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 จากการใชอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox agar  และ malt extract agar   ซึ่งมีสี 
Remazol Brilliant Blue R (RBBR)  เปนอินดิเคเตอร   ในการแยกเชือ้จากตัวอยางดินจํานวน 5 
ตัวอยางไดคัดเลือกรา 13 สายพันธุมาทดสอบเบือ้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt 
Medium (MM)  ไดรา 5 สายพนัธุ ไดแก A3  C8  C10  L1 และ L10  โดยวันที ่7 รา A3 C8 และ 
L10 สามารถยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ได 40.25% 62.99% และ 96.20% ตาม
ลําดับเมื่อเทยีบกับสีตั้งตน  สวนรา C10 และ L1 สามารถยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) ในวนัที ่7 ได 96.87% และ 92.84% ตามลําดับเมื่อเทยีบ
กับสีตั้งตน  เมือ่นําราทั้ง 5 สายพนัธุมาทดสอบในอาหารเดิมโดยใชไดเบนโซฟูแรนแทนสี  พบวาใน
วันที ่ 7 มีรา A3 C8 และ C10 เทานัน้ทีส่ามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 44.30%  66.41% 
และ 56.07% ตามลําดับเมื่อเทยีบกับชุดควบคมุ  โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของรา A3 และ C10 
พบสารมัธยันตรที่มีสีเหลืองเกิดขึ้นในระหวางการเลีย้งเชื้อ แตไมพบการสะสมของสารมัธยนัตรใน
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวของรา C8   จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเปรยีบเทยีบลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer) ของรา C8 
พบวามีความคลายคลึงกับ Trametes sp. C30 95%  
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 Using double layers agar with Remazol Brilliant Blue R (RBBR) containing 
Czapek Dox agar and malt extract agar, 13 fungal isolates were obtained from 5 soil 
samples.  These isolates were primarily tested by using Mineral Salt Medium (MM) A3, 
C8, C10, L1 and L10 showed efficiency in RBBR degradation.  After incubation of A3, 
C8 and L10 for 7 days in MM RBBR was degraded 40.25%, 62.99% and 96.20% of the 
initial concentration respectively.  For C10 and L1 in Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) 
RBBR was degraded 96.87% and 92.84% of the initial RBBR in 7 days. Each strains 
were tested further for their ability in degrading dibenzofuran using the appropriate 
method.  The result showed that only A3, C8 and C10 could degrade dibenzofuran at 
44.30%, 66.41% and 56.07% of the control respectively in 7 days. During incubation 
culture medium of A3 and C10, yellow color intermediate appeared.  In case of C8, no 
intermediate was detected.  From morphology and ITS sequence comparison, the C8 
95% was similar to Trametes sp. C30.    
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

การพัฒนาประเทศและการขยายตัวทางดานอุตสาหกรรมจากอดีตสูปจจุบัน ไดกอใหเกิด
ปญหาสิง่แวดลอมดานตาง ๆ  ไดออกซินทีป่นเปอนสิง่แวดลอมเปนผลพวงอยางหนึง่ที่เกิดจากโรง
งานอุตสาหกรรมที่ใชคลอรีนในกระบวนการผลิต  เชน โรงงานผลิตพลาสติกจาํพวก PVC  ซึ่ง
ปจจุบันเปนทีน่ิยมใชกันมาก    เกิดจากโรงงานผลิตกระดาษที่ใชคลอรีนและสารประกอบคลอรีน
ในกระบวนการฟอกกระดาษ     ซึง่สารดังกลาวสามารถทําปฏิกิริยากับลิกนนิในเยือ่ไมเกิดสารได
ออกซินขึ้น  และเกิดจากโรงงานผลิตสารเคมีพวกสารคลอริเนต  เชน phenols และ PCBs เปนตน     
ไดออกซินยังเกิดจากการเผาไหมเชื้อเพลิงไมวาจะเปนเชือ้เพลิงประเภทน้าํมนัหรือถานหิน และ
สวนที่ทาํใหเกดิการปนเปอนไดออกซินสูส่ิงแวดลอมมากที่สุด คือ การเผาไหมขยะที่มีคลอรีนเปน
สวนประกอบ  นอกจากนี้ไดออกซินยงัเกิดจากปรากฏการณธรรมชาติ เชน ภูเขาไฟระเบิด หรือไฟ
ปาอีกดวย (กฤษณา ชัชพงศ, 2542; กรมควบคุมมลพิษ,  2542) 

สารไดออกซินมักใชเรียกสาร 2 กลุมคือ polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs) 
และ polychlorinated dibenzofurans (PCDFs)  สวนสารไดออกซินตัวที่มกักลาวถงึและมีความ
สําคัญซึ่งมีความเปนพิษรายแรงที่สุดในสารกลุมเดียวกนัมีชื่อเรียกวา 2,3,7,8-tetrachloro 
dibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD)  สารไดออกซินมีความคงตัวอยางยิง่ในสิ่งแวดลอม แม
ละลายน้ําไดเล็กนอย  แตละลายไดดีในไขมัน  ดังนัน้หากสารนี้ปนเปอนสูแหลงน้ํา ดินและอากาศ 
รวมถึงปนเปอนในผลิตภัณฑตาง ๆ ก็จะแพรเขาสูหวงโซอาหารไดดี  

เมื่อมนษุยไดรับสารไดออกซินเขาสูรางกาย สารนี้จะสะสมอยูในกระแสเลือดและเนื้อเยื่อ
ไขมัน   สามารถกอใหเกิดทัง้พิษเฉียบพลนัและเรื้อรัง   การไดรับในปริมาณสูงชวงระยะแรก ๆ จะ
เกิดการทําลายที่ผิวหนัง เชนเปนผื่นและไหมดํา มีผลกระทบตอตับที่ทาํหนาทีห่นักในการกาํจัด
สารพิษ  การไดรับในปริมาณเล็กนอยก็อาจสงผลใหเกดิภาวะระบบภูมิคุมกันของรางกายลมเหลว
ได นอกจากนีก้ารไดรับไดออกซินอาจกอใหเกิดโรค chloracne โดยจะมีอาการผิวหนังแตก เกิดถุง
น้ํา ตุมหนองคลายสิว เจ็บปวดทั่วรางกาย   และไดออกซินยงัทําใหเกิดการลดลงของฮอรโมนเพศ
ชาย มีผลตอจํานวนอสุจิและเกิดภาวะเยือ่บุผนังมดลกูอักเสบ  กระตุนใหเกิดมะเร็ง มีผลตอสภาพ
จิตใจ  รวมทัง้มีผลตอพฤตกิรรมและการเรียนรูของทารก เปนตน (จตุรงค ตันติมงคลสุข, นรินทร  
วรวุฒิ  และสุชัย สุเทพารักษ, 2543; ปราณี  เกียรติสุระยานนท, 2542) 



 2

ในการบาํบัดไดออกซินทาํไดหลายวิธี เชน การเผาในเตาเผา (incineration) อุณหภูมิสูง
กวา 1,000 องศาเซลเซียส    ทาํใหตองใชพลงังานจาํนวนมากตองเสยีคาใชจายสูง    และอาจมี
ผลิตภัณฑที่เปนพษิเกิดขึ้นจากการเผาไหมไมสมบูรณ และปลดปลอยสารพิษอ่ืน ๆ ออกมา  วิธี
การยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation)  เปนการบําบัดไดออกซินวิธหีนึง่ที่ไมตองใชความ
รอนและพลังงานจาํนวนมาก ไมตองใชเครื่องมือที่ซับซอน  วธิีการนี้เมื่อมกีารยอยสลายอยาง
สมบูรณจะไดผลิตภัณฑสุดทายที่ไมเปนพิษ  สามารถนําไปใชบาํบดัในพื้นที ่ (in-situ) ที่มีการปน
เปอนไดออกซนิได  รวมทัง้ยังสามารถใชบําบัดรวมกบัวิธีการอื่นเพือ่ใหมีประสิทธภิาพดียิ่งขึน้ได  
(Arienti และคณะ,  1988)  

อยางไรก็ตามการจะบาํบัดไดออกซินโดยใชการยอยสลายทางชวีภาพมาใชจริงในประเทศ
ไทยควรจะมกีารศึกษาเพิ่มเติม โดยคัดเลือกจุลินทรียจากในทองถิ่นซึ่งนาจะมีประสิทธิภาพและมี
ความเปนไปไดเมื่อนําไปใชจริงในสภาพแวดลอมและภูมิอากาศของประเทศไทยเอง แตเนื่องจาก
ไดออกซินมีพษิสูงมาก การทดลองตองทาํในหองทดลองที่มกีารปองกนัอยางเขมงวดซึ่งไมสามารถ
ทําได การศึกษาครั้งนี้จึงไดแยกราจากธรรมชาติ และนํามาใชในการยอยไดเบนโซฟูแรนซึ่งมี
โมเลกุลคลายกับไดออกซินแทน  โดยคาดวาราที่สามารถยอยไดเบนโซฟูแรนไดนาจะสามารถยอย
ไดออกซินไดดวย  ซึ่งตองพิสูจนในขั้นตอไป  
 
1.2 วัตถุประสงค 
 

1.    เพื่อคัดเลือกราที่สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดจากธรรมชาติ 
2.    เพื่อศึกษาความสามารถของราที่คัดไดในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรน     

 
1.3 ขอบเขตการศึกษา 
 

1.  ใชตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติเขาใหญเสนทาง ที่ทําการ-มอสิงโต 
2.  ใชสารไดเบนโซฟูแรนซึ่งเปน analogue ของไดออกซินเปนวัตถุดิบในการยอย 

  
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

  ทราบขอมูลเบื้องตนเกีย่วกบัความสามารถของราที่คัดเลือกไดในการยอยสลายไดเบนโซ
ฟูแรน ซึง่ขอมูลที่ไดอาจนาํไปใชประโยชนในการจัดการปญหาสิง่แวดลอมที่เกิดจากการปนเปอน
ไดออกซินชนิดตาง ๆ ได 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 สารไดออกซิน 
 

สารไดออกซินเปนกลุมสารประเภท polychlorinated aromatic hydrocarbon ที่มีโครง
สรางทางเคมทีี่มีลักษณะพิเศษ คือ จะประกอบดวย 3 วง (tricyclic member ring) และจัด
ระเบียบโมเลกลุเปนแบบ planar สารไดออกซินมักใชเรียกสาร 2 กลุมคือ polychlorinated 
dibenzo-p-dioxins (PCDDs) และ polychlorinated dibenzofurans (PCDFs) สารทั้งสองกลุมมี
สูตรโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกนัคือ PCDDs มีวง (member ring) ที่อยูตาํแหนงตรงกลางใน
โมเลกุลเปนหกเหลีย่มทีม่ีอะตอมออกซิเจนอยู 2 อะตอม  ขณะที่ PCDFs มีวงที่อยูตําแหนงตรง
กลางในโมเลกุลเปนวงหาเหลี่ยมและมีอะตอมออกซิเจนอยูเพียง 1 อะตอม(วิทยา สังขทอง, 2545) 
อะตอมของไฮโดรเจนของสารทั้ง 2 กลุมนี ้สามารถถูกแทนที่ดวยอะตอมของคลอรีนหรือโบรมนีได
ตั้งแต 1-8 อะตอม ดงัแสดงในรูปที ่ 2.1 การแทนที่โดยอะตอมของคลอรีนทําใหไดกลุมอนุพนัธที่
เรียกวา homologue สําหรับโครงสราง dibenzo-p-dioxin และ dibenzofuran มี homologue ได 
8 homologues ตามจาํนวนอะตอมคลอรีนหรือโบรมีนใน 1 โมเลกุล (กรมควบคุมมลพิษ,  2542)  
โดยมีจํานวน congeners ในแตละ homologue ดังแสดงในตารางที่ 2.1  สารไดออกซินที่มักกลาว
ถึงและมีความสําคัญซึ่งมีความเปนพิษรายแรงที่สุดในสารกลุมเดียวกนั ในโมเลกุลประกอบ ดวย
อะตอมคลอรีน 4 อะตอม เกาะอยูที่ตําแหนง 2,3,7 และ 8 มีชื่อเรียกวา 2,3,7,8-tetrachloro 
dibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) (World Health Organization,1989) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

(1) (2) 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสรางของ (1) dibenzo-p-dioxin และ (2) dibenzofuran 
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ตารางที่ 2.1 จํานวน congeners ในแตละ homologue ของ chlorinated dibenzo-p-dioxins 

และ chlorinated dibenzofurans 
 

จํานวน congeners จํานวนอะตอมคลอรีน   
ในโมเลกุล chlorinated dibenzo-p-dioxins chlorinated dibenzofurans 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

2 
10 
14 
22 
14 
10 
2 
1 

4 
16 
28 
38 
28 
16 
4 
11 

รวม 75 135 
 
ที่มา: U.S. Environmental Protection Agency, 1994 
 
2.2 สมบัติของ 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (กรมควบคุมมลพิษ,  2542)   
  
 ชื่อสามัญ   TCDD 
 ชื่อเคมี    2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin หรือ 

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo[b,e](1,4) dioxin 
สูตรโมเลกุล   C12H4Cl4O2  

รูปที่ 2.2 สูตรโครงสรางของ 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
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น้ําหนักโมเลกุล    321.96 
จุดหลอมเหลว   305-306 oซ 
ความดันไอ    7.40 x 10-10 มม.ปรอทที่ 25 oซ 
การละลาย   ละลายในน้ํา 1.9 x 10-5 มก./ลิตร   

ละลายใน methanol 10 มก./ลิตร   
ละลายใน acetone 110 มก./ลิตร  
ละลายใน benzene 570 มก./ลิตร  

ลักษณะทางกายภาพ  ผลึกสีขาวรูปเข็ม 
 
2.3 ความคงตัวของสารไดออกซิน 
 
 ไดออกซินเปนสารที่มีความคงตัวสูงมาก เมื่ออยูในสิง่แวดลอมจะถกูทําลายโดยแสงแดด
เรียกกระบวนการนีว้า photodegradation หากอยูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต ไดออกซินจะมีคร่ึง
อาย ุ (half-life) ประมาณ 1-3 ป   แตหากอยูใตผิวดินจะมีคร่ึงอายนุานกวา 10 ป   เนื่องจากได
ออกซินมีความคงตัวสูงและละลายไดดีในไขมัน ทําใหไดออกซินสามารถสะสมในรางกายของสิง่มี
ชีวิตและถายทอดไปตามหวงโซอาหาร ไดออกซินในรางกายมนุษยมคีร่ึงชีวิตเฉลี่ยประมาณ 7.1 ป 
(5.8-9.6 ป) (จารุวรรณ วิริยะหิรัญไพบูลย, 2542) 
 
2.4 แหลงกําเนิดของสารไดออกซิน 
 

สารไดออกซินเกิดตามธรรมชาติไดนอยมาก สวนใหญเกิดจากการกระทําของมนษุยโดย
เปนผลจากระบวนการผลิตที่มีคลอรีนเขามาเกีย่วของ ซึ่งมีดังนี้ (กรมควบคุมมลพิษ,  2542; 
จารุวรรณ วิริยะหิรัญไพบูลย, 2542; สุชาต อุดมโสภกิจ และไพโรจน หลวงพิทักษ, 2542b)  

 
1. เกิดจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ใชคลอรีนในกระบวนการผลิต เชน โรงงานผลิตพลาสติก

พีวีซี และโรงงานผลิตกระดาษ  
    ในโรงงานผลิตกระดาษ คลอรีนและสารประกอบคลอรีนที่ใชกระบวนการฟอกกระดาษ 

สามารถทําปฏิกิริยากับลิกนินในเยื่อไมทาํใหเกิดสารไดออกซิน โดยปริมาณของสารไดออกซินใน 
กระดาษนั้นขึน้อยูกับการฟอก     กระดาษสีน้าํตาลทีผ่านการฟอกขาวเพยีงเล็กนอยจะมีปริมาณ
ไดออกซินนอยกวากระดาษขาว นอกจากนี้น้าํทิง้จากโรงงานผลิตกระดาษกม็ีสารไดออกซินปน
เปอนดวย 
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    โรงงานทีม่กีารตัดเหล็ก กลึงเหล็ก ที่ใชตัวทาํละลายที่มีคลอรีนเปนสวนประกอบ  น้าํ
มันที่ใชในการตัดเหล็กและพลาสติกตาง ๆ ซึง่ลวนแตตองสัมผัสกับอุณหภูมิสูง ๆ เปนแหลงทีพ่บ
ไดออกซินไดเชนกนั  และโรงเลื่อยไมก็เปนแหลงหนึ่งที่ผลิตของไดออกซิน เนื่องจากมีการใชสาร 
pentachlorophenol เพื่อรักษาเนื้อไม  

 
2.  เกิดจากกระบวนการผลิตสารเคมีกลุม chlorinated hydrocarbon  
     นอกเหนือจาก 2,4,5-trichloroethane แลว การผลติสารประกอบ chlorinated 

hydrocarbon หลายชนิด เชน pentachlorophenol, hexachlorobenzene และ polychlorinated 
biphenyls (PCBs) อาจมีไดออกซินปนเปอน  นอกจากนี้ในการผลิตสารเคมีหลายชนิดถึงแมจะไม
ทําใหเกิดไดออกซินแตเมื่อใชสารเหลานี้เปนวัตถุดิบในการผลิตสารอืน่อาจทําใหเกดิสารไดออกซิน
ขึ้นได สารเหลานี้รวมเรียกวา precursor chemical substances 

 
3. เกิดจากการเผาไหมเชื้อเพลิง  ไมวาจะเปนเชื้อเพลิงประเภทน้ํามันหรือถานหิน  
    รถยนตที่ใชน้ํามนัเบนซนิที่เติมสารประกอบ tetraethyl lead เพือ่ปองกันเครื่องยนตน็

อกจะตองผสมสารประกอบคลอรีนคือ 1,2-dichloroethane เพื่อชวยกาํจัดตะกัว่ ดังนัน้รถยนตที่
ใชเชื้อเพลิงประเภทนี้จงึเปนแหลงของไดออกซินดวย รถยนตที่ใชน้าํมนัเบนซินไรสารตะกัว่จะ
ปลอยไดออกซิน 1.2-1.3 พิโคกรัมตอการวิ่งระยะทาง 1 กโิลเมตร ซึ่งนอยกวารถที่ใชน้าํมนัเบนซิน
แบบมีสารตะกั่ว (3.3-7.7 พิโคกรัมตอการวิ่งระยะทาง 1 กิโลเมตร)   

 
4. เกิดจากการเผาขยะแบบไมสมบูรณ   
    เนื่องจากขยะประกอบดวยสารอนิทรียตาง ๆ มากมายรวมทัง้สารเคมีซึ่งมี benzene 

ring และคลอรีนเปนองคประกอบ    โดยอุณหภูมิระหวาง 200-400 oซ เปนชวงที่ทาํใหเกิดสารได
ออกซินไดดี  ไดออกซินมีความคงตัวตออุณหภูมิแตจะสลายไดที่อุณหภูมิสูงกวา 800 oซ ดังนัน้การ
เผาขยะแบบสมบูรณจึงไมกอใหเกิดไดออกซิน นอกจากนี้มกีารประมาณการวาไดออกซินในธรรม
ชาติสวนใหญ (95%)มาจากการเผาไหมขยะที่มีคลอรีนเปนสวนประกอบ 

 
5. เกิดจากปรากฏการณธรรมชาติ เชน ภูเขาไฟระเบิด หรือไฟปา   
    ไฟปากอใหเกิดไดออกซินเนื่องจากควันจากโรงงานอตุสาหกรรมหรือเตาเผาอุณหภูมิสูง

ตกลงบนใบพืช ซากพืชทําใหเกิดการปนเปอนบนใบและซากพืช (กฤษณา ชัชพงศ, 2542) 
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2.5 การปลดปลอยสารไดออกซินออกสูสิ่งแวดลอม (จารุพงศ บุญ-หลง, 2544) 
 

1. การปลดปลอยลงสูแหลงน้ํา 
    ไดออกซินเขาสูแหลงน้ําไดจากการปลอยน้ําเสีย การชะลางจากบริเวณปนเปอนหรือ

จากผลิตภัณฑปนเปอน เชน การใชสารเคมีปองกนักําจัดศัตรูพืชและสัตวประเภทออรกาโนคลอรีน 
(organochlorine) การทิง้กาก ของเสยี ฯลฯ การปลอยน้ําเสียจากอุตสาหกรรมที่มีกระบวนการ
เกี่ยวกับการสรางไดออกซิน ไดแก   

   1) น้ําเสยีจากกระบวนการผลิตกระดาษและเยื่อกระดาษ (pulp and paper) ที่มกีารใช
สารคลอรีนในการฟอกสี  

   2) น้ําเสียจากกระบวนการผลิตเคมีภัณฑที่เกี่ยวของกับสารคลอรีน  
   3) น้ําเสยีจากอุตสาหกรรมฟอกยอม เสนใย หนงั ไม ที่ใชสียอมหรือน้ํายารักษาคุณภาพ

ของวัตถุดิบที่มีไดออกซินเจือปนอยู 
   4) น้ําเสียจากบานเรือนทั่วไป เชน เครื่องซักผา และเครื่องลางชาม เปนตน 
   5) น้ําเสยีจากกิจกรรมการผลิต และสถานที่ของกิจกรรมที่มีการใชวตัถุดิบที่ปนเปอนดวย 

ไดออกซิน เชน สถานที่ผลิตและใชสารคลอโรฟนอล (chlorophenol) โรงเลือ่ย สุสานรถยนตโดย
เฉพาะอยางยิ่งมีน้ํามันหกรดอยู น้ําเสียจากเตาเผาขยะ เปนตน 
 

2. การปลดปลอยลงสูดิน 
    สารไดออกซินถูกปลดปลอยไปสูดินได โดยการทิ้งหรือการปลดปลอยผลิตภัณฑที่มีได

ออกซินปนเปอนอยูโดยตรง หรือสารนี้สะสมตัวอยูในดินโดยผานสิ่งแวดลอมตาง ๆ เชน จาก
อากาศสูดินดงัทีก่ลาวแลว  และสารที่สะสมอยูในดนิก็จะผานเขาสูหวงโซอาหาร (food chain) 
และถูกดูดซึมเขาสูพืชและสตัวตอไป สารไดออกซินในดินสวนใหญเกิดขึ้นโดยตรงจากผลิตภัณฑ
หรือกากของเสียจากสารเคมีปองกนักาํจดัศัตรูพืชและสัตว สารรักษาเนื้อไมที่มีไดออกซินปนเปอน 
การนาํเอากากของเสียไปใชในพืน้ทีเ่กษตร และการนาํกากของเสียทีม่ีไดออกซินปนเปอนไปกอง
ทิ้งไว เปนตน   
 

3. การปลดปลอยออกสูอากาศ 
    สารไดออกซินเขาสูบรรยากาศจากแหลงตาง ๆ ทั้งที่เปนแหลงคงทีซ่ึ่งมกัเกี่ยวของกับ

