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บทคัดยอ 
 

เอ็นโดซัลแฟน เปนสารกําจดัแมลงศัตรูพืชในกลุมคลอรีนอินทรียที่มคีวามเปนพษิ และมี

ความคงทนสงูในสิง่แวดลอม เมื่อเกิดการปนเปอนหรอืแพรกระจาย ยอมกอใหเกิดภัยตอมนุษย 

รวมถึงสิง่มีชวีติอื่นๆ ในระบบนิเวศ งานวิจัยนี้ จงึเปนการศึกษาถึงการคัดแยกราในธรรมชาตทิี่มี

ความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหอยูในรปูที่มีความเปนพิษนอยลง โดยราที่คัดแยก

มาศึกษา ไดแก ราในดิน ราและเห็ดที่ข้ึนบนซากพืช รวมทัง้สิ้น 57 ไอโซเลต ซึ่งผลการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายขั้นปฐมภูมดิวยวิธ ี Thin Layer Chromatography (TLC) พบวา 

ภายหลงัจากการบมเชื้อดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Czapek’s Dox Medium เปนเวลา 20 วนั ราไอ

โซเลต W2 ซึ่งเปนราที่คัดแยกมาจากดอกเห็ดในอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย จงัหวัดเชียงใหม 

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอน็โดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนสารเมทาโบไลทที่มีความเปน

พิษ และคงทนในสิง่แวดลอมนอยลง จงึไดนําราไอโซเลต W2 มาทําการทดสอบการยอยสลายขั้น

ทุติยภูมิตอไป เปนเวลา 30 วัน โดยวิธี Gas Chromatography (GC) ซึ่งพบวา รา W2 สามารถ

ยอยสลายเอ็นซัลแฟนไดหมดในวันที ่ 21 ของการบมเชือ้ ในขณะที่ทาํใหเกิดการสราง   เอ็นโดซลั

แฟนไดออลหลังจากวนัที ่3 ของการบมเชือ้ โดยผลทดสอบการยอยสลายนัน้ มีความสอดคลองกบั

อัตราการเจรญิเติบโตของรา สวนการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยสลาย   เอ็นโดซัลแฟน

ของรา พบวา ราไอโซเลต W2 มีอัตราการยอยสลายสูงสุดในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีความ

เขมขนของเอน็โดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร มีกลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความ

เปนกรด-ดางเทากบั 7 โดยรา W2 มีประสิทธภิาพในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน 98.88 

เปอรเซ็นต จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา และเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยนีที่

ประมวลรหัสของตําแหนง Internal Transcribed Spacer (ITS) ของรา W2 พบวา มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95 เปอรเซ็นต 
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Abstract 
 

Endosulfan is an organochlorine insecticide whose persistence and toxicity pose 

a serious environmental threat to humans and other living organisms in the ecosystem. 

This research investigates the isolation of natural fungi capable of biodegrading 

endosulfan into a less-toxic metabolite. Fifty-seven isolates of soil fungi and white-rot 

fungi  were screened for their degradation ability using thin layer chromatography (TLC) 

analysis as a qualitative measurement for the primary degradation test. It was found that 

after 20 days of incubation in Czapek’s Dox medium, the fungus isolate W2, which was 

isolated from a basidiocarp from Doi Suthep-Pui National Park in Chiangmai Province, 

yielded positive results by transforming endosulfan into the less- toxic metabolite, 

endosulfan diol. The secondary degradation test, performed with a gas chromatography 

(GC) analysis as a quantitative measurement of endosulfan degradation for 30 days of 

incubation, indicated that endosulfan concentration decreased gradually after spiking 

into the medium with the fungus isolate W2. The disappearance of endosulfan occurred 

after 21 days of incubation, with the formation of endosulfan diol after 3 days of 

incubation. The result of degradation test related directly to the growth of the fungus. 

The optimum growing and degrading condition for the fungus isolate W2 were attained 

at 98.88 percent of degradation efficiency using a solution of 50 milligrams per liter of 

endosulfan and 2 percent glucose at pH 7. Morphological study and internal transcribed 

spacer (rRNA) gene sequencing analysis indicated that fungus isolate W2 revealed a 

high sequence similarity (93-95 percent) with the genus Trametes. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

ความเปนมาและตวามสําคํญของปญหา 

 
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมอีกแหงหนึง่ที่ไดมีการนาํเขาสารเคมีกําจัดศัตรูพืชมา

เปนเวลานานแลว โดยในระยะแรกของการนําเขาสารกาํจัดศัตรูพืช สวนใหญเปนสารกําจัดแมลง 

(insecticide) เพื่อนํามาใชรักษาผลผลิตมิใหเสียหาย และมีปริมาณเพียงพอแกประชากรที่มีอัตรา

การเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว ในแตละปจึงมีการนําเขาสารกาํจัดแมลงเพิ่มข้ึนอยางตอเนือ่ง โดยเฉพาะ

สารในกลุมคลอรีนอนิทรีย (organochlorine) ซึง่เปนสารที่มฤีทธิก์ารทาํลายลาง ในวงกวาง สลายตวั

ไดชา มีความคงทนสูงในสิ่งแวดลอม และมีการนาํเขาเพื่อใชในประเทศเปนปริมาณมาก ซึง่สาร

กําจัดแมลงในกลุมนีท้ี่มีการนําเขาสูงสุดคอื เอ็นโดซัลแฟน (Endosulfan) โดยในป พ.ศ.2546 มี

ปริมาณเอ็นโดซัลแฟนที่นาํเขาเพื่อใชในการเกษตรสูงถงึ 1,764.6 ตัน รวมมูลคาทั้งสิน้ 

356,045,120 บาท (กรมวชิาการเกษตร, 2547) ในปจจุบันถงึแมวา สารกําจัดแมลงดังกลาว จะ

ถูกหามใช ผลิต นําเขา สงออก หรือมีไวในครอบครอง ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม เร่ือง 

บัญชีรายชื่อวตัถุอันตราย (ฉบับที่ 2) พ.ศ.2547 (สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2547) 

แตเนื่องจากมสีภาพความคงทนสูงในสิ่งแวดลอม ประกอบกับการนาํมาใชในปริมาณมากกับพืน้ที่

ทางการเกษตรหลายๆ พื้นทีใ่นปที่ผานมา สารนี้จึงมีการสะสมปนเปอนลงสูดนิ และอาจไมเกิดการ

ยอยสลาย หรือเกิดการยอยสลายนอยมาก กอใหเกิดผลกระทบไมเพียงแตสิ่งมชีีวิตที่เปนแมลง

ศัตรูพืชกลุมเปาหมายเทานัน้ ยงัสงผลตอส่ิงมีชีวิตกลุมนอกเปาหมายในดิน รวมทัง้ระบบนิเวศ

อ่ืนๆ  นําไปสูการสะสมพิษในส่ิงมีชวีิตไปตามหวงโซอาหาร และผลสดุทายคือ อันตรายตอสุขภาพ

ของผูบริโภค นอกจากนี ้ ในกรณีที่แมลงศัตรูพืชเคลื่อนยายออกจากดิน กย็อมแพรกระจายสู

สภาพแวดลอม และเกิดผลกระทบไดในวงกวางเชนกัน ซึ่งนับเปนเรื่องทีน่าเปนหวงอยางยิ่งในดาน

ความปลอดภยัของมนษุย และสิ่งแวดลอม  

 จากผลกระทบดังกลาวที่อาจเกิดขึ้นตอส่ิงแวดลอม และระบบนิเวศ จึงไดมีการพยายาม

ศึกษาวจิัยถงึวธิีในการบําบัดดินที่ปนเปอนสารกําจัดแมลงอยางเอน็โดซลัแฟน โดยหลักการหนึง่ที่

ไดนํามาใช คือ การทาํใหเกดิการยอยสลายทางชวีภาพ (biodegradation) ของเอ็นโดซัลแฟน ซึ่ง

หมายถงึ การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารดังกลาว จนทาํใหเสยีสภาพโมเลกุลเดิมโดยชีวปจจัย 

(ยงยทุธ โอสถสภา และคณะ, 2541) การยอยสลายนี้เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของสาร

กําจัดแมลง โดยใชจุลนิทรียในสิง่แวดลอมที่มีความสามารถในการใชสวนทีเ่ปนสารประกอบอนิทรีย 
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ของสารกําจัดแมลงนัน้ เชน แหลงคารบอนเพื่อเปนแหลงพลงังาน (Baker และ Herson, 1994) 
โดยการยอยทาํลายอาจเกิดไดชาในระยะแรก เนื่องจากการปรับตัวของจุลินทรีย หลังจากนัน้ จุลินทรยี

จะมีววิัฒนาการในการเขายอยทําลายสารดังกลาว 

 จากขอมูลดังกลาวขางตนงานวิจัยนี ้ จึงมวีัตถุประสงคที่แยกและคัดเลือกราที่มีความ 

สามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ซึง่เปนสารกําจดัแมลงที่เกษตรกรไทยนิยมใชกันมาก และ

มีการตกคางคงทนอยูในดินเปนเวลานาน โดยเหตุผลในการเลือกใชราในการยอยสลายเอน็โดซลั

แฟนนั้น เนื่องจากราเปนจุลินทรียที่มกีารดํารงชวีิตในสภาพแวดลอมทั่วไปอยูแลวในรูปแบบที่

หลากหลาย เชน ราไวตรอต (white rot fungi) และราที่อาศัยอยูในดิน (soil fungi) ซึง่ราตางๆ 

เหลานี้มีความทนทานแมในสภาวะที่เปนกรดไดดีกวาจุลินทรียชนิดอื่นๆ รวมทัง้ลักษณะทาง

สรีรวิทยาของราที่มีเสนใยมยัซีเลียม (mycelium) ยาวแตกแขนงอยางไมจาํกัด ทาํใหสามารถ

เขาถึงแหลงทีม่ีการตกคางของสารพษิไดดี รวมทั้งศกึษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลเฟนของราที่แยกได 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
1. เพื่อศึกษาการแยก และคัดเลือกราสายพันธุตางๆ ที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย 

    เอ็นโดซัลเฟน 

2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนของราทีแ่ยกได 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 สารกําจดัแมลงศัตรพูืช 
 

สารกําจัดแมลงศัตรูพืช (insecticides) มีคุณสมบัติในการปองกัน และกําจัดแมลง 

โดยสารกําจัดแมลงทั้งหมดที่ใชในปจจุบัน เปนสารที่กอใหเกิดพิษกับระบบประสาท โดยจะทําลาย 

ระบบ ประสาทสวนกลางของแมลงเปาหมาย ทั้งนี้ สามารถจําแนกตามลักษณะทางเคมีที่สําคัญ

ได 3 กลุม คือ 

1. กลุมคลอรีนอนิทรีย (organochlorines) สารเคมีกลุมนี้ ประกอบดวยกลุมยอย 3 กลุม 

ไดแก กลุมดีดีที กลุมไอโซเมอรของเบนซินเฮกซาคลอไรด (BHC) และกลุมสารประกอบไซโคลได

อีน สารในกลุมนี้ใชกําจัดแมลงไดในวงกวาง (broad-spectrum) มีความคงทน (persistence) ใน

ดินและสภาพแวดลอมไดนานมาก ทําใหเปนพิษตอนก และปลาที่กินแมลง โดยพิษจะสะสมในนก 

และปลามากขึ้นจนถึงจุดเปนพิษตอคนที่บริโภคสัตวเหลานี้ได 

2. กลุมฟอสเฟตอินทรีย (organophosphates) สารกลุมนี้จัดเปนกลุมที่เปนพิษที่สุดตอทั้ง 

แมลงและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม แตสลายตัวไดเร็วกวากลุมคลอรีนอินทรีย เร่ิมไดรับความนิยม

หลังจากที่แมลงเริ่มด้ือตอสารดีดีที และสารอื่นในกลุมคลอรีนอินทรีย โดยกลุมยอยที่ไดรับความ 

นิยมอยางสูงไดแก กลุมยอยฟอสฟอโรไทโอเอต (phosphorothioate) 

3. กลุมคารบาเมต (carbamates) สารกลุมนี้ เปนอนุพันธของกรดคารบามิก เกิดขึ้นหลัง

กลุมคลอรีนอินทรีย และกลุมฟอสเฟตอินทรีย ไดรับความนิยมเปนอยางมากในปจจุบัน ทั้งนี้อาจ 

เนื่องมาจากมีพิษตอสัตวเลี้ยงลูกดวยนมต่ํากวากลุมฟอสเฟตอินทรียมาก โดยที่ความเปนพิษของ 

สารในกลุมนี้ ไมสะสมในสัตว และมีผลตกคางในดินต่ํา 

นอกจากสารกําจัดแมลง 3 กลุมสําคัญดังกลาว ยังมีสารกําจัดแมลงประเภทไพรีทรอยด 

(pyrethroid insecticides) ซึ่งสังเคราะหเลียนแบบโครงสรางของสาร Pyrethrin ที่สกัดจากพืช 

pyrethrum หรือ chrysanthemum flower สารนี้ถูกสังเคราะหข้ึนเปนครั้งแรกในป 1980 มีฤทธิ์ตอ

ระบบประสาทของแมลง โดยไปรบกวนการสงกระแสประสาท ตัวอยางสารกําจัดแมลงในกลุมนีค้อื 

Permethrin และ Cypermethrin เปนตน นอกจากนี้ยังมีสารกําจัดแมลงจากพืช (botanical 

insecticides) ซึ่งเปนสารที่สกัดไดจากพืช โดยมีฤทธิ์รายแรงตอแมลง ตัวอยางสารกําจัดแมลงใน

กลุมนี้ ไดแก Nicotine และ Rotenoids เปนตน (Klaassen, Amdur และ Doull, 1996) 

สารกําจัดแมลงศัตรูพืชเหลานี้อาจใสลงไปในดินโดยตรง เพื่อฆาแมลงที่อาศัยในดิน หรือ

การฉีดพนใหแกพืช แตสุดทายก็ยอมตกลงสูดิน ในการใสลงดินนั้นมีอยูหลายวิธี เชน หวานแลวไถกลบ 
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วิธีนี้อาจมกีารใสดวยอัตราทีม่ากเกินความจําเปน ทาํใหมีผลตอกลุมนอกเปาหมายไดมาก ในบาง

กรณีใชคลุกเมล็ดพืชหรือใสเฉพาะบริเวณที่มีแมลงระบาด นอกจากนี้ อาจใหในรูปผิวหนาเม็ดที่

ละลายชา (inert granule) หรือจากแคบซูลขนาดเล็ก (microcapsule) เปนตน ทั้งนี้สารกาํจัด

ศัตรูพืชทางการเกษตรกลุมทีม่ีการตกคางในสิ่งแวดลอมยาวนานที่สุด (2 – 30 ป ) คือ คลอรีน

อินทรีย ซึ่งเปนกลุมของสารกําจัดแมลงทีม่ีความเปนพษิตอสัตวแบบเฉียบพลนั หมายถงึ การไดรับ

สารพิษในระยะเวลาสั้นประมาณนอยกวา หรือในเวลา 24 ชั่วโมง โดยการไดรับเพียงครั้งเดียว หรือ

หลายครัง้ แลวแสดงอาการเปนพิษใหเห็นภายในเวลา 2 – 3 วันตอมา (ยงยทุธ  โอสถสภา และคณะ, 

2541; ศุภมาศ  พนิชศักดิพ์ฒันา, 2545)  
 

2.2    เอ็นโดซัลแฟน 
 
             เอ็นโดซัลแฟน (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methano-

2,4,3-benzodioxathiopin-3-oxide) เปนหนึ่งในสารกาํจัดแมลงกลุมคลอรีนอินทรีย ประเภทไม

ดูดซึม ในกลุมยอยของสารประกอบของไซโคลไดอีน (cyclodiene compound) ที่ถกูนาํมาใช

อยางแพรหลาย เนื่องจากสามารถใชกําจดัแมลงศัตรูพืชไดในวงกวาง ถกูผลิตขึ้นครั้งแรกในยุคป 

ค.ศ.1950 (Maier-Bode, 1968) โดยบรษิัท Hoechst AG ประเทศเยอรมนี สวนในสหรัฐอเมรกิา 

ถูกผลิตขึ้นในป ค.ศ. 1974 โดยบริษัท FMC Corporation ซึ่งบริษัทผูผลิตที่มีความสาํคัญมากที่สุด

กอนที่สารนี้จะถูกประกาศหามใชคือ บริษัท AgeEvo โดยผลิตสารนี้ขึ้นเพื่อนาํมาใชกาํจัดแมลง

ศัตรูพืช แมลงในบานเรือน รวมทัง้เพือ่รักษาเนื้อไมไมใหมอดทําลาย (The British Crop 

Protection Council, 2001) 

 
2.2.1 สมบัติทางกายภาพและเคมี 
 

           1)  โครงสรางทางเคม:ี 
 

 
ภาพที่ 2.1  สูตรโครงสรางทางเคมีของเอ็นโดซัลแฟน (International Programme on Chemical Safety, 1984) 

 
2)  สูตรโมเลกุล:  C9H6Cl6O3S 
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                   3)  น้ําหนกัโมเลกุล: 406.96 
           4) องคประกอบทางเคมี: เอ็นโดซลัแฟนประกอบดวยไอโซเมอร 2 ชนิด คอื อัลฟา 

และเบตาไอโซเมอร (α- & β-isomers) ผสมกันอยูในอัตราสวน 7:3  

            5) ลักษณะทางกายภาพ: เอ็นโดซัลแฟนบริสุทธิ์จะมีลกัษณะเปนผงสีขาว สวน

เทคนิคัลเกรดเอ็นโดซัลแฟน จะเปนผงสีน้าํตาล 

          6) ความสามารถในการละลายน้ํา:  0.32 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส 

          7) ความสามารถในการละลายในตวัทาํละลาย:  เอธิลอะซิเตต (Ethyl acetate)         

และไดคลอโรมีเธน (Dichloromethane) 200 กรัมตอลิตร เอธานอล (Ethanol) 65 กรัมตอลิตร 

และเฮกเซน (Hexane) 24 กรัมตอลิตร ทีอุ่ณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 

          8)  จุดหลอมเหลว: 70-100 องศาเซลเซียส 

          9)  ความดันไอ: 0.83 มิลลิปาสคาล ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 

         10) คาสัมประสิทธิก์ารดูดซับ: 12,400 (Oregon State University, 1996; The 

British Crop Protection Council, 2001) 

 
2.2.2 ชื่อทางการคา 
 
            A.B. Fan, Afidan, Aggrodan, Agridan, Bensocarb, Bensodan, 

Beosit, Brook, Clement, Cyclodan, Devisulfan, Dew Dan, Dior-35, Dofan, Dori, Dumper-

san, EC Sulfan, Egodan, Endan, Endew, Endocel, Endocide, Endo crop, Endodan, 

Endosol, Endyne, Etonic, Exxo-z, Famcodan, Fantom, FMC 5462, Fortune, Freedan, 

Gardner, Golden Leaf Tobacco Spray, Gycin, Hexasulfan, Hildan, Hoe 2671, Hor Mush, 

Hydrodan, Insectophene, Jack Dum, J-teedan, Kasidan, Lordjim, L.P.Dan, Malix, 

Manyoo, Master, Metrodan, Mortero, Newcodan, Nockdye, Ox Xa, Parrysulfan, Patodan, 

Pestdye, Phaser, Pro-d-dan, R Sulfa, Sandan, Shevanex, Simadan, Sonydan, Sulfanex, 

Summer, Tanadan, Teophos, Thanyacarp, Thimul, Thiodan, Thiofor, Thiomul, Thionate, 

Thionex, Torpidan, Trysulphone, Urofen, Wephos, Zumic (Oregon State University, 1996; 

Pesticide Action Network – Asia and the Pacific, 1999; The British Crop Protection 

Council, 2001) 
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2.2.3 ลักษณะที่นาํมาใช 
 

ชนิดของเหลวสูตรผสม (EC.) 32 เปอรเซ็นต ULV (ultra-low volume) 25 

เปอรเซ็นต ฝุน ผงละลายน้ํา (WP.) 4-5 เปอรเซ็นต เม็ด และชนดิควัน (smoke tablets) โดย

สามารถนํามาผสมกับสารเคมีไดหลายชนดิ เชน ไดเมทโธเอท (Dimethoate) เมทโธมิล 

(Methomyl) โมโนโครโตฟอส (Monocrotophos) ไพริไมคารบ (Pirimicarb) ไทราโซฟอส 

(Triazophos) ปโตรเลียมออยล (Petroleum oils) ฟโนพรอพ (Fenoprop) ออกซีน-คอปเปอร 

(Oxine-Copper) มาลาไธออน (Malathion) และพาราไธออน-เมธิล (Parathion-methyl) เปนตน 

(Oregon State University, 1996; German Federal Environment Agency, 2004) 

 
2.2.4 การใชประโยชนทางการเกษตร 
 

เนื่องจากเอน็โดซัลแฟน เปนสารกําจัดแมลงศัตรูพืชที่มฤีทธิ์กาํจัดแมลงไดในวงกวาง 

(broad-spectrum) จึงพบวา มีการนาํมาใชในพืน้ทีท่ําการเกษตร สวน ไร นา ทัว่ทุกภูมิภาคของ

ประเทศไทย อาทิ สวนคะนา กวางตุง กะหล่ําปลี กะหล่ําดอก คื่นฉาย มะเขือ มะเขือเทศ ฟกทอง 

หอม แตง ขาว ขาวโพด ฝาย มันฝร่ัง ออย ชา ยาสูบ โกโก ถั่วเหลือง สม ทานตะวนั และไมดอกไม

ประดับทั่วไป (Food and Agriculture Organization, 1993) โดยถูกนํามาใชเพื่อกําจัดแมลง

ศัตรูพืชตางๆ ไดแก มอดเจาะผลกาแฟ ดวงงวงเจาะสมอฝาย เพลี้ยจั๊กจัน่ฝาย เพลี้ยออนฝาย 

เพลี้ยไฟ เพลีย้กระโดด มวนโกโก มวนเขียว มวนแดง หนอนดอกสม หนอนแกวสม หนอนกระทูผัก 

หนอนหอใบงา หนอนใยผกั หนอนคืบ หนอนเจาะสมอ หนอนเจาะลําตน หนอนทรายยางพารา 

แมลงดําหนาม แมลงหวี่ขาว แมลงปกแขง็ตางๆ เปนตน (Meister และคณะ, 1984) ทั้งนี ้ปริมาณ

การใชจะขึ้นอยูกับชนิดของพืชที่ปลูก ชนิดของแมลงศัตรูพืช รวมทั้งลกัษณะของเอ็นโดซัลแฟนที่

นํามาใช ตัวอยางเชน การนาํมาใชในไรฝาย เพื่อกําจัดเพลี้ยจักจั่นฝาย หรือเพล้ียออนฝาย จะใชใน

รูปของเหลวผสมน้ําในอัตรา 30 - 40 ซีซ ีตอน้ํา 20 ลิตร แลวฉีดพนใหทัว่ตนพืช หรือรูปเม็ดใชใน

อัตรา 2 – 6 กิโลกรัม ตอไร หวานหรือโรยระหวางชองใหทัว่พืน้ที่ปลูก การนํามาใชเพื่อกาํจัดมอด

เจาะผลกาแฟ จะใชปริมาณ 40-50 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร ในไรขาวโพด ไรออยจะใชในปริมาณ 250-

