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การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) จากไวทรอท 4 สายพันธุ คือ
Phanerochaete chrysosporium  Ganoderma lucidum  Ganoderma sp. และ
Schizophyllum commune.  ในอาหารที่เติมเยื่อยูคาลิปตัสภายใตสภาวะนิ่ง พบวาไวทรอทผลิต
เอนไซมไดดีที่ pH 4-6 อุณหภูมิ 30-40oเซลเซียส   โดย P. chrysosporium  สามารถผลิตเอนไซม
LiP ไดดีที่สุด (0.2956 U/ml.) และนอกจากนั้นยังพบแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดส (MnP) และ veratryl alcohol oxidase (VAO) การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอน
ดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (60-80 w/v)   จะใหผลดีกวาการกรองดวย ultra filtration ซึ่งแอคติวิตี
ของ LiP และ MnP จาก P. chrysosporium เพิ่มข้ึน 5.1 และ 4.4 เทา 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 เทา ในขณะที่แอคติวิตีของ Lac เพิ่มข้ึน 6.2 และ 5.06 เทา สําหรับ  G.
lucidum และ Ganoderma sp. ตามลําดับ  MnP และ Lac จากทั้ง 2 สายพันธุมีความเสถียรที่
pH 4-6 อุณหภูมิ 35oเซลเซียส   สําหรับ S. commune พบวา ผลิต MnP ที่สามารถทําใหมีความ
บริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 4.69 เทา และมีความเสถียรที่ pH 4-8 อุณหภูมิ 35oเซลเซียส เมื่อฟอกเยื่อกระดาษ
ยูคาลิปตัสดวย LiP จาก P.chrysosporium  MnP จาก  S. commune  และ Lac จาก  G.
lucidum และ  Ganoderma sp. (12.5 IU/gOD) พบวา  กระดาษที่ผานการฟอกดวย LiP จาก
P.chrysosporium  จะใหคุณภาพของกระดาษดีที่สุด โดยมี burst index เปน 0.75  tear index
เปน 5.27 และ tensile index  เปน 17.03 ในขณะที่ MnP จาก    S. commune ใหคาความขาว
สวางเพิ่มข้ึน (4.06%) และคาคัปปานัมเบอรลดลง (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

ไมประกอบดวยสารอินทรียประเภท เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
และลิกนิน (lignin) จับกันแนนในรูปของโครงสรางผลึกที่ซับซอนและแข็งแรงเพื่อปองกันการเขา
ทําลายของจุลินทรีย (Ericksson, Blanchette, and Ander, 1990) โดยมีลิกนินทําหนาที่เสมือน
กาวชวยยึดจับและทําใหเนื้อไมคงรูปอยูได  ลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอนประเภทพอลิฟนอลิก 
(polyphenolic) ซึ่งโครงสรางโมเลกุลเปนวงแหวน โดยทั่วไปพบวาในเนื้อไมของพืชมีทอลําเลียงมี
ลิกนินเปนองคประกอบ    20-35% (Buswell, 1991)   พบไดมากในผนงัเซลล (cell wall) และสวน
มิดเดิลลาเมลลา (middle lamella)

ปรากฏการณของการยอยสลายเนื้อไมในธรรมชาติเกิดจากบทบาทของจุลินทรียหลาย
ชนิดที่สําคัญไดแก เห็ดรา ซึ่งสามารถจําแนกตามลักษณะการยอยสลายไดเปน 3 ประเภท คือ 
ซอฟทรอท (soft rot) บราวนรอท (brown rot) และไวทรอท (white rot)   โดยเฉพาะคุณลักษณะ
พิเศษของไวทรอทที่ยอยสลายเนื้อไมแลวทําใหมีสีขาวขึ้น เนื่องมาจากการลดลงของลิกนินอันเปน
หลักการสําคัญของการฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีทางชีวภาพ (หรรษา ปุณณะพยัคฆ, 2539) จึงเปน
แนวทางในการนํามาประยุกตใชทางอุตสาหกรรมและกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เกี่ยว
ของกับวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ซึ่งกระบวนการยอยสลายเนื้อไมเปนการ
เปลี่ยนแปลงทาง        สรีรวิทยาและคุณสมบัติทางเคมี อันเนื่องมาจากการทํางานของเอนไซม

ฟนอลออกซิเดส (phenol oxidase) คือ กลุมเอนไซมที่ผลิตโดยไวทรอท ซึ่งทําหนาที่รวม
กันในการยอยสลายลิกนิน ประกอบดวยเอนไซมสําคัญ 3 ชนิด คือ ลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin 
peroxidase; LiP; EC 1.11.1.14)   แมงกานีสเปอรออกซิเดส (manganese peroxidase; MnP; 
EC.1.11.1.13) และแลคเคส (laccase; LAC; EC.1.10.3.2) (Leonowicz et al.,1999)  โดย
เฉพาะลิกนินเปอรออกซิเดส ซึ่งไวทรอทสรางและขับออกนอกเซลล (extracellular enzyme) ใน
ชวงทุติยภูมิ (secondary phase) ของการเจริญเติบโตมีสวนรวมตอการยอยลิกนินไดโดยตรง โดย
สามารถยอยองคประกอบของลิกนินทั้งสวนที่เปนหมู     ฟนอลและไมใชหมูฟนอล (Kirk and 
Jeffries, 1996)  ทําใหเกิดผลิตภัณฑที่สําคัญหลายชนิด
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ลิกนินเปอรออกซิเดส พบเปนครั้งแรกในไวทรอท Phanerochaete chrysosporium     
(Tien and Kirk, 1983) จึงเปนจุดเริ่มตนของการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซมที่สามารถยอยสลายลิกนิน
ไดในไวทรอทหลายชนิด เชน Phlebia radiata (Vares, Kalsi, and Hatakka, 1995) Trametes 
versicolor (Nishida  et al.,1996) Bjerkandera sp. (Hare et al., 1998) โดยมีผลพลอยไดที่
สําคัญในการลดตนทุนการผลิตในอุตสาหกรรมตางๆ ที่เกี่ยวของ เชน อุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ อุตสาหกรรมอาหารสัตว ซึ่งเปนประโยชนตอการปรับปรุงประสิทธภิาพของกระบวนการ
และผลิตภัณฑดวยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพได

อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษนับวามีความสําคัญมากในปจจุบัน เพราะมนุษยมีความจํา
เปนตองใชกระดาษเปนปจจัยพื้นฐานในชีวิตประจําวัน จึงทําใหมีปริมาณการใชงานเพิ่มมากขึ้น
ทุกป กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษสวนใหญใชวิธีฟอกทางเคมีดวยการใชคลอรีนเขาทําปฏิกิริยา
กับลิกนินในเยื่อ กอใหเกิดสารพิษคือ คลอโรลิกนิน (chlorolignin) หรือ คลอโรฟนอลิก 
(chlorophenolic) ซึ่งอาจเปนสารกอมะเร็ง(Leatham,1992) ดังนั้นเพื่อลดปญหาที่เกิดขึ้น ใน
หลายประเทศจึงไดมีการคนควาวิจัยหาวิธีการลดปริมาณการใชสารเคมีในการฟอกเยื่อกระดาษ
ใหนอยลง

แมวาการนําเอนไซมจากเชื้อรามาใชมีขอเสียคือ มีตนทุนสูง เนื่องจากเอนไซมและ
เทคโนโลยีในการผลิตลวนแลวแตตองนําเขาจากตางประเทศแทบทั้งสิ้น แตการใชเอนไซมจากเชื้อ
ราในกระบวนการฟอกหรือกอนกระบวนการฟอกก็ยังเปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ เพราะนอกจาก
จะชวยลดพลังงานที่ใชในการผลิต (Akhtar, Kirk, and Blanchette, 1996) ชวยลดปริมาณการใช
สารเคมีแลวยังชวยสงเสริมการรักษาสภาพแวดลอมไดอีกดวย (Garg and Modi, 1999) ซึ่งงาน
วิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อผลิต ลิกนินเปอรออกซิเดส จากรากลุมไวทรอทที่คัดแยกไดในธรรมชาติ
เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาเทคโนโลยีดานเอนไซมในประเทศไทย ซึ่งผลิตขึ้นเองมาใชประโยชน
อีกทั้งยังเปนทางเลือกหนึ่งของการฟอกเยื่อดวยวิธีทางชีวภาพเพื่อลดการใชสารเคมีในการฟอก
เยื่อกระดาษ จึงทําใหลดมลภาวะในสิ่งแวดลอมได

วัตถุประสงค

เพื่อตรวจหาความสามารถในการผลิตเอนไซม ลิกนินเปอรออกซิเดส ของ Phanerchaete 
chrysosporium Ganoderma lucidum Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune เพื่อ
เปนแนวทางในการนํามาประยุกตใชฟอกเยื่อกระดาษ
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

ขอมูลที่ไดสามารถนํามาใชเปนแนวทางในการนําเชื้อราหรือเอนไซมจากเชื้อราไปใชใน
กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ ซึ่งถือเปนแนวทางในการพัฒนาเทคโนโลยีการฟอกเยื่อโดยวิธีทาง
ชีวภาพในประเทศไทย และชวยใหเขาใจในกระบวนการยอยสลายลิกนินดวยเอนไซมหรือเอนไซม
จากเชื้อรามากขึ้น

ขอบเขตการวิจัย

งานวิจัยนี้ ไดทําการศึกษาเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดส จากเห็ดราจําพวกไวทรอท 4 สายพันธุ คือ Phanerchaete chrysosporium Ganoderma
lucidum Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune โดยทดสอบหาภาวะความเปนกรด-
ดาง(pH) และอุณหภูมิที่เหมาะสม ซึ่งเอนไซมที่ไดจะนําไปวิเคราะหประสิทธิภาพดวยการหาความ
เสถียร (stability) ของเอนไซมในภาวะ pH และอุณหภูมิตางๆ จากนั้นนําไปผานการทําใหบริสุทธิ์
บางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต และการกรองดวย ultra filtration นอกจากนี้
ยังทําการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมที่ไดดวยการฟอกเยื่อกระดาษ จากนั้นทําการวิเคราะห
คุณสมบัติของเยื่อและกระดาษที่ผานการฟอก ดวยการตรวจวัดคาความขาวสวาง (brightness)
คาคัปปานัมเบอร (kappa number)  วัดคาแรงดันทะลุ (burst index) คาแรงฉีกขาด (tear index)
รวมถึงคาความตานทานแรงดึง (tensile index) ของเยื่อและกระดาษที่ได
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บทที่ 2

ตรวจเอกสาร

ผนังเซลลพืชประกอบดวยสารจําพวกลิกโนเซลลูโลสซึ่งจับกันแนนดวยโครงสรางผลึกที่ซับซอน
และแข็งแรงขององคประกอบหลัก 3 ชนิด ไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน โดยมีลิกนินทําหนาที่
เปนกาวเชื่อมตอ ชวยใหโครงสรางคงรูปอยูไดและปองกันการเขาทําลายของจุลินทรีย ซึ่งเซลลูโลสเปน
สารอินทรียที่พบมากที่สุดในเซลลพืช ประมาณ 40–45% ของน้ําหนักแหง มีโครงสรางหลักประกอบดวย
น้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก มีคุณสมบัติไมละลายน้ําและมักพบรวมกับลิก
นิน เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิเมอรของน้ําตาลเพนโตสหรือเฮกโซส ประกอบดวยพอลิแซคคาไรดหลายชนิด
มาเชื่อมตอกัน เชน เพนโตแซน เฮกโซแซน และโพลียูโรไนด

ลิกนิน

ลิกนินเปนองคประกอบของผนังเซลลพืช จัดเปนสารประกอบอินทรียที่พบมากเปนอันดับ 2 รอง
จากเซลลูโลส และเปนสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compound) ที่มีมากที่สุด สามารถนํากลับมา
ใชใหมไดโดยเปนตัวกลางสําคัญของวัฏจักรคารบอน (Griffin, 1994)       ลิกนินมาจากคําวา lignum ซึ่ง
เปนคําในภาษาละติน แปลวา ไม  โครงสรางของลิกนินประกอบดวยหนวยยอย คือ phenyl propane ที่
เชื่อมกันดวยพันธะ C-O-C  หรือ C-C ซึ่งจะจับประสานกันเปนพอลิเมอรขนาดใหญ  ในลักษณะ 3 มิติ ที่
มีกิ่งกานจํานวนมาก (ภาพที่ 1)
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ภาพที่ 1 แบบจําลองโมเลกุลลิกนินของไมเนื้อออน (Griffin, 1994)
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กระบวนการสังเคราะหลิกนิน

การสังเคราะหลิกนินในธรรมชาติเกิดจากการจับกันแบบสุมของ phenyl propanoid 
precursors 3 ชนิด (ภาพที่ 2)  ซึ่งแตละชนิดจะมีความแตกตางกันตรงจํานวนของ methoxyl groups 
ในวงแหวนอะโรมาติก จึงทําใหเนื้อไมของพืชแตละชนิดมีองคประกอบของลิกนินที่ตางกัน (Reid, 1995) 
คือ

