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ราเบสิดิโอไมซีสจ านวน 264 ตวัอย่าง จากพืน้ท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย น ามาคดัเลือก

สายพนัธุท่ี์สามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก ไดแ้ก่ แลคเคส, ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
โดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรซ์ึ่งเป็นวสัดเุหลือทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมผลิน า้มนัปาลม์เป็นสารตัง้ตน้ พบว่ามี 24 ไอโซ
เลท ท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์ด ้เมื่อจดัจ าแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าเป็น
ราไวท์รอทท่ีจัดอยู่ใน 5 วงศ์ 9 สกุล และ 15 ชนิด โดยสายพันธุ์ท่ีผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้ทั้ง  3 ชนิด และมี
ปริมาณสงูสดุคือ Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 จึงน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเพื่อใหไ้ดค้่ากิจกรรมของเอนไซมส์ูงสดุโดยการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี  Plackett-Burman 
Design พบว่าความเขม้ขน้ของ CuSO4·5H2O และ glucose ส่งผลต่อค่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
จึงวิเคราะห์หาจุดท่ีสามารถเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิดให้สูงท่ีสุดด้วยวิธีพื ้นผิวตอบสนอง  Central 
Composite Design ผลการทดลองสามารถเพิ่มค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดเ้ท่ากับ  
5.841 และ 5.156 ยูนิตต่อกรมัน า้หนักแห้ง ซึ่งสูงขึน้จากเดิมเท่ากับ  2.59 และ 1.94 เท่า ตามล าดับ ดังนั้นสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมท์ัง้สองชนิดคือ กากตะกอนดีแคนเตอรป์ริมาณ 10 กรมั ท่ีมีส่วนผสมของอาหารเลีย้งเชือ้ 20 
มิลลิลิตร ประกอบด้วย (กรัมต่อลิตร) glucose 6.756 กรัม, yeast extract 1 กรัม, KH2PO4 0.1 กรัม, MgSO4·7H2O 
0.75 กรัม , FeSO4·7H2O 0.005 กรัม , MnSO4·H2O 0.075 กรัม , CuSO4·5H2O 0.46 กรัม , ZnSO4·7H2O 0.005 กรัม 
และ Tween-80 0.15 กรมั เลีย้งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั สภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซมท์ัง้
สองชนิดคือ pH 4.0 อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ความเสถียรของเอนไซมค์ือ pH 4.0-7.0 อุณหภมูิ 30-50 องศาเซลเซียส 
เมื่อบ่มนาน 72 และ 2.5 ชั่วโมง ตามล าดบั การปรบัสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรด์ว้ยเอนไซมส์กัดหยาบพบว่าปริมาณ
ลิกนินลดลงรอ้ยละ 16.75 ภายในระยะเวลา 12 วนั 

 
ค าส าคญั : แลคเคส, แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส, ราไวทร์อท, Pseudolagarobasidium, กากตะกอนดีแคนเตอร,์ สภาวะที่
เหมาะสม 

 

 

  



  จ 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  

Title OPTIMIZATION AND CHARACTERIZATION OF LIGNINOLYTIC ENZYMES 
FROM WHITE-ROT FUNGUS PSEUDOLAGAROBASIDIUM SP. PP17-33 IN 
SOLID STATE FERMENTATION USING OIL PALM DECANTER CAKE AS 
SUBSTRATE 

Author PISIT THAMVITHAYAKORN 
Degree MASTER OF SCIENCE 
Academic Year 2019 
Thesis Advisor Dr. Nuttika Suwannasai  

  
Two hundred and sixty-four samples of basidiomycetes fungi collected from northeastern 

Thailand were cultured and screened for ligninolytic enzyme production i.e. laccase, lignin peroxidase (LiP) 
and manganese peroxidase (MnP) by using palm oil mill waste, oil palm decanter cake (OPDC), as a 
substrate. There were 24 isolates which exhibited ligninolytic enzyme activities. They were then identified 
based on morphological characteristics and nucleotide sequences. The results showed that these white-rot 
fungi belonged to 5 families, 9 genera and 15 species. Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 revealed the 
highest activities of all ligninolytic enzyme studies. Afterwards, it was selected for investigation of the optimal 
condition for laccase and MnP production. The composition of culture medium was screened for the 
variables effective in enzyme production by using Plackett-Burman design. The results indicated that 
CuSO4·5H2O and glucose concentration significantly affected the enzyme activities. Both factors were further 
optimized for increasing the enzyme activity by response surface methodology using central composite 
design. The laccase and MnP activities were increased up to 5.841 and 5.156 U/gds after optimization, 
which were 2.59-fold and 1.94-fold enhancement, respectively. The optimal condition for both types of 
enzyme production was 10 g of OPDC with 20 mL of basal medium consisting of (g/L) 6.756 g glucose, 1 g 
yeast extract, 0.1 g KH2PO4, 0.75 g MgSO4·7H2O, 0.005 g FeSO4·7H2O, 0.075 g MnSO4·H2O, 0.46 g 
CuSO4·5H2O, 0.005 g ZnSO4·7H2O and 0.15 g tween-80, incubated at 30 °C for 7 days. Moreover, the 
characterization results of crude laccase and MnP exhibited the maximum activity at pH 4.0 and temperature 
at 60 °C. The stability of crude enzyme in term of pH and temperature were pH 4.0 – 7.0 and 30 – 50 °C for 
72 and 2.5 hours incubation, respectively. The pretreatment of OPDC by using crude enzyme showed the 
amount of lignin decreased by 16.75 % within 12 days. 

 
Keyword : Laccase, Manganese peroxidase, White-rot fungi, Pseudolagarobasidium, Oil palm decanter 
cake, Optimal condition 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

การผลิตปาลม์น า้มันเป็นหนึ่งในอุตสาหกรรมการเกษตรที่ส  าคัญในประเทศไทย มีการ
ส่งออกสู่ตลาดติดอันดับ 1 ใน 5 ของโลก ซึ่งการน าทะลายปาลม์ดิบ (fresh fruit bunches) เขา้สู่
กระบวนการผลิตน า้มันปาลม์นัน้ ท าใหเ้กิดวสัดุเหลือทิง้จากอุตสาหกรรม ไดแ้ก่ น า้ทิง้ (palm oil 
mills effluent) ทะลายปาล์มเปล่า (empty fruit bunch) เส้นใยปาล์ม (palm mesocarp fiber) 
และกากตะกอนดีแคนเตอร ์(oil palm decanter cake) ซึ่งเป็นของเสียที่ไดจ้ากกระบวนการท า
น ้ามันปาล์มดิบ (crude palm oil) ให้บริสุทธิ์ ก่อให้เกิดขยะเหลือทิ ้งและมลภาวะเป็นพิษใน
สิ่งแวดลอ้ม ท าใหต้อ้งใชง้บประมาณในการบ าบดั และก าจดัที่เพิ่มสงูขึน้(1) กากตะกอนดีแคนเตอร์
เป็นชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulosic materials) ประกอบด้วยสารเชิงซ้อนของ
ลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิ เซลลูโลส ที่ ไม่ละลายน ้าเช่นเดียวกับฟางข้าว ชานอ้อย และ 
กากมนัส าปะหลงั สารลิกโนเซลลโูลสที่เป็นวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรและอตุสาหกรรมเหล่านีม้ี
อยู่เป็นจ านวนมากและมีราคาถกู บางชนิดไม่มีมลูค่า ที่ส  าคญัสามารถน ามาใชเ้ป็นวตัถดิุบในการ
ผลิตพลงังานชีวภาพและเอนไซมท์ี่มีความส าคัญในอุตสาหกรรมได ้ในการผลิตพลงังานนัน้ตอ้ง
ผ่านกระบวนการปรบัสภาพ (pretreatment) เพื่อก าจดัลิกนินซึ่งเป็นโครงสรา้งที่ย่อยสลายไดย้าก
ก่อนน ามาใชป้ระโยชน์ วิธีปรบัสภาพที่ไดร้บัความนิยม และเป็นมิตรกับสิ่งแวดลอ้ม คือวิธีทาง
ชีวภาพ (biological pretreatment)(2) โดยการใชจุ้ลินทรียห์รือเอนไซมจ์ากจุลินทรีย์ในการก าจัด
ลิกนินโดยเฉพาะราในกลุ่มไวทร์อท (white-rot fungi) ซึ่งเป็นราย่อยสลายไม ้(wood decay fungi) 
ที่สามารถเปลี่ยนรูปของลิกนินให้เป็นคารบ์อนไดออกไซดแ์ละน า้ไดโ้ดยการผลิตเอนไซมใ์นกลุ่ม 
ลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzymes) เช่น แลคเคส (laccase; Lac) แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
(manganese peroxidase; MnP) ลิ ก นิ น เป อ ร์อ อ ก ซิ เด ส  (lignin peroxidase; LiP) แ ล ะ 
เวอรซ์าไทลเ์ปอรอ์อกซิเดส (versatile peroxidase; VP) ตัวอย่างราไวทร์อทที่สามารถย่อยสลาย 
ลิกนิ นจากวัสดุป ระ เภทลิ ก โน เซลลู โลสได้อย่ างมี ป ระสิท ธิภาพ  เช่น  Phanerochaete 
chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia subserialis, Pleurotus ostreatus 
และ Trametes versicolor(3) เป็นตน้ นอกจากนีเ้อนไซมใ์นกลุ่มลิกนิโนไลติกที่ผลิตจากราไวทร์อท
ยังถูกน าไปประยุกต์ใชใ้นการผลิตเยื่อกระดาษ (biopulping) การบ าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ 
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(bioremediation) การก าจัดสีในน า้ทิง้ (decolorization) การปรบัสภาพเพื่อการผลิตเอทานอล 
(ethanol) และการผลิตก๊าซชีวภาพ (biogas)(2, 4) เป็นตน้ 

แมว้่าในประเทศไทยมีรายงานที่กล่าวถึงและศึกษาเก่ียวกับราไวทร์อทมาอย่างต่อเนื่อง 
แต่ราไวทร์อทส่วนใหญ่ที่ศึกษามกัอยู่ในกลุม่ที่จ  ากดัเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านัน้ ทัง้ ๆ ที่ในประเทศไทยมี
รายงานการค้นพบเห็ดราเป็นจ านวนมากและมีความหลากหลายสูง (5) ที่ส  าคัญยังไม่มีรายงาน
เก่ียวกับการน าราไวทร์อทมาผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกโดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรจ์าก
อตุสาหกรรมปาลม์น า้มนัเป็นสารตัง้ตน้มาก่อน ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงเนน้การรวบรวมตวัอย่างราไวท์
รอทจากพืน้ที่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย เพื่อจัดจ าแนกชนิด และคัดเลือกสาย
พันธุ์ที่สามารถเจริญบนกากตะกอนดีแคนเตอรไ์ด้ดีและผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้สูง  
มาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมโ์ดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งตน้ 
รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมด์ังกล่าว ผลที่ไดจ้ากงานวิจัยนีน้อกจากจะเป็นการน าวัสดุ
เหลือทิง้ทางอุตสาหกรรมที่ไม่มีมูลค่ามาใชใ้หเ้กิดประโยชนส์ูงสุดในการเป็นสารตัง้ตน้เพื่อผลิต
เอนไซม์แล้ว เอนไซม์ที่ได้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการปรบัสภาพวัสดุประเภท 
ลิกนิโนเซลลูโลสที่เหลือทิง้ชนิดอ่ืน ๆ เพื่อการใชป้ระโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมและพลังงาน
ชีวภาพต่อไปในอนาคต 
 
วัตถุประสงคข์องการวิจัย 

1. เพื่อคดัแยก เพาะเลีย้ง และจดัจ าแนกชนิดราไวทร์อทที่พบในพืน้ที่ภาคตะวนัออกเฉียง 
เหนือของประเทศไทยที่สามารถผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกได ้

2. เพื่อทดสอบคุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และ
ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสของราไวทร์อทที่เพาะเลีย้งได ้

3. เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกโดยใชก้ากตะกอน 
ดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ดว้ยวิธีการทางสถิติ 

4. เพื่อศกึษาคณุสมบติัและความเสถียรของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกที่ผลิตได ้
5. เพื่อน าเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไปปรบัสภาพกากตะกอนดีแคนเตอร์เพื่อลดปริมาณ

ลิกนิน 
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ขอบเขตของการวิจัย 
ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างราไวทร์อทในพืน้ที่จังหวัดนครพนม สกลนคร อุดรธานี  

และชัยภูมิ โดยท าการคัดแยกและเพาะเลีย้งเชื ้อบริสุทธิ์ของราไวท์รอทบนอาหารเลีย้งเชื ้อท่ี
เหมาะสม ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมใ์นกลุ่มลิกนิโนไลติก ไดแ้ก่ แลคเคส แมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส จากนัน้จดัจ าแนกชนิดของราไวทร์อทโดยอาศยัลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและทางชีววิทยาโมเลกุลโดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ internal 
transcribed spacers (ITS) คดัเลือกสายพนัธุร์าที่สามารถผลิตเอนไซมเ์ป้าหมายไดใ้นปรมิาณสงู
มาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์โดยการใช้กากตะกอนดีแคนเตอรท์ี่ได้จาก
อตุสาหกรรมผลิตน า้มนัปาลม์เป็นสารตัง้ตน้ รวมถึงศึกษาคณุสมบติัของเอนไซมแ์ละน าเอนไซมท์ี่
ไดไ้ปใชป้รบัสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรเ์พื่อลดปริมาณลิกนิน และเป็นขอ้มูลในการน าไปใช้
ประโยชนต่์อไป 
 
ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1. ได้เชือ้บริสุทธิ์ของราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก (แลคเคส, 
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส) ได ้

2. ไดฐ้านขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ที่สามารถใชเ้ป็นดีเอ็นเอบารโ์คด้ในการ
ระบชุนิดของราไวทร์อทที่ผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 

3. ได้สายพันธุ์ราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้สูง โดยการใช้ 
กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ 

4. ได้สภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกจากราไวท์รอทที่ถูก
คดัเลือกโดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ 

5. ไดข้อ้มลูคณุสมบติัของเอนไซมส์กดัหยาบที่ผลิตจากราไวทร์อทที่ถกูคดัเลือก เพื่อเป็น
ขอ้มลูในการใชป้ระโยชน ์

6. ไดข้อ้มูลเบือ้งตน้จากการน าเอนไซมส์กดัหยาบที่ผลิตไดจ้ากราไวทร์อทที่ถูกคัดเลือก
มาใชใ้นการปรบัสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรเ์พื่อลดปรมิาณลิกนิน 
 



  

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
1. ราไวทร์อทและเอนไซมใ์นกลุ่มลิกนิโนไลติก 

ราไวทร์อท (white-rot fungi) คือราย่อยสลายไมท้ี่สามารถย่อยสลายองคป์ระกอบหลัก
ของผนงัเซลลพ์ืช ไดแ้ก่ เซลลโูลส (cellulose), เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) 
(ภาพประกอบ 1) ท าใหเ้ปลี่ยนสีเนือ้ไมจ้ากสีน า้ตาลเป็นสีขาว(6, 7) ส่วนใหญ่จดัอยู่ในไฟลมัเบสิดิโอ
ไมโคตา (Basidiomycota) รองลงมาคือไฟลมัแอสโคไมโคตา (Ascomycota)(8) ราไวทร์อทพบได้
ทั่วไปในธรรมชาติโดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบนิเวศป่าไม ้ทัง้ในสภาพภูมิอากาศรอ้นชืน้และอบอุ่น 
ส่วนมากพบการเจริญบนไมเ้นือ้แข็ง เช่น ท่อนไม ้และตอไม ้ทัง้ที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต รากลุ่มนีจ้ึง
เป็นผูย้่อยสลายในธรรมชาติที่ส  าคญั นอกจากท าใหเ้กิดการหมนุเวียนของธาตอุาหารต่าง ๆ แลว้ 
ยงัก่อใหเ้กิดความสมดลุในระบบนิเวศอีกดว้ย 
 

 
 
ภาพประกอบ 1 องคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืชที่ประกอบดว้ยเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน 

 
ที่มา: Alonso DM, Wettstein SG, Dumesic JA.  Bimetallic catalysts for upgrading 

of biomass to fuels and chemicals.  Chem Soc Rev.  2012; 41: 8075-98.(9) 
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ตัวอย่างราไวท์รอทในไฟลัมเบสิ ดิโอไมโคตาที่มี รายงานส่วนใหญ่จัดอยู่ ในวงศ ์
Phanerochaetaceae (Phanerochaete chrysosporium), Polyporaceae (Trametes 
versicolor แ ล ะ  Pycnoporus sanguineus), Marasmiaceae (Lentinula edodes), 
Pleurotaceae (Pleurotus ostreatus และ  P. pulmonarius), Hymenochaetaceae (Inonotus 
hispidus แ ล ะ  Phellinus igniarius), Ganodermataceae (Ganoderma lucidum แ ล ะ  G. 
applanatum) และ Meruliaceae (Bjerkandera adusta และ Irpex lacteus)(6) (ภาพประกอบ 2) 
ทัง้นีร้าไวทร์อท สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มหลกั ตามความสามารถในการย่อยองคป์ระกอบของ
ผนัง เซลล์พื ช  ได้แก่  กลุ่มที่ ย่ อยได้ เฉพาะลิกนิน  และเฮมิ เซลลู โลส  เช่น  Ceriporiopsis 
subvermispora, Dichomitus squalens และ Phlebia radiata(10) และกลุ่มที่ย่อยได้ทั้งลิกนิน    
เฮมิเซลลโูลส และเซลลโูลส เช่น P. chrysosporium, T. versicolor และ Fomes fomentarius(11) 

เซลลโูลสเป็นโครงสรา้งของพอลิเมอรท์ี่ไม่ละลายน า้ ประกอบดว้ยหน่วยย่อยของน า้ตาล
กลูโคสที่ ต่อกันเป็นสายยาว เอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายได้ เช่น เอนไซม์เอนโดกลูคาเนส 
(endoglucanases) (EC 3.2.14), เอ็กโซกลูคาเนส (exoglucanases) (EC 3.2.1.91) และ เบตา-
กลโูคซิเดส (β-glucosidases) (EC 3.2.1.21)(12) ในขณะที่เฮมิเซลลโูลสซึ่งมีโครงสรา้งหลากหลาย 
ประกอบดว้ยน า้ตาลหลายชนิดโดยเฉพาะน า้ตาลไซโลส (xylose) ตัวอย่างเช่น ไซแลน (xylan),  
กลูคู โร โน ไซแลน  (glucuronoxylan), อะราบิ โน ไซแลน  (arabinoxylan), กลู โคแมนแนน 
(glucomannan) และไซโลกลูแคน (xyloglucan) เอนไซม์ที่สามารถย่อยเฮมิเซลลูโลสได้ คือ  
เอน โดไซลาเนส  (endoxylanases) (EC 3.2.1.8), เอน โดแมนนาเนส  (endomannanases)  
(EC 3.2.1.78) และ แอลฟากลคูโูรนิเดส (α-glucuronidase) (EC 3.2.1.131) เป็นตน้ 
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ภาพประกอบ 2 ตวัอย่างราไวทร์อทที่พบในธรรมชาติ (a) Trametes versicolor (Polyporaceae),  

(b) Microporus xanthopus (Polyporaceae), (c) Ganoderma applanatum  
(Ganodermataceae), (d) Phlebia tremellosa (Meruliaceae), (e) Pycnoporus  

cinnabarinus (Polyporaceae) และ (f) Stereum ostrea (Stereaceae) 
 

ที่ ม า : (a) Jerzy Opiola. (2011). Retrieved December 26, 2017 from https:// 
commons.wikimedia.org/wiki/Trametes_versicolor?uselang=cs#/media/File:Trametes_ve
rsicolor_G4_(1).JPG. (online).(13) (b) Heino Lepp. (2012). Retrieved December 26, 2017 
from https://www.anbg.gov.au/fungi/case-studies/microporus-xanthopus-growth. html. 
(online).(14) (c) Nick Kurzenko. (2007). Retrieved December 26, 2017 from https:// 
calphotos.berkeley.edu/ cgi/img_query?seq_num=368100&one=T. (online).(15) (d) Larry 
Grand. (2008). Retrieved December 26, 2017 from http://www.messiah.edu/oakes 
/fungi_on_wood/poroidfungi/speciespages/Phlebiatremellosa.htm. (online).(16) (e) Jason 
Hollinger. (2007). Retrieved December 26, 2017 from https://commons.wikimedia.org/ 
wiki/File:Pycnoporus_cinnabarinus_(1002812302).jpg (online).(17) (f) Gary Lincoff. (2011). 
Retrieved December 26, 2017 from http://garylincoff.com/wp-content/uploads/2011/12/ 
stereumOstrea.jpg. (online).(18) 

 

https://commons/
https://commons/
https://www.anbg.gov.au/fungi/case-studies/microporus-xanthopus-growth
http://www.messiah.edu/oakes%20/fungi_on_wood/poroidfungi/speciespages/Phlebia
http://www.messiah.edu/oakes%20/fungi_on_wood/poroidfungi/speciespages/Phlebia
https://www.flickr.com/people/7147684@N03
https://www.flickr.com/people/7147684@N03
https://commons.wikimedia.org/%20wiki/File:Pycnoporus%20_cinnabarinus_(1002812302)%20.jpg
https://commons.wikimedia.org/%20wiki/File:Pycnoporus%20_cinnabarinus_(1002812302)%20.jpg
http://garylincoff.com/wp-content/uploads/2011/12/%20stereumOstrea.jpg
http://garylincoff.com/wp-content/uploads/2011/12/%20stereumOstrea.jpg
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สว่นลิกนินเป็นพอลิเมอรข์นาดใหญ่ที่มีโครงสรา้งซบัซอ้นพบอยู่ลอ้มรอบมดัของเซลลโูลส
และเฮมิเซลลูโลส ส่วนใหญ่ประกอบดว้ยโครงสรา้งพืน้ฐานของมอนอเมอร ์(monomer) 3 ชนิด 
ได้แก่  p-coumaryl alcohol, coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol (ภาพประกอบ 3) ซึ่ งมี
โครงสรา้งเป็นวงอะโรมาติก มอนอเมอรเ์หล่านีเ้รียกว่า “ มอนอลิกนอล มอนอเมอร ์(monolignol 
monomer) ” เมื่อประกอบเป็นโครงสรา้งของลิกนินแล้วจะอยู่ในรูปของหมู่ฟีนิลโพรพานอยด ์
(phenylpropanoid) ไ ด้ แ ก่  p-hydroxyphenyl (H-type), guaiacyl (G-type) แ ล ะ  syringyl  
(S-type) ตามล าดับ โดยพืชแต่ละชนิดจะมีอัตราส่วนของมอนอเมอรท์ัง้ 3 ชนิดแตกต่างกัน ปกติ
แลว้ปริมาณของลิกนินพบมากที่สุดในไมเ้นือ้อ่อน (24-33%) รองลงมาคือไมเ้นือ้แข็ง (19-28%) 
และพืชใบเลีย้งเด่ียว เช่น ธัญพืช ไมไ้ผ่ ชานออ้ย (15-25%) ทัง้นีพ้นัธะที่พบในการเชื่อมต่อกนัของ
มอนอเมอร์ เช่ น  C-C, C-O-C, β-O-4 ซึ่ งพั น ธะที่ พ บมากที่ สุ ด คื อ  β-aryl ether (β-O-4) 
(ภาพประกอบ 4) ลิกนินจดัเป็นโครงสรา้งที่ย่อยสลายไดย้ากที่สดุในผนงัเซลลพ์ืช มีจุลินทรียเ์พียง
ไม่ก่ีชนิดที่สามารถย่อยลิกนินไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งหนึ่งในนัน้คือราไวท์รอท โดยราจะผลิต
เอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) และย่อยลิกนินได้อย่างไม่จ าเพาะ 
ด้วยปฏิ กิ ริย า รีดอกซ์  เรียก เอน ไซม์ที่ ย่ อยลิ กนิ น ได้นี ้ ว่ า  เอน ไซม์กลุ่ ม ลิ กนิ โน ไล ติก  
(ligninolytic enzymes) เช่ น  แ ล ค เค ส  (laccase) (Lac; EC 1.10.3.2, benzenediol:oxygen 
oxidoreductase), แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (manganese peroxidase) (MnP; EC 1.11.1.13), 

ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส  (lignin peroxidase) (LiP; EC 1.11.1.14), เวอรซ์าไทล์เปอรอ์อกซิเดส 
(versatile peroxidase) (VP; EC 1.11.1.16) และ H2O2-forming enzymes เช่น ไกลออกซอล 
ออกซิเดส (glyoxal oxidase) (GLOX; EC 1.2.3.5) และเอริลแอลกอฮอลอ์อกซิเดส (aryl alcohol 
oxidase) (AAO; EC 1.1.3.7)(3) ซึ่งราไวทร์อทแต่ละชนิดสามารถผลิตเอนไซมด์งักล่าวไดแ้ตกต่าง
กันขึน้อยู่กับชนิดและสายพันธุ์ ทั้งนี ้ราไวท์รอทส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์แลคเคส  และ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสได ้แต่มีเพียงบางชนิดเท่านัน้ที่สามารถผลิตลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได ้สว่น
เอนไซมอ่ื์น ๆ พบว่ามีความส าคญันอ้ยกว่าเอนไซมห์ลกัทัง้ 3 ชนิด 
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ภาพประกอบ 3 โครงสรา้งมอนอเมอรข์ององคป์ระกอบลิกนิน ไดแ้ก่ sinapyl alcohol (S), 
coniferyl alcohol (G) และ p-coumaryl alcohol (H) 

 
ที่ ม า : Strassberger Z, Tanase S, Rothenberg G.  The pros and cons of lignin 

valorisation in an integrated biorefinery.  RSC Adv.  2014; 4: 25310-8.(19) 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 โครงสรา้งของลิกนินที่ประกอบดว้ยมอนอเมอรเ์ชื่อมดว้ยพนัธะต่าง ๆ 
 

ที่ ม า : Strassberger Z, Tanase S, Rothenberg G.  The pros and cons of lignin 
valorisation in an integrated biorefinery.  RSC Adv.  2014; 4: 25310-8.(19) 
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1.1 เอนไซมแ์ลคเคส 
แลคเคสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มพอลีฟีนอล ออกซิเดส (polyphenol oxidase) ที่สามารถ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) และไม่ใช่ฟีนอล (non-
phenolic compounds) ได้ เอนไซม์แลคเคสโดยทั่วไปมีอะตอมของทองแดง (copper, Cu2+) 
ที่บริเวณแอคทีฟไซต์ (active site) จ านวน 4 อะตอมในโมเลกุล ได้แก่ บริเวณ type-1 (T1) 
1 อะตอม type-2 (T2) 1 อะตอม และ type-3 (T3) 2 อะตอม (ภาพประกอบ 5a) โดยปฏิกิริยาเริ่ม
จากสารตั้งต้น  (reducing substrate) จะให้อิ เล็กตรอนกับ Cu2+ ที่บริเวณ  T1 (ท าให้ Cu2+ 

เปลี่ ยน เป็น  Cu+) ซึ่ ง เป็นตัวรับ อิ เล็กตรอนปฐมภูมิ  (primary electron acceptor) จากนั้น
อิเล็กตรอนจะถูกเคลื่อนยา้ยไปยงับรเิวณ T2 และ T3 ท าใหเ้อนไซมอ์ยู่ในสภาวะที่มีอิเล็กตรอนเกิน 
(fully oxidized) จ าเป็นตอ้งใหอิ้เล็กตรอนโดยมีออกซิเจนเป็นตวัรบัอิเล็กตรอน ซึ่งอิเล็กตรอน 2 ตวั
ของ Cu ที่บริเวณ T3 จะถูกส่งใหอ้อกซิเจน ท าใหไ้ดน้ า้ 2 โมเลกุล จากการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์
แลคเคสจะกลับสู่สภาวะเสถียรดังเดิม (ภาพประกอบ 5b)(3) ส่วนสารตั้งต้นที่ถูกออกซิไดซจ์ะ
เกิดปฏิกิรยิารีดอกซต่์อเนื่องเพราะไม่เสถียร ท าใหโ้ครงสรา้งเกิดการสลายได ้

เอนไซมแ์ลคเคสสามารถย่อยสารตัง้ตน้ไดอ้ย่างไม่จ าเพาะ และเกิดไดห้ลายปฏิกิรยิา
ขึน้กับชนิดของสารตัง้ตน้ สารตัง้ตน้บางชนิดสามารถถูกออกซิไดซด์ว้ยเอนไซมแ์ลคเคสโดยตรง
เนื่องจากสามารถเขา้ถึงบริเวณแอกทีฟไซต ์(active site) ของเอนไซมไ์ดง้่าย (ภาพประกอบ 6a) 
ในขณะที่สารตัง้ตน้บางชนิดไม่สามารถถูกออกซิไดซโ์ดยตรงดว้ยเอนไซมเ์นื่องจากโครงสร้างของ
สารตั้งต้นมีขนาดใหญ่ จึงตอ้งผ่านสารเคมีตัวกลาง (chemical mediator) ในการเกิดปฏิกิริยา 
(ภ า พ ป ร ะ ก อ บ  6b) ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง ส า ร เค มี ตั ว ก ล า ง  เช่ น  ABTS (2,2’-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), HAA (3-Hydroxyanthranilic acid) แ ล ะ  HBT (N-
hydroxybenzotriazole) ส่วนกรณีสุดท้ายคือเกิดปฏิกิริยาโดยอาศัยทั้งสารเคมีตัวกลาง และ
โคแฟกเตอร์ (cofactor) ชนิด FAD (flavin adenine dinucleotide) ของเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส 
(ภาพประกอบ 6c) 
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ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งเอนไซมแ์ลคเคสของราไวทร์อท Trametes versicolor และการเรง่

ปฏิกิรยิา  
(a) ต าแหน่งแอคทีฟไซตข์องเอนไซมแ์สดงต าแหน่งของ Cu2+ ที่พบ 4 อะตอม 

(b) แผนภาพแสดงการเรง่ปฏิกิรยิา 
หมายเหต:ุ Sub· หมายถึง โมเลกลุของสารตัง้ตน้ (substrate) ที่ถกูออกซิไดซ ์

 
ที่มา: Riva S.  Laccases: blue enzymes for green chemistry.  Trends Biotechnol.  

