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Five strains of dibenzofuran – degradation fungi were isolated from forested soil samples in 

Thailand by  using double layers agar with Remazol Brilliant Blue R (RBBR) and Benomyl containing 
malt extract agar on top of Czapek-Dox agar.  The fungi were tested for their ability of RBBR 
decolorization in miniral salt medium (MM) using dye as a sole carbon source and Low nitrogen 
basal III medium (LN) for testing lignin peroxidase activity. It was found that the fungi could not utilize 
RBBR as the sole carbon source  in MM but in LN  its could degrade RBBR more than 80 percent. 
Morphological study and internal transcribed spacer (ITS) sequencing analysis indicated that there 
were five different strain of white rot fungi , Marasmius cladophyllus , Phanerochaete crysosporium, 
Lentinus tigrinus, Polyporus tricholoma and  Athelia pellicularis  . After that the isolated fungi were 
tested for dibenzofuran  degrading ability by using HPLC for analysing the 7 days culture 
supernatant . Among these isolates,  Phanerochaete crysosporium , Polyporus tricholoma and  
Athelia pellicularis could degrade dibenzofuran more than 50 percent . Polyporus tricholoma was 
the most effective strain  ( 78.7 %degradation ). Metabolite analysis of dibenzofuran degradation by  
using TLC and HPLC shown that  there were at least two metabolic compounds during dibenzofuran 
degradation by Polyporus tricholoma. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 ปจจุบันนี้ปญหาสิ่งแวดลอมโลกเปนปญหาที่มีความรุนแรงมากขึ้น   อันเนือ่งมาจากหลาย
สาเหตุซึ่งสวนใหญเกิดจากกิจกรรมตางๆที่มนุษยทําขึ้นและมีสารพิษตางๆที่ถูกปลอยออกสูส่ิงแวด
ลอม ซึ่งในจํานวนนี้มีสารพิษในกลุมสารอินทรียมีพิษตกคางยาวนาน  ( Persistent Organic 
Pollutants) สารกลุมนี้พบสะสมในรางกายของสิ่งมีชีวิต สารที่สําคัญในกลุมนี้ไดแก ไดออกซิน  
เปนสารที่เกิดเปนผลิตภัณฑพลอยไดจากกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณ จัดเปนสารประกอบใน
กลุมคลอริเนตเตทอะโรมาติคประกอบดวย 3 วง (tricyclic member ring) ที่มีออกซิเจนและ
คลอรีนเปนองคประกอบ 1 ถึง 8 อะตอม จัดระเบียบโมเลกุลแบบ planar  สารเหลานี้ถูกแบงออก
เปน 3 กลุมตามคุณสมบัติทางชีวภาพและโครงสรางทางเคมีที่คลายคลึงกันไดแก 
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                                                   Diphenyl ether ( DE ) 
รูปที่ 1 ลักษณะโครงสรางของสาร  Dioxins (DD)  Dibenzofurans (DF) และ  
          Diphenyl ether (DE) 
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 โดยที่วงที่อยูตาํแหนงตรงกลางของสารแตกตางกนัในแตละชนิด  ของไดออกซินเปน       
หกเหลี่ยมที่มอีอกซิเจนอยู 2 อะตอม  ในขณะที่กลุมสารฟูแรนมีลักษณะเปนวงหาเหลี่ยม  และมี
ออกซิเจนอยู 1 อะตอม  สวนกลุมสาร diphenyl ether ไมมีวงเชื่อมระหวาง 2 วง มีออกซิเจน 1 
อะตอม  ดานขางของทั้ง 3 กลุม จะเปดโอกาสใหอะตอมคลอรีน   ( chlorine atom )  หรือโบรมีน  
( bromine atom ) สามารถเลือกเกาะอยูบนตําแหนงตางๆได  ทาํใหสารกลุมนี้เกดิเปนสารไอโซ
เมอรเปนจาํนวนมาก โดยทีไ่ดออกซินมีทัง้หมด 75 ชนิด และไดเบนโซฟูแรนมี 135 ชนิด ซึ่งสารทัง้
หมด 210 ชนิดนี้สวนใหญไมมีผลรายตอสุขภาพมนษุยมากนกัมีเพยีง 17 ชนิดเทานัน้ทีม่ีรายงาน
วามพีิษรายแรงและเปนอนัตรายตอสุขภาพมนษุย  และชนิดทีม่ีพษิรายแรงที่สุดคอื 2 , 3 , 7 , 8 -
tetrachlorodibenzo-p-dioxin ( 2,3,7,8-TCDD ) เนื่องจากการประมาณความเปนพิษของแตละ
ไอโซเมอรไมสามารถบอกปริมาณเปนการเฉพาะแตละตวัได I n t e r n a t i o n a l  T o x i c o l o g y 
Equivalency Factors ( I-TEF )  จึงจําแนกคาความเปนพิษของสารแตละไอโซเมอรไดในรูปความ
สัมพันธกับไอโซเมอร 2,3,7,8-TCDD โดยใหถือวา 2,3,7,8-TCDD ซึ่งมีคาความเปนพิษเทากับ 1 

สวนไอโซเมอรอ่ืนๆที่มีความเปนพษิตํ่ากวาจะเรียงตามลาํดับกันไป    
 เนื่องจากความแรงของการเกิดพิษและผลทางชีวเคมีของ PCDD ทั้ง 7 สารนี้ไมเทากัน จึง
ทําใหมีการเสนอแนวความคิดเรื่อง toxic equivalent factor (TEF) เพื่อแสดงความแรงสัมพัทธ 
เมื่อเปรียบเทียบ 2,3,7,8- TCDD ซึ่งถูกกําหนดใหเปนสารอางอิงมีคา TEF เทากับ 1 คา TFE เปน
คาที่ไดจากการกําหนด (assigned) ใหกับ PCDD ทั้ง 6 สาร โดยพิจารณาจากอัตราสวนของ
ปริมาณหรือความเขมขนระหวาง PCDD และ 2,3,7,8- TCDD ที่ทําใหเกิดผลทางพิษวิทยาหรือชีว
เคมีขึ้นไดใน 50% ของสัตวทดลองหรือ cell culture (EC50) ความเปนพิษและผลทางชีวเคมีของ 
PCDD ที่มีคลอรีนที่ตําแหนง 2,3,7,8 แสดงในตารางที่ 2 และ 3 ตามลําดับ การกําหนดคา TEF ให
กับ PCDD ทั้ง 6 ชนิด โดยเปรียบเทียบกับ 2,3,7,8- TCDD แสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่1 ความแรงของ PCDD ที่มีคลอรีนที่ตําแหนง 2,3,7,8 ทั้ง 7 สาร และการกําหนด
คา toxic equivalent factor (TEF) โดย NATO/CCMS และ Nordic  (Safe , 1990 )  
 

ความแรงสัมพัทธ * congener 
ความเปนพิษ ผลจาก cell 

culture 

TEF 
NATO/CCMS 

TEF 
Nordic 

 
2,3,7,8 TCDD * 1 1 1 1 
1,2,3,7,8-PentaCDD 0.59-0.053 0.64-0.07 0.5 0.5 
1,2,3,4,7,8-HexaCDD 0.24-0.013 0.13-0.05 0.1 0.1 
1,2,3,6,7,8-HexaCDD 0.16-0.0152 0.5-0.005 0.1 0.1 
1,2,3,4,7,8-HexaCDD 0.14-0.016 0.009 0.1 0.1 
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 0.0076 0.003 0.01 0.01 
OCDD >0.0013 0.0006 0.001 0.001 
 
 การแสดงปริมาณทั้งหมดของสาร PCDD ที่วิเคราะหตัวอยางซึ่งแสดงในรูปของ toxic 
equivalent  (TEQ) ซึ่งคํานวณไดจากสมการ  
   TEQ = Σ (ai × TEFi)  
  โดย  a i    เปนปริมาณของสาร (c o n g e n e r i) ในตัวอยางที่วเิคราะหได 
        TEFi  เปน toxic equivalent factor ของ congeneri  

ดังนัน้คา  TEQ ของตัวอยางหนึ่งก็คือคาน้ําหนักสมมูลยของ 2,3,7,8- TCDD นัน่เอง 
 นอกจากนี้  The International Agency for Research on Cancer ( IARC ) ไดจัดสาร 
2,3,7,8-TCDD เปนสารกอมะเร็งโดยจัดอยูในกลุมที่ 1 และไดมีการศึกษาทดสอบความเปนพิษ
ของกลุมสารดังกลาวโดยใชสัตวทดลองหลายชนิด  พบวาความเปนพิษข้ึนอยูกับชนิดของสัตวดวย  
เชน ผลการทดลอง LD50 ใน guinea pigs สําหรับสาร 2,3,7,8-TCDD เทากับ 0.6 mg/kg ของน้ํา
หนักตัว  สวนใน mice เทากับ 300 mg/kg ของน้ําหนักตัว   
 LD50 (median lethal dose) หมายถึงปริมาณ (dose) ของสารเคมีซึ่งคาดวาจะทําใหสัตว
ทดลองที่ไดรับสารนั้นเพียงครั้งเดียวตายไปเปนจํานวนครึ่งหนึ่ง (50%) ของจํานวนเริ่มตน LD50  
เปนคาที่คํานวณไดจากผลการศึกษาซึ่งใหสัตวทดลองจํานวนหลายกลุมไดรับสารเคมีที่ปริมาณ
ตางๆกัน ระยะเวลาที่เฝาสังเกตการตายของสัตวประมาณ 2-3 วัน แตไมเกิน 2 สัปดาห เพื่อให
สามารถเปรียบเทียบความเปนพิษของสารเคมีในสัตวตางชนิดที่มีน้ําหนักตัวแตกตางกัน จึงราย
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งานคา LD50  ของน้ําหนักของสารเคมีตอน้ําหนักตัวของสัตวทดลองเชน  LD50  (oral) ของ 
benzene ในหนู (rat) เทากับ 4,900 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  
 สําหรับการประเมินความเสี่ยงมีหลายประเทศจัดทําคา Toxic daily intake ( TDI ) เชน
ประเทศเนเธอรแลนด เทากับ 4pg/kg/day และญี่ปุน เทากับ 10 pg/kg/day นอกจากนี้หนวยงาน 
U.S. EPA ไดเสนอคา TDI ที่ต่ํากวา 0.006 pg/kg/day อยางไรก็ตาม The Scientific Committee 
for Food ( SCF ) ไดกําหนดคา Tolerable Weekly Intake ( TWI ) เทากับ 14 pg/kg ของน้ําหนัก
รางกาย  รวมทั้งองคกร JECFA ไดกําหนดคา Tolerable Monthly Intake ( TMI ) เทากับ 70 
pg/kg  

  
ผลของสารในกลุมไดออกซินตอสุขภาพของมนุษยและสัตว  
 ผลของสารในกลุมไดออกซินกอใหเกิดโรค หรือความผิดปกติตอมนุษยและสัตวคือ เปน
พิษตอตัวออนในครรภ ( fetotoxicity ) เกิดความผิดปกติของลูก ( teratogenicity) กอใหเกิดมะเร็ง 
( carcinogenicity ) เกิดความผิดปกติของไต ( kidney abnormalities )  และเกิดความผิดปกติ
ของระบบประสาท ระบบภูมิคุมกัน และระบบสืบพันธุ นอกจากนี้ยังพบความเปนพิษแบบเฉียบ
พลันของสารในกลุมนี้คือกอใหเกิดอาการของโรคผิวหนังที่เรียกวา chloracne ลักษณะคลายสวิหวั
ชางบริเวณจมูก แกม คอ หลังใบหู หนาอก หลัง อวัยวะสืบพันธุ ขา ทําใหเกิดผื่นคันตามผิวหนัง  
( skin rash )  รอยไหมบนผิวหนัง ( burn like skin lesions ) ออนเพลีย ปวดขอ ( arthritis )  
  
แหลงที่มาของสารกลุมไดออกซิน   
 สารกลุมนี้สามารถเกิดไดจากกระบวนการในธรรมชาติและที่มนุษยสรางขึ้นโดยไมตั้งใจ 
แหลงที่มาสําคัญมีดังนี้ 
 โรงงานผลิตยาฆาวัชพืช ( herbicide ) เกิดขึ้นเปนผลิตภัณฑผลพลอยได หรือสารเจือปน  
( by product or impurity substance ) ในระหวางกระบวนการสังเคราะหยาฆาวัชพืช 2,4,5-
Trichlophenol หรือ phenoxy herbicides โดย จะมีสารในกลุมไดออกซิน โดยเฉพาะอยางยิง่ชนดิ
2,3,7,8-TCDD เปนสารปนเปอนอยูในยาฆาวัชพืชดังกลาวอยูเสมอ  ในป ค.ศ. 1962-1971 ขณะที่
อยูในชวงของสงครามมหาเอเชียบูรพา ฝายประเทศสหรัฐอเมริกาไดใชยาฆาวัชพืชกลุมนี้ เพื่อ
ทําลายแหลงหลบซอนของฝายตรงขามโดยไดโปรยสารดังกลาวลงทางเครื่องบินประมาณ 48,000 
ตัน  ซึ่งเรียกกันทั่ วไปวา  ฝนเหลือง ( agent orange ) ซึ่งมีสวนผสมของ 2,3,7,8-TCDD อยู
ประมาณ 50 µg/g  
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 โรงงานอุตสาหกรรมผลิตกระดาษ ที่มีการใชสารฟอกขาวประเภทคลอรีนเปนองคประกอบ  
หรือมีการใชสารกลุม pentachlorophenol  โดยสารอินทรียบางชนิดที่มีอยูในพืชที่นํามาทํา
กระดาษ  โอกาสที่สารดังกลาวจะทําปฏิกริยาทางเคมีกันและเกิดเปนสารในกลุมไดออกซินได 
 โรงงานอุตสาหกรรมอื่นๆที่ใช chlorophenol เชนสารปองกันเนื้อไม   โรงงานที่ผลิตสารฆา
หรือยับยั้งรา  ยาฆาเชื้อโรค ยาฆาแมลง  สี  กาว  เปนตน  ซึ่งมีโอกาสเกิดสารกลุมไดออกซินได
มากในกระบวนการผลิตสารดังกลาว  
 การเผาขยะที่พบเห็นไดทั่วไปและใชเตาเผา  โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อขยะดังกลาวมี
พลาสติกประเภทพีวีซี ( polyvinylchloride, PVC ) หรือยาฆาหญา  และยาฆาแมลงจะมีโอกาส
เกิดสารกลุมไดออกซินสูง  มีรายงานการพบสารกลุมไดออกซินที่เกิดจาการเผาขยะจากโรงงาน 
อุตสาหกรรมที่ประเทศสวิตเซอรแลนดสูงถึง 0.6 µg/g  
 ของเสียประเภทน้ํามันที่ผานกระบวนการที่มีความรอนสูง  เชนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต  
ซึ่งมีสาร  PCBs ที่สามารถเปลี่ยนเปน PCDDs/PCDFs ได 
 ภูเขาไฟ  ทําใหมีโอกาสพบสารไดออกซินไดในหินที่มีอยูในธรรมชาติได 
 เนื่องจากสารในกลุมไดออกซินพบอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอมเชนในดิน น้ํา อากาศ อาหาร 
เปนตน สารในกลุมนี้มีความคงตัวทางเคมีสูง สลายตัวยาก ละลายไดดีในไขมัน จึงเปนผลให
สะสมในไขมันของสิ่งมีชีวิต แหลงสําคัญที่มนุษยไดรับสารนี้คืออาหาร การดูดซึมทางผิวหนังพบวา
เกิดขึ้นไดนอยกวาทางปาก  สวนการหายใจจะไดรับสารนี้จากเตาเผาชนิดตางๆที่ปลอยอนุภาคที่มี
สารนี้ปนเปอนอยู ดังนั้นการสูดอากาศที่มีการปนเปอนของสารนี้อยูจึงเปนสาเหตุใหรางกายรับ
สารนี้เขาไป สารกลุมไดออกซินที่อยูในลําไสจะถูกดูดซึมผานทางระบบน้ําเหลืองเขาสูกระแสเลือด
และเขาสูเซลลและเนื้อเยื่อตางๆในรางกาย  สารในกลุมนี้สามารถสะสมอยูในรางกายของมนุษย
และสัตวเปนเวลานาน   
 การพบสารกลุมไดออกซินในประเทศตางๆ  มีรายงานการพบในประเทศตางๆทั่วโลกโดย
เฉพาะอยางยิ่งในกลุมประเทศพัฒนาแลว  เชนทุกประเทศในกลุมสมาคมยุโรป  สหรัฐอเมริกา   
แคนาดา  ญี่ปุน  เปนตน สวนในประเทศไทยโดยสวนมากยังไมมีรายงานการวิเคราะห  แตปจจุบัน
มีหลายหนวยงานใหความสนใจทั้งดานสาธารณสุข  สิ่งแวดลอมและดานการเกษตร กําลังดําเนิน
การวิเคราะหตรวจสอบเพื่อเก็บขอมูลเพื่อดําเนินมาตรการแกไขตอไป 
  
เหตุการณที่เกี่ยวของกับการปนเปอนของไดออกซินสูสิ่งแวดลอม 

- ป ค.ศ.1960 ใชในสงครามเวียดนาม 
- ป ค.ศ.1976 เกิดอุบัติเหตุที่โรงงานผลิต trichlorophenol ที่เมือง เซวิโซ ประเทศอติาล ี 

ทําใหพบ 2,3,7,8-TCDD ในผักผลไมถึงระดับ 50 µg/g  
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- ป ค.ศ.1979 เกิดการปนเปอนสารไดออกซินที่น้ําตกไนแองการา                                                        
- ป ค.ศ.1981 พบไดออกซินจากเหตุไฟไหมในนิวยอรค 
- ป ค.ศ.1971, 1982-83 พบ 2,3,7,8-TCDD สูงถึง 30 ppm ที่รัฐมิสซูรี  เกิดจากการใช

น้ํามันที่ทิ้งแลวมาควบคุมฝุน 
- ป ค.ศ.1979 ทําใหเกิดโรค Yusho ที่ประเทศญี่ปุนและไตหวัน 
- ป ค.ศ. 2000 พบการปนเปอนสารกลุมไดออกซินในสินคาปศสุัตวในประเทศ 

เบลเยี่ยมในระดับที่สูง  เหตุการณคร้ังนี้ทําใหประเทศไทยระงับการนําเขาผลิตภัณฑ
ทั้งหมดเขาประเทศไทย 

 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 คัดกรองราที่มีคุณสมบัติยอยสลายสารที่มีลักษณะโครงสรางคลายไดออกซินจากดิน ศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและบงชี้ชนิดของของราที่คัดแยกได 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ                                                                                                     
  ไดราที่มีความสามารถในการยอยสลายสารที่มีลักษณะโครงสรางคลายไดออกซิน พรอม
ทั้งบงชี้ชนิดของเชื้อรานั้นเพื่อเปนประโยชนในการนําไปประยุกตใชบําบัดสารพิษปนเปอนในสิ่ง
แวดลอม                                                                                                                                                                                  