400 ซีซี ตอไร สวนในนาขาวอาจใชในรูปเม็ดปริมาณ 250 กรัม ตอไร หรือในรูปของเหลว 250-320 

ซีซีตอไร เปนตน ทัง้นี้ ระยะเวลาที่ใชกอนการเก็บเกีย่วจะอยูที่ 7 – 14 วัน (บริษัท พาซานา จํากัด, 

2546) 
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2.2.5 ความเปนพษิ 
 

                     องคการอนามยัโลก (World Health Organization) ไดจัดระดับความเปนพษิของ

เอ็นโดซัลแฟนอยูใน Class ll – Moderately hazardous หรือมีความเปนพิษปานกลาง ขณะที่ 

The U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) ไดจัดเอ็นโดซัลแฟนอยูในสารกาํจัด

ศัตรูพืชกลุม lb – Highly hazardous หรือมีความเปนพิษสูง (International Programme on 

Chemical Safety, 1984) ซึ่งคาความเปนพษิทีย่อมรับไดตอวัน (Acceptable Daily Intakes: 

ADI) มีคาเทากับ 0.006 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน โดยจากการทดสอบความเปนพษิแบบตางๆ 

กับสัตวทดลอง ไดผลดังนี ้ 

         1) พิษเฉียบพลัน (acutetoxicity): พิษจากการกนิเขาไปในหนูขนาดเล็ก มีคา 

LD50 ประมาณ  18-160 มิลลิกรัม พิษจากการซึมผานทางผวิหนงัมีคา LD50 78-359 มิลลิกรัม 

และมีความเปนพิษตํ่าจากการหายใจเขาไป เมื่อสารเอน็โดซัลแฟนเขาสูรางกาย จะออกฤทธิ์ตอระบบ

ประสาทสวนกลาง ทาํใหหายใจลําบาก สญูเสียการทรงตัว ทองรวง และหมดสติในที่สุด มีรายงาน

วา ในววั แกะ และสุกร ทีก่ินหญาที่ฉีดพนเอ็นโดซัลแฟนเขาไป มีอาการกลามเนื้อกระตุก และตาบอด 

       2) พิษเร้ือรัง (chronic toxicity): ในหนทูดลองที่ใหกนิเอ็นโดซัลแฟนเขาไป ใน

อัตรา 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ติดตอกันถงึ 15 วัน มีอัตราการตายสูง แตถากินในอัตรา 5 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ในระยะเวลาที่เทากนั จะมีสาเหตุทาํใหตับโตผิดปกติ มีอาการเจ็บปวย 

การเจริญเติบโต และการรอดชีวิตลดลง ไตผิดปกติ คุณสมบัติทางเคมีของเลือดเปลี่ยนแปลงไป 

           3)  พิษตอการสืบพันธุ (reproductive effects): ในหนทูดลองที่กนิเอน็โดซัลแฟน

ในอัตรา 2.5 มลิลิกรัมตอกิโลกรัมตอวนั ไมสามารถสงัเกตเหน็ความผิดปกติในการขยายพนัธุใน 3 ชัว่อายุ 

แตถากินปริมาณ 5.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน จะสงผลใหอัตราการรอดชีวิตของลูกหนู หนูเพศ

เมียทีก่ินเอ็นโดซัลแฟนปริมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวันติดตอกัน 78 สัปดาห และหนูเพศผู

ในอัตรา 10 มลิลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ติดตอกัน 15 วัน จะมีผลตออวยัวะที่เกีย่วของกับสืบพันธุ 

         4) พิษที่เกิดขึน้กับพัฒนาการของทารกในครรภ (teratogenic effects): ในหนู

ทดลองที่ใหสารเอ็นโดซัลแฟนในปริมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ไมมีผลตอลูกที่เกิดขึ้น

ในชวง 3 ชั่วอายุ แตถากินในปริมาณ 5 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน จะสงผลใหลูกทีเ่กิดมา

มีความพิการ การพัฒนาการเจริญเติบโตทางกระดูกผิดปกติ  

         5) พิษที่กอใหเกิดการผาเหลา (mutagenic effects): เอ็นโดซัลแฟนกอใหเกิดการ

ผาเหลาในเซลลของแบคทีเรียและยีสต ในขบวนการทาํปฏิกิริยาของเอ็นโดซัลแฟนกอใหเกิดความ

ผิดปกติในผนงัเซลล นอกจากนีย้ังกอใหเกิดการผาเหลาของสัตวเลีย้งลูกดวยนมบางชนิดดวย ซึ่ง

เหตุการณเชนนี้ จะเกิดกับมนุษยได หากไดรับเอ็นโดซัลแฟนในปริมาณที่มาก 
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 6) พิษทีก่อใหเกิดเซลลมะเร็ง (carcinogenic effects): จากผลการศึกษาเปน

ระยะเวลานานในหนูขนาดใหญ และเล็กเพศเมีย พบวา แมจะใหเอ็นโดซัลแฟนในอัตราสูงถงึ 23 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน เปนระยะเวลานานถงึ 78 สปัดาห หรือนานกวานั้น ก็ไมพบวามีผลตอ

การเกิดเนื้องอก หรือเซลลมะเร็งแตประการใด แตมีผลตอคุณสมบัติทางเคมีของเลือด เปนสาเหตุ

ของโรคมะเร็งในเม็ดเลือด (Leukemia) 

      7) พษิที่เกดิกับตอมหรืออวัยวะตางๆ (organ toxicity): ผลจากการศึกษาพบวา 

เอ็นโดซัลแฟนมีพิษตอตอม หรืออวัยวะตางๆ ของสัตวทดลอง เชน ไต ตับ เลือด ตอมพาราไทรอยด 

(Parathyroid) แตสามารถถกูขจัด หรือลดปริมาณลงอยางรวดเร็ว ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวา องคประกอบ

ของสารเปนชนิดเบตาหรืออัลฟาเอน็โดซัลแฟน โดยเบตาเอ็นโดซัลแฟน จะลดปริมาณลงไดรวดเร็ว

กวาอัลฟาเอน็โดซัลแฟน (ศักดา  ศรีนิเวศน, 2547) 

 
 2.2.6  การตกคางปนเปอนในสิ่งแวดลอม 
 

      1)  ดิน 

                 ดินสามารถดูดซับเอ็นโดซลัแฟนไดเปนอยางดี (Goerlitz และ Eyrich, 1987)

ขึ้นอยูกับสภาพความเปนกรดดางของดิน โดยจะตกคางอยูในดินที่มีคณุสมบัติเปนกรดไดนานกวา 

ทั้งนี้ภายใตสภาวะมีอากาศ (aerobic condition) คร่ึงชีวิตของเอน็โดซัลแฟนในดนิที่เปนกรดถงึ

เปนกลางจะอยูที ่ 9 เดือน ถงึ 6 ป (United States Environmental Protection Agency, 2002) 

สวนในสภาพดินอับอากาศ (anaerobic condition) เชน ดินทีม่ีน้าํทวมขัง เอ็นโดซลัแฟนจะมีคร่ึงชวีติ 

อยูที่ 430 วนั (Sethunathan และคณะ, 2002) นอกจากนีก้ารสลายตัวโดยแสงของเอ็นโดซัลแฟน

บนผิวดนิเกิดขึ้นอยางไมสม่าํเสมอ ขึน้อยูกับสภาพภูมิอากาศ (Gildemeister และ Jordan, 1983) 

และจากการศึกษาของ Stewart และ Cairns (1974) พบวา สภาวะปกติในดิน อัลฟาไอโซเมอร จะ

สลายตัวไดเร็วกวาเบตาไอโซเมอร  การยอยสลายของเอน็โดซัลแฟนในดิน เปนผลใหเกิดเมทาโบไลท 

(metabolite) หลายชนิด ทัง้นี ้ สารเมทาโบไลททีพ่บบอยที่สุด คือ เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 

(Endosulfan sulfate) (Byers, Woodham และ Bowman, 1965) 

     2)  ตะกอน 

             ในสภาวะมีออกซิเจน เอ็นโดซัลแฟนจะถูกชะจากบรรยากาศ น้ําฝน ดิน และ

แหลงน้ําผิวดิน ลงสูตะกอนดินอยางรวดเร็ว โดยตะกอนทรายที่มีคารบอนเปนองคประกอบอยู 0.1 

เปอรเซ็นต และตะกอนดินเหนียวซึ่งมีคารบอนเปนองคประกอบอยู 3.2 เปอรเซ็นต เอ็นโดซัลแฟน

จะมีการสลายตัวออกจากสวนที่เปนน้ําของตะกอนโดยมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 35.1 และ 3.6 วัน 

ตามลําดับ ทั้งนี้ คาความเปนกรด-ดาง (pH) ของน้ําเหนือตะกอน จะเปนตัวกําหนดชนิด และ 



 9 

ปริมาณของสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นในตะกอน โดยทั้งในตะกอนดนิทราย และดินเหนยีว นอกจาก

จะเกิดการยอยเอ็นโดซัลแฟน เปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต และเอ็นโดซัลแฟนไดออล (Endosulfan 

diol) แลว ยังอาจทําใหเกิดเมทาโบไลทอีกชนิดหนึ่ง คือ เอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีคารบอกซิลิกแอซิด 

(Endosulfan hydroxyl carboxylic acid) ไดอีกดวย (Stumpf, 1990) สวนในสภาวะไรออกซิเจน

ของดินตะกอนที่อยูลึกลงไป อาจทาํใหมีการตกคางของเอ็นโดซัลแฟนซึง่มีคาครึ่งชีวิตไดมากกวา 

200 วัน แตกตางจากสวนบนของตะกอนซึ่งมีชองวางระบายอากาศ ทําใหการยอยสลายเกิดขึน้ได

เร็วกวา (Guerin, 2001) 

         3)  น้ํา 

              เอ็นโดซัลแฟนสามารถคงอยูในสภาพทีน่้ําเปนกรดมากกวาสภาพเปนกลางถึง 5 

เดือน โดยปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของเอ็นโดซัลแฟนในน้าํ จะมีประสิทธภิาพสูงเมื่อคา pH มากกวา

หรือเทากับ 7 ในขณะเดียวกันถาคา pH ในน้าํต่ํากวา 7 จะทาํใหเอ็นโดซัลแฟนมีความคงตัวสูง

ยิ่งขึ้น (German Federal Environment Agency, 2004) แตในสภาพที่น้าํเปนดางจะเสื่อมสลาย

ไดเร็วที่สุด น้ําฝนในสภาพภมูิอากาศปจจบุัน มักจะมีความเปนกรดอยูระหวาง pH 4.6-5.6 จึงทาํ

ใหการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนเกิดขึ้นนอยมาก ดวยเหตุนี้จงึพบวา ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ    

เอ็นโดซัลแฟนในน้าํทะเล ซึง่มีคา pH สูง จึงเปนกระบวนการหลกัในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน

ทางธรรมชาต ิ และจากกระบวนการนี้จะไดเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปนสารเมทาโบไลทที่สําคญั 

นอกจากนีย้งัพบวา เอ็นโดซัลแฟนปนเปอนในน้าํทีอ่ยูใกลบริเวณที่ใชสารเคมีในปริมาณความเขมขน

ที่สูง หรือพบวามีปริมาณนอยแพรกระจายอยูในแหลงน้ําทุกแหลงทัว่ประเทศ แสดงใหเห็นวา น้ํา

เปนปจจัยที่สาํคัญในการแพรกระจายสารเอ็นโดซัลแฟนไดอยางรวดเร็ว และกวางขวาง (Greve 

และ Wit, 1971)  

         4)  ผลผลิตทางการเกษตร 

              เอ็นโดซัลแฟนจะลดปริมาณการตกคางในผลผลิตไดอยางรวดเร็ว สวนใหญสาร

ตกคางจะลดลงถึง 50 เปอรเซ็นต ในเวลา 3-7 วนั และเมื่อป ค.ศ. 1999 – 2000 สหรัฐอเมริกาได

ตรวจสอบพบวา มีเอ็นโดซลัแฟนตกคางอยูในยาสูบ 0.0005-0.013 ppm ในอาหารทะเลสด 0.2 

ppt - 1.7 ppb และรวมทั้งพบการตกคางในน้ํานมววั (ศักดา ศรีนิเวศน, 2547) 

 
2.2.7 ผลกระทบทีม่ีตอสิ่งมีชีวติในระบบนิเวศ 
 
             การใชเอ็นโดซัลแฟนเพื่อกําจัดแมลงศัตรูพืชแตละครั้ง ไมเพียงจะเปนการทําลาย

แมลงกลุมเปาหมายเทานั้น แตยังมีผลตอส่ิงมีชีวิตกลุมนอกเปาหมายอีกดวย ในกรณีที่สารกาํจัด

แมลงดังกลาวมีการแพรกระจายสูระบบนิเวศที่มีความสัมพันธซึ่งกันและกัน และมีการสงตอพลังงาน 
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กันเปนทอดๆ จึงเปนที่แนนอนวา เมื่อใดกต็ามที่สิง่มีชวีติหนึง่ไดรับพิษจากสารเอ็นโดซัลแฟน ก็จะ

มีการสงตอพษิไปยังผูบริโภคลําดับสุดทาย ซึง่ในหลายกรณีก็คือ มนุษย จากการศึกษาทางดาน

พิษวทิยาในระบบนิเวศ พบวา เอ็นโดซัลแฟน เปนพิษตอนกตางๆ ในระดับปานกลาง มีความเปน

พิษสูงตอปลา และสัตวน้ําตางๆ ที่ไมมกีระดูกสันหลัง (invertebrates) นอกจากนี ้พบวา มีความ

เปนพษิตอผ้ึงในระดับปานกลาง ทั้งนี้ ถามกีารใชมากกวา 260 ซีซีตอไร ระดับความเปนพษิจะเพิ่ม

สูงขึ้น อยางไรก็ตาม เอน็โดซัลแฟนจะมคีวามเปนพษินอยตอแมลงที่เปนประโยชน (beneficial 

insects) เชน แตนเบียน แมลงเตาทอง และไรบางชนิด สําหรับสัตวเลีย้งลูกดวยนม เอ็นโดซัลแฟน

จะเกิดการสะสมในไตมากกวาในไขมนัโดยรางกายจะมกีลไกการขับถายสารนี้ออกจากไตหลังจาก

ที่ไดรับพิษสะสมเปนเวลานานแลว โดยจะถูกดูดซึมอยางรวดเร็ว และมีการลดพิษลงเมื่ออยูใน

รางกายไปเปนสารเมทาโบไลทที่มีข้ัว และถูกขับถายออกไปในที่สุด (Agency for Toxic 

Substances and Disease Registry, 2000) 

            มีรายงานจากประเทศสาธารณรัฐเบนนิ แอฟริกาตะวนัตก เมื่อป ค.ศ. 1999 วา มี

ผูเสียชีวิตในพืน้ทีท่างตอนเหนือของจังหวัดบอรกู (Borgou) จากการใชเอ็นโดซัลแฟนฉีดพนในไร

ฝายเปนจํานวน 37 คน และอีก 36 คน ปวยหนักจนตองไดรับการรักษาที่โรงพยาบาล สาเหตุ

เนื่องมาจากการใชเอ็นโดซัลแฟนที่ไมถูกตอง หรือใชในปริมาณที่มากเกินความจาํเปน เกษตรกร

รายหนึ่งเลาใหฟงวา ไสเดือนที่เคยพบในดินไดถูกพษิของเอ็นโดซัลแฟนตายลงเปนจํานวนมาก นก

ที่กนิไสเดือนตายเขาไปเปนอาหารก็ตายตามไปเปนจาํนวนมากเชนกนั นอกจากนี ้ ยังสงัเกตวา 

หลังจากฉีดพนเอ็นโดซัลแฟน 2 – 3 วนัเพือ่กําจัดแมลงศัตรูพืช ไรนาแหงนั้น ก็คละคลุงไปดวยกลิน่

เหมน็เนาของซากสัตวตางๆ ที่ถูกพิษของเอ็นโดซัลแฟนตายตามไปดวย เกษตรกรอีกรายหนึง่ที่

อาศัยอยูในเมอืงบานิโครา (Banikoara) ไดกลาวถึงการทาํลายหวงโซอาหารในธรรมชาติโดย   

เอ็นโดซัลแฟนจากที่เขาเห็นวา ปลวกในไรฝายที่ไดรับพิษของเอน็โดซัลแฟนตายลงไป กบทีก่นิ

ปลวกกม็ีอาการมึนงง หยุดนิ่งไมสามารถเคลื่อนไหวได หลังจากนั้นไมนาน นกเคาแมวไดจับกบตวั

นั้นไปกนิบนคบไม สิบนาทีตอมานกเคาแมวก็รวงหลนลงมา และตายในที่สุด และรายสุดทายไดให

ความเหน็วา เอ็นโดซัลแฟนเปนสารเคมทีี่มปีระสทิธิภาพมาก สามารถทําลายลางสิง่มีชีวิตไดทกุชนิด 

ไมเวนแมกระทั่งงู และไสเดือนที่เคยมีเปนจํานวนมาก ก็ตายหมดภายหลงัจากการฉีดพนสารนี้ใน

เวลาไมนาน รวมถึงปลาในหนองน้าํและลําธารก็ตาย เนื่องจากน้ําทีไ่หลจากบริเวณไรฝายที่มีการ

ฉีดพนเอน็โดซลัแฟนไหลลงไป  (Pesticide Action Network UK, 2000) 
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2.2.8 เหตุการณสาํคัญที่เกี่ยวของ  
 

                        ชวงกลางป พ.ศ.2525 – 2526 ประเทศไทยไดมีการสนบัสนุนการเพาะเลี้ยงหอย

เชอรี่ (golden apple snail) เพื่อใหเปนสตัวเศรษฐกิจ เนื่องจากสามารถนํามาปรุงเปนอาหารที่ให

โปรตีนสูง และมีรสชาติอรอย แตในชวงเวลาดังกลาวการเพาะเลี้ยงหอยเชอรี่ไมไดรับความนยิม

มากนัก จึงเงยีบหายไป จนกระทั่งในป พ.ศ. 2531 เร่ิมมีการพบเหน็หอยเชอรี่แถบชานเมืองดาน

ตะวันออกของกรุงเทพฯ แถวมีนบุรี หนองจอก แตยังไมเปนปญหาแตอยางใด กลับไดรับความ

นิยมในการนํามาประกอบอาหารตามรานอาหารตางๆ จึงทําใหหอยเชอรี่มีการแพรกระจายไปทั่ว

ทุกภาคของประเทศ จากกรุงเทพฯ ไปยงัแหลงน้าํสําคญัตางๆ ตัง้แต กวานพะเยา บงึสีไฟ บงึ

บอระเพ็ด หนองหาร ทะเลสาบสงขลา แมกระทัง่อางเก็บน้าํที่อยูบนยอดเขา จากอางเกบ็น้าํ หอย

ชนิดนี้ไดแพรพันธุไปตามคคูลองสาธารณะ  โดยเฉพาะคลองชลประทานในภาคกลาง ซึง่เปน

แหลงปลูกขาวที่สําคัญของประเทศไทย จากนัน้ไมนานชาวนาก็ไดพบวา ขาวกลาทีห่วานถูก

ทําลายในเวลาชั่วคนื นับเปนความเสียหายที่รายแรงสําหรับชาวนาในชวงเวลานัน้  

  ในป พ.ศ. 2535 – 2536 การระบาดของหอยเชอรี่จากภาคกลาง เร่ิมระบาดไป

ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และสุดทายที่ภาคใต รวมทั้งสิน้ 43 จังหวัด (United Nations, 

2006) สวนราชการตางๆ ไดเร่ิมศึกษา และคนควาวิธกีารกาํจัดหอยเชอรี่อยางเรงดวน มกีาร

แนะนาํการปองกนักําจัดหอยเชอรี่ดวยวธิตีางๆ ทัง้วิธกีล และการใชสารเคมีหลายชนิด อาท ิ เหยื่อ

พิษชนิดตางๆ สารไบลูไซด คอปเปอรซัลเฟต หรือแมกระทั่งสารสมุนไพรตางๆ แตความพยายาม

ตางๆ ของหนวยราชการ ไมทันกับความตื่นตระหนก และความรูเทาไมถึงการณของชาวนาที่ไดรับ

คําแนะนําจากผูประกอบการคาสารเคมีเกษตรที่ใหใชสารเคมีชนิดหนึ่งคอื เอ็นโดซัลแฟน ที่สามารถ 

กําจัดหอยเชอรี่ไดเปนอยางดี ความนิยมในการใชเอ็นโดซัลแฟนไดแพรหลายไปทั่วจนเปนที่รูจกั 

และเรียกกนัวา ยาหยอดหอย ดวยเหตุผลวา ใชแลวไดผลดี ใสลงไปหอยลอยขึน้มาตายทนัท ี แต

ส่ิงที่ลอยตามหอยขึ้นมาคือ ปลาตางๆ ในนา รวมทัง้กบ เขียด และสัตวน้ําชนิดอืน่ๆ นับเปนความ

เสยีหายอยางใหญหลวงตอระบบนิเวศในนา และเมื่อน้าํในนาถกูระบายลงลาํธาร คู คลองตางๆ 

สารเอ็นโดซัลแฟนยงัออกฤทธิ์ตอสัตวน้ํานั้นอกีดวย 

  ชาวนาหลายรายเห็นถึงพิษภัยของเอ็นโดซัลแฟนแลว แตยังจําเปนตองใช เพราะ

ราคาถูกเมื่อเทียบกับสารตัวอื่นๆ และคิดวาถาไมหยอดยากาํจัดหอย ก็จะไมไดขาว นอกจากปลา

ในแหลงน้ําแลว ประชาชนสองฝงแมน้ําที่ไหลผานแหลงเพราะปลกู ไมมีทางทราบเลยวามีสารพษิ

อะไรบางที่ไหลลงมาในสายน้ํา และเมื่อตนป พ.ศ. 2543 ที่ผานมา แมน้ําทาจีน ซึง่ถือเปนเสนเลอืด

หลักฝงตะวันตก เกิดเนาเสียอยางหนัก แมน้ําสายรองทัง้หลายตั้งแตพื้นที่ของอําเภอเดิมบางนางบวช 

จังหวัดสุพรรณบุรี ผานนครปฐม สมุทรสาคร เนาเสียตลอดทั้งสาย สรางความเสียหายอยางใหญหลวง 
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ที่สําคัญเมื่อน้าํไปตรวจพบวา มีสารเอ็นโดซัลแฟนปนเปอนอยู ซึง่นาจะเปนสาเหตุที่ทาํใหเกิดการ

เนาเสยีของแหลงน้ําสายสาํคัญดังกลาว รวมทัง้การสญูเสียระบบนิเวศที่มีความเชือ่มโยงกับแหลง

น้ํานั้นดวย  (ศักดา  ศรีนิเวศน, 2547) 

 
2.2.9 การสลายตัวในสิ่งแวดลอม 
 

                        เอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในสิง่แวดลอม มกัจะเกิดการเปลี่ยนรูปโดยกระบวนการ

ทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ ใหเปนสารเมทาโบไลทรูปตางๆ โดยการฟอรมตัวจะเกิดขึ้นอยาง

ชาๆ ทัง้นี้เอน็โดซัลแฟนเบตาไอโซเมอร จะมีความคงตัวในส่ิงแวดลอมมากกวาอัลฟาไอโซเมอร ซึง่

