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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 ความสําคัญของปญหา 

 
 ปญหาการปนเปอนของมลพิษในสิ่งแวดลอมในปจจบุนั ทวีความรุนแรงมากขึ้นเร่ือยๆ 

และแพรกระจายในหลายประเทศ พ้ืนที่การปนเปอนที่มากขึ้นมีสาเหตจุากกิจกรรมหรือ

กระบวนการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมไดตระหนักถึงความสําคัญตอส่ิงแวดลอม มีการ

ปลดปลอยสารพิษหรือของเสียจากกระบวนการผลติที่ยังไมผานกระบวนการบาํบดัออกสู

ส่ิงแวดลอม  ในปจจบุันมีรายงานหลายฉบับที่ช้ีใหเห็นวา พ้ืนทีบ่ริเวณปนเปอนหรอืมีการสะสม

สารพิษ มีผลกระทบโดยตรงตอสุขภาพมนุษย   เฉพาะในประเทศสหรัฐอเมริกา มีกากของเสีย

อันตรายเกดิขึ้นมากกวา 800 ลานปอนดตอปแตมีเพียง 10% เทานัน้ที่ไดรับการกาํจัดแบบถูกวธิี 

(Reddy และ Mathew, 2001) โดยสารประกอบที่มีความเปนพิษที่พบมาก ไดแก สารประกอบ

กลุมพอลิไซคลิกแอโรแมตกิไฮโดรคารบอน หรือ PAH (U.S. Environmental Protection 

Agency, 1991) เพนตะคลอโรฟนอล (PCP)  1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane 

(Srinivasan และคณะ, 1995) เบนซนี โทลอูีน ไซลีน เปนตน ซึ่งสารประกอบเหลานีม้ักมีความ

คงทนตอการยอยสลายในสิง่แวดลอม และบางชนดิยังมีรายงานวาเปนสารกอมะเร็งหรือมีผลทํา

ใหเกิดการกลายพันธุ (Hamman, 2004) ซึ่งปญหาการสะสมสารพิษในสิ่งแวดลอมนี้เปนปญหา

ระดับโลก สารปนเปอนหลกัๆ สามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือสารประกอบอนนิทรีย ไดแก 

โลหะหนัก และสารประกอบอินทรียที่โดยมากพบรวมหรือเกิดจากผลติภัณฑจากฟอสซิล ไดแก 

น้ํามันดิบและผลิตภณัฑจากน้ํามัน เชน จากการกลั่นน้ํามัน จากโรงงานปโตรเคม ีสําหรับการ
ปนเปอน PAH ในประเทศไทย พบวา 91% เกิดการสนัดาปของน้ํามันเชื้อเพลิงที่ไมสมบูรณ 

นอกจากนี้ PAH ยังสามารถกระจายอยูในอากาศไดโดยเกิดการรวมตัวกับฝุนละออง เขมาควัน 

และยังพบ PAH สะสมอยูในอนภุาคดนิ โดยเฉพาะบริเวณที่มีการจราจรหนาแนน ยานธุรกิจ

การคาและอุตสาหกรรม เปนตน  
 
 PAH เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของอะตอมคารบอนและไฮโดรเจนรวมกัน

เปนวงแหวนแอโรแมติกเบนซีน มีหลายรูปแบบทั้งเรียงกันเปนแนวตรง (linear) เปนมุม 

(angular) หรือเกาะกันเปนกลุม (cluster) PAH จัดเปนกลุมมลพิษที่สําคัญตอส่ิงแวดลอม 

เนื่องจากมีความเปนพิษ มอัีตราการระเหยต่ํา มีการสลายตัวชา (Coates และคณะ, 1997) PAH 

สวนใหญละลายน้ําไดนอยมาก โดยพบวาความสามารถในการละลายจะลดลงเมื่อมีจํานวนวง

แหวนที่เช่ือมตอกันเพิ่มข้ึนหรือมีน้ําหนักโมเลกุลเพ่ิมข้ึน  นอกจากนีย้ังมีความสามารถในการยึด

เกาะกับตะกอนดินไดด ีทําใหสารดังกลาวมีความคงทนสูงเมื่อสารประกอบกลุมนี้ปนเปอนใน

ส่ิงแวดลอมจึงเกิดการตกคางหรือสะสมอยูในสิ่งแวดลอมไดนาน (Rockne และคณะ, 2002) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานหลายฉบับที่ช้ีใหเห็นวา PAH หลายชนิดมีความเปนพิษสูง อาจเปนสารที่
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กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้ยังมีการสะสมและเพิ่ม

ปริมาณในสิ่งแวดลอมและสะสมเพิ่มข้ึนเปนลําดับข้ันของผูบริโภคในหวงโซอาหาร (Narro และ

คณะ, 1992)  

 PAH สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติหรือเกิดจากกิจกรรมของมนุษย มักพบเปน

สวนประกอบของน้ํามันปโตรเลียม ถานหิน และมักพบ PAH เกิดขึ้นระหวางกระบวนการเผาไหม

ที่ไมสมบูรณของไม ถานหิน น้ํามนัเชื้อเพลิง แกส ขยะ หรือสารอินทรียอ่ืนๆ (Lau และคณะ, 

2003; Verdin และคณะ, 2004) ตัวอยางเชน ฟลูออรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน  

 

 หลายหนวยงานพยายามหาแนวทางบาํบดัสารพิษที่เกิดขึ้น วิธีการจดัการกับสารพิษ

โดยทั่วไปมักใชวิธีการขุดดนิที่ปนเปอนสารพิษออกจากพื้นที่ การกั้นพื้นที่ปนเปอนออกจากพื้นที่

บริเวณที่ไมมกีารปนเปอน หรือการหามใชพ้ืนที่บริเวณที่มีการปนเปอน กระบวนการเหลานี้ไมได

เปนการบาํบดัอยางแทจริงเพียงแตเปนการลดการแพรกระจายของสารพิษ นอกจากนี้ยังเปนการ

ยายสารพิษจากจุดหนึ่งไปสูอีกจุดหนึ่ง ซึ่งตองระมัดระวงัในทุกข้ันตอนของการเคลื่อนยาย 

(Vidali, 2001) วิธีการบาํบัดที่เปนการแกปญหาไดอยางถาวรคือการทําลายสารพิษอยางสมบรูณ 

หรือเปล่ียนรูปใหเปนสารที่มีความเปนพษินอยลง ซึ่งอาจทําไดหลายวิธี เชน การบาํบดัดวยวิธีทาง

กายภาพ เชนการเผาที่อุณหภูมิสูง การฝงกลบในพืน้ที่ปลอดภัย  การบําบัดดวยวิธทีางเคมี เชน 

การเติมสารเคมีเพ่ือเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน การตกตะกอน เปนตน อยางไรก็ตามวิธีการเหลานี้

ตองใชการลงทุนสูง เชน การขนยายดินจากพื้นที่ปนเปอนเพ่ือไปบําบดัในพืน้ที่ปด การสราง

เตาเผาอุณหภมูิสูงซึ่งตองลงทุนสูงใชพลังงานในการเผาสูงมาก การเตมิสารเคมีอาจทําให

เกิดปฏิกิริยารุนแรงและไมสามารถคาดเดาสารพิษตกคางที่จะเกิดขึ้นไดและตองใชความ

ระมัดระวังในระหวางการปฏิบัติงาน นอกจากนี้เม่ือส้ินสุดกระบวนการยังเกิดกากสารพิษและแกส

พิษที่ตองนาํมาบาํบดัตอ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) การบําบดัดวยวิธีทางชีวภาพเปนการ
ใชความสามารถของจุลินทรียในการยอยสลายสารอินทรียและความสามารถในการปรับตัวใหดํารง

อยูในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ  สงผลใหจุลินทรียมีการสรางวิถีที่ชวยในการสลายสารพิษทีม่ี

โครงสรางแบบตางๆได ขอดีของวิธีนี้คือคาใชจายต่าํ สามารถประยุกตใชในหลายพื้นที่ เชน พ้ืนที่

ที่มีความเค็มสูง มีความเปนกรด-เบสในชวงกวาง สามารถเลือกบําบดัสารพิษไดตามโครงสราง 

เปนวิธีการที่สามารถนาํไปบาํบดับริเวณพ้ืนที่ปนเปอนได (in-situ application) ไมเกิดกากสารพษิ

ที่ตองนําไปบําบัดตออีกทั้งยังเปนวิธีการทีถู่กตองตามมาตรฐานสิ่งแวดลอมและไมเกิดอันตรายตอ

ผูปฏิบตัิงานและผูอยูอาศัยในบริเวณใกลเคียง (Aitken, 1993; Karam และ Nicell, 1997; 

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

จากการศึกษาความสามารถของเชื้อราหลายชนิดพบวาราในคลาส Basidiomycetes มี
ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอน โดยสรางเอนไซมที่หล่ังออกมานอก

เซลล ไดแก แลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส ที่มีกลไกพิเศษคือเรง

ปฏิกิริยาการออกซิเดชันของอิเล็กตรอนอิสระ จากนัน้อิเล็กตรอนอิสระเกิดออกซิเดชันตอกับสาร
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ที่มารับอิเล็กตรอน ทําใหเกิดการออกซไิดสสารแบบไมจาํเพาะเจาะจง ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ของสารที่มีโครงสรางทั้งแบบเสนตรงและโครงสรางแบบวงแหวนได (Reddy และ Mathew, 

2001; Law และคณะ, 2003; Pointing, 2001)  
 
ตัวอยางราในคลาส Basidiomycetes ที่สามารถยอย PAH ได เชน  Bjerkandera 

adusta, Irpex lacteus และ Lentinus tigrinus ที่มีความสามารถสงูในการยอย PAH ที่
ปนเปอนในดนิที่มีความเคม็และดินทีไ่มมีความเค็ม (Valentin และคณะ, 2006) Phanerochete 
chrysosporium สามารถยอยแนพธาลนีความเขมขนสูงที่ปนเปอนในดินไดเปนอยางดี (Mollea 
และคณะ, 2005) นอกจากนี้ยังมีรายงานเชื้อสายพันธุอืน่ๆ ในคลาส Basidiomycetes ที่มี

ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH  ดังนั้นการคัดแยกและศึกษาสมบตัิของราที่มี

ประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH อาจนาํมาประยกุตใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการบาํบดั

พ้ืนที่ปนเปอน PAH โดยวิธกีารทางชีวภาพเพื่อแกปญหาในสิ่งแวดลอมไดตอไป 
 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 

 คัดแยกและศกึษาสมบตัิของราที่มีความสามารถสูงในการยอยสลาย PAH ตรวจสอบ

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลาย PAH ที่คัดเลือก ตรวจสอบแอคติวติีและการ

แสดงออกของเอนไซมที่เก่ียวของในกระบวนการยอยสลาย PAH ของราที่คัดเลือก ทดสอบ

ความสามารถในการยอยในแบบจาํลองดนิ รวมทั้งพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก  
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
 ไดราที่มีศักยภาพสูงในการยอยสลาย PAH และทราบถึงสมบัติของราที่คัดแยกได เพ่ือ

นําไปประยุกตใชบําบัดการปนเปอนของ PAH ในน้ําและในดินไดตอไป 

 



บทที่ 2 

 
ปริทัศนวรรณกรรม 

 
 
สารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons หรือ PAH) เปนสารอินทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติกเบนซีนมากกวา

หนึ่งวงมารวมกัน มีประมาณ 10,000 ชนิด  PAH สามารถเกิดขึ้นเองตามธรรมชาตหิรือเกิดจาก

กิจกรรมของมนุษย มักพบเปนสวนประกอบน้ํามนัปโตรเลียม ถานหนิ และมักพบ PAH เกิดขึ้น

ระหวางกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของไม ถานหนิ น้าํมันเชื้อเพลิง แกส ขยะ หรือ

สารอินทรียอ่ืนๆ (Alloway และ Ayres, 1993) PAH จัดเปนกลุมมลพิษที่สําคญัตอส่ิงแวดลอม 

เนื่องจากสมบตัิของสารประกอบในกลุม PAH  ที่มีความเปนพิษ มีอัตราการระเหยต่ํา มีการ

สลายตัวชา และถูกดูดซับในตะกอนดนิไดงาย (Coates และคณะ, 1997) มีรายงานหลายฉบบั

แสดงใหเห็นวา PAH เปนสารที่ทําใหเกิดความเสี่ยงตอสุขภาพของมนุษย PAH หลายชนิดมี

ความเปนพษิ เปนสารกอมะเร็งและหากมีการสะสมไวมากเกินคากําหนดจะเปนสารกอใหเกิดการ

กลายพันธุ (Malachova, 1999) และเนือ่งจากลักษณะของ PAH ที่มีความไมชอบน้ําสูงจึงทาํให

เกิดการสะสมของ PAH ทั้งในอากาศ แหลงดิน น้ํา และตะกอน (International Agency for 

Research on Cancer (Iarc), 1983; Fernandez และคณะ, 1992) ทําใหส่ิงมีชีวิตมโีอกาสนาํ 

PAH เขาสูเซลลและเกิดการสะสมในหวงโซอาหาร (Boonchan และคณะ, 2000)  และใน

ปจจุบันพบวา PAH มีการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมมากขึ้น จึงทําใหสารประกอบกลุมนี้เปนที่

นาสนใจมากขึน้  
 
แหลงกําเนิด PAH 

 
1. เกิดขึ้นตามธรรมชาติ  จากกระบวนการตางๆ คือ 

กระบวนการไพโรลิซิส (pyrolysis) และไพโรซีนทิซีส (pyrosynthesis) ของสารที่มี

คารบอนเปนองคประกอบ ปรากฎการณนี้เกิดขึ้นภายใตพ้ืนโลกหรือในที่ไมมีออกซิเจนเพียง

พอที่จะทําใหเกิดการเผาไหมอยางสมบูรณ ปกตแิลวที่อุณหภูมิสูงประมาณ 500 – 800 ๐
ซ สามารถ

สลายพันธะตางๆ รวมทั้ง C-C และ C-H ได  แตเม่ือเกิดการเย็นตัว จะเกิดปฏิกิริยาไพโรลิซิส 

อยางชาๆ ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวของอะตอมคารบอนใหม ไดสารประกอบที่มีโครงสรางลักษณะ

เปนวงเบนซนีและมีการเรียงตัวเปนวงตอกันเพิ่มเรื่อยๆ (Connell และคณะ, 1999)  

การเกิดปฏิกิริยาของสารอินทรียที่อุณหภูมิต่ําหรืออุณหภูมิปานกลาง ประมาณ    

100 – 150 ๐
ซ ทําใหเกิดการจัดเรียงตัวของโมเลกุลคารบอน เชน การเกิด ถานหิน น้ํามันดิบ หรือ

ถานกัมมันต หรือการสลายสารในกลุมนี ้กระบวนการนีม้ักทําใหเกิด PAH ที่มีหมูแอลคิลรวมอยู 

ในโครงสราง (National Research Council of Canada (Nrcc), 1983) นอกจากนี ้PAH ยัง

เกิดขึ้นจากการสังเคราะหโดยตรงจากจุลินทรียและพืช (Neff, 1979)  
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2.    กิจกรรมของมนุษย    

PAH ที่พบอยูในสิ่งแวดลอมสวนมากเกิดขึ้นจากกระบวนการเผาไหมที่อุณหภูมิต่าํ 

เชนการเผาไม หรือการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรียที่มีคารบอนเปนสวนประกอบ 

โดยเฉพาะน้าํมันดิบ เช้ือเพลิงฟอสซิล การกลั่นน้ํามันปโตรเลียม (Rao และคณะ, 2008) และ

ผลิตภณัฑตางๆ ที่ไดจากน้ํามันดิบที่ถูกใชเปนเชื้อเพลิงหลักของโลกปจจุบัน เชน โคลทาร 

คารบอนแบลค็ สงผลใหมีการแพรกระจายของ PAH จากระบบขนสงหรือจากไอเสยีรถยนต 

(Totsche, 2008) ปฏิกิริยาไพโรลิซิสของน้ํามันสังเคราะหที่ใชเปนเชือ้เพลิงเคร่ืองบินทําใหเกิด 

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

ตอยดวยวิธีผสมรอน (Anne และคณะ, 2007) นอกจากนี้การเผาไหมวัสดุตางๆ เชน ธูป บุหร่ี 

ซิการ ยาสบู โดยเกิดจากการเผาไหมของกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนที่เปนองคประกอบหลักในบุหร่ี 

(Lin และคณะ, 2001; Wang และคณะ, 2004) แมกระทั่งการเผาขยะก็เปนแหลงกําเนิด PAH 

อนุภาคเล็กๆ จากนั้น PAH จะเกิดการรวมตัวกับเถาทาํใหเสถียรมากขึ้นและสามารถแพรกระจาย

ในอากาศไปไดในระยะไกล (Mastral และ Callen, 2000)  
 
 3. กิจกรรมตางๆ ของโรงงานอุตสาหกรรมที่เก่ียวของกับการผลติหรือกระบวนการเผา

ไหมที่ไมสมบรูณ เชน กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบ การผลิตถานโคก การผลิตพลังงานจาก

น้ํามันดิบ การกําจัดสารที่มี PAH เปนสวนประกอบ การจัดเก็บน้าํมันดิบ กระบวนการเรง

ปฏิกิริยาดวยสารเคมีบางชนิด หรือการใชน้ํามันเคลือบรักษาเนื้อไม เปนตน (Wilson และ Jone, 

1993) นอกจากนี้ PAH บางชนิดยังใชเปนสวนผสมในการผลิตอุปกรณตางๆ เชน ผสมใน

พลาสติกสําหรับใชทําหนาจอแสดงผลที่ใชเทคโนโลยีแบบ LCD (Liquid crystal Display) เชน

หนาจอโทรศพัทมือถือ  

 
 

สมบัติทางกายภาพ และเคมีของสาร PAH 

 
 PAH เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยวงเบนซีนเชื่อมตอกันตั้งแต 2 วง

ข้ึนไป  บางครั้งพบวาในโมเลกุลของสารประกอบกลุมนีอ้าจมีอะตอมของไนโตรเจน ออกซิเจน 

และซัลเฟอรเขามาแทรกในวงเบนซีน เรียกวาเฮเทอโรไซคลิก แอแมติก (Blumer, 1976) เปนสาร

ที่ไมมีข้ัว (non-polar) และไมชอบน้าํ (hydrophobic compound) บางชนิดอาจละลายน้ําได

เล็กนอย สมบตัิของ PAH แตละชนดิแตกตางกันไปตามโครงสรางทางเคมีและน้าํหนักโมเลกุล 

จากสมบตัิทางกายภาพและเคมีสามารถแบง PAH ออกเปน 2 กลุม (Kanaly และ Harayama, 

2000) ไดแก  
 

1. PAH ที่มีน้าํหนักโมเลกุลต่ํา (low molecular weight PAH) โมเลกุลประกอบดวยวง

เบนซีน 2-3 วง เชน แนพธาลีน ฟลูออรีน อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน เปนตน PAH ใน

กลุมนี้มักออกฤทธิ์แบบเฉียบพลัน 
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2. PAH ที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAH) โมเลกุลประกอบดวย

วงเบนซีนเรียงตอกันมากกวา 4 วงขึ้นไป เชน ไพรีน ไครซีน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน เบนโซ[เอ]

ไพรีน  โคโรนนี เปนตน  

 
การจัดเรียงตวัของวงเบนซีนในโครงสรางทางเคมีของ PAH มีหลายรูปแบบทั้งเรียงกัน

เปนแนวตรง (linear) เปนมุม (angular) หรือเกาะกันเปนกลุม (cluster) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

โครงสรางดังกลาวมีสวนทําใหสารประกอบแตละชนิดมคีวามเสถียรแตกตางกันไป PAH ที่มีการ

เรียงตัวเปนเสนตรง จะมคีวามเสถียรนอยกวาสาร PAH ที่เรียงตัวเปนมุมหรือกลุมกอน 

(Blumer, 1976) สมบัติทัว่ไปของ PAH มีดังนี ้

 

1.  ความสามารถในการละลายน้ํา 

ความสามารถในการละลายหรือรวมตัวกับน้ํา (solubility) ของ PAH จะเกิดได

นอยมาก โดยความสามารถในการละลายจะลดลงเมื่อมีจํานวนวงแหวนที่เช่ือมตอกันเพิ่มข้ึนหรือมี

น้ําหนักโมเลกลุเพ่ิมข้ึน (Sims และ Overcash, 1983)  

การที่มีหมู แอลคิล (-CH2) แทนที่อยูในวงแหวนของ PAH ทําใหความสามารถใน

การละลายน้าํลดลง ยกเวนใน PAH บางชนิด เชน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

โมเลกุลของ PAH ที่มีการจัดเรียงตัวแบบเสนตรง มีแนวโนมที่จะละลายน้ําไดนอย

กวาการจัดเรียงตัวแบบมุม เชน แอนทราซนีละลายน้าํไดนอยกวาฟแนนทรีน 

นอกจากนี้ความสามารถในการละลายน้าํเพิ่มข้ึน 3-4 เทา เม่ืออุณหภมูิสูงข้ึนจาก    

5๐
ซ เปน 30๐

ซ (Neff, 1979)  
 
2. การกลายเปนไอ  (Vapor pressure) 

PAH มีอัตราการระเหยชาลงเมื่อน้ําหนักโมเลกุลเพ่ิมข้ึน PAH ที่มีวงแหวน

ประกอบ 2-3 วง จะสามารถระเหยไดอยางรวดเร็ว ในขณะที่ PAH ที่มีวงแหวนประกอบตั้งแต 4 

วงข้ึนไป จะมอีัตราการระเหยลดลงอยางเห็นไดชัด (Moore และ Ramamoorthy, 1984)   

นอกจากนี ้PAH ยังถูกออกซิไดสไดยากขึ้นและมีอัตราการระเหยชาลงเมื่อน้ําหนัก

โมเลกุลเพ่ิมข้ึน 
 

3. การยึดเกาะกบัอนภุาค   

เนื่องจาก PAH เปนสารกลุมที่ไมชอบน้าํและมีความสามารถที่จะถูกดูดซบัหรือยึด

เกาะกับอนุภาคตางๆไดงาย เชน ตะกอนดินในสิ่งแวดลอมและมีความคงทนสูง  ดังนั้นความ

เขมขนของ PAH ในน้ําจึงมีนอยมาก แตจะเกดิการสะสมของ PAH ในตะกอนดิน ทาํใหมคีวาม

เขมขนสูงในสวนตะกอนดนิ (Moore และ Ramamoorthy, 1984)  
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ตารางที่ 2.1 โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสาร PAH ที่ US-EPA จัดเปนสารอันตรายที่ควร

ใหความสาํคญัในลาํดบัตน  (ดดัแปลงจาก (Neff, 1979; Schirmer และคณะ, 1998)  

ชนิดของ PAH โครงสราง 
น้ําหนัก 

โมเลกุล 

การละลายในน้ํา 

ที่อุณหภูม ิ25O
ซ 

(มก.ตอลิตร) 

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 

ฟแนนทรีน 
 

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 ไมมีขอมูล 

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 ไมมีขอมูล 

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 
278.36 0.0003 3.7x10-10 
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4. การสลายหรือถูกเปล่ียนโครงสราง  (Photo-chemical transformations) 

ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสง (photooxidation) ทําให PAH สลายตวัได โดยที่แสง

จะชักนําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารออกซิแดนทอ่ืนๆ เชน ออกซิเจน โอโซน อนุมูลOH 

(OH-radical) ทําใหโมเลกุลของ PAH เปลี่ยนแปลง โดยเฉพาะแอนทราซีน ฟแนนทรีน และเบน

โซ[เอ]แอนทราซีน เปนสารที่ไวตอปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสงในขณะที่ ไครซนี ฟลูออรีน ไพรีน 

และ เบนโซ[เอ]ไพรีน ทนตอปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสง (Neff, 1979) นอกจากนี้ PAH ยัง

เกิดปฏิกิริยากบัสารชนิดอืน่ๆ เชน แกสไนโตรเจนไดออกไซด หรือ ซัลเฟอรไดออกไซด ทําให

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

เปนพิษมากกวาสารเดิม (World Health Organization Regional Office for Europe, 2000)  

 

PAH ถูกยอยสลายทางชีวภาพไดยากหรือเกิดขึ้นไดในอตัราที่ต่าํมาก เนื่องจากถูกจาํกัด

โดยปริมาณของสาร PAH  ที่จุลินทรียสามารถนําไปใชหรือยอยสลายได (bioavailability)  ดังนัน้

เม่ือสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอม จงึทําใหเกิดการตกคางหรือสะสมอยูในสิ่งแวดลอมเปน

เวลานาน (Rockne และคณะ, 2002) US-EPA ไดกําหนดให PAH 16 ชนิด ตามตารางที่ 2.1 

เปนสารที่ควรใหความสาํคญัในลาํดบัตน  

 
 

ความเปนพิษของสาร PAH 
 

สาร PAH กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา เปนสารที่มีความคงทนสูง ดังนั้นเมื่อปนเปอนสู

ส่ิงแวดลอมจึงเกิดปญหาตางๆตามมา PAH กลุมนี้ยังสามารถละลายน้าํไดบางสวนและระเหยได

เร็ว จึงกอใหเกิดความเปนพิษแบบเฉียบพลัน(Sims และ Overcash, 1983) เชน การไดรับ PAH 

โดยการสดูดมทําใหเกิดการระคายเคืองปอด หรือเกิดการระคายเคืองเนื่องจากการสัมผัส เปนผืน่

แดง  สําหรับสาร PAH กลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะละลายน้าํไดนอยและมีความสามารถในการ

ระเหยต่ํา สวนใหญกอใหเกิดความเปนพษิแบบเรื้อรัง โดยมีรายงานพบการเปลี่ยนแปลงของ 18S 

rRNA gene ของจุลินทรียทองถ่ินที่อาศยัอยูในดนิปนเปอน PAH ความเขมขน 4.5 กรัมตอ

กิโลกรัม (Enrique และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา PAH หลายชนิดอาจเปนสาร

กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง (carcinogen) และทําใหทารกในครรภมรูีปรางผิดปกติ 

(teratogen) (Alexander, 1999) นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้ยังมีการสะสม 

(bioaccumulation) และเพ่ิมปริมาณ (biomagnification) ในสิ่งมีชีวิต ซึ่งจะเพิ่มข้ึนเปนลําดบัข้ัน

ของผูบริโภคในหวงโซอาหาร (Boonchan และคณะ, 2000)  
 
สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ (The International Agency for Research Cancer; 

IARC) ไดแบงกลุมสาร PAH ออกเปน 3 กลุมตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง (Sul และคณะ, 

2003) ดังนี ้

 



 9

 กลุม 1  สารที่นาจะกอมะเร็งในมนษุยไดสูงกวากลุมอื่นๆ มี 3 ชนิด ไดแก  

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน    

เบนโซ[เอ]ไพรีน    

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซนี 
 
 กลุม 2    สารที่อาจจะกอมะเร็งในมนุษยม ี11 ชนิด ไดแก  

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    
 

กลุม 3  สารที่ไมกอมะเร็งในมนุษยม ี23 ชนิด ไดแก 

 ไทรฟนิลีน   ฟแนนทรีน 

 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]ีฟแนนทรีน    เบนโซ[อ]ีไพรีน    

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

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

ไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน 
 

นอกจากนี้ที่รัฐ Wisconsin ประเทศสหรัฐอเมริกา ยังมีการกําหนดคามาตรฐานที่ยอมรับ

ไดจากการปนเปอนของ PAH หลายชนิด เชนในน้าํดื่มตองพบแอนทราซีน ไมเกิน 3000 สวนใน

สิบลานสวน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไมเกิน 0.2 สวนในสบิลานสวน  เบนโซ[เอ]ฟลูออแรนทรีน ไมเกิน 

0.2 สวนในสิบลานสวน  ฟลูออแรนทรีนไมเกิน 400 สวนในพนัลานสวนและฟลูออรีนไมเกิน 400 

สวนในสบิลานสวน (http://dhfs.wisconsin.gov/eh) และ กลุมสหภาพยุโรป (EU) ไดมีการ

กําหนดการปนเปอนของ PAH ในน้ําดื่มเชนกันโดย PAH ที่กําหนดไดแก 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 ที่ใชเปนแบบในการศึกษาครั้งนี้ คือฟลูออรีน หรือ 9H-fluorene มีชื่อทาง

เคมีวา ortho-Biphenylenemethane โครงสรางประกอบดวยวง เบนซีน 2 วงดังแสดงในรูปที ่2.1  
 

 

รูปที่  2.1 โครงสรางของฟลูออรีน 

 
ฟลูออรีนเปน PAH ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่าํ มีสมบัติทางเคมีดังนี้ (Budavari, 1989; Lide 

และ Frederikse, 1993) 
 

สูตรเคมี              C13H10  

น้ําหนักโมเลกลุ             166.21  

สีและลักษณะ เปนผลึกขนาดเล็ก แบน สีขาว เม่ือเผาไฟจะเกิดการ

เรืองแสงสีมวง (violet fluorescence)  

จุดเดือด   295๐
ซ  

 

จุดหลอมเหลว   116-117๐
ซ 

ความถวงจําเพาะ 1.203 ที่ 0๐
ซ หรือ 4๐

ซ  

ความสามารถในการละลาย ละลายไดดใีนกรดอะซิติก                             

ละลายไดในคารบอนไดซัลไฟด, อีเทอร, เบนซนี, 

แอลกอฮอลรอนและโทลูอนี ไมละลายในน้ํา  

 
ในปจจบุันนี้ ไดมีการนาํเอาฟลูออรีนมาใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน มีการเติม

ฟลูออรีนเพื่อเพ่ิมจุดเดือดในกระบวนการกลั่นน้ํามนัดบิ และมักพบในอุตสาหกรรมการผลิต สี

ยอม พลาสตกิ อุตสาหกรรมยาและยาฆาแมลง และใชเปนสารตั้งตนในการผลติฟลูออรีโนน และ 

ฟลูออรีน-9-เมทานอล นอกจากนี้ยังพบฟลูออรีนในไอเสียเครื่องยนต  อนุพันธของฟลูออรีนยังใช

ในการผลติไดโอดกาํเนดิแสง (organic light-emitting diodes) และใชเปนสวนประกอบสําหรับ

ผลิตโซลารเซลล (International Agency for Research on Cancer, 1983-1985) 
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การไดรับ PAH เขาสูรางกายมนุษย 

 
1. โดยการรับประทานอาหารหรือบริโภคน้ําทีป่นเปอนดวย PAH 

 
ปจจุบันพบวามีการปนเปอนของ PAH ในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะอาหาร

ประเภทเนื้อสัตว และผลิตภณัฑจากเนื้อสัตว (Fontcuberta และคณะ, 2006; Duedahl-Olesen 

และคณะ, 2006 ; Reinik และคณะ, 2007) พบวามีการปนเปอนของ PAH ถึง 12 ชนิดในจาก

เนื้อสัตวและผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว โดยพบวามี เบนโซ[เอ]ไพรีน สูงกวาคามาตรฐานที่กําหนดไว

คือ 5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 3.4% ของตัวอยางที่นํามาทดสอบทั้งหมด 334 ตัวอยาง 

ตัวอยางอาหารที่พบการปนเปอนของเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเขมขนสูงที่สุดคือ หมูยาง และ

ตัวอยางอาหารที่พบการปนเปอนของสารกลุม PAH หลายชนิดความเขมขนสูงที่สุดคือ 19 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม พบในตัวอยางไสกรอกรมควัน รองลงมาไดแก เนื้อและแฮมพบวามี PAH 

ปนเปอน 16 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และไกรมควันมี PAH ปนเปอน 6.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

แสดงใหเห็นวาการรับประทานผลติภณัฑจากเนื้อสัตวเปนสวนสําคญัทีท่ําใหรางกายไดรับ PAH 

อยางมีนัยสําคญั (Reinik และคณะ, 2007) นอกจากนีย้ังพบ PAH ไดในอาหารรมควัน เชน    

แซลมอลรมควัน โดยพบวามีการปนเปอนของ เบนโซ[เอ]ไพรีน สูงกวามาตรฐานทีกํ่าหนด 

(Vincent และคณะ, 2007) และมีรายงานการสํารวจอาหารในประเทศเดนมารคพบ PAH ความ

เขมขนสูงถึง 1327 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในปลาแฮริ่งรมควัน พบการปนเปอน 64 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัมในเบคอนและ 24 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ใน samali  และจากการคํานวณพบวา

ผูบริโภคในประเทศเดนมารคไดรับ เบนโซ[เอ]ไพรีน เขาในรางกาย จากการรับประทานอาหาร

ประเภท ปง ยาง โดยเฉลี่ย  2-4 นาโนกรัมตอคนตอวัน (Duedahl-Olesen และคณะ, 2006 ) 

และมีรายงานการปนเปอนของ เบนโซ[เอ]ไพรีน ในน้าํมันที่ใชทอดอาหารและอาหารทานเลนชนดิ

ทอด (fried snacks) (Purcaro และคณะ, 2006) นอกจากนี้ยังพบการปนเปอนของ PAH ใน

อาหารชนิดอืน่ๆ เชน 94% ของตัวอยางชาพบการปนเปอนของ PAH หลายชนิด เชน เบนโซ[อ]ี

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

 
2. จากการหายใจ  

ไดรับจากการสูดดมควนั ไอจากทอไอเสียเคร่ืองยนต ไอระเหย แกสจากโรงงาน

อุตสาหกรรม ผูที่ไดรับ PAH จากการหายใจมากกวากลุมคนปกติ ไดแก ผูที่สูบบหุร่ี ผูที่อยูอาศยั

ในบริเวณที่มหีมอกควันสูง ใกลบริเวณถนนที่มีการจราจรหนาแนนหรือบริเวณที่มีการสรางถนน

หรือพักอาศัยใกลบริเวณโรงงาน (http://dhfs.wisconsin.gov/eh) 
 

3. จากการสัมผัส  

PAH อาจถูกดูดซึมเขาสูรางกายมนุษยจากการสัมผัสโดยตรงจากการใชสารเคมีที่มี 

PAH เปนสวนประกอบ เชน ลูกเหม็นหรือการใชครีมหรือแชมพูที่มี PAH หรืออนุพันธของ 

PAH เปนองคประกอบหรอืจากการสัมผสัดินที่ปนเปอน PAH (International Agency for 
Research on Cancer, 1983-1985) 
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การปนเปอน PAH ในประเทศไทย 
 

การปนเปอน PAH ในสิ่งแวดลอมในประเทศไทย 91% เกิดจากกระบวนการสันดาป

ของน้ํามันเชื้อเพลิงที่ไมสมบูรณ สาร PAH กระจายอยูในอากาศไดโดยสามารถรวมตัวกับฝุน

ละออง เขมาควัน และสะสมอยูในอนภุาคดิน โดยเฉพาะบริเวณที่มีการ จราจรหนาแนน ยาน

ธุรกิจการคาและอุตสาหกรรม จากการศึกษาตัวอยางดนิบริเวณริมถนนในตัวเมืองจงัหวัด

เชียงใหม ในป 1999 สามารถตรวจวัดปริมาณไพรีนไดที่ความเขมขน 168 นาโนกรัมในดนิ 1 

กรัม นอกจากนี้ยังพบฟลูออแรนทีน เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโครินีน ไดทีค่วามเขมขน 

146  97.7 และ 93.8 นาโนกรัมในดิน 1กรัม ตามลําดับ แตปริมาณสาร PAH ในดินที่พบ

แตกตางจากที่พบในอากาศ กลาวคือ ปริมาณฟลูออแรนทีน ไพรีน ไครซีนและโครินนีที่พบในดนิ

มีสูงกวาในอากาศ ทั้งนี้เนื่องจากความแตกตางในการเกดิ photochemical reactivity และ

แหลงกําเนิดของสาร PAH (Amagai และคณะ, 1999)  
 

Thongsanit (2002) ไดเก็บตัวอยางอากาศในบริเวณจฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ ดนิแดง สํานักงานนโยบายและแผนสิ่งแวดลอม โรงเรียนสิงหราช และ

มหาวิทยาลัยกรุงเทพ พบวาคาเฉลี่ย 24 ชั่วโมงของฝุนขนาดเล็กกวา 10 ไมครอนในบรรยากาศ

ทั่วไป มีคาสูงสุด 160 ไมโครกรัมตอลูกบาศกเมตร โดยพบสูงสุดที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

สําหรับคาเฉลี่ยของปริมาณรวม PAH 20 ชนิด จากฝุนบรรยากาศทั่วไป เทากับ 60 นาโนกรัมตอ

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

เปนองคประกอบหลัก PAH มากกวารอยละ 97 พบในฝุนขนาดเล็กกวา 0.95 ไมครอน   PAH 

โมเลกุลเล็กพบในตัวอยางฝุนจากรถยนตดีเซล ตัวอยางรถยนตเบนซนีมีเบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน

เปนองคประกอบหลัก และพบวา เบนโซ[อ]ีไพรีน และ ไพรีน เปนองคประกอบหลกัของตัวอยาง

จากปลองโรงงานอุตสาหกรรม ผลการวิเคราะหฝุนจากบรรยากาศเปรยีบเทียบกับตวัอยางจาก

แหลงกําเนิด พบวาแหลงกําเนิดหลักของ PAH คือ ไอเสียรถยนต 
 
 Garivait และคณะ (2002) พบวาสาร PAH น้ําหนักโมเลกุลต่ํากวา 252 ดาลตัน เชน 

ไพรีน เบนโซ[อ]ีไพรีน และ เบนโซ[เอ]ไพรีน จะอยูในรูปของแกสเปนสวนใหญ คดิเปน 80 40 

และ 24% โดยน้ําหนักตามลําดบั ในขณะที่สาร PAH น้าํหนักโมเลกุลสูงกวา จะอยูในรูปของฝุน

ละอองเกือบทั้งหมด ซึ่ง 30–60 % โดยน้าํหนักของสาร  คณะผูวิจัยคดิวาแหลงที่มาของสาร 

PAH ในบรรยากาศนั้นเกดิจากควันทีป่ลอยออกมาจากเครื่องยนตบนเสนทางจราจร  
 

 Wilcke และคณะ (1999) พบสาร PAH จํานวน 20 ชนิดในตัวอยางดนิบริเวณถนนใน

กรุงเทพมหานคร ที่มีความเขมขนตั้งแต 12-380 ไมโครกรัมในตัวอยางดิน 1 กิโลกรัม โดย

พบแนพธาลนีในปริมาณสูงสุด (145.2 ไมโครกรัมในตวัอยางดิน 1 กิโลกรัม) รองลงมาไดแก   

เพอริลีน (136.4 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (58.9 
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ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) ฟแนนทรีน (60.8 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) 

และไพรีน (48.3 ไมโครกรัมในตัวอยางดนิ 1 กิโลกรัม) 
 

กิติโรจน หวันตาหลา (2546) ไดศึกษาปริมาณ PAH ในบรรยากาศ ณ บริเวณสถานี

ขนสงสายใต จังหวัดกรุงเทพมหานคร พบการปนเปอนของ PAH ชนิดตางๆในอากาศ โดยพบ

ไพรีนมากที่สุด ปริมาณ 99.45% โดยน้าํหนัก รองลงมาไดแก ฟแนนทรีน เบนโซ[เอ]แอนทราซีน 

เบนโซ[เค]ฟลูออแรนทรีน และ ไครซนีตามลําดบั โดยพบวามีการปนเปอนสูงกวาเกณฑมาตรฐาน

ของ US-EPA ที่กําหนดไวที่ 65 นาโนกรมัตอลูกบาศกเมตร และพบวามีการปนเปอนสูงในชวง

วันอาทิตย-อังคาร และต่ําสุดในวนัศุกร ปริมาณ PAH สูงสุดที่พบคือ 354 นาโนกรัมตอลูกบาศก

เมตร และต่าํสุดที่ 91 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร 
 

 Boonyatumanond และคณะ (2006) ไดเก็บตัวอยางตะกอนดินเพื่อวิเคราะหการกระจาย

ตัวของ PAH  ซึ่งพบวามีการปนเปอนของ PAH อยูในตะกอนดินบรเิวณคลองสูงที่สุดคือ 2,290 

นาโนกรัมตอกรัม(น้ําหนักกรัมแหง) รองลงมาคือบริเวณแมน้ําเจาพระยา ปากแมน้ํา และชายฝง

ทะเล  ความเขมขน 251  178 และ 50 นาโนกรัมตอกรัม(น้ําหนักกรัมแหง) ตามลาํดบั  วิเคราะห

