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บทคัดย่อภาษาไทย 

ฐิตาภา ช่วยคงทอง : การคัดแยกราย่อยสลายพาราควอตและเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง ( ISOLATION 
OF PARAQUAT DEGRADING FUNGI AND RELATED ENZYMES)  อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ผศ. ดร.ปาหนัน เริงส าราญ, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.อภิชาติ กาญจนทัต {, 95 
หน้า. 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ การคัดแยกราท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอต โดย
เก็บตัวอย่างราจากดิน เศษไม้ หรือตัวอย่างเห็ด   ผลการทดลองสามารถคัดแยกราได้ท้ังหมด 79 ไอโซ
เลต   เมื่อพิจารณาความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็งท่ีมีส่วนผสมของพาราควอต  0.3 เปอร์เซ็นต์ 
ร่วมกับความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก อันได้แก่ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส แมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส และแลคเคส บนอาหารแข็งท่ีมีสารทดสอบท่ีบ่งบอกถึงชนิดของเอนไซม์ที่ราผลิตแล้ว พบว่ารา 17 
ไอโซเลตมีความสามารถเหล่านี้   น ารากลุ่มนี้มาทดสอบโดยการเพิ่มความเข้มข้นของพาราควอตให้มากข้ึน
เป็น 0.4, 0.5 และ 0.6 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพบว่ามีรา 5 ไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการทนพาราควอตได้สูงถึง 
0.6 เปอร์เซ็นต์   จากการพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS พบว่ารา
ท่ีแยกได้ ได้แก่ PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 มีความคล้ายคลึงกับราต่างๆ ได้แก่ Nodulisporium 
sp. , Neosartorya fischeri, Hypoxylon fragiforme, Phoma sp.  แ ล ะ  Setosphaeria rostrate 
ตามล าดับ ท่ีระดับความเหมือน 99-100 เปอร์เซ็นต์   รา 2 ไอโซเลตท่ีแยกได้ แสดงความสามารถในการ
ย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวได้ดีท่ีสุด นั่นคือ ราไอโซเลต PQ5 ซึ่งเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน ราสามารถ
ย่อยสลายพาราควอตได้ประมาณ 37 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ 
โดยพบกิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสและแลคเคสสูงท่ีสุดท่ี  34.28 และ 22.39 ยูนิต/ลิตร 
ตามล าดับ   ไอโซเลต A319 สามารถย่อยสลายพาราควอตได้ประมาณ 37 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี
พาราควอตเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ และพบกิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสและแลคเคสสูงท่ีสุดท่ี  
117.76 และ 214.52 ยูนิต/ลิตร ตามล าดับ   เมื่อตรวจสอบการย่อยสลายพาราควอตในดินพบว่า ไอโซเลต 
A319 สามารถเจริญในดินทดสอบท่ีมีพาราควอตได้ แต่ไม่พบการลดลงของพาราควอตในดิน ส่วนไอโซเลต  
PQ5 สามารถย่อยพาราควอตท่ีความเข้มข้น 250 ppm ในดินปลอดเชื้อได้ 12.25 เปอร์เซ็นต์ แต่ราและ
กิจกรรมในการย่อยสลายพาราควอตอาจถูกยับยั้งโดยจุลินทรีย์ในธรรมชาติท่ีมีอยู่ในดิน    Neosartorya 
fischeri PQ5 ท่ีแยกได้ซึ่งมีศักยภาพในการลดปริมาณพาราควอตได้ดีควรมีการศึกษากลไกการย่อยสลาย
พาราควอตเพิ่มเติมเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายพาราควอตในสภาพธรรมชาติต่อไป 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5672159023 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: PARAQUAT / LIGNINOLYTIC ENZYME / BIODEGRADATION / FUNGI 

THITAPHA CHUAYKHONGTHONG: ISOLATION OF PARAQUAT DEGRADING FUNGI AND 
RELATED ENZYMES.  ADVISOR:  ASST.  PROF.  PANAN RERNGSAMRAN, Ph. D. , CO-
ADVISOR: ASSOC. PROF. APHICHART KARNCHANATAT, Ph.D.{, 95 pp. 

The aim of this study is to isolate paraquat degrading fungi from soil, piece of wood, 
or mushroom samples. Seventy-nine isolates were obtained. Considering the ability to grow 
on agar plate containing 0.3%  paraquat and to produce ligninolytic enzymes i.e.  lignin 
peroxidase, manganese peroxidase, and laccase when growing on agar medium containing 
chromogenic substances, it was found that 17 isolates had these abilities.  These fungal 
isolates were further tested with increasing amount of paraquat at 0.4% , 0.5% , and 0.6%. 
The Results showed that 5 isolates could tolerate up to 0.6% paraquat. Identification based 
on morphological characteristics and ITS nucleotide sequences revealed that isolate PQ3, 
PQ5, PQ6, A319 and P279 had close similarity to Nodulisporium sp. , Neosartorya fischeri, 
Hypoxylon fragiforme, Phoma sp.  and Setosphaeria rostrate, respectively, with 99-100% 
identity.  Two isolates, PQ5 and A319, showed high paraquat degradation ability in liquid 
culture.  Isolate PQ5 showed 37%  degradation of 0. 02%  paraquat in 30 days with the 
presence of manganese peroxidase and laccase activity at 34. 28 and 22. 39 Unit/ liter, 
respectively. Isolate A319 showed 37% degradation of 0.01% paraquat in 30 days with the 
presence of manganese peroxidase and laccase activity at 117.76 and 214.52 Unit/ liter, 
respectively.  Investigating of paraquat degradation in soil illustrated that isolate A319 was 
able to grow well in paraquat-bearing soil, but unable to reduce the paraquat.  Isolate PQ5 
showed potential to degrade 250 ppm of paraquat in sterile soil at 12.25 % ; however, the 
fungus and its enzyme activity might be inhibited by native microorganisms in non- sterile 
soil. Neosartorya fischeri PQ5 that obtained from this study which have potential to reduce 
paraquat should be further studied for their optimal conditions in order to degrade paraquat 
in an actual environment condition. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมและสามารถเพาะปลูกพืชได้ตลอดท้ังปี ท าให้การใช้
สารเคมีก าจัดวัชพืชเป็นท่ีนิยมและใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันเพราะใช้ง่าย สะดวก และเห็นผล
รวดเร็ว โดยไม่ค านึงถึงผลกระทบระยะยาวท้ังต่อสุขภาพและส่ิงแวดล้อม   พาราควอต (paraquat) 
เป็นหนึ่งในสารเคมีก าจัดวัชพืชท่ีนิยมใช้ ซึ่งจากรายงานปริมาณการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชของ
ประเทศไทยใน พ.ศ. 2555 พบว่ามีการน าเข้าพาราควอต เป็นอันดับสองของสารเคมีก าจัดศัตรูพืชท่ีมี
ปริมาณการน าเข้าสูงสุด โดยมีมูลค่ามากกว่าสองพันล้านบาท (ส านักควบคุมพืชและวัสดุเกษตร , 
2555)   ในประเทศไทยพาราควอตเป็นท่ีรู้จักในช่ือทางการค้าคือ กรัมม็อกโซน (Gramoxone)   ใน
หลายประเทศในยุโรปและในประเทศญี่ปุ่นได้มีการระงับการใช้พาราควอตเป็นสารก าจัดวัชพืชแล้ว 
แต่อย่างไรก็ตาม ในประเทศไทยยังมีการใช้อย่างต่อเนื่อง (Pan และคณะ, 2004) 

พาราควอตเป็นสารเคมีก าจัดวัชพืชในกลุ่มสารประกอบไนโตรเจนชนิดจตุรภูมิ (quarternary 
nitrogen compound) ซึ่งในประเทศไทยนิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง   พาราควอตเป็นสารเคมีก าจัด
วัชพืชท่ีมีพิษท าลายแบบไม่เลือก เป็นสารเคมีท่ีใช้บริเวณใบโดยเฉพาะ เพราะออกฤทธิ์กับเนื้อเยื่อสี
เขียวของพืช ไม่ส่งผลต่อรากพืช โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ไปยับยั้งการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอนในการ
สังเคราะห์แสงของพืช ท าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้น และอนุมูลอิสระนี้จะไปท าปฏิกิริยากับเยื่อหุ้มเซลล์
ของวัชพืชท าให้เซลล์แตก และเกิดการตายของวัชพืชในท่ีสุด (Bromilow, 2004)   เนื่องจากพารา 
ควอตเป็นสารเคมีก าจัดวัชพืชท่ีมีประสิทธิภาพสูง มีสมบัติท่ีดีกว่าสารเคมีก าจัดวัชพืชชนิดอื่นเพราะ
ออกฤทธิ์เร็ว ละลายน้ าได้ดี สลายตัวได้เมื่อถูกแสงแดด และมีค่า LD50 สูงกว่าสารเคมีก าจัดศัตรูพืช
หลายชนิด ดังนั้นพาราควอตจึงเป็นพิษน้อยต่อสัตว์น้ า แต่หากเกิดการสะสมในปริมาณมากก็อาจก่อ
พิษได้ (นภาพร เลียดประถม, 2556)   พาราควอตยังมีสมบัติในการดูดซับอยู่ในดินตะกอน แร่ดิน
เหนียว (mineral clay) และอินทรีย์วัตถุต่างๆในดินได้เป็นอย่างดีท าให้เกิดการสะสมของสารนี้ใน
ปริมาณสูงในอนุภาคของดิน (Singh และ Singh, 2014)   นอกจากนี้พาราควอตยังเป็นสารเคมีก าจัด
ศัตรูพืชท่ีพบปนเปื้อนอยู่ ในแม่น้ าหลายสายของประเทศไทย เช่น แม่น้ าสงครามในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือซึ่งพบปริมาณพาราควอตอยู่ท่ี 2.3-87 ไมโครกรัมต่อลิตร และพบการปนเปื้อน
ในแม่น้ าจันทบุรี 0.1-13 ไมโครกรัมต่อลิตร (นภาพร เลียดประถม, 2556)   ท้ังนี้ปริมาณของพารา 
ควอตตกค้างสูงสุดท่ียอมรับได้ในผลิตภัณฑ์ประเภทเนื้อสัตว์ ผัก และผลไม้ ได้รับการก าหนดไว้ไม่เกิน 
0.005-0.05 มิลลิกรัมต่อ 1 กิโลกรัมของอาหาร โดยข้ึนกับชนิดของอาหาร (ราชกิจจานุเบกษา, 2554)   
การรับพาราควอตเข้าสู่ร่างกายจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงการท างานของเอนไซม์ ท าให้เกิดพิษต่อ
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เซลล์ โดยเฉพาะบริเวณตับ (WHO/IPCS, 1984) และหากได้รับพาราควอตเข้าสู่ร่างกาย พาราควอต 
จะถูกดูดซึมเข้าไปในเลือด ในระบบทางเดินอาหาร หลังจากนั้นจะกระจายไปอยู่ตามเนื้อเยื่อต่างๆเช่น 
ตับ ไต และปอด เป็นต้น และถ้าผิวหนังมีแผลจะสามารถดูดซึมพาราควอตได้มากขึ้น จนท าให้เกิดการ
เป็นพิษได้ (ศูนย์พิษวิทยารามาธิบดี, 2558) 

การเปล่ียนรูปของพาราควอตในดินเกิดได้จากหลายกลไก เช่น การสลายโดยใช้แสง การย่อย
สลายโดยกระบวนการทางเคมี และการย่อยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ ซึ่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย
สารอินทรีย์เหล่านี้มักเกิดขึ้นแค่บริเวณผิวดิน โดยการสลายโดยใช้แสงจะขึ้นอยู่กับความเข้มของรังสี
อัลตร้าไวโอเลตและมีความยาวคล่ืนอยู่ในช่วงระหว่าง 285-310 นาโนเมตร (Funderburk, 1988) 

การย่อยสลายทางชีวภาพของพาราควอตโดยจุลินทรีย์ถือเป็นกระบวนการส าคัญต่อการลด
ปริมาณพาราควอตท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม   จุลินทรีย์ท่ีอาศัยอยู่ในดิน โดยเฉพาะราและแบคทีเรีย 
ถือเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทส าคัญต่อการย่อยสลายสารเคมีก าจัดศัตรูพืชทางการเกษตร   ท้ังนี้รา
ได้รับรายงานว่าเป็นผู้ย่อยสลายท่ีมีความสามารถสูงในการเปล่ียนรูปและย่อยสลายสารมลพิษต่างๆ 
โดยผ่านการท างานของเอนไซม์ และโดยการเจริญเพิ่มชีวมวลท่ีรวดเร็ว รวมทั้งลักษณะของเส้นใยราท่ี
เข้าถึงส่ิงแวดล้อมได้ดี ก็ช่วยท าให้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายได้ดีขึ้นด้วย (Ashoka และคณะ, 
2002) 

รามีความสามารถในการย่อยสลายสารพิษต่างๆผ่านระบบเอนไซม์ท่ีปล่อยออกมาภายนอก
เซลล์ ซึ่งเอนไซม์เหล่านี้เป็นกลไกท่ีราใช้ในการย่อยสลายสารมลพิษต่างๆในส่ิงแวดล้อม เช่น เอนไซม์
ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยลิกนินได้ และเป็นเอนไซม์
ท่ีไม่จ าเพาะ (Adenipekun และ Lawal, 2012) จึงมีรายงานมากมายเกี่ยวกับการน าราท่ีมีสมบัติใน
การผลิตเอนไซม์เหล่านี้มาใช้เปล่ียนสภาพสารประกอบบางชนิดท่ีมีลักษณะโครงสร้างโมเลกุล
คล้ายคลึงกับลิกนิน เพื่อลดความเป็นพิษและการปนเปื้อนในส่ิงแวดล้อม   ตัวอย่างงานวิจัยท่ี
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารพิษโดยราและเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง เช่น งานวิจัยของ Fragoeiro (2005) 
ได้ใช้ราไวท์รอทในการย่อยสลายสารเคมีก าจัดศัตรูพืช คือ simazine, trifluralin และ dieldrin ท้ัง
แบบสารผสมและแยกเด่ียว พบว่า Trametes versicolor และ Pleurotus ostreatus สามารถทน
ต่อความเป็นพิษของสารเหล่านี้ได้ และมีความสามารถในการย่อยสลายสารเคมีเหล่านี้ได้ดีท่ีสุด
ร่วมกับการผลิตเอนไซม์ท่ีปล่อยออกมาภายนอกเซลล์   Maalej-Kammoun และคณะ (2009) ได้
ศึกษาความสามารถของแลคเคสจากราไวท์รอท Trametes sp. ในการย่อยสลายสีย้อมสังเคราะห์
มาลาไคท์กรีน และพบว่าแลคเคสท่ี 0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สามารถย่อยมาลาไคท์กรีนได้ถึง 97 
เปอร์เซ็นต์ จากความเข้มข้นเริ่มต้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร   Mohamed และคณะ (2012) ได้คัดแยก
ราจากดินท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และพบว่ารา
ตัวอย่างท่ีแยกได้มีกิจกรรมของลิกนินเปอร์ออกซิเดสและแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส โดยพบว่า 
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Aspergillus terreus สามารถย่อยสลายแนพทาลีนและแอนทราซีนได้ 98.5 เปอร์เซ็นต์ และ 91 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยมีการผลิตเอนไซม์เหล่านี้ในปริมาณสูง 

ในด้านการใช้ราเพื่อย่อยสลายสารเคมีก าจัดวัชพืชกลุ่มพาราควอตนั้น มีรายงานวิจัยท่ี
เกี่ยวข้อง ดังเช่น และ Smith และคณะ (1976) ศึกษาการสลายตัวของสารเคมีก าจัดวัชพืชกลุ่ม
พาราควอตและไดควอตโดยรา 4 ชนิดในดิน พบว่าราแต่ละชนิดมีความไวต่อสารพิษแตกต่างกัน   
เมื่อเล้ียงราท้ัง 4 ชนิดในอาหารท่ีมีพาราควอตและไดควอตท่ีติดฉลากคาร์บอน 14C ผสมอยู่ หลังจาก
เวลาผ่านไป 1 วัน พบว่า Aspergillus niger และ Penicillium frequentans มีการปลดปล่อย 
14CO2 ออกมาจากอาหารท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ และสรุปว่าราท้ัง 2 ชนิดมีความสามารถย่อยสลาย
พาราควอตได้สมบูรณ์ 

งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาราท่ีมีความสามารถย่อยสลายพาราควอตหรือใช้พาราควอตเป็นสาร
กระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์บางชนิดท่ีมีผลต่อการย่อยสลายสารพิษได้ โดยคัดแยกราจากท้ังเห็ดท่ี
เจริญบนท่อนไม้และจากดินท่ีมีการปนเปื้อนสารเคมีก าจัดวัชพืช และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
ของราตัวอย่างท่ีคัดแยกได้ โดยมีเป้าหมายเพื่อให้ได้ราท่ีสามารถน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านการเกษตร
และด้านส่ิงแวดล้อมต่อไปในอนาคต 

 
วัตถุประสงค์ 

เพื่อคัดแยกราท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอต รวมท้ังตรวจสอบกิจกรรมของ
เอนไซม์ และทดสอบความสามารถในการย่อยพาราควอตในดินของราท่ีคัดเลือกได้ 
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บทท่ี 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ความเป็นมาและสภาพปัญหา 
ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมา ประเทศไทยซึ่งมีประชากรส่วนใหญ่ของประเทศประกอบอาชีพด้าน

เกษตรกรรมและเป็นท่ีรู้จักไปท่ัวโลกในฐานะผู้ผลิตและส่งออกสินค้าเกษตรท่ีส าคัญนั้น ยังต้องประสบ
กับปัญหาความไม่แน่นอนของสภาพดินฟ้าอากาศท่ีส่งผลต่อผลิตผลทางการเกษตร ท าให้เกษตรกรมี
แนวโน้มท่ีจะพึ่งพาสารเคมีต่างๆมาช่วยเพิ่มผลผลิตให้สูงขึ้น เช่น ปุ๋ยเคมี และสารเคมีก าจัดศัตรูพืช 
เป็นต้น และจากสถิติของส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร ในช่วงระหว่างเวลา 10 ปีท่ีผ่านมา
ต้ังแต่ พ.ศ. 2549 จนถึงปัจจุบัน พบว่า ปริมาณการน าเข้าสารเคมีก าจัดศัตรูพืชของประเทศไทยในแต่
ละปีมแีนวโน้มสูงขึ้น ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 (ส านักควบคุมพืชและวัสดุเกษตร, 2559) 

 

 
รูปที่ 2.1 สถิติการน าเข้าสารเคมีก าจัดศัตรูพืชระหว่าง พ.ศ. 2551–2558 

ท่ีมา : (ส านักควบคุมพืชและวัสดุเกษตร, 2559) 

เมื่อพิจารณาจากข้อมูลทางสถิติของการน าเข้าสารเคมีก าจัดศัตรูพืชของไทย พบว่าใน พ.ศ. 
2558 มีการน าเข้าสารเคมีก าจัดศัตรูพืชเพิ่มมากขึ้นประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับข้อมูล พ.ศ. 
2548 และเมื่อน าปริมาณสารออกฤทธิ์มาพิจารณา พบว่าสัดส่วนการน าเข้าสารก าจัดวัชพืช 
(herbicide) มีปริมาณมากท่ีสุดคือ สูงถึงประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือสารป้องกันและก าจัด
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สถติกิารน าเขา้สารเคมกี าจัดศัตรพูชื

สารก าจัดวัชพชื  (Herbicide) สารอืน่ๆ

สารป้องกันและก าจัดราโรคพชื  (Fungicide) สารก าจัดแมลง  (Insecticide) 

สารออกฤทธิ์



 

 

5 

ราโรคพืช (fungicide) ประมาณ 9 เปอร์เซ็นต์ สารก าจัดแมลง (insecticide) ประมาณ 7 เปอร์เซ็นต์ 
และสารอื่นๆประมาณ 4 เปอร์เซ็นต์ 

ในประเทศไทย การใช้สารก าจัดวัชพืชนั้นเป็นท่ีนิยมอย่างกว้างขวางและนับว่าเป็นทางเลือก
ท่ีมีประสิทธิภาพ เพราะไม่ต้องใช้เทคโนโลยีซับซ้อน สามารถใช้ได้ง่าย ไม่ยุ่งยาก และเห็นผลอย่าง
รวดเร็ว   ด้วยเหตุนี้หากมีการใช้เกินความจ าเป็นจะน าไปสู่ปัญหาการปนเปื้อนของสารเคมี ก่อให้เกิด
ผลกระทบในวงกว้างท้ังต่อส่ิงแวดล้อม สุขภาพของประชากรและเศรษฐกิจ ท้ังในระยะส้ันและระยะ
ยาว   ปัจจุบันสถิติการน าเข้าสารก าจัดศัตรูพืชในประเทศไทยต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบันมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะสารก าจัดวัชพืช   จากข้อมูลของส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร กรม
วิชาการเกษตรใน พ.ศ. 2558 พบว่ามีปริมาณและมูลค่าการน าเข้าพาราควอตสูงสุดเป็นอันดับ 2 รอง
จากไกลโฟเสต โดยมีปริมาณ 30,440 ตัน และมีมูลค่าถึง 2,693 ล้านบาท (ส านักควบคุมพืชและวัสดุ
การเกษตร, 2559b) 
 

2.2 ข้อมูลท่ัวไปของพาราควอต (paraquat) 
พาราควอตเป็นสารสังเคราะห์ทางเคมีท่ีใช้เป็นสารก าจัดวัชพืช โดยพาราควอตเปนสารก าจัด

วัชพืชในกลุ่มสารประกอบไนโตรเจนชนิดจตุรภูมิ (quarternary nitrogen herbicide) มีช่ือทางเคมี
ว่า 1,1’-ไดเมธิล-4,4’-ไบไพริดิเนียมไดคลอไรด์ (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride) 
และมีช่ือทางการค้าท่ีรู้จักกันดีว่า กรัมม็อกโซน (Gramoxone)   พาราควอตมีโครงสร้างโมเลกุลดังรูป
ท่ี 2.2 โดยมีการผลิตขึ้นตั้งแต่ ค.ศ. 1882 แต่เริ่มใช้เป็นสารก าจัดศัตรูพืชใน ค.ศ. 1959 (Ecobichon, 
2001)   องค์การอนามัยโลก (World Health Organization: WHO) ได้จ าแนกความเป็นอันตราย
ของพาราควอตอยู่ใน Class II คือมีอันตรายปานกลาง (Moderately hazardous) (WHO, 2009) 

 

 

 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างโมเลกุลของพาราควอต 

ท่ีมา : (Fuke และคณะ, 2002) 
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พาราควอตมีลักษณะภายนอกเป็นผลึกของแข็งสีขาวใสหรือเป็นผงสีขาวค่อนข้างเหลือง   
พาราควอตท่ีอยู่ในรูปประจุบวก (C12H14N2) มีน้ าหนักโมเลกุล 186.261 กรัม/โมเลกุล พาราควอตท่ี
อยู่รูปเกลือไดคลอไรด์ (C12H14Cl2N2) มีน้ าหนักโมเลกุล 257.2 กรัม/โมเลกุล   พาราควอตมีสมบัติ
การละลายน้ าได้ดีมากท่ีอุณหภูมิ 20 ºC และไม่ละลายในตัวท าละลายท่ีเป็นสารอินทรีย์ (organic 
solvent)   มีจุดหลอมเหลวและจุดเดือดอยู่ท่ี 340 องศาเซลเซียส ค่าความดันไออยู่ท่ี <10-4 กิโล
ปาสคาล จึงท าให้พาราควอตมีโอกาสระเหยสู่อากาศได้น้อย พาราควอตมีสมบัติในการดูดซับกับดินได้
ดีโดยค่าคงท่ีของการดูดซับ Koc ของพาราควอต อยู่ท่ี 8400-40,000,000 และการสะสมทางชีวภาพ
พิจารณาจากค่าคงท่ีการละลายน้ า/ออคทานอล (log Kow) ซึ่งมีค่าเท่ากับ -4.5 แสดงว่าพาราควอตมี
โอกาสสะสมอยู่ในส่ิงมีชีวิตได้น้อย   สมบัติเหล่านี้ของพาราควอตสรุปไว้ในตารางท่ี 2.1 

 
ตารางที่ 2.1 สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของพาราควอต  (Amondham และคณะ, 2006; FAO, 
2003; WHO/IPCS, 1984) 

ช่ือสามัญ พาราควอต (Paraquat) 
ช่ือทางเคมี IUPAC : 1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride 
CAS No. 1910-42-5 
สูตรโมเลกุล C12H14Cl2N2 
น้ าหนักโมเลกุล 257.2 
ลักษณะภายนอก ผลึกของแข็งสีขาวใสหรือเป็นผงสีขาวค่อนข้างเหลือง   ไม่มีกล่ิน 
สมบัติการละลายน้ าท่ี 20 ºC 620 กรัม/ลิตร 
จุดหลอมเหลว, จุดเดือด 340 องศาเซลเซียส 
ค่าความดันไอท่ี 25 ºC น้อยกว่า 10-4 กิโลปาสคาล 
ค่าคงท่ีในการดูดซับในดิน (Koc) 8400-40,000,000 
ค่าคงท่ีการละลายน้ า/ออคทา
นอล (log Kow) ท่ี 25 ºC 

-4.5 

ความถ่วงจ าเพาะท่ี 20 ºC 1.24-1.26 
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พาราควอตเป็นสารท่ีอยู่ในกลุ่มไบไพริไดเลียม (bipyridylium) ท่ีออกฤทธิ์เร็ว ก าจัดวัชพืช
แบบไม่เลือกท าลาย (non-selective herbicide) และเป็นสารก าจัดวัชพืชประเภทสัมผัสตาย 
(contact herbicides) หรือท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (contact membrane disrupter) โดยท าให้เกิด
การแตกสลายของเซลล์ พาราควอตเป็นสารประเภทท่ีเหมาะส าหรับฉีดทางใบ และออกฤทธิ์เฉพาะ
ส่วนท่ีเป็นสีเขียวของพืช ไม่เคล่ือนย้ายในต้นพืช โดยใช้ฉีดในพื้นท่ีท าการเกษตรก่อนหรือหลังวัชพืช
งอก (pre- หรือ post-emergence) และพื้นท่ีท่ีไม่ได้ท าการเกษตรเพื่อก าจัดวัชพืชท่ีงอกจากเมล็ด
และส่วนท่ีมีสีเขียวเหนือดิน โดยไม่ท าลายส่วนสีน้ าตาลของพืช จึงสามารถใช้ฉีดพ่นได้รอบๆโคนต้น
พืชหลักได้ ท าให้ส่วนของพืชท่ีสัมผัสกับสารเห่ียวแห้งตายหรือถูกท าลายไป (Bromilow, 2004) 

