
บทความวิจัย (Research Article) 

*ผู้รับผิดชอบบทความ : bunyason@hotmail.com 

 

การจ าแนกราด้วยวิธีไอทีเอสพีซีอาร์และ 

ความสามารถในการบ าบัดสีรีแอคทีฟ RR141  

Identification of Reactive Red 141 Degradable Fungi 

by ITS-PCR Method and Decolorization Ability 
 

ปิยวรรณ กลมเกลี้ยง, ธีระชัย ธนานันต์ และนิรมล ศากยวงศ์* 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวทิยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต 

ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

สายัณห์ สมฤทธิ์ผล 
ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ อุทยานวิทยาศาสตร์ประเทศไทย ถนนพหลโยธิน 

ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

Piyawan Klomklieng, Theerachai Thanananta and Niramol Sakkayawong* 
Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, 

Rangsit Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

Sayanh Somrithipol 
National Center for Genetic Engineering and Biotechnology (BIOTEC), Thailand Science Park, 

Phahonyothin Road, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 
 

  

บทคัดย่อ 
สีย้อมกลุ่มรีแอคทีฟนิยมใช้ในกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมสิ่งทอ แต่สีย้อมเหล่านี้สามารถละลายน้ า

และมีโครงสร้างทนต่อการย่อยสลายทางชีวภาพ ท าให้ตกค้างในสิ่งแวดล้อมและก่อให้เกิดผลกระทบต่อระบบนิเวศ 
ซึ่งวิธีการบ าบัดทางชีวภาพที่เลือกมาใช้ คือ การใช้ราที่สามารถย่อยสลายสารประกอบเชิงซ้อนและสีย้อมได้ 
การศึกษาครั้งน้ีจึงเป็นการคัดเลือกราจากดินและเหด็ที่มีประสทิธิภาพในการบ าบัดสี reactive 141 (RR141) ผลการ
คัดเลือกเบื้องต้นในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง พบราที่สามารถบ าบัดสี RR141 ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร มี 
14 ไอโซเลต เมื่อน าไปทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสี RR141 ในอาหารเหลวที่ ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบรา AP6, AP8 และ BP1 เป็นกลุ่มที่มีความสามารถในการบ าบัดสี RR141 ได้สูงสุดเท่ากับ 100, 100 และ 98.97 
เปอร์เซ็นต์ และมีอัตราการบ าบัดสีเฉลี่ยเท่ากับ 297.62, 297.62 และ 294.55 ไมโครกรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 
ตามล าดับ ในระยะเวลา  7 วัน โดยรา AP8 แสดงประสิทธิภาพการบ าบัดสูงสุดสามารถบ าบัดสี RR141 ความ
เข้มข้น 50 และ 75 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 4 วัน เมื่อระบุชนิดราทั้ง 3 ไอโซเลต ด้วยวิธี
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ไอทีเอสพีซีอาร์ พบว่าราทีค่ัดแยกได้ คือ Aspergillus awamori (AP6, 97 % identity), Lentinus tigrinus (AP8, 
98 % identity) และ Gongronella butleri (BP1, 95 % identity) 
 

ค าส าคัญ : ราบ าบัดสี; สีรีแอคทีฟ; อุตสาหกรรมสิ่งทอ; การจ าแนก; ไอทีเอสพีซีอาร์ 
 

Abstract 
Reactive dyes are widely used in production process of textile industries. But these dyes 

dissolve well in water, resistant to biodegradation, and persist in the environment. Biodegradable 
fungi were selected to be biotechnological treatment for various complex compounds, including 
synthetic reactive dyes. This study focused on screening and identification potent soil fungi and 
mushrooms that were able to decolorize reactive dyes. The primary screening in agar plate 
showed that 14 isolates of fungi were able to decolorize reactive red 141 (RR141) at a 
concentration of 50 mg/L. The efficiency isolate AP6, AP8 and BP1 were investigated 
decolorization of 50 mg/L of reactive red in potato dextrose broth. Maximum decolorizations of 
three isolates were 100, 100 and 98.97 % and average decolorization rates were 297.62, 297.62 
and 294.55 gL-1/h., respectively. They were achieved on a week. AP8 had shown the most 
efficient for decolorization. The optimum values of initial dye concentration were found 50 and 
75 mg/L for 100 % decolorization on 4 days. Three isolates were identified by ITS-PCR method 
showed that these fungi were Aspergillus awamori (AP6, 97 % identity), Lentinus tigrinus (AP8, 96 
% identity) and Gongronella butleri (BP1, 96 % identity). 
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1. บทน า 

ราเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีบทบาทส าคัญในฐานะผู้ย่อย
สลายของระบบนิเวศ มีการด ารงชีวิตแบบการย่อย
สลายและดูดซึมสารอาหารจากสิ่งมีชีวิตอื่น ซึ่งลักษณะ
การด ารงชีวิตเช่นนี้ท าให้สามารถน าราไปใช้ประโยชน์
ได้มากมาย ทั้งทางอุตสาหกรรม เกษตรกรรม และ
สิ่งแวดล้อม พบว่าราสามารถก าจัดสารพิษออกจาก
สิ่งแวดล้อมได้หลายชนิด ทั้งสารประกอบพอลิไซคลิก 
อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน สารก าจัดศัตรูพืชกลุ่ม   
ออร์แกโนคลอรีน และสีย้อม [1] ราจึงเป็นจุลินทรีย์ที่
น่าสนใจในการน ามาบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานฟอกย้อม 
มีรายงานถึงการน ารามาใช้ในการบ าบัดน้ าทิ้ งจาก

โรงงาน ตั วอย่ างราที่มี สมบัติการลดสี  เ ช่น รา 
Pleurotus sajorcaju และราทนร้อน  Daedaleop-
sis sp., Schizophyllum commune PT และ
Schizophyllum commune SL ซึ่งสามารถบ าบัดสี
ย้อมจากน้ าทิ้งโรงงานผลิตเยื่อกระดาษท าให้คุณภาพ
น้ าดีขึ้น [2,3] รา Aspergillus sp. และ Penicillium 
sp. สามารถลดความเข้มของสีในน้ าทิ้งจากกระบวน 
การฟอกเยื่อได้ 90 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 1 สัปดาห์ รา 
Trametes versicolor สามารถลดความเข้มสีของน้ า
ทิ้งจากโรงงานเยื่อจากของเหลือทิ้งจากการเกษตร ได้ 
50-62 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 4 ถึง7 วัน [4,5] 
นอกจากนี้ยังมีรา Aspergillus fumigatus XC6 
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สามารถบ าบัดสีย้อมรีแอคทีฟและรากลุ่มไวท์รอต 
Phanerochaete chrysosporium สามารถบ าบัดสี
ย้อมกลุ่มอะโซในน้ าท้ิงได้ 98 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 3 วัน  
[6,7] โดยกลไกท่ีราใช้ในการบ าบัดมีทั้งการดูดซับไว้กับ
โครงสร้างของผนังเซลล์และการย่อยสลายด้วยเอนไซม์
ที่หลั่งออกมานอกเซลล์ [8,9] 

การระบุชนิดของราในระดับสปีชีส์ (species) 
หรือสายพันธุ์ (strain) ท าได้ด้วยการศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยา (morphology) และวิธีทางโมเลกุล 
(molecular method) ปัจจุบันมีวิธีทางโมเลกุลหลาย
วิธีที่สามารถระบุชนิดของรา โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide) ของช้ินดีเอ็นเอบางต าแหน่งที่มีใน
ฐานข้อมูลสากลแล้ว ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เลือกใช้นั้น
ประกอบด้วยส่วนท่ีมีวิวัฒนาการในอัตราต่างกัน ซึ่งจะ
ท าให้มีความสามารถในการคัดแยกต่างกัน ทั้งนี้การ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนก าหนดการสร้าง
อาร์เอ็นเอไรโบโซม (ribosomal RNA gene, rRNA 
gene) ที่เรียกว่าดีเอ็นเอไรโบโซมหรืออาร์ดีเอ็นเอ 
(rDNA, ribosomal DNA) นิยมใช้ในการประเมินความ 
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากไรโบโซม
พบในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดและมีจุดเริ่มต้นของ
วิวัฒนาการร่วมกัน แม้ว่าแต่ละเซลล์มีไรโบโซมหลาย
ชุด แต่ทุกชุดจะมีวิวัฒนาการเช่นเดียวกัน โดยล าดับ  
นิวคลี โอไทด์ ของดี เอ็น เอไรโบโซมมีทั้ งส่ วนที่ มี
วิวัฒนาการน้อยหรือบริเวณอนุรักษ์ (conserved 
region) และส่วนที่มีวิวัฒนาการมากหรือวิวัฒนาการ
เร็วที่เรียกว่าบริเวณผันแปร (variable region) หรือ
บริเวณอนุรักษ์น้อย (less conserved region) ซึ่ง
สามารถใช้บริเวณอนุรักษ์นี้ เป็นจุดอ้างอิงส าหรับ
เปรียบเทียบความแตกต่างของบริเวณผันแปร [10,11] 
ทั้งนีช้ิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างดีเอ็นเอไรโบโซม (spacer) 
นั้นมีหลายต าแหน่งที่สามารถใช้ เช่น ไอทีเอส (ITS, 
internal transcribed spacer) ซึ่งเป็นล าดับนิวคลี- 
โอไทด์ที่อยู่ระหว่างปลาย 3 กับปลาย 5 ของยีน