2006; 24: 219-26.(20) 
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ภาพประกอบ 6 แผนภาพแสดงการเกิดปฏิกิรยิารีดอกซใ์นการย่อยสลายสารตัง้ตน้ของเอนไซม์

แลคเคส  
(a) การย่อยสารตัง้ตน้โดยตรง (b) การย่อยสารตัง้ตน้โดยผ่านสารตวักลาง และ (c) การย่อยสาร
ตัง้ตน้โดยผ่านสารตวักลางและโคแฟกเตอรช์นิด FAD ในปฏิกิรยิาของเอนไซมดี์ไฮโดรจีเนส 

(dehydrogenase) 
 

ที่มา: Riva S.  Laccases: blue enzymes for green chemistry.  Trends Biotechnol.  
2006; 24: 219-26.(20) 
 

เนื่องจากเอนไซม์แลคเคสสามารถย่อยสารตั้งต้นได้หลากหลายอย่างไม่จ าเพาะ 
ท าให้ไดร้บัความสนใจในการน ามาใชป้ระโยชนใ์นอุตสาหกรรมต่าง  ๆ อย่างกวา้งขวาง ทั้งนีร้า 
ไวทร์อทส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดใ้นปริมาณที่แตกต่างกนัและมีหลายไอโซฟอรม์ 
(isoform) ซึ่งมีน า้หนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 60-80 กิโลดาลตัน (kDa) และมีค่า isoelectric point 
(pI) อยู่ในช่วง 3-6(11) ในธรรมชาติราไวทร์อทผลิตเอนไซมแ์ลคเคสในสภาวะที่มีการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของการเจรญิ การเกิดปฏิกิรยิาในการก่อโรค การป้องกนัภาวะเครียด และการลดความเป็น
พิษของสารเคมี(21) ทัง้นีม้ีรายงานว่าเอนไซมแ์ลคเคสสามารถถกูกระตุน้ใหผ้ลิตไดใ้นปรมิาณสงูโดย
การเติม Cu2+ หรือสารประกอบที่มีวงอะโรมาติก เช่น veratryl alcohol และ 2,5- xylidine ตวัอย่าง
ราไวท์รอทบางชนิด เช่น C. subvermispora และ Ganoderma lucidum สามารถผลิตเอนไซม์
แลคเคสไดสู้งขึน้เมื่อใชส้ารตั้งต้นที่เป็นลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose)(2) ส่วนราไวท์รอทชนิด 
อ่ืน ๆ ที่สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดแ้สดงในตาราง 1 นอกจากนีเ้อนไซมแ์ลคเคสยังไดม้ีการ
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ผลิตในทางการคา้และมีความตอ้งการในอตุสาหกรรมต่าง ๆ เช่น เอนไซมย์ี่หอ้ Novozyme ซึ่งเป็น 
ชื่อทางการค้าของเอนไซม์แลคเคสที่ ได้จากราไวท์รอท Trametes villosa และ Trametes 
pubescens (Novozym 51003) และยี่ห้อ Zylite (Zytex Pvt Ltd, Mumbai) ซึ่งใช้ในการฟอกสี
กางเกงยีนส ์เป็นตน้(22) 

1.2 เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสอยู่ในกลุ่มฮีมเปอรอ์อกซิเดส (heme peroxidase) 

ซึ่งต้องการไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) ในการเร่งปฏิกิริยา โดยทั่วไปสามารถย่อยลิกนินได้
เฉพาะบริเวณที่มีสารประกอบฟีนอลเท่านั้น นอกจากนี ้เอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสยัง
ต้องการ Mn (II) ซึ่งท าหน้าที่ในการเป็นตัวกลาง (mediator) ในการเกิดปฏิกิริยากับสารตั้งต้น  
โดยปฏิกิริยาแสดงดังภาพประกอบ 7 เริ่มจากโมเลกุลของ H2O2 มาจบักับเอนไซมบ์ริเวณแอคทีฟ
ไซตท์ี่มีอะตอมของเหล็ก Fe3+ อยู่ ท าใหเ้กิดการสรา้งพันธะกับอะตอมของ O2- เกิดโครงสรา้งของ 
MnP compound I (หรือ  Fe4+-oxo-porphyrin-radical complex) และน ้า  1 โม เลกุล  จากนั้น 
 Mn (II) จะให้อิ เล็กตรอน 1 ตัว กับ  MnP compound I เปลี่ ยนเป็น  Mn (III) เกิดเป็น  MnP 
compound II ต่อมา Mn (II) จะให้อิเล็กตรอนอีก 1 ตัว กับ MnP compound II เกิดการท าลาย
พันธะของ Fe4+ ที่จับกับอะตอมออกซิเจน ท าให้ออกซิเจนออกมารวมกับไฮโดรเจน ได้น ้า  1 
โมเลกุล ส่วนเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสก็จะกลบัสู่สภาวะเสถียรดังเดิมซึ่งแสดงในสมการ
ดงันี ้
 

MnP + H2O2             MnP compound I + H2O 
MnP compound I + Mn (II)                       MnP compound II + Mn (III) 
MnP compound II + Mn (II)         MnP + Mn (III) + H2O 

 
ทั้งนีก้รดอินทรีย์ เช่น ออกซาเลต (oxalate), มาโลเนต (malonate) และ ไกลออก 

ซิเลต (glyoxylate) สามารถจับกับ Mn (III) ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน Mn3+- organic acid 
complex ที่สามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นกับสารประกอบฟีนอลของลิกนินได้ ท าให้  Mn (III) 
เปลี่ยนเป็น Mn (II) ซึ่งสามารถกลบัไปเกิดปฏิกิรยิากบัเอนไซมใ์หม่ได้(23) 
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ภาพประกอบ 7 วงจรการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

ที่ ม า : Wikiwand. (2013) Retrieved December 26, 2017 from http://www.wiki 
wand.com/en/Manganese_peroxidase#/Reaction_mechanism. (online). (24) 
 

1.3 เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส อยู่ในกลุ่มเดียวกับเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

คือตอ้งการ H2O2 ในการเร่งปฏิกิริยา สามารถย่อยสารประกอบฟีนอล และไม่ใช่ฟีนอลได ้โดยการ
เร่งปฏิกิริยาของเอนไซมแ์สดงดังภาพประกอบ 8 เริ่มจากเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส (LiP) ซึ่ง
ประกอบดว้ยอะตอม Fe (III) จะถูกออกซิไดซด์ว้ย H2O2 ท าใหเ้อนไซมข์าดอิเล็กตรอนไดเ้ป็น LiP 
compound I [Fe (IV)] และน า้ 1 โมเลกุล จากนั้นสาร LiP compound I จะออกซิไดซส์ารตั้งต้น 
(electron-donor substrate; AH) ได้เป็นสาร LiP compound II [Fe (IV)] และสารตั้งต้นที่ เสีย
อิเล็กตรอน (cation radical; A·+) ทัง้นีส้าร LiP compound II [Fe (IV)] สามารถเกิดปฏิกิรยิาต่อได ้
2 กรณีคือ กรณีแรก LiP compound II [Fe (IV)] จะออกซิไดซส์ารตั้งตน้อีก 1 โมเลกุล ท าให้ได ้
LiP [Fe (III)] กลับสู่สภาพเดิมที่เสถียร และเกิด A·+ ส่วนกรณีที่สองเกิดในสภาวะที่มีสาร H2O2 

มากเกินไป สาร LiP compound II [Fe (IV)] จะถูกรีดิวซด์ว้ยสาร H2O2 ไดเ้ป็น LiP compound III  
[Fe (III)] ซึ่งเป็นรูปแบบของเอนไซมท์ี่ไม่ไวในการเกิดปฏิกิรยิา (inactive) 

ทั้งนี ้สารตั้งต้นบางชนิดไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นโดยตรงกับอะตอม  
Fe (III) ของเอนไซมไ์ด ้จึงตอ้งอาศัยสารเคมีตัวกลาง (mediator) เช่น veratryl alcohol (VA) ซึ่ง
ท าหนา้ที่ไดท้ัง้เป็นสารตัง้ตน้ และสารตวักลางในการเกิดปฏิกิรยิาออกซิเดชั่นกบัสารตัง้ตน้อ่ืน  โดย 
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VA ที่ถูกออกซิไดซ์แล้วอยู่ในรูป VA·+ สามารถไปรีดิวซ์สารตั้งต้นอ่ืนต่อได้ รวมทั้งท าให้ LiP 
compound III [Fe (III)] เปลี่ยนกลับเป็น LiP [Fe (III)] เหมือนเดิมได้อีกด้วย ดังนั้นสาร VA 
สามารถช่วยปอ้งกนัไม่ใหเ้อนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสอยู่ในสภาพที่ไม่ไวในการเกิดปฏิกิรยิาได้(3) 
 

 
 

ภาพประกอบ 8 วงจรการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
หมายเหต:ุ AH = electron-donor substrate, A·+ = cation radical, VA = veratryl alcohol,   

VA·+ = VA radical cation 
 

ที่ ม า : Wong DWS.  Structure and Action Mechanism of Ligninolytic Enzymes.  
Appl Biochem Biotechnol.  2009; 157: 174-209.(3) 
 

เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสส่วนใหญ่มีน า้หนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 38 – 47 kDa 
และมีค่า pI อยู่ในช่วง 3.2 – 4.7(11) ราไวท์รอทชนิดแรกที่มีรายงานว่าผลิตเอนไซม์นี ้ได้คือ  
P. chrysosporium ต่อมามี รายงานว่าพบในราไวท์รอทชนิด อ่ืน  ๆ เช่น  Bjerkandera sp., 
Coriolus versicolor, Phlebia radiata, Pleurotus ostreatus, T. cervine แ ล ะ  T. versicolor 
(ตาราง 1) ซึ่งสามารถผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสได ้
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ตาราง 1 ตวัอย่างราไวทร์อทที่มีรายงานการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
 

วงศข์องรา ชนิดของราไวทร์อท เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
(มวลโมเลกลุ; kDa) 

Agaricaceae Agaricus bisporus MnP (ND), Laccase (65) 
 Coprinus cinereus Laccase (58) 
Ganodermataceae Ganoderma lucidum Laccase (40,66) 
Lentinaceae Lentinus polychrous LiP (ND), MnP (ND), 

Laccase (ND)  
 Panus tigrinus MnP (43), Laccase (64) 
Marasmiaceae Marasmius quercophilus Laccase (63) 
Meripilaceae Rigidoporus lignosus MnP (42), Laccase (53) 
Meruliaceae Abortiporus biennis MnP (38-45) 
 Ceriporiopsis subvermispora MnP (ND), Laccase (68,71) 
 Phlebia radiata LiP (39-44), MnP (44-48), 

Laccase (64) 
 Phlebia tremellosa LiP (35-40), MnP (ND), 

Laccase (64) 
Nidulariaceae Cyathus stercoreus MnP (ND), Laccase (70) 
Omphalotaceae Lentinula edodes MnP (ND), Laccase (66) 
Phanerochaetaceae Bjerkandera sp. LiP (40-42), MnP (44-45) 
 Bjerkandera adusta LiP (48), MnP (44-45) 
 Phanerochaete chrysosporium LiP (38-43), MnP (46), 

Laccase (100) 
Phanerochaetaceae Phanerochaete flavido-alba LiP (38-46), MnP (45), 

Laccase (94) 
Physalacriaceae Armillaria mellea Laccase (60-62) 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 

วงศข์องรา ชนิดของราไวทร์อท เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
(มวลโมเลกลุ; kDa) 

Pleurotaceae Pleurotus eryngii MnP (43), Laccase (61,65) 
 Pleurotus ostreatus MnP (42-45) 
Polyporaceae Coriolopsis polyzona MnP (ND) 
 Dichomitus squalens MnP (48-48.9), Laccase (66) 
 Pycnoporus cinnabarinus Laccase (81) 
 Pycnoporus coccineus LiP (ND), MnP (ND) 
 Pycnoporus sanguineus LiP (ND), MnP (ND) 
 Trametes hirsuta Laccase (64-68) 
 Trametes trogii LiP (41-42) 
 Trametes versicolor LiP (43-45), MnP (49), Laccase 

(64) 
 Trametes villosa Laccase (63) 
Incertaesedis Junghuhnia separabilima LiP (43-47), Laccase (58-62) 
Schizophyllaceae Schizophyllum sp. MnP (ND) 
Strophariaceae Nematoloma frowardii MnP (42-44) 

หมายเหตุ: ND = ไม่ไดร้ะบุหรือไม่มีรายงาน, LiP = เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส, MnP 
= เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส, Laccase = เอนไซมแ์ลคเคส 
 

ที่ ม า  : Hatakka A. Biodegradation of Lignin. In: Hofrichter M SA, editor. 
Biopolymer, biology, chemistry, biotechnology, applications. New Jersey: Wiley-WCH; 
2001., Tuor U, Winterhalter K, Fiechter A.  Enzymes of white-rot fungi involved in lignin 
degradation and ecological determinants for wood decay.  J Biotechnol.  1995; 41: 1-
17., Vares T, Hatakka A.  Lignin-degrading activity and ligninolytic enzymes of different 
white-rot fungi: effects of manganese and malonate.  Can J Bot.  1997; 75: 61-71.(11, 25, 26) 
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2. บทบาทและความส าคัญของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 
มีงานวิจัยจ านวนมากที่ศึกษาและน าเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกที่ผลิตโดยราไวทร์อทไป

ประยุกตใ์ชใ้นงานดา้นเทคโนโลยีชีวภาพและพบว่ามีประสิทธิภาพดี เช่น การผลิตเยื่อกระดาษ 
การบ าบัดมลพิษทางชีวภาพ การก าจัดสารพิษในน า้เสีย การปรบัสภาพ (pretreatment) วัสดุ
เหลือทิง้ทางการเกษตรเพื่อน ามาผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพ รวมถึงการน าไปใชด้า้นอตุสาหกรรมอาหาร 
ยา และเครื่องส าอาง เป็นตน้(6) 

2.1 การผลิตเยื่อกระดาษดว้ยวิธีการทางชีวภาพ 
เยื่อกระดาษเป็นผลผลิตที่ได้จากไม้ที่ผ่านกระบวนการก าจัดลิกนินออก ด้วยวิธี

เชิงกล (mechanical pulping) และวิธีทางเคมี (chemical pulping) เพื่อให้เยื่อกระดาษมีสีขาว 
ซึ่งกระบวนการดังกล่าวมีราคาสูงและท าให้เกิดของเสียตกค้าง ดังนั้นเพื่อลดการใช้สารเคมี 
ค่าใชจ้่ายและอันตรายที่เกิดกบัคนและสิ่งแวดลอ้มจึงมีการน าวิธีทางชีวภาพเขา้มาใชใ้นการปรบั
สภาพไม้โดยใช้ราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกได้ดี มาย่อยลิกนินใน  
กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ ซึ่งพบว่านอกจากจะท าให้ความเหนียวของกระดาษดีขึน้แล้ว  
ยังสามารถลดการใชพ้ลงังานในกระบวนการผลิตอีกดว้ย ตัวอย่างราไวทร์อทที่มีการน ามาใชใ้น
การผลิตเยื่อกระดาษ เช่น P. chrysosporium, Trametes sanguinea, Trametes coccinea และ 
Coriolus hirsutus เป็นตน้(7, 27) นอกจากนีย้งัมีตวัอย่างงานวิจยัของ Husaini และคนอ่ืน ๆ (2011) 
ที่น าราไวท์รอท Coriolus versicolor และ Pycnoporus coccineus มาใช้ในการฟอกสี เยื่ อ
กระดาษจากไม้กระถินเทพา (Acacia mangium) ซึ่งพบกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอร  ์
ออกซิเดสในปริมาณที่สูงและเมื่อเสร็จสิน้การบ่มเป็นเวลา 60 วันพบว่ากิจกรรมของเอนไซมม์ีค่า
เท่ากับ 270.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (C. versicolor) และ 274.36 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (P. coccineus) 
ซึ่งสามารถลดปรมิาณลิกนินไดร้อ้ยละ 9.42 และ 8.10 ตามล าดบั(28) 

2.2 การบ าบดัสารมลพิษทางชีวภาพ 
สารมลพิษที่ตกค้างในสิ่งแวดล้อมอันเนื่องมาจากอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม

นอกจากจะมี เป็นจ านวนมากแล้วยังมี หลากหลายชนิด  เช่น  โพลิ คลอริเนต  ไบ ฟีนิ ล 
(polychlorinated biphenyl; PCBs), สารป ระกอบ ไฮ โดรคาร์บ อน  (hydrocarbon), สี ย้อม
สงัเคราะห,์ ยาฆ่าแมลง, เอสเทอร,์ โลหะหนกัและผลิตภณัฑปิ์โตรเลียม เป็นตน้ สารมลพิษเหล่านี ้
มีความเป็นพิษสงูและก่อใหเ้กิดโรคมะเร็ง แมว้่าปัจจุบนัไดม้ีการก าจดัสารพิษดงักล่าวโดยการขุด
หลมุฝัง และการเผาดว้ยความรอ้นสงู แต่วิธีการเหล่านีม้ีประสิทธิภาพต ่าและมีค่าใชจ้่ายสงู ท าให้
วิธีการบ าบดัทางชีวภาพโดยใชเ้ชือ้จุลินทรียท์ี่สามารถผลิตเอนไซมย์่อยและ/หรือเปลี่ยนโครงสรา้ง
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สารมลพิษใหอ้ยู่ในรูปที่มีความเป็นพิษต ่าหรือไม่มีพิษเลย จึงเป็นวิธีที่ปลอดภยัและมีประสิทธิภาพ
สงู(29) ทัง้นีเ้นื่องจากสารมลพิษสว่นใหญ่มีโครงสรา้งของวงอะโรมาติกเป็นองคป์ระกอบซึ่งสามารถ
ถูกย่อยสลายไดด้ว้ยเอนไซมใ์นกลุ่มลิกนิโนไลติก ท าใหร้าไวทร์อทเป็นที่สนใจและถูกน ามาใชใ้น
การบ าบดัสารพิษดงักล่าวอย่างแพรห่ลาย ตวัอย่างราไวทร์อทที่มีรายงานการบ าบดัสารมลพิษทาง
ชีวภาพ เช่น P. chrysosporium สามารถใชก้ าจัดสารมลพิษ anthracene (polycyclic aromatic 
hydrocarbons; PAHs) และ Victoria blue ที่ปนเป้ือนในน า้เสียจากโรงงานยอ้มผา้ได ้ในขณะที่ 
T. versicolor สามารถย่อยสาร trichloroethylene, pentachlorophenol และ amaranth ซึ่งเป็น 
สีสังเคราะห์ได้ ส่วน Irpex lacteus พบว่าสามารถใช้ลดปริมาณ PAHs ได้หลายชนิด ได้แก่ 
phenanthrene, anthracene, fluoranthene และ pyrene(30) เช่นเดียวกับ Trametes polyzona 
RYNF13 ซึ่งเป็นราไวท์รอททนร้อนสามารถย่อย PAHs ชนิด phenanthrene, fluorene และ 
pyrene ได้(31) 

2.3 การปรบัสภาพวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรเพื่อการผลิตพลงังานชีวภาพ  
การปรับสภาพวัสดุเหลือทิ ้งทางการเกษตรซึ่งส่วนใหญ่เป็นสารประเภทลิกโน

เซลลโูลส เพื่อใชเ้ป็นแหล่งผลิตพลงังานชีวภาพ เช่น เอทานอล และก๊าซชีวภาพ ไดร้บัความสนใจ
อย่างสงูและมีการศึกษาวิจยัอย่างแพร่หลาย เนื่องจากองคป์ระกอบของลิกโนเซลลโูลสมีส่วนของ
คารโ์บไฮเดรตเป็นจ านวนมาก (55-75% ในส่วนของแข็งทั้งหมด) ซึ่งเหมาะที่จะน ามาใช้ผลิต
พลงังาน แต่ปัญหาหนึ่งในการน าคารโ์บไฮเดรตดังกล่าวมาใชน้ัน้ตอ้งผ่านกระบวนการปรบัสภาพ
วัตถุดิบก่อนคือการสลายองคป์ระกอบทางพอลิเมอรข์องลิกโนเซลลูโลสใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาล
โมเลกุลเด่ียว โดยการก าจัดลิกนิน ลดความเป็นผลึกของเซลลูโลสและเพิ่มความพรุนของวัสดุ (32) 
ซึ่งโดยทั่วไปนิยมใชก้ระบวนการทางเคมีและทางกายภาพมาช่วยในการท าลายองคป์ระกอบของ
ผนังเซลล ์ซึ่งพบว่ามีประสิทธิภาพสูงแต่การน าสารเคมีมาใชม้ักท าใหเ้กิดการปนเป้ือนและเกิด  
ผลพลอยไดท้ี่อาจไปขัดขวางในกระบวนการอ่ืน (33) จึงไดห้ันมาใชก้ารปรบัสภาพดว้ยวิธีการทาง
ชีวภาพ (biological pretreatment) ที่มีความปลอดภัยและเป็นมิตรกับสิ่งแวดลอ้มมากกว่าโดย
การใช้เชื ้อจุลินทรีย์โดยเฉพาะราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่หลั่ งออกมานอกเซลล ์
(extracellular enzyme) ประกอบดว้ย เอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอร์
ออกซิเดส ในการท าลายพันธะของเซลลูโลสและลิกนิน (32) ตัวอย่างราไวท์รอทที่น ามาศึกษา  
เช่ น  P. chrysosporium, I. lacteus, T. hirsuta, Pycnoporus sp. แ ล ะ  C. subvermispora  
เป็นตน้(33) ตวัอย่างงานวิจยัของ Nazarpour และคนอ่ืน ๆ (2013) ไดน้ าไมย้างพารามาเป็นวตัถดิุบ
ในการผลิตไบโอเอทานอลโดยการปรับสภาพด้วยวิ ธีการทางชีวภาพโดยใช้ราไวท์รอท  
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C. subvermispora นาน 90 วัน พบว่าได้ผลผลิตน ้าตาลที่สูงขึน้เท่ากับ 27.67% เมื่อเทียบกับ
ยางพาราที่ไม่ไดท้ าการปรบัสภาพมีค่าเท่ากับ 2.88% ส่วนความเขม้ขน้เอทานอลที่ไดสู้งสุดมีค่า
เท่ากับ 17.9 กรมัต่อลิตร และเมื่อครบระยะเวลาการหมักนาน 120 ชั่วโมงมีค่าเท่ากับ 53%(34) 
นอกจากนี ้Rouches และคนอ่ืน ๆ (2016) น าฟางขา้วสาลีมาผ่านกระบวนการปรบัสภาพดว้ยรา
ไวท์รอทหลายสายพันธุ์ และพบว่าสายพันธุ์ Polyporus brumalis BRFM 985 สามารถเพิ่ม
ผลผลิตของก๊าซมีเทนไดส้งูที่สดุถึง 43% เมื่อเทียบกบัชดุควบคมุ(35) 

 
3. การผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกโดยใช้วัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตรชนิดลิกโน
เซลลูโลสเป็นสารตั้งต้น 

เนื่องจากลิกโนเซลลูโลสจัดเป็นชีวมวลที่มีเป็นจ านวนมากที่สุดชนิดหนึ่งในโลกและมี
ราคาถูกประกอบกับประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมและมีอุตสาหกรรมแปรรูปผลผลิตทาง
การเกษตรหลากหลายรูปแบบ เช่น อุตสาหกรรมผลิตน า้ตาล อุตสาหกรรมผลิตน า้มันปาลม์ดิบ  
จึงท าใหเ้กิดของเสียเหลือทิง้ที่ไม่มีมลูค่าเป็นจ านวนมาก เช่น ฟางขา้ว ชานออ้ย กากมนัส าปะหลงั 
ทะลายปาลม์เปล่า และกากตะกอนดีแคนเตอร ์เป็นตน้ (ภาพประกอบ 9) ซึ่งวัสดเุหลือทิง้เหล่านี ้
นอกจากจะน ามาใช้เป็นแหล่งผลิตพลังงานทดแทนทางชีวภาพแล้ว ยังสามารถน ามาใช้เป็น  
สารตั้งตน้ในการผลิตเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ที่มีมูลค่าและมีประโยชนใ์นดา้นเทคโนโลยีชีวภาพได ้
ตัวอย่างเช่น เอนไซมเ์ซลลูเลส เฮมิเซลลูเลส แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอร์
ออกซิเดส โดยใชร้าไวทร์อท ซึ่งกระบวนการผลิตนั้นนิยมผลิตโดยการหมักแบบแหง้หรือ solid-
state fermentation (SSF) มากกว่า submerged fermentation (SmF)(36) เนื่องจากมีรายงานว่า
ใหผ้ลผลิตที่สูงกว่า เกิดของเสียที่เป็นของเหลวนอ้ยกว่า ใชพ้ลงังานต ่ากว่า และที่ส  าคัญสามารถ
น าวัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตรและอุตสาหกรรม มาใช้ในการหมักได้โดยตรง เพื่อเป็นแหล่ง
คารบ์อนและสารอาหารส าหรบัการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ ตัวอย่างราไวท์รอทที่น ามาใช้ผลิต
เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกจากวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรและอตุสาหกรรม แสดงในตาราง 2 
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ภาพประกอบ 9 ตวัอย่างของวตัถุดิบประเภทลิกโนเซลลโูลส 
 

ที่ ม า : Zabed H, Sahu JN, Boyce AN, Faruq G.  Fuel ethanol production from 
lignocellulosic biomass: An overview on feedstocks and technological approaches.  
Renew Sust Energ Rev. 2016; 66: 751-74.(37) 
 
ตาราง 2 ตวัอย่างราไวทร์อทที่ผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกโดยใชว้สัดปุระเภทลิกโนเซลลโูลส
ดว้ยวิธีการหมกัแบบแหง้ 
 

ชนิดของลิกโนเซลลโูลส ชนิดของราไวทร์อท เอนไซม ์
ชานออ้ย (bagasse) Trametes versicolor MnP, Laccase 

 Phanerochaete chrysosporium 
Pleurotus ostreatus 

MnP, LiP, Laccase 

ฟางขา้วสาลี (wheat straw) Phanerochaete chrysosporium MnP, LiP 
 Phlebia radiata MnP, LiP, Laccase 
 Pleurotus pulmonarius Laccase 
ขีเ้ลื่อย (sawdust) Coriolus hirsutus MnP, Laccase 
 
กาบมะพรา้ว (coconut coir) 
กากธัญพืช (brewer’s spent 
grain) 

Rigidoporus lignosus 
Pleurotus sp. 
Trametes versicolor ATCC 20869 

MnP 
Laccase 
Laccase 
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ที่มา: Rodríguez Couto S, Sanromán MA.  Application of solid-state fermentation 
to ligninolytic enzyme production.  Biochem Eng J.  2005; 22: 211-9., Soccol CR, Da 
Costa ESF, Letti LAJ, Karp SG, Woiciechowski AL, De Vandenberghe LPS.  Recent 
developments and innovations in solid state fermentation.  Biotechnol Res Innov.  2017;  
1: 52-71.(36, 38) 
 

กากตะกอนดีแคนเตอรจ์ากอตุสาหกรรมผลิตปาลม์น า้มนัดิบ 
ปัจจุบนัประเทศไทยมีการผลิตน า้มันปาลม์ดิบสงูถึง 9.99 แสนตนัต่อปี (ขอ้มลูปี 2561) 

และมีแนวโนม้ที่จะเพิ่มสงูขึน้เรื่อย ๆ ทัง้นีใ้นกระบวนการผลิตน า้มนัปาลม์เมื่อน าทะลายปาลม์ดิบ 
หนัก 1 ตัน มาเข้าสู่กระบวนการต่าง ๆ จะเกิดของเสียที่ เป็นผลพลอยได้ ดังนี ้ น ้าทิง้ 0.6-0.8 
ลกูบาศกเ์มตร, ทะลายปาลม์เปล่า 23%, เสน้ใยปาลม์ 13.5% และกากตะกอนดีแคนเตอร ์3.5% 
ดังภาพประกอบ 10 ซึ่งกากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นส่วนของเสียท่ีไดจ้ากกระบวนการท าบริสุทธิ์

น า้มันปาลม์ดิบ โดยส่วนที่อยู่เหนือตะกอนจะถูกน าไปกรองจนได้ผลิตภัณฑ์เป็นน ้ามันปาล์ม
บรสิทุธิ์(1)  
 

 
 

ภาพประกอบ 10 กากตะกอนดีแคนเตอร ์
 

ที่ ม า : Sunzen group. Retrieved May 17, 2018 from http://www.sunzen.com.my/ 
portfolio/dry-decanter-cake/. (online).(39) 

http://www.sunzen.com/
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กากตะกอนดีแคนเตอร ์ประกอบไปดว้ยเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนินในปริมาณสงู 
ดังแสดงในตาราง 3 นอกจากนีย้ังมีองค์ประกอบของธาตุอาหารสูง นิยมน ามาใชเ้ป็นปุ๋ ยหมัก 
(fertilizer) และอาหารสตัว ์(animal feed) เป็นหลกั ทัง้นีม้ีรายงานว่าสามารถใชเ้ป็นวตัถดิุบในการ
ผลิตเซลลูโลสและโพลีโอส (cellulose and polyose) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) 
และไบโอออยล ์(bio-oil) ได้ แต่ต้องผ่านกระบวนการท าบริสุทธิ์หลายขั้นตอนซึ่งมีค่าใชจ้่ายสูง 
แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่เคยมีรายงานการน ากากตะกอนดีแคนเตอรม์าใชเ้ป็นแหล่งผลิตเอนไซมใ์น
กลุม่ลิกนิโนไลติกโดยใชร้าไวทร์อทมาก่อน 
 
ตาราง 3 คณุลกัษณะของกากตะกอนดีแคนเตอร ์
 

พารามิเตอร ์ กากตะกอนดีแคนเตอร ์
เซลลโูลส (%) 50.06 
เฮมิเซลลโูลส (%) 30.74 
ลิกนิน (%) 10.40 
ไนโตรเจน (%) 1.70 
คารบ์อน (%) 44.77 
ไฮโดรเจน (%) 6.46 
น า้มนัและไขมนั (มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั) 43,000 
ของแข็งทัง้หมด (มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั) 216,081 

 
ที่ ม า : Rongwang C, Polprasert S, Kanchanasuta S. Effect of partial ozonation 

and thermal pretreatment on biogas production from palm oil decanter cake.  Chem Eng 
Trans.  2017; 57: 1987-92.(1) 
 

ทัง้นีอุ้ตสาหกรรมปาลม์น า้มันมีศักยภาพสูงในการน าของเสียต่าง ๆ ที่ไดจ้ากการผลิต
น า้มนัปาลม์ดิบไปผลิตพลงังานชีวมวลและเป็นหนึ่งในภาคอุตสาหกรรมที่มีส่วนร่วมอย่างมากใน
การจัดหาแหล่งพลงังานทดแทน(1) ซึ่งกากตะกอนดีแคนเตอรส์ามารถน าไปใชเ้ป็นวัตถุดิบในการ
ผลิตเชื ้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) เช่น ก๊าซชีวภาพ (biogas) ไบโอบิวทานอล (biobutanol) และ 
ไบโอดีเซล (biodiesel) ได้ เช่นเดียวกับส่วนอ่ืน ๆ ของปาล์มน ้ามัน (40, 41) ดังนั้นเมื่อน าไปผลิต
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เชือ้เพลิงชีวภาพจึงตอ้งผ่านกระบวนการปรบัสภาพก่อนโดยการก าจัดลิกนิน ลดความเป็นผลึก
ของเซลลูโลส และเพิ่มจ านวนช่องว่างในตัววัสดุก่อนที่จะไปสู่ขั้นตอนต่อไป (7) ทั้งนี ้เนื่องจาก 
กากตะกอนดีแคนเตอรม์ีขนาดเล็ก ดงันัน้จึงน่าจะง่ายต่อการปรบัสภาพดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยใช้
เอนไซมจ์ากราไวทร์อท ซึ่งมีโอกาสเพิ่มผลผลิตในการผลิตก๊าซชีวภาพต่อไปไดใ้นอนาคต 

ที่ผ่านมามีงานวิจยัที่น าราไวทร์อทมาใชใ้นการย่อยส่วนอ่ืน ๆ ของปาลม์น า้มัน เช่น ทาง
ปาล์มน ้ามัน (oil palm frond) ซึ่งพบว่ามีราไวท์รอทจ านวน 7 ไอโซเลท (จากการคัดเลือก 63  
ไอโซเลท) ที่สามารถลดปริมาณลิกนินจาก 30% เหลือเท่ากับ 15-18% ภายในเวลา 30 วัน เมื่อ
หมักแบบแหง้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และใหค่้าการผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีส
เปอร์ออกซิ เดส สูงที่ สุดเท่ากับ 0.896 ± 0.02 และ 0.799 ± 0.07 ยูนิตต่อกรัมน ้าหนักแห้ง 
ตามล าดบั(42) 

 
4. ปัจจัยทีเ่กี่ยวข้องในการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกโดยการหมักแบบแห้ง และการ
ออกแบบการทดลอง 

การหมกัแบบแหง้ (solid-state fermentation; SSF) คือกระบวนการที่เชือ้จลุินทรียเ์จริญ
บนวัสดุของแข็งที่ไม่มีหรือแทบจะไม่มีน า้อิสระหลงเหลืออยู่ (43) วิธีนีถู้กน าไปใชใ้นการผลิตสาร  
เมแทบอไลต ์ตวัอย่างเช่น เอนไซม ์ยาปฏิชีวนะ กรดอินทรีย ์และสารประกอบอะโรมาติก เป็นตน้ 
รวมถึงน าไปประยุกตใ์ชอ้ย่างกวา้งขวาง ตัวอย่างเช่น การบ าบัดสารมลพิษทางชีวภาพ การผลิต
เชือ้เพลิงชีวภาพ และการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เป็นตน้(44) ขอ้ดีของการหมกัแบบแหง้ คือ 
ลดต้นทุนที่ใช้ในการผลิต ผลผลิตที่ได้มีปริมาณและความเข้มข้นสูงขึน้ นอกจากนีใ้ชอุ้ปกรณ์
พืน้ฐานอย่างง่ายในการหมกั(45)  

4.1 ปัจจยัที่เก่ียวขอ้งในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
การหมักแบบแห้งเพื่อการผลิตเอนไซม์ให้ได้ในปริมาณสูงนั้นมีหลายปัจจัยที่

เก่ียวขอ้ง นอกจากจะขึน้อยู่กับชนิดสายพันธุ์ของจุลินทรียแ์ละสารตั้งตน้แลว้ ยังขึน้อยู่กับแหล่ง
คารบ์อน แหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ และค่า pH เป็นต้น ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมส าหรบัสายพนัธุข์องจุลินทรียแ์ละสารตัง้ตน้นัน้ ๆ เพื่อผลิตเอนไซมใ์หไ้ดป้รมิาณสงูที่สดุ
(45) 

4.1.1 ปรมิาณของเชือ้เริ่มตน้ 
ปริมาณเชือ้เริ่มตน้ของราไวทร์อทที่ใชใ้นการผลิตเอนไซมโ์ดยการหมักแบบแหง้

นั้น มีรายงานว่าปริมาณที่ใช้มากเกินไปไม่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ให้สูงขึน้ (45) ตัวอย่างเช่น 
การศึกษาของ Akhtar และคนอ่ืน ๆ (1998) ผลิตเอนไซมล์ิกนิโนไลติกโดยใช ้P. chrysosporium 
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ปริมาณต่าง ๆ บนชิน้ไม ้พบว่าปริมาณเชือ้เริ่มตน้ที่ 2-5% จะใหป้ริมาณเอนไซมท์ี่สูงที่สุด แต่เมื่อ
เพิ่มปรมิาณเชือ้เริ่มตน้เป็น 20% พบว่าไม่สามารถเพิ่มปรมิาณเอนไซมใ์หส้งูขึน้ได้(46) 

4.1.2 แหลง่คารบ์อนและไนโตรเจน 
เป็นปัจจัยที่ส  าคัญในกระบวนการหมักโดยแหล่งคารบ์อนเป็นแหล่งพลงังานที่

เก่ียวขอ้งกบัการเจรญิของเชือ้จลุินทรีย ์ซึ่งกรณีนีคื้อสารลิกโนเซลลโูลส ดงันัน้ราไวทร์อทที่คดัเลือก
มาจะตอ้งมีความเหมาะสม สามารถเจรญิและใชส้ารตัง้ตน้ดงักลา่วได ้นอกจากนีค้วามเขม้ขน้และ
ชนิดของไนโตรเจนในการหมกันัน้มีผลต่อการผลิตและกิจกรรมของเอนไซมแ์ตกต่างกนัไปตามชนิด
และสายพันธุข์องราไวทร์อท(45) ตัวอย่างงานวิจยัของ Mikiashvili และคนอ่ืน ๆ (2006) ที่ศึกษารา
ไวทร์อท Pleurotus ostreatus ในสภาวะที่มีความเขม้ขน้ของไนโตรเจนต ่าพบว่าราผลิตเอนไซม์
แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได้น้อย ทั้งนีเ้นื่องจากอัตราส่วน
ระหว่างปริมาณของคารบ์อนและไนโตรเจน มีความส าคัญต่อกระบวนการหมักสามารถน ามาซึ่ง
ผลิตภัณฑ์ที่ สูงขึ ้นได้ (47) นอกจากนี ้ชนิดของไนโตรเจนยังมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ เช่น  
P. eryngii และ P. ostreatus สามารถผลิตเอนไซม์แลคเคส ได้สูงที่สุดเมื่อใช้ไนโตรเจนชนิด 
(NH4)2SO4 ในขณะที่การผลิตเอนไซมก์ลุ่มเปอรอ์อกซิเดสของรา P. ostreatus สามารถผลิตไดสู้ง
เมื่อใชแ้หลง่ไนโตรเจนชนิด peptone เป็นตน้(48) 