การอุตสาหกรรม หรือแหลงที่ไมคงที่ซึง่เกี่ยวของกับการใชผลิตภัณฑที่มีสารไดออกซินเจือปนอยู  
สารไดออกซินจากทั้งสองแหลงนี้สามารถอยูคงทีห่รือเคลือ่นยายไปไดเปนระยะทางไกลมาก ดังนั้น
จึงสามารถตรวจวัดไดทั่วไปแมแตจากแหลงตาง ๆ ซึ่งอยูหางไกลมากจากแหลงที่ปลดปลอย  
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ตัวอยางของกระบวนการที่ปลดปลอยไดออกซินไปสูอากาศ เชน กระบวนการเผาไหม 
กระบวนการผลิตโลหะและหลอมโลหะ กระบวนการปงหรือยาง ตูอบควัน อุตสาหกรรมที่ใชความ
รอนสูง เปนตน โอกาสที่จะมกีารสรางและปลดปลอยสารไดออกซินสูบรรยากาศสามารถเกิดขึ้นได
ในสภาวะใดสภาวะหนึง่หรือหลาย ๆ สภาวะรวมกนัคือ 1) กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณเมื่อ
อุณหภูมิสูงกวา 200 องศาเซลเซียส 2) มีสารพวกอนิทรียคารบอน  3) มีสารคลอรีน และ 4) ผลิต
ภัณฑที่มีสาร PCDDs/PCDFs ปะปนอยู  

 
4. การปนเปอนในผลิตภัณฑ 
    การปนเปอนสารไดออกซนิในผลิตภัณฑนี้จะเปนผลิตภัณฑที่เปนสารประกอบประเภท

ออรกาโนคลอรีนโดยตรงและผลิตภัณฑทีใ่ชคลอรีนในกระบวนการ เชน กระดาษและเยื่อกระดาษ 
ผลิตภัณฑที่มกีารปนเปอนสงูเชน พวกคลอริเนตเตท ฟนอล และอนพุันธ เชน pentachlorophenol 
(PCP),  2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5–T) และ PCBs ที่ใชในหมอแปลงไฟฟา และ
ตัวเก็บประจุไฟฟา ในประเทศเยอรมนีไดทําการศึกษาและวเิคราะหปริมาณสาร PCDDs/PCDFs 
ในผลิตภัณฑเคมีและผลิตภัณฑสิ่งทอหลายชนิด พบวาผลิตภัณฑเคมี pentachlorophenol เปน
สารที่มีการปนเปอน PCDDs/PCDFs สูงถึง 2,320 µg.I-TEQ/kgของผลิตภัณฑเคมี 
 
2.6 การรับสารไดออกซินของมนุษย  
 
 ไดออกซินสามารถเขาสูรางกายได 3 ทาง คือ (กรมควบคุมมลพิษ,  2542;  จารุวรรณ 
วิริยะหิรัญไพบูลย, 2542)  

1. โดยการสัมผัสกับไดออกซินโดยตรงทางผิวหนัง 
2. โดยการหายใจ 
  -โดยหายใจเอาเถาหรือแกสจากการเผาไหมของสารทีม่ีองคประกอบของคารบอน

ในสิ่งแวดลอมที่มีคลอรีน (จตุรงค ตันติมงคลสุข, นรินทร  วรวุฒิ  และสุชัย สุเทพารักษ, 2543) 
  -คนงานโรงงานอุตสาหกรรมที่กระบวนการผลิตมีการปนเปอนของไดออกซิน หรือ

ผูที่มีอาชพีตองใชสารเคมทีีอ่าจมีการปนเปอนของไดออกซิน เชน เกษตรกรมักจะไดรับไดออกซิน
โดยทางผิวหนังและทางลมหายใจ  

3. โดยการบริโภค 
  สารไดออกซินเปนสารที่คงตวัในสิ่งแวดลอม สามารถละลายไดดใีนไขมันจึง

สะสมไดในสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะสัตวซึง่มีไขมันเปนสวนประกอบมากกวาพืช  เมื่อคนเราบริโภคพชื
และสัตวก็จะทําใหไดรับไดออกซินเขาสูรางกาย  รอยละ 97.5 ของไดออกซินที่คนทัว่ไปไดรับมา
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จากอาหารประจําวนัที่รับประทานเขาไป   โดยปริมาณไดออกซินทีค่นเราไดรับในแตละวันขึ้นอยู
กับชนิดของอาหารที่แตละคนบริโภคและปริมาณของไดออกซินในอาหารแตละชนดิ จากตัวอยาง
ในรูปที่ 2.3 คนในทวีปอเมริกาเหนือไดรับไดออกซินในแตละวันประมาณ 120 พิโคกรัม  โดยไดรับ
จากเนื้อโคสูงที่สุด คือ 38 พิโคกรัม/วัน  

 

0.80
2.20

4.10
7.80

12.20
12.90

24.10
17.68

38.00

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

ทางน้ํา
ทางดิน

การหายใจ
ไข

เนื้อปลา
เนื้อหมู
เนื้อไก
นมสด

ผลิตภัณฑนม
เนื้อวัว

ปริมาณการไดรับสารไดออกซิน (พิโคกรัม /วัน)

ปริมาณเล็กนอยมาก

 
รูปที่ 2.3  ปริมาณสารไดออกซินที่คนในทวีปอเมริกาเหนือไดรับในแตละวัน  (ขนิษฐา ทวีถาวร   

สวัสด์ิ, 2543)   
 
2.7 ความเปนพิษของสารไดออกซิน 
 
 กลุมสารไดออกซินประกอบดวยสารทีเ่ปนไอโซเมอรจํานวนมาก  แตไอโซเมอรที่มีความ
เปนพษิมากทีสุ่ดคือ 2,3,7,8-TCDD สวนไอโซเมอรอ่ืน ๆ อีก 16 ไอโซเมอรมีความเปนพิษเชนเดียว
กันแตจัดวานอยกวา 2,3,7,8-TCDD เนื่องจากการประมาณความเปนพิษของแตละไอโซเมอรไม
สามารถบอกปริมาณเปนการเฉพาะแตละตัวได  จงึไดบอกคาความเปนพิษของสารแตละไอโซ
เมอรไดในรูปความสัมพันธกับไอโซเมอร 2,3,7,8-TCDD โดยใหถือวา 2,3,7,8-TCDD ซึง่มีความ
เปนพษิสูงสุดมีคาเทากับ 1 โดย International Toxicity Equivalency Factors (I-TEF) ไดกําหนด
คาความเปนพิษสําหรับไอโซเมอรหรือ congener ตาง ๆ (วิทยา สังขทอง, 2545) ดังตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 คา I-TEF ของไอโซเมอรสารไดออกซิน 
 

Congener I-TEF 

2,3,7,8-TetraCDD 1 
1,2,3,7,8-PentaCDD 0.5 
1,2,3,4,7,8-HexaCDD 0.1 
1,2,3,6,7,8-HexaCDD 0.1 
1,2,3,7,8,9-HexaCDD 0.1 
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 0.01 
OctaCDD 0.001 
2,3,7,8-TetraCDF 0.1 
1,2,3,7,8-PentaCDF 0.05 
2,3,4,7,8-PentaCDF 0.5 
1,2,3,4,7,8-HexaCDF 0.1 
1,2,3,6,7,8-HexaCDF 0.1 
1,2,3,7,8,9-HexaCDF 0.1 
2,3,4,6,7,8-HexaCDF 0.1 
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF 0.01 
1,2,3,4,7,8,9-HeptaCDF 0.01 
OctaCDF 0.001 

 
ที่มา: จารุพงศ บุญ-หลง, 2544 
 

สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ (International Agency for Research on Cancer, IARC) 
ซึ่งเปนหนวยงานหนึง่ขององคการอนามัยโลก (World Health Organization, WHO) ไดจัดสาร 
2,3,7,8-TCDD เปนสารกอมะเร็งโดยจัดอยูใน Class 1 (สุชาต อุดมโสภกิจ และไพโรจน หลวง
พิทกัษ,2542a)นอกจากนี้มกีารศึกษาทดลองความเปนพิษของกลุมสารดังกลาวโดยใชสัตวทดลอง
หลายชนิด พบวาความเปนพิษข้ึนอยูกับชนิดของสัตวดวยดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 ความเปนพิษในสัตวทดลองของสาร 2,3,7,8-TCDD  
 

ความเปนพิษ 
(ปริมาณที่ทําใหเกิด LD50/ED50) 

ชนิด LD50/ED50 ของ 2,3,7,8-TCDD 

ความเปนพิษเฉียบพลัน 
LD50  
(ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว) 
 
ความเปนพิษกึ่งเรื้อรัง 
น้ําหนักตัวลดลง 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว) 
thymic atrophy 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว) 
immunotoxicity 
(นาโนโมล/กิโลกรัมน้ําหนักตัว) 
teratogenicity 
(ไมโครกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว) 

 
หนูตะเภา 
mouse 
 rat 

 
rat 
หนูตะเภา 
rat 

 
mouse 

 
mouse 

 
0.6-2.0 
114-284 
22-45 

 
0.05 

0.0056 
0.09 

 
0.65,0.77 

 
3.4 

 
ที่มา: safe(1990 อางถึงใน กรมควบคุมมลพิษ, 2542: 78)    
 
2.8 ผลของสารไดออกซินตอมนุษยและสัตว  
 

ไดออกซินสามารถกอใหเกดิผลทั้งพิษเร้ือรังและเฉียบพลัน ดังนี้ (ณัญจณา ลือตระกูล, 
2542; สุชาต อุดมโสภกิจ และไพโรจน หลวงพิทกัษ, 2542a;  จตุรงค ตันติมงคลสุข และคณะ, 
2543) 
 
  1. พิษเฉยีบพลันทาํใหเบื่ออาหาร น้าํหนักลด แผลในกระเพาะอาหาร ตับอักเสบ และอาจ
รุนแรงจนเสยีชีวิตในที่สุด 
 2. พิษเร้ือรังทําใหเกิดโรคหรือความผิดปกติแกรางกายดังตอไปนี้ 
  2.1 Chloracne ถูกคนพบครั้งแรกในป พ.ศ. 2440 เปนโรคที่เกี่ยวของกับการ
ทํางานและถือเปนโรคที่เกิดจากการสัมผัสกับไดออกซินชนิดแรกที่ถกูคนพบ โดยพบในกลุมคนงาน
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ที่ปฏิบัติงานในโรงงานผลิตยาฆาแมลงและโรงงานที่ผลิตสารเคมีจําพวกพีซีบี อยางไรก็ตามยงัไม
มีใครพบสาเหตุของโรคนี้ จนกระทั่งในราวป พ.ศ. 2503 พบวาไดออกซินเปนสารปนเปอนในยาฆา
แมลงและพีซบีี อาการของโรคนี้คือ ผิวหนงัแตก (skin eruptions) เกิดถุงน้าํ (cysts) และตุมหนอง 
(pustules) คลายสิว  มักเกิดตามใบหนาและลําตัวโดยเปนอยางรุนแรง บริเวณลาํตัวรอยโรคมกัมี
ลักษณะเปนบาดแผล ผูที่ปวยดวยโรคนี้จะมอีาการเจ็บปวดไปทั่วรางกาย จากการศึกษาในสัตว
ทดลองพบวาอาการของโรคนี้เกิดขึ้นไดแมจะมีไดออกซินอยูในตวัหนูเพียง 23 ng/kg  สวนปริมาณ
สารไดออกซินในรางกายทีท่าํใหเกิด chloracne อาจมีขนาดนอยกวา 96 ng/kg หรืออาจสูงเกนิ
กวา 3,000 ng/kg แตคาเฉลี่ยในผูปวยมักมีปริมาณ 7 เทาของคาเฉลี่ยสารไดออกซินในพลเมือง
ของประเทศสหรัฐอเมริกา  
  2.2 อุบัติการณของโรคเบาหวาน (diabetes) เพิ่มข้ึน มีรายงานการศึกษา 3 ราย
งานในทหารอเมริกันที่ทาํการรบในประเทศเวียดนามพบวา มีอุบัตกิารณโรคเบาหวานเพิ่มสูงกวา
ปกติและตรวจพบปริมาณสารไดออกซินในรางกายตั้งแต 99 ถึง 140 ng/kg หรือเฉลี่ย 8 เทาของ
คาเฉลี่ยของสารไดออกซินในประชากรอเมริกัน  
  2.3 ผลตอระบบภูมิคุมกันของรางกาย (immune system)  การศึกษาในลงิมารโม
เซท (marmoset monkeys) พบวาเมื่อมีไดออกซินอยูในรางกายประมาณ 10 ng/kg จะทาํให
ปริมาณเม็ดเลอืดขาวที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันลดลงไป 25 % และการศกึษาในหนูก็ใหผลใน
ทํานองเดียวกัน 
  2.4 ผลตอระบบอวัยวะสืบพันธุและฮอรโมน ในเพศชายทําใหขนาดอัณฑะลดลง 
และจํานวนเชือ้อสุจิลดลง นักวิจัยแหงสถาบันสขุภาพอาชวีอนามยัและความปลอดภัยในการ
ทํางานแหงชาติ (The National Institute of Occupational Safety and Health, NIOSH) ของ
สหรัฐอเมริกา พบวาผูชายทีท่ํางานและมีไดออกซินอยูในกระแสเลือด จะมีระดับเทสโตสเตอโรนซึ่ง
เปนฮอรโมนเพศชายลดลง รวมทัง้ฮอรโมนเพศชายชนดิอื่น ๆ ดวย อยางไรก็ตาม แมระดับของเทส
โตสเตอโรนจะลดลงแตก็ยังถือวาอยูในระดับปกติ  
  2.5  ภาวะเยื่อบุผนงัมดลกูอักเสบ (endometriosis) พบวาลงิรีซซั (rhesus 
monkeys) เพศเมียที่มีไดออกซินในรางกายสงูกวาคาเฉลี่ยในคนอเมริกัน 5 เทา จะมีอาการปวด
ทองอนัเกิดจากเยื่อบุผนงัมดลูกอักเสบ  ความผิดปกตดิังกลาวนีพ้บในสตรีชาวอเมริกันถงึ 5 ลาน
คน 
   2.6 ความพิการของทารก  พฤติกรรมและการเรียนรูผิดปกติ  จากการสังเกตบุตร
ของทหารอเมริกันทีท่ําการรบในสงครามเวียดนาม  พบวามกีารเพิ่มอุบัติการณของความผิดปกติ
แตกําเนิดในระบบประสาท หัวใจ ไต ผิวหนัง และชองปาก (ริมฝปากแหวงและเพดานโหว) ใน
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ทารกแรกเกิด มีการศึกษาในลูกลิงพบวาปริมาณสารไดออกซินเพยีง 42 ng/kg มีผลทําใหการ
เรียนรูผิดปกติ  
  2.7 กระตุนใหเกิดมะเร็งบางชนิดในมนษุยและสัตวทดลอง  เชน มะเรง็ของ
เนื้อเยื่อออน  มะเร็งตอมน้าํเหลือง มะเร็งเม็ดโลหิตขาว เปนตน มีรายงานผูปวยดวยโรคมะเร็ง 5 
รายที่เกิดจากการสัมผัสกับไดออกซิน ไมวาจะโดยอุบตัิเหตุหรือโดยการปฏิบัติหนาที่เปนประจาํ 
รายงานเหลานี้ชี้ใหเหน็วา แมวาจะมีไดออกซินอยูในรางกายเพยีง 109  ng/kg  มีการคาดคะเนวา
สารไดออกซินทําใหโอกาสเกิดมะเร็งเตานมในเพศหญิงเพิ่มข้ึนโดยในป พ.ศ. 2503  1 ใน 20 คน
ของผูหญิงอเมริกันมีโอกาสที่จะเปนโรคมะเร็งเตานม  แตปจจุบันนี้อัตราการเกิดมะเร็งเตานมเพิม่
ขึ้นเปน 1 ใน 8 คน  สําหรับกลไกในการเกดิมะเร็งในมนษุยยงัไมทราบแนนอน  มีการศึกษาในสัตว
ทดลองยนืยนัแนนอนแลววาสาร 2,3,7,8-TCDD ทําใหเกิดมะเร็งไดในสัตว โดย 2,3,7,8-TCDD ไม
จับและไมทําลายดีเอ็นเอแตเกี่ยวของกับการยับยัง้การเนาสลายของเซลล  กระตุนการเจริญเติบโต
ของเซลลและสงเสริมใหเกิดมะเร็ง (tumor promotion)  
  2.8 ผลตอสภาพจิตใจ จากการทดสอบสภาพจิตใจพบวาในกลุมทีสั่มผัสกับสาร
ไดออกซินมีความออนลา ความโกรธ และพฤติกรรมแยกตัวเองเพิม่ข้ึนอยางมนียัสําคัญมากกวา
กลุมควบคุม 
 
2.9 เหตุการณที่เกี่ยวของกับสารไดออกซิน  
  
 ป ค.ศ. 1962-1971  ทหารอเมริกันในสงครามเวียดนามใชสารสีสม (agent orange) มาก
กวา 12 ลานแกลลอน โปรยจากเฮลิคอปเตอรลงพื้นที่ปาของเวยีดนาม ในการทําลายใบไมและตน
ไมเพื่อเปดปาใหเหน็ทัศนวิสัย ปองกนัการซุมโจมตี และเปดซอนที่กําบังของทหารเวียดนาม  ซึง่
สารเคมีดังกลาวประกอบดวย 2,4,5-T,   2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) และ 
2,3,7,8-TCDD   (จตุรงค ตันติมงคลสุข และคณะ, 2543) ผลจากปฏิบัติการครั้งนีท้าํใหเกิดผล
กระทบตอสุขภาพของทหารอเมริกันที่คลกุอยูกับสารพษิดังกลาว และทําใหเกิดการทําลายสภาพ
แวดลอมอยางรุนแรงโดยเฉพาะการตกคางและปนเปอนในสิ่งแวดลอม  
 ป ค.ศ. 1976  เกิดอุบัติเหตุระเบิดที่โรงงานเคมชีื่อ Hoffman-La Roche ที่เมืองเซวโิซ 
(Seveso) ประเทศอิตาล ี เหตุการณคร้ังนั้นเกิดมีกลุมควันของสารเคมีปกคลุมพื้นที่เปนบริเวณ
กวาง  (นิตยา วีระกุล, 2542)  ทําใหมีการปนเปอนของไดออกซินในพื้นที่ประมาณ 3 ตารางไมล 
(7.8ตารางกิโลเมตร) มีสัตวตายจาํนวนมาก ประชาชนที่อยูในพื้นทีท่ี่ไดรับผลกระทบ 36,000 คน
รอดชีวิตแตพบวาม ี 193 รายเกิดโรค chloracne (O’Neill, 1993)   และพบวาม ี 2,3,7,8-TCDD 
ปนเปอนในผักผลไมถึงระดับ 50 ไมโครกรัม/กรัม (วิทยา สังขทอง, 2545) 
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ป ค.ศ. 1979  ที่ประเทศไตหวนั มีประชาชน 1,843 ราย  เจ็บปวยจากการบริโภคน้าํมันที่
ปนเปอนดวย PCDFs (จารุวรรณ วิริยะหิรัญไพบูลย, 2542) 
 ป ค.ศ. 1999  - มีการขุดพบสารพิษจากการทําการปรับปรุงทางวิง่ (run way) ในบริเวณ
ทาอากาศยานหวัหนิหรือสนามบนิบอฝาย โดยไดใชรถตักดินเพื่อขุดลอกหนาดินออกจนถงึระดบั
ดินดาน ระหวางทําการขุดจนมาถึงบริเวณทางขับ (taxi way) คนงานของบริษทัที่ไดรับการวาจาง
ขุดพบถังบรรจุสารเคมีขนาดประมาณ 15 ลิตร ฝงอยูใตดินที่ระดับความลึก 1.2 เมตร จํานวน 5 ถัง   
ซึ่งถงัมีสภาพฉีกขาด และยงัพบถังโลหะผพุังขนาด 200 ลิตรอยูขางเคยีง ไมพบสารเคมีใด ๆ หลง
เหลืออยูในถัง แตพบวาดนิบริเวณนั้นเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลแดงสงกลิ่นเหม็นรุนแรงฟุงกระจายเปน
บริเวณกวาง ทางกรมควบคุมมลพิษไดเปดเผยวาสหรัฐเคยใชสนามบินบอฝายเปนที่ผสมสารเคมี
ในการวิจัยปฏบิัติงานในการใชสารทําลายใบไมระหวางป พ.ศ. 2507-2508  เพื่อใชในสงคราม
เวียดนาม  และผลจากการวิเคราะหตัวอยางดนิปนเปอนระดับ 2.7-5.0 เมตร พบวามีสาร dibutyl 
disulfide ปริมาณ 540 ppm  สาร s,s,s-tributylphosphorotrithioate ปริมาณ 3,900 ppm  สารที่
เปนอนพุนัธของ 2,4-D ปริมาณ 35 ppm  สารที่เปนอนุพนัธของ 2,4,5-T ปริมาณ 14 ppm  สาร 
2,4-dichlorophenol 11 ppm และสาร trichlorophenol 10 ppm และผลจากการตรวจตัวอยาง
ดินจากหองปฏิบัติการเอกชนในสหรัฐอเมริกา ตรวจพบ 2,3,7,8-TCDD ในระดับ 1.04 ppt (สุภัท
รา ภิญโญกิตติกุล, 2542; สุมล ปวิตรานนท, 2542) 
            - พบสารไดออกซินปนเปอนในอาหารและผลิตภัณฑประเภทเนื้อสัตว นม 
ไขจากประเทศเบลเยี่ยม ฝร่ังเศส และเนเธอรแลนด โดยสาเหตุเกิดจากการปนเปอนของไดออกซิน
ในไขมันทีน่ํามาผลิตอาหารสัตวของบริษทัในประเทศเบลเยี่ยม ซึง่ทางบริษทัไดขายสวนผสมไขมัน
ที่มีการปนเปอนไดออกซินใหกับโรงงานผลติอาหารสัตวภายในประเทศเบลเยี่ยมเอง 10 แหง ฝร่ัง
เศส 1 แหง และเนเธอรแลนด 1 แหง โดยทางโรงงานอาหารสัตวเหลานี้ไดจําหนายอาหารสัตวทีป่น
เปอนไดออกซนิใหแกฟารมไก หม ูโคเนื้อ และโคนม รวมแลวกวา 1,000 แหง  ทาํใหมีการปนเปอน
ของสารไดออกซินในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑที่ไดจากไก หมู และโคกระจายออกไปสูภูมิภาคตาง ๆ 
ทั่วโลก (จตุรงค ตันติมงคลสุข และคณะ, 2543) ซึ่งสารไดออกซินดังกลาวนีท้างสถาบันสาธารณ
สุขสหรัฐไดกําหนดคาไดออกซินที่รางกายมนุษยสามารถรับไดไมเกินวันละ 0.001 ไมโครกรัมตอ
น้ําหนกั 1 กโิลกรัมตอวัน  ขณะที่เบลเยี่ยมไดกําหนดคาของสารไดออกซินใหมีในอาหารสัตวไม
เกิน 5 พิโคกรัมตอปริมาณไขมัน 1 กรัม แตจากผลการตรวจพบไดออกซินในผลติภัณฑจากไกที่
ผลิตในเบลเยีย่ม  ปรากฏวามีไดออกซนิปนเปอนสงูถงึ 2,400 พิโคกรัมตอปริมาณไขมัน 1 กรัม  
และในไขไกพบไดออกซินปนเปอนสงูถงึ 265-773 พิโคกรัมตอปริมาณไขมัน 1 กรัม (ปรีชา 
กันทรากรกิต,ิ 2542) ทําใหขณะนั้นหลายชาตใินเอเชียรวมถงึประเทศไทยไดระงับการนําเขาหรือ
จําหนายเนื้อสัตว นม ไข และผลิตภัณฑที่มีการปนเปอนจากประเทศดังกลาว  
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2.10 กฎหมายที่ควบคุมสารไดออกซิน  
 

