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The present study investigated P AHs biodegradation by fungi isolated and available 
in Thailand. Among 153 isolates, only 1.3% showed high degradation potential. The results 
from fungal identification by comparing ITS 1 to ITS2 region of the rRNA encoding 
region suggested that the high PAHs PAHs degrading fungi were Agrocybe sp. CU-43 and 
Xylaria sp. CU-1. PAHs tested were added to the medium at 100 ppm, supernatant 
obtained after incubation were extracted and subjected to HPLC analysis for the presence 
of PAHs and/or its respective metabolites. Agrocybe sp. CU-43 and Xylaria sp. CU-1 
showed 100% and 94.5% degradation of fluorene within 6 days, 91.2% and 68.0% for 
anthracene and 99.2% and 71.0% for phenanthrene in 21 days. Fluoranthene was degraded 
67.9%, 24.3% and pyrene was degraded 81.2%, 24.3 % within 30 days by Agrocybe sp. 
CU-43 and Xylaria sp. CU-1 respectively. Agrocybe sp. CU-43 showed potential to 
degrade fluorene up to 750 ppm. The intermediates obtained when analysed by reversed­
phase HPLC equipped with a C18 column was identified as 9-fluorenol and 9-fluorenone, 
the less toxic intermediates of fluorene. The major intermediate, 9-fluorenol, was not dead­
end metabolite during fluorene degradation. High activities of laccase, manganese 
peroxidase were detected during 500 ppm fluorene degradation in N-limiting medium but 
not lignin peroxidase. The activities of laccase peaked in the 3n1week at 470 unit/ml and 
the hightest manganese peroxidase activities was found in the final week which was 4.34 
unit/ml. Reverse transcription-PCR with specific primers for Agrocybe sp. CU-43 laccase 
gene revealed that laccase expression was correlated to laccase activities during fluorene 
degradation in N-limiting medium Agrocybe sp. CU-43 showed potential to degrade 250 
ppm fluorene in soil model, fluorene was completely degraded within 4 weeks in sterile 
condition and 98% degraded when Agrocybe sp. CU-43 and soil micro flora were used. 
This work is the first report of laccase activity and its expression during fluorene 
degradation by Agrocybe spp. as well as reports the partial nucleotide sequence of laccase 
gene in Agrocybe spp. It is also the first to report potential of Xylaria spp. in degrading 
PAHs. Xylaria sp. CU-1 and Agrocybe sp. CU-43 isolated from this work therefore have 
potential for fungal bioremediation in water and soil 
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บทที่  1 

 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญของปญหา 

 
 ปญหาการปนเปอนของมลพิษในสิ่งแวดลอมในปจจบุนั ทวีความรุนแรงมากขึ้นเร่ือยๆ 

และแพรกระจายในหลายประเทศ พ้ืนที่การปนเปอนที่มากขึ้นมีสาเหตจุากกิจกรรมหรือ

กระบวนการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมไดตระหนักถึงความสําคัญตอส่ิงแวดลอม มีการ

ปลดปลอยสารพิษหรือของเสียจากกระบวนการผลติที่ยังไมผานกระบวนการบาํบดัออกสู

ส่ิงแวดลอม  ในปจจบุันมีรายงานหลายฉบับที่ช้ีใหเห็นวา พ้ืนทีบ่ริเวณปนเปอนหรอืมีการสะสม

สารพิษ มีผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพมนุษย   เฉพาะในประเทศสหรัฐอเมริกา มีกากของเสีย

อันตรายเกดิขึ้นมากกวา 800 ลานปอนดตอปแตมีเพียง 10% เทานัน้ที่ไดรับการกาํจัดแบบถูกวธิี 

(Reddy และ Mathew, 2001) โดยสารประกอบที่มีความเปนพิษที่พบมาก ไดแก สารประกอบ

กลุมพอลิไซคลิกแอโรแมตกิไฮโดรคารบอน หรือ PAH (U.S. Environmental Protection 

Agency, 1991) เพนตะคลอโรฟนอล (PCP)  1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane 

(Srinivasan และคณะ, 1995) เบนซนี โทลอูีน ไซลีน เปนตน ซึ่งสารประกอบเหลานีม้ักมีความ

คงทนตอการยอยสลายในสิง่แวดลอม และบางชนดิยังมีรายงานวาเปนสารกอมะเร็งหรือมีผลทํา

ใหเกิดการกลายพันธุ (Hamman, 2004) ซึ่งปญหาการสะสมสารพิษในสิ่งแวดลอมนี้เปนปญหา

ระดับโลก สารปนเปอนหลกัๆ สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือสารประกอบอนนิทรีย ไดแก 

โลหะหนัก และสารประกอบอินทรียที่โดยมากพบรวมหรือเกิดจากผลติภัณฑจากฟอสซิล ไดแก 

น้ํามันดิบและผลิตภณัฑจากน้ํามัน เชน จากการกลั่นน้ํามัน จากโรงงานปโตรเคม ีสําหรับการ
ปนเปอน PAH ในประเทศไทย พบวา 91% เกิดการสนัดาปของน้ํามันเชื้อเพลิงที่ไมสมบูรณ 

นอกจากนี้ PAH ยังสามารถกระจายอยูในอากาศไดโดยเกิดการรวมตัวกับฝุนละออง เขมาควัน 

และยังพบ PAH สะสมอยูในอนภุาคดนิ โดยเฉพาะบริเวณที่มีการจราจรหนาแนน ยานธุรกิจ

การคาและอุตสาหกรรม เปนตน  
 
 PAH เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและไฮโดรเจนรวมกัน

เปนวงแหวนแอโรแมติกเบนซีน มีหลายรูปแบบทั้งเรียงกันเปนแนวตรง (linear) เปนมุม 

(angular) หรือเกาะกันเปนกลุม (cluster) PAH จัดเปนกลุมมลพิษที่สําคัญตอส่ิงแวดลอม 

เนื่องจากมีความเปนพิษ มอัีตราการระเหยต่ํา มีการสลายตัวชา (Coates และคณะ, 1997) PAH 

สวนใหญละลายน้ําไดนอยมาก โดยพบวาความสามารถในการละลายจะลดลงเมื่อมีจํานวนวง

แหวนที่เช่ือมตอกันเพิ่มข้ึนหรือมีน้ําหนักโมเลกุลเพ่ิมข้ึน  นอกจากนีย้ังมีความสามารถในการยึด

เกาะกับตะกอนดินไดด ีทําใหสารดังกลาวมีความคงทนสูงเมื่อสารประกอบกลุมนี้ปนเปอนใน

ส่ิงแวดลอมจึงเกิดการตกคางหรือสะสมอยูในสิ่งแวดลอมไดนาน (Rockne และคณะ, 2002) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานหลายฉบับที่ช้ีใหเห็นวา PAH หลายชนิดมีความเปนพิษสูง อาจเปนสารที่
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กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้ยังมีการสะสมและเพิ่ม

ปริมาณในสิ่งแวดลอมและสะสมเพิ่มข้ึนเปนลําดับข้ันของผูบริโภคในหวงโซอาหาร (Narro และ

คณะ, 1992)  

 PAH สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติหรือเกิดจากกิจกรรมของมนุษย มักพบเปน

สวนประกอบของน้ํามันปโตรเลียม ถานหิน และมักพบ PAH เกิดขึ้นระหวางกระบวนการเผาไหม

ที่ไมสมบูรณของไม ถานหิน น้ํามนัเชื้อเพลิง แกส ขยะ หรือสารอินทรียอ่ืนๆ (Lau และคณะ, 

2003; Verdin และคณะ, 2004) ตัวอยางเชน ฟลูออรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน  

 

 หลายหนวยงานพยายามหาแนวทางบาํบดัสารพิษที่เกิดขึ้น วิธีการจดัการกับสารพิษ

โดยทั่วไปมักใชวิธีการขุดดนิที่ปนเปอนสารพิษออกจากพื้นที่ การกั้นพื้นที่ปนเปอนออกจากพื้นที่

บริเวณที่ไมมกีารปนเปอน หรือการหามใชพ้ืนที่บริเวณที่มีการปนเปอน กระบวนการเหลานี้ไมได

เปนการบาํบดัอยางแทจริงเพียงแตเปนการลดการแพรกระจายของสารพิษ นอกจากนี้ยังเปนการ

ยายสารพิษจากจุดหนึ่งไปสูอีกจุดหนึ่ง ซึ่งตองระมัดระวงัในทุกข้ันตอนของการเคลื่อนยาย 

(Vidali, 2001) วิธีการบาํบัดที่เปนการแกปญหาไดอยางถาวรคือการทําลายสารพิษอยางสมบรูณ 

หรือเปล่ียนรูปใหเปนสารที่มีความเปนพษินอยลง ซึ่งอาจทําไดหลายวิธี เชน การบาํบดัดวยวิธีทาง

กายภาพ เชนการเผาที่อุณหภูมิสูง การฝงกลบในพืน้ที่ปลอดภัย  การบําบัดดวยวิธทีางเคมี เชน 

การเติมสารเคมีเพ่ือเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน การตกตะกอน เปนตน อยางไรก็ตามวิธีการเหลานี้

ตองใชการลงทุนสูง เชน การขนยายดินจากพื้นที่ปนเปอนเพ่ือไปบําบดัในพืน้ที่ปด การสราง

เตาเผาอุณหภมูิสูงซึ่งตองลงทุนสูงใชพลังงานในการเผาสูงมาก การเตมิสารเคมีอาจทําให

เกิดปฏิกิริยารุนแรงและไมสามารถคาดเดาสารพิษตกคางที่จะเกิดขึ้นไดและตองใชความ

ระมัดระวังในระหวางการปฏิบัติงาน นอกจากนี้เม่ือส้ินสุดกระบวนการยังเกิดกากสารพิษและแกส

พิษที่ตองนาํมาบาํบดัตอ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) การบําบดัดวยวิธีทางชีวภาพเปนการ
ใชความสามารถของจุลินทรียในการยอยสลายสารอินทรียและความสามารถในการปรับตัวใหดํารง

อยูในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ  สงผลใหจุลินทรียมีการสรางวิถีที่ชวยในการสลายสารพิษทีม่ี

โครงสรางแบบตางๆได ขอดีของวิธีนี้คือคาใชจายต่าํ สามารถประยุกตใชในหลายพื้นที่ เชน พ้ืนที่

ที่มีความเค็มสูง มีความเปนกรด-เบสในชวงกวาง สามารถเลือกบําบดัสารพิษไดตามโครงสราง 

เปนวิธีการที่สามารถนาํไปบาํบดับริเวณพ้ืนที่ปนเปอนได (in-situ application) ไมเกิดกากสารพษิ

ที่ตองนําไปบําบัดตออีกทั้งยังเปนวิธีการทีถู่กตองตามมาตรฐานสิ่งแวดลอมและไมเกิดอันตรายตอ

ผูปฏิบตัิงานและผูอยูอาศัยในบริเวณใกลเคียง (Aitken, 1993; Karam และ Nicell, 1997; 

Vidali, 2001; Samanta และคณะ, 2002; Jansson, 2003) 
    

จากการศึกษาความสามารถของเชื้อราหลายชนิดพบวาราในคลาส Basidiomycetes มี
ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอน โดยสรางเอนไซมที่หล่ังออกมานอก

เซลล ไดแก แลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส ที่มีกลไกพิเศษคือเรง

ปฏิกิริยาการออกซิเดชันของอิเล็กตรอนอิสระ จากนัน้อิเล็กตรอนอิสระเกิดออกซิเดชันตอกับสาร
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ที่มารับอิเล็กตรอน ทําใหเกิดการออกซไิดสสารแบบไมจาํเพาะเจาะจง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของสารที่มีโครงสรางทั้งแบบเสนตรงและโครงสรางแบบวงแหวนได (Reddy และ Mathew, 

2001; Law และคณะ, 2003; Pointing, 2001)  
 
ตัวอยางราในคลาส Basidiomycetes ที่สามารถยอย PAH ได เชน  Bjerkandera 

adusta, Irpex lacteus และ Lentinus tigrinus ที่มีความสามารถสงูในการยอย PAH ที่
ปนเปอนในดนิที่มีความเคม็และดินทีไ่มมีความเค็ม (Valentin และคณะ, 2006) Phanerochete 
chrysosporium สามารถยอยแนพธาลนีความเขมขนสูงที่ปนเปอนในดินไดเปนอยางดี (Mollea 
และคณะ, 2005) นอกจากนี้ยังมีรายงานเชื้อสายพันธุอืน่ๆ ในคลาส Basidiomycetes ที่มี

ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH  ดังนั้นการคัดแยกและศึกษาสมบตัิของราที่มี

ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH อาจนาํมาประยกุตใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการบาํบดั

พ้ืนที่ปนเปอน PAH โดยวิธกีารทางชีวภาพเพื่อแกปญหาในสิ่งแวดลอมไดตอไป 
 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 

 คัดแยกและศกึษาสมบตัิของราที่มีความสามารถสูงในการยอยสลาย PAH ตรวจสอบ

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลาย PAH ที่คัดเลือก ตรวจสอบแอคติวติีและการ

แสดงออกของเอนไซมที่เก่ียวของในกระบวนการยอยสลาย PAH ของราที่คัดเลือก ทดสอบ

ความสามารถในการยอยในแบบจาํลองดนิ รวมทั้งพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก  
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
 ไดราที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลาย PAH และทราบถึงสมบัติของราที่คัดแยกได เพ่ือ

นําไปประยุกตใชบําบัดการปนเปอนของ PAH ในน้ําและในดินไดตอไป 

 



บทที่ 2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
 
สารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons หรือ PAH) เปนสารอินทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติกเบนซีนมากกวา

หนึ่งวงมารวมกัน มีประมาณ 10,000 ชนิด  PAH สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาตหิรือเกิดจาก

กิจกรรมของมนุษย มักพบเปนสวนประกอบน้ํามนัปโตรเลียม ถานหนิ และมักพบ PAH เกิดขึ้น

ระหวางกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของไม ถานหนิ น้าํมันเชื้อเพลิง แกส ขยะ หรือ

สารอินทรียอ่ืนๆ (Alloway และ Ayres, 1993) PAH จัดเปนกลุมมลพิษที่สําคญัตอส่ิงแวดลอม 

เนื่องจากสมบตัิของสารประกอบในกลุม PAH  ที่มีความเปนพิษ มีอัตราการระเหยต่ํา มีการ

สลายตัวชา และถูกดูดซับในตะกอนดนิไดงาย (Coates และคณะ, 1997) มีรายงานหลายฉบบั

แสดงใหเห็นวา PAH เปนสารที่ทําใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของมนุษย PAH หลายชนิดมี

ความเปนพษิ เปนสารกอมะเร็งและหากมีการสะสมไวมากเกินคากําหนดจะเปนสารกอใหเกิดการ

กลายพันธุ (Malachova, 1999) และเนือ่งจากลักษณะของ PAH ที่มีความไมชอบน้ําสูงจึงทาํให

เกิดการสะสมของ PAH ทั้งในอากาศ แหลงดิน น้ํา และตะกอน (International Agency for 

Research on Cancer (Iarc), 1983; Fernandez และคณะ, 1992) ทําใหส่ิงมีชีวิตมโีอกาสนาํ 

PAH เขาสูเซลลและเกิดการสะสมในหวงโซอาหาร (Boonchan และคณะ, 2000)  และใน

ปจจุบันพบวา PAH มีการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมมากขึ้น จึงทําใหสารประกอบกลุมนี้เปนที่

นาสนใจมากขึน้  
 
แหลงกําเนิด PAH 

 
1. เกิดขึ้นตามธรรมชาติ  จากกระบวนการตางๆ คือ 

กระบวนการไพโรลิซิส (pyrolysis) และไพโรซีนทิซีส (pyrosynthesis) ของสารที่มี

คารบอนเปนองคประกอบ ปรากฎการณนี้เกิดขึ้นภายใตพ้ืนโลกหรือในที่ไมมีออกซิเจนเพียง

พอที่จะทําใหเกิดการเผาไหมอยางสมบูรณ ปกตแิลวที่อุณหภูมิสูงประมาณ 500 – 800 ๐
ซ สามารถ

สลายพันธะตางๆ รวมทั้ง C-C และ C-H ได  แตเม่ือเกิดการเย็นตัว จะเกิดปฏิกิริยาไพโรลิซิส 

อยางชาๆ ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวของอะตอมคารบอนใหม ไดสารประกอบที่มีโครงสรางลักษณะ

เปนวงเบนซนีและมีการเรียงตัวเปนวงตอกันเพิ่มเรื่อยๆ (Connell และคณะ, 1999)  

การเกิดปฏิกิริยาของสารอินทรียที่อุณหภูมิต่ําหรืออุณหภูมิปานกลาง ประมาณ    

100 – 150 ๐
ซ ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวของโมเลกุลคารบอน เชน การเกิด ถานหิน น้ํามันดิบ หรือ

ถานกัมมันต หรือการสลายสารในกลุมนี ้กระบวนการนีม้ักทําใหเกิด PAH ที่มีหมูแอลคิลรวมอยู 

ในโครงสราง (National Research Council of Canada (Nrcc), 1983) นอกจากนี ้PAH ยัง

เกิดขึ้นจากการสังเคราะหโดยตรงจากจุลินทรียและพืช (Neff, 1979)  
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2.    กิจกรรมของมนุษย    

PAH ที่พบอยูในสิ่งแวดลอมสวนมากเกิดขึ้นจากกระบวนการเผาไหมที่อุณหภูมิต่าํ 

เชนการเผาไม หรือการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรียที่มีคารบอนเปนสวนประกอบ 

โดยเฉพาะน้าํมันดิบ เช้ือเพลิงฟอสซิล การกลั่นน้ํามันปโตรเลียม (Rao และคณะ, 2008) และ

ผลิตภณัฑตางๆ ที่ไดจากน้ํามันดิบที่ถูกใชเปนเชื้อเพลิงหลักของโลกปจจุบัน เชน โคลทาร 

คารบอนแบลค็ สงผลใหมีการแพรกระจายของ PAH จากระบบขนสงหรือจากไอเสยีรถยนต 

(Totsche, 2008) ปฏิกิริยาไพโรลิซิสของน้ํามันสังเคราะหที่ใชเปนเชือ้เพลิงเคร่ืองบินทําใหเกิด 

benzo[cd]naphthol[1,2,3-lm]perylene (Jorge และ Mary, 2007) กระบวนการเตรียมยางมะ

ตอยดวยวิธีผสมรอน (Anne และคณะ, 2007) นอกจากนี้การเผาไหมวัสดุตางๆ เชน ธูป บุหร่ี 

ซิการ ยาสบู โดยเกิดจากการเผาไหมของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่เปนองคประกอบหลักในบุหร่ี 

(Lin และคณะ, 2001; Wang และคณะ, 2004) แมกระทั่งการเผาขยะก็เปนแหลงกําเนิด PAH 

อนุภาคเล็กๆ จากนั้น PAH จะเกิดการรวมตัวกับเถาทาํใหเสถียรมากขึ้นและสามารถแพรกระจาย

ในอากาศไปไดในระยะไกล (Mastral และ Callen, 2000)  
 
 3. กิจกรรมตางๆ ของโรงงานอุตสาหกรรมที่เก่ียวของกับการผลติหรือกระบวนการเผา

ไหมที่ไมสมบรูณ เชน กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบ การผลิตถานโคก การผลิตพลังงานจาก

น้ํามันดิบ การกําจัดสารที่มี PAH เปนสวนประกอบ การจัดเก็บน้าํมันดิบ กระบวนการเรง

ปฏิกิริยาดวยสารเคมีบางชนิด หรือการใชน้ํามันเคลือบรักษาเนื้อไม เปนตน (Wilson และ Jone, 

1993) นอกจากนี้ PAH บางชนิดยังใชเปนสวนผสมในการผลิตอุปกรณตางๆ เชน ผสมใน

พลาสติกสําหรับใชทําหนาจอแสดงผลที่ใชเทคโนโลยีแบบ LCD (Liquid crystal Display) เชน

หนาจอโทรศพัทมือถือ  

 
 

สมบัติทางกายภาพ และเคมีของสาร PAH 

 
 PAH เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยวงเบนซีนเชื่อมตอกันตั้งแต 2 วง

ข้ึนไป  บางครั้งพบวาในโมเลกุลของสารประกอบกลุมนีอ้าจมีอะตอมของไนโตรเจน ออกซิเจน 

และซัลเฟอรเขามาแทรกในวงเบนซีน เรียกวาเฮเทอโรไซคลิก แอแมติก (Blumer, 1976) เปนสาร

ที่ไมมีข้ัว (non-polar) และไมชอบน้าํ (hydrophobic compound) บางชนิดอาจละลายน้ําได

เล็กนอย สมบตัิของ PAH แตละชนดิแตกตางกันไปตามโครงสรางทางเคมีและน้าํหนักโมเลกุล 

จากสมบตัิทางกายภาพและเคมีสามารถแบง PAH ออกเปน 2 กลุม (Kanaly และ Harayama, 

2000) ไดแก  
 

1. PAH ที่มีน้าํหนักโมเลกุลต่ํา (low molecular weight PAH) โมเลกุลประกอบดวยวง

เบนซีน 2-3 วง เชน แนพธาลีน ฟลูออรีน อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน เปนตน PAH ใน

กลุมนี้มักออกฤทธิ์แบบเฉียบพลัน 
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2. PAH ที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAH) โมเลกุลประกอบดวย

วงเบนซีนเรียงตอกันมากกวา 4 วงขึ้นไป เชน ไพรีน ไครซีน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน เบนโซ[เอ]

ไพรีน  โคโรนนี เปนตน  

 
การจัดเรียงตวัของวงเบนซีนในโครงสรางทางเคมีของ PAH มีหลายรูปแบบทั้งเรียงกัน

เปนแนวตรง (linear) เปนมุม (angular) หรือเกาะกันเปนกลุม (cluster) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

โครงสรางดังกลาวมีสวนทําใหสารประกอบแตละชนิดมคีวามเสถียรแตกตางกันไป PAH ที่มีการ

เรียงตัวเปนเสนตรง จะมคีวามเสถียรนอยกวาสาร PAH ที่เรียงตัวเปนมุมหรือกลุมกอน 

(Blumer, 1976) สมบัติทัว่ไปของ PAH มีดังนี ้

 

1.  ความสามารถในการละลายน้ํา 

ความสามารถในการละลายหรือรวมตัวกับน้ํา (solubility) ของ PAH จะเกิดได

นอยมาก โดยความสามารถในการละลายจะลดลงเมื่อมีจํานวนวงแหวนที่เช่ือมตอกันเพิ่มข้ึนหรือมี

น้ําหนักโมเลกลุเพ่ิมข้ึน (Sims และ Overcash, 1983)  

การที่มีหมู แอลคิล (-CH2) แทนที่อยูในวงแหวนของ PAH ทําใหความสามารถใน

การละลายน้าํลดลง ยกเวนใน PAH บางชนิด เชน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

โมเลกุลของ PAH ที่มีการจัดเรียงตัวแบบเสนตรง มีแนวโนมที่จะละลายน้ําไดนอย

กวาการจัดเรียงตัวแบบมุม เชน แอนทราซนีละลายน้าํไดนอยกวาฟแนนทรีน 

นอกจากนี้ความสามารถในการละลายน้าํเพิ่มข้ึน 3-4 เทา เม่ืออุณหภมูิสูงข้ึนจาก    

5๐
ซ เปน 30๐

ซ (Neff, 1979)  
 
2. การกลายเปนไอ  (Vapor pressure) 

PAH มีอัตราการระเหยชาลงเมื่อน้ําหนักโมเลกุลเพ่ิมข้ึน PAH ที่มีวงแหวน

ประกอบ 2-3 วง จะสามารถระเหยไดอยางรวดเร็ว ในขณะที่ PAH ที่มีวงแหวนประกอบตั้งแต 4 

วงข้ึนไป จะมอีัตราการระเหยลดลงอยางเห็นไดชัด (Moore และ Ramamoorthy, 1984)   

นอกจากนี ้PAH ยังถูกออกซิไดสไดยากขึ้นและมีอัตราการระเหยชาลงเมื่อน้ําหนัก

โมเลกุลเพ่ิมข้ึน 
 

3. การยึดเกาะกบัอนภุาค   

เนื่องจาก PAH เปนสารกลุมที่ไมชอบน้าํและมีความสามารถที่จะถูกดูดซบัหรือยึด

เกาะกับอนุภาคตางๆไดงาย เชน ตะกอนดินในสิ่งแวดลอมและมีความคงทนสูง  ดังนั้นความ

เขมขนของ PAH ในน้ําจึงมีนอยมาก แตจะเกดิการสะสมของ PAH ในตะกอนดิน ทาํใหมคีวาม

เขมขนสูงในสวนตะกอนดนิ (Moore และ Ramamoorthy, 1984)  
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ตารางที่ 2.1 โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสาร PAH ที่ US-EPA จัดเปนสารอันตรายที่ควร

ใหความสาํคญัในลาํดบัตน  (ดดัแปลงจาก (Neff, 1979; Schirmer และคณะ, 1998)  

ชนิดของ PAH โครงสราง 
น้ําหนัก 

โมเลกุล 

การละลายในน้ํา 

ที่อุณหภูม ิ25O
ซ 

(มก.ตอลิตร) 

ความดนัไอ 
(Pa) 

แนพธาลีน 
 

128.18 31 10 

อะซีแนพธิลีน 
 

152.20 4.3 0.9 

อะซีแนพธีน 
 

154.22 3.9 0.3 

ฟลูออรีน  166.23 1.9 0.09 

ฟแนนทรีน 
 

178.24 1.1 0.02 

แอนทราซีน  178.24 0.05 1x10-3 

ฟลูออแรนธีน 
 

178.24 0.26 1.2x10-3 

ไพรีน 
 

202.26 0.13 6x10-4 

ไครซีน 
 

228.30 0.002 5.7x10-7 

เบนซ[เอ]แอนทราซีน 
 

228.30 0.002 2.8x10-5 

เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน 
 

252.32 0.0015 ไมมีขอมูล 

เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน 
 

252.32 0.0008 5.2x10-8 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 
 

252.32 0.003 7x10-7 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 

 
276.34 0.0003 1x10-8 

อินดิโน[1,2,3-ซีด]ีไพรีน 

 
276.34 0.062 ไมมีขอมูล 

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 
278.36 0.0003 3.7x10-10 
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4. การสลายหรือถูกเปล่ียนโครงสราง  (Photo-chemical transformations) 

ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสง (photooxidation) ทําให PAH สลายตวัได โดยที่แสง

จะชักนําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารออกซิแดนทอ่ืนๆ เชน ออกซิเจน โอโซน อนุมูลOH 

(OH-radical) ทําใหโมเลกุลของ PAH เปลี่ยนแปลง โดยเฉพาะแอนทราซีน ฟแนนทรีน และเบน

โซ[เอ]แอนทราซีน เปนสารที่ไวตอปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสงในขณะที่ ไครซนี ฟลูออรีน ไพรีน 

และ เบนโซ[เอ]ไพรีน ทนตอปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสง (Neff, 1979) นอกจากนี้ PAH ยัง

เกิดปฏิกิริยากบัสารชนิดอืน่ๆ เชน แกสไนโตรเจนไดออกไซด หรือ ซัลเฟอรไดออกไซด ทําให

เกิดสารประกอบ dione nitro-  dinitro-PAH หรือกรดซัลโฟนิค (sulfonic acids) ซึ่งอาจมีความ

เปนพิษมากกวาสารเดิม (World Health Organization Regional Office for Europe, 2000)  

 

PAH ถูกยอยสลายทางชีวภาพไดยากหรือเกิดขึ้นไดในอตัราที่ต่าํมาก เนื่องจากถูกจาํกัด

โดยปริมาณของสาร PAH  ที่จุลินทรียสามารถนําไปใชหรือยอยสลายได (bioavailability)  ดังนัน้

เม่ือสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอม จงึทําใหเกิดการตกคางหรือสะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปน

เวลานาน (Rockne และคณะ, 2002) US-EPA ไดกําหนดให PAH 16 ชนิด ตามตารางที่ 2.1 

เปนสารที่ควรใหความสาํคญัในลาํดบัตน  

 
 

ความเปนพิษของสาร PAH 
 

สาร PAH กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา เปนสารที่มีความคงทนสูง ดังนั้นเมื่อปนเปอนสู

ส่ิงแวดลอมจึงเกิดปญหาตางๆตามมา PAH กลุมนี้ยังสามารถละลายน้าํไดบางสวนและระเหยได

เร็ว จึงกอใหเกิดความเปนพิษแบบเฉียบพลัน(Sims และ Overcash, 1983) เชน การไดรับ PAH 

โดยการสดูดมทําใหเกิดการระคายเคืองปอด หรือเกิดการระคายเคืองเนื่องจากการสัมผัส เปนผืน่

แดง  สําหรับสาร PAH กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะละลายน้าํไดนอยและมีความสามารถในการ

ระเหยต่ํา สวนใหญกอใหเกิดความเปนพษิแบบเรื้อรัง โดยมีรายงานพบการเปลี่ยนแปลงของ 18S 

rRNA gene ของจุลินทรียทองถ่ินที่อาศยัอยูในดนิปนเปอน PAH ความเขมขน 4.5 กรัมตอ

กิโลกรัม (Enrique และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา PAH หลายชนิดอาจเปนสาร

กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง (carcinogen) และทําใหทารกในครรภมรูีปรางผิดปกติ 

(teratogen) (Alexander, 1999) นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้ยังมีการสะสม 

(bioaccumulation) และเพ่ิมปริมาณ (biomagnification) ในสิ่งมีชีวิต ซึ่งจะเพิ่มข้ึนเปนลําดบัข้ัน

ของผูบริโภคในหวงโซอาหาร (Boonchan และคณะ, 2000)  
 
สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ (The International Agency for Research Cancer; 

IARC) ไดแบงกลุมสาร PAH ออกเปน 3 กลุมตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง (Sul และคณะ, 

2003) ดังนี ้
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 กลุม 1  สารที่นาจะกอมะเร็งในมนษุยไดสูงกวากลุมอื่นๆ มี 3 ชนิด ไดแก  

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน    

เบนโซ[เอ]ไพรีน    

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซนี 
 
 กลุม 2    สารที่อาจจะกอมะเร็งในมนุษยม ี11 ชนิด ไดแก  

แนพธาลีน   เบนโซ[บ]ีฟลูออแรนธีน 

เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน 

ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,แอล]ไพรีน 

ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน 

ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะคริดีน ไดเบนโซ[เอ,เจ]อะคริดีน 

อินดิโน[1,2,3-ซีด]ีไพรีน    
 

กลุม 3  สารที่ไมกอมะเร็งในมนุษยม ี23 ชนิด ไดแก 

 ไทรฟนิลีน   ฟแนนทรีน 

 แอนทราซีน      ฟลูออรีน 

ฟลูออแรนธีน   ไพรีน 

ไครซีน   โครินีน    

เพอริลีน      เบนโซ[เอ]อะคริดีน    

เบนโซ [ซ]ีอะคริดีน     เบนโซ [จ,ีเอช,ไอ]ฟลูออแรนธีน    

เบนโซ [เอ]ฟลูออรีน     เบนโซ [บ]ีฟลูออรีน     

เบนโซ [ซ]ีฟลูออรีน     เบนโซ [จ,ีเอช,ไอ]เพอริลีน    

เบนโซ [ซ]ีฟแนนทรีน    เบนโซ[อ]ีไพรีน    

ไซโคลเพนทะ[ซี,ด]ีไพรีน    ไดเบนซ[เอ,ซ]ีแอนทราซีน    

ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน    ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน  

ไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน 
 

นอกจากนี้ที่รัฐ Wisconsin ประเทศสหรัฐอเมริกา ยังมีการกําหนดคามาตรฐานที่ยอมรับ

ไดจากการปนเปอนของ PAH หลายชนิด เชนในน้าํดื่มตองพบแอนทราซีน ไมเกิน 3000 สวนใน

สิบลานสวน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไมเกิน 0.2 สวนในสบิลานสวน  เบนโซ[เอ]ฟลูออแรนทรีน ไมเกิน 

0.2 สวนในสิบลานสวน  ฟลูออแรนทรีนไมเกิน 400 สวนในพนัลานสวนและฟลูออรีนไมเกิน 400 

สวนในสบิลานสวน (http://dhfs.wisconsin.gov/eh) และ กลุมสหภาพยุโรป (EU) ไดมีการ

กําหนดการปนเปอนของ PAH ในน้ําดื่มเชนกันโดย PAH ที่กําหนดไดแก ฟลูออแรนทรีน     

เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนทรีน  เบนโซ[บ]ีฟลูออแรนทรีน  อินดนิอล [1,2,3-ซี,ด]ีไพ

ริรีน  และเบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน (Hennion และคณะ, 1994)  
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ฟลูออรีน 

 
สําหรับ PAH ที่ใชเปนแบบในการศึกษาครั้งนี้ คือฟลูออรีน หรือ 9H-fluorene มีชื่อทาง

เคมีวา ortho-Biphenylenemethane โครงสรางประกอบดวยวง เบนซีน 2 วงดังแสดงในรูปที ่2.1  
 

 

รูปที่  2.1 โครงสรางของฟลูออรีน 

 
ฟลูออรีนเปน PAH ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่าํ มีสมบัติทางเคมีดังนี้ (Budavari, 1989; Lide 

และ Frederikse, 1993) 
 

สูตรเคมี              C13H10  

น้ําหนักโมเลกลุ             166.21  

สีและลักษณะ เปนผลึกขนาดเล็ก แบน สีขาว เม่ือเผาไฟจะเกิดการ

เรืองแสงสีมวง (violet fluorescence)  

จุดเดือด   295๐
ซ  

 

จุดหลอมเหลว   116-117๐
ซ 

ความถวงจําเพาะ 1.203 ที่ 0๐
ซ หรือ 4๐

ซ  

ความสามารถในการละลาย ละลายไดดใีนกรดอะซิติก                             

ละลายไดในคารบอนไดซัลไฟด, อีเทอร, เบนซนี, 

แอลกอฮอลรอนและโทลูอนี ไมละลายในน้ํา  

 
ในปจจบุันนี้ ไดมีการนาํเอาฟลูออรีนมาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน มีการเติม

ฟลูออรีนเพื่อเพ่ิมจุดเดือดในกระบวนการกลั่นน้ํามนัดบิ และมักพบในอุตสาหกรรมการผลิต สี

ยอม พลาสตกิ อุตสาหกรรมยาและยาฆาแมลง และใชเปนสารตั้งตนในการผลติฟลูออรีโนน และ 

ฟลูออรีน-9-เมทานอล นอกจากนี้ยังพบฟลูออรีนในไอเสียเครื่องยนต  อนุพันธของฟลูออรีนยังใช

ในการผลติไดโอดกาํเนดิแสง (organic light-emitting diodes) และใชเปนสวนประกอบสําหรับ

ผลิตโซลารเซลล (International Agency for Research on Cancer, 1983-1985) 

 
 



 11

การไดรับ PAH เขาสูรางกายมนุษย 

 
1. โดยการรับประทานอาหารหรือบริโภคน้ําทีป่นเปอนดวย PAH 

 
ปจจุบันพบวามีการปนเปอนของ PAH ในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะอาหาร

ประเภทเนื้อสัตว และผลิตภณัฑจากเนื้อสัตว (Fontcuberta และคณะ, 2006; Duedahl-Olesen 

และคณะ, 2006 ; Reinik และคณะ, 2007) พบวามีการปนเปอนของ PAH ถึง 12 ชนิดในจาก

เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว โดยพบวามี เบนโซ[เอ]ไพรีน สูงกวาคามาตรฐานที่กําหนดไว

คือ 5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 3.4% ของตัวอยางที่นํามาทดสอบทั้งหมด 334 ตัวอยาง 

ตัวอยางอาหารที่พบการปนเปอนของเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเขมขนสูงที่สุดคือ หมูยาง และ

ตัวอยางอาหารที่พบการปนเปอนของสารกลุม PAH หลายชนิดความเขมขนสูงที่สุดคือ 19 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม พบในตัวอยางไสกรอกรมควัน รองลงมาไดแก เนื้อและแฮมพบวามี PAH 

ปนเปอน 16 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และไกรมควันมี PAH ปนเปอน 6.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

แสดงใหเห็นวาการรับประทานผลติภณัฑจากเนื้อสัตวเปนสวนสําคญัทีท่ําใหรางกายไดรับ PAH 

อยางมีนัยสําคญั (Reinik และคณะ, 2007) นอกจากนีย้ังพบ PAH ไดในอาหารรมควัน เชน    

แซลมอลรมควัน โดยพบวามีการปนเปอนของ เบนโซ[เอ]ไพรีน สูงกวามาตรฐานทีกํ่าหนด 

(Vincent และคณะ, 2007) และมีรายงานการสํารวจอาหารในประเทศเดนมารคพบ PAH ความ

เขมขนสูงถึง 1327 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในปลาแฮริ่งรมควัน พบการปนเปอน 64 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัมในเบคอนและ 24 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ใน samali  และจากการคํานวณพบวา

ผูบริโภคในประเทศเดนมารคไดรับ เบนโซ[เอ]ไพรีน เขาในรางกาย จากการรับประทานอาหาร

ประเภท ปง ยาง โดยเฉลี่ย  2-4 นาโนกรัมตอคนตอวัน (Duedahl-Olesen และคณะ, 2006 ) 

และมีรายงานการปนเปอนของ เบนโซ[เอ]ไพรีน ในน้าํมันที่ใชทอดอาหารและอาหารทานเลนชนดิ

ทอด (fried snacks) (Purcaro และคณะ, 2006) นอกจากนี้ยังพบการปนเปอนของ PAH ใน

อาหารชนิดอืน่ๆ เชน 94% ของตัวอยางชาพบการปนเปอนของ PAH หลายชนิด เชน เบนโซ[อ]ี

ไพรีน และ เบนโซ[บี]ฟลูออแรนทรีน (Fontcuberta และคณะ, 2006)  

 
2. จากการหายใจ  

ไดรับจากการสูดดมควนั ไอจากทอไอเสียเคร่ืองยนต ไอระเหย แกสจากโรงงาน

อุตสาหกรรม ผูที่ไดรับ PAH จากการหายใจมากกวากลุมคนปกติ ไดแก ผูที่สูบบหุร่ี ผูที่อยูอาศยั

ในบริเวณที่มหีมอกควันสูง ใกลบริเวณถนนที่มีการจราจรหนาแนนหรือบริเวณที่มีการสรางถนน

หรือพักอาศัยใกลบริเวณโรงงาน (http://dhfs.wisconsin.gov/eh) 
 

3. จากการสัมผัส  

PAH อาจถูกดูดซึมเขาสูรางกายมนุษยจากการสัมผัสโดยตรงจากการใชสารเคมีที่มี 

PAH เปนสวนประกอบ เชน ลูกเหม็นหรือการใชครีมหรือแชมพูที่มี PAH หรืออนุพันธของ 

PAH เปนองคประกอบหรอืจากการสัมผสัดินที่ปนเปอน PAH (International Agency for 
Research on Cancer, 1983-1985) 
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การปนเปอน PAH ในประเทศไทย 
 

การปนเปอน PAH ในสิ่งแวดลอมในประเทศไทย 91% เกิดจากกระบวนการสันดาป

ของน้ํามันเชื้อเพลิงที่ไมสมบูรณ สาร PAH กระจายอยูในอากาศไดโดยสามารถรวมตัวกับฝุน

ละออง เขมาควัน และสะสมอยูในอนภุาคดิน โดยเฉพาะบริเวณที่มีการ จราจรหนาแนน ยาน

ธุรกิจการคาและอุตสาหกรรม จากการศึกษาตัวอยางดนิบริเวณริมถนนในตัวเมืองจงัหวัด

เชียงใหม ในป 1999 สามารถตรวจวัดปริมาณไพรีนไดที่ความเขมขน 168 นาโนกรัมในดนิ 1 

กรัม นอกจากนี้ยังพบฟลูออแรนทีน เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโครินีน ไดทีค่วามเขมขน 

146  97.7 และ 93.8 นาโนกรัมในดิน 1กรัม ตามลําดับ แตปริมาณสาร PAH ในดินที่พบ

แตกตางจากที่พบในอากาศ กลาวคือ ปริมาณฟลูออแรนทีน ไพรีน ไครซีนและโครินนีที่พบในดนิ

มีสูงกวาในอากาศ ทั้งนี้เนื่องจากความแตกตางในการเกดิ photochemical reactivity และ

แหลงกําเนิดของสาร PAH (Amagai และคณะ, 1999)  
 

Thongsanit (2002) ไดเก็บตัวอยางอากาศในบริเวณจฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ดนิแดง สํานักงานนโยบายและแผนสิ่งแวดลอม โรงเรียนสิงหราช และ

มหาวิทยาลัยกรุงเทพ พบวาคาเฉลี่ย 24 ชั่วโมงของฝุนขนาดเล็กกวา 10 ไมครอนในบรรยากาศ

ทั่วไป มีคาสูงสุด 160 ไมโครกรัมตอลูกบาศกเมตร โดยพบสูงสุดที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

สําหรับคาเฉลี่ยของปริมาณรวม PAH 20 ชนิด จากฝุนบรรยากาศทั่วไป เทากับ 60 นาโนกรัมตอ

ลูกบาศกเมตร โดยม ีเบนโซ[อ]ีไพรีน  อินดิโน[1,2,3-ซี,ด]ีไพรีน และเบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน  

เปนองคประกอบหลัก PAH มากกวารอยละ 97 พบในฝุนขนาดเล็กกวา 0.95 ไมครอน   PAH 

โมเลกุลเล็กพบในตัวอยางฝุนจากรถยนตดีเซล ตัวอยางรถยนตเบนซนีมีเบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน

เปนองคประกอบหลัก และพบวา เบนโซ[อ]ีไพรีน และ ไพรีน เปนองคประกอบหลกัของตัวอยาง

จากปลองโรงงานอุตสาหกรรม ผลการวิเคราะหฝุนจากบรรยากาศเปรยีบเทียบกับตวัอยางจาก

แหลงกําเนิด พบวาแหลงกําเนิดหลักของ PAH คือ ไอเสียรถยนต 
 
 Garivait และคณะ (2002) พบวาสาร PAH น้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา 252 ดาลตัน เชน 

ไพรีน เบนโซ[อ]ีไพรีน และ เบนโซ[เอ]ไพรีน จะอยูในรูปของแกสเปนสวนใหญ คดิเปน 80 40 

และ 24% โดยน้ําหนักตามลําดบั ในขณะที่สาร PAH น้าํหนักโมเลกุลสูงกวา จะอยูในรูปของฝุน

ละอองเกือบทั้งหมด ซึ่ง 30–60 % โดยน้าํหนักของสาร  คณะผูวิจัยคดิวาแหลงที่มาของสาร 

PAH ในบรรยากาศนั้นเกดิจากควันทีป่ลอยออกมาจากเครื่องยนตบนเสนทางจราจร  
 

 Wilcke และคณะ (1999) พบสาร PAH จํานวน 20 ชนิดในตัวอยางดนิบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานคร ที่มีความเขมขนตั้งแต 12-380 ไมโครกรัมในตัวอยางดิน 1 กิโลกรัม โดย

พบแนพธาลนีในปริมาณสูงสุด (145.2 ไมโครกรัมในตวัอยางดิน 1 กิโลกรัม) รองลงมาไดแก   

เพอริลีน (136.4 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (58.9 
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ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) ฟแนนทรีน (60.8 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) 

และไพรีน (48.3 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) 
 

กิติโรจน หวันตาหลา (2546) ไดศึกษาปริมาณ PAH ในบรรยากาศ ณ บริเวณสถานี

ขนสงสายใต จังหวัดกรุงเทพมหานคร พบการปนเปอนของ PAH ชนิดตางๆในอากาศ โดยพบ

ไพรีนมากที่สุด ปริมาณ 99.45% โดยน้าํหนัก รองลงมาไดแก ฟแนนทรีน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

เบนโซ[เค]ฟลูออแรนทรีน และ ไครซนีตามลําดบั โดยพบวามีการปนเปอนสูงกวาเกณฑมาตรฐาน

ของ US-EPA ที่กําหนดไวที่ 65 นาโนกรมัตอลูกบาศกเมตร และพบวามีการปนเปอนสูงในชวง

วันอาทิตย-อังคาร และต่ําสุดในวนัศุกร ปริมาณ PAH สูงสุดที่พบคือ 354 นาโนกรัมตอลูกบาศก

เมตร และต่าํสุดที่ 91 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร 
 

 Boonyatumanond และคณะ (2006) ไดเก็บตัวอยางตะกอนดินเพื่อวิเคราะหการกระจาย

ตัวของ PAH  ซึ่งพบวามีการปนเปอนของ PAH อยูในตะกอนดินบรเิวณคลองสูงที่สุดคือ 2,290 

นาโนกรัมตอกรัม(น้ําหนักกรัมแหง) รองลงมาคือบริเวณแมน้ําเจาพระยา ปากแมน้ํา และชายฝง

ทะเล  ความเขมขน 251  178 และ 50 นาโนกรัมตอกรัม(น้ําหนักกรัมแหง) ตามลาํดบั  วิเคราะห

แหลงกําเนิดของ PAH พบวาฝุนจากถนน เขมารถยนตและดิน เปนแหลงที่มาของ PAH  

เนื่องจากมีองคประกอบที่เหมือนกัน PAH จากแหลงกําเนิดตางๆ ถูกพัดพาลงสูแหลงน้ําจนเกดิ

การสะสมในตะกอนดนิ จากการเปรียบเทียบปริมาณ PAH ที่พบในตะกอนดนิของประเทศไทย

กับบริเวณอาวโตเกียว ประเทศญี่ปุนซึ่งเปนประเทศอตุสาหกรรม พบวามีการปนเปอนของ PAH 

ที่ประเทศญี่ปุนสูงกวาประเทศไทย ซึ่งมีปริมาณ PAH สูงถึง 65-2010 นาโนกรัมตอตอกรัม

(น้ําหนักกรัมแหง)   

 

Kangsadalampai และคณะ (1996) รายงานการปนเปอน PAH ในอาหารชนิดตางๆ 

ไดแก  ปลารมควัน ไดแก ปลาเนื้อออน (Kytopterus apogon), ปลาสรอย (Crossocheilus 
reba) และหนงัปลาดุก (Clarias batrachus) อาหารปงยาง ซึ่งทําใหสุกในระดบัปานกลาง 

(medium) และกรอบไหมเกรียม (well-done) คือ ปกไก, ไสกรอกหมูปนขาว, หมูไมตดิมัน (lean 

meat), หมูติดมัน (medium fat) และเมื่อสกัด PAH ที่ปนเปอนในอาหาร มาทําปฏิกิริยากับเกลือ

ไนไตรทในภาวะแวดลอมที่เปนกรดเพื่อจาํลองภาวะในกระเพาะอาหาร (pH 3.0-3.5) ผลิตภณัฑที่

ไดมีฤทธิ์กอกลายพันธุชนดิตรงทั้งแบบ frameshift และ base-pair substitution ในลักษณะที่มี

ความสัมพันธระหวางขนาดกับผลการตอบสนอง (dose-response relationship) สําหรับสวนสกัด

ของ PAH ที่ไดจากหมไูมตดิมันปงที่มีฤทธิ์กอกลายพันธุชนิดตรงเฉพาะ base-pair substitution 

และสวนสกัดที่ไดจากเนื้อปลาดุกไมมีฤทธิ์กอกลายพันธุชนิดตรงทั้งแบบ frameshift และ baes-

pair substitution ซึ่งตรงกันขามกับหนังปลาดุกซึ่งมีฤทธิ์กอกลายพันธุทั้งสองแบบหลังทํา

ปฏิกิริยากับเกลือไนไตรต และสรุปวาการบริโภคอาหารปงยาง รมควันอาจกอใหเกิดความเสี่ยงที่

จะรับสารกอกลายพันธุชนดิตรงไดถามีเกลือไนไตรทอยูในกระเพาะอาหาร 
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Tuntawiroon และคณะ (2007) ไดศึกษาความเสี่ยงดานสุขภาพของเดก็ที่อาศัยอยูใน

กรุงเทพมหานครจากการไดรับ PAH ที่มาจากการจราจร พบวา บริเวณถนนในกรุงเทพมหานคร 

มีปริมาณ PAH ประมาณ 30.39 ± 5.80 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร ซึ่งสูงกวาตางจังหวัดถึง 30 

เทา PAH ที่ตรวจพบการปนเปอนมากทีสุ่ดคือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน ซึ่งมีแหลงกําเนิดมาจาก

เครื่องยนต เดก็ที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีการสัมผัสกับ เบนโซ[เอ]ไพรีนเฉลี่ยวันละ    4.13 ± 

0.21 นาโนกรมัตอลูกบาศกเมตรซึ่งสูงกวาตางจังหวัดถงึ 3-5 เทา และพบวาความสามารถในการ

ซอมแซม DNA ของเด็กที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีนอยกวาเด็กที่อาศัยในตางจังหวัด ซึ่งแสดง

ใหเห็นวา เด็กที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีการสัมผัสกับมลพิษที่สงผลตอพันธุกรรม (genotoxic 

pollutants) มากกวาและอาจพัฒนาไปสูความเสี่ยงตอการปวยดวยโรคมะเร็งมากกวาเด็กที่อาศยั

ในตางจังหวัด 

 

