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การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางสังคมจุลินทรียในดินที่มีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขน
ตํ่าและสูง ที่อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี  โดยอาศัยเทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE)  พบวารูปแบบแถบดีเอ็นเอของโครงสรางสังคมจุลินทรียไมมีความแตกตางระหวางดินที่ทําการศึกษา  
ทั้งนี้จากการวิเคราะหความสัมพันธของแบคทีเรียโดยการตัดแถบดีเอ็นเอและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA จากแถบดีเอ็นเอตัวแทน 6 ตัวอยาง  สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได คือ Arthrobacter sp. 
และ Proteobacteria sp.  สําหรับการคัดแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู พบแบคทีเรียทั้งหมด 262 ไอโซเลต   
จากดินปนเปอนสารหนู ซึ่งแบคทีเรียตานทานสารหนูสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ จากการวิเคราะหขอมูล 
minimum inhibitory concentration (MIC) พบวาแบคทีเรียสามารถตานทานสารหนูอารเซเนตไดมากกวา       
อารเซไนต  โดยบางไอโซเลตสามารถตานทานสารหนูทั้งอารเซเนตและอารเซไนตไดมากถึง 1,500 มิลลิกรัม
ตอลิตร และจากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียทั้งหมดในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด สามารถ
จัดกลุมไดเปน 100 กลุม  ซึ่งบงช้ีถึงความหลากหลายของแบคทีเรียดังกลาว ทั้งนี้แบคทีเรียแตละกลุมที่คัดเลือก
จากการตานทานสารปฏิชีวนะนํามาศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer  ซึ่ง
ความสัมพันธของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอของแบคทีเรียทั้ง 100 กลุม  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทั้ง 100 กลุม 
สามารถแบงไดเปน 4 กลุมใหญ ที่ระดับความคลายคลึง 5-99%  นอกจากนี้จากการการตรวจสอบการปรากฏ
ของยีนตานทานสารหนู (ars) ดวยเทคนิค PCR พบวา 30% ของแบคทีเรีย 100 ไอโซเลต มีการปรากฏของยีน
ตานทานสารหนู arsC ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม arsenate reductase อยางไรก็ตามแบคทีเรียตานทานสารหนู
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากดินปนเปอนสารหนูนี้ เมื่อนํามาทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค 
agar plate screening assay ทั้งอารเซไนตและอารเซเนต พบวาแบคทีเรีย 95 ไอโซเลต สามารถรีดิวซ อารเซเนต
เปนอารเซไนตได แตไมพบการออกซิไดซอารเซไนตเปนอารเซเนต ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง แมวา
แบคทีเรียจะสามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีความเขมขนของอารเซไนตสูง ทั้งนี้พบแบคทีเรียพียง  13 ไอโซเลต 
ที่มีประสิทธิภาพสูงในการแปลงสารหนูอารเซเนต ( 33-69ไมโครโมลาร)  เมื่อวัดดวยวิธี Molybdenum blue  
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA สามารถจัดอยูในพวก Firmicutes และ Proteobacteria  
โดยแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ระบุอยูในสกุล Bacillus และ  3 ไอโซเลต ระบุอยูในสกุล Enterobacter และ 
Ochrobactrum  จากผลการทดลองสรุปไดวา  แบคทีเรียซึ่งมีความหลากหลายที่คัดแยกไดจากดินปนเปอน     
สารหนู บริเวณเหมืองแรดีบุกเกามีความสามารถในการแปลงสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตได 
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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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 10 ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนต ท่ีระดับ                   

ความเขมขนสูงสุดของแบคทีเรีย 262 ไอโซเลต เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 
                      100 และ 10000 เทา 155 
 11 ความสามารถในการตานทานสารหนูและสารปฏิชีวนะที่ระดับความเขมขน               

สูงสุดท่ีสามารถตานทานไดของแบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต เม่ือ 
  เจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 และ 10000 เทา 169 
 12 ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซไนตและอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน

สูงสุด ของแบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต และการปรากฏของยีนตานทานสารหนู 
arsC 177 

 13 ปริมาณสารหนูอารเซไนตจากการรีดักชันอารเซเนตเปนอารเซไนตโดยแบคทีเรีย  
  วัดดวยวิธี Molybdenum blue 182 
 14 การระบุชนิดของแบคทีเรียตานทานสารหนูจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 
  ยีน 16S rDNA  เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนวิคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank  
  ใน 5 อันดับแรก 186 
    



(4) 
 

สารบัญภาพ 
 
ภาพท่ี       หนา 
 
 1 โครงสรางทางเคมีของสารหนูอนินทรียและอินทรีย  6 
 2   ความสัมพันธของคารีด็อกโพเทนเชียลและพีเอชตอรูปของสารหนูในดิน 

ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และความดัน 1 บรรยากาศ   12 
 3  ปฏิกิริยาการรวมตัวกันทางเคมีของ sulfhydryl ในโปรตนีหรือเอนไซมกับสารหนู              

อารเซไนต 19 
 4 กลไกการขจดัพิษของสารหนูและเอนไซมท่ีเกี่ยวของในส่ิงมีชีวิตพวกโปรคาริโอต 30 
 5  จุดเก็บตัวอยางดินปนเปอนสารหนู บริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําลองคพระ 
   อําเภอดานชาง จังหวดัสุพรรณบุรี 46 
 6 การประกอบอุปกรณเพื่อเตรียมเจลสําหรับเทคนิค DGGE 51 
 7 การประกอบอุปกรณเขากับ chamber และแผงควบคุม 51       

8  กระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ                             
จุมในเซลลแตละไอโซเลต วางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนู                           
อารเซไนตหรืออารเซเนต            60 

 9  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลท่ีไดจากเทคนิค DGGE  68 
 10  Dendrogram ความสัมพันธของรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอจากดินปนเปอน 

สารหนูในระดับท่ีตางกัน วเิคราะหดวยโปรแกรม BioNumeric version 3.5 
  โดย UPGMA 69 
    11  ตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 6 แถบ จากดิน AS1   
 คือ แถบ A B C D และ E และจากดิน AS5 คือ แถบ F       71  
     12  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500  
 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา       77  
     13  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500  
 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา       77  
 
 
   



(5) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี       หนา 
  
 14  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศยัขอมูล 
  การตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร   
  เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 78 
 15   เปอรเซ็นตแบคทีเรียตานทานสารหนูในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิดท่ีระดับ        

ความเขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  80   
 16  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู อาศัยขอมูล 
   การตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดับความเขมขนตางๆ เมื่อเจือจาง              
   เซลลแบคทีเรีย 100 เทา  82  
 17  ลายพิมพดีเอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR  84   
 18 Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยอาศยัขอมูลลายพิมพ 
  ดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer 89   
 19 ผลผลิต PCR ในสวนของยนีตานทานสารหนู arsC ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณ 
  ดวยไพเมอร arsC-1F และ arsC-1R 92 
 20 การทดสอบการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต บนอาหาร CDM  
  ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซเนต ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30  
  องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 96            
 21 การทดสอบการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนต บนอาหาร CDM  
  ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตความเขมขน 2 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30  
  องศาเซลเซียส ในท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 97       

22 Phylogenetic tree เปรียบเทียบแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการการรีดักชัน 
 อารเซเนตท่ีไดกับแบคทีเรียในฐานขอมูล RDP                 101    

 
 
 
 



(6) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี       หนา                                
 
1 Dendrogram ความสัมพันธของลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากดินท่ีมีการปนเปอน  

สารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกนัจากเทคนิค DGGE 189               
2  เสนแสดงตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนํามาวิเคราะหกลุมโครงสรางสังคม 

แบคทีเรียในดนิปนเปอนสารหน ู                  190 
3 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค  
 DGGE กับ Arthrobacter koreensis N1SF19    191           
4  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ   

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค  
 DGGE กับ β-proteobacterium IMCC1734                 192                   
5  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  

ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1ดวยเทคนิค DGGE          
        กับ Uncultured β-proteobacterium clone TH_a16 193          
6  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ 
 ตัวแทน (AS1 Band F) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค DGGE กับ  
 Uncultured bacterium clone LNR A2-16                   194     
7  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน 

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

ความสามารถในการรีดกัชันสารหนู (MC013) กับ Bacillus anthracis  
HCYL02 196      
 
 
 
 



(7) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกท่ี       หนา   

 
9  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรีย                              

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

ตัวแทนท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC123) กับ Bacillus cereus  
 IV6 198 
11  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                   

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC169) กับ Bacillus megaterium  
Z3-4 199 

12  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน              
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC194) กับ Bacillus anthracis                                   
HCYL02 200 

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

14  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC197) กับ Ochrobactrum  
intermedium BCR400         202 

15   การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                        
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC202) Bacillus sp. MAN11  203 

16   การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                    
ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC203) Bacillus anthracis  

  HCYL02    204 
17  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน               

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



(8) 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกท่ี      หนา      
 
18  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                  

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC205) กับ Bacillus cereus IV6 206 
19  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยนี 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทน                     

ท่ีมีความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC265) กับ Bacillus sp. 093903 207 
 



1 
 

การแปลงและการขจัดพิษของสารประกอบสารหนูโดยจุลินทรียดิน 
 

Transformation and Detoxification of Arsenic Compounds by  
Soil Microorganisms 

 
คํานํา 

 
ดินเปนทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีความสําคัญทางการเกษตร นอกจากจะมีหนาท่ีในการผลิต

ปจจัยส่ีท่ีสําคัญตอการดํารงชีวิตแลว ยังมีหนาท่ีในการรองรับสารพิษตางๆ ท้ังท่ีเปนสารอินทรียและ
สารอนินทรียจากการใชประโยชนในรูปแบบตางๆ ดวย แมวาทรัพยากรดินจะมีความสามารถในการ
รองรับหรือดูดซับสารพิษตางๆ แตก็อาจมีขอจํากัดและปจจัยท่ีในการดูดซับสารพิษดังกลาวของดิน 
ท้ังนี้จากการพัฒนาและการขยายตัวทางเศรษฐกิจตามทิศทางการเปลี่ยนแปลงของเศรษฐกิจโลก ทํา
ใหอุตสาหกรรมการคาตางๆ รวมทั้งอุตสาหกรรมทางดานการเกษตรของประเทศมีการขยายตัวตาม 
ซ่ึงอาจทําใหเกิดการปนเปอนมลพิษจากการทําอุตสาหกรรมและการใชสารเคมีทางการเกษตร จน
กอใหเกิดปญหาดานส่ิงแวดลอม ซ่ึงหากไมมีการแกปญหาอาจทําใหเกิดการตกคางของสารพิษตางๆ 
ในส่ิงแวดลอมและผลผลิตทางการเกษตร รวมทั้งสงผลตอทรัพยากรธรรมชาติเส่ือมโทรมในระยะ
ยาวอีกดวย ปจจุบันนักวิทยาศาสตรไดพยายามหาแนวทางในการจัดการและลดการปนเปอนของ
สารพิษตางๆ ในดิน โดยมีการนําจุลินทรียดินท่ีมีอยูในธรรมชาติมาใชประโยชนซ่ึงถือเปนอีก
แนวทางหนึ่งท่ีสามารถนํามาใชในการการลดความเปนพิษของสารพิษในดินได 

 
สารหนูจัดเปนธาตุกึ่งโลหะท่ีเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต ซ่ึงสามารถพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ 

โดยเปนองคประกอบของหินและแรตางๆ และพบมากในสายแรทองแดง แมงกานีส ตะกั่ว ดีบุก เงิน
และทองคํา อีกท้ังสารหนูยังเปนธาตุท่ีนิยมใชเปนวัตถุดิบในการผลิตทางอุตสาหกรรมตางๆ ท้ังเซรา
มิก โลหะอัลลอยด อุปกรณอิเล็กทรอนิก รวมท้ังใชเปนสวนประกอบของสารกําจัดศัตรูพืช อาหาร
สัตวและยารักษาโรค จึงทําใหสารหนูเปนธาตุท่ีมีความเส่ียงตอการปนเปอนในส่ิงแวดลอมและมี
ผลกระทบในวงกวางตอมนุษยและส่ิงมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศ   

 
การปนเปอนสารหนูถือวาเปนปญหาท่ีพบไดในหลายประเทศท่ัวโลก เชน จีน เกาหลี       

บังคลาเทศ  อินเดีย สหรัฐอเมริกา อารเจนตินา กัมพูชา พมาและ เวียดนาม ซ่ึงสวนใหญมีปญหาการ
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ปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําและในดินท่ีมีสาเหตุจากการทําอุตสาหกรรมตางๆ และการทําเหมืองแร 
และเปนสาเหตุหลักของการแพรกระจายและการปนเปอนสารหนูลงสูดินและแหลงน้ําในธรรมชาติ 
สําหรับประเทศไทยเองก็พบการปนเปอนของสารหนูในแหลงน้ําและดินเชนเดียวกัน โดยพบการ
ปนเปอนคร้ังแรกท่ีอําเภอรอนพิบูลย จังหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการทําเหมืองแร 
ท้ังนี้การปนเปอนดังกลาวทําใหประชาชนท่ีบริโภคน้ําดื่มท่ีมีการปนเปอนสารหนูไดรับอันตรายจาก
พิษของสารหนูแบบเร้ือรัง   

 
จาการศึกษาผลกระทบของสารหนูตอส่ิงมีชีวิตพบวาสารหนูจะมีผลกระทบตอมนุษยและ

ส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ รวมท้ังจุลินทรีย ซ่ึงจกการศึกษาผลของสารหนูตอจุลินทรียท่ีผานมาพบวา สารหนูมี
ผลตอการลดจํานวนและชนิดของจุลินทรีย  รวมท้ังมีผลตอการลดลงของกิจกรรมตางๆ ของ
จุลินทรียดวย อยางไรก็ตามจุลินทรียบางชนิดสามารถนําสารหนูมาใชประโยชนได  เชน การใช
สารประกอบของสารหนูเปนตัวใหหรือตัวรับอิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจ นอกจากนี้ยังมี
รายงานเกี่ยวกับจุลินทรียท่ีสามารถตานทานสารหนูไดโดยอาศัยกลไกท่ีสําคัญ คือ  การแปลงสารหนู
และขับสารหนูออกมานอกเซลล ซ่ึงเปนกลไกท่ีถูกควบคุมโดยยีนหลายยีนท่ีทําหนาท่ีแตกตางกัน 
และทํางานเปนระบบ  เรียกวา ars operon จึงทําใหจุลินทรียมีความสามารถในการตานทานสารหนู 
นอกจากนี้จุลินทรียยังสามารถใชกลไกอ่ืนในการลดความเปนพิษสารหนูได เชน กระบวนการ
ออกซิเดชัน รีดักชัน เปนตน  

 
การศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับสารหนูท่ีผานมาสวนใหญเปนการศึกษาในตางประเทศ แต

สําหรับประเทศไทยยังมีการศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับสารหนูไมมากนัก ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้จึง
ไดทําการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขน
แตกตางกัน ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียตานทานสารหนูในดิน รวมท้ังศึกษายีนตานทาน
สารหนู arsC ซ่ึงเปนยีนท่ีสําคัญในการขับสารหนูออกจากเซลลของจุลินทรีย และศึกษา
ความสามารถในการแปลงสารหนูท้ังการรีดักชันและออกซิเดชันดวย ท้ังนี้ก็เพื่อหาแนวทางท่ีเปนไป
ไดในการลดการปนเปอนสารหนู เพ่ือใชในการควบคุมการแพรกระจาย และเฝาระวังพ้ืนท่ีเส่ียงตอ
การปนเปอนสารหนู  ซ่ึงตองอาศัยการศึกษาวิจัย  และพัฒนาใหทันสมัยและเหมาะสมกับ
สภาพแวดลอมในแตละพ้ืนท่ีดวย 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อเปรียบเทียบโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดนิท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความ
เขมขนท่ีแตกตางกัน 
 

2.  เพื่อศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูและยีนตานทานสารหนู arsC 
ของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหน ู

 
3.   เพื่อเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการแปลงสารหนูเพื่อชวยในการบําบัดและฟนฟู

ดินท่ีมีการปนเปอนสารหน ู
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การตรวจเอกสาร 
 
สารหนู   
 

1. ลักษณะและสมบัติท่ัวไปของสารหนู 
 

สารหนู (arsenic) เปนธาตุกึ่งโลหะ (semimetal) ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยาไดท้ัง HHHHโลหะ HHHHและ HHHH

อโลหะ HHHH มีลักษณะเปนผงโลหะสีเทา อาจพบเปนสีเหลืองหรือแดงเม่ืออยูเปนองคประกอบของแร
อ่ืนๆ เชน orpiment หรือ realgar สารหนูมีน้ําหนักโมเลกุล 74.9216 เลขอะตอมเทากับ 33 จัดอยูใน
ธาตุหมู 5A ซ่ึงประกอบดวยไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) สารหนู (As) แอนติโมนี (Sb) และ
บิสมัท (Bi) มีความแข็งประมาณ 3.5 สามารถระเหยกลายเปนไอท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  โดย
การระเหยจะเกิดไดเร็วท่ีอุณหภูมิ 450 องศาเซลเซียสและระเหิดไดท่ีอุณหภูมิ 613 องศาเซลเซียส  
จุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ 814 องศาเซลเซียส (ท่ีความดันบรรยากาศ 36) โดยสารหนูสีเหลืองจะ
ระเหยเปนไอไดงายและวองไวตอการทําปฏิกิริยาทางเคมีกวาสารหนูสีเทา (Othmer, 2004)  สารหนู
ถูกคนพบคร้ังแรกโดย Albertus Magnus ในชวง 1208-1280 ปกอนคริสตศักราช  โดยคําวา "arsenic" 
มาจากภาษาเปอรเซียวา "zarnik" แปลวา หรดาลกลีบทอง ซ่ึงหมายถึง แรชนิดหนึ่งท่ีมีลักษณะเปน
ผลึกมีสีเหลือง ประกอบดวยธาตุหลัก 2 ธาตุคือ สารหนูและกํามะถัน โดยชาว HHHHกรีก HHHHนําคํานี้ไปใชวา 
"arsenikon" สวนคําวา "สารหนู" มาจากการท่ีสารหนูมีพิษสูง เม่ือกินและหายใจเขาไปจะเขาไป
ทําลายHHHHระบบทางเดินอาหารHHHHและสวนอ่ืนๆ ของรางกาย และตายในท่ีสุด จึงนิยมใชเปน HHHHยาเบ่ือหนู HHHHและ
เปนท่ีมาของคําวา “สารหนู” (กฤษณา, 2550) นอกจากการใชสารหนูเปนยาพิษแลวในสมัย HHHH

พุทธกาลHHHH Hipprocrates ไดนําสารประกอบของสารหนูมาเปนองคประกอบของยารักษาโรค ชาว HHHHกรีก HHHH

และชาว HHHHโรมัน HHHHใชสารหนู HHHHซัลไฟด HHHHในการทําสีเม่ือตองการสีแดงและสีเหลือง นอกจากนี้ Paul Ehrlich 
นักวิทยาศาสตรชาวเยอรมัน ไดมีการนําสารหนูอินทรียมาใชในการรักษาโรคHHHHซิฟลิส HHHHในสมัยท่ียังไมมี
ยาHHHHเพนนิซิลิ HHHHนอีกดวย ซ่ึงตอมาในป ค.ศ. 1940 จึงมีการนําสารหนูมาใชกันอยางแพรหลายโดยใชเปน
สวนผสมของยารักษาโรค (Emsley, 2001)   
 
 
 
 
 



5 
 

2.  รูปของสารหนู 
 

     สารหนูสามารถพบได 2 รูปคือ สารหนูอินทรียและอนินทรีย โดยมีเลขออกซิเดชันหรือ
วาเลนซีหลายคา 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) รูปของสารหนูท่ีพบในดินสวนใหญมักอยูในรูป
สารหนูอนินทรียท่ีมีวาเลนซี +5 เรียกวา อารเซเนต (As+5) พบไดหลายรูป เชน AsO4

-3 HAsO4
-2 และ 

H2AsO4
-  และวาเลนซี +3 เรียกวา อารเซไนต (As+3) พบไดหลายรูปเชนเดียวกัน ไดแก As(OH)3 

As(OH)4
- AsO2(OH)-2 และ AsO3

-3 (Cullen and Reimer, 1989; Masscheleyn et al., 1991; Balasoiu et 
al., 2001) สารหนูอารเซเนตและอารเซไนตสามารถเกิดการเปล่ียนรูปไดข้ึนอยูกับสภาพรีด็อก       
โพเทนเชียล (redox potential; Eh) และพีเอช (pH) เชน สารหนูอารเซเนตจะเสถียรอยูในดินเม่ือคา  
รีด็อกโพเทนเชียลอยูในชวง -100 ถึง 300 mV ในขณะที่สารหนูอารเซไนตจะเสถียรเมื่อคารีด็อก   
โพเทนเชียลต่ํากวา -100 mV (McGeehan, 1996) 
 

สําหรับสารหนูในรูปอินทรียคือ สารหนูท่ีอยูเปนองคประกอบของเซลลในส่ิงมีชีวิต 
โดยสารหนูสามารถรวมตัวกับคารบอนและไฮโดรเจนในเซลลของส่ิงมีชีวิต กลายเปนสารหนู
อินทรีย ซ่ึงไมสามารถแตกตัวเปนเกลืออนินทรียไดเหมือนกับสารหนูอนินทรีย จึงมีพิษนอยกวา 
(นันทฤทธ์ิ และไมตรี, 2544) สารหนูอินทรียพบไดหลายชนิดท้ังในพืชและสัตว โดยเฉพาะในสัตว
น้ํา เชน กุง ปู ปลา และสาหราย โดยสารหนูอินทรียท่ีอยูเปนองคประกอบของเซลลส่ิงมีชีวิตจะมาก
นอยแคไหนข้ึนอยูกับชนิดของส่ิงมีชีวิตในดินหรือส่ิงแวดลอม เชน arsenobetaine arsenocholine 
monomethylarsonic acid (MMAA) methylarsonate (MA) และ dimethylarsinic acid (DMAA) 
(Buchet and Lauwerys, 1981; Leonard, 1991) สารหนูในสัตวน้ําสวนใหญเปนพวก arsenobetaine 
arsenocholine และ tetramethylarsonium ion (Meharg and Whitaker, 2002) สําหรับ arsenosugar มัก
พบเปนองคประกอบในเนื้อเยื่อของสาหราย (Francesconi and Edmonds, 1998; Meharg and 
Whitaker, 2002) โครงสรางทางเคมีของสารหนูดังกลาวมาขางตน 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  โครงสรางทางเคมีของสารหนูอนินทรียและอินทรีย 
 
ท่ีมา: Meharg and Whitaker (2002) 
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นอกจากนี้สารประกอบสารหนูอารเซเนต (AsO4
-3) สามารถเกิดการรีดักชันเปนสารหนู   

อารเซไนต (AsO4
-3) และเปลี่ยนเปนแกสในช้ันบรรยากาศได เรียกแกสนี้วา แกสอารซีน (AsH3) 

(Bentley and Chasteen, 2002; Stolz et al., 2006) โดยการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนนี้จะเกิดข้ึนในสภาวะ
ท่ีไมมีอากาศ และมีคารีด็อกโพเทนเชียลท่ีต่ํามาก โดยปกติแกสอารซีนเปนแกสท่ีไมมีสี แตมีกล่ิน
ฉุนคลายกระเทียม และมีระดับความเปนพิษสูง สามารถถูกออกซิไดซไดงาย และสลายตัวท่ีอุณหภูมิ
สูงกวา 225 องศาเซลเซียส (Buchet and Lauwerys, 1981; Leonard, 1991) ความเปนพิษของแกสมัก
เกิดจากการสัมผัสหรือการสูดดม โดยหากรางกายไดรับแกสนี้มากเกินไป จะทําใหการทํางานของไต
ลมเหลว เกิดภาวะโลหิตจางเนื่องจากแกสนี้จะเขาไปทําลายเซลลเม็ดเลือดแดง โดยการเขาไปจับกับ
เซลลเม็ดเลือดแดงและทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงบวมและไมทํางาน (Blair et al., 1990) อยางไรก็ตาม
เนื่องจากแกสอารซีนมีความเสถียรนอย สามารถถูกออกซิไดซไดงายจึงพบในธรรมชาติไดนอย 
ตัวอยางการเปล่ียนรูปเปนแกสอารซีน เชน monomethylarsonic acid (MMAA) เปล่ียนเปน 
monomethylarsine (CH3AsH2) หรือ dimethylarsenic acid (DMAA) เปล่ียนเปน dimethylarsine 
((CH3)2AsH) และ trimethylarsine oxide (TMAO) เปล่ียนเปน trimethylarsine ((CH3)3As) (Cullen 
and Reimer, 1989)  

 
 3.  แหลงท่ีมาและการใชประโยชนสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุท่ีพบมากเปนอันดับท่ี 20 ของธาตุท่ีพบมากบนโลก โดยสารหนูท่ีพบใน
ธรรมชาติเกิดจากกระบวนการทางธรรมชาติและกิจกรรมของมนุษย ท้ังนี้สัดสวนของสารหนูท่ีพบ
ในดินจากการสลายตัวผุพังตามธรรมชาติเฉล่ียเทากับ 1.5-3.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Mandal and 
Suzuki, 2002) ซ่ึงพบเปนองคประกอบของแรกวา 200 ชนิด โดยสวนใหญพบอยูในรูปอารเซเนต
มากถึง 60% ชนิดของแรท่ีมีสารหนูเปนองคประกอบ ดังตารางท่ี 1 สารหนูสวนใหญพบเปน
องคประกอบของแรองคประกอบซัลไฟดของทองแดง (Cu) ตะกั่ว (Pb) สังกะสี (Zn) พลวง (Sb) เงิน 
(Ag) และทอง (Au) เชน HHHHarsenopyriteHHHH (FeAsS) HHHHorpiment HHHH (As2S3) HHHHrealgar HHHH (As4S4) HHHHlollingite HHHH (FeAs2) 
และ HHHHtennantite HHHH (Cu,Fe)12As4S13) (Hossain, 2005) ท้ังนี้ปริมาณสารหนูท่ีเปนองคประกอบของแรจะมี
ปริมาณแตกตางกันไป เชน HHHHarsenopyriteHHHH มีสารหนูเปนองคประกอบปริมาณ 0.02 - 0.5% สําหรับหิน
ในธรรมชาติก็พบสารหนูในปริมาณท่ีแตกตางกันข้ึนกับชนิดของแรและชนิดของหินท่ีมีสารหนูเปน
องคประกอบ เชน หินตะกอนและหินอัคนีพบสารหนูไดตั้งแต 0.1-2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดย
หินตะกอนพบสารหนูเฉล่ีย 13 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และหินชนวนพบสารหนูเฉล่ีย 25 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ในขณะท่ีหินปูนและหินทรายจะพบสารหนูไดนอยมาก แตหากเปนบริเวณท่ีเปนแหลงแร
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แมงกานีสอาจพบสารหนูไดสูงถึง 15,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Visoottiviseth et al., 2002) 
โดยท่ัวไปหินอัคนีมักพบสารหนูในปริมาณตํ่า เฉล่ียประมาณ 1.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Onishi and 
Sandell, 1995) หินแปรมักมีการสลายตัวผุพังและปลดปลอยสารหนูในปริมาณตํ่า เชนเดียวกัน 
ประมาณ 0.4-18 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  สวนหินภูเขาไฟสามารถพบสารหนูไดสูงถึง 100 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม (Mandal and Suzuki, 2002) ชนิดของแรประกอบหินและปริมาณสารหนูท่ีเปน
องคประกอบ ดังตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 1  ชนดิของแรท่ีมีสารหนูเปนองคประกอบ 
 
ชนิดของแร องคประกอบ ชนิดของแร องคประกอบ 
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  แรประกอบหนิและปริมาณสารหนูท่ีเปนองคประกอบ  
 
ชนิดของแร ปริมาณของสารหนู 

(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 
แหลงอางอิง 

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 (ตอ)  
 
ชนิดของแร ปริมาณของสารหนู 

(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 
แหลงอางอิง 

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) 

 
แหลงท่ีมาของสารหนูท่ีเกิดจากกิจกรรมของมนุษย ถือเปนสาเหตุสําคัญของการ

แพรกระจายและการปนเปอนสารหนูสูส่ิงแวดลอม ไดแก  1) การทําเหมืองแร-ถลุงแร 2) การทํา
อุตสาหกรรมตางๆ ท่ีมีการใชสารหนูในการกระบวนการผลิต เชน อุตสาหกรรมแกวและโลหะ     
อัลลอยด  3) อาหารหรือยาที่ใชในปศุสัตว ซ่ึงมีการเติมสารหนูเปนองคประกอบในการเรงการ
เจริญเติบโตหรือเพิ่มประสิทธิภาพของยาโดยชวยในการดูดซึมของยา และ 4) การเกษตร เชน      
สารกําจัดศัตรูพืช สารกําจัดรา สารถนอมเนื้อไม (Mandal and Suzuki, 2002) ปจจุบันมีการใชสาร
หนูเพื่อประโยชนในอุตสาหกรรมและการเกษตรมากข้ึน โดยพบวา 80% ของผลิตภัณฑท่ีมีสารหนู
เปนองคประกอบจะถูกนําไปใชในทางการเกษตรเพ่ือกําจัดศัตรูพืชในดิน (Nriagu and Pacyna, 
1988) โดย calcium arsenate (Ca3(AsO4)2) methyl และ dimethylarsonic acid นิยมใชเปน
สารประกอบในสารกําจัดวัชพืช สารกําจัดแมลง สารกําจัดรา และสารถนอมเน้ือไม  (Leonard, 
1991; Su, 2004) ท้ังนี้สารหนูท่ีพบไดท่ัวไปในสารกําจัดศัตรูพืชในรูปของสารประกอบ เชน lead 
arsenate  calcium arsenate  copper arsenate  copper arsenite และ disodium methyl arsenate ดังนั้น
พืชผักผลไมท่ีพนสารฆากําจัดแมลงที่มีสารหนูเปนสารประกอบ อาจทําใหมีสารหนูตกคางอยูใน
ผลผลิตได นอกจากนี้การตกคางสารหนูในสัตวน้ําพวกปลาน้ําจืดและปลาทะเลก็เกิดข้ึนไดเชนกัน
จากการใชยาฆาพยาธิ สําหรับการใชสารหนูเปนองคประกอบในยาหรือสารเติมในอาหารสัตว 
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ตัวอยางเชน  N-carbamyl-arsanilic acid ใชในการกําจัดพยาธิในสัตวปก HHHHcopper HHHH acetoarsenite ใช
เปนยารักษาโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัว/พยาธิ และยารักษาโรคซิฟลิส และ arsanilic acid ใชเปนสารต้ัง
ตนในการผลิตยา รวมท้ังมีการใช 3-nitro-4-hydroxyphenyl arsonic acid (Roxasone) เปนสารเรงการ
เจริญเติบโตในสัตวปกและสุกรดวย (Mandal and Suzuki, 2002) นอกจากนี้การใชสารหนูเพ่ือ
ประโยชนทางการแพทยในลักษณะอ่ืนๆ เชน การใชสารประกอบสารหนูเปนสวนผสมของโลหะ 
อัลลอยดในการผาตัด (Su, 2004) รวมท้ังใช As2O3 และ As2S3 ในอุตสาหกรรมการทําแกว กระจก 
และเซรามิค เปนสวนผสมของสียอมผา สบู และใชผสมกับตะก่ัวในแบตเตอรี เคลือบสีนาฬิกา
ดิจิตอล หรือใชเปน light-emitting diode สําหรับเคร่ืองมือตางๆ หรือใชผลิตตัวเรงปฏิกิริยาเคมี    
เปนตน (Nriagu, 2001) 
 

4. ปฏิกิริยาทางเคมีของสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุท่ีสามารถทําปฏิกิริยากับธาตุอ่ืนๆ ในดินได เชน ทองแดง ตะกั่วและทอง 
ปฏิกิริยาทางเคมีในดินท่ัวๆ ไปมักอยูในสภาวะออกซิเดชันโดยมีวาเลนซีตั้งแต -3  0  +3 และ +5 
ภายใตสภาวะรีด็อกโพเทนเชียลท่ีแตกตางกัน (Leonard, 1991; Jain and Ali, 2000; Oremland et al., 
2000) ท้ังนี้สารหนูอารเซเนตจะพบมากในสภาพแวดลอมท่ีมีออกซิเจนมาก ในขณะที่อารเซไนตจะ
พบมากในสภาพแวดลอมท่ีขาดออกซิเจน (Viraraghavan et al., 1999)  

 
ปฏิกิริยาทางเคมีซ่ึงเปนปจจัยท่ีมีผลตอปริมาณของสารหนู  รูปของสารหนู การ

แพรกระจายและการเคล่ือนท่ีของสารหนู ไดแก รีด็อกโพเทนเชียลและพีเอช ท้ังนี้ความสัมพันธของ
รีด็อกโพเทนเชียลและพีเอช ดังภาพท่ี 2  สภาวะท่ีมีออกซิเจนและพีเอชต่ําจะพบสารหนูในรูป 
H2AsO4

- แตหากพีเอชสูงข้ึนจะพบสารหนูในรูป HAsO4
-2  ในขณะท่ีสภาวะท่ีไมมีออกซิเจนและ     

พีเอชตํ่ากวา 9.2 จะพบสารหนูในรูป H3AsO3 (Smedley and Kinniburgh, 2002) กลาวคือสารหนู  
อารเซเนตจะอยูในรูป H2AsO4

- เม่ือพีเอชอยูในชวง 2-6 และอยูในรูป HAsO4
-2 เม่ือพีเอชอยูในชวง 

6.5-12 และพบทั้งสองรูปไดเทาๆ กันเม่ือพีเอชอยูในชวง 7-8  สําหรับสารหนูอารเซไนตมักพบในรูป 
H3AsO3 ซ่ึงมีประจุรวมเปนศูนย เม่ือพีเอชมีคานอยกวา 9 (Benavides, 2007;  Sadiq, 1997)  
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ภาพท่ี 2  ความสัมพันธของคารีด็อกโพเทนเชียลและพีเอชตอรูปของสารหนูในดนิท่ีอุณหภูมิ                

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

 
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณารูปของสารหนูท่ีพบในดินท่ีมีพีเอชเปนกลาง (pH = 7) สามารถ

พบสารหนูอารเซเนตและอารเซไนตในรูปท่ีแตกตางกันดังนี้ (ดัดแปลงจาก Sadiq, 1997) 
 