แหลงกําเนิดของ PAH พบวาฝุนจากถนน เขมารถยนตและดิน เปนแหลงที่มาของ PAH  

เนื่องจากมีองคประกอบที่เหมือนกัน PAH จากแหลงกําเนิดตางๆ ถูกพัดพาลงสูแหลงน้ําจนเกดิ

การสะสมในตะกอนดนิ จากการเปรียบเทียบปริมาณ PAH ที่พบในตะกอนดนิของประเทศไทย

กับบริเวณอาวโตเกียว ประเทศญี่ปุนซึ่งเปนประเทศอตุสาหกรรม พบวามีการปนเปอนของ PAH 

ที่ประเทศญี่ปุนสูงกวาประเทศไทย ซึ่งมีปริมาณ PAH สูงถึง 65-2010 นาโนกรัมตอตอกรัม

(น้ําหนักกรัมแหง)   

 

Kangsadalampai และคณะ (1996) รายงานการปนเปอน PAH ในอาหารชนิดตางๆ 

ไดแก  ปลารมควัน ไดแก ปลาเนื้อออน (Kytopterus apogon), ปลาสรอย (Crossocheilus 
reba) และหนงัปลาดุก (Clarias batrachus) อาหารปงยาง ซึ่งทําใหสุกในระดบัปานกลาง 

(medium) และกรอบไหมเกรียม (well-done) คือ ปกไก, ไสกรอกหมูปนขาว, หมูไมตดิมัน (lean 

meat), หมูติดมัน (medium fat) และเมื่อสกัด PAH ที่ปนเปอนในอาหาร มาทําปฏิกิริยากับเกลือ

ไนไตรทในภาวะแวดลอมที่เปนกรดเพื่อจาํลองภาวะในกระเพาะอาหาร (pH 3.0-3.5) ผลิตภณัฑที่

ไดมีฤทธิ์กอกลายพันธุชนดิตรงทั้งแบบ frameshift และ base-pair substitution ในลักษณะที่มี

ความสัมพันธระหวางขนาดกับผลการตอบสนอง (dose-response relationship) สําหรับสวนสกัด

ของ PAH ที่ไดจากหมไูมตดิมันปงที่มีฤทธิ์กอกลายพันธุชนิดตรงเฉพาะ base-pair substitution 

และสวนสกัดที่ไดจากเนื้อปลาดุกไมมีฤทธิ์กอกลายพันธุชนิดตรงทั้งแบบ frameshift และ baes-

pair substitution ซึ่งตรงกันขามกับหนังปลาดุกซึ่งมีฤทธิ์กอกลายพันธุทั้งสองแบบหลังทํา

ปฏิกิริยากับเกลือไนไตรต และสรุปวาการบริโภคอาหารปงยาง รมควันอาจกอใหเกิดความเสี่ยงที่

จะรับสารกอกลายพันธุชนดิตรงไดถามีเกลือไนไตรทอยูในกระเพาะอาหาร 
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Tuntawiroon และคณะ (2007) ไดศึกษาความเสี่ยงดานสุขภาพของเดก็ที่อาศัยอยูใน

กรุงเทพมหานครจากการไดรับ PAH ที่มาจากการจราจร พบวา บริเวณถนนในกรุงเทพมหานคร 

มีปริมาณ PAH ประมาณ 30.39 ± 5.80 นาโนกรัมตอลูกบาศกเมตร ซึ่งสูงกวาตางจังหวัดถึง 30 

เทา PAH ที่ตรวจพบการปนเปอนมากทีสุ่ดคือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ไพริรีน ซึ่งมีแหลงกําเนิดมาจาก

เครื่องยนต เดก็ที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีการสัมผัสกับ เบนโซ[เอ]ไพรีนเฉลี่ยวันละ    4.13 ± 

0.21 นาโนกรมัตอลูกบาศกเมตรซึ่งสูงกวาตางจังหวัดถงึ 3-5 เทา และพบวาความสามารถในการ

ซอมแซม DNA ของเด็กที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีนอยกวาเด็กที่อาศัยในตางจังหวัด ซึ่งแสดง

ใหเห็นวา เด็กที่อาศัยในกรุงเทพมหานครมีการสัมผัสกับมลพิษที่สงผลตอพันธุกรรม (genotoxic 

pollutants) มากกวาและอาจพัฒนาไปสูความเสี่ยงตอการปวยดวยโรคมะเร็งมากกวาเด็กที่อาศยั

ในตางจังหวัด 

 

จากที่กลาวมาขางตน แสดงใหเห็นวา PAH เปนมลพิษที่สําคัญในสิ่งแวดลอม  และมี

การกระจายตวัในวงกวาง นอกจากนี้ยังมีรายงานหลายฉบับที่ชี้ใหเห็นวา PAH หลายชนิดมีความ

เปนพิษสูง อาจเปนสารที่กอใหเกิดการกลายพันธุหรือสารกอมะเร็ง นอกจากนี้สารประกอบกลุมนี้

ยังมีการสะสมและเพิ่มปริมาณในสิ่งแวดลอม และจะมีการสะสมเพิ่มข้ึนเปนลําดบัข้ันของผูบริโภค

ในหวงโซอาหาร ปญหาดังกลาวนี้ ทาํใหมผีูศึกษาแนวทางบําบดัสารประกอบในกลุมนี้ เพ่ือลดการ

ปนเปอนของ PAH ในสิ่งแวดลอม วิธีที่ใชในการบาํบดั PAH แบงออกเปน 3 วิธี คือ การบาํบัด

ดวยวิธีทางกายภาพ (physical treatment) การบําบดัดวยวิธีทางเคมี (chemical treatment) และ

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพ (biological treatment) การบําบดัดวยวิธทีางกายภาพและวิธีทาง

เคมี เปนการบําบัดโดยอาศยัสมบัติทางกายภาพของสารปนเปอน หรือทําลายโครงสรางของสาร

ปนเปอน  ตัวอยางวิธีการบาํบดัดวยวิธีการทางกายภาพและทางเคมี เชน  
 
การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพ  

 

ใหผลการบาํบดัในระยะเวลาสั้นเมื่อเทียบกับการบาํบดัดวยวิธีทางชีวภาพ  เชน 
 

 การใหความรอนที่อุณหภูมติ่ํา (Low-Temperature Thermal Desorption)  โดยการให

ความรอนกับน้ําหรือสารอินทรียที่ตองการบําบัดใหมีอุณหภูมิสูงถึง 93-315๐
ซ  จากนั้นนาํไอ

ระเหยไปบาํบดัดวยวิธีการบาํบดัแกสตอไป (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การใหความรอนที่อุณหภูมสูิง (High-Temperature Thermal Desorption) ใหความ

รอนกับสารทีต่องการบาํบดั ใหมีอุณหภูมสูิงถึง 315-538๐
ซ เพ่ือใหสารอินทรียระเหยออก จากนัน้

นําไอระเหยไปบําบัดดวยวธิีการบาํบดัแกสตอไป (Antizar-Ladislao และคณะ, 2004) 

 การเผาในพื้นที่เปด (Open Burn/Open Detonation)  วิธีการนี้จะไปทําลายสารพิษที่

สลายไดงาย เปนวิธีการที่สะดวกแตตองระวังความปลอดภัย เชน เปลวไฟ การจดุติดของสารที่อยู

ในบริเวณใกลเคียง ความรอนที่เกิดขึ้นอาจจะสงผลตอสารอื่นๆ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
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 การเผาในพื้นที่ปด (Incineration) เปนกระบวนการที่มีประสิทธิภาพในการทําลาย PAH 

โดยเฉพาะ halogenated hydrocarbons เชน ไดออกซิน, พอลิคลอโรไบฟนิล (PCBs), ไตรคลอโร

เอธิลีน และ ไดโบรโมอีเธนออกจากสิ่งแวดลอมไดเปนอยางดี (Iimura และคณะ, 2002) โดย

การเผาที่อุณหภูมิ 871-1,204๐
ซ วิธีนี้สามารถกําจัดสารพษิไดด ี 

 การสกัดสารปนเปอนในดนิดวยวิธีการระเหย  (Soil Vapor Extraction) 

 นอกจากนี้ยังมีวิธีการอื่นๆ เชนการใชไอน้ํารอนเติมเขาไปในดิน เพ่ือใหสารที่ปนเปอนอยู

ในดนิระเหยออกมาและนาํไอระเหยไปบาํบัดตอไป  การอัดอากาศทีม่ีความดนัสูงเขาดานลางของ

พ้ืนที่บําบดั เพ่ือชักนําใหเกิดการตกตะกอนของสารปนเปอน เม่ือสารปนเปอนตกตะกอนจะมี

น้ําหนักเพ่ิมข้ึน ทําใหสามารถแยกตะกอนออกมาบาํบดัตอไปได การใชคลื่นเสียงเพื่อใหเกิดการ

ส่ันสะเทือนเพิม่ความสามารถในสกัด การออกซิไดสดวยรังสีอัลตราไวโอเลต การดดูซับดวย

ถานกัมมันต การกรอง เปนตน (Alloway และ Ayres, 1993) 
  
 การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพมีขอเสียคือเปนวิธีที่มตีนทนุสูง เนื่องจากตองใชแหลงให

กําเนิดความรอน และตองทาํในเตาปฏิกรณหรือถังปฏิกิริยาที่กันความรอน จึงไมเหมาะกับการ

บําบัดพืน้ที่ทีป่นเปอนดวยสาร PAH ความเขมขนต่ําและทําใหดินทีบ่ําบัดเสื่อมสภาพดวย 

(GAO/RCED-96-13, 1996) นอกจากนี้เม่ือส้ินสุดกระบวนการยังเกิดกากสารพิษและแกสพิษที่

ตองนํามาบาํบดัตอ  
 
การบําบัดดวยวิธีทางเคมี  

 

 วิธีการนี้เปนการบําบัดโดยพิจารณาสมบตัทิางเคมีของสารปนเปอน เชน ความสามารถใน

การละลาย การตกตะกอนนาํมาใชในการบําบัด และใหผลรวดเร็วกวาการบาํบดัทางชีวภาพ 

ตัวอยางการบาํบดัดวยวิธีทางเคมี เชน  

 การเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน (catalytic oxidation) ดวยสารที่ความสามารถในการออกซิ

ไดสสูง โดยการเติมสารเคมีหรือแกส เชน โอโซน  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด คลอรีน คลอรีนได

ออกไซด เพ่ือไปออกซไิดสสารปนเปอนทีม่ีพิษใหเปลี่ยนไปอยูในรูปที่มีพิษนอยลง หรือไมมีพิษ 

วิธีการนีต้องทําในถังบําบัดเฉพาะ (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การตกตะกอน (Precipitation) เปนกระบวนการเปลี่ยนรูปของสารที่ปนเปอนที่ของเหลว 

ใหอยูในรูปของตะกอนทีไ่มละลายน้ํา โดยใชการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบส หรือการเติม

สารเคมีที่ชวยใหเกิดการตกตะกอน จากนัน้ทําใหตะกอนเกิดการรวมตัวหรือเอาตะกอนออกโดย

การกรอง (Blumer, 1976) 

 การเติมน้าํเพ่ือชะสารปนเปอนออกมาหรอืเติมสารเคมทีี่ชวยเพิ่มความสามารถในการ

ละลายน้ํา ใหกับสารปนเปอน เชน สารลดแรงตึงผิว (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 การใชเบสเรงการสลายปนเปอน (Base/Glycolate Catalyzed Decomposition 

Dehalogenation) วิธีการนีท้ําในถังปฏิกิริยา โดยการเตมิโซเดียมไฮดรอกไซดหรือพอลิเอทิลีน 

ไกลคอลลงไปในปริมาณที่เหมาะสมกับการปนเปอนในพื้นที่ จากนั้นใหความรอนและหมุนเหวี่ยง
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ถังรีแอกเตอร โซเดียมไฮดรอกไซดจะชักนาํใหเกิดปฏิกิริยาดีฮาโลจิเนชัน (dehalogenation) และ

อาจเกิดการระเหยของสารปนเปอน โดยปกติแลวพอลิเอทิลีนไกลคอล จะไปแทนทีโ่มเลกุลของ

สารฮาโลเจน วิธีการนี้จะชวยใหความเปนพิษลดลง (Myers และคณะ, 2007)  

 การสกัดดวยตัวทําละลาย (Solvent Extraction) สกัดสารปนเปอนออกจากดนิหรือน้ําที่

ตองการบาํบดัโดยการสกดัดวยตัวทําละลายที่เหมาะสม  จากนั้นนําตัวทําละลายไปบาํบดัตอไป 

นอกจากนี้ยังมีวิธีอื่นๆ เชน การสลายดวย photochemical decomposition, supercritical water 

decomposition, vapor-phase hydrogenation reduction  การออกซิเดชันดวยความรอน 

(thermal oxidation) การแลกเปลี่ยนประจ ุ(ion exchange) (Uyesugi และ Kovalick, 1994) 
 
 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากวิธบีําบดัทางเคมีเปนปฏิกิริยารุนแรงและไมสามารถคาดเดาสารพิษ

ตกคางที่จะเกดิขึ้นได (Iimura และคณะ, 2002) นอกจากนีบ้างวิธ ีเชน การเติมน้าํเพ่ือชะสาร

ปนเปอนยังเปนการทําใหสารพิษกระจายตวัและยังเพ่ิมปริมาณสารพิษที่ตองบําบดั    

 
การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพ 

 
 เปนการใชระบบทางชีวภาพชวยลดสารพิษที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ขอดีคือคาใชจายต่ํา

กวาการบาํบดัดวยการเผา ซึง่อาจถูกกวาถึง 65-85%  แตอาจใชเวลาบําบัดนานกวาวิธีการอืน่ 

(Zechendorf, 1999) การบําบัดดวยวิธทีางชีวภาพใชความสามารถของสิ่งมีชีวิตในการยอยสลาย

สารอินทรียและความสามารถในการปรบัตวัใหดํารงอยูในสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ สงผลให

ส่ิงมีชีวิตมีการสรางวิธีที่ชวยในการสลายสารพิษที่มีโครงสรางแบบตางๆได (Jansson, 2003) 

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพใหมีประสิทธภิาพสูงตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ เชน ภาวะแวดลอมของ

พ้ืนที่บําบดั โครงสรางและสมบัติของสารพิษที่ตองการบําบัดและจุลินทรียที่ใชในการบําบัด ซึ่ง

ตองมีความสมัพันธกัน  ดังแสดงในรูปที่ 2.2  
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รูปที่ 2.2 สามเหลี่ยมของการบําบดัดวยวิธทีางชีวภาพ (ที่มา Suthersan, 1999)  
 
เชนเดียวกับกระบวนการบําบัดโดยวิธีอืน่ๆ การบาํบดัดวยวิธีการทางชีวภาพก็มีขอจํากัด

คือไมสามารถใชวิธีการบาํบดันี้กับสารที่มโีครงสรางซับซอนหรือสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ใน

ข้ันตอนการเริ่มบําบัดตองใชความรูดานการคนควาวิจัยทางวิทยาศาสตร ข้ันตอนการบําบดัตองมี

การติดตามอยางตอเนื่อง ปจจุบันไดมีการประยุกตใชเซลลจุลินทรียเปนไปโอเซนเซอร เพื่อชวย

ในการติดตามผลการบาํบดั (Jansson, 2003) การบําบดัทางชีวภาพมี 2 วิธีคือ  
 
1. Biostimulation  
 
เปนการเติมสารอาหารหรือปรับภาวะใหเหมาะสมเพื่อใหจุลินทรียทองถ่ินสามารถยอย

สลายสารพิษได วิธีการนีต้องมีการวิเคราะหสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของพื้นที่ ที่ตองการ

บําบัดกอน ปจจัยที่ใชในการพิจารณาไดแก 

ปริมาณออกซเิจน เปนปจจยัสําคัญในกระบวนการยอยสลายแบบใชอากาศ (Adriaens 

และ Vogel, 1995) เชนการบําบัดคราบน้าํมัน การเพิ่มออกซิเจนอาจทําไดโดยการเติมอากาศลง

ในพื้นที่ทีต่องการบําบัดโดยตรง หรือเติมสารเคมีที่ใหออกซิเจน เชน ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 

เปนตน (Adriaens และ Vogel, 1995; Atlas และ Unterman, 1999)  

การเติมสารอาหารที่จําเปน เพ่ือใหพ้ืนที่บาํบดัมีความอดุมสมบูรณ ตวัอยางเชนการ

บําบัดน้ํามนัของบริษัท Exxon Valdez ที่ชายหาด Alaskan มีการเติมไนโตรเจน และฟอสฟอรัส

ชวยในการบาํบัด (Atlas และ Unterman, 1999; Head และ Swannell, 1999; Romantschuk 

และคณะ, 2000)  

จุลินทรีย 

ภาวะแวดลอม

ของพ้ืนที่ เชน 

ความเปนกรด-เบส 
คารีดอกส   อุณหภูมิ 
ความชื้น   สารอาหาร 

การยอยสลาย

ทางชีวภาพ 

โครงสรางและ

สมบัติของสารที่

ตองการบําบัด 
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การปรับคาความเปนกรด-เบสเนื่องจากจลิุนทรียสวนใหญทํางานไดดีที่คาความเปน

กรด-เบสเหมาะสมในชวง 6.5-8.5 แตจากการสํารวจพื้นที่ปนเปอน PAH มักมีคาความเปนกรด-

เบสประมาณ 2.0 จึงจําเปนตองเติมสารทีช่วยในการปรับภาวะของพื้นที่บําบดั เชน แคลเซียม

คารบอเนต หรือ แอมโมเนยีมซัลเฟต เปนตน (Bowlen และ Kosson, 1995)  

การเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย เชน การเติมสารลดแรงตึงผิว (Romantschuk 

และคณะ, 2000) 
 

2. Bioaugmentation  
 

ในกรณีที่จุลินทรียทองถ่ินไมสามารถยอยสลาย PAH ที่ปนเปอนในพืน้ที่ที่ตองการ

บําบัดได จําเปนตองใชจุลินทรียสายพันธุอ่ืนหรือหลายสายพันธุเพ่ือชวยในการบาํบดัสารปนเปอน 

วิธีนี้เปนการเพิ่มปริมาณจุลินทรียที่มีความสามารถในการสลาย PAH ลงในพื้นที่ทีต่องการบาํบดั 

โดยปกติแลวจะใชรวมกับวธิี Biostimulation เพ่ือชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการบาํบดั (Vogel, 1996) 

จุลินทรียที่เลือกใชในกระบวนการ Bioaugmentation ตองมีความสามารถในการสลายสาร

ปนเปอนไดเปนอยางด ีเนื่องจากจุลินทรียทองถ่ินยังไมสามารถบาํบดัสารพิษที่ปนเปอนในบริเวณ

นั้นได ตองอยูรอดในพืน้ที่บาํบดั เชน ดินที่ลึก ชายฝงที่มีความเค็ม หรือมีการเปลี่ยนแปลงของ

อุณหภูมิในชวงกวาง เชน Arthrobacter chlorophenolicus A6 ซึ่งสามารถยอยสลาย                  

4-คลอโรฟนอลที่ปนเปอนในดินที่อณุหภมูิต่ําและมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิในชวง 5-28๐
ซ 

(Backman และ Jansson, 2004a; Backman และ Jansson, 2004b)นอกจากนี้ยังตองทนตอการ

ถูกยับยั้งการทํางานจากจุลินทรียทองถ่ิน (Habe และคณะ, 2001)  

Bioaugmentation สามารถทําไดโดยการเติมจุลินทรียลงในพื้นที่ทีต่องการบําบัดโดยตรง 
เรียกวา in situ treatment ซึ่งเสียคาใชจายนอย แตประสิทธิภาพในการบําบัดอาจลดลงและยัง

ตองมีการควบคุมการแพรกระจายของจุลินทรียหรือสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น  อีกวธิหีนึ่งเปนการ

นําเอาดินทีป่นเปอนมลพิษมาบาํบดัในไบโอรีแอกเตอรเรียกวา ex situ treatment วิธีการนี้มี

ประสิทธิภาพในการบาํบดัสูงกวา เนื่องจากสามารถควบคมุปจจัยที่เก่ียวของในการบาํบัดไดงาย

กวา แตมีคาใชจายในการตองขนยายดินมาบาํบดัและขนยายกลับไปเมื่อบําบัดเสร็จแลว (Vogel, 

1996) โดยปกติแลวจะนิยมการบําบัดแบบ in situ treatment มากกวา (Romantschuk และ

คณะ, 2000) 

และเนื่องจากโครงสรางของ PAH แตละชนิดมีความแตกตางกัน และสมบัติทางเคมี

ของ PAH ที่ละลายน้าํไดนอย สลายตัวชาและถูกดดูซับในธรรมชาติไดเปนอยางดี ทําใหมีการ

พัฒนาวิธีการบําบัดสารพิษใหมีประสิทธภิาพสูงข้ึนเร่ือยๆ (Mohan และคณะ, 2006)  

  
 จากขอมูลที่กลาวมา จะเห็นไดวาวิธีการบําบัดสารปนเปอนในสิ่งแวดลอมมีหลายวิธี การ

เลือกใชวิธีที่เหมาะสมตองพิจารณาจากหลายปจจัย เชน พ้ืนที่บาํบดั สมบตัิของสารที่ตองการ

บําบัด คาใชจาย เปนตน และเมื่อเปรียบเทียบวิธีการบาํบดัโดยวิธีทางกายภาพ  เคมี และวิธีทาง

ชีวภาพ  จะเหน็ไดวากระบวนการบาํบดัดวยวิธีทางชีวภาพมีขอดีหลายประการ เชน สามารถ
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ประยุกตใชในพื้นที่มีความเปนกรด-เบสในชวงกวาง หรือแมกระทั่งพ้ืนที่ที่มีความเค็ม สามารถ

เลือกบําบดัสารไดตามโครงสราง อัตราการเกิดปฏิกิริยาสูง ไมเกิดสารตกคางและปฏิกิริยาที่

เกิดขึ้นงายตอการควบคุม เปนวิธีการที่สามารถนําไปบําบัดบริเวณพ้ืนที่ปนเปอนได (in situ 

application) ไมเกิดกากสารพิษที่ตองนําไปบาํบดัตอ เปนวิธีการที่ถูกตองตามมาตรฐาน

ส่ิงแวดลอมและไมเกิดอนัตรายตอผูปฏิบตัิงานและผูอยูอาศัยในบริเวณใกลเคียง (Aitken, 1993; 

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

การบําบัดทางชีวภาพดวยรา   

 

ราเปนสิ่งมีชีวิตที่มีบทบาทสาํคัญในกระบวนการยอยสลายสารอินทรียในธรรมชาติ

เนื่องจากสามารถทนความเขมขนของมลพิษที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมไดดีกวาแบคทีเรีย และยัง

สามารถทนตอภาวะทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญไดดีกวา เชน ในที่มีอาหารจํากัด อุณหภูมิสูง ความ

เปนกรด-เบสสูง ปริมาณคารบอนไดออกไซดสูง ในดนิทีม่ีความเค็ม เปนตน จึงมีผูสนใจศกึษา

ความสามารถของราในกระบวนการบําบดัสารพิษ ซึ่งพบวามีราหลายชนิดที่มีศักยภาพในการยอย

สลายสารพิษชนิดตางๆ ไดด ี(Evans และ Hedger, 2001)  ดังตัวอยางที่แสดงไวในตารางที่ 2.2  

 
 
ตารางที่ 2.2   ตัวอยางราทีส่ามารถยอย 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 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย PAH ได (ดดัแปลงจาก Cerniglia, 1997; 
Zhang, 2006)  

 
PAH     ชนิดเชื้อรา 

 
อะซีแนพธีน          Cunninghamella elegans  

Trametes versicolor 
 
ฟแนนทรีน          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 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย 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 (ตอ)   ตัวอยางราที่สามารถยอย 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 

 

จากการศึกษาความสามารถของราหลายชนิดพบวาราในกลุมไวทรอท (white rot fungi) 

ซึ่งเปนราในคลาส Basidiomycetes ที่เจริญบนไมแลวสามารถเปลี่ยนสีเนื้อไมใหเปนสีขาวได และ

มีการรายงานวารากลุมนี้มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไมซึ่งมีโครงสรางซับซอน โดยสราง

เอนไซมที่หล่ังออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) เพ่ือสลายโครงสรางหลักของเนื้อไมกอน

นําเอาเซลลโูลสหรือเฮมิเซลลูโลสมาใชในการเจริญ (Steffen และคณะ, 2003) เม่ือพิจารณา

โครงสรางหลักของเนื้อไมจะเห็นวามีสวนประกอบหลักคือลิกนิน โดยมีมากถึง 20-30%  ลิกนิน

เปนสารประกอบที่มีโครงสรางเปนโมโนเมอรลักษณะวงแหวนเชื่อมตอกันหลายๆวงจนเปน

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

Odier, 1987; Tien และ Kirk, 1988) 
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รูปที่  2.3 โครงสรางของลิกนิน (ก) และ เปรียบเทียบหนวยยอยของลิกนินกับโครงสรางของ  

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

ก 

ข 

หมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 

วงแหวนแอโรแมติก 
(ฟนิล) 

หมูแอลกอฮอลิก 

ไฮดรอกซิล 

หมูเมธอกซิล 

โครงสรางแบบ        

ไดเบนโซไดออกโซซีน 

พันธะบีตา-โอ-4  อีเธอร 

พารา-คูเมริล  
แอลกอฮอล 

โคนิเฟอริล  
แอลกอฮอล 

ไซนาพิล  
แอลกอฮอล 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน ไบฟนิล 

ไครซีน แนพธาลีน อะซิแนพไธลีน 
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 เม่ือพิจารณาจากรูป 2.3ก จะเห็นไดวาโครงสรางของลิกนินประกอบดวยอนุพันธของวง

แหวนเชื่อมตอกันจนเปนโมเลกุลขนาดใหญ และในรูป 2.3ข  จะเห็นไดวาหนวยยอยของลิกนินทั้ง 

3 ชนิด ไดแก โคนิเฟอริล แอลกอฮอล  ไซนาพิล แอลกอฮอล และพารา-คูเมริลแอลกอฮอล  มี
ลักษณะเปนวงเบนซีน คลายกับโครงสรางของ PAH  ดังนั้นจึงมีการนําเอนไซมที่สรางจากรากลุม

ไวทรอทมาศึกษาความสามารถในการสลายสารที่มีโครงสรางแบบวงแหวนคลายกับลิกนิน เชน 

สารในกลุม PAH (Field และคณะ, 1992; Bogan และ Lamar, 1996; Rabinovich และคณะ, 

2004; Svobodova และคณะ, 2006)   
 มีรายงานหลายฉบับแสดงใหเห็นวาความสามารถของราไวทรอทในการเปลี่ยนสี

สังเคราะหมักเก่ียวของกับความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน เชน แลคเคส 

แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดส (Chivukula และคณะ, 1995; Heinfling 

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

คัดเลือกหาราที่มีความสามารถในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ligninolytic enzyme) 

เพ่ือประยุกตใชในการยอยสลาย PAH จึงเร่ิมจากการทดสอบความสามารถของราในการฟอกสี

หรือการเปลี่ยนสีพอลิแอนทราควิโนน เชน poly R-478   poly B-411  rhemazol brilliant blue 

R (RBBR) หรือการเปลี่ยนสียอม (polymeric dyes) ชนิดตางๆ เชน azure-B หรือ phenol red 

เปนตน หรือการเปลี่ยนสีสารสังเคราะหชนิดตางๆ เชน 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- เมธอลซิลฟนอล มีสูตรทางเคม ีC7H8O2 เปนสารสังเคราะหที่มีหมู   

ฟนอลเปนองคประกอบ (synthetic phenolic reagents) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ปจจบุันไดมีการนํา 

ไกวเอคอล มาใชเปนอินดิเคเตอรสําหรับคดัแยกราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมแลคเคส  

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

คณะ, 2000; Kiiskinen และคณะ, 2004) 

 
 

 
     รูปที่ 2.4   โครงสรางของไกวเอคอล 
 
 
 Kiiskinen และคณะ (2004)  ไดศึกษาการใชสีทดสอบชนิดตางๆ เปนอินดิเคเตอรในการ

คัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตแลคเคส โดยนําราที่ผลติแลคเคสได 24 สายพันธุ 
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มาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบจาํนวน 4 ชนิด ไดแกไกวเอคอลโดยสังเกตการ

เปลี่ยนสีจากไมมีสีเปนสีแดงน้ําตาล (reddish-brown halo)  RBBR และ poly R-478 สังเกตจาก

การเปลี่ยนฟอกสีจากสีชมพูเปนไมมีสี (colourless halo) และสําหรับแทนนิน สังเกตจากการ

เปลี่ยนสีจากน้าํตาลออนเปนสีน้ําตาลเขม พบวา การทดสอบโดยใช RBBR  Poly R-478  และ

ไกวเอคอลใหผลการทดสอบที่ใกลเคียงกนั มีความแตกตางกันเพียง 1 สายพันธุ จากผลการ

ทดลองดังกลาวผูวิจัยเสนอแนะวาการใช RBBR   Poly R-478 และไกวเอคอลในการตรวจสอบ

และคัดแยกจลิุนทรียที่สรางแลคเคส เปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และเช่ือถือได  
 
 Bergmeyer (1974)   อธิบายปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในการเปลี่ยนสีของไกวเอคอล  ดังนี้  

 

 

4 Guaiacol + 4H2O2                                                              Tetraguaiacol + 8H2O 

          ไมมีสี              สีแดงน้ําตาล 
  

 เม่ือไกวเอคอล ถูกออกซิไดสโดยแลคเคสในภาวะที่มไีฮโดรเจนเพอรออกไซดรวมดวย 

ไกวเอคอลซึ่งไมมีสีจะถูกเปลี่ยนเปน tetraguaiacol ซึ่งมีสีแดงน้าํตาล นอกจากแลคเคสที่ให

ผลบวกกับไกวเอคอลแลว บางครั้งยังพบวามีเอนไซมในกลุมเพอรออกซิเดส เชน ลิกนินเพอร

ออกซิเดสสามารถออกซิไดสไกวเอคอลในภาวะที่มีเวอราทริลแอลกอฮอลเปนเมดิเอเตอรได

เชนกัน (Koduri และ Tien, 1995) 

 Phenol Red หรือ phenolsulfonphthalein (PS) มีสูตรทางเคมี C19H14O5S มักถูกใช

เปน pH indicator เม่ือโมเลกุลของ phenol red ซึ่งมีสีสมแดงสูญเสียโปรตอนทาํใหอยูในรูปของ 

phenol red ที่มีประจุลบซึ่งมีสีเหลืองและหากเกิดการสูญเสียโปรตอนอีกคร้ังจะทําใหเกิดเปนสี

แดง ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้สามารถนํามาใชในการตรวจสอบเอนไซมทีม่ีเรงปฏิกิริยารับสง

อิเล็กตรอน  สูตรโครงสรางของ phenol red ดังแสดงในรูปที่ 2.5 

 
      

 
รูปที่ 2.5   โครงสรางของ phenol red 

แลคเคส 

สีเหลือง 
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 Azure B  เปนสารสังเคราะหสีน้ําเงินเขมอยูในกลุมสีอะโซ โมเลกุลประกอบดวยวงเบน

ซีน 3 วงเชื่อมตอกันดังแสดงในรูปที่ 2.6 โดยปกตแิลวสีกลุมนี้จะไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรียใน

ภาวะแบบใชอากาศ (aerobic condition) แตมักถูกยอยสลายในภาวะที่ไมมีอากาศ (anaerobic 

condition) แตผลิตภัณฑทีไ่ดจะมีความเปนพิษและอาจมีความสามารถในการกอมะเร็ง 

(Michaels และ Lewis, 1985, 1986) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่พันธะอะโซ ซึ่งจะถูกริดิวซแลวเปลี่ยน

โครงสรางไปเปนแอโรแมตกิเอมีน เกิดเปนสารประกอบไมมีสีหรือโดยทั่วไปเรียกวาเกิดการฟอก

สี (Michaels และ Lewis, 1986) มีรายงานวารากลุมไวทรอทบางสายพันธุที่ผลติเอนไซมกลุม

ยอยสลายลิกนินที่มีแอคติวติีสูงเทานัน้ จงึสามารถยอยสลายสีอะโซในภาวะแบบใชอากาศได เชน 

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

(Espindola และคณะ, 2007) หรืออาจตองอาศัยการทาํงานของราไวทรอท 2 สายพันธุรวมกัน 

เชน Trametes villosa กับ Pycnoporus sanguineus (Machado และคณะ, 2006) เอนไซมที่

เก่ียวของกับการฟอกสี สีอะโซของรากลุมไวทรอทแตละสายพันธุ จะแตกตางกันไป โดยสวนใหญ

มักเกิดจากการทํางานของลิกนินเพอรออกซิเดส เชน P. chrysosporium  แตสําหรับราที่ไมสราง

ลิกนินเพอรออกซิเดส เชน P. sajorcaju  พบวาการสลายสีอะโซเกดิขึ้นโดยแลคเคส (Chagasa 

และ Durrant, 2001) หรือบางครั้งอาจพบวาการสลายสอีะโซของราไวทรอทเกิดจากแมงกานีส

เพอรออกซิเดส เชน Irpex lacteus (Susla และ Svobodova, 2008) หรือใน  P. chrysosporium 

บางสายพนัธุ (Chagasa และ Durrant, 2001) 

 
        รูปที่ 2.6   โครงสรางของ azure B 
 

 มีรายงานวิจัยที่เก่ียวของกับการคัดแยกราที่สามารถสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

โดยอาศัยการเปลี่ยนสีของสารทดสอบ เชน Okino และคณะ (2000)  ไดคัดแยกราในกลุม 

basidiomycetes ที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ligninilytic 

enzyme) จํานวน 116 สายพนัธุ โดยพิจารณาความสามารถในการออกซิไดส RBBR และ ไกวเอ

คอล พบวาราที่สามารถออกซิไดส RBBR และไกวเอคอล มีจํานวน 96.6% และ 87.1% 

ตามลาํดบั และเมื่อนําราเหลานี้มาตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซม พบวาสามารถผลติ

แลคเคส 96.6% และเพอรออกซิเดส 92.2% ตามลําดับ และไดสรุปวาวิธีการคดัเลือกราโดย

พิจารณาความสามารถในการออกซิไดส RBBR และไกวเอคอล เปนวิธีการคดัเลอืกราท่ีสามารถ

สรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดอยางรวดเร็ว  
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 Koker และคณะ (2000)  ไดคดัแยกรากลุมไวทรอทและศึกษาความสามารถในการผลิต

เอนไซมชนดิตางๆ  ตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินเบื้องตน

โดยใช Poly R-478 จากนัน้นําสายพันธุที่ใหผลบวกกบั Poly R-478 มาตรวจสอบความสามารถ

ในการสรางแลคเคส ลิกนนิเพอรออกซิเดสและแมงกานสีเพอรออกซิเดส โดยสังเกตการเปลี่ยนสี

ของไกวเอคอล azure-B และ phenol red ตามลาํดบั นอกจากนี้ยังไดมีการตรวจสอบหาการผลติ 

เซลลูเลส ไทซเิดส ไซลาเนส และเพอรออกซิเดส  จากการคัดเลือกราดวยวิธีการที่กลาวมาทําให

ไดราหลายสายพันธุที่มีความสามารถสูงในการประยุกตใชในกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ 

 

 ราที่สรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน สามารถแบงออกได 3 กลุม ตามความสามารถในการ

สรางเอนไซมดังนี ้(Hatakka, 2001)  
 
 กลุมที่ 1 สามารถสรางเอนไซม ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีสเพอรออกซิเดส  

   และแลคเคส  

 กลุมที่ 2 สามารถสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส และแลคเคส  

 กลุมที่ 3 สามารถสรางเอนไซม แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคสซึ่งเปนกลุมที่พบ

   มากที่สุด (Hatakka, 2001)  
 ยกเวน P. chrysosporium ที่มีรายงานวาสามารถสรางเอนไซม ลิกนนิเพอรออกซิเดส
และแมงกานีสเพอรออกซิเดสแตไมสามารถสรางแลคเคส (Farrell และคณะ, 1989; Stewart 

และ Cullen, 1999)  
 
 จากขอมูลที่กลาวมา  จะเหน็ไดวาราไวทรอทผลิตเอนไซมที่เก่ียวของในการสลายลิกนินที่

สําคัญคือ แลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนนิเพอรออกซิเดส เอนไซมเหลานี้นอกจาก

สามารยอยลิกนินที่มีโครงสรางซับซอนแลวมีสามารถยอยสลายหรือทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงของ

สารชนิดอื่นๆ ที่มีโครงสรางทั้งแบบเสนตรงและโครงสรางแบบวงแหวนไดอีก เชน สียอม        

ไบโอฟลม PAH  หรือสามารถนํามาประยุกตใชในกระบวนการบําบดัน้าํทิ้งจากอตุสาหกรรมฟอก

เย่ือกระดาษ (Wu และคณะ, 2005) โดยเอนไซมทั้ง 3 ชนิดสามารถออกซิไดสสารประกอบ
กลุมฟนอลิก (phenolic compound) ใหเปนอนุมูลฟนอกซี ในขณะทีส่ารกลุมที่ไมใชฟนอลิกจะ

ถูกออกซิไดสเปนอนุมูลแคทไอออน (Srinivasan และคณะ, 1995) เนื่องจากเอนไซมกลุมนี้มีกลไก

พิเศษคือเรงปฏิกิริยาการออกซิเดชันของอิเล็กตรอนอิสระ จากนั้นอิเล็กตรอนอิสระเกิด

ออกซิเดชันตอกับสารที่มารบัอิเล็กตรอน ทําใหเกิดการออกซิไดสสารแบบไมจาํเพาะเจาะจง 
(Reddy และ Mathew, 2001; Law และคณะ, 2003; Pointing, 2001) จึงเปนที่นาสนใจศึกษา

สมบัติและการทํางานของเอนไซมแตละชนิด  
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 แลคเคส 
 
 แลคเคส (Bezenediol: oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2) หรือ blue-copper 

oxidase เนื่องจากประกอบดวยอะตอมของคอปเปอรบริเวณเรงปฏิกิริยาจํานวน 4 อะตอม     

แลคเคสเปนเอนไซมที่พบมากในราไวทรอทและมีหลายไอโซฟอรม (Hatakka, 2001) สามารถ

ออกซิไดสสารประกอบที่มีหมูฟนอลิกเปนองคประกอบและยังสามารถออกซิไดสสารประกอบที่ไม

มีหมูฟนอลิกเปนองคประกอบที่มีคาไอออนไนเซชันโพเทนเชียนต่ําไดดวยเชนกัน (Mester และ 

Tien, 2000; Reddy และ Mathew, 2001; Aust และคณะ, 2003) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเปน

กระบวนการขนสงอิเล็กตรอน (รูปที่ 2.7) ทําใหสารเกดิการเปลี่ยนโครงสรางของหมูฟนอลไป

เปนควินนี  ในการยอยสลายลิกนินนั้นแลคเคสจะออกซไิดสวงแหวนเบนซนีบริเวณตําแหนง     

Cα-Cβ ของสายยอย (สายขาง) เปนอันดับแรก หรืออาจออกซิไดสพันธะที่เช่ือมระหวางหมู แอลคิล-

ฟนิล และสามารถเรงปฏิกิริยาดีเมธอกซิเลชันทําใหโครงสรางของลิกนินมีขนาดเลก็ลง ซึ่งเปน

จุดเริ่มตนของกระบวนการสลายลิกนิน (Kawai และคณะ, 1988; Mayer และ Staples, 2002; 

Gianna และคณะ, 2003; Hamman, 2004)  
 
 กระบวนการทาํงานของแลคเคสตองอาศัยสารที่ชวยในการขนสงอิเล็กตรอนที่เรียกวา 

เมดิเอเตอรทําใหแลคเคสมคีวามสามารถในการเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันในสารอินทรียไดหลาย

ชนิด สารที่ใชเปนซับสเตรทในการตรวจสอบแอคติวิตีของแลคเคส ไดแก syringaldehyde  HBT 

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

 
 

 

รูปที่ 2.7  กลไกการออกซิเดชันโดยแลคเคส (ดดัแปลงจาก Wells และคณะ, 2006) 
 
 Wells และคณะ (2006) ไดศึกษาการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแลคเคสในภาวะที่มี 