จากที่กลาวมาขางตน แสดงใหเห็นวา PAH เปนมลพิษที่สําคัญในสิ่งแวดลอม  และมี

การกระจายตวัในวงกวาง นอกจากนี้ยังมีรายงานหลายฉบับที่ชี้ใหเห็นวา PAH หลายชนิดมีความ

เปนพิษสูง อาจเปนสารที่กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้

ยังมีการสะสมและเพิ่มปริมาณในสิ่งแวดลอม และจะมีการสะสมเพิ่มข้ึนเปนลําดบัข้ันของผูบริโภค

ในหวงโซอาหาร ปญหาดังกลาวนี้ ทาํใหมผีูศึกษาแนวทางบําบดัสารประกอบในกลุมนี้ เพ่ือลดการ

ปนเปอนของ PAH ในสิ่งแวดลอม วิธีที่ใชในการบาํบดั PAH แบงออกเปน 3 วิธี คือ การบาํบัด

ดวยวิธีทางกายภาพ (physical treatment) การบําบดัดวยวิธีทางเคมี (chemical treatment) และ

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพ (biological treatment) การบําบดัดวยวิธทีางกายภาพและวิธีทาง

เคมี เปนการบําบัดโดยอาศยัสมบัติทางกายภาพของสารปนเปอน หรือทําลายโครงสรางของสาร

ปนเปอน  ตัวอยางวิธีการบาํบดัดวยวิธีการทางกายภาพและทางเคมี เชน  
 
การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพ  

 

ใหผลการบาํบดัในระยะเวลาสั้นเมื่อเทียบกับการบาํบดัดวยวิธีทางชีวภาพ  เชน 
 

 การใหความรอนที่อุณหภูมติ่ํา (Low-Temperature Thermal Desorption)  โดยการให

ความรอนกับน้ําหรือสารอินทรียที่ตองการบําบัดใหมีอุณหภูมิสูงถึง 93-315๐
ซ  จากนั้นนาํไอ

ระเหยไปบาํบดัดวยวิธีการบาํบดัแกสตอไป (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การใหความรอนที่อุณหภูมสูิง (High-Temperature Thermal Desorption) ใหความ

รอนกับสารทีต่องการบาํบดั ใหมีอุณหภูมสูิงถึง 315-538๐
ซ เพ่ือใหสารอินทรียระเหยออก จากนัน้

นําไอระเหยไปบําบัดดวยวธิีการบาํบดัแกสตอไป (Antizar-Ladislao และคณะ, 2004) 

 การเผาในพื้นที่เปด (Open Burn/Open Detonation)  วิธีการนี้จะไปทําลายสารพิษที่

สลายไดงาย เปนวิธีการที่สะดวกแตตองระวังความปลอดภัย เชน เปลวไฟ การจดุติดของสารที่อยู

ในบริเวณใกลเคียง ความรอนที่เกิดขึ้นอาจจะสงผลตอสารอื่นๆ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
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 การเผาในพื้นที่ปด (Incineration) เปนกระบวนการที่มีประสิทธิภาพในการทําลาย PAH 

โดยเฉพาะ halogenated hydrocarbons เชน ไดออกซิน, พอลิคลอโรไบฟนิล (PCBs), ไตรคลอโร

เอธิลีน และ ไดโบรโมอีเธนออกจากสิ่งแวดลอมไดเปนอยางดี (Iimura และคณะ, 2002) โดย

การเผาที่อุณหภูมิ 871-1,204๐
ซ วิธีนี้สามารถกําจัดสารพษิไดด ี 

 การสกัดสารปนเปอนในดนิดวยวิธีการระเหย  (Soil Vapor Extraction) 

 นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่นๆ เชนการใชไอน้ํารอนเติมเขาไปในดิน เพ่ือใหสารที่ปนเปอนอยู

ในดนิระเหยออกมาและนาํไอระเหยไปบาํบัดตอไป  การอัดอากาศทีม่ีความดนัสูงเขาดานลางของ

พ้ืนที่บําบดั เพ่ือชักนําใหเกิดการตกตะกอนของสารปนเปอน เม่ือสารปนเปอนตกตะกอนจะมี

น้ําหนักเพ่ิมข้ึน ทําใหสามารถแยกตะกอนออกมาบาํบดัตอไปได การใชคลื่นเสียงเพื่อใหเกิดการ

ส่ันสะเทือนเพิม่ความสามารถในสกัด การออกซิไดสดวยรังสีอัลตราไวโอเลต การดดูซับดวย

ถานกัมมันต การกรอง เปนตน (Alloway และ Ayres, 1993) 
  
 การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพมีขอเสียคือเปนวิธีที่มตีนทนุสูง เนื่องจากตองใชแหลงให

กําเนิดความรอน และตองทาํในเตาปฏิกรณหรือถังปฏิกิริยาที่กันความรอน จึงไมเหมาะกับการ

บําบัดพืน้ที่ทีป่นเปอนดวยสาร PAH ความเขมขนต่ําและทําใหดินทีบ่ําบัดเสื่อมสภาพดวย 

(GAO/RCED-96-13, 1996) นอกจากนี้เม่ือส้ินสุดกระบวนการยังเกิดกากสารพิษและแกสพิษที่

ตองนํามาบาํบดัตอ  
 
การบําบัดดวยวิธีทางเคมี  

 

 วิธีการนี้เปนการบําบัดโดยพิจารณาสมบตัทิางเคมีของสารปนเปอน เชน ความสามารถใน

การละลาย การตกตะกอนนาํมาใชในการบําบัด และใหผลรวดเร็วกวาการบาํบดัทางชีวภาพ 

ตัวอยางการบาํบดัดวยวิธีทางเคมี เชน  

 การเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน (catalytic oxidation) ดวยสารที่ความสามารถในการออกซิ

ไดสสูง โดยการเติมสารเคมีหรือแกส เชน โอโซน  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด คลอรีน คลอรีนได

ออกไซด เพ่ือไปออกซไิดสสารปนเปอนทีม่ีพิษใหเปลี่ยนไปอยูในรูปที่มีพิษนอยลง หรือไมมีพิษ 

วิธีการนีต้องทําในถังบําบัดเฉพาะ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การตกตะกอน (Precipitation) เปนกระบวนการเปลี่ยนรูปของสารที่ปนเปอนที่ของเหลว 

ใหอยูในรูปของตะกอนทีไ่มละลายน้ํา โดยใชการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบส หรือการเติม

สารเคมีที่ชวยใหเกิดการตกตะกอน จากนัน้ทําใหตะกอนเกิดการรวมตัวหรือเอาตะกอนออกโดย

การกรอง (Blumer, 1976) 

 การเติมน้าํเพ่ือชะสารปนเปอนออกมาหรอืเติมสารเคมทีี่ชวยเพิ่มความสามารถในการ

ละลายน้ํา ใหกับสารปนเปอน เชน สารลดแรงตึงผิว (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การใชเบสเรงการสลายปนเปอน (Base/Glycolate Catalyzed Decomposition 

Dehalogenation) วิธีการนีท้ําในถังปฏิกิริยา โดยการเตมิโซเดียมไฮดรอกไซดหรือพอลิเอทิลีน 

ไกลคอลลงไปในปริมาณที่เหมาะสมกับการปนเปอนในพื้นที่ จากนั้นใหความรอนและหมุนเหวี่ยง
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ถังรีแอกเตอร โซเดียมไฮดรอกไซดจะชักนาํใหเกิดปฏิกิริยาดีฮาโลจิเนชัน (dehalogenation) และ

อาจเกิดการระเหยของสารปนเปอน โดยปกติแลวพอลิเอทิลีนไกลคอล จะไปแทนทีโ่มเลกุลของ

สารฮาโลเจน วิธีการนี้จะชวยใหความเปนพิษลดลง (Myers และคณะ, 2007)  

 การสกัดดวยตัวทําละลาย (Solvent Extraction) สกัดสารปนเปอนออกจากดนิหรือน้ําที่

ตองการบาํบดัโดยการสกดัดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม  จากนั้นนําตัวทําละลายไปบาํบดัตอไป 

นอกจากนี้ยังมีวิธีอื่นๆ เชน การสลายดวย photochemical decomposition, supercritical water 

decomposition, vapor-phase hydrogenation reduction  การออกซิเดชันดวยความรอน 

(thermal oxidation) การแลกเปลี่ยนประจ ุ(ion exchange) (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 
 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากวิธบีําบดัทางเคมีเปนปฏิกิริยารุนแรงและไมสามารถคาดเดาสารพิษ

ตกคางที่จะเกดิขึ้นได (Iimura และคณะ, 2002) นอกจากนีบ้างวิธ ีเชน การเติมน้าํเพ่ือชะสาร

ปนเปอนยังเปนการทําใหสารพิษกระจายตวัและยังเพ่ิมปริมาณสารพิษที่ตองบําบดั    

 
การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพ 

 
 เปนการใชระบบทางชีวภาพชวยลดสารพิษที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ขอดีคือคาใชจายต่ํา

กวาการบาํบดัดวยการเผา ซึง่อาจถูกกวาถึง 65-85%  แตอาจใชเวลาบําบัดนานกวาวิธีการอืน่ 

(Zechendorf, 1999) การบําบัดดวยวิธทีางชีวภาพใชความสามารถของสิ่งมีชีวิตในการยอยสลาย

สารอินทรียและความสามารถในการปรบัตวัใหดํารงอยูในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ สงผลให

ส่ิงมีชีวิตมีการสรางวิธีที่ชวยในการสลายสารพิษที่มีโครงสรางแบบตางๆได (Jansson, 2003) 

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพใหมีประสิทธภิาพสูงตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ เชน ภาวะแวดลอมของ

พ้ืนที่บําบดั โครงสรางและสมบัติของสารพิษที่ตองการบําบัดและจุลินทรียที่ใชในการบําบัด ซึ่ง

ตองมีความสมัพันธกัน  ดังแสดงในรูปที่ 2.2  
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รูปที่ 2.2 สามเหลี่ยมของการบําบดัดวยวิธทีางชีวภาพ (ที่มา Suthersan, 1999)  
 
เชนเดียวกับกระบวนการบําบัดโดยวิธีอืน่ๆ การบาํบดัดวยวิธีการทางชีวภาพก็มีขอจํากัด

คือไมสามารถใชวิธีการบาํบดันี้กับสารที่มโีครงสรางซับซอนหรือสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ใน

ข้ันตอนการเริ่มบําบัดตองใชความรูดานการคนควาวิจัยทางวิทยาศาสตร ข้ันตอนการบําบดัตองมี

การติดตามอยางตอเนื่อง ปจจุบันไดมีการประยุกตใชเซลลจุลินทรียเปนไปโอเซนเซอร เพื่อชวย

ในการติดตามผลการบาํบดั (Jansson, 2003) การบําบดัทางชีวภาพมี 2 วิธีคือ  
 
1. Biostimulation  
 
เปนการเติมสารอาหารหรือปรับภาวะใหเหมาะสมเพื่อใหจุลินทรียทองถ่ินสามารถยอย

สลายสารพิษได วิธีการนีต้องมีการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของพื้นที่ ที่ตองการ

บําบัดกอน ปจจัยที่ใชในการพิจารณาไดแก 

ปริมาณออกซเิจน เปนปจจยัสําคัญในกระบวนการยอยสลายแบบใชอากาศ (Adriaens 

และ Vogel, 1995) เชนการบําบัดคราบน้าํมัน การเพิ่มออกซิเจนอาจทําไดโดยการเติมอากาศลง

ในพื้นที่ทีต่องการบําบัดโดยตรง หรือเติมสารเคมีที่ใหออกซิเจน เชน ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

เปนตน (Adriaens และ Vogel, 1995; Atlas และ Unterman, 1999)  

การเติมสารอาหารที่จําเปน เพ่ือใหพ้ืนที่บาํบดัมีความอดุมสมบูรณ ตวัอยางเชนการ

บําบัดน้ํามนัของบริษัท Exxon Valdez ที่ชายหาด Alaskan มีการเติมไนโตรเจน และฟอสฟอรัส

ชวยในการบาํบัด (Atlas และ Unterman, 1999; Head และ Swannell, 1999; Romantschuk 

และคณะ, 2000)  

จุลินทรีย 

ภาวะแวดลอม

ของพ้ืนที่ เชน 

ความเปนกรด-เบส 
คารีดอกส   อุณหภูมิ 
ความชื้น   สารอาหาร 

การยอยสลาย

ทางชีวภาพ 

โครงสรางและ

สมบัติของสารที่

ตองการบําบัด 
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การปรับคาความเปนกรด-เบสเนื่องจากจลิุนทรียสวนใหญทํางานไดดีที่คาความเปน

กรด-เบสเหมาะสมในชวง 6.5-8.5 แตจากการสํารวจพื้นที่ปนเปอน PAH มักมีคาความเปนกรด-

เบสประมาณ 2.0 จึงจําเปนตองเติมสารทีช่วยในการปรับภาวะของพื้นที่บําบดั เชน แคลเซียม

คารบอเนต หรือ แอมโมเนยีมซัลเฟต เปนตน (Bowlen และ Kosson, 1995)  

การเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย เชน การเติมสารลดแรงตึงผิว (Romantschuk 

และคณะ, 2000) 
 

2. Bioaugmentation  
 

ในกรณีที่จุลินทรียทองถ่ินไมสามารถยอยสลาย PAH ที่ปนเปอนในพืน้ที่ที่ตองการ

บําบัดได จําเปนตองใชจุลินทรียสายพันธุอ่ืนหรือหลายสายพันธุเพ่ือชวยในการบาํบดัสารปนเปอน 

วิธีนี้เปนการเพิ่มปริมาณจุลินทรียที่มีความสามารถในการสลาย PAH ลงในพื้นที่ทีต่องการบาํบดั 

โดยปกติแลวจะใชรวมกับวธิี Biostimulation เพ่ือชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการบาํบดั (Vogel, 1996) 

จุลินทรียที่เลือกใชในกระบวนการ Bioaugmentation ตองมีความสามารถในการสลายสาร

ปนเปอนไดเปนอยางด ีเนื่องจากจุลินทรียทองถ่ินยังไมสามารถบาํบดัสารพิษที่ปนเปอนในบริเวณ

นั้นได ตองอยูรอดในพืน้ที่บาํบดั เชน ดินที่ลึก ชายฝงที่มีความเค็ม หรือมีการเปลี่ยนแปลงของ

อุณหภูมิในชวงกวาง เชน Arthrobacter chlorophenolicus A6 ซึ่งสามารถยอยสลาย                  

4-คลอโรฟนอลที่ปนเปอนในดินที่อณุหภมูิต่ําและมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิในชวง 5-28๐
ซ 

(Backman และ Jansson, 2004a; Backman และ Jansson, 2004b)นอกจากนี้ยังตองทนตอการ

ถูกยับยั้งการทํางานจากจุลินทรียทองถ่ิน (Habe และคณะ, 2001)  

Bioaugmentation สามารถทําไดโดยการเติมจุลินทรียลงในพื้นที่ทีต่องการบําบัดโดยตรง 
เรียกวา in situ treatment ซึ่งเสียคาใชจายนอย แตประสิทธิภาพในการบําบัดอาจลดลงและยัง

ตองมีการควบคุมการแพรกระจายของจุลินทรียหรือสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น  อีกวธิหีนึ่งเปนการ

นําเอาดินทีป่นเปอนมลพิษมาบาํบดัในไบโอรีแอกเตอรเรียกวา ex situ treatment วิธีการนี้มี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัสูงกวา เนื่องจากสามารถควบคมุปจจัยที่เก่ียวของในการบาํบัดไดงาย

กวา แตมีคาใชจายในการตองขนยายดินมาบาํบดัและขนยายกลับไปเมื่อบําบัดเสร็จแลว (Vogel, 

1996) โดยปกติแลวจะนิยมการบําบัดแบบ in situ treatment มากกวา (Romantschuk และ

คณะ, 2000) 

และเนื่องจากโครงสรางของ PAH แตละชนิดมีความแตกตางกัน และสมบัติทางเคมี

ของ PAH ที่ละลายน้าํไดนอย สลายตัวชาและถูกดดูซับในธรรมชาติไดเปนอยางดี ทําใหมีการ

พัฒนาวิธีการบําบัดสารพิษใหมีประสิทธภิาพสูงข้ึนเร่ือยๆ (Mohan และคณะ, 2006)  

  
 จากขอมูลที่กลาวมา จะเห็นไดวาวิธีการบําบัดสารปนเปอนในสิ่งแวดลอมมีหลายวิธี การ

เลือกใชวิธีที่เหมาะสมตองพิจารณาจากหลายปจจัย เชน พ้ืนที่บาํบดั สมบตัิของสารที่ตองการ

บําบัด คาใชจาย เปนตน และเมื่อเปรียบเทียบวิธีการบาํบดัโดยวิธีทางกายภาพ  เคมี และวิธีทาง

ชีวภาพ  จะเหน็ไดวากระบวนการบาํบดัดวยวิธีทางชีวภาพมีขอดีหลายประการ เชน สามารถ
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ประยุกตใชในพื้นที่มีความเปนกรด-เบสในชวงกวาง หรือแมกระทั่งพ้ืนที่ที่มีความเค็ม สามารถ

เลือกบําบดัสารไดตามโครงสราง อัตราการเกิดปฏิกิริยาสูง ไมเกิดสารตกคางและปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นงายตอการควบคุม เปนวิธีการที่สามารถนําไปบําบัดบริเวณพ้ืนที่ปนเปอนได (in situ 

application) ไมเกิดกากสารพิษที่ตองนําไปบาํบดัตอ เปนวิธีการที่ถูกตองตามมาตรฐาน

ส่ิงแวดลอมและไมเกิดอนัตรายตอผูปฏิบตัิงานและผูอยูอาศัยในบริเวณใกลเคียง (Aitken, 1993; 

Karam และ Nicell, 1997; Vidali, 2001; Samanta และคณะ, 2002)   
 

การบําบัดทางชีวภาพดวยรา   

 

ราเปนสิ่งมีชีวิตที่มีบทบาทสาํคัญในกระบวนการยอยสลายสารอินทรียในธรรมชาติ

เนื่องจากสามารถทนความเขมขนของมลพิษที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมไดดีกวาแบคทีเรีย และยัง

สามารถทนตอภาวะทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญไดดีกวา เชน ในที่มีอาหารจํากัด อุณหภูมิสูง ความ

เปนกรด-เบสสูง ปริมาณคารบอนไดออกไซดสูง ในดนิทีม่ีความเค็ม เปนตน จึงมีผูสนใจศกึษา

ความสามารถของราในกระบวนการบําบดัสารพิษ ซึ่งพบวามีราหลายชนิดที่มีศักยภาพในการยอย

สลายสารพิษชนิดตางๆ ไดด ี(Evans และ Hedger, 2001)  ดังตัวอยางที่แสดงไวในตารางที่ 2.2  

 
 
ตารางที่ 2.2   ตัวอยางราทีส่ามารถยอย PAH ได (ดดัแปลงจาก Cerniglia, 1997; Zhang และ

คณะ, 2006)  
 
PAH     ชนิดเชื้อรา 

 
แนพธาลีน          Absidia glauca, Aspergillus niger 

Basidiobolus ranarum 
Candida utilis, Choanephora campincta, Circinella sp.           
Claviceps paspali, Cokeromyces poitrassi, Conidiobolus gonimodes 
Cunninghamella bainieri, Cunninghamella elegans, Camellia japonica 
Emericellopsis sp., Epicoccum nigrum 
Gilbertella persicaria, Gliocladium sp. 
Helicostylum piriforme, Hyphochytrium catenoides 
Linderina pennispora  
Mucor hiemalis 
Neurospora crassa 
Panaeolus cambodginensis, Panaeolus subbalteatus              
Penicillium chrysogenum, Pestalotia sp., Phlyctochytrium reinboldtae 
Phycomyes blakesleeanus, Phytophthora cinnamomi,               
Psilocybe cubensis, Psilocybe strictipes, Psilocybe stuntzii 
Psilocybe subaeruginascens  
Rhizophlyctis harderi, Rhizophlyctis rosea, Rhizopus oryzae 
Rhizopus stolonifer 
Saccharomyces cervisiae, Saprolegnia parasitica, Smittium culicis 
Smittium culisetae, Smittium simulii, Sordaria micola 
Syncephalastrum racemosum 
Thamnidium anomalum 
Zygorhynchus moelleri 
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ตารางที่  2.2 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย PAH ได (ดดัแปลงจาก Cerniglia, 1997; 
Zhang, 2006)  

 
PAH     ชนิดเชื้อรา 

 
อะซีแนพธีน          Cunninghamella elegans  

Trametes versicolor 
 
ฟแนนทรีน          Aspergillus niger, Agrocybe aegerita 

Bjerkandera adjusta 
Cunninghamella elegans, Cylindrocladium simplex, Curvularia lunata                    
Curvularia tuberculata, Cylindrocladium simplex 
Daedaela quercina 
Flamuli na velutipes 
Kuehneromyces mutabilis 
Laetiporus sulphureus 
Monosporium olivaceum 
Naematoloma frowardii 
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus laevis, Pleurotus ostreatus 
Syncephalastrum racemosum 
Trametes versicolor 

 
แอนทราซีน          Bjerkandera sp., Bjerkandera adjusta 

Ceriporiopsis subvermispora, Cladosporium herbarum,  
Coriolopsis polyzona, Curvularia lunata, Curvularia tuberculata 
Cryphonectria parasitica Cylindrocladium simplex 
Cunninghamella elegans 
Daedaela quercina, Drechslera spicifera 
Flamulina velutipes, Fusarium moniliforme 
Laetiporus sulphureus, 
Marasmiellus sp., Monosporium olivaceum 
Naematoloma frowardii 
Oxysporus sp. 
Penicullium sp., Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium 
Phanerochaete laevis, Pleurotus sajor-caju 

 Ramaria sp., Rhizopus arrizus, Rhizoctonia solani  
Trametes versicolor 
Verticillium lecanii 

 
ฟลูออรีน          Cunninghamella elegans 

Laetiporus sulphureus 
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus 
Trametes versicolor 
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ตารางที่  2.2 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย PAH ได (ดดัแปลงจาก Cerniglia, 1997; Zhang, 

2006)  
 
PAH     ชนิดเชื้อรา 

 

ฟลูออแรนทรีน  Aspergillus terreus 
Bjerkandera adjusta, Beauveria alba 
Cunninghamella elegans, Cunninghamella blackesleeana               
Cunninghamella echinulata 
Cryptococcus albidus, Cicinobolus cesatii 
Daedaela quercina 
Flamulina velutipes 
Laetiporus sulphureus 
Naematoloma frowardii 
Mortierella ramanniana, Marasmiellus sp. 
Pleurotus ostreatus, Pestalotia palmarum, Penicullium sp. 
Rhizopus arrhizus 
Sporormiella australis 

 
ไพรีน  Agrocybe aegerita, Aspergillus niger 

Bjerkandera adjusta 
Cunninghamella elegans, Candida parapsilopsis, Crinipellis maxima 
Crinipellis perniciosa, Crinipellis stipitaria, Crinipellis zonata 
Dichomitus squalens 
Flammulina velutipe, Fusarium oxysporum 
Kuehneromyces mutabilis 
Laetiporus sulphureus 
Marasmiellus ramealis, Marasmius rotula, Mucor sp. 
Naematoloma frowardii 
Phanerochaete chrysosporium, Penicillium sp. 
Penicillium janthinellum, Pittosporum glabrum  

Pleurotus ostreatus, Pleurotus sp., Penicillium janczewskii 
Syncephalastrum racemosum 
Trammetes versicolor, Trichoderma harzianum 
 

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน Candida krusei, Cunninghamella elegans 
Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis 
Penicillium janthinellum, Pleurotus ostreatus 
Rhodotorula minuta 
Syncephalastrum racemosum 
Trametes versicolor 
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ตารางที่  2.2 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย PAH ได (ดดัแปลงจาก Cerniglia, 1997; Zhang, 

2006)  
 
PAH     ชนิดเชื้อรา 

 

เบนโซ[เอ]ไพรีน  Aspergillus ochraceus 
Bjerkandera adusta, Bjerkandera sp. 
Candida maltosa, Cladosporium sp., Candida maltosa 
Candida tropicalis, Chrysosporium pannorum 
Cunninghamella elegans 
Mortierella verrucosa 
Naematoloma frowardii, Neurospora crassa 
Penicillium janczewskii, Penicillum janthinellum 
Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis 
Pleurotus ostreatus 
Ramaria sp. 
Saccharomyces cerevisiae, Syncephalastrum racemosum 
Trametes versicolor, Trichoderma sp., Trichoderma viride 

 
เบนโซ[อ]ีไพรีน  Cunninghamella elegans 
 
ไครซีน Cunninghamella elegans 

Penicillum janthinellum 
Syncephalastrum racemosum 

 
ไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซนี  Penicillum janthinellum 
                  Trametes versicolor 

 

จากการศึกษาความสามารถของราหลายชนิดพบวาราในกลุมไวทรอท (white rot fungi) 

ซึ่งเปนราในคลาส Basidiomycetes ที่เจริญบนไมแลวสามารถเปลี่ยนสีเนื้อไมใหเปนสีขาวได และ

มีการรายงานวารากลุมนี้มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไมซึ่งมีโครงสรางซับซอน โดยสราง

เอนไซมที่หล่ังออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) เพ่ือสลายโครงสรางหลักของเนื้อไมกอน

นําเอาเซลลโูลสหรือเฮมิเซลลูโลสมาใชในการเจริญ (Steffen และคณะ, 2003) เม่ือพิจารณา

โครงสรางหลักของเนื้อไมจะเห็นวามีสวนประกอบหลักคือลิกนิน โดยมีมากถึง 20-30%  ลิกนิน

เปนสารประกอบที่มีโครงสรางเปนโมโนเมอรลักษณะวงแหวนเชื่อมตอกันหลายๆวงจนเปน

โมเลกุลใหญ (heterogeneous polyphenolic polymer) ดังแสดงในรปูที ่2.3ก (Buswell และ 

Odier, 1987; Tien และ Kirk, 1988) 
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รูปที่  2.3 โครงสรางของลิกนิน (ก) และ เปรียบเทียบหนวยยอยของลิกนินกับโครงสรางของ  

PAH (ข) (ดดัแปลงจาก Brunow, 2001; Pointing, 2001)  

ก 

ข 

หมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 

วงแหวนแอโรแมติก 
(ฟนิล) 

หมูแอลกอฮอลิก 

ไฮดรอกซิล 

หมูเมธอกซิล 

โครงสรางแบบ        

ไดเบนโซไดออกโซซีน 

พันธะบีตา-โอ-4  อีเธอร 

พารา-คูเมริล  
แอลกอฮอล 

โคนิเฟอริล  
แอลกอฮอล 

ไซนาพิล  
แอลกอฮอล 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน ไบฟนิล 

ไครซีน แนพธาลีน อะซิแนพไธลีน 
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 เม่ือพิจารณาจากรูป 2.3ก จะเห็นไดวาโครงสรางของลิกนินประกอบดวยอนุพันธของวง

แหวนเชื่อมตอกันจนเปนโมเลกุลขนาดใหญ และในรูป 2.3ข  จะเห็นไดวาหนวยยอยของลิกนินทั้ง 

3 ชนิด ไดแก โคนิเฟอริล แอลกอฮอล  ไซนาพิล แอลกอฮอล และพารา-คูเมริลแอลกอฮอล  มี
ลักษณะเปนวงเบนซีน คลายกับโครงสรางของ PAH  ดังนั้นจึงมีการนําเอนไซมที่สรางจากรากลุม

ไวทรอทมาศึกษาความสามารถในการสลายสารที่มีโครงสรางแบบวงแหวนคลายกับลิกนิน เชน 

สารในกลุม PAH (Field และคณะ, 1992; Bogan และ Lamar, 1996; Rabinovich และคณะ, 

2004; Svobodova และคณะ, 2006)   
 มีรายงานหลายฉบับแสดงใหเห็นวาความสามารถของราไวทรอทในการเปลี่ยนสี

สังเคราะหมักเก่ียวของกับความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน เชน แลคเคส 

แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดส (Chivukula และคณะ, 1995; Heinfling 

และคณะ, 1998; Schliephake และคณะ, 2000; Saparrat และ Guillen, 2005)  ดังนั้นการ

คัดเลือกหาราที่มีความสามารถในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ligninolytic enzyme) 

เพ่ือประยุกตใชในการยอยสลาย PAH จึงเร่ิมจากการทดสอบความสามารถของราในการฟอกสี

หรือการเปลี่ยนสีพอลิแอนทราควิโนน เชน poly R-478   poly B-411  rhemazol brilliant blue 

R (RBBR) หรือการเปลี่ยนสียอม (polymeric dyes) ชนิดตางๆ เชน azure-B หรือ phenol red 

เปนตน หรือการเปลี่ยนสีสารสังเคราะหชนิดตางๆ เชน syringaldazine หรือ ไกวเอคอล (Gold 

และคณะ, 1988; Nishida และคณะ, 1988; Boominathan และคณะ, 1990; Archibald, 1992; 

Field และคณะ, 1992; De Jong และคณะ, 1994; Doerge และคณะ, 1997; Okino และคณะ, 

2000; Trupkin และคณะ, 2003; Kiiskinen และคณะ, 2004) 

 
 ไกวเอคอล หรือ 2- เมธอลซิลฟนอล มีสูตรทางเคม ีC7H8O2 เปนสารสังเคราะหที่มีหมู   

ฟนอลเปนองคประกอบ (synthetic phenolic reagents) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ปจจบุันไดมีการนํา 

ไกวเอคอล มาใชเปนอินดิเคเตอรสําหรับคดัแยกราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมแลคเคส  

(Nishida และคณะ, 1988; Addleman และคณะ, 1995; Koker และคณะ, 2000; Okino และ

คณะ, 2000; Kiiskinen และคณะ, 2004) 

 
 

 
     รูปที่ 2.4   โครงสรางของไกวเอคอล 
 
 
 Kiiskinen และคณะ (2004)  ไดศึกษาการใชสีทดสอบชนิดตางๆ เปนอินดิเคเตอรในการ

คัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตแลคเคส โดยนําราที่ผลติแลคเคสได 24 สายพันธุ 
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มาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบจาํนวน 4 ชนิด ไดแกไกวเอคอลโดยสังเกตการ

เปลี่ยนสีจากไมมีสีเปนสีแดงน้ําตาล (reddish-brown halo)  RBBR และ poly R-478 สังเกตจาก

การเปลี่ยนฟอกสีจากสีชมพูเปนไมมีสี (colourless halo) และสําหรับแทนนิน สังเกตจากการ

เปลี่ยนสีจากน้าํตาลออนเปนสีน้ําตาลเขม พบวา การทดสอบโดยใช RBBR  Poly R-478  และ

ไกวเอคอลใหผลการทดสอบที่ใกลเคียงกนั มีความแตกตางกันเพียง 1 สายพันธุ จากผลการ

ทดลองดังกลาวผูวิจัยเสนอแนะวาการใช RBBR   Poly R-478 และไกวเอคอลในการตรวจสอบ

และคัดแยกจลิุนทรียที่สรางแลคเคส เปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และเช่ือถือได  
 
 Bergmeyer (1974)   อธิบายปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการเปลี่ยนสีของไกวเอคอล  ดังนี้  

 

 

4 Guaiacol + 4H2O2                                                              Tetraguaiacol + 8H2O 

          ไมมีสี              สีแดงน้ําตาล 
  

 เม่ือไกวเอคอล ถูกออกซิไดสโดยแลคเคสในภาวะที่มไีฮโดรเจนเพอรออกไซดรวมดวย 

ไกวเอคอลซึ่งไมมีสีจะถูกเปลี่ยนเปน tetraguaiacol ซึ่งมีสีแดงน้าํตาล นอกจากแลคเคสที่ให

ผลบวกกับไกวเอคอลแลว บางครั้งยังพบวามีเอนไซมในกลุมเพอรออกซิเดส เชน ลิกนินเพอร

ออกซิเดสสามารถออกซิไดสไกวเอคอลในภาวะที่มีเวอราทริลแอลกอฮอลเปนเมดิเอเตอรได

เชนกัน (Koduri และ Tien, 1995) 

 Phenol Red หรือ phenolsulfonphthalein (PS) มีสูตรทางเคมี C19H14O5S มักถูกใช

เปน pH indicator เม่ือโมเลกุลของ phenol red ซึ่งมีสีสมแดงสูญเสียโปรตอนทาํใหอยูในรูปของ 

phenol red ที่มีประจุลบซึ่งมีสีเหลืองและหากเกิดการสูญเสียโปรตอนอีกคร้ังจะทําใหเกิดเปนสี

แดง ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้สามารถนํามาใชในการตรวจสอบเอนไซมทีม่ีเรงปฏิกิริยารับสง

อิเล็กตรอน  สูตรโครงสรางของ phenol red ดังแสดงในรูปที่ 2.5 

 
      

 
รูปที่ 2.5   โครงสรางของ phenol red 

แลคเคส 

สีเหลือง 
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 Azure B  เปนสารสังเคราะหสีน้ําเงินเขมอยูในกลุมสีอะโซ โมเลกุลประกอบดวยวงเบน

ซีน 3 วงเชื่อมตอกันดังแสดงในรูปที่ 2.6 โดยปกตแิลวสีกลุมนี้จะไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรียใน

ภาวะแบบใชอากาศ (aerobic condition) แตมักถูกยอยสลายในภาวะที่ไมมีอากาศ (anaerobic 

condition) แตผลิตภัณฑทีไ่ดจะมีความเปนพิษและอาจมีความสามารถในการกอมะเร็ง 

(Michaels และ Lewis, 1985, 1986) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่พันธะอะโซ ซึ่งจะถูกริดิวซแลวเปลี่ยน

โครงสรางไปเปนแอโรแมตกิเอมีน เกิดเปนสารประกอบไมมีสีหรือโดยทั่วไปเรียกวาเกิดการฟอก

สี (Michaels และ Lewis, 1986) มีรายงานวารากลุมไวทรอทบางสายพันธุที่ผลติเอนไซมกลุม

ยอยสลายลิกนินที่มีแอคติวติีสูงเทานัน้ จงึสามารถยอยสลายสีอะโซในภาวะแบบใชอากาศได เชน 

P. chrysosporium (Bumpus และ Aust., 1986; Asamudo และคณะ, 2005) Pleurotus sp. 

(Espindola และคณะ, 2007) หรืออาจตองอาศัยการทาํงานของราไวทรอท 2 สายพันธุรวมกัน 

เชน Trametes villosa กับ Pycnoporus sanguineus (Machado และคณะ, 2006) เอนไซมที่

เก่ียวของกับการฟอกสี สีอะโซของรากลุมไวทรอทแตละสายพันธุ จะแตกตางกันไป โดยสวนใหญ

มักเกิดจากการทํางานของลิกนินเพอรออกซิเดส เชน P. chrysosporium  แตสําหรับราที่ไมสราง

ลิกนินเพอรออกซิเดส เชน P. sajorcaju  พบวาการสลายสีอะโซเกดิขึ้นโดยแลคเคส (Chagasa 

และ Durrant, 2001) หรือบางครั้งอาจพบวาการสลายสอีะโซของราไวทรอทเกิดจากแมงกานีส

เพอรออกซิเดส เชน Irpex lacteus (Susla และ Svobodova, 2008) หรือใน  P. chrysosporium 

บางสายพนัธุ (Chagasa และ Durrant, 2001) 

 
        รูปที่ 2.6   โครงสรางของ azure B 
 

 มีรายงานวิจัยที่เก่ียวของกับการคัดแยกราที่สามารถสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

โดยอาศัยการเปลี่ยนสีของสารทดสอบ เชน Okino และคณะ (2000)  ไดคัดแยกราในกลุม 

basidiomycetes ที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ligninilytic 

enzyme) จํานวน 116 สายพนัธุ โดยพิจารณาความสามารถในการออกซิไดส RBBR และ ไกวเอ

คอล พบวาราที่สามารถออกซิไดส RBBR และไกวเอคอล มีจํานวน 96.6% และ 87.1% 

ตามลาํดบั และเมื่อนําราเหลานี้มาตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซม พบวาสามารถผลติ

แลคเคส 96.6% และเพอรออกซิเดส 92.2% ตามลําดับ และไดสรุปวาวิธีการคดัเลือกราโดย

พิจารณาความสามารถในการออกซิไดส RBBR และไกวเอคอล เปนวิธีการคดัเลอืกราท่ีสามารถ

สรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดอยางรวดเร็ว  
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 Koker และคณะ (2000)  ไดคดัแยกรากลุมไวทรอทและศึกษาความสามารถในการผลิต

เอนไซมชนดิตางๆ  ตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินเบื้องตน

โดยใช Poly R-478 จากนัน้นําสายพันธุที่ใหผลบวกกบั Poly R-478 มาตรวจสอบความสามารถ

ในการสรางแลคเคส ลิกนนิเพอรออกซิเดสและแมงกานสีเพอรออกซิเดส โดยสังเกตการเปลี่ยนสี

ของไกวเอคอล azure-B และ phenol red ตามลาํดบั นอกจากนี้ยังไดมีการตรวจสอบหาการผลติ 

เซลลูเลส ไทซเิดส ไซลาเนส และเพอรออกซิเดส  จากการคัดเลือกราดวยวิธีการที่กลาวมาทําให

ไดราหลายสายพันธุที่มีความสามารถสูงในการประยุกตใชในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ 

 

 ราที่สรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน สามารถแบงออกได 3 กลุม ตามความสามารถในการ

สรางเอนไซมดังนี ้(Hatakka, 2001)  
 
 กลุมที่ 1 สามารถสรางเอนไซม ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีสเพอรออกซิเดส  

   และแลคเคส  

 กลุมที่ 2 สามารถสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส และแลคเคส  

 กลุมที่ 3 สามารถสรางเอนไซม แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคสซึ่งเปนกลุมที่พบ

   มากที่สุด (Hatakka, 2001)  
 ยกเวน P. chrysosporium ที่มีรายงานวาสามารถสรางเอนไซม ลิกนนิเพอรออกซิเดส
และแมงกานีสเพอรออกซิเดสแตไมสามารถสรางแลคเคส (Farrell และคณะ, 1989; Stewart 

และ Cullen, 1999)  
 
 จากขอมูลที่กลาวมา  จะเหน็ไดวาราไวทรอทผลิตเอนไซมที่เก่ียวของในการสลายลิกนินที่

สําคัญคือ แลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนนิเพอรออกซิเดส เอนไซมเหลานี้นอกจาก

สามารยอยลิกนินที่มีโครงสรางซับซอนแลวมีสามารถยอยสลายหรือทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงของ

สารชนิดอื่นๆ ที่มีโครงสรางทั้งแบบเสนตรงและโครงสรางแบบวงแหวนไดอีก เชน สียอม        

ไบโอฟลม PAH  หรือสามารถนํามาประยุกตใชในกระบวนการบําบดัน้าํทิ้งจากอตุสาหกรรมฟอก

เย่ือกระดาษ (Wu และคณะ, 2005) โดยเอนไซมทั้ง 3 ชนิดสามารถออกซิไดสสารประกอบ
กลุมฟนอลิก (phenolic compound) ใหเปนอนุมูลฟนอกซี ในขณะทีส่ารกลุมที่ไมใชฟนอลิกจะ

ถูกออกซิไดสเปนอนุมูลแคทไอออน (Srinivasan และคณะ, 1995) เนื่องจากเอนไซมกลุมนี้มีกลไก

พิเศษคือเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของอิเล็กตรอนอิสระ จากนั้นอิเล็กตรอนอิสระเกิด

ออกซิเดชันตอกับสารที่มารบัอิเล็กตรอน ทําใหเกิดการออกซิไดสสารแบบไมจาํเพาะเจาะจง 
(Reddy และ Mathew, 2001; Law และคณะ, 2003; Pointing, 2001) จึงเปนที่นาสนใจศึกษา

สมบัติและการทํางานของเอนไซมแตละชนิด  
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 แลคเคส 
 
 แลคเคส (Bezenediol: oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2) หรือ blue-copper 

oxidase เนื่องจากประกอบดวยอะตอมของคอปเปอรบริเวณเรงปฏิกิริยาจํานวน 4 อะตอม     

แลคเคสเปนเอนไซมที่พบมากในราไวทรอทและมีหลายไอโซฟอรม (Hatakka, 2001) สามารถ

ออกซิไดสสารประกอบที่มีหมูฟนอลิกเปนองคประกอบและยังสามารถออกซิไดสสารประกอบที่ไม

มีหมูฟนอลิกเปนองคประกอบที่มีคาไอออนไนเซชันโพเทนเชียนต่ําไดดวยเชนกัน (Mester และ 

Tien, 2000; Reddy และ Mathew, 2001; Aust และคณะ, 2003) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปน

กระบวนการขนสงอิเล็กตรอน (รูปที่ 2.7) ทําใหสารเกดิการเปลี่ยนโครงสรางของหมูฟนอลไป

เปนควินนี  ในการยอยสลายลิกนินนั้นแลคเคสจะออกซไิดสวงแหวนเบนซนีบริเวณตําแหนง     

Cα-Cβ ของสายยอย (สายขาง) เปนอันดับแรก หรืออาจออกซิไดสพันธะที่เช่ือมระหวางหมู แอลคิล-

ฟนิล และสามารถเรงปฏิกิริยาดีเมธอกซิเลชันทําใหโครงสรางของลิกนินมีขนาดเลก็ลง ซึ่งเปน

จุดเริ่มตนของกระบวนการสลายลิกนิน (Kawai และคณะ, 1988; Mayer และ Staples, 2002; 

Gianna และคณะ, 2003; Hamman, 2004)  
 
 กระบวนการทาํงานของแลคเคสตองอาศัยสารที่ชวยในการขนสงอิเล็กตรอนที่เรียกวา 

เมดิเอเตอรทําใหแลคเคสมคีวามสามารถในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันในสารอินทรียไดหลาย

ชนิด สารที่ใชเปนซับสเตรทในการตรวจสอบแอคติวิตีของแลคเคส ไดแก syringaldehyde  HBT 

และ ABTS (Majcherczyk และคณะ, 1998; Wells และคณะ, 2006) 
   

 
 

 

รูปที่ 2.7  กลไกการออกซิเดชันโดยแลคเคส (ดดัแปลงจาก Wells และคณะ, 2006) 
 
 Wells และคณะ (2006) ไดศึกษาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแลคเคสในภาวะที่มี 

เมดิเอเตอร พบวาแลคเคสประกอบดวยอะตอมของคอปเปอรบริเวณเรงปฏิกิริยา จํานวน 4 

อะตอม  แลคเคสจะออกซิไดสสารประกอบที่มีอิเล็กตรอนสูง (electron-rich compounds) เชน 

สารที่มีหมูฟนอลเปนองคประกอบ อยางไรก็ตามคารีดอกซโพเทนเชียล (รีดอกซ potential) ของ

แลคเคสไมสูงพอท่ีจะสลายพันธะ C-C ที่อยูในรูปพันธะอะลิฟาติกได ตองอาศัยเมดิเอเตอรที่มีคา

รีดอกซสูงชวยในการทาํปฏิกริิยาจึงจะสามารถสลายพันธะ C-C ที่อยูในรูปพันธะอะลิฟาติกได 

เมดิเอเตอรที่พบไดในธรรมชาติ เชน ไฮโดรเจนเพอรออกไซดซึ่งจะทําหนาทีด่ึงอิเล็กตรอนออก

จากซับสเตรท เชน ABTS, PAH หนวยยอยของลิกนินหรือสารอินทรียอื่นๆ จากนัน้จะสง   

อิเล็กตรอนตอไปยังโมเลกลุคอปเปอรของแลคเคส ซึง่จะไปรีดิวซไดออกซิเจนและไดผลิตภัณฑ

4 Cu+ 

4 Cu++ ABTS H2O2

ABTS- 

H2O 
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สุดทายเปนน้ํา ดังแสดงในรปูที่ 2.7  การเกิดปฏิกิริยาเอนไซมออกซไิดสเมดิเอเตอรแตกตางจาก

เอนไซมออกซไิดสสับสเตรต เนื่องจากเมดเิอเตอรที่อยูในภาวะรีดิวซ ยังสามารถกลับมาหมุนเวียน

ในกระบวนการเรงปฏิกิริยาไดอีก ความสามารถในการรับสงอิเล็กตรอนของแลคเคสจะเปลี่ยนไป

เม่ือคาความเปนกรด-เบสเปลี่ยนแปลง โดยปกตแิลคเคสทํางานไดทีใ่นภาวะที่เปนกรดและไมม ี
chelating agent แลคเคสพบไดในราหลายสายพันธุ เชน T. versicolor T. trogii  P. ostreatus  
P. laevis  L. edodes  C. gallica (Bogan และคณะ, 1996b; Bressler และคณะ, 2000; Colao 

และคณะ, 2003; Okamoto และคณะ, 2003; Zhao และคณะ, 2003; Kim และคณะ, 2004)  
 
 แลคเคสจากทีส่รางจากราแบงออกเปน 2 กลุม คือแลคเคสจากราคลาส Basidiomycetes 

และแลคเคสจากราคลาส Ascomycetes ซึง่มีลําดับกรดอะมิโนที่แตกตางกันและขอมูลการจัดกลุม
โดยแผนภูมิตนไมพบวามีความแตกตางกัน (Hoegger และคณะ, 2006) ลําดบันิวคลีโอไทดของ

ยีนแลคเคสในรามีความเหมอืนกันคอนขางต่ํา ยกเวนบริเวณเรงปฏิกิริยาที่มีคอปเปอรเปน

องคประกอบซึ่งเปนบริเวณที่มีการอนุรักษไวสูง (Salony และคณะ, 2008)  รายงานของ 

Karahanian และคณะ (1998) พบวายีนแลคเคสของราไวทรอท Ceriporiopsis subvermispora 

ประกอบดวย open reading frame (ORF) จํานวน 2215 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่

ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 419 หมู มีอินทรอน 11 ตําแหนง ลําดับกรดอะมิโนมีความ
เหมือน 63-68% กับแลคเคสของราคลาส Basidiomycetes บริเวณเรงปฏิกิริยาประกอบดวย   

คอปเปอรอยูตรงกลางและมีฮิสตดิีน 10 หมู และซิสเตอีน 1 หมูลอมรอบ เชนเดียวกับราในคลาส 

Basidiomycetes สายพันธุอืน่ๆ Chen และคณะ (2004) พบวาลําดบันวิคลีโอไทดของยีนแลคเคส

จาก cDNA ของ Volvariella volvacea มี ORF จํานวน 1557 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่

ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 519 โมเลกุล สําหรับยนีแลคเคสของ Pleurotus ostreatus  
ประกอบดวย 2929 คูเบสและมีอินทรอน 19 ตําแหนง และเมื่อตรวจสอบแลคเคสจาก cDNA 

พบวาม ีORF จํานวน 1599 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 533 

โมเลกุล (Okamoto และคณะ, 2003) 
 
 แมงกานีสเพอรออกซิเดส 
 
 แมงกานีสเพอรออกซิเดส  (EC 1.11.1.13) โครงสรางประกอบดวยเฟอรริก ฮีม (ferric 

heme) พบไดในราไวทรอทหลายสายพันธุเชนเดียวกับแลคเคส (Hatakka, 2001) แตแมงกานีส

เพอรออกซิเดสสามารถออกซิไดสสารอินทรียชนิด nonphenolics ที่มีคาไอออนไนเซชันโพเทน

เชียนสูงได ในขณะที่แลคเคสไมสามารถออกซิไดสได (Cullen, 2002) 
 
  MnP + H202    MnPI  + H20 
 
  MnPI + Mn2+   MnPII  + Mn3+ 
 
  MnPII + Mn2+    MnP  + Mn3+ + H20 

 

 รูปที่ 2.8   ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส 
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 ปฏิกิริยาการออกซิเดชันสารประกอบที่มีโครงสรางเปนวงเบนซีนโดยแมงกานีสเพอรออก

ซิเดส (MnP) เกิดขึ้นโดยอาศัยอิออนของแมงกานีสอิสระชวยในการรับสงอิเล็กตรอน (เมดิเอ

เตอร) และตองการไฮโดรเจนเพอรออกไซดและแมงกานีสอิสระ(Mn2+) ซึ่งไดมาจากกรดอินทรียที่

เกิดขึ้นในธรรมชาติ เชน ออกซาเลตหรือมาโลเนต ชวยในการทําปฏิกริิยา (Mester และ Tien, 

2000) รูปที่ 2.7 และ 2.8 อธิบายปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เร่ิมตนโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดสในภาวะ

ปกติถูกออกซไิดสโดยไฮโดรเจนเพอรออกไซด ทําใหอยูในรูป two-electron oxidized ferric 

enzyme หรือเรียกวา MnP compound I ซึ่งถูกออกซิไดสดวย 2 อิเล็กตรอน การที่จะกลับเขาสู

สถานะเดิมไดตองปลอยอิเล็กตรอนจํานวน 2 อิเล็กตรอนออกจาก oxidized ferric enzyme โดย

สงอิเล็กตรอนใหกับแมงกานีสอิสระ Mn2+
ครั้งละ 1 อิเล็กตรอน หลังจากใหอิเล็กตรอนแลว MnP 

compound I จะเปลี่ยนไปอยูในรูปของ MnP compound II ซึ่งถูกออกซิไดสดวย 1 อิเล็กตรอน   

เม่ือแมงกานีสอิสระ Mn2+
 ไดรับอิเล็กตรอนจะเปลี่ยนสภาพเปน Mn3+

 ซึ่งอยูในสภาพออกไซด 

จากนั้น Mn3+
 จะสงอิเล็กตรอนใหกับสารอื่น เชน หมูฟนอล ทําใหสารนั้นเกิดการออกซิไดสใน