บทที่ 2 
วารสารปริทัศน 

 
แนวคิดและทฤษฎี 
 เนื่องจากสารกลุมไดออกซินเปนสารที่มีความคงตัวทางเคมีสูง  มีคร่ึงชีวิตนานถึง 7 ป  ซึ่ง
ถูกยอยสลายยาก  ในการกําจัดสารกลุมนี้มีทั้งวิธีทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ โดยที่วิธีทางกาย
ภาพที่ใชคือการเผาไหมซึ่งเปนวิธีเดียวที่จะทําลายสารกลุมนี้ไดหมด ซึ่งตองใชความรอนสงูถงึ 820 
ถึง 1000 องศาเซลเซียส เปนวิธีที่ใชพลังงานสูงและเปนวิธีที่ใชตนทุนสูงมาก สวนวิธีทางชีวภาพ
นั้นจุลินทรียโดยทั่วไปไมสามารถยอยสลายสารในกลุมนี้ไดหรือยอยไดชามาก  แตวิธีทางชีวภาพก็
เปนทางเลือกที่ดีในการยอยสลายสารกลุมไดออกซินเพราะเมื่อพิจารณาจากตนทุนที่ตองใชวิธีการ
ทางชีวภาพเปนทางเลือกที่ดีที่สุด ดังนั้นจึงตองมีการศึกษาคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถสูง
เพื่อใชในการยอยสลายสารกลุมนี้  ในกระบวนการยอยสลายสารประกอบอินทรียโดยจุลินทรียนั้น   
ราและแบคทีเรียนั้นมีบทบาทสําคัญในวัฏจักรคารบอนของโลก     จากศักยภาพของจุลินทรียทั้ง 2 
กลุมนี้จึงมีการนําไปใชในกระบวนการบําบัดและกําจัดของเสีย ขยะอันตรายมีพิษกับส่ิงแวดลอมที่
เกิดจากกระบวนการในการผลิตอุตสาหกรรมตางๆ เชนน้ํามันที่ร่ัวลงทะเล ตัวทําละลายที่มีหมูฮา
โลเจนเปนสวนประกอบ และสารในกลุมไดออกซินที่กอใหเกิดวิกฤตในสภาวะแวดลอม    
 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
2.1. การศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกจุลินทรียที่ยอยสลายสารกลุมไดออกซิน 
 จากการศึกษาการยอยสลายสารไดออกซินโดยจุลินทรียพบไดทั้งในแบคทีเรีย  รา และ
ยีสต แตที่มีการศึกษาอยางกวางขวางที่สุดคือแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียมีความสามารถในการ
เจริญไดเร็วและสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อไดงายกวาจุลินทรียชนิดอื่น 
 การศึกษาเรื่องการยอยสลาย 2,3,7,8- TCDD โดยจุลินทรียเร่ิมโดย Kearny และคณะใน
ป 1972 , Matsumura และ Benezet (1973)  Ward และ Matsumura ในป 1978 โดยเริ่มตนกอน
การระเบิดของโรงงานในเมือง Seveso ในประเทศอิตาลีที่สงผลใหมีสารไดออกซิน (2,3,7,8- 
TCDD)  ปนเปอนในสิ่งแวดลอมเปนปริมาณมาก จากการศึกษาของ Phillippi และคณะ (1981) 
และ Quensen และ Matsumura  พบวาสาร 2,3,7,8- TCDD ถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียที่พบใน
ดินบริเวณที่เกิดการระเบิดของโรงงาน 
 Phillippi และคณะ (1982) ไดศึกษาสารมัธยันตร (metabolite) ที่เกิดจากการยอยสลาย 
2,3,7,8- TCDD โดยแบคทีเรียเปนครั้งแรก พบวาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยเปนสาร
ที่มีขั้วมากกวาสาร 2,3,7,8 - TCDD และจากการทํา Thin layer chromatography (TLC) และพบ
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วาเปนสารที่เกิดจากปฏิกิริยา hydroxylation ของสาร 2,3,7,8 - TCDD จากการพบวิเคราะหโดย 
GC - MS พบวาเปนสาร 1-hydroxy -2,3,7,8- TCDD แมวาสารมัธยันตรที่พบมีจํานวนนอยและมี
ความคงตัวในสิ่งแวดลอมแตก็พบวาสารชนิดนี้มีความไวตอการยอยสลายของจุลินทรีย 
 Cerniglia และคณะ (1979) ศึกษาการยอยสลายสารไดเบนโซฟวแรนโดยแบคทีเรียและ
รา พบวา การยอยสลายสารไดเบนโซฟวแรนในราและแบคทีเรียแตกตางกันคือ แบคทีเรียยอยได
สารที่ไมมีความคงตัวและใหสารมัธยันตรที่เปนพิษหลายชนิด สวนการยอยสลายสารโดยรานั้นให
สารตัวกลางที่มีความคงตัวสูงและสามารถเปลี่ยนเปนสารอื่นที่ไมมีความเปนพิษ ซึ่งมีโครงสราง
คลายสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายสารพิษในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม  
 รา Cunninghamella elegans และ Beijerinkia B8/36 (mutant strain) ออกซิไดซไดเบน
โซฟวแรนไปเปน 2,3 – dihydroxydibenzofuran  และ  2,3 – dihydrodibenzofuran แตจะแตก
ตางกันคือการยอยโดยแบคทีเรียจะให cis- isomer ของ 2,3 – dihydroxydibenzofuran ซึ่งเปน
สารที่ไมคงตัวเปนอยางมาก และเปลี่ยนเปนสารผสมระหวาง 2 - hydrodibenzofuran และ 3- 
hydrodibenzofuran อยางรวดเร็ว และยังใหสารอนุพันธของ isopropylidine แตสําหรับการยอย
สลายจากรา C.elegans จะให trans – isomer ของ 2,3 – dihydroxydibenzofuran ซึ่งเปนสารที่
มีความคงตัวสูงและใหสารมัธยันตรเฉพาะ 2,3 – dihydroxydibenzofuran เมื่อใหความรอนสูงใน
สภาวะที่เปนกรด จากการทดลองนี้เปนไดวามีวิถีการยอยสลายไดเบนโซฟแรนที่แตกตางกันใน
แบคทีเรียและรา 
 
2.1.1 การยอยสลายสารกลุมไดออกซินโดยแบคทีเรีย 
 2.1.1.1 การยอยสลายสารกลุมไดออกซินแบบ co- oxidation โดยแบคทีเรีย 
 จากการศึกษาของ Cermglia และคณะ (1979) และ Klecka และ Gibson (1979,1980) 
โดยแบคทีเรียยอยสลายแนพธาลีน Pseudomonas sp. และแบคทีเรียการยอยสลาย Biphenyl 
Beijerringkia  (ตอมาคือ Sphingomonas ) ในการเปลี่ยนปลงโครงสรางของไดออกซิน  ไดเบนโซ
ฟวแรนและสารอนุพันธที่เปน monochlorinated อีกหลายชนิด ในการยอยสลายสารเหลานี้ทุก
ชนิดเกิดขึ้นแบบไมสมบูรณและ dead- end product เพิ่มมากขึ้น แบคทีเรียจะโจมตีบริเวณ
ตําแหนง 1,2 และ 2,3 ของวงแหวนอะโรมาติก  สารผลิตภัณฑที่พบเปนตัวเริ่มตน ไดแก cis- 1,2 – 
dihydrodiol ซึ่งเปนสารที่เกิดข้ึนเหมือนกับการยอยสลายเบนซีน โทลูอีน และ biphenyl และสาร
ประกอบอะโรมาติกอื่นๆ  สําหรับสาร dihydrodiol dehydrogenase ที่พบในสารเลี้ยงเซลลของ 
Pseudomonas sp. NCIB 9816 (Cerniglia และคณะ 1979) ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ยอยสลายแนพธา
ลีน โดยที่เอนไซมจากแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดสามารถแตกวงแหวนอะโรมาติกแลวใหสารสีเหลืองจาก 
meta – cleavage product ซึ่งเปนตัวบงชี้โครงสรางของ 2- hydroxymuconate semialdehyde  
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 2.1.1.2 การยอยสลายสารที่มีโครงสรางคลายไดออกซินโดยแบคทีเรียที่สามารถ 
 ยอยสลาย DD,DF,DE แบบ mineralizition   
 การยอยสลายสารที่ไมมีการเติมหมูฮาโลเจนบนคารบอนหลัก เร่ิมจากการศึกษาการยอย
สลาย DF โดยจุลินทรียในสารรักษาเนื้อไม ซึ่งมี PAHs อ่ืนๆผสมอยูดวย ซึ่งรายงานโดย Lee และ
คณะ (1983) และ Foght และ Westlake (1988) การคัดแยกแบคทีเรียยอยสลาย mineralizition 
สารกลุมไดออกซินชนิดใหมเปนการคนพบตัวแทนของรูปแบบการยอยสลายสารจําพวก non- 
halogenated ที่สมบูรณมากขึ้น รวมไปถึงสารอนุพันธที่มีหมูคลอรีนบางชนิด 
 แบคทีเรียที่คัดแยกไดเปนแบคทีเรียกลุมที่ เปนแกรมบวกในจีนัส Brevibacterrium 
(Strubel และคณะ 1989,1991) หลังจากนั้นถูกจัดจําแนกใหมเปนแบคทีเรียจีนัสใหม Terra 
bacter  โดย Schmid และคณะ (1997) นอกจากนี้แบคทีเรียยอยสลายสายพันธุเดิมที่ถูกจัดเปน
กลุม Pseudomonas (Fortnagel และคณะ 1989 a,b,1990) ถูกจัดกลุมใหมเปน Sphingomonas 
โดยใชวิธี 16s r DNA sequence analyses (Moore และคณะ 1993) 
 

 
รูป 2   แสดงตําแหนงบนโครงสรางสารกลุมไดออกซินที่มีหมูคลอรีนเขามาจับกับโมเลกุล 
         ในตําแหนงตางๆ (Wittich ,1998) 
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 การอธิบายวิธีการยอยสลายกลุมไดออกซิน ที่ชัดเจนเกี่ยวกับวิธีเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
แบบใหมที่จําเพาะตอตําแหนงแขนทั้งสองขางของอะตอมคารบอนที่เปนอะตอมหลักไปจนถึง
สะพานอีเธอร  จาก DD,DF,DE  3- caboxy และ  4- caboxydiphynanyl  ether สาร hemiacetal 
ที่ไมเสถียร จะเกิดจากปฏิกิริยานี้  ซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน 2,2, 3- trihydroxybiphynanyl, 2,2’ ,3- 
trihydroxydiphynanyl ether ,phenol  และ catechol หรือ  phenol และ protocatechuate ใน
กรณีของ carboxylated diphenyl ether  
 การเกิด dihydroxylated ของ วงแหวนอะโรมาติกของ  trihydroxy intermediates (รูป 
2C) เกิดจาก meta – clevage คือการโจมตีคารบอนบริเวณที่เปนตําแหนง  meta  ของวงแหวนอะ
โรมาติก ภายใตปฏิกิริยา hydrolysis ของ side chain พบวามีสาร salicylate และ cateahol เกิด
ข้ึนตามลําดับ ในระหวางการยอยสลาย DF ตามปกติ จะมีปฏิกิริยา hydrolysase เกิดขึ้นดวย โดย
การ เติม phenolic OH เขาไปในพันธะคูของสาย aliphatic ทําใหเกิด by product เพิ่มมากขึ้น 
นอกจากนี้ยังมีปฏิกิริยาอื่นที่เกิดที่นําไปสู dead- end product ที่เพิ่มมากขึ้น โดยเกิด ortho- 
cleavage วงแหวนอะโรมาติกแบบไมตั้ งใจ  กอให เกิดสารอนุพันธ  muconic ของ  2,2,3- 
trihydroxydiphynanyl ether  
 สําหรับวิธีการยอยสลายในรูปที่3 ถูกนําเสนอเพื่ออธิบายการเกิดการแตกตัวของสาร
ประกอบ diaryl ether (Enagesser และคณะ1989,1990;Fortnagel และคณะ 1989a,b,1990; 
Harm และคณะ1990; Schmidt และคณะ 1992 a.; Strubel และคณะ 1991; Wittich และคณะ 
1990,1992 อางถึงใน R.M.Wittich ,1998) สําหรับการยอยสลาย 3-methyldiphenyl ether โดย
ทั่วไปเปนไปตามการยอยสลายสารมัธยันตรที่เปน phenol และ 4- methycatechol  ซึ่งการยอย
สลายเกิดโดยวิธีของ orthro- cleavage ที่ผิดปกติ (Schmidt และคณะ 1992b) จากการตรวจสอบ
กระบวนการที่เกิดขึ้นโดยใช  18O2 ใหผลชัดเจนวาเกิดจาก angular dioxygenation ของ diaryl 
ether (Wilkes และคณะ 1992) สําหรับสารประกอบที่มีโครงสรางเปน analoge ของสารกลุมได
ออกซินซึ่งมีอะตอมของสารอื่นเชน N,S จะถูกโจมตีโดย angular dioxygenase แบบเดียวกัน ผล
บางสวนที่ไดจากขางตนที่กลาวมาถูกยืนยันโดย Monna และคณะ (1993) ซึ่งสามารถคัดแยก
แบคทีเรียยอยสลายไดเบนโซฟวแรนไดและบงชี้วาเปน Staphylococaus auricalans ซึ่งแบคทีเรีย
สายพันธุนี้สามารถโจมตีสารไดออกซิน และสารกลุมที่มีโครงสรางใกลเคียงกันไดแตไมสามารถ
เจริญเติบโตบนสารเหลานี้ได  
 สําหรับการยอยสลาย DE จะคลายกับวิธี catabolic ในชวงเริ่มตน ซึ่งถูกรายงานโดย 
Pfeifer และคณะ (1989) ภายใตปฏิกิริยา dioxygenation , dihydrogenation ของ dinydrodiol 
และ  meta - cleavage ที่ เกิดขึ้นในภายหลังของ  2,3- dihydroxydiphynanyl ether ระหวาง
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ตําแหนง C1 และ C2  ทําใหเกิด ester ในระหวางการเกิดปฏิกิริยาพบวามี phenol และ dead- 
end product  2-pyrone –6 –caboxylic a เกิดขึ้น (Pfeifer และคณะ ,1993) Phenol เปนสารที่
ถูกบงชี้วาเปนสารมัธยันตรตัวหนึ่งในการยอยสลาย DE โดยแบคทีเรีย Pseudomonas cruciviae 
โดยที่แบคทีเรียสายพันธุนี้จะปลอยสาร 2 - phynoxymuconic acid ออกมาในระหวางการเจริญ 
ซึ่งสารนี้เปน  ortho- cleavage product  ของ 2,3 - dihydroxydiphynanyl ether (Takase และ
คณะ,1986) กระบวนการยอยสลายที่ เกิดโดยแบคทีเรียกลุม 3- caboxydiphynanyl  ether, 
Pseudomonas ซึ่งใหผลิตภัณฑเปน phenol ซึ่งเปน dead - end product (Topp และ Akntar 
,1990,1991) ที่ยังคงตองกําจัดตอไป 
 

 
 
รูป3   ลักษณะการยอยสลายแบบ mineralization ของสารในกลุมไดออกซินโดย 
         แบคทีเรีย (Wittich ,1998) 
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 ระบบเอนไซมที่สําคัญของแบคทีเรียในการยอยสลายสารกลุม DD ของแบคทีเรียไดแก 
dioxygenase  ซึ่งระบบ dioxin dioxygenase ของแบคทีเรียยอยสลาย DD และ DFสายพันธุ 
Sphingomonas sp. RW1 – containing reducease ซึ่งจะขนสงอิเล็คตรอนจาก NADH ผานทาง 
ferredoxin ไปยัง terminal heterotetrameric oxidase ซึ่ง oxygenase ชนิดนี้จะจับกับ aromatic 
substate และ dioxygen 
 Fortnagel และคณะ (1990) ศึกษาการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยแบคที เรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ HH 69 และ mixed culture HH 27 ซึ่งเชื้อเหลานี้ถูกแยกมาจากตัว
อยางดิน พบวาเชื้อสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม DF เปนแหลงคารบอน
และแหลงพลังงานเพียงอยางเดียวในสภาวะที่มีอากาศ กระบวนการยอยสลายเกิดขึ้นผานทาง 
salicylic a ซึ่งแตกแขนงเปน gentisic a และวิถี catechol ทั้ง salicylic acid และgentisic acid 
สะสมอยูในน้ําเล้ียงเชื้อของสายพันธุ HH69 และกรดที่เกิดขึ้นจะคอยๆถูกเมตาโบไลทไปหลังจาก
หยุดการเจริญ นอกจากนี้ยังพบ 2 ,3 - trihydroxydiphynanyl จากอาหารเลี้ยงเชื้อของสายพันธุ 
mutant ของ HH69 ซึ่งไมสามารถเจริญบน DF ไดนาน  
 Ishiguro และคณะ (2000) ไดศึกษาการยอยสลาย DF และ DD โดย Pseudomonas 
acruginosa และ Xanthomonas maltophilla วัตถุประสงคของการทดลองเพื่อคัดกรองราที่มี
ความสามารถในการยอยสลาย DD เพื่อใชในการพัฒนาวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพ ในการกําจัด
สาร DD ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ซึ่งในการทดลองนี้ไดนําเอาสาร DD ใชเปนสารทดสอบในการ
คัดกรองเชื้อที่มีความสามารถในการยอยสลาย DD พบวาเชื้อ P. acruginos และ X. maltophilla 
สมารถยอยสลาย DF ได ซึ่งเชื้อทั้งสองถูกแยกมาจากโรงงานบําบัดน้ําเสียของอุตสาหกรรมฟอก
เยื่อกระดาษ สําหรับสภาวะแวดลอมท่ีเหมาะสมของการยอยสลาย DF ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส และ pH 7 สําหรับ  P. acruginosa ซึ่งมีอัตราการเจริญสูงในอาหารที่มี DF เปนแหลง
คารบอน แสดงความสามารถในการเจริญสูงใน dibenzo-p-dioxin เจริญไดปานกลางใน 1-
chlorodibenzo -p-dioxin,2- CDD และ 2,8-DCDD และเจริญไดนอยใน 2,6-DCDD และ 1,2,3,-
4-TCDD และไมเจริญใน octachlorodibenzo-p-dioxin จากผลที่ไดแสดงวาการลดลงของความ
สามารถในการยอยสลาย DD เกี่ยวของกับการเพิ่มข้ึนของอะตอมคลอรีนของ DD นอกจากนี้ยัง
พบวาอัตราการยอยสลายยังขึ้นอยูกับอัตราการเจริญของเชื้อ อยางไรก็ตามพบวาประสิทธิภาพใน
การยอยสลาย 1,2,3,-4-TCDD ของเชื้อมีสูงถึงแมวามีอัตราการเจริญต่ํา สําหรับการยอยสลาย DF 
พบวา  hydroxy DF, 2- hydroxy-3- allyl – benzofuran และ  2-caboxyvinyloxyphenyl acetic 
acid ซึ่งตรวจสอบโดย GC-MS เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลาย DF โดย P. acruginosa ซึ่งอาจ
ใชเปนแนวทางในการนศึกษาวิธีการยอยสลาย DD ตอไป  
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2.1.2 การยอยสลายสารไดออกซินโดยรา 
 2.1.2.1 การยอยสลาย diaryl ethers โดยเอนไซมระบบ P–450 monooxygense  
  ราสามารถเติมหมูไฮดรอกซีใหกับสารประกอบอะโรมาติก ไดโดยตรงหรือภายใตปฏิกิริยา 
hydrolysis ของ  epoxides ที่ เกิ ด โดยระบบเอนไซม  cytochrome P - 450 oxidase ซึ่ ง เป น 
haemoprotein เปนระบบที่ส่ิงมีชีวิตชั้นสูง (eukaryote) โดยทั่วไปมีในการกําจัดสารพิษประเภท
สารประกอบอะโรมาติกและ xenobiotic นอกจากนี้ยังใชในการสังเคราะหสารประเภท steroids 
การใชประโยชนจากระบบ cytochrome P-450 ของจุลินทรียในการกําจัดสารพิษในสิ่งแวดลอม
ถูกศึกษาโดย Guengerich (1995) 
 Kellner และคณะ (1997) ไดสรุปศักยภาพของเอนไซมชนิดนี้สําหรับวัตถุประสงคในการ
ใชประโยชนเพื่อกําจัดสารที่เปนพิษในสิ่งแวดลอมเพื่อพัฒนาในดาน protein engineering นอก
จากนี้  Ohe และคณะ(1994) ไดนํารูปแบบการยอยสลาย DE โดยใชระบบเอนไซม  P-450 
mediated cleavage และสารอนุพันธ  
 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ DF โดย  Cunninghamella elegans ใหผลสาร 2,3-
dinydrodiol ซึ่งมีความเสถียรที่อยูในรูปของ Trans –2,3- dinydrodiol ภายใตสภาวะของแข็งทํา
ใหสารประกอบยอยสลายไปเปน 2- hydroxy– และ  3-hydroxydibenzofuran และน้ํา สารสกัด
จากเซลลยั งสามารถทําให เกิดปฏิกิ ริยาออกซิ เดชันของ  trans–dihydrodiol ไปเปน  2,3- 
dihydroxydibenzofuran  
 การรายงานเกี่ยวกับเอนไซมระบบ cytochrome P-450 monooxygenase ยังไมชัดเจน
มากนักคาดวามีความเกี่ยวของในการยอยสลายสารพิษตางๆ เนื่องจากพบระบบเอนไซมนี้ในสาย
พันธุตางๆของจีนัส  Aspergillus  Cunninghamella และ Trichosporon ซึ่งสามารถเติมหมู 
ไฮดรอกซีใหกับสารประกอบอะโรมาติกไดเหมือนกัน 
 Sariaslani (1991) ไดรวบรวมระบบเอนไซม  P-450 ที่ เกี่ยวของกับการยอยสายสาร
อินทรียชนิดตางๆ  
 สําหรับการศึกษาการยอยสลาย DE ในยีสต พบวายีสต Trichospon beigelil สามารถ
ยอยสลาย DE ใหกลุมของผลิตภัณฑ เกิดจากปฏิกิริยา hydroxylation ที่แตกตางกันเนื่องจาก
ความจําเพาะตอตําแหนงของสารตั้งตนที่ยอยสลาย  (Schauer อางถึงใน Wittich,1998) นอกจาก
นี้ยังพบการยอยสลาย DE  โดยยีสต Cryptococcus humiculus SBUG 517 (Schauer และคณะ
,1993) ซึ่งเมื่อยอยสลาย DE จะใหสารผลิตภัณฑทีเปนฟนอล  
 Hofmam และคณะ (1992) ศึกษาการยอยสลายไดเบนฟูแรนโดยราในจีนัส Fusarium 
โดยสามารถใช DF เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได ซึ่งตําแหนงของการถูกยอยบนวง     
แหวนอะโรมาติก และกระบวนการเกิดการแตกวงของวงแหวนอะโรมาติกเปนตัวแทนที่นาสนใจใน
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การศึกษาการเกิด catabolism ของสารประกอบที่มี heteroaromatics โดยราตอไป ซึ่งการเปลี่ยน
แปลงโครงสรางของ DF โดยปฏิกิริยา hydroxylation นั้นเกิดขึ้นอยางกวางขวางโดยราและยีสต 
(Hammer และ Schhauer,1997)  
  