ก าหนดการสร้างหน่วยย่อยเล็กของไรโบโซม ไอทีเอส 
ประกอบด้วย ITS1 ซึ่งอยู่ระหว่าง 18S rDNA กับ 5.8S 
rDNA และ ITS2 ที่อยู่ระหว่าง 5.8S rDNA กับ 26S 
rDNA โดยใช้ศึกษาอนุกรมวิธานของราและพืช ซึ่ง
สามารถระบุชนิดของรา นอกจากนี้มีงานวิจัยที่ศึกษา 
ดีเอ็นเอไรโบโซมบริเวณ ITS1, 5.8S rDNA และ ITS2 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction, PCR) โดยใช้ไพรเมอร์สากล (universal 
primer) ITS1 และ ITS4 โดยสกัดดีเอ็นเอจากสปอร์
ของราเพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (template DNA) 
ส าหรับตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อใช้ออกแบบ
ไพรเมอร์จ าเพาะ (specific primer) ต่อรา [12] และมี
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของราที่แยก
จากแมลงและดินในประเทศไทย โดยเพิ่ม ช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 [13-15] 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกราที่มี
สมบัติลดสีย้อมจากน้ าท้ิงโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม
และระบุชนิดของราโดยใช้วิธีไอทีเอสพีซีอาร์ (ITS-
PCR) ซึ่งงานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการคัดเลือกรา
ที่มีประสิทธิภาพบ าบัดสีที่ปนเปื้อนในน้ าท้ิงจากโรงงาน
อุตสาหกรรมฟอกย้อมได้ 
  

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 การคัดแยกราที่มีประสิทธิภาพย่อยสลาย

สี RR141 
เก็บตัวอย่างจาก 3 แหล่ง คือ บริเวณ

โรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม จังหวัดสมุทรปราการ 
สนามหญ้าหน้าอาคารบรรยายรวม 5 มหาวิทยาลัย
ธรรม ศาสตร์ จังหวัดปทุมธานี และอุทยานแห่งชาติ
เขาใหญ่ คัดแยกราจากตัวอย่างดินที่เก็บมาโดยช่ัง
ตัวอย่างดินจ านวน 1 กรัม ลงในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นปลอดเช้ือ 100 มิลลิลิตร บ่มและ
เขย่าด้วย shaker (New Brunswick Scientific, 
Innova 4340, USA) ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
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เป็นเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอนเป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นท าการเจือจางสารละลายดินด้วยวิธี 
dilution method ให้ได้ความเข้มข้น 10-5 แล้ว 
spread plate บนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA) ที่ผสมสี reactive red 141 (RR141) ความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มจานเพาะเช้ือในตู้บ่ม
เช้ือ (Binder, ED240, Germany) ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-15 วัน เมื่อราเจริญบนจาน
อาหารจึงแยกโคโลนีของราที่ท าให้สีของอาหารเลี้ยง
เช้ือสีแดงจางลงมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA อีกครั้ง
เพื่อให้ได้เช้ือบริสุทธิ์ นอกจากนี้น าตัวอย่างเห็ดที่ได้ไป
คัดแยกโดยตัดเนื้อเยื่อตัวอย่างเห็ดสดเป็นช้ินเล็ก ๆ 
วางบนอาหารเลี้ยง PDA ที่ผสมสี RR141 ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7-15 วัน คัดเลือกโคโลนีที่ท าให้สีของอาหาร
เลี้ยงเช้ือจางลงมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA อีกครั้ง 

