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การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) จากไวทรอท 4 สายพันธุ คือ
Phanerochaete chrysosporium  Ganoderma lucidum  Ganoderma sp. และ
Schizophyllum commune.  ในอาหารที่เติมเยื่อยูคาลิปตัสภายใตสภาวะนิ่ง พบวาไวทรอทผลิต
เอนไซมไดดีที่ pH 4-6 อุณหภูมิ 30-40oเซลเซียส   โดย P. chrysosporium  สามารถผลิตเอนไซม
LiP ไดดีที่สุด (0.2956 U/ml.) และนอกจากนั้นยังพบแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดส (MnP) และ veratryl alcohol oxidase (VAO) การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอน
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (60-80 w/v)   จะใหผลดีกวาการกรองดวย ultra filtration ซึ่งแอคติวิตี
ของ LiP และ MnP จาก P. chrysosporium เพิ่มข้ึน 5.1 และ 4.4 เทา โดยมีความเสถียรของ LiP
ที่ pH 5-6 อุณหภูมิ  35-45oเซลเซียส และ MnP ที่ pH 5-6 อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส     G.
lucidum และ Ganoderma sp.  ผลิต MnP และ แลคเคส (Lac) ได โดยแอคติวิตีของ MnP เพิ่ม
ขึ้น 4.61 และ 4.5 เทา ในขณะที่แอคติวิตีของ Lac เพิ่มข้ึน 6.2 และ 5.06 เทา สําหรับ  G.
lucidum และ Ganoderma sp. ตามลําดับ  MnP และ Lac จากทั้ง 2 สายพันธุมีความเสถียรที่
pH 4-6 อุณหภูมิ 35oเซลเซียส   สําหรับ S. commune พบวา ผลิต MnP ที่สามารถทําใหมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 4.69 เทา และมีความเสถียรที่ pH 4-8 อุณหภูมิ 35oเซลเซียส เมื่อฟอกเยื่อกระดาษ
ยูคาลิปตัสดวย LiP จาก P.chrysosporium  MnP จาก  S. commune  และ Lac จาก  G.
lucidum และ  Ganoderma sp. (12.5 IU/gOD) พบวา  กระดาษที่ผานการฟอกดวย LiP จาก
P.chrysosporium  จะใหคุณภาพของกระดาษดีที่สุด โดยมี burst index เปน 0.75  tear index
เปน 5.27 และ tensile index  เปน 17.03 ในขณะที่ MnP จาก    S. commune ใหคาความขาว
สวางเพิ่มข้ึน (4.06%) และคาคัปปานัมเบอรลดลง (17.46%)
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Four white rot fungi, Phanerochaete chrysosporium, Ganoderma lucidum,
Ganoderma sp., and Schizophyllum commune, were cultivated in liquid medium
containing eucalyptus paper pulp.  All tested white rot fungi produced Lignin peroxidase
(LiP) at pH4-6, and 30-40oC.  P. chrysosporium gave the highest LiP activity (0.2956
U/ml.) while Manganese peroxidase (MnP) and Veratryl alcohol oxidase (VAO) were also
produced. Ammonium sulfate precipitation (60-80 w/v) gave more higher purification
factor than ultra filtration. Increasing in purification factor of LiP and MnP from P.
chrysosporium were 5.1 and 4.4 while stabiliyt of LiP  ans MnP were at pH 5-6, and 35-
45oC and pH 5-6, and 35-40oC, respectively.  G. lucidum and Ganoderma sp. produced
MnP and Laccase (Lac).  After ammonium sulfate precipitation (60-80 w/v), increasing in
purification factor of MnP was 4.61 and 4.5 while Lac was 6.2 and 5.06 for G. lucidum
and Ganoderma sp., respectively. Stability of  MnP and Lac derived from both strains
were at pH 4-6, and 35oC. Increasing in purification factor of MnP derived from S.
commune after ammonium sulfate precipitation (60-80 w/v) and stability were 4.69 and
pH 4-6, and 35oC, respectively. Bleaching of eucalyptus paper pulp with LiP derived
from P. chrysosporium, MnP derived from S. commune, and Lac derived from G.
lucidum and Ganoderma sp.(12.5IU/gOD) were determined. LiP derived from P.
chrysosporium gave the best paper quality with the index numbers of 0.75 for burst
index, 5.27 for tear index and 17.03 for tensile index, respectively while MnP derived
from S. commune gave the best results on increasing the brightness (4.06%) and
decreasing the kappa number (17.46%).
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บทที่ 1

บทนํา

ไมประกอบดวยสารอินทรียประเภท เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
และลิกนิน (lignin) จับกันแนนในรูปของโครงสรางผลึกที่ซับซอนและแข็งแรงเพื่อปองกันการเขา
ทําลายของจุลินทรีย (Ericksson, Blanchette, and Ander, 1990) โดยมีลิกนินทําหนาที่เสมือน
กาวชวยยึดจับและทําใหเนื้อไมคงรูปอยูได  ลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลิฟนอลิก 
(polyphenolic) ซึ่งโครงสรางโมเลกุลเปนวงแหวน โดยทั่วไปพบวาในเนื้อไมของพืชมีทอลําเลียงมี
ลิกนินเปนองคประกอบ    20-35% (Buswell, 1991)   พบไดมากในผนงัเซลล (cell wall) และสวน
มิดเดิลลาเมลลา (middle lamella)

ปรากฏการณของการยอยสลายเนื้อไมในธรรมชาติเกิดจากบทบาทของจุลินทรียหลาย
ชนิดที่สําคัญไดแก เห็ดรา ซึ่งสามารถจําแนกตามลักษณะการยอยสลายไดเปน 3 ประเภท คือ 
ซอฟทรอท (soft rot) บราวนรอท (brown rot) และไวทรอท (white rot)   โดยเฉพาะคุณลักษณะ
พิเศษของไวทรอทที่ยอยสลายเนื้อไมแลวทําใหมีสีขาวขึ้น เนื่องมาจากการลดลงของลิกนินอันเปน
หลักการสําคัญของการฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีทางชีวภาพ (หรรษา ปุณณะพยัคฆ, 2539) จึงเปน
แนวทางในการนํามาประยุกตใชทางอุตสาหกรรมและกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เกี่ยว
ของกับวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ซึ่งกระบวนการยอยสลายเนื้อไมเปนการ
เปลี่ยนแปลงทาง        สรีรวิทยาและคุณสมบัติทางเคมี อันเนื่องมาจากการทํางานของเอนไซม

ฟนอลออกซิเดส (phenol oxidase) คือ กลุมเอนไซมที่ผลิตโดยไวทรอท ซึ่งทําหนาที่รวม
กันในการยอยสลายลิกนิน ประกอบดวยเอนไซมสําคัญ 3 ชนิด คือ ลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin 
peroxidase; LiP; EC 1.11.1.14)   แมงกานีสเปอรออกซิเดส (manganese peroxidase; MnP; 
EC.1.11.1.13) และแลคเคส (laccase; LAC; EC.1.10.3.2) (Leonowicz et al.,1999)  โดย
เฉพาะลิกนินเปอรออกซิเดส ซึ่งไวทรอทสรางและขับออกนอกเซลล (extracellular enzyme) ใน
ชวงทุติยภูมิ (secondary phase) ของการเจริญเติบโตมีสวนรวมตอการยอยลิกนินไดโดยตรง โดย
สามารถยอยองคประกอบของลิกนินทั้งสวนที่เปนหมู     ฟนอลและไมใชหมูฟนอล (Kirk and 
Jeffries, 1996)  ทําใหเกิดผลิตภัณฑที่สําคัญหลายชนิด
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ลิกนินเปอรออกซิเดส พบเปนครั้งแรกในไวทรอท Phanerochaete chrysosporium     
(Tien and Kirk, 1983) จึงเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมที่สามารถยอยสลายลิกนิน
ไดในไวทรอทหลายชนิด เชน Phlebia radiata (Vares, Kalsi, and Hatakka, 1995) Trametes 
versicolor (Nishida  et al.,1996) Bjerkandera sp. (Hare et al., 1998) โดยมีผลพลอยไดที่
สําคัญในการลดตนทุนการผลิตในอุตสาหกรรมตางๆ ที่เกี่ยวของ เชน อุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ อุตสาหกรรมอาหารสัตว ซึ่งเปนประโยชนตอการปรับปรุงประสิทธภิาพของกระบวนการ
และผลิตภัณฑดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพได

อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษนับวามีความสําคัญมากในปจจุบัน เพราะมนุษยมีความจํา
เปนตองใชกระดาษเปนปจจัยพื้นฐานในชีวิตประจําวัน จึงทําใหมีปริมาณการใชงานเพิ่มมากขึ้น
ทุกป กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษสวนใหญใชวิธีฟอกทางเคมีดวยการใชคลอรีนเขาทําปฏิกิริยา
กับลิกนินในเยื่อ กอใหเกิดสารพิษคือ คลอโรลิกนิน (chlorolignin) หรือ คลอโรฟนอลิก 
(chlorophenolic) ซึ่งอาจเปนสารกอมะเร็ง(Leatham,1992) ดังนั้นเพื่อลดปญหาที่เกิดขึ้น ใน
หลายประเทศจึงไดมีการคนควาวิจัยหาวิธีการลดปริมาณการใชสารเคมีในการฟอกเยื่อกระดาษ
ใหนอยลง

แมวาการนําเอนไซมจากเชื้อรามาใชมีขอเสียคือ มีตนทุนสูง เนื่องจากเอนไซมและ
เทคโนโลยีในการผลิตลวนแลวแตตองนําเขาจากตางประเทศแทบทั้งสิ้น แตการใชเอนไซมจากเชื้อ
ราในกระบวนการฟอกหรือกอนกระบวนการฟอกก็ยังเปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ เพราะนอกจาก
จะชวยลดพลังงานที่ใชในการผลิต (Akhtar, Kirk, and Blanchette, 1996) ชวยลดปริมาณการใช
สารเคมีแลวยังชวยสงเสริมการรักษาสภาพแวดลอมไดอีกดวย (Garg and Modi, 1999) ซึ่งงาน
วิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อผลิต ลิกนินเปอรออกซิเดส จากรากลุมไวทรอทที่คัดแยกไดในธรรมชาติ
เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาเทคโนโลยีดานเอนไซมในประเทศไทย ซึ่งผลิตขึ้นเองมาใชประโยชน
อีกทั้งยังเปนทางเลือกหนึ่งของการฟอกเยื่อดวยวิธีทางชีวภาพเพื่อลดการใชสารเคมีในการฟอก
เยื่อกระดาษ จึงทําใหลดมลภาวะในสิ่งแวดลอมได

วัตถุประสงค

เพื่อตรวจหาความสามารถในการผลิตเอนไซม ลิกนินเปอรออกซิเดส ของ Phanerchaete 
chrysosporium Ganoderma lucidum Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune เพื่อ
เปนแนวทางในการนํามาประยุกตใชฟอกเยื่อกระดาษ
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

ขอมูลที่ไดสามารถนํามาใชเปนแนวทางในการนําเชื้อราหรือเอนไซมจากเชื้อราไปใชใน
กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ ซึ่งถือเปนแนวทางในการพัฒนาเทคโนโลยีการฟอกเยื่อโดยวิธีทาง
ชีวภาพในประเทศไทย และชวยใหเขาใจในกระบวนการยอยสลายลิกนินดวยเอนไซมหรือเอนไซม
จากเชื้อรามากขึ้น

ขอบเขตการวิจัย

งานวิจัยนี้ ไดทําการศึกษาเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดส จากเห็ดราจําพวกไวทรอท 4 สายพันธุ คือ Phanerchaete chrysosporium Ganoderma
lucidum Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune โดยทดสอบหาภาวะความเปนกรด-
ดาง(pH) และอุณหภูมิที่เหมาะสม ซึ่งเอนไซมที่ไดจะนําไปวิเคราะหประสิทธิภาพดวยการหาความ
เสถียร (stability) ของเอนไซมในภาวะ pH และอุณหภูมิตางๆ จากนั้นนําไปผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และการกรองดวย ultra filtration นอกจากนี้
ยังทําการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมที่ไดดวยการฟอกเยื่อกระดาษ จากนั้นทําการวิเคราะห
คุณสมบัติของเยื่อและกระดาษที่ผานการฟอก ดวยการตรวจวัดคาความขาวสวาง (brightness)
คาคัปปานัมเบอร (kappa number)  วัดคาแรงดันทะลุ (burst index) คาแรงฉีกขาด (tear index)
รวมถึงคาความตานทานแรงดึง (tensile index) ของเยื่อและกระดาษที่ได
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บทที่ 2

ตรวจเอกสาร

ผนังเซลลพืชประกอบดวยสารจําพวกลิกโนเซลลูโลสซึ่งจับกันแนนดวยโครงสรางผลึกที่ซับซอน
และแข็งแรงขององคประกอบหลัก 3 ชนิด ไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน โดยมีลิกนินทําหนาที่
เปนกาวเชื่อมตอ ชวยใหโครงสรางคงรูปอยูไดและปองกันการเขาทําลายของจุลินทรีย ซึ่งเซลลูโลสเปน
สารอินทรียที่พบมากที่สุดในเซลลพืช ประมาณ 40–45% ของน้ําหนักแหง มีโครงสรางหลักประกอบดวย
น้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก มีคุณสมบัติไมละลายน้ําและมักพบรวมกับลิก
นิน เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตสหรือเฮกโซส ประกอบดวยพอลิแซคคาไรดหลายชนิด
มาเชื่อมตอกัน เชน เพนโตแซน เฮกโซแซน และโพลียูโรไนด

ลิกนิน

ลิกนินเปนองคประกอบของผนังเซลลพืช จัดเปนสารประกอบอินทรียที่พบมากเปนอันดับ 2 รอง
จากเซลลูโลส และเปนสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) ที่มีมากที่สุด สามารถนํากลับมา
ใชใหมไดโดยเปนตัวกลางสําคัญของวัฏจักรคารบอน (Griffin, 1994)       ลิกนินมาจากคําวา lignum ซึ่ง
เปนคําในภาษาละติน แปลวา ไม  โครงสรางของลิกนินประกอบดวยหนวยยอย คือ phenyl propane ที่
เชื่อมกันดวยพันธะ C-O-C  หรือ C-C ซึ่งจะจับประสานกันเปนพอลิเมอรขนาดใหญ  ในลักษณะ 3 มิติ ที่
มีกิ่งกานจํานวนมาก (ภาพที่ 1)
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ภาพที่ 1 แบบจําลองโมเลกุลลิกนินของไมเนื้อออน (Griffin, 1994)
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กระบวนการสังเคราะหลิกนิน

การสังเคราะหลิกนินในธรรมชาติเกิดจากการจับกันแบบสุมของ phenyl propanoid 
precursors 3 ชนิด (ภาพที่ 2)  ซึ่งแตละชนิดจะมีความแตกตางกันตรงจํานวนของ methoxyl groups 
ในวงแหวนอะโรมาติก จึงทําใหเนื้อไมของพืชแตละชนิดมีองคประกอบของลิกนินที่ตางกัน (Reid, 1995) 
คือ

1. softwood lignin  ประกอบดวย guaiacyl (monomethoxyl) units  เปนสวนใหญ
2. hardwood lignin ประกอบดวย guaiacyl และ syringyl (dimethoxyl) units ในอัตราสวนใกลเคียง

กัน
3. grass lignin ประกอบดวย p-hydroxyphenyl (no methoxyl) units ในอัตราสวนเทาๆ กันกบั 

guaiacyl และ syringyl

ภาพที่ 2 โครงสรางของ phenyl propanoid precursors ของลิกนิน ( Buswell, 1991)
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ลิกนินที่พบในเนื้อไมประมาณ 70-90% เกิดขึ้นในสวนผนังเซลลปฐมภูมิและทุติยภูมิ และพบ

ในมิดเดิลลาเมลลาประมาณ 10-30% (Boominathan and Reddy, 1991) (ภาพที่ 3)

