
การย่อยสลายทางชีวภาพของสารเบนโซเอไพรีนโดยรา

นางสุภางค์ จุฬาลักษณานุทูล

วิทยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรดุษฏีบัณฑิต 
สาขาวิชาการจัดการส่ิงแวดล้อม (สหสาขาวิชา)

บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการศึกษา 2548 

ISBN 974-14-2922-3 
ลิฃสิทธ๋ิฃองจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

481367



BIODEGRADATION OF BENZO(A)PYRENE BY FUNGI

Mrs. Suphang Chulalaksananukul

A  D isser ta tio n  S u b m itted  in P a rtia l F u lfillm e n t o f  th e  R eq u irem en ts  
for  th e  D eg ree  o f  D o cto r  o f  P h ilo so p h y  P ro g ra m  in  E n v iro n m en ta l M a n a g em en t

(In ter -D ep a rtm en t)
G ra d u a te  S ch oo l 

C h u la lo n g k o rn  U n iversity  
A ca d em ic  Y ea r  20 05  
IS B N  9 7 4 -14 -2 922 -3  

C o p y r ig h t o f  C h u la lo n g k orn  U n iv ersity



Thesis Title  
By
Field o f  Study 
Thesis A dvisor  
Thesis C o-advisor  
Thesis C o-advisor

Biodegradation o f  benzo(a)pyrene by fungi 
Mrs. Suphang Chulalaksananukul 
Environm ental M anagem ent 
A ssistant Professor A lisa  Vangnai, Ph.D. 
A ssistant Professor Polkit Sangvanich, Ph.D. 
Professor G eoffrey M. Gadd, Ph.D.

A ccepted  by the Graduate School, Chulalongkorn U niversity in Partial 
Fulfillm ent o f  the Requirements for the Doctoral ’ร Degree

.Dean o f  the Graduate School 
(A ssistant Professor M.R. Kalaya Tingsabadh,Ph.D .)

THESIS COM M ITTEE

‘ร  (JX .Chairman
(Assistant Professor Sutha Khaodhiar, Ph.D.)

............ ............................ Y ew s? ? ? ? ................. ........ Thesis Advisor
(Assistant Professor A lisa  Vangnai, Ph.D.)

. (ü!l/f. . ........................................T hesis Co-advisor
(Assistant Professor Polkit Sangvanich, Ph.D.)

............A i i r ..............  .......T hesis Co-advisor
(Professor G eoffrey M. Gadd, Ph.D.)

.............................A f.S:A ... ..............M em ber
(A ssociate Professor Prakitsin Sihanonth, Ph.D.)

\ M e m b e r  
(Ekawan Luepromchai, Ph.D.)

..........A .d s  พ # .  . . . .  h! [J............................ M ember
(A charaN untagij, Ph.D.)



IV

สุภางค์ จุฬาลักษณานุกูล ะการย่อยสลายทางชีวภาพของสารเบนโซเอไพรีนโดยรา.
(BIO D EG R A D A TIO N  OF B E N Z O (A )PY R E N E  B Y  FUNGI) อ. ท่ี ifî กษา : 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ดร.อสิสาวังใน อ.ท่ีปรึกษาร่วม: ผู้ช่วยศาสตราจารย์ดร.พสกฤษณ์แสง 
วณิช และ ศาสตราจารย์ดร.เจ็ฟพี เอ็ม แกดด์ 132หน้า. IS B N  974-14-2922-3.

การย่อยสลายทางชีวภาพของสารเบนโซ(เอ)ไพรีนโดยรา ซึ่งคัดแยกมาจากใบและเปลือกของต้น
ประดู่ที่ลัมผัสกับควันรถยนต์ในบริเวณการจราจรคับคั่ง ผลการคัดแยกได้ราทั้งสิน 53 ชนิด ราที่คัดแยกจาก 
ใบประดู่แบ่งเป็นรา ep iphyte 40 ชนิด และรา endophyte 7 ชนิด และราที่ได้จากเปลือกประดู่ 6 ชนิด 
ราทั้งหมดน้ีถูกตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายสารเบนโซ(เอ)ไพรินที่ ความเข้มข้นเร่ิมต้น 100 พีพี 
เอ็ม (0.4 มิลสิโมลาร์) บนอาหารแข็ง พบว่ามีรา 13 ชนิดที่มีการตอบสนองทางบวกกับสารน้ี จึงมีการคืกษา 
ต่อในอาหารเหลว เพื่อดูความสามารถในการย่อยสลายสารเบนโซ(เอ)ไพริน ผลการคืกษาพบว่า มีราเพียง 3 