2.2 การศึกษาประสิทธิภาพการบ าบัดสี 
RR141 ของรา 

ทดสอบประสิทธิภาพของราในการบ าบัดสี 
RR141 ท าได้โดยน าราที่แยกได้จากขั้นตอนที่ 2.1 มา
เลี้ยงในฟลาสก์ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว potato 
dextrose broth (PDB) ผสมกับสี RR141 ที่ความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าการวัดค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นจ าเพาะที่เวลาเริ่มต้นและก าหนดค่าเป็น 
100 เปอร์เซ็นต์ ดังสมการที่ 1 และค านวณอัตราการ
บ าบัดสีเฉลี่ยดังสมการที่ (2) เลือกราที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุดในการบ าบัดสี น าไปศึกษาความเข้มข้นของสีย้อม
ที่เหมาะสมในอาหารเหลว PDB ที่มีสี RR141 ความ
เข้มข้น 50, 75, 100 และ 125 มิลลิกรัมต่อลิตร น าไป
เขย่าด้วย shaker ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน บันทึกค่า
การเปลี่ยนแปลงของสีทุกวันเพื่อดูการลดลงของสี วัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
(Shimadzu, UV-1601, Japan) ที่ความยาวคลื่น

จ าเพาะ 544 นาโนเมตร จากนั้นน าข้อมูลการบ าบัดสี
ของราที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยใช้โปรแกรม 
SPSS เพื่อคัดเลือกราที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ
บ าบัดสี RR141 ไประบุชนิดด้วยเทคนิคด้านโมเลกุล
ต่อไป 

สมการที่ 1 : 

เปอร์เซ็นต์การบ าบดัส ี= 
(Abefore- Aafter) × 100 

Abefore 
เมื่อ Abefore คือ ค่าดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเช้ือผสม

กับสี RR141 ก่อนบ าบัด 
Aafter คือ ค่าดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเช้ือผสม

กับสี RR141 หลังบ าบัด 
สมการที่ 2 : 

อัตราการบ าบัดสีเฉลีย่ = 
C × % D × 1000 

100 × T 
เมื่อ C คือ ความเข้มข้นของสี RR141 (มิลลิกรัมต่อ

ลิตร)  
% D คือ เปอร์เซ็นต์การบ าบัดสี 
T คือ ระยะเวลา (ช่ัวโมง) 

2.3 การจ าแนกและระบุชนิดของราทาง
สัณฐานวิทยา 

ระบุชนิดของราโดยอาศัยลักษณะสัณฐาน
วิทยาของรา โดยเพาะเลี้ยงราด้วยเทคนิค slide 
culture และย้อมสไลด์ด้วย lactophenol cotton 
blue ควบคู่กับการเพาะเลี้ยงราบนอาหาร Czapek 
dox agar (CZA) และ potato dextrose (PDA) เป็น
เวลา 5–7 วัน สังเกตเปรียบเทียบลักษณะการเจริญ
ของโคโลนีร่วมกับลักษณะส่วนต่าง ๆ ของราภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ (Olympus, CX31, Japan) [16] 

2.4 การเพ่ิมชิ้นส่วนไอทีเอสของราที่แยกได้
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

สกัดแยกดีเอ็นเอราด้วยวิธีที่ดัดแปลงจาก
วิธี CTAB method เมื่อราเจริญเต็มที่เขี่ยเอาเส้นใย
หรือสปอร์มาบดให้ละเอียดโดยใช้ไนโตรเจนเหลว น า
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ตัวอย่างที่บดละเอียดประมาณ 1 กรัม ลงในหลอด
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม CTAB buffer 
จ านวน 0.5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มใน water bath 
(Fisher Scientific, Isotemp 210, USA) ที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส นานประมาณ 20 นาที จากนั้นเติม 
chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมาณ 1 
เท่าของปริมาณเริ่มต้น น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง
หมุนเหวี่ยงแยกสาร (Iwaki, TCF-12, Japan) ที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาทีดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอด
ใหม่ท าซ้ าโดยเติม chloroform : isoamyl alcohol 
(24 : 1) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ดูดสารละลายด้านบนใส่
หลอดใหม่แล้วน าไปเติม isopropanal ในปริมาตรที่
เท่ากัน ผสมให้เข้ากันเบา ๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที จากน้ันเทสารละลายทิ้งล้างด้วย 70 % ethanol 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที เทสารละลายทิ้งไปละลายตะกอนที่ได้ใน TE 
buffer ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร เก็บสารละลาย  
ดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส [17] ตรวจสอบ
ปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร และ
ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 1 
เปอร์เซ็นต์ [18] น าสารละลายดีเอ็นเอที่ไดมาเพิ่ม
ปริมาณบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์สากล 1 คู่ คือ ITS1     
(5-TCC-GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G-3 และ ITS4 
(5-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC- 3) โดย
ปฏิกิริยาพอลิเมอเรส มีสภาวะดังนี้ ขั้นตอน initial 
denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5 นาที ขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เป็น เวลา  1 นาที  30 วินาที  ขั้ นตอน 
annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
นาที และขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ท าปฏิกิริยาจ านวน 30 
รอบ ตามด้วยขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบขนาดช้ิน  
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1 
เปอร์เซ็นต์ [19] 