            2.1.2.2  การยอยสลายสารกลุมไดออกซินโดยระบบเอนไซม peroxidase ของราใน 
          กลุม  white rot fungi  
 ระบบเอนไซมที่สําคัญที่เกิดขึ้นใน white rot fungi คือ free- radical oxidation system 
ซึ่งมีความแตกตางกับระบบเอนไซม P-450 monooxygense โดยราในระบบเอนไซม poroxidase  
ใน white rot fungi นี้ไมมีความจําเพาะตอโครงสรางทางเคมีของสารอินทรียที่เปนสารตั้งตนบท
บาทสําคัญของระบบเอนไซมนี้ที่มีตอวงจรชีวิตของ white rot fungi  คือการ oxidation และ 
depolymerisation ของลิกนินพอลิเมอร เพื่อที่จะเพิ่มจํานวนของเซลลูโลสใหมากขึ้น  ซึ่งรา
สามารถใชเซลลูโลส เปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนเพื่อผลิตมวลชีวภาพใหเพิ่มมากขึ้นการ
ปลดปลอย CO2 จากการยอยสลายลิกนินมีต่ํา เนื่องจากคุณสมบัติที่ไมจําเพาะตอสารประกอบ
อินทรีย  ทํ าให เอนไซม  peroxidase ของรา  white rot fungi สามารถยอยสลายสารกลุ ม
xenobiotics เชนยาฆาแมลงชนิดตางๆ สารกลุม aliphatic และ aromatic เชน PCDD/DF 
 การยอยสลาย 2,3,7,8- TCDD peroxidase โดยราในกลุม white rot Phanerochaete 
crysosporium ถูกศึกษาเปนครั้งแรกโดย Bumpas และคณะ(1985) ซึ่งพบวาการเกิด CO2 จาก
การยอยสลาย 2,3,7,8- TCDD มีนอยกวา 2.5% เมื่อเทียบกับความเขมขนเริ่มตนของสารตั้งตน 
 สําหรับการศึกษารายละเอียดของระบบการทํางานของ lignin peroxidase (ligninase) 
ของราถูกนําเสนอโดย Hammel และคณะ (1986) พบวามี cationic radical เกิดขึ้นจาก DD นอก
จากนี้ยังพบวา 2-CDD ถูกยอยโดยการเกิด oxidation บริเวณวงแหวนอะโรมาติก 
 ใน ระบบที่ มี ก ารจํ ากั ดป ริม าณ ไน โตรเจน  (nitrogen–limited) ของการเลี้ ย งรา 
P.crysosporium เพื่อยอยสลายสาร PAHs หลายชนิดพบวา ระบบของ ligninase ที่ใชในการยอย
สลาย DD มีการแตกพันธะอีเธอรและเกิด hydroxylation บริเวณดานขางซึ่งนําไปสูการเกิด
catechol และ higher hydroxylated derivatives (Bumpus และคณะ,1989 ) 
 จากการศึกษาของ Valli และคณะ (1992) โดยใชสาร 2,7-DCDD ซึ่งมีความเปนพิษต่ํา
กวา 2,3,7,8- TCDD มาเปนแบบในการอธิบายวิธีการกําจัดคลอรีน 1 อะตอมออกจากสารตั้งตน
ซึ่งเกิดขึ้นพรอมการเกิดสาร 4 - chlorocatechol นอกจากนี้ยังพบ dimethyl ether เปนสารมัธ
ยันตรจากสาร  4 - chlorocatechol ซึ่ งจะเกิดปฏิกิ ริยา  demethylated อีกครั้ ง  โดย  lignin 
peroxidase หรือ manganese- dependent peroxidase ของ P.crysosporium ซึ่งปฏิกิริยานี้จะ
กอใหเกิด 4- chlorocatechol อีกครั้ง นอกจากนี้ยังพบ chloroquinone จํานวนเล็กนอย และ  
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1,2,4- trihydroxybenzene monomethyl ether   
 Klecka และ Gibson ,1979  ไดศึกษาถึงวิถีการยอยสลายสารไดออกซินของแบคทีเรียพบ
วาการยอยสลายสารประกอบที่เกิดขึ้นไมสมบูรณ  สารผลิตภัณฑบางอยางที่ไดมีความเปนพิษสูง 
ดังนั้นจึงมีการสนใจศึกษาการยอยสลายสารไดออกซินโดยเชื้อรา ซึ่งการศึกษาการยอยสลายสาร
ไดออกซินโดยเชื้อรามีการศึกษาไมมากนัก  มีการศึกษาการยอย 2,3,7,8-TCDD ครั้งแรกโดยเชื้อ
รา Phanerochaete crysosporium  ซึ่งจัดเปนเชื้อราในกลุม  white rot fungus โดย  Bumpus 
และคณะ (1985 )  ซึ่งจากการศึกษาในเวลาตอมาพบวาเชื้อรามีความสามารถในการยอยสลาย
สารไดออกซินไดสมบูรณกวาการยอยโดยแบคทีเรีย และผลิตภัณฑสุดทายที่ไดก็ไมมีความเปนพิษ
เหมือนในแบคทีเรีย แตจะใชระยะเวลาในการยอยสลายนานกวา จากการศึกษาของ Takada และ
คณะ    ( 1996 ) โดยทดลองใช 2,3,7,8-TCDD , DF   และสารประกอบ DF, DD ที่มีหมูฮาโลเจน
แตกตางกันเปนสารตั้งตนใหเชื้อ Phanerochaete sordida  ยอยสลาย พบวาเชื้อราใชเวลา 7 วัน
ในการยอยสลาย 10-60% ของสารตั้งตน ซึ่งอัตราการยอยสลายขึ้นกับปริมาณและชนิดของสารที่
ยอยสลาย 
 Mori และ Kondo (2002) ศึกษาการยอยสลายสาร DD และ DF ที่มีหมูฮาโลเจนเขามา
จับโดยใชรา Phlebia lindetneri  ซึ่งเปนราในกลุม  white rot fungi พบวาราสามารถยอยสาร 2,7-
DCDD ได 16.5 เปอรเซ็นต และยอย 2,7-DCDF ได 5.8 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 5 วัน โดยสารมี
ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 25 µM  และจากการศึกษาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยใช GC-MS พบวา
สารมีปริมาณนอยมาก และบงชี้ชนิดของสารวาเปน  hydroxy - DCDD และ hydroxy – DCDFซึ่ง
เกิดจากปฏิกริยาการเติมหมู hydroxy ใหกับสาร 2,7-DCDD และ 2,7-DCDFโดยรา P. lindetneri 
ดังรูปที่4 
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รูปที่4  สารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายสาร 2,7-DCDD (A)  และ  2,7-DCDF 
          (B) (Mori และ Kondo ,2002) 
 
2.2. วิธีการคัดแยกรายอยสลายสารกลุมไดออกซินจากดิน 
 ในการศึกษาการยอยสลายสารไดออกซินของเชื้อราในเบื้องตน เนื่องจากสารกลุมไดออก
ซินเปนสารที่มีความเปนพิษสูง จึงใชสารประกอบที่มีคุณสมบัติเปน analog ของไดออกซิน เติมลง
ไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการคัดแยกเชื้อจากดินตัวอยาง  ซึ่งดินตัวอยางที่ใชในการคัดแยกเชื้อ
สวนใหญถูกเก็บจากบริเวณปา หรือบริเวณที่มีซากพืชทับถมกันเปนเวลานาน  เนื่องจากในดินนั้น
จะมีการสะสมของลิกนินที่เปนสวนประกอบของเซลลพืช  ซึ่งลิกนินมีลักษณะโครงสรางที่เปนวง
แหวนอะโรมาติกคลายสารไดออกซิน จึงมีความเปนไปไดสูงที่ดินบริเวณนั้นจะมีเชื้อราที่มีเอนไซม
ยอยสารประกอบอะโรมาติกได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      รูปที่5  สูตรโครงสรางของลิกนิน ( Lignin ) 
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 จากการศึกษาของ Sato และคณะ (2000) โดยทําการคัดแยกรายอยสลายไดออกซินโดย
ใชอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar กับ Malt extract agar ที่มีสี Remazol Brilliant Blue 
R (RBBR) (รูปที่ 6a) และสารฆารา Benomyl (รูปที่ 6b) ผสมอยู เททับกันเปน 2 ชั้น  เปนอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ใชในการคัดกรองราในเบื้องตน  จากนั้นจึงนําไปทดสอบความสามารถในการยอยได
เบนโซฟวแรนและไดออกซิน ตอไป พบวาราที่คัดแยกไดมีความสามารถในการยอยสลาย 2,7-
DCDD ได   
 สําหรับสี RBBR ที่ใชในการคัดกรองรายอยสลายสารไดเบนโซฟวแรนและไดออกซิน  ใน
เบื้องตนนั้นเปนสารที่มีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาติกคลายไดออกซิน และเปนสารที่มีสีน้ําเงิน  
ดังนั้นจึงสามารถสังเกตผลการยอยไดงาย  เมื่อมีการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 รูปที่6a  สูตรโครงสรางของสี Remazol brilliant blue R (RBBR) 
 
 Ulmer และคณะ (1984) ไดทดลองใชสี RBBR เปนสารตั้งตนในการวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมในกลุม lignin peroxidase ที่ไดจากรา  นอกจากนี้ Pasti และคณะ (1991) ไดรายงานถึง
ความสัมพันธกันของการยอย lignocellulose และการยอยสลายสี RBBR ของเอนไซมที่ใชในการ
ยอยลิกนินของ Streptomycetes  นอกจากนี้ Shin และคณะ (1997)  ทําการผลิตและทําบริสุทธิ์
เอนไซม peroxidase ในน้ําเลี้ยงเชื้อของ Pleurotus ostreatus ซึ่งเปนราในกลุม white rot fungi
โดยใชสี RBBR เปนสารตั้งตนของการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
 Benomyl เปนสารฆาราที่มีการรายงานครั้งแรกเมื่อป ค.ศ.1968  มีความเปนพิษตอรา
และสัตวไมมีกระดูกสันหลัง  ถูกใชเปนสารปราบศัตรูพืชเพื่อปองกันแมลงและรากอโรคพืช  โดยที่
สารชนิดนี้มีสูตรโครงสรางที่มีวงแหวนอะโรมาติก ซึ่งเมื่อเติมสารนี้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการ
คัดแยกรายอยไดเบนโซฟวแรนจะกําจัดราชนิดอื่นที่ไมสามารถทนตอสารฆาราชนิดนี้ได  ซึ่งรายอย
ไดเบนโซฟวแรนที่ตองการคัดแยกนั้นมีโอกาสที่จะโตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมสารฆารา 
ชนิดนี้ไดสูงเนื่องจากมีระบบเอนไซมที่สามารถยอยสารที่มีโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาติกได 
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รูปที่6b  สูตรโครงสรางของสาร Benomyl 
 
 
 
 
2.3. การจัดจําแนกและบงชี้ชนิดของรา 
 ในปจจุบันราถูกจัดแบงออกเปนกลุมตางๆมากมาย  ในการจัดจําแนกและบงชี้ราแตละ
ชนิดจะมีการศึกษาเกี่ยวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางพันธุศาสตร ความไวตอสาร
เคมีและสารยับยั้งราชนิดตางๆ  การทดสอบทางกายภาพและทางชีวเคมี  สวนประกอบของผนัง
เซลล  และสวนประกอบของโปรตีน ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรานั้นสามารถบงชี้
ราไดเปนกลุมใหญๆตามลักษณะเสนใย สปอรและลักษณะพิเศษบางอยางที่ราสรางขึ้น วิธีทาง
พนัธุศาสตรเปนวิธีที่ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใหสามารถบงชี้ชนิดของราไดอยางสะดวกและรวดเร็วขึ้น   
 
     2.3.1 การบงชี้ชนิดของราในระดับสปชีสโดยการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่  
         ประมวลรหัส ของตําแหนง internal transcribed spacer (ITS) 
  
 การใชลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่ประมวลรหัสของไรโบโซมอลอารเอ็นเอในการจัด
จําแนกและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อราไดถูกนํามาใชอยางแพรหลาย เนื่อง
จากเปนบริเวณที่ประกอบดวยบริเวณอนุรักษและบริเวณที่มีความแปรผันทางพันธุกรรม ซึ่งมี
ความจําเพาะในสิ่งมีชวีิตแตละชนิด ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณนี้ประกอบดวยยีนประมวลรหัสของ 
large subunit และ small subunit ของไรโบโซม  และมีบริเวณชองวางระหวางสอง subunit 
(spacer regions) ซึ่งเรียกวา internal transcribed spacers (ITS)  
 ITS ประกอบดวย 2 บริเวณที่ไมประมวลรหัสใดๆและมีความแปรผันของลําดับนิวคลีโอ
ไทดสูง ซึ่งมีตําแหนงอยูในอารดีเอ็นเอ (rDNA) ระหวาง small subunit และ 5.8S subunit  และ 
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large subunit ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดอนุรักษสูง บริเวณ ITS นี้นิยมนํามาใชในการจําแนกลักษณะ
ของราเนื่องจากเปนบริเวณที่มีขนาดเล็กประมาณ 500-800 เบส สามารถเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็น
เอดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) โดยใชคูโอลิโกนิวคลี
โอไทดไพรเมอรที่เปน universal primer และบริเวณ ITS นี้เปนบริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทดแตก
ตางกันอยางชัดเจนในแตละสปชีส (Bridge และคณะ,1998) 
    

รูปที่7  แสดงบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) และตําแหนงจับของโอลโิก 
         นิวคลีโอไทดไพรเมอร ITS1 (forward primer)  และ ITS4 (reverse primer) 
 (Lindsley และ คณะ ,2001) 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico CO.,Ltd.,Japan. 

2. เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S บริษัท  Sartorius, U.S.A. 
3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20  บริษัท Spectronic  

        Instrument, U.S.A. 
4. เครื่องผสมสาร (vortex) รุน VSM-3 บริษัท Snelton Scientific Inc., U.S.A. 
5. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech  

        Cybernatics, Singapore. 
6. ตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส รุน F0535 บริษัท Sanyo Eletric  

        Co.,Ltd., Japan. 
7. เคร่ืองเขยา (rotary shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
8. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freeze) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษัท Sanyo Electric,   
    Japan 
9.  เครื่องเขยา (gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
10.เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota,  
     Japan. 
11.เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (centrifuge) รุน  ของบริษัท Kubota, Japan 
12.เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท  
     Beckman Instrument Inc., USA. 
13.ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 
     Gilson, France. 
14.เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo  
     Rikakikai, Japan. 
15.อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan. 
16.กรวยแยก (seporatory funnel) ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan 
17.กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
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18.ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของบริษัท Tokyo  
     Roshi Kaisha, Japan. 
19.แผนอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ขนาด 
     20 ×20 ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany. 
20.เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan  
     Ultrasonics, England. 
21.ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid  
    chromatography, HPLC) (สําหรับตรวจสอบปริมาณ PAHs ที่เหลือและตรวจสอบสาร 
    มัธยันตร) 
 - ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) 
 - คอลัมน (column) : HiQ Sil 
 - เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) 
 - เครื่องบันทึก (recorder) 
22.เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer,  
     USA. 
23.อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polaroid, USA 
- แผนกรองสีแดง 
- ฟลมโพรารอยดขาวดํา ความไวแสง 3000 (ISO 3000) 

24.กลองจุลทรรศน Olympus ,USA 
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3.2 เคมีภัณฑที่ใชในการวิจัย 
1. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran) ของบริษัท Fluka , Switzerland 
2. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
3. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals,  

                 Australia. 
4. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
5. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 
6. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 
7. ผงมอลตสกัด (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
8.  โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
9.  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
10. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
11. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท Labscan, Ireland 
12. เอทธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท Labscan, Ireland 
13. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany. 
14. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท Merck, Germany 
15. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
16. ฟนอล (phenol) ของบริษัท  Merck, Germany 
17. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8•2H2O) ของบริษัท  
      Sigma, USA. 
18.CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br)] ของบริษัท  
     TCI-EP, Japan 
19. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
20. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA. 
21. Ribonuclease A (Rnase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
22. Proteinase K ของบริษัท  Sigma, USA. 
23. แอมโมเนียมทารเทรต ((NH4)2C4H4O6) ของบริษัท Merck, Germany 
24. โซเดียมอะซิเตต (NaCH3CO2•3H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
25. bovine serum albumin ของบริษัท Sigma Chemical , USA 
26. comassie brilliant blue G250 ของบริษัท Fluka , Switzerland 
27. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4 ) ของบริษัท Merck, Germany 
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28. กรดฟอสฟอริก (H3PO4) ของบริษัท Carlo Erba, Spain 
29. ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
30. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
31. โปแตสเซียมคลอไรด (KCl) ของบริษัท Carlo Erba, Spain 
32. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท Unilab , Australia 
33. เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4•7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
34. วุนผง ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
35. Remazol Brilliant  Blue R (RBBR) ของบริษัท  Sigma, USA 
36. Benomyl  ของบริษัท Fluka , Switzerland 
37. ผงมอลตสกัด (malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
38. ผงยีสตสกัด (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
39. corn meal agar ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
40. เปปโตน (peptone) ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
41. potato dextrose agar ของบริษัท Scharlau, Spain 
42. Sabouraud dextrose broth ของบริษัท Difco Laboratories,USA 
43. โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
44. แคลเซียมซัลเฟต (CaSO4) ของบริษัท Unilab , Australia 
45. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 
46. แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24•4H2O) ของบริษัท Mallckrodt, France 
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3.3 วิธีดําเนินการวิจัย 
1. คัดกรองราที่สามารถยอยสลายสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) จากดิน 

1.1 เก็บตัวอยางดินเพื่อแยกรายอยสลายสี RBBR  
 เก็บตัวอยางดินจากปาบริเวณที่มีการทับถมกันของใบไมและตนไมผุๆ ละบริเวณที่มีการ
เผาขยะบริเวณแหลงชุมชน นําตัวอยางดินที่เก็บมาปริมาณ 1 กรัม เติมลงในน้ําปราศจากเชื้อ
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องผสมสาร (vortex) วางทิ้งไวประมาณ 10 นาที 
จากนั้นนําสวนใสมา 0.5 มิลลิลิตรเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง Czapek Dox และ malt extract ที่มีการ
เติมสี RBBR และสารยับยั้งรา Benomyl เททับกันเปน 2 ชั้น   นําไปบมที่อุณหภูมิหอง สังเกตการ
เจริญของราและการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีสีน้ําเงินเปนเวลา 2 สัปดาห 
 

1.2 การคัดเลือกราที่สามารถยอยสลายสี RBBR  
 จากการสังเกตการเจริญของราและการเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อ  คัดเลือกราที่สามารถ
เจริญและเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อไดในเวลา 2 สัปดาห  โดยใชเข็มเข่ียเชื้อเขี่ยเสนใยราที่ตองการ
ไปวางบนอาหารแข็ง Czapek Dox และ malt extract โดยวางบริเวณตรงกลางของจานเพาะเชื้อ
จากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิหอง  สังเกตลักษณะของราที่เจริญและการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยง
เชื้อโดยวัดขนาดของบริเวณที่อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากสีน้ําเงินเปนใสไมมีสี   

 
 

2. การเก็บรักษาราที่คัดแยกได 
 เพาะเลี้ยงราที่คัดแยกไดในอาหารแข็งเอียง Potato dextrose (PDA)  เก็บที่อุณหภูมิหอง 
ทําการถายเชื้อใหมทุกๆ 1 เดือน 
 
3. การเตรียมราเพื่อทดสอบการยอยสี RBBR ในอาหารเหลว Minimal salt medium 

3.1 การเตรียมราที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งติดอยูกบัเสนใยราเมื่อเลี้ยงในอาหาร 
     เลี้ยงเชื้อเหลว  
เลือกราที่มีความสามารถในการยอยสี RBBR บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งไดดีที่สุดมาเพาะ

เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน จากนั้นใช cork borer ขนาดเสนผา
ศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราเจริญอยู  โดยเลือกบริเวณที่เจาะเปนรัศมี
จากกลางจานเพาะเชื้อที่ใกลเคียงกัน   
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3.2 การเตรียมราที่ไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งติดอยูกับเสนใยราเมื่อเลี้ยงในอาหาร 
     เลี้ยงเชื้อเหลว 

 นําราแตละชนิดที่คัดเลือกไวในขอ 3.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA ที่มีการ
วางกระดาษเซลโลเฟนที่ตัดเปนรูปวงกลมขนาดเทาจานเพาะเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 
วัน  จากนั้นใช  cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร เจาะลงบนเสนใยราที่เจริญอยู
บนกระดาษเซลโลเฟน  ใชเข็มเขี่ยเชื้อลอกเอาเสนใยราออกมา 
 
4. การทดสอบความสามารถของราในการใชสี RBBR เปนแหลงแหลงคารบอนเพียง  
   อยางเดียว 

4.1 การทดสอบความสามารถของราในการใชสี RBBR เปนแหลงแหลงคารบอน
เพียงอยางเดียวโดยใชราที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งติดมากับเสนใยรา 
 

4.1.1 การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว minimal salt medium (MM) ที่มี
การเติมสี RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
  นําราที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.1 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว minimal salt 
medium (MM) ที่มีการเติมสี RBBR ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มก.ตอลิตร  ปริมาตร 
50 มล.ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล.  โดยเติมราขวดละ 5 cork โดยราแตละชนิดจะทําซ้ําจํานวน 
8 ซ้ํา และมีอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมเฉพาะสี RBBR แตไมมีการเติมราลงไปที่เปนชุดควบคุม  นําไป
เขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง  ความเร็ว 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 7 วัน  เก็บตัวอยางทุกวัน
เพื่อวัดการเจริญของราโดยการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนและการลดลงของสี RBBR โดยวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  โดยเริ่มนับวันที่เร่ิมลงเชื้อเปน d0   
 

4.1.2 การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน 
 จากการเก็บตัวอยางจากขอ 4.1.1 ทุกวัน  นํามากรองเอาสวนที่เปนเสนใยรามา

วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยการบดดวยโกรงที่มีการเติมผงอะลูมินาระหวางการบด  หลังจาก
บดเปนเวลา 5 นาที  เติมน้ําปราศจากเชื้อปริมาตร 400 ไมโครลิตร  จากนั้นใชปเปตดูดสวนที่เปน
ของเหลวทั้งหมดใสหลอดไมโครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 
นาที  จากนั้นนําสวนใสปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย Bradford (Bradford และ
คณะ,1976)  ปริมาตร 2 มล.  ผสมใหเขากัน  วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร  โดยใชสารละลาย Bradford ที่มีการเติมน้ํา
กลั่นเปนแบลงค 
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 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum 
albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เขียนกราฟแสดงการเพิ่มข้ึนของโปรตีนของ
ราชนิดตางๆภายในเวลา 7 วัน (ภาคผนวก ค) 
 

4.1.3 การวัดการลดลงของสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 นําสวนที่เปนอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากการกรองในขอ 4.1.2 มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
595 นาโนเมตร  ถาหากคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมีคามากกวา 1 ตองทําการเจือจางอาหารเลี้ยง
เชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงนอยกวา 1 แลวจึงวัด 
 คํานวณคาความเขมขนของสีจากกราฟมาตรฐานสี RBBR ความเขมขน 0-200 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  เขียนกราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในเวลา 7 วันโดยราชนิดตางๆที่คัดแยกได 
 
4.2 การทดสอบความสามารถของราในการใชสี RBBR เปนแหลงแหลงคารบอนเพียง 
     อยางเดียวโดยใชราที่ไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งติดมากับเสนใยรา 

4.2.1 การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว minimal salt medium (MM) ที่มี 
       การเติมสี RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 

  นําราที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว minimal salt 
medium (MM) ที่มีการเติมสี RBBR ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยทําการทดลองแบบเดียวกับขอ 4.1.1, 4.1.2 และ 4.1.3 
 

4.3 การทดสอบความสามารถของราในการใชสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
     Low nitrogen Basal III medium (LN) 
4.3.1 การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN ที่มี RBBR 
นําราที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.1 มาเลี้ยงในอาหาร LN ที่มีการเติม 1% กลูโคส ปริมาตร

50 มล. ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล.เปนเวลา 5 วัน โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบไมควบคุม
อุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที จากนั้นเติมสี RBBR ความเขมขน 200 มก.ตอมล. 
เลี้ยงเชื้อตออีก 7วันที่สภาวะเดิม โดยเก็บตัวอยางทุกวัน 

4.3.2 การวัดการลดลงของสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 นําตัวอยางที่เก็บในแตละวันไปปนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที นําสวนที่เปนอาหารเหลวไปวัดการลดลงของสี RBBR โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่นที่ 595 นาโนเมตร นําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานสี RBBR คํานวณคาความ
เขมขนของสี RBBR นําไปเขียนกราฟแสดงการลดลงของสีในเวลา 7 วัน ของราแตละชนิด 
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5. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของราที่คัดแยกได 
5.1 การทดสอบความสามารถในการเจริญของราบนอาหารแข็งที่มีการเติมเกล็ด 
     ไดเบนโซฟูแรน 

 เลี้ยงราบนอาหารแข็ง PDA ที่มีการวางเกล็ดไดเบนโซฟูแรนบนฝาของจานเพาะเชื้อ  คว่ํา
จานเพาะเชื้อ  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน สังเกตการเจริญของรา และการหาย
ไปของเกล็ดไดเบนโซฟูแรน 

 
5.2 การทดสอบการยอยสลายสารไดเบนโซฟูแรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN 
5.2.1 การเพาะเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN ที่มีไดเบนโซฟูแรน 
นําราที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.1 มาเลี้ยงในอาหาร LN ที่มีการเติม 1% กลูโคส ปริมาตร 

20 มล.ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มล.เปนเวลา 5 วัน โดยเลี้ยงบนเครื่องเขยาแบบไมควบคุม
อุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที จากนั้นเติมไดเบนโซฟูแรน ในไดเมทธิลซัลฟอกไซด
ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อตออีก 7วันที่สภาวะเดิม โดยมีชุดการทดลองท่ีไมมีการเติม
ราลงไปเปนชุดควบคุม 

 
5.2.2 การสกัดสารไดเบนโซฟูแรนจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ตามวิธีของ Mori และ  
       Kondo (2002) 

  นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปรับคาความเปนกรดเปนดางใหเทากับ 2.0-3.0  โดยการเติม
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน  จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 2 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อ  นําไปใสใน
กรวยแยก (seporatory funnel) เขยาเพื่อสกัดแยกสารเปนเวลา 15 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น  แยก
สวนเอทธิลอะซีเตทเก็บไว  สกัดซ้ําดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 2 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อตามวิธีเดิม 
สกัดซ้ําดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อ    รวมสวน เอทธิลอะซีเตทที่ได  เติม
แอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟตเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู  จากนั้นแยกสวนเอทธิลอะซีเตท โดยนําไป
ระเหยใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดสารที่แหงสนิท เติมเมทธานอล
ปริมาตร 5 มล. ลงไปละลายสารในขวดลดปริมาตร กรองสารละลายที่ไดผานชุดกรองสําเร็จรูป
ชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะทําการวิเคราะห 

 
 
 
5.2.3 การวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรน โดยวิธี HPLC 
เครื่องลิควิดโครมาโตรกราฟ รุนLC-3A (Shimadzu, Japan) ใชคอลัมน HiQ Sil C18  ใช

สารละลาย 75%เมทธานอล เปนสารละลายตัวพา และใชอัตราการไหลเทากับ 1.2 มล.ตอนาที 
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ตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงของไดเบนโซฟูแรน  ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ฉีดสารละลาย
มาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน  จากนั้นฉีดสารที่ตองการหาปริมาณสาร 50 ไมโครลิตร  โดยใช
กระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-R50  วิเคราะหหาปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่เหลืออยูจากการยอย
สลายของราในชุดทดลอง  โดยเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟกับชุดการทดลองควบคุม 

สรางกราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน  โดยเติมสารไดเบนโซฟูแรน ในไดเมทธิลซัลฟอก
ไซด ที่มีความเขมขน 0 20 40 60 80 และ 100 มก.ตอมล.  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN   ตาม
ลําดับ  ทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตท  โดยใชวิธีการเดียวกับการสกัดไดเบนโซฟูแรนในชุดทดลอง   
และนําไปวิเคราะหปริมาณสารโดยใชวิธี HPLC จากนั้นนํามาเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความเขม
ขนของไดเบนโซฟูแรนกับพื้นที่ใตกราฟ (ภาคผนวก ค) 

 
7. การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนดวยวิธี analytical  
   Thin Layer Chromatography (TLC) (Nojiri และคณะ ,2000) 

นําสารสกัดที่ละลายในเมทธานอล ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาจุดบนแผน  TLC  กวาง     
8x8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลายประกอบดวย โทลูอีน : ไดออกเซน   ในอัตราสวน 18 : 5 
(ปริมาตรตอปริมาตร)  ตรวจดูสเปกตรัมของอะซีแนพธีนและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นภายใตแสงอุล
ตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร  จากนั้นเปลี่ยนอัตราสวนของตัวทําละลาย
เพื่อตรวจดูสารมัธยันตร ชนิดอื่นๆที่เกิดขึ้น 
 
7. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของราที่คัดแยกไดทั้ง 5 สายพันธุ 

7.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( morphological characteristics) 
7.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราบนอาหารแข็งและภายใตกลอง 
       จุลทรรศนแบบใชแสง (Light Microscope)  
นําราสายพันธุ N2, N3, N4, G1 และ T3 มาศึกษาลักษณะเสนใยบนอาหารแข็งและ 

สมบัติทางสรีรวิทยา ( physiological characteristics ) ภายใตกลองจุลทรรศน โดยใช Slide 
Culture Technique  โดยเลี้ยงราที่ตองการศึกษาบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ถูกตัดเปนรูป 
ลูกบาศกขนาด 1 ลบ.ซม. วางบนแผนสไลดที่วางอยูบนแทงแกวในจานเพาะเชื้อ ใชปากคีบคีบ 
coverslip จุม 95 %แอลกอฮอลล ลนไฟ ปลอยใหเย็น ปดบนแทงวุนที่มีเสนใยรา  เติมน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อลงไปบนสําลีที่ในจานเพาะเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน นํามาดูดวย
กลองจุลทรรศนโดยเขี่ยวุนบนสไลดทิ้งไป หยดสี Lactophenol cotton blue (LPCB) 1 หยดบน 
สไลดที่มีสายราเกาะอยู  ศึกษาลักษณะเสนใย  การสรางสปอร ลักษณะของสปอร และลักษณะ
พิเศษตางๆ   จากนั้นเปลี่ยนชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ  เพื่อศึกษาการสรางสปอรของราแตละชนิด
ในอาหารตางชนิดกัน   โดยเปลี่ยนชนิดของอาหาร 5 ชนิด ไดแก อาหารแข็ง malt extract, อาหาร
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แข็ง yeast extract, อาหารแข็ง Sabouraud dextrose, อาหารแข็ง Cornmeal และอาหารแข็ง 
Potato Dextrose 

7.1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศน 
      อิเลคตรอนแบบสองกราด   ( Scanning Electron Microscope, SEM )   
เลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิดตางๆที่ราแตละสายพันธุสามารถสรางสปอรได เปน

เวลา 5-7 วัน นําไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบ
สองกราด   ( Scanning Electron Microscope, SEM )  ที่ศูนยเครื่องมือและวจิยัวทิยาศาสตรและ
เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยทําการเตรียมตัวอยางดังนี้ 

ตัดตัวอยางใหเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 5 มม.x 5 มม. X 3 มม. อังตัวอยางดวยไอระเหยของ 
2%Osmium tetraoxide เปนเวลา 1 ชม. จากนั้นดึงน้ําออกจากตัวอยางโดยใชลําดับสวนของเอธลิ
แอลกอฮอลล ดังนี้ 30% 50% 70% 90% และ 100% ตามลําดับ โดยทําซ้ําอัตราสวนละ 3 ครั้ง
คร้ังละ 10-15 นาที  นําไปทําแหง ณ จุดวิกฤต  ดวยเครื่อง Critical point Dryer  ติดตัวอยางบน 
stub ดวยเทปกาวสองหนา  ฉาบทองดวยเครื่อง Sputter นาน 4-5 นาที  นําไปสองดูดวยเครื่อง 
SEM เพื่อศึกษาลักษณะ  ขนาดของเสนใยและสปอร  ลักษณะพิเศษตางๆ 

 
7.2 การพิสูจนเอกลักษณราโดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัส 
     ของตําแหนง ITS (internal transcribed spacer) 
7.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของราสายพันธุ N2, N3, N4, G1 และ T3  
เลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Potato Dextrose broth เปนเวลา 3-5 วัน กรองเสนใยรา

ผานกระดาษกรอง What man เบอร 1  สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของราโดยประยุกตจากวิธีของ 
Makimura และคณะ (2000)  โดยนําเสนใยราที่ ไดไปบดในโกรงที่มีการเติมไลซิสบัฟเฟอร 
ปริมาตร 0.5 มล.และผงอะลูมินา เปนเวลา 5 นาที ใชไมโครปเปตดูดสารละลายที่ไดใสในหลอดไม
โครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาทีดูดน้ําใสสวนบนใส
ในหลอดไมโครฟวจใหมเติมเอนไซมโปรตีเนสเค  (ภาคผนวกข)  ความเขมขน 20 มก.ตอมล. 
ป ริมาตร  24 ไม โครลิ ต ร  นํ าไปบ มที่ อุณ หภู มิ  37 องศาเซล เซี ยส เป น เวลา  1 ชม . เติ ม 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ใน2%โซเดียมคลอไรด (ภาคผนวกข) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที    จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) (อัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสาร
ละลายสุดทาย) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชั่น นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  ถายสวนน้ําใสชั้นบนใส
หลอดไมโครฟวจอันใหม เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 
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ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชั่น  นําไปปนเหวี่ยงใหแยกชัน้ดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโคร
ฟวจอันใหม เติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของน้ําสวนใสที่ได ผสมใหเขากันโดยการกลับ
หลอดไปมาจนกระทั่งเห็นตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอปรากฎ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที นาน 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดมาลางดวยสารละลายเอทธานอล 70 % ที่เย็นจัด
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 ครั้ง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงที่อุณหภูมิหอง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่
ไดดวยน้ํา DI ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมสารละลาย RNase เขมขน 10 มก.ตอมล.     
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ เก็บที่อุณหภูมิ   4 oซ 

 
 

การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานอยกวา 1.8 แสดงวามี
โปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 
 

7.2.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain  
       Reaction ,PCR) 

 
นําดีเอ็นเอ ที่สกัดตามวิธีในขอ 7.2.1 ไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสม

ของสารในปฏิกิริยา และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ออกแบบตามวิธีของ Jasalavich และ
คณะ(2000)  โดยที่ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยาของสารแตละชนิดเปนดังนี้  

สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน1.5 มิลลิโมลาร  สารละลาย dNTP 
ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1x Taq DNA polymerase buffer(pH 8.5)  Taq DNA polymerase 
ปริมาณ 2 หนวย สารละลายไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณปลายทั้ง 2 ดานของสายดีเอ็นเอแมแบบ 
forward primer ITS1-F   5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’   และ reverse primer ITS4 
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ ความเขมขน  200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ดีเอ็นเอแมแบบที่เตรียมไวในขอ 7.2.1 ปริมาร 1 ไมโครลิตร รวมสวนผสมทั้งหมดมี
ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศและควรเก็บสวนผสมทั้ง
หมดในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA  
Thermol Cycler)   (Perkin Elmer, USA) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้  
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hot start           ที่อุณหภูมิ 95 o ซ  เปนเวลา 35 วินาที   
denaturation    ที่อุณหภูมิ 94 o ซ   เปนเวลา   1 นาที  25 วินาที           
annealing         ที่อุณหภูมิ 55 o ซ   เปนเวลา 55 วินาที                 35 รอบ  
extension         ที่อุณหภูมิ 72 o ซ   เปนเวลา   1 นาที  
final extension  ที่อุณหภูมิ 72 o ซ   เปนเวลา 10 นาที  

 
7.2.3 การแยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
 
นําผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 7.2.3 มาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาย ดีเอ็นเอ   

ดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.0 % ที่หลอมในบัฟเฟอร 
TAE  (ภาคผนวก ข )   เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมีฟองอากาศ  ปลอยใหอะ
กาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร  เทบัฟเฟอร TAE ให
ทวมเหนืออะกาโรสเจล  2-3  มม. ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม    หยอดลงในชองวิ่ง  โดย
ชองวิ่งแรกจะหยดดวยดีเอ็นเอมาตรฐานที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร   2 ไมโครลิตร จากนั้นทํา
อีเลคโตรโฟเรซิส  โดยใชชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-cell GT ใชความตาง
ศักย 100 โวลต จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู เคลื่อนที่มาเกือบถึง    ขอบอะกาโรสเจลอีก
ดาน   ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน  10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในบัฟ
เฟอร TAE   เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นแชในน้ํากลั่นอีก 30 นาทีตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 
 

7.2.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS (internal  
       transcribed spacer) 
   
สงผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 7.2.3  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวล

รหัสของตําแหนง ITS (internal transcribed spacer)   ดวยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเออัตโนมัติโดย
หนวยบริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU)  สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติ (สวทช.) ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดของ ของยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS (internal 
transcribed spacer)    ของราสายพันธุ N2, N3, N4, G1 และ T3  มีขนาดประมาณ 700 คูเบส   
รวบรวมและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได  นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่มี
การรายงานไวใน GenBank. โดยใชโปรแกรม BlastN 
 
 



บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1. การคัดแยกรายอยสลายไดเบนโซฟวแรนจากตัวอยางดิน 

จากการทดลองคัดแยกราจากตัวอยางดินในเบื้องตนโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  Czapek 
Dox agar   และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract  ที่มีการเติม สี RBBR และ Benomyl ตามวิธี
การทดลองในขอ 1   ซึ่งคัดเลือกเชื้อจากความสามารถในการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากสี 
น้ําเงินเปนใสไมมีสี  โดยดูจากบริเวณใสที่เกิดขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  สามารถคัดแยกราได
ตามตารางที่ 2  ราแตละชนิดที่คัดแยกไดมีลักษณะของเสนใย  และความสามารถในการเปลี่ยนสี
ของอาหารที่แตกตางกัน  คัดเลือกราที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารไดหมดภายใน 14 วัน  เพ่ือทดสอบ
ในขั้นตอไป 
 
ตารางที่ 2 แสดงการคัดแยกรายอยสลายสี RBBR จากดินที่เก็บจากบริเวณตางๆ 
 
บริเวณที่เก็บ 
ตัวอยางดิน 

จํานวนรา 
ที่แยกได 

รหัสรา ลักษณะราที่แยกได จํานวน
วันที่ยอย
สีหมด 

ปาเบญจพรรณ 3 N1 
N2 
N3 

เสนใยสีขาวสั้น สปอรสีดําเปนกลุม 
เสนใยสีขาว ฟู แผออกไมพบสปอร 
เสนใยสีขาวเล็กมาก พบสปอรเปนจุด
เล็กๆจํานวนมาก 

>14 
6 
5 

ปาสันปาซาง 2 T3 
T4 

เสนใยสีขาวแนน  เหนียว ฝงในเนื้อวุน  
เสนใยสีขาว มีสปอรสีเขียว 

8 
>14 

ปาใน จ.บุรีรัมย 1 S1 เสนใยสีขาวสั้น มีสปอรสีเขียวเปนกลุม >14 
ปาในจ.เพชรบูรณ 1 B5 เสนใยสีขาวฟู สปอรสีเหลือง >14 
สวนยางพารา ใน 
จ.สุราษฎรธานี 