ที่สุด (Cullen, 2002) สําหรับ MnP compound II จะใหอิเล็กตรอนกับ Mn2+
 โมเลกุลใหมและ

กลับไปอยูภาวะปกติ สําหรับ Mn3+ ที่เกิดขึ้นมีความสามารถในการออกซิไดสสารอินทรียที่มี

ฟนอลเปนองคประกอบ เชน ลิกนนิ PAH กรดคารบอกซิลิก ไธออลหรือกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว  

(Steffen และคณะ, 2003) ปฏิกิริยาออกซิเดชันนี้เกิดขึ้นบริเวณพันธะของวงแหวนอะโรแมติกที่

เช่ือมกับ Cα (Wariishi และคณะ, 1991; Tuor และคณะ, 1992) แตไมสามารถออกซิไดสหนวย

ยอยที่ไมมีหมูฟนอลิกหรือสารอินทรียที่มีคารีดอกซโพเทนเชียน มากกวา 1.12 V/SCE ได   

เอนไซมนี้ทาํงานไดดีในภาวะที่เปนกรดเชนเดียวกับแลคเคส (Matsubara และคณะ, 1996)   
 

 
 
รูปที่ 2.9  การเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Steffen และคณะ, 2003) 
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 ในการวดัแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสดวย 2,6-ไดเมธอกซลิฟนอล (2,6-DMP) 

ในภาวะที่มีมาโลเนตบัฟเฟอรและไฮโดรเจนเพอรออกไซด ปฏิกิริยาการออกซิไดส 2,6-DMP ที่

เกิดขึ้นคลายกบัการออกซไิดสลิกนินและ PAH โดย 2,6-DMP จํานวน 2 โมเลกุลจะถูกออกซิไดส

ดวย Mn3+
 ที่รับอิเล็กตรอนมาจาก MnP ที่ถูกออกซิไดสโดยไฮโดรเจนเพอรออกไซด จากนั้น 

2,6-DMP ที่ถูกออกซิไดสจํานวน 2 โมเลกลุจะสรางพันธะเชื่อมกันเกิดเปนไดเมอร เม่ือไดเมอรนี้

ถูกออกซิไดสอีกคร้ังดวย Mn3+
 ทําใหกลายเปนควโินนไดเมอรในทีสุ่ด (Wariishi และคณะ, 

1992) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ดงัแสดงในรูปที ่2.10  

 
 

รูปที ่ 2.10 ปฏิกิริยาการสลาย 2,6 DMP โดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

          (Wariishi และคณะ, 1992) 
 

 แมงกานีสเพอรออกซิเดสพบไดในราหลายสายพันธุเชน Stropharia rugosoannulata 
P. eryngii  P. ostreatus  Phlebia radiate B. adusta  T. versicolor และ P. chrysosporium 

(Ruiz-Duenas และคณะ, 1999; Steffen และคณะ, 2002; Kamitsuji และคณะ, 2004; Kim และ

คณะ, 2004; Martinez และคณะ, 2004; Mohorcic และคณะ, 2004; Hildén และคณะ, 2005)   

 
 ลําดบักรดอะมิโนของแมงกานีสเพอรออกซิเดสของราในคลาส Basidiomycetes มีความ
แตกตางกันเชนเดียวกับยีนแลคเคส หรือแมกระทั่งในจนีัสเดียวกันยังมีความแตกตางกัน ดัง

รายงานของ Maijala และคณะ (2003) พบวาลําดบักรดอะมิโนของแมงกานีสเพอรออกซิเดสของ  

Heterobasidion  จํานวน 47 ไอโซเลตแตกตางกันถึง 131-132 ตําแหนง สําหรับแมงกานีสเพอร

ออกซิเดสจาก C. versicolor ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 1098 คูเบส และบริเวณเรงปฏิกิริยามี

อารจินีนและฮสีติดนีเปนสวนประกอบ (Iimura และคณะ, 2002) 
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 ลิกนินเพอรออกซิเดส  
  
 ลิกนินเพอรออกซิเดส  (EC 1.11.1.14) โครงสรางประกอบดวยเฟอรริกฮีม (heme-

containing peroxidases) เชนเดียวกับแมงกานีสเพอรออกซิเดส เอนไซมนี้พบครัง้แรกในการ

สลายพันธะระหวาง Cα –Cβ ในแบบจาํลองลิกนิน ดวย P. chrysosporium (Cullen, 2002)   

เอนไซมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันสารประกอบทีไ่มมีหมูฟนอลกิทําใหเกิดอนมุูลแคต

ไอออนซึ่งจะไปออกซิไดสสารอื่นๆ ตอไป (Conesa และคณะ, 2002; Martínez, 2002) ลิกนิน

เพอรออกซิเดสมีคาออกซิเดชันโพเทนเชียลที่สูงกวาเพอรออกซิเดสชนิดอื่น คือ -1.35V ในขณะที่

เพอรออกซิเดสชนิดอื่นมีคาออกซิเดชชันโพเทนเชียนประมาณ -0.8V จึงเปนตัวออกซิไดสทีด่ี 

(Guillen และ Evans, 1994; Aust, 1995)  ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ไดหลายตาํแหนง เชนบริเวณ Cα-Cβ บริเวณสายขางของลิกนิน เรงปฏิกิริยาของเบนซิล 

แอลกอฮอลไปเปนแอลดีไฮดหรือคโีตน ฟนอลออกซิเดชันเปดวงแหวนอะโรมาตกิและยังสามารถ

ออกซิไดสโครงสรางที่ไมไดเปนวงแหวน เชน พันธะระหวางคารบอนเชื่อมกับคารบอน (C-C) 

หรือพันธะที่เช่ือมระหวางคารบอนออกซิเจนคารบอน (C-O-C) (Tien และ Kirk, 1988; 

Hammel, 1995; Martinez และคณะ, 2005) การเรงปฏิกิริยาของลิกนินเพอรออกซิเดส คลายกบั

แมงกานีสเพอรออกซิเดส แตกตางกันตรงที่ลิกนินเพอรออกซิเดสจะใชเวราทริลแอลกอฮอลเปน

เมดิเอเตอร  สวนแมงกานสีเพอรออกซิเดสใชแมงกานสีอิสระ (Mn2+) เปนเมดิเอเตอร (Evans 

และ Hedger, 2001) 
 
 

  LiP + H202     LiPI  + H20 
 

  LiPI + Valc     Valc+• + LiPII 
 

  LiPII + Valc + 2H+     Valc+• + LiP + H20 
 

 

รูปที่ 2.11   สมการออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยลิกนินเพอรออกซิเดส 

      (Schoemaker และ Piontek, 1996) 
 

   
 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิกนินเพอรออกซิเดสเกิดขึ้นโดยรูปเฟอริก (ferric form) ของ

เอนไซมที่อยูในภาวะ resting enzyme ถูกออกซิไดสโดยอิเล็กตรอนจํานวน 2 อิเล็กตรอนจาก

ไฮโดรเจนเพอร ออกไซด ปฏิกิริยานี้เกิดขึ้นบริเวณรูปเฟอริกของลิกนินเพอรออกซิเดส สงผลให
ลิกนินเพอรออกซิเดสอยูในภาวะออกซิไดสดวย 2 อิเล็กตรอน (two-electron oxidized ferric 

enzyme) เกิดเปน oxyferryl center และอนุมูลแคตไอออนพอไพริน (porphyrin cation 

radical) หรือเรียกวา LiP compound 1 (LiP1)   จากนัน้ LiP1 จะสงอิเล็กตรอนจํานวน 1 

อิเล็กตรอนใหกับสารที่มีคารีดักชันโพเทนเชียลที่เหมาะสม คือเวราทริลแอลกอฮอล หลังจากนั้น 

ลิกนินเพอรออกซิเดสที่อยูในภาวะออกซไิดส 1 อิเล็กตรอนหรือเรียกวา LiP compound 2 

(LiP2) จะสงอิเล็กตรอนตอใหกับเวราทริลแอลกอฮอลโมเลกุลใหม หรืออาจจะสงอิเล็กตรอน

ใหกับสารอนิทรียโดยตรง หลังจากนั้น LiP2 จะกลับไปสูภาวะ resting enzyme เชนเดิม โดยปกติ
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แลวคารีดักชันโพเทนเชียลของ LiP2 จะต่ํากวา LiP1 (Cullen, 2002)    สําหรับเวราทริล

แอลกอฮอล หลังจากไดรับอิเล็กตรอนจาก LiP1 ทําใหอยูในภาวะออกซิเดชันเปน Valc+• ซึ่งมี

ความสามารถสูงในการออกซิไดส Valc+• จะสงอิเล็กตรอนตอใหกับสารอินทรียทําใหสารที่ไดรับ

อิเล็กตรอนอยูในสถานะออกซิเดชัน หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง สารอินทรยีที่รับ

อิเล็กตรอนจาก Valc+•
 เชน Cα-Cβ บริเวณสายขางของลิกนิน (Cullen, 2002)  ปกติแลว      

เวอราทริลแอลกอฮอลจะถกูผลิตและหลัง่ออกมานอกเซลลโดยพบเปนเมแทบอไลตทุติยภูมิของ

ราหลายสายพนัธุที่สามารถผลิตลิกนนิเพอรออกซิเดสซึง่อาจจะถูกผลิตออกมาเพื่อปองกันลิกนิน

เพอรออกซิเดสเสียสภาพจากปริมาณไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มากเกินไป (Evans และ Hedger, 

2001) 
 
 ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันสารอินทรียหลายชนิดโดย

กระบวนการรบัสงอิเล็กตรอนผานเวราทริลแอลกอฮอล เม่ือลิกนินเพอรออกซิเดสรับอิเล็กตรอน

มาจากไฮโดรเจนเพอรออกไซด และเปลี่ยนสถานะไปอยูในภาวะออกซไิดส จากนั้นจะสง

อิเล็กตรอนผานเวราทริลแอลกอฮอล เม่ือเวราทริลแอลกอฮอลไดรับอิเล็กตรอนจะอยูในภาวะ

ออกซิไดสเปนอนุมูลที่มีความสามารถในการออกซิไดสสูง สามารถไปออกซิไดสสารอนิทรียทําให

สารอินทรียเปลี่ยนโครงสราง เชน ถูกดึงเอาหมูคารบอกซิลออก เปนตน หรือบางครั้งสารอินทรีย

บางชนดิอาจถกูรีดิวซมากอน จึงตองใชเอนไซมหรือสารที่มีคาออกซิเดชันโพเทนเชยีลสูงจึงจะ

สามารถออกซไิดสสารเหลานั้นได  กระบวนการเหลานีจ้ะนําไปสูการสลายอยางสมบูรณ 

(mineralize) คือไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซด ดังแสดงในรูปที่ 2.12  
 
 

 
 

รูปที่ 2.12  ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยลิกนินเพอรออกซิเดส 

 (ที่มา   www.world-of-fungi.org/Mostly_Mycology/Lucy_Goodeve-  
             Docker_bioremediation_ website/whiterotfungi) 
 
 ลิกนินเพอรออกซิเดสพบไดในราหลายสายพันธุ เชน P. chrysosporium    P. eryngii 
B. adusta   T. versicolor (Gold และ Alic, 1993; Ruiz-Duenas และคณะ, 1999; Steffen และ

คณะ, 2002; Kim และคณะ, 2004; Martinez และคณะ, 2004; Mohorcic และคณะ, 2004; 

Asamudo และคณะ, 2005; Wymelenberg และคณะ, 2006) ทํางานไดดีที่คาความเปนกรด-เบส
ต่ํามาก (ประมาณ 2.5) ในภาวะทีไ่มมี chelating agent เชนเดียวกับแมงกานีสเพอรออกซิเดส
และเสถียรในภาวะที่เปนกรด (Tien และ Kirk, 1988; Gold และ Alic, 1993)    แอคติวิตีของ
ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถตรวจสอบไดโดยการวัดคาการดดูกลืนแสงของผลิตภณัฑที่เกิดขึ้น 
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จากการออกซไิดสเวอราทรลิแอลกอฮอลซึ่งใชเปนซบัสเตรทไดผลิตภณัฑเปนเวราทรัลดีไฮด 

(veratraldehyde) ในภาวะทีม่ีไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Tien และ Kirk, 1988)    
 มีรายงานวาลิกนินเพอรออกซิเดสเปนไอโซไซม  ใน P. chrysosporium มีกลุมยีนที่

เก่ียวของกับการแสดงออกของลิกนินเพอรออกซิเดสอยางนอย 10 ยีนคือ lipA ถึง lipJ  และมี

กลไกการแสดงออกที่ซับซอน (Bogan และคณะ, 1996b) 
 

 จะเห็นไดวาการทํางานของแลคเคส ลิกนนิเพอรออกซิเดส และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

มีความสามารถในการออกซไิดสสารที่แตกตางกัน ดังสรุปในตารางที่ 2.3 อยางไรก็ตามการทํางาน

ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดตองอาศัยเมดิเอเตอร คือไฮโดรเจนเพอรออกไซดชวยในการทํางาน ในรา 

ไวทรอทมีเอนไซมที่ชวยในการผลิตและหลั่งไฮโดรเจนเพอรออกไซดออกมานอกเซลล (H202-

producing enzymes) หลายชนิด เชน ไกลออกซอลออกซิเดส (glyoxal oxidase) กลูโคสออกซิ

เดส  เวอราทริลแอลกอฮอลออกซิเดส หรือเมทานอลออกซิเดส (Lankinen, 2004)  

 
ตารางที่ 2.3  สรุปการทํางานของเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ดัดแปลงจาก Lankinen, 2004) 
 

เอนไซม ชนิดของ โคแฟกเตอร เมดิเอเตอร ปฏิกิริยา

เอนไซม

LiP เพอรออก ไฮโดรเจน เวอราทริล วงแหวนแอโรแมติกถูกออกซิไดสเปนอนุมูล

ซิเดส เพอรออกไซด แอลกอฮอล แคตไอออนและสามารถยอยสลายหนวยยอย

ท่ีไมมีหมูฟนอลิก

MnP เพอรออก ไฮโดรเจน แมงกานีส Mn2+ ถูกออกซิไดสเปน Mn3+

ซิเดส เพอรออกไซด Mn2+ 
ไปออกซิไดสสารประกอบฟนอลิกใหเปน

อนุมูลฟนอกซิล

แลคเคส ฟนอล ออกซิเจน ไฮดรอกซิล ฟนอลถูกออกซิไดสไปเปนอนุมูลฟนอกซิลและ

ออกซิเดส เบนโซไทรอะโซน ออกซิไดสสารท่ีไมมีหมูฟนอลเมื่อเกิดปฏิกิริยา

หรือ ABTS รวมกับเมดิเอเตอรบางชนิด

 
 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานวาราไวทรอทสามารถผลิตแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และ

ลิกนินเพอรออกซิเดสไดดใีนภาวะที่มีสารอาหารจํากัดโดยเฉพาะไนโตรเจน โดยปริมาณคารบอน

ตอไนโตรเจนที่ชักนําใหสรางเอนไซมมีอัตราสวน 200:1 ถึง 1000:1 เชนเดียวอัตราสวนกับ

คารบอนตอไนโตรเจนที่พบในเนื้อไม (Swift, 1982; Leatham และคณะ, 1991; Aust และคณะ, 

2003; Mansur และคณะ, 2003) 
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 การใชรากลุมไวทรอทในการบําบัด PAH  
 
 จากที่ไดกลาวมาเบื้องตนวาราไวทรอทมีความสามารถในการผลติแลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดส และลิกนนิเพอรออกซิเดส ที่สามารถสลายสารที่มีโครงสรางลักษณะเปนวงเบนซนี 

จึงไดมีผูวิจัยศกึษาความสามารถของราไวทรอทในการสลาย PAH เชน 
 
 Tekere และคณะ (2007) ศึกษาความสามารของราไวทรอทที่ตรึงไวใน packed bed ใน

การยอยสลาย PAH พบวาราไวทรอทไอโซเลต DSPM95 ที่ตรึงไวใน pack bed ในถังหมัก 

สามารถยอยสลายฟลูออรีน, ฟแนนทรีน, แอนทราซีน, ไพรีนและ เบนโซ[เอ]แอนทราซีน ความ

เขมขน 1 มก.ตอลิตร ไดถึง 50-96% ในระยะเวลา 31 วัน และตรวจพบแอคติวิตีของแลคเคสและ

แมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลาย PAH และเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกลูโคสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด ไมสามารถทําใหการผลิตเอนไซมเพ่ิมข้ึน   
 
 Valentin และคณะ (2006) คัดแยกรากลุมไวทรอทที่มีความสามารถในการผลติเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินโดยทดสอบการเปลี่ยนสีกลุมแอนทราควิโนน เชน Poly R-487  เพ่ือ

ประยุกตใชในการยอยสลาย PAH  พบวา Bjerkandera adusta, Irpex lacteus และ Lentinus 
tigrinus มีความสามารถสงูในการยอย PAH ที่ปนเปอนในดินที่มคีวามเค็มและดนิที่ไมมีความ

เค็ม และพบวาความเค็มในระดับเทียบเทากับน้าํทะเลมผีลเล็กนอยตอการสรางเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินของ I. lacteus และ L. tigrinus ในขณะทีเ่อนไซมจาก B. adusta ถูกยับยั้งอยาง
สมบูรณที่ความเค็ม 32% และเช้ือทั้ง 3 สายพันธุ สามารถสลาย PAH ความเขมขน นอยกวา 10 

มก.ตอลิตรได 
 
   Villemain และคณะ (2006)  พบวา Absidia fusca  ที่แยกมาจากพืน้ที่ปนเปอนยาฆา

แมลง สามารถสลาย PAH ไดหลายชนิด A. fusca ที่แยกมาจากพื้นที่ปนเปอน สามารถในการ

สลายแอนทราซีนได 90% ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งมีความสามารถสูงกวา A. fusca ที่แยกมาจาก

พ้ืนที่ที่ไมมีการปนเปอน ซึ่งสามารถสลายไดเพียง 45% ภายในระยะเวลาเทากัน แตความสามารถ

ในการสลายฟลูออแรนทรีนของทั้ง 2 สายพันธุไมแตกตางกันมากนักคือ เช้ือที่แยกมาจากพืน้ที่

ปนเปอนสลายฟลูออแรนทรีนได 94% ในขณะที่เช้ือที่แยกมาจากพืน้ที่ไมปนเปอนสลายได 89% 

จึงอาจเปนไปไดวาเช้ือทั้ง 2 สายพันธุนี้มกีลไกในการสลาย PAH ที่แตกตางกัน 

 
 Clemente และคณะ (2001) คัดแยกราที่สรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินเพื่อใชในการ

ยอยสลาย PAH โดยเติม PAH ที่ตองการทดสอบลงไปในวันแรกหรือวันที่ 3 ของการทดสอบ 

จากนั้นคัดเลือกราโดยพิจารณาจากความสามารถในการสลาย PAH ไดเร็วและการสรางเอนไซม

ยอยสลายลิกนิน พบวาราไอโซเลต 984 สามารถยอยสลายแนพธาลนีไดสูงที่สุดคอื 69% และ

พบวามีการผลิตแมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลายแนพธาลีน รองลงมาคือสายพนัธุ 

870 ยอยแนพธาลีนได 17% ซึ่งมีการผลิตลิกนินเพอรออกซิเดสและแลคเคสในระหวางการสลาย

แนพธาลีน ราไอโซเลต 870 มีความสามารถในการสลายฟแนนทรีนมากท่ีสุดคือ 12% และพบวา
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มีการผลิตแมงกานีสเพอรออกซิเดสและแลคเคส สําหรับราที่มีความสามารถในการสลาย        

แอนทราซีนไดดีที่สุดถึง 65% คือราไอโซเลต 710 จะเห็นไดวาเช้ือทุกสายพันธุมีการผลิตเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินเพื่อใชในการยอยสลาย PAH 
 
 Han และคณะ (2004) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Trametes versicolor 
951022 พบวาไวทรอทสายพันธุนี้สามารถสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ได 46% 

ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบเขยาในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีคาความเปนกรด-เบส 6 และเพาะเล้ียงที่

อุณหภูม ิ30๐
ซ  ความเขมขนของฟแนนทรีนมีผลตอความสามารถในการยอยของ T. versicolor   

โดยเชื้อสามารถยอยฟแนนทรีนความเขมขน 10 มก.ตอลิตรไดดีที่สุดโดยฟแนนทรีนลดลง 76.7%   

และมีอัตราการยอยสูงสุด 0.82 มก.ตอช่ัวโมงเมื่อใชฟแนนทรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เม่ือนํา

แลคเคสที่ผลติจาก T. versicolor 951022 มาทาํใหบริสุทธิ์มาใชในการสลายฟแนนทรีน พบวา

แลคเคสบริสุทธิ์ไมสามารถสลายฟแนนทรีนได แตเม่ือเติม ABTS หรือ  1-ไฮดรอกซีเบนโซ

ไทรอะโซล (HBT) ลงในหลอดปฏิกิริยา พบวาแลคเคสบริสุทธิ์สามารถยอยสลายฟแนนทรีนได 

40% และ 30% ตามลําดบั 
 
 Steffen และคณะ (2003) พบวา S. coronilla สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนที่อยูใน

อาหารเหลว basal medium ใหผลติภัณฑสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดไดอยางสมบูรณ 

(mineralized) การเติมแมงกานีสความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ลงใน basal medium สามารถ

ชักนําใหเกิดการยอยและการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralized) เบนโซ[เอ]ไพรีนสูงกวาใน 

basal medium สูตรปกติถงึ 4 และ 12 เทาตามลําดับ และยังมีผลทําใหเช้ือผลิตแมงกานีสเพอร

ออกซิเดสเพิ่มข้ึนดวย  สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดย S. coronilla 

คือ เบนโซ[เอ]ไพรีน-1,6-ควิโนน ซึ่งเกิดขึน้ในชวงแรกของการยอยสลายและหายไปเมื่อระยะเวลา

การยอยเพิ่มข้ึน เม่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนของเอนไซมหยาบ 

จาก S. coronilla และแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีความสามารถใน

การยอยเบนโซ[เอ]ไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตรได โดยตองเติม Tween 80 เพ่ือชวยใน

การยอยสลาย  นอกจากนีผู้วิจัยยังไดทดลองใชแมงกานสีเพอรออกซิเดส จาก S. coronilla  ที่

ผานการทําใหบริสุทธิ์ในการสลาย PAH แบบผสม16 ชนิด (ตามรายการที่ US-EPA กําหนดใหมี

การติดตามอยางใกลชิด) ความเขมขน PAH รวม 320 มก.ตอลิตรและเติม Tween 80 ลงใน

หลอดปฏิกิริยา พบวาความเขมขนของ PAH แตละชนดิลดลง 10-100% 
 
 Garon และคณะ (2004) แยกราไวทรอท 47 สายพันธุ จากพื้นที่ปนเปอนฟลูออรีนและ 

พบวา Absidia cylindrospora มีความสามารถในการสลายฟลูออรีนมากที่สุดและมี
ประสิทธิภาพในการยอยมากกวา A. cylindrospora ที่แยกมาจากพื้นที่ที่ไมมีการปนเปอน 

จากนั้นไดศึกษาผลของการเติมมอลโทซิล-ไซโคลเดกซทริน ซึ่งเปนไซโคลเดกซทรินชนิดที่มีกิ่ง

กานเพื่อเรงกระบวนการสลายฟลูออรีนโดย A. cylindrospora ในดนิสเลอรี พบวาฟลูออรีนถูก
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ยอย 90% ใน 288 ชั่วโมง ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเติม A. cylindrospora และมอลโทซิล-

ไซโคลเดกซทรินใชเวลา 576 ชั่วโมง  
 
 Mollea และคณะ (2005) เปรียบเทียบความสามารถของรา 2 สายพันธุในการยอยสลาย

แนพธาลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตรที่ปนเปอนในดิน ราที่ใชในการทดสอบไดแก                
P. chrysosporium ซึ่งมีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินกับ                      

T. harzianum ที่คัดแยกมาจากดินปนเปอน PAH แตเปนราที่ไมมคีวามสามารถในการสราง

เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (non-ligninolytic fungi) ผลการทดลองพบวา  T. harzianum ไม

สามารถยอยสลายแนพธาลนีในขณะที ่P. chrysosporium ยอยสลายไดอยางรวดเร็วในภาวะที่มี

ไนโตรเจนจาํกัด  
 
 Zheng และ Obbard (2002) ศึกษาความสามารถของ P. chrysosporium ในการสลาย 

PAH ที่ปนเปอนในดินโดยใชสารลดแรงตงึผิวเพื่อชวยเพ่ิมประสิทธิภาพ โดยเติม PAH ชนิด

ตางๆลงในตัวอยางดิน จากนั้นบมไวนาน 11 เดือน  PAH ที่ใชในการทดลองมีทั้งชนิดที่มีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง ไดแก อะซิแนพธนี ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน และไพรีน สําหรับPAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุต่ําไดแก ไครซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน เบนโซ[เอ,เอช,

ไอ]ไพริรีน หลังจาก 11 เดอืนพบวาม ีPAH ชนิดที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูงเหลืออยูในดิน 86% 

ในขณะที่ PAH ชนิดที่มีน้าํหนักโมเลกุลต่าํเหลือเพียง 19% จากนั้นนาํตัวอยางดินทีป่นเปอน 

PAH บําบัดโดยวิธีการ soil washing ในถังหมักที่มีการเติม  P. chrysosporium และสารลดแรง

ติงผิว พบวา PAH ลดลงกวา 90% เม่ือทดสอบการยอยแบบ batch operation และลดลง 76% 

เม่ือทดสอบดวยระบบตอเนือ่ง  
 
 Sasek และคณะ(2003) ศึกษาการบําบัดดินปนเปอนคราบน้าํมันโดยใชราไวทรอท 2 สาย

พันธุ คือ Irpex lacteus และ/หรือ P. ostreatus รวมกับ Pseudomonas putida ภายหลังการ
บําบัด 10 สัปดาหพบวาปรมิาณฟแนนทรีน แอนทราซนี ฟลูออแรนทรีนและไพรนี ลดลง 66% 

โดยที ่P. putida ชวยในการบําบัด PAH เพียงเล็กนอย พ้ืนที่หลังการบําบัดไมมีผลตอส่ิงมีชีวิตที่

อาศัยอยูบริเวณนั้น (ในการทดลองใช Daphnia magna ซึ่งเปนสิ่งมชีีวิตในคลาส crustacean) 

แตมีผลตอการงอกของเมล็ด Brassica alba  ตอเนื่องนาน 5 สัปดาหภายหลังจากการบําบัด 
 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานความสามารถของรากลุมอื่นๆที่ไมใชไวทรอทในการยอยสลาย 

PAH เชน Fusarium sp. E033 สามารถอยูรอดในภาวะที่มีเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเขมขนสูงถึง 

300 มก.ตอลิตร และสามารถยอยเบนโซ[เอ]ไพรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตรได 63-70% ใน

ระยะเวลา 30 วัน และพบวามีสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นคือ ไดไฮดรอกซี ไดไฮโดร-เบนโซ[เอ]ไพรีน 

และเบนโซ[เอ]ไพรีน-ควิโนน  และพบวาการเติมอากาศชวยในประสทิธิภาพการยอยสลายเบนโซ

[เอ]ไพรีนเกดิไดดีข้ึน ความเขมขนของกลูโคสที่เพ่ิมข้ึนจาก 5 มิลลิโมลาร เปน 50 มิลลิโมลารไมมี

ผลตอการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน  การเติมเอทานอลและเมทานอลความเขมขน 5 มิลลิโมลาร
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ทําใหเบนโซ[เอ]ไพรีนละลายน้ําไดมากขึ้นและชวยเพิ่มปรมาณเซลล แตไมมีผลตอการยอยสลาย

เบนโซ[เอ]ไพรีน  (Chulalaksananukul  และคณะ, 2006) 
 
 จากหลายรายงานที่กลาวขางตน จะเห็นไดวาราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุม

ยอยสลายลิกนินมีบทบาทสาํคัญในการบําบัด PAH ที่ปนเปอนในพื้นที่ตางๆ เนื่องจาก

ความสามารถในการผลติเอนไซมของเชื้อแตละสายพันธุ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของเอนไซมแตละชนดิ

รวมถึงโครงสรางของ PAH ที่แตกตางกัน ทําใหวิถีการยอยสลาย PAH โดยราแตละชนิดและ

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจึงมีความแตกตางกันทั่วไป  รูปที่ 2.13 แสดงรูปแบบทั่วไปของการสลาย 

PAH โดยจุลินทรีย แสดงใหเห็นวา PAH จะถูกเปล่ียนใหอยูในลักษณะที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิ

ลอยางนอย 2 ตําแหนงกอนที่วงเบนซีนจะถูกเปด (Pieper และ Reineke, 2000)  การที่มีหมูไฮดร

อกซิลอยูในโครงสรางทําใหเอนไซมสามารถเขามาจับไดงายข้ึนหรือมีโอกาสเกิดปฏกิิริยาอื่นๆ ที่

เปนจุดเริ่มกระบวนการยอยสลายดังตัวอยางที่แสดงในรูปที่ 2.13-2.15 

 
 
 
 

รูปที่ 2.13  รูปแบบทั่วไปของการสลาย PAH แบบใชอากาศ (ดดัแปลงจาก Nordin, 2004) 

สารประกอบ อะลิฟาติก 

วัฏจักรกรดซิตริก

(citric acid cycle)
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รูปที่ 2.14   วิถีการยอยสลาย PAH โดยแบคทีเรีย สัตวและรา 
        (ที่มา Antizar-Ladislao และคณะ, 2006)  

 
 

 
รูปที่ 2.15   วถิีการยอยสลาย PAH โดยจลิุนทรีย (Steffen และคณะ, 2003) 
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 จากรูปที่ 2.15  จะเห็นไดวาราแตละสายพนัธุมีวิถีการยอยสลาย PAH ที่แตกตางกัน เชน

ใชกระบวนการออกซิเดชันในการยอยสลาย PAH ราไวทรอทซึ่งสามารถสรางเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินได จะใชแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส ลิกนินเพอรออกซิเดส ชวยใน

กระบวนการยอยสลาย PAH  โดยใชเอนไซมชนดิใดนัน้ ข้ึนกับความสามารถในการสรางเอนไซม

ของราไวทรอทแตละสายพันธุและยังข้ึนกับชนิดของ PAH ดวย นอกจากนี้ยังพบวาราไวทรอทบาง

ชนิดใชทั้งการออกซิเดชัน cytochrome P-450 monooxygenase รวมกับการทํางานของเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินในการยอยสลาย PAH (Pothuluri และคณะ, 1993) cytochrome P-450 

monooxygenase สลาย PAH โดยเติมอะตอมของออกซิเจนที่โมเลกลุของ PAH (ออกซิไดส) 

เกิดเปนอะรีนออกไซดซึ่งเปนสารไมเสถียร สามารถถูกจัดเรียงโครงสรางใหม (rearrangement) 

โดยกระบวนการที่ไมใชเอนไซม อะรีนออกไซดจะถูกเปล่ียนไปเปนฟนอล ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซตอ 

เกิดเปนสารกลุม trans-dihydrodiols (Antizar-Ladislao และคณะ, 2004) สําหรับแบคทีเรียและ

สาหรายใชเอนไซมกลุมไดออกซีจีเนส ซึง่ออกซิไดส PAH แลวเกิดเปน cis-dihydrodiols ซึ่ง

สามารถเกิดปฏิกิริยาการขจัดน้าํ (dehydration) เกิดเปนไดไฮดรอกซลิ-PAH ซึ่งสามารถถูกเปด

วงแหวนและถกูยอยสลายตอดวยวิถีการยอยสลายสารอินทรีย เชน ซคัซินิค ไพรูวิก ฟูมาริก ซึ่ง

นําไปสูการสลายอยางสมบูรณคือไดผลติภณัฑเปนคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jone, 
1993) 
 
 กระบวนการในการยอยสลายของราที่แตกตางกันนี้ ทาํใหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ

ยอยสลายแตกตางกัน ดังแสดงตัวอยางวถิีการยอยสลายฟลูออรีนและสารมัธยันตรชนิดตางๆที่

เกิดขึ้นไวในรปูที่ 2.16-2.18 
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รูปที่ 2.16  วิถีการเมแทบอลซิึมฟลูออรีนโดยจุลินทรีย 

(ที่มา http://umbbd.msi.umn.edu/flu/flu_image_map2.html) 
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รูปที่ 2.17 กระบวนการออกซิเดชันฟลูออรีนโดยรากลุมไวทรอท เชน  P. ostreatus  (ที่มา 

Bezalel และคณะ, 1996; Cerniglia, 1997)  
 

 
 
รูปที่ 2.18  วิถีการเมแทบอลซิึมฟลูออรีนโดย Cunninghamella elegans  

 (รากลุม non-ligninolytic fungi)  (ที่มา Pothuluri และคณะ, 1993)  
 
 
 จากรูปที่ 2.16-2.18  จะเห็นไดวาราแตละสายพันธุมีวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนที่แตกตาง

กันและไดสารมัธยันตรที่แตกตางกันไปในแตละข้ันตอนของการยอยสลาย โดยสารมธัยันตรสําคัญ

ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนจากราหลายชนิด คือ 9-ฟลูออรีนอล และ                

9-ฟลูออรีโนน (Garon และคณะ, 2000) ตัวอยางเชน การยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus 
ไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งสามารถถูกเปล่ียนไปเปน 9-ฟลูออรีโนน สําหรับการยอย

สลายฟลูออรีนโดย C. elegans ไดสารมธัยันตรคือ 9-ฟลูออรีนอลซึ่งสามารถถูกเปล่ียนไปเปน    

9-ฟลูออรีโนนและ 2-ไฮดรอกซิล-9-ฟลูออรีโนน และในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนโดยราทั้ง 

2 สายพันธุจะเห็นวา 9-ฟลูออรีโนนก็สามารถเกิดปฏิกิริยาและถูกเปล่ียนกลับมาเปน 9-ฟลูออรี 

นอลไดเชนกัน หรืออาจเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนไปเปนสารมธัยันตรชนดิอืน่ๆ ตอไป   
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 Bogan และคณะ (1996a,b) ไดรายงานการยอยสลายฟลูออรีนดวย 

P. chrysosporium ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร โดยเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส พบวา

ปริมาณฟลูออรีนลดลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 30 มก.ตอลิตร ใน 6 วันแรกของการทดลองหลัง

จากนั้นฟลูออรีนลดลงอยางตอเนื่อง และพบสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนเปนสารมัธยันตรหลัก 

โดยมีการสะสมมากถึง 50% ของฟลูออรีนเริ่มตนในวนัที ่12 ของการทดลองหลังจากนั้นปริมาณ 

9-ฟลูออรีโนนจะลดลงและพบสารมัธยันตรชนิดใหมเกิดขึ้นคือ 9-ไฮดรอกซีฟลูออรีน 
 
 Pothuluri และคณะ (1993) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Cunninghameula 
elegans ATCC 36112 ซึ่งเปนรากลุม non-ligninolytic โดยพบวาสารมัธยันตรหลักที่เกิดขึ้นคอื 

9-ฟลูออรีโนนซึ่งสะสมมากถงึ 62% และยังพบสารมัธยัตรชนิดอื่นๆ ไดแก 9-ฟลูออรีนอล และ  

2-ไฮดรอกซ-ี9-ฟลูออรีโนน ความเขมขนของทั้ง 2 ชนิดรวมกัน 7.0%  
 
 Bezalel และคณะ (1996) พบวา Pleurotus ostreatus สามารถยอยสลายฟลูออรีนใน 

อาหารที่มไีนโตรเจนจํากัด ไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนและ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งเปนสารมัธยันตร

สุดทาย (dead-end products) ของเอนไซม cytochrome P-450 monooxygenases แมวา        
P.  ostreatus เปนราที่สามารถสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน แตกระบวนการยอยสลาย

ฟลูออรีนในการทดลองชวงตนอาจเกิดขึ้นโดย cytochrome P-450 monooxygenases หลังจาก

นั้นจะเปนการยอยสลายดวยเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 
 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ 9-ฟลูออรีนอล และ 9-ฟลูออรีโนนจากการยอยสลาย   

ฟลูออรีนโดยราคลาสตางๆ (Bogan และ Lamar, 1996; Garon และคณะ, 2000) เชน 

 คลาส Ascomycetes ไดแก Cryphonectria parasitica, Dichotomomyces cejpii 
และ Sporormiella australis  

 คลาส Basidiomycetes ไดแก Agaricus bitorquis, Bjerkandera adusta, 
Ceriporiopsis subvermispora, Coniophora arida, Oxysporus sp., Phanerochaete 
chrysosporium (CMPG 1198) และ Phanerochaete laevis HHB-1625  

 คลาส Deuteromycetes ไดแก Aspergillus terreus, Beauveria alba, 
Cladosporium herbarum, Colletotrichum dematium, Coniothyrium sporulosum, 
Cryptococcus albidus, Cylindrocarpon destructans, Doratomyces stemonitis, 
Drechslera spicifera, Embellisia annulata, Fusarium moniliforme var. subglutinans, 
Penicillium chrysogenum, Penicillium italicum, Rhizoctonia solani และ Verticillium 
lecanii     
 คลาส Zygomycetes ไดแก Cunninghamella blakesleeana, C. echinulata และ      
C. elegans   
 และยังพบวาราบางสายพันธุยอยฟลูออรีนแลวเกิดสารมธัยันตรเพียงชนิดเดียว เชน 

Phanerochaete chrysosporium สายพนัธุ CMPG 763 โดยสารมัธยันตรที่เกิดขึน้คือ 9-
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ฟลูออรีนอล และ P. chrysosporium สายพันธุ CMPG 638 ซึ่งพบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นเพียง

ชนิดเดียวคือ 9-ฟลูออรีโนน (Garon และคณะ, 2000) 

 
 สําหรับตัวอยางวิถีการยอยสลาย PAH ชนิดอื่นๆและสารมัธยันตรชนดิตางๆที่เกิดขึน้    

ไดแสดงไวในรูปที่ 2.19-2.34 
 
 
 

 
 
รูปที.่2.19  วิถีการเมแทบอลซิึมของแนพธาลีนโดย Phlebia  lindtneri  (ที่มา  Mori และคณะ, 
2003)  
 
 

 
 

รูปที่ 2.20 วิถีการสลายแอนทราซีนโดย P. ostreatus  (ที่มา Bezalel, 1996) 
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รูปที2่.21   วิถีการเมแทบอลซิึมของฟแนนทรีนโดย P. chrysosporium 

                             (ทีม่า Sutherland และคณะ, 1991) 
 

 

 
 
รูปที ่2.22   วิถีการเมแทบอลิซึมของฟแนนทรีนโดย cytochrome P-450 โดย P. ostreatus       

(ที่มา Bezalel, 1997)  
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รูปที่ 2.23   วิถีการสลายไพรีน โดย P. ostreatus (ที่มา Bezalel, 1996) 
 
 

 

 
รูปที่ 2.24   กระบวนการออกซิไดซไพรีนโดยรากลุมไวทรอท (ที่มา Cerniglia, 1997) 

 
 
 

 
 

รูปที่ 2.25  กระบวนการออกซิไดซเบนโซ[เอ]ไพรีนโดยรากลุมไวทรอท (ที่มา Cerniglia, 1997) 
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รูปที่ 2.26  วิถีการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสเบนโซ[เอ]ไพรีนดวย cytochrome P-450  โดย                  

C. elegans (รากลุม non-ligninolytic fungi) (ที่มา Sutherland, 1992).  
 
 
 

 
 
รูปที ่2.27  วิถีการเมแทบอลซิึมไดเบนโซ-พารา-ไดออกซีนโดย Phlebia  lindtneri 
                 (ที่มา Mori, 2003 )  
 
 



บทที่ 3 

 

อุปกรณ  เคมภัีณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 
1. เครื่องช่ังรุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ (autoclave) ของบริษทั KoKusan ประเทศญี่ปุน 

4. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics ประเทศอังกฤษ 

5. เครื่องคัดกรองขนาดดิน ขนาดความกวางของรู 1.18 มม. รุน O.S.K. 119 standard 

Sieve ของบริษัท Okawa Seiki ประเทศญี่ปุน 

6. เครื่องเขยา (shaker) รุน Innova 2300 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

7. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E  ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

8. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota ประเทศญี่ปุน 

9. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 200H ของบริษัท Hettich 

Zentrifugen ประเทศเยอรมัน 

10. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-100 ของบริษัท 

Eyela ประเทศญี่ปุน 

11. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบสุญญากาศ (Speed vacuum) รุน Centrivap Eppendorf 

Concentration 5301 ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน 

12. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block)  รุน Mylab 

Thermo-block SLTDB-120  ของบริษทั Seoulin Bioscience ประเทศเกาหล ี

13. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 ของบริษัท Eyela 

ประเทศญี่ปุน 

14. เครื่องทําความเย็น (cooler) รุน CCA-1110 ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

15. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  (DNA Thermal Cycle)  รุน 2400  ของบริษัท  Perkin 

Elmer ประเทศสหรัฐอเมริกา  

16. เครื่องทําน้ําบริสุทธิ์ (Maxima ultrapure water) ของบริษัท Elga ประเทศอังกฤษ 

17. เครื่อง Freeze Dryer รุน FD-1 ของบริษทั Eyela ประเทศญี่ปุน 
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18. เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys20 ของ

บริษัท Thermo spectonic ประเทศสหรัฐอเมริกา 

19. ชุดเครื่องมือทําอะกาโลสเจลอิเล็กโทโฟเรซิส  (agarose gel electrophoresis) 

ประกอบดวย 

- Mini gel electrophoresis system  ของบริษัท  Mupid-2  Advance ประเทศ

ญี่ปุน 

- Mini Sub-cell GT agarose gel electrophoresis system ของบริษัท Bio-Rad

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

20. ชุดเครื่องไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิดโครมาโทกราฟ (High performance liquid 

chromatography, HPLC) ประกอบดวย 

- ชุดควบคุม (system controller) รุน SCL10AVP ของบริษัท Shimadzu Corp., 

Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- ปมเฟสเคลื่อนที่ รุน SCL10AVP pumps ของบริษัท Shimadzu Corp., Kyoto 

ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องฉีดตัวอยาง  (automatic injector) รุน SIL 10ADVP ของบริษัท 

Shimadzu Corp., Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องตรวจวัด (detector) ดวยระบบ UV รุน SPD10APV ของบริษัท 

Shimadzu Corp., Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องบันทึก (recorder) รุน C-RIA  ของบริษัท Shimadzu Corp., Kyoto 

ประเทศญี่ปุน 

-  คอลัมน (column) ชนิด Inertsil® ODS-3 C18  เสนผานศูนยกลางภายใน        

5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6x150 มม. ของบริษัท GL Science Inc. ประเทศญี่ปุน 

21. ตูเข่ียเชื้อแบบ ISSCO Laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International 

Sciencetific Supply  ประเทศสหรัฐอเมริกา 

22. ตูเข่ียเชื้อรุน Clean model V4 ของบริษัท Lab Service, ประเทศไทย 

23. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E ของบริษัท Hereaus, ประเทศ

เยอรมัน 

24. ตูอบแหงของบริษัท Contherm Scientific, ประเทศนิวซีแลนด 

25. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20o
ซ ของบริษัท Sanyo Electric, ประเทศญี่ปุน 

26. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –70o
ซ ของบริษัท Forma Scientific, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

27. ตูดดูอากาศ (Filtration Fume Cupboard) รุน Airone 1200-GS ของบริษัท Safelab 

Systems, ประเทศอังกฤษ 

28. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 10 20 100 200 1000 และ 5000 ไมโครลติร ของ

บริษัท Gilson, ประเทศเยอรมัน 
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29. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, ประเทศญี่ปุน 

30. หัวกรองสําหรับหลอดฉดียา (syringe filter) ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 

ไมโครเมตร เสนผานศนูยกลาง 13 มม. ของบริษัท Restex, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

31. กระดาษกรอง (filter paper) ชนิด PTFE และ nylon ขนาดความกวางของรู 0.20 

ไมโครเมตร เสนผานศนูยกลาง 47 มม. ของบริษัท ของ Whatmann ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
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3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

 
1. 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS ของบริษัท 

Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. 2,6-ไดเมทอกซี ฟนอล (dimethoxy phenol หรือ 2,6–DMP) ของบริษัท Sigma-

Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. AzureB ของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

4. Phenol Red ของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. ไกวเอคอล (guiacol)  ของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

6. Benomyl ของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

7. ฟแนนทรีน (phenanthrene) high purity grade ของบริษัท Sigma Chemical Company 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

8. ฟลูออรีน (fluorene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical ประเทศญีปุ่น 

9. ไพรีน (pyrene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical ประเทศญี่ปุน 

10. แอนทราซีน (anthracene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical ประเทศ

ญี่ปุน 

11. ฟลูออแรนทรีน (fluoranthrene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical

ประเทศญี่ปุน 

12. 9-fluorenol ของบริษัท Sigma Chemical Company ประเทศสหรัฐอเมริกา 

13. 9-fluorenone ของบริษัท Sigma Chemical Company ประเทศสหรัฐอเมริกา 

14. กลูโคส 

15. ผงสกัดจากมอลท (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

16. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

17. เพปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18. โซเดียมคลอไรด (NaCl)  ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

19. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

20. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Anhydrous Na2SO4)  ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

21. โซเดียมทารเทรต (Na2C4H4O6) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

22. โซเดียมมาโลเนต C3H2Na2O4 ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

23. อะลูมิเนียม โพแทสเซียมซัลเฟต AlK(SO4)2.2H2O ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศ

ฝร่ังเศส 

24. กรดบอริค (H3BO3) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

25. โซเดียมโมลบิเดต (Na2MO4.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

26. ไนไตรโลอะซติิกแอซดิ (C6H9NO6) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

27. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)  ของบริษัท AJEX  Chemicals ประเทศออสเตรเลีย 
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28. โคบอลตคลอไรด (CoCl2) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

29. คอปเปอรซัลเฟต CuSO4  ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

30. แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)  ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

31. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

32. เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)  ของบริษทั May & Baker ประเทศองักฤษ 

33. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท  Carlo ERBA ประเทศ

ฝร่ังเศส 

34. ไดคลอโรมีเทน (CH2CI2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

35. โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals ประเทศ

ออสเตรเลีย 

36. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

37. เมทานอล (CH3OH - HPLC grade) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

38. เอธิลอะซีเตต (CH3COO2H5) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

39. ไดเมธิลซัลฟอกไซด (dimethylsulfoxide (CH3)2SO หรือ DMSO) ของบริษัท Merck

ประเทศเยอรมัน 

40. อะกาโรสเจล (Agarose Gel) ของบริษัท Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

41. GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

42. GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

43. GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

44. Taq DNA polymerase  ของบริษัท New England BioLabs Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

45. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP  ของบริษัท SibsEnzyme ประเทศรัสเซีย 

46. RibonucleaseA (RNase A) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

47. Veratryl alcohol ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

48. Veratraldehyde ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

49. ชุดสกัด DNA จากอะกาโรสเจล (QIAquick Gel Extraction Kit) ของบริษัท Qiagen

ประเทศเยอรมัน 

50. ชุดสกัด AurumTM Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ของบริษัท Bio-Rad 

Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

51. ชุด PCR clean-up Gel Extraction ของบริษัท Macherey-Nagel GmbH & Co.