4.1.3 อณุหภมูิ 
อณุหภูมิมีผลต่อการพัฒนากระบวนการทางชีวภาพพบว่ามีผลกระทบในหลาย

ด้าน ตัวอย่างเช่น การเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน (protein denaturation) การยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม ์(enzymatic inhibition) และการส่งเสริมหรือยับยั้งในการผลิตสารเมแทบอ
ไลต ์นอกจากนีอ้ณุหภูมิยงัมีผลต่อการจดักลุ่มของเชือ้จุลินทรียต์ามช่วงของอณุหภมูิที่มีผลต่อการ
เจริญ(45) ราไวทร์อทส่วนใหญ่ในไฟลมัเบสิดิโอไมโคตาเป็นชนิด mesophile ซึ่งสามารถเจริญได้
ในช่วงอุณหภูมิ 15-35 องศาเซลเซียส ส่วนใหญ่มีรายงานว่าสามารถย่อยลิกนินได้ดีในช่วง
อณุหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ตวัอย่างงานวิจยัของ Patel และคนอ่ืน ๆ (2009) พบว่าอณุหภูมิที่
เหมาะสมในการเจริญและผลิตเอนไซม์แลคเคสของรา P. ostreatus คือ 28 องศาเซลเซียส(49) 
ส่วนงานวิจัยของ Wan และ Li (2010) ซึ่งศึกษาผลของอุณหภูมิในช่วง 4-37 องศาเซลเซียส ต่อ
การย่อยลิกนินของใบและซงัขา้วโพดพบว่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ราไวทร์อทสามารถย่อย
ลิกนินไดดี้ที่สดุ อย่างไรก็ตามราไวทร์อทบางชนิด เช่น P. chrysosporium สามารถผลิตเอนไซมไ์ด้
ดีที่อณุหภมูิสงูเท่ากบั 39 องศาเซลเซียส เป็นตน้(50) 
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4.1.4 ความชืน้ 
ความชืน้ของสารตัง้ตน้ในกระบวนการหมักแบบแหง้มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อ

การเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิของรา โดยมีรายงานก่อนหนา้นีก้ล่าวว่าความชืน้เริ่มตน้ในช่วง 
70-80% เป็ นความชื ้น ที่ เหมาะสมส าห รับการย่ อยลิ กนิ น และการผลิ ต เอน ไซม์กลุ่ ม  
ลิกนิโนไลติกของราไวทร์อทส่วนใหญ่ Asgher และคนอ่ืน ๆ (2006) ศึกษาการหมักแบบแหง้ของ  
P. chrysosporium โดยใชซ้งัขา้วโพด ที่ความชืน้ต่าง ๆ ในช่วง 40-90% พบว่าที่ความชืน้ 70% ให้
ปริมาณ เอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิ เดสสูงที่ สุด (51) ต่อมา Shi และคนอ่ืน ๆ (2008) ศึกษา  
P. chrysosporium ในการย่อยตน้ฝ้าย พบว่าที่ความชืน้ของสารตัง้ตน้เท่ากบั 75% สามารถย่อย
ลิกนิน ได้ถึ ง  27.6% ซึ่ งสูงกว่าที่ ความชื ้น  65% ถึ ง  7%(52) นอกจากนี ้มี งานวิจัยที่ ศึ กษา  
C. subvermispora ในการหมักใบและซงัขา้วโพด ที่ความชืน้ 60, 75 และ 85% พบว่าที่ความชืน้
สูงขึน้จะสามารถย่อยลิกนินไดม้ากขึน้ โดยสามารถย่อยได้เท่ากับ 19.48, 29.54 และ 31.33% 
ตามล าดบั(50)  

4.1.5 ค่าพีเอช (pH) 
ค่า pH เป็นหนึ่งในปัจจยัที่ส  าคญัในกระบวนการหมกั เชือ้จลุินทรียแ์ต่ละชนิดจะ

มีความสามารถในการเจรญิและแสดงกิจกรรมในช่วง pH ที่ต่างกนั การควบคมุค่า pH เป็นปัญหา
ที่ยงัส่งผลต่อกระบวนการหมกัแบบแหง้(53) เนื่องจากปรบัค่า pH ไดย้าก ราไวทร์อทสว่นใหญ่เจริญ
ไดดี้ที่สภาวะเป็นกรดมีค่า pH ประมาณ 4.0-5.0 ซึ่งราหลายชนิดจะลดค่า pH ของสารตั้งตน้ใน
ระหว่างการเจริญ ทัง้นีค่้า pH เริ่มตน้ของการผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสโดยรา P. chrysosporium ที่ pH เท่ากับ 4.0 และ 5.5 ให้ปริมาณเอนไซม์สูงสุด
เท่ากับ 2,600 ยูนิตต่อลิตร และ 1,375 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ(54) ส่วนค่า pH ที่เหมาะสมที่รา  
P. ostreatus สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดส้งูที่สดุมีค่าเท่ากบั 5.0(49) 

4.1.6 ปัจจยัอ่ืน ๆ 
การใหอ้ากาศเป็นอีกปัจจัยที่มีความส าคัญในการหมักแบบแหง้ เนื่องจากการ

ผลิตเอนไซมจ์ากการย่อยลิกนินนั้นต้องอาศัยออกซิเจน โดยการเลีย้งราไวทร์อทในฟลาสก์ที่มี
ขนาดนอ้ยกว่า 500 มิลลิลิตร โดยการใชจุ้กส าลีถือว่าเพียงพอกับอากาศที่หมุนเวียนในระบบ (55) 
สว่นการหมกัในถงัที่มีขนาดใหญ่จ าเป็นตอ้งมีการใหอ้ากาศที่เพิ่มขึน้ 

ขนาดของสารตัง้ตน้ที่มีอนุภาคใหญ่เกินไปพบว่าอาจส่งผลใหก้ารเจริญของเสน้
ใยราสะดดุ เนื่องจากเขา้ถึงชีวมวลนัน้ ๆ ไดย้าก และยงัป้องกนัการเขา้ถึงของอากาศ น า้ และสาร
เมแทบอไลตอี์กดว้ย ทัง้นีก้ารลดขนาดของสารตัง้ตน้ใหพ้อเหมาะอาจช่วยใหก้ารหมนุเวียนอากาศ
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ดีขึน้ ท าใหเ้ส้นใยราเจริญไดดี้ แต่อาจจะไม่ส่งผลกับการเพิ่มปริมาณเอนไซมใ์หสู้งขึน้ ตัวอย่าง
งานวิจยัของ Reid (1989) ไดเ้ลีย้งรา Phlebia tremellosa บนชิน้ไมท้ี่มีขนาด 10 มิลลิเมตร พบว่า
ราสามารถย่อยลิกนินไดไ้ม่ต่างจากการใชช้ิน้ไมข้นาด 40 มิลลิเมตร(56) นอกจากนีม้ีรายงานว่าการ
ผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกจากราไวทร์อท โดยใชช้านออ้ยขนาดต่างๆ เป็นสารตั้งตน้ ไดแ้ก่ 
0.92, 1.68 และ 2.9 มิลลิเมตร พบว่าไดป้รมิาณของเอนไซมไ์ม่แตกต่างกนั(57) 

4.2 การออกแบบการทดลองทางสถิติท่ีใชใ้นงานวิจยั 
วิธีการทางสถิติไดน้ ามาประยกุตใ์ชใ้นการช่วยก าหนดผลกระทบและปฏิสมัพนัธข์อง

ปัจจัยดา้นกายภาพ (physiological factors) ที่มีบทบาทในกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ
อย่างแพรห่ลายในปัจจบุนั(45) ตวัอย่างเช่น 

4.2.1 การออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman Design (PBD) 
เป็นแผนการทดลองที่ใชใ้นการคัดเลือกปัจจัยออกบางส่วน เพื่อลดปัจจัยลงให้

เหลือเฉพาะปัจจัยที่ส  าคัญและมีอิทธิพลต่อตัวแปรตอบสนอง โดยอาศัยหลักการของเมตริกซ ์
Hadamard ซึ่งจ านวนการทดลองจะเปลี่ยนไปในเทอมของ 4 คือ 4, 8, 12, 16, 20… โดยแต่ละ
ปัจจัยประกอบดว้ยค่าต ่าสุด (-1) หรือ สูงสุด (+1) จากจ านวนปัจจัยทั้งหมด (n-1) โดยที่ n คือ
จ านวนการทดลองทั้งหมด ซึ่งการสรา้งแผนการทดลองแบบ PBD มีข้อดีคือสามารถก าหนด
จ านวนการทดลองที่จ  ากดัในการศกึษาปัจจยัไดเ้ป็นจ านวนมากพรอ้มๆ กนั(58) ดงัภาพประกอบ 11 
 

 
 
ภาพประกอบ 11 แผนการทดลองแบบ PBD ที่มีจ  านวนการทดลองทัง้หมด (N) เท่ากบั 12, 20, 24 

และ 36 ชดุการทดลอง k คือจ านวนปัจจยัที่ตอ้งท าการกลั่นกรอง 
 

ที่มา: Cavazzuti M. Design of Experiments.  Optimization methods: From theory 
to design scientific and technological aspects in mechanics. Berlin: Springer-Verlag 
Berlin Heidelberg; 2013.(59) 
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4.2.2 วิธีพืน้ผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) 
เป็นการรวบรวมเทคนิคทางสถิติและคณิตศาสตรเ์พื่อน ามาใช้ในการสร้าง

แบบจ าลองและวิเคราะหปั์ญหา โดยผลตอบสนองที่เราสนใจขึน้อยู่กับปัจจยัหลายตัวเพื่อที่จะได้
ค่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุด ตัวอย่างเช่น ถา้ตอ้งการหาระดับปัจจัยที่  1 (x1) และปัจจัยที่ 2 (x2) ที่
เหมาะสมเพื่อใหไ้ด้ผลผลิต (y) มากที่สุด จะหาไดจ้ากสมการถดถอยคือ y = f(x1,x2)+ ℇ  โดยที่ ℇ 

คือความคลาดเคลื่อนที่แสดงในผลตอบสนอง ซึ่งผลตอบสนองที่คาดการณ ์(expected value) คือ 
E(y) = f(x1,x2) = η โดยที่ η คือพืน้ผิวตอบสนอง (response surface) ที่จะพล็อตเทียบกับระดับ
ของ x1 และ x2 และเพื่อใหเ้ห็นรูปร่างและต าแหน่งของจุดที่เหมาะสมของพืน้ผิวตอบสนองชัดเจน 
มักจะใชก้ารพล็อตโครงร่าง (contour plot) ของพืน้ผิวตอบสนอง โดยในการพล็อตโครงร่างเสน้
ผลตอบสนองคงที่จะลากไปตามแกน x1 และ x2 ในแต่ละโครงร่างจะสอดคลอ้งกับความสูงของ
พืน้ผิวตอบสนอง (ภาพประกอบ 12)(60, 61) 

 

 
 
ภาพประกอบ 12 พืน้ผิวตอบสนอง 3 มิติแสดงผลผลิตที่คาดการณไ์ว ้(η) เป็นฟังกช์นัของปัจจยัที่ 

1 (x1) และปัจจยัที่ 2 (x2) และพล็อตโครงรา่งของพืน้ผิวตอบสนอง 
 

ที่ ม า : Sridevi V, Lakshmi M, Swamy A, Rao M.  Implementation of response 
surface methodology for phenol degradation using Pseudomonas putida (NCIM 2102).  
Bioremed Biodegrad.  2011; 2: 1-7.(62) 
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ปัญหาที่พบของพืน้ผิวตอบสนองคือ ถ้าพืน้ผิวที่เราสนใจศึกษามีขนาดใหญ่ จะไม่
สามารถใช้แบบจ าลองพหุนามก าลังหนึ่งหรือก าลังสองในการหาผลตอบสนองได้ จึงมีวิธีการ
ออกแบบพืน้ผิวตอบสนองอ่ืนๆ มาใชใ้นการหาค่าสภาวะที่เหมาะสมที่สดุ ไดแ้ก่ วิธีการก าลงัสอง
น้อยสุด (Ordinary least squares method; OLS) การออกแบบส าหรบัฟิตแบบจ าลองอันดับที่
หนึ่งและอันดับที่สอง (first and second-order model) โดยการออกแบบส าหรบัฟิตแบบจ าลอง
อนัดับที่สองจะเนน้การสรา้งแบบจ าลองควอดราติก (quadratic model) ของผลตอบสนอง ไดแ้ก่ 
วิธีการออกแบบการทดลองแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design; CCD) และ
วิธีการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken (Box-Behnken design; BBD) 

วิธีการพืน้ผิวตอบสนองจึงเป็นกระบวนการเพื่อปรบัปรุงและหาจุดที่เหมาะสม
โดยเริ่มจากการวางแผนการทดลอง ตวัอย่างเช่น การทดลองแบบแฟคทอเรียลที่มีระดบัของปัจจยั 
3 ปัจจัย (3-level factorial design) การออกแบบด้วยวิธี CCD หรือการออกแบบด้วยวิธี BBD 
แลว้น าค่าที่ไดม้าวิเคราะหด์ว้ยโปรแกรมเพื่อสรา้งกราฟพืน้ผิวตอบสนอง เพื่อสรา้งโมเดลในการหา
จุดที่เหมาะสมที่ต้องการ ซึ่งวิธีการพื ้นผิวตอบสนองนั้นประสบความส าเร็จอย่างมากในการ
น ามาใชห้าจดุที่เหมาะสมขององคป์ระกอบของอาหารเลีย้งเชือ้จลุินทรียแ์ละปรบัปรุงกระบวนการ
หมกัแบบแหง้ใหดี้ขึน้(45) 

ตัวอย่างงานวิจัยของ Hariharan และ Nambisan (2013) ได้ท าการคัดแยกรา
จากตน้ไมท้ี่ตายแลว้และซากใบไม ้จากนัน้น ามาท าการหมกัแบบแหง้โดยใชใ้บสบัปะรดเป็นสารตัง้
ตน้เพื่อผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก พบว่าเชือ้ Ganoderma lucidum ผลิตเอนไซมไ์ดสู้งที่สุด 
ต่อมาหาสภาวะที่เหมาะสมแบบทีละปัจจยัและออกแบบแผนการทดลองแบบ PBD พบว่าปัจจยัที่
มีผลต่อการผลิตเอนไซม ์ไดแ้ก่ ระยะเวลาในการบ่ม การกวน และ Tween-80 จากนัน้น าปัจจยัมา
วิเคราะหพ์ืน้ผิวตอบสนองดว้ยการออกแบบแผนการทดลองแบบ  BBD พบว่าไดค่้ากิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สดุ (63)  ส่วนงานวิจัยของ 
Karp และคนอ่ืน ๆ (2015) ไดห้าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสและการก าจดัลิกนิ
นของชานออ้ยโดยเชือ้ P. ostreatus ในการหมกัแบบแหง้ ซึ่งมีปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ ค่า pH, ปริมาณ
น า้อิสระ (aw), อุณหภูมิ, CuSO4, (NH4)2SO4, K2HPO4, asparagine และ yeast extract ท าการ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี PBD และหาสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธีพื ้นผิวตอบสนองด้วยการ
ออกแบบ CCD กับปัจจัยต่างๆ ไดแ้ก่ yeast extract CuSO4 และ ferulic acid ซึ่งเป็นตัวชักน าที่
ถูกเพิ่มเขา้มา ที่ความเขม้ขน้เท่ากับ 6.4 กรมัต่อลิตร 172.6 ไมโครโมลาร ์และ 1.86 มิลลิโมลาร ์
ตามล าดับ พบว่าในวนัที่ 5 ของการหมักแบบแหง้สามารถวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสได้
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สูงสุดเท่ากับ 151.6 ยูนิตต่อกรมั นอกจากนีป้ริมาณลิกนินของชานอ้อยยังลดลงจาก 31.89% 
เหลือ 26.36% ภายหลงัการหมกัแบบแหง้เป็นเวลา 5 วนั(64) 
 
5. คุณสมบัติของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 

เอนไซมแ์ต่ละชนิดมีคณุลกัษณะเฉพาะในการท างานและความเสถียรแตกต่างกนั ดงันัน้
จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาและตรวจสอบการท างานของเอนไซมช์นิดนั้น ๆ ก่อนน าไปใชป้ระโยชน ์ซึ่ง
ปัจจัยที่มีผลต่อคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม์ เช่น ค่า  pH อุณหภูมิ สารเคมี ตัวยับยั้ง และ
ความจ าเพาะกับสารตั้งต้น นอกจากนี ้ยังรวมถึงความเสถียรของเอนไซม์ที่มีต่อค่า  pH และ
อณุหภมูิต่าง ๆ อีกดว้ย เพื่อเป็นขอ้มลูในการประยกุตใ์ช้(65) 

ตวัอย่างงานวิจยัของ Patel และคนอ่ืน ๆ (2014) ไดศ้ึกษาราไวทร์อท P. ostreatus HP-
1 พบว่าสามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดดี้จากกระบวนการหมักแบบแหง้ มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 
68,420 Da และมีค่า pI เท่ากบั 3.5 เอนไซมม์ีความเสถียรที่อณุหภูมิสงูถึง 70 องศาเซลเซียส และ
รกัษากิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้61% ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ปฏิกิริยาของเอนไซมส์ามารถ 
ถูกยับยั้งโดยสารโซเดียมเอไซดแ์ละ ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)(66) ในงานวิจัย
ของ Xiaobin และคนอ่ืน ๆ (2007) ได้ศึกษาเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิ เดสที่ผลิตจาก 
ราไวท์รอท Schizophyllum sp. F17 ในกระบวนการหมักแบบแห้งโดยใช้ไม้ยางเป็นสารตั้งต้น 
หลงัจากท าบริสทุธิ์เอนไซมแ์ลว้พบว่าไดผ้ลผลิตของกิจกรรมเอนไซม ์(% yield) เท่ากบั 3.8% และ
ปัจจัยความบริสุทธิ์ (purification factor) เท่ากับ 9.2 มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 48.7 kDa จากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE เอนไซม์มีความเสถียรในสภาวะที่มี ค่า  pH ระหว่าง 4.0-7.0 ที่
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง(67) ส่วนงานวิจยัของ Kong และคนอ่ืน ๆ (2016) ได้
ศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากราไวทร์อท Echinodontium taxodii 
2538 พบว่ามีมวลโมเลกุลเท่ากับ 53.4 kDa เมื่อวิเคราะหด์ว้ยวิธี  SDS-PAGE และมีล าดับกรด 
อะมิโนทางดา้นปลาย N คือ GTTPSNGVVVP มีกิจกรรมของเอนไซมส์ูงสุดเมื่อบ่มที่ pH เท่ากับ 
3.5 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ทั้งนีพ้บว่าเอนไซมม์ีความเสถียรสูงภายหลงัการบ่มนานถึง 24 
ชั่วโมง นอกจากนีย้ังทนต่อค่า pH ในช่วงกวา้ง (2.0-6.0) และอุณหภูมิต ่ากว่า 45 องศาเซลเซียส
ได้(68) 
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บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 
 
ตาราง 4 อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง 
 

อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง บรษิัท ประเทศ 
กระดาษกรอง whatman No.1 (filter paper)  GE healthcare UK 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (light microscope) Olympus Japan 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบสเตอริโอ (stereo microscope) Olympus Japan 
เครื่องควบคมุอณุหภมูิหลอดทดลอง (heating block) Wisd Korea 
เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง Denver instrument USA 
เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel DocTM XR+ Gel                           
     Documentation System) 

Bio-Rad USA 

เครื่องบดตวัอย่างแบบหยาบ (cutting mills) Retsch Germany 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ     
     (high speed refrigerated microcentrifuge) 

Tomy Japan 

เครื่องวดั pH (pH meter)   Ohaus USA 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร ์(spectrophotometer) Labomed USA 
เครื่องเขย่าสาร (vortex) IKA Works Malaysia 
เครื่องเขย่าสารแบบควบคมุอณุหภมูิ (incubator    
     shaker) 

Labwit Australia 

เครื่องเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ (DNA thermocycler) Bioer China 

ชดุเครื่องแกว้กรองสารละลาย (funnel) Pyrex USA 

ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิต ่า (-20 องศาเซลเซียส) Sanyo Japan 
ตูบ้่มเชือ้ (incubator) Sheldon USA 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
 

อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง บรษิัท ประเทศ 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow) Shal-lab Germany 
ตูอ้บลมรอ้น (hot air oven) Sheldon USA 
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) Tomy Japan 

 
อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 
 
ตาราง 5 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
Acetic acid (CH3COOH) Merck Germany 
Agar Marine chemical India 
Ammonium persulfate ((NH4)2S2O8) Himedia India 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)  Merck Germany 
Citric acid anhydrous (C6H8O7) Fluka Switzerland 
Copper (II) sulphate pentahydrate (CuSO4·5H2O) Ajax Finechem Australia 
Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) Ajax Finechem Australia 
Di-sodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO4) Ajax Finechem Australia 
DNA ladder (1,500 bp)  Thermo Scientific  Germany 
DNA loading dye (6x) RBC Bioscience Taiwan 
D-glucose Ajax Finechem Australia 
FavorprepTM DNA extraction mini kit Favorgen Biotech Taiwan 
FavorprepTM Gel/PCR purification mini kit Favorgen Biotech Taiwan 
Ferrous sulphate heptahydrate (FeSO4·7H2O) Carlo Erba Reagents Italy 
Guaiacol (CH3O)C6H4OH Sigma China 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
Hydrogen peroxide 30% (H2O2) Merck Germany 
L-asparagine (C4H8N2O3·H2O) Merck Germany 
L-tartaric acid (C4H6O6) Fluka Switzerland 
Magnesium sulfate monohydrate (MnSO4·H2O) Ajax Finechem Australia 
Magnesium sulphate heptahydrate  
     (MgSO4·7H2O) 

Ajax Finechem Australia 

Mineral oil Acros organics Belgium 
Potassium dihydrogen orthophosphate       
     (KH2PO4) 

Ajax Finechem Australia 

Potato dextrose agar (PDA) Himedia India 

Remazol Brilliant Blue R Sigma-aldrich China 

Sodium acetate (CH3COONa·3H2O) Ajax Finechem Australia 
Sodium azide (NaN3) APS Australia 
Sodium dihydrogen orthophosphate 
     (NaH2PO4·2H2O) 

Ajax Finechem Australia 

Sodium hydroxide (NaOH) Merck Germany 
Sodium L-tartrate dibasic dihydrate   
     (C4H4Na2O6·2H2O) 

Sigma-aldrich USA 

Sodium nitrate (NaNO3) Ajax Finechem Australia 
Streptomycin General drugs house Thailand 
Top Taq 2x master mix Qiagen Germany 
Tri-sodium citrate (Na3C6H5O7·2H2O) Ajax Finechem Australia 
Tris hydrochloride Himedia India 
Tween 80 Ajax Finechem Australia 
ViSafe green gel stain Vivantis Malaysia 
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ตาราง 5 (ต่อ) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
Water sterile DNase/RNase-free Thermo Scientific  Germany 
Yeast Extract Powder Himedia India 
Zinc sulphate (MgSO4·7H2O) Ajax Finechem Australia 
2-Mercaptoethanol (C2H6OS) Himedia India 
2,2’-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6- 
     sulphonic acid (ABTS) 

Roche Diagnostics Germany 

2,6-Dimethoxyphenol (C8H10O3) Aldrich India 
3,4-Dimethoxybenzyl alcohol (veratryl  
     alcohol) 
 
 

Aldrich Germany 

 
วิธีด าเนินการทดลอง 
 
1. การเก็บรวบรวมและเพาะเลีย้งราไวทร์อท 

ส ารวจและเก็บตัวอย่างส่วนฟรุตติ้งบอดี้ (fruiting body) ของเห็ดในไฟลัมเบสิดิโอ 
ไมโคตา (Basidiomycota) ในพืน้ที่ป่าจังหวัดอุดรธานี, สกลนคร, นครพนม และชัยภูมิ ที่พบการ
เจริญบนไม ้จากนัน้น ามาฆ่าเชือ้ที่ผิว (surface sterilization) และใชใ้บมีดปราศจากเชือ้ตัดส่วน
เนื ้อเยื่อชั้นใน (inner tissue) ไปเพาะเลี ้ยงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ  potato dextrose agar (PDA) 
(ภาคผนวก ก) ที่เติมยาปฏิชีวนะสเตรปโตมยัซิน (streptomycin) เขม้ขน้ 10 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
เพื่อป้องกันการปนเป้ือนของเชือ้แบคทีเรีย บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เมื่อเสน้ใยราเจริญใหเ้พาะเลีย้งซ า้
บนอาหารเลีย้งเชือ้ใหม่ จนกระทั่งไดเ้ชือ้บริสทุธิ์ (pure culture) เพื่อใชใ้นการทดสอบต่อไป 
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2. การคัดเลือกสายพันธุร์าทีส่ามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกได้บนอาหารแข็ง 
ทดสอบการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกจากราบริสุทธิ์ท่ีเพาะเลีย้งไดด้้วยวิธี agar 

plate screening บนอาหารเลีย้งเชือ้ glucose asparagine agar (GAE) (ภาคผนวก ก) ที่มี pH 
เท่ากับ 5 โดยเติมอินดิเคเตอรล์งในอาหารเลีย้งเชือ้ของแต่ละการทดสอบทั้งหมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
guaiacol 0.01%, ABTS (2,2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) 200 
มิลลิกรมัต่อลิตร และ Remazol brilliant blue R (RBBR) 0.01% จากนั้นท าการทดสอบโดยน า
เชือ้ราบริสทุธิ์อายุ 7 วนัมาตดัเสน้ใยดว้ย cork borer ที่มีขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 8.75 มิลลิเมตร 
แลว้วางบนกึ่งกลางของจานอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมอินดิเคเตอรแ์ต่ละชนิด น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วนั บนัทกึผลโดยวดัขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของเสน้ใยราและโซนสีรอบ
เสน้ใยรา ซึ่งผลบวกในการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติม guaiacol และ ABTS จะเกิดโซนสี
น า้ตาลและสีเขียวรอบเสน้ใยรา ตามล าดบั ส่วนอาหารที่เติม RBBR ซึ่งมีสีน า้เงินจะเกิดเป็นโซนใส
รอบเสน้ใยรา(69) ตัวอย่างราที่ใหผ้ลบวกในการทดสอบบนอาหารที่เติมอินดิเคเตอร์ ชนิดใดชนิด
หนึ่งจะจดัอยู่ในกลุม่ราไวทร์อท 
 
3. การจัดจ าแนกชนิดของราไวทร์อท 

3.1 การศกึษาราไวทร์อทโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ตวัอย่างราไวทร์อทที่ใหผ้ลบวกในการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกที่ดี น ามาศึกษา

เพื่อการระบุชนิดโดยศึกษาลกัษณะรูปร่าง ขนาด และสีของดอกเห็ด โดยการสงัเกตดว้ยตาเปล่า
และภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  ส่วนของชั้นไฮมีเนียม (hymenium) ลักษณะของ 
เบสิเดียม (basidium) รูปร่าง ขนาด และสีของเบสิดิโอสปอร ์(basidiospore) โดยศึกษาภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน ์เพื่อใชใ้นการจัดจ าแนกชนิดร่วมกบัลกัษณะของเสน้ใยราที่เจริญบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ PDA จากนัน้ศึกษาลกัษณะของเสน้ใยภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง โดยเขี่ยเสน้ใยรา  
มาวางบนแผ่นสไลด์ที่หยดด้วยสี lactophenol cotton blue แล้วตรวจดูลักษณะของเส้นใย 
(hyphae) ผนังกั้น (septate) และแคลมป์คอนเนคชั่น (clamp connection) เพื่อใช้ในการจัด
จ าแนกชนิด(70)  
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3.2 การศกึษาราไวทร์อทโดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณ internal transcribed spacer 
(ITS) 

3.2.1 การสกดัดีเอ็นเอ 
น าเสน้ใยราบริสุทธิ์มาบดและท าการสกัดโดยใชชุ้ดสกัดดีเอ็นเอ (FavorprepTM 

DNA extraction mini kit) ตามวิธีในคู่มือของบริษัทผูผ้ลิต จากนัน้น าสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไ้ปวดั
ค่าความเขม้ขน้ที่ความยาวคลื่นเท่ากับ 260 และ 280 นาโนเมตร ดว้ยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง 
โดยที่ OD260 เท่ากับ 1 จะเทียบเท่ากับปริมาณดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ส่วนความ
บริสุทธิ์ของดีเอ็นเอค านวณไดจ้ากอตัราส่วนของ OD260/OD280 ซึ่งควรมีค่าอยู่ระหว่าง 1.7-2.0 
สารละลายดีเอ็นเอที่ไดเ้ก็บรกัษาที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส(71) 

3.2.2 การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอดว้ยวิธีปฏิกิรยิาลกูโซ่พอลีเมอเรส (polymerase 
chain reaction, PCR) 

ใน ก า ร เพิ่ ม จ า น ว น ดี เ อ็ น เอ จ ะ เลื อ ก ใ ช้ คู่ ไ พ ร เม อ ร์ข อ ง  ITS1 (5´-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) (forward) แล ะ  ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3´) (reverse)(72) ซึ่งขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่ได้ควรมีขนาดอยู่ในช่วง 500-900 คู่เบส จากนั้นท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสโดยใช้ Top Taq 2X master mix kit ดังตาราง 6 รวมถึงเวลาและ
อณุหภมูิในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ ดงัตาราง 7 
 
ตาราง 6 สว่นผสมที่ใชใ้นปฏิกิรยิา PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของราไวทร์อท 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตรที่ใช ้
(ไมโครลิตร) 

ความเขม้ขน้สดุทา้ย 

Forward primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
Reverse primer (10 µM) 1 0.4 ไมโครโมลาร ์
ดีเอ็นเอตน้แบบ 5 10-100 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร 
Top Taq 2x master mix 12.5 1 ยนูิต 
Water sterile Dnase/RNase-free 5.5 - 

หมายเหต:ุ ปรมิาตรสดุทา้ยเท่ากบั 25 ไมโครลิตร 
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ตาราง 7 เวลาและอณุหภมูิที่ใชใ้นการท าปฏิกิรยิา PCR บรเิวณ ITS ของราไวทร์อท 
 

ปฏิกิรยิา PCR อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 
Initial denaturation 94 5 
Denaturation 94 1 
Annealing 50-56* 1 
Extension 72 1 
Final Extension 72 10 
ขัน้ตอน Denaturation ถึง Extension ท าซ า้ 35 รอบ 

หมายเหตุ: * หมายถึง ช่วงอณุหภูมิที่อาจปรบัเปลี่ยนตามความเหมาะสมขึน้อยู่กับชนิด
ของรา 
 

การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอใชว้ิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel 
electrophoresis) โดยน าดีเอ็นเอที่เพิ่มจ านวนแลว้มาตรวจสอบดว้ยชุดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ใช้
เจลอะกาโรสความเขม้ข้น 1% ในสารละลาย 0.5X TBE buffer (ภาคผนวก ข) ผสมกับ ViSafe 
Green Gel Strain และหยอดดีเอ็นเอลงในช่องเจลโดยใช้แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (1,500 bp DNA 
ladder) ในการเปรียบเทียบขนาด จากนัน้ตัง้ค่ากระแสไฟฟ้าที่ความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 
30 นาที น าเจลไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงอัลตราไวโอเลตดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจลแลว้
บนัทกึภาพ 

3.2.3 การท าชิน้ดีเอ็นเอใหบ้รสิทุธิ์และการวิเคราะหห์าล าดบันิวคลีโอไทด ์
น า ดี เอ็น เอ ท่ี ได้จากการเพิ่ มจ านวนมาท าให้บ ริสุท ธิ์ด้วย  FavorPrepTM 

purification mini kit ตามวิธีในคู่มือของบริษัทผู้ผลิต แล้วจึงส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์หาล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ ผลที่ได้มาตรวจสอบด้วยโปรแกรม Chromas 2.6.5 (Technelysium Pty.Ltd)(73) 

จากนั้นน าไปเทียบเคียงค่าร้อยละความเหมือน (% similarity) กับฐานข้อมูล  GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) ด้ ว ย โป รแก รม  BLASTn (https://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi) เพื่อใชเ้ทียบเคียงในการจดัจ าแนกชนิดทัง้ในระดบัสกลุและชนิด 
 
 

https://www.ncbi.nlm/
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3.2.4 การสรา้งแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของรา
ไวทร์อท 

ศึกษาความสัมพันธ์ของราไวท์รอทโดยสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ เชิ ง
วิวฒันาการ โดยน าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดจ้ากการศึกษาครัง้นี ้และล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ใกลเ้คียง 
จากฐานขอ้มูล GenBank มาจัดเรียงแนวความสมัพันธ์ (alignment) ดว้ยโปรแกรม MUSCLE(74) 
จากนั้นสรา้งแผนภูมิความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม MEGA 7(75) โดยใช้วิธี maximum likelihood 
วิเคราะหค่์าความเชื่อมั่น (bootstrap) ของแผนภมูิจ านวน 1,000 ซ า้ 
 
