
3.1 วัสดุอุปกรณ์

1. เครื่องชั่ง 2 ตำแหน่ง

2. เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง

3. กล ้องจุลทรรศน์

4. เครื่องเขย่าผสมสาร

5. เตาความร้อน (Hot plate)

6. เครื่องป ันเหวี่ยงแบบควบคุมอ ุณหภูม ิได ้

7. เครื่องวัดค ่าการดูดกลืนแสง

8. เครื่องวัดค ่าความเป ็นกรดด ่าง

9. ถุงไดอะไลซิส

10. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอ ุณหภูม ิได ้

11. ต ู้บ ่มเช ื้อแบบควบคุมอ ุณหภูม ิได ้

12. ต ู้อบความร้อนสูง

13. หม้อนึ่งความดันไอ

14. ตู้ถ่ายเชื้อ

3.2 เคมีภัณฑ์

1. นํ้าตาลกลูโคส (Glucose)

2. นํ้าตาลฟรุคโตส (Fructose)

3. นํ้าตาลซูโครส (Sucrose)

4. แป้ง (Starch)

5. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P 0 4)

6. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2H P 04)

7. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (M g S O .JH p )
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8. คอปเปอร์ซัลเฟต ( C uS 0 4.5H20)

9. แอมโมเน ียม ค ล อ ไรด ์ (NH4CI2)

10. ย ีสต์สก ัด ( yeast extract )

11. เปบโตน ( peptone)

12. เคซีนไฮโดรไลซีส ( casein hydrolysate)

13. (2, 2r- azinobis (ร,-ethylbenz thiazoline-6-sulfonate)) (ABTS)

14. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2S 0 2)

15. โซเดียมทาร์เทรต (Sodium tartrate)

16. กรดทาร์ทาริค (Tartaric acid)

17. โบไว เซรัม อัลบูมิล (Bovine Serum Albumin)

18. โซเดียมคาร์บอเนต (N aC03)

19. โซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH)

20. โซเดียมโปรเตสเซียมทาร์เทรต (Sodium potassium tartrate)

21. สารละลาย'โฟลินทีเนอลรีเอเจนท์ (Folin phenol reagent)

3.3 ว ิธ ีก า ร ด ำ เน ิน ง า น ว ิจ ัย

3.3.1 การเก็บตัวอย่าง การแยกเส้นใยให้บริสุทธและการจัดจำแนกเห็ด 
กลุ่มฟอกขาวจากจังหวัดต่าง  ๆในประเทศไทย

3.3.1.1 การเก็บตัวอย่างเห็ด

ทำการเก ็บต ัวอย ่างเห ็ดในกล ุ่มราฟอกขาวจากจ ังหว ัดต ่างๆ ในประเทศไทยโดยเร ิ่มทำการ 

เก ็บต ัวอย ่างต ั้งแต ่เด ือน ก ุมภาพ ันธ ์พ .ศ. 2550 ถ ึงเด ือน ตุลาคม พ.ศ. 2550 จากจ ังหว ัดต ่างๆ ใน 

ประเทศไทยโดยทำการเก ็บต ัวอย ่างจากภาคต ่างๆ คือ ภาคเหน ือ ภาคกลาง ภ าค ใต ้ว ิธ ีก ารเก ็บ  

ต ัวอย ่างค ือ ทำการเก ็บต ัวอย ่างดอกเห ็ดท ี่ข ึ้นตามสภาพธรรมชาต ิโดยเล ือกต ัวอย ่างท ี่สมบ ูรณ ์ คือ 

เน ื้อดอกเห ็ดม ีความลดและไม ่ม ีการก ัดแทะของแมลงนำต ัวอย ่างท ี่ได ้ นำมาเก ็บใส ่ถ ุงกระดาษเพ ื่อ  

ร ักษาความชื้นของดอกเห ็ดก ่อนท ี่จะนำมาทำการคัดแยกเส์นใยต่อไป
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3.3.1.2 การแยกเส้นใยเห็ดให้บริสุทธ

นำต ัวอย ่างเห ็ดในกล ุ่มราฟอกขาว ท ี่ทำการเก ็บจากสภาพธรรมชาต ิมาทำการฆ ่าเช ื้อด ้วย 

การเช ็ดผ ิวดอกเห ็ดด ้วย 70 เปอร์เซ ็นต์ เอทานอล ใช ้ใบม ีดต ัดช ิ้นเน ื้อด ้านในของดอกเห ็ดให ้เป ็นช ิ้น 

เล็กๆ ขนาด 1-2 ม ิลล ิเมตร นำมาวางบนจานเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ีอาหารส ูตร Potato Dextrose Agar (PDA) 

(ภาคผนวก ก) บ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องประมาณ  2-3 ว ัน  จะส ังเกตเห ็น เล ็นใยของเห ็ด เจร ิญ มาจากช ิ้น  

เน ื้อเย ื่อต ัด เล ็นใยบร ิส ุทธ ิ้ท ี่ได ้มาทำการเล ี้ยงบนอาหารส ูตร PDA อ ีกคร ั้งเพ ื่อให ้แน ่ใจว ่าเล ็นใยท ี่ 

เจ ร ิญ แ ล ะแ ย ก ได ้เป ็น เล ็น ใย เห ็ด จ ร ิงแ ล ะห ล ัง จ าก น ั้น จ ึงถ ่า ย ล งใน อ าห ารแ ข ็ง เอ ีย ง เก ็บ ไ ว ้ท ี่ 

อ ุณหภูม ิห ้องหรือท ี่ 4 องศาเซลเซียส ทำการเก ็บเล ็นใยในน ํ้ากล ั่นท ี่ทำการน ึ่งฆ ่าเช ื้อเก ็บไว ้ใช ้เป ็นห ัว 