ชนิดที่สามารถย่อยสลายสารเบนโซ(เอ)ไพริน 100 พีพีเอ็มในอาหารเหลวที่เติมกลูโคส ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา 
เซลเซียสและ เขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที การตรวจหาชนิดของราท้ังหมดโดยเทคนิคทางรูปพรรณ 
ลัณฐานและเทคนิคทางพันธุศาสตร์ (การหาลำดับเบส) พบว่าเป็นรา A s p e r g i l l u s  n i g e r  N 0 03  รา 
A s p e r g i l l u s  n i g e r  B 0 0 2  และรา F u s a r i u m  o x y s p o r u m  E 033

เม่ือทำการคืกษาทางจลนศาสตร์ของการย่อยสลาย รวมถึงตัวแปรท่ีมีผลต่อการย่อยสลายและ
สารมัธยันต์ท่ีเกิดจากย่อยสลายในราแต่ละชนิด พบว่ารา A sp erg illu s  n iger  N 0 0 3  รา A sp erg illu s  
n iger  B 0 0 2  และรา F usarium  oxysporu m  E 033 แสดงประสิทธิภาพการย่อยสลายได้ 80
เปอร์เซ็นต์ 70 เปอร์เซ็นต์ และ 65 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ สำหรับราท้ัง 3 ชนิด เม่ือเพ่ิมอัตราการให้อากาศ 
จะเพ่ิมท้ังมวลของราและการย่อยสลาย ท่ีความเข้มข้นของสารเบนโซ(เอ)ไพรินสูงๆ  (มากกว่า 300 พีพีเอ็ม) 
พบความเป็นพิษต่อราแต่ยังพบการย่อยสลายได้ ถึงแม้จะพบท่ีประสิทธิภาพท่ีต่ํากว่า ท่ีปริมาณกลูโคสสูงๆ  
(50มิลสิโมลาร์) ทำให้การย่อยสลายของสารเบนโซ(เอ)ไพรินลดลงอย่างมีนัยสำคัญ การเพ่ิมขีดความ 
สามารถในการถูกใช้ของสารน้ี โดยใช้เอทานอลและเมธานอลเป็นแหล่งคาร์บอนทดแทน ช่วยเพ่ิมปริมาณ 
มวลของราแต่การย่อยสลายกลับลดลง

สารมัธยันต์ท่ีเกิดจากกระบวนการย่อยสลายสารเบนโซ(เอ)ไพรินของราแต่ละชนิด ซ่ึงตรวจหาได้
โดยการ'ใช้เคร่ืองลิค'วิดโครม'าโตกราฟท่ีเและเทคนิคทางแมลสเปคโตรมิเตอร์ พบว่ารา A sp erg illu s  n iger  
N 0 0 3  และรา A sp erg illu s  n iger  B 0 0 2  เปล่ียนรูปสารเบนโซ(เอ)ไพริน เป็นสารไดไอดรอกซ่ี-ไดไฮโดร 
ไดออลเบนโซ(เอ)ไพริน ส่วนรา F usarium  oxysporu m  E 033 เปล่ียนรูปสารเบนโซ(เอ)ไพรินด้วยวีถึ 
ทางท่ีแตกต่างกัน2แบบ เกิดสารมัธยันต์ท่ีแตกต่างกัน คือ สารสกัดภายนอกเซลพบสารเบนโซ(เอ)ไพริน ควิ 
โนนในขณะท่ีพบสารไดไฮโดรไดออลและสารเบนโซ(เอ)ไพรินไดออลอิปอร์กไซด์จากส่วนสกัดสารภายในเซล