2 N4 
N5 

เสนใยสีขาว คอนขางฟู ไมพบสปอร 
เสนใยสีน้ําตาล สปอรสีน้ําตาล 

10 
>14 

ปาในอุทยานแหง
ชาติใตรมเย็น 

2 G1 
G2 

เสนใยสีขาวไมฟู ไมพบสปอร 
เสนใยสีน้ําตาลออน สปอรสีดํา  

7 
>14 

ปาใน จ.สงขลา 1 S3 เสนใยสีขาวฟู แผออกขาง ไมพบสปอร >14 
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รูปที่8  ลักษณะการยอยสี RBBR บนอาหารแข็งโดยราชนิดตางๆ A รา N3 บมเปนเวลา 7 
         วัน, B  รา G1 บมเปนเวลา 6 วัน, C รา N4 บมเปนเวลา 6 วัน , D รา T3 บมเปน 
         เวลา 6 วัน และ E รา N2 บมเปนเวลา 4 วัน  
 
 

A B 
 

C D

E



 34

จากตัวอยางดินที่นํามาคัดแยกราทั้งหมด 20 ตัวอยางพบราที่สามารถยอยสลายสี RBBR
ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจํานวน 12 ชนิดจากตัวอยางดินจํานวน  7 ตัวอยาง  จากนั้นนําราที่สามารถ
ยอยสีไดหมดภายใน 14 วันไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อจานใหมเพ่ือดูลักษณะการยอยสลายสีของ
ราแตละชนิด ไดผลดังแสดงในรูป 8 
 
4.2. การทดสอบความสามารถของราที่คัดแยกไดในการยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยง 
    เชื้อเหลว 

4.2.1 การทดสอบการเจริญและใชสี RBBR ของราในอาหารเหลว Minimal salt 
     medium (MM) ที่มีสี RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
จากการทดสอบความสามารถในการยอยสีของราที่คัดเลือกไดจากผลการทดลองในขอที่ 

1 จํานวน 5 สายพันธุคือ N2, N3, N4, G1 และ T3  ตามวิธีการทดลองในขอ 4.1 โดยเลี้ยงราใน
อาหารเหลว MM ไดผลดังแสดงในรูปที่ 1,2,3,4 และ 5    

จากผลที่ไดในการเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อ minimal salt medium (MM) ที่ไมมีการเติม
แหลงคารบอนอื่นนอกจากสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) โดยสีที่มีความเขมขนสุดทายเทา
กับ 0.2 mg/ml เพ่ือทดสอบความสามารถของราในการยอยสี RBBR และทดสอบความสามารถ
ในการเจริญของเชื้อโดยการวัดปริมาณโปรตีนที่เพ่ิมขึ้นโดยวิธีของ Bradford พบวามีเฉพาะรา T3 
ที่สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีน้ําเงินเขมเปนสีน้ําตาลออน และมีการเจริญของเชื้อ
สูงสุดในวันที่4 หลังจากนั้นพบวาปริมาณโปรตีนลดลงในขณะที่สีก็มีการลดลงมากในวันที่ 4 เชน
เดียวกัน   เมื่อเปรียบเทียบกับราอีก 4 สายพันธุที่ทําการทดลอง(รูปที่ 11)  ซึ่งผลการทดลองของรา
อีก 4 สายพันธุพบวาเชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้นในชวง 2-3 วันแรกจากนั้นโปรตีนที่วัดไดก็ลดลง  สวน
การลดลงของสีนั้นมีนอยมากซึ่งจากผลที่ไดนี้คาดวาการเพิ่มขึ้นของโปรตีนในชวงแรกนั้นอาจเกิด
จากการเจริญของราโดยใช PDA ที่ติดมาจากการเจาะวุนมาไมไดเจริญจากการใชสี RBBR เปน
แหลงคารบอน  ดังนั้นในระหวางการทดลองจึงไดเพ่ิมชุดควบคุมอีก 1 ชุดการทดลองโดยการเลี้ยง
ราในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่ไมมีการเติมสี RBBR หรือแหลงคารบอนอื่น  พบวารามีการเจริญ
เพ่ิมขึ้นในชวงวันที่ 3 และ 4 โดยเฉพาะรา T3  เนื่องจากราสายพันธุนี้ลักษณะเสนใยที่อัดตัวกัน
แนนมาก  เมื่อเจาะอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีเสนใยติดอยูจึงไดปริมาณเชื้อที่มากกวาราชนิดอื่นเห็น
ไดจากโปรตีนเริ่มตนของรา T3 ที่สูงกวาราชนิดอื่น 
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               รูปที่ 9  ลักษณะการยอยสี RBBR ในอาหารเหลว โดยราที่คัดแยกได 
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รูปที่10a  กราฟแสดงการเจริญของรา  N2  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR 
เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
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 รูปที่10b  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา N2 

 
         รูปที่ 10c  กราฟแสดงการเจริญของรา  N3  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี  
                    RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
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                    รูปที่ 10d  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา N3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 รูปที่ 10e  กราฟแสดงการเจริญของรา  N4  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR 
              เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
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รูปที่10f  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา N4  
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รูปที่ 10g  กราฟแสดงการเจริญของรา  G1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มี 
                                 สี RBBR เปน แหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 

 
 
       รูปที่ 10h  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา G1 
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รูปที่ 10i  กราฟแสดงการเจริญของรา  T3  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR   
             เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 

 รูปที่ 10j  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา T3 
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รูปที่ 11 แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซ็นตการลดลงของสี RBBR โดย รา N2, N3, N4, G1  
           และ T3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร MM ที่มีสี RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว  
           เปนเวลา 7 วัน 

 
 
จากผลการทดลองที่ไดจากชุดควบคุมที่เลี้ยงราในอาหารเหลว MM  ที่ไมมีการเติมสี 

RBBR ใหเปนแหลงคารบอน  แลวพบวารามีการเจริญเพิ่มขึ้นในชวงวันที่ 3  และ4  ซึ่งคาดวาเกิด
จากการที่ราใชอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ติดมากับเสนใย  ดังนั้นจึงทําการทดสอบการเจริญและใชสี 
RBBR ของรา T3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวอีก
คร้ัง โดยการทดลองในครั้งนี้เตรียมเสนใยราตามวิธีการทดลองขอ 3.2 พบวารา T3 ไมสามารถ
เจริญและยอยสี RBBR ได ดังแสดงในรูปที่ 7 
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   รูปที่ 12a กราฟแสดงการเจริญของรา  T3  ที่ไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งในอาหารเลี้ยง 
                เชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR เปน แหลงคารบอนเพียงอยางเดียว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12b  กราฟแสดงการลดลงของสี RBBR ในอาหาร MM โดยรา T3 ที่ไมมี 
      อาหารแข็ง 
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4.2.2 การทดสอบการยอยสี RBBR ของราในอาหารเหลว Low nitrogen Basal III 
      medium  (LN) 
 จากผลการทดลองในขอ 2.1 พบวาราที่คัดแยกไดไมสามารถใชสี RBBR ในอาหาร MM 
เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได  จึงทําการทดลองตามวิธีการทดลองขอ 4.3 โดยเลี้ยงราใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนจํากัด  เพ่ือทดสอบการยอยสี 
RBBR ของราที่คัดแยกได  ซึ่งไดผลการทดลองตามรูปที่ 13a – 13e   
 จากการทดลองพบวาราทั้ง 5 สายพันธุสามารถยอยสี RBBR ได ภายในเวลา 7 วัน ซึ่ง
เปอรเซ็นตการลดลงของสี RBBR แตกตางกันในแตละเชื้อ โดยเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติม
เชื้อในสภาวะเดียวกัน 
 
 

 รูปที่ 13a กราฟแสดงการยอยสี RBBR ในอาหาร LN  โดยรา  N2  
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รูปที่ 13b กราฟแสดงการยอยสี RBBR ในอาหาร LN  โดยรา  N3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   รูปที่ 13c กราฟแสดงการยอยสี RBBR ในอาหาร LN  โดยรา  N4 
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                           รูปที่ 13d กราฟแสดงการยอยสี RBBR ในอาหาร LN  โดยรา  G1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                          รูปที่ 13e กราฟแสดงการยอยสี RBBR ในอาหาร LN  โดยรา  T3 
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       รูปที่ 14   แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซ็นตการลดลงของสี RBBR โดย รา N2, N3, N4,  
                    G1  และ T3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร LN ที่มีสี RBBR  
  
  
 

จากผลการทดลองเลี้ยงราในอาหารเหลว  LN ที่มี สี RBBR พบวาราทั้ง 5 สายพันธุ 
สามารถยอยสลายสี RBBR ไดมากกวา 80 เปอรเซ็นต (รูปที่ 13)  โดยรา N4 สามารถยอยสลายสี
ไดมากที่สุดคือ 97เปอรเซ็นต รองลงมาคือรา T3,  G1, N3 และ N2 ยอยสีได 96.56, 94.85, 89.5 
และ 80 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
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4.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราที่คัดแยกได 5 สายพันธุ 
 
4.3.1 การศึกษาลักษณะการเจริญ การสรางสปอร และลักษณะพิเศษตางๆบน

อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 15   ลักษณะการเจริญของรา N2  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด บมที่อุณหภูมิ  
             หองเปนเวลา 7 วัน 

Potato Dextrose agar Sabourd Dextrose  agar  

Cornmeal agar  Malt extract agar 

Yeast  Extract  agar
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รูปที่ 16    ลักษณะการเจริญของรา N3  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด บมที่อุณหภูมิ  
            หองเปนเวลา 7 วัน 
 

Potato Dextrose agar Sabourd Dextrose  agar 

Cornmeal agar  Malt extract agar

Yeast  Extract  agar
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รูปที่ 17  ลักษณะการเจริญของรา N4  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด บมที่อุณหภูมิ  
           หองเปนเวลา 7 วัน 
 
 
 

Cornmeal agar  Malt extract agar 

Potato Dextrose agar Sabourd Dextrose  agar 

Yeast  Extract  agar
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รูปที่ 17 ลักษณะการเจริญของรา G1  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด บมที่อุณหภูมิ  
           หองเปนเวลา 7 วัน 

Malt extract agar Cornmeal agar  

Potato Dextrose agar Sabourd Dextrose  agar 

Yeast  Extract  agar
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         รูปที่ 18 ลักษณะการเจริญของรา T3  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ชนิด บมที่อุณหภูมิ  
                 หองเปนเวลา 7 วัน 
 
 
 

Potato Dextrose agar

Cornmeal agar  Malt extract agar 

Sabourd Dextrose  agar  

Yeast  Extract  agar
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4.3.2 การศึกษาลักษณะเสนใย สปอร และลักษณะพิเศษตางๆของราภายใตกลอง 
       จุลทรรศน  
 

 
 
รูปที่ 19a ลักษณะสปอรของรา N2 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Yeast extract agar เปนเวลา  
                7วัน จากกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย 400 เทา 
 

 
 
รูปที่ 19b ลักษณะสปอรของรา N3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Yeast extract agar เปนเวลา  
             7วัน จากกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 19c ลักษณะสปอรของรา N4 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Yeast extract agar เปนเวลา  
             7วัน จากกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย 400 เทา 

 
รูปที่ 19d ลักษณะสปอรของรา G1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Potata dextrose agar เปนเวลา  
             7วัน จากกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย 400 เทา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19e ลักษณะ clamp connectionของรา T3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Malt extract agar  
             เปนเวลา 7วัน จากกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย 400 เทา 
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รูปที่ 19f   ลักษณะสปอรของรา N2 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Yeast extract agar  เปนเวลา  
               7 วัน จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 2,000 เทา 
 
    

 
 รูปที่19g   ลักษณะสปอรของรา N2 เมื่อเลี้ยงในอาหาร Yeast extract agar เปนเวลา  
                7วัน จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 3,500 เทา 
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รูปที่ 19h   ลักษณะสปอรของรา N3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDA  เปนเวลา 7 วัน จากกลอง 
               จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 2,000 เทา 
 
 
 

 
รูปที่ 19i ลักษณะเสนใยของรา N4 เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDA  เปนเวลา 7 วัน จากกลอง 
             จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 7,500 เทา 
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รูปที่ 13j ลักษณะสปอรของรา G1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDA  เปนเวลา 7 วัน จากกลอง 
            จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 10,000 เทา 
 
 

 
รูปที่ 19k ลักษณะสปอรของรา G1 เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDA  เปนเวลา 7 วัน จากกลอง 
            จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 10,000 เทา 
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      รูปที่19l ลักษณะสปอรของรา T3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร malt extract agar เปนเวลา  
                7 วัน จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด  กําลังขยาย 3,500 เทา 
 
 

     รูปที่ 19m  ลักษณะของรา T3 ที่เกิด clamp connection เมื่อเลี้ยงในอาหาร malt  
        extract  agar เปนเวลา  7 วัน จากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบ 
        สองกราด  กําลังขยาย 10,000 เทา 
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4.4 การบงชี้ชนิดของราที่คัดแยกไดโดยวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 
      ตําแหนง internal transcribed spacer  (ITS) 
 
 จากการนําดีเอ็นเอของราทั้ง 5 ชนิดที่สกัดไดตามวิธีการทดลองขอ 7.2.1 ไปทําปฏิกริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการทดลองขอ 7.2.2 แลวนํามาตรวจสอบดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟ
เรซิสโดยใช 1kb ladder เปนชิ้นดีเอ็นเอติดตาม พบวาชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมจํานวนไดมีขนาดประมาณ 
600-700 เบส แตกตางกันในแตละชนิดของรา (รูปที่ 20,21,22) 

 

 
รูปที่ 20 ผลิตภัณฑจากปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสของรา N2 และ T3 บนอะกาโรส  
           เจล 1.2 เปอรเซ็นต  
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รูปที่ 21  ผลิตภัณฑจากปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสของรา G1 บนอะกาโรส เจล  
            1.2 เปอรเซ็นต  

    
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 22  ผลิตภัณฑจากปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสของรา N3 และ N4 บนอะกาโรส เจล  
            1.2 เปอรเซ็นต  
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การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลิตของสารพันธุกรรมที่ไดจากการเพิ่มปริมาณ 
ดวยปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR) 

 

จากการนําผลิตภัณฑจากปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยหนวย
บริการชีวภาพ และนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเขาโปรแกรม DNAsis ไดลําดับนิวคลีโอไทดของ
ราทั้ง 5 สายพันธุดังนี้  

            10                         20                        30                         40                        50 
  5' AAGTAAAAGT CGTAAACAAG GTTTCCGTAG GTGAACCTGC GGAAGGATCA 
  3' TTCATTTTCA GCATTTGTTC CAAAGGCATC CACTTGGACG CCTTCCTAGT 
                           60                         70                         80                        90                       100 
        TTAACGAGTT TTGAAACGGG TTGTAGCTGG CCTTCCGAGG CATGTGCACG 
        AATTGCTCAA AACTTTGCCC AACATCGACC GGAAGGCTCC GTACACGTGC 
                         110                       120                       130                      140                       150 
        CCCTGCTCAT CCACTCTTAC CCCCTGTGCA CTTACTGTAG GCTTCAGGCG 
        GGGACGAGTA GGTGAGAATG GGGGACACGT GAATGACATC CGAAGTCCGC 
                         160                       170                       180                      190                       200 
        CGCCGCGGCT TTCAACGCCG TGACGTTACT GGGTCTACGT TTTACTACCA 
        GCGGCGCCGA AAGTTGCGGC ACTGCAATGA CCCAGATGCA AAATGATGGT 
                         210                       220                       230                      240                       250 
        ACTACAAAGT ATCAGAATGT GTATTGCGAT GTAACGCATC TATATACAAC 
        TGATGTTTCA TAGTCTTACA CATAACGCTA CATTGCGTAG ATATATGTTG 
                         260                       270                       280                      290                       300 
        TTTCAGCAAC GGATCTCTTG GCTCTCGCAT CGATGAAGAA CGCAGCGAAA 
        AAAGTCGTTG CCTAGAGAAC CGAGAGCGTA GCTACTTCTT GCGTCGCTTT 
                         310                       320                       330                      340                       350 
        TGCGATAAGT AATGTGAATT GCAGAATTCA GTGAATCATC GAATCTTTGA 
        ACGCTATTCA TTACACTTAA CGTCTTAAGT CACTTAGTAG CTTAGAAACT 
                         360                       370                       380                      390                       400 
        ACGCACCTTG CGCTCCTTGG TATTCCGAGG AGCATGCCTG TTTGAGTGTC 
        TGCGTGGAAC GCGAGGAACC ATAAGGCTCC TCGTACGGAC AAACTCACAG 
                         410                       420                       430                      440                       450 
        ATGAAATTCT CAACCTACAA ATCTTTGCGG GTTTGTAGGC TTGGACTTGG 
        TACTTTAAGA GTTGGATGTT TAGAAACGCC CAAACATCCG AACCTGAACC 
                         460                       470                       480                      490                       500 
        AGGTTTTTGT TGGCTTCTCG CAAGTCGGCT CCTCTTAAAT GCATTAGCCT 
     TCCAAAAACA ACCGAAGAGC GTTCAGCCGA GGAGAATTTA CGTAATCGGA 
                         510                       520                      530                       540                       550 
        GTTTCCTTGC GGATCGGCTC TCGGTGTGAT AATTATCTGC GCCGCGACCG 
        CAAAGGAACG CCTAGCCGAG AGCCACACTA TTAATAGACG CGGCGCTGGC 
                          560                      570                       580                      590         
        TGAAGCGTTT GGCTGGCTTC TAATCGTCTC GCTCAAGAGA 3' 
        ACTTCGCAAA CCGACCGAAG ATTAGCAGAG CGAGTTCTCT 5' 
 
 
 

รูปที่ 23a ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของรา  N2 ที่เพิ่มจํานวนโดยปฏิกริยาลูกโซพอลิ
                  เมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR)



 61

                        10                                20                                30                                 40                                50 
       5' CNGTAGGTGA ACCTGCGGAA GGATCATTAA CGAGTAACTG AACAGGTTGT 
       3' GNCATCCACT TGGACGCCTT CCTAGTAATT GCTCATTGAC TTGTCCAACA 
                                             60                                 70                                80                                90                              100 
     AGCTGGCCTT TCGGGGCATG TGCACACCTG GCTCATCCAC TCTTCAACCT 
     TCGACCGGAA AGCCCCGTAC ACGTGTGGAC CGAGTAGGTG AGAAGTTGGA 
                                           110                               120                              130                              140                              150 
     CTGTGCACTT GTTGTAGGTC GGTAGAAGAG CGAGCATTTA ATGCTTGCTT 
     GACACGTGAA CAACATCCAG CCATCTTCTC GCTCGTAAAT TACGAACGAA 
                                            160                              170                              180                              190                              200 
     GGAAGCCTTC CTATGTTTTA CTACAAACGC TTCAGTTTAA GAATGTTTAC 
     CCTTCGGAAG GATACAAAAT GATGTTTGCG AAGTCAAATT CTTACAAATG 
                                            210                              220                              230                              240                              250 
     CTGCGTATAA CGCATTTATA TACAACTTTC AGCAACGGAT CTCTTGGCTC 
     GACGCATATT GCGTAAATAT ATGTTGAAAG TCGTTGCCTA GAGAACCGAG 
                                            260                              270                              280                              290                              300 
     TCGCATCGAT GAAGAACGCA GCGAAATGCG ATAAGTAATG TGAATTGCAG 
     AGCGTAGCTA CTTCTTGCGT CGCTTTACGC TATTCATTAC ACTTAACGTC 
                                            310                              320                              330                              340                               350 
          AATTCAGTGA ATCATCGAAT CTTTGAACGC ACCTTGCGCT CCCTGGNTAT 
     TTAAGTCACT TAGTAGCTTA GAAACTTGCG TGGAACGCGA GGGACCNATA 
                                            360                              370                              380                              390                               400 
     TCCGGGGAGC ATGCCTGTTT GAGTGTCATG GTATTCTCAA CCTTCATAAC 
     AGGCCCCTCG TACGGACAAA CTCACAGTAC CATAAGAGTT GGAAGTATTG 
                                            410                              420                              430                              440                              450 
     TTTTGTTATC GAAGGCTTGG ACTTGGAGGT TGTGCTGGCT TCTAGTTAAG 
     AAAACAATAG CTTCCGAACC TGAACCTCCA ACACGACCGA AGATCAATTC 
                                           460                               470                              480                              490                              500 
     TCGGCTCCTC TTAAATGTAT TAGCGTGAGT GTAACGGATC GCTTCGGTGT 
     AGCCGAGGAG AATTTACATA ATCGCACTCA CATTGCCTAG CGAAGCCACA 
                                           510                               520                              530                              540                              550 
     GATAATTATC TGCGCCGTGG TCGTGAAGTA ACATAAGCTT GCGCTTCTAA 
     CTATTAATAG ACGCGGCACC AGCACTTCAT TGTATTCGAA CGCGAAGATT 
                                           560                               570                             580                               590                               600 
     CCGTCCTTCA GTTGGACAAT TACTTTGACA TCTGACCTCA AATCAGGTAG 
     GGCAGGAAGT CAACCTGTTA ATGAAACTGT AGACTGGAGT TTAGTCCATC 
                                           610                               620                             630                              640                               650 
              →GACTACCCGC TGAACTTAAG CATATCATAA GCNGGGAGGA A 3' 
     CTGATGGGCG ACTTGAATTC GTATAGTATT CGNCCCTTCC T 5' 
               