เช้ือ เพื่อนำไปใช้ครั้ง ต่อไป

3.3.1.2 การจัดจำแนกเห็ด

3.3.1.2.1 การจัดจำแนกเห็ดโดยวิธีการตรวจสอบลักษณะทางส้ณฐานวิทยา

ทำการจ ัดจำแนกสายพ ันธ ุเห ็ดโดยทำการค ืกษาล ักษณะทางส ัณฐานว ิทยาภายนอกของ 

ดอกเห็ดค ือ ด ูจากล ักษณะดอกเห ็ด ล ักษณะรูใต ้ดอกเห ็ด ด ูจากส ัณ ฐานว ิทยาภายในโดยด ูจาก 

ล ักษ ณ ะสป อร ์ ขน าด สป อร ์ ล ักษณ ะเล ็นใย โดยนำมาตรวจสอบเพ ื่อห าซ ื่อ ว ิท ยาศาสตร ์จาก  

หน ังส ือท ี่ใช ้ประกอบในการตรวจสอบซ ื่อว ิทยาศาสตร์ได ้แก ่ The Ganodermataceae in China, 

Bibliotheca Mycologica Band 132 1 J. Cramer ปี 1989 เอกสารประกอบการตรวจซ ื่อ  

ว ิทยาศาสตร์ของ Gilbertson และ Ryvarden ป ี 1986 ประกอบโดยใช ้ล ักษณะทางส ัณฐานวิทยา 

ตามวิธ ีของ อน ิวรรต (2541)

3.3.1.2.2 การจัดจำแนกโดยอาศัยวิธีการทางธีววิทยาระจับโมเลกุล

3.3.1.2.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ

ทำการเล ี้ยงเล ็นใยเห ็ดในอาหารส ูตร PDA เป็นเวลา 7 ว ัน หล ังจากน ั้นใช ้ cork borer 

ขนาด 0.5 เซนติเมตร เจาะลงท ี่ช ิ้นว ุ้นตรงบริเวณปลายท ี่ม ีเล ็นใยเกาะอย ู่จำนวน 10 ช ิ้น ถ ่ายเล ็นใย 

เห ็ดลงในอาหารส ูตร Potato Dextrose Broth (PDB)lflwาตร 100 ม ิลล ิล ิตร ในฟลาลก ์ฃนาด 250



25

ม ิลล ิล ิตร(ภาคผนวก ก) ทำการเส ียงเช ือราเป ็นเวลา 7 ว ัน หล ังจากน ั้นทำการกรองแยกเล ันใยและ 

ส ่วนใสแยกออกจากกันด ้วยกระดาษกรอง Whatman N0.1 นำเล ันใยท ีได ้มาทำการสกัดแยกด ีเอ ็น 

เอ โดยวิธ ี Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Zhou, et al., 1999) เร ิ่มจากนำเล ันใย 

มาบดให้ละเอียดโดยใช้โกร่ง เต ิมสารละลาย washing buffer (ภาคผนวก ข) ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร 

ถ ่ายลงในหลอดไมโครเซ ็นต ิฟ ิวจ ์ ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร ป ันเหวี่ยงท ี่ความเร ็ว 15,000 รอบต ่อนาท ี > 

เป ็น เวลา 3 นาที เทของเหลวส ่วนบนท ิ้งให ้เหล ือแต ่ตะกอน เต ิมสารละลาย washing buffer 

ปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร และปันเหวี่ยงซํ้า เพ ื่อล ้างต ัวอย่างจนของเหลวส่วนบนใส เต ิมสารละลาย 2X 

CTAB (ภาคผนวก ข) ป ร ิม าต ร 700 ไมโครล ิตร บ ่มท ี่อ ุณหภ ูม ิ 65 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 1 

ชั่วโมง เพ ื่อให ้เซลล ์แตกเต ิมสารละลายคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอม ิลแอลกอฮอล์ในอ ัตราส ่วน 24 : 1 

(ภาคผนวก ข) ป ร ิม าต ร 700 ไมโครล ิตร ผสมให ้เข ้าก ันโดยใช ้เคร ื่องเขย ่าผสมสาร เพ ื่อกำจ ัด 

โปรตีน ป ันเหวี่ยงท ี่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 8 นาที ถ ่ายส ่วนใลท ี่อย ู่ช ั้นบนใส ่ลงใน 

หลอดไมโครเซ็นติทิเวจ์หลอดใหม่ เต ิมสารละลายคลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ในอัตราส ่วน 

24: 1 ปร ิมาตร 7 00ไมโครล ิตรอ ีกครั้งผสมให ้เข ้าก ันป ันเหว ี่ยงท ี่ความเร ็ว 15,000 รอบต่อนาที 

เป ็น เวลา 8 นาที ถ ่ายส ่วนใสท ี่อย ู่ช ั้นบนใส ่ลงในหลอดไมโครเซ ็นต ิท ิเวจ ์หลอดใหม ่ แล ้วเต ิม  

สารละลาย ไอโซโพรพานอล ปร ิมาตร 700 ไมโครลิตร แช่,ในน ํ้าแข็งเป ็นเวลา 30 นาที ป ันเหวี่ยงที่ 

ความเร ็ว 8,000 รอบต ่อนาท ี เป ็น เวล า1 0 นาที เพ ื่อตกตะกอนด ีเอ ็นเอเทส ่วนใสท ิ้งให ้เหล ือแต ่ 

ตะกอน เต ิมเอทานอลเข้มข้น 70 เปอร์เซ ็นต์ ปร ิมาตร 500 ไมโครลิตร ป ันเหว ี่ยงท ี่ความเร ็ว 8,000 

รอบต ่อนาท ี เป ็น เวลา 5 นาท ี เพ ื่อล ้างตะกอนของด ีเอ ็น เอ เทส ่วนใสท ิ้งตากตะกอนให ้แห ้งท ี่ 