สาขาวิชา การจัดการสิงแวดล้อม 
ปีการคืกษา 2548



V

#  #  4 4 8 9 6 7 6 5 2 0 : M A JO R  E N V IR O N M E N T A L  M A N A G E M E N T
K E Y  W O R D : B E N Z O (A )P Y R E N E  /B IO D E G R A D A T IO N  /A S P E R G IL L U S  ร ? . /

M E T A B O L IT E
SU PH A N G  C H U LA L A K SA N A N U K U L: BIO DEG R AD ATIO N OF BENZO  
(A )PY R EN E B Y  F U N G I. TH E SIS A D V IS O R : A S S IS T A N T  P R O F E SSO R  
A L IS A  V A N G N A I, P h D ., TH E SIS C O -A D V IS O R : A S S IS T A N T  
P R O F E S S O R  PO LK IT S A N G V A N IC H , P h .D ., A N D  P R O F E SSO R  
G E O F FR E Y  M . G A D D , P h .D ., 132pp. IS B N  9 7 4 -1 4 -2 9 2 2 -3 .

Biodegradation o f  Benzo(a)pyrene (BaP) by fungi w hich isolated from leaves 
and barks o f  P t e r o c a r p u s  m a c r o c a r p u s  Kurz. long exposed to the heavy traffic smoke. 
Fifty three fungi were obtained in total. The fungi isolated from leaves could be 
classified  as 40 epiphytic fungi and 7 endophytic fungi, w hile 6 fungal isolates were 
obtained from barks. These fungal isolates were tested for their ability to degrade 100 
ppm. BaP (0 .4  m M ) on solid medium. There were 13 fungal isolates which have the 
positive response towards BaP. These isolates were then tested in liquid medium in 
order to investigate BaP biodegradation ability. Three fungal isolates were finally 
obtained having relatively high BaP degradation ability when grown on glucose- 
containing m edium  supplemented with 100 ppm. BaP (0.4 mM ) at 3 2 °c , with 120 rpm- 
shaking conditions. These three fungal isolates were identified m orphologically and 
genetically to be A s p e r g i l l u s  n i g e r  N 003 , A s p e r g i l l u s  n i g e r  B 002 and F u s a r i u m  
o x y s p o r u m  E033.

Then, for each three isolates, BaP degradation kinetics, factors affecting the 
biodegradation as w ell as the biodegradation intermediates formed during the 
biodegradation process were investigated. A s p e r g i l l u s  n i g e r  N 003 , A s p e r g i l l u s  n i g e r  
B 002 and F u s a r i u m  o x y s p o r u m  E033 exhibited 80%, 70%  and 65% BaP 
biodegradation efficiency, respectively. To all fungal isolates, w hen the aeration rate 
was increased, the fungal biom ass w as increased as w ell as their biodegradation. 
Higher concentrations o f  BaP (up to 300 ppm) becom e toxic to cells; however, they 
maintained to have BaP biodegradability, although with less efficiency. Higher 
glucose concentration (50 m M ) promoted fungal biom ass, but the biodegradation was 
significantly repressed. Ethanol or methanol was supplem ented as an alternative 
carbon source and to enhance BaP bioavailability in liquid m edium . They were 
successfu lly  increased fungal biom ass, but had adverse effect to BaP biodegradation.

The intermediates from BaP biodegradation o f  each fungal isolate were 
revealed using liquid chromatography and m ass spectrometry. A s p e r g i l l u s  n i g e r  N 003  
and A s p e r g i l l u s  n i g e r  B 002 biotransformed BaP to dihydroxy-dihydrodiol, whereas 
F u s a r i u m  o x y s p o r u m  E033 biotransformed BaP via 2 different pathways forming 
different biodegradation intermediates. W hile the extra-cellular BaP biodegradation by 
F u s a r i u m  o x y s p o r u m  E033 yielded BaP quinone, BaP dihydrodiol and BaP diol 
epoxide w ere detected via intra-cellular BaP biodegradation.
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