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การเจริญของ Exophiala sp. บนฟีนอล 

Growth of Exophiala sp. on Phenol 
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บทคดัย่อ 
 การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของฟีนอลส าหรับการเจริญของ Exophiala sp. 
UPBY01 ท่ีแยกไดจ้ากท่อไอเสียรถจกัรยานยนต ์การวดัการเจริญของ Exophiala sp. UPBY01 ท าดว้ยวธีิ agar diffusion โดย
ใชอ้าหาร water agar ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400 และ 1,600 มิลลิกรัม
ต่อลิตร จากการวดัขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของโคโลนี พบว่า เช้ือทดสอบสามารถเจริญบนอาหาร water agar ท่ีผสมฟีนอล
ความเขม้ขน้ 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

ABSTRACT 
A present study aims to determine appropriate concentration of phenol for growth of Exophiala sp. 

UPBY01 isolated from motorcycle exhausts. Using agar diffusion method with water agar supplemented with phenol 
at various concentrations, including 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400 and 1,600 mg/L, growth of Exophiala 
sp. UPBY01 were measured. A measurement of colony diameter showed that the isolate could grow on water agar 
supplemented with phenol at concentration of 100 and 200 mg/L. 
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บทน า 

 ฟีนอล (phenol) เป็นสารประกอบอินทรียก์ลุ่มอะโรมาติกท่ีย่อยสลายได้ยาก มีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl 
group) เช่ือมต่อกบัวงแหวนเบนซีน มีสูตรโมเลกลุคือ C6H5OH ฟีนอลมีสีใส เม่ือสมัผสักบัอากาศจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล
อยา่งชา้ๆ มีกล่ินคลา้ยกบัน ้ ามนัดิบ มีความสามารถในการดูดความช้ืน ละลายน ้ าไดดี้ (จุฑามาศ, 2556) ส าหรับการน าฟี
นอลไปใชป้ระโยชน์นั้นสามารถใชก้ารผลิตพลาสติก และใชใ้นการผลิตสารเคมีและยาต่างๆ นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติั
เป็นสารท าความสะอาดหรือสารฆ่าเช้ือ (disinfectants) อีกด้วย (เกศ, 2555) โดยสารฟีนอลเม่ือมีการจัดการท่ีไม่
เหมาะสมอาจปล่อยฟีนอลปนเป้ือนสู่ส่ิงแวดลอ้มได ้โดยฟีนอลเป็นสารอนัตรายท่ีท าใหเ้กิดการระคายเคืองและเป็นพิษ
ต่อตบั และเป็นสารก่อมะเร็ง (ธนพล และคณะ, 2557) 
 แบลค็ยีสต ์(black yeast) เป็นกลุ่มเช้ือราท่ีพบตามธรรมชาติ ด ารงชีวิตเป็น saprobe มีบทบาทเป็นผูย้อ่ยสลาย 
(decomposer) ท่ีส าคญัในห่วงโซ่อาหารเหมือนกบัจุลินทรียท์ัว่ไป ก่อนหนา้น้ีแบล็คยสีตถู์กจดัรวมไวใ้นกลุ่มของราด า 
(dematiaceous fungi) มีทั้งประโยชน์และโทษ เช่น ใชใ้นกระบวนการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม หรือการก่อโรคกบัคน 
แบลค็ยสีตมี์คุณสมบติัในการสร้างเมลานิน ท าให้ทนต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมได ้(Butler and Day, 1998) เช่น 
Moniliella, Aureobasidium, Hormonema, Hortaea และ Exophiala (กิตติพันธ์ุ, 2550) จากการรายงานก่อนหน้าน้ี
สามารถแยกเช้ือแบล็คยีสตจ์ากอุตสาหกรรมท่ีมีการใชส้ารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต เช่น น ้ า
เสีย และดินท่ีมีการปนเป้ือนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Seyedmousavi et al., 2015) นอกจากน้ียงัถูกตรวจพบไดใ้น
ถงัน ้ ามนัของเคร่ืองยนต ์เคร่ืองซักผา้ และหมอนรองรถไฟท่ีมีการปนเป้ือนของน ้ ามนั (Isola et al., 2013; Zalar et al., 
2011 ; Zhao et  al., 2010) ในปี  2008 Satow และคณะ และ Vicente และคณะ (2008) พบว่า E. xenobiotica มี
ความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรียร์ะเหยง่าย เช่น โทลูอีน นอกจากน้ียงัมีประสิทธิภาพในการใช้สารหนู 
(arsenic) ส าหรับการเจริญอีกดว้ย ในปัจจุบนัจึงไดมี้การน าเอาแบล็คยีสต์มาประยุกต์ใชใ้นการบ าบัดสารมลพิษทาง
ชีวภาพ (bioremediation) โดยเฉพาะสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น โทลูอีน ฟีนอล mineral oil n-hexadecane 
alkylbenzenes (Badali et al. 2011; Dos Santos et al., 2009; Satow et al., 2008; Badali et al., 2011) 
 ดงันั้นผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะคดัแยกเช้ือแบล็คยีสต์จากท่อไอเสียรถ ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีการปนเป้ือนสารฟีนอล 
แลว้น ามาศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมในการเจริญบนสารฟีนอล เพื่อน าไปประยุกต์ใชใ้นการบ าบดัทางชีวภาพ 
(bioremediation) ต่อไป 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของสารฟีนอลท่ี Exophiala sp. สามารถเจริญได ้
 