ประเทศเยอรมัน  

52. ชุด Universal RiboClone® cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
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53. ชุด GeneJETTM PCR cloning Kit ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 
หมายเหตุ  สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (Analytical Grade) 

ยกเวนสารเคมีที่ระบุเกรดเฉพาะ เชน PAHs High purity grade และ Methanol – 
HPLC Grade 

 
 
3.3 แบคทเีรีย 

 
 ในงานวิจัยนี้ใชแบคทีเรีย   E.coli DH5α (Hanahan, 1983) 

  จีโนไทป   φ80dlacZΔM15, endA1, recA1, gyrA96, thi-1,  
hsdR17, relA1, supE44, deoR, Δ(lacZYA-argF)U169  
 
 

3.4 พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 

 ในงานวิจัยนี้มกีารใชพลาสมดิ คือ pJET1/blunt cloning vector ของบริษัท Fermentas 

ประเทศสหรัฐอเมริกา (ภาคผนวก จ5) 

 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง แสดงดงัตารางที่ 3.1 
 

ตารางที่ 3.1  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

โอลิโกนิวคลีโอไทด ลําดับนิวคลีโอไทด Tm เอกสารอางอิง

ไพรเมอร 5'------->3'  (
๐
ซ)

ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 56 Garden และ Bruns, 1993

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 56 White และคณะ, 1990

Plac -F CATTGGCATGGCTTCTTTCA 55 Soden และ Dobson,2001

Plac- R GCGCGAATCCAGTAATTGCGAC 59 Soden และ Dobson,2001

gpd- F CGTATCGTCCTCCGTAATGC 56 Gettemy และคณะ, 1998

gdp-R ACTCGTTGTCGTACCAGGAG 56 Gettemy และคณะ, 1998

lacAg-F1 TCTACGACGATAATGACC 52 สรางในการทดลองน้ี

lacAg-R1 AGAGAAAATGAAATGGGGTC 55 สรางในการทดลองน้ี

lac F-1 ACCTGCATCGGACGCGACTTTGATCAAC 67 สรางในการทดลองน้ี

lac R-2 CTTTTAGTTTCGTACTACGCGGGATTCTAG 67 สรางในการทดลองน้ี

gdp Aaege474-F CAAGGGTGGTGCTAAGAAGGT 58 สรางในการทดลองน้ี

gdp Aaege755-R TGGCGGTGGTAGCGTGGACAGT 60 สรางในการทดลองน้ี
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3.5 วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.5.1 การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

 

ตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อในการทดลองนี้ เก็บตัวอยางมาจากแหลงตางๆ 

หลายภาคในประเทศไทย สําหรับภาคกลางเก็บตัวอยางที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร นนทบุรี 

สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบรีุ ประจวบคีรีขันธ ภาคตะวนัตกเก็บตัวอยางที่จังหวัดกาญจนบุรี ภาค

ตะวันออก ที่จงัหวัดระยอง และภาคใตเก็บตัวอยางที่จังหวัดสงขลา สถานที่เก็บตัวอยางแบงเปน 2 

กลุม  
 
กลุมที่ 1 เปนตัวอยางที่เก็บจากธรรมชาต ิเชน ดอกเหด็ที่ข้ึนตามธรรมชาติ 

(fungal fruiting body) หรือก่ิงไม เศษไมผ ุโดยเลือกเก็บดอกเหด็ทีข้ึ่นบริเวณไมและทําใหไมมี

ลักษณะสีขาวซึ่งเปนกลุมที่ความสามารถในการยอยเนือ้ไม พิจารณาจากดอกเหด็ที่มีลักษณะ

สมบูรณ ไมมกีารฉีกขาด ข้ันตอนการเก็บตัวอยางดอกเห็ดตองระมัดระวังอยาใหดอกเห็ดฉีกขาด

เพราะอาจทาํใหเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียภายนอก สําหรับกิ่งไม คัดเลือกจากกิง่ไมที่ผุหรือมี

เนื้อไมเปนสีขาว ซึ่งอาจมจีุลินทรียที่ยอยสลายลิกนินในเนื้อไมซึ่งเปนสีน้ําตาลออกไป ทําใหเนื้อไม

เปลี่ยนเปนสีขาว 

กลุมที่ 2 เปนตัวอยางที่ซื้อจากแหลงจําหนายหรือแหลงเพาะพันธุเห็ด เชน ตลาด

สด ฟารมเพาะเห็ด เปนตน โดยเลือกตัวอยางที่มีลักษณะสด ดอกเหด็มีสภาพสมบรูณ ไมฉีกขาด  
 

การเก็บรักษาตัวอยาง 
 
เก็บตัวอยางทีไ่ดแตละตัวอยางในถุงพลาสติกสะอาด นํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์

ทันทีหรือเก็บที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นํามาแยกเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง  

 
การแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ 
 
นําตัวอยางที่ไดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์โดยตัดเนื้อเย่ือสีขาวดานในตรงกลางโคน

เห็ด หรือเนื้อไมดานในทีไ่มสัมผัสกับอากาศ วางเนื้อเย่ือเห็ดหรือเนื้อไมลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ข1) ที่ผสมเพนนิซิลลิน จ ี(Penicillin G) 0.03 มก.ตอ

ลิตร เพ่ือยับยัง้แบคทีเรีย และ Benomyl 7 มก.ตอลิตร เพ่ือยับยั้งราท่ีโตเร็ว (Chiocchio และ

คณะ, 2000) เชน รากลุม Ascomycetes เปนตน บมที่อุณหภูมิหอง 7-10 วัน หรือจนกวาจะ

สังเกตเห็นการเจริญของเสนใย นาํมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ซ้ําจนกวาจะไดเสนใยบริสุทธิ์ และเก็บ

รักษาเชื้อในอาหารแข็งเอียงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ เพ่ือใชเปน stock culture และถายลงอาหารใหมทุกๆ 

30 วัน 
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3.5.2 การคัดกรองราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

 

คัดกรองเบื้องตนเพื่อหาราทีม่ีความสามารถในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลาย

ลิกนิน โดยอาศัยการเปลี่ยนสีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ นําเช้ือบริสุทธิ์ที่คัดแยกไดจากขอ 3.5.1 มาเพาะ

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน ตดัชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกนโลหะ

สําหรับเจาะ (cork borer) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.4 ซม. วางชิ้นวุนบนอาหาร Basal Medium 

(ภาคผนวก ข3) จํานวน 3 จานที่มีสีทดสอบ 3 ชนิดแตกตางกัน ไดแก Basal Medium ผสม 0.1%  

(น้ําหนักตอปริมาตร) ไกวเอคอลสําหรับใชคัดกรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมแลค
เคส (Kiiskinen และคณะ, 2004) Basal Medium ผสม 0.0025% (น้ําหนักตอปรมิาตร) phenol 

red สําหรับใชคัดกรองราที่มคีวามสามารถในการสรางเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

(Kuwahara และคณะ, 1984) และ Basal Medium ผสม 0.0025% (น้ําหนักตอปรมิาตร) azure B 

สําหรับใชคดักรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (Archibald, 

1992) บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มืดนาน 3 วัน สังเกตการเปลี่ยนสีของสารทดสอบ โดย

ไกวเอคอลจะเปลี่ยนจากสีขาวขุนเปนสีแดงเขม  phenol red จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีสมแดง 

และ azure B จะเปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง (Alcalde และคณะ, 2002; Kiiskinen และ  

คณะ, 2004)  

 

3.5.3 การคัดกรองราที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสม PAH 

 

คัดเลือกเช้ือที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสีสารทดสอบตั้งแต 2 ชนดิขึ้นไปจาก

ขอ 3.5.2 มาทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAH แตละชนิด โดยนํา

เสนใยที่เจริญบน MEA มาวางบน Basal medium ที่มี PAH ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ผสม

อยูในแตละจาน  สําหรับ PAH ที่ใชในการทดสอบมีทั้งชนิดที่มีน้าํหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก 

ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และ PAH ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เชน ฟลูออแรนทรีน และ

ไพรีน บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองในทีม่ืดนาน 7 วัน บันทึกการเจรญิของเสนใย 
  
เช้ือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลายชนิดและ

สามารถเจริญบน Basal medium ที่ผสม PAH ไดดีที่สุด จะนําไปใชในการทดลองขัน้ตอไป 

 
3.5.4 การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAH ในอาหารเหลว 

 

นําตัวอยางราที่ใหผลบวกในการทดสอบกับสีทดสอบทั้ง 3 ชนิดในขอ 3.5.2  และ

สามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ผสม PAH ในขอ 3.5.3 มาทดสอบความสามารถในการ

ยอย PAH ชนิดตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว โดยนาํเชื้อจาก stock culture มาเพาะลงบน 

MEA  บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 10 วันเพื่อใหไดเสนใยจํานวนมาก นําเสนใยเชื้อทั้ง

จานเพาะเชื้อถายลงบนอาหารเหลว modified Glucose Peptone Yeast extract medium 

(mGPY) (ภาคผนวก ข4)  ปริมาตร 100 มล.ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มล.ที่มีลูกแกว 5 ลูก 
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นําไปบมเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ อัตราการเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วัน 

เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ  จากนัน้เพิ่มปริมาณเชื้อโดยถายหัวเชื้อ 10% (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในขวด
รูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิมอยู 200 มล. บมเขยาในภาวะเดมิอีก 15 วัน 

เก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10000 xg นาน 10 นาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง  ลาง

เซลล 2 ครั้งดวย  โซเดียมคลอไรด 0.85% เซลลที่ไดจะใชเปนหัวเชื้อในการทดลองตอไป 

นําเซลลที่ไดไปทดสอบความสามารถในการยอย PAH โดยเติมหัวเชือ้ 10% 

(น้ําหนักตอปริมาตร) ลงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด (Nitrogen-limiting medium หรือ         

N-limiting medium) ที่มีกลูโคส 1% เปนแหลงอาหารตามสตูรของ Kirk และคณะ (1978)  

(ภาคผนวก ข5) ปริมาตร 90 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เติม PAH แตละชนดิที่

ตองการทดสอบ ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน หรือไพรีน ลงในขวด

รูปชมพูแตละขวด ใหได PAH ความเขมขนสุดทาย 100 มก.ตอลิตร บมเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ 

ความเร็ว 120 รอบตอนาที ในที่มืด แตละชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 5 มล. ทุก

สัปดาหตอเนือ่งนาน 4 สัปดาห ตัวอยางทั้งหมดนํามาวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลือ 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมทีไ่มมีการเติมเชื้อ 
 

3.5.5 การสกัด PAH จากอาหารเหลวและการวัดปริมาณ PAH 

 
  ข้ันตอนการสกัด PAH ทุกข้ันตอนทาํในตูดดูอากาศ  (Filtration fume 

cupboard) เพ่ือปองกันอันตรายจากไอระเหยของสารเคมี เติมไพรีนที่ทราบความเขมขนที่

แนนอนลงในหลอดที่ตองการสกัดฟลูออรีน แอนทราซนี ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน เพ่ือใช

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกัด  และเติมเบนโซ[เอ]ไพรีนสําหรับตัวอยางที่ตองการสกัด

ไพรีน 

 สกัด PAH จากอาหารเหลวโดยนาํตัวอยางในชดุทดลองและชุดควบคุมจากขอ 

3.5.4 ตัวอยางละ 5 มล. มาเติมกรดไฮโดรคลอริก เขมขนจนมีความเปนกรด-เบสเทากับ 2.0–3.0  

จากนั้นนําไปโซนิเคตนาน 15 นาที  จากนัน้เติมเอทิลแอซีเทต 1 เทาของปริมาณตัวอยาง ปนผสม

ใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดตอเนื่องนาน 2 นาท ี นาํไปปนเหวี่ยงนาน 5 นาทีเพ่ือ

แยกเซลลออกจากเอทิลแอซเีทต ดดูชั้นเอทิลแอซีเทตซึ่งเปนสวนใสดานบนสดุออกใสหลอด

ทดลองหลอดใหม  สกัดดวยเอทิลแอซีเทตซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมชั้นเอทิลแอซีเทตทั้งหมดเขาดวยกัน 

แลวจึงนําช้ันเอธิลแอซีเทตมากําจดัน้าํออกโดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําเอธิลแอซีเทตที่

ปราศจากน้าํไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบสญุญากาศ (rotary vacuum evaporator) 

ควบคุมอุณหภูมิที่ 40๐
ซ จนไดตะกอนแหง  เติมเมทานอล (HPLC-grade) ปริมาตร 1 มล. นําไป 

sonicate นาน 15 นาที หรือจนกวาตะกอนจะละลายจนหมด กรองสารละลายดวย หัวกรอง 

PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ลงในหลอดแกวสําหรับวิเคราะห HPLC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่

อุณหภูมิ -20
๐
ซ  จนกวาจะวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลืออยูดวยเครื่อง HPLC ตอไป โดย

กําหนดภาวะในการวิเคราะหดังนี ้
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คอลัมน (column) Inertsil® ODS-3 C18 ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 

5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6x150 มม. 

ตัวชะสาร (เฟสเคลื่อนที)่ 80% เมทานอล (HPLC grade) 

อัตราการไหล (flow rate) 1 มล.ตอนาที 

อุณหภูมิคอลัมน 40๐
ซ 

ระบบตรวจวัด (detector) UV detedtor ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 

ปริมาณสารทีฉ่ีด     10 ไมโครลิตร 
 
บันทึกคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ PAH ที่ตองการตรวจวัด นาํคาพ้ืนที่ใต

กราฟมาคาํนวณปริมาณ PAH ที่เหลือ เปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟในวันที่ 0 ของ PAH แตละ

ชนิดในชุดควบคุม 
 
คัดเลือกราท่ีมคีวามสามารถในการยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดใชเวลานอยที่สุดและ

สามารถยอยฟลูออรีนไดดทีี่สุด เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขน

ตางๆตอไป  
 

3.5.6 การวิเคราะหสารมัธยันตร 
 

สําหรับตัวอยางที่ตองการวิเคราะหสารมัธยันตร ใชภาวะในการวิเคราะห

เชนเดียวกับขอ 3.5.5  ยกเวนระบบตัวชะสาร (เฟสเคลื่อนที)่ ดวยเกรเดียนตเชิงเสนของเมทานอล

ความเขมขน 40-80% ระยะเวลาเกรเดียนตนาน 45 นาที  จากนั้นเปลี่ยนเปนเมทานอล 80% นาน 

15 นาท ีเปรียบเทียบคา retention time ของสารมัธยันตรที่ตองการตรวจสอบกับสารมาตรฐาน  

 
3.5.7 การตรวจสอบความสามารถในการยอย 9-ฟลูออรีนอล  

 

เพ่ือพิสูจนวาสารมัธยันตรหลักเปนผลิตภัณฑสุดทายทีไ่ดจากการยอยฟลูออรีน

โดยเชื้อที่คัดเลือกหรือไม จงึไดทดสอบความสามารถของเชื้อที่คัดเลือกตอการสลาย                 

9- ฟลูออรีนอล โดยเลี้ยงเชื้อในภาวะเดียวกับขอ 3.5.4  ผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลความ

เขมขน 100 มก.ตอลิตรลงในอาหารที่มไีนโตรเจนจาํกัด (ภาคผนวก ข5) แทนการเติมฟลูออรีน 

บมเชื้อนาน 1 สัปดาห เก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณ 9-ฟลูออรีนอลที่เหลืออยู ดวย HPLC 

ตามรายละเอยีดในขอ 3.5.5 บันทึกคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ 9- ฟลูออรีนอล นํา

คาพ้ืนทีใ่ตกราฟมาคาํนวณปริมาณ 9-ฟลูออรีนอลที่เหลือโดยเปรียบเทียบกับพื้นทีใ่ตกราฟใน

วันที่ 0 ของชุดควบคุม 
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3.5.8 รูปแบบการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ โดยราสายพันธุที่คดัเลือก 

 

นําราที่คดัเลือกซึ่งเปนสายพนัธุที่แสดงความสามารถในการยอยสลาย PAH    

ไดหลายชนิดโดยใชเวลานอยที่สุด มาศึกษารูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขนตางๆ โดย

เตรียมหัวเชื้อตามขอ 3.5.4 ถายหัวเชื้อ 10% (น้ําหนักตอปริมาตร) ลงในอาหารที่มีไนโตรเจน
จํากัด (ภาคผนวก ข5) ปรมิาตร 90 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เติมฟลูออรีนให

ไดความเขมขนสุดทาย 250, 500, 750 และ 1000 มก.ตอลิตร บมเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 

120 รอบตอนาทีในที่มดื แตละชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 5 มล.ทุกสัปดาห

ตอเนื่องนาน 4 สัปดาห ตัวอยางทั้งหมดนํามาวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลือดวยเครื่อง HPLC 

ตามวิธีขอ 3.5.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคมุที่ไมมีการเตมิเชื้อ 
 

3.5.9 การตรวจสอบการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางการยอย

ฟลูออรีนของราที่คัดเลือก 

 
เก็บตัวอยางจากขอ 3.5.4 ที่เพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมฟลูออรีนความ

เขมขน 500 มก.ตอลิตร ปรมิาตร 5 มล. แยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 

10000 xg  นาน 15 นาที ถายสวนน้ําใสใสหลอดทดลองหลอดใหมเพ่ือใชวิเคราะหแอคติวติีของ

เอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดส  เก็บตะกอนเซลลไวสําหรับ

วิเคราะหการเจริญตอไป 

 
3.5.9.1 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส  

 

วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Bourbonnais และ Paice (1990)       

ในหลอดปฏิกิริยาประกอบดวย  
 
500  มิลลิโมลาร   โซเดียมแอซิเทต บัฟเฟอร  (pH 4.5)  250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร   ABTS            250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ               เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน 2500  ไมโครลติร 
 
บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

420 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาที  
 
ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

    

   ABTS      ABTS ที่ถูกออกซิไดส  

สีเขียวออน         สีเขียวน้ําเงิน 

 

แลคเคส 
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1 หนวยของแลคเคส  หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซไิดส ABTS ความเขมขน 1   

ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 36,000 m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน 
 
 

3.5.9.2 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส  
 

วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Wariishi และคณะ (1922) ในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  
 

500 มิลลิโมลาร  โซเดียมมาโลเนต บัฟเฟอร (pH 4.5)   250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร  แมงกานีสซัลเฟต    250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร  2,6-DMP            250 ไมโครลติร 

1 มิลลิโมลาร  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด   250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ          เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน 2500 ไมโครลติร 
          

บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

469 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาท ี
 
ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

    
2,6 DMP      2,6 DMP ที่ถูกที่ถูกออกซิไดส  

สีเหลือง         สีเหลืองสม 

 
1 หนวยของแมงกานีสเพอรออกซิเดส หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซิไดส 2,6 DMP 

ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 49,600 m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน   
 

3.5.9.3 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  
 
วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Tien และ Kirk (1988) ในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  

500 มิลลิโมลาร  โซเดียมทารเทรต บัฟเฟอร (pH 4.5)   250 ไมโครลติร 

5 มิลลิโมลาร  เวอราทริลแอลกอฮอล    250 ไมโครลติร 

1 มิลลิโมลาร  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด   250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ                                  เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน       2500 ไมโครลติร

  
บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

310 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาท ี

แมงกานีสเพอรออกซิเดส 
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ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

                       
เวอราทริลแอลกอฮอล      เวราทรัลดีไฮด   

 
1 หนวยของลิกนินเพอรออกซิเดส หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซไิดสเวอราทรลิ

แอลกอฮอลแลวทําใหเกิดเวราทรัลดีไฮดความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 9,300 

m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน   
 

3.5.10 การตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุที่คัดเลือกในระหวางการยอย

ฟลูออรีน  

 

ติดตามรูปแบบการเจริญของราที่คัดเลือกในระหวางการยอยฟลูออรีนความ

เขมขน 500 มก.ตอลิตร  โดยการหาน้ําหนกัแหงตามวิธกีารของ  Peterson และ Bridge (1994) 

นําตะกอนเซลลที่ไดจากขอ 3.5.4 มาลางเซลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ    

4๐
ซ ความเร็ว 10,000 xg นาน 10 นาที  ถายเซลลลงในถวยสแตนเลสที่ผานการอบแหงและทราบ

น้ําหนักถวยแลว  อบเซลลที่อุณหภูมิ 105๐
ซ นาน 18 ชั่วโมง ทิ้งใหเย็นในโถดดูความชื้น 

(desiccator) จนน้ําหนักคงที่ ชั่งน้ําหนักถวยที่มีเซลลอยูหักลบกับน้าํหนักถวยเปลาเพื่อคํานวณหา
น้ําหนักของเซลลแหง  

 
 

3.5.11 การศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดินของราที่คัดเลือก  

 
นําราซึ่งแสดงความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารเหลวไดดีใน

ระยะเวลาสั้น มาศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจาํลองดิน โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้  
 

3.5.11.1 การเตรียมดิน ศึกษาลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของ

ดิน 

เก็บตัวอยางดนิที่อุดมภายในบริเวณสวนผลไม ตําบลทุงขวาง อําเภอ

กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม โดยเก็บตัวอยางลึกจากผวิหนาดนิ 15 ซม. เพ่ือปองกันการปนเปอน

จากสารเคมี แยกเศษใบไมและหินออก นาํตัวอยางดนิสวนหนึ่งไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ

และองคประกอบทางเคมีของตัวอยางดิน ที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ มีรายละเอียดในการวิเคราะหดังนี้ วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน คาความเปนกรด-เบส 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ฟอสฟอรัส สารอินทรีย (organic matter) ความชื้น  อัตราสวน

คารบอนตอไนโตรเจน และความจุสูงสุดในการอุมน้าํ (maximum water holding capacity) 

ตัวอยางดนิที่เหลือนํามาคัดกรอง โดยใชเครื่องคัดกรองขนาดดินเสนผานศูนยกลาง 1.18 มม. 

(16 mesh) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4
๐
ซ จนกวาจะใชในการทดลอง และนาํออกมาไวที่อุณหภูมิหอง 1 

สัปดาห กอนนํามาใชในการทดลอง 

ลิกนินเพอรออกซิเดส 
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3.5.11.2 การเตรียมหัวเช้ือและเตรียมดินสําหรับแบบจําลองดิน 

 

การเตรียมหัวเช้ือ 

 
เนื่องจากราสวนใหญเจริญไดดบีนเมลด็ขาวฟางซึ่งเปนวัสดุที่นิยมใชทําหัวเชื้อ

มากที่สุด (ปรชีา รัตนัง, 2546)  ข้ันตอนนี้จึงเลือกเตรียมหัวเชื้อบนเมล็ดขาวฟาง เตรียมเมล็ด

ขาวฟางปลอดเชื้อ โดยใสเม็ดขาวฟางจาํนวน 20 กรัมลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. นึ่งฆาเช้ือ

ที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ นาน 45 นาท ีนําราที่คดัเลือก จาก stock culture มาเพาะลงบน MEA บมจาน

เพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน เพ่ือ ใหไดเสนใยจํานวนมาก  ตัดชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกน

โลหะสําหรับเจาะ (cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.4 ซม. จํานวน 10 ชิ้น วางชิ้นวุนบน

เมล็ดขาวฟางที่ปลอดเชื้อ เติม อาหารที่มีไนโตรเจนจาํกัด 10 มล. บมเมล็ดขาวฟางที่มีเช้ือที่

อุณหภูมิหอง 2 สัปดาห เพ่ือใหเช้ือสรางเสนใยคลุมเมลด็ขาวฟางจนสมบูรณ (ศรานนท เจริญสุข, 
2537 

 

การเตรียมดิน 

 

นําข้ีเล่ือยสําเร็จรูป (ภาคผนวก ฉ1) มาผสมกับตัวอยางดินในอตัราสวน 10% 

(น้ําหนักตอน้ําหนัก) ชั่งตัวอยางดินที่ผสมขี้เล่ือยน้ําหนัก 5 กรัม ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว

ขนาด 23×85 มม. ปดฝาใหสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิหองเพ่ือใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
3.5.11.3 การทดสอบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน 

 

ทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราที่คดัเลือกในแบบจาํลองดินโดยแบงชุด

ทดลองออกเปน 4 ชุด ชุดละ 3 ซ้ําดังนี ้ 
 

ชุดที ่ ดิน เช้ือ วัตถุประสงค 

1 ปลอดเชื้อ ไมใสเช้ือ เพ่ือทดสอบ abiotic factor  

2 ปลอดเชื้อ ใสเช้ือ เพ่ือทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยรา  

3 ไมปลอดเชื้อ ไมใสเช้ือ เพ่ือทดสอบ indigenous biotic factor 

4 ไมปลอดเชื้อ ใสเช้ือ 
เพ่ือทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยรา

รวมกับเชื้อในดิน (indigenous biotic 
factor) 

 
สําหรับชุดทดลองที่ปลอดเชื้อ นําตัวอยางดินที่เตรียมไวตามขอ 3.5.11.2  ไป

นึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121๐
ซ 45 นาที ตอเนื่องกันเปนเวลา 3 วัน นําตวัอยางดินทุกชุดทดลองมา

เติมฟลูออรีนที่ละลายในอะซีโตน กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 
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ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของฟลูออรีน 250 ไมโครกรมัตอดนิแหง 1 กรัม เขยา

หลอดทดลองเพื่อใหฟลูออรีนกระจายทั่วหลอด คลายฝาตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อให      

อะซีโตนระเหยจนหมด (Brinch และคณะ, 2002) นําทุกชุดทดลองมาปรับความชื้นใหได        

60-65% ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด นาํชุดทดลองที่ 2 และ 4 มาเติมเมล็ดขาวฟางที่

มีราเจริญอยูประมาณ 20 เมล็ดซึ่งจะเต็มบนผิวหนาดนิในหลอดทดลองพอดี  บมหลอดทดลอง

ทุกชุดที่อุณหภูมิหองในที่มดื ปรับความชืน้ใหคงทีด่วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด ทุก 3 

วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 1 สัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาหตอเนื่อง โดยเก็บตัวอยางทั้งหลอด นาํไปสกัด

และวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือตามวิธีขอ 3.5.11.4 ตอไป 

 
3.5.11.4 การสกัดฟลูออรีนจากตัวอยางดิน 

 

  ข้ันตอนการสกัด PAH ออกจากดนิทุกข้ันตอนทาํในตูดูดอากาศ เพ่ือปองกัน

อันตรายจากไอระเหยของสารเคมี เติมไพรีนที่ทราบความเขมขนที่แนนอนเพื่อใชเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการสกัด 

สกัด PAH จากดินโดยนาํตวัอยางในชุดทดลองและชุดควบคุมจากขอ 

3.5.11.3 ทั้งหลอด กําจัดน้ําออกจากตัวอยางดินโดยเตมิโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรสั 2 กรัม ผสม

โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสใหเขากับดนิ เติมไดคลอโรมีเทน 10 มล. ปนผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ปนผสมที่ความเร็วสูงสุดตอเนื่องนาน 2 นาที จากนั้นนําไป sonicate นาน 15 นาที นําไปปน

เหวี่ยงนาน 5 นาที เพ่ือแยกตะกอนดินออกจากไดคลอโรมีเทน ดูดชัน้ไดคลอโรมีเทนซึ่งเปนสวน

ใสดานบนสุดออกใสหลอดทดลองหลอดใหม สกัดดวยไดคลอโรมีเทนซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมชั้นได

คลอโรมีเทนทัง้หมดเขาดวยกัน นาํไดคลอโรมีเทนไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบ

สุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) ควบคุมอุณหภูมิที่ 40๐
ซ จนไดตะกอนแหง เติมเมทา

นอล (HPLC-grade) ปริมาตร 1 มล. นําไปโซนิเคต นาน 15 นาที หรือจนกวาตะกอนจะละลายจน

หมด กรองสารละลายดวยหัวกรอง PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรลงในหลอดแกวสําหรับ

วิเคราะห HPLC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20
๐
ซ  จนกวาจะวิเคราะหปรมิาณ PAH ที่

เหลืออยูดวยเครื่อง HPLC ตอไป 
  

3.5.12 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

 
พิสูจนเอกลักษณของราที่แสดงประสิทธภิาพสูงในการยอยสลาย PAH โดย

เปรียบเทียบลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอตามขั้นตอนตอไปนี ้ 
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3.5.12.1 การเลี้ยงราเพื่อเตรียมสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

นํา stock culure ตัวอยางราที่คัดเลือกมาเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตาม

รายละเอียดในขอ 3.5.4  เก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10,000 xg นาน 10 

นาที เทสวนน้าํใสทิ้ง ลางเซลล 2 ครั้งดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ นําเสนใยทั้งหมดไปไลโอฟไลซ 

(Lyophilization) เพ่ือใหเสนใยแหงสนิท เก็บรักษาที่อณุหภูมิ -20 ๐ซ จนกวาจะนาํไปสกดั

โครโมโซมอลดีเอ็นเอ 
 

3.5.12.2 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Reader และ Broda (1985) ดังนี้ นาํเสนใยทีผ่าน

การไลโอฟไลซแลวจากขอ 3.5.12.1 ประมาณ 0.5 กรัม ใสในโกรงที่ผานการฆาเช้ือแลว          

เติมไนโตรเจนเหลวลงในโกรง บดเสนใยราใหเปนผงละเอียด จากนั้นถายใสหลอดพลาสติกทีผ่าน

การฆาเช้ือแลวขนาด 20 มล. เติม Extraction buffer (ภาคผนวก ค3) 5 มล.  ผสมใหเขากันโดย

การกลับหลอดไปมาเบาๆ จนเกิดสารผสมลักษณะหนดื แบงใสหลอดไมโครฟวจทีผ่านการฆาเช้ือ

แลวหลอดละ 500 ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม ( ภาคผนวก ค6)  500 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันโดนการกลับหลอดไปมาเบาๆ จนสารในหลอดเกิดเปนอมิัลชัน  นาํไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 1 ชั่วโมง ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือ

ตะกอนเหนือช้ันฟนอล/คลอโรฟอรม ใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ระวังอยาใหติดสวนที่เปน

ตะกอน  จากนั้นเติม RibonucleaseA ความเขมขน 20 มก.ตอมล. (ภาคผนวก ค7) ปริมาตร 

0.05 เทาของสวนใส นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ นาน 30 นาทีเม่ือครบตามเวลา เติม ฟนอล/

คลอโรฟอรม โดยเติมเทากับปริมาตรของสารในหลอดไมโครฟวจ ผสมใหเขากันโดยการกลับ

หลอดไปมาเบาๆ จนสารในหลอดเกิดเปนอิมัลชัน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg ที่
อุณหภูมิ 4๐

ซ นาน 10 นาที ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนอืตะกอนเหนอืช้ันฟนอล/คลอโรฟอรม ใส

หลอดไมโครฟวจหลอดใหม สกัดซ้าํดวยฟนอล/คลอโรฟอรม ซ้ําอีก 1 ครั้ง ตามวธิีของ 

(Sambrook และ Russel, 2001) นําสวนใสที่อยูในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมมาตกตะกอน    

ดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลายโซเดียมแอซีเทต ความเปนกรด-เบส 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร 

(ภาคผนวก ค8) ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส และเอทานอลสัมบูรณที่เย็นจัด ปริมาตร 2 เทาของ

สวนใส กลับหลอดไปมาจนสังเกตเห็นตะกอนขาวของดีเอ็นเอ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว   

14000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 10 นาที เทสวนใสของโซเดียมแอซีเทตและเอทานอลสัมบูรณทิ้ง 

ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอทานอลเย็น ปริมาตร 1 มล. ปนลางตะกอนทีค่วามเร็ว 9700 xg  

ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 5 นาทคีอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง กําจดัเอทานอลทีต่กคางโดยนําตะกอนดีเอ็นเอ

ไประเหยจนแหงสนิท จากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ค9) ใน

ปริมาตรที่เหมาะสมโดยขึ้นอยูกับปริมาณดเีอ็นเอที่สกัดได เก็บรักษาดเีอ็นเอที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

จนกวาจะนําไปใช  
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3.5.12.3 การวิเคราะหความบริสุทธิแ์ละความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาตรวจสอบปริมาณดเีอ็นเอ

โดยวัดคาการดูดกลนืแสง (Absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 280 และ 260 นาโนเมตร คํานวณ

คา A260/A280  คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8 – 2.0  หากคา A260/A280 นอยกวา 1.8 แสดงวามี

การปนเปอนจากโปรตีนสูง หากคา A260/A280 มากกวา 2.0 แสดงวามอีารเอ็นเอปนเปอนสูง  
 

   คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  
 

  ปริมาณดีเอ็นเอสายคู        = A260 x 50 x dilution factor 

(ไมโครกรัมตอมล.) 
 

3.5.12.4 การวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ

ดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส โดยหลอมอะกาโรสเขมขน 1% ในบัฟเฟอร TAE เขมขน 1 

เทา (ภาคผนวก ค10) ตั้งทิง้ไวใหอุน จากนั้นเทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศเกดิขึ้น ปลอยใหอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 30 นาที  นาํอะกาโรสเจลที่พรอมใชงานใส

ใน chamber ของเครื่องเจลอิเล็กโทรโฟริซิส  เท TAE บัฟเฟอรใหสูงกวาเจลเล็กนอย ผสม

สารละลายดีเอ็นเอกับสีตดิตาม (ภาคผนวก ค11) และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหความเขมขน

ของสีติดตามเปน 1 เทา  หยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder และดีเอ็นเอที่ตองการ

ตรวจสอบลงในชองว่ิง จากนั้นประกอบชุดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส Mupid-2 รันเจลโดยใชความตาง

ศักย 100 โวลต  จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนลงมาจนเกือบสุดขอบเจลอีกดาน

หนึ่ง ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมล.(ภาคผนวก ค12) นาน 10 

นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation โปรแกรม Quality One เวอรชัน  

4.4.1 (Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
 

3.5.12.5 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR)  
 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาเปนแมแบบในการเพิ่ม

ปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS โดยใชไพรเมอร universal internal transcribed spacer ไดแก คู 

ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส) ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
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รูปที ่3.1    แผนที่แสดงบริเวณ 5.8 S RDNA และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการพิสูจน

เอกลักษณของรา (ปรับปรุงจาก http://www.lutzonilab.net/image/p_LSU-SSU-
ITS_primers.gif) 

 
สวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังนี ้ 

 
- 10x Taq DNA polymerase buffer     5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลาย ITS1-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย ITS4 (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร   4 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร          ความเขมขนที่เหมาะสม  

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร   0.5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.10.2      2 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุทธิ                50 ไมโครลิตร 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 50 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 
ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle, Perkin Elmer ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.4 แตใชดีเอ็นเอมาตรฐานเปน 1kb ladder 
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3.5.12.6 การทําผลิตภัณฑลูกโชพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ดวยชุด PCR clean-up Gel 

Extraction 
 
นําผลติภณัฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ในขอ 3.5.12.5 มาทําให

บริสุทธิ์ดวยชดุ PCR clean-up Gel Extraction ของบริษัท Macherey-Nagel GmbH & Co., 

ประเทศเยอรมัน (ภาคผนวก จ1) ตามวิธทีี่ระบุโดยบรษิัทผูผลติดังนี ้เติมบัฟเฟอร NT ปริมาตร 

2 เทาของปริมาตรตัวอยางที่นํามาทาํใหบรสุิทธิ์ ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา จากนั้น

ถายลงใน NucleoSpin® Extract II column นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg ที่

อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 600 

ไมโครลติร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg  ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง 

หมุนเหวี่ยงนาน 2 นาทีซ้าํอีกครั้งเพ่ือกําจัดบัฟเฟอร NT ที่ตกคาง จากนั้นยายคอลัมนมายัง

หลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอดประจุปริมาตร 25-50 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผน

เมมเบรน ตั้งท้ิงไวนาน 1 นาที นาํไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 

นาที นําสวนน้าํใสซึ่งเปนผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสบริสุทธิ์มาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

 

3.5.12.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของราที่

คัดเลือก 

 

นําผลติภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์ สงวิเคราะหลําดบั     

นิวคลีโอไทดที่บริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย จากนัน้นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีมี

อยูในฐานขอมูล GenBank  ดวยโปรแกรม BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) 

เพ่ือพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก 
 

3.5.13 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีน

โดยราที่คัดเลือกดวยวิธี RT-PCR 

 
3.5.13.1 การเตรียมตัวอยางเพ่ือเตรียมสกัดอารเอ็นเอ 

 

เล้ียงราในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตร ตามวิธี

ขอ 3.5.4  เก็บตัวอยางทุกสัปดาหตอเนื่องนาน 4 สัปดาห ปริมาตร 50 มล.นําตัวอยางมาแยกเซลล

โดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10000 xg นาน 15 นาที ปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน

ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง นําตะกอนเซลลไปแชในไนโตรเจนเหลว แลวนําไปไลโอฟไลซเพ่ือใหเสนใยแหง

สนิท เก็บรักษาตัวอยางที่อณุหภูมิ -20๐
ซ จนกวาจะนาํไปสกัดอารเอ็นเอ 
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3.5.13.2 การสกัดอารเอ็นเอ 

 

นําเซลลแหงจากขอ 3.5.13.1 มาสกัดอารเอ็นเอดวยชุดสกัด AurumTM Total 

RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

(ภาคผนวก จ2) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ นาํเสนใยที่ผานการไลโอฟไลซแลวจากขอ 

3.5.13.1 ประมาณ 100 มก. ใสในโกรงที่ผานการฆาเช้ือ เติมไนโตรเจนเหลวลงในโกรง บดเสนใย

ราใหเปนผงละเอียด ถายเสนใยละเอียดใสหลอดไมโครฟวจขนาด 2 มล. เติม PureZOL 

ปริมาตร 1 มล. ปนผสมสารละลายกับเซลลดวยเครื่องปนผสมนาน 30-60 วินาที  บมที่

อุณหภูมิหองนาน 5 นาทีกอนนําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 10 

นาที เพ่ือชวยกําจัดเศษเซลลที่ไมละลายออกไป  ถายสวนใสลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  

เติมคลอโรฟอรม 0.2 มล. เขยาใหเปนเนือ้เดียวกัน 15 วินาที (ข้ันตอนนี้หามใชเคร่ืองปนผสม) 

บมที่อุณหภูมหิองนาน 5 นาทีกอนนาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 

15 นาท ีหลังจากปนเหวี่ยงสารจะแยกออกเปน 3 ชั้น คือ ชั้นบนสดุมีลักษณะใส ไมมสีี ซึ่งเปนชั้น

ที่มีอารเอ็นเออยู  สวนชั้นกลางมีลักษณะสีขาวและชั้นลางสุดมีลักษณะเปนของเหลวสีแดงซึ่งมี     

ดีเอ็นเอและโปรตีนอยู  ถายสวนใสชั้นบนสุดใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหมทันท ีเติม 70% เอ

ทานอล ปริมาตรเทากับปริมาตรสวนใสที่ดดูออกมา (ประมาณ 600 ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน

โดยใชปเปตตดูดขึ้นลง  จากนั้นถายลงใน RNA Binding column นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 

12000 xg ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง  ลางเมมเบรนดวย Low-stringency wash 

solution 700 ไมโครลติร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 30 วินาท ี

เทสวนน้ําใสทิง้ กําจัดดีเอ็นเอที่ตกคางอยูโดยการเติม DNase I  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร (ตาม

วิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต) ลงไปกึ่งกลางแผนเมมเบรน บมที่อุณหภูมหิองนาน 15 นาทีกอนนําไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 30 วินาท ีลางเมมเบรนดวย High 

stringency wash solution 700 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12000 xg ที่
อุณหภูมิหองนาน 30 วินาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง หมุนเหวี่ยงซ้ําอีกคร้ังนาน 2 นาทีเพ่ือกําจัด High-

stringency wash solution ที่เหลืออยูออกใหหมด จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม เตมิ elution solution ปริมาตร 30-40 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผนเมมเบรน ตั้ง

ทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 2 นาที เพ่ือชะอารเอ็น

เอออกจากแผนเมมเบรน นาํสวนน้าํใสซึ่งเปนอารเอ็นเอมาเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -70๐
ซ เพ่ือใช

สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอไป 

 
3.5.13.3 การวิเคราะหความบริสุทธิแ์ละความเขมขนของอารเอ็นเอ 

 
นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.11.2 มาตรวจสอบปริมาณ     

อารเอ็นเอโดยวัดคาการดดูกลืนแสง (Absorbance, A) ที่ความยาวคลืน่ 280 และ 260 นาโน

เมตร คํานวณคา A260/A280  
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  คํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ  
 

  ปริมาณอารเอ็นเอ        = A260 x 40 x dilution factor 

(ไมโครกรัมตอมล.) 
 

3.5.13.4 การตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอดวยวิธีฟอรมาลดีไฮด อะกาโรส 

เจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 
นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2 มาตรวจสอบคุณภาพดวย

วิธีฟอรมาลดไีฮดอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Formaldehyde Agarose Gel Electrophoresis) 

(Bryant และ Manning, 1988) โดยมีวิธกีารดังนี ้

 
3.5.13.4.1 การเตรียมตัวอยางอารเอ็นเอสําหรับวิเคราะหดวยวิธีฟอรมอลดีไฮด 

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2 ความเขมขน 20 

ไมโครกรัม มาทําใหแหงดวยเครื่อง speed vacuum จนสารละลายอารเอ็นเอแหง เติม running 

buffer (ภาคผนวก ค20) 20 ไมโครลิตร ลงในแตละหลอด ผสมโดยการเคาะกนหลอด จากนั้น

นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 65๐
ซ ดวยเครื่อง heat block นาน 10 นาที   

 

3.5.13.4.2 การเตรียมฟอรมาลดีไฮดอะกาโรสเจล 

 
ชั่งอะกาโรส 0.9 กรัม ใสในขวดฝาเกลียวขนาด 100 มล. เติมน้าํปลอด

ประจุปลอดเชือ้ที่มี DEPC ผสมอยู (ภาคผนวก ค18) ปริมาตร 44.5 มล. บันทึกน้าํหนักขวดที่มี 

อะกาโรสและน้ําอยู หลอมอะกาโรสใหละลายและชั่งน้าํหนักขวดซ้าํ เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้

ที่มี DEPC ผสมอยู ใหน้ําหนักขวดรวมสารละลายเทากับน้ําหนักเดิมกอนนําอะกาโรสไปหลอม 

ตั้งทิ้งไวใหอะกาโรสอุน ระหวางนี้เตรียมสวนผสมของ MOPS และฟอรมาลดีไฮด โดยผสม 10x 

MOPS buffer (ภาคผนวก ค19) ปริมาตร 6 มล. กับฟอรมาลดีไฮดปริมาตร 9.8 มล. เขยาใหเขา

กัน เติมลงในอะกาโรสที่หลอมแลว จากนัน้เทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศเกดิขึ้น ปลอยใหฟอรมาลดีไฮดอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 1 ชั่วโมง นําฟอรมาลดีไฮด 

อะกาโรสเจลที่พรอมใชงานใสใน chamber ของเครื่องเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

เท MOPS buffer ความเขมขน 1 เทาลงใน chamber ใหสูงกวาเจล

เล็กนอย หยอดตัวอยางที่เตรียมไวในขอ 3.5.11.4.1 ลงในชองตัวอยาง และหยอดน้าํกล่ันผสม 

loading dye ลงในชองตัวอยางอีก 1 ชอง จากนัน้ประกอบชุดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส รันเจลโดยใช

ความตางศักย 100 โวลต  จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนลงมาจนเกอืบสุดขอบ    

เจลอีกดานหนึ่ง ตรวจดแูถบอารเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation (Bio-Rad, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา)  
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3.5.13.5 การสังเคราะหสาย cDNA  
 

สังเคราะหสาย cDNA จากอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2  ดวยชุด

สําเร็จ Universal RiboClone® cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  (ภาคผนวก จ3)  ตามวธิีทีแ่นะนาํโดยผูผลิตดังนี้  
 

3.5.13.5.1 การสังเคราะห cDNA สายแรก 

 
นําอารเอ็นเอความเขมขน 100 ไมโครกรัม มาเติม Oligo(dT) Primer 

ความเขมขน 0.5 มก.ตอมล. ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ปรบัปริมาตรสุดทายใหได 15 ไมโครลติร

ดวยน้ําปลอดนิวคลีเอส บมที่อุณหภูมิ 70๐
ซ ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ นาน 5-10 นาที จากนัน้ทาํ

ใหเย็นบนน้ําแข็งนาน 5 นาท ีเติม First Strand 5X บัฟเฟอร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ 

RNasin® Ribonuclease Inhibitor 40 หนวย  บมที่อุณหภูมิ 42 ๐ซ ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิ 

นาน 3-5 นาที จากนัน้เติมโซเดียมไพโรฟอสเฟตความเขมขน 40 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 

ไมโครลติร และ AMV Reverse Transcriptase 30 หนวย ปรับปริมาตรสุดทายใหได 25 

ไมโครลติรดวยน้ําปลอดนิวคลีเอส  บมหลอดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42๐
ซ ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 

นาน 60 นาที เม่ือครบเวลาแลวนําหลอดปฏิกิริยาวางบนน้ําแข็ง เติม EDTA 50 มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 95 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่เย็นเพื่อนําไปใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายทีส่องตอไป 
 

3.5.13.5.2 การสังเคราะห cDNA เสนที่สอง 

 
นําสาย cDNA เสนแรกที่ไดจากการสังเคราะหในขอ 3.5.13.5.1 มา

สังเคราะหสาย cDNA เสนที่สองดวยชุดสําเร็จตามวธิทีี่แนะนาํโดยบริษัทผูผลติโดยในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  
 

cDNA เสนแรก        20 ไมโครลติร 

Second Strand 2.5X บัฟเฟอร      40 ไมโครลติร 
Acetylated BSA ความเขมขน 1 มก.ตอมล.   5 ไมโครลติร 

DNA Polymerase I      23 หนวย 

RNaseH        0.8 หนวย 

ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํปลอดนิวคลีเอสใหได  100 ไมโครลติร 
 

บมหลอดปฏกิิริยาที่อุณหภมูิ 14๐
ซ นาน 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาแลวยายหลอด

ปฏิกิริยามาบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูม ิ70 ๐ซ นาน 10 นาที จากนั้นนําหลอด

ปฏิกิริยามาแชบนน้าํแข็ง เตมิ T4 DNA Polymerase ใหไดความเขมขนสุดทาย 2 หนวยตอ

ไมโครกรัมของอารเอ็นเอที่สกัดได บมทีอุ่ณหภูม ิ37๐
ซ นาน 10 นาท ีหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 200 

มิลลิโมลาร EDTA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และนาํหลอดปฏิกิริยามาแชบนน้ําแข็ง จากนั้นสกดั 
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cDNA โดยเติมฟนอล:คลอโรฟอรม:ไอโสเอมิล แอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรสารในหลอด

ปฏิกิริยา ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองดวยเครื่องหมุน

เหวี่ยงแบบตั้งโตะ ที่ความเรว็สูงสุด  นาน 2 นาที  ถายสวนใสชั้นบนสดุใสหลอดไมโครฟวจหลอด

ใหม เติม 2.5 โมลาร โซเดียมแอซีเทต ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของ

ปริมาตรสารทัง้หมด และเอทานอลสัมบูรณที่เย็นจัด ปริมาตร 2 เทาของสวนใส ผสมสารใหเขากัน

โดยกลับหลอดไป  จากนั้นนําหลอดไปตัง้ไวที่อุณหภูม ิ-70๐
ซ นาน 30 นาที กอนนาํไปหมนุเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 5 นาที เทสวนใสของโซเดียมแอซีเทตและเอทานอล

สัมบูรณทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอลเย็น70% ปริมาตร 1 มล. ปนลางตะกอนที่ความเร็ว 

9700 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง กําจัดเอทานอลที่ตกคางโดยนํา

ตะกอนดีเอ็นเอไประเหยจนแหงสนิท จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก 

ค9) ในปริมาตรที่เหมาะสม โดยขึ้นอยูกับปริมาณ cDNA ที่สกัดได เก็บรักษา cDNA ที่อุณหภมูิ 

-20๐
ซ จนกวาจะนําไปใช  

 
3.5.13.6 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีนกลีเซอราลดี

ไฮด-3-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจเีนส (gdp) เพื่อใชในปฏิกริิยา RT-PCR  

 

3.5.13.6.1 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคส 

 

   จากการวิเคราะหลําดบัของแลคเคสยีนของราทั้งหมดที่มีรายงานไว 

พบวายีนแลคเคสในกลุมของรามีความเหมือนกันของลําดบัคอนขางต่ํา ยกเวนบริเวณเรงปฏิกิริยา 

ที่มีคอปเปอรเปนองคประกอบซึ่งเปนบริเวณที่มีการอนรัุกษไวสูง (Salony และคณะ, 2008)  

หนึ่งในไพรเมอรที่ออกแบบจากบริเวณที่อนุรักษสูงนี้คือไพรเมอร Plac-F และ Plac–R ที่จําเพาะ

ตอยีนแลคเคสของ Pleurotus (Soden และ Dobson, 2001) ซึ่งมีลําดบันิวคลโีอไทดแสดงใน

ตารางที่ 3.1 ไดถูกเลือกเพ่ือนํามาใชเพ่ิมจาํนวนชิ้นสวนบริเวณอนุรักษของยีนแลคเคสจากราใน

การทดลองนี ้

 
3.5.13.6.2 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp 

 
สําหรับไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp นั้นเลือกใชไพรเมอร gdp-F  

และ gdp-R ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงตอราหลายจีนัส เชน P. chrysosporium ตามรายงานของ 

Bogan และคณะ (1996) และรายงานของ Gettemy และคณะ (1998) ดังแสดงในตารางที่ 3.1 มา

ใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 
 

3.5.13.6.3 การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวน

ของยีนแลคเคสและ gdp ของราที่คัดเลือก    
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นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราที่คัดเลือกมาเปนแมแบบเพื่อหาลําดบั 

นิวคลีโอไทดบางสวนของยีนแลคเคส และยีน gdp ของราที่คัดเลือก โดยใชคูไพรเมอรตามขอ 

3.5.13.6.1 และ 3.5.13.6.2  สวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีดังนี้ 
 
- 10x Taq DNA polymerase buffer     5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลายฟอรเวิรดไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลายรีเวิรสไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร   4 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร     9 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 4.5 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร   0.5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.10.2      2 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ            27.5 ไมโครลิตร 

   ปริมาตรสุทธิ              50 ไมโครลิตร 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูมิเหมาะสม เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 

อุณหภูมิเหมาะสมสําหรับแอลนีลดวยไพรเมอรคู Plac-F และ Plac –R คือที่

อุณหภูมิ 51๐
ซ และอุณหภมูิ 55๐

ซ สําหรับไพรเมอรคู gdp-F และ gdp-R 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle, Perkin Elmer, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.7  เนื่องจากผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสในขั้นตอนนี้มหีลายแบน จึงตองนําจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาทําใหบริสุทธิ์

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 
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3.5.13.7 การทําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick Gel 

Extraction Kit 
 

สกัดผลิตภัณฑลูกโชพอลิเมอเรสของชิ้นยีนแลคเคส และ ยีน gdp ออกจาก  

อะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศเยอรมัน) (ภาคผนวก 

จ4) ตามวิธีทีร่ะบุโดยบริษทัผูผลิตดังนี้ ตัดชิ้นอะกาโรส เจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่ตองการ 

