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บทคัดยอ 
 

เอ็นโดซัลแฟน เปนสารกําจดัแมลงศัตรูพืชในกลุมคลอรีนอินทรียที่มคีวามเปนพษิ และมี

ความคงทนสงูในสิง่แวดลอม เมื่อเกิดการปนเปอนหรอืแพรกระจาย ยอมกอใหเกิดภัยตอมนุษย 

รวมถึงสิง่มีชวีติอื่นๆ ในระบบนิเวศ งานวิจัยนี้ จงึเปนการศึกษาถึงการคัดแยกราในธรรมชาตทิี่มี

ความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหอยูในรปูที่มีความเปนพิษนอยลง โดยราที่คัดแยก

มาศึกษา ไดแก ราในดิน ราและเห็ดที่ข้ึนบนซากพืช รวมทัง้สิ้น 57 ไอโซเลต ซึ่งผลการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายขั้นปฐมภูมดิวยวิธ ี Thin Layer Chromatography (TLC) พบวา 

ภายหลงัจากการบมเชื้อดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Czapek’s Dox Medium เปนเวลา 20 วนั ราไอ

โซเลต W2 ซึ่งเปนราที่คัดแยกมาจากดอกเห็ดในอุทยานแหงชาติดอยสุเทพ-ปุย จงัหวัดเชียงใหม 

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอน็โดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนสารเมทาโบไลทที่มีความเปน

พิษ และคงทนในสิง่แวดลอมนอยลง จงึไดนําราไอโซเลต W2 มาทําการทดสอบการยอยสลายขั้น

ทุติยภูมิตอไป เปนเวลา 30 วัน โดยวิธี Gas Chromatography (GC) ซึ่งพบวา รา W2 สามารถ

ยอยสลายเอ็นซัลแฟนไดหมดในวันที ่ 21 ของการบมเชือ้ ในขณะที่ทาํใหเกิดการสราง   เอ็นโดซลั

แฟนไดออลหลังจากวนัที ่3 ของการบมเชือ้ โดยผลทดสอบการยอยสลายนัน้ มีความสอดคลองกบั

อัตราการเจรญิเติบโตของรา สวนการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการยอยสลาย   เอ็นโดซัลแฟน

ของรา พบวา ราไอโซเลต W2 มีอัตราการยอยสลายสูงสุดในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีความ

เขมขนของเอน็โดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร มีกลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความ

เปนกรด-ดางเทากบั 7 โดยรา W2 มีประสิทธภิาพในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน 98.88 

เปอรเซ็นต จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา และเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยนีที่

ประมวลรหัสของตําแหนง Internal Transcribed Spacer (ITS) ของรา W2 พบวา มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95 เปอรเซ็นต 
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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 

 

ความเปนมาและตวามสําคํญของปญหา 

 
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมอีกแหงหนึง่ที่ไดมีการนาํเขาสารเคมีกําจัดศัตรูพืชมา

เปนเวลานานแลว โดยในระยะแรกของการนําเขาสารกาํจัดศัตรูพืช สวนใหญเปนสารกําจัดแมลง 

(insecticide) เพื่อนํามาใชรักษาผลผลิตมิใหเสียหาย และมีปริมาณเพียงพอแกประชากรที่มีอัตรา

การเพิม่ข้ึนอยางรวดเร็ว ในแตละปจึงมีการนําเขาสารกาํจัดแมลงเพิ่มข้ึนอยางตอเนือ่ง โดยเฉพาะ

สารในกลุมคลอรีนอนิทรีย (organochlorine) ซึง่เปนสารที่มฤีทธิก์ารทาํลายลาง ในวงกวาง สลายตวั

ไดชา มีความคงทนสูงในสิ่งแวดลอม และมีการนาํเขาเพื่อใชในประเทศเปนปริมาณมาก ซึง่สาร

กําจัดแมลงในกลุมนีท้ี่มีการนําเขาสูงสุดคอื เอ็นโดซัลแฟน (Endosulfan) โดยในป พ.ศ.2546 มี

ปริมาณเอ็นโดซัลแฟนที่นาํเขาเพื่อใชในการเกษตรสูงถงึ 1,764.6 ตัน รวมมูลคาทั้งสิน้ 

356,045,120 บาท (กรมวชิาการเกษตร, 2547) ในปจจุบันถงึแมวา สารกําจัดแมลงดังกลาว จะ

ถูกหามใช ผลิต นําเขา สงออก หรือมีไวในครอบครอง ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม เร่ือง 

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

แตเนื่องจากมสีภาพความคงทนสูงในสิ่งแวดลอม ประกอบกับการนาํมาใชในปริมาณมากกับพืน้ที่

ทางการเกษตรหลายๆ พื้นทีใ่นปที่ผานมา สารนี้จึงมีการสะสมปนเปอนลงสูดนิ และอาจไมเกิดการ

ยอยสลาย หรือเกิดการยอยสลายนอยมาก กอใหเกิดผลกระทบไมเพียงแตสิ่งมชีีวิตที่เปนแมลง

ศัตรูพืชกลุมเปาหมายเทานัน้ ยงัสงผลตอส่ิงมีชีวิตกลุมนอกเปาหมายในดิน รวมทัง้ระบบนิเวศ

อ่ืนๆ  นําไปสูการสะสมพิษในส่ิงมีชวีิตไปตามหวงโซอาหาร และผลสดุทายคือ อันตรายตอสุขภาพ

ของผูบริโภค นอกจากนี ้ ในกรณีที่แมลงศัตรูพืชเคลื่อนยายออกจากดิน กย็อมแพรกระจายสู

สภาพแวดลอม และเกิดผลกระทบไดในวงกวางเชนกัน ซึ่งนับเปนเรื่องทีน่าเปนหวงอยางยิ่งในดาน

ความปลอดภยัของมนษุย และสิ่งแวดลอม  

 จากผลกระทบดังกลาวที่อาจเกิดขึ้นตอส่ิงแวดลอม และระบบนิเวศ จึงไดมีการพยายาม

ศึกษาวจิัยถงึวธิีในการบําบัดดินที่ปนเปอนสารกําจัดแมลงอยางเอน็โดซลัแฟน โดยหลักการหนึง่ที่

ไดนํามาใช คือ การทาํใหเกดิการยอยสลายทางชวีภาพ (biodegradation) ของเอ็นโดซัลแฟน ซึ่ง

หมายถงึ การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารดังกลาว จนทาํใหเสยีสภาพโมเลกุลเดิมโดยชีวปจจัย 

(ยงยทุธ โอสถสภา และคณะ, 2541) การยอยสลายนี้เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของสาร

กําจัดแมลง โดยใชจุลนิทรียในสิง่แวดลอมที่มีความสามารถในการใชสวนทีเ่ปนสารประกอบอนิทรีย 
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ของสารกําจัดแมลงนัน้ เชน แหลงคารบอนเพื่อเปนแหลงพลงังาน (Baker และ Herson, 1994) 
โดยการยอยทาํลายอาจเกิดไดชาในระยะแรก เนื่องจากการปรับตัวของจุลินทรีย หลังจากนัน้ จุลินทรยี

จะมีววิัฒนาการในการเขายอยทําลายสารดังกลาว 

 จากขอมูลดังกลาวขางตนงานวิจัยนี ้ จึงมวีัตถุประสงคที่แยกและคัดเลือกราที่มีความ 

สามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ซึง่เปนสารกําจดัแมลงที่เกษตรกรไทยนิยมใชกันมาก และ

มีการตกคางคงทนอยูในดินเปนเวลานาน โดยเหตุผลในการเลือกใชราในการยอยสลายเอน็โดซลั

แฟนนั้น เนื่องจากราเปนจุลินทรียที่มกีารดํารงชวีิตในสภาพแวดลอมทั่วไปอยูแลวในรูปแบบที่

หลากหลาย เชน ราไวตรอต (white rot fungi) และราที่อาศัยอยูในดิน (soil fungi) ซึง่ราตางๆ 

เหลานี้มีความทนทานแมในสภาวะที่เปนกรดไดดีกวาจุลินทรียชนิดอื่นๆ รวมทัง้ลักษณะทาง

สรีรวิทยาของราที่มีเสนใยมยัซีเลียม (mycelium) ยาวแตกแขนงอยางไมจาํกัด ทาํใหสามารถ

เขาถึงแหลงทีม่ีการตกคางของสารพษิไดดี รวมทั้งศกึษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลเฟนของราที่แยกได 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
1. เพื่อศึกษาการแยก และคัดเลือกราสายพันธุตางๆ ที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย 

    เอ็นโดซัลเฟน 

2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนของราทีแ่ยกได 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 สารกําจดัแมลงศัตรพูืช 
 

สารกําจัดแมลงศัตรูพืช (insecticides) มีคุณสมบัติในการปองกัน และกําจัดแมลง 

โดยสารกําจัดแมลงทั้งหมดที่ใชในปจจุบัน เปนสารที่กอใหเกิดพิษกับระบบประสาท โดยจะทําลาย 

ระบบ ประสาทสวนกลางของแมลงเปาหมาย ทั้งนี้ สามารถจําแนกตามลักษณะทางเคมีที่สําคัญ

ได 3 กลุม คือ 

1. กลุมคลอรีนอนิทรีย (organochlorines) สารเคมีกลุมนี้ ประกอบดวยกลุมยอย 3 กลุม 

ไดแก กลุมดีดีที กลุมไอโซเมอรของเบนซินเฮกซาคลอไรด (BHC) และกลุมสารประกอบไซโคลได

อีน สารในกลุมนี้ใชกําจัดแมลงไดในวงกวาง (broad-spectrum) มีความคงทน (persistence) ใน

ดินและสภาพแวดลอมไดนานมาก ทําใหเปนพิษตอนก และปลาที่กินแมลง โดยพิษจะสะสมในนก 

และปลามากขึ้นจนถึงจุดเปนพิษตอคนที่บริโภคสัตวเหลานี้ได 

2. กลุมฟอสเฟตอินทรีย (organophosphates) สารกลุมนี้จัดเปนกลุมที่เปนพิษที่สุดตอทั้ง 

แมลงและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม แตสลายตัวไดเร็วกวากลุมคลอรีนอินทรีย เร่ิมไดรับความนิยม

หลังจากที่แมลงเริ่มด้ือตอสารดีดีที และสารอื่นในกลุมคลอรีนอินทรีย โดยกลุมยอยที่ไดรับความ 

นิยมอยางสูงไดแก กลุมยอยฟอสฟอโรไทโอเอต (phosphorothioate) 

3. กลุมคารบาเมต (carbamates) สารกลุมนี้ เปนอนุพันธของกรดคารบามิก เกิดขึ้นหลัง

กลุมคลอรีนอินทรีย และกลุมฟอสเฟตอินทรีย ไดรับความนิยมเปนอยางมากในปจจุบัน ทั้งนี้อาจ 

เนื่องมาจากมีพิษตอสัตวเลี้ยงลูกดวยนมต่ํากวากลุมฟอสเฟตอินทรียมาก โดยที่ความเปนพิษของ 

สารในกลุมนี้ ไมสะสมในสัตว และมีผลตกคางในดินต่ํา 

นอกจากสารกําจัดแมลง 3 กลุมสําคัญดังกลาว ยังมีสารกําจัดแมลงประเภทไพรีทรอยด 

(pyrethroid insecticides) ซึ่งสังเคราะหเลียนแบบโครงสรางของสาร Pyrethrin ที่สกัดจากพืช 

pyrethrum หรือ chrysanthemum flower สารนี้ถูกสังเคราะหข้ึนเปนครั้งแรกในป 1980 มีฤทธิ์ตอ

ระบบประสาทของแมลง โดยไปรบกวนการสงกระแสประสาท ตัวอยางสารกําจัดแมลงในกลุมนีค้อื 

Permethrin และ Cypermethrin เปนตน นอกจากนี้ยังมีสารกําจัดแมลงจากพืช (botanical 

insecticides) ซึ่งเปนสารที่สกัดไดจากพืช โดยมีฤทธิ์รายแรงตอแมลง ตัวอยางสารกําจัดแมลงใน

กลุมนี้ ไดแก Nicotine และ Rotenoids เปนตน (Klaassen, Amdur และ Doull, 1996) 

สารกําจัดแมลงศัตรูพืชเหลานี้อาจใสลงไปในดินโดยตรง เพื่อฆาแมลงที่อาศัยในดิน หรือ

การฉีดพนใหแกพืช แตสุดทายก็ยอมตกลงสูดิน ในการใสลงดินนั้นมีอยูหลายวิธี เชน หวานแลวไถกลบ 
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วิธีนี้อาจมกีารใสดวยอัตราทีม่ากเกินความจําเปน ทาํใหมีผลตอกลุมนอกเปาหมายไดมาก ในบาง

กรณีใชคลุกเมล็ดพืชหรือใสเฉพาะบริเวณที่มีแมลงระบาด นอกจากนี้ อาจใหในรูปผิวหนาเม็ดที่

ละลายชา (inert granule) หรือจากแคบซูลขนาดเล็ก (microcapsule) เปนตน ทั้งนี้สารกาํจัด

ศัตรูพืชทางการเกษตรกลุมทีม่ีการตกคางในสิ่งแวดลอมยาวนานที่สุด (2 – 30 ป ) คือ คลอรีน

อินทรีย ซึ่งเปนกลุมของสารกําจัดแมลงทีม่ีความเปนพษิตอสัตวแบบเฉียบพลนั หมายถงึ การไดรับ

สารพิษในระยะเวลาสั้นประมาณนอยกวา หรือในเวลา 24 ชั่วโมง โดยการไดรับเพียงครั้งเดียว หรือ

หลายครัง้ แลวแสดงอาการเปนพิษใหเห็นภายในเวลา 2 – 3 วันตอมา (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) เปนหนึ่งในสารกาํจัดแมลงกลุมคลอรีนอินทรีย ประเภทไม

ดูดซึม ในกลุมยอยของสารประกอบของไซโคลไดอีน (cyclodiene compound) ที่ถกูนาํมาใช

อยางแพรหลาย เนื่องจากสามารถใชกําจดัแมลงศัตรูพืชไดในวงกวาง ถกูผลิตขึ้นครั้งแรกในยุคป 

ค.ศ.1950 (Maier-Bode, 1968) โดยบรษิัท Hoechst AG ประเทศเยอรมนี สวนในสหรัฐอเมรกิา 

ถูกผลิตขึ้นในป ค.ศ. 1974 โดยบริษัท FMC Corporation ซึ่งบริษัทผูผลิตที่มีความสาํคัญมากที่สุด

กอนที่สารนี้จะถูกประกาศหามใชคือ บริษัท AgeEvo โดยผลิตสารนี้ขึ้นเพื่อนาํมาใชกาํจัดแมลง

ศัตรูพืช แมลงในบานเรือน รวมทัง้เพือ่รักษาเนื้อไมไมใหมอดทําลาย (The British Crop 

Protection Council, 2001) 

 
2.2.1 สมบัติทางกายภาพและเคมี 
 

           1)  โครงสรางทางเคม:ี 
 

 
ภาพที่ 2.1  สูตรโครงสรางทางเคมีของเอ็นโดซัลแฟน (International Programme on Chemical Safety, 1984) 

 
2)  สูตรโมเลกุล:  C9H6Cl6O3S 
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                   3)  น้ําหนกัโมเลกุล: 406.96 
           4) องคประกอบทางเคมี: เอ็นโดซลัแฟนประกอบดวยไอโซเมอร 2 ชนิด คอื อัลฟา 

และเบตาไอโซเมอร (α- & β-isomers) ผสมกันอยูในอัตราสวน 7:3  

            5) ลักษณะทางกายภาพ: เอ็นโดซัลแฟนบริสุทธิ์จะมีลกัษณะเปนผงสีขาว สวน

เทคนิคัลเกรดเอ็นโดซัลแฟน จะเปนผงสีน้าํตาล 

          6) ความสามารถในการละลายน้ํา:  0.32 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส 

          7) ความสามารถในการละลายในตวัทาํละลาย:  เอธิลอะซิเตต (Ethyl acetate)         

และไดคลอโรมีเธน (Dichloromethane) 200 กรัมตอลิตร เอธานอล (Ethanol) 65 กรัมตอลิตร 

และเฮกเซน (Hexane) 24 กรัมตอลิตร ทีอุ่ณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 

          8)  จุดหลอมเหลว: 70-100 องศาเซลเซียส 

          9)  ความดันไอ: 0.83 มิลลิปาสคาล ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 

         10) คาสัมประสิทธิก์ารดูดซับ: 12,400 (Oregon State University, 1996; The 

British Crop Protection Council, 2001) 

 
2.2.2 ชื่อทางการคา 
 
            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 เปอรเซ็นต ULV (ultra-low volume) 25 

เปอรเซ็นต ฝุน ผงละลายน้ํา (WP.) 4-5 เปอรเซ็นต เม็ด และชนดิควัน (smoke tablets) โดย

สามารถนํามาผสมกับสารเคมีไดหลายชนดิ เชน ไดเมทโธเอท (Dimethoate) เมทโธมิล 

(Methomyl) โมโนโครโตฟอส (Monocrotophos) ไพริไมคารบ (Pirimicarb) ไทราโซฟอส 

(Triazophos) ปโตรเลียมออยล (Petroleum oils) ฟโนพรอพ (Fenoprop) ออกซีน-คอปเปอร 

(Oxine-Copper) มาลาไธออน (Malathion) และพาราไธออน-เมธิล (Parathion-methyl) เปนตน 

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

 
2.2.4 การใชประโยชนทางการเกษตร 
 

เนื่องจากเอน็โดซัลแฟน เปนสารกําจัดแมลงศัตรูพืชที่มฤีทธิ์กาํจัดแมลงไดในวงกวาง 

(broad-spectrum) จึงพบวา มีการนาํมาใชในพืน้ทีท่ําการเกษตร สวน ไร นา ทัว่ทุกภูมิภาคของ

ประเทศไทย อาทิ สวนคะนา กวางตุง กะหล่ําปลี กะหล่ําดอก คื่นฉาย มะเขือ มะเขือเทศ ฟกทอง 

หอม แตง ขาว ขาวโพด ฝาย มันฝร่ัง ออย ชา ยาสูบ โกโก ถั่วเหลือง สม ทานตะวนั และไมดอกไม

ประดับทั่วไป (Food and Agriculture Organization, 1993) โดยถูกนํามาใชเพื่อกําจัดแมลง

ศัตรูพืชตางๆ ไดแก มอดเจาะผลกาแฟ ดวงงวงเจาะสมอฝาย เพลี้ยจั๊กจัน่ฝาย เพลี้ยออนฝาย 

เพลี้ยไฟ เพลีย้กระโดด มวนโกโก มวนเขียว มวนแดง หนอนดอกสม หนอนแกวสม หนอนกระทูผัก 

หนอนหอใบงา หนอนใยผกั หนอนคืบ หนอนเจาะสมอ หนอนเจาะลําตน หนอนทรายยางพารา 

แมลงดําหนาม แมลงหวี่ขาว แมลงปกแขง็ตางๆ เปนตน (Meister และคณะ, 1984) ทั้งนี ้ปริมาณ

การใชจะขึ้นอยูกับชนิดของพืชที่ปลูก ชนิดของแมลงศัตรูพืช รวมทั้งลกัษณะของเอ็นโดซัลแฟนที่

นํามาใช ตัวอยางเชน การนาํมาใชในไรฝาย เพื่อกําจัดเพลี้ยจักจั่นฝาย หรือเพล้ียออนฝาย จะใชใน

รูปของเหลวผสมน้ําในอัตรา 30 - 40 ซีซ ีตอน้ํา 20 ลิตร แลวฉีดพนใหทัว่ตนพืช หรือรูปเม็ดใชใน

อัตรา 2 – 6 กิโลกรัม ตอไร หวานหรือโรยระหวางชองใหทัว่พืน้ที่ปลูก การนํามาใชเพื่อกาํจัดมอด

เจาะผลกาแฟ จะใชปริมาณ 40-50 ซีซี ตอน้ํา 20 ลิตร ในไรขาวโพด ไรออยจะใชในปริมาณ 250-

400 ซีซี ตอไร สวนในนาขาวอาจใชในรูปเม็ดปริมาณ 250 กรัม ตอไร หรือในรูปของเหลว 250-320 

ซีซีตอไร เปนตน ทัง้นี้ ระยะเวลาที่ใชกอนการเก็บเกีย่วจะอยูที่ 7 – 14 วัน (บริษัท พาซานา จํากัด, 

2546) 
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2.2.5 ความเปนพษิ 
 

                     องคการอนามยัโลก (World Health Organization) ไดจัดระดับความเปนพษิของ

เอ็นโดซัลแฟนอยูใน Class ll – Moderately hazardous หรือมีความเปนพิษปานกลาง ขณะที่ 

The U.S. Environmental Protection Agency (USEPA) ไดจัดเอ็นโดซัลแฟนอยูในสารกาํจัด

ศัตรูพืชกลุม lb – Highly hazardous หรือมีความเปนพิษสูง (International Programme on 

Chemical Safety, 1984) ซึ่งคาความเปนพษิทีย่อมรับไดตอวัน (Acceptable Daily Intakes: 

ADI) มีคาเทากับ 0.006 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน โดยจากการทดสอบความเปนพษิแบบตางๆ 

กับสัตวทดลอง ไดผลดังนี ้ 

         1) พิษเฉียบพลัน (acutetoxicity): พิษจากการกนิเขาไปในหนูขนาดเล็ก มีคา 

LD50 ประมาณ  18-160 มิลลิกรัม พิษจากการซึมผานทางผวิหนงัมีคา LD50 78-359 มิลลิกรัม 

และมีความเปนพิษตํ่าจากการหายใจเขาไป เมื่อสารเอน็โดซัลแฟนเขาสูรางกาย จะออกฤทธิ์ตอระบบ

ประสาทสวนกลาง ทาํใหหายใจลําบาก สญูเสียการทรงตัว ทองรวง และหมดสติในที่สุด มีรายงาน

วา ในววั แกะ และสุกร ทีก่ินหญาที่ฉีดพนเอ็นโดซัลแฟนเขาไป มีอาการกลามเนื้อกระตุก และตาบอด 