อารเซเนต; HAsO4

-2 > H2AsO4 
- > AsO4

-3 > H3AsO4  
อารเซไนต; H3AsO3  > H2AsO3

 - > HAsO3
-2 > AsO3

-3 
 

สารหนูอารเซเนตซ่ึงอยูในรูป H3As2O4  H2AsO4  HAsO4
-2 และ AsO4

-3 สามารถละลายนํ้า
และเคลื่อนที่ไดในสภาพท่ีมีพีเอชเปนกรด แตในสภาพที่พีเอชเปนกลางถึงดางออนจะเกิดการ
ตกตะกอนรวมกับธาตุอ่ืนๆ กลายเปนแรทุติยภูมิ เชน เหล็ก โคบอลต นิเกิล ตะกั่ว และสังกะสี       
เปนตน  
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  สารหนูเม่ือถูกความรอนจะเปล่ียนรูปเปนแกสตางๆ ไดหลายชนิด เชน  AsCl3 As2O3 AsH3  
และ AsS (Bentley and Chasteen, 2002; Stolz et al., 2006) และสามารถเกิดการตกตะกอนเปนโลหะ
ไดเม่ือเกิดการเย็นตัว  ท้ังนี้ไอระเหยของแกสดังกลาวสามารถทําปฏิกิริยากับธาตุอ่ืนทําใหเกิดเปนแร
ประกอบสารหนูได เชน arsenopyrite  nicolite และ cobaltite เปนตน จากกระบวนการขางตนสรุปได
วาสารประกอบสารหนูเม่ือถูกออกซิไดซหรือทําปฏิกิริยากับออกซิเจนจะเกิดเปนอารเซเนตและถูกดูด
ซับดวยเหล็กออกไซด หรือคอลลอยดของธาตุตางๆ ในดิน และจะเกิดการตกตะกอนไดในดินกรด 
หรือละลายไปกับน้ําเม่ืออารเซเนตอยูในนํ้า แตกระบวนการดังกลาวจะเกิดข้ึนอยางชาๆ สําหรับในดิน
ดางสารหนูจะจับกับหินปูนและเกิดการตกตะกอน ในขณะท่ีดินเปนกลางสารหนูจะเกิดปฏิกิริยาดูด
ซับกับอนุภาคดินเหนียว จากปฏิกิริยาดินทางเคมีท่ีเกิดข้ึนช้ีใหเห็นวาการเปล่ียนแปลงทางเคมีของสาร
หนูสวนใหญจะข้ึนอยูกับพีเอช ซ่ึงการเปล่ียนแปลงดังกลาวคลายคลึงกับการเปล่ียนแปลงของ
ฟอสฟอรัสในดิน (Meharg and Macnair, 1992; Sharples et al., 2000) 
 
การปนเปอนของสารหนูในส่ิงแวดลอมและอาหาร 

 
การแพรกระจายและการปนเปอนสารหนูสามารถพบไดท้ังในดิน น้ํา อากาศ รวมทั้งอาหาร 

ท้ังนี้เนื่องจากสารหนูเปนธาตุท่ีเปนองคประกอบของหินและแร และสามารถเกิดการสลายตัวผุพัง
ไดตามธรรมชาติ จึงทําใหพบสารหนูปนเปอนไดในปริมาณตํ่าตามธรรมชาติ การปนเปอนสารหนู
ในปริมาณมากสวนใหญมีสาเหตุมาจากการทําอุตสาหกรรมตางๆ เชน การเผาถาน การทําหมืองแร
ซ่ึงจะปลดปลอยสารหนูปนเปอนสูส่ิงแวดลอมไดมาก (Adams et al., 1994) ซ่ึงพบไดไดตั้งแต 0.1-
40 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (ATSDR, 2007; Roy and Saha, 2002) ท้ังนี้ข้ึนอยูกับองคประกอบของหิน
และแร รวมท้ังปจจัยทางดินอ่ืนๆ เชน รีด็อกโพเทนเชียล พีเอช ชนิดของดิน ปริมาณของพืชและ
จุลินทรียในดิน รวมท้ังคอลลอยดดิน สําหรับคุณสมบัติทงเคมีซ่ึงมีผลตอความสามารถในการละลาย
และการดูดซับสารหนูในดิน (Woolson, 1977; Sadiq, 1997) เชน แรดินเหนียว ออกไซด-ไฮดรอก
ไซดของเหล็กและอะลูมินัม แมกนีเซียม-แคลเซียมคารบอเนต และอินทรียวัตถุในดิน  เปนตน 
โดยเฉพาะเหล็กออกไซดและไฮดรอกไซดในดินถือวาเปนตัวการหลักในการดูดซับสารหนูท้ังใน
สภาพท่ีดินมีพีเอชเปนกรดและเปนดาง (Polemio et al., 1982)   ในขณะท่ีซัลไฟลจะชวยควบคุม
ความสามารถในการละลายของสารหนู (Sadiq, 1997)  
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นอกจากการปนเปอนสารหนูในดินแลวยังพบวาสารหนูสามารถเคล่ือนท่ีและสะสมใน
แหลงน้ํา รวมท้ังพบการปนเปอนอยูในอากาศได โดยพบสารหนูประมาณ 1-2,000 นาโนกรัมตอ
ลูกบาศกเมตร  (ATSDR, 2007)  ซ่ึงเกิดจากการระเบิดของหินภูเขาไฟเเละการทําอุตสาหกรรม ท้ังนี้ 
Nriagu and Pacyna (1988) ไดประเมินปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในบรรยากาศท่ีมาจากกิจกรรมของ
มนุษย และพบปริมาณสารหนูปนเปอนประมาณ 18,800 ตันตอเอเคอร คิดเปน 70% ของสารหนูท่ีมี
ในช้ันบรรยากาศ สําหรับการปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําจะเกิดจากการออกซิเดชันของอารเซนิค
ซัลไฟดกลายเปนเกลืออนินทรียของสารหนู (inorganic arsenic salt) มีสมบัติละลายนํ้าไดดีจึง
ปนเปอนในน้ําไดสูง อีกท้ังยังพบสารหนูท่ีสะสมอยูในแหลงน้ําตามธรรมชาติพวก methyl arsenic 
acids และ dimethylarsinic acids อีกดวย จากการสํารวจของ ATSDR (2007) พบสารหนูท่ีในน้ําผิว
ดินและน้ําใตดินสวนใหญมีคาตํ่ากวา 10 ไมโครกรัมตอลิตร แตในบริเวณพ้ืนท่ีอุตสาหกรรมสามารถ
พบสารหนูปนเปอนในแหลงน้ําไดสูงถึง 1,000-3,400 ไมโครกรัมตอลิตร (ATSDR, 2007)  

 
การศึกษาการปนเปอนสารหนูและการสะสมสารหนูในรางกยมนุษยใน 70 ประเทศท่ัวโลก    

(137 ลานคน) พบการสะสมสารหนูมีสาเหตุมาจากการบริโภคน้ําท่ีปนเปอนสารหนู ซ่ึงปญหาการ
ปนเปอนสารหนูในแหลงน้ําธรรมชาติและนํ้าบริโภคพบในหลายประเทศ เชน อารเจนตินา ชิลี 
เม็กซิโก จีน อินเดีย ฮังการี บังคลาเทศ เวียดนาม พบสารหนูปนเปอนอยูในน้ําปริมาณ 1-7,500 
มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 100-1,000 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร  8-620 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 40-750  มิลลิกรัม
กรัมตอลิตร 2-176 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 10-3,200 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร 0.5-3,500 มิลลิกรัมกรัมตอ
ลิตร และ 1-3,050 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร ตามลําดับ (Smedley and Kinniburgh, 2002) ท้ังนี้น้ําดื่มซ่ึง
รวมถึงน้ําแร และน้ําบรรจุขวดตางๆ บางกรณีอาจตรวจพบปริมาณสารหนูปนเปอนและพบสูงกวา 
200 มิลลิกรัมตอลิตร เนื่องมาจากแหลงน้ําใตดินมีการปนเปอนสารหนู  โดยองคการอนามัยโลกได
กําหนดใหคุณภาพน้ําสําหรับการบริโภคไมควรมีสารหนูปนเปอนเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร หรือ 
10 ไมโครกรัมตอลิตร (Helmer and Hespanhol, 1997; WHO, 2008) ในขณะท่ีประเทศไทยโดยกรม
ควบคุมมลพิษ กําหนดใหคุณภาพน้ําผิวดินท่ีจะนํามาบริโภคท่ีผานการฆาเช้ือโรคและผาน
กระบวนการเบ้ืองตนสําหรับผลิตน้ําดื่มแลว มีสารหนูปนเปอนไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตรเชนกัน 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2547ข) สําหรับมาตรฐานคุณภาพน้ําบาดาลเพื่อการบริโภค คุณภาพน้ําดื่มใน
ภาชนะบรรจุปดสนิทและมาตรฐานอุตสาหกรรมผลิตภัณฑน้ํา กําหนดใหมีสารหนูปนเปอนไดถึง 
0.05 มิลลิกรัมตอลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ก)   
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การปนเปอนสารหนูท้ังในดิน น้ําและอากาศดังกลาว ทําใหมีโอกาสพบสารหนูปนเปอนอยู
ในพืชผัก และผลไม รวมท้ังในเนื้อสัตวและอาหารตางๆ ได โดยเฉพาะอยางยิ่งอาหารท่ีไดจาก    
สัตวน้ํา ปลา และกุง ซ่ึงเม่ือบริโภคอาหารเหลานี้เขาไปสารหนูท่ีสะสมอยูในเน้ือสัตวและอาหารจะ
ถูกดูดซึมเขาสูรางกาย โดยการดูดซึมจะเกิดข้ึนเพียงเล็กนอยในชองปากและกระเพาะอาหาร แตจะ
ดูดซึมไดมากในลําไสเล็กและทางผิวหนังหากมีการสัมผัสกับสารหนู ปริมาณการดูดซึมนี้จะข้ึนอยู
กับความสามารถในการละลายน้ําของสารหนู (WHO, 1981)  การสะสมสารหนูในสัตวและพืชทะเล
เกิดข้ึนเนื่องจากสารหนูที่พบในทะเลและมหาสมุทร โดยในทะเลจะมีสารหนูประมาณ 0.5-50 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สําหรับในแหลงน้ําจืดพบวามีปริมาณสารหนูในปลาน้ําจืดตํ่ากวาในปลาทะเล
มาก คือพบตํ่ากวา 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สําหรับพืชบนพื้นดิน ตรวจพบวา ในพืชไรมีปริมาณสาร
หนู 0-20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ท้ังนี้ข้ึนกับพื้นท่ีเพาะปลูก โดยพื้นท่ีใกลแหลงอุตสาหกรรมหรือใน
ดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในปริมาณสูง พืชก็จะมีการดูดซึมสารหนูไดมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน
ขาวและยาสูบ พบวาสามารถตรวจพบสารหนูปนเปอนในปริมาณสูงมาก ประมาณ 150-250 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (กองมาตรฐานคุณภาพส่ิงแวดลอม, 2530) 

 
นอกจากนี้ยังพบการปนเปอนของสารหนูในเห็ดท่ีบริโภคไดบางชนิด โดยอาจพบสารหนู

ปนเปอนเฉล่ียประมาณ 20-140 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม (ATSDR, 2007) ข้ึนกับชนิดของพืชผักและ
ประเภทของอาหาร ดังตารางท่ี 3 สําหรับในสัตวโดยท่ัวไปแลวพบปริมาณสารหนูในระดับใกลเคียง
กับพืชยกเวนในสัตวปก โดยพบในปริมาณต้ังแต 0-100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซ่ึงมีสาเหตุมาจาก
อาหารสัตว เชน ปลาปน ท้ังนี้ประเทศไทยโดยกระทรวงสาธารณสุข ในป พ.ศ. 2546 กําหนด
มาตรฐานอาหารท่ีมีสารปนเปอนประเภทสารหนู สําหรับสัตวน้ําและอาหารทะเล กําหนดใหสารหนู
ในรูป  อนินทรีย (Inorganic arsenic) มีคาไมเกิน 2 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม สําหรับอาหาร
อ่ืนๆ กําหนดใหมีสารหนูท้ังหมด (Total arsenic) มีคาไมเกิน 1 มิลลิกรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม 
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ตารางท่ี 3  ปริมาณการปนเปอนสารหนูในพืช ผักและอาหารสําเร็จรูป 
 

ประเภทอาหาร ปริมาณการปนเปอนสารหนู       
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

ผัก  
 ผักโขม 1.62 
 ค่ืนชาย 1.53 
 กระเพรา 1.54 
 ผักบุง 7.49 
ผลไม  
 มะมวง 1.56 
ขนม/อาหารแปรรูป  
 ขาวหอมมะลิอบกรอบรสสาหราย 3.30 
 ขาวอบกรอบหอสาหราย 7.60 
 แผนสาหรายทะเลกรอบ 32.50 
 สาหรายญ่ีปุนทอด 28.70 
 สาหรายทะเลปรุงรส 66.50 
 สาหรายทะเลไมปรุงรส 37.90 

 
ท่ีมา: กองมาตรฐานคุณภาพส่ิงแวดลอม (2530)  
 
การปนเปอนสารหนูในประเทศไทย 

 
ประเทศไทยมีรายงานการปนเปอนสารหนูในน้ําใตดินคร้ังแรกในป พ.ศ. 2530 ท่ีอําเภอรอน

พิบูลย จังหวัดนครศรีธรรมราช และอําเภอบันนังสตาร จังหวัดยะลา โดยพบสารหนูปนเปอนในดิน
ตั้งแต 21-16,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Visoottiviseth et al., 2002) ในขณะท่ีบอน้ําบาดาลมีปริมาณ
สารหนูปนเปอนสูงถึง 50 มิลลิกรัมตอลิตร (William et al., 1996) สารหนูท่ีปนเปอนในอําเภอรอน
พิบูลยจะเปนแร arsenopyrite (FeAsS) ท่ีมากับสายแรดีบุก หรือเปนแรอ่ืนท่ีมีซัลไฟดเปน
องคประกอบ การแพรกระจายของสารหนูเกิดจากสารหนูใน arsenopyrite ท่ีปนอยูกับสายแรถูกขุด
ออกมา เม่ือเขาสูกระบวนการแยกแร arsenopyrite จะถูกแยกออกมากับหางแรและท้ิงไว  ทําใหเกิด
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การออกซิเดชันกับอากาศและนํ้าเกิดการแพรกระจายลงสูแหลงน้ําใกลเคียง โดยสวนใหญบริเวณท่ี
เส่ียงตอการปนเปอนสารหนู ไดแก เหมืองแรถานหิน ดีบุก ทองคํา ตะกั่วและเงิน ท่ีมีการปดการทํา
เหมืองและไมมีการเก็บกากแร หรือปลอยท้ิงไวใหสัมผัสกับน้ําและอากาศ ซ่ึงเปนการเรงใหเกิดการ
สลายตัวและแพรกระจายไปตามแหลงน้ําตางๆ ตอไป (วิโรจน และ นิตินัย, 2547)  
 
 0 B0 B0 B0 Bจากขอมูลการสํารวจดินของกองวัตถุมีพิษ พบวาประเทศไทยมีพื้นท่ีปนเปอนสารหนูใน
หลายพื้นท่ี เชน เชียงใหม เชียงราย แมฮองสอน สุพรรณบุรี โดยแบงระดับการปนเปอนสารหนูใน
ดิน เปน 4 ระดับคือ  พื้นท่ีท่ีมีปริมาณสารหนูปนเปอน 15-30 30-75 75-100 และ 100-125 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม โดยพื้นท่ีสวนใหญท่ีมีการปนเปอนในประเทศไทยมักมีสารหนูประมาณ 15-75 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ท้ังนี้เม่ือพิจารณาตามมาตรฐานคุณภาพดินสําหรับสารหนูของกรมควบคุม
มลพิษซ่ึงกําหนดมาตรฐานคุณภาพดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในดินพื้นท่ีนอกเขตเกษตรกรรมมีคา
ไมเกิน  27 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และพ้ืนท่ีในเขตที่อยูอาศัยและในเขตเกษตรกรรมมีคาไมเกิน  3.9 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ค)  (ตารางท่ี 4) นอกจากนี้จากการสํารวจการ
ปนเปอนสารหนูของกรมทรัพยากรธรณีพบการปนเปอนสารหนูในประเทศไทย 25 จังหวัด ไดแก 
สุพรรณบุรี สระบุรี ระยอง  สระแกว  ราชบุรี  กาญจนบุรี  ประจวบคีรีขันธ  เลย หนองบัวลําภู 
หนองคาย   ตาก  เพชรบูรณ  นาน อุตรดิตถ เชียงใหม เชียงราย ลําพูน ลําปาง แมฮองสอน 
นครศรีธรรมราช ตรัง ยะลา  สตูล สงขลา และพัทลุง (กรมทรัพยากรธรณี, 2549) โดยเฉพาะจังหวัด
สุพรรณบุรีซ่ึงพื้นท่ีสวนใหญทําการเกษตรกรรม (อําเภอดานชางและอําเภออูทอง) พบการปนเปอน
สารหนูในน้ําผิวดิน แหลงน้ําใตดิน ซ่ึงใชในการบริโภคในระดับสูงและสูงเกินคามาตรฐานกําหนด  
(10 ไมโครกรัมตอลิตร) (กรมควบคุมมลพิษ, 2543ก) ท้ังนี้ศูนยวิจัยและฝกอบรมดานส่ิงแวดลอม 
กรมสงเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอม ไดสํารวจการปนเปอนสารหนูในตัวอยางน้ําและดิน ในอําเภอดาน
ชาง ท่ีตําบลองคพระและตําบลวังคัน ป พ.ศ. 2552 พบวาตําบลองคพระมีตัวอยางน้ําผิวดินซ่ึงมี
ปริมาณสารหนูอยูระหวาง 56-497 ไมโครกรัมตอลิตร ตัวอยางดินมีปริมาณสารหนูอยูระหวาง 22-
380 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และในตัวอยางนํ้าประปามีปริมาณสารหนูอยูระหวาง 0.34-754.40 
ไมโครกรัมตอลิตร สําหรับในตําบลวังคัน พบปริมาณสารหนูในน้ําผิวดินและนํ้าประปามีคาระหวาง 
38.30-81.36 และ 5.57-141.70 ไมโครกรัมตอลิตร และปนเปอนในดิน 5-90 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ (กรมสงเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอม, 2553)  
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ตารางท่ี 4  ชนดิของสารอันตรายประเภทโลหะหนกัและคามาตรฐานคุณภาพดิน 
 
ชนิดของสารอันตรายประเภท

โลหะหนกั 
มาตรฐานคุณภาพดนิประเภทโลหะหนกั (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

เขตท่ีอยูอาศัยและ
เกษตรกรรม 

นอกเขตท่ีอยูอาศัยและ
เกษตรกรรม 

1. สารหนู (Arsenic)  ตองไมเกิน 3.9 ตองไมเกิน 27 
2. แคดเมียมและสารประกอบ
แคดเมียม (Cadmium and 
compounds)  

ตองไมเกิน 37 ตองไมเกิน 810 

3. โครเมียมชนิดเฮ็กซาวาเลนท 
(Hexavalent Chromium)  

ตองไมเกิน 300 ตองไมเกิน 640 

4. ตะกัว่ (Lead)  ตองไมเกิน 400 ตองไมเกิน 750 
5. แมงกานีสและสารประกอบ
แมงกานีส (Manganese and 
compounds)  

ตองไมเกิน 1,800 ตองไมเกิน 32,000 

6. ปรอทและสารประกอบปรอท 
(Mercury and compounds)  

ตองไมเกิน 23 ตองไมเกิน 610 

7. นิกเกิลในรูปของเกลือท่ี
ละลายนํ้าได (Nickel, soluble 
salts)  

ตองไมเกิน 1,600 ตองไมเกิน 41,000 

8. ซีลีเนียม (Selenium)  ตองไมเกิน 390 ตองไมเกิน 10,000 

 
ท่ีมา: กรมควบคุมมลพิษ (2547ค) 
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กลไกความเปนพิษของสารหนู 
 

สารหนูเปนธาตุพิษท่ีมีผลกระทบตอส่ิงมีชีวิตตางๆ และจัดเปนธาตุพิษท่ีกอใหเกิดอันตราย
ตอมนุษยรายแรงในกลุมท่ีเปนอันตรายสูงสุด (Group A) (IRIS, 1998; EPA, 2004) การแบงกลุม
สารประกอบอนินทรียชนิดตางๆ ท่ีมีอันตรายรายแรงตอการเกิดโรคมะเร็ง ดังตารางท่ี 5 ท้ังนี้ระดับ
ความเปนพิษของสารหนูท่ีกอใหเกิดอันตรายรายแรงตอมนุษยนั้นข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน รูปของ     
สารหนูและความสามารถในการละลาย   (Pongratz, 1998) โดยท่ัวไปพิษของสารหนูอารเซไนตจะมี
มากกวาอารเซเนตถึง 100 เทา (Cervantes et al., 1994) เนื่องจากอารเซไนตละลายไดดีกวาและถูกดูด
ซึมไดงายกวาจึงเปนพิษมากกวาอารเซเนตซ่ึงอยูในรูปท่ีไมละลายหรือละลายไดนอย (McGeehan, 
1996) สําหรับสารหนูอินทรียในกลุมเมทิล เชน MMAA และ DMAA จะมีพิษนอยกวาอารเซไนต
และอารเซเนต (Leonard, 1991) ระดับความเปนพิษของสารหนูเรียงตามลําดับไดดังนี้ arsine > 
inorganic As(III) > organic As(III) > inorganic As(V) > organic As(V) > arsonium compounds 
และ elemental arsenic (Viraraghavan et al., 1999)  

 
ความเปนพิษของสารหนูตอรางกายเกิดข้ึนเชนเดียวกับโลหะมีพิษอ่ืน เชน ตะกั่ว และปรอท 

ท้ังนี้สารประกอบของสารหนูอารเซไนตจะรวมตัวกันทางเคมีกับหมู sulfhydryl group (-SH) ใน R-
SH ของโปรตีน โพลีเปปไทดหรือเอนไซม รวมท้ัง glutathione และ cysteine ในเซลลไดดี ทําใหการ
ออกซิเดชัน-รีดักชัน (oxidation-reduction) และกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลลเปล่ียนแปลงไป
จากเดิม เซลลจึงไมสามารถทําหนาท่ีไดตามปกติและเกิดอาการผิดปกติหรือเจ็บปวยข้ึน (Styblo et 
al., 1999) ปฏิกิริยาดังภาพท่ี 3  

 
                 สารหนู (As+3) + Protein –SH      -------------------------> Protein- S-As-S-Protein 
                                                                              
ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาการรวมตัวกันทางเคมีของ sulfhydryl ในโปรตีนหรือเอนไซมกับสารหนู               

อารเซไนต (S-Protein: โปรตีนท่ีเสียสภาพธรรมชาติ)  
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ตารางท่ี 5  ชนดิของสารประกอบอนินทรียและระดับความเส่ียงในการเปนโรคมะเร็งรายแรง 
 
สารประกอบอนินทรีย มาตรฐานในน้าํดื่ม ระดับดับความเส่ียงในการ

เปนโรคมะเร็ง             
(Cancer group/3) 

MCLG /1       
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

MCL /2        
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

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 (ตอ) 

 
สารประกอบอนินทรีย มาตรฐานในน้าํดื่ม ระดับดับความเส่ียงในการ

เปนโรคมะเร็ง             
(Cancer group/3) 

MCLG /1       
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

MCL /2        
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

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

/1 MCLG (maximum contaminant level goal); ระดับการปนเปอนสูงสุดท่ียอมรับไดและไมเปน
อันตรายตอสุขภาพ 

/2 MCL (maximum contaminant level); ระดับการปนเปอนสูงสุดท่ียอมรับไดในน้ําดื่ม 
/3 ระดับความเส่ียงในการเปนโรคมะเร็งรายแรง (Cancer group): การประเมินเชิงคุณภาพสําหรับการ
แบงกลุมของสารเคมีท่ีเปนสารกอมะเร็ง แบงเปน 5 กลุม 

  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) 
 

สําหรับอารซีน (Arsine, AsH3) ซ่ึงเปนแกสพิษ สามารถแสดงความเปนพิษไดเชนเดียวกับ
สารหนูอารเซไนตและอารเซเนต กลาวคือ สามารถรวมกับหมู –SH ของเอนไซมสําคัญท่ีมีหมู –SH 
หลายชนิด ซ่ึงจําเปนตอกระบวนการไกลโคไลซิล (glycolysis) ในกระบวนการเมเทบอลิซึมของ
คารโบไฮเดรต (carbohydrate metabolism) นอจากนี้สารหนูยังสามารถขัดขวางการทํางานของ
เอนไซม pyruvate dehydrogenase, succinate hydrogenase, hexokinase ไดอีกดวย อยางไรก็ตาม
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ลักษณะความเปนพิษอีกอยางหนึ่งของอารซีนคือ อารซีนสามารถรวมตัวกับฮีโมโกลบินแลวเกิดการ
ออกซิเดชัน ซ่ึงมีผลตอเซลลเม็ดเลือดแดงทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) เกิดภาวะโลหิต
จางและเกิดการบกพรองของเอนไซม ซ่ึงเปนสาเหตุของการผิดปกติทางพันธุกรรมได (Styblo et al., 
1999) 

 
อาการผิดปกติทางพันธุกรรมเนื่องจากสารหนู เกิดข้ึนเนื่องจากสารหนูจะขัดขวางการ

ทํางานของดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอ (RNA) โดยสารหนูจะเขาไปจับกับหมู hydroxyl (–OH) 
ของฟอสเฟตในกรดนิวคลีอิกอยางแนนหนา มีผลทําใหเกิดการสลายตัวของพันธะเอสเทอร (ester 
bond) ระหวางหมูฟอสเฟตกับ hydroxyl ของน้ําตาลเพนโตส (pentose) โดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(hydrolysis) ซ่ึงอาจมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางโมเลกุล (conformation) ของ t-RNA จนไม
สามารถพากรดอะมิโนไปเกาะท่ีไรโบโซม (ribosome) ได สงผลใหเกิดการผิดปกติทางพันธุกรรม 
ทําใหสารหนูถูกจัดเปนสารกอมะเร็งของคน (human carcinogen) ชนิดหนึ่ง 

 
การตรวจสอบสารหนูในรางกาย สามารถตรวจพบไดงายท่ีเสนผม ขน และเล็บโดยผูท่ี

ไดรับสารหนูเขาไปมักจะปรากฏแถบสีขาวบนเล็บมือและเล็บเทา แสดงถึงการหยุดชะงักของการ
เจริญเติบโตของเล็บ สวนเสนผมและขนนั้นนิยมใชตรวจสอบระยะเวลาการสะสมสารหนูในรางกาย 
เนื่องจากเปนอวัยวะท่ีจะสะสมสารหนูเม่ือรางกายไมสามารถขับออกไปไดหมด ท้ังนี้สารหนู
สามารถถูกขับออกจากรางกายไดทางปสสาวะคิดเปน 25% ภายใน 2-8 ช่ัวโมง เม่ือไดรับสารหนูใน
วันแรก หลังจากนั้นรางกายจะคอยๆ ขับสารหนูออกมาทางปสสาวะและอุจจาระเร่ือยๆ ภายใน 12 
วัน จนกระท่ังขับออกจนหมด หากมีการสะสมไวนานและไดรับในปริมาณมาก อาจใชระยะ
เวลานานถึง 70 วัน สารหนูจึงจะหมดไปจากกระแสเลือด สําหรับสารหนูท่ีขับออกไมหมดจะไป
สะสมท่ีเสนผมและกระดูก (WHO, 1981) ท้ังนี้ปริมาณสารหนูท่ีคนกินเขาไปแลวมีอันตรายถึงแก
ชีวิตทันทีอยูในชวง 1.5-500 มิลลิกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม (กองระบาดวิทยา, 2537)  
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ผลกระทบของสารหนตูอส่ิงมีชีวติ 
 

ผลกระทบของสารหนูตอส่ิงมีชีวิตท้ังมนษุย สัตวและจุลินทรีย มีรายละเอียดดังนี ้ 
 
1. ผลกระทบของสารหนูตอมนุษย 
 

สารหนูมีผลกระทบที่รุนแรงตอระบบประสาท ระบบทางเดินอาหารและผิวหนัง การ
ไดรับพิษจากสารหนูเปนเวลานานจะทําใหเกิดอาการแบบเร้ือรัง เรียกวา arsenicosis ซ่ึงเปนอันตราย
ตอระบบทางเดินหายใจ ระบบการยอย ระบบไหลเวียนเลือด และการขับของเสีย รวมท้ังมีผลตอการ
เกิดโรคมะเร็ง (Saha, 2003; Berg et. al., 2006) ผลกระทบของสารหนูจะมากหรือนอยแคไหนข้ึนกับ
ปริมาณและระยะเวลาท่ีไดรับ ซ่ึงโดยปกติแลวรางกายสามารถขับสารหนูออกมาไดเองภายใน 2-3 
วัน หากไดรับสารหนูปริมาณไมมากนัก (ธวัชชัย และ รัชฎา, 2543) ท้ังนี้การตรวจปริมาณสารหนูท่ี
ตกคางในรางกายสามารถทําไดจากการวัดการตกคางในเสนผม ขนและเล็บ เนื่องจากสารหนู
สามารถสะสมที่เสนผม ขนและเล็บ ในอัตราสวนท่ีคอนขางคงท่ีจึงสามารถใชเปนตัวอยางทาง
ชีวภาพในการวัดปริมาณการไดรับปริมาณสารหนูท่ีสะสมไดดี สวนสารหนูในเลือดและนํ้าปสสาวะ
สามารถใชเปนดัชนีบงช้ีการไดรับสารหนูในระยะแรก เนื่องจากสารหนูจะถูกขับออกจากรางกาย
ตามปกติทําใหปริมาณสารหนูในเลือดและปสสาวะจะคอยๆ ลดลง    

 
อาการที่พบจากการไดรับสารหนูมี 2 ลักษณะคือ อาการเปนพิษเฉียบพลันและเร้ือรัง 

อาการเปนพิษแบบเฉียบพลันจะเกิดจากการไดรับสารหนูในปริมาณมากเกินไปจากการดื่มกินภายใน 
30 นาที โดยมีอาการเร่ิมต้ังแตระคายเคือง คล่ืนไสอาเจียน ปวดทอง ทองเสีย ไตถูกทําลาย ไอ เจ็บ
หนาอกและหายใจลําบาก ชีพจรเตนเบา มีความดันเลือดตํ่า แขนขาไมมีแรง ชัก หมดสติ และอาจถึง
ตายไดเม่ือไดรับสารหนูอนินทรียเพียง 1- 3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Shih, 2005; Saha et al., 1999) 
สําหรับอาการเปนพิษแบบเรื้อรังเกิดข้ึนจากการไดรับสารหนูเปนเวลานาน อาการโดยทั่วไปมักเปน
อาการทางผิวหนัง กลามเน้ือ ระบบประสาทและระบบไหลเวียนเลือด (WHO, 2000; Saha et al., 
1999)โดยมีอาการเร่ิมต้ังแตการระคายเคือง จนกระท่ังผิวหนังดานหนา เม็ดสีท่ีผิวเปล่ียนเปนสีดําเขม 
อาจพบเปนรอยตกกระตามรางกาย ท่ีฝามือจะเปนจุดขาวๆ กระจายเต็มฝามือ สวนฝาเทาจะเกิดเปน
จุดสีดําใหญเห็นไดชัดเจนท้ังสองขางของฝาเทา เรียกวาโรค blackfoot หากไมไดรับการรักษาอาจ
กลายเปนมะเร็งผิวหนังได United States Environmental Protection Agency (USEPA) รายงานวา
อาการทางผิวหนังดังกลาวจะเกิดข้ึนเม่ือไดรับสารหนูในอัตรา 0.3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมใน  1 วัน 
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และมีผลตอตับและไตเม่ือไดรับสารหนูในอัตรา 1.4  มิลลิกรัมตอวันติดตอกันเปนระยะเวลานาน  
(IRIS, 1994) การไดรับพิษจากสารหนูผานทางผิวหนังสามารถเกิดข้ึนไดงาย และสวนใหญเกิดจาก
การใชยารักษาโรค หรือการสัมผัสยากําจัดศัตรูพืชหรือการใชเคร่ืองสําอางคท่ีมีสารหนูเปน
องคประกอบ นอกจากนี้สารหนูสามารถซึมผานทางรกในสตรีมีครรภได ทําใหเกิดการถายทอด
ปริมาณของสารหนูระหวางแมและทารกในครรภ (WHO, 1981) สําหรับอาการอ่ืนๆ มักเปนอาการ
เกี่ยวกับไขกระดูก และระบบประสาทสวนปลาย  ไดแก ออนเพลีย ปวดเม่ือย ระบบทางเดินอาหาร
ผิดปกติและมีไข (Lagerkvist and Zetterlund, 1994)   

 
2. ผลกระทบของสารหนูตอพืช 
 

การตอบสนองตอสารหนูของพืชแตละชนิดจะแตกตางกันข้ึนอยูกับความไวในการ
ตอบสนองของพืชนั้นๆ โดยพืชท่ีมีกลไกในการตานทานสารหนูจะตอบสนองสารหนูไดชา 
(Meharg, 1994) หรือตานทานพิษของสารหนูไดสูง  จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาสารหนูเปนพิษตอ
ขาว (Oryza sativa) และฝาย (Gossypium spp.) (Wells and Gilmour, 1977) โดยมีผลตอการยับยั้งการ
เจริญของราก และทําใหพืชตายในท่ีสุด (Macnair and Cumbes, 1987; Meharg and Macnair, 1992; 
Paliouris and Hutchinson, 1991; Barrachina et al., 1995) ท้ังนี้สารหนูอารเซเนตจะมีการสะสมใน
พืชมากกวาอารเซไนต เนื่องจากอารเซเนตเปนธาตุท่ีคลายคลึงกับฟอสฟอรัสซ่ึงเปนธาตุอาหารท่ี
จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืช (Meharg and Macnair, 1992; Sharples et al., 2000) และมีผลตอ
การแกงแยงการดูดใชฟอสเฟตของพืชท่ีใชในการสรางพลังงาน ทําใหเซลลพืชไมสามารถทํางานได
เต็มท่ีสงผลตอการเจริญเติบโตของพืช (Meharg, 1994) อยางไรก็ตามพืชบางชนิดก็ไมตอบสนองตอ
สารหนู เชน 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. ผลกระทบของสารหนูตอจุลินทรีย 
 