 
2.3 กลไกการออกฤทธิ์ของพาราควอตในวัชพืช 

พาราควอตเป็นสารท่ีออกฤทธิ์ท าลายเนื้อเยื่อของพืช โดยท าให้เกิดการแตกสลายของเซลล์   
กลไกการออกฤทธิ์จะเกิดขึ้นเมื่อมีแสงสว่างและเกิดภายในคลอโรพลาสต์ ในกระบวนการการ
สังเคราะห์แสงของพืช โดยการเข้าไปขัดขวางการเคล่ือนย้ายของอิ เล็กตรอนในระบบแสง I 
(photosystem I, PS I) ในขั้นตอนของการเปล่ียน NADP+ ไปเป็น NADPH ซึ่งส่งผลให้เกิดการสร้าง
อนุมูลอิสระขึ้นในเซลล์ เช่น ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (Super oxide anion), H2O2, 1O2 และ 
OH-   จากนั้นอนุมูลอิสระเหล่านี้จะไปท าปฏิกิริยากับไขมันไม่อิ่มตัวท่ีอยู่ในโมเลกุลของฟอสโฟลิพิด
บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (lipid peroxidation) ท าให้เซลล์แตก น าไปสู่การแห้งของใบอย่างรวดเร็วและ
เกิดการตายของเซลล์ในท่ีสุด ดังรูปท่ี 2.3 (Qian และคณะ, 2009; Suntres, 2002) 

 
รูปที่ 2.3 การเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนในระบบแสง I ถูกขัดขวางโดยพาราควอต 

ท่ีมา : (Dinis-Oliveira และคณะ, 2008) 
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2.4 ความเป็นพิษต่อมนุษย์และสัตว์ 
พาราควอตเป็นสารเคมีท่ีมีอันตรายมากชนิดหนึ่ง มีพิษต่อท้ังต่อมนุษย์และสัตว์ ส่งผลต่อ

อวัยวะต่างๆของร่างกายท่ีสัมผัส เช่น ตา จมูก ปาก ผิวหนัง รวมถึงอวัยวะภายใน เช่น ปอด หัวใจ ตับ 
ไต สมอง และระบบประสาทส่วนกลาง (Murray และ Gibson, 1972)   พาราควอตอาจก่อให้เกิดไต
วาย และระบบทางเดินหายใจล้มเหลวภายใน 24 ช่ัวโมงได้   ความเป็นพิษของพาราควอตเกิดจาก
การเกิดอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ท าให้เกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องตามมา ส่งผลให้เซลล์เกิดความเสียหาย 
โดยเฉพาะอวัยวะภายในท่ีส า คัญ ซึ่ งอวัยวะเป้าหมาย คือ ตับและปอด (Safaei Asl และ 
Dadashzadeh, 2016; WHO/IPCS, 1984)   ตับจะเส่ือมสภาพจนอาจท าให้เกิดโรคตับเรื้อรังและ
อาจเกิดโรคดีซ่านได้ (Wu และคณะ, 2013)   ความเป็นพิษต่อผิวหนังจะก่อให้เกิดการระคายเคือง 
ผิวหนังแตกเป็นร่อง ลอกเป็นสะเก็ด ไหม้ ในท่ีสุดเซลล์บริเวณนั้นก็จะตาย และนอกจากนี้อาจท าให้
เกิดเป็นแผลพุพอง และถ้าพาราควอตสัมผัสกับตาก็จะท าให้ตาแดงและอักเสบ (PANAP, 2011)   
นอกจากนี้ยังพบว่าการได้รับพาราควอตหรือการรับพาราควอตร่วมกับสารเคมีก าจัดศัตรูพืชบางชนิด
อย่างต่อเนื่องอาจน าไปสู่การเกิดโรคพาร์กินสันได้ (Costello และคณะ, 2009; Tanner และคณะ, 
2011) 

ระยะแรกท่ีได้รับพิษจากพาราควอต จะมีลักษณะอาการคือ ปวดท้อง คล่ืนไส้ อาเจียน 
ท้องเสีย เวียนศีรษะ อาจมีเลือดออกภายในระบบทางเดินอาหาร ล าไส้บวมและเกิดแผลขึ้น แสบคอ 
ริมฝีปากแห้ง และต่อมาจะมีอาการไข้ตัวร้อนจัด (ซินเจนทาครอป, 2547) 

ส าหรับระยะเรื้อรังต่อมานั้น มีรายงานว่าพาราควอตเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดภาวะเกิดพังผืดใน
ปอด (pulmonary fibrosis) ท าให้ขัดขวางการแลกเปล่ียนก๊าซออกซิเจนตามปกติของปอด น าไปสู่
การอักเสบชนิดเรื้อรัง (chronic inflammation) ท าให้หายใจล าบาก หอบ สุดท้ายอาจมีอาการตัว
เขียว เพราะร่างกายขาดออกซิเจน อาจหมดสติและน าไปสู่การเสียชีวิตได้ และสามารถพบภาวะนี้ใน
สัตว์เล้ียงลูกด้วยนมหลายชนิด เช่น มนุษย์ สุนัข ลิง และหนู (Murray และ Gibson, 1972; Qian 
และคณะ, 2009; WHO/IPCS, 1984)   นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อสัตว์ได้รับพาราควอตเข้าไปอาจ
ก่อให้เกิดภาวะปอดบวมน้ า (pulmonary edema) และไตท างานผิดปกติ (WHO/IPCS, 1984)   เมื่อ
พิจารณาความเป็นพิษต่อสัตว์น้ า โดยประเมินจากค่า LC50 (Lethal Concentration 50) ซึ่งหมายถึง
ค่าความเข้มข้นของสารเมื่อสัตว์รับเข้าสู่ร่างกายแล้วท าให้สัตว์เสียชีวิตไปเป็นจ านวนครึ่งหนึ่งของสัตว์
ท้ังหมดในกลุ่มท่ีท าการทดลอง พบว่าความเป็นพิษขึ้นอยู่กับชนิดของสัตว์ เช่น สัตว์น้ าประเภทกุ้งปู 
(Crustacean) มีค่า LC50 อยู่ในระดับความเป็นพิษปานกลาง คือ อยู่ระหว่าง 1000-10000 µg/L   
ส่วนสัตว์น้ าประเภทปลา สัตว์ครึ่งบกครึ่งน้ า แพลงตอนพืชและสัตว์ มีค่า LC50 อยู่ท่ี 10000-100000 
µg/L ซึ่งจัดว่าอยู่ในระดับความเป็นพิษค่อนข้างสูง (นภาพร เลียดประถม, 2556) 
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2.5 พาราควอตในประเทศไทย 
ในประเทศไทยพาราควอตจัดเป็นสารก าจัดวัชพืชท่ีมีสถิติการน าเข้าและจ าหน่ายสูงสุดเป็น

อันดับสองรองจากไกลโฟเสต (ฝ่ายข้อมูลเครือข่ายเตือนภัยสารเคมีก าจัดศัตรูพืช, 2555)   การน าเข้า
พาราควอตในรูปพาราควอตไดคลอไรด์ (paraquat dichloride) ใน พ.ศ. 2558 มีจ านวนท้ังส้ิน 
30,440,671 กิโลกรัม โดยเป็นสารออกฤทธิ์จ านวน 12,044,502 กิโลกรัม รวมเป็นมูลค่าท้ังส้ิน
ประมาณ 2,692 ล้านบาท (ส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2559b)   ในประเทศไทยมีการใช้
พาราควอตมาเป็นเวลานานและมีการใช้ท้ังในพืชไร่ เช่น ข้าวโพด อ้อย มันส าปะหลัง และไม้ยืนต้น 
เช่น ยางพารา ปาล์มน้ ามัน และไม้ผลหลายชนิด (Amondham และคณะ, 2006; PANAP, 2011)   
พาราควอตมีช่ือทางการค้ามากมาย แต่ท่ีนิยมใช้และเป็นท่ีรู้จักอย่างแพร่หลาย คือ กรัมม็อกโซน 
(Gramoxone) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท ซินเจนทา (Syngenta)   ในประเทศไทยโดยท่ัวไปแล้ว 
พาราควอตท่ีใช้จะอยู่ในรูปของสารละลายท่ีความเข้มข้นประมาณ 27.6 เปอร์เซ็นต์ w/v (ส านัก
ควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร, 2559a) 
 
2.6 การสะสมและแพร่กระจายของพาราควอตในส่ิงแวดล้อม 

ปัญหาการตกค้างของสารเคมีก าจัดวัชพืชในส่ิงแวดล้อมมีสาเหตุมาจากการใช้สารเคมีเหล่านี้
ติดต่อกันเป็นระยะเวลานาน และการใช้ในปริมาณสูงเกินก าหนดท าให้เพิ่มโอกาสเกิดการแพร่กระจาย
ของสารเคมี โดยบางส่วนเกิดขึ้นในระหว่างการฉีดพ่น บางส่วนระเหยอยู่ในอากาศ บางส่วนกระจาย
จากบริเวณท่ีฉีดพ่นลงสู่ดิน และบางส่วนกระจายลงสู่แหล่งน้ า ซึ่ งอาจส่งผลต่อพืชและสัตว์ใน
ธรรมชาติได้ภายหลัง (WHO/IPCS, 1984) 

การสะสมและแพร่กระจายของพาราควอตในดิน 
เนื่องจากพาราควอตเป็นสารท่ีมีประจุบวกและมีค่าคงท่ีในการดูดซับในดิน (Koc) สูงท่ี 8400-

40,000,000 ซึ่งแสดงว่ามีสมบัติในการดูดยึดกับอนุภาคของดินซึ่งเป็นประจุลบได้เป็นอย่าง ดี 
โดยเฉพาะดินเหนียว (ทศพล พรพรหม, 2554) เช่น ดินเหนียว Montmorillonite ซึ่งเป็นชนิดท่ีมี
ความเหนียวสูงมาก สามารถดูดยึดกับพาราควอตได้มากกว่าดินเหนียว Kaolinite หรืออินทรีย์วัตถุใน
ดิน (Tsai และคณะ, 2003)   ส่วนค่า DT50 (Dissipation Time 50) หรือค่าครึ่งชีวิตของพาราควอต
ในดินมีค่าอยู่ระหว่าง 1-20 ปี โดยข้ึนอยู่กับชนิดของดิน (Amondham และคณะ, 2006; ทศพล พร
พรหม, 2554)   พาราควอตจึงสลายตัวได้ช้ามากเมื่อสะสมในดิน (Bromilow, 2004) ซึ่งถ้ามีการใช้
อย่างต่อเนื่องเป็นประจ าจนถึง จุดอิ่มตัวในการดูดซับของดิน อาจท าให้เกิดอั นตรายขึ้นไ ด้  
(Amondham และคณะ, 2006)   มีงานวิจัยศึกษาการตกค้างของพาราควอตและความสามารถของ
ดินในการดูดซับพาราควอต โดยเก็บตัวอย่างดินในพื้นท่ีท าการเกษตร 6 แหล่งท่ีมีประวัติการใช้พารา 
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ควอตมาเป็นเวลานาน พบว่า ในตัวอย่างดินท่ีเป็นแหล่งปลูกไม้ผลซึ่งเป็นดินทรายท่ีมีปริมาณดิน
เหนียวปนอยู่ 9-38 เปอร์เซ็นต์ จะมีการตกค้างของพาราควอตสูงถึง 1.71-8.48 ppm ซึ่งสูงกว่า
ตัวอย่างดินจากแหล่งเพาะปลูกข้าวโพด อ้อย และมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นดินท่ีมีดินเหนียวเป็น
ส่วนประกอบน้อยกว่าดินปลูกไม้ผล แต่ก็ยังไม่สูงพอจะเป็นอันตรายต่อพืช เพราะในดินมี
ความสามารถในการดูดซับพาราควอตสูงถึง 83.5 ppm (พวงรัตน์ ขจิตวิชยานุกูล, 2557) 

การย่อยสลายพาราควอตเกิดได้โดยแสงและจุลินทรีย์ กล่าวคือ เมื่อพาราควอตตกลงสู่พื้นดิน 
หากสะสมบริ เวณผิวดินพาราควอตอาจสลายตัวได้ด้วยแสงในช่วงความยาวคล่ืนของรังสี
อัลตราไวโอเลต คืออยู่ระหว่าง 285-310 นาโนเมตร (Funderburk, 1988) และยังสามารถถูกย่อย
สลายได้ด้วยจุลินทรีย์ในดินหลายชนิด เช่น Lipomyces starkeyi, Corynebacterium fascians, 
และ Clostridium pasteurianum (Ricketts, 1999) ดังรูปท่ี 2.4 โดยเริ่มจากการท่ีพาราควอตถูก
ดึงหมู่เมทิลออก (demethylation) หรือเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของวงแหวนไพริดีน ท าให้วงแหวน
เปิดออก 1 วง ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการแตกวงคือ N-methyl isonicotinic acid และต่อมาเกิดสาร
อื่นๆ เช่น เมทิลามีน อนุพันธ์ของกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ รวมทั้งคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีเกิดจากการย่อย
สลายอย่างสมบูรณ์   แต่อย่างไรก็ตามการย่อยสลายพาราควอตโดยจุลินทรีย์ในดินมีจ ากัดเพราะ
พาราควอตส่วนหนึ่งถูกดูดซับโดยอนุภาคดินเหนียวหลังจากพาราควอตตกถึงพื้นดิน ท าให้จุลินทรีย์
ย่อยสลายได้ยากขึ้น (Burns และ Audus, 1970) 

 
รูปที่ 2.4 สารตัวกลางซึ่งเกิดจากการสลายตัวของพาราควอตโดยแสงแดดและจุลินทรีย์ 

ท่ีมา : (Ricketts, 1999) 
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การสะสมและแพร่กระจายของพาราควอตในอากาศและในน  า 

เนื่องจากพาราควอตมีค่าความดันไอน้อยกว่า 10-4 กิโลปาสคาล จึงเป็นสารท่ีไม่ระเหย (FAO, 
2003) ท าใหม้ีการกระจายอยู่ในอากาศในสภาพท่ีเป็นละอองเล็กๆหลังการฉีดพ่น โดยการกระจายตัว
ของละอองของสารจะขึ้นกับลักษณะการฉีดพ่น เครื่องมือท่ีใช้ในการฉีดพ่น สภาพหญ้า และสภาพ
ภูมิอากาศ (พวงรัตน์ ขจิตวิชยานุกูล, 2557) ส าหรับในน้ านั้น เมื่อมีการแพร่กระจายของพาราควอ
ตลงในแหล่งน้ า ซึ่งอาจเกิดจากการใช้ควบคุมวัชพืชท่ีลอยน้ า วัชพืชท่ีโผล่พ้นน้ า หรือละอองท่ีปลิวมา
จากบริเวณใกล้เคียงแล้ว พบว่าพาราควอตส่วนหนึ่งจะถูกดูดซับไว้ด้วยอนุภาคท่ีแขวนลอย 
(suspended matter) และตะกอนดิน (sediment) (ทศพล พรพรหม, 2554) จากรายงานพบว่า
แม่น้ าหลายสายในประเทศไทยมีการปนเปื้อนของพาราควอต เช่น แม่น้ าเจ้าพระยา แม่น้ าสงคราม 
แม่น้ าปากพนัง และแม่น้ าจันทบุรี (Pataranawatab และคณะ, 2012)   พาราควอตสามารถละลาย
น้ าได้ดีและมีการใช้อย่างแพร่หลายในประเทศไทย ซึ่งแม้ว่าการแพร่กระจายของพาราควอตในแหล่ง
น้ าจะไม่มีอันตรายต่อสัตว์น้ าอย่างเฉียบพลัน แต่ถ้ามีปริมาณการปนเป้ือนพาราควอตในแหล่งน้ าสูง ก็
อาจมีอันตรายต่อสัตว์น้ าได้ (นภาพร เลียดประถม, 2556) 

การสะสมและแพร่กระจายในพืช 
เนื่องจากพาราควอตเป็นสารก าจัดวัชพืชประเภทสัมผัสตาย เมื่อพาราควอตตกค้างบริเวณ

ส่วนใดของพืช จะสามารถซึมเข้าสู่ในเซลล์พืชได้อย่างรวดเร็ว และอาจมีส่วนหนึ่งเหลืออยู่ท่ีใบพืช ท า
ให้ใบพืชบริเวณนั้นแห้งตาย และอาจเกิดการย่อยสลายด้วยแสง (photochemical degradation) ใน
สภาพท่ีมีแสงแดดจัด ท าใหพ้าราควอตท่ีตกค้างในพืชสลายตัวประมาณ 25-50 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 3 
สัปดาห์ (Roberts และคณะ, 2002; WHO/IPCS, 1984) 

 
2.7 การบ าบัดพาราควอตท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม 

การบ าบัดพาราควอตสามารถท าได้ท้ังวิธีทางกายภาพและวิธีทางเคมี ตัวอย่างเช่น การตรึง 
(immobilization) โดยใช้เมมเบรนในการตรึงพาราควอตจากแหล่งน้ าธรรมชาติ   ดังตัวอย่างงานวิจัย
ของ Cocenza และคณะ (2012) ท่ีใช้การตรึงพาราควอตบนตัวพยุงท่ีเตรียมจากอัลจิเนตพอลิแอน
ไอออน (alginate polyanion) ซึ่งมีสมบัติเป็นพอลิเมอร์ประจุลบ  ไคโตซานพอลิแคตไอออน 
(chitosan polycation) ซึ่งมีสมบัติเป็นพอลิเมอร์ประจุบวก และอัลจิเนต/ไคโตซาน โดยใช้หลักการ
ท่ีประจุต่างกันจะดูดติดกัน โดยพบว่าความสามารถในการดูดซับพาราควอตได้ดีเกิดจากการใช้เมม
เบรนท่ีเตรียมจากอัลจิเนตและอัลจิเนต/ไคโตซานเป็นตัวพยุง   งานวิจัยของ Hamadi และคณะ 
(2004) ใช้วิธีการดูดซับ (adsorption) เพื่อบ าบัดพาราควอตจากน้ าท้ิงโดยใช้ถ่านกัมมันต์ (activated 
carbon) เป็นสารดูดซับ   และตัวอย่างงานวิจัยของ Dhaouadi และคณะ (2009) ท่ีศึกษาการบ าบัด
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การปนเปื้อนของพาราควอตในน้ าท้ิง โดยใช้กระบวนการแอดวานซออกซิเดชัน (advanced 
oxidation process) อันได้แก่  กระบวนการแอโนดิกออกซิ เดชัน (anodic oxidation) และ
กระบวนการเฟนตัน (Fenton) ซึ่งกระบวนการเหล่านี้เป็นการบ าบัดน้ าเสียทางเคมี โดยพบว่าวิธีการ
ต่างๆไม่สามารถย่อยสลายพาราควอตได้ท้ังหมด แต่ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นท าให้เกิดสารตัวกลางท่ีมี
โครงสร้างเป็นสารในกลุ่มของกรดคาร์บอกซิลิก   ปฎิกิริยาทางเคมีส่วนใหญ่มักมีความรุนแรง และ
คาดเดาสารตัวกลางท่ีอาจเกิดขึ้นได้ยาก ซึ่งอาจมีความเป็นพิษเพิ่มขึ้นและเกิดการตกค้างได้ จึงอาจ
เป็นการเพิ่มปริมาณของสารมลพิษท่ีต้องบ าบัด (Iimura และคณะ, 2002)  
 
2.8 การบ าบัดทางชีวภาพ (bioremediation) 

การบ าบัดทางชีวภาพเป็นกระบวนการย่อยสลาย ก าจัด หรือเปล่ียนรูปของสารมลพิษท่ี
ปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมด้วยวิธีทางชีวภาพ โดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์ท าใหส้ารมลพิษหมดไปหรือ
ท าให้มีความเป็นพิษลดน้อยลงหรือหมดไป ซึ่งจุลินทรีย์ท่ีใช้อาจเป็นได้ท้ังยีสต์ รา และแบคทีเรีย 
(Adams และคณะ, 2015)   การบ าบัดทางชีวภาพเป็นวิธีท่ีได้รับความนิยม เนื่องจากเป็นวิธีท่ีเป็น
มิตรกับส่ิงแวดล้อม เป็นท่ียอมรับจากประชาชนในพื้นท่ี มีค่าใช้จ่ายในการด าเนินการต่ ากว่าวิธีการใช้
สารเคมี และวิธีการเผาซึ่งเป็นวิธีทางกายภาพ (Perelo, 2010) แต่อาจใช้เวลานานกว่าการบ าบัดด้วย
วิธีอื่น   การบ าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพต้องอาศัยความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์ต่างๆของ
จุลินทรีย์ เพื่อใช้เป็นสารอาหาร แหล่งคาร์บอนและพลังงานส าหรับการเจริญเติบโตและเพื่อการด ารง
ชีพอยู่ในสภาพแวดล้อมท่ีปนเปื้อนสารมลพิษต่างๆได้ท้ังในดิน น้ า และอากาศ (Adams และคณะ, 
2015; Wilson และ Jones, 1993) 

ปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพของการบ าบัดทางชีวภาพ (Boopathy, 2000) ได้แก่ 
1. จุลินทรีย์และสมบัติของจุลินทรีย์ เช่น อัตราการเจริญเติบโต การผลิตเอนไซม์ท่ีใช้ใน

กระบวนการย่อยสลายสาร ปริมาณ และความหลากหลายของจุลินทรีย์ในพื้นท่ี และ
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์ เช่น การแก่งแย่ง เป็นต้น 

2. ลักษณะของสารมลพิษท่ีปนเปื้อน เช่น ชนิดของสาร โครงสร้างทางเคมี ปริมาณ หรือ
ระดับความเข้มข้นของสาร ความเป็นพิษของสาร และสมบัติทางกายภาพและทางเคมี
ของสารนั้นๆ และสมบัติการละลาย เป็นต้น 

3. สภาพแวดล้อม ได้แก่ ปริมาณของออกซิเจน ความช้ืน สารอาหาร อุณหภูมิ ความเป็น
กรดเบส ความเข้มของแสง และความสามารถในการเข้าถึงสารของจุลินทรีย์ เป็นต้น 
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วิธีการบ าบัดทางชีวภาพสามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 ประเภท (Adenipekun และ Lawal, 
2012) ได้แก่ 

1. Ex situ bioremediation ซึ่งเป็นการบ าบัดฟื้นฟูพื้นท่ีโดยการน าสารมลพิษไปบ าบัด
นอกพื้นท่ีปนเป้ือน เช่น การเอาดินท่ีปนเป้ือนไปบ าบัดท่ีอื่น 

2. In situ bioremediation ซึ่งเป็นการบ าบัดฟื้นฟูพื้นท่ีปนเปื้อนโดยไม่มีการเคล่ือนย้าย
สารมลพิษออกนอกพื้นท่ี หรือเป็นการเติมจุลินทรีย์เพื่อการบ าบัดสารมลพิษลงในแหล่ง
ปนเป้ือนโดยตรง 

นอกจากนี้การบ าบัดทางชีวภาพสามารถแบ่งได้ตามลักษณะของการเพิ่มประสิทธิภาพการ
บ าบัด (Vidali, 2001) ได้แก่ 

1. biostimulation คือ การเติมสารอาหารหรือการปรับภาวะเพื่อกระตุ้นให้จุลินทรีย์ท่ีมีอยู่
แล้วในธรรมชาติและมีความสามารถในการย่อยสลายมลพิษ ให้สามารถเติบโตหรือเพิ่ม
จ านวนได้ เชน การเติมสารอาหารท่ีเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย์ หรือการกระตุ้น 
การสรางเอนไซม์เพื่อยอยสลายสารมลพิษ รวมท้ังการหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการยอย
สลายสารมลพิษ เชน การให้ออกซิเจน การปรับค่าความเป็นกรดเบส การควบคุม
อุณหภูมิ เพื่อท าให้เกิดการบ าบัดสารมลพิษต่างๆขึ้นอย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด 

2. bioaugmentation คือ การเติมจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการบ าบัดมลพิษลงไปใน
พื้นท่ีท่ีมีการปนเปื้อน ใช้ได้ท้ังในกรณีของการเติมจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่แล้วในพื้นท่ีหรือ
จุลินทรีย์จากต่างถิ่น โดยเมื่อเติมลงไปแล้วจะท าให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด   นอกจากนี้
ยั งมี รายงานการใช้  bioaugmentation ร่ วมกับ biostimulation เพื่ อก่อให้ เกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดในการบ าบัดมลพิษอีกด้วย (Vogel, 1996) 

ในปัจจุบันปัญหาการปนเปื้อนสารมลพิษก่อให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมเป็นอย่างมาก 
ดังนั้นการเลือกใช้เทคโนโลยีในการบ าบัดสารมลพิษจึงจ าเป็นอย่างมาก โดยปัจจุบันมีหลากหลาย
วิธีการ ท้ังเทคโนโลยีการบ าบัดทางกายภาพ การบ าบัดโดยใช้พืช การบ าบัดทางเคมี โดยจากข้อมูล
ของ EPA REACH IT (Malik และ Grohmann, 2012) ดังรูปท่ี 2.5 นั้น แสดงว่าวิธีการบ าบัดทาง
ชีวภาพเป็นหนึ่งในเทคโนโลยีท่ีได้รับความนิยมมากท่ีสุด ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใช้วิธีการบ าบัดทาง
ชีวภาพยังเป็นท่ีสนใจ และมีประสิทธิภาพมากพอต่อการบ าบัดสารมลพิษในปัจจุบัน 
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รูปที่ 2.5 เทคโนโลยีท่ีใช้บ าบัดสารมลพิษต่างๆ 

ท่ีมา : (Malik และ Grohmann, 2012) 
 