       2) พิษเร้ือรัง (chronic toxicity): ในหนทูดลองที่ใหกนิเอ็นโดซัลแฟนเขาไป ใน

อัตรา 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ติดตอกันถงึ 15 วัน มีอัตราการตายสูง แตถากินในอัตรา 5 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ในระยะเวลาที่เทากนั จะมีสาเหตุทาํใหตับโตผิดปกติ มีอาการเจ็บปวย 

การเจริญเติบโต และการรอดชีวิตลดลง ไตผิดปกติ คุณสมบัติทางเคมีของเลือดเปลี่ยนแปลงไป 

           3)  พิษตอการสืบพันธุ (reproductive effects): ในหนทูดลองที่กนิเอน็โดซัลแฟน

ในอัตรา 2.5 มลิลิกรัมตอกิโลกรัมตอวนั ไมสามารถสงัเกตเหน็ความผิดปกติในการขยายพนัธุใน 3 ชัว่อายุ 

แตถากินปริมาณ 5.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน จะสงผลใหอัตราการรอดชีวิตของลูกหนู หนูเพศ

เมียทีก่ินเอ็นโดซัลแฟนปริมาณ 0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวันติดตอกัน 78 สัปดาห และหนูเพศผู

ในอัตรา 10 มลิลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ติดตอกัน 15 วัน จะมีผลตออวยัวะที่เกีย่วของกับสืบพันธุ 

         4) พิษที่เกิดขึน้กับพัฒนาการของทารกในครรภ (teratogenic effects): ในหนู

ทดลองที่ใหสารเอ็นโดซัลแฟนในปริมาณ 2.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ไมมีผลตอลูกที่เกิดขึ้น

ในชวง 3 ชั่วอายุ แตถากินในปริมาณ 5 และ 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน จะสงผลใหลูกทีเ่กิดมา

มีความพิการ การพัฒนาการเจริญเติบโตทางกระดูกผิดปกติ  

         5) พิษที่กอใหเกิดการผาเหลา (mutagenic effects): เอ็นโดซัลแฟนกอใหเกิดการ

ผาเหลาในเซลลของแบคทีเรียและยีสต ในขบวนการทาํปฏิกิริยาของเอ็นโดซัลแฟนกอใหเกิดความ

ผิดปกติในผนงัเซลล นอกจากนีย้ังกอใหเกิดการผาเหลาของสัตวเลีย้งลูกดวยนมบางชนิดดวย ซึ่ง

เหตุการณเชนนี้ จะเกิดกับมนุษยได หากไดรับเอ็นโดซัลแฟนในปริมาณที่มาก 
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 6) พิษทีก่อใหเกิดเซลลมะเร็ง (carcinogenic effects): จากผลการศึกษาเปน

ระยะเวลานานในหนูขนาดใหญ และเล็กเพศเมีย พบวา แมจะใหเอ็นโดซัลแฟนในอัตราสูงถงึ 23 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน เปนระยะเวลานานถงึ 78 สปัดาห หรือนานกวานั้น ก็ไมพบวามีผลตอ

การเกิดเนื้องอก หรือเซลลมะเร็งแตประการใด แตมีผลตอคุณสมบัติทางเคมีของเลือด เปนสาเหตุ

ของโรคมะเร็งในเม็ดเลือด (Leukemia) 

      7) พษิที่เกดิกับตอมหรืออวัยวะตางๆ (organ toxicity): ผลจากการศึกษาพบวา 

เอ็นโดซัลแฟนมีพิษตอตอม หรืออวัยวะตางๆ ของสัตวทดลอง เชน ไต ตับ เลือด ตอมพาราไทรอยด 

(Parathyroid) แตสามารถถกูขจัด หรือลดปริมาณลงอยางรวดเร็ว ทั้งนี้ขึ้นอยูกับวา องคประกอบ

ของสารเปนชนิดเบตาหรืออัลฟาเอน็โดซัลแฟน โดยเบตาเอ็นโดซัลแฟน จะลดปริมาณลงไดรวดเร็ว

กวาอัลฟาเอน็โดซัลแฟน (ศักดา  ศรีนิเวศน, 2547) 

 
 2.2.6  การตกคางปนเปอนในสิ่งแวดลอม 
 

      1)  ดิน 

                 ดินสามารถดูดซับเอ็นโดซลัแฟนไดเปนอยางดี (Goerlitz และ Eyrich, 1987)

ขึ้นอยูกับสภาพความเปนกรดดางของดิน โดยจะตกคางอยูในดินที่มีคณุสมบัติเปนกรดไดนานกวา 

ทั้งนี้ภายใตสภาวะมีอากาศ (aerobic condition) คร่ึงชีวิตของเอน็โดซัลแฟนในดนิที่เปนกรดถงึ

เปนกลางจะอยูที ่ 9 เดือน ถงึ 6 ป (United States Environmental Protection Agency, 2002) 

สวนในสภาพดินอับอากาศ (anaerobic condition) เชน ดินทีม่ีน้าํทวมขัง เอ็นโดซลัแฟนจะมีคร่ึงชวีติ 

อยูที่ 430 วนั (Sethunathan และคณะ, 2002) นอกจากนีก้ารสลายตัวโดยแสงของเอ็นโดซัลแฟน

บนผิวดนิเกิดขึ้นอยางไมสม่าํเสมอ ขึน้อยูกับสภาพภูมิอากาศ (Gildemeister และ Jordan, 1983) 

และจากการศึกษาของ Stewart และ Cairns (1974) พบวา สภาวะปกติในดิน อัลฟาไอโซเมอร จะ

สลายตัวไดเร็วกวาเบตาไอโซเมอร  การยอยสลายของเอน็โดซัลแฟนในดิน เปนผลใหเกิดเมทาโบไลท 

(metabolite) หลายชนิด ทัง้นี ้ สารเมทาโบไลททีพ่บบอยที่สุด คือ เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 

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

     2)  ตะกอน 

             ในสภาวะมีออกซิเจน เอ็นโดซัลแฟนจะถูกชะจากบรรยากาศ น้ําฝน ดิน และ

แหลงน้ําผิวดิน ลงสูตะกอนดินอยางรวดเร็ว โดยตะกอนทรายที่มีคารบอนเปนองคประกอบอยู 0.1 

เปอรเซ็นต และตะกอนดินเหนียวซึ่งมีคารบอนเปนองคประกอบอยู 3.2 เปอรเซ็นต เอ็นโดซัลแฟน

จะมีการสลายตัวออกจากสวนที่เปนน้ําของตะกอนโดยมีคาครึ่งชีวิตประมาณ 35.1 และ 3.6 วัน 

ตามลําดับ ทั้งนี้ คาความเปนกรด-ดาง (pH) ของน้ําเหนือตะกอน จะเปนตัวกําหนดชนิด และ 
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ปริมาณของสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นในตะกอน โดยทั้งในตะกอนดนิทราย และดินเหนยีว นอกจาก

จะเกิดการยอยเอ็นโดซัลแฟน เปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต และเอ็นโดซัลแฟนไดออล (Endosulfan 

diol) แลว ยังอาจทําใหเกิดเมทาโบไลทอีกชนิดหนึ่ง คือ เอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีคารบอกซิลิกแอซิด 

(Endosulfan hydroxyl carboxylic acid) ไดอีกดวย (Stumpf, 1990) สวนในสภาวะไรออกซิเจน

ของดินตะกอนที่อยูลึกลงไป อาจทาํใหมีการตกคางของเอ็นโดซัลแฟนซึง่มีคาครึ่งชีวิตไดมากกวา 

200 วัน แตกตางจากสวนบนของตะกอนซึ่งมีชองวางระบายอากาศ ทําใหการยอยสลายเกิดขึน้ได

เร็วกวา (Guerin, 2001) 

         3)  น้ํา 

              เอ็นโดซัลแฟนสามารถคงอยูในสภาพทีน่้ําเปนกรดมากกวาสภาพเปนกลางถึง 5 

เดือน โดยปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของเอ็นโดซัลแฟนในน้าํ จะมีประสิทธภิาพสูงเมื่อคา pH มากกวา

หรือเทากับ 7 ในขณะเดียวกันถาคา pH ในน้าํต่ํากวา 7 จะทาํใหเอ็นโดซัลแฟนมีความคงตัวสูง

ยิ่งขึ้น (German Federal Environment Agency, 2004) แตในสภาพที่น้าํเปนดางจะเสื่อมสลาย

ไดเร็วที่สุด น้ําฝนในสภาพภมูิอากาศปจจบุัน มักจะมีความเปนกรดอยูระหวาง pH 4.6-5.6 จึงทาํ

ใหการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนเกิดขึ้นนอยมาก ดวยเหตุนี้จงึพบวา ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ    

เอ็นโดซัลแฟนในน้าํทะเล ซึง่มีคา pH สูง จึงเปนกระบวนการหลกัในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน

ทางธรรมชาต ิ และจากกระบวนการนี้จะไดเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปนสารเมทาโบไลทที่สําคญั 

นอกจากนีย้งัพบวา เอ็นโดซัลแฟนปนเปอนในน้าํทีอ่ยูใกลบริเวณที่ใชสารเคมีในปริมาณความเขมขน

ที่สูง หรือพบวามีปริมาณนอยแพรกระจายอยูในแหลงน้ําทุกแหลงทัว่ประเทศ แสดงใหเห็นวา น้ํา

เปนปจจัยที่สาํคัญในการแพรกระจายสารเอ็นโดซัลแฟนไดอยางรวดเร็ว และกวางขวาง (Greve 

และ Wit, 1971)  

         4)  ผลผลิตทางการเกษตร 

              เอ็นโดซัลแฟนจะลดปริมาณการตกคางในผลผลิตไดอยางรวดเร็ว สวนใหญสาร

ตกคางจะลดลงถึง 50 เปอรเซ็นต ในเวลา 3-7 วนั และเมื่อป ค.ศ. 1999 – 2000 สหรัฐอเมริกาได

ตรวจสอบพบวา มีเอ็นโดซลัแฟนตกคางอยูในยาสูบ 0.0005-0.013 ppm ในอาหารทะเลสด 0.2 

ppt - 1.7 ppb และรวมทั้งพบการตกคางในน้ํานมววั (ศักดา ศรีนิเวศน, 2547) 

 
2.2.7 ผลกระทบทีม่ีตอสิ่งมีชีวติในระบบนิเวศ 
 
             การใชเอ็นโดซัลแฟนเพื่อกําจัดแมลงศัตรูพืชแตละครั้ง ไมเพียงจะเปนการทําลาย

แมลงกลุมเปาหมายเทานั้น แตยังมีผลตอส่ิงมีชีวิตกลุมนอกเปาหมายอีกดวย ในกรณีที่สารกาํจัด

แมลงดังกลาวมีการแพรกระจายสูระบบนิเวศที่มีความสัมพันธซึ่งกันและกัน และมีการสงตอพลังงาน 
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กันเปนทอดๆ จึงเปนที่แนนอนวา เมื่อใดกต็ามที่สิง่มีชวีติหนึง่ไดรับพิษจากสารเอ็นโดซัลแฟน ก็จะ

มีการสงตอพษิไปยังผูบริโภคลําดับสุดทาย ซึง่ในหลายกรณีก็คือ มนุษย จากการศึกษาทางดาน

พิษวทิยาในระบบนิเวศ พบวา เอ็นโดซัลแฟน เปนพิษตอนกตางๆ ในระดับปานกลาง มีความเปน

พิษสูงตอปลา และสัตวน้ําตางๆ ที่ไมมกีระดูกสันหลัง (invertebrates) นอกจากนี ้พบวา มีความ

เปนพษิตอผ้ึงในระดับปานกลาง ทั้งนี้ ถามกีารใชมากกวา 260 ซีซีตอไร ระดับความเปนพษิจะเพิ่ม

สูงขึ้น อยางไรก็ตาม เอน็โดซัลแฟนจะมคีวามเปนพษินอยตอแมลงที่เปนประโยชน (beneficial 

insects) เชน แตนเบียน แมลงเตาทอง และไรบางชนิด สําหรับสัตวเลีย้งลูกดวยนม เอ็นโดซัลแฟน

จะเกิดการสะสมในไตมากกวาในไขมนัโดยรางกายจะมกีลไกการขับถายสารนี้ออกจากไตหลังจาก

ที่ไดรับพิษสะสมเปนเวลานานแลว โดยจะถูกดูดซึมอยางรวดเร็ว และมีการลดพิษลงเมื่ออยูใน

รางกายไปเปนสารเมทาโบไลทที่มีข้ัว และถูกขับถายออกไปในที่สุด (Agency for Toxic 

Substances and Disease Registry, 2000) 

            มีรายงานจากประเทศสาธารณรัฐเบนนิ แอฟริกาตะวนัตก เมื่อป ค.ศ. 1999 วา มี

ผูเสียชีวิตในพืน้ทีท่างตอนเหนือของจังหวัดบอรกู (Borgou) จากการใชเอ็นโดซัลแฟนฉีดพนในไร

ฝายเปนจํานวน 37 คน และอีก 36 คน ปวยหนักจนตองไดรับการรักษาที่โรงพยาบาล สาเหตุ

เนื่องมาจากการใชเอ็นโดซัลแฟนที่ไมถูกตอง หรือใชในปริมาณที่มากเกินความจาํเปน เกษตรกร

รายหนึ่งเลาใหฟงวา ไสเดือนที่เคยพบในดินไดถูกพษิของเอ็นโดซัลแฟนตายลงเปนจํานวนมาก นก

ที่กนิไสเดือนตายเขาไปเปนอาหารก็ตายตามไปเปนจาํนวนมากเชนกนั นอกจากนี ้ ยังสงัเกตวา 

หลังจากฉีดพนเอ็นโดซัลแฟน 2 – 3 วนัเพือ่กําจัดแมลงศัตรูพืช ไรนาแหงนั้น ก็คละคลุงไปดวยกลิน่

เหมน็เนาของซากสัตวตางๆ ที่ถูกพิษของเอ็นโดซัลแฟนตายตามไปดวย เกษตรกรอีกรายหนึง่ที่

อาศัยอยูในเมอืงบานิโครา (Banikoara) ไดกลาวถึงการทาํลายหวงโซอาหารในธรรมชาติโดย   

เอ็นโดซัลแฟนจากที่เขาเห็นวา ปลวกในไรฝายที่ไดรับพิษของเอน็โดซัลแฟนตายลงไป กบทีก่นิ

ปลวกกม็ีอาการมึนงง หยุดนิ่งไมสามารถเคลื่อนไหวได หลังจากนั้นไมนาน นกเคาแมวไดจับกบตวั

นั้นไปกนิบนคบไม สิบนาทีตอมานกเคาแมวก็รวงหลนลงมา และตายในที่สุด และรายสุดทายไดให

ความเหน็วา เอ็นโดซัลแฟนเปนสารเคมทีี่มปีระสทิธิภาพมาก สามารถทําลายลางสิง่มีชีวิตไดทกุชนิด 

ไมเวนแมกระทั่งงู และไสเดือนที่เคยมีเปนจํานวนมาก ก็ตายหมดภายหลงัจากการฉีดพนสารนี้ใน

เวลาไมนาน รวมถึงปลาในหนองน้าํและลําธารก็ตาย เนื่องจากน้ําทีไ่หลจากบริเวณไรฝายที่มีการ

ฉีดพนเอน็โดซลัแฟนไหลลงไป  (Pesticide Action Network UK, 2000) 
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2.2.8 เหตุการณสาํคัญที่เกี่ยวของ  
 

                        ชวงกลางป พ.ศ.2525 – 2526 ประเทศไทยไดมีการสนบัสนุนการเพาะเลี้ยงหอย

เชอรี่ (golden apple snail) เพื่อใหเปนสตัวเศรษฐกิจ เนื่องจากสามารถนํามาปรุงเปนอาหารที่ให

โปรตีนสูง และมีรสชาติอรอย แตในชวงเวลาดังกลาวการเพาะเลี้ยงหอยเชอรี่ไมไดรับความนยิม

มากนัก จึงเงยีบหายไป จนกระทั่งในป พ.ศ. 2531 เร่ิมมีการพบเหน็หอยเชอรี่แถบชานเมืองดาน

ตะวันออกของกรุงเทพฯ แถวมีนบุรี หนองจอก แตยังไมเปนปญหาแตอยางใด กลับไดรับความ

นิยมในการนํามาประกอบอาหารตามรานอาหารตางๆ จึงทําใหหอยเชอรี่มีการแพรกระจายไปทั่ว

ทุกภาคของประเทศ จากกรุงเทพฯ ไปยงัแหลงน้าํสําคญัตางๆ ตัง้แต กวานพะเยา บงึสีไฟ บงึ

บอระเพ็ด หนองหาร ทะเลสาบสงขลา แมกระทัง่อางเก็บน้าํที่อยูบนยอดเขา จากอางเกบ็น้าํ หอย

ชนิดนี้ไดแพรพันธุไปตามคคูลองสาธารณะ  โดยเฉพาะคลองชลประทานในภาคกลาง ซึง่เปน

แหลงปลูกขาวที่สําคัญของประเทศไทย จากนัน้ไมนานชาวนาก็ไดพบวา ขาวกลาทีห่วานถูก

ทําลายในเวลาชั่วคนื นับเปนความเสียหายที่รายแรงสําหรับชาวนาในชวงเวลานัน้  

  ในป พ.ศ. 2535 – 2536 การระบาดของหอยเชอรี่จากภาคกลาง เร่ิมระบาดไป

ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และสุดทายที่ภาคใต รวมทั้งสิน้ 43 จังหวัด (United Nations, 

2006) สวนราชการตางๆ ไดเร่ิมศึกษา และคนควาวิธกีารกาํจัดหอยเชอรี่อยางเรงดวน มกีาร

แนะนาํการปองกนักําจัดหอยเชอรี่ดวยวธิตีางๆ ทัง้วิธกีล และการใชสารเคมีหลายชนิด อาท ิ เหยื่อ

พิษชนิดตางๆ สารไบลูไซด คอปเปอรซัลเฟต หรือแมกระทั่งสารสมุนไพรตางๆ แตความพยายาม

ตางๆ ของหนวยราชการ ไมทันกับความตื่นตระหนก และความรูเทาไมถึงการณของชาวนาที่ไดรับ

คําแนะนําจากผูประกอบการคาสารเคมีเกษตรที่ใหใชสารเคมีชนิดหนึ่งคอื เอ็นโดซัลแฟน ที่สามารถ 

กําจัดหอยเชอรี่ไดเปนอยางดี ความนิยมในการใชเอ็นโดซัลแฟนไดแพรหลายไปทั่วจนเปนที่รูจกั 

และเรียกกนัวา ยาหยอดหอย ดวยเหตุผลวา ใชแลวไดผลดี ใสลงไปหอยลอยขึน้มาตายทนัท ี แต

ส่ิงที่ลอยตามหอยขึ้นมาคือ ปลาตางๆ ในนา รวมทัง้กบ เขียด และสัตวน้ําชนิดอืน่ๆ นับเปนความ

เสยีหายอยางใหญหลวงตอระบบนิเวศในนา และเมื่อน้าํในนาถกูระบายลงลาํธาร คู คลองตางๆ 

สารเอ็นโดซัลแฟนยงัออกฤทธิ์ตอสัตวน้ํานั้นอกีดวย 

  ชาวนาหลายรายเห็นถึงพิษภัยของเอ็นโดซัลแฟนแลว แตยังจําเปนตองใช เพราะ

ราคาถูกเมื่อเทียบกับสารตัวอื่นๆ และคิดวาถาไมหยอดยากาํจัดหอย ก็จะไมไดขาว นอกจากปลา

ในแหลงน้ําแลว ประชาชนสองฝงแมน้ําที่ไหลผานแหลงเพราะปลกู ไมมีทางทราบเลยวามีสารพษิ

อะไรบางที่ไหลลงมาในสายน้ํา และเมื่อตนป พ.ศ. 2543 ที่ผานมา แมน้ําทาจีน ซึง่ถือเปนเสนเลอืด

หลักฝงตะวันตก เกิดเนาเสียอยางหนัก แมน้ําสายรองทัง้หลายตั้งแตพื้นที่ของอําเภอเดิมบางนางบวช 

จังหวัดสุพรรณบุรี ผานนครปฐม สมุทรสาคร เนาเสียตลอดทั้งสาย สรางความเสียหายอยางใหญหลวง 
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ที่สําคัญเมื่อน้าํไปตรวจพบวา มีสารเอ็นโดซัลแฟนปนเปอนอยู ซึง่นาจะเปนสาเหตุที่ทาํใหเกิดการ

เนาเสยีของแหลงน้ําสายสาํคัญดังกลาว รวมทัง้การสญูเสียระบบนิเวศที่มีความเชือ่มโยงกับแหลง

น้ํานั้นดวย  (ศักดา  ศรีนิเวศน, 2547) 

 
2.2.9 การสลายตัวในสิ่งแวดลอม 
 

                        เอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในสิง่แวดลอม มกัจะเกิดการเปลี่ยนรูปโดยกระบวนการ

ทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ ใหเปนสารเมทาโบไลทรูปตางๆ โดยการฟอรมตัวจะเกิดขึ้นอยาง

ชาๆ ทัง้นี้เอน็โดซัลแฟนเบตาไอโซเมอร จะมีความคงตัวในส่ิงแวดลอมมากกวาอัลฟาไอโซเมอร ซึง่

ระเหยไดงาย และสลายตัวเร็วกวา (Goebel และคณะ, 1982) 

   1)  การยอยสลายทางกายภาพ  

            การสลายตัวโดยแสง (photodecomposition) นับเปนปฏิกริิยาที่สาํคัญของ

สารเคมีกําจัดศัตรูพืชหลายชนิดรวมทั้งเอน็โดซัลแฟน แตปริมาณที่สลายตัวอาจไมมาก เนื่องจาก

เกิดขึ้นไดเฉพาะสวนที่อยูผวิดินที่มิไดคลุกเคลาเขากับดิน และสวนที่เคลื่อนขึน้สูผิวดนิโดยแรง