สารหนูท่ีปนเปอนในดินหรือในสภาพแวดลอมจะสงผลกระทบตอจุลินทรียในหลาย
ลักษณะ กลาวคือ สารหนูมีผลตอการลดกิจกรรมของจุลินทรียในดินท้ังในเชิงคุณภาพและปริมาณ 
เชน มวลชีวภาพ การหายใจ การตรึงไนโตรเจน และโครงสรางสังคมจุลินทรีย (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) ซ่ึงศึกษาจํานวนจุลินทรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีเมือง

โทโรกุ ประเทศญ่ีปุน 2 บริเวณ คือ บริเวณท่ีมีสารหนูปนเปอนอยูในชวง 32-43 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัมดิน และบริเวณท่ีมีสารหนูปนเปอน 391-459 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบวาสารหนูมีผลตอ
การลดจํานวนของแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีทและรา โดยราสามารถอยูรอดในบริเวณท่ีมีสารหนู
ปนเปอนไดสูงกวาแบคทีเรียและแอคติโนมัยซีท เชนเดียวกับ Olivera and Pumpulha (2006) ท่ีศึกษา
ผลของการปนเปอนของโลหะหนักรวมท้ังสารหนูท่ีมีการปนเปอนมากถึง 1,558 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ในระยะยาวตอจุลินทรีย พบวาจุลินทรียท้ังแบคทีเรีย  แอคติโนมัยซีท ราและแบคทีเรียท่ี
ตรึงไนโตรเจนอยางอิสระในดินตางมีจํานวนลดลงในการทดลองท้ัง 2 ปท่ีทําการศึกษา (ค.ศ. 2003-
2004) รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซม dehydrogenase และปริมาณของ ATP ก็ลดลงดวย  

 
สารหนูในรูปอารเซเนตและอารเซไนตซ่ึงเปนพิษตอจุลินทรียจะมีกลไกความเปนพิษท่ี

แตกตางกัน โดยอารเซไนตจะเขาไปขัดขวางการจับกันของโปรตีนในกลุม sulfhydryl (Gebel, 2000) 
ทําใหเกิดการยับยั้งการสรางเอนไซมหรือขัดขวางการทํางานของเอนไซม นอกจากนี้อารเซไนตยังมี
ผลตอการทําลายเนื้อเยื่อของเซลลจุลินทรียและทําใหจุลินทรียตายในท่ีสุด ในขณะท่ีอารเซเนตจะไป
ขัดขวางการดูดใชฟอสฟอรัสซ่ึงจําเปนตอกระบวนการสรางพลังงาน (ATP synthesis) (Cervantes et 
al., 1994) ในปฎิกิริยา oxidative phosphorylation ของจุลินทรีย (Rathinasabapathi, 2006) ทําให
จุลินทรียไมสามารถสรางพลังงานได นอกจากรูปของสารหนูท่ีจะมีผลกระทบตอจุลินทรียในหลาย
ลักษณะแลว ปริมาณหรือความเขมขนของสารหนูก็มีผลตอการตอบสนองตอสารหนูของจุลินทรีย
ดวย จากการศึกษาของ Mandel and Suzuki (2002)  ซ่ึงไดศึกษาผลกระทบของสารหนูตอ Bacillus 
cereus และรา พบวาสารหนูสามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus ได โดย B. cereus จะเร่ิมมีการ
เจริญลดลง เม่ือมีอารเซไนตและอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 0.4 และ 10 มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
ท้ังนี้ระดับความเปนพิษของอารเซเนตจะเพิ่มข้ึนเม่ือมีฟอสเฟตในปริมาณตํ่า ในขณะท่ีฟอสเฟตไมมี
ผลตอการเพ่ิมระดับความเปนพิษของอารเซไนตในการยับยั้งการเจริญของ B. cereus สําหรับความ
เปนพิษของสารหนูตอราพบวาอารเซไนตและอารเซเนตสามารถยับยั้งการเจริญของราได
เชนเดียวกัน (Da costa, 1972)  
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การลดการปนเปอนและขจัดพิษของสารหนูในดนิ 
 
จากความเปนพิษของสารหนูท่ีกลาวมาทําใหหลายหนวยงานไดกําหนดมาตรฐานเพ่ือ

ควบคุมระดับของสารหนูและปองกันไมใหมีการแพรกระจายสารหนูในส่ิงแวดลอมต้ังแตป ค.ศ. 
1986 ท้ังนี้ Environmental Potection Agency (EPA) ซ่ึงเปนหนวยงานท่ีทําหนาท่ีในการควบคุม
ปญหาทางดานส่ิงเวดลอมของประเทศสหรัฐอเมริกา รวมท้ังทําหนาท่ีกําหนดมาตรฐานของสารพิษ
ตางๆ ในส่ิงแวดลอมจึงตองมีการกําหนดมาตรฐานปริมาณสารหนูสูงสุดในน้ําดื่มท่ียอมรับได เพื่อ
เปนการปองกันและเฝาระวังไมใหมีการปนปเปอนสของสารหนูมากข้ึน โดยป ค.ศ. 1996 ได
กําหนดใหมีคาไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอลิตร ปจจุบันไดมีการทบทวนขอกําหนดสําหรับมาตรฐาน
ปริมาณสารหนูสูงสุดในนํ้าดื่มท่ียอมรับไดเพ่ือเปนการควบคุมระดับของสารหนูไมใหปนเปอนจน
เปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงแวดลอม โดยในป ค.ศ. 2002 ไดมีการปรับคามาตรฐานจากเดิมมี
คาสูงสุดไมเกิน 50 ไมโครกรัมตอลิตร เปนมีคาสูงสุดไมเกิน 10 ไมโครกรัมตอลิตร (EPA, 2002) 
สําหรับประเทศไทย กรมคุมมลพิษ (2547ก) ไดกําหนดมาตรฐานเพื่อควบคุมระดับของสารหนูไว
เชนเดียวกัน ดังรายละเอียดในตารางท่ี 2  

 
จากปญหาการปนเปอนสารหนูในส่ิงแวดลอมดังกลาว ทําใหหลายหนวยงานมีความ

พยายามท่ีจะลดการปนเปอนหรือขจัดพิษสารหนูใหหมดไปจากดิน ซ่ึงอาจตองใชระยะเวลานาน
และเลือกวิธีการใหเหมาะสม เนื่องจากดินมีความสามารถในการดูดซับสารหนูไดทําใหเกิดการ
ตกคางในดินไดสูง (Peijnenburg et al., 1997; Alexander, 2000) และสารหนูยังสามารถเคล่ือนท่ีและ
สะสมอยูในดินไดโดยอาศัยกระบวนการตางๆ เชน ความจุแลกเปลี่ยนแคตไอออนและการ
ตกตะกอน ในสภาพธรรมชาติท่ัวไปสารหนูอารเซไนตจะเคล่ือนท่ีไดงายกวาอารเซเนต แตเม่ือดินมี
พีเอชเปนกลางอารเซเนตจะถูกเคล่ือนยายไดงายกวาอารเซไนต (Simeonova, 2004; Santini and 
Vander Hoven, 2004) ดังนั้นการลดการปนเปอนและขจัดพิษของสารหนูในดินใหมีประสิทธิภาพ
ตองเลือกวิธีท่ีเหมาะสม ซ่ึงตองคํานึงถึงรูปของสารหนูของดิน ปริมาณเหล็กซัลเฟต  สมบัติทาง
กายภาพและทางชีวภาพของดิน เชน การระบายน้ําระบายอากาศ  ชนิดของพืชและจุลินทรีย             
อีกท้ังอาจตองใชวิธีการหลายวิธีผสมผสานกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับลักษณะของพื้นท่ีท่ีมีการปนเปอนสาร
หนูดังกลาวมาแลวขางตน 
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วิธีการขจัดพิษของสารหนูในดินท่ีสําคัญคือ กระบวนการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนต ให
เปล่ียนเปนอารเซเนตซ่ึงเปนพิษนอยกวา กระบวนการนี้สามารถเกิดไดโดยอาศัยปฎิกิริยาทางเคมี 
เชน คลอรีน สารประกอบไฮเปอรคลอไรด โอโซน สารประกอบเปอรแมงกาเนต ออกซิเจนและ
ไฮเปอรออกไซดรวมกับเหล็ก เปนตน สารพวกคลอรีนและสารประกอบไฮเปอรคลอไรดนิยมใชกัน
มากเนื่องจากมีราคาถูก (Guyal et al., 2003) นอกจากการออกซิไดซโดยสารเคมีแลวสารหนูสามารถ
ถูกออกซิไดซไดโดยจุลินทรียบางชนิดท่ีอยูในดิน เชน Achromobacter sp., Pseudomonas sp., 
Thiobacillus  ferrooxidans (Stolz et al., 2006) และ Alcaligenes faecalis (Anderson et al., 1992; 
Stolz et  al., 2006) 

 
การขจัดพิษหรือลดการปนเปอนสารหนูในดินอาจทําไดโดยการเคล่ือนยายสารหนูออกไป

จากบริเวณปนเปอนซ่ึงตองอาศัยกระบวนการดูดซับและตกตะกอนสารหนูกอน สารท่ีมีอํานาจใน
การดูดซับโมเลกุลสารหนูไดอาจเปนส่ิงท่ีหาไดจากธรรมชาติหรือสังเคราะหข้ึน เชน แรดินเหนียว
ชนิดตางๆ แมกนีเซียมออกไซด ถานกํามันต (activated carbon) ซิลิกากัมมันต (activated silica)         
เรซินแลกเปล่ียนไอออน (ion exchange resin)  ทั้งนี้อนุภาคดินเหนียวและออกไซดของเหล็ก      
อะลูมินัมและแมกนีเซียมที่มีอยูในดินเปนสวนสําคัญท่ีมีผลตอปฏิกิริยาการดูดซับกับสารหนู โดย
เหล็กออกไซดสามารถดูดซับสารหนูไดดี แตการเปล่ียนแปลงของพีเอชจะมีผลตอประสิทธิภาพใน
การดูดซับสารหนูไดมากกวาอะลูมินัม โดยพบวาการดูดซับสารหนูจะลดลงเม่ือพีเอชเพิ่มข้ึน 
นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณคารบอเนต และไบคารบอเนตจะไปขัดขวางกระบวนการดูดซับของ
ไฮดรัสออกไซดของเหล็ก (hydrous ferric oxide) กับอารเซเนต ทําใหประสิทธิภาพการดูดซับลดลง
จาก 90% เปน 10% เม่ือพีเอชเพิ่มข้ึนเพียง 2 หนวย (Vance, 2001) จากการศึกษาของ Grafe et al. 
(2002) พบวาสารหนูอารเซไนตและอารเซเนตท่ีถูกดูดซับอยูบนแร geothite ในสภาพธรรมชาตินั้น
จะลดความสามารถในการดูดซับเม่ือพีเอชของดินสูงข้ึน ดังนั้นการเลือกใชสารดูดซับควรเลือกใชให
เหมาะสมกับรูปของสารหนูและคุณสมบัติทางเคมีของดิน เชน พีเอชและความจุแลกเปล่ียน          
แคตไอออน  

 
นอกจากวิธีทางเคมีและกายภาพท่ีใชในการการลดการปนเปอนหรือลดความเปนพิษของ

สารหนูแลว ยังสามารถใชพืช (phytoremediation) หรือจุลินทรีย (bioremediation) ในการบําบัดได  
เชน Chinese brake fern  และ Indian mustard (Agely et al., 2005) ใชไดดีกับการขจัดพิษของ      
สารหนูในน้ํา ซ่ึงประสิทธิภาพจะข้ึนอยูกับกิจกรรมและการเจริญเติบโตของพืชนั่นเอง สําหรับการ
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ใชจุลินทรียในการขจัดพิษของสารหนูนั้นมักเกี่ยวของกับกระบวนการสําคัญคือ ออกซิเดชัน เมทิล 
เลชันหรือรีดักชัน (Simeonova, 2004)  
 
การแปลงสารหนูของจุลินทรีย 
 
 จุลินทรียถือวามีบทบาทสําคัญตอการแปลงสารหนูและวัฏจักรของสารหนูในธรรมชาติ 
กระบวนการสําคัญท่ีเกี่ยวของกับการแปลงสารหนูและความเปนพิษของสารหนูนั้นเกิดจาก
กระบวนการสําคัญ  2 กระบวนการ คือ กระบวนการออกซิเดชันและกระบวนการรีดักชันโดยมี
รายละเอียดดังนี้ 
 

1. การออกซิเดชันสารหนูอนินทรีย (อารเซไนต) 
 

สารหนูอนินทรียอารเซไนตสามารถถูกออกซิไดซไดในธรรมชาติโดยจุลินทรียพวก
แบคทีเรียและอารเคีย โดยใน ป ค.ศ. 1918  พบวา Bacillus arsenoxidants เปนจุลินทรียท่ีมี
ความสามารถในการออกซิไดซสารหนู (Simeonova, 2004) ปจุจบันพบแบคทีเรียพวก heterotroph 

หรือ chemoautotroph ท่ีสามารถออกซิไดซอารเซไนตไดหลายชนิดท้ัง β-proteobacteria เชน 
Achromobacter (Alcaligenes) faecalis (Osborne and Enrlich, 1976), Cenibacterium arsenoxidans 
ULPAs1 (Weeger et al., 1999)  และ γ-proteobacteria เชน  Alkalispirillum mobile MLHE-1 
(Oremland et al., 2002), Pseudomonas putida (Abdrashitova et al., 1985) และ Pseudomonas 
arsenoxidans (Ilialetdinov and Abdrashitova, 1981) รวมท้ัง α-proteobacteria เชน Agrobacterium 
albertimagni AOL15 (Santini et al., 2000) สําหรับพวกอารเคียท่ีสามารถออกซิไดซอารเซไนต 
ไดแก 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)  

 
การออกซิเดชันสารหนูถือเปนกระบวนการท่ีมีความสําคัญตอกลไกการขจัดพิษของสาร

หนูในแบคทีเรียอยางมาก  เนื่องจากสามารถแปลงสารหนูจากรูปท่ีเปนพิษมากใหเปนพิษนอยลงโดย
การแปลงสารหนูในรูปอารเซไนตใหเปนอารเซเนต (Santini et al., 2000, Weeger et al., 1999) 
Muller et al. (2003) ไดทําการศึกษาแบคทีเรียพวก  Herminiimonas arsenicoxydans ULPAs1 ซ่ึง
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สามารถออกซิไดซอารเซไนตโดยทําใหแบคทีเรียดังกลาวกลายพันธุดวยการนํายีนท่ีเกี่ยวกับการ
ออกซิไดซอารเซไนตในแบคทีเรียออกไป ทําใหทราบวายีนดังกลาวทําหนาท่ีควบคุมการแปลง     
สารหนู ตอมาไดมีการศึกษาเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการออกซิเดชันในแบคทีเรียแกรมลบพวก 
chemoheterotrophic คือ Alcaligenes faecalis และพบวาเอนไซมท่ีทําหนาท่ีนี้คือ เอนไซม arsenite 
oxidase ซ่ึงถูกผลิตข้ึน ในบริเวณเยื่อหุมเซลลช้ันใน (inner membrane) ของ A.  faecalis โดยเอนไซม
นี้จะประกอบดวยหนวยยอยท่ีมีขนาดใหญ (large subunit) 2 หนวยยอยคือ Mo-pterin และ HiPIP 
protein (high potential iron protein) และหนวยยอยท่ีมีขนาดเล็ก (small subunit) 1 หนวยยอย 
เรียกวา Rieske ทั้งนี้เอนไซม arsenite oxidase จะทํางานเม่ือใช azurin หรือ cytochrome c เปนตัวรับ
อิเล็กตรอน (electron acceptor) (Anderson et al., 2001)  

 
2. การรีดักชันสารหนู 
 

กลไกการรีดักชันสารหนูสามารถเกิดข้ึนได 2 กระบวนการซ่ึงพบไดท้ังในแบคทีเรีย  รา
และสาหราย โดยกระบวนการแรกเปนกระบวนการการรีดักชันสารหนูเพื่อประโยชนในการขจัดพิษ 
ในขณะท่ีกระบวนการท่ีสองเปนกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเฉพาะในแบคทีเรียและอารเคียบางชนิดซ่ึง
เกี่ยวของกับความสามารถของจุลินทรียในการใชสารหนูเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน
กระบวนการหายใจของแบคทีเรียท่ีดํารงชีวิตแบบ autotroph หรือ heterotroph (Simeonova, 2004) 

 
2.1   กระบวนการขจัดพิษของสารหนูโดย periplasmic As reduction 
 

กลไกการรีดักชันของอารเซเนตภายในเซลลของโปรคาริโอตจะมีเอนไซมท่ี
เกี่ยวของแตกตางกัน กลไกการขจัดพิษของสารหนูจะข้ึนอยูกับชนิดของยีนท่ีมีอยูใน ars operon ซ่ึง
ตองอาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซม arsenate reductase (ArsC) ในไซโตโครม สําหรับระบบ
การขับสารหนูออกนอกเซลลอาจจะเกิดข้ึนโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม ArsB (ควบคุมโดยยีน 
arsB)  เพียงเอนไซมเดียวหรือเกิดข้ึนโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม ArsAB ATPase ซ่ึง
ประกอบดวย 2 หนวยยอยของเอนไซม ArsB (ควบคุมโดยยีน arsB) และ ArsA ATPase (ควบคุม
โดยยีน arsA)  (Simeonova, 2004) สําหรับชนิดของเอนไซมและกลไกท่ีเกี่ยวของกับการรีดักชัน 
สารหนู ดังภาพท่ี 4 
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ภาพท่ี 4  กลไกการขจัดพษิของสารหนูและเอนไซมท่ีเกี่ยวของในส่ิงมีชีวิตพวกโปรคาริโอต 
 
ท่ีมา: Simeonova (2004) 

 
เอนไซม arsenate reductase (ArsC) ในแบคทีเรียและอารเคียบางชนิดเปนเอนไซมท่ี

นักวิทยาศาสตรรูจักกันอยางกวางขวาง ซ่ึงควบคุมโดยเปนยีนท่ีอยูใน ars operon และทําหนาท่ีใน
การรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต ปจจุบันพบเอนไซม arsenate reductase ท่ีผลิตจากยีน 
arsC ท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดตางกัน  3 กลุม ไดแก ArsC-couple Glutaredoxin/Glutathione 
Thioredoxin-couple ArsC และ ArsC-Acp2 (Mukhopadhyay et al., 2002) ท้ังนี้แบคทีเรียแกรมลบจะ
มีระบบการทํางานรวมกันระหวางเอนไซม ArsC กับ glutaredoxin/glutathione (Grx/GSH) ซ่ึงเช่ือวา
ระบบการทํางานแบบน้ีนาจะมีความเกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซม arsenite oxidase ของ 
Alcaligenes sp. และเอนไซม arsenate reductase ของ Shewanella sp. ซ่ึงพบทั้งในพลาสมิดและ
โครโมโซม สําหรับแบคทีเรียแกรมบวกพบระบบการทํางานรวมกันระหวางเอนไซม ArsC กับ 
Thioredoxin (Thioredoxin-couple ArsC; Trx ArsC) เชน Staphylococcus และ Pseudomonas 
aeroginosa (Ji and Silver, 1992b) สําหรับ พวกยูคาริโอตจะพบการทํางานรวมกันระหวาง ArsC-
Acp2 เชน Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay et al., 2002) 
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2.2 กระบวนการหายใจโดยใชอารเซเนต    
                  

ระบบการหายใจที่มีสารหนูเขามาเกี่ยวของถือเปนกลไกการรีดักชันอารเซเนตอีก
ลักษณะหน่ึงท่ีมีความเฉพาะเจาะจงตอแบคทีเรียและอารเคีย กลไกรีดักชันนี้เกิดจากแบคทีเรีย
สามารถใชสารหนูเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจ  แบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ
อารเซเนตไดมีท้ังแบคทีเรียแกรมบวก เชน 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 เชน 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)  

            
กระบวนการรีดักชันอารเซเนตซ่ึงใชในการหายใจของจุลินทรียเปนกระบวนการท่ี

มียีนและโปรตีนหรือเอนไซมเขามาเกี่ยวของ โปรตีนดังกลาวไดแก anaerobic arsenate reductase 
(Arr) ซ่ึงเปน periplasmic protein ประกอบดวยหนวยใหญของ molybdo-pterin subunit (ArrA) และ
หนวยยอยของ (ArrB) ซ่ึงมีโมเลกุลของ Fe-S protein อยูท่ีแกนกลางของโครงสรางโปรตีน (Krafft 
and Macy, 1998; Macy and Santini, 2002; Saltikov et al.,  2003) Saltikov and Newman (2003) 
และ Afkar et al. (2003)  ไดทําการวิเคราะห arsenate reductase ของแบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus 
selenitireducens) และแบคทีเรียแกรมลบ (Shewanella trabarsenatis) พบวา S. trabarsenatis จะมียีน 
arrAB ที่มีลักษณะใกลเคียงกับยีน arsBCD ใน ars operon (กลุมยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสาร
หนู) ของ   B. selenitireducens โดยแบคทีเรียท้ังสองชนิดมีลําดับนิวคลีโอไทดของโปรตีน ArrA 
คลายคลึงกัน 47% (Silver and Phung, 2005)  
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กลไกการตานทานสารหนูของแบคทีเรียในดิน 
 

การตานทานสารหนูของจุลินทรียเร่ิมมีการศึกษาต้ังแต ป ค.ศ. 1900 โดยพบวากลไกการ
ตานทานสารหนูมักเกี่ยวของกับกระบวนการดังนี้  

 
1. การแปลงสารหนูใหอยูในรูปแกส ซ่ึงพบมากในแบคทีเรียและอารเคีย (archaea) (Tamaki 

and Frankenberker, 1992)  
2. กระบวนการ methylation ของสารหนูในรูปอนินทรียเปนสารหนูในรูปท่ีเปนพิษนอยลง 

โดยอาศัยแบคทีเรีย สัตวและพืช (Wu et al., 2002)  
3. การจับหรือดูดซับสารหนู เชน glutathione ชวยลดการจับสารหนูกับโปรตีนในเซลลของ

ยีสตและพืช (Schmoger et al., 2000) และ  
4. การขับสารหนูออกจากเซลลโดยกระบวนการ arsenic transporter ซ่ึงพบในแบคทีเรีย 

ยีสตและพืช (Rosen, 1999)   
 
กลไกการตานทานสารหนูท่ีเกิดข้ึนเปนลักษณะทางพันธุกรรมอยางหนึ่งของแบคทีเรียท่ี

ควบคุมโดยโครโมโซม (chromosome) หรือพลาสมิด (plasmid) ซ่ึงจะทําหนาท่ีในการถอดรหัสสาร
พันธุกรรมท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนู ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีควบคุมการตานทานสารหนู
โดยโครโมโซมมักเกี่ยวของกับการตานทานอารเซเนต ซ่ึงกลไกในการตานทานเปนผลมาจาก
กระบวนการสงผานฟอสเฟต (phosphate transport) ในกระบวนการสรางพลังงาน (Willsky and 
Malamy, 1980; Cervantes  et al., 1994) จุลินทรียบางชนิดสามารถตานทานสารหนูหรือสามารถนํา
สารหนูมาใชประโยชนในกระบวนการเมทาบอลิซึมได เชน จุลินทรียบางชนิดสามารถใชอารเซเนต
เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจแบบไมใชออกซิเจน (anaerobic respiration) 
ในขณะท่ีจุลินทรียพวก chemoautotroph สามารถใชอารเซไนตเปนตัวใหอิเล็กตรอนได (Jackson et 
al., 2003)  อยางไรก็ตามจุลินทรียสวนใหญสามารถตานทานตอความเปนพิษของสารหนูไดเม่ือ
ไดรับในปริมาณตํ่า เนื่องจากเกิดกระบวนการออกซิเดชันของอารเซไนตเปล่ียนเปนอารเซเนตซ่ึง
เปนพิษนอยกวาไดโดยอาศัยเอนไซม arsenite oxidase หรือ peroxidase ในบริเวณเยื่อหุมเซลล หรือ
อาจอาศัยกระบวนการขับสารหนูออกนอกเซลล โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม arsenate 
reductase ซ่ึงจัดไดวาเปนการขจัดพิษ (detoxification) ของจุลินทรียวิธีหนึ่ง (Jackson et al., 2003) 
ดังนั้นกลไกและรูปแบบในการตานทานสารหนูท่ีควบคุมโดยโครโมโซมและพลาสมิดจึงมีผลตอ
ระดับความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรีย 
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ยีนท่ีเก่ียวของกับการตานทานสารหนู (arsenic resistance gene หรือ ars gene) 
  
  การศึกษาการตานทานสารหนูของจุลินทรียแมวามีการศึกษากันอยางกวางขวาง  แตการ
ทํางานของยีนบางตัวก็ยังมีการศึกษาอยูในวงจํากัด โดยท่ัวไปแลวการตานทานสารหนูของ           
จุลินทรียจะถูกควบคุมโดยยีนท่ีอยูบนพลาสมิด  ท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบพบ
ยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนูหลายยีนและมีหนาท่ีท่ีแตกตางกันไป ท้ังการออกซิเดชันซ่ึง
ศึกษายีนในกลุม aox gene (arsenic oxidation gene) และรีดักชันซ่ึงเปนการศึกษายีนในกลุม ars 
gene (arsenic resistance gene)โดยการศึกษา aox gene มักเปนการศึกษาจุลินทรียท่ีเกี่ยวของกับการ
ลดความเปนพิษของสรหนูซ่ึงยีนเหลานี้จะชวยในการเปล่ียนสารหนูอารเซไนตซ่ึงมีพิษมากใหเปน
อารเซเนตซ่ึงมีพิษนอยลง ในขณะท่ียีนในกลุม ars gene เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการรีดักชัน
ของอารเซเนต ซ่ึงเปนกลไกท่ีจุลินทรียใชในการตานทานสารหนูและขับสารหนูออกมาภายนอก
เซลล ปจจจุบันเร่ิมมีการศึกษาการรีดักชันของอารเซเนตมากข้ึน เนื่องจากการรีดักชันของจุลินทรีย
ถือเปนกลไกสําคัญในการควบคุมวัฎจักรของสารหนูในส่ิงแวดลอม โดยเฉพาะในดิน น้ําใตดินและ
ตะกอนดิน  
 
 จากการศึกษาการทํางานของยีนใน ars operon ของจุลินทรียหลายชนิด พบวาจุลินทรียแต
ละชนิดมียีนตานทานสารหนูแตกตางกัน ทําใหมีกลไกการทํางานของยีนใน ars operon ตางกัน  
ท้ังนี้ยีนท่ีทําหนาท่ีเกี่ยวกับการตานทานสารหนูท่ีเรียกวา arsenic resistance gene (ars gene) 
ประกอบไปดวยยีนสําคัญ 6 ยีน คือ arsA arsB arsC arsD arsR และ arsH ท้ังนี้ยีนดังกลาวจะทํางาน
รวมกันเปนระบบเรียกวา ars operon (Mukhopadhyay et al., 2002; Rosen, 1999) ดังนั้นหากแบง
จุลินทรียตามการทํางานของยีนใน ars operon สามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ จุลินทรียท่ีมียีน
ตานทานสารหนู 5 ยีน ไดแก arsA arsB arsC arsD และ arsR ตัวอยางเชน Escherichia coli  R773 
Escherichia coli R46 และ Acidiphylum multovolum PKW301 (Silver and Phung, 1996) และ
จุลินทรียท่ีมียีนตานทานสารหนู 3 ยีน ไดแก arsB arsC และ arsR ตัวอยางของจุลินทรียในกลุมนี้ 
เชน Staphylococcus xylosus (pSX267), Staphylococcus aureus (pI258) (Ji and Silver, 1992a,b) 
Pseudomonas aeruginosa และ Pseudomanas fluorescens (Su, 2004) นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิด
อาจมียีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนู 4 ยีนคือ arsB arsC arsR และ arsH ไดแก 
Halobacterium sp. NRC-1 (Su, 2004) ท้ังนี้จุลินทรียอาจมียีนตานทานสารหนูท่ีอยูในจีโนมเพียงชุด
เดียวหรือมากกวาสองชุด ซ่ึงอาจจะมีครบทุกยีนหรือมีเพียงบางยีนก็ได โดยแตละยีนจะมีบทบาท
และหนาท่ีท่ีแตกตางกัน กลไกการทํางานของ arsenic resistance gene บน ars operon มีดังนี้  
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1.  ยีน arsR หรือ ArsR-trans-acting repressor protein เปนยีนท่ีควบคุมการลอกรหัส 
mRNA โดยการสังเคราะหโปรตีน ArsR-transcriptional repressor protein โดยยีนนี้สามารถ
ตอบสนองตอสารหนูไดดีในระดับตํ่า (basal level) (Chen and Rosen, 1997) ในสภาวะท่ีไมมีการ
ปนเปอนสารหนูหรือตัวเหนี่ยวนําอ่ืนๆ เชน พลวง (Sb) จะเปนตัวเหนี่ยวนํา ArsR protein ใหไปจับ
กับ promoter ทําใหไมเกิดการ transcription แตเม่ือมีตัวเหนี่ยวนําจะทําให ArsR protein ไปจับกับตัว
เหนี่ยวนําเหลานั้นทําใหเกิดการ transcription และมีการแสดงออกของยีนบน ars operon 

 
2.  ยีน arsD หรือ  ArsD secondary regulator protein เปนยีนท่ีมีหนาท่ีคลายกับยีน arsR 

โดยทําหนาท่ีในการสราง ArsD protein ซ่ึงเปน regulator protein เหมือนกันแตมีลําดับนิวคลีโอไทด
ตางกัน (Wu and Rosen, 1993) จากการศึกษา ArsD protein พบวา ArsD protein เปนโปรตีนท่ี
สามารถทํางานไดโดยการเหนี่ยวนําของอารเซไนตท่ีระดับความเขมขนสูงถึง 100 ไมโครโมลาร  
เม่ือเปรียบเทียบกับ ArsR protein สามารถทํางานไดเม่ือมีอารเซไนตความเขมขนเพียง 10   ไมโคร 
โมลาร นั่นแสดงวาการทํางานของ ArsD protein จะเกิดท่ีตําแหนงเดียวกันกับ ArsR protein แตมี
กลไกการทํางานท่ีตอบสนองตอระดับของสารหนูท่ีชากวาหรือตอบสนองเม่ือมีสารหนูระดับสูง
เทานั้น (Chen and Rosen, 1997) 

 
3.  ยีน arsB หรือ ArsB-intergral membrane protein เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการทํางานของ

โปรตีนในเยื่อหุมเซลล โดยยีนนี้มีการทํางาน 2 ลักษณะคือ 1) ยีน arsB ทําหนาท่ีขับสารหนูออก
เพียงลําพังแบบ ATPase-independent transportor ซ่ึงจะเคล่ือนยายอารเซไนตโดยกลไก 
chemiosmotic อาศัยความแตกตางกันระหวางความเขมขนของไอออนภายในเซลลและนอกเซลล ซ่ึง
เปนกระบวนการท่ีไมตองการพลังงาน 2) ยีน arsB ทําหนาท่ีรวมกับยีน arsA แบบ ATPase-
dependent transportor กลาวคือ ArsB-intergral membrane protein จะทําหนาท่ีจับกับสารหนู       
อารเซไนตในบริเวณ binding site ทําใหยีน arsA ผลิต ATPase เพื่อผลิตพลังงานในการขับสารหนู
ออกไป การทํางานในลักษณะน้ีเปนการทํางานท่ีมีประสิทธิภาพในการขับสารหนูไดสูงและเปน
กระบวนการที่ตองการพลังงาน 

 
4.  ยีน arsA หรือ ArsA-oxyanion stimulate ATPase เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับ ATPase 

protein ท่ีบริเวณเยื่อหุมเซลล โดยทําหนาท่ีในการสะสมและเปนแหลงพลังงานในการขับสารหนู
ออกนอกเซลล โดย ArsA protein จะประกอบไปดวย ATP binding sites 2 ยูนิต ซ่ึงจําเปนตอการ
ตานทานสารหนูและกิจกรรมของเอนไซม ATPase ท้ังนี้สารหนูอารเซไนตและพลวงเปนตัว
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เหนี่ยวนําและกระตุนยีน arsA ทํางานและทําให ArsA protein ไปจับกับ ArsB protein ท่ีเยื่อหุมเซลล
กอนท่ีจะขับสารหนูออกนอกเซลล (Su, 2004) 

 
              5. ยีน arsC หรือ ArsC-arsenate reductase เปนยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางเอนไซม arsenate 
reductase ซ่ึงจะเปลี่ยนสารหนูอารเซเนตใหเปนอารเซไนตภายในเซลลกอนท่ีจะขับออกนอกเซลล 
โดยแบคทีเรียแกรมลบ เอนไซม ArsC จะจับกับ glutathione หรือ glutaredoxine ซ่ึงเปนตัวให
อิเล็กตรอนกอนท่ีอารเซเนตจะเปล่ียนเปนอารเซไนตโดยเอนไซม arsenate reductase (Oden et al., 
1994) ในขณะท่ีแบคทีเรียแกรมบวก ArsC protein จะจับกับตัวใหอิเล็กตรอนพวก thioredoxin แทน 
(Ji and Silver, 1992b) จากการศึกษาพบวายีน arsC จะมีความแปรปรวนสูง ซ่ึงมีระดับความ
คลายคลึงของลําดับนิวคลีไทดของแบคทีเรียในแตละวงศ (family)  ตั้งแต 61-91% (silver et al., 
2002; HHHHJacksonHHHH and HHHHDugas HHHH 2003) 
 
            6. ยีน arsH เปนยีนท่ียังไมรูหนาท่ีท่ีแนนอน แตพบอยูบนพลาสมิดของ Yersinia 
enterocolitica, Acidithiobacillus ferroxidant และ Serratia marcescens PR478 (Ryan and Colleran, 
2003) อยางไรก็ตามเช่ือวายีนนี้มีความสําคัญตอการตานทานสารหนู เนื่องจากเม่ือทําการตัดยีน arsH 
ออกจะทําใหจุลินทรียสูญเสียความสามารถในการตานทานสารหนู ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวายีน 
arsH นาจะมีหนาท่ีในการเปน secondary regulator คลายกันกับยีน arsD โดยอาจจะทําหนาท่ี
ควบคุมยีนเพียงบางสวน เชน ควบคุมยีน arsB หรือควบคุมการจับของโปรตีนท่ีตําแหนง binding 
site ของ regulartory protein ในระบบการทํางานบน ars operon (Ryan and Colleran, 2002) 
 