1. softwood lignin  ประกอบดวย guaiacyl (monomethoxyl) units  เปนสวนใหญ
2. hardwood lignin ประกอบดวย guaiacyl และ syringyl (dimethoxyl) units ในอัตราสวนใกลเคียง

กัน
3. grass lignin ประกอบดวย p-hydroxyphenyl (no methoxyl) units ในอัตราสวนเทาๆ กันกบั 

guaiacyl และ syringyl

ภาพที่ 2 โครงสรางของ phenyl propanoid precursors ของลิกนิน ( Buswell, 1991)
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ลิกนินที่พบในเนื้อไมประมาณ 70-90% เกิดขึ้นในสวนผนังเซลลปฐมภูมิและทุติยภูมิ และพบ

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

ภาพที่ 3 โครงสรางของเนื้อไม (Buswell, 1991)
ลิกนินจะทําหนาที่เชื่อมตอกับเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดวยพันธะโควาเลนต  เกิดเปนสาร

ประกอบลิกโนเซลลูโลสที่มีกิ่งกานสาขามากมาย มีโมเลกุลขนาดใหญตั้งแต 600,000-1,000,000 ดาล
ตัน (Kirk and Farrell, 1987)  นอกจากนี้ลิกนินยังเปนสารที่ไมละลายน้ําจึงทําใหกระบวนการยอยสลาย
ลิกนินเกดิขึ้นไดชา  ดวยเหตุนี้เองการศึกษาเพื่อหาวิธีในการยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุจําพวกลิกโน
เซลลูโลสจึงเปนประโยชนตอการนําเอาเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชในทางอุตสาหกรรมได

การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางกายภาพ
การยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส เชน ไม ฟางขาว และชานออย    อาจ

ทําไดโดยการใชอุณหภูมิสูง หรือการใชสารเคมีจําพวกกรดและดาง แตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะมีความรุน
แรงและไมจําเพาะเจาะจง  และจะไดผลิตภัณฑที่มีโมเลกุลขนาดเล็กซึ่งเกิดจากการแตกตัวของลิกนิน
เทานั้น  ซึ่งกระบวนการดังกลาวจะเริ่มตนดวยการใหอุณหภูมิและความดันสูงในชวงตน โดยอุณหภูมิที่
ใชควรอยูระหวาง 185-240oเซลเซียส ซึ่งจะทําใหวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลสออนตัวลง  จากนั้นลดความ
ดันลงใหเหลือเทาความดันบรรยากาศ จะทําให mechanical forces ต่ําลง ซึ่งจะเปนการเพิ่ม degree of
polymerization
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ของลิกนิน ไซแลน และเซลลูโลส จากนั้นจึงสกัดเอา  ลิกนินออกดวยไอน้ําและตัวทําละลาย เชน น้ํา
แอลกอฮอล และ strong solvent อ่ืนๆ  ซึ่งลิกนินที่สกัดไดสามารถนําไปใชประโยชนได เนื่องจากมีคุณ
สมบัติเปน thermoplastic ลิกนินและอนุพันธของลิกนินสามารถแบงออกตามคุณสมบัติการละลายได
เปน 3 กลุม ดังตาราง

ตารางที่ 1 ประเภทของลิกนินแบงตามคุณสมบัติการละลาย
ชนิดตัวทําละลายกลุม

น้ํา alkaline solution organic solvents
I
II
III

+
-
-

+
+
-

+
+
-

ลิกนินสวนใหญสามารถละลายน้ําได ยกเวนพวก lignosulfonic acids ซึ่งมีความเปนกรดและมี 
hydrophilic functional groups สูง (กลุม I)  ลิกนินบางประเภทไมละลายน้ําแตละลายไดใน water 
alkaline solution (กลุม II)  เรียกวา alkali lignins ซึ่งแยกไดจากไมดวยการใชตัวทําละลายอินทรีย  
นอกจากนี้สามารถใชกระบวนการ oxidation nitration หรือ halogenation เพื่อสกัดลิกนินออกมาได ซึ่ง
การสกัดแยกลิกนินดวยตัวทําละลายอินทรีย  สามารถแยกไดเฉพาะสวนที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าๆ  เทานั้น

ลิกนินบางชนิดไมมีคุณสมบัติในการละลายในสารใดๆ เลย (กลุม III) จึงตองใชกระบวนการ 
hydrolysis แยกออกจากพืช ดวยการใชกรด เรียกลิกนินเหลานี้วา Klason lignin  หรือ Hydrolysis 
lignins เปนตน ซึ่งลิกนินชนิดนี้จะมีรูปราง 3 มิติ มีพอลิเมอรที่จับกันอยางเหนียวแนน จึงทําใหมีขนาด
ใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลสูง
การสกัดลิกนินดวยกระบวนการทางกายภาพทําใหเกิดการสูญเสียของวัสดุจําพวก ลิกโนเซลลูโลสขึ้น
เมื่อวัสดุแหงภายหลังจากกระบวนการเสร็จสิ้น เนื่องจากในกระบวนการตองบดวัตถุดิบใหมีความ
ละเอียดในระดับหนึ่งเพื่อใหสารเคมีเขาทําปฏิกิริยาไดงายขึ้น  เมื่อผานกระบวนการหลายๆ ขั้นตอน
โอกาสในการสูญเสียไปตามขั้นตอนตางๆ จึงเกิดไดงาย นอกจากนี้การละลายเอาลิกนินออกจําเปนตอง
ใชสารเคมีและพื้นที่ในการทําปฏิกิริยามาก โดยใชอัตราสวนระหวางวัตถุดิบตอสารเคมีประมาณ 1 ตอ
10 เพราะโมเลกุลของ ลิกนินมีความซับซอนจึงทําใหมีพื้นที่ภายในโครงสรางมาก เปนผลใหคุณสมบัติใน
การดูดซับอากาศและของเหลวสูง ดังนั้นเมื่อทําการสกัดลิกนินออกจึงตองใชระบบปรับความดัน
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และใชปริมาณของสารเคมีมากเพื่อใหเขาทําปฏิกิริยาไดอยางทั่วถึง  เปนเหตุใหการสกัดลิกนินดวยวิธี
ทางกายภาพจึงเปนการสิ้นเปลืองทั้งพลังงาน คาใชจายและกระบวนการก็ยุงยากดวย (Zakis, 1994)

การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางชีวภาพ
เห็ดราที่ยอยสลายเนื้อไมไดสวนใหญอยูในกลุม Basidiomycetes  และมีบางสวนอยูในกลุม 

Ascomycetes สามารถจําแนกชนิดของเห็ดราตามลักษณะการยอยสลายไดเปน 3 ชนิด (Buswell, 
1991) คือ

1. soft rot fungi ทําหนาที่ในการยอยสลายเนื้อไมในสวนที่เปนพอลิแซคคาไรด มักพบในบริเวณ
ช้ืนแฉะ

2. brown rot fungi ทําหนาที่ยอยสลายพอลิแซคคาไรดทั้งที่เปนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ภาย
หลังจากการยอยสลายจะทําใหเนื้อไมมีสีเขมข้ึน

3. white rot fungi  ทําหนาที่ในการยอยสลายองคประกอบหลักของเนื้อไมทั้งหมด และภายหลัง
จากการยอยสลายแลวจะทําใหเนื้อไมมีสีขาวขึ้น ซึ่งไวทรอทแตละชนิดเลือกที่จะยอยสลายองค
ประกอบของผนังเซลลพืชตางๆ กัน บางชนิดเลือกยอยเฉพาะเซลลูโลสและ  เฮมิเซลลูโลสกอน
แลวยอยลิกนินเปนลําดับสุดทาย  แตบางชนิดเลอืกที่จะยอยสลายสวนตางๆ ไปพรอมๆ กัน การ
เลือกที่จะยอยสลายลิกนินของไวทรอทจึงเปนแนวทางการประยุกตใชในอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ (Boominathan and Reddy, 1991)

การยอยสลายลิกนินดวยเอนไซม
กระบวนการยอยสลายลิกนินของไวทรอทเกิดจากการทํางานของเอนไซมพวกฟนอลออกซิเดส 

เชน ลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดส  แลคเคส และ veratryl alcohol oxidase  ที่
ไวทรอทสรางขึ้นในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต ปจจุบันพบวาไวทรอทหลายชนิดผลิตเอนไซมจําพวก ฟนอล
ออกซิเดสได (ตารางที่ 2)  การยอยสลายลิกนินดวยเอนไซมมีขอดีหลายประการ                (พัชรา  วีระ
กะลัส, 2543)  คือ  แมปริมาณของเอนไซมจะนอยแตก็สามารถเรงปฏิกิริยาไดอยางมีประสิทธิภาพ  ซึ่ง
เอนไซมจะไมเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเมื่อทําหนาที่เรงปฏิกิริยาแลว  นอกจากนี้เอนไซมยังเปนตัวเรง
ที่มีความจําเพาะและมีประสิทธิภาพ และทายสุดเอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาไดโดยไมตองใชอุณหภูมิ
และความดันสูง
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสายพันธุไวทรอทที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส (Eggert et al., 1996)

ชนิดไวทรอท
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
                    - ไมพบเอนไซม
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คุณสมบัติของลิกนินเปอรออกซิเดส

ลิกนินเปอรออกซิเดส คือเอนไซมชนิดออกซิโดรีดักเทส (oxidoreductase) ซึ่งเรง  ปฏิริริยาออกซิ
เดชั่นหรือรีดักชั่น   ไวทรอทสรางและขับลิกนินเปอรออกซิเดสออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) 
พบครั้งแรกใน Phanerchaete chrysosporium  (Glenn et al., 1983; Tien and Kirk, 1983)  ลิกนิน
เปอรออกซิเดส  มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41,000 - 42,000 ดาลตัน  ตองการไฮโดรเจนเปอรออกไซด
เพื่อเร่ิมตนในปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิน (Buswell, 1991) ลิกนินเปอรออกซิเดสเปนเอนไซมที่มีศักย
ภาพในการยอยสลายสูง (Cai and Tien, 1993) โดยสามารถยอยสลายไดทั้งสารที่เปนหมูฟนอลและไม
ใชหมูฟนอล  รวมถึงสารประกอบอะโรมาติกอื่นๆ ซึ่งเปนหนวยพื้นฐานของลิกนินได (Hammel, 1997)

กลไกการเกิดปฏิกิริยาเริ่มตนเมื่อลิกนินเปอรออกซิเดสไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเปลี่ยน
รูปไปเปนสารตัวกลาง compound I (two-electron oxidized form) ซึ่งเปนสารที่ไมคงตัว แลวเปลี่ยนรูป
ไปเปน compound II (one-electron oxidized form) และทายที่สุด compound II ก็จะกลับสูภาวะปกติ 
(ภาพที่ 4)

ภาพที่ 4 วัฏจักรการยอยสลายลิกนินดวยลิกนินเปอรออกซิเดส (Buswell, 1991)
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การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส

Faison และ Kirk (1985) ผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสจาก Phanerochaete 
chrysosporium ในอาหารสูตรจํากัดไนโตรเจนและคารโบไฮเดรต พบวาชวยกระตุนใหเกิดการสรางลิก
นินเปอรออกซิเดสไดมากกวาในสูตรที่มีแหลงอาหารมากเกินพอ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเปนตัวชักนําให
มีการสรางลิกนินเปอรออกซิเดส ซึ่ง Tien Kersten และ Kirk (1987) พบวา  ไวทรอทจะใชไนโตรเจนเพื่อ
สรางกรดอะมิโนที่จําเปนตอการเจริญเติบโตและผลิต compound I ซึ่งเปนตัวกลางสําคัญในการเกิด
ปฏิกิริยาของเอนไซม แตเมื่อใชอาหารที่มีกลูโคส 0.5 กรัมตอลิตร แอคติวิตีของเอนไซมกลับลดต่ําลง 
(Fiechter, 1993) Hammel และคณะ (1993) พบวาการยอยสลายลิกนินของ P. chrysosporium จะเริ่ม
ตนเมื่อมีการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส โดยในปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ลิกนินเปอรออกซิเดสจะเขาไปสลาย
พันธะ Cα และ Cβ ของสาย propyl  ทําใหได benzylic aldehydes ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าและไม
ละลายน้ําเปนผลิตภัณฑ  ซึ่งสอดคลองกันกับการทดลองของ Higuchi (1993) ที่กลาววา การสลายลิก
นิน ของฟนอลออกซิเดสที่ไดจาก P. chrysosporium และ Coriolus versicolor จะมี 3,4-dimethoxy 
benzyl alcohol ทําหนาที่เปนตัวกลางชวยใหเกิดปฏิกิริยาและปองกันกลไกใหดําเนินตอไปได ซึ่งการ
ศึกษาจลนศาสตรของการยอยสลาย   3,4-dimethoxy benzyl alcohol  โดยลิกนินเปอรออกซิเดส ที่ได
จาก P. chrysosporium พบวา  pKa ประมาณ 3.1 เปน ภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม ใน
ขณะที่ pH 2 แมวาจะใหคาแอคติวิตีสูงสุดแตเอนไซมที่ไดกลับมีความเสถียรต่ํา และแอคติวิตีจะลดลง
และมีคาใกลศูนยเมื่อ pH เพิ่มข้ึนเปน 5 (Tien et al., 1986)  เชนเดียวกับผลการทดลองที่ไดจาก Hare 
และคณะ (1997)      ซึ่งพบวา Bjerkandera sp. สายพันธุ BOS55 ผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสไอโซไซม
อยางนอย 7 ชนิดที่สามารถทํางานไดดีที่pH 3 ซึ่งแอคติวิตีจะลดลงเมื่อ pH สูงขึ้น แมวาในภาวะปกติเชื้อ
ราจะเจริญไดดีที่ pH 5.0 – 6.5 จึงทําใหทราบวาลิกนินเปอรออกซเิดสสามารถทํางานไดดีในชวง pH 
กวาง  Rodrigues และคณะ (1999) ไดศึกษาภาวะการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินของ  P. 
chrysosporium  BKM-F-1767 (ATCC 24725) ในอาหารที่เติมกลูโคส 10 กรัมตอลิตรเปนแหลง
คารบอน โดยใชฟองน้ําและโฟมเปนตัวยึดเกาะ พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสและแลคเคสได

      มีการศึกษาการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน โดยใชวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส
 Vares Kalsi และ Hatakka (1995) ผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินจาก Phleabia radiata ในภาวะ
solid state    โดยใชเศษวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส คือ   ฟางขาวสาลี  เปรียบเทียบกับอาหารเหลว
ที่เติมกลูโคสและจํากัดปริมาณไนโตรเจน  พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซม
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ลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส แลคเคส และ glyoxal oxidase ได ในชวง 2 สัปดาห
แรกของการเพาะเลี้ยง แตมีการแสดงออกตางกันเมื่อตรวจสอบดวยการวัดแอคติวิตี โดยในอาหารที่ใช
ฟางขาวสาลี พบเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ตางกัน 3 ชนิด แตพบลิกนินเปอรออกซิเดสที่ตางไอโซ
ไซมกันในอาหารเหลวที่เติมกลูโคสและมีปริมาณไนโตรเจนจํากัด 4 ชนิด แมวาปริมาณที่พบจะนอยกวา
ก็ตาม Zacchi และคณะ (2000) ศึกษาและทดสอบการผลิตเอนไซมของไวทรอท P. chrysosporium 
โดยใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนในอาหารเหลวที่เขยาอยางตอเนื่องในภาวะ submerged  โดยไมมี
การจํากัดสับสเตรตหรือจํากัดการเติมออกซิเจนหรือ surfactant ซึ่งเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสไดโดยมีแอคติวิตี 0.2–0.4 Uตอมิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และสรีรวิทยาของเสนใยที่อยูในอาหารซึ่งมีเซลลูโลสกับในอาหารที่ไมมีกลูโคส  ซึ่งเชื้อรายังไดสรางสาร
จําพวกพอลิแซคคาไรดออกมา เพื่อตอบสนองตอภาวะความเครียด (stress) ในอาหารที่ไมมีกลูโคส ซึ่ง
สารพอลิแซคคาไรดที่เกิดขึ้นทําใหการไหลเวียนของออกซิเจนอยูในสภาพจํากัด ซึ่งเปนประโยชนตอการ
ชักนําใหผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส

การประยุกตใชเอนไซมในทางอุตสาหกรรม
อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษไดใหความสนใจและสนับสนุนการผลิตเอนไซมเพื่อใชในการ

กําจัดลิกนินเปนอยางมาก เนื่องจากการผลิตกระดาษจําเปนตองใชสารเคมีและพลังงานซึ่งเปนการสิ้น
เปลืองและทําใหตนทุนการผลิตสูง การฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีการทางชีวภาพจึงเปนทางเลือกใหมที่นา
สนใจ เนื่องจากการฟอกเยื่อกระดาษดวยวิธีการทางชีวภาพชวยใหปริมาณลิกนินในเยื่อลดลงได 
(Nishida et al., 1993)  จึงทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึนกวา 80% คาคัปปานัมเบอรลดลง (Kondo et 
al., 1996) ชวยลดปริมาณการใชพลังงานไฟฟาไดมากถึง 30%  และยังทําใหเยื่อที่ไดมีคุณภาพดีขึ้น 
(Akhtar, Kirk, and Blanchette, 1996)

Shan และ Nerud (2002)  รายงานวา สารกอมะเร็ง เชน benzidine และสารประกอบ     อะโร
มาติก ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการ bio-physico-chemical transformation  ในโรงงานอุตสาหกรรมจะ
ทําใหน้ําที่ผานกระบวนการออกมามีสีเขมและมีคุณภาพต่ํา  การลดสีและบําบัดน้ําเสียดวยเอนไซม เปน 
secondary metabolic activity ของเห็ดราที่สามารถยอยสลายลิกนินได  ซึ่งในอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ  ใชการฟอกเยื่อกระดาษดวยสารเคมีจะทําใหลิกนินที่หลุดออกจับตัวกันกับคลอรีนที่ใชเกิดเปน
สารพิษจําพวกคลอโรลิกนินและคลอโรฟนอลิคขึ้น  ซึ่งเอนไซมจากไวรอท  สามารถลดสีและบําบัดน้ํา
เสียใหมีคุณภาพดีขึ้น  (Presnell et al., 1995)
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 Wang  Woodward และ Kaufman (1998) ไดทําการศึกษาและรายงานวา เมื่อใชเอนไซมลิก
นินเปอรออกซิเดสที่ผลิตจาก P. chrysosporium   ที่กระตุนการทํางานดวย acetonitrile พบวา ลิกนิน
เปอรออกซิเดส  สามารถยอยสลาย pentachlorophenol (PCP) ซึ่งเปนสารปนเปอนในแหลงน้ํา  โดย
สามารถทํางานได 100% และสามารถทนตัวทําละลายอินทรียได

แมวากระบวนการกําจัดลิกนินทั้งในขั้นตอนการฟอกเยื่อและการบําบัดน้ําเสียดวยการใช
เอนไซมจากไวทรอทไดมีการริเร่ิมและใชงานแลวในสหรัฐอเมริกาและแคนาดา แตก็ยังไมเปนที่แพร
หลายมากนัก นอกจากนี้ยังมีอุตสาหกรรมอื่นๆ ที่เกี่ยวของกับการนําวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลสไปใช
ประโยชนได เชน อุตสาหกรรมอาหารสัตว ซึ่งตองการกําจัดลิกนินออกจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส 
เพื่อนําเอาวัสดุไดไปใชในกระบวนการหมัก  เปนตน

การศึกษาถึงความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ใชในการยอยสลายลิกนินใน
สภาพธรรมชาติ  กลาวคือ ลิกนินในเนื้อไมหายไปจะทําใหเนื้อไมมีสีขาวขึ้น  ประเทศไทยจัดเปนประเทศ
ที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสูงจึงนาจะไดมีการคัดเลือกสายพันธุของเห็ดราไวทรอทที่มีความ
สามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินไดเพื่อพัฒนาสายพันธุเห็ดราและใชในอุตสาหกรรมที่เกี่ยว
ของกับการใชวัสดุจําพวกลิกโนเซลลูโลส   จึงนาจะเปนแนวทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจและควรใหการ
สนับสนุนและทําการวิจัยตอไป
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บทที่ 3

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย

วัสดุอุปกรณ
1. ตูเขี่ยเชื้อแบบ larminar flow
2. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน U4600P (Sartorius, Germany)
3. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน TC205 (Denver Instrument Company, USA.)
4. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Analytical, Sartorius, Germany)
5. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน 8453 (Hewlett Packard)
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน NovaSpec 4049 (LKB Biochrom, 

England)
7. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน G25 (Grant Instrument Ltd., 

Cambridge, England )
8. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิ (incubator shaker) (Lab-Line)
9. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน Universal 16 (Hettich, Germany)
10. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน E5EA (OMROM)
11. เครื่องกรอง Ultrafiltration ชนิด 10,000 NMWL (Millipore Corporation, Bedford, USA.)
12. หมอนึ่งความดันไอน้ํา (Steam Sterilizer/Autoclave) (Ta Chang Medical Instrument 

Factory, Taiching, Taiwan)
13. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (Servall refrigerated-automatic) (Ivan Servall, INC., 

Norwalk, Connecticut, U.S.A.)
14. ตูอบความรอนสูง (hot air oven) รุน U50 790,387 (Memmert)
15. ตูอบ (oven) (Clayson, New Zealand)
16. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ion analyzer 255 (Corning, USA.)
17. เครื่องทําอุณหภูมิสูง (heating block) รุน DB101 (HL Instrument, Thailand)
18. เครื่องกระจายเยื่อ (Mavis engineering Ltd., London, England)
19. เครื่องวัดคาความขาวสวาง Elrepho 2000 ( Datacolor Ltd., Switzerland)
20. เครื่องวัดแรงฉีกขาด (Appita Elmendorf, Amityville, Newyork, USA.)
21. เครื่องวัดแรงดันทะลุ (Testing machine Inc., Amityville, Newyork, USA.)
22. เครื่องวัดความตานทานแรงดึงแบบ pendulum (Toyoseiki Tyoseisaka-SHO.Ltd., Tokyo, 

Japan)
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เคมีภัณฑสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. วุนผง ตรานางเงือก (พัฒนสินเอนเตอรไพรส, 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. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)
10. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) ( Merck, Darmstadt)
11. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) (Carlo Erba, Milan, Italy )
12. Guaiacol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA.  )
13. เยื่อกระดาษยูคาลิปตัสจากบริษัทสยามเซลลูโลส จํากัด ตําบลวังศาลา อําเภอทามวง จังหวัด

กาญจนบุรี

เคมีภัณฑสําหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) (Merck, Darmstadt)
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต (COOK(CHOH)2CooNa.4H2O)
คอปเปอรซัลเฟต (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)

เคมีภัณฑสําหรับการเตรียมบัฟเฟอร

1. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) (Fluka)
2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Na2HPO4.2H2O) (Carlo Erba, Milan, Italy )
3 โซเดียมทารเทรต (Sodium tatrate) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA.)
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4. กรดทารทาริค (Tartaric acid) (MAY & BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England)

เคมีภัณฑสําหรับการวัดคัปปานัมเบอร

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

เชื้อที่ใชในการวิจัย

Phanerchaete chrysosporium Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune จาก
หองปฏิบัติการพฤกษศาสตรเชิงอุตสาหกรรม  ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย

Ganoderma lucidum  จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

วิธีดําเนินการวิจัย
1. การเจริญของเชื้อราไวทรอท

ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอททั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) 
(ภาคผนวก ก) เปนระยะเวลานาน 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีการเจริญของเสนใยบริเวณรอบนอกของ
โคโลนีที่มีการเจริญดี มีลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนย
กลาง 5 มิลลิเมตร เพื่อใหไดกลาเชื้อมาตรฐาน แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 2 ชิ้น ยายลง
เลี้ยงในอาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับคา pH เร่ิมตน เทากับ 5 ดวยกรดไฮโดรคลอริก  ที่มีความ
เขมขน 1 โมลาร  หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลาร จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121oเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  ทําการบมเชื้อบน
เครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  เปนเวลา 15 วัน

ในระหวางการเลี้ยงเชื้อราไดมีการติดตามการเจริญของเชื้อโดยการเก็บตัวอยางเชื้อนํามา
ชั่งหาน้ําหนักแหงโดยเฉลี่ยของเสนใยทุกวันเวนวัน เปนเวลา 15 วัน โดยการกรองเสน
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ใยผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 ดวยเครื่องกรองระบบสุญญากาศ นําไปอบแหงที่
อุณหภูมิ 60oเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงในตูอบ จนน้ําหนักแหงของเสนใยคงที่ ชั่งน้ําหนักแลว
หักลบน้ําหนักกระดาษกรองออก ทําการทดลอง 3 ซ้ํา นําคาเฉลี่ยมานําเสนอผลในรูปของกราฟ
เพื่อวิเคราะหหาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อราแตละชนิด จากกราฟแสดงความ
สัมพันธระหวางน้ําหนักแหงและจํานวนวันในการเจริญที่ไดจะนําไปคํานวณหา specific 
growth rate (ภาคผนวก ข) ซึ่งจะทําใหไดชวงระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อราเพื่อนําไป
ใชเปนหัวเชื้อตอไป

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
2.1 การทดสอบ pH ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

2.1.1     การเตรียมหัวเชื้อ
ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอททั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนระยะ

เวลา 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใย
แผสม่ําเสมอดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศนูยกลาง 8 มิลลิเมตรเพื่อใหไดกลาเชื้อมาตร
ฐาน  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น ยายลงเลี้ยงในอาหาร PDB มี pH เร่ิมตน 5 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตรโดยผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121o

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที  จากนั้นทําการบมเชื้อไว ณ อุณหภูมิ 
30oเซลเซียส ในภาวะและระยะเวลาในการบมที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อที่ไดผลมา
จากการศึกษาในขอ 1.