ภาพที่ 3 โครงสรางของเนื้อไม (Buswell, 1991)
ลิกนินจะทําหนาที่เชื่อมตอกับเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยพันธะโควาเลนต  เกิดเปนสาร

ประกอบลิกโนเซลลูโลสที่มีกิ่งกานสาขามากมาย มีโมเลกุลขนาดใหญตั้งแต 600,000-1,000,000 ดาล
ตัน (Kirk and Farrell, 1987)  นอกจากนี้ลิกนินยังเปนสารที่ไมละลายน้ําจึงทําใหกระบวนการยอยสลาย
ลิกนินเกดิขึ้นไดชา  ดวยเหตุนี้เองการศึกษาเพื่อหาวิธีในการยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุจําพวกลิกโน
เซลลูโลสจึงเปนประโยชนตอการนําเอาเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชในทางอุตสาหกรรมได

การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางกายภาพ
การยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส เชน ไม ฟางขาว และชานออย    อาจ

ทําไดโดยการใชอุณหภูมิสูง หรือการใชสารเคมีจําพวกกรดและดาง แตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะมีความรุน
แรงและไมจําเพาะเจาะจง  และจะไดผลิตภัณฑที่มีโมเลกุลขนาดเล็กซึ่งเกิดจากการแตกตัวของลิกนิน
เทานั้น  ซึ่งกระบวนการดังกลาวจะเริ่มตนดวยการใหอุณหภูมิและความดันสูงในชวงตน โดยอุณหภูมิที่
ใชควรอยูระหวาง 185-240oเซลเซียส ซึ่งจะทําใหวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลสออนตัวลง  จากนั้นลดความ
ดันลงใหเหลือเทาความดันบรรยากาศ จะทําให mechanical forces ต่ําลง ซึ่งจะเปนการเพิ่ม degree of
polymerization
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ของลิกนิน ไซแลน และเซลลูโลส จากนั้นจึงสกัดเอา  ลิกนินออกดวยไอน้ําและตัวทําละลาย เชน น้ํา
แอลกอฮอล และ strong solvent อ่ืนๆ  ซึ่งลิกนินที่สกัดไดสามารถนําไปใชประโยชนได เนื่องจากมีคุณ
สมบัติเปน thermoplastic ลิกนินและอนุพันธของลิกนินสามารถแบงออกตามคุณสมบัติการละลายได
เปน 3 กลุม ดังตาราง

ตารางที่ 1 ประเภทของลิกนินแบงตามคุณสมบัติการละลาย
ชนิดตัวทําละลายกลุม

น้ํา alkaline solution organic solvents
I
II
III

+
-
-

+
+
-

+
+
-

ลิกนินสวนใหญสามารถละลายน้ําได ยกเวนพวก lignosulfonic acids ซึ่งมีความเปนกรดและมี 
hydrophilic functional groups สูง (กลุม I)  ลิกนินบางประเภทไมละลายน้ําแตละลายไดใน water 
alkaline solution (กลุม II)  เรียกวา alkali lignins ซึ่งแยกไดจากไมดวยการใชตัวทําละลายอินทรีย  
นอกจากนี้สามารถใชกระบวนการ oxidation nitration หรือ halogenation เพื่อสกัดลิกนินออกมาได ซึ่ง
การสกัดแยกลิกนินดวยตัวทําละลายอินทรีย  สามารถแยกไดเฉพาะสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ  เทานั้น

ลิกนินบางชนิดไมมีคุณสมบัติในการละลายในสารใดๆ เลย (กลุม III) จึงตองใชกระบวนการ 
hydrolysis แยกออกจากพืช ดวยการใชกรด เรียกลิกนินเหลานี้วา Klason lignin  หรือ Hydrolysis 
lignins เปนตน ซึ่งลิกนินชนิดนี้จะมีรูปราง 3 มิติ มีพอลิเมอรที่จับกันอยางเหนียวแนน จึงทําใหมีขนาด
ใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง
การสกัดลิกนินดวยกระบวนการทางกายภาพทําใหเกิดการสูญเสียของวัสดุจําพวก ลิกโนเซลลูโลสขึ้น
เมื่อวัสดุแหงภายหลังจากกระบวนการเสร็จสิ้น เนื่องจากในกระบวนการตองบดวัตถุดิบใหมีความ
ละเอียดในระดับหนึ่งเพื่อใหสารเคมีเขาทําปฏิกิริยาไดงายขึ้น  เมื่อผานกระบวนการหลายๆ ขั้นตอน
โอกาสในการสูญเสียไปตามขั้นตอนตางๆ จึงเกิดไดงาย นอกจากนี้การละลายเอาลิกนินออกจําเปนตอง
ใชสารเคมีและพื้นที่ในการทําปฏิกิริยามาก โดยใชอัตราสวนระหวางวัตถุดิบตอสารเคมีประมาณ 1 ตอ
10 เพราะโมเลกุลของ ลิกนินมีความซับซอนจึงทําใหมีพื้นที่ภายในโครงสรางมาก เปนผลใหคุณสมบัติใน
การดูดซับอากาศและของเหลวสูง ดังนั้นเมื่อทําการสกัดลิกนินออกจึงตองใชระบบปรับความดัน
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และใชปริมาณของสารเคมีมากเพื่อใหเขาทําปฏิกิริยาไดอยางทั่วถึง  เปนเหตุใหการสกัดลิกนินดวยวิธี
ทางกายภาพจึงเปนการสิ้นเปลืองทั้งพลังงาน คาใชจายและกระบวนการก็ยุงยากดวย (Zakis, 1994)

การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางชีวภาพ
เห็ดราที่ยอยสลายเนื้อไมไดสวนใหญอยูในกลุม Basidiomycetes  และมีบางสวนอยูในกลุม 

Ascomycetes สามารถจําแนกชนิดของเห็ดราตามลักษณะการยอยสลายไดเปน 3 ชนิด (Buswell, 
1991) คือ

1. soft rot fungi ทําหนาที่ในการยอยสลายเนื้อไมในสวนที่เปนพอลิแซคคาไรด มักพบในบริเวณ
ช้ืนแฉะ

2. brown rot fungi ทําหนาที่ยอยสลายพอลิแซคคาไรดทั้งที่เปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ภาย
หลังจากการยอยสลายจะทําใหเนื้อไมมีสีเขมข้ึน

3. white rot fungi  ทําหนาที่ในการยอยสลายองคประกอบหลักของเนื้อไมทั้งหมด และภายหลัง
จากการยอยสลายแลวจะทําใหเนื้อไมมีสีขาวขึ้น ซึ่งไวทรอทแตละชนิดเลือกที่จะยอยสลายองค
ประกอบของผนังเซลลพืชตางๆ กัน บางชนิดเลือกยอยเฉพาะเซลลูโลสและ  เฮมิเซลลูโลสกอน
แลวยอยลิกนินเปนลําดับสุดทาย  แตบางชนิดเลอืกที่จะยอยสลายสวนตางๆ ไปพรอมๆ กัน การ
เลือกที่จะยอยสลายลิกนินของไวทรอทจึงเปนแนวทางการประยุกตใชในอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ (Boominathan and Reddy, 1991)

การยอยสลายลิกนินดวยเอนไซม
กระบวนการยอยสลายลิกนินของไวทรอทเกิดจากการทํางานของเอนไซมพวกฟนอลออกซิเดส 

เชน ลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดส  แลคเคส และ veratryl alcohol oxidase  ที่
ไวทรอทสรางขึ้นในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต ปจจุบันพบวาไวทรอทหลายชนิดผลิตเอนไซมจําพวก ฟนอล
ออกซิเดสได (ตารางที่ 2)  การยอยสลายลิกนินดวยเอนไซมมีขอดีหลายประการ                (พัชรา  วีระ
กะลัส, 2543)  คือ  แมปริมาณของเอนไซมจะนอยแตก็สามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางมีประสิทธิภาพ  ซึ่ง
เอนไซมจะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเมื่อทําหนาที่เรงปฏิกิริยาแลว  นอกจากนี้เอนไซมยังเปนตัวเรง
ที่มีความจําเพาะและมีประสิทธิภาพ และทายสุดเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยไมตองใชอุณหภูมิ
และความดันสูง
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสายพันธุไวทรอทที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส (Eggert et al., 1996)

ชนิดไวทรอท
Lip MnP Lac

Bjerkandera sp. - + +
Bjerkandera adusta  (Poluporus adustus) + - -
Ceriporiopsis subvermispora - + +
Cyathus stercoreus - + +
Ganoderma colossum - + +
Ganoderma lucidum - + +
Ganoderma voleciocum - + +
Lentinus (Lentinula) edodes - + +
Perenniporia medulla-panis - + -
Phlebia brevispora + + +
Phlebia radiata + + +
Phanerochaete chrysosporium + + +
Phanerochaete sordida - + -
Pleurotus ostreatus + + +
Pleurotus sapidus + + +
Pycnoporus cinnabarinus - - +
Trametes cingulata + + +
Trametes giggosa + + +
Trametes  hirsutua + + +
Trametes versicolor + + +
Trametes villosa - + +

หมายเหตุ +  พบเอนไซม
                    - ไมพบเอนไซม
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คุณสมบัติของลิกนินเปอรออกซิเดส

ลิกนินเปอรออกซิเดส คือเอนไซมชนิดออกซิโดรีดักเทส (oxidoreductase) ซึ่งเรง  ปฏิริริยาออกซิ
เดชั่นหรือรีดักชั่น   ไวทรอทสรางและขับลิกนินเปอรออกซิเดสออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) 
พบครั้งแรกใน Phanerchaete chrysosporium  (Glenn et al., 1983; Tien and Kirk, 1983)  ลิกนิน
เปอรออกซิเดส  มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41,000 - 42,000 ดาลตัน  ตองการไฮโดรเจนเปอรออกไซด
เพื่อเร่ิมตนในปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิน (Buswell, 1991) ลิกนินเปอรออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีศักย
ภาพในการยอยสลายสูง (Cai and Tien, 1993) โดยสามารถยอยสลายไดทั้งสารที่เปนหมูฟนอลและไม
ใชหมูฟนอล  รวมถึงสารประกอบอะโรมาติกอื่นๆ ซึ่งเปนหนวยพื้นฐานของลิกนินได (Hammel, 1997)

กลไกการเกิดปฏิกิริยาเริ่มตนเมื่อลิกนินเปอรออกซิเดสไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเปลี่ยน
รูปไปเปนสารตัวกลาง compound I (two-electron oxidized form) ซึ่งเปนสารที่ไมคงตัว แลวเปลี่ยนรูป
ไปเปน compound II (one-electron oxidized form) และทายที่สุด compound II ก็จะกลับสูภาวะปกติ 
(ภาพที่ 4)

ภาพที่ 4 วัฏจักรการยอยสลายลิกนินดวยลิกนินเปอรออกซิเดส (Buswell, 1991)
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การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส

Faison และ Kirk (1985) ผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสจาก Phanerochaete 
chrysosporium ในอาหารสูตรจํากัดไนโตรเจนและคารโบไฮเดรต พบวาชวยกระตุนใหเกิดการสรางลิก
นินเปอรออกซิเดสไดมากกวาในสูตรที่มีแหลงอาหารมากเกินพอ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเปนตัวชักนําให
มีการสรางลิกนินเปอรออกซิเดส ซึ่ง Tien Kersten และ Kirk (1987) พบวา  ไวทรอทจะใชไนโตรเจนเพื่อ
สรางกรดอะมิโนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและผลิต compound I ซึ่งเปนตัวกลางสําคัญในการเกิด
ปฏิกิริยาของเอนไซม แตเมื่อใชอาหารที่มีกลูโคส 0.5 กรัมตอลิตร แอคติวิตีของเอนไซมกลับลดต่ําลง 
(Fiechter, 1993) Hammel และคณะ (1993) พบวาการยอยสลายลิกนินของ P. chrysosporium จะเริ่ม
ตนเมื่อมีการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส โดยในปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ลิกนินเปอรออกซิเดสจะเขาไปสลาย
พันธะ Cα และ Cβ ของสาย propyl  ทําใหได benzylic aldehydes ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าและไม
ละลายน้ําเปนผลิตภัณฑ  ซึ่งสอดคลองกันกับการทดลองของ Higuchi (1993) ที่กลาววา การสลายลิก
นิน ของฟนอลออกซิเดสที่ไดจาก P. chrysosporium และ Coriolus versicolor จะมี 3,4-dimethoxy 
benzyl alcohol ทําหนาที่เปนตัวกลางชวยใหเกิดปฏิกิริยาและปองกันกลไกใหดําเนินตอไปได ซึ่งการ
ศึกษาจลนศาสตรของการยอยสลาย   3,4-dimethoxy benzyl alcohol  โดยลิกนินเปอรออกซิเดส ที่ได
จาก P. chrysosporium พบวา  pKa ประมาณ 3.1 เปน ภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ใน
ขณะที่ pH 2 แมวาจะใหคาแอคติวิตีสูงสุดแตเอนไซมที่ไดกลับมีความเสถียรต่ํา และแอคติวิตีจะลดลง
และมีคาใกลศูนยเมื่อ pH เพิ่มข้ึนเปน 5 (Tien et al., 1986)  เชนเดียวกับผลการทดลองที่ไดจาก Hare 
และคณะ (1997)      ซึ่งพบวา Bjerkandera sp. สายพันธุ BOS55 ผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสไอโซไซม
อยางนอย 7 ชนิดที่สามารถทํางานไดดีที่pH 3 ซึ่งแอคติวิตีจะลดลงเมื่อ pH สูงขึ้น แมวาในภาวะปกติเชื้อ
ราจะเจริญไดดีที่ pH 5.0 – 6.5 จึงทําใหทราบวาลิกนินเปอรออกซเิดสสามารถทํางานไดดีในชวง pH 
กวาง  Rodrigues และคณะ (1999) ไดศึกษาภาวะการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินของ  P. 
chrysosporium  BKM-F-1767 (ATCC 24725) ในอาหารที่เติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน โดยใชฟองน้ําและโฟมเปนตัวยึดเกาะ พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสและแลคเคสได

      มีการศึกษาการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน โดยใชวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส
 Vares Kalsi และ Hatakka (1995) ผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินจาก Phleabia radiata ในภาวะ
solid state    โดยใชเศษวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส คือ   ฟางขาวสาลี  เปรียบเทียบกับอาหารเหลว
ที่เติมกลูโคสและจํากัดปริมาณไนโตรเจน  พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซม
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ลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส แลคเคส และ glyoxal oxidase ได ในชวง 2 สัปดาห
แรกของการเพาะเลี้ยง แตมีการแสดงออกตางกันเมื่อตรวจสอบดวยการวัดแอคติวิตี โดยในอาหารที่ใช
ฟางขาวสาลี พบเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ตางกัน 3 ชนิด แตพบลิกนินเปอรออกซิเดสที่ตางไอโซ
ไซมกันในอาหารเหลวที่เติมกลูโคสและมีปริมาณไนโตรเจนจํากัด 4 ชนิด แมวาปริมาณที่พบจะนอยกวา
ก็ตาม Zacchi และคณะ (2000) ศึกษาและทดสอบการผลิตเอนไซมของไวทรอท P. chrysosporium 
โดยใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนในอาหารเหลวที่เขยาอยางตอเนื่องในภาวะ submerged  โดยไมมี
การจํากัดสับสเตรตหรือจํากัดการเติมออกซิเจนหรือ surfactant ซึ่งเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสไดโดยมีแอคติวิตี 0.2–0.4 Uตอมิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และสรีรวิทยาของเสนใยที่อยูในอาหารซึ่งมีเซลลูโลสกับในอาหารที่ไมมีกลูโคส  ซึ่งเชื้อรายังไดสรางสาร
จําพวกพอลิแซคคาไรดออกมา เพื่อตอบสนองตอภาวะความเครียด (stress) ในอาหารที่ไมมีกลูโคส ซึ่ง
สารพอลิแซคคาไรดที่เกิดขึ้นทําใหการไหลเวียนของออกซิเจนอยูในสภาพจํากัด ซึ่งเปนประโยชนตอการ
ชักนําใหผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส

การประยุกตใชเอนไซมในทางอุตสาหกรรม
อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษไดใหความสนใจและสนับสนุนการผลิตเอนไซมเพื่อใชในการ

กําจัดลิกนินเปนอยางมาก เนื่องจากการผลิตกระดาษจําเปนตองใชสารเคมีและพลังงานซึ่งเปนการสิ้น
เปลืองและทําใหตนทุนการผลิตสูง การฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีการทางชีวภาพจึงเปนทางเลือกใหมที่นา
สนใจ เนื่องจากการฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีการทางชีวภาพชวยใหปริมาณลิกนินในเยื่อลดลงได 
(Nishida et al., 1993)  จึงทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึนกวา 80% คาคัปปานัมเบอรลดลง (Kondo et 
al., 1996) ชวยลดปริมาณการใชพลังงานไฟฟาไดมากถึง 30%  และยังทําใหเยื่อที่ไดมีคุณภาพดีขึ้น 
(Akhtar, Kirk, and Blanchette, 1996)

Shan และ Nerud (2002)  รายงานวา สารกอมะเร็ง เชน benzidine และสารประกอบ     อะโร
มาติก ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการ bio-physico-chemical transformation  ในโรงงานอุตสาหกรรมจะ
ทําใหน้ําที่ผานกระบวนการออกมามีสีเขมและมีคุณภาพต่ํา  การลดสีและบําบัดน้ําเสียดวยเอนไซม เปน 
secondary metabolic activity ของเห็ดราที่สามารถยอยสลายลิกนินได  ซึ่งในอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ  ใชการฟอกเยื่อกระดาษดวยสารเคมีจะทําใหลิกนินที่หลุดออกจับตัวกันกับคลอรีนที่ใชเกิดเปน
สารพิษจําพวกคลอโรลิกนินและคลอโรฟนอลิคขึ้น  ซึ่งเอนไซมจากไวรอท  สามารถลดสีและบําบัดน้ํา
เสียใหมีคุณภาพดีขึ้น  (Presnell et al., 1995)
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 Wang  Woodward และ Kaufman (1998) ไดทําการศึกษาและรายงานวา เมื่อใชเอนไซมลิก
นินเปอรออกซิเดสที่ผลิตจาก P. chrysosporium   ที่กระตุนการทํางานดวย acetonitrile พบวา ลิกนิน
เปอรออกซิเดส  สามารถยอยสลาย pentachlorophenol (PCP) ซึ่งเปนสารปนเปอนในแหลงน้ํา  โดย
สามารถทํางานได 100% และสามารถทนตัวทําละลายอินทรียได

แมวากระบวนการกําจัดลิกนินทั้งในขั้นตอนการฟอกเยื่อและการบําบัดน้ําเสียดวยการใช
เอนไซมจากไวทรอทไดมีการริเร่ิมและใชงานแลวในสหรัฐอเมริกาและแคนาดา แตก็ยังไมเปนที่แพร
หลายมากนัก นอกจากนี้ยังมีอุตสาหกรรมอื่นๆ ที่เกี่ยวของกับการนําวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลสไปใช
ประโยชนได เชน อุตสาหกรรมอาหารสัตว ซึ่งตองการกําจัดลิกนินออกจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
เพื่อนําเอาวัสดุไดไปใชในกระบวนการหมัก  เปนตน

การศึกษาถึงความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ใชในการยอยสลายลิกนินใน
สภาพธรรมชาติ  กลาวคือ ลิกนินในเนื้อไมหายไปจะทําใหเนื้อไมมีสีขาวขึ้น  ประเทศไทยจัดเปนประเทศ
ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูงจึงนาจะไดมีการคัดเลือกสายพันธุของเห็ดราไวทรอทที่มีความ
สามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินไดเพื่อพัฒนาสายพันธุเห็ดราและใชในอุตสาหกรรมที่เกี่ยว
ของกับการใชวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส   จึงนาจะเปนแนวทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจและควรใหการ
สนับสนุนและทําการวิจัยตอไป
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บทที่ 3

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย

วัสดุอุปกรณ
1. ตูเขี่ยเชื้อแบบ larminar flow
2. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน U4600P (Sartorius, Germany)
3. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC205 (Denver Instrument Company, USA.)
4. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Analytical, Sartorius, Germany)
5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน 8453 (Hewlett Packard)
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน NovaSpec 4049 (LKB Biochrom, 

England)
7. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน G25 (Grant Instrument Ltd., 

Cambridge, England )
8. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิ (incubator shaker) (Lab-Line)
9. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Universal 16 (Hettich, Germany)
10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน E5EA (OMROM)
11. เครื่องกรอง Ultrafiltration ชนิด 10,000 NMWL (Millipore Corporation, Bedford, USA.)
12. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Steam Sterilizer/Autoclave) (Ta Chang Medical Instrument 

Factory, Taiching, Taiwan)
13. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Servall refrigerated-automatic) (Ivan Servall, INC., 

Norwalk, Connecticut, U.S.A.)
14. ตูอบความรอนสูง (hot air oven) รุน U50 790,387 (Memmert)
15. ตูอบ (oven) (Clayson, New Zealand)
16. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ion analyzer 255 (Corning, USA.)
17. เครื่องทําอุณหภูมิสูง (heating block) รุน DB101 (HL Instrument, Thailand)
18. เครื่องกระจายเยื่อ (Mavis engineering Ltd., London, England)
19. เครื่องวัดคาความขาวสวาง Elrepho 2000 ( Datacolor Ltd., Switzerland)
20. เครื่องวัดแรงฉีกขาด (Appita Elmendorf, Amityville, Newyork, USA.)
21. เครื่องวัดแรงดันทะลุ (Testing machine Inc., Amityville, Newyork, USA.)
22. เครื่องวัดความตานทานแรงดึงแบบ pendulum (Toyoseiki Tyoseisaka-SHO.Ltd., Tokyo, 

Japan)
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เคมีภัณฑสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. วุนผง ตรานางเงือก (พัฒนสินเอนเตอรไพรส, กรุงเทพมหานคร, ประเทศไทย)
2. ดี-กลูโคส (D-glucose) (Sigma Chemical, St. Louis, MO. USA.)
3. แอสพาราจีน (L-Asparagine Monohydrate) (Sigma Chemical, St. Louis, MO. USA.)
4. แอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulfate) ( Merck, Darmstadt)
5. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Scharlau Chemic, Barcelona, Spain )
6. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSo4) (Carlo Erba, Milan, Italy)
7. กรดฟูมาริค (Fumaric acid) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)
8. เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)
9. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)
10. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) ( Merck, Darmstadt)
11. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) (Carlo Erba, Milan, Italy )
12. Guaiacol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA.  )
13. เยื่อกระดาษยูคาลิปตัสจากบริษัทสยามเซลลูโลส จํากัด ตําบลวังศาลา อําเภอทามวง จังหวัด

กาญจนบุรี

เคมีภัณฑสําหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) (Merck, Darmstadt)
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต (COOK(CHOH)2CooNa.4H2O)
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) (Carlo Erba, Milan, Italy)
Veratryl alcohol (3,4-dimethoxy benzyl alcohol) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA.)
2,6-Dimethoxyphenol (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)
แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)

เคมีภัณฑสําหรับการเตรียมบัฟเฟอร

1. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) (Fluka)
2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Na2HPO4.2H2O) (Carlo Erba, Milan, Italy )
3 โซเดียมทารเทรต (Sodium tatrate) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA.)



17
4. กรดทารทาริค (Tartaric acid) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)

เคมีภัณฑสําหรับการวัดคัปปานัมเบอร

1. โพแทสเซียมไอโอไดด (KI) (Carlo Erba, Milan, Italy )
2. โซเดียมไธโอซัลเฟต (Na2S2O3) (Carlo Erba, Milan, Italy )
3. โปตัสเซียมเปอรมังกาเนต (KMnO4) (Carlo Erba, Milan, Italy )
4. กรดซัลฟูริค (H2SO4) (Carlo Erba, Milan, Italy )

เชื้อที่ใชในการวิจัย

Phanerchaete chrysosporium Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune จาก
หองปฏิบัติการพฤกษศาสตรเชิงอุตสาหกรรม  ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย

Ganoderma lucidum  จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

วิธีดําเนินการวิจัย
1. การเจริญของเชื้อราไวทรอท

ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอททั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) 
(ภาคผนวก ก) เปนระยะเวลานาน 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีการเจริญของเสนใยบริเวณรอบนอกของ
โคโลนีที่มีการเจริญดี มีลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนย
กลาง 5 มิลลิเมตร เพื่อใหไดกลาเชื้อมาตรฐาน แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 2 ชิ้น ยายลง
เลี้ยงในอาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา pH เร่ิมตน เทากับ 5 ดวยกรดไฮโดรคลอริก  ที่มีความ
เขมขน 1 โมลาร  หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลาร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121oเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  ทําการบมเชื้อบน
เครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  เปนเวลา 15 วัน

ในระหวางการเลี้ยงเชื้อราไดมีการติดตามการเจริญของเชื้อโดยการเก็บตัวอยางเชื้อนํามา
ชั่งหาน้ําหนักแหงโดยเฉลี่ยของเสนใยทุกวันเวนวัน เปนเวลา 15 วัน โดยการกรองเสน
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ใยผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ดวยเครื่องกรองระบบสุญญากาศ นําไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 60oเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงในตูอบ จนน้ําหนักแหงของเสนใยคงที่ ชั่งน้ําหนักแลว
หักลบน้ําหนักกระดาษกรองออก ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําคาเฉลี่ยมานําเสนอผลในรูปของกราฟ
เพื่อวิเคราะหหาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อราแตละชนิด จากกราฟแสดงความ
สัมพันธระหวางน้ําหนักแหงและจํานวนวันในการเจริญที่ไดจะนําไปคํานวณหา specific 
growth rate (ภาคผนวก ข) ซึ่งจะทําใหไดชวงระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อราเพื่อนําไป
ใชเปนหัวเชื้อตอไป

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
2.1 การทดสอบ pH ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

2.1.1     การเตรียมหัวเชื้อ
ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอททั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนระยะ

เวลา 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใย
แผสม่ําเสมอดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศนูยกลาง 8 มิลลิเมตรเพื่อใหไดกลาเชื้อมาตร
ฐาน  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น ยายลงเลี้ยงในอาหาร PDB มี pH เร่ิมตน 5 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตรโดยผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121o

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  จากนั้นทําการบมเชื้อไว ณ อุณหภูมิ 
30oเซลเซียส ในภาวะและระยะเวลาในการบมที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อที่ไดผลมา
จากการศึกษาในขอ 1.

2.1.2 การทดสอบ pH ที่เหมาะสม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร แลวเติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก (ภาค
ผนวก ก) จํานวน 6.25 กรัม (น้ําหนักแหง) ลงไป จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนดังนี้คือ 
pH 4  pH 5  pH 6  pH 7 และ pH 8 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียม
ไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ทําการนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส  ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหอง แลวจึงใสหัวเชื้อที่เตรียมไว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไป แลวบมเชื้อในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  เปนเวลา 15 วัน 
ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุกๆ 3 วัน

ในระหวางการทดสอบ ไดมีการติดตามการผลิตเอนไซมของเชื้อโดยการเก็บตัวอยางของ
เหลวในวันที่ 3  6  9  12 และ 15  โดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษ
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ผานผาขาวบาง แลวนําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
6,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป 
เก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร   แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme ตามวิธีดัดแปลงของ 
Tien และ Kirk (1988) (ภาคผนวก ข) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่
ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) เพื่อหา pH ที่เหมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New  Multiple-Range 
Test (DMRT)

2.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม
2.2.1 การเตรียมหัวเชื้อ

ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอท ทั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนระยะ
เวลา 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใย
แผสม่ําเสมอดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตรเพื่อใหไดกลาเชื้อมาตร
ฐาน  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น  ยายลงเลี้ยงในอาหารเหลวที่เหมาะสม มี pH เร่ิม
ตนที่เหมาะสมตอการเจริญที่ไดจากการศึกษาไวในขอ 2.1    ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ในขวดรูป
กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร โดยผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ทําการบมเชื้อบนเครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิ 
30oเซลเซียส  เปนเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อที่ไดผลมาจากการศึกษาในขอ 1.

2.2.2 การผลิตเอนไซม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก (ภาคผนวก 
ก) จํานวน 6.25 กรัม (น้ําหนักแหง) ลงไป จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมซึ่ง
ไดจากการทดลองในขอ 2. ดวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียมไฮดรอกไซด 
ความเขมขน 1 โมลาร ทําการนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหองแลวจึงใสหัวเชื้อที่เตรียมไวปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวบมเชื้อในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิตางๆกัน คือ 35 40 และ 45oเซลเซียส  เปนเวลา 15 
วัน  ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุกๆ 3 วัน
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ในระหวางการทดสอบไดมีการติดตามการผลิตเอนไซมของเชื้อโดยการเก็บตัว

อยางของเหลวในวันที่ 3  6  9  12 และ 15  โดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษผานผาขาวบาง 
แลวนําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที 
นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส  เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป เก็บสวนที่เปนสาร
ละลายใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโน
เมตร   แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme  ตามวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988) 
(ภาคผนวก ข ) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ไดมาวิเคราะหผลทาง
สถิติ ซึ่งวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพื่อหาอุณหภูมิที่
เหมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New  Multiple-Range Test (DMRT)

3. การผลิตเอ็นไซมจากเชื้อรา

ทําการผลิตเอนไซมจากเชื้อราไวทรอท ในภาวะที่เหมาะสมซึ่งไดจากการศึกษาในขอ 2 มี
ข้ันตอนการทดลองดังนี้

3.1 การเตรียมหัวเชื้อ
ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอทแตละชนิดบนอาหาร PDA เปนระยะเวลา 1 สัปดาห 

ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวย
เครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เพื่อใหไดกลาเชื้อมาตรฐาน แลวใชเข็ม
เขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น ยายลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร PDB มี pH เร่ิมตน 5 ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 500 มิลลิลิตรที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ทําการบมเชื้อบนเครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที 
ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส โดยใชระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อซ่ึงไดผลมาจาก
การศึกษาในขอ1.