2.5 การวิเคราะห์ผลทางโมเลกุลและการ
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์จากปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยบริษัท SolGent Co., Ltd. 
ประเทศเกาหลีใต้ ซึ่งบริษัทจะส่งผลล าดับนิวคลีโอไทด์
กลับมาในรูปแบบไฟล์ข้อมูล หลังจากนั้นน าล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ใส่ในโปรแกรม BLAST ในฐานข้อมูล 
GenBank ของ National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) เพื่อระบุชนิดของรา นอกจากนี้ศึกษาความ 
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของราจากการสร้างแผนภูมิ
ค วามสั มพันธ์ ทา งพันธุ ก ร รม โดย ใ ช้ โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ BioEdit version 7.0.5.3 [20] เพื่อ 
alignment ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้และใช้โปรแกรม 
MEGA 6.05 เพื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการค านวณแบบ 
neighbor-joining แล้ววิเคราะห์ค่า bootstrap 
จ านวน 1,000 ซ้ า แล้วจึงวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของราบ าบัดสีที่คัดแยกได้ [21-23] 
 

3. ผลการวิจัยและอภิปราย 
3.1 คัดเลือกราบ าบัดสี 

เก็บตัวอย่างดินและเห็ดใน 3 แหล่ง คือ  
(1) บริเวณแหล่งปล่อยน้ าทิ้งรอบนิคมอุตสาหกรรม
ฟอกย้อม จังหวัดสมุทรปราการ (2) สนามหญ้าหน้า
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อาคารบรรยายรวม 5 มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
จังหวัดปทุมธานี และ (3) อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ 
สามารถคัดแยกราจากแหล่งที่ 1 ได้ทั้งหมด 42       
ไอโซเลต แหล่งที่ 2 จ านวน 19 ไอโซเลต และแหล่งที่ 
3 จ านวน 12 ไอโซเลต โดยน ามาคัดแยกราที่มีความ 
สามารถในการบ าบัดสี reactive red 141 (RR141) 
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ผสมในอาหารแข็ง 
potato dextrose agar (PDA) (รูปที่ 1) พบราจ านวน 
14 ไอโซเลต สามารถเปลี่ยนสีของอาหารแข็งจากสี
แดงให้จางลง โดยแบ่งเป็นราบ าบัดสีที่ได้จากแหล่งที่ 1 
จ านวน 9 ไอโซเลต คือ AP1, AP2, AP3, AP4, AP5, 
AP6, AP8, BP1 และ BP4 จากแหล่งที่ 2 จ านวน 4 
ไอโซเลต คือ TP1, TP2, TP5 และ TP6 และแหล่งที่ 3 
จ านวน 1 ไอโซเลต คือ KP1 
 

 
 

รูปที ่1 ตัวอย่างคัดเลือกราบ าบัดสีบนอาหารแข็ง 
PDA ผสมสี RR141 ความเข้มข้น 50 มิลลิ-
กรัมต่อลิตร (A) คือ อาหารแข็ง PDA ผสมสี 
RR141 ก่อนบ าบัด และ (B) คือ อาหารแข็ง 
PDA ผสมสี RR141 หลังบ าบัดด้วยรา AP8 
นาน 15 วัน 

  
3.2 ศึกษาประสิทธิภาพการบ าบัดสีรีแอคทีฟ

ของรา 
ทดสอบความสามารถในการบ าบัดสีของรา

ที่คัดเลือกได้ทั้งหมดในอาหารเหลว potato dextrose 
broth (PDB) ที่ผสมสี RR141 และจัดกลุ่มราบ าบัดสีที่
ได้จากประสิทธิภาพการบ าบัดสีย้อมในอาหารเหลว 
(รูปที่ 2) โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS วิเคราะห์