2.9 การบ าบัดทางชีวภาพด้วยรา 

ราเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทส าคัญในการเป็นผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ต่างๆในระบบนิเวศ มี
บทบาทส าคัญในการย่อยสลายซากส่ิงมีชีวิตต่างๆ เจริญได้บนพื้นผิวท่ีใช้อยู่อาศัย และช่วยในการ
หมุนเวียนธาตุอาหาร (Alexander, 1994)   ราได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวาง ท่ัวโลกว่ ามี
ความสามารถในการก าจัดหรือเปล่ียนสารมลพิษต่างๆในส่ิงแวดล้อมได้หลากหลายชนิด โดยอาศัยการ
ท างานของเอนไซม์ท่ีสร้างแล้วปล่อยออกสู่ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme)   เส้นใยของรา
สามารถแผ่ขยายได้กว้างและเข้าถึงสารมลพิษต่างๆ รวมทั้งมีความสามารถในการทนต่อส่ิงแวดล้อมท่ี
ไม่เหมาะสมต่อการเจริญได้ดี และทนต่อความเข้มข้นของสารมลพิษได้ดี (Ashoka และคณะ, 2002)   
ท้ังนี้ มีรายงานการใช้ราเพื่อการบ าบัดสารพิษในส่ิงแวดล้อมโดยวิธีทางชีวภาพ โดยใช้ย่อยสลาย
สารพิษชนิดต่างๆ เช่น สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic 
hydrocarbon, PAH) สารเคมีก าจัดศัตรูพืช และสีย้อม เป็นต้น (Adenipekun และ Lawal, 2012) 

ตัวอย่างงานวิจัยท่ีใช้ราเพื่อบ าบัดสารมลพิษต่างๆทางชีวภาพ มีดังนี้ 
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Rouillon และคณะ (1989)  ศึกษาความสามารถของไมคอร์ไรซาในการย่อยสลาย 
chlorpropham ซึ่งเป็นสารก าจัดวัชพืชชนิดหนึ่ง พบว่าราสามารถย่อยสารชนิดนี้ได้ และได้ผลิตภัณฑ์
ท่ีเกิดจากการย่อยสลายคือ 3-chloroaniline ซึ่งมีความเป็นพิษลดน้อยลงเมื่อพิจารณาจากค่า LD50 
ท่ีได้ 

Ravelet และคณะ (2000) คัดแยกราจากดินตะกอนท่ีมีการปนเปื้อนของสารประกอบพอลิ
ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAH) พบราท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายไพรีนถึง 41 สาย
พันธุ์ และมีถึง 10 สายพันธุ์ท่ีสามารถย่อยไพรีนได้มากกว่า 2.4 มิลลิกรัม/กรัม โดยพบว่า Mucor 
racemosus สามารถย่อยสลายไพรีนได้ดีท่ีสุด 

Matsubara และคณะ (2006) น าราในกลุ่มไวท์รอท (white rot fungi) และรากลุ่มอื่น 
ไ ด้ แก่  Coriolus versicolor, Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus 
coccineus, Irpex lacteus, Bjerkandera adjusta, Coprinus cinereus, Ganoderma lucidum 
และ Trichoderma harzianum มาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีน 
พบว่าราแต่ชนิดมีความสามารถในการย่อยฟี แนนทรีนได้ดีกว่าไพรีน โดย  T. harzianum มี
ประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการย่อยฟีแนนทรีน   นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณฟีแนนทรีนมีผลต่อการเจริญ
ของราด้วย 

Murugesan และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิภาพของแลคเคสท่ีผลิตจาก G. lucidum 
KMK2 ในการย่อยสลายสีย้อมสังเคราะห์ พบว่าแลคเคสจากราสามารถย่อยสลายสี Remazol Black-
5 (RB-5) ท่ีความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 77.4 เปอร์เซ็นต์ภายใน 2 ช่ัวโมง และยังสามารถ
ย่อยสลายสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) ได้ท่ีความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ 90 
เปอร์เซ็นต์ภายใน 2 ช่ัวโมง 
 Čvančarová และคณะ (2012)  ศึกษาความสามารถของราในกลุ่มไวท์รอทในการย่อยสลาย
สารพอลิคลอริเนตไบฟีนิลหรือพีซีบี (polychlorinated biphenyl, PCB) ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์
ท่ีมีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ พบว่าหลังจากเล้ียงราในอาหารเหลว 6 สัปดาห์ ราทุกสายพันธุ์มี
ความสามารถในการย่อยสลายพีซีบี โดยเฉพาะ P. ostreatus สามารถย่อยสลายพีซีบีได้ถึง 99.6 
เปอร์เซ็นต์ในการทดลองท่ีใช้พีซีบีแบบผสม และ P. ostreatus ยังสามารถเปล่ียนรูปของเพนตะคลอ
ริเนตไบฟีนิลและเฮกซะคลอริเนตไบฟีนิลได้   เมื่อทดสอบความเป็นพิษของสารตัวกลางท่ีถูกผลิตขึ้น
ระหว่างการย่อยสลายพีซีบีของรา พบว่าราทุกสายพันธุ์ท าให้สารตัวกลางท่ีได้มีความเป็นพิษลด
น้อยลง และพบว่าเอนไซม์ในกลุ่ม P450 โมโนออกซิจีเนส แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส และลิกนิโนไลติก
มีความเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายพีซีบีของราในกลุ่มนี้ 

 
 



 

 

16 

2.10 เอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) 
เอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกเป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาในการย่อยสลายลิกนินซึ่งเป็น

ส่วนประกอบส าคัญของเนื้อไม้   เอนไซม์ในกลุ่มนี้ประกอบด้วยเอนไซม์ส าคัญ ได้แก่ แลคเคส 
(laccase), ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase) และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (manganese 
peroxidase) ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ท่ีหล่ังออกมานอกเซลล์ จัดเป็นเอนไซม์ประเภทออกซิโดรีดักเทส 
ท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชัน (Gadd, 2001)   เอนไซม์แต่ละชนิดมีกลไกในการท า
ปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกัน และนอกจากสามารถย่อยลิกนินแล้ว ยังมีรายงานว่าสามารถย่อยสลายหรือ
เปล่ียนรูปสารประกอบเคมีอื่นๆท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) เช่นเดียวกับ
ลิกนินได้ เช่น สีย้อมสังเคราะห์  พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และสารประกอบเคมี
สังเคราะห์ชนิดอื่น ซึ่งปัจจุบันสารเหล่านี้เป็นปัญหาส าคัญของการปนเปื้อนในส่ิงแวดล้อม (Wu และ
คณะ, 2005) และการย่อยลิกนินของกลุ่มเอนไซม์เหล่านี้มีความพิเศษคือ มีกลไกแบบไม่จ าเพาะ 
(Hatakka, 2005; Wesenberg และคณะ, 2003) ท าให้เป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะศึกษาสมบัติการท างาน
ของเอนไซม์แต่ละชนิดและความเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารมลพิษต่างๆในส่ิงแวดล้อม 

มีรายงานท่ีแสดงให้เห็นว่าความสามารถในการย่อยและเปล่ียนสีของสีสังเคราะห์โดยรานั้น
เกิดจากการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก ซึ่งได้แก่ แลคเคส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และ
ลิกนินเปอร์ออกซิเดส   โดยมักเริ่มจากการทดสอบความสามารถในการฟอกสีย้อมชนิดต่างๆ เช่น 
azure B, phenol red, congo red, RBBR หรือ poly R-478 เป็นต้น รวมท้ังสารสังเคราะห์ต่างๆ 
เช่น ABTS, syringaldazine หรือ guaiacol (Ang และคณะ, 2011; De Jong และคณะ, 1992; Hao 
และคณะ, 2006)   จากงานวิจัยของ de Koker และคณะ (2000) ได้คัดแยกและศึกษาความสามารถ
ของราไวท์รอทท่ีแยกได้ในการผลิตเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายลิกนิน เช่น แลคเคส ลิกนิน
เปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส โดยใช้การเปล่ียนสีของสารทดสอบ เช่น azure B และ 
phenol red ในการตรวจสอบหาราท่ีมีความสามารถในการผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดสและแมงกานีส
เปอร์ออกซิเดส รวมท้ังไซลาเนส และเปอร์ออกซิเดสอื่นๆ โดยพบว่าราหลายสายพันธุ์ท่ีแยกได้มี
ความสามารถในการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมฟอกกระดาษ 

แลคเคส (laccase) 
แลคเคส หรือ benzenediol : oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2 เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม

ออกซิโดรีดักเดส (oxidoreductase) ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยาโดยให้อิเล็กตรอน และมีออกซิเจนเป็น
ตัวรับอิเล็กตรอน เป็นเอนไซม์ท่ีมีโมเลกุลของทองแดง (Cu+2) เป็นองค์ประกอบภายในโครงสร้าง
โมเลกุล หรือท่ีเรียกว่า มัลติคอปเปอร์เอนไซม์ (Madhavi และ Lele, 2009)   แลคเคสมีกลไกการ
ท างานแตกต่างจากเพอร์ออกซิเดสอื่น โดยแลคเคสมีความสามารถในการใช้สับสเตรตได้หลากหลาย 
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(Hatakka, 2005) อาจจะท าปฏิกิริยาโดยตรงกับสารประกอบฟีนอลท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโร
มาติก (phenolic aromatic compound) ดังรูปท่ี 2.6a หรือสารประกอบฟีนอลท่ีไม่มีโครงสร้างเป็น
วงแหวนอะโรมาติก (non-phenolic aromatic compound) ซึ่งต้องการสารตัวกลาง (mediator 
compound) ท่ีท าหน้าท่ีเป็นสับสเตรตร่วม ดังรูปท่ี 2.6b   สารตัวกลางท่ีเป็นท่ีรู้จักดี และมักใช้เป็น
สั บ ส เ ต ร ต ใน ก า ร ต ร ว จสอ บ กิ จ ก ร ร มข อ งแ ลค เ คส  ไ ด้ แ ก่  ABTS ( 2,2’ - azinobis- ( 3) -
ethylbenzeythiazoline-6-sulphonate) และ 1-hydroxybenzotriazole (HBT) (Bourbonnais 
และ Paice, 1990; Christopher และคณะ, 2014) 

 

 
รูปที่ 2.6 กลไกการท างานของแลคเคส (a) ไม่ใช้สารตัวกลาง (b) ใช้สารตัวกลาง 

ท่ีมา : (Breen และ Singleton, 1999) 

มีรายงานการคัดแยกราท่ีผลิตแลคเคสได้จากราช้ันสูง เช่น ราในไฟลัม Basidiomycota และ 
Ascomycota (Assavanig และคณะ, 1992)   ขณะท่ีแลคเคสของราไฟลัม Ascomycota ไม่ได้รับ
ความสนใจเท่ากับราในไฟลัม Basidiomycota ซึ่งใน Basidiomycota ส่วนมากจะพบว่าเป็นราใน
กลุ่มราไวท์รอทเป็นส่วนใหญ่ เช่น Trametes versicolor, Trametes villosa, Trametes gallica, 
Trametes ochracea, Trametes hirsute, Pleurotus eryngii แ ล ะ  Lentinus tigrinus 
(Morozova และคณะ, 2007) 

ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase, LiP) 
ลิกนิน เปอร์ ออกซิ เดส  (EC 1.11.10.14)  เป็น เอน ไซม์ ในก ลุ่มออกซิ โดรี ดั ก เ ด ส 

(oxidoreductase) ท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชัน โดยมีรายงานการแยกลิกนินเปอร์ออกซิ
เดสได้ครั้งแรกจากราไวท์รอท Phanerochaete chrysosporium (Aust, 1990)   ลิกนินเปอร์ออกซิ
เดสเป็นเอนไซม์ท่ีมีโครงสร้างเป็นเฟอร์ริกฮีม (ferric heme) สามารถรีดิวซ์โมเลกุลของของออกซิเจน 
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ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) และซุปเปอร์ออกไซด์ (super oxide) ได้   ลิกนินเปอร์ออกซิเดสมีค่า
ออกซิเดชันโพเทนเชียล -1.35 V ซึ่งสูงกว่าแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสท่ีมีค่าเท่ากับ -0.8 V จึงเป็นตัว
ออกซิไดส์ท่ีแรง   กระบวนการท างานของ LiP เริ่มจากเอนไซม์ถูกออกซิไดส์โดยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ เปล่ียนเป็นสารท่ีไม่คงตัว (LiPI) จึงต้องดึงอิเล็กตรอนจากสับสเตรตเพื่อเปล่ียนรูปไปเป็น 
(LiPII) เพื่อท าให้อยู่ในภาวะท่ีเสถียร แล้วในท่ีสุดก็เปล่ียนรูปกลับมาเป็นปกติ (Wesenberg และคณะ, 
2003) ดังแสดงในรูปท่ี 2.7 และ 2.8   เนื่องจากลิกนินเปอร์ออกซิเดสเป็นตัวออกซิไดส์ท่ีแรงจึงเป็น
เอนไซม์ท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อสับสเตรตชนิดใดชนิดหนึ่ง จึงมีความสามารถในการย่อยสลายสารท้ัง
พวกสารประกอบฟีนอลท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก และโครงสร้างท่ีไม่ได้เป็นวงแหวนอะโร
มาติก (Evans และคณะ, 2001; Tien และ Kirk, 1988) 

     LiP  +  H2O2                     LiPI    +    H2O 
                                  LiPI  +  VA                        VA oxidize   +  LiPII 
                          LiPII  +  VA  + 2H+                     VA oxidize   +   LiP  +   H2O 

รูปที่ 2.7 สมการปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยลิกนินเปอร์ออกซิเดส 
ท่ีมา : (Schoemaker และ Piontek, 1996) 

หมายเหตุ 
LiPI  =  Lignin peroxidase compound I 
LiPII =  Lignin peroxidase compound II 
VA   =  เวราทริลแอลกอฮอล์ 
Lig   =  ลิกนิน 

รูปที่ 2.8 กลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยลิกนินเปอร์ออกซิเดส 
ท่ีมา : (Aust, 1990) 
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ลิกนินเปอร์ออกซิเดสสามารถเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารอินทรีย์หลายชนิดโดยอาศัยสาร
ตัวกลาง (mediator compound) เช่น เวราทริลแอลกอฮอล์ (veratryl alcohol) ดังรูปท่ี 2.8 โดย
เริ่มจากเมื่อลิกนินเปอร์ออกซิเดสถูกออกซิไดส์โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) และเมื่อเวราทริล
แอลกอฮอล์รับอิเล็กตรอนจากลิกนินเปอร์ออกซิเดสแล้วจะอยู่ในภาวะออกซิไดส์ เป็นออกซิแดนซ์ท่ีมี
ความสามารถสูง สามารถออกซิไดส์สารต้ังต้นอื่นๆท าให้สารเปล่ียนโครงสร้างหรือน าไปสู่การย่อย
สลายอย่างสมบูรณ์ (mineralization) ได้ 

แอคทิวิตีของลิกนินเปอร์ออกซิเดสสามารถตรวจสอบได้โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของ
ผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึ้นจากการออกซิไดส์เวราทริลแอลกอฮอล์ได้เป็นเวราทริลดีไฮด์ (veratraldehyde) 
ในภาวะท่ีมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ดังท่ีแสดงในรูปท่ี 2.9 (Tien และ Kirk, 1988)   ตัวอย่างราท่ีพบ
ความสามารถในการผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดส เช่น B. adusta, P. chrysosporium, Phlebia 
ochraceofulva, Phlebia radiata, P. eryngii, T. versicolor และ Trametes trogii (Hatakka, 
2005; Wesenberg และคณะ, 2003) 
 

รูปที่ 2.9 ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยลิกนินเปอร์ออกซิเดสโดยมีเวราทริลแอกอฮอล์เป็นสารต้ังต้น 
ท่ีมา : (Franssen และคณะ, 2013) 

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (manganese peroxidase, MnP) 
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (EC 1.11.1.13) มีโครงสร้างประกอบด้วยเฟอร์ริกฮีมเช่นเดียวกัน

กับลิกนินเปอร์ออกซิเดส   มีกลไกการเร่งปฏิกิริยาเหมือนกับลิกนินเปอร์ออกซิเดส แต่แตกต่างกันท่ี
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสมีไอออนของแมงกานีสช่วยรับส่งอิเล็กตรอนหรือเป็นเมดิเอเตอร์ และยัง
ต้องการ H2O2 เพื่อช่วยท าปฏิกิริยาด้วย 

สมการในรูปท่ี 2.10 แสดงกลไกการท าปฏิกิริยาท่ีเริ่มจาก MnP ถูกออกซิไดส์โดย H2O2 ท า
ให้เกิด iron peroxide complex ท่ีอยู่ในภาวะท่ีไม่เสถียร หรือเรียกว่า MnP compound I   ต่อมา 
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MnP compound I ให้อิเล็กตรอนแก่แมงกานีสอิสระ (Mn2+) หลังจากให้อิเล็กตรอนแล้ว MnP 
compound I จะเปล่ียนรูปไปเป็น MnP compound II   เมื่อ Mn2+ ได้รับอิเล็กตรอนจะเปล่ียนรูป
เป็น Mn3+ ซึ่งอยู่ในรูปออกไซด์ ซึ่ง Mn3+ สามารถเข้าไปท าปฏิกิริยากับ chelator ท่ีเป็นกรดอินทรีย์ 
เช่น ออกซาเลต แลกเทต และมาโลเนต เกิดเป็น chelator-MnP(III) ท าให้มีความสามารถไปออกซิ
ไดส์สารอินทรีย์ท่ีมีฟีนอลเป็นองค์ประกอบ เช่น ลิกนิน และ PAH เป็นต้น (Hofrichter, 2002)   มี
รายงานการคัดแยกราท่ีสามารถผลิตแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสได้จากราในไฟลัม Basidiomycota ซึ่ง
ส่วนมากจะพบความสามารถในการผลิตในกลุ่มราไวท์รอทเป็นส่วนใหญ่ เช่น Abortiporus biennis, 
Agaricus bisporus,  B.  adusta, P.  chrysosporium, G.  lucidum, Irpex lacteus, Phlebia 
radiata, P. ostreatus, Trametes hirsute, T. versicolor และ Lentinus tigrinus (Hofrichter, 
2002; Wesenberg และคณะ, 2003) 

   MnP  +  H2O2          MnPI    +    H2O 
                       MnPI  +  Mn2+                Mn3+    +   MnPII 
                     MnPII  +  Mn2+           Mn3+   +   MnP  +   H2O 

รูปที่ 2.10 สมการปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก (Peng และคณะ, 2008) 

 
การตรวจสอบแอคทิวิตีของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสสามารถปฏิบั ติได้โดยใช้ 2,6-

dimethoxy phenol เป็นสับสเตรต จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึ้น ในภาวะท่ีมี
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และมาโลเนตบัฟเฟอร์ ซึ่งจะให้ผลิตภัณฑ์ คือ สารประกอบประเภทควิโนนได
เมอร์ เช่น เซรูลิกโนน (cerulignone) ซึ่งเป็นสารท่ีมีสี ดังรูปท่ี 2.11 

รูปที่ 2.11 ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยลิกนินเปอร์ออกซิเดส 
ท่ีมา : (Franssen และคณะ, 2013) 
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จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นว่ากลไกการย่อยสลายลิกนินมีความคล้ายคลึงกันท้ังโดยลิกนิน
เปอร์ออกซิเดสและแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส แต่แตกต่างกันท่ีมีเมดิเอเตอร์หรือสารท่ีช่วยในการรับส่ง
อิเล็กตรอนท่ีต่างกัน ดังแสดงในรูปท่ี 2.12 

รูปที่ 2.12 กลไกการท างานของลิกนินเปอร์ออกซิเดสและแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 
ท่ีมา : (Wesenberg และคณะ, 2003) 

การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ท้ัง 3 ชนิดข้างต้น โดยสรุปแล้วมีความแตกต่างกันในด้านโคแฟค
เตอร์ เมดิเอเตอร์ และปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น ดังสรุปไว้ในตารางท่ี 2.2 
ตารางที่ 2.2 สรุปการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก  (Hatakka, 2005) 

เอนไซม ์ โคแฟคเตอร์ เมดิเอเตอร์ ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น 
ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (LiP) ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 
เวราทริล
แอลกอฮอล์ 

วงแหวนอะโรมาติกถูกออกซิ
ไดส์ไปเป็นอนุมูลแคตไออน 

แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 
(MnP) 
 

ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ 

แมงกานีส Mn2+ ถูกออกซิไดส์ไปเป็น 
Mn3+  Mn2+ ออกซิไดส์
สารประกอบฟีนอลิกไปเป็น
อนุมูลฟีนอลิก 

แลคเคส (Lac) 
 

ออกซิเจน ไฮดรอกซิลเบน
โซไทรอะโซน
หรือ ABTS 

ฟีนอลถูกออกซิไดส์ไปเป็น
อนุมูลฟีนอกซิลและออกซิไดส์
สารท่ีไม่มีหมู่ฟีนอล  ปฏิกิริยา
มีเมดิเอเตอร์บางชนิดร่วมด้วย 
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ดังนั้นจึงมักมีการใช้ความสามารถของราในการผลิตเอนไซม์ท่ีกล่าวมาในข้างต้นนี้ เพื่อ
ประยุกต์ใช้ในการคัดเลือกและคัดกรองหาราท่ีสามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มนี้ในเบื้องต้น เพื่อน ารา
ดังกล่าวไปใช้ในการย่อยสลายสารมลพิษต่างๆในส่ิงแวดล้อม เช่น สีย้อมสังเคราะห์, สารเคมีก าจัด
ศัตรูพืช, พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนได้ต่อไป 

สารมลพิษกลุ่มหนึ่งท่ีเป็นปัญหาในปัจจุบัน เช่น สารเคมีก าจัดศัตรูพืชชนิดต่างๆ เมื่อมีการใช้
สารเหล่านี้ในพื้นท่ีท าการเกษตร จึงเป็นการง่ายท่ีจะเกิดการปนเปื้อนในดิน และแหล่งน้ า และ
เนื่องจากดินเป็นแหล่งท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง จึงมักพบว่าจุลินทรีย์ในดิน เช่น รา มี
บทบาทส าคัญต่อการย่อยสลายสารเคมีทางการเกษตรหลายชนิด (Carr และคณะ, 1985)  ดังเช่น
งานวิจัยของ Briceno และคณะ (Briceño และคณะ, 2007) พบว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดในดินมี
ความสามารถในการย่อยสลายหรือก าจัดสารก าจัดวัชพืชได้หลายชนิด และการเติมวัสดุปรับปรุงดิน 
ปุ๋ยหรือธาตุอาหารต่างๆ ก็มีผลต่อการดูดซับ การเคล่ือนท่ี และการย่อยสลายของสารก าจัดศัตรูพืชใน
ดินเช่นกัน 

Ricketts (1999) ศึกษาการย่อยสลายพาราควอตโดยจุลินทรีย์ในดิน พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 3 
สัปดาห์ พาราควอตปริมาณร้อยละ 50 ถูกย่อยสลายโดยสมบูรณ์และเกิดคาร์บอนไดออกไซด์ขึ้น และ
พบว่าสารท่ีพบจากการทดลอง มากกว่าร้อยละ 85 คือ กรดออกซาลิก และไม่พบพาราควอต
หลงเหลือเมื่อส้ินสุดการทดลอง 

นอกจากนี้ มีรายงานการใช้ราเพื่อย่อยสลายสารเคมีก าจัดวัชพืชชนิดต่างๆ ดังนี้ 
Castro และคณะ (2007) ศึกษาความสามารถของ Fusarium oxysporum ในการย่อย

สลายสารก าจัดวัชพืชไกลโฟเสตบนอาหารแข็ง พบว่าราสามารถใช้ไกลโฟเสตเป็นแหล่งฟอสฟอรัสได้ 
ส่วนการเจริญในอาหารเหลว 2 ภาวะ คือการเพาะเล้ียงแบบเขย่า และการเพาะเล้ียงในถังหมัก พบว่า
ในชุดท่ีมีการเพาะเล้ียงแบบเขย่า F. oxysporum สามารถลดปริมาณไกลโฟเสตได้ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ 
ภายในเวลา 20 วัน ส่วนในถังหมักพบว่าราสามารถลดปริมาณไกลโฟเสตได้ 41 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้
เวลาเพียง 5 วัน 

da Silva Coelho และคณะ (2010) ศึกษาผลของสารเคมีก าจัดวัชพืช bentazon และ 
diuron ต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกของ G. lucidum พบว่ารามีความ
ทนทานต่อสารท้ังสองชนิด แต่มีระดับความทนทานท่ีแตกต่างกัน กล่าวคือ สามารถทนต่อ bentazon 
ได้ท่ีความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ และทนต่อ diuron ได้ท่ีความเข้มข้น 80 มิลลิโมลาร์   นอกจากนี้ยัง
พบว่าการเจริญท่ีเพิ่มขึ้นของรามีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของแลคเคส และเมื่อวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ท่ี
เกิดขึ้นก็พบว่ารามีความสามารถในการย่อยสลายสารเคมีท้ังสองชนิดได้ 
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Peng และคณะ (2012 )  ไ ด้ คัดแยกราจาก ดิน ท่ีมีประวั ติการปน เปื้ อนของสาร 
bensulphuron-methyl พบว่าราท่ีคัดแยกได้ คือ Penicillium pinophilum ซึ่งมีความสามารถใน
การย่อยสลายสารชนิดนี้ได้สูงถึง 87 เปอร์เซ็นต์ หลังจากเวลาผ่านไป 60 ช่ัวโมง 

Purnomo และคณะ (2014) ศึกษาความสามารถของราไวท์รอทในการเปล่ียนรูปสารเคมี
ก าจัดวัชพืช heptachlor epoxide และ heptachlor ในดิน พบว่าหลังการทดลอง 28 วัน P. 
otreatus มีประสิทธิภาพสูงสุดในการเปล่ียนรูปสารท้ังสองชนิดให้มีความเป็นพิษน้อยลงได้ถึง 32 
เปอร์เซ็นต์ และ 89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