4. การหมักแบบแห้งโดยใช้กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งต้น 

ตัวอย่างราไวท์รอทที่ให้ผลบวกจากการทดสอบด้วยวิธี agar plate screening น ามา
ทดสอบการเจริญบนกากตะกอนดีแคนเตอรโ์ดยการหมักแบบแห้ง และการผลิตเอนไซม์กลุ่ม  
ลิกนิโนไลติก ไดแ้ก่ แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส 

4.1 การหมกัแบบแหง้ 
กากตะกอนดีแคนเตอรท์ี่ไดจ้ากโรงงานสกัดน า้มันปาลม์ของบริษัทสุขสมบูรณ ์กรุ๊ป 

จ ากดั จงัหวดัชลบุรี เตรียมโดยน ากากตะกอนดีแคนเตอรม์าผึ่งใหแ้หง้ แลว้น าไปอบในตูอ้บลมรอ้น 
(hot air oven) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 4-5 วัน หรือจนกว่ากากตะกอนดีแคนเตอรม์ี
น า้หนกัคงที่ จากนัน้น ากากตะกอนดีแคนเตอรส์่งตรวจวิเคราะห์ปริมาณลิกนิน และองคป์ระกอบ
อ่ืน  ๆ โดยสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ 

กระบวนการหมกัแบบแหง้เริ่มจากชั่งกากตะกอนดีแคนเตอร ์10 กรมั ใส่ลงในหลอด
เพาะเชือ้ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรบัความชืน้ด้วยอาหาร basal medium (ภาคผนวก ก) ให้มีค่า
ความชืน้เริ่มตน้เท่ากบั 65% และน าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน า cork borer 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 8.75 มิลลิเมตร เจาะเสน้ใยราบริสทุธิ์อายุ 7 วนัที่เจริญบนอาหาร basal 
medium agar จ านวน 1 plug เขี่ยลงในหลอดเพาะเชือ้ และบ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตและบนัทกึการเจรญิของเสน้ใยในแต่ละวนั 
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4.2 การสกดัและการวิเคราะหก์ิจกรรมของเอนไซม ์

น าหลอดเพาะเชื ้อที่ผ่านกระบวนการหมักไปสกัดเอนไซม์ โดยเติมสารละลาย
บัฟเฟอรโ์ซเดียมอะซิเตท ความเข้มข้น 100 mM (pH 5.0) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน
เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที  จากนั้นแยกส่วนน ้าโดยการกรองผ่านกระดาษกรอง 
whatman No.1 และน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเครื่องป่ันเหวี่ยงสาร (centrifuge) โดยใชค่้าแรงเหวี่ยงหนี
ศนูยก์ลาง (Relative centrifugal force; RCF) 10,000 g อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาท ีน าเอนไซมส์กดัหยาบ (crude enzyme) ที่ไดไ้ปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม ์

4.2.1 กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส  
ผสม 2,2’-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) ความ

เข้มข้น 0.5 mM ในสารละลายบัฟ เฟอร์โซเดียมอะซิ เตท  ความเข้มข้น  100 mM (pH 4.5) 
(ภาคผนวก ข) ปรมิาตร 600 ไมโครลิตร กบัเอนไซมส์กดัหยาบปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลว้น าไป
วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร บนัทึกค่าที่ 0 และ 60 วินาที น าค่าที่วดัได้
ไปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดยก าหนดให้ 1 ยูนิตของแลคเคส คือปริมาณเอนไซม  ์
แลคเคสที่ ใช้ในการเปลี่ยนสาร ABTS 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
(ค่าคงที่ของการดดูกลืนแสง (Extinction coefficient; ε) เท่ากบั 36,000 M-1 cm-1)(76) 

4.2.2 กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
ผสม 2,6-dimethoxyphenol ความเขม้ขน้ 10 mM (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 120 

ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรโ์ซเดียมทารเ์ทรต ความเขม้ขน้ 250 mM (pH 4.5) ปริมาตร 240 
ไมโครลิตร แมงกานีสซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10 mM ปริมาตร 120 ไมโครลิตร และไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด ์ความเขม้ขน้ 4 mM ปริมาตร 120 ไมโครลิตร เพื่อใหส้ารมีความเขม้ขน้สดุทา้ยดงันี ้2,6-
dimethoxyphenol ความเข้มขน้ 1 mM สารละลายบัฟเฟอรโ์ซเดียมทารเ์ทรต ความเขม้ข้น 50 
mM แมงกานีสซัลเฟต ความเขม้ขน้ 1 mM และไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ความเขม้ขน้ 0.4 mM
จากนั้นเติมเอนไซมส์กัดหยาบปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 469 นาโนเมตร บนัทึกค่าที่ 0 และ 60 วินาที น าค่าที่วดัไดไ้ปค านวณหาค่ากิจกรรมของ
เอนไซมโ์ดยก าหนดให้ 1 ยูนิตของแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส คือปริมาณเอนไซมแ์มงกานีสเปอร์
ออกซิเดสที่ ใช้ในการเปลี่ยนสาร 2,6-dimethoxyphenol 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใต้
สภาวะที่ก าหนด (ค่าคงที่ของการดดูกลืนแสงเท่ากบั 10,000 M-1 cm-1)(77)  
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4.2.3 กิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
ผสม veratryl alcohol ความเขม้ขน้ 2 mM ปริมาตร 240 ไมโครลิตร สารละลาย

บฟัเฟอรโ์ซเดียมทารเ์ทรต ความเขม้ขน้ 50 mM (pH 2.5) (ภาคผนวก ข) ปรมิาตร 240 ไมโครลิตร
และ ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ความเขม้ขน้ 0.4 mM ปริมาตร 120 ไมโครลิตร จากนัน้เติมเอนไซม์
สกัดหยาบปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่ น 310  
นาโนเมตร บันทึกค่าที่ 0 และ 60 วินาที น าค่าที่วัดไดไ้ปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดย
ก าหนดให ้1 ยูนิตของลิกนินเปอรอ์อกซิเดส คือปริมาณเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสที่ใชใ้นการ
เปลี่ยนสาร veratryl alcohol 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด (ค่าคงที่ของการ
ดดูกลืนแสงเท่ากบั 9,300 M-1 cm-1)(77) โดยสตูรการค านวณกิจกรรมของเอนไซม ์มีดงันี ้

 

กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนูิตต่อมิลลิลิตร)  =  △Abs x V x D 
                                                           ε x v x t 
 

หมายเหต ุ: △Abs = ความแตกต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงก่อนและหลังท า
ปฏิกิรยิา, V = ปรมิาณสารทัง้หมดในปฏิกิริยา (มิลลิลิตร),D = ระดบัการเจือจาง, ε = ค่าคงที่ของ
การดูดกลืนแสง (M-1 cm-1), v = ปริมาณเอนไซมส์กัดหยาบ (มิลลิลิตร) และ t = เวลาที่ใชใ้นการ
บ่ม (นาท)ี 
 
5. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมด์้วยการออกแบบการทดลองทางสถิติ 

จากผลการทดลองในขอ้ 4 คัดเลือกสายพันธุ์ราไวทร์อทที่ใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมส์ูง
ที่สดุ มาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์พื่อใหไ้ดป้ริมาณเอนไซมส์งูที่สดุ โดยการ
ออกแบบการทดลองทางสถิติ 

5.1 การคดัเลือกแหลง่ไนโตรเจนที่เหมาะสม 
กากตะกอนดีแคนเตอรป์ริมาณ 10 กรมั ใส่ลงในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร ปรบั

ความชื ้นเริ่มต้นเท่ากับ 65% ด้วยอาหาร basal medium ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่ ใช้แหล่ง
ไนโตรเจนแตกต่างกัน 3 ชุดการทดลอง (ชุดการทดลองละ 3 ซ า้) ไดแ้ก่ peptone, yeast extract 
และ  sodium nitrate จากนั้นน าไปฆ่าเชื ้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน ้าที่อุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ้ว เป็นเวลา 15 นาที น า cork borer ขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร เจาะเสน้ใยราบริสุทธิ์อายุ 7 วนัที่เจริญบนอาหาร basal medium agar 
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จ านวน 5 plugs เขี่ยลงในฟลาสก์แลว้บ่มไวใ้นตูเ้พาะเชือ้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
13 วัน โดยเก็บตัวอย่างมาสกัดเอนไซมแ์ละวัดกิจกรรมของเอนไซมต์ามวิธีการในขอ้ 4.2 โดยใช้
สารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมอะซิเตท ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 5.0) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บ
ทุกวันที่  1, 3, 5, 7, 9, 11 และ 13 น าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้มาวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช ้ 
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบั 95% ดว้ย

โปรแกรม Minitab18 (Minitab Inc., PA, USA) เพื่อคดัเลือกแหลง่ไนโตรเจนที่ใหค่้ากิจกรรมของ
เอนไซมส์งูที่สดุมาท าการทดลองต่อไป 

5.2 วิธี Plackett-Burman Design (PBD) 
เป็นการออกแบบการทดลองเพื่อคัดเลือกปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม ์ 

ซึ่งมีประสิทธิภาพในการกลั่นกรองปัจจัยจ านวนมาก (80) โดยในการทดลองนีไ้ด้ศึกษาปัจจัยของ
ส่วนผสมอาหารเลี ้ยงเชื ้อที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ทั้งหมด 9 ปัจจัย ได้แก่ glucose, yeast 
extract, KH2PO4, MgSO4·7H2O, FeSO4·7H2O, MnSO4·H2O, CuSO4·5H2O, ZnSO4·7H2O 
และ Tween 80 ซึ่งไดแ้บ่งระดับปัจจัยออกเป็น 3 ระดับ ไดแ้ก่ -1, 0 และ 1 ดังแสดงในตาราง 8 
โดยค่า 0 คือค่าที่คาดการณว์่าน่าจะเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สดุ สามารถสรา้งแบบการทดลองดงั
แสดงในตาราง 9 
 
ตาราง 8 ค่าปัจจยัของแต่ละระดบัที่ใชใ้นการออกแบบการทดลองตามวิธี PBD 
 

ปัจจยั ชนิดของปัจจยั ปรมิาณ (กรมัต่อลิตร) 
-1 0 1 

X1 Glucose 2 5 8 
X2 Yeast extract 1 2.5 4 
X3 KH2PO4 0.1 0.4 0.7 
X4 MgSO4·7H2O 0.25 0.5 0.75 
X5 FeSO4·7H2O 0.005 0.01 0.015 
X6 MnSO4·H2O 0.025 0.05 0.075 
X7 CuSO4·5H2O 0.125 0.25 0.375 
X8 ZnSO4·7H2O 0.005 0.01 0.015 
X9 Tween 80 0.05 0.1 0.15 
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ตาราง 9 แบบการทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกโดยใช้
วิธี PBD 
 

การทดลอง ปัจจยั 
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 
2 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 
3 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 
4 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 
5 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 
6 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 
7 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 
8 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 
9 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 
10 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 
11 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

หมายเหตุ: X1 = Glucose, X2 = Yeast extract, X3 = KH2PO4, X4 = MgSO4·7H2O, 
X5 = FeSO4·7H2O, X6 = MnSO4·H2O, X7 = CuSO4·5H2O, X8 = ZnSO4·7H2O แ ล ะ  X9 = 
Tween 80 
 

เมื่อท าการทดลองครบทั้ง 13 การทดลอง (ชุดการทดลองละ 3 ซ า้) ตามวิธี PBD(78) 
แลว้จึงน าค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ี่ไดไ้ปวิเคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ของการถดถอยเชิง
พหุคูณเพื่อประเมินผลของปัจจัยที่มีต่อการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก และค่าสัมประสิทธิ์

ความสมัพนัธ ์(R-Squared; R2) ดว้ยโปรแกรม Minitab18 โดยถา้มีค่านยัส าคญัของการทดสอบ 
(p-value) น้อยกว่า 0.05 แสดงว่าปัจจัยนั้นมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกซึ่ง
ปัจจยัดงักลา่วจะถกูคดัเลือกไปท าการทดลองในขัน้ต่อไป 
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5.3 วิธี Central Composite Design (CCD) 
การออกแบบการทดลองดว้ยวิธี CCD(61) จะน าปัจจยัที่มีผลต่อการทดลองในขอ้ 5.2 

โดยพิจารณาจากค่านยัส าคญัของการทดสอบ (p-value) ที่มีค่านอ้ยกว่า 0.05 ซึ่งพบว่ามี 2 ปัจจยั
ที่แสดงใหเ้ห็นว่ามีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากนีย้ังพิจารณาค่าสมัประสิทธิ์ 
(coefficient) และค่าความแปรผนัของตวัแปรตอบสนองซึ่งสามารถแปรผนัค่าของปัจจยัได้โดยวิธี 
CCD จะแบ่งระดับปัจจัยใหม้ีความละเอียดมากขึน้ออกเป็น 5 ระดับ ไดแ้ก่ -1.414 (-α), -1, 0, 1 
และ 1.414 (+α) โดยค่า 0 คือค่าของปัจจัยที่ ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดจากวิธี PBD 
ดงัแสดงในตาราง 10 และแบบการทดลองดงัแสดงในตาราง 11 
 
ตาราง 10 ค่าปัจจยัของแต่ละระดบัที่ใชใ้นการออกแบบการทดลองตามวิธี CCD 
 

ปัจจยั ชนิดของปัจจยั ปรมิาณ (กรมัต่อลิตร) 
-1.414 -1 0 1 1.414 

X1 CuSO4·5H2O 0.073 0.125 0.25 0.375 0.426 
X2 Glucose 0.758 2 5 8 9.242 
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ตาราง 11 แบบการทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกโดย
ใชว้ิธี CCD 
 

การทดลอง X1 X2 
1 -1 -1 
2 1 -1 
3 -1 1 
4 1 1 
5 -1.414 0 
6 1.414 0 
7 0 -1.414 
8 0 1.414 
9 0 0 
10 0 0 
11 0 0 
12 0 0 
13 0 0 

หมายเหต:ุ X1 = CuSO4·5H2O และ X2 = Glucose 
 

ต่อมาจึงน าค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ี่ไดจ้ากการทดลองไปวิเคราะหห์าสมการถดถอย 
และหาพื ้นที่ผิวตอบสนอง (response surface methodology) ด้วยโปรแกรม Design-Expert 
software version 11(79) เพื่ อสร้างกราฟพื ้นที่ ผิ วตอบสนอง (response surface plot) และ
แผนภาพคอนทัวร ์(contour plot) ในการท านายค่าของปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ใหไ้ด้
ปรมิาณสงูสดุ จากนัน้ท าการทดลองโดยใชค่้าที่ไดจ้ากการท านายเพื่อยืนยนัความถกูตอ้งของแบบ
การทดลอง 
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6. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก  
6.1 การศกึษาค่า pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์

น าเอนไซม์สกัดหยาบที่ ได้มาวัดกิจกรรมของเอนไซม์ ดังวิ ธีในข้อ 4.2 โดยใช้
สารละลายบฟัเฟอรท์ี่มีค่า pH  ตัง้แต่ 3 ถึง 7 ดงันี ้สารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมซิเตรต ความเขม้ขน้ 
100 mM (pH 3.0 และ 3.5), สารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมอะซิเตท ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 4.0, 
4.5, 5.0 และ 5.5) และสารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 6.0, 6.5 
และ 7.0) โดยค่า pH ใดที่ใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมส์งูที่สุดคือ pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม ์ 

6.2 การศกึษาอณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์
น าเอนไซม์สกัดหยาบที่ ได้มาวัดกิจกรรมของเอนไซม์ ดังวิ ธีในข้อ 4.2 โดยใช้

สารละลายบฟัเฟอรท์ี่มีค่า pH เหมาะสมจากขอ้ 6.1 บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ ไดแ้ก่ 30, 37, 40, 50, 
60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิใดที่ใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมส์ูงที่สุดคืออุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์ 

6.3 การศกึษาความเสถียรของเอนไซมต่์อค่า pH 
น าเอนไซม์สกัดหยาบที่ได้มาบ่มในสารละลายบัฟเฟอรท์ี่  pH ตั้งแต่ 3 ถึง 7 ดังนี ้

สารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมซิเตรต ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 3.0 และ 3.5), สารละลายบฟัเฟอร์
โซเดียมอะซิเตท ความเข้มข้น 100 mM (pH 4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5) และสารละลายบัฟเฟอร์
โซเดียมฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 6.0, 6.5 และ 7.0) ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง จากนั้นน าเอนไซมส์กัดหยาบมาปรบัค่า pH ให้เท่ากับสารละลาย
บฟัเฟอรท์ี่มีค่า pH ที่เหมาะสม แลว้น าไปวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ดยใชส้ารละลายบฟัเฟอรท์ี่มีค่า 
pH เหมาะสม และบ่มที่อณุหภูมิเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ ซึ่งไดจ้ากการทดลองในขอ้ 
6.1 และ 6.2 ตามล าดบั 

6.4 การศกึษาความเสถียรของเอนไซมต่์ออณุหภมูิ 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่ไดม้าบ่มที่อณุหภูมิต่าง ๆ ไดแ้ก่ 30, 37, 40, 50, 60, 70 และ 

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ชั่ วโมง จากนั้นน าไปวัดกิจกรรมของ
เอนไซมโ์ดยใชส้ารละลายบฟัเฟอรท์ี่มีค่า pH เหมาะสม และบ่มที่อณุหภูมิเหมาะสมต่อการท างาน
ของเอนไซม ์เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ 6.3 
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7. การปรับสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรด์้วยเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 
ผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกจากราไวทร์อทที่มีคณุสมบติัเหมาะสมโดยใชก้ากตะกอน 

ดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งต้นภายใตส้ภาวะและส่วนผสมของอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสมจากการ
ทดลองในขอ้ 5.3 จากนัน้สกดัเอนไซมโ์ดยใชบ้ฟัเฟอรท์ี่ปรบั pH ใหม้ีค่าที่เหมาะสมกบัการท างาน
ของเอนไซม์แล้วน าเอนไซม์สกัดหยาบที่ได้มาปรับสภาพกากตะกอนดีแคนเตอร์ เริ่มจากชั่ ง 
กากตะกอนดีแคนเตอร ์20 กรมั ลงในฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร จากนัน้น าเอนไซมส์กัดหยาบ
ปริมาตร 70 มิลลิลิตร เทลงฟลาสก์ และเขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 12 วัน น าส่วนของกากตะกอนดีแคนเตอร์มาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน หรือจนกว่าจะไดน้ า้หนักคงที่ จากนัน้น ากากตะกอนดีแคนเตอรห์ลัง
การปรบัสภาพไปวิเคราะหห์าปริมาณลิกนินที่เหลือโดยสถาบันคน้ควา้และพัฒนาผลิตผลทาง
การเกษตรและอตุสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเก็บรวบรวมและเพาะเลีย้งราไวทร์อท 

ตวัอย่างฟรุตติง้บอดีข้องราที่รวบรวมได้จากพืน้ที่ 4 จงัหวดัในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
ของประเทศไทยได้แก่ จังหวัดอุดรธานี  สกลนคร นครพนม และชัยภูมิ  ซึ่งมีสภาพเป็นป่า 
เบญจพรรณผสมเต็งรงั มีพนัธุไ์มย้าง เต็ง รงั ประดู่ และมะค่า เป็นไมส้  าคญั ในช่วงเดือนมีนาคม – 
กรกฎาคม พ.ศ. 2560 (ภาพประกอบ 13) จ านวน 264 ตัวอย่าง (ตาราง 12) จากอุดรธานี (UD)  
19 ตัวอย่าง สกลนคร (PP) 33 ตัวอย่าง นครพนม (NP) 13 ตัวอย่าง และชัยภูมิ  (PW) 199 
ตวัอย่าง โดยตัวอย่างราส่วนใหญ่มีการเจริญบนไมเ้นือ้แข็ง บางตัวอย่างสามารถเปลี่ยนสีเนือ้ไม้
จากสีน า้ตาลใหจ้างลงได ้และบางตวัอย่างสามารถย่อยเนือ้ไมใ้หเ้ป่ือยยุ่ยไดอี้กดว้ย โดยลกัษณะ 
ฟรุตติง้บอดีข้องราที่รวบรวมไดม้ีความหลากหลายทัง้สี รูปรา่ง และ ขนาด บางชนิดมีลกัษณะเป็น
ป้ืนแนบกับเนือ้ไม ้บางชนิดเป็นแผ่นคลา้ยพัด บางชนิดมีก้านคลา้ยถว้ย เป็นตน้ (ภาพประกอบ 
14)  

จากตัวอย่างราท่ีรวบรวมไดส้ามารถแยกเพาะเลีย้งเชือ้บริสุทธิ์ไดจ้  านวน 150 ไอโซเลท 
คิดเป็นรอ้ยละ 56.82 จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด (ตาราง 12) ส าหรบัตัวอย่างราที่ไม่สามารถ
เพาะเชือ้บริสทุธิ์ได ้อาจเน่ืองจากฟรุตติง้บอดีข้องราบางชนิดมีลกัษณะบอบบางท าใหแ้ยกเนือ้เย่ือ
ดา้นในออกมาเพาะเลีย้งไดย้าก เกิดการปนเป้ือนราชนิดอ่ืน หรือบางตัวอย่างโดนท าลายดว้ย
แมลงที่อยู่ดา้นใน หรือบางตัวอย่างมีสภาพเก่าจนไม่สามารถเพาะเลีย้งได ้ตัวอย่างราบริสุทธิ์ท่ี
แยกเพาะเลีย้งไดบ้นอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง PDA มีลกัษณะของเสน้ใยราที่หลากหลาย แต่สว่นใหญ่มี
อตัราการเจริญที่เร็ว คือเจริญเต็มจานเพาะเชือ้ภายในระยะเวลา 5-7 วัน เมื่อศึกษาลกัษณะของ
เสน้ใยราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง พบว่าเสน้ใยส่วนใหญ่มีผนังกั้น และมีราจ านวน 88  
ไอโซเลท ที่พบโครงสรา้งแคลมป์คอนเนคชั่น (ภาพประกอบ 15) ซึ่งเป็นลกัษณะเฉพาะของราใน
ไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา ดังนั้นจึงน าตัวอย่างราทั้ง 88 ไอโซเลท ไปทดสอบคุณสมบัติการผลิต
เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกในการทดลองต่อไป ส่วนตวัอย่างที่เหลือ 62 ไอโซเลท ที่ไม่พบโครงสรา้ง
แคลมป์คอนเนคชั่น อาจเป็นราในไฟลัมเบสิดิโอไมโคตาหรือแอสโคไมโคตาที่ปนเป้ือน ทั้งนีร้า 
สว่นใหญ่ไม่สรา้งสปอรบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ในหอ้งปฏิบติัการจึงไม่สามารถจดัจ าแนกชนิดใน
ระดับไฟลมั และ/หรือสกุลไดใ้นเบือ้งตน้ ซึ่งตอ้งอาศัยเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลในการพิสูจน์
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เอกลักษณ์ของรากลุ่มดังกล่าว ดังนั้นการศึกษาครัง้นีจ้ึงไม่ได้เลือกมาศึกษาต่อ และเก็บรกัษา  
สายพนัธุไ์วท้ี่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

ส่วนฟรุตติง้บอดีข้องตัวอย่างราที่เก็บรวบรวมไดท้ั้งหมดเก็บรกัษาเป็นตัวอย่างแหง้ใน
สภาวะสุญญากาศเพื่อใชใ้นการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพื่อการระบุชนิด และใชใ้นการ
อา้งอิงต่อไป 
 

 
 

ภาพประกอบ 13  สภาพพืน้ที่ป่าในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  
(a) จงัหวดัอดุรธานี (b) จงัหวดัสกลนคร (c) จงัหวดันครพนม และ (d) จงัหวดัชยัภมูิ 
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ตาราง 12 ขอ้มลูการเก็บรวบรวมและเพาะเลีย้งราไวทร์อทจากพืน้ที่ 4 จงัหวดัในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
 

พืน้ที่
จงัหวดั 

รหสัตวัอย่าง ลกัษณะของพืน้ที่ จ านวน 
ฟรุตติง้บอดี ้

จ านวนเชือ้
บรสิทุธิ์ 

อดุรธานี UD17-01 – UD17-19 ป่าเบญจพรรณผสมเต็งรงั  19 14 
สกลนคร PP17-01 – PP17-33 ป่าเบญจพรรณผสมเต็งรงั 33 25 
นครพนม NP17-01 – NP17-13 ป่าเบญจพรรณ 13 11 
ชยัภมูิ PW17-01 – PW17-248 ป่าเบญจพรรณผสมเต็งรงั 199 100 
รวม 264 150 
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ภาพประกอบ 14 ตวัอย่างฟรุตติง้บอดีข้องราที่เก็บรวบรวมไดจ้ากพืน้ที่ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย 
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ภาพประกอบ 15 ตวัอย่างราบรสิทุธิ์ท่ีเจรญิบนอาหาร PDA ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 7 วนั 
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2. การคัดเลือกสายพันธุร์าทีส่ามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกได้บนอาหารแข็ง 
ราในกลุ่มเบสิดิโอไมซีทจ านวน 88 ไอโซเลท น ามาทดสอบการผลิตเอนไซม์กลุ่ม 

ลิกนิโนไลติกเบือ้งตน้ บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งที่เติมอินดิเคเตอร ์3 ชนิด ได้แก่ guaiacol, ABTS 
และ RBBR โดยผลบวกของการทดสอบ guaiacol จะเกิดโซนสีน ้าตาลและ ABTS จะเกิดโซน 
สีเขียวรอบเส้นใยรา ส่วน RBBR ซึ่งมีสีน า้เงินจะถูกย่อยเกิดเป็นโซนใสรอบเส้นใยรา  พบว่ามี
ตวัอย่างราที่ใหผ้ลบวกกบัอินดิเคเตอรอ์ย่างนอ้ย 1 ชนิด ในการทดสอบจ านวนทัง้สิน้ 63 ไอโซเลท 
โดยราส่วนใหญ่สามารถย่อย guaiacol ได้มากที่สุด (57 ไอโซเลท) รองลงมาคือ ABTS (54  
ไอโซเลท) และ RBBR (30 ไอโซเลท) ตามล าดับ (ตาราง 13) ในขณะที่มีราจ านวน 26 ไอโซเลท  
ที่ไม่สามารถย่อยอินดิเคเตอรใ์ดไดเ้ลย จากผลการทดสอบขา้งตน้สามารถสรุปเป็นแผนภูมิแสดง
สดัสว่นจ านวนราในการย่อยอินดิเคเตอรท์ัง้ 3 ชนิดไดด้งัภาพประกอบ 16 

อย่างไรก็ตามมีราจ านวน 28 ไอโซเลท ที่สามารถย่อยอินดิเคเตอรไ์ดท้ัง้ 3 ชนิด คิดเป็น
รอ้ยละ 32 จากตัวอย่างราที่ทดสอบทั้งหมด (ภาพประกอบ 17) นอกจากนีย้ังพบว่าตัวอย่างรา 
ส่วนใหญ่ที่สามารถย่อย guaiacol ได ้จะสามารถย่อย ABTS ไดเ้ช่นกนั ดงันัน้จึงพบราที่สามารถ
ย่อยอินดิเคเตอรท์ัง้ 2 ชนิดไดม้ากถึง 51 ไอโซเลท ในขณะที่ RBBR เป็นสีสงัเคราะหท์ี่มีโครงสรา้ง
ซบัซอ้นจึงมีราจ านวนนอ้ยที่ย่อยได ้จากผลการทดสอบพบราจ านวน 6 ไอโซเลท ที่สามารถย่อย
อินดิเคเตอรท์ัง้ 3 ชนิด ไดอ้ย่างสมบูรณ์ (++++) ไดแ้ก่ PP17-06, PP17-33, PW17-111, PW17-
134, PW17-145 และ PW17-177 (ตาราง 13)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 52 
 
 
ตาราง 13 ผลการทดสอบคณุสมบติัในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกของรากลุม่เบสิดิโอไมซีส 
บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็งที่เติมอินดิเคเตอร ์
 

ตวัอย่างรา ระดบัผลบวกของการทดสอบ ตวัอย่างรา ระดบัผลบวกของการทดสอบ 
Guaiacol* ABTS* RBBR** Guaiacol* ABTS* RBBR** 

UD17-02.1 - - - UD17-17.2 ++++ ++++ - 
UD17-03 - - - UD17-19 ++ +++ - 
UD17-04 ++++ ++++ - PP17-01 - - - 
UD17-05 - - - PP17-02 ++++ ++++ - 
UD17-05.2 - - - PP17-03.1 - - - 
UD17-06P.1 ++ ++++ - PP17-03.2.1 ++++ ++++ - 
UD17-06P.2 ++ ++++ - PP17-03.2.2 - - - 
UD17-06C.1 + - - PP17-04 ++++ +++ ++ 
UD17-06C.2 ++ +++ +++ PP17-05 ++++ ++++ - 
UD17-07 - - - PP17-06 ++++ ++++ ++++ 
UD17-08.1 + ++++ - PP17-06.2 - - - 
UD17-08.2 ++++ ++++ - PP17-08 - - - 
UD17-10 - - - PP17-10 - - - 
UD17-11 - - - PP17-12 - - - 
UD17-12.1 ++ ++ - PP17-13 +++ ++++ - 
UD17-12.2 - - - PP17-14 +++ ++++ - 
UD17-14.1 - - - PP17-16.1 ++ ++++ - 
UD17-14.2 ++ +++ - PP17-16.1-2 - - - 
UD17-15.1 - +++ - PP17-16.2 ++++ + - 
UD17-15.2 ++ +++ - PP17-17 ++++ ++++ - 
UD17-16.1 ++ +++ - PP17-18 ++++ ++++ - 
UD17-16.2 - - - PP17-19 - ++++ - 
UD17-17.1 +++ - - PP17-20 +++ +++ ++ 



 53 
 
 
ตาราง 13 (ต่อ) 
 

ตวัอย่างรา ระดบัผลบวกของการทดสอบ ตวัอย่างรา ระดบัผลบวกของการทดสอบ 
Guaiacol* ABTS* RBBR** Guaiacol* ABTS* RBBR** 

PP17-21 ++++ - - PW17-111 ++++ ++++ ++++ 
PP17-22 +++ ++++ - PW17-121 +++ ++ ++ 
PP17-23.1 ++ - - PW17-124 +++ ++ ++++ 
PP17-23.2 +++ ++++ - PW17-131 - - - 
PP17-24 - - - PW17-134 ++++ ++++ ++++ 
PP17-25 ++++ ++++ - PW17-135 +++ ++ ++++ 
PP17-26 - - - PW17-136 +++ + + 
PP17-28 - - - PW17-139 ++++ ++++ +++ 
PP17-29 ++ - - PW17-143 ++ ++++ ++++ 
PP17-30 - ++++ - PW17-145 ++++ ++++ ++++ 
PP17-33 ++++ ++++ ++++ PW17-154 ++++ ++++ +++ 
NP17-02 - - ++++ PW17-155 +++ ++ ++ 
NP17-08 - - ++++ PW17-171 +++ ++ + 
NP17-12 - - - PW17-173 ++++ ++ ++++ 
PW17-06 ++++ ++ ++++ PW17-174 ++++ + + 
PW17-12A ++ - - PW17-177 ++++ ++++ ++++ 
PW17-25 - - - PW17-188A - - - 
PW17-41 ++++ ++ ++++ PW17-199 ++++ ++ +++ 
PW17-43 - - - PW17-219 +++ ++++ + 
PW17-75 +++ + ++ PW17-221 ++ ++ ++ 
PW17-108 ++++ ++ ++ PW17-230 ++ ++ +++ 

หมายเหต ุ: Guaiacol และ ABTS: None (-); Very low (+ 0.1-10 มิลลิเมตร); Low (++ 
10.1-20.0 มิลลิเมตร); Medium (+++ 20.1-30.0 มิลลิเมตร); High (++++ > 30.1 มิลลิเมตร),  
RBBR: None (-); Very low (+); Low (++); Medium (+++); High (++++)  
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ภาพประกอบ 16 กราฟแสดงค่ารอ้ยละของจ านวนราและประสิทธิภาพในการย่อยอินดิเคเตอร ์3 

ชนิด  
หมายเหต ุ: Guaiacol และ ABTS: None (-); Very low (+ 0.1-10 มิลลิเมตร); Low (++ 

10.1-20.00 มิลลิเมตร); Medium (+++ 20.1-30.0 มิลลิเมตร); High (++++ > 30.1 มิลลิเมตร),  
RBBR: None (-); Very low (+); Low (++); Medium (+++); High (++++)  
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ภาพประกอบ 17 กราฟวงกลมแสดงค่ารอ้ยละของจ านวนราที่สามารถย่อยอินดิเคเตอรไ์ด ้ 
None = ไม่สามารถย่อยได;้ One indicator = สามารถย่อยอินดิเคเตอรไ์ด ้1 ชนิด; Two 

indicators = สามารถย่อยอินดิเคเตอรไ์ด ้2 ชนิด; Three indicators = สามารถย่อยอินดิเคเตอร์
ได ้3 ชนิด 

 
อย่างไรก็ตามจากผลการทดสอบคุณสมบัติของรากลุ่มเบสิดิโอไมซีสในการย่อยอินดิ 

เคเตอร ์3 ชนิด บนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง ยังไม่สามารถระบุไดแ้น่ชดัว่าราดงักล่าวผลิตเอนไซมช์นิด
ไหนในกลุม่ลิกนิโนไลติก ดงันัน้จึงตอ้งมีการวดักิจกรรมของเอนไซมแ์ต่ละชนิดในการทดลองต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