ดึงดูดของน้ํา (capillary) ในฤดูแลง นอกจากนี้ เอ็นโดซัลแฟนเปนสารเคมทีี่ไมไดมีการดูดซับ

พลังงานแสงจากดวงอาทิตยเพื่อยอยสลายตัวมันเองมากนัก ทั้งนี้หากมีการสลายตัวของเอ็นโดซัลแฟน 

โดยแสงมักเกดิจากรังสีเหนอืมวง (ultraviolet) เปนสาํคัญ โดยจะถกูสลายภายในระยะเวลา 4 

สัปดาห ถาแหลงน้ํามีสภาพเปนกรด เอ็นโดซัลแฟนจะถูกยอยสลายภายในระยะเวลา 5 เดือน ซึ่ง

ชากวาในสภาวะทีน่้าํเปนกลางที่ใชเวลาเพยีง 5 สัปดาห โดยกลไกการสลายตัวโดยแสงจะเริ่มจาก

พลังงานจากรังสีจะถกูดูดซับโดยโมเลกุลของสารทาํใหอิเล็กตรอนอยูในสถานะกระตุน (excited 

state) จนเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลได ซึ่งทําใหเอ็นโดซัลแฟนมโีครงสรางซับซอนนอยลง 

สงผลใหมกีารยอยสลายโดยจุลินทรียติดตามมา  

  2)  การยอยสลายทางเคม ี

                  ปฏิกิริยาทางเคมีที่มีผลตอการสลายตัวของเอ็นโดซัลแฟนเปนสารเมทาโบไลท

รูปอื่นๆ ที่สาํคัญมีอยู 2 ชนิด คือ ปฏิกริิยาออกซิเดชนั (oxidative reaction) และปฏิกิริยาการ

แยกสลายดวยน้ํา (hydrolytic reaction) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนการออกซิไดซเอ็นโดซัลแฟน

ซึ่งเปนสารตั้งตนใหเปลี่ยนรปูไปเปนเมทาโบไลทหลกัคือ เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ซึ่งเปนเมทาโบไลท

ที่มีความเปนพิษ และความคงตัวในสิง่แวดลอมสูงกวาเอน็โดซัลแฟนมาก ในทางตรงกนัขาม 

ปฏิกิริยาการแยกสลายดวยน้ํา จะเปนการเปลี่ยนรูปของเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทที่มีพษิ 

และมีความคงตัวในสิง่แวดลอมนอยลง ซึง่ก็คือ เอ็นโดซลัแฟนไดออล ทั้งนี้ ปฏิกิริยาการแยกสลาย

ดวยน้าํของเอน็โดซัลแฟนจะมีแนวโนมสูงขึ้น เมื่อคาความเปนกรด-ดาง (pH) เพิ่มข้ึน โดยครึ่งชวีิต



 13 

ของเอ็นโดซัลแฟนจะอยูที ่ 10-20 วนั เมือ่มีคา pH เทากับ 7 ในขณะที่คร่ึงชีวิตจะมีคาประมาณ 

0.2 วนั เมื่อม ี pH เทากับ 9 ณ อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส ดังนัน้ปฏิกิริยาการแยกสลายดวยน้าํ 

จึงนับวาเปนปฏิกิริยาที่สําคญัในกระบวนการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน เมื่อนํามาพจิารณารวมกบั

คา pH  โดยจะไดเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปนสารเมทาโบไลทหลักทีส่ําคัญของการยอยสลายโดย

ปฏิกิริยาดังกลาว 

 

 
 
ภาพที่ 2.2  วถิีการยอยสลายของเอ็นโดซัลแฟนในดนิและน้ํา (German Federal Environment 

Agency, 2004) 
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 3)  การยอยสลายทางชีวภาพ 

                              การยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) คอื กระบวนการทางชวีเคมีใน

การทาํใหเกิดการแตกสลายของสารอินทรียตนแบบทีม่ีโครงสรางซับซอน ไปเปนสารอินทรียทีม่ี

โมเลกุลเลก็ลง โดยอาศัยสิ่งมีชีวิต เชน จุลินทรีย ซึง่อาจสารทีม่ีความเปนพิษมากขึ้นหรือลดลง 

(Arienti และคณะ, 1988) ทั้งนี้ในการยอยสลายทางชีวภาพของสารพิษตางๆ ในสิ่งแวดลอม 

รวมทัง้เอ็นโดซัลแฟน มักเกิดขึ้นโดยปจจัยที่มีผลตอกิจกรรมการยอยสลายของจลุินทรีย ซึง่มี

ดังตอไปนี้ (กรรณิการ ชูเกยีรติวัฒนา, 2543) 

     ก.  สภาพแวดลอมของการเจริญของจุลินทรีย 

                        ปจจัยเพื่อการเจริญของจุลินทรีย เชน สารอาหารที่มีคุณสมบัติเปนแหลง

พลังงาน แหลงธาตุคารบอน แหลงวิตามนิ-เกลือแร อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน และคาความเปน

กรด-ดางที่เหมาะสมตอการเจริญ เปนตน   

  ข.  การเคยสัมผัสกับสารแปลกปลอม 

                        การที่จุลินทรยีเคยสัมผัสกบัสารแปลกปลอมนั้นๆ มากอน จะเปนการลด

ระยะเวลาในการปรับตัวที่เรียกวา metabolic adaptation ในระยะ lag phase โดยทําใหการผลิต

เอนไซมที่จะใชเพื่อการยอยสลายดําเนนิไปไดดี และเปนการเรงอัตราการยอยสลายทางชีวภาพให

เร็วขึ้น 

       ค.  ปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จาํเพาะตอการยอยสลาย 

                         หากปริมาณเริ่มตนของจุลินทรียที่จาํเพาะการยอยสลายมีมาก ก็จะทําให

มีการผลิตเอนไซมในปริมาณที่มาก และอัตราการยอยสลายทางชีวภาพกจ็ะเกิดขึน้ไดดี 

         ง.  ระดับความเขมขนของสารแปลกปลอม 

                         จุลนิทรียแตละชนิด จะมีระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมทีย่อมรับได 

ระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมที่สงูกวาระดับทีย่อมรับไดจะเปนพิษตอจุลนิทรีย แตในทาง

ตรงกันขามหากระดับความเขมขนของสารแปลกปลอมต่ําเกนิไป การปรับตัวของจุลินทรียตอสาร

แปลกปลอมนัน้ๆ ก็จะไมเกดิขึ้น 

        จ.  ลักษณะสมบัติของสารแปลกปลอม  

                 ลักษณะสําคัญของสารแปลกปลอมที่มีผลตออัตราการยอยสลายทางเคมี

และทางกายภาพ ไดแก โครงสรางโมเลกุล และการละลายน้าํ โดยสารแปลกปลอมทีโ่ครงสรางทาง

เคมีคลายคลึงกับสารทีม่ีอยูในธรรมชาต ิจะเกิดการยอยสลายไดงายกวาสารที่มีโครงสรางซบัซอน เชน 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอน จะมีอัตราการยอยสลายทางชีวภาพที่ชากวาอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน ดาน

สมบัติการละลายน้าํ สารแปลกปลอมที่ละลายน้ําไดดีกวาจะมีอัตราการยอยสลายทางชวีภาพที่สงู

กวา เนื่องจากสามารถนําเขาสูเซลลไดงายเชนเดยีวกบัสารอาหารที่ละลายอยูรอบๆ เซลล  
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ตารางที่ 2.1  ปจจัยสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการเจริญและการยอยสลายของจุลินทรีย (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 
 
 ราเปนจุลินทรยีที่มกีารดํารงชีวิตอยูในสภาพแวดลอมในสภาวะทีห่ลากหลาย เชน สภาวะ

การเปนปรสิต (parasitism) สภาวะการอยูอาศัยรวมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ (mutualism หรือ symbiosis) 

หรือสภาวะการเปนผูยอยสลาย (saprophytic) (อนุเทพ  ภาสุระ, 2541) ซึ่งทัง้หมดตองการแหลง

พลังงาน และคารบอนจากสารอินทรีย จึงทําใหในธรรมชาติพบการดาํรงอยูของราหลากหลายรูปแบบ 

ดินนับวาเปนแหลงอาศัยทีเ่หมาะสมตอการเจริญของจุลินทรยีตางๆ รวมทั้งราไดเปนอยางดี 

ราดินพบมากบริเวณผิวหนาดิน สวนดนิชั้นลางปริมาณจะแตกตางกันไป ข้ึนอยูกับองคประกอบ

หลายๆ อยาง เชน ความชืน้ของดนิ การหมุนเวยีนของอากาศในดิน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิ

รวมไปถงึสารอนิทรียที่อยูในดนิ โดยราที่อาศยัอยูในดนิสวนใหญมกีารเจรญิอยูในรูปของเสนใย (hypha) 

อาจพบในสภาพที่มีการสรางสปอร (spore) หรือสภาพที่มกีารเจรญิเปนเซลลเดยีว เชน ยีสต 

(yeast) เปนตน ดงันัน้ ราทีพ่บในดนิจึงมสีายพนัธุทีห่ลากหลาย ตั้งแตราชั้นต่ําพวกราเมือก (slime 

mold) ไปจนถึงราชัน้สูงกลุม Eumycota (true fungi) ถึงแมวาราในดินจะพบในจาํนวนที่นอยกวา
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แบคทีเรีย (bacteria) และแอกทิโนมัยซที (actinomycetes) โดยปริมาณทีพ่บในดิน 1 กรัม มี

ประมาณ 105 – 106 เซลล แตปริมาณชีวมวลของราปกติจะมีมากที่สดุ (500 – 5,000 กิโลกรัม ตอ

เฮกตาร) เนื่องจากการมเีสนใยขนาดใหญที่เติบโต และแผขยายออกไปสูแหลงอาหารใหมไดอยาง

รวดเร็ว นอกจากนี้ รามีความสามารถในการเจริญในดินที่มีสภาพเปนกรดไดดีกวาจุลินทรียชนดิ

อ่ืนๆ จงึนับวาเปนจุลนิทรียที่มีบทบาทสําคัญในการเปนผูยอยสลายสารในดิน และยังสามารถยอย

สลายสารที่มีโครงสรางซับซอน เพื่อเปล่ียนใหเปนองคประกอบของเซลลได (ยงยทุธ โอสถสภา 

และคณะ, 2541) ทั้งนี ้ ราในดินที่มีรายงานวา สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอนอยาง

เอ็นโดซัลแฟนได ไดแก 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) 

 กลุมของราและเห็ดบนซากพชืในปาธรรมชาติ ที่มีความสามารถในการยอยมวลสารโมเลกุล

สูงได ไดแก ราไวตรอต (white rot fungi) เปนราทีจ่ัดอยูในไฟลัม Basidiomycota และ 

Ascomycota (Akhtah, Kirk และ Blanchette, 1999) รากลุมนี้ในธรรมชาติตองสลายลิกนิน เพื่อ

นําเอาเซลลูโลสที่อยูในเนื้อไมมาใชเปนแหลงคารบอน โดยสามารถสลายลกินนิไดสมบูรณซึ่ง

แตกตางจากราในกลุมบราวนรอต (brown rot fungi) และแบคทีเรีย ที่ไมสามารถสลายลิกนินได

สมบูรณ  ดวยเหตนุี้ จงึมีการนําราไวตรอตมาใชในการเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดทีม่ี

โครงสรางคลายคลึงกับลิกนนิ เพื่อไมใหเปนอันตรายกบัส่ิงแวดลอม เชน สารปรุงแตงเชื้อเพลงิ 

(fuel additives) กลุมสารเบนซิน (Benzene) PAH (Polycyclic aromatic hydrocarbon) สียอม

สังเคราะห (synthetic dyes) รวมทัง้สารกําจัดแมลงในกลุมคลอรีนอนิทรีย และฟอสเฟตอินทรีย 

เปนตน (Pointing, 2001) โดยในสวนของการใชราไวตรอตเพื่อยอยสลายเอน็โดซัลแฟนนั้น มี

รายงานวา ราไวตรอตในสกุล Phanerochaete (Kullman และ Matsumura, 1996) และ 

Pleurotus (Hernandez-Rodrigues และคณะ, 2006) มีความสามารถในการยอยสลายสาร

ดังกลาวได ทัง้นี ้ ในการคัดเลือกกลุมของราไวตรอตที่มีความสามารถในการยอยสลายลกินนิ   

ออกจากกลุมราอ่ืนๆ ในธรรมชาติ อาจใชวิธีการใชกรดแทนนกิ (Tannic acid) ซึ่งถกูริเร่ิมโดย 

Bavendamm (1928) ทีค่นพบวา ราจะสรางโซนสนี้ําตาลในวุนอาหารทีเ่ติมกรดแทนนิก 0.5 

เปอรเซ็นต (w/v) ซึ่งเปนผลมาจากการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันของ phenollic acid (Freitag และ 

Morrell, 1992) ตอมาในชวงปค.ศ.1960 ไดพัฒนาการใชสารคารบอนทีท่ําการติดฉลากดวย

ไอโซโทป 14C label lignin (Crawford, Crawford และ Pometto, 1985) เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่

สามารถยอยสลายลิกนินมายอยสลาย 14C label lignin ไปเปน 14CO2 ซึ่งการวิเคราะหโดยใชสาร

คารบอนทีท่ําการติดฉลากดวยสารรังสนีี ้ ถึงแมวาจะตดิตามผลไดคอนขางรวดเร็ว แตขั้นตอนการ

เตรียมคารบอนที่ติดฉลากดวยสารรังสนีัน้มีความยุงยากซับซอน และมีราคาแพง จงึไดมีการคิดคน
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วิธีใหมโดยใชสียอมสังเคราะหประเภทโพลีเมอริกเปนสารตั้งตน (Glenn และ Gold, 1983) ซึ่ง

โครงสรางประกอบไปดวยวงแหวนอะโรมาติกหลายๆ วงตอกนั ซึง่เตรียมใหอยูในรูปที่มีความ

บริสุทธิ์ไดงายกวา มีความคงตัวสูง ความเปนพิษตํ่า ละลายน้ําไดด ี มีราคาไมแพง และตรวจวัด

ติดตามผลไดงาย โดยวัดจากการดูดกลนืแสง (Gold, Glenn และ Alic, 1988) และตรวจวัดโซน

ของสีที่เปลี่ยนไปบนอาหารทีผ่สมดวยสียอมโพลีเมอริก ซึ่งแบงเปน 3 ชนิด ไดแก Poly B, Poly R 

และ Poly Y ซึ่งเปนสยีอมทีม่ีโครงสรางทางเคมีคลายกนั แตการเรียงตัวเลข และแขนงที่มาตอกบั

วงแหวนอะโรมาติกแตกตางกนั สียอมชนดิ Poly B เมือ่ถูกยอยสลาย จะเปลีย่นจากสีน้าํเงินเปนสี

เหลืองทอง สยีอมชนิด Poly R เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสียอม

ชนิด Poly Y เมื่อถูกยอยสลายจะเปลีย่นจากสีเหลืองเปนสีเขียวอมเหลือง (Glenn และ Gold, 

1983) 

 
2.4 งานวจิัยที่เกีย่วของ  
 

จากการนาํหลกัการเรื่องการยอยสลายทางชีวภาพมาประยุกตใชกับการแกปญหาสารพิษ

ตางๆ ที่ตกคางในสิง่แวดลอม รวมทั้งเอ็นโดซัลแฟน ไดทําใหเกิดงานวิจยัตางๆ ที่มีวัตถุประสงค

รวมกนัในการที่จะทาํใหเอ็นโดซัลแฟนเกดิการเปลี่ยนโครงสรางไปเปนสารเมทาโบไลททีม่ีความคงตัว 

ในสิ่งแวดลอมและมีพิษนอยลง ซึง่จากงานวิจยัตางๆตัง้แตอดีตจนถึงปจจุบันพบวา ราหลากหลาย

สายพนัธุในสิ่งแวดลอม รวมทั้งจุลินทรียบางชนิด มีความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาว 

ดังปรากฏในงานวิจัยตอไปนี ้

Martens (1976) ไดคัดเลือกราในดิน และตะกอน 16 สายพนัธุ ที่มคีวามสามารถในการ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 1 มลิลิกรัมตอลิตร โดยใช 14C – labeled material เพื่อ

ตรวจสอบการฟอรมตัวของ 14CO2 และปริมาณของสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น โดยราดินทัง้ 16 ชนิด 

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 30 เปอรเซ็นต โดยสารเมทาโบไลทหลกั (major metabolite) 

ที่เกิดขึ้น ไดแก เอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของหมูซัลไฟท (sulfite 

group) และเอ็นโดซัลแฟนไดออล ที่เกิดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในพนัธะเอสเทอร (ester bond) 

นอกจากนีย้ังมีการฟอรมตัวของเอ็นโดไฮดรอกซีอีเธอร (Endohydroxyether) เกิดขึน้เล็กนอย และ 
14CO2 ที่ตรวจพบ มีปริมาณนอยมาก ซึ่งแสดงถึงสภาวะในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทีย่ังไมสมบูรณ 

จากงานวิจยัตอมา พบวา ราสายพนัธุ Trichoderma harzianum ซึ่งเปนราในดนิ สามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนได โดยเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัไปเปนเอน็โดซลัแฟนซัลเฟต และเกิดปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสตอไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนรูปที่มีความเปนพิษ และทนทานในสิ่งแวดลอม

นอยลง (Katayama และ Matsumura, 1993) เชนเดยีวกับรา Aspergillus niger ที่สามารถยอย
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เอ็นโดซัลแฟนเบตาไอโซเมอรไดถึง 98.6 เปอรเซ็นต ภายใน 15 วัน โดยเบตาไอโซเมอรนี้ มีความคงทน

ในสิ่งแวดลอม และมีคร่ึงชีวติยาวนานกวาอัลฟาไอโซเมอรมาก (Mukherjee และ Gopal, 1994) 

Kullman และ Matsumura (1996) ไดศึกษาถึงการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนทีค่วาม

เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร โดยราไวตรอต Phanerochaete chysosporium  โดยพจิารณาจากสาร

เมทาโบไลทที่เกิดขึ้น และวถิีในการเปลี่ยนรูป (pathway) ซึ่งพบวา ราดังกลาวมวีิถีในการยอย

สลายที่แตกตางกนั 2 ทาง คือ oxidative pathway ที่มีการเปลีย่นเอน็โดซัลแฟน เปนเอ็นโดซลัแฟน 

ซัลเฟต ซึ่งเปนสารทีม่ีความคงทนในสิง่แวดลอม และเปนพษิมากกวาเอ็นโดซัลแฟน ทัง้นี ้ จงึไดมี

การเติม 100 ไมโครกรัมของ Piperonyl butoxide ซึ่งเปน cytochrome P-450 inhibitor ชนิดหนึ่ง

ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพือ่ยับยั้งการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันไปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต และทํา

ใหเกิดวถิีการยอยสลายทางที ่ 2 คือ hydolytic pathway ที่มีการเปลี่ยนเอน็โดซัลแฟนไปเปน    

เอ็นโดซัลแฟนไดออล และสารเมทาโบไลทรูปอ่ืนที่มีความเปนพิษนอยลง 

Awasthi, Manickam และ Kumar (1997) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของ

แบคทีเรียเจริญรวม (coculture) พบวา เกือบ 50 เปอรเซ็นตของเอน็โดซัลแฟนถกูยอยสลายลง ณ 

วันที่ 7 ของการบมเชื้อ และเมื่อถงึวนัที ่ 15 เอ็นโดซัลแฟนถกูยอยเกือบทัง้หมด พรอมๆ กับมวลที่

เพิ่มข้ึนของแบคทีเรียเมื่อเวลาผานไป การยอยสลายเบตาเอ็นโดซัลแฟนเกิดขึ้นชากวาอัลฟา     

เอ็นโดซัลแฟน โดยการยอยสลายนัน้ เกดิขึ้นจากปฏิกริิยาดีฮาโลจิเนชัน (dehalogination) ซึ่ง

ตรวจสอบจากคลอไรดไอออนทีถู่กปลดปลอยออกมา โดยเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย

ซึ่งทดสอบโดยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) คือ เอ็นโดซัลแฟนไดออล และ     

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ทัง้นี้ปริมาณของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตมีนอยมาก นอกจากนี้ยงัพบวา กลโูคส 

(glucose) ในอาหารเลี้ยงเชื้อไมมผีลตอการยอยเอ็นโดซัลแฟนแตอยางใด ในขณะที่ซัคซิเนต 

(succinate) จะเปนตวัยับยัง้การยอยไดเกอืบ 50 เปอรเซ็นต 

Guerin (1999) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาพอับอากาศโดยแบคทีเรีย

ทองถิน่ที่อาศยัในดิน และในตะกอนที่มปีริมาณออกซิเจนนอย จากหลุมหมักของเสียเคมีทางการ

เกษตรในไรฝาย พบวา การใชแบคทีเรียรวมกนัหลายสายพนัธุ (mixed culture) สามารถยอย

สลายอัลฟาเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอ็นโดซลัแฟนไดออล ซึ่งเปนเมทาโบไลทที่มีความเปนพิษนอยลง 

ภายใตสภาวะอับอากาศ และสภาวะกาซมเีธน (methanogenic condition) ภายในระยะเวลา 30 

วัน เชื้อสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 85 เปอรเซ็นต ทังนี้มกีารควบคุมสภาวะของชุดทดลอง

ใหเปนแบบอบัอากาศโดยใช  Teflon-lined butyl rubber เปนตัวผนึกกนัอากาศ เนื่องจากวสัดุ

ชนิดนี้จะไมดูดซับ และปองกันการระเหยของสารที่สามารถระเหยไดจากการทดลอง นอกจากนี ้

การใชฟอสเฟตบัฟเฟอรในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแบบไรออกซิเจนจะชวยลดการสูญเสียทางชวีภาพ
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จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกดิขึ้นระหวางการทดลอง ซึ่งทาํใหการยอยสลายทางชวีภาพเกิดขึ้น

อยางสมบูรณที่สุด 

Awasthi, Ahuja และ Kumar (2000) ไดศึกษาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย       

เอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในดนิ โดยแบคทีเรียที่คัดแยกจากดนิทีม่ีการปนเปอนของเอ็นโดซัลแฟน     

พบวา ปจจยัตางๆ ดังกลาว ไดแก การเพิ่มปริมาณของแหลงคารบอน คาความเปนกรดดาง (pH) 

ปริมาณความชื้นในดนิ และปริมาณความเขมขนของเอน็โดซัลแฟน โดยที่การยอยสลายจะเกิดเร็ว

ขึ้นในดินเปยกหรือดินทีม่ีความชื้นสงู และจะถูกยับยั้งจากการเพิม่แหลงคารบอนชนิดโซเดียมอะซิเตต 

และโซเดียมซคัซิเนต ไมพบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาวะที่เปนกรดสูง และอัตราการยอย

สลายจะคอยๆ เพิ่มสูงขึน้ เมื่อ pH เพิ่มข้ึน โดยคา pH ที่เหมาะสมทีสุ่ดตอการยอยจากการทดลอง

นี้คือ 8.5 และจะทาํใหเอน็โดซัลแฟนจะเปลี่ยนรูปไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล นอกจากนี้ เมื่อเพิม่

ความเขมขนของเอ็นซัลแฟนสูงถึง 5 มิลลิกรัมตอกรัมของดิน พบวา แบคทีเรียมีอัตราการยอยสงู

ที่สุด ทัง้นี้เมื่อไดทดลองเพิ่มการจํานวนเชือ้ ก็มิไดเพิ่มอัตราการยอยสลายแตอยางใด 

Shetty และคณะ (2000) ไดศึกษาการยอยสลายทางชวีภาพของเอ็นโดซัลแฟน โดยรา 

Mucor thermohyalospora MTCC 1384 ซึ่งทดลองเลี้ยงในอาหาร Czapek-Dox nutrient 

medium ที่ควบคุมปริมาณแหลงคารบอน เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวทาํการวิเคราะหเมทาโบไลท 

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

Detector (GC - ECD) พบวา ราดังกลาวสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 78 เปอรเซ็นต 

ภายในเวลา 20 วัน โดยทาํใหเกิดการเปลี่ยนรูปของเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทาโบไลท 2 ชนิด คือ 

เอ็นโดซัลแฟนไดออล และเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต ที ่80 และ 20 เปอรเซ็นต ตามลําดบั ทัง้นี้ ปริมาณ

ของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตที่เกิดขึ้นไมมีนยัสําคัญแตอยางใด 

Sutherland  และคณะ (2000) ไดศึกษาถงึการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนโดยแบคทีเรีย

หลายสายพนัธุที่คัดแยกมาจากดินที่มีประวัติการใชเอน็โดซัลแฟน โดยใชเอ็นโดซลัแฟนเปนแหลง

ซัลเฟอร จากผลการศึกษา ไมพบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ไมมีการเติม

เอ็นโดซัลแฟน โดยการยอยเอ็นโดซัลแฟนมีความสมัพนัธกับการเจริญของแบคทีเรีย สารประกอบ

ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายมีทั้งที่มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันและไฮโดรไลซิส ทั้งนี ้ปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

ไดเกิดขึ้นกับการยอยอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน ทําใหไดเอน็โดซัลแฟนซลัเฟตเปนเมทาโบไลทสุดทาย 

ในขณะที่ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะไดเอ็นโดซัลแฟนโมโนอัลดีไฮด (Endosulfan monoaldehyde) 

ซึ่งตรวจสอบจาก Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) และเมื่อบมเชื้อใน

สภาวะเดิม โมโนอัลดีไฮดจะถูกออกซิไดซตอไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีอีเธอร และเมทาโบไลท

อ่ืนทีม่ีขั้ว ซึง่มคีวามเปนพษิตอสิ่งแวดลอมนอยลง จากการศึกษาตอมาพบวา การใช cytochrome 

P-450 ไมสามารถชวยยับยัง้ปฏิกิริยาออกซเิดชันของเอน็โดซัลแฟนไปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตไดเลย  
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Kwon และคณะ (2002) ไดคัดแยกแบคทีเรียในดนิจากแหลงตางๆ โดยใชเอ็นโดซลัแฟน

เปนแหลงคารบอน ซึง่สามารถแยกได 40 สายพนัธุ โดย Klebsiella pneumoniae KE-1 เปนสายพนัธุ 

ที่มีประสิทธิภาพสงูสุดในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน โดยมีอัตราการยอยอยูที่ 8.72 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตรตอวัน และเมื่อบมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเอน็โดซลัแฟนเขมขน 93.9 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

เปนเวลา 10 วนั พบวา แบคทีเรียดังกลาวไมมีการเปลีย่นรูปเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตแตอยางใด ซึง่

หมายถงึ เชื้อไมไดมีวิถีการยอยแบบออกซิเดทิฟ (non-oxidative pathway)  

Awasthi และคณะ (2003) ไดศึกษาการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนโดยแบคทีเรีย Bacillus 

สองสายพันธุรวมกนั โดยไดมีการทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนอัลฟา และเบตาไอโซเมอร 

ทั้งแบบแยกการยอยสลายของแตละไอโซเมอร และแบบที่ไดทดลองการยอยรวมกนัทัง้สองไอโซเมอร 

พบวา ไดผลไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ โดยการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนทัง้สองไอโซเมอร จะ

เกิดการเปลี่ยนรูปเปนเอน็โดซัลแฟนไดออล และเอ็นโดซัลแฟนแลกโตน (Endosulfan lactone) 

นอกจากนี ้จากการทดลองไมสามารถสังเกตเหน็การสะสมของเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 

Lee และคณะ (2003) ไดศึกษาบทบาทของสาหรายสเีขียวแกมน้ําเงนิ 2 สายพันธุคือ 

Anabaena sp. PCC 7120 และ Anabaena flos-aquae ที่มีผลตอการเปลีย่นรูปของเอน็โดซัลแฟน 

ที่มีการตกคางในดิน โดย  Anabaena sp. PCC 7120 สามารถเปลี่ยนรูปเอ็นโดซัลแฟน เปน

สารประกอบเมทาโบไลทหลกั คือ เอ็นโดซัลแฟนไดออลไดมากที่สดุ ตรวจพบการเปลี่ยนรูปเปน

เอ็นโดซัลแฟนไฮดรอกซีอีเธอร และเอ็นโดซัลแฟนแลกโตนในปริมาณเล็กนอย และตรวจพบ      

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตปริมาณนอยมาก ในขณะที ่ Anabaena flos-aquae ก็สามารถเปลี่ยนรปู 

เอ็นโดซัลแฟนไปเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล และเกดิสารเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟตขึ้นเพียงเลก็นอย

เชนเดียวกนั  จากการศึกษาตอไปพบวา ถามีการควบคุม pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อใหอยูที่ 7.2     

จะทาํใหสภาวะการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด 

Siddique และคณะ (2003) พบวา รา Fusarium ventricosum ทีไ่ดคัดแยกไดจากดิน

สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนที่ความเขมขน 100 มลิลิกรัมตอลิตร ทั้งอลัฟา และเบตาไอโซเมอร 

ไดหมดภายในระยะเวลา 12 วันของการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ดวยคาคงที่ของอัตราการ

ยอยสลายที ่ 14.22 และ 6.60 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน ตามลําดับ โดยราดังกลาวสามารถใชแหลง

คารบอนในองคประกอบของเอ็นโดซัลแฟนเปนแหลงพลังงาน จนสามารถเปลี่ยนเปนรูปที่มีความ

เปนพษินอยลงได ไดแก เอ็นโดซัลแฟนไดออล และเอ็นโดซัลแฟนอีเธอร (Endosulfan ether) ซึ่ง

จะมีประโยชนตอการบําบัดเอ็นโดซัลแฟนที่ตกคางในสิง่แวดลอมได 

Al-Hassan, Bashour และ Kawar (2004) ไดศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของอัลฟา 

และเบตาเอ็นโดซัลแฟน ที่ตกคางในดินทีม่ีการใชสารอนิทรียในการปรับปรุงคุณภาพดินชนิดตางๆ 

ไดแก สารอินทรียสวนเหลอืจากการผลิตอาหารสัตวปก ปุยคอกมูลสัตวปก ปุยคอกมูลสัตวใน
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ฟารม และของเสียเทศบาล โดยนาํมาผสมกับดินในอัตรา 2 เปอรเซ็นต และใสเอ็นโดซัลแฟนความ

เขมขน 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมลงไป หลังจากนั้นจงึเก็บตัวอยางดนิเพื่อนาํมาตรวจสอบหา      

เอ็นโดซัลแฟนที่ผานกระบวนการยอยสลายทางชวีภาพ ณ วันที่ 1  8  15  22  29  43 และ 57 ของ

การทดลองพบวา คร่ึงชวีิตของอัลฟาเอน็โดซัลแฟนในดินที่มกีารใสสารอินทรียจากการผลิตอาหาร

สัตวปกมีคาเทากับ 10 วัน เมือ่เปรียบเทียบกับดินที่ใสสารอินทรียชนิดอ่ืนๆ ซึง่มีคาเทากับ 22 วนั สวน

ครึ่งชีวิตของเบตาเอ็นโดซัลแฟนในดนิที่ใสสารอินทรียจากการผลิตอาหารสัตวปก มีคาเทากับ 22 

วัน ในขณะที่ในดินที่ใสของเสียเทศบาล และปุยมูลสัตวมีคาเทากับ 57 และ 115 วนัตามลาํดับ 

Sethunathan และคณะ (2004) ไดศึกษาความสามารถของสาหรายในการยอย

สลายอัลฟาเอน็โดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลวและในดิน ทัง้ใน

สภาพมีแสงและไมมีแสง พบวา สาหรายสีเขียว Chlorococcum sp. หรือ Scenedesmus sp. 

สามารถลดความคงทนของเอ็นโดซัลแฟนในดิน และเปลีย่นโครงสรางใหเปนเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต

ในสภาพมีแสงไดดีกวาไมมแีสง โดยสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโต นอกจากนี้ไดนําสาหราย

สายพนัธุดงักลาวมาทดสอบในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเหลว พบวา มคีวามสามารถในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทรูปอ่ืนๆ ไดอีก คือ เอน็โดซัลแฟนอีเธอร และเอ็นโดซัลแฟนอัลดีไฮด 

อยางไรก็ตาม เมื่อสกัดเซลลของสาหรายออกมาวิเคราะห ทําใหพบการตกคางของเอน็โดซัลแฟนและ

เอ็นโดซลัแฟนซัลเฟต จึงสรุปไดวา ทัง้กระบวนการเปลี่ยนรูปทางชวีภาพ (biotransformation) และ

การดูดซับทางชีวภาพ (biosorption) ของสาหราย มีผลตอการการบําบัดฟนฟดูินที่ไดรับมลพิษ

จากการปนเปอนของสารกาํจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟน   

Kwon, Sohn และ Shin (2005) ไดคัดแยกแบคทีเรียในดนิที่มกีารปนเปอนของเอ็นโดซลัแฟน 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium ที่มีเอน็โดซลัแฟน และเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต เปนแหลง

คารบอนและพลังงาน พบวา แบคทีเรีย Klebsiella oxytoca KE-8 สามารถยอยสลายไดทั้ง     

เอ็นโดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต โดยเมื่อนาํมาทดสอบการยอยเอน็โดซัลแฟนที่ความ

เขมขน 150 มลิลิกรัมตอลิตร และเอ็นโดซลัแฟนซัลเฟตที่ความเขมขน 173 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 

มวลชีวภาพของเชื้อมีการเพิม่ขึ้นอยางรวดเรว็ โดยตรวจสอบจากคา optical density ทีค่วามยาวคลื่น 

550 นาโนเมตร มีคาเทากบั 1.9 ภายในเวลา 4 วนั และคาคงที่การยอยสลายของอัลฟา-เบตา  

เอ็นโดซัลแฟน และเอน็โดซลัแฟนซัลเฟต มีคาเทากับ 0.3084 0.2983 และ 0.2456 ตอวนั 

ตามลําดับ 

Mukherjee และ Mittal (2005) ไดศึกษาถึงการบาํบัดทางชีวภาพของเอ็นโดซัลแฟนโดย

ราดินสองสายพันธุ คือ Aspergillus terreus และ Cladosporium oxysporum พบวา ราทั้งสอง

สายพนัธุนี้ เร่ิมมีการสรางสารเมทาโบไลทหลงัจากบมเชื้อไปได 5 – 10 วัน ทั้งนี้ ณ วันที่ 15 ของ

การบมเชื้อ A. terreus และ C. oxysporum สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได 91 และ 89 
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เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยที่ A. terreus จะมีการอัตราการยอยที่เร็วกวา C. oxysporum โดย

สังเกตจากระยะการทดสอบการยอยสลาย ณ วนัที ่1 ถึงวนัที่ 7  

Hernandez-Rodriguez และคณะ (2006) ไดศึกษาถึงการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใน

ระหวางการเพาะเลี้ยง Pleurotus pulmonarius โดย 96.25 เปอรเซ็นตของอัลฟาไอโซเมอร และ 

97 เปอรเซ็นตของเบตาไอโซเมอรถูกยอยสลายภายในระยะเวลา 15 วัน และเมื่อเพิ่มระยะเวลา

การทดลองออกไปจนถงึ 35 วนั พบวา เชื้อไดยอยสลายอัลฟาและเบตาไอโซเมอรได 99.78 

เปอรเซ็นต และ 99.92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

Kumar และ Philip (2006) ไดศึกษาถึงการบําบัดฟนฟทูางชีวภาพของดินและน้ําทีม่ีการ

ปนเปอนของเอ็นโดซัลแฟน โดยการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในหองปฏิบัติการ ซึ่งแบคทีเรียที่

ใชในการทดลอง ไดแก Staphylococcus sp., Bacillus circulans-สายพนัธุ 1 และ สายพนัธุ 2  

คัดแยกจากดนิบริเวณใกลเคียงกับโรงงานผลิตสารเอ็นโดซัลแฟน โดยหลงัจากการบมแบคทีเรีย

ผสมทั้งสามชนิดในถงับําบดัเปนเวลา 3 สัปดาห พบวา เชื้อสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนได 

71.58 และ 75.88 เปอรเซ็นต ในสภาวะมอีากาศและอบัอากาศ ตามลําดับ การเตมิแหลงคารบอน

ที่มาจากเดกซโทรส (dextrose) ชวยเพิม่อัตราการยอยสลายไดทัง้สองสภาวะ โดยปรมิาณเดกซโทรส 

ที่เหมาะสมคือ 1 กรัมตอลิตร การยอยสลายอัลฟาเอน็โดซลัแฟนเกิดข้ึนไดมากกวาเบตาเอ็นโดซัลแฟน 

ในทุกการทดลอง และจากการทดสอบประสิทธิภาพของการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนในดนินัน้ 

พบวา เกิดขึ้นในดินทรายมากที่สุด รองลงมาคือ ดินแดง ดินหมัก และดินเหนียว ตามลําดับ 

Shivaramaiah และ Kennedy (2006) ไดทดสอบความสามารถในการยอยสลาย       

เอ็นโดซัลแฟนของแบคทีเรียที่อาศัยอยูในดิน ซึง่คัดแยกมาจากดนิในไรฝาย พบวาเชื้อสามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนเปนเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตโดยปฏกิิริยาออกซิเดชันไดถึง 50 เปอรเซ็นต 

ภายในระยะเวลา 3 วนัของการบมเชื้อ ทั้งนี้ไดตรวจสอบปริมาณสารเมทาโบไลทโดยเทคนิค Gas 

Chromatography 

Verma และคณะ (2006) ไดศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของ

แบคทีเรีย Rhodococcus MTCC 6716 ที่คัดแยกมาจากลาํไสของไสเดือนดิน Metaphire 

posthuma โดยเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรไดถูกใชเปนแหลงคารบอน

ของเชื้อ และถูกยอยสลายถึง 92.58 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 15 วนั นอกจากนีย้ังพบวา การยอย

สลายเอน็โดซลัแฟน มีความสัมพนัธกับอัตราการเจริญของเชื้อ และการเพิม่ของคลอไรดไอออนใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ โดยเชื้อมคีวามทนทานตออุณหภูมิทีสู่งถึง 45 องศาเซลเซยีส ซึ่งยงัคงรักษา

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไดเหมือนเดิม 
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอยางราจากแหลงตางๆ  

 
3.1.1 ราในดิน 
 
เก็บตัวอยางดนิจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก และ

จากพื้นที่เกษตรกรรมมีประวัติการใชสารกําจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟนในจังหวัดปทุมธาน ี นนทบุรี 

นครปฐม จันทบุรี กาญจนบุรี สระแกว และนครราชสีมา โดยใสในถุงพลาสติกเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เพื่อนําคัดมาแยกราใหบริสุทธิ ์

 
3.1.2 ราที่ขึ้นบนซากพืช 

 
เก็บตัวอยางกิง่ไมผุที่มีลักษณะยุย น้าํหนกัเบา มีเนื้อไมสีขาว และเห็ดที่ขึ้นบนเนือ้ไม ใน

ถุงพลาสติกทีบ่รรจุซิลิกาเจล แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เพื่อนําเนื้อเยื่อดานในสวนที่

ไมไดสัมผัสกับอากาศออกมาเพาะเลีย้ง และคัดแยกราใหบริสุทธิ์ โดยกิ่งไมผุและเห็ดดังกลาว เก็บ

มาจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติดอยอินทนนท จังหวัดเชียงใหม และอุทยานแหงชาติ

ตากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

 
3.2 การแยกเสนใยจากราตัวอยาง 

 
3.2.1 การแยกราในดนิ 

 
การคัดแยกราที่อาศัยอยูในดินจากแหลงตางๆ เร่ิมจากการนําตัวอยางดินน้าํหนัก 1 กรัม 

ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium (pH 7) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มลิลิลิตร ที่ผานการนึง่ฆาเชื้อในหมอความดนัไอน้ํา เปนเวลา 20 นาท ีที่อุณหภูม ิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ จากนัน้ใสเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 50 มิลลิกรัม

ตอลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ดังกลาว แลวนาํไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 

รอบตอนาท ีณ อุณหภูมหิอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 วนั เมื่อครบกําหนด ใชไปเปตต

อัตโนมัติดูดสารละลายดนิ 5 มิลลิลิตร ใสในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเดมิที่เตรียมใหมโดยใสเอ็นโดซลั

แฟนความเขมขนเทาเดิม แลวใชเครื่องเขยาที่สภาวะเดิมตออีก 5 วนั ทั้งนี้จะทําการเลี้ยงเชื้อใน
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อาหารที่เตรียมใหม และเขยาที่สภาวะเดิมรวมทัง้สิ้น 3 คร้ัง จากนั้นเตรียม Czapek’s Dox  Agar  

ที่มีสวนผสมของเอ็นโดซัลแฟนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร แลวดูดสารละลายดินจากการ

เขยาครั้งที ่3 ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสลงในจานเพาะเชื้อที่ผานการฆาเชื้อแลว เทอาหารที่เตรียมไวลง

ในจานเพาะเชือ้ที่มีสารละลายดิน 1 มิลลิลิตร อยูตามลงไป หมนุวนใหอาหารเลีย้งเชื้อเปนเนื้อ

เดียวกนักบัสารละลายดนิ บมไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 – 3 วนั สงัเกตชนิดของราที่ข้ึน แลวทํา

การแยกโคโลนีเดี่ยวออกมาจนกวาจะไดราที่บริสุทธิ์ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar 

(PDA) จากนัน้จึงศึกษาลักษณะภายนอกของราที่แยกได ไดแก ลักษณะของเสนใย และสีของ

โคโลน ีแลวเกบ็รักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ผิวหนาเอียง ที่อุณหภูมิหอง เพื่อใชในการทดลองขัน้

ตอไป 

 
3.2.2 การแยกราทีข่ึ้นบนซากพืช 
 
นําตัวอยางเหด็ และกิ่งไมผุมาคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ โดยใชเนื้อเยื่อดานใน สวนที่ไมได

สัมผัสกับอากาศมาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมเชื้อที่อุณหภูมหิองประมาณ 7 วัน สังเกตการ

เจริญเติบโต ลักษณะภายนอกของรา ไดแก ลักษณะของเสนใย และสีของโคโลนี แลวนาํราทีค่ัด

แยกไดมาทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารทีม่ีโครงสรางเปนวงแหวน หรือทดสอบความ

เปนราไวตรอต โดยเพาะเลี้ยงราดังกลาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสี หรือสารเพื่อทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลาย ซึง่ไดทาํการทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด ไดแก 

1)  การทดสอบกับอาหาร Poly-R agar clearance 

      นําราที่แยกไดมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 7 วนั 

เพื่อใชเปนเชื้อต้ังตน จากนัน้ใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะ

ลงบนเสนใยบริเวณขอบนอกของโคโลน ี วางลงบนอาหาร Poly-R agar clearance บมไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วนั และสังเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี ถาเชื้อมี

แนวโนมในการยอยสลายไดดี สีของอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  

2)  การทดสอบกับอาหาร Tannic acid agar   

      นาํราที่แยกไดมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชื้อ PDA ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 7 วนั 

เพื่อใชเปนเชื้อต้ังตน จากนัน้ใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะ

ลงบนเสนใยบริเวณขอบนอกของโคโลน ีวางลงบนอาหาร Tannic acid agar  บมไวที่อุณหภูมหิอง 

เปนเวลา 7 วนั และสงัเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี ถาเชื้อมีแนวโนมในการยอย

สลายไดดี สีของอาหารเลีย้งเชื้อจะเปลีย่นจากสีขาวเปนสีน้าํตาลเขม ทาํการคดัเลือกรา โดย

สังเกตจากบริเวณที่เกิดการยอยสี Poly R-478 บนอาหาร Poly-R agar clearance หรือบริเวณทีม่ี
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การสรางโซนสีน้ําตาลบนอาหาร Tannic acid agar แลวเก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 