จากนั้นเติมบฟัเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักอะกาโรส นําไปบมที่อุณหภูมิ 50๐
ซ นาน 10 

นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของ

น้ําหนักอะกาโรสเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา จากนั้นถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน 

QIAquick spin column นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 17900 xg  นาน 1 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง 

เทสวนน้ําใสทิง้ ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 17900 xg นาน 1 นาที ที่อุณหภมูิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง กอนหมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อ

กําจัดบัฟเฟอร PE ที่ตกคาง จากนัน้ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอด

ประจุที่ผานการฆาเช้ือแลว ปริมาตร 25-50 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผนเมมเบรน ตั้งทิ้งไว

นาน 1 นาที นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นาํสวนน้าํใสซึ่ง

เปนผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสบริสุทธิ์มาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ   

 
3.5.13.8 การโคลนผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส 

 
3.5.13.8.1 การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 

 
 เนื่องจากผลติภัณฑทีไ่ดจากปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรสจากขอ 

3.5.13.7 มีบริเวณปลายยื่นเปน A-overhang  จึงตองทําใหปลายของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

เปนปลายทู (blunt end) ดวยเรสทริกชันเอนไซม DNA blunting enzyme (GeneJETTM PCR 

cloning Kit ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา) (ภาคผนวก จ5) ตามวิธทีี่ระบุโดย

บริษัทผูผลติ  โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้

 
2x  Reaction buffer     10 ไมโครลิตร 

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรส จากขอ 3.5.11.6    2 ไมโครลิตร 

ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้ใหเปน  17 ไมโครลิตร 

DNA blunting enzyme       1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ      18 ไมโครลิตร 
 
นําหลอดปฏิกริิยาไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที บมที่

อุณหภูมิ 70๐
ซ นาน 5 นาท ีเม่ือครบเวลาแลวนําหลอดปฏิกิริยาไปแชในอางน้ําแข็งทันที เปนเวลา 

1 นาท ี  ไลเกตช้ินดีเอ็นเอที่เตรียมไดเขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1/blunt Cloning Vector 
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(GeneJETTM PCR cloning Kit ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา) (ภาคผนวก จ5) 

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลติ  โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้

 
ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมได                       18 ไมโครลิตร 

pJET1/blunt Cloning Vector ประมาณ 50 นาโนกรัม    1 ไมโครลิตร 

T4 DNA ligase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลติร    1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ      20 ไมโครลิตร 

 

นําหลอดปฏิกริิยาไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที บมที่

อุณหภูมิ 22 ๐ซ เปนเวลา 30 นาที  
 

3.5.13.8.2 การเตรียมคอมพีเทนตเซลล (competent cell) ของ E. coli 
DH5α 

 
เตรียมคอมพีเทนตเซลลดวยวิธีแคลเซียมคลอไรด โดยดัดแปลงจากวธิี

ของ Sambrook และ Russel (2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดีย่วของ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว LB (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 5 มล. นําไปบมเขยาขามคืน (16 -18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 

37๐
ซ เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชือ้ไปยัง Arm flask ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

ปริมาตร 100 มล. นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37๐
ซ จนกระทัง่ OD550 เทากับ 0.5  

 
ระหวางที่รอการเจริญของเชื้อ ใหเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด

ความเขมขน 0.1 โมลาร (เตรียมกอนใชและทุกข้ันตอนทําในอางน้ําแข็ง) ดังนี้ ผสมน้ําปลอด

ประจุปลอดเชือ้ที่เย็น ปริมาตร 450 มล. เขากับสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 1      

โมลาร (ภาคผนวก ข16) ปริมาตร 50 มล. ในฟลาสกปลอดเชื้อขนาด 1 ลิตร ผสมใหเขากันจะได

สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร แชในอางน้าํแข็งกอนจะใช  จากนั้นเตรียม

สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลารผสมกลีเซอรอล 80% โดยแบงสารละลาย

แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 44.4 มล. เติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อความ

เขมขน 80% ปริมาตร 5.6 มล.เขยาผสมสารใหเขากัน แชในอางน้ําแข็งกอนใชงาน 

 
เม่ือเซลลเจริญจนถึงคา OD550 ที่ตองการแลว นําฟลาสกไปแชในอาง

น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ถายเชื้อลงในหลอดเซนติฟวจปลอดเชื้อปรมิาตร 250 มล.ที่แชเย็น 2 

หลอด นาํไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 4000 xg เปนเวลา 10 นาที เทสวนอาหารเลี้ยง

เช้ือทิ้ง ตั้งแตข้ันตอนนี้เปนตนไปตองทําที่อุณหภูมิ 4๐
ซ โดยนําตะกอนเซลลไปปนผสมโดยใช

เครื่องปนผสมเพื่อกระจายตะกอนเซลลที่ติดอยูที่กนหลอดเซนติฟวจ รวมตะกอนเซลลจากหลอด

เซนติฟวจ 2 หลอดเขาดวยกัน เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรดเย็น ความเขมขน 0.1 โมลาร 

ปริมาตร 125 มล. แชในอางน้ําแข็งนาน 4 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 4000 

xg เปนเวลา 10 นาที เทสวนอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง นําตะกอนเซลลไปปนผสมโดยใชเคร่ืองปนผสม
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เพ่ือกระจายตะกอนเซลลทีต่ิดอยูที่กนหลอดเซนติฟวจ จากนั้นเติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด

ความเขมขน 0.1 โมลารที่ผสมกลีเซอรอล 80% ปริมาตร 15 มล. ผสมใหเขากันเบาๆ แบงคอมพี

เทนตเซลลที่เตรียมไดใสหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่แชเย็น หลอดละ 200 มล. เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ -70๐
ซ 

 

3.5.13.8.3 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาคอมพีเทนตเซลล  

 
ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.5.13.8.1 เขาสูคอมพี

เทนตเซลล E. coli DH5α ดวยวิธี Heat shock (Sambrooke และ Russell, 2001)  ดังนี้ นําคอม

พีเทนตเซลล E. coli DH5α ที่เก็บไวที่อณุหภูมิ -70๐
ซ มาแชในอางน้ําแข็ง ใสรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดทีไ่ลเกตไวในขอ 3.5.11.8.1 ทั้งหมดลงในหลอดคอมพีเทนตเซลล ปริมาตร 200 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปบมที่ในอางน้ําแข็งอยางนอย 30 นาที จากนัน้ heat shock 

ที่อุณหภูมิ 42 ๐ซ เปนเวลา 2 นาที เม่ือครบเวลายายหลอดปฏิกิริยาลงในอางน้าํแข็งทันที บมใน

อางน้ําแข็ง 2 นาที จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มล.ลงในหลอดปฏิกิริยา 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ นาน 1 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4๐

ซ ความเร็ว 4000 xg เปน
เวลา 10 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมทิ้งแลวเติมอาหารเลีย้งเชื้อ LB ใหมปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ลงในหลอดปฏิกิริยา 

 
3.5.13.8.4 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนตที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ 

 
เนื่องจากในพลาสมิด pJET1 มีบริเวณ eco47IR ที่เปน lethal gene มี

ความสามารถในการสรางสารพิษที่เปนอันตรายตอเซลล หาก E. coli DH5α ไดรับพลาสมิด 

pJET1 ที่ไมมชีิ้นสอดแทรกซึ่งจะมีการแสดงออกของ eco47IR ทําใหเซลลไมสามารถเจริญได  

นอกจากนี้ ใน pJET1 ยังมีบริเวณ bla(ApR) ซึ่งเปน β-lactamase gene ที่ชวยใหเซลล E. coli 
DH5α ที่มีพลาสมิด pJET1 สามารถทนตอแอมพิซิลลินที่ผสมใน LB ได สวนเซลล E. coli 
DH5α ที่ไมมีพลาสมิด pJET1 ไมสามารถทนตอแอมพิซิลลิน  สมบตัิของพลาสมิด pJET1 

ทั้งหมดแสดงไวในภาคผนวกที่ จ5 

คัดเลือกทรานสฟอรแมนตทีม่ีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการโดยนาํ

สารแขวนลอยของ E. coli DH5α  ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิด ตามขอ 3.5.13.8.3 

ปริมาตร 200 ไมโครลติร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 

ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ค15) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ สังเกต

การเจริญของเชื้อภายใน 16-18 ชั่วโมง แยกโคโลนีที่เจริญมาทําใหบรสุิทธิ์โดยขีดเชือ้ลงในอาหาร

ชนิดเดิมบมทีอุ่ณหภูมิ 37๐
ซ นาน 16-18 ชั่วโมง เม่ือไดโคโลนีเดี่ยวแลว นําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว LB ปริมาตร 5 มล.ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัม

ตอมล. บมเขยาที่อุณหภูมิ 37๐
ซ ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  

ถายเซลล 1 มล.ลงในหลอดไมโครฟวจ หมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลลที่ความเร็ว 97000 xg นาน 2 
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นาที ที่อุณหภมูิ หองเทสวนน้ําใสออก เตมิเซลลเพ่ิมในหลอดเดิมอีก 1 มล. ปนเก็บเซลลอีกคร้ัง 

นําตะกอนเซลลที่ไดไปใชในการสกัดพลาสมิด  

 
3.5.13.8.5 การสกัดพลาสมิด 

 
นําเซลลจากขอ 3.5.13.8.4 มาสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมดิ 

QIAprep Miniprep Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศเยอรมัน) (ภาคผนวก จ6 ) ตามวิธีที่

แนะนาํโดยบรษิัทผูผลติดังนี ้เติมบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตรลงในหลอดปฏิกิริยา 

ผสมใหเขากัน จากนัน้เติมบฟัเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบัหลอด

จนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที  จากนั้นเติมสารละลาย 

N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดจนเกิดตะกอนขาว นําไปหมนุเหวี่ยงเพื่อ

ตกตะกอนที่ความเร็ว 17900 xg นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิหอง  ถายสวนน้ําใสลงใน QIAprep 

spin column  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง 

เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในคอลัมน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่
อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงใน

คอลัมน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งและ

หมุนเหวี่ยงในภาวะเดิมซ้ําอีกคร้ัง เพ่ือกําจัดบัฟเฟอร PE ที่ตกคาง  ยายคอลัมนมายังหลอด    

ไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อปริมาตร 30-50 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองนาน 1 นาที จากนัน้นาํไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที นํา

สารละลายพลาสมิดที่อยูในสวนน้ําใสมาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

 
3.5.13.8.6 การยืนยันผลของรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส  

 

นําพลาสมดิทีส่กัดไดจากขอ 3.5.13.8.5 มาเปนแมแบบในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันผล โดยมีสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังนี้  
 

- 10x Taq DNA polymerase buffer           5 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลายฟอรเวริ์ดไพรเมอรความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 1ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลายรีเวิรสไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร 4 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร 9 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 4.5 มิลลิโมลาร) 
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- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร  0.5   ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.5.10.2 2     ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 27.5 ไมโครลติร 

   ปริมาตรสุทธิ              50    ไมโครลิตร 
 
ไพรเมอรที่ใชในการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบยีนแลคเคส ไดแกคูที่ 1-3 และสําหรับ

ยีน gdp ไดแกคูที่ 4-6  

 
 
คูที่ 1   

- สารละลาย Plac-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย Plac-R(รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 2  

- สารละลาย Plac-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย pJET-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 3  

- สารละลาย pJET-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย Plac-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 4 

- สารละลาย gdp-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย gdp-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 5  

- สารละลาย gdp-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย pJET-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
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คูที่ 6  

- สารละลาย pJET-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย gdp-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 

Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูมิเหมาะสม เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 
อุณหภูมิเหมาะสมสําหรับการแอลนีลดวยไพรเมอรคูที่ 1-3 คือที่อุณหภูมิ 51๐

ซ และ

อุณหภูมิ 55๐
ซ สําหรับไพรเมอรคูที่ 4-6  จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอ

เรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในขอ 3.5.12.4 
 

3.5.13.8.7 การตรวจสอบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนท  

พลาสมิด 

 
ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดทีส่กัดไดในขอ 3.5.13.8.5  ดวยเรสทริกชัน

เอนไซม SalI (Fermentas, ประเทศสหรัฐอเมริกา) อยางสมบูรณ ตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต โดยมี

สวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้
 
- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.13.8.5 5  ไมโครลติร 

- 10x  บัฟเฟอร O   1.5 ไมโครลติร 

- เอนไซม SalI     1 ไมโครลติร 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     7.5 ไมโครลติร 

 
ผสมสวนผสมในหลอดปฏิกิริยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37๐

ซ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 

ตรวจสอบรูปแบบพลาสมิดที่ตัดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในขอ 3.5.12.4 
 

3.5.13.8.8 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นยีนแลคเคสและชิ้นยีน gdp ที่

แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

 
หาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นแลคเคสและยีน gdp ที่แทรกอยูในรีคอม

บิแนนทพลาสมิดในขอ 3.5.13.8.5 โดยใชบริการของบริษัท 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) นํา
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ลําดบันิวคลโีอไทดทีไ่ดของชิ้นสวนยีนทั้ง 2 ยีน ไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank 

ดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank 
 

3.5.13.9 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีน gdp ของ

ราที่คัดเลือกสําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา   

RT-PCR 
 

ออกแบบนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีน gdp ของราที่

คัดเลือกโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากขอ 3.5.13.8.8 ตั้งช่ือวา lacF-1 และ lacR-2 

สําหรับยีนแลคเคสและ gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp  
 
นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราจากขอ 3.5.12.2 มาเปนแมแบบในปฏกิิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2  สําหรับยีนแลคเคส และ gdp 

Aaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp โดยใชสวนผสมและภาวะในการทดสอบดงั

ขอ 3.5.13.8.6 ตรวจสอบผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริ

ซิสตามวธิีในขอ 3.5.12.4  ทําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิต์ามวิธีในขอ 

3.5.13.7  และสงตัวอยางไปวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดตามรายละเอียดในขอ 3.5.13.8.8 นาํ

ลําดบันิวคลโีอไทดทีไ่ดของชิ้นสวนยีนที่ไดทั้ง 2 ยีนไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN จากการทดสอบพบวาไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2  มี

ความจําเพาะตอยีนแลคเคสและคู gdpAaege474-F gdpAaege755-R มีความจําเพาะตอยีน gdp 

ของราที่คัดเลือก จึงใชไพรเมอร 2 คูนี้สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา RT-

PCR ตอไป 
 

3.5.13.10 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา RT-PCR 

 
นํา cDNA ของราที่คัดเลือกในแตละชวงของการยอยฟลูออรีน จากขอ 

3.5.13.5.2 มาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอรคู lacF-1 และ lacR-2  

สําหรับยีนแลคเคส และไพรเมอรคู gdpAaege474-F gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp โดยใช

สวนผสมดังขอ 3.5.13.8.6   
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับยีน gdp  เปนดังนี้  
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94๐

ซ  เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 55๐
ซ  เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72๐
ซ  เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72๐
ซ  เปนเวลา 10 นาท ี
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับยีนแลคเคส  เปนดังนี้  
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94๐

ซ  เปนเวลา  1 นาท ี
 
7 รอบ ที ่

อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา  2 วินาท ี

อุณหภูม ิ 70๐
ซ  เปนเวลา  3    นาท ี

32 รอบ ที ่

อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา  2  วินาท ี

อุณหภูม ิ 69๐
ซ  เปนเวลา  3    นาท ี

 
Final extension ที่อุณหภูม ิ 67๐

ซ เปนเวลา  4    นาท ี
 
ตรวจสอบผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.4  ทําผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากไพร

เมอร lacF-1 และ lacR-2 ใหบริสุทธิ์ตามวิธีในขอ 3.5.13.7 และสงตัวอยางไปวิเคราะหลําดบั     

นิวคลีโอไทดตามรายละเอยีดในขอ 3.5.13.8.8 นาํลําดบันิวคลโีอไทดที่ไดของชิ้นสวนยีนที่ไดทัง้ 2 

ยีนไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX 



 

บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 

 

 

4.1 ตัวอยางราและการแยกเชือ้ใหบริสุทธิ ์
 

จากการเก็บตวัอยางจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย โดยภาคกลางเก็บตัวอยางที่

จังหวัดกรุงเทพมหานคร นนทบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี ประจวบคีรีขันธ สวนภาค

ตะวันตกเก็บตัวอยางที่จังหวัดกาญจนบุรี ภาคตะวนัออก เก็บตัวอยางที่จังหวัดระยอง ชลบุรี ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เก็บตวัอยางที่จังหวัดนครราชสีมา และภาคใตเก็บตัวอยางที่จงัหวัดสงขลา  

ทั้งหมด 150 ตัวอยาง แบงเปนประเภทตางๆ ดังนี้ ดอกเห็ดที่ข้ึนตามธรรมชาติ (fungal fruiting 

body) จํานวน 87 ตัวอยาง ตัวอยางจากกิง่ไม เศษไมผ ุจํานวน 27 ตัวอยาง และตัวอยางที่ซื้อจาก

แหลงจําหนายหรือแหลงเพาะพันธุเห็ด จาํนวน 37 ตัวอยาง นํามาแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเสนใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA พบวาเสนใยราสวนใหญเจริญไดดีที่อุณหภูมิหอง 

สามารถแยกเชื้อไดทั้งหมด 153 ไอโซเลต  
 

4.2 การคัดกรองราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

 
เม่ือนําไอโซเลตทั้งหมดจากขอ 4.1 มาเพาะบนอาหาร Basal Medium ที่ผสมสี

ทดสอบชนดิตางๆ ไดแกไกวเอคอลสําหรับใชคดักรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 

แลคเคส (Kiiskinen และคณะ, 2004)   phenol red สําหรับใชคัดกรองราที่มีความสามารถในการ

สรางเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Kuwahara และคณะ, 1984) และ azure B สําหรับใชคดั

กรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (Archibald, 1992) พบวา

หลังจากบมเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 3 วัน พบการเปลี่ยนแปลงของสีทดสอบไดตามรูปที่ 4.1 และ

ใหผลการทดสอบของเชื้อทั้ง 153 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางแสดงความกวางของการเปลี่ยนสี

รอบโคโลนีภาคผนวกที่ ก1  
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                (ก)         (ข)                                          (ค) 

 

รูปที่ 4.1 แสดงการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสีทดสอบชนดิตางๆ 

(ก) ไกวเอคอล    (ข) phenol red และ (ค) azure B  

 
 

จากตารางแสดงความกวางของการเปลี่ยนสีรอบโคโลน ี(ภาคผนวกที ่ก1) ในการ

เปลี่ยนสีทดสอบไกวเอคอล  phenol red และ azure B สามารถแบงกลุมเชื้อออกเปน 5 กลุม 

ตามตารางที ่4.1 ซึ่งแสดงความสามารถของเชื้อที่เกิดปฏิกิริยากับสีทดสอบ จากตารางที่ 4.1 จะ

เห็นไดวาราทีแ่ยกไดสวนใหญไมมีความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบหรือเปล่ียนสีทดสอบได

เพียง 1 ชนิดเทานั้น มีเพียง 14 ไอโซเลตที่มีความสามารถในการเปลีย่นสีของสารทดสอบตั้งแต 2 

ชนิดหรือมากกวา ซึ่งเปนกลุมที่อาจจะผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดมากกวา 1 ชนิด  ไดแก   

ไอโซเลตในกลุมที่ 3  4 และ 5 หรือคิดเปน 9.2% ของไอโซเลตทั้งหมด จึงนาํเอาไอโซเลตทั้ง 3 

กลุม มาทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลีย้งเชื้อที่มี PAH ผสมอยูตอไป สําหรับ

แนวโนมในการผลิตเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดสของรา

ไอโซเลตตางๆ แสดงในตารางที่ 4.2  และรูปของ 14 ไอโซเลตที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสี

ของสารทดสอบตั้งแต 2 ชนดิหรือมากกวาแสดงในรูปที่ ก1 (ภาคผนวก ก)   
 
ตารางที่ 4.1  กลุมความสามารถของเชื้อท่ีเกิดปฏิกิริยากับสีทดสอบ 

กลุม       จํานวนไอโซเลต

ไกวเอคอล azure B phenol red จํานวน (%)

1 - - - 76 49.7%

2 + - - 63 41.1%

3 + - + 7 4.6%

4 + + - 4 2.6%

5 + + + 3 2.0%

ผลตอชนิดของสีทดสอบ
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ตารางที่ 4.2 แนวโนมในการผลิตเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส(MnP) และ       

ลิกนินเพอรออกซิเดส(LiP) ของราไอโซเลตตางๆ 

ไอโซเลต ชื่อสามญั สถานทีเ่กบ็ตัวอยาง  แนวโนมในการผลิตเอนไซมตางๆ
1

แลคเคส MnP LiP

CU-1 กิง่ไมจากเขาใหญ จ.นครราชสีมา +
2

+ +

CU-6 เห็ดเปาฮ้ือ ตลาดสามยาน กทม. + -
3

+

CU-8 เห็ดขอนขาว ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-29 ตัวอยางดอกเห็ด จาก กทม. + + -

CU-43 เห็ดยานาหงิ ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + +

CU-62 เห็ดหอมจีน ตลาดสามยาน กทม. + + +

CU-86 กิง่ไม จาก กทม. + + -

CU-99 เห็ดตีนแรด ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + - +

CU-102 ตัวอยางดอกเห็ดจาก จ. สงขลา + - +

CU-112 ตัวอยางกิง่ไมจาก จ.สงขลา + + -

CU-113 ตัวอยางดอกเห็ดจาก กทม. + + -

CU-116 เห็ดนางฟา ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-118 เห็ดภูฐาน ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-120 ตัวอยางดอกเห็ดจาก กทม. + - +

 หมายเหต ุ

1. แนวโนมในการผลิตเอนไซมที่ตรวจหา ทดสอบโดยไดโดยแลคเคสทดสอบกับไกวเอคอล  

แมงกานีสเพอรออกซิเดสทดสอบกบั phenol red และลิกนินเพอรออกซิเดสทดสอบกับ 

azure B 
2. +   หมายถึง แสดงความสามารถในการผลิตเอนไซม 

3. -    หมายถึง  ไมแสดงความสามารถในการผลิตเอนไซม 
 

 
4.3 การทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสม PAH 

 
แมวาไอโซเลตที่นํามาทดสอบในขั้นตอนนี้ จะแสดงความสามารถในการผลิต

เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดมากกวา 1 เอนไซม แต PAH ก็อาจจะมีผลตอการเจริญหรือเปน

พิษตอเซลล จงึตองทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAH ชนิด

ตางๆ ผสมอยูในแตละจานทีค่วามเขมขน 100 มก.ตอลิตร โดยทดสอบทั้งตัวแทนของ PAH ทั้ง

ชนิดที่มีน้าํหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และตัวแทนของ PAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุสูง ไดแก ฟลูออแรนทรีน และไพรีน จากการทดลองกบั 14 ไอโซเลต ไดผลดัง
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แสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที ่4.2  ซึ่งพบวามีเพียง 3 ไอโซเลตที่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มี PAH แตละชนิดผสมอยู ไดแก ไอโซเลต CU-1  CU-43 และ CU-62  แตเนื่องจากไอโซเลต 

CU-62 มีการเจริญชามาก จงึคัดเลือกเฉพาะไอโซเลต CU-1 และ CU-43 ซึ่งแสดงความสามารถ

ในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลายชนดิและสามารถเจรญิบน Basal medium ที่

ผสม PAH ไดดีที่สุด ไปทดสอบการยอย PAH ในอาหารเหลวตอไป  

 
ตารางที่ 4.3 ความสามารถของเชื้อในการเจริญบนอาหารที่มี PAH เปนสวนประกอบ 

ไอโซเลต ความสามารถในการเจริญบน Basal medium ผสม PAH
1

ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน ไพรีน

CU-1 +2 + + + +

CU-6 + + -2 - -

CU-8 + + + + -

CU-29 + + - + -

CU-43 + + + + +

CU-62 + + + + +

CU-86 + + - + -

CU-99 - - - - -

CU-102 + - - - -

CU-112 + - - - -

CU-113 + - - - -

CU-116 + - - - +

CU-118 + + - - -

CU-120 + + + + -  
หมายเหต ุ

1. การทดสอบทาํบน Basal medium ที่เติม PAH ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร 

โดยบมเชื้อที่อณุหภูมิหอง ในที่มืดเปนเวลา  7 วัน 

2. +   หมายถึง  มีการเจริญ    -  หมายถึง  ไมมีการเจริญ 
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รูปที่ 4.2   การทดสอบความสามารถในการเจริญของราที่คัดแยกในอาหาร Basal 

medium ที่มีฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตรเปนสวนประกอบ 
 

4.4 การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAH ในอาหารเหลว 

 
 นําราไอโซเลต CU-1 และ CU-43 มาทดสอบความสามารถในการยอย PAH ความ

เขมขน 100 มก.ตอลิตร ที่ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีมีไนโตรเจนจํากัด (อาหารที่มีไนโตรเจน

จํากัด) และมีกลูโคสผสมอยู 1% เปนแหลงอาหารตามสูตรของ Kirk และคณะ (1978)  โดย

ทดสอบทั้ง PAH ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และ PAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุสูง ไดแก ฟลูออแรนทรีน และไพรีน เก็บตัวอยางตอเนื่องเปนเวลา 4 สัปดาหโดย

เก็บตัวอยางทกุสัปดาหหรือทุก 3 วันสําหรับการวิเคราะหฟลูออรีน นาํตัวอยางมาสกัดและ

วิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลืออยูดวยเครื่อง HPLCในข้ันตอนการสกัด PAH ออกจากอาหาร

เหลว มีการเตมิไพรีนที่ทราบความเขมขนแนนอนลงในหลอดที่ตองการสกัดฟลูออรีน แอนทรา

ซีน ฟแนนทรนี ฟลูออแรนทรีน เพ่ือใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกัด และเติมเบนโซ[เอ]

ไพรีนสําหรับตัวอยางที่ตองการสกัดไพรีน ผลการทดลองที่นํามาใชในการคํานวณตองมี

ประสิทธิภาพในการสกัดไมต่ํากวา 80% ผลการทดลองดังโครมาโทแกรมที่แสดงในรูปที่ 4.3 – 

4.7และวิเคราะหความสามารถในการยอย PAH ของราทั้ง 2 ไอโซเลตเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

โดยวิธีทางสถิต ิ

จากการเปรียบเทียบคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ PAH ที่ตองการ

ตรวจวัดกับสารมาตรฐาน พบวาไอโซเลต CU-1 มีความสามารถในการยอยฟลูออรีนไดดีที่สุด 

โดยปริมาณฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 94.5% ภายใน 6 วัน ในขณะที่ปริมาณฟลูออรีนใน

ชุดควบคุมลดลง 42.7% และสามารถยอยแอนทราซีนและฟแนนทรีนไดภายใน 21 วัน โดย

ปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 68.0% และ 71.0% ตามลําดบั 

ไอโซเลต CU-43 

ไอโซเลต CU-99 

ไอโซเลต CU-102 

ไอโซเลต CU-118 
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ในขณะที่ปริมาณแอนทราซนีและฟแนนทรีนในชุดควบคุมลดลง 24.5% และ 25.6% ตามลําดับ 

แตไมสามารถยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนภายในระยะเวลา 30 วัน 
 

   
 
 

  
 
 

  
 
 
รูปที่ 4.3  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณฟลูออรีนในชดุควบคุมในวันที่ 0 (ก) และ

วันที่ 6 (ข) ชุดทดลองที่เตมิราไอโซเลต CU-1 ในวันที ่0 (ค) และวันที่ 6 (ง) และชุด

ทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวันที ่0 (จ) และวันที่ 6 (ฉ) บมเขยาที่อุณหภูม ิ  

28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   ฟลูออรีน 

  ฟลูออรีน 
   ฟลูออรีน 
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 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 
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 Retention time 

 พ้ืนที่ใตกราฟ 
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รูปที่ 4.4  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณแอนทราซีนในชุดควบคุมในวันที่ 0 (ก) 

และวันที่ 21 (ข) ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-1 ในวันที่ 0 (ค) และวันที่ 21 (ง) 

และชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวันที่ 0 (จ) และวันที่ 21 (ฉ) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   แอนทราซีน 

 แอนทราซีน    แอนทราซีน 

แอนทราซีน แอนทราซีน 

   แอนทราซีน 
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ว
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ท
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รูปที่ 4.5  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณฟแนนทรีนในชุดควบคุมในวันที่ 0 (ก) 

และวันที่ 21 (ข) ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-1 ในวันที่ 0 (ค) และวันที่ 21 (ง) 

และชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวันที่ 0 (จ) และวันที่ 21 (ฉ) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   ฟแนนทรีน 

   ฟแนนทรีน 
   ฟแนนทรีน 
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รูปที่ 4.6  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณฟลูออแรนทรีนในชดุควบคมุในวันที่ 0 

(ก) และวันที่ 30 (ข) ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-1 ในวันที ่0 (ค) และวันที ่30 

(ง) และชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวนัที่ 0 (จ) และวันที่ 30 (ฉ) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที

   ฟลูออแรนทรีน 

   ฟลูออแรนทรีน    ฟลูออแรนทรีน 
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รูปที่ 4.7  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณไพรีนในชุดควบคุมในวันที่ 0 (ก) และ

วันที่ 30 (ข) ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-1 ในวันที่ 0 (ค) และวันที่ 30 (ง) และ

ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวันที่ 0 (จ) และวันที่ 30 (ฉ) บมเขยาที่อุณหภูมิ 

28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาท ี
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สําหรับไอโซเลต CU-43 พบวาสามารถยอย PAH ที่นาํมาใชทดสอบไดทุกชนดิ โดย

สามารถยอยฟลูออรีนไดดกีวา PAH ชนิดอื่น โดยฟลอูอรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกยอยจนหมด

ภายใน 6 วัน และสามารถยอยแอนทราซนีและฟแนนทรีนไดดภีายใน 21 วัน โดยปริมาณแอน  

ทราซีนและฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 91.2% และ 99.2% ตามลําดับ นอกจากนี้ยัง

สามารถยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนภายใน 30 วัน โดยปริมาณฟลอูอแรนทรีนและไพรีนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 67.9% และ 81.2% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที ่4.4  

 
ตารางที่ 4.4  ความสามารถของราไอโซเลต CU-1 และ CU-43 ในการยอย PAH ชนิด

ตางๆ ในอาหารเหลวอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด 

PAHs ระยะเวลาการบม

(วนั) ชุดควบคมุ ไอโซเลต CU-1 ไอโซเลต CU-43

ฟลอูอรีน 6 42.7 ±2.4 94.5±0.0 100.0±0.0

แอนทราซนี 21 24.5±2.0 68.0±3.0 91.2±3.6

ฟแนนทรนี 21 25.6±1.7 71.0±4.2 99.2±0.1

ฟลอูอแรนทรนี 30 17.5±2.0 24.3±1.4 67.9±1.3

ไพรีน 30 25.0±0.1 25.4±2.4 81.2±0.8

% PAH ทีล่ดลง

 
 
หมายเหตุ ใชตัวอยางทดสอบจํานวน 3 ตัวอยาง คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ±  คาเบี่ยงเบน 

(mean ± SD)  
 

 
เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยอยสลาย PAH ชนิดตางๆแลว พบวาไอโซ

เลต CU-43 มีความสามารถในการยอยสลาย PAH หลายชนิดไดดีกวาไอโซเลต CU-1 ดังแสดง

ในตารางที่ 4.4  จึงเลือกไอโซเลต CU-43 เพ่ือศึกษาสมบัตใินการยอย PAH โดยเลอืกศึกษากับ

ฟลูออรีนซึ่งไอโซเลต CU-43 สามารถยอยไดดีที่สุดนัน่คือ 100% 
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4.5 รูปแบบการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ โดยราไอโซเลต CU-43 

 
ศึกษาความสามารถของราไอโซเลต CU-43 ในการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดที่มีฟลูออรีนผสมอยูที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 100, 250, 500, 750 และ 1000 

มก.ตอลิตร  

โดยชุดการทดลองที่ความเขมขนฟลูออรีนเทากับ 100 มก.ตอลิตรซึ่งเปนความ

เขมขนนอยที่สุด ราไอโซเลต CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนหมดภายใน 6 วัน ในขณะที่เหลือ

ฟลูออรีนในชดุควบคุม 57.3% ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ก เม่ือความเขมขนของฟลูออรีนเพิ่มข้ึนเปน 

250 และ 500 มก.ตอลิตร ระยะเวลาในการยอยฟลูออรีนจนสมบูรณเพ่ิมข้ึนเปน 2 และ 3 สัปดาห

ตามลาํดบั ในขณะที่ปริมาณฟลูออรีนในชดุควบคุมเหลืออยู 74.8% และ 81.4% ตามลําดับ (รูปที่ 

4.8 ข และ ค) เม่ือเพ่ิมความเขมขนของฟลูออรีนถึง 750 และ 1000 มก.ตอลิตร พบวาราไอโซ

เลต CU-43 ไมสามารถยอยฟลูออรีนไดหมดภายใน 4 สัปดาห โดยที่ความเขมขน 750 มก.

ตอมล. จะเหลือฟลูออรีนอยู 11.0% และเหลืออยู 80.0% ที่ความเขมขน 1000 มก.ตอมล. 

ในขณะที่ชุดควบคุมมีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 86.3% และ 94.4%  ตามลาํดบั ดังแสดงในรูปที่ 

4.8 ง และ จ  สําหรับตัวอยางโครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนที่ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร 

โดยราไอโซเลต CU-43 ในเวลาตางๆ แสดงดังรูปที ่4.9  

จากขอมูลทั้งหมดพบวาความเขมขนของฟลูออรีนมีผลตอความสามารถในการยอย

ของราไอโซเลต CU-43 โดยความเขมขนของฟลูออรีนที่เพ่ิมข้ึน ทําใหการยอยฟลูออรีนชาลง 

อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 750 มก.ตอลิตร ไอโซเลต CU-43 ก็ยังสามารถลดฟลอูอรีนได

ประมาณ 95% ในเวลา 4 สัปดาห  
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รูปที่ 4.8  รูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขนตางๆ โดยราไอโซเลต CU-43 ในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดความเขมขนฟลูออรีนที่ใชทดสอบไดแก 100 มก.ตอลิตร (ก), 250 มก.

ตอลิตร (ข), 500 มก.ตอลิตร (ค), 750 มก.ตอลิตร (ง), และ 1000 มก.ตอลิตร (จ) 

                       ชุดทดลอง                ชุดควบคุม 

ก 
ข 

ค
ง 

จ 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

วัน สัปดาห 

สัปดาห สัปดาห 

สัปดาห 
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รูปที่ 4.9  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณฟลูออรีนที่เหลือจากการยอยฟลูออรีน

ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร ดวยราไอโซเลต CU-43 ในอาหารเลี้ยงเชื้ออาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดบมที่อุณหภมูิ 28๐
ซ ในเวลาตางๆ ไดแก สัปดาหที่ 0 (ก), สัปดาหที่ 1 

(ข), สัปดาหที่ 2 (ค),  สัปดาหที่ 3 (ง), สัปดาหที ่4 (จ),  และชุดควบคุมสัปดาหที่ 4 

(ฉ)  

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ฟลูออรีน 

   ฟลูออรีน 

  ฟลูออรีน 

 ฟลูออรีน 

   ฟลูออรีน 

ฟลูออรีน 

เวลา (นาที) 

โวลท 

โวลท 

โวลท 

โวลท 

โวลท 

โวลท 

เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) 
เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) เวลา (นาที) 
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เม่ือพิจารณาโครมาโทแกรมจาก HPLC พบวาการสลายฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-

43 ในรูปที่ 4.9 พบวามีสารมัธยันตรหลายชนิดเกิดขึ้นในระหวางการยอยฟลูออรีน โดยมีสารมัธ

ยันตรหลักเกิดขึ้นในนาทีที ่3.53 (รูปที่ 4.9 ง และ รูปที ่4.9 จ)  ซึ่งเกิดขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกของ

การสลายฟลูออรีน และมีการสะสมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดในสัปดาหที่ 2 จนกระทั่งเร่ิมคงที่ใน

สัปดาหที ่3 และ 4 เพ่ือตรวจสอบวาพีคที่เกิดขึ้นในนาททีี่ 3.53  ประกอบดวยสารมัธยันตรหลาย

ชนิดหรือไม จงึนําตัวอยางมาฉีดวิเคราะหซ้ําดวย HPLC โดยเกรเดียนตเมทานอล และจาก 

HPLC โครมาโทแกรม พบวามีสารมัธยันตรหลักเพียงชนิดเดียว โดยมีพีคเกิดขึ้นในนาทีที ่23.79  

คือสารมัธยันตร 1 (รูปที่ 4.10 ก)  และสารมัธยันตรอีกชนิดที่นาสนใจเนื่องจากสังเกตเห็นไดชัด

ในการยอยฟลอูอรีนในสัปดาหที่ 1 และสัปดาหที ่2 คือสารมัธยันตร 2 และเมื่อเปรียบเทียบคา 

HPLC retention time กับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลและสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน ซึ่งมี

รายงานวาเปนสารมัธยันตรในการยอยสลายฟลูออรีนโดยราหลายชนิด (Bezalel และคณะ, 1996; 

Garon และคณะ, 2000) พบวา retention time ของสารมัธยันตร 1 มีคาเทากับ retention time 

ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (รูปที่ 4.10 ข) และ retention time ของสารมัธยันตร 2 มีคา

เทากับ retention time ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน (รูปที่ 4.10ข) เม่ือผสมสารมาตรฐาน  

9-ฟลูออรีนอลหรือ 9-ฟลูออรีโนนลงในตวัอยางที่สกัดไดจากราไอโซเลต CU-43 แลวนํามา

วิเคราะหซ้ําดวยเกรเดียนตเมทานอล พบวาพีคของสารมัธยันตร 1 และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรี 

นอลเปนพีคเดียวกัน (รูปที ่4.10 ค) และ สารมัธยันตร 2 และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน เปน

พีค เดียวกัน (รูปที่ 4.10 ง) จากผลการทดลองทั้งหมดสันนิษฐานไดวาสารมัธยันตร 1 คือ         

9-ฟลูออรีนอลและสารมัธยันตร 2 คือ 9-ฟลูออรีโนนซึง่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา

ไอโซเลต CU-43



 

   

   
 
รูปที ่4.10     โครมาโทแกรมจาก HPLC จากการตรวจสอบดวยเกรเดียนตเมทานอลของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 

(ก) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล และ 9-ฟลูออรีนโนน (ข) และเมื่อผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล (ค) และสาร

มาตรฐาน 9-ฟลูออรีนโนน (ง)  ลงในตัวอยาง  

ฟลูออรีน 

ฟลูออรีน 

สารมัธยันตร 1  

สารมัธยันตร 1  
ผสมฟลูออรีนอล 

9-ฟลูออรีนอล  

9-ฟลูออรีโนน 
สารมัธยันตร 2  

ฟลูออรีน 

สารมัธยันตร 1  
สารมัธยันตร 2 
ผสมฟลูออรีโนน 
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เพ่ือพิสูจนวา 9-ฟลูออรีนอลซึ่งเปนสารมธัยันตรหลักทีไ่ดจากการยอยฟลูออรีนโดยรา

ไอโซเลต CU-43 เปนผลิตภณัฑสุดทายหรอืไม จึงไดทดสอบความสามารถของราไอโซเลต     

CU-43 ตอการยอย 9-ฟลูออรีนอล โดยเลี้ยงราไอโซเลต CU-43 ในภาวะเดียวกับขอ 3.5.5 โดย

ผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลความเขมขน 100 มก.ตอลิตรลงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด

แทนการเติมฟลูออรีน บมเชื้อนาน 1 สัปดาหและเก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณ 9-ฟลูออรี 

นอลที่เหลืออยูดวย HPLC  ผลการทดลองพบวาราไอโซเลต CU-43 สามารถยอย 9-ฟลูออรี 

นอลได โดยมปีริมาณ 9-ฟลูออรีนอลเหลือเพียง 25.8% และมีสารมธัยันตรชนดิใหมเกิดขึ้นใน

นาทีที่ 3.22 ใหชื่อวาสารมัธยันตร 1-1  ดงัแสดงในรูปที ่4.11  
 
 

 

 
 
รูปที่ 4.11   โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงการยอย 9-ฟลูออรีนอลความเขมขน 100 มก.ตอ

ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดยราไอโซเลต CU-43 บมเชื้อที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ในเวลาตางๆ ไดแก สัปดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 1 (ข)  และเติม

ไพรีนเพื่อเปน internal standard 

ไพรีน 

9-ฟลูออรีนอล 

ไพรีน 9-ฟลูออรีนอล 

สารมัธยันตร 1-1 

เวลา (นาที) 
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ล
ท
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ท
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เวลา (นาที) 
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4.6 การตรวจสอบการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางการยอยฟลูออรีน

ของราไอโซเลต CU-43 

 
ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนิน ไดแก แลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดสที่สรางข้ึนในระหวางการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต 

CU-43 เม่ือเล้ียงในอาหารที่มีไนโตรเจนจาํกัดที่มีฟลูออรีนผสมอยู 500 มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ      

28๐
ซ. โดยตรวจสอบการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารที่ใชทดสอบ ไดแก 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS สําหรับการตรวจสอบแอคติวติีแลคเคส 

2,6-dimethoxyphenol หรือ 2,6-DMP สําหรับการตรวจสอบแอคตวิิตีของแมงกานีสเพอรออกซิ

เดสและเวอราทริลแอลกอฮอลสําหรับการตรวจสอบแอคติวิตีของลิกนินเพอรออกซิเดส 

นําน้าํเล้ียงเชื้อจากอาหารเหลว mGPY มาตรวจสอบแอคติวิตแีลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดส และลิกนนิเพอรออกซิเดส เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการผลติเอนไซมใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารสมบูรณ พบวาไมพบแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 ชนิด จากนั้น

ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมระหวางการยอยฟลูออรีนในชวงเวลาตางๆ ไดผลดงัแสดงในรูปที ่

4.12 พบวาราไอโซเลต CU-43 มีการผลิตแลคเคสสูงสุด โดยพบแอคติวิตตีั้งแตสัปดาหที่ 1 และ

พบแอคติวิตตีลอดชวงเวลาของการยอยสลายฟลูออรีนทั้ง 4 สัปดาห โดยมีแอคติวติีสูงเทากับ 

237 หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที่ 2 เปน 116 หนวยตอมล. จากนั้นเพิ่มสูงสุดในสปัดาหที ่

3 เทากับ 470 หนวยตอมล. และลดลงเปน 213 หนวยตอมล. ในสัปดาหที่ 4   

นอกจากนี้ยังพบแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสทุกชวงของการยอยสลาย

ฟลูออรีน โดยมีรูปแบบการผลิตเอนไซมเชนเดียวกับแลคเคสในสปัดาหที่ 1-3 แตมีแอคติวติีนอย

กวา คือในสัปดาหที่ 1 มีแอคติวิตีเทากับ 1.42 หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที่ 2 เปน 0.53 

หนวยตอมล. จากนั้นเพิ่มสูงอยางเห็นไดชัดในสปัดาหที ่3 เทากับ 4.13 หนวยตอมล. รูปแบบ  

แอคติวติีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสแตกตางจากแลคเคสในสัปดาหที่ 4  โดยแอคติวิตีของแลค

เคสจะสูงสุดในสัปดาหที่ 3 และลดลงในสัปดาหที ่4 แตแมงกานีสเพอรออกซิเดสยังมีแอคติวติี

เพ่ิมข้ึนในสัปดาหที่ 4 และเปนชวงที่มีแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 4.34 หนวยตอมล. ในการทดลองนี้

ไมพบแอคติวติีของลิกนินเพอรออกซิเดสตลอดการทดลอง รูปแบบการผลติเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตรของราไอโซเลต CU-43 

แสดงในรูปที่ 4.12  
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รูปที่ 4.12  รูปแบบการผลติเอนไซมแลคเคส ( )  แมงกานีสเพอรออกซิเดส ( ) และลิกนิน

เพอรออกซิเดส (▲) ในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตร โดย

ราไอโซเลต CU-43 
 

4.7 การตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุที่คัดเลือกในระหวางการยอย

ฟลูออรีน 

 
ตรวจสอบการเจริญของราไอโซเลต CU-43 ตลอดชวงเวลาของการยอยฟลูออรีน 

โดยการวดัน้าํหนักแหงของเซลลที่เล้ียงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัดซึง่ผสมฟลูออรีนความเขมขน 

500 มก.ตอลิตร บมเขยาทีอุ่ณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาทีในที่มืด ตดิตามการเจริญทุก

สัปดาหตอเนือ่ง 4 สัปดาห พบวาในสัปดาหแรกของการยอยฟลูออรีนการเจริญของเชื้อคงที่ ที่ 40 

มก.ตอมล. (รูปที่ 4.13) ในขณะที่ฟลูออรีนเหลืออยู 46.5% (รูปที่ 4.8) หลังจากนั้นเมื่อเช้ือยอย

ฟลูออรีนจนปริมาณฟลูออรีนเหลือเพียง 36% ในสัปดาหที่ 2 (รูปที่ 4.8) จึงเร่ิมสังเกตเห็นการ

เจริญของเชื้อแตยังมีการเจริญไมมาก การเจริญของเชื้อสังเกตไดชดัเจนในสปัดาหที่ 3 ซึ่งปริมาณ

ฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลืออยู 11%(รูปที่ 4.8) และการเจริญของเชื้อเพ่ิมข้ึนสูงสุดใน

สัปดาหที ่4(รูปที่ 4.13) เม่ือฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกยอยจนสมบูรณแลว จากขอมูล

ดังกลาวแสดงวาความเขมขนของฟลูออรีนที่สูงมีผลตอการเจริญของเชื้อ โดยปริมาณฟลูออรีนที่

ความเขมขนสูงกวาปริมาณฟลูออรีนที่เหลือในสัปดาหที่ 1 หรือประมาณ 230 มก.ตอลิตร ทาํใหรา

ไอโซเลต CU-43 ไมสามารถเจริญได ตอมาในสปัดาหที่ 2 ของการยอย เม่ือราไอโซเลต CU-43 
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ยอยฟลูออรีนจนเหลือเพียง 36% หรือประมาณ 180  มก.ตอลิตร พบวามีการเจริญของเชื้อ

เพ่ิมข้ึนอยางเห็นไดชัดและพบวาการเจรญิสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เม่ือฟลูออรีนในอาหารถูกยอยจน

สมบูรณแลว  
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รูปที่ 4.13  การเจริญของราไอโซเลต CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.