เมดิเอเตอร พบวาแลคเคสประกอบดวยอะตอมของคอปเปอรบริเวณเรงปฏิกิริยา จํานวน 4 

อะตอม  แลคเคสจะออกซิไดสสารประกอบที่มีอิเล็กตรอนสูง (electron-rich compounds) เชน 

สารที่มีหมูฟนอลเปนองคประกอบ อยางไรก็ตามคารีดอกซโพเทนเชียล (รีดอกซ potential) ของ

แลคเคสไมสูงพอท่ีจะสลายพันธะ C-C ที่อยูในรูปพันธะอะลิฟาติกได ตองอาศัยเมดิเอเตอรที่มีคา

รีดอกซสูงชวยในการทาํปฏิกริิยาจึงจะสามารถสลายพันธะ C-C ที่อยูในรูปพันธะอะลิฟาติกได 

เมดิเอเตอรที่พบไดในธรรมชาติ เชน ไฮโดรเจนเพอรออกไซดซึ่งจะทําหนาทีด่ึงอิเล็กตรอนออก

จากซับสเตรท เชน ABTS, PAH หนวยยอยของลิกนินหรือสารอินทรียอื่นๆ จากนัน้จะสง   

อิเล็กตรอนตอไปยังโมเลกลุคอปเปอรของแลคเคส ซึง่จะไปรีดิวซไดออกซิเจนและไดผลิตภัณฑ

4 Cu+ 

4 Cu++ ABTS H2O2

ABTS- 

H2O 
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สุดทายเปนน้ํา ดังแสดงในรปูที่ 2.7  การเกิดปฏิกิริยาเอนไซมออกซไิดสเมดิเอเตอรแตกตางจาก

เอนไซมออกซไิดสสับสเตรต เนื่องจากเมดเิอเตอรที่อยูในภาวะรีดิวซ ยังสามารถกลับมาหมุนเวียน

ในกระบวนการเรงปฏิกิริยาไดอีก ความสามารถในการรับสงอิเล็กตรอนของแลคเคสจะเปลี่ยนไป

เม่ือคาความเปนกรด-เบสเปลี่ยนแปลง โดยปกตแิลคเคสทํางานไดทีใ่นภาวะที่เปนกรดและไมม ี
chelating agent แลคเคสพบไดในราหลายสายพันธุ เชน 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)  
 
 แลคเคสจากทีส่รางจากราแบงออกเปน 2 กลุม คือแลคเคสจากราคลาส Basidiomycetes 

และแลคเคสจากราคลาส Ascomycetes ซึง่มีลําดับกรดอะมิโนที่แตกตางกันและขอมูลการจัดกลุม
โดยแผนภูมิตนไมพบวามีความแตกตางกัน (Hoegger และคณะ, 2006) ลําดบันิวคลีโอไทดของ

ยีนแลคเคสในรามีความเหมอืนกันคอนขางต่ํา ยกเวนบริเวณเรงปฏิกิริยาที่มีคอปเปอรเปน

องคประกอบซึ่งเปนบริเวณที่มีการอนุรักษไวสูง (Salony และคณะ, 2008)  รายงานของ 

Karahanian และคณะ (1998) พบวายีนแลคเคสของราไวทรอท Ceriporiopsis subvermispora 

ประกอบดวย open reading frame (ORF) จํานวน 2215 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่

ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 419 หมู มีอินทรอน 11 ตําแหนง ลําดับกรดอะมิโนมีความ
เหมือน 63-68% กับแลคเคสของราคลาส Basidiomycetes บริเวณเรงปฏิกิริยาประกอบดวย   

คอปเปอรอยูตรงกลางและมีฮิสตดิีน 10 หมู และซิสเตอีน 1 หมูลอมรอบ เชนเดียวกับราในคลาส 

Basidiomycetes สายพันธุอืน่ๆ Chen และคณะ (2004) พบวาลําดบันวิคลีโอไทดของยีนแลคเคส

จาก cDNA ของ Volvariella volvacea มี ORF จํานวน 1557 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่

ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 519 โมเลกุล สําหรับยนีแลคเคสของ Pleurotus ostreatus  
ประกอบดวย 2929 คูเบสและมีอินทรอน 19 ตําแหนง และเมื่อตรวจสอบแลคเคสจาก cDNA 

พบวาม ีORF จํานวน 1599 คูเบส ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนจํานวน 533 

โมเลกุล (Okamoto และคณะ, 2003) 
 
 แมงกานีสเพอรออกซิเดส 
 
 แมงกานีสเพอรออกซิเดส  (EC 1.11.1.13) โครงสรางประกอบดวยเฟอรริก ฮีม (ferric 

heme) พบไดในราไวทรอทหลายสายพันธุเชนเดียวกับแลคเคส (Hatakka, 2001) แตแมงกานีส

เพอรออกซิเดสสามารถออกซิไดสสารอินทรียชนิด nonphenolics ที่มีคาไอออนไนเซชันโพเทน

เชียนสูงได ในขณะที่แลคเคสไมสามารถออกซิไดสได (Cullen, 2002) 
 
  MnP + H202    MnPI  + H20 
 
  MnPI + Mn2+   MnPII  + Mn3+ 
 
  MnPII + Mn2+    MnP  + Mn3+ + H20 

 

 รูปที่ 2.8   ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส 
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 ปฏิกิริยาการออกซิเดชันสารประกอบที่มีโครงสรางเปนวงเบนซีนโดยแมงกานีสเพอรออก

ซิเดส (MnP) เกิดขึ้นโดยอาศัยอิออนของแมงกานีสอิสระชวยในการรับสงอิเล็กตรอน (เมดิเอ

เตอร) และตองการไฮโดรเจนเพอรออกไซดและแมงกานีสอิสระ(Mn2+) ซึ่งไดมาจากกรดอินทรียที่

เกิดขึ้นในธรรมชาติ เชน ออกซาเลตหรือมาโลเนต ชวยในการทําปฏิกริิยา (Mester และ Tien, 

2000) รูปที่ 2.7 และ 2.8 อธิบายปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เร่ิมตนโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดสในภาวะ

ปกติถูกออกซไิดสโดยไฮโดรเจนเพอรออกไซด ทําใหอยูในรูป two-electron oxidized ferric 

enzyme หรือเรียกวา MnP compound I ซึ่งถูกออกซิไดสดวย 2 อิเล็กตรอน การที่จะกลับเขาสู

สถานะเดิมไดตองปลอยอิเล็กตรอนจํานวน 2 อิเล็กตรอนออกจาก oxidized ferric enzyme โดย

สงอิเล็กตรอนใหกับแมงกานีสอิสระ Mn2+
ครั้งละ 1 อิเล็กตรอน หลังจากใหอิเล็กตรอนแลว MnP 

compound I จะเปลี่ยนไปอยูในรูปของ MnP compound II ซึ่งถูกออกซิไดสดวย 1 อิเล็กตรอน   

เม่ือแมงกานีสอิสระ Mn2+
 ไดรับอิเล็กตรอนจะเปลี่ยนสภาพเปน Mn3+

 ซึ่งอยูในสภาพออกไซด 

จากนั้น Mn3+
 จะสงอิเล็กตรอนใหกับสารอื่น เชน หมูฟนอล ทําใหสารนั้นเกิดการออกซิไดสใน

ที่สุด (Cullen, 2002) สําหรับ MnP compound II จะใหอิเล็กตรอนกับ Mn2+
 โมเลกุลใหมและ

กลับไปอยูภาวะปกติ สําหรับ Mn3+ ที่เกิดขึ้นมีความสามารถในการออกซิไดสสารอินทรียที่มี

ฟนอลเปนองคประกอบ เชน ลิกนนิ PAH กรดคารบอกซิลิก ไธออลหรือกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว  

(Steffen และคณะ, 2003) ปฏิกิริยาออกซิเดชันนี้เกิดขึ้นบริเวณพันธะของวงแหวนอะโรแมติกที่

เช่ือมกับ Cα (Wariishi และคณะ, 1991; Tuor และคณะ, 1992) แตไมสามารถออกซิไดสหนวย

ยอยที่ไมมีหมูฟนอลิกหรือสารอินทรียที่มีคารีดอกซโพเทนเชียน มากกวา 1.12 V/SCE ได   

เอนไซมนี้ทาํงานไดดีในภาวะที่เปนกรดเชนเดียวกับแลคเคส (Matsubara และคณะ, 1996)   
 

 
 
รูปที่ 2.9  การเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Steffen และคณะ, 2003) 
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 ในการวดัแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสดวย 2,6-ไดเมธอกซลิฟนอล (2,6-DMP) 

ในภาวะที่มีมาโลเนตบัฟเฟอรและไฮโดรเจนเพอรออกไซด ปฏิกิริยาการออกซิไดส 2,6-DMP ที่

เกิดขึ้นคลายกบัการออกซไิดสลิกนินและ PAH โดย 2,6-DMP จํานวน 2 โมเลกุลจะถูกออกซิไดส

ดวย Mn3+
 ที่รับอิเล็กตรอนมาจาก MnP ที่ถูกออกซิไดสโดยไฮโดรเจนเพอรออกไซด จากนั้น 

2,6-DMP ที่ถูกออกซิไดสจํานวน 2 โมเลกลุจะสรางพันธะเชื่อมกันเกิดเปนไดเมอร เม่ือไดเมอรนี้

ถูกออกซิไดสอีกคร้ังดวย Mn3+
 ทําใหกลายเปนควโินนไดเมอรในทีสุ่ด (Wariishi และคณะ, 

1992) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ดงัแสดงในรูปที ่2.10  

 
 

รูปที ่ 2.10 ปฏิกิริยาการสลาย 2,6 DMP โดยแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

          (Wariishi และคณะ, 1992) 
 

 แมงกานีสเพอรออกซิเดสพบไดในราหลายสายพันธุเชน 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)   

 
 ลําดบักรดอะมิโนของแมงกานีสเพอรออกซิเดสของราในคลาส Basidiomycetes มีความ
แตกตางกันเชนเดียวกับยีนแลคเคส หรือแมกระทั่งในจนีัสเดียวกันยังมีความแตกตางกัน ดัง

รายงานของ Maijala และคณะ (2003) พบวาลําดบักรดอะมิโนของแมงกานีสเพอรออกซิเดสของ  

Heterobasidion  จํานวน 47 ไอโซเลตแตกตางกันถึง 131-132 ตําแหนง สําหรับแมงกานีสเพอร

ออกซิเดสจาก C. versicolor ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 1098 คูเบส และบริเวณเรงปฏิกิริยามี

อารจินีนและฮสีติดนีเปนสวนประกอบ (Iimura และคณะ, 2002) 
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 ลิกนินเพอรออกซิเดส  
  
 ลิกนินเพอรออกซิเดส  (EC 1.11.1.14) โครงสรางประกอบดวยเฟอรริกฮีม (heme-

containing peroxidases) เชนเดียวกับแมงกานีสเพอรออกซิเดส เอนไซมนี้พบครัง้แรกในการ

สลายพันธะระหวาง Cα –Cβ ในแบบจาํลองลิกนิน ดวย P. chrysosporium (Cullen, 2002)   

เอนไซมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันสารประกอบทีไ่มมีหมูฟนอลกิทําใหเกิดอนมุูลแคต

ไอออนซึ่งจะไปออกซิไดสสารอื่นๆ ตอไป (Conesa และคณะ, 2002; Martínez, 2002) ลิกนิน

เพอรออกซิเดสมีคาออกซิเดชันโพเทนเชียลที่สูงกวาเพอรออกซิเดสชนิดอื่น คือ -1.35V ในขณะที่

เพอรออกซิเดสชนิดอื่นมีคาออกซิเดชชันโพเทนเชียนประมาณ -0.8V จึงเปนตัวออกซิไดสทีด่ี 

(Guillen และ Evans, 1994; Aust, 1995)  ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชัน

ไดหลายตาํแหนง เชนบริเวณ Cα-Cβ บริเวณสายขางของลิกนิน เรงปฏิกิริยาของเบนซิล 

แอลกอฮอลไปเปนแอลดีไฮดหรือคโีตน ฟนอลออกซิเดชันเปดวงแหวนอะโรมาตกิและยังสามารถ

ออกซิไดสโครงสรางที่ไมไดเปนวงแหวน เชน พันธะระหวางคารบอนเชื่อมกับคารบอน (C-C) 

หรือพันธะที่เช่ือมระหวางคารบอนออกซิเจนคารบอน (C-O-C) (Tien และ Kirk, 1988; 

Hammel, 1995; Martinez และคณะ, 2005) การเรงปฏิกิริยาของลิกนินเพอรออกซิเดส คลายกบั

แมงกานีสเพอรออกซิเดส แตกตางกันตรงที่ลิกนินเพอรออกซิเดสจะใชเวราทริลแอลกอฮอลเปน

เมดิเอเตอร  สวนแมงกานสีเพอรออกซิเดสใชแมงกานสีอิสระ (Mn2+) เปนเมดิเอเตอร (Evans 

และ Hedger, 2001) 
 
 

  LiP + H202     LiPI  + H20 
 

  LiPI + Valc     Valc+• + LiPII 
 

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

 

รูปที่ 2.11   สมการออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยลิกนินเพอรออกซิเดส 

      (Schoemaker และ Piontek, 1996) 
 

   
 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของลิกนินเพอรออกซิเดสเกิดขึ้นโดยรูปเฟอริก (ferric form) ของ

เอนไซมที่อยูในภาวะ resting enzyme ถูกออกซิไดสโดยอิเล็กตรอนจํานวน 2 อิเล็กตรอนจาก

ไฮโดรเจนเพอร ออกไซด ปฏิกิริยานี้เกิดขึ้นบริเวณรูปเฟอริกของลิกนินเพอรออกซิเดส สงผลให
ลิกนินเพอรออกซิเดสอยูในภาวะออกซิไดสดวย 2 อิเล็กตรอน (two-electron oxidized ferric 

enzyme) เกิดเปน oxyferryl center และอนุมูลแคตไอออนพอไพริน (porphyrin cation 

radical) หรือเรียกวา LiP compound 1 (LiP1)   จากนัน้ LiP1 จะสงอิเล็กตรอนจํานวน 1 

อิเล็กตรอนใหกับสารที่มีคารีดักชันโพเทนเชียลที่เหมาะสม คือเวราทริลแอลกอฮอล หลังจากนั้น 

ลิกนินเพอรออกซิเดสที่อยูในภาวะออกซไิดส 1 อิเล็กตรอนหรือเรียกวา LiP compound 2 

(LiP2) จะสงอิเล็กตรอนตอใหกับเวราทริลแอลกอฮอลโมเลกุลใหม หรืออาจจะสงอิเล็กตรอน

ใหกับสารอนิทรียโดยตรง หลังจากนั้น LiP2 จะกลับไปสูภาวะ resting enzyme เชนเดิม โดยปกติ
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แลวคารีดักชันโพเทนเชียลของ LiP2 จะต่ํากวา LiP1 (Cullen, 2002)    สําหรับเวราทริล

แอลกอฮอล หลังจากไดรับอิเล็กตรอนจาก LiP1 ทําใหอยูในภาวะออกซิเดชันเปน Valc+• ซึ่งมี

ความสามารถสูงในการออกซิไดส Valc+• จะสงอิเล็กตรอนตอใหกับสารอินทรียทําใหสารที่ไดรับ

อิเล็กตรอนอยูในสถานะออกซิเดชัน หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง สารอินทรยีที่รับ

อิเล็กตรอนจาก Valc+•
 เชน Cα-Cβ บริเวณสายขางของลิกนิน (Cullen, 2002)  ปกติแลว      

เวอราทริลแอลกอฮอลจะถกูผลิตและหลัง่ออกมานอกเซลลโดยพบเปนเมแทบอไลตทุติยภูมิของ

ราหลายสายพนัธุที่สามารถผลิตลิกนนิเพอรออกซิเดสซึง่อาจจะถูกผลิตออกมาเพื่อปองกันลิกนิน

เพอรออกซิเดสเสียสภาพจากปริมาณไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มากเกินไป (Evans และ Hedger, 

2001) 
 
 ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันสารอินทรียหลายชนิดโดย

กระบวนการรบัสงอิเล็กตรอนผานเวราทริลแอลกอฮอล เม่ือลิกนินเพอรออกซิเดสรับอิเล็กตรอน

มาจากไฮโดรเจนเพอรออกไซด และเปลี่ยนสถานะไปอยูในภาวะออกซไิดส จากนั้นจะสง

อิเล็กตรอนผานเวราทริลแอลกอฮอล เม่ือเวราทริลแอลกอฮอลไดรับอิเล็กตรอนจะอยูในภาวะ

ออกซิไดสเปนอนุมูลที่มีความสามารถในการออกซิไดสสูง สามารถไปออกซิไดสสารอนิทรียทําให

สารอินทรียเปลี่ยนโครงสราง เชน ถูกดึงเอาหมูคารบอกซิลออก เปนตน หรือบางครั้งสารอินทรีย

บางชนดิอาจถกูรีดิวซมากอน จึงตองใชเอนไซมหรือสารที่มีคาออกซิเดชันโพเทนเชยีลสูงจึงจะ

สามารถออกซไิดสสารเหลานั้นได  กระบวนการเหลานีจ้ะนําไปสูการสลายอยางสมบูรณ 

(mineralize) คือไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซด ดังแสดงในรูปที่ 2.12  
 
 

 
 

รูปที่ 2.12  ปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดขึ้นโดยลิกนินเพอรออกซิเดส 

 (ที่มา   www.world-of-fungi.org/Mostly_Mycology/Lucy_Goodeve-  
             Docker_bioremediation_ website/whiterotfungi) 
 
 ลิกนินเพอรออกซิเดสพบไดในราหลายสายพันธุ เชน 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) ทํางานไดดีที่คาความเปนกรด-เบส
ต่ํามาก (ประมาณ 2.5) ในภาวะทีไ่มมี chelating agent เชนเดียวกับแมงกานีสเพอรออกซิเดส
และเสถียรในภาวะที่เปนกรด (Tien และ Kirk, 1988; Gold และ Alic, 1993)    แอคติวิตีของ
ลิกนินเพอรออกซิเดสสามารถตรวจสอบไดโดยการวัดคาการดดูกลืนแสงของผลิตภณัฑที่เกิดขึ้น 
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จากการออกซไิดสเวอราทรลิแอลกอฮอลซึ่งใชเปนซบัสเตรทไดผลิตภณัฑเปนเวราทรัลดีไฮด 

(veratraldehyde) ในภาวะทีม่ีไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Tien และ Kirk, 1988)    
 มีรายงานวาลิกนินเพอรออกซิเดสเปนไอโซไซม  ใน P. chrysosporium มีกลุมยีนที่

เก่ียวของกับการแสดงออกของลิกนินเพอรออกซิเดสอยางนอย 10 ยีนคือ lipA ถึง lipJ  และมี

กลไกการแสดงออกที่ซับซอน (Bogan และคณะ, 1996b) 
 

 จะเห็นไดวาการทํางานของแลคเคส ลิกนนิเพอรออกซิเดส และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

มีความสามารถในการออกซไิดสสารที่แตกตางกัน ดังสรุปในตารางที่ 2.3 อยางไรก็ตามการทํางาน

ของเอนไซมทั้ง 3 ชนิดตองอาศัยเมดิเอเตอร คือไฮโดรเจนเพอรออกไซดชวยในการทํางาน ในรา 

ไวทรอทมีเอนไซมที่ชวยในการผลิตและหลั่งไฮโดรเจนเพอรออกไซดออกมานอกเซลล (H202-

producing enzymes) หลายชนิด เชน ไกลออกซอลออกซิเดส (glyoxal oxidase) กลูโคสออกซิ

เดส  เวอราทริลแอลกอฮอลออกซิเดส หรือเมทานอลออกซิเดส (Lankinen, 2004)  

 
ตารางที่ 2.3  สรุปการทํางานของเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (ดัดแปลงจาก Lankinen, 2004) 
 

เอนไซม ชนิดของ โคแฟกเตอร เมดิเอเตอร ปฏิกิริยา

เอนไซม

LiP เพอรออก ไฮโดรเจน เวอราทริล วงแหวนแอโรแมติกถูกออกซิไดสเปนอนุมูล

ซิเดส เพอรออกไซด แอลกอฮอล แคตไอออนและสามารถยอยสลายหนวยยอย

ท่ีไมมีหมูฟนอลิก

MnP เพอรออก ไฮโดรเจน แมงกานีส Mn2+ ถูกออกซิไดสเปน Mn3+

ซิเดส เพอรออกไซด Mn2+ 
ไปออกซิไดสสารประกอบฟนอลิกใหเปน

อนุมูลฟนอกซิล

แลคเคส ฟนอล ออกซิเจน ไฮดรอกซิล ฟนอลถูกออกซิไดสไปเปนอนุมูลฟนอกซิลและ

ออกซิเดส เบนโซไทรอะโซน ออกซิไดสสารท่ีไมมีหมูฟนอลเมื่อเกิดปฏิกิริยา

หรือ ABTS รวมกับเมดิเอเตอรบางชนิด

 
 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานวาราไวทรอทสามารถผลิตแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และ

ลิกนินเพอรออกซิเดสไดดใีนภาวะที่มีสารอาหารจํากัดโดยเฉพาะไนโตรเจน โดยปริมาณคารบอน

ตอไนโตรเจนที่ชักนําใหสรางเอนไซมมีอัตราสวน 200:1 ถึง 1000:1 เชนเดียวอัตราสวนกับ

คารบอนตอไนโตรเจนที่พบในเนื้อไม (Swift, 1982; Leatham และคณะ, 1991; Aust และคณะ, 

2003; Mansur และคณะ, 2003) 
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 การใชรากลุมไวทรอทในการบําบัด PAH  
 
 จากที่ไดกลาวมาเบื้องตนวาราไวทรอทมีความสามารถในการผลติแลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดส และลิกนนิเพอรออกซิเดส ที่สามารถสลายสารที่มีโครงสรางลักษณะเปนวงเบนซนี 

จึงไดมีผูวิจัยศกึษาความสามารถของราไวทรอทในการสลาย PAH เชน 
 
 Tekere และคณะ (2007) ศึกษาความสามารของราไวทรอทที่ตรึงไวใน packed bed ใน

การยอยสลาย PAH พบวาราไวทรอทไอโซเลต DSPM95 ที่ตรึงไวใน pack bed ในถังหมัก 

สามารถยอยสลายฟลูออรีน, ฟแนนทรีน, แอนทราซีน, ไพรีนและ เบนโซ[เอ]แอนทราซีน ความ

เขมขน 1 มก.ตอลิตร ไดถึง 50-96% ในระยะเวลา 31 วัน และตรวจพบแอคติวิตีของแลคเคสและ

แมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลาย PAH และเมื่อเพ่ิมความเขมขนของกลูโคสใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด ไมสามารถทําใหการผลิตเอนไซมเพ่ิมข้ึน   
 
 Valentin และคณะ (2006) คัดแยกรากลุมไวทรอทที่มีความสามารถในการผลติเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินโดยทดสอบการเปลี่ยนสีกลุมแอนทราควิโนน เชน Poly R-487  เพ่ือ

ประยุกตใชในการยอยสลาย PAH  พบวา Bjerkandera adusta, Irpex lacteus และ Lentinus 
tigrinus มีความสามารถสงูในการยอย PAH ที่ปนเปอนในดินที่มคีวามเค็มและดนิที่ไมมีความ

เค็ม และพบวาความเค็มในระดับเทียบเทากับน้าํทะเลมผีลเล็กนอยตอการสรางเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินของ I. lacteus และ L. tigrinus ในขณะทีเ่อนไซมจาก B. adusta ถูกยับยั้งอยาง
สมบูรณที่ความเค็ม 32% และเช้ือทั้ง 3 สายพันธุ สามารถสลาย PAH ความเขมขน นอยกวา 10 

มก.ตอลิตรได 
 
   Villemain และคณะ (2006)  พบวา Absidia fusca  ที่แยกมาจากพืน้ที่ปนเปอนยาฆา

แมลง สามารถสลาย PAH ไดหลายชนิด A. fusca ที่แยกมาจากพื้นที่ปนเปอน สามารถในการ

สลายแอนทราซีนได 90% ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งมีความสามารถสูงกวา A. fusca ที่แยกมาจาก

พ้ืนที่ที่ไมมีการปนเปอน ซึ่งสามารถสลายไดเพียง 45% ภายในระยะเวลาเทากัน แตความสามารถ

ในการสลายฟลูออแรนทรีนของทั้ง 2 สายพันธุไมแตกตางกันมากนักคือ เช้ือที่แยกมาจากพืน้ที่

ปนเปอนสลายฟลูออแรนทรีนได 94% ในขณะที่เช้ือที่แยกมาจากพืน้ที่ไมปนเปอนสลายได 89% 

จึงอาจเปนไปไดวาเช้ือทั้ง 2 สายพันธุนี้มกีลไกในการสลาย PAH ที่แตกตางกัน 

 
 Clemente และคณะ (2001) คัดแยกราที่สรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินเพื่อใชในการ

ยอยสลาย PAH โดยเติม PAH ที่ตองการทดสอบลงไปในวันแรกหรือวันที่ 3 ของการทดสอบ 

จากนั้นคัดเลือกราโดยพิจารณาจากความสามารถในการสลาย PAH ไดเร็วและการสรางเอนไซม

ยอยสลายลิกนิน พบวาราไอโซเลต 984 สามารถยอยสลายแนพธาลนีไดสูงที่สุดคอื 69% และ

พบวามีการผลิตแมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลายแนพธาลีน รองลงมาคือสายพนัธุ 

870 ยอยแนพธาลีนได 17% ซึ่งมีการผลิตลิกนินเพอรออกซิเดสและแลคเคสในระหวางการสลาย

แนพธาลีน ราไอโซเลต 870 มีความสามารถในการสลายฟแนนทรีนมากท่ีสุดคือ 12% และพบวา
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มีการผลิตแมงกานีสเพอรออกซิเดสและแลคเคส สําหรับราที่มีความสามารถในการสลาย        

แอนทราซีนไดดีที่สุดถึง 65% คือราไอโซเลต 710 จะเห็นไดวาเช้ือทุกสายพันธุมีการผลิตเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินเพื่อใชในการยอยสลาย PAH 
 
 Han และคณะ (2004) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Trametes versicolor 
951022 พบวาไวทรอทสายพันธุนี้สามารถสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ได 46% 

ในภาวะการเลี้ยงเชื้อแบบเขยาในอาหารเลีย้งเชื้อที่มีคาความเปนกรด-เบส 6 และเพาะเล้ียงที่

อุณหภูม ิ30๐
ซ  ความเขมขนของฟแนนทรีนมีผลตอความสามารถในการยอยของ T. versicolor   

โดยเชื้อสามารถยอยฟแนนทรีนความเขมขน 10 มก.ตอลิตรไดดีที่สุดโดยฟแนนทรีนลดลง 76.7%   

และมีอัตราการยอยสูงสุด 0.82 มก.ตอช่ัวโมงเมื่อใชฟแนนทรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เม่ือนํา

แลคเคสที่ผลติจาก T. versicolor 951022 มาทาํใหบริสุทธิ์มาใชในการสลายฟแนนทรีน พบวา

แลคเคสบริสุทธิ์ไมสามารถสลายฟแนนทรีนได แตเม่ือเติม ABTS หรือ  1-ไฮดรอกซีเบนโซ

ไทรอะโซล (HBT) ลงในหลอดปฏิกิริยา พบวาแลคเคสบริสุทธิ์สามารถยอยสลายฟแนนทรีนได 

40% และ 30% ตามลําดบั 
 
 Steffen และคณะ (2003) พบวา S. coronilla สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนที่อยูใน

อาหารเหลว basal medium ใหผลติภัณฑสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดไดอยางสมบูรณ 

(mineralized) การเติมแมงกานีสความเขมขน 200 ไมโครโมลาร ลงใน basal medium สามารถ

ชักนําใหเกิดการยอยและการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralized) เบนโซ[เอ]ไพรีนสูงกวาใน 

basal medium สูตรปกติถงึ 4 และ 12 เทาตามลําดับ และยังมีผลทําใหเช้ือผลิตแมงกานีสเพอร

ออกซิเดสเพิ่มข้ึนดวย  สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดย S. coronilla 

คือ เบนโซ[เอ]ไพรีน-1,6-ควิโนน ซึ่งเกิดขึน้ในชวงแรกของการยอยสลายและหายไปเมื่อระยะเวลา

การยอยเพิ่มข้ึน เม่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนของเอนไซมหยาบ 

จาก S. coronilla และแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ พบวามีความสามารถใน

การยอยเบนโซ[เอ]ไพรีนที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตรได โดยตองเติม Tween 80 เพ่ือชวยใน

การยอยสลาย  นอกจากนีผู้วิจัยยังไดทดลองใชแมงกานสีเพอรออกซิเดส จาก S. coronilla  ที่

ผานการทําใหบริสุทธิ์ในการสลาย PAH แบบผสม16 ชนิด (ตามรายการที่ US-EPA กําหนดใหมี

การติดตามอยางใกลชิด) ความเขมขน PAH รวม 320 มก.ตอลิตรและเติม Tween 80 ลงใน

หลอดปฏิกิริยา พบวาความเขมขนของ PAH แตละชนดิลดลง 10-100% 
 
 Garon และคณะ (2004) แยกราไวทรอท 47 สายพันธุ จากพื้นที่ปนเปอนฟลูออรีนและ 

พบวา Absidia cylindrospora มีความสามารถในการสลายฟลูออรีนมากที่สุดและมี
ประสิทธิภาพในการยอยมากกวา A. cylindrospora ที่แยกมาจากพื้นที่ที่ไมมีการปนเปอน 

จากนั้นไดศึกษาผลของการเติมมอลโทซิล-ไซโคลเดกซทริน ซึ่งเปนไซโคลเดกซทรินชนิดที่มีกิ่ง

กานเพื่อเรงกระบวนการสลายฟลูออรีนโดย A. cylindrospora ในดนิสเลอรี พบวาฟลูออรีนถูก
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ยอย 90% ใน 288 ชั่วโมง ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการเติม A. cylindrospora และมอลโทซิล-

ไซโคลเดกซทรินใชเวลา 576 ชั่วโมง  
 
 Mollea และคณะ (2005) เปรียบเทียบความสามารถของรา 2 สายพันธุในการยอยสลาย

แนพธาลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตรที่ปนเปอนในดิน ราที่ใชในการทดสอบไดแก                
P. chrysosporium ซึ่งมีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินกับ                      

T. harzianum ที่คัดแยกมาจากดินปนเปอน PAH แตเปนราที่ไมมคีวามสามารถในการสราง

เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (non-ligninolytic fungi) ผลการทดลองพบวา  T. harzianum ไม

สามารถยอยสลายแนพธาลนีในขณะที ่P. chrysosporium ยอยสลายไดอยางรวดเร็วในภาวะที่มี

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

PAH ที่ปนเปอนในดินโดยใชสารลดแรงตงึผิวเพื่อชวยเพ่ิมประสิทธิภาพ โดยเติม PAH ชนิด

ตางๆลงในตัวอยางดิน จากนั้นบมไวนาน 11 เดือน  PAH ที่ใชในการทดลองมีทั้งชนิดที่มีน้าํหนัก

โมเลกุลสูง ไดแก อะซิแนพธนี ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน และไพรีน สําหรับPAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุต่ําไดแก ไครซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน เบนโซ[เอ,เอช,

ไอ]ไพริรีน หลังจาก 11 เดอืนพบวาม ีPAH ชนิดที่มีน้าํหนักโมเลกุลสูงเหลืออยูในดิน 86% 

ในขณะที่ PAH ชนิดที่มีน้าํหนักโมเลกุลต่าํเหลือเพียง 19% จากนั้นนาํตัวอยางดินทีป่นเปอน 

PAH บําบัดโดยวิธีการ soil washing ในถังหมักที่มีการเติม  P. chrysosporium และสารลดแรง

ติงผิว พบวา PAH ลดลงกวา 90% เม่ือทดสอบการยอยแบบ batch operation และลดลง 76% 

เม่ือทดสอบดวยระบบตอเนือ่ง  
 
 Sasek และคณะ(2003) ศึกษาการบําบัดดินปนเปอนคราบน้าํมันโดยใชราไวทรอท 2 สาย

พันธุ คือ Irpex lacteus และ/หรือ P. ostreatus รวมกับ Pseudomonas putida ภายหลังการ
บําบัด 10 สัปดาหพบวาปรมิาณฟแนนทรีน แอนทราซนี ฟลูออแรนทรีนและไพรนี ลดลง 66% 

โดยที ่P. putida ชวยในการบําบัด PAH เพียงเล็กนอย พ้ืนที่หลังการบําบัดไมมีผลตอส่ิงมีชีวิตที่

อาศัยอยูบริเวณนั้น (ในการทดลองใช Daphnia magna ซึ่งเปนสิ่งมชีีวิตในคลาส crustacean) 

แตมีผลตอการงอกของเมล็ด Brassica alba  ตอเนื่องนาน 5 สัปดาหภายหลังจากการบําบัด 
 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานความสามารถของรากลุมอื่นๆที่ไมใชไวทรอทในการยอยสลาย 

PAH เชน Fusarium sp. E033 สามารถอยูรอดในภาวะที่มีเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเขมขนสูงถึง 

300 มก.ตอลิตร และสามารถยอยเบนโซ[เอ]ไพรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตรได 63-70% ใน

ระยะเวลา 30 วัน และพบวามีสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นคือ ไดไฮดรอกซี ไดไฮโดร-เบนโซ[เอ]ไพรีน 

และเบนโซ[เอ]ไพรีน-ควิโนน  และพบวาการเติมอากาศชวยในประสทิธิภาพการยอยสลายเบนโซ

[เอ]ไพรีนเกดิไดดีข้ึน ความเขมขนของกลูโคสที่เพ่ิมข้ึนจาก 5 มิลลิโมลาร เปน 50 มิลลิโมลารไมมี

ผลตอการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน  การเติมเอทานอลและเมทานอลความเขมขน 5 มิลลิโมลาร
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ทําใหเบนโซ[เอ]ไพรีนละลายน้ําไดมากขึ้นและชวยเพิ่มปรมาณเซลล แตไมมีผลตอการยอยสลาย

เบนโซ[เอ]ไพรีน  (Chulalaksananukul  และคณะ, 2006) 
 
 จากหลายรายงานที่กลาวขางตน จะเห็นไดวาราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมกลุม

ยอยสลายลิกนินมีบทบาทสาํคัญในการบําบัด PAH ที่ปนเปอนในพื้นที่ตางๆ เนื่องจาก

ความสามารถในการผลติเอนไซมของเชื้อแตละสายพันธุ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นของเอนไซมแตละชนดิ

รวมถึงโครงสรางของ PAH ที่แตกตางกัน ทําใหวิถีการยอยสลาย PAH โดยราแตละชนิดและ

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจึงมีความแตกตางกันทั่วไป  รูปที่ 2.13 แสดงรูปแบบทั่วไปของการสลาย 

PAH โดยจุลินทรีย แสดงใหเห็นวา PAH จะถูกเปล่ียนใหอยูในลักษณะที่มีการเติมหมูไฮดรอกซิ

ลอยางนอย 2 ตําแหนงกอนที่วงเบนซีนจะถูกเปด (Pieper และ Reineke, 2000)  การที่มีหมูไฮดร

อกซิลอยูในโครงสรางทําใหเอนไซมสามารถเขามาจับไดงายข้ึนหรือมีโอกาสเกิดปฏกิิริยาอื่นๆ ที่

เปนจุดเริ่มกระบวนการยอยสลายดังตัวอยางที่แสดงในรูปที่ 2.13-2.15 

 
 
 
 

รูปที่ 2.13  รูปแบบทั่วไปของการสลาย PAH แบบใชอากาศ (ดดัแปลงจาก Nordin, 2004) 

สารประกอบ อะลิฟาติก 

วัฏจักรกรดซิตริก

(citric acid cycle)
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รูปที่ 2.14   วิถีการยอยสลาย PAH โดยแบคทีเรีย สัตวและรา 
        (ที่มา Antizar-Ladislao และคณะ, 2006)  

 
 

 
รูปที่ 2.15   วถิีการยอยสลาย PAH โดยจลิุนทรีย (Steffen และคณะ, 2003) 
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 จากรูปที่ 2.15  จะเห็นไดวาราแตละสายพนัธุมีวิถีการยอยสลาย PAH ที่แตกตางกัน เชน

ใชกระบวนการออกซิเดชันในการยอยสลาย PAH ราไวทรอทซึ่งสามารถสรางเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินได จะใชแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส ลิกนินเพอรออกซิเดส ชวยใน

กระบวนการยอยสลาย PAH  โดยใชเอนไซมชนดิใดนัน้ ข้ึนกับความสามารถในการสรางเอนไซม

ของราไวทรอทแตละสายพันธุและยังข้ึนกับชนิดของ PAH ดวย นอกจากนี้ยังพบวาราไวทรอทบาง

ชนิดใชทั้งการออกซิเดชัน cytochrome P-450 monooxygenase รวมกับการทํางานของเอนไซม

กลุมยอยสลายลิกนินในการยอยสลาย PAH (Pothuluri และคณะ, 1993) cytochrome P-450 

monooxygenase สลาย PAH โดยเติมอะตอมของออกซิเจนที่โมเลกลุของ PAH (ออกซิไดส) 

เกิดเปนอะรีนออกไซดซึ่งเปนสารไมเสถียร สามารถถูกจัดเรียงโครงสรางใหม (rearrangement) 

โดยกระบวนการที่ไมใชเอนไซม อะรีนออกไซดจะถูกเปล่ียนไปเปนฟนอล ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซตอ 

เกิดเปนสารกลุม trans-dihydrodiols (Antizar-Ladislao และคณะ, 2004) สําหรับแบคทีเรียและ

สาหรายใชเอนไซมกลุมไดออกซีจีเนส ซึง่ออกซิไดส PAH แลวเกิดเปน cis-dihydrodiols ซึ่ง

สามารถเกิดปฏิกิริยาการขจัดน้าํ (dehydration) เกิดเปนไดไฮดรอกซลิ-PAH ซึ่งสามารถถูกเปด

วงแหวนและถกูยอยสลายตอดวยวิถีการยอยสลายสารอินทรีย เชน ซคัซินิค ไพรูวิก ฟูมาริก ซึ่ง

นําไปสูการสลายอยางสมบูรณคือไดผลติภณัฑเปนคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jone, 
1993) 
 
 กระบวนการในการยอยสลายของราที่แตกตางกันนี้ ทาํใหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ

ยอยสลายแตกตางกัน ดังแสดงตัวอยางวถิีการยอยสลายฟลูออรีนและสารมัธยันตรชนิดตางๆที่

เกิดขึ้นไวในรปูที่ 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 กระบวนการออกซิเดชันฟลูออรีนโดยรากลุมไวทรอท เชน  P. ostreatus  (ที่มา 

Bezalel และคณะ, 1996; Cerniglia, 1997)  
 

 
 
รูปที่ 2.18  วิถีการเมแทบอลซิึมฟลูออรีนโดย Cunninghamella elegans  

 (รากลุม non-ligninolytic fungi)  (ที่มา Pothuluri และคณะ, 1993)  
 
 
 จากรูปที่ 2.16-2.18  จะเห็นไดวาราแตละสายพันธุมีวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนที่แตกตาง

กันและไดสารมัธยันตรที่แตกตางกันไปในแตละข้ันตอนของการยอยสลาย โดยสารมธัยันตรสําคัญ

ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนจากราหลายชนิด คือ 9-ฟลูออรีนอล และ                

9-ฟลูออรีโนน (Garon และคณะ, 2000) ตัวอยางเชน การยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus 
ไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งสามารถถูกเปล่ียนไปเปน 9-ฟลูออรีโนน สําหรับการยอย

สลายฟลูออรีนโดย C. elegans ไดสารมธัยันตรคือ 9-ฟลูออรีนอลซึ่งสามารถถูกเปล่ียนไปเปน    

9-ฟลูออรีโนนและ 2-ไฮดรอกซิล-9-ฟลูออรีโนน และในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนโดยราทั้ง 

2 สายพันธุจะเห็นวา 9-ฟลูออรีโนนก็สามารถเกิดปฏิกิริยาและถูกเปล่ียนกลับมาเปน 9-ฟลูออรี 

นอลไดเชนกัน หรืออาจเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนไปเปนสารมธัยันตรชนดิอืน่ๆ ตอไป   
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 Bogan และคณะ (1996a,b) ไดรายงานการยอยสลายฟลูออรีนดวย 

P. chrysosporium ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร โดยเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส พบวา

ปริมาณฟลูออรีนลดลงอยางรวดเร็วเหลือเพียง 30 มก.ตอลิตร ใน 6 วันแรกของการทดลองหลัง

จากนั้นฟลูออรีนลดลงอยางตอเนื่อง และพบสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนเปนสารมัธยันตรหลัก 

โดยมีการสะสมมากถึง 50% ของฟลูออรีนเริ่มตนในวนัที ่12 ของการทดลองหลังจากนั้นปริมาณ 

9-ฟลูออรีโนนจะลดลงและพบสารมัธยันตรชนิดใหมเกิดขึ้นคือ 9-ไฮดรอกซีฟลูออรีน 
 
 Pothuluri และคณะ (1993) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Cunninghameula 
elegans ATCC 36112 ซึ่งเปนรากลุม non-ligninolytic โดยพบวาสารมัธยันตรหลักที่เกิดขึ้นคอื 

9-ฟลูออรีโนนซึ่งสะสมมากถงึ 62% และยังพบสารมัธยัตรชนิดอื่นๆ ไดแก 9-ฟลูออรีนอล และ  

2-ไฮดรอกซ-ี9-ฟลูออรีโนน ความเขมขนของทั้ง 2 ชนิดรวมกัน 7.0%  
 
 Bezalel และคณะ (1996) พบวา Pleurotus ostreatus สามารถยอยสลายฟลูออรีนใน 

อาหารที่มไีนโตรเจนจํากัด ไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนและ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งเปนสารมัธยันตร

สุดทาย (dead-end products) ของเอนไซม cytochrome P-450 monooxygenases แมวา        
P.  ostreatus เปนราที่สามารถสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน แตกระบวนการยอยสลาย

ฟลูออรีนในการทดลองชวงตนอาจเกิดขึ้นโดย cytochrome P-450 monooxygenases หลังจาก

นั้นจะเปนการยอยสลายดวยเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 
 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ 9-ฟลูออรีนอล และ 9-ฟลูออรีโนนจากการยอยสลาย   

ฟลูออรีนโดยราคลาสตางๆ (Bogan และ Lamar, 1996; Garon และคณะ, 2000) เชน 

 คลาส Ascomycetes ไดแก Cryphonectria parasitica, Dichotomomyces cejpii 
และ Sporormiella australis  

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

 คลาส Deuteromycetes ไดแก 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 ไดแก Cunninghamella blakesleeana, C. echinulata และ      
C. elegans   
 และยังพบวาราบางสายพันธุยอยฟลูออรีนแลวเกิดสารมธัยันตรเพียงชนิดเดียว เชน 

Phanerochaete chrysosporium สายพนัธุ CMPG 763 โดยสารมัธยันตรที่เกิดขึน้คือ 9-
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ฟลูออรีนอล และ P. chrysosporium สายพันธุ CMPG 638 ซึ่งพบสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นเพียง

ชนิดเดียวคือ 9-ฟลูออรีโนน (Garon และคณะ, 2000) 

 
 สําหรับตัวอยางวิถีการยอยสลาย PAH ชนิดอื่นๆและสารมัธยันตรชนดิตางๆที่เกิดขึน้    

ไดแสดงไวในรูปที่ 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   วิถีการเมแทบอลซิึมของฟแนนทรีนโดย P. chrysosporium 

                             (ทีม่า Sutherland และคณะ, 1991) 
 

 

 
 
รูปที ่2.22   วิถีการเมแทบอลิซึมของฟแนนทรีนโดย 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   กระบวนการออกซิไดซไพรีนโดยรากลุมไวทรอท (ที่มา Cerniglia, 1997) 

 
 
 

 
 

รูปที่ 2.25  กระบวนการออกซิไดซเบนโซ[เอ]ไพรีนโดยรากลุมไวทรอท (ที่มา Cerniglia, 1997) 
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รูปที่ 2.26  วิถีการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสเบนโซ[เอ]ไพรีนดวย cytochrome P-450  โดย                  

C. elegans (รากลุม non-ligninolytic fungi) (ที่มา Sutherland, 1992).  
 
 
 

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



บทที่ 3 

 

อุปกรณ  เคมภัีณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณที่ใชในการวิจัย 

 
1. เครื่องช่ังรุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเช้ือ (autoclave) ของบริษทั KoKusan ประเทศญี่ปุน 

4. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics ประเทศอังกฤษ 

5. เครื่องคัดกรองขนาดดิน ขนาดความกวางของรู 1.18 มม. รุน O.S.K. 119 standard 

Sieve ของบริษัท Okawa Seiki ประเทศญี่ปุน 

6. เครื่องเขยา (shaker) รุน Innova 2300 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

7. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E  ของบริษัท Scientific Industries ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

8. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota ประเทศญี่ปุน 

9. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน 200H ของบริษัท Hettich 

Zentrifugen ประเทศเยอรมัน 

10. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-100 ของบริษัท 

Eyela ประเทศญี่ปุน 

11. เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบสุญญากาศ (Speed vacuum) รุน Centrivap Eppendorf 

Concentration 5301 ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน 

12. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block)  รุน Mylab 

Thermo-block SLTDB-120  ของบริษทั Seoulin Bioscience ประเทศเกาหล ี

13. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 ของบริษัท Eyela 

ประเทศญี่ปุน 

14. เครื่องทําความเย็น (cooler) รุน CCA-1110 ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

15. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  (DNA Thermal Cycle)  รุน 2400  ของบริษัท  Perkin 

Elmer ประเทศสหรัฐอเมริกา  

16. เครื่องทําน้ําบริสุทธิ์ (Maxima ultrapure water) ของบริษัท Elga ประเทศอังกฤษ 

17. เครื่อง Freeze Dryer รุน FD-1 ของบริษทั Eyela ประเทศญี่ปุน 
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18. เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys20 ของ

บริษัท Thermo spectonic ประเทศสหรัฐอเมริกา 

19. ชุดเครื่องมือทําอะกาโลสเจลอิเล็กโทโฟเรซิส  (agarose gel electrophoresis) 

ประกอบดวย 

- Mini gel electrophoresis system  ของบริษัท  Mupid-2  Advance ประเทศ

ญี่ปุน 

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

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

20. ชุดเครื่องไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิดโครมาโทกราฟ (High performance liquid 

chromatography, HPLC) ประกอบดวย 

- ชุดควบคุม (system controller) รุน SCL10AVP ของบริษัท Shimadzu Corp., 

Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- ปมเฟสเคลื่อนที่ รุน SCL10AVP pumps ของบริษัท Shimadzu Corp., Kyoto 

ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องฉีดตัวอยาง  (automatic injector) รุน SIL 10ADVP ของบริษัท 

Shimadzu Corp., Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องตรวจวัด (detector) ดวยระบบ UV รุน SPD10APV ของบริษัท 

Shimadzu Corp., Kyoto ประเทศญี่ปุน 

- เครื่องบันทึก (recorder) รุน C-RIA  ของบริษัท Shimadzu Corp., Kyoto 

ประเทศญี่ปุน 

-  คอลัมน (column) ชนิด Inertsil® ODS-3 C18  เสนผานศูนยกลางภายใน        

5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6x150 มม. ของบริษัท GL Science Inc. ประเทศญี่ปุน 

21. ตูเข่ียเชื้อแบบ ISSCO Laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International 

Sciencetific Supply  ประเทศสหรัฐอเมริกา 

22. ตูเข่ียเชื้อรุน Clean model V4 ของบริษัท Lab Service, ประเทศไทย 

23. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E ของบริษัท Hereaus, ประเทศ

เยอรมัน 

24. ตูอบแหงของบริษัท Contherm Scientific, ประเทศนิวซีแลนด 

25. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20o
ซ ของบริษัท Sanyo Electric, ประเทศญี่ปุน 

26. ตูแชแข็งจุดเยอืกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –70o
ซ ของบริษัท Forma Scientific, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

27. ตูดดูอากาศ (Filtration Fume Cupboard) รุน Airone 1200-GS ของบริษัท Safelab 

Systems, ประเทศอังกฤษ 

28. ไมโครปเปตต (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, ประเทศญี่ปุน 

30. หัวกรองสําหรับหลอดฉดียา (syringe filter) ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 

ไมโครเมตร เสนผานศนูยกลาง 13 มม. ของบริษัท Restex, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

31. กระดาษกรอง (filter paper) ชนิด PTFE และ nylon ขนาดความกวางของรู 0.20 

ไมโครเมตร เสนผานศนูยกลาง 47 มม. ของบริษัท ของ Whatmann ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
 



 51

3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 

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

Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. 2,6-ไดเมทอกซี ฟนอล (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. ฟแนนทรีน (phenanthrene) high purity grade ของบริษัท Sigma Chemical Company 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

8. ฟลูออรีน (fluorene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical ประเทศญีปุ่น 

9. ไพรีน (pyrene) high purity grade ของบริษัท Kanto Chemical ประเทศญี่ปุน 

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

ญี่ปุน 

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

ประเทศญี่ปุน 

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. โซเดียมทารเทรต (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. โคบอลตคลอไรด (CoCl2) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

29. คอปเปอรซัลเฟต 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. ซิงคซัลเฟต (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  สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (Analytical Grade) 

ยกเวนสารเคมีที่ระบุเกรดเฉพาะ เชน PAHs High purity grade และ Methanol – 
HPLC Grade 

 
 
3.3 แบคทเีรีย 

 
 ในงานวิจัยนี้ใชแบคทีเรีย   E.coli DH5α (Hanahan, 1983) 

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

3.4 พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 

 ในงานวิจัยนี้มกีารใชพลาสมดิ คือ pJET1/blunt cloning vector ของบริษัท Fermentas 

ประเทศสหรัฐอเมริกา (ภาคผนวก จ5) 

 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง แสดงดงัตารางที่ 3.1 
 

ตารางที่ 3.1  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

โอลิโกนิวคลีโอไทด ลําดับนิวคลีโอไทด Tm เอกสารอางอิง

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 สรางในการทดลองน้ี

lacAg-R1 AGAGAAAATGAAATGGGGTC 55 สรางในการทดลองน้ี

lac F-1 ACCTGCATCGGACGCGACTTTGATCAAC 67 สรางในการทดลองน้ี

lac R-2 CTTTTAGTTTCGTACTACGCGGGATTCTAG 67 สรางในการทดลองน้ี

gdp Aaege474-F CAAGGGTGGTGCTAAGAAGGT 58 สรางในการทดลองน้ี

gdp Aaege755-R TGGCGGTGGTAGCGTGGACAGT 60 สรางในการทดลองน้ี
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3.5 วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.5.1 การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์

 

ตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อในการทดลองนี้ เก็บตัวอยางมาจากแหลงตางๆ 

หลายภาคในประเทศไทย สําหรับภาคกลางเก็บตัวอยางที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร นนทบุรี 

สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบรีุ ประจวบคีรีขันธ ภาคตะวนัตกเก็บตัวอยางที่จังหวัดกาญจนบุรี ภาค

ตะวันออก ที่จงัหวัดระยอง และภาคใตเก็บตัวอยางที่จังหวัดสงขลา สถานที่เก็บตัวอยางแบงเปน 2 

กลุม  
 
กลุมที่ 1 เปนตัวอยางที่เก็บจากธรรมชาต ิเชน ดอกเหด็ที่ข้ึนตามธรรมชาติ 

(fungal fruiting body) หรือก่ิงไม เศษไมผ ุโดยเลือกเก็บดอกเหด็ทีข้ึ่นบริเวณไมและทําใหไมมี

ลักษณะสีขาวซึ่งเปนกลุมที่ความสามารถในการยอยเนือ้ไม พิจารณาจากดอกเหด็ที่มีลักษณะ

สมบูรณ ไมมกีารฉีกขาด ข้ันตอนการเก็บตัวอยางดอกเห็ดตองระมัดระวังอยาใหดอกเห็ดฉีกขาด

เพราะอาจทาํใหเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียภายนอก สําหรับกิ่งไม คัดเลือกจากกิง่ไมที่ผุหรือมี

เนื้อไมเปนสีขาว ซึ่งอาจมจีุลินทรียที่ยอยสลายลิกนินในเนื้อไมซึ่งเปนสีน้ําตาลออกไป ทําใหเนื้อไม

เปลี่ยนเปนสีขาว 

กลุมที่ 2 เปนตัวอยางที่ซื้อจากแหลงจําหนายหรือแหลงเพาะพันธุเห็ด เชน ตลาด

สด ฟารมเพาะเห็ด เปนตน โดยเลือกตัวอยางที่มีลักษณะสด ดอกเหด็มีสภาพสมบรูณ ไมฉีกขาด  
 

การเก็บรักษาตัวอยาง 
 
เก็บตัวอยางทีไ่ดแตละตัวอยางในถุงพลาสติกสะอาด นํามาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์

ทันทีหรือเก็บที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นํามาแยกเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง  

 
การแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ 
 
นําตัวอยางที่ไดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์โดยตัดเนื้อเย่ือสีขาวดานในตรงกลางโคน

เห็ด หรือเนื้อไมดานในทีไ่มสัมผัสกับอากาศ วางเนื้อเย่ือเห็ดหรือเนื้อไมลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Malt Extract Agar (MEA) (ภาคผนวก ข1) ที่ผสมเพนนิซิลลิน จ ี(Penicillin G) 0.03 มก.ตอ

ลิตร เพ่ือยับยัง้แบคทีเรีย และ Benomyl 7 มก.ตอลิตร เพ่ือยับยั้งราท่ีโตเร็ว (Chiocchio และ

คณะ, 2000) เชน รากลุม Ascomycetes เปนตน บมที่อุณหภูมิหอง 7-10 วัน หรือจนกวาจะ

สังเกตเห็นการเจริญของเสนใย นาํมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ซ้ําจนกวาจะไดเสนใยบริสุทธิ์ และเก็บ

รักษาเชื้อในอาหารแข็งเอียงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ เพ่ือใชเปน stock culture และถายลงอาหารใหมทุกๆ 

30 วัน 
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3.5.2 การคัดกรองราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

 

คัดกรองเบื้องตนเพื่อหาราทีม่ีความสามารถในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลาย

ลิกนิน โดยอาศัยการเปลี่ยนสีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ นําเช้ือบริสุทธิ์ที่คัดแยกไดจากขอ 3.5.1 มาเพาะ

ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน ตดัชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกนโลหะ

สําหรับเจาะ (cork borer) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.4 ซม. วางชิ้นวุนบนอาหาร Basal Medium 

(ภาคผนวก ข3) จํานวน 3 จานที่มีสีทดสอบ 3 ชนิดแตกตางกัน ไดแก Basal Medium ผสม 0.1%  

(น้ําหนักตอปริมาตร) ไกวเอคอลสําหรับใชคัดกรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมแลค
เคส (Kiiskinen และคณะ, 2004) Basal Medium ผสม 0.0025% (น้ําหนักตอปรมิาตร) phenol 

red สําหรับใชคัดกรองราที่มคีวามสามารถในการสรางเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 

(Kuwahara และคณะ, 1984) และ Basal Medium ผสม 0.0025% (น้ําหนักตอปรมิาตร) azure B 

สําหรับใชคดักรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (Archibald, 

1992) บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มืดนาน 3 วัน สังเกตการเปลี่ยนสีของสารทดสอบ โดย

ไกวเอคอลจะเปลี่ยนจากสีขาวขุนเปนสีแดงเขม  phenol red จะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีสมแดง 

และ azure B จะเปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนสีเหลือง (Alcalde และคณะ, 2002; Kiiskinen และ  

คณะ, 2004)  

 

3.5.3 การคัดกรองราที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสม PAH 

 

คัดเลือกเช้ือที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสีสารทดสอบตั้งแต 2 ชนดิขึ้นไปจาก

ขอ 3.5.2 มาทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAH แตละชนิด โดยนํา

เสนใยที่เจริญบน MEA มาวางบน Basal medium ที่มี PAH ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ผสม

อยูในแตละจาน  สําหรับ PAH ที่ใชในการทดสอบมีทั้งชนิดที่มีน้าํหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก 

ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และ PAH ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง เชน ฟลูออแรนทรีน และ

ไพรีน บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองในทีม่ืดนาน 7 วัน บันทึกการเจรญิของเสนใย 
  
เช้ือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลายชนิดและ

สามารถเจริญบน Basal medium ที่ผสม PAH ไดดีที่สุด จะนําไปใชในการทดลองขัน้ตอไป 

 
3.5.4 การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAH ในอาหารเหลว 

 

นําตัวอยางราที่ใหผลบวกในการทดสอบกับสีทดสอบทั้ง 3 ชนิดในขอ 3.5.2  และ

สามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ผสม PAH ในขอ 3.5.3 มาทดสอบความสามารถในการ

ยอย PAH ชนิดตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว โดยนาํเชื้อจาก stock culture มาเพาะลงบน 

MEA  บมจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 10 วันเพื่อใหไดเสนใยจํานวนมาก นําเสนใยเชื้อทั้ง

จานเพาะเชื้อถายลงบนอาหารเหลว modified Glucose Peptone Yeast extract medium 

(mGPY) (ภาคผนวก ข4)  ปริมาตร 100 มล.ในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มล.ที่มีลูกแกว 5 ลูก 
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นําไปบมเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ อัตราการเขยา 120 รอบตอนาที เปนเวลา 15 วัน 

เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ  จากนัน้เพิ่มปริมาณเชื้อโดยถายหัวเชื้อ 10% (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงในขวด
รูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิมอยู 200 มล. บมเขยาในภาวะเดมิอีก 15 วัน 

เก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10000 xg นาน 10 นาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง  ลาง

เซลล 2 ครั้งดวย  โซเดียมคลอไรด 0.85% เซลลที่ไดจะใชเปนหัวเชื้อในการทดลองตอไป 

นําเซลลที่ไดไปทดสอบความสามารถในการยอย PAH โดยเติมหัวเชือ้ 10% 

(น้ําหนักตอปริมาตร) ลงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด (Nitrogen-limiting medium หรือ         

N-limiting medium) ที่มีกลูโคส 1% เปนแหลงอาหารตามสตูรของ Kirk และคณะ (1978)  

(ภาคผนวก ข5) ปริมาตร 90 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เติม PAH แตละชนดิที่

ตองการทดสอบ ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน หรือไพรีน ลงในขวด

รูปชมพูแตละขวด ใหได PAH ความเขมขนสุดทาย 100 มก.ตอลิตร บมเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ 

ความเร็ว 120 รอบตอนาที ในที่มืด แตละชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 5 มล. ทุก

สัปดาหตอเนือ่งนาน 4 สัปดาห ตัวอยางทั้งหมดนํามาวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลือ 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมทีไ่มมีการเติมเชื้อ 
 

3.5.5 การสกัด PAH จากอาหารเหลวและการวัดปริมาณ PAH 

 
  ข้ันตอนการสกัด PAH ทุกข้ันตอนทาํในตูดดูอากาศ  (Filtration fume 

cupboard) เพ่ือปองกันอันตรายจากไอระเหยของสารเคมี เติมไพรีนที่ทราบความเขมขนที่

แนนอนลงในหลอดที่ตองการสกัดฟลูออรีน แอนทราซนี ฟแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน เพ่ือใช

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกัด  และเติมเบนโซ[เอ]ไพรีนสําหรับตัวอยางที่ตองการสกัด

ไพรีน 

 สกัด PAH จากอาหารเหลวโดยนาํตัวอยางในชดุทดลองและชุดควบคุมจากขอ 

3.5.4 ตัวอยางละ 5 มล. มาเติมกรดไฮโดรคลอริก เขมขนจนมีความเปนกรด-เบสเทากับ 2.0–3.0  

จากนั้นนําไปโซนิเคตนาน 15 นาที  จากนัน้เติมเอทิลแอซีเทต 1 เทาของปริมาณตัวอยาง ปนผสม

ใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดตอเนื่องนาน 2 นาท ี นาํไปปนเหวี่ยงนาน 5 นาทีเพ่ือ

แยกเซลลออกจากเอทิลแอซเีทต ดดูชั้นเอทิลแอซีเทตซึ่งเปนสวนใสดานบนสดุออกใสหลอด

ทดลองหลอดใหม  สกัดดวยเอทิลแอซีเทตซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมชั้นเอทิลแอซีเทตทั้งหมดเขาดวยกัน 

แลวจึงนําช้ันเอธิลแอซีเทตมากําจดัน้าํออกโดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําเอธิลแอซีเทตที่

ปราศจากน้าํไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบสญุญากาศ (rotary vacuum evaporator) 

ควบคุมอุณหภูมิที่ 40๐
ซ จนไดตะกอนแหง  เติมเมทานอล (HPLC-grade) ปริมาตร 1 มล. นําไป 

sonicate นาน 15 นาที หรือจนกวาตะกอนจะละลายจนหมด กรองสารละลายดวย หัวกรอง 

PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ลงในหลอดแกวสําหรับวิเคราะห HPLC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่

อุณหภูมิ -20
๐
ซ  จนกวาจะวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลืออยูดวยเครื่อง HPLC ตอไป โดย

กําหนดภาวะในการวิเคราะหดังนี ้
 



 57

คอลัมน (column) Inertsil® ODS-3 C18 ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 

5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6x150 มม. 

ตัวชะสาร (เฟสเคลื่อนที)่ 80% เมทานอล (HPLC grade) 

อัตราการไหล (flow rate) 1 มล.ตอนาที 

อุณหภูมิคอลัมน 40๐
ซ 

ระบบตรวจวัด (detector) UV detedtor ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 

ปริมาณสารทีฉ่ีด     10 ไมโครลิตร 
 
บันทึกคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ PAH ที่ตองการตรวจวัด นาํคาพ้ืนที่ใต

กราฟมาคาํนวณปริมาณ PAH ที่เหลือ เปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟในวันที่ 0 ของ PAH แตละ

ชนิดในชุดควบคุม 
 
คัดเลือกราท่ีมคีวามสามารถในการยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดใชเวลานอยที่สุดและ

สามารถยอยฟลูออรีนไดดทีี่สุด เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขน

ตางๆตอไป  
 

3.5.6 การวิเคราะหสารมัธยันตร 
 

สําหรับตัวอยางที่ตองการวิเคราะหสารมัธยันตร ใชภาวะในการวิเคราะห

เชนเดียวกับขอ 3.5.5  ยกเวนระบบตัวชะสาร (เฟสเคลื่อนที)่ ดวยเกรเดียนตเชิงเสนของเมทานอล

ความเขมขน 40-80% ระยะเวลาเกรเดียนตนาน 45 นาที  จากนั้นเปลี่ยนเปนเมทานอล 80% นาน 

15 นาท ีเปรียบเทียบคา retention time ของสารมัธยันตรที่ตองการตรวจสอบกับสารมาตรฐาน  

 
3.5.7 การตรวจสอบความสามารถในการยอย 9-ฟลูออรีนอล  

 

เพ่ือพิสูจนวาสารมัธยันตรหลักเปนผลิตภัณฑสุดทายทีไ่ดจากการยอยฟลูออรีน

โดยเชื้อที่คัดเลือกหรือไม จงึไดทดสอบความสามารถของเชื้อที่คัดเลือกตอการสลาย                 

9- ฟลูออรีนอล โดยเลี้ยงเชื้อในภาวะเดียวกับขอ 3.5.4  ผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลความ

เขมขน 100 มก.ตอลิตรลงในอาหารที่มไีนโตรเจนจาํกัด (ภาคผนวก ข5) แทนการเติมฟลูออรีน 

บมเชื้อนาน 1 สัปดาห เก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณ 9-ฟลูออรีนอลที่เหลืออยู ดวย HPLC 

ตามรายละเอยีดในขอ 3.5.5 บันทึกคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ 9- ฟลูออรีนอล นํา

คาพ้ืนทีใ่ตกราฟมาคาํนวณปริมาณ 9-ฟลูออรีนอลที่เหลือโดยเปรียบเทียบกับพื้นทีใ่ตกราฟใน

วันที่ 0 ของชุดควบคุม 
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3.5.8 รูปแบบการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ โดยราสายพันธุที่คดัเลือก 

 

นําราที่คดัเลือกซึ่งเปนสายพนัธุที่แสดงความสามารถในการยอยสลาย PAH    

ไดหลายชนิดโดยใชเวลานอยที่สุด มาศึกษารูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขนตางๆ โดย

เตรียมหัวเชื้อตามขอ 3.5.4 ถายหัวเชื้อ 10% (น้ําหนักตอปริมาตร) ลงในอาหารที่มีไนโตรเจน
จํากัด (ภาคผนวก ข5) ปรมิาตร 90 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เติมฟลูออรีนให

ไดความเขมขนสุดทาย 250, 500, 750 และ 1000 มก.ตอลิตร บมเขยาที่อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 

120 รอบตอนาทีในที่มดื แตละชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 5 มล.ทุกสัปดาห

ตอเนื่องนาน 4 สัปดาห ตัวอยางทั้งหมดนํามาวิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลือดวยเครื่อง HPLC 

ตามวิธีขอ 3.5.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคมุที่ไมมีการเตมิเชื้อ 
 

3.5.9 การตรวจสอบการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางการยอย

ฟลูออรีนของราที่คัดเลือก 

 
เก็บตัวอยางจากขอ 3.5.4 ที่เพาะเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมฟลูออรีนความ

เขมขน 500 มก.ตอลิตร ปรมิาตร 5 มล. แยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 

10000 xg  นาน 15 นาที ถายสวนน้ําใสใสหลอดทดลองหลอดใหมเพ่ือใชวิเคราะหแอคติวติีของ

เอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดส  เก็บตะกอนเซลลไวสําหรับ

วิเคราะหการเจริญตอไป 

 
3.5.9.1 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส  

 

วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Bourbonnais และ Paice (1990)       

ในหลอดปฏิกิริยาประกอบดวย  
 
500  มิลลิโมลาร   โซเดียมแอซิเทต บัฟเฟอร  (pH 4.5)  250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร   ABTS            250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ               เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน 2500  ไมโครลติร 
 
บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

420 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาที  
 
ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

    

   ABTS      ABTS ที่ถูกออกซิไดส  

สีเขียวออน         สีเขียวน้ําเงิน 

 

แลคเคส 
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1 หนวยของแลคเคส  หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซไิดส ABTS ความเขมขน 1   

ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 36,000 m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน 
 
 

3.5.9.2 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส  
 

วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Wariishi และคณะ (1922) ในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  
 

500 มิลลิโมลาร  โซเดียมมาโลเนต บัฟเฟอร (pH 4.5)   250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร  แมงกานีสซัลเฟต    250 ไมโครลติร 

10 มิลลิโมลาร  2,6-DMP            250 ไมโครลติร 

1 มิลลิโมลาร  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด   250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ          เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน 2500 ไมโครลติร 
          

บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

469 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาท ี
 
ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

    
2,6 DMP      2,6 DMP ที่ถูกที่ถูกออกซิไดส  

สีเหลือง         สีเหลืองสม 

 
1 หนวยของแมงกานีสเพอรออกซิเดส หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซิไดส 2,6 DMP 

ความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 49,600 m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน   
 

3.5.9.3 การวัดแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส  
 
วิเคราะหที่อุณหภูมิหอง ตามวิธีของ Tien และ Kirk (1988) ในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  

500 มิลลิโมลาร  โซเดียมทารเทรต บัฟเฟอร (pH 4.5)   250 ไมโครลติร 

5 มิลลิโมลาร  เวอราทริลแอลกอฮอล    250 ไมโครลติร 

1 มิลลิโมลาร  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด   250 ไมโครลติร 

น้ําเล้ียงเชื้อ                                  เปลี่ยนแปลงตามความเหมาะสม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ ใหปริมาตรสุดทายเปน       2500 ไมโครลติร

  
บันทึกการเปลีย่นแปลงของสีที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 

310 นาโนเมตร ทุก 15 วินาทีตอเนื่องนาน 300 วินาท ี

แมงกานีสเพอรออกซิเดส 
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ปฏิกิริยาที่เกิดคือ  

                       
เวอราทริลแอลกอฮอล      เวราทรัลดีไฮด   

 
1 หนวยของลิกนินเพอรออกซิเดส หมายถึงปริมาณเอนไซมที่ออกซไิดสเวอราทรลิ

แอลกอฮอลแลวทําใหเกิดเวราทรัลดีไฮดความเขมขน 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที  (ε420 = 9,300 

m-1cm-1)  ภายใตภาวะมาตรฐาน   
 

3.5.10 การตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุที่คัดเลือกในระหวางการยอย

ฟลูออรีน  

 

ติดตามรูปแบบการเจริญของราที่คัดเลือกในระหวางการยอยฟลูออรีนความ

เขมขน 500 มก.ตอลิตร  โดยการหาน้ําหนกัแหงตามวิธกีารของ  Peterson และ Bridge (1994) 

นําตะกอนเซลลที่ไดจากขอ 3.5.4 มาลางเซลลดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง ปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ    

4๐
ซ ความเร็ว 10,000 xg นาน 10 นาที  ถายเซลลลงในถวยสแตนเลสที่ผานการอบแหงและทราบ

น้ําหนักถวยแลว  อบเซลลที่อุณหภูมิ 105๐
ซ นาน 18 ชั่วโมง ทิ้งใหเย็นในโถดดูความชื้น 

(desiccator) จนน้ําหนักคงที่ ชั่งน้ําหนักถวยที่มีเซลลอยูหักลบกับน้าํหนักถวยเปลาเพื่อคํานวณหา
น้ําหนักของเซลลแหง  

 
 

3.5.11 การศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดินของราที่คัดเลือก  

 
นําราซึ่งแสดงความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารเหลวไดดีใน

ระยะเวลาสั้น มาศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจาํลองดิน โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้  
 

3.5.11.1 การเตรียมดิน ศึกษาลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของ

ดิน 

เก็บตัวอยางดนิที่อุดมภายในบริเวณสวนผลไม ตําบลทุงขวาง อําเภอ

กําแพงแสน จงัหวัดนครปฐม โดยเก็บตัวอยางลึกจากผวิหนาดนิ 15 ซม. เพ่ือปองกันการปนเปอน

จากสารเคมี แยกเศษใบไมและหินออก นาํตัวอยางดนิสวนหนึ่งไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ

และองคประกอบทางเคมีของตัวอยางดิน ที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ มีรายละเอียดในการวิเคราะหดังนี้ วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน คาความเปนกรด-เบส 

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ฟอสฟอรัส สารอินทรีย (organic matter) ความชื้น  อัตราสวน

คารบอนตอไนโตรเจน และความจุสูงสุดในการอุมน้าํ (maximum water holding capacity) 

ตัวอยางดนิที่เหลือนํามาคัดกรอง โดยใชเครื่องคัดกรองขนาดดินเสนผานศูนยกลาง 1.18 มม. 

(16 mesh) เก็บไวที่อุณหภูม ิ4
๐
ซ จนกวาจะใชในการทดลอง และนาํออกมาไวที่อุณหภูมิหอง 1 

สัปดาห กอนนํามาใชในการทดลอง 

ลิกนินเพอรออกซิเดส 
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3.5.11.2 การเตรียมหัวเช้ือและเตรียมดินสําหรับแบบจําลองดิน 

 

การเตรียมหัวเช้ือ 

 
เนื่องจากราสวนใหญเจริญไดดบีนเมลด็ขาวฟางซึ่งเปนวัสดุที่นิยมใชทําหัวเชื้อ

มากที่สุด (ปรชีา รัตนัง, 2546)  ข้ันตอนนี้จึงเลือกเตรียมหัวเชื้อบนเมล็ดขาวฟาง เตรียมเมล็ด

ขาวฟางปลอดเชื้อ โดยใสเม็ดขาวฟางจาํนวน 20 กรัมลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. นึ่งฆาเช้ือ

ที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ นาน 45 นาท ีนําราที่คดัเลือก จาก stock culture มาเพาะลงบน MEA บมจาน

เพาะเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน เพ่ือ ใหไดเสนใยจํานวนมาก  ตัดชิ้นวุนที่มีสายใยราดวยแกน

โลหะสําหรับเจาะ (cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.4 ซม. จํานวน 10 ชิ้น วางชิ้นวุนบน

เมล็ดขาวฟางที่ปลอดเชื้อ เติม อาหารที่มีไนโตรเจนจาํกัด 10 มล. บมเมล็ดขาวฟางที่มีเช้ือที่

อุณหภูมิหอง 2 สัปดาห เพ่ือใหเช้ือสรางเสนใยคลุมเมลด็ขาวฟางจนสมบูรณ (ศรานนท เจริญสุข, 
2537 

 

การเตรียมดิน 

 

นําข้ีเล่ือยสําเร็จรูป (ภาคผนวก ฉ1) มาผสมกับตัวอยางดินในอตัราสวน 10% 

(น้ําหนักตอน้ําหนัก) ชั่งตัวอยางดินที่ผสมขี้เล่ือยน้ําหนัก 5 กรัม ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว

ขนาด 23×85 มม. ปดฝาใหสนิท เก็บไวที่อุณหภูมิหองเพ่ือใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
3.5.11.3 การทดสอบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน 

 

ทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราที่คดัเลือกในแบบจาํลองดินโดยแบงชุด

ทดลองออกเปน 4 ชุด ชุดละ 3 ซ้ําดังนี ้ 
 

ชุดที ่ ดิน เช้ือ วัตถุประสงค 

1 ปลอดเชื้อ ไมใสเช้ือ เพ่ือทดสอบ abiotic factor  

2 ปลอดเชื้อ ใสเช้ือ เพ่ือทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยรา  

3 ไมปลอดเชื้อ ไมใสเช้ือ เพ่ือทดสอบ indigenous biotic factor 

4 ไมปลอดเชื้อ ใสเช้ือ 
เพ่ือทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยรา

รวมกับเชื้อในดิน (indigenous biotic 
factor) 

 
สําหรับชุดทดลองที่ปลอดเชื้อ นําตัวอยางดินที่เตรียมไวตามขอ 3.5.11.2  ไป

นึ่งฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121๐
ซ 45 นาที ตอเนื่องกันเปนเวลา 3 วัน นําตวัอยางดินทุกชุดทดลองมา

เติมฟลูออรีนที่ละลายในอะซีโตน กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 
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ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของฟลูออรีน 250 ไมโครกรมัตอดนิแหง 1 กรัม เขยา

หลอดทดลองเพื่อใหฟลูออรีนกระจายทั่วหลอด คลายฝาตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อให      

อะซีโตนระเหยจนหมด (Brinch และคณะ, 2002) นําทุกชุดทดลองมาปรับความชื้นใหได        

60-65% ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด นาํชุดทดลองที่ 2 และ 4 มาเติมเมล็ดขาวฟางที่

มีราเจริญอยูประมาณ 20 เมล็ดซึ่งจะเต็มบนผิวหนาดนิในหลอดทดลองพอดี  บมหลอดทดลอง

ทุกชุดที่อุณหภูมิหองในที่มดื ปรับความชืน้ใหคงทีด่วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไนโตรเจนจํากัด ทุก 3 

วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 1 สัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาหตอเนื่อง โดยเก็บตัวอยางทั้งหลอด นาํไปสกัด

และวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือตามวิธีขอ 3.5.11.4 ตอไป 

 
3.5.11.4 การสกัดฟลูออรีนจากตัวอยางดิน 

 

  ข้ันตอนการสกัด PAH ออกจากดนิทุกข้ันตอนทาํในตูดูดอากาศ เพ่ือปองกัน

อันตรายจากไอระเหยของสารเคมี เติมไพรีนที่ทราบความเขมขนที่แนนอนเพื่อใชเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการสกัด 

สกัด PAH จากดินโดยนาํตวัอยางในชุดทดลองและชุดควบคุมจากขอ 

3.5.11.3 ทั้งหลอด กําจัดน้ําออกจากตัวอยางดินโดยเตมิโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรสั 2 กรัม ผสม

โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสใหเขากับดนิ เติมไดคลอโรมีเทน 10 มล. ปนผสมใหเขากันดวยเครื่อง

ปนผสมที่ความเร็วสูงสุดตอเนื่องนาน 2 นาที จากนั้นนําไป sonicate นาน 15 นาที นําไปปน

เหวี่ยงนาน 5 นาที เพ่ือแยกตะกอนดินออกจากไดคลอโรมีเทน ดูดชัน้ไดคลอโรมีเทนซึ่งเปนสวน

ใสดานบนสุดออกใสหลอดทดลองหลอดใหม สกัดดวยไดคลอโรมีเทนซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมชั้นได

คลอโรมีเทนทัง้หมดเขาดวยกัน นาํไดคลอโรมีเทนไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบ

สุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) ควบคุมอุณหภูมิที่ 40๐
ซ จนไดตะกอนแหง เติมเมทา

นอล (HPLC-grade) ปริมาตร 1 มล. นําไปโซนิเคต นาน 15 นาที หรือจนกวาตะกอนจะละลายจน

หมด กรองสารละลายดวยหัวกรอง PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรลงในหลอดแกวสําหรับ

วิเคราะห HPLC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20
๐
ซ  จนกวาจะวิเคราะหปรมิาณ PAH ที่

เหลืออยูดวยเครื่อง HPLC ตอไป 
  

3.5.12 การพิสูจนเอกลักษณของรา 

 
พิสูจนเอกลักษณของราที่แสดงประสิทธภิาพสูงในการยอยสลาย PAH โดย

เปรียบเทียบลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอตามขั้นตอนตอไปนี ้ 
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3.5.12.1 การเลี้ยงราเพื่อเตรียมสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

นํา stock culure ตัวอยางราที่คัดเลือกมาเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตาม

รายละเอียดในขอ 3.5.4  เก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10,000 xg นาน 10 

นาที เทสวนน้าํใสทิ้ง ลางเซลล 2 ครั้งดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ นําเสนใยทั้งหมดไปไลโอฟไลซ 

(Lyophilization) เพ่ือใหเสนใยแหงสนิท เก็บรักษาที่อณุหภูมิ -20 ๐ซ จนกวาจะนาํไปสกดั

โครโมโซมอลดีเอ็นเอ 
 

3.5.12.2 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

ดัดแปลงมาจากวิธีของ Reader และ Broda (1985) ดังนี้ นาํเสนใยทีผ่าน

การไลโอฟไลซแลวจากขอ 3.5.12.1 ประมาณ 0.5 กรัม ใสในโกรงที่ผานการฆาเช้ือแลว          

เติมไนโตรเจนเหลวลงในโกรง บดเสนใยราใหเปนผงละเอียด จากนั้นถายใสหลอดพลาสติกทีผ่าน

การฆาเช้ือแลวขนาด 20 มล. เติม Extraction buffer (ภาคผนวก ค3) 5 มล.  ผสมใหเขากันโดย

การกลับหลอดไปมาเบาๆ จนเกิดสารผสมลักษณะหนดื แบงใสหลอดไมโครฟวจทีผ่านการฆาเช้ือ

แลวหลอดละ 500 ไมโครลิตร จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม ( ภาคผนวก ค6)  500 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันโดนการกลับหลอดไปมาเบาๆ จนสารในหลอดเกิดเปนอมิัลชัน  นาํไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 1 ชั่วโมง ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือ

ตะกอนเหนือช้ันฟนอล/คลอโรฟอรม ใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ระวังอยาใหติดสวนที่เปน

ตะกอน  จากนั้นเติม RibonucleaseA ความเขมขน 20 มก.ตอมล. (ภาคผนวก ค7) ปริมาตร 

0.05 เทาของสวนใส นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ นาน 30 นาทีเม่ือครบตามเวลา เติม ฟนอล/

คลอโรฟอรม โดยเติมเทากับปริมาตรของสารในหลอดไมโครฟวจ ผสมใหเขากันโดยการกลับ

หลอดไปมาเบาๆ จนสารในหลอดเกิดเปนอิมัลชัน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14000 xg ที่
อุณหภูมิ 4๐

ซ นาน 10 นาที ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนอืตะกอนเหนอืช้ันฟนอล/คลอโรฟอรม ใส

หลอดไมโครฟวจหลอดใหม สกัดซ้าํดวยฟนอล/คลอโรฟอรม ซ้ําอีก 1 ครั้ง ตามวธิีของ 

(Sambrook และ Russel, 2001) นําสวนใสที่อยูในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมมาตกตะกอน    

ดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลายโซเดียมแอซีเทต ความเปนกรด-เบส 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร 

(ภาคผนวก ค8) ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส และเอทานอลสัมบูรณที่เย็นจัด ปริมาตร 2 เทาของ

สวนใส กลับหลอดไปมาจนสังเกตเห็นตะกอนขาวของดีเอ็นเอ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว   

14000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 10 นาที เทสวนใสของโซเดียมแอซีเทตและเอทานอลสัมบูรณทิ้ง 

ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอทานอลเย็น ปริมาตร 1 มล. ปนลางตะกอนทีค่วามเร็ว 9700 xg  

ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 5 นาทคีอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง กําจดัเอทานอลทีต่กคางโดยนําตะกอนดีเอ็นเอ

ไประเหยจนแหงสนิท จากนัน้ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ค9) ใน

ปริมาตรที่เหมาะสมโดยขึ้นอยูกับปริมาณดเีอ็นเอที่สกัดได เก็บรักษาดเีอ็นเอที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

จนกวาจะนําไปใช  
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3.5.12.3 การวิเคราะหความบริสุทธิแ์ละความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาตรวจสอบปริมาณดเีอ็นเอ

โดยวัดคาการดูดกลนืแสง (Absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 280 และ 260 นาโนเมตร คํานวณ

คา A260/A280  คาที่เหมาะสมควรอยูในชวง 1.8 – 2.0  หากคา A260/A280 นอยกวา 1.8 แสดงวามี

การปนเปอนจากโปรตีนสูง หากคา A260/A280 มากกวา 2.0 แสดงวามอีารเอ็นเอปนเปอนสูง  
 

   คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ  
 

  ปริมาณดีเอ็นเอสายคู        = A260 x 50 x dilution factor 

(ไมโครกรัมตอมล.) 
 

