand = Plus/Plus  
 
MC196         1   TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   19   TCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG  78 
  
MC196        61   GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   79   GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC  138 
 
MC196       121   GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  139 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT  198 
 
MC196      181 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  199 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC  258 
 
MC196       241 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  259 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGT  318 
 
MC196      301 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  319 GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC  378 
 
MC196       361 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  379 TGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT  438 
 
MC196       421 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  439 CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTT  498 
 
MC196      481 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  532 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis  499 AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  550 

 
ภาพผนวกท่ี 12  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC194) กับ Bacillus anthracis HCYL02 
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Bacillus cereus MB-40 
Length = 990   
Score = 979 bits (530), Expect = 0.0 
Identities = 530/530 (100%), Gaps = 0/530 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
MC196  1    TGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  60 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40      25   TGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  84 
 
MC196           61   AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  120 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40      85   AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  144 
 
MC196            121   CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  180 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     145   CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  204 
 
MC196           181   GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  240 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     205   GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  264 
 
MC196            241   GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT  300 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     265   GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT  324 
 
MC196            301   AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  360 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     325   AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  384 
  
MC196            361   TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  420 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     385   TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  444 
 
MC196            421   ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  480 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     445   ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  504 
 
MC196            481   CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAA  530 
                         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus MB40     505   CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAA  554 

 
ภาพผนวกที่ 13  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                           ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC196) กับ Bacillus cereus MB-40 
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Ochrobactrum intermedium BCR400  
Length = 1384 
Score =  894 bits (484),  Expect = 0.0 
Identities = 489/491 (99%), Gaps = 2/491 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 
MC197       40   CCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCCTTTTCACCGGTGAAGATAATGA  99 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    333   CCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCT-C-TTTCACCGGTGAAGATAATGA  390 
 
MC197      100   CGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGG  159 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    391   CGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGG  450 
 
MC197      160   GGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGGCTAATAAGTCAGG  219 
                    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    451   GGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGGCTAATAAGTCAGG  510 
  
MC197      220   GGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGTTAGTCTTGAGTATGGT  279 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    511   GGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGTTAGTCTTGAGTATGGT  570 
 
MC197      280   AGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG  339 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    571   AGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG  630 
 
MC197      340   TGGCGAAGGCGGCTCACTGGACCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA  399 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    631   TGGCGAAGGCGGCTCACTGGACCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA  690 
  
MC197      400   CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTTGGGGAGTT  459 
                    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    691   CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTTGGGGAGTT  750 
  
MC197      460   TACTCTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA  519 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
O. intermedium    751   TACTCTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA  810 
   
MC197      520   TTAAAACTCAA  530 
                  ||||||||||| 
O. intermedium    811   TTAAAACTCAA  821 

  
ภาพผนวกที่ 14  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 

                           ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC197) กับ Ochrobactrum intermedium 
BCR400 
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Bacillus sp. MAN11 
Length = 837 
Score = 1007 bits (545), Expect = 0.0 
Identities = 546/547 (99%), Gaps = 0/547 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
MC202         1    AAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT  60 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.    6    AAGTCTGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT  65 
 
MC202        61 TAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC  120 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.   66 TAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC  125 
 
MC202      121 ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  126 ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT  185 
 
MC202       181 ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  186 ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAA  245 
 
MC202       241 CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGNGGAATTCCAC  300 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 
Bacillus sp.  246 CCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC  305 
 
MC202       301 GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  306 GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGG  365 
 
MC202      361 TCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  366 TCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA  425 
 
MC202       421 GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  426 GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAG  485 
 
MC202       481 CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.  486 CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT  545 
 
MC202      541 GACGGGG  547 
            ||||||| 
Bacillus sp.  546 GACGGGG  552 

 
ภาพผนวกท่ี 15  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                           ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC202) Bacillus sp. MAN11 
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Bacillus anthracis HCYL02 
Length = 562 
Score = 957 bits (1060), Expect = 0.0 
 Identities = 530/530 (100%), Gaps = 0/530 (0%) 
 Strand = Plus/Plus 
 
MC203          1    TGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  60 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 21    TGACGGAGCACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  80 
 