รูปที่ 23b ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของรา  N3 ที่เพิ่มจํานวนโดยปฏิกริยาลูกโซพอลิ 
             เมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR) 
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       5' TTAGAGGAAG TAAAAGTCGT AANCAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA 
       3' AATCTCCTTC ATTTTCAGCA TTNGTTCCAA AGGCATCCAC TTGGACGCCT 
                                             60                                70                                80                                90                               100 
     AGGATCATTA TCGAGTTATT GAAACGGGTT GTAGCTGGCC TTAACGAGGC 
     TCCTAGTAAT AGCTCAATAA CTTTGCCCAA CATCGACCGG AATTGCTCCG 
                                           110                              120                               130                             140                               150 
     ATGTGCACGC CCTGCTCATC CACTCTACAC CTGTGCACTT ACTGTGGGTT 
     TACACGTGCG GGACGAGTAG GTGAGATGTG GACACGTGAA TGACACCCAA 
                                           160                              170                               180                              190                              200 
     TCAGGAGCTT CGAAAGCGGA GGGCCTTTGC GGGCTTTTCG TTATTAGTTG 
     AGTCCTCGAA GCTTTCGCCT CCCGGAAACG CCCGAAAAGC AATAATCAAC 
                                           210                              220                               230                              240                              250 
     TGACTGGGCT CATGTCCACT ACAAACTCTT ATAAAGTAAC AGAATGTGTA 
     ACTGACCCGA GTACAGGTGA TGTTTGAGAA TATTTCATTG TCTTACACAT 
                                           260                              270                               280                              290                              300 
              TTGCGATGTA ACGCATCTAT ATACAACTTT CAGCAACGGA TCTCTTGGCT 
     AACGCTACAT TGCGTAGATA TATGTTGAAA GTCGTTGCCT AGAGAACCGA 
                                           310                              320                               330                              340                              350 
     CTCGCATCGA TGAAGAACGC AGCGAAATGC GATAAGTAAT GTGAATTGCA 
     GAGCGTAGCT ACTTCTTGCG TCGCTTTACG CTATTCATTA CACTTAACGT 
                                           360                              370                               380                              390                              400 
     GAATTCAGTG AATCATCGAA TCTTTGAACG CACCTTGCGC TCCTTGGTAT 
     CTTAAGTCAC TTAGTAGCTT AGAAACTTGC GTGGAACGCG AGGAACCATA 
                                           410                              420                               430                              440                              450 
     TCCGAGGAGC ATGCCTGTTT GAGTGTCATG AAATTCTCAA CCTGACGGGT 
     AGGCTCCTCG TACGGACAAA CTCACAGTAC TTTAAGAGTT GGACTGCCCA 
                                           460                              470                               480                              490                              500 
     TCTTAANCGG AGCTTGGTTC AGGCTTGGAC TTGGAGGCTT GTCGGCTTGC 
     AGAATTNGCC TCGAACCAAG TCCGAACCTG AACCTCCGAA CAGCCGAACG 
                                           510                              520                               530                              540                              550 
     TTTGTCGAGT CGGCTCCTCT CAAATGCATT AGCTTGGTTC TTTGCGGATC 
     AAACAGCTCA GCCGAGGAGA GTTTACGTAA TCGAACCAAG AAACGCCTAG 
                                           560                              570                               580                              590                              600 
     GGCTCACGGT GTGATAATTG TCTACGCCGC GACCGTTGAA GCGTTTGAAT 
     CCGAGTGCCA CACTATTAAC AGATGCGGCG CTGGCAACTT CGCAAACTTA 
                                           610                              620                               630                              640                              650 
     GGGCCAGCTT ATAGTCGTCT CCATCGCGAG ACAACATTTC ATCGAACTCT 
     CCCGGTCGAA TATCAGCAGA GGTAGCGCTC TGTTGTAAAG TAGCTTGAGA 
                                           660                              670                               680 
   →   GACCTCAAAT CAGGTAGACT ACCCGCTG 3' 
     CTGGAGTTTA GTCCATCTGA TGGGCGAC 5' 
 

รูปที่23c  ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของรา  N4 ที่เพิ่มจํานวนโดยปฏิกริยาลูกโซพอลิ 
             เมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR) 
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        5' NTAAAGCCGT ANTATGGNTT TCCNGTAGGT GAACCCTGCG GAAGGATCAT 
        3' NATTTCGGCA TNATACCNAA AGGNCATCCA CTTGGGACGC CTTCCTAGTA 
                                             60                                70                                80                                90                               100 
     TAACGAGTTT TGAAAGGGTT GTAGCTGGTC TCAATCTGAG GCATGTGCAC 
     ATTGCTCAAA ACTTTCCCAA CATCGACCAG AGTTAGACTC CGTACACGTG 
                                           110                              120                               130                             140                               150 
     GCCCTACTCA TCCACTCTCA ACCTCTGTGC ACTTACTGTA GGTCGGTGAA 
     CGGGATGAGT AGGTGAGAGT TGGAGACACG TGAATGACAT CCAGCCACTT 
                                           160                              170                               180                              190                              200 
     AGGTTCGCTC TGCGAGCTGG AAGCCTTCCT ATGTTTCACT ACAAACACTT 
     TCCAAGCGAG ACGCTCGACC TTCGGAAGGA TACAAAGTGA TGTTTGTGAA 
                                           210                              220                               230                              240                              250 
     CAGTTTTAGA ATGTAACCTT GCGTATAACG CATCTATATA CAACTTTCAG 
     GTCAAAATCT TACATTGGAA CGCATATTGC GTAGATATAT GTTGAAAGTC 
                                           260                              270                               280                              290                              300 
     CAACGGATCT CTTGGCTCTC GCATCGATGA AGAACGCAGC GAAATGCGAT 
     GTTGCCTAGA GAACCGAGAG CGTAGCTACT TCTTGCGTCG CTTTACGCTA 
                                           310                              320                               330                              340                              350 
     AAGTAATGTG AATTGCAGAA TTCAGTGAAT CATCGAATCT TTGAACGCAC 
     TTCATTACAC TTAACGTCTT AAGTCACTTA GTAGCTTAGA AACTTGCGTG 
                                           360                              370                               380                              390                              400 
     CTTGCGCTCC CTGGTATTCC GGGGAGCACG CCTGTTTGAG TGTCATGGTA 
     GAACGCGAGG GACCATAAGG CCCCTCGTGC GGACAAACTC ACAGTACCAT 
                                           410                              420                               430                              440                              450 
     TTCTCAACCT TCATAACTTT TGTTATCGAA GGCTTGGATT TGGAGGTTGT 
     AAGAGTTGGA AGTATTGAAA ACAATAGCTT CCGAACCTAA ACCTCCAACA 
                                           460                              470                               480                              490                              500 
     GCTGGCTCTC GTTAGTCGGC TCCTCTTAAA TGCATTAGCG TGAACGTTTG 
     CGACCGAGAG CAATCAGCCG AGGAGAATTT ACGTAATCGC ACTTGCAAAC 
                                           510                              520                               530                              540                              550 
     CCGATCGCTA TCAGTGTGAT AATTATCTGC GCTGTTAGTG TTGAAGCATC 
     GGCTAGCGAT AGTCACACTA TTAATAGACG CGACAATCAC AACTTCGTAG 
                                           560                              570                               580                              590                              600 
     ATTAGTGTCG CGCTTCTAAC CGTCCTTCAC AGGACAATTT ACTTTGACAT 
     TAATCACAGC GCGAAGATTG GCAGGAAGTG TCCTGTTAAA TGAAACTGTA 
                                           610                              620                               630                              640                              650 
     CTGACCTCAA ATCAGGCGGG ACTACCCGCT GAACTTAAGC ATATCAATAA 
     GACTGGAGTT TAGTCCGCCC TGATGGGCGA CTTGAATTCG TATAGTTATT 
                                           660                               
   →  GCGGAGGA 3' 
     CGCCTCCT 5' 

 

รูปที่ 23d ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของรา  G1 ที่เพิ่มจํานวนโดยปฏิกริยาลูกโซพอลิ 
             เมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR) 
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        5' ANTATGGNTT TCCNGTAGGT GAACCCTGCG GAAGGATCAT TAACGAGTTT 
        3' TNATACCNAA AGGNCATCCA CTTGGGACGC CTTCCTAGTA ATTGCTCAAA 
                                             60                                70                                80                                90                               100 
     TGAAAGGGTT GTAGCTGGTC TCAATCTGAG GCATGTGCAC GCCCTACTCA 
     ACTTTCCCAA CATCGACCAG AGTTAGACTC CGTACACGTG CGGGATGAGT 
                                           110                              120                               130                             140                               150 
     TCCACTCTCA ACCTCTGTGC ACTTACTGTA GGTCGGTGAA AGGTTCGCTC 
     AGGTGAGAGT TGGAGACACG TGAATGACAT CCAGCCACTT TCCAAGCGAG 
                                           160                              170                               180                              190                              200 
     TGCGAGCTGG AAGCCTTCCT ATGTTTCACT ACAAACACTT CAGTTTTAGA 
     ACGCTCGACC TTCGGAAGGA TACAAAGTGA TGTTTGTGAA GTCAAAATCT 
                                           210                              220                               230                              240                              250 
     ATGTAACCTT GCGTATAACG CATCTATATA CAACTTTCAG CAACGGATCT 
     TACATTGGAA CGCATATTGC GTAGATATAT GTTGAAAGTC GTTGCCTAGA 
                                           260                              270                               280                              290                              300 
     CTTGGCTCTC GCATCGATGA AGAACGCAGC GAAATGCGAT AAGTAATGTG 
     GAACCGAGAG CGTAGCTACT TCTTGCGTCG CTTTACGCTA TTCATTACAC 
                                           310                              320                               330                              340                              350 
     AATTGCAGAA TTCAGTGAAT CATCGAATCT TTGAACGCAC CTTGCGCTCC 
     TTAACGTCTT AAGTCACTTA GTAGCTTAGA AACTTGCGTG GAACGCGAGG 
                                           360                              370                               380                              390                              400 
     CTGGTATTCC GGGGAGCACG CCTGTTTGAG TGTCATGGTA TTCTCAACCT 
     GACCATAAGG CCCCTCGTGC GGACAAACTC ACAGTACCAT AAGAGTTGGA 
                                           410                              420                               430                              440                              450 
     TCATAACTTT TGTTATCGAA GGCTTGGATT TGGAGGTTGT GCTGGCTCTC 
     AGTATTGAAA ACAATAGCTT CCGAACCTAA ACCTCCAACA CGACCGAGAG 
                                           460                              470                               480                              490                              500 
     GTTAGTCGGC TCCTCTTAAA TGCATTAGCG TGAACGTTTG CCGATCGCTA 
     CAATCAGCCG AGGAGAATTT ACGTAATCGC ACTTGCAAAC GGCTAGCGAT 
                                           510                              520                               530                              540                              550 
     TCAGTGTGAT AATTATCTGC GCTGTTAGTG TTGAAGCATC ATTAGTGTCG 
     AGTCACACTA TTAATAGACG CGACAATCAC AACTTCGTAG TAATCACAGC 
                                           560                              570                               580                              590                              600 
     CGCTTCTAAC CGTCCTTCAC AGGACAATTT ACTTTGACAT CTGACCTCAA 
     GCGAAGATTG GCAGGAAGTG TCCTGTTAAA TGAAACTGTA GACTGGAGTT 
                                           610                              620                               630                              640                              650 
   →  ATCAGGCGGG ACTACCCGCT GAACTTAAGC ATATCAATAA GCGGAGGA 3' 
     TAGTCCGCCC TGATGGGCGA CTTGAATTCG TATAGTTATT CGCCTCCT 5' 

                      
รูปที่23e ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอของรา  T3 ที่เพิ่มจํานวนโดยปฏิกริยาลูกโซพอลิ 
            เมอเรส (Polymerase Chain Reaction ,PCR) 
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 จากลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS ของราทั้ง 5 สาย
พันธุ นําไปเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับเบสใน GenBank DNA database โดย
ใชโปรแกรม BlastN พบวา  

- รา N2 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับรา Marasmius cladophyllus  มี %homology 
เทากับ 93 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค ) 

Phylum     Basidiomycota    
Class       Hymenomycetes 
Subclass Homobasidiomycetes 
Order      Agaricales 
Family     Tricholomataceae 
Genus     Marasmius 
 

- รา N3 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับรา Phanerochaete crysosporium สายพันธุ
KCTC 6728 มี %homology เทากับ 97 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) 

Phylum     Basidiomycota    
Class       Hymenomycetes 
Subclass Homobasidiomycetes 
Order     Aphyllophorales 
Family    Corticiaceae 
Genus    Phanerochaete 
 

- รา N4 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับรา Lentinus tigrinus LE(BIN) 0861 SBI5 มี 
%homology เทากับ 93 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) 

Phylum     Basidiomycota 
Class       Hymenomycetes 
Subclass Homobasidiomycetes 
Order      Aphyllophorales 
Family     Lentinaceae 
Genus      Lentinus 
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- รา G1 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับรา Polyporus tricholoma CulTENN9579 
SBI2 มี %homology เทากับ 97 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) 

Phylum     Basidiomycota 
Class       Hymenomycetes 
Subclass Homobasidiomycetes 
Order      Aphyllophorales 
Family     Polyporaceae 
Genus    Polyporus 
 

- รา T3 มีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับรา Athelia pellicularis มี %homology เทากับ 
93 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) 

Phylum     Basidiomycota 
Class        Hymenomycetes 
Subclass Homobasidiomycetes 
Order      Aphyllophorales 
Family      Corticiaceae 

 Genus     Athelia 
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4.5 การทดสอบการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนในอาหารเหลว LN  
 การทดสอบความสามารถของราในการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนทําตามวิธีการทดลอง
ขอหลังจากเติมไดเบนโซฟวแรนแลวเลี้ยงเชื้อตอเปนเวลา 7 วัน  จากนั้นนําไปสกัดไดเบนโซฟวแรน
ตามวิธีการทดลองขอ 5 แลวจึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณไดเบนโซฟวแรนที่หายไปดวยเครื่อง 
HPLC โดยเทียบกับชุดการทดลองควบคุมไดผลดังรูปที่ 24a – 24f 
 
 
 

 
 
รูปที่ 24a HPLC โครมาโตแกรม ของชุดการทดลองควบคุมที่ไมมีการเติมราลงไปใน 
             อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 
             

 
รูปที่ 24b  HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา N2  
              ในเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 24c  HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา N3  
              ในเวลา 7 วัน 
 

 
รูปที่ 24d  HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา N4  
              ในเวลา 7 วัน 
 

 
 
รูปที่ 24e  HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา G1  
              ในเวลา 7 วัน 
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รูปที่24f  HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา T3  
            ในเวลา 7 วัน 
                     
 

                   
รูปที่ 25 แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซ็นตการลดลงของไดเบนโซฟวแรน โดย รา N2, N3, N4,  
           G1  และ T3 เมื่อเลี้ยงในอาหาร LN ที่มีสี RBBR  
 

จากการทดสอบการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยราที่คัดแยกไดทั้ง 5 ชนิด พบวารา G1 
สามารถยอยสลายไดเบนโซฟวแรนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไดสูงสุดคือ 78.7 เปอรเซ็นต รองลงมา
คือรา N3  T3  N2 และ N4 โดยมีเปอรเซ็นตการยอยไดเบนโซฟวแรนเทากับ 55.11 , 50.57, 42.01 
และ 31.88 ตามลําดับ 
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การตรวจสอบชนิดของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายไดเบนโซฟวแรน 
 
 ผลการศึกษาการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยราที่คัดแยกได  เมื่อนํามาวิเคราะหหาสาร
มัธยันตรที่เกิดขึ้นโดยวิธี TLC โดยมีระบบตัวทําละลายประกอบดวย โทลูอีน : ไดออกเซน อัตรา
สวน 5 : 18 พบสารมัธยันตรดังแสดงในรูป 20 
 

รูปที่ 26   TLC โครมาโตแกรม แสดงสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟว
แรน 
             เปนเวลา 7 วัน 
 
 การยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา 5 สายพันธุที่คัดแยกไดใหสารมัธยันตรที่แตกตางกัน
โดยที่รา N3 พบสารมัธยันตรมากที่สุดโดยมีคา Rf เทากับ 0.33 0.48 0.58 และ 0.75 ซึ่งคา Rf เทา
กับ 0.75 คือสารไดเบนโซฟวแรนที่เหลืออยูเมื่อเทียบกับสารไดเบนโซฟวแรนมาตรฐาน สวนราชนิด
อ่ืนใหจํานวนสารมัธยันตรแตกตางกันคือ N2 มีคา Rf เทากับ 0.33 0.58 0.75  รา N4 มีคา Rf เทา
กับ 0.33 0.75   รา G1 มีคา Rf เทากับ 0.53 0.75  และรา T3  มีคา Rf เทากับ 0.28 0.75 
 
 
 
 
 

Rf 
0.75 

0.58 
0.48 

0.33 

0.28 

0.45 

dibenzofuran 
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การตรวจสอบสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดย HPLC 
 
 

 
 
รูปที่ 27 HPLC โครมาโตแกรม แสดงการยอยสลายไดเบนโซฟวแรนโดยรา G1 ในเวลา 7  
           วันโดยการ gradient อัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่ระหวางเมทานอลกับน้ํา 
 
 เนื่องจากรา G1 สามารถยอยสลายไดเบนโซฟวแรนไดมากที่สุดจากการเปรียบเทียบกับรา
ที่คัดแยกไดทั้ง 5 สายพันธุจึงทําการวิเคราะหหาสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยไดเบนโซฟวแรน
ภายใน 7 วันโดยวิธี TLC และ HPLC ของราพบวา  สารมัธยันตรที่เกิดขึ้นเปนสารที่มีขั้วสูงกวาได
เบนโซฟวแรน  เนื่องจากเมื่อเปล่ียนตวัทําละลายใหมีขั้วสูงขึ้นสารมัธยันตรมีการเคลื่อนที่เพ่ิมมาก
ขึ้นพบสารที่เกิดขึ้นอยางนอย 2 ชนิดดังรูปที่ 26 ซึ่งใชระบบตัวทําละลายโทลูอีนและไดออกเซน
อัตราสวน 5:18 ซึ่งไดออกเซนเปนตัวทําละลายที่มีขั้วสูง  สําหรับการวิเคราะหโดยวิธี HPLC เนื่อง
จากการวิเคราะหโดยใชเฟสเคลื่อนที่มีอัตราสวนระหวางเมทธานอลกับน้ําเทากับ 75:25 ไมพบพีค
ของสารมัธยันตรเกิดขึ้นซึ่งอาจเกิดจากสภาวะที่ใชในการวิเคราะหไมเหมาะสม  ดังนั้นจึงทําการ
วิเคราะหโดยการเปลี่ยน ( gradient ) อัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่พีคของสารมัธยันตรดังรูปที่ 27 
ซึ่งลักษณะของพีคที่ไดไมสามารถบอกไดวามีสารกี่ชนิด แตจากการพิจารณาผลรวมกันจากทั้ง 2 
วิธีสามารถบอกไดวาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นเปนสารที่มีขั้วสูงมากกวาไดเบนโซฟวแรนและมีจํานวน
อยางนอย 2 ชนิด 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

ในการคัดแยกจุลินทรียเพื่อยอยสลายสารพิษกลุมไดออกซิน ซึ่งเปนสารที่ยอยสลายยาก
และมีความคงตัวสูง ไดมีการศึกษาทดลองโดยใชวิธีที่แตกตางกันหลายวิธี ในการทดลองนี้คัดแยก
ราเบื้องตนตามวิธีของ Sato และคณะ (2002)  งานวิจัยนี้ไดคัดแยกรา ที่มีศักยภาพในการยอย
สลายไดออกซิน จากตัวอยางดินในปาบริเวณตางๆในประเทศไทย จํานวน 16 ตัวอยาง โดยวิธีการ
ทดลองขอ1 พบราที่สามารถเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งภายในเวลา 14 วัน จํานวน 5 เชื้อ จาก
ดินตัวอยางทั้งหมด 7 ตัวอยาง (ตารางที่ 2) ซึ่งมีลักษณะในการยอยสลายสีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง
ที่แตกตางกันดังรูปที่8  โดยที่รา N2 และ N3มีการเจริญที่เร็วและมีเสนแผเต็มจานเพาะเชื้อแลวจึง
มีการยอยสีเกิดขึ้น แตรา T3 เจริญไดชาและมีเสนใยที่อัดกันแนน  มองเห็นบริเวณใสที่เกิดจากการ
ยอยสีอยูนอกการเจริญของเสนใย (รูป 8D)สวนรา N4 และ G1 มีการเจริญและการยอยสีเกิดขึ้น
พรอมๆกัน  ซึ่งลักษณะการยอยสีที่แตกตางกันนี้อาจเกิดจากราแตละชนิดมีการสรางเอนไซมที่
แตกตางกัน ซึ่งตองมีการทดลองเพื่อศึกษาลักษณะการสรางเอนไซมของราแตละชนิดตอไป 