Rodrigues และคณะ (2016) ศึกษาความสามารถของราท่ีแยกได้จากเพรียงหัวหอมในทะเล 
พบว่า Penicillium citrinum (DL4M3) , P.  citrinum (DL9M3) และ Fusarium proliferatum 
(DL11A) สามารถเจริญบนอาหารท่ีมีเมทิลพาราไธออน (methyl parathion) ซึ่งเป็นยาฆ่าแมลง
ประเภทออร์กาโนฟอสเฟตเป็นส่วนผสมท่ีความเข้มข้น 120, 240 และ 360 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ และ
เมื่อน าราท้ัง 3 สายพันธุ์ไปเล้ียงในอาหารเหลวพบว่าท้ังหมดสามารถย่อยสลายเมทิลพาราไธออนได้
ภายในเวลา 20 วัน โดย F. proliferatum (DL11A) สามารถเปล่ียนรูป p-nitrophenol ซึ่งเป็นสาร
ตัวกลางหลักท่ีเกิดจากการย่อยสลายเมทิลพาราไธออนได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 30 วัน 

ตัวอย่างงานวิจัยท่ีใช้ราเพื่อย่อยสลายสารเคมีก าจัดวัชพืชพาราควอต เช่น Smith และคณะ 
(1976) ศึกษาการสลายตัวของสารเคมีก าจัดวัชพืชพาราควอตและไดควอตโดยรา 4 ชนิดในดิน พบว่า
ราแต่ละชนิดมีความไวต่อสารพิษแตกต่างกัน   เมื่อเล้ียงราท้ัง 4 ชนิดในอาหารท่ีมีพาราควอตและ 
ไดควอตท่ีติดฉลากคาร์บอน 14C ผสมอยู่ หลังจากเวลาผ่านไป 1 วัน พบว่า A. niger และ P. 
frequentans มีการปลดปล่อย 14CO2 ออกมาจากอาหารท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ และสรุปว่าราท้ัง 2 
ชนิดมีความสามารถย่อยสลายพาราควอตได้อย่างสมบูรณ์ 

Ratanagreetakul และคณะ (1991) คัดแยกจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายสาร
ก าจัดศัตรูพืช โดยแยกจากดินบริเวณไร่อ้อย พบว่า A. niger และ Penicillium ssp. 4 ไอโซเลตมี
ความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตได้ โดยเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน พบว่าพาราควอตลดลง 
20.64, 17.67, 24.63, 21.14, และ 14.43 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

Zhao และคณะ (2009b) ศึกษาผลของพาราควอตต่อการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์
ใน C. versicolor โดยพบว่าการเติมพาราควอตปริมาณ 30 ไมโครโมลต่อลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
สามารถกระตุ้นให้แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแลคเคส มีกิจกรรมเพิ่มขึ้น 7, 
2.5 และ 1.3 เท่า ตามล าดับ   นอกจากนี้ยังพบว่าพาราควอตมีผลต่อกิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์
ดิสมิวเทส (SOD) และคะตะเลส (CAT) ในช่วงเวลา 48 ช่ัวโมงแรก ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท างานในกลไก
การก าจัดอนุมูลอิสระของเซลล์ 



 

 

บทท่ี 3  
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ 

1. กระดาษกรองขนาดความกว้างรู 11 ไมโครเมตร ของบริษัท Whatmann, USA 
2. กระดาษกรองชนิด PTFE ขนาดความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร ของบริษัท Sartorius 

Stedim, USA 
3. กระดาษกรองชนิด CA ขนาดความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร ของบริษัท Sartorius Stedim, 

USA 
4. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
5. กล่องพลาสติกใส super lock ขนาด 13.5 x 19 x 6 เซนติเมตร ความจุ 850 มิลลิลิตร ของ

บริษัท J.C.P. Plastic Ltd, Thailand 
6. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) รุ่น UNILUX-12 ของบริษัท Kyowa 

Tokyo, Japan 
7. คอร์กบอเรอร์ (cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
8. เครื่องแก้ว ของบริษัท Pyrex, USA 
9. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น innova 4330 ของบริษัท New 

Bruncwick Scientific, Edison, N.J., USA 
10. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (thermos-block) รุ่น MylabTH 

Thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 
11. เครื่องช่ังรุ่น L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA 
12. เครื่องนาโนดรอป 2000 (Nanodrop 2000 spectrophotometer) ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 
13. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 
14. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer 

instruments, USA 
15. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท 

Backman, Germany 
16. เครื่องผสมสาร (vortex) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries instruments, USA 
17. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส (pH meter) รุ่น PHM-83 ของบริษัท Radiometer, Denmark 
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18. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (microplate spectrophotometer) รุ่น Multiskan™ GO 
ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

19. เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุ่น N – 100 ของบริษัท 
Eyela, Japan 

20. เครื่ อ งหมุน เหวี่ ย งแบบสุญญากาศ ( speed vacuum)  รุ่ น  Centrivap Eppendorf 
Concentration 5301 ของบริษัท Eppendorf, Germany 

21. จานเพาะเช้ือพลาสติก (petri dish) ขนาด 90x15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, 
USA 

22. ชุ ด เ ค รื่ อ ง โ ค ร ม า โ ทก ร าฟี ข อ ง เ ห ล ว สม ร รถ นะ สู ง  ( high- performance liquid 
chromatography, HPLC) รุ่น SpectraSystem ของบริษัท Thermo Fisher Scientific, 
USA 

23. ชุดอุปกรณ์ท า agarose gel electrophoresis และเครื่องจ่ายไฟ ของบริษัท Mupid-2 
Advance, Japan   

24. ชุดอุปกรณ์ถ่ายภาพเจล (gel documentation) และโปรแกรม Quantity one 4.4.1 ของ
บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

25. ตู้เขี่ยเช้ือ laminar flow รุ่น BVT-124 ของบริษัท International Scientific Supply, 
Thailand และรุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

26. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo Electronic 
Co., Japan 

27. ตู้ดูดอากาศ รุ่น Airone 1200-GS ของบริษัท Safelab Systems, UK 
28. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
29. ตู้อบแห้ง (hot air oven) รุ่น UE600 ของบริษัท Memmert, Germany 
30. ปิเปตอัตโนมัติ (autopipette) รุ่น Pipetteman ของบริษัท Gilson, France 
31. หัวกรอง (syringe filter) ชนิด nylon ส าหรับหลอดฉีดยาขนาดความกว้างของรู 0.45 

ไมโครเมตร ของบริษัท Millipore, USA 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 

1. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)  หรือ  ABTS ของบริษัท 
Sigma-Aldrich, USA 

2. 2,6-ไดเมทอกซีฟีนอล (2,6-dimethoxy phenol หรือ 2 ,6-DMP) ของบริษัท Sigma-
Aldrich, USA 

3. Azure B ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 
4. กรัมม็อกโซน (paraquat dichloride 27.6%) (W/V) 
5. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 
6. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
7. กลูโคส (glucose) ของบริษัท Sigma, USA 
8. กรดบอริค (H3BO3) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
9. กรดไนโตรโลไตรอะซิติก (C6H9NO6) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 
10. กรดอะซิติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 
11. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
12. คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4

.5H2O ) ของบริษัท Ajax Finechem, New 
Zealand 

13. โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
14. ชุดส าเร็จรูป GeneJET PCR Purification Kit ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
15. ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4

.7H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
16. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
17. โซเดียมทาร์เทรต (Na2C4H4O6) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
18. โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MO4

.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
19. โซเดียมแอซิเตท (sodium acetate) ของบริษัท Sigma, USA 
20. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
21. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
22. ผงสกัดจากมอลท์ (malt extract) ของบริษัท Merck, Germany 
23. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 
24. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
25. เพปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
26. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
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27. ฟีนอลเรด (phenol red) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 
28. เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4

.7H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
29. เมธานอล (methanol-HPLC grade) ของบริษัท Merck, Germany 
30. เมล็ดข้าวฟ่าง ของบริษัท ดาริชกรีน จ ากัด 
31. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4

.7H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New 
Zealand 

32. แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4
.H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 

33. เวอราทิลแอลกอฮอล์ (veratryl alcohol) ของบริษัท Sigma Aldrich, USA 
34. สเตรปโทมัยซิน (streptomycin) ของบริษัท Sigma, USA 
35. อะลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟตไดไฮเดรต (AlK(SO4) .2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 

France 
36. อาหารส าเร็จรูป PDB (potato dextrose broth) ของบริษัท HiMedia, India 
37. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท Katayama Chem, Japan 
38. เอทิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ของบริษัท Sigma Aldrich, USA 
39. แอซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) ของบริษัท Merck, Germany 
40. แอมโมเนียมทาร์เทรต (C4H12N2O6) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
41. ไอร์ออน(II)ซัลเฟต Fe2(SO4)3 ของบริษัท Sigma Aldrich, USA 
42. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ของบริษัท Merck, Germany 

 
3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 

โอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ไพรเมอร ์

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
5’----->3’ 

Tm 
(องศาเซลเซียส) 

เอกสารอ้างอิง 

ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 56 Gardes และ Bruns 
(1993) 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 56 White และคณะ 
(1990) 
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3.4 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.4.1. การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื อให้บริสทุธิ์ 

การเก็บตัวอย่าง 
ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดลอง คือ ตัวอย่างเห็ด (sporocarps) ท่อนไม้หรือเศษไม้ผุ และดิน โดย

ตัวอย่างเห็ดจะเลือกเก็บเห็ดท่ีขึ้นบริเวณไม้ หรือเมื่อเจริญบนไม้แล้ว ท าให้ไม้มีลักษณะสีขาวซึ่งอาจ
เป็นกลุ่มราไวท์รอทท่ีมีความสามารถในการย่อยลิกนิน   เลือกเก็บดอกเห็ดท่ีมีลักษณะสมบูรณ์ ไม่มี
การฉีกขาดเพราะหากตัวอย่างเห็ดฉีกขาดอาจท าให้เกิดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ภายนอกได้   
ส าหรับท่อนไม้ เลือกท่อนไม้ท่ีผุหรือมีเนื้อไม้เป็นสีขาว และตัวอย่างดิน ได้เก็บตัวอย่างดินบริเวณสวน
ผักและสวนผลไม้ท่ีมีประวัติการใช้สารเคมีก าจัดวัชพืช จากจังหวัดต่างๆ ได้แก่ นนทบุรี นครสวรรค์ 
และสมุทรปราการ 

การแยกเชื อให้บริสุทธิ ์

การแยกเส้นใยราจากเนื้อเยื่อดอกเห็ด 
เก็บตัวอย่างเห็ดท่ีเจริญอยู่ตามส่วนต่างๆของต้นไม้ น ามาแยกให้ได้เส้นใยบริสุทธิ์โดยการฉีก

ดอกเห็ดให้แยกออก โดยใช้ forcep ท่ีปราศจากเช้ือคีบเนื้อเยื่อเห็ดท่ีอยู่ด้านในและไม่สัมผัสกับอากาศ
ขนาด 2-3 มิลลิเมตร วางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก1) ท่ีผสม
ยาปฏิชีวนะสเตรปโทมัยซิน (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย บ่มเพลทท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน หรือจนเส้นใยราเจริญออกจากเนื้อเยื่อดอกเห็ด แล้ว
ถ่ายเช้ือต่อช่วง (subculture) เพื่อให้ได้เส้นใยท่ีบริสุทธิ์ 

การแยกราจากท่อนไม้ 
น ากิ่งไม้หรือท่อนไม้มาบ่มในกล่องพลาสติกท่ีมีการควบคุมความช้ืน (moisture chamber) 

ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 5-7 วัน เมื่อเส้นใยราเจริญบนกิ่งไม้หรือท่อนไม้ จึงแยกราโดยใช้ forcep ท่ี
ปราศจากเช้ือคีบเศษไม้ขนาด 2-3 มิลลิเมตร วางบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง MEA ท่ีผสมยาปฏิชีวนะส
เตรปโทมัยซิน (50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)   บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-7 วัน สังเกตการเจริญ
ของเส้นใยราท่ีงอกออกจากเศษไม้ แล้วถ่ายเช้ือต่อช่วงเพื่อให้ได้เส้นใยท่ีบริสุทธิ์  
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การแยกราจากดิน 
แยกราจากตัวอย่างดินโดยใช้เทคนิคการเจือจางและเทคนิค enrichment 

- แยกราจากดินด้วยเทคนิคการเจือจาง 
น าตัวอย่างดิน 1 กรัม ผสมในน้ ากล่ันปลอดเช้ือ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แล้วเจือ

จาง 10-1-10-5 เท่า ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ในแต่ละความเจือจาง แล้วเกล่ียลงบน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) (ภาคผนวก ก2) ท่ีมียาปฏิชีวนะสเตรปโทมัยซิน
(100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และคลอแรมเฟนิคอล ( 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ผสมอยู่ ท าการทดลอง
จ านวน 3 ซ้ า บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน หรือจนกระท่ังพบการเจริญ
ของรา แล้วถ่ายเช้ือต่อช่วงเพื่อให้ได้เส้นใยราท่ีบริสุทธิ์ 

- แยกราจากดินด้วยเทคนิค enrichment 
น าตัวอย่างดิน 1 กรัม ใส่ลงในสารละลายพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 

9 มิลลิลิตร แช่ไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นเจือจาง 10-2-10-4 เท่า แล้วปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ในแต่ละความเจือจาง เกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ท่ีมียาปฏิชีวนะ 
สเตรปโทมัยซินและคลอแรมเฟนิคอลผสมอยู่ ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน หรือจนกระท่ังพบการเจริญของรา แล้วถ่ายเช้ือต่อช่วงเพื่อให้ได้เส้น
ใยราท่ีบริสุทธิ์ 
 
3.4.2. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 

การคัดกรองในเบื้องต้นเพื่อหาราท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 
โดยพิจารณาจากการเปล่ียนสีของสารท่ีมีโครงสร้างคล้ายลิกนิกเมื่อผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยน า
ตัวอย่างราทุกไอโซเลตท่ีแยกได้ในขั้นตอนท่ีผ่านมา มาเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA เป็นเวลา 5-7 วัน   
ใช้คอร์กบอเรอร์ (cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ท่ีปราศจากเช้ือ เจาะลงบนเส้น
ใยบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนีจ านวนหนึ่งช้ิน และน าไปวางตรงจุดกึ่งกลางของจานเพาะเช้ือ 
Basal Medium (Kirk และคณะ, 1978) (ภาคผนวก ก3) ซึ่งมีส่วนผสมของ 0.1% (w/v) ABTS, 
0.0025% (w/v) Azure B หรือ 0.0025% (w/v) phenol red เพื่อใช้เป็นอินดิเคเตอร์ในการ
ตรวจสอบการผลิตแลคเคส, ลิกนินเปอร์ออกซิเดส, หรือแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตามล าดับ (Alfarra 
และคณะ, 2013; Archibald, 1992; Kuwahara และคณะ, 1984) บ่มจานเพาะเช้ือในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน   ถ้ามีการสร้างแลคเคสจะมีโซนเขียวเกิดขึ้น และถ้ามีการสร้าง
ลิกนินเปอร์ออกซิเดสจะมีโซนส้มแดงเกิดขึ้นรอบโคโลนีของรา ส่วนแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส จะมีโซน
ใสเกิดขึ้นรอบโคโลนีของรา 
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3.4.3 การทดสอบความสามารถของราในการเจริญบนอาหารที่มีพาราควอต 

น าตัวอย่างราทุกไอโซเลตท่ีแยกได้จากข้อ 3.4.1 มาทดสอบความสามารถในการเจริญได้บน
อาหารท่ีมีพาราควอต (ยกเว้นราในกลุ่มท่ีแยกจากดินท่ีผ่านการแช่พาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์) โดย
น ารามาเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA เป็นเวลา 5-7 วัน ใช้คอร์กบอเรอร์ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 
มิลลิเมตร เจาะลงบนเส้นใยบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนีจ านวนหนึ่งช้ิน และน าไปวางตรงจุด
กึ่งกลางของจานเพาะเช้ือ Basal Medium ซึ่งผสมพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ โดยมีชุดควบคุมคือ 
Basal Medium ท่ีไม่ผสมพาราควอต ท าการทดลอง 3 ซ้ า   บ่มจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7-10 วัน สังเกตการเจริญของรา คัดเลือกราท่ีมีการเจริญบนอาหารท่ีผสมพารา 
ควอตได้ดีเพื่อน าไปทดลองในขั้นต่อไป 

น าตัวอย่างราทุกไอโซเลตท่ีสามารถเจริญได้บนอาหารท่ีมีพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ผสมอยู่ 
มาทดสอบการเจริญบน Basal Medium ท่ีพาราควอตผสมอยู่ในปริมาณท่ีสูงขึ้น คือ 0.4, 0.5 และ 
0.6 เปอร์เซ็นต์ โดยมีชุดควบคุมคือ Basal Medium ท่ีไม่ผสมพาราควอต ท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่ม
จานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-10 วัน สังเกตการเจริญของราโดยพิจารณา
ความกว้างของโคโลนี คัดเลือกราท่ีมีการเจริญบนอาหารท่ีผสมพาราควอตได้ดีท่ีสุดโดยพิจารณาจาก
ความกว้างของโคโลนีและ/หรือปริมาณเส้นใยท่ีสร้างขึ้นเพื่อน าไปทดลองในขั้นต่อไป 

 
3.4.4 การทดสอบความสามารถของราในการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว 

คัดเลือกราท่ีสามารถเจริญบนอาหารท่ีผสมพาราควอตในการท่ีทดลองท่ี 3.4.3 มาเล้ียงบน
อาหารแข็ง PDA เป็นเวลา 5-7 วัน   ใช้คอร์กบอเรอร์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลง
บนเส้นใยบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนีจ านวน 3 ช้ิน ใส่ลงไปในอาหาร LME Basal Medium 
(ภาคผนวก ก4) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีเติมพาราควอตลงไปให้มีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.01, 
0.015, 0.02, 0.025 และ 0.03 เปอร์เซ็นต์ (ข้ึนกับชนิดของรา) เป็นชุดทดสอบ   ส่วนชุดควบคุมชุดท่ี
หนึ่งไม่ใส่ราและชุดท่ีสองไม่ใส่พาราควอต แล้วน าไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 130 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน โดยเก็บตัวอย่างทุกวันท่ี 0, 10, 20 และ 30 วัน เพื่อตรวจสอบ
ปริมาณของพาราควอตต่อเวลาด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) พร้อมท้ัง
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก และตรวจสอบการเจริญของรา 
 
 3.4.4.1 การตรวจสอบปริมาณพาราควอตที่เหลืออยู่ 

น าอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลวปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีผ่านการกรองราออกด้วยกระดาษ
กรอง Whatman เบอร์ 1 มาใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   วิเคราะห์ปริมาณพารา 
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ควอตเปรียบเทียบกับพาราควอตมาตรฐานด้วยเครื่อง HPLC ตามวิธีของ Wibawa (2013) โดยการ
ฉีดสารตัวอย่างจ านวน 20 ไมโครลิตร ไปยังคอลัมน์ C18 reverse phase (5 ไมโครเมตร, 250 × 4.6 
มิลลิเมตร) ท่ีมีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที โดยมีเฟสเคล่ือนท่ีเป็นโซเดียมคลอไรด์ในน้ าท่ีมีความ
บริสุทธิ์สูง และ 95% อะซิโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน (60 : 40) (ภาคผนวก ข7) และวิเคราะห์ผลท่ีความ
ยาวคล่ืน 257 นาโนเมตร   จากนั้นค านวณปริมาณพาราควอตท่ีเหลือดังสมการต่อไปนี้ 

ปริมาณพาราควอตท่ีเหลือ (%)  
= (ความเข้มข้นพาราควอตวันท่ีเก็บตัวอย่าง / ความเข้มข้นพาราควอตเริ่มต้น (วันท่ี 0)) × 100 % 
 

3.4.4.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 

1) กิจกรรมของแลคเคส โดยใช้ ABTS เป็นสารต้ังต้นตามวิธีของ Murugesan และคณะ 
(2007) ซึ่งในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 

   100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 5.0   880 ไมโครลิตร 
   1 มิลลิโมลาร์ ABTS      100 ไมโครลิตร 

             น้ าเล้ียงเช้ือ       20 ไมโครลิตร 
ตรวจวัดค่าด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร หลังการเติม 

ABTS 1 นาที ซึ่งจะปรากฏสีเขียวแกมน้ าเงินเกิดขึ้น และค านวณแอคทิวิตีของเอนไซม์ดังนี้ 
1 หน่วยของแอคทิวิตีของเอนไซม์ค านวณจากการออกซิไดส์ 1 ไมโครโมลของ ABTS ใน 1 

นาที (ε420 = 36,000 M-1 cm-1) ภายใต้ภาวะมาตรฐาน 

2) กิจกรรมของลิกนินเปอร์ออกซิเดส วิเคราะห์ตามวิธีของ  Tien และ Kirk (1988) ซึ่งใน
ปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วย  

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมทาร์เทรตบัฟเฟอร์ pH 3   700 ไมโครลิตร 
2 มิลลิโมลาร์ เวอราทริลแอลกอฮอล์    100 ไมโครลิตร 
1 มิลลิโมลาร์ ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์    100 ไมโครลิตร 
น้ าเล้ียงเช้ือ       100 ไมโครลิตร 

โดยปฏิกิริยาเริ่มจากการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ตรวจวัดเวอราทรัลดีไฮด์ท่ีเกิดขึ้นด้วย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 310 นาโนเมตร และค านวณแอคทิวิตีของเอนไซม์ดังนี้ 

1 หน่วยของแอคทิวิตีของเอนไซม์ค านวณจากการออกซิไดส์ 1 ไมโครโมลของเวอราทัลดีไฮด์ 

ใน 1 นาที (ε310 = 9,300 M-1 cm-1) ภายใต้ภาวะมาตรฐาน 
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3) กิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส ตรวจวัดได้จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ 2,6 
dimethoxy phenol (2,6-DMP) ตามวิธีของ Heinfling และคณะ (1998) ซึ่งในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร 
ประกอบด้วย  

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมทาร์เทรตบัฟเฟอร์ pH 4.5   100 ไมโครลิตร 
1 มิลลิโมลาร์ แมงกานีสซัลเฟต     200 ไมโครลิตร 
1 มิลลิโมลาร์ 2,6 DMP      100 ไมโครลิตร 
0.1 มิลลิโมลาร์ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์    100 ไมโครลิตร 
น้ าเล้ียงเช้ือ       200 ไมโครลิตร 
น้ ากล่ันปลอดเช้ือ       300 ไมโครลิตร 

ตรวจวัด Mn3+ ท่ีเกิดขึ้นด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 469 นาโนเมตร 
และค านวณแอคทิวิตีของเอนไซม์ดังนี้ 

1 หน่วยของแอคทิวิตีของเอนไซม์ค านวณจากการออกซิไดส์ 1 ไมโครโมล ของ 2,6-DMP ใน 

1 นาที (ε469 = 27,500 M-1 cm-1) ภายใต้ภาวะมาตรฐาน 

4) การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford (1976) เริ่มจากเติม Bradford’s reagent 

ปริมาตร 800 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข8) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือของราตัวอย่างในข้อ 3.4.4 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วตรวจวัดปริมาณโปรตีนด้วยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมีเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร โดยค านวณโดยใช้กราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบู
มินต้ังแต่ 0.1-1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค1) 

 
 3.4.4.3 การตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุ์ที่คัดเลือกในอาหารเหลว 

วิเคราะห์น้ าหนักแห้งของรา โดยน าเซลล์ท่ีได้จากการทดลองในข้อ 3.4.4 มากรองแยกน้ า
เล้ียงเช้ือและเซลล์ออกจากกัน โดยกรองผ่านกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ท่ีทราบน้ าหนักคงท่ี
แล้ว อบเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ต้ังไว้ให้เย็นในโถดูดความช้ืน 
(desiccator) จนน้ าหนักคงท่ี ช่ังน้ าหนักกระดาษกรองท่ีมีเซลล์อยู่หักลบกับน้ าหนักกระดาษกรอง
เปล่า เพื่อค านวณหาน้ าหนักเซลล์แห้ง 
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3.4.5 การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตในดิน 

การเตรียมหัวเช้ือ 
ใช้เมล็ดข้าวฟ่างเป็นวัสดุส าหรับใช้ท าหัวเช้ือ โดยใส่เมล็ดข้าวฟ่าง 20 กรัม ใส่ลงในขวดรูป

ชมพู่ขนาด 250 มล. น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที แล้วใส่ช้ินวุ้นของราท่ี
เลือกไว้ที่ตัดมาด้วยคอร์กบอเรอร์ใส่ลงไป 10 ช้ิน บ่มไว้ที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ หรือ
จนกว่าราจะเจริญคลุมเมล็ดข้าวฟ่าง 

เก็บตัวอย่างดินท่ีไม่เคยมีประวัติการปนเปื้อนสารเคมีก าจัดวัชพืชท่ีความลึกประมาณ 15 
เซนติเมตร เพื่อป้องกันการปนเป้ือนสารเคมี แยกเศษหินและใบไม้ออก แล้วน าตัวอย่างดินไปวิเคราะห์
ลักษณะทางกายภาพของดิน เช่น ชนิด องค์ประกอบ ความเป็นกรดเบส ความช้ืน ปริมาณไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส ค่าความจุในการแลกเปล่ียนแคตไอออน อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน และ
อินทรีย์วัตถุในดิน เป็นต้น โดยใช้บริการการวิเคราะห์ท่ีโครงการพัฒนาวิชาการดิน ปุ๋ย และ
ส่ิงแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ แล้วเก็บรักษาดินไว้ ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ท าการทดลอง 

น าดินมากรองด้วยตะแกรงท่ีความกว้าง 2 มิลลิเมตร แล้วบรรจุตัวอย่างดินปริมาณ 5 กรัมลง
ในหลอดเซนทริฟิวจ์ (centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 ชุด ชุด
ละ 3 ซ้ า ดังนี้ 