อ ุณ หภ ูม ิห ้อง เต ิมน ํ้ากล ั่นปร ิมาตร 100 ไมโครล ิตร และ RNase ความเข ้มข ้น  10 ม ิลล ิกร ัมต ่อ 

ม ิลล ิล ิตร ปร ิมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ ่มท ี่อ ุณหภูม ิห ้องเป ็นเวลา 30 นาที เพ ื่อกำจัด อาร ์ 

เอ็นเอ เต ิมสารละลาย PEG ความเข ้มข ้น 20 เปอร์เซ ็นต ์ (ภาคผนวก ข) ป ร ิมาตร 60 ไมโครลิตร 

ผสมให ้เข ้าก ัน แซ่ในนํ้าแข็งเป ็นเวลา 30 นาที ป ันเหวี่ยงท ี่ความเร ็ว 15,000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 

10 นาที เทส่วนใสทิ้งให้เหลือแต่ตะกอน ดีเอ็นเอ เติมเอทานอลเข้มข้น 70 เปอร ์เซ ็นต ์ป ร ิมาตร 500 

ไมโครลิตรป ันเหวี่ยงท ี่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 5 นาที เพ ื่อล ้างตะกอน ดีเอ็นเอ ดูด 

สารละลายออก ท ิ้งตะกอนให ้แห ้งท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง เต ิมสารละลาย TE buffer (ภาคผนวก ข ) 

ป ร ิม าต ร 1 0 0 ไมโครลิตร เพ ื่อละลายตะกอนด ีเอ ็นเอเก ็บต ัวอย ่างด ีเอ ็นเอไว ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิ -20 องศา 

เซลเซียส จนกว่าจะนำมาใช ้ส ืกษาในครั้งต ่อไป
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3.3.1.2.2.2 การเพิมปริมาณยึนของ ribosomal DNA (rDNA) บริเวณตำแหน่ง ITS 

(Internal Transcribed Spacer) ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)

ท ำก าร เพ ิ่ม ป ร ิม าณ ย ีน  rDNA ตรงตำแหน ่งของ ITS โดย ใช ้ไพ รเม อ ร ์ ITS1

(TCCG TAG G TGAACCTG CG G ) และ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) โดยการเต ิม 

ปริมาณสารสำหรับการทำ PCR ตามที่แสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ปริมาณของสารแต่ละชนิดท ี่ใซในการทำปฏิก ิร ิยา PCR

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปร ิมาตร (ไมโครลิตร)

10X PCR  buffer without MgCI2 1X 1.0

2 mM dNTP mixed 0.2 mM 1.0

Tag DNA polymerase 0.5 units/10 ul 0.1

25 mM MgCI2 2.5 mM 1.0

20 uM Primer I (ITS1) 1.5 ul 0.5

20 uM primer ll(ITS4) 1.5 ul 0.5

DNA template - 1.0

Sterilized distilled water - 4.9

ปริมาตรรวม 10

เมื่อ'ได้ส ่วนผสมทั้งหมดที่ม ีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นำไปทำปฏิก ิร ิยา PCR เพื่อเพิ่ม 

จำนวนช ิ้นส ่วน ดีเอ็นเอ ที่ตำแหน่ง ITS ด ้วยเครื่องเพ ิ่มปริมาณดีเอ ็นเออัตโนมติ (Authorized DNA

thermal cycle)
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ตารางที่ 2 ปฏ ิก ิร ิยาท ี่ใช ้ในการเพ ิ่มปรมาณดีเอ ็นเอโดยการทำปฏิก ิร ิยาด ้วยเทคนิค PCR

ปฏ ิก ิร ิยา อ ุณหภูม ิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที)

Initial dénaturation 95 5 นาที

Amplification

Dénaturation 95 1.5

Annealing 55 2

Extension 72 2

Final Extension 72 10

Hold 4 -

โดยได้กำหนดภาวะด ังตารางท ี่ 2 ในการทำปฏ ิก ิร ิยา PCR จำนวนรวมท ั้งหมด 35 รอบ 

ห ล ัง จ า ก น ั้น ท ำ ก า รต รว จ ส อ บ ผ ล ก า ร เพ ิ่ม จ ำ น ว น  ด ีเอ ็น เอ  ด ้วยว ิธ ีอ ิเลค โท รโฟ เรซ ีส

(Electrophoresis) โดยการแยกชิ้นส ่วน ด ีเอ ็นเอ บนอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ ็นต ์ (ภาคผนวก ข) ใน

0.5 X TBE buffer (ภาคผนวก ข) เต ิมเอธิเด ียมโบรไมต์ 1 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ต่ออะกาโรส 

เจล 3 0 ม ิลล ิล ิตร ใช ้กระแลไฟฟ ้าความต ่างด ักย ์100 โวลต ์เป ็น เวลา4 5 นาที และใช ้ช ิ้นส ่วนด ีเอ ็น  

เอ มาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดช ิ้นส ่วน ดีเอ็นเอ ที่เกิดขึ้น 

ภายใต ้แลงอ ัตราไวโอเลต ความยาวคล ื่น  312 นาโนเมตร และส ่งช ิ้นส ่วนด ีเอ ็นเอไปว ิเคราะห ์ท ี่ 

บริษัท Marcrogen จำกัด ประเทศฌ ี่ป ่น

3.3.2.1.3 การวิเคราะห์ลำดับเบส

นำช ิ้นส ่วนย ีนท ี่ประมวลรห ัสของ ITS ของเล ันใยเห ็ดส ่งไปวิเคราะห ์ด ้วยเครื่องตรวจสอบ 