None
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32%
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3. การผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกโดยใช้กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งต้นใน
กระบวนการหมักแบบแห้ง 

เนื่องจากงานวิจยันีต้อ้งการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกโดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอร์
เป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการหมักแบบแหง้ จึงไดท้ าการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกากตะกอน  
ดีแคนเตอรโ์ดยหอ้งปฏิบัติการเทคโนโลยีเสน้ใย กระดาษ และสิ่งทอ สถาบนัคน้ควา้และพัฒนา
ผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร ์ดว้ยวิธี TAPPI Test 
พบว่ากากตะกอนดีแคนเตอรม์ีปริมาณลิกนินสงูถึงรอ้ยละ 30.62 ดงัแสดงในตาราง 14 ซึ่งน่าจะใช้
เป็นสารตัง้ตน้ในการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไดดี้ ส่วนกากตะกอนดีแคนเตอร ์หลงัจากการ
อบแหง้ที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แลว้พบว่ากากตะกอนจบักนัเป็นกอ้นดินแข็งขนาดต่าง ๆ จึง
ได้น าไปบดด้วยเครื่องบดตัวอย่างแบบหยาบ (cutting mills) ให้มีขนาดเล็กลงและร่อนผ่าน
ตะแกรงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิ เมตร เพื่ อน าไปใช้ในกระบวนการหมักต่อไป 
(ภาพประกอบ 18)  
 
ตาราง 14 องคป์ระกอบของกากตะกอนดีแคนเตอรท์ี่ไดจ้ากโรงงานผลิตน า้มนัปาลม์  
 

องคป์ระกอบ รอ้ยละของน า้หนกัวตัถดิุบอบแหง้ 
(% by oven dry weight) 

ปรมิาณลิกนิน 30.62 
ปรมิาณโฮโลเซลลโูลส 37.10 
ปรมิาณแอลฟาเซลลโูลส 22.39 
ปรมิาณเฮมิเซลลโูลส 14.71 
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ภาพประกอบ 18 กากตะกอนดีแคนเตอรจ์ากโรงงานผลิตน า้มนัปาลม์ บรษิัทสขุสมบูรณ ์(a) กาก
ตะกอนดีแคนเตอรจ์ากโรงงาน (b) กากตะกอนดีแคนเตอรห์ลงัการอบแหง้ และ (c) กากตะกอน 

ดีแคนเตอรห์ลงัการบด 
 

ตวัอย่างราไวทร์อทจ านวน 63 ไอโซเลท ที่ใหผ้ลบวกจากการทดสอบดว้ยวิธี agar plate 
screening น ามาทดสอบความสามารถในการเจริญบนกากตะกอนดีแคนเตอรแ์ละผลิตเอนไซม์
กลุ่มลิกนิโนไลติก ได้แก่ แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส ภายใต้
สภาวะการหมักแบบแหง้ พบว่าราที่สามารถเจริญบนกากตะกอนดีแคนเตอรแ์ละมีกิจกรรมของ
เอนไซมช์นิดใดชนิดหนึ่งมีจ านวนเพียง 24 ไอโซเลท ซึ่งมีระดับการเจริญจากนอ้ย (+) ปานกลาง 
(++) และมาก (+++) หรือเจริญเต็มหลอดภายในระยะเวลา 7 วัน (ภาพประกอบ 19 และตาราง 
15) ผลการวดักิจกรรมของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกทัง้ 3 ชนิด จากเอนไซมส์กดัหยาบ พบว่ามีรา
จ านวน 24 ไอโซเลท สามารถผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสได ้มีค่าอยู่ในช่วง 6.40 ถึง 
680.00 ยนูิตต่อลิตร โดยราที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสงูสดุคือ PP17-33 
ส่วนเอนไซมแ์ลคเคสพบว่ามีราจ านวน 23 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตได ้มีค่าอยู่ในช่วง 5.00 ถึง 
470.00 ยูนิตต่อลิตร โดยราที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสสูงสุดคือ NP17-02 ในขณะที่
เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีราเพียง 7 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตได ้มีค่าอยู่ในช่วง 0.17 ถึง 3.44 
ยนูิตต่อลิตร โดยราท่ีมีค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสสงูสดุคือ PW17-219  

ทัง้นีม้ีราที่สามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไดท้ัง้ 3 ชนิด จ านวน 7 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
PP17-33, PW17-111, PW17-134, PW17-136, PW17-154, PW17-173 และ PW17-219 โดยรา
ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิด ในปริมาณสูงคือ PP17-33 โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
แลคเคสเท่ ากับ  315.56 ยูนิตต่อลิตร  เอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิ เดส เท่ ากับ  680.00 
ยนูิตต่อลิตร และเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสเท่ากบั 2.41 ยูนิตต่อลิตร นอกจากนี ้PP17-33 ยงัมี
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อัตราการเจริญบนกากตะกอนดีแคนเตอรไ์ด้ในระดับดีมาก (+++) อีกดว้ย ดังนั้นในการศึกษา 
หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกจึงเลือกราไอโซเลท PP17-33 ไปศึกษา
ในล าดับต่อไป โดยศึกษาเฉพาะเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเท่านัน้ เนื่องจาก
เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสวดัไดใ้นปรมิาณที่ต  ่า 
 

 
ภาพประกอบ 19 การหมกัแบบแหง้ของราโดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ในหลอด

เพาะเชือ้ที่ความชืน้เท่ากบั 65% อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
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ตาราง 15 ระดบัการเจรญิของราและกิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกภายใตก้ระบวนการ
หมกัแบบแหง้ในหลอดเพาะเชือ้เป็นเวลา 7 วนั 
 

ไอโซเลท ระดบัการเจรญิ กิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก (ยนูิตต่อลิตร) 
แลคเคส แมงกานีสเปอร ์

ออกซิเดส 
ลิกนินเปอรอ์อก 
ซิเดส 

PP17-04 ++ 81.12 198.40 - 
PP17-06 +++ 64.00 120.00 - 
PP17-17 ++ 398.34 230.40 - 
PP17-18 ++ 65.89 94.00 - 
PP17-20 ++ 300.56 68.40 - 
PP17-22 ++ 13.34 595.20 - 
PP17-25 ++ 45.67 94.60 - 
PP17-33 +++ 315.56 680.00 2.41 
NP17-02 +++ 470.00 317.20 - 
NP17-08 + 21.56 50.80 - 
PW17-06 ++ 460.56 127.40 - 
PW17-41 + 54.12 71.00 - 
PW17-43 ++ 260.00 227.20 - 
PW17-111 + 49.45 63.60 0.43 
PW17-134 + 33.78 66.20 1.03 
PW17-136 + 36.89 68.40 3.44 
PW17-145 +++ 23.34 61.60 - 
PW17-154 + 317.78 86.60 0.17 
PW17-171 ++ - 82.20 - 
PW17-173 ++ 62.89 53.60 0.17 
PW17-177 +++ 367.23 183.20 - 
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ตาราง 15 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท ระดบัการเจรญิ กิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก (ยนูิตต่อลิตร) 
แลคเคส แมงกานีสเปอร์

ออกซิเดส 
ลิกนินเปอรอ์อก 
ซิเดส 

PW17-219 +++ 30.56 55.40 1.72 
PW17-221 + 5.00 6.40 - 
PW17-230 +++ 66.12 112.80 - 

หมายเหตุ : ระดับการเจริญ : None (-);Low (+ 0.1-30.0 มิลลิเมตร); Medium (++ 
30.1-60.0 มิลลิเมตร); High (+++ > 60.1 มิลลิเมตร)  
 

เนื่องจากการเจริญของราและการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกมีความสัมพันธ์กัน 
ดงันัน้ถา้ราไม่สามารถเจรญิบนสารตัง้ตน้หรือเจริญไดน้อ้ยก็จะท าใหก้ารผลิตเอนไซมไ์ดใ้นปรมิาณ
น้อยตามไปด้วย ซึ่งจากผลการทดลองมีราจ านวน 24 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่ม 
ลิกนิโนไลติกได ้ซึ่งจะถูกน าไปจัดจ าแนกชนิดโดยอาศัยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลักษณะ
ทางชีววิทยาโมเลกลุต่อไป 
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4. การจัดจ าแนกชนิดของราไวทร์อท 

ตัวอย่างราที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้จ านวน 24 ไอโซเลท น ามาจัด
จ าแนกชนิดโดยศกึษาทัง้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีววิทยาโมเลกลุ ดงันี ้

4.1 การศกึษาราไวทร์อทโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  
ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราจ านวน 24 ไอโซเลท ทั้งลักษณะ 

รูปรา่ง ขนาด และสีของฟรุตติง้บอดี ้รวมทัง้เบสิดิโอสปอร ์ลกัษณะของเสน้ใยบริสทุธิ์ ผนงักัน้ และ
แคลมป์คอนเนคชั่ น พบว่าสามารถจัดจ าแนกราตามวงศ์ได้ 5 วงศ์ ได้แก่  Cerrenaceae, 
Hericiaceae, Incrustoporiaceae, Polyporaceae และ  Stereaceae ป ระกอบด้วย  9 สกุ ล  
15 ชนิด  โดยราส่วนใหญ่ จัดอยู่ ในวงศ์ Polyporaceae จ านวน 5 สกุล  ได้แก่  Coriolopsis  
(3 ไอโซเลท), Ganoderma (8 ไอโซเลท), Microporus (5 ไอโซเลท), Nigroporus (1 ไอโซเลท) 
และ Trametes (3 ไอโซเลท) ส่วนวงศ์ Cerrenaceae, Hericiaceae, Incrustoporiaceae และ 
Stereaceae พ บ วงศ์ละ  1 สกุล  ได้แก่  Pseudolagarobasidium (1 ไอ โซ เลท ), Dentipellis  
(1 ไอโซเลท), Tyromyces (1 ไอโซเลท) และ Aleurodiscus (1 ไอโซเลท) ตามล าดับ รายละเอียด
แสดงในตาราง 16 และภาพประกอบ 20-34 

อย่างไรก็ตามเนื่องจากฐานขอ้มูลของราไวทร์อทในประเทศไทยมีจ ากัด และเห็ดรา
ในแต่ละพืน้ที่มีความหลากหลายสูง เช่น รูปร่าง ลักษณะ สี ขนาดของฟรุตติง้บอดี ้และสปอร ์ 
ท าใหไ้ม่สามารถจดัจ าแนกชนิดของราโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว จึงตอ้ง
ใชว้ิธีทางชีววิทยาโมเลกลุรว่มดว้ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 62 
 
ตาราง 16 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราไวทร์อท 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
Polyporaceae 
   Coriolopsis aspera 
         (Jungh) Teng 

 
NP17-02 
NP17-08 

 
ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง โคง้ ครึ่งวงกลมคลา้ย
พัด เนือ้เยื่อเหนียว พบการเจริญเป็นกลุ่มขนาด (กวา้ง x 
ยาว x หนา) เท่ากับ 3.9 – 4.2 x 5.8 – 6.6 x 0.6 – 2.0
เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกบัเนือ้ไมม้ีลกัษณะคอดเล็ก
ลง ไม่มี ก้าน  ขอบดอกเรียบ หน้าดอกแบ่ งเป็นโซน 
(zonate) สีต่าง ๆ ได้แก่ สีน า้ตาลเข้ม น า้ตาลอ่อน และ
เหลืองอ่อน ถึงขาว สลบักนั ใตด้อกเห็ดสีครีม มีรู (pores) 
จ านวนมาก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 - 2 
มิลลิเมตร 
เบสิ ดิ โอสปอร์: พบเพียง 2 สปอร์ และพบซิสที เดีย 
(cystidia) รูปรา่งต่างๆ 
(ภาพประกอบ 20) 
หมายเหตุ: การระบุชนิดอาศัยขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทด ์
เนื่องจากพบสปอรน์อ้ยมาก 

     C. retropicta    
         (Lloyd) Teng 

PW17-134 ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง โคง้ ครึ่งวงกลมคลา้ย
พัด เนือ้เยื่อเหนียว พบการเจริญเป็นกลุ่มขนาด (กวา้ง x 
ยาว x หนา ) เท่ ากับ  2.0 - 3.5 x 2.8 - 4.8 x 0.2 - 0.4 
เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกบัเนือ้ไมม้ีลกัษณะคอดเล็ก
ลง ไม่มีกา้น ขอบดอกเรียบ หนา้ดอกแบ่งเป็นโซนสีต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ สีน า้ตาลเขม้ น า้ตาลอ่อน และเหลืองอ่อน ใตด้อก
เห็ดสีน า้ตาลแดง มีรูจ านวนมาก ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง
ประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กว้าง) 9.0 – 11.0 x 4.0 – 
6.0 ไมครอน รูปร่างรี ปลายดา้นหนึ่งเล็กกว่า ผิวขรุขระ ไม่
เรียบ สีใส (ภาพประกอบ 21) 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   Ganoderma lingzhi 
        S.H. Wu, Y. Cao    
        & Y.C. Dai 
 

PW17-43 
PP17-22 

ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นหนา โคง้ ทรงกลม หรือรูป
ไต ผิวเรียบ มันเงา (กวา้ง x ยาว x หนา) เท่ากับ 1.4 x 
3.7 x 3.0 เซนติเมตร มีก้านยาว 14.8 เซนติเมตร สี
น า้ตาลด า ขอบดอกเรียบ หนา้ดอกแบ่งเป็นโซนสีน า้ตาล
แดง ใตด้อกเห็ดสีเหลืองครีม มีรูจ านวนมาก ขนาดเสน้
ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร :์ ขนาด (ยาว x กว้าง) 6.5 – 8.0 x 5.0 – 
6.5 ไมครอน สีน า้ตาล รูปรา่งกลมรี ปลายมน ผิวขรุขระ 
(ภาพประกอบ 22) 

   Ganoderma sp. 1 PW17-145 ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นหนา โค้ง ครึ่งวงกลม ผิว
เรียบ มนั (กวา้ง x ยาว x หนา) เท่ากบั 6.2 – 7.0 x 7.7 – 
8.3 x 0.8 – 1.8 เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกบัเนือ้ไมม้ี
ลกัษณะคอดเล็กลง มีกา้นสัน้ ๆ สีน า้ตาลแดง ขอบดอก
เรียบ หนา้ดอกแบ่งเป็นโซนสีต่าง ๆ ไดแ้ก่ สีน า้ตาลแดงที่
โคนดอก จากนั้นเป็นชั้นสีน ้าตาลเข้ม สีเหลืองอ่อนถึง
ขาว ใต้ดอกเห็ดสีขาว มีรูจ านวนมาก ขนาดเส้นผ่าน
ศนูยก์ลางประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร :์ ขนาด (ยาว x กว้าง) 5.5 – 7.0 x 2.8 – 
4.5 ไมครอน สีใส รูปรา่งกลมรี ปลายมนแคบ ผิวเรียบ 
(ภาพประกอบ 23) 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   Ganoderma sp. 2 PW17-06 

PW17-111 
PW17-154 
PW17-177 
PW17-230 

ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นหนา โคง้ ทรงกลม ผิวขรุขระ 
มันเงา (กว้าง x ยาว x หนา) เท่ากับ 1.8 – 6.0 x 2.5 – 
10.2 x 0.8 – 2.0 เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกับเนือ้ไม้
มีลักษณะคอดเล็กลง มีก้านสั้น ๆ ขอบดอกเรียบ หน้า
ดอกแบ่งเป็นโซนสีน ้าตาลแดง น ้าตาลเข้ม ถึง สีด า ใต้
ดอกเห็ดสีน ้าตาลแดง มี รูจ านวนมาก ขนาดเส้นผ่าน
ศนูยก์ลางประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 7.6 – 9.5 x 4.5 – 5.5 
ไมครอน สีน า้ตาล รูปรา่งกลมรี ปลายมนกวา้ง ผิวเรียบ 
(ภาพประกอบ 24) 

   Microporus sp. 1 PP17-04 
PW17-173 

ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นหนา โค้ง ครึ่งวงกลม ผิว
เรียบ มัน (กวา้ง x ยาว x หนา) เท่ากับ 2.0 – 4.2 x 3.2 – 
7.0 x 0.3 – 0.5 เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกับเนือ้ไมม้ี
ลกัษณะคอดเล็กลง มีกา้นสัน้ ๆ สีน า้ตาลแดง ขอบดอก
เรียบ หนา้ดอกแบ่งเป็นโซนสีต่าง ๆ ไดแ้ก่ สีน า้ตาลแดงที่
โคนดอก จากนัน้เป็นชัน้สีน า้ตาลเขม้ สีเหลืองอ่อนถึงขาว 
ใตด้อกเห็ดสีขาว มีรูจ านวนมาก ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง
ประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 8.0 – 9.0 x 3.5 – 5.0 
ไมครอน สีน า้ตาล รูปรา่งกลมรี ปลายมนกวา้ง ผิวเรียบ 
(ภาพประกอบ 25) 
หมายเหต:ุ พบสปอรจ์ านวนนอ้ย 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   Microporus sp. 2 PP17-17 

PP17-20 
PP17-25 

ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นหนา ทรงกลม ผิวเรียบ มนั 
(กว้าง x ยาว x หนา) เท่ากับ 1.8 – 3.3 x 2.1 – 4.5 x 
0.8 – 1.2 เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ ติดกับเนื ้อไม้มี
ลกัษณะคอดเล็กลง มีก้านสั้น ๆ ขอบดอกเรียบ ปลาย
บานออก หนา้ดอกแบ่งเป็นโซนสีต่าง ๆ ไดแ้ก่ สีน า้ตาล
ที่โคนดอก จากนั้นเป็นชั้นสีน า้ตาลอ่อนและสีน า้ตาล
เขม้สลบักัน ส่วนปลายสีขาวครีม ใตด้อกเห็ดสีครีม มีรู
จ านวนมาก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 - 2 
มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ไม่พบ 
(ภาพประกอบ 26) 
หมายเหต:ุ ตวัอย่างอ่อน (immature) ยงัไม่สรา้งสปอร ์

   Nigroporus vinosus  
        (Berk.) Murrill 

PW17-221 ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นบาง ทรงครึ่งวงกลมคลา้ย
พัด เนื ้อเยื่อเหนียว ผิวเรียบ มันเงา (กว้าง x ยาว x 
ห น า ) เท่ า กั บ  5.2 – 5.9 x 6.1 – 6.5 x 2.0 – 2.5 
เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกับเนือ้ไมม้ีลักษณะคอด
เล็กลง ขอบดอกหยัก หน้าดอกแบ่งเป็นโซนสีต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ สีน า้ตาลที่โคนฐาน และเป็นชัน้สีน า้ตาลเขม้ไปถึง
ขอบดอก ใต้ดอกผิวเรียบ แบ่งเป็นชั้นสีน า้ตาล และสี
น า้ตาลอ่อนบรเิวณขอบดอก 
เบสิดิโอสปอร:์ ไม่พบ 
(ภาพประกอบ 27) 
หมายเหต:ุ การระบุชนิดอาศยัขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทด์
เนื่องจากไม่พบสปอร ์
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   Trametes elegans 
        (Spreng.) Fr. 

PP17-06 
 

ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นบาง โคง้ รูปพดั เนือ้เยื่อเหนียว 
ผิวหยาบเป็นร่อง พบการเจริญเป็นกลุ่ม ขนาด (กวา้ง x ยาว 
x ห น า ) เท่ า กั บ  4.4 – 8.0 x 7.6 – 10.2 x 1.5 – 1.9 
เซนติเมตร ฐานดอกเห็ดที่ติดกบัเนือ้ไมม้ีลกัษณะคอดเล็กลง 
ไม่มีมีก้าน ขอบดอกเรียบ หน้าดอกแบ่งเป็นโซนสีขาวครีม
สลับกับสีน า้ตาลอ่อน ใตด้อกเห็ดสีน า้ตาล มีรูจ านวนมาก 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 6.3 – 7.5 x 4.0 – 5.2  
ไมครอน สีใส รูปร่างกลมรี ปลายมนแคบ ผิวเรียบ พบซิสที
เดีย 

(ภาพประกอบ 28) 
   T. hirsuta 
        (Wulfen) Lloyd 

PW17-41 ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง โค้ง ทรงกลม หรือรูปไต 
หรือไม่มี รูปร่างที่ชัดเจน ผิวหยาบ เนื ้อเยื่อเหนียว ขนาด
(กวา้ง x ยาว x หนา) เท่ากบั 3.9 – 7.3 x 6.0 – 11.1 x 1.7 – 
2.5 เซนติเมตร ขอบดอกหยัก หน้าดอกแบ่งเป็นโซนสีเขียว
อ่อนบริเวณฐานไปจนถึงชั้นสีเหลืองครีม หรือเขียวอ่อน
บริเวณขอบดอก ใต้ดอกเห็ดสีเหลืองครีม มีรูจ านวนมาก 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร :์ ขนาด (ยาว x กว้าง) 10.0 – 10.5 x 6.0 – 
6.5 ไมครอน สีใส รูปรา่งกลมรี ปลายมนกวา้ง ผิวขรุขระ พบ
ซิสทีเดีย 
(ภาพประกอบ 29) 
หมายเหต:ุ พบสปอรจ์ านวนนอ้ย 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
   T. sanguinea 
        (L.) Lloyd 

PP17-18 
 

ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นหนา โคง้ ครึ่งวงกลม เนือ้เยื่อ
เหนียว ผิวหยาบเป็นร่อง ขนาด (กว้าง x ยาว x หนา) 
เท่ากับ 5.2 – 6.2 x 7.5 – 10.3 x 1.2 – 2.0 เซนติเมตร ฐาน
ดอกเห็ดที่ติดกับเนือ้ไมม้ีลกัษณะคอดเล็กลง ไม่มีกา้น ขอบ
ดอกหยัก หน้าดอกแบ่งเป็นสีส้มสลับกับชั้นสีเหลืองครีม 
และน า้ตาลอ่อน ไปจนถึงสีน า้ตาลสม้บริเวณขอบ ใต้ดอก
เห็ดสีน า้ตาลแดง มีรูจ านวนมาก ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง
ประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 7.5 – 11.0 x 4.0 – 6.0 
ไมครอน สีใส รูปรา่งกลมรี ปลายมนกวา้ง ผิวขรุขระ 
(ภาพประกอบ 30) 

Incrustoporiaceae    
   Tyromyces    
       Xuchilensis 
       (Murrill)        
         Ryvarden 

 
PW17-171 

 
ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง โคง้ ครึ่งวงกลม เนือ้เยื่อ
เหนียว พบการเจริญเป็นกลุ่ม ขนาด (กวา้ง x ยาว x หนา) 
เท่ากับ 3.0 – 4.0 x 4.0 – 5.0 x 0.2 – 0.3 เซนติเมตร ฐาน
ดอกเห็ดที่ติดกับเนือ้ไมม้ีลกัษณะคอดเล็กลง ไม่มีกา้น ขอบ
ดอกเรียบ ดอกเห็ดแบ่งเป็นโซนสีขาวครีมและน า้ตาลอ่อน 
ใต้ดอกเห็ดสีเหลืองอมส้ม มีลักษณะเป็นแผ่น ริว้ระบาย 
จ านวนมาก ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ  2 - 3 
มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 4.0 – 4.5 x 3.5 – 4.2 
ไมโครเมตร สีใส รูปรา่งค่อนขา้งกลม ผิวเรียบ 

(ภาพประกอบ 31) 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
Cerrenaceae    
   Pseudolagarobasidium   
        sp. 

 
PP17-33 
 

 
ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง เจริญแนบติดกับ
เปลือกไม้ ขนาด (กว้าง x ยาว) เท่ากับ 3.7 x 11.9 
เซนติเมตร ดา้นหนา้มีลกัษณะคลา้ยฟันปลา (teeth) 
เป็นแท่งกลมขนาดเล็กสีน า้ตาลอ่อน ยาวประมาณ 
0.5 - 1 มิลลิเมตร 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 3.0 – 4.7 x 2.0 
– 3.0 ไมครอน สีใส รูปรา่งยาวรี ปลายมน ผิวเรียบ  
(ภาพประกอบ 32) 

Hericiaceae    
   Dentipellis parmastoi 
        (Nikol.) Stalpers 

 
PW17-136 

 
ดอกเห็ด: มีลกัษณะเป็นแผ่นบาง ส่วนใหญ่เจรญิแนบ
ติดกับเปลือกไม้ ส่วนปลายเจริญตั้งขึ ้นเป็นแผ่น 
เนือ้เยื่อเหนียว พบการเจริญเป็นแผ่น ขนาด (กวา้ง x 
ยาว x หนา) เท่ากบั 5.0 – 12.0 x 12.5 – 21.6 x 0.1 -
0.2 เซนติเมตร ดา้นหลงัหยาบไม่เรียบ แบ่งเป็นโซน สี
ครีม สลบักับสีน า้ตาลอ่อน ดา้นหนา้มีลกัษณะคลา้ย
ฟันปลา เป็นแท่งกลมขนาดเล็กยาวประมาณ 1 
มิลลิเมตร จ านวนมาก 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 8.5 – 11.0 x 5.5 
– 6.0 ไมครอน สีใส รูปร่างกลมรี ปลายมนแคบ ผิว
เรียบ พบซิสทีเดียจ านวนมาก 
(ภาพประกอบ 33) 
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ตาราง 16 (ต่อ) 
 

ชนิดของรา รหสั ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
Stereaceae    
   Aleurodiscus sp. 

 
PW17-219 
 

 
ดอกเห็ด: มีลักษณะเป็นแผ่นบาง เจริญแนบติดกับ
เปลือกไม้ ขนาด (กว้าง x ยาว) เท่ากับ 2.7 – 3.3 x 
5.2 – 9.4 เซนติเมตร ดา้นหนา้ผิวเรียบ สีน า้ตาลจนถึง
สีน า้ตาลอ่อน 
เบสิดิโอสปอร:์ ขนาด (ยาว x กวา้ง) 5.5 – 7.3 x 3.0 – 
4.8 ไมครอน สีใส รูปรา่งกลมรี ปลายมนแคบ ผิวเรียบ 
(ภาพประกอบ 34) 

หมายเหต:ุ รหสัตวัอย่างที่แสดงอกัษรตวัหนาคือมีภาพประกอบ และไดห้าล าดบันิวคลีโอ
ไทดแ์ลว้ 

 

 
 

ภาพประกอบ 20 Coriolopsis aspera (NP17-02) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด, (d) ซิสทีเดีย และ (e) เบสิดิโอสปอร ์
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ภาพประกอบ 21 Coriolopsis retropicta (PW17-134) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงั
ของดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์

 

 
 
ภาพประกอบ 22 Ganoderma lingzhi (PW17-43) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ

ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์
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ภาพประกอบ 23 Ganoderma sp. 1 (PW17-145) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์

 

 
 

ภาพประกอบ 24 Ganoderma sp. 2 (PW17-111) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์

 



 72 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 25 Microporus sp. 1 (PW17-173) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์

 

 
 

ภาพประกอบ 26 Microporus sp. 2 (PP17-17) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ 
ดอกเห็ด และ (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด 
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ภาพประกอบ 27 Nigroporus vinosus (PW17-221) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ 

ดอกเห็ด และ (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด 
 

 
 

ภาพประกอบ 28 Trametes elegans (PP17-06) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด, (d) ซิสทีเดีย และ (e) เบสิดิโอสปอร ์
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ภาพประกอบ 29 Trametes hirsuta (PW17-41) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของดอก
เห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด, (d) ซิสทีเดีย และ (e) เบสิดิโอสปอร ์

 

 
 

ภาพประกอบ 30 Trametes sanguinea (PP17-18) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงัของ
ดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์
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ภาพประกอบ 31 Tyromyces xuchilensis (PW17-171) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงั

ของดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด และ (d-e) เบสิดิโอสปอร ์
 

 
 

ภาพประกอบ 32 Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b-c) 
ลกัษณะกา้นบนดอกเห็ด และ (d) เบสิดิโอสปอร ์
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ภาพประกอบ 33 Dentipellis parmastoi (PW17-136) (a) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด, (b) ดา้นหลงั
ของดอกเห็ด, (c) ลกัษณะของรูดา้นหลงัดอกเห็ด, (d) ซิสทีเดีย และ (e) เบสิดิโอสปอร ์

 

 
 

ภาพประกอบ 34 Aleurodiscus sp. (PW17-219) (a-b) ดา้นหนา้ของดอกเห็ด และ (c-d) เบสิดิ
โอสปอร ์
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4.2 การศกึษาราไวทร์อทโดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณ ITS 
จากขอ้มลูทางสณัฐานวิทยาของราไวทร์อทจ านวน 24 ไอโซเลท สามารถจดัจ าแนก

ชนิดได ้9 สกุล 15 ชนิด (ตาราง 17) น ามาพิสจูนเ์อกลกัษณ์ต่อดว้ยลกัษณะทางชีววิทยาโมเลกุล 
โดยน าเสน้ใยราบริสุทธิ์มาสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ดว้ยวิธี PCR จากนั้น
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าดีเอ็นเอมีขนาดอยู่ระหว่าง 
500 ถึ ง  800 คู่ เบส  เที ยบกับแถบดี เอ็น เอมาตรฐาน  ดั งภาพประกอบ 35 หลังจากน า  
ดีเอ็นเอไปท าให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทด์แลว้ น ามาเทียบเคียงค่ารอ้ยละความ
เหมือน (% similarity) กับฐานขอ้มูล GenBank โดยค่ารอ้ยละความเหมือนที่มากกว่าหรือเท่ากับ 
97 แสดงว่าเป็นชนิดเดียวกัน จากผลการเทียบเคียงพบว่ามีตัวอย่างราไวท์รอทจ านวน 11 
ไอโซเลท ที่มีค่ารอ้ยละความเหมือนมากกว่า 97 กับราที่สามารถระบุชนิดไดใ้นฐานขอ้มูล ไดแ้ก่ 
Coriolopsis aspera (NP17-02 แ ล ะ  NP17-08), C. retropicta (PW17-134), Ganoderma 
lingzhi (PW17-43 แ ล ะ  PP17-22), Nigroporus vinosus (PW17-221), Trametes elegans 
(PP17-06), T. hirsuta (PW17-41), T. sanguinea (PP17-18), Tyromyces xuchilensis 
(PW17-171) และ Dentipellis parmastoi (PW17-136) (ตาราง 17) ในขณะที่ราอีก 11 ไอโซเลท 
มีค่ารอ้ยละความเหมือนมากกว่า 97 กับราที่สามารถระบุชนิดไดม้ากกว่า 1 ชนิด ท าใหร้าทัง้ 11  
ไอโซเลท ยังไม่สามารถระบุชนิดไดใ้นระดับชนิด ไดแ้ก่ Ganoderma sp. 1 (PW17-145) ซึ่งมีค่า
ร้อ ย ล ะ ค ว าม เห มื อ น เท่ า กั บ  99.79 กั บ  G. fornicatum (JX840349) แ ล ะ  G. australe 
(LC084748) ประกอบกับลกัษณะทางสณัฐานวิทยาที่ใกลเ้คียงกนัมากจึงยังไม่สามารถระบุชนิด
ได้ Ganoderma sp. 2 (PW17-06, PW17-111, PW17-154, PW17-177 และ PW17-230) มีค่า 
ร้อยละความ เหมื อน เท่ ากับ  99.41 กับ  G. mastoporum (MF680427) และ G. orbiforme 
(MG279187) จึงยังไม่สามารถระบุชนิดได้ เช่น เดียวกับ Microporus sp. 1 (PP17-04 และ 
PW17-173) ที่ มี ค่ าร้อยละความ เหมื อน เท่ ากับ  100 กับ  M. xanthopus (KT273357) และ  
M. vernicipes (KP715551) ในขณะที่  Microporus sp. 2 (PP17-17, PP17-20 และ PP17-25) 
ค่าร้อยละความ เหมื อน เท่ ากับ  100 กับ  M. xanthopus (KX580186) และร้อยละ 99 กับ  
M. vernicipes (KP715551) จึงยงัไม่สามารถระบุชนิดได ้จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าล าดบั
นิวคลีโอไทด์ ITS ไม่สามารถใช้แยกความแตกต่างในระดับชนิดของราบางชนิดในสกุล 
Ganoderma และ Microporus 

ทั้ ง นี ้ มี  2 ไ อ โซ เล ท  ที่ มี ค่ า ร้ อ ย ล ะ ค ว า ม เห มื อ น น้ อ ย ก ว่ า  97 ไ ด้ แ ก่ 
Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) ซึ่ ง มี ค ว า ม ใ ก ล้ เ คี ย ง สู ง สุ ด กั บ  P. belizense 
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(NR120036.1) เท่ากบัรอ้ยละ 95.53 และ Aleurodiscus sp. (PW17-219) มีความใกลเ้คียงสงูสดุ
กับ Aleurodiscus tenuissimus (KX306876) เท่ากับรอ้ยละ 91.33 โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
ราไวทร์อทจากการศึกษาครัง้นีไ้ดฝ้ากไวใ้นฐานขอ้มลู GenBank และ accession numbers แสดง
ในตาราง 18 
 

 
 
ภาพประกอบ 35 ผลเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของดีเอ็นเอบรเิวณ ITS ของตวัอย่างราไวทร์อท ที่ไดจ้าก
การเพิ่มจ านวนดว้ยวิธี PCR (M) DNA ladder (1) PW17-135 (2) PW17-136 (3) PW17-139 (4) 
PW17-143 (5) PW17-145 (6) PW17-154 (7) PW17-155 (8) PW17-171 (9) PW17-173 (10) 