ชุดท่ี 1 ดินปลอดเช้ือ ไม่ใส่รา 
ชุดท่ี 2 ดินปลอดเช้ือ ใส่รา 
ชุดท่ี 3 ดินไม่ปลอดเช้ือ ไม่ใส่รา 
ชุดท่ี 4 ดินไม่ปลอดเช้ือ ใส่รา 
ส าหรับชุดท่ีปลอดเช้ือ หลังจากกรองดินแล้ว น าไปท าให้ปราศจากเช้ือโดยการนึ่งฆ่าเช้ือท่ี 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ต่อเนื่องกันเป็นเวลาสามวัน   น าดินตัวอย่างท้ัง 4 ชุด มาเติม
พาราควอตให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 250 ppm โดยปรับความช้ืนด้วยสารละลายของ 0.25 
เปอร์เซ็นต์ ของสารสกัดจากยีสต์และ 1 เปอร์เซ็นต์ กลูโคส ให้ได้ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ในทุกชุด
การทดลอง (Das และ Dey, 2012)   แล้วน าเมล็ดข้าวฟ่างท่ีมีราเจริญอยู่มาใส่ประมาณ 20 เมล็ดโดย
วางลงบนผิวดิน บ่มทุกชุดทดลองไว้ในท่ีมืด ปรับความช้ืนให้คงท่ีด้วยด้วยสารละลายของ 0.25 
เปอร์เซ็นต์ ของสารสกัดจากยีสต์และ 1 เปอร์เซ็นต์ กลูโคส ทุกๆ 3 วัน เก็บตัวอย่างท้ังหลอดทุกๆ 10 
วัน เป็นเวลา 30 วัน แล้วน าไปสกัดพาราควอตออกมาจากดินด้วยวิธีของ Wong และคณะ (2013) 
ดังนี้ เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Na2SO4) ประมาณ 1 กรัม ผสมลงไปในดินตัวอย่าง 5 กรัมในแต่
ละหลอดทดลอง   จากนั้นเติมเมธานอล 100 มิลลิลิตร ลงไปในดินตัวอย่างแต่ละชุด เพื่อละลาย
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พาราควอตออกมาจากดิน น าไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 120 rpm เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส  แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8000 rpm เป็นเวลา 45 นาที เพื่อแยกดินออกจากเมธานอลท่ี
มีพาราควอตละลายอยู่ น าส่วนเมธานอลออกมาใส่หลอดทดลองใหม่ เติมเมธานอลแล้วน าไปปั่น
เหวี่ยงซ้ าอีก 2 ครั้ง  จากนั้นน าส่วนน้ าใสท้ังหมดจากการท าซ้ าท้ัง 3 ครั้งไปกรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 1  แล้วน าส่วนใสท่ีได้จากการกรองไประเหยเมธานอลออกจากพาราควอตหรือจาก
ผลิตภัณฑ์ท่ีเหลือท่ีต้องการวิเคราะห์ เติมเมธานอลปริมาตร 1 มิลลิเมตร แล้วน าไประเหยแห้งท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อให้เมธานอลระเหยออกจนหมดด้วยเครื่อง speed vacuum เพื่อ
เตรียมน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

 
3.4.6 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของรา 

พิสูจน์เอกลักษณ์ของราท่ีแสดงประสิทธิภาพในการทนต่อพาราควอตบนอาหารแข็งได้ โดย
ข้อมูลระดับชีวโมเลกุล โดยเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ ITS1 และ ITS4 ตามข้ันตอนดังนี้ 

 
 3.4.6.1 การเตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอแม่แบบ 

เล้ียงราบนอาหารแข็ง PDA เป็นเวลา 5-7 วัน   จากนั้นน าตัวอย่างสายใยราท่ีผิวหน้าอาหาร
ประมาณ 1 มิลลิกรัม มาใส่ในน้ ากล่ันปริมาตร 100 ไมโครลิตร และน าไปต้มท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องนาโน 
ดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) 
 
 3.4.6.2 การเพิ่มปริมาณชิ นส่วนดีเอ็นเอ 

น าส่วนน้ าใสไปเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) เพื่อเพิ่มจ านวนช้ินส่วนบริเวณ ITS โดยใช้ ITS1-F (Gardes และ Bruns, 
1993) และ ITS4 (White และคณะ, 1990) เป็นไพรเมอร์   การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะผสมส่วนผสม
ต่างๆ ให้มีปริมาตรสุดท้าย 50 ไมโครลิตร ซึ่งในปฏิกิริยาจะประกอบด้วย  

GoTaq Green PCR Master Mix (2X)   25 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ ITS1-F, 10 µM      2 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ ITS4, 10 µM      2 ไมโครลิตร 
DNA แม่แบบ      1-5 ไมโครลิตร 
น้ ากล่ันปลอดเช้ือปรับปริมาตรให้ได้   50 ไมโครลิตร 
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จากนั้นน าหลอดไปใส่ในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Perkin Elmer 
instruments, USA) โดยต้ังโปรแกรมในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้ 

Pre-denature ท่ีอุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
Denature ท่ีอุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
Annealing       ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที        35 รอบ 
Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
Store  ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเลส ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส ใน 
1% อะกาโรสเจล โดยย้อมเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 
10 นาที แล้วน าเจลไปแช่น้ ากล่ันเพื่อล้างเอธิเดียมโบรไมด์ออก 5 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
gel documentation และ โปรแกรม Quantity one เ วอร์ ช่ัน  4 .4 .1  ของบริษัท  Bio-Rad 
Laboratories 
 
 3.4.6.3 การท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอและการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยชุดส าเร็จรูป GeneJET PCR Purification Kit ของบริษัท 
Thermo Scientific แล้วส่งตัวอย่างไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท 1st Base   จากนั้นน าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปสืบค้นเปรียบเทียบกับข้อมูลท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BlastN 
เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของราท่ีคัดเลือก 
 
3.4.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ใช้โปรแกรม SPSS เพื่อวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance : ANOVA) และใช้
โปรแกรม Microsoft Excel ในการค านวณทางสถิติท้ังหมด 



 

 

บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

4.1 การเก็บตัวอย่างและการแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ 

ผลจากการเก็บตัวอย่างเห็ด (sporocarp) ท่อนไม้ หรือเศษไม้ผุจากจังหวัดต่างๆในประเทศ
ไทย เช่น กรุงเทพมหานคร ชลบุรี นนทบุรี นครราชสีมา และระยอง พบว่าเมื่อน าตัวอย่างท้ังหมดมา
แยกเช้ือให้บริสุทธิ์ในห้องปฏิบัติการ โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ MEA สามารถแยกเช้ือได้
ท้ังหมด 17 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 โดยแบ่งเป็นไอโซเลตท่ีมาจากตัวอย่างเห็ดจ านวน 9 ไอ
โซเลต (ล าดับท่ี 67-75) และจากตัวอย่างท่อนไม้หรือเศษไม้ผุ จ านวน 8 ไอโซเลต (ล าดับท่ี 11-18)   
ส่วนตัวอย่างดินท่ีเก็บตัวอย่างมาจากบริเวณสวนผักและสวนผลไม้ท่ีมีประวัติการใช้สารเคมีก าจัด
วัชพืชจากจังหวัดต่างๆ ได้แก่ นนทบุรี นครสวรรค์ และสมุทรปราการ โดยน าตัวอย่างดินจ านวน 20 
ตัวอย่างมาแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ในห้องปฏิบัติการด้วยเทคนิคการเจือจาง และเทคนิค enrichment ท่ีมี
สารละลายพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ โดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA พบว่าสามารถแยก
เช้ือจากดินตัวอย่างได้ท้ังหมด 58 ไอโซเลต แบ่งเป็นไอโซเลตท่ีมาจากเทคนิคการเจือจาง จ านวน 48 
ไอโซเลต (ล าดับท่ี 19-66) และเทคนิค enrichment จ านวน 10 ไอโซเลต (ล าดับท่ี 1-10) และ
ตัวอย่างรา 4 ตัวอย่าง (ล าดับท่ี 76-79) ได้มาจากห้องปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ของ
สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 
4.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 

 เมื่อน าไอโซเลตท้ังหมดท่ีแยกได้ท้ัง 79 ไอโซเลต จากตารางท่ี 4.1 มาทดสอบความสามารถ
ในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก โดยพิจารณาจากปฏิกิริยาการเปล่ียนสีของสับสเตรตบน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Basal medium ท่ีมีส่วนผสมของ ABTS ส าหรับทดสอบการผลิตแลคเคส 
(Alfarra และคณะ, 2013), azure B ส าหรับทดสอบการผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดส (Archibald, 
1992) และ phenol red ส าหรับทดสอบการผลิตแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (Kuwahara และคณะ, 
1984) ผลการทดสอบพบว่า ราจ านวน 31 ไอโซเลตสามารถเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี ABTS 
เป็นสารทดสอบท าให้เกิดโซนสีเขียวรอบโคโลนี, ราจ านวน 20 ไอโซเลตสามารถเปล่ียนสีของอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมี phenol red เป็นสารทดสอบท าให้เกิดโซนสีส้มแดง, ราจ านวน 16 ไอโซเลตสามารถ
เปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี azure B เป็นสารทดสอบท าให้เกิดโซนใสรอบโคโลนี, ราจ านวน 40 
ไอโซเลตไม่สามารถเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือได้ และราจ านวน 7 ไอโซเลตสามารถเปล่ียนสีของ
สารทดสอบได้ท้ัง 3 ชนิด โดยพบว่าราท่ีมีแนวโน้มในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกได้ส่วนใหญ่
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จะเป็นราท่ีแยกได้จากตัวอย่างเห็ด   ตัวอย่างการเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารทดสอบชนิด
ต่างๆโดยการท างานของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก แสดงดังรูปท่ี 4.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 ปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงสีบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง Basal medium ท่ีมีส่วนผสมของสาร
ทดสอบชนิดต่างๆ หลังจากบ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 

(ก) การสร้างโซนสีเขียวบนอาหารท่ีผสม ABTS แสดงการผลิตแลคเคส 
(ข) การสร้างโซนสีส้มแดงบนอาหารท่ีผสม phenol red แสดงการผลิตแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส 
(ค) การสร้างโซนใสบนอาหารท่ีผสม azure B แสดงการผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดส 

 
4.3 การทดสอบความสามารถของราในการเจริญบนอาหารท่ีมีพาราควอต 

น าตัวอย่างราทุกไอโซเลตท่ีทดสอบในข้อ 4.2 (ยกเว้นราในกลุ่มท่ีแยกได้จากดินด้วยเทคนิค 
enrichment) มาทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารท่ีมีพาราควอตความเข้มข้น 0.3 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อบ่มจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ได้ผลดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.1 ซึ่งพบว่าราบางไอโซเลตไม่สามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมีพาราควอตความเข้มข้น 0.3 
เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 4.2 ก)   ส าหรับไอโซเลตท่ีเจริญได้บนอาหารท่ีมีพาราควอตความเข้มข้น 0.3 
เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีการเจริญน้อยกว่าราชุดควบคุมท่ีเจริญบนอาหารท่ีไม่มีการผสมพาราควอต (รูปท่ี 
4.2 ข และ 4.2 ค ตามล าดับ)   จึงคัดเลือกรา 7 ไอโซเลตท่ีพบการเจริญของราโดยมีความสามารถใน
การทนพาราควอตท่ีความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ได้ดี ได้แก่ ไอโซเลต A319, T236, B528, P279, 
53, 18 และ 23 รวมท้ังราท่ีแยกได้จากดินด้วยเทคนิค enrichment จ านวนอีก 10 ไอโซเลตไป
ทดลองในขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.2 ตัวอย่างการเจริญของราบนอาหารเล้ียงเช้ือ Basal medium ท่ีมีส่วนผสมของพาราควอต 
0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 

(ก) ไม่พบการเจริญของราในชุดทดสอบท่ีมีส่วนผสมพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 
(ข) การเจริญของราในชุดทดสอบท่ีมีส่วนผสมพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 
(ค) การเจริญของราในชุดควบคุมท่ีไม่มีการผสมพาราควอต 

ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกในเบ้ืองต้น รวมทั้งความสามารถ
ในการทนต่อพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ท่ีผสมอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
ตัวอย่าง 

 
ล าดับ 

 
ไอโซ
เลต 

ความสามารถในการเจริญบน Basal 
medium ผสมสารทดสอบ 

ความสามารถในการ
เจริญในอาหารท่ีมีพารา

ควอต  
0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 

ABTS phenol 
red 

azure B 

ดิน 

1 PQ1 + - - + 
2 PQ2 - - - + 
3 PQ3 + - - + 
4 PQ4 - - - + 
5 PQ5 - + - + 
6 PQ6 + + + + 
7 PQ7 - - - + 
8 PQ8 - - - + 
9 PQ9 - - - + 
10 PQ10 - + + + 
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ท่อนไม้ผุ 

11 1* + - - - 
12 2* - - - - 
13 5* + + - - 
14 7* - - - - 
15 8* + - + - 
16 9* + - - - 
17 10* - - - - 
18 12* - - - - 

ดิน 

19 A14 + - - - 
20 A15 + - + - 
21 A28 + - - - 
22 A29 - - - - 
23 A217 - - - - 
24 A318 + + - - 
25 B232 - - - - 
26 T227 + - - - 
27 B522 - - - - 
28 A319 + + + + 
29 T230 - - - - 
30 T236 - + + + 
31 T329 - - - - 
32 B437 + - - - 
33 B528 + - + + 
34 1110 - - - - 
35 B334 - - - - 
36 38 - + - - 
37 B242 - - - - 
38 43 - + + - 
39 T245 - + + - 
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40 49 - - - - 
41 50 - - - - 
42 51 - - - - 
43 52 - - - - 
44 53 - - - + 
45 56 - - - - 
46 57 - - - - 
47 59 - - - - 
48 60 - - - - 
49 62 + - - - 
50 63 - - - - 
51 64 - - - - 
52 65 - - - - 
53 66 - - - - 
54 67 - - + - 
55 68 + - - - 
56 2270 - - - - 
57 2275 - - - - 
59 P279 + + - + 
60 80 + + + - 
61 81 - - - - 
62 82 - - - - 
63 83 - - - - 
64 84 - - - - 
65 B335 - + - - 
66 73 - - - - 

เห็ด 

67 13 + + + - 
68 14 - - - - 
69 15 + + + - 
70 16 + + - - 
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หมายเหตุ 
การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์หลังจากบ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 วัน 

 + คือ มีการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนผสมของสารทดสอบ 
  - คือ สีของอาหารเล้ียงเช้ือไม่มีการเปล่ียนแปลง 

การทดสอบความสามารถในการเจริญได้บนอาหารท่ีมีพาราควอต 0.3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 
 + คือ ราเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีพาราควอต 
  - คือ ไม่พบการเจริญของราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีพาราควอต 
 

  

71 18 + + + + 
72 20 + - - - 
73 22 + - - - 
74 23 + + + + 
75 X1 + - - - 
76 T20 + + - - 
77 S1 + - + - 
78 T8 + + - - 
79 T21 + - - - 
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เมื่อน าตัวอย่างราจ านวน 17 ไอโซเลตจากผลการทดลองท่ีผ่านมา มาทดสอบการเจริญบน
อาหารท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ในปริมาณท่ีสูงขึ้น คือ 0.4, 0.5 และ 0.6 เปอร์เซ็นต์ โดยมีชุดควบคุมคือ 
Basal medium ท่ีไม่ผสมพาราควอต หลังจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วันแล้ว 
พบว่า มีราจ านวน 5 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 ท่ีสามารถเจริญได้
บนอาหารท่ีผสมพาราควอตถึง 0.6 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 
 
ตารางที่ 4.2 ความสามารถในการเจริญบนอาหารท่ีมีพาราควอตท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

ตัวอย่าง ไอโซ
เลต 

พาราควอต 
0.3 

เปอร์เซ็นต์ 

พาราควอต 
0.4 เปอร์เซ็นต์ 

พาราควอต 
0.5 

เปอร์เซ็นต์ 

พาราควอต 
0.6 เปอร์เซ็นต์ 

ดิน 

PQ1 + - - - 

PQ2 + - - - 

PQ3 + + + + 

PQ4 + - - - 

PQ5 + + + + 

PQ6 + + + + 

PQ7 + - - - 

PQ8 + - - - 

PQ9 + - - - 

PQ10 + - - - 

A319 + + + + 

T236 + - - - 

B528 + + - - 

P279 + + + + 

53 + + - - 

เห็ด 18 + + - - 

23 + - - - 
หมายเหตุ 

+ คือ ราเจริญได้ 
 - คือ ไม่พบการเจริญของรา  
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4.4 การทดสอบความสามารถของราในการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว 

น าราท่ีให้ผลบวกท้ัง 5 ไอโซเลต คือไอโซเลต PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 ซึ่งผ่าน
การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกบนอาหารแข็ง และมีความสามารถ
ในการทนต่อพาราควอตท่ีความเข้มข้น 0.6 เปอร์เซ็นต์บนอาหารแข็ง มาทดสอบเบื้องต้นเพื่อ
ตรวจสอบความสามารถในการเจริญในอาหารเหลวท่ีมีพาราควอตท่ีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.01, 
0.02, 0.03, 0.04, 0.05 และ 0.06 เปอร์เซ็นต์ พบว่าราแต่ละไอโซเลตมีความสามารถในการเจริญใน
อาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของพาราควอตท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ 

ไอโซเลต PQ3 เจริญได้ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของพาราควอต ไม่เกิน 0.01 เปอร์เซ็นต์ 
ไอโซเลต PQ5 เจริญได้ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของพาราควอต ไม่เกิน 0.03 เปอร์เซ็นต์ 
ไอโซเลต PQ6 เจริญได้ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของพาราควอต ไม่เกิน 0.03 เปอร์เซ็นต์ 
ไอโซเลต A319 เจริญได้ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของพาราควอต ไม่เกิน 0.01 เปอร์เซ็นต์ 
ไอโซเลต P279 เจริญได้ในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของพาราควอต ไม่เกิน 0.01 เปอร์เซ็นต์ 
จึงแบ่งกลุ่มราออกเป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
รากลุ่มท่ี 1 ได้แก่ ไอโซเลต PQ3, A319 และ P279 น าไปทดสอบในอาหารเหลวที่เติมพาราค

วอตท่ีความเข้มข้น 0.01, 0.015 และ 0.02 เปอร์เซ็นต์ เป็นชุดทดสอบ 
รากลุ่มท่ี 2 ได้แก่ ไอโซเลต PQ5 และ PQ6 น าไปทดสอบในอาหารเหลวท่ีเติมพาราควอตท่ี

ความเข้มข้น 0.02, 0.03 และ 0.04 เปอร์เซ็นต์ เป็นชุดทดสอบ 
โดยเล้ียงราใน LME Basal medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตรท่ีเติมพาราควอตให้มีความ

เข้มข้นต่างๆตามก าหนดข้างต้น   ส่วนชุดควบคุมชุดท่ีหนึ่งไม่ใส่ราและชุดควบคุมชุดท่ีสองไม่ใส่พารา
ควอต   จากนั้นน าไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 130 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 วัน และเก็บตัวอย่างทุกวันท่ี 0, 10, 20 และ 30 วัน เพื่อตรวจสอบปริมาณของพาราควอตด้วย
เทคนิค HPLC พร้อมท้ังตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก และตรวจสอบการเจริญ
ของรา 

จากการทดลองพบว่า เมื่อตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุ์ท่ีคัดเลือกในอาหารเหลวแล้ว 
พบการเจริญของรา 4 ไอโซเลต คือไอโซเลต PQ5, PQ6, A319 และ P279 ในอาหารเหลวท่ีเติม
พาราควอตในความเข้มข้นต่างๆ   ส่วนราไอโซเลต PQ3 ไม่สามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมีพาราควอต
ผสมอยู่ท่ีทุกความเข้มข้น เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม จึงน ารา 4 ไอโซเลตไปตรวจสอบปริมาณ
พาราควอตท่ีเหลืออยู่ พร้อมท้ังตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก และตรวจสอบการ
เจริญของราแต่ละสายพันธุ์ โดยผลการทดลองเป็นดังนี้ 
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4.4.1 ผลของราไอโซเลต A319 

จากตารางท่ี 4.3 แสดงให้เห็นว่าเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน ปริมาณพาราควอตในอาหารเล้ียง
เช้ือของราไอโซเลต A319 ลดลงเหลือเพียง 62.74 เปอร์เซ็นต์ และ 84.08 เปอร์เซ็นต์ ในชุดทดสอบท่ี
มีปริมาณพาราควอตเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ และ 0.02 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

 
ตารางที่ 4.3 ความสามารถของราไอโซเลต A319 ในการย่อยพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวที่
ความเข้มข้นต่างๆ ท่ีเวลา 10, 20 และ 30 วัน 

ไอโซ
เลต 

ความเข้มข้น
พาราควอต

เริ่มต้น 

พาราควอตท่ีเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ (เปอร์เซ็นต์)  

10 วัน 20 วัน 30 วัน 

A319 

0.01 เปอร์เซ็นต์ 96.79±0.95c 82.99±0.74b 62.74±0.21a 
0.015 เปอร์เซ็นต์ 100.00±0c 100.00±0c 97.07±2.32c 
0.02 เปอร์เซ็นต์ 85.83±2.84b 84.33±1.59b 84.08±0.95b 

ชุดควบคุม 
(0.03 เปอร์เซ็นต์) 

99.46±0.13c 98.84±0.08c 97.44±0.31c 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 
เมื่อตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และลิกนินเปอร์ออกซิ

เดส ท่ีสร้างขึ้นในระหว่างการย่อยสลายพาราควอต หลังจากเล้ียงราไอโซเลต A319 ใน LBM ท่ีมี
ส่วนผสมของพาราควอตท่ีความเข้มข้นต่างๆ โดยมีสาร ABTS เป็นสารต้ังต้นส าหรับตรวจสอบ
กิจกรรมของแลคเคส   2,6 dimethoxy phenol (2,6-DMP) ส าหรับตรวจสอบกิจกรรมแมงกานีส
เปอร์ออกซิเดส และเวอราทริลแอลกอฮอล์ส าหรับการตรวจสอบกิจกรรมของลิกนินเปอร์ออกซิเดส
แล้ว พบว่ารามีกิจกรรมของเอนไซม์สองชนิดสูงท่ีสุดในวันท่ี 30 ของเวลาในการเล้ียงเช้ือ คือ
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสและแลคเคส ซึ่งสอดคล้องกับการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวท่ี
พบว่าพาราควอตถูกย่อยและเหลือเพียง 62.74 เปอร์เซ็นต์   ในชุดทดสอบท่ีมีพาราควอตความเข้มข้น 
0.01 เปอร์เซ็นต์ พบว่ากิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสมีค่าสูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับในช่วงเวลาอื่น 
คือ 117.76 ยูนิต/ลิตร ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 แลคเคสมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ท่ี 214.52 ยูนิต/ลิตร 
ซึ่งเป็นค่าท่ีสูงท่ีสุดตลอดการทดลองในเวลา 30 วัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 ส่วนลิกนินเปอร์ออกซิเดสมี
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ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงท่ีสุดในวันท่ี 20 ในชุดทดสอบท่ีมีพาราควอตความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งมีพาราควอตเหลืออยู่ 82.99 % ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 

รูปที่ 4.3 กิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของรา
ไอโซเลต A319 
 

 

รูปที่ 4.4 กิจกรรมของแลคเคสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของราไอโซเลต A319 
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รูปที่ 4.5 กิจกรรมของลิกนินเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของราไอโซ
เลต A319 
 

จากการตรวจสอบการเจริญของราไอโซเลต A319 โดยการหาน้ าหนักแห้ง พบว่าราเจริญได้ดี
ท่ีสุดในชุดควบคุมท่ีไม่มีพาราควอต แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับในชุดทดสอบท่ีมีความเข้มข้น
ของพาราควอตในอาหารเหลวเท่ากับ 0.01 เปอร์เซ็นต์   นอกจากนี้พบว่ายิ่งปริมาณพาราควอตเพิ่ม
มากขึ้น ความสามารถในการเจริญของราจะลดลง ดังแสดงในรูปท่ี 4.6 
 

 

รูปที่ 4.6 การเจริญของราไอโซเลต A319 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในเวลา 30 วัน 
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4.4.2 ผลของราไอโซเลต P279 

จากตารางท่ี 4.4 แสดงให้เห็นว่าเมื่อเวลาผ่านไป 10 วัน ปริมาณพาราควอตท่ีตรวจพบใน
อาหารเล้ียงเช้ือของราไอโซเลต P279 ท่ีมีความเข้มข้นพาราควอต 0.015 เปอร์เซ็นต์ และ 0.02 
เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณลดลงเหลือ 83.45 เปอร์เซ็นต์ และ 89.60 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 20 และ 
30 วัน ปริมาณพาราควอตในท้ัง 2 ชุดทดสอบกลับสูงขึ้น แต่อย่างไรก็ตามปริมาณท่ีสูงขึ้นนั้นไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
 
ตารางที่ 4.4 ความสามารถของราไอโซเลต P279 ในการย่อยพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ 

ไอโซเลต 
ความเข้มข้นพารา 

ควอตเริ่มต้น 
พาราควอตท่ีเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ (เปอร์เซ็นต์)  

10 20 30 

P279 

0.01 เปอร์เซ็นต์ 90.33±5.37bcd 90.89±1.94cde 68.51±2.89a 
0.015 เปอร์เซ็นต์ 89.60±3.53bcd 95.72±1.01def 98.03±0.60f 
0.02 เปอร์เซ็นต์ 83.45±0.25b 84.87±1.14bc 88.84±1.48bcd 

ชุดควบคุม 
(0.03 เปอร์เซ็นต์) 

99.46±0.13f 98.84±0.08f 97.44±0.31ef 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

 
ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกระหว่างการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวนั้น 

พบว่ากิจกรรมแลคเคสมีค่าน้อยมาก (ไม่ได้แสดงผล) และค่ากิจกรรมแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสของรา
มีค่าสูงสุดในชุดควบคุมในวันท่ี 20 ดังแสดงในรูปท่ี 4.7 ส่วนลิกนินเปอร์ออกซิเดสไม่พบตลอดการ
ทดลอง (ไม่ได้แสดงผล) 

การเจริญของราไอโซเลต P279 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว ดังแสดง
ในรูปท่ี 4.8 พบว่ารามีการเจริญได้ดีท่ีสุดในชุดควบคุม ในวันท่ี 30 ส่วนในชุดทดสอบท่ีมีความเข้มข้น
พาราควอต 0.01 เปอร์เซ็นต์ พบว่าราเจริญได้ดีท่ีสุดท่ี 20 วัน และเริ่มคงท่ี และยิ่งปริมาณพาราควอต
เพิ่มมากขึ้น ความสามารถในการย่อยสลายและการเจริญของราจะลดลง 
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รูปที่ 4.7 กิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของรา
ไอโซเลต P279 
 