ลำดับดีเอ ็นเอ (DNA sequencing) จากน ั้นนำลำด ับเบสท ี่ได ้เปรียบเท ียบก ับรายงานในฐานข ้อม ูล 

GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เท ือเปรียบเท ียบเปอร์เซ ็นต ์ความเหม ือนกับ 

ลำดับเบสของ ITS ที่ม ือยู่ในฐานข้อมูล โดยใช้โปรแกรม BLAST

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.3.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตแลคเคสบนอาหารแข็ง

นำเช ื้อราท ี่แยกให ้บร ิส ุทธ ึ๋แล ้วน ั้นมาเล ี้ยงบนอาหารส ูตร PDA เป ็นเวลา 7 ว ัน  และ 

หล ังจากน ันทำการเจาะช ิ้น ว ุ้นท ี่ม ีเล ้นใยเห ็ด เจร ิญ อย ู่ต รงบร ิเวณ ปลายเล ้นใยด ้วย cork borer 

ขนาดเล ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 0.5 เซนติเมตร นำช ิ้นว ุ้นท ี่เจาะมา 1 ชิ้น วางลงในอาหารส ูตร PDA ที่ผสม 

กับ 2,2'- azinobis (ร ,-ethylbenz thiazoline-6-sulfonate) (ABTS) ป ร ิมาณ  250 ม ิลล ิกร ัมต ่อ 

ล ิตร (ภาคผนวก ก) นำไปทดสอบความลามารถในการสร ้างแลคเคลโดยทำการเล ี้ยงเช ื้อราท ี่ 

อ ุณหภ ูม ิห ้องและต ิดตามผลโดยการว ัดขนาดเล ้นผ ่าศ ูนย ์กลางของวงล ีเข ียวและเล ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 

ของเล ้นใยเพ ื่อนำไปคำนวณหาอัตราส่วนในการลัดเล ือกเชื้อรา ทำการต ิดตามผลโดยการวัดผลท ุก 

ว ันเป ็นเวลา 8 ว ัน ถ ้าเช ื้อราม ีความลามารถในการผล ิตแลคเคสจะเก ิดวงล ีเข ียวบนอาหารรอบเล ้น 

ใย

3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการผล ิตแลค เคส

3.3.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตแลคเคสในอาหารเหลว

นำเชื้อราที่ทำการทดสอบแล้วว่าสามารถผลิตแลคเคสได้จากข้อ 3.2.1 มาทำการผล ิตแลค 

เคลในอาหารเหลว โดยทำการเล ี้ยงเช ื้อราบนอาหารสูตร PDA เป็นเวลา 7 ว ัน เม ื่อเล ้นใยเจริญแล ้ว 

ใช ้ cork borer ขนาดเล ้นฝาศ ูนย ์กลาง 0.5 เซนต ิเมตร เจาะลงบนช ิ้นว ุ้นท ี่ม ีเล ้นใยเกาะอย ู่ตรง 

บ ร ิเวณ ป ล าย เล ้น ใย 10 ชิ้น ถ ่ายเล ้นใยเช ื้อราลงในฟลาลก ์ฃนาด 250 มิ-ลลิ'ลิตร'ที่ม ีอาหารสูตร 

production 100 ม ิลล ิล ิตร (ภาคผนวก ก) หลังจากเล ี้ยงเช ื้อราเป ็นเวลา 2 ว ัน เต ิมสารละลาย 0.1 

โมลาร์คอปเปอร์ซ ัลเฟต ท ี่ผ ่านการกรองด ้วยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร (VertiPure NYLON 

Syringe filters,13 mm) และทำการต ิดตามผลท ุกๆ 2 ว ันเป ็นเวลา 12 ว ัน ทำการเก ็บต ัวอย ่าง 

แลคเคสนำมาทำการป ันเหวี่ยงด ้วยเครื่องป ันเหวี่ยงท ี่ความเร ็ว 4000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 5 นาที 

เพ ื่อแยกเล ้น ใยออกและนำส ่วนใสมาว ัดค ่าก ิจกรรมของแลคเคส  (ภาคผนวก ข) ทำการว ัดค ่า  

ก ิจกรรมของแลคเคสตามว ิธ ีการ Wolfenden, B.S., Willson, R.L. (1982) ไปว ัดค ่าการด ูดกล ืน 

แลงด้วยเครื่อง spectrophotometer ท ี่ความยาวคล ื่นท ี่ 420 นาโนเมตร แล ้วนำผลของอ ัตราการ 

เกิดปฏิก ิร ิยาที่ initial rate ไปคำนวณค่าหน่วยของเอนไซม์ (unit of enzyme) (ภาคผนวก ข)
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3.3.3 การห าภาวะท ี่เห มาะสมใน การผ ล ิตแลค เคส

นำเช ือราท ี่ให ้ค ่าก ิจกรรมรองแลคเคสส ูงท ี่ส ุดมาทำเล ี้ยงบนอาหารส ูตร PDA เป ็นเวลา 7 

ว ัน  ห ล ังจากน ันน ำมาห าภาวะการผ ล ิตแลค เคสท ี่เห มาะสม  โดยการหาแหล ่งของคาร ์บอนท ี่ 

เหมาะลม 4 ชนิด ประกอบด ้วย นำตาลกลูโคส นำตาลซูโครส นํ้าตาลฟรุคโตส และแป้ง โดยการ 

หาความเข ้มฃ ้นท ีเหมาะลม 3 ความเข ้มข ้นค ือ1.0 2.0 แ ล ะ4.0 เปอร์เซ ็นต ์ และเม ื่อทราบแหล่ง 

ของคาร์บอนและความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมแล้วน ั้น จ ึงนำไปหาแหล่งไนโตรเจน2 ชนิด ประกอบด ้วย 