วธีิการวจิยั 

1. เช้ือทดสอบและการเตรียมเช้ือส าหรับการทดลอง 
ท าการแยกเช้ือแบล็คยีสตจ์ากท่อไอเสียรถจกัรยานยานต ์และพิสูจน์เช้ือดว้ยวธีิการสังเกตลกัษณะโคโลนีของ

เช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ (macroscopic examination) และลกัษณะโครงสร้างของเช้ือภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (microscopic 
examination) รวมถึงการพิสูจน์เช้ือดว้ยวธีิ ITS sequencing พบวา่ เช้ือท่ีแยกไดด้งักล่าว (ไอโซเลต UPBY01) จดัอยูใ่น
จีนสั Exophiala  จากนนั้นน าเช้ือ Exophiala sp. UPBY01 ท าการเพาะเช้ือเล้ียงบนอาหาร Malt Extract Agar slant แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เติมด้วยน ้ าท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ให้ท่วม
บริเวณผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้เขา้กนัดว้ย vortex น า cell suspension ท่ีไดไ้ปปรับความเขม้ขน้ของเซลลท์ดสอบ
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ให้มีค่าประมาณ 4.15 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และค่า
การดูดกลืนแสงประมาณ 0.100 

2. การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของสารฟีนอลที ่Exophiala sp. สามารถใช้ส าหรับการเจริญได้ 
การทดสอบความสามารถของเช้ือท่ีเจริญบนสารฟีนอล โดยจะใช้วิธี agar diffusion โดยการเติม cell 

suspension ของเช้ือทดสอบ ท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 4.15 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบน
กระดาษกรองท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางขนาด 0.5 เซนติเมตร บนอาหาร water agar (1.5% agar)  ท่ีผสมฟีนอลความ
เขม้ขน้ต่างๆ ดังต่อไปน้ี 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400, และ 1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูป 1 
โดยใช้ water agar ปราศจากฟีนอลเป็นชุดควบคุม บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วนั บันทึกผลการ
ทดลอง โดยวดัเส้นผ่านศูนยก์ลางโคโลนีทุกๆวนัท่ี 1, 3, 5, 7, 9, 11 และ 13 ท าการทดลองซ ้ าจ านวน 3 ซ ้ า น าผลการ
ท ด ล อ ง ม า วิ เ ค ร า ะ ห์ ท า ง ส ถิ ติ ด้ ว ย วิ ธี  One-way ANOVA โ ด ย ใ ช้  GraphPad Prism version 7.00 
(http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่1 ชุดทดสอบความสามารถในการเจริญของเช้ือโดยใชว้ธีิ agar diffusion 
 
ผลการวจิยั 
 1. การศึกษาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของสารฟีนอลที ่Exophiala sp. สามารถใช้ส าหรับการเจริญได้ 

จากการเจริญของ Exophiala sp. UPBY01 บนอาหารวุน้ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, 
1,200, 1,400, และ 1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 13 วนั พบวา่ ในวนัท่ี 3 Exophiala sp. UPBY01 สามารถเจริญบน water 
agar ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 100-800 มิลลิกรัมต่อลิตร ในวนัท่ี 5 เช้ือสามารถเจริญไดบ้น water agar ท่ีผสมฟีนอลใน
ความเขม้ขน้ 100-1,400 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบการเจริญของเช้ือเพ่ิมข้ึนบนอาหารท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 100-800 
มิลลิกรัมต่อลิตร จนถึงวนัสุดทา้ยของการทดลอง (รูป 2) โดยขนาดเฉล่ียของโคโลนีของ Exophiala sp. UPBY01 บนอาหาร
วุน้ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 100, 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400, และ 1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร ในวนัท่ี 13 เท่ากบั 
1.39, 1.24, 0.98, 0.64, 0.50, 0.44, 0.43, 0.42 และ 0.00 เซนติเมตร ตามล าดบั โคโลนีของเช้ือทดสอบบนอาหาร water agar ชุด
ควบคุม ท่ีไม่ไดผ้สมฟีนอล มีขนาดเฉล่ียเท่ากบั 1.11 เซนติเมตร (รูป 3) จากการวเิคราะห์ทางสถิติดว้ยวธีิ One-way ANOVA 
ท่ีระดับความเช่ือมัน่ p<0.05 โดยเปรียบเทียบขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของโคโลนีของเช้ือทดสอบบนอาหาร water agar ท่ี
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ผสมฟีนอลความเขม้ขน้ต่าง ๆ กับชุดควบคุม พบว่า Exophiala sp. UPBY01 สามารถเจริญบนสารฟีนอล ได้ท่ี 100 (p=
0.0001) และ 200 (p=0.0015) มิลลิกรัมต่อลิตร ( (รูป 4) 