กลไกการตานทานสารหนูในจุลินทรีย  เ ร่ิมจากจุลินทรียได รับสารหนูอาร เซเนต             
ซ่ึงอารเซเนตท่ีอยูในเซลลจะเปนตัวเหนี่ยวนําและกระตุนการทํางานของยีน arsR (สราง ArsR-trans-
acting repressor protein) หรือ ยีน arsD (สราง ArsD secondary regulator protein) ท้ังนี้ข้ึนอยูกับ
ปริมาณของสารหนูท่ีไดรับ หลังจากนั้นจะเกิดการสงสัญญาณไปยังยีน arsC และกระตุนใหเกิดการ
ผลิตเอนไซม arsenate reductase เพื่อทําหนาท่ีในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนต ท้ังนี้อารเซไนต
จะถูกขับออกนอกเซลลโดยอาศัย ArsB protein (intergral membrane protein) ซ่ึงควบคุมการทํางาน
โดยยีน arsB หรือโดยอาศัยการทํางานรวมกันของ ATPase complex (soluble ATPase unit) และ 
ArsB protein (Chen et al., 1986) ซ่ึงควบคุมการทํางานโดยยีน arsA และ arsB ตามลําดับ  
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การควบคุมการทํางานของยีนดังกลาวขางตนจะข้ึนอยูกับปริมาณอารเซเนตในส่ิงแวดลอม
หรือในเซลล กลาวคือ ArsR repressor protein จะควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับพื้นฐาน  
(basal level) เม่ือมีอารเซไนตในระดับต่ํายีนสามารถแสดงออกและตอบสนองไดทันที ในขณะท่ี 
ArsD regulator protein จะควบคุมการแสดงออกในระดับสูง (upper level) โดยจะมีการแสดงออก
ของยีนก็ตอเม่ือมีอารเซไนตในปริมาณสูง (Butcher and Rawlings, 2002) สําหรับจุลินทรียบางชนิด
อาจมีกลไกแตกตางกัน เชน Bacillus subtilis SKIN จะสราง YqcL protein ซ่ึงจะทําหนาท่ีคลายกับ 
ArsB protein ในการขับสารหนูออกนอกเซลล (Sato and Kobayashi, 1998) สําหรับ Saccharomyces 
cerevisiae มีกลไกหลักในการตานทานสารหนู 2 วิธีคือ 1) เปล่ียนอารเซเนตเปนอารเซไนตโดย 
Arr2p protein (คลายกับ ArsC product จากยีน arsC) หลังจากนั้นขับสารหนูออกดวย Arr3p protein 
ซ่ึงเปน membrane efflux protein เหมือน ArsB protein  2) อารเซไนตถูกเคล่ือนยายไปและถูกขับ
จากบริเวณ cytoplasm ไปยังบริเวณ vacuole membrane โดย Ycf1p protein บริเวณ binding site ใน 
vacuole membrane (Mukhopadhyay et al., 2002) จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวาจุลินทรียจะ
ไมไดรับอันตรายจากอารเซไนตท่ีเกิดจากการรีดักชันภายในเซลล  เนื่องจากการทํางานของยีนท่ีเปน
ลําดับข้ันตอน  จุลินทรียบางชนิดซ่ึงมียีนบางสวนขาดหายไปจะมีความสามารถหรือประสิทธิภาพใน
การตานทานหรือกลไกการตานทานสารหนูนอยและแตกตางกันตามระบบของยีนท่ีควบคุมท่ี
แตกตางกัน ซ่ึงจะสงผลตอระดับความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีแตกตางกันไปดวย 

 
การใชเทคนิค DGGE สําหรับการศึกษากลุมโครงสรางสังคมแบคทีเรียในส่ิงแวดลอม 
 

จุลินทรียดินมีบทบาทสําคัญหลายประการในการรักษาคุณภาพและสมดุลของดินตาม
ธรรมชาติ เนื่องจากจุลินทรียดินมีบทบาทเกี่ยวของตั้งแตกระบวนการเกิดดิน การยอยสลายของ
อินทรียวัตถุ วัฏจักรของธาตุอาหารพืช และการเปล่ียนแปลงของสารพิษในดิน จึงอาจกลาวไดวา
จุลินทรียดินถือเปนดัชนีช้ีวัดความสมดุลและการเปล่ียนแปลงระบบนิเวศในดินได สําหรับการศึกษา
จุลินทรียดินเเบบดั้งเดิมมักเปนการศึกษาเกี่ยวกับชนิดและปริมาณของจุลินทรียโดยอาศัยการ
เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ (Alexander, 2000; Murray et al., 2000) และการวัดกิจกรรมตางๆ ของ
จุลินทรีย (Tabatabai, 1977; Bååth et al., 1992; Insam et al., 1996) แตการศึกษาดังกลาวมีขอจํากัด
ของวิธีการ ทําใหมีจุลินทรียดินเพียง 1 เปอรเซ็นตของจุลินทรียท้ังหมดเทานั้นท่ีสามารถเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือได (Torsvik et al., 1998) ดังนั้นจึงไมสามารถทําการศึกษาจุลินทรียดินไดครอบคลุม
ท้ังหมด การเลือกใชเทคนิคใหมๆ หรือการดัดแปลงเทคนิคตางๆ ในการศึกษาจุลินทรียดินจึงถูก
นํามาใชเพื่อใหสามารถประเมินไดอยางถูกตองมากข้ึน  



37 
 

ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล มาชวยในการศึกษาจุลินทรียกันมาก
โดยสามารถใชในการศึกษาชนิดหรือกลุมของจุลินทรียท่ีสนใจในตัวอยางตางๆ ท้ังดิน น้ํา หรือ
เนื้อเยื่อของส่ิงมีชัวิต อีกท้ังยังนํามาศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตท้ังพืช สัตว และจุลินทรีย ซ่ึง
มีบทบาทสําคัญในระบบนิเวศนอีกดวย ซ่ึงถือวาเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลมีขอไดเปรียบกวา
หลายประการ อีกท้ังยังรวดเร็วในการตรวจสอบแบคทีเรียบางชนิดท่ีไมสามารถเพาะเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเช้ือได นอกจากนี้เทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลยังสามารถนํามาใชประโยชนในหลายดาน
ดวยกันนอกจากการศึกษาทางดานจุลินทรีย เชน ดานการแพทยใชประโยชนในแงการตรวจรักษา
โรคและพัฒนายาใหม ดานการเกษตรใชประโยชนในการปรับปรุงและอนุรักษพันธุพืช พันธุสัตว 
ดานกฏหมายใชในการตรวจสอบบุคคล ตรวจพิสูจนหลักฐานในคดีความ เปนตน (Amann et al., 
1995)  
   
   เทคนิคทางชีวระดับโมเลกุลเทคนิคหนึ่งท่ีเรียกวา Denaturing gradient gel electrophoresis 
หรือ DGGE เปนเทคนิคท่ีมีการนํามาใชศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียและความหลากหลายของ    
จุลินทรียในส่ิงแวดลอมตางๆ ไดดี โดยเทคนิคนี้สามารถบอกความแตกตางของโครงสรางสังคม      
จุลินทรียในธรรมชาติได   ท้ังนี้อาศัยหลักการของดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตตางชนิดกัน  จะมี
ความสามารถหรือความแข็งแรงในการแยกของสายดีเอ็นเอตางกัน และเม่ือทําการตรวจสอบแถบ        
ดีเอ็นเอที่ปรากฏออกมา จะพบแถบดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตตางกันแสดงลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ท่ีมีความแตกตางกัน (Muyzer et al., 1993) การแยกตัวของดีเอ็นเอดังกลาวจะข้ึนอยูกับ
โครงสรางของดีเอ็นเอนั่นเอง ท้ังนี้โครงสรางของดีเอ็นเอจะประกอบไปดวยนิวคลีโอไทดท่ีมาเรียง
ตอกันเปนสายยาวเเละมีเบสเรียงซํ้าๆ กัน จะมีลักษณะพันเปนเกลียวคู ท่ีเกิดจากโพลีนิวคลีโอไทด      
2 สายเรียงตัวขนานและกลับทิศทางกัน มีน้ําตาลฟอสเฟตและหมูฟอสเฟตพันอยูรอบนอกโมเลกุล 
เบสที่เรียงซํ้าๆ กัน ซ่ึงประกอบไปดวย adenine (A) guanine (G) cytosine (C) และ Thymine (T) จะ
จับกันดวยพันธะไฮโดรเจน โดยเบส A และ T จะจับกันดวยพันธะไฮโดรเจน 2 พันธะ ในขณะท่ีเบส 
G และ C จะจับกันดวยพันธะไฮโดรเจน 2 พันธะ และตอกับน้ําตาล deoxyribose ซ่ึงมีตัวเช่ือมเปน
หมูฟอสเฟตระหวางตําแหนงท่ี 5´ ของน้ําตาลโมเลกุลหนึ่งกับตําแหนงท่ี 3´ ของน้ําตาลอีกโมเลกุล
หนึ่ง เกิดเปนโครงสรางของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2539) การจับกันดวยพันธะท่ีแตกตางกันนี้จะมีผลตอ
ความสามารถหรือความแข็งแรงในการแยกของสายดีเอ็นเอจากสายคูเปนสายเดี่ยวไดแตกตางกัน 
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  เทคนิค DGGE เปนเทคนิคท่ีตองอาศัยการการเสียสภาพของดีเอ็นเอ (denature) ทําให           
ดีเอ็นเอแยกตัวเปนดีเอ็นเอสายเด่ียว ซ่ึงการทําใหดีเอ็นเอเกิดการแยกตัวนี้ตองอาศัยสารประกอบ 
urea และ formamide ท่ีเปนตัวกลางใน polyacrylamide gel ท้ังนี้ดีเอ็นเอท่ีมีเบสที่แตกตางกันจะเกิด
การแยกตัวตางกันตามความเขมขนของ urea และ formamide ซ่ึงมีลักษณะเปน gradient และเม่ือนํา 
ดีเอ็นเอท่ีไดมาแยกดวยกระแสไฟฟาบนเจลจากข้ัวลบไปยังข้ัวบวกของสนามไฟฟา จะเกิดการ
เคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอบนเจลปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะเฉพาะข้ึนกับชนิดของจุลินทรีย 
(Myers et al., 1987; Fischer and Lerman, 1983) โดยดีเอ็นเอของจุลินทรียตางชนิดกันจะเกิดการ
แยกตัวท่ีระยะทางตางกันบนเจล กลาวคือจุลินทรียท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีจํานวนเบส GC นอยจะ
เกิดการแยกตัวกอนหรือแยกตัวไดงายบนเจลท่ีมีความเขมขนของ urea และ formamide ต่ํานั่นเอง 
จากลักษณะการแยกตัวของดีเอ็นเอขางตนทําใหสามารถแยกจุลินทรียท่ีตองการศึกษาดวยเทคนิค 
DGGE จากสภาพแวดลอมตางๆ ไดงายและแมนยํา อยางไรก็ตามการแยกตัวของดีเอ็นเอสามารถ
เกิดข้ึนไดโดยใชอุณหภูมิเปนตัวกลางในการทําใหเกิดการแยกตัว  ซ่ึงจะเรียกเทคนิคนี้วา 
Temperature gradient gel electrophoresis (TGGE) ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีใชหลักการเดียวกันกับเทคนิค 
DGGE จะแตกตางกันเพียงการใชอุณหภูมิในการแยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเดี่ยวนั่นเอง   
 
  ปจจัยสําคัญอีกประการหนึ่งของเทคนิค DGGE คือ ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชใน
การศึกษาและความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแยกตัวไดมีผลตอการวิเคราะหความแตกตางของ
การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอบนเจล ดังนั้นดีเอ็นเอเปาหมายท่ีตองการศึกษาจะตองนํามาเพ่ิมปริมาณ      
ดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR กอนโดยความยาวของผลผลิตดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมควรยาวประมาณ 500 bp 
(Myers et al., 1985) และตองใชไพเมอรท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกับจุลินทรียท่ีตองการศึกษา             
ซ่ึงไพเมอรท่ีนํามาใชควรทําใหเกิดการแยกตัวของดีเอ็นเอเปนสายเดี่ยวอยางนอย 50% ของความยาว
ลําดับนิวคลีโอไทด การเพ่ิมความสามารถในการแยกตัวของดีเอ็นเอใหสมบูรณท่ีสุดหรือใกลเคียง 
100%  สามารถทําไดโยการเติมเบส G และ C จํานวนมากท่ีปลายขางใดขางหนึ่งของไพเมอร เรียกวา 
GC clamp โดย GC clamp จะทําหนาท่ีเปน high melting domain เพื่อปองกันไมใหดีเอ็นเอสายเด่ียว
กลับมาจับกันเปนสายคู ท้ังนี้ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดของ GC clamp ควรอยูท่ีประมาณ  30-
50 นิวคลีโอไทด (Myers et al., 1985; Sheffield et al., 1989) การเขาใจลักษณะการแยกตัวของ        
ดีเอ็นเอจะทําใหสามารถเลือกใชความเขมขนของ urea และ formamide หรือคาดคะเน gradient ท่ี
ใชไดอยางเหมาะสมกับแบคทีเรียท่ีตองการศึกษา ซ่ึงจะทําใหแถบดีเอ็นเอท่ีแยกบนเจลนั้นมีความ
ชัดเจน คมชัด ไมซอนทับกัน (smear) อีกท้ังยังทําใหนักวิจัยสามารถเลือกใชระยะเวลาในการแยกตัว
ดวยกระแสไฟฟาไดอยางเหมาะสมมากข้ึน (Myers and Smalla, 1998) 



39 
 

ปจจุบันการใชเทคนิค DGGE ในการศึกษาความความหลากหลายของจุลินทรียใน
ส่ิงแวดลอม โดยอาศัยการทําปฏิกิริยา PCR ของยีน 16S rDNA เร่ิมมีการศึกษาคร้ังแรกในกลุม
จุลินทรียท่ีเกาะท่ีผิว (microbial biofilm) (Muyzer et al., 1993) ซ่ึงพบวาผลผลิต PCR ในตัวอยางท่ี
ศึกษาจะเกิดการแยกตัวเปนแถบดีเอ็นเอบนเจลตางกัน ซ่ึงผลผลิต PCR ในตัวอยางหน่ึงๆ จะ
ประกอบดวย     จุลินทรียตางชนิดกัน ดังนั้นแถบของดีเอ็นเอแตและแถบอาจแสดงถึงจุลินทรียแตละ
ชนิด ท้ังนี้สามารถตรวจสอบชนิดของจุลินทรียไดงายจากการตัดแถบดีเอ็นบนเจลและวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดไดโดยตรง (Muyzer et al., 1993) ท้ังนี้ Muyzer et al. (1995) ไดใชเทคนิค 
DGGE ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในปลองน้ําพุรอน (hydrothermal vents)             
2 บริเวณ ซ่ึงผลการศึกษาพบแบคทีเรียจํานวนนอยมาก และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียหลักได
เพียง 1 ชนิด จากพื้นท่ีศึกษาบริเวณท่ี 1 และ ระบุชนิดของแบคทีเรียได 3 ชนิด จากพื้นท่ีศึกษาบริเวณ
ท่ี 1 ซ่ึงเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวาเปนแบคทีเรียพวก sulfur reducing bacteria สกุล 
Thiomicrospira ในขณะท่ี Moyer et al. (1995) ก็ไดทําการศึกษาในลักษณะเดียวกันและพบ
แบคทีเรีย sulfur reducing bacteria เชนเดียวกัน แตระบุไดเปน Desulfovibrio salexigens 

 
นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิค DGGE มาศึกษาชนิดของแบคทีเรียพวก sulfate reducing 

bacteria และดารทํางานของเอนไซมในช้ันแทงมวลน้ํา (water column) ของประเทศเดนมารก 
(Teske et al., 1996) รวมท้ังศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียในดินดวยเทคนิค TGGE (Felske et al., 
1996b) และใชเทคนิค DGGE ในการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียของพวก cyanobacteria ในน้ําพุ
รอน (Felske et al., 1996a) ซ่ึงพบวาแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางท่ีเก็บมาจากน้ําพุรอนท่ีมีอุณหภูมิ
ใกลเคียงกันจะมีรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอคลายคลึงกัน ซ่ึงแตกตางจากชนิดของ cyanobacteria ท่ี
พบจากบริเวณนํ้าพุรอนท่ีมีอุณหภูมิท่ีสูงกวา รวมท้ังยังมีการนําเทคนิคนี้มาใชในการศึกษา 
phytoplankton (Muyzer et al., 1996) และจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ในตัวอยางจากวัสดุตางๆ และใน
มหาสมุทร (Nubel et. al., 1997) หรือศึกษา ammonia oxidizing bacteria ในดินทรายท่ีมีระดับ pH 
ตางกัน (Kowalchuk et al., 1997) ศึกษายีน hydrogenase จากแบคทีเรียในสกุล Desulfovibrio 
(Wawer and Muyzer, 1995) และใชศึกษาจํานวนและการเปล่ียนแปลงของ  sulfate reducing bacteria 
(Santegoes et al., 1997) ในบริเวณท่ีไมมีอากาศ 

 
Zwart et al. (1997) ยังไดศึกษาความแตกตางของแบคทีเรียพวก Verrucomicrobiales ใน

ทะเลสาบน้ําจืด ของประเทศเนเธอรแลนด ดวยเทคนิค DGGE และ nested PCR จากการเปรียบเทียบ
แถบของดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําจะพบแบคทีเรียท่ีเปนชนิดเดียวกันในทะเลสาบน้ําจืดท่ีมาจาก
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ตัวอยางเดียวกันตลอดท้ังป และ Heuer et al. (1997) ก็ใชเทคนิคเดียวกันนี้ศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของแอคติโนมัยซีทในดินท่ีตางกัน และศึกษาการเปล่ียนแปลงในบริเวณรอบรากพืช
ของมะเขือเทศ โดยการทํา PCR โดยตรงเปรียบเทียบกับ nested PCR ซ่ึงพบวาการใช DGGE รวมกับ 
nested PCR สามารถใชประเมินจํานวนของแอคติโนมัยซีทในดินไดดี ในขณะที่การใช DGGE 
รวมกับการทํา PCR โดยตรงจะประเมินจํานวนแอคติโนมัยซีทไดนอยกวา ท้ังนี้เนื่องจากรายละเอียด
ทางเทคนิคท่ีนํามาใช เชน ไพเมอร การทําปฎิกิริยา PCR รวมทั้งตัวอยางท่ีนํามาศึกษา (Myers and 
Smalla, 1998) โดยเฉพาะตัวอยางจากดินซ่ึงเปนท่ีอยูของจุลินทรียมีความซับซอนในธรรมชาติ              
จุลินทรียท่ีอยูในดินอาจมีความแตกตางกันแมจะมีระยะหางกันเพียงเล็กนอย  ซ่ึงปริมาณของ            
จุลินทรียและความผันแปรท่ีเกิดข้ึนภายในดินจะเปนปญหาตอการศึกษาโครงสรางสังคมจุลินทรียได   
(Van and Overbeek, 1993)  ขอจํากัดประการหนึ่งของเทคนิคนี้คือ สารอินทรียหรือสารปนเปอนท่ีมี
อยูในดินอาจมีผลในการขัดขวางการสกัดดีเอ็นเอจากดินโดยตรง  หรือการทํา PCR ดังนั้นการเลือก
วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากดินจึงตองเลือกใหเหมาะสมกับชนิดของดิน และจุลินทรียท่ีตองการศึกษา 
รวมท้ังการเลือกไพเมอรตองมีความเหมาะสมดวย 
 
การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดวยเทคนิค rep-PCR  

 
หลักการสําคัญในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย โดยปกติแลวควรเลือกศึกษา

จุลินทรียท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดในบริเวณอนุรักษสูงๆ (highly conserved region) และมีลําดับนิวคลี
โอไทดท่ีซํ้ากัน (repetitive nucleotide sequences) เพื่อท่ีจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีมี
ความจําเพาะในจีโนมของจุลินทรียได (Martin et al., 1992; Sadowsky and Hur, 1998; Versalovic et 
al., 1994; Versalovic et al., 1991) ซ่ึงเทคนิค rep-PCR หรือ repetitive based sequence-PCR เปน
เทคนิคหนึ่งท่ีอาศัยหลักการของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนหรือนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียใน
บริเวณอนุรักษดังกลาว เทคนิค rep-PCR ไดรับการพัฒนามาจาก Lupski จากวิทยาลัยทางการแพทย 
รัฐเท็กซัส ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงนํามาใชกับการศึกษาในหลายดานดวยกัน ท้ังดานการแพทย 
การเกษตร อุตสาหกรรม และความหลากหลายของจุลินทรียในส่ิงแวดลอม (Versalovic et al., 1994)  

 
การศึกษาโดยเทคนิค rep-PCR นั้นสามารถใชในการศึกษาแบคทีเรียไดท้ังแบคทีเรียแกรม

ลบและแบคทีเรียแกรมบวกบางกลุม (Lupski and Weinestock, 1992) จากการอาศัยหลักการของ
ความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีชุดซํ้ากันมากกวา 1 ชุดในโครโมโซม (Gilson et al, 1984; 
Hulton et al., 1991; Sharples and  Lloyd, 1990; Stern et al., 1984) จึงแบงลําดับนิวคลีโอไทด
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บริเวณท่ีมีชุดซํ้ากันนี้แบงออกเปน 3 กลุม คือ 1) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีเรียงซํ้าๆ กันยาว 
35-40 bp เรียกวา repetitive extragenic palindromic (REP) sequence 2) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลี    
โอไทดท่ีเรียงซํ้าๆ กันยาว 124-127 bp เรียกวา enterobacterial repetitive intergenic concensus 
(ERIC) sequence และ 3) ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดยาว 154 bp เรียกวา BOX element 
(Versalovic et al., 1994) ท้ังนี้ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฎอยูในตําแหนงตางๆ เหลานี้จะกระจายอยู
ท่ัวท้ังจีโนมของแบคทีเรียนั่นเอง ลักษณะเฉพาะของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีซํ้าๆ กันนี้สามารถใช
ประโยชนในการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยตรงหรือใชเพื่อออกแบบไพเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับ
การศึกษาบริเวณ REP, ERIC หรือ BOX ดวยเทคนิค PCR ได (Versalovic et al., 1994) ซ่ึงทําใหได
ไพเมอรท่ีเรียกแตกตางกันออกไปดวย ซ่ึงเม่ือนํามาใชรวมกับเทคนิค PCR ก็จะไดช้ินสวน ดีเอ็นเอท่ี
มีขนาดแตกตางกัน ดังนั้นเพื่อใหสอดคลองกับวิธีการท่ีใชในเทคนิค rep-PCR จึงมีช่ือเรียกแตกตาง
กันคือ REP-PCR genomic fingerprinting, ERIC-PCR genomic fingerprinting และ BOX-PCR 
genomic fingerprinting (Versalovic et al., 1991, 1994) ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกันนี้สามารถ
นํามาเเยกขนาดดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) และแสดงผลออกมาเปนแถบดีเอ็นเอหลายๆ 
แถบ เรียกวาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint patterns) ซ่ึงมีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียแตละ
ชนิด จึงทําใหสามารถเปรียบเทียบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ ซ่ึงมีประสิทธิภาพใน
การศึกษาจุลินทรียไดอยางกวางขวาง และสามารถใชเปนเครื่องมือในการคัดเลือกและติดตาม
จุลินทรียท่ีมีความสําคัญทางการแพทยและศึกษาจุลินทรียในธรรมชาติ  (DeBruijn, 1992; Versalovic 
et al., 1991; Judd et al., 1993)  ซ่ึงสะดวก รวดเร็วและคาใชจายไมสูงมากเม่ือเทียบกับเทคนิคอ่ืนๆ 
รวมท้ังยังเปนวิธีท่ีใชในการติดตามศึกษาจุลินทรียในส่ิงแวดลอมท่ีมีความแตกตางกันไดอยางมี
ประสิทธิภาพดวย (Johnson et al., 2004) เชน Rhizobium, Agrobacterium และ Pseudomonads    
เปนตน ท้ังนี้การศึกษาความหลากหลายโดยใชเทคนิค rep-PCR ถือวามีประโยชนอยางมากในการ
ระบุชนิดและจัดจําแนกจุลินทรีย รวมท้ังใชในการศึกษาศาสตรทางการแพทยแขนงท่ีเกี่ยวของกับ
โรคในมนุษยและเชื้อสาเหตุโรคพืช (Versalovic et al., 1997) รวมท้ังใชในการศึกษาจุลินทรียกอโรค 
เชน  Clostridium difficile,    E. coli  และ Fecal coliform เปนตน (Spigaglia and Mastrantonio, 
2003; Johnson et al., 2004)  
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การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ 
  

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ หรือท่ีเรียกวา DNA sequencing มีความสําคัญตอ
การศึกษาส่ิงมีชีวิตในเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลมาก  เนื่องจากสามารถนํามาใชในการระบุชนิด
ของจุลินทรีย หรือระบุชนิดของยีนท่ีตองการศึกษา รวมท้ังใชในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
ของดีเอ็นเอสายนั้นๆ ในส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันและตางชนิดกันได  ท้ังนี้เทคนิคในการหาลําดับนิ
วคลีโอไทดนั้นมีการพัฒนาข้ึนต้ังแตป 1970 โดยมี 2 วิธี คือ วิธีทางเคมีและวิธีใชเอนไซม ซ่ึงท้ังสอง
วิธีอาศัยหลักการแยกช้ินดีเอ็นเอโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในสารตัวกลาง ท่ีมียูเรียผสมอยูดวย 
เพื่อทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ ซ่ึงจะทําใหดีเอ็นเอสายเดี่ยวเกิดการเคล่ือนท่ีไปไดในระยะทางที่เปน
สัดสวนกับขนาดของโมเลกุล โดยไมข้ึนกับชนิดของเบสในสายดีเอ็นเอนั้น โดยสามารถบอกความ
แตกตางของช้ินดีเอ็นเอแตละช้ิน แมจะมีขนาดตางกันเพียงท่ีตางกันเพียงแค 1 เบส (สุรินทร, 2539) 

 
1. การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธีทางเคมี (chemical sequencing)  

 
 การหาลําดับนิวคลีโอไทดวิธีนี้พัฒนาข้ึนโดย Maxam และ Gilbert ซ่ึงอาศัยสารเคมีและ
ปฏิกิริยาทางเคมีในการตัดสายดีเอ็นเอท่ีตําแหนงจําเพาะท่ีตางกัน เรียกอีกช่ือหนึ่งวา Maxam-Gilbert 
sequencing โดยมีข้ันตอนคือ นําช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตองการตรวจสอบมาแยกใหบริสุทธ์ิ แลวนํามาติด
ฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี (P32) โดยแตละสายของดีเอ็นเอสายคูจะถูกติดฉลากท่ีปลาย 5’ หรือ 
3’ จากน้ันนําสายดีเอ็นเอท่ีติดฉลากไวมาแยกใหเปนสายเด่ียว  โดยในแตละสายจะถูกติดฉลากท่ี
ปลายขางหน่ึงขางใดเทานั้น หลังจากนั้นนําสายดีอ็นเอท่ีถูกติดฉลากแบงออกเปน 4 สวน และนําแต
ละสวนมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีตําแหนงจําเพาะท่ีเบสใดเบสหนึ่ง หลังจากนั้นนําแตละสวน
มาทําปฏิกิริยาเคมีท่ีตางกัน แลวจึงนํามาแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดจากการทําปฏิกิริยาทางเคมีโดยใช
วิธี polyacrylamide gel electrophoresis เสร็จแลวจึงนําเจลท่ีไดไปวางบนกระดาษกรอง ตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในแตละแถวโดยวิธีออโตเรดิโอกราฟ จะปรากฏเปนแถบสีดําข้ึนในแตละแถว
ซ่ึงแปลผลเปนลําดับนิวคลีโอไทดตางๆ เรียงจากปลายท่ีติดฉลากไว 
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2. การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธีใชเอนไซม (enzyme sequencing)  
   
   วิธีการนี้พัฒนาข้ึนมาโดย Sanger และคณะ ในป 1977 ซ่ึงอาศัยการสรางดีเอ็นเอสายคูสม
ดวยเอนไซม DNA polymerase I โดยใชไพเมอรสายส้ันๆ ในการเร่ิมตนสังเคราะหสายดีเอ็นเอท่ี
ปลาย 3’ ของไพเมอร ไดเปนดีเอ็นเอสายคูสมข้ึนมา การตอสายดีเอ็นเอนี้จะหยุดลงท่ีเบสจําเพาะแต
ละเบส ( 4 เบส คือ A  T  C และ G) โดยการเติมสาร 2’,3’ dideoxyribonucleotide  ในหลอดทํา
ปฏิกิริยาในแตละหลอด ท้ังนี้ผลท่ีไดจากปฏิกิริยาท้ัง 4 หลอดจะนํามาเปลผลเชนเดียวกับวิธีทางเคมี 
แตการอานลําดับนิวคลีโอไทดจะเปนลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอคูสมจาก 5’ ดานลางสู 3’ 
ดานบน ดังนั้นถาตองการอานสายดีเอ็นเอตนแบบจะตองคิดกลับอีกคร้ังหนึ่ง ท้ังนี้วิธีการนี้มีช่ือเรียก
อีกช่ือหนึ่งวา dideoxy chain terminating method หรือ Sanger sequencing ปจจุบันวิธี dideoxy เปน
วิธีท่ีนิยมใชมากและมีการพัฒนามาจนถึงปจจุบันนี้ ซ่ึงก็สามารถทําไดงายและไมซับซอนยุงยาก   
อีกท้ังยังนํามาใชประโยชนในการศึกษายีนตางๆ ท้ังในคน สัตว และพืช  ตัวอยางเชน การหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดของคนท่ีเรียกวา human genome project เพื่อใชในการวินิจฉัยโรคทางพันธุกรรมและ
การรักษาโรคตางๆ  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เคร่ืองแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางเคมี เชน แทงแกว บีกเกอร ขวดแกว 
กระบอกตวง 

2.  เคร่ืองแกวและอุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยาทางดิน เชน หลอดทดลอง 
จานอาหารเล้ียงเช้ือ สไสด ไปเปต จานอาหารเล้ียงเช้ือแบบหลุม 

3.  กลองจุลทรรศน  
4.  pH meter 
5.  หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
6.  เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
7.  เคร่ืองผสมสาร (votex) 
8.  อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
9.  ตูบมเช้ือ (incubator) 
10. เคร่ืองเขยา (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. การเก็บตัวอยางและการเตรียมตัวอยางดนิ 
 
เก็บตัวอยางดินบริเวณที่มีการปนเปอนสารหนูในบริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ 

อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี จํานวน 8 จุด (8 ตัวอยาง) ซ่ึงมีระดับความเขมขนของสารหนูท่ี
ตางกัน ตําแหนงในการเก็บตัวอยาง ดังภาพท่ี 5 โดยเก็บตัวอยางดินท่ีระดับความลึก 0-10 เซนติเมตร 
ดวยกระบอกเก็บตัวอยางดินท่ีผานการฆาเช้ือแลว (sterile soil core) นําดินไปเก็บไวในถังน้ําแข็ง
ระหวางการขนสง และเม่ือถึงหองปฏิบัติการนําไปเก็บไวในตูเย็น ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ
นําไปวิเคราะหทางดานจุลชีววิทยาทางดิน และเก็บตัวอยางดินอีกสวนดวยพล่ัวบรรจุในถุงพลาสติก
เพื่อนําไปวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและเคมีของดิน  

 
เตรียมตัวอยางดินสําหรับวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและเคมี โดยนําตัวอยางดินท่ีเก็บดวย

พล่ัวไปตากในท่ีรมจนกระท่ังแหง เปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นทําการคัดแยกเศษหินและเศษพืชออก 
นําตัวอยางดินท่ีแหงมาบดใหมีขนาดเล็ก และนําไปรอนผานตะแกรงขนาด 0.5 และ 2 มิลลิเมตร เพื่อ
นําไปวิเคราะหทางกายภาพและทางเคมีตอไป สําหรับตัวอยางดินท่ีใชในการวิเคราะหจุลชีววิทยา
ทางดิน นําตัวอยางดินท่ีเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มาแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู
และศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE 
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ภาพท่ี 5  จุดเกบ็ตัวอยางดินปนเปอนสารหนู บริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง   
                จังหวัดสุพรรณบุรี  

 
2. การวิเคราะหสมบัติดิน 
 

2.1 วิเคราะหเนื้อดิน 
 

 การวิเคราะหเนื้อดิน (การกระจายของอนุภาคดิน) โดยวิธีไปเปต (Kilmer and 
Alexander, 1949; Day, 1965) ทําโดยช่ังตัวอยางดิน 10 กรัม เติม KMnO4 ความเขมขน 5% ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร (ดินมีอินทรียวัตถุสูงตองเติมสารละลาย KMnO4  ความเขมขน 5% เพื่อกําจัดอินทรียวัตถุ
กอน) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงดวย high speed stirrer เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นนําสารละลายดิน
ใสในกระบอกตวงขนาด 1,000 มิลลิลิตร โดยการกรองผานตะแกรงกรองที่มีขนาด 300 mesh 
(อนุภาคทรายแปงและอนุภาคดินเหนียวจะผานลงไปในกระบอกตวง) ทําการลางตะกอนของ
สารละลายดินผานตะแกรงกรองจนกระท่ังอนุภาคทรายแปงและอนุภาคดินเหนียวออกจากอนุภาค
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ทรายจนหมด ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร นําอนุภาคทรายท่ีแยกไดบนตะแกรงใสในภาชนะท่ี
อบแหง หลังจากนั้นนําตัวอยางดินไปอบแหงท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (จน
น้ําหนักคงท่ี) และช่ังน้ําหนักจะไดน้ําหนักของอนุภาคทราย 

 
สําหรับสารละลายดินท่ีอยูในกระบอกตวงจะมีเพียงอนุภาคทรายแปงและดินเหนียว ทํา

การแยกอนุภาคดินเหนียวโดยใช automatic pipette ทําโดยกวนสารละลายดินดวยแทงกวน 
(plunger) ตั้งท้ิงไว 6 ช่ัวโมง หลังจากนั้นดูดตัวอยางสารละลายดินท่ีอยูในสภาพแขวนลอยท่ีระดับ
ความลึก 10 เซนติเมตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ดวย automatic pipette เก็บตัวอยางสารละลายดินใส
ภาชนะอบแหง หลังจากนั้นนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปช่ัง
น้ําหนักจะไดน้ําหนักของอนุภาคดินเหนียว คํานวณเปอรเซ็นตอนุภาคดินแตละชนิด  สําหรับ
เปอรเซ็นตอนุภาคทรายแปง คํานวณจากผลตางของเปอรเซ็นตอนุภาคดินท้ังหมด (100%)  กับ
ผลรวมของเปอรเซ็นตอนุภาคดินเหนียวและดินทราย ผลท่ีไดจากการวิเคราะหนํามาแจกแจง
ประเภทของเน้ือดิน (soil textural class) โดยการเปรียบเทียบกับช้ันเนื้อดินตามเกณฑของกระทรวง
เกษตรสหรัฐอเมริกา (USDA textural class) (Soil Survey Staff, 2010)  