PW17-174 (11) PW17-177 และ (12) PW17-188 
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4.3 แผนภมูิความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33  
เนื่องจากผลการทดลองก่อนหนา้นีร้า Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 มีการ

เจริญที่ดีและสามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ไดใ้นปริมาณสูง ซึ่งได้
เลือกใชใ้นการทดลองต่อไป ดงันัน้จึงไดศ้กึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาอย่างละเอียดเพื่อการระบุ
ชนิด รวมทั้งความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไอโซเลท PP17-33 กับ Pseudolagarobasidium  
ชนิดต่าง ๆ จากขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank ซึ่งมีเพียง 2 ชนิด รวมทัง้สกุล
ใกล้เคียง ได้แก่ Radulodon โดยก าหนดให้ Cerrena unicolor (JQ686830) เป็น out group(80)  

ผลแสดงในภาพประกอบ 36 ซึ่งสามารถแบ่ง clade ความสัมพันธ์ออกเป็น 2 clades ได้แก่  
clade I ของราในสกุล  Pseudolagarobasidium ประกอบด้วย  3 ชนิด  ของ P. belizense,  
P. acaciicola แล ะ  Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 ซึ่ ง ไอ โซ เล ท  PP17-33 แย กกิ่ ง
ความสัมพันธ์ออกจากอีก 2 ชนิด อย่างชัดเจนด้วยค่าความเชื่อมั่น (bootstrap) ที่สูงเท่ากับ 
ร้อยละ  96 เป็นการยื นยันว่ าไอ โซ เลท  PP17-33 เป็ นคนละชนิ ดกับ  P. belizense และ  
P. acaciicola แต่เนื่องจากราในสกุลนีม้ีรายงานทั้งสิน้ 12 ชนิด ซึ่งอีก 10 ชนิด ไม่มีขอ้มูลของ
ล าดับนิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank ดังนั้นจึงตอ้งศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ 
ไอโซเลท PP17-33 เทียบเคียงกับ holotype ของ Pseudolagarobasidium ชนิดที่ ใกล้เคียง 
ชนิดอ่ืน  ๆ เพื่ อการพิสูจน์เอกลักษณ์ที่ ถูกต้องต่อไป ส่วน clade II ประกอบด้วยราสกุล 
Radulodon americanus และ R. casearius ซึ่งแยกออกจาก clade I ด้วยค่าความเชื่อมั่ น
เท่ากบัรอ้ยละ 100 แสดงใหเ้ห็นว่าล าดบันิวคลีโอไทด ์ITS สามารถแยกชนิดของราไดใ้นระดบัสกุล
และชนิด โดยเฉพาะในสกลุ Pseudolagarobasidium 
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ภาพประกอบ 36 แผนภมูิเชิงวิวฒันาการของรา Pseudolagarobasidium กบัสายพนัธุใ์กลเ้คียง 
โดยใชล้  าดบันิวคลีโอไทด ์ITS ดว้ยวิธี maximum likelihood โปรแกรม MEGA 7 ตวัเลขบน

แผนภมูิแสดงค่ารอ้ยละความเชื่อมั่นที่เกิดจากการวิเคราะหซ์  า้ 1,000 ครัง้ 
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5. การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมโ์ดยใช้กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้ง
ต้นด้วยวิธีทางสถิติ 

จากการคัดเลือกราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้สูง พบว่ารา 
Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 มีกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอร  ์
ออกซิเดสสูงที่สุด ในขณะที่ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสต ่า ดังนั้นจึงเลือกราไอโซเลทดังกล่าวมา 
หาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสต่อในกระบวนการ
หมักแบบแหง้ โดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งตน้ดว้ยวิธีการออกแบบการทดลองทาง
สถิติ มีล  าดบัดงันี ้ 

5.1 การศกึษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์
ผลการวัดกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตจากรา 

Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยการใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ปริมาณ 
10 กรมั ความชืน้เท่ากบั 65% ค่า pH เริ่มตน้เท่ากบั 5.0 บ่มที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเก็บ
ตวัอย่างมาวดักิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สองชนิดทุก 2 วนั เป็นเวลา 13 วนั และวิเคราะหค่์าทางสถิติ
โดยใช ้One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดับความเชื่อมั่นเท่ากับ
ร้อยละ 95 พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง  2 ชนิดมี ค่าสูงสุดในวันที่  7 หลังจากการบ่ม  
ดงัภาพประกอบ 37 (ภาคผนวก ค ตาราง 31) ดงันัน้ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใชเ้วลาในการบ่ม
นาน 7 วนั สว่นสภาวะอ่ืน ๆ ในการเลีย้งเชือ้ใชต้ามที่ระบขุา้งตน้ 
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ภาพประกอบ 37 กราฟแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสต่อ

ระยะเวลาในการบ่มของรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 เมื่อใชก้ากตะกอนดีแคนเตอร์
เป็นสารตัง้ตน้ ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

 
5.2 การคดัเลือกแหลง่ไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์

ผลของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส โดยใช้แหล่งไนโตรเจน 3 ชนิด ได้แก่ peptone, yeast extract และ sodium nitrate 
พบว่าเมื่อใช ้yeast extract หรือ peptone เป็นแหลง่ไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสสูงที่สุดเท่ากับ 3.9600 ± 0.144 และ 3.5667 ± 0.102 ยูนิตต่อกรมัน า้หนักแห้ง 
ตามล าดับ ในขณะที่ เอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมของเอนไซมส์ูงที่สุดเมื่อใช  ้
yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์ท่ากบั 4.9233 ± 0.337 ยูนิตต่อ
กรมัน ้าหนักแห้ง ตามล าดับ เมื่อบ่มนาน 7 วัน ดังภาพประกอบ 38 (ภาคผนวก ค ตาราง 31) 
ดังนั้นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่
เลือกใช ้ไดแ้ก่ yeast extract เนื่องจากใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สองชนิดสงูที่สดุ 
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ภาพประกอบ 38 กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสของรา 
Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 เมื่อใชแ้หลง่ไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ (peptone, yeast 

extract และ sodium nitrate) ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั 
หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้

One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กคือค่าทางสถิติของเอนไซม์แลคเคส และอักษรพิมพ์ใหญ่ของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

5.3 การคดัเลือกปัจจยัของส่วนผสมอาหารเลีย้งเชือ้ดว้ยวิธี PBD 
จากการศึกษาปัจจัยขององคป์ระกอบอาหารเลีย้งเชือ้ราที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์

แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสของรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 ตามวิธี 
PBD โดยทั้งสองเอนไซม์ใช้ชุดการทดลองร่วมกันและมีจ านวนปัจจัยที่ต้องการศึกษาเท่ากับ  
9 ปัจจัย  ได้แก่  glucose, yeast extract, KH2PO4, MgSO4·7H2O, FeSO4·7H2O, MnSO4·H2O, 
CuSO4·5H2O, ZnSO4·7H2O และ tween-80 โดยก าหนดแทนดว้ยตัวอักษร X1 – X9 ตามล าดับ 
และก าหนดค่าของแต่ละปัจจัย 2 ระดับ ไดแ้ก่ ระดับต ่า (-1) และระดับสูง (+1) โดยค่ากลาง (0) 
คือค่าที่คาดการณว์่าน่าจะใหก้ิจกรรมของเอนไซมส์งูที่สดุ (ตาราง 9) สามารถออกแบบการทดลอง
ได้จ านวน 13 ชุดการทดลอง โดยท าการทดลองชุดละ 3 ซ ้า รายละเอียดของแต่ละชุด 
การทดลองและผลของกิจกรรมเอนไซมแ์สดงในตาราง 18 พบว่าชุดการทดลองที่ 7 ใหค่้ากิจกรรม
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ของเอนไซมส์ูงที่สดุโดยเอนไซมแ์ลคเคสมีค่าเท่ากับ 3.053 ยูนิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้ และเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่าเท่ากบั 3.313 ยนูิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้ โดยมีปัจจยัการทดลอง (กรมั
ต่อลิตร) ดงันี ้glucose 2 กรมั, yeast extract 1 กรมั, KH2PO4 0.1 กรมั, MgSO4·7H2O 0.75 กรมั, 
FeSO4·7H2O 0.005 กรัม , MnSO4·H2O 0.075 กรัม , CuSO4·5H2O 0.375 กรัม , ZnSO4·7H2O 
0.005 กรมั และ tween-80 0.15 กรมั (pH 5) เมื่อบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั  
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5.3.1 เอนไซมแ์ลคเคส 
จากการวิเคราะหค์วามแปรปรวนต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส (ตาราง 19) 

พบว่า มีค่าระดับความเป็นอิสระ (degree of freedom; DF) เท่ากับ 10 โดยปัจจัยที่ส่งผลกับ
ผลตอบสนองหรือเอนไซมแ์ลคเคสอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 คือ 
มีค่า p-value น้อยกว่า 0.05 ได้แก่ CuSO4·5H2O มีค่าเท่ากับ 0.032 ดังแสดงบนกราฟพาเรโต 
(Pareto chart) ที่ CuSO4·5H2O มีค่ามากกว่าเสน้วิกฤตจึงส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส 
ดงัภาพประกอบ 39 ส่วนการวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจ
ต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส พบว่าค่าสมัประสิทธิ์ความสมัพันธ ์(R-squared; r2) มีค่าเท่ากับ 
96.14% และค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ที่ปรับค่าแล้ว (adjusted R-Squared; r2

adj) เท่ากับ 
76.81% ซึ่งถือว่ายอมรบัได ้(ค่าที่ยอมรบัไดต้อ้งมากกว่า 70%) ดงัแสดงในตาราง 20 
 
ตาราง 19 การวิเคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ของการถดถอยเชิงพหคุณูต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี PBD 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
Model 10 2.50047 0.25005 4.98 0.179 
  Linear 9 2.47384 0.27487 5.47 0.164 
    Glucose 1 0.00282 0.00282 0.06 0.835 
    Yeast extract 1 0.64218 0.64218 12.78 0.070 
    KH2PO4 1 0.01794 0.01794 0.36 0.611 
    MgSO4·7H2O 1 0.00003 0.00003 0.00 0.984 
    FeSO4·7H2O 1 0.16427 0.16427 3.27 0.212 
    MnSO4·H2O 1 0.00853 0.00853 0.17 0.720 
    CuSO4·5H2O 1 1.51514 1.51514 30.15 0.032 
    ZnSO4·7H2O 1 0.00173 0.00173 0.03 0.870 
    Tween-80 1 0.12120 0.12120 2.41 0.261 
  Curvature 1 0.02662 0.02662 0.53 0.542 
Error 2 0.10051 0.05026       
Total 12 2.60098          
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ภาพประกอบ 39 กราฟพาเรโตแสดงปัจจยัของ CuSO4·5H2O ที่มีค่ามากกว่าเสน้วิกฤตซึ่งสง่ผล

ต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 
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ตาราง 20 การวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี PBD 
 

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF 
Constant    1.790 0.368 4.86 0.040    
Glucose -0.0102 -0.0051 0.0216 -0.24 0.835 1.00 
Yeast extract -0.3084 -0.1542 0.0431 -3.57 0.070 1.00 
KH2PO4 -0.258 -0.129 0.216 -0.60 0.611 1.00 
MgSO4·7H2O 0.012 0.006 0.259 0.02 0.984 1.00 
FeSO4·7H2O -46.8 -23.4 12.9 -1.81 0.212 1.00 
MnSO4·H2O 2.13 1.07 2.59 0.41 0.720 1.00 
CuSO4·5H2O 5.685 2.843 0.518 5.49 0.032 1.00 
ZnSO4·7H2O 4.8 2.4 12.9 0.19 0.870 1.00 
Tween-80 4.02 2.01 1.29 1.55 0.261 1.00 
Ct Pt    0.170 0.233 0.73 0.542 1.00 

หมายเหต ุ: ค่า R-squared = 96.14% และ adjusted R-Squared = 76.81% 
 

5.3.2 เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
ในการวิเคราะหค์วามแปรปรวนต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

พบว่า มีค่า DF เท่ากับ 10 โดยปัจจัยที่ส่งผลกับผลตอบสนองอย่างมีนัยส าคัญซึ่งมีค่า p-value 
นอ้ยกว่า 0.05 ไดแ้ก่ glucose มีค่าเท่ากบั 0.047 และ CuSO4·5H2O มีค่าเท่ากบั 0.032 ดงัตาราง 
21 สอดคลอ้งกบักราฟพาเรโตซึ่งแสดงว่า glucose และ CuSO4·5H2O มีค่ามากกว่าเสน้วิกฤตซึ่ง
ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 
รอ้ยละ 95 ดังภาพประกอบ 40 ส่วนการวิเคราะหค่์าสัมประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์

การตัดสินใจต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส พบว่า r2 มีค่าเท่ากบั 97.52% และ 
r2

adj มีค่าเท่ากบั 85.12% ซึ่งถือว่ายอมรบัได ้ดงัแสดงในตาราง 22 
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ตาราง 21 การวิเคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ของการถดถอยเชิงพหคุณูต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี PBD 
 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 
Model 10 1.99098 0.199098 7.87 0.118 
  Linear 9 1.98703 0.220781 8.72 0.107 
    Glucose 1 0.50062 0.500617 19.78 0.047 
    Yeast extract 1 0.17304 0.173040 6.84 0.120 
    KH2PO4 1 0.33167 0.331669 13.10 0.069 
    MgSO4·7H2O 1 0.01367 0.013669 0.54 0.539 
    FeSO4·7H2O 1 0.32703 0.327030 12.92 0.069 
    MnSO4·H2O 1 0.04675 0.046750 1.85 0.307 
    CuSO4·5H2O 1 0.58212 0.582121 23.00 0.041 
    ZnSO4·7H2O 1 0.00029 0.000290 0.01 0.925 
    Tween-80 1 0.01184 0.011844 0.47 0.565 
  Curvature 1 0.00395 0.003950 0.16 0.731 
Error 2 0.05062 0.025309       
Total 12 2.04160          
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ภาพประกอบ 40 กราฟพาเรโตแสดงปัจจยัของ CuSO4·5H2O และ glucose ที่มีค่ามากกว่าเสน้
วิกฤตซึ่งสง่ผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความ

เชื่อมั่นรอ้ยละ 95 
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ตาราง 22 การวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี PBD 
 

Term Effect Coef SE Coef T-Value P-Value VIF 
Constant    2.945 0.261 11.28 0.008    
Glucose -0.1362 -0.0681 0.0153 -4.45 0.047 1.00 
Yeast extract -0.1601 -0.0801 0.0306 -2.61 0.120 1.00 
KH2PO4 1.108 0.554 0.153 3.62 0.069 1.00 
MgSO4·7H2O -0.270 -0.135 0.184 -0.73 0.539 1.00 
FeSO4·7H2O -66.03 -33.02 9.18 -3.59 0.069 1.00 
MnSO4·H2O 4.99 2.50 1.84 1.36 0.307 1.00 
CuSO4·5H2O 3.524 1.762 0.367 4.80 0.041 1.00 
ZnSO4·7H2O -1.97 -0.98 9.18 -0.11 0.925 1.00 
Tween-80 -1.257 -0.628 0.918 -0.68 0.565 1.00 
Ct Pt    -0.065 0.166 -0.40 0.731 1.00 

หมายเหต ุ: ค่า R-squared = 97.52% และ adjusted R-Squared = 85.12% 
 

ผลจากการศึกษาปัจจัยจ านวน 9 ปัจจัย ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและ
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสของรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยใช้กากตะกอน 
ดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ในกระบวนการหมักแบบแหง้ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH ตัง้ตน้
เท่ากับ 5.0 นาน 7 วนั พบว่าความเขม้ขน้ของ CuSO4·5H2O มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สอง
ชนิด ในขณะที่ความเขม้ขน้ของ glucose มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p-value < 0.05) ดงันัน้จึงน าปัจจยัทัง้สองชนิดมาศกึษาต่อเพื่อหาจดุที่
สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดสู้งที่สุดโดยวิธีการหา
พืน้ที่ผิวตอบสนอง ส่วนปัจจยัอ่ืน ๆ อีก 7 ปัจจยัเลือกใชต้ามชุดการทดลองที่ 7 (ตาราง 9) ซึ่งใหค่้า
เอนไซมท์ัง้สองชนิดสงูที่สดุ 
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5.4 การหาพืน้ที่ผิวตอบสนองที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมด์ว้ยวิธี CCD 
น าปัจจัยที่ ได้จากการคัดเลือกมาศึกษาหาจุดที่ เหมาะสมโดยการหาพื ้นที่ผิว

ตอบสนองดว้ยวิธี CCD ต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสโดยมีปัจจยั
ที่ท าการศึกษาจ านวน 2 ปัจจัย ได้แก่ CuSO4·5H2O (X1) และ glucose (X2) โดยค่าที่ก าหนด
ค านวณตามวิธี CCD แสดงดังตาราง 12 สามารถออกแบบการทดลองได้จ านวน 13 ชุดการ
ทดลอง (ตาราง 23) โดยท าการทดลองชุดละ 3 ซ า้ จากผลการทดลองพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์
แลคเคสมีค่าสูงที่สุดในชุดการทดลองที่  4 เท่ากับ 6.183 ยูนิตต่อกรัมน ้าหนักแห้ง  โดยใช ้
CuSO4·5H2O ที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.375 กรัมต่อลิตร และ glucose ที่ความเข้มข้นเท่ากับ  
8 กรมัต่อลิตร ส่วนกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่าสงูที่สดุในชุดการทดลองที่ 6 
เท่ากับ 5.560 ยูนิตต่อกรมัน า้หนักแห้ง โดยใช ้CuSO4·5H2O ที่ความเข้มขน้เท่ากับ 0.426 กรมั 
ต่อลิตร และ glucose ความเขม้ขน้เท่ากบั 5 กรมัต่อลิตร (ตาราง 23) 
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ตาราง 23 ค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ไดจ้ากการทดลองและ
การท านายจากสมการถดถอย 
 

การทดลอง X1 X2 กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนูิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้) 

แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
1 0.125 2 3.971 4.233 
2 0.375 2 5.031 5.400 
3 0.125 8 4.211 4.553 
4 0.375 8 6.183 4.980 
5 0.073 5 4.116 4.546 
6 0.426 5 5.546 5.560 
7 0.25 0.758 4.660 4.346 
8 0.25 9.242 4.620 4.700 
9 0.25 5 5.315 4.850 
10 0.25 5 5.820 4.920 
11 0.25 5 5.570 4.740 
12 0.25 5 5.810 4.840 
13 0.25 5 5.765 4.940 

หมายเหต:ุ X1 = CuSO4·5H2O และ X2 = glucose (หน่วยคือ กรมัต่อลิตร)
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5.4.1 เอนไซมแ์ลคเคส 
การวิเคราะหส์มการถดถอย 
จากการวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์ ความแปรปรวน และอิทธิพลของความเขม้ขน้ 

CuSO4·5H2O และ glucose ต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสจากการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี 
CCD (ตาราง 24) พบว่าแบบจ าลองมี ค่า F-value และ p-value เท่ากับ 13.86 และ 0.0016 
ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าแบบจ าลองมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยปัจจัยที่ส่งผลต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสอย่างมีนัยส าคญั (p-value < 0.05) ไดแ้ก่ CuSO4·5H2O (A), พจนก์ าลงัสองของ 
CuSO4·5H2O (A2) และ พจน์ก าลังสองของ  glucose (B2)  ซึ่งมี ค่า p-value เท่ากับ 0.0005, 
0.0106 และ 0.0035 ตามล าดบั จากการวิเคราะหแ์สดงใหเ้ห็นว่าความเขม้ขน้ของ CuSO4·5H2O 
ทัง้ก าลงัหนึ่งและก าลงัสองมีอิทธิพลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ในขณะที่ความเขม้ขน้ของ
glucose ก าลังสองเท่านั้นท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคส เมื่อพิจารณาค่าสัมประสิทธิ์ 
(coefficient estimate) (ตาราง 25) ของตัวแปรที่มีอิทธิพล (A, A2, B2) พบว่าพจนก์ าลังสองของ 
CuSO4·5H2O (A2) และ พจน์ก าลังสองของ  glucose (B2) มีค่าเท่ากับ -0.3841 และ -0.4796 
ตามล าดบั เนื่องจากค่าดงักล่าวเป็นค่าลบ แสดงใหเ้ห็นว่าตวัแปรทัง้สองมีอิทธิพลต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์แลคเคสในเชิงลบ กล่าวคือถ้าเพิ่มความเขม้ขน้ของ CuSO4·5H2O และ glucose สูงขึน้ 
จะท าให้กิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสลดลง จากผลที่วิเคราะห์ได้นี ้สามารถเขียนสมการ
ความสมัพนัธร์ะหว่างปัจจยัและผลตอบสนองต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ไดด้งันี ้
 
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส (ยนูิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้) = 2.005 + 14.31 CuSO4·5H2O 
+ 0.437 Glucose - 24.58 CuSO4·5H2O*CuSO4·5H2O - 0.0533 Glucose*Glucose 
+ 0.608 CuSO4·5H2O*Glucose                                         (สมการที่ 1) 
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ตาราง 24 การวิเคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ของการถดถอยเชิงพหคุณูต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี CCD  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F-value P-Value 
Model 5.96 5 1.19 13.86 0.0016 
A-CuSO4·5H2O 3.19 1 3.19 37.15 0.0005 
B-Glucose 0.2229 1 0.2229 2.59 0.1513 
AB 0.2079 1 0.2079 2.42 0.1638 
A² 1.03 1 1.03 11.94 0.0106 
B² 1.60 1 1.60 18.62 0.0035 
Residual 0.6017 7 0.0860 

  

Lack of Fit 0.4155 3 0.1385 2.98 0.1598 
Pure Error 0.1862 4 0.0465 

  

Cor Total 6.56 12 
   

 
ตาราง 25 การวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี CCD 
 

Factor Coefficient 
Estimate 

df Standard 
Error 

95% CI 
Low 

95% CI 
High 

VIF 

Intercept 5.66 1 0.1311 5.35 5.97 
 

A-CuSO4·5H2O 0.6318 1 0.1037 0.3867 0.8769 1.0000 
B-Glucose 0.1669 1 0.1037 -0.0782 0.4120 1.0000 
AB 0.2280 1 0.1466 -0.1186 0.5746 1.0000 
A² -0.3841 1 0.1112 -0.6470 -0.1213 1.02 
B² -0.4796 1 0.1112 -0.7425 -0.2168 1.02 

หมายเหต ุ: ค่า R-squared = 90.83% และ adjusted R-Squared = 84.27% 
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การตรวจสอบสมการถดถอย 
จากค่าความเหมาะสมของสมการถดถอย (lack of fit) ที่ไดจ้ากการทดลองมีค่า

p-value เท่ากับ 0.1598 แสดงว่าสมการที่ได้จากการค านวณมีความเหมาะสม เนื่องจากค่า  
p-value > 0.05 นอกจากนีก้ารวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) ต่อกิจกรรมของเอนไซม์
แลคเคส พบว่ามีค่าเท่ากับ 90.83% และค่าสมัประสิทธิ์การตัดสินใจที่ปรบัค่าแลว้ (r2

adj) เท่ากับ 
84.27% (ตาราง 25) สามารถอธิบายไดว้่าสมการถดถอยที่ได้สามารถอธิบายผลตอบสนองต่อ
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส (หรือตัวแปรตาม) ไดเ้ท่ากบั 84.27% ซึ่งมาจากอิทธิพลของปัจจยัที่
ศกึษา ในขณะที่อีก 15.73% อาจมาจากอิทธิพลของปัจจยัอ่ืน 

ส่วนการวิเคราะห์ค่าความคลาดเคลื่อน (residual analysis) จากการศึกษา
ขอ้มูลบนกราฟ normal plot of residuals พบว่ามีการกระจายตัวของค่าความคลาดเคลื่อนเป็น
การแจกแจงแบบปกติ คือกระจายใกลแ้นวเสน้ตรงซึ่งเป็นค่ามาตรฐาน ดงัภาพประกอบ 41 
 

 

 
ภาพประกอบ 41 กราฟ normal plot of residuals ของค่าความคลาดเคลื่อนจากขอ้มลูในการ

วิเคราะหส์มการถดถอยของกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส 
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5.4.2 เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
การวิเคราะหส์มการถดถอย 
จากการวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์ ความแปรปรวน และอิทธิพลของความเขม้ขน้ 

CuSO4·5H2O และ glucose ต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากการออกแบบ
การทดลองดว้ยวิธี CCD (ตาราง 26) พบว่าแบบจ าลองมีค่า F-value และ p-value เท่ากบั 30.57 
และ 0.0001 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าแบบจ าลองมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยปัจจัยที่ส่งผลต่อ
กิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิ เดสอย่างมีนัยส าคัญ  (p-value < 0.05) ได้แก่ 
CuSO4·5H2O (A), พจน์อิทธิพลร่วมระหว่าง CuSO4·5H2O และ glucose (AB), พจน์ก าลังสอง
ของ CuSO4·5H2O (A2) และ พจนก์ าลงัสองของ glucose (B2)  ซึ่งมีค่า p-value เท่ากับ 0.0001, 
0.0085, 0.0388 และ 0.0036 ตามล าดบั จากการวิเคราะหแ์สดงใหเ้ห็นว่าความเขม้ขน้ของตวัแปร
ต่าง ๆ มีผลกับกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ยกเว้นตัวแปรของความเขม้ข้น  
glucose (B) เมื่อพิจารณาค่าสัมประสิทธิ์ (coefficient estimate) (ตาราง 27) ของตัวแปรที่มี
อิทธิพล (A, AB, A2, B2) พบว่าพจน์อิทธิพลร่วมระหว่าง CuSO4·5H2O และ glucose (AB) และ
พจนก์ าลังสองของ glucose (B2) มีค่าเท่ากับ -0.1850 และ -0.1666 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าเป็นลบ 
แสดงว่าตัวแปรทั้งสองมีอิทธิพลต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสในเชิงลบ 
กล่าวคือถ้าเพิ่มความเข้มข้นของพจน์อิทธิพลร่วม และ glucose สูงขึน้ จะท าให้กิจกรรมของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลง จากผลที่วิเคราะหไ์ดน้ีส้ามารถเขียนสมการความสมัพนัธ์
ระหว่างปัจจยัและผลตอบสนองต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ไดด้งันี ้
 
กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (ยนูิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้) = 3.332 
+2.35 CuSO4·5H2O + 0.3252 Glucose + 6.30 CuSO4·5H2O*CuSO4·5H2O -
 0.01851 Glucose*Glucose - 0.493 CuSO4·5H2O*Glucose                               (สมการท่ี 2) 
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ตาราง 26 การวิเคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) ของการถดถอยเชิงพหคุณูต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี CCD 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F-value P-Value 
Model 1.60 5 0.3197 30.57 0.0001 
A-CuSO4·5H2O 1.15 1 1.15 109.60 < 0.0001 
B-Glucose 0.0201 1 0.0201 1.92 0.2085 
AB 0.1369 1 0.1369 13.09 0.0085 
A² 0.0673 1 0.0673 6.44 0.0388 
B² 0.1931 1 0.1931 18.47 0.0036 
Residual 0.0732 7 0.0105 

  

Lack of Fit 0.0483 3 0.0161 2.59 0.1903 
Pure Error 0.0249 4 0.0062 

  

Cor Total 1.67 12 
   

 
ตาราง 27 การวิเคราะหค่์าสมัประสิทธิ์การถดถอยและค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจต่อกิจกรรมของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสในการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี CCD 
 

Factor Coefficient 
Estimate 

df Standard 
Error 

95% CI Low 95% CI High VIF 

Intercept 4.86 1 0.0457 4.75 4.97 
 

A-
CuSO4·5H2O 

0.3785 1 0.0362 0.2930 0.4640 1.0000 

B-Glucose 0.0501 1 0.0362 -0.0354 0.1356 1.0000 
AB -0.1850 1 0.0511 -0.3059 -0.0641 1.0000 
A² 0.0984 1 0.0388 0.0067 0.1901 1.02 
B² -0.1666 1 0.0388 -0.2583 -0.0749 1.02 

หมายเหต ุ: ค่า R-squared = 95.62% และ adjusted R-Squared = 92.49% 
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การตรวจสอบสมการถดถอย 
จากค่าความเหมาะสมของสมการถดถอย (lack of fit) ที่ไดจ้ากการทดลองมีค่า

p-value เท่ากับ 0.1903 แสดงว่าสมการที่ไดจ้ากการค านวณมีความเหมาะสม ส่วนการวิเคราะห์
ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) ต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส พบว่ามีค่า
เท่ากับ 95.62% และค่าสมัประสิทธิ์การตดัสินใจที่ปรบัค่าแลว้ (r2

adj) เท่ากับ 92.49% (ตาราง 27) 
สามารถอธิบายได้ว่าสมการถดถอยที่ไดส้ามารถอธิบายผลตอบสนองต่อกิจกรรมของเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ไดเ้ท่ากับ 92.49% ซึ่งมาจากอิทธิพลจากปัจจัยที่ศึกษา ในขณะที่อีก 
7.51% อาจมาจากอิทธิพลของปัจจยัอ่ืน 

ส่วนการวิเคราะห์ค่าความคลาดเคลื่อน (residual analysis) จากการศึกษา
ขอ้มูลบนกราฟ normal plot of residuals พบว่ามีการกระจายตัวของค่าความคลาดเคลื่อนเป็น
การแจกแจงแบบปกติ คือกระจายใกลแ้นวเสน้ตรงซึ่งเป็นค่ามาตรฐาน ดงัภาพประกอบ 42 
 

 

ภาพประกอบ 42 กราฟ normal plot of residuals ของค่าความคลาดเคลื่อนจากขอ้มลูในการ
วิเคราะหส์มการถดถอยของกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
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5.4.3 การท านายค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจาก
สมการถดถอย 

ผลจากการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจาก
การออกแบบการทดลองด้วยวิธี  CCD ของปัจจัย CuSO4·5H2O และ  glucose ที่ ผลิตจาก 
รา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ สามารถ
สรา้งสมการความสมัพันธ์ระหว่างอิทธิพลของปัจจัยและผลตอบสนองของกิจกรรมของเอนไซม์
แลคเคส (สมการที่  1) และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (สมการที่  2) สามารถใช้สมการท านาย
กิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิดได้ ผลแสดงในตาราง 28 จากนั้นน าค่าที่ท านายมาสร้าง 
กราฟพืน้ที่ผิวตอบสนอง และแผนภาพคอนทวัรข์องปัจจยัทัง้ 2 ชนิดที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์
แลคเคส (ภาพประกอบ 43) และเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (ภาพประกอบ 44) ซึ่งค่า
กิจกรรมของเอนไซมท์ี่ไดจ้ากการท านายมีความใกลเ้คียงกบัค่าจรงิที่วดัไดจ้ากการทดลอง 
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ภาพประกอบ 43 กราฟพืน้ผิวตอบสนอง (a) และแผนภาพคอนทวัร ์(b) ของผลความเขม้ขน้ 
CuSO4·5H2O และ glucose ที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสที่ผลิตจากรา

Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ 
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ภาพประกอบ 44 กราฟพืน้ผิวตอบสนอง (a) และแผนภาพคอนทวัร ์(b) ของผลความเขม้ขน้ 
CuSO4·5H2O และ glucose ที่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตจากรา

Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ 
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5.5 การหาจุดที่เหมาะสมของตวัแปรที่ใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสสงูที่สดุ 

 จากสมการความสัมพันธ์ระหว่างอิทธิพลของปัจจัยและผลตอบสนองของ
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส สามารถท านายหาจุดที่เหมาะสมที่ให้
ค่ากิจกรรมของแต่ละเอนไซม์สูงที่สุดในชุดการทดลองเดียวกัน ซึ่งสามารถท านายไดว้่ากิจกรรม
ของเอนไซมแ์ลคเคสสามารถมีค่าสูงสุดไดเ้ท่ากับ 5.900 ยูนิตต่อกรมัน า้หนักแห้ง และเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่าสูงสุดได้เท่ากับ 5.400 ยูนิตต่อกรัมน ้าหนักแห้ง ในสภาวะที่ใช ้
CuSO4·5H2O เขม้ขน้เท่ากับ 0.426 กรมัต่อลิตร และ glucose เขม้ขน้เท่ากับ 6.756 กรมัต่อลิตร 
(ตาราง 29) จากการทดลองยืนยันค่าท านาย พบว่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสมีค่าเท่ากับ 5.841 และ 5.156 ยูนิตต่อกรมัน ้าหนักแห้ง ตามล าดับ ซึ่งมีความ
ใกล้เคียงกับค่าที่ ได้จากการท านาย แสดงให้เห็นว่าการออกแบบการทดลองทางสถิติมี
ประสิทธิภาพในการคัดเลือกปัจจัยที่ส  าคัญและส่งผลต่อกระบวนการผลิตเอนไซม์เพื่อให้ได้
ปรมิาณสงูที่สดุ 

จากผลการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมที่ใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สุดด้วยวิธีทางสถิติจากการใช้รา Pseudolagarobasidium sp. 
PP17-33 ผลิตจากกากตะกอนดีแคนเตอรใ์นสภาวะการหมักแบบแห้ง ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ความชืน้เริ่มตน้ 65% ค่า pH เริ่มตน้เท่ากับ 5.0 นาน 7 วนั เมื่อเติมอาหารเลีย้งเชือ้ที่มี
ส่วนประกอบ (กรมัต่อลิตร) ดังนี ้glucose 6.756 กรมั, yeast extract 1 กรมั, KH2PO4 0.1 กรมั, 
MgSO4·7H2O 0.75 ก รัม , FeSO4·7H2O 0.005 ก รัม , MnSO4·H2O 0.075 ก รัม , CuSO4·5H2O 
0.46 กรมั, ZnSO4·7H2O 0.005 กรมั และ Tween-80 0.15 กรมั 
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6. คุณสมบัติของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
เอน ไซม์สกัดหยาบที่ ได้จากรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 ผลิตจาก 