เปปโตน และแอมโมเน ียมซัลเฟต โดยการหาความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสม 3 ความเข ้มข ้นค ือ 0.25 0.5 

และ 1.0 เปอร์เซ ็นต์ เม ื่อทราบแหล่งไนโตรเจนและความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมแล้วน ั้นทำการหาแหล่ง 

อาหารเสร ิมท ี่เหมาะสม 2 ชนิด ประกอบด ้วย ย ีสต ์1สก ัดและเคช ีน โดยการหาความเข ้มข ้นท ี่ 

เหมาะสมค ือ 0.25 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ ็นต์ และเม ื่อทราบภาวะท ี่เหมาลมไนการผล ิตแลคเคลแล ้ว 

น ั้นจะทำการหาความเข ้มข ้นท ี่เหมาะสมชองตัวซ ักนำ (inducer) คือ คอปเปอร์ซ ัลเฟต ((วน2ร(ว4) 

ท ี่ความเข ้มข ้นต ่างๆ ค ือ 0.1-1.0มิลล ัโมลาร์ การเลี้ยงเชื้อราเพื่อผลิตแลคเคส การเก ็บแลคเคลและ 

การวัดค ่าก ิจกรรมของแลคเคสทำตามวิธ ีการข้อ 3.3.2.2

3.3.4 ก า ร ท ำ แ ล ค เค ส ใ ห ้บ ร ิส ุท ธ บ า ง ส ่ว น

3.3.4.1 การเตริยมแลคเคสเพื่อน่าทำให้บริสุทธึ๋บางส่วน

เม ื่อทราบภาวะท ี่เหมาะสมในการผล ิตแลคเคสแล ้วน ั้นทำการเล ี้ยงเช ื้อราตามห ัวข ้อ 3.3 

โดยทำการเล ี้ยงเช ื้อราในอาหารส ูตร PDA เป ็นเวลา 7 ว ันหล ังจากน ั้นทำการเจาะช ื้นว ุ้นท ี่ม ีเล ้นใย 

เกาะอย ู่โดยใช ้ cork borer ขนาดเล ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 0.5 เซนติเมตร ถ ่ายเช ื้อราลงในอาหารส ูตร 

production ท ี่ผ ่านการหาสารอาหารและต ัวซ ักนำท ี่เหมาะสมแล้วน ั้นจำนวน 10 ช ิ้นถ ่ายลงใน 

ฟลาสก ์ฃนาด 250 ม ิลล ิล ิตร ท ี่ม ีอาหารส ูตร production ปร ิมาตร 100 ม ิลล ิล ิตร นำไปบ่มท ี่ 

อ ุณหภูม ิห ้องบนเครื่องเขย ่าท ี่ควบค ุมความเร ็วรอบ 150 รอบต่อนาที ทำการเก ็บแลคเคลในวันท ี่ให ้ 

ค ่าก ิจกรรมของแลคเคลส ูงท ี่ส ุดและหล ังจากน ั้นทำการกรองแยกเล ้นใยโดยใช ้กระดาษ กรอง 

Whatman No.1 กรองแยกเล ้นใยและล ่วนใส นำล ่วนใยไปป ัน เหว ี่ยงด ้วยเคร ื่องป ัน เหว ี่ยงท ี่ 

ความเร ็วรอบ 8000 รอบต่อนาท ี อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ ื่อกำจัดล ่วนของ 

เล้นใยที่ย ังเหลือทำการเก็บล่วนใสสำหรับการนำไปใชในขั้นตอนการทำให้บริส ุทธิ้ต ่อไป
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3.3.4.2 การทำให้แลคเคสบริสุทธบางส่วน

โดยทำให ้แลคเคสมีความเข ้มข ้นข ึ้นด ้วยวิธ ี อัลตราทิเลเตรชัน (Ultra filtration) โดยใช้เมม 

เบรนทิเลเตรชัน (Viva flow 25) โดยเล ือกเมมแบรนขนาด cut off 10,000 ดาลต ัน หลังจากทำ 

แล ค เคล ให ้เข ้ม ข ้นขนแ ล ้วบ ัน  น ำส ่วน ส า รล ะล าย เอ น ไซ ม ์ม าท ำก า รต ก ต ะก อ น ด ้ว ย เก ล ือ  

แอมโมเน ียมช ัลเฟตโดยทำการตวงสารละลายเอนไซม ์ปร ิมาตร 100 ม ิลล ิล ิตร ใส ่ลงในบ ีกเกอร ์ 

ขนาด 5 0 0 มิลล ิล ิตร โดยทำการแช่ป ีกเกอร์ท ี่ม ีแลคเคสอยู่ลงในนํ้าแข็งและค่อยๆ ทำการเต ิมเกล ือ 

แอมโมเน ียมช ัลเฟตท ี่ทำการบดละเอ ียดโดยม ีการกวนด ้วยแท ่งแม ่เหล ็กตลอดเวลาภายในภาชนะ 

ที่ปิด ท ี่ความเข ้มข ้นแอมโมเน ียมช ัลเฟตอิ่มต ัว 0-20 20-40 40-60 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ ็นต์ 

(ภาคผนวก ค) ตามลำด ับหล ังจากเต ิมเกล ือจนได้ความเข ้มข ้นท ี่ต ้องการแล ้วน ั้นทำการกวนต ่อไป 

เร ื่อยๆ ป ระม าณ  2 ชั่วโมง หล ังจากน ั้นนำสารละลายท ี่ได ้ไปป ันเหว ี่ยงด ้วยเคร ื่องป ันเหว ี่ยงท ี่ 

ความเร ็วรอบ 9000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 30 นาที หล ังจากน ั้นนำส ่วนใสไปตกตะกอนต ่อท ี่ความ 