ตอลิตร 
 

 

4.8 การศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดินของราที่คัดเลือก 

 
เตรียมหัวเชื้อและตัวอยางดนิสําหรับศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจาํลอง

ดินดวยราไอโซเลต CU-43  โดยเก็บตัวอยางลึกจากผิวหนาดนิ 15 ซม. เพ่ือปองกันการปนเปอน

จากสารเคมีและวิเคราะหการปนเปอนกอนนํามาใชในการทดลอง 

 

4.8.1 ผลการเตรียมดิน ลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมขีองดิน 

 
ดินที่นาํมาใชในการทดลองเก็บจากบริเวณสวนผลไม  อาํเภอกําแพงแสน 

จังหวัดนครปฐม เปนดินรวน ที่มีความอดุมสมบูรณและไมมีการปนเปอนสารเคมี โดยเมื่อนาํไป

สกัดและวิเคราะหปริมาณ PAHs ดวยเครื่อง HPLC พบวาไมมีการปนเปอนสารดังกลาว จากนั้น

สงดินไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดินที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตร

เคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ ไดผลวิเคราะหดังตารางที่ 4.5 
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            ตารางที่ 4.5      ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

สมบัต ิ

 

คาการวิเคราะห 
 

ลักษณะเนื้อดนิ 
คาความเปนกรด เบส 
คาความจุการอุมน้ํา (%) 

ปริมาณสารอนิทรีย (%) 
ปริมาณคารบอน (%) 
ปริมาณไนโตรเจน (%) 
ปริมาณฟอสฟอรัส (สวนในลานสวน) 
ปริมาณโพแทสเซียม (สวนในลานสวน) 
ปริมาณแคลเซียม (สวนในลานสวน) 
ปริมาณแมกนเีซียม (สวนในลานสวน) 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

 

ดินรวน 
8.1 

42.20 

2.99 

1.734 

0.150 

341 

640 

3655 

675 

11.56 
 

 
4.8.2 การทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน 

 
เม่ือเล้ียงราไอโซเลต CU-43 จาก stock culture ลงบน MEA บมที่

อุณหภูมิหอง 10 วัน จากนัน้ถายเชื้อมาเพาะลงบนเมล็ดขาวฟางและบมเชื้อตอที่อุณหภูมิหอง 

พบวาราไอโซเลต CU-43 สรางเสนใยสีขาว มีการเจริญอยางรวดเร็วและปกคลุมเมล็ดขาวฟางจน

สมบูรณภายใน 10 วัน  

จากการทดลองเบื้องตนเพื่อตรวจสอบความสามารถในการเจริญของราไอโซ

เลต CU-43 บนตัวอยางดนิ โดยการถายเช้ือที่เจริญบนเมล็ดขาวฟางลงบนตัวอยางดิน ปรบั

ความชื้นดวยอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัดใหมีความชื้น 60-65% บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน 

พบวาราไอโซเลต CU-43 เจริญบนดินไดนอยมาก (ไมไดแสดงขอมูล) จึงไดศึกษาขอมูลเพ่ิมเติม

พบวาราไอโซเลต CU-43 สามารถเจริญไดดบีนขี้เล่ือยสําเร็จรูป (ศรานนท เจริญสขุ, 2537) จึง

นําตัวอยางดนิที่ผานการรอนเพ่ือคัดขนาดดินแลวมาผสมขี้เล่ือยสําเร็จรูป (ภาคผนวก ฉ1) ใน

อัตราสวน 10% (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เพ่ือปรับสภาพดนิและเพิ่มปรมิาณสารอาหารในดนิ รวมทั้ง

ชวยเพิ่มรูพรุนใหกับดิน ทาํใหอากาศถายเทไดมากขึ้น ซึ่งปจจัยเหลานี้จะชวยใหราไอโซเลต     

CU-43 สามารถเจริญไดดีข้ึน (ศรานนท เจริญสุข, 2537)  จากนั้นปรับความชื้นดวยอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดใหมีความชื้นประมาณ 60-65% (ปรีชา รัตนัง, 2546) ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสม

กับการเจริญราไอโซเลต CU-43  
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ทดสอบการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดนิ 1 กรัม ดวยรา

ไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน เก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยูในดนิ

ทุกสัปดาหเปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยมีรายละเอียดของชุดทดลองดังนี้  
 
ชุดที่ 1  ดินปลอดเชื้อและไมมีการเติมเชื้อและใชเปนชดุควบคุม 

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนในดินเนื่องจากปจจัยทางกายภาพ  

ชุดที่ 2  ดินปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43  

เพ่ือศึกษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43          

เพียงชนิดเดียว 

ชุดที่ 3  ดินไมปลอดเชื้อและไมมีการเติมเชื้อ  

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนโดยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิ 

ชุดที่ 4  ดินไมปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43  

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 รวมกับเชื้อธรรมชาติที่

อยูในดนิ 

 
 จากการทดลองพบวาในชุดทดลองที่ 1 ตวัอยางดินปลอดเชื้อซึ่งใชเปนชุดควบคุม 

ฟลูออรีนลดลงอยางเห็นไดชัดในสัปดาหแรก และเร่ิมลดลงชาๆในสปัดาหที ่2 ดวยอัตราคงที่ 

ฟลูออรีนที่ลดลงอาจเนื่องจากปจจัยทางกายภาพ เชน การสลายตัว การระเหย หรือบางสวนยังติด

อยูกับอนุภาคของดินและไมสามารถสกัดออกไดหมด โดยมีฟลูออรีนเหลืออยู 62% ในสัปดาหที่ 

4 เม่ือเปรียบเทียบกับชุดทดลองที่ 3 ซึ่งเปนตัวอยางดินที่ไมผานการฆาเช้ือพบวามีความแตกตาง

กับชุดทดลองที่ 1 คือ ในชุดทดลองที่ 3 มีปริมาณฟลูออรีนคงที่ในสัปดาหแรก เร่ิมสังเกตการ

ลดลงของฟลูออรีนไดตั้งแตสัปดาหที่ 2 และมีการลดลงอยางตอเนื่องดวยอัตราเร็วกวาในภาวะ

ปลอดเชื้อ โดยมีฟลูออรีนเหลือนอยกวาในภาวะปลอดเชื้อ โดยเหลืออยู 43% ในสัปดาหที ่4  

จากขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาเช้ือธรรมชาติที่มีอยูในดินมีผลชวยในการสลายฟลูออรีน ดังแสดงใน

รูปที่ 4.14 

 ในชุดทดลองที่ 2 เปนการศกึษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต     

CU-43 เพียงชนิดเดียว ในชุดทดลองนี้สังเกตเห็นการเจริญของเสนใยราตั้งแตสัปดาหแรกและ

เจริญอยางรวดเร็วจนปกคลมุทั้งตัวอยางในสัปดาหที่ 2 ดังแสดงในรูปที่ 4.15  สําหรับการยอย

สลายฟลูออรีนพบวาปริมาณฟลูออรีนลดลงอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกโดยมีฟลูออรีนเหลืออยูใน

ตัวอยางดนิเพยีง 30% และลดลงอยางตอเนื่อง ฟลูออรีนถูกยอยจนเกือบสมบูรณในสัปดาหที่ 2 

โดยมีฟลูออรีนเหลืออยูเพียง 5.5% หลังจากนั้นอตัราการยอยลดลงและฟลูออรีนถูกยอยจน

สมบูรณในสัปดาหที่ 4 ในขณะที่ชุดควบคมุ (ชุดทดลองที่ 1) ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู 62% ดัง

แสดงในรูปที่ 4.14 

 ในชุดทดลองที่ 4 เปนการศกึษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-

43 รวมกับเชื้อธรรมชาต ิในชุดทดลองนีสั้งเกตเห็นการเจริญของเสนใยราตั้งแตสัปดาหแรก

เชนเดียวกับชุดทดลองที่ 2 แตเสนใยมีจํานวนนอยกวาและส้ันกวา รูปแบบการลดลงของฟลูออรีน
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คลายกับชดุการทดลองที่ 2 (ดินปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43) แตอตัราการลดลงชากวา 

ความแตกตางของฟลูออรีนที่เหลืออยูในชุดทดลองที่ 2 และชุดทดลองที่ 4 เห็นไดชัดในสปัดาหที ่

2  โดยชุดทดลองที่ 2 ฟลูออรีนถูกยอยจนเกือบสมบูรณ ปริมาณฟลอูอรีนเหลืออยูเพียง 5.5%  

ในขณะที่ชุดทดลองที่ 4 มีฟลูออรีนเหลืออยู 33% และเมื่อครบ 4 สัปดาหชดุทดลองที่ 4 มี

ฟลูออรีนเหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดทดลองที่ 4 ฟลูออรีนถูกยอยอยางสมบูรณ เม่ือเปรียบเทียบ

กับชุดทดลองที่ 3 ซึ่งเปนการยอยฟลูออรีนโดยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดิน พบวาฟลูออรีนในชุด

ทดลองที่ 4 ถูกยอยไปมากกวา โดยสังเกตเห็นไดอยางเดนชัดในสัปดาหที่ 4 ฟลูออรีนในชุด

ทดลองที่ 4 เหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดทดลองที่ 3 มีฟลูออรีนเหลืออยู 43%  
 
 ขอมูลท้ังหมดแสดงใหเห็นวาราไอโซเลต CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 

มก.ตอลิตรทีป่นเปอนในดนิไดโดยผสมขี้เล่ือย 10% ลงในดนิเพื่อชวยใหราไอโซเลต CU-43 

เจริญไดดีข้ึน ประสิทธิภาพในการยอยฟลูออรีนดีที่สุดในภาวะปลอดเชื้อ นอกจากนีร้าไอโซเลต 

CU-43 สามารถทํางานรวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิทําใหฟลูออรีนถูกสลายไดเร็วกวาการยอย

ดวยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิเพียงอยางเดียว ตัวอยางโครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนใน

แบบจาํลองดนิ แสดงในรูปที่ 4.16 และ 4.17  จากโครมาโทแกรมรูป 4.16 การสลายฟลูออรีนโดย

ราไอโซเลต CU-43 ในภาวะปลอดเชื้อ  เห็นไดวาปริมาณฟลูออรีนลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 1 สังเกต

ไดจากพื้นทีใ่ตกราฟในรูปที่ 4.16ค นาททีี่ 9.547 เปรียบเทียบกับพืน้ที่ใตกราฟในรูปที่ 4.16ก 

นาทีที่ 9.92 ซึ่งเปนชุดควบคุมและมีปริมาณฟลูออรีนเหลือนอยมากในสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.16ฉ 

นาทีที่ 9.55) เทียบกับพื้นทีใ่ตกราฟของชุดควบคุมในรูปที่ 4.16ข  สําหรับการสลายฟลูออรีนโดย

ราไอโซเลต CU-43 ในภาวะไมปลอดเชื้อในรูปที่ 4.17 พบวาฟลูออรีนของชุดทดลองลดลงตั้งแต

สัปดาหแรก และลงลดเรื่อยๆ จนกระทั่งมฟีลูออรีนเหลืออยูนอยมากในสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.17ฉ 

นาทีที่ 9.565)  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู (รูปที่ 4.17 นาททีี่ 9.567) 
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รูปที่ 4.14  รูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 มก.ตอลิตรดวยราไอโซเลต CU-43 ใน

แบบจาํลองดนิในภาวะตางๆ คือชุดควบคุมปลอดเชื้อ (▲) ชุดทดลองปลอดเชื้อ ( ) 

ชุดควบคุมไมปลอดเชื้อ ( ) และชุดทดลองไมปลอดเชื้อ ( ) บมที่อุณหภูมิหองในที่

มืดนาน 4 สัปดาห 

 

 
         0                     1                       2                      3                       4 
 

รูปที่ 4.15     การเจริญของราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน 

สัปดาหที ่ 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

ระยะเวลาบมเชื้อ (สัปดาห) 
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รูปที่ 4.16   โครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดินในภาวะ

ปลอดเชื้อ ชุดควบคุมสัปดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 4 (ข) ชุดทดลองสัปดาหที่ 1 (ค) และ

สัปดาหที ่2 (ง) สัปดาหที ่3(จ) และสัปดาหที่ 4 (ฉ)  บมที่อุณหภูมหิองในที่มืดนาน 4 สัปดาห   
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รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดินในภาวะ

ไมปลอดเชื้อ ชุดควบคุมสปัดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 4 (ข) ชุดทดลองสัปดาหที่ 1 (ค) และ

สัปดาหที ่2 (ง) สัปดาหที ่3 (จ) และสัปดาหที่ 4 (ฉ)  บมที่อุณหภูมหิองในที่มืดนาน 4 สัปดาห   
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4.9 การพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก  
 

4.9.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

นําราสายพันธุที่แสดงประสทิธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH ไดแก ราไอโซ

เลต CU-1 และ ไอโซเลต CU-43 มาสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอ ตามวิธีในขอ 3.5.12.2 ตรวจสอบ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่

สกัดไดมีคุณภาพด ีดังรูปที ่4.18  
 
    1        2                                                      1         2 

        
 

รูปที่ 4.18    ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดได

จากไอโซเลต CU-1(ก) และไอโซเลต CU-43(ข) 

ชองที่ 1   100 bp plus DNA ladder  (1ก) และ 100 bp plus DNA ladder 

   และของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา (1ข)   

ชองที่ 2 โครโมโซมอลดีเอ็นเอ  
 
 

4.9.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนบริเวณ ITS และการเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทด 

 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราทั้ง 2 ไอโซเลตมาพิสูจนเอกลักษณของราโดย

เปรียบเทียบลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอ โดยใชไพรเมอรคู ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส) ตามวิธีการในขอ 

3.5.12.5  จากนั้นตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟริซิส พบวาสําหรับราไอโซเลต CU-1 ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาดประมาณ 1500 คู

เบส ดังรูปที่ 4.19 ก และสําหรับราไอโซเลต CU-43 พบวาไดผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด

ประมาณ 700 คูเบส ดังแสดงในรูปที ่4.19 ข    
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                 1       2                                             1        2  

                 
 

รูปที่ 4.19 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราไอโซเลต CU-1 (ก) และไอโซเลต CU-43 (ข) 

เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส)  

ชองที่ 1  100 bp DNA ladder  ของบริษัท BioExcellence ประเทศไทย (1ก) 

   และของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา (1ข)   

ชองที่ 2 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

 
นําผลติภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดตามรูปที่ 4.19 ก และ 4.19 ข มาทําใหบริสุทธิ์

ตามวิธีขอ 3.5.13.7 วิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทด โดยบริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย ผลการ

วิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บน บริเวณที่

ประมวลผลรหัส rRNA ของไอโซเลต CU-1 และ CU-43 แสดงในภาคผนวกที่ ซ1 และ

ภาคผนวกที่ ซ2 ตามลําดับ ซึ่งลําดบันิวคลีโอไทดทั้งสองไดเก็บไวในฐานขอมูล Genbank ภายใต

หมายเลขเขาถึง EU593767.1 และ EU487011.1 ตามลําดบั 
 
เม่ือเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของราไอโซเลต CU-1 กับขอมูลที่มีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวานิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวมีความเหมือน 

99% กับราในจีนัส Xylaria หลายสายพันธุ ไดแก Xylaria sp. F4 หมายเลขเขาถึงของ 

Genbenk  AY315415.1   Xylaria hypoxylon isolate AFTOL-ID 51 หมายเลขเขาถึงของ 

Genbenk AY544692   Xylaria carpophila หมายเลขเขาถึงของ Genbenk Z49785.1 และ 

Xylaria sp. F1 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY315412 จากขอมูลดังกลาวสามารถสรุปไดวา 

ราไอโซเลต CU-1 อยูในจีนสั Xylaria มีลําดบัตามอนกุรมวิธานดังนี ้
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 คิงดอม (kingdom) Fungi 

ไฟลัม (phylum)  Ascomycota 

   คลาส (class)  Sordariomycetes 

 ชั้นยอย (subclass) Xylariomycetidae 

 อันดบั (order)  Xylariales 

 วงศ (family)  Xylariaceae 

 จีนัส (genus)  Xylaria 
 
สําหรับราไอโซเลต CU-43 เม่ือเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดกับขอมูลที่มีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวานิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวมีความเหมือน 

100% กับ Agrocybe aegerita strain SM981204 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  AY763671.1 

และมีความเหมือน 99% กับ Agrocybe chaxingu strain HB-91 strain ASI 19023 หมายเลข

เขาถึงของ Genbenk AY168833.1 นอกจากนี้ยังมีความเหมือน 98% กับเชื้อ 2 สายพันธุคือ 

Agrocybe chaxingu strain ASI 19022 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY168832.1 และ 

Agrocybe aegerita strain SM981201 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY763670.1 จากขอมูล

ดังกลาวจะเหน็ไดวาราไอโซเลต CU-43 มีความเหมือนสูงมากกับรา 2 สปชีสในจนีสั Agrocybe  

ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาราไอโซเลต CU-43 อยูใน จนีัส Agrocybe ใหชื่อวา Agrocybe sp. 

CU-43 มีลําดบัตามอนุกรมวิธานดังนี้  
 

 คิงดอม (kingdom) Fungi 

ไฟลัม (phylum)  Basidiomycota 

   คลาส (class) Basidiomycetes 

 ชั้นยอย (subclass) Agaricomycetidae 

 อันดบั (order)  Agaricales 

 วงศ (family)  Bolbitiaceae 

 จีนัส (genus) Agrocybe 
 
 

4.10 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย 

Agrocybe sp. CU-43 
  

จากการผลการทดลองในขอ 4.6 รูปที่ 4.12 มีการตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซม

แลคเคสสูงในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 การทดลองนี้จงึตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีน 
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4.10.1 การเพิ่มปริมาณบางสวนของยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 โดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
เม่ือนําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบในการ

ทําปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร Plac-F และ Plac–R เพ่ือเพ่ิมปริมาณบางสวน

ของยีนแลคเคสในบริเวณทีม่ีการอนุรักษสูง โดยทําปฏิกิริยาแอนนีลที่ 48๐
ซ และ 51๐

ซ  ได

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสหลายขนาด ดงัแสดงในรูปที ่4.20  
 
นําผลติภณัฑลูกโชพอลิเมอเรสที่ได ขนาดประมาณ 850 คูเบสจากปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 51๐
ซ มาทําใหบริสุทธิ์ สงตัวอยางวิเคราะห

ลําดบันิวคลโีอไทด ไดผลแสดงในรูปที ่4.21  นาํลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทยีบกับขอมูลที่

มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตนีแลคเคสที่มี

ความเหมือนกับแลคเคสทีผ่ลิตจากเชื้อหลายสายพันธุ เชน  มีความเหมือน 84% ดวยคา e-value     

2e-11 กับ แลคเคส B  จาก Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAW28937.1 

และมีความเหมือน 35% ดวยคา e-value 1e-10 กับ แลคเคส 4 จาก Pleurotus pulmonarius  

หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAY41064.1 และมีความเหมือน 72% ดวยคา e-value 1e-10 

กับแลคเคส 3 จาก Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAG27435.1  จึง

สรุปเบื้องตนไดวาลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคส  
 
 

          1       2      3     

  
 
รูปที ่ 4.20 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคู   

ไพรเมอร Plac-F และ Plac –R  
 

ชองที่ 1 100 bp DNA ladder  ของบริษัท BioExcellence ประเทศไทย     

ชองที่ 2    ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 48๐
ซ 

ชองที่ 3    ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 51๐
ซ 

300 
500 

1000 

2650 

คูเบส 
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5’      1 CNGANTCTCA AGGTGTGGGT TCCTNCNTCG GAGATTCTTC CCAAAAATTC CGACGTCTAC TCTGGCTAGC 
       61 AACTCAATAC TGTGATGGCC TCAGAGGAGC ACTCGTGGTC TACGACGATA ATGACCCGCA CGCGCACTTG 
             lacAg-F1 
 
      121 TGAGTTGAGC TATTTTCGAC TGTATAGAAC TTATTTTTAA ACGCAATGTC TTGGCAGATA TGACTTCGAC 
      181 GACAGTACGT GCATGTCAGA TCCAGGAGGC CCGTAAAACG CGACTGATTT GTACTCACTA TTTCCAGAGA 
      241 GCACCATCAT CACTCTGGCG GACTGGTAAG TCTCGATCGT TCGTATTTGT TTCATTTGCT GAAAATTCGT 
      301 GCTTAGGTAC CATACGGTTG CTCCGTCTGC TGGGTTGGTA CCTGCATCGG GACGCGACTT TGATCAACGG 
      361 TGTCGGCCGC TTTGCTGGCG GACCGCCGTC GACCTGGGCG GGTATCAACG TGTTGCCCAA CAAGAGGTAC 
      421 GGGTCCGCTT GATTTCCGTC TCTTGCGACC CCATTTCATT TTCTCTATCG ATGGGGCACA ACATGGGAAA 
         lacAg-R1 
 
      481 GGTCACTAGA ATCCCGCGTA GGTACGAAAC TTAAAGNGCT GGTTTCGTAN TATANAACNA TCATCGANGG 
      541 GCGACTCCGT TCAACNGTCG AAACCCTCAN CGGTCNATCC ANTTCAAAAT NTTCGCCGCC CAACGGGNNC 
      601 TCCCTNCNNG NTNNAANGCC AACAAGCCNG NCNCAATTAC TNGGAATNCC CGCANNTTGT TGAAAAACCC 
      661 GGCTNNCCCC GNAAAGGGAN TTGGGGTTCA NGGCCCAAGG GTTTAAACNA GTTGAATT   3’ 

 
รูปที่ 4.21  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 850 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

Plac-F และ Plac –R  ตําแหนงไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 แสดงดวยอักษร

หนาสําหรับลูกศร (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 นําขอมูลจากลาํดบันิวคลโีอไทดที่ทราบเบือ้งตนมาออกแบบนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่

จําเพาะตอยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 ใหชื่อวาไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 

โดยตาํแหนงของไพรเมอรดังกลาวแสดงในรูปที่ 4.21 และทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสอีกคร้ัง

ตามวิธีการในขอ 3.5.13.8.6  โดยใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปน

แมแบบรวมกับคูไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามขอ 3.5.12.4 พบวาใหผลิตภัณฑ 3 ขนาด ไดแก 

850  700 และ 450 คูเบส ดงัแสดงในรูปที ่4.22  และนําผลิตภณัฑขนาดประมาณ 450 คูเบสซึ่ง

เปนผลิตภัณฑที่ควรจะไดจากไพรเมอรคูนีไ้ปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick Gel Extraction 

Kit ดังรายละเอียดในขอ 3.5.13.7 และสงวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดตอไป 
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รูปที ่4.22 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือ

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacAg-F1 และ lacAg-R1  

ชองที่ 1 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

อยางไรก็ตาม เนื่องจากผลติภัณฑขนาด 850 คูเบสมีลักษณะและปริมาณที่เขมขนและ

ชัดเจน จึงนาํผลิตภณัฑลูกโชพอลิเมอเรสท่ีไดขนาดประมาณ 850 คูเบสมาทําใหบริสุทธิ์และเช่ือม

เขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5.13.8.1  ทรานสฟอรมเขา         
E.coli DH5α และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการบนอาหาร

เล้ียงเชื้อแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน โคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกจะสามารถเจรญิ

ไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน คดัเลือกโคลนดงักลาวมาสกัดพลาสมิดตาม

วิธีการในขอ 3.5.13.8.5 นําพลาสมิดที่สกัดไดมาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช

คูไพรเมอร pJET-F และ pJET–R ที่เปนไพรเมอรของลําดบับนเวกเตอร (ภาคผนวก จ5) โคลน

ที่ใหผลิตภัณฑที่มีขนาดเทากับชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกคือประมาณ 850 คูเบส ถูกนาํไปวิเคราะห

ลําดบันิวคลโีอไทดซึ่งไดผลดงัรูปที่ 4.23  ซึ่งเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับ

ขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนแลค

เคส ที่มีความเหมือนกับแลคเคสที่ผลิตจากเชื้อตางๆ เชน มีความเหมอืน 51% ดวยคา e-value  

2e-45 กับแลคเคส 1 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึงของ Genbenk CAD45377.1 

มีความเหมือน 53% ดวยคา e-value 3e-47 กับแลคเคส C จาก Trametes sp. 420 หมายเลข

เขาถึงของ Genbenk AAW28938.1 และมีความเหมือน 50% ดวยคา e-value 3e-43 กับแลคเคส 
ของ Pleurotus ostreatus หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAR21094.1 
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5’      1 TCTCATTATT GTGGGTGTAA TTCATCGGAG ATTCTTCCCA AAAATTCCGA CGTCTACTCT 
       61 GGCTAGCAAC TCAATACTGT GATGGCCTCA GAGGAGCACT CGTGGTCTAC GACGATAATG 
      121 ACCCGCACGC GCACTTGTGA GTTGAGCTAT TTTCGACTGT ATAGAACTTA TTTTTAAACG 
      181 CAATGTCTTG GCAGATATGA CTTCGACGAC AGTACGTGCA TGTCAGATCC AGGAGGCCCG 
      241 TAAAACGCGA CTGATTTGTA CTCACTATTT CCAGAGAGCA CCATCATCAC TCTGGCGGAC 
      301 TGGTAAGTCT CGATCGTTCG TATTTGTTTC ATTTGCTGAA AATTCGTGCT TAGGTACCAT 
      361 ACGGTTGCTC CGTCTGCTGG GTTGGTACCT GCATCGGACG CGACTTTGAT CAACGGTGTC 
      421 GGCCGCTTTG CTGGCGGACC CGCCGTCGAC CTGGCGGTTA TCAACGTGTT GCCCAACAAG 
      481 AGGTACCGGT TCCGCTTGAT TTCCGTCTCT TGCGACCCCA ATTTCATTTT CTCTATCGAT 
      541 GGGCACAACA TGGTAAGTCC ACTAGAATCC CGCGTAGTAC GAAACTAAAA GTGCTGTTTC 
      601 GTACTATAGA CGATCATCGA GGTCGACTCC GTCAACGTCG AACCCCTCAC CGTCGATTCC 
      661 ATTCAGATCT TCGCCGCCCA GCGGTACTCC TTCGTGCTGA ACGCCAACCA GCCGATCGAC 
      721 AACTACTGGA TTCGCGCCCT C   3’   

 
รูปที่ 4.23  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 850 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร   

pJET-F และ pJET–R อักษรขีดเสนใตแสดงลําดบันิวคลีโอไทดขนาด 450 คูเบส  
 

สําหรับผลติภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 450 คูเบส เม่ือสงตัวอยาง

วิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทด โดยใชไพรเมอร lacAg-R1 และ lacAg-F1 พบวามีลําดับนิวคลีโอ

ไทดดังรูปที่ 4.24 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม 

BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนแลคเคส ที่มีความเหมือนกับแลคเคสที่ผลิตจากเชื้อตางๆ 

เชน มีความเหมือน 53% ดวยคา e-value  2e-21 กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 

หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAW28938.1 และมีความเหมือน 51% ดวยคา e-value 7e-20 

กับแลคเคส 2  ของ Lentinula edodes หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAT99290.1  โดยลาํดบั

นิวคลีโอไทดขนาด 450 คูเบส พบอยูในลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 850 คูเบสดวย ดังแสดงดวย

อักษรหนาขีดเสนใตในรูปที ่4.23 
 
ใชไพรเมอร lacAg-F1 
5’      1 TGAGCTATTT TCGACTGTAT AGAACTTATT TTTAAACGCA ATGTCTTGGC AGATATGACT 
       61 TCGACGACAG TACGTGCATG TCAGATCCAG GAGGCCCGTA AAACGCGACT GATTTGTACT 
      121 CACTATTTCC AGAGAGCACC ATCATCACTC TGGCGGACTG GTAAGTCTCG ATCGTTCGTA 
      181 TTTGTTTCAT TTGCTGAAAA TTCGTGCTTA GGTACCATAC GGTTGCTCCG TCTGCTGGGT 
      241 TGGTACCTGC ATCGGACGCG ACTTTGATCA ACGGTGTCGG CCGCTTTGCT GGCGGACCCG 
      301 CCGTCGACCT GGCGGTTATC AACGTGTTGC CCAACAAGAG GTACCGGTTC CGCTTGATTT 
      361 CCGTCTCTTG CGACCCCAAT TTCATTTTCT CTA        3’ 

 
ใชไพรเมอร lacAg-R1  
5’      1 AATGACCCGC ACGCGCACTT GTGAGTTGAG CTATTTTCGA CTGTATAGAA CTTATTTTTA 
       61 AACGCAATGT CTTGGCAGAT ATGACTTCGA CGACAGTACG TGCATGTCAG ATCCAGGAGG 
      121 CCCGTAAAAC GCGACTGATT TGTACTCACT ATTTCCAGAG AGCACCATCA TCACTCTGGC 
      181 GGACTGGTAA GTCTCGATCG TTCGTATTTG TTTCATTTGC TGAAAATTCG TGCTTAGGTA 
      241 CCATACGGTT GCTCCGTCTG CTGGGTTGGT ACCTGCATCG GACGCGACTT TGATCAACGG 
      301 TGTCGGCCGC TTTGCTGGCG GACCCGCCGT CGACCTGGCG GTTATCAACG TGTTGCCCAA 
      361 CAAGAGGTAC CGGTTCCG   3’  
 

รูปที่ 4.24  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 450 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร   

lacAg-F1 และ lacAg-R1 
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เพ่ือออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับยนีแลคเคสและใหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอ

เรสเพียงผลิตภัณฑเดียว ไดนําขอมูลลําดบันิวคลโีอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp CU-43 

ที่ทราบทั้งหมด 741 คูเบส มาออกแบบไพรเมอรอีกคร้ังสําหรับใชในปฏิกิริยา RT-PCR ใหชื่อ

ไพรเมอรวา lac F-1 และ lac R-2  ดังแสดงในรูปที่ 4.25  
 

5’      1 TCTCATTATT GTGGGTGTAA TTCATCGGAG ATTCTTCCCA AAAATTCCGA CGTCTACTCT 
       61 GGCTAGCAAC TCAATACTGT GATGGCCTCA GAGGAGCACT CGTGGTCTAC GACGATAATG 
      121 ACCCGCACGC GCACTTGTGA GTTGAGCTAT TTTCGACTGT ATAGAACTTA TTTTTAAACG 
      181 CAATGTCTTG GCAGATATGA CTTCGACGAC AGTACGTGCA TGTCAGATCC AGGAGGCCCG 
      241 TAAAACGCGA CTGATTTGTA CTCACTATTT CCAGAGAGCA CCATCATCAC TCTGGCGGAC 
      301 TGGTAAGTCT CGATCGTTCG TATTTGTTTC ATTTGCTGAA AATTCGTGCT TAGGTACCAT 
      361 ACGGTTGCTC CGTCTGCTGG GTTGGTACCT GCATCGGACG CGACTTTGAT CAACGGTGTC 

lac F-1   
 
      421 GGCCGCTTTG CTGGCGGACC CGCCGTCGAC CTGGCGGTTA TCAACGTGTT GCCCAACAAG 
      481 AGGTACCGGT TCCGCTTGAT TTCCGTCTCT TGCGACCCCA ATTTCATTTT CTCTATCGAT 
      541 GGGCACAACA TGGTAAGTCC ACTAGAATCC CGCGTAGTAC GAAACTAAAA GTGCTGTTTC 

                  lac R-2  
 
      601 GTACTATAGA CGATCATCGA GGTCGACTCC GTCAACGTCG AACCCCTCAC CGTCGATTCC 
      661 ATTCAGATCT TCGCCGCCCA GCGGTACTCC TTCGTGCTGA ACGCCAACCA GCCGATCGAC 
      721 AACTACTGGA TTCGCGCCCT C      3’ 

 
รูปที่ 4.25  ลําดับนิวคลีโอไทดของแลคเคสจาก Agrocybe sp. CU-43 ที่ทราบทั้งหมด และ

ตําแหนงคูไพรเมอร lac F-1 และ lacR-2 แสดงดวยอักษรขีดเสนใต สําหรับลูกศร 
  (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 
เม่ือทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสอีกคร้ังตามวิธีการในขอ 3.5.13.10  โดยใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบรวมกับคูไพรเมอร lac F-1 และ lac 

R-2 ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามขอ 

3.5.12.4 พบวาไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2 มีความจําเพาะสูง โดยใหผลิตภัณฑลูกโซพอลิ

เมอเรส 1 แถบ มีขนาดประมาณ 200 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.26 
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         1       2 

 
 
รูปที ่4.26 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือ

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacF-1 และ lacR-2  

 ชองที่ 1    100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 

4.10.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนกลีเซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจีเนส  

ของ Agrocybe sp. CU-43 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สําหรับไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp นั้น ไดเลือกใชไพรเมอร gdp-F  และ 

gdp-R ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงตอราหลายจีนัส เชน P. chrysosporium ตามรายงานของ Bogan 

และคณะ (1996) และรายงานของ (Gettemy และคณะ, 1998) มาใชในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส

โดยใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบ เพ่ือหาลําดับนวิคลีโอไทด

ของยีน gdp ในเชื้อ Agrocybe sp. CU-43 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการแอนนีลตั้งแต 48๐
ซ  

51๐
ซ และ 55๐

ซ  เม่ือตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่อุณหภูมิตางๆ พบวาที่

อุณหภูมิ 48๐
ซ มีแถบทีไ่มจาํเพาะเกิดขึ้นหลายแถบและลดลงเมื่ออุณหภูมิในการแอนนีลเพ่ิมข้ึน 

โดยที่อุณหภูมิ 55๐
ซ มีแถบที่ไมจําเพาะนอยที่สุด โดยมีแบนผลิตภัณฑหลักสังเกตไดชัดขนาด

ประมาณ 1500 คูเบส ดังแสดงในรูปที ่4.27(ก) นําแถบผลิตภณัฑหลักไปทําใหบริสุทธิ์ จากนั้นนํา

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดขนาดประมาณ 1500 คูเบสที่บริสุทธิ์แลว ดังรูปที่ 4.28 มาเชื่อม

เขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5.13.8  ทรานสฟอรมเขา  E. coli 
DH5α และคดัเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดทีต่องการบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน โคลนที่มีช้ินดเีอ็นเอสอดแทรกจะสามารถเจริญไดบน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏชิีวนะแอมพิซลิลิน คดัเลือกโคลนดังกลาวมาสกัดพลาสมิด  ตาม

วิธีการในขอ 3.5.13.8.5 นําพลาสมิดที่สกัดไดมาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อ

1500

700

300

1000

100

500

200

400

คูเบส 

3000

200
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ยืนยันการมียีน gdp แทรกอยู โดยใชคูไพรเมอร gdp-F และ gdp-R  รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ให

ผลบวกนาํไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  

 

    1     2      3    4                                      1         2 

                             
           (ก)                                          (ข) 
 
รูปที ่4.27 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพร

เมอร gdp-F  และ gdp-R 

           (ก) 

ชองที่ 1  1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 -4 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแอนนีลที่อุณหภูม ิ48๐
ซ   51๐

ซ  

และ 55๐
ซ   ตามลําดับ  

           (ข) 

ชองที่ 1  1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแอนนีลที่อุณหภูม ิ55๐
ซ หลัง

ผานการทําใหบริสุทธิ ์
 
 
เม่ือนําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจํานวน 824 เบส (แสดงในรูปที่ 4.28) มา

เปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนกลี
เซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจีเนส (Gdp)  ที่มีความเหมือนกับ Gdp ที่ผลิตจากราหลายสาย
พันธุ เชน มีความเหมือน 59% ดวยคา e-value 3e-51 กับ Gdp จาก Phanerochaete 
chrysosporium หมายเลขเขาถึงของ Genbenk BAF31128.1 มีความเหมือน 56% ดวยคา     

e-value 7e-50 กับ Gdp จาก Phanerochaete sordida หมายเลขเขาถึงของ Genbenk 

BAF75837.1  
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5’      1 NNNNGCTGNT CGTTTGCCAT CACGAGTGAG TCCTTTCTCA TGCGATCCCC TCCAATGATC 
       61 TCATAACCGC GTCAGTCCCT TCATCGATCT TGAATACATG GTATATCGTT GGCAGGTCTA 
      121 TTTGGGCATT TTTGGGTCTC TCTAACACTC TAACGTGCCG CATGTTCAAG TACGACTCCG 
      181 TCCACGGACG TTTCAAGGGA ACTGTCGAGT CCAAGGATGG CAAGCTCGTC ATCAATGGCA 
      241 AGCCTGTGAC CGTCTACGCC GAGCGCGACC CAGCTGCTAT CCAATGGGGA GCTGCTGGTG 
      301 CCGAGTACAT CATCGAGGCG ACTGTGAGTA TATCTTTGTG CATTTACCCT GTACCCCCGG 
      361 TGCTAATCGC TTTGCAGGGT GTCTTCACCA CAACCGAAAA GTAAATCCTC CGTACGCATG 
 

     gdpAaege 474-F 
 

      421 TCTCAGAAGC TAAGCTTACC GGCACTTTTC TCTACCCAGG GCCTCTGCTC ACCTCAAGGG 
 
                      gdpAaege 474-F 
      481 TGGTGCTAAG AAGGTCGTTA TCTCCGCCCC CTCTGCTGAC GCCCCCATGT TCGTCTGTGG 
      541 TGTGAACTTG GAGAGCTACG ACCCCAAATA CAAAGTTGTG CGTGTCGCCA CCACATCCTC 
      601 ACGCTTATCG CGTTGCTCAT CGAGTTGGTT ATCGCCGATG ATTANATCTC GAACGCGTCT 
      661 TGCACAACCA ACTGCCTTGC GCCACTCGCT AAGATCATCA ACGACAACTT CGGTATCGTC 
      721 GAGGGTCTGA TGACCACTGT CCACGCTACC ACCGCCACCC ANAANACCGT CGATGGCCCT 

gdp Aaege 755-R 
 
      781 TCCNCAARAC TGGCGTGGTG TCGCTCCGT AANAAMAMAT CANC     3’ 
 

 
รูปที่ 4.28  ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน gdp จาก Agrocybe sp. CU-43 ที่ไดจากการ

วิเคราะหรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ใหผลบวกโดยใชคูไพรเมอร gdp-F และ gdp-R   

และตาํแหนงคูไพรเมอร gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R แสดงดวยอักษร

ขีดเสนใต สําหรับลูกศร (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 

นําลําดบันิวคลีโอไทดบางสวนที่ทราบมาออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะกบัยีน 

gdp ของ Agrocybe sp. CU-43 สําหรับใชเปนชุดควบคุมในปฏิกิริยา RT-PCR ใหชื่อไพรเมอร

วา gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R  ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.1  เม่ือนําโครโมโซมอล

ดีเอ็นที่ไดจากขอ 3.5.12.2 มาใชเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพรเมอรคูไพร

เมอร gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R  ภาวะในการทําปฏิกิริยาดังขอ 3.5.12.5 พบวาไพร

เมอรที่ใชมีความจําเพาะ และไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสเพียงผลิตภัณฑเดียวขนาด 200 คูเบส

ดังแสดงในรูปที่ 4.30  จึงเลือกใชคูไพรเมอร gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gdp ของ Agrocybe sp. CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีนใน

ปฏิกิริยา RT-PCR ตอไป 
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           1        2 

 
 

รูปที่ 4.29  ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 200 คูเบส ที่เกิดขึ้นจากการใชโครโมโซมอล        

ดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร gdp Aaege474-F 

และ gdp Aaege755-R  อุณหภูมิในการแอนนีลที่ 55๐
ซ 

 
ชองที่ 1 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  
 

4.10.3 การสกัด RNA และการสังเคราะห cDNA 

 
เม่ือสกัด total RNA จากเซลลแหงในชวงเวลาตางๆ ของการยอยฟลูออรีน

ตามวิธใีนขอ 3.5.13.2 ตรวจสอบผลโดยฟอรมาลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ไดผลดังรูปที ่4.30 

พบวามีแถบ RNA เกิดขึ้นจํานวน 2 แถบคือ 26S และ 18S  และ RNA ที่สกัดไดมีคุณภาพด ี   

นํา RNA ทั้งหมดที่สกัดได มาสังเคราะหเปน cDNA ตามวิธีการในขอ 3.5.13.5 เพ่ือใชเปน

แมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

 

 
สัปดาหที่เก็บตัวอยาง         0       1       2      3      4   

 
รูปที ่4.30 ฟอรมาลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของอารเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 

เก็บตัวอยางทกุสัปดาหของการยอยฟลูออรีน 
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4.10.4 การแสดงออกของยีนกลีเซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนสและยีน

แลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีน 

 
เม่ือนําตัวอยาง cDNA ที่สกัดจากเซลลแหงซึ่งเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ 

ของการยอยฟลูออรีน ตามรายละเอียดในขอ 4.10.3 มาใชเปนแมแบบในปฏิกิริยา RT-PCR เพ่ือ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคส โดยมีการแสดงออกของยีน gdp เปนชุดควบคุม ใชคู    

ไพรเมอร lacF-1 และ lacR-2 สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสและคูไพรเมอร 

gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน gdp โดยใช

ภาวะในการทําปฏิกิริยาตามรายละเอียดในขอ 3.5.13.10  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.31  

สําหรับการแสดงออกของยีน gdp ที่ใชเปนชุดควบคุม พบวาไดผลิตภัณฑ

ลูกโซพอลิเมอเรสขนาดประมาณ 200 คูเบสเกิดขึ้นในปริมาณเทากันทุกสัปดาห ดังแสดงในรูปที่ 

4.31 ชองที่ 8-12 สวนในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสไดผลิตภัณฑลูกโซ         

พอลิเมอเรสขนาดประมาณ 200 คูเบสเกิดขึ้นทุกสัปดาห ยกเวนในสัปดาหที่ 0 (วันแรกที่เร่ิม

ทดลอง) และมีการแสดงออกมากที่สุดในสัปดาหที ่3 หรือกลาวไดวามีการแสดงออกของเอนไซม

มากที่สุดในสปัดาหที ่3 สําหรับในสัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 และสัปดาหที่ 4  ผลิตภณัฑลูกโซพอลิ

เมอเรสมีความเขมของแบนใกลเคียงกัน เม่ือเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบแอคติวิตีของ

เอนไซมแลคเคสในรูปที่ 4.12 พบวาการเกิดปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสสอดคลองกับแอคติวิตีของ

แลคเคสที่ตรวจพบในแตละสัปดาหของการยอยสลายฟลูออรีน คือพบแอคติวิตีทุกชวงของการ

ยอยสลายฟลูออรีนทั้ง 4 สัปดาหยกเวนในสัปดาหที่ 0 (สัปดาหที่เร่ิมทดลอง) ที่ไมมีการผลิต   

แลคเคส และเร่ิมตรวจพบแอคติวิตีของแลคเคสในสปัดาหที่ 1 โดยมีแอคติวติีสูงเทากับ 237 

หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที ่2 เปน 116 หนวยตอมล. จากนัน้เพิ่มสูงสุดในสัปดาหที่ 3 

เทากับ  470 หนวยตอมล. และลดลงเปน 213 หนวยตอมล.ในสัปดาหที่ 4   
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รูปที ่4.31 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา RT-PCR จาก 

cDNA ที่สกัดจากเซลลแหงซ่ึงเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ ของการยอย

ฟลูออรีนเปนแมแบบรวมกับคูไพรเมอรทีเ่ฉพาะกับแลคเคสและ gdp ของ 
Agrocybe sp. CU-43  

 
ชองที่ 1และ 7 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 -6      ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR ของยีนแลคเคสจากตัวอยางในสัปดาหที่ 

0-4 ตามลาํดบั โดยใชคูไพรเมอร lacF-1 และ lacR-2 

ชองที่ 8 -12 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR ของยีน gdp จากตัวอยางในสัปดาหที่ 0-4 

ตามลาํดบั โดยใชคูไพรเมอร gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R 

 
เพ่ือยืนยันผล ไดเม่ือนาํผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนแลคเคสมาทําใหบริสุทธิ์ และสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ผลการวิเคราะห

พบวาผลติภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR เปนสวนของยีนแลคเคสจริง 
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

 
 

งานวิจัยนีไ้ดคดัแยกราสายพนัธุที่มีความสามารถสูงในการยอยสลาย PAH  คดักรองรา

เบื้องตนโดยพจิารณาความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน มีรายงานวาเอนไซม

กลุมนี้มีบทบาทในการยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอน โดยเฉพาะลิกนินในเนื้อไม รวมทั้ง

สามารถสลายสารที่มีโครงสรางลักษณะวงแหวนคลายโครงสรางของลิกนิน เชน สารในกลุม 

PAHs ได  (Rabinovich และคณะ, 2004; Svobodova และคณะ, 2006) และพิจารณาควบคูกับ

ความสามารถของเชื้อในการเจริญบนอาหารแข็งที่มี PAH ผสมอยู จากนัน้ทดสอบความสามารถ

ของราในการยอย PAH แตละชนดิในอาหารเหลว เพ่ือคัดเลือกไอโซเลตที่มีความสามารถสูงสุด 

มาศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ สารมัธยันตรหลักที่เกิดขึ้น รวมทั้ง

การผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางกระบวนการยอยสลายฟลูออรีน และการ

แสดงออกของยีนแลคเคสดวยวิธี RT-PCR  พิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือกโดยเปรียบเทียบ

ลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอล

ดีเอ็นเอและศกึษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน  

 
จากการเก็บตวัอยาง การแยกเชื้อบริสุทธิ์และคัดกรองราเบื้องตน โดยอาศัย

ความสามารถในการเปลี่ยนสีสารสังเคราะห ไดแก ไกวเอคอล  phenol red และ azure B ซึ่งมี

งานวิจัยรายงานวาราไวทรอทที่สามารถยอยสลายสีสังเคราะหดังกลาว มักมีความสามารถเกี่ยวโยง

กับการสรางเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส ตามลาํดบั  

(Kuwahara และคณะ, 1984; Schliephake และคณะ, 2000; Saparrat และ Guillen, 2005)  

ในข้ันตอนการคัดเลือกราพบวามีบางไอโซเลตใหผลบวกกับ AzureB  แตอยางไรกต็าม การ

เปลี่ยนสีของ AzureB โดยรากลุมไวทรอทแตละสายพนัธุจะแตกตางกันไป โดยปกตแิลวจะเกิด

จากการทํางานของลิกนินเพอรออกซิเดส แตสําหรับราที่ไมผลติลิกนินเพอรออกซิเดสบางสาย

พันธุพบวาการเปลี่ยนสี AzureB เกิดจากเอนไซมแลคเคสได เชน P. sajor-caju (Chagasa และ 
Durrant, 2001) หรือเกิดจากแมงกานีสเพอรออกซิเดส เชน Irpex lacteus (Susla และ 

Svobodova, 2008) ดังนั้นการเปลี่ยนสี Azure B ที่พบในการทดลองนี้จึงอาจเกดิจากแลคเคส

แมงกานีสเพอรออกซิเดส หรือลิกนินเพอรออกซิเดส ข้ึนกับความสามารถในการผลิตเอนไซมของ

ราแตละสายพันธุ   

 สําหรับราที่คดัแยกไดทั้งหมด 153 ไอโซเลต มีเพียง 2 ไอโซเลตหรือคิดเปน 1.3% ของ

จํานวนไอโซเลตทั้งหมด ที่แสดงความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลาย

ชนิดและสามารถเจริญบน PAH ที่นํามาทดสอบ ไดแกราไอโซเลต CU-1 และไอโซเลต CU-43 

จากการพิสูจนเอกลักษณของราทั้ง 2 ไอโซเลต โดยเปรียบเทียบลําดับเบสระหวางบริเวณ ITS1 

และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอ พบวาราไอโซเลต CU-
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1 อยูในไฟลัม Ascomycota จีนัส Xylaria และราไอโซเลต CU-43 อยูในไฟลัม Basidiomycota 

คลาส Basidiomycetes จีนสั Agrocybe  สําหรับราคลาส Basidiomycetes นี้มีงานวิจัยจํานวนมาก

ที่รายงานวามศีักยภาพและบทบาทในการสลายสารพิษในสิ่งแวดลอม นอกจากนี้ความสามารถ

ของเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินที่สรางข้ึนโดย Basidiomycetes ยังมีกลไกพิเศษคือเรงปฏิกิริยา

การออกซิเดชนัของอิเล็กตรอนอิสระ จากนั้นอิเล็กตรอนอิสระเกิดออกซิเดชันตอกับสารที่มารับ

อิเล็กตรอน ทาํใหเกิดการออกซิไดสสารแบบไมจําเพาะเจาะจง (Reddy และ Mathew, 2001; Law 

และคณะ, 2003; Pointing, 2001)   

เม่ือนํา Xylaria sp. CU-1 และ Agrocybe sp. CU-43 มาทดสอบความสามารถในการ

ยอยสลาย PAH ชนิดตางๆ ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร พบวาราทัง้สองชนิดมีความสามารถใน

การยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดและมีประสิทธิภาพสูง โดยที ่Agrocybe sp. CU-43 มี

ความสามารถยอย PAH ไดดีกวา Xylaria sp. CU-1 และจากการวิเคราะหปริมาณ PAH ที่

เหลืออยู พบวา Agrocybe sp. CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนไดดีที่สุดคือยอยสลายฟลูออรีนได

สมบูรณภายใน 6 วัน และยังสามารถยอยแอนทราซีนและฟแนนทรีนไดมากกวา 90% ภายใน 21 

วัน ยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนได 67.9% และ 81.2% ภายใน 30 วัน อยางไรกต็ามถึงแมวา 

Xylaria sp. CU-1 จะมีความสามารถในการยอยสลาย PAH ไดนอยกวา Agrocybe sp. CU-43 

แตยังไมมีผูรายงานการพบความสามารถในการสลาย PAH โดยราในจีนัส Xylaria มากอน มี

เพียงรายงานที่พบวาราในจนีัส Xylaria  มีความสามารถในการผลติแลคเคสและมคีวามสามารถ

ในการยอยสลายลิกนินเทานัน้ (Liers และคณะ, 2006; Liers และคณะ, 2007) ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึง

เปนงานวิจัยแรกที่แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยอยสลาย PAH โดยราในจนีัสนี ้  
 

 สําหรับราในจนีัส Agrocybe นั้น  มีรายงานไววาราในจนีัสนี้สามารถยอยสลายแอนทราซีน 

ฟแนนทรีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีนได (Sack และคณะ, 1997b; Steffen และคณะ, 2003) 

แตยังไมเคยมรีายงานความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนและฟลูออแรนทรีนมากอน ดังได

แสดงไวในงานวิจัยนี้ งานวจิัยกอนหนานีไ้ดแสดงวา A. aegerita สามารถยอยสลายไพรีนและ  
ฟแนนทรีนทีค่วามเขมขน 50 มก.ตอลิตรไดอยางสมบรูณ (mineralization) ได 3-4% ใน

ระยะเวลา 63 วัน (Sack และคณะ, 1997)  แต Agrocybe sp. CU-43 ในงานวิจัยนี้สามารถสลาย

ไพรีนไดดีกวาโดยสามารถสลายไพรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ไดถึง 81.2% ภายในเวลา 30 

วัน นอกจากนี ้ Agrocybe sp. CU-43 ยังสามารถสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร

ได 99.2% ภายใน 21 วัน 
 

 จากขอมูลขางตนจะเหน็ไดวารา Agrocybe sp. CU-43 เปนราที่มีความสามารถสูงในการ

ยอยสลาย PAH และเมื่อศึกษาความสามารถของรา Agrocybe sp. CU-43 ในการยอยสลาย

ฟลูออรีนความเขมขนตางๆ พบวารา Agrocybe sp. CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนความเขมขน 

100 มก.ตอลิตรหมดภายใน 6 วัน ความเขมขนของฟลูออรีนมีผลตอความสามารถในการสลาย

ฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 โดยความเขมขนของฟลูออรีนที่เพ่ิมข้ึนเปน 250 และ 500 