รูปที่ 4.8 การเจริญของราไอโซเลต P279 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวที่ความ
เข้มข้นต่างๆ 
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4.4.3 ผลของราไอโซเลต PQ5 
จากตารางท่ี 4.5 แสดงให้เห็นว่าเมื่อเวลาผ่านไป 10 วัน ปริมาณพาราควอตท่ีตรวจพบใน

อาหารเล้ียงเช้ือของราไอโซเลต PQ5 ท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณลดลงเหลือ 
89.47 เปอร์เซ็นต์ และเหลือเพียง 70.91 เปอร์เซ็นต์ และ 62.80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 20 และ 
30 วัน ตามล าดับ   นอกจากนี้จะเห็นว่าในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.03 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาณพาราควอตไม่ลดลงโดยยังคงมีพาราควอตเหลืออยู่ถึง 90.86 เปอร์เซ็นต์ 
 
ตารางที่ 4.5 ความสามารถของราไอโซเลต PQ5 ในการย่อยพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ 

ไอโซเลต 
ความเข้มข้น
พาราควอต

เริ่มต้น 

พาราควอตท่ีเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ (เปอร์เซ็นต์)  

10 วัน 20 วัน 30 วัน 

PQ5 

0.02 เปอร์เซ็นต์ 89.47±3.68c 70.91±2.17b 62.80±2.5a 
0.03 เปอร์เซ็นต์ 98.50±1.07f 91.98±0.43cde 90.86±1.01cd 
0.04 เปอร์เซ็นต์ 98.33±0.38f 96.32±0.35ef 95.26±0.36def 

ชุดควบคุม 
(0.03 เปอร์เซ็นต์) 

99.46±0.13f 98.84±0.08f 97.44±0.31f 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

 
ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกระหว่างการย่อยพาราควอตโดยราไอโซเลต 

PQ5 ในอาหารเหลวนั้น พบว่ารามีกิจกรรมของเอนไซม์ แต่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีพบไม่สัมพันธ์กับ
การย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว ดังแสดงในรูปท่ี 4.9-4.11 ส าหรับกิจกรรมของแลคเคส 
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และลิกนินเปอร์ออกซิเดส ตามล าดับ กล่าวคือ ในวันท่ี 30 ของการเล้ียง
เช้ือในอาหารท่ีมี 0.02 เปอร์เซ็นต์ซึ่งมีการย่อยพาราควอตเหลือน้อยท่ีสุดนั้น กิจกรรมของทุกเอนไซม์ 
ณ ภาวะนี้ไม่ได้ให้ค่าสูงท่ีสุด 
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รูปที่ 4.9 กิจกรรมของแลคเคสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของราไอโซเลต PQ5 
 

รูปที่ 4.10 กิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของรา
ไอโซเลต PQ5 
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รูปที่ 4.11 กิจกรรมของลิกนินเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของราไอ
โซเลต PQ5 

 
เมื่อตรวจสอบการเจริญของราไอโซเลต PQ5 ในอาหารเหลวท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ท่ีความ

เข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์, 0.03 เปอร์เซ็นต์ และ 0.04 เปอร์เซ็นต์ โดยวัดจากน้ าหนักแห้งของรา ได้ผล
ดังแสดงในรูปท่ี 4.12 ซึ่งพบการเจริญสูงสุดของชุดทดสอบท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ ใน
วันท่ี 30 โดยพบว่ามีน้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 1.89 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   อย่างไรก็ตาม การเจริญของ
ราในชุดทดสอบท้ังในอาหารเหลวที่มีพาราควอตความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ และ 0.03 เปอร์เซ็นต์
นั้น ราสามารถเจริญได้น้อยกว่าการเจริญของราในชุดควบคุม   ส่วนในชุดทดสอบท่ีมีพาราควอตผสม
อยู่ท่ีความเข้มข้น 0.04 เปอร์เซ็นต์นั้น ราเจริญได้น้อยมาก   นอกจากนี้ยังพบว่าราในทุกชุดทดลอง
เริ่มมีการเจริญคงท่ีเมื่อเวลาผ่านไปมากกว่า 20 วัน 
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รูปที่ 4.12 การเจริญของราไอโซเลต PQ5 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวที่ความ
เข้มข้นต่างๆ 

 
4.4.4 ผลของราไอโซเลต PQ6 

จากตารางท่ี 4.6 พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 10 วัน ปริมาณพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือของรา
ไอโซเลต PQ6 ท่ีมีความเข้มข้นพาราควอต 0.02 เปอร์เซ็นต์ และ 0.03 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณลดลง
เหลือ 75.11 เปอร์เซ็นต์ และ 75.89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แต่เมื่อเวลาผ่านไป 20 และ 30 วัน 
ปริมาณพาราควอตในท้ัง 2 ชุดทดสอบกลับสูงขึ้น โดยสูงขึ้นเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ในชุดทดสอบท่ีมี
ความเข้มข้นพาราควอต 0.04 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางที่ 4.6 ความสามารถของราไอโซเลต PQ6 ในการย่อยพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ 

ไอโซเลต 
ความเข้มข้นพารา 

ควอตเริ่มต้น 
พาราควอตท่ีเหลืออยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ (เปอร์เซ็นต์)  
10 วัน 20 วัน 30 วัน 

PQ6 

0.02 เปอร์เซ็นต์ 75.11±2.60a 75.89±1.75a 87.12±3.23b 
0.03 เปอร์เซ็นต์ 75.89±2.07a 87.08±1.47b 94.77±2.94ce 
0.04 เปอร์เซ็นต์ 91.78±1.26bc 87.24±1.40b 99.42±0.17e 

ชุดควบคุม 
(0.03 เปอร์เซ็นต์) 

99.46±0.13e 98.84±0.08e 97.44±0.31e 

หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียได้จากการทดลอง 3 ซ้ า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  
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ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกระหว่างการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวของ
ราไอโซเลต PQ6 นั้น พบว่ารามีกิจกรรมของเอนไซม์สองชนิด คือ แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และแลค
เคสในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเข้มข้นพาราควอต 0.02 เปอร์เซ็นต์ ในวันท่ี 10 เท่านั้น (รูปท่ี 4.13 
และ 4.14) และมีค่าสูงท่ีสุดเมื่อเทียบกับในช่วงเวลาอื่น ส่วนลิกนินเปอร์ออกซิเดสตรวจไม่พบตลอด
การทดลอง (ไม่ได้แสดงผล) 

รูปที่ 4.13 กิจกรรมของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสในระหว่างการย่อยพาราควอตในเวลา 30 วันของรา
ไอโซเลต PQ6 

รูปที่ 4.14 กิจกรรมของแลคเคสในระหว่างการยอ่ยพาราควอตในเวลา 30 วันของราไอโซเลต PQ6 

-50

0

50

100

150

200

250

0 10 20 30

ก
จิ
ก
ร
ร
ม
ข
อ
ง
แ
ล
ค
เค
ส

(ย
นู
ติ
/
ล
ติ
ร
)

ระยะเวลาการเลีย้งเชือ้ (วนั)

0.02% 0.03%

0.04% ชดุควบคมุไมใ่สพ่าราควอต

-50

0

50

100

150

200

250

0 10 20 30ก
จิ
ก
ร
ร
ม
ข
อ
ง
เอ
น
ไ
ซ
ม
แ์
ม
ง
ก
า
น
สี

เป
อ
ร
อ์
อ
ก
ซ
เิด
ส
 

(ย
นู
ติ
/
ล
ติ
ร
)

ระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ (วนั)

0.02% 0.03%

0.04% ชดุควบคมุไมใ่สพ่าราควอต



 

 

54 

การเจริญของราไอโซเลต PQ6 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว ดังแสดง
ในรูปท่ี 4.15 พบว่าในวันท่ี 30 รามีการเจริญได้ดีท่ีสุดในชุดควบคุม   ส่วนในอาหารเหลวที่มีพารา- 
ควอตนั้นพบว่ายิ่งปริมาณพาราควอตเพิ่มมากขึ้น ความสามารถในการเจริญของราจะยิ่งลดลง 
 

 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 4.15 การเจริญของราไอโซเลต PQ6 ในระหว่างการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวที่ความ
เข้มข้นต่างๆ 

 
โดยรวมแล้ว จากการวิเคราะห์ปริมาณพาราควอตท่ีเหลืออยู่เปรียบเทียบกับค่า retention 

time และพื้นท่ีใต้กราฟกับสารละลายพาราควอตมาตรฐานด้วย HPLC พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน 
ราไอโซเลต PQ5 และ A319 มีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตได้ดีท่ีสุด โดยพบว่าใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีความเข้มข้นของพาราควอต 0.02 เปอร์เซ็นต์ ของราไอโซเลต PQ5 เมื่อเวลาผ่านไป 
30 วัน ปริมาณพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือลดลงเหลือเพียง 62.80 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีราไอโซเลต 
A319 มีปริมาณของพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือลดลงเหลือเพียง 62.74 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีมีปริมาณพาราควอตเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์   ขณะท่ีปริมาณพาราควอตท่ีตรวจพบในอาหาร
เล้ียงเช้ือของราไอโซเลต PQ6 และไอโซเลต P279 กลับมีปริมาณสูงขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 20 และ 30 
วัน ตามล าดับ   ส่วนในชุดควบคุมพบว่าปริมาณพาราควอตเกือบคงท่ีตลอดการทดลองและไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3-4.6 

ในแง่การเจริญของราในอาหารเหลวท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ท่ีความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์, 
0.03 เปอร์เซ็นต์ และ 0.04 เปอร์เซ็นต์ โดยวัดจากน้ าหนักแห้งของรานั้น พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ
พาราควอตเพิ่มสูงขึ้น จะท าให้การเจริญของราลดต่ าลง 
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ส่วนผลของกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกนั้นพบว่าสัมพันธ์กับการเจริญกล่าวคือ 
เมื่อความเข้มข้นของพาราควอตเพิ่มสูงขึ้น จะท าให้การเจริญของราลดต่ าลง และส่งผลให้กิจกรรม
ของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกลดลง 

เมื่อพิจารณาจากท้ังความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว ความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก และการเจริญของราข้างต้น จึงได้เลือกราไอโซเลต PQ5 และ
ราไอโซเลต A319 ไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 
4.5 การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตในดิน 

ดินท่ีน ามาใช้ในการทดลองเป็นดินจากสนามหญ้าในบริเวณท่ีพักอาศัย โดยเก็บลึกจากผิวดิน 
ประมาณ 15 เซนติเมตร   ก่อนน าไปใช้ทดสอบได้น าดินตัวอย่างไปสกัดและวิเคราะห์ปริมาณพารา 
ควอตท่ีอาจตกค้างมาก่อนในดิน และพบว่าไม่มีการตกค้างของพาราควอต (ไม่ได้แสดงผล)   เมื่อส่ง
ตัวอย่างดินไปวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของดินท่ีโครงการพัฒนา
วิชาการดิน ปุ๋ย และส่ิงแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ได้ผลดัง
แสดงในตารางท่ี 4.7 ดังนี้ 

ตารางที่ 4.7 ลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของดินท่ีน ามาทดลอง 

สมบัติทางกายภาพและเคมีของดิน ค่าท่ีได้ 
เนื้อดิน ดินเหนียว 
ความเป็นกรดเบส เบสเล็กน้อย (pH=7.6) 
ปริมาณไนโตรเจน (เปอร์เซ็นต์) 0.19 
ปริมาณฟอสฟอรัส (เปอร์เซ็นต์) 0.15 
ปริมาณแคลเซียม (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 6748 
ปริมาณโพแทสเซียม (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 1242 
ปริมาณแมกนีเซียม (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 757 
ค่าความจุในการแลกเปล่ียนแคตไอออน (CEC) 
(cmolc /kg) 

38.20 

อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) 36.89 
ปริมาณอินทรีย์วัตถุ 12.09 
ความช้ืนเริ่มต้น (เปอร์เซ็นต์) 33.44 
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เมื่อน าราไปเพาะบนเมล็ดข้าวฟ่าง พบว่าราสร้างเส้นใยคลุมเมล็ดข้าวฟ่างโดยสมบูรณ์โดยใช้
เวลาประมาณ 10 วัน และใช้เมล็ดข้าวฟ่างท่ีมีราเจริญอยู่นี้เป็นหัวเช้ือส าหรับการทดสอบการย่อย
สลายพาราควอตในดิน   ส าหรับดินตัวอย่าง น าดินมากรองด้วยตะแกรงท่ีความกว้าง 2 มิลลิเมตร 
แล้วบรรจุตัวอย่างดินปริมาณ 5 กรัมลงในหลอดเซนทริฟิวจ์ ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 4 ชุด ชุดละ 3 ซ้ า ดังนี้ 

ชุดท่ี 1 ดินปลอดเช้ือ ไม่ใส่รา เพื่อศึกษาการลดลงของพาราควอตท่ีขึ้นกับปัจจัยทางกายภาพ 
ชุดท่ี 2 ดินปลอดเช้ือ ใส่รา (ไอโซเลต PQ5 หรือไอโซเลต A319) เพื่อศึกษาการย่อยพารา 

ควอตของรา 
ชุดท่ี 3 ดินไม่ปลอดเช้ือ ไม่ใส่รา เพื่อศึกษาการลดลงของพาราควอตตามปัจจัยทางชีวภาพ 

เช่น การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในดิน 
ชุดท่ี 4 ดินไม่ปลอดเช้ือ ใส่รา (ไอโซเลต PQ5 หรือไอโซเลต A319) เพื่อศึกษาการย่อยสลาย

ของพาราควอตโดยราร่วมกับจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในดินตามธรรมชาติ 

จากการทดลองในชุดท่ีไม่ใส่รานั้น พบว่าในชุดท่ี 1 คือดินปลอดเช้ือท่ีเป็นชุดควบคุม พารา 
ควอตมีการลดลงอย่างเห็นได้ชัดในช่วง 10 วันแรก แต่เมื่อเวลาผ่านไปในวันท่ี 20 และ 30 วัน พบว่า
การลดลงของพาราควอตค่อนข้างคงท่ีโดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งในวันท่ี 30 พบว่ามี
เปอร์เซ็นต์การลดลงของพาราควอตประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปท่ี 4.16 ซึ่งการลดลงท่ี
เกิดขึ้นนั้นอาจเกิดจากปัจจัยทางกายภาพต่างๆ เช่น ชนิดของดิน ความสามารถในการยึดติดกับ
อนุภาคของดิน การสลายตัวของสาร เป็นต้น   ส่วนชุดท่ี 3 ซึ่งเป็นชุดดินไม่ปลอดเช้ือ พบว่าการลดลง
ของพาราควอตลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาผ่านไป 30 วันพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การลดลงของพาราควอตมาก
ท่ีสุดโดยมีพาราควอตเหลืออยู่เพียง 26.07 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อเทียบกับชุดท่ี 1 แล้ว แสดงให้เห็นว่า
จุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ในดินมีผลท าให้พาราควอตลดลงได้ 

ในชุดท่ี 2 ซึ่งเป็นดินปลอดเช้ือท่ีใส่ราทดสอบลงไปนั้น กรณีของราไอโซเลต PQ5 พบว่าเมื่อ
เวลาผ่านไปในวันท่ี 10 และ 20 วัน ราสามารถเจริญในดินได้ดี (รูปท่ี 4.17 ก) โดยพบปริมาณพารา 
ควอตลดลงใกล้เคียงและน้อยกว่าในชุดท่ี 1 แต่เมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน ปริมาณของพาราควอตลดลง
มากกว่าในชุดท่ี 1 โดยมีพาราควอตเหลือเพียง 27.75 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการลดลงของพาราควอตท่ี
เกิดขึ้นนี้เกิดจากความสามารถของราไอโซเลต PQ5 ส่วนกรณีของราไอโซเลต A319 นั้น พบว่าการใส่
ราไอโซเลต A319 ลงในดินท่ีปลอดเช้ือ ไม่ได้ช่วยลดปริมาณพาราควอตในดิน แม้ว่าจะพบว่ารา
สามารถเจริญได้ดีในหลอดทดสอบ (รูปท่ี 4.17 ข) ท้ังนี้อาจเป็นเพราะภาวะท่ีใช้ในการทดสอบการ
ย่อยสลายในดินนี้ไม่เหมาะสมส าหรับราไอโซเลต A319 
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ส าหรับผลการทดลองในชุดท่ี 4 ซึ่งเป็นการศึกษาการย่อยสลายพาราควอตของราตัวอย่าง
ร่วมกับจุลินทรีย์ในดินตามธรรมชาติ พบว่าชุดการทดลองท่ี 4 ของท้ังไอโซเลต PQ5 และ A319 (รูปท่ี 
4.16) มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายของพาราควอตได้น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดท่ี 3 ซึ่งเป็นดินไม่
ปลอดเช้ือและไม่ใส่ราตัวอย่าง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการใส่ราตัวอย่างลงไปในดินตามธรรมชาตินั้น ราอาจ
มีกิจกรรมบางอย่างท่ีส่งผลยับยั้งการท างานของจุลินทรีย์ ท่ีมีอยู่ ในดินตามธรรมชาติ ท าให้
ประสิทธิภาพการย่อยสลายพาราควอตของจุลินทรีย์ตามธรรมชาติลดลง  นอกจากนี้เมื่อสังเกตการ
เจริญของราท้ังสองชนิดในขวดทดสอบพบว่าราไอโซเลต PQ5 สามารถเจริญได้ท้ังใน 2 ชุดทดสอบ 
(ชุดท่ี 2 (รูปท่ี 4.17 ก) และชุดท่ี 4 (รูปท่ี 4.18 ก) คือ เมื่อเวลาผ่านไป 10 วันจะเห็นการเจริญของรา
มากขึ้น และเพิ่มมากขึ้นตามเวลา ดังแสดงในรูปท่ี 4.18   แต่กรณีของราไอโซเลต A319 ในการ
ทดลองชุดท่ี 2 ซึ่งเป็นดินปลอดเช้ือนั้น ราสามารถเจริญได้ แต่ในชุดทดลองท่ี 4 ซึ่งเป็นดินไม่ปลอด
เช้ือ พบว่าราไอโซเลต A319 ไม่สามารถเจริญได้ และพบการเจริญของราชนิดอื่นท่ีมีตามธรรมชาติ ดัง
แสดงในรูป 4.18 ข ท้ังนี้อาจเป็นเพราะในดินมีจุลินทรีย์ธรรมชาติหลากหลายชนิด และจุลินทรีย์บาง
ชนิดอาจมีฤทธิ์ยังยั้งการเจริญของราไอโซเลต A319 ท าให้ราไม่สามารถเจริญได้ตลอดช่วงการทดลอง 

 

รูปที่ 4.16 การย่อยสลายพาราควอตท่ีความเข้มข้น 250 ppm โดยราไอโซเลต PQ5 และ A319 โดย
แบ่งการทดลองเป็น 4 ชุด คือ (1) ดินปลอดเช้ือ ไม่ใส่รา (2) ดินปลอดเช้ือ ใส่รา (3) ดินไม่ปลอดเช้ือ 
ไม่ใส่รา (4) ดินไม่ปลอดเช้ือ ใส่รา และเก็บผลทุกๆ 10 วัน เป็นเวลา 30 วัน 
หมายเหตุ เส้นเหนือแท่งกราฟแสดงช่วงความคลาดเคล่ือนจากการทดลอง 3 ซ้ า 
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รูปที่ 4.17 การเจริญของราในชุดทดสอบ 2 (ดินปลอดเช้ือ ใส่รา) ของ (ก) ราไอโซเลต PQ5, (ข) รา
ไอโซเลต A319 ท่ีเวลา 10 วัน 

 
รูปที่ 4.18 การเจริญของราในชุดทดสอบ 4 (ดินไม่ปลอดเช้ือ ใส่รา) ของ (ก) ราไอโซเลต PQ5, (ข) 
ราไอโซเลต A319 ท่ีเวลา 10 วัน 
 
4.6 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของราท่ีคัดเลือก 

จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของราท่ีแสดงประสิทธิภาพในการทนต่อพาราควอตบนอาหารแข็ง
ได้ โดยวิเคราะห์ข้อมูลระดับชีวโมเลกุลด้วยการเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ ITS1 และ ITS4 โดย
เริ่มจากการน ารา 5 ไอโซเลตท่ีคัดเลือกไว้ ได้แก่ ไอโซเลต PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 มา
เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR) แล้วตรวจสอบ
ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟลิซิส ผลการทดลองพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีมีความ
ยาวอยู่ระหว่าง 500-750 คู่เบส ดังรูปท่ี 4.19 
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รูปที่ 4.19 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟลิซิสของช้ินส่วนดีเอ็นเอบริเวณ ITS จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ
เรสของราไอโซเลตต่างๆ   หมายเลข 1 = PQ3, หมายเลข 2 = PQ5, หมายเลข 3 = PQ6, หมายเลข 
4 = A319 และ หมายเลข 5 = P279 
 

เมื่อส่งช้ินส่วนผลิตภัณฑ์ PCR ไปหาล าดับนิวคลีโอไทล์ของราได้ผลดังแสดงไว้ในภาคผนวก ง 
และเมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank ด้วย
โปรแกรม BlastN พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของราไอโซเลต PQ3 มีความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ กับ 
Nodulisporium sp. SCAU-F-143 หมายเลขเข้าถึง KF881785.1, ไอโซเลต PQ5 มีความเหมือน 
100 เปอร์เซ็นต์ กับ Neosartorya fischeri หมายเลขเข้าถึง AB674772.2, ไอโซเลต PQ6 มีความ
เหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ กับ Hypoxylon fragiforme หมายเลขเข้าถึง JN564001.1, ไอโซเลต A319 
มีความเหมือน 99 เปอร์เซ็นต์ กับ Phoma sp. S4S207 หมายเลขเข้าถึง KM516291.1 และไอโซ
เลต P279 มีความเหมือน 100 เปอร์ เซ็น ต์  กับ Setosphaeria rostrate หมายเลขเข้าถึ ง 
KP340119.1 ดังผลการเทียบท่ีแสดงไว้ในภาคผนวก ง 



 

 

บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

งานวิจัยนี้คัดแยกและศึกษาความสามารถของราท่ีคัดแยกได้ในการย่อยสลายพาราควอตซึ่ง
เป็นสารก าจัดวัชพืชชนิดหนึ่งท่ีมีการใช้อย่างแพร่หลายในประเทศไทย โดยเริ่มงานวิจัยด้วยการคัด
แยกราจากธรรมชาติท้ังจากดิน จากตัวอย่างเห็ด และราจ าพวกท่ีขึ้นตามซากไม้ ซึ่งราจ าพวกนี้มักมี
เอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลายเนื้อไม้ หรือย่อยส่วนของลิกนินท่ีในสภาพปกตินั้นย่อยได้ยากเพราะด้วย
โครงสร้างของลิกนินท่ีมีความซับซ้อนซึ่งเป็นลักษณะแบบโครงสร้างวงแหวน (Breen และ Singleton, 
1999) จึงมีงานวิจัยมากมายท่ีศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม์ท่ีสามารถท าปฏิกิริยากับโครงสร้างของ
ลิกนินหรือโครงสร้างวงแหวนเหล่านี้ (Arora และคณะ, 2002; Christopher และคณะ, 2014; De 
Jong และคณะ, 1992) และเนื่องจากในธรรมชาตินั้นมีสารมลพิษหลากหลายชนิดท่ีมีโครงสร้างท่ีเป็น
วงแหวนคล้ายลิกนิน (Acevedo และคณะ, 2011; Alexander, 1994; Aust, 1990; Verdin และ
คณะ, 2005) ด้วยเหตุนี้จึงมีแนวคิดน ามาใช้กับการหาราท่ีมีเอนไซม์ในกลุ่มท่ีใช้ย่อยสลายเนื้อไม้นี้ ซึ่ง
พบว่า คือเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก มาประยุกต์ใช้กับการหาราสายพันธุ์ท่ีมีความสามารถในการ
ย่อยสลายพาราควอตซึ่งมีโครงสร้างเป็นวงแหวนซึ่งปนเปื้อนอยู่ในแหล่งต่างๆตามธรรมชาติ แล้ว
คัดเลือกราโดยพิจารณาจากความสามารถในการเจริญบนอาหารแข็งท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ แล้วน าไป
ทดลองการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว รวมทั้งการเจริญของรา และการผลิตเอนไซม์ในกลุ่ม
ลิกนิโนไลติก จากนั้นน าราท่ีคัดเลือกได้จากการทดลองข้างต้นไปศึกษาถึงการย่อยพาราควอตในดิน 
รวมทั้งพิสูจน์เอกลักษณ์ของราท่ีคัดแยกได้ 