ข้อมูลทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบค่าแตกต่างของค่า 
เฉลี่ยระหว่างกลุ่มด้วยวิธี Tukey’s สามารถแบ่งกลุ่ม
ราบ าบัดสีได้ 10 กลุ่ม คือ a-j เรียงตามประสิทธิภาพ
ในการบ าบัดสี โดยกลุ่ม a แสดงความสามารถในการ
บ าบัดสี RR141 ได้สูงสุด 100, 100 และ 98.97 
เปอร์ เซ็นต์  และมีอัตราการบ าบัดสี เฉลี่ยเท่ากับ 
297.62, 297.62 และ 294.55 ไมโครกรัมต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง ตามล าดับ ในเวลา 7 วัน จากนั้นเลือกรา AP8 
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการบ าบัดสีมาศึกษาความ
เข้มข้นของสี RR141 ที่เหมาะสมต่อการบ าบัดสีด้วยรา 
AP8 พบว่าความเข้มข้นของสีย้อมที่เหมาะสมคือ 50 
และ 75 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้เวลาในการบ าบัดสีอย่าง
สมบูรณ์ภายใน 4 วัน และความเข้มข้นที่ 100 และ 
125 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถบ าบัดสีได้ 94.22 และ 
91.15 ตามล าดับ ในเวลา 5 วัน (รูปที่ 3) เห็นได้ว่าที่
ความเข้มข้นสีสูง ราจะใช้ระยะเวลาในการบ าบัดนาน
กว่าความเข้มข้นสีต่ า เนื่องจากความเข้มข้นของสีที่
เพิ่มขึ้นเป็นพิษต่อเซลล์ราอาจขัดขวางการเจริญเติบโต
และการผลิตเอนไซม์ของรา [24] 
 

 abcเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ าบัดสีจากมากไปน้อยโดยตัวอักษร
เหมือนกันไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ด้วยวิธี  Tukey’s 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 

 

รูปที ่2 แผนภูมิแสดงประสิทธิภาพการบ าบัดสี 
RR141 ของราทั้ง 14 ไอโซเลต ในอาหาร
เหลว PDB ที่ผสมสี RR141 ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ภายในเวลา 7 วัน 
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รูปที ่3 ผลของการบ าบัดน้ าสี RR141 (เปอร์เซ็นต์) ที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ ของรา AP8 ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร () ความเข้มข้น 75 
มิลลิกรัมต่อลิตร () ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร () และความเข้มข้น 125 
มิลลิกรัมต่อลิตร () ภายในเวลา 5 วัน 

 
3.3 ระบุชนิดของราด้วยวิธีไอทีเอสพีซีอาร์

และลักษณะสัณฐานวิทยา 
เมื่อระบุชนิดราในกลุ่ม a (AP6, AP8 และ 

BP1) ด้วยวิธีไอทีเอสพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ 
ITS4 และวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
(รูปที่ 4) เพื่อแสดงความสัมพันธ์ระหว่างราที่คัดแยกได้
กับสมาชิกของสายพันธ์ุ พบว่าสามารถจ าแนกชนิดของ
ราดังแสดงในตารางที่ 1 คือ Aspergillus awamori, 
Lentinus tigrinus และ Gongronella butleri โดยมี
เปอร์เซ็นต์ความเหมือน (% Identity) เท่ากับ 97, 98 
และ 95 ตามล าดับ ทั้งนี้ % identity ที่สูงสามารถบ่งช้ี
ได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของราที่คัดเลือกได้เมื่อเปรียบ 
เทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของราในฐานข้อมูลมี
ต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกันสูง จึง
ท านายได้ว่าน่าจะเป็นราชนิดนั้น ตัวอย่าง เช่น ถ้า % 
identity ที่ได้เท่ากับ 100 แสดงว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ของราที่ได้ เหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของราใน
ฐานข้อมูลนั้นทุกต าแหน่ง เมื่อพิจารณาความละเอียด