ประเทศตาง ๆ ไดมีการกําหนดกฎเกณฑและมาตรฐานเพื่อใชเปนแนวทางในการควบคุม
สารไดออกซินดังนี้ (จารุพงศ บุญ-หลง, 2544) 

- ประเทศเนเธอรแลนด ไดกําหนดไวใหมนุษยสามารถรับสาร PCDDs/PCDFs ในแตละ
วันไดไมเกิน 0.04 นาโนกรัมตอน้ําหนักตัว 1 กิโลกรัม  

- ประเทศสหรัฐอเมริกา  กําหนดความเขมสูงสุดในน้ําดื่มที่ 0.03 นาโนกรัมตอลิตร  
- ประเทศสหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี    กําหนดความเขมขนในน้าํนมไมใหเกนิ 0.9 นาโน

กรัม (ng.I-TEQ) ตอปริมาณไขมัน 1 กิโลกรัม และถาพบวามีคาเกิน 5.0 ng.I-TEQ  ก็จะไม
อนุญาตใหมีการจําหนายและทําลายผลิตภัณฑนมนั้น ๆ เสีย  

 
เนื่องจากเตาเผาอุณหภูมิสูงเกือบทุกชนิดเปนแหลงกําเนดิไดออกซินทีส่ําคัญที่สุด  ดังนัน้

ประเทศตาง ๆ ที่เจริญแลวทั่วโลก จงึมมีาตรฐานการปลดปลอยสารสูบรรยากาศ โดยไดการ
กําหนดคามาตรฐานการปลดปลอย PCDDs/PCDFs ไวเปนปริมาณ “นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร
ของปริมาตรอากาศ” (ดังตารางที ่ 2.4) การกาํหนดมาตรฐานสวนใหญจะใชหนวยเดียวกันคือ นา
โนกรัม โดยเปนผลจากการวดัสาร PCDDs และ PCDFs แตละตัว แลวนาํคาที่วัดไดไปคูณดวยคา
เปรียบเทยีบความเปนพิษหรือ คา I-TEF (ตารางที่ 2.2) แลวนาํผลบวกของแตละคาออกมาเปน
ปริมาณ PCDDs/PCDFs ทั้งหมดตอปริมาณอากาศ 1 ลูกบาศกเมตรหรือ Nm3 (Normalized 
cubic meter) และเรียกคานี้วา “ng.I-TEQ/Nm3” สําหรับประเทศสหรัฐอเมริกามีการตรวจวัดและ
กําหนดคามาตรฐานเปนคารวม (total) ทั้งหมดของ PCDDs และ PCDFs ที่วัดจริงโดยมไิดนําคา
เปรียบเทยีบความเปนพิษ (I-TEF) มาคูณ คาที่ออกมาจงึสูงกวาคามาตรฐานของประเทศตางๆ ใน
ยุโรปและเอเชยีบางประเทศ คามาตรฐานของประเทศสหรัฐอเมริกาเรียกวา “ng.total/Nm3” ซึ่ง
ประเทศไทยไดนําระบบของประเทศสหรัฐอเมริกามาใชเปนคามาตรฐานสาํหรับเตาเผาขยะชุมชน
ในปจจุบันนี้เชนกัน  
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ตารางที่ 2.4 คามาตรฐาน PCDDs/PCDFs จากเตาเผาอุณหภูมิสูงของประเทศตาง ๆ 
 

ประเทศ คามาตรฐาน หมายเหตุ 

ออสเตรีย 
แคนาดา 
เดนมารก 

สหภาพยุโรป 

เยอรมันนี 
อังกฤษ 

ญี่ปุน (มาตรฐานเกา) 
ญี่ปุน (มาตรฐานใหม) 
เนเธอรแลนด 
สวิตเซอรแลนด 
ไตหวัน 

สหรัฐอเมริกา (มาตรฐานเกา)
สหรัฐอเมริกา (มาตรฐานใหม) 

0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.5 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 
0.1 ng.I-TEQ/Nm3 

1.0 ng.I-TEQ/Nm3 
30 ng.total/Nm3* 
13 ng.total/Nm3** 

เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาขนาดใหญ 
เตาเผาขนาดใหญ 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 
เตาเผาทุกขนาด 

เตาเผาขนาดใหญ*** 
เตาเผาขนาดใหญ 

หมายเหตุ *   30 ng.total/Nm3 เทากับประมาณ 0.5 ng. I-TEQ/Nm3 
  ** 13 ng.total/Nm3 เทากับประมาณ 0.2 ng. I-TEQ/Nm3 
  *** เตาขนาดใหญของสหรัฐอเมริกา หมายถึงเตาเผาขนาดตั้งแต 250 ตัน/วัน 
ที่มา: จารุพงศ บุญ-หลง, 2544 
 

ประเทศไทยมกีฎหมายที่ควบคุมสารไดออกซินเพียงฉบบัเดียว คือ ประกาศกระทรวง 
วิทยาศาสตร เทคโนโลย ี และสิ่งแวดลอม พ.ศ.2540 เร่ืองกาํหนดมาตรฐานควบคุมการปลอยทิง้
อากาศเสยีจากเตาเผามูลฝอย     ซึง่กาํหนดใหอากาศเสียที่ปลอยทิ้งจากเตาเผามูลฝอยทีก่ําจดั
มูลฝอยไดตั้งแต 1 ตันแตไมเกิน 50 ตนัตอวัน ตองมีคาสารประกอบไดออกซิน (dioxins as total 
chlorinated PCDD plus PCDF) ไมเกนิ 30 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร โดยวิธกีารตรวจวัดสาร
ประกอบไดออกซินใหใชวิธ ี Determination of polychlorinated dibenzo-p-dioxins and 
polychlorinated dibenzofurans from stationary sources ที่องคการพทิักษสิง่แวดลอมแหง
ประเทศสหรัฐอเมริกากาํหนดไวหรือวิธีอ่ืนที่ทางกรมควบคุมมลพิษเหน็ชอบเทานั้น (กรมควบคุม
มลพิษ, 2542;  ขนิษฐา ทวีถาวรสวัสด์ิ, 2543)   
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2.11 มาตรการควบคุมและปองกันการปนเปอนสารไดออกซินระดับโลก (จารุพงศ บุญ-
หลง, 2544; วิทยา สังขทอง, 2545) 
 
 สืบเนื่องจากคณะมนตรีประศาสนการโครงการสิง่แวดลอมแหงสหประชาชาติ (UNEP 
Governing Council) เมื่อเดือนพฤษภาคม 2538 มีมติใหองคกรระหวางชาติ Inter- Organization 
Programme on the Sound Management of Chemical (IOMC) รวมกับ Intergovernmental 
Forum of Chemical Safety (IFCS) ดําเนินการพจิารณา  แนวนโยบาย มาตรการและแผนปฏิบัติ 
ในการจัดการสารเคมีอยางมีประสิทธิภาพและปลอดภัยตอสุขภาพมนุษยและสิง่แวดลอม ตาม
แผนปฏิบัติเพือ่พิทักษสิ่งแวดลอมโลกในศตวรรษที่ 21 (Agenda 21)  โดยหนึง่ในแผนปฏิบัติได
กําหนดกลไกทางกฎหมายระหวางประเทศ เพื่อลดความเสีย่งตอสุขภาพมนษุยและสิ่งแวดลอม
จากการปลดปลอยสารมลพิษที่ตกคางยาวนาน (Persistent Organic Pollutants : POPs) เบื้อง
ตน 12 ชนิด ทําใหกิจกรรมระหวางประเทศและองคกรระหวางประเทศ  ตลอดจนการดําเนินการ
ตามอนุสัญญาอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของไดใหความสําคัญตอสารในกลุม POPs มากขึ้น โดยเฉพาะอยาง
ยิ่ง PCDDs และ PCDFs  โดยโครงการสิง่แวดลอมแหงสหประชาชาต ิ (UNEP) และองคการ
อนามยัโลก (WHO) ไดมีความเห็นสอดคลองกันคอื ตองการใหมีกลไกทางกฎหมายระหวาง
ประเทศเพื่อควบคุมการปลดปลอยสาร POPs เบื้องตน 12 ชนิดดังกลาว  โดยรวมกับรัฐบาล
ประเทศตาง ๆ จัดใหมีการประชุมคณะกรรมการ การเจรจาระหวางรัฐบาล เพื่อเตรียมกลไกทาง
กฎหมายระหวางประเทศบังคับใช 

กลไกทางกฎหมายนี้ไดมีการพิจารณาและเจรจาตอรองระหวางรัฐบาลของประเทศตาง ๆ 
รวม 135 ประเทศ ตั้งแต พ.ศ. 2541-2543 การประชุมเสร็จส้ินสมบูรณแลว  และไดประกาศใชเปน
อนุสัญญาเรียกวา อนุสัญญากรุงสตอกโฮลมวาดวยสารมลพิษที่ตกคางยาวนาน (Stockholm 
Convention on Persistent Organic Pollutants) 

จุดมุงหมายของอนุสัญญา คือ เพื่อคุมครองสุขภาพของมนุษยและสิ่งแวดลอมจาก POPs 
เบื้องตน 12 ชนิด คือ aldrin, chlordane, DDT, dieldrin, endrin, heptachlor, 
hexachlorobenzene (HCB), mirex, toxaphine, PCB, PCDDs และ PCDFs  ซึง่สารเหลานี้เปน
กลุมสารอินทรียซึ่งถูกยอยสลายยากโดยแสงอาทิตย หรือสารเคมี หรือโดยชีวภาพ ทําใหเกิดการ
ตกคางเปนเวลานานและสามารถเคลื่อนยายไดไกลมาก มีคุณสมบัติละลายน้ําไดนอยมาก แต
ละลายไดดีในไขมัน จงึเปนผลใหสะสมในไขมันของสิ่งมชีีวิต มคีวามเปนพษิสูง เปนสาเหตุของ
การเสียชวีิต การเจ็บปวย และความพิการแตกําเนิด เปนสารที่กอใหเกิดมะเร็ง อาการแพ และ
ระบบประสาทไวตอความรูสึก ระบบประสาทสวนกลางและรอบนอกถูกทาํลาย  ระบบการสืบพนัธุ



 18

บกพรอง  สาร POPs บางชนดิสามารถเปลีย่นแปลงระบบฮอรโมน ทําลายระบบการสืบพันธุ และ
ระบบภูมิคุมกัน    
 สําหรับประเทศไทยเมื่อวนัที ่ 14 พฤษภาคม 2545 มีมติคณะรัฐมนตรีเห็นชอบใหประเทศ
ไทยลงนามเขาเปนภาคีในอนุสัญญากรงุสตอกโฮลมวาดวยสารมลพิษที่ตกคางยาวนาน โดยให
กระทรวงการตางประเทศ เปนผูดําเนินการลงนาม ณ สํานักงานใหญ สหประชาชาติ นครนิวยอรก 
ประเทศสหรัฐอเมริกา ภายในวนัที่ 22 พฤษภาคม 2545 และเห็นชอบในหลกัการกับการให
สัตยาบนั (Ratify) ตออนุสัญญาดังกลาว แตในการใหสัตยาบนั เพื่อใหประเทศไทยเปนภาคี
สมาชิกในอนสุัญญาฯ นี ้โดยสมบูรณใหกระทําตอเมือ่ประเทศไทยมีความพรอมในทางปฏิบัต ิและ
ใหกรมควบคมุมลพิษประสานงานกับหนวยงานที่เกี่ยวของพิจารณาศึกษา และเตรียมความพรอม
โดยใหมีคณะกรรมการเพื่อจัดทําแผนปฏบิัติการตามขอกําหนดและพันธกรณี รวมถึงเพื่อกําหนด
หนาที่ของหนวยงานตาง ๆ ในการปฏิบัติตามขอบัญญัติของอนุสัญญา เพื่อการเปนภาคีสมาชิก
โดยสมบูรณตอไป และไดมีการเตรียมความพรอมในเรื่องกฎหมายที่จะรองรับการปฏิบตัิตามพนัธ
กรณีของอนุสัญญาฯ ไดแก 

1. พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535  
2. พระราชบัญญัติโรงงาน พ.ศ. 2535  
3. พระราชบัญญัติสงเสริมและรักษาคุณภาพสิ่งแวดลอมแหงชาติ พ.ศ. 2535  
4. พระราชบัญญัติศุลกากร พ.ศ. 2469  
5. พระราชบัญญัติศุลกากร (ฉบับที่ 9) พ.ศ. 2482  
6. พระราชบัญญัติการสงออกไปนอกและการนําเขามาในราชอาณาจักรซึ่งสินคาพ.ศ.2522  
7.ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2540) ออกตามความในพระราชบัญญัติ

โรงงาน พ.ศ. 2535 เร่ือง การกําจัดสิ่งปฏิกูลหรือวัสดุที่ไมใชแลว  
 
2.12 การบําบัดสารไดออกซิน 
 
 Arienti และคณะ (1988) ไดแบงเทคโนโลยีที่ใชในการบําบัดไดออกซินไว 2 วิธีใหญ ๆ คือ 
 

1. เทคโนโลยใีนการบาํบัดโดยใชความรอน (Thermal technology) เปนการทําลายได
ออกซินโดยใชความรอนหรือการออกซิเดชันที่อุณหภูมิมากกวา 1,000  องศาเซลเซียส  ไดแก 

    - Stationary rotary  kiln  incineration 
    - Mobile  rotary  kiln  incineration 
    - Liquid  injection  incineration 
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    - Fluidized-bed  incineration 
    - Infrared  incinerator 
    - High  temperature  fluid  wall  destruction  
    - Plasma  arc  pyrolysis 
    - Molten  salt  destruction 
    - In  situ  vitrification 

     - Supercritical  water  oxidation 
 อยางไรก็ตามมี 3 เทคโนโลยีที่ใชความรอนสําหรับบําบัดไดออกซินที่ประสบความสําเร็จ 
ไดแก EPA mobile  rotary  kiln  incineration, Huber’ s high  temperature  fluid  wall reactor, 
Shirco’ s infrared  incinerator  และที่เทคโนโลยนีาเปนไปได คือ Modar’s supercritical  water  
oxidation  ซึ่งแสดงรายละเอียดไวดังตารางที่ 2.5 
 

2. เทคโนโลยีในการบําบัดโดยไมใชความรอน (Nonthermal technology) ไดแก 
    - Chemical  dechlorination   
    - Ultraviolet (UV)  photolysis 
    - Solvent  extraction 
    - Biodegradation 
    - Stabilization/fixation 
    - Chemical  degradation  using  ruthenium  tetroxide 
    - Chemical  degradation  using  chloroiodides 
    - Gamma  ray  radiolysis 

 ตัวอยางเทคโนโลยีในการบําบัดไดออกซินโดยไมใชความรอนที่นาสนใจแสดงไวในตาราง
ที่ 2.6  
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ตารางที่ 2.5 เทคโนโลยีการบําบัดสารไดออกซินโดยใชความรอน 
 

Process  name Applicable  waste  streams Residuals  generated 

Mobile  Rotary  Kiln  
Incineration 
 
 
 
 
High  Temperature  
Fluid  Wall  (Huber  
AER) 
 
 
 
Infrared  Incinerator  
(Shirco) 
 
 
 
Supercritical  Water  
Oxidation 
 

Solids,  liquids,  sludges 
 
 
 
 
 
Primarily  for  granular  
contaminated  solids,  but  
may  also  handle  liquids 
 
 
 
Contaminated  solids/sludges 
 
 
 
 
Aqueous  solutions or slurries  
with  less  than  20  percent  
organics  can  be  handled 

Treated  waste   material 
(ash), scrubber wastewater,  
particulate  from  air  filters,  
gaseous  products  of  
combustion 
 
Treat  waste  solids  
(converted  to  glass  
beads),  particulates  from  
baghouse,  gaseous  
effluent  (primarily nitrogen) 
 
Treated  material  (ash);   
particulates  captured  by  
scrubber  (separated  from  
scrubber  water) 
 
High  purity  water,  
inorganic  salts,  
carbondioxide,  nitrogen 

 
ที่มา: Arienti และคณะ, 1988 
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ตารางที่ 2.6 เทคโนโลยีการบําบัดสารไดออกซินโดยไมใชความรอน 
 

Process  name Applicable  waste  streams Residuals  generated 

Chemical  Dechlorination  
APEC  processes 
 
 
 
UV  Photolysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Solvent  Extraction 
 
 
 
 
Biological  Degradation-
primarily  in  situ  addition  
of  microbes 
 
 

Contaminate  soil  (other  
variations  of  the  process  
used  to  treat  PCB-
contaminated  oils) 
 
Liquids,  still  bottoms,  and  
soils  can  be  treated  if  
dioxin  is  first  extracted  or  
desorbed  into  liquid   
 
 
 
 
 
 
Solids,  still  bottoms 
 
 
 
 
Research  has  been  
directed  toward  in  situ  
treatment  of  contaminated  
soil – liquids  are  also  
possible 

Treated  soil  containing  
chloride  salts  (reagent  is  
recovered  in  the  slurry  
process) 
 
Solvent  extraction/UV  
process  generated  treated  
still  bottoms,  a  solvent  
extract  stream,  and  an  
aqueous  salt  stream;  
thermal  desorption/UV  
generates  a  treated  soil  
stream  and  a  solvent  
extract  stream  
 
Treated  waste material 
(solid,  organic,  liquid);  
solvent  extract  with  
concentrated  TCDD 
 
Treat  waste  medium  such  
as soil or water with  TCDD  
metabolites  depending  on  
microorganisms 

 
ที่มา: Arienti และคณะ, 1988 
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2.13 การยอยสลายทางชีวภาพ 
 

การยอยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) คือ  กระบวนการทางชีวเคมีในการทําให
เกิดการแตกสลายของสารอินทรียตนแบบที่มีโครงสรางซับซอนไปเปนสารอินทรียทีม่ีโมเลกุลเลก็ลง 
โดยอาศัยสิง่มชีีวิต เชน จุลินทรีย ซึ่งอาจไดสารที่มีความเปนพิษมากขึ้นหรือลดลง (Arienti, 1988)  
โดยปจจัยที่มผีลตอการยอยสลายทางชีวภาพของจุลนิทรียมีดังนี้ (กรรณิการ ชูเกียรติวฒันา, 
2543) 

 
1.สภาพแวดลอมของการเจริญของจุลินทรีย 
   ปจจัยเพื่อการเจริญของจุลินทรียเชน สารอาหารที่มีคณุสมบัติเปนแหลงพลังงาน  แหลง

ธาตุคารบอน แหลงธาตุไนโตรเจน แหลงเกลือแร แหลงวิตามนิ แหลงสารสงเสริมการเจริญ กาซ
ตาง ๆ อุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสมตอการเจรญิ เปนตน ทัง้นี้ปจจัยทางสภาพแวดลอมของการ
เจริญที่สําคัญยิ่งไดแก 

1) ปริมาณออกซิเจน 
            โดยทัว่ไปอัตราการยอยสลายทางชีวภาพภายใตสภาวะทีม่ีออกซิเจนจะเกดิขึ้นใน

อัตราที่เร็วกวาภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ยกเวนการยอยสารแปลกปลอม (xenobiotic 
compound)บางชนิด ดังนั้นการเติมอากาศหรือเพิ่มปริมาณออกซิเจนจึงสามารถเรงอัตราการยอย
สลายทางชีวภาพได 

      2)  ปริมาณสารอินทรีย 
           ในสภาพแวดลอมทีม่ีปริมาณสารอินทรียสงูก็จะพบจุลินทรียในปริมาณที่สูง ยัง  

ผลใหมีอัตราการยอยสลายทางชวีภาพที่สูง  เนื่องจากจลุินทรียไดรับสารอาหารในการเจริญอยาง
เพียงพอ 

      3)  ปริมาณไนโตรเจน 
           ไนโตรเจนเปนธาตุอาหารอีกชนิดหนึง่ทีจ่ําเปนตอการเจริญของจุลินทรีย การที่มี

ปริมาณอยางเพียงพอตอการเจริญของจุลินทรีย จะเปนการชวยเพิม่อัตราการยอยสลายทางชีว
ภาพ ในการยอยสลายทางชวีภาพของสารอินทรียมักมีปญหาในดานการขาดธาตุไนโตรเจน ดังนัน้
การเติมปุยไนโตรเจนจะสามารถเรงอัตราการยอยสลายทางชีวภาพได  อยางไรก็ตามในการศึกษา
รา Phanerochaete chrysosporium ในการยอยสลายสารไดออกซิน พบวาการจํากัดแหลง
ไนโตรเจนในอาหารทําใหเกดิการยอยสลายสารไดออกซินไดดีกวา  (Bumpus และคณะ, 1985; 
Valli,  Wariishi  และGold, 1992)   
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2. การเคยสัมผัสกับสารแปลกปลอม 
    การที่จุลนิทรียเคยสัมผัสกับสารแปลกปลอมนั้น ๆ มากอนเปนการลดระยะเวลาในการ

ปรับตัวที่เรียกวา metabolic adaptation ในระยะ lag phase โดยการเปลี่ยนแปลงซึง่จะทําใหการ
ผลิตเอนไซมทีจ่ะใชเพื่อการยอยสลายดําเนินไปไดดี และเปนการเรงอัตราการยอยสลายทางชีว
ภาพใหเร็วขึ้น 

 
3. ปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จําเพาะตอการยอยสลาย 
    หากปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จาํเพาะตอการยอยสลายมมีาก จะทาํใหมกีารผลิต

เอนไซมในปริมาณที่มาก และอัตราการยอยสลายทางชีวภาพก็จะเกิดขึ้นไดดี 
 
4. การมีแหลงคารบอนที่ยอยสลายไดงาย 
    ในสภาพแวดลอมอยางเดยีวกนั จุลินทรียจะเลือกยอยสลายสิง่ทีย่อยสลายไดงายกวา

กอน ดังนั้นการที่มีแหลงคารบอนทีย่อยสลายไดงายกวาอยูดวยจะทําใหจุลินทรียมีการปรับตัวให
เขากับสารแปลกปลอมนัน้ ๆ ไดชาลง  การผลิตเอนไซมที่จาํเพาะตอการยอยสลายจึงชาลง และ
ทําใหอัตราการยอยสลายสารแปลกปลอมเกิดขึ้นไดชากวาที่ควร 

 
5. ระดับความเขมขนของสารแปลกปลอม 
    จุลินทรียแตละชนิดจะมรีะดับความเขมขนของสารแปลกปลอมทีย่อมรับได ระดับ