จากการเก็บตัวอย่างราและการคัดแยกให้ได้เช้ือบริสุทธิ์ พบว่าได้รา 79 ไอโซเลตท่ีแยกได้ มา
จากดินเป็นส่วนใหญ่   เมื่อน าทุกไอโซเลตมาเล้ียงบนอาหารท่ีมีส่วนผสมของพาราควอต 0.3
เปอร์เซ็นต์ พบรา 17 ไอโซเลตมีความสามารถในการทนต่อพาราควอตได้ โดยเป็นราท่ีแยกได้จากดิน 
15 ไอโซเลต และจากตัวอย่างเห็ด 2 ไอโซเลต ซึ่งการท่ีพบว่าราจากตัวอย่างดินทนพาราควอตได้
มากกว่าราท่ีแยกได้จากตัวอย่างอื่น อาจเป็นเพราะตัวอย่างดินท่ีน ามาใช้นั้น เป็นดินท่ีผ่านการใช้สาร
ก าจัดวัชพืชมา ท าให้ราเหล่านี้ปรับตัวให้ทนต่อพาราควอตได้ดี   นอกจากนี้เมื่อน า ราท่ีแยกได้ไป
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โดยใช้ ABTS, azure B หรือ phenol red เป็นอินดิเคเตอร์
ในการตรวจสอบการผลิตแลคเคส, ลิกนินเปอร์ออกซิเดส, หรือแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส พบว่า มีรา
จ านวนหนึ่งท่ีไม่พบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มนี้ได้   เมื่อน าราไปทดสอบการเจริญบน
อาหารท่ีเพิ่มความเข้มข้นของพาราควอตจนถึง 0.6 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีเพียง 5 ไอโซเลต ได้แก่ PQ3, 
PQ5, PQ6, A319 และ P279 ท่ีสามารถเจริญได้ ซึ่งการทดลองเพิ่มความเข้มข้นของพาราควอตแสดง
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ให้เห็นว่าความเข้มข้นของพาราควอตส่งผลโดยตรงต่อการเจริญของรา โดยยิ่งความเข้มข้นสูงมากขึ้น
จะท าให้ราเจริญได้น้อยลง ท้ังนี้มีรายงานว่าท่ีความเข้มข้นของพาราควอตต่ าๆนั้น ราหรือจุลินทรีย์
บางสายพันธุ์อาจใช้พาราควอตเป็นแหล่งไนโตรเจนได้ (Ricketts, 1999) แต่เมื่อความเข้มข้นสูงขี้นจะ
ก่อให้เกิดอันตรายกับเซลล์ อันเนื่องมาจากการท่ีพาราควอตมีสมบัติเป็นสารท่ีก่อให้เกิด ROS หรือรี
แอคทีฟออกซิเจนภายในเซลล์ กระตุ้นให้เซลล์เกิดความเครียด (Angelova และคณะ, 2005) และท า
ให้เซลล์เกิดความเสียหายมากขึ้น การทดลองในขั้นนี้จึงแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการทนต่อ
พาราควอตของราท่ีคัดแยกได้   แต่อย่างไรก็ตามการทนต่อพาราควอตบนอาหารแข็ง ก็ยังไม่สามารถ
บ่งบอกถึงประสิทธิภาพการย่อยสลายพาราควอตได้ จึงมีการทดลองขั้นต่อมาคือ การทดสอบ
ความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวท่ีความเข้มข้นต่างๆ และพบว่าในชุดทดสอบ
ราไอโซเลต PQ3 ไม่สามารถเจริญในอาหารท่ีมีพาราควอตผสมอยู่ได้ สามารถเจริญได้แค่ในชุดควบคุม
ท่ีไม่มีพาราควอตเท่านั้น  แตกต่างกับผลการทดลองบนอาหารแข็ง และท่ีความเข้มข้นที่สูงขึ้นคือสูงถึง 
0.04 เปอร์เซ็นต์แทบไม่พบการเจริญของราในแต่ละไอโซเลต จึงเป็นส่ิงท่ีบ่งบอกได้ว่า ความเข้มข้น
พาราควอตท่ีเพิ่มสูงขี้นมีผลต่อการเจริญของราทุกๆไอโซเลต และเมื่อเปรียบเทียบการเจริญบนอาหาร
กับความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกบนอาหารแข็ง พบว่ารา 5 ไอโซเลต ท่ีน ามา
ศึกษามีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อย่างน้อย 1 ชนิดหรือมากกว่า บ่งบอกว่าเอนไซม์เหล่านี้อาจ
มีส่วนเกี่ยวข้องกับการย่อยพาราควอต   แต่อย่างไรก็ตามมีราจ านวนมากท่ีไม่พบว่ามีการผลิตเอนไซม์
ใดๆ แต่สามารถทนต่อความเข้มข้นของพาราควอตท่ีสูงขึ้นได้ อาจเป็นได้ว่าการทนต่อพาราควอตเกิด
จากการท างานของเอนไซม์ชนิดอื่น เช่น P450 โมโนออกซิจีเนส, ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส และ 
คะตะเลส เป็นต้น (Jaszek และคณะ, 2006)   นอกจากนี้ จะเห็นว่ามีราบางไอโซเลตท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์แต่กลับไม่มีความสามารถในการทนพาราควอตมากกว่า 0.3 เปอร์เซ็นต์ ท้ังนี้อาจ
เป็นกลุ่มของราท่ีมีรายงานว่าไม่พบความเกี่ยวข้องกันระหว่างการย่อยสลายพาราควอตกับกิจกรรม
ของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (Bending และคณะ, 2002) 

อย่างไรก็ตาม มีรายงานโดย Zhao และคณะ (2009a) ท่ีศึกษาถึงผลของพาราควอตต่อการ
ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก และพบว่ามีความสัมพันธ์กัน กล่าวคือ เมื่อเติมสารละลายพารา 
ควอตลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเจริญของ C. versicolor อยู่ พาราควอตจะเหนี่ยวน าให้กิจกรรม
ของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกเพิ่มสูงขึ้น ท้ังแลคเคส, ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส และนอกจากนี้ยังพบว่ามีกิจกรรมของซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทสและคะตะเลสซึ่งเป็นกลุ่ม
เอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีเป็นกลไกการป้องกันความเสียหายของเซลล์จากการท าปฏิกิริยาท่ีเกิดจาก 
reactive oxygen species (ROS) อีกด้วย 
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จากการพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของรา 5 ไอโซเลต 
ดังกล่าวซึ่งได้แก่ PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 พบว่ามีความคล้ายคลึงกับราต่างๆ ได้แก่ 
Nodulisporium sp. , Neosartorya fischeri, Hypoxylon fragiforme, Phoma sp.  แ ล ะ 
Setosphaeria rostrate ตามล าดับ ท่ีระดับความเหมือน 99-100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแต่ละไอโซเลตมี
ความสามารถในการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวที่แตกต่างกัน 

เมื่อพิจารณาการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวพบว่าราไอโซเลต PQ3 ซึ่งมีความคล้ายคลึง
กับ Nodulisporium sp. SCAU-F-143 (GenBank: KF881785.1) ไม่สามารถเจริญในอาหารเหลวท่ี
มีพาราควอตได้เลย ท าให้ไม่พบการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลว รวมท้ังการผลิตเอนไซม์ใน
กลุ่มลิกนิโนไลติกด้วย   Nodulisporium sp. เป็นราท่ีอยู่ในคลาส Sordariomycetes ในไฟลัม 
Ascomycota ท่ีมักพบได้ในธรรมชาติโดยเป็นเอนโดไฟต์ท่ีอยู่ร่วมกับพืชโดยไม่ท าให้พืชแสดงอาการ
ของโรคและสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลายชนิด (Dai และคณะ, 2006)   ราในกลุ่มนี้
ยังเป็นท่ีสนใจในแง่ท่ีมีรายงานถึงความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเนื้อไม้ ดังงานวิจัยของ 
Nsolomo และคณะ (2000) ท่ีศึกษาความสามารถของราท่ีคัดแยกได้จากเนื้อไม้ผุ จากต้น Ocotea 
และพบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 4 เดือน Nodulisporium sp. สามารถย่อยสลายเนื้อไม้จากต้น Ocotea 
ได้ 2 เปอร์เซ็นต์ และพบกิจกรรมของแลคเคสระหว่างการย่อยสลายด้วย   นอกจากนี้รากลุ่มนี้มี
รายงานว่ามีประสิทธิภาพในการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญของราก่อโรคซึ่งเป็นสาร
ระเหย (volatile organic compound, VOC) เช่น งานวิจัยของ Park และคณะ (2010) พบว่า 
Nodulisporium sp. CF016 ซึ่งเป็นราเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากต้นอบเชยมีการผลิตสารระเหยท่ี
สามารถใช้ควบคุมการก่อโรคของ Botrytis cinerea ซึ่งเป็นราก่อโรค gray mold ท่ีเกิดหลังการเก็บ
เกี่ยวผลไม้ และโรคของ Penicillium expansum ซึ่งก่อโรค blue mold ของแอปเป้ิล โดยสามารถ
ยับย้ังการเจริญของราท้ังสองชนิด 

เมื่อพิจารณาการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวพบว่าราไอโซเลต PQ5 ซึ่งมีความคล้ายคลึง
กับ Neosartorya fischeri (GenBank: AB674772.2) สามารถย่อยพาราควอตได้สูงท่ีสุดโดยพารา 
ควอตท่ีตรวจพบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณลดลงเหลือ 
89.47 เปอร์เซ็นต์ และเหลือเพียง 70.91 เปอร์เซ็นต์ และ 62.80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 20 และ 
30 วันตามล าดับ  N. fischeri เป็น ช่ือในระยะอาศัยเพศ ( teleomorph) ของ Aspergillus 
fischerianus (Nielsen และคณะ, 1988)  จัดเป็นราในไฟลัม Ascomycota ซึ่งราชนิดนี้ส่วนใหญ่
ด ารงชีวิตเป็นผู้ย่อยสลาย พบได้ตามธรรมชาติ โดยมีรายงานความสามารถในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์โมเลกุลซับซ้อน (recalcitrant material) เช่น ถ่านหิน สารปิโตรเลียมได้โดยอาศัยการ
ท างานของแลคเคส (Uribe-Alvarez และคณะ, 2011)   ขณะท่ี Hernández-López และคณะ 
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(2016) ได้รายงานความสามารถของ N. fischeri ในการย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคาร์บอนที่มีโครงสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่ และพบว่าการเปล่ียนรูปของสารท่ีเกิดขึ้นนั้นเกิดผ่าน
การท า ง านของระบบเอนไซม์ฟลาวินคอนเทนนิ่ ง โม โนออกซิ จี เนส (Flavin-containing 
monooxygenase system) และสรุปว่าไซโตโครม P450 มีส่วนส าคัญในการเปล่ียนรูปสารประกอบ
ดังกล่าว   นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับการใช้ Aspergillus sp. ในการย่อยสลายสารพิษ
ชนิดต่างๆมากมาย และพบว่ารากลุ่มนี้มีความสามารถในการทนต่อสารพิษได้ดี รวมท้ังพาราควอต
ด้วย   ดังเช่นงานวิจัยของ Ratanagreetakul และคณะ (1991) ได้คัดแยกจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถ
ในการย่อยสลายสารก าจัดศัตรูพืชพาราควอตและอะทราซีน โดยแยกจากดินบริเวณไร่อ้อย พบว่า 
Aspergillus niger และ Penicillium spp. 4 ไอโซเลต มีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอต
ได้ โดยเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน พบว่าพาราควอตลดลง 20.64, 17.67, 24.63, 21.14, และ 14.43 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ   ดังนั้นราไอโซเลต PQ5 นอกจากจะสามารถย่อยสลายพาราควอตจากท้ัง
กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกและกลุ่มเอนไซม์ไซโตโครม P450 แล้ว อาจจะสามารถย่อย
สลายสารพิษกลุ่มอื่นได้อีกด้วย 

ราไอโซเลต PQ6 มีความคล้ายคลึงกับ Hypoxylon fragiforme (GenBank: JN564001.1)   
ราชนิดนี้เป็นราในแฟมิล่ี Xylariaceae ราท่ีอยู่ในคลาส Sordariomycetes ในไฟลัม Ascomycota   
เป็นราท่ีมักพบในธรรมชาติท้ังในภาวะเอนโดไฟต์ท่ีอยู่ร่วมกับพืชและผู้ย่อยสลาย (saprophyte)   รา
ในกลุ่มนี้เป็นท่ีสนใจในแง่ท่ีมีรายงานถึงความสามารถในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเนื้อไม้  ซึ่งมักมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (Qi-He และคณะ, 2011)   เมื่อพิจารณาการ
ย่อยพาราควอตในอาหารเหลวพบว่าราไอโซเลต PQ6 สามารถทนต่อความเข้มข้นพาราควอตในระดับ 
0.02 เปอร์เซ็นต์ คือราสามารถเจริญได้ในอาหารเหลวท่ีมีพาราควอตเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อ
เวลาผ่านไปปริมาณพาราควอตกลับเพิ่มขึ้น ท้ังนี้อาจเกิดเนื่องจากเส้นใยรามีความสามารถในการดูด
ซับพาราควอตในระยะแรกและหลุดออกมาเมื่อเวลาผ่านไป   ดังตัวอย่างงานวิจัยของ Ulčnik และ
คณะ (2012) ท่ีศึกษาความสามารถของรา 4 ชนิด คือ Trametes versicolor, H. fragiforme, 
Chondrostereum purpureum, และ Pleurotus ostreatus ในการย่อยสลายลินเดน (lindane) 
ซึ่งเป็นสารเคมีก าจัดแมลงประเภทออร์แกโนคลอรีน พบว่าราท้ัง 4 ชนิด มีความสามารถในการย่อย
สารลินเดนได้ 90 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้เวลา 21 วัน แต่หลังจาก 21 วันแล้วพบว่าปริมาณลินเดนใน
อาหารเล้ียงเช้ือของราบางชนิดกลับไม่ลดลง ซึ่งการลดลงของลินเดนในช่วงแรกนั้นเกิดจากการดูดซับ
ของรา และเมื่อถึงจุดหนึ่งราไม่สามารถดูดซับได้อีกต่อไป 

กรณีการดูดซับพาราควอตของรานั้น กลไกการดูดซับเป็นการสะสมสารพิษไว้บนเส้นใยของ
รา โดยเฉพาะราในกลุ่มท่ีสร้าง sporocarp ท่ีพบว่าเส้นใยของรากลุ่มนี้มักมีความสามารถในการ
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สะสมสารพิษได้ในปริมาณสูง โดยประสิทธิภาพการดูดซับนั้นจะขึ้นกับองค์ประกอบของไคตินบนเส้น
ใย โดยมีรายงานว่ารากลุ่มนี้มีสมบัติในการจับกับหมู่ฟังก์ชันต่างๆ เช่น หมู่คาร์บอกซิล หมู่เอมีน ได้ 
ซึ่งสมบัตินี้ท าให้กลไกการดูดซับและสะสมสารพิษไว้บนเส้นใยเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็ว (Campos และ
คณะ, 2009)   นอกจากนี้งานวิจัยของ Smith และ Lyon (1976) พบว่าการสะสมของพาราควอตใน
เส้นใยของรามีความเกี่ยวข้องกับความไวต่อพาราควอต โดยราท่ีไวต่อพาราควอตมากกว่าจะมี
ความสามารถในการดูดซับพาราควอตเข้ามาสะสมในเส้นใยได้มากกว่า ซึ่งในกรณีท่ีพาราควอตลดลง
จากกลไกการดูดซับนี้ มีข้อดีในแง่ท่ีเป็นการรวมพาราควอตท่ีกระจายในธรรมชาติมาไว้บนเส้นใยรา 
และควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่ออาศัยกลไกอื่นมาท าให้พาราควอตลดลงต่อไป 

เมื่อพิจารณาการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวพบว่าราไอโซเลต A319 ซึ่งมีความคล้ายคลึง
กับ Phoma sp. S4S207 (GenBank: KM516291.1) มีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตได้ 
ซึ่งเมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน ปริมาณพาราควอตในอาหารเล้ียงเช้ือลดลงเหลือเพียง 62.74 เปอร์เซ็นต์ 
และ 84.08 เปอร์เซ็นต์ ในชุดทดสอบท่ีมีปริมาณพาราควอตเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ และ 0.02 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยการย่อยสลายของพาราควอตสัมพันธ์กับการเจริญของรา เมื่อความเข้มข้น
ไม่เกิน 0.01 เปอร์เซ็นต์ ราสามารถเจริญได้ แต่เมื่อความเข้มข้นมากขึ้นกลับไม่พบการเจริญของรา   
Phoma จัดอยู่ในคลาส Dothideomycetes ในไฟลัม Ascomycota   เป็นราท่ีพบได้ท่ัวไปในดิน มี
ลักษณะเส้นใยสีด า หลายๆสปีชีส์เป็นราก่อโรคพืช มักพบว่าจะอยู่ตามส่วนต่างๆของพืช ได้แก่ ราก 
ใบ ล าต้นใต้ดิน เป็นต้น (Yang และคณะ, 1994)   นอกจากนี้มีรายงานว่าหลายสปีชีย์มีบทบาทเป็นรา
ท่ีส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth-promoting fungi) และเป็นจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการควบคุม
ศัตรูพืชโดยชีวภาพ (Saldajeno และคณะ, 2012) เช่นกัน   งานวิจัยของ Libardi Junior และคณะ 
(2012) ศึกษาการผลิตแลคเคสของ Phoma sp. โดยใช้เปลือกกล้วยเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งพบว่าแลค
เคสท่ีผลิตได้มีความเสถียรท้ังต่ออุณหภูมิและ pH   นอกจากนี้แลคเคสท่ีได้ยังสามารถย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลและ endocrine disruptor ได้อีกด้วย   ในกรณีของไอโซเลต A319 ซึ่งคล้ายกับ 
Phoma sp. S4S207 นั้น พบว่าค่าของกิจกรรมแลคเคสและแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสเพิ่มขึ้นอย่าง
มากในชุดการทดลองท่ีพบการเจริญของราสูงสุดและเปอร์เซ็นต์การลดลงของพาราควอตมีมากท่ีสุด 
ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าพาราควอตมีผลท าให้ราผลิตเอนไซม์ในกลุ่มนี้เพิ่มขึ้นหลังจากถูกกระตุ้น 

เมื่อพิจารณาการย่อยพาราควอตในอาหารเหลวพบว่าราไอโซเลต P279 ซึ่งมีความคล้ายคลึง
กับ Setosphaeria rostrate (GenBank: KP340119.1) สามารถย่อยพาราควอตให้ลดลงได้ใน
ช่วงแรกของการเจริญ แต่เมื่อเวลาผ่านไปปริมาณพาราควอตกลับเพิ่มข้ึนในภายหลัง ซึ่งอาจเกิดจาก
การดูดซับและการหลุดออกจากผนังเซลล์ของราเช่นเดียวกับท่ีกล่าวไว้ส าหรับราไอโซเลต PQ6 
ข้างต้น   S. rostrate พบได้ท่ัวไปในดิน เป็นราก่อโรคพืช เช่น โรคใบจุดและโรครากเน่า (Wu และ 
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Turgeon, 2013)  S. rostrata เป็นราท่ีทนร้อนได้ดี (thermophilic) มีอีกชื่อหนึ่งคือ Exserohilum 
rostratum ซึ่งมีรายงานว่ามีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส อะไมเลส การย่อยสลายน้ ายางจาก
ยางพาราและสีย้อมสังเคราะห์ได้ (Ismail และคณะ, 2013; Nikhath และคณะ, 2000) ในทาง
อนุกรมวิธานจัดเป็นราท่ีอยู่ในไฟลัม Ascomycota 

เมื่อพิจารณาการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกของราแต่ละไอโซเลตระหว่างการเพาะเล้ียง
บนอาหารแข็งและการย่อยพาราควอตในอาหารเหลว พบว่า มีความแตกต่างกันในบางชนิดของ
เอนไซม์ เช่น ในราไอโซเลต PQ6 พบว่าให้ผลบวกกับ azure B แต่กลับไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์
ลิกนินเปอร์ออกซิเดสในอาหารเหลว ซึ่งการเปล่ียนแปลงสีของสารทดสอบ azure B ในรากลุ่มไวท์
รอทแต่ละสายพันธุ์อาจเกิดได้จากเอนไซม์ท่ีแตกต่างกัน ตามท่ีงานวิจัยของ Svobodová และคณะ 
(2006) พบว่าราบางสายพันธุ์ไม่ผลิตลิกนินเปอร์ออกซิเดส แต่ท าให้เกิดการเปล่ียนสีของ azure B ซึ่ง
เกิดจากการท างานของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสหรือเกิดจากแลคเคส 

เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างกิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกในระหว่างการ
ย่อยพาราควอตในอาหารเหลวนั้น พบว่าราท้ัง 4 ชนิด คือ PQ5, PQ6, A319 และ P279 มีการ
เปล่ียนแปลงของกิจกรรมของเอนไซม์คือ แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และแลคเคส ในช่วงท่ีมีการลดลง
ของพาราควอต แต่ในบางภาวะเช่น ในชุดทดลองของราไอโซเลต PQ5 ซึ่งเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
พาราควอตเข้มข้น 0.04 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นว่าการเจริญของราเกิดได้น้อยมาก แต่ยังสามารถตรวจพบ
กิจกรรมของเอนไซม์ได้อย่างไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับค่าของกิจกรรมของเอนไซม์ในชุด
ทดสอบท่ีพบการเจริญของราตามปกติ ซึ่งในภาวะเช่นนี้แทบไม่พบการลดลงของพาราควอตเลย 
ถึงแม้จะตรวจพบกิจกรรมของแลคเคสก็ตาม   จากข้อมูลข้างต้นนี้พอจะสรุปได้ว่า การลดลงของ
พาราควอตนั้น ขึ้นอยู่กับการเจริญของราเป็นส าคัญ โดยไม่เกี่ยวข้องกับกิจกรรมของลิกนิโนไลติกเอน
ไซม์ แต่อาจเกี่ยวข้องกับกลไกการดูดซับหรือกิจกรรมของเอนไซม์กลุ่มอื่น (Smith และคณะ, 1976; 
Zhao และคณะ, 2009a) 

รา 5 ไอโซเลตท่ีได้จากการทดลองนี้ ซึ่งได้แก่ PQ3, PQ5, PQ6, A319 และ P279 ล้วนแยก
ได้จากตัวอย่างดินท้ังส้ิน บ่งบอกว่าเช้ือในดินมีแนวโน้มในการทนต่อความเข้มข้นของพาราควอตได้
มากกว่าเช้ือท่ีแยกจากตัวอย่างเห็ดหรือซากไม้ ท้ังนี้เนื่องมาจากพาราควอตเป็นสารก าจัดวัชพืชท่ีใช้
อย่างแพร่หลาย และใช้ในพื้นท่ีเพาะปลูกพืชไร่ หรือพืชสวนได้โดยท่ัวไป และดินท่ีเก็บตัวอย่างมาก็
เป็นดินท่ีผ่านการใช้สารก าจัดวัชพืชมาแล้ว   นอกจากนี้ยังพบว่าการแยกและคัดเลือกราท่ีสามารถ
ย่อยสลายพาราควอตด้วยวิธี enrichment ท าให้ได้ราสายพันธุ์ ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
พาราควอตได้ดีและตรงกับความต้องการได้มากกว่าเทคนิค soil dilution ดังเช่น ราไอโซเลต PQ5 
ซึ่งมีประสิทธิภาพดี ก็แยกได้จากดินโดยเทคนิค enrichment 
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ราท่ีใช้ในการทดลองย่อยพาราควอตในดิน คือไอโซเลต PQ5 และ A319 โดยเลือกโดยการ
พิจารณาจากความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตในอาหารเหลวซึ่งมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด และมี
ความเป็นไปได้ท่ีจะน ามาใช้ในดินหรือในส่ิงแวดล้อมจริงๆ จากการทดลองพบว่าราไอโซเลต PQ5 
สามารถเจริญได้ดีในท้ังสองชุดทดสอบ และพบว่าในชุดท่ีใช้ดินปลอดเช้ือราสามารถย่อยสลายพารา 
ควอตได้ดี และดีกว่าในชุดท่ีเป็นดินไม่ปลอดเช้ือ และเมื่อเปรียบเทียบชุดควบคุมกับชุดทดสอบท่ีเป็น
ดินไม่ปลอดเช้ือท้ังคู่ กลับพบว่าในชุดควบคุมมีปริมาณการลดลงของพาราควอตสูงกว่าในระยะเวลาท่ี
เท่ากัน แสดงให้เห็นว่าถึงแม้ว่าราจะมีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอตได้ แต่หากจะน าไปใช้
ในสถานท่ีจริง จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมให้มากขึ้นในส่วนของกลไกในการย่อยสลายพาราควอต
เช่นระบบเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายพาราควอต ซึ่งจากการทดลองไม่พบความเกี่ยวข้องของ
กิจกรรมของลิกนิโนไลติกเอนไซม์ของรา จึงควรทดสอบความเกี่ยวข้องกับเอนไซม์กลุ่มอื่น เช่น ไซโต
โครม P450 ซึ่งเป็นระบบเอนไซม์อีกกลุ่มท่ีมีรายงานว่ามีความเกี่ยวข้องในระหว่างการย่อยสลายสาร
ก าจัดศัตรูพืชหลายๆชนิด (da Silva Coelho-Moreira และคณะ, 2013)   ในหลายๆงานวิจัยมักใช้
วิธีการเติมสารยับยั้ง (cytochrome P450 inhibitor) เช่น ไพเพอร์โรนิล บิวท็อกไซด์ (piperonyl 
butoxide) และ1-อะมิโนเบนตะไตรอะโซล (1-aminobenzotriazole) เพื่อตรวจสอบการท างานของ
เอนไซม์กลุ่มนี้ เช่น งานวิจัยของ Hiratsuka และคณะ (2001) ท่ีศึกษาความสามารถของราไวท์รอท 
C. versicolor ในการย่อยสลาย chloronitrofen และ nitrofen ซึ่งเป็นสารก าจัดวัชพืช จากการ
ทดลองพบว่าไซโตโครม P450 มีความเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารท้ังสองชนิด ตรวจสอบโดยใช้
สารยับยั้งการท างานของไซโตโครม P450 คือ piperonyl butoxide โดยไม่พบผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจาก
การย่อยสลาย chloronitrofen และ nitrofen ในชุดทดลองท่ีมีการใส่สารยับย้ังลงไป ในขณะท่ีไม่พบ
กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกท้ังแลคเคส ลิกนินเปอร์ออกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิ
เดส และจากงานวิจัยของ Xiao และคณะ (2011) ท่ีศึกษาการย่อยสลายคลอร์เดน (chlordane) ซึ่ง
เป็นสารก าจัดศัตรูพืชชนิดออแกโนคลอรีน โดยราไวท์รอท Phlebia lindtneri, Phlebia brevispora 
และ Phlebia aurea พบว่ารามีความสามารถในการย่อยสลายคลอร์เดนผ่านระบบเอนไซม์ไซโต
โครม P450   นอกจากนี้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการย่อยสลายพาราควอตในดินก็มีความส าคัญเช่นกัน 
โดยจากการศึกษาพฤติกรรมของพาราควอตในดินพบว่า ขึ้นกับหลายๆปัจจัย ท้ังทางกายภาพ เช่น
การยึดกับอนุภาคดิน ความสามารถในการละลายน้ า การสลายโดยแสงแดด ปัจจัยทางเคมี เช่น การ
สะสมของไออนของธาตุบางชนิด ความเป็นกรดเบส และปัจจัยทางชีวภาพ คือเกิดจากการย่อยสลาย
โดยจุลินทรีย์ในดิน (ทศพล พรพรหม, 2554)   ดังนั้นการน าราท่ีแยกได้ไปใช้ในสภาพธรรมชาติจึงต้อง
มีการศึกษาเพิ่มเติมส าหรับปัจจัยท่ีมีผลต่อการสลายพาราควอตเหล่านี้ท่ีสัมพันธ์กับรา   ส่วนกรณีของ
ราไอโซเลต A319 พบว่าในชุดทดสอบท่ีมีดินไม่ปลอดเช้ือ ราไม่สามารถเจริญได้ ซึ่งอาจเกิดจากการท่ี
ราไอโซเลต A319 ไม่สามารถทนต่อภาวะต่างๆในดินท่ีมีเช้ือจากธรรมชาติปะปนอยู่ได้ 
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เนื่องจากผลการทดลองในอาหารเหลวพบว่า รามีความสามารถในการย่อยสลายพาราควอต 
แต่เมื่อมาทดลองในดินหรือในธรรมชาติจริงกลับพบว่าผลการทดลองไม่สอดคล้องกัน ด้วยปัจจัยต่างๆ
ในธรรมชาติ ท าให้ยังไม่ได้ผลท่ีต้องการ แต่ก็เป็นไปตามวัตถุประสงค์ของงานวิจัยท่ีต้องการแยกราท่ีมี
ความสามารถในการย่อยสลายพาราควอต โดยราท่ีแยกได้เป็นกลุ่มราท่ีไม่เคยมีรายงานมาก่อนว่า
สามารถย่อยสลายพาราควอตได้   จากการทดลองท้ังหมดพบว่าราแต่ละไอโซเลตมีความสามารถใน
การทนต่อความเข้มข้นพาราควอตต่างกัน   ไอโซเลตท่ีคัดเลือกมาใช้ทดลองในดิน เช่น Neosartorya 
fischeri PQ5 สามารถทนต่อพาราควอตได้มาก   ขั้นต่อไปอาจต้องศึกษาต่อถึงกลไกหรือเอนไซม์ท่ีมี
ผลต่อการย่อยสลายพาราควอตของราท่ีท าให้พาราควอตลดลงได้ และศึกษาการผลิตเอนไซม์ของรา
เพื่อทดลองน าไปใช้จริง และในส่วนของ Phoma sp. A319 ท่ีถึงแม้ว่าผลท่ีได้จากการย่อยสลาย
พาราควอตยังไม่ดีนัก แต่ก็พบว่ารามีกิจกรรมของเอนไซม์สูงท่ีสุด ซึ่งหากในดินตัวอย่างไม่มีจุลินทรีย์ท่ี
ยับยั้งการท างานของ Phoma sp. A319 ก็อาจเห็นผลการย่อยสลายพาราควอตได้ชัดเจนยิ่งขึ้น   
นอกจากนี้ ราท่ีคัดแยกได้จากงานวิจัยนี้ท่ีสามารถเจริญได้ในพาราควอต โดยเฉพาะกลุ่มท่ีไม่ผลิต
เอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก ยังเป็นกลุ่มท่ีน่าจะมีศักยภาพในการบ าบัดพาราควอตได้และควรได้รับ
การศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ 