2.1.2 การทดสอบ pH ที่เหมาะสม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร แลวเติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก (ภาค
ผนวก ก) จํานวน 6.25 กรัม (น้ําหนักแหง) ลงไป จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนดังนี้คือ 
pH 4  pH 5  pH 6  pH 7 และ pH 8 ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียม
ไฮดรอกไซดความเขมขน 1 โมลาร ทําการนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส  ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหอง แลวจึงใสหัวเชื้อที่เตรียมไว
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไป แลวบมเชื้อในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  เปนเวลา 15 วัน 
ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุกๆ 3 วัน

ในระหวางการทดสอบ ไดมีการติดตามการผลิตเอนไซมของเชื้อโดยการเก็บตัวอยางของ
เหลวในวันที่ 3  6  9  12 และ 15  โดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษ
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ผานผาขาวบาง แลวนําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
6,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป 
เก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร   แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme ตามวิธีดัดแปลงของ 
Tien และ Kirk (1988) (ภาคผนวก ข) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่
ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) เพื่อหา pH ที่เหมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New  Multiple-Range 
Test (DMRT)

2.2 การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสม
2.2.1 การเตรียมหัวเชื้อ

ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอท ทั้ง 4 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนระยะ
เวลา 1 สัปดาห ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใย
แผสม่ําเสมอดวยเครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตรเพื่อใหไดกลาเชื้อมาตร
ฐาน  แลวใชเข็มเขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น  ยายลงเลี้ยงในอาหารเหลวที่เหมาะสม มี pH เร่ิม
ตนที่เหมาะสมตอการเจริญที่ไดจากการศึกษาไวในขอ 2.1    ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ในขวดรูป
กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร โดยผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ทําการบมเชื้อบนเครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิ 
30oเซลเซียส  เปนเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อที่ไดผลมาจากการศึกษาในขอ 1.

2.2.2 การผลิตเอนไซม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูป

กรวยขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก (ภาคผนวก 
ก) จํานวน 6.25 กรัม (น้ําหนักแหง) ลงไป จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมซึ่ง
ไดจากการทดลองในขอ 2. ดวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียมไฮดรอกไซด 
ความเขมขน 1 โมลาร ทําการนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตา
รางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหองแลวจึงใสหัวเชื้อที่เตรียมไวปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวบมเชื้อในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิตางๆกัน คือ 35 40 และ 45oเซลเซียส  เปนเวลา 15 
วัน  ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุกๆ 3 วัน
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ในระหวางการทดสอบไดมีการติดตามการผลิตเอนไซมของเชื้อโดยการเก็บตัว

อยางของเหลวในวันที่ 3  6  9  12 และ 15  โดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษผานผาขาวบาง 
แลวนําของเหลวที่ไดไปปนเหวี่ยงโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที 
นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส  เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป เก็บสวนที่เปนสาร
ละลายใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโน
เมตร   แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme  ตามวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988) 
(ภาคผนวก ข ) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ไดมาวิเคราะหผลทาง
สถิติ ซึ่งวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพื่อหาอุณหภูมิที่
เหมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New  Multiple-Range Test (DMRT)

3. การผลิตเอ็นไซมจากเชื้อรา

ทําการผลิตเอนไซมจากเชื้อราไวทรอท ในภาวะที่เหมาะสมซึ่งไดจากการศึกษาในขอ 2 มี
ข้ันตอนการทดลองดังนี้

3.1 การเตรียมหัวเชื้อ
ทําการเลี้ยงเชื้อราไวทรอทแตละชนิดบนอาหาร PDA เปนระยะเวลา 1 สัปดาห 

ตัดชิ้นวุนที่มีเสนใยบริเวณรอบนอกของโคโลนีที่มีการเจริญดีและลักษณะเสนใยแผสม่ําเสมอ ดวย
เครื่องเจาะจุกคอรกขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เพื่อใหไดกลาเชื้อมาตรฐาน แลวใชเข็ม
เขี่ยเชื้อตักชิ้นวุนจํานวน 5 ชิ้น ยายลงเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร PDB มี pH เร่ิมตน 5 ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด 500 มิลลิลิตรที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที ทําการบมเชื้อบนเครื่องเขยา ความเร็ว 150 รอบตอนาที 
ณ อุณหภูมิ 30oเซลเซียส โดยใชระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญของแตละเชื้อซ่ึงไดผลมาจาก
การศึกษาในขอ1.

3.2 การผลิตเอนไซม
เตรียมอาหารสูตร Production ปริมาตร 200 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปกรวยขนาด 

1,000 มิลลิลิตร เติมเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ยังไมไดผานกระบวนการฟอก จํานวน 30 กรัม (น้ํา
หนักแหง) ปรับความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมกับเชื้อแตละชนิดที่ไดจากการศึกษาในขอ 2.1 
เขยาใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
นาน 15 นาที  ทิ้งไวใหเย็นลงเทาอุณหภูมิหอง
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นําหัวเชื้อรา ไวทรอทแตละชนิดที่ไดเตรียมไวจากขอ 1 มากรอง ตักเชื้อใสลง
เยื่อกระดาษที่มีอาหารสูตร Production ซึ่งมี pH ที่เหมาะสมที่เตรียมไวขางตน ทําในภาวะ
ปลอดเชื้อ เขยาใหเชื้อกระจายเขากันดีกับเยื่อกระดาษ  นําไปบมไวในภาวะนิ่ง ณ อุณหภูมิ และ
ระยะเวลาที่เหมาะสมจากการศึกษาในขอ 2.2  โดยทําการเขยาเชื้อทุก 3 วัน

เมื่อครบกําหนดการบมเชื้อ บีบค้ันเยื่อกระดาษใหสวนของเหลวที่อยูในเยื่อ
กระดาษออกมามากที่สุดโดยกรองผานผาขาวบาง รวบรวมสวนของเหลวที่ไดไว แลวนําไปหมุน
เหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส นาน 20 นาที 
เพื่อกําจัดกากตะกอนที่ไมตองการทิ้งไป เก็บสวนสารละลายใสของเอนไซม รวบรวมไว

4. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

4.1 การตกตะกอนเอนไซมดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] ที่บดละเอียดลงในสารละลายเอนไซม

ที่ผลิตไดจากขอ 3. ซึ่งแชอยูในอางน้ําแข็ง โดยคอยๆ เติมพรอมทั้งคนสารละลายเอนไซมอยาง
ชาๆ ดวยเครื่องกวนแทงแมเหล็กจนสารละลายมีความอิ่มตัวที่ 20%  40%   60%   และ 80%    
เมื่ออ่ิมตัวแลวใหคนตอไปเบาๆ อีก 30 นาที ทิ้งใหสารละลายตกตะกอนในตูเย็น 1 คืน

เก็บตะกอนที่ไดในแตละครั้งโดยนําเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบ
ตอนาที นาน 20 นาที อุณหภูมิ 4oเซลเซียส นําตะกอนที่ไดไปละลายในสารละลายโซเดียมอะซิ
เตตบัฟเฟอร  (sodium acetate buffer) ความเขมขน 20 mM pH 5 แลวเก็บแชเย็นไว

นําตะกอนเอนไซมที่ไดไปทําไดอะไลซีส (dialysis) โดยนําถุงไดอะไลซิส (ภาค
ผนวก ข) มาใสสารละลายของเอนไซมที่ไดในขอ 3.2 เพื่อทําการแยกเอาเกลือแอมโมเนียมซัลเฟ
ตออกจากสารละลายเอนไซม  โดยแชถุงที่มีเอนไซมไวในสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร  
20 mM pH 5 ในบีกเกอรซึ่งแชอยูในอางน้ําแข็งและคนดวยแทงแมเหล็กตลอดเวลา ทําการ
เปลี่ยนสารละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรทุก 4 ชม. เปนเวลา 10 ชม. เก็บเอนไซมที่ไดในสาร
ละลายโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอรไวในตูเย็น
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4.2 การกรองดวย Ultrafiltration ชนิด 10,000 NMWL

นําเอนไซมที่ผลิตไดจากขอ 3.2 ใสลงในเครื่องกรอง Ultrafiltration (Millipore 
Corporation, USA.) ที่มี molecular weight cut off 10  kDa จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง ที่อุณหภูมิ 
4oเซลเซียส 1,000 rpm เปนเวลา 2 นาที เก็บสวนของตะกอนไว เพื่อนําไปตรวจวัดแอคติวิตีของ
เอนไซม
5. การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม

5.1 ทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวง pH 4-8
นําเอนไซมที่ผลิตไดบมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH ตางกันความเขมขน

0.2 โมลาร เปนเวลา 60 นาที โดยใช ทาเทรตบัฟเฟอร pH 4 อะซิเตทบัฟเฟอร pH 5.0 และ pH
6.0  และฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0  และ pH 8.0  ตรวจสอบความเสถียรของเอนไซมที่ไดดวย
การนําไปตรวจวัดแอคติวิตีที่เหลือ แลวคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ (เปอรเซ็นต) เทียบกับแอคติ
วิตีที่ใหคา แอคติวิตีสูงสุด (relative activity)

5.2 ทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส
นําเอนไซมที่ผลิตไดจากขอ 3.  มาบมในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคา pH ที่เหมาะ

สมในอุณหภูมิ 35 40 และ 45oเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที แลวตรวจสอบความเสถียรของ
เอนไซมที่ ไดดวยการนําไปตรวจวัดแอคติวิตีที่ เหลือ  แลวคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ  
(เปอรเซ็นต) เทียบกับ    แอคติวิตีที่ใหคาแอคติวิตีสูงสุด (relative activity)

6. การวิเคราะหเอนไซม

วิเคราะหเอนไซมโดยทําการวัดแอคติวิตีของเอนไซม 4 ชนิด คือ
6.1 เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูด

กลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme  ตามวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988) (ภาคผนวก ข )

6.2 แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูดกลืน
แสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณคา 
Unit of enzyme ตามวิธีของ Watanabe และคณะ (2001) (ภาคผนวก ข )

6.3 แลคเคส (Lac) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร  แลวนําผลไปคํานวณคา Unit of enzyme  
ตามวิธีของ Watanabe และคณะ (2001)
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6.4 veratryl alcohol oxidase (VAO) โดยนําสารละลายของปฏิกิริยาไปวัดคาการดูด

กลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร แลวนําผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme  ตามวิธีของ Presnell และคณะ (1995) (ภาคผนวก ข )

7. การฟอกและวิเคราะหคุณสมบัติเยื่อกระดาษ

7.1 การฟอกเยื่อกระดาษ
ทําการทดลอง 2 ชุด เพื่อเปรียบเทียบ คือ  ชุดควบคุมเปนเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส

ที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมและเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ฟอกดวยเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราไวทร
อท โดยใชปริมาณเอนไซม 12.5 IU ตอกรัมแหงของเยื่อกระดาษ แลวนําไปบมในอางน้ํารอนที่มี
อุณหภูมิระหวาง 45-50oเซลเซียสนาน 90 นาที จากนั้นนําเยื่อกระดาษมากรองแลวลางเยื่อ
กระดาษดวยน้ําสะอาดหลายๆ คร้ังและผึ่งลมใหแหง

7.2 ตรวจสอบคุณสมบัติของกระดาษ
นําเยื่อกระดาษในขอ 7.1 ไปทําการขึ้นแผน (handsheet) ตามวิธีการของ TAPPI 

T205 sp-95 (TAPPI, 1995) แลวนําไปตรวจสอบคุณสมบัติตางๆ ตามวิธีการของ TAPPI
7.2.1 วัดคาความขาวสวาง (Brightness T452 om-92) (TAPPI, 1995) แสดงถึง

ความขาวของกระดาษ ซึ่งจะใชในการระบุคุณสมบัติของเยื่อหรือบอกผลของการฟอกเยื่อ
7.2.2 ทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (Freeness T227 om-94) (TAPPI, 1995) 

ทําใหทราบความแข็งแรงของเยื่อ  ใชในการตรวจสอบคุณภาพของเยื่อ
7.2.3 ทดสอบคปัปานัมเบอร (Kappa number T236 cm-85) (TAPPI, 1995) ซึ่ง

เปนดัชนีบงชี้ปริมาณลิกนินที่เหลือในเยื่อ
7.2.4 ทดสอบความตานทานแรงฉีกขาดของกระดาษ (Tearing strength T414 

om-88) (TAPPI, 1995) ซึ่งการฉีกขาด เร่ิมจากรอยตัดนําดวยแรงดึงที่กระทําในระนาบเดียวกับ
กระดาษ