ในการระบุชนิดของรา จะเห็นได้ว่าวิธีไอทีเอสพีซีอาร์
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์หรือ
ภายในสายพันธ์ุเดียวกันได้ แต่วิธีน้ีไม่สามารถระบุชนิด
ของราได้อย่างชัดเจน จึงควรมีการศึกษาทางสัณฐาน
วิทยาร่วมด้วยโดยการย้อมสไลด์เพื่อแสดงโครงสร้าง
ลักษณะเส้นใยของราได้อย่างชัดเจน [25] นิยมใช้กับรา
ที่มีสปอร์ พบว่ารา AP6 มีสปอร์สีด าหนาแน่น เส้นใย
รามีผนังกั้น (septum) conidiophores ผนังหนา 
ส่วนปลายโป่งเป็นทรงกลม (vesicle) มีเซลล์ผลิต
สปอร์เกิดขึ้นโดยรอบ เซลล์ผลิตสปอร์มี 2 ช้ัน ช้ันแรก 
(sterigmata) รูปทรงค่อนข้างยาว มีขนาด 17.0-20.0 
x 7.5-10.0 ไมโครเมตร ช้ันที่สอง (phialide) สั้นกว่า 
มีขนาด 5.0-7.5 x 2.5-5.0 ไมโครเมตร สปอร์เป็นทรง
กลม ผนังขรุขระ มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5-3.8 ไมโคร 
เ ม ต ร  ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ ส ป อ ร์ ข อ ง ร า  Aspergillus 
awamori ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.5-5.0 ไมโครเมตร 
เวสิเคิลมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 25.0-35.0 ไมโครเมตร 
ใกล้เคียงกับเวสิเคิลของรา A. awamori อีกเช่นกัน 
จากลักษณะสัณฐานวิทยาสามารถจ าแนกราชนิดนี้เป็น
สกุล Aspergillus และเมื่อเปรียบเทียบกับชนิดที่
ใกล้เคียงพบว่าใกล้เคียง Aspergillus awamori มาก
ที่สุด (ตารางที่ 2) และรา BP1 มีโคโลนีสีขาวฟู เส้นใย
ราไม่มีผนังกั้น sporangiophores ผนังหนาใสไม่มีสี 
ส่วนปลายประกอบด้วยอับสปอร์  ( sporangium)    
คอลิวเมลลา (columella) และก้านชูอับสปอร์ 
(sporangiospores) โดยมีคอลิวเมลลาอยู่ภายใน 
sporangium เพียงครึ่งเดียวด้านบน จากลักษณะ
สัณฐานวิทยาจ าแนกราชนิดนี้ได้เป็น Gongronella 
butleri ในกรณีของรา AP8 ที่คัดแยกจากเห็ด จะดู
ลักษณะการเจริญของเสน้ใยในอาหารเลี้ยง PDA และดู
ลักษณะของดอกเห็ด (รูปที่ 5) แสดงใต้ดอกเห็ดบริเวณ
ที่เกิดสปอร์มีลักษณะเป็นครีบลักษณะสัณฐานวิทยา
สอดคล้องกับวิธีไอทีเอสพีซีอาร์ที่จ าแนกดอกเห็ดชนิด
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นี้เป็น Lentinus triginus จากการจ าแนกราทั้ง 3    
ไอโซเลต ด้วยลักษณะสัณฐานวิทยามีความสอดคล้อง
กับผลการจ าแนกชนิดราด้วยวิธีไอทีเอสพีซีอาร์ [26] 
ทั้งนี้การศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS ของดีเอ็นเอโครโมโซมมีความน่าสนใจ 

เนื่องจากมีบริเวณอนุรักษ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และมีความผันแปรทางพันธุกรรม 
(genetic variation) สูงล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ
อื่น ท าให้สามารถจ าแนกชนิดของราสปีชีส์เดียวกัน
ออกเป็นหลายสายพันธ์ุได้   

 

 

ก 

  

 

ข 

  

 

ค 

 

รูปที่ 4 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสมาชิกของ (ก) สายพันธุ์ Aspergillus และ 
AP6 โดยมีสายพันธุ์ Byssonectria fusispora เป็น out group (ข) สายพันธุ์ Lentinus และ AP8 มีสาย
พันธุ์ Laetiporus sulphureus เป็น out group และ (ค) สายพันธุ์ Gongronellaและ BP1 มีสายพันธุ์ 
Trametes versicolor เป็น out group โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ได้จากฐานข้อมูล NCBI และใช้โปรแกรม 
MEGA 6.05 สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการค านวณแบบ 
neighbor-joining แล้ววิเคราะห์ค่า bootstrap จ านวน 1,000 ซ้ า  
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ตารางที่ 1 ชนิดของราที่ระบุได้จากวิธีไอทีเอสพีซีอาร์ 
 