ผิวหนาเอยีง ณ อุณหภูมิหอง เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
 
3.3 การศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่คัดแยกได 

 
3.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขัน้ปฐมภูม ิ (Primary 

degradation test) 
 

1) เตรียมเชือ้ต้ังตนสําหรบัใชทดสอบ โดยเพาะเลี้ยงราแตละไอโซเลตตามที่คัด

แยกไดในขอ 3.3.2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 7 วนั เมื่อนํามาใชในการทดสอบ จะใช

เครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะลงบนชิน้วุนบริเวณปลายเสน

ใย 

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

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 4 ชุด ชุดละ 3 ซ้ํา 

ดังนี้  

     - ชุดที ่1: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสชิ้นวุนของเสน

ใยราที่คัดแยกได จํานวน 5 ชิ้น 

   - ชุดที่ 2: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอน็โดซัลแฟน  

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

    - ชุดที่ 3: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร และเสนใยของราที่ตายแลวจากการเตรียมโดยใสชิ้นวุนเสนใยราจาํนวน 5 ชิ้น ลง

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

ขนาด 250 มลิลิลิตร แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั เมือ่ครบกําหนด นําไปฆาเชื้อใน

หมอนึง่ความดันไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะเวลา 

20 นาที เปนเวลา 3 วัน ติดตอกัน (Juhasz และคณะ, 2002) แลวนาํมากรองเอาเสนใยที่ตายแลว

มาใชในการทดลองชุดดังกลาวนี้   

     - ชุดที ่ 4: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และชิ้นวุนเสนใยของราไอโซเลตที่แยกไดจํานวน 5 ชิ้น  

3) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ีที ่

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั เมื่อครบกําหนด ตรวจสอบคาความเปน

กรด-ดาง และดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากทุกชุดการทดลอง เก็บไว
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ในหลอดแกวมีฝาเกลยีวปดที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส พรอมกบักรองเสนใยของราที่ตายแลว

ในชุดที ่ 3 นําไปสกัด และวเิคราะหหาเอน็โดซัลแฟนที่เหลือ รวมทัง้สารเมทาโบไลทที่เกิดจากการ

ยอยสลาย โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ซึ่งมีวธิีการดังตอไปนี ้

                         วธิีการสกัดเอน็โดซัลแฟน และเมทาโบไลทออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ / เสนใยรา 

(ดัดแปลงจาก Sutherland และคณะ, 2000)  

นําสารละลายอาหารเลีย้งเชือ้และเสนใยราที่เก็บไว มาใสในกรวยแกวแยกสาร ขนาด 100 

มิลลิลิตร แลวใสเอธิลอะซิเตตลงไปในอัตราสวน 1:1 เพื่อใชเปนตัวทําละลายในการสกัด เขยาให

เขากันประมาณ 1 นาท ี ตั้งทิง้ไวใหแยกชั้น นาํของเหลวสวนลางที่เปนอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดอีก

คร้ังโดยใชเอธิลอะซิเตตในอัตราสวนเดิม โดยทําการสกัดทั้งหมด 5 คร้ัง จากนั้น นําสารละลาย เอธิลอะ

ซีเตตที่ไดจากขั้นตอนการสกัดทั้งหมด มาระเหยเอาสวนที่เปนของเหลวออกโดยใชเครื่องระเหย

แหงสุญญากาศแบบหมุน แลวลาง (rinse) สวนทีเ่ปนผงสีขาวกนขวดออกดวยเฮกเซนเก็บไว เพื่อ

นําสารที่สกัดไดนั้นไปทดสอบหาเอน็โดซัลแฟน และเมทาโบไลทที่เกิดข้ึน โดยเทคนคิ TLC 

วิธีการวิเคราะหเอ็นโดซัลแฟน และเมทาโบไลทที่สกัดได โดยเทคนิค Thin 

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

Sutherland และคณะ, 2000) 

ตัดแผน TLC ชนิด Aluminium Oxide60 F254 neutral ที่มีขนาด 20 x 20 ตารางเซนติเมตร 

ใหมีขนาดเล็กลง โดยแผนแรก ซึ่งใชเปนแผนอางอิง ตัดใหมีขนาด 2 x 5 ตารางเซนติเมตร แบงเลน 

(lane) ตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 0.5 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ในเฮกเซน) ณ จุดเริ่มตนของเลนแรก และ

สารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ในเฮกเซน) ณ จุดเริ่มตนของเลน

ที่สอง เตรียมแผน TLC แผนตอๆ มา โดยตัดใหมีขนาด 3 x 5 ตารางเซนติเมตร แบงเลนใหมี

ระยะหางกัน 0.5 เซนติเมตรเชนเดียวกัน เพื่อหยดสารที่ผานการสกัดแลว ลงบนจุดเริ่มตนของแตละ 

เลนถัดมา โดยเริ่มจากสารสกัดของชุดการทดลองที่ 1 2 3 และ 4 ของราแตละไอโซเลต ตามลําดับ 

เมื่อหยดสารสกัดครบทุกชุดการทดลองแลว นําแผน TLC ใสลงในโหลแกวมีฝาปดที่บรรจุ

สารละลายอิ่มตัวเฮกเซน-คลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:1 เมื่อแผน TLC ดูดซับสารละลายเฮกเซน-

คลอโรฟอรมข้ึนมาถึงขอบบนแลว นําแผน TLC ออก ผึ่งใหแหง แลวนํามาพนดวยสารละลาย

อ่ิมตัวของซิลเวอรไนเตรตในเมธานอล ทิ้งไวใหแหงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 365 

นาโนเมตร จนสามารถมองเห็นจุด (spot) ที่เกิดขึ้นบนแตละเลน บันทึกผล และคัดเลือกราที่มี

ความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในขั้นปฐมภูมิ เพื่อนําไปวิเคราะหในขั้นทุติยภูมิตอไป 

โดยพิจารณาจากตําแหนง spot ของสารสกัดที่ปรากฏบนแผน TLC เปรียบเทียบกับตําแหนง spot 

อางอิงของสารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน หรือพิจารณาจากคา Rf  (Retention factor) ซึ่งเปนคา
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อัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่หยดสารถึงจุดกึ่งกลางของ spot ที่ปรากฏขึ้น ตอ

ระยะทางจากจุดเริ่มตนที่หยดสารถึงขอบบนของแผน TLC (University of Colorado at Boulder, 

Department of Chemistry and BioChemistry, 2006) ซึ่งแสดงเปนสมการไดดังนี้  

  

 Rf    =    Distance traveled by the compound (X)   
            ______________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

       Distance traveled by the solvent front (Y) 

3.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขั้นทุติยภูมิ (Secondary 
degradation test) 

 
1)  เตรียมเชื้อต้ังตนสําหรับใชทดสอบ โดยนําราที่ไดจากการคัดเลือกในขั้นปฐมภูมิไป 

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ PDA เปนเวลา 7 วนั เมือ่นํามาใชในการทดสอบ จะใชเครื่องเจาะรู

ไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 เซนติเมตร เจาะลงบนชิ้นวุนบริเวณปลายเสนใย 

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

ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 3 ชุด ชุดละ 3 ซ้ํา ดังนี้  

   - ชุดที่ 1: อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซลัแฟนความ

เขมขน  

50 มิลลิกรัมตอลิตร 

   - ชุดที ่ 2: อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอ็นโดซัลแฟน 50 

มิลลิกรัมตอลิตร และเสนใยของราที่ตายแลวจากการเตรียมโดยใสชิ้นวุนเสนใยราจํานวน 13 ชิ้น ลง

ในอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 

มิลลิลิตร แลวนาํไปเขยาทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั เมื่อครบกําหนด นาํไปฆาเชื้อในหมอนึ่ง

ความดันไอน้ําที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ระยะเวลา 20 นาท ี

เปนเวลา 3 วนั ติดตอกัน (Juhasz และคณะ, 2002) แลวนํามากรองเอาเสนใยที่ตายแลวมาใชใน

การทดลองชุดดังกลาวนี ้  

 - ชุดที ่3: อาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่ใสเอน็โดซัลแฟน ความเขมขน  

50 มิลลิกรัมตอลิตร และชิ้นวุนเสนใยของรา จํานวน 13 ชิ้น  

3) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ีณ อุณหภมูิหอง 

(30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 วนั ทัง้นี ้ จะมกีารเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชือ้

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทุก 3 วัน ในระหวางการบมเชื้อจนครบกําหนด โดยเก็บไวในหลอดแกวมฝีา

เกลียวปดที่อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซยีส เพื่อนําไปสกัด (วิธกีารเดยีวกนักับสกัดเพื่อวิเคราะหดวย
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เทคนิค TLC) และวิเคราะหความเขมขนทีเ่ปลี่ยนไปของเอ็นโดซัลแฟน และสารเมทาโบไลท โดยใช

เทคนิค Gas Chromatography (GC) นอกจากนี ้ มีการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ทุกชุด และตรวจวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อในชุดที่ 3 จากน้ําหนกัแหง ทุก 3 

วันเชนกนั 

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

Chromatography (GC)    

เตรียมสารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนในเฮกเซนที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 10 20 30 

40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร รวมทัง้สารทีผ่านการสกัดแลวทุกชุด ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นํามาฉีด

วิเคราะหลงในเครื่อง Gas Chromatography รุน GC2010 ของบริษัท Shimadzu Corporation ที่

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

โดยคอลัมนที่ใชเปนแบบ fused silica capillary column ชนิด Rtx-5MS (stationary phase: 5% 

diphenyl / 95% dimethyl polysiloxane) มีความยาว 30 เมตร  เสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 

มิลลิเมตร และความหนาของฟลมหุม 0.25 μm film การฉีดวิเคราะหเปนแบบ splitless โดยมีการ

ตั้งคาโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้ อุณหภูมิของ injector เทากับ 250 องศาเซลเซยีส อุณหภูมขิอง 

detector เทากับ 320 องศาเซลเซียส ทั้งนี้อุณหภูมิเร่ิมตนของคอลัมนอยูที่ 120 องศาเซลเซยีส 

รักษาอุณหภูมใิหคงทีเ่ปนเวลา 3 นาท ี จากนัน้เพิ่มอุณหภูมิเปน 300 องศาเซลเซียส โดยมีอัตรา

เพิ่มอุณหภูมเิปน 10 องศาเซลเซียสตอนาที และรักษาอุณหภูมิใหคงทีเ่ปนเวลา 1 นาที ใชฮีเลยีม 

เปน carrier gas(mobile phase) โดยมอัีตราไหลเทากับ 1.36 มิลลิลิตรตอนาที มีโปรแกรมเวลา

ทั้งหมด 21 นาที เมื่อไดโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และสารเมทาโบไลท

ที่ความเขมขนตางๆ นาํมาสรางกราฟมาตรฐาน (standard curve) แลวเปรียบเทยีบกับพืน้ที่ใต

กราฟของโครมาโทแกรมทีว่เิคราะหจากสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อที่ จะสามารถหาความ

เขมขนของเอน็โดซัลแฟนทีย่ังคงเหลือ และสารเมทาโบไลทเอ็นโดซัลแฟนไดออลจากการยอย

สลายของราทีค่ัดเลือกได 

 

3.4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราคัดเลือกได 
 
 3.4.1 การกําหนดสภาวะตางๆ ในการทดสอบการยอยสลาย 
 

3.4.1.1 ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 
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     ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนในอาหารเลีย้งเชื้อชนิด Czapek’s 

Dox Medium ที่นาํมาทดสอบไดแก ความเขมขนที่ 50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
  3.4.1.2 ปริมาณแหลงอาหารคารบอน 
 
                  ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในสวนประกอบของอาหารเลีย้ง

เชื้อชนิด Czapek’s Dox Medium โดยแปรผันปริมาณของกลูโคสไวที่ความเขมขน 0.5 และ 2 

เปอรเซ็นต 

 
  3.4.1.3 คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
   

       คาความเปนกรด-ดาง (pH) ของอาหารเลี้ยงเชื้อทีน่ํามา

ทดสอบคือ 4 5 6 และ 7 ซึง่ไดใชไฮโดรคลอริก (HCl) และโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เปนสาร

ปรับคา pH 

 
3.4.2 การทดสอบในสภาวะตางๆ ที่กําหนด 

 
 1)   เตรียมเชือ้ต้ังตนสําหรบัใชทดสอบ โดยนําราที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่ผานการทดสอบในขอ 3.2 มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปน

เวลา 7 วัน เมื่อนํามาใชในการทดสอบ จะใชเครื่องเจาะรูไมคอรก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.7 

เซนติเมตร เจาะลงบนชิน้วุนบริเวณปลายเสนใย 

2) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีการผันแปรสภาวะตางๆ ตามทีก่าํหนดในขอ 4.1 

ซึ่งสรุปไดดังตารางตอไปนี ้
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ตารางที่ 3.1  สภาวะตางๆ 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 ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

 

 3)  แบงการทดลองเปน 2 ชดุ ชุดละ 3 ซ้าํ ดังนี ้

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

ตารางที ่3.1 ทีไ่มไดใสเชื้อทดสอบ 

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

ตามตารางที ่3.1 ที่ใสชิน้วุนบริเวณปลายเสนใยของราจาํนวน 13 ชิ้น  

4) นํามาเขยาดวยเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเรว็ 180 รอบตอนาที 

ณ อุณหภูมหิอง (30-35 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 30 วนั ทั้งนี้ จะมีการเก็บตัวอยางสารละลาย

อาหารเลี้ยงเชือ้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทกุ 6 วนั ในระหวางการบมเชื้อจนครบกําหนด โดยเก็บไว

ในหลอดแกวมฝีาเกลียวปดทีอุ่ณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส เพือ่นําไปวิเคราะหความเขมขนที่

เปลี่ยนไปของเอ็นโดซัลแฟน โดยใชเทคนคิ Gas Chromatography (GC) ตามขอที่ 3.3.3.2 

นอกจากนี ้ มกีารตรวจสอบคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อทกุชุด และตรวจวัดอัตราการ

เจริญเตบิโตของเชื้อในชุดที ่2 จากน้าํหนกัแหง ทุก 6 วนัเชนกนั 

   5) เปรียบเทียบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในแตละชุดการทดลอง 

เพื่อประเมนิสภาวะที่ราสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดดีที่สุด 
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3.5. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่ คัดเลือกไดภายใตกลอง
จุลทรรศนดวยเทคนิค slide culture 

 
  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่มีความสามารถในการยอยสลาย

เอ็นโดซัลแฟน ทําโดยใชเทคนิค slide culture เร่ิมจากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เทลงใน

จานเพาะเชื้อใหระดับอาหารสูงประมาณ 2 มิลลิเมตร ทิ้งไวใหผิวหนาอาหารแหง จากนั้นใชมีด

ผาตัดจุมเอธานอล 95 เปอรเซ็นต เผาไฟ เพื่อฆาเชื้อ แลวกรีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนรูป

ส่ีเหลี่ยมจัตุรัส มีความกวางดานละ 5 มิลลิเมตร ยกชิ้นวุนที่ตัด มาวางลงตรงกลางกระจกสไลดที่

ผานการฆาเชื้อแลวบนแทงแกวงอในจานเพาะเชื้อ จากนั้น ใชเข็มเขี่ยเชื้อเข่ียเสนใยราที่คัดเลือกไว 

มาแตะบนชิ้นวุนของอาหารเลี้ยงเชื้อบนกระจกสไลด แลวใชปากคีบ คีบแผนปดสไลดจุมเอธานอล 

95 เปอรเซ็นต นําไปเผาไฟ แลวคอยๆ วางปดบนชิ้นวุน เทน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลงไปในจานเพาะ

เชื้อ ใหมีระดับสูงประมาณครึ่งหนึ่งของแทงแกวงอ บมไวที่อุณหภูมิหองจนกระทั่งเสนใยของรา

เจริญจนถึงขอบแผนปดสไลด ใหยกแผนปดสไลดขึ้น แลววางลงบนสียอมสไลด Lacto-phenol 

cotton blue ซึ่งหยดอยูตรงกลางกระจกสไลดแผนใหม เข่ียชิ้นวุนที่วางอยูบนกระจกสไลดแผนเกา

ออกไป แลวหยดสียอมสไลด Lacto-phenol cotton blue ลงไปตรงกลางกระจกสไลดแทน ปดทับ

ดวยแผนปดสไลดแผนใหม นําสไลดทั้งสองแผนไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 

 
3.6. การบงชี้ชนิดของราที่คัดเลือกไดโดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน

ที่ประมวลรหัสของตาํแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer)  
 

3.6.1 การสกดัจีโนมิก DNA ของรา 
  

  นําเสนใยของราที่คัดเลือกไดมาสกัด DNA โดยวิธี Cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) ของ Zhou, Miwa และ Hogetsu (1999) เร่ิมจากการนําเสนใยไปบดใหละเอียด

โดยใชโกรง เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดไมโค

รเซนติฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 นาท ี เท

ของเหลวสวนบนทิง้ใหเหลือแตตะกอน เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตร และปนเหวีย่งซ้าํ เพื่อลางตวัอยางจนของเหลวสวนบนใส เติมสารละลาย 2X CTAB 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลแตก 

เติมสารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอตัราสวน 24  : 1  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร เพื่อกาํจัดโปรตีน ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสลงในหลอด ไมโครเซนติฟวจหลอดใหม เติม
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สารละลายคลอโรฟอรม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีก

คร้ัง ผสมใหเขากัน ปนเหวีย่งที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ถายสวนใสที่อยูชัน้

บนใสในหลอดไมโครเซนติฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลาย   ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร แชในน้าํเข็งเปนเวลา 30 นาที ปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 

นาที เพื่อตกตะกอนกรดนิวคลีอิก เทสวนใสทิ้งใหเหลือแตตะกอน เติมเอธานอลเขมขน 70 

เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาท ีเพือ่

ลางตะกอนของกรดนวิคลีอิก เทสวนใสทิ้ง ทิง้ตะกอนใหแหงในอุณหภูมิหอง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 

100 ไมโครลิตร และ RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให

เขากัน และบมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 30 นาท ี เพื่อกําจัด RNA เติมสารละลาย PEG ความ

เขมขน 20 เปอรเซ็นต  ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และแชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาที 

ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิ้งใหเหลือตะกอนของ 

DNA เติมเอธานอลเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 

รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เพื่อลางตะกอน DNA ดูดสารละลายออก ทิ้งตะกอนใหแหงใน

อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอน DNA เก็บ

ตัวอยาง DNA ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชศึกษาในขัน้ตอไป 

 
      3.6.2 การเพิ่มจํานวน DNA ของราที่ตําแหนง ITS ดวยวธิ ี Polymerase 

Chain Reaction (PCR)  
 
     นํา DNA ที่สกัดไดตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ไปทาํปฏิกิริยา Polymerase 

Chain Reaction (PCR) เพื่อเพิ่มจํานวนชิ้นสวน DNA ที่ตําแหนง ITS โดยใชไพรเมอรจําเพาะ 

(specific primer) ทีม่ีลําดับเบสเปน ITS1-F (forward) และ ITS4 (reverse) ไดแก                    

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

และคณะ, 1990; Gardes และ Bruns, 1993) ตามลาํดับ ทําสารละลาย PCR ใหมีปริมาตรรวม

เปน 10 ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบของปฏิกิริยาดงัแสดงใน ตารางที่ 3.2  
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ตารางที่ 3.2  สวนประกอบของสารที่ใชในการทําปฏิกริิยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

สาร ความเขมขนสุดทาย 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 

 
   เมื่อไดสวนผสมทั้งหมดที่มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นําไปดําเนิน

ปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มจาํนวนชิน้สวน DNA ที่ตําแหนง ITS ดวยเครื่องเพิม่ปริมาณ DNA 

อัตโนมัติ (Authorized DNA thermal cycler) โดยไดกาํหนดสภาวะไวดังตอไปนี้ 

   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 ดวยวิธีอิเลคโทรโฟเรซิส (Electrophoreses) 

โดยการแยกขนาดชิน้สวน DNA บนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต ใน 0.5X TBE buffer  เติมเอธิ

เดียมโบรไมด 1 ไมโครลิตร ตออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร ใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต 

เปนเวลา 60 นาที และใชชิ้นสวน DNA มาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

ตรวจสอบขนาดชิ้นสวน DNA ที่เกิดขึ้นภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

38 รอบ 
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   ทําการโคลนชิน้สวน ITS โดยใช PCR-ScriptTM Amp Cloning Kit และ

สกัดพลาสมิดโดยใช FastPlasmidTM Mini Kit แลวหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวน ITS ใน 

พลาสมิด โดยสงไปวิเคราะหที่บริษทั Macrogen ประเทศเกาหลีใต ดวยเครื่อง ABI 3730 xl 

automatic sequencer (Applied Biosystems, USA) ขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจะถูก

นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับ ITS ของราชนิดอืน่ๆ ที่ไดมีรายงานไวใน GenBank โดยใช 

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

ผลการวิจัย 
 

4.1 การเก็บตัวอยางราจากแหลงตางๆ  
 

4.1.1 ราในดนิ 
 

 ตัวอยางดินที่ไดเก็บเพื่อนํามาคัดแยกราจากพืน้ที่ปาธรรมชาติในอทุยานแหงชาติ

ตากสินมหาราช จังหวัดตาก และจากดินที่มีประวัตกิารใชสารกาํจัดแมลงเอ็นโดซัลแฟนในพืน้ที่

เกษตรกรรมจงัหวัดปทุมธานี และนนทบุรี มีทัง้หมด 11 ตัวอยาง ดังนี ้

 ตัวอยางที ่1 ดินปาไผ อุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก 

 ตัวอยางที ่2 ดินปาสน อทุยานแหงชาตติากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