3.2 การผลิตเอนไซม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 200 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปกรวยขนาด 

1,000 มิลลิลิตร เติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก จํานวน 30 กรัม (น้ํา
หนักแหง) ปรับความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกับเชื้อแตละชนิดที่ไดจากการศึกษาในขอ 2.1 
เขยาใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
นาน 15 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหอง
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นําหัวเชื้อรา ไวทรอทแตละชนิดที่ไดเตรียมไวจากขอ 1 มากรอง ตักเชื้อใสลง
เยื่อกระดาษที่มีอาหารสูตร Production ซึ่งมี pH ที่เหมาะสมที่เตรียมไวขางตน ทําในภาวะ
ปลอดเชื้อ เขยาใหเชื้อกระจายเขากันดีกับเยื่อกระดาษ  นําไปบมไวในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาที่เหมาะสมจากการศึกษาในขอ 2.2  โดยทําการเขยาเชื้อทุก 3 วัน

เมื่อครบกําหนดการบมเชื้อ บีบค้ันเยื่อกระดาษใหสวนของเหลวที่อยูในเยื่อ
กระดาษออกมามากที่สุดโดยกรองผานผาขาวบาง รวบรวมสวนของเหลวที่ไดไว แลวนําไปหมุน
เหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส นาน 20 นาที 
เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป เก็บสวนสารละลายใสของเอนไซม รวบรวมไว

4. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

4.1 การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ที่บดละเอียดลงในสารละลายเอนไซม

ที่ผลิตไดจากขอ 3. ซึ่งแชอยูในอางน้ําแข็ง โดยคอยๆ เติมพรอมทั้งคนสารละลายเอนไซมอยาง
ชาๆ ดวยเครื่องกวนแทงแมเหล็กจนสารละลายมีความอิ่มตัวที่ 20%  40%   60%   และ 80%    
เมื่ออ่ิมตัวแลวใหคนตอไปเบาๆ อีก 30 นาที ทิ้งใหสารละลายตกตะกอนในตูเย็น 1 คืน

เก็บตะกอนที่ไดในแตละครั้งโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบ
ตอนาที นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส นําตะกอนที่ไดไปละลายในสารละลายโซเดียมอะซิ
เตตบัฟเฟอร  (sodium acetate buffer) ความเขมขน 20 mM pH 5 แลวเก็บแชเย็นไว

นําตะกอนเอนไซมที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) โดยนําถุงไดอะไลซิส (ภาค
ผนวก ข) มาใสสารละลายของเอนไซมที่ไดในขอ 3.2 เพื่อทําการแยกเอาเกลือแอมโมเนียมซัลเฟ
ตออกจากสารละลายเอนไซม  โดยแชถุงที่มีเอนไซมไวในสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร  
20 mM pH 5 ในบีกเกอรซึ่งแชอยูในอางน้ําแข็งและคนดวยแทงแมเหล็กตลอดเวลา ทําการ
เปลี่ยนสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรทุก 4 ชม. เปนเวลา 10 ชม. เก็บเอนไซมที่ไดในสาร
ละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรไวในตูเย็น
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4.2 การกรองดวย Ultrafiltration ชนิด 10,000 NMWL

นําเอนไซมที่ผลิตไดจากขอ 3.2 ใสลงในเครื่องกรอง Ultrafiltration (Millipore 
Corporation, USA.) ที่มี molecular weight cut off 10  kDa จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง ที่อุณหภูมิ 
4oเซลเซียส 1,000 rpm เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนของตะกอนไว เพื่อนําไปตรวจวัดแอคติวิตีของ
เอนไซม
5. การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม

5.1 ทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวง pH 4-8
นําเอนไซมที่ผลิตไดบมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH ตางกันความเขมขน

0.2 โมลาร เปนเวลา 60 นาที โดยใช ทาเทรตบัฟเฟอร pH 4 อะซิเตทบัฟเฟอร pH 5.0 และ pH
6.0  และฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0  และ pH 8.0  ตรวจสอบความเสถียรของเอนไซมที่ไดดวย
การนําไปตรวจวัดแอคติวิตีที่เหลือ แลวคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซ็นต) เทียบกับแอคติ
วิตีที่ใหคา แอคติวิตีสูงสุด (relative activity)

5.2 ทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส
นําเอนไซมที่ผลิตไดจากขอ 3.  มาบมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH ที่เหมาะ

สมในอุณหภูมิ 35 40 และ 45oเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที แลวตรวจสอบความเสถียรของ
เอนไซมที่ ไดดวยการนําไปตรวจวัดแอคติวิตีที่ เหลือ  แลวคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ  
(เปอรเซ็นต) เทียบกับ    แอคติวิตีที่ใหคาแอคติวิตีสูงสุด (relative activity)

6. การวิเคราะหเอนไซม

วิเคราะหเอนไซมโดยทําการวัดแอคติวิตีของเอนไซม 4 ชนิด คือ
6.1 เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูด

กลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme  ตามวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988) (ภาคผนวก ข )

6.2 แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณคา 
Unit of enzyme ตามวิธีของ Watanabe และคณะ (2001) (ภาคผนวก ข )

6.3 แลคเคส (Lac) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร  แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme  
ตามวิธีของ Watanabe และคณะ (2001)
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6.4 veratryl alcohol oxidase (VAO) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูด

กลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme  ตามวิธีของ Presnell และคณะ (1995) (ภาคผนวก ข )

7. การฟอกและวิเคราะหคุณสมบัติเยื่อกระดาษ

7.1 การฟอกเยื่อกระดาษ
ทําการทดลอง 2 ชุด เพื่อเปรียบเทียบ คือ  ชุดควบคุมเปนเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส

ที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมและเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ฟอกดวยเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราไวทร
อท โดยใชปริมาณเอนไซม 12.5 IU ตอกรัมแหงของเยื่อกระดาษ แลวนําไปบมในอางน้ํารอนที่มี
อุณหภูมิระหวาง 45-50oเซลเซียสนาน 90 นาที จากนั้นนําเยื่อกระดาษมากรองแลวลางเยื่อ
กระดาษดวยน้ําสะอาดหลายๆ คร้ังและผึ่งลมใหแหง

7.2 ตรวจสอบคุณสมบัติของกระดาษ
นําเยื่อกระดาษในขอ 7.1 ไปทําการขึ้นแผน (handsheet) ตามวิธีการของ TAPPI 

T205 sp-95 (TAPPI, 1995) แลวนําไปตรวจสอบคุณสมบัติตางๆ ตามวิธีการของ TAPPI
7.2.1 วัดคาความขาวสวาง (Brightness T452 om-92) (TAPPI, 1995) แสดงถึง

ความขาวของกระดาษ ซึ่งจะใชในการระบุคุณสมบัติของเยื่อหรือบอกผลของการฟอกเยื่อ
7.2.2 ทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (Freeness T227 om-94) (TAPPI, 1995) 

ทําใหทราบความแข็งแรงของเยื่อ  ใชในการตรวจสอบคุณภาพของเยื่อ
7.2.3 ทดสอบคปัปานัมเบอร (Kappa number T236 cm-85) (TAPPI, 1995) ซึ่ง

เปนดัชนีบงชี้ปริมาณลิกนินที่เหลือในเยื่อ
7.2.4 ทดสอบความตานทานแรงฉีกขาดของกระดาษ (Tearing strength T414 

om-88) (TAPPI, 1995) ซึ่งการฉีกขาด เร่ิมจากรอยตัดนําดวยแรงดึงที่กระทําในระนาบเดียวกับ
กระดาษ

7.2.5 ทดสอบความตานทานแรงดันทะลุ (Bursting strength T403 om-91) 
(TAPPI, 1995) เพื่อบงบอกการยึดเหนี่ยวระหวางเสนใยและการยืดตัวของกระดาษ

7.2.6 ทดสอบความตานทานแรงดึง (Tensile strength T404 cm-92) (TAPPI, 
1995) ของแผนเยื่อหรือกระดาษ ซึ่งเปนคาความยาวของกระดาษที่ยาวมากพอจนทําใหกระดาษ
ขาดโดยน้ําหนักของกระดาษเองเมื่อแขวนในแนวดิ่ง
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โดยเปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอก

ดวยเอนไซมกับคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก ทําการทดลอง 3 
ซ้ํา  แลวจึงนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely  
Randomized  Design (CRD) แลวเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี  Duncan’s New Multiple-Range 
Test (DMRT)
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       บทที่ 4

ผลการทดลอง

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อราไวทรอท

เชื้อที่ใชในการวิจัยมี 4 สายพันธุ คือ Phanerchaete chrysosporium Ganoderma 
lucidum  Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune    (ภาพที่ 5)

   (A)            (B)                     (C)         (D)

ภาพที่ 5 เชื้อราไวทรอท P. Chrysosporium (A)  G.  Lucidum (B)  Ganoderma  sp. 
(C) และ S. commune (D)

เมื่อนําขอมูลจากผลการเจริญเติบโตของไวทรอททั้ง 4 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหาร PDB มา
เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหงของเสนใย ณ วันตางๆ พบวา

P. chrysosporium  มีน้ําหนักแหงเพิ่มข้ึนจนคงที่ในวันที่ 9 - 11 ซึ่งเปนระยะการเจริญ
เติบโตชวงทุติยภูมิ จากนั้นการเจริญเติบโตก็จะลดลง โดยมี specific growth rate เปน 1.96 กรัม
น้ําหนักแหงตอวัน เชนเดียวกันกับใน G. lucidum Ganoderma sp. และ S. commune  ที่มีน้ํา
หนักเพิ่มข้ึนจนกระทั่งคงที่และลดลงในชวงวันที่ 11-13  7-11 และ 13-15 โดยมี  specific growth 
rate เปน  0.48   5.17 และ 1.33 กรัมน้ําหนักแหงตอวัน ตามลําดับ (ภาพที่ 6)
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ภาพที่ 6 การเจริญเติบโตของไวทรอท P. chrysosporium  G. lucidum   Ganoderma  sp.  และ       
S. commune เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDB
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2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

2.1 การหา pH ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
การเลี้ยงไวทรอททั้ง 4 สายพันธุ   ในสูตรอาหาร production ที่มี guaiacol   เปน

องคประกอบ(ภาคผนวก ก) เพื่อหาความสามารถในการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส ตรวจ
สอบความสามารถในการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงของการออกซิ
ไดซ veratryl alcohol ใหเปน veratraldehyde แลวนําไปคํานวณเพื่อหาคาหนวยของเอนไซม LiP 
และหนวยของเอนไซม VAO ในอาหารที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารตางกัน 5 ระดับคือ  4.0  5.0  
6.0  7.0 และ 8.0  ซึ่งคาหนวยของเอนไซม LiP ที่แทจริง คือ ผลตางระหวาง คาหนวยของเอนไซม 
LiP กับ หนวยของเอนไซม VAO ใหผลการทดลองดังนี้

 P. chrysosporium  มี pH ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดส  คือ pH 4.0  รองลงมาคือ  5.0  6.0  7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคาหนวยของ
เอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.1690 U/ml และใหคาหนวยของเอนไซม VAO มากที่สุด คือ 
0.0420 U/ml ดังตารางที่ 3 และ 4

 G. lucidum  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว 
ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่งใหคา 
pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 5.0  รองลงมาคือ 6.0 4.0 7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคาหนวย
ของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.0744 U/ml  ดังตารางที่ 5

Ganoderma sp.  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO 
แลว ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
ใหคา pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 4.0  รองลงมาคือ 5.0 6.0 7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคา
หนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 15 เทากับ 0.0670 U/ml  ดังตารางที่ 6

และ S. commune  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ 
VAO แลว ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม 
VAO ใหคา pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 6.0  รองลงมาคือ 4.0 7.0 5.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดย
ใหคาหนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 12 เทากับ 0.0570 U/ml  ดังตารางที่ 7
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ตารางที่ 3  คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก P. chrysosporium ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15pH

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
4 0.0701 0.0141 0.1630 0.0300 0.2110 0.0420 0.1210 0.0240 0.1367 0.0273
5 0.0402 0.0080 0.1060 0.0210 0.1833 0.0361 0.1601 0.0321 0.1401 0.0281
6 0.0330 0.0070 0.1560 0.0311 0.1767 0.0350 0.1301 0.0260 0.0533 0.0101
7 0.03001 0.0060 0.0661 0.0130 0.0933 0.01861 0.1233 0.0241 0.0533 0.0101
8 0.0071 0.0010 0.0100 0.0020 0.0183 0.0036 0.0201 0.0040 0.0107 0.0021

28
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ตารางที่  4 คาหนวยของเอนไซม ที่แทจริงจาก P. chrysosporium  ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (U/ml.)pH
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15

4 0.0560m 0.1330c 0.1690a 0.097j 0.1094g
5 0.0322q 0.0850k 0.1472b 0.128d 0.112f
6 0.026r 0.1249e 0.0164t 0.1041h 0.0432o
7 0.0240s 0.0539n 0.0740l 0.0942i 0.0432o
8 0.0061y 0.008x 0.0147v 0.0161u 0.0086w

หมายเหตุ  ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ผลิตไดในอาหารที่มี pH ตางๆ แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
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ตารางที่ 5 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก G. lucidum ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15pH

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
4 0.0101 0.0121 0.0267 0.0272 0.0567 0.0587 0.0434 0.0439 0.0127 0.0130
5 0.0201 0.0211 0.0370 0.0374 0.0733 0.0744 0.0697 0.0675 0.0679 0.0672
6 0.0071 0.0080 0.0091 0.0091 0.0117 0.0120 0.0067 0.0075 0.0053 0.0062
7 0.0043 0.0041 0.0043 0.0051 0.0080 0.0091 0.0097 0.0098 0.0057 0.0054
8 0.0023 0.0027 0.0027 0.0030 0.0040 0.0091 0.0013 0.0014 0.002 0.0025
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ตารางที่  6 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก Ganoderma sp.  ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15pH

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO

4 0.0257 0.0260 0.0387 0.0384 0.0420 0.0470 0.0457 0.0460 0.0630 0.0670
5 0.0133 0.0134 0.0303 0.0306 0.0323 0.0319 0.0500 0.0510 0.0547 0.0550
6 0.0140 0.0150 0.0243 0.0246 0.04 0.0540 0.0447 0.0452 0.0433 0.0480
7 0.01270 0.0128 0.0143 0.0144 0.038 0.0391 0.0460 0.0510 0.0390 0.0410
8 0.0087 0.0088 0.0263 0.0260 0.0163 0.0165 0.0123 0.0124 0.0097 0.0099
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ตารางที่  7 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก S. commune ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15pH

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
4 0.0110 0.0120 0.0140 0.0150 0.0093 0.0094 0.0011 0.0012 0.0053 0.0057
5 0.0043 0.0048 0.0071 0.0078 0.0071 0.0078 0.0103 0.0104 0.0043 0.0049
6 0.0017 0.0019 0.0237 0.0240 0.0390 0.0403 0.0563 0.0570 0.0020 0.0022
7 0.0057 0.0064 0.0087 0.0088 0.0090 0.0110 0.0130 0.0140 0.0063 0.0007
8 0.0087 0.0090 0.0080 0.0090 0.0043 0.0047 0.0030 0.0033 0.0020 0.0022
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2.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม

จากการทดลองในขอ 2.1 ทําใหทราบคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  จึง
นํามาทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส ในไวทรอททั้ง 4 ชนิด โดย
บมเชื้อในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิตางกัน 3 ระดับ คือ 35  40  และ 45oเซลเซียส แลวตรวจสอบ
ผลการทดลองที่ไดดวยการวัดหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ใหผลการทดลองดังนี้

 P. chrysosporium สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและ 
VAO ไดในอุณหภูมิสูงโดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตเอนไซมของ P. chrysosporium   คือ 
40oเซลเซียส รองลงมาคือ 35 และ 45oเซลเซียสตามลําดับ โดยใหคาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดสและ VAO สูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.2956 U/ml  และ 0.0990 U/ml ตามลําดับ ดังตารางที่  6

 G. lucidum  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว ไม
พบหนวยของเอนไซม LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดในอุณหภูมิ 35 องซาเซลเซียส  เทานั้น โดยใหคาหนวยของ
เอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.180 U/ml  ดังตารางที่  7 สําหรับในอุณหภูมิ 40 และ 45oเซลเซียส  
จาการสังเกตดวยตาเปลา แมวา G. lucidum จะเจริญไดแตไมดีนัก และจะตายภายใน 3–6 วัน ของการ
ทดลอง นอกจากนี้ยังตรวจไมพบแอคติวิตีของเอนไซม ในชวงดังกลาว

Ganoderma sp. เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว 
ไมพบหนวยของเอนไซม LiP  ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
Ganoderma sp. สามารถเจริญไดเล็กนอยในอุณหภูมิ 35oเซลเซียส เทานั้น แต ไมดีนัก โดยใหคาหนวย
ของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 6 เทากับ 0.080 U/ml  สําหรับในอุณหภูมิ 40 และ 45oเซลเซียส เมื่อสังเกต
ดวยตาเปลา พบวา เชื้อไมสามารถเจริญเติบโตได ทําใหไมสามารถตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมได ดัง
ตารางที่ 8

S. commune  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว ไม
พบหนวยของเอนไซม LiP ในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่งสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดในที่อุณหภูมิสูงโดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตเอนไซม คือ 35o

เซลเซียส รองลงมาคือ 40 และ 45 องซาเซลเซียสตามลําดับ โดยใหคาหนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 
12 เทากับ 0.0210 U/ml  0.012 U/ml และ  0.0012 U/ml. ตามลําดับ  ดังตารางที่  9
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ตารางที่ 8 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก  P. chrysosporium ณ อุณหภูมิ ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15T