รหัสราที่คัดแยกได ้(Accession number of GenBank) สายพันธ์ุรา Identity (%) 
AP6 (KJ197232) Aspergillus awamori (JF304763) 97 
AP8 (KJ197231) Lentinus tigrinus (GU207256) 98 
BP1 (KF860878) Gongronella butleri (HQ443251) 95 

 
ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีส าคัญของรา AP6 กับรา Aspergillus ชนิดที่ใกล้เคียง 
 

ลักษณะที่ศึกษา รา AP6 Aspergillus awamori Aspergillus niger 
โคโลนี (colony) น้ าตาลด า น้ าตาลเข้ม ด า 

สปอร์ (conidia) 
2.5-3.8 

ไมโครเมตร 
3.5-5.0 

ไมโครเมตร 
>5.0 ไมโครเมตร 

เวสิเคลิ (vesicle) 
25.0-35.0 
ไมโครเมตร 

25.0-50.0 
ไมโครเมตร 

45.0-75.0 
ไมโครเมตร 

ก้านรองเซลล์สร้าง
สปอร ์(sterigmata) 

17.0-20.0 x 7.5-10.0
ไมโครเมตร 

10.0-20.0 x 4.5-7.0
ไมโครเมตร 

20.0-30.0 x 5.0-6.0 
ไมโครเมตร 

เซลล์สร้างสปอร ์
(phialides) 

5.0-7.5 x 2.5-5.0 
ไมโครเมตร 

5.0-10.0 x 3.0-4.0 
ไมโครเมตร 

7.0-10.0 x 3.0-4.0 
ไมโครเมตร 

 

4. สรุป 
เมื่อคัดแยกราจากดินและเห็ดที่มีความสามารถ

ในการบ าบัดสี reactive red 141 (RR141) ที่ความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารแข็ง potato 
dextrose agar (PDA) พบราที่มีความสามารถบ าบัดสี 
14 ไอโซเลต คือ AP1, AP2, AP3, AP4, AP5, AP6, 
AP8, BP1, BP4, TP1, TP2, TP5, TP6 และ KP1 
และทดสอบความสามารถในการบ าบัดสี RR141 ของ
ราที่คั ด เลื อกได้ทั้ งหมดในอาหารเหลว potato 
dextrose broth (PDB) พบว่ารา AP6, AP8 และ 
BP1 สามารถบ าบัดสี RR141 ที่ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเหลวได้สูงสุด คือ 100, 100 
และ 98.97 เปอร์เซ็นต์ และมีอัตราการบ าบัดสีเฉลี่ย
เท่ากับ 297.62, 297.62 และ 294.55 ไมโครกรัมต่อ

ลิตรต่อช่ัวโมง ตามล าดับ ภายในเวลา 7 วัน รา AP8 มี
ประสิทธิภาพสูงสุดสามารถบ าบัดสี RR141 ที่ความ
เข้มข้น 50 และ 75 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 100 
เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 4 วัน จากการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของราบ าบัดสี  จ านวน 3   
ไอโซเลต โดยอาศัยความหลากหลายในบริเวณ ITS1-
5.8S-ITS2 ของดีเอ็นเอไรโบโซม พบว่ารา AP6 มีค่า
ความเหมือนกับรา Aspergillus awamori เท่ากับ 97 
เปอร์เซ็นต์ รา AP8 มีค่าความเหมือนกับรา Lentinus 
tigrinus เท่ากบั 98 เปอร์เซ็นต์ และรา BP1 มีค่าความ
เหมือนกับรา Gongronella butleri เท่ากับ 95 
เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ียังพบว่าการจ าแนกราบ าบัดสีทั้ง 
3 ไอโซเลต ด้วยข้อมูลทางสัณฐานวิทยามีความสอด 
คล้องกับผลการจ าแนกชนิดราด้วยวิธีไอทีเอสพีซีอาร์
อีกด้วย 
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รูปที่ 5ก (A) โคโลนีของ Aspergillus awamori บน
อาหาร CZA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7 วัน และ (B) conidiophores 
ที่ด้านล่างปลายโป่งเป็น vesicle และ 
conidiogenous cells 

 

 
 

รูปที่ 5ข (A) โคโลนีของ Gongronella butleri บน
อาหาร PDA ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 7 วัน และ (B) sporangiophore 
และ sporangium  

 

 
 

รูปที่ 5ค (A) ดอกเห็ด Lentinus tigrinus และ    
(B) โคโลนีของ Lentinus tigrinus บน
อาหาร PDA ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 7 วัน 
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