 
2.2 การวัดคาพีเอช (pH) ของดิน  

 
ช่ังตัวอยางดินแหงท่ีรอนผานตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร จํานวน 10 กรัม ใสในบีกเกอร

ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 มิลลิลิตร (อัตราสวนดิน: น้ํา เทากับ 1:1) ผสมใหเขากัน 
ตั้งไว 10 นาที นําตัวอยางดินไปวัดดวย pH meter  

 
2.3 การวิเคราะหปริมาณคารบอนอินทรียเพื่อหาอินทรียวัตถุ 

 
วิเคราะหโดยใชวิธีการออกซิเดชันและไทเทรตตามวิธีการของ Walkley และ Black 

(Nelson and Sommers, 1982) จากนั้นนําไปคํานวณหาปริมาณอินทรียวัตถุตามสูตร 
 
Organic matter (%) = % Organic carbon x 1.724   
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2.4 การวิเคราะหปริมาณสารหนูท้ังหมด 
 
 ช่ังตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงไปใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม acid mixture H2SO4-

HNO3 อัตราสวน 2:1 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นํา flask ตั้งในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ี  50-60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม HCl ความเขมขน 12 นอรแมล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
หลังจากน้ันทําการยอยสารละลายดินตอไปจนกระท่ังสารละลายตัวอยางใส ตั้งไวใหเย็นแลวนําไป
เติม KMnO4 ความเขมขน 6% จนสารละลายเปล่ียนเปนสีมวง หลังจากนั้นเติม K2S2O4 ความเขมขน 
5% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมไวขามคืน (Stewart and Bettany, 1982) หลังจากน้ันนําไปวิเคราะห
ปริมาณสารหนูท้ังหมดดวย hydride atomic absorption spectrophotometer (Varian AA240, 
Austraria) 

 
2.5 การวิเคราะหโลหะอ่ืน ๆ (Cu  Cr  Zn  Mn  Al  Fe  Pb และ Cd)   

 
ช่ังตัวอยางดิน 1 กรัมใสลงไปในหลอด (digestion tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม acid 

mixture HNO3: HClO4 อัตราสวน 5:2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการยอยสลายจนกระท่ังสารละลาย
ตัวอยางใส ท้ิงไวใหเย็น แลวทําการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 นําสารละลายท่ีกรองไดปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 50 มิลลิลิตรใน volummetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร (ดัดแปลงจาก 
Amacher, 1996) หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณโลหะหนักดวย flame atomic absorption 
spectrophotometer (Varian AA240, Austraria) 

 
3. ศึกษากลุมประชากรจุลินทรียในดินปนเปอนสารหนูดวยเทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 

3.1 การเตรียมตัวอยาง 
 
3.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ  

 
ช่ังตัวอยางดิน 0.25 กรัม และนํามาสกัดดีเอ็นเอตามข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอจาก

ดินดวยชุดสกัด PowerSoil DNA kit (MOBio laboratory, Inc., USA) นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมา
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวยการวัดคา optical density ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (OD260)  
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ดวย spectrophotometer และตรวจคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการทํา electrophoresis บน 1% agarose 
gel ใน 0.5X TAE buffer  

 
3.1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 

 
นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

ประกอบดวย ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.40 
ไมโครลิตร 5X buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร BSA ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร universal primer 
(PRBA338F 5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’ และ PRUN518R 5’-ATTACCGCGGCTGC 
TGG-3’) (Cindy et al., 2000) ความเขมขน 60 ไมโครโมลาร ปริมาตรอยางละ 0.75 ไมโครลิตร และ 
Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร (Promega, USA) 
ท้ังนี้ PRBA338F ซ่ึงเปน forward primer จะมีการเติมเบส G และ C เขาท่ีปลายดาน 3 ไพรม ซ่ึง
เรียกวา GC clamp จํานวน 20 bp เพื่อชวยในการวิเคราะหการแยกตัวเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวโดยเทคนิค 
DGGE สําหรับปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอเร่ิมท่ี initial denaturation 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาที ตามดวย denaturing ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 วินาที  annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  
จํานวน 35 รอบ และตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
(ดัดแปลงจาก Becker et al., 2006) โดยใชเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ Robo cycler (Stratagene, USA) 
ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR นํามาวิเคราะหบน agarose gel ความเขมขน 2% ใน 0.5X TAE buffer ดวย
กระแสไฟฟาขนาด 100 โวลต เปนเวลา 30-40 นาที โดยใช 1 kb plus ladder (Invitrogen, USA)  เปน
เคร่ืองหมายในการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอ รวมกับ multiple bacteria marker (Pseudomonas putida, 

Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone และแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
ส่ิงแวดลอม BW7) และนําเจลท่ีไดมาสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) และถายภาพ 

 
3.2  การทํา Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)  

 
                    การเตรียมอุปกรณในการทํา DGGE เร่ิมจากนําแผนกระจก 2 แผนขนาด 16x16 
เซนติเมตร และขนาด 16x14 เซนติเมตร ทําความสะอาดกระจกดวย 70% alcohol และนํ้ากล่ัน  เช็ด
ด วยกระดาษซับ  Kimwipe ระวั งอย า ให มี ฝุ นห รือกระดาษซับติด  นํ ากระจกแผนใหญ                       
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(16x16 เซนติเมตร) วางบนโตะ และนํา spacer วางท่ีขอบกระจก แลวทา spacer ดวยสารหลอล่ืน
เพื่อใหเกิดการยึดระหวางแผนกระจกท้ังสองดีข้ึน หลังจากนั้นนํากระจกแผนเล็ก (16x14 เซนติเมตร) 
มาประกบกันพรอมกับจัดกระจกท้ังสองใหเสมอกันท้ังดานขางและดานลาง (ภาพที่ 6A) หลังจาก
นั้นนํากระจกไปประกอบเขากับแกนยึด (plate clamps) และประกอบเขากับตัวฐาน (pouring stand)     
เทเจลท่ีเตรียมไวลงในแผนกระจก นําหวี (well comb) ไปเสียบระหวางชองวางของกระจก (ภาพท่ี 
6B) เม่ือเจลแข็งตัวแลวนําแผนกระจกออกจาก pouring stand แลวนําไปประกอบเขากับ core (ภาพท่ี 
7A) และนําไปใสไวในchamber หลังจากนั้นนําแผงควบคุม (controller) ของเครื่อง DGGE 
apparatus (Bio-Rad Universal Mutation Detection System) สวมเขาท่ีดานบนของ chamber เม่ือ
ประกอบอุปการณเรียบรอยนํา power supply มาตอเขากับแผงควบคุมเพ่ือรอใชในข้ันตอนตอไป 
(ภาพท่ี 7B) 
 

การเตรียมเจลในข้ันตอนแรกทําการเตรียม stock acrylamide ความเขมขน 0 และ 80% 
(ตารางผนวกท่ี 1) หลังจากนั้นนําความเขมขนท้ังสองมาผสมใหไดความเขมขนท่ีตองการเพื่อใหเปน 
gradient และทําใหดีเอ็นเอเกิดการแยกตัวออกจากกัน ในข้ันตอนการเตรียมเจลความเขมขน 13% 
และใช gradient 40%-70% ทําโดยผสมสารดังตารางท่ี 6 หลังจากนั้นเติม ammonium persulphate 
(APS) ความเขมขน 10% และ TEMED ซ่ึงเปนสารท่ีชวยในการเกิดโพลีเมอรไรเซชัน 
(polymerization) หลังจากเติม APS และ TEMED ควรเทเจลทันที เพ่ือไมใหเจลแข็งตัวกอนเทเจล
เสร็จ  
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    A                                                        B 
 
 ภาพท่ี 6  การประกอบอุปกรณเพื่อเตรียมเจลสําหรับเทคนิค DGGE 

A คือ การประกอบกระจกเขากับแกนยึด (plate clamp) 
B คือ การประกอบอุปกรณเขากับฐานต้ัง (pouring stand) และหวีทําชองเจล (well comb) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
A      B      

 
ภาพท่ี 7  การประกอบอุปกรณเขากับ chamber และแผงควบคุม  

 A การประกอบอุปกรณกระจกท้ังหมดเขากับ pouring stand เพื่อนําไปวางใน chamber 
 B การประกอบอุปกรณท้ังหมดเขากับแผงควบคุม กอนจะตอเขากับ 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 

 
สําหรับการเทเจลในแผนกระจกใหนํา stock acrylamide ความเขมขน 80% ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร (เติม APS ความเขมขน 10% ปริมาตร 35 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 8 
ไมโครลิตร) โดยใช pipette ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ใสลงไปในแผนกระจกท่ีประกอบเขากับตัว
ฐาน (pouring stand) แลว และระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ  ท้ังนี้เพื่อปองกันการไหลซึมหรือร่ัวของ
เจล ท้ิงไวประมาณ 30 นาที จากนั้นใสสารผสมความเขมขน 40 และ 70% ลงไปในกระบอก gradient 
marker ช้ันนอกและช้ันใน ตามลําดับ เปดเคร่ืองปมเพื่อใหสารผสมความเขมขน 70% ไหลเขาสูแผน
กระจกกอน (ประมาณ 10 วินาที) หลังจากนั้นเปดวาลวของกระบอก gradient marker ช้ันนอกเพื่อให
สารผสมความเขมขน 40% และ 70% คอยๆ ผสมกันโดยใช magnetic sterier และไหลผานสายยาง
เขาสูแผนกระจกในเวลาเดียวกัน (สารผสมมีลักษณะเปน gradient) เม่ือสารผสมไหลลงใน แผน
กระจกจนเกือบเต็มแผนกระจก ทําการปดวาลวและเคร่ืองปม และนํา stock acrylamide ความเขมขน 
0% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (เติม APS ความเขมขน 10% ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ TEMED 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร) ใสลงในชองวางตรงกลางของแผนกระจกโดยใช pipette ขนาด 1000 
ไมโครลิตร ปลอยใหสารผสมไหลลงไปชาๆ จากนั้นนําหวี (well comb) เสียบเขาไปในแผนกระจก 
ท้ิงไวประมาณ 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเจลท่ีเตรียมเรียบรอยแลวใสลงใน chamber เติม 0.5X TAE 
buffer ปริมาตร 7 ลิตร นําแผงควบคุมและ power supply มาตอเขากับ chamber เปดแผงควบคุม
อุณหภูมิที่  60 องศาเซลเซียส รอจนกระท่ังอุณหภูมิของ buffer อยูท่ี 60 องศาเซลเซียส นําผลผลิต 
PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
แลวใสลงไปในชองเจลปริมาตร 30 ไมโครลิตร จากน้ันใส multiple bacteria marker (Pseudomonas 
putida, Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone และแบคทีเรียท่ีแยกไดจาก
ส่ิงแวดลอม BW7) และ 1 kb plus ladder (Invitrogen, USA) ท่ีชองเจลดานขางท้ังสองและตรงกลาง
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เพื่อใชเปนจุดอางอิงในการวิเคราะหผล  หลังจากนั้นทําการปลอยกระแสไฟฟาท่ีมีศักยไฟฟา 90 
โวลต ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 13 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลานําเจลไปยอมสีดวย ethidium 
bromide ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน 1X TAE buffer ทั้งนี้นําเจลท่ีแชใน ethidium 
bromide มาเขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที ท้ังนี้ในระหวางการเขยาใหปดภาชนะดวยกระดาษฟอยด 
เพื่อปองกันแสงเขาทําลายดีเอ็นเอและใหการยอมสีเกิดท่ัวท้ังแผนเจล จากน้ันนําเจลไปแชน้ํากล่ัน
พรอมท้ังเขยา เปนเวลา 30 นาที เพื่อลางสียอมสวนเกินออก นําเจลท่ีไดมาสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) และถายภาพ  
 

 3.3 การวิเคราะหกลุมประชากรจุลินทรียและการระบุชนดิของแบคทีเรีย  
                                    

เพ่ือศึกษากลุมประชากรจุลินทรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ี
แตกตางกัน นําภาพถายท่ีไดจากเทคนิค DGGE ไปวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioNumeric   
version 3.5 software (Applied Maths, Belgium) โดยวิเคราะหจํานวนและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ 
(band-base analysis) ท่ีปรากฎบนเจลของแตละตัวอยางเพื่อบอกความหลากหลายของจุลินทรีย
เปรียบเทียบกับแตละตัวอยางท่ีมีการปนเปอนสารหนูแตกตางกัน และประมวลผลเปน dendrogram 
สําหรับการศึกษาตัวแทนโครงสรางสังคมแบคทีเรีย ทําโดยตัดแถบ    ดีเอ็นเอที่ตองการศึกษา (แถบ
ท่ีมีความชัดเจนและมีความแตกตางกับแถบดีเอ็นเออ่ืน) โดยใชมีดที่ปลอดเช้ือตัดแถบดีเอ็นเอบนเจล 
นําไปใสในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร ท่ีบรรจุ RNase/DNase-free water ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
บมใน heat block ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาเหวี่ยงดวยเคร่ือง
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําสารละลายใสดานบน (ดีเอ็นเอ) 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสไวในหลอดใหมขนาด 1.5 ไมโครลิตร และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  

 
การนําดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิค DGGE ซ่ึงตัดแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยไปหาลําดับ            

นิวคลีโอไทดนั้น ตองทําการตรวจสอบเถบดีเอ็นเอกอนวาไมมีการปนเปอนดีเอ็นเอของแถบดีเอ็นเอ
ใกลเคียง ซ่ึงทําโดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเจลกอนหนานี้มาทําปฏิกิริยา PCR ดวยไพเมอร 
PRBA338F และ PRUN518R จากน้ันนําผลผลิต PCR ท่ีไดมาตรวจสอบดวยกระแสไฟฟาดวย
เทคนิค DGGE ดังวิธีการที่ไดกลาวมาขางตน เม่ือตรวจสอบวาเปนแถบดีเอ็นเอเดี่ยว (single band) 
แลวจึงนําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออีกคร้ัง และนําดีเอ็นเอความเขมขน 5 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร ผสมกับ reverse primer (ใชไพเมอรท่ีไมติด GC clamp) ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร 
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ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรของตัวอยางท่ีเตรียมดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรท้ังหมด 12 
ไมโครลิตร นําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ี Biomedical genomics sequencing center and 
analysis facility, University of Minnesota, St. Paul, USA หลังจากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมา
อานลําดับนิวคลีโอไทดจาก 5 ไพรม ไป 3 ไพรม (5’-3’) โดยใชโปรแกรม 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 ลินทรียโดยการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม Blastn  

 
4. การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินปนเปอนสารหนู 

 
4.1 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดิน 
 

 ช่ังตัวอยางดิน 10 กรัมใสในขวดแกวขนาด 200 มิลลิลิตรท่ีบรรจุสารละลาย NaCl ความ
เขมขน 0.85% ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการน่ึงฆาเช้ือแลว จากน้ันนําไปเขยาดวย agitatorเปน
เวลา 30 นาที แลวตั้งท้ิงไว 15 นาที ดูดสารละลายใส 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 20 
มิลลิลิตร ท่ีบรรจุสารละลาย NaCl ความเขมขน 0.85% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการน่ึงฆาเช้ือ
แลว ทําการเจือจางคร้ังละ 10 เทา เปน 100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 และ10-8  จากน้ันดูด
สารละลายเช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตรของแตละระดับการเจือจาง มา spread plate ในอาหาร 
Tryptone glucose yeast extract (TGE) (ตารางผนวกท่ี 2) ซ่ึงมีการเติมอารเซไนตท่ีความเขมขน 10 
50 100 250 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร โดยในแตละความเขมขนของอารเซไนตจะทํา 3 ซํ้า แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเช้ือท่ีไดจากทุกความเขมขนท่ีทดสอบ
มาคัดแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ โดยนําไป streak บนอาหารแข็ง TGE อีกคร้ังจนกระท่ังไดเช้ือบริสุทธ์ิ     
นําเช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดไปเล้ียงในอาหารเหลว TGE โดยนําไปเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา  
24 ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือเจริญถึงชวง log phase จากน้ันนํามาปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เก็บตะกอนเซลลท่ีไดไวใน 96 well collection plate (ความเขมขนสุดทาย 25% 
glycerol) และเก็บรักษาเช้ือไวท่ีอุณหภูมิ -21 องศาเซลเซียส 
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4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนและการยอมสีแบบแกรม (Gram staining) 
  

นําเช้ือบริสุทธ์ิมา streak บนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (ตารางผนวกท่ี 3) นําไปบม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ยายโคโลนี่เดี่ยวลงในอาหารเหลว LB นําไปเขยาท่ี
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําสารละลาย
เชื้อมาสเมียรลงบนสไลด นําแผนสไลดผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง เพื่อใหจุลินทรียติดแนนบนแผนสไลด
แลวหยด crytal violet ตั้งท้ิงไวประมาณ 1 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ัน หยดสารละลาย iodine ตั้งท้ิงไว 
30 วินาที แลวลางออกดวย alcohol และลางดวยน้ํากล่ันทันที จากน้ันยอมทับดวย safranin O ท้ิงไว 
30 วินาที ลางสีของ safranin O ออกดวยน้ํากล่ัน จากน้ันนําไปศึกษาลักษณะรูปรางและการติดสีแก
รม ภายใตกลองจุลทรรศน (Loynachan, 2002) 
 

4.3 การศึกษาความสามารถในตานทานสารหนูและสารปฏิชีวนะ 
 

นําแบคทีเรียมาเล้ียงในอาหาร LB โดยนําแบคทีเรียท่ีเก็บไว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส
ใน 96 well plate ท่ีบรรจุอาหารเหลว LB ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากน้ันนําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา
ในตูบมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเซลลท่ีไดมาเจือจางต้ังแตใหได 102 104 
106 และ108  เทา ดวย NaCl  ความเขมขน 0.85% ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากน้ันใช replicator 
ประทับสารละลายเชื้อแตละระดับการเจือจางลงบนอาหารแข็ง LB ท่ีเติมโซดียมอารเซไนต 
(NaAsO2) ความเขมขน 10 50 100 250 500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร หรือโซเดียม         
อารเซเนต (NaHAsO2) ความเขมขน 10 40 100 200 500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับ
การทดสอบความสามารถในการตานทานตอสารปฏิชีวนะ ทําเชนเดียวกับการทดสอบการตานทาน
สารหนูอารเซไนตและอารเซเนต โดยเติมสารปฏิชีวนะในอาหารแข็ง LB ตามความเขมขน ดังตาราง
ท่ี 7  
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ตารางท่ี 7  ชนิดและระดับความเขมขนของสารปฏิชีวนะท่ีใชในการทดลอง 
 

สารปฏิชีวนะ ความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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 

 
บันทึกขอมูลแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีมีการเติมอารเซไนต อารเซเนตและ

สารปฏิชีวนะความเขมขนตางๆ ในแตละระดับการเจือจาง โดยบันทึกขอมูลเปนตัวเลข  1                
(1 = แบคทีเรียสามารถเจริญบนอาหารที่มีการเติมอารเซไนต อารเซเนตหรือสารปฏิชีวนะ) และ 0     
(0 = แบคทีเรียท่ีไมสามารถเจริญบนอาหารที่มีการเติมอารเซไนต อารเซเนตหรือสารปฏิชีวนะ) 
หลังจากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาวิเคราะหเพื่อทํา dendrogram ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป BioNumeric 
version 3.5 software (Applied Maths, Belgium) เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียตัวแทนในการศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูดวยเทคนิค rep-PCR 

 
5. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูดวยเทคนิค rep-PCR 

 
5.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

 
นําแบคทีเรียตานทานสารหนูมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีไมมีการเติมอารเซไนตหรือ

อารเซเนต นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําลวดเข่ียเช้ือพลาสติกท่ี
ปลอดเช้ือแตะลงบนโคโลนีเดี่ยว ใสใน 96 well plate (สําหรับทํา PCR) ท่ีมี NaOH ความเขมขน 
0.05 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทําการปนลวดเข่ียเช้ือพลาสติกเพื่อใหเช้ือผสมเขากับ NaOH 
นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 640 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอน
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เซลล ดูดสารละลายใสหรือดีเอ็นเอท่ีสกัดปริมาตร 30 ไมโครลิตร ใสใน 96 well PCR plate อันใหม 
และเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -21 องศาเซลเซียส เพื่อใชในข้ันตอนตอไป 

 
5.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 

 
 นําดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีสกัดไดมาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร              

ซ่ึงประกอบดวย ดีเอ็นเอ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ dGTP) ความเขมขน 
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) ความเขมขน 0.08 มิลลิโมลาร ปริมาตรอยางละ 1 ไมโครลิตร และ Taq DNA 
polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอเร่ิม
จากการ initial incubating ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที กอน หลังจากนั้นเร่ิมทําการ
สังเคราะหดีเอ็นเอท่ี initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วินาที ตามดวย 
denaturing ท่ีอุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที   annealing  ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 นาที จํานวน 30 รอบ และ
ตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที (Johnson et al., 2004) โดยใช
เคร่ือง Thermal DNA cycler (MJ. Research, USA)   
 

 นําผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ท่ีได จํานวน 25 ไมโครลิตร ผสมดวย 6X loading 
dye ปริมาตร 6.6 ไมโครลิตร ดูดผลผลิต PCR ผสมดังกลาว 13 ไมโครลิตร มาตรวจสอบบน agarose 
gel ความเขมขน 1.5%  ใน 0.5X TAE buffer ดวยกระแสไฟฟาขนาด 70 โวลต เปนเวลา 17 ช่ัวโมง 
โดยใช 1 kb ladder (Invitrogen, USA) เปน marker หลังจากนั้นตอปมเขากับ chamber เพื่อให buffer 
ไหลเวียนใน chamber บมท้ิงไวในหองควบคุมอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส นําเจลมาตรวจสอบภายใต
แสงอัลตราไวโอเลตพรอมถายภาพ ทําการวิเคราะหขอมูลโดยนําภาพถายเจลท่ีไดมาวิเคราะหดวย
โปรแกรม BioNumeric version 3.5 software (Applied Maths, Belgium)  เพื่อทําการจัดกลุมแบคทีเรีย 
และทํา dendrogram 
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6. การศึกษายีนตานทานสารหนู arsC  
 
6.1 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ 

 
นําแบคทีเรียท่ีแชแข็งไวมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมอารเซไนต 10 มิลลิกรัม

ตอลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํา pipett tip ท่ีผานการฆา
เช้ือแตะลงบนโคโลนีเดี่ยว นํามาใสใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ํากล่ันปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ท่ีผานการฆาเช้ือแลว ทําการผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน  นําไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ  
ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที  
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล  แยกสารละลายใสหรือดีเอ็นเอท่ีสกัดไดใสใน
หลอดใหม เพื่อใชในการทําปฏิกิริยา PCR ตอไป  

 
6.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน arsC ดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR) 
                

ศึกษายีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึงเปนยีนท่ีควบคุมการรีดักชันของสารหนูโดยการ
แปลงสารหนูอาร เซเนตเปนอาร เซไนตโดยทําปฏิกิ ริยา  PCR ดวยไพเมอร  arsC-1F                           
5’-GTAATACGCTGGAGATGATCCG-3’ และ arsC-1R 5’-TTTCCTGCTTCATCAACGAC-3’ 
(Saltikov and Olson, 2002)  การทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย       
ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร dNTPs (dATP dCTP dTTP และ 
dGTP) ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร forward-reverse primer  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ปริมาตรอยางละ 0.5 
ไมโครลิตรและ Taq DNA Polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 
ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอทําโดยใชเคร่ือง DNA thermal cycle TC512 (Techne, UK) โดยใช
ปฏิกิริยา PCR เร่ิมท่ี initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที denaturing ท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1.5 นาที จํานวน 30 รอบ และตามดวย 
final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที (Chang et al., 2008) นําผลผลิตดีเอ็น
เอจากปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบบน agarose gel ความเขมขน 1% ใน 1X TAE buffer ดวย
กระแสไฟฟาขนาด 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที โดยใช 1 kb ladder (Life Technology, USA) เปน 
marker และนําเจลมาตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลตพรอมถายภาพ 
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7. การศึกษาการแปลงสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 
7.1 การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียตานทานสารหนูบนอาหาร CDM (Chemically 

Defined Medium) 
 

นําแบคทีเรียแชแข็งมา streak บนอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมอารเซไนต 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําโคโลนีเดี่ยวมาเล้ียงใน
อาหารเหลว Chemically Defined Medium (CDM) (Weeger et al., 1999) (ตารางผนวกท่ี 4) ใน 96 
well collection plate นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ
นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันใช replicator ประทับสารละลายเช้ือลงบนอาหารแข็ง CDM ท่ีเติม
อารเซไนตหรืออารเซเนต ความเขมขน 2 5 10 20 และ 25 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญของเช้ือบนอาหาร CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซเนต
หรืออารเซไนต เพื่อนําไปใชในการเลือกความเขมขนของอารเซเนตและอารเซไนตท่ีเหมาะสมใน
การทดสอบการแปลงสารหนูบนอาหารแข็งดวยเทคนิค agar plate screening assay  

 
7.2 การทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay  

 
 การทดสอบความสามารถในการแปลงสารหนูบนอาหารแข็ง CDM ดวยเทคนิค agar 

plate screening assay ทําโดยนําแบคทีเรียแชแข็งมา streak บนอาหารแข็ง LB ที่มีการเติมอารเซไนต 
10 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวมา
เล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนต 10 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปเขยาท่ีความเร็ว 150 
รอบตอนาที และบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
4,560 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนเซลล  ลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยน้ํากล่ันท่ี
ผานการนึ่งฆาเช้ือแลวจํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัดคา optical density และปรับใหมีคาเทากับ 
0.6 (OD600 = 0.6) หลังจากนั้นดูดสารละลายเซลล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน 96 well collection 
plate ท่ีบรรจุอาหารเหลว CDM (ไมเติมสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนต) ปริมาตร 130 ไมโครลิตร 
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและเขยาท่ีความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน จากน้ัน
นํากระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว มาจุมใน
สารละลายเซลลของแบคทีเรียแตละไอโซเลต แลวนําไปวางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนู
อารเซไนตหรืออารเซเนต (ภาพท่ี 8) ความเขมขน 2 และ 20 มิลลิโมลาร ตามลําดับ บมท่ีอุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ในท่ีมืด หลังจากนั้นนํามาทดสอบการแปลงสารหนูโดยการทํา
ปฏิกิริยากับ AgNO3 ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (ดัดแปลงจาก Krumova et al., 2008) สังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีท่ีเกิดข้ึน ท้ังนี้การออกซิเดชันอารเซไนตเปนอารเซเนตจะเกิดการเปล่ียนจากสี
เหลืองเปนสีน้ําตาลแดง ในขณะท่ีการรีดักชันอารเซเนตเปนอารเซไนตจะเกิดการเปล่ียนจากสี
น้ําตาลแดงเปนสีเหลือง 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  กระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ จุมในเซลล     

แตละไอโซเลต วางบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนต  
 

7.3 การทดสอบการแปลงสารหนูดวยวิธี microplate screening assay  
 

 microplate screening assay เปนเทคนิคท่ีนํามาใชตรวจสอบการแปลงสารหนู
เชนเดียวกันกับ agar plate screening assay แตตางกันท่ี microplate screening assay จะเปนการ
ทดสอบการแปลงสารหนูในรูปของเหลว ซ่ึงวิธีนี้นอกจากจะคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การแปลงสารหนูไดแลว ยังสามารถบอกสัดสวนของสารหนูท่ีเกิดการออกซิเดชันหรือรีดักชันได
ดวย โดยตองอาศัยแผนเทียบสี (colour scale) ในการบอกสัดสวนดังกลาว สําหรับการทดลองนี้จะ
เปนการทดสอบการออกซิเดชันหรือรีดักชันเทานั้น ทําโดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร LB ท่ีไมมีการ
เติมสารหนู จากนั้นนําไปลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ จํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัด
คา optimal density และปรับปริมาตรใหมีคาเทากับ 0.6 (OD600 = 0.6) ดวย Tris-HCl (pH 7.4) ความ
เขมขน 0.1 โมลาร หลังจากนั้นดูดเซลลแตละไอโซเลตปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใสลงใน 96 well 
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collection plate ท่ีมี Tris-HCl (pH 7.4) ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ซ่ึงเติม   
อารเซไนตหรืออารเซเนตความเขมขน 1 มิลลิโมลาร หรือ 2 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  บมไวในท่ีมืด   
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นนํามาทดสอบการรีดักชันและออกซิเดชัน
สารหนูดวยการทําปฏิกิริยาการเกิดสีกับ AgNO3 ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 100  ไมโครลิตร 
(Simonova et al., 2004) สังเกตการตกตะกอนของสีท่ีเกิดข้ึนทันทีท่ีมีการเติม AgNO3 โดยการ
ออกซิเดชันจะเกิดตะกอนสีเหลืองจากการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนูอารเซเนต ในขณะ
ท่ีการรีดักชันจะเกิดการตะกอนสีน้ําตาลแดงจากจากการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู   
อารเซไนต 
 
8. การวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนูดวยวิธี Molybdenum blue method 

 
การทดสอบการแปลงสารหนูดวยเทคนิค molybdenum blue method (Johnson and Pilson, 

1972) ทําโดยนําแบคทีเรียตัวแทนท่ีมีความสามารถในการแปลงสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนตท่ี
ไดจากการทดสอบดวย AgNO3 ดวยเทคนิค agar plate screening assay มา streak บนอาหารแข็ง LB 
บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขยาท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําแบคทีเรียไปลางตะกอนเซลลดวย PIPES buffer (pH 7.0) ความเขมขน 0.2  
โมลาร จํานวน 2 คร้ัง นําเซลลท่ีไดมาวัดคา optimal density และปรับปริมาตรใหมีคาเทากับ 0.6 
(OD600 = 0.6) ดวย PIPES buffer (pH 7.0)  ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร หลังจากนั้นนําสารละลาย
เซลลแบคทีเรียปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ยายไปเล้ียงใน PIPES buffer (pH 7.0)  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ี
มีการเติมสารหนูอารเซเนตความเขมขน 1 มิลลิโมลาร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในท่ี
มืด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําตัวอยางสารละลายเซลลแบคทีรเรียท่ีไดมาแบงใส microtube 
4 หลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร และนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บ
สารละลายใสเพ่ือนําไปใชในการวิเคราะหปริมาณสารหนูตอไป  

 
การวิเคราะหปริมาณสารหนูอารเซไนตทําไดโดยการเตรียม oxidized sample และ 

unoxidized sample สําหรับการเตรียม oxidized sample ทําโดยนําตัวอยาง (สารละลายใส) ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร (เจือจาง 8 เทา ดวย PIPES buffer) เติมสารละลาย KIO3 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเติม 
molybdenum blue solution (ตารางผนวกท่ี 5) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปบมในอางควบคุม
อุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และวางบนนํ้าแข็งเปนเวลา 5 นาที 
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นําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 865 นาโนเมตร ท้ังนี้ควรวัดตัวอยาง
ภายใน 15 นาที 

 
การเตรียม unoxidized sample ทําไดโดยดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

(สารละลายตัวอยางเจือจาง 8 เทา ดวย PIPES buffer) เติม HCl ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นเติม molybdenum blue solution ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอาง
ควบคุมอุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปวางบน
น้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 865 นาโน
เมตร การคํานวณปริมาณสารหนูอารเซไนตคํานวณไดจากคาความแตกตางระหวาง unoxidized 
sample และ oxidized sample นั่นคือปริมาณสารหนูอารเซไนตท่ีวิเคราะหได สําหรับการคํานวณ
ปริมาณสารหนูอารเซเนตท่ีไดจากการออกซิเดชันคํานวณจากการวัดคาท่ีอานไดจาก unoxidized 
sample โดยตรง ซ่ึงในหลอดบมตัวอยางมีการเติมอารซิไนตเปนสารต้ังตน 

 
เตรียมสารละลายมาตรฐานสารหนูอารเซเนตความเขมขน 0-100 ไมโครโมลาร จาก stock 

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (ปรับปริมาตรโดยใช PIPES buffer) เพ่ือใชทํากราฟมาตรฐาน (ตาราง
ผนวกที่ 6) นําสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมไดมาเติม molybdenum blue solution ปริมาตร 600 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิทันที ท่ีอุณหภูมิ 78 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นนําไปวางบนน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 865 นาโนเมตร และเขียนกราฟมาตรฐาน  

 
9. การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการแปลงสารหนูโดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนบริเวณ 16S rDNA  
                                       

ศึกษาชนิดของแบคทีเรียโดยอาศัยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA โดยนํา
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการแปลงสารหนูมาเล้ียงในอาหารแข็ง LB ท่ีมีการเติมสารหนู    
อารเซไนต ความเขมขน 10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว LB ท่ีไมมีการเติมสารหนู บมไวท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลายเซลลแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใสในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายใส
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สวนบนออก หลังจากน้ันเติม NaCl ความเขมขน 3%  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และนําไป
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ลางเซลลดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ
แลว 2 คร้ัง จากนั้นเติม NaOH ความเขมขน 0.05 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บม
ในอางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และวางบนนํ้าแข็งทันทีนาน 
3 นาที หลังจากนั้นนําไปเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายใส
สวนบนปริมตร 25 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดใหมเพื่อใชในการทําปฏิกิริยา PCR ตอไป 

 
นําดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่เตรียมไดดังกลาวมาขางตน มาทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 

50 ไมโครลิตร มีสวนประกอบคือ ดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร dNTPs  ความเขมขน 100         
มิลลิ   โมลาร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 10X buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขมขน 25 
มิลลิโมลาร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร universal primer ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร (341F 5’-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ และ 928R 5’-CCCCGCAATTCCTTTGAGTT-3’) ปริมาตรอยาง
ละ 0.5 ไมโครลิตร และ Taq DNA Polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 
ไมโครลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะหดีเอ็นเอทําท่ี initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที denaturing ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที  annealing  ท่ีอุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที  
จํานวน 35 รอบ และตามดวย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
(Sajjaphan et al., 2010) โดยใชเคร่ือง DNA thermal cycle TC512 (Techne, UK) นําผลผลิตดีเอ็นเอ
จากปฏิกิริยา PCR ท่ีไดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรวจสอบบน agarose gel ความเขมขน 0.8 % ใน 1X 
TAE buffer ดวยกระแสไฟฟา 50 โวลต เปนเวลา 45 นาที นําผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR ไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ี Macrogen (Seoul, Korea) หลังจากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไดมาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูลของ Genbank ดวยโปรแกรม Blastn   
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ผลการทดลองและวิจารณ 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การวิเคราะหสมบัติดิน  
 