 ตัวอยางที ่3 ดินสวนคะนา อําเภอสามโคก จังหวัดปทุมธาน ี

 ตัวอยางที ่4 ดินสวนกวางตุง อําเภอสามโคก จงัหวัดปทุมธาน ี

 ตัวอยางที ่5 ดินเลนนาขาว อําเภอบางบวัทอง จงัหวัดนนทบุรี 

 ตัวอยางที ่6       ดินเลนนาขาว อําเภอกําแพงแสน จงัหวดันครปฐม 

 ตัวอยางที ่7       ดินเลนนาขาว อําเภอบางเลน จงัหวัดนครปฐม 

 ตัวอยางที ่8       ดินสวนไมผล อําเภอโปงน้ํารอน จังหวดัจันทบุรี 

 ตัวอยางที ่9       ดินจากปา อําเภอศรีสวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี 

 ตัวอยางที ่10     ดินเลนนาขาว อําเภอวงัสมบรูณ จังหวกัสระแกว 

 ตัวอยางที ่11     ดินจากไรสุวรรณ อําเภอปากชอง จงัหวัดนครราชสีมา 
 

4.1.2 ราที่ขึน้บนซากพืช 
 

ตัวอยางกิง่ไมผุ และเห็ดที่ขึ้นบนเนื้อไม ที่ไดเก็บมาจากพืน้ที่ปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชียงใหม มีจํานวน 8 ตัวอยาง และจากอทุยานแหงชาติตากสนิ

มหาราช จงัหวัดตาก มีจํานวน 5 ตัวอยาง 
 
4.2. การแยกเสนใยจากราตัวอยาง 

 
4.2.1 การแยกราในดนิ 
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จากตัวอยางดินที่เก็บไดทั้ง 11 ตัวอยาง สามารถคัดแยกราออกมาเปนไอโซเลตทีบ่ริสุทธิ์

ได 44 ไอโซเลต โดยมีลักษณะ และอัตราการเจริญเติบโต ดังตารางที ่4.1 และภาพที่ 4.1 

 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะและอัตราการเจรญิของราที่แยกไดจากตัวอยางดิน ในเวลา 7 วัน 
 
ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 

 
 

ปาไผ อุทยานตากสินฯ 

จ. ตาก 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปาสน อุทยานตากสินฯ  

จ. ตาก 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวนคะนา อ. สามโคก      

จ. ปทุมธาน ี

 

S1 

 

S2 

 

S3 

 

S4 

 

S5 

 

S6 

 

S7 

 

S8 

 

S9 

 

S10 

 

S11 

 

S12 

 

เสนใยฟู หนาแนน ข้ึนเปนวง สี

ขาว และเหลืองออน 

เสนใยฟู ละเอยีด สีขาวอม

เหลือง 

เสนใยละเอยีด ฟู ข้ึนเปนวงสี

ขาวสลับมวง 

เสนใยเนื้อหยาบ บาง ขึ้นเปน

วงสีมวงเขมสลับมวงออน 

เสนใยหยาบ หนาแนน สีขาว

สลับมวง 

เสนใยหยาบ หนาแนน เปนวง

จากดานในมสีีมวง เหลือง ขาว 

เสนใยคอนขางหยาบ ฟ ูขอบ

แตกแขนง สีมวง และขาว 

เสนใยหยาบ บาง กระจาย และ

มีสีขาว 

เสนใยละเอยีดมาก ฟู และมีสี

เหลืองออน 

เสนใยหยาบ ฟู เจริญเปนวงส ี

ขาวสลับสมเหลือง 

เสนใยละเอยีดมาก ฟู มีสี

เหลืองออน  

เสนใยหนาหยาบ สีขาว ขอบ

โคโลนีเจริญแตกแขนง 

+ 

 

 + + +  

 

+ + 

 

+ +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ + 

 

+ + +   

 

+  

 

+ + 

 

+ +   

 

+ +  
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 

 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

สวนกวางตุง อ. สามโคก 

จ. ปทุมธาน ี  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นาขาว อ. บางบัวทอง  

จ. นนทบุรี        

 

 

 

 

 

S13 

 

S14 

 

    S15 

 

S16 

 

S17 

 

S18 

 

S19 

 

S20 

 

S21 

 

S22 

 

S23 

 

S24 

 

S25 

 

S26 

 

S27 

เสนใยหนา เปนวงสขีาวสลับ

มวงออน 

เสนใยฟู เปนวงสีขาวสลับ

เหลือง 

เสนใยสีขาว ฟปูานกลาง ขึ้น

เปนวง 

เสนใยสีเหลืองออน ละเอียด ฟู

ปานกลาง และข้ึนเปนวง 

เสนใยฟู คอนขางหยาบ สีมวง

อมชมพ ู

เสนใยฟู ละเอยีดมาก จากดาน

ในเปนสีเหลือง ขาว และสม 

เสนใยหยาบ ฟู ขึ้นเปนวงสขีาว

สลับเทา 

เสนใยหยาบ มีสีขาว ยกเวน

ดานในสุดเปนสีเขียวเขม 

เสนใยละเอยีด ฟู สีขาว ดานใน

สีเขียวเขม 

เสนใยเนื้อหยาบ หนาแนน ไมฟู 

มีสีขาว 

เสนใยเนื้อหยาบมาก ขึ้นแบบ

แตกแขนงเปนวงสีขาว 

เสนใยเนื้อหยาบมาก ขึ้นแตก

แขนงเปนวงสีเหลืองสลับมวง 

เสนใยเนื้อหยาบ สีขาว ขึ้นเปน

วง บางวงเปนสีเทาเขม 

เสนใยเนื้อหยาบสลับฟ ูสีขาว 

มีสีเทาขึ้นบางสวน 

เสนใยหยาบ ฟู สีขาวขึ้นเปนวง 

++ 

 

++ 

 

+ + +   

 

+ + + 

 

+ + +  

 

+  

 

+ +  

 

+ +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ + +  

  

+ + 

 

+ + +  

 

+ + + 

 

+ + + 
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

6 

 

 

 

 

 

 

7 

 

 

 

8 

 

 

 

 

 

9 

 

 

 

10 

อ. กาํแพงแสน       

จ. นครปฐม 

 

 

 

 

 

อ. บางเลน จ.นครปฐม 

 

 

 

อ. โปงน้าํรอน จ. จันทบุรี 

 

 

 

 

 

อ. ศรีสวัสด์ิ  

จ. กาญจนบุรี 

 

 

อ. วงัสมบูรณ              

จ. สระแกว 

S28 

S29 

 

S30 

 

S31 

 

S32 

 

S33 

 

S34 

 

S35 

 

S36 

 

S37 

 

S38 

 

S39 

 

S40 

 

S41 

เสนใยสวนลางละเอียดสีขาว

สวนบนขึ้นเปนกระจุกสเีขียว 

เสนใยเนื้อละเอียด ฟ ูสีขาว 

เจริญอยางหนาแนน 

เสนใยขอบนอกสีขาว ดานใน

สรางสปอรสีน้าํตาล 

เสนใยบางสีขาว กลางโคโลนี

ขึ้นเปนกระจุกสีเขียว 

เสนใยเนื้อละเอียดสีขาว เจริญ

หนาแนนปานกลาง 

เสนใยบาง สรางสปอรสีเขียว

เหลืองกลางโคโลน ี

เสนใยละเอยีด ฟู เจริญอยาง

หนาแนนมาก สีขาวปนเหลือง 

เสนใยคอนขางหยาบ สีขาว 

เจริญขึ้นฟูไมเปนระเบียบ 

เสนใยเนื้อละเอียด สีขาว เจริญ

ขึ้นฟูอยางหนาแนน 

เสนใยเนื้อคอนขางละเอียด 

เจริญอยางหนาแนน สีขาว 

เสนใยเนื้อละเอียด บาง ฟู      

มีสีขาวเสนใยบางมาก มีการ

สรางสปอรสีเขียวอยางเดนชัด 

เสนใยเนื้อละเอียด เจริญอยาง

หนาแนน สีขาวปนเหลือง 

เสนใยฟูมาก เนื้อคอนขาง 

หยาบ สีเขียวออน 

 

 

+ + + 

 

 + + + 

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ +   

 

+ 

 

+ + +  

 

+ + + 

 

+ + + 

 

+ +  

 

+ + + 

 

+  

 

+ + +  
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ตัวอยาง
ดิน 

สถานที่เก็บ รหัสรา 
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย 
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

 

 

11 

 

 

 

 

ไรสุวรรณ อ. ปากชอง       

จ. นครราชสีมา 

S42 

 

S43 

 

S44 

เสนใยเนื้อคอนขางหยาบ 

หนาแนน สีขาวปนเหลือง 

เสนใยละเอยีด บาง สีเหลือง มี

การสรางสปอร 

เสนใยบาง เนือ้ละเอียด มีสีขาว 

 

+ 

 

 +    

 

+ +  
 
 
หมายเหต ุ
อัตราการเจรญิ 
+ + + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตเร็ว  

+ + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตปานกลาง  

+  หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตชา  
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA 
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA (ตอ) 
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ภาพที่ 4.1  ลักษณะโคโลนขีองราดินที่คดัแยกไดจากแหลงตางๆ บนอาหาร PDA (ตอ) 
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  4.2.2 การแยกราทีข่ึ้นบนซากพืช 
  

                      จากตวัอยางกิ่งไมผุ     และเห็ดที่ข้ึนบนเนื้อไม ทีไ่ดเก็บมาจากพื้นที่ปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชยีงใหม และอุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จงัหวัดตาก 

จํานวนทั้งสิน้ 13 ตัวอยาง สามารถนํามาแยกเนื้อเยือ่ดานในมาเพาะเลี้ยงเปนไอโซเลตที่บริสุทธิ ์

โดยมีลักษณะและอัตราการเจริญเติบโต ดังตารางที ่4.2 และภาพที ่4.2 

 

ตารางที่ 4.2  ลักษณะและอตัราการเจริญของราที่แยกไดจากตัวอยางกิ่งไมผแุละเหด็ ในเวลา 7 วนั 

 

ตัวอยาง 
กิ่งไมผุ/เห็ด 

สถานที่เก็บ รหัสรา   
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย          
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 

เสนใยขึ้นบางๆ ละเอียด และ

มีสีขาว 

เสนใยละเอยีด ข้ึนอยาง

หนาแนนเปนวงสีขาว 

เสนใยบาง สีขาว ดานใน

เจริญหนาแนนกวาดานนอก 

เสนใยหยาบ สีขาว ดานใน

หนาแนนกวาดานนอกมาก 

เสนใยละเอยีด สีขาว เจริญ

อยางหนาแนนสม่ําเสมอ 

เสนใยหยาบ สีขาว เจริญ

หนาแนนดานใน 

เสนใยละเอยีด สีขาวอม

เหลือง 

เสนใยหยาบ สีขาว เจริญ

หนาแนนเปนวง 

เสนใยคอนขางหยาบ สีขาว 

เจริญเปนกระจุกดานใน 

เสนใยหนา ละเอียด และมสีี

ขาว 

+ + +  

 

+ +  

 

+ + + 

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ +  

 

+ + +  

 

+ + +  

 

+ +  

 

+ +  
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ตารางที่ 4.2  (ตอ) 

 

ตัวอยาง 
กิ่งไมผุ/เห็ด 

สถานที่เก็บ รหัสรา   
ที่แยกได 

ลักษณะเสนใย          
บนอาหาร PDA 

อัตรา  
การเจริญ 

11 

 

12 

 

13 

 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

อุทยานตากสนิฯ    

จ. ตาก 

W11 

 

W12 

 

W13 

 

เสนใยลักษณะยน หนา มีสี

ขาว 

เสนใยละเอยีด บาง ฟ ูดาน

ในสีน้าํตาล ดานนอกสีขาว 

เสนใยละเอยีด คอนขางหนา 

มีสีขาว 

+  

 

+ 

 

+ + +  

 
หมายเหต ุ
อัตราการเจรญิ 
+ + + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตเร็ว  

+ + หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตปานกลาง  

+  หมายถงึ รามอัีตราการเจรญิเติบโตชา  
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ภาพที ่4.2  ลกัษณะของเหด็/กิง่ไมผทุีน่ํามาแยกเนื้อเยือ่มาเพาะเลีย้ง (ซาย) และลกัษณะโคโลนี

ของราที่คัดแยกไดบนอาหาร PDA (ขวา) 
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ภาพที ่4.2  (ตอ) 
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ภาพที ่4.2  (ตอ) 
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ภาพที่ 4.2  (ตอ) 
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         ราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ จํานวนทัง้ 13 ไอโซเลต เมื่อนาํมาทดสอบ

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา และการยอยสลาย Poly R-478 และ Tannic acid ไดผลดังภาพ

ที่ 4.3  
 

                 
 

                  
 

                 
 

ภาพที่ 4.3  ลักษณะการเปลี่ยนสีบนอาหาร Poly-R agar clearance และการสรางโซนสนี้ําตาล

บนอาหาร Tannic acid agar ของราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ 
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ภาพที ่4.3  (ตอ) 
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ภาพที ่4.3  (ตอ) 
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                      จากภาพที่ 4.3 ราที่คัดแยกไดจากเห็ด และกิ่งไมผุจาํนวนทั้ง 13 ไอโซเลต พบวา มี

อยูจํานวน 8 ไอโซเลตที่สามารถเปลี่ยนสีของ Poly-R 478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และ

สามารถสรางโซนสนี้ําตาลบนอาหาร Tannic acid agar ไดแก ราไอโซเลต W1 W2 W4 W6 W8 

W10 W11 และ W13 ซึ่งจะนําราทั้ง 8 ไอโซเลตดังกลาวมาทาํการทดลองในขั้นตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.3  ลกัษณะการเปลีย่นสีบนอาหาร Poly-R agar clearance และการสรางโซนสีน้ําตาล

บนอาหาร Tannic acid agar ของราที่คัดแยกไดจากเหด็ และกิ่งไมผุ (ตอ) 
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4.3 การศึกษาความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่คัดแยกได 
   

4.3.1 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขัน้ปฐมภมูิ  
(Primary degradation test) 
 
 จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารเอน็โดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิของรา

ที่คัดแยกไดทัง้ 57 ไอโซเลต โดยใชเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) (ภาพที ่4.4) เพื่อ

วิเคราะหเชิงคณุภาพในการตรวจสอบหาสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น ภายหลังจากการบมเชือ้บน

เครื่องเขยาแบบธรรมดาที่อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั พบวา มีราเพยีง 

2 ไอโซเลตคือ S38 และ W2 ที่มีการยอยสลาย และเปลี่ยนรูปเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทา

โบไลทชนิดอืน่ โดยพิจารณาจากตาํแหนง spot ที่ปรากฏขึ้นของสารที่สกัดไดจากอาหารเลี้ยงเชือ้

ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ มีความแตกตางกับตําแหนง spot บนแผน TLC อางอิงของสารละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และตําแหนง spot ที่ปรากฏขึน้ของชุดควบคุมทั้ง 3 ชุด (ชุดที่ไมใสสาร 

ชุดที่ไมใสเชื้อ และชุดที่ใสเสนใยราที่ตายแลว) โดย S38 มีการเปลีย่นรูปเอ็นโดซัลแฟนไปเปนเอน-

โดซัลเฟตเมื่อเทียบกับ spot ของสารเอนโดซัลเฟตมาตรฐาน และสวนไอโซเลต W2 เมื่อพิจารณา

จากคา Rf (Retention factor) พบวา คา Rf ของ spot สารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้นใหมนัน้ มีคาเทากับ 

0.04 มีความแตกตางกับ Rf  ของสารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน ซึง่ประกอบดวยอัลฟาและเบตาไอโซ

เมอร (α + β Endosulfan) ที่มีคาเทากับ 0.78 และ 0.58 ตามลําดับ โดยคา Rf ของสารเมทาโบไลท

ที่เกดิขึ้นใหมนัน้ พบวา อาจจะเปนคา Rf ของสารเอ็นโดซัลแฟนไดออล (Endosulfan diol) ซึ่งเปน

สารที่มีรายงานวามีคา Rf ต่ําที่สุด เมื่อเปรียบเทยีบกับสารเมทาโบไลทชนิดอืน่ๆ ของเอ็นโดซัลแฟน 

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

และคณะ, 2002)  เนื่องจากราไอโซเลต W2 มีการเปลีย่นรูปเอ็นโดซลัแฟนไปเปนเอนโดซัลเฟตได

ออลซึ่งอยูในรูปที่เปนสารทีม่ีพิษตกคางนอยกวาเอ็นโดซัลแฟนซัลเฟต ดังนั้นจึงทาํการเลือกรา    

ไอโซเลต W2 มาทาํการทลองศึกษาในขั้นตอไป 
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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  ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได โดยวิธี Thin Layer Chromatography ภายหลังจากการบมเชือ้ 20 วัน 

                     (1: ชุดที่ไมใสสาร   2: ชุดที่ไมใสเชื้อ   3: ชุดที่ใสราที่ตายแลว และ 4: ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ) 

S33  S34 S35 
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               ภาพที่ 4.4 (ตอ) ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได โดยวิธี Thin Layer Chromatography ภายหลังจากการบมเชือ้ 20 วัน 

                     (1: ชุดที่ไมใสสาร   2: ชุดที่ไมใสเชื้อ   3: ชุดที่ใสราที่ตายแลว และ 4: ชุดที่ใสเชื้อทดสอบ)  * ตรวจพบสารเมทาบอไลทอีกหนึ่งชนิด 

                                  
 

                                          
  
 

 
 

                                 

  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 ้ ไดทําการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ขั้น

ปฐมภูมิดวยเทคนิค TLC อยางละเอยีดในสภาวะเดิมอีกครั้ง เพื่อยืนยันผล และตรวจสอบ

ระยะเวลาที่ราเริ่มมีการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนเปนเมทาโบไลทรูปอ่ืน (Unknown) ที่อาจจะเปน

เอ็นโดซัลแฟนไดออล โดยมกีารเก็บตัวอยางสารละลายอาหารเลี้ยงเชือ้มาทดสอบทกุ 3 วนั จน

ครบกําหนด 21 วัน ไดผลการทดสอบดังภาพที่ 4.5 

 
 

ภาพที ่ 4.5  ผลการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 โดยวิธ ี Thin Layer 

Chromatography ภายหลังจากการบมเชื้อ 21 วัน (A: สารเอ็นโดซัลแฟนมาตรฐาน B: สาร     

เอ็นโดซัลแฟนซัลเฟตมาตรฐาน C: ชุดควบคุมที่ไมไดใสเชื้อ D: ชุดควบคุมที่ใสเสนใยราที่ตายแลว        

E: วันที ่0 ของการบมเชื้อ F: วันที ่3 ของการบมเชื้อ G: วันที่ 6 ของการบมเชื้อ H: วันที ่9 ของการ

บมเชื้อ I: วันที่ 12 ของการบมเชื้อ J: วันที่ 15 ของการบมเชื้อ K: วันที่ 18 ของการบมเชื้อ L: วันที ่

21 ของการบมเชื้อ)  

 

 จากผลการทดสอบโดยเทคนคิ TLC ดังภาพที่ 4.6 พบวา ราไอโซเลต W2 สามารถ

ยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทั้งอัลฟาและเบตาไอโซเมอร ไดหมดภายในระยะเวลา 18 วันของการบม

เชื้อ และทําใหเกิดการสรางเอ็นโดซัลแฟนไดออล (ไดทําการทดสอบการ spot สารละละลาย

มาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนไดออลเปรียบเทียบภายหลงั เพือ่ยืนยนัผลแลว) ณ วันที ่ 12 ของการบม

เชื้อ นอกจากนี ้ ไมพบการสรางสารเอน็โดซัลแฟนซลัเฟต ซึง่เปนสารเมทาโบไลททีม่ีความเปนพษิ

รุนแรงมากกวาเอน็โดซัลแฟน เมื่อเปรียบเทียบกับ spot ของสารมาตรฐานเอน็โดซัลแฟนซัลเฟต 



 
 

57 

 ผลการสกัดเสนใยราที่ตายแลวจากชุดการทดลองที่ 3 ของราทกุไอโซเลตที่คัดเลือก

ได เพื่อนาํมาวิเคราะหหาเอน็โดซัลแฟนทีต่กคางโดยเทคนิค TLC นัน้ ปรากฏวา ไมพบ spot ของ

เอ็นโดซลัแฟนทั้งอลัฟาและเบตาไอโซเมอร และจากการตรวจสอบคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ในทกุชุดการทดลอง ภายหลังจากการบมเชื้อบนเครื่อง

เขยาแบบธรรมดาที่อุณหภูมิหอง ครบ 20 วัน พบวา ในชุดการทดลองที่ใสเชื้อทดสอบ มเีพยีงรา 

W2 ไอโซเลตเดียว ที่มีคา pH เฉลี่ยเพิ่มข้ึนเปน 8.54 นบัจากวนัเริม่ตน (วนัที ่0) ของการบมเชื้อที่มี

คา pH เทากบั 7 ในขณะทีร่าไอโซเลตอื่นๆ มีคา pH เปลี่ยนไปเพยีงเล็กนอยเทานัน้ (ภาคผนวก ก) 

ซึ่งสนับสนนุผลที่ไดจากการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิดวยเทคนิค TLC ที่

ตรวจสอบพบวา รา W2 สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเอ็นโดซลัแฟนไดออล ได ดังนั้น จึง

คัดเลือกเฉพาะราไอโซเลต W2 มาทาํการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในขั้นทุติยภูมิ 

(Secondary degradation test) เพื่อวิเคราะหเชิงปริมาณในการตรวจสอบหาความเขมขนของ

เอ็นโดซัลแฟนที่เหลือ และความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนไดออลที่เกิดขึ้นตอไป 

 
4.3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายขั้นทุติยภูมิ (Secondary 

degradation test) 
 
        ผลทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนขัน้ทุติภูมิของราไอโซเลต W2 

ดวยเทคนิค Gas Chromatography (GC) โดยใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด Electron Capture Detector 

(ECD) ซึ่งเอน็โดซัลแฟนอลัฟาไอโซเมอร เอ็นโดซัลแฟนเบตาไอโซเมอร และเอ็นโดซัลแฟนไดออล 

มีคา Retention time (Rt) เทากบั 14.91, 16.09 และ 16.03 นาที ตามลําดับ (ภาคผนวก ข) เมือ่

นํามาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนและเอน็โดซัลแฟนได

ออลกับระยะ เวลาการบมเชือ้ (ภาพที ่ 4.6) พบวา รา W2 สามารถยอยสลายอัลฟาและเบตาเอ็น

โดซัลแฟนจากความเขมขนเริ่มตนที่ 50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีความเขมขนลดลงไปตามระยะเวลา 

30 วันของการบมเชื้อ จนสามารถยอยสลายไดหมดในวนัที่ 21 ของการบมเชื้อ และเกิดการเปลี่ยน

รูปเปนสารเอน็โดซัลแฟนไดออลหลังจากวนัที่ 3 ของการบมเชื้อ โดยความเขมขนของอัลฟาเอน็

โดซัลแฟนจากการตรวจสอบทุก 3 วนั ในอาหารเลี้ยงเชื้อต้ังแตวนัที่ 3 ถึงวันที ่ 18 คือ 48.48  

40.79  33.90  30.41  22.75 และ 11.66 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนความเขมขนของเบตา

เอ็นโดซัลแฟนที่ตรวจพบคือ 47.82 39.75 33.06 29.12 22 และ 10.74 มิลลิกรัมตอลติร 

ตามลําดบั และความเขมขนที่เพิ่มข้ึนของเอ็นโดซัลแฟนไดออลที่ตรวจพบทกุ 3 วัน ตัง้แตวันที่ 6 ถึง

วันที่ 30 ของการบมเชื้อ คอื 9.80  16.81 19.29  27.17  31.14  49.5  49.45  49.41 และ 49.42 

ตามลําดับ ทั้งนี้ในชุดควบคุมเพื่อทดสอบการยอยสลายตัวเองของเอ็นโดซัลแฟน 
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(autodegradation control) และชุดควบคุมเพื่อทดสอบการดูดซับเอ็นโดซัลแฟนของเสนใยรา 

(adsorption control) พบการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอน็โดซลัแฟนทั้งอัลฟาและเบตาไอโซ

เมอรที่นอยมาก 

         ผลจากการวัดอัตราการเจริญเติบโตโดยการชั่งน้าํหนักแหงเฉลีย่ของราไอโซเลต W2 

(ภาพที ่ 4.7) พบวา รามีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเปนลําดับนับจากวนัเริ่มตน จนถงึวนัที ่ 18 

ของการบมเชือ้ หลังจากนั้น ไมพบการเจริญเติบโตของรา W2 อีกเลยจนวนัสุดทายของการบมเชือ้ 

สวนผลจากการวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้ 3 ชุด (ภาพที ่ 4.8) พบวา 

อาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ในชุดที่ใสเชื้อทดสอบ มีคา pH เฉลี่ยเพิ่มสูงขึ้น นับจาก

วันแรกของการบมเชื้อที่มีคา pH เทากับ 7 โดยในวนัที ่3 ของการบมเชื้อจนถงึวนัที ่30 ของการบมเชื้อ 

คา pH เฉลี่ยที่ตรวจวัดไดคือ 7.01 7.13 7.21  7.59 7.90 8.31 8.53  8.55 8.55 และ 8.55 

ตามลําดับ ทั้งนี้ในชุดควบคมุทั้งสองชุดคา pH เฉลี่ยทีต่รวจวัดได มกีารเปลี่ยนแปลงเพยีงเลก็นอย 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

ระยะเวลาการบมเช้ือ (วัน)

คว
าม
เข
มข
นข
อง
เอ็
นโ
ดซ
ัลแ
ฟน

แล
ะเ
อ็น
โด
ซัล
แฟ
นไ
ดอ
อล

 

 (ม
ก.

/ล
.)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีไมใสเช้ือทดสอบ) เบตาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีไมใสเช้ือทดสอบ)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเสนใยราท่ีตายแลว) เบตาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเสนใยราที่ตายแลว)

อัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเช้ือทดสอบ) เบตาเอ็นโดซัลแฟน (ชุดท่ีใสเช้ือทดสอบ)

เอ็นโดซัลแฟนไดออล (ชุดท่ีใสเช้ือทดสอบ)

 
ภาพที ่ 4.6  ความสมัพันธระหวางความเขมขนเฉลีย่ของเอน็โดซัลแฟน (อัลฟาและเบตาไอโซเมอร) 

และเอ็นโดซัลแฟนไดออล กบัระยะเวลาการบมเชื้อ 
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ภาพที่ 4.7  น้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราไอโซเลต W2 ในระหวางการบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน 
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ภาพที่ 4.8  คาความเปนกรด-ดางเฉลีย่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ในระหวาง

การบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน 
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4.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราที่แยกได 
   
จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ใน

สภาวะตางๆ ของอาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox Medium ที่กาํหนดไวทัง้หมด 24 สภาวะตาม

ตารางที่ 3.1 พบวา ในระหวางการบมเชือ้เปนเวลา 30 วัน มีอยูจาํนวน 18 สภาวะ ที่ไมพบการ

เจริญเติบโตของรา W2 ซึ่งตรวจสอบจากการชั่งน้ําหนักแหง (ภาคผนวก ง) ไดแก สภาวะความ

เขมขนของเอ็นโดซัลแฟน100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ทุกปริมาณความเขมขนของแหลงอาหาร

คารบอน (กลโูคส 0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 4  5  6 และ 7) 

รวมทัง้สภาวะที่มีความเขมขนของเอน็โดซลัแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 และ 2 เปอรเซน็ต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 4 นอกจากนี้ผลการวดัคาความเปน

กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่กลาวมาทั้งหมดยังพบวา มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย

เทานัน้ (ภาคผนวก ง) จงึไดทําการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนเบื้องตน

ดวยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ซึง่ผลปรากฏวา ราไอโซเลต W2 ที่บมในสภาวะ

ตางๆ ดังกลาวขางตน ไมสามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนใหเปนเอ็นโดซัลแฟนไดออล หรือสาร  

เมทาโบไลทรูปอ่ืนๆได (ภาคผนวก ง) ดังนั้น จึงสามารถสรุปสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s 

Dox Medium ทีเ่หลอืทัง้ 6 สภาวะ ซึ่งไดนาํมาทาํการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดย

เทคนิค Gas Chromatography (GC) ตอไปไดดังนี้  

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 5 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 6 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 0.5%  pH 7 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 5 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 6 

- ความเขมขนเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. ปริมาณกลูโคส 2%  pH 7 

ผลจากการทดสอบการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนของรา W2 ตามสภาวะตางๆ ขางตน 

สามารถนํามาสรางกราฟแสดงอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนตอน้าํหนักแหงของรา ในระหวาง

การบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน ไดดังภาพที ่4.9 ถึง 4.19  
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ภาพที่ 4.9 อัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนตอน้ําหนกัแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ มี

เอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลูโคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.10 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ 

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6 
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ภาพที ่ 4.11 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 0.5% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 
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ภาพที ่ 4.12 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5 
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ภาพที่ 4.13 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 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

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

อัต
รา
กา

รย
อย

สล
าย

(ม
ก.
เอ็
นโ
ดซั

ลแ
ฟน

 / 
กรั

มน้ํ
าห

นัก
แห

ง)
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ภาพที ่ 4.14 อัตราการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนตอน้าํหนักแหงของรา W2 ในสภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อ

มีเอ็นโดซัลแฟนเขมขน 50 มก./ล. กลโูคส 2% และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 
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เมื่อพิจารณาจากอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ตลอดระยะเวลา

30 วนัของการบมเชือ้ พบวา ในแตละสภาวะของการทดลองโดยรวม เอ็นโดซัลแฟนทั้งสองไอโซเมอร 

มีอัตราการสลายตัวที่เพิม่สูงขึ้นเมื่อเวลาผานไป ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้ง

เชื้อ Czapek’s Dox Medium กม็ีแนวโนมสูงขึ้นตามไปดวย 

 ในชุดทดลองที่มีสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคา pH 5 ปริมาณกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต 

และชุดที่มี pH 5 ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W2 มีอัตราการยอยสลายที่ใกลเคยีงกนั 

โดยในวนัที ่30 ของการบมเชือ้ รามีอัตราการยอยสลายเฉลี่ย 0.2795 และ 0.2645 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (27.95 และ 26.45 เปอรเซน็ต) ตามลาํดบั และมีการเปลี่ยนแปลงคา 

pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจากวันเริ่มตนที่ pH 5 เปน pH 5.35 และ 5.37 เมื่อพิจารณาอัตราการ

เจริญเติบโตของรา W2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ทั้งสองสภาวะดังกลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดย

รามีระยะการเจริญเติบโตสูงสุดอยูในชวงระหวางวนัที่ 12 ถึง 18 ของการบมเชื้อ และเขาสูระยะ 

stationary phase ภายหลังจากวนัที่ 18 ของการบมเชือ้ ทั้งนีน้้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราทั้ง 2 สภาวะ 

ณ วันสุดทายของการบมเชือ้เทากับ 0.338 และ 0.3313 กรัม ตามลําดับ 

 ชุดทดลองทีม่สีภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ pH 6 ปริมาณกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต และชุดที ่pH 6

ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W 2 มีอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่ใกลเคียงกนั โดย

ในวันที ่ 30 ของการบมเชื้อ รามีอัตราการยอยสลายเฉลี่ย 0.4494 และ 0.4433 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (44.94 และ 44.33 เปอรเซน็ต) ตามลาํดบั และมีการเปลี่ยนแปลงคา 

pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจากวันเริ่มตนที่ pH 6 เปน pH 6.35 และ 6.39 เมื่อพิจารณาอัตราการ

เจริญเติบโตของรา W2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้ทั้งสองสภาวะดังกลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดย

รามีระยะการเจริญเติบโตสูงสุดอยูในชวงระหวางวนัที ่ 12 ถึง 18 ของการบมเชื้อ และเริ่มมีอัตรา

การเจริญชาลงจนเขาสูระยะ stationary phase ภายหลังจากวนัที ่18 ของการบมเชื้อ ทั้งนีน้้าํหนกั

แหงเฉลี่ยของราทั้งสองสภาวะในวันสุดทายของการบมเชื้อเทากับ 0.0034 และ 0.338 กรัม 

ตามลําดับ 

 ชุดทดลองทีม่สีภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อ pH 7 ปริมาณกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และชุดที ่pH 7

ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต พบวา รา W 2 มีอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่แตกตางกัน โดย

ในวนัที ่30 ของการบมเชื้อ ราในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต มีอัตรายอยสลายเฉลีย่ 

0.7127 มก.เอ็นโดซัลแฟน ตอกรัมน้ําหนักแหงของรา (71.27 เปอรเซ็นต) สวนราที่บมในอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซน็ต มีอัตรายอยสลายเฉลี่ย 0.9887 มก.เอ็นโดซัลแฟน 

ตอกรัมน้ําหนกัแหงของรา (98.87 เปอรเซ็นต) และทัง้สองชุดมีการเปลี่ยนแปลงคา pH ของอาหาร

เลี้ยงเชื้อจากวนัเริ่มตนที่ pH 7 เปน pH 7.92 และ 8.56 เมื่อพิจารณาอัตราการเจรญิเติบโตของรา 

W2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทัง้สองสภาวะดงักลาว พบวา มีอัตราใกลเคียงกนั โดยสังเกตพบการ
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เจริญเติบโตอยางชัดเจนภายหลงัจากวนัที่ 6 ของการบมเชื้อ จนเจริญเติบโตสูงสุดในวันที ่ 18 

หลังจากนั้น รามีการอัตราการเจริญคงทีใ่นระยะ stationary phase ตลอดจนถงึวนัสุดทายของ

การบมเชื้อ ทัง้นีน้้ําหนกัแหงเฉลี่ยของราทั้งสองสภาวะในวนัสุดทายของการบมเชือ้เทากับ 0.6471 

และ 0.6501 กรัม ตามลาํดบั 

 ผลที่ไดจากการทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium ทั้ง 6 สภาวะ สามารถ

สรุปประสิทธภิาพของรา W2 ตอการยอยสลายเอ็นโดซลัแฟนในสภาวะตางๆ ไดดังตารางที่ 4.3  

 

ตารางที่ 4.3  ประสิทธิภาพในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ภายหลงัจากการ

บมเชื้อเปนเวลา 30 วนั  

 

สภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ 
Czapek’s Dox Medium 

อัตราการยอยสลาย   
(มก.เอ็นโดซลัแฟน/
กรัมน้ําหนักแหง/วนั) 

ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน
ที่ยอยสลายได 

(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 ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

  

 ผลจากตารางที่ 4.4 สามารถสรุปไดวา สภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox 

Medium ทีม่ีความเหมาะสมที่สุดตอประสิทธิภาพในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต 

W2 คือ สภาวะที่มีความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี

กลูโคสเปนองคประกอบ 2 เปอรเซ็นต ที่คา pH เทากับ 7 โดยสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน ได 

49.44 มิลลิกรัมตอลิตร (98.88 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต 

คา pH เทากบั 7 ยอยสลายได 36.02 มลิลิกรัมตอลิตร (72.04 เปอรเซ็นต) อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

กลูโคส 2 เปอรเซ็นต คา pH เทากับ 6 ยอยสลายได 21.9 มิลลิกรัมตอลิตร (43.8 เปอรเซ็นต) 



 
 

66 

อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต คา pH เทากับ 6 ยอยสลายได 21.6มิลลิกรัมตอลิตร 

(43.2 เปอรเซน็ต) อาหารเลีย้งเชื้อที่มีกลโูคส 2 เปอรเซน็ต คา pH เทากบั 5 ยอยสลายได 13.52 

มิลลิกรัมตอลิตร (27.04 เปอรเซ็นต) และอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซน็ต คา pH เทากบั 

5 ยอยสลายได 13.42 มิลลิกรัมตอลิตร (26.84 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาถึงปจจยัที่มีผลตออัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ซึ่ง

จากการทดลองนี้ ไดแก ปริมาณความเขมขนของกลูโคส (0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และคาความเปน

กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ (pH 5, 6 และ 7) พบวา ปริมาณความเขมขนของกลูโคสที ่ 2 

เปอรเซ็นตในอาหารเลี้ยงเชือ้ มีผลตอการเพิม่อัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของรา W2 

มากกวาปริมาณความเขมขนที่ 0.5 เปอรเซ็นต อยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 

เปอรเซ็นต (ภาคผนวก จ) สวนสภาวะความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อ จากการทดสอบทาง

สถิติพบวา สภาวะที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาเปน 5 และ 6 อัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน 

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสาํคัญ แตจะมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญกบัอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มีคา pH เปน 7 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก จ) ซึ่งสนับสนนุผลการวิจยัดังที่

ไดกลาวมาแลววา สภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคา pH เทากับ 7 และมีองคประกอบเปนกลูโคส 

2 เปอรเซ็นต เปนสภาวะที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพตอการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของรา   

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 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 5  
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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 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 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 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางปริมาณความเขมขนของ

กลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต ที่คาความเปนกรด-ดางเทากบั 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 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางคาความเปนกรด-ดาง ที ่

5  6 และ 7 ทีป่ริมาณความเขมขนของกลโูคส 0.5 เปอรเซ็นต  
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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 การเปรียบเทยีบอัตราการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ระหวางคาความเปนกรด-ดาง ที ่

5  6 และ 7 ทีป่ริมาณความเขมขนของกลโูคส 2 เปอรเซน็ต  
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4.5 การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราที่คัดเลือกไดภายใตกลองจุลทรรศน
ดวยเทคนิค slide culture 
  

 จากผลการศึกษาความสามารถในการยอยเอ็นโดซัลแฟนของรา ในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิด 

Czapek’s Dox Medium ซึง่พบวา ราไอโซเลต W2 ที่คัดแยกไดจากเหด็ มีความสามารถในการยอย

สลายเอน็โดซลัแฟนไดดีที่สุด จึงไดทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน

ดวยเทคนิค slide culture พบวา ลกัษณะเสนใยของราเปนชนิดที่มีผนังกั้น (septate hypha) ดัง

ภาพที ่4.20 และพบการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา arthospore หรือ oidia ซึ่งเกิดจาก

การแตก หรือขาดเปนทอนๆ ของเสนใยดงัภาพที่ 4.21 
 

 
 

ภาพที่ 4.20  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา W2 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา 

แสดงเสนใยชนิดที่มีผนังกั้น (septate hypha) 

 

 
 

ภาพที่ 4.21  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา W2 ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา

แสดงสปอรแบบไมอาศัยเพศชนิด arthospore 
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4.6 การบงชี้ชนิดของราที่คัดเลือกไดโดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลโีอไทดของยีนที่
ประมวลรหสัของตําแหนง ITS (Internal Transcribed Spacer) 
 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดที่ตําแหนง ITS จากผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา 

Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไพรเมอร ITS1-F และ ITS4   พบวา รา W2 มีความ

ยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 697 bp ซึ่งประกอบดวยลาํดับนิวคลีโอไทดที่ 1 ถงึ 68 เปนบางสวน

ของ 18S rRNA ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 69 ถึง 275 เปนสวนของ ITS1 ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 276 ถึง 

435 เปนสวนของ 5.8S rRNA และลําดบันิวคลีโอไทดที่ 436 ถึง 639 เปนสวนของ ITS2 และ

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 640 ถึง 697 เปนบางสวนของ 28S rRNA โดยลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมด

แสดงไดดังตอไปนี้ 

 
         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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จากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดในยีนที่ประมวลรหัสตําแหนง ITS 

ของราไอโซเลต W2 กับฐานขอมูลที่มีรายงานไวใน GenBank พบวา ราไอโซเลต W2 มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95% และไดถกูบันทึกไวใน GenBank ดวย Accession 

number ที่ AB259860 โดยรา W2 ถูกจดัจําแนกอยูในหมวดหมู ดังนี ้

   Division  Basidiomycota 

   Class  Hymenomycetes 

   Order  Aphyllophorales 

   Family  Coriolaceae 
   Genus  Trametes



บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 
 

 จากผลการวิจยัที่สรุปวา ราไอโซเลต W2 เปนราทีม่ปีระสิทธิภาพในการยอยสลายสาร 

เอ็นโดซัลแฟน ซึ่งเมื่อนํามาบงชี้ชนดิโดยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดในยนีที่ประมวลรหัส

ตําแหนง ITS พบวา เปนราไวตรอตที่มคีวามคลายคลึงกับราในสกลุ Trametes โดยราในสกุล

ดังกลาว รวมทั้งในสกุลอ่ืนๆ ที่อยูในกลุมของราไวตรอตนั้น มีความสามารถในการยอยสลายมวล

สารโมเลกุลสูง และสารทีม่ีโครงสรางซับซอนได (Akhtar, Kirk และ Blanchette, 1999) ดวยเหตุนี้

จึงมีการนาํราไวตรอตมาใชในการเปลีย่นโครงสรางสารประกอบบางชนิดเพื่อไมใหเปนอันตรายตอ

ส่ิงแวดลอม โดยราไวตรอตที่ไดรับความสนใจเพื่อนํามาศึกษาถงึการใชประโยชนในการบําบดั

ฟนฟูทางชีวภาพ (bioremediation) ไดแก Trametes versicolor, Trametes trogii, Trametes 

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

Mechichi, Mhiri และ Sayadi, 2006; Abadulla และคณะ, 2000) ทั้งนี้ ลักษณะพิเศษทีท่าํใหรา

ไวตรอตสามารถยอยสลายมวลสารโมเลกุลสูงได เนื่องจากสามารถผลิต extracellular enzyme ที่

เขาไปทําลายโครงสรางทีซ่ับซอนของสาร โดยเอนไซมดังกลาว ไดแก Lignin peroxidase, 

Manganese peroxidase และ Laccase (Hatakka, 1994) 

ในงานวิจัยที่ไดมีการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยราไวตรอต แลวพบวา 

มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดดี ไดแก การใชราสายพนัธุ Phanerochaete chysosporium  

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

คณะ, 2006) ดังนัน้ในงานวจิัยนีท้ี่มีการพบวา ราไวตรอตไอโซเลต W2 ซึ่งเปนราในกลุม Trametes 

มีความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดเชนกัน จึงนับวาขอมูลใหมเปนซึ่งอาจมีประโยชน

ในการศึกษาเชิงลึกตอไป ทัง้นี ้ นอกจากราในกลุมไวตรอต ยังมีราสายพนัธุอ่ืนๆ ทีม่ีรายงานวามี

ความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนได ไดแก 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) ซึ่งราแตละชนิด ตางก็มีขอจํากัดในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนในอตัราที่มากนอย

แตกตางกันไป ขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ เชน ปริมาณความเขมขนของสาร แหลงคารบอน คาความ

เปนกรด-ดางของสิ่งแวดลอมหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน (Awasthi, Ahuja และ Kumar, 2000) 

ทั้งนี ้ จากการศึกษาขอจํากัดของราไอโซเลต W2 พบวา ไมสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่

ความเขมขน 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตรได อาจเปนผลเนือ่งมาจากความเขมขนของสาร
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ดังกลาวในอาหารเลี้ยงเชื้อมปีริมาณสูงเกนิกวาระดับที่รา W2 จะยอมรับได จนอาจทําใหเกิดความ

เปนพษิตอเซลล หรืออาจเกดิจากคุณสมบัติทางกายภาพของเอน็โดซัลแฟน ซึ่งเปนสารที่มีสภาพ

การละลายน้าํไดในระดับตํ่า (0.32 มิลลิกรัมตอลิตร) (Oregon State University, 1996) เมื่อ

นํามาทดสอบในปริมาณความเขมขนที่สูง ราจงึมีการนาํเอ็นโดซัลแฟนไปใชไดอยางไมเต็มที ่ หรือ

อาจเกิดจากระยะเวลาที่รา W2 ตองการใชในการปรับตัวใหเขากับสภาวะที่มีสารแปลกปลอม

อยางเอน็โดซลัแฟนที่มีความเขมขนสูงนัน้ นานกวา 30 วัน ซึง่ในการทดลองนี้ไดทาํการสงัเกตผล