เข ้มข ้นของเกล ือท ี่ส ูงข ึ้นส ่วนตะกอนนำไปละลายด ้วย 20 ม ิลล ิโมลาร์โซเด ียมอะซ ิเตสบ ัฟเฟอร์ 

(sodium acetate buffer) จนตะกอนละลายหมดหลังจากนั้นนำไปทำการไดอะไลซิลในถุงไดอะไล 

ซิส (Cello Sep.MWCO 12000-14000,Membrabe Filtration Products, Inc., Texas, USA ) 

ด ้วยบ ัฟเฟอร์เด ิมในปีกเกอร์ฃนาด 1 ล ิตรท ี่อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส ทำการเปล ี่ยนบ ัฟเฟอร์ท ุก 6 

ชั่วโมง เป ็นเวลา 24 ช ั่วโมงหรือจนกว่าเกลือในถุงไดอะไลซิสไหลออกมาหมด หล ังจากน ั้นทำการ 

เก ็บโดยทำการป ันเหว ี่ยงด ้วยเคร ื่องป ันเหว ี่ยงท ี่ความเร ็ว 9000 รอบต ่อนาท ีเป ็นเวลา 20 นาที ท่ี 

อ ุณ หภ ูม ิ 4 องศาเซลเซียส ทำการว ัดปร ิมาตรท ั้งหมดในแต ่ละต ัวอย ่างเพ ื่อนำไปคำนวณ หา 

ปริมาณโปรต ีนโดยการว ัดหาปร ิมาณโปรต ีนด ้วยว ิธ ี Lowry’s method (Held and Hurley, 2001) 

โดยใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) เป ็นโปรต ีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) ทำการว ัดค ่าการ 

ดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร

3.3.5 ก ารล ด ส ีน ํ้า เส ีย จ าก โรงงาน เย ื่อ แ ล ะก ระด าษ ด ้วย ราฟ อ ก ข าว

3.3.5.1 การตรวจวิเคราะห์คุณภาพนํ้าทิ้งจากโรงงานเยื่อและกระดาษ

ในการตรวจสอบค ุณภาพน ํ้าท ิ้งจากโรงงานเย ื่อและกระดาษโดยการทดลองในครั้งน ี้ได ้ร ับ 

ความอน ุเคราะห ์ต ัวอย ่างน ํ้าเส ียจาก บริษัท สยามคราร ์ฟ จำจ ัด อำเภอ ท่าม่วง จ ังหว ัดกาญจนบ ุร ี 

โดยทำการทดลองในระด ับขวดเขย ่าเพ ื่อทดสอบการลดลงของส ีน ํ้าเส ีย จะทำการเก ็บต ัวอย ่างน ํ้า
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เส ียบริเวณบ ่อรวบรวมนำเส ียก ่อนเข ้าระบบบำบ ัด โดยทำการเก ็บต ัวอย ่างนำเส ียจะเก ็บในปริมาณ 

มาก และนำต ัวอย ่างมาเก ็บไว ้ในต ู้เย ็นท ีอ ุณ หภ ูม ิ 4 องศาเซลเซียส เพ ื่อป ้องก ันไม ่ไห ้น ํ้าเส ีย 

เปส ียนแปลงค ุณภาพก ่อนนำไปใช ้ว ิเคราะห ์จะต ้องเอามาวางท ิงไว ้และหล ังจากน ั้นทำการผสมให ้ 

เป ็นเน ื้อเด ียวก ันและทำการกรองแยกตะกอนออกจากนํ้าเส ียก ่อนท ี่จะนำไปใช้ต ่อไป โดยจะต้องทำ 

การว ิเคราะห ์ค ุณ ภาพน ํ้าท ิ้งก ่อนทำการทดลองซ ึ่งพาราม ิเตอร ์ท ี,ใช ้ในการว ิเค ราะห ์แล ะว ิธ ีก าร 

ว ิเคราะห ์แสดงตังตารางท ี่ 3

ตารางที่ 3 พาราม ิเตอร์และว ิธ ีการวิเคราะห ์น ํ้าเส ียก ่อนและหลังการทดลอง

พาราม ิเตอร ์ ว ิธ ีการว ิเคราะห ์

COD Close reflux method (APHA, AWWA, and WEF., 18thed.1992)

b o d 5 Standard method (APHA, AWWA, and WEF., 18thed.1992)

pH pH meter

Color Spectrophotometer (NCASI standard, 1971)

3.3.5.2 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการลดสินํ้าเสียจากโรงงานเยื่อและกระดาษ 

โดยใช้ราฟอกขาวในระดับขวดเขย่า

3.3.5.2.1 การเตรียมราฟอกขาวล์าหรับการลดสีน ํ้าเสียโดยวิธีการใช้เชลล์อิสระ 

และเซลล์ตรึงรูปด้วยโซเดืยมอ้ลจิเนต

ทำการเล ี้ยงเช ื้อราในอาหารส ูตร PDA เป ็นเวลา 7 ว ัน หล ังจากน ั้นใช ้ 0.85 เปอร์เซ ็นต ์ 

โซเด ียมคลอไรต์ (ภาคผนวก ข) ราดลงบนเต ้นใยท ี่เจร ิญอย ู่บนอาหารทำการข ูดเต ้นใยและนำเต ้น 

ใยท ี่ผ ่านการข ูดปร ิมาตร 1 ม ิลล ิล ิตร ถ ่ายเต ้นใยลงในอาหารส ูตร production ท ีมบ ่ร ิมาตร 99 

ม ิลล ิล ิตรลงในฟลาลก ์ฃนาด 250 ม ิลล ิล ิตรโดยทำการเล ี้ยงเช ื้อราเป ็นเวลา3 ว ันท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง 

ในภาวะเขย ่าท ี่ 150 รอบต่อนาที หล ังจากน ั้นทำการกรองแยกเต ้นใยด ้วยกระดาษกรอง Whatman 