ความเขมขนของสารแปลกปลอมที่สูงกวาระดับที่ยอมรับไดจะเปนพษิตอจุลินทรีย แตในทางตรง
กันขามหากระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมต่ําเกนิไป การปรับตัวของจุลินทรียตอสาร
แปลกปลอมนั้น ๆ ก็จะไมเกิดขึ้น  

 
6. ลักษณะสมบัติของสารแปลกปลอม 
    ลักษณะสมบัติของสารแปลกปลอมที่มีผลตออัตราการยอยสลาย คือลักษณะสมบัติ

ทางเคมี เชน โครงสรางโมเลกุล และมวลโมเลกุล เปนตน และลักษณะสมบัติทางกายภาพ เชน 
การละลายน้าํ การระเหย และความสามารถในการถกูดูดซับโดยของแข็ง เปนตน ทั้งนี้ลักษณะ
สมบัติที่สําคัญที่สุดที่มีผลตออัตราการยอยสลายคือ โครงสรางทางเคมี และการละลายน้ํา  

    สารแปลกปลอมที่มีโครงสรางทางเคมคีลายคลึงกับสารที่มีอยูในธรรมชาติ จะเกิดการ
ยอยสลายไดงาย และสารแปลกปลอมทีม่ีโครงสรางซบัซอนอัตราการยอยสลายทางชวีภาพจะชา
กวาชนิดที่มีโครงสรางงาย ๆ เชน สารแอโรแมติกไฮโดรคารบอนจะมีอัตราการยอยสลายทางชีว
ภาพที่ชากวาแอลิแฟติกไฮโดรคารอน  ดานสมบัติการละลายน้ํา สารแปลกปลอมที่ละลายน้าํไดดี
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กวาจะมีอัตราการยอยทางชวีภาพที่สูงกวา  เนื่องจากสารอาหารทีน่ําเขาสูเซลลก็มาจากสารที่
ละลายอยูในน้ํารอบ ๆ เซลล ดังนั้นสารที่ละลายน้ําไดนอยจะถูกนําเขาเซลลไดนอยกวา 
 
2.14 การยอยสลายสารไดออกซินโดยจุลินทรีย 
 

Bumpus และคณะ (1985)  พบวาราไวทรอท (white rot) Phanerochaete 
chrysosporium สามารถยอย 2,3,7,8-TCDD ไดชา ๆ จนได CO2 ภายใตสภาวะขาดไนโตรเจน  
โดยที่ราชนิดนีจ้ะขับเอนไซมยอยลิกนินออกมายอยสาร 2,3,7,8-TCDD   Valli และคณะ (1992) ก็
ไดศึกษาราสายพนัธุนี้ในการยอย 2,7-dichloro dibenzo-p-dioxin (2,7-DCDD) โดยเอนไซม 
lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP) และ crude intracellular cell-free 
extracts จากการศึกษาไดเสนอกระบวนการยอยสลายสารนี้ไว   ซึ่งการยอยสารดังกลาวจะผาน
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน  รีดักชัน และ เมธิลเลชนั   ใหสารมัธยันตร (intermediate) ที่สําคัญคือ 1,2,4-
trihydroxybenzene   เมือ่สาร 1,2,4-trihydroxybenzene ไดแตกวงออกหลังจากเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันได β-ketoadipic acid ในป 1994 Joshi และGold  ไดศึกษาราสายพันธุนี้เชนกนั โดย
ศึกษาการออกซิเดชันของ dibenzo-p-dioxin (DD) โดยเอนไซม LiP ทําใหเกิดสาร catechol, 
dibenzo-p-dioxin-2,3-quinone, 2-hydroxy-5-(2-hydroxyphenoxy)-1,4-benzo quinone,  
4,5-dihydroxy-1,2-benzoquinone,  2-(2-hydroxy phenoxy)-1,4-benzoquinone,  4-hydroxy-
1,2-benzoquinone และ 1,2-benzoquinone 

Takada และคณะ (1996) ศึกษาราไวทรอทเชนกัน คือ Phanerochaete  sordida YK-
624 ในการยอยสวนผสมของสาร 10 ชนิด คือ tetra- ถึง octachlorodibenzo-p-dioxins และ 
tetra- ถึง octachlorodibenzofurans    โดยใชอาหารเหลวที่มีไนโตรเจนต่ําและคงที ่      พบวารา
สายพนัธุนี้ยอย PCDDs ไดประมาณ 40% (tetrachloro-) ถึง 76% (hexachloro-) และยอย 
PCDFs  ไดประมาณ 45% (tetrachloro-) ถึง 70% (hexachloro-)   สารที่เกิดขึน้หลังจากการยอย 
tetra- และ octaCDD  คือ 4,5-dichlorocatechol และ tetrachlorocatechol ตามลําดับ 

 Wittich และคณะ (1992) ศึกษาแบคทเีรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ RW1 ทีแ่ยก
จากตัวอยางน้าํจากแมน้าํ Elbe พบวาแบคทีเรียนี้สามารถเจริญและใช DD และ dibenzofuran 
(DF) เปนแหลงคารบอนและพลังงาน และไดเสนอกระบวนการยอยสลายของ DD พบวาเกิด 
2,2’,3-trihydroxydiphenyl ether จากนั้นเมื่อเกิดการแตกวงจะไดผลิตภัณฑสุดทายคือ catechol  
Wilkes และคณะ (1996) ศึกษาแบคทเีรียสายพันธุนีเ้พิ่มเติมพบวาสามารถยอย mono- และ 
dichlorinated dibenzofurans และ dibenzo-p-dioxins แตไมสามารถยอย CDD และ CDF ที่มี
อะตอมคลอรีนจํานวนมากได  โดยสวนใหญ mono- และ dichlorinated dibenzofurans จะถูก
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ยอยได mono- และ dichlorinated salicylates  และ salicylate สวน mono- และ dichlorinated  
dibenzo-p-dioxins จะถูกยอยได mono- และ dichlorinated  catechols และ catechol   

Kimura  และ Urushigawa (2001) ศึกษาแบคทีเรีย Rhodococcus  opacus SAO 101 
ที่แยกจากตัวอยางดนิปา  ในการยอย DD และ PCDDs   พบวาความสามารถในการยอยสลายขึ้น
กับจํานวนอะตอมคลอรีน และตําแหนงของการแทนที่ของอะตอมคลอรีน  ในการศึกษาการยอย
ของ DD พบวาเกดิ dihydrodiol,  2,2’,3’-trihydroxybiphenyl  ether และสารประกอบ meta-
cleavage ของ   2,2’,3’-trihydroxybiphenyl  ether รวมทั้งเกิดการสะสมของสารประกอบ ไดไฮด
รอกซี (dihydroxy)                                                                                                                                           

Mori และ Kondo (2002a) คัดรา 136 สายพนัธุเพื่อการยอย DD  พบวารา 8 สายพนัธุที่
ลด DD ไดมากกวา 20 % หลังการบม 5 วัน ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  และมี 3 สายพันธุไดแก 
MZ-227, Phlebia sp. MG-60   และ Phlebia lindtneri  มีการอัตราการเกิด14CO2 สูงกวาสาย
พันธุอ่ืน ๆ 

Mori และ Kondo (2002b) ศึกษาการยอยสลาย 2,7-DCDD และ 2,8-DCDF โดยใชรา
ไวทรอท Phlebia lindtneri  พบวาหลังการบม 20 วัน เหลือ 2,7-DCDD  45%  และสารทีเ่กิดขึ้น
หลังจากการยอยเมื่อทาํการบมเปนระยะเวลา 5 วัน ของ 2,7-DCDD และ 2,8-DCDF คือ 
hydroxy-diCDD และ hydroxy-diCDF ตามลําดับ    

Sato และคณะ (2002)  คัดเลือกรา Panellus stypticus strain 99-334 ที่ไดคัดกรอง
เบื้องตนโดยใชสี remazol brilliant blue r เพื่อศึกษาความสามารถในการยอย 2,7-DCDD ที่
ความเขมขนเริ่มตน 10 µM พบวาราสายพนัธุนี้สามารถยอยสารตั้งตนไดทั้งหมด ภายในระยะ
เวลา 40 วัน และตรวจพบสารมัธยันตร 1-chloro-3,4-dihydroxybenzene 

Rosenbrock และคณะ (1997) ศึกษาการ mineralization ของ  DD ในตัวอยางดนิ
เกษตร 3 ชนิดที่แตกตางกนัที่ปนเปอนดวย PCDDs และ PCDFs จากกิจกรรมอุตสาหกรรม  โดย
ไดทดสอบอิทธิพลของการเติมฟางขาว ปุย  และการเติมดวย lignolytic  fungi พบวา การ 
mineralize ที่ดีที่สุดคือการเติมราไวทรอทลงไป ซึ่งไดแก Phanerochaete chrysosporium, 
Pleurotus sp. Florida, Dichomitus squalens และราที่ไมสามารถระบุไดที่แยกจากดินที่ปน
เปอน  โดยราแตละชนิดมีผลตอการ mineralize ไมเทากัน 
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2.15 การยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนโดยจุลินทรีย 
 
         1. การยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนโดยแบคทีเรีย 
 
 Fortnagel และคณะ(1990) รายงานวา Pseudomonas sp. HH69 และ mix culture 
HH27 ที่แยกจากตัวอยางดิน สามารถใช DF เปนทัง้แหลงคารบอนและแหลงพลังงานได  และพบ
วามกีารสะสม salicylic acid  และ gentisic acid  ในอาหารของสายพนัธุ HH69   โดยผลการ
ทดลองนี้คลายกับผลของ Monna, Omori และKodama (1993) ซึ่งศึกษา Staphylococcus 
auriculans DBF63 แลวพบการสะสมของสารทั้ง 2 ชนดิในอาหาร และยังคลายกบั Hong   และ
คณะ (2000) ซึ่งรายงานวา Pseudomonas putida PH-01 ก็ใช DF เปนทัง้แหลงคารบอนและ
แหลงพลงังานเชนกนั  ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดขณะการบมวนัแรก ๆ  คือ salicylic  acid,  catechol,  
gentisic acid และสารอื่น ๆ ที่ไมสามารถระบุไดอีกเล็กนอย  หลงัจาก 6 วันของการบมพบวามี 
catechol อยูในอาหารเปนสวนใหญ   
 Becher และคณะ (2000) ศึกษาเชื้อ Ralstonia sp.SBUG 290 ในการโคออกซิไดซ DF 
เมื่อเลี้ยงในอาหารทีม่ีไบฟนลิ (biphenyl) เปนแหลงที่ใชในการเจริญ ซึง่สารที่ไดหลังการยอยคือ 
1,2-dihydroxydibenzofuran และมีการแตกวง (meta cleavage) ของสารนี้ไดสาร  2-hydroxy-
4-(3’-oxo-3’H-benzofuran-2’-yliden) but-2-enoic acid เมื่อการยอยสลายสมบูรณจะไดสาร 
salicylic acid   
 Ishiguro และคณะ (2000) รายงานวา Pseudomonas aeruginosa และ 
Xanthomonas maltophilia ที่แยกไดจากกากตะกอนของโรงบาํบัดน้ําเสียของโรงงานกระดาษ 
สามารถยอย DF ได  โดยที ่ Ps. aeruginosa มีอัตราการเจริญเติบโตโดยมี DF และ DD  เปน
แหลงคารบอนไดสูง ขณะที่เมื่อมี 1-CDD,  2-CDD และ 2,8-DCDF เปนแหลงคารบอนสามารถ
เจริญเติบโตไดปานกลาง และเมื่อมี 2,6-DCDD และ 1,2,3,4-TCDD เจริญเติบโตไดนอย แตไม
สามารถเจริญไดใน octaCDF ดังนั้นจากผลจงึพบวาอัตราการเจริญของเชื้อนี้โดยการใชไดออกซิน
เปนแหลงคารบอนจะลดลงเมื่อมีการะดับการแทนที่อะตอมคลอรีนบนไดออกซินเพิม่มากขึน้   ใน
การศึกษาพบวา Ps. aeruginosa ยอย DF, DD และ 1-CDD ไดสูง   แตยอย 2,8-DCDF,  3,6-
DCDF,  2-CDD และ 2,6-DCDD ไดต่ํา และพบวาอัตราการเจริญเตบิโตมีความสมัพันธกับความ
สามารถในการยอยไดออกซิน  ยกเวน 1,2,3,4-TCDD ซึ่งเชื้อสามารถยอยไดสูงแตมีอัตราการ
เจริญเติบโตต่ํา  ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากการยอย DF คือ hydroxydibenzofuran, 2-hydroxy-3-
allyl-benzofuran และ 2-(carboxyvinyloxy) phenylacetic acid  
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 Iida และคณะ (2002) ทําการแยกเชื้อพบแอคติโนมัยซีท 16 สายพันธุ ประกอบดวย
สกุล Rhodococcus, Microbacterium และ Terrabacter ซึ่งสามารถใช DF เปนทั้งแหลง
คารบอนและแหลงพลงังาน และเปนรายงานแรกทีพ่บวา Microbacterium สามารถยอย DF ได
 นอกจากนี ้ Bressler และ Fedorak (2000) ไดรวบรวมขอมูลสายพนัธุแบคทเีรียที่
สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสราง DF หรือใช DF เพื่อการเจริญไวดังตารางที่ 2.7  
 
ตารางที่ 2.7 สายพันธุแบคทีเรียที่สามารถยอยไดเบนโซฟูแรน (Bressler และ Fedorak, 2000) 
 

สายพันธุแบคทีเรีย อางอิง 

Brevibacterium DPO1361G 

Sphingomonas RW1G 

Pseudomonas CA10T 

Pseudomonas HL7bT 

E. coli JM109(pUCARA)T 

Pseudomonas HH 69G 

Engesser และคณะ (1989) 
Bünz และ Cook(1993); Arfmann และคณะ(1997) 
Sato และคณะ (1997) 
Foght และ Westlake (1988) 
Nojiri และคณะ (1999) 
Harm และคณะ (1991) 

 G สามารถใช DF เพื่อการเจริญ     
 T เปลี่ยนแปลงโครงสราง DF 
 
        2. การยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนโดยยีสต  
 
 Hammer และคณะ(1998) ศึกษายีสต Trichosporon mucoides SBUG 801 ในการยอย 
DF ซึ่งรายงานวายีสตชนิดนี้สามารถยอย DF ไดมากกวา 50% ในเวลา 8 ชั่วโมง ระหวางการบม
พบสารมัธยันตรหลัก 6 ชนดิ ซึ่งเปนสารในกลุม monohydroxylated dibenzofurans 4 ชนิด ผล
จากการออกซเิดชันเกิด 2,3-dihydroxydibenzofuran โดยเมื่อสารดังกลาวเกดิการแตกวง (ortho  
cleavage) ได 2-(1-carboxy methylidene)-2,3-dihydrobenzo[b]furanylidene glycolic acid   
 
        3. การยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนโดยสาหราย 

 
 Todd, Cain และSchmidt (2002) ไดรายงานเปนครัง้แรกวา green microalgae สามารถ
เปลี่ยนแปลงโครงสราง(biotransformation) สารในกลุม diaryl ethers ไดโดย green microalgae 



 28

Ankistrodesmus SI2 สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ DF ทําใหเกิดสารอยางเชน mono 
hydroxydibenzofuran  และ Scenedesmus SI1 สามารถเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ DD ไดสาร
อยางเชน 2-hydroxydibenzodioxin  เปนตน 

 
       4. การยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนโดยรา 

 
 Cerniglia, Morgan และGibson (1979)  ศึกษาการออกซิไดซ DF โดยใชรา 
Cunninghamella  elegans และแบคทีเรีย Beijerinckia กลายพันธุ (B8/36) ไดสาร 2,3-
dihydroxy-2,3-dihydrodibenzofuran ซึ่งกลไกในการเริ่มตนการออกซิเดชันของจุลินทรียทัง้ 2 
ชนิดแตกตางกัน   โดยเริ่มตนราออกซิไดซ DF ได dibenzofuran 2,3-epoxide และสารดังกลาวจะ
เปลี่ยนเปน trans-2,3-dihydroxy-2,3-dihydrodibenzofuran ในเวลาตอมา   สวนแบคทีเรียออกซิ
ไดซ DF ไดสวนผสมของ  cis-1,2-dihydroxy-1,2-dihydrodibenzofuran  และ  cis-2,3-
dihydroxy-2,3-dihydrodibenzofuran  
 Hofmann และคณะ  รายงานสายพันธุของราที่สามารถยอย DF ได ซึ่งไดแกราในสกุล 
Mucor, Chaetomium, Phoma, Fusarium, Paecilomyces, Papulaspora, Inonotus, Lentinus, 
Phanerochaete, Polyporus, Pycnoporus, Schizophyllum และ Trametes  และไดแสดงวารา 
Fusarium redolens สามารถยอย 3-chlorodibenzofuran, mono- และ dichloro 
dibenzodioxins ไดอีกดวย  (1992 อางถึงใน U.S. Environmental Protection Agency, 1994: 
2-37) นอกจากนี้ราสกุล Fusarium ยังสามารถใช DF เปนแหลงคารบอนและพลงังานเพยีงอยาง
เดียว (1992 อางถึงใน Wittich, 1998: 495) 

Hammer และ Schauer (1997) ศึกษารา 47 สายพนัธุจาก 14 สกุล ที่แยกจากดินและ
เศษไม ไดแกราในสกุล  Circinella, Cunninghamella, Mortierella, Mucor, Chaetomium, 
Acremonium, Aspergillus, Chrysosporium, Fusarium, Paecilomyces, Papulaspora, 
Penicillium, Phaeostilbella, Trichoderma   พบวามรีา 30 สายพนัธุที่ยอยสารแลวเกิดไอโซเมอร
ของ monohydroxydibenzofuran  1 หรือมากกวา 1 ไอโซเมอร ซึ่งเปนการบงชี้ระบบการทํางาน
ของเอนไซม monooxygenase ที่พบไดในราสาย (filamentous fungi) ทั่วไป  สวนการเกดิ 
dihydroxydibenzofuran พบในปริมาณต่าํมากและพบในราบางสายพันธุเทานัน้  มีรา 8 สายพนัธุ
พบสารมัธยันตรที่มีสมบัติละลายน้ําไดดีเกิดขึ้น      มีรา 9 สายพันธุที่ไมสามารถเปลี่ยนแปลงโครง
สราง DF ได นอกจากนี้พบวาการเปลี่ยนแปลงโครงสราง DF ในแตละสายพันธุมีความแตกตางกัน 
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 Mori และ Kondo (2002c) ศึกษาราไวทรอท Phlebia lindtneri  ในการยอย DD, DF, 
biphenyl และ diphenyl ether โดยบมเชื้อในอาหารเหลว low-nitrogen basal III medium กอน 
5 วัน จากนั้นเติมสารตั้งตน 0.1 mM แลวบมตอพบวาหลังการบม 1 วนั เชื้อดังกลาวสามารถยอย 
DD และ DF ได 87% และ 66 %ตามลําดับ และจากการศึกษาการออกซิเดชันของ DD เกิด 2-
hydroxydibenzo-p-dioxin สวน DF เกิด 2- และ 3-hydroxydibenzofuran นอกจากนีพ้บวาการ
เร่ิมตนออกซิไดสสารตั้งตนเกิดโดยเอนไซม cytochrome P-450 monooxygenase และยังมกีาร
ตรวจพบการทํางานของเอนไซม laccase, MnP และ phenol oxidase  แตไมพบเอนไซม LiP 

 
2.16 สารเคมีสําคัญที่ใชในการทดลอง 
 

1. Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
 
      RBBR มีชื่อเรียกหลายชื่อ ไดแก 1-amino-9,10-dihydro-4-(m-((2-hydroxyethyl) 

sulfonyl)anilino)-9,10-dioxo-2-anthracenesulfonic acid, hydrogen sulfate(ester), disodium    
salt;  1-amino-9,10-dihydro-9,10-dioxo-4((3-((2-(sulfooxy)ethyl)sulfonyl) phenyl)-amino)-
2-anthracenesulfonic acid, disodium salt;  brilliant blue r;  cavalite brilliant blue r; 
celmazol brilliant blue r;  reactive blue 19;   C.I. 61200;  C.I. reactive blue 19;  C.I. 
reactive blue 19, disodium salt;  ostazin brilliant blue ur;  primazin brilliant blue rl;  
reactive blue 19; remalan brilliant blue r; remazol brilliant blue; remazol brilliant blue rn;  
sumifix brilliant blue r;  sumifix brilliant blue r(b);  sumifix brilliant blue r special   
 

      สมบัติของ Remazol Brilliant Blue R  
      สูตรโมเลกุล     C22H16N2Na2O11S3  

                  น้ําหนักโมเลกุล     626.5  
      การละลาย     ละลายในน้ํา 10-50 มก./ลิตรที่ 21 oซ  
      ลักษณะทางกายภาพ   เนื้อละเอียดคลายผงแปง มีสีน้ําเงินเขม   

 
       RBBR เปนสียอมที่มีความสาํคัญในอุตสาหกรรม เปนสารอนพุันธของ sulfonated 
anthracene และมีโครงสรางที่คลายคลงึกับ polycyclic aromatic compound (PAH) (Chroma, 
2002) ดังสูตรโครงสรางรูปที ่ 2.4  การใชสียอมโพลีเมอริค (polymeric dyes) มีความสะดวกใน
การใชคัดกรองราจํานวนมากสําหรับการทดสอบการยอย lignin (Gold, Glenn และ Alic, 
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1988)เนื่องจากสียอมเหลานี้คลายคลงึกบัโครงสรางของลิกนนิ (Soares, Amorim และCosta-
Ferreira, 2001) และการใชสียอมมีความสะดวก รวดเร็ว สามารถวัดไดงายโดยใช 
spectrophotometer (Glenn และGold, 1983) ไดมีการศึกษาถึงเอนไซมที่เกี่ยวกบัการยอยลกินิน 
(ligninolytic enzymes) โดยใชสี RBBR (Vyas และ Molitoris, 1995; Shin, Oh และKim, 1997)   
ซึ่งเอนไซมที่เกีย่วกับการยอยลิกนนินัน้ ยังสามารถยอยสารมลพษิที่มีโครงสรางบางสวนคลายลิก
นินไดอยางกวางขวางดวย เชน สามารถยอย PAHs, chlorinated phenols, PCBs, dioxins, 
pesticides  และสียอมได  (Pointing, 2001)  ในการศึกษาของ Sato และคณะ, 2002 ก็ไดใชสี 
RBBR เปนอนิดิเคเตอร เพือ่คัดกรองราขั้นตนมากกวา 1500 สายพนัธุ พบวารา 200 สายพันธุทีม่ี
ความสามารถในการลดสีอยางชัดเจน จากนั้นจึงนําราที่คัดไปใชยอยสลาย 2,7-DCDD  
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.4 สูตรโครงสรางของ Remazol Brilliant Blue R 
 

2. ไดเบนโชฟูแรน (DF) 
 

 DF มีชื่อเรียกหลายชื่อไดแก (1,1’-biphenyl)-2,2’-diyl oxide; dibenzo(b,d)furan; 
diphenylene oxide; 2,2’-biphenylene oxide; 2,2’-biphenylylene oxide 
 

สมบัติของไดเบนโซฟูแรน  
สูตรโมเลกุล     C12H8O  

                  น้ําหนักโมเลกุล     168.2  
 จุดเดือด     287 oซ 

จุดหลอมเหลว    86-87 oซ 
การละลาย     ละลายในน้ํา 3.1 มก./ลิตร ที่ 25oซ 
      ละลายใน dimethylsulfoxide ≥ 100 มก./มล.ที่ 20 oซ  

      ลักษณะทางกายภาพ   ผลึกสีขาว 
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 ไดเบนโซฟูแรนจัดอยูในสารกลุม D คือ ไมจัดอยูในกลุมกอใหเกิดมะเร็งในมนุษย และ
ขณะนี้ยังไมมขีอมูลซึ่งกอใหเกิดความเปนพิษเฉียบพลนัหรือเร้ือรัง รวมถงึขอมูลการกอใหเกิด
มะเร็งในมนุษยหรือสัตว (U.S. Environmental Protection Agency, 1990) 
   
 

 
               
  



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

เครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

- เครื่องเขยาเลี้ยงเชื้อ (shaker) รุน InnovaTM 2350 ของบริษัท New Brunswick 
Scientific Co., Inc. USA. 