7.2.5 ทดสอบความตานทานแรงดันทะลุ (Bursting strength T403 om-91) 
(TAPPI, 1995) เพื่อบงบอกการยึดเหนี่ยวระหวางเสนใยและการยืดตัวของกระดาษ

7.2.6 ทดสอบความตานทานแรงดึง (Tensile strength T404 cm-92) (TAPPI, 
1995) ของแผนเยื่อหรือกระดาษ ซึ่งเปนคาความยาวของกระดาษที่ยาวมากพอจนทําใหกระดาษ
ขาดโดยน้ําหนักของกระดาษเองเมื่อแขวนในแนวดิ่ง
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โดยเปรียบเทียบคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอก

ดวยเอนไซมกับคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก ทําการทดลอง 3 
ซ้ํา  แลวจึงนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely  
Randomized  Design (CRD) แลวเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี  Duncan’s New Multiple-Range 
Test (DMRT)
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       บทที่ 4

ผลการทดลอง

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อราไวทรอท

เชื้อที่ใชในการวิจัยมี 4 สายพันธุ คือ Phanerchaete chrysosporium Ganoderma 
lucidum  Ganoderma sp. และ Schizophyllum commune    (ภาพที่ 5)

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

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

เมื่อนําขอมูลจากผลการเจริญเติบโตของไวทรอททั้ง 4 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหาร PDB มา
เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหงของเสนใย ณ วันตางๆ พบวา

P. chrysosporium  มีน้ําหนักแหงเพิ่มข้ึนจนคงที่ในวันที่ 9 - 11 ซึ่งเปนระยะการเจริญ
เติบโตชวงทุติยภูมิ จากนั้นการเจริญเติบโตก็จะลดลง โดยมี specific growth rate เปน 1.96 กรัม
น้ําหนักแหงตอวัน เชนเดียวกันกับใน G. lucidum Ganoderma sp. และ S. commune  ที่มีน้ํา
หนักเพิ่มข้ึนจนกระทั่งคงที่และลดลงในชวงวันที่ 11-13  7-11 และ 13-15 โดยมี  specific growth 
rate เปน  0.48   5.17 และ 1.33 กรัมน้ําหนักแหงตอวัน ตามลําดับ (ภาพที่ 6)
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ภาพที่ 6 การเจริญเติบโตของไวทรอท P. chrysosporium  G. lucidum   Ganoderma  sp.  และ       
S. commune เมื่อเลี้ยงในอาหาร PDB

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 2 4 6 8 10 12 14 16
วัน

น้ํา
หน

ักแ
หง

 (ก
รัม

)

P. chrysosporium G. lucidum Ganoderma sp S. commune



27

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

2.1 การหา pH ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
การเลี้ยงไวทรอททั้ง 4 สายพันธุ   ในสูตรอาหาร production ที่มี guaiacol   เปน

องคประกอบ(ภาคผนวก ก) เพื่อหาความสามารถในการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส ตรวจ
สอบความสามารถในการผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงของการออกซิ
ไดซ veratryl alcohol ใหเปน veratraldehyde แลวนําไปคํานวณเพื่อหาคาหนวยของเอนไซม LiP 
และหนวยของเอนไซม VAO ในอาหารที่มีคา pH เร่ิมตนของอาหารตางกัน 5 ระดับคือ  4.0  5.0  
6.0  7.0 และ 8.0  ซึ่งคาหนวยของเอนไซม LiP ที่แทจริง คือ ผลตางระหวาง คาหนวยของเอนไซม 
LiP กับ หนวยของเอนไซม VAO ใหผลการทดลองดังนี้

 P. chrysosporium  มี pH ที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดส  คือ pH 4.0  รองลงมาคือ  5.0  6.0  7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคาหนวยของ
เอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.1690 U/ml และใหคาหนวยของเอนไซม VAO มากที่สุด คือ 
0.0420 U/ml ดังตารางที่ 3 และ 4

 G. lucidum  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว 
ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่งใหคา 
pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 5.0  รองลงมาคือ 6.0 4.0 7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคาหนวย
ของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.0744 U/ml  ดังตารางที่ 5

Ganoderma sp.  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO 
แลว ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
ใหคา pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 4.0  รองลงมาคือ 5.0 6.0 7.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดยใหคา
หนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 15 เทากับ 0.0670 U/ml  ดังตารางที่ 6

และ S. commune  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ 
VAO แลว ไมพบหนวยของ LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม 
VAO ใหคา pH ที่เหมาะสมที่สุดคือ pH 6.0  รองลงมาคือ 4.0 7.0 5.0  และ 8.0 ตามลําดับ โดย
ใหคาหนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 12 เทากับ 0.0570 U/ml  ดังตารางที่ 7
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ตารางที่ 3  คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก P. chrysosporium ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( 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 คาหนวยของเอนไซม ที่แทจริงจาก P. chrysosporium  ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (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  ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ผลิตไดในอาหารที่มี pH ตางๆ แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%
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ตารางที่ 5 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก G. lucidum ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (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 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก Ganoderma sp.  ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( 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 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก S. commune ณ pH ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( 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

จากการทดลองในขอ 2.1 ทําใหทราบคา pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  จึง
นํามาทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส ในไวทรอททั้ง 4 ชนิด โดย
บมเชื้อในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิตางกัน 3 ระดับ คือ 35  40  และ 45oเซลเซียส แลวตรวจสอบ
ผลการทดลองที่ไดดวยการวัดหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ใหผลการทดลองดังนี้

 P. chrysosporium สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและ 
VAO ไดในอุณหภูมิสูงโดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตเอนไซมของ P. chrysosporium   คือ 
40oเซลเซียส รองลงมาคือ 35 และ 45oเซลเซียสตามลําดับ โดยใหคาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดสและ VAO สูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.2956 U/ml  และ 0.0990 U/ml ตามลําดับ ดังตารางที่  6

 G. lucidum  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว ไม
พบหนวยของเอนไซม LiP ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
สามารถเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดในอุณหภูมิ 35 องซาเซลเซียส  เทานั้น โดยใหคาหนวยของ
เอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 9 เทากับ 0.180 U/ml  ดังตารางที่  7 สําหรับในอุณหภูมิ 40 และ 45oเซลเซียส  
จาการสังเกตดวยตาเปลา แมวา G. lucidum จะเจริญไดแตไมดีนัก และจะตายภายใน 3–6 วัน ของการ
ทดลอง นอกจากนี้ยังตรวจไมพบแอคติวิตีของเอนไซม ในชวงดังกลาว

Ganoderma sp. เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว 
ไมพบหนวยของเอนไซม LiP  ซึ่งในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่ง
Ganoderma sp. สามารถเจริญไดเล็กนอยในอุณหภูมิ 35oเซลเซียส เทานั้น แต ไมดีนัก โดยใหคาหนวย
ของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 6 เทากับ 0.080 U/ml  สําหรับในอุณหภูมิ 40 และ 45oเซลเซียส เมื่อสังเกต
ดวยตาเปลา พบวา เชื้อไมสามารถเจริญเติบโตได ทําใหไมสามารถตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมได ดัง
ตารางที่ 8

S. commune  เมื่อทําการหักลบคาหนวยของเอนไซมระหวาง LiP และ VAO แลว ไม
พบหนวยของเอนไซม LiP ในการทดลองนี้แอคติวิตีที่วัดไดจึงเปนคาหนวยของเอนไซม VAO ซึ่งสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดในที่อุณหภูมิสูงโดยอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตเอนไซม คือ 35o

เซลเซียส รองลงมาคือ 40 และ 45 องซาเซลเซียสตามลําดับ โดยใหคาหนวยของเอนไซมสูงที่สุดในวันที่ 
12 เทากับ 0.0210 U/ml  0.012 U/ml และ  0.0012 U/ml. ตามลําดับ  ดังตารางที่  9
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ตารางที่ 8 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก  P. chrysosporium ณ อุณหภูมิ ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( 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 คาหนวยของเอนไซม LiP ที่แทจริงจาก  P. chrysosporium ณ อุณหภูมิ ตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม (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  ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ผลิตไดในอาหารที่บม ณ อุณหภูมิตางๆ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%

34
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ตารางที่ 10 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก G. lucidum ณ อุณหภูมิตาง ๆ

คาหนวยของเอนไซม ( 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
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ตารางที่ 11 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก Ganoderma  sp. ณ  อุณหภูมิตาง ๆ

คาหนวยของเอนไซม ( 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
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ตารางที่ 12 คาหนวยของเอนไซม LiP และ VAO ที่ผลิตจาก   S. commune  ณ อุณหภูมิตางๆ กัน

คาหนวยของเอนไซม ( 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
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3. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวน

จากการทดสอบหาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดสของไวทรอท 4 ชนิด คือ  P. chrysosporium   G. lucidum   Ganoderma sp.  และ S. 
commune  จึงทําใหทราบภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส จึงผลิตในปริมาณ
มากขึ้นเพื่อนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกตะกอนโดยแอมโมเนียมซัลเฟต และการกรองดวย ultra 
filtration จะทําใหเอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ซึ่งจะสังเกตไดจากคาหนวยของเอนไซมที่เพิ่มข้ึน  
นอกจากนี้ยังพบเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินชนิดอื่นๆ นอกจากลิกนินเปอรออกซิเดส คือ เอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส

3.1 การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
             เมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 20%  40%  60% และ 80%

เพื่อตกตะกอนโปรตีน พบวา
P. chrysosporium สามารถใหหนวยของเอนไซมไดสูงที่สุดเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตที่

ความเขมขน 60%  ตรวจพบเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมีคาหนวย
ของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.24 เปน 26.72 U/mg สูงขึ้น 5.1 เทา และ 4.78 เปน 21.04 U/mg  เพิ่มข้ึน 4.4 
เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 13

G. lucidum พบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส โดย
มีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.04 เปน 23.24 U/mg สูงขึ้น 4.61 เทา และ12.74 เปน 78.96 
U/mg  เพิ่มข้ึน 6.2 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 14

 Ganoderma sp. ตรวจสอบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 4.21 เปน 18.97 U/mg. สูงขึ้น 4.5 เทา และ 9.54 เปน 
48.23 U/mg  เพิ่มข้ึน 5.06 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 15

 S. commune ตรวจสอบเอนไซมเพียงชนิดเดียว คือ เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 3.86 เปน 18.12 U/mg. สูงขึ้น 4.69 เทา  ดังตารางที่ 16

3.2 การกรองดวย ultra filtration
P. chrysosporium     ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส

และแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.24 เปน 20.03 U/mg สูงขึ้น 3.82 
เทา และ 4.78 เปน 13.47 U/ml  เพิ่มข้ึน 2.82 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 13
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G. lucidum     ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด     คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส

และแลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 5.04 เปน 18.56 U/mg สูงขึ้น 3.68 เทา และ 12.74 
เปน 56.92 U/mg  เพิ่มข้ึน 4.47 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 14

 Ganoderma  sp. ตรวจพบเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 4.21 เปน 12.86 U/mg สูงขึ้น 3.05 เทา และ 9.54 เปน 
32.84 U/ml  เพิ่มข้ึน 3.44 เทา ตามลําดับ ดังตารางที่ 15

 S. commune  พบเอนไซมเพียงชนิดเดียว  คือเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยมี
คาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 3.86 เปน 16.72 U/ml. สูงขึ้น 4.33 เทา  ดังตารางที่ 16



ตารางที่  13 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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
-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

P. chrysosporium

Lac
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0

0
0
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ตารางที่ 14 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก G. lucidum เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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
-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก Ganoderma   sp.  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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

-เอนไซมหยาบ
-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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
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ตารางที่  16 ความบริสุทธิ์ของเอนไซมที่ผลิตไดจาก S. commune  เปรียบเทียบระหวางการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
และการกรองดวย ultra filtration

ไวทรอท เอนไซม ขั้นตอนการทํา
ใหบริสุทธิ์

ปริมาตร
รวม
(มล.)

ปริมาณ
โปรตีน

(มก./มล.)

แอคติวิตี
(U/มล.)

Specific
activity
(U/มก.)