จากนั้นนําไปทดสอบการยอยสี RBBR ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ขั้นแรกเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว MM ที่มีสี RBBR  ตามวิธีการทดลองขอ3 เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว พบวา
ราที่คัดแยกไดในขั้นตอนแรกคือ N2 ,N3, N4, G1 และ T3 ไมสามารถเจริญและใชสี RBBR ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MM  เปนแหลงคารบอนได  มีเพียงรา T3 ที่สามารถเจริญและยอยสีใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MM ได แตในการทดลองนี้มีชุดทดลองควบคุมที่ไมมีการเติมสีในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MM พบวารา T3 สามารถเจริญเติบโตในชวง 1-3 วันแรก ซึ่งผลที่ไดอาจเกิดจากที่รา T3 มีเสนใยที่
อัดตัวกันแนนมากกวาราอีก 4 ชนิด (รูปที่ 19) ทําใหปริมาณเชื้อที่ใชในการทดลองติดมากับวุนของ
อาหารแข็ง PDA ที่ใช cock borer เจาะมามากกวาราชนิดอื่นๆ ราอาจเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งที่ติดมาจึงมีปริมาณมากพอที่จะยอยสลายสี RBBR ได  ดังนั้นจึงทําการทดลองตามวิธีการ
ทดลองขอ4.2 เพื่อทดสอบวาหากไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งติดมากับเสนใยแลว รา T3 ยังสามารถ
ยอยสีไดหรือไม ซึ่งผลการทดลองนี้ไดพบวา รา T3 ไมสามารถยอยสลายสี RBBRได ในการทดลอง
ตามวิธีการทดลองขอ 4.2 ไดทําการเปลี่ยนชนิดของวัสดุที่ใชวางบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งกอน
เลี้ยงรา โดยทดลองใชกระดาษกรองชนิดตางๆ กระดาษทิชชู และกระดาษเซลโลเฟน พบวา 
กระดาษเซลโลเฟนเปนกระดาษที่มีคุณสมบัติดีที่สุดที่นํามาใชในการทดลองนี้ เนื่องจากรา
สามารถเจริญไดดีที่สุดบนอาหารที่มีการวางกระดาษเซลโลเฟนและยังสามารถใช cock borer 
เจาะเอาเสนใยราออกมาใชไดโดยไมติดอาหารเลี้ยงเชื้อมากับเสนใยดวย  ผลการทดลองนี้พบวา 
รา T3 ไมสามารถยอยสลายสี RBBR  ได 



 73

 สิริกุล วัฒนานนทกิจ (2547) ไดทดลองนําราที่คัดแยกไดจากวิธีการขางตนทดสอบความ
สามารถในการใชสี RBBR เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวพบรา 2 ชนิดที่สามารถใชสี 
RBBR เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได แตจากการทดลองนี้ไมพบราที่สามารถใชสี RBBR 
ใน MM เปน แหลงคารบอนเพียงอยางเดียวได ดังนั้นจึงทําการทดลองตอโดยใชอาหาร LN ที่มีการ
เติมสี RBBR ซึ่งไดผลตามรูปที่ 14 คือราทั้ง 5 ชนิด สามารถยอยสีไดมากกวา 80 % จึงคาดวาราที่
คัดแยกไดมีระบบการยอยสี  RBBR โดยใชระบบเอนไซม  lignin peroxidase (Mori และ Kondo, 
2002)  

จากนั้นนําราที่ไดทั้ง 5 ชนิดโดยวิธีทางพันธุศาสตรโดยการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีนที่ประมวลรหัสของตําแหนง ITS และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยศึกษาลักษณะการ
เจริญและการสรางสปอรของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อรา 5 ชนิดดังแสดงในรูปที่ 15-19 ซึ่งพบวาราแต
ละชนิดเจริญไดดีและสรางสปอรในอาหารตางชนิดกัน แตเชื้อสวนมากโตไดดีและสรางสปอรใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Malt extract agar medium  จากนั้นศึกษาลักษณะเสนใยและลักษณะสปอรโดย
ใชกลองจุลทรรศนแบบใชแสงและกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดดังแสดงในรูปที่19พบ
การเกิด clamp connection ซึ่งเปนลักษณะของราในกลุม Basidiomycetes และมีการสรางสปอร
ที่มีลักษณะไมแตกตางกันมากนัก จากการพิจารณาผลรวมกันระหวางการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและลักษณะทางพันธุศาสตรสามารถบงชี้ชนิดของราที่คัดแยกไดคือ Marasmius 
cladophyllus , Phanerochaete crysosporium , Lentinus tigrinus , Polyporus tricholoma 
และ Athelia pellicularis ราทั้งหมดเปนราในกลุม white rot fungi  จากนั้นเมื่อนําราทั้ง 5 ชนิดไป
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายไดเบนโซฟูแรน ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LN พบวาราแตละ
ชนิดยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดแตกตางกัน ซึ่งตรงกับที่มีการศึกษากอนหนานี้ที่มีการรายงานวา
ราในกลุม white rot fungi สามารถยอยสลายสารกลุมไดออกซินได (Bumpus และคณะ,1985 , 
Hammel และคณะ ,1986 ,Mori และ Kondo,2002) โดยที่รา G1 ซึ่งถูกบงชี้ชนิดวาเปนสายพันธุ  
Polyporus tricholoma สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดสูงที่สุดคือ 78 % ภายในเวลา 7 วัน 
โดยจากรายงานกอนหนานี้ยังไมมีการพบการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนในราชนิดดังกลาว พบ
เฉพาะราสายพันธุอ่ืนๆที่อยูในกลุม white rot fungi เหมือนกัน ซึ่งจากผลการทดลองนี้ในราชนิด
อ่ืน พบรา N3 ซึ่งถูกบงชี้วาเปน P. crysosporium ที่ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไดมากวา 50 % 
ภายในเวลา 7 วัน ซึ่งตรงกับรายงานกอนหนานี้หลายรายงาน ที่พบวาราสายพันธุนี้สามารถยอย
สลายสารกลุมไดออกซินได และเมื่อนําไปทดสอบการยอยสลายไดออกซินและสารอนุพันธที่มี
คลอรีน พบวาราสายพันธุนี้สามารถยอย 2,3,7,8-TCDD ซึ่งเปนสารไดออกซินชนิดที่มีพิษสูงที่สุด
ได (Bumpus และคณะ,1985) 
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สําหรับการศึกษาสารมัธยันตที่เกิดขึ้น ในระหวางการยอยสลายไดบนฟูแรนของราทั้ง 5 
ชนิด ถูกศึกษาโดยใชวิธี TLC ซึ่งระบบตัวทําละลายที่ใชในคร้ังแรกทําตามวิธีของ Nojiri และคณะ 
(1999) คือใชอัตราสวนของ โทลูอีน : ไดออกเซน เทากับ 15 : 8 พบวามีเพียงสารไดเบนโซฟูแรน
เทานั้นที่สามารถเคลื่อนที่ไปกับเฟสเคลื่อนที่ได  ดังนั้นจึงปรับเปล่ียนระบบตัวทําลายใหมีขั้วมาก
ขึ้นโดยเพิ่มปริมาณของไดออกเซนเนื่องจากไดออกเซนเปนสารที่มีขั้วสูงกวาโทลูอีน พบวาสารมัธ
ยันตรมีการเคลื่อนที่เพิ่มมากข้ึน จนไดอัตราสวนระหวางโทลูอีน : ไดออกเซน เทากับ 8:15 จากรูป
ที่ 26 ซึ่งเปนโครมาโตแกรมของ TLC พบวาสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายไดเบนโซฟู   
แรนของราแตละชนิดมีคุณสมบัติที่มีขั้วสูงกวาไดเบนโซฟูแรน เนื่องจากแผนซิลิกาที่ใชเปน 
stationary phase นั้นเปนสารมีข้ัวจึงตองใชตัวทําละลายที่เปน mobile phase ซึ่งมีขั้วมากกวาใน
การดึงใหสารเคลื่อนที่ ดังนั้นสารที่มีคา Rf สูงจึงมีขั้วนอยกวาสารที่มีคา Rf ต่ํา ซึ่งการศึกษาโครง
สรางของสารและบงชี้ชนิดของสารโดยใชวิธี GC-MS และ NMR ของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นยังตอง
มีการศึกษาตอไป แตจากการศึกษาที่มีรายงานกอนหนานี้  Mori และ Kondo (2002) ไดศึกษา
สารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสารไดเบนฟูแรนโดยรา Phlebia lindtneri ซึ่งเปนราในกลุม 
white rot fungi พบสาร 2- hydroxy dibenzofuran เปนสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นซึ่งตรงกับรายงาน
กอนหนานี้ที่มีการศึกษาสารที่เกิดจากการยอยสลายสารไดเบนฟูแรนพบวาสารที่ไดเกิดจาก
ปฏิกิริยา oxidation แลวเติมหมูไฮดรอกซีใหกับวงแหวนอะโรมาติก ไดเบนฟูแรนทําใหสารที่ไดเปน
สารที่มีขั้วสูงขึ้น 

ในการทดลองสกัดโครโมโซมัลดีเอ็นเอของราทั้ง 5 ชนิด ขั้นแรกตามวิธีของ Makimura 
และคณะ (2000) โดยมีวิธีการดังตอไปน้ีคือนําเสนใยราผสมกับ lysis buffer (ภาคผนวก ข) แลว
นําไปตมในน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 15 นาที แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ –20 องศา
เซลเซียส อีก 10 นาที แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 g  5  นาที เมื่อนําสวนใสที่ได
ไปสกัดดวยวิธี ฟนอลคลอโรฟอรม แลวนําสวนที่คาดวาเปนสารละลายดีเอ็นเอไปตรวจสอบดวยวธิี
อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานไมพบแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้นบนแผนอะกา
โรสเจล สภาวะที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีนี้ไมสามารถสกัดดีเอ็นเอจากราทั้ง 5 ชนิดได  
 จากการศึกษาวิธีสกัดดีเอ็นเอของราโดยวิธีอ่ืนพบวิธีการสกัดดีเอ็นเอราโดยวิธีการเติม
ไนโตรเจนเหลวลงในเสนใยราใหเสนใยแข็ง(Jasalavich และคณะ,2000) หรือใชเครื่องไลโอฟไลซ
ทําใหเสนใยราแข็ง แลวใชโกรงบดเสนใยราใหแตกแลวจึงนําไปสกัดดวยวิธี ฟนอลคลอโรฟอรมตอ
ไป  แตการใชไนโตรเจนเหลวเปนวิธีการที่ไมสะดวกและตองมีความระมัดระวังเปนอยางมาก ดัง
นั้นจึงทําการประยุกตวิธีของ Makimura และคณะ (2000) โดยใช lysis buffer จากวิธีนี้เติมลงไป
ผสมกับเสนใยราแลวจึงนําไปบดโดยใชโกรงโดยมีการเติมผงอะลูมินาลงไปเพื่อใหเสนใยราแตกได
งายขึ้น นอกจากนี้ยังมีการเติม CTAB ลงไปในระหวางการสกัดทําใหไดปริมาณ DNA มากขึ้น 
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จากการทดลองสกัดดีเอ็นเอของราของ Jasalavich และคณะ (2000) ไดใช CTAB เปนสวนหนึ่ง
ในการสกัดดีเอ็นเอรา เนื่องจาก CTAB มีคุณสมบัติในการจับกับสารประเภทโพลีแซคคาไรด  เมื่อ
นําดีเอ็นเอของราที่สกัดไดไปเพิ่มจํานวนโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) เพื่อวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสของตาแหนง ITS โดยใชไพรเมอร ITS1-F เปน forward primer  
และ  ITS4 เปน  reverse primer พบวาชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลิตภัณฑที่ได มีขนาดประมาณ 600-
700 คูเบส เมื่อเทียบกับชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA ladder  จากนั้นนําผลิตภัณฑที่ไดจาปฏิ
กริยาลูกโซพอลิเมอรเรสไปวิเคราะหหาลําดับเบส  แลวเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่
มีการรายงานไวใน GenBank โดยใชโปรแกรม BlastN พบวาราทั้ง 5 สายพันธุ ที่คัดแยกไดเปนรา
ในกลุม white rot fungi ซึ่งอยูในไฟลัม Basiddiomycota จาการพิจารณาผลการบงชี้ชนิดของราที่
คัดแยกไดรวมกับผลการยอยสลายสี RBBR และไดเบนโซฟูแรนในอาหาร LN จึงคาดวาราทั้ง 5 
สายพันธุมีระบบเอนไซม  lignin peroxidase ที่ใชในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกที่มี
ลักษณะคลายลิกนิน 
 
 
ขอเสนอแนะเพิ่มเติม 
 1.ในการทดลองนี้สามารถคัดแยกรา 3 สายพันธุที่สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนได
มากกวา 50 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาตอไปถึงสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายวา
เปนสารชนิดใด มีความเปนพิษตอส่ิงแวดลอมหรือไม และควรมีการนําไปทดสอบการยอยสลาย
สารไดออกซินและสารพิษที่มีโครงสรางคลายไดออกซินที่เปนอันตรายในสิ่งแวดลอม เพื่อสามารถ
ประยุกตใชในการกําจัดสารพิษเหลานั้นไดตอไป 
 2. วิธีการสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอของราในการทดลองนี้เปนวิธีที่มีการประยุกตจาก 2 วธิี
ที่คอนขางยุงยากและซับซอน  เพื่อใหทําไดงายขึ้นในหองทดลองทั่วๆไป  ดังนั้นวิธีดังกลาวจึง
เหมาะกับการนําไปประยุกตใชกับการทดลองที่ไมตองอาศัยเครื่องมือที่ซับซอนและมีราคาแพง 

3. จากการใชสารฆารา benomyl เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการคัดกรองรายอย
สลายไดเบนโซฟูแรนในเบื้องตนแลวสามารถคัดแยกราที่โตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว  จึงอาจ
เปนไปไดวาราสามารถยอยสลาย benomyl ไดเนื่องจากสารฆาราชนิดนี้มีโครงสรางที่เปนวง 
แหวนอะโรมาติก  ซึ่งเอนไซม lignin peroxidase ของรากลุม white rot fungi สามารถยอยสลาย
ได 
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ภาคผนวก ก 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2 ชั้น ประกอบดวยอาหาร Czapek Dox agar และ malt extract agar  

โดยใชสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (Sato และคณะ, 2002)  เตรียมโดยเทอาหารชัน้
ลางคืออาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar ลงในจานเลีย้งเชื้อ ทิง้ไวจนอาหารแข็ง แลวเท
ทับหนาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract agar  ที่เติมสี RBBR โดยอาหารทัง้ 2 ชัน้มสีวน
ประกอบดังนี้ 

 
      1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar 

ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)        1 กรัม   
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)          0.5 กรัม  
โปแตสเซียมคลอไรด (KCl)           0.5 กรัม 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)              2 กรัม 
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)          0.01 กรัม 
ซูโครส               10 กรัม  
วุนผง               20 กรัม 
น้ํากลั่น      1 ลิตร 
ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 

      1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract agar 
 ผงมอลตสกัด (malt extract)   1 กรัม 
 วุนผง      1 กรัม 
 น้ํากลั่น              100 มิลลิลิตร 

ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที เตมิสียอม Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
ลงไป 0.2 กรัม/ลิตร 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract agar 
 ผงมอลตสกัด (malt extract)   1 กรัม 
 วุนผง      1 กรัม 
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 น้ํากลั่น              100 มิลลิลิตร 
ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 
 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar ที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน  
 เตรียมในลักษณะเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Czapek Dox agar (ขอ 1.1) แตไมใส
ซูโครสลงไป   
 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มันฝร่ังปอกและหั่น           200 กรัม 
 เดกซโตรส               20 กรัม 
 วุนผง                20 กรัม 

น้ํากลั่น                         1   ลิตร 
ปรับคา pH ใหเทากับ 5.6 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mineral Salt Medium (MM) (Kaufman and Blake, 1973) 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)      0.8 กรัม  

โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)          0.2 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)          0.2 กรัม 

 แคลเซียมซัลเฟต  (CaSO4)           0.1 กรัม 
 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)   5 กรัม 

แอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6Mo7O24.4H2O)       1          มิลลิกรัม  
น้ํากลั่น                         1   ลิตร 
ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
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6. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Low-nitrogen basal III medium (Tien and Kirk, 1988; Mori and 
Kondo, 2002) ประกอบดวย 
 
 
      6.1 Basal III medium  

โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  20 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     5 กรัม 

 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)     1 กรัม 
 ละลายในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 700 มิลลิลิตร  
 
      6.2 สารละลาย Trace element  

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)       3 กรัม 
แมงกานีสซัลเฟต (MnSO2)    0.5 กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)     1.0 กรัม 
เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
โคบอลตคลอไรด (CoCl2)    0.1 กรัม 
ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)    0.1 กรัม 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)    0.1 กรัม 
อลูมิเนียมโพแทสเซียมซัลเฟต (AlK(SO4)2.12H2O)0.01 กรัม 
กรดบอริก (H3BO3)    0.01 กรัม 
โซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4.2H2O)  0.01 กรัม   
ไนไตรโลไตรอะซิเตต (C6H9NO6)    1.5 กรัม   
ละลายไนไตรโลไตรอะซิเตตในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 6.5 ดวย 1 
นอรมัล โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) จากนัน้เติมสารอืน่ ๆ ลงไปแลวปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหเปน 1 ลิตร  
   

      6.3 สารละลายกลโูคส: ชั่งกลูโคส 10 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 100 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปนึง่
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 10 นาที  
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      6.4 สารละลายแอมโมเนียมทารเทต 0.1 โมลาร ละลายแอมโมเนียมทารเทต 0.92 กรัมใน
น้ํา 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  
 

6.5 สารละลายโซเดียมอะซิเตต (NaCH3CO2.3H2O) 1 โมลาร ละลายโซเดียม        
อะซิเตต 13.6 กรัมในน้าํ 100 มิลิลิตร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที  

 
วิธีการเตรียม Low-nitrogen Basal III medium   
เติมสารละลาย Trace element 100 มิลลิลิตร ลงใน Basal III medium 700 มิลลิลิตร 

จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานกระดาษกรองขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร เติมสาร
ละลายกลโูคส 100 มิลลิลิตร (เพื่อใหได 1เปอรเซ็นต กลโูคส) เติมสารละลายแอมโมเนียมทารเทต 
12 มิลลิลิตร(เพื่อใหได 1.2 มิลลิโมลารแอมโมเนยีมทารเทต) และเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตต 
20 มิลลิลิตร(เพื่อใหได 20 มิลลิโมลารโซเดียมอะซิเตต) ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อ
ใหได 1 ลิตร 
 
7. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast Extract Sucrose Agar (YEA) 

ผงยีสตสกัด (yeast extract)            20 กรัม 
ซูโครส (sucrose)             15 กรัม 

 วุนผง               15 กรัม 
 น้ํากลั่น                 1 ลิตร 
  ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
8. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  

ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Dextrose Broth (Difco Laboratories, USA.)  30 
กรัม และวุนผง 15 กรัม ในน้าํกลั่น 1 ลิตร ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 
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9. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Corn meal Malt Extract Agar (CMA) 
คอรนมีล อาการ               17 กรัม 
ผงมอลตสกัด               20 กรัม 

 ผงยีสตสกัด                 2 กรัม 
 น้ํากลั่น                  1 ลิตร 

 ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
10. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Malt Extract Agar (MEA)  

ผงมอลตสกัด                 20 กรัม 
เปปโตน (peptone)               1 กรัม 
กลูโคส               20 กรัม 

 วุนผง               15 กรัม 
 น้ํากลั่น                 1 ลิตร 
  ปรับคา pH ใหเทากับ 4.5 แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 นาที 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 87

ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. สารละลายไดเบนโซฟูแลนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  
 
 ชั่งไดเบนโซฟแูรน 100 ไมโครกรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 
ผสมดวยเครื่องปนผสมจนอะซีแนพธีนละลายหมด ทาํใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูป
ชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เกบ็รักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิด เก็บที่อุณหภูมิ 
–20 องศาเซลเซียส 
 