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
35 0.1100 0.0220 0.1700 0.0340 0.3010 0.0670 0.2706 0.0553 0.2600 0.0520
40 0.1385 0.0277 0.2400 0.0480 0.3950 0.0990 0.3801 0.0910 0.3410 0.0810
45 0.1150  0.0230 0.2400  0.0480 0.2810  0.0580 0.2250  0.0456 0.1960  0.0401

ตารางที่ 9 คาหนวยของเอนไซม LiP ที่แทจริงจาก  P. chrysosporium ณ อุณหภูมิ ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (U/ml.)T
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15

35 0.088o 0.136l 0.234d 0.2147f 0.208g
40 0.1108m 0.192h 0.296a 0.2891b 0.26c
45 0.042n 0.192h 0.223e 0.1794j 0.1559k

หมายเหตุ  ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ผลิตไดในอาหารที่บม ณ อุณหภูมิตางๆ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

34
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ตารางที่ 10 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก G. lucidum ณ อุณหภูมิตาง ๆ

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15T

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
35 0.037 0.04 0.097 0.11 0.176 0.18 0.149 0.15 0.11 0.11
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

35
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ตารางที่ 11 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก Ganoderma  sp. ณ  อุณหภูมิตาง ๆ

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15T

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
35 0.041 0.04 0.082 0.08 0.038 0.04 0.011 0.010 0.003 0.003
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

36
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ตารางที่ 12 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก   S. commune  ณ อุณหภูมิตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( U/ml.)
วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 15T

LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO LiP VAO
35 0.0051 0.005 0.0062 0.006 0.0145 0.0140 0.0200 0.0210 0.0180 0.0180
40 0.0032 0.0030 0.0041 0.0040 0.0099 0.0100 0.0110 0.0120 0.0059 0.0060
45 0.0007 0.0007 0.0009 0.0010 0.0011 0.0012 0.0006 0.0006 0.00048 0.0005

37
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3. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวน

จากการทดสอบหาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดสของไวทรอท 4 ชนิด คือ  P. chrysosporium   G. lucidum   Ganoderma sp.  และ S. 
commune  จึงทําใหทราบภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส จึงผลิตในปริมาณ
มากขึ้นเพื่อนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนโดยแอมโมเนียมซัลเฟต และการกรองดวย ultra 
filtration จะทําใหเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ซึ่งจะสังเกตไดจากคาหนวยของเอนไซมที่เพิ่มข้ึน  
นอกจากนี้ยังพบเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินชนิดอื่นๆ นอกจากลิกนินเปอรออกซิเดส คือ เอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส

3.1 การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
             เมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 20%  40%  60% และ 80%

เพื่อตกตะกอนโปรตีน พบวา
P. chrysosporium สามารถใหหนวยของเอนไซมไดสูงที่สุดเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่

ความเขมขน 60%  ตรวจพบเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมีคาหนวย
ของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.24 เปน 26.72 U/mg สูงขึ้น 5.1 เทา และ 4.78 เปน 21.04 U/mg  เพิ่มข้ึน 4.4 
เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 13

G. lucidum พบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส โดย
มีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.04 เปน 23.24 U/mg สูงขึ้น 4.61 เทา และ12.74 เปน 78.96 
U/mg  เพิ่มข้ึน 6.2 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 14

 Ganoderma sp. ตรวจสอบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 4.21 เปน 18.97 U/mg. สูงขึ้น 4.5 เทา และ 9.54 เปน 
48.23 U/mg  เพิ่มข้ึน 5.06 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 15

 S. commune ตรวจสอบเอนไซมเพียงชนิดเดียว คือ เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 3.86 เปน 18.12 U/mg. สูงขึ้น 4.69 เทา  ดังตารางที่ 16

3.2 การกรองดวย ultra filtration
P. chrysosporium     ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส

และแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.24 เปน 20.03 U/mg สูงขึ้น 3.82 
เทา และ 4.78 เปน 13.47 U/ml  เพิ่มข้ึน 2.82 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 13
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G. lucidum     ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด     คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส

และแลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.04 เปน 18.56 U/mg สูงขึ้น 3.68 เทา และ 12.74 
เปน 56.92 U/mg  เพิ่มข้ึน 4.47 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 14

 Ganoderma  sp. ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 4.21 เปน 12.86 U/mg สูงขึ้น 3.05 เทา และ 9.54 เปน 
32.84 U/ml  เพิ่มข้ึน 3.44 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 15

 S. commune  พบเอนไซมเพียงชนิดเดียว  คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมี
คาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 3.86 เปน 16.72 U/ml. สูงขึ้น 4.33 เทา  ดังตารางที่ 16



ตารางที่  13 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
10
10
2

0.019
0.24

0.019
0.019

0.098
6.5

0.098
0.38

5.24
26.72
5.24

20.03

78
65

0.98
0.76

100
83.33
100
77.5

1
5.1
1

3.82

MnP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
10
10
2

0.015
0.20

0.015
0.021

0.07
4.2
0.07
0.29

4.78
21.04
4.78

13.47

55
42
0.7
0.57

100
76.36
100

81.43

1
4.4
1

2.82
-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

P. chrysosporium

Lac
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0
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ตารางที่ 14 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก G. lucidum เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MnP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
12
10
3

0.014
0.147
0.014
0.01

0.07
3.41
0.07
0.18

5.04
23.24
5.04
18.56

56
41
0.7

0.54

100
73.21
100

77.14

1
4.61

1
3.68

G. lucidum

Lac
-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
12
10
3

0.08
0.16
0.08
0.01

0.22
12.25
0.22
0.57

12.74
78.96
12.74
56.92

176
147
2.2
1.7

100
81.7
100

77.27

1
6.2
1

4.47
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ตารางที่   15 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก Ganoderma   sp.  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MnP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
10
10
2.5

0.012
0.15

0.012
0.01

0.05
2.8

0.05
0.12

4.21
18.97
4.21

12.86

42
28
0.5

0.29

100
66.67
100
58

1
4.5
1

3.05

Ganoderma sp

Lac

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
10
10
2.5

0.016
0.201
0.016
0.013

0.15
9.7

0.15
0.44

9.54
48.23
9.54

32.84

119
97
1.5
1.1

100
81.51
100
73.3

1
5.06

1
3.44

42



ตารางที่  16 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก S. commune  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

MnP
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

800
12
10
1.5

0.016
0.147
0.016
0.014

0.06
2.67
0.06
0.24

3.86
18.12
3.86
16.72

46
32
0.6

0.36

100
69.56
100
60

1
4.69

1
4.33

S. commune

Lac
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0
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4. การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม

4.1 การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวง pH 4-8
เมื่อบมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มี  pH  ตางๆ  กัน เปนเวลา 60  นาที    แลวนํามาตรวจ

หาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ที่ผลิตไดจาก P. 
chrysosporium  โดยลิกนินเปอรออกซิเดส  มีความเสถียรใน pH ชวง 5 – 6 โดยมี relative activity 
70.41% – 79.59%  โดย pH 4 เปนคาความกรด-ดางที่ใหแอคติวิตีสูงสุด จากนั้นคาหนวยของเอนไซม
จะลดลงเมื่อ pH เพิ่มข้ึน ในขณะที่ แมงกานีสเปอรออกซิเดสมีความเสถียรใน pH ชวง 4 – 6 โดยมี 
relative activity 79.17% – 81.94% และมีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม คือ pH 5 จากนั้นคาหนวย
ของเอนไซมจะลดลงเมื่อ pH เพิ่มข้ึนเชนกัน ดังภาพที่ 7(A)

G. lucidum  ผลิตเอนไซมได 2 ชนิด คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ซึ่งแมงกานีส
เปอรออกซิเดสมีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม คือ  pH 5 และมีความเสถียรอยูที่ pH 6 – 8 ในขณะที่
แลคเคสมีความเสถียรในชวง pH ที่กวางกวา คือ pH 4-8 ดังภาพที่ 7(B)

ในทํานองเดียวกัน Ganoderma sp. ผลิตเอนไซมได 2 ชนิด คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีความเสถียรอยูที่ pH ชวง 4 – 6 โดยมี relative activity 98.0% – 
100% และ 80 – 100 % ตามลําดับ ดังภาพที่ 7(C)

S. commune ตรวจพบเพียงแมงกานีสเปอรออกซิเดส ซึ่งมีความเสถียรในชวง pH กวาง โดยมี
คาหนวยเอนไซมลดลงเพียง 20% ดังแสดงในภาพที่ 7(D)
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ภาพที่ 7 ความเสถียรของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) และแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
(MnP) ที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium (A) และความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออก
ซิเดส (MnP) และแลคเคส(Lac) ที่ผลิตไดจาก  G. lucidum (B)   ในชวง pH 4 – 8

0
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0 2 4 6 8 10
pH
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B
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ภาพที่ 7 (ตอ) ความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) และแลคเคส(Lac) ที่
ผลิตไดจาก Ganoderma sp.(C) และ แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่ผลิตไดจาก  S. 
commune (D) ในชวง pH 4 – 8
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4.2 การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส

ผลจากการนําเอนไซมมาบมในสารละลายบัฟเฟอรในอุณหภูมิ 35  40 และ 45o

เซลเซียส เปนเวลา 120 นาที  พบวา
         P. chrysosporium ซึ่งบมในสารละลายทารเทรตบัฟเฟอร pH 3 ผลิตเอนไซม 2 ชนิด มี

ความเสถียรของลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-45o

เซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 91.03   84.31 และ 70.23 % ตามลําดับ ในขณะที่คาหนวย
ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสที่ 45oเซลเซียสจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ดังภาพที่ 8

 G. lucidum  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ผลิตเอนไซม 2 ชนิด  มีความเสถียรของ
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสมี relative activity ต่ําสุด คือ 81.34 และ 72.19 ตามลําดับ  ความเสถียรของแลคเคสที่ผลิตได
อยูในชวง อุณหภูมิ 35 – 40oเซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 70.11 และ 69.87 ตามลําดับ  
แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะใหผลการทดลองเหมือนกัน คือ relative 
activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาทีดังภาพที่ 9

Ganoderma sp.  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ใหผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของ
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส คลายคลึงกับใน G. 
lucidum โดยแมงกานีสเปอรออกซิเดสมี relative activity ต่ําสุด คือ 71.02 และ 67.48 ตามลําดับ 
ความเสถียรของแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 
68.21 และ 67.10 ตามลําดับ แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะใหผลการ
ทดลองเหมือนกัน คือ relative activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาที ดังภาพที่10

S. commune  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ผลิตเอนไซมชนิดเดียว   จะมีความ
เสถียรของแมงกานีสเปอรออกซิเดส  ที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยมี relative 
activity ต่ําสุด คือ 80.2 และ 63.31 ตามลําดับ แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมจะมี 
relative activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาทีดังภาพที่ 11
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ภาพที่ 8 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) และ
แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium
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ภาพที่ 9 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) และ
แลคเคส (Lac) ที่ผลิตไดจาก G. lucidum
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ภาพที่ 10 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) 
และแลคเคส (Lac) ที่ผลิตไดจาก   Ganoderma sp.
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ภาพที่ 11 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่
ผลิตไดจาก S. commune

5. การฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดไปใชฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส โดยใชความเขมขน 12.5 IU ตอกรัม
น้ําหนักแหงของเยื่อกระดาษ  โดยใชชนิดของเอนไซมที่แตกตางกันในการฟอก แบงเยื่อกระดาษที่ไดไป
ตรวจสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness)  และ คาคัปปานัมเบอร (kappa number) แลวนําเยื่อที่
เหลอืไปทําการขึ้นแผนเพื่อตรวจสอบคาความขาวสวาง (brightness) คาแรงฉีกขาด  (tearing strength)  
คาแรงดันทะลุ (bursting strength) และคาการตานทานแรงดึง  (tensile strength) พบวาเอนไซมที่ได
สามารถฟอกเยื่อกระดาษใหขาวขึ้นตางจากชุดควบคุม โดยทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึนโดยแตกตาง
จากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมซึ่งเปนชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ คือ 49.074 ซึ่งแผน
กระดาษทดสอบที่ไดจะมีสีน้ําตาลออน ดังภาพที่ 12 แตมีความแตกตางกันในดานคุณสมบัติของ
กระดาษที่ได
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คาการใหน้ําไหลผานเยื่อจะบงบอกถึงคุณสมบัติของเสนใยที่เกิดจาการตัดและบดในขั้นตอน
ของการทําเยื่อกระดาษจากไมซึ่งเปนวัตถุดิบ จาการทดลองคาที่ไดอยูในชวงที่ยอมรับได คือ 600-800 
ml. ซึ่งบอกไดวาเยื่อที่นํามาใชนี้มีลักษณะและคุณภาพของเสนใยอยูในเกณฑ   เมื่อฟอกเยื่อกระดาษ
ดวยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ไดจาก  P. chrysosporium  จะใหคาความขาวสวางของกระดาษ
เพิ่มข้ึนเปน 51.067 เพิ่มข้ึน 4.06% จากชุดควบคุมที่มคีาเปน 49.074   ทําใหคาคัปปานัมเบอรลดลง 
เปน 5.4124 จาก ชุดควบคุม ที่มีคาเทากับ 6.1805 คิดเปน 13.24%   ซึ่งกระดาษที่ไดเมื่อนําไปทดสอบ
แรงกระทํา พบวา  คาดัชนีแรงดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และดัชนีการตานทานแรงดึง เพิ่มข้ึนเปน 
0.75 KPa  5.27  mN   และ 17.03 K/15mm จากชุดควบคุมซ่ึงมีคาเทากับ 0.62 KPa   4.47mN  และ 
14.5  K/15mm ตามลําดับ  ดังตารางที่ 11

การฟอกเยื่อกระดาษดวย เอนไซมแลคเคสที่ไดจาก G. lucidum และ  Ganoderma  sp มีผล
ทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึนเปน 51.272 และ 50.638 คิดเปน 4.48% และ 3.19% เมื่อเทียบกับชุดควบ
คุม ทําใหคาคัปปานัมเบอรลดลงจาก 5.6903 และ 5.8647 คิดเปน 8.93% และ 5.11% เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม ซึ่งกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมแลคเคสมี คาดัชนีแรงดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และ
ดัชนีการตานทานแรงดึง  เปน 0.54 และ 0.58  KPa    4.06 และ 3.93  mN   และ  11.63 กับ 13.39 
K/15mm ซึ่งคาที่ไดจะลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม  ดังตารางที่ 11

สําหรับแมงกานีสเปอรออกซิเดสจาก   S. commune สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อจาก 
6.1805 เปน 5.1629  คิดเปน 17.46%  ทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึน 51.997 คิดเปน 5.96 % เมื่อเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม  แตเมื่อพิจารณาถึงคุณสมบัติในการรับแรงกระทํา พบวา กระดาษที่ไดมีคา ดัชนีแรง
ดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และดัชนีการตานทานแรงดึง  เปน 0.46 KPa   3.74  mN   และ 9.59 
K/15mm ซึ่งคาที่ไดจะลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม  ดังตารางที่ 11
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ภาพที่ 12 แผนกระดาษทดสอบที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อราไวทรอท
(12.5 IU/gOD) เมื่อบมที่อุณหภูมิ 45-50oเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที

 Control

P. chanerochaete

G. lucidum

Ganoderma sp.