1.อาหารเลี ยงเชื อแข็ง (malt extract agar) 
สารสกัดจากมอลต์ (malt extract)     20 กรัม 
เพปโตน (peptone)       5 กรัม 
กลูโคส (glucose)       20 กรัม 
วุ้น (agar)        15 กรัม 
ละลายสารท้ังหมดด้วยน้ ากล่ัน ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

2. อาหารเลี ยงเชื อแข็ง (potato dextrose agar) 
อาหารส าเร็จรูป PDB       24 กรัม 
วุ้น (agar)        15 กรัม 
ละลายสารท้ังหมดด้วยน้ ากล่ัน ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

3. Basal medium  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   20 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     5 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)    1 กรัม 
Trace elements      100 มิลลิลิตร 
วุ้น (agar)       20 กรัม 
น้ ากล่ัน        1000 กรัม 

Trace elements ประกอบด้วย 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     3 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4

.H2O)   0.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      1 กรัม 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4

.7H2O)   0.1 กรัม 
โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2)      0.1 กรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4

.7H2O)    0.1 กรัม 
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คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4
.5H2O)   0.1 กรัม 

อะลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟตไดไฮเดรต (AlK(SO4).2H2O)  10 มิลลิกรัม 
กรดบอริค (H3BO3)      10 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MO4

.2H2O)   10 มิลลิกรัม 
ไนโตรโลอะซิติกแอซิด (C6H9NO6)     1.5 กรัม 

ละลายสารท้ังหมดด้วยน้ ากล่ัน ปรับความเป็นกรด-เบสให้เป็น 4.5 ปรับปริมาตรรวมให้ได้ 1000 
มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4. LME basal medium (LBM) (Pointing, 1999) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1 กรัม 
แอมโมเนียมทาร์เทรต (C4H12N2O6)   0.5 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4

.7H2O)  0.5 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)   0.01 กรัม 
สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)    0.01 กรัม 
คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4

.5H2O)  0.001 กรัม 
ไอร์ออนซัลเฟต Fe2(SO4)3    0.001 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4

.H2O)            0.001 กรัม 
กลูโคส (glucose)     4 กรัม 

 น้ ากล่ัน       1000 กรัม 

ละลายสารท้ังหมดด้วยน้ ากล่ัน ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคม ี

1. กลีเซอรอล 80 %  
กลีเซอรอล 87%      92 มิลลิลิตร 
น้ ากล่ัน       8 มิลลิลิตร 

ผสมกลีเซอรอลและน้ ากล่ันให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที  วางท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้ว
น าไปฆ่าเช้ือซ้ าอีกครั้ง 
 

2. อะกาโรสเจลเข้มข้น 1 % 
1X TAE บัฟเฟอร ์     100 มิลลิลิตร 
อะกาโรสเจล      1 กรัม 

ละลายอะกาโรสเจลในบัฟเฟอร์ ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงแป้นพิมพ์อย่าให้มีฟองอากาศ ท้ิงไว้
จนกว่าจะแข็งตัว 
 

3. 1X TAE บัฟเฟอร์ 
Trizma base      121 กรัม 
กรดอะซิติกเข้มข้น     28.55 กรัม 
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์   50 มิลลิลิตร 

ละลายท้ังหมดในน้ าปลอดประจุ ปริมาตร  300 มิลลิลิตร  แล้วปรับปริมาตรจนได้ 1000 
มิลลิลิตรด้วยน้ าปลอดประจุ น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที 
 

4. สีติดตาม (6X loading dye) 
บรอมฟีนอลบลู      0.025 % 
ซูโครส       40 % 

ละลายผสมกันด้วยน้ าปลอดประจุ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5. สารละลายเอทิเดียมโบรไมด์ 
ละลายผงเอทิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 10 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร เก็บในภาชนะท่ีปิดสนิท 
 

6. สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานผสมสีติดตาม 
1 kb DNA ladder          3    ไมโครลิตร 
6X loading dye            1    ไมโครลิตร 
น้ าปลอดประจุ               2    ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน 

 
7. เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase)  

โซเดียมคลอไรด์                   5       กรัม  
น้ าปลอดประจุ                   600      มิลลิลิตร 
อะซิโตไนไตรล์                   400      มิลลิลิตร 

          ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปลอดประจุ ปรับ pH เป็น 3.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริค แล้วกรอง
ผ่านชุดกรองเมมเบรนโดยใช้ PTFE เมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ส่วนอะซิโตไนไตรล์กรองผ่าน 
CA เมมเบรน หลังจากผสมกันแล้ว น าไปไล่ฟองอากาศออกประมาณ 20 นาที 
 

8. Bradford stock solution  
Serva Blue G                      350   กรัม 
95% เอธานอล                                     150   มิลลิลิตร 
85% กรดฟอสฟอริก                              300   มิลลิลิตร 
Bradford working buffer 
น้ ากล่ันปลอดประจุ                                425 มิลลิลิตร 
95% เอธานอล                                     15   มิลลิลิตร 
88% กรดฟอสฟอริก                               30   มิลลิลิตร 

          Bradford stock solution                        30  มิลลิลิตร 
          ผสมทุกอย่างให้เข้ากัน แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 1 เก็บใส่ขวดสีชา หากยังไม่ใช้งาน
ทันที ควรกรองซ้ าก่อนใช้ 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโปรตีน 
(BSA) 
ตารางที่ ค.1 ค่าความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ BSA (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) กับค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 595 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของ BSA (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
0 0.00 

2.5 0.03 
5 0.06 

7.5 0.09 
10 0.12 
15 0.18 

17.5 0.20 
20 0.24 

กราฟที่ ค1  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโปรตีน (BSA)
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กราฟที่ ค2  กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราควอต วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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ภาคผนวก ง 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

1. ผลการวิเคราห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของรา โดยเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ ITS1 และ 

ITS4 

1.1 Isolate PQ3 
CTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGCGAGAATGGG

GTGTTTTACGGCAGGGGACTGGTCCGACCGCGGGCGAGCTGACTGAACTACTACGCCTGGGGTGCG

GGCCGGCTCCGCCACTAACTTTGAGGAGCTACGGCGGGCCGTAGGCTCCCAACGCTAAGCAACAGG

GGCTTAAGGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGC

GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT

TCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTAACTTAATTTCCTACATGCGGGCT

CAGAATTCAGTGACGACAGGGTTTGCTTGGGCCGCCGGCAGGTCCCAGCCGCGCCCCCCTGGGGGT

GCGCGCGCTAGGCGCGTCTGGGGCCTGCCGAGGCAACGTATGGTATGTTCACATGGGGTTTTGCGG

GAGTTTTTTAGGCTCTCTTTAATGATCCCTCCGCAGGTCACCCTACGGAA 

1.2 Isolate PQ5 
ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTAGAAATAAAGTTGG

GTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGAC

GCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCGGGGGAGAACCGGGGACGGCGGCCCAACACACA

AGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAAT

GTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCG

TTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTATGATAATCAACT

CAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGCG

AGGCCTCCCCGGCGGCCGTCGAAACGGCGGGCCCGCCGAAGCAAC 

1.3 Isolate PQ6 
ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCTTACCTAATTCGAGGTCAACCACTAGAAAATATAGGG

GTTTTAACGGCTAGCAGCCAAGGCCACCACACGAGCGAGAGATATTACTACGCTGAGAGTGTACCC

TAACTCCGCCACTAACTTTAAGGAACTACGCCGTAGATTCCCAACACTAAGCAACAAGGGCTTAGG

GGTCGAAATGACGCTCGAATAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA

TTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG

CCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTATTTTAGTTTATAATTCAGAATAACAGCA

ATAAAAACAAGAGTTTAGCGGTCCTTCGGCGGGCCATAAGCCGTCTACAAGGTAGCTCCAGGGTAC

CTATAGGGTAGCTGCAGGGTAACTATAGGGTAGCTATAGGGTAGCTCCAGGGTAACTACAGGGTAG

CCGTAGCTCACGCCGAGGCAACGACGGTAAGGTTCACATAGGGTTTGGAGTTTTAATAACTCATTA

ATGATCCCTCCGCAGGTCAC 

1.4 Isolate A319 
TATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAACGCAAGAATAAAAGGC

TTGCTGGACGCTCGACATTCAAGAATGGAAGCAACAATTGTGCTGCGCTCCCAGGCTTATGCCGGC

TGCCAATTGCTTTGAGGCGAGTCCACGCGCAACGGCGGGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTT

GAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAA

AGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCG

ATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAACTATTATAGTTTTTTCTGACGCTGATTGC

AACTACGAAGGGTTTATGAATGTCCTATCGGCGGGCGAACCCGCCGAGGAAACATACAGTACGCAA

AAGACAAGGGTTGCAGACAGGAGGACACCCGAGGGCGCCTCCGCTGTAACTTGATAATGATCCTTC

CGCAGGTTCCCCTTACGGAA 
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1.5 Isolate P279 
TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAAATGTGGATTTGTTATAGA

AAACAAAGGCTTGCTGGATGCCGCCCCGTGGATTGGAAGGCGCAAATTTGTGCTGCGCTCCGAAAA

CCAGTAGGTCGGCTGCCAATCGTTTTAAGGCGAGTCTCCCCCAACAAGGGGAGAGACAAAAAGACG

CCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAA

AGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCA

TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATAAATTGAA

TTATTATACTGACGCTGATTGCAACTGCATAAAAAAAGGTTTATGGTTGGGTCCTGGTGGCGAGCG

AACTCGCCCAGGAAACAAAAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAAAATACTTGGGGCGGACGCTGTT

GCCAGCAAACCACACCCTCATATTTTTGTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTACCCTACGGA 

 

 

2. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทล์ของราเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
2.1  PQ3 

Nodulisporium sp. SCAU-F-143 18S ribosomal RNA gene, partial 
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, 
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 

 

Sequence ID: KF881785.1 
Length = 577 , Strand = Plus/Minus, Score = 994 bits (1102) 
Expect = 0.0, Identities = 563/567 (99%), Gaps = 3/567 (0%) 
 
Query  5    TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGCGAGAATG  64 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  577  TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGCGAGAATG  518 

 

Query  65   GGGTGTTTTACGGCAGGGGACTGGTCCGACCGCGGGCGAGCTGACTGAACTACTACGCCT  124 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  517  GGGTGTTTTACGGCAGGGGACTGGTCCGACCGCGGGCGAGCTGACTGAACTACTACGCCT  458 

 

Query  125  GGGGTGCGGGCCGGCTCCGCCACTAACTTTGAGGAGCTACGGCGGGCCGTAGGCTCCCAA  184 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  457  GGGGTGCGGGCCGGCTCCGCCACTAACTTTGAGGAGCTACGGCGGGCCGTAGGCTCCCAA  398 

 

Query  185  CGCTAAGCAACAGGGGCTTAAGGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAA  244 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  397  CGCTAAGCAACAGGGGCTTAAGGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAA  338 

 

Query  245  TACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA  304 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  337  TACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA  278 

 

Query  305  TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA  364 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  277  TTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGA  218 

 

Query  365  AAGTTTTTAACTTAATTTCCTACATGCGGGCTCAGAATTCAGTGACGACAGGGTTTGCTT  424 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  217  AAG-TTTTAACTTAATTTCCTACATGCGGGCTCAGAATTCAGTGACGACAGGGTTTGCTT  159 
 

Query  425  GGGCCGCCGGCAGGTCCCAGCCGCG-CCCCCCTGGGGGTGCGCGCGCTAGGCGCGTCTGG  483 
            ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  158  GGGCCGCCGGCAGGTCCCAGCCGCGCCCCCCCTGGGGGTGCGCGCGCTAGGCGCGTCTGG  99 

 

Query  484  GGCCTGCCGAGGCAACGTATGGTATGTTCACATGGGGTTTTGCGGGAGTTTTTTAGGCTC  543 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  98   GGCCTGCCGAGGCAACGTATGGTATGTTCACATGGGGTTTTGCGGGAGTTTTTTAGGCTC  39 

 

Query  544  TCTTTAATGATCCCTCCGCAGGTCACC  570 

            ||||||||| ||||||||| ||||||| 

Sbjct  38   TCTTTAATG-TCCCTCCGCTGGTCACC   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/583842768?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=4F61STVK014
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2.2  PQ5 

Neosartorya fischeri genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 
28S rRNA, partial and complete sequence, strain: KKU-2NK4-2 
 

Sequence ID: AB674772.2 
Length = 598, Strand = Plus/Minus, Score = 1043 bits (1156) 
Expect = 0.0, Identities = 578/578 (100%), Gaps = 0/578 (0%) 
 

Query  1    ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTAGAAATAA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  592  ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTAGAAATAA  533 

 

Query  61   AGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCT  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  532  AGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCT  473 

 

Query  121  CGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCGGGGGAGAACCGGGG  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  472  CGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCGGGGGAGAACCGGGG  413 

 

Query  181  ACGGCGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCC  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  412  ACGGCGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCC  353 

 

Query  241  CCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGC  300 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  352  CCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGC  293 

 

Query  301  AATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCC  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  292  AATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCC  233 

 

Query  361  GTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTATGATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGC  420 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  232  GTTGTTGAAAGTTTTAACTGATTATGATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGC  173 

 

Query  421  GTTCATGTTGGGGTCTTcggcgggcgcgggcccgggggcgcgaggcctccccggcggccg  480 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  172  GTTCATGTTGGGGTCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGCGAGGCCTCCCCGGCGGCCG  113 

 

Query  481  tcgaaacggcgggcccgccgAAGCAACAAGGTACAATAGACACGGGTGGGAGGTTGGACC  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  112  TCGAAACGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACAATAGACACGGGTGGGAGGTTGGACC  53 

 

Query  541  CAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTT  578 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  52   CAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTT  15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440587430?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2HF0NTGR014
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2.3  PQ6 

Hypoxylon fragiforme 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 

 

Sequence ID: JN564001.1 
Length = 631, Strand = Plus/Minus, Score = 1067 bits (1182) 
Expect = 0.0, Identities = 604/611 (99%), Gaps = 1/611 (0%) 
 
Query  1    ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCTTACCTAATTCGAGGTCAACCACTAGAAAAT  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 

Sbjct  621  ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCTTACCTAATTCGAGGTCAACCACTAAAAAAT  562 

 

Query  61   ATAGGGGTTTTAACGGCTAGCAGCCAAGGCCACCACACGAGCGAGAGATATTACTACGCT  120 

            |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  561  ATAGGGGTTTTAACGGCTAGCAGCCAGGGCCACCACACGAGCGAGAGATATTACTACGCT  502 

 

Query  121  GAGAGTGTACCCTAACTCCGCCACTAACTTTAAGGAACTACGCCGTAGATTCCCAACACT  180 

            ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  501  GAGAGTGAACCCTAACTCCGCCACTAACTTTAAGGAACTACGCCGTAGATTCCCAACACT  442 

 

Query  181  AAGCAACAAGGGCTTAGGGGTCGAAATGACGCTCGAATAGGCATGCCCACTAGAATACTA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  441  AAGCAACAAGGGCTTAGGGGTCGAAATGACGCTCGAATAGGCATGCCCACTAGAATACTA  382 

 

Query  241  ATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACT  300 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  381  ATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACT  322 

 

Query  301  TATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT  360 

                                            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  321  TATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT  262 

 

Query  361  TTAACTTATTTTAGTTTATAATTCAGAATAACAGCAATAAAAACAAGAGTTTAGCGGTCC  420 

                                         |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  261  TTAACTTATTTTAGTTTATAATTCAGAATAACAGCAATAAAAACAAGAGTTTAGCGGTCC  202 

 

Query  421  TTCGGCGGGCCATAAGCCGTCTACAAGGTAGCTCCAGGGTACCTATAGGGTAGCTGCAGG  480 

                                         ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  201  TTCGGCGGGCCATAAGCCGTCTACAGGGTAGCTCCAGGGTACCTATAGGGTAGCTGTAGG  142 

 

Query  481  GTAACTATAGGGTAGCTATAGGGTAGCTCCAGGGTAACTACAGGGTAGCCGTAGCTCACG  540 

                                        || |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  141  GT-ACTACAGGGTAGCTATAGGGTAGCTCCAGGGTAACTACAGGGTAGCCGTAGCTCACG  83 
 

Query  541  CCGAGGCAACGACGGTAAGGTTCACATAGGGTTTGGAGTTTTAATAACTCATTAATGATC  600 

                                             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  82   CCGAGGCAACGACGGTAAGGTTCACATAGGGTTTGGAGTTTTAATAACTCATTAATGATC  23 

 

Query  601  CCTCCGCAGGT  611 

                                        ||||||||||| 
Sbjct  22   CCTCCGCAGGT  12 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/344190482?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2HMGYDP2014


 

 

91 

 

2.4 A319 

Phoma sp. S4S207 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal 
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA 

gene, partial sequence 

 

Sequence ID: KM516291.1 
Length = 559, Strand = Plus/Minus, Score = 976 bits (1082) 
Expect = 0.0, Identities = 546/548 (99%), Gaps = 1/548 (0%) 
 

Query  1    TATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAACGCAAGAATA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  549  TATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAACGCAAGAATA  490 

 

Query  61   AAAGGCTTGCTGGACGCTCGACATTCAAGAATGGAAGCAACAATTGTGCTGCGCTCCCAG  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  489  AAAGGCTTGCTGGACGCTCGACATTCAAGAATGGAAGCAACAATTGTGCTGCGCTCCCAG  430 

 

Query  121  GCTTATGCCGGCTGCCAATTGCTTTGAGGCGAGTCCACGCGCAACGGCGGGACAAACACC  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  429  GCTTATGCCGGCTGCCAATTGCTTTGAGGCGAGTCCACGCGCAACGGCGGGACAAACACC  370 

 

Query  181  CAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATA  240 

                                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  369  CAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCATGGAATA  310 

 

Query  241  CCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACT  300 

                                            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  309  CCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACT  250 

 

Query  301  ACTTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAA  360 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  249  ACTTTTCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAA  190 

 

Query  361  GTTGTAACTATTATAGTTTTTTCTGACGCTGATTGCAACTACGAAGGGTTTATGAATGTC  420 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  189  GTTGTAACTATTATAGTTTTTTCTGACGCTGATTGCAACTACGAAGGGTTTATGAATGTC  130 

 

Query  421  CTATCGGCGGGCGAACCCGCCGAGGAAACATACAGTACGCAAAAGACAAGGGTTGCAGAC  480 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  129  CTATCGGCGGGCGAACCCGCCGAGGAAACATACAGTACGCAAAAGACAAGGGTTGCAGAC  70 

 

Query  481  AGGAGGACACCCGAGGGCGCCTCCGCTGTAACTTGATAATGATCCTTCCGCAGGTTCCCC  540 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 

Sbjct  69   AGGAGGACACCCGAGGGCGCCTCCGCTGTAACTTGATAATGATCCTTCCGCAGGTTCACC  10 

 

Query  541  TTACGGAA  548 

                                            ||||||| 
Sbjct  9    -TACGGAA  3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/734521697?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2HTWJ0ZB014
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2.5 P279 

Setosphaeria rostrata strain UPM830 internal transcribed spacer 1, 

partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

 

Sequence ID: KP340119.1 
Length = 595, Strand = Plus/Minus, Score = 1061 bits (1176) 
Expect = 0.0, Identities = 588/588 (100%), Gaps = 0/588 (0%) 

Query  1    TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAAATGTGGATTTGT  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  592  TTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAAATGTGGATTTGT  533 

 

Query  61   TATAGAAAACAAAGGCTTGCTGGATGCCGCCCCGTGGATTGGAAGGCGCAAATTTGTGCT  120 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  532  TATAGAAAACAAAGGCTTGCTGGATGCCGCCCCGTGGATTGGAAGGCGCAAATTTGTGCT  473 

 

Query  121  GCGCTCCGAAAACCAGTAGGTCGGCTGCCAATCGTTTTAAGGCGAGTCTCCCCCAACAAG  180 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  472  GCGCTCCGAAAACCAGTAGGTCGGCTGCCAATCGTTTTAAGGCGAGTCTCCCCCAACAAG  413 

 

Query  181  GGGAGAGACAAAAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  412  GGGAGAGACAAAAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAA  353 

 

Query  241  CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCAC  300 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  352  CAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCAC  293 

 

Query  301  TGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAAC  360 

                                           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  292  TGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAAC  233 

 

Query  361  CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATAAATTGAATTATTATACTGACGCTGATTGCAA  420 

                                            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  232  CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATAAATTGAATTATTATACTGACGCTGATTGCAA  173 

 

Query  421  CTGCATaaaaaaaGGTTTATGGTTGGGTCCTGGTGGCGAGCGAACTCGCCCAGGAAACAA  480 

                                            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  172  CTGCATAAAAAAAGGTTTATGGTTGGGTCCTGGTGGCGAGCGAACTCGCCCAGGAAACAA  113 

 

Query  481  AAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAAAATACTTGGGGCGGACGCTGTTGCCAGCAAACCA  540 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  112  AAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAAAATACTTGGGGCGGACGCTGTTGCCAGCAAACCA  53 

 

Query  541  CACCCTCATATTTTTGTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTACCCTAC  588 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

    Sbjct  52   CACCCTCATATTTTTGTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTACCCTAC  5 
 

 
 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/806777025?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2KGNXJ25014
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ภาคผนวก จ 
วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของข้อมูลการย่อยสลายพาราควอตในดินของราไอโซเลต PQ5 และ 
A319 

 

Test of Homogeneity of Variances 

percent 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.138 17 36 .027 

 
 

ANOVA 

percent 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 21171.305 17 1245.371 77.590 .000 

Within Groups 577.825 36 16.051   

Total 21749.130 53    
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Post Hoc Test 
Homogeneous Subsets 

Percent paraquat 

Duncana 

samples 

N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

di

m

en

si

on

1 

330 3 26.0653       

5230 3 27.7538       

130 3  39.5191      

120 3  39.6449      

5220 3  41.3190      

110 3  41.5557      

5210 3  43.3443      

9430 3   50.1197     

320 3   52.8433 52.8433    

5430 3   55.7631 55.7631    

9230 3   55.9074 55.9074    

9220 3    57.6006    

310 3    58.5177    

9210 3     66.2102   

9420 3      78.9140  

5420 3      81.7089  

5410 3       90.6743 

9410 3       97.1619 

Sig.  .609 .306 .114 .130 1.000 .399 .055 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ประว ัติผู้เขียนว ิทยา นิพนธ ์
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาวฐิตาภา ช่วยคงทอง เกิดเมื่อวันท่ี 24 มีนาคม พ.ศ.2534 ส าเร็จการศึกษาระดับ
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิตภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ในปีการศึกษา 2555 แชะเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิตท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา สาขาจุล
ชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ในปีการศึกษา 
2556 

ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่  

ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับนานชาติใน
ง า น  The 2 7 th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and 
International Conference - INNOVATIVE BIOTECHNOLOGY - TSB2015. ระหว่างวันท่ี 17 
- 20 พฤศจิกายน 2558 ณ โรงแรมแมนดาริน กรุงเทพมหานคร ในหัวข้อเรื่อง “Screening for 
ligninolytic enzymes from novel isolates of fungi and their potential to degrade 
paraquat" 
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