No.1 ในภาวะปลอดเชื้อเพ ื่อนำไปใช้ในการทดลองต่อไป
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3 .3 .5 .2 .2  การทดสอบประสิทธิภาพการลดลงของส ิ■นาเสิยโดยราฟอกขา'3อิสระใน 

ระดับขวดเขย่า

ทำการซ ังเล ้น ใย เป ียกหน ัก  10 กร ัม  ถ ่ายลงในนำเส ียท ี่ม ีการเต ิม  น ํ้าตาลกล ูโคส 1 

เปอร์เซ ็นต ์ เป ็นแหล่งคาร์บอนและ 0.12 เปอร์เซ ็นต์ แอมโมเนียมคลอ,ใรด ์ (NH4CI) โดยทำการเลี้ยง 

ในฟลาสก ์ฃนาด 125 ม ิลล ิล ิตร ท ีม ีนำเส ียส ูตร wastewater medium บรรจ ุอย ู่ 50 ม ิลล ิล ิตร ทำ 

การเล ียงบนเคร ื่องเขย ่าท ี่ความเร ็วรอบ 150 รอบต่อนาท ี ท ี่อ ุณหภูม ิห ้องทำการเก ็บต ัวอย่างท ุก 3 

ช ั่วโมงเป ็นเวลา 24 ชั่วโมง หล ังจากน ั้นนำต ัวอย ่างน ํ้าเส ียท ี่เก ็บมาทำการป ันเหว ี่ยงด ้วยเคร ื่องป ัน 

เหวี่ยงท ี่ความเร ็วรอบ 4000 รอบต่อนาท ี เป ็นเวลา 5 นาที หล ังจากน ั้นนำไปวัดค ่าการด ูดกล ืนแลง 

ท่ี 475 นาโนเมตร เพ ี่อต ิดตามการลดลงของส ีน ํ้าเส ียและนำไปวัดค ่าการเปล ี่ยนแปลงของค ่าความ 

เป ็นกรดด่าง

3.3.5.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการลดลงของสินํ้าเสิยโดยราฟอกขาวตรึงรูป 

ในระดับขวดเขย่า

ทำการเล ี้ยงเช ื้อราตามข ้อ 3.5.2.1 และหล ังจาก น ั ้ น ทำการตรึงร ูปด ้วยโซเด ียมอ ัลจ ิเนตใน 

สารละลาย  2 เปอร์เซ ็นต ์โดยการผสมก ับเซลล ์ 20 เปอร์เซ ็นต ์ (น ํ้าหน ักเป ียกต ่อปร ิมาตร) กับ 

สารละลายโซเด ียมอ ัลจ ิเนตท ี่ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อแล ้วท ี่อ ุณหภ ูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความด ัน15 
ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้ว  เป ็นเวลา 15 นาที ทำการหยดลงในสารละลายแคลเซ ียมคลอไรด ์เข ้มข ้น 2 

เปอร์เซ ็นต ์โดยใช ้ Peristatic pump เพ ี่อให ้ต ่อเน ื่องและม ีการกวนตลอดเวลาทำท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้อง 

และเม ื่อทำเสร ็จแล ้วทำการกวนต ่อไปอ ีกประมาณ 2 ชั่วโมง หล ังจากน ั้นทำการล ้างด ้วยน ํ้ากล ั่นท ี่ 

ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อแล ้ว 2 ครั้ง แต ่ถ ้าทำเสร ็จแล ้วย ังไม ่ได ้ทำการทดลองท ันท ีให ้ทำการเก ็บใน 

แคลเซียมคลอ'ไรด์ (CaCI2) เข้มข้น 2 เปอร์เซ ็นต ์ในต ู้เย ็นท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซียสเพี่อเก็บไว้ใช้ 

ต่อไป

เม ื่อทำการเตร ียมเซลล ์ตร ึงร ูปเสร ็จเร ียบร ้อยแล ้วน ั้นทำการช ั่งเชลล ์ตร ึงร ูปใล ่ลงไปในน ํ้า 

เส ียท ี่ม ีการเต ิม น ํ้าตาลกลูโคส 1 เปอร์เซ ็นต ์ เป ็นแหล่งคาร์บอนและ 0.12 เปอร์เซ ็นต ์ แอมโมเนียม 

คลอไรด ์ (NH4CI) โดยทำการเล ี้ยงในฟลาลก ์รนาด 125 ม ิลล ิล ิตร ท ี่ม ีน ํ้า เส ียส ูตร wastewater 

medium บรรจ ุอย ู่ 50 ม ิลล ิล ิตร ทำการทดลอง 3 ซํ้า โดยการนำไปเขย ่าบนเครื่องเขย ่าท ี่ความเร็ว 

รอบ 150 รอบต ่อนาท ี เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง และทำการเก ็บต ัวอย ่างท ุก 3 ช ั่วโมงเป ็นเวลา 24 

ชั่วโมง โดยนำต ัวอย ่างน ํ้าเส ียท ี่เก ็บมาทำการป ันเหว ี่ยงด ้วยเคร ื่องป ันเหว ี่ยงท ี่ความเร ็วรอบ 4000
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รอบต่อนาที หล ังจากน ันนำไปว ัดค ่าการลดลงของล ีนำเส ียและการเปล ี่ยนแปลงของค ่ๆความเป ็น 

กรดด่าง เม ือทำการทดลองครบ 24 ซ ัวโมงแล้วทำการเก ็บต ัวอย่างนำเล ียและทำการเปลี่ยนท ่ายน ํ้า 

เส ียใหม่ โดยทำการล ้างเซลล ์ตรึงร ูปด ้วยน ํ้ากล ั่นท ี่ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อเร ียบร้อยแล ้วน ั้น 2 ครั้ง เพ่ือ 