แอคติวิตี
รวม
(U)

Yield
(%)

Purification
factor

LiP
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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
-เอนไซมหยาบ

-ตกตะกอน
-เอนไซมหยาบ
-ผานเยื่อกรอง

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 การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวง pH 4-8
เมื่อบมเอนไซมในบัฟเฟอรที่มี  pH  ตางๆ  กัน เปนเวลา 60  นาที    แลวนํามาตรวจ

หาแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ที่ผลิตไดจาก P. 
chrysosporium  โดยลิกนินเปอรออกซิเดส  มีความเสถียรใน pH ชวง 5 – 6 โดยมี relative activity 
70.41% – 79.59%  โดย pH 4 เปนคาความกรด-ดางที่ใหแอคติวิตีสูงสุด จากนั้นคาหนวยของเอนไซม
จะลดลงเมื่อ pH เพิ่มข้ึน ในขณะที่ แมงกานีสเปอรออกซิเดสมีความเสถียรใน pH ชวง 4 – 6 โดยมี 
relative activity 79.17% – 81.94% และมีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม คือ pH 5 จากนั้นคาหนวย
ของเอนไซมจะลดลงเมื่อ pH เพิ่มข้ึนเชนกัน ดังภาพที่ 7(A)

G. lucidum  ผลิตเอนไซมได 2 ชนิด คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ซึ่งแมงกานีส
เปอรออกซิเดสมีคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม คือ  pH 5 และมีความเสถียรอยูที่ pH 6 – 8 ในขณะที่
แลคเคสมีความเสถียรในชวง pH ที่กวางกวา คือ pH 4-8 ดังภาพที่ 7(B)

ในทํานองเดียวกัน Ganoderma sp. ผลิตเอนไซมได 2 ชนิด คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
แลคเคส โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมีความเสถียรอยูที่ pH ชวง 4 – 6 โดยมี relative activity 98.0% – 
100% และ 80 – 100 % ตามลําดับ ดังภาพที่ 7(C)

S. commune ตรวจพบเพียงแมงกานีสเปอรออกซิเดส ซึ่งมีความเสถียรในชวง pH กวาง โดยมี
คาหนวยเอนไซมลดลงเพียง 20% ดังแสดงในภาพที่ 7(D)
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ภาพที่ 7 ความเสถียรของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) และแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
(MnP) ที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium (A) และความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออก
ซิเดส (MnP) และแลคเคส(Lac) ที่ผลิตไดจาก  G. lucidum (B)   ในชวง pH 4 – 8
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ภาพที่ 7 (ตอ) ความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) และแลคเคส(Lac) ที่
ผลิตไดจาก Ganoderma sp.(C) และ แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่ผลิตไดจาก  S. 
commune (D) ในชวง pH 4 – 8

0
20
40
60
80

100

0 2 4 6 8 10

pH

MnLa

0
20
40
60
80

100

0 2 4 6 8 10

pH

MnP

C

D

Relative activity (%)

Relative activity
(%)

46



4.2 การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส

ผลจากการนําเอนไซมมาบมในสารละลายบัฟเฟอรในอุณหภูมิ 35  40 และ 45o

เซลเซียส เปนเวลา 120 นาที  พบวา
         P. chrysosporium ซึ่งบมในสารละลายทารเทรตบัฟเฟอร pH 3 ผลิตเอนไซม 2 ชนิด มี

ความเสถียรของลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-45o

เซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 91.03   84.31 และ 70.23 % ตามลําดับ ในขณะที่คาหนวย
ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสที่ 45oเซลเซียสจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ดังภาพที่ 8

 G. lucidum  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ผลิตเอนไซม 2 ชนิด  มีความเสถียรของ
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสมี relative activity ต่ําสุด คือ 81.34 และ 72.19 ตามลําดับ  ความเสถียรของแลคเคสที่ผลิตได
อยูในชวง อุณหภูมิ 35 – 40oเซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 70.11 และ 69.87 ตามลําดับ  
แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะใหผลการทดลองเหมือนกัน คือ relative 
activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาทีดังภาพที่ 9

Ganoderma sp.  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ใหผลของอุณหภูมิตอความเสถียรของ
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส คลายคลึงกับใน G. 
lucidum โดยแมงกานีสเปอรออกซิเดสมี relative activity ต่ําสุด คือ 71.02 และ 67.48 ตามลําดับ 
ความเสถียรของแลคเคสที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยมี relative activity ต่ําสุด คือ 
68.21 และ 67.10 ตามลําดับ แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะใหผลการ
ทดลองเหมือนกัน คือ relative activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาที ดังภาพที่10

S. commune  บมในทารเทรตบัฟเฟอร pH 5 ผลิตเอนไซมชนิดเดียว   จะมีความ
เสถียรของแมงกานีสเปอรออกซิเดส  ที่ผลิตไดอยูในชวง อุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส โดยมี relative 
activity ต่ําสุด คือ 80.2 และ 63.31 ตามลําดับ แตเมื่อบมเอนไซมในอุณหภูมิ 45oเซลเซียส เอนไซมจะมี 
relative activity ลดลงอยางมากภายใน 30 นาทีดังภาพที่ 11
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ภาพที่ 8 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) และ
แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่ผลิตไดจาก P. chrysosporium
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ภาพที่ 9 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) และ
แลคเคส (Lac) ที่ผลิตไดจาก G. lucidum
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ภาพที่ 10 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) 
และแลคเคส (Lac) ที่ผลิตไดจาก   Ganoderma sp.
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ภาพที่ 11 ผลของอุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ที่
ผลิตไดจาก S. commune

5. การฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดไปใชฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส โดยใชความเขมขน 12.5 IU ตอกรัม
น้ําหนักแหงของเยื่อกระดาษ  โดยใชชนิดของเอนไซมที่แตกตางกันในการฟอก แบงเยื่อกระดาษที่ไดไป
ตรวจสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness)  และ คาคัปปานัมเบอร (kappa number) แลวนําเยื่อที่
เหลอืไปทําการขึ้นแผนเพื่อตรวจสอบคาความขาวสวาง (brightness) คาแรงฉีกขาด  (tearing strength)  
คาแรงดันทะลุ (bursting strength) และคาการตานทานแรงดึง  (tensile strength) พบวาเอนไซมที่ได
สามารถฟอกเยื่อกระดาษใหขาวขึ้นตางจากชุดควบคุม โดยทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึนโดยแตกตาง
จากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมซึ่งเปนชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ คือ 49.074 ซึ่งแผน
กระดาษทดสอบที่ไดจะมีสีน้ําตาลออน ดังภาพที่ 12 แตมีความแตกตางกันในดานคุณสมบัติของ
กระดาษที่ได
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คาการใหน้ําไหลผานเยื่อจะบงบอกถึงคุณสมบัติของเสนใยที่เกิดจาการตัดและบดในขั้นตอน
ของการทําเยื่อกระดาษจากไมซึ่งเปนวัตถุดิบ จาการทดลองคาที่ไดอยูในชวงที่ยอมรับได คือ 600-800 
ml. ซึ่งบอกไดวาเยื่อที่นํามาใชนี้มีลักษณะและคุณภาพของเสนใยอยูในเกณฑ   เมื่อฟอกเยื่อกระดาษ
ดวยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ไดจาก  P. chrysosporium  จะใหคาความขาวสวางของกระดาษ
เพิ่มข้ึนเปน 51.067 เพิ่มข้ึน 4.06% จากชุดควบคุมที่มคีาเปน 49.074   ทําใหคาคัปปานัมเบอรลดลง 
เปน 5.4124 จาก ชุดควบคุม ที่มีคาเทากับ 6.1805 คิดเปน 13.24%   ซึ่งกระดาษที่ไดเมื่อนําไปทดสอบ
แรงกระทํา พบวา  คาดัชนีแรงดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และดัชนีการตานทานแรงดึง เพิ่มข้ึนเปน 
0.75 KPa  5.27  mN   และ 17.03 K/15mm จากชุดควบคุมซ่ึงมีคาเทากับ 0.62 KPa   4.47mN  และ 
14.5  K/15mm ตามลําดับ  ดังตารางที่ 11

การฟอกเยื่อกระดาษดวย เอนไซมแลคเคสที่ไดจาก G. lucidum และ  Ganoderma  sp มีผล
ทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึนเปน 51.272 และ 50.638 คิดเปน 4.48% และ 3.19% เมื่อเทียบกับชุดควบ
คุม ทําใหคาคัปปานัมเบอรลดลงจาก 5.6903 และ 5.8647 คิดเปน 8.93% และ 5.11% เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุม ซึ่งกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมแลคเคสมี คาดัชนีแรงดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และ
ดัชนีการตานทานแรงดึง  เปน 0.54 และ 0.58  KPa    4.06 และ 3.93  mN   และ  11.63 กับ 13.39 
K/15mm ซึ่งคาที่ไดจะลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม  ดังตารางที่ 11

สําหรับแมงกานีสเปอรออกซิเดสจาก   S. commune สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อจาก 
6.1805 เปน 5.1629  คิดเปน 17.46%  ทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึน 51.997 คิดเปน 5.96 % เมื่อเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม  แตเมื่อพิจารณาถึงคุณสมบัติในการรับแรงกระทํา พบวา กระดาษที่ไดมีคา ดัชนีแรง
ดันทะลุ  คาดัชนีแรงฉีกขาด และดัชนีการตานทานแรงดึง  เปน 0.46 KPa   3.74  mN   และ 9.59 
K/15mm ซึ่งคาที่ไดจะลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม  ดังตารางที่ 11
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ภาพที่ 12 แผนกระดาษทดสอบที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อราไวทรอท
(12.5 IU/gOD) เมื่อบมที่อุณหภูมิ 45-50oเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที

 Control

P. chanerochaete

G. lucidum

Ganoderma sp.

S. commune
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ตารางที่  11  คุณสมบัติของเยื่อและกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากไวทรอท

คาความขาวสวาง
(Brightness)

คาคัปปานัมเบอร*
(kappa number)

ไวทรอท
ดัชนี เปอรเซ็นต

การเพิ่มขึ้น ดัชนี เปอรเซ็นต
การลดลง

คาการให
น้ําไหลผาน*
(freeness)

( ml)

ดัชนี
แรงดันทะลุ
(Burst index)

(Kpa)

ดัชนี
แรงฉีกขาด
(Tear index)

(mN)

ดัชนีการ
ตานทานแรงดึง
 (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 ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกันหมายถึง คาเฉลี่ยของคุณสมบัติแตละชนิดที่วัดไดจากเยื่อกระดาษซึ่งผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อรา  
ไวทรอทชนิดตาง ๆ ที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
* เนื่องจากวิธีการทดลองใชจํานวนซ้ําในการทดสอบนอยจึงไมสามารถเปรียบเทียบผลในทางสถิติได
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บทที่ 5

วิจารณผลการทดลอง

1. ศึกษาการเจริญของเชื้อราไวทรอท

ไวทรอทสามารถสรางและขับเอนไซมเพื่อยอยสลายลิกนินไดในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต 
(secondary phase) (Kirk and Farrell, 1987) โดยเอนไซมที่สรางจัดเปน secondary metabolite 
ดังนั้นการผลิตเอนไซมจากไวทรอทจึงตองทราบระยะเวลาที่เชื้อราเจริญเขาสู secondary phase ซึ่ง
ในการทดลองไดเลี้ยงเชื้อราในอาหารเหลว PDB และตรวจสอบการเจริญดวยการชั่งหาน้ําหนักแหง
เฉลี่ยของเสนใยแลวนําไปคํานวณหา specific growth rate   โดยพิจารณาไดจากน้ําหนักแหงที่ได 
ซึ่งมีคาสูงสุดและคงที่ในระยะหนึ่ง  นั่นก็คือระยะเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการนําเชื้อราไปใชเพื่อการ
ผลิตเอนไซมตอไปได

2. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

เนื่องจากราโดยทั่วไปมักเจริญอยูในภาวะที่มีความเปนกรด  และไวทรอททั้ง 4 ชนิด ที่นํามา
ทําการศึกษาในครั้งนี้ก็ใหผลสอดคลองเชนเดียวกัน โดย P. chrysosporium            G. lucidum  
Ganoderma sp. และ  S. commune  เจริญและผลิตเอนไซมเพื่อการยอยสลายลิกนินไดในชวง pH 
4-6  ซึ่งภาวะดังกลาวเปนชวงที่เหมาะสมตอการยอยสลายลิกนินได  สําหรับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญ พบวา  P. chrysosporium เปนไวทรอทเพียงชนิดเดียวที่สามารถเจริญและผลิตเอนไซม
ลิกนินเปอรออกซิเดสไดดี ณ อุณหภูมิสูง คือ 40oเซลเซียส  ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการเปนเชื้อ
ราทนรอนได  G. lucidum และ Ganoderma sp.  จะเจริญเติบโตไดในอุณหภูมิ 30-35oเซลเซียส 
แตจากการสังเกตดวยตาเปลา เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเชื้อราทั้ง 2 ชนิดไมสามารถเจริญตอไปได   ไมพบ
การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แตพบเอนไซม veratryl alcohol oxidase ในไวทรอททั้ง 2 
สายพันธุ    S. commune สามารถเจริญในอุณหภูมิ 35-45oเซลเซียสไดแตในภาวะดังกลาวไมพบ
การสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  พบเฉพาะเอนไซม veratryl alcohol oxidase

สารอาหารที่ใชในการผลิตเอนไซม ประกอบดวย แอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งเปนแหลงไนโตรเจน   
ที่ไวทรอทจะนําไปใชในการสรางสารที่จําเปนตอการเจริญเติบโต