MC203       61    AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  120 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis 81    AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  140 
 
MC203        121    CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  180 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   141    CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  200 
 
MC203        181    GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  240 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   201    GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  260 
 
MC203        241    GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT  300 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   261    GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT  320 
 
MC203        301   AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  360 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   321    AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  380 
 
MC203        361    TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  420 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   381    TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  440 
 
MC203        421     ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  480 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   441    ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  500 
 
MC203        481    CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  530 
                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. anthracis   501    CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAG  550 

         
ภาพผนวกท่ี 16  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดกัชันสารหนู (MC203) Bacillus anthracis HCYL02 
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Enterobacter cloacae R10-1A 
Length = 1491 
 Score = 957 bits (1060), Expect = 0.0  
Identities = 530/530 (100%), Gaps = 0/530 (0%) 
 Strand = Plus/Plus 
 
MC204        2    CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG  61 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    368  CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG  427 
 
MC204        62   GGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCG  121 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    428   GGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCG  487 
 
MC204        122   GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT  181 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    488   GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT  547 
 
MC204        182    GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT  241 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    548   GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT  607 
 
MC204        242   GGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG  301 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    608  GGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG  667 
 
MC204        302  TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA  361 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    668   TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA  727 
 
MC204        362  AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  421 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    728   AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC  787 
 
MC204        422   CACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAA  481 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    788   CACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAA  847 
 
MC204        482   CGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA  531 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
E.  cloacae    848   CGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA  897 

 
ภาพผนวกท่ี 17  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                            ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC204) กับ Enterobacter cloacae R10-1A 
 
 
 
 
 
 
 
 



206 
 

Bacillus cereus IV6 
Length = 1450 
Score = 940 bits (1042), Expect = 0.0 
Identities = 533/544 (98%), Gaps = 0/544 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 
MC205   1    GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  60 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6  368     GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG  427 
 
MC205         61    AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  120 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   428   AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG  487 
 
MC205         121   CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  180 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   488   CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG  547 
 
MC205         181   GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTNTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  240 
               |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   548   GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT  607 
 
MC205        241   GGAGGGTCNTTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCANAANAGGAAANTGGAATTCCATGTGT  300 
               |||||||| ||||||||||||||||||||||||| || |||||| ||||||||||||||| 
B. cereus IV6   608   GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT  667 
 
MC205         301   NGCGGTGAAATGCGTANAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  360 
                 ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   668   AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG  727 
 
MC205        361   TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  420 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   728   TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC  787 
 
MC205         421   ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  480 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
B. cereus IV6   788   ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA  847 
 
MC205         481   CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGTTTTNNCN  540 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||  |  
B. cereus IV6   848   CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGATTTGACG  907 
 
MC205        541   GGGG  544 
               |||| 
B. cereus IV6   908   GGGG  911 

 
ภาพผนวกท่ี 18  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                            ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC205) กับ Bacillus cereus IV6 
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Bacillus sp. 093903 
Length = 1432 
Score = 953 bits (1056), Expect = 0.0 
 Identities = 541/549 (99%), Gaps = 2/549 (0%) 
 Strand = Plus/Plus 
 
MC265   1   AAGTCTGACGGAGCA-CGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTG  59 
                  ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  344  AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTG  403 
 
MC265   60   TTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC  119 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  404  TTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC  463 
 
MC265    120  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAT  179 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  464  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAAT  523 
 
MC265    180  TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA  239 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  524  TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA  583 
 
MC265   240  ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGNGCAGAAGAGAAAAGNGGAATTCCA  299 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||| 
Bacillus sp.093903  584  ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCA  643 
 
MC265    300  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTG  359 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  644  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTG  703 
 
MC265    360  GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT  419 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903 704  GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT  763 
 
MC265    420  AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTANAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA  479 
                  |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Bacillus sp.093903  764  AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA  823 
 
Mc265   480  GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGG-TT  538 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Bacillus sp.093903  824  GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGATT  883 
 
Mc265    539  NNACNGGGG  547 
                      || |||| 
Bacillus sp.093903  884  TGACGGGGG  892 

 
ภาพผนวกท่ี 19  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                            ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC265) กับ Bacillus sp. 093903 
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