ภายในระยะเวลา 30 วนั จงึอาจทําใหไมเห็นผลภายในระยะเวลาทีก่าํหนด  

ปจจัยเรื่องคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดงัที่ไดผลวา สภาวะที่มีคา pH 4 นัน้ 

ราไอโซเลต W2 ไมเกิดการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน อาจเนื่องมาจากคุณสมบัติเฉพาะของราทีไ่ม

สามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีความเปนกรดสงูเกินไป เปนผลใหไมเกิดการสรางเอนไซมเพื่อ

การยอยสลายสาร (กรรณิการ ชูเกยีรติวฒันา, 2543) นอกจากนี ้อาจเปนเพราะคณุสมบัติเฉพาะ

อีกประการหนึง่ของเอ็นโดซลัแฟน ที่มีความคงทนในสภาพทีเ่ปนกรดสูงมากกวาสภาพทีเ่ปนกลาง

หรือเปนเบส (German Federal Environment Agency, 2004) ดังนัน้ คา pH ของอาหารเลี้ยงเชือ้

ที่เทากับ 4 จงึชวยสนับสนนุใหเอ็นโดซัลแฟนมีคงทนไดนาน และไมถกูยอยสลายโดยรา W2 

 สวนปจจยัทีเ่กดิจากความแตกตางของปรมิาณความเขมขนของกลูโคสที่ใหผลวา ระดับ

ความเขมขนของกลูโคสที ่ 2 เปอรเซ็นต ทาํใหเกิดอัตราการยอยสลายไดสูงกวาที่ระดับกลูโคส 0.5 

เปอรเซน็ต อาจอธิบายไดวา ตามปกตกิลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อจะถกูรานาํไปใชเปนแหลงคารบอน 

เพื่อสรางการเจริญเติบโต และนําไปสูการสรางเอนไซมที่เหมาะสมตอการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน 

(Tanzer และคณะ, 2003) ดังนัน้ ณ ระดับหนึง่ ทีม่ีสภาวะความเขมขนของแหลงคารบอนมากกวา 

ยอมสนับสนุนใหรามีอัตราการเจริญเติบโตที่สูงกวา ซึง่เปนผลตอโอกาสที่ราจะสามารถยอยสลาย

สารไดในอัตราที่สงูกวาเชนกัน (Chualaksananukul และคณะ, 2006) 

ผลจากการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อ Czapek’s Dox medium 

ณ วันสุดทายของการบมเชือ้ที่พบวา มีคาสูงขึ้นเปน 8.5 นับจากคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่

เทากบั 7 นัน้ อาจเนื่องมาจากรา W2 มีการใชซัลเฟอรซึง่เปนองคประกอบของเอ็นโดซัลแฟนเพื่อ

เปนแหลงพลงังาน จนทาํใหโครงสรางทีม่ีลกัษณะเปนวงแหวนของเอ็นโดซัลแฟนแตกออก และ

สนับสนนุใหปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดขึ้นตามมา ซึง่นาํมาสูการเปลีย่นแปลง

โครงสรางของเอ็นโดซัลแฟนไปเปนสารเมทาโบไลทรูปเอ็นโดซัลแฟนไดออล ที่มีคุณสมบัติเปนเบส 

และสงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนแปลงไปในลักษณะดงักลาว (Greve 

และ Wit, 1971) 



บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย 
 

  การคัดแยกราออกเปนไอโซเลตที่บริสุทธิจ์ากแหลงตางๆ ไดแก ราดิน จากปาธรรมชาติใน

อุทยานแหงชาติตากสินมหาราช จังหวัดตาก อําเภอศรีสวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี และจากพื้นทีท่ํา

การเกษตรที่มีประวัติการใชเอ็นโดซัลแฟน ในจงัหวดัปทุมธาน ีนครปฐม จันทบุรี สระแกว นครราชสมีา

และนนทบุรี พบวา มีจาํนวนไอโซเลตที่คัดแยกไดทัง้หมด 44 ไอโซเลต (S1-S44) ราทีค่ัดแยกไดจาก

เห็ด และกิง่ไมผุ ที่ไดเก็บตัวอยางในอทุยานแหงชาติตากสินมหาราช จงัหวัดตาก และอุทยาน

แหงชาติดอยอินทนนท จังหวัดเชยีงใหม มทีั้งหมด 13 ไอโซเลต (W1-W13) ซึ่งเมือ่ทําการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายสารที่มีลักษณะโครงสรางเปนวงแหวน หรือการทดสอบ ความเปนรา

ไวตรอต (white rot fungi) โดยนาํมาทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งผสมสารสีสองชนิด คือ Tannic 

acid agar และ Poly-R agar clearance ผลการทดสอบปรากฏวา มีรา 8 ไอโซเลต ที่สามารถ

เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิด (W1  W2  W4  W6  W8  W10  W11 และ W13) จึงไดนาํ

ราดังกลาวมาศึกษาขั้นตอไป  

 จากจาํนวนราทั้งหมด 57 ไอโซเลต ที่คัดแยกได นํามาบมในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

Czapek’s Dox Medium (pH 7) บนเครื่องเขยาแบบธรรมดาที่ความเร็ว 180 รอบตอนาท ี ณ 

อุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 20 วนั แลวนาํมาทดสอบความสามารถในการยอย

สลายเอน็โดซลัแฟนขั้นปฐมภูมิ (Primary degradation test) โดยใชเทคนิค Thin Layer 

Chromatography (TLC) พบวา มีราไอโซเลต S38 ที่แยกไดมาจากดินปาธรรมชาติ อําเภอศร

สวัสด์ิ จังหวัดกาญจนบุรี และ ราไอโซเลต W2 ซึ่งคัดแยกมาจากตวัอยางเห็ดที่ข้ึนบนกิ่งไมผุ ใน

อุทยานแหงชาติดอยอินทนนท จงัหวัดเชียงใหม ที่มีความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน ใหเปน

สารเมทาโบไลทชนิดหนึง่ โดยราไอโซเลต S38 ความสามารถยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเอน็โดซลั

แฟนซัลเฟต ซึง่เปนเมทาโบไลทของเอน็โดซัลแฟนที่มีความคงทนสงูและเปนพิษมากกวา สวนราไอ

โซเลต W2 สามารถยอยเอ็นโดซัลแฟนใหเปนเมทาโบไลทในวันที่ 12 ของการบมเชือ้ และสามารถ

ยอยเอ็นโดซัลแฟนไดหมด ภายในระยะเวลา 18 วนัของการบมเชือ้ ซึ่งสารเมทาโบไลทที่เกิดขึ้น

จากการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยรา W2 นี้ มีคา Retention factor (Rf) เทากับ 0.04  

สอดคลองกับ Rf ของเอ็นโดซัลแฟนไดออล ซึ่งเปนเมทาโบไลททีม่คีวามคงตวัในสิ่งแวดลอมตํ่า 

และมีความเปนพิษนอยกวาเอ็นโดซัลแฟน (Awasthi และคณะ, 1997; Awasthi และคณะ, 2000; 

Shetty และคณะ, 2000 และ Sutherland และคณะ, 2002) จากการตรวจสอบคาความเปนกรด-
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ดาง (pH) ของอาหารเลีย้งเชือ้ในวนัสุดทายของการบมเชือ้ พบวา มกีารเปลีย่นแปลงจาก 7 เปน 8.54 

ซึ่งแตกตางจากราไอโซเลตอื่นๆ ทีม่ีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนไปเพียงเล็กนอย 

 เมื่อนําราไอโซเลต W2 มาทดสอบความสามารถในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนขั้นปฐมภูมิ 

โดยใชเทคนิค Gas Chromatography (GC) ที่มีเครื่องตรวจวัดเปนแบบ Electron Capture 

Detector ตรวจสอบปริมาณการยอยสลาย หรือปริมาณความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟนที่ลดลง ทกุ 

3 วนั เปนเวลา 30 วนั พบวา รา W2 สามารถยอยสลายเอน็โดซัลแฟนไดทั้งอลัฟาและเบตาไอโซเมอร 

ไดหมดภายในระยะเวลา 21 วันของการบมเชื้อ และทาํใหเกิดการเปลี่ยนรูปของเอน็โดซัลแฟนเปน

เอ็นโดซัลแฟนไดออล หลังจากวนัที่ 3 ของการบมเชื้อ และเมื่อพิจารณาจากอัตราการเจริญเติบโต

ของเชื้อในระหวางการทดสอบการยอยสลายพบวา ราไอโซเลต W2 มีระยะปรับตัว (lag phase) 

ในชวง 3 วันแรกของการบมเชื้อ ซึง่เปนชวงเริ่มตนทีม่กีารยายราไปยังอาหารเลีย้งเชื้อ จากนั้น รา

เร่ิมเขาสูระยะการเจริญแบบทวีคูณ (exponential phase) จนถงึวนัที่ 18 ของการบมเชื้อ ซึ่งสอดคลอง 

กับอัตราการลดลงของเอ็นโดซัลแฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อ และอัตราการเพิม่ข้ึนของเอน็โดซัลแฟนไดออล 

ทั้งนี้ในระยะดงักลาว ไดสังเกตเหน็ขนาดเซลลราในอาหารเลี้ยงเชื้อมขีนาดเล็กลง เนื่องจากรามี

อาหารสะสมอยูในเซลลเต็มที่ และมกีารแบงตัว (อนุเทพ ภาสุระ, 2541) ภายหลงัจากวันที่ 18 จนถงึวัน

สุดทายของการบมเชื้อ ราไดเร่ิมเขาสูระยะคงที่ (stationary phase) ซึ่งไมพบการเจริญเติบโตของรา 

และเมื่อพิจารณาจากอัตราการยอยสลายพบวา ความเขมขนของเอน็โดซัลแฟนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

คอยๆ ลดลงและคงที่จนถงึวนัสุดทายของการบมเชื้อ ทัง้นี้คาความเปนกรด-ดางที่ตรวจวัดไดในวนั

สุดทายของการบมเชื้อมีคาเพิ่มข้ึนเปน 8.55 

 การศึกษาตอมาถงึสภาวะทีม่คีวามเหมาะสมตอการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนโดยราไอโซเลต 

W2 ซึ่งไดกําหนดสภาวะของอาหารเลี้ยงเชือ้ Czapek’s Dox Medium ที่มีการผันแปรของปจจัย

ตางๆ ไดแก ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน (50 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาณความ

เขมขนของกลโูคส (0.5 และ 2 เปอรเซ็นต) และคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ (pH 4  

5  6 และ 7) ซึ่งไดทําการวิเคราะหผลการยอยสลายควบคูไปกับการตรวจวัดอัตราการเจริญเติบโต

ของรา และการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งจากการสังเกตเบื้องตน

พบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชุดที่มีความเขมขนของเอน็โดซัลแฟน 100 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร 

รวมทัง้ชุดที่มคีาความเปนกรด-ดางเทากับ 4 ไมพบการเจริญเติบโตของรา W2 และมีคาความเปน

กรด-ดางเปลีย่นไปเพยีงเลก็นอยเทานัน้ เมื่อนํามาทดสอบการยอยสลายเบื้องตนดวยวิธี TLC 

พบวา ไมเกิดการสรางสารเอ็นโดซัลแฟนไดออล หรือเมทาโบไลทรูปอ่ืนๆ  

 เมื่อพิจารณาผลจากการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนทั้ง 6 

สภาวะที่เหลือ ซึง่ทัง้หมดมคีาความเขมขนของเอน็โดซลัแฟนเปน 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยแบง

ออกเปนชุดทีม่ีปริมาณกลูโคสเปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต ที่ pH 5  6 
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และ 7 ชุดที่มปีริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต ที ่pH 5  6 และ 7 วัดอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟน

ตอน้าํหนกัแหงของราตอวนั ซึง่ผลปรากฏวา ในสภาวะทีอ่าหารเลีย้งเชื้อมคีวามเขมขนของเอน็โดซลัแฟน 

50 มิลลิกรัมตอลิตร มีกลูโคส 2 เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 

ราไอโซเลต W2 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายเอน็โดซลัแฟนไดดีที่สดุ โดยมีอัตราการยอยสลาย

อยูที ่ 0.0373 มิลลิกรัมเอ็นโดซัลแฟนตอน้ําหนกัแหงของราตอวนั หรือคิดเปนประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย 98.88 เปอรเซน็ต รองลงมาคอื สภาวะทีม่ีปริมาณกลูโคส 0.5 เปอรเซน็ต pH 7 (72.04  

เปอรเซ็นต) สภาวะที่มีกลูโคส 2 เปอรเซน็ต pH 6 (43.8 เปอรเซ็นต) สภาวะทีม่ีกลูโคส 0.5 

เปอรเซ็นต pH 6 (43.2 เปอรเซ็นต) สภาวะทีม่ีกลูโคส 2 เปอรเซ็นต pH 5 (27.04 เปอรเซ็นต) และ

สภาวะที่มีกลูโคส 0.5 เปอรเซ็นต pH 5 (26.84 เปอรเซ็นต) ตามลําดบั ทั้งนี้ จากการวัดอัตราการ

เจริญเติบโตของเชื้อในทุกสภาวะที่มีความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อเปน 5 และ 6 พบวา มี

แนวโนมไปในทิศทางเดียวกนั กลาวคือ ราเริ่มมีการเจริญเติบโตหลังจากวนัที ่ 6 ของการบมเชือ้ 

เจริญสูงสุดในวันที่ 18 ของการบมเชื้อ และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase จนถึงวันสุดทายของ

การบมเชื้อ สวนในชุดที่มีสภาวะความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7 มีแนวโนมในการ

เจริญเติบที่แตกตางออกไป คือ เร่ิมสังเกตเห็นการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วกอนวันที ่6 ของการบม

เชื้อ และเริ่มเขาสูระยะ stationary phase ในวันที่ 18 ของการบมเชือ้เชนเดียวกับชุดอื่นๆ และผล

จากการวัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา ในการทดลองทกุสภาวะมีแนวโนม

เปลี่ยนไปในทาํนองเดียวกัน คือ มีคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลีย้งเชื้อที่เพิม่สูงขึ้น  

 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราไอโซเลต W2 ซึ่งเปนราที่มีความสามารถใน

การยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนไดดีที่สุด ภายใตกลองจุลทรรศน พบวา รา W2 มีเสนใยที่มีผนังกั้น 

และสรางสปอรไมอาศัยเพศแบบ arthospore หรือ oidia เมือ่ทําการบงชี้ลกัษณะโดยการ

เปรียบเทยีบลาํดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลที่มีรายงานไวใน GenBank พบวา รา W2 มีความ

คลายคลึงกับราในสกุล Trametes 93-95% และไดถกูบันทึกไวใน GenBank ดวย Accession 

number ที่ AB259860   
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บทที่ 7 

ขอเสนอแนะ 

 

 แนวทางการวจิัยนี ้ เปนการนําเสนอวิธทีางชวีภาพมาใชในการบาํบัดการตกคางปนเปอน

ของเอ็นโดซัลแฟน ซึ่งถือเปนทางเลือกทีค่ํานึงถึงสิง่แวดลอม แตอยางไรก็ตาม สมควรที่จะตอง

พิจารณาถึงเหตุผลทางดานเศรษฐศาสตร ความคุมคาในการใชประโยชน ควบคูไปกับความ

เปนไปไดที่จะนําไปใชจริงในสิ่งแวดลอม โดยอาจวางแผนการทดลองทดสอบความสามารถในการ

ยอยสลายในดินที่มกีารปนเปอนของเอน็โดซัลแฟน เพือ่การศึกษาถึงสภาวะอืน่ๆ ที่มีผลตออัตรา

การยอยสลาย หรืออาจนาํราที่คัดเลือกไดมาประยุกตใชรวมกับเทคโนโลยีอ่ืนๆ ดานวิศวกรรม 

เพื่อใหมีประสิทธิภาพสูงสุด และใชเวลาในการบําบัดไดรวดเร็วขึ้น ในสวนของงานวิจัยควรมี

การศึกษาในเชิงลกึ ถงึกลไกการทาํงานของเอนไซมทีเ่กีย่วของกับการยอยสลายเอน็โดซัลแฟนของรา 

เชน การศึกษาถึงชนิดเอนไซมที่ราผลิตขึน้เพื่อใชในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน หรืออาจมีการนํา

ราที่มีความสามารถในการยอยสลายเอน็โดซัลแฟน ไปยอยสลายมวลสารโมเลกุลสูงหรือสารกาํจดั

แมลงศัตรูพืชชนิดอื่นๆ ที่ตกคางปนเปอน และมีความเปนพษิตอส่ิงแวดลอม 
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ภาคผนวก ก 

คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดสอบขั้นปฐมภูม ิ
 

ตารางที่ ก.1  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ 
 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

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  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ (ตอ) 

 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

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  คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยของอาหารเลีย้งเชื้อ ณ วนัที่ 20 ของการบมเชื้อ (ตอ) 

 

รหัสรา 
ที่ทดสอบ 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสสาร 

ชุดควบคุม    
ที่ไมใสเชื้อ 

ชุดที่ใสเสนใย
ราที่ตายแลว 

ชุดทดลอง    
ที่ใสเชื้อ 

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 ุ
คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตน ณ วันที่ 0 ของการบมเชื้อ มีคาเทากับ 7 
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ภาคผนวก ข 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน และเอ็นโดซัลแฟนไดออล 

 
1. โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน (อัลฟาและเบตาไอโซเมอร) 
 

 
ภาพท่ี ข.1  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟน โดยอัลฟา และเบตาไอโซเมอรมี Rentention 

time (Rt) เทากับ 14.910 และ 16.089 นาที ตามลําดับ 

 
2. โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอ็นโดซัลแฟนไดออล 
 

 
ภาพที ่ข.2  โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเอน็โดซลัแฟนไดออล โดยมี Rentention time (Rt) เทากับ 

16.03 นาท ี
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน 
 
 

y = 295093x

R2 = 0.9971

0
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ความเขมขนของอัลฟาเอ็นโดซัลแฟน (มก./ล.)

พื้น
ที่ใ

ตก
รา
ฟ

 
 
ภาพที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของอัลฟาเอน็โดซัลแฟนกับพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 
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2. กราฟมาตรฐานของเบตาเอ็นโดซัลแฟน 

y = 122914x + 89092

R2 = 0.9988

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000
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ความเขมขนของเบตาเอ็นโดซัลแฟน (มก./ล.)

พื้น
ที่ใ

ตก
รา
ฟ

 
 
ภาพที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเบตาเอน็โดซลัแฟน กับพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 

 
3. กราฟมาตรฐานของเอน็โดซัลแฟนไดออล 
 

     

y = 408819x + 112344

R2 = 0.997

0
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พ
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ภาพที ่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของเอน็โดซัลแฟนไดออล กับพืน้ทีใ่ตกราฟที่ไดจาก การ

วิเคราะหดวยวิธี Gas Chromatography (GC) 
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ภาคผนวก ง 
ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนที่สภาวะตางๆ 

 
1. ความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหงของราไอโซเลต W2 กับระยะเวลาการบมเชื้อ   

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (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  น้ําหนกัแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 0.5% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หนั

กแ
หง

 (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  น้าํหนักแหงของรา W2 ทีบ่มในสภาวะที่มีเอน็โดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 2% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (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  น้ําหนกัแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 0.5% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 

 
 

0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (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  น้าํหนักแหงของรา W2 ทีบ่มในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 2% และ pH 

เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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0

0.1

0.2

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

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

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

 

ภาพที่ ง.1-5  น้ําหนักแหงของรา W2 ที่บมในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซัลแฟน 50 มก./ล. กลูโคส 0.5 และ 2%  คา 

pH เทากับ 4 เปนเวลา 30 วนั 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 
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2. ความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ Czapek’s Dox Medium กับ
ระยะเวลาการบมเชื้อ   

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
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  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลโูคส 

0.5% และ pH เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วัน 

 

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (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  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 200 มก./ล. กลูโคส 

2% และ pH เทากบั 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 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

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
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  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 

0.5% และ pH เทากับ 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วัน 

3

3.5

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
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  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะที่มีเอ็นโดซัลแฟน 100 มก./ล. กลูโคส 

2% และ pH เทากบั 4  5  6 และ 7 เปนเวลา 30 วนั 
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3.5

4

4.5

0 6 12 18 24 30

ระยะเวลาการบมเชื้อ (วัน)

คา
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  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการบมรา W2 ในสภาวะทีม่ีเอ็นโดซลัแฟน 50 มก./ล. กลโูคส 

0.5 และ 2%  คา pH เทากับ 4 เปนเวลา 30 วัน 

 
หมายเหต ุ
EN หมายถึง ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 
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3. ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ที่บมในสภาวะตางๆ ดวยเทคนิค 
TLC  
 

 
                                                                                   

      

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ ง.3  ผลทดสอบการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนของราไอโซเลต W2 ในสภาวะตางๆ ที่กาํหนด ดวยวธิี 

TLC ภายหลงั 30 วันของการบมเชื้อ (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 ความเขมขนของเอ็นโดซัลแฟน 

GL หมายถงึ ความเขมขนของกลูโคส 

 
 
 
 
 

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 
การวิเคราะหทางสถิติ 

 
1. การวิเคราะหความแตกตางของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนระหวางสภาวะที่มีปริมาณ
กลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต  

ตารางที่ จ.1  ผลการวิเคราะหทางสถิตแิสดงความแตกตางของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนระหวาง

สภาวะที่มีปริมาณกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 เปอรเซ็นต และ 2 เปอรเซ็นต  
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2. การวิเคราะหความแปรปรวนของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนในสภาวะที่มีคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 5  6  และ 7  

ตารางที่ จ.2  ผลการวิเคราะหทางสถิติแสดงความแปรปรวนของอัตราการยอยสลายเอ็นโดซัลแฟนใน

สภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5  6  และ 7  
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   การเผยแพรผลงานวิจัย 

 
ผลงานวิจยันีค้าดวาจะทาํการตีพิมพเผยแพรในหวัขอเร่ือง Biodegradation of endosunfan by 

white-rot fungus Trametes sp.ในวารสารระดับนานาชาติ  FEMS Microbiology Letter ภายในป 2551 
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