
วจารณผลการทดลอง

5.1 การศึกษาการเจริญของเช้ือรา G a n o d e r m a  lu c id u m  บนอาหารแข็งสูตร PDA ท่ีเติม gallic
acid 1 เปอร์เชนต์ฃองน้ําหนักต่อปริมาตร
จากการศึกษาการเจริญของเชื้อรา G anoderm a lucidum  ท้ัง 5 สายพันธุบนอาหารแข็งสูตร 

PDA ท่ีเติม gallic acid 1 เปอร์เซ็นต์ของท้ัาหนักต,อปริมาตร เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า เช้ือราท้ัง 5 
สายพันธุสามารถเจริญได้บนอาหารดังกล่าว และแสดงผลของการมีเอนไซม์ในกลุ่มแลคเคส โดย 
การเกิดสีนำตาลแดงบนอาหารที่เติม gallic acid 1 เปอร์เซ็นต์ของนํ้าหนักต่อปริมาตร ซึ่งการใช้ 
gallic acid เป็นสารต้ังด้น เพ่ือตรวจสอบการผลิตแลคเคสจากเชื้อรานั้นเป็นวิธีที่ใช้มานานแล้ว 
ต้ังแต่ในปี ค.ศ. 1928 โดย Bavendamm แต่อย่างไรก็ตาม สารปีนอลิกชนิดน้ีจะค่อนข้างมีความเป็น 
พิษต่อการเจริญเติบโตของเชื้อรา ทำให้เมื่อนำเชื้อรามาเลี้ยงและมีการเติม gallic acid ลงไป จะมี 
อัตราการเจริญเติบโตที่ตํ่ากว่าเชื้อราที่เจริญในอาหารที่ไม่มีการเติม gallic acid ดังนั้นในการใช้ 
สารปีนอลิกเพื่อตรวจสอบการผลิตแลคเคสจากเชื้อรานั้น จะต้องคำนึงถึงความเป็นพิษต่อการ
เจริญเติบโตของเชื้อราด้วย ทำให้มีผู้ศึกษาเพิ่ม โดยการใช้สารปีนอลิกอ่ืน  ๆ เพื่อดูการทำงานของ 
แลคเคส เช่น การใช้ syringaldazin ซึ่งให้สีม่วงแดง alpha-napthal ซึ่งให้สีน้ัาเงิน หรือ ม่วง หรือ 
อนุพันธ์ของสารในกลุ่มปีนอลิกชนิดอื่น  ๆ เช่น rhemazol-brilliant blur R (RBBR) (Nishida et al.,
1989) benzidine o-anisidine pyrogallol (Rahouti et al., 1985) ซงการเกิดสีนีเป็นผลมาจากเอนไซม 
ในกลุ่มปีนอลออกซิเดส เช่น แลคเคสจะไปเปลี่ยนโครงสร้างของสารตั้งด้น ในกลุ่มของ dopa 
quinone ที่อยู่ในเชลล์ของสิ่งมีชีวิตให้กลายไปเป็นเม็ดสี (Griffith, 1994) syringaldazin เป็นสารใน 
กลุ่มปีนอลิกอีกชนิดหนื่งที่นิยมใช้ในการตรวจสอบการผลิตแลคเคสของเชื้อรา เช่น การใช้
syringaldazin 0.1 เปอร์เซนต์ หยดบนเล้นใยเชื้อราโดยตรง เพ่ือทดสอบการผลิตเอนไซม์แลคเคส 
ซึ่งถ้าเชื้อรามีการผลิตเอนไซม์ชนิดนี้ จะให้สีชมพูแดงบนเล้นใย ซึ่งสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า 
นอกจากนี้ยังพบอีกว่า สารชนิดนี้มีความเป็นพิษต่ํา จึงน่าที่จะเหมาะสำหรับนำไปใช้เพ่ือการ
ตรวจสอบการผลิตแลคเคสมากกว่าการใช้ gallic acid (Harkin and Obst, 1973; Mahauti et al., 
1995) อย่างไรก็ตามการตรวจสอบโดยใช้สารปีนอลิก เช่น สาร gallic acid น ี้ บอกได้เพียงคร่าว  ๆ
ว่า เช้ือรามีการผลิตแลคเคสหรือไม่ และไม่สามารถบอกได้ถึงความสามารถในการผลิตเอนไซม์ได้ 
อย่างละเอียดเท่ากับการวัดแอคติวิตี (กมลชัย 2546)
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5.2 การศึกษาการเจริญของ G.lucidum ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารแข็งชนิด PDA ท่ีเติม
anthracene 5ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ DDT 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร
การศึกษาการเจริญของ G .lu c id u m  ที่เจริญเติบโตบนอาหารแข็งชนิด PDA ท่ีเติม 