- เครื่องนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy Seiko, Japan   
- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Werk Nr. ของ
บริษัท Hettich ZENTRIFUGEN, Germany 

- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Biofuge Stratos 
ของบริษัท Kendro Laboratory Products, Germany  

- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 401 ของบริษัท 
Milton Roy, USA. 

- เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน Cyberscan pH2000 ของบริษัท 
Corning, USA. 

- เครื่องชั่งน้ําหนักละเอียด (analytical balance) รุน L2200p ของบริษทั Sartorius, 
Germany 

- เครื่องชั่งน้ําหนักหยาบ (laboratory balance) รุน PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, 
Switzerland 

- เครื่องกวนแมเหล็กไฟฟา (magnetic stirrer) รุน 502P-2 ของบริษัท PMC, USA. 
- เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุน VSM-3 ของบริษัท Shelton Scientific, USA. 
- เครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง (sonicator) รุน Sonorex RK100 ของบริษัท Bandelin 

Electronic, Germany  
- เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu, Japan 
- คอลัมน (column) : Lichrocart-C18 ขนาด 4.0x125 มิลลิเมตร ของบริษัท 

Merck, Germany 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน 4100 ของบริษัท LDC, USA. 
- เครื่องบันทึก (recorder) รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan 
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- เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (vacuum rotary evaporator) ของบริษัท Eyela, 
Japan 

- เครื่อง critical point dryer รุน CPD 020 ของบริษัท Balzers, Liechtenstein 
- เครื่อง ion-sputter รุน SCD 040 ของบริษัท Balzers, Liechtenstein 
- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2004 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA. 
- เครื่องอิเลคโทรโฟเรซิส รุน Mini sub-cell GT ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
- ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน HS124 ของบริษัท ISSCO, USA. 
- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE600 ของบริษัท Memmert, Germany 
- ตูอบแหง (dryer) รุน UL-80 ของบริษัท Memmert, Germany 
- ตูเยือกแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (freezer) รุน MDF-U332 ของบริษัท Sanyo, 

Japan 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) รุน EcoTempTW20 ของบริษัท Julabo, Germany 
- กลองจุลทรรศน (light microscope) รุน CH30RF200 ของบริษัท Olympus Optical 

Co., Ltd. Japan 
- กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope) รุน JSM-

541OLV บริษัท JEOL, Japan 
- กลองถายภาพดิจิตอล (digital camera) รุน Marvica ของบริษัท Sony, Japan 
- ตัวกรองชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.2 ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลาง 13
มิลลิเมตร รุน Millex®-FG ของบริษัท Millipore Corporation, USA. 

- กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
- ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 10, 20, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, France 
- กรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
- เครื่องแกวตาง ๆ 

 
สารเคมีที่ใชในการวิจัย 
 

- ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany         
- แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Merck, Germany           
- โปแตสเซียมคลอไรด (KCl) ของบริษัท Carlo Erba, Spain            
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- โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท Unilab, Australia               
- เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) ของบริษัท Merck, Germany          
- โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany                 

 - แคลเซียมซัลเฟต (CaSO4.2H2O) ของบริษัท Unilab, Australia           
 - แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท Merck, Germany           
 - แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24.4H2O) ของบริษัท Mallinckrodt, France 
 - แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Riedel-de Haën, Switzerland 

- แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O) ของบริษัท Riedel-de Haën, Switzerland   
- โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany            

 - โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England    
- ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) ของบริษัท May & Baker, England     
- คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) ของบริษัท Merck, Germany             
- อลูมิเนียมโปแตสเซียมซัลเฟต (AlK(SO4)2.12H2O) ของบริษัท Unilab, Australia 
- กรดบอริก (H3BO3) ของบริษัท Merck, Germany              
- โซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4.2H2O) ของบริษัท May & Baker, England  

 - ไนไตรโลไตรอะซีเตต (C6H9NO6) ของบริษัท Fluka Chemie, Switzerland  
- แอมโมเนียมทารเทต ((NH4)2C4H4O6) ของบริษัท Merck, Germany          
- โซเดียมอะซีเตต (NaCH3CO2.3H2O) ของบริษัท Merck, Germany           
- ผงมอลตสกัด (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
- ผงยีสตสกัด (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
- เปปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
- คอรน มีล อาการ (corn meal agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 

 - โปเตโต เดกซโทรส อาการ (potato dextrose agar) ของบริษัท Scharlau, Spain 
- ซาโบรอด เดกซโทรส บรอท (sabouraud dextrose broth) ของบริษัท Difco 

Laboratories, USA. 
- ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany  
- กลูโคส (glucose) ของบริษัท Merck, Germany                        
- วุนผง ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
- สีรีมาซอล บริลเลียนท บลู อาร (Remazol Brilliant Blue R) ของบริษัท Sigma 
Chemical, USA.    
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- สีคูแมสซี บริลเลียนท บลู จี-250 (comassie brilliant blue G-250) ของบริษัท Fluka 
Chemie, Switzerland 

- โบวายน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
- อลูมินา (alumina) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
- เอธิลแอลกอฮอล (C2H5OH) ของบริษัท Merck, Germany          
- กรดฟอสฟอริก (H3PO4) ของบริษัท Carlo Erba, Spain 
- ไดเบนโซฟูแรน (C12H8O) ความบริสุทธิ์ ≥ 99% ของบริษัท Fluka Chemie, Switzerland 
- ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Fluka Chemie, Switzerland 
- เอทธิลอะซีเตต (CH3COOC2H5) ของบริษัท Lab-scan, Ireland 
- เมทธานอล (CH3OH) HPLC grade ของบริษัท Lab-scan, Ireland 
- โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 
- กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany       
- ทรีสมาเบส (Trizma base, C4H11NO3) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
- ไดโซเดียมเอทธิลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก แอสิด (EDTA, C10H14N2O8Na2.2H2O) ของ
บริษัท Sigma Chemical, USA. 

- โซเดียมลอริลซัลเฟต (SDS, C12H25OSO3.Na) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 
- โปรตีเนสเค (proteinase K) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
- ซีติลไตรเมทธิลแอมโมเนียม โบรไมด (CTAB, C16H32N(CH3)3Br) ของบริษัท TCI-EP, 

Japan 
- ไรโบนิวคลีเอส เอ (RNase A) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
- สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka Chemie, Switzerland                               

 - Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA. 
 - อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan 
 - 1kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
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N

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 การเก็บตัวอยางดิน 

 
 เก็บตัวอยางดนิจากอุทยานแหงชาติเขาใหญเสนทาง ที่ทาํการ-มอสิงโต ซึ่งจดุเก็บแสดง
ดังรูปที่ 3.1 โดยเก็บตัวอยางดินที่ผวิดินบริเวณที่มีซากตนไมลมซึง่คาดวาจะพบราที่สามารถยอย
สลายเนื้อไมได และนาจะมคีวามหลากหลายของเชื้อสูง  เมื่อถึงหองปฏิบัติการไดทําการเก็บรักษา
ตัวอยางดินที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาแยกเชื้อ 
 
                                                                                                                                 
                                                                                                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 จุดเก็บตัวอยางดินเสนทาง ที่ทําการ-มอสิงโต 
 
3.2 การแยกราจากตัวอยางดิน 
 

ชั่งตัวอยางดนิ 1 กรัม มาละลายในน้าํกลัน่ปราศจากเชือ้ โดยทาํการเจือจางที่ความเขม
ขนตาง ๆ แลวนาํมาเกลี่ย (spread) ใหทั่วบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง 2 ชั้น ประกอบดวย
อาหาร Czapek Dox agar  และ malt extract agar  โดยใชสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
ซึ่งมีลักษณะโครงสรางบางสวนคลายไดออกซินเปนตัวบงชี้คุณสมบัติของราที่ตองการ (ภาคผนวก 
ก หมายเลข 1) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง  เมื่อพบวาเชื้อมีการเจริญขึ้นมาแลวจงึทาํการเขี่ยราทีม่ีการ
ยอยสี RBBR และมีลักษณะแตกตางกนัลงในอาหารใหม  จากนัน้ทาํการถายเชื้อ (subculture) ลง
ในอาหารใหมหลาย ๆ คร้ัง จนกวาจะไดเชื้อบริสุทธิ์ 

อางเก็บน้ํามอสิงโต 

ที่ทําการใหญ 

ไปหนองผักชี A
B

C

D
E
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3.3 การเก็บรักษาเชื้อ 
 
 เขี่ยราโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อถายใสหลอดที่มอีาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง malt extract (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1.2) ผิวหนาเอียง บมเชื้อและเกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิหอง   ทําการถายเชือ้ลงอาหารใหม
ทุก ๆ 1-3 เดือน  หรือเก็บรักษาเชือ้โดยการถายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract ผิวหนา
เอียงแลวบมเชื้อใหเจริญเต็มที่ที่อุณหภูมหิอง จากนั้นเทราดทับผิวหนาอาหารดวย 10%กลีเซอรอล 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 1) เก็บรักษาเชื้อไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
3.4 การคัดเลือกราที่สามารถเจริญเติบโตและมคีวามสามารถสูงในการยอยส ี Remazol 
Brilliant Blue R ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น  
 
 1. นําราที่แยกไดจากตัวอยางดินและราบริสุทธิ์ที่ไดจากไมผุมาเลี้ยง (point inoculation) 
บนจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศนูยกลาง 9 เซนติเมตรทีม่ีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox 
malt extract  ที่เติมสี RBBR       
 2. บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 14 วนั วัดคาเฉลี่ยขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโล
นีและคาเฉลี่ยขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณอาหารที่ถูกยอยทุกวนั โดยหาคาเฉลี่ยจากเสน
ผานศนูยกลางของ  2  ดานที่ตั้งฉากกนั (Chapman, 1974) ซึ่งวัดจากใตโคโลน ี รวมทัง้บนัทกึ
ลักษณะการเจริญของรา และลักษณะการยอยสีของรา                                                                                       

3. คัดเลือกราที่สามารถเจรญิเติบโตและมีความสามารถสูงในการยอยสี RBBR ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ช้ัน  เพื่อนําไปทําการทดลองขั้นตอไป 
 
3.5 การคัดเลือกราเบื้องตนที่มีความสามารถสูงในการยอยส ี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Mineral Salt Medium  
  
 1. เตรียมเชื้อต้ังตนโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox - malt extract  
ที่เติมสี RBBR  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน   
 2. ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง potato dextrose agar(PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 
2) 
 3. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน  
 4. ถายเชื้อจาก PDA โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะริม
ขอบโคโลนีของรา จํานวน 5 cork ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Mineral Salt Medium (MM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  
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 5. ใสสารละลายสี RBBR ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว MM ใหมีความเขมขนสี 0.02 % 
(0.2mg/ml ของอาหารเลี้ยงเชื้อ MM) 
 6. วัดความเขมขนส ี RBBR เร่ิมตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยการวดัคาการดูดกลืนแสง
ของสารละลายสี RBBR ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร (Chroma และคณะ, 2002) 
 7.  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 7 วัน 
 8. เมื่อครบกําหนด 7 วนั นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนแยกเซลลออกโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลานาน 15 นาที นาํสวนน้าํไปวัดความเขมขนส ีRBBR  และ
คํานวณเปอรเซ็นตความสามารถในการยอยสี RBBR ของเชื้อโดยเทียบกับความเขมขนสีตั้งตน 

 9. คัดเลือกราที่มีความสามารถสูงในการยอยสี RBBR ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว MM เพื่อ
นําไปทําการทดลองขั้นตอไป 
 
3.6 การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของราที่คัดเลือกในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt Medium  
 
  1. เตรียมเชื้อต้ังตนโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox - malt extract  
ที่เติมสี RBBR  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน   
 2. ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA ที่ปทูบัผิวหนาอาหารดวยกระดาษเซลโลเฟน
ปราศจากเชื้อ 
 3. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  
 4. ถายเชื้อจาก PDA โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะริม
ขอบโคโลนีของรา จาํนวน 5 cork แลวเขี่ยเสนใยบนผิวกระดาษเซลโลเฟน  ใสลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  
 5. ใสสารละลายสี RBBR ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ใหมีความเขมขนสี 0.02 % 
 6. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 7 วัน 
 7. วัดการเจรญิเติบโตจากปริมาณโปรตีน และวัดความเขมขนสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เร่ิมตนและทกุวันเปนเวลา 7 วัน  โดยการกรองแยกสวนเชื้อกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวออกจากกนั  
นําสวนที่เปนเชื้อไปหาปริมาณโปรตีน และนําสวนที่เปนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไปหาความเขมขนสี
โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตร
ฐานสี RBBR (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 
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การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 
1. เตรียมสารสกัดจากเซลล โดยนําเชื้อมาทําการบดเพื่อใหเซลลแตกดวยอลูมนิา ในอัตรา

สวน 1:1 บดเปนเวลานาน 5 นาทโีดยทาํบนน้ําแข็งเพื่อรักษาสภาพของโปรตีน  ใสน้ํากลัน่ลงไป
เล็กนอย  จากนัน้นําไปปนแยกกากเซลลออกโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที สวนน้ําใสที่ไดคือสารสกัดจากเซลล 

2. วิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของแบรดฟอรด (Bradford, 1976) โดยใสสารสกัดจาก
เซลลปริมาตร 250 ไมโครลติร ลงในสารละลายแบรดฟอรด (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลานาน 2 นาท ี  จากนัน้นําไปวดัคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  แลวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน 

สรางกราฟมาตรฐานโปรตีนโดยใชโบวายน ซีรัม อัลบูมิน (bovine serum albumin) ที่
ความเขมขน 0 ถึง 60 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
 
3.7 การศึกษารูปแบบการยอยสี RBBR ของราที่คัดเลือกในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว Low-
Nitrogen Basal III Medium  
 

1. เตรียมเชื้อต้ังตนโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox - malt extract  
ที่เติมสี RBBR  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน   
 2. ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA   

3. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน  
 4. ถายเชื้อจาก PDA โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะริม
ขอบโคโลนีของรา จํานวน 2 cork ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
 5. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 5 วัน 
 6. เมื่อครบกําหนด 5 วนัใสสารละลายส ีRBBR ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN  ใหมีความ
เขมขนสี 0.02 %   
 7. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 7 วัน 
 8. วัดความเขมขนสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนและทุกวันเปนเวลา 7 วัน   
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3.8 การประเมินความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลว Mineral Salt Medium 
  
 1. เตรียมเชื้อต้ังตนโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox - malt extract  
ที่เติมสี RBBR  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน   
 2. ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA ที่มีการปูทับผิวหนาอาหารดวยกระดาษเซลโล
เฟนปราศจากเชื้อ 
 3. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  
 4. ถายเชื้อจาก PDA โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะริม
ขอบโคโลนีของรา จาํนวน 5 cork แลวเขี่ยเสนใยบนผิวกระดาษเซลโลเฟน  ใสลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  
 5. เติมไดเบนโซฟูแรนในรูปสารละลายไดเบนโซฟูแรนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 3)  ลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิกรัม/ลิตร   
 6. ทําชุดควบคุมการลดลงของไดเบนโซฟูแรนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของรา ซึ่ง
เตรียมจากการใชอาหารเหลวที่มีการเติมไดเบนโซฟูแรนแตไมไดเติมเชื้อ 

7.  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 7 วัน 
 8. เมื่อครบกําหนด 7 วัน นาํอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เติมเชื้อซ่ึงเปนชุดทดลอง และอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวชุดควบคุมการลดลงของไดเบนโซฟูแรนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของรา ไปสกัด
หาปริมาณไดเบนโซฟูแรนทีม่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนัน้คํานวณเปอรเซ็นตการลดลงของ
ไดเบนโซฟูแรนโดยการยอยสลายของรา ดังนี้ 
 
  เปอรเซ็นตการลดลงของไดเบนโซฟูแรน    = (A-B) x 100 
                             โดยการยอยสลายของราในวันที่7           A 
  
  เมื่อ    A      คือ     ความเขมขนไดเบนโซฟูแรนในชุดควบคุมในวันที่ 7  
      B      คือ     ความเขมขนไดเบนโซฟูแรนในชุดทดลองในวันที่ 7  
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 การวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรน 
 
 1. วิธีการสกัดสาร (Mori และ Kondo, 2002b)  
     นาํอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปรับคาความเปนกรดดางใหอยูในชวง 2-3 ดวยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก 1 นอรมัล จากนั้นนําไปสกัดโดยใชกรวยแยก  เตมิเอทธิลอะซีเตตปริมาตร  40 
มิลลิลิตรลงไป  เขยาใหเขากนันาน 15 นาที  ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น แยกสวนเอทธิลอะซเีตตเก็บไว นํา
สวนที่เปนอาหารเหลวไปทาํการสกัดโดยวิธีเดิมอีก 2 คร้ัง โดยใชเอทธิลอะซีเตตปริมาตร 40 และ 
20 มิลลิลิตรตามลําดับ  จากนัน้รวมสวนเอทธิลอะซีเตตที่สกัดไดทั้งหมดเขาดวยกนั  เติมโซเดียม
ซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ําสวนที่เหลืออยู  จากนัน้ระเหยเอทธิลอะซีเตตจนแหงโดยใชเครื่อง
ระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน เติมเมทธานอลปริมาตร 5.0 มิลลิลิตรลงไปละลายไดเบนโซฟูแรน
ในขวดลดปริมาตร  แลวกรองสารละลายที่ไดผานตัวกรองชนิด PTFE ขนาดรกูวาง 0.2 ไมโครเมตร 
ใสในขวดแกวขนาดเล็ก  เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส   จนกวาจะทาํการวิเคราะหปริมาณ
ไดเบนโซฟูแรนโดยใชวิธี HPLC 
 
 2. การวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรนโดยวิธี HPLC   
     ใชคอลัมน Lichrocart-C18 ขนาด 4.0x125 มิลลิเมตร อุณหภมูิคอลัมน 25 องศา
เซลเซียส ใชสารละลาย 75% เมทธานอลในน้าํ (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)  เปนสารละลายตวัพา 
และใชอัตราการไหลเทากับ 1.2 มิลลิลิตรตอนาท ีตรวจสอบคาการดดูกลืนแสงของไดเบนโซฟูแรน
ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร สามารถหาความเขมขนไดเบนโซฟูแรนทีย่ังคงเหลืออยูในอาหาร
เหลว  โดยการเปรียบเทยีบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC กับกราฟมาตรฐาน
ของไดเบนโซฟูแรน (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) 
     สรางกราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน โดยเติมสารละลายไดเบนโซฟูแรนในไดเมทธิล
ซัลฟอกไซด  ลงในอาหารเหลว MM ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 10, 20, 
40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัม/ลิตร  ทําการสกัดโดยวธิีตามขอ 1 แลวนาํไปวิเคราะหปริมาณได
เบนโซฟูแรนโดยใชวิธี HPLC  
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3.9 การประเมินความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลว Low-Nitrogen Basal III Medium 
 

1. เตรียมเชื้อต้ังตนโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น Czapek Dox - malt extract  
ที่เติมสี RBBR  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน   
 2. ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA   

3. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน  
 4. ถายเชื้อจาก PDA โดยใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะริม
ขอบโคโลนีของรา จํานวน 2 cork ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  
 5. เติมไดเบนโซฟูแรนในรูปสารละลายไดเบนโซฟูแรนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด ลงไปใหได
ความเขมขนสุดทายเปน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
 6. ทําชุดควบคุมการลดลงของไดเบนโซฟูแรนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของรา ซึ่ง
เตรียมจากการใชอาหารเหลวที่มีการเติมไดเบนโซฟูแรนแตไมไดเติมเชื้อ 
 7. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 7 วัน  
 8. เมื่อครบกําหนด 7 วัน นาํอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เติมเชื้อซ่ึงเปนชุดทดลอง และอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวชุดควบคุมการลดลงของไดเบนโซฟูแรนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของรา ไปสกัด
หาปริมาณไดเบนโซฟูแรนทีม่ีเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนัน้คํานวณเปอรเซ็นตการลดลงของ
ไดเบนโซฟูแรนโดยการยอยสลายของรา 
 9. ศึกษาการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 ของราที่มีความสามารถใน
การยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในวันที่ 7 ไดดีที่สุด 1 สายพนัธุ  (เปรียบเทียบผลจากการทดลองใน
ขอ 3.8 และ ขอ  3.9) 
 
3.10 การศกึษาลกัษณะการเจริญและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่คัดเลือกบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ  

 
3.10.1 การศึกษาลักษณะการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ 
 

1.  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5 ชนิด ไดแก  
       - Potato Dextrose Agar  (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) 
       - Yeast Extract Sucrose Agar (YEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) 
       - Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 6) 
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       - Corn meal Malt Extract Agar (CMA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 7) 
       - Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 8) 

2. ถายเชื้อราที่คัดเลือกแลววาสามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหารเหลวได
ดีที่สุดจํานวน 1 สายพันธุ บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทั้ง 5 ชนิด 
  3.  บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 14 วัน 
  4.  เมื่อครบกําหนด  ถายรูปลักษณะเชื้อเก็บไว 
 

3.10.2 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศนดวย
เทคนิค slide culture 
 

1. เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 5 ชนิด ไดแก PDA, YEA, SDA, CMA และ MEA 
2. เทอาหารเลีย้งเชื้อแตละชนิดลงในจานเพาะเชื้อใหระดับอาหารสงูประมาณ 2   

มิลลิเมตร ทิ้งไวใหเย็นและผิวหนาอาหารแหง 
3. ใชมีดหรือมีดผาตัดจุมแอลกอฮอล 95% เผาไฟเพื่อฆาเชื้อ แลวจงึกรีดอาหาร