3.5.12.4 การวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ

ดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส โดยหลอมอะกาโรสเขมขน 1% ในบัฟเฟอร TAE เขมขน 1 

เทา (ภาคผนวก ค10) ตั้งทิง้ไวใหอุน จากนั้นเทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศเกดิขึ้น ปลอยใหอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 30 นาที  นาํอะกาโรสเจลที่พรอมใชงานใส

ใน chamber ของเครื่องเจลอิเล็กโทรโฟริซิส  เท TAE บัฟเฟอรใหสูงกวาเจลเล็กนอย ผสม

สารละลายดีเอ็นเอกับสีตดิตาม (ภาคผนวก ค11) และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหความเขมขน

ของสีติดตามเปน 1 เทา  หยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100bp DNA ladder และดีเอ็นเอที่ตองการ

ตรวจสอบลงในชองว่ิง จากนั้นประกอบชุดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส Mupid-2 รันเจลโดยใชความตาง

ศักย 100 โวลต  จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนลงมาจนเกือบสุดขอบเจลอีกดาน

หนึ่ง ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมล.(ภาคผนวก ค12) นาน 10 

นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation โปรแกรม Quality One เวอรชัน  

4.4.1 (Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา)  
 

3.5.12.5 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase chain reaction, PCR)  
 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.12.2 มาเปนแมแบบในการเพิ่ม

ปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS โดยใชไพรเมอร universal internal transcribed spacer ไดแก คู 

ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส) ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
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รูปที ่3.1    แผนที่แสดงบริเวณ 5.8 S RDNA และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการพิสูจน

เอกลักษณของรา (ปรับปรุงจาก http://www.lutzonilab.net/image/p_LSU-SSU-
ITS_primers.gif) 

 
สวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังนี ้ 

 
- 10x Taq DNA polymerase buffer     5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลาย ITS1-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย ITS4 (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร   4 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร          ความเขมขนที่เหมาะสม  

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร   0.5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.10.2      2 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหไดปริมาตรสุทธิ                50 ไมโครลิตร 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 50 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 
ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle, Perkin Elmer ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.4 แตใชดีเอ็นเอมาตรฐานเปน 1kb ladder 
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3.5.12.6 การทําผลิตภัณฑลูกโชพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ดวยชุด PCR clean-up Gel 

Extraction 
 
นําผลติภณัฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ในขอ 3.5.12.5 มาทําให

บริสุทธิ์ดวยชดุ PCR clean-up Gel Extraction ของบริษัท Macherey-Nagel GmbH & Co., 

ประเทศเยอรมัน (ภาคผนวก จ1) ตามวิธทีี่ระบุโดยบรษิัทผูผลติดังนี ้เติมบัฟเฟอร NT ปริมาตร 

2 เทาของปริมาตรตัวอยางที่นํามาทาํใหบรสุิทธิ์ ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา จากนั้น

ถายลงใน NucleoSpin® Extract II column นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg ที่

อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 600 

ไมโครลติร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg  ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง 

หมุนเหวี่ยงนาน 2 นาทีซ้าํอีกครั้งเพ่ือกําจัดบัฟเฟอร NT ที่ตกคาง จากนั้นยายคอลัมนมายัง

หลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอดประจุปริมาตร 25-50 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผน

เมมเบรน ตั้งท้ิงไวนาน 1 นาที นาํไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 11000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 

นาที นําสวนน้าํใสซึ่งเปนผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสบริสุทธิ์มาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

 

3.5.12.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของราที่

คัดเลือก 

 

นําผลติภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ผานการทาํใหบริสุทธิ์ สงวิเคราะหลําดบั     

นิวคลีโอไทดที่บริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย จากนัน้นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีมี

อยูในฐานขอมูล GenBank  ดวยโปรแกรม BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) 

เพ่ือพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก 
 

3.5.13 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีน

โดยราที่คัดเลือกดวยวิธี RT-PCR 

 
3.5.13.1 การเตรียมตัวอยางเพ่ือเตรียมสกัดอารเอ็นเอ 

 

เล้ียงราในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตร ตามวิธี

ขอ 3.5.4  เก็บตัวอยางทุกสัปดาหตอเนื่องนาน 4 สัปดาห ปริมาตร 50 มล.นําตัวอยางมาแยกเซลล

โดยการปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 10000 xg นาน 15 นาที ปนลางเซลลดวยน้ํากล่ัน

ปลอดเชื้อ 2 ครั้ง นําตะกอนเซลลไปแชในไนโตรเจนเหลว แลวนําไปไลโอฟไลซเพ่ือใหเสนใยแหง

สนิท เก็บรักษาตัวอยางที่อณุหภูมิ -20๐
ซ จนกวาจะนาํไปสกัดอารเอ็นเอ 
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3.5.13.2 การสกัดอารเอ็นเอ 

 

นําเซลลแหงจากขอ 3.5.13.1 มาสกัดอารเอ็นเอดวยชุดสกัด AurumTM Total 

RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

(ภาคผนวก จ2) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ นาํเสนใยที่ผานการไลโอฟไลซแลวจากขอ 

3.5.13.1 ประมาณ 100 มก. ใสในโกรงที่ผานการฆาเช้ือ เติมไนโตรเจนเหลวลงในโกรง บดเสนใย

ราใหเปนผงละเอียด ถายเสนใยละเอียดใสหลอดไมโครฟวจขนาด 2 มล. เติม PureZOL 

ปริมาตร 1 มล. ปนผสมสารละลายกับเซลลดวยเครื่องปนผสมนาน 30-60 วินาที  บมที่

อุณหภูมิหองนาน 5 นาทีกอนนําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 10 

นาที เพ่ือชวยกําจัดเศษเซลลที่ไมละลายออกไป  ถายสวนใสลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  

เติมคลอโรฟอรม 0.2 มล. เขยาใหเปนเนือ้เดียวกัน 15 วินาที (ข้ันตอนนี้หามใชเคร่ืองปนผสม) 

บมที่อุณหภูมหิองนาน 5 นาทีกอนนาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ นาน 

15 นาท ีหลังจากปนเหวี่ยงสารจะแยกออกเปน 3 ชั้น คือ ชั้นบนสดุมีลักษณะใส ไมมสีี ซึ่งเปนชั้น

ที่มีอารเอ็นเออยู  สวนชั้นกลางมีลักษณะสีขาวและชั้นลางสุดมีลักษณะเปนของเหลวสีแดงซึ่งมี     

ดีเอ็นเอและโปรตีนอยู  ถายสวนใสชั้นบนสุดใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหมทันท ีเติม 70% เอ

ทานอล ปริมาตรเทากับปริมาตรสวนใสที่ดดูออกมา (ประมาณ 600 ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน

โดยใชปเปตตดูดขึ้นลง  จากนั้นถายลงใน RNA Binding column นําไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 

12000 xg ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง  ลางเมมเบรนดวย Low-stringency wash 

solution 700 ไมโครลติร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 30 วินาท ี

เทสวนน้ําใสทิง้ กําจัดดีเอ็นเอที่ตกคางอยูโดยการเติม DNase I  ปริมาตร 80 ไมโครลิตร (ตาม

วิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต) ลงไปกึ่งกลางแผนเมมเบรน บมที่อุณหภูมหิองนาน 15 นาทีกอนนําไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 30 วินาท ีลางเมมเบรนดวย High 

stringency wash solution 700 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12000 xg ที่
อุณหภูมิหองนาน 30 วินาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง หมุนเหวี่ยงซ้ําอีกคร้ังนาน 2 นาทีเพ่ือกําจัด High-

stringency wash solution ที่เหลืออยูออกใหหมด จากนั้นยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม เตมิ elution solution ปริมาตร 30-40 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผนเมมเบรน ตั้ง

ทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12000 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 2 นาที เพ่ือชะอารเอ็น

เอออกจากแผนเมมเบรน นาํสวนน้าํใสซึ่งเปนอารเอ็นเอมาเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ -70๐
ซ เพ่ือใช

สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอไป 

 
3.5.13.3 การวิเคราะหความบริสุทธิแ์ละความเขมขนของอารเอ็นเอ 

 
นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.11.2 มาตรวจสอบปริมาณ     

อารเอ็นเอโดยวัดคาการดดูกลืนแสง (Absorbance, A) ที่ความยาวคลืน่ 280 และ 260 นาโน

เมตร คํานวณคา A260/A280  
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  คํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอจากสมการ  
 

  ปริมาณอารเอ็นเอ        = A260 x 40 x dilution factor 

(ไมโครกรัมตอมล.) 
 

3.5.13.4 การตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอดวยวิธีฟอรมาลดีไฮด อะกาโรส 

เจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 
นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2 มาตรวจสอบคุณภาพดวย

วิธีฟอรมาลดไีฮดอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Formaldehyde Agarose Gel Electrophoresis) 

(Bryant และ Manning, 1988) โดยมีวิธกีารดังนี ้

 
3.5.13.4.1 การเตรียมตัวอยางอารเอ็นเอสําหรับวิเคราะหดวยวิธีฟอรมอลดีไฮด 

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 

นําสารละลายอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2 ความเขมขน 20 

ไมโครกรัม มาทําใหแหงดวยเครื่อง speed vacuum จนสารละลายอารเอ็นเอแหง เติม running 

buffer (ภาคผนวก ค20) 20 ไมโครลิตร ลงในแตละหลอด ผสมโดยการเคาะกนหลอด จากนั้น

นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิ 65๐
ซ ดวยเครื่อง heat block นาน 10 นาที   

 

3.5.13.4.2 การเตรียมฟอรมาลดีไฮดอะกาโรสเจล 

 
ชั่งอะกาโรส 0.9 กรัม ใสในขวดฝาเกลียวขนาด 100 มล. เติมน้าํปลอด

ประจุปลอดเชือ้ที่มี DEPC ผสมอยู (ภาคผนวก ค18) ปริมาตร 44.5 มล. บันทึกน้าํหนักขวดที่มี 

อะกาโรสและน้ําอยู หลอมอะกาโรสใหละลายและชั่งน้าํหนักขวดซ้าํ เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้

ที่มี DEPC ผสมอยู ใหน้ําหนักขวดรวมสารละลายเทากับน้ําหนักเดิมกอนนําอะกาโรสไปหลอม 

ตั้งทิ้งไวใหอะกาโรสอุน ระหวางนี้เตรียมสวนผสมของ MOPS และฟอรมาลดีไฮด โดยผสม 10x 

MOPS buffer (ภาคผนวก ค19) ปริมาตร 6 มล. กับฟอรมาลดีไฮดปริมาตร 9.8 มล. เขยาใหเขา

กัน เติมลงในอะกาโรสที่หลอมแลว จากนัน้เทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมี

ฟองอากาศเกดิขึ้น ปลอยใหฟอรมาลดีไฮดอะกาโรสแข็งตัวประมาณ 1 ชั่วโมง นําฟอรมาลดีไฮด 

อะกาโรสเจลที่พรอมใชงานใสใน chamber ของเครื่องเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

เท MOPS buffer ความเขมขน 1 เทาลงใน chamber ใหสูงกวาเจล

เล็กนอย หยอดตัวอยางที่เตรียมไวในขอ 3.5.11.4.1 ลงในชองตัวอยาง และหยอดน้าํกล่ันผสม 

loading dye ลงในชองตัวอยางอีก 1 ชอง จากนัน้ประกอบชุดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส รันเจลโดยใช

ความตางศักย 100 โวลต  จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคล่ือนลงมาจนเกอืบสุดขอบ    

เจลอีกดานหนึ่ง ตรวจดแูถบอารเอ็นเอดวยเครื่อง Gel Documentation (Bio-Rad, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา)  
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3.5.13.5 การสังเคราะหสาย cDNA  
 

สังเคราะหสาย cDNA จากอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 3.5.13.2  ดวยชุด

สําเร็จ Universal RiboClone® cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega ประเทศ

สหรัฐอเมริกา  (ภาคผนวก จ3)  ตามวธิีทีแ่นะนาํโดยผูผลิตดังนี้  
 

3.5.13.5.1 การสังเคราะห cDNA สายแรก 

 
นําอารเอ็นเอความเขมขน 100 ไมโครกรัม มาเติม Oligo(dT) Primer 

ความเขมขน 0.5 มก.ตอมล. ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ปรบัปริมาตรสุดทายใหได 15 ไมโครลติร

ดวยน้ําปลอดนิวคลีเอส บมที่อุณหภูมิ 70๐
ซ ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ นาน 5-10 นาที จากนัน้ทาํ

ใหเย็นบนน้ําแข็งนาน 5 นาท ีเติม First Strand 5X บัฟเฟอร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และ 

RNasin® Ribonuclease Inhibitor 40 หนวย  บมที่อุณหภูมิ 42 ๐ซ ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิ 

นาน 3-5 นาที จากนัน้เติมโซเดียมไพโรฟอสเฟตความเขมขน 40 มิลลิโมลาร ปริมาตร 2.5 

ไมโครลติร และ AMV Reverse Transcriptase 30 หนวย ปรับปริมาตรสุดทายใหได 25 

ไมโครลติรดวยน้ําปลอดนิวคลีเอส  บมหลอดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 42๐
ซ ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ 

นาน 60 นาที เม่ือครบเวลาแลวนําหลอดปฏิกิริยาวางบนน้ําแข็ง เติม EDTA 50 มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 95 ไมโครลิตร เก็บรักษาที่เย็นเพื่อนําไปใชในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายทีส่องตอไป 
 

3.5.13.5.2 การสังเคราะห cDNA เสนที่สอง 

 
นําสาย cDNA เสนแรกที่ไดจากการสังเคราะหในขอ 3.5.13.5.1 มา

สังเคราะหสาย cDNA เสนที่สองดวยชุดสําเร็จตามวธิทีี่แนะนาํโดยบริษัทผูผลติโดยในหลอด

ปฏิกิริยาประกอบดวย  
 

cDNA เสนแรก        20 ไมโครลติร 

Second Strand 2.5X บัฟเฟอร      40 ไมโครลติร 
Acetylated BSA ความเขมขน 1 มก.ตอมล.   5 ไมโครลติร 

DNA Polymerase I      23 หนวย 

RNaseH        0.8 หนวย 

ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้าํปลอดนิวคลีเอสใหได  100 ไมโครลติร 
 

บมหลอดปฏกิิริยาที่อุณหภมูิ 14๐
ซ นาน 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาแลวยายหลอด

ปฏิกิริยามาบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูม ิ70 ๐ซ นาน 10 นาที จากนั้นนําหลอด

ปฏิกิริยามาแชบนน้าํแข็ง เตมิ T4 DNA Polymerase ใหไดความเขมขนสุดทาย 2 หนวยตอ

ไมโครกรัมของอารเอ็นเอที่สกัดได บมทีอุ่ณหภูม ิ37๐
ซ นาน 10 นาท ีหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 200 

มิลลิโมลาร EDTA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และนาํหลอดปฏิกิริยามาแชบนน้ําแข็ง จากนั้นสกดั 
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cDNA โดยเติมฟนอล:คลอโรฟอรม:ไอโสเอมิล แอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรสารในหลอด

ปฏิกิริยา ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิหองดวยเครื่องหมุน

เหวี่ยงแบบตั้งโตะ ที่ความเรว็สูงสุด  นาน 2 นาที  ถายสวนใสชั้นบนสดุใสหลอดไมโครฟวจหลอด

ใหม เติม 2.5 โมลาร โซเดียมแอซีเทต ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 ปริมาตร 0.1 เทาของ

ปริมาตรสารทัง้หมด และเอทานอลสัมบูรณที่เย็นจัด ปริมาตร 2 เทาของสวนใส ผสมสารใหเขากัน

โดยกลับหลอดไป  จากนั้นนําหลอดไปตัง้ไวที่อุณหภูม ิ-70๐
ซ นาน 30 นาที กอนนาํไปหมนุเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 14000 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 5 นาที เทสวนใสของโซเดียมแอซีเทตและเอทานอล

สัมบูรณทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอลเย็น70% ปริมาตร 1 มล. ปนลางตะกอนที่ความเร็ว 

9700 xg ที่อุณหภูมิ 4๐
ซ นาน 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง กําจัดเอทานอลที่ตกคางโดยนํา

ตะกอนดีเอ็นเอไประเหยจนแหงสนิท จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก 

ค9) ในปริมาตรที่เหมาะสม โดยขึ้นอยูกับปริมาณ cDNA ที่สกัดได เก็บรักษา cDNA ที่อุณหภมูิ 

-20๐
ซ จนกวาจะนําไปใช  

 
3.5.13.6 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีนกลีเซอราลดี

ไฮด-3-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจเีนส (gdp) เพื่อใชในปฏิกริิยา RT-PCR  

 

3.5.13.6.1 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคส 

 

   จากการวิเคราะหลําดบัของแลคเคสยีนของราทั้งหมดที่มีรายงานไว 

พบวายีนแลคเคสในกลุมของรามีความเหมือนกันของลําดบัคอนขางต่ํา ยกเวนบริเวณเรงปฏิกิริยา 

ที่มีคอปเปอรเปนองคประกอบซึ่งเปนบริเวณที่มีการอนรัุกษไวสูง (Salony และคณะ, 2008)  

หนึ่งในไพรเมอรที่ออกแบบจากบริเวณที่อนุรักษสูงนี้คือไพรเมอร Plac-F และ Plac–R ที่จําเพาะ

ตอยีนแลคเคสของ Pleurotus (Soden และ Dobson, 2001) ซึ่งมีลําดบันิวคลโีอไทดแสดงใน

ตารางที่ 3.1 ไดถูกเลือกเพ่ือนํามาใชเพ่ิมจาํนวนชิ้นสวนบริเวณอนุรักษของยีนแลคเคสจากราใน

การทดลองนี ้

 
3.5.13.6.2 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp 

 
สําหรับไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp นั้นเลือกใชไพรเมอร gdp-F  

และ gdp-R ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงตอราหลายจีนัส เชน P. chrysosporium ตามรายงานของ 

Bogan และคณะ (1996) และรายงานของ Gettemy และคณะ (1998) ดังแสดงในตารางที่ 3.1 มา

ใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 
 

3.5.13.6.3 การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวน

ของยีนแลคเคสและ gdp ของราที่คัดเลือก    
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นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราที่คัดเลือกมาเปนแมแบบเพื่อหาลําดบั 

นิวคลีโอไทดบางสวนของยีนแลคเคส และยีน gdp ของราที่คัดเลือก โดยใชคูไพรเมอรตามขอ 

3.5.13.6.1 และ 3.5.13.6.2  สวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมีดังนี้ 
 
- 10x Taq DNA polymerase buffer     5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลายฟอรเวิรดไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลายรีเวิรสไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร   4 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร     9 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 4.5 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร   0.5 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.10.2      2 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ            27.5 ไมโครลิตร 

   ปริมาตรสุทธิ              50 ไมโครลิตร 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูมิเหมาะสม เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 

อุณหภูมิเหมาะสมสําหรับแอลนีลดวยไพรเมอรคู Plac-F และ Plac –R คือที่

อุณหภูมิ 51๐
ซ และอุณหภมูิ 55๐

ซ สําหรับไพรเมอรคู gdp-F และ gdp-R 

ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

cycle, Perkin Elmer, ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

ดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.7  เนื่องจากผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสในขั้นตอนนี้มหีลายแบน จึงตองนําจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาทําใหบริสุทธิ์

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 
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3.5.13.7 การทําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick Gel 

Extraction Kit 
 

สกัดผลิตภัณฑลูกโชพอลิเมอเรสของชิ้นยีนแลคเคส และ ยีน gdp ออกจาก  

อะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศเยอรมัน) (ภาคผนวก 

จ4) ตามวิธีทีร่ะบุโดยบริษทัผูผลิตดังนี้ ตัดชิ้นอะกาโรส เจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่ตองการ 

จากนั้นเติมบฟัเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักอะกาโรส นําไปบมที่อุณหภูมิ 50๐
ซ นาน 10 

นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาของ

น้ําหนักอะกาโรสเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา จากนั้นถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน 

QIAquick spin column นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 17900 xg  นาน 1 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง 

เทสวนน้ําใสทิง้ ลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร นาํไปหมนุเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 17900 xg นาน 1 นาที ที่อุณหภมูิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง กอนหมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อ

กําจัดบัฟเฟอร PE ที่ตกคาง จากนัน้ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอด

ประจุที่ผานการฆาเช้ือแลว ปริมาตร 25-50 ไมโครลิตร ตรงบริเวณกลางแผนเมมเบรน ตั้งทิ้งไว

นาน 1 นาที นาํไปหมนุเหวี่ยงดวยความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นาํสวนน้าํใสซึ่ง

เปนผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสบริสุทธิ์มาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ   

 
3.5.13.8 การโคลนผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส 

 
3.5.13.8.1 การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 

 
 เนื่องจากผลติภัณฑทีไ่ดจากปฏิกิริยาลูกโชพอลิเมอเรสจากขอ 

3.5.13.7 มีบริเวณปลายยื่นเปน A-overhang  จึงตองทําใหปลายของผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

เปนปลายทู (blunt end) ดวยเรสทริกชันเอนไซม DNA blunting enzyme (GeneJETTM PCR 

cloning Kit ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา) (ภาคผนวก จ5) ตามวิธทีี่ระบุโดย

บริษัทผูผลติ  โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้

 
2x  Reaction buffer     10 ไมโครลิตร 

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรส จากขอ 3.5.11.6    2 ไมโครลิตร 

ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้ใหเปน  17 ไมโครลิตร 

DNA blunting enzyme       1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ      18 ไมโครลิตร 
 
นําหลอดปฏิกริิยาไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที บมที่

อุณหภูมิ 70๐
ซ นาน 5 นาท ีเม่ือครบเวลาแลวนําหลอดปฏิกิริยาไปแชในอางน้ําแข็งทันที เปนเวลา 

1 นาท ี  ไลเกตช้ินดีเอ็นเอที่เตรียมไดเขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1/blunt Cloning Vector 



 73

(GeneJETTM PCR cloning Kit ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา) (ภาคผนวก จ5) 

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลติ  โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้

 
ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมได                       18 ไมโครลิตร 

pJET1/blunt Cloning Vector ประมาณ 50 นาโนกรัม    1 ไมโครลิตร 

T4 DNA ligase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลติร    1 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ      20 ไมโครลิตร 

 

นําหลอดปฏิกริิยาไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที บมที่

อุณหภูมิ 22 ๐ซ เปนเวลา 30 นาที  
 

3.5.13.8.2 การเตรียมคอมพีเทนตเซลล (competent cell) ของ E. coli 
DH5α 

 
เตรียมคอมพีเทนตเซลลดวยวิธีแคลเซียมคลอไรด โดยดัดแปลงจากวธิี

ของ Sambrook และ Russel (2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดีย่วของ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว LB (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 5 มล. นําไปบมเขยาขามคืน (16 -18 ชั่วโมง) ที่อุณหภูมิ 

37๐
ซ เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชือ้ไปยัง Arm flask ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

ปริมาตร 100 มล. นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37๐
ซ จนกระทัง่ OD550 เทากับ 0.5  

 
ระหวางที่รอการเจริญของเชื้อ ใหเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด

ความเขมขน 0.1 โมลาร (เตรียมกอนใชและทุกข้ันตอนทําในอางน้ําแข็ง) ดังนี้ ผสมน้ําปลอด

ประจุปลอดเชือ้ที่เย็น ปริมาตร 450 มล. เขากับสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 1      

โมลาร (ภาคผนวก ข16) ปริมาตร 50 มล. ในฟลาสกปลอดเชื้อขนาด 1 ลิตร ผสมใหเขากันจะได

สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร แชในอางน้าํแข็งกอนจะใช  จากนั้นเตรียม

สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลารผสมกลีเซอรอล 80% โดยแบงสารละลาย

แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 44.4 มล. เติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อความ

เขมขน 80% ปริมาตร 5.6 มล.เขยาผสมสารใหเขากัน แชในอางน้ําแข็งกอนใชงาน 

 
เม่ือเซลลเจริญจนถึงคา OD550 ที่ตองการแลว นําฟลาสกไปแชในอาง

น้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที ถายเชื้อลงในหลอดเซนติฟวจปลอดเชื้อปรมิาตร 250 มล.ที่แชเย็น 2 

หลอด นาํไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 4000 xg เปนเวลา 10 นาที เทสวนอาหารเลี้ยง

เช้ือทิ้ง ตั้งแตข้ันตอนนี้เปนตนไปตองทําที่อุณหภูมิ 4๐
ซ โดยนําตะกอนเซลลไปปนผสมโดยใช

เครื่องปนผสมเพื่อกระจายตะกอนเซลลที่ติดอยูที่กนหลอดเซนติฟวจ รวมตะกอนเซลลจากหลอด

เซนติฟวจ 2 หลอดเขาดวยกัน เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรดเย็น ความเขมขน 0.1 โมลาร 

ปริมาตร 125 มล. แชในอางน้ําแข็งนาน 4 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4๐
ซ ความเร็ว 4000 

xg เปนเวลา 10 นาที เทสวนอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง นําตะกอนเซลลไปปนผสมโดยใชเคร่ืองปนผสม
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เพ่ือกระจายตะกอนเซลลทีต่ิดอยูที่กนหลอดเซนติฟวจ จากนั้นเติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด

ความเขมขน 0.1 โมลารที่ผสมกลีเซอรอล 80% ปริมาตร 15 มล. ผสมใหเขากันเบาๆ แบงคอมพี

เทนตเซลลที่เตรียมไดใสหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่แชเย็น หลอดละ 200 มล. เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ -70๐
ซ 

 

3.5.13.8.3 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาคอมพีเทนตเซลล  

 
ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.5.13.8.1 เขาสูคอมพี

เทนตเซลล E. coli DH5α ดวยวิธี Heat shock (Sambrooke และ Russell, 2001)  ดังนี้ นําคอม

พีเทนตเซลล E. coli DH5α ที่เก็บไวที่อณุหภูมิ -70๐
ซ มาแชในอางน้ําแข็ง ใสรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดทีไ่ลเกตไวในขอ 3.5.11.8.1 ทั้งหมดลงในหลอดคอมพีเทนตเซลล ปริมาตร 200 

ไมโครลติร ผสมใหเขากันเบาๆ นําไปบมที่ในอางน้ําแข็งอยางนอย 30 นาที จากนัน้ heat shock 

ที่อุณหภูมิ 42 ๐ซ เปนเวลา 2 นาที เม่ือครบเวลายายหลอดปฏิกิริยาลงในอางน้าํแข็งทันที บมใน

อางน้ําแข็ง 2 นาที จากนัน้เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มล.ลงในหลอดปฏิกิริยา 

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ นาน 1 ชั่วโมง นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4๐

ซ ความเร็ว 4000 xg เปน
เวลา 10 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมทิ้งแลวเติมอาหารเลีย้งเชื้อ LB ใหมปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ลงในหลอดปฏิกิริยา 

 
3.5.13.8.4 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนตที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ 

 
เนื่องจากในพลาสมิด pJET1 มีบริเวณ eco47IR ที่เปน lethal gene มี

ความสามารถในการสรางสารพิษที่เปนอันตรายตอเซลล หาก E. coli DH5α ไดรับพลาสมิด 

pJET1 ที่ไมมชีิ้นสอดแทรกซึ่งจะมีการแสดงออกของ eco47IR ทําใหเซลลไมสามารถเจริญได  

นอกจากนี้ ใน pJET1 ยังมีบริเวณ bla(ApR) ซึ่งเปน β-lactamase gene ที่ชวยใหเซลล E. coli 
DH5α ที่มีพลาสมิด pJET1 สามารถทนตอแอมพิซิลลินที่ผสมใน LB ได สวนเซลล E. coli 
DH5α ที่ไมมีพลาสมิด pJET1 ไมสามารถทนตอแอมพิซิลลิน  สมบตัิของพลาสมิด pJET1 

ทั้งหมดแสดงไวในภาคผนวกที่ จ5 

คัดเลือกทรานสฟอรแมนตทีม่ีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการโดยนาํ

สารแขวนลอยของ E. coli DH5α  ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิด ตามขอ 3.5.13.8.3 

ปริมาตร 200 ไมโครลติร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 

ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ค15) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37๐
ซ สังเกต

การเจริญของเชื้อภายใน 16-18 ชั่วโมง แยกโคโลนีที่เจริญมาทําใหบรสุิทธิ์โดยขีดเชือ้ลงในอาหาร

ชนิดเดิมบมทีอุ่ณหภูมิ 37๐
ซ นาน 16-18 ชั่วโมง เม่ือไดโคโลนีเดี่ยวแลว นําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยง

เช้ือเหลว LB ปริมาตร 5 มล.ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัม

ตอมล. บมเขยาที่อุณหภูมิ 37๐
ซ ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  

ถายเซลล 1 มล.ลงในหลอดไมโครฟวจ หมุนเหวี่ยงเพื่อเก็บเซลลที่ความเร็ว 97000 xg นาน 2 
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นาที ที่อุณหภมูิ หองเทสวนน้ําใสออก เตมิเซลลเพ่ิมในหลอดเดิมอีก 1 มล. ปนเก็บเซลลอีกคร้ัง 

นําตะกอนเซลลที่ไดไปใชในการสกัดพลาสมิด  

 
3.5.13.8.5 การสกัดพลาสมิด 

 
นําเซลลจากขอ 3.5.13.8.4 มาสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมดิ 

QIAprep Miniprep Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศเยอรมัน) (ภาคผนวก จ6 ) ตามวิธีที่

แนะนาํโดยบรษิัทผูผลติดังนี ้เติมบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตรลงในหลอดปฏิกิริยา 

ผสมใหเขากัน จากนัน้เติมบฟัเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบัหลอด

จนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที  จากนั้นเติมสารละลาย 

N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดจนเกิดตะกอนขาว นําไปหมนุเหวี่ยงเพื่อ

ตกตะกอนที่ความเร็ว 17900 xg นาน 10 นาที ที่อุณหภมูิหอง  ถายสวนน้ําใสลงใน QIAprep 

spin column  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง 

เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในคอลัมน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่
อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลงใน

คอลัมน นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 17900 xg ที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งและ

หมุนเหวี่ยงในภาวะเดิมซ้ําอีกคร้ัง เพ่ือกําจัดบัฟเฟอร PE ที่ตกคาง  ยายคอลัมนมายังหลอด    

ไมโครฟวจหลอดใหม เติมน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อปริมาตร 30-50 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ตั้ง

ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองนาน 1 นาที จากนัน้นาํไปหมนุเหวี่ยงที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที นํา

สารละลายพลาสมิดที่อยูในสวนน้ําใสมาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20๐
ซ 

 
3.5.13.8.6 การยืนยันผลของรีคอมบิแนนทพลาสมิดดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส  

 

นําพลาสมดิทีส่กัดไดจากขอ 3.5.13.8.5 มาเปนแมแบบในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันผล โดยมีสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังนี้  
 

- 10x Taq DNA polymerase buffer           5 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1x  Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลายฟอรเวริ์ดไพรเมอรความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 1ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลายรีเวิรสไพรเมอร ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร 4 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 0.8 มิลลิโมลาร) 

- สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร 9 ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 4.5 มิลลิโมลาร) 
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- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร  0.5   ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทาย 0.05 หนวย) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.5.10.2 2     ไมโครลิตร 

   (ความเขมขนสุดทายประมาณ 50 นาโนกรัม) 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 27.5 ไมโครลติร 

   ปริมาตรสุทธิ              50    ไมโครลิตร 
 
ไพรเมอรที่ใชในการทาํปฏิกิริยาสําหรับตรวจสอบยีนแลคเคส ไดแกคูที่ 1-3 และสําหรับ

ยีน gdp ไดแกคูที่ 4-6  

 
 
คูที่ 1   

- สารละลาย Plac-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย Plac-R(รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 2  

- สารละลาย Plac-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย pJET-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 3  

- สารละลาย pJET-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย Plac-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 4 

- สารละลาย gdp-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย gdp-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

คูที่ 5  

- สารละลาย gdp-F (ฟอรเวิรด)  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย pJET-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
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คูที่ 6  

- สารละลาย pJET-F (ฟอรเวิรด) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย gdp-R (รีเวิรส) ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี ้ 

Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94 ๐ซ เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูมิเหมาะสม เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72 ๐ซ เปนเวลา 10 นาท ี
 
อุณหภูมิเหมาะสมสําหรับการแอลนีลดวยไพรเมอรคูที่ 1-3 คือที่อุณหภูมิ 51๐

ซ และ

อุณหภูมิ 55๐
ซ สําหรับไพรเมอรคูที่ 4-6  จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอ

เรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในขอ 3.5.12.4 
 

3.5.13.8.7 การตรวจสอบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนท  

พลาสมิด 

 
ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดทีส่กัดไดในขอ 3.5.13.8.5  ดวยเรสทริกชัน

เอนไซม SalI (Fermentas, ประเทศสหรัฐอเมริกา) อยางสมบูรณ ตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต โดยมี

สวนผสมของปฏิกิริยาดังนี ้
 
- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ  3.5.13.8.5 5  ไมโครลติร 

- 10x  บัฟเฟอร O   1.5 ไมโครลติร 

- เอนไซม SalI     1 ไมโครลติร 

- น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     7.5 ไมโครลติร 

 
ผสมสวนผสมในหลอดปฏิกิริยาใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37๐

ซ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 

ตรวจสอบรูปแบบพลาสมิดที่ตัดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวิธีในขอ 3.5.12.4 
 

3.5.13.8.8 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นยีนแลคเคสและชิ้นยีน gdp ที่

แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

 
หาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นแลคเคสและยีน gdp ที่แทรกอยูในรีคอม

บิแนนทพลาสมิดในขอ 3.5.13.8.5 โดยใชบริการของบริษัท 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) นํา
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ลําดบันิวคลโีอไทดทีไ่ดของชิ้นสวนยีนทั้ง 2 ยีน ไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank 

ดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank 
 

3.5.13.9 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีน gdp ของ

ราที่คัดเลือกสําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา   

RT-PCR 
 

ออกแบบนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอยีนแลคเคสและยีน gdp ของราที่

คัดเลือกโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากขอ 3.5.13.8.8 ตั้งช่ือวา lacF-1 และ lacR-2 

สําหรับยีนแลคเคสและ gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp  
 
นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราจากขอ 3.5.12.2 มาเปนแมแบบในปฏกิิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2  สําหรับยีนแลคเคส และ gdp 

Aaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp โดยใชสวนผสมและภาวะในการทดสอบดงั

ขอ 3.5.13.8.6 ตรวจสอบผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริ

ซิสตามวธิีในขอ 3.5.12.4  ทําผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิต์ามวิธีในขอ 

3.5.13.7  และสงตัวอยางไปวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดตามรายละเอียดในขอ 3.5.13.8.8 นาํ

ลําดบันิวคลโีอไทดทีไ่ดของชิ้นสวนยีนที่ไดทั้ง 2 ยีนไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN จากการทดสอบพบวาไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2  มี

ความจําเพาะตอยีนแลคเคสและคู gdpAaege474-F gdpAaege755-R มีความจําเพาะตอยีน gdp 

ของราที่คัดเลือก จึงใชไพรเมอร 2 คูนี้สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา RT-

PCR ตอไป 
 

3.5.13.10 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา RT-PCR 

 
นํา cDNA ของราที่คัดเลือกในแตละชวงของการยอยฟลูออรีน จากขอ 

3.5.13.5.2 มาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอรคู lacF-1 และ lacR-2  

สําหรับยีนแลคเคส และไพรเมอรคู gdpAaege474-F gdpAaege755-R สําหรับยีน gdp โดยใช

สวนผสมดังขอ 3.5.13.8.6   
 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับยีน gdp  เปนดังนี้  
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94๐

ซ  เปนเวลา 5 นาท ี

Denaturation  ที่อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา 1 นาท ี

Annealing  ที่อุณหภูม ิ 55๐
ซ  เปนเวลา 1 นาท ี       35  รอบ 

Extension  ที่อุณหภูม ิ 72๐
ซ  เปนเวลา 2 นาท ี

Final extension ที่อุณหภูม ิ 72๐
ซ  เปนเวลา 10 นาท ี
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับยีนแลคเคส  เปนดังนี้  
 
Hot Start  ที่อุณหภูม ิ 94๐

ซ  เปนเวลา  1 นาท ี
 
7 รอบ ที ่

อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา  2 วินาท ี

อุณหภูม ิ 70๐
ซ  เปนเวลา  3    นาท ี

32 รอบ ที ่

อุณหภูม ิ 94๐
ซ  เปนเวลา  2  วินาท ี

อุณหภูม ิ 69๐
ซ  เปนเวลา  3    นาท ี

 
Final extension ที่อุณหภูม ิ 67๐

ซ เปนเวลา  4    นาท ี
 
ตรวจสอบผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามวธิใีนขอ 3.5.12.4  ทําผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากไพร

เมอร lacF-1 และ lacR-2 ใหบริสุทธิ์ตามวิธีในขอ 3.5.13.7 และสงตัวอยางไปวิเคราะหลําดบั     

นิวคลีโอไทดตามรายละเอยีดในขอ 3.5.13.8.8 นาํลําดบันิวคลโีอไทดที่ไดของชิ้นสวนยีนที่ไดทัง้ 2 

ยีนไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX 



 

บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 

 

 

4.1 ตัวอยางราและการแยกเชือ้ใหบริสุทธิ ์
 

จากการเก็บตวัอยางจากแหลงตางๆ ในประเทศไทย โดยภาคกลางเก็บตัวอยางที่

จังหวัดกรุงเทพมหานคร นนทบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี ประจวบคีรีขันธ สวนภาค

ตะวันตกเก็บตัวอยางที่จังหวัดกาญจนบุรี ภาคตะวนัออก เก็บตัวอยางที่จังหวัดระยอง ชลบุรี ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เก็บตวัอยางที่จังหวัดนครราชสีมา และภาคใตเก็บตัวอยางที่จงัหวัดสงขลา  

ทั้งหมด 150 ตัวอยาง แบงเปนประเภทตางๆ ดังนี้ ดอกเห็ดที่ข้ึนตามธรรมชาติ (fungal fruiting 

body) จํานวน 87 ตัวอยาง ตัวอยางจากกิง่ไม เศษไมผ ุจํานวน 27 ตัวอยาง และตัวอยางที่ซื้อจาก

แหลงจําหนายหรือแหลงเพาะพันธุเห็ด จาํนวน 37 ตัวอยาง นํามาแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธีการ

เพาะเลี้ยงเสนใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MEA พบวาเสนใยราสวนใหญเจริญไดดีที่อุณหภูมิหอง 

สามารถแยกเชื้อไดทั้งหมด 153 ไอโซเลต  
 

4.2 การคัดกรองราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน 

 
เม่ือนําไอโซเลตทั้งหมดจากขอ 4.1 มาเพาะบนอาหาร Basal Medium ที่ผสมสี

ทดสอบชนดิตางๆ ไดแกไกวเอคอลสําหรับใชคดักรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซม 

แลคเคส (Kiiskinen และคณะ, 2004)   phenol red สําหรับใชคัดกรองราที่มีความสามารถในการ

สรางเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Kuwahara และคณะ, 1984) และ azure B สําหรับใชคดั

กรองราที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (Archibald, 1992) พบวา

หลังจากบมเชื้อที่อุณหภูมิหองนาน 3 วัน พบการเปลี่ยนแปลงของสีทดสอบไดตามรูปที่ 4.1 และ

ใหผลการทดสอบของเชื้อทั้ง 153 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางแสดงความกวางของการเปลี่ยนสี

รอบโคโลนีภาคผนวกที่ ก1  
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                (ก)         (ข)                                          (ค) 

 

รูปที่ 4.1 แสดงการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสีทดสอบชนดิตางๆ 

(ก) ไกวเอคอล    (ข) phenol red และ (ค) azure B  

 
 

จากตารางแสดงความกวางของการเปลี่ยนสีรอบโคโลน ี(ภาคผนวกที ่ก1) ในการ

เปลี่ยนสีทดสอบไกวเอคอล  phenol red และ azure B สามารถแบงกลุมเชื้อออกเปน 5 กลุม 

ตามตารางที ่4.1 ซึ่งแสดงความสามารถของเชื้อที่เกิดปฏิกิริยากับสีทดสอบ จากตารางที่ 4.1 จะ

เห็นไดวาราทีแ่ยกไดสวนใหญไมมีความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบหรือเปล่ียนสีทดสอบได

เพียง 1 ชนิดเทานั้น มีเพียง 14 ไอโซเลตที่มีความสามารถในการเปลีย่นสีของสารทดสอบตั้งแต 2 

ชนิดหรือมากกวา ซึ่งเปนกลุมที่อาจจะผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดมากกวา 1 ชนิด  ไดแก   

ไอโซเลตในกลุมที่ 3  4 และ 5 หรือคิดเปน 9.2% ของไอโซเลตทั้งหมด จึงนาํเอาไอโซเลตทั้ง 3 

กลุม มาทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลีย้งเชื้อที่มี PAH ผสมอยูตอไป สําหรับ

แนวโนมในการผลิตเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดสของรา

ไอโซเลตตางๆ แสดงในตารางที่ 4.2  และรูปของ 14 ไอโซเลตที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสี

ของสารทดสอบตั้งแต 2 ชนดิหรือมากกวาแสดงในรูปที่ ก1 (ภาคผนวก ก)   
 
ตารางที่ 4.1  กลุมความสามารถของเชื้อท่ีเกิดปฏิกิริยากับสีทดสอบ 

กลุม       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%

ผลตอชนิดของสีทดสอบ

 



 

 

82

ตารางที่ 4.2 แนวโนมในการผลิตเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส(MnP) และ       

ลิกนินเพอรออกซิเดส(LiP) ของราไอโซเลตตางๆ 

ไอโซเลต ชื่อสามญั สถานทีเ่กบ็ตัวอยาง  แนวโนมในการผลิตเอนไซมตางๆ
1

แลคเคส MnP LiP

CU-1 กิง่ไมจากเขาใหญ จ.นครราชสีมา +
2

+ +

CU-6 เห็ดเปาฮ้ือ ตลาดสามยาน กทม. + -
3

+

CU-8 เห็ดขอนขาว ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-29 ตัวอยางดอกเห็ด จาก กทม. + + -

CU-43 เห็ดยานาหงิ ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + +

CU-62 เห็ดหอมจีน ตลาดสามยาน กทม. + + +

CU-86 กิง่ไม จาก กทม. + + -

CU-99 เห็ดตีนแรด ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + - +

CU-102 ตัวอยางดอกเห็ดจาก จ. สงขลา + - +

CU-112 ตัวอยางกิง่ไมจาก จ.สงขลา + + -

CU-113 ตัวอยางดอกเห็ดจาก กทม. + + -

CU-116 เห็ดนางฟา ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-118 เห็ดภูฐาน ศูนยรวมเห็ด บานอรัญญิก จ. นครปฐม + + -

CU-120 ตัวอยางดอกเห็ดจาก กทม. + - +

 หมายเหต ุ

1. แนวโนมในการผลิตเอนไซมที่ตรวจหา ทดสอบโดยไดโดยแลคเคสทดสอบกับไกวเอคอล  

แมงกานีสเพอรออกซิเดสทดสอบกบั phenol red และลิกนินเพอรออกซิเดสทดสอบกับ 

azure B 
2. +   หมายถึง แสดงความสามารถในการผลิตเอนไซม 

3. -    หมายถึง  ไมแสดงความสามารถในการผลิตเอนไซม 
 

 
4.3 การทดสอบความสามารถในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสม PAH 

 
แมวาไอโซเลตที่นํามาทดสอบในขั้นตอนนี้ จะแสดงความสามารถในการผลิต

เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดมากกวา 1 เอนไซม แต PAH ก็อาจจะมีผลตอการเจริญหรือเปน

พิษตอเซลล จงึตองทดสอบความสามารถเบื้องตนในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี PAH ชนิด

ตางๆ ผสมอยูในแตละจานทีค่วามเขมขน 100 มก.ตอลิตร โดยทดสอบทั้งตัวแทนของ PAH ทั้ง

ชนิดที่มีน้าํหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และตัวแทนของ PAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุสูง ไดแก ฟลูออแรนทรีน และไพรีน จากการทดลองกบั 14 ไอโซเลต ไดผลดัง
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แสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที ่4.2  ซึ่งพบวามีเพียง 3 ไอโซเลตที่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่มี PAH แตละชนิดผสมอยู ไดแก ไอโซเลต CU-1  CU-43 และ CU-62  แตเนื่องจากไอโซเลต 

CU-62 มีการเจริญชามาก จงึคัดเลือกเฉพาะไอโซเลต CU-1 และ CU-43 ซึ่งแสดงความสามารถ

ในการผลติเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลายชนดิและสามารถเจรญิบน Basal medium ที่

ผสม PAH ไดดีที่สุด ไปทดสอบการยอย PAH ในอาหารเหลวตอไป  

 
ตารางที่ 4.3 ความสามารถของเชื้อในการเจริญบนอาหารที่มี PAH เปนสวนประกอบ 

ไอโซเลต ความสามารถในการเจริญบน Basal medium ผสม PAH
1

ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน 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 ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร 

โดยบมเชื้อที่อณุหภูมิหอง ในที่มืดเปนเวลา  7 วัน 

2. +   หมายถึง  มีการเจริญ    -  หมายถึง  ไมมีการเจริญ 
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รูปที่ 4.2   การทดสอบความสามารถในการเจริญของราที่คัดแยกในอาหาร Basal 

medium ที่มีฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตรเปนสวนประกอบ 
 

4.4 การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAH ในอาหารเหลว 

 
 นําราไอโซเลต CU-1 และ CU-43 มาทดสอบความสามารถในการยอย PAH ความ

เขมขน 100 มก.ตอลิตร ที่ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท่ีมีไนโตรเจนจํากัด (อาหารที่มีไนโตรเจน

จํากัด) และมีกลูโคสผสมอยู 1% เปนแหลงอาหารตามสูตรของ Kirk และคณะ (1978)  โดย

ทดสอบทั้ง PAH ที่มีน้ําหนกัโมเลกุลต่ํา ไดแก ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และ PAH ที่มี

น้ําหนักโมเลกลุสูง ไดแก ฟลูออแรนทรีน และไพรีน เก็บตัวอยางตอเนื่องเปนเวลา 4 สัปดาหโดย

เก็บตัวอยางทกุสัปดาหหรือทุก 3 วันสําหรับการวิเคราะหฟลูออรีน นาํตัวอยางมาสกัดและ

วิเคราะหปริมาณ PAH ที่เหลืออยูดวยเครื่อง HPLCในข้ันตอนการสกัด PAH ออกจากอาหาร

เหลว มีการเตมิไพรีนที่ทราบความเขมขนแนนอนลงในหลอดที่ตองการสกัดฟลูออรีน แอนทรา

ซีน ฟแนนทรนี ฟลูออแรนทรีน เพ่ือใชเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกัด และเติมเบนโซ[เอ]

ไพรีนสําหรับตัวอยางที่ตองการสกัดไพรีน ผลการทดลองที่นํามาใชในการคํานวณตองมี

ประสิทธิภาพในการสกัดไมต่ํากวา 80% ผลการทดลองดังโครมาโทแกรมที่แสดงในรูปที่ 4.3 – 

4.7และวิเคราะหความสามารถในการยอย PAH ของราทั้ง 2 ไอโซเลตเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

โดยวิธีทางสถิต ิ

จากการเปรียบเทียบคา retention time และพ้ืนที่ใตกราฟของ PAH ที่ตองการ

ตรวจวัดกับสารมาตรฐาน พบวาไอโซเลต CU-1 มีความสามารถในการยอยฟลูออรีนไดดีที่สุด 

โดยปริมาณฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 94.5% ภายใน 6 วัน ในขณะที่ปริมาณฟลูออรีนใน

ชุดควบคุมลดลง 42.7% และสามารถยอยแอนทราซีนและฟแนนทรีนไดภายใน 21 วัน โดย

ปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 68.0% และ 71.0% ตามลําดบั 

ไอโซเลต CU-43 

ไอโซเลต CU-99 

ไอโซเลต CU-102 

ไอโซเลต CU-118 
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ในขณะที่ปริมาณแอนทราซนีและฟแนนทรีนในชุดควบคุมลดลง 24.5% และ 25.6% ตามลําดับ 

แตไมสามารถยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนภายในระยะเวลา 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) บมเขยาที่อุณหภูม ิ  

28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   ฟลูออรีน 

  ฟลูออรีน 
   ฟลูออรีน 

 ฟลูออรีน    ฟลูออรีน 

   ฟลูออรีน 

 ก 

 ข 

 ค  ง 

 จ 
 ฉ 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
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ล
ท
 

   โ
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ท
 

   โ
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ท
 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
 

 Retention time 

 พ้ืนที่ใตกราฟ 
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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) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   แอนทราซีน 

 แอนทราซีน    แอนทราซีน 

แอนทราซีน แอนทราซีน 

   แอนทราซีน 

 ก  ข 

 ค  ง 

 จ  ฉ 

   โ
ว
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ท
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ว
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87

 

  
 

 

  
 
 

  
 
 
รูปที่ 4.5  โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงปริมาณฟแนนทรีนในชุดควบคุมในวันที่ 0 (ก) 

และวันที่ 21 (ข) ชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-1 ในวันที่ 0 (ค) และวันที่ 21 (ง) 

และชุดทดลองที่เติมราไอโซเลต CU-43 ในวันที่ 0 (จ) และวันที่ 21 (ฉ) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที 

   ฟแนนทรีน 

   ฟแนนทรีน 
   ฟแนนทรีน 

   ฟแนนทรีน    ฟแนนทรีน 

   ฟแนนทรีน 

 ก  ข 

 ค 

 ง 

 จ  ฉ 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
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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) บมเขยาที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาที

   ฟลูออแรนทรีน 

   ฟลูออแรนทรีน    ฟลูออแรนทรีน 

   ฟลูออแรนทรีน    ฟลูออแรนทรีน 

   ฟลูออแรนทรีน 

 ก  ข 

 ค  ง 

 จ  ฉ 

   โ
ว
ล
ท
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ว
ล
ท
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ว
ล
ท
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ว
ล
ท
 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

   โ
ว
ล
ท
 

   โ
ว
ล
ท
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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) บมเขยาที่อุณหภูมิ 

28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาท ี

 

   ไพรีน 
   ไพรีน 

   ไพรีน ไพรีน 

  ไพรีน    ไพรีน 

 ก  ข 

 ค 
 ง 

 จ  ฉ 
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 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 

 เวลา (นาที)  เวลา (นาที) 
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ท
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ท
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สําหรับไอโซเลต CU-43 พบวาสามารถยอย PAH ที่นาํมาใชทดสอบไดทุกชนดิ โดย

สามารถยอยฟลูออรีนไดดกีวา PAH ชนิดอื่น โดยฟลอูอรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกยอยจนหมด

ภายใน 6 วัน และสามารถยอยแอนทราซนีและฟแนนทรีนไดดภีายใน 21 วัน โดยปริมาณแอน  

ทราซีนและฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 91.2% และ 99.2% ตามลําดับ นอกจากนี้ยัง

สามารถยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนภายใน 30 วัน โดยปริมาณฟลอูอแรนทรีนและไพรีนใน

อาหารเลี้ยงเชื้อลดลง 67.9% และ 81.2% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที ่4.4  

 
ตารางที่ 4.4  ความสามารถของราไอโซเลต CU-1 และ CU-43 ในการยอย PAH ชนิด

ตางๆ ในอาหารเหลวอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด 

PAHs ระยะเวลาการบม

(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

ฟแนนทรนี 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 ใชตัวอยางทดสอบจํานวน 3 ตัวอยาง คาที่แสดงในตารางเปนคาเฉลี่ย ±  คาเบี่ยงเบน 

(mean ± SD)  
 

 
เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยอยสลาย PAH ชนิดตางๆแลว พบวาไอโซ

เลต CU-43 มีความสามารถในการยอยสลาย PAH หลายชนิดไดดีกวาไอโซเลต CU-1 ดังแสดง

ในตารางที่ 4.4  จึงเลือกไอโซเลต CU-43 เพ่ือศึกษาสมบัตใินการยอย PAH โดยเลอืกศึกษากับ

ฟลูออรีนซึ่งไอโซเลต CU-43 สามารถยอยไดดีที่สุดนัน่คือ 100% 
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4.5 รูปแบบการยอยฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ โดยราไอโซเลต CU-43 

 
ศึกษาความสามารถของราไอโซเลต CU-43 ในการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดที่มีฟลูออรีนผสมอยูที่ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 100, 250, 500, 750 และ 1000 

มก.ตอลิตร  

โดยชุดการทดลองที่ความเขมขนฟลูออรีนเทากับ 100 มก.ตอลิตรซึ่งเปนความ

เขมขนนอยที่สุด ราไอโซเลต CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนหมดภายใน 6 วัน ในขณะที่เหลือ

ฟลูออรีนในชดุควบคุม 57.3% ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ก เม่ือความเขมขนของฟลูออรีนเพิ่มข้ึนเปน 

250 และ 500 มก.ตอลิตร ระยะเวลาในการยอยฟลูออรีนจนสมบูรณเพ่ิมข้ึนเปน 2 และ 3 สัปดาห

ตามลาํดบั ในขณะที่ปริมาณฟลูออรีนในชดุควบคุมเหลืออยู 74.8% และ 81.4% ตามลําดับ (รูปที่ 

4.8 ข และ ค) เม่ือเพ่ิมความเขมขนของฟลูออรีนถึง 750 และ 1000 มก.ตอลิตร พบวาราไอโซ

เลต CU-43 ไมสามารถยอยฟลูออรีนไดหมดภายใน 4 สัปดาห โดยที่ความเขมขน 750 มก.

ตอมล. จะเหลือฟลูออรีนอยู 11.0% และเหลืออยู 80.0% ที่ความเขมขน 1000 มก.ตอมล. 

ในขณะที่ชุดควบคุมมีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 86.3% และ 94.4%  ตามลาํดบั ดังแสดงในรูปที่ 

4.8 ง และ จ  สําหรับตัวอยางโครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนที่ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร 

โดยราไอโซเลต CU-43 ในเวลาตางๆ แสดงดังรูปที ่4.9  

จากขอมูลทั้งหมดพบวาความเขมขนของฟลูออรีนมีผลตอความสามารถในการยอย

ของราไอโซเลต CU-43 โดยความเขมขนของฟลูออรีนที่เพ่ิมข้ึน ทําใหการยอยฟลูออรีนชาลง 

อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 750 มก.ตอลิตร ไอโซเลต CU-43 ก็ยังสามารถลดฟลอูอรีนได

ประมาณ 95% ในเวลา 4 สัปดาห  
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รูปที่ 4.8  รูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขนตางๆ โดยราไอโซเลต CU-43 ในอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดความเขมขนฟลูออรีนที่ใชทดสอบไดแก 100 มก.ตอลิตร (ก), 250 มก.

ตอลิตร (ข), 500 มก.ตอลิตร (ค), 750 มก.ตอลิตร (ง), และ 1000 มก.ตอลิตร (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 ซึ่งแสดงปริมาณฟลูออรีนที่เหลือจากการยอยฟลูออรีน

ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร ดวยราไอโซเลต CU-43 ในอาหารเลี้ยงเชื้ออาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดบมที่อุณหภมูิ 28๐
ซ ในเวลาตางๆ ไดแก สัปดาหที่ 0 (ก), สัปดาหที่ 1 

(ข), สัปดาหที่ 2 (ค),  สัปดาหที่ 3 (ง), สัปดาหที ่4 (จ),  และชุดควบคุมสัปดาหที่ 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 พบวาการสลายฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-

43 ในรูปที่ 4.9 พบวามีสารมัธยันตรหลายชนิดเกิดขึ้นในระหวางการยอยฟลูออรีน โดยมีสารมัธ

ยันตรหลักเกิดขึ้นในนาทีที ่3.53 (รูปที่ 4.9 ง และ รูปที ่4.9 จ)  ซึ่งเกิดขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกของ

การสลายฟลูออรีน และมีการสะสมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดในสัปดาหที่ 2 จนกระทั่งเร่ิมคงที่ใน

สัปดาหที ่3 และ 4 เพ่ือตรวจสอบวาพีคที่เกิดขึ้นในนาททีี่ 3.53  ประกอบดวยสารมัธยันตรหลาย

ชนิดหรือไม จงึนําตัวอยางมาฉีดวิเคราะหซ้ําดวย HPLC โดยเกรเดียนตเมทานอล และจาก 

HPLC โครมาโทแกรม พบวามีสารมัธยันตรหลักเพียงชนิดเดียว โดยมีพีคเกิดขึ้นในนาทีที ่23.79  

คือสารมัธยันตร 1 (รูปที่ 4.10 ก)  และสารมัธยันตรอีกชนิดที่นาสนใจเนื่องจากสังเกตเห็นไดชัด

ในการยอยฟลอูอรีนในสัปดาหที่ 1 และสัปดาหที ่2 คือสารมัธยันตร 2 และเมื่อเปรียบเทียบคา 

HPLC retention time กับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลและสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน ซึ่งมี

รายงานวาเปนสารมัธยันตรในการยอยสลายฟลูออรีนโดยราหลายชนิด (Bezalel และคณะ, 1996; 

Garon และคณะ, 2000) พบวา retention time ของสารมัธยันตร 1 มีคาเทากับ retention time 

ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอล (รูปที่ 4.10 ข) และ retention time ของสารมัธยันตร 2 มีคา

เทากับ retention time ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน (รูปที่ 4.10ข) เม่ือผสมสารมาตรฐาน  

9-ฟลูออรีนอลหรือ 9-ฟลูออรีโนนลงในตวัอยางที่สกัดไดจากราไอโซเลต CU-43 แลวนํามา

วิเคราะหซ้ําดวยเกรเดียนตเมทานอล พบวาพีคของสารมัธยันตร 1 และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรี 

นอลเปนพีคเดียวกัน (รูปที ่4.10 ค) และ สารมัธยันตร 2 และสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน เปน

พีค เดียวกัน (รูปที่ 4.10 ง) จากผลการทดลองทั้งหมดสันนิษฐานไดวาสารมัธยันตร 1 คือ         

9-ฟลูออรีนอลและสารมัธยันตร 2 คือ 9-ฟลูออรีโนนซึง่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยรา

ไอโซเลต CU-43



 

   

   
 
รูปที ่4.10     โครมาโทแกรมจาก HPLC จากการตรวจสอบดวยเกรเดียนตเมทานอลของสารมัธยันตรที่ไดจากการยอยฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 

(ก) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล และ 9-ฟลูออรีนโนน (ข) และเมื่อผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล (ค) และสาร

มาตรฐาน 9-ฟลูออรีนโนน (ง)  ลงในตัวอยาง  

ฟลูออรีน 

ฟลูออรีน 

สารมัธยันตร 1  

สารมัธยันตร 1  
ผสมฟลูออรีนอล 

9-ฟลูออรีนอล  

9-ฟลูออรีโนน 
สารมัธยันตร 2  

ฟลูออรีน 

สารมัธยันตร 1  
สารมัธยันตร 2 
ผสมฟลูออรีโนน 

ก
ข

ค
ง

เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) 

เวลา (นาที) 

โว
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เพ่ือพิสูจนวา 9-ฟลูออรีนอลซึ่งเปนสารมธัยันตรหลักทีไ่ดจากการยอยฟลูออรีนโดยรา

ไอโซเลต CU-43 เปนผลิตภณัฑสุดทายหรอืไม จึงไดทดสอบความสามารถของราไอโซเลต     

CU-43 ตอการยอย 9-ฟลูออรีนอล โดยเลี้ยงราไอโซเลต CU-43 ในภาวะเดียวกับขอ 3.5.5 โดย

ผสมสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลความเขมขน 100 มก.ตอลิตรลงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด

แทนการเติมฟลูออรีน บมเชื้อนาน 1 สัปดาหและเก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณ 9-ฟลูออรี 

นอลที่เหลืออยูดวย HPLC  ผลการทดลองพบวาราไอโซเลต CU-43 สามารถยอย 9-ฟลูออรี 

นอลได โดยมปีริมาณ 9-ฟลูออรีนอลเหลือเพียง 25.8% และมีสารมธัยันตรชนดิใหมเกิดขึ้นใน

นาทีที่ 3.22 ใหชื่อวาสารมัธยันตร 1-1  ดงัแสดงในรูปที ่4.11  
 
 

 

 
 
รูปที่ 4.11   โครมาโทแกรมจาก HPLC ซึ่งแสดงการยอย 9-ฟลูออรีนอลความเขมขน 100 มก.ตอ

ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ อาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดยราไอโซเลต CU-43 บมเชื้อที่

อุณหภูมิ 28๐
ซ ในเวลาตางๆ ไดแก สัปดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 1 (ข)  และเติม

ไพรีนเพื่อเปน internal standard 

ไพรีน 

9-ฟลูออรีนอล 

ไพรีน 9-ฟลูออรีนอล 

สารมัธยันตร 1-1 

เวลา (นาที) 

โว
ล
ท
 

โว
ล
ท
 

เวลา (นาที) 

ก

ข



 

 

97

4.6 การตรวจสอบการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางการยอยฟลูออรีน

ของราไอโซเลต CU-43 

 
ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนิน ไดแก แลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดสและลิกนินเพอรออกซิเดสที่สรางข้ึนในระหวางการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต 

CU-43 เม่ือเล้ียงในอาหารที่มีไนโตรเจนจาํกัดที่มีฟลูออรีนผสมอยู 500 มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ      

28๐
ซ. โดยตรวจสอบการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารที่ใชทดสอบ ไดแก 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) หรือ ABTS สําหรับการตรวจสอบแอคติวติีแลคเคส 

2,6-dimethoxyphenol หรือ 2,6-DMP สําหรับการตรวจสอบแอคตวิิตีของแมงกานีสเพอรออกซิ

เดสและเวอราทริลแอลกอฮอลสําหรับการตรวจสอบแอคติวิตีของลิกนินเพอรออกซิเดส 

นําน้าํเล้ียงเชื้อจากอาหารเหลว mGPY มาตรวจสอบแอคติวิตแีลคเคส แมงกานีส

เพอรออกซิเดส และลิกนนิเพอรออกซิเดส เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการผลติเอนไซมใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารอาหารสมบูรณ พบวาไมพบแอคติวิตีของเอนไซมทั้ง 3 ชนิด จากนั้น

ตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมระหวางการยอยฟลูออรีนในชวงเวลาตางๆ ไดผลดงัแสดงในรูปที ่

4.12 พบวาราไอโซเลต CU-43 มีการผลิตแลคเคสสูงสุด โดยพบแอคติวิตตีั้งแตสัปดาหที่ 1 และ

พบแอคติวิตตีลอดชวงเวลาของการยอยสลายฟลูออรีนทั้ง 4 สัปดาห โดยมีแอคติวติีสูงเทากับ 

237 หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที่ 2 เปน 116 หนวยตอมล. จากนั้นเพิ่มสูงสุดในสปัดาหที ่

3 เทากับ 470 หนวยตอมล. และลดลงเปน 213 หนวยตอมล. ในสัปดาหที่ 4   

นอกจากนี้ยังพบแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสทุกชวงของการยอยสลาย

ฟลูออรีน โดยมีรูปแบบการผลิตเอนไซมเชนเดียวกับแลคเคสในสปัดาหที่ 1-3 แตมีแอคติวติีนอย

กวา คือในสัปดาหที่ 1 มีแอคติวิตีเทากับ 1.42 หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที่ 2 เปน 0.53 

หนวยตอมล. จากนั้นเพิ่มสูงอยางเห็นไดชัดในสปัดาหที ่3 เทากับ 4.13 หนวยตอมล. รูปแบบ  

แอคติวติีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสแตกตางจากแลคเคสในสัปดาหที่ 4  โดยแอคติวิตีของแลค

เคสจะสูงสุดในสัปดาหที่ 3 และลดลงในสัปดาหที ่4 แตแมงกานีสเพอรออกซิเดสยังมีแอคติวติี

เพ่ิมข้ึนในสัปดาหที่ 4 และเปนชวงที่มีแอคติวิตีสูงสุดเทากับ 4.34 หนวยตอมล. ในการทดลองนี้

ไมพบแอคติวติีของลิกนินเพอรออกซิเดสตลอดการทดลอง รูปแบบการผลติเอนไซมกลุมยอย

สลายลิกนินในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตรของราไอโซเลต CU-43 

แสดงในรูปที่ 4.12  
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รูปที่ 4.12  รูปแบบการผลติเอนไซมแลคเคส ( )  แมงกานีสเพอรออกซิเดส ( ) และลิกนิน

เพอรออกซิเดส (▲) ในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตร โดย

ราไอโซเลต CU-43 
 

4.7 การตรวจสอบการเจริญของราสายพันธุที่คัดเลือกในระหวางการยอย

ฟลูออรีน 

 
ตรวจสอบการเจริญของราไอโซเลต CU-43 ตลอดชวงเวลาของการยอยฟลูออรีน 

โดยการวดัน้าํหนักแหงของเซลลที่เล้ียงในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัดซึง่ผสมฟลูออรีนความเขมขน 

500 มก.ตอลิตร บมเขยาทีอุ่ณหภูมิ 28๐
ซ ความเร็ว 120 รอบตอนาทีในที่มืด ตดิตามการเจริญทุก

สัปดาหตอเนือ่ง 4 สัปดาห พบวาในสัปดาหแรกของการยอยฟลูออรีนการเจริญของเชื้อคงที่ ที่ 40 

มก.ตอมล. (รูปที่ 4.13) ในขณะที่ฟลูออรีนเหลืออยู 46.5% (รูปที่ 4.8) หลังจากนั้นเมื่อเช้ือยอย

ฟลูออรีนจนปริมาณฟลูออรีนเหลือเพียง 36% ในสัปดาหที่ 2 (รูปที่ 4.8) จึงเร่ิมสังเกตเห็นการ

เจริญของเชื้อแตยังมีการเจริญไมมาก การเจริญของเชื้อสังเกตไดชดัเจนในสปัดาหที่ 3 ซึ่งปริมาณ

ฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลืออยู 11%(รูปที่ 4.8) และการเจริญของเชื้อเพ่ิมข้ึนสูงสุดใน

สัปดาหที ่4(รูปที่ 4.13) เม่ือฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกยอยจนสมบูรณแลว จากขอมูล

ดังกลาวแสดงวาความเขมขนของฟลูออรีนที่สูงมีผลตอการเจริญของเชื้อ โดยปริมาณฟลูออรีนที่

ความเขมขนสูงกวาปริมาณฟลูออรีนที่เหลือในสัปดาหที่ 1 หรือประมาณ 230 มก.ตอลิตร ทาํใหรา

ไอโซเลต CU-43 ไมสามารถเจริญได ตอมาในสปัดาหที่ 2 ของการยอย เม่ือราไอโซเลต CU-43 
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ยอยฟลูออรีนจนเหลือเพียง 36% หรือประมาณ 180  มก.ตอลิตร พบวามีการเจริญของเชื้อ

เพ่ิมข้ึนอยางเห็นไดชัดและพบวาการเจรญิสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เม่ือฟลูออรีนในอาหารถูกยอยจน

สมบูรณแลว  
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รูปที่ 4.13  การเจริญของราไอโซเลต CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีนความเขมขน 500 มก.

ตอลิตร 
 

 

4.8 การศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดินของราที่คัดเลือก 

 
เตรียมหัวเชื้อและตัวอยางดนิสําหรับศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจาํลอง

ดินดวยราไอโซเลต CU-43  โดยเก็บตัวอยางลึกจากผิวหนาดนิ 15 ซม. เพ่ือปองกันการปนเปอน

จากสารเคมีและวิเคราะหการปนเปอนกอนนํามาใชในการทดลอง 

 

4.8.1 ผลการเตรียมดิน ลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมขีองดิน 

 
ดินที่นาํมาใชในการทดลองเก็บจากบริเวณสวนผลไม  อาํเภอกําแพงแสน 

จังหวัดนครปฐม เปนดินรวน ที่มีความอดุมสมบูรณและไมมีการปนเปอนสารเคมี โดยเมื่อนาํไป

สกัดและวิเคราะหปริมาณ PAHs ดวยเครื่อง HPLC พบวาไมมีการปนเปอนสารดังกลาว จากนั้น

สงดินไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดินที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตร

เคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ ไดผลวิเคราะหดังตารางที่ 4.5 
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            ตารางที่ 4.5      ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

สมบัต ิ

 

คาการวิเคราะห 
 

ลักษณะเนื้อดนิ 
คาความเปนกรด เบส 
คาความจุการอุมน้ํา (%) 

ปริมาณสารอนิทรีย (%) 
ปริมาณคารบอน (%) 
ปริมาณไนโตรเจน (%) 
ปริมาณฟอสฟอรัส (สวนในลานสวน) 
ปริมาณโพแทสเซียม (สวนในลานสวน) 
ปริมาณแคลเซียม (สวนในลานสวน) 
ปริมาณแมกนเีซียม (สวนในลานสวน) 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

 

ดินรวน 
8.1 

42.20 

2.99 

1.734 

0.150 

341 

640 

3655 

675 

11.56 
 

 
4.8.2 การทดสอบการยอยฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน 

 
เม่ือเล้ียงราไอโซเลต CU-43 จาก stock culture ลงบน MEA บมที่

อุณหภูมิหอง 10 วัน จากนัน้ถายเชื้อมาเพาะลงบนเมล็ดขาวฟางและบมเชื้อตอที่อุณหภูมิหอง 

พบวาราไอโซเลต CU-43 สรางเสนใยสีขาว มีการเจริญอยางรวดเร็วและปกคลุมเมล็ดขาวฟางจน

สมบูรณภายใน 10 วัน  

จากการทดลองเบื้องตนเพื่อตรวจสอบความสามารถในการเจริญของราไอโซ

เลต CU-43 บนตัวอยางดนิ โดยการถายเช้ือที่เจริญบนเมล็ดขาวฟางลงบนตัวอยางดิน ปรบั

ความชื้นดวยอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัดใหมีความชื้น 60-65% บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 วัน 

พบวาราไอโซเลต CU-43 เจริญบนดินไดนอยมาก (ไมไดแสดงขอมูล) จึงไดศึกษาขอมูลเพ่ิมเติม

พบวาราไอโซเลต CU-43 สามารถเจริญไดดบีนขี้เล่ือยสําเร็จรูป (ศรานนท เจริญสขุ, 2537) จึง

นําตัวอยางดนิที่ผานการรอนเพ่ือคัดขนาดดินแลวมาผสมขี้เล่ือยสําเร็จรูป (ภาคผนวก ฉ1) ใน

อัตราสวน 10% (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เพ่ือปรับสภาพดนิและเพิ่มปรมิาณสารอาหารในดนิ รวมทั้ง

ชวยเพิ่มรูพรุนใหกับดิน ทาํใหอากาศถายเทไดมากขึ้น ซึ่งปจจัยเหลานี้จะชวยใหราไอโซเลต     

CU-43 สามารถเจริญไดดีข้ึน (ศรานนท เจริญสุข, 2537)  จากนั้นปรับความชื้นดวยอาหารที่มี

ไนโตรเจนจาํกัดใหมีความชื้นประมาณ 60-65% (ปรีชา รัตนัง, 2546) ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสม

กับการเจริญราไอโซเลต CU-43  
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ทดสอบการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดนิ 1 กรัม ดวยรา

ไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน เก็บตวัอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยูในดนิ

ทุกสัปดาหเปนระยะเวลา 4 สัปดาห โดยมีรายละเอียดของชุดทดลองดังนี้  
 
ชุดที่ 1  ดินปลอดเชื้อและไมมีการเติมเชื้อและใชเปนชดุควบคุม 

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนในดินเนื่องจากปจจัยทางกายภาพ  

ชุดที่ 2  ดินปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43  

เพ่ือศึกษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43          

เพียงชนิดเดียว 

ชุดที่ 3  ดินไมปลอดเชื้อและไมมีการเติมเชื้อ  

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนโดยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิ 

ชุดที่ 4  ดินไมปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43  

เพ่ือศึกษาการลดลงของฟลูออรีนโดยราไอโซเลต CU-43 รวมกับเชื้อธรรมชาติที่

อยูในดนิ 

 
 จากการทดลองพบวาในชุดทดลองที่ 1 ตวัอยางดินปลอดเชื้อซึ่งใชเปนชุดควบคุม 

ฟลูออรีนลดลงอยางเห็นไดชัดในสัปดาหแรก และเร่ิมลดลงชาๆในสปัดาหที ่2 ดวยอัตราคงที่ 

ฟลูออรีนที่ลดลงอาจเนื่องจากปจจัยทางกายภาพ เชน การสลายตัว การระเหย หรือบางสวนยังติด

อยูกับอนุภาคของดินและไมสามารถสกัดออกไดหมด โดยมีฟลูออรีนเหลืออยู 62% ในสัปดาหที่ 

4 เม่ือเปรียบเทียบกับชุดทดลองที่ 3 ซึ่งเปนตัวอยางดินที่ไมผานการฆาเช้ือพบวามีความแตกตาง

กับชุดทดลองที่ 1 คือ ในชุดทดลองที่ 3 มีปริมาณฟลูออรีนคงที่ในสัปดาหแรก เร่ิมสังเกตการ

ลดลงของฟลูออรีนไดตั้งแตสัปดาหที่ 2 และมีการลดลงอยางตอเนื่องดวยอัตราเร็วกวาในภาวะ

ปลอดเชื้อ โดยมีฟลูออรีนเหลือนอยกวาในภาวะปลอดเชื้อ โดยเหลืออยู 43% ในสัปดาหที ่4  

จากขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาเช้ือธรรมชาติที่มีอยูในดินมีผลชวยในการสลายฟลูออรีน ดังแสดงใน

รูปที่ 4.14 

 ในชุดทดลองที่ 2 เปนการศกึษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต     

CU-43 เพียงชนิดเดียว ในชุดทดลองนี้สังเกตเห็นการเจริญของเสนใยราตั้งแตสัปดาหแรกและ

เจริญอยางรวดเร็วจนปกคลมุทั้งตัวอยางในสัปดาหที่ 2 ดังแสดงในรูปที่ 4.15  สําหรับการยอย

สลายฟลูออรีนพบวาปริมาณฟลูออรีนลดลงอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกโดยมีฟลูออรีนเหลืออยูใน

ตัวอยางดนิเพยีง 30% และลดลงอยางตอเนื่อง ฟลูออรีนถูกยอยจนเกือบสมบูรณในสัปดาหที่ 2 

โดยมีฟลูออรีนเหลืออยูเพียง 5.5% หลังจากนั้นอตัราการยอยลดลงและฟลูออรีนถูกยอยจน

สมบูรณในสัปดาหที่ 4 ในขณะที่ชุดควบคมุ (ชุดทดลองที่ 1) ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู 62% ดัง

แสดงในรูปที่ 4.14 

 ในชุดทดลองที่ 4 เปนการศกึษาความสามารถในการยอยฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-

43 รวมกับเชื้อธรรมชาต ิในชุดทดลองนีสั้งเกตเห็นการเจริญของเสนใยราตั้งแตสัปดาหแรก

เชนเดียวกับชุดทดลองที่ 2 แตเสนใยมีจํานวนนอยกวาและส้ันกวา รูปแบบการลดลงของฟลูออรีน
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คลายกับชดุการทดลองที่ 2 (ดินปลอดเชื้อและเติมราไอโซเลต CU-43) แตอตัราการลดลงชากวา 

ความแตกตางของฟลูออรีนที่เหลืออยูในชุดทดลองที่ 2 และชุดทดลองที่ 4 เห็นไดชัดในสปัดาหที ่

2  โดยชุดทดลองที่ 2 ฟลูออรีนถูกยอยจนเกือบสมบูรณ ปริมาณฟลอูอรีนเหลืออยูเพียง 5.5%  

ในขณะที่ชุดทดลองที่ 4 มีฟลูออรีนเหลืออยู 33% และเมื่อครบ 4 สัปดาหชดุทดลองที่ 4 มี

ฟลูออรีนเหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดทดลองที่ 4 ฟลูออรีนถูกยอยอยางสมบูรณ เม่ือเปรียบเทียบ

กับชุดทดลองที่ 3 ซึ่งเปนการยอยฟลูออรีนโดยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดิน พบวาฟลูออรีนในชุด

ทดลองที่ 4 ถูกยอยไปมากกวา โดยสังเกตเห็นไดอยางเดนชัดในสัปดาหที่ 4 ฟลูออรีนในชุด

ทดลองที่ 4 เหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดทดลองที่ 3 มีฟลูออรีนเหลืออยู 43%  
 
 ขอมูลท้ังหมดแสดงใหเห็นวาราไอโซเลต CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 

มก.ตอลิตรทีป่นเปอนในดนิไดโดยผสมขี้เล่ือย 10% ลงในดนิเพื่อชวยใหราไอโซเลต CU-43 

เจริญไดดีข้ึน ประสิทธิภาพในการยอยฟลูออรีนดีที่สุดในภาวะปลอดเชื้อ นอกจากนีร้าไอโซเลต 

CU-43 สามารถทํางานรวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิทําใหฟลูออรีนถูกสลายไดเร็วกวาการยอย

ดวยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดนิเพียงอยางเดียว ตัวอยางโครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนใน

แบบจาํลองดนิ แสดงในรูปที่ 4.16 และ 4.17  จากโครมาโทแกรมรูป 4.16 การสลายฟลูออรีนโดย

ราไอโซเลต CU-43 ในภาวะปลอดเชื้อ  เห็นไดวาปริมาณฟลูออรีนลดลงตั้งแตสัปดาหที่ 1 สังเกต

ไดจากพื้นทีใ่ตกราฟในรูปที่ 4.16ค นาททีี่ 9.547 เปรียบเทียบกับพืน้ที่ใตกราฟในรูปที่ 4.16ก 

นาทีที่ 9.92 ซึ่งเปนชุดควบคุมและมีปริมาณฟลูออรีนเหลือนอยมากในสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.16ฉ 

นาทีที่ 9.55) เทียบกับพื้นทีใ่ตกราฟของชุดควบคุมในรูปที่ 4.16ข  สําหรับการสลายฟลูออรีนโดย

ราไอโซเลต CU-43 ในภาวะไมปลอดเชื้อในรูปที่ 4.17 พบวาฟลูออรีนของชุดทดลองลดลงตั้งแต

สัปดาหแรก และลงลดเรื่อยๆ จนกระทั่งมฟีลูออรีนเหลืออยูนอยมากในสัปดาหที่ 4 (รูปที่ 4.17ฉ 

นาทีที่ 9.565)  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ยังมีฟลูออรีนเหลืออยู (รูปที่ 4.17 นาททีี่ 9.567) 
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รูปที่ 4.14  รูปแบบการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 มก.ตอลิตรดวยราไอโซเลต CU-43 ใน

แบบจาํลองดนิในภาวะตางๆ คือชุดควบคุมปลอดเชื้อ (▲) ชุดทดลองปลอดเชื้อ ( ) 

ชุดควบคุมไมปลอดเชื้อ ( ) และชุดทดลองไมปลอดเชื้อ ( ) บมที่อุณหภูมิหองในที่

มืดนาน 4 สัปดาห 

 

 
         0                     1                       2                      3                       4 
 

รูปที่ 4.15     การเจริญของราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดิน 

สัปดาหที ่ 

ฟลูออรีนที่เหลือ (%) 

ระยะเวลาบมเชื้อ (สัปดาห) 
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รูปที่ 4.16   โครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดินในภาวะ

ปลอดเชื้อ ชุดควบคุมสัปดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 4 (ข) ชุดทดลองสัปดาหที่ 1 (ค) และ

สัปดาหที ่2 (ง) สัปดาหที ่3(จ) และสัปดาหที่ 4 (ฉ)  บมที่อุณหภูมหิองในที่มืดนาน 4 สัปดาห   
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รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรมการสลายฟลูออรีนดวยราไอโซเลต CU-43 ในแบบจําลองดินในภาวะ

ไมปลอดเชื้อ ชุดควบคุมสปัดาหที่ 0 (ก) และสัปดาหที่ 4 (ข) ชุดทดลองสัปดาหที่ 1 (ค) และ

สัปดาหที ่2 (ง) สัปดาหที ่3 (จ) และสัปดาหที่ 4 (ฉ)  บมที่อุณหภูมหิองในที่มืดนาน 4 สัปดาห   
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4.9 การพิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือก  
 

4.9.1 การสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ 

 

นําราสายพันธุที่แสดงประสทิธิภาพสูงในการยอยสลาย PAH ไดแก ราไอโซ

เลต CU-1 และ ไอโซเลต CU-43 มาสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอ ตามวิธีในขอ 3.5.12.2 ตรวจสอบ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่

สกัดไดมีคุณภาพด ีดังรูปที ่4.18  
 
    1        2                                                      1         2 

        
 

รูปที่ 4.18    ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่สกัดได

จากไอโซเลต CU-1(ก) และไอโซเลต CU-43(ข) 

ชองที่ 1   100 bp plus DNA ladder  (1ก) และ 100 bp plus DNA ladder 

   และของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา (1ข)   

ชองที่ 2 โครโมโซมอลดีเอ็นเอ  
 
 

4.9.2 การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนบริเวณ ITS และการเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทด 

 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราทั้ง 2 ไอโซเลตมาพิสูจนเอกลักษณของราโดย

เปรียบเทียบลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของ

โครโมโซมอลดีเอ็นเอ โดยใชไพรเมอรคู ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส) ตามวิธีการในขอ 

3.5.12.5  จากนั้นตรวจสอบผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟริซิส พบวาสําหรับราไอโซเลต CU-1 ไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาดประมาณ 1500 คู

เบส ดังรูปที่ 4.19 ก และสําหรับราไอโซเลต CU-43 พบวาไดผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด

ประมาณ 700 คูเบส ดังแสดงในรูปที ่4.19 ข    
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                 1       2                                             1        2  

                 
 

รูปที่ 4.19 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราไอโซเลต CU-1 (ก) และไอโซเลต CU-43 (ข) 

เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร ITS1-F (ฟอรเวิรด) และ ITS4 (รีเวิรส)  

ชองที่ 1  100 bp DNA ladder  ของบริษัท BioExcellence ประเทศไทย (1ก) 

   และของบริษทั Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา (1ข)   

ชองที่ 2 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

 
นําผลติภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดตามรูปที่ 4.19 ก และ 4.19 ข มาทําใหบริสุทธิ์

ตามวิธีขอ 3.5.13.7 วิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทด โดยบริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย ผลการ

วิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บน บริเวณที่

ประมวลผลรหัส rRNA ของไอโซเลต CU-1 และ CU-43 แสดงในภาคผนวกที่ ซ1 และ

ภาคผนวกที่ ซ2 ตามลําดับ ซึ่งลําดบันิวคลีโอไทดทั้งสองไดเก็บไวในฐานขอมูล Genbank ภายใต

หมายเลขเขาถึง EU593767.1 และ EU487011.1 ตามลําดบั 
 
เม่ือเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดของราไอโซเลต CU-1 กับขอมูลที่มีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวานิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวมีความเหมือน 

99% กับราในจีนัส Xylaria หลายสายพันธุ ไดแก Xylaria sp. F4 หมายเลขเขาถึงของ 

Genbenk  AY315415.1   Xylaria hypoxylon isolate AFTOL-ID 51 หมายเลขเขาถึงของ 

Genbenk AY544692   Xylaria carpophila หมายเลขเขาถึงของ Genbenk Z49785.1 และ 

Xylaria sp. F1 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY315412 จากขอมูลดังกลาวสามารถสรุปไดวา 

ราไอโซเลต CU-1 อยูในจีนสั Xylaria มีลําดบัตามอนกุรมวิธานดังนี ้
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 คิงดอม (kingdom) Fungi 

ไฟลัม (phylum)  Ascomycota 

   คลาส (class)  Sordariomycetes 

 ชั้นยอย (subclass) Xylariomycetidae 

 อันดบั (order)  Xylariales 

 วงศ (family)  Xylariaceae 

 จีนัส (genus)  Xylaria 
 
สําหรับราไอโซเลต CU-43 เม่ือเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดกับขอมูลที่มีอยูใน

ฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวานิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวมีความเหมือน 

100% กับ Agrocybe aegerita strain SM981204 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk  AY763671.1 

และมีความเหมือน 99% กับ Agrocybe chaxingu strain HB-91 strain ASI 19023 หมายเลข

เขาถึงของ Genbenk AY168833.1 นอกจากนี้ยังมีความเหมือน 98% กับเชื้อ 2 สายพันธุคือ 

Agrocybe chaxingu strain ASI 19022 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY168832.1 และ 

Agrocybe aegerita strain SM981201 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AY763670.1 จากขอมูล

ดังกลาวจะเหน็ไดวาราไอโซเลต CU-43 มีความเหมือนสูงมากกับรา 2 สปชีสในจนีสั Agrocybe  

ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวาราไอโซเลต CU-43 อยูใน จนีัส Agrocybe ใหชื่อวา Agrocybe sp. 