S. commune
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ตารางที่  11  คุณสมบัติของเยื่อและกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากไวทรอท

คาความขาวสวาง
(Brightness)

คาคัปปานัมเบอร*
(kappa number)

ไวทรอท
ดัชนี เปอรเซ็นต

การเพิ่มขึ้น ดัชนี เปอรเซ็นต
การลดลง

คาการให
น้ําไหลผาน*
(freeness)

( ml)

ดัชนี
แรงดันทะลุ
(Burst index)

(Kpa)

ดัชนี
แรงฉีกขาด
(Tear index)

(mN)

ดัชนีการ
ตานทานแรงดึง
 (Tensile index)

(K/15mm)
ชุดควบคุม 49.074e 0 6.1805 0 627.58 0.62b 4.47b 14.5b

P. chrysosporium. 51.067c 4.06 5.4124 13.24 613.52 0.75a 5.27a 17.03a
G. lucidum 51.272b 4.48 5.6903 8.93 636.42 0.54d 4.06c 11.63d

Ganoderma  sp. 50.638d 3.19 5.8647 5.11 630.68 0.58c 3.93d 13.39c
S. commune 51.997a 5.96 5.1629 17.46 636.54 0.46e 3.74e 9.59e

หมายเหตุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของคุณสมบัติแตละชนิดที่วัดไดจากเยื่อกระดาษซึ่งผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อรา  
ไวทรอทชนิดตาง ๆ ที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
* เนื่องจากวิธีการทดลองใชจํานวนซ้ําในการทดสอบนอยจึงไมสามารถเปรียบเทียบผลในทางสถิติได
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บทที่ 5

วิจารณผลการทดลอง

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อราไวทรอท

ไวทรอทสามารถสรางและขับเอนไซมเพื่อยอยสลายลิกนินไดในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต 
(secondary phase) (Kirk and Farrell, 1987) โดยเอนไซมที่สรางจัดเปน secondary metabolite 
ดังนั้นการผลิตเอนไซมจากไวทรอทจึงตองทราบระยะเวลาที่เชื้อราเจริญเขาสู secondary phase ซึ่ง
ในการทดลองไดเลี้ยงเชื้อราในอาหารเหลว PDB และตรวจสอบการเจริญดวยการชั่งหาน้ําหนักแหง
เฉลี่ยของเสนใยแลวนําไปคํานวณหา specific growth rate   โดยพิจารณาไดจากน้ําหนักแหงที่ได 
ซึ่งมีคาสูงสุดและคงที่ในระยะหนึ่ง  นั่นก็คือระยะเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการนําเชื้อราไปใชเพื่อการ
ผลิตเอนไซมตอไปได

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

เนื่องจากราโดยทั่วไปมักเจริญอยูในภาวะที่มีความเปนกรด  และไวทรอททั้ง 4 ชนิด ที่นํามา
ทําการศึกษาในครั้งนี้ก็ใหผลสอดคลองเชนเดียวกัน โดย P. chrysosporium            G. lucidum  
Ganoderma sp. และ  S. commune  เจริญและผลิตเอนไซมเพื่อการยอยสลายลิกนินไดในชวง pH 
4-6  ซึ่งภาวะดังกลาวเปนชวงที่เหมาะสมตอการยอยสลายลิกนินได  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญ พบวา  P. chrysosporium เปนไวทรอทเพียงชนิดเดียวที่สามารถเจริญและผลิตเอนไซม
ลิกนินเปอรออกซิเดสไดดี ณ อุณหภูมิสูง คือ 40oเซลเซียส  ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการเปนเชื้อ
ราทนรอนได  G. lucidum และ Ganoderma sp.  จะเจริญเติบโตไดในอุณหภูมิ 30-35oเซลเซียส 
แตจากการสังเกตดวยตาเปลา เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเชื้อราทั้ง 2 ชนิดไมสามารถเจริญตอไปได   ไมพบ
การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แตพบเอนไซม veratryl alcohol oxidase ในไวทรอททั้ง 2 
สายพันธุ    S. commune สามารถเจริญในอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียสไดแตในภาวะดังกลาวไมพบ
การสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  พบเฉพาะเอนไซม veratryl alcohol oxidase

สารอาหารที่ใชในการผลิตเอนไซม ประกอบดวย แอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งเปนแหลงไนโตรเจน   
ที่ไวทรอทจะนําไปใชในการสรางสารที่จําเปนตอการเจริญเติบโต



Faison และ Kirk (1985) รายงานวา P. chrysosporium ผลิตเอนไซมลิกนินเนสในภาวะ
การเพาะเลี้ยงที่จํากัดไนโตรเจน หรือคารโบไฮเดรต  และการทํางานของเอนไซมจะลดลงเมื่อใหสาร
อาหารในปริมาณที่มากเกินพอ    และแอคติวิตีของเอนไซมจะเพิ่มข้ึนในระยะ idiophasic  เมื่อให
ออกซิเจน 100%  ในบางครั้งจะพบวามีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ veratryl alcohol  หรือ 
สารที่เกี่ยวของอื่นๆ หลังจากบม P. chrysosporium  กับลิกนิน หรือสารจําพวกลิกนินในระยะสั้นๆ  
ซึ่งทําใหทรายวาการยอยสลายลิกนินให กลายเปนคารบอนไดออกไซด ดวย P. chrysosporium มี
ความสัมพันธกับระดับของเอนไซมลิกนินเนส  โดยมีสับสเตรตหรือผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเปนตัวชักนํา

แมงกานีสซัลเฟตในอาหารสูตร production มีผลตอการชักนําใหสรางเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดสได (Mester et al.,1995)  โดยแมงกานีสจะเปนตัวชักนําใหมีการผลิต veratryl 
alcohol ซึ่งเปนโคแฟคเตอร (cofactor)  ที่สําคัญในการยอยสลายลิกนิน (Kondo and Sakai, 1996) 
ซึ่งในงานวิจัยนี้สามารถตรวจพบแอคติวิตีของแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดในไวทรอททุกสายพันธุ  
Tien Kersten และ Kirk (1987) ศึกษาการยอยสลายลิกนินของ P. chrysosporium Burds. พบวา  
compound I ที่เกิดขึ้นในการยอยสลายดวยลิกนินเปอรออกซิเดส จะทําหนาที่เสมือนเปนแหลง
ไนโตรเจน  โดยลิกนินเนสจะยอยสลาย พันธะ C-C ของ compound I แลวปลดปลอย glycine  
formaldehyde และ veratraldehyde ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ตอ 1 โดยที่ P. chrysosporium จะใช 
compound I เปนแหลงไนโตรเจน ในระยะ secondary metabolite  ซึ่งเปนชวงที่เอนไซมทําหนาที่
ในการยอยสลายลิกนิน   Reid (1983) ไดเคยรายงานวา veratryl alcohol จะชวยทําใหไวทรอท   
สามารถผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสไดมากขึ้น เมื่ออยูในภาวะที่มีไนโตรเจนจํากัด เชนเดียวกันกับการ
เติม guaiacol (Koduri and Tien, 1995)

การเพาะเลี้ยงไวทรอทรวมกับเยื่อกระดาษในภาวะ semi-solid ซึ่งนอกจากจะเปนตัวชวย
พยุงใหเสนใยราเจริญไดดีแลว เยื่อกระดาษยูคาลิปตัสซึ่งเปนสารจําพวก                ลิกโนเซลลูโลส
ยังเปนสารชักนําใหไวทรอทสามารถผลิตเอนไซมเพื่อการยอยสลายสารจําพวก  ลิกโนเซลลูโลสได
มากขึ้น  ทั้งเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน   ซึ่ง Zacchi et al. (2000) ไดรายงานวา
การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจากไวทรอทเมื่อเลี้ยงในสับสเตรตที่เปนวัสดุจําพวกลิกโน
เซลลูโลส นอกจากไวทรอทจะสรางเอนไซมแลว   จะผลิตพอลิแซคคาไรดซึ่งจะทําใหการละลายของ
ออกซิเจนในอาหารเกิดไดนอยลง เปนภาวะที่มีการจํากัดไนโตรเจน   ซึ่งเปนลักษณะของการตอบ
สนองตอภาวะความเครียด
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 ในการทดลองครั้งนี้ คัดเลือกเชื้อราทั้ง 4 ชนิด ซึ่งไดเคยมีรายงานวา สามารถผลิตเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสไดมาใช (เรือนแกว ประพฤติ, 2540 และ จันทรเกษม นรสิงห, 2543)  ซึ่งตรวจพบแอคติวิตี
ของลิกนินเปอรออกซิเดสใน ไวทรอททั้ง 4 ชนิดในการทดสอบขั้นตนของการทดลอง  จึงเปนแนวทางในการ
ทํางานวิจัยเรื่อยมา  เนื่องมาจากระบบการวัดหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสมีหลายระบบ และ
ระบบที่ใชในการทดลองในชวงตนของการทดลอง เปนการตรวจสอบแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสจาก
การดดูกลืนแสงของ veratraldehyde ที่ชวงความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร ซึ่งveratraldehyde เปนผลิต
ภัณฑที่เกิดจากการออกซิไดซของ veratryl alcohol  แตวิธีนี้มีขอบกพรองตรงที่การดูดกลืนแสง ในชวง
ความยาวคลื่นดังกลาวจะถูกรบกวนจาก สารจําพวกอะโรมาติกบางชนิด ไดแก  quinonic และลิกนิน 
(Arora and Gill, 2001)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา นอกจากลิกนินเปอรออกซิเดสแลว veratryl alcohol 
oxidase สามารถยอยสลาย veratryl alcohol    ซึ่งเปนสับสเตรตของการเกิดปฏิกิริยา ไดเชนเดียวกัน    
ดวยเหตุนี้เองการนําวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988)  มาใชตรวจสอบผลการทดลอง จะเปนการยืน
ยันและทําใหทราบวาแอคติวิตีของเอนไซมที่ไดนั้นเปนแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสจริง   จากการ
ตรวจแอคติวิตีดวยวิธีนี้จึงทําใหทราบวา แอคติวิตีที่ไดเปน แอคติวิตีของ veratryl alcohol oxidase   ซึ่งตาง
จากผลการทดลองในชวงตน  ดังนั้นจึงไดทําการตรวจวัดแอคติวิตีของแมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลค
เคสซึ่งมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายลกินินเพิ่มเติม เนื่องจากพบวาเยื่อที่ผานการเลี้ยง
รวมกับไวทรอทมีสีขาวขึ้น  พบวาไวทรอททั้ง 4 ชนิดสามารถสรางเอนไซมดังกลาวได จึงนําไปทําการ
ทดลองในขั้นตอไป

ยังเปนที่สงสัยกันวา G. lucidum  Ganoderma sp. และ S. commune สามารถผลิตเอนไซมลิก
นินเปอรออกซิเดสไดหรือไม  แมวา Perumal และ Kalaichelvan (cited in D’souza, Merritt, and Reddy, 
1999) และ Muzariri และคณะ (2001)  รายงานวา ตรวจพบแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสใน G. 
lucidum  ก็ตาม นอกจากนี้  D’souza และคณะ (1999)  ตรวจพบยนีที่ควบคุมการผลิตลิกนินเปอรออกซิ
เดสจาก G.lucidum   แตยีนดังกลาวไมแสดงออก ซึ่งอาจเกิดจากภาวะที่ไมเหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ  
ความเปนกรด-ดาง และสารอาหาร เปนตน (Regalado et al., 1999)  แมวาในรายงานขางตนจะใชวิธีการ
ตรวจสอบดวยการติดตามการออกซิไดซ veratryl alcohol แตไมไดรายงานวาไดทําการตรวจสอบ veratryl 
alcohol oxidase หรือไมซึ่งแอคติวิตีที่ไดอาจไมใช    แอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง  นอกจาก
นี้  Presnell  และคณะ(1995)  Guadalix  และคณะ (1996) รวมถึง  Ander  และคณะ (1996)  ไดรายงาน
วาการตรวจวัดแอคติวิตีดวยวิธีติดตามการออกซิไดซของ veratryl alcohol ถือไดวาเปน ลิกนินเปอรออกซิ
เดสแอคติวิตี
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เชนเดียวกัน เนื่องจากเปนการออกซิไดซสารชนิดเดียวกัน  ดังนั้นการตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสจึงนาจะขึ้นอยูกับวาใชวิธีการใด

3. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตจะทําใหเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนรวมกับโมเลกุลของเกลือจึง
ทําใหมีโมเลกุลใหญขึ้น เมื่อนําไปปนเหวี่ยงเอนไซมจึงตกตะกอนลงมาได  จากนั้นนําเอนไซมที่ไดไปทําการ
ไดอะไลซิสซ่ึงเปนการกําจัดเกลือออก โดยอาศัยหลักการแยกโปรตีนตามขนาดโดยใชเยื่อบางที่มีรูเล็กเพื่อ
บรรจุสารละลายโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนแลวแชในบัฟเฟอร  สารที่มีขนาดเล็กกวารูของเยื่อบางก็จะ
แพรออกจากถุง สวนสารละลายที่มีขนาดใหญก็จะถูกเก็บไวในถุง จึงทําใหโปรตีนสวนเกินถูกกําจัดออกไป
ได เอนไซมที่ไดจึงมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ซึ่งจะเห็นไดจากผลการทดลองที่เอนไซมซึ่งผานการไดอะไลซิส
แลวมีหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมกอนการตกตะกอน  ซึ่งก็เปนไปในทํานองเดียว
กันกับการใชเยื่อเลือกผาน ซึ่งเอนไซมที่ผานการกรองโดยใชเยื่อเลือกผานจะมีหนวยของเอนไซมเพิ่มขึ้น  
เพราะเยื่อจะทําการคัดเลือกสารที่มีโมเลกุลตามที่ตองการไวไดโดยอาศัยหลักการของการไดอะไลซีสเชน
กันโดยสารซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กกวาที่ตองการจะถูกคัดออกดวยการกรองผานเยื่อกรอง  และจะเก็บกัก
สารที่มีโมลกุลใหญกวาเอาไวในเยื่อกรอง
4. การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม

เอนไซมเปนพอลิเพปไทดของกรดอะมิโนซึ่งจะเสียสภาพในภาวะที่ไมเหมาะสม ไดแก ความเปน
กรด-ดาง หรืออุณหภูมิที่สูงหรือตํ่าเกินไป  หรือเนื่องจากผลของสารเคมีบางชนิดได ซึ่ง Ko Leem และ Choi 
(2001) รายงานวา เอนไซมแลคเคสที่ไดจาก G. lucidum  ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนมีภาวะที่เหมาะ
สมตอการทํางานใน pH 3.5 ณ  อุณหภูมิ 20oเซลเซียส  มีความเสถียรในชวง pH 4-10  ที่อุณหภูมิต่ํากวา 
40oเซลเซียส  สอดคลองกับความเสถียรของเอนไซมที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้

ไวทรอททั้ง 4 ชนิดสามารถผลิตเอนไซมจําพวกฟนอลออกซิเดสซึ่งนาจะนําไปประยุกตใชในอุตสาห
กรรมได โดยมีการนํา P. chrysosporium  ไปใชในอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ ทั้งในดานการฟอกเยื่อและ
การบําบัดน้ําเสีย  เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเปนเชื้อราทนรอน สามารถเจริญและผลิตเอนไซมลิกนิน
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เปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดในอุณหภูมิสูง คือ 40oเซลเซียส  นอกจากนี้ความเสถียรของ
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ไดจากการทดลองทําใหทราบวา 
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดสามารถทํางานไดอยูในชวงอุณหภูมิสูงระดับหนึ่ง คือ  35-40oเซลเซียส  และโดยเฉพาะ
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  ซึ่งมีความเสถียรและสามารถตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมไดดีในอุณหภูมิ
ถึง 50oเซลเซียส  ซึ่งนาจะไดทําการศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมเพื่อการประยุกตใช
ในอุตสาหกรรมตอไป

5. การฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิด คือ P. chrysosporium  G. lucidum  
Ganoderma sp. และ  S. commune    ซึ่งพบการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสใน P. chrysosporium  พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสใน             G. 
lucidum  และ Ganoderma sp.  และพบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน S. commune    ไปใชเพื่อ
ฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส ในอัตราสวน 12.5 IUตอกรัมน้ําหนักแหงของเยื่อกระดาษ    จะใหผลการฟอก
เยื่อที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  สําหรับคาความขาวสวาง คาความตานทานแรงดึง     คาแรงดัน
ทะลุ และคาแรงฉีกขาด  ซึ่งผลการทดลองที่ได แสดงใหเห็นวา  เยื่อกระดาษที่ฟอกดวยเอนไซมจาก S. 
commune    คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสใหคาความขาวสวางมากที่สุดและทําใหคาคัปปานัมเบอรของ
เยื่อลดลงมากที่สุดเชนกัน   ซึ่ง Nishida และคณะ (1993) รายงานวา เมื่อฟอกเยื่อกระดาษคราฟทดวย
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแลคเคส  ซึ่งผลิตจาก  P. chrysosporium  และ Tremetes versicolor
จะทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึน   ในขณะที่คาคัปปานัมเบอรลดลง  โดยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
จะมีบทบาทตอการฟอกเยื่อมากกวาลิกนินเปอรออกซิเดส (Kondo et al.,1996; Gill and Arora, 2003)

ลักษณะทางกายภาพของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากไวทรอทบางชนิด           มีคุณ
ภาพดีกวากระดาษที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมซึ่งเปนกลุมควบคุม  โดยเมื่อฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม
ลิกนินเปอรออกซิเดสที่ผลิตไดจาก  P. chrysosporium  ทําใหคาการตานทานแรงดึง   คาแรงดันทะลุ และ
คาแรงฉีกขาดของกระดาษเพิ่มข้ึนไดมากที่สุดและมีคาสูงกวาชุดควบคุม  ซึ่งคุณสมบัติที่ดีขึ้นของกระดาษ 
เนื่องมาจากการทํางานของเอนไซมจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจนของเสนใย ทําใหการเรียงตัวของเสนใยมี
ระเบียบขึ้น (Akhtar et al.,1996) นอกจากนี้ Wong และคณะ (1999) ยังรายงานไววา การฟอกเยื่อ
กระดาษคราฟทดวยเอนไซมจะทําใหผลผลิตและความหนาแนนของเยื่อเพิ่มข้ึนดวย  เพราะการทํางานของ
เอนไซมจะสงผลตอพันธะของเสนใย จึงทําให hydrophobic และ ionic strength ของเสนใยเปลี่ยนแปลง
ไป  ซ่ึงจะขึ้นอยูกับชนิดของไวทรอทและชนิดเยื่อกระดาษ
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จากผลการทดลองที่ไดในขั้นตอนนี้ ทําใหทราบวาการฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดจากไวทรอทสามารถลดปริมาณลิกนินลงไดใน
ระดับหนึ่ง โดยทําใหกระดาษมีความขาวสวางมากขึ้นและคัปปานัมเบอรลดลง นอกจากนี้เอนไซมบางชนิด
ทําใหลักษณะทางกายภาพของเยื่อกระดาษดีข้ึน  เนื่องจากเอนไซมจะเขาทําลายพันธะ C-C และ C-O-C 
ของลิกนิน ซึ่งจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจน ionic strength และ hydrophobic ของเสนใย  ซึ่งการทดลองใน
คร้ังนี้มุงหวังที่จะนําเอนไซมที่ผลิตไดไปใชเพื่อการฟอกเยื่อและกระดาษ โดยตองการลดปริมาณการใชสาร
เคมี ซึ่งนอกจากจะเปนการลดคาใชจายแลวยังชวยในการรักษาสิ่งแวดลอมจากการปนเปอนดวยสารเคมี
ได การนําไปใชอาจใชในขั้นตอนกอนการฟอก (prebleaching) เพราะการทํางานของเอนไซมจะทําใหสาร
เคมีในขั้นตอนการฟอกทางเคมีสามารถเขาทําลายลิกนินไดดีขึ้นจึงทําใหลดปริมาณการใชสารเคมีลงได
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บทที่ 6

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

1.การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราไวทรอท

เมื่อเลี้ยงไวทรอท 4 ชนิด คือ P. chrysosporium  G .lucidum  Ganoderma sp. และ          S. 
commune ในอาหารเหลว PDB พบวาเชื้อราเจริญไดดีและมีน้ําหนักเพิ่มข้ึนจนคงที่ และเขาสูระยะการ
เจริญเติบโตในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต  ภายในวันที่ 9  11  7  และ 13 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ ซึ่ง
เปนระยะเวลาที่เหมาะสมตอการนําไปใชเปนหัวเชื้อเมื่อนําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางเวลาและน้ําหนักแหงของไวทรอทแตละชนิด แลวนําไปคํานวณเพื่อหาคา specific growth rate จะ
ทําใหทราบอัตราการเจริญสูงสุดของเชื้อแตละชนิด  พบวา G .lucidum   ใหคา specific growth rate สูงที่
สุด คือ 5.17 กรัมตอวัน

2.การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม เพื่อการยอยสลายลิกนินของไวทรอทซ่ึงประกอบดวยเอนไซม
ที่สําคัญ 3 ชนิด คือ ลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ในอาหารเหลวสูตร 
production เมื่อเพาะเลี้ยงในภาวะ semi-solid ซึ่งใช pH เร่ิมตนของอาหารตางๆ กัน คือ pH 4-8 แลวนํา
ไปบมที่อุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส พบวาไวทรอทบางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมไดมากกวา 1 ชนิด คือ  
P. chrysosporium สามารถผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสไดดีที่สุดที่ pH 4 เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิ 40o

เซลเซียส  ในขณะที่G. lucidum  สามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสไดดีที่ pH เร่ิม
ตนเปน 5 อุณหภูมิ 30oเซลเซียส ในทํานองเดียวกันกับ Ganoderma sp. สามารถผลิตเอนไซมได 2 ชนิด
เชนกัน คือ เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส โดยมี pH เร่ิมตนเปน 4 ที่อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  
สําหรับ  S. commune ตรวจพบการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเพียงชนิดเดียว โดยผลิตไดดีที่ 
pH 6.0 เมื่อบมที่อุณหภูมิ         35oเซลเซียส
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3.การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

เอนไซมซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆกัน
แลวนําไป dialysis จะมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึน เชนเดียวกันกับการทําใหบริสุทธิ์ดวยการกรองผาน 
ultra filtration  โดย P. chrysosporium  ที่ผานการ dialysis จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.4-
5.1 เทา ในขณะที่การกรองผาน ultra filtration จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 2.82-3.82 เทา 
สําหรับ G .lucidum  จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.61-6.2 เทา และ3.68-4.47 เทา  ในขณะที่ 
Ganoderma sp. จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.5-5.06 เทา และ 3.05-3.44 เทา  สําหรับ               
S. commune จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.69 เทา และ4.33 เทา  เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์
ดวยการตกตะกอนแลวทํา dialysis กับ การกรองผาน ultra filtration ตามลําดับ

4.การวิเคราะหความเสถียรของเอนไซม

ความเสถียรของเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิดในสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โม
ลาร ที่มี pH 4-8 เมื่อบมไวเปนระยะเวลา 30 นาที  เปนไปในทํานองเดียวกัน โดยเอนไซมจะมีความเสถียร
และสามารถทํางานอยูไดใน pH ระหวาง 4-6 และจะลดลงเมื่อ pH สูงขึ้น  จากนั้นเมื่อทดสอบผลของ
อุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซม เมื่อทําการบมไวในสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสม ณ อุณหภูมิ
ตางๆ เปนเวลา 120 นาที พบวา ในชวงอุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส  คาหนวยของเอนไซมที่ไดจะมีคาใกล
เคียงกัน   แตเมื่อบมไวที่อุณหภูมิ 50oเซลเซียส คาหนวยของเอนไซมจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน

5.การฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิดไปฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสโดยใชความเขมขน
ของเอนไซม 12.5 IU ตอกรัมน้ําหนักแหงของเยื่อ แลวนําเยื่อกระดาษที่ไดไปทดสอบคุณสมบัติทางกาย
ภาพของเยื่อและความเปนกระดาษดวยการขึ้นแผนทดสอบ พบวา เอนไซมที่ไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิด 
สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อลงไดและทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึนโดย  S.commune  ใหคาความ
ขาวสวางของเยื่อมากที่สุด โดยเพิ่มข้ึน 5.96% รองลงมา คือ         G. lucidum  P. chrysosporium  และ 
Ganoderma  sp. โดยมีคาความขาวสวางเปน 4.48% 4.06% และ 3.19% ตามลําดับ เชนเดียวกับการลด
ลงของคาคัปปานัมเบอรซึ่ง S.commune  สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อลงไดมากที่สุด คือ 17.46% 
รองลงมา คือ  G. lucidum        P. chrysosporium  และ Ganoderma  sp. คือ
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13.24% 8.93% และ 5.11% ตามลําดับ เมื่อนํากระดาษที่ไดไปทําการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพใน
การตานทานแรงดึง  แรงดันทะลุและแรงฉีกขาด พบวา P chrysosporium ทําใหคุณภาพของกระดาษที่ได
ดีขึ้น  รองลงมาคือ G. lucidum    และ Ganoderma  sp. แต  S.commune กลับใหผลตรงขาม นั่นคือทํา
ใหคุณภาพของเยื่อกระดาษที่ไดต่ํากวาชุดควบคุม

6. ขอเสนอแนะ

1. ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อราเพื่อใชเปนหัวเชื้อในการทดลองครั้งนี้ ไดใชชวง stationary phase ซึ่ง
อาจทําใหเชื้อที่ไดไมสามารถผลิตเอนไซมไดอยางเต็มที่ จึงควรเปลี่ยนไปใชชวงระยะ log phase 
เปนหัวเชื้อแทน ซึ่งจะทําใหมีการผลิตเอนไซมไดดีและคงที่ข้ึน

2. การเลี้ยงเชื้อในระยะหัวเชื้อไดใชอาหารเหลวสูตร PDB แลวเปลี่ยนไปเปนอาหารเหลวสูตร 
Production ซึ่งอาจทําใหเชื้อราเกิดการชะงักจนไมสามารถเจริญหรือไมสามารถผลิตเอนไซมไดดี
เทาที่ควร จึงควรเปลี่ยนมาใชอาหารเหลวสูตร Production ทั้งในขั้นตอนการผลิตหัวเชื้อและการ
ผลิตเอนไซม

3. ควรมีการทดลองเปรียบเทียบกับการฟอกเยื่อทางเคมีเพื่อทดสอบความเปนไปไดในการนําเอนไซม
ไปใชในการฟอกเยื่อและกระดาษในทางอุตสาหกรรมได
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Potato dextrose agar (PDA)   

มีองคประกอบดังนี้
มันฝร่ัง 200 กรัม
น้ําตาลเด็กโตรส    20 กรัม
วุน   20 กรัม
น้ํากลั่น        1 ลิตร

ตมมันฝร่ังซึ่งลางสะอาดและหั่นเปนลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม. ในน้ํากลั่น  500 มิลลิลิตร จนสุก แลว
กรองแยกน้ํามันฝร่ังออกมาดวยผาขาวบาง เติมน้ําตาลเด็กโตรสและวุน   ลงไป อุนตอ คนจนวุนละลายหมด 
จึงเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
นาน 15 นาที

Potato dextrose broth (PDB)   

มีองคประกอบดังนี้
มันฝร่ัง 200 กรัม
น้ําตาลเด็กโตรส  20 กรัม
น้ํากลั่น    1 ลิตร

ตมมันฝร่ังซึ่งลางสะอาดและหั่นเปนลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม.ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร    จนสุกแลว
กรองแยกน้ํามันฝร่ังออกมาดวยผาขาวบาง เติมน้ําตาลเด็กโตรสลงไปอุนตอ คนจนวุนละลายหมด จึงเติมน้ํา
กลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาที
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อาหารสูตรเพื่อการผลิตเอนไซม (Production Medium)

มีองคประกอบดังนี้
glucose              25 กรัม
Asparagine 1 กรัม

    KH2PO4  1 กรัม
MgSO4 

. 7H2O  0.5 กรัม
Fumaric acid 1.32 กรัม
Na2CO3 1.12 กรัม
Fe2(SO4)3 0.2 มิลลิกรัม
ZnSO4 0.2 มิลลิกรัม
MnSO4 0.2 มิลิลิกรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร
guaiacol 0.4 mM

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร ตมใหเดือด คนใหละลาย แลวเติมน้ําใหได
ปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 
นาที

การเตรียมเยื่อกระดาษ

เยื่อกระดาษที่ใชสําหรับการทดลองฟอกเยื่อมีการเตรียม 2 ขั้นตอนคือ
1. ลางเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ผานกระบวนการฟอกดวยออกซิเจนโดยใชน้ําสะอาด  บีบน้ําออก

ใหมากที่สุด  แลวนําเยื่อไปตากใหแหงหมาด  คํานวณหา % consistency  และ % ความชื้น  เพื่อใชในการ
คํานวณหาปริมาณเยื่อแหงที่ตองการใชในการทดลอง

2. ชั่งเยื่อกระดาษแหงที่ไดจาการเตรียมในขอ 1. แลวเติมน้ํากลั่นใหทวมแชไวนาน 3- 4 ช่ัวโมง จึง
นําไปตีดวยเครื่องกระจายเยื่อความเร็ว 600 รอบตอนาที   นานไมเกิน 5 นาที  จึงนําเยื่อไปใชในการฟอกใน
ขั้นตอนตอไป
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วิธีหาคาความขาวสวางของเยื่อ (Brightness T452 om-92)

ความขาวสวางของเยื่อ (pulp brightness)  หมายถึง คาแฟกเตอรของการสะทอนแสงของแผนเยื่อหรือ
กระดาษซึ่งวัดที่ชวงคลื่นแสง 457 นาโนเมตร  เปรียบเทียบกับ MgO  หรือ perfect reflecting diffuser โดย
ถือวา MgO หรือ perfect reflecting diffuser มีคา factor การสะทอนแสงเปน 100 โดยคาความขาวสวางมี
หนวยเปนรอยละ (%)

วิธีการเตรียมเยื่อ
เยื่อกระดาษที่นํามาวัดคาความขาวสวางควรเก็บในที่ปราศจากแสง ความรอน  และมีความชื้นคง

ที่ โดยจะใชเยื่อ 1.2 กรัม (น้ําหนักแหง) ตอการทํากระดาษ 1 แผน จากนั้นจึงนําไปขึ้นแผนตามวิธีการของ 
TAPPI T205 sp-95

1.  ชั่งเยื่อ 30 กรัมแหง แชในน้ํากลั่นเปนเวลาอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวปรับปริมาตรใหเปน 2 ลิตร 
จากนั้นนําไปตีในเครื่องกระจายเยื่อ 1,200 รอบ

2. นําน้ําเยื่อที่ไดมาปรับปริมาตรเปน 16 ลิตร (1.5% consistency) 
3. ทําการขึ้นแผนโดยตวงน้ําเยื่อที่คนตลอดเวลาปริมาตร 800 มิลลิลิตร ลงในเครื่องขึ้นแผน จากนั้น

ปลอยน้ําออกจนเยื่อแผกระจายเปนแผน  นําแผนกระดาษที่ได(test sheet ) มา press ตามลําดับข้ันตอน
การวางดังนี้

-  แผน plate
-  กระดาษซับ 2 แผน ประกบกัน
-  test sheet
-  กระดาษซับ 2 แผน
-  แผน plate
-  กระดาษซับ 2 แผน ปองกันการบิดเบี้ยวของ plate

4. ทําการ press โดยใช pressure 350-400 kPa เปนเวลา 5 นาที
5. นํา sheet ที่ผานการ press มาวางลงบนกระดาษซับแผนใหม  ประกบทั้ง 2 ดาน แลวทําการ 

press โดยใช pressure 350-400 kPa เปนเวลา 2 นาที
6.นํา sheet ที่ผานการ press มาวางลงบนกระดาษซับแผนใหม  ประกบทั้ง 2 ดาน  นําไปวางไว

บน ring ซึ่งทําจากเหล็กหรือพลาสติก เพื่อปองกันการบิดงอของแผน sheet ในระหวางที่ผ่ึงตากแผน sheet 
ซึ่งใชเวลานาน 24 ชั่วโมง
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วิธีวัดคาความขาวสวาง
กอนการวัดคาความขาวสวางตองนําตัวอยางวางไวในหองปรับสภาพ เพื่อควบคุมความชื้นไวอยางนอย 