เก็บตัวอยางดินบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูในเขตลุมน้ําหวยมะขาม ตําบลองคพระ 
อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ซ่ึงเปนพื้นท่ีเหมืองแรเกาและมีประวัติการทําเหมืองแรดีบุกมา
นานกวา 40 ป โดยมีลุมน้ําหวยมะขามเปนแมน้ําสายหลักไหลผานเหมือง เก็บตัวอยางดินจํานวน 8 
จุด (AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6 AS7 และ AS8) ท่ีระดับความลึก 0-10 เซนติเมตร จากผิวดิน โดย
ตัวอยางดิน AS1-AS6 เปนตัวอยางดินท่ีตั้งอยูบริเวณขุมเหมือง สําหรับตัวอยางดิน AS7 และ AS8 
เปนตัวอยางดินท่ีตั้งอยูบริเวณทายเหมือง และตํารับควบคุม (Control) คือตัวอยางดินท่ีเก็บจากพื้นท่ี
นอกเหมือง นําตัวอยางดินไปวิเคราะหปริมาณการปนเปอนสารหนูและวิเคราะหสมบัติดินตางๆ ดัง
ดังตารางท่ี 8 
                          

การวิเคราะหสมบัติดินทางกายภาพ พบเน้ือดินสวนใหญมีลักษณะเปนดินรวนเหนียว หรือ
เปนดินรวนเหนียวปนทราย ดังตารางท่ี 8 และเม่ือทําการจัดจําแนกดินตามแผนท่ีแสดงชุดดินใน
ระดับจังหวัด มาตราสวน 1:5000 ระบุวาดินทุกตัวอยางจัดจําแนกอยูในชุดดินทายาง สําหรับการ
วิเคราะหสมบัติทางเคมีของดิน พบดินมี pH อยูในชวงเปนกรดปานกลางถึงดางจัด (pH 5.8-8.5) 
(ตารางภาคผนวกท่ี 7) โดยตัวอยางดิน AS2 AS3 และ AS4 มี pH เปนกรด (pH 5.8-6.5) ในขณะท่ี
ตัวอยางดิน AS1 AS5 AS6 AS7 และ AS8  มี pH เปนดาง (pH 7.4-8.5) สวนอินทรียวัตถุพบวา
ตัวอยางดินมีปริมาณอินทรียวัตถุอยูในชวงกวาง คือตั้งแตระดับต่ําถึงระดับสูงปานกลาง เทากับ 2.3-
29 กรัมตอกิโลกรัม (ตารางผนวกท่ี 8) โดยตัวอยางดิน AS3 และ AS8 เปนดินท่ีมีปริมาณอินทรียวัตถุ
อยูในระดับสูงเทากับ 26.3 และ 29 กรัมตอกิโลกรัม รองลงมาคือตัวอยางดิน AS2 AS4 และ AS5 ซ่ึง
มีระดับอินทรียวัตถุอยูในระดับปานกลาง คือ 25  21.4 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ในขณะ
ท่ีตัวอยางดิน AS1 และ AS6 มีปริมาณอินทรียวัตถุอยูในระดับต่ํา (8.1 และ 2.3 กรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 8  สมบัติดินบางประการ ปริมาณสารหนูรวมและโลหะหนักที่ปนเปอนในดิน ที่เก็บจากเหมืองแรเกา ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง  
  จังหวัดสุพรรณบุรี 

 
ตัวอยางดิน เนื้อดิน สมบัติทางเคมี ปริมาณของโลหะหนักในดนิ  

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

AS1 รวน 7.8 8.1 389 26 26 138 9 29 0.61 13.2 16.3 
AS2 รวนเหนียวปนทราย

แปง 
6.5 

25 
711 54 111 302 17 97 1.44 54.6 63.4 

AS3 รวนเหนียว 6 26.3 124 12 32 279 9 50 0.88 15.9 31.8 
AS4 รวนเหนียวปนทราย 5.8 21.4 160 12 34 167 2 28 0.61 14.9 24.3 
AS5 รวนเหนียว 7.4 22.2 315 15 38 142 8 31 1.02 18.6 30.5 
AS6 รวนเหนียว 8.5 2.3 467 38 71 467 58 101 1.58 41.2 65.5 
AS7 รวนทราย 7.4 14.8 356 13 34 220 43 33 0.78 15.5 20.3 
AS8 รวนเหนียว 7.9 29 381 16 29 112 66 68 0.95 16.1 19.5 
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การวิเคราะหปริมาณสารหนูรวมในดิน พบวาตัวอยางดินท่ีเก็บจากบริเวณเหมืองแรเกามี
ปริมาณสารหนูรวมเกินกวามาตรฐานท่ีกรมควบคุมมลพิษกําหนด ยกเวนตํารับควบคุมมีปริมาณ   
สารหนูรวมเพียง 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547ค) สําหรับในการทดลองแบง
พื้นท่ีท่ีมีการปนเปอนสารหนูออกเปน 2 พื้นท่ี คือ พื้นท่ีท่ีมีการปนเป ื้อนสารหนูระดับสูงคือ สารหนู
ปนเปอนมากกวา 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน และพ้ืนท่ีท่ีมีการปนเป ื้อนสารหนูระดับตํ่าคือ สารหนู
ปนเปอนนอยกวา 200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน จากการวิเคราะหตัวอยางดินพบตัวอยางดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูระดับสูง จํานวน 6 ตัวอยาง โดยตัวอยางดิน AS2 เปนดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู
สูงสุดเทากับ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม รองลงมาคือตัวอยางดิน AS6 AS1 AS8 AS7 และ AS5 มีการ
ปนเปอนสารหนูเทากับ 467 389 381 356 และ  315 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และตัวอยางดิน
ท่ีมีการปนเปอนสารหนูระดับตํ่า จํานวน 2 ตัวอยาง คือตัวอยางดิน AS3 และ AS4 เปนดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูเทากับ 124 และ 160 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน ตามลําดับ สําหรับการวิเคราะห
ปริมาณโลหะหนัก พบปริมาณสังกะสีและแมงกานีสในปริมาณสูง สวนโลหะหนักอ่ืนๆ พบปนเปอน
เพียงเล็กนอย อยางไรก็ตามตัวอยางดินท่ีมีปริมาณสารหนูระดับสูงจะมีแนวโนมพบธาตุโลหะอ่ืนๆ 
ในปริมาณสูงกวาตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูระดับตํ่า  

 
2. การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนู  
 

2.1 โครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขนตางๆ 
 

 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินปนเปอนสารหนูท่ีระดับ
ความเขมขนแตกตางกัน ดวยเทคนิค DGGE โดยปกติสามารถวิเคราะหได 3 แบบ คือ วิเคราะห
จํานวนแถบดีเอ็นเอ ตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ และความเขมของแถบดีเอ็นเอ สําหรับในการทดลองนี้
ทําการวิเคราะหโดยอาศัยขอมูลจํานวนแถบดีเอ็นเอและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ จากการวิเคราะห
โครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน จํานวน 
8 ตัวอยาง โดยอาศัยการวิเคราะหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจล ดวยโปรแกรม BioNumeric 
version 3.5 ดังภาพท่ี 9 (ภาพผนวกท่ี 2) พบวาแถบดีเอ็นเอของตัวอยางดินในแตละตัวอยางจาก
เทคนิค DGGE มีแถบดีเอ็นเอปรากฏอยูบนเจลประมาณ 26-52 แถบ ซ่ึงพบท้ังแถบดีเอ็นเอท่ีอยูใน
ตําแหนงเดียวกันและแตกตางกัน ท้ังนี้ตัวอยางดิน AS7 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูระดับสูงเทากับ 357 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน จะพบแถบดีเอ็นเอหรือมีจํานวนมากท่ีสุดถึง 52 แถบ ประเมินไดวามีชนิด
ของแบคทีเรียมากท่ีสุดคือ 52 ชนิด รองลงมาไดแก ตัวอยางดิน AS3 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูระดับต่ํา  
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คือ 124 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน แตมีแถบดีเอ็นเอจํานวน 47 แถบ ในทางตรงกันขามตัวอยางดิน 
AS6 ซ่ึงมีปริมาณสารหนูปนเปอน 467 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบแถบดีเอ็นเอนอยท่ีสุดคือ 26 แถบ 
เชนเดียวกับตัวอยางดิน AS2 มีปริมาณสารหนูมากท่ีสุดคือ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน พบจํานวน
แถบดีเอ็นเอ 42 แถบ ซ่ึงมีจํานวนแถบ  ดีเอ็นเอใกลเคียงกับตัวอยางดินในตํารับควบคุม (C) ท่ีมี
จํานวนแถบดีเอ็นเอ 41 แถบ  

 
จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาปริมาณของสารหนูท่ีปนเปอนในระดับสูงหรือตํ่าไมมีผล

ตอจํานวนของแบคทีเรีย แตมีผลตอชนิดหรือกลุมของแบคทีเรียในดิน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสมบัติ
ของดินเบ้ืองตน เชน พีเอช เนื้อดิน อินทรียวัตถุในดิน กลาวคือแบคทีเรียแตละชนิดจะดํารงชีวิตอยูใน
สภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน แบคทีเรียบางชนิดชอบความเปนกรด บางชนิดชอบความเปนดาง ซ่ึง
สวนใหญดินท่ีมีพีเอชเปนกลางจะพบแบคทีเรียจํานวนมาก โดยเฉพาะในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณ
หรืออินทรียวัตถุสูง เนื่องจากสภาวะแวดลอมเหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรีย 
รวมท้ังมีสารอาหารจากอินทรียวัตถุเพียงพอตอการเจริญเติบโตดวย ดังเชนในตัวอยางดิน AS6 ซ่ึงมี
ปริมาณสารหนู 467 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดินและปริมาณอินทรียวัตถุต่ํามากเทากับ 2.3 กรัมตอ
กิโลกรัม จะพบแถบดีเอ็นเอเพียง 26 แถบ  ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาการเปล่ียนแปลงโครงสรางสังคม
แบคทีเรียในดินไมไดข้ึนอยูกับปริมาณการปนเปอนสารหนูเพียงอยางเดียว แตยังข้ึนอยูกับสมบัติดิน
ดวย อีกท้ังระดับความเปนพิษของสารหนูหรือความสามารถในการตานทานสารหนูในดินนาจะมีผล
ตอแบคทีเรียแตกตางกัน ซ่ึงแมวาดินจะมีปริมาณสารหนูในปริมาณสูงแตหากอยูในรูปท่ีมีระดับความ
เปนพิษตํ่าก็ทําใหแบคทีเรียในดินสามารถตานทานหรือดํารงชีวิตอยูได  

 
สําหรับการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยตําแหนงของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจล 

สามารถใชประเมินโครงสรางสังคมแบคทีเรียวามีความคลายคลึงกันมากนอยเพียงใด โดยแบคทีเรียท่ี
อยูในตําแหนงเดียวกัน มีความเปนไปไดวาเปนแบคทีเรียชนิดเดียวกันได ท้ังนี้ในการศึกษาไดใช
โปรแกรมทางคอมพิวเตอร BioNumeric version 3.5 software มาชวยในการประมวลผลเพื่อจัดกลุม
ความสัมพันธของรูปแบบหรือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอท่ีได ดังภาพท่ี 10                                                        

 
 
 
 
 



68 
 

  
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลท่ีไดจากเทคนิค DGGE   
 
หมายเหตุ ชองเจล M (bacteria marker) คือ ผลผลิต PCR รวมของแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแก 

Pseudomonas putida, Acinetobacter ADP1, E. coli DH5α, Comamonas testosterone 
และแบคทีเรียท่ีแยกไดจากส่ิงแวดลอม BW7) 
ชองเจล L คือ ladder plus DNA  
ชองเจล AS1-AS8 คือ ผลผลิต PCR จากตัวอยางดนิแตละจุดท่ีมีการปนเปอนสารหนู 
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ภาพท่ี 10  Dendrogram ความสัมพันธของรูปแบบของลายพิมพดีเอ็นเอจากดินปนเปอนสารหนู      
                 ในระดับท่ีตางกัน วิเคราะหดวยโปรแกรม BioNumeric Version 3.5โดย UPGMA 
                

จากการประมวลผลดวย UPGMA โดยใช simple matching binary coefficient เพื่อสราง 
dendrogram แสดงความสัมพันธของรูปแบบแถบดีเอ็นเอหรือลายพิมพดีเอ็นเอจากตัวอยางดินท่ีมีการ
ปนเปอนสารหนูท่ีแตกตางกัน พบวาดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีแตกตางกันมีรูปแบบของลายพิมพ
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันมากและมีระดับความคลายคลึง (% similarity) อยูในชวง 25- 60% แบงเปน 2 
clusters ท่ีระดับความคลายคลึง  30% โดย cluster I  มี 6 ตัวอยางดินคือ AS2 AS3 AS4 AS7 AS8 
และตํารับควบคุม ในขณะท่ี cluster II มี 2 ตัวอยาง คือ AS1 และ S5 โดยท้ังสองตัวอยางมีระดับความ
การปนเปอนสารหนูท่ีระดับใกลเคียงกัน สําหรับตัวอยางดิน AS6 ไมไดนํามาวิเคราะหใน 
dendrogram ดวย เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจลจางมาก จึงไมสามารถนํามาประมวลผลเพื่อ
แสดงความสัมพันธได  

 
จากการจัดกลุมจะเห็นไดวาแบคทีเรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูมีความหลากหลาย

มากท้ังในดินท่ีมีการปนเปอนในระดับสูงและต่ํา และเม่ือเปรียบเทียบกับตํารับควบคุมจะเห็นไดวา
ตัวอยางดิน AS7 และ AS8 ถูกจัดอยูในกลุมเดียวกับตํารับควบคุม ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากเปนดินท่ีมี
สมบัติทางเคมีและกายภาพใกลเคียงกัน (ตารางท่ี 6) จึงทําใหมีชนิดของแบคทีเรียคลายคลึงกัน
มากกวาในตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในบริเวณอ่ืน ในขณะท่ีตัวอยางดิน 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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มาจากบริเวณขุมเหมืองแมจะมีปริมาณสารหนูและสมบัติทางเคมีตางกัน แตดินก็มีเนื้อดินใกลเคียง
กัน จึงทําใหพบรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีมีลักษณะคลายคลึงกันมากท่ีสุดท่ี 60%  

 
สําหรับตัวอยางดินใน cluster II ซ่ึงมี AS1 และ AS5 อยูในกลุมเดียวกันนั้น เม่ือพิจารณา

คุณสมบัติดิน พบวาดินท้ังสองจุดมีคุณสมบัติดินท้ังทางกายภาพและทางเคมีใกลเคียงกันมาก รวมท้ัง
ปริมาณการปนเปอนสารหนู (381 และ 315 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน ตามลําดับ) ยกเวนเพียงปริมาณ
อินทรียวัตถุในดินท่ีแตกตางกัน  (8.1 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ) อยางไรก็ตามตัวอยางดิน
ท่ีมีการปนเปอนสารหนูท้ังสองกลับมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีมีระดับความคลายคลึงกันเพียง 30% 
ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ตัวอยางดินแมจะมีสมบัติดินท่ีคลายกัน (ตารางท่ี 8) แตก็อาจมีจํานวนเละชนิดของ
แบคทีเรียแตกตางกันได ถามีปริมาณอินทรียวัตถุท่ีแตกตางกัน (8.1 และ 22.2 กรัมตอกิโลกรัม 
ตามลําดับ) โดยจะเห็นไดจาก dendrogram รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอจะมีระดับความคลายคลึงกัน
เพียง 30% ซ่ึงบงช้ีไดวาแบคทีเรียท่ีพบในดินท้ังสองนาจะมีความหลากหลายมากกวาแบคทีเรียใน
ตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูอ่ืนๆ 

 
2.2 การวิเคราะหและระบุชนิดของแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู  

 
 จากการวิเคราะหรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอเพื่อศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมี

การปนเปอนสารหนู (ภาพท่ี 9 และ 11) พบตัวอยางดิน AS1 และ AS5 มีความหลากหลายของ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียจึงทําการเลือกแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน AS1 และ AS5 เพื่อใชเปน
ตัวแทนในการระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความแตกตางจากแบคทีเรียท่ีพบในดินปนเปอนสารหนู
อ่ืนๆ ท้ังนี้แถบดีเอ็นเอที่สนใจนํามาระบุชนิดของแบคทีเรียมีท้ังหมด 6 แถบ ซ่ึงเปนตัวแทนจาก
ตัวอยางดิน AS1 จํานวน 5 แถบ (แถบ A B C D และ E) และตัวอยางดิน AS5 จํานวน 1 แถบ (แถบ F) 
ตําแหนงและสัญลักษณของแถบดีเอ็นเอท่ีเลือกมาศึกษา ดังภาพท่ี 11  

 
 แถบดีเอ็นเอที่นํามาศึกษาตองทําการตรวจสอบการปนเปอนหรือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ

วามีเพียงแถบเดียวหรือแบคทีเรียชนิดเดียวอีกคร้ังดวยเทคนิค DGGE กอนสงวิเคราะหลําดับนิวคลี 
โอไทดท่ี Biomedical genomics sequencing center and analysis facility, University of Minnesota, 
St. Paul, USA ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจะถูกนํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
แบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank  
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ภาพท่ี 11  ตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด จํานวน 6 แถบ จากดิน  
                  AS1 คือ แถบ  A B C D และ E และจากดิน AS5 คือ แถบ F 
 
ตารางท่ี 9  การระบุชนิดของแบคทีเรียตัวแทนจากตัวอยางดิน AS1 และ AS5 จากการเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล GenBank  
 
ตัวอยางดิน ตําแหนง     

แถบดีเอ็นเอ 
ชนิด ระดับความคลายคลึง 

(% 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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การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ        
ดีเอ็นเอตัวแทน มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank 
โดยลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอตัวแทน A และ B สามารถระบุกลุมหรือชนิดของแบคทีเรีย
ไดเปน Arthrobacter koreensis N1SF19 และβ-proteobacteria IMCC1734 ท่ีระดับความคลายคลึง 
97% และ 99% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ 
GenBank ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ C และ F มีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA ของ Unknow bacteria clones FLSED16 ท่ีระดับความคลายคลึง 98% และ 
Unknow bacteria clones LNR A2-16 ท่ีระดับความคลายคลึง  100% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียในฐานขอมูลของ GenBank (ภาพผนวกที่ 3-6) สําหรับลําดับ         
นิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอตัวแทน D และ E ไมสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได (ตารางท่ี 9) 

 
3. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 

3.1 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 

 การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากตัวอยางดิน 8 จุด ซ่ึงต้ังอยูในบริเวณเหมืองแรดีบุก
เกา ตําบลองคพระ อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ในข้ันแรกไดทําการศึกษาความหลากหลายและ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียโดยเทคนิค DGGE พบวาการวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียใน
บริเวณท่ีมีปริมาณสารหนู แมจะมีความแตกตางกันมาก แตก็ไมมีความแตกตางจากตัวอยางดินใน
ตํารับควบคุม นั่นแสดงวาแบคทีเรียในบริเวณท่ีมีการปนเปอนสารหนูนาจะมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูหรือมีกลไกบางอยางเพื่อใชในการดํารงชีวิตอยูในสภาวะท่ีมีการปนเปอนสารหนูใน
ระดับสูงได แตเนื่องจากเทคนิค DGGE เปนเทคนิคท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย
โดยการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียท้ังหมดท่ีมีอยูในดินปนเปอนสารหนู ดังนั้นในการทดลองจึงไม
สามารถทําการทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรียได เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนู จึงทําการแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดิน
ท่ีมีการปนเปอนโดยใชเทคนิค dilution และ plating  

 
การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับท่ีแตกตางกัน

จํานวน 8 ตัวอยาง โดยการเจือจางบนอาหารแข็ง TGE ซ่ึงเติมสารหนูอารเซไนตท่ีระดับความเขมขน 
10 50 100 250 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีสามารถเจริญบนอาหาร
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แข็ง TGE ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จํานวน 911ไอโซเลต และเม่ือนําไปเล้ียง
ในอาหารเหลว TGE และแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิ ไดแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีจะนําไปศึกษาจํานวน
262 ไอโซเลต ดังตารางท่ี 10 

 
จากการนําแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินปนเปอนสารหนูในแตละระดับ

ความเขมขนมาศึกษา พบวาตัวอยางดิน AS2 มีจํานวนแบคทีเรียตานทานสารหนูมากท่ีสุด คือ 92    
ไอโซเลต และเปนตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในดินมากท่ีสุด รองลงมาไดแก ตัวอยางดิน 
AS4 AS3 AS1 AS5 AS6 AS8 และ AS7 โดยพบจํานวนแบคทีเรียตานทานสารหนู จํานวน 48 33 30 
20 18 12 และ 9 ไอโซเลต ตามลําดับ อยางไรก็ตามพบวาจํานวนแบคทีเรียท่ีตานทานสารหนูท่ีแยกได
ไมมีความสัมพันธกับปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในดิน เชน ตัวอยางดิน AS3 และ AS4 ซ่ึงมีปริมาณ
การปนเปอนสารหนูในดินเทากับ 124 และ 160 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ แตพบแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูท่ีแยกไดเพียง 33 และ 48 ไอโซเลต รองจากตัวอยางดิน AS2 ซ่ึงมีปริมาณการ
ปนเปอนสารหนูในดินมากท่ีสุดเทากับ 711 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  

 
ตารางท่ี 10  จาํนวนแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดินปนเปอนสารหนู บริเวณเหมืองแรเกา 

8 จุด บนอาหาร TGE ท่ีมีการเติมสารหนูท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ                
 

ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูในดนิท่ีวเิคราะหได 
 (total As; มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน) 

จํานวนแบคทีเรียตานทาน
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 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน  
 

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการยอมสีแบบแกรมของแบคทีเรียตานทานสาร
หนูท่ีนํามาศึกษา พบวาแบคทีเรียตานทานสารหนูมีท้ังแกรมบวกและแกรมลบ ซ่ึงลักษณะรูปรางของ
เซลลมีท้ังลักษณะกลม (cocci) และแทง (rod) และแบคทีเรียประมาณ 49% จะมีลักษณะเปนแทง ซ่ึง
มีท้ังท่ีตอกันเปนสายยาวและเปนแทงเดี่ยว ดังตารางท่ี 11 สําหรับรายละเอียดของลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของแตละไอโซเลต ดังตารางภาคผนวกท่ี 9 

 
ตารางท่ี 11  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
 
ตัวอยาง
ดิน 

จํานวนแบคทีเรียตานทาน
สารหนูนํามาศึกษา  

จํานวนแบคทีเรียแบงตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
แกรมบวก แกรมลบ รูปรางกลม รูปรางแทง 

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 การศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนู 

 
 การทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู ทําโดย

ศึกษาการตานทานสารหนูในรูปท่ีมีความเปนพิษตามธรรมชาติ 2 รูป คือ สารหนูอารเซไนตและ   
สารหนูอารเซเนต ดวยเทคนิค minimum inhibitory concentration (MIC) ซ่ึงเปนวิธีการประเมินความ
เขมขนตํ่าสุดของสารหนูอารเซไนตหรืออารเซเนตท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได 
แตในการทดลองนี้ไดนําเทคนิค MIC มาปรับวิธีการโดยประเมินความสามารถในการตานทาน     
สารหนูของแบคทีเรียท่ีมีการเจือจางเซลลและใชสารหนูอารเซไนตและอารเซเนต ท่ีระดับความ
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เขมขนตั้งแต 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร จากทดลองพบแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทาน   
สารหนูท้ังอารเซไนตและอารเซเนต โดยแบคทีเรียจะตานทานสารหนูอารเซเนตไดมากกวา          
อารเซไนต และมีความสามารถในการตานทานไดลดลงเม่ือมีความเขมขนของสารหนูเพิ่มข้ึน และ
พบวาการเจือจางเซลลแบคทีเรียท่ี 106 ถึง 108 ทําใหความสามารถในการตานทานสารหนูท้ัง         
อารเซเนตและอารเซไนตลดลงมาก และมีแบคทีเรียเพียงไมกี่ไอโซเลตท่ีสามารถตานทานสารหนูได 
ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชผลการทดลองความสามารตานทานสารหนู ท่ีระดับการเจือจางของ
แบคทีเรียท่ี 10000 เทา (104) ดังภาพท่ี 12 และ 13  

 
จากภาพท่ี 12 แสดงการตานทานสารหนูอารเซไนตเม่ือมีการเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

10000 เทา พบวาแบคทีเรียสวนใหญจากตัวอยางดิน AS1 AS2 และ AS3 มากกวา 60%                       
มีความสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตไดสูงถึงท่ี 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะท่ีแบคทีเรียจาก
ตัวอยางดิน AS6 และ AS7 ประมาณ 50% สามารถตานทานสารหนูอารเซไนตท่ี 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ในขณะท่ีมีเพียงแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS6 และ AS7 เทานั้นท่ีสามารถตานทานสารหนูได
สูงสุดท่ีระดับ 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS4 พบแบคทีเรียประมาณ 
60% ท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตท่ีระดับความเขมขน 250 มิลลิกรัมตอลิตร สวนแบคทีเรีย
จากตัวอยางดิน AS5 และ AS8 จะสามารถตานทานสารหนูอารเซไนตไดในระดับต่ําคืออยูในชวง  
10-50 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนแบคทีเรียมากกวา 60%  

 
สําหรับการตานทานสารหนูอารเซเนตเม่ือมีการเจือจางแบคทีเรียท่ี 10000 เทา ดังภาพท่ี 13 

จะไดผลในลักษณะเดียวกัน โดยพบวาแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS1 AS2 AS3 และ AS6 คิดเปน
แบคทีเรียมากกวา 60% สามารถตานทานสารหนูไดสูงสุดต้ังแตระดับ 10-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ท้ังนี้ท่ีระดับความเขมขนสูงสูด 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร ยังพบแบคทีเรียมากกวา 60% ท่ีสามารถ
ตานทานสารหนูอารเซเนตได ยกเวนตัวอยางดิน AS3 ท่ีมีจํานวนแบคทีเรียมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูลดลง คิดเปน 45% ท่ีสามารถตานทานไดท่ี 500-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร และจํานวน
แบคทีเรียท่ีตานทานสารหนูจะลดลงเหลือเพียง 20% เม่ือความเขมขนสูงสูดถึง 1,500 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สําหรับแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS4 และ AS7 ประมาณ 40% สามารถตานทานสารหนู       
อารเซเนตไดท่ีระดับ 200 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนแบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS7 จะมี
แบคทีเรียตานทานสารหนูลดลงตํ่ากวา 40% ท่ีระดับ 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ในขณะท่ี
แบคทีเรียจากตัวอยางดิน AS5 และ AS8 จะไมสามารถตานทานสารหนูไดหรือตานทานไดนอย        
เม่ือความเขมขนสูงมากกวา 500  มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับรายละเอียดของการตานทานสารหนู          
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อารเซไนตและอารเซเนตของแตละไอโซเลตท่ีระดับการเจือจางของเซลลแบคทีเรีย 100 และ 10000 
เทา ดังตารางภาคผนวกท่ี 10 

 
การวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานของสารหนู ดวยการวิเคราะห 

UPGMA โดยใช simple matching binary coefficient เพ่ือสราง dendrogram โดยอาศัยขอมูล
ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร เจือ
จางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา ดังภาพท่ี 14 สามารถแบงแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดท้ังหมด
เปน 2 clusters และ 13 กลุมยอย ท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% โดย cluster I ประกอบดวย
แบคทีเรียตานทานสารหนู 169 ไอโซเลต และ cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 93 
ไอโซเลต ท้ังนี้ในแตละ cluster ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีแยกไดจากดิน 8 ตัวอยาง 
และเพื่อใหการจัดกลุมแบคทีเรียมีความละเอียดและชัดเจนมากข้ึน จึงนําแบคทีเรียดังกลาวมาทําการ
ทดลองเพิ่มเติมโดยการศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะเพ่ือชวยในการคัดเลือก
แบคทีเรียตอไป 
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ภาพท่ี 12  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัม 
                  ตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
  
ภาพท่ี 13  แบคทีเรียท่ีสามารถตานทานสารหนูอารเซเนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัม 
                  ตอลิตร เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 10000 เทา 
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ภาพท่ี 14  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศัยขอมูลการ  
                  ตานทานสารหนูอารเซไนต ท่ีระดับความเขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร 
          เม่ือเจือจางบคทีเรีย 10000 เทา  
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3.4 การศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 
 

การศึกษาความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะดวยเทคนิค MIC ซ่ึงใชสาร
ปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีมีระดับความเขมขนแตกตางกัน ไดแก ampicilin  kanamycin spectinomycin 
chloramphenicol streptomycin rifamycin tetracycline และ naladixic acid โดยทําการทดสอบ
เชนเดียวกับการทดสอบความสามารถในการตานทานสารหนู พบวาแบคทีเรียตานทานสารหนู
ท้ังหมด 262 ไอโซเลต สามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะไดท้ัง 8 ชนิด แตจะตานทานสารปฏิชีวนะ
แตละชนิดท่ีระดับความเขมขนแตกตางกัน ซ่ึงเม่ือทําการเจือจางแบคทีเรียท่ี 102 - 108 เทา พบวา
แบคทีเรียสวนใหญไมสามารถตานทานสารปฏิชีวนะเม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรียมากถึง 104 ถึง 108 
หรือตานทานไดนอยมากในบางไอโซเลต จึงทําใหไมสามารถใชเปนขอมูลในการคัดเลือกตัวแทน
เพื่อศึกษาความหลากหลายได ดังนั้นในการทดลองนี้จึงใชคา MIC เม่ือมีการเจือจางเซลลแบคทีเรียท่ี
ระดับการเจือจาง 100 เทา มาใชในการคัดเลือกแบคทีเรียตัวแทนเพื่อศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียตานทานสารหนู  ดังภาพท่ี 15 จากภาพจะเห็นไดวาแบคทีเรียสวนใหญท่ีตานทานสาร
ปฏิชีวนะพวก rifamycin streptomycin tetracycline ampicilin และ spectinomycin จะมีจํานวน
แบคทีเรียท่ีตานทานสารปฏิชีวนะแตละชนิดไมแตกตางกันในแตละระดับความเขมขนท่ีทดสอบ 
ตานทาน ตัวอยางเชน สารปฏิชีวนะ tetracycline จะมีจํานวนแบคทีเรียท่ีตานทานไดคิดเปน 90% 
88% และ 85% เม่ือทดสอบท่ีระดับความเขมขน 1 2 และ 2.5 ไมโครกรัมตอลิตร ตามลําดับ อยางไรก็
ตามเม่ือพิจารณาระดับความเขมขนสูงสุดของสารปฏิชีวนะแตละชนิดท่ีทําการทดสอบ พบวา
แบคทีเรียตานทานสารหนูจะตานทานสารปฏิชีวนะ spectinomycin rifamycin ampicilin และ 
streptomycin ท่ีระดับความเขมขนสูงสุดท่ีทําการทดสอบคือ 10 ไมโครกรัมตอลิตร คิดเปน 88% 84% 
83% และ 77% ตามลําดับ ยกเวนการตานทานสารปฏิชีวนะ rifamycin ของแบคทีเรียท่ีระดับความ
เขมขนสูงสุดท่ี 15 ไมโครกรัมตอลิตร ท่ีแบคทีเรียพบแบคทีเรียตานทานไดมากถึง 74% สําหรับการ
ตานทานสารปฏิชีวนะ chloramphenecol kanamycin และ nalalidic acid พบแบคทีเรียประมาณ         
70-80% สามารถตานทานท่ีระดับความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอลิตร ท้ังนี้ผลการทดลองโดยละเอียด
ของการตานทานสารปฏิชีวนะท้ัง 8 ชนิดในแตละระดับความเขมขนท่ีทําการทดสอบ เม่ือเจือจาง
เซลลแบคทีเรียท่ี 100 เทาและ 10000 เทา ดังตารางผนวกท่ี 11 
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ภาพท่ี 15  เปอรเซ็นตแบคทีเรียตานทานสารหนูในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดับความ  
                  เขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  
   

การวิเคราะหความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนูแตละไอโซเลต โดยอาศัยขอมูล
จากการตานทานสารปฏิชีวนะ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา พบวาสามารถแบงแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูได 100 กลุม ท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% ดังภาพท่ี 16 จากผลของการ
แบงกลุมสามารถคัดเลือกแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนได 100 ไอโซเลต จากแบคทีเรียตานทาน
สารหนูท่ีแยกท้ังหมด 262 ไอโซเลต จากผลการวิเคราะหพบวาสามารถแบงกลุมแบคทีเรียไดเปน 4 
clusters ที่ระดับความคลายคลึงสูงสุด 66% โดย cluster I ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 13 
ไอโซเลต cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 33 ไอโซเลต cluster III ประกอบดวย
แบคทีเรียตานทานสารหนู 45 ไอโซเลต และ cluster IV ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 10 
ไอโซเลต แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 100 ไอโซเลตซ่ึงแตละไอโซเลตแบงตาม cluster ไดดังนี้   

 

Chlo        Kana        Nal          Rif          Strep         Tet          Amp        Spec             
                                             ชนิดของสารปฏิชีวนะ  
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cluster I มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 13 ไอโซเลต ไดแก MC14 MC25 MC40 MC169 
MC181 MC182 MC201 MC207 MC209 MC211 MC213 MC225 และ MC265  

 
cluster II มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 33 ไอโซเลต ไดแก 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 มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 45 ไอโซเลตไดแก 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 มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 10 ไอโซเลตไดแก MC100 MC102 MC105 MC111 

MC115 MC136 MC165 MC166 MC172 และ MC202 
 
ท้ังนี้แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนท้ัง 100 ไอโซเลต จะนําไปใชในการศึกษาความ

หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยใชเทคนิค rep-PCR ตอไป  
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ภาพท่ี 16  Dendrogram ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู อาศัยขอมูลการตานทาน                  
สารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ท่ีระดบัความเขมขนตางๆ เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา  
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 3.5 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูโดยเทคนิค rep-PCR 
(repetitive extragenic palindromic-PCR)  

 
การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 100 ไอโซเลต จาก

ความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด ดังกลาวขางตน โดยอาศัยเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุล ท่ีเรียกวา rep-PCR พบแบคทีเรียตานทานสารหนูจํานวน 92 ไอโซเลต จาก 100 ไอโซเลต ท่ี
ปรากฏแถบดีเอ็นเอบนเจลซ่ึงมีขนาดและตําแหนงท่ีแตกตางกัน ช้ินสวนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูแตละไอโซเลตจะมีขนาดอยูในชวง 100-12,000 bp ซ่ึงมีจํานวนแถบดีเอ็นเอในแตละ
ไอโซเลตท่ีปรากฏประมาณ 10-20 แถบ ดังภาพท่ี 17 

 
ในสวนของการวิเคราะหตําแหนงและขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎบนเจลนั้น พบวา

แบคทีเรียตานทานสารหนู 100 ไอโซเลตมีความแตกตางกันของรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ โดยมีระดับ
ความคลายคลึงในชวงท่ีกวางตั้งแต 5-99% และเม่ือแบงกลุมสามารถแบงไดเปน 4 cluster คือ cluster 
I ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 9 ไอโซเลต cluster II ประกอบดวยแบคทีเรียตานทาน   
สารหนูมากท่ีสุดจํานวน 63 ไอโซเลต และ cluster III ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนู 26    
ไอโซเลต สวน cluster IV ประกอบดวยแบคทีเรียตานทานสารหนูเพียง 2 ไอโซเลต ดังภาพท่ี 18 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



84 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

               A 
 

ภาพท่ี 17A  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล 1-23 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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           



87 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D 
 

ภาพท่ี 17D  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ัน) 
  ชองเจล 1-22 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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  ลายพิมพดเีอ็นเอของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR 
 
หมายเหตุ  ชองเจล M คือ 1 kb ladder 

  ชองเจล P คือ positive control (E. coli 294) 
  ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ัน) 

       ชองเจล 1-9 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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 ความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู โดยอาศัยขอมูลลายพิมพ      
                  ดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค rep-PCR โดยใช ERIC primer  
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isolate       site 
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% similarity 
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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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เม่ือพิจารณารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ เพื่อบอกความหลากหลายของแบคทีเรียตานทาน     
สารหนูตัวแทนท้ัง 100 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู (ตารางท่ี 9) พบวา
แบคทีเรียตัวแทนแตละไอโซเลตมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอที่มีลักษณะเฉพาะ โดยแตละไอโซเลต
แบงตาม cluster และตัวอยางดินท่ีทําการคัดแยกไดดังนี้  

  
cluster I มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 9 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู 

4 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS1 ไดแก MC10, MC14, MC20 และ MC25 
ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC89, MC90 และ MC98   
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC187 
ตัวอยางดิน AS6 ไดแก MC244 
 
cluster II มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 67 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอน     

สารหนู 7 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC40 MC101 MC102 MC104 MC105 MC106 MC107 MC100 

MC110 MC113 MC114 และ MC118 
ตัวอยางดิน AS3 ไดแก MC125 MC128 MC132 MC133 MC136 MC139 MC142 และ 

MC147  
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC161 MC162 MC166 MC167 MC169 MC170 MC171 MC172 

M175 MC180 MC181 MC182 MC192 MC197 MC200 และ MC201 
ตัวอยางดิน AS5 ไดแก MC207 MC209 MC210 MC211 MC213 MC215 MC216 MC218 

MC225 และ MC226  
ตัวอยางดิน AS6 ไดแก MC233 MC234 MC235 MC241 และ MC242 
ตัวอยางดิน AS7 ไดแก MC246 MC147 MC248 และ MC253 
ตัวอยางดิน AS8 ไดแก MC260 MC263 MC264 และ MC265 
 
cluster III มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 26 ไอโซเลต คัดแยกไดจากดินท่ีมีการปนเปอนสาร

หนู 7 ตัวอยางคือ 
ตัวอยางดิน AS1 และ AS5 ไดแก MC13 และ MC208 ตามลําดับ 
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ตัวอยางดิน AS2 ไดแก MC106 MC112 MC115 MC120 MC121 MC122 MC135 และ 
MC192   

ตัวอยางดิน AS3 ไดแก MC128 MC145 MC152 MC153  
ตัวอยางดิน AS4 ไดแก MC158 MC163 MC165 MC194 MC195 MC196 MC199 MC201 

และ MC203  
ตัวอยางดิน AS7 ไดแก MC248 และ MC249 
ตัวอยางดิน AS8 ไดแก MC258 และ MC261 
 
cluster IV มีแบคทีเรียตานทานสารหนู 2 ไอโซเลตไดแก MC114 และ MC202 จากตัวอยาง

ดิน AS2 และ AS4 ตามลําดับ 
 
4. การศึกษายีนตานทานสารหนู arsenate reductase gene (arsC) 
 

 ยีนตานทานสารหนู arsC เปนยีนท่ีมีบทบาทสําคัญในการควบคุมการรีดักชันสารหนู      
อารเซเนตเปนอารเซไนตโดยอาศัยการทํางานของเอนไซม arsenate reductase กอนท่ีจะถูกขับออก
นอกเซลล ในการศึกษายีนตานทานสารหนู arsC นั้น ทําการศึกษากับแบคทีเรียตานทานสารหนู
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ซ่ึงคัดเลือกจากความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด พบวา
แบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทน 30 ไอโซเลตมีการปรากฏของแถบดีเอ็นเอท่ีเปนช้ินสวนของยีน 
arsC ท่ีมีขนาด 350 bp ดังภาพท่ี 19 คิดเปนแบคทีเรียตานทานสารหนู 30% ของแบคทีเรียตัวแทน
ท้ังหมดท่ีทําการศึกษา ซ่ึงอาจเปนผลมาจากไพเมอรท่ีใชในการ PCR ไมมีความเฉพาะเจาะจงกับ
แบคทีเรียตัวแทนท่ีทําการศึกษาจึงไมสามารถตรวจสอบการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC ได
ท้ังหมด หรือแบคทีเรียไมมียีนตานทานสารหนู arsC  เนื่องจากแบคทีเรียใชวิธีอ่ืนในการตานทาน
สารหนู อยงไรก็ตามแบคทีเรียท่ีปรากฏยีนตานทานสารหนู arsC จํานวน 30 ไอโซเลต ดังตารางที่ 12 
สําหรับรายละเอียดของแบคทีเรียตานทานสารหนูท้ัง 100 ไอโซเลต ดังตารางภาคผนวกท่ี 12 
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ภาพท่ี 19  ผลผลิต PCR ในสวนของยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวยไพเมอร  
                 arsC-1F และ arsC1-R  
 
หมายเหตุ ชองเจล M คือ 100-bp ladder   

   ชองเจล P คือ positive control (E. coli W3110)  
   ชองเจล N คือ negative control (น้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช่ือ) 
   ชองเจล 1A-12A คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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 
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ตารางท่ี 12  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนต เม่ือเจือจางแบคทีเรีย 100   
                     และ 10000 เทา และการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC  

 

ลําดับ 
  
  

ตัวอยางดิน 
  
  

ไอโซเลต 
  
  

ความสามารถในการตานทานสารหนู 

การปรากฏของ
ยีน arsC  

  

เจือจางเซลลแบคทีเรีย       
100 เทา 

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
10000 เทา 

อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 

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 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  
  

ตัวอยางดิน 
  
  

ไอโซเลต 
  
  

ความสามารถในการตานทานสารหนู 

การปรากฏของ
ยีน arsC  

  

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
100 เทา 

เจือจางเซลลแบคทีเรีย 
10000 เทา 

อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 

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. การศึกษาการแปลงสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay และ microplate screening 

assay 
 

จากขอมูลเบ้ืองตนในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู ดวยการ
ทดสอบการตานทานสารปฏิชีวนะ จึงนําแบคทีเรียท้ัง 100 ไอโซเลต มาศึกษาการแปลงสารหนู     
อารเซไนตและอารเซเนตดวยเทคนิค agar plate screening assay (Krumova et al., 2008) ซ่ึงเปนการ
ทดสอบการแปลงสารหนูบนอาหารแข็งโดยอาศัยปฏิกิริยาการเกิดสีระหวางสารหนูกับ AgNO3 ท้ังนี้
อาหารที่ใชในการทดสอบจะตองไมเกิดปฏิกิริยากับ AgNO3 หรือถูกรบกวนโดยสารเคมีในอาหาร
เล้ียงเช้ือ จึงเลือกอาหารแข็ง CDM มาทําการทดสอบการเจริญของแบคทีเรียตัวแทน และพบวา
แบคทีเรียตัวแทนสามารถเจริญไดดีบนอาหารแข็ง CDM ท่ีมีการเติมสารหนูอารเซไนตหรือ          
อารเซเนตไดสูงสุด ท่ีระดับความเขมขน 2 และ 20 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  

 
สําหรับการทดสอบการแปลงสารหนูของแบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรีย

ตัวแทน 95 ไอโซเลต สามารถรีดิวซสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตได ซ่ึงสังเกตไดจากการ
เปล่ียนแปลงสีจากสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลือง ดังภาพที่ 20 สําหรับการออกซิเดชันสารหนูอารเซไนต



95 
 

เปนอารเซเนตนั้น พบวาแบคทีเรียตัวแทนทั้ง 100 ไอโซเลต ไมสามารถออกซิเดชันสารหนู             
อารเซไนตเปนอารเซเนตได (ไมเกิดการเปล่ียนสีจากสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลือง) ดังภาพท่ี 21  

 
จากผลการทดสอบการเเปลงสารหนูดังกลาวขางตน จึงนําแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ี

สามารถรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตจํานวน 95 ไอโซเลตมาทดสอบการรีดักชันสารหนูอีกคร้ัง
ดวยวิธี microplate screening assay และเม่ือนําตัวอยางไปทดสอบการทําปฏิกิริยาระหวางสารหนูกับ 
AgNO3 และสังเกตการเปล่ียนแปลงของสีเชนเดียวกับวิธี agar plate screeing assay พบวาแบคทีเรีย
ท้ัง 95 ไอโซเลต ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีจากสีเหลืองเปนสีน้ําตาลแดง กลาวคือไมเกิดการ
ออกซิเดชันเปล่ียนสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตเม่ือทดสอบดวยวิธี microplate screening assay 
ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากความเขมขนของสารหนูท่ีใชในการทดลองมีระดับสูง จึงทําใหปริมาณของ
สารหนู  อารเซไนตท่ีเหลือในการทําปฏิกิริยากับ AgNO3 ท่ีมากจึงปรากกฎเห็นแตสีเหลือง ในขณะท่ี
การรีดักชันพบการเปล่ียนแปลงของสีน้ําตาลแดงเปนสีเหลืองเพียงเล็กนอย ซ่ึงการเกิดปฏิกิริยา
ระหวางสารหนูกับ AgNO3 จะก็เกิดข้ึนอยางรวดเร็วกอนท่ีสีจะจางหายไปในเวลาเพียง 1-2 วินาที จน
ทําใหไมสามารถสังเกตเห็นสีเหลืองท่ีเกิดข้ึนไดอยางชัดเจน อีกท้ังการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปน          
อารเซไนตท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดไมสมบูรณจึงทําใหสีท่ีเกิดข้ึนเกิดเปนการการผสมกันระหวางสีเหลือง
จากการรีดักชันและสีน้ําตาลแดงจากอารเซเนต จากผลการทดลองดังกลาวจึงนําแบคทีเรียท้ัง 95     
ไอโซเลต ไปวัดการรีดักชันดวยวิธี molybdenum blue เพื่อบอกถึงปริมาณของการรีดักชันท่ีเกิดข้ึน
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    A                                                     B 
 
ภาพท่ี 20 การทดสอบการเกดิรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนต บนอาหาร CDM ท่ีมีการ

เติมสารหนูอารเซเนต ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใน
ท่ีมืด เปนเวลา 2 วัน 

 
หมายเหตุ A คือ แบคทีเรียตัวแทนท่ีสามารถรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตจะปรากฏสี 

เหลือง (A1-A6 คือ แบคทีเรียตานทานสารหนู 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 การทดสอบการเกดิออกซิเดชันสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนต บนอาหาร CDM ท่ีมีการ
เติมสารหนูอารเซไนตความเขมขน 2 มิลลิโมลาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 
เปนเวลา 2 วัน  

     
หมายเหตุ A คือ แบคทีเรียตัวแทนท่ีสามารถแปลงสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตจะปรากฏสี  

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  D1 
  D2 

   D5   D3 

   D4 

   D6 
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6. การวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนแูละระบุชนิดของแบคทีเรีย 
 

จากการทดสอบการแปลงสารหนูเบ้ืองตน ซ่ึงพบแบคทีเรียตานทานสารหนู 95 ไอโซเลต มี
ความสามารถในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนต และนาจะมีความเปนไปไดวาแบคทีเรียเหลานี้
เปนพวก arsenate reducing bacteria โดยการปรากฏสีเหลืองข้ึนบนอาหารแข็งท่ีใชทดสอบ ดวย
เทคนิค agar plate screening assay ดังนั้นจึงนําแบคทีเรียดังกลาวมาทําการวัดประสิทธิภาพการแปลง
สารหนู ดวยวิธี Molybdenum blue method (Johnson and Pilson, 1972)  จากการทดลองพบวา
สามารถวัดปริมาณอารเซไนตจากการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตดวยวิธี Molybdenum blue 
method ได โดยแบคทีเรีย 71 ไอโซเลต สามารถรีดักชันสารหนูอารเซเนต อยูในชวง 0.12-69.59       
ไมโครโมลาร ซ่ึงมีแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดักชันต้ังแต 30 ไมโครโมลาร จํานวน 13      
ไอโซเลต (ตารางท่ี 13) และมีเพียง 4 ไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการรีดักชันมากกวา 50             
ไมโครโมลาร คือ ไอโซเลต MC204  MC197  MC120 และ MC196 เปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการรีดักชันสารหนูไดสูงท่ีสุด เทากับ 69.59  56.94  55.44 และ 66.22 ไมโครโมลาร ตามลําดับ ซ่ึง
คิดเปนประสิทธิภาพในการรีดักชันเพียง 3-7% ของปริมาณสารหนูตั้งตนท่ีใชในการทดลอง (1,000    
ไมโครโมลาร) สําหรับปริมาณการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารเซไนตของแบคทีเรียตัวแทน
ท้ังหมด ดังตารางผนวกท่ี 13 

 
จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการรีดักชันสารหนู ซ่ึงพบแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพใน

การแปลงสารหนู 13 ไอโซเลต จึงนําแบคทีเรียท้ัง 13 ไอโซเลต มาวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
และพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียมีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียใน
ฐานขอมูล GenBank จํานวน 3 สกุล ดังตารางท่ี 14 (ภาพผนวกท่ี 7-19) โดยมีแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต 
จัดอยูในสกุล Bacillus ระบุเปน Bacillus  sp. และ 2 ไอโซเลตท่ีจัดอยูในสกุลอ่ืนคือ MC010 และ 
MC197 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียใน
สกุล Enterobacter ระบุเปน Enterobacter sp. ท่ีระดับความคลายคลึง 100% เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank และMC204 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกับแบคทีเรีย
ในสกุล Ochrobactrum ซ่ึงระบุเปน Ochrobactrum sp. ท่ีระดับความคลายคลึง 99% เม่ือเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank รายละเอียดของการเปรียบเทียบลําดับนิวคลี      
โอไทดของแบคทีเรียท่ีทําการศึกษากับแบคทีเรียในฐานขอมูล Genbank ดังตารางผนวกท่ี 14 และ
ภาพผนวกท่ี 7-19  
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สําหรับการทํา phylogenetic tree ดวยโปรมแกรม RDPII โดยการนําลําดับนิวคลีโอไทดของ
แบคทีเรียท่ีนํามาศึกษาท้ัง 13 ไอโซเลต มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล RDP นั้น
ไดผลการวิเคราะหเชนเดียวกับการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Genbank โดย 
แบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีมีความสามารถในการรีดิวซอารเซเนตเปนอารเซไนตจะมีลักษณะของ
แผนภูมิวิวัฒนาการที่คลายคลึงกับแบคทีเรียใน 3 class คือ Bacilli, γ-proteobacteria  และ                      
α-proteobacteria ดังภาพท่ี 22  

 
ตารางท่ี 13  ปริมาณของสารหนูอารซิไนตท่ีไดจากการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปนอารซิไนต 
 
ลําดับ ตัวอยางดิน 

 
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  การระบุชนิดของแบคทีเรียจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA   
                     เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank  
 

 
 
 
 
 

ลําดับ ตัวอยางดิน 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 เปรียบเทียบแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการการรีดกัชันอารเซเนตที่ไดกับแบคทีเรียในฐานขอมูล RDP 
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วิจารณ 
 

1. การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE 
 

การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูจากตัวอยางดินท่ีมีระดับ
ความเขมขนของสารหนูท่ีแตกตางกัน 8 จุด (AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6 AS7 และ AS8) จาก
บริเวณเหมืองแรเกา ซ่ึงตั้งอยูในลุมน้ําหวยมะขาม อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี โดยพ้ืนท่ี
ดังกลาวมีการทําเหมืองแรดีบุกมานานกวา 40 ป และปจจุบันไดมีการเปล่ียนเปนพื้นท่ีเกษตรกรรมไป
บางสวน ท้ังนี้บางพื้นท่ีก็มีการทิ้งรางไว เม่ือนําตัวอยางดินมาวิเคราะหสมบัติดิน และปริมาณการ
ปนเปอนสารหนู พบการปนเปอนสารหนูท้ังในระดับตํ่าและสูงไมข้ึนกับสมบัติของดิน และเม่ือ
ศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน 
ดวยเทคนิค DGGE โดยการวิเคราะหอาศัยจํานวนแถบดีเอ็นเอและตําแหนงของแถบดีเอ็นเอ จะเห็น
วาแถบดีเอ็นเอของตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูตางกันท่ีไดจากเทคนิค DGGE จะมีแถบดีเอ็น
เอปรากฏอยูในชวง 26-52 แถบ ท้ังนี้โครงสรางสังคมแบคทีเรียในแตละตัวอยางดินท่ีมีการปนเปอน
สารหนูตางกันไมไดข้ึนอยูกับปริมาณของสารหนูท่ีปนเปอนในระดับสูงหรือต่ํา กลาวคือปริมาณ
ความเขมขนสารหนูในดินไมมีผลตอโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีปนเปอนสารหนู  

 
จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในดินท่ีผานมาจะพบวาโครงสรางสังคม

แบคทีเรียในดินอาจมีจํานวนมากกวา 100 ชนิด (Gans et al., 2005; Torvik et al., 1996) ดังนั้นเม่ือ
พิจารณาทางดานเทคนิคท่ีใชในการศึกษา DGGE ในบางกรณีอาจพบการซอนทับของแถบดีเอ็นเอ 
หรือดีเอ็นเอบางแถบไมชัดเจนได ทําใหยากตอการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอเพ่ือบอกจํานวนของ
แบคทีเรีย ท้ังนี้เปนผลมาจากความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอยางท่ีตองการศึกษามีมาก อีกท้ัง
จํานวนของแบคทีเรียแตละชนิดอาจมีจํานวนมาก จึงทําใหแถบดีเอ็นเอท่ีตองการวิเคราะหมีลักษณะ
ท้ังเขมและหนาเกินไป จนอาจเกิดความผิดพลาดในการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอได ดังนั้นการประเมิน
ความหลากหลายหรือชนิดของแบคทีเรียบางคร้ังจึงอาจตองใชโปรแกรมคอมพิวเตอรชวยในการ
ประมวลผลท้ังจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ เพื่อกําจัดแถบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจนออกไป ซ่ึง
เปนการลดความผิดพลาดและเพิ่มความแมนยําในการแปลผลนั่นเอง ท้ังนี้แถบดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมตอ
การวิเคราะหควรไมเกิน 40 แถบ ซ่ึงถือเปนจํานวนท่ีเหมาะสมในการประเมินชนิดของแบคทีเรียท่ี
ถูกตอง (Nakutsu, 2007) นอกจากนี้การใชเทคนิค PCR และ primer จะตองเหมาะสมตอวัตถุประสงค
ในการศึกษา (Klappenbach et al., 2001)  เนื่องจาก primer บางตัวเหมาะสําหรับใชศึกษาแบคทีเรียได
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หลายกลุม ในขณะที่ primer บางตัวเหมาะสําหรับการศึกษาแบคทีเรียไดกลุมเดียว (Baker and 
Cowan, 2004)  
 

สําหรับการประเมินโครงสรางสังคมแบคทีเรียโดยอาศัยการศึกษาสมบัติของดินเบ้ืองตน 
เชน เนื้อดิน และอินทรียวัตถุในดิน และพีเอช นอกเหนือจากการปนเปอนสารหนูในดิน ก็นามีผลตอ
โครงสรางสังคมแบคทีเรียและความหลากหลายของแบคทีเรียดวย กลาวคือแบคทีเรียแตละชนิดจะ
ดํารงอยูในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน แบคทีเรียบางชนิดชอบความเปนกรด บางชนิดชอบความ
เปนดาง โดยสวนใหญพีเอชดินท่ีเปนกลางจะพบแบคทีเรียท่ีเจริญและดํารงชีวิตอยูเปนจํานวนมาก 
โดยเฉพาะในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณหรืออินทรียวัตถุสูง เนื่องจากสภาวะแวดลอมเหมาะสมตอ
แบคทีเรีย และมีสารอาหารจากอินทรียวัตถุเพียงพอตอการเจริญเติบโต ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาความ
หลากหลายของโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินไมไดข้ึนอยูกับปริมาณการปนเปอนสารหนูเพียง
อยางเดียว แตยังข้ึนอยูกับสมบัติของดินดวย อีกท้ังระดับความเปนพิษของสารหนูหรือความสามารถ
ในการตานทานสารหนูในดินนาจะมีผลตอแบคทีเรียแตกตางกัน ซ่ึงแมวาดินจะมีปริมาณสารหนูใน
ปริมาณสูงแตหากอยูในรูปท่ีมีระดับความเปนพิษตํ่าก็ทําใหแบคทีเรียในดินสามารถตานทานหรือ
ดํารงชีวิตอยูได  
 

จากการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยพิจารณาจากความแตกตางของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
และใชเปนตัวแทนของแบคทีเรียจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนู ในการทดลองเลือกแถบดีเอ็นเอที่
สนใจจํานวน 6 แถบ (จากตัวอยางดิน AS1 และ AS5) ซ่ึงเปนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางจากแถบดีเอ็นเอ
ท่ีไดจากตัวอยางดินปนเปอนสารหนูอ่ืนๆ และนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบเพียงแบคทีเรีย 
2 ชนิด จากตัวอยางดิน AS1 ท่ีสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได ในขณะท่ีแบคทีเรียจากแถบดีเอ็นเอ
ท่ีเลือกมาศึกษาอื่นๆ ไมสามารถระบุชนิดได เม่ือเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ GenBank ท้ังนี้อาจ
เนื่องมาจากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางท่ีทําการศึกษาใชตัวอยางดีเอ็นเอจากแถบดีเอ็น
เอท่ีปรากฏบนเจลโดยตรง มีโอกาสในการเกิดการปนเปอนของดีเอ็นเอของแถบดีเอ็นเอใกลเคียง ซ่ึง
เกิดการซอนทับกับแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดใกลเคียงกันมาก
หรือมีปริมาณมากจึงทําใหไมสามารถแยกแถบดีเอ็นเอเดี่ยวได หรือดีเอ็นเอเกิดการปนเปอนดีเอ็นเอ
ของจุลินทรีย 2 ชนิดได ดังนั้นหากแบคทีเรียท่ีตองกรศึกษามีความคลายคลึงกันมากหรือมีลําดับ       
นิวคลีโอไทดมีความเตกตางกันเพียง 2-3 นิวคลีโอไทด เพื่อปองกันการแยกตัวในตําแหนงใกลชิดกัน 
จึงอาจตองใช gradient ในชวงท่ีแคบลง เพื่อใหดีเอ็นเอแยกตัวไดดีข้ึนและสามารถวิเคราะหแถบดีเอ็น
เอไดงายข้ึนดวย (Muyzer et al., 1993) สําหรับการระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสนใจจากเทคนิค DGGE 
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ควรใชการโคลน ซ่ึงเปนวิธีการท่ีงาย รวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการวิเคราะหหาลําดับนิวคลี             
โอไทดมากกวาการใชตัวอยางดีเอ็นเอจากแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลโดยตรง (Muyzer et al., 1993) 
เนื่องจากจะทําใหตัวอยางบริสุทธ์ิและงายตอการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล 
นอกจากนี้การใชดีเอ็นเอซ่ึงผานการยอมสีและสองดวยแสงอัลตราไวโอเลตแลวมาหาลําดับนิวคลี         
โอไทดจะทําใหดีเอ็นเอบางสวนเกิดการเสียสภาพจนไมสามารถนําไปศึกษาตอไป อยางไรก็ตามหาก
จําเปนตองใชแถบดีเอ็นเอจากเจลในการหาลําดับนิวคลีโอไทดเพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีสนใจ
ศึกษา ควรเลือกใช primer ในการทําเทคนิค DGGE ท่ีไมส้ันหรือยาวเกินไป ท้ังนี้ลําดับนิวคลีโอไทด
ท่ีเหมาะสมตอในการระบุชนิดของแบคทีเรียควรอยูท่ีประมาณ 500 bp (Muyer et al., 1993) 
 
2. การคัดแยกแบคทีเรียตานทานสารหนู  

 
การแยกแบคทีเรียตานทานสารหนูเบ้ืองตนจากดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับท่ี

แตกตางจํานวน 8 ตัวอยาง โดยการเจือจางบนอาหารแข็ง TGE ซ่ึงเติมสารหนูอารเซไนตท่ีระดับ
ความเขมขน 10-500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และคัดแยกใหบริสุทธ์ิในอาหาร LB สามารถคัดแยกและ
เลือกแบคทีเรียตานทานสารหนูมศึกษาได 262 ไอโซเลต และเม่ือพิจารณาการคัดแยกแบคทีเรียจาก
ดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูท่ีระดับความเขมขนแตกตางกัน จะเห็นไดวาดินท่ีมีระดับการปนเปอน
สารหนูในระดับสูงหรือต่ํา ไมไดมีตอจํานวนแบคทีเรียท่ีคัดแยกได กลาวคือจํานวนแบคทีเรีย
ตานทานสารหนูท่ีแยกไดไมมีความสัมพันธกับปริมาณสารหนูท่ีปนเปอนในดินโดยตรง ท้ังนี้อาจ
เปนผลเนื่องมาจากแบคทีเรียในดินท่ีปนเปอนสารหนูมีความสามารถในการตานทานสารหนูไดสูง 
หรือใชกลไกบางอยางในการตานทานสารหนู จึงทําใหสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดเปนจํานวนมาก
แมจะแยกมาจากแหลงท่ีมีการปนเปอนในระดับตํ่าก็ตาม อีกท้ังลักษณะและสมบัติตางๆ ของดินยอม
มีผลตอการคัดแยกเช้ือ  โดยเฉพาะอยางยิ่ง pH ในดินซ่ึงแบคทีเรียและเช้ือราสวนใหญสามารถเจริญ
ไดในชวง pH ท่ีกวาง และยังสามารถทนทานตอการเปล่ียนแปลง pH ไดดีอีกดวย (Hiroki, 1992; 
Jordan and Lechevalier, 1975) ตัวอยางเชนการศึกษาจํานวนแบคทีเรียในดินปนเปอนสังกะสี ความ
เขมขน 10-50 มิลลิโมลาร พบจํานวนแบคทีเรียท่ีแยกไดในดินท่ีมีสังกะสีและสารหนูปนเปอนมี
จํานวนมากกวาตํารับควบคุมถึง 8.5X108 CFU  (Ashraf and Ali, 2007)  
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3. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนู 
  

การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูจากดินปนเปอนสารหนูนี้ ไดนํา
แบคทีเรียท่ีคัดแยกท้ังหมดมาคัดเลือกโดยใชความสามารถในการตานทานสารหนู และความสามารถ
ในการตานทานสารปฏิชีวนะ ท่ีระดับความเขมขนของสารตางๆ มาชวยในการคัดเลือกแบคทีเรีย
จํานวนมาก เพื่อเลือกแบคทีเรียตัวแทนท่ีมีความหลากหลายกอนท่ีจะนําไปใชศึกษาดวยวิธีทาง
ชีววิทยาระดับโมเลกุลตอไป ดังน้ี 
 
 3.1 ความสามารถในการตานทานสารหนแูละสารปฏิชีวนะ 
 

จากการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนู ท้ังอารเซเนตและอารเซไนต ท่ีความ
เขมขน 10-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร จะเห็นวาแบคทีเรียมีความสามารถตานทานของสารหนูท้ัง                
อารเซไนตและอารเซเนตไดสูง  อยางไรก็ตามแบคทีเรียสามารถตานทานอารเซเนตไดมากกวา      
อารเซไนต ท้ังนี้เปนผลมาจากสารหนูอารเซไนตจะมีความเปนพิษมากกวาอารเซเนต  อีกท้ัง         
อารเซไนตยังสามารถละลายนํ้าไดมากกวา และถูกดูดซึมไดดีกวาจึงทําใหเปนพิษมากกวาอารเซเนต
ซ่ึงไมละลายหรือละลายไดนอย (McGeehan, 1996) และเม่ือพิจารณาความเขมขนของเซลลแบคทีเรีย
หรือระดับการเจือจางของเซลลแบคทีเรีย จะเห็นไดวาแบคทีเรียจะมีความสามารถในการตานทาน
สารหนูไดลดลงเมื่อความเขมขนของสารหนูเพ่ิมมากข้ึนหรือเซลลมีการเจือจางมากข้ึน ซ่ึงสงผลตอ
ความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีลดลงดวย กลาวคือการเจือจางเซลลแบคทีเรียใหมีความ
เขมขนของเซลลต่ํามากเทาไหร ก็จะเปนการลดความสามารถในการตานทานสารหนูท่ีมากข้ึน  
เชนเดียวกับการตานทานสารปฏิชีวนะจะพบวา แบคทีเรียสวนใหญสามารถตานทานสารปฏิชีวนะใน
กลุม streptomycin  rifammycin  ampicillin  tetracycline และ spectinomycin ไดดี แตเม่ือพิจารณา
ความเขมขนสูงสุดท่ีใชทดสอบ จะเห็นวาแบคทีเรียสามารถตานทานสารปฏิชีวนะตอ streptomycin  
rifammycin  ampicillin และ spectinomycin ไดดีท่ีความเขมขนสูง  

 
อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาการตานทานสารปฏิชีวนะแตละไอโซเลต จะเห็นไดวา

แบคทีเรียแตละไอโซเลต มักแสดงความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด 
ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสารปฏิชีวนะแตละชนิดจะมีการออกฤทธ์ิท่ีแตกตางกัน ยกตัวอยางเชน ampilicin 
จะมีผลตอผนังเซลลของแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทําใหโครงสรางผนังเซลลผิดปกติ
ไปหรือไปขัดขวางการสรางผนังเซลล  ในขณะท่ี rifammycin และ tetracycline มีผลตอการ
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สังเคราะหโปรตีนหรือเอนไซมของเซลลแบคทีเรีย (มาลีนี, 2541) ดังเชนในการศึกษาแบคทีเรีย
ตานทานโลหะหนักท่ีคัดแยกจากน้ําเสีย พบแบคทีเรียสวนใหญสามารถตานทานโลหะหนักและสาร
ปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิดของ และ 90% ของแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ังหมดจะตานทานสารปฏิชีวนะ
ไดมากกวา 1 ชนิด และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียเปนพวก Staphylococcus sp.,  E. coli,  
Klebsiella sp.,  Staphylococcus sp.,  Citrobacter sp.,  Acinobacter sp. และ Flavobacterium sp. 
(Rajbanshi, 2008) เชนเดียวกับ  Filali et al. (1999) ซ่ึงศึกษาแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากนํ้าเสียพบวา 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie, Proteus mirabilis และ Staphylococcus sp. ก็
สามารถตานทานตอโลหะหนักและสารปฏิชีวนะไดมากกวา 1 ชนิด กลาวคือ Staphylococcus sp. 
ตานทานตอท้ังสารหนู นิกเกิล โครเมียมและโคบอลตในปริมาณสูง และตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
penicillin  erythromycin และ tetracycline สวน E. coli ซ่ึงตานทานตอสารหนูและโครเมียม จะ
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ ampicillin  cotrimoxazole  ciprofloxacin และ tetracycline ไดดี ในขณะท่ี 
Acinobacter sp. และ Flavobacterium sp. ซ่ึงตานทานตอแคตเมียม จะตานทานสารปฏิชีวนะในกลุม 
tetracycline และ ampicillin (Rajbanshi, 2008) อยางไรก็ตามการตานทานสารตางๆ  โดยปกติ
จุลินทรียมักมีกลไกท่ีชวยในการตานทานสารตางๆ ในกรณีของโลหะหนักแบคทีเรียสามารถ
ตานทานโดยอาจจะอาศัยกระบวนการจับของโลหะที่ผนังเซลล การรีดักชัน หรือกลไกการขับโลหะ
ออกนอกเซลล เปนตน (Silver and Phung, 1996) จากลักษณะการตานทานท้ังสารหนูและสาร
ปฏิชีวนะดังกลาวทําใหสามารถนํามาใชเปนเกณฑในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายได
ในเบ้ืองตน โดยสามารถใชโปรแกรมทางคณิตศาสตรเขามาคํานวณเพื่อชวยในการแบงกลุมไดงายข้ึน 