เลี้ยงเชื้อแตละชนิดออกเปนสี่เหลี่ยมจัตุรัสใหมีความกวางดานละ 6 มิลลิเมตร  
4. ใชปากคีบ คีบสไลดจุมแอลกอฮอล 95% แลวเผาไฟ 2 คร้ัง แลววางลงบนแทง

แกวซึ่งงอเปนขอศอกในจานเพาะเชื้อ เตรียมไวทั้งหมด 5 จาน 
5. ใชมีดยกชิ้นวุนของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแตละชนิดที่ตัดไว มาวางลงตรง

กลางสไลดในจานเพาะเชื้อแตละจานที่เตรียมไวในขอ 4 
  6. ใชเข็มเขี่ย เขี่ยราที่คัดเลือกมาแตะที่สวนหนาทั้ง 4 ดานของชิ้นวุนทุกจาน 

7. นํากระจกปดสไลดจุมแอลกอฮอล 95% และเผาไฟแลวคอยๆ วางปดบนชิ้นวุน 
8. วางสําลีปราศจากเชื้อลงในจานเลี้ยงเชื้อแลวเทน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลงไป 
9. บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองจนกระทั่งเสนใยของราเจริญจนถึงขอบกระจกปดสไลด 

           10. ยกกระจกปดสไลดขึ้นแลวหยดแอลกอฮอล 95% ลงไปที่ตรงกลางของกระจก
ปดสไลดดานในซึ่งมีเสนใยเชื้อราเจริญอยูเพื่อใหแอลกอฮอลกระจายเขาสูเสนใยรา 
           11. กอนที่แอลกอฮอลจะแหง   นาํกระจกปดสไลดวางลงบนน้าํยา   lactophenol 
aniline blue (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) ซึ่งหยดอยูตรงกลางสไลดแผนใหม 
           12. เขีย่ชิ้นวุนสี่เหลี่ยมจัตุรัสออกไป และหยดแอลกอฮอล 95% ลงบนแผนสไลด  
แลวหยดน้ํายา lactophenol ลงไปตรงกลางแผนสไลดกอนแอลกอฮอลแหงสนทิ  ปดทับดวย
กระจกปดสไลดแผนใหม 
           13. นําสไลดที่มีกระจกปดสไลดประกบติดทั้งสองแผนไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน    
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3.10.3 การศกึษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
แบบสองกราด  

  
  1. ตัดชิ้นสวนของอาหารเลีย้งเชื้อแข็งที่มรีาใหเปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 5 
มม. x 5มม. x 3 มม.  
  2. อังตัวอยางดวยไอของ 2%OsO4(osmium tetraoxide) เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง 
  3. ขจัดน้าํออก (dehydration) โดยแชตัวอยางดวยเอธิลแอลกอฮอลจากความ
เขมขนต่ําไปจนถงึความเขมขนสูงคือ 30, 50, 70, 90% แตละความเขมขนใชเวลาประมาณ 10-
15 นาที และที่ความเขมขน 100% อีก 3 คร้ัง คร้ังละประมาณ10-15 นาที 
  4. ทําตัวอยางใหแหง (drying) ดวยเครื่อง critical point dryer  
  5. ฉาบตัวอยาง (coating) นําตัวอยางที่แหงแลวมาติดบน stub ดวยเทปสอง
หนาหรือกาว จากนั้นฉาบทองดวยเครื่อง ion-sputter 4-5 นาที  
  6. นาํตัวอยางที่เตรียมเรียบรอยแลวไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบ    
สองกราด(scanning electron microscope)  
 
3.11 บงชี้ชนดิของราที่คัดเลือกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทีป่ระมวลรหสั
ของตําแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer) (Makimura และคณะ, 2000 ดัดแปลงโดย  
ปทมาพร ประชุมรัตน, 2546) 
 
 3.11.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของรา 
   
  1. เลี้ยงราที่คัดเลือกในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA เปนเวลา 7 วัน 
  2. เขี่ยเสนใยราไปบด โดยเติม lysis buffer 0.5 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข
8) และอลูมินาเล็กนอย บดเปนเวลานาน 5 นาที จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที   
  3. ดูดสวนน้ําใสไปใสหลอดไมโครฟวจใหม เติมเอนไซมโปรตีเนสเค  (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 9) ปริมาตร 24 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง   
  4. เติม CTAB ในโซเดียมคลอไรด (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร  นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
  5. เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 12) อัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากนัจนไดสารละลายขุน แลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที   
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  6. ดูดสวนน้าํใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอ
โซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 13) อัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน แลวนาํไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
  7. ดูดสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโครฟวจอันใหม เติมไอโซโปรพานอล 0.6 เทา
ของสวนน้ําใส ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งเหน็ตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอ จึง
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที   
  8. ปนลางดีเอ็นเอที่ไดดวย 70 % เอทธานอลที่เย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาน 5 
นาที จาํนวน 2 คร้ัง เมื่อดีเอ็นเอแหงจึงเติมน้ําปลอดประจุปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
และเติมสารละลาย RNase A (ภาคผนวก ข หมายเลข 14) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นําไปเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช 
 
 3.11.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) 
 
  นําดีเอน็เอที่สกัดไดตามวิธีในขอ 3.11.1 ไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช
สวนผสมของสารในปฏิกิริยา และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ออกแบบตามวิธีของ Jasalavich, 
Ostrofsky และ Jellison (2000) ซึ่งความเขมขนสุดทายของสารแตละตัวเปนดังนี้  
  - สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร 
  - สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 
  - 1X Taq DNA polymerase buffer  (pH 8.5)  
  - Taq DNA polymerase ปริมาณ 2 หนวย 
  -สารละลายไพรเมอรที่จาํเพาะกับบริเวณปลายทัง้ 2 ดานของสายดีเอ็นเอแมแบบ 
forward primer ITS1-F  5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ และ reverse primer ITS4  
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ ความเขมขน 200 นาโนกรมัตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร 
  - ดีเอ็นเอแมแบบ (Template) ที่ไดจากขอ 3.11.1 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
  สวนผสมทัง้หมดที่ไดมีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร จากนัน้นาํไปดําเนินปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) ซึ่งตั้งโปรแกรมดังนี้  
 
 
 



 46

       hot start     ที่อุณหภูมิ 95 oซ เปนเวลา 35 วินาที 
       denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 oซ เปนเวลา 1 นาที 25 วินาที 
       annealing     ที่อุณหภูมิ 55 oซ เปนเวลา 55 วินาที                35 รอบ 
       extension     ที่อุณหภูมิ 72 oซ เปนเวลา 1 นาที 
       final extension ที่อุณหภูมิ 72 oซ เปนเวลา 10 นาที 
 
 3.11.3 การแยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส 
 
  นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 3.11.2 มาตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของสายดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส ดังนี้ 
  1. เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.0 % ทีห่ลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 15) เทลงในแบบพิมพที่มหีวีเสยีบอยูโดยระวังการเกิดฟองอากาศ แลวปลอยใหเจลแข็ง
ตัว 
  2. วางอะกาโรสเจลที่ไดในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนือเจลประมาณ 
2-3 มิลลิเมตร 
  3. หยอดดีเอ็นเอมาตรฐานที่ผสมกับสีติดตาม (loading dye) (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 16) ปริมาตร 2 ไมโครลิตรในชองวิง่แรก และหยอดดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบที่ผสม
กับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตรในชองวิ่งถัดไป 
  4. ทําอเิลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศกัย 100 โวลต จนกระทั่งแถบสีน้าํเงิน
ของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่มาเกือบถงึขอบเจลอีกดาน จากนัน้นําเจลที่ไดไปยอมดวยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข หมายเลข 17) เปนเวลานาน 5 นาท ีแลวนําไปแช
ในน้าํกลัน่อีก 30 นาที  นําเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 312 
นาโนเมตร 
 

3.11.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS  
 
 นําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 3.11.2 ไปหาลาํดับนวิคลีโอไทดของ

ยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS ดวยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเออัตโนมัตโิดยหนวยบริการชีวภาพ 
(BIOSERVICE UNIT, BSU)  สาํนกังานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ(สวทช.) รวบ
รวมและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได นําไปเปรยีบเทยีบกับขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดที่มีการ
รายงานไวใน GenBank โดยใชโปรแกรม BlastN version 2.2.7 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัยและวิจารณผล 
 
4.1 การแยกราจากตัวอยางดิน 
 
 จากการเก็บตัวอยางดินจากอุทยานแหงชาติเขาใหญเสนทาง ทีท่ําการ-มอสิงโต จํานวน 
5 ตัวอยาง นํามาแยกราตามวิธีขอ 3.2 พบราที่สามารถเจริญไดและมีลักษณะแตกตางกนั 59 สาย
พันธุ  ซึ่งในจาํนวน 59 สายพนัธุพบราทีม่ีความสามารถในการยอยส ีRBBR จํานวน 19 สายพันธุ  
จําแนกตามตัวอยางดิน A, B, C, D และ E ดังตารางที่ 4.1 
  
ตารางที่ 4.1 จํานวนราทีพ่บในตัวอยางดินตาง ๆ  และจํานวนราที่มีความสามารถในการยอยสี 

RBBR 
 

ตัวอยางดิน จํานวนราที่พบในตัวอยางดิน จํานวนราที่มีความสามารถ 
ในการยอยสี RBBR 

A 
B 
C 
D 
E 

8 
15 
14 
10 
12 

2 
6 
5 
3 
3 

รวม 59 19 
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4.2 การคัดเลือกราที่สามารถเจริญเติบโตและมคีวามสามารถสูงในการยอยส ี Remazol 
Brilliant Blue R ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น  
 

เมื่อนําราทีม่ีความสามารถในการยอยสี RBBR ทั้ง 19 สายพันธุ   และราบริสุทธิท์ีไ่ดจาก
ไมผุ 2 สายพนัธุ มาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง 2 ชั้น ทีม่ีการเติม RBBR เปนอินดิเคเตอร พบราที่
สามารถยอยสไีดอยางชัดเจนในวันที ่ 14 กลาวคือสามารถยอยส ี RBBR จากสนี้ําเงินไปเปนสีฟา
ออนใส หรือเปนสีอ่ืนที่ไมใชสีเดิมในวันที่ 14 ของการบมเชื้อ จํานวน 13 สายพันธุ ดังตารางที่ 4.2 

 
ตารางที่ 4.2 จํานวนราที่มคีวามสามารถในการยอยสี  จํานวนราและรหัสราทีย่อยสไีดอยางชัดเจน

ในวันที่ 14 
 

ตัวอยางดิน จํานวนราที่มีความ 
สามารถในการยอยสี 

จํานวนราที่ยอยสีได
อยางชัดเจนในวันที่ 14 

รหัสราที่ยอยสีไดอยาง
ชัดเจนในวันที่ 14 

A 
B 
C 
D 
E 

ราที่ไดจากไมผุ 

2 
6 
5 
3 
3 
- 

2 
4 
2 
2 
1 
2 

A3,A7 
B5,B7,B8,B9 

C8,C10 
D3,D9 

E1 
L1,L10  

รวม 19 13 - 
 

รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยส ี RBBR ของราที่ยอยสีไดอยางชัดเจนทั้ง 13 สาย
พันธุ บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR   ที่บมเปนเวลานาน 14 วันแสดงดังรูปที่ 4.1-4.3    
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เสนผานศูนยกลางเชื้อ A3

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา A3

เสนผานศูนยกลางเชื้อ A7

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา A7

เสนผานศูนยกลางเชื้อ B5 

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา B5

เสนผานศูนยกลางเชื้อ B7

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา B7  
 
 

รูปที่ 4.1 รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา A3, A7, B5 และ B7 บนอาหาร 
     เลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR 
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เสนผานศูนยกลางเชื้อ B8

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา B8

เสนผานศูนยกลางเชื้อ B9

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา B9

เสนผานศูนยกลางเชื้อ C8 

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา C8

เสนผานศูนยกลางเชื้อ C10

เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา C10  
 
 

รูปที่ 4.2 รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา B8, B9, C8 และ C10 บนอาหาร 
    เลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR 
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เสนผานศูนยกลางเชื้อ D3
เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา D3
เสนผานศูนยกลางเชื้อ D9
เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา D9
เสนผานศูนยกลางเชื้อ E1 
เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา E1
เสนผานศูนยกลางเชื้อ L1
เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา L1
เสนผานศูนยกลางเชื้อ L10
เสนผานศูนยกลางบริเวณที่มีการยอยสีของรา L10  

 
 

รูปที่ 4.3 การเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา D3, D9, E1, L1 และ L10 บนอาหาร 
       เลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR 
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 จากรูปที ่ 4.1 รา A3 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการ
บมและคอย ๆ เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเกือบเต็มจานเลีย้งเชื้อในวันที ่ 7 และพบวารา A3 เร่ิม
ตนยอยสีในวนัที ่3 และยอยไดมากขึ้นจนกระทั่ง 9 วนัจึงสามารถยอยสีไดทั้งหมด เมื่อครบกําหนด 
14 วันสามารถยอยสีอาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

รา A7 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการบมและเจรญิ
เติบโตอยางรวดเร็วจนกระทัง่เจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที่ 5 และพบวารา A7 เร่ิมตนยอยสีในวนั
ที่ 3 และยอยไดมากขึ้นจนกระทั่ง 7 วันจงึสามารถยอยสีไดทั้งหมด เมื่อครบกําหนด 14 วัน
สามารถยอยสีอาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมออนใส 

รา B5 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งวันที่ 14 มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 7.8 เซนติเมตร และพบวารา B5 เร่ิมตน
ยอยสีในวันที่ 2 และยอยไดมากขึ้นเรื่อย ๆ  จนเมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสีอาหารเปนสี
ฟาออนใส 

รา B7 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเกือบเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที่ 11 และพบวารา B7 เร่ิมตนยอยสีในวนั
ที่ 2 และยอยไดมากขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสีอาหารเปนสีเหลืองออนใส 

จากรูปที ่ 4.2 รา B8 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการ
บมและคอย ๆ เจริญเติบโตจนกระทั่งวันที ่14 มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.4 เซนติเมตร พบวารา 
B8 เร่ิมตนยอยสีในวนัที่ 2 และยอยไดมากขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อครบกําหนด 14 วนัสามารถยอยสีอาหาร
จนเปลี่ยนเปนเปนสีฟาออนใส 

รา B9 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเตม็จานเลี้ยงเชื้อในวนัที ่ 8  พบวารา B9 เร่ิมตนยอยสีในวนัที ่ 2 และ
ยอยไดมากขึน้จนกระทัง่ 8 วนัจึงสามารถยอยสีไดทัง้หมด  เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

รา C8 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที่ 12  พบวารา C8 เร่ิมตนยอยสีในวนัแรกและ
ยอยไดมากขึน้จนกระทัง่ 12 วนัจึงสามารถยอยสีไดทั้งหมด  เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

รา C10 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที่ 9  พบวารา C10 เร่ิมตนยอยสีในวันแรกและ
ยอยไดมากขึน้จนกระทัง่ 9 วนัจึงสามารถยอยสีไดทัง้หมด  เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 
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จากรูปที ่ 4.3 รา D3 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการ
บมและคอย ๆ เจริญเติบโตจนกระทั่งวันที ่14 มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.5 เซนติเมตร พบวารา 
D3 เร่ิมตนยอยสีในวนัที่ 2 และยอยไดมากขึ้นเรื่อย ๆ  เมื่อครบกําหนด 14 วนัสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีเหลืองออนใส 

รา D9 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตัง้แตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที ่ 8  พบวารา D9 เร่ิมตนยอยสีในวนัที ่ 3 และ
ยอยไดมากขึน้จนกระทัง่ 8 วนัจึงสามารถยอยสีไดทัง้หมด  เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

รา E1 มีการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งวันที่ 14 มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.2 เซนติเมตร พบวารา E1 เริ่มตนยอย
สีในวนัแรก และยอยไดมากขึ้นเรื่อย ๆ  เมือ่ครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสีอาหารจนเปลี่ยนเปน
สีฟาออนใส 

รา L1 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที ่ 8  พบวารา L1 เร่ิมตนยอยสีในวนัแรก และ
ยอยไดมากขึน้จนกระทัง่ 8 วนัจึงสามารถยอยสีไดทัง้หมด  เมื่อครบกําหนด 14 วันสามารถยอยสี
อาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

รา L10 มีการเจรญิเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นตั้งแตวันแรกของการบมและคอย ๆ 
เจริญเติบโตจนกระทั่งเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อในวนัที ่ 10  พบวารา L10 เร่ิมตนยอยสีในวันแรก 
และยอยไดมากขึ้นจนกระทัง่  10 วนัจงึสามารถยอยสีไดทั้งหมด  เมื่อครบกําหนด 14 วนัสามารถ
ยอยสีอาหารจนเปลี่ยนเปนสีสมใส 

จากรูปที ่4.1, 4.2 และ 4.3 พบวาราทั้ง 13 สายพันธุมีลกัษณะการยอยสีแตกตางกนัมีขอ
นาสังเกตุสรุปดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ลักษณะการยอยสีของราทั้ง 13 สายพันธุ 
 

 
* ยอยสีออกมารอบ ๆ โคโลนีในวันแรก ๆ ของการบมเทานั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลักษณะการยอยสี 
รหัสรา วันที่เร่ิมยอยสี วันที่ราเต็ม  

จานเลี้ยงเชื้อ ยอยสีออกมา 
รอบ ๆ โคโลนี

ยอยสีอยูภายใน
ตัวโคโลนี 

สีอาหาร        
ในวันที่14 

A3 3 8   สีสมใส 
A7 3 5   สีสมออนใส 
B5 2 >14   สีฟาออนใส 
B7 2 12   สีเหลืองออนใส 
B8 2 >14   สีฟาออนใส 
B9 2 8   สีสมใส 
C8 1 12   สีสมใส 
C10 1 9   สีสมใส 
D3 2 >14   สีเหลืองออนใส 
D9 3 8   สีสมใส 
E1 1 >14   สีฟาออนใส 
L1 1 8 *  สีสมใส 

L10 1 10   สีสมใส 
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 สําหรับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR  สรุป
ไวดังตารางที่ 4.4 และแสดงดังในรูปที่ 4.4 - 4.6 

 
ตารางที่ 4.4  ลักษณะการเจริญของราในวันที่ 14 ของราทั้ง 13 สายพันธุ 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รหัสรา ลักษณะการเจริญของราในวันที่ 14 

A3 เสนใยเปนเสน ๆ คลายขนมีสีขาว ไมพันกันแนน  
A7 เสนใยบาง ๆ สีขาวเจริญอยูในเนื้อวุน  
B5 โคโลนีมีสีเขียวสด สรางเม็ดแข็ง 
B7 โคโลนีมีสีขาวและแนน ขอบสีเหลือง 
B8 โคโลนีมีสีฟาอมเทา ฟูเล็กนอย 
B9 เสนใยมีสีขาวเปนขุย ๆ ทั้ง plate 
C8 เสนใยมีสีขาวอมสมเล็กนอย เหนียว และแนน 
C10 เสนใยมีสีขาวฟูเกือบทั้ง plate 
D3 โคโลนีมีสีขาวอมฟา ฟูเล็กนอย 
D9 เสนใยมีสีขาวฟูแนน คลายสําลี 
E1 โคโลนีมีสีน้ําตาลเทาอมเขียว ขอบสีขาว 
L1 เสนใยมีสีขาวบางสวนมีสีน้ําตาลไหม เสนใยฟูมาก       

พันกันแนนและเหนียว  
L10 เสนใยสีขาวฟูและแนนปานกลาง 
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รูปที่ 4.4 ลักษณะการเจริญของรา A3, A7, B5 และ B7 ในวันที่ 14 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น 

     ที่เติมสี  RBBR 
 
 
 
 
 
 
 
 

A3 A7

B5 B7
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รูปที่ 4.5 ลักษณะการเจริญของรา B8, B9, C8 และ C10 ในวันที่ 14 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น 
    ที่เติมสี  RBBR 
 
 
 
 
 
 
 

B8 B9

C8 C10



 58

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6 ลักษณะการเจริญของรา D3, D9, E1, L1  และ L10 ในวันที่ 14 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  
             2 ชั้นที่เติมสี  RBBR  และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้นที่เติมสี RBBR ซึ่งไมมีการเพาะเชื้อ 

 

D3 D9

E1 L1

สีอาหารปกติL10
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4.3 การคัดเลือกราเบื้องตนที่มีความสามารถสูงในการยอยส ี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว Mineral Salt Medium  
 

เพื่อประเมนิความสามารถในการยอยสีเชงิปริมาณ จงึไดนําราที่คัดเลือกไดบนอาหารเชื้อ
แข็ง 2 ชั้น จาํนวน 13 สายพนัธุมาทดลองยอยส ี RBBR ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว Mineral Salt 
Medium (MM) ดังแสดงในรูปที่ 4.7  
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รูปที่ 4.7 เปอรเซ็นตความสามารถในการยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt 

      Medium ในวันที่ 7 ของราทั้ง 13 สายพันธุ 
 
จากผลการศึกษาความสามารถในการยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM พบวา

ในวนัที ่7 รา L10 และ C8 สามารถยอยสไีดดีที่สุดคือ 96.33% และ 95.50% ตามลาํดับเมื่อเทยีบ
กับสีตั้งตน  รองลงมาคือ รา L1 สามารถยอยสีได 74.11% เมื่อเทียบกบัสีตั้งตน  รา A3 และ C10 
สามารถยอยสไีดใกลเคียงกนัคือประมาณ 25% เมื่อเทยีบกบัสีตั้งตน สวนราที่เหลืออีก 8 สายพันธุ
แทบไมมีหรือไมมีความสามารถในการยอยสีไดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM  

ดังนัน้ไดคัดเลือกราที่มีความสามารถในการยอยสีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวMM ไดมากกวา
หรือเทากับ 25 % เพื่อนําไปทําการทดลองขั้นตอไปซ่ึงไดแก รา  A3, C8, C10, L1 และ L10  
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4.4 การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของราที่คัดเลือกในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt Medium 
  

การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา A3, C8, C10, L1 และ 
L10 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ไดมีการใชกระดาษเซลโลเฟนปูทบัผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
PDA เพื่อไมใหมีวุนที่สามารถติดมาเมื่อทาํการเจาะโคโลนีของรา เพราะวุนที่ติดมาจะมีผลตอการ
วัดการเจริญเติบโตของเชื้อที่ไมไดเกิดจาการใชสีเปนแหลงคารบอนเดียวได ซึ่งรูปแบบการเจรญิ 
เติบโตและการยอยสี RBBR ของราทั้ง 5 สายพนัธุที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM เปนระยะ
เวลานาน 7 วันใหผลดังนี้ 