anthracene 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ DDT 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร การวัดการเจริญเติบโต 
ของเชือราทำโดยวัดเสันผ่านศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อรา พบว่าเช้ือราท้ัง 5 สายพันธุมีการ
เจริญเติบโตบนอาหารที่เติมที่ anthracene หรือ DDT ได้แต่จะแตกต่างจากอาหารชุดควบคุมท่ีไม่ 
เติม anthracene หรือ DDT เนื่องจากสารประกอบ PAHs น้ีเปีนสารจำพวกอะโรมาติกท่ีมีความเป็น 
พิษต่อการเจริญเติบโตของเชื้อรา สอดคล้องกับการทดลองของ Vyas และคณะ (1994) ซ่ึงมี 
การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อรา P h a n e ro c h a e te  ch ry so sp o r iu m  ME-446 (ATCC 34351) 
C o r io lo p s is  p o ly z o n a  (CCBAS 740) T ra m e te s  v e r s ic o lo r  (CCBAS 614) และเชอรา P le u ro tu s  

o s tr e a tu s  บนอาหารที่มีการเติม anthracene พบว่า เชื้อราดังกล่าวสามารถเจริญเติบโต และย่อยสลาย 
สารชนิดนี้ได้ แต่จะมีการเจริญเติบโตท่ีช้ากว่าบนอาหารท่ีไม,ได้เติม anthracene สอดคล้องกับการ 
ทดลองของ Corona-Cruz และคณะ (1999) ซึ่งศึกษาการเจริญของ P h a n e ro c h a e te  ch ry so sp o riu m  

ในอาหารที่เติม DDT นอกจากการใช้ anthracene และ DDT ในการตรวจสอบหาเช้ือราท่ีสามารถ 
ย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้น้ัน ยังมีสารประกอบอีกหลายชนิดที่สามารถนำมาใช้ได้ เช่น สี 
Poly R-478 ซึ่งเปีนสีที่มีโครงสร้างเป็นสารในกลุ่มอะโรมาติก (Andersson and Hemysson, 1996) 
สารผสม PAHs หลาย  ๆชนิด (Braun-Lullemann et al., 1999)