 
ภาพที ่2  ขนาดเฉล่ียของโคโลนีของ Exophiala sp. UPBY01 บนอาหาร water agar ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ต่างๆ และชุด 

   ควบคุม เป็นเวลา 13 วนั 

 
ภาพที ่3  โคโลนีของ Exophiala sp. UPBY01 บนอาหาร water agar ปราศจาก ฟีนอล a), water agar ท่ีผสมฟีนอลความ 

เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร b), water agar ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร c), และ water agar 
ท่ีผสมฟีนอลความเขม้ขน้ 1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร d) 
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ภาพที่ 4    ขนาดเฉล่ียเส้นผ่าศูนยก์ลางการเจริญของ Exophiala sp UPBY01 กบัสารฟีนอลท่ีความเขม้ขน้ 100, 200, 

400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400, และ 1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร *  p ≤ 0.005 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

จากการศึกษาหาความเขม้ขน้ของฟีนอลเหมาะสมส าหรับการเจริญ Exophiala sp UPBY01 พบวา่ Exophiala 
sp UPBY01 สามารถเจริญไดใ้นสารฟีนอลท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
โคโลนีเท่ากบั 1.39 และ 1.24 เซนติเมตร ความสามารถในการใชส้ารประกอบไฮโดรคาร์บอนส าหรับการเจริญของ 
Exophiala sp UPBY01 ซ่ึงเป็นเช้ือราในกลุ่มแบลค็ยสีตน้ี์ สอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีของ Isola และคณะ (2013) 
โดยท าการแยกเช้ือรากลุ่มแบล็คยีสตม์าจากท่อไอเสียรถ เคร่ืองซักผา้ และตวัถงัน ้ ามนั พบวา่ เช้ือแบล็คยีสตท่ี์แยกได้
สามารถใชโ้ทลูอีนเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญ โดยโทลูอีนเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเช่นเดียวกบัฟีนอล ใน
ปี 2010 Zhao และคณะ ไดแ้ยกเช้ือรากลุ่มแบลค็ยีสตแ์ละเช้ือรากลุ่มใกลเ้คียงจากพืช ดินท่ีมีการปนเป้ือนสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน และไมห้มอนรถไฟ และน ามาท าการทดสอบการยอ่ยสลายกบัสารเบนซีน, โทลูอีน,ไซลีน และแนฟทา
ลีน พบวา่ Exophiala sp. บางสปีชียส์ามารถใชส้ารเบนซีน, โทลูอีน,ไซลีน และแนฟทาลีน เป็นแหล่งคาร์บอนในการ
เจริญ รวมถึงการศึกษาของ Dos Santos และคณะ (2009) พบวา่ สามารถแยกเช้ือ Aureobasidium pullulans FE13 ไดจ้าก
โรงงานอุตสาหกรรมและมีสามารถในการใชฟี้นอลในการเจริญได ้ซ่ึงเช้ือ A. pullulans จดัอยูใ่นกลุ่มของเช้ือรากลุ่ม
แบล็คยีสต ์แสดงให้เห็นวา่เช้ือรากลุ่มแบลค็ยีสตส์ามารถใชส้ารประกอบไฮโดรคาร์บอนบางตวัใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน
ในการเจริญได ้
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กติตกิรรมประกาศ 
ขอขอบคุณนางสาว ปิยว์รา วฒันะ และนางสาวปวณิดา รวมสุข ท่ีช่วยผูว้จิยัท าการเก็บตวัอยา่งและท าการแยก

เช้ือ ขอขอบพระคุณภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย ์มหาวิทยาลัยพะเยา ท่ีช่วย
สนบัสนุนเคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสถานท่ีท าวจิยัจนส าเร็จลุล่วงตามวตัถุประสงค ์
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