Faison และ Kirk (1985) รายงานวา P. chrysosporium ผลิตเอนไซมลิกนินเนสในภาวะ
การเพาะเลี้ยงที่จํากัดไนโตรเจน หรือคารโบไฮเดรต  และการทํางานของเอนไซมจะลดลงเมื่อใหสาร
อาหารในปริมาณที่มากเกินพอ    และแอคติวิตีของเอนไซมจะเพิ่มข้ึนในระยะ idiophasic  เมื่อให
ออกซิเจน 100%  ในบางครั้งจะพบวามีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด และ veratryl alcohol  หรือ 
สารที่เกี่ยวของอื่นๆ หลังจากบม P. chrysosporium  กับลิกนิน หรือสารจําพวกลิกนินในระยะสั้นๆ  
ซึ่งทําใหทรายวาการยอยสลายลิกนินให กลายเปนคารบอนไดออกไซด ดวย P. chrysosporium มี
ความสัมพันธกับระดับของเอนไซมลิกนินเนส  โดยมีสับสเตรตหรือผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเปนตัวชักนํา

แมงกานีสซัลเฟตในอาหารสูตร production มีผลตอการชักนําใหสรางเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดสได (Mester et al.,1995)  โดยแมงกานีสจะเปนตัวชักนําใหมีการผลิต veratryl 
alcohol ซึ่งเปนโคแฟคเตอร (cofactor)  ที่สําคัญในการยอยสลายลิกนิน (Kondo and Sakai, 1996) 
ซึ่งในงานวิจัยนี้สามารถตรวจพบแอคติวิตีของแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดในไวทรอททุกสายพันธุ  
Tien Kersten และ Kirk (1987) ศึกษาการยอยสลายลิกนินของ P. chrysosporium Burds. พบวา  
compound I ที่เกิดขึ้นในการยอยสลายดวยลิกนินเปอรออกซิเดส จะทําหนาที่เสมือนเปนแหลง
ไนโตรเจน  โดยลิกนินเนสจะยอยสลาย พันธะ C-C ของ compound I แลวปลดปลอย glycine  
formaldehyde และ veratraldehyde ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ตอ 1 โดยที่ P. chrysosporium จะใช 
compound I เปนแหลงไนโตรเจน ในระยะ secondary metabolite  ซึ่งเปนชวงที่เอนไซมทําหนาที่
ในการยอยสลายลิกนิน   Reid (1983) ไดเคยรายงานวา veratryl alcohol จะชวยทําใหไวทรอท   
สามารถผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสไดมากขึ้น เมื่ออยูในภาวะที่มีไนโตรเจนจํากัด เชนเดียวกันกับการ
เติม guaiacol (Koduri and Tien, 1995)

การเพาะเลี้ยงไวทรอทรวมกับเยื่อกระดาษในภาวะ semi-solid ซึ่งนอกจากจะเปนตัวชวย
พยุงใหเสนใยราเจริญไดดีแลว เยื่อกระดาษยูคาลิปตัสซึ่งเปนสารจําพวก                ลิกโนเซลลูโลส
ยังเปนสารชักนําใหไวทรอทสามารถผลิตเอนไซมเพื่อการยอยสลายสารจําพวก  ลิกโนเซลลูโลสได
มากขึ้น  ทั้งเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน   ซึ่ง Zacchi et al. (2000) ไดรายงานวา
การผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจากไวทรอทเมื่อเลี้ยงในสับสเตรตที่เปนวัสดุจําพวกลิกโน
เซลลูโลส นอกจากไวทรอทจะสรางเอนไซมแลว   จะผลิตพอลิแซคคาไรดซึ่งจะทําใหการละลายของ
ออกซิเจนในอาหารเกิดไดนอยลง เปนภาวะที่มีการจํากัดไนโตรเจน   ซึ่งเปนลักษณะของการตอบ
สนองตอภาวะความเครียด
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 ในการทดลองครั้งนี้ คัดเลือกเชื้อราทั้ง 4 ชนิด ซึ่งไดเคยมีรายงานวา สามารถผลิตเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสไดมาใช (เรือนแกว ประพฤติ, 2540 และ จันทรเกษม นรสิงห, 2543)  ซึ่งตรวจพบแอคติวิตี
ของลิกนินเปอรออกซิเดสใน ไวทรอททั้ง 4 ชนิดในการทดสอบขั้นตนของการทดลอง  จึงเปนแนวทางในการ
ทํางานวิจัยเรื่อยมา  เนื่องมาจากระบบการวัดหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสมีหลายระบบ และ
ระบบที่ใชในการทดลองในชวงตนของการทดลอง เปนการตรวจสอบแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสจาก
การดดูกลืนแสงของ veratraldehyde ที่ชวงความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร ซึ่งveratraldehyde เปนผลิต
ภัณฑที่เกิดจากการออกซิไดซของ veratryl alcohol  แตวิธีนี้มีขอบกพรองตรงที่การดูดกลืนแสง ในชวง
ความยาวคลื่นดังกลาวจะถูกรบกวนจาก สารจําพวกอะโรมาติกบางชนิด ไดแก  quinonic และลิกนิน 
(Arora and Gill, 2001)  นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา นอกจากลิกนินเปอรออกซิเดสแลว veratryl alcohol 
oxidase สามารถยอยสลาย veratryl alcohol    ซึ่งเปนสับสเตรตของการเกิดปฏิกิริยา ไดเชนเดียวกัน    
ดวยเหตุนี้เองการนําวิธีดัดแปลงของ Tien และ Kirk (1988)  มาใชตรวจสอบผลการทดลอง จะเปนการยืน
ยันและทําใหทราบวาแอคติวิตีของเอนไซมที่ไดนั้นเปนแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสจริง   จากการ
ตรวจแอคติวิตีดวยวิธีนี้จึงทําใหทราบวา แอคติวิตีที่ไดเปน แอคติวิตีของ veratryl alcohol oxidase   ซึ่งตาง
จากผลการทดลองในชวงตน  ดังนั้นจึงไดทําการตรวจวัดแอคติวิตีของแมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลค
เคสซึ่งมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายลกินินเพิ่มเติม เนื่องจากพบวาเยื่อที่ผานการเลี้ยง
รวมกับไวทรอทมีสีขาวขึ้น  พบวาไวทรอททั้ง 4 ชนิดสามารถสรางเอนไซมดังกลาวได จึงนําไปทําการ
ทดลองในขั้นตอไป

ยังเปนที่สงสัยกันวา G. lucidum  Ganoderma sp. และ S. commune สามารถผลิตเอนไซมลิก
นินเปอรออกซิเดสไดหรือไม  แมวา Perumal และ Kalaichelvan (cited in D’souza, Merritt, and Reddy, 
1999) และ Muzariri และคณะ (2001)  รายงานวา ตรวจพบแอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสใน G. 
lucidum  ก็ตาม นอกจากนี้  D’souza และคณะ (1999)  ตรวจพบยนีที่ควบคุมการผลิตลิกนินเปอรออกซิ
เดสจาก G.lucidum   แตยีนดังกลาวไมแสดงออก ซึ่งอาจเกิดจากภาวะที่ไมเหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ  
ความเปนกรด-ดาง และสารอาหาร เปนตน (Regalado et al., 1999)  แมวาในรายงานขางตนจะใชวิธีการ
ตรวจสอบดวยการติดตามการออกซิไดซ veratryl alcohol แตไมไดรายงานวาไดทําการตรวจสอบ veratryl 
alcohol oxidase หรือไมซึ่งแอคติวิตีที่ไดอาจไมใช    แอคติวิตีของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง  นอกจาก
นี้  Presnell  และคณะ(1995)  Guadalix  และคณะ (1996) รวมถึง  Ander  และคณะ (1996)  ไดรายงาน
วาการตรวจวัดแอคติวิตีดวยวิธีติดตามการออกซิไดซของ veratryl alcohol ถือไดวาเปน ลิกนินเปอรออกซิ
เดสแอคติวิตี
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เชนเดียวกัน เนื่องจากเปนการออกซิไดซสารชนิดเดียวกัน  ดังนั้นการตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดสจึงนาจะขึ้นอยูกับวาใชวิธีการใด

3. การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตจะทําใหเอนไซมซึ่งเปนโปรตีนรวมกับโมเลกุลของเกลือจึง
ทําใหมีโมเลกุลใหญขึ้น เมื่อนําไปปนเหวี่ยงเอนไซมจึงตกตะกอนลงมาได  จากนั้นนําเอนไซมที่ไดไปทําการ
ไดอะไลซิสซ่ึงเปนการกําจัดเกลือออก โดยอาศัยหลักการแยกโปรตีนตามขนาดโดยใชเยื่อบางที่มีรูเล็กเพื่อ
บรรจุสารละลายโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอนแลวแชในบัฟเฟอร  สารที่มีขนาดเล็กกวารูของเยื่อบางก็จะ
แพรออกจากถุง สวนสารละลายที่มีขนาดใหญก็จะถูกเก็บไวในถุง จึงทําใหโปรตีนสวนเกินถูกกําจัดออกไป
ได เอนไซมที่ไดจึงมีความบริสุทธิ์มากขึ้น  ซึ่งจะเห็นไดจากผลการทดลองที่เอนไซมซึ่งผานการไดอะไลซิส
แลวมีหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมกอนการตกตะกอน  ซึ่งก็เปนไปในทํานองเดียว
กันกับการใชเยื่อเลือกผาน ซึ่งเอนไซมที่ผานการกรองโดยใชเยื่อเลือกผานจะมีหนวยของเอนไซมเพิ่มขึ้น  
เพราะเยื่อจะทําการคัดเลือกสารที่มีโมเลกุลตามที่ตองการไวไดโดยอาศัยหลักการของการไดอะไลซีสเชน
กันโดยสารซึ่งมีโมเลกุลขนาดเล็กกวาที่ตองการจะถูกคัดออกดวยการกรองผานเยื่อกรอง  และจะเก็บกัก
สารที่มีโมลกุลใหญกวาเอาไวในเยื่อกรอง
4. การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม

เอนไซมเปนพอลิเพปไทดของกรดอะมิโนซึ่งจะเสียสภาพในภาวะที่ไมเหมาะสม ไดแก ความเปน
กรด-ดาง หรืออุณหภูมิที่สูงหรือตํ่าเกินไป  หรือเนื่องจากผลของสารเคมีบางชนิดได ซึ่ง Ko Leem และ Choi 
(2001) รายงานวา เอนไซมแลคเคสที่ไดจาก G. lucidum  ที่ผานการทําใหบริสุทธิ์บางสวนมีภาวะที่เหมาะ
สมตอการทํางานใน pH 3.5 ณ  อุณหภูมิ 20oเซลเซียส  มีความเสถียรในชวง pH 4-10  ที่อุณหภูมิต่ํากวา 
40oเซลเซียส  สอดคลองกับความเสถียรของเอนไซมที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้

ไวทรอททั้ง 4 ชนิดสามารถผลิตเอนไซมจําพวกฟนอลออกซิเดสซึ่งนาจะนําไปประยุกตใชในอุตสาห
กรรมได โดยมีการนํา P. chrysosporium  ไปใชในอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ ทั้งในดานการฟอกเยื่อและ
การบําบัดน้ําเสีย  เนื่องจากมีคุณสมบัติในการเปนเชื้อราทนรอน สามารถเจริญและผลิตเอนไซมลิกนิน
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เปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดในอุณหภูมิสูง คือ 40oเซลเซียส  นอกจากนี้ความเสถียรของ
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ไดจากการทดลองทําใหทราบวา 
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดสามารถทํางานไดอยูในชวงอุณหภูมิสูงระดับหนึ่ง คือ  35-40oเซลเซียส  และโดยเฉพาะ
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  ซึ่งมีความเสถียรและสามารถตรวจพบแอคติวิตีของเอนไซมไดดีในอุณหภูมิ
ถึง 50oเซลเซียส  ซึ่งนาจะไดทําการศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมเพื่อการประยุกตใช
ในอุตสาหกรรมตอไป

5. การฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิด คือ P. chrysosporium  G. lucidum  
Ganoderma sp. และ  S. commune    ซึ่งพบการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสใน P. chrysosporium  พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสใน             G. 
lucidum  และ Ganoderma sp.  และพบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน S. commune    ไปใชเพื่อ
ฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส ในอัตราสวน 12.5 IUตอกรัมน้ําหนักแหงของเยื่อกระดาษ    จะใหผลการฟอก
เยื่อที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  สําหรับคาความขาวสวาง คาความตานทานแรงดึง     คาแรงดัน
ทะลุ และคาแรงฉีกขาด  ซึ่งผลการทดลองที่ได แสดงใหเห็นวา  เยื่อกระดาษที่ฟอกดวยเอนไซมจาก S. 
commune    คือ แมงกานีสเปอรออกซิเดสใหคาความขาวสวางมากที่สุดและทําใหคาคัปปานัมเบอรของ
เยื่อลดลงมากที่สุดเชนกัน   ซึ่ง Nishida และคณะ (1993) รายงานวา เมื่อฟอกเยื่อกระดาษคราฟทดวย
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสและแลคเคส  ซึ่งผลิตจาก  P. chrysosporium  และ Tremetes versicolor
จะทําใหคาความขาวสวางเพิ่มข้ึน   ในขณะที่คาคัปปานัมเบอรลดลง  โดยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
จะมีบทบาทตอการฟอกเยื่อมากกวาลิกนินเปอรออกซิเดส (Kondo et al.,1996; Gill and Arora, 2003)

ลักษณะทางกายภาพของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากไวทรอทบางชนิด           มีคุณ
ภาพดีกวากระดาษที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมซึ่งเปนกลุมควบคุม  โดยเมื่อฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม
ลิกนินเปอรออกซิเดสที่ผลิตไดจาก  P. chrysosporium  ทําใหคาการตานทานแรงดึง   คาแรงดันทะลุ และ
คาแรงฉีกขาดของกระดาษเพิ่มข้ึนไดมากที่สุดและมีคาสูงกวาชุดควบคุม  ซึ่งคุณสมบัติที่ดีขึ้นของกระดาษ 
เนื่องมาจากการทํางานของเอนไซมจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจนของเสนใย ทําใหการเรียงตัวของเสนใยมี
ระเบียบขึ้น (Akhtar et al.,1996) นอกจากนี้ Wong และคณะ (1999) ยังรายงานไววา การฟอกเยื่อ
กระดาษคราฟทดวยเอนไซมจะทําใหผลผลิตและความหนาแนนของเยื่อเพิ่มข้ึนดวย  เพราะการทํางานของ
เอนไซมจะสงผลตอพันธะของเสนใย จึงทําให hydrophobic และ ionic strength ของเสนใยเปลี่ยนแปลง
ไป  ซ่ึงจะขึ้นอยูกับชนิดของไวทรอทและชนิดเยื่อกระดาษ
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จากผลการทดลองที่ไดในขั้นตอนนี้ ทําใหทราบวาการฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซมลิกนินเปอร
ออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสที่ผลิตไดจากไวทรอทสามารถลดปริมาณลิกนินลงไดใน
ระดับหนึ่ง โดยทําใหกระดาษมีความขาวสวางมากขึ้นและคัปปานัมเบอรลดลง นอกจากนี้เอนไซมบางชนิด
ทําใหลักษณะทางกายภาพของเยื่อกระดาษดีข้ึน  เนื่องจากเอนไซมจะเขาทําลายพันธะ C-C และ C-O-C 
ของลิกนิน ซึ่งจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจน ionic strength และ hydrophobic ของเสนใย  ซึ่งการทดลองใน
คร้ังนี้มุงหวังที่จะนําเอนไซมที่ผลิตไดไปใชเพื่อการฟอกเยื่อและกระดาษ โดยตองการลดปริมาณการใชสาร
เคมี ซึ่งนอกจากจะเปนการลดคาใชจายแลวยังชวยในการรักษาสิ่งแวดลอมจากการปนเปอนดวยสารเคมี
ได การนําไปใชอาจใชในขั้นตอนกอนการฟอก (prebleaching) เพราะการทํางานของเอนไซมจะทําใหสาร
เคมีในขั้นตอนการฟอกทางเคมีสามารถเขาทําลายลิกนินไดดีขึ้นจึงทําใหลดปริมาณการใชสารเคมีลงได
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บทที่ 6

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

1.การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราไวทรอท

เมื่อเลี้ยงไวทรอท 4 ชนิด คือ P. chrysosporium  G .lucidum  Ganoderma sp. และ          S. 
commune ในอาหารเหลว PDB พบวาเชื้อราเจริญไดดีและมีน้ําหนักเพิ่มข้ึนจนคงที่ และเขาสูระยะการ
เจริญเติบโตในชวงทุติยภูมิของชวงชีวิต  ภายในวันที่ 9  11  7  และ 13 ของการเพาะเลี้ยงตามลําดับ ซึ่ง
เปนระยะเวลาที่เหมาะสมตอการนําไปใชเปนหัวเชื้อเมื่อนําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางเวลาและน้ําหนักแหงของไวทรอทแตละชนิด แลวนําไปคํานวณเพื่อหาคา specific growth rate จะ
ทําใหทราบอัตราการเจริญสูงสุดของเชื้อแตละชนิด  พบวา G .lucidum   ใหคา specific growth rate สูงที่
สุด คือ 5.17 กรัมตอวัน

2.การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม เพื่อการยอยสลายลิกนินของไวทรอทซ่ึงประกอบดวยเอนไซม
ที่สําคัญ 3 ชนิด คือ ลิกนินเปอรออกซิเดส  แมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส ในอาหารเหลวสูตร 
production เมื่อเพาะเลี้ยงในภาวะ semi-solid ซึ่งใช pH เร่ิมตนของอาหารตางๆ กัน คือ pH 4-8 แลวนํา
ไปบมที่อุณหภูมิ 35-45oเซลเซียส พบวาไวทรอทบางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมไดมากกวา 1 ชนิด คือ  
P. chrysosporium สามารถผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสไดดีที่สุดที่ pH 4 เมื่อบมเชื้อที่อุณหภูมิ 40o

เซลเซียส  ในขณะที่G. lucidum  สามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสไดดีที่ pH เร่ิม
ตนเปน 5 อุณหภูมิ 30oเซลเซียส ในทํานองเดียวกันกับ Ganoderma sp. สามารถผลิตเอนไซมได 2 ชนิด
เชนกัน คือ เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคส โดยมี pH เร่ิมตนเปน 4 ที่อุณหภูมิ 30oเซลเซียส  
สําหรับ  S. commune ตรวจพบการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเพียงชนิดเดียว โดยผลิตไดดีที่ 
pH 6.0 เมื่อบมที่อุณหภูมิ         35oเซลเซียส
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3.การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์

เอนไซมซึ่งผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆกัน
แลวนําไป dialysis จะมีคาหนวยของเอนไซมเพิ่มข้ึน เชนเดียวกันกับการทําใหบริสุทธิ์ดวยการกรองผาน 
ultra filtration  โดย P. chrysosporium  ที่ผานการ dialysis จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.4-
5.1 เทา ในขณะที่การกรองผาน ultra filtration จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 2.82-3.82 เทา 
สําหรับ G .lucidum  จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.61-6.2 เทา และ3.68-4.47 เทา  ในขณะที่ 
Ganoderma sp. จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.5-5.06 เทา และ 3.05-3.44 เทา  สําหรับ               
S. commune จะใหความบริสุทธิ์ของเอนไซมเพิ่มข้ึน 4.69 เทา และ4.33 เทา  เมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์
ดวยการตกตะกอนแลวทํา dialysis กับ การกรองผาน ultra filtration ตามลําดับ

4.การวิเคราะหความเสถียรของเอนไซม

ความเสถียรของเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิดในสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โม
ลาร ที่มี pH 4-8 เมื่อบมไวเปนระยะเวลา 30 นาที  เปนไปในทํานองเดียวกัน โดยเอนไซมจะมีความเสถียร
และสามารถทํางานอยูไดใน pH ระหวาง 4-6 และจะลดลงเมื่อ pH สูงขึ้น  จากนั้นเมื่อทดสอบผลของ
อุณหภูมิที่มีตอความเสถียรของเอนไซม เมื่อทําการบมไวในสารละลายบัฟเฟอรที่เหมาะสม ณ อุณหภูมิ
ตางๆ เปนเวลา 120 นาที พบวา ในชวงอุณหภูมิ 35-40oเซลเซียส  คาหนวยของเอนไซมที่ไดจะมีคาใกล
เคียงกัน   แตเมื่อบมไวที่อุณหภูมิ 50oเซลเซียส คาหนวยของเอนไซมจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน

5.การฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสดวยเอนไซม

เมื่อนําเอนไซมที่ผลิตไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิดไปฟอกเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสโดยใชความเขมขน
ของเอนไซม 12.5 IU ตอกรัมน้ําหนักแหงของเยื่อ แลวนําเยื่อกระดาษที่ไดไปทดสอบคุณสมบัติทางกาย
ภาพของเยื่อและความเปนกระดาษดวยการขึ้นแผนทดสอบ พบวา เอนไซมที่ไดจากไวทรอททั้ง 4 ชนิด 
สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อลงไดและทําใหความขาวสวางเพิ่มข้ึนโดย  S.commune  ใหคาความ
ขาวสวางของเยื่อมากที่สุด โดยเพิ่มข้ึน 5.96% รองลงมา คือ         G. lucidum  P. chrysosporium  และ 
Ganoderma  sp. โดยมีคาความขาวสวางเปน 4.48% 4.06% และ 3.19% ตามลําดับ เชนเดียวกับการลด
ลงของคาคัปปานัมเบอรซึ่ง S.commune  สามารถลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อลงไดมากที่สุด 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 เมื่อนํากระดาษที่ไดไปทําการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพใน
การตานทานแรงดึง  แรงดันทะลุและแรงฉีกขาด พบวา P chrysosporium ทําใหคุณภาพของกระดาษที่ได
ดีขึ้น  รองลงมาคือ G. lucidum    และ Ganoderma  sp. แต  S.commune กลับใหผลตรงขาม นั่นคือทํา
ใหคุณภาพของเยื่อกระดาษที่ไดต่ํากวาชุดควบคุม

6. ขอเสนอแนะ

1. ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อราเพื่อใชเปนหัวเชื้อในการทดลองครั้งนี้ ไดใชชวง stationary phase ซึ่ง
อาจทําใหเชื้อที่ไดไมสามารถผลิตเอนไซมไดอยางเต็มที่ จึงควรเปลี่ยนไปใชชวงระยะ log phase 
เปนหัวเชื้อแทน ซึ่งจะทําใหมีการผลิตเอนไซมไดดีและคงที่ข้ึน

2. การเลี้ยงเชื้อในระยะหัวเชื้อไดใชอาหารเหลวสูตร PDB แลวเปลี่ยนไปเปนอาหารเหลวสูตร 
Production ซึ่งอาจทําใหเชื้อราเกิดการชะงักจนไมสามารถเจริญหรือไมสามารถผลิตเอนไซมไดดี
เทาที่ควร จึงควรเปลี่ยนมาใชอาหารเหลวสูตร Production ทั้งในขั้นตอนการผลิตหัวเชื้อและการ
ผลิตเอนไซม

3. ควรมีการทดลองเปรียบเทียบกับการฟอกเยื่อทางเคมีเพื่อทดสอบความเปนไปไดในการนําเอนไซม
ไปใชในการฟอกเยื่อและกระดาษในทางอุตสาหกรรมได
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Potato dextrose agar (PDA)   

มีองคประกอบดังนี้
มันฝร่ัง 200 กรัม
น้ําตาลเด็กโตรส    20 กรัม
วุน   20 กรัม
น้ํากลั่น        1 ลิตร

ตมมันฝร่ังซึ่งลางสะอาดและหั่นเปนลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม. ในน้ํากลั่น  500 มิลลิลิตร จนสุก แลว
กรองแยกน้ํามันฝร่ังออกมาดวยผาขาวบาง เติมน้ําตาลเด็กโตรสและวุน   ลงไป อุนตอ คนจนวุนละลายหมด 
จึงเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
นาน 15 นาที

Potato dextrose broth (PDB)   

มีองคประกอบดังนี้
มันฝร่ัง 200 กรัม
น้ําตาลเด็กโตรส  20 กรัม
น้ํากลั่น    1 ลิตร

ตมมันฝร่ังซึ่งลางสะอาดและหั่นเปนลูกเตาขนาด 1 ลบ.ซม.ในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร    จนสุกแลว
กรองแยกน้ํามันฝร่ังออกมาดวยผาขาวบาง เติมน้ําตาลเด็กโตรสลงไปอุนตอ คนจนวุนละลายหมด จึงเติมน้ํา
กลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 
นาที
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อาหารสูตรเพื่อการผลิตเอนไซม (Production Medium)

มีองคประกอบดังนี้
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

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร ตมใหเดือด คนใหละลาย แลวเติมน้ําใหได
ปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121oเซลเซียส ความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลานาน 15 
นาที

การเตรียมเยื่อกระดาษ

เยื่อกระดาษที่ใชสําหรับการทดลองฟอกเยื่อมีการเตรียม 2 ขั้นตอนคือ
1. ลางเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ผานกระบวนการฟอกดวยออกซิเจนโดยใชน้ําสะอาด  บีบน้ําออก

ใหมากที่สุด  แลวนําเยื่อไปตากใหแหงหมาด  คํานวณหา % consistency  และ % ความชื้น  เพื่อใชในการ
คํานวณหาปริมาณเยื่อแหงที่ตองการใชในการทดลอง

2. ชั่งเยื่อกระดาษแหงที