53 การศึกษาการผลิตแลตเคสของเช้ือ G.lucidum ท้ัง 5 สายพันธุในอาหารสูตร Production
การศึกษาการผลิตแลคเคสของเชื้อ G .lu c id u m  ท้ัง 5 สายพันธุในอาหารสูตร Production ท่ี 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 5.5 พบว่าเช้ือรา G .lu c id u m  สายพันธุ CHEM มี 
การผลิตแลคเคสมากที่สุดในวันที่ 4 และวันที่ 5 เท่ากับ 0.0389 และ 0.0369 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามลำดับ เป็นช่วงที่เช้ือราเข้าสู่ระยะ stationary phase และมีการผลิตแลคเคส ซ่ึงเป็น secondary 
metabolize emzyme (Whitaker et al., 2003) สอดคล้องกับการทดลองของ Steffen และคณะ (2002) 
ซึ่งศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราหลาย  ๆ ชนิดที่ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มพันอลออกชิเดส พบว่า มี 
การเจริญเติบโตเข้าสู่ในช่วง stationary phase ในวันที่ 3 ของการผลิตเอนไซม์ โดยในช่วงที่มีการ 
ผลิตแลคเคสนี้จะแตกต่างไปตามชนิดของเชื้อรา และอาหารที่ใช้ เช่น Ko และคณะ (2001) ทำการ 
ผลิตแลคเคสจากเชื้อรา G a n o d e rm a  lu c id u m  พบว่ามีการผลิตแลคเคสดีที่สุดในวันที่ 2 ในขณะท่ี 
Rodriguez และคณะ (1999) ผลตแลคเคสจาก P h a n e ro c h a e te  ch ry so sp o riu m  BKM-F-1767 
(ATCC 24725) พบว่าผลิตแลคเคสได้ดีในวันที่ 8
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5.4 การศึกษาผลของความเข้มข้นของ Cu2+ ต่อการผลิตแลคเคสของเชื้อ G.lucidum
การศึกษาผลของการเติม Cu2+ ต่อการผลิตแลคเคส พบว่าอาหารสูตร Production มีการผลิต 

แลคเคสเพ่ิมขึนอย่างมีนัยสำคัญ ท่ีระดับความเข้มข้นของ Cu2+ 0.4 และ 0.5 มิลลิโมลาร์ ในวันที่ 4 
และวันที่ 5 ส่วนท่ีความเข้มข้นของ Cu2+ ท่ี 0.1 0.2 และ0.3 มิลลิโมลาร์ มีการผลิตแลคเคสเพ่ิมขึ้น 
จากอาหารสูตร Production ท่ีไม่มีการเติม Cu2+ แต่การผลิตแลคเคสน้อยกว่าที่ความเข้มข้น 0.4 และ
0.5 มิลลิโมลาร์ อาจเป็นผลเน่ืองมาจากมีการศึกษาพบว่า Cu2+ เป็นองค์ประกอบที่สำคัญของ 
โครงสร้างของแลคเคส (Whitaker et al., 2003) และมีผลต่อการกระตุ้นการแสดงออกใน 
กระบวนการ transcription ของยีนที่ผลิตแลคเคส นอกจากนี้ยังมีส่วนช่วยในการป้องกันผลจาก 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันในการทำงานของเอนไซม์ แต่ถ้าใส่มากเกินไป เช่น มากกว่า 2 มิลลิโมลาร์ 
อาจจะไปยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา (Galhaup and Haltrich, 2001) นอกจาก Cu2+ น้ียังมีสาร 
อกหลายชนิด เช่น gallic acid catechol guaiacol tannic acid และ Ag+ Cd2+ Hg2+ MnZ+ Zn2+ สามารถ 
กระตุ้นให้เชื้อรามีการเจริญเติบโตและผลิตแลคเคสดีขึ้นได้

5.5 การศึกษาผลของการเติมตัวช่วยยึดเกาะต่อการผลิตแลคเคส

การศึกษาผลของตัวช่วยยึดเกาะ พบว่า การเติมตัวช่วยยึดเกาะท่ีเป็นฟองน้ีาจำนวน 50 ช้ิน 
ขนาด 1 ลูกบากค์เซนติเมตร ลงในอาหารสูตร Production ท่ีมีการเติม Cu2+ ความเข้มข้น 0.4 มิลลิ- 
โมลาร์ พบว่า มีการผลิตแลคเคสเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ คือ มีการผลิตแลคเคสที่ 0.05461 ยูนิตต่อ 
มิลลิลิตร หรือ ท่ี 0.00507 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบคับการไม่เติมตัวช่วยยึดเกาะ 
สอดคล้องค ับ การทดลองของกมลชัย ชะเอม (2546) นอกจากการใช้ฟองนี้าแล้วยังมีตัวช่วยยึดเกาะ 
อีกหลายชนิด ช่ึงมีผู้'นำมาศึกษา และพบว่ามีผลในการเพิ่มการผลิตแลคเคสจากเชื้อรา เช่น nylon, 
polyurethane sponge เป็นด้น (Rodriguez et al., 1999)