4 ชั่วโมง จึงสามารถวัดคาได
1.  อานคา working standard ตรงกับ assign  value + 0.3
2.  กดปุม (    ) ( 7 )  จะปรากฏ Measuring brightness
3.  วาง test sheet ดาน top side ลงบนเครื่อง Elrepho จากนั้นกดปุมบันทึกคา brightness

การวัดคาการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness T227 om-94)

1. ชั่งเยื่อแหง 30 กรัม แลวนําไปแชน้ําไวอยางนอย 4 ชม.
2. ปรับปริมาตรของเยื่อใหเปน 0.3 % consistency ในน้ํา 10 ลิตร
3. ตีเยื่อใหกระจายที่ 400 รอบ  จากนั้นปรับอุณหภูมิใหเปน 20 oเซลเซียส
4. ทําการ calibrate เครื่องดวยการตวงน้ํากลั่น ปริมาตร 1 ลิตร ใสลงในภาชนะทรงกระบอกของเครื่องวัด
ความอุมน้ํา  รอจนกระทั่งน้ําไหลผานออกมาหมด  วัดปริมาตรที่ได ใหอยูในชวงที่ยอมรับได คือ ปริมาตรน้ํา 
880-890 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง
5. ทดสอบตัวอยางที่เตรียมไวตามวิธีการขอ 4. ทําซ้ํา 2 คร้ัง
6. นําเยื่อที่คางอยูในภาชนะทรงกระบอกของแตละการทดสอบไปอบแหงที่ 105oเซลเซียส อยางนอย เปน
เวลา 4 ชม. เพื่อหาน้ําหนักแหงที่แทจริง
7. นําคาที่ไดไป correction เพื่อหาคาความอุมน้ําที่แทจริง
การวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ (Kappa number T236 cm-85)

คาคัปปารนัมเบอร (Kappa number) ของเยื่อ คือ จํานวนมิลลิลิตรของโปแตสเซียมเปอรมังกาเนต 
(KMnO4) ความเขมขน 1 นอรมัล ที่ใชไปตอเยื่อ 1 กรัม (น้ําหนักแหง) ภายใตเงื่อนไขที่กําหนด โดยผลลัพธที่
ไดจะถูกแปลงใหสมดุลยกับปริมาณ 50% ของ 0.1 นอรมัล โปแตสเซียมเปอรมังกาเนตที่ใชไปในการทดลอง

วิธีการวัดคาคัปปารนัมเบอร

1. ปริมาณตัวอยางของเยื่อที่ใชจะตองทําการลองผิดลองถูกเพื่อใหปริมาณลิกนินที่มีอยูสมดุลยกับ 
0.1 N KMnO4 จํานวน 50 % ของที่เติม ซึ่งขึ้นอยูกับหลายปจจัย อาทิเชน ชนิดของเยื่อ 
ความชื้นของเยื่อ กระบวนการตมเยื่อ เปนตน  ปริมาณเยื่อตาม
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standard  เทากับ 50 / Kappa number  โดยประมาณ  โดยที่จะปรับปริมาณของเยื่อที่ใชจน
กระทั่งมีปริมาณ consumed สารเคมีเปน 50 %

2. นําตัวอยางของเยื่อที่ตองการหาคาคัปปารนัมเบอร มาตีกระจายในน้ํากลั่นจนกระทั่งเยื่อ
กระจายตัว

3.  ใสเยื่อตัวอยางที่ผานการตีกระจายลงไปในบีกเกอรขนาด 2,000 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหได
ปริมาณรวม 795 มิลลิลิตร ไปวางบน magnetic stirrer  เพื่อทําการกวนตลอดการทดลอง คุมอุณหภมูิใหได 
25OC + 0.2 OC

4.  ปเปต 0.1 N KMnO4  จํานวน 100 มิลลิลิตร  และ 4 N  H2SO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร เทลง
ในบีกเกอร 2,000 มิลลิลิตร พรอมๆ กัน จากนั้นปลอยใหปฏิกิริยาดําเนินตอไปเปนเวลานาน 10 นาที

5.  หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม สารละลาย KI ความเขมขน 16.6 %  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร
6.  ไตเตรทหาปริมาณไอโอดีนอิสระ (I2) ที่เกิดขึ้นดวย สารละลาย Na2S2O3   ความเขมขน 0.1 N  

จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน เติมน้ําแปง 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสีน้ําเงิน  ไตเตรทตอไปจนสีน้ําเงิน
จางหายไปจนไมมีสี บันทึกปริมาตร 0.1 N  Na2S2O3 ที่ใช ก็จะทราบถึง 0.1 N KMnO4 ที่เหลือจากการทํา
ปฏิกิริยา

7. การทํา blank test
7.1  เติมน้ํา 800 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร 2,000 มิลลิลิตร
7.2  เติม 4N  H2SO4 และ 0.1 KMnO4 อยางละ 100 มิลลิลิตร พรอมๆ กัน
7.3  เติม 16.6 % KI จํานวน 200 มิลลิลิตร
7.4 ไตเตรทดวย 0.1 N Na2S2O3 จะไดสารละลายสีเหลืองออนจึงเติมน้ําแปงสารละลาย

เปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นไตเตรทตอจนไดสารละลายใสไมมีสี บันทึกปริมาตร  0.1 N ที่ใช  Na2S2O3
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วิธีการคํานวณ

Kappa number=
( )[ ]

Pf
W t1 0 013 25+ −.

โดยที่ P = (b-a) N / 0.1
P = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 N  ของ  KMnO4  ที่

ถูกใชไปโดยตัวอยาง
b = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 N  ของ Na2S2O3 ที่ใชไปในการทํา  

blank test
a = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 N Na2S2O3  ของที่ใช

ไปในการทดลองโดยตัวอยางเยื่อ
N = จํานวนนอรมัลลิตี้ (Normality) ของ

                                                                    Na2S2O3

f = factor  สําหรับแปลงผลลัพธใหสมดุลยกับ
ปริมาณ 50%  ของ  0.1 N KMnO4 ที่เติม
ลงไปในการทดลอง
(คาตารางผนวกที่ 1)

t = อุณหภูมิระหวางทําการทดลอง (oC)

ตารางที่ 16   คา factor (f)  สําหรับแปลงผลลัพธของคัปปานัมเบอร

f 0 1 2 3 4
30 0.958 0.960 0.962 0.964 0.966
40 0.979 0.981 0.983 0.985 0.987
50 1.000 1.002 1.004 1.006 1.009
60 1.022 1.024 1.026 1.028 1.030
70 1.044
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ขั้นตอนการเตรียม crude enzyme

1. ทําการฟอกเยื่อกระดาษดวยเชื้อราที่มีอาหารที่เหมาะสม บมไวเปนเวลานานตามกําหนด
2.  แยก supernatant ออกจากเยื่อกระดาษโดยการบีบค้ันใหได  supernatant ใหไดมากที่สุด กรอง

ผานผาขาวบาง
3. ไดสวนของ supernatant ที่มีตะกอนของเยื่อกระดาษแขวนลอยปะปนอยูดวย
4. นํา supernatant มาปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4oเซลเซียส 

นาน 25 นาที  เพื่อใหส่ิงเจือปนตกตะกอนนอนกน
5. รินสวนของสารละลายใสซึ่งเปนสวนของ crude enzyme ออก แลวนําไปวัดแอคติวิตีของเอนไซม

ลิกนินเปอรออกซิเดส

ขั้นตอนการเตรียมถุงไดอะไลซีส

1. นําถุงไดอะไลซีสของบริษัท Spectrum Medical Industries, Inc.
รุน  Spectra 1 Por  molecularporous membrane tubing  ตมในสารละลายโซเดียม-ซัลไฟด 0.3 %   ที่
อุณหภูมิ 80oเซลเซียส นาน 1 นาที

2. นําถุงไดอะไลซีสไปลางดวยน้ํารอนอุณหภูมิ 60 oเซลเซียส นาน 2 นาที
3. นําถุงไดอะไลซีสไปแชในกรดซัลฟูริค ที่มีความเขมขน  0.2 %  จากนั้นลางออกดวยน้ํารอน

นาน 5 นาที
4. นําถุงไดอะไลซีสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวเรียบรอยนี้ไปบรรจุเอนไซมที่ตองการทําไดอะไล

ซีสเพื่อแยกสารละลายเกลือออกจากเอนไซม
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส(วิธีดัดแปลง Tien and Kirk, 1988)

1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย
20 mM veratryl alcohol  ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร
0.1 M sodium tartrate buffer pH3 ปริมาตร  0.7 มิลลิลิตร
2.5 mM H2O2 ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร
crude enzyme  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

2.  นํา reaction mixture ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3. นําสารละลายจากขอ 2.ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude 
enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส
จาก Law of Beer&Lambert
 A        =    εbc     ; A   =   absorbance
                                ε   = Molar extinction coefficient (M-1cm-1)
                                 b   =  cell length (cm)
                                 c   =  absorptivity constant

1 หนวยของเอนไซม คือ  ปริมาณเอนไซมที่สามารถ ออกซิไดซ veratryl alcohol 1 µmol ให
    เปน veratraldehyde ใน 1 นาที

แทนคา เมื่อ  ε ที่ 310 nm ของ veratryl alcohol เปน 9300 M-1cm-1

A        =    9300 x 1 x C   M-1cm-1cm min-1

C       =     A/9.3   x  10 -6  mol/min/ml
          =     0.11A  µmol/min/ml

แตปฏิกิริยาดําเนินในคิวเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1 ml ให C =  0.11A     µmol/min/ml
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml.  จะให C                           =  1.1A       µmol/min/ml

=  1.1A       U/ml.
การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง

LiP ที่แทจริง   =  คาหนวยของเอนไซมLiP -  คาหนวยของเอนไซม VAO
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม Veratryl Alcohol Oxidase

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

20 mM veratryl alcohol ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร
0.1 M sodium tartrate buffer pH3 ปริมาตร  0.8 มิลลิลิตร
crude enzyme  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

2.  นํา reaction mixture ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ   แลวนํา
สารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เปน
เวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

   การคํานวณ คาหนวยของเอนไซม veratryl alcohol oxidase
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

4mM 2,6 DMP  ปริมาตร  0.05 มิลลิลิตร
0.1 M sodium tartrate buffer pH5 ปริมาตร  0.85 มิลลิลิตร
crude enzyme  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

2.  นํา reaction mixture ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  แลวนํา
สารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปน
เวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส

1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถ ออกซิไดซ 1 µmol ของ 2,6 DMP ใน 1 นาที
แทนคา เมื่อ  ε ที่ 470 nm ของ 2,6 DMP เปน  49600 M-1cm-1

A        =    49600 x 1 x C   M-1cm-1cm min-1

C       =     A/4.96  x  10 -4  mol/min/ml
          =     0.01A  µmol/min/ml

แตปฏิกิริยาดําเนินในคิวเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1 ml  ให C  =     0.02A     µmol/min/ml
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml.  จะให C                       =     0.2A        µmol/min/ml

        =     0.2A         U/ml.
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีส เปอรออกซิเดส

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

4mM 2,6 DMP  ปริมาตร  0.05 มิลลิลิตร
0.1 M sodium tartrate buffer pH5 ปริมาตร  0.65 มิลลิลิตร
5 mM MnSO4 ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร
1 mM H2O2 ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร
crude enzyme  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

2.นํา reaction mixture ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3.นําสารละลายจากขอ 2.ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude 
enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง
MnP ที่แทจริง   =  คาหนวยของเอนไซมMnP -  คาหนวยของเอนไซม Lac +

   คาหนวยของเอนไซมMIP
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม manganese independent peroxidase

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

4mM 2,6 DMP  ปริมาตร  0.05 มิลลิลิตร
0.1 M sodium tartrate buffer pH5 ปริมาตร  0.75 มิลลิลิตร
1 mM H2O2 ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร
crude enzyme  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

2.นํา reaction mixture ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3.นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 
470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซม manganese independent peroxidase
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส
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การตรวจวัดปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976)

มีขั้นตอนดังนี้
1. เตรียม Biuret Reagent ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวยสารละลาย 2 สวน

1.1   สารละลาย A ประกอบดวย
  CuSO4.5H2O 0.75 กรัม

        Rochelle salt 3.0 กรัม
  ละลายสารในขอ 1.1 ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร

1.2  สารละลาย B ประกอบดวย 10% NaOH 150 มิลลิลิตร
ผสมสาระลายทั้งสองสวนแลวปรับปริมาตรใหเปน 500 มิลลิลิตร

2. เตรียม สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin ความเขมขน 10  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร

3.เตรียมสารละลายเพื่อวัดคาการดูดกลืนแสงโดย
3.1 แบลงค ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
3.2 โปรตีนมารตรฐานมีความเขมขน 10  8  5  และ 2 มิลลิกรัมในปริมาตร 1 มิลลิลิตร
3.3 โปรตีนตัวอยางที่ตองการทราบคา

4..เติม Biuret Reagent ปริมาตร 4 มิลลิลิตรในแตละหลอดเขยาใหเขากัน
5..ปลอยใหปฏิกิริยาดําเนินไปเปนเวลา 30 นาที ณ อุณหภูมิหองแลวนําไปวัดคา การ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับแบลงค

การคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ (relative activity)

เปนการเปรียบเทยีบคาแอคติวิตีนของเอนไซมในกลุมที่ตองการ โดยใหแอคติวิตีสูงสุดที่ไดมีคาเปน 100 
จากนั้นจึงใชการเทียบบัญญัติไตรยางศ วา คาแอคติวิตีอ่ืนๆมีคาเปน เทาไร (%)
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ภาคผนวก ง

ตาราง ANOVA

ตารางที่  19 การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริงจาก P.
chrysosporium ที่เลี้ยงในอาหาร pH ตาง ๆ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 24 0.0179 0.0007 52.9418**
ERROR 50 0.0007 0.0000
TOTAL 74 0.0186
CV =   11.85%
**   =  significant at 99% level

ตารางที่ 20 การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริงจาก P.
chrysosporium ที่เลี้ยงในอาหารที่มี pH 4 ณ อุณหภูมิตาง ๆ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 14 0.0231 0.0017 53.9822**
ERROR 30 0.0009 0.0000
TOTAL 44 0.0241
CV =   10.47%
**   =  significant at 99% level
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ตารางที่ 21 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความขาวสวางของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซม
จากไวทรอท 4 สายพันธุ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 5 1,127.6563 225.5313 1,484.6400**
ERROR 54 8.2031 0.1519
TOTAL 59 1,135.8594
CV =   0.80%
**   =  significant at 99% level

ตารางที่ 22 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาแรงฉีกขาดของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซม
จากไวทรอท 4 สายพันธุ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 5 2,444.9688 488.9937 21.9000**
ERROR 48 1,071.7656 22.3285
TOTAL 53 3,516.7344
CV =   12.99%
**   =  significant at 99% level

ตารางที่ 23 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาแรงดันทะลุของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจาก
ไวทรอท 4 สายพันธุ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 5 51,946.6250 10,389.3252 10.1195**
ERROR 24 24,640.000 1,026.6666
TOTAL 29 7,658.6250
CV =   12.45%
**   =  significant at 99% level
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ตารางที่ 24 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาการตานทานแรงดึงของกระดาษที่ผานการฟอกดวย
เอนไซมจากไวทรอท 4 สายพันธุ

SV DF SS MS F
TREATMENTS 5 3.3947 0.6789 29.4808**
ERROR 54 1.2436 0.0230
TOTAL 59 4.6383
CV =   12.20%
**   =  significant at 99% level
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ประวัติผูเขียน

นางสาวเบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี เกิดวันที่ 19 เมษายน 2519  สําเร็จการศึกษาจากมหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร สาขาวิชาชีววิทยา เมื่อวันที่ 5 มีนาคม 2542 เขาศึกษาตอ ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยใน
ระดับบัณฑิตศึกษา  หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร  สาขาวิชาพฤกษศาสตร  เมื่อ
วันที่ 25 พฤษภาคม 2542
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