2. สารละลายเมทธานอลเขมขน 75 เปอรเซ็นตในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
 กรองเมทธานอล 100 เปอรเซ็นต ผานเยือ่กรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร 
กําจัดอากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงู จากนั้นผสมเมทธานอล 100 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 75 มิลลิลิตร กับน้ํากลัน่ที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร นาํไป
กําจัดอากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ 
 
3. สารละลาย 10เปอรเซ็นตSDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนกั 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูม ิ
60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตรเมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซยีส  
เปนเวลา 20 นาที (หลงัจากนึ่งฆาเชื้อครัง้แรกแลวจะไมสามารถนาํไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสาร
ละลาย SDS จะเสียสภาพ) 
  
4. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มิลลิลิตร 
 

 ละลาย Trismabase ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิกรดไฮโดร 
คลอริกเขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริก
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เขมขนใหเปน 8.0 เติมน้าํปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
5. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มลิลิลิตร จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 
8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอ ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
6. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
7. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มิลลิลิตร 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0           100       มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้าํปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูม ิ
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
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8. สารละลาย CTAB/NaCl (10เปอรเซ็นตCTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 

CTAB                10       กรัม 
โซเดียมคลอไรด      0.7    โมลาร 
 

 ละลาย CTAB  ในน้าํปลอดประจทุี่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร  
จากนั้นเติมสารละลายโซเดยีมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 
100 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 20 นาที 
 
9. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 องศาเซลเซียส จากนัน้เติมผง 
Hydroxy quinoline ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1เปอรเซ็นตแลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โม
ลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ีดูดน้าํ
ใสสวนบนทิง้ เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง คอยๆคน
เปนเวลาประมาณ 15 นาท ีแลวดูดน้ําใสสวนบนทิง้ ทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายที่
ความเปนกรด-ดางมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด) สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  
ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได   
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 
 
10. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม และไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ
ปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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11. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
12. Loading dye 
 

Bromphenolblue     0.025 เปอรเซ็นต 
ซูโคส       40      เปอรเซ็นต 
 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
13. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
14. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinaseK) ความเขมขน  20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 
1 มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
15. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตรเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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16. การเตรียม lysis buffer  
    -    เติม Tris HCl 1M ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (ความเขมขนสุดทาย 200 mM) 
    -    เติม SDS 0.5 กรัม (0.5% w/v) 
    -    เติม EDTA 0.5 M ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (ความเขมขนสุดทาย 25 mM) 

- เติม NaCl 1 M ปริมาตร 25 มิลลิลิตร(ความเขมขนสุดทาย 250 mM) 
ปรับปริมาตรโดยใชน้ํา DI ที่ปราศจากเชื้อใหเปน 100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก  ค 
 
1. กราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 21325x

R2 = 0.9848

0

500000

1000000

1500000

2000000

2500000

0 20 40 60 80 100 120

ความเขมขนไดเบนโซฟูแรน (ug/ml)

พื้น
ที่ใ

ตก
รา
ฟจ

าก
โค
รม

าโ
ตแ

กร
ม 

HP
LC



 93

2. กราฟมาตรฐานของสี Remazol brilliant blue R (RBBR) 
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3. กราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA) วิเคราะหโดยวิธีของ Bradford และ  
คณะ  (1976) 
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ภาคผนวก ง 
การเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทด 

โดยโปรแกรม BlastN version 2.2.7 
 
Query หมายถึง ลําดับนิวคลีโอไทดในงานวิจัยนี้ 
Sbjct  หมายถึง ลําดับนิวคลีโอไทดที่เปรียบเทียบใน GenBank 

 
1. ผลจากการเทียบความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ของรา N2  
gi|29373924|gb|AY216475.1|   Marasmius cladophyllus 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, 
           partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S 
           ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 
           complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, 
           partial sequence 
          Length = 632 
 
 Score =  509 bits (257), Expect = e-141 
 Identities = 349/375 (93%), Gaps = 6/375 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 208 agtatcagaatgtgtattgcgatgtaac-gcatctatatacaactttcagcaacggatct 266 
           ||||||||||||||||| |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 183 agtatcagaatgtgtatcgcgatgtaaccgcatctatatacaactttcagcaacggatct 242 
 
                                                                        
Query: 267 cttggctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaa 326 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 243 cttggctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaa 302 
 
                                                                        
Query: 327 ttcagtgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctccttgggtattccgaggagcat 386 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct: 303 ttcagtgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctcctt-ggtattccgaggagcat 361 
 
                                                                        
Query: 387 gcctgtttgagtgtcatgaaattctcaacctacaaatctttgcgggtttgtaggcttgga 446 
           |||||||||||||||||| ||||||||||||| ||||| |||  ||||| |||||||||| 
Sbjct: 362 gcctgtttgagtgtcatgtaattctcaacctataaatccttg-tggtttttaggcttgga 420            
 
 
Query: 447 cttggaggtttttgttggcttctcgcaagtcggctcctcttaaatgcattagcctgtttc 506 
           |||||||| ||||| ||||||  |    |||||||||||||||| |||||||| || ||| 
Sbjct: 421 cttggaggcttttgctggctttac---cgtcggctcctcttaaacgcattagcttgattc 477 
 
 
Query: 507 cttgcggatcggctctcggtgtgataattatctgcgccgcgaccgtgaagcgtttggctg 566 
           ||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||   
Sbjct: 478 cttgcggatcggctctcagtgtgataattatctgcgctgtgaccgtgaagcgtttggcga 537 
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Query: 567 gcttctaatcgtctc 581 
           |||||||| |||||| 
Sbjct: 538 gcttctaaccgtctc 552 
 
 Score =  119 bits (60), Expect = 7e-24 
 Identities = 63/64 (98%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 602 tgacctctgacctcaaatcaggtaggactacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 661 
           |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 569 tgacatctgacctcaaatcaggtaggactacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 628 
 
                
Query: 662 agga 665 
           |||| 
Sbjct: 629 agga 632 
 
 
 Score = 73.8 bits (37), Expect = 4e-10 
 Identities = 97/112 (86%), Gaps = 5/112 (4%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 27  taggtgaaccctgcggaaaggatcattaacgagttttgaaacgggttgtagctggccttc 86 
           |||||||||| ||||||| ||||||||||||||||  |||  |||||||||||||||||| 
Sbjct: 17  taggtgaacc-tgcggaa-ggatcattaacgagtt--gaacggggttgtagctggccttc 72 
 
                                                                
Query: 87  cgaggcatgtgcacgccctgctcatccactcttacccctgtgcacttactgt 138 
              ||||||||||| ||   ||||||||||| ||| |||||||||||||||| 
Sbjct: 73  acgggcatgtgcacacctcactcatccactc-tacacctgtgcacttactgt 123 

 
 
2. ผลจากการเทียบความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ของราN3 
gi|28190538|gb|AF475147.1|   Phanerochaete chrysosporium strain KCTC 6728 
18S ribosomal RNA 
           gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 
           5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 
           2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, 
           partial sequence 
          Length = 647 
 
 Score = 1088 bits (549), Expect = 0.0 
 Identities = 615/631 (97%), Gaps = 7/631 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
 
Query: 19  gtaggtgaacctgcggaaggatcattaacgagtaactgaacaggttgtagctggcctttc 78 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 6   gtaggtgaacctgcggaaggatcattaacgagtaactgaacaggttgtagctggcctctc 65 
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Query: 79  ggggcatgtgcacacctggctcatccactcttcaacctctgtgcacttgttgtaggtcgg 138 
           ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 66  ggggcatgtgcacgcctggctcatccactcttcaacctctgtgcacttgttgtaggtcgg 125 
 
                                                                        
Query: 139 tagaagagcgagcatt---taatgctt-gcttggaagccttcctatgttttactacaaac 194 
           |||||||||||||||    | |||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 126 tagaagagcgagcatcctctgatgctttgcttggaagccttcctatgttttactacaaac 185 
 
                                                                        
Query: 195 gcttcagtttaagaatgtttacctgcgtataacgcatttatatacaactttcagcaacgg 254 
           |||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 186 gcttcagtttaagaatgtctacctgcgtataacgcatctatatacaactttcagcaacgg 245 
 
                                                                        
Query: 255 atctcttggctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgc 314 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 246 atctcttggctctcgcatcgatgaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgc 305 
 
                                                                        
Query: 315 agaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctccctggntattccgggga 374 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct: 306 agaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcaccttgcgctccctgg-tattccgggga 364 
 
                                                                        
Query: 375 gcatgcctgtttgagtgtcatggtattctcaaccttcataac-ttttgttatcgaaggct 433 
           |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct: 365 gcatgcctgtttgagtgtcatggtatcctcaaccttcataactttttgttatcgaaggct 424 
 
                                                                        
Query: 434 tggacttggaggttgtgctggcttctagttaagtcggctcctcttaaatgtattagcgtg 493 
           |||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 425 tggacttggaggttgtgctggcttctagtcgagtcggctcctcttaaatgtattagcgtg 484 
 
                                                                        
Query: 494 agtgtaacggatcgcttcggtgtgataattatctgcgccgtggtcgtgaagtaacataag 553 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 485 agtgtaacggatcgcttcggtgtgataattatctgcgccgtggtcgtgaagtaacataag 544 
 
                                                                        
Query: 554 cttgcgcttctaaccgtccttcagttggacaattacttt-gacatctgacctcaaatcag 612 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct: 545 cttgcgcttctaaccgtccttcagttggacaacttactttgacatctgacctcaaatcag 604 
 
                                           
Query: 613 gtaggactacccgctgaacttaagcatatca 643 
           ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 605 gtaggactacccgctgaacttaagcatatca 635 

 
 
3. ผลจากการเทียบความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ของราN4 
gi|33325273|gb|AF516518.1|   Lentinus tigrinus LE(BIN)0861 SBI 5 18S 
ribosomal RNA gene, partial 
           sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal 
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           RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete 
           sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
          Length = 1021 
 
 Score =  684 bits (345), Expect = 0.0 
 Identities = 473/504 (93%), Gaps = 10/504 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 63  agttgtgactgggctcatgtccactacaaactcttataaagtaacagaatgtgtattgcg 122 
           ||||||||||||||  | ||  |||||||||||||| || ||| || ||||||||||||| 
Sbjct: 457 agttgtgactgggcctacgtttactacaaactcttacaa-gtatcaaaatgtgtattgcg 515 
 
                                                                        
Query: 123 atgtaacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttggnctctcgcatcgatgaa 182 
           ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
Sbjct: 516 atgtaacgcatctctatacaactttcagcaacggatctcttgg-ctctcgcatcgatgaa 574 
 
                                                                        
Query: 183 gaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctt 242 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 575 gaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctt 634 
 
                                                                        
Query: 243 tgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgtttgagtgtcatgaaat 302 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 635 tgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgtttgagtgtcatgaaat 694 
 
                                                                        
Query: 303 tctcaacctgacgggttcttaacggagcttggttcaggcttggacttggagg--cttgtc 360  
           ||||||||| |||||||||||||||  |||| || |||||||||||||||||  |||||| 
Sbjct: 695 tctcaacctaacgggttcttaacgggacttgctt-aggcttggacttggaggctcttgtc 753 
 
                                                                        
Query: 361 ggcttgcttt-gtcgagtcggctcctctcaaatgcattagcttggttctttgcggat-cg 418 
           |||||||||| ||| ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 754 ggcttgctttcgtcaagtcgactcctctcaaatgcattagcttggttctttgcggatccg 813 
 
                                                                        
Query: 419 gctcacggtgtgataattgtctacgccgcgaccgttgaagcgtttgaatggg-ccagctt 477 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| | ||||| 
Sbjct: 814 gctcacggtgtgataattgtctacgccgcgaccgttgaagcgttttaatgggactagctt 873 
 
                                                                        
Query: 478 atagtcgtctccatcgcgagacaacatttcatcgaactctgacctcaaatcaggtaggac 537 
            ||  ||||||| |||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 874 ctaaccgtctcc-tcgcgagacagca-ttcatcgaactctgacctcaaatcaggtaggac 931 
 
                                    
Query: 538 tacccgctgaacttaagcatatca 561 
           |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 932 tacccgctgaacttaagcatatca 955 
 
 Score = 56.0 bits (28), Expect = 8e-05 
 Identities = 28/28 (100%) 
 Strand = Plus / Plus 
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Query: 1   tgcacttactgtgggtttcaggagcttc 28 
           |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 409 tgcacttactgtgggtttcaggagcttc 436 
 
 
 
 
 

4. ผลจากการเทียบความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ของรา G1 
 
gi|33325309|gb|AF516554.1|   Polyporus tricholoma CulTENN9579 SBI 2 18S 
ribosomal RNA gene, 
           partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S 
           ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 
           complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial 
           sequence 
          Length = 627 
 
 Score = 1063 bits (536), Expect = 0.0 
 Identities = 595/613 (97%), Gaps = 3/613 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 47  cattatcgagttttgaaatgggttgtagctggccttccgaggcatgtgcacgccctgctc 106 
           |||||||||| ||||||||||| ||||||||||||||||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct: 7   cattatcgaghtttgaaatggghtgtagctggccttccgaggcatghgcacgccctgctc 66 
 
                                                                        
Query: 107 atccactctacacctgtgcacttactgtgggtttcaggagcttctcgggctgtcattagt 166 
           |||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| |||||| |||||||| 
Sbjct: 67  atccactctacacctgtgcacttactgtaggtttcaggagcttcacgggctttcattagt 126 
 
                                                                        
Query: 167 ctgggttgtaactgggcctacgtttatcacaaactcttgntaaagtatcagaatgtgtat 226 
           | ||||||||||||||| ||||||||  ||||||||||  |||||||||||||||||||| 
Sbjct: 127 ccgggttgtaactgggcttacgtttactacaaactctt-ataaagtatcagaatgtgtat 185 
 
                                                                        
Query: 227 tgcgatataacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttggctctcgcatcgat 286 
           |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 186 tgcgatgtaacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttggctctcgcatcgat 245 
 
                                                                        
Query: 287 gaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaat 346 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 246 gaagaacgcagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaat 305 
 
                                                                        
Query: 347 ctttgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgtttgagtgtcatga 406 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 306 ctttgaacgcaccttgcgctccttggtattccgaggagcatgcctgtttgagtgtcatga 365 
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Query: 407 aattctcaacctaacaagtttgtaacgagcttgcttaggcttggacttggaggcttgtcg 466 
           || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct: 366 aactctcaacctaacaagtttgtaacgagcttgcttaggcttggacttggaggcttgccg 425 
 
                                                                        
Query: 467 gctgttta-ccagtcgactcctctcaaatgcattagcttggttccttgncgaatcggctc 525 
           |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct: 426 gctgtttacccagtcgactcctctcaaatgcattagcttggttccttg-cgaatcggctc 484 
 
                                                                        
Query: 526 acggtgtgataattgtctacgccgcgaccgtgaagcgtttattggccagcttctaatcgt 585 
           ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 485 acggtgtgatagttgtctacgccgcgaccgtgaagcgtttattggccagcttctaatcgt 544 
 
                                                                        
Query: 586 ctcttgcgagacaattacttcgaactctgacctcaaatcaggtaggactacccgctgaac 645 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 545 ctcttgcgagacaattacttcgaactctgacctcaaatcaggtaggactacccgctgaac 604 
 
                         
Query: 646 ttaagcatatcaa 658 
           ||||||||||||| 
Sbjct: 605 ttaagcatatcaa 617 

 
5. ผลจากการเทียบความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ของรา T3 
gi|4235186|gb|U85799.1|APU85799   Athelia pellicularis internal transcribed 
spacer 1, 5.8S ribosomal 
           RNA gene; and internal transcribed spacer 2, complete 
           sequence 
          Length = 683 
 
 Score =  674 bits (340), Expect = 0.0 
 Identities = 459/492 (93%), Gaps = 5/492 (1%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 166 ctggaagccttcctatgtttcactacaaacacttcagttttagaatgtaaccttgcgtat 225 
           |||||| ||||||||||||| | ||||||| ||||||||  ||||||| ||  ||||||| 
Sbjct: 195 ctggaaaccttcctatgttttattacaaacgcttcagttaaagaatgttactctgcgtat 254 
 
                                                                        
Query: 226 aacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttggctctcgcatcgatgaagaacg 285 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 255 aacgcatctatatacaactttcagcaacggatctcttggctctcgcatcgatgaagaacg 314 
 
                                                                        
Query: 286 cagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaac 345 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 315 cagcgaaatgcgataagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaac 374 
 
 
 
                                                                        
Query: 346 gcaccttgcgctccctggtattccggggagcacgcctgtttgagtgtcatggtattctca 405 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct: 375 gcaccttgcgctccctggtattccggggagcacgcccgtttgagtgtcatggtattctca 434 
 
                                                                        
Query: 406 accttcataacttttgttatcgaaggcttggatttggaggttgtgctggctctcgttagt 465 
           ||||  ||||||||||||| |  ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 435 acctctataacttttgtta-ctgaggcttggacttggaggttgtgctggctctcgttagt 493 
 
                                                                        
Query: 466 cggctcctcttaaatgcattagcgtgaacgtttgccgatcgctatcagtgtgataattat 525 
           |||||||||||||||||||||||||||||| || | |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 494 cggctcctcttaaatgcattagcgtgaacg-ttacggatcgctatcagtgtgataattat 552 
 
                                                                        
Query: 526 ctgcgctgttagtgttgaagcatcattagtgtcgcgcttctaaccgtccttca-caggac 584 
           |||||||||||| ||||||| || | ||   | ||||||||||||||||||||   |||| 
Sbjct: 553 ctgcgctgttag-gttgaagtat-agtaagcttgcgcttctaaccgtccttcagttggac 610 
 
                                                                        
Query: 585 aatttactttgacatctgacctcaaatcaggcgggactacccgctgaacttaagcatatc 644 
           || ||||| ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 611 aacttactctgacatctgacctcaaatcgggcgggactacccgctgaacttaagcatatc 670 
 
                        
Query: 645 aataagcggagg 656 
           |||||||||||| 
Sbjct: 671 aataagcggagg 682 
 
 Score =  133 bits (67), Expect = 5e-28 
 Identities = 112/123 (91%), Gaps = 3/123 (2%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                        
Query: 24  gtaggtgaaccctgcggaaggatcattaacgagttttgaaa-gggttgtagctggtctca 82 
           ||||||||| |||||||||||||||||||||||||| |||| |||||||||||||  ||| 
Sbjct: 41  gtaggtgaa-cctgcggaaggatcattaacgagtttggaaaggggttgtagctggcttca 99 
 
                                                                        
Query: 83  atctgaggcatgtgcacgccctactcatccactctcaacctctgtgcacttactgtaggt 142 
           | | ||||||||||||| |||| ||||||||||||||||||||||||||||  ||||||| 
Sbjct: 100 aac-gaggcatgtgcacaccctgctcatccactctcaacctctgtgcacttgttgtaggt 158 
 
               
Query: 143 cgg 145 
           ||| 
Sbjct: 159 cgg 161 
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 นางสาวปทมาพร ประชุมรัตน เกิดเมื่อวันที่ 21 กุมภาพันธ พ.ศ.2522 ที่จังหวัดสุราษฎรธานี
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ในปการศึกษา 2543 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร    
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544  
 
ผลงานทางวิชาการที่เขารวมประชุม 
 Pattamaporn Prachoomrat1 , Sirikun Watthananonkit2, Kitiphat Limprasert1 and 
Charnwit Kositanont1  .2002. Screening for potentially dioxin degradable microorganisms 
from Thai soil samples. 7th Biological Science Graduate Congress. 9-11 December, 
Chulalongkorn University. Bangkok, Thailand. Abstract book. P. BIOT 5-P40. 
 Wattananonkit, S., Prachomrat, P., and Kositanont , C. 2004. High efficient 
dibenzofuran degrading fungi isolated from Thai soils. Poster presented at The 15th Annual 
Meeting of the Thai Soiety for Biotechnology on “Sustainable Development of SMEs Through 
Biotechnology” and JSPS-NRCT Symposium on “The Forefront of Bioinformatics 
Application” . 3-6 February, Pang Suan Kaew Hotel , Chiang Mai , Thailand. Abstract book . 
p.I-5. 
 สิริกุล  วัฒนานนทกิจ, ปทมาพร  ประชุมรัตน  และ ชาญวิทย  โฆษิตานนท . 2547. รายอยได
เบนโซฟวแรนประสิทธิภาพสูงที่แยกจากดินในประเทศไทย. เสนอผลงานวิชาการแบบโปสเตอรในการ
ประชุมวิชาการ  ครั้งที่ 12. 18-19 มีนาคม , คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. บทคัดยอ
หนา 109. 
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