ระเหยไดงาย และสลายตัวเร็วกวา (Goebel และคณะ, 1982) 

   1)  การยอยสลายทางกายภาพ  

            การสลายตัวโดยแสง (photodecomposition) นับเปนปฏิกริิยาที่สาํคัญของ

สารเคมีกําจัดศัตรูพืชหลายชนิดรวมทั้งเอน็โดซัลแฟน แตปริมาณที่สลายตัวอาจไมมาก เนื่องจาก

เกิดขึ้นไดเฉพาะสวนที่อยูผวิดินที่มิไดคลุกเคลาเขากับดิน และสวนที่เคลื่อนขึน้สูผิวดนิโดยแรง

ดึงดูดของน้ํา (capillary) ในฤดูแลง นอกจากนี้ เอ็นโดซัลแฟนเปนสารเคมทีี่ไมไดมีการดูดซับ

พลังงานแสงจากดวงอาทิตยเพื่อยอยสลายตัวมันเองมากนัก ทั้งนี้หากมีการสลายตัวของเอ็นโดซัลแฟน 

โดยแสงมักเกดิจากรังสีเหนอืมวง (ultraviolet) เปนสาํคัญ โดยจะถกูสลายภายในระยะเวลา 4 

สัปดาห ถาแหลงน้ํามีสภาพเปนกรด เอ็นโดซัลแฟนจะถูกยอยสลายภายในระยะเวลา 5 เดือน ซึ่ง

ชากวาในสภาวะทีน่้าํเปนกลางที่ใชเวลาเพยีง 5 สัปดาห โดยกลไกการสลายตัวโดยแสงจะเริ่มจาก

พลังงานจากรังสีจะถกูดูดซับโดยโมเลกุลของสารทาํใหอิเล็กตรอนอยูในสถานะกระตุน (excited 

state) จนเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลได ซึ่งทําใหเอ็นโดซัลแฟนมโีครงสรางซับซอนนอยลง 

สงผลใหมกีารยอยสลายโดยจุลินทรียติดตามมา  

  2)  การยอยสลายทางเคม ี

                  ปฏิกิริยาทางเคมีที่มีผลตอการสลายตัวของเอ็นโดซัลแฟนเปนสารเมทาโบไลท

รูปอื่นๆ ที่สาํคัญมีอยู 2 ชนิด คือ ปฏิกริิยาออกซิเดชนั (oxidative reaction) และปฏิกิริยาการ

แยกสลายดวยน้ํา (hydrolytic reaction) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนการออกซิไดซเอ็นโดซัลแฟน

ซึ่งเปนสารตั้งตนใหเปลี่ยนรปูไปเปนเมทาโบไลทหลกัคือ เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ซึ่งเปนเมทาโบไลท

ที่มีความเปนพิษ และความคงตัวในสิง่แวดลอมสูงกวาเอน็โดซัลแฟนมาก ในทางตรงกนัขาม 

ปฏิกิริยาการแยกสลายดวยน้ํา จะเปนการเปลี่ยนรูปของเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทที่มีพษิ 

และมีความคงตัวในสิง่แวดลอมนอยลง ซึง่ก็คือ เอ็นโดซลัแฟนไดออล ทั้งนี้ ปฏิกิริยาการแยกสลาย

ดวยน้าํของเอน็โดซัลแฟนจะมีแนวโนมสูงขึ้น เมื่อคาความเปนกรด-ดาง (pH) เพิ่มข้ึน โดยครึ่งชวีิต
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ของเอ็นโดซัลแฟนจะอยูที ่ 10-20 วนั เมือ่มีคา pH เทากับ 7 ในขณะที่คร่ึงชีวิตจะมีคาประมาณ 

0.2 วนั เมื่อม ี pH เทากับ 9 ณ อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส ดังนัน้ปฏิกิริยาการแยกสลายดวยน้าํ 

จึงนับวาเปนปฏิกิริยาที่สําคญัในกระบวนการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน เมื่อนํามาพจิารณารวมกบั

คา pH  โดยจะไดเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปนสารเมทาโบไลทหลักทีส่ําคัญของการยอยสลายโดย

ปฏิกิริยาดังกลาว 

 

 
 
ภาพที่ 2.2  วถิีการยอยสลายของเอ็นโดซัลแฟนในดนิและน้ํา (German Federal Environment 

Agency, 2004) 
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 3)  การยอยสลายทางชีวภาพ 

                              การยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) คอื กระบวนการทางชวีเคมีใน

การทาํใหเกิดการแตกสลายของสารอินทรียตนแบบทีม่ีโครงสรางซับซอน ไปเปนสารอินทรียทีม่ี

โมเลกุลเลก็ลง โดยอาศัยสิ่งมีชีวิต เชน จุลินทรีย ซึง่อาจสารทีม่ีความเปนพิษมากขึ้นหรือลดลง 

(Arienti และคณะ, 1988) ทั้งนี้ในการยอยสลายทางชีวภาพของสารพิษตางๆ ในสิ่งแวดลอม 

รวมทัง้เอ็นโดซัลแฟน มักเกิดขึ้นโดยปจจัยที่มีผลตอกิจกรรมการยอยสลายของจลุินทรีย ซึง่มี

ดังตอไปนี้ (กรรณิการ ชูเกยีรติวัฒนา, 2543) 

     ก.  สภาพแวดลอมของการเจริญของจุลินทรีย 

                        ปจจัยเพื่อการเจริญของจุลินทรีย เชน สารอาหารที่มีคุณสมบัติเปนแหลง

พลังงาน แหลงธาตุคารบอน แหลงวิตามนิ-เกลือแร อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน และคาความเปน

กรด-ดางที่เหมาะสมตอการเจริญ เปนตน   

  ข.  การเคยสัมผัสกับสารแปลกปลอม 

                        การที่จุลินทรยีเคยสัมผัสกบัสารแปลกปลอมนั้นๆ มากอน จะเปนการลด

ระยะเวลาในการปรับตัวที่เรียกวา metabolic adaptation ในระยะ lag phase โดยทําใหการผลิต

เอนไซมที่จะใชเพื่อการยอยสลายดําเนนิไปไดดี และเปนการเรงอัตราการยอยสลายทางชีวภาพให

เร็วขึ้น 

       ค.  ปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จาํเพาะตอการยอยสลาย 

                         หากปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จาํเพาะการยอยสลายมีมาก ก็จะทําให

มีการผลิตเอนไซมในปริมาณที่มาก และอัตราการยอยสลายทางชีวภาพกจ็ะเกิดขึน้ไดดี 

         ง.  ระดับความเขมขนของสารแปลกปลอม 

                         จุลนิทรียแตละชนิด จะมีระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมทีย่อมรับได 

ระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมที่สงูกวาระดับทีย่อมรับไดจะเปนพิษตอจุลนิทรีย แตในทาง

ตรงกันขามหากระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมต่ําเกนิไป การปรับตัวของจุลินทรียตอสาร

แปลกปลอมนัน้ๆ ก็จะไมเกดิขึ้น 

        จ.  ลักษณะสมบัติของสารแปลกปลอม  

                 ลักษณะสําคัญของสารแปลกปลอมที่มีผลตออัตราการยอยสลายทางเคมี

และทางกายภาพ ไดแก โครงสรางโมเลกุล และการละลายน้าํ โดยสารแปลกปลอมทีโ่ครงสรางทาง

เคมีคลายคลึงกับสารทีม่ีอยูในธรรมชาต ิจะเกิดการยอยสลายไดงายกวาสารที่มีโครงสรางซบัซอน เชน 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอน จะมีอัตราการยอยสลายทางชีวภาพที่ชากวาอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน ดาน

สมบัติการละลายน้าํ สารแปลกปลอมที่ละลายน้ําไดดีกวาจะมีอัตราการยอยสลายทางชวีภาพที่สงู

กวา เนื่องจากสามารถนําเขาสูเซลลไดงายเชนเดยีวกบัสารอาหารที่ละลายอยูรอบๆ เซลล  
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ตารางที่ 2.1  ปจจัยสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการเจริญและการยอยสลายของจุลินทรีย (Vidali, 2001) 

 

Parameters Condition required for microbial growth/activity 

Soil moisture 25-28% of water holding capacity 

Soil pH 5.5-8.8 

Oxygen content Aerobic, minimum air-filled pore space of 10% 

Nutrient content N and P for microbial growth 

Temperature (°C) 15-45 

Contaminants Not too toxic 

Heavy metals Total content 2000 ppm 

Type of soil Low clay or silt content 

 

2.3 ราในธรรมชาติ 
 
 ราเปนจุลินทรยีที่มกีารดํารงชีวิตอยูในสภาพแวดลอมในสภาวะทีห่ลากหลาย เชน สภาวะ

การเปนปรสิต (parasitism) สภาวะการอยูอาศัยรวมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ (mutualism หรือ symbiosis) 

หรือสภาวะการเปนผูยอยสลาย (saprophytic) (อนุเทพ  ภาสุระ, 2541) ซึ่งทัง้หมดตองการแหลง

พลังงาน และคารบอนจากสารอินทรีย จึงทําใหในธรรมชาติพบการดาํรงอยูของราหลากหลายรูปแบบ 

ดินนับวาเปนแหลงอาศัยทีเ่หมาะสมตอการเจริญของจุลินทรยีตางๆ รวมทั้งราไดเปนอยางดี 

ราดินพบมากบริเวณผิวหนาดิน สวนดนิชั้นลางปริมาณจะแตกตางกันไป ข้ึนอยูกับองคประกอบ

หลายๆ อยาง เชน ความชืน้ของดนิ การหมุนเวยีนของอากาศในดิน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิ

รวมไปถงึสารอนิทรียที่อยูในดนิ โดยราที่อาศยัอยูในดนิสวนใหญมกีารเจรญิอยูในรูปของเสนใย (hypha) 

อาจพบในสภาพที่มีการสรางสปอร (spore) หรือสภาพที่มกีารเจรญิเปนเซลลเดยีว เชน ยีสต 

(yeast) เปนตน ดงันัน้ ราทีพ่บในดนิจึงมสีายพนัธุทีห่ลากหลาย ตั้งแตราชั้นต่ําพวกราเมือก (slime 

mold) ไปจนถึงราชัน้สูงกลุม Eumycota (true fungi) ถึงแมวาราในดินจะพบในจาํนวนที่นอยกวา
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แบคทีเรีย (bacteria) และแอกทิโนมัยซที (actinomycetes) โดยปริมาณทีพ่บในดิน 1 กรัม มี

ประมาณ 105 – 106 เซลล แตปริมาณชีวมวลของราปกติจะมีมากที่สดุ (500 – 5,000 กิโลกรัม ตอ

เฮกตาร) เนื่องจากการมเีสนใยขนาดใหญที่เติบโต และแผขยายออกไปสูแหลงอาหารใหมไดอยาง

รวดเร็ว นอกจากนี้ รามีความสามารถในการเจริญในดินที่มีสภาพเปนกรดไดดีกวาจุลินทรียชนดิ

อ่ืนๆ จงึนับวาเปนจุลนิทรียที่มีบทบาทสําคัญในการเปนผูยอยสลายสารในดิน และยังสามารถยอย

สลายสารที่มีโครงสรางซับซอน เพื่อเปล่ียนใหเปนองคประกอบของเซลลได (ยงยทุธ โอสถสภา 

และคณะ, 2541) ทั้งนี ้ ราในดินที่มีรายงานวา สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอนอยาง

เอ็นโดซัลแฟนได ไดแก ราในสกุล Trichoderma (Katayama และ Matsumura, 1993), 

Aspergillus (Mukherjee และ Gopal, 1994), Mucor (Shetty และคณะ, 2000), Fusarium 

(Siddique และคณะ, 2003) และ Cladosporium (Mukherjee และ Mittal, 2005) 

 กลุมของราและเห็ดบนซากพชืในปาธรรมชาติ ที่มีความสามารถในการยอยมวลสารโมเลกุล

สูงได ไดแก ราไวตรอต (white rot fungi) เปนราทีจ่ัดอยูในไฟลัม Basidiomycota และ 

Ascomycota (Akhtah, Kirk และ Blanchette, 1999) รากลุมนี้ในธรรมชาติตองสลายลิกนิน เพื่อ

นําเอาเซลลูโลสที่อยูในเนื้อไมมาใชเปนแหลงคารบอน โดยสามารถสลายลกินนิไดสมบูรณซึ่ง

แตกตางจากราในกลุมบราวนรอต (brown rot fungi) และแบคทีเรีย ที่ไมสามารถสลายลิกนินได

สมบูรณ  ดวยเหตนุี้ จงึมีการนําราไวตรอตมาใชในการเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดทีม่ี

โครงสรางคลายคลึงกับลิกนนิ เพื่อไมใหเปนอันตรายกบัส่ิงแวดลอม เชน สารปรุงแตงเชื้อเพลงิ 

(fuel additives) กลุมสารเบนซิน (Benzene) PAH (Polycyclic aromatic hydrocarbon) สียอม

สังเคราะห (synthetic dyes) รวมทัง้สารกําจัดแมลงในกลุมคลอรีนอนิทรีย และฟอสเฟตอินทรีย 

เปนตน (Pointing, 2001) โดยในสวนของการใชราไวตรอตเพื่อยอยสลายเอน็โดซัลแฟนนั้น มี

รายงานวา ราไวตรอตในสกุล Phanerochaete (Kullman และ Matsumura, 1996) และ 

Pleurotus (Hernandez-Rodrigues และคณะ, 2006) มีความสามารถในการยอยสลายสาร

ดังกลาวได ทัง้นี ้ ในการคัดเลือกกลุมของราไวตรอตที่มีความสามารถในการยอยสลายลกินนิ   

ออกจากกลุมราอ่ืนๆ ในธรรมชาติ อาจใชวิธีการใชกรดแทนนกิ (Tannic acid) ซึ่งถกูริเร่ิมโดย 

Bavendamm (1928) ทีค่นพบวา ราจะสรางโซนสนี้ําตาลในวุนอาหารทีเ่ติมกรดแทนนิก 0.5 

เปอรเซ็นต (w/v) ซึ่งเปนผลมาจากการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันของ phenollic acid (Freitag และ 

Morrell, 1992) ตอมาในชวงปค.ศ.1960 ไดพัฒนาการใชสารคารบอนทีท่ําการติดฉลากดวย

ไอโซโทป 14C label lignin (Crawford, Crawford และ Pometto, 1985) เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่

สามารถยอยสลายลิกนินมายอยสลาย 14C label lignin ไปเปน 14CO2 ซึ่งการวิเคราะหโดยใชสาร

คารบอนทีท่ําการติดฉลากดวยสารรังสนีี ้ ถึงแมวาจะตดิตามผลไดคอนขางรวดเร็ว แตขั้นตอนการ

เตรียมคารบอนที่ติดฉลากดวยสารรังสนีัน้มีความยุงยากซับซอน และมีราคาแพง จงึไดมีการคิดคน
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วิธีใหมโดยใชสียอมสังเคราะหประเภทโพลีเมอริกเปนสารตั้งตน (Glenn และ Gold, 1983) ซึ่ง

โครงสรางประกอบไปดวยวงแหวนอะโรมาติกหลายๆ วงตอกนั ซึง่เตรียมใหอยูในรูปที่มีความ

บริสุทธิ์ไดงายกวา มีความคงตัวสูง ความเปนพิษตํ่า ละลายน้ําไดด ี มีราคาไมแพง และตรวจวัด

ติดตามผลไดงาย โดยวัดจากการดูดกลนืแสง (Gold, Glenn และ Alic, 1988) และตรวจวัดโซน

ของสีที่เปลี่ยนไปบนอาหารทีผ่สมดวยสียอมโพลีเมอริก ซึ่งแบงเปน 3 ชนิด ไดแก Poly B, Poly R 

และ Poly Y ซึ่งเปนสยีอมทีม่ีโครงสรางทางเคมีคลายกนั แตการเรียงตัวเลข และแขนงที่มาตอกบั

วงแหวนอะโรมาติกแตกตางกนั สียอมชนดิ Poly B เมือ่ถูกยอยสลาย จะเปลีย่นจากสีน้าํเงินเปนสี

เหลืองทอง สยีอมชนิด Poly R เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสียอม

ชนิด Poly Y เมื่อถูกยอยสลายจะเปลีย่นจากสีเหลืองเปนสีเขียวอมเหลือง (Glenn และ Gold, 

1983) 

 
2.4 งานวจิัยที่เกีย่วของ  
 

จากการนาํหลกัการเรื่องการยอยสลายทางชีวภาพมาประยุกตใชกับการแกปญหาสารพิษ

ตางๆ ที่ตกคางในสิง่แวดลอม รวมทั้งเอ็นโดซัลแฟน ไดทําใหเกิดงานวิจยัตางๆ ที่มีวัตถุประสงค

รวมกนัในการที่จะทาํใหเอ็นโดซัลแฟนเกดิการเปลี่ยนโครงสรางไปเปนสารเมทาโบไลททีม่ีความคงตัว 

ในสิ่งแวดลอมและมีพิษนอยลง ซึง่จากงานวิจยัตางๆตัง้แตอดีตจนถึงปจจุบันพบวา ราหลากหลาย

สายพนัธุในสิ่งแวดลอม รวมทั้งจุลินทรียบางชนิด มีความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาว 

ดังปรากฏในงานวิจัยตอไปนี ้

Martens (1976) ไดคัดเลือกราในดิน และตะกอน 16 สายพนัธุ ที่มคีวามสามารถในการ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอลิตร โดยใช 14C – labeled material เพื่อ

ตรวจสอบการฟอรมตัวของ 14CO2 และปริมาณของสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น โดยราดินทัง้ 16 ชนิด 

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 30 เปอรเซ็นต โดยสารเมทาโบไลทหลกั (major metabolite) 

ที่เกิดขึ้น ไดแก เอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของหมูซัลไฟท (sulfite 

group) และเอ็นโดซัลแฟนไดออล ที่เกิดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในพนัธะเอสเทอร (ester bond) 

นอกจากนีย้ังมีการฟอรมตัวของเอ็นโดไฮดรอกซีอีเธอร (Endohydroxyether) เกิดขึน้เล็กนอย และ 
14CO2 ที่ตรวจพบ มีปริมาณนอยมาก ซึ่งแสดงถึงสภาวะในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทีย่ังไมสมบูรณ 

จากงานวิจยัตอมา พบวา ราสายพนัธุ Trichoderma harzianum ซึ่งเปนราในดนิ สามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนได โดยเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัไปเปนเอน็โดซลัแฟนซัลเฟต และเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสตอไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนรูปที่มีความเปนพิษ และทนทานในสิ่งแวดลอม

นอยลง (Katayama และ Matsumura, 1993) เชนเดยีวกับรา Aspergillus niger ที่สามารถยอย
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เอ็นโดซัลแฟนเบตาไอโซเมอรไดถึง 98.6 เปอรเซ็นต ภายใน 15 วัน โดยเบตาไอโซเมอรนี้ มีความคงทน

ในสิ่งแวดลอม และมีคร่ึงชีวติยาวนานกวาอัลฟาไอโซเมอรมาก (Mukherjee และ Gopal, 1994) 

Kullman และ Matsumura (1996) ไดศึกษาถึงการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนทีค่วาม

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยราไวตรอต Phanerochaete chysosporium  โดยพจิารณาจากสาร

เมทาโบไลทที่เกิดขึ้น และวถิีในการเปลี่ยนรูป (pathway) ซึ่งพบวา ราดังกลาวมวีิถีในการยอย

สลายที่แตกตางกนั 2 ทาง คือ oxidative pathway ที่มีการเปลีย่นเอน็โดซัลแฟน เปนเอ็นโดซลัแฟน 

ซัลเฟต ซึ่งเปนสารทีม่ีความคงทนในสิง่แวดลอม และเปนพษิมากกวาเอ็นโดซัลแฟน ทัง้นี ้ จงึไดมี

การเติม 100 ไมโครกรัมของ Piperonyl butoxide ซึ่งเปน cytochrome P-450 inhibitor ชนิดหนึ่ง

ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพือ่ยับยั้งการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันไปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต และทํา

ใหเกิดวถิีการยอยสลายทางที ่ 2 คือ hydolytic pathway ที่มีการเปลี่ยนเอน็โดซัลแฟนไปเปน    

เอ็นโดซัลแฟนไดออล และสารเมทาโบไลทรูปอ่ืนที่มีความเปนพิษนอยลง 

Awasthi, Manickam และ Kumar (1997) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของ

แบคทีเรียเจริญรวม (coculture) พบวา เกือบ 50 เปอรเซ็นตของเอน็โดซัลแฟนถกูยอยสลายลง ณ 

วันที่ 7 ของการบมเชื้อ และเมื่อถงึวนัที ่ 15 เอ็นโดซัลแฟนถกูยอยเกือบทัง้หมด พรอมๆ กับมวลที่

เพิ่มข้ึนของแบคทีเรียเมื่อเวลาผานไป การยอยสลายเบตาเอ็นโดซัลแฟนเกิดขึ้นชากวาอัลฟา     

เอ็นโดซัลแฟน โดยการยอยสลายนัน้ เกดิขึ้นจากปฏิกริิยาดีฮาโลจิเนชัน (dehalogination) ซึ่ง

ตรวจสอบจากคลอไรดไอออนทีถู่กปลดปลอยออกมา โดยเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย

ซึ่งทดสอบโดยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) คือ เอ็นโดซัลแฟนไดออล และ     

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ทัง้นี้ปริมาณของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตมีนอยมาก นอกจากนี้ยงัพบวา กลโูคส 

(glucose) ในอาหารเลี้ยงเชื้อไมมผีลตอการยอยเอ็นโดซัลแฟนแตอยางใด ในขณะที่ซัคซิเนต 

(succinate) จะเปนตวัยับยัง้การยอยไดเกอืบ 50 เปอรเซ็นต 

Guerin (1999) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาพอับอากาศโดยแบคทีเรีย

ทองถิน่ที่อาศยัในดิน และในตะกอนที่มปีริมาณออกซิเจนนอย จากหลุมหมักของเสียเคมีทางการ

เกษตรในไรฝาย พบวา การใชแบคทีเรียรวมกนัหลายสายพนัธุ (mixed culture) สามารถยอย

สลายอัลฟาเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอ็นโดซลัแฟนไดออล ซึ่งเปนเมทาโบไลทที่มีความเปนพิษนอยลง 

ภายใตสภาวะอับอากาศ และสภาวะกาซมเีธน (methanogenic condition) ภายในระยะเวลา 30 

วัน เชื้อสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 85 เปอรเซ็นต ทังนี้มกีารควบคุมสภาวะของชุดทดลอง

ใหเปนแบบอบัอากาศโดยใช  Teflon-lined butyl rubber เปนตัวผนึกกนัอากาศ เนื่องจากวสัดุ

ชนิดนี้จะไมดูดซับ และปองกันการระเหยของสารที่สามารถระเหยไดจากการทดลอง นอกจากนี ้

การใชฟอสเฟตบัฟเฟอรในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแบบไรออกซิเจนจะชวยลดการสูญเสียทางชวีภาพ
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จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกดิขึ้นระหวางการทดลอง ซึ่งทาํใหการยอยสลายทางชวีภาพเกิดขึ้น

อยางสมบูรณที่สุด 

Awasthi, Ahuja และ Kumar (2000) ไดศึกษาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย       

เอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในดนิ โดยแบคทีเรียที่คัดแยกจากดนิทีม่ีการปนเปอนของเอ็นโดซัลแฟน     

พบวา ปจจยัตางๆ ดังกลาว ไดแก การเพิ่มปริมาณของแหลงคารบอน คาความเปนกรดดาง (pH) 

ปริมาณความชื้นในดนิ และปริมาณความเขมขนของเอน็โดซัลแฟน โดยที่การยอยสลายจะเกิดเร็ว

ขึ้นในดินเปยกหรือดินทีม่ีความชื้นสงู และจะถูกยับยั้งจากการเพิม่แหลงคารบอนชนิดโซเดียมอะซิเตต 

และโซเดียมซคัซิเนต ไมพบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาวะที่เปนกรดสูง และอัตราการยอย

สลายจะคอยๆ เพิ่มสูงขึน้ เมื่อ pH เพิ่มข้ึน โดยคา pH ที่เหมาะสมทีสุ่ดตอการยอยจากการทดลอง

นี้คือ 8.5 และจะทาํใหเอน็โดซัลแฟนจะเปลี่ยนรูปไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล นอกจากนี้ เมื่อเพิม่

ความเขมขนของเอ็นซัลแฟนสูงถึง 5 มิลลิกรัมตอกรัมของดิน พบวา แบคทีเรียมีอัตราการยอยสงู

ที่สุด ทัง้นี้เมื่อไดทดลองเพิ่มการจํานวนเชือ้ ก็มิไดเพิ่มอัตราการยอยสลายแตอยางใด 

Shetty และคณะ (2000) ไดศึกษาการยอยสลายทางชวีภาพของเอ็นโดซัลแฟน โดยรา 

Mucor thermohyalospora MTCC 1384 ซึ่งทดลองเลี้ยงในอาหาร Czapek-Dox nutrient 

medium ที่ควบคุมปริมาณแหลงคารบอน เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวทาํการวิเคราะหเมทาโบไลท 

โดยใช Thin Layer Chromatography (TLC) และ Gas Chromatography - Electron Capture 

Detector (GC - ECD) พบวา ราดังกลาวสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 78 เปอรเซ็นต 

ภายในเวลา 20 วัน โดยทาํใหเกิดการเปลี่ยนรูปของเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทาโบไลท 2 ชนิด คือ 

เอ็นโดซัลแฟนไดออล และเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต ที ่80 และ 20 เปอรเซ็นต ตามลําดบั ทัง้นี้ ปริมาณ

ของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตที่เกิดขึ้นไมมีนยัสําคัญแตอยางใด 

Sutherland  และคณะ (2000) ไดศึกษาถงึการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนโดยแบคทีเรีย

หลายสายพนัธุที่คัดแยกมาจากดินที่มีประวัติการใชเอน็โดซัลแฟน โดยใชเอ็นโดซลัแฟนเปนแหลง

ซัลเฟอร จากผลการศึกษา ไมพบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมมีการเติม

เอ็นโดซัลแฟน โดยการยอยเอ็นโดซัลแฟนมีความสมัพนัธกับการเจริญของแบคทีเรีย สารประกอบ

ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายมีทั้งที่มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันและไฮโดรไลซิส ทั้งนี ้ปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

ไดเกิดขึ้นกับการยอยอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ทําใหไดเอน็โดซัลแฟนซลัเฟตเปนเมทาโบไลทสุดทาย 

ในขณะที่ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะไดเอ็นโดซัลแฟนโมโนอัลดีไฮด (Endosulfan monoaldehyde) 

ซึ่งตรวจสอบจาก Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) และเมื่อบมเชื้อใน

สภาวะเดิม โมโนอัลดีไฮดจะถูกออกซิไดซตอไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีอีเธอร และเมทาโบไลท

อ่ืนทีม่ีขั้ว ซึง่มคีวามเปนพษิตอสิ่งแวดลอมนอยลง จากการศึกษาตอมาพบวา การใช cytochrome 

P-450 ไมสามารถชวยยับยัง้ปฏิกิริยาออกซเิดชันของเอน็โดซัลแฟนไปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตไดเลย  
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Kwon และคณะ (2002) ไดคัดแยกแบคทีเรียในดนิจากแหลงตางๆ โดยใชเอ็นโดซลัแฟน

เปนแหลงคารบอน ซึง่สามารถแยกได 40 สายพนัธุ โดย Klebsiella pneumoniae KE-1 เปนสายพนัธุ 

ที่มีประสิทธิภาพสงูสุดในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน โดยมีอัตราการยอยอยูที่ 8.72 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรตอวัน และเมื่อบมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเอน็โดซลัแฟนเขมขน 93.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนเวลา 10 วนั พบวา แบคทีเรียดังกลาวไมมีการเปลีย่นรูปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตแตอยางใด ซึง่

หมายถงึ เชื้อไมไดมีวิถีการยอยแบบออกซิเดทิฟ (non-oxidative pathway)  

Awasthi และคณะ (2003) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนโดยแบคทีเรีย Bacillus 

สองสายพันธุรวมกนั โดยไดมีการทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนอัลฟา และเบตาไอโซเมอร 

ทั้งแบบแยกการยอยสลายของแตละไอโซเมอร และแบบที่ไดทดลองการยอยรวมกนัทัง้สองไอโซเมอร 

พบวา ไดผลไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ โดยการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนทัง้สองไอโซเมอร จะ

เกิดการเปลี่ยนรูปเปนเอน็โดซัลแฟนไดออล และเอ็นโดซัลแฟนแลกโตน (Endosulfan lactone) 

นอกจากนี ้จากการทดลองไมสามารถสังเกตเหน็การสะสมของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 

Lee และคณะ (2003) ไดศึกษาบทบาทของสาหรายสเีขียวแกมน้ําเงนิ 2 สายพันธุคือ 

Anabaena sp. PCC 7120 และ Anabaena flos-aquae ที่มีผลตอการเปลีย่นรูปของเอน็โดซัลแฟน 

ที่มีการตกคางในดิน โดย  Anabaena sp. PCC 7120 สามารถเปลี่ยนรูปเอ็นโดซัลแฟน เปน

สารประกอบเมทาโบไลทหลกั คือ เอ็นโดซัลแฟนไดออลไดมากที่สดุ ตรวจพบการเปลี่ยนรูปเปน

เอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีอีเธอร และเอ็นโดซัลแฟนแลกโตนในปริมาณเล็กนอย และตรวจพบ      

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตปริมาณนอยมาก ในขณะที ่ Anabaena flos-aquae ก็สามารถเปลี่ยนรปู 

เอ็นโดซัลแฟนไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล และเกดิสารเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟตขึ้นเพียงเลก็นอย

เชนเดียวกนั  จากการศึกษาตอไปพบวา ถามีการควบคุม pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหอยูที่ 7.2     

จะทาํใหสภาวะการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด 

Siddique และคณะ (2003) พบวา รา Fusarium ventricosum ทีไ่ดคัดแยกไดจากดิน

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนที่ความเขมขน 100 มลิลิกรัมตอลิตร ทั้งอลัฟา และเบตาไอโซเมอร 

ไดหมดภายในระยะเวลา 12 วันของการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ดวยคาคงที่ของอัตราการ

ยอยสลายที ่ 14.22 และ 6.60 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน ตามลําดับ โดยราดังกลาวสามารถใชแหลง

คารบอนในองคประกอบของเอ็นโดซัลแฟนเปนแหลงพลังงาน จนสามารถเปลี่ยนเปนรูปที่มีความ

เปนพษินอยลงได ไดแก เอ็นโดซัลแฟนไดออล และเอ็นโดซัลแฟนอีเธอร (Endosulfan ether) ซึ่ง

จะมีประโยชนตอการบําบัดเอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในสิง่แวดลอมได 

Al-Hassan, Bashour และ Kawar (2004) ไดศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของอัลฟา 

และเบตาเอ็นโดซัลแฟน ที่ตกคางในดินทีม่ีการใชสารอนิทรียในการปรับปรุงคุณภาพดินชนิดตางๆ 

ไดแก สารอินทรียสวนเหลอืจากการผลิตอาหารสัตวปก ปุยคอกมูลสัตวปก ปุยคอกมูลสัตวใน
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ฟารม และของเสียเทศบาล โดยนาํมาผสมกับดินในอัตรา 2 เปอรเซ็นต และใสเอ็นโดซัลแฟนความ

เขมขน 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมลงไป หลังจากนั้นจงึเก็บตัวอยางดนิเพื่อนาํมาตรวจสอบหา      

เอ็นโดซัลแฟนที่ผานกระบวนการยอยสลายทางชวีภาพ ณ วันที่ 1  8  15  22  29  43 และ 57 ของ

การทดลองพบวา คร่ึงชวีิตของอัลฟาเอน็โดซัลแฟนในดินที่มกีารใสสารอินทรียจากการผลิตอาหาร

สัตวปกมีคาเทากับ 10 วัน เมือ่เปรียบเทียบกับดินที่ใสสารอินทรียชนิดอ่ืนๆ ซึง่มีคาเทากับ 22 วนั สวน

ครึ่งชีวิตของเบตาเอ็นโดซัลแฟนในดนิที่ใสสารอินทรียจากการผลิตอาหารสัตวปก มีคาเทากับ 22 

วัน ในขณะที่ในดินที่ใสของเสียเทศบาล และปุยมูลสัตวมีคาเทากับ 57 และ 115 วนัตามลาํดับ 

Sethunathan และคณะ (2004) ไดศึกษาความสามารถของสาหรายในการยอย

สลายอัลฟาเอน็โดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลวและในดิน ทัง้ใน

สภาพมีแสงและไมมีแสง พบวา สาหรายสีเขียว Chlorococcum sp. หรือ Scenedesmus sp. 

สามารถลดความคงทนของเอ็นโดซัลแฟนในดิน และเปลีย่นโครงสรางใหเปนเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต

ในสภาพมีแสงไดดีกวาไมมแีสง โดยสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต นอกจากนี้ไดนําสาหราย

สายพนัธุดงักลาวมาทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเหลว พบวา มคีวามสามารถในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทรูปอ่ืนๆ ไดอีก คือ เอน็โดซัลแฟนอีเธอร และเอ็นโดซัลแฟนอัลดีไฮด 

อยางไรก็ตาม เมื่อสกัดเซลลของสาหรายออกมาวิเคราะห ทําใหพบการตกคางของเอน็โดซัลแฟนและ

เอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต จึงสรุปไดวา ทัง้กระบวนการเปลี่ยนรูปทางชวีภาพ (biotransformation) และ

การดูดซับทางชีวภาพ (biosorption) ของสาหราย มีผลตอการการบําบัดฟนฟดูินที่ไดรับมลพิษ

จากการปนเปอนของสารกาํจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟน   

Kwon, Sohn และ Shin (2005) ไดคัดแยกแบคทีเรียในดนิที่มกีารปนเปอนของเอ็นโดซลัแฟน 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium ที่มีเอน็โดซลัแฟน และเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต เปนแหลง

คารบอนและพลังงาน พบวา แบคทีเรีย Klebsiella oxytoca KE-8 สามารถยอยสลายไดทั้ง     

เอ็นโดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต โดยเมื่อนาํมาทดสอบการยอยเอน็โดซัลแฟนที่ความ

เขมขน 150 มลิลิกรัมตอลิตร และเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟตที่ความเขมขน 173 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 

มวลชีวภาพของเชื้อมีการเพิม่ขึ้นอยางรวดเรว็ โดยตรวจสอบจากคา optical density ทีค่วามยาวคลื่น 

550 นาโนเมตร มีคาเทากบั 1.9 ภายในเวลา 4 วนั และคาคงที่การยอยสลายของอัลฟา-เบตา  

เอ็นโดซัลแฟน และเอน็โดซลัแฟนซัลเฟต มีคาเทากับ 0.3084 0.2983 และ 0.2456 ตอวนั 

ตามลําดับ 

Mukherjee และ Mittal (2005) ไดศึกษาถึงการบาํบัดทางชีวภาพของเอ็นโดซัลแฟนโดย

ราดินสองสายพันธุ คือ Aspergillus terreus และ Cladosporium oxysporum พบวา ราทั้งสอง

สายพนัธุนี้ เร่ิมมีการสรางสารเมทาโบไลทหลงัจากบมเชื้อไปได 5 – 10 วัน ทั้งนี้ ณ วันที่ 15 ของ

การบมเชื้อ A. terreus และ C. oxysporum สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 91 และ 89 
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เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยที่ A. terreus จะมีการอัตราการยอยที่เร็วกวา C. oxysporum โดย

สังเกตจากระยะการทดสอบการยอยสลาย ณ วนัที ่1 ถึงวนัที่ 7  

Hernandez-Rodriguez และคณะ (2006) ไดศึกษาถึงการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใน

ระหวางการเพาะเลี้ยง Pleurotus pulmonarius โดย 96.25 เปอรเซ็นตของอัลฟาไอโซเมอร และ 

97 เปอรเซ็นตของเบตาไอโซเมอรถูกยอยสลายภายในระยะเวลา 15 วัน และเมื่อเพิ่มระยะเวลา

การทดลองออกไปจนถงึ 35 วนั พบวา เชื้อไดยอยสลายอัลฟาและเบตาไอโซเมอรได 99.78 

เปอรเซ็นต และ 99.92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

Kumar และ Philip (2006) ไดศึกษาถึงการบําบัดฟนฟทูางชีวภาพของดินและน้ําทีม่ีการ

ปนเปอนของเอ็นโดซัลแฟน โดยการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในหองปฏิบัติการ ซึ่งแบคทีเรียที่

ใชในการทดลอง ไดแก Staphylococcus sp., Bacillus circulans-สายพนัธุ 1 และ สายพนัธุ 2  

คัดแยกจากดนิบริเวณใกลเคียงกับโรงงานผลิตสารเอ็นโดซัลแฟน โดยหลงัจากการบมแบคทีเรีย

ผสมทั้งสามชนิดในถงับําบดัเปนเวลา 3 สัปดาห พบวา เชื้อสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนได 

71.58 และ 75.88 เปอรเซ็นต ในสภาวะมอีากาศและอบัอากาศ ตามลําดับ การเตมิแหลงคารบอน

ที่มาจากเดกซโทรส (dextrose) ชวยเพิม่อัตราการยอยสลายไดทัง้สองสภาวะ โดยปรมิาณเดกซโทรส 

ที่เหมาะสมคือ 1 กรัมตอลิตร การยอยสลายอัลฟาเอน็โดซลัแฟนเกิดข้ึนไดมากกวาเบตาเอ็นโดซัลแฟน 

ในทุกการทดลอง และจากการทดสอบประสิทธิภาพของการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนในดนินัน้ 

พบวา เกิดขึ้นในดินทรายมากที่สุด รองลงมาคือ ดินแดง ดินหมัก และดินเหนียว ตามลําดับ 

Shivaramaiah และ Kennedy (2006) ไดทดสอบความสามารถในการยอยสลาย       

เอ็นโดซัลแฟนของแบคทีเรียที่อาศัยอยูในดิน ซึง่คัดแยกมาจากดนิในไรฝาย พบวาเชื้อสามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตโดยปฏกิิริยาออกซิเดชันไดถึง 50 เปอรเซ็นต 

ภายในระยะเวลา 3 วนัของการบมเชื้อ ทั้งนี้ไดตรวจสอบปริมาณสารเมทาโบไลทโดยเทคนิค Gas 

Chromatography 

Verma และคณะ (2006) ไดศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของ

แบคทีเรีย Rhodococcus MTCC 6716 ที่คัดแยกมาจากลาํไสของไสเดือนดิน Metaphire 

posthuma โดยเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดถูกใชเปนแหลงคารบอน

ของเชื้อ และถูกยอยสลายถึง 92.58 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 15 วนั นอกจากนีย้ังพบวา การยอย

สลายเอน็โดซลัแฟน มีความสัมพนัธกับอัตราการเจริญของเชื้อ และการเพิม่ของคลอไรดไอออนใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ โดยเชื้อมคีวามทนทานตออุณหภูมิทีสู่งถึง 45 องศาเซลเซยีส ซึ่งยงัคงรักษา

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไดเหมือนเดิม 
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอยางราจากแหลงตางๆ  

 
3.1.1 ราในดิน 
 
เก็บตัวอยางดนิจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก และ

จากพื้นที่เกษตรกรรมมีประวัติการใชสารกําจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟนในจังหวัดปทุมธาน ี นนทบุรี 

นครปฐม จันทบุรี กาญจนบุรี สระแกว และนครราชสีมา โดยใสในถุงพลาสติกเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เพื่อนําคัดมาแยกราใหบริสุทธิ ์

 
3.1.2 ราที่ขึ้นบนซากพืช 

 
เก็บตัวอยางกิง่ไมผุที่มีลักษณะยุย น้าํหนกัเบา มีเนื้อไมสีขาว และเห็ดที่ขึ้นบนเนือ้ไม ใน

ถุงพลาสติกทีบ่รรจุซิลิกาเจล แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อนําเนื้อเยื่อดานในสวนที่

ไมไดสัมผัสกับอากาศออกมาเพาะเลีย้ง และคัดแยกราใหบริสุทธิ์ โดยกิ่งไมผุและเห็ดดังกลาว เก็บ

มาจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติดอยอินทนนท จังหวัดเชียงใหม และอุทยานแหงชาติ

ตากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

 
3.2 การแยกเสนใยจากราตัวอยาง 

 
3.2.1 การแยกราในดนิ 

 
การคัดแยกราที่อาศัยอยูในดินจากแหลงตางๆ เร่ิมจากการนําตัวอยางดินน้าํหนัก 1 กรัม 

ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium (pH 7) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มลิลิลิตร ที่ผานการนึง่ฆาเชื้อในหมอความดนัไอน้ํา เปนเวลา 20 นาท ีที่อุณหภูม ิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ จากนัน้ใสเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 50 มิลลิกรัม

ตอลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ดังกลาว แลวนาํไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 

รอบตอนาท ีณ อุณหภูมหิอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 วนั เมื่อครบกําหนด ใชไปเปตต

อัตโนมัติดูดสารละลายดนิ 5 มิลลิลิตร ใสในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเดมิที่เตรียมใหมโดยใสเอ็นโดซลั

แฟนความเขมขนเทาเดิม แลวใชเครื่องเขยาที่สภาวะเดิมตออีก 5 วนั ทั้งนี้จะทําการเลี้ยงเชื้อใน
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อาหารที่เตรียมใหม และเขยาที่สภาวะเดิมรวมทัง้สิ้น 3 คร้ัง จากนั้นเตรียม Czapek’s Dox  Agar  

ที่มีสวนผสมของเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร แลวดูดสารละลายดินจากการ

เขยาครั้งที ่3 ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว เทอาหารที่เตรียมไวลง

ในจานเพาะเชือ้ที่มีสารละลายดิน 1 มิลลิลิตร อยูตามลงไป หมนุวนใหอาหารเลีย้งเชื้อเปนเนื้อ

เดียวกนักบัสารละลายดนิ บมไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 – 3 วนั สงัเกตชนิดของราที่ข้ึน แลวทํา

การแยกโคโลนีเดี่ยวออกมาจนกวาจะไดราที่บริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar 

(PDA) จากนัน้จึงศึกษาลักษณะภายนอกของราที่แยกได ไดแก ลักษณะของเสนใย และสีของ

โคโลน ีแลวเกบ็รักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ผิวหนาเอียง ที่อุณหภูมิหอง เพื่อใชในการทดลองขัน้

ตอไป 

 
3.2.2 การแยกราทีข่ึ้นบนซากพืช 
 
นําตัวอยางเหด็ และกิ่งไมผุมาคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ โดยใชเนื้อเยื่อดานใน สวนที่ไมได

สัมผัสกับอากาศมาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมเชื้อที่อุณหภูมหิองประมาณ 7 วัน สังเกตการ

เจริญเติบโต ลักษณะภายนอกของรา ไดแก ลักษณะของเสนใย และสีของโคโลนี แลวนาํราทีค่ัด

แยกไดมาทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ีโครงสรางเปนวงแหวน หรือทดสอบความ

เปนราไวตรอต โดยเพาะเลี้ยงราดังกลาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสี หรือสารเพื่อทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลาย ซึง่ไดทาํการทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด ไดแก 

1)  การทดสอบกับอาหาร Poly-R agar clearance 

      นําราที่แยกไดมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 7 วนั 

เพื่อใชเปนเชื้อต้ังตน จากนัน้ใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะ

ลงบนเสนใยบริเวณขอบนอกของโคโลน ี วางลงบนอาหาร Poly-R agar clearance บมไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วนั และสังเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี ถาเชื้อมี

แนวโนมในการยอยสลายไดดี สีของอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  

2)  การทดสอบกับอาหาร Tannic acid agar   

      นาํราที่แยกไดมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 7 วนั 

เพื่อใชเปนเชื้อต้ังตน จากนัน้ใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะ

ลงบนเสนใยบริเวณขอบนอกของโคโลน ีวางลงบนอาหาร Tannic acid agar  บมไวที่อุณหภูมหิอง 

เปนเวลา 7 วนั และสงัเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี ถาเชื้อมีแนวโนมในการยอย

สลายไดดี สีของอาหารเลีย้งเชื้อจะเปลีย่นจากสีขาวเปนสีน้าํตาลเขม ทาํการคดัเลือกรา โดย

สังเกตจากบริเวณที่เกิดการยอยสี Poly R-478 บนอาหาร Poly-R agar clearance หรือบริเวณทีม่ี
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การสรางโซนสีน้ําตาลบนอาหาร Tannic acid agar แลวเก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 

ผิวหนาเอยีง ณ อุณหภูมิหอง เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
 
3.3 การศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่คัดแยกได 

 
3.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขัน้ปฐมภูม ิ (Primary 

degradation test) 
 

1) เตรียมเชือ้ต้ังตนสําหรบัใชทดสอบ โดยเพาะเลี้ยงราแตละไอโซเลตตามที่คัด

แยกไดในขอ 3.3.2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 7 วนั เมื่อนํามาใชในการทดสอบ จะใช

เครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะลงบนชิน้วุนบริเวณปลายเสน

ใย 

2)  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium (pH 7) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 4 ชุด ชุดละ 3 ซ้ํา 

ดังนี้  

     - ชุดที ่1: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสชิ้นวุนของเสน

ใยราที่คัดแยกได จํานวน 5 ชิ้น 

   - ชุดที่ 2: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอน็โดซัลแฟน  

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

    - ชุดที่ 3: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร และเสนใยของราที่ตายแลวจากการเตรียมโดยใสชิ้นวุนเสนใยราจาํนวน 5 ชิ้น ลง

ในอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มลิลิลิตร แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั เมือ่ครบกําหนด นําไปฆาเชื้อใน

หมอนึง่ความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะเวลา 

20 นาที เปนเวลา 3 วัน ติดตอกัน (Juhasz และคณะ, 2002) แลวนาํมากรองเอาเสนใยที่ตายแลว

มาใชในการทดลองชุดดังกลาวนี้   

     - ชุดที ่ 4: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และชิ้นวุนเสนใยของราไอโซเลตที่แยกไดจํานวน 5 ชิ้น  

3) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ีที ่

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั เมื่อครบกําหนด ตรวจสอบคาความเปน

กรด-ดาง และดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากทุกชุดการทดลอง เก็บไว
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ในหลอดแกวมีฝาเกลยีวปดที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส พรอมกบักรองเสนใยของราที่ตายแลว

ในชุดที ่ 3 นําไปสกัด และวเิคราะหหาเอน็โดซัลแฟนที่เหลือ รวมทัง้สารเมทาโบไลทที่เกิดจากการ

ยอยสลาย โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ซึ่งมีวธิีการดังตอไปนี ้

                         วธิีการสกัดเอน็โดซัลแฟน และเมทาโบไลทออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ / เสนใยรา 

(ดัดแปลงจาก Sutherland และคณะ, 2000)  

นําสารละลายอาหารเลีย้งเชือ้และเสนใยราที่เก็บไว มาใสในกรวยแกวแยกสาร ขนาด 100 

มิลลิลิตร แลวใสเอธิลอะซิเตตลงไปในอัตราสวน 1:1 เพื่อใชเปนตัวทําละลายในการสกัด เขยาให

เขากันประมาณ 1 นาท ี ตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น นาํของเหลวสวนลางที่เปนอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดอีก

คร้ังโดยใชเอธิลอะซิเตตในอัตราสวนเดิม โดยทําการสกัดทั้งหมด 5 คร้ัง จากนั้น นําสารละลาย เอธิลอะ

ซีเตตที่ไดจากขั้นตอนการสกัดทั้งหมด มาระเหยเอาสวนที่เปนของเหลวออกโดยใชเครื่องระเหย

แหงสุญญากาศแบบหมุน แลวลาง (rinse) สวนทีเ่ปนผงสีขาวกนขวดออกดวยเฮกเซนเก็บไว เพื่อ

นําสารที่สกัดไดนั้นไปทดสอบหาเอน็โดซัลแฟน และเมทาโบไลทที่เกิดข้ึน โดยเทคนคิ TLC 

วิธีการวิเคราะหเอ็นโดซัลแฟน และเมทาโบไลทที่สกัดได โดยเทคนิค Thin 

Layer Chromatography (TLC)  (ดัดแปลงจาก Awasthi, Ahuja และ Kumar, 2000; 

Sutherland และคณะ, 2000) 

ตัดแผน TLC ชนิด Aluminium Oxide60 F254 neutral ที่มีขนาด 20 x 20 ตารางเซนติเมตร 

ใหมีขนาดเล็กลง โดยแผนแรก ซึ่งใชเปนแผนอางอิง ตัดใหมีขนาด 2 x 5 ตารางเซนติเมตร แบงเลน 

(lane) ตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 0.5 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ในเฮกเซน) ณ จุดเริ่มตนของเลนแรก และ

สารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ในเฮกเซน) ณ จุดเริ่มตนของเลน

ที่สอง เตรียมแผน TLC แผนตอๆ มา โดยตัดใหมีขนาด 3 x 5 ตารางเซนติเมตร แบงเลนใหมี

ระยะหางกัน 0.5 เซนติเมตรเชนเดียวกัน เพื่อหยดสารที่ผานการสกัดแลว ลงบนจุดเริ่มตนของแตละ 

เลนถัดมา โดยเริ่มจากสารสกัดของชุดการทดลองที่ 1 2 3 และ 4 ของราแตละไอโซเลต ตามลําดับ 

เมื่อหยดสารสกัดครบทุกชุดการทดลองแลว นําแผน TLC ใสลงในโหลแกวมีฝาปดที่บรรจุ

สารละลายอิ่มตัวเฮกเซน-คลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:1 เมื่อแผน TLC ดูดซับสารละลายเฮกเซน-

คลอโรฟอรมข้ึนมาถึงขอบบนแลว นําแผน TLC ออก ผึ่งใหแหง แลวนํามาพนดวยสารละลาย

อ่ิมตัวของซิลเวอรไนเตรตในเมธานอล ทิ้งไวใหแหงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 365 

นาโนเมตร จนสามารถมองเห็นจุด (spot) ที่เกิดขึ้นบนแตละเลน บันทึกผล และคัดเลือกราที่มี

ความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในขั้นปฐมภูมิ เพื่อนําไปวิเคราะหในขั้นทุติยภูมิตอไป 

โดยพิจารณาจากตําแหนง spot ของสารสกัดที่ปรากฏบนแผน TLC เปรียบเทียบกับตําแหนง spot 

อางอิงของสารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน หรือพิจารณาจากคา Rf  (Retention factor) ซึ่งเปนคา
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อัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่หยดสารถึงจุดกึ่งกลางของ spot ที่ปรากฏขึ้น ตอ

ระยะทางจากจุดเริ่มตนที่หยดสารถึงขอบบนของแผน TLC (University of Colorado at Boulder, 

Department of Chemistry and BioChemistry, 2006) ซึ่งแสดงเปนสมการไดดังนี้  

  

 Rf    =    Distance traveled by the compound (X)   
            ______________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

       Distance traveled by the solvent front (Y) 

3.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขั้นทุติยภูมิ (Secondary 
degradation test) 

 
1)  เตรียมเชื้อต้ังตนสําหรับใชทดสอบ โดยนําราที่ไดจากการคัดเลือกในขั้นปฐมภูมิไป 

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ PDA เปนเวลา 7 วนั เมือ่นํามาใชในการทดสอบ จะใชเครื่องเจาะรู

ไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะลงบนชิ้นวุนบริเวณปลายเสนใย 

2)  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium (pH 7) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใน

ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุด ชุดละ 3 ซ้ํา ดังนี้  

   - ชุดที่ 1: อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซลัแฟนความ

เขมขน  

50 มิลลิกรัมตอลิตร 

   - ชุดที ่ 2: อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร และเสนใยของราที่ตายแลวจากการเตรียมโดยใสชิ้นวุนเสนใยราจํานวน 13 ชิ้น ลง

ในอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 

มิลลิลิตร แลวนาํไปเขยาทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั เมื่อครบกําหนด นาํไปฆาเชื้อในหมอนึ่ง

ความดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะเวลา 20 นาท ี

เปนเวลา 3 วนั ติดตอกัน (Juhasz และคณะ, 2002) แลวนํามากรองเอาเสนใยที่ตายแลวมาใชใน

การทดลองชุดดังกลาวนี ้  

 - ชุดที ่3: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอน็โดซัลแฟน ความเขมขน  

50 มิลลิกรัมตอลิตร และชิ้นวุนเสนใยของรา จํานวน 13 ชิ้น  

3) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ีณ อุณหภมูิหอง 

(30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 วนั ทัง้นี ้ จะมกีารเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชือ้

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก 3 วัน ในระหวางการบมเชื้อจนครบกําหนด โดยเก็บไวในหลอดแกวมฝีา

เกลียวปดที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซยีส เพื่อนําไปสกัด (วิธกีารเดยีวกนักับสกัดเพื่อวิเคราะหดวย
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เทคนิค TLC) และวิเคราะหความเขมขนทีเ่ปลี่ยนไปของเอ็นโดซัลแฟน และสารเมทาโบไลท โดยใช

เทคนิค Gas Chromatography (GC) นอกจากนี ้ มีการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ทุกชุด และตรวจวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในชุดที่ 3 จากน้ําหนกัแหง ทุก 3 

วันเชนกนั 

วิ ธี การวิ เ ค ราะห เ อ็ น โดซั ลแฟน  และ เมทาโบไลท ที่ สกั ด ได โดย เทคนิค  Gas 

Chromatography (GC)    

เตรียมสารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนในเฮกเซนที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 10 20 30 

40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมทัง้สารทีผ่านการสกัดแลวทุกชุด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นํามาฉีด

วิเคราะหลงในเครื่อง Gas Chromatography รุน GC2010 ของบริษัท Shimadzu Corporation ที่

มี autosampler ชนิด AOC-5000 และเครื่องตรวจวัดชนิด Electron Capture Detector (ECD) 

โดยคอลัมนที่ใชเปนแบบ fused silica capillary column ชนิด Rtx-5MS (stationary phase: 5% 

diphenyl / 95% dimethyl polysiloxane) มีความยาว 30 เมตร  เสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 

มิลลิเมตร และความหนาของฟลมหุม 0.25 μm film การฉีดวิเคราะหเปนแบบ splitless โดยมีการ

ตั้งคาโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้ อุณหภูมิของ injector เทากับ 250 องศาเซลเซยีส อุณหภูมขิอง 

detector เทากับ 320 องศาเซลเซียส ทั้งนี้อุณหภูมิเร่ิมตนของคอลัมนอยูที่ 120 องศาเซลเซยีส 

รักษาอุณหภูมใิหคงทีเ่ปนเวลา 3 นาท ี จากนัน้เพิ่มอุณหภูมิเปน 300 องศาเซลเซียส โดยมีอัตรา

เพิ่มอุณหภูมเิปน 10 องศาเซลเซียสตอนาที และรักษาอุณหภูมิใหคงทีเ่ปนเวลา 1 นาที ใชฮีเลยีม 

เปน carrier gas(mobile phase) โดยมอัีตราไหลเทากับ 1.36 มิลลิลิตรตอนาที มีโปรแกรมเวลา

ทั้งหมด 21 นาที เมื่อไดโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และสารเมทาโบไลท

ที่ความเขมขนตางๆ นาํมาสรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) แลวเปรียบเทยีบกับพืน้ที่ใต

กราฟของโครมาโทแกรมทีว่เิคราะหจากสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อที่ จะสามารถหาความ

เขมขนของเอน็โดซัลแฟนทีย่ังคงเหลือ และสารเมทาโบไลทเอ็นโดซัลแฟนไดออลจากการยอย

สลายของราทีค่ัดเลือกได 

 

3.4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราคัดเลือกได 
 
 3.4.1 การกําหนดสภาวะตางๆ ในการทดสอบการยอยสลาย 
 

3.4.1.1 ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 
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     ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนในอาหารเลีย้งเชื้อชนิด Czapek’s 

Dox Medium ที่นาํมาทดสอบไดแก ความเขมขนที่ 50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
  3.4.1.2 ปริมาณแหลงอาหารคารบอน 
 
                  ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในสวนประกอบของอาหารเลีย้ง

เชื้อชนิด Czapek’s Dox Medium โดยแปรผันปริมาณของกลูโคสไวที่ความเขมขน 0.5 และ 2 

เปอรเซ็นต 

 
  3.4.1.3 คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
   

       คาความเปนกรด-ดาง (pH) ของอาหารเลี้ยงเชื้อทีน่ํามา

ทดสอบคือ 4 5 6 และ 7 ซึง่ไดใชไฮโดรคลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เปนสาร

ปรับคา pH 

 
3.4.2 การทดสอบในสภาวะตางๆ ที่กําหนด 

 
 1)   เตรียมเชือ้ต้ังตนสําหรบัใชทดสอบ โดยนําราที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่ผานการทดสอบในขอ 3.2 มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปน

เวลา 7 วัน เมื่อนํามาใชในการทดสอบ จะใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 

เซนติเมตร เจาะลงบนชิน้วุนบริเวณปลายเสนใย 

2) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีการผันแปรสภาวะตางๆ ตามทีก่าํหนดในขอ 4.1 

ซึ่งสรุปไดดังตารางตอไปนี ้
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ตารางที่ 3.1  สภาวะตางๆ ของอาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox Medium ทีน่ํามาทดสอบ 

 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 4 EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 4 EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 4 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 5 EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 5 EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 5 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 6 EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 6 EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 6 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 7 EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 7 EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 7 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 4 EN 100 mg/l, 2%GL, pH 4 EN 200 mg/l, 2%GL, pH 4 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 5 EN 100 mg/l, 2%GL, pH 5 EN 200 mg/l, 2%GL, pH 5 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH6 EN 100 mg/l, 2%GL, pH 6 EN 200 mg/l, 2%GL, pH 6 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 7 EN 100 mg/l, 2%GL, pH 7 EN 200 mg/l, 2%GL, pH 7 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

 

 3)  แบงการทดลองเปน 2 ชดุ ชุดละ 3 ซ้าํ ดังนี ้

      -   ชุดที ่1 (ชุดควบคมุ): อาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox Medium ตาม

ตารางที ่3.1 ทีไ่มไดใสเชื้อทดสอบ 

       -  ชุดที่ 2 (ชุดทดลอง): อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium 

ตามตารางที ่3.1 ที่ใสชิน้วุนบริเวณปลายเสนใยของราจาํนวน 13 ชิ้น  

4) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเรว็ 180 รอบตอนาที 

ณ อุณหภูมหิอง (30-35 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 30 วนั ทั้งนี้ จะมีการเก็บตัวอยางสารละลาย

อาหารเลี้ยงเชือ้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทกุ 6 วนั ในระหวางการบมเชื้อจนครบกําหนด โดยเก็บไว

ในหลอดแกวมฝีาเกลียวปดทีอุ่ณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส เพือ่นําไปวิเคราะหความเขมขนที่

เปลี่ยนไปของเอ็นโดซัลแฟน โดยใชเทคนคิ Gas Chromatography (GC) ตามขอที่ 3.3.3.2 

นอกจากนี ้ มกีารตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อทกุชุด และตรวจวัดอัตราการ

เจริญเตบิโตของเชื้อในชุดที ่2 จากน้าํหนกัแหง ทุก 6 วนัเชนกนั 

   5) เปรียบเทียบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในแตละชุดการทดลอง 

เพื่อประเมนิสภาวะที่ราสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดดีที่สุด 
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3.5. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่ คัดเลือกไดภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยเทคนิค slide culture 

 
  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่มีความสามารถในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลแฟน ทําโดยใชเทคนิค slide culture เร่ิมจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เทลงใน

จานเพาะเชื้อใหระดับอาหารสูงประมาณ 2 มิลลิเมตร ทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหง จากนั้นใชมีด

ผาตัดจุมเอธานอล 95 เปอรเซ็นต เผาไฟ เพื่อฆาเชื้อ แลวกรีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนรูป

ส่ีเหลี่ยมจัตุรัส มีความกวางดานละ 5 มิลลิเมตร ยกชิ้นวุนที่ตัด มาวางลงตรงกลางกระจกสไลดที่

ผานการฆาเชื้อแลวบนแทงแกวงอในจานเพาะเชื้อ จากนั้น ใชเข็มเขี่ยเชื้อเข่ียเสนใยราที่คัดเลือกไว 

มาแตะบนชิ้นวุนของอาหารเลี้ยงเชื้อบนกระจกสไลด แลวใชปากคีบ คีบแผนปดสไลดจุมเอธานอล 

95 เปอรเซ็นต นําไปเผาไฟ แลวคอยๆ วางปดบนชิ้นวุน เทน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลงไปในจานเพาะ

เชื้อ ใหมีระดับสูงประมาณครึ่งหนึ่งของแทงแกวงอ บมไวที่อุณหภูมิหองจนกระทั่งเสนใยของรา

เจริญจนถึงขอบแผนปดสไลด ใหยกแผนปดสไลดขึ้น แลววางลงบนสียอมสไลด Lacto-phenol 

cotton blue ซึ่งหยดอยูตรงกลางกระจกสไลดแผนใหม เข่ียชิ้นวุนที่วางอยูบนกระจกสไลดแผนเกา

ออกไป แลวหยดสียอมสไลด Lacto-phenol cotton blue ลงไปตรงกลางกระจกสไลดแทน ปดทับ

ดวยแผนปดสไลดแผนใหม นําสไลดทั้งสองแผนไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 

 
3.6. การบงชี้ชนิดของราที่คัดเลือกไดโดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน

ที่ประมวลรหัสของตาํแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer)  
 

3.6.1 การสกดัจีโนมิก DNA ของรา 
  

  นําเสนใยของราที่คัดเลือกไดมาสกัด DNA โดยวิธี Cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) ของ Zhou, Miwa และ Hogetsu (1999) เร่ิมจากการนําเสนใยไปบดใหละเอียด

โดยใชโกรง เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดไมโค

รเซนติฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 นาท ี เท

ของเหลวสวนบนทิง้ใหเหลือแตตะกอน เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตร และปนเหวีย่งซ้าํ เพื่อลางตวัอยางจนของเหลวสวนบนใส เติมสารละลาย 2X CTAB 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลแตก 

เติมสารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอตัราสวน 24  : 1  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร เพื่อกาํจัดโปรตีน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงในหลอด ไมโครเซนติฟวจหลอดใหม เติม
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สารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีก

คร้ัง ผสมใหเขากัน ปนเหวีย่งที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชัน้

บนใสในหลอดไมโครเซนติฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย   ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร แชในน้าํเข็งเปนเวลา 30 นาที ปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที เพื่อตกตะกอนกรดนิวคลีอิก เทสวนใสทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมเอธานอลเขมขน 70 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีเพือ่

ลางตะกอนของกรดนวิคลีอิก เทสวนใสทิ้ง ทิง้ตะกอนใหแหงในอุณหภูมิหอง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 

100 ไมโครลิตร และ RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให

เขากัน และบมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาท ี เพื่อกําจัด RNA เติมสารละลาย PEG ความ

เขมขน 20 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และแชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาที 

ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิ้งใหเหลือตะกอนของ 

DNA เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 

รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อลางตะกอน DNA ดูดสารละลายออก ทิ้งตะกอนใหแหงใน

อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอน DNA เก็บ

ตัวอยาง DNA ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชศึกษาในขัน้ตอไป 

 
      3.6.2 การเพิ่มจํานวน DNA ของราที่ตําแหนง ITS ดวยวธิ ี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)  
 
     นํา DNA ที่สกัดไดตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ไปทาํปฏิกิริยา Polymerase 

Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นสวน DNA ที่ตําแหนง ITS โดยใชไพรเมอรจําเพาะ 

(specific primer) ทีม่ีลําดับเบสเปน ITS1-F (forward) และ ITS4 (reverse) ไดแก                    

5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’ และ 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (White 

และคณะ, 1990; Gardes และ Bruns, 1993) ตามลาํดับ ทําสารละลาย PCR ใหมีปริมาตรรวม

เปน 10 ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยาดงัแสดงใน ตารางที่ 3.2  
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ตารางที่ 3.2  สวนประกอบของสารที่ใชในการทําปฏิกริิยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

สาร ความเขมขนสุดทาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

10X PCR buffer without MgCl2       

2 mM dNTP  mixed    

5u/μl Taq DNA  polymerase 

25 mM MgCl2    

20 μM Primer I (ITS1-F) 

20 μM Primer II (ITS4)     

DNA template    

Sterilized distilled water  

1X 

0.2 mM 

0.5 units/10μl 

2.5 mM 

1 μM 

1 μM 

- 

- 

1.0 

1.0 

0.1 

1.0 

0.5 

0.5 

1.0 

4.9 

ปริมาตรรวม 10 

 
   เมื่อไดสวนผสมทั้งหมดที่มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นําไปดําเนิน

ปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจาํนวนชิน้สวน DNA ที่ตําแหนง ITS ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณ DNA 

อัตโนมัติ (Authorized DNA thermal cycler) โดยไดกาํหนดสภาวะไวดังตอไปนี้ 

   Initial denaturation 94  องศาเซลเซยีส 5 นาท ี

  Amplification 

Denaturation 94 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี

    Annealing  51 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี        

    Extension 72 องศาเซลเซยีส 1 นาท ี

   Final Extension  72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี

   Hold    4 องศาเซลเซยีส    

ตรวจสอบผลการเพิ่มจํานวน DNA ดวยวิธีอิเลคโทรโฟเรซิส (Electrophoreses) 

โดยการแยกขนาดชิน้สวน DNA บนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิ

เดียมโบรไมด 1 ไมโครลิตร ตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต 

เปนเวลา 60 นาที และใชชิ้นสวน DNA มาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

ตรวจสอบขนาดชิ้นสวน DNA ที่เกิดขึ้นภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

38 รอบ 



 34 

   ทําการโคลนชิน้สวน ITS โดยใช PCR-ScriptTM Amp Cloning Kit และ

สกัดพลาสมิดโดยใช FastPlasmidTM Mini Kit แลวหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน ITS ใน 

พลาสมิด โดยสงไปวิเคราะหที่บริษทั Macrogen ประเทศเกาหลีใต ดวยเครื่อง ABI 3730 xl 

automatic sequencer (Applied Biosystems, USA) ขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจะถูก

นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับ ITS ของราชนิดอืน่ๆ ที่ไดมีรายงานไวใน GenBank โดยใช 

โปรแกรม BLAST version 2.1 ที่จัดทําโดย The National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
 

4.1 การเก็บตัวอยางราจากแหลงตางๆ  
 

4.1.1 ราในดนิ 
 

 ตัวอยางดินที่ไดเก็บเพื่อนํามาคัดแยกราจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติ

ตากสินมหาราช จังหวัดตาก และจากดินที่มีประวัตกิารใชสารกาํจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟนในพืน้ที่

เกษตรกรรมจงัหวัดปทุมธานี และนนทบุรี มีทัง้หมด 11 ตัวอยาง ดังนี ้

 ตัวอยางที ่1 ดินปาไผ อุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก 

 ตัวอยางที ่2 ดินปาสน อทุยานแหงชาตติากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

 ตัวอยางที ่3 ดินสวนคะนา อําเภอสามโคก จังหวัดปทุมธาน ี

 ตัวอยางที ่4 ดินสวนกวางตุง อําเภอสามโคก จงัหวัดปทุมธาน ี

 ตัวอยางที ่5 ดินเลนนาขาว อําเภอบางบวัทอง จงัหวัดนนทบุรี 

 ตัวอยางที ่6       ดินเลนนาขาว อําเภอกําแพงแสน จงัหวดันครปฐม 

 ตัวอยางที ่7       ดินเลนนาขาว อําเภอบางเลน จงัหวัดนครปฐม 

 ตัวอยางที ่8       ดินสวนไมผล อําเภอโปงน้ํารอน จังหวดัจันทบุรี 

 ตัวอยางที ่9       ดินจากปา อําเภอศรีสวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี 

 ตัวอยางที ่10     ดินเลนนาขาว อําเภอวงัสมบรูณ จังหวกัสระแกว 

 ตัวอยางที ่11     ดินจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง จงัหวัดนครราชสีมา 
 

4.1.2 ราที่ขึน้บนซากพืช 
 

ตัวอยางกิง่ไมผุ และเห็ดที่ขึ้นบนเนื้อไม ที่ไดเก็บมาจากพืน้ที่ปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชียงใหม มีจํานวน 8 ตัวอยาง และจากอทุยานแหงชาติตากสนิ

มหาราช จงัหวัดตาก มีจํานวน 5 ตัวอยาง 
 
4.2. การแยกเสนใยจากราตัวอยาง 

 
4.2.1 การแยกราในดนิ 
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จากตัวอยางดินที่เก็บไดทั้ง 11 ตัวอยาง สามารถคัดแยกราออกมาเปนไอโซเลตทีบ่ริสุทธิ์

ได 44 ไอโซเลต โดยมีลักษณะ และอัตราการเจริญเติบโต ดังตารางที ่4.1 และภาพที่ 4.1 

 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะและอัตราการเจรญิของราที่แยกไดจากตัวอยางดิน ในเวลา 7 วัน 
 
ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 

 
 