มก.ตอลิตร ทาํใหระยะเวลาในการยอยฟลอูอรีนจนสมบรูณเพ่ิมข้ึนเปน 2 และ 3 สัปดาห
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ตามลาํดบั อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 750 และ 1000 มก.ตอลิตร ไอโซเลต CU-43 ก็ยัง

สามารถลดปรมิาณฟลูออรีนไดถึงประมาณ 90.0% และ 13.7%  ตามลําดบัในเวลา 4 สัปดาห 

ความเขมขนของ PAH ที่เพ่ิมข้ึน อาจทําใหเกิดภาวะเปนพิษตอราไวทรอท ซึ่งมีผลตออัตราการ

ยอยสลาย PAH โดยตรง เชนเดียวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดย T. versicolor 951022  ซึ่ง

เกิดขึ้นไดดีทีค่วามเขมขนของฟแนนทรีน เทากับ 10 มก.ตอลิตร โดย T. versicolor 951022 

สามารถยอยฟแนนทรีนได 76.7% แตเม่ือความเขมขนของฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนเปน 25 มก.ตอลิตร 

และ 100 มก.ตอลิตร  T. versicolor 951022 สามารถยอยฟแนนทรีนไดเพียง 69.9% และ 

59.1% ตามลําดบั (Han และคณะ, 2004) 
 

ดังกลาวแลววารา Agrocybe sp. CU-43 สามารถสลายฟลูออรีนความเขมขน 750 มก.ตอ

ลิตรไดและสามารถทนตอฟลูออรีนความเขมขนสูงไดมากถึง 1,000 มก.ตอลิตร  เม่ือเปรียบเทียบ

กับราไวทรอทที่มีรายงานวามีศักยภาพสูง เชน P. chrysosporium ทีส่ามารถยอยสลายฟลูออรีน 

20 มก.ตอลิตรได 76% ภายในเวลา 30 วันแลว (Tekere และคณะ, 2005; Tekere และคณะ, 

2007) พบวา Agrocybe sp. CU-43 สามารถสลายฟลูออรีน 100 มก.ตอลิตรไดหมดภายในเวลา

เพียง 6 วันเทานั้น ซึ่งแสดงถึงศักยภาพทีสู่งกวาของราไอโซเลตนี ้นอกจากนี้ยังมีตัวอยางราสาย

พันธุอื่นๆ ที่มรีายงานวาสามารถสลายฟลูออรีนไดดี เชน C. elegans  P. ostreatus                  
T. versicolor  Bjerkandera sp.  Drechslera spicifera และ Embellisia annulata  แต
อยางไรก็ตามก็พบวาการเจริญของราเหลานี้จะถูกยับยั้งเมื่อความเขมขนของฟลูออรีนสูงข้ึน 

(Pothuluri และคณะ, 1993; Cerniglia, 1997; Garon และคณะ, 2000; Genney และคณะ, 

2004 ; Zhang และคณะ, 2006) 
 
 ในระหวางการยอยฟลูออรีนในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดย Agrocybe sp. CU-43 

พบวามีแอคตวิิตีของแลคเคสสูงตลอดชวงเวลาของการยอยสลาย โดยมีแอคติวติีสูงสุดในสปัดาห

ที่ 3 เทากับ 470 หนวยตอมล. และยังพบแอคติวติีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสทุกชวงของการ

ยอยสลายฟลูออรีนเชนเดียวกับแลคเคส แตมีแอคติวตินีอยกวาแลคเคสอยางเห็นไดชัด โดย

แมงกานีสเพอรออกซิเดสมีแอคติวิตีสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เทากับ 4.34 หนวยตอมล. แตไมพบ   

แอคติวติีของลิกนินเพอรออกซิเดสตลอดการทดลอง จากขอมูลที่กลาวมาเห็นไดวาแลคเคสและ

แมงกานีสเพอรออกซิเดสนาจะถูกสรางข้ึนเพื่อมีสวนรวมในการยอยฟลูออรีนโดยรา Agrocybe 

sp. CU-43 เชนเดียวกับการยอยสลายฟลูออรีนโดยราไวทรอทสวนใหญที่มีรายงานไว (Galliano 

และคณะ, 1991; Maltseva และคณะ, 1991; Nerud และคณะ, 1991; Ruttimann และคณะ, 

1992; Ruttimann-Johnson และคณะ, 1993; Hammel, 1995) 
 
 จากงานวิจัยพบวาแอคติวติขีองแลคเคสในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Agrocybe sp. CU-43 นั้นมีลักษณะแบบเพิ่มข้ึนแลวลดลงสลับกันไปตลอดระยะเวลาการทดสอบ 

ซึ่งนาจะเปนลกัษณะเฉพาะของการทํางานของเอนไซมชนิดนี ้เนื่องจากมีรายงานแอคติวิตีของ 

แลคเคสที่ตรวจพบในระหวางการยอยสลายฟแนนทรีนโดย P. ostreatus ในแตละวนัที่มีแอคติวิ
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ตีแบบสลับเพิม่ข้ึนและลดลงเชนกัน อยางไรก็ตามพบวาแลคเคสที่สูงข้ึนมีผลตอการยอยสลาย 

PAH ไดมากขึ้น นอกจากนีย้ังพบวาแอคติวิตีของแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสยังถูก

ยับยั้งไดโดยสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการยอยสลายฟแนนทรีน         (Bezalel 

และคณะ, 1996c) ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในชวงที่มีแอคติวิตีของแลคเคสที่ลดลงนั้นเกิดจาก

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้น 

 

การแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 

ไดรับการยืนยนัโดยการตรวจสอบดวยเทคนิค RT-PCR  โดยการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกบั

ลําดบันิวคลโีอไทดของยีนแลคเคสและยีน gdp ของ Agrocybe sp. CU-43  โดยใชยีน gdp ซึ่งจะ

มีการแสดงออกเทากันตลอดทุกชวงของการยอยฟลูออรีนเปนชุดควบคุม ซึ่งจากการตรวจสอบ

การแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนมีความสอดคลองไปในทิศทางเดียวกบั

แอคติวติีของแลคเคสที่ตรวจพบในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด  
 
 อยางไรก็ตามการยอยสลาย PAH ของราไวทรอทแตละชนิดเกิดขึ้นโดยเอนไซมที่

แตกตางกัน ราไวทรอทบางสายพันธุอาจสรางแลคเคสและ/หรือแมงกานีสเพอรออกซิเดสในการ 

สลาย PAH เชน Pleurotus stratus D1, Coriolopsis gallica, Trametes versicolor และ 

Phanerochete laevis (Bogan และ Lamar, 1996; Majcherczyk และคณะ, 1998; Bressler และ

คณะ, 2000; Pozdnyakova และคณะ, 2004) แตสําหรับ P. chrysosporium ซึ่งเปนสายพันธุที่มี

รายงานความสามารถในการยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดนัน้ ไมพบการสรางแลคเคส โดยที่การ

ยอยสลายฟลูออรีนและ PAH ชนิดอื่นๆ โดยรา P. chrysosporium นั้นมักเกิดจากลิกนินเพอร

ออกซิเดสเปนเอนไซมหลักหรืออาจรวมกับการทํางานของแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Tien และ 

Kirk, 1988; Sutherland และคณะ, 1991; Vazquez-Duhalt และคณะ, 1994; Bogan และ 

Lamar, 1996; Bogan และคณะ, 1996a; Bogan และคณะ, 1996b) ซึ่งแตกตางจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 ซึ่งนาจะเกิดจากเอนไซมแลคเคส  นอกจากนี้ยงัมีรายงานวา

แลคเคสสามารถออกซิไดส PAH ชนิดอื่นๆ ได เชน แลคเคสที่สรางโดย T. versicolor สามารถ
ออกซิไดสแอนทราซีนและเบนโซ[เอ]ไพรีนได (Han และคณะ, 2004) หรือการสลาย 
polychlorinated biphenyls โดย Coriolopsis gallica UAMH 8260 ที่พบวาเอนไซมที่บทบาท

สําคัญคือแลคเคส และยังพบแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลาย 

polychlorinated biphenyls ดวย (Pickard และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาแลคเคส

และแมงกานีสเพอรออกซิเดสจะเขาไปเกี่ยวของกับการสลาย PAH โดย P. ostreatus และ            
T. versicolor  โดยชวยเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันผานเมดิเอเตอร (Johannes และ Majcherczyk, 

2000)  ทําให P. ostreatus สามารถยอย PAH ที่มีโครงสราง 3 วงถูกยอยสลายได 89% ภายใน

ระยะเวลา 7 สัปดาห (Eggen, 1999) ซึ่งยังชากวาการยอยสลายโดย Agrocybe sp. CU-43  

นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus มีการผลิต  

แลคเคสสูงสุด 61 หนวยตอมล. และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 0.84 หนวยตอมล. (Bezalel และ
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คณะ, 1996a)  ซึ่งมีแอคติวิตนีอยกวา Agrocybe sp. CU-43 ที่ผลิตแลคเคส 470 หนวยตอมล. 

และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 4.34 หนวยตอมล. นอกจากมีรายงานวาการยอยสลายฟลูออรีนเกิด

จากเอนไซมในกลุมดังกลาวแลว อยางไรก็ตามบางกรณีอาจพบวาการยอยสลายฟลูออรีนอาจเกดิ

ไดโดยวิถีอ่ืนๆ ไดเชนกัน เชน โดย cytochrome P-450 monooxygenases ซึ่งพบวามีพบบาทใน

การยอยสลายฟลูออรีนในราหลายชนิด (Crawford และ Gupta, 1990; Pothuluri และคณะ, 

1993; Schlenk และคณะ, 1994) 
 
 ในข้ันตอนการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดย Agrocybe sp.   

CU-43 พบวามีสารมัธยันตรหลักคือสารมัธยันตร 1 (รูปที่ 4.10) เม่ือวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

พบวามีคา retention time เทากับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล จึงสันนิษฐานไดวาสารมัธยันตร 

1 คือ 9-ฟลูออรีนอล และเนื่องจากในข้ันตอนการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 มีสาร     

มัธยันตร 1 เกิดขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกและสะสมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดตลอดการยอยสลาย

ฟลูออรีน  จึงไดตรวจสอบตอไปวาสารมัธยันตร 1 เปนสารมัธยันตรสุดทายหรือไม โดยการ

ทดสอบการยอย 9-ฟลูออรีนอล และพบวา 9-ฟลูออรีนอล ถูกเปล่ียนไปเปนสารมธัยันตรชนดิ   

1-1 (รูปที่ 4.11) จึงอาจกลาวไดวา 9-ฟลูออรีนอลไมใชสารมัธยันตรสุดทายของกระบวนการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 และควรมีการศึกษาตอไปวาสารมัธยันตรชนิด 1-1 

ดังกลาวเปนสารใด   
 
 สารมัธยันตรอกีชนิดที่นาสนใจเนื่องจากสังเกตเห็นไดชัดในการยอยฟลอูอรีนในสัปดาหที่ 

1 และสัปดาหที่ 2 คือสารมัธยันตร 2 (รูปที่ 4.10) พบวามีคา retention time เทากับ retention 

time ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน จงึสันนิษฐานไดวาสารมธัยันตร 2 คือ 9-ฟลูออรีโนน ซึ่งทั้ง 

9-ฟลูออรีนอลและ 9-ฟลูออรีโนน มีรายงานวามีความเปนพิษนอยกวาฟลูออรีน (Pothuluri และ

คณะ, 1992; Garon และคณะ, 2000) ดังนั้นการยอยสลายฟลูออรีนไดเปนสารมัธยันตรทั้ง 2 

ชนิดนี ้โดยรา Agrocybe sp. CU-43 จึงอาจกลาวไดวา Agrocybe sp. CU-43 มีความสามารถใน

การบําบัดสารพิษทางชีวภาพ โดยเฉพาะอยางย่ิงการบําบดัการปนเปอนฟลูออรีน 
 
 การยอยสลายฟลูออรีนแลวไดสารมัธยันตรเปน 9-ฟลูออรีนอลและ 9-ฟลูออรีโนนนั้นพบ

ไดในการยอยสลายฟลูออรีนโดยราหลายสายพันธุ (Crawford และ Gupta, 1990; Schlenk และ

คณะ, 1994; Bezalel และคณะ, 1996b; Cerniglia และ Sutherland, 2001) เชน การยอยสลาย

ฟลูออรีนดวยแลคเคสโดย Coriolopsis gallica  และการยอยฟลูออรีนในดินโดย                

P. chrysosporium ที่พบวามี 9-ฟลูออรีโนนเกิดขึ้น (Hammel, 1995; Bressler และคณะ, 

2000) และการยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus ที่พบวามีสารมธัยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนน 

และ 9-ฟลูออรีนอล แตสารมัธยันตรทั้ง 2 ชนิดนี้เปนสารมัธยันตรสุดทายของการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย P. ostreatus (Bezalel และคณะ, 1996b) ซึ่งแตกตางจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดย Agrocybe sp. CU-43 ที่พบวา 9-ฟลูออรีนอลไมใชสารมัธยันตรสุดทายและสามารถถูกยอย

สลายไปเปนสารมัธยันตรชนิดใหมไดตอไป  
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มีรายงานจํานวนมากแสดงไววาแหลงที่มีการสะสม PAH มากที่สุดคอืดิน ทั้งนี้เนื่องจาก 

PAH มีความสามารถที่จะถกูดูดซบัหรือยึดเกาะกบัอนภุาคตางๆไดงาย จึงเกิดการสะสมของ 

PAH ความเขมขนสูงในสวนตะกอนดนิ (Moore และ Ramamoorthy, 1984) นอกจากนี้ยังพบ

ดวยวาฟลูออรีนมีการสลายตวัชา โดยมีครึ่งชีวิตในดิน 32–60 วัน (Crawford และคณะ, 1993) 

ดังนั้นเพื่อเปนแนวทางในการประยุกตใช Agrocybe sp. CU-43 ในกระบวนการบําบดัการ

ปนเปอนจาก PAH ในพื้นทีจ่ริง จึงไดทดสอบความสามารถของ Agrocybe sp. CU-43 ในการ

ยอยสลายฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดินแหง 1 กรัม ในแบบจําลองดินโดยเติมข้ี

เล่ือยสําเร็จรูป 10% (น้ําหนกัตอน้าํหนัก) เพ่ือชวยปรับสภาพดินและเพิ่มปริมาณสารอาหารใน

ดินรวมทั้งชวยเพิ่มรูพรุนใหกับดนิ ซึ่งเปนปจจัยที่ชวยให Agrocybe sp. CU-43 สามารถเจริญไดดี

ข้ึน (ศรานนท เจริญสุข, 2537) และมีรายงานวาข้ีเล่ือยมีผลสงเสริมการผลิตแมงกานีสเพอรออก

ซิเดสใน P. ostreatus (Giardina และคณะ, 2000) จากผลการทดลองพบวา Agrocybe sp. 

CU-43 มีประสิทธิภาพในการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดินแหง 1 กรัม ไดทัง้

ในภาวะปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ โดยสามารถยอยไดดทีี่สุดในภาวะปลอดเชื้อ โดยฟลูออรีนถูก

ยอยจนสมบูรณในสัปดาหที ่4 ในขณะที่ชุดควบคุมในภาวะปลอดเชื้อ มีฟลูออรีนเหลืออยู 64% 

และยังสังเกตเห็นการเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 ในชุดทดลองนี ้นอกจากนี ้ Agrocybe sp. 

CU-43 ยังสามารถทํางานรวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินทาํใหฟลูออรีนถูกสลายไดเร็วกวาการ

ยอยดวยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินเพียงอยางเดียว โดยในชุดทดลองที่มกีารเติม Agrocybe sp. 

CU-43 มีฟลูออรีนเหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดควบคุมมฟีลูออรีนเหลืออยู 43%  แมวาอัตราการ

ยอยฟลูออรีนของ Agrocybe sp. CU-43 รวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินจะชากวาการยอยสลาย

ฟลูออรีนในภาวะปลอดเชื้อ แตเม่ือระยะเวลาผานไป 4 สัปดาหฟลูออรีนในดินก็ถูกยอยสลายได

ในปริมาณใกลเคียงกัน สาเหตุที่อัตราการยอยสลายฟลูออรีนของ Agrocybe sp. CU-43 รวมกับ

เช้ือธรรมชาติชากวาการยอยสลายในภาวะปลอดเชื้อนัน้ อาจเกดิเนือ่งจากชวงแรก Agrocybe sp. 

CU-43 ตองปรับตัวใหเขากับภาวะที่เกิดขึน้จากการสลายสารประกอบตางๆในดนิ เชน ความเปน

กรด-เบสที่เปลี่ยนแปลง ปรมิาณกาซคารบอนไดออกไซด หรือสารมธัยันตรที่สรางข้ึนโดยเชื้อ

ธรรมชาติโดยเฉพาะสารที่สรางข้ึนจากการสลาย PAH โดยเชื้อธรรมชาติหรือการถกูยับยั้งการ

ทํางานโดยเช้ือธรรมชาติ เปนตน (Boyle, 1995; Canet และคณะ, 2001; Habe และคณะ, 2001; 

Meysami และ Baheri, 2003; Garon และคณะ, 2004)   นอกจากนี้ยงัพบวาในภาวะปลอดเชื้อ 
Agrocybe sp. CU-43 สามารถยึดเกาะกบัข้ีเล่ือยไดดีกวาในภาวะไมปลอดเชื้อ สงผลใหเช้ือ

สามารถเจริญและแทรกเขาไปในดนิไดเปนอยางด ีทําใหสามารถยอยฟลูออรีนไดเร็วกวาในภาวะ

ไมปลอดเชื้อ เชนเดียวกับความสามารถของ P. ostreatus ที่สามารถยดึเกาะกบัฟางขาวในภาวะ
ปลอดเชื้อไดดกีวาในภาวะไมปลอดเชื้อ ซึง่มีผลใหการยอยสลายแอนทราซีน ฟแนนทรีนและ

ไพรีนเกิดขึ้นไดอยางมีประสทิธิภาพสูงกวาในภาวะไมปลอดเชื้อ (Eggen และ Majcherczyk, 

1998; Eggen, 1999)  
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เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในดินของ Agrocybe sp.    

CU-43 กับเชื้อตางๆ เชน การทดลองของ Canet และคณะ (2001)  ไดทดสอบความสามารถของ

รา 3 ชนิดในการยอยสลายตวัอยางดินปนเปอนฟลูออรีนเขมขน 16.1 ไมโครกรัมตอดิน 1 กรัม 

โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 8 และสัปดาหที่ 32 พบวาตัวอยางดนิทีบ่ําบัดดวย                          
P. chrysosporium มีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 74.9% และ 37.8%  สําหรับตัวอยางดินทีบ่ําบัด

ดวย Coriolus versicolor มีฟลูออรีนในดินเหลืออยู 84.2% และ 47.6% และตัวอยางดินที่

บําบัดดวย P. ostreatus มีฟลูออรีนในดนิเหลืออยู 86.7% และ 28.0% ใน 8 และ 32 สัปดาห

ตามลาํดบั  ซึ่งเห็นไดวา Agrocybe sp. CU-43 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟลูออรีนในดินได

ดีกวา คือสามารถยอยสลายฟลูออรีนที่ความเขมขนสูงถึง 250 ไมโครกรัมตอดิน 1 กรัมและยังใช

ระยะเวลาในการยอยสลายที่ส้ันกวาโดยยอยสลายเกือบสมบูรณภายในระยะเวลา 4 สัปดาห  
 
เม่ือตรวจสอบการเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 ตลอดชวงเวลาของการยอย

ฟลูออรีน โดยการวัดน้าํหนกัแหงของเซลล พบวาปริมาณฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สูงมีผลตอ

การเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 โดยในสัปดาหแรกของการยอยฟลูออรีนการเจริญของเชื้อ

คงที ่(รูปที่ 4.13) ซึ่งเปนระยะที่มีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 46.5% หรือประมาณ 232.5 มก.ตอ

ลิตร(รูปที่ 4.8ค) จากนั้นการเจริญคอยๆเพิ่มข้ึนในสัปดาหที่ 2 ของการยอยสลายฟลูออรีน ซึ่ง

เปนเวลาที่มีฟลูออรีนเหลือเพียง 36% หรือประมาณ 180  มก.ตอลิตร  และพบวามกีารเจริญของ

เช้ือเพ่ิมข้ึนไดสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เม่ือฟลูออรีนในอาหารถูกยอยจนสมบูรณแลว 
 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานความสามารถของ Agrocybe ในการยอยสลาย PAH ชนิดตางๆ 

เชน A. praecox ในการยอยสลายฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน ไพรีน เขมขน 53 

ไมโครกรัมตอกรัมและไพริรีนเขมขน 6.3 ไมโครกรัมตอกรัมที่ปนเปอนในดินปลอดเชื้อใน 287 

วัน ได 41%  1.9%  0.5%  22.1%  0.8%  13.3%  ตามลําดบั (Gramss และคณะ, 1999) และ

ยังมีการรายงานการสรางเอนไซม Agrocybe aegerita peroxidase (AaP) จากรา Agrocybe 
aegerita ซึ่งมีกลไกในการทาํงานเปนแบบผสมระหวางเอนไซม hemethiolate haloperoxidases 

ซึ่งไดมีรายงานไวกอนหนานี้แลวกับ cytochrome P450 ซึ่งเปนการทํางานที่แตกตางไปจากเพอร

ออกซิเดสที่มีรายงานทั่วไป บริเวณ เรงปฏิกิริยา ของ AaP ประกอบดวยเฟอริก ฮมีไทโอเลท 

[heme-Fe3+]-Cys และมีรายงานวาสามารถยอยสลาย แนพธาลนี โทลูอีน หรือสารประกอบที่มี

โครงสรางแบบวงแหวนไดดี สําหรับสารมัธยันตรชนดิตางๆ ที่เกิดขึ้นจากการทํางานของเอนไซม 

AaP เชน ครซีอล (cresols) เบนซิล แอลกอฮอล (benzyl alcohol) หรือ พารา-เบนโซควิโนน     

(p-benzoquinone) (Jin และคณะ, 2004; Ullrich และ Hofrichter, 2007) นอกจากนี้มีรายงานวา 
Agrocybe aegerita มีประสิทธิภาพในการชวยลดการปนเปอนโลหะหนักบางชนดิ เชน 

แคดเมียมและปรอทได (Baldrian, 2003) 

 อยางไรก็ตาม ในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณ โดย Agrocybe sp. CU-

43 ตองทํางานรวมกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน Pseudomonas mendocina MC2 ซึ่งมีรายงานวา
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สามารถใช 9-ฟลูออรีโนนแตไมสามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน โดย

กระบวนการ dioxygenation ดวยเอนไซม 9-fluorenone-3,4-dioxygenase ไดผลิตภัณฑเปน    

1-hydro-1,1α-dihydroxy-9-fluorenone ซึ่งสามารถถูกยอยสลายดวย 1-hydro-1,1α-

dihydroxy-9-fluorenone dehydrogenase ไดเปน 2,3-Dihydroxy-2'-carboxybiphenyl จากนั้น

เอนไซม 2,3-dihydroxy-2'-carboxybiphenyl 1,2-dioxygenase จะเขามาชวยในการยอยสลาย

เกิดเปน 2-Hydroxy-6-oxo-6-(2-carboxyphenyl)-hexa-2,4-dienoate ซึ่งถูกยอยอีกคร้ังดวย 2-

hydroxy-6-oxo-6-(2-carboxyphenyl)-hexa-2,4-dienoate hydrolase จนไดผลติภัณฑเปน 

Phthalate และ cis-2-Hydroxypenta-2,4-dienoate (Casellas และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที ่

5.1  สําหรับพทาเลท (Phthalate) และ cis-2-Hydroxypenta-2,4-dienoate สามารถถูกยอยสลาย

ตอไปเปน 3,4-Dihydroxybenzoate หรือ Catechol ซึ่งสามารถถูกยอยสลายตอไปเปน acetyl 

CoA เพ่ือเขาสูวิถีแมแทบอลิซึม TCA cycle ตอไป (http://www.genome.ad.jp/dbget-

bin/show_pathway?MAP00362+C01163) ซึ่งไดมีรายงานการนํา Pseudomonas 
mendocina MC2 มาชวยในการยอยสลายฟลูออรีน (co-culture) รวมกับ Arthrobacter sp. 

สายพันธุ F101 ซึ่งยอยฟลูออรีนแลวไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนสะสมเปนสารมัธยันตร

สุดทาย   
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รูปที่ 5.1  กระบวนการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณของกระบวนการยอยสลายฟลูออรีน  

(ที่มา Wattiau และคณะ, 2001) 
 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวาราในจีนัส Agrocybe มีความสามารถสรางที่มีประโยชนดาน

การแพทยไดหลายชนิด เชน hemolysins (Berne และคณะ, 2002) สารตานมะเร็ง (antitumor) 
(Zhao และคณะ, 2003)  A. cylindracea สามารถผลิตสารตานการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม 

(antimutagenic) (Taira และคณะ, 2005)  A. cylindracea สามารถสรางโปรตีนทีอ่อกฤทธิ์ตอ

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Nakamura และคณะ, 2002) และราสปชีสนี้ยังสามารถผลิตเพปไทด

ช่ือ agrocybin ที่มีฤทธิ์ตานราชนิดอืน่ๆ (Ngai และคณะ, 2005)  A. cylindracea สายพันธุ B 

และ A. aegerita สามารถผลิตสารปองกันการเกิดออกซิเดชัน (antioxidant) ซึ่งสามารถปองกัน 
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ดีเอ็นเอไมใหถูกทําลาย จากการชักนําดวยสารกอใหเกิดการกลายพนัธุ (Lo และคณะ, 2005; Lin 

และคณะ, 2006)  

นอกจากการประยุกตใชในการบําบัดการปนเปอนจากสารพิษแลว ความสามารถในการ

ผลิตแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสของ Agrocybe sp. CU-43 ยังสามารถนําไป

ประยุกตใชไดอยางกวางขวาง เชน ชวยเรงปฏิกิริยาออกซิไดซเพ่ือบําบดัการปนเปอนสีสังเคราะห

หรือสารตั้งตนในการสังเคราะหสีสังเคราะห การบําบดัน้าํทิ้งในอตุสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษ 

การกําจัดลิกนนิในอตุสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ เปนตน (Reid และ Paice 1994; Decarvalho 

และคณะ, 1999 Mohorcic และคณะ,  2004) 
 
งานวิจัยนี้เปนรายงานฉบบัแรกที่ไดรายงานการพบแอคติวิตีและการแสดงออกของ  

แลคเคสในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนดวยราในจีนสั Agrocybe และเปนรายงานแรกที่ได
แสดงลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีนแลคเคสของราในจีนัส Agrocybe รวมทั้งเปนรายงาน

แรกที่แสดงวาราในจนีัส Xylaria สามารถยอยสลายสารประกอบพอลไิซคลิกแอโรแมติก

ไฮโดรคารบอนได  ราทั้งสองไอโซเลตนี้ (Xylaria sp. CU-1 และ Agrocybe sp. CU-43) มี

ศักยภาพสูงในการนาํไปประยุกตใชเพ่ือบาํบดัการปนเปอนของสารประกอบกลุมนี้ทัง้ในน้าํและใน

ดินตอไป 
  
 อยางไรก็ตามยังคงมีขอบเขตงานวิจัยทีค่วรศึกษาตอไป เชน ชนิดของสารมัธยันตรที่เกิด

จากการยอย 9-ฟลูออรีนอลและสารมัธยันตรตอจากนัน้จนถึงผลติภณัฑสุดทายที่เกิดขึ้นโดยรา 

Agrocybe sp. CU-43 รวมถึงลักษณะสมบัติและสารมัธยันตรในการยอยสลาย PAH ชนิดอื่น 

ตลอดจนการหาลําดบันิวคลีโอไทดสายยาวสมบูรณของยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 

ดวย นอกจากนี้ควรศึกษาลักษณะสมบตัแิละสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในการยอยสลาย PAH ชนิด

ตางๆโดย Xylaria sp. CU-1 
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ภาคผนวก ก 

 

ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต 

 

ตารางที่ ก1 ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลตที่คัดแยกได 

               จากงานวิจัยนี ้(- ไมเปลี่ยนสี) 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (ซม.)

ไอโซเลต Guaiacol Phenol Red Azure B

CU-1 3.0 1.0 1.0
CU-2 1.8 - -
CU-3 1.8 - -
CU-4 2.6 - -
CU-5 1.1 - -
CU-6 1.3 - 0.5
CU-7 1.2 - -
CU-8 1.4 0.7 -
CU-9 2.5 - -
CU-10 1.0 - -
CU-11 2.7 - -
CU-12 1.3 - -
CU-13 1.0 - -
CU-14 1.4 - -
CU-15 1.8 - -
CU-16 - - -
CU-17 - - -
CU-18 - - -
CU-19 - - -
CU-20 2.1 - -
CU-21 1.2 - -
CU-22 - - -
CU-23 - - -
CU-24 - - -

CU-25 1.7 - -
CU-26 1.3 - -
CU-27 2.3 - -
CU-28 2.5 - -
CU-29 2.7 0.5 -
CU-30 2.3 - -
CU-31 2.7 - -
CU-32 3.0 - -
CU-33 - - -
CU-34 - - -
CU-35 - - -  
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ตารางที่ ก1 (ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลตที่คัดแยกได       

จากงานวิจัยนี ้(- ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (ซม.)

ไอโซเลต Guaiacol Phenol Red Azure B

CU-36 - - -
CU-37 - - -
CU-38 - - -
CU-39 1.4 - -
CU-40 - - -
CU-41 - - -
CU-42 - - -
CU-43 2.4 1.0 1.0
CU-44 - - -
CU-45 - - -
CU-46 - - -
CU-47 2.1 - -
CU-48 - - -
CU-49 - - -
CU-50 - - -
CU-51 - - -
CU-52 - - -
CU-53 - - -
CU-54 - - -
CU-55 - - -
CU-56 - - -
CU-57 - - -
CU-58 - - -
CU-59 - - -
CU-60 - - -
CU-61 1.1 - -
CU-62 1.7 0.5 1.0
CU-63 - - -
CU-64 - - -
CU-65 - - -
CU-66 0.6 - -
CU-67 - - -
CU-68 - - -
CU-69 - - -
CU-70 - - -  
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ตารางที่ ก1(ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกได      

จากงานวิจัยนี ้ (- ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (ซม.)

ไอโซเลต Guaiacol Phenol Red Azure B

CU-71 - - -
CU-72 - - -
CU-73 - - -
CU-74 2.5 - -
CU-75 - - -
CU-76 1.4 - -
CU-77 2.7 - -
CU-78 - - -
CU-79 - - -
CU-80 - - -
CU-81 1.0 - -
CU-82 0.5 - -
CU-83 2.5 - -
CU-84 1.4 - -
CU-85 2.0 - -
CU-86 2.7 0.5 -
CU-87 - - -
CU-88 - - -
CU-89 2.0 - -
CU-90 0.4 - -
CU-91 - - -
CU-92 0.9 - -
CU-93 - - -
CU-94 - - -
CU-95 - - -
CU-96 1.0 - -
CU-97 - - -
CU-98 - - -
CU-99 2.2 - 0.5
CU-100 - - -

CU-101 2.8 - -
CU-102 2.7 - 0.5
CU-103 2.5 - -
CU-104 2.5 - -
CU-105 2.5 - -  
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ตารางที่ ก1(ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยนี้ (+  เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (ซม.)

ไอโซเลต Guaiacol Phenol Red Azure B

CU-106 2.5 - -
CU-107 2.5 - -
CU-108 2.3 - -
CU-109 2.3 - -
CU-110 2.2 - -
CU-111 2.2 -
CU-112 2.0 0.5 -
CU-113 2.0 0.5 -
CU-114 2.0 - -
CU-115 1.9 - -
CU-116 1.8 0.5 -
CU-117 1.7 - -
CU-118 1.7 0.5 -
CU-119 - - -

CU-120 1.3 - 0.5
CU-121 1.2 - -
CU-122 1.2 - -
CU-123 - - -
CU-124 - - -
CU-125 1.2 - -
CU-126 - - -
CU-127 - - -
CU-128 - - -
CU-129 - - -
CU-130 - - -
CU-131 - - -
CU-132 1.0 - -
CU-133 0.8 - -
CU-134 0.7 - -
CU-135 0.7 - -
CU-136 0.6 - -
CU-137 - - -
CU-138 - - -
CU-139 0.4 - -
CU-140 0.5 - -  
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ตารางที่ ก1(ตอ)  ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยนี ้( +  เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (ซม.)

ไอโซเลต Guaiacol Phenol Red Azure B

CU-141 0.5 - -

CU-142 - - -

CU-143 - - -

CU-144 0.4 - -

CU-145 - - -

CU-146 0.4 - -

CU-147 - - -

CU-148 0.4 - -

CU-149 - - -

CU-150 - - -

CU-151 - - -

CU-152 - - -

CU-153 - - -  



 
       ไอโซเลต 1               ไอโซเลต 6                                     ไอโซเลต 8                                ไอโซเลต 29                     ไอโซเลต 43                       ไอโซเลต 62 

 

  
  ไอโซเลต 86       ไอโซเลต 99                   ไอโซเลต 100   ไอโซเลต 112         ไอโซเลต 113                  ไอโซเลต 116                ไอโซเลต 118                    ไอโซเลต 120 
 
 

 
รูปที่ ก1   ไอโซเลตที่ใหผลบวกกับสีทดสอบตั้งแต 2 สีขึ้นไป 
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ภาคผนวก ข 

 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง malt extract 

 

  สารสกัดจากมอลต (malt extract)   20 กรัม 

 เพปโตน (peptone)       5 กรัม 

 กลูโคส (glucose)     20 กรัม 

 วุน (agar)       15  กรัม  
 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ 15 นาท ี
 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว malt extract 

 

  สารสกัดจากมอลต (malt extract)   20 กรัม 

 เพปโตน (peptone)       5 กรัม 

 กลูโคส (glucose)     20 กรัม 
  
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000  มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ 15 นาท ี
 

3. Basal Medium 
 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   20  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)    5  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)   1  กรัม 

Trace element      100  มล. 

วุนผง       20 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000  มล. 
 

Trace element ประกอบดวย 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)    3 กรัม 

แมกกานีสซัลเฟต (MgSO4)    0.5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1 กรัม 

เฟอรรัสเฮปตะไฮเดรต (FeSO4 .7H2O)    0.1  กรัม 

โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O)    0.1 กรัม 
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ซิงคซัลเฟต (ZnSO4 .7H2O)    0.1  กรัม 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)     0. 1  กรัม 

อะลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต (AlK(SO4 )2.7H2O) 10 มิลลิกรัม 

กรดบอริก (H2BO3)     10 มิลลิกรัม 

 โซเดียมโมลบิเดต (NaMoO4.2H2O)   10 มิลลิกรัม 

ไนไตรโลไตรแอซีเทต (C6H9NO6)    1.5 กรัม 
 

ละลายไนไตรโลไตรแอซีเทต ในน้ํากล่ัน 800 มล. ปรับความเปนกรด-เบสใหเปน 6.5 

จากนัน้จึงคอยๆ ละลายสารตัวอื่นทีละตวัตามลําดบัจนครบทุกชนดิและปรับปริมาตรรวมใหเปน 

1000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
4. modified Glucose Peptone Yeast extract medium (mGPY) 

 

กลูโคส (Glucose)     10  กรัม 

แบคโตเพปโตน (Bacto petone)    3  กรัม 

ยีสตสกัด (Teast extract)    2  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5  กรัม 

โซเดียมทารเทรต (Na2C4H4O6)    0.4  กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000  มล. 
 

ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้วอุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที 
 

5. Nitrogen-limiting medium (N-limiting medium)  

 
กลูโคส (Glucose)     10 กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    0.1 กรัม 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1  กรัม 

แมกนีเซียมซสัเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

ไอออน II เฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H20)   0.01 กรัม 

ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)  0.001 กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)     0.001 กรัม 

คอปเปอรซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)  0.001 กรัม 
       

ปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 4.5 นึ่งฆาเช้ือที่ 121 °ซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปน

เวลา 15 นาท ี
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6. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว Luria-Bertani (LB broth) 

 

  ทริปโตน (tryptone)     10 กรัม  

  ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)     5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     10 กรัม 
 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-เบส 

ใหเปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ 15 นาท ี
 

7. อาหารเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB broth) 

 

 เตรียมอาหารตามวิธใีนขอ 3  แตเติมวุน (agar) เพ่ิมลงไป 15 กรัม  นําไปนึ่งฆา

เช้ือที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ  15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. สารละลาย PAH ในไดเมทิลซัลฟอกไซด 

 

ชั่งสารมาตรฐาน PAH 0.1 กรัม ละลายในไดเมทิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล.โดยการ

ผสมดวยเครื่องปนผสมหรือโซนิเคตจนผลึก PAH ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวย

ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอให

มิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  
 

2. สารละลายมาตรฐานของ PAH ในอะซิโตน 

 

ชั่งสารมาตรฐาน PAH ที่ตองการเตรียม 0.1 กรัม ละลาย PAH แตละชนิดในอะซิโตน       

ปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี

ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ  
 

3. สารละลาย extraction buffer สํากรับสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 
  Tris-HCl, pH 8.0     200 มิลลิโมลาร 

  สารละลายโซเดียมคลอไรด    250 มิลลิโมลาร 

 EDTA, pH 8.0        25 มิลลิโมลาร 

 SDS           5      เพอรเซ็นต 
 
ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร  pH 8.0  ปริมาตร 20 มล. 

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มล. สารละลาย EDTA  ความ

เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0  ปริมาตร 5 มล. และสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 5 มล.ใหเขากัน  

แลวเติมน้ําปลอดประจุที่ปลอดเชื้อปริมาตร 45 มล.ลงไป  นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว  121 °ซ  20 นาที 
 

4. สารละลาย 5% SDS   

 

ชั่งโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ปริมาณ 5 กรัม  คอยๆทําการละลายในน้าํปลอดประจุ

ปริมาตร 80 มล.  เม่ือละลายจนหมดแลว ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุใหไดเปน 100 

ไมโครลติร 
 
 

5. สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0 
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  EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)   186.1 กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด                    20 กรัม 
 
 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก

ไซด แลวคนใหเขากัน รอใหเย็น ปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุ ให

ปริมาตรเปน 1,000 มล. นาํไปนึ่งฆาเช้ือทีค่วามดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ 20 นาที   
 

6. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

   
 ผสมสารละลายฟนอลที่อิ่มตวัดวย Tris-HCl กับสารละลายคลอโรฟอรมเขาดวยกันใน

อัตราสวนฟนอล:คลอโรฟอรม เทากับ 1:1  (ปริมาตร/ปริมาตร)  เก็บในขวดสีชาทีอุ่ณหภูมิ 4°ซ 
 

7. สารละลาย RNaseA ความเขมขน 20 มล.กรัม/มล. 

 
  Tri-HCl, pH 8.0     10 มิลลิโมลาร 

  สารละลายโซเดียมคลอไรด    15 มิลลิโมลาร 

  RNaseA      0.2 กรัม 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร  pH 8.0 ปริมาตร 0.1 มล. กับ

สารละลายโซเดียมคลอไรด  ความเขมขน 1.0 โมลาร  ปริมาตร 0.15 มล.ใหเขากัน  จากนัน้เติม

ผง RNaseA 0.2 กรัม  แลวปนผสมใหเขากัน  นําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาที  ทิ้งใหเย็น  

แลวดูดแบงใสหลอดไมโครทิวบหลอดละ 1.0 มล. 
 

8. สารละลายโซเดียมแอซีเทต  ความเขมขน 3 โมลาร  pH 5.2 

 
ละลายโซเดียมแอซีเทตน้าํหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปรมิาตรประมาณ 400 

มล.  จากนั้นนําไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2 ดวยกรดแอซิติก ปริมาตรประมาณ 57 

มล.  เติมน้าํปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นาํไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว  121°ซ  20 นาท ี
 

9. บัฟเฟอร TE (10/1)  ความเปนกรด-เบส 8.0 

 
  Tris-HCl ความเปนกรด-เบส 8.0   10 มิลลิโมลาร 

    EDTA ความเปนกรด-เบส 8.0    1.0 มิลลิโมลาร 
 

ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร  

10 มล. กับสารละลาย EDTA  ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  ปริมาตร     
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2.0 มล.  เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาท ี
 

10. บัฟเฟอร 50X TAE 

 
  Tris base      242 กรัม 

  กรดแอซิติกเขมขน     57.1 มล. 

  สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร  100 มล. 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้าํปลอดประจปุริมาตร 300 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

ปริมาตรเทากับ 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาท ี

 

11. สีติดตาม (Loading dye) 

 
             บรอมฟนอลบล ู      0.025 เปอรเซ็นต 

  ซูโครส            40   เปอรเซ็นต   
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้าํปลอดประจทุี่ปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 

12. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัม/มล.  เก็บในภาชนะที่ปดสนิท 
 

13. สารละลาย dNTP  ที่มีความเขมขนของแตละนิวคลีโอไทดเทากับ 10 มล.โมลาร 

 
 ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP  ที่มีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ปริมาตร

ชนิดละ 10 ไมโครลิตรใหเขากัน  แลวทาํการปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อให

เปน 100 ไมโครลิตร  เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ   
 

14. กลีเซอรอล 80% 
 

 นํากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 92 มล.ผสมน้ําปลอดประจุปริมาตร 8 มล.นําไปนึ่งฆาเช้ือที่

ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ 20 นาที  ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลว

นําไปฆาเช้ือซ้าํอีกครั้ง 
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15. สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
 
 ละลายแอมพซิิลินความเขมขน 100 มก.ตอน้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสแอซีเทต  ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บ

รักษาไวในหลอดไมโครทิวบที่อุณหภูมิ -20°ซ    เม่ือนํามาใชแลวสามารถเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ     

ไดนาน 1 เดือน 
 

16. สารละลายแคลเซียมคลอไรด  ความเขมขน 1 โมลาร 

 
 ละลายแคลเซยีมคลอไรด 55.5 กรัม  ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 300 มล.  จากนัน้เติมน้าํ

ปลอดประจุจนปริมาตรเปน 500 มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ  

20 นาที   
 

17. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 

 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 900 มล. ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 

มล. ดวยน้ํากล่ัน 
 
18. DEPC-treated water  

 

 เติมสารละลาย diethylpyrocarbonate (DEPC) 1 มล. ลงในน้าํกล่ันปลอดประจ ุ1000 

มล. บมเขยาที่ 37°ซ ขามคืน นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาที   
 

19. MOPS buffer 
 

 เตรียม MOPS (3-(N-morpholino)propan sulfonic acid) ความเขมขน 1 โมลาร โดย

ละลาย MOPS จํานวน 104.7 กรัม ใน DEPC-treated water ปริมาตร 400 ml  ปรับคาความ

เปนกรด-เบส ใหเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เม่ือไดคาความเปนกรด-ดางตามที่

ตองการแลว ปรับปริมาตรใหเปน 500 มล. ดวย DEPC-treated water นําไปนึ่งฆาเช้ืออุณหภูมิ 

121° ซ นาน 20 นาที หลังจากนึ่งฆาเช้ือแลวสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง เก็บที่ 4°ซ  จนกวา

จะนําไปใชงาน 

20. 10x Running buffer (สําหรับ RNA) 

 

 ประกอบดวย 

  MOPS บัฟเฟอร ความเขมขน 1 โมลาร   25  มล. 

  โซเดียมแอซีเทต ความเขมขน 3 โมลาร   3.33 มล. 