CU-43 มีลําดบัตามอนุกรมวิธานดังนี้  
 

 คิงดอม (kingdom) Fungi 

ไฟลัม (phylum)  Basidiomycota 

   คลาส (class) Basidiomycetes 

 ชั้นยอย (subclass) Agaricomycetidae 

 อันดบั (order)  Agaricales 

 วงศ (family)  Bolbitiaceae 

 จีนัส (genus) Agrocybe 
 
 

4.10 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย 

Agrocybe sp. CU-43 
  

จากการผลการทดลองในขอ 4.6 รูปที่ 4.12 มีการตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซม

แลคเคสสูงในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 การทดลองนี้จงึตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีน 
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4.10.1 การเพิ่มปริมาณบางสวนของยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 โดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
เม่ือนําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบในการ

ทําปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร Plac-F และ Plac–R เพ่ือเพ่ิมปริมาณบางสวน

ของยีนแลคเคสในบริเวณทีม่ีการอนุรักษสูง โดยทําปฏิกิริยาแอนนีลที่ 48๐
ซ และ 51๐

ซ  ได

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสหลายขนาด ดงัแสดงในรูปที ่4.20  
 
นําผลติภณัฑลูกโชพอลิเมอเรสที่ได ขนาดประมาณ 850 คูเบสจากปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 51๐
ซ มาทําใหบริสุทธิ์ สงตัวอยางวิเคราะห

ลําดบันิวคลโีอไทด ไดผลแสดงในรูปที ่4.21  นาํลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทยีบกับขอมูลที่

มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตนีแลคเคสที่มี

ความเหมือนกับแลคเคสทีผ่ลิตจากเชื้อหลายสายพันธุ เชน  มีความเหมือน 84% ดวยคา e-value     

2e-11 กับ แลคเคส B  จาก Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAW28937.1 

และมีความเหมือน 35% ดวยคา e-value 1e-10 กับ แลคเคส 4 จาก Pleurotus pulmonarius  

หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAY41064.1 และมีความเหมือน 72% ดวยคา e-value 1e-10 

กับแลคเคส 3 จาก Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAG27435.1  จึง

สรุปเบื้องตนไดวาลําดบันิวคลีโอไทดที่ไดเปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคส  
 
 

          1       2      3     

  
 
รูปที ่ 4.20 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคู   

ไพรเมอร Plac-F และ Plac –R  
 

ชองที่ 1 100 bp DNA ladder  ของบริษัท BioExcellence ประเทศไทย     

ชองที่ 2    ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 48๐
ซ 

ชองที่ 3    ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมื่อใชอุณหภูมิในการแอนนีลที่ 51๐
ซ 

300 
500 

1000 

2650 

คูเบส 
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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  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 850 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

Plac-F และ Plac –R  ตําแหนงไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 แสดงดวยอักษร

หนาสําหรับลูกศร (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 นําขอมูลจากลาํดบันิวคลโีอไทดที่ทราบเบือ้งตนมาออกแบบนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่

จําเพาะตอยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 ใหชื่อวาไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 

โดยตาํแหนงของไพรเมอรดังกลาวแสดงในรูปที่ 4.21 และทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสอีกคร้ัง

ตามวิธีการในขอ 3.5.13.8.6  โดยใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปน

แมแบบรวมกับคูไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1 ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามขอ 3.5.12.4 พบวาใหผลิตภัณฑ 3 ขนาด ไดแก 

850  700 และ 450 คูเบส ดงัแสดงในรูปที ่4.22  และนําผลิตภณัฑขนาดประมาณ 450 คูเบสซึ่ง

เปนผลิตภัณฑที่ควรจะไดจากไพรเมอรคูนีไ้ปทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด QIAquick Gel Extraction 

Kit ดังรายละเอียดในขอ 3.5.13.7 และสงวิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทดตอไป 
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รูปที ่4.22 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือ

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacAg-F1 และ lacAg-R1  

ชองที่ 1 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

อยางไรก็ตาม เนื่องจากผลติภัณฑขนาด 850 คูเบสมีลักษณะและปริมาณที่เขมขนและ

ชัดเจน จึงนาํผลิตภณัฑลูกโชพอลิเมอเรสท่ีไดขนาดประมาณ 850 คูเบสมาทําใหบริสุทธิ์และเช่ือม

เขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5.13.8.1  ทรานสฟอรมเขา         
E.coli DH5α และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการบนอาหาร

เล้ียงเชื้อแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน โคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกจะสามารถเจรญิ

ไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน คดัเลือกโคลนดงักลาวมาสกัดพลาสมิดตาม

วิธีการในขอ 3.5.13.8.5 นําพลาสมิดที่สกัดไดมาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช

คูไพรเมอร pJET-F และ pJET–R ที่เปนไพรเมอรของลําดบับนเวกเตอร (ภาคผนวก จ5) โคลน

ที่ใหผลิตภัณฑที่มีขนาดเทากับชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกคือประมาณ 850 คูเบส ถูกนาํไปวิเคราะห

ลําดบันิวคลโีอไทดซึ่งไดผลดงัรูปที่ 4.23  ซึ่งเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับ

ขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนแลค

เคส ที่มีความเหมือนกับแลคเคสที่ผลิตจากเชื้อตางๆ เชน มีความเหมอืน 51% ดวยคา e-value  

2e-45 กับแลคเคส 1 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึงของ Genbenk CAD45377.1 

มีความเหมือน 53% ดวยคา e-value 3e-47 กับแลคเคส C จาก Trametes sp. 420 หมายเลข

เขาถึงของ Genbenk AAW28938.1 และมีความเหมือน 50% ดวยคา e-value 3e-43 กับแลคเคส 
ของ Pleurotus ostreatus หมายเลขเขาถึงของ 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  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 850 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร   

pJET-F และ pJET–R อักษรขีดเสนใตแสดงลําดบันิวคลีโอไทดขนาด 450 คูเบส  
 

สําหรับผลติภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 450 คูเบส เม่ือสงตัวอยาง

วิเคราะหลําดบันิวคลโีอไทด โดยใชไพรเมอร lacAg-R1 และ lacAg-F1 พบวามีลําดับนิวคลีโอ

ไทดดังรูปที่ 4.24 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม 

BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนแลคเคส ที่มีความเหมือนกับแลคเคสที่ผลิตจากเชื้อตางๆ 

เชน มีความเหมือน 53% ดวยคา e-value  2e-21 กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 

หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAW28938.1 และมีความเหมือน 51% ดวยคา e-value 7e-20 

กับแลคเคส 2  ของ Lentinula edodes หมายเลขเขาถึงของ Genbenk AAT99290.1  โดยลาํดบั

นิวคลีโอไทดขนาด 450 คูเบส พบอยูในลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 850 คูเบสดวย ดังแสดงดวย

อักษรหนาขีดเสนใตในรูปที ่4.23 
 
ใชไพรเมอร 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’ 

 
ใชไพรเมอร 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  ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 450 คูเบส เม่ือใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร   

lacAg-F1 และ lacAg-R1 
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เพ่ือออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับยนีแลคเคสและใหผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอ

เรสเพียงผลิตภัณฑเดียว ไดนําขอมูลลําดบันิวคลโีอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp CU-43 

ที่ทราบทั้งหมด 741 คูเบส มาออกแบบไพรเมอรอีกคร้ังสําหรับใชในปฏิกิริยา RT-PCR ใหชื่อ

ไพรเมอรวา 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  ลําดับนิวคลีโอไทดของแลคเคสจาก Agrocybe sp. CU-43 ที่ทราบทั้งหมด และ

ตําแหนงคูไพรเมอร lac F-1 และ lacR-2 แสดงดวยอักษรขีดเสนใต สําหรับลูกศร 
  (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 
เม่ือทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสอีกคร้ังตามวิธีการในขอ 3.5.13.10  โดยใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบรวมกับคูไพรเมอร lac F-1 และ lac 

R-2 ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ตามขอ 

3.5.12.4 พบวาไพรเมอรคู lac F-1 และ lac R-2 มีความจําเพาะสูง โดยใหผลิตภัณฑลูกโซพอลิ

เมอเรส 1 แถบ มีขนาดประมาณ 200 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.26 
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         1       2 

 
 
รูปที ่4.26 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เม่ือ

ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacF-1 และ lacR-2  

 ชองที่ 1    100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 

4.10.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนกลีเซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจีเนส  

ของ Agrocybe sp. CU-43 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สําหรับไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน gdp นั้น ไดเลือกใชไพรเมอร gdp-F  และ 

gdp-R ซึ่งมีความเฉพาะเจาะจงตอราหลายจีนัส เชน P. chrysosporium ตามรายงานของ Bogan 

และคณะ (1996) และรายงานของ (Gettemy และคณะ, 1998) มาใชในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส

โดยใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบ เพ่ือหาลําดับนวิคลีโอไทด

ของยีน gdp ในเชื้อ Agrocybe sp. CU-43 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการแอนนีลตั้งแต 48๐
ซ  

51๐
ซ และ 55๐

ซ  เม่ือตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่อุณหภูมิตางๆ พบวาที่

อุณหภูมิ 48๐
ซ มีแถบทีไ่มจาํเพาะเกิดขึ้นหลายแถบและลดลงเมื่ออุณหภูมิในการแอนนีลเพ่ิมข้ึน 

โดยที่อุณหภูมิ 55๐
ซ มีแถบที่ไมจําเพาะนอยที่สุด โดยมีแบนผลิตภัณฑหลักสังเกตไดชัดขนาด

ประมาณ 1500 คูเบส ดังแสดงในรูปที ่4.27(ก) นําแถบผลิตภณัฑหลักไปทําใหบริสุทธิ์ จากนั้นนํา

ผลิตภณัฑลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดขนาดประมาณ 1500 คูเบสที่บริสุทธิ์แลว ดังรูปที่ 4.28 มาเชื่อม

เขากับพลาสมดิเวกเตอร  pJET1 ตามวิธีการทดลองในขอ 3.5.13.8  ทรานสฟอรมเขา  E. coli 
DH5α และคดัเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดทีต่องการบนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน โคลนที่มีช้ินดเีอ็นเอสอดแทรกจะสามารถเจริญไดบน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมยาปฏชิีวนะแอมพิซลิลิน คดัเลือกโคลนดังกลาวมาสกัดพลาสมิด  ตาม

วิธีการในขอ 3.5.13.8.5 นําพลาสมิดที่สกัดไดมาเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อ
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ยืนยันการมียีน gdp แทรกอยู โดยใชคูไพรเมอร gdp-F และ gdp-R  รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ให

ผลบวกนาํไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตอไป  

 

    1     2      3    4                                      1         2 

                             
           (ก)                                          (ข) 
 
รูปที ่4.27 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

เม่ือใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพร

เมอร gdp-F  และ gdp-R 

           (ก) 

ชองที่ 1  1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 -4 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแอนนีลที่อุณหภูม ิ48๐
ซ   51๐

ซ  

และ 55๐
ซ   ตามลําดับ  

           (ข) 

ชองที่ 1  1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแอนนีลที่อุณหภูม ิ55๐
ซ หลัง

ผานการทําใหบริสุทธิ ์
 
 
เม่ือนําลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจํานวน 824 เบส (แสดงในรูปที่ 4.28) มา

เปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX พบวาประมวลรหัสใหโปรตีนกลี
เซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดไีฮโดรจีเนส (Gdp)  ที่มีความเหมือนกับ Gdp ที่ผลิตจากราหลายสาย
พันธุ เชน มีความเหมือน 59% ดวยคา e-value 3e-51 กับ Gdp จาก Phanerochaete 
chrysosporium หมายเลขเขาถึงของ Genbenk BAF31128.1 มีความเหมือน 56% ดวยคา     

e-value 7e-50 กับ Gdp จาก Phanerochaete sordida หมายเลขเขาถึงของ 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  ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน gdp จาก Agrocybe sp. CU-43 ที่ไดจากการ

วิเคราะหรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ใหผลบวกโดยใชคูไพรเมอร gdp-F และ gdp-R   

และตาํแหนงคูไพรเมอร gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R แสดงดวยอักษร

ขีดเสนใต สําหรับลูกศร (        ) แสดงทิศทางของไพรเมอร 

 
 

นําลําดบันิวคลีโอไทดบางสวนที่ทราบมาออกแบบไพรเมอรที่มีความจําเพาะกบัยีน 

gdp ของ Agrocybe sp. CU-43 สําหรับใชเปนชุดควบคุมในปฏิกิริยา RT-PCR ใหชื่อไพรเมอร

วา gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R  ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.1  เม่ือนําโครโมโซมอล

ดีเอ็นที่ไดจากขอ 3.5.12.2 มาใชเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพรเมอรคูไพร

เมอร gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R  ภาวะในการทําปฏิกิริยาดังขอ 3.5.12.5 พบวาไพร

เมอรที่ใชมีความจําเพาะ และไดผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสเพียงผลิตภัณฑเดียวขนาด 200 คูเบส

ดังแสดงในรูปที่ 4.30  จึงเลือกใชคูไพรเมอร gdpAaege474-F และ gdpAaege755-R สําหรับ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีน gdp ของ Agrocybe sp. CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีนใน

ปฏิกิริยา RT-PCR ตอไป 
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           1        2 

 
 

รูปที่ 4.29  ผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสขนาด 200 คูเบส ที่เกิดขึ้นจากการใชโครโมโซมอล        

ดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร gdp Aaege474-F 

และ gdp Aaege755-R  อุณหภูมิในการแอนนีลที่ 55๐
ซ 

 
ชองที่ 1 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2   ผลติภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  
 

4.10.3 การสกัด RNA และการสังเคราะห cDNA 

 
เม่ือสกัด total RNA จากเซลลแหงในชวงเวลาตางๆ ของการยอยฟลูออรีน

ตามวิธใีนขอ 3.5.13.2 ตรวจสอบผลโดยฟอรมาลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ไดผลดังรูปที ่4.30 

พบวามีแถบ RNA เกิดขึ้นจํานวน 2 แถบคือ 26S และ 18S  และ RNA ที่สกัดไดมีคุณภาพด ี   

นํา RNA ทั้งหมดที่สกัดได มาสังเคราะหเปน cDNA ตามวิธีการในขอ 3.5.13.5 เพ่ือใชเปน

แมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

 

 
สัปดาหที่เก็บตัวอยาง         0       1       2      3      4   

 
รูปที ่4.30 ฟอรมาลดีไฮดเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของอารเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU-43 

เก็บตัวอยางทกุสัปดาหของการยอยฟลูออรีน 
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4.10.4 การแสดงออกของยีนกลีเซอราลดีไฮด-3-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนสและยีน

แลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 ในระหวางการยอยฟลูออรีน 

 
เม่ือนําตัวอยาง cDNA ที่สกัดจากเซลลแหงซึ่งเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ 

ของการยอยฟลูออรีน ตามรายละเอียดในขอ 4.10.3 มาใชเปนแมแบบในปฏิกิริยา RT-PCR เพ่ือ

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคส โดยมีการแสดงออกของยีน gdp เปนชุดควบคุม ใชคู    

ไพรเมอร lacF-1 และ lacR-2 สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสและคูไพรเมอร 

gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน gdp โดยใช

ภาวะในการทําปฏิกิริยาตามรายละเอียดในขอ 3.5.13.10  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.31  

สําหรับการแสดงออกของยีน gdp ที่ใชเปนชุดควบคุม พบวาไดผลิตภัณฑ

ลูกโซพอลิเมอเรสขนาดประมาณ 200 คูเบสเกิดขึ้นในปริมาณเทากันทุกสัปดาห ดังแสดงในรูปที่ 

4.31 ชองที่ 8-12 สวนในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนแลคเคสไดผลิตภัณฑลูกโซ         

พอลิเมอเรสขนาดประมาณ 200 คูเบสเกิดขึ้นทุกสัปดาห ยกเวนในสัปดาหที่ 0 (วันแรกที่เร่ิม

ทดลอง) และมีการแสดงออกมากที่สุดในสัปดาหที ่3 หรือกลาวไดวามีการแสดงออกของเอนไซม

มากที่สุดในสปัดาหที ่3 สําหรับในสัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 และสัปดาหที่ 4  ผลิตภณัฑลูกโซพอลิ

เมอเรสมีความเขมของแบนใกลเคียงกัน เม่ือเปรียบเทียบกับผลการตรวจสอบแอคติวิตีของ

เอนไซมแลคเคสในรูปที่ 4.12 พบวาการเกิดปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสสอดคลองกับแอคติวิตีของ

แลคเคสที่ตรวจพบในแตละสัปดาหของการยอยสลายฟลูออรีน คือพบแอคติวิตีทุกชวงของการ

ยอยสลายฟลูออรีนทั้ง 4 สัปดาหยกเวนในสัปดาหที่ 0 (สัปดาหที่เร่ิมทดลอง) ที่ไมมีการผลิต   

แลคเคส และเร่ิมตรวจพบแอคติวิตีของแลคเคสในสปัดาหที่ 1 โดยมีแอคติวติีสูงเทากับ 237 

หนวยตอมล. และลดลงในสัปดาหที ่2 เปน 116 หนวยตอมล. จากนัน้เพิ่มสูงสุดในสัปดาหที่ 3 

เทากับ  470 หนวยตอมล. และลดลงเปน 213 หนวยตอมล.ในสัปดาหที่ 4   
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       1      2       3      4     5       6     7     8      9     10     11    12   

 
 

รูปที ่4.31 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยา RT-PCR จาก 

cDNA ที่สกัดจากเซลลแหงซ่ึงเก็บตัวอยางในระยะเวลาตางๆ ของการยอย

ฟลูออรีนเปนแมแบบรวมกับคูไพรเมอรทีเ่ฉพาะกับแลคเคสและ gdp ของ 
Agrocybe sp. CU-43  

 
ชองที่ 1และ 7 100 bp plus DNA ladder ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมริกา 

ชองที่ 2 -6      ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR ของยีนแลคเคสจากตัวอยางในสัปดาหที่ 

0-4 ตามลาํดบั โดยใชคูไพรเมอร lacF-1 และ lacR-2 

ชองที่ 8 -12 ผลิตภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR ของยีน gdp จากตัวอยางในสัปดาหที่ 0-4 

ตามลาํดบั โดยใชคูไพรเมอร gdpAaege 474-F และ gdpAaege 755-R 

 
เพ่ือยืนยันผล ไดเม่ือนาํผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสที่ไดจากการตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนแลคเคสมาทําใหบริสุทธิ์ และสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ผลการวิเคราะห

พบวาผลติภณัฑจากปฏิกิริยา RT-PCR เปนสวนของยีนแลคเคสจริง 
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บทที่ 5 

 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

 
 

งานวิจัยนีไ้ดคดัแยกราสายพนัธุที่มีความสามารถสูงในการยอยสลาย PAH  คดักรองรา

เบื้องตนโดยพจิารณาความสามารถในการผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน มีรายงานวาเอนไซม

กลุมนี้มีบทบาทในการยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอน โดยเฉพาะลิกนินในเนื้อไม รวมทั้ง

สามารถสลายสารที่มีโครงสรางลักษณะวงแหวนคลายโครงสรางของลิกนิน เชน สารในกลุม 

PAHs ได  (Rabinovich และคณะ, 2004; Svobodova และคณะ, 2006) และพิจารณาควบคูกับ

ความสามารถของเชื้อในการเจริญบนอาหารแข็งที่มี PAH ผสมอยู จากนัน้ทดสอบความสามารถ

ของราในการยอย PAH แตละชนดิในอาหารเหลว เพ่ือคัดเลือกไอโซเลตที่มีความสามารถสูงสุด 

มาศึกษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนที่ความเขมขนตางๆ สารมัธยันตรหลักที่เกิดขึ้น รวมทั้ง

การผลิตเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินในระหวางกระบวนการยอยสลายฟลูออรีน และการ

แสดงออกของยีนแลคเคสดวยวิธี RT-PCR  พิสูจนเอกลักษณของราที่คัดเลือกโดยเปรียบเทียบ

ลําดบัเบสระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอล

ดีเอ็นเอและศกึษารูปแบบการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน  

 
จากการเก็บตวัอยาง การแยกเชื้อบริสุทธิ์และคัดกรองราเบื้องตน โดยอาศัย

ความสามารถในการเปลี่ยนสีสารสังเคราะห ไดแก ไกวเอคอล  phenol red และ azure B ซึ่งมี

งานวิจัยรายงานวาราไวทรอทที่สามารถยอยสลายสีสังเคราะหดังกลาว มักมีความสามารถเกี่ยวโยง

กับการสรางเอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส ตามลาํดบั  

(Kuwahara และคณะ, 1984; Schliephake และคณะ, 2000; Saparrat และ Guillen, 2005)  

ในข้ันตอนการคัดเลือกราพบวามีบางไอโซเลตใหผลบวกกับ AzureB  แตอยางไรกต็าม การ

เปลี่ยนสีของ AzureB โดยรากลุมไวทรอทแตละสายพนัธุจะแตกตางกันไป โดยปกตแิลวจะเกิด

จากการทํางานของลิกนินเพอรออกซิเดส แตสําหรับราที่ไมผลติลิกนินเพอรออกซิเดสบางสาย

พันธุพบวาการเปลี่ยนสี AzureB เกิดจากเอนไซมแลคเคสได เชน P. sajor-caju (Chagasa และ 
Durrant, 2001) หรือเกิดจากแมงกานีสเพอรออกซิเดส เชน Irpex lacteus (Susla และ 

Svobodova, 2008) ดังนั้นการเปลี่ยนสี Azure B ที่พบในการทดลองนี้จึงอาจเกดิจากแลคเคส

แมงกานีสเพอรออกซิเดส หรือลิกนินเพอรออกซิเดส ข้ึนกับความสามารถในการผลิตเอนไซมของ

ราแตละสายพันธุ   

 สําหรับราที่คดัแยกไดทั้งหมด 153 ไอโซเลต มีเพียง 2 ไอโซเลตหรือคิดเปน 1.3% ของ

จํานวนไอโซเลตทั้งหมด ที่แสดงความสามารถในการสรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินไดหลาย

ชนิดและสามารถเจริญบน PAH ที่นํามาทดสอบ ไดแกราไอโซเลต CU-1 และไอโซเลต CU-43 

จากการพิสูจนเอกลักษณของราทั้ง 2 ไอโซเลต โดยเปรียบเทียบลําดับเบสระหวางบริเวณ ITS1 

และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอ พบวาราไอโซเลต CU-
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1 อยูในไฟลัม Ascomycota จีนัส Xylaria และราไอโซเลต CU-43 อยูในไฟลัม Basidiomycota 

คลาส Basidiomycetes จีนสั Agrocybe  สําหรับราคลาส Basidiomycetes นี้มีงานวิจัยจํานวนมาก

ที่รายงานวามศีักยภาพและบทบาทในการสลายสารพิษในสิ่งแวดลอม นอกจากนี้ความสามารถ

ของเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนินที่สรางข้ึนโดย Basidiomycetes ยังมีกลไกพิเศษคือเรงปฏิกิริยา

การออกซิเดชนัของอิเล็กตรอนอิสระ จากนั้นอิเล็กตรอนอิสระเกิดออกซิเดชันตอกับสารที่มารับ

อิเล็กตรอน ทาํใหเกิดการออกซิไดสสารแบบไมจําเพาะเจาะจง (Reddy และ Mathew, 2001; Law 

และคณะ, 2003; Pointing, 2001)   

เม่ือนํา Xylaria sp. CU-1 และ Agrocybe sp. CU-43 มาทดสอบความสามารถในการ

ยอยสลาย PAH ชนิดตางๆ ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร พบวาราทัง้สองชนิดมีความสามารถใน

การยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดและมีประสิทธิภาพสูง โดยที ่Agrocybe sp. CU-43 มี

ความสามารถยอย PAH ไดดีกวา Xylaria sp. CU-1 และจากการวิเคราะหปริมาณ PAH ที่

เหลืออยู พบวา Agrocybe sp. CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนไดดีที่สุดคือยอยสลายฟลูออรีนได

สมบูรณภายใน 6 วัน และยังสามารถยอยแอนทราซีนและฟแนนทรีนไดมากกวา 90% ภายใน 21 

วัน ยอยฟลูออแรนทรีนและไพรีนได 67.9% และ 81.2% ภายใน 30 วัน อยางไรกต็ามถึงแมวา 

Xylaria sp. CU-1 จะมีความสามารถในการยอยสลาย PAH ไดนอยกวา Agrocybe sp. CU-43 

แตยังไมมีผูรายงานการพบความสามารถในการสลาย PAH โดยราในจีนัส Xylaria มากอน มี

เพียงรายงานที่พบวาราในจนีัส Xylaria  มีความสามารถในการผลติแลคเคสและมคีวามสามารถ

ในการยอยสลายลิกนินเทานัน้ (Liers และคณะ, 2006; Liers และคณะ, 2007) ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึง

เปนงานวิจัยแรกที่แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการยอยสลาย PAH โดยราในจนีัสนี ้  
 

 สําหรับราในจนีัส Agrocybe นั้น  มีรายงานไววาราในจนีัสนี้สามารถยอยสลายแอนทราซีน 

ฟแนนทรีน ไพรีน และเบนโซ[เอ]ไพรีนได (Sack และคณะ, 1997b; Steffen และคณะ, 2003) 

แตยังไมเคยมรีายงานความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนและฟลูออแรนทรีนมากอน ดังได

แสดงไวในงานวิจัยนี้ งานวจิัยกอนหนานีไ้ดแสดงวา A. aegerita สามารถยอยสลายไพรีนและ  
ฟแนนทรีนทีค่วามเขมขน 50 มก.ตอลิตรไดอยางสมบรูณ (mineralization) ได 3-4% ใน

ระยะเวลา 63 วัน (Sack และคณะ, 1997)  แต Agrocybe sp. CU-43 ในงานวิจัยนี้สามารถสลาย

ไพรีนไดดีกวาโดยสามารถสลายไพรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ไดถึง 81.2% ภายในเวลา 30 

วัน นอกจากนี ้ Agrocybe sp. CU-43 ยังสามารถสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร

ได 99.2% ภายใน 21 วัน 
 

 จากขอมูลขางตนจะเหน็ไดวารา Agrocybe sp. CU-43 เปนราที่มีความสามารถสูงในการ

ยอยสลาย PAH และเมื่อศึกษาความสามารถของรา Agrocybe sp. CU-43 ในการยอยสลาย

ฟลูออรีนความเขมขนตางๆ พบวารา Agrocybe sp. CU-43 สามารถยอยฟลูออรีนความเขมขน 

100 มก.ตอลิตรหมดภายใน 6 วัน ความเขมขนของฟลูออรีนมีผลตอความสามารถในการสลาย

ฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 โดยความเขมขนของฟลูออรีนที่เพ่ิมข้ึนเปน 250 และ 500 

มก.ตอลิตร ทาํใหระยะเวลาในการยอยฟลอูอรีนจนสมบรูณเพ่ิมข้ึนเปน 2 และ 3 สัปดาห
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ตามลาํดบั อยางไรก็ตามที่ความเขมขน 750 และ 1000 มก.ตอลิตร ไอโซเลต CU-43 ก็ยัง

สามารถลดปรมิาณฟลูออรีนไดถึงประมาณ 90.0% และ 13.7%  ตามลําดบัในเวลา 4 สัปดาห 

ความเขมขนของ PAH ที่เพ่ิมข้ึน อาจทําใหเกิดภาวะเปนพิษตอราไวทรอท ซึ่งมีผลตออัตราการ

ยอยสลาย PAH โดยตรง เชนเดียวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดย T. versicolor 951022  ซึ่ง

เกิดขึ้นไดดีทีค่วามเขมขนของฟแนนทรีน เทากับ 10 มก.ตอลิตร โดย T. versicolor 951022 

สามารถยอยฟแนนทรีนได 76.7% แตเม่ือความเขมขนของฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนเปน 25 มก.ตอลิตร 

และ 100 มก.ตอลิตร  T. versicolor 951022 สามารถยอยฟแนนทรีนไดเพียง 69.9% และ 

59.1% ตามลําดบั (Han และคณะ, 2004) 
 

ดังกลาวแลววารา Agrocybe sp. CU-43 สามารถสลายฟลูออรีนความเขมขน 750 มก.ตอ

ลิตรไดและสามารถทนตอฟลูออรีนความเขมขนสูงไดมากถึง 1,000 มก.ตอลิตร  เม่ือเปรียบเทียบ

กับราไวทรอทที่มีรายงานวามีศักยภาพสูง เชน P. chrysosporium ทีส่ามารถยอยสลายฟลูออรีน 

20 มก.ตอลิตรได 76% ภายในเวลา 30 วันแลว (Tekere และคณะ, 2005; Tekere และคณะ, 

2007) พบวา Agrocybe sp. CU-43 สามารถสลายฟลูออรีน 100 มก.ตอลิตรไดหมดภายในเวลา

เพียง 6 วันเทานั้น ซึ่งแสดงถึงศักยภาพทีสู่งกวาของราไอโซเลตนี ้นอกจากนี้ยังมีตัวอยางราสาย

พันธุอื่นๆ ที่มรีายงานวาสามารถสลายฟลูออรีนไดดี เชน C. elegans  P. ostreatus                  
T. versicolor  Bjerkandera sp.  Drechslera spicifera และ Embellisia annulata  แต
อยางไรก็ตามก็พบวาการเจริญของราเหลานี้จะถูกยับยั้งเมื่อความเขมขนของฟลูออรีนสูงข้ึน 

(Pothuluri และคณะ, 1993; Cerniglia, 1997; Garon และคณะ, 2000; Genney และคณะ, 

2004 ; Zhang และคณะ, 2006) 
 
 ในระหวางการยอยฟลูออรีนในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดย Agrocybe sp. CU-43 

พบวามีแอคตวิิตีของแลคเคสสูงตลอดชวงเวลาของการยอยสลาย โดยมีแอคติวติีสูงสุดในสปัดาห

ที่ 3 เทากับ 470 หนวยตอมล. และยังพบแอคติวติีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสทุกชวงของการ

ยอยสลายฟลูออรีนเชนเดียวกับแลคเคส แตมีแอคติวตินีอยกวาแลคเคสอยางเห็นไดชัด โดย

แมงกานีสเพอรออกซิเดสมีแอคติวิตีสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เทากับ 4.34 หนวยตอมล. แตไมพบ   

แอคติวติีของลิกนินเพอรออกซิเดสตลอดการทดลอง จากขอมูลที่กลาวมาเห็นไดวาแลคเคสและ

แมงกานีสเพอรออกซิเดสนาจะถูกสรางข้ึนเพื่อมีสวนรวมในการยอยฟลูออรีนโดยรา Agrocybe 

sp. CU-43 เชนเดียวกับการยอยสลายฟลูออรีนโดยราไวทรอทสวนใหญที่มีรายงานไว (Galliano 

และคณะ, 1991; Maltseva และคณะ, 1991; Nerud และคณะ, 1991; Ruttimann และคณะ, 

1992; Ruttimann-Johnson และคณะ, 1993; Hammel, 1995) 
 
 จากงานวิจัยพบวาแอคติวติขีองแลคเคสในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Agrocybe sp. CU-43 นั้นมีลักษณะแบบเพิ่มข้ึนแลวลดลงสลับกันไปตลอดระยะเวลาการทดสอบ 

ซึ่งนาจะเปนลกัษณะเฉพาะของการทํางานของเอนไซมชนิดนี ้เนื่องจากมีรายงานแอคติวิตีของ 

แลคเคสที่ตรวจพบในระหวางการยอยสลายฟแนนทรีนโดย P. ostreatus ในแตละวนัที่มีแอคติวิ
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ตีแบบสลับเพิม่ข้ึนและลดลงเชนกัน อยางไรก็ตามพบวาแลคเคสที่สูงข้ึนมีผลตอการยอยสลาย 

PAH ไดมากขึ้น นอกจากนีย้ังพบวาแอคติวิตีของแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสยังถูก

ยับยั้งไดโดยสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการยอยสลายฟแนนทรีน         (Bezalel 

และคณะ, 1996c) ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในชวงที่มีแอคติวิตีของแลคเคสที่ลดลงนั้นเกิดจาก

สารมัธยันตรที่เกิดขึ้น 

 

การแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 

ไดรับการยืนยนัโดยการตรวจสอบดวยเทคนิค RT-PCR  โดยการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกบั

ลําดบันิวคลโีอไทดของยีนแลคเคสและยีน gdp ของ Agrocybe sp. CU-43  โดยใชยีน gdp ซึ่งจะ

มีการแสดงออกเทากันตลอดทุกชวงของการยอยฟลูออรีนเปนชุดควบคุม ซึ่งจากการตรวจสอบ

การแสดงออกของยีนแลคเคสในระหวางการยอยฟลูออรีนมีความสอดคลองไปในทิศทางเดียวกบั

แอคติวติีของแลคเคสที่ตรวจพบในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด  
 
 อยางไรก็ตามการยอยสลาย PAH ของราไวทรอทแตละชนิดเกิดขึ้นโดยเอนไซมที่

แตกตางกัน ราไวทรอทบางสายพันธุอาจสรางแลคเคสและ/หรือแมงกานีสเพอรออกซิเดสในการ 

สลาย PAH เชน Pleurotus stratus D1, Coriolopsis gallica, Trametes versicolor และ 

Phanerochete laevis (Bogan และ Lamar, 1996; Majcherczyk และคณะ, 1998; Bressler และ

คณะ, 2000; Pozdnyakova และคณะ, 2004) แตสําหรับ P. chrysosporium ซึ่งเปนสายพันธุที่มี

รายงานความสามารถในการยอยสลาย PAH ไดหลายชนิดนัน้ ไมพบการสรางแลคเคส โดยที่การ

ยอยสลายฟลูออรีนและ PAH ชนิดอื่นๆ โดยรา P. chrysosporium นั้นมักเกิดจากลิกนินเพอร

ออกซิเดสเปนเอนไซมหลักหรืออาจรวมกับการทํางานของแมงกานีสเพอรออกซิเดส (Tien และ 

Kirk, 1988; Sutherland และคณะ, 1991; Vazquez-Duhalt และคณะ, 1994; Bogan และ 

Lamar, 1996; Bogan และคณะ, 1996a; Bogan และคณะ, 1996b) ซึ่งแตกตางจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 ซึ่งนาจะเกิดจากเอนไซมแลคเคส  นอกจากนี้ยงัมีรายงานวา

แลคเคสสามารถออกซิไดส PAH ชนิดอื่นๆ ได เชน แลคเคสที่สรางโดย T. versicolor สามารถ
ออกซิไดสแอนทราซีนและเบนโซ[เอ]ไพรีนได (Han และคณะ, 2004) หรือการสลาย 
polychlorinated biphenyls โดย Coriolopsis gallica UAMH 8260 ที่พบวาเอนไซมที่บทบาท

สําคัญคือแลคเคส และยังพบแอคติวิตีของแมงกานีสเพอรออกซิเดสในระหวางการสลาย 

polychlorinated biphenyls ดวย (Pickard และคณะ, 1999) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาแลคเคส

และแมงกานีสเพอรออกซิเดสจะเขาไปเกี่ยวของกับการสลาย PAH โดย P. ostreatus และ            
T. versicolor  โดยชวยเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันผานเมดิเอเตอร (Johannes และ Majcherczyk, 

2000)  ทําให P. ostreatus สามารถยอย PAH ที่มีโครงสราง 3 วงถูกยอยสลายได 89% ภายใน

ระยะเวลา 7 สัปดาห (Eggen, 1999) ซึ่งยังชากวาการยอยสลายโดย Agrocybe sp. CU-43  

นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวาในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus มีการผลิต  

แลคเคสสูงสุด 61 หนวยตอมล. และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 0.84 หนวยตอมล. (Bezalel และ
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คณะ, 1996a)  ซึ่งมีแอคติวิตนีอยกวา Agrocybe sp. CU-43 ที่ผลิตแลคเคส 470 หนวยตอมล. 