5.6 ก ารท ำให ้เอ น ไซ ม ์บ ร ิส ูท ธ ิข ึ้น บ างส ่วน ด้วยการท ำอ ัลตราท ิเล เตช ัน  แล ะการต ก ต ะกอน ด ้วย
แอม โม เน ียม ซ ัล เฟ ฅ
การผลิตแลคเคสและทำให้บริสุทธิขนบางส่วน ได้ทำการป่นเหวี่ยงเก็บสารละลายส่วนใส 

โดยใช้ความเร็วรอบของการป่น 6,000 รอบต่อนาที จากน้ันจึงนำมากรองผ่านเครื่องอัลตราฟิลเตชัน 
ซึ่งเลือกใช้แผ่นกรองที่ทำจาก polycarbonate มี MW cut off เท่ากับ 10 กิโลดาลตัน เน่ืองจาก 
โมเลกุลของแลคเคสมีขนาด 60 -  80 กิโลดาลตัน (Whitaker et al., 2003) ต่างจากการทดลองของ 
Jill และคณะ (1996) ซึ่งผลิตแลคเคสจากเชื้อรา R h izo c to n ia  s o la n i และทำให้บริสุทธิบางส่วน โดย
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กรองผ่านตัวกรองท่ีมีขนาดของ MW cut off เท่ากับ 100 กิโลดาลตัน จากการทดลองนี้ พบว่า 
สามารถเพิ่มความบริสุทธได้ 2.675 เท่า มีผลผลิตเอนไซม์ 63.137 เปอร์เชนต์ ซ่ึงอาจมีการสูญเสีย 
แอคติวิตีของเอนไซม์ไปบางส่วน เนื่องจากการกรองอาจทำให้เอนไซม์บางส่วนหลุดไป หรือ การ 
ใช้ก๊าซไนโตรเจน เพื่อช่วยในการเพิ่มความตันในการกรองเอนไซม์ อาจทำให้เกิดการออกซิไดซ์กับ 
เอนไซม์ทำให้เอนไซม์บางส่วนสูญเสียสภาพได้

ในการศึกษาการทำให้แลคเคสบริสุทธด้วยการตกตะตอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตนั้น 
สามารถทำได้หลายวิธี เช่น ใช้เอทธานอล หรือ แอมโมเนียมชลเฟต (Whitaker et al., 2003) สำหรับ 
การทดลองนี้ เม่ือเอนไซม์ท่ีผ่านการทำอัลตราทิเลเตชันมาทำให้บริสุทธเพ่ิมข้ึน โดยการตกตะกอน 
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเติมความเข้มข้นของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตครั้งละ 10 เปอร์เชนต์ พบว่า เอนไซม์ตกตะกอนได้ดีในช่วงการใช้แอมโมเนียม 
ชัลเฟต 50 -  80 เปอร์เซนต์กรัมต่อปริมาตร พบว่า สามารถเพ่ิมความบริสุทธิ'ได้ 12.185 เท่า มี 
ผลผลิตเอนไซม์ 9.514 เปอร์เซนต์ คล้ายกับการทดลองของ Pickard และคณะ (1999) ซ่ึงทำการผลิต 
แลคเคสจาก C o r io lo p s is  g a ll ic a  UAMH 8260 และทำให้บริสุทธิบางส่วนด้วยการตกตะกอนด้วย 
เกลือแอมโมเนียมซิ'ลเฟต 0 - 8 0  เปอร์เซนต์กรัมต่อปริมาตร แต่อย่างไรก็ตามการทำให้บริสูทธy I * ' ■ 1บางส่วนในชันตอนนี อาจทำใหเอนไซม์บางส่วนหาย หรือ เสียสภาพไปในระหว่างการตกตะกอน 
การไดอะไลซีส และการปนเฟ้อนของโลหะหนัก (เสาวนีย์ อาภาวสิน, 2547)