  สารละลายโซเดียมอีดีทีเอ ความเขมขน 0.35 โมลาร 2.5 มล. 
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 ผสมสารละลายใหเขากัน ปรับปริมาตรใหเปน 250 มล. ดวย DEPC-treated water 

นําไปนึ่งฆาเช้ืออุณหภูมิ 121° ซ นาน 20 นาที หลังจากนึ่งฆาเช้ือแลวสารละลายจะเปลี่ยนเปนสี

เหลือง เก็บที่ 4°ซ  จนกวาจะนําไปใชงาน 

 

21. Sample buffer  
 

 เตรียมกอนใชงาน ใน 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย  

  10x running buffer     100  ไมโครลติร  

  ฟอรมาลมาย (formamide)  500 ไมโครลติร  

  ฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde)  178  ไมโครลติร 

  DEPC-treated water   222  ไมโครลติร 
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ภาคผนวก ง 

 

กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 
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  สมการของกราฟมาตรฐาน Y= 66045X 

 
  คาความเบี่ยงเบน   R2 = 0.9902 
 
 
รูปที่ ง1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนและพื้นที่ใตพีคที่ไดจากการวิเคราะหดวย        
               HPLC 
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ภาคผนวก จ 

 

ชุดสกัดและชดุทดสอบสําเร็จรูป 

 
 

1. ชุด PCR clean-up Gel Extraction ของบริษัท Macherey-Nagel GmbH& Co., 

ประเทศเยอรมัน 

 
ประกอบดวย  

บัฟเฟอร NT 

บัฟเฟอร NT3 

บัฟเฟอร NE 

NucleoSpin® Extract II columns 
 

ข้ันตอนการทําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ ทาํตามวิธีที่ระบโุดยบรษิัทผูผลิต 

 
2. ชุดสกัด AurumTM Total ชุดRNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ของบริษัท     

Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

ประกอบดวย 
 

RNA binding mini columns  

DNase I (lyophilized)  

Low stringency wash solution (5x concentrate) 

High stringency wash solution  

Elution solution  

DNase dilution solution 

PureZOL RNA isolation reagent 

 
เม่ือใชครั้งแรก ละลาย DNaseI ใน 10 มิลลิโมลาร Tris (ความเปนกรด-เบส 7.5) 

ปริมาตร 250 ไมโครลติร ละลาย DNaseI โดยปเปตสารขึ้นลง เม่ือ DNaseI ละลายหมดแลว

แบงสารละลายใสหลอดไมโครฟวจหลอดละ 5 ไมโครลติร เก็บที่ -20๐
ซ  

 
ข้ันตอนการสกัดอารเอ็นเอ ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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3. ชุดสําเร็จ Universal Riboclone® cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega 

ประเทศสหรัฐอเมริกา   

 

ชุดสังเคราะห cDNA ประกอบดวย   
 
First Strand 5X บัฟเฟอร 

Oligo(dT)15 ไพรเมอร 

Random Hexameric ไพรเมอร 

Sodium Pyrophosphate, 40 มิลลิโมลาร 

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 

AMV Reverse Transcriptase (HC) 

1.2kb Kanamycin Positive Control RNA 

Second Strand 2.5X บัฟเฟอร 
RNase H 

DNA Polymerase I 

T4 DNA Polymerase(c) 

Nuclease-Free Water 

 

ข้ันตอนการสังเคราะหสาย cDNA ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 

 

4. ชุดสกัดอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศ

เยอรมัน)    

 

ประกอบดวย 
 

บัฟเฟอร QG 

บัฟเฟอร PE 

บัฟเฟอร EB 

Qiaquick column 

กอนใชชุดสกดัดีเอ็นเอใหเติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงในบัฟเฟอร PE  

ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ ทาํตามวิธีที่ระบโุดยบรษิัทผูผลิต 
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5. GeneJET™ PCR cloning Kit (ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

 

ประกอบดวย 
 

pJET1/blunt Cloning Vector (50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) แผนที่ของ pJET1/blunt 

แสดงดังรูปที่ จ1 

2X Reaction บัฟเฟอร 

T4 DNA Blunting เอนไซม 

pJET1 ฟอรเวิรด ไพรเมอร  (10 ไมโครโมลาร) 21-mer 5’-GCCTGAACACCATATCCATCC-3’ 

pJET1 รีเวิรส ไพรเมอร (10 ไมโครโมลาร) 25-mer5’-GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATC-3’ 

ชุดควบคุมผลบวก (24 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 

น้ําปลอดนิวคลีเอส 

 

 

รูปที่ จ1  แสดงแผนที่ pJET1/blunt Cloning Vector 
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6. ชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Miniprep Kit  (ของบริษัท Fermentas ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

 

ประกอบดวย 
 

บัฟเฟอร P1 

บัฟเฟอร P2 

บัฟเฟอร N3 

บัฟเฟอร PB 

บัฟเฟอร PE 

RNAse A 

Qiaprep Spin column 

 

กอนใชชุดสกดัพลาสมดิครัง้แรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน บัฟเฟอร 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4๐
ซ และเติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 24 มล. ลงในบัฟเฟอร 

PE 
 

 ข้ันตอนการสกัดพลาสมดิ ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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ภาคผนวก ฉ 
 

วัสดุเพาะ 

 
1. วัสดุเพาะ 
 
 วัสดุเพาะที่ใชในการทดลองครั้งนี้ คือ ข้ีเล่ือยสําเร็จรูปที่ใชสําหรับเพาะเห็ดในเชิงการคา

นํามาจากศูนยรวมสวนเห็ดบานอรัญญิก อาํเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม โดยใชผสมใน
ตัวอยางดนิในขั้นตอนการทดสอบความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน  
มีสูตรดังนี ้
 
 ข้ีเล่ือยไมยางพาราแหง  100 กิโลกรัม 
 รําละเอียด       5 กิโลกรัม 
 ยิปซัม        2 กิโลกรัม 
 ปูนขาว        1 กิโลกรัม 
 ดีเกลือ      0.2 กิโลกรัม 
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ภาคผนวก ช 

 

การเปรียบเทยีบความเหมอืนของยีนและโปรตีนดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX 

 
1. ลําดบันิวคลโีอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA 

ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  

EU593767.1  มีลําดบัเบสดงันี้ 
 
5’       1 ATGCCCCTCG GGGCTTTCTG GTGATTCATA ATAACTTCTC GAATCGCATG GCCTTGCGCC 
        61 GGCGATGGTT CATTCAAATT TCTGCCCTAT CAACTTTCGA TGGCAGGGTC TTGGCCTGCC 
       121 ATGGTTACAA CGGGTAACGG AGGGTTAGGG CTCGACCCCG GAGAAGGAGC CTGAGAAACG 
       181 GCTACTACAT CCAAGGAAGG CAGCAGGCGC GCAAATTACC CAATCCCGAC ACGGGGAGGT 
       241 AGTGACAATA AATACTGATA CAGGGCTCTT TTGGGTCTTG TAATTGGAAT GAGTACAATT 
       301 TAAATCCCTT AACGAGGAAC AATTGGAGGG CAAGTCTGGT GCCAGCAGCC GCGGTAATTC 
       361 CAGCTCCAAT AGCGTATATT AAAGTTGTTG CAGTTAAAAA GCTCGTAGTT GAACCTTGGG 
       421 CCTGGCTGGC CGGTCCGCCT CACCGCGTGC ACTGGTTCGG CCGGGCCTTT CCCTCTGGGG 
       481 AGCCCTATGC CCTTCACTGG GTGTAGTGGG GAACCAGGAC TTTTACTGTG AAAAAATTAG 
       541 AGTGTTCAAA GCAGGCCTAT GCTCGAATAC ATCAGCATGG AATAATAGAA TAGGACGTGT 
       601 GGTTCTATTT TGTTGGTTTC TAGGACCGCC GTAATGATTA ATAGGGACAG TCGGGGGCAT 
       661 CAGTATTCAA TTGTCAGAGG TGAAATTCTT GGATTTATTG AAGACTAACT ACTGCGAAAG 
       721 CATTTGCCAA GGATGTTTTC ATTAATCAGG AACGAAAGTT AGGGGATCGA AGACGATCAG 
       781 ATACCGTCGT AGTCTTAACC ATAAACTATG CCGACTAGGG ATCGGACGAT GTTATTTTTT 
       841 GACTCGTTCG GCACCTTACG AGAAATCAAA GTCTTTGGGT TCTGGGGGGA GTATGGTCGC 
       901 AAGGCTGAAA CTTAAAGAAA TTGACGGAAG GGCACCACCA GGAGTGGAGC CTGCGGCTTA 
       961 ATTTGACTCA ACACGGGGAA ACTCACCAGG TCCAGACACA ATGAGGATTG ACAGATTGAG 
      1021 AGCTCTTTCT TGATTTTGTG GGTGGTGGTG CATGGCCGTT CTTAGTTGGT GGAGTGATTT 
      1081 GTCTGCTTAA TTGCGATAAC GAACGAGACA TTTACCTGCT AAATAGCCCG TATTGCTTTG 
      1141 GCAGTACGCT GGCTTCTTAG AGGGACTATC CGCTTAAGCG GGTGGAAGTT GGATGCAATA 
      1201 ACAGGTCTGT GATGCCCTTA GATGTTCTGG GCCGCACGCG CGTTACACTG ACAGAGACAG 
      1261 CGAGTACTTC CTTAGTAGAG ATACTTGGGT AATCTTGTTA AACTCTGTCG TGCTGGGGAT 
      1321 AGAGCATTGC AATTATTGCT CTTCAACGAG GAATTCCTAG TAAGCGTAAG TCATCAACTT 
      1381 GCGTTGATTA CGTCCCTGCC CTTTGTACAC ACCGCCCGTC GCTACTACCG ATTGAATGGC 
      1441 TCAGTGAGGC TTTCGGACTG GCCCAGAGGA GTCGGCAACG ACACCTCAGG GCCGGAAAGT 
      1501 TATC       3’ 

 
2. ลําดบันิวคลโีอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA 

ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลตCU-43 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  

EU487011.1  มีลําดบัเบสดังนี้ 

 
5’      1 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CGTAACAAGG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG GAAGGATCAT 
       61 TAACGAATAA ACCTCGGTGG GTTTGATGCT GGCCCCTTGG GGCATGTGCA CCGCCTGTCG 
      121 TTCTTTATTT CTTCTCCACC TGTGCACCCT TTGTAGGCTT GAACCGCTTT CTTTGGCCTT 
      181 CGGGTCAGTG TTGGGGACTG CTGAAATGGC TATCCCCTAC CGTTCGAGTC TATGTTTTTT 
      241 ACACTACACA CCATTGTTAA ACCTAGAATG TCAAAGGCTC TATGTGTGCC TATCTAAACG 
      301 CTATACAACT TTCAGCAACG GATCTCTTGG CTCTCGCATC GATGAAGAAC GCAGCGAAAT 
      361 GCGATAAGTA ATGTGAATTG CAGAATTCAG TGAATCATCG AATCTTTGAA CGCACCTTGC 
      421 GCTCCTTGGT ATTCCGAGGA GCATGCCTGT TTGAGTGTCA TTACATTCTC AACCGTTTGA 
      481 ATTTGAACGG CTTGGACTTG GGGGTACTTG TGCCGGCCCT AAAGGTCGGC TCCCCTTAAA 
      541 TGCATTAGCT GGTCGCCCCT CTCGCGTTGA CTTGGTGTGA TAATTCTATT TGCACCGCTT 
      601 TGGCGTGGAT GTTATTTTGG GAGGCTGCTT TCTAACCGTC CCTTGTGGAC AGTAGTCTCT 
      661 TTCATTA    3’ 

 
บริเวณ rRNA ไดแกลําดบัเบสที่ 1-62 

   5’   1 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CGTAACAAGG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG GAAGGATCAT 
       61 TA      3’ 

 
บริเวณ ITS1 ไดแกลําดับเบสที่ 63-306 จํานวน 244 เบส 

   5’   1 ACGAATAAAC CTCGGTGGGT TTGATGCTGG CCCCTTGGGG CATGTGCACC GCCTGTCGTT 
       61 CTTTATTTCT TCTCCACCTG TGCACCCTTT GTAGGCTTGA ACCGCTTTCT TTGGCCTTCG 
      121 GGTCAGTGTT GGGGACTGCT GAAATGGCTA TCCCCTACCG TTCGAGTCTA TGTTTTTTAC 
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      181 ACTACACACC ATTGTTAAAC CTAGAATGTC AAAGGCTCTA TGTGTGCCTA TCTAAACGCT 
 241 ATAC     3’ 

บริเวณ 5.8S ribosomal RNA ไดแกลําดับเบสที่ 307-460 จํานวน 154 เบส 

 5’   1 AACTTTCAGC AACGGATCTC TTGGCTCTCG CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA 
       61 AGTAATGTGA ATTGCAGAAT TCAGTGAATC ATCGAATCTT TGAACGCACC TTGCGCTCCT 
 121 TGGTATTCCG AGGAGCATGC CTGTTTGAGT GTCA    3’ 

 
บริเวณ ITS2 ไดแกลําดับเบสที่ 461-667 จํานวน 207 เบส 

 5’   1 TTACATTCTC AACCGTTTGA ATTTGAACGG CTTGGACTTG GGGGTACTTG TGCCGGCCCT 
  61 AAAGGTCGGC TCCCCTTAAA TGCATTAGCT GGTCGCCCCT CTCGCGTTGA CTTGGTGTGA 
 121 TAATTCTATT TGCACCGCTT TGGCGTGGAT GTTATTTTGG GAGGCTGCTT TCTAACCGTC 
 181 CCTTGTGGAC AGTAGTCTCT TTCATTA  3’ 

 
 
3. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1 กับ  
Xylaria sp. F4 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  AY315415.1 

 
> gb|AY315415.1|  Xylaria sp. F4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1698 
 
 Score = 2699 bits (2992),  Expect = 0.0 
 Identities = 1501/1504 (99%), Gaps = 0/1504 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     ATGCCCCTCGGGGCTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  171   ATGCCCCTCGGGGCTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  230 
 
Query  61    GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  231   GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCC  290 
 
Query  121   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  291   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  350 
 
Query  181   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  351   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  410 
 
Query  241   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  411   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  470 
 
Query  301   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  471   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  530 
 
Query  361   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  531   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACTTTGGG  590 
 
Query  421   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  591   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  650 
 
Query  481   AGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  651   AGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  710 
 
Query  541   AGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  711   AGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  770 
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Query  601   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  771   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  830 
 
Query  661   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  831   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  890 
 
Query  721   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  891   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  950 
 
Query  781   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  951   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  1010 
 
Query  841   GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1011  GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  1070 
 
Query  901   AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1071  AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  1130 
 
Query  961   ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1131  ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1190 
 
Query  1021  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1191  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1250 
 
Query  1081  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1251  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1310 
 
Query  1141  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1311  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1370 
 
Query  1201  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1371  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1430 
 
Query  1261  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1431  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTAAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1490 
 
Query  1321  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1491  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1550 
 
Query  1381  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1551  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1610 
 
Query  1441  TCAGTGAGGCTTTCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAAGT  1500 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  1611  TCAGTGAGGCTTTCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACTTCAGGGCCGGAAAGT  1670 
 
Query  1501  TATC  1504 
             |||| 
Sbjct  1671  TATC  1674 
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4.  การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่

ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1  (BlastN) กับ 
Xylaria hypoxylon isolate AFTOL-ID 51 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY544692 

 
>gb|AY544692.1|  Xylaria hypoxylon isolate AFTOL-ID 51 18S ribosomal RNA gene,  
partial sequence 
Length=1700 
 
 Score = 2690 bits (2982),  Expect = 0.0 
 Identities = 1499/1504 (99%), Gaps = 0/1504 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     ATGCCCCTCGGGGCTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  165   ATGCCCCTCGGGGCTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  224 
 
Query  61    GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCC  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| |||| 
Sbjct  225   GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAAGGTCTTGGCTTGCC  284 
 
Query  121   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  285   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  344 
 
Query  181   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  345   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  404 
 
Query  241   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  405   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  464 
 
Query  301   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  465   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  524 
 
Query  361   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  525   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGG  584 
 
Query  421   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  585   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  644 
 
Query  481   AGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  540 
             ||||| |||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  645   AGCCCCATGCCCTTCACTGGGTGTGGCGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  704 
 
Query  541   AGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  705   AGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  764 
 
Query  601   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  765   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  824 
 
Query  661   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  825   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  884 
 
Query  721   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  885   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  944 
 
Query  781   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  945   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  1004 
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Query  841   GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1005  GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  1064 
 
Query  901   AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1065  AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  1124 
 
Query  961   ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1125  ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1184 
 
Query  1021  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1185  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1244 
 
Query  1081  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1245  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1304 
 
Query  1141  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1305  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1364 
 
Query  1201  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1365  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1424 
 
Query  1261  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1425  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1484 
 
Query  1321  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1485  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1544 
 
Query  1381  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1545  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1604 
 
Query  1441  TCAGTGAGGCTTTCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAAGT  1500 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1605  TCAGTGAGGCTTTCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAAGT  1664 
 
Query  1501  TATC  1504 
             |||| 
Sbjct  1665  TATC  1668 

 
5. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด(BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 บน

บริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1  กับ 
Xylaria carpophila หมายเลขเขาถึงของ Genbenk Z49785.1 

 
>emb|Z49785.1|XCRRNA18  X.carpophila gene for 18S ribosomal RNA 
Length=1696 
 
 Score = 2657 bits (2946),  Expect = 0.0 
 Identities = 1494/1504 (99%), Gaps = 4/1504 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     ATGCCCCTCGGGGCTTT-CTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGC  59 
             ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  171   ATGCCCCTCGGGGCTTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGTGC  230 
 
Query  60    CGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGC  119 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  231   CGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGC  290 
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Query  120   CATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAAC  179 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  291   CATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAAC  350 
 
Query  180   GGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGG  239 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  351   GGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGG  410 
 
Query  240   TAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT  299 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  411   TAGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT  470 
 
Query  300   TTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT  359 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  471   TTAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATT  530 
 
Query  360   CCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGG  419 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  531   CCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGG  590 
 
Query  420   GCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGG  479 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  591   GCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGG  650 
 
Query  480   GAGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTA  539 
             |||||| |||||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  651   GAGCCCCATGCCCTTCACTGGGTGTGGCGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTA  710 
 
Query  540   GAGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTG  599 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  711   GAGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTG  770 
 
Query  600   TGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCA  659 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  771   TGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAAGGACAGTCGGGGGCA  830 
 
Query  660   TCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAA  719 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  831   TCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAA  890 
 
Query  720   GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA  779 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  891   GCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCA  950 
 
Query  780   GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTT  839 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  951   GATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTT  1010 
 
Query  840   TGACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCG  899 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1011  TGACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCG  1070 
 
Query  900   CAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTT  959 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||| 
Sbjct  1071  CAAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGA--CTGCGGCTT  1128 
 
Query  960   AATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGA  1019 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1129  AATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGA  1188 
 
Query  1020  GAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATT  1079 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1189  GAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATT  1248 
 
Query  1080  TGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTT  1139 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1249  TGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTT  1308 
 
Query  1140  GGCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAAT  1199 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1309  GGCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAAT  1368 
 
Query  1200  AACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACA  1259 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1369  AACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACA  1428 
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Query  1260  GCGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGA  1319 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1429  GCGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGA  1488 
 
Query  1320  TAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACT  1379 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1489  TAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACT  1548 
 
Query  1380  TGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGG  1439 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1549  TGCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGG  1608 
 
Query  1440  CTCAGTGAGGCTTTCGGACTGG-CCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAA  1498 
             ||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1609  CTCAGTGAGGCTTCCGGACTGGCCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAA  1668 
 
Query  1499  GTTA  1502 
             |||| 
Sbjct  1669  GTTA  1672 

 
 
6. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด(BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 บน

บริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1  กับ 
Xylaria sp. F1 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY315412 

 
>gb|AY315412.1|  Xylaria sp. F1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1698 
 
 Score = 2695 bits (2988),  Expect = 0.0 
 Identities = 1500/1504 (99%), Gaps = 0/1504 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     ATGCCCCTCGGGGCTTTCTGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  60 
             |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  171   ATGCCCCTCGGGGCTTTCAGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCC  230 
 
Query  61    GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  231   GGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGCAGGGTCTTGGCCTGCC  290 
 
Query  121   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  291   ATGGTTACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGAAGGAGCCTGAGAAACG  350 
 
Query  181   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  351   GCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGT  410 
 
Query  241   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  411   AGTGACAATAAATACTGATACAGGGCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATT  470 
 
Query  301   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  471   TAAATCCCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTC  530 
 
Query  361   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  531   CAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAACCTTGGG  590 
 
Query  421   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  591   CCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACCGCGTGCACTGGTTCGGCCGGGCCTTTCCCTCTGGGG  650 
 
Query  481   AGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  651   AGCCCTATGCCCTTCACTGGGTGTAGTGGGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAG  710 
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Query  541   AGTGTTCAAAGCAGGCCTATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  600 
             |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  711   AGTGTTCAAAGCAGGCATATGCTCGAATACATCAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGT  770 
 
Query  601   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  771   GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCAT  830 
 
Query  661   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  831   CAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAG  890 
 
Query  721   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  891   CATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAG  950 
 
Query  781   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  951   ATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGACGATGTTATTTTTT  1010 
 
Query  841   GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1011  GACTCGTTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGC  1070 
 
Query  901   AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1071  AAGGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTA  1130 
 
Query  961   ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1131  ATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATGAGGATTGACAGATTGAG  1190 
 
Query  1021  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1191  AGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTT  1250 
 
Query  1081  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1251  GTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACATTTACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTG  1310 
 
Query  1141  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1311  GCAGTACGCTGGCTTCTTAGAGGGACTATCCGCTTAAGCGGGTGGAAGTTGGATGCAATA  1370 
 
Query  1201  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1371  ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGACAGAGACAG  1430 
 
Query  1261  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1431  CGAGTACTTCCTTAGTAGAGATACTTGGGTAATCTTGTTAAACTCTGTCGTGCTGGGGAT  1490 
 
Query  1321  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1491  AGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGTAAGTCATCAACTT  1550 
 
Query  1381  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1551  GCGTTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGC  1610 
 
Query  1441  TCAGTGAGGCTTTCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAAGT  1500 
             |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct  1611  TCAGTGAGGCTTCCGGACTGGCCCAGAGGAGTCGGCAACGACACCTCAGGGCCGGAAAGC  1670 
 
Query  1501  TATC  1504 
             |||| 
Sbjct  1671  TATC  1674 
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7. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-43 กับ 

Agrocybe aegerita strain SM981204 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  AY763671.1 
 
>gb|AY763671.1|  Agrocybe aegerita strain SM981204 internal transcribed spacer  
1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer  
2, complete sequence 
Length=624 
 
 Score = 1092 bits (1210),  Expect = 0.0 
 Identities = 605/605 (100%), Gaps = 0/605 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  63   ACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCACCGCCTGTCGTT  122 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    ACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCACCGCCTGTCGTT  60 
 
Query  123  CTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTCTTTGGCCTTCG  182 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTCTTTGGCCTTCG  120 
 
Query  183  GGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCTATGTTTTTTAC  242 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCTATGTTTTTTAC  180 
 
Query  243  ACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCTATCTAAACGCT  302 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  ACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCTATCTAAACGCT  240 
 
Query  303  ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  362 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  300 
 
Query  363  GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  422 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  360 
 
Query  423  TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCAACCGTTTGAAT  482 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCAACCGTTTGAAT  420 
 
Query  483  TTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGGCTCCCCTTAAATG  542 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  TTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGGCTCCCCTTAAATG  480 
 
Query  543  CATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGCGTTGACTTGGTGTGATAATTCTATTTGCACCGCTTTG  602 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  CATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGCGTTGACTTGGTGTGATAATTCTATTTGCACCGCTTTG  540 
 
Query  603  GCGTGGATGTTATTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGACAGTAGTCTCTTT  662 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  GCGTGGATGTTATTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGACAGTAGTCTCTTT  600 
 
Query  663  CATTA  667 
            ||||| 
Sbjct  601  CATTA  605 
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8. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-43 กับ 
Agrocybe chaxingu strain HB-91 strain ASI 19023 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk 
AY168833.1 

 
>gb|AY168833.1|  Agrocybe chaxingu strain HB-91 strain ASI 19023 16S ribosomal  
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,  
5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete  
sequence; and 25S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=665 
 
 Score = 1070 bits (1186),  Expect = 0.0 
 Identities = 608/614 (99%), Gaps = 4/614 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  52   AAGGATCATTAACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCAC  111 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    AAGGATCATTAACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCAC  60 
 
Query  112  CGCCTGTCGTTCTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTC  171 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CGCCTGTCGTTCTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTC  120 
 
Query  172  TTTGGCCTTCGGGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCT  231 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  TTTGGCCTTCGGGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCT  180 
 
Query  232  ATGTTTTTTACACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCT  291 
            |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  ATGTTTTT-ACACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCT  239 
 
Query  292  ATCTAAACGCTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG  351 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  240  ATCTAAACGCTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG  299 
 
Query  352  CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC  411 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  300  CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC  359 
 
Query  412  GCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCA  471 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  360  GCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCA  419 
 
Query  472  ACCGTTTGAAT--TTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGG  529 
            |||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  420  ACCGTTTGAATTCTTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGG  479 
 
Query  530  CTCCCCTTAAATGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGCGTTGACTTGGTGTGATAATTCTAT  589 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  480  CTCCCCTTAAATGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGTGCTGACTTGGTGTGATAATTCTAT  539 
 
Query  590  TTGCACCGCTTTGGCGTGGATGTTATTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGA  649 
            |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  540  TTGCACCGCTTTGGCGTGGATGTT-TTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGA  598 
 
Query  650  CAGTAGTCTCTTTC  663 
            |||||||||||||| 
Sbjct  599  CAGTAGTCTCTTTC  612 

 
 
 
 
 
 



 176

 
9. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-43 กับ 
Agrocybe chaxingu strain ASI 19022 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY168832.1 

 
>gb|AY168832.1|  Agrocybe chaxingu strain ASI 19022 16S ribosomal RNA gene, 
partial  
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal  
RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence;  
and 25S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=674 
 
 Score = 1063 bits (1178),  Expect = 0.0 
 Identities = 610/619 (98%), Gaps = 5/619 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  52   AAGGATCATTAACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCAC  111 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    AAGGATCATTAACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCAC  60 
 
Query  112  CGCCTGTCGTTCTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTC  171 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   CGCCTGTCGTTCTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTC  120 
 
Query  172  TTTGGCCTTC-GGGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTC  230 
            |||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  TTTGGCCTTTTGGGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTC  180 
 
Query  231  TATGTTTTTTACACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCC  290 
            |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  TATGTTTT-TACACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCC  239 
 
Query  291  TATCTAAACGCTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC  350 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  240  TATCTAAACGCTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC  299 
 
Query  351  GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA  410 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  300  GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA  359 
 
Query  411  CGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTC  470 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  360  CGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTC  419 
 
Query  471  AACCGTTTGAAT--TTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCG  528 
            ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  420  AACCGTTTGAATTCTTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCG  479 
 
Query  529  GCTCCCCTTAAATGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGCGTTGACTTGGTGTGATAATTCTA  588 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  480  GCTCCCCTTAAATGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGTGCTGACTTGGTGTGATAATTCTA  539 
 
Query  589  TTTGCACCGCTTTGGCGTGGATGTTATTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGG  648 
            ||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  540  TTTGCACCGCTTTGGCGTGGATGCT-TTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGG  598 
 
Query  649  ACAGTAGTCTCTTTCATTA  667 
            ||||||||||||||||||| 
Sbjct  599  ACAGTAGTCTCTTTCATTA  617 
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10. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-43 กับ 

Agrocybe aegerita strain SM981201 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY763670.1 
 
>gb|AY763670.1|  Agrocybe aegerita strain SM981201 internal transcribed spacer  
1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer  
2, complete sequence 
Length=617 
 
 Score = 1027 bits (1138),  Expect = 0.0 
 Identities = 591/603 (98%), Gaps = 3/603 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  63   ACGAATAAACCTCGGTGGGTTTGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCACCGCCTGTCGTT  122 
            ||||||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    ACGAATAAACCTCGGTGGGCTCGATGCTGGCCCCTTGGGGCATGTGCACCGCCTGTCGTT  60 
 
Query  123  CTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTCTTTGGCCTTCG  182 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct  61   CTTTATTTCTTCTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGGCTTGAACCGCTTTCTTTGGCCTTTG  120 
 
Query  183  GGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAAATGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCTATGTTTTTTAC  242 
            |||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GGTCAGTGTTGGGGACTGCTGAATGGGCTATCCCCTACCGTTCGAGTCTATGTTTTTTAC  180 
 
Query  243  ACTACACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCTATCTAAACGCT  302 
            |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  ACTATACACCATTGTTAAACCTAGAATGTCAAAGGCTCTATGTGTGCCTATCTAAACGCT  240 
 
Query  303  ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  362 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241  ATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC  300 
 
Query  363  GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  422 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301  GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC  360 
 
Query  423  TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCAACCGTTTGAAT  482 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361  TCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCAACCGTTTGAAT  420 
 
Query  483  --TTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGGCTCCCCTTAAA  540 
              |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421  TCTTGAACGGCTTGGACTTGGGGGTACTTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGGCTCCCCTTAAA  480 
 
Query  541  TGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGCGTTGACTTGGTGTGATAATTCTATTTGCACCGCTT  600 
            |||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481  TGCATTAGCTGGTCGCCCCTCTCGTGCTGACTTGGTGTGATAATTCTATTTGCACCGCTT  540 
 
Query  601  TGGCGTGGATGTTATTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGACAGTAGTCTCT  660 
            |||| |||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541  TGGCATGGATGTT-TTTTGGGAGGCTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGACAGTAGTCTCT  599 
 
Query  661  TTC  663 
            ||| 
Sbjct  600  TTC  602 
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11. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส B ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk AAW28937.1 (BlastX) 

 
>gb|AAW28937.1|  แลคเคส B [Trametes sp. 420] 
Length=519 
 
 Score = 46.6 bits (109),  Expect(2) = 2e-11 
 Identities = 21/25 (84%), Positives = 21/25 (84%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  66   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  140 
            L TQYCDGLRGALVVYD  DPHA L 
Sbjct  136  LNTQYCDGLRGALVVYDPADPHASL  160 
 
 

 Score = 46.6 bits (109),  Expect(2) = 2e-11 
 Identities = 35/109 (32%), Positives = 42/109 (38%), Gaps = 19/109 (17%) 
 Frame = +1 
 
Query  229  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASGRD  408 
            DP  P     LY +  EST+ITLADW                 YH  AP AG VP S    
Sbjct  152  DPADP--HASLYDVDEESTVITLADW-----------------YHVAAPLAGAVPRSDAT  192 
 
Query  409  FDQRCRPLCWRTAVDLGGYQRVAQQEVRVRLISVSCDPISFSLSMGHNM  555 
                          +L        +  R RL+S+SCDP       GH+M 
Sbjct  193  LINGLGRWSGDPTSELAAINVTPGKRYRFRLVSMSCDPNYTFQIDGHSM  241 

 
12. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 4 ของ Pleurotus pulmonarius หมายเลขเขาถึง

ของ Genbenk AAY41064.1 (BlastX) 
 
 
gb|AAY41064.1|  แลคเคส 4 [Pleurotus pulmonarius] 
Length=262 
 
 Score = 45.8 bits (107),  Expect(2) = 1e-10 
 Identities = 42/117 (35%), Positives = 48/117 (41%), Gaps = 35/117 (29%) 
 Frame = +1 
 
Query  229  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPAS---  399 
            DP  P  +  LY +  E+T+ITLADW                 YHT APSAG  P S    
Sbjct  66   DPEDPHRS--LYDVDDENTVITLADW-----------------YHTPAPSAGPAPVSEAT  106 
 
Query  400  -----GRDFDQRCRPLCWRTAVDLGGYQRVAQQEVRVRLISVSCDPISFSLSMGHNM  555 
                 G   D    PL     V LG          R RL+S+SCDP       GHNM 
Sbjct  107  LINGLGLYQDGPSSPLAV-IHVKLGS-------RYRFRLVSISCDPNHIFSVDGHNM  155 
 
 

 Score = 45.1 bits (105),  Expect(2) = 1e-10 
 Identities = 19/25 (76%), Positives = 20/25 (80%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  66   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  140 
            L+TQYCDGLRGA VVYD  DPH  L 
Sbjct  50   LSTQYCDGLRGAFVVYDPEDPHRSL  74 
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13. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 3 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึง

ของ Genbenk AAG27435.1 (BlastX) 
 

>gb|AAG27435.1|  แลคเคส 3 [Pleurotus sajor-caju] 
Length=161 
 
 Score = 43.5 bits (101),  Expect(3) = 1e-10 
 Identities = 18/25 (72%), Positives = 19/25 (76%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  66   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  140 
            L+TQYCDGLRG  VVYD  DPH  L 
Sbjct  76   LSTQYCDGLRGVFVVYDPEDPHRSL  100 
 
 

 Score = 37.7 bits (86),  Expect(3) = 1e-10 
 Identities = 24/57 (42%), Positives = 27/57 (47%), Gaps = 19/57 (33%) 
 Frame = +1 
 
Query  229  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPAS  399 
            DP  P  +  LY +  E T+ITLADW                 YH  APSAGLVP S 
Sbjct  92   DPEDPHRS--LYDIDDEDTVITLADW-----------------YHVPAPSAGLVPVS  129 
 
 

 Score = 28.9 bits (63),  Expect(3) = 1e-10 
 Identities = 14/29 (48%), Positives = 18/29 (62%), Gaps = 0/29 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  404  ATLINGVGRFAGGPPSTWAGINVLPNKRY  490 
            +TLING+G +  GP S  A I+V    RY 
Sbjct  131  STLINGLGLYQDGPESPLAVIHVKRGSRY  159 

 

 
14. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 1 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึง

ของ Genbenk CAD45377.1 (BlastX) 
 
 
>emb|CAD45377.1|  แลคเคส 1 [Pleurotus sajor-caju] 
Length=531 
 
 Score =  162 bits (410),  Expect(2) = 2e-45 
 Identities = 88/171 (51%), Positives = 103/171 (60%), Gaps = 38/171 (22%) 
 Frame = +1 
 
Query  226  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  405 
            DP  P     LY +    T+ITL DW                 YH VAP   ++P +D+T 
Sbjct  162  DPSDP--HLSLYDIDNADTVITLEDW-----------------YHVVAPQNAVLPTADST  202 
 
Query  406  LINGVGRFAGGPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN  585 
            LING GRFAGG    LAVINV  NKRYRFRL+S+SCDPNF FSIDGH++            
Sbjct  203  LINGKGRFAGGDTTALAVINVESNKRYRFRLVSMSCDPNFTFSIDGHSL-----------  251 
 
Query  586  *KCCFVL*TIIEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
                     +IE D+VN+ P+ VDSIQIFA QRYSFVLNANQ +DNYWIRA 
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Sbjct  252  --------QVIEADAVNIVPIVVDSIQIFAGQRYSFVLNANQTVDNYWIRA  294 
 
 

 Score = 45.1 bits (105),  Expect(2) = 2e-45 
 Identities = 20/38 (52%), Positives = 25/38 (65%), Gaps = 0/38 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  24   IGDSSQKFRRLLWLATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            + D +  F     L+TQYCDGLRG LV+YD +DPH  L 
Sbjct  133  VADQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPLVIYDPSDPHLSL  170 
 

 
15. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk AAW28938.1 (BlastX) 

 
>gb|AAW28938.1|  แลคเคส C [Trametes sp. 420] 
Length=519 
 
 Score =  167 bits (422),  Expect(2) = 3e-47 
 Identities = 91/171 (53%), Positives = 103/171 (60%), Gaps = 38/171 (22%) 
 Frame = +1 
 
Query  226  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  405 
            DP  P     LY +  EST+ITLADW                 YH  AP AG VP SDAT 
Sbjct  152  DPADP--HAGLYDVDDESTVITLADW-----------------YHVAAPLAGAVPRSDAT  192 
 
Query  406  LINGVGRFAGGPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN  585 
            LING+GR++G P  +LAVINV P KRYRFRL+S+SCDPN+ F IDGH+M            
Sbjct  193  LINGLGRWSGDPTSELAVINVTPGKRYRFRLVSMSCDPNYTFQIDGHSM-----------  241 
 
Query  586  *KCCFVL*TIIEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
                    T+IE D  N EPL VD IQIFA QRYSFVL ANQ + NYWIRA 
Sbjct  242  --------TVIEADGQNTEPLPVDQIQIFAGQRYSFVLEANQTVGNYWIRA  284 
 
 

 Score = 46.2 bits (108),  Expect(2) = 3e-47 
 Identities = 21/25 (84%), Positives = 21/25 (84%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  63   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            L TQYCDGLRGALVVYD  DPHA L 
Sbjct  136  LNTQYCDGLRGALVVYDPADPHAGL  160 
 

 
16. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคสของ Pleurotus ostreatus หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk AAR21094.1 (BlastX) 

 
>gb|AAR21094.1| แลคเคส [Pleurotus ostreatus] 
Length=533 
 
 Score =  156 bits (394),  Expect(2) = 3e-43 
 Identities = 82/161 (50%), Positives = 99/161 (61%), Gaps = 36/161 (22%) 
 Frame = +1 
 
Query  256  LYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDATLINGVGRFAG  435 
            LY +    T+ITL DW                 YH VAP    +P  D+TLING GR+AG 
Sbjct  170  LYDIDNADTVITLEDW-----------------YHIVAPQNAAIPTPDSTLINGKGRYAG  212 
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Query  436  GPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN*KCCFVL*TI  615 
            GP   L+VINV  NKRYRFRL+S+SCDPNF FSIDGH+++                   + 
Sbjct  213  GPTSPLSVINVESNKRYRFRLVSMSCDPNFTFSIDGHSLL-------------------V  253 
 
Query  616  IEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
            IE D+VN+ P+TVDSIQIFA QRYSFVL A+Q + NYWIRA 
Sbjct  254  IEADAVNIVPITVDSIQIFAGQRYSFVLTADQTVGNYWIRA  294 
 
 

 Score = 43.9 bits (102),  Expect(2) = 3e-43 
 Identities = 18/25 (72%), Positives = 20/25 (80%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  63   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            L+TQYCDGLRG  VVYD +DPH  L 
Sbjct  146  LSTQYCDGLRGPFVVYDSSDPHLSL  170 
 

17. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 450 คูเบส (รูป 4.24) กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk AAW28938.1 (BlastX) 

 
>gb|AAW28938.1|  แลคเคส C [Trametes sp. 420] 
Length=519 
 
 Score =  104 bits (259),  Expect = 2e-21 
 Identities = 55/102 (53%), Positives = 64/102 (62%), Gaps = 19/102 (18%) 
 Frame = +3 
 
Query  84   DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  263 
            DP  P     LY +  EST+ITLADW                 YH  AP AG VP SDAT 
Sbjct  152  DPADP--HAGLYDVDDESTVITLADW-----------------YHVAAPLAGAVPRSDAT  192 
 
Query  264  LINGVGRFAGGPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIF  389 
            LING+GR++G P  +LAVINV P KRYRFRL+S+SCDPN+ F 
Sbjct  193  LINGLGRWSGDPTSELAVINVTPGKRYRFRLVSMSCDPNYTF  234 
 

 
18. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 450 คูเบส (รูป 4.24) กับแลคเคส 2 ของ Lentinula edodes หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk AAT99290.1 (BlastX) 

 

>gb|AAT99290.1|  แลคเคส 2 VT; LAC2VT [Lentinula edodes] 
Length=518 
 
 Score = 99.4 bits (246),  Expect = 7e-20 
 Identities = 54/104 (51%), Positives = 63/104 (60%), Gaps = 20/104 (19%) 
 Frame = +3 
 
Query  84   DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  263 
            DP  P    DLY +  +ST+ITLADW                 YH  AP AG VP SDAT 
Sbjct  146  DPQDP--YVDLYDVDDDSTVITLADW-----------------YHVPAPQAGAVPTSDAT  186 
 
Query  264  LINGVGRFAGGPA-VDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFS  392 
            LING+GR   GPA    AV+NV+   RYRFRL+S+SCDPNF+FS 
Sbjct  187  LINGLGRSVNGPADAPFAVVNVVQGSRYRFRLVSISCDPNFLFS  230 
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19. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส1 ของ Pleurotus sajor-caju  
หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAR21094.1 (BlastX) 

 

>emb|CAD45377.1|  แลคเคส 1 [Pleurotus sajor-caju] 
Length=531 
 
 Score =  162 bits (410),  Expect(2) = 2e-45 
 Identities = 88/171 (51%), Positives = 103/171 (60%), Gaps = 38/171 (22%) 
 Frame = +1 
 
Query  226  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  405 
            DP  P     LY +    T+ITL DW                 YH VAP   ++P +D+T 
Sbjct  162  DPSDP--HLSLYDIDNADTVITLEDW-----------------YHVVAPQNAVLPTADST  202 
 
Query  406  LINGVGRFAGGPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN  585 
            LING GRFAGG    LAVINV  NKRYRFRL+S+SCDPNF FSIDGH++            
Sbjct  203  LINGKGRFAGGDTTALAVINVESNKRYRFRLVSMSCDPNFTFSIDGHSL-----------  251 
 
Query  586  *KCCFVL*TIIEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
                     +IE D+VN+ P+ VDSIQIFA QRYSFVLNANQ +DNYWIRA 
Sbjct  252  --------QVIEADAVNIVPIVVDSIQIFAGQRYSFVLNANQTVDNYWIRA  294 
 
 

 Score = 45.1 bits (105),  Expect(2) = 2e-45 
 Identities = 20/38 (52%), Positives = 25/38 (65%), Gaps = 0/38 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  24   IGDSSQKFRRLLWLATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            + D +  F     L+TQYCDGLRG LV+YD +DPH  L 
Sbjct  133  VADQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGPLVIYDPSDPHLSL  170 
 
 

20. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส 1 ของ Ceriporiopsis 
subvermispora  หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAO26040.1 (BlastX) 

 
 

>gb|AAO25685.1|  Lcs-1 [Ceriporiopsis subvermispora] 
 gb|AAO26040.1| แลคเคส 1 [Ceriporiopsis subvermispora] 

 gb|AAc97074.2| แลคเคส precursor [Ceriporiopsis subvermispora] 
Length=519 
 

 Score =  150 bits (379),  Expect(2) = 2e-43 
 Identities = 89/173 (51%), Positives = 102/173 (58%), Gaps = 41/173 (23%) 
 Frame = +1 
 
Query  226  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  405 
            DP  P    DLY +  EST+ITL+DW                 YH  A S    P  D T 
Sbjct  151  DPNDP--HADLYDVDDESTVITLSDW-----------------YHAAA-STLTFPTFDTT  190 
 
Query  406  LINGVGRFAG--GPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVV  579 
            LING+GRFAG  G   +L VI V   KRYRFRL+S+SCDPN++FSID H +          
Sbjct  191  LINGLGRFAGTGGSDSNLTVITVEQGKRYRFRLVSISCDPNWVFSIDQHEL---------  241 
 
Query  580  RN*KCCFVL*TIIEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
                      T+IEVD VN  PLTVD+IQIFAAQRYSFVLNANQ +DNYWIRA 
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Sbjct  242  ----------TVIEVDGVNAVPLTVDAIQIFAAQRYSFVLNANQTVDNYWIRA  284 
 
 

 Score = 50.1 bits (118),  Expect(2) = 2e-43 
 Identities = 22/25 (88%), Positives = 22/25 (88%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  63   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            LATQYCDGLRG LVVYD NDPHA L 
Sbjct  135  LATQYCDGLRGPLVVYDPNDPHADL  159 
 
 

21. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส 4 ของ Ceriporiopsis cinerea  
สายพันธุ okayama7#130 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAR01245.1 (BlastX) 

 
 
 

>gb|AAR01245.1|  แลคเคส 4 [Ceriporiopsis cinerea] 

 tpg|DAA04509.1|  TPA_exp: แลคเคส 4 [Ceriporiopsis cinerea okayama7#130] 
Length=545 
 
 Score =  151 bits (382),  Expect(2) = 8e-43 
 Identities = 80/162 (49%), Positives = 99/162 (61%), Gaps = 36/162 (22%) 
 Frame = +1 
 
Query  256  LYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDATLINGVGRFAG  435 
            LY +  E+TIIT+ADW                 YHT APS  +   +D+TLING GR+ G 
Sbjct  158  LYDVDDENTIITVADW-----------------YHTPAPSLPIPAFADSTLINGKGRYPG  200 
 
Query  436  GPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN*KCCFVL*TI  615 
            GP VDLA++NV+  KRYRFRL+S++C+PN+ FSIDGH M                   TI 
Sbjct  201  GPKVDLAIVNVVKGKRYRFRLLSLACEPNYQFSIDGHRM-------------------TI  241 
 
Query  616  IEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRAL  741 
            IE D    EP+ VD IQIF  QRYSF+L AN+P+ NYWIRAL 
Sbjct  242  IEADGYLTEPVVVDRIQIFTGQRYSFILEANRPVANYWIRAL  283 
 
 

 Score = 47.0 bits (110),  Expect(2) = 8e-43 
 Identities = 20/37 (54%), Positives = 24/37 (64%), Gaps = 0/37 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  27   GDSSQKFRRLLWLATQYcDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            GD +  F       TQYcDGLRG  V+YD+NDP+ HL 
Sbjct  122  GDQAGTFWYHSHFGTQYcDGLRGPFVIYDENDPYKHL  158 
 
 

22. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคสของ Pleurotus ostreatus  สาย
พันธุ okayama7#130 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAR82932.1 (BlastX) 

 
 

>gb|AAR82932.1|  แลคเคส [Pleurotus ostreatus] 
Length=529 
 
 Score =  165 bits (417),  Expect(2) = 1e-45 
 Identities = 91/171 (53%), Positives = 104/171 (60%), Gaps = 38/171 (22%) 
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 Frame = +1 
 
Query  226  DPGGP*NATDLYSLFPESTIITLADW*VSIVRICFIC*KFVLRYHTVAPSAGLVPASDAT  405 
            DP  P     LY +    TIITL DW                 YH VAP   ++P +D+T 
Sbjct  160  DPSDP--HLSLYDVDNADTIITLEDW-----------------YHVVAPQNAVLPTADST  200 
 
Query  406  LINGVGRFAGGPAVDLAVINVLPNKRYRFRLISVSCDPNFIFSIDGHNMVSPLESRVVRN  585 
            LING GRFAGGP   LAVINV  NKRYRFRLIS+SCDPNF FSIDGH++            
Sbjct  201  LINGKGRFAGGPTSALAVINVESNKRYRFRLISMSCDPNFTFSIDGHSL-----------  249 
 
Query  586  *KCCFVL*TIIEVDSVNVEPLTVDSIQIFAAQRYSFVLNANQPIDNYWIRA  738 
                     +IE D+VN+ P+ VDSIQIFA QRYSFVLNANQ +DNYWIRA 
Sbjct  250  --------QVIEADAVNIVPIVVDSIQIFAGQRYSFVLNANQTVDNYWIRA  292 
 
 

 Score = 43.1 bits (100),  Expect(2) = 1e-45 
 Identities = 17/25 (68%), Positives = 20/25 (80%), Gaps = 0/25 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query  63   LATQYCDGLRGALVVYDDNDPHAHL  137 
            L+TQYCDGLRG  +VYD +DPH  L 
Sbjct  144  LSTQYCDGLRGPFIVYDPSDPHLSL  168 
 
 

23. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ไดจากปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช cDNA เปนแมแบบกับลาํดบันิวคลโีอไทดที่ใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอเปนแมแบบ  

 

 สายบนคือลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสที่ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอ เปนแมแบบและ

ใชคูไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1  

 สายลางคือลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสที่ใช cDNA เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacF-1 และ lacR-1 ซึ่งมีความเหมือนกัน 98% ดวยคา e-value 2e-92    

 
Query  2    CCTGCATCGGACGCGACTTTGATCAACGGTGTCGGCCGCTTTGCTGGCGGACCCGCCGTC  61 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  3    CCTGCATCGGACGCGACTTTGATCAACGGTGTCG-CCGCTTTGCTGGCGGACC-GCCGTC  60 
 
Query  62   GACCTGGCGGTTATCAACGTGTTGCCCAACAAGAGGTACCGGTTCCGCTTGATTTCCGTC  121 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   GACCTGGCGGTTATCAACGTGTTGCCCAACAAGAGGTACCGGTTCCGCTTGATTTCCGTC  120 
 
Query  122  TCTTGCGACCCCAATTTCATTTTCTCTATCGATGGGCACAACATGGTAAGTCCACTAGAA  181 
            ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  TCTTGCGACCCCAATTTCA-TTTCTCTATCGATGGGCACAACATGGTAAGTCCACTAGAA  179 
 
Query  182  TCCCGCGTAGTACGAAACTAAAAG  205  
            |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  180  TCCCGCGTAGTACGAAACTAAAAG  203  
 

24. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gdp ของ Agrocybe sp.   

CU-43 (รูปที่ 4.29) กับยีน gdp ของ Phanerochaete chrysosporium หมายเลขเขาถึง
ของ Genbenk BAF31128.1 (BlastX) 

 

>dbj|BAF31128.1|  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Phanerochaete 
chrysosporium] 

Length=337 
 
 Score =  100 bits (248),  Expect(5) = 3e-51 
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 Identities = 49/82 (59%), Positives = 58/82 (70%), Gaps = 18/82 (21%) 
 Frame = +3 
 
Query  156  VYMFKYDSVHGRFKGTVESKDGKLVINGKPVTVYAERDPAAIQWGAAGAEYIIEATVSIS  335 
            VYMFKYDSVHGRFKG+VE+KDGKL + GKP+ V+AE+DPA I WG+ GAEYI+E+T     
Sbjct  43   VYMFKYDSVHGRFKGSVEAKDGKLYVEGKPIHVFAEKDPANIPWGSVGAEYIVEST----  98 
 
Query  336  LCIYPVPPVLIALQGVFTTTEK  401 
                          GVFTTTEK 
Sbjct  99   --------------GVFTTTEK  106 
 
 

 Score = 78.6 bits (192),  Expect(5) = 3e-51 
 Identities = 36/45 (80%), Positives = 42/45 (93%), Gaps = 0/45 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  458  RASAHLKGGAKKVVISAPSADAPMFVCGVNLESYDPKYKVVRVAT  592 
            +ASAHLKGGAKKV+ISAPSADAPMFVCGVNL++YD KYKV+  A+ 
Sbjct  106  KASAHLKGGAKKVIISAPSADAPMFVCGVNLDAYDSKYKVISNAS  150 
 
 

 Score = 61.6 bits (148),  Expect(5) = 3e-51 
 Identities = 41/46 (89%), Positives = 43/46 (93%), Gaps = 0/46 (0%) 
 Frame = +1 
 
Query  646  ISNASCTTNCLAPLAKIINDNFGIVEGLMTTVHATTATXXTVDGPS  783 
            ISNASCTTNCLAPLAK+I+D FGIVEGLMTTVHATTAT  TVDGPS 
Sbjct  146  ISNASCTTNCLAPLAKVIHDKFGIVEGLMTTVHATTATQKTVDGPS  191 
 
 

 Score = 27.7 bits (60),  Expect(5) = 3e-51 
 Identities = 11/12 (91%), Positives = 11/12 (91%), Gaps = 0/12 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  77   PFIDLEYMVYRF  112 
            PFIDLEYMVY F 
Sbjct  35   PFIDLEYMVYMF  46 
 
 

 Score = 20.4 bits (41),  Expect(5) = 3e-51 
 Identities = 7/7 (100%), Positives = 7/7 (100%), Gaps = 0/7 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  791  WRGGRSV  811 
            WRGGRSV 
Sbjct  195  WRGGRSV  201 
 
 

25. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gdp ของ Agrocybe sp.    

CU-43 (รูปที่ 4.29) กับ gdp ของ Phanerochaete sordida หมายเลขเขาถึงของ 
Genbenk BAF75837.1 (BlastX) 

 

 
 

>dbj|BAF75837.1|  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Phanerochaete 
sordida] 

Length=337 
 
 Score = 97.1 bits (240),  Expect(5) = 7e-50 
 Identities = 46/82 (56%), Positives = 59/82 (71%), Gaps = 18/82 (21%) 
 Frame = +3 
 
Query  156  VYMFKYDSVHGRFKGTVESKDGKLVINGKPVTVYAERDPAAIQWGAAGAEYIIEATVSIS  335 
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            VYMFK+DSVHGR+KG+VE+KDGKL + GKP+TV++E+DP+ I WG+ GAEYI+E+T     
Sbjct  43   VYMFKFDSVHGRYKGSVEAKDGKLWVEGKPITVFSEKDPSNIPWGSVGAEYIVEST----  98 
 
Query  336  LCIYPVPPVLIALQGVFTTTEK  401 
                          GVFTTTEK 
Sbjct  99   --------------GVFTTTEK  106 
 
 

 Score = 78.6 bits (192),  Expect(5) = 7e-50 
 Identities = 37/45 (82%), Positives = 41/45 (91%), Gaps = 0/45 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  458  RASAHLKGGAKKVVISAPSADAPMFVCGVNLESYDPKYKVVRVAT  592 
            +ASAHLKGGAKKV+ISAPSADAPMFVCGVNLESYD KY V+  A+ 
Sbjct  106  KASAHLKGGAKKVIISAPSADAPMFVCGVNLESYDSKYTVISNAS  150 
 
 

 Score = 61.2 bits (147),  Expect(5) = 7e-50 
 Identities = 39/46 (84%), Positives = 43/46 (93%), Gaps = 0/46 (0%) 
 Frame = +1 
 
Query  646  ISNASCTTNCLAPLAKIINDNFGIVEGLMTTVHATTATXXTVDGPS  783 
            ISNASCTTNCLAPLAK+++D FGIVEGLMTTVH+TTAT  TVDGPS 
Sbjct  146  ISNASCTTNCLAPLAKVVHDKFGIVEGLMTTVHSTTATQKTVDGPS  191 
 
 

 Score = 26.6 bits (57),  Expect(5) = 7e-50 
 Identities = 10/12 (83%), Positives = 11/12 (91%), Gaps = 0/12 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  77   PFIDLEYMVYRF  112 
            PFIDL+YMVY F 
Sbjct  35   PFIDLDYMVYMF  46 
 
 

 Score = 20.4 bits (41),  Expect(5) = 7e-50 
 Identities = 7/7 (100%), Positives = 7/7 (100%), Gaps = 0/7 (0%) 
 Frame = +2 
 
Query  791  WRGGRSV  811 
            WRGGRSV 
Sbjct  195  WRGGRSV  201 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
  นางสาวกุลน ี  ชูพ่ึงอาตม  เกิดเมื่อวันที ่  15  สิงหาคม  พ.ศ. 2515  สําเร็จ

การศึกษาปรญิญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑติ สาขาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 

ในปการศึกษา 2535 และปริญญาโทสาขาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2539 และเขารับการศกึษาตอในระดบัปริญญาดษุฎีบัณฑิต สาขา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546 
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