และแมงกานีสเพอรออกซิเดส 4.34 หนวยตอมล. นอกจากมีรายงานวาการยอยสลายฟลูออรีนเกิด

จากเอนไซมในกลุมดังกลาวแลว อยางไรก็ตามบางกรณีอาจพบวาการยอยสลายฟลูออรีนอาจเกดิ

ไดโดยวิถีอ่ืนๆ ไดเชนกัน เชน โดย cytochrome P-450 monooxygenases ซึ่งพบวามีพบบาทใน

การยอยสลายฟลูออรีนในราหลายชนิด (Crawford และ Gupta, 1990; Pothuluri และคณะ, 

1993; Schlenk และคณะ, 1994) 
 
 ในข้ันตอนการยอยสลายฟลูออรีนในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด โดย Agrocybe sp.   

CU-43 พบวามีสารมัธยันตรหลักคือสารมัธยันตร 1 (รูปที่ 4.10) เม่ือวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

พบวามีคา retention time เทากับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนนอล จึงสันนิษฐานไดวาสารมัธยันตร 

1 คือ 9-ฟลูออรีนอล และเนื่องจากในข้ันตอนการยอยฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 มีสาร     

มัธยันตร 1 เกิดขึ้นตั้งแตสัปดาหแรกและสะสมมากขึ้นอยางเห็นไดชัดตลอดการยอยสลาย

ฟลูออรีน  จึงไดตรวจสอบตอไปวาสารมัธยันตร 1 เปนสารมัธยันตรสุดทายหรือไม โดยการ

ทดสอบการยอย 9-ฟลูออรีนอล และพบวา 9-ฟลูออรีนอล ถูกเปล่ียนไปเปนสารมธัยันตรชนดิ   

1-1 (รูปที่ 4.11) จึงอาจกลาวไดวา 9-ฟลูออรีนอลไมใชสารมัธยันตรสุดทายของกระบวนการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Agrocybe sp. CU-43 และควรมีการศึกษาตอไปวาสารมัธยันตรชนิด 1-1 

ดังกลาวเปนสารใด   
 
 สารมัธยันตรอกีชนิดที่นาสนใจเนื่องจากสังเกตเห็นไดชัดในการยอยฟลอูอรีนในสัปดาหที่ 

1 และสัปดาหที่ 2 คือสารมัธยันตร 2 (รูปที่ 4.10) พบวามีคา retention time เทากับ retention 

time ของสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีโนน จงึสันนิษฐานไดวาสารมธัยันตร 2 คือ 9-ฟลูออรีโนน ซึ่งทั้ง 

9-ฟลูออรีนอลและ 9-ฟลูออรีโนน มีรายงานวามีความเปนพิษนอยกวาฟลูออรีน (Pothuluri และ

คณะ, 1992; Garon และคณะ, 2000) ดังนั้นการยอยสลายฟลูออรีนไดเปนสารมัธยันตรทั้ง 2 

ชนิดนี ้โดยรา Agrocybe sp. CU-43 จึงอาจกลาวไดวา Agrocybe sp. CU-43 มีความสามารถใน

การบําบัดสารพิษทางชีวภาพ โดยเฉพาะอยางย่ิงการบําบดัการปนเปอนฟลูออรีน 
 
 การยอยสลายฟลูออรีนแลวไดสารมัธยันตรเปน 9-ฟลูออรีนอลและ 9-ฟลูออรีโนนนั้นพบ

ไดในการยอยสลายฟลูออรีนโดยราหลายสายพันธุ (Crawford และ Gupta, 1990; Schlenk และ

คณะ, 1994; Bezalel และคณะ, 1996b; Cerniglia และ Sutherland, 2001) เชน การยอยสลาย

ฟลูออรีนดวยแลคเคสโดย Coriolopsis gallica  และการยอยฟลูออรีนในดินโดย                

P. chrysosporium ที่พบวามี 9-ฟลูออรีโนนเกิดขึ้น (Hammel, 1995; Bressler และคณะ, 

2000) และการยอยสลายฟลูออรีนโดย P. ostreatus ที่พบวามีสารมธัยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนน 

และ 9-ฟลูออรีนอล แตสารมัธยันตรทั้ง 2 ชนิดนี้เปนสารมัธยันตรสุดทายของการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย P. ostreatus (Bezalel และคณะ, 1996b) ซึ่งแตกตางจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดย Agrocybe sp. CU-43 ที่พบวา 9-ฟลูออรีนอลไมใชสารมัธยันตรสุดทายและสามารถถูกยอย

สลายไปเปนสารมัธยันตรชนิดใหมไดตอไป  
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มีรายงานจํานวนมากแสดงไววาแหลงที่มีการสะสม PAH มากที่สุดคอืดิน ทั้งนี้เนื่องจาก 

PAH มีความสามารถที่จะถกูดูดซบัหรือยึดเกาะกบัอนภุาคตางๆไดงาย จึงเกิดการสะสมของ 

PAH ความเขมขนสูงในสวนตะกอนดนิ (Moore และ Ramamoorthy, 1984) นอกจากนี้ยังพบ

ดวยวาฟลูออรีนมีการสลายตวัชา โดยมีครึ่งชีวิตในดิน 32–60 วัน (Crawford และคณะ, 1993) 

ดังนั้นเพื่อเปนแนวทางในการประยุกตใช Agrocybe sp. CU-43 ในกระบวนการบําบดัการ

ปนเปอนจาก PAH ในพื้นทีจ่ริง จึงไดทดสอบความสามารถของ Agrocybe sp. CU-43 ในการ

ยอยสลายฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดินแหง 1 กรัม ในแบบจําลองดินโดยเติมข้ี

เล่ือยสําเร็จรูป 10% (น้ําหนกัตอน้าํหนัก) เพ่ือชวยปรับสภาพดินและเพิ่มปริมาณสารอาหารใน

ดินรวมทั้งชวยเพิ่มรูพรุนใหกับดนิ ซึ่งเปนปจจัยที่ชวยให Agrocybe sp. CU-43 สามารถเจริญไดดี

ข้ึน (ศรานนท เจริญสุข, 2537) และมีรายงานวาข้ีเล่ือยมีผลสงเสริมการผลิตแมงกานีสเพอรออก

ซิเดสใน P. ostreatus (Giardina และคณะ, 2000) จากผลการทดลองพบวา Agrocybe sp. 

CU-43 มีประสิทธิภาพในการยอยฟลูออรีนความเขมขน 250 ไมโครกรัมตอดินแหง 1 กรัม ไดทัง้

ในภาวะปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ โดยสามารถยอยไดดทีี่สุดในภาวะปลอดเชื้อ โดยฟลูออรีนถูก

ยอยจนสมบูรณในสัปดาหที ่4 ในขณะที่ชุดควบคุมในภาวะปลอดเชื้อ มีฟลูออรีนเหลืออยู 64% 

และยังสังเกตเห็นการเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 ในชุดทดลองนี ้นอกจากนี ้ Agrocybe sp. 

CU-43 ยังสามารถทํางานรวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินทาํใหฟลูออรีนถูกสลายไดเร็วกวาการ

ยอยดวยเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินเพียงอยางเดียว โดยในชุดทดลองที่มกีารเติม Agrocybe sp. 

CU-43 มีฟลูออรีนเหลืออยู 2% ในขณะที่ชุดควบคุมมฟีลูออรีนเหลืออยู 43%  แมวาอัตราการ

ยอยฟลูออรีนของ Agrocybe sp. CU-43 รวมกับเชื้อธรรมชาติที่อยูในดินจะชากวาการยอยสลาย

ฟลูออรีนในภาวะปลอดเชื้อ แตเม่ือระยะเวลาผานไป 4 สัปดาหฟลูออรีนในดินก็ถูกยอยสลายได

ในปริมาณใกลเคียงกัน สาเหตุที่อัตราการยอยสลายฟลูออรีนของ Agrocybe sp. CU-43 รวมกับ

เช้ือธรรมชาติชากวาการยอยสลายในภาวะปลอดเชื้อนัน้ อาจเกดิเนือ่งจากชวงแรก Agrocybe sp. 

CU-43 ตองปรับตัวใหเขากับภาวะที่เกิดขึน้จากการสลายสารประกอบตางๆในดนิ เชน ความเปน

กรด-เบสที่เปลี่ยนแปลง ปรมิาณกาซคารบอนไดออกไซด หรือสารมธัยันตรที่สรางข้ึนโดยเชื้อ

ธรรมชาติโดยเฉพาะสารที่สรางข้ึนจากการสลาย PAH โดยเชื้อธรรมชาติหรือการถกูยับยั้งการ

ทํางานโดยเช้ือธรรมชาติ เปนตน (Boyle, 1995; Canet และคณะ, 2001; Habe และคณะ, 2001; 

Meysami และ Baheri, 2003; Garon และคณะ, 2004)   นอกจากนี้ยงัพบวาในภาวะปลอดเชื้อ 
Agrocybe sp. CU-43 สามารถยึดเกาะกบัข้ีเล่ือยไดดีกวาในภาวะไมปลอดเชื้อ สงผลใหเช้ือ

สามารถเจริญและแทรกเขาไปในดนิไดเปนอยางด ีทําใหสามารถยอยฟลูออรีนไดเร็วกวาในภาวะ

ไมปลอดเชื้อ เชนเดียวกับความสามารถของ P. ostreatus ที่สามารถยดึเกาะกบัฟางขาวในภาวะ
ปลอดเชื้อไดดกีวาในภาวะไมปลอดเชื้อ ซึง่มีผลใหการยอยสลายแอนทราซีน ฟแนนทรีนและ

ไพรีนเกิดขึ้นไดอยางมีประสทิธิภาพสูงกวาในภาวะไมปลอดเชื้อ (Eggen และ Majcherczyk, 

1998; Eggen, 1999)  
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เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในดินของ Agrocybe sp.    

CU-43 กับเชื้อตางๆ เชน การทดลองของ Canet และคณะ (2001)  ไดทดสอบความสามารถของ

รา 3 ชนิดในการยอยสลายตวัอยางดินปนเปอนฟลูออรีนเขมขน 16.1 ไมโครกรัมตอดิน 1 กรัม 

โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 8 และสัปดาหที่ 32 พบวาตัวอยางดนิทีบ่ําบัดดวย                          
P. chrysosporium มีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 74.9% และ 37.8%  สําหรับตัวอยางดินทีบ่ําบัด

ดวย Coriolus versicolor มีฟลูออรีนในดินเหลืออยู 84.2% และ 47.6% และตัวอยางดินที่

บําบัดดวย P. ostreatus มีฟลูออรีนในดนิเหลืออยู 86.7% และ 28.0% ใน 8 และ 32 สัปดาห

ตามลาํดบั  ซึ่งเห็นไดวา Agrocybe sp. CU-43 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟลูออรีนในดินได

ดีกวา คือสามารถยอยสลายฟลูออรีนที่ความเขมขนสูงถึง 250 ไมโครกรัมตอดิน 1 กรัมและยังใช

ระยะเวลาในการยอยสลายที่ส้ันกวาโดยยอยสลายเกือบสมบูรณภายในระยะเวลา 4 สัปดาห  
 
เม่ือตรวจสอบการเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 ตลอดชวงเวลาของการยอย

ฟลูออรีน โดยการวัดน้าํหนกัแหงของเซลล พบวาปริมาณฟลูออรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่สูงมีผลตอ

การเจริญของ Agrocybe sp. CU-43 โดยในสัปดาหแรกของการยอยฟลูออรีนการเจริญของเชื้อ

คงที ่(รูปที่ 4.13) ซึ่งเปนระยะที่มีปริมาณฟลูออรีนเหลืออยู 46.5% หรือประมาณ 232.5 มก.ตอ

ลิตร(รูปที่ 4.8ค) จากนั้นการเจริญคอยๆเพิ่มข้ึนในสัปดาหที่ 2 ของการยอยสลายฟลูออรีน ซึ่ง

เปนเวลาที่มีฟลูออรีนเหลือเพียง 36% หรือประมาณ 180  มก.ตอลิตร  และพบวามกีารเจริญของ

เช้ือเพ่ิมข้ึนไดสูงสุดในสัปดาหที่ 4 เม่ือฟลูออรีนในอาหารถูกยอยจนสมบูรณแลว 
 

 นอกจากนี้ยังมีรายงานความสามารถของ Agrocybe ในการยอยสลาย PAH ชนิดตางๆ 

เชน A. praecox ในการยอยสลายฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทรีน ไพรีน เขมขน 53 

ไมโครกรัมตอกรัมและไพริรีนเขมขน 6.3 ไมโครกรัมตอกรัมที่ปนเปอนในดินปลอดเชื้อใน 287 

วัน ได 41%  1.9%  0.5%  22.1%  0.8%  13.3%  ตามลําดบั (Gramss และคณะ, 1999) และ

ยังมีการรายงานการสรางเอนไซม Agrocybe aegerita peroxidase (AaP) จากรา Agrocybe 
aegerita ซึ่งมีกลไกในการทาํงานเปนแบบผสมระหวางเอนไซม hemethiolate haloperoxidases 

ซึ่งไดมีรายงานไวกอนหนานี้แลวกับ cytochrome P450 ซึ่งเปนการทํางานที่แตกตางไปจากเพอร

ออกซิเดสที่มีรายงานทั่วไป บริเวณ เรงปฏิกิริยา ของ AaP ประกอบดวยเฟอริก ฮมีไทโอเลท 

[heme-Fe3+]-Cys และมีรายงานวาสามารถยอยสลาย แนพธาลนี โทลูอีน หรือสารประกอบที่มี

โครงสรางแบบวงแหวนไดดี สําหรับสารมัธยันตรชนดิตางๆ ที่เกิดขึ้นจากการทํางานของเอนไซม 

AaP เชน ครซีอล (cresols) เบนซิล แอลกอฮอล (benzyl alcohol) หรือ พารา-เบนโซควิโนน     

(p-benzoquinone) (Jin และคณะ, 2004; Ullrich และ Hofrichter, 2007) นอกจากนี้มีรายงานวา 
Agrocybe aegerita มีประสิทธิภาพในการชวยลดการปนเปอนโลหะหนักบางชนดิ เชน 

แคดเมียมและปรอทได (Baldrian, 2003) 

 อยางไรก็ตาม ในกระบวนการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณ โดย Agrocybe sp. CU-

43 ตองทํางานรวมกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ เชน Pseudomonas mendocina MC2 ซึ่งมีรายงานวา
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สามารถใช 9-ฟลูออรีโนนแตไมสามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน โดย

กระบวนการ dioxygenation ดวยเอนไซม 9-fluorenone-3,4-dioxygenase ไดผลิตภัณฑเปน    

1-hydro-1,1α-dihydroxy-9-fluorenone ซึ่งสามารถถูกยอยสลายดวย 1-hydro-1,1α-

dihydroxy-9-fluorenone dehydrogenase ไดเปน 2,3-Dihydroxy-2'-carboxybiphenyl จากนั้น

เอนไซม 2,3-dihydroxy-2'-carboxybiphenyl 1,2-dioxygenase จะเขามาชวยในการยอยสลาย

เกิดเปน 2-Hydroxy-6-oxo-6-(2-carboxyphenyl)-hexa-2,4-dienoate ซึ่งถูกยอยอีกคร้ังดวย 2-

hydroxy-6-oxo-6-(2-carboxyphenyl)-hexa-2,4-dienoate hydrolase จนไดผลติภัณฑเปน 

Phthalate และ cis-2-Hydroxypenta-2,4-dienoate (Casellas และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที ่

5.1  สําหรับพทาเลท (Phthalate) และ cis-2-Hydroxypenta-2,4-dienoate สามารถถูกยอยสลาย

ตอไปเปน 3,4-Dihydroxybenzoate หรือ Catechol ซึ่งสามารถถูกยอยสลายตอไปเปน acetyl 

CoA เพ่ือเขาสูวิถีแมแทบอลิซึม TCA cycle ตอไป (http://www.genome.ad.jp/dbget-

bin/show_pathway?MAP00362+C01163) ซึ่งไดมีรายงานการนํา Pseudomonas 
mendocina MC2 มาชวยในการยอยสลายฟลูออรีน (co-culture) รวมกับ Arthrobacter sp. 

สายพันธุ F101 ซึ่งยอยฟลูออรีนแลวไดสารมัธยันตรคือ 9-ฟลูออรีโนนสะสมเปนสารมัธยันตร

สุดทาย   
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รูปที่ 5.1  กระบวนการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณของกระบวนการยอยสลายฟลูออรีน  

(ที่มา Wattiau และคณะ, 2001) 
 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวาราในจีนัส Agrocybe มีความสามารถสรางที่มีประโยชนดาน

การแพทยไดหลายชนิด เชน hemolysins (Berne และคณะ, 2002) สารตานมะเร็ง (antitumor) 
(Zhao และคณะ, 2003)  A. cylindracea สามารถผลิตสารตานการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม 

(antimutagenic) (Taira และคณะ, 2005)  A. cylindracea สามารถสรางโปรตีนทีอ่อกฤทธิ์ตอ

เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Nakamura และคณะ, 2002) และราสปชีสนี้ยังสามารถผลิตเพปไทด

ช่ือ agrocybin ที่มีฤทธิ์ตานราชนิดอืน่ๆ (Ngai และคณะ, 2005)  A. cylindracea สายพันธุ B 

และ A. aegerita สามารถผลิตสารปองกันการเกิดออกซิเดชัน (antioxidant) ซึ่งสามารถปองกัน 
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ดีเอ็นเอไมใหถูกทําลาย จากการชักนําดวยสารกอใหเกิดการกลายพนัธุ (Lo และคณะ, 2005; Lin 

และคณะ, 2006)  

นอกจากการประยุกตใชในการบําบัดการปนเปอนจากสารพิษแลว ความสามารถในการ

ผลิตแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสของ Agrocybe sp. CU-43 ยังสามารถนําไป

ประยุกตใชไดอยางกวางขวาง เชน ชวยเรงปฏิกิริยาออกซิไดซเพ่ือบําบดัการปนเปอนสีสังเคราะห

หรือสารตั้งตนในการสังเคราะหสีสังเคราะห การบําบดัน้าํทิ้งในอตุสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษ 

การกําจัดลิกนนิในอตุสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ เปนตน (Reid และ Paice 1994; Decarvalho 

และคณะ, 1999 Mohorcic และคณะ,  2004) 
 
งานวิจัยนี้เปนรายงานฉบบัแรกที่ไดรายงานการพบแอคติวิตีและการแสดงออกของ  

แลคเคสในระหวางการยอยสลายฟลูออรีนดวยราในจีนสั Agrocybe และเปนรายงานแรกที่ได
แสดงลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีนแลคเคสของราในจีนัส Agrocybe รวมทั้งเปนรายงาน

แรกที่แสดงวาราในจนีัส Xylaria สามารถยอยสลายสารประกอบพอลไิซคลิกแอโรแมติก

ไฮโดรคารบอนได  ราทั้งสองไอโซเลตนี้ (Xylaria sp. CU-1 และ Agrocybe sp. CU-43) มี

ศักยภาพสูงในการนาํไปประยุกตใชเพ่ือบาํบดัการปนเปอนของสารประกอบกลุมนี้ทัง้ในน้าํและใน

ดินตอไป 
  
 อยางไรก็ตามยังคงมีขอบเขตงานวิจัยทีค่วรศึกษาตอไป เชน ชนิดของสารมัธยันตรที่เกิด

จากการยอย 9-ฟลูออรีนอลและสารมัธยันตรตอจากนัน้จนถึงผลติภณัฑสุดทายที่เกิดขึ้นโดยรา 

Agrocybe sp. CU-43 รวมถึงลักษณะสมบัติและสารมัธยันตรในการยอยสลาย PAH ชนิดอื่น 

ตลอดจนการหาลําดบันิวคลีโอไทดสายยาวสมบูรณของยีนแลคเคสของ Agrocybe sp. CU-43 

ดวย นอกจากนี้ควรศึกษาลักษณะสมบตัแิละสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในการยอยสลาย PAH ชนิด

ตางๆโดย Xylaria sp. CU-1 
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ภาคผนวก ก 

 

ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต 

 

ตารางที่ ก1 ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลตที่คัดแยกได 

               จากงานวิจัยนี ้(- ไมเปลี่ยนสี) 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (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 (ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลตที่คัดแยกได       

จากงานวิจัยนี ้(- ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (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(ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกได      

จากงานวิจัยนี ้ (- ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (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(ตอ) ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยนี้ (+  เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (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 - -  

 
 

 
 



 150

ตารางที่ ก1(ตอ)  ความสามารถในการเปลี่ยนสีทดสอบของราแตละไอโซเลต ที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยนี ้( +  เปลี่ยนสี, - ไมเปลี่ยนสี) 
 

    ความกวางของการเปลีย่นสรีอบโคโลนี (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   ไอโซเลตที่ใหผลบวกกับสีทดสอบตั้งแต 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 

 วุน (agar)       15  กรัม  
 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ 15 นาท ี
 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว malt extract 

 

  สารสกัดจากมอลต (malt extract)   20 กรัม 

 เพปโตน (peptone)       5 กรัม 

 กลูโคส (glucose)     20 กรัม 
  
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000  มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ 15 นาท ี
 

3. Basal Medium 
 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   20  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)    5  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)   1  กรัม 

Trace element      100  มล. 

วุนผง       20 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000  มล. 
 

Trace element ประกอบดวย 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)    3 กรัม 

แมกกานีสซัลเฟต (MgSO4)    0.5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1 กรัม 

เฟอรรัสเฮปตะไฮเดรต (FeSO4 .7H2O)    0.1  กรัม 

โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O)    0.1 กรัม 
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ซิงคซัลเฟต (ZnSO4 .7H2O)    0.1  กรัม 

คอปเปอรซัลเฟต (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. ปรับความเปนกรด-เบสใหเปน 6.5 

จากนัน้จึงคอยๆ ละลายสารตัวอื่นทีละตวัตามลําดบัจนครบทุกชนดิและปรับปริมาตรรวมใหเปน 

1000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
4. modified Glucose Peptone Yeast extract medium (mGPY) 

 

กลูโคส (Glucose)     10  กรัม 

แบคโตเพปโตน (Bacto petone)    3  กรัม 

ยีสตสกัด (Teast extract)    2  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   0.5  กรัม 

โซเดียมทารเทรต (Na2C4H4O6)    0.4  กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000  มล. 
 

ปรับคาความเปนกรด-เบสใหได 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้วอุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 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 

ซิงคซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)  0.001 กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)     0.001 กรัม 

คอปเปอรซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)  0.001 กรัม 
       

ปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 4.5 นึ่งฆาเช้ือที่ 121 °ซ ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปน

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 
 
ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปรับปริมาตรใหได 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-เบส 

ใหเปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ 15 นาท ี
 

7. อาหารเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB broth) 

 

 เตรียมอาหารตามวิธใีนขอ 3  แตเติมวุน (agar) เพ่ิมลงไป 15 กรัม  นําไปนึ่งฆา

เช้ือที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  121 °ซ  15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 
1. สารละลาย PAH ในไดเมทิลซัลฟอกไซด 

 

ชั่งสารมาตรฐาน PAH 0.1 กรัม ละลายในไดเมทิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล.โดยการ

ผสมดวยเครื่องปนผสมหรือโซนิเคตจนผลึก PAH ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวย

ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอให

มิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  
 

2. สารละลายมาตรฐานของ PAH ในอะซิโตน 

 

ชั่งสารมาตรฐาน PAH ที่ตองการเตรียม 0.1 กรัม ละลาย PAH แตละชนิดในอะซิโตน       

ปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี

ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ -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      เพอรเซ็นต 
 
ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร  pH 8.0  ปริมาตร 20 มล. 

สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มล. สารละลาย EDTA  ความ

เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0  ปริมาตร 5 มล. และสารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 5 มล.ใหเขากัน  

แลวเติมน้ําปลอดประจุที่ปลอดเชื้อปริมาตร 45 มล.ลงไป  นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว  121 °ซ  20 นาที 
 

4. สารละลาย 5% SDS   

 

ชั่งโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ปริมาณ 5 กรัม  คอยๆทําการละลายในน้าํปลอดประจุ

ปริมาตร 80 มล.  เม่ือละลายจนหมดแลว ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุใหไดเปน 100 

ไมโครลติร 
 
 

5. สารละลาย EDTA ความเขมขน 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 แลวคนใหเขากัน รอใหเย็น ปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุ ให

ปริมาตรเปน 1,000 มล. นาํไปนึ่งฆาเช้ือทีค่วามดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ 20 นาที   
 

6. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

   
 ผสมสารละลายฟนอลที่อิ่มตวัดวย Tris-HCl กับสารละลายคลอโรฟอรมเขาดวยกันใน

อัตราสวนฟนอล:คลอโรฟอรม เทากับ 1:1  (ปริมาตร/ปริมาตร)  เก็บในขวดสีชาทีอุ่ณหภูมิ 4°ซ 
 

7. สารละลาย RNaseA ความเขมขน 20 มล.กรัม/มล. 

 
  Tri-HCl, pH 8.0     10 มิลลิโมลาร 

  สารละลายโซเดียมคลอไรด    15 มิลลิโมลาร 

  RNaseA      0.2 กรัม 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร  pH 8.0 ปริมาตร 0.1 มล. กับ

สารละลายโซเดียมคลอไรด  ความเขมขน 1.0 โมลาร  ปริมาตร 0.15 มล.ใหเขากัน  จากนัน้เติม

ผง RNaseA 0.2 กรัม  แลวปนผสมใหเขากัน  นําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาที  ทิ้งใหเย็น  

แลวดูดแบงใสหลอดไมโครทิวบหลอดละ 1.0 มล. 
 

8. สารละลายโซเดียมแอซีเทต  ความเขมขน 3 โมลาร  pH 5.2 

 
ละลายโซเดียมแอซีเทตน้าํหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปรมิาตรประมาณ 400 

มล.  จากนั้นนําไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2 ดวยกรดแอซิติก ปริมาตรประมาณ 57 

มล.  เติมน้าํปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นาํไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว  121°ซ  20 นาท ี
 

9. บัฟเฟอร TE (10/1)  ความเปนกรด-เบส 8.0 

 
  Tris-HCl ความเปนกรด-เบส 8.0   10 มิลลิโมลาร 

    EDTA ความเปนกรด-เบส 8.0    1.0 มิลลิโมลาร 
 

ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร  

10 มล. กับสารละลาย EDTA  ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  ปริมาตร     



 157

2.0 มล.  เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาท ี
 

10. บัฟเฟอร 50X TAE 

 
  Tris base      242 กรัม 

  กรดแอซิติกเขมขน     57.1 มล. 

  สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร  100 มล. 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้าํปลอดประจปุริมาตร 300 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

ปริมาตรเทากับ 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาท ี

 

11. สีติดตาม (Loading dye) 

 
             บรอมฟนอลบล ู      0.025 เปอรเซ็นต 

  ซูโครส            40   เปอรเซ็นต   
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้าํปลอดประจทุี่ปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 

12. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัม/มล.  เก็บในภาชนะที่ปดสนิท 
 

13. สารละลาย dNTP  ที่มีความเขมขนของแตละนิวคลีโอไทดเทากับ 10 มล.โมลาร 

 
 ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP  ที่มีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ปริมาตร

ชนิดละ 10 ไมโครลิตรใหเขากัน  แลวทาํการปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อให

เปน 100 ไมโครลิตร  เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ   
 

14. กลีเซอรอล 80% 
 

 นํากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 92 มล.ผสมน้ําปลอดประจุปริมาตร 8 มล.นําไปนึ่งฆาเช้ือที่

ความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ 20 นาที  ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลว

นําไปฆาเช้ือซ้าํอีกครั้ง 
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15. สารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
 
 ละลายแอมพซิิลินความเขมขน 100 มก.ตอน้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง

สารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสแอซีเทต  ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บ

รักษาไวในหลอดไมโครทิวบที่อุณหภูมิ -20°ซ    เม่ือนํามาใชแลวสามารถเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ     

ไดนาน 1 เดือน 
 

16. สารละลายแคลเซียมคลอไรด  ความเขมขน 1 โมลาร 

 
 ละลายแคลเซยีมคลอไรด 55.5 กรัม  ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 300 มล.  จากนัน้เติมน้าํ

ปลอดประจุจนปริมาตรเปน 500 มล. นําไปนึ่งฆาเช้ือที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121 °ซ  

20 นาที   
 

17. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 

 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 900 มล. ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 

มล. ดวยน้ํากล่ัน 
 
18. DEPC-treated water  

 

 เติมสารละลาย diethylpyrocarbonate (DEPC) 1 มล. ลงในน้าํกล่ันปลอดประจ ุ1000 

มล. บมเขยาที่ 37°ซ ขามคืน นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 121°ซ  20 นาที   
 

19. MOPS buffer 
 

 เตรียม MOPS (3-(N-morpholino)propan sulfonic acid) ความเขมขน 1 โมลาร โดย

ละลาย MOPS จํานวน 104.7 กรัม ใน DEPC-treated water ปริมาตร 400 ml  ปรับคาความ

เปนกรด-เบส ใหเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เม่ือไดคาความเปนกรด-ดางตามที่

ตองการแลว ปรับปริมาตรใหเปน 500 มล. ดวย DEPC-treated water นําไปนึ่งฆาเช้ืออุณหภูมิ 

121° ซ นาน 20 นาที หลังจากนึ่งฆาเช้ือแลวสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง เก็บที่ 4°ซ  จนกวา

จะนําไปใชงาน 

20. 10x Running buffer (สําหรับ RNA) 

 

 ประกอบดวย 

  MOPS บัฟเฟอร ความเขมขน 1 โมลาร   25  มล. 

  โซเดียมแอซีเทต ความเขมขน 3 โมลาร   3.33 มล. 

  สารละลายโซเดียมอีดีทีเอ ความเขมขน 0.35 โมลาร 2.5 มล. 
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 ผสมสารละลายใหเขากัน ปรับปริมาตรใหเปน 250 มล. ดวย DEPC-treated water 

นําไปนึ่งฆาเช้ืออุณหภูมิ 121° ซ นาน 20 นาที หลังจากนึ่งฆาเช้ือแลวสารละลายจะเปลี่ยนเปนสี

เหลือง เก็บที่ 4°ซ  จนกวาจะนําไปใชงาน 

 

21. Sample buffer  
 

 เตรียมกอนใชงาน ใน 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย  

  10x running buffer     100  ไมโครลติร  

  ฟอรมาลมาย (formamide)  500 ไมโครลติร  

  ฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde)  178  ไมโครลติร 

  DEPC-treated water   222  ไมโครลติร 
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ภาคผนวก ง 

 

กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 
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  สมการของกราฟมาตรฐาน Y= 66045X 

 
  คาความเบี่ยงเบน   R2 = 0.9902 
 
 
รูปที่ ง1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนและพื้นที่ใตพีคที่ไดจากการวิเคราะหดวย        
               HPLC 
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ภาคผนวก จ 

 

ชุดสกัดและชดุทดสอบสําเร็จรูป 

 
 

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

ประเทศเยอรมัน 

 
ประกอบดวย  

บัฟเฟอร NT 

บัฟเฟอร NT3 

บัฟเฟอร NE 

NucleoSpin® Extract II columns 
 

ข้ันตอนการทําผลิตภัณฑลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ ทาํตามวิธีที่ระบโุดยบรษิัทผูผลิต 

 
2. ชุดสกัด AurumTM Total ชุดRNA Fatty and Fibrous Tissue Kit ของบริษัท     

Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

ประกอบดวย 
 

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 

 
เม่ือใชครั้งแรก ละลาย DNaseI ใน 10 มิลลิโมลาร Tris (ความเปนกรด-เบส 7.5) 

ปริมาตร 250 ไมโครลติร ละลาย DNaseI โดยปเปตสารขึ้นลง เม่ือ DNaseI ละลายหมดแลว

แบงสารละลายใสหลอดไมโครฟวจหลอดละ 5 ไมโครลติร เก็บที่ -20๐
ซ  

 
ข้ันตอนการสกัดอารเอ็นเอ ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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3. ชุดสําเร็จ Universal Riboclone® cDNA Synthesis System ของบริษัท Promega 

ประเทศสหรัฐอเมริกา   

 

ชุดสังเคราะห cDNA ประกอบดวย   
 
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 

 

ข้ันตอนการสังเคราะหสาย cDNA ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 

 

4. ชุดสกัดอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (ของบริษัท Qiagen ประเทศ

เยอรมัน)    

 

ประกอบดวย 
 

บัฟเฟอร QG 

บัฟเฟอร PE 

บัฟเฟอร EB 

Qiaquick column 

กอนใชชุดสกดัดีเอ็นเอใหเติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงในบัฟเฟอร PE  

ข้ันตอนการสกัดดีเอ็นเอ ทาํตามวิธีที่ระบโุดยบรษิัทผูผลิต 
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5. GeneJET™ PCR cloning Kit (ของบริษัท Fermentas ประเทศสหรัฐอเมรกิา) 

 

ประกอบดวย 
 

pJET1/blunt Cloning Vector (50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) แผนที่ของ pJET1/blunt 

แสดงดังรูปที่ จ1 

2X Reaction บัฟเฟอร 

T4 DNA Blunting เอนไซม 

pJET1 ฟอรเวิรด ไพรเมอร  (10 ไมโครโมลาร) 21-mer 5’-GCCTGAACACCATATCCATCC-3’ 

pJET1 รีเวิรส ไพรเมอร (10 ไมโครโมลาร) 25-mer5’-GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATC-3’ 

ชุดควบคุมผลบวก (24 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 

น้ําปลอดนิวคลีเอส 

 

 

รูปที่ จ1  แสดงแผนที่ pJET1/blunt Cloning Vector 
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6. ชุดสกัดพลาสมิด QIAprep Miniprep Kit  (ของบริษัท Fermentas ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 

 

ประกอบดวย 
 

บัฟเฟอร P1 

บัฟเฟอร P2 

บัฟเฟอร N3 

บัฟเฟอร PB 

บัฟเฟอร PE 

RNAse A 

Qiaprep Spin column 

 

กอนใชชุดสกดัพลาสมดิครัง้แรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน บัฟเฟอร 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4๐
ซ และเติมเอทานอลสัมบูรณปริมาตร 24 มล. ลงในบัฟเฟอร 

PE 
 

 ข้ันตอนการสกัดพลาสมดิ ทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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ภาคผนวก ฉ 
 

วัสดุเพาะ 

 
1. วัสดุเพาะ 
 
 วัสดุเพาะที่ใชในการทดลองครั้งนี้ คือ ข้ีเล่ือยสําเร็จรูปที่ใชสําหรับเพาะเห็ดในเชิงการคา

นํามาจากศูนยรวมสวนเห็ดบานอรัญญิก อาํเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม โดยใชผสมใน
ตัวอยางดนิในขั้นตอนการทดสอบความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนในแบบจําลองดิน  
มีสูตรดังนี ้
 
 ข้ีเล่ือยไมยางพาราแหง  100 กิโลกรัม 
 รําละเอียด       5 กิโลกรัม 
 ยิปซัม        2 กิโลกรัม 
 ปูนขาว        1 กิโลกรัม 
 ดีเกลือ      0.2 กิโลกรัม 
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ภาคผนวก ช 

 

การเปรียบเทยีบความเหมอืนของยีนและโปรตีนดวยโปรแกรม BlastN และ BlastX 

 
1. ลําดบันิวคลโีอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA 

ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1 หมายเลขเขาถึงของ 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. ลําดบันิวคลโีอไทดระหวางบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA 

ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลตCU-43 หมายเลขเขาถึงของ 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 ไดแกลําดบัเบสที่ 1-62 

   5’   1 CATTTAGAGG AAGTAAAAGT CGTAACAAGG TTTCCGTAGG TGAACCTGCG GAAGGATCAT 
       61 TA      3’ 

 
บริเวณ ITS1 ไดแกลําดับเบสที่ 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 ไดแกลําดับเบสที่ 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 ไดแกลําดับเบสที่ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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.  การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1 และ ITS2 บนบริเวณที่

ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-1  (BlastN) กับ 
Xylaria hypoxylon isolate AFTOL-ID 51 หมายเลขเขาถึงของ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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 
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9. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทด (BlastN) บริเวณ ITS1 และ ITS2 

บนบริเวณที่ประมวลผลรหัส rRNA ของโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากราไอโซเลต CU-43 กับ 
Agrocybe chaxingu strain ASI 19022 หมายเลขเขาถึงของ 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 หมายเลขเขาถึงของ 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส B ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 4 ของ Pleurotus pulmonarius หมายเลขเขาถึง

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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 800 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 3 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึง

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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส 1 ของ Pleurotus sajor-caju หมายเลขเขาถึง

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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 850 คูเบส (รูป 4.21) กับแลคเคสของ Pleurotus ostreatus หมายเลขเขาถึงของ 
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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 450 คูเบส (รูป 4.24) กับแลคเคส C ของ Trametes sp. 420 หมายเลขเขาถึงของ 
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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากผลติภัณฑลูกโซพอลิเมอเรส

ขนาด 450 คูเบส (รูป 4.24) กับแลคเคส 2 ของ Lentinula edodes หมายเลขเขาถึงของ 
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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส1 ของ Pleurotus sajor-caju  
หมายเลขเขาถึงของ 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส 1 ของ Ceriporiopsis 
subvermispora  หมายเลขเขาถึงของ 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคส 4 ของ Ceriporiopsis cinerea  
สายพันธุ okayama7#130 หมายเลขเขาถึงของ 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ทราบทั้งหมด 741 เบส (รูปที่ 4.25) กับแลคเคสของ Pleurotus ostreatus  สาย
พันธุ okayama7#130 หมายเลขเขาถึงของ 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%) 



 184

 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสใน Agrocybe sp  

CU-43 ที่ไดจากปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช cDNA เปนแมแบบกับลาํดบันิวคลโีอไทดที่ใช

โครโมโซมอลดีเอ็นเอเปนแมแบบ  

 

 สายบนคือลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสที่ใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอ เปนแมแบบและ

ใชคูไพรเมอร lacAg-F1 และ lacAg-R1  

 สายลางคือลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแลคเคสที่ใช cDNA เปนแมแบบและใชคูไพรเมอร 

lacF-1 และ lacR-1 ซึ่งมีความเหมือนกัน 98% ดวยคา 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gdp ของ Agrocybe sp.   

CU-43 (รูปที่ 4.29) กับยีน gdp ของ Phanerochaete chrysosporium หมายเลขเขาถึง
ของ Genbenk BAF31128.1 (BlastX) 

 

>dbj|BAF31128.1|  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Phanerochaete 
chrysosporium] 

Length=337 
 
 Score =  100 bits (248),  Expect(5) = 3e-51 



 185

 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. การเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gdp ของ Agrocybe sp.    

CU-43 (รูปที่ 4.29) กับ gdp ของ Phanerochaete sordida หมายเลขเขาถึงของ 
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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
  นางสาวกุลน ี  ชูพ่ึงอาตม  เกิดเมื่อวันที ่  15  สิงหาคม  พ.ศ. 2515  สําเร็จ

การศึกษาปรญิญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑติ สาขาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 

ในปการศึกษา 2535 และปริญญาโทสาขาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2539 และเขารับการศกึษาตอในระดบัปริญญาดษุฎีบัณฑิต สาขา

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2546 
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