ท ำค วามส ะอาด เซ ล ล ์ต ร ึง ร ูป  หล ังจากน ั้นท ำการถ ่ายอาห ารให ม ่ล งไป ในฟ ลาสก ์ขนาด  125 

ม ิลล ิล ิตร ปร ิมาตร 50 ม ิลล ิล ิตร โดยมืซ ุดควบคุมโดยทำการทดลองเหมือนกับเซลล์ตรึงร ูปแต่ไม ่ม ื 

เซลล์เป ็นส่วนผสมในอัลจิเนตเพื่อใช้เป ็นชุดควบคุมทำการทดลองซํ้าเหมือนเดิมจนกว่านํ้าเส ียที่ทำ 

การทดสอบไม่สามารถลดลงได้อ ีก

3.3.5.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพการลดลงของสิน ํ้าเส ิยโดยแลคเคสตรึงรูปใน 

ระด้บขวดเขย่า

ทำการเตรียมต ัวอย ่างแลคเคล ตามหัวข้อที่ 3.4.1 หลังจากน ั้นทำการตรึงแลคเคสให ้ม ืค ่า 

ก ิจกรรมของแลคเคสความเข ้มข ้น100 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตรโดยใช ้โซเด ียมอ ัลจ ิเนต2 เปอร์เซ ็นต ์ท ี่ 

ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อแล ้วท ี่อ ุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซียส ความด ัน15 ปอนด ์ต ่อตารางน ิ้ว เป ็นเวลา 15 

นาที ทำการหยดสารละลายโซเด ียมอ ัลจ ิเนตท ี่ผสมกับแลคเคสลงในสารละลายแคลเซ ียมคลอไรต ์ 

เข ้มข ้น 2 เปอร์เซ ็นต ์โดยทำการหยดอย่างต ่อเน ื่องโดยใช ้ Peristatic pump ม ีการกวนตลอดเวลา 

ทำท ี่อ ุณหภ ูม ิห ้องและเม ื่อทำเสร็จแล ้วทำการกวนต ่อไปอ ีกประมาณ 2 ชั่วโมง หล ังจากน ั้นทำการ 

ล ้างด ้วยน ํ้ากล ั่นท ี่ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อแล ้ว 2 ครั้ง แต่ถ้าทำเสร็จแล้วยังไม่ได้ทำการทดลองทันทีให้ทำ 

การเก ็บในแคลเซ ียมคลอไรด ์เข ้มข ้น 2 เปอร์เซ ็นต ์ในต ู้เย ็นท ี่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไว้ 

ใช้ต่อไป

ในการสืกษ"าประสิทธิภาพการลดลงของลีน ํ้าเส ีย ทำการเปร ียบเท ียบก ันระหว ่างเม ื่อม ีการ 

ใช้และไม่ม ืการใช้แลคเคสตรึงรูป ทำการทดลองโดยนำแลคเคสตรึงรูป ปร ิมาณ  10 กรัม ถ่ายลงใน 

น ํ้า เล ีย ป ร ิม าต ร50 ม ิลล ิล ิตร ในฟลาลก ์ฃนาด 150 ม ิลล ิล ิตรทำการทดลอง 3 ซ ํ้านำไปเขย ่าบน 

เครื่องเขย ่าสารละลายท ี่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที โดยทำการเก ็บต ัวอย่างท ุก 24 ชั่วโมง และ 

หล ังจากน ั้นทำการเปล ี่ยนถ ่ายน ํ้าเส ียใหม ่ปร ิมาตร 50 ม ิลล ิล ิตร ลงในฟลาสก ์ท ี่ม ืแลคเคลตรึงรูป 

โดยการล ้างแลคเคสตรึงรูปด ้วยน ํ้ากรองท ี่ผ ่านการน ึ่งฆ ่าเช ื้อ 2 ครั้ง โดยนำต ัวอย ่างท ี่เก ็บมาทำการ 

ป ่นเหวี่ยงด ้วยเคร ื่องป ันเหว ี่ยงท ี่ความเร ็วรอบ 4000 รอบต่อนาที หล ังจากน ั้นนำไปวัดค ่าการลดลง 

ของส ีน ํ้าเส ียและการเปล ี่ยนแปลงของความเป ็นกรดด ่างต ่อไป โดยมืช ุดควบคุมโดยทำการทดลอง 

เหมือนกับแลคเคสตรึงรูปแต ่ไม ่ม ืแลคเคสเป็นส ่วนผสมในอัลจ ิเนตเพ ื่อใช ้เป ็นช ุดควบคุม
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3.3.5.3 การทด์สอบประสิทธิภาพการลดลงของสิใน'นํ้าท ิ้งจากอุตสาหกรรมเยื่อ 

และกระดาษ

เม ื่อทราบภาวะท ี่เหมาะสมแล ้วน ั้นจะทำการต ิดตามผลการลดลงของล ีของน ํ้าเล ียโดยทำ 

การเก ็บต ัวอย ่างท ุก 3 ช ั่วโมงเป ็นเวลา 24 ชั่วโมง ทำการเก ็บต ัวอย ่างนำมาทำการป ันเหว ี่ยงด ้วย 

เครื่องป ันเหวี่ยงท ี่ 4000 รอบต ่อนาท ีเป ็นเวลา 5 นาที หล ังจากน ั้นทำการต ิดตามผลการลดลงของ 

ลีน ํ้าเล ียโดย1วัดค ่าการด ูดกล ืนแลงท ี่ 475 นาโนเมตร และนำไปคำนวณการลดลงของล ีน ํ้าเล ียจาก 

สูตร

Color reduction (%) = (A475 of wastewater - A 475 of decolorized wastewater) *100

A475 of wastewater
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