กากตะกอนดีแคนเตอรใ์นสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองก่อนหนา้นี ้น ามาศกึษาคณุสมบติัของ
เอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส เพื่อหาค่า pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิด รวมทัง้ศกึษาความเสถียรของเอนไซมต่์ออณุหภูมิและค่า pH ต่าง ๆ 
ดงันี ้

6.1 ค่า pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์
น าเอนไซม์สกัดหยาบที่ผลิตได้มาวัดกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีส

เปอรอ์อกซิเดสที่  pH เท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 โดยใช้สารละลาย
บฟัเฟอรท์ี่เหมาะสมในช่วง pH นัน้ ๆ จากผลการทดลองพบว่าค่า pH ที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์
แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สุดคือ pH 4.0 คิดเป็นกิจกรรมสัมพัทธ์ (% relative 
activity) เท่ากับรอ้ยละ 100 ซึ่งมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น
รอ้ยละ 95 รองลงมาคือ pH 4.5 มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอร ์
ออกซิเดสลดลงเท่ากบัรอ้ยละ 71.02 และ 88.42 ตามล าดบั ส่วน pH ที่มีค่ากิจกรรมสมัพัทธข์อง
เอนไซม์แลคเคสต ่าที่สุดคือ pH 7.0 มี ค่าเท่ากับร้อยละ 0.00 ส่วนเอนไซม์แมงกานีสเปอร ์
ออกซิเดสมีค่าน้อยสุดที่  pH 3.0 มีค่าเท่ากับร้อยละ 11.05 ตามล าดับ ดังภาพประกอบ 45 
(ภาคผนวก ค ตาราง 32) 
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ภาพประกอบ 45 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของค่า pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์ลคเคส
และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กคือค่าทางสถิติของเอนไซม์แลคเคส และอักษรพิมพ์ใหญ่ของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

6.2 อณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์
น าเอนไซมส์กัดหยาบที่ไดม้าวัดกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอร์

ออกซิเดส ที่  pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ทั้งสองชนิดคือ pH 4.0 ในสารละลาย
บฟัเฟอรโ์ซเดียมอะซิเตท แลว้น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 30, 37, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
จากผลการทดลองพบว่าที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สุด (กิจกรรมสัมพัทธ์รอ้ยละ 100) ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ รองลงมาคือ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม ์
แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเท่ากบัรอ้ยละ 95.22 และ 95.72 ตามล าดบั สว่นอณุหภูมิที่
มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสต ่าที่สุดคือ อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากบัรอ้ยละ 5.22 และ 11.00 ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 46 (ภาคผนวก ค 
ตาราง 33) 
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ภาพประกอบ 46 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของค่าอณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์ลค

เคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้

One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กคือค่าทางสถิติของเอนไซม์แลคเคส และอักษรพิมพ์ใหญ่ของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

6.3 ความเสถียรของเอนไซมต่์อค่า pH 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่ผลิตไดม้าบ่มในสารละลายบฟัเฟอรท์ี่เหมาะสม ความเขม้ขน้ 

100 mM โดยปรบั pH ให้มีค่าเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง จากนั้นน าไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์ที่ pH 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมคื์อ pH 4.0 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
ผลจากการทดลองพบว่าเอนไซมแ์ลคเคสมีความเสถียรสูงสุดที่ pH 6.5 แม้ว่าจะบ่มนานถึง 72 
ชั่วโมง แต่ค่ากิจกรรมสมัพทัธข์องเอนไซมย์งัมีค่าเท่ากบัรอ้ยละ 99.35 ไม่ต่างจากเวลาเริ่มตน้ที่ 0 
ชั่วโมง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพประกอบ 47) ส่วนที่ pH 6.0 และ 7.0 เอนไซมแ์ลคเคสมี
ความเสถียรนาน 24 ชั่วโมง โดยมีค่ากิจกรรมสมัพัทธ์ไม่ต่างจากเวลาเริ่มตน้ แต่เมื่อบ่มนานขึน้
พบว่าค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ของเอนไซมล์ดลงเล็กนอ้ยอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ มีค่าเท่ากับ 92.29 
และ 85.93 ตามล าดับ ที่เวลา 72 ชั่วโมง ในขณะที่ pH 5.0 ค่ากิจกรรมสมัพัทธ์ของเอนไซมแ์ลค
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เคสลดลงอย่างต่อเนื่องเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบ่ม และที่  pH 3.0 และ 3.5 ตรวจไม่พบค่า
กิจกรรมของเอนไซมเ์มื่อบ่มนาน 24 ชั่วโมงเป็นตน้ไป ส่วนความเสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอร์
ออกซิเดสต่อค่า pH พบว่าเอนไซมม์ีความเสถียรที่หลาย pH ไดแ้ก่ pH 4.5, 6.0 และ 7.0 คือเมื่อ
บ่มนาน 48 ชั่วโมง ค่ากิจกรรมสมัพทัธข์องเอนไซมไ์ม่แตกต่างจากเวลาเริ่มตน้ที่ 0 ชั่วโมง และมีค่า
ลดลงเมื่อบ่มนาน 72 ชั่วโมง โดยค่ากิจกรรมสมัพทัธข์องเอนไซมเ์หลือเท่ากบัรอ้ยละ 79.31, 94.74 
และ 95.73 ตามล าดบั (ภาพประกอบ 48) ในขณะที่ pH 3.0 และ 3.5 ใหผ้ลเช่นเดียวกับเอนไซม์
แลคเคสคือตรวจไม่พบกิจกรรมของเอนไซม ์(ภาคผนวก ค ตาราง 34 และ 35) 

 

 
 
ภาพประกอบ 47 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสที่ pH เท่ากบั 3.0 – 

7.0 เมื่อบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
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ภาพประกอบ 48 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ 
pH เท่ากบั 3.0 – 7.0 เมื่อบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 
6.4 ความเสถียรของเอนไซมต่์ออณุหภมูิ 

น าเอนไซมส์กัดหยาบที่ได้มาบ่มที่อุณหภูมิ 30, 37, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ชั่วโมง จากนัน้น าไปวดักิจกรรมของเอนไซมโ์ดยใช้
สารละลายบัฟเฟอรแ์ละอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมคื์อ สารละลายบัฟเฟอร์
โซเดียมอะซิเตทที่ pH เท่ากบั 4.0 อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบว่าที่อณุหภูมิ 30 
และ 37 องศาเซลเซียส เอนไซมแ์ลคเคสมีความเสถียร ไดน้านถึง 2.5 ชั่วโมง โดยมีค่ากิจกรรมของ
เอนไซมไ์ม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากเวลาเริ่มตน้ที่ 0 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 49) 
ส่วนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เอนไซม์มีความเสถียรได้นาน 1.5 ชั่วโมง แลว้ลดลงอย่างมี
นัยส าคัญเมื่อบ่มนาน 2 และ 2.5 ชั่วโมง เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการบ่มเอนไซมใ์หสู้งขึน้เท่ากับ 50 
องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงตามระยะเวลาในการบ่ม โดยในชั่วโมงที่ 2.5 มีค่า
กิจกรรมสมัพทัธข์องเอนไซมเ์ท่ากบัรอ้ยละ 86.74 ในขณะที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 
2.5 ค่ากิจกรรมสมัพัทธ์ของเอนไซมล์ดเหลือเพียงรอ้ยละ 25.74 และตรวจไม่พบค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส ตั้งแต่ 0.5 ชั่วโมง เป็นต้นไป ส่วนความ
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เสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีความคลา้ยคลงึกบัเอนไซมแ์ลคเคสคือที่อณุหภูมิ 30 
และ 37 องศาเซลเซียส เอนไซมม์ีความเสถียร ไดน้านถึง 2.5 ชั่วโมง (ภาพประกอบ 50) และที่
อณุหภูมิสงูขึน้เท่ากบั 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมสมัพทัธข์องเอนไซมล์ดลงเท่ากบั
รอ้ยละ 87.68, 80.04 และ 17.72 ตามล าดับ ในชั่ วโมงที่  2.5 และตรวจไม่พบค่ากิจกรรมของ
เอนไซมเ์มื่อบ่มที่อุณหภูมิ 70 และ 80 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกบัเอนไซมแ์ลคเคส (ภาคผนวก ค 
ตาราง 36 และ 37) 
 

 
 
ภาพประกอบ 49 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสต่ออณุหภมูิตัง้แต่ 30 

– 80 องศาเซลเซียส เมื่อบ่มนาน 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 ชั่วโมง 
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ภาพประกอบ 50 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสต่อ

อณุหภมูิตัง้แต่ 30 – 80 องศาเซลเซียส เมื่อบ่มนาน 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 ชั่วโมง 
 
7. การปรับสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรด์้วยเอนไซมส์กัดหยาบ 

จากการปรบัสภาพกากตะกอนดีแคนเตอรด์ว้ยเอนไซมส์กดัหยาบที่ไดจ้ากการหมกัแบบ
แหง้ของรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 เป็นเวลา 12 วนั พบว่าองคป์ระกอบของกาก
ตะกอนดีแคนเตอรห์ลงัการปรบัสภาพ มีปริมาณลิกนินเท่ากับรอ้ยละ 25.49 ลดลงจากก่อนการ
ปรบัสภาพรอ้ยละ 16.75 ส่วนปริมาณเซลลโูลส และเฮมิเซลลโูลส มีค่าเท่ากบัรอ้ยละ 20.11 และ 
14.47 ตามล าดบั (ตาราง 30) ดงันัน้ถา้เพิ่มระยะเวลาในการปรบัสภาพน่าจะสามารถลดปริมาณ
ลิกนินไดม้ากยิ่งขึน้ นอกจากนีจ้ะเห็นว่าปรมิาณของเซลลโูลสภายหลงัการปรบัสภาพลดลงรอ้ยละ 
10.18 อาจเนื่องจากในเอนไซม์สกัดหยาบมีเอนไซม์ชนิดอ่ืน ๆ ที่สามารถย่อยเซลลูโลสได้ ซึ่ง  
ราไวทร์อททั่วไปสามารถผลิตได ้เช่น เอนไซมเ์ซลลเูลส (cellulase) เป็นตน้ 
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ตาราง 30 องคป์ระกอบของกากตะกอนดีแคนเตอรก์่อนและหลงักระบวนการปรบัสภาพเป็นเวลา 
12 วนั 
 

ขอ้มลู กากตะกอนดีแคนเตอร ์
ก่อนการปรบัสภาพ 

กากตะกอนดีแคนเตอร ์
หลงัการปรบัสภาพ 

ปรมิาณลิกนิน (%) 30.62 25.49 
ปรมิาณเซลลโูลส (%) 22.39 20.11 
ปรมิาณเฮมิเซลลโูลส (%) 14.71 14.47 
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บทที ่5  
สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 
ตัวอย่างราเบสิดิโอไมซีสจ านวน 264 ตัวอย่าง รวบรวมจากพืน้ที่ป่าเบญจพรรณผสม 

เต็งรงัใน 4 จงัหวดั ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย สว่นใหญ่พบการเจรญิบนไมเ้นือ้แข็ง 
สามารถเปลี่ยนสีเนือ้ไมจ้ากสีน า้ตาลใหอ่้อนลงหรือเป็นสีขาวไดซ้ึ่งอาจเกิดจากการย่อยสลายของ
องคป์ระกอบของลิกนินในเนือ้ไมโ้ดยเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก (6, 7) ซึ่งราที่มีคุณสมบัติดังกล่าว
เรียกว่าราไวทร์อท จากตวัอย่างทัง้หมดสามารถแยกเพาะเลีย้งเชือ้บรสิทุธิ์บนอาหาร PDA ได ้150 
ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 56.82 ซึ่งในจ านวนนี ้มี เพียง 88 ไอโซเลท ที่พบโครงสร้างแคลมป์ 
คอนเนคชั่นของเสน้ใยที่มีผนงักัน้ซึ่งเป็นลกัษณะเฉพาะของราในกลุ่มเบสิดิโอไมซีส ส่วนไอโซเลทที่
ไม่พบโครงสรา้งแคลมป์คอนเนคชั่นแต่พบผนงักัน้อาจเป็นราในกลุม่เบสิดิโอไมซีสหรือแอสโคไมซีส
ที่ปนเป้ือนมาจากดินหรือชนิดที่เป็นพาราไซตข์องดอกเห็ด ดว้ยเหตนุีจ้ึงเลือกเฉพาะตวัอย่างที่พบ
โครงสรา้งของแคลมป์คอนเนคชั่นมาศึกษาต่อ ส่วนตัวอย่างราท่ีไม่สามารถเพาะเลีย้งเชือ้บริสุทธิ์

ได ้อาจเนื่องจากตัวอย่างเก่าเกินไป หรือฟรุตติง้บอดีม้ีลกัษณะเป็นแผ่นบางท าใหแ้ยกเนือ้เยื่อให้
ปราศจากเชือ้ปนเป้ือนไดย้าก หรือมีแมลงเจริญอยู่ภายใน ท าให้ไม่สามารถแยกเชือ้บริสุทธิ์ได ้
นอกจากนีย้ังพบว่าการเพาะเชือ้จากเบสิดิโอสปอรข์องตวัอย่างท่ีศึกษาไดจ้ านวนเชือ้บริสุทธิ์นอ้ย
กว่าการเพาะเชือ้จากเนือ้เยื่อ อาจเนื่องจากเทคนิคที่ปล่อยใหส้ปอรต์กลงบนผิวหนา้อาหารเลีย้ง
เชือ้ (shooting method) ไดจ้ านวนสปอรน์อ้ยและมีอัตราการงอกต ่า เพราะการปล่อยสปอรจ์าก 
ดอกเห็ดส่วนใหญ่มีช่วงระยะเวลาจ ากัดหลงัจากเก็บตัวอย่างและอาศัยความชืน้สงูในการงอก (81) 

นอกจากนี ้ส  าหรับตัวอย่างราที่ยังไม่เจริญเต็มที่และยังไม่สรา้งเบสิดิโอสปอร ์การแยกเพาะ  
เชือ้บรสิทุธิ์จากเนือ้เย่ือจึงเป็นวิธีที่เหมาะสมที่สดุ 

ผลการคัดเลือกสายพันธุ์ราที่สามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไดบ้นอาหารแข็งที่
เติมอินดิเคเตอร ์3 ชนิด พบว่ามีราที่ใหผ้ลบวกจ านวน 63 ไอโซเลท โดยราส่วนใหญ่สามารถย่อย 
guaiacol และ ABTS ได้ เพราะมีโครงสรา้งไม่ซับซ้อน นอกจากนี ้ราส่วนใหญ่ที่สามารถย่อย 
อินดิเคเตอรช์นิดนีไ้ดม้ักผลิตเอนไซมแ์ลคเคสเนื่องจากสารทัง้ 2 ชนิด ใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการวัด
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ดงันัน้ guaiacol และ ABTS จึงนิยมใชใ้นการคดัเลือกเชือ้จุลินทรียท์ี่
สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดใ้นเบือ้งตน้ นอกจากนีย้ังมีสารตัง้ตน้ชนิดอ่ืนที่ใชใ้นการตรวจหา
เอนไซม์แลคเคส เช่น catechol, hydroquinone, syringaldazine และ catechin(82) ส่วน RBBR 
เป็นสีสังเคราะห์ที่มีโครงสร้างซับซ้อน เป็นอนุพันธ์ของสาร antracene ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ที่ 
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ก่อมลพิษ (organic pollutant) นิยมใชใ้นอตุสาหกรรมสียอ้ม มีจุลินทรียน์อ้ยชนิดที่สามารถย่อยได้
(83) นิยมใชใ้นการคัดเลือกราที่สามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไดโ้ดยเฉพาะเอนไซมก์ลุ่ม
เปอรอ์อกซิเดส เช่น แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส จากผลการทดลองมี  
ราจ านวน 30 ไอโซเลทที่สามารถย่อยสาร RBBR ได้ ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อย 
สีสงัเคราะหไ์ดใ้นอนาคต ทั้งนีม้ีราที่สามารถย่อยอินดิเคเตอรท์ัง้ 3 ชนิดไดอ้ย่างสมบูรณ์จ านวน  
6 ไ อ โซ เล ท  ไ ด้ แ ก่  Coriolopsis retropicta (PW17-134), Ganoderma sp.1 (PW17-145), 
Ganoderma sp.2 (PW17-111 และ PW17-177), Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) และ 
Trametes elegans (PP17-06) อย่างไรก็ตาม ตัวอย่างราที่ ให้ผลบวกจากการคัดเลือกด้วย 
อินดิเคเตอรท์ั้ง 3 ชนิด ยังไม่สามารถระบุชนิดของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้ เนื่องจาก 
ราไวท์รอทสามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้มากกว่าหนึ่งชนิด ประกอบกับงานวิจัยนี ้
ตอ้งการใชว้สัดเุหลือทิง้จากอตุสาหกรรมการเกษตรใหเ้กิดประโยชน ์ไดแ้ก่ กากตะกอนดีแคนเตอร ์
จากโรงงานผลิตน า้มนัปาลม์ มาเป็นสารตัง้ตน้ในการผลิตเอนไซมเ์พื่อเพิ่มมลูค่าโดยใชร้าไวทร์อท  

กากตะกอนดีแคนเตอรม์ีรายงานว่ามีส่วนประกอบของธาตุอาหารที่สามารถช่วยในการ
เจริญของจุลินทรีย์ได้ เช่น ไนโตรเจน (N), ฟอสฟอรัสเพนโตไซด์ (P2O5), ฟอสฟอรัสออกไซด ์
(K2O), แคลเซียมออกไซด ์(CaO) และ แมกนีเซียมออกไซด ์(MgO)(84) นอกจากนี ้Nutongkaew 
และคนอ่ืน ๆ (2014) ได้วิเคราะห์องค์ประกอบของกากตะกอนดีแคนเตอรซ์ึ่งเป็นของเสียจาก
โรงงานผลิตน ้ามันปาล์มทางภาคใต้ของประเทศไทย พบว่ามีปริมาณของสารอินทรีย์ที่ เป็น
คารบ์อนทัง้หมด (total organic carbon) เท่ากับรอ้ยละ 47.48, น า้มันและกรีซ (oil and grease) 
รอ้ยละ 0.92, ไนโตรเจนรอ้ยละ 0.90, ฟอสฟอรสัรอ้ยละ 0.33, โพแทสเซียมรอ้ยละ 0.85 และ 
แอซ (ash) รอ้ยละ 14.08 ซึ่งมีสารอาหารเพียงพอต่อการเจรญิของจลุินทรีย์(85) ดงันัน้จึงไดท้ดสอบ
ความสามารถในการเจริญของตัวอย่างราไวท์รอทและการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกใน  
เชิงปรมิาณโดยใชก้ากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตัง้ตน้ภายใตก้ระบวนการหมกัแบบแหง้ 

ผลการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมีของกากตะกอนดีแคนเตอรใ์นงานวิจยันีเ้ตรียมจาก
กากตะกอนอบแห้งจ านวน 80 กิโลกรมั โดยสุ่มไปวิเคราะหพ์บว่ามีปริมาณลิกนินสูงถึงรอ้ยละ 
30.62 เฮมิ เซลลูโลส และเซลลูโลส มีปริมาณเท่ากับร้อยละ 14.71 และ 22.39 ตามล าดับ 
ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Razak และคนอ่ืน ๆ (2012) ซึ่งพบว่ากากตะกอนดีแคนเตอร์มี
องค์ประกอบของลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส เท่ากับรอ้ยละ 30.66, 3.94 และ 21.61 
ตามล าดับ(86) ในขณะที่งานวิจัยของ Adam และคนอ่ืน ๆ (2019) รายงานว่ากากตะกอนดีแคน
เตอรม์ีองค์ประกอบของลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และเซลลูโลส เท่ากับรอ้ยละ 25.30, 11.20 และ 
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29.40 ตามล าดับ(87) ทั้งนีป้ริมาณลิกนินของกากตะกอนดีแคนเตอรท์ี่ไดจ้ากต้นปาลม์น า้มันซึ่ง
จัดเป็นไม้เนื ้ออ่อนมีลิกนินอยู่ในช่วงรอ้ยละ 27-32 ของน ้าหนักแห้ง (88) ซึ่งจัดว่ามีปริมาณสูง
สามารถน ามาใชเ้ป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได ้อย่างไรก็ตามปริมาณ
องคป์ระกอบต่าง ๆ ของกากตะกอนดีแคนเตอรจ์ากแต่ละพืน้ที่มีปริมาณแตกต่างกันน่าจะขึน้อยู่
กบัสายพันธุ์ปาลม์น า้มนัที่ทดสอบ ภูมิประเทศที่ปลูกปาลม์น า้มัน รวมทัง้กระบวนการผลิตน า้มัน
ปาลม์ของแต่ละบรษิัทจนไดก้ากตะกอนเหลือทิง้สดุทา้ย 

ส่วนผลการทดสอบการเจริญและการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกของราไวทร์อทที่
ศึกษาพบว่ามีจ านวน 24 ไอโซเลท ที่สามารถเจริญและผลิตเอนไซม์แลคเคส แมงกานีสเปอร  ์
ออกซิเดส หรือลิกนินเปอรอ์อกซิเดส ชนิดใดชนิดหนึ่งได ้เมื่อน ามาศกึษาเพื่อจ าแนกชนิดโดยอาศยั
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS พบว่าสามารถจัดจ าแนกได ้ 
5 ว ง ศ์  ไ ด้ แ ก่  Cerrenaceae, Hericiaceae, Incrustoporiaceae, Polyporaceae แ ล ะ 
Stereaceae ประกอบด้วย 9 สกุล  15 ชนิด โดยราส่วนใหญ่ จัดอยู่ ใน วงศ์ Polyporaceae 
(Coriolopsis, Ganoderma, Microporus, Nigroporus และ Trametes) ซึ่งสอดคล้องกับหลาย
งานวิจัยที่พบว่าราในวงศน์ีส้ามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกไดดี้ รวมทัง้มีการศึกษาอย่าง
กวา้งขวางในการน าไปใชป้ระโยชน ์อาจเนื่องจากรา Polyporaceae ส่วนใหญ่พบการเจริญบนไม้
เนือ้แข็ง ทนแลง้ไดดี้ ท าใหพ้บการเจริญขา้มปี ที่ส  าคัญมีการศึกษาเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกใน
ห ล า ย ช นิ ด  เช่ น  Bjerkandera, Coriolopsis, Ganoderma, Microporus, Polyporus แ ล ะ 
Trametes(89, 90) ทั้งนี ้เนื่ องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราไวท์รอทที่ศึกษามีความ
หลากหลายถึง 9 สกุล ท าใหย้ากต่อการระบุชนิดของแต่ละตัวอย่างใหถู้กตอ้งชัดเจนโดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS จึงมี
ความส าคัญในการช่วยระบุชนิดได ้ผลการเทียบเคียงกับฐานขอ้มูล GenBank ของราจ านวน 24 
ไอ โซ เลท  พบว่ าสามารถระบุ ชนิ ดในระดับ ชนิ ด ได้  9 ชนิ ด  ได้แก่  Coriolopsis aspera,  
C. retropicta, Dentipellis parmastoi, Ganoderma lingzhi, Nigroporus vinosus, Trametes 
elegans, T. hirsuta, T. sanguinea และ Tyromyces xuchilensis ส่วนที่ยังไม่สามารถระบุไดม้ี 
6 ช นิ ด  ได้ แ ก่  Aleurodiscus sp., Ganoderma sp.1, Ganoderma sp.2, Microporus sp.1, 
Microporus sp.2 และ Pseudolagarobasidium sp. เนื่องจากมีค่ารอ้ยละความเหมือนต ่ากว่า 
97 หรือมากกว่า 97 กบัรามากกว่า 1 ชนิด อาจเป็นเพราะฐานขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดข์องเห็ดรา
ในประเทศยังมีจ ากัดในฐานขอ้มูล GenBank ท าใหเ้มื่อน าล าดับนิวคลีโอไทดข์อง ITS จากราที่
ศึกษาไปเทียบเคียงจึงมีค่ารอ้ยละความเหมือนต ่ากับชนิดของราซึ่งเป็นตัวอย่างจากต่างประเทศ 
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หรือตัวอย่างราที่ศึกษาอาจจะเป็นราชนิดใหม่ก็ได้ อย่างไรก็ตามในกรณีที่ต้องการพิสูจน์
เอกลักษณ์ของราชนิดใหม่มีความจ าเป็นต้องศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาอย่างละเอียด 
เทียบเคียงกับตัวอย่าง holotype ของชนิดที่ใกลเ้คียงก่อน จึงจะสามารถระบุชนิดที่ถูกต้องหรือ
เสนอชนิดใหม่ได ้ส่วนล าดับนิวคลีโอไทดข์องราทัง้ 24 ไอโซเลท จากการศึกษาครัง้นีส้ามารถใช้
เป็นดีเอ็นเอบารโ์คด้เพื่อการระบุชนิดของราไดห้ลายชนิด ยกเวน้บางชนิดที่ ITS ไม่สามารถแยก
ความแตกต่างได ้เช่น Ganoderma sp.1 (PW17-145) มีความเหมือนสูงสุดกับ G. austral และ 
G. fornicatum เท่ากันคือร้อยละ 99 เช่นเดียวกับ Ganoderma sp.2 (PW17-06, PW17-111, 
PW17-154, PW17-177, PW17-230) ที่มีความเหมือนสูงสุดกับ G. mastoporum, G. cupreum 
และ G. austral เท่ากันคือรอ้ยละ 99 ซึ่งชนิดเหล่านีจ้ัดอยู่ใน G. austral species complex ซึ่ง
ยากต่อการระบุชนิดดว้ยลักษณะทางสัณฐานและล าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS เพียงอย่างเดียว 
อย่างไรก็ตามล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ได้จากการศึกษาครัง้นีย้ังเป็นการเพิ่มฐานขอ้มูลของราจาก
ประเทศไทยซึ่งไดฝ้ากไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank หมายเลข MK589268 – MK589291 เรียบรอ้ย
แลว้ 

ผลการวิเคราะหค่์ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส หรือลิกนิน
เปอรอ์อกซิเดสของราทั้ง 24 ไอโซเลท เมื่อใช้กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็นสารตั้งต้น พบว่า 
ราไวท์รอทที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์แต่ละชนิดสูงที่สุด ได้แก่ Ganoderma sp.2 (PW17-06), 
Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) และ Aleurodiscus sp. (PW17-219) ตามล าดับ  ซึ่ ง 
ราส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์แลคเคสได้สูงที่สุด รองลงมาคือแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส  
ส่วนเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสพบว่ามีราเพียง 7 ไอโซเลท ซึ่งตรวจพบไดใ้นปริมาณนอ้ย โดย 
ไอโซเลทดังกล่าวมักผลิตเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสได้ สอดคลอ้งกับหลาย
งานวิจยัที่พบว่าราไวทร์อทส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสได ้
ในขณะที่มีราเพียงส่วนน้อยที่สามารถผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสได้ (88) แมว้่าเอนไซมท์ั้ง  
3 ชนิด จะท างานส่งเสริมกนัในการย่อยลิกนิน แต่การท างานของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส
และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสขึน้กับปริมาณของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ที่ เกิดขึน้ในกระบวนการ 
ย่อยลิกนินซึ่งมีความจ าเป็นในการท างานของเอนไซม์ทั้งสองชนิด ในขณะที่เอนไซม์แลคเคส
สามารถเร่งปฎิกิริยาการย่อยลิกนินไดใ้นสภาวะที่มีออกซิเจนซึ่งมีโอกาสตรวจพบไดง้่ายกว่า และ
อาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าใหร้าไวทร์อทผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดม้ากกว่าเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 
ชนิดอ่ืน (88) นอกจากนี ้งานวิจัยของ Kinnunen และคนอ่ืน ๆ (2017) ได้ศึกษาราไวท์รอทและ 
ราย่อยสลายไมใ้นกลุ่มเบสิดิโอไมซีทจ านวน 53 ไอโซเลท พบว่าราส่วนใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์
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แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดใ้นสภาวะต่าง ๆ ในขณะที่มีราเพียงรอ้ยละ 27 ที่สามารถ
ผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสไดใ้นสภาวะที่จ  ากดั เช่น สภาวะที่เป็นกรด (pH 3.0) เป็นตน้(91) 
ดังนัน้การที่พบราจ านวนนอ้ยที่ผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสไดอ้าจเนื่องจากธรรมชาติของ 
ราแต่ละสายพนัธุ ์องคป์ระกอบของสารอาหาร ชนิดของสารตัง้ตน้ รวมทัง้สภาวะในการเพาะเลีย้ง
ราเพื่อการผลิตเอนไซมเ์ป้าหมาย อย่างไรก็ตามมีความเป็นไปไดย้ากที่จะพบการผลิตของเอนไซม์
ทุกชนิดในปริมาณสูงภายใต้สภาวะเดียวกัน จากการทดลองมีราที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่ม 
ลิ กนิ โน ไล ติก ได้ทั้ ง  3 ชนิ ด  จ าน วน  7 ไอ โซ เลท  ได้แ ก่  Aleurodiscus sp. (PW17-219),  
C. retropicta (PW17-134), D. parmastoi (PW17-136), Ganoderma sp.2 (PW17-111 แล ะ 
PW17-154), Microporus sp.1 (PW17-173) และ Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) ซึ่ ง 
ราไวท์รอทที่สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้ทั้ง 3 ชนิดมีรายงานน้อย ตัวอย่างเช่น 
Phlebia radiata, Pleurotus ostreatus แ ล ะ  Trametes versicolor เ ป็ น ต้ น (2 5 , 2 6 )  ส่ ว น ร า 
Aleurodiscus sp. (PW17-219) ที่พบในการศกึษาครัง้นีย้งัไม่สามารถระบชุนิดได ้ซึ่งราในสกุลนีท้ี่
เคยมีรายงานว่าสามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสไดคื้อ A. amorphous(92) ในขณะที่รา C. retropicta 
(PW17-134) เป็นชนิดที่เคยมีรายงานการคน้พบในประเทศไทยแลว้ (93) แต่ยังไม่เคยมีการศึกษา
คุณสมบัติในการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกมาก่อน ชนิดของราในสกุลนีท้ี่ เคยมีรายงานว่า
สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคสได ้เช่น C. glabrorigens และ C. gallica(89, 94) ส่วน D. parmastoi 
(PW17-136) เป็นอีกชนิดหนึ่งที่ยังไม่เคยมีการศึกษาเอนไซม์กลุ่มนี ้มาก่อนเช่นกัน ในขณะที่ 
Ganoderma sp. และ Microporus sp. มีหลายชนิดที่ สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มนี ้ได้ เช่น  
G. lucidum, G. weberianum, G. applanatum(95-97) ส่ ว น  Microporus ที่ มี ร า ย ง า น คื อ  
M. xanthopus และ M. affinis ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์แลคเคสได้ แต่ไม่สามารถผลิตเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสได้(90) ที่น่าสนใจคือรา Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) ซึ่งยัง 
ไม่เคยมีรายงานการคน้พบราสกุลนีใ้นบญัชีรายชื่อเห็ดราขนาดใหญ่ในประเทศไทยมาก่อน(98) และ
เคยมีรายงานการศกึษาเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกเพียงชนิดเดียวคือ P. acaciicola ซึ่งมีรายงานว่า
สามารถผลิตเอนไซม์แลคเคสได้ จากงานวิจัยของ Thakur และ Gupte (2015) ได้ศึกษารา  
P. acaciicola AGST3 ในกระบวนการหมักแบบแห้งโดยใช้ร  าข้าวสาลีเป็นสารตั้งต้น พบว่า
สามารถผลิตเอนไซม์แลคเคสและน าไปประยุกต์ใช้ในการก าจัดสีสังเคราะห์ได้หลายชนิด (99) 

เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Adak และคนอ่ืน ๆ (2016) รายงานการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสจากรา 
P. acaciicola LA1 ในกระบวนการหมกัแบบแหง้โดยใชพ้ืช Parthenium sp. เป็นสารตัง้ตน้(100) แต่
อย่างไรก็ตามยงัไม่มีรายงานว่า P. acaciicola สามารถผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสและ
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ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได ้ในขณะที่ Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) จากการศึกษาครัง้นี ้
สามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกทัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ เอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได้สูงมีค่าเท่ากับ 315.56, 680.00 และ 2.41 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ 
ดงันัน้จึงไดเ้ลือกราไอโซเลทนีม้าใชใ้นการหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อผลิตเอนไซมต่์อไป โดยเลือก
ศึกษาเฉพาะเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเท่านัน้ เนื่องจากเอนไซมล์ิกนินเปอร์
ออกซิเดสมีค่าต ่าเกินไป 

ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แลคเคส และแมงกานีสเปอร์ 
ออกซิเดสของรา Pseudolagarobasidium sp. (PP17-33) โดยใช้กากตะกอนดีแคนเตอรเ์ป็น 
สารตัง้ตน้ พบว่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส มีค่าสงูสุดในวนัที่ 7 
หลังจากการบ่มเชื ้อ ดังนั้นจึงเลือกวันที่  7 ในการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิด 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Adak และคนอ่ืน ๆ (2016) ที่ศึกษากระบวนการหมักแบบแหง้ดว้ยรา  
P. acaciicola LA1 โดยมีสารตัง้ตน้คือพืช Parthenium sp., ฟางขา้ว, ชานออ้ย และฟางขา้วสาลี 
เป็นเวลา 10 วัน พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสมีค่าสูงสุดในวันที่  7 ของการทดลอง(100) 
อย่างไรก็ตามระยะเวลาที่ราไวทร์อทสามารถผลิตเอนไซมไ์ดส้งูสดุนัน้ขึน้กบัการเจรญิของราแต่ละ
สายพันธุ์ ชนิดของสารตั้งตน้ และสภาวะในการเลีย้ง ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นในการทดลองหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ก่อน เมื่อมีการใช้รา ต่างสายพันธุ์และ 
สารตัง้ตน้ชนิดใหม่ ๆ 

ผลการคดัเลือกแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม ์พบว่า yeast extract ให้
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สุด ในขณะที่ NaNO3 ใหค่้า
กิจกรรมของเอนไซมท์ี่ต  ่า จึงเลือก yeast extract มาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนเพื่อเลีย้งเชือ้ราและ 
หาปริมาณที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ทั้งสองชนิดให้ได้ปริมาณที่สูงที่สุดต่อไป ผลจาก  
การทดลองสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Adejoye และ Fasidi (2010) ที่พบว่า yeast extract เป็น
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แลคเคสจากรา Schizophyllum commune(101) 
และเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากรา T. versicolor(102) ส่วนเปปโตนพบว่าเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่ เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แลคเคสจากรา Trametes multicolor(103) และรา 
Cerrena sp. HYB07 ซึ่งสามารถเพิ่มมวลชีวภาพได้มาก ขณะที่ เมื่อใช้ NH4NO3 เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนจะท าใหร้าผลิตเอนไซมแ์ละมวลชีวภาพไดน้อ้ย นอกจากนีเ้มื่อศึกษาการแสดงออกของ
ยีนแลคเคสในระดับ transcription จ านวน 8 ยีน ด้วยวิธี real time PCR พบว่าเมื่อใช ้NH4NO3 
เป็นแหล่งไนโตรเจนจะมีการแสดงออกของยีนลดลง สอดคลอ้งกบัปริมาณเอนไซมท์ี่วดัไดน้อ้ยลง
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(104) ทั้งนีแ้หล่งไนโตรเจนมีความส าคัญอย่างมากในการเจริญของราและการผลิตเอนไซมก์ลุ่ม  
ลิกนิโนไลติก โดยเฉพาะแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย ์เช่น yeast extract และ peptone ซึ่ง 
ราจะเจริญไดดี้กว่า ท าใหผ้ลิตเอนไซมไ์ดม้ากกว่าการใชแ้หล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอนินทรีย ์เช่น 
NH4NO3 และ NaNO3 สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในครัง้นี ้อย่างไรก็ตามปริมาณของไนโตรเจน
และสดัส่วนของคารบ์อนต่อไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก โดยงานวิจยัของ 
Tekere และคนอ่ืน ๆ  (2001) พบว่าราไวท์รอทสามารถผลิตแลคเคสและแมงกานีสเปอร ์
ออกซิเดสได้ดี ทั้งในสภาวะที่มีปริมาณคารบ์อนสูง ไนโตรเจนต ่า รวมถึงสภาวะที่มีปริมาณ
คารบ์อนสูง และไนโตรเจนสูงดว้ย(105) นอกจากนีย้ังขึน้อยู่กับชนิดและกระบวนการเมแทบอลิซึม
ของราแต่ละสายพนัธุ ์ดงันัน้การศึกษาหาชนิดและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมจึงมีความส าคญั
อย่างยิ่งในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก(2)  

ผลการคดัเลือกปัจจยัของส่วนผสมอาหารเลีย้งเชือ้โดยการออกแบบการทดลองดว้ยวิธี 
PBD จ าก  9 ปั จ จั ย  ได้ แ ก่  glucose, yeast extract, KH2PO4, MgSO4·7H2O, FeSO4·7H2O, 
MnSO4·H2O, CuSO4·5H2O, ZnSO4·7H2O และ Tween-80 ในกระบวนการหมักแบบแห้งที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH ตั้งต้นเท่ากับ 5.0 เป็นเวลา 7 วัน พบว่าปัจจัยที่ส่งผลอย่าง 
มีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 ต่อกิจกรรมของเอนไซม์แลคเคส คือ CuSO4·5H2O 
ส่วนปัจจัยที่ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสคือ CuSO4·5H2O และ 
glucose ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Fonseca และคนอ่ืน ๆ (2010) แสดงผลของ Cu2+ ที่
สามารถกระตุ้นให้เกิดการผลิตเอนไซม์แลคเคสในปริมาณที่สูงของราในกลุ่มเบสิดิโอไมซีท  
ได้ แ ก่  Coriolus versicolor,  Ganoderma applanatum, Peniophora sp. แ ล ะ  Pycnoporus 
sanguineus เป็นตน้(106) นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัของ Hess และคนอ่ืน ๆ (2002) ที่ศึกษาการผลิต
เอนไซมแ์ลคเคสจากรา T. multicolor ในถงัหมกัโดยเติม Cu2+ ความเขม้ขน้ 0.5 - 1.0 mM พบว่ามี
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสสูงกว่าชุดควบคุม (103) โดยทั่วไปแลว้ไอออนโลหะ เช่น Cu2+, Mg2+, 
Mn2+, Fe2+และ Zn2+ จัดเป็นสารอาหารที่จ  าเป็น (essential micronutrient) ส าหรบัการเจริญของ
จุลินทรีย ์ส่วนใหญ่เป็นโคแฟกเตอรข์องเอนไซมช์่วยเร่งปฏิกิริยาที่ส  าคัญต่าง ๆ ในกระบวนการ 
เมแทบอลิซึม รวมทั้ง Cu2+ ที่เป็นโคแฟกเตอรข์องเอนไซมแ์ลคเคส ซึ่งในโครงสรา้งของเอนไซม์
ประกอบดว้ย Cu2+ ถึง 4 อะตอม จึงอาจส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส นอกจากนีย้ังเป็น
โคแฟกเตอรข์องเอนไซม์ที่ส  าคัญชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่มเอนไซม์ที่ต้องมีคอปเปอรเ์ป็นองค์ประกอบ  
(Cu-dependent enzymes) เช่ น  cytochrome oxidase, Cu/Zn superoxide dismutase แล ะ 
lysyl oxidase เป็นต้น ซึ่งเอนไซม์เหล่านี ้มีความส าคัญในการเจริญของเซลล์ อย่างไรก็ตาม
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ปริมาณคอปเปอรท์ี่มากเกินไปอาจส่งผลเสียต่อเซลลเ์นื่องจากความเป็นพิษ ดังนั้นจึงต้องมี
ปริมาณคอปเปอรท์ี่เหมาะสมถึงจะท าใหไ้ด้ปริมาณของเอนไซมท์ี่สงูที่สุดในกระบวนการผลิต(107) 
ส่วน glucose เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส  าคัญและส่งผลโดยตรงกับการเจริญของจุลินทรีย์ทุกชนิด 
รวมทัง้ราไวทร์อท เนื่องจากเป็นน า้ตาลโมเลกุลเด่ียว เชือ้สามารถน าไปใชไ้ดง้่ายในการเจริญ ซึ่ง
ส่งผลต่อการผลิตเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ในงานวิจัยของ Schneider และคนอ่ืน ๆ (2018) ไดศ้ึกษา
การผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก พบว่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสจะสูงสุดเมื่อเติมกลูโคสที่
ความเขม้ขน้ต ่า และกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจะเพิ่มขึน้เมื่อเติมกลูโคสที่
ความเขม้ขน้สูงขึน้(108) ดังนั้นปริมาณของน า้ตาลกลูโคสจึงมีความส าคัญและมีผลต่อการผลิต
เอนไซม ์สมัพนัธก์บัองคป์ระกอบของสารตัง้ตน้และสายพนัธุ์ราที่ศกึษา 

จากปัจจยัของ CuSO4·5H2O และ glucose ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์อย่างมีนยัส าคัญ
ทางสถิติ จึงน ามาศึกษาหาจุดที่สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอร์ 
ออกซิเดสให้สูงที่สุดโดยการหาพื ้นที่ผิวตอบสนองด้วยวิธี CCD ท าให้สามารถเขียนสมการ
ความสมัพนัธ์ระหว่างปัจจยัของ CuSO4·5H2O และ glucose กบักิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สองชนิด
ได ้พบว่าจากสมการค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสสามารถเพิ่มไดส้งูที่สดุ เท่ากบั 6.183 ยูนิตต่อ
กรมัน า้หนกัแหง้ เมื่อใช ้CuSO4·5H2O และ glucose เท่ากบั 0.375 และ 8 กรมัต่อลิตร ตามล าดบั 
(adjusted R-squared = 84.27%) ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสามารถ
เพิ่มไดส้งูที่สดุ เท่ากบั 5.560  ยนูิตต่อกรมัน า้หนกัแหง้ เมื่อใช ้CuSO4·5H2O และ glucose เท่ากบั 
0.426 และ 5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  (adjusted R-squared = 92.49%) จากกราฟพื ้นผิว
ตอบสนองชีใ้ห้เห็นว่าปริมาณของ CuSO4·5H2O มีผลกับค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิด  
ถา้ CuSO4·5H2O มากเกินไปจะส่งผลใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สองชนิดลดลง อาจเนื่องจาก
ความเป็นพิษต่อเซลล์ดังที่ได้กล่าวมาแล้ว ส่วนปริมาณ  glucose ที่พอเหมาะจะช่วยส่งเสริม 
การเจรญิของราและใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมท์ี่สงู ตวัอย่างงานวิจยัของ Schneider และคนอ่ืน ๆ 
(2018) ที่รายงานว่า glucose เป็นแหล่งคารบ์อนที่ดีที่สุดส าหรบัการผลิตเอนไซม์แลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสของราไวทร์อท Marasmiellus palmivorus แต่เมื่อใช ้glucose ปริมาณ
มากเกินไปจะเกิดการยับยัง้การสงัเคราะหเ์อนไซมด์ังกล่าว เช่นเดียวกับผลการทดลองที่ไดจ้าก
การศึกษาครัง้นี ้เมื่อปริมาณของ glucose เพิ่มสงูขึน้ ค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ัง้สองชนิดจะลดลง
อาจเนื่องจาก carbon catabolite repression (CCR) ซึ่งเป็นกลไกที่สามารถพบได้ในจุลินทรีย์
ทั่วไปรวมทั้งรา คือในสภาวะที่มี  glucose และแหล่งคารบ์อนอ่ืนที่ซับซ้อนอยู่ด้วยกัน ราจะใช้ 
glucose เป็นแหล่งคารบ์อนก่อนในกระบวนการเมแทบอลิซึมเพราะเป็นน า้ตาลโมเลกุลเด่ียว  
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จากนั้นจึงจะเปลี่ยนไปใชแ้หล่งคารบ์อนอ่ืนที่ซับซอ้น ดังนั้นถา้ในสภาวะนั้นมีปริมาณ glucose 
มากเกินไปจะท าให้ราผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกที่จะมาย่อยสารลิกโนเซลลูโลสน้อยลง 
เนื่องจากไม่มีความจ าเป็นในการที่จะใช้แหล่งคาร์บอนอ่ืนที่ซับซ้อน (109) เช่น กากตะกอน 
ดีแคนเตอร ์เป็นตน้ ในราการศกึษา CCR พบมากใน Aspergillus nidulans ซึ่งพบว่ามี CreA เป็น 
transcription factor เมื่อมี glucose ในระบบ CreA จะท าหน้าที่ยับยั้งยีนต่าง ๆ ของเอนไซม์ที่
เก่ียวข้องกับการใช้แหล่งคารบ์อนชนิดที่สอง เช่น ลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นการยับยั้งในระดับ 
transcription(110) ทัง้นีใ้นการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกจึงตอ้งควบคมุปรมิาณ glucose ใหอ้ยู่
ในระดบัที่เหมาะสมเพื่อจะไดป้รมิาณของเอนไซมส์งูสดุ 

จากนั้นได้หาจุดที่ เหมาะสมของตัวแปรที่ ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสูงที่สุดจากรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 ภายใตส้ภาวะ
เดียวกันท านายได้ว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสามารถมี
ค่าสูงสุดได้เท่ากับ  5.90 และ 5.40 ยูนิตต่อกรัมน ้าหนักแห้ง ตามล าดับ  ในสภาวะที่ ใช ้
CuSO4·5H2O และ glucose เขม้ข้นเท่ากับ 0.426 และ 6.756 กรมัต่อลิตร ตามล าดับ จากการ
ท านายเพื่อใหไ้ดเ้อนไซมท์ัง้สองชนิดสงูที่สดุภายใตส้ภาวะเดียวกนันี ้พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์
แต่ละชนิดที่ได้จะต ่ากว่าการท านายหาสภาวะที่ได้เอนไซม์แต่ละชนิดสูงที่สุดเล็กน้อย อาจ
เนื่องจากเอนไซม์แต่ละชนิดมีความต้องการปัจจัยในปริมาณที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม
วตัถุประสงคใ์นการศกึษาครัง้นีต้อ้งการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกแบบผสมที่มีค่ากิจกรรมรวม
สูงท่ีสุดเพื่อน าไปประยุกตใ์ชใ้นอนาคต ไม่ไดเ้น้นการผลิตเอนไซมบ์ริสุทธิ์แต่ละชนิด จึงเลือกค่า
ท านายที่ใหผ้ลรวมของยูนิตเอนไซมส์งูสดุ จากผลการทดลองยืนยนัค่าท านาย พบว่ากิจกรรมของ
เอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่าเท่ากับ 5.841 และ 5.156 ยูนิตต่อกรมัน า้หนัก
แหง้ ตามล าดับ ซึ่งมีความใกลเ้คียงกับค่าที่ไดจ้ากการท านาย และสามารถเพิ่มค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ให้สูงขึน้จากเดิมที่ได้จากวิธี PBD คือเอนไซม์แลคเคสเพิ่มขึน้ 2.59 เท่า และเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเพิ่มขึน้ 1.94 เท่า อีกดว้ย แสดงใหเ้ห็นว่าการออกแบบการทดลองทาง
สถิติมีประสิทธิภาพในการคดัเลือกปัจจยัที่ส  าคญัและส่งผลต่อกระบวนการผลิตเอนไซมเ์พื่อใหไ้ด้
ปริมาณสูงที่สุด สรุปคือสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์แลคเคสและแมงกานีสเปอร์ 
ออกซิเดสที่มีค่ากิจกรรมสงูที่สดุจากรา Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 โดยใชก้ากตะกอน
ดีแคนเตอรป์ริมาณ 10 กรมั เป็นสารตั้งต้นในการหมักแบบแห้ง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความชื ้นเริ่มต้นรอ้ยละ 65 (ปรบัโดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร) ค่า pH เริ่มต้น
เท่ากับ 5.0 นาน 7 วัน โดยมีส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเชื ้อที่ต้องเติม (กรัมต่อลิตร) ดังนี ้
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glucose 6.756 ก รัม , yeast extract 1 ก รัม , KH2PO4 0.1 ก รัม , MgSO4·7H2O 0.75 ก รัม , 
FeSO4·7H2O 0.005 ก รัม , MnSO4·H2O 0.075 ก รัม , CuSO4·5H2O 0.46 ก รัม , ZnSO4·7H2O 
0.005 กรมั และ Tween-80 0.15 กรมั 

เอนไซม์สกัดหยาบของแลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตได้น ามาศึกษา
คณุสมบติัของค่า pH และอณุหภมูิที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซมท์ัง้สองชนิด พบว่าค่า pH 
ที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซมท์ัง้สองชนิดมีค่าเท่ากนัคือ 4.0 ที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Kumar และคนอ่ืน ๆ (2016) พบว่าค่า pH และอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการท างานของเอนไซมแ์ลคเคสของรา Aspergillus flavus มีค่าเท่ากบั 5.0 และ 70-
80 องศาเซลเซียส (111) ส่วนการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์แลคเคส 3 ไอโซฟอรม์ (isoform) 
(Lac1, Lac2 และ Lac3) ของรา Pleurotus nebrodensis พบว่าทุกไอโซเอนไซม์ (isoenzyme)  
มีค่า pH ที่เหมาะสมเท่ากนัคือ 3.0 และอณุหภมูิที่เหมาะสมของ Lac1 และ Lac3 มีค่าเท่ากบั 50-
60 องศาเซลเซียส ส่วน Lac2 มีค่าเท่ากับ 50 องศาเซลเซียส(112) เป็นตน้ อย่างไรก็ตามอุณหภูมิ 
ที่เหมาะสมของเอนไซม์แลคเคสมีค่าหลากหลายแตกต่างกันขึน้อยู่กับชนิดและสายพันธุ์รา 
นอกจากนีม้ีรายงานว่าเอนไซมแ์ลคเคสที่ไดจ้ากรามกัมีค่า pH ที่เหมาะสมในการท างานอยู่ในช่วง 
3.6 - 5.2 เนื่องจากราส่วนใหญ่สามารถปรบัตวัในการเจรญิไดดี้ในสภาวะที่เป็นกรด ท าใหเ้อนไซม์
สามารถท างานได้ดีในสภาวะนั้น (113) นอกจากนี ้ค่า pH ที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม  ์
แลคเคสยงัขึน้อยู่กบัชนิดของสารตัง้ตน้ในการวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ซึ่งในการทดลองครัง้นีใ้ช ้
ABTS เป็นสารตัง้ตน้ ซึ่งมีค่า pH ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 3 - 5(114) 

ส่วนผลการศึกษาความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจาก
เอนไซมส์กัดหยาบพบว่าเอนไซมแ์ลคเคสมีความเสถียรสูงสุดที่ pH 6.5 นานถึง 72 ชั่วโมง โดยมี
ค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ม่ต่างจากเวลาเริ่มตน้ที่ 0 ชั่วโมง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ รองลงมาคือ 
pH 6.0 ในขณะที่เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีความเสถียรต่อค่า pH ที่กวา้งกว่าคือ pH 4.5, 
6.0 และ 7.0 นาน 48 ชั่ วโมง โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไม่ต่างจากเวลาเริ่มต้นที่  0 ชั่วโมง 
นอกจากนีย้งัพบว่าเอนไซมท์ัง้สองชนิดมีความเสถียรในช่วง pH ที่กวา้งใกลเ้คียงกนัคือ 4.0 – 7.0 
โดยมีค่ากิจกรรมสมัพัทธ์ของเอนไซมท์ัง้สองชนิดมากกว่ารอ้ยละ 70 แมจ้ะบ่มนานถึง 72 ชั่วโมง 
อย่างไรก็ตามเอนไซมท์ัง้สองชนิดไม่ทนต่อ pH 3.0 และ 3.5 ตัง้แต่ชั่วโมงที่ 0.5 เป็นตน้ไป ส่วนผล
ของอณุหภมูิที่มีต่อความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสพบว่าเอนไซมท์ัง้
สองชนิดสามารถทนต่ออุณหภูมิที่ 30 และ 37 องศาเซลเซียส ได้นานถึง 2.5 ชั่วโมง โดยมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไม่ต่างจากเวลาเริ่มต้นที่  0 ชั่วโมง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี ้
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เอนไซม์ทั้งสองชนิดยังมีความเสถียรต่ออุณหภูมิที่ค่อนขา้งกว้างเหมือนกันคือ 30 – 50 องศา
เซลเซียส โดยมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซมท์ั้งสองชนิดมากกว่ารอ้ยละ 80 แมจ้ะบ่มนานถึง 
2.5 ชั่วโมง ทัง้นีเ้อนไซมท์ัง้สองชนิดไม่สามารถทนต่ออุณหภูมิที่สูงถึง 70 และ 80 องศาเซลเซียส
ได้ เหตุที่ เอนไซม์ทั้งสองชนิดมีความเสถียรในช่วง pH และอุณหภูมิที่ ค่อนข้างกว้างนี ้อาจ
เนื่องมาจากเอนไซมท์ี่ทดสอบเป็นเอนไซมส์กัดหยาบซึ่งเอนไซมแ์ต่ละชนิดอาจประกอบไปดว้ย
หลายไอโซฟอรม์ โดยแต่ละไอโซฟอรม์อาจมีคุณสมบัติในการทนต่อค่า pH และอุณหภูมิที่
แตกต่างกนั เช่น การศึกษาความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสบริสทุธิ์จ  านวน 3 ไอโซฟอรม์ของรา P. 
nebrodensis ต่อค่า pH นาน 24 ชั่วโมง พบว่า Lac3 มีความเสถียรต่อค่า pH ในช่วง 4.0 – 8.0 
โดยมีค่ากิจกรรมสมัพทัธส์งูกว่ารอ้ยละ 90 ในขณะที่ Lac1 และ Lac2 มีความเสถียรต ่ากว่าที่ช่วง 
pH เดียวกัน โดยมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์อยู่ในช่วงรอ้ยละ 60 – 90 และ 60 – 70 ตามล าดับ ส่วน
ความเสถียรของเอนไซมต่์ออณุหภมูินัน้พบว่าเอนไซมแ์ลคเคสทัง้ 3 ไอโซฟอรม์มีความเสถียรสงูสดุ
ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แต่เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการบ่มนานขึน้พบว่ากิจกรรม
สมัพัทธ์ของเอนไซม ์Lac1 และ Lac3 ลดลงเหลือน้อยกว่ารอ้ยละ 80 ในนาทีที่ 140 เป็นตน้(112) 
นอกจากนี ้Ramirez-Cavazos และคนอ่ืนๆ (2014) พบว่าเอนไซมแ์ลคเคสบริสุทธิ์ 2 ไอโซฟอรม์ 
(LacI และ LacII) ที่ผลิตจากรา Pycnoporus sanguineus มีความเสถียรสูงสุดที่ pH 7.0 – 8.0 
เมื่อบ่มนาน 140 นาที ส่วนอณุหภูมิมีความเสถียรสงูสดุที่ 40 องศาเซลเซียส ไดน้านถึง 30 ชั่วโมง 
แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึน้เท่ากับ 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่า LacI มีความเสถียรมากกว่า 
LacII อย่างไรก็ตามความเสถียรของเอนไซมต่์อปัจจยัต่างๆ เช่น pH และอุณหภูมิ ขึน้อยู่กับชนิด
และโครงสรา้งของเอนไซม ์ซึ่งมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการศึกษาเพื่อเป็นขอ้มูลพืน้ฐานก่อนน า
เอนไซมไ์ปประยุกตใ์ชง้านในดา้นต่างๆ (115) จากผลการทดลองที่ไดน้ี ้แสดงใหเ้ห็นว่าเอนไซมส์กัด
หยาบของแลคเคสและแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นสภาวะที่มีค่า pH 4.0 
-7.0 และอณุหภมูิ 30 – 60 องศาเซลเซียสได ้

เมื่อน าเอนไซมส์กัดหยาบที่ผลิตไดจ้ากสภาวะที่เหมาะสมมาใชใ้นการปรบัสภาพกาก
ตะกอนดีแคนเตอรโ์ดยใชเ้อนไซม ์70 มิลลิลิตร ต่อกากตะกอนดีแคนเตอร ์20 กรมั ที่อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยเขย่าที่ความเร็วรอบเท่ากับ 100 รอบต่อนาที นาน 12 วัน พบว่าสามารถลด
ปริมาณลิกนินของกากตะกอนดีแคนเตอรไ์ดเ้ท่ากบัรอ้ยละ 16.75 นอกจากนีย้งัพบว่าปริมาณของ
เซลลูโลสลดลงรอ้ยละ 10.18 อีกดว้ย อาจเนื่องจากเอนไซมท์ี่ใชเ้ป็นเอนไซมส์กัดหยาบซึ่งอาจมี
เอนไซมช์นิดอ่ืนๆ ที่ราสามารถผลิตได ้เช่น เอนไซมเ์ซลลเูลส จึงท าใหป้ริมาณเซลลโูลสลดลงดว้ย 
สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Song และคนอ่ืนๆ (2013) ซึ่งน ารา Irpex lacteus มาใชใ้นการปรบั
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สภาพซงัขา้วโพดปรมิาณ 8 กรมั ที่อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถลดปรมิาณลิกนินได้
เท่ากับรอ้ยละ 18.20 ในเวลา 14 วัน และลดได้ถึงรอ้ยละ 43.80 ในเวลา 42 วัน (116) ในขณะที่ 
Machado และ Ferraz (2017) น ารา 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Laetiporus sulphurous, P. ostreatus 
และ Ceriporiopsis subvermispora มาปรับสภาพชานอ้อยก่อนน าไปผลิตเอทานอลพบว่า
สามารถลดปริมาณลิกนินได้รอ้ยละ 5.31, 10.62 และ 21.74 เมื่อบ่มนาน 14 วัน และเมื่อเพิ่ม
ระยะเวลาในการบ่มนานขึน้เป็น 60 วนั พบว่ารา L. sulphurous ไม่สามารถลดปริมาณลิกนินได้
เพิ่มขึน้อาจเนื่องจากเป็นราในกลุ่มบราวนร์อท (brown-rot fungi) ในขณะที่รา P. ostreatus และ 
C. subvermispora ซึ่งเป็นราไวทร์อทสามารถลดปริมาณลิกนินไดเ้พิ่มขึน้เท่ากับรอ้ยละ 11.11 
และ 48.82 ตามล าดับ (117) อย่างไรก็ตามการปรบัสภาพของวัสดุเหลือทิ ้งทางการเกษตรและ
อตุสาหกรรมชนิดลิกโนเซลลโูลสโดยใชร้าไวทร์อทหรือเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก นอกจากจะขึน้อยู่
กับชนิดและประสิทธิภาพของเอนไซมแ์ลว้ ยังขึน้อยู่กับสภาวะในการปรบัสภาพ โครงสรา้งและ
องคป์ระกอบของสารตัง้ตน้อีกดว้ย แมว้่าการน าเอนไซมส์กัดหยาบมาประยุกตใ์ชใ้นครัง้นีจ้ะลด
ปริมาณลิกนินได้ไม่มากนักซึ่งอาจต้องศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเพื่อลด
ปริมาณลิกนินใหไ้ดส้งูขึน้หรืออาจน าไปใชร้่วมกบัวิธีอ่ืน รวมทัง้เพิ่มระยะเวลาในการปรบัสภาพให้
นานขึน้เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้ในการทดลอง 
 
1.   Potato dextrose agar (PDA) 
   Potato dextrose agar    39  กรมั 
   น า้กลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
 น าไปตม้จน agar ละลายแลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้ที่ความดนั 15 
ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
2.   Glucose asparagine agar (GAE) 
   Glucose     10  กรมั 
   L-asparagine     1  กรมั 
   Yeast extract     0.5  กรมั 
   K2HPO4      0.5  กรมั 

   MgSO4·H2O     0.5  กรมั 
   FeSO4·H2O     0.01  กรมั 
   Agar      15  กรมั  
   น า้กลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
 ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 5 แลว้เติม agar ลงไป ตม้จน agar ละลายแลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้
นึ่งความดนัไอน า้ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที  
 หมายเหต:ุ สตูรอาหารท่ีใชด้ดัแปลงจาก Kalmis และคนอ่ืนๆ (2008)(69) 
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3.   Basal medium 
  Glucose     10  กรมั 
  Yeast extract     5  กรมั 
  KH2PO4     0.4  กรมั 
  MgSO4·7H2O     0.5  กรมั 
  FeSO4·7H2O     0.05  กรมั 
  MnSO4·H2O     0.05  กรมั 
  CuSO4·5H2O     0.25  กรมั 
  ZnSO4·7H2O     0.01  กรมั 
ปรบั pH ใหเ้ท่ากับ 5 ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์แลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ

น า้ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

หมายเหต:ุ สตูรอาหารท่ีใชด้ดัแปลงจาก Téllez-Téllez และคนอ่ืนๆ (2008)(118) 
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ภาคผนวก ข  
สารเคมีและบัฟเฟอรท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
 
สารเคมีและบัฟเฟอรท์ีใ่ช้ในการทดลอง 
 
1.   1% Agarose 
   Agarose     1  กรมั 
   0.5X TBE buffer    100  มิลลิลิตร 
 น ามาผสมกนัแลว้ตม้จนผง agarose ละลายจนหมด 
 
2.   100 mM Sodium acetate buffer 
   Sodium acetate    0.82  กรมั 
   น า้กลั่น     100  มิลลิลิตร 
 น ามาผสมกนัแลว้ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 3.5 ดว้ย acetic acid 
 
3.   50 mM Sodium tartrate buffer 
   Sodium L-tartrate dibasic dihydrate  1.15  กรมั 
   น า้กลั่น     100  มิลลิลิตร 
 น ามาผสมกนัแลว้ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 4.5 ดว้ย L-tartaric acid 
 
4.   1 mM 2,6-dimethoxyphenol 
   2,6-dimethoxyphenol    0.015  กรมั 
   น า้กลั่น     100  มิลลิลิตร 
 น ามาผสมกนัแลว้น าไปใชง้าน 
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5.   Coomassie brilliant blue R-250 ใน 10% acetic acid 
   Ethanol     150  มิลลิลิตร 
   Glacial acetic acid    50  มิลลิลิตร 
   Coomassie brilliant blue R   1  กรมั 
   น า้กลั่น     300  มิลลิลิตร 
 น า Coomassie brilliant blue R มาละลายใน ethanol ก่อน แลว้จึงเติมน า้กลั่น และ 
Glacial acetic acid ปรมิาตรรวม 500 มิลลิลิตร 
 
6.   Methanol 40% 
   Methanol     40  มิลลิลิตร 
   Acetic acid     10  มิลลิลิตร 
   น า้กลั่น     50  มิลลิลิตร 
 น ามาผสมกนัแลว้น าไปใชง้าน 
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ภาคผนวก ค  
ข้อมูลทางสถิติ 
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ตาราง 32 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของค่า pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์ลคเคสและ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

pH กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซม ์
เอนไซมแ์ลคเคส เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

3.0 34.5368 ± 1.210e 11.0526 ± 1.033H 
3.5 48.0054 ± 0.650d 26.3158 ± 1.918E 
4.0 100.00a 100.00A 
4.5 71.0210 ± 2.671b 88.4210 ± 0.225B 
5.0 54.9831 ± 4.599c 60.9774 ± 1.112C 
5.5 34.9020 ± 0.737e 45.7143 ± 1.752D 
6.0 11.4266 ± 1.166f 29.4737 ± 0.396E 
6.5 3.0290 ± 0.619g 21.2030 ± 0.406F 
7.0 0.0000 ± 0.000g 16.7669 ± 0.172G 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กคือค่าทางสถิติของเอนไซม์แลคเคส และอักษรพิมพ์ใหญ่ของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
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ตาราง 33 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของค่าอณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์ลคเคส
และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

อณุหภมูิ  
(องศาเซลเซียส) 

กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของค่าอณุหภมูิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์
เอนไซมแ์ลคเคส เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

30 70.4291 ± 1.797e 36.6511 ± 0.830E 
37 81.3836 ± 2.660d 56.5575 ± 3.087D 
40 87.1876 ± 1.701c 66.0423 ± 1.580C 

50 95.2273 ± 0.874b 95.7261 ± 1.437A 

60 100.00a 100.00A 

70 49.9615 ± 1.865f 75.7612 ± 5.006B 

80 5.2210 ± 0.646g 11.0070 ± 1.574F 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กคือค่าทางสถิติของเอนไซม์แลคเคส และอักษรพิมพ์ใหญ่ของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
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ตาราง 34 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสที่ pH เท่ากบั 3.0 – 7.0 เมื่อ
บ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

pH กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์ลคเคสที่เวลาต่างๆ (ชั่วโมง) 
0 24 48 72 

3.0 100.00a - - - 
3.5 100.00a - - - 
4.0 100.00a 95.1808 ± 4.173ab 92.7712 ± 4.173ab 83.1326 ± 7.228b 
4.5 100.00a 89.4737 ± 8.899ab 77.6316 ± 2.279bc 74.3421 ± 6.029c 
5.0 100.00a 71.7579 ± 3.397b 63.0163 ± 2.915c 51.9693 ± 0.880d 
5.5 100.00a 87.5625 ± 1.637b 81.3438 ± 3.777b 71.7655 ± 4.748c 
6.0 100.00a 98.2202 ± 1.772a 93.6717 ± 0.823b 92.2874 ± 1.286b 
6.5 100.00a 98.0443 ± 1.568a 98.5006 ± 0.790a 99.3481 ± 1.476a 
7.0 100.00a 97.8684 ± 0.691a 93.7272 ± 2.034b 85.9318 ± 1.116c 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
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ตาราง 35 กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ pH
เท่ากบั 3.0 – 7.0 เมื่อบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 

 

pH กิจกรรมสมัพทัธ ์(%) ของความเสถียรของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่เวลา
ต่างๆ (ชั่วโมง) 

0 24 48 72 
3.0 100.00a - - - 
3.5 100.00a - - - 
4.0 100.00a 77.6471 ± 6.113b 72.9412 ± 2.037b 75.2941 ± 8.150b 
4.5 100.00a 96.5517 ± 5.972a 89.6552 ± 5.972ab 79.3103 ± 5.972b 
5.0 100.00a 64.2150 ± 1.490b 61.2447 ± 0.489b 45.9689 ± 4.416c 
5.5 100.00a 86.5672 ± 0.789b 76.9154 ± 0.911c 74.0299 ± 0.597d 
6.0 100.00a 105.6000 ± 2.806a 102.5140 ± 1.814ab 94.7429 ± 0.791c 
6.5 100.00a 96.4151 ± 2.568ab 94.3396 ± 1.337b 93.0189 ± 0.589b 
7.0 100.00a 99.8183 ± 1.031a 99.7275 ± 1.786a 95.7312 ± 0.629b 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง Mean ± Standard Deviation และวิเคราะหค่์าทางสถิติโดยใช ้
One-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเชื่อมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95  
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
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