5.7 ก าร ท ำให ้ม ร ิส ูท ธ ิด ้ว ย แอ น ไอ อ อ น เอ ก ช ์เช น จ ์ โค รม าโท ก ราพ ี
การทำเอนไซม์ให้บริสุทธโดยการใช้คอลัมน์ HiTrap DEAE Sepharose Fast Flow ซ่ึงเป็น 

แอนไอออนเอกช์เชนจ์ โครมาโทกราพี ท่ีมีความเป็นรูพรุนสูง หลักการแยกจะอาศัยความแตกต่าง 
ของประจุโปรตีนแต่ละชนิด ซึ่งสารตัวกลางที่,ใช้แยกนี้มีประจุเป็นบวก เม่ือผ่านเอนไซม์ท่ี
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟต พบว่า มีโปรตีนออกมา 1 พีค แสดงว่าโปรตีนนี้ไม่จับกับ 
คอลัมน์ จากนั้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (0 -  1 โมลาร์) เข้าไป พบว่า จะมีพีค 
โปรตีนหลุดมาอีก 3 พีค คือ พีคท่ี 2 3 และ 4 เมื่อนำโปรตีนท้ัง 4 พีคนี้มาวัดแอคติวีตีฃองแลคเคส 
พบว่า มีเพียงพีคท่ี 2 เท่าน้ัน ที่มีค่าแอคติวิตีของแลคเคส แต่บางการทดลอง เช่น Yaver และคณะ 
(1996) พบว่า แลคเฅสจากเชื้อราบางชนิด เช่น T ra m etes  v il lo sa  เมื่อนำมาทำให้บริสุทธิบางส่วน 
ด้วยวิธีไอออนเอกช์เชนจ์ โครมาโทรกราพี ซ่ึงมีตัวดูดซับเป็น Q-Sepharose (Pharmacia) สามารถ 
แยกแลคเคสออกมาได้ถึง 4 พีค ซึ่งแต่ละพีคจะมีค่าแอคติวิตีท่ีแตกต่างกัน สำหรับการทดลองน ี
สามารถเพิ่มความบริสุทธได้ 20.574 เท่า มีผลผลิตเอนไซม์ 2.787 เปอร์เซนต์ ตามลำดับ อย่างไรก็
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ตาม อาจนำเอนไซม์ไปผ่านขั้นตอนโครมาโทกราฟเพิ่มขึ้นอีก เช่น ผ่านคอลัมน์ชนิดเดิม หรือ 
นำไปทำให้บริสุทธเพิ่มขึ้นด้วยวิธี size exclusion chromatography เป็นด้น

5.8 ค ่าค วาม เป ็น ก รด ด ่าง  และอณ ห ภ ูม ิท ี่ม ีผ ลต ่อ ก ารท ำงาน ข อ งแล ค เค สท ี่ผ ่าน ก ารท ำให ้บ ร ิธ ุ[ท ธ ิ