ปาไผ อุทยานตากสินฯ 

จ. ตาก 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปาสน อุทยานตากสินฯ  

จ. ตาก 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวนคะนา อ. สามโคก      

จ. ปทุมธาน ี

 

S1 

 

S2 

 

S3 

 

S4 

 

S5 

 

S6 

 

S7 

 

S8 

 

S9 

 

S10 

 

S11 

 

S12 

 

เสนใยฟู หนาแนน ข้ึนเปนวง สี

ขาว และเหลืองออน 

เสนใยฟู ละเอยีด สีขาวอม

เหลือง 

เสนใยละเอยีด ฟู ข้ึนเปนวงสี

ขาวสลับมวง 

เสนใยเนื้อหยาบ บาง ขึ้นเปน

วงสีมวงเขมสลับมวงออน 

เสนใยหยาบ หนาแนน สีขาว

สลับมวง 

เสนใยหยาบ หนาแนน เปนวง

จากดานในมสีีมวง เหลือง ขาว 

เสนใยคอนขางหยาบ ฟ ูขอบ

แตกแขนง สีมวง และขาว 

เสนใยหยาบ บาง กระจาย และ

มีสีขาว 

เสนใยละเอยีดมาก ฟู และมีสี

เหลืองออน 

เสนใยหยาบ ฟู เจริญเปนวงส ี

ขาวสลับสมเหลือง 

เสนใยละเอยีดมาก ฟู มีสี

เหลืองออน  

เสนใยหนาหยาบ สีขาว ขอบ

โคโลนีเจริญแตกแขนง 

+ 

 

 + + +  

 

+ + 

 

+ +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ + 

 

+ + +   

 

+  

 

+ + 

 

+ +   

 

+ +  
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวนกวางตุง อ. สามโคก 

จ. ปทุมธาน ี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นาขาว อ. บางบัวทอง  

จ. นนทบุรี        

 

 

 

 

 

S13 

 

S14 

 

    S15 

 

S16 

 

S17 

 

S18 

 

S19 

 

S20 

 

S21 

 

S22 

 

S23 

 

S24 

 

S25 

 

S26 

 

S27 

เสนใยหนา เปนวงสขีาวสลับ

มวงออน 

เสนใยฟู เปนวงสีขาวสลับ

เหลือง 

เสนใยสีขาว ฟปูานกลาง ขึ้น

เปนวง 

เสนใยสีเหลืองออน ละเอียด ฟู

ปานกลาง และข้ึนเปนวง 

เสนใยฟู คอนขางหยาบ สีมวง

อมชมพ ู

เสนใยฟู ละเอยีดมาก จากดาน

ในเปนสีเหลือง ขาว และสม 

เสนใยหยาบ ฟู ขึ้นเปนวงสขีาว

สลับเทา 

เสนใยหยาบ มีสีขาว ยกเวน

ดานในสุดเปนสีเขียวเขม 

เสนใยละเอยีด ฟู สีขาว ดานใน

สีเขียวเขม 

เสนใยเนื้อหยาบ หนาแนน ไมฟู 

มีสีขาว 

เสนใยเนื้อหยาบมาก ขึ้นแบบ

แตกแขนงเปนวงสีขาว 

เสนใยเนื้อหยาบมาก ขึ้นแตก

แขนงเปนวงสีเหลืองสลับมวง 

เสนใยเนื้อหยาบ สีขาว ขึ้นเปน

วง บางวงเปนสีเทาเขม 

เสนใยเนื้อหยาบสลับฟ ูสีขาว 

มีสีเทาขึ้นบางสวน 

เสนใยหยาบ ฟู สีขาวขึ้นเปนวง 

++ 

 

++ 

 

+ + +   

 

+ + + 

 

+ + +  

 

+  

 

+ +  

 

+ +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ + +  

  

+ + 

 

+ + +  

 

+ + + 

 

+ + + 
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

6 

 

 

 

 

 

 

7 

 

 

 

8 

 

 

 

 

 

9 

 

 

 

10 

อ. กาํแพงแสน       

จ. นครปฐม 

 

 

 

 

 

อ. บางเลน จ.นครปฐม 

 

 

 

อ. โปงน้าํรอน จ. จันทบุรี 

 

 

 

 

 

อ. ศรีสวัสด์ิ  

จ. กาญจนบุรี 

 

 

อ. วงัสมบูรณ              

จ. สระแกว 

S28 

S29 

 

S30 

 

S31 

 

S32 

 

S33 

 

S34 

 

S35 

 

S36 

 

S37 

 

S38 

 

S39 

 

S40 

 

S41 

เสนใยสวนลางละเอียดสีขาว

สวนบนขึ้นเปนกระจุกสเีขียว 

เสนใยเนื้อละเอียด ฟ ูสีขาว 

เจริญอยางหนาแนน 

เสนใยขอบนอกสีขาว ดานใน

สรางสปอรสีน้าํตาล 

เสนใยบางสีขาว กลางโคโลนี

ขึ้นเปนกระจุกสีเขียว 

เสนใยเนื้อละเอียดสีขาว เจริญ

หนาแนนปานกลาง 

เสนใยบาง สรางสปอรสีเขียว

เหลืองกลางโคโลน ี

เสนใยละเอยีด ฟู เจริญอยาง

หนาแนนมาก สีขาวปนเหลือง 

เสนใยคอนขางหยาบ สีขาว 

เจริญขึ้นฟูไมเปนระเบียบ 

เสนใยเนื้อละเอียด สีขาว เจริญ

ขึ้นฟูอยางหนาแนน 

เสนใยเนื้อคอนขางละเอียด 

เจริญอยางหนาแนน สีขาว 

เสนใยเนื้อละเอียด บาง ฟู      

มีสีขาวเสนใยบางมาก มีการ

สรางสปอรสีเขียวอยางเดนชัด 

เสนใยเนื้อละเอียด เจริญอยาง

หนาแนน สีขาวปนเหลือง 

เสนใยฟูมาก เนื้อคอนขาง 

หยาบ สีเขียวออน 

 

 

+ + + 

 

 + + + 

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ +   

 

+ 

 

+ + +  

 

+ + + 

 

+ + + 

 

+ +  

 

+ + + 

 

+  

 

+ + +  
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

 

 

11 

 

 

 

 

ไรสุวรรณ อ. ปากชอง       

จ. นครราชสีมา 

S42 

 

S43 

 

S44 

เสนใยเนื้อคอนขางหยาบ 

หนาแนน สีขาวปนเหลือง 

เสนใยละเอยีด บาง สีเหลือง มี

การสรางสปอร 

เสนใยบาง เนือ้ละเอียด มีสีขาว 

 

+ 

 

 +    

 

+ +  
 
 
หมายเหต ุ
อัตราการเจรญิ 
+ + + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตเร็ว  

+ + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตปานกลาง  

+  หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตชา  
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA 
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA (ตอ) 
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA (ตอ) 
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  4.2.2 การแยกราทีข่ึ้นบนซากพืช 
  

                      จากตวัอยางกิ่งไมผุ     และเห็ดที่ข้ึนบนเนื้อไม ทีไ่ดเก็บมาจากพื้นที่ปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชยีงใหม และอุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

จํานวนทั้งสิน้ 13 ตัวอยาง สามารถนํามาแยกเนื้อเยือ่ดานในมาเพาะเลี้ยงเปนไอโซเลตที่บริสุทธิ ์

โดยมีลักษณะและอัตราการเจริญเติบโต ดังตารางที ่4.2 และภาพที ่4.2 

 

ตารางที่ 4.2  ลักษณะและอตัราการเจริญของราที่แยกไดจากตัวอยางกิ่งไมผแุละเหด็ ในเวลา 7 วนั 

 

ตัวอยาง 
กิ่งไมผุ/เห็ด 

สถานที่เก็บ รหัสรา   
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย          
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

10 

 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอินทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานดอยอนิทนนท 

จ. เชยีงใหม 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

W1 

 

W2 

 

W3 

 

W4 

 

W5 

 

W6 

 

W7 

 

W8 

 

W9 

 

W10 

เสนใยขึ้นบางๆ ละเอียด และ

มีสีขาว 

เสนใยละเอยีด ข้ึนอยาง

หนาแนนเปนวงสีขาว 

เสนใยบาง สีขาว ดานใน

เจริญหนาแนนกวาดานนอก 

เสนใยหยาบ สีขาว ดานใน

หนาแนนกวาดานนอกมาก 

เสนใยละเอยีด สีขาว เจริญ

อยางหนาแนนสม่ําเสมอ 

เสนใยหยาบ สีขาว เจริญ

หนาแนนดานใน 

เสนใยละเอยีด สีขาวอม

เหลือง 

เสนใยหยาบ สีขาว เจริญ

หนาแนนเปนวง 

เสนใยคอนขางหยาบ สีขาว 

เจริญเปนกระจุกดานใน 

เสนใยหนา ละเอียด และมสีี

ขาว 

+ + +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ + +  

 

+ +  

 

+ +  
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ตารางที่ 4.2  (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
กิ่งไมผุ/เห็ด 

สถานที่เก็บ รหัสรา   
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย          
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

11 

 

12 

 

13 

 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

W11 

 

W12 

 

W13 

 

เสนใยลักษณะยน หนา มีสี

ขาว 

เสนใยละเอยีด บาง ฟ ูดาน

ในสีน้าํตาล ดานนอกสีขาว 

เสนใยละเอยีด คอนขางหนา 

มีสีขาว 

+  

 

+ 

 

+ + +  

 
หมายเหต ุ
อัตราการเจรญิ 
+ + + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตเร็ว  

+ + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตปานกลาง  

+  หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตชา  
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ภาพที ่4.2  ลกัษณะของเหด็/กิง่ไมผทุีน่ํามาแยกเนื้อเยือ่มาเพาะเลีย้ง (ซาย) และลกัษณะโคโลนี

ของราที่คัดแยกไดบนอาหาร PDA (ขวา) 
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ภาพที ่4.2  (ตอ) 
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ภาพที ่4.2  (ตอ) 



 48 

    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2  (ตอ) 
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         ราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ จํานวนทัง้ 13 ไอโซเลต เมื่อนาํมาทดสอบ

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา และการยอยสลาย Poly R-478 และ Tannic acid ไดผลดังภาพ

ที่ 4.3  
 

                 
 

                  
 

                 
 

ภาพที่ 4.3  ลักษณะการเปลี่ยนสีบนอาหาร Poly-R agar clearance และการสรางโซนสนี้ําตาล

บนอาหาร Tannic acid agar ของราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ 
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ภาพที ่4.3  (ตอ) 
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ภาพที ่4.3  (ตอ) 
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                      จากภาพที่ 4.3 ราที่คัดแยกไดจากเห็ด และกิ่งไมผุจาํนวนทั้ง 13 ไอโซเลต พบวา มี

อยูจํานวน 8 ไอโซเลตที่สามารถเปลี่ยนสีของ Poly-R 478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และ

สามารถสรางโซนสนี้ําตาลบนอาหาร Tannic acid agar ไดแก ราไอโซเลต W1 W2 W4 W6 W8 

W10 W11 และ W13 ซึ่งจะนําราทั้ง 8 ไอโซเลตดังกลาวมาทาํการทดลองในขั้นตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.3  ลกัษณะการเปลีย่นสีบนอาหาร Poly-R agar clearance และการสรางโซนสีน้ําตาล

บนอาหาร Tannic acid agar ของราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ (ตอ) 
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4.3 การศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่คัดแยกได 
   

4.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขัน้ปฐมภมูิ  
(Primary degradation test) 
 
 จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารเอน็โดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิของรา

ที่คัดแยกไดทัง้ 57 ไอโซเลต โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) (ภาพที ่4.4) เพื่อ

วิเคราะหเชิงคณุภาพในการตรวจสอบหาสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น ภายหลังจากการบมเชือ้บน

เครื่องเขยาแบบธรรมดาที่อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั พบวา มีราเพยีง 

2 ไอโซเลตคือ S38 และ W2 ที่มีการยอยสลาย และเปลี่ยนรูปเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทา

โบไลทชนิดอืน่ โดยพิจารณาจากตาํแหนง spot ที่ปรากฏขึ้นของสารที่สกัดไดจากอาหารเลี้ยงเชือ้

ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ มีความแตกตางกับตําแหนง spot บนแผน TLC อางอิงของสารละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และตําแหนง spot ที่ปรากฏขึน้ของชุดควบคุมทั้ง 3 ชุด (ชุดที่ไมใสสาร 

ชุดที่ไมใสเชื้อ และชุดที่ใสเสนใยราที่ตายแลว) โดย S38 มีการเปลีย่นรูปเอ็นโดซัลแฟนไปเปนเอน-

โดซัลเฟตเมื่อเทียบกับ spot ของสารเอนโดซัลเฟตมาตรฐาน และสวนไอโซเลต W2 เมื่อพิจารณา

จากคา Rf (Retention factor) พบวา คา Rf ของ spot สารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นใหมนัน้ มีคาเทากับ 

0.04 มีความแตกตางกับ Rf  ของสารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน ซึง่ประกอบดวยอัลฟาและเบตาไอโซ

เมอร (α + β Endosulfan) ที่มีคาเทากับ 0.78 และ 0.58 ตามลําดับ โดยคา Rf ของสารเมทาโบไลท

ที่เกดิขึ้นใหมนัน้ พบวา อาจจะเปนคา Rf ของสารเอ็นโดซัลแฟนไดออล (Endosulfan diol) ซึ่งเปน

สารที่มีรายงานวามีคา Rf ต่ําที่สุด เมื่อเปรียบเทยีบกับสารเมทาโบไลทชนิดอืน่ๆ ของเอ็นโดซัลแฟน 

(Awasthi และคณะ, 1997; Awasthi และคณะ, 2000; Shetty และคณะ, 2000 และ Sutherland 

และคณะ, 2002)  เนื่องจากราไอโซเลต W2 มีการเปลีย่นรูปเอ็นโดซลัแฟนไปเปนเอนโดซัลเฟตได

ออลซึ่งอยูในรูปที่เปนสารทีม่ีพิษตกคางนอยกวาเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ดังนั้นจึงทาํการเลือกรา    

ไอโซเลต W2 มาทาํการทลองศึกษาในขั้นตอไป 
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  Standard 

    1  2  3   4  1   2  3   4  1  2  3   4   1   2  3   4  1  2   3   4      1  2  3   4    1  2  3   4     1   2  3   4    1  2  3   4      1  2   3  4 1   2   3  4 

 S1   S2    S3     S4 S5   S6    S7   S8     S9   S10  S11 

  S12 S13   S14    S15    S17   S18   S19   S20    S21   S22  S23  S16 

       1  2  3   4       1  2  3   4     1  2  3          1  2  3  4      1  2   3   4   1   2  3   4      1  2  3   4        1  2  3   4      1   2  3  4     1   2  3  4      1  2   3  4   1   2   3   4 
  S24 

   1  2  3   4 

 S25   S26    S27   S28 
 

S29   S30 S31 S32 

   1   2  3  4  1  2  3   4   1   2  3   4   1  2  3   4     1  2  3   4    1  2  3   4   1  2  3   4    1  2  3   4   1  2  3   4    1   2  3   4  1   2  3  4 

                 ภาพที่ 4.4  ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได โดยวิธี Thin Layer Chromatography ภายหลังจากการบมเชือ้ 20 วัน 

                     (1: ชุดที่ไมใสสาร   2: ชุดที่ไมใสเชื้อ   3: ชุดที่ใสราที่ตายแลว และ 4: ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ) 

S33  S34 S35 
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               ภาพที่ 4.4 (ตอ) ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได โดยวิธี Thin Layer Chromatography ภายหลังจากการบมเชือ้ 20 วัน 

                     (1: ชุดที่ไมใสสาร   2: ชุดที่ไมใสเชื้อ   3: ชุดที่ใสราที่ตายแลว และ 4: ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ)  * ตรวจพบสารเมทาบอไลทอีกหนึ่งชนิด 

                                  
 

                                          
  
 

 
 

                                 

  Standard 

 

   1   2   3   4   1   2   3  4    1   2   3   4  1   2   3   4     1   2  3   4      1   2   3   4        1  2  3   4     1  2   3   4      1   2  3   4 1  2  3   4 

  S36   S37   S38   S39   S40   S41   S42   S43   S44   W1  * W2 

  W6 
 

  W8  W10  W11 W13 

  1   2  3   4           1  2  3   4  1  2  3   4     1   2  3   4    
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 นอกจากนี ้ ไดทําการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ขั้น

ปฐมภูมิดวยเทคนิค TLC อยางละเอยีดในสภาวะเดิมอีกครั้ง เพื่อยืนยันผล และตรวจสอบ

ระยะเวลาที่ราเริ่มมีการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนเปนเมทาโบไลทรูปอ่ืน (Unknown) ที่อาจจะเปน

เอ็นโดซัลแฟนไดออล โดยมกีารเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชือ้มาทดสอบทกุ 3 วนั จน

ครบกําหนด 21 วัน ไดผลการทดสอบดังภาพที่ 4.5 

 
 

ภาพที ่ 4.5  ผลการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 โดยวิธ ี Thin Layer 

Chromatography ภายหลังจากการบมเชื้อ 21 วัน (A: สารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน B: สาร     

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตมาตรฐาน C: ชุดควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ D: ชุดควบคุมที่ใสเสนใยราที่ตายแลว        

E: วันที ่0 ของการบมเชื้อ F: วันที ่3 ของการบมเชื้อ G: วันที่ 6 ของการบมเชื้อ H: วันที ่9 ของการ

บมเชื้อ I: วันที่ 12 ของการบมเชื้อ J: วันที่ 15 ของการบมเชื้อ K: วันที่ 18 ของการบมเชื้อ L: วันที ่

21 ของการบมเชื้อ)  

 

 จากผลการทดสอบโดยเทคนคิ TLC ดังภาพที่ 4.6 พบวา ราไอโซเลต W2 สามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทั้งอัลฟาและเบตาไอโซเมอร ไดหมดภายในระยะเวลา 18 วันของการบม

เชื้อ และทําใหเกิดการสรางเอ็นโดซัลแฟนไดออล (ไดทําการทดสอบการ spot สารละละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปรียบเทียบภายหลงั เพือ่ยืนยนัผลแลว) ณ วันที ่ 12 ของการบม

เชื้อ นอกจากนี ้ ไมพบการสรางสารเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต ซึง่เปนสารเมทาโบไลททีม่ีความเปนพษิ

รุนแรงมากกวาเอน็โดซัลแฟน เมื่อเปรียบเทียบกับ spot ของสารมาตรฐานเอน็โดซัลแฟนซัลเฟต 
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 ผลการสกัดเสนใยราที่ตายแลวจากชุดการทดลองที่ 3 ของราทกุไอโซเลตที่คัดเลือก

ได เพื่อนาํมาวิเคราะหหาเอน็โดซัลแฟนทีต่กคางโดยเทคนิค TLC นัน้ ปรากฏวา ไมพบ spot ของ

เอ็นโดซลัแฟนทั้งอลัฟาและเบตาไอโซเมอร และจากการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ในทกุชุดการทดลอง ภายหลังจากการบมเชื้อบนเครื่อง

เขยาแบบธรรมดาที่อุณหภูมิหอง ครบ 20 วัน พบวา ในชุดการทดลองที่ใสเชื้อทดสอบ มเีพยีงรา 

W2 ไอโซเลตเดียว ที่มีคา pH เฉลี่ยเพิ่มข้ึนเปน 8.54 นบัจากวนัเริม่ตน (วนัที ่0) ของการบมเชื้อที่มี

คา pH เทากบั 7 ในขณะทีร่าไอโซเลตอื่นๆ มีคา pH เปลี่ยนไปเพยีงเล็กนอยเทานัน้ (ภาคผนวก ก) 

ซึ่งสนับสนนุผลที่ไดจากการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิดวยเทคนิค TLC ที่

ตรวจสอบพบวา รา W2 สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเอ็นโดซลัแฟนไดออล ได ดังนั้น จึง

คัดเลือกเฉพาะราไอโซเลต W2 มาทาํการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในขั้นทุติยภูมิ 

(Secondary degradation test) เพื่อวิเคราะหเชิงปริมาณในการตรวจสอบหาความเขมขนของ

เอ็นโดซัลแฟนที่เหลือ และความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนไดออลที่เกิดขึ้นตอไป 

 
4.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขั้นทุติยภูมิ (Secondary 

degradation test) 
 
        ผลทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนขัน้ทุติภูมิของราไอโซเลต W2 

ดวยเทคนิค Gas Chromatography (GC) โดยใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด Electron Capture Detector 

(ECD) ซึ่งเอน็โดซัลแฟนอลัฟาไอโซเมอร เอ็นโดซัลแฟนเบตาไอโซเมอร และเอ็นโดซัลแฟนไดออล 

มีคา Retention time (Rt) เทากบั 14.91, 16.09 และ 16.03 นาที ตามลําดับ (ภาคผนวก ข) เมือ่

นํามาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนและเอน็โดซัลแฟนได

ออลกับระยะ เวลาการบมเชือ้ (ภาพที ่ 4.6) พบวา รา W2 สามารถยอยสลายอัลฟาและเบตาเอ็น

โดซัลแฟนจากความเขมขนเริ่มตนที่ 50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีความเขมขนลดลงไปตามระยะเวลา 

30 วันของการบมเชื้อ จนสามารถยอยสลายไดหมดในวนัที่ 21 ของการบมเชื้อ และเกิดการเปลี่ยน

รูปเปนสารเอน็โดซัลแฟนไดออลหลังจากวนัที่ 3 ของการบมเชื้อ โดยความเขมขนของอัลฟาเอน็

โดซัลแฟนจากการตรวจสอบทุก 3 วนั ในอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแตวนัที่ 3 ถึงวันที ่ 18 คือ 48.48  

40.79  33.90  30.41  22.75 และ 11.66 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนความเขมขนของเบตา

เอ็นโดซัลแฟนที่ตรวจพบคือ 47.82 39.75 33.06 29.12 22 และ 10.74 มิลลิกรัมตอลติร 

ตามลําดบั และความเขมขนที่เพิ่มข้ึนของเอ็นโดซัลแฟนไดออลที่ตรวจพบทกุ 3 วัน ตัง้แตวันที่ 6 ถึง

วันที่ 30 ของการบมเชื้อ คอื 9.80  16.81 19.29  27.17  31.14  49.5  49.45  49.41 และ 49.42 

ตามลําดับ ทั้งนี้ในชุดควบคุมเพื่อทดสอบการยอยสลายตัวเองของเอ็นโดซัลแฟน 
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(autodegradation control) และชุดควบคุมเพื่อทดสอบการดูดซับเอ็นโดซัลแฟนของเสนใยรา 

(adsorption control) พบการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอน็โดซลัแฟนทั้งอัลฟาและเบตาไอโซ

เมอรที่นอยมาก 

         ผลจากการวัดอัตราการเจริญเติบโตโดยการชั่งน้าํหนักแหงเฉลีย่ของราไอโซเลต W2 

(ภาพที ่ 4.7) พบวา รามีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเปนลําดับนับจากวนัเริ่มตน จนถงึวนัที ่ 18 

ของการบมเชือ้ หลังจากนั้น ไมพบการเจริญเติบโตของรา W2 อีกเลยจนวนัสุดทายของการบมเชือ้ 

สวนผลจากการวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้ 3 ชุด (ภาพที ่ 4.8) พบวา 

อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ในชุดที่ใสเชื้อทดสอบ มีคา pH เฉลี่ยเพิ่มสูงขึ้น นับจาก

วันแรกของการบมเชื้อที่มีคา pH เทากับ 7 โดยในวนัที ่3 ของการบมเชื้อจนถงึวนัที ่30 ของการบมเชื้อ 

คา pH เฉลี่ยที่ตรวจวัดไดคือ 7.01 7.13 7.21  7.59 7.90 8.31 8.53  8.55 8.55 และ 8.55 

ตามลําดับ ทั้งนี้ในชุดควบคมุทั้งสองชุดคา pH เฉลี่ยทีต่รวจวัดได มกีารเปลี่ยนแปลงเพยีงเลก็นอย 
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อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีไมใสเช้ือทดสอบ) เบตาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีไมใสเช้ือทดสอบ)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเสนใยราท่ีตายแลว) เบตาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเสนใยราที่ตายแลว)
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เอ็นโดซัลแฟนไดออล (ชุดท่ีใสเช้ือทดสอบ)

 
ภาพที ่ 4.6  ความสมัพันธระหวางความเขมขนเฉลีย่ของเอน็โดซัลแฟน (อัลฟาและเบตาไอโซเมอร) 

และเอ็นโดซัลแฟนไดออล กบัระยะเวลาการบมเชื้อ 
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ภาพที่ 4.7  น้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราไอโซเลต W2 ในระหวางการบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน 
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ภาพที่ 4.8  คาความเปนกรด-ดางเฉลีย่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ในระหวาง

การบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน 
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4.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได 
   
จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ใน

สภาวะตางๆ ของอาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่กาํหนดไวทัง้หมด 24 สภาวะตาม

ตารางที่ 3.1 พบวา ในระหวางการบมเชือ้เปนเวลา 30 วัน มีอยูจาํนวน 18 สภาวะ ที่ไมพบการ

เจริญเติบโตของรา W2 ซึ่งตรวจสอบจากการชั่งน้ําหนักแหง (ภาคผนวก ง) ไดแก สภาวะความ

เขมขนของเอ็นโดซัลแฟน100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกปริมาณความเขมขนของแหลงอาหาร

คารบอน (กลโูคส 0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 4  5  6 และ 7) 

รวมทัง้สภาวะที่มีความเขมขนของเอน็โดซลัแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 และ 2 เปอรเซน็ต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 4 นอกจากนี้ผลการวดัคาความเปน

กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่กลาวมาทั้งหมดยังพบวา มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย

เทานัน้ (ภาคผนวก ง) จงึไดทําการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนเบื้องตน

ดวยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ซึง่ผลปรากฏวา ราไอโซเลต W2 ที่บมในสภาวะ

ตางๆ ดังกลาวขางตน ไมสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล หรือสาร  

เมทาโบไลทรูปอ่ืนๆได (ภาคผนวก ง) ดังนั้น จึงสามารถสรุปสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s 

Dox Medium ทีเ่หลอืทัง้ 6 สภาวะ ซึ่งไดนาํมาทาํการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดย

เทคนิค Gas Chromatography (GC) ตอไปไดดังนี้  

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 5 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 6 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 7 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 5 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 6 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 7 

ผลจากการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนของรา W2 ตามสภาวะตางๆ ขางตน 

สามารถนํามาสรางกราฟแสดงอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนตอน้าํหนักแหงของรา ในระหวาง

การบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน ไดดังภาพที ่4.9 ถึง 4.19  
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ภาพที่ 4.9 อัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนตอน้ําหนกัแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ มี

เอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลูโคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.10 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ 

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

อัต
รา
กา

รย
อย

สล
าย

(ม
ก.
เอ็
นโ
ดซั

ลแ
ฟน

 / 
กรั

มน
้ําห

นัก
แห

ง)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน เบตาเอ็นโดซัลแฟน



 
 

62 

pH

6.5
7

7.5
8

8.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว

าม
เป
นก

รด
-ด
าง

ชุดที่ไมใสเชื้อทดสอบ ชุดที่ใสเช้ือทดสอบ

pH

4.5

5

5.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว

าม
เป
นก

รด
-ด
าง

ชุดที่ไมใสเช้ือทดสอบ ชุดที่ใสเช้ือทดสอบ

Dry weight

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

Dry weight

0

0.1

0.2

0.3
0.4

0.5

0.6

0.7

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (ก
รัม

)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

อัต
รา
กา

รย
อย

สล
าย

(ม
ก.
เอ็
นโ
ดซั

ลแ
ฟน

 / 
กร

ัมน้ํ
าห

นัก
แห

ง)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน เบตาเอ็นโดซัลแฟน

 
ภาพที ่ 4.11 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 
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ภาพที ่ 4.12 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5 
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ภาพที่ 4.13 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6 
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ภาพที ่ 4.14 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 
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เมื่อพิจารณาจากอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ตลอดระยะเวลา

30 วนัของการบมเชือ้ พบวา ในแตละสภาวะของการทดลองโดยรวม เอ็นโดซัลแฟนทั้งสองไอโซเมอร 

มีอัตราการสลายตัวที่เพิม่สูงขึ้นเมื่อเวลาผานไป ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้ง

เชื้อ Czapek’s Dox Medium กม็ีแนวโนมสูงขึ้นตามไปดวย 

 ในชุดทดลองที่มีสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคา pH 5 ปริมาณกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต 

และชุดที่มี pH 5 ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W2 มีอัตราการยอยสลายที่ใกลเคยีงกนั 

โดยในวนัที ่30 ของการบมเชือ้ รามีอัตราการยอยสลายเฉลี่ย 0.2795 และ 0.2645 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (27.95 และ 26.45 เปอรเซน็ต) ตามลาํดบั และมีการเปลี่ยนแปลงคา 

pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจากวันเริ่มตนที่ pH 5 เปน pH 5.35 และ 5.37 เมื่อพิจารณาอัตราการ

เจริญเติบโตของรา W2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ทั้งสองสภาวะดังกลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดย

รามีระยะการเจริญเติบโตสูงสุดอยูในชวงระหวางวนัที่ 12 ถึง 18 ของการบมเชื้อ และเขาสูระยะ 

stationary phase ภายหลังจากวนัที่ 18 ของการบมเชือ้ ทั้งนีน้้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราทั้ง 2 สภาวะ 

ณ วันสุดทายของการบมเชือ้เทากับ 0.338 และ 0.3313 กรัม ตามลําดับ 

 ชุดทดลองทีม่สีภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ pH 6 ปริมาณกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต และชุดที ่pH 6

ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W 2 มีอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่ใกลเคียงกนั โดย

ในวันที ่ 30 ของการบมเชื้อ รามีอัตราการยอยสลายเฉลี่ย 0.4494 และ 0.4433 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (44.94 และ 44.33 เปอรเซน็ต) ตามลาํดบั และมีการเปลี่ยนแปลงคา 

pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจากวันเริ่มตนที่ pH 6 เปน pH 6.35 และ 6.39 เมื่อพิจารณาอัตราการ

เจริญเติบโตของรา W2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ทั้งสองสภาวะดังกลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดย

รามีระยะการเจริญเติบโตสูงสุดอยูในชวงระหวางวนัที ่ 12 ถึง 18 ของการบมเชื้อ และเริ่มมีอัตรา

การเจริญชาลงจนเขาสูระยะ stationary phase ภายหลังจากวนัที ่18 ของการบมเชื้อ ทั้งนีน้้าํหนกั

แหงเฉลี่ยของราทั้งสองสภาวะในวันสุดทายของการบมเชื้อเทากับ 0.0034 และ 0.338 กรัม 

ตามลําดับ 

 ชุดทดลองทีม่สีภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ pH 7 ปริมาณกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และชุดที ่pH 7

ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W 2 มีอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่แตกตางกัน โดย

ในวนัที ่30 ของการบมเชื้อ ราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรายอยสลายเฉลีย่ 

0.7127 มก.เอ็นโดซัลแฟน ตอกรัมน้ําหนักแหงของรา (71.27 เปอรเซ็นต) สวนราที่บมในอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซน็ต มีอัตรายอยสลายเฉลี่ย 0.9887 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (98.87 เปอรเซ็นต) และทัง้สองชุดมีการเปลี่ยนแปลงคา pH ของอาหาร

เลี้ยงเชื้อจากวนัเริ่มตนที่ pH 7 เปน pH 7.92 และ 8.56 เมื่อพิจารณาอัตราการเจรญิเติบโตของรา 

W2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้สองสภาวะดงักลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดยสังเกตพบการ
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เจริญเติบโตอยางชัดเจนภายหลงัจากวนัที่ 6 ของการบมเชื้อ จนเจริญเติบโตสูงสุดในวันที ่ 18 

หลังจากนั้น รามีการอัตราการเจริญคงทีใ่นระยะ stationary phase ตลอดจนถงึวนัสุดทายของ

การบมเชื้อ ทัง้นีน้้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราทั้งสองสภาวะในวนัสุดทายของการบมเชือ้เทากับ 0.6471 

และ 0.6501 กรัม ตามลาํดบั 

 ผลที่ไดจากการทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ทั้ง 6 สภาวะ สามารถ

สรุปประสิทธภิาพของรา W2 ตอการยอยสลายเอ็นโดซลัแฟนในสภาวะตางๆ ไดดังตารางที่ 4.3  

 

ตารางที่ 4.3  ประสิทธิภาพในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ภายหลงัจากการ

บมเชื้อเปนเวลา 30 วนั  

 

สภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ 
Czapek’s Dox Medium 

อัตราการยอยสลาย   
(มก.เอ็นโดซลัแฟน/
กรัมน้ําหนักแหง/วนั) 

ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน
ที่ยอยสลายได 

(มก/ล.) 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 5 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 6 

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 7 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 5 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 6 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 7 

0.01 

0.017 

0.0273 

0.0103 

0.0177 

0.0373 

13.42 (26.84%) 

21.6 (43.2%) 

36.02 (72.04%) 

13.52 (27.04%) 

21.9 (43.8%) 

49.44 (98.88%) 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

  

 ผลจากตารางที่ 4.4 สามารถสรุปไดวา สภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox 

Medium ทีม่ีความเหมาะสมที่สุดตอประสิทธิภาพในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต 

W2 คือ สภาวะที่มีความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี

กลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซ็นต ที่คา pH เทากับ 7 โดยสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน ได 

49.44 มิลลิกรัมตอลิตร (98.88 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต 

คา pH เทากบั 7 ยอยสลายได 36.02 มลิลิกรัมตอลิตร (72.04 เปอรเซ็นต) อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

กลูโคส 2 เปอรเซ็นต คา pH เทากับ 6 ยอยสลายได 21.9 มิลลิกรัมตอลิตร (43.8 เปอรเซ็นต) 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต คา pH เทากับ 6 ยอยสลายได 21.6มิลลิกรัมตอลิตร 

(43.2 เปอรเซน็ต) อาหารเลีย้งเชื้อที่มีกลโูคส 2 เปอรเซน็ต คา pH เทากบั 5 ยอยสลายได 13.52 

มิลลิกรัมตอลิตร (27.04 เปอรเซ็นต) และอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซน็ต คา pH เทากบั 

5 ยอยสลายได 13.42 มิลลิกรัมตอลิตร (26.84 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาถึงปจจยัที่มีผลตออัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ซึ่ง

จากการทดลองนี้ ไดแก ปริมาณความเขมขนของกลูโคส (0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และคาความเปน

กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ (pH 5, 6 และ 7) พบวา ปริมาณความเขมขนของกลูโคสที ่ 2 

เปอรเซ็นตในอาหารเลี้ยงเชือ้ มีผลตอการเพิม่อัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของรา W2 

มากกวาปริมาณความเขมขนที่ 0.5 เปอรเซ็นต อยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก จ) สวนสภาวะความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อ จากการทดสอบทาง

สถิติพบวา สภาวะที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาเปน 5 และ 6 อัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน 

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสาํคัญ แตจะมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญกบัอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีคา pH เปน 7 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก จ) ซึ่งสนับสนนุผลการวิจยัดังที่

ไดกลาวมาแลววา สภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคา pH เทากับ 7 และมีองคประกอบเปนกลูโคส 

2 เปอรเซ็นต เปนสภาวะที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพตอการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของรา   

ไอโซเลต W2 สูงสุด    
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อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH5 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH5
อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH5 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH5

 
ภาพที ่ 4.15 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 5  



 
 

67 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

อัต
รา
กา

รย
อย

สล
าย

(ม
ก.
เอ็
นโ
ดซั

ลแ
ฟ
น 

/ ก
รัม

น้ํา
หนั

กแ
หง

)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH6 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH6

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH6 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด 50 mg/l, 2%GL, pH6

 

ภาพที ่ 4.16 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 6  
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อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH7 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH7

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH7 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH7

 

ภาพที ่ 4.17 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 7  
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อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH5 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH5
อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH6 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH6
อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH7 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH7

 

ภาพที่ 4.18 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางคาความเปนกรด-ดาง ที ่

5  6 และ 7 ทีป่ริมาณความเขมขนของกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต  
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อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH5 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH5
อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด  EN 50 mg/l, 2%GL, pH6 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH6
อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH7 เบตาเอ็นโดซัลแฟน ชุด EN 50 mg/l, 2%GL, pH7

 

ภาพที่ 4.19 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางคาความเปนกรด-ดาง ที ่

5  6 และ 7 ทีป่ริมาณความเขมขนของกลโูคส 2 เปอรเซน็ต  
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4.5 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราที่คัดเลือกไดภายใตกลองจุลทรรศน
ดวยเทคนิค slide culture 
  

 จากผลการศึกษาความสามารถในการยอยเอ็นโดซัลแฟนของรา ในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิด 

Czapek’s Dox Medium ซึง่พบวา ราไอโซเลต W2 ที่คัดแยกไดจากเหด็ มีความสามารถในการยอย

สลายเอน็โดซลัแฟนไดดีที่สุด จึงไดทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน

ดวยเทคนิค slide culture พบวา ลกัษณะเสนใยของราเปนชนิดที่มีผนังกั้น (septate hypha) ดัง

ภาพที ่4.20 และพบการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา arthospore หรือ oidia ซึ่งเกิดจาก

การแตก หรือขาดเปนทอนๆ ของเสนใยดงัภาพที่ 4.21 
 

 
 

ภาพที่ 4.20  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา W2 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา 

แสดงเสนใยชนิดที่มีผนังกั้น (septate hypha) 

 

 
 

ภาพที่ 4.21  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา W2 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา

แสดงสปอรแบบไมอาศัยเพศชนิด arthospore 
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4.6 การบงชี้ชนิดของราที่คัดเลือกไดโดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลโีอไทดของยีนที่
ประมวลรหสัของตําแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer) 
 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดที่ตําแหนง ITS จากผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา 

Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร ITS1-F และ ITS4   พบวา รา W2 มีความ

ยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 697 bp ซึ่งประกอบดวยลาํดับนิวคลีโอไทดที่ 1 ถงึ 68 เปนบางสวน

ของ 18S rRNA ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 69 ถึง 275 เปนสวนของ ITS1 ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 276 ถึง 

435 เปนสวนของ 5.8S rRNA และลําดบันิวคลีโอไทดที่ 436 ถึง 639 เปนสวนของ ITS2 และ

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 640 ถึง 697 เปนบางสวนของ 28S rRNA โดยลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมด

แสดงไดดังตอไปนี้ 

 
         10     20     30     40      50   

5’ CTTGGTCATT TAGAGGAAGT AAAAGTCGTA ACAAGGTTTC CGTAGGTGAA 
        60     70     80     90    100 

   CCTGCGGAAG GATCATTAAC GAGTTTTGAA AGGGGTTGTA GCTGGCCTTC 
       110   120   130    140    150 

      AGGGGCATGT GCACACCTTG CTCATCCACT CTACACCTGT GCACTTACTG 
        160   170   180    190    200 

    TAGGTTGGTG TAAGTCTTTC TGGCTGCCTT TAAGGTGGTT GCAAAGGCAT 
        210   220   230    240    250 

    TCTGCCAGCC  TATGTATGTT TACACAAACT CCAATGAATG TTAATAGAAT 
       260   270   280   290   300   

   GGAAACGCGT CTAACGCATT TTAATACAAC TTTCAGCAAC GGATCTCTTG 
       310   320   330   340   350  

    GCTCTCGCAT CGATGAAGAA CGCAGCGAAA TGCGATAAGT AATGTGAATT 
       360   370   380   390   400 

   GCAGAATTCA GTGAATCATC GAATCTTTGA ACGCACCTTG CGCTCCTTGG 
       410   420   430   440   450 

   TATTCCAAGG AGCATGCCTG TTTGAGTGTC ATGAAATTCT CAACTCATAA 
       460   470   480   490   500 

   ATCTTTTTGG TTTATGAGCT TGGATTTTGG AGGCTTGTTG AGTCCTTGTA 
       510   520   530   540   550 

    ATATGGGTCT TAGCTCCTCT TGAATGCATT AGCTTGATTC CGTGCGGATC 
       560   570   580   590   600 

   GGCTCTCAGT GTGATAATTA TCTATGCTGT GGTCGTGAAG TGTTTGGCAG 
      610   620   630   640   650 

    GCTTCTAATT GTCCTCTCAA AGGGACAACA CTCTGACATC TGACCTCAAA 
      660   670   680   690   700 

    TCAGGTAGGA CTACCCGCTG AACTTAAGCA TATCAATAAG CGGAGGA 3’ 
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จากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในยีนที่ประมวลรหัสตําแหนง ITS 

ของราไอโซเลต W2 กับฐานขอมูลที่มีรายงานไวใน GenBank พบวา ราไอโซเลต W2 มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95% และไดถกูบันทึกไวใน GenBank ดวย Accession 

number ที่ AB259860 โดยรา W2 ถูกจดัจําแนกอยูในหมวดหมู ดังนี ้

   Division  Basidiomycota 

   Class  Hymenomycetes 

   Order  Aphyllophorales 

   Family  Coriolaceae 
   Genus  Trametes



บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 
 

 จากผลการวิจยัที่สรุปวา ราไอโซเลต W2 เปนราทีม่ปีระสิทธิภาพในการยอยสลายสาร 

เอ็นโดซัลแฟน ซึ่งเมื่อนํามาบงชี้ชนดิโดยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดในยนีที่ประมวลรหัส

ตําแหนง ITS พบวา เปนราไวตรอตที่มคีวามคลายคลึงกับราในสกลุ Trametes โดยราในสกุล

ดังกลาว รวมทั้งในสกุลอ่ืนๆ ที่อยูในกลุมของราไวตรอตนั้น มีความสามารถในการยอยสลายมวล

สารโมเลกุลสูง และสารทีม่ีโครงสรางซับซอนได (Akhtar, Kirk และ Blanchette, 1999) ดวยเหตุนี้

จึงมีการนาํราไวตรอตมาใชในการเปลีย่นโครงสรางสารประกอบบางชนิดเพื่อไมใหเปนอันตรายตอ

ส่ิงแวดลอม โดยราไวตรอตที่ไดรับความสนใจเพื่อนํามาศึกษาถงึการใชประโยชนในการบําบดั

ฟนฟูทางชีวภาพ (bioremediation) ไดแก Trametes versicolor, Trametes trogii, Trametes 

hirsute, Phanerochaete chrysosporium  และ Pleurotus pulmonarius  (Boopathy, 2000; 

Mechichi, Mhiri และ Sayadi, 2006; Abadulla และคณะ, 2000) ทั้งนี้ ลักษณะพิเศษทีท่าํใหรา

ไวตรอตสามารถยอยสลายมวลสารโมเลกุลสูงได เนื่องจากสามารถผลิต extracellular enzyme ที่

เขาไปทําลายโครงสรางทีซ่ับซอนของสาร โดยเอนไซมดังกลาว ไดแก Lignin peroxidase, 

Manganese peroxidase และ Laccase (Hatakka, 1994) 

ในงานวิจัยที่ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยราไวตรอต แลวพบวา 

มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดดี ไดแก การใชราสายพนัธุ Phanerochaete chysosporium  

(Kullman และ Matsumura, 1996) และ Pleurotus pulmonarius (Hernandez-Rodriguez และ

คณะ, 2006) ดังนัน้ในงานวจิัยนีท้ี่มีการพบวา ราไวตรอตไอโซเลต W2 ซึ่งเปนราในกลุม Trametes 

มีความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดเชนกัน จึงนับวาขอมูลใหมเปนซึ่งอาจมีประโยชน

ในการศึกษาเชิงลึกตอไป ทัง้นี ้ นอกจากราในกลุมไวตรอต ยังมีราสายพนัธุอ่ืนๆ ทีม่ีรายงานวามี

ความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได ไดแก Trichoderma harzianum (Katayama 

และ Matsumura, 1993), Aspergillus niger (Mukherjee และ Gopal, 1994), Mucor 

thermohyalospora MTCC 1384 (Shetty และคณะ, 2000), Fusarium ventricosum (Siddique 

และคณะ, 2003), Aspergillus terreus และ Cladosporium oxysporum (Mukherjee และ 

Mittal, 2005) ซึ่งราแตละชนิด ตางก็มีขอจํากัดในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในอตัราที่มากนอย

แตกตางกันไป ขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ปริมาณความเขมขนของสาร แหลงคารบอน คาความ

เปนกรด-ดางของสิ่งแวดลอมหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน (Awasthi, Ahuja และ Kumar, 2000) 

ทั้งนี ้ จากการศึกษาขอจํากัดของราไอโซเลต W2 พบวา ไมสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่

ความเขมขน 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตรได อาจเปนผลเนือ่งมาจากความเขมขนของสาร
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ดังกลาวในอาหารเลี้ยงเชื้อมปีริมาณสูงเกนิกวาระดับที่รา W2 จะยอมรับได จนอาจทําใหเกิดความ

เปนพษิตอเซลล หรืออาจเกดิจากคุณสมบัติทางกายภาพของเอน็โดซัลแฟน ซึ่งเปนสารที่มีสภาพ

การละลายน้าํไดในระดับตํ่า (0.32 มิลลิกรัมตอลิตร) (Oregon State University, 1996) เมื่อ

นํามาทดสอบในปริมาณความเขมขนที่สูง ราจงึมีการนาํเอ็นโดซัลแฟนไปใชไดอยางไมเต็มที ่ หรือ

อาจเกิดจากระยะเวลาที่รา W2 ตองการใชในการปรับตัวใหเขากับสภาวะที่มีสารแปลกปลอม

อยางเอน็โดซลัแฟนที่มีความเขมขนสูงนัน้ นานกวา 30 วัน ซึง่ในการทดลองนี้ไดทาํการสงัเกตผล

ภายในระยะเวลา 30 วนั จงึอาจทําใหไมเห็นผลภายในระยะเวลาทีก่าํหนด  

ปจจัยเรื่องคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดงัที่ไดผลวา สภาวะที่มีคา pH 4 นัน้ 

ราไอโซเลต W2 ไมเกิดการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน อาจเนื่องมาจากคุณสมบัติเฉพาะของราทีไ่ม

สามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีความเปนกรดสงูเกินไป เปนผลใหไมเกิดการสรางเอนไซมเพื่อ