 
 3.2 การวิเคราะหความหลากหลายโดยใชอาศัยเทคนิค rep-PCR 
 
  จากการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูเบ้ืองตน และคัดเลือก
แบคทีเรียตัวแทนจากลักษณะการตานทานสารปฏิชีวนะ ซ่ึงไดแบคทีเรียตัวแทนมาใชศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียตานทานสารหนูจํานวน 100 ไอโซเลต โดยใชเทคนิคชีววิทยาระดับ
โมเลกุล rep-PCR อาศัยการแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอบนเจลของผลผลิต PCR ท่ีไดจากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณท่ีมีลําดับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณท่ีมีชุดซํ้าๆ กัน ซ่ึงจากผลการทดลองช้ีชัด
วาช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีไดสามารถแยกช้ินไดอยางชัดเจน เม่ือพิจารณาตําแหนงของช้ินสวนของดีเอ็นเอ
แตละแถบแลวสามารถประเมินไดวาแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดและนํามาศึกษาความหลากหลายดวย
เทคนิค rep-PCR นี้ มีความหลากหลายคอนขางสูงมาก โดยเม่ือใชโปรแกรมทางคณิตศาสตรในการ
วิเคราะหก็จะเห็นวาแบคทีเรียแตละไอโซเลตมีระดับความคลายคลึงกันนอยมาก โดยแบงออกเปน 4 
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clusters ซ่ึงในแตละ cluster มักประกอบดวยแบคทีเรียตัวแทนท่ีแยกไดจากดินในบริเวณขุมเหมือง 
คือ ตัวอยางดิน AS1-AS6  โดยมีเพียงแค 10 ไอโซเลต ท่ีเปนแบคทีเรียตัวแทนจากจากตัวอยางดิน 
AS7 และ AS8 เทานั้นท่ีถูกจัดอยูใน dendrogram แสดงความสัมพันธของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 
 จากผลการทดลองขางตนจะเห็นไดวาเทคนิค rep-PCR เปนเทคนิคท่ีสามารถนํามา
ประยุกตในการใชศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียไดดีและคอนขางแมนยํา ท้ังนี้เนื่องจาก
เทคนิคนี้ใช primer ท่ีมีความจําเพาะสูงในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณอนุรักษท่ีมีลําดับนิวคลีโอ
ไทดซํ้าๆ กัน กระจายอยูท้ังจีโนม ซ่ึงโดยปกติแลวเทคนิคนี้มักนิยมใชในการระบุแหลงท่ีมาของ
แบคทีเรียในสัตว เชน การศึกษาแหลงท่ีมาของเช้ือ E. coli ท่ีคัดแยกจากสัตว 7 ชนิด (หมู แพะ เปด 
แกะ ไก วัว และหาน) และในมนุษย พบ E. coli ท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 208 ไอโซเลต และเม่ือนํามา
เปรียบเทียบความแตกตางกันระหวาง E. coli ท่ีไดจากมนุษยและสัตว ดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช 
BOX primer พบวาเทคนิค rep-PCR สามารถระบุแหลงท่ีมาของ E. coli ไดอยางถูกตอง (Dombek et 
al., 2000) ซ่ึงตอมาไดมีการศึกษาแหลงท่ีมาของ E. coli เพิ่มเติมในสัตว 12 ชนิด คือ หมู เปด ไกงวง 
แกะ วัว แพะ สุนัข แมว มา ไก หาน และมา (Bryan et al., 2004) จะเห็นไดวาเทคนิค rep-PCR เปน
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการบอกความแตกตางของ E. coli จากแหลงท่ีมาท่ีแตกตางกันเปนอยางดี 
ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําเทคนิคนี้ไปใชในการศึกษาแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมท่ีมีการ
ปนเปอนอ่ืนๆ ดวย   
  
 ตัวอยางเชนการศึกษาแบคทีเรียในจากดินท่ีมีการปนเปอนสังกะสี ในชายฝงของรัฐ 
Colorado ประเทศสหรัฐอเมริกา ดวยเทคนิค rep-PCR โดยใช primer 3 ชนิด คือ BOX primer ERIC 
primer และ REP primer พบวารูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการแยก
ดวยกระแสไฟฟาบนเจลดวย BOX primer และ REP primer นั้นจะมีลักษณะเหมือนกัน ซ่ึงแตกตาง
จากลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจาก ERIC primer ท้ังนี้อาจเปนผลมาจาก ERIC primer มีความจําเพาะสูงตอ
แบคทีเรียพวก anaerobic thermophilic Fe(III)-reducing bacteria ซ่ึงคัดแยกไดจากดินปนเปอน
สังกะสี (Roh et al., 2002) ดังนั้นการเลือกใช primer ในเทคนิค rep-PCR จึงถือวาเปนส่ิงจําเปนตอ
การศึกษาแบคทีเรีย ท้ังนี้ REP primer และ ERIC primer นิยมใชศึกษาจุลินทรียหลายชนิด เชน 
Rhizobium Agrobacterium และ Pseudomonas เปนตน (Spigaglia and Mastrantonio, 2003; Johnson 
et al., 2004) 
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4. การศึกษายีนตานทานสารหนูของแบคทีเรียตานทานสารหนู  
 
การตานทานสารหนูของแบคทีเรียเปนกระบวนการท่ีพบไดท้ังแบคทีเรียแกรมบวกเละ

แบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงอาศัยกระบวนการขับสารหนูอารเซเนตหรืออารเซไนตออกจากเซลลโดยใช
พลังงานและถูกควบคุมดวยยีนบน ars operon  (Cervantes et al. 1994; Ji and Silver 1992a,b) 
ปจจุบันมีการศึกษาและตรวจสอบยีนตานทานสารหนู (ars gene) โดยใชตัวอยางจากจุลินทรียใน
ส่ิงแวดลอมเพื่อหาความสัมพันธของการตานทานสารหนูหรือความสามารถในการแปลงสารหนูของ
แบคทีเรีย  (Anderson and Cook 2004; Jackson et al. 2003; Saltikov and Olson 2002) หรือการ
ตรวจสอบยีนท่ีเกี่ยวของกับการตานทานสารหนูเพื่อใชเปนเคร่ืองหมายทางชีวภาพในการบอกถึงการ
ปนเปอนสารหนู (Sun et al. 2004) การศึกษายีนตานทานสารหนูของแบคทีเรียตัวแทนท่ีคัดแยกได
จากดินปนเปอนสารหนู สามารถทําไดโดยใชเทคนิค PCR ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีนํามาใชตรวจสอบการ
ปรากฎของยีนตานทานสารหนูและสามารถนํามาใชศึกษาความหลากหลายของยีนตานทานสารหนู 
arsC บนโครโมโซมไดดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย (Cervantes et al., 1994; Diorio 
et al., 1995; Oremland et al. 2002) ท้ังนี้จากการศึกษาการปรากฏของยีนตานทานสารหนู arsC ใน
การทดลองนี้ พบแบคทีเรียตานทานสารหนูตัวแทนเพียง 30 ไอโซเลตท่ีตรวจพบยีนตานทานสารหนู 
arsC ท่ีมีขนาด 350 bp จากแบคทีเรียตัวแทนท้ังหมด 100 ไอโซเลตท่ีทําการศึกษา ซ่ึงเม่ือพิจารณา
ความสามารถในการตานทานสารหนูเทียบกับการปรากฎของยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีตรวจสอบ
แลว จะเห็นไดวาแบคทีเรียท่ีมีการตรวจสอบพบยีนตานทานสารหนู arsC จะมีความสามารถในการ
ตานทานสารหนูไดเทาๆ กับแบคทีเรียท่ีไมมียีนตานทานสารหนู ซ่ึงอาจเปนไปไดวาในการทดลอง
ไมสามารถตรวจพบการปรากฎของยีน arsC ไดดวยไพเมอรท่ีใชในการศึกษา ซ่ึงอาจเปนผลมาจาก
ความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนี้ กลาวคือ ยีนตานทานสารหนู arsC ท่ีพบใน
จุลินทรียแตละชนิดจะมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกัน อยางไรก็ตามยีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึง
มีลําดับนิวคลีโอไทดตางกัน แตจะทําหนาท่ีเหมือนกันนั้นแบงออกเปน 3 กลุม คือ arsC-couple 
Glutaredoxin/Glutathione, arsC couple -Thioredoxin และ arsC- couple Acp2 (Ji and Silver, 1992b; 
Mukhopadhyay et al., 2002) ตัวอยางเชน arsC couple-Thioredoxin พบในแบคทีเรียพวก
Staphylococcus sp. และ Pseudomonas aeroginosa (Ji and Silver, 1992b) สําหรับ arsC-Acp2 มักพบ
ในพวกยูคาริโอต เชน Saccharomyces cerevisiae (Mukhopadhyay et al., 2002) นอกจากนี้ยีน
ตานทานสารหนู arsC อาจพบได 1 ชุด หรือมากกวา 1 ชุดในโครโมโซมหรือพลาสมิดของแบคทีเรีย 
ตัวอยางเชน พบยีนตานทานสารหนู arsC จํานวน 3 ชุดบน ars operon ของ Corynebacterium 
efficiens YS-314 และบนพลาสมิดของ Rhodococcus erythropolis เปนตน (Ordernae et al., 2005) 
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 จากความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนตานทานสารหนู arsC ของแบคทีเรียทํา
ใหการศึกษายีนดังกลาวตองใชความเฉพาะเจาะจงมากข้ึน ซ่ึงจะตองพิจารณาปจจัยตางๆ ท่ีตองใช
ทางเทคนิคในการทํา PCR เชน การสกัดดีเอ็นเอ ชนิดของไพเมอร สารเคมีและการกําหนดอุณหภูมิ 
เวลาและรอบในการปฏิกิริยา PCR รวมทั้งการระบุกลุมหรือชนิดของแบคทีเรียกอนการศึกษายีน
ตานทานสารหนูดวยเทคนิค PCR นาจะชวยใหการตรวจสอบยีนนี้เปนไปไดงายและแมนยําข้ึน 
เนื่องจากจะทําใหการเลือกใชไพเมอรหรือการออกแบบไพเมอรสําหรับใชในการศึกษาทําไดสะดวก
และแมนยําในการตรวจสอบมากข้ึนนั่นเอง  
 
5. การแปลงสารหนูและการวัดประสิทธิภาพการรีดักชนัสารหนู 

 
การศึกษาการแปลงรูปสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay ซ่ึงอาศัยการทํา

ปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู เปนวิธีการที่สะดวกและรวดเร็วเหมาะสําหรับการทดสอบการ
แปลงรูปสารหนูท่ีมีแบคทีเรียจํานวนมาก แมวาวิธีนี้จะไมสามารถวิเคราะหปริมาณของการแปลงรูป
สารหนูได  แตก็ เปนวิ ธีพื้นฐานท่ีมีประสิทธิภาพและรวดเร็วในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถดังกลาวในจํานวนมาก สําหรับการตรวจสอบการแปลงรูปสารหนูดวยเทคนิค 
microplate screening assay ซ่ึงอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวาง AgNO3 กับสารหนู เชนเดียวกันแตทําใน
อาหารเหลว มีขอเสียคือปฏิกิริยาการเกิดสีทันทีท่ีเกิดข้ึนระหวาง AgNO3 กับสารหนูเม่ือทําการเติม 
AgNO3 ลงไป ทําใหตรวจสอบการตกตะกอนของสีน้ําตาลแดงจากการออกซิไดซและสีเหลืองจาก
การรีดักชันไดยาก หากแบคทีเรียเกิดการออกซิเดชันหรือรีดักชันในปริมาณตํ่า เนื่องจากจะเกิดการ
เปล่ียนแปลงของสีเพียง 1-2 วินาทีกอนท่ีสีจะจางหายไป ดังนั้นการศึกษาความสามารถในการแปลง
รูปสารหนูดวยเทคนิค agar plate screening assay จึงนาจะเปนวิธีคัดเลือกแบคทีเรียแปลงสารหนูไดดี
และงายกวา โดยเฉพาะเม่ือทดสอบบนอาหาร CDM ดังเชนการศึกษาของ Simonova et al. (2004) ท่ี
ทําการศึกษาแบคทีเรียตานทานสารหนู ซ่ึงพบแบคทีเรียท้ังพวก arsenite oxidising bacteria และ 
arsenate reducing bacteria ซ่ึงระบุไดเปน Proteobacteria และพบท้ังพวก β-proteobacteria           
γ-proteobacteria และ α-proteobacteria ท่ีสามารถออกซิไดซสารหนูอารเซไนตเปนอารเซเนตซ่ึงเปน
พิษนอยกวาได (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 ท่ีสามารถรีดิวซอารเซเนต

เปนอารเซไนตได ซ่ึงจะวัดประสิทธิภาพการแปลงสารหนูดวยวิธี molybdenum blue  (Johnson and 
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Pilson, 1972) ซ่ึงเปนการวัดปริมาณสารหนูโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางสารหนูอารเซเนตกับ 
molybdenum blue mix solution เกิดเปนสารประกอบ arsenomolybdate ซ่ึงทําใหสามารถวัดการ
ดูดกลืนไดดวยเคร่ือง spectrophotometer ขอควรระวังในการใชวิธีการนี้คือตองระวังการปนเปอน
ของฟอสเฟตซ่ึงเปนธาตุท่ีคลายคลึงกับอารเซเนต และสามารถเกิดปฏิกิริยากับ molybdenum blue 
mix solution ได ซ่ึงในการทดลองนี้ทําการกําจัดความผิดพลาดน้ีโดยการใชหลอดพลาสติกใหม ซ่ึง
ไมมีการปนเปอนฟอสฟอรัส และสําหรับเคร่ืองแกวตองผานการลางดวยกรดและน้ํากล่ัน พรอม
อบแหงกอนใชเสมอ  

 
การวัดปริมาณสารหนูดวยวิธี Molybdenum blue เปนการวัดปริมาณสารหนูโดยอาศัยการทํา

ปฏิกิริยาระหวางสารหนูอารเซเนตกับ Molybdenum blue mix solution และตองมีการเตรียมตัวอยาง
ใหเปน oxidized sample และ unoxidized sample กอน ซ่ึงทําใหการคํานวณหาปริมาณอารเซไนตจาก
กระบวนการรีดักชันไมสามารถทําไดโดยตรง แตตองคํานวณจากผลตางระหวาง oxidized sample 
และ unoxidized sample โดย unoxidized sample จะเปนการวัดปริมาณสารหนู    อารเซเนตท่ีคง
เหลืออยูในตัวอยางทั้งหมด ในขณะท่ี oxidized sample จะเปนการวัดปริมาณสารหนูรวมท้ังหมดซ่ึง
หมายถึงอารเซเนตท่ีคงเหลืออยูในตัวอยางท้ังหมด รวมกับอารเซไนตท่ีถูกออกซิไดซเปนอารเซเนต 
ดังนั้นในการทดลองหากตัวอยางถูกออกซิไดซไมหมด อาจทําใหคาท่ีไดต่ํากวาความเปนจริง ซ่ึง
สงผลตอปริมาณอารเซไนตท่ีคํานวณไดดวย นอกจากนี้สารหนูยังสามารถเกิดการระเหยกลายเปนไอ
ไดในธรรมชาติจึงอาจทําใหมีการสูญเสียสารหนูตั้งตนไปในระหวางการทดลองหรือระหวางการบม
ตัวอยาง เปนผลทําใหปริมาณสารหนูรวมท่ีคํานวณไดต่ํากวาปริมาณสารหนูตั้งตนท่ีใสไปได  

 
นอกจากการเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหท่ีตองระมัดระวังแลว การวัดประสิทธิภาพการ

แปลงสารหนูท้ังการออกซิเดชันและรีดักชัน ควรจะทําการเตรียมตัวอยางและทดสอบในสภาวะท่ี
เหมาะสมกับแบคทีเรียแตละชนิด  เพื่อใหสามารถแปลงสารหนูไดอยางมีประสิทธิภาพใน
สภาพแวดลอมนั้นๆ และจะไดนําแบคทีเรียมาใชประโยชนใหเหมาะสมตอการบําบัดสารหนูตอไป 
ดังเชนการทดลองของ Srivastava et al. (2009) พบวา Pseudomonas sp. DRBS1 มีประสิทธิภาพใน
การรีดักชันสารหนูคิดเปน 97% ของสารหนูตั้งตน เม่ือบมตัวอยางใน Tris-HCl (pH 7.0) ท่ีมีสารหนู
อารเซเนตตั้งตน 10 มิลลิโมลาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นอกจากน้ี Pseudomonas sp. DRBS1 จะมี
ประสิทธิภาพในการรีดักชันสารหนู มากขึ้นเม่ือบมในสภาวะท่ีมี selenate เปนตัวใหอิเล็กตรอน ซ่ึง
ในการทดลองไดมีการทดสอบสภาพแวดลอมและอาหารที่เฉพาะเจาะจงในการทดลอง จึงทําใหงาย
ตอการทดสอบการรีดักชัน แตสําหรับการทดลองการรีดักชันสารหนูท่ีมีแบคทีเรียจํานวนมากถึง 95 
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ไอโซเลต ซ่ึงไมไดระบุชนิดของจุลินทรียมากอนนั้น ไดทดลองโดยใชสภาพแวดลอมและอาหารท่ี
แบคทีเรียท้ังหมดสามารถเจริญไดดีท่ีสุดกอนท่ีจะนํามาทดสอบการรีดักชัน และพบแบคทีเรีย 71     
ไอโซเลต ท่ีสามารถวัดปริมาณสารหนูจากการรีดักชันไดดวยวิธีการนี้   

 
นอกจากสภาพแวดลอมและอาหารท่ีใชในการทดลองแลว การเขาใจกระบวนการของ

เอนไซมท่ีเกี่ยวของในการรีดักชันก็นาจะชวยใหการทดลองมีประสิทธิภาพมากข้ึน เนื่องจากกิจกรรม
ของเอนไซมโดยมากมักจะถูกกระตุนในสภาวะใดสภาวะหน่ึง หรือกระตุนดวยสารอาหารบางอยาง 
สภาวะท่ีไมเหมาะสมอาจทําใหตรวจสอบไมพบกิจกรรมท่ีตองากรศึกษาได ตัวอยางเชน Aeromonas 
sp. และ Exiguobacterium sp. จะสามารถแปลงสารหนูอารเซเนตได เม่ือใชอารเซเนตเปนสารต้ังตน 
50 มิลลิโมลาร ในสภาวะท่ีเปนดาง ซ่ึงบมในอาหารท่ีเซลลตองเจริญอยูในชวงระยะ exponential 
(Anderson et al., 2004) ท้ังนี้เอนไซม arsenate reductase จะถูกกระตุนใหทํางานมากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส และ pH 5.2 โดยเฉพาะเม่ือแบคทีเรียมีสารพวก citrate glucose galactose และมี
โลหะบางชนิดอยูดวย เชน Cd2+ Cu2+ Ca2+ และ Fe2+ ซ่ึงเปนตัวกระตุนการทํางานของเอนไซมและ
จุลินทรียสามารถใชเปนตัวใหอิเล็กตรอนได (Srivastava et al., 2009) 

 
จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดักชันสารหนูสวน

ใหญจัดอยูในสกุล Bacillus มีเพียงบางไอโซเลตท่ีจัดยูในสกุลอ่ืน คือ Enterobacter และ 
Ochrobactrum จากการศึกษาของ Anderson and Cook (2004) พบแบคทีเรียตานทานสารหนูพวก 
heterotroph ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกัน สวนใหญจัดอยูในสกุล Exiguobacterium, 
Aeromonas,  Bacillus,  Pseudomonas,  Escherichia และ Acinetobacter นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรีย
พวก γ-proteobacteria ในสกุล Actinobacteria และ Flavobacteria สวนใหญแลวเปนแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการตานทานสารหนูซ่ึงเกี่ยวของกับการแปลงสารหนูโดยกระบวนการรีดักชัน     
อารเซเนต (arsenate reduction) ซ่ึงสวนใหญแลวมักเปนแบคทีเรียท่ีไมสามารถใชอารเซไนตหรือ   
อารเซเนตในกระบวนการหายใจ (Anderson and Cook, 2004; Matlakowska et al., 2008; Salam et 
al., 2009)  

 
จากการศึกษาจะเห็นไดวามีความเปนไปไดท่ีจะคัดแยกแบคทีเรียจากดินปนเปอนสารหนูใน

ประเทศไทย เพื่อใชในการรีดักชันสารหนูและลดการปนเปอนของสารหนูจากบริเวณปนเปอน ซ่ึง
แมวากระบวนการนี้จะเปนการเพิ่มความเปนพิษของสารหนู แตการรีดักชันสารหนูอารเซเนตเปน  
อารเซไนตนั้นสามารถเกิดการตกตะกอนกับโลหะอ่ืน ๆไดงายกวาท้ังในสภาวะท่ีเปนกรดและดาง ซ่ึง
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กระบวนการตกตะกอนถือเปนการบําบัดสารพิษในน้ําไดดีวิธีหนึ่งและใชไดกับโลหะหนักหลายชนิด 
เชน Klebsiella เปนแบคทีเรียท่ีตานทานแคตเมียมไดสูง โดยอาศัยกลไกการตกตะกอนแคตเมียมใน
รูปของแคตเมียมซัลไฟด (CdS) นั่นเอง (Sharma et al., 2000) สําหรับสารหนูอารเซไนตท่ีเกิดจาก
กระบวนการรีดักชันโดยจุลินทรียนั้น สามารถเกิดการตกตะกอนไดกับซัลไฟด ซ ึ่งมักพบการ
ตกตะกอนในรูป arsenic trisulfide (As2S3) ท้ังนี้แบคทีเรียในกลุม dissimilatory arsenic-respiring 
bacteria เชน Desulfotomaculum auripigmentum สามารถตกตะกอนสารหนูในรูป As2S3 ในสภาวะท่ี
มีการรีดิวซซัลเฟต (Newman et al., 1997) นอกจากน้ียังพบวาแบคทีเรีย Shewanella sp. HN-41 
สามารถรีดิวซสารหนู และสรางโครงสรางพิเศษของ arsenic-sulfide (As-S) มีลักษณะเปนทอท่ีมี
ขนาดอนุภาคระดับนาโน โดยกระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนเม่ือบมในอาหารที่มีอารเซเนต และ S2O3 
ภายใตสภาวะท่ีไมมีอากาศ (Lee et al., 2007) 
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สรุป 
 

การศึกษาโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ี
แตกตางกัน โดยเก็บตัวอยางดินจากเหมืองแรเกา ซ่ึงต้ังอยูบริเวณลุมน้ําหวยมะขาม ในตําบลองคพระ 
อําเภอดานชาง จังหวัดสุพรรณบุรี ซ่ึงจากการวิเคราะหสมบัติของดินเบ้ืองตนพบวา ดินบริเวณนี้มีเนื้อ
ดินเปนดินรวนถึงรวนปนเหนียว และมี pH อยูในชวง 5.5-8.5 ดินมีปริมาณอินทรียวัตถุต่ําถึงตํ่ามาก 
สําหรับการวิเคราะหปริมาณสารหนูพบสารหนูปริมาณต้ังแต 124-722 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สวน
ปริมาณธาตุโลหะอ่ืนๆ พบการปนเปอนของแคตเมียมและสังกะสีในปริมาณตํ่า โครงสรางสังคม
แบคทีเรียในดินท่ีมีการปนเปอนสารหนูถูกนํามาศึกษาโดยเทคนิค DGGE และพบวาระดับความ
เขมขนของสารหนูท่ีสูงและต่ําไมมีผลตอความหลากหลายของโครงสรางสังคมแบคทีเรียในดิน
โดยตรง แตนาจะข้ึนอยูกับสมบัติอ่ืนๆ ดวย อยางไรก็ตามจากการศึกษาตัวแทนแบคทีเรียจากตัวอยาง
ดินท่ีสนใจ พบเพียง Arthrobacter และ β-proteobacteria เปนแบคทีเรียท่ีโดดเดน  

 
 การคัดแยกแบคทีเรียจากดินปนเปอนสารหนูและนํามาศึกษาจํานวน 262 ไอโซเลต พบวา
แบคทีเรียในกลุมนี้คอนขางมีความหลากหลายสูงมาก จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความ
หลากหลายโดยการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนต และสาร
ปฏิชีวนะ 8 ชนิด ซ่ึงพบวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตานทานสารหนูท้ัง 2 รูปไดตั้งแต 10-
1,500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน โดยแบคทีเรียสวนใหญตานทานตอสารหนูอารเซเนตไดมากกวา              
สารหนูอารเซไนต ท้ังนี้เนื่องจากสารหนูอารเซเนตมีความเปนพิษนอยกวาสารหนูอารเซไนต เม่ือ
ทําการศึกษาความสามารถในการตานทานสารหนูรวมกับการตานทานสารปฏิชีวนะสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียตัวแทนท่ีระดับความคลายคลึงสูงสุด 100% ได 100 ไอโซเลต และนํามาตรวจสอบการ
แยกตัวของเเถบดีเอ็นเอบนเจลดวยเทคนิค rep-PCR พบแบคทีเรียท้ังหมดมีรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ี
แตกตางกันมาก แสดงถึงความหลากหลายของแบคทีเรียแตละไอโซเลต เม่ือศึกษายีนท่ีเกี่ยวของกับ
การตานทานสารหนู arsC ดวยเทคนิค PCR พบแบคทีเรียเพียง 30 ไอโซเลตจาก 100 ไอโซเลต ท่ีมี
ยีนตานทานสารหนู arsC ซ่ึงอาจเปนผลมาจากความหลากหลายของยีนตานทานสารหนู arsC และ
ไพเมอรท่ีใชในการศึกษาไมสามารถใชไดกับแบคทีเรียตัวแทนท้ังหมด และจากผลการทดลองดวย
เทคนิค rep-PCR ช้ีชัดถึงความหลากหลายของแบคทีเรียแตละไอโซเลต สําหรับการศึกษาการแปลง
สารหนูของแบคทีเรียตัวแทน พบแบคทีเรีย 95 ไอโซเลต มีความสามารถแปลงสารหนูโดยการ
รีดักชันอารเซเนตเปนอารเซไนตได แตไมพบการออกซิไดซอารเซไนตเปนอารเซเนต ท้ังนี้เม่ือวัด
ปริมาณการรีดักชันอารเซเนต พบวาแบคทีเรียเพียง 13 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ              



114 
 

อารเซเนตเปนอรเซไนต (33-69 ไมโครโมลาร) โดยเม่ือทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย
ท้ัง 13 ไอโซเลต สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียอยูใน 3 สกุลคือ แบคทีเรีย 10 ไอโซเลตเปน
แบคทีเรียในสกุล Bacillus สวนแบคทีเรียอีก 3 ไอโซเลต จัดอยูในสกุล Enterobacter และ 
Ochrobactrum ตามลําดบั 
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ตารางผนวกที่ 1  การเตรียม stock acrylamide ความเขมขน 0% และ 80%  
 

ความเขมขน 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 นําสารละลายท่ีเตรียมแลวใสในขวดท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวนําไปหอดวยกระดาษฟอยล

และเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 2  สวนประกอบของอาหาร Tryptone Glucose Yeast Extract (TGE) (ตอลิตร) 
 

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

 
หมายเหตุ  เติมน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นเติมสารหนูอารเซเนตหรืออารเซไนต เม่ืออาหารที่นึ่งฆา
เช้ือมีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

 
ตารางผนวกที่ 3  สวนประกอบของอาหาร Luria-Bertani (LB) (ตอลิตร) 
 

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

 
หมายเหตุ  เติมน้ํากล่ันใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.0 ดวย 1 N NaOH แลวนําไปนึ่งฆา

เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติมสารหนูอารเซเนต อารเซไนต 
หรือสารปฏิชีวนะ หลังจากอาหารที่นึ่งฆาเช้ือมีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 4  สวนประกอบของอาหาร Chemically Defined Medium (CDM) (ตอลิตร)    
(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 นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที (เติม   
                   Solution A ปริมาตร 100 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร) 
                 /2 Solution B ฆาเช้ือโดยการกรองผานหัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (เติม Solution B   
                   ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร)  
                 /3 Solution C ฆาเช้ือโดยการกรองผานหัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร (เติม Solution C   

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร)   
นําสารละลายท่ีเตรียมไวปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆา 
เช้ือ  
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ตารางผนวกท่ี 5  สวนประกอบสารละลาย molybdenum blue solution สําหรับการวัดปริมาณ 
                            สารหนูอารเซเนต  
 

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 ความเขมขน 5 มิลลิโมลาร ใน HCl  

   ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร (Niggemyer et al. 2001) 
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ตารางผนวกที่ 6  การเตรียมสารละลายมาตรฐานสําหรับวัดปริมาณสารหนูอารเซเนต 
 
ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 

(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 ความเขมขน 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  กรดเล็กนอย 
6.6 - 7.3 กลาง 
7.4 - 7.8  ดางเล็กนอย 
7.9 - 8.4 ดางปานกลาง 
8.5 - 9.0  ดางจัด 

>9.5 ดางจัดมาก 
 
ท่ีมา: คณาจารยภาควิชาปฐพีวิทยา (2545) 
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ตารางผนวกที่ 8  เกณฑการประเมินระดับอินทรียวัตถุในดิน 
 

ปริมาณอินทรีวัตถุ (กรัมตอกิโลกรัม) ระดับท่ีบงบอก 
ต่ํากวา 5 ต่ํามาก 

5-10 ต่ํา 
11-15 คอนขางตํ่า 
16-25 ปานกลาง 
26-35 สูงปานกลาง 
36-45 สูง 

มากกวา 45 สูงมาก 
 
ท่ีมา: คณาจารยภาควิชาปฐพีวิทยา (2545) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



149 
 

ตารางผนวกที่ 9  การติดสีแกรมและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียตานทานสารหนูท่ีนํามา 
ศึกษา 262 ไอโซเลต  

 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
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 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
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 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต 
ตัวอยาง
ดิน 

ลักษณะ  
ไอโซเลต ตัวอยางดิน 

ลักษณะ 
แกรม รูปราง แกรม รูปราง 

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 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
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 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
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 (ตอ) 
 

 ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ  

ไอโซเลต ตัวอยางดิน 
ลักษณะ 

แกรม รูปราง แกรม รูปราง 
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  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซเนตและอารเซไนตของแบคทีเรีย   
262 ไอโซเลต ท่ีระดับความเขมขนสูงสุด เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 และ 
10000 เทา 

 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนของอารเซไนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 



157 
 

ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุด ท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนของอารเซไนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนตสูงสุด
ท่ีแบคทีเรียตานทาน 

เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 
100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 

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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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 (ตอ) 
 

ลําดับ 
 
 

ตัวอยางดิน 
 
 

 
ไอโซเลต 

ความเขมขนอารเซไนต 
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

ความเขมขนอารเซเนต
สูงสุดท่ีแบคทีเรียตานทาน 
เม่ือเจือจางเซลลแบคทีเรีย 

100 เทา 10000 เทา 100 เทา 10000 เทา 
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  ความสามารถในการตานทานสารสารหนูอารซิไนต อารเซเนตและสารปฏิชีวนะที่ระดับความเขมขนสูงสุดที่สามารถตานทานไดของ 
               แบคทีเรียตัวแทน 100 ไอโซเลต เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 และ 10000 เทา 
 

 การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา   

ลําดับ ตัวอยางดิน  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 (ตอ) 
 

 

ลําดับ ตัวอยางดิน  ไอโซเลต 

การตานทาน         
อารเซไนต 

การตานทาน         
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา 

 ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

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 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนของสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนของสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ลําดับ ตัวอยางดิน  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 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนงสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา ลําดั

บ 
ตัวอยาง
ดิน 

 ไอโซ
เลต 

เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  
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 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ลําดับ ตัวอยางดิน  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 (ตอ) 
 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน การตานทาน    
อารเซไนต 

การตานทาน     
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ตัวอยางดิน  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 (ตอ) 
 

การตานทาน
อารเซไนต 

การตานทาน
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน  ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

ตัวอยางดิน  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 (ตอ) 
 

ลําดั
บ ตัวอยางดิน 

 ไอโซ
เลต 

การตานทาน       
อารเซไนต 

การตานทาน      
อารเซเนต 

ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 100 เทา 

 ความเขมขนสารปฏิชีวนะสูงสุดที่แบคทีเรียตานทาน 
เมื่อเจือจางเซลลแบคทีเรีย 10000 เทา  

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  ความสามารถในการตานทานสารหนูอารเซไนตและอารเซเนตของแบคทีเรีย
ตัวแทน 100 ไอโซเลต ท่ีระดับความเขมขนสูงสุด และการปรากฏของยีน
ตานทานสารหนู arsC 

 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10,000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
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  - 
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ตารางผนวกที่ 12 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 
   

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
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 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
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 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
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 (ตอ)  
 

ลําดับ 
  

ไอโซเลต 
  

ตัวอยาง
ดิน 

  

ความสามารถตานทานสาร
หนู เมื่อเจือจางเซลล         
แบคทีเรีย 100 เทา  

ความสามารถตานทาน
สารหนู เมื่อเจือจางเซลล     
แบคทีเรีย 10000 เทา  

การปรากฏ
ของยีน arsC  

  อารเซไนต อารเซเนต อารเซไนต อารเซเนต 
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  ปริมาณสารหนูอารเซไนตจากการรีดกัชันอารเซเนตเปนอารเซไนตโดยแบคทีเรีย   
  วัดดวยวิธี Molybdenum blue  

 
ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (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 (ตอ) 
 
ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (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 (ตอ)  
 

ลําดับท่ี รหัส ตัวอยางดิน ปริมาณสารหนูอารเซไนต (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 
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ตารางผนวกท่ี 14  การระบุชนิดของแบคทีเรียตานทานสารหนูจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rDNA  เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับนวิคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank   

 ใน 5 อันดับแรก 
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน 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 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน 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 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน 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 (ตอ)  
 
ลําดับ ไอโซเลต ตัวอยางดิน 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 แสดงความสัมพันธรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากดินท่ีมีการ

ปนเปอนสารหนูในระดับความเขมขนท่ีแตกตางกัน จากเทคนิค DGGE  
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AS1      AS2       AS3      AS4      AS5      AS7      AS8    Control      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ภาพผนวกที่ 2  เสนแสดงตําแหนงแถบดีเอ็นเอท่ีนํามาวิเคราะหกลุมโครงสรางสังคมแบคทีเรีย 
                         ของดินปนเปอนสารหนู 
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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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ 
                         ตัวแทน (AS1 Band A) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1ดวยเทคนคิ 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ  
                        ตัวแทน (AS1 Band B) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอตัวแทน  
                        (AS1 Band C) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแถบดีเอ็นเอ                           
                        ตัวแทน (AS1 Band F) ท่ีไดจากตัวอยาง AS1 ดวยเทคนิค 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC123) กับ Bacillus cereus IV6 
 
 

 
 
 
 



199 
 

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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี

ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC194) กับ Bacillus anthracis HCYL02 
 
 
 
 
 
 
 



201 
 

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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                            ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC204) กับ Enterobacter cloacae R10-1A 
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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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 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  การเปรียบเทียบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวแทนท่ีมี 
                            ความสามารถในการรีดักชันสารหนู (MC265) กับ Bacillus sp. 093903 
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