บ างส ่ว น ด ้ว ย ก ารต ก ต ะก อ น ด ้ว ย เก ล ือ แ อ ม โม เน ีย ม ซ ัล เฟ ต

เนื่องจากแลคเคสผลิตได้จากเชื้อราหลายชนิด และมีได้หลาย Isoforms ดังน้ันภาวะค่าความ 
เป็นกรดด่าง และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงานจะแตกต่างกันไป แต่มักอยู่ในช่วงที่เป็นกรด 
มากกว่าเป็นด่าง นอกจากนี้ การใช้สารตั้งด้นและสารละลายบัฟเฟอร์ต่างชนิดกัน เพ่ือตรวจสอบ 
การทำงานของแลคเคสจะทำให้ค่าที่ได้แตกต่างกันไปด้วย (Sariaslani, 1989) จากผลการทดลอง 
พบว่า แลคเคสจาก G .lu c id u m  สายพันธุ CHEM สามารถทำงานได้ดีท่ีภาวะความเป็นกรดต่าง 
เท่ากับ 4.5 เมื่อใช้โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ แต่ถ้าความเป็นด่างเพ่ิมขึ้นมากจะยับย้ังการทำงานของ 
แลคเคส ซึ่งมีผลการทดลองสอดคล้องกับ Ko และคณะ (2001) ซ่ึงศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ 
ทำงานของแลคเคสจาก G a n o d e rm a  lu c id u m  และพบว่ามีภาวะท่ีเหมาะสมท่ีค่าความเป็นกรดต่างที่
4.0 เมื่อใช้ในขณะที่อะซิเตตบัฟเฟอร์ และ o-tolidine เป็นสารตั้งด้นในการทำปฏิกิริยา ในขณะที่ Jill 
และคณะ (1996) พบว่า แลคเคสจากเชื้อรา R h izo c to n ia  so la n i ทำงานได้ดีที่ค่าความเป็นกรดด่าง 6 
และ 7 เมื่อใช้ syringaldazine เป็นสารตั้งด้น

เมื่อพิจารณาถึงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ จากการทดลองพบว่ามี
อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของแลคเคสเท่ากับ 50 องศาเซลเซียส ต่างจากการทดลองของ Ko 
และคณะ (2001) ที่พบว่าแลคเคสทำงานได้ดีที่อุณหภูมิ 20 -  30 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคล้องกับการ 
รายงานของ Whitaker และคณะ (2003) ว่าแลคเคสจะทำงานได้ในช่วงอุณหภูมิที่หลากหลาย โดย 
ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อราที่ผลิตเอนไซม์ คือ อาจมีค่าต้ังแต่ 25 -  80 องศาเซลเซียส ซ่ึงเช้ือรา 
ส่วนมากจะมีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของแลคเคสค่อนข้างสูง (ท่ีอุณหภูมิมากกว่า 50 
องศาเซลเซียส)

5.9 ก ารต รวจ ส อ บ ก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย าท างช ีวภ าพ ข อ งแ ล ค เค ส ด ้วย เค ร ื่อ ง  H P L C

จากการทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพโดยการบ่มแลคเคสร่วมกับสารประกอบ PAHs 
(16 บ.ร. EPA) เป็นระยะเวลา 3 วันภายใต้สภาวะที่กำหนด พบว่า แลคเคสมีความสามารถในการ 
ย่อยสลายสารประกอบ PAHs ให้ลดลงได้ภายใน 3 วัน โดยการย่อยสลายน้ีจะเห็นได้จากผลของ 
โครมาโทแกรมภายในชุดควบคุมเปรียบเทียบกับชุดของแลคเคส ที่ผ่านการทำให้บริสุทธด้วยวิธี
ไอออนเอกซ์เชนจ์ โครมาโทกราฟ มีการย่อยสลายสารประกอบ PAHs แตกต่างกันไปในแต่ละชนิด
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มี PAH บางชนิดที่ไม่สามารถย่อยสลายได้ เช่น dibenzo[a,/z]anthracene ย่อยได้เพียง 7.88 
เปอร์เซนต์โดยรวมแล้วสามารถย่อยสลายได้ถึง 62.34 เปอร์เซนต์ ซึ่งสอดคล้องกับ Pickard และ 
คณะ(1999) ซึ่งบ่มแลคเคสที่ได้จากเชื้อ coriolopsis gallica สายพันธุ UAMH 8260 และสายพันธ ุ
อ ื่น ๆ  อีก 9 สายพันธุ ร่วมกับสารประกอบ PAHs 3 ชนิดได้แก่ Anthracene Pyrene และ 
Phenanthrene เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่าการย่อยสลายสารประกอบ PAHs แตกต่างกันไปในแต่ละ 
สายพันธุของเชื้อรา
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