รา A3 คอย ๆ เจริญเติบโตตั้งแตวันแรกของการเลี้ยงเชื้อและเจริญสูงสุดในวนัที่ 4 จากนั้น
เชื้อเร่ิมมีปริมาณโปรตีนลดลง สวนการยอยสีพบวารา A3 มีคอย ๆ ยอยสีในวันแรก ๆ อยางชา ๆ 
จนกระทั่งในวนัที่ 3-4 ยอยสีไดอยางรวดเร็ว จากนัน้อัตราการยอยสีเร่ิมชาลง ซึ่งเมื่อครบ 7 วันรา 
A3 สามารถยอยสีได  40.25% เมื่อเทียบกับสีตั้งตน ดังแสดงในรูปที่ 4.8 และ 4.13 

รา C8 เจริญเติบโตอยางรวดเร็วในชวงวันแรก ๆ ของการเลี้ยงเชื้อและเจริญสูงสุดในวนัที ่
2 จากนั้นเชื้อเร่ิมมีปริมาณโปรตีนเริ่มลดลง สวนการยอยสีพบวารา C8 คอย ๆ ยอยสีอยางชา ๆ 
ตั้งแตวันแรกจนเมื่อครบ 7 วัน สามารถยอยสีได  62.99% เมื่อเทยีบกบัสีตั้งตน ดงัแสดงในรูปที ่
4.9 และ 4.13 

รา C10 และ L1 พบวามีการลดลงของปริมาณโปรตีนตั้งแตวันแรกจนถึงวนัที่ 7 แสดงวา 
รา C10 และ L1 ไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มสีีเปนแหลงคารบอนเดียว
ได และพบวาในวนัที ่ 7 รา C10 และ L1 สามารถยอยสีไดเพียง 4.49% และ 0.55% ตามลําดับ
เมื่อเทียบกับสีตั้งตน ดังแสดงในรูปที่ 4.10,  4.11 และ 4.13 

รา L10 เจริญเติบโตอยางรวดเร็วในวนัแรกของการเลี้ยงเชื้อ จากนัน้เชื้อเร่ิมมีปริมาณ
โปรตีนลดลงเรื่อย ๆ จนกระทั่งถึงวันที ่7  แตพบวารา L10 ยังสามารถยอยสีอยางรวดเร็วหลงัจาก
วันที่ 1 จนถึงวันที่ 3 จากนัน้การยอยสีเร่ิมคงที่ตัง้แตวนัที ่ 5 จนเมื่อครบ 7 วนั สามารถยอยสีได  
96.20% เมื่อเทียบกับสีตั้งตน ดังแสดงในรูปที่ 4.12 และ 4.13 
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รูปที่ 4.8 รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา A3 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.9 รูปแบบในการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา C8 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.10 รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา C10 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.11  รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา L1 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 



 63

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0 1 2 3 4 5 6 7
วัน

คว
าม

เข
มข

นสี
 R

BB
R(

mg
/m

l)

0

50

100

150

200

250

300

ปริ
มา

ณ
โป

รตี
น (
µg

/m
l)

ความเขมขนสี RBBR ปริมาณโปรตีน
 

 
รูปที่ 4.12 รูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสี RBBR ของรา L10 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.13 สรุปเปอรเซ็นตความสามารถในการยอยสี RBBR ในวันที่ 7 
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จากผลการศึกษาขางตนพบวามีรา 3 สายพนัธุ ไดแก A3, C8 และ L10 สามารถยอยสี 
RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM โดยในวนัที่ 7 ของการเลีย้ง รา L10 สามารถยอยสีไดดีทีสุ่ด
คือ 96.20% เมื่อเทียบกับสีตั้งตน รองลงมาคือ C8 และ A3 สามารถยอยสีได 62.99% และ 
40.25% ตามลาํดับเมื่อเทียบกับสีตั้งตน แตพบวารา C10 และ L1 แทบไมสามารถยอยสีและไม
สามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว MM ที่มีส ีRBBR เปนแหลงคารบอนเดียวไดเลย ซึ่งแตก
ตางจากผลการทดลองในขอ 4.3 ที่รา C10 และ L1 สามารถยอยสไีด 25.52% และ 74.11 % ตาม
ลําดับเมื่อเทยีบกับสีตั้งตน  ซึ่งอาจเกิดจากการทดลองในขอ 4.3 มกีารเจาะเชื้อทีต่ิดวุนอาหาร 
PDA มาดวย แสดงวารา C10 และ L1 อาจตองการแหลงคารบอนอ่ืนในการเจริญ ดังนั้นจงึนํารา 
C10 และ L1 มาทดสอบตอในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) 

  
4.5 การศึกษารูปแบบการยอยสี RBBR ของราที่คัดเลือกในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว Low-
Nitrogen Basal III Medium 
 
 จากการศึกษารูปแบบการยอยสี RBBR ของรา C10 และ L1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN
ในระยะเวลา 7 วัน พบวารา C10 สามารถยอยสีไดอยางรวดเร็วตั้งแตวันแรกถึงวนัที ่ 3 จากนั้น
อัตราการยอยสีเร่ิมลดลงจนเมื่อครบ 7 วนั สามารถยอยสีได 96.87%  สวนรา L1 สามารถยอยสี
ไดอยางชา ๆ ในวนัแรก ๆ จนเมื่อถึงวนัที่ 4 อัตราการยอยสีจึงเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็จนเมื่อครบ 7 
วัน สามารถยอยสีได  92.84% ดังแสดงในรูปที่ 4.14 - 4.16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.14 รูปแบบในการยอยสี RBBR ของรา C10 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.15 รูปแบบในการยอยสี RBBR ของรา L1 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.16 สรุปเปอรเซ็นตความสามารถในการยอยสี RBBR ในวันที่ 7 

 
 จากผลการทดลองในขอ 4.4 และ 4.5 ไดทําการทดลองตอโดยทดสอบรา A3, C8 และ 
L10 ในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนแทนส ี RBBR โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM   และ
ทดสอบรา C10 และ L1 ในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN 
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4.6 การประเมินความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลว Mineral Salt Medium 
  
 จากการเลี้ยงรา A3, C8 และ L10 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่เติมไดเบนโซฟูแรนเปน
แหลงคารบอนเดียวพบวาในวนัที ่7 รา A3 และ C8 สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 44.30 % 
และ 66.41 % ตามลําดับเมื่อเทียบกับชดุควบคุม  แตรา L10 ไมสามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรน
ไดซึ่งอาจเกิดจากโครงสรางไดเบนโซฟูแรนตางจากส ีRBBR ดังนัน้เอนไซมที่จุลินทรียมีอาจมีความ
เหมาะสมกับสีมากกวาไดเบนโซฟูแรน จงึเปนไปไดวาราบางสายพันธุมีความสามารถในการยอยสี
แตไมสามารถยอยไดเบนโซฟูแรนได 
 จากโครมาโตแกรมการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดยรา A3 ในวนัที ่ 7 พบวามีการสะสม
ของสารมัธยนัตรหลักอยู 2 ชนิด ซึ่งมีคา retention time เทากบั 1.59 และ 2.29 นาที (รูปที่ 4.17
)แสดงวาสารมัธยนัตรทั้งสองมีข้ัวมากกวาไดเบนโซฟูแรนเนื่องจากออกมาจากคอลัมนอยางรวด
เร็วและออกมากอน นอกจากนี้ยงัพบวาเกดิการเปลี่ยนสอีาหารเลี้ยงเชือ้เหลว MM จากไมมสีีเปนสี
เหลือง ดังรูปที่ 4.18  
 จากโครมาโตแกรมการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดยรา C8 ในวนัที ่ 7 ไมพบวามีการ
สะสมของสารมัธยนัตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 4.19)  ทัง้นี้อาจเกิดจากรา C8 ยอยสลายไดเบนโซ
ฟูแรนไดสารมธัยันตรทีม่ีสมบัติการละลายน้ําไดดี ดังนัน้เมื่อทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตต สาร
มัธยนัตรจึงไมละลายอยูในชัน้ของตัวทําละลาย ทําใหไมสามารถตรวจพบสารกลุมนี้ได หรืออาจ
เกิดจากสารมธัยันตรทีเ่กิดขึน้ไมดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นทีท่ําการวิเคราะหคือ 275 นาโนเมตร 
หรืออาจเกิดจากรา C8 ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนควบคูกับการยอยสลายสารมัธยันตร  จึงทําใหไม
พบการสะสมของสารมัธยนัตรในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือมสีารมัธยนัตรเกิดขึ้นในปริมาณนอยมากจงึ
ไมสามารถตรวจวัดได 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.17 HPLC โครมาโตแกรมที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา A3 ในวันที่ 7 

 

ไดเบนโซฟูแรน 
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รูปที่ 4.18 สีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM วันที่ 0 (ซาย) และสีอาหารเลี้ยวเชื้อเหลว MM ซึ่งเกิดจาก
การยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา A3 ในวันที่ 7 (ขวา) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.19 HPLC โครมาโตแกรมที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C8 ในวันที่ 7 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไดเบนโซฟูแรน 
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4.7 การประเมินความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหารเลี้ยงเชือ้
เหลว Low-Nitrogen Basal III Medium 
 
 จากการเลี้ยงรา C10 และ L1 ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว LN  พบวารา C10 สามารถยอย
สลายไดเบนโซฟูแรนได  โดยวันที่ 7 สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 56.07 % เมื่อเทียบกบั
ชุดควบคุม แตรา L1 ไมสามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได อาจเกิดจากเอนไซมที่จุลนิทรียมีอาจ
มีความเหมาะสมกับสี RBBR มากกวาไดเบนโซฟูแรน หรืออาจเกิดจากการที่ในอาหารมแีหลง
คารบอนทีย่อยสลายไดงายกวาอยูดวย คอื กลูโคส       ทาํใหจุลนิทรียไมมีการปรับตัวหรือปรับตัว
ตอการยอยสารไดชา (กรรณิการ ชูเกียรติวัฒนา, 2543) 
 จากโครมาโตแกรมการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดยรา C10 ในวันที่ 7 พบวามีการสะสม
ของสารมัธยนัตรหลักอยู 3 ชนิด ซึ่งมีคา retention time เทากับ 0.99, 1.16 และ 1.72 นาที (รูปที ่
4.20) แสดงวาสารมัธยันตรทั้งสามมีข้ัวมากกวาไดเบนโซฟูแรน นอกจากนีย้ังพบวาเกิดการเปลี่ยน
สีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN จากไมมีสีเปนสีเหลืองตั้งแตวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.20 HPLC โครมาโตแกรมที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C10 ในวันที่ 7  

 
 จากผลการศึกษาพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของรา A3 และ C10 มีการเปลี่ยนสจีากไม
มีสีเปนสีเหลืองเชนเดียวกัน ซึ่งอาจเปนผลมาจากสีของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น โดยเมื่อพิจารณา
จากโครมาโตรแกรมการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของราทั้ง 2 สายพนัธุนี้ พบวามสีารมัธยนัตรที่
เกิดขึ้นทีม่ีคา retention time ใกลเคียงกันที่เวลา 1.59 นาท ี (สําหรับรา A3) และ 1.72 นาที
(สําหรับรา C10) ซึ่งนาจะเปนสารทีท่ําใหเกิดการเปลีย่นสีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว     สําหรับการเกิด
สีเหลืองในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวอาจเกิดจากการแตกวงของสารมัธยนัตร ซึ่งพบในการศึกษาของ 
Strubel และคณะ (1991) และ  Hong และคณะ (2000) ผลการแตกวง meta cleavage ไดสาร 
2-hydroxy-6-(2-hydroxyphenyl)-6-oxo-2,4-hexadienoic acid  ในการศึกษาของ Becher และ
คณะ(2000)  ผลการแตกวง meta cleavage ไดสาร  2-hydroxy-4-(3’-oxo-3’H-benzofuran-2’-

ไดเบนโซฟูแรน 
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yliden) but-2-enoic acid และในการศึกษาของ Hammer และคณะ(1998) ผลแตกวง ortho  
cleavage ไดสาร 2-(1-carboxy methylidene)-2,3-dihydrobenzo[b]furanylidene glycolic 
acid   
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.6 - 4.7 พบวารา A3, C8 และ C10 สามารถยอยสลายไดเบน
โซฟูแรนไดภายใน 7 วัน โดยรา C8 สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดดีที่สุดในวนัที่ 7 (ตารางที่
4.5) ดังนั้นจึงไดศึกษารูปแบบการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C8 ในวันที่ 1, 3, 5 และ 7 ซึ่ง
แสดงดังรูปที่  4.21 และตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของราแตละสายพันธุในวันที่ 7 
 

รหัสรา อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ ความสามารถในการยอยสลาย DF ในวันที่ 7 (%)

A3 
C8 
C10 
L1 

L10 

MM 
MM 
LN 
LN 
MM 

44.30 
66.41 
56.07 

0 
0 
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ความเขมขนไดเบนโซฟูแรนในชุดควบคุม

ความเขมขนไดเบนโซฟูแรนในชุดทดลอง

เปอรเซ็นตการลดลงของไดเบนโซฟูแรนโดยการยอยสลาย
ของรา C8 เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในแตละวัน

 
รูปที่ 4.21 รูปแบบการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C8 

 
 
ตารางที่ 4.6 การยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C8  
 

วันที่ ความเขมขน DF 
ในชุดควบคุม 

ความเขมขน DF 
ในชุดทดลอง 

การลดลงของ DF โดยการยอยสลายของรา C8 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในแตละวัน (%) 

0 95.28 95.28 0 
1 76.30 74.58 2.26 
3 29.70 26.89 9.47 
5 23.26 18.31 21.26 
7 8.29 2.78 66.41 
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4.8 การศึกษาลักษณะการเจริญและลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของราที่คัดเลือกบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ  

 
4.8.1  การศึกษาลักษณะการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ 

   
  จากผลการศึกษาความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว ไดคัดเลือกรา C8 ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดดีที่สุดมา
ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง 5 แบบ  แสดงรายละเอียดลักษณะการเจริญดังตา
รางที่ 4.7 และรูปที่ 4.22  

 
ตารางที่ 4.7  รายละเอียดลักษณะการเจริญของรา C8 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ  
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะการเจริญ 

Potato Dextrose Agar  (PDA)  
 
Yeast Extract Sucrose Agar (YEA)  
 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  
 
 
Corn meal Malt Extract Agar (CMA) 
 
Malt Extract Agar (MEA) 

เมื่อราเจริญเต็มที่เสนใยตรงกลางมีสีน้าํตาลเทาและ
รอบ ๆ สีขาว  
เมื่อราเจริญเต็มที่เสนใยมีสีขาวอมเหลืองทัง้จานเลี้ยง
เชื้อ  เสนใยแนน   ใตโคโลนีมีสีเหลือง  
รา C8 เจริญในอาหาร SDA ไดชากวาอาหารอีก 4 
แบบ   โดยเมื่อเจริญเต็มที่เสนใยมีสีขาวและน้ําตาล  
ใตโคโลนีมีสีเหลือง 
เมื่อราเจริญเต็มที่เสนใยมีสีน้ําตาลออนอมสม เสนใย
ไมแนนมาก 
เมื่อราเจริญเต็มที่เสนใยมีสีเหลืองสดออกน้ําตาล และ
มีสีขาวปน  ฟู  พันกันแนนและเหนียวมาก 
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 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA    อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YEA 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง SDA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MEA 

 
 

รูปที่ 4.22 ลักษณะการเจริญของรา C8 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบบตาง ๆ 
 



 73

4.8.2 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศนดวย
เทคนิค slide culture 
   
  จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของรา C8 ภายใตกลองจุลทรรศน พบ 
วาลักษณะเสนใยเปนชนิดที่มีผนงักัน้ (septate hypha)  ดังรูปที ่ 4.23(ก)  พบการสรางเสนใยใน
ลักษณะขดเปนเกลยีว (spiral hypha) ดังรูปที่ 4.23(ข)  และพบการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่
เรียกวา chlamydospore ดังรูปที่ 4.23(ค) 

 
 

 
 
 
 
 
 

(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (ข)                   (ค) 
 

รูปที่ 4.23 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา C8 ภายใตกลองจุลทรรศน 
 
 
 

10µm 10µm

10µm
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4.8.3 การศกึษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน 
แบบสองกราด (scanning electron microscope) 

 
  ลักษณะการสรางสปอร chlamydospore ของรา C8 เมื่อทาํการเลี้ยงเชื้อบน
อาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง MEA  ภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  แสดงดังรูปที ่ 4.24 
และ 4.25 

 
 

 
 

 
 
 

   
  
 

                  
รูปที่ 4.24 ลักษณะสปอรของรา C8 ที่กําลังขยาย 7,500 เทา 

 
 
 
 

 
  
 

 
 
 
 
              

รูปที่ 4.25 ลักษณะสปอรของรา C8 ที่กําลังขยาย 5,000 เทา 
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4.9 บงชี้ชนดิของราที่คัดเลือกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนทีป่ระมวลรหสั
ของตําแหนง ITS (internal transcribed spacer) 
 
 จากการนาํผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปหาลาํดับนวิคลีโอไทด โดยหนวย
บริการชีวภาพ ไดลําดับนิวคลีโอไทดของ DNA รา C8 ดังนี้ 

 
             10         20         30         40         50 
  5' CCTGCGGAAG GATCATTATC GAGTTTTGAA ATGGGTTGTA GCTGGCCTCT 
  3' GGACGCCTTC CTAGTAATAG CTCAAAACTT TACCCAACAT CGACCGGAGA 
             60         70         80         90        100 
     CCGGAGGCAT GTGCACGCCC TGNCTCATCC ACTCTACACC TGTGCACTTA 
     GGCCTCCGTA CACGTGCGGG ACNGAGTAGG TGAGATGTGG ACACGTGAAT 
            110        120        130        140        150 
     CTGTGGGTAT CGGAAGGCGT AGCGTCGTTT ATTCGGCGAG GCGTTGACCG 
     GACACCCATA GCCTTCCGCA TCGCAGCAAA TAAGCCGCTC CGCAACTGGC 
            160        170        180        190        200 
     TGCCTACGTT TTACCACAAA CGCTTCAGTA TCAGAATGTG TATTGCGATG 
     ACGGATGCAA AATGGTGTTT GCGAAGTCAT AGTCTTACAC ATAACGCTAC 
            210        220        230        240        250 
     TAACGCATCT ATATACAACT TTCAGCAACG GATCTCTTGG CTCTCGCATC 
     ATTGCGTAGA TATATGTTGA AAGTCGTTGC CTAGAGAACC GAGAGCGTAG 
            260        270        280        290        300 
     GATGAAGAAC GCAGCGAAAT GCGATAAGTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG 
     CTACTTCTTG CGTCGCTTTA CGCTATTCAT TACACTTAAC GTCTTAAGTC 
            310        320        330        340        350 
     TGAATCATCG AATCTTTGAA CGCACCTTGC GCTCCTTGGT ATTCCGAGGA 
     ACTTAGTAGC TTAGAAACTT GCGTGGAACG CGAGGAACCA TAAGGCTCCT 
            360        370        380        390        400 
     GCATGCCTGT TTGAGTGTCA TGAAATTCTC AAACCCATTA GTCTTTGCGG 
     CGTACGGACA AACTCACAGT ACTTTAAGAG TTTGGGTAAT CAGAAACGCC 
            410        420        430        440        450 
     TCTAGTGGGC TTTGGACTTG GAGGCTTGTC GGTGACTGCA AAGTCATCGA 
     AGATCACCCG AAACCTGAAC CTCCGAACAG CCACTGACGT TTCAGTAGCT 
            460        470        480        490        500 
     CTCCTCTCAA ATGCATTAGC TTGATTCCTT GNCGGATCGG CTCTCGGTGT 
     GAGGAGAGTT TACGTAATCG AACTAAGGAA CNGCCTAGCC GAGAGCCACA 
            510        520        530        540        550 
     GATAATTGTC TACGCCGTGA CCGTGAAGCG TTTNGGCAAG CTTCTAATCG 
     CTATTAACAG ATGCGGCACT GGCACTTCGC AAANCCGTTC GAAGATTAGC 
            560        570        580        590        600 
     TCTCTTGCGA GACAGCTTAC ATTGACCTCT GACCTCNAAT CAGGTAGGAC 
     AGAGAACGCT CTGTCGAATG TAACTGGAGA CTGGAGNTTA GTCCATCCTG 
            610        620        630        
     TACCCGCTGA ACTTAAGCAT ATCAATAA 3' 
     ATGGGCGACT TGAATTCGTA TAGTTATT 5' 
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 จากผลการศึกษาชนิดของรา C8 โดยการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด
รา C8 กับฐานขอมูลที่มีการรายงานไวใน GenBank พบวารา C8 มีความคลายคลึงกบั Trametes 
sp.C30  95% (Klonowska และคณะ, 2003) (ภาคผนวก ง) ซึ่งจัดอยูใน 
   Division Basidiomycota 
    Class  Basidiomycetes 
   Order  Aphyllophorales 
   Family  Polyporaceae 
   Genus  Trametes 
 
 ราสกุลเดียวกนัทีก่ลาวถึงมากคือ Trametes versicolor เปนราในกลุมยอยสลายเนื้อไม 
(wood-rotting fungi) ซึ่งแบงเปน 3 กลุมยอยไดแก soft rot, white rot และ brown rot fungi  รา 
Trametes versicolor จัดเปนรากลุม white rot ซึ่งสามารถยอยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนนิ 
ทําใหไมมีสีซีดลง (Lepp, 2004)  โครงสรางของรามีลกัษณะคลายหิง้ (shelf-like) ขณะออนจะ
เหนยีวมาก  เมื่อแกจะแข็ง คอนขางบาง ไมมีกาน ดานบนมีสนี้ําตาลออนปนเหลือง มีบริเวณเปน
ขอบเขตเปนวงซอนกันหลายชั้นชัดเจน ผิวคอนขางเรียบ บริเวณขอบจะมีสีเหลืองออน มกัจะเกิด
เรียงซอนกัน ดานลางมีสขีาว เมื่อแกมีสีน้ําตาล สปอรมีสีใส พบขึ้นบนทอนไมผุพังบนพื้นดนิ 
(เกษม สรอยทอง, 2537)  แสดงดังรูปที่ 4.26   
 
 