การยอยสลายสาร (กรรณิการ ชูเกยีรติวฒันา, 2543) นอกจากนี ้อาจเปนเพราะคณุสมบัติเฉพาะ

อีกประการหนึง่ของเอ็นโดซลัแฟน ที่มีความคงทนในสภาพทีเ่ปนกรดสูงมากกวาสภาพทีเ่ปนกลาง

หรือเปนเบส (German Federal Environment Agency, 2004) ดังนัน้ คา pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้

ที่เทากับ 4 จงึชวยสนับสนนุใหเอ็นโดซัลแฟนมีคงทนไดนาน และไมถกูยอยสลายโดยรา W2 

 สวนปจจยัทีเ่กดิจากความแตกตางของปรมิาณความเขมขนของกลูโคสที่ใหผลวา ระดับ

ความเขมขนของกลูโคสที ่ 2 เปอรเซ็นต ทาํใหเกิดอัตราการยอยสลายไดสูงกวาที่ระดับกลูโคส 0.5 

เปอรเซน็ต อาจอธิบายไดวา ตามปกตกิลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อจะถกูรานาํไปใชเปนแหลงคารบอน 

เพื่อสรางการเจริญเติบโต และนําไปสูการสรางเอนไซมที่เหมาะสมตอการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน 

(Tanzer และคณะ, 2003) ดังนัน้ ณ ระดับหนึง่ ทีม่ีสภาวะความเขมขนของแหลงคารบอนมากกวา 

ยอมสนับสนุนใหรามีอัตราการเจริญเติบโตที่สูงกวา ซึง่เปนผลตอโอกาสที่ราจะสามารถยอยสลาย

สารไดในอัตราที่สงูกวาเชนกัน (Chualaksananukul และคณะ, 2006) 

ผลจากการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox medium 

ณ วันสุดทายของการบมเชือ้ที่พบวา มีคาสูงขึ้นเปน 8.5 นับจากคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่

เทากบั 7 นัน้ อาจเนื่องมาจากรา W2 มีการใชซัลเฟอรซึง่เปนองคประกอบของเอ็นโดซัลแฟนเพื่อ

เปนแหลงพลงังาน จนทาํใหโครงสรางทีม่ีลกัษณะเปนวงแหวนของเอ็นโดซัลแฟนแตกออก และ

สนับสนนุใหปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดขึ้นตามมา ซึง่นาํมาสูการเปลีย่นแปลง

โครงสรางของเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทาโบไลทรูปเอ็นโดซัลแฟนไดออล ที่มีคุณสมบัติเปนเบส 

และสงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนแปลงไปในลักษณะดงักลาว (Greve 

และ Wit, 1971) 



บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย 
 

  การคัดแยกราออกเปนไอโซเลตที่บริสุทธิจ์ากแหลงตางๆ ไดแก ราดิน จากปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก อําเภอศรีสวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี และจากพื้นทีท่ํา

การเกษตรที่มีประวัติการใชเอ็นโดซัลแฟน ในจงัหวดัปทุมธาน ีนครปฐม จันทบุรี สระแกว นครราชสมีา

และนนทบุรี พบวา มีจาํนวนไอโซเลตที่คัดแยกไดทัง้หมด 44 ไอโซเลต (S1-S44) ราทีค่ัดแยกไดจาก

เห็ด และกิง่ไมผุ ที่ไดเก็บตัวอยางในอทุยานแหงชาติตากสินมหาราช จงัหวัดตาก และอุทยาน

แหงชาติดอยอินทนนท จังหวัดเชยีงใหม มทีั้งหมด 13 ไอโซเลต (W1-W13) ซึ่งเมือ่ทําการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายสารที่มีลักษณะโครงสรางเปนวงแหวน หรือการทดสอบ ความเปนรา

ไวตรอต (white rot fungi) โดยนาํมาทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งผสมสารสีสองชนิด คือ Tannic 

acid agar และ Poly-R agar clearance ผลการทดสอบปรากฏวา มีรา 8 ไอโซเลต ที่สามารถ

เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิด (W1  W2  W4  W6  W8  W10  W11 และ W13) จึงไดนาํ

ราดังกลาวมาศึกษาขั้นตอไป  

 จากจาํนวนราทั้งหมด 57 ไอโซเลต ที่คัดแยกได นํามาบมในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

Czapek’s Dox Medium (pH 7) บนเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ี ณ 

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั แลวนาํมาทดสอบความสามารถในการยอย

สลายเอน็โดซลัแฟนขั้นปฐมภูมิ (Primary degradation test) โดยใชเทคนิค Thin Layer 

Chromatography (TLC) พบวา มีราไอโซเลต S38 ที่แยกไดมาจากดินปาธรรมชาติ อําเภอศร

สวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี และ ราไอโซเลต W2 ซึ่งคัดแยกมาจากตวัอยางเห็ดที่ข้ึนบนกิ่งไมผุ ใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชียงใหม ที่มีความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน ใหเปน

สารเมทาโบไลทชนิดหนึง่ โดยราไอโซเลต S38 ความสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเอน็โดซลั

แฟนซัลเฟต ซึง่เปนเมทาโบไลทของเอน็โดซัลแฟนที่มีความคงทนสงูและเปนพิษมากกวา สวนราไอ

โซเลต W2 สามารถยอยเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทในวันที่ 12 ของการบมเชือ้ และสามารถ

ยอยเอ็นโดซัลแฟนไดหมด ภายในระยะเวลา 18 วนัของการบมเชือ้ ซึ่งสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น

จากการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยรา W2 นี้ มีคา Retention factor (Rf) เทากับ 0.04  

สอดคลองกับ Rf ของเอ็นโดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนเมทาโบไลททีม่คีวามคงตวัในสิ่งแวดลอมตํ่า 

และมีความเปนพิษนอยกวาเอ็นโดซัลแฟน (Awasthi และคณะ, 1997; Awasthi และคณะ, 2000; 

Shetty และคณะ, 2000 และ Sutherland และคณะ, 2002) จากการตรวจสอบคาความเปนกรด-
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ดาง (pH) ของอาหารเลีย้งเชือ้ในวนัสุดทายของการบมเชือ้ พบวา มกีารเปลีย่นแปลงจาก 7 เปน 8.54 

ซึ่งแตกตางจากราไอโซเลตอื่นๆ ทีม่ีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนไปเพียงเล็กนอย 

 เมื่อนําราไอโซเลต W2 มาทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิ 

โดยใชเทคนิค Gas Chromatography (GC) ที่มีเครื่องตรวจวัดเปนแบบ Electron Capture 

Detector ตรวจสอบปริมาณการยอยสลาย หรือปริมาณความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนที่ลดลง ทกุ 

3 วนั เปนเวลา 30 วนั พบวา รา W2 สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนไดทั้งอลัฟาและเบตาไอโซเมอร 

ไดหมดภายในระยะเวลา 21 วันของการบมเชื้อ และทาํใหเกิดการเปลี่ยนรูปของเอน็โดซัลแฟนเปน

เอ็นโดซัลแฟนไดออล หลังจากวนัที่ 3 ของการบมเชื้อ และเมื่อพิจารณาจากอัตราการเจริญเติบโต

ของเชื้อในระหวางการทดสอบการยอยสลายพบวา ราไอโซเลต W2 มีระยะปรับตัว (lag phase) 

ในชวง 3 วันแรกของการบมเชื้อ ซึง่เปนชวงเริ่มตนทีม่กีารยายราไปยังอาหารเลีย้งเชื้อ จากนั้น รา

เร่ิมเขาสูระยะการเจริญแบบทวีคูณ (exponential phase) จนถงึวนัที่ 18 ของการบมเชื้อ ซึ่งสอดคลอง 

กับอัตราการลดลงของเอ็นโดซัลแฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อ และอัตราการเพิม่ข้ึนของเอน็โดซัลแฟนไดออล 

ทั้งนี้ในระยะดงักลาว ไดสังเกตเหน็ขนาดเซลลราในอาหารเลี้ยงเชื้อมขีนาดเล็กลง เนื่องจากรามี

อาหารสะสมอยูในเซลลเต็มที่ และมกีารแบงตัว (อนุเทพ ภาสุระ, 2541) ภายหลงัจากวันที่ 18 จนถงึวัน

สุดทายของการบมเชื้อ ราไดเร่ิมเขาสูระยะคงที่ (stationary phase) ซึ่งไมพบการเจริญเติบโตของรา 

และเมื่อพิจารณาจากอัตราการยอยสลายพบวา ความเขมขนของเอน็โดซัลแฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

คอยๆ ลดลงและคงที่จนถงึวนัสุดทายของการบมเชื้อ ทัง้นี้คาความเปนกรด-ดางที่ตรวจวัดไดในวนั

สุดทายของการบมเชื้อมีคาเพิ่มข้ึนเปน 8.55 

 การศึกษาตอมาถงึสภาวะทีม่คีวามเหมาะสมตอการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยราไอโซเลต 

W2 ซึ่งไดกําหนดสภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่มีการผันแปรของปจจัย

ตางๆ ไดแก ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน (50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาณความ

เขมขนของกลโูคส (0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH 4  

5  6 และ 7) ซึ่งไดทําการวิเคราะหผลการยอยสลายควบคูไปกับการตรวจวัดอัตราการเจริญเติบโต

ของรา และการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจากการสังเกตเบื้องตน

พบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชุดที่มีความเขมขนของเอน็โดซัลแฟน 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมทัง้ชุดที่มคีาความเปนกรด-ดางเทากับ 4 ไมพบการเจริญเติบโตของรา W2 และมีคาความเปน

กรด-ดางเปลีย่นไปเพยีงเลก็นอยเทานัน้ เมื่อนํามาทดสอบการยอยสลายเบื้องตนดวยวิธี TLC 

พบวา ไมเกิดการสรางสารเอ็นโดซัลแฟนไดออล หรือเมทาโบไลทรูปอ่ืนๆ  

 เมื่อพิจารณาผลจากการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทั้ง 6 

สภาวะที่เหลือ ซึง่ทัง้หมดมคีาความเขมขนของเอน็โดซลัแฟนเปน 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยแบง

ออกเปนชุดทีม่ีปริมาณกลูโคสเปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต ที่ pH 5  6 
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และ 7 ชุดที่มปีริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต ที ่pH 5  6 และ 7 วัดอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน

ตอน้าํหนกัแหงของราตอวนั ซึง่ผลปรากฏวา ในสภาวะทีอ่าหารเลีย้งเชื้อมคีวามเขมขนของเอน็โดซลัแฟน 

50 มิลลิกรัมตอลิตร มีกลูโคส 2 เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 

ราไอโซเลต W2 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนไดดีที่สดุ โดยมีอัตราการยอยสลาย

อยูที ่ 0.0373 มิลลิกรัมเอ็นโดซัลแฟนตอน้ําหนกัแหงของราตอวนั หรือคิดเปนประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย 98.88 เปอรเซน็ต รองลงมาคอื สภาวะทีม่ีปริมาณกลูโคส 0.5 เปอรเซน็ต pH 7 (72.04  

เปอรเซ็นต) สภาวะที่มีกลูโคส 2 เปอรเซน็ต pH 6 (43.8 เปอรเซ็นต) สภาวะทีม่ีกลูโคส 0.5 

เปอรเซ็นต pH 6 (43.2 เปอรเซ็นต) สภาวะทีม่ีกลูโคส 2 เปอรเซ็นต pH 5 (27.04 เปอรเซ็นต) และ

สภาวะที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต pH 5 (26.84 เปอรเซ็นต) ตามลําดบั ทั้งนี้ จากการวัดอัตราการ

เจริญเติบโตของเชื้อในทุกสภาวะที่มีความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อเปน 5 และ 6 พบวา มี

แนวโนมไปในทิศทางเดียวกนั กลาวคือ ราเริ่มมีการเจริญเติบโตหลังจากวนัที ่ 6 ของการบมเชือ้ 

เจริญสูงสุดในวันที่ 18 ของการบมเชื้อ และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase จนถึงวันสุดทายของ

การบมเชื้อ สวนในชุดที่มีสภาวะความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7 มีแนวโนมในการ

เจริญเติบที่แตกตางออกไป คือ เร่ิมสังเกตเห็นการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วกอนวันที ่6 ของการบม

เชื้อ และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 18 ของการบมเชือ้เชนเดียวกับชุดอื่นๆ และผล

จากการวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา ในการทดลองทกุสภาวะมีแนวโนม

เปลี่ยนไปในทาํนองเดียวกัน คือ มีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อที่เพิม่สูงขึ้น  

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราไอโซเลต W2 ซึ่งเปนราที่มีความสามารถใน

การยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดดีที่สุด ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา รา W2 มีเสนใยที่มีผนังกั้น 

และสรางสปอรไมอาศัยเพศแบบ arthospore หรือ oidia เมือ่ทําการบงชี้ลกัษณะโดยการ

เปรียบเทยีบลาํดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลที่มีรายงานไวใน GenBank พบวา รา W2 มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95% และไดถกูบันทึกไวใน GenBank ดวย Accession 

number ที่ AB259860   
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บทที่ 7 

ขอเสนอแนะ 

 

 แนวทางการวจิัยนี ้ เปนการนําเสนอวิธทีางชวีภาพมาใชในการบาํบัดการตกคางปนเปอน

ของเอ็นโดซัลแฟน ซึ่งถือเปนทางเลือกทีค่ํานึงถึงสิง่แวดลอม แตอยางไรก็ตาม สมควรที่จะตอง

พิจารณาถึงเหตุผลทางดานเศรษฐศาสตร ความคุมคาในการใชประโยชน ควบคูไปกับความ

เปนไปไดที่จะนําไปใชจริงในสิ่งแวดลอม โดยอาจวางแผนการทดลองทดสอบความสามารถในการ

ยอยสลายในดินที่มกีารปนเปอนของเอน็โดซัลแฟน เพือ่การศึกษาถึงสภาวะอืน่ๆ ที่มีผลตออัตรา

การยอยสลาย หรืออาจนาํราที่คัดเลือกไดมาประยุกตใชรวมกับเทคโนโลยีอ่ืนๆ ดานวิศวกรรม 

เพื่อใหมีประสิทธิภาพสูงสุด และใชเวลาในการบําบัดไดรวดเร็วขึ้น ในสวนของงานวิจัยควรมี

การศึกษาในเชิงลกึ ถงึกลไกการทาํงานของเอนไซมทีเ่กีย่วของกับการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของรา 

เชน การศึกษาถึงชนิดเอนไซมที่ราผลิตขึน้เพื่อใชในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน หรืออาจมีการนํา

ราที่มีความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ไปยอยสลายมวลสารโมเลกุลสูงหรือสารกาํจดั

แมลงศัตรูพืชชนิดอื่นๆ ที่ตกคางปนเปอน และมีความเปนพษิตอส่ิงแวดลอม 
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ภาคผนวก ก 

คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดสอบขั้นปฐมภูม ิ
 

ตารางที่ ก.1  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ 
 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

S1 

S2 

S3 

S4 

S5 

S6 

S7 

S8 

S9 

S10 

S11 

S12 

S13 

S14 

S15 

S16 

S17 

S18 

S19 

S20 

S21 

S22 

S23 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.01±0.01 

7.00±0 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

6.99±0.01 

6.97±0.01 

6.98±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.0 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

6.99±0.01 

7.00±0 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.00±0 

6.99±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0 

7.00±0 

7.01±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0 

7.01±0 

7.00±0.01 

7.02±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0.01 

6.99±.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.02 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

6.99±0.02 

6.99±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

6.98±0.01 

6.99±0.02 

6.98±0.01 

6.99±0.01 

7.00±0 

6.99±0.01 

6.99±0.01 

7.00±0.01 
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ตารางที่ ก.1  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ (ตอ) 

 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

S24 

S25 

S26 

S27 

W1 
*W2 
W4 

W6 

W8 

W10 

W11 

W13 

E1 

E2 

E3 

E4 

E5 

E6 

E7 

E8 

E9 

E10 

E11 

E12 

E13 

E14 

7.00±0 

7.01±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.02±0 
7.00±0.01 

7.01±0 

7.00±0 

7.01±0.01 

7.03±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0 

7.01±0.01 

6.98±0 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.03±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0 

6.97±0.01 

7.02±0.01 

7.01±0.1 

7.03±0.01 

7.02±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.02 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.02 
7.00±0.01 
6.99±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0 

6.99±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

6.99±0.01 

7.00±0.02 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.02 
7.00±0 

7.00±0.02 

7.00±0 

7.00±0 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.01±0.02 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 
8.54±0.01 
7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.02±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0.02 

6.99±0.01 

6.99±0.01 

6.99±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.02±0.02 

7.01±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

6.98±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.01±0.02 

7.00±0.02 
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ตารางที่ ก.1  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ (ตอ) 

 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

E15 

E16 

E17 

E18 

E19 

E20 

E21 

E22 

E23 

E24 

7.01±0.01 

7.00±0 

7.01±0.01 

6.99±0 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.03±0.01 

7.01±0.01 

7.02±0.01 

7.00±0 

6.99±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.01±0 

7.00±0 

7.00±0.02 

7.00±0 

7.00±0 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.02 

7.00±0.02 

7.00±0.01 

7.01±0.01 

7.00±0 

7.00±0.01 

6.99±0.02 

6.99±0.01 

6.99±0.01 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

7.02±0.01 

7.01±0.02 

7.00±0.01 

7.00±0.01 

 
หมายเหต ุ
คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตน ณ วันที่ 0 ของการบมเชื้อ มีคาเทากับ 7 
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ภาคผนวก ข 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนไดออล 

 
1. โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน (อัลฟาและเบตาไอโซเมอร) 
 

 
ภาพท่ี ข.1  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน โดยอัลฟา และเบตาไอโซเมอรมี Rentention 

time (Rt) เทากับ 14.910 และ 16.089 นาที ตามลําดับ 

 
2. โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนไดออล 
 

 
ภาพที ่ข.2  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอน็โดซลัแฟนไดออล โดยมี Rentention time (Rt) เทากับ 

16.03 นาท ี
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน 
 
 

y = 295093x

R2 = 0.9971

0

2000000

4000000

6000000

8000000

10000000

12000000

14000000

16000000

0 10 20 30 40 50 60

ความเขมขนของอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (มก./ล.)

พื้น
ที่ใ

ตก
รา
ฟ

 
 
ภาพที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของอัลฟาเอน็โดซัลแฟนกับพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 
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2. กราฟมาตรฐานของเบตาเอ็นโดซัลแฟน 

y = 122914x + 89092

R2 = 0.9988

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

0 10 20 30 40 50 60

ความเขมขนของเบตาเอ็นโดซัลแฟน (มก./ล.)

พื้น
ที่ใ

ตก
รา
ฟ

 
 
ภาพที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเบตาเอน็โดซลัแฟน กับพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 

 
3. กราฟมาตรฐานของเอน็โดซัลแฟนไดออล 
 

     

y = 408819x + 112344

R2 = 0.997

0

5000000

10000000

15000000

20000000

25000000

0 10 20 30 40 50 60

ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนไดออล (มก./ล.)

พ
ืน้ท

ี่ใต
กร
าฟ

 
 
ภาพที ่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเอน็โดซัลแฟนไดออล กับพืน้ทีใ่ตกราฟที่ไดจาก การ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 
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ภาคผนวก ง 
ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่สภาวะตางๆ 

 
1. ความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหงของราไอโซเลต W2 กับระยะเวลาการบมเชื้อ   

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (ก
รัม

)

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 4

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 5

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 6

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง.1-1  น้ําหนกัแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 0.5% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (ก
รัม

)

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 4

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 5

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 6

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 7

 
ภาพที ่ง.1-2  น้าํหนักแหงของรา W2 ทีบ่มในสภาวะที่มีเอน็โดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 2% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 4

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 5

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 6

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง.1-3  น้ําหนกัแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 0.5% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 

 
 

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 4

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 5

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 6

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 7

 
ภาพที ่ง.1-4  น้าํหนักแหงของรา W2 ทีบ่มในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 2% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 4

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 4

 

ภาพที่ ง.1-5  น้ําหนักแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. กลูโคส 0.5 และ 2%  คา 

pH เทากับ 4 เปนเวลา 30 วนั 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 
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2. ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium กับ
ระยะเวลาการบมเชื้อ   

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว
าม

เป
นก

รด
-ด
าง

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 4 

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 5

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 6

EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง. 2-1  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลโูคส 

0.5% และ pH เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วัน 

 

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

ค
าค
วา
มเ
ป
นก
รด

-ด
าง

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 4 

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 5

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 6

EN 200 mg/l, 2%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง. 2-2  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 

2% และ pH เทากบั 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว
าม
เป
นก
รด

-ด
าง

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 4 

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 5

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 6

EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง. 2-3  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 

0.5% และ pH เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วัน 

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว
าม
เป
นก
รด

-ด
าง

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 4 

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 5

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 6

EN 100 mg/l, 2%GL, pH 7

 
ภาพที่ ง. 2-4  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 

2% และ pH เทากบั 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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3.5

4

4.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
คว

าม
เป
นก

รด
-ด
าง

EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH 4 

EN 50 mg/l, 2%GL, pH 4

 
ภาพที่ ง. 2-5  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซลัแฟน 50 มก./ล. กลโูคส 

0.5 และ 2%  คา pH เทากับ 4 เปนเวลา 30 วัน 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 
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3. ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ที่บมในสภาวะตางๆ ดวยเทคนิค 
TLC  
 

 
                                                                                   

      

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ ง.3  ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ในสภาวะตางๆ ที่กาํหนด ดวยวธิี 

TLC ภายหลงั 30 วันของการบมเชื้อ (A: EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH4, B: EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH5, 

C: EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH6, D: EN 200 mg/l, 0.5%GL, pH7, E: EN 200 mg/l, 2%GL, pH4, F: 

EN 200 mg/l, 2%GL, pH5, G; EN 200 mg/l, 2%GL, pH 6, H: EN 200 mg/l, 2%GL, pH7, I: EN 100 

mg/l, 0.5%GL, pH4, J: EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH5 K: EN 100 mg/l, 0.5%GL, pH6, L: EN 100 

mg/l, 0.5%GL, pH7, M: EN 100 mg/l, 2%GL, pH4, N: EN 100 mg/l, 2%GL, pH5, O: EN 100 mg/l, 

2%GL, pH6, P: EN 100 mg/l, 2%GL, pH7, Q: EN 50 mg/l, 0.5%GL, pH4, R: EN 50 mg/l, 2%GL, 

pH4) 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

 
 
 
 
 

α-Endosulfan  

β-Endosulfan   

 Q   R    I     J      K     L    M    N    O     P A     B     C    D      E     F     G     H 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหทางสถิติ 

 
1. การวิเคราะหความแตกตางของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนระหวางสภาวะที่มีปริมาณ
กลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต  

ตารางที่ จ.1  ผลการวิเคราะหทางสถิตแิสดงความแตกตางของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนระหวาง

สภาวะที่มีปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต  
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2. การวิเคราะหความแปรปรวนของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาวะที่มีคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 5  6  และ 7  

ตารางที่ จ.2  ผลการวิเคราะหทางสถิติแสดงความแปรปรวนของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนใน

สภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5  6  และ 7  
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