 
รูปที่ 4.26 Trametes versicolor   

ที่มา: Lepp, 2004 
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 ราในสกุล Trametes เคยมีการนําไปใชศึกษาการยอยสารพษิส่ิงแวดลอมโดยการศึกษา
ของ Majcherczyk, Johannes และHüttermann (1998) ไดใชเอนไซม laccase ของรา Trametes 
versicolor ในการยอยสารกลุม PAHs ได 11 ชนิด จากทัง้หมด 14 ชนิดภายหลังการบม 72 ชัว่
โมง ซึ่งสาร PAHs ทั้ง 11 ชนิด ไดแก acenaphthylene, acenaphthene, anthracene, 
fluoranthene, pyrene, benzo[a]anthracene, chrysene, benzo[b]fluoranthene, 
benzo[k]fluoranthene, benzo[a]pyrene และ perylene  ในการศึกษาของ Levin, Viale และ 
Forchiassin (2003) ไดใชรา Trametes trogii BAFC 463 ในการยอย nitrobenzene และ 
anthracene ความเขมขน 250-500 ppm ซึ่งภายใน 12-24 วันสามารถยอยสารไดมากกวา 90%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 การแยกราจากตัวอยางดินจํานวน 5 ตัวอยาง ที่ไดจากอุทยานแหงชาติเขาใหญเสนทางที่
ทําการ-มอสิงโต บนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง 2 ชั้น ที่ประกอบดวยอาหาร Czapek Dox agar  และ 
malt extract agar  โดยใชสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) เปนอินดิเคเตอร เนื่องจากมโีครง
สรางที่คลายคลึงกับสารในกลุมไดออกซิน  พบราที่สามารถเจริญไดและมีลักษณะแตกตางกัน 59 
สายพนัธุ  ซึง่ในจํานวน 59 สายพันธุพบราที่มีความสามารถในการยอยสี RBBR จํานวน 19 สาย
พันธุ แตพบราที่สามารถยอยสีไดอยางชัดเจนในวันที่ 14 จํานวน 11 สายพนัธุ และราที่ไดจากไมผุ
อีก 2 สายพนัธุ รวมทัง้สิน้ 13 สายพนัธุ     ซึ่งพบวาลกัษณะการยอยสมีีทั้งยอยออกมารอบ ๆ โคโล
นีและยอยอยูภายในโคโลนี 
 

เมื่อนําราทัง้ 13 สายพนัธุมาทดสอบการยอยสี RBBR เบื้องตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Mineral Salt Medium (MM) เปนเวลานาน 7 วัน พบวา รา L10 และ C8 สามารถยอยสีไดดีทีสุ่ด
คือ 96.33% และ 95.50% ตามลําดับ  รองลงมาคือ รา L1 สามารถยอยสีได 74.11%  รา A3 และ 
C10 สามารถยอยสีไดใกลเคียงกนัคือประมาณ 25% สวนราที่เหลืออีก 8 สายพันธุแทบไมมหีรือไม
มีความสามารถในการยอยสไีดในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว MM ดังนัน้ไดคัดเลือกราที่มคีวามสามารถ
ในการยอยสีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ไดมากกวาหรือเทากบั 25 % เพื่อนําไปทาํการศึกษารูป
แบบการเจริญเติบโตและการยอยสีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM 

 
การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการยอยสีในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM พบวา รา 

A3, C8 และ L10 สามารถยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM โดยในวนัที ่7 ของการเลีย้ง 
รา L10 สามารถยอยสีไดดีที่สุดคือ 96.20% เมื่อเทยีบกับสีตั้งตน รองลงมาคือ C8 และ A3 
สามารถยอยสไีด 62.99% และ 40.25% ตามลําดับเมื่อเทียบกับสีตั้งตน แตพบวารา C10 และ L1 
แทบไมสามารถยอยสีและไมสามารถเจริญไดในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว MM ที่มีส ีRBBR เปนแหลง
คารบอนเดียวไดเลย ซึ่งคาดวารา C10 และ L1 อาจตองการแหลงคารบอนอ่ืนในการเจรญิ ดังนัน้
จึงนาํรา C10 และ L1 ไปทดสอบตอในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว Low-Nitrogen Basal III Medium 
(LN) ซึ่งกพ็บวารา C10 และ L1 สามารถยอยสีได 96.87% และ 92.84% ตามลาํดับเมื่อเทยีบกับ
สีตั้งตน 
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 เมื่อนําราแตละสายพันธุไปทดสอบการยอยไดเบนโซฟแูรนแทนส ี ในอาหารที่เหมาะสมตอ
การยอยสารตั้งตน  พบวารา A3 และ C8 ทีเ่ลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM เปนระยะเวลา 7 วัน 
สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 44.30 % และ 66.41 % ตามลําดับเมือ่เทียบกบัชุดควบคุม 
แตรา L10 ไมสามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได สวนรา C10 และ L1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว LN  เปนระยะเวลา 7 วนั พบวารา C10 สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได  56.07 % เมื่อ
เทียบกับชุดควบคุม แตรา L1 ไมสามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได นอกจากนี้ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวของรา A3 และ C10 ยังพบสารมัธยนัตรที่มีข้ัวมากกวาไดเบนโซฟูแรน  และพบการ
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไมมสีีเปนสีเหลือง แตไมพบการสะสมของสารมัธยนัตรใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของรา C8 
 
 การศึกษาลักษณะการเจรญิ และลักษณะทางสัณฐานวทิยาของรา C8 ซึ่งเปนราที่มีความ
สามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดสูงที่สุด พบวารา C8 มีลักษณะการเจริญในอาหารทั้ง 
5 แบบไดแก PDA, YEA, SDA, CMA และ MEA แตกตางกนั  และเมื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาของรา C8 ภายใตกลองจุลทรรศนพบวาเสนใยรามีผนงักัน้และสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศ
ที่เรียกวา chlamydospore เมื่อมีการบงชี้ราโดยการเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับนวิคลีโอ
ไทดพบวารา C8 มีความคลายคลึงกับ Trametes sp.C30  95%  
  
 ดังนัน้ในการศึกษาครั้งนี้สามารถคัดราทีม่คีวามสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟแูรน 
จํานวน 3 สายพนัธุ คือ A3, C8  และ C10 โดยพบวารา C8 มีความนาสนใจทีอ่าจนาํไปใชในการ
ศึกษาเพิ่มเติมเนื่องจาก       1) มีความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดสูงที่สุด    2) ยัง
ไมพบวามีการสะสมของสารมัธยนัตรในอาหารเหลว นั่นคืออาจเปนไปไดวารา C8 สามารถยอยได
เบนโซฟูแรนไดหมดจนเกิดเปน CO2 ไมเกิดสารที่อาจเปนพษิจากการยอยสลาย  3) ยังไมพบการ
รายงานถึงรา Trametes sp.C30  ในการทดสอบการนําไปยอยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอม 
 
ขอเสนอแนะ 
  
 1. ควรมกีารศกึษาเพิ่มเติมถงึภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของรา C8
เพิ่มเติม เชน ปริมาณสารตั้งตน  ธาตุอาหาร และ pH    
  
 2. สามารถนาํราทีม่ีความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนที่ได ไปทดสอบความ 
สามารถในการยอยสลายสารในกลุมไดออกซิน  โดยอาจทําการทดลองกับสารไดออกซินที่มีความ
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เปนพษิตํ่า ๆ กอน หรือมีจาํนวนอะตอมคลอรีนในโครงสรางนอยกอนเพื่อดูแนวโนมความเปนไปได
ที่จะนําไปทดสอบกับการยอยสาร 2,3,7,8-TCDD ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมตอไป   
 3. อาจมีการศึกษาในแนวลึกในเรื่องกลไกการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายสารของรา 
 4.  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถงึความเปนไปไดที่จะนาํไปใชจริงในสิ่งแวดลอม โดยอาจลอง
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารในดินที่มกีารปนเปอนของสารไดออกซิน  เพื่อดูปจจยั
อ่ืน ๆ ที่อาจมีผลตอการยอยสลายสาร  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชัน้ ประกอบดวยอาหาร Czapek Dox agar  และ malt extract agar  
โดยใชสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (Sato และคณะ, 2002)  เตรียมโดยเทอาหารชัน้ลาง
คืออาหารเลีย้งเชื้อแข็ง Czapek Dox agar ลงในจานเลีย้งเชื้อ ทิ้งไวจนอาหารแข็ง แลวเททบัหนา
ดวยอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง malt extract agar  ที่เติมสี RBBR โดยอาหารทั้ง 2 ชัน้มีสวนประกอบดัง
นี้ 
 
      1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar 

ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)         1 กรัม   
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)          0.5 กรัม  
โปแตสเซียมคลอไรด (KCl)           0.5 กรัม 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)              2 กรัม 
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)          0.01 กรัม 
ซูโครส               10 กรัม  
วุนผง               20 กรัม 
น้ํากลั่น      1 ลิตร 

 ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  

 
      1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract agar 
 ผงมอลตสกัด (malt extract)            10 กรัม 
 วุนผง               10 กรัม 
 น้ํากลั่น                 1 ลิตร 

ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  

เมื่ออุณหภูมิอาหารประมาณ 50 องศาเซลเซียสเติมสียอม Remazol Brilliant Blue R 
(RBBR) ลงไป 0.2 กรัม/ลิตร 
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco Laboratories, USA.) 
 สวนประกอบของอาหารใน 1 ลิตร ประกอบดวย 

Potato extract              4.0 กรัม 
กลูโคส(glucose)                      20.0 กรัม 

 วุนผง             15.0 กรัม 
ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ 39 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร แลวนาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาท ี (คา pH เทากับ 5.6 + 
0.2) 

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt Medium(MM) (Kaufman และ Blake, 1973) 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)      0.8 กรัม  

โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)          0.2 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)          0.2 กรัม 

 แคลเซียมซัลเฟต  (CaSO4)           0.1 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)   5 กรัม 

แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24.4H2O)       1          มิลลิกรัม  
น้ํากลั่น                         1   ลิตร 
ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Low-Nitrogen Basal III Medium (LN) (Tien และ Kirk, 1988; Mori 
และ Kondo, 2002b) ประกอบดวย 
 
      4.1 Basal III medium  

โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  20 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)        10.23 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)           1.32 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 700 มิลลิลิตร  
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      4.2 สารละลาย Trace element  
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)             6.14 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O)   0.56 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1.0 กรัม 
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O)   0.18 กรัม 
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)   0.16 กรัม 
อลูมิเนียมโปแตสเซียมซัลเฟต (AlK(SO4)2.12H2O)0.01 กรัม 
กรดบอริก (H3BO3)    0.01 กรัม 
โซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4.2H2O)  0.01 กรัม   
ไนไตรโลไตรอะซิเตต (C6H9NO6)    1.5 กรัม   

 ละลายไนไตรโลไตรอะซิเตตในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร  ปรับคา pH ใหเทากับ 6.5 ดวย 1 
นอรมัลโปแตสเซียมไฮดรอกไซด(KOH) จากนัน้เติมสารอืน่ ๆ ลงไปแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น
ใหเปน 1 ลิตร   

  
      4.3 สารละลายกลูโคส: ชั่งกลูโคส 10 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 100 มิลลิลิตร จากนัน้นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 10 นาที  
 
      4.4 สารละลายแอมโมเนียมทารเทต ((NH4)2C4H4O6) 0.1 โมลาร: ละลายแอมโมเนียมทารเทต 
0.92 กรัมในน้าํ 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 
      4.5 สารละลายโซเดียมอะซิเตต (NaCH3CO2.3H2O) 1 โมลาร: ละลายโซเดยีมอะซิเตต 6.8 
กรัมในน้าํ 50 มิลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 

วิธีการเตรียม Low-nitrogen Basal III medium   
 
เติมสารละลาย Trace element 100 มิลลิลิตร ลงใน Basal III medium 700 มิลลิลิตร 

จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานกระดาษกรองขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร เติมสาร 



 93

ละลายกลูโคส 100 มิลลิลิตร (เพื่อใหได 1% กลูโคส)  เติมสารละลายแอมโมเนียมทารเทต 12 
มิลลิลิตร(เพื่อใหได 1.2 มิลลิโมลารแอมโมเนียมทารเทต)  และเติมสารละลายโซเดยีมอะซิเตต 20 
มิลลิลิตร(เพื่อใหได 20 มิลลิโมลารโซเดียมอะซิเตต) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อใหได 
1 ลิตร 

 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast Extract Sucrose Agar (YEA) 

ผงยีสตสกัด (yeast extract)            20 กรัม 
ซูโครส (sucrose)             15 กรัม 

 วุนผง               15 กรัม 
 น้ํากลั่น                 1 ลิตร 
  ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
6. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  

ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Dextrose Broth (Difco Laboratories, USA.)  30 
กรัม และวุนผง 15 กรัม ในน้าํกลัน่ 1 ลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
7. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Corn meal Malt Extract Agar (CMA) 

คอรนมีล อาการ               17 กรัม 
ผงมอลตสกัด               20 กรัม 

 ผงยีสตสกัด                 2 กรัม 
 น้ํากลั่น                  1 ลิตร 

 ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
8. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Malt Extract Agar (MEA)  

ผงมอลตสกัด                 20 กรัม 
เปปโตน (peptone)               1 กรัม 
กลูโคส               20 กรัม 

 วุนผง               15 กรัม 
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 น้ํากลั่น                 1 ลิตร 
  ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 95

ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
1. 10% กลีเซอรอล  
 ปเปตกลีเซอรอล 87% ปริมาตร 11.5 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา
นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมงแลวนําไปนึ่งฆาเชื้ออีกครั้ง  
  
2. สารละลายแบรดฟอรด 

comassie brilliant blue G-250  100 มิลลิกรัม 
เอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต  50 มิลลิลิตร 
กรดฟอสฟอริก 85 เปอรเซ็นต  100 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อจากนั้นเก็บไวในขวดสีชา 

 
3. สารละลายไดเบนโซฟูแรนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  

ชั่งไดเบนโซฟแูรน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมดวย
เครื่องปนผสมจนกระทั่งไดเบนโซฟูแรนละลายหมด  นาํมากรองผานตัวกรองปราศจากเชื้อ PTFE 
ที่มีขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร เก็บไวในขวด vial ปราศจากเชื้อแลวนําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช  
 
4. สารละลาย 75% เมทธานอลในน้ํา 

นําน้ํา DDW (Deionized Distillated Water) มากรองดวยมิลลิพอรขนาด 0.22 
ไมโครเมตร  แลวดูดอากาศ (degas) จนกวาจะไมพบฟองอากาศ โดยใชเครื่องกําเนิดเสียงความถี่
สูง รวมกับเครื่องสูบอากาศ (pump)  และนําเมทธานอล (HPLC grade) มาดูดอากาศจนกวาจะ
ไมพบฟองอากาศ  ตั้งอัตราสวนเมทธานอลและน้ําเปน 75:25 จาก pump ของเครื่อง HPLC  

 
5. น้ํายา lactophenol aniline blue 

lactic acid    20 มิลลิลิตร   
phenol crystals    20 กรัม 
กลีเซอรอล        40 มิลลิลิตร 
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น้ํากลั่น     20 มิลลิลิตร 
aniline blue (cotton blue)  0.05 กรัม 
ละลาย phenol ใน lactic acid  กลีเซอรอล และน้ํากลัน่โดยใหความรอนเลก็นอย จากนั้น

จึงเติม aniline blue ลงไป 
 
6. สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.0 โมลาร  pH 8.0 
 ละลายทรีสมาเบส 121.1 กรัม ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติมกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 42 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิง้ไวใหเยน็ แลวปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุใหเปน 1 ลิตร จากนัน้นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 
 
7. สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0  
 ละลาย EDTA 186.1 กรัม ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มลิลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ด
โซเดียมไฮดรอกไซด 20 กรัม ผสมใหเขากนัตั้งทิ้งไวใหเยน็ แลวปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดร
คลอริกเขมขน ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุใหเปน 1 ลิตร จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 
 
8. lysis buffer (Tris-HCl 200 mM, SDS 0.5% w/v, EDTA 25 mM, NaCl 250mM) 
 สารละลายขอ 6    20 มิลลิลิตร 
 SDS               0.5 กรัม 
          สารละลายขอ 7      5 มิลลิลิตร 
 โซเดียมคลอไรด 1 โมลาร   25 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดแลวปรับปริมาตรดวยน้าํปลอดประจุปราศจากเชื้อใหเปน100 
มิลลิลิตร  
 
9. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) 
 ละลายโปรตีเนสเค 20 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร  เกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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10. สารละลาย CTAB / NaCl solution 
 CTAB                10 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด             0.7 โมลาร 
 ละลาย CTAB ในน้าํปลอดประจุทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จาก
นั้นเติมสารละลายโซเดยีมคลอไรด เมื่อละลายหมดแลวจึงปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร จาก
นั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลานาน 
15 นาที 
 
11. สารละลายฟนอล  
 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที ่ 68 องศาเซลเซียส จากนัน้เติมผง 
Hydroxyquinoline ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1 % แลวเติม Tris-HCl 0.5 โมลาร pH 8.0 ใช 
magnetic stirrer คอย ๆ คนเปนเวลาประมาณ 15 นาที ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง เติม  Tris-HCl 0.1  
โมลาร pH 8.0 ลงไปอีกครั้ง คอย ๆ คนเปนเวลาประมาณ 15 นาที แลวดูดน้าํใสสวนบนทิ้ง ทําเชน
นี้ตอไปเร่ือย ๆ จนกระทั่งสารละลายมี pH มากกวา 7.8 สุดทายเตมิ Tris-HCl 0.1 โมลาร pH 8.0 
ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายทีไ่ด เก็บไวในขวดสีชาที่ปดฝาแนนที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดนานประมาณ 1 เดือน 
 
12. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 ผสมสารละลายฟนอลที่อ่ิมตัวดวย Tris-HCl (ขอ 11) เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิล
แอลกอฮอลในอัตราสวน 25:24:1 (v/v/v) เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
13. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลในอัตราสวน 24:1 (v/v) เก็บไวที่อุณหภูม ิ 4 
องศาเซลเซียส 
 
14. สารละลาย RNase A 
 ละลาย RNase A 10 มิลลิกรัม ในน้าํกลั่นปลอดประจุปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร  เก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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15. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 Tris base              242 กรัม 
 กรดอะซีติกเขมขน           57.1 มิลลิลิตร 
 สารละลายขอ 7                                    100 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตร
ดวยน้าํปลอดประจุใหเปน 1 ลิตร จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 
 
16. Loading dye 
 บรอมฟนอลบลู          0.025 เปอรเซ็นต 
 ซูโครส                                       40 เปอรเซ็นต 
 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปราศจากเชื้อ เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
17. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนเทากับ 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนสี RBBR กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

595 นาโนเมตร 
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2. กราฟมาตรฐานของโบวายน ซีรัม อัลบูมิน 
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโน

เมตร 
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3. กราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน 
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนไดเบนโซฟูแรนกับพื้นทีใ่ตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห
ดวยวิธี HPLC 
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ภาคผนวก ง 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด 
 

 ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดบันิวคลีโอไทดรา C8 กับฐานขอมูลใน Gen 
Bank โดยใชโปรแกรม BlastN version 2.2.7  
หมายเหตุ :  Query คือ ลําดับนิวคลีโอไทดรา C8 
  Sbjct คือ ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปรียบเทียบใน GenBank 
 
gi|21929942|gb|AF519892.1|   Basidiomycete C30 18S ribosomal RNA 
gene, partial sequence; 
           internal transcribed spacer 1, and 5.8S ribosomal RNA 
           gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 
           2, partial sequence 
           Length = 631 
 
 Score = 1001 bits (505), Expect = 0.0 
 Identities = 603/630 (95%), Gaps = 6/630 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 35  cctgcggaaggatcattatcgagttttgaaatgggttgtagctggcctctccggaggcat 94 
           ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 6   cctgcggaaggatcattatcgagttttgaaacgggttgtagctggcctctccggaggcat 65 
 
                                                                        
Query: 95  gtgcacgccctgnctcatccactctacacctgtgcacttactgtgggtatcggaaggcgt 154 
           |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 66  gtgcacgccctg-ctcatccactctacacctgtgcacttactgtgggtatcggaaggcgt 124 
 
                                                                        
Query: 155 agcgtcgtttattcggcgaggcgttgaccgtgcctacgttttaccacaaacgcttcagta 214 
            |||||||||   |||||||||||| ||||||||||||| |||| ||||||||||||||| 
Sbjct: 125 cgcgtcgtttg--cggcgaggcgttaaccgtgcctacgtcttactacaaacgcttcagta 182 
 
                                                                        
Query: 215 tcagaatgtgtattgcgatgtaacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttgg 274 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 183 tcagaatgtgtattgcgatgtaacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttgg 242 
 
                                                                        
Query: 275 ctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcag 334 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 243 ctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcag 302 
 
                                                                        
Query: 335 tgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgt 394 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 303 tgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgt 362 
 
                                                                        
Query: 395 ttgagtgtcatgaaattctcaaacccattagtctttgcggtctagtgggctttggacttg 454 
           |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| ||   |||||||||||||| 
Sbjct: 363 ttgagtgtcatgaaattctcaaacccataagtctttgcgggcttacgggctttggacttg 422 
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Query: 455 gaggc-ttgtcggtgactgcaaagtc-atcgactcctctcaaatgcattagcttgattcc 512 
           ||||| ||||||| ||| || | |||  |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 423 gaggctttgtcggcgaccgcgaggtctgtcgactcctctcaaatgcattagcttgattcc 482 
 
                                                                        
Query: 513 ttgncggatcggctctcggtgtgataattgtctacgccgtgaccgtgaagcgtttnggca 572 
           ||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||  
Sbjct: 483 ttg-cggatcggctctcggtgtgataattgtctacgccgtgaccgtgaagcgttttggcg 541 
 
                                                                        
Query: 573 agcttctaatcgtctcttgcgagacagcttacattgacctctgacctcnaatcaggtagg 632 
           |||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct: 542 agcttctaatcgtctcttacgagacagtttacattgacctctgacctcaaatcaggtagg 601 
 
                                          
Query: 633 actacccgctgaacttaagcatatcaataa 662 
           |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 602 actacccgctgaacttaagcatatcaataa 631 
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 ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวสิริกุล  วัฒนานนทกิจ  เกิดวันที ่ 27 ธนัวาคม พ.ศ. 2521 ที่กรุงเทพมหานคร  
สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีส่ิงแวดลอม  
คณะสิ่งแวดลอมและทรัพยากรศาสตร  มหาวิทยาลยัมหิดล  ในปการศึกษา 2542 และเขาศึกษา
ตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สหสาขาวิชาวทิยาศาสตรส่ิงแวดลอม  บณัฑิตวิทยาลยั  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2543 
 
ผลงานทางวิชาการที่เขารวมประชุม  
 
 Prachomrat, P., Watthananonkit, S., Limprasert, K.,  and Kositanont, C.  2002. 
Screening for potentially dioxin microorganisms from Thai soil samples.  Poster 
presented at 7th Biological Science Graduate Congress.  9-11 December, Chulalongkorn 
University, Bangkok, Thailand.  Abstracts book. p.BIOT 5-P40.   
 Watthananonkit, S., Prachomrat, P., and Kositanont, C. 2004. High efficient 
dibenzofuran degrading fungi isolated from Thai soils.  Poster presented at The 15th 
Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology on “Sustainable Development of 
SMEs Through Biotechnology” and JSPS-NRCT Symposium on “The Forefront of 
Bioinformatics Application”.  3-6 February,  Pang Suan Kaew Hotel, Chiang Mai, 
Thailand.  Abstracts book. p.I-5. 
 สิริกุล วัฒนานนทกิจ, ปทมาพร ประชุมรัตน และ ชาญวทิย โฆษิตานนท. 2547. รายอยได
เบนโซฟูแรนประสิทธิภาพสูงที่แยกจากดินในประเทศไทย. เสนอผลงานวิชาการแบบโปสเตอรใน
การประชุมวิชาการ คร้ังที่ 12. 18-19 มีนาคม, คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย. บท
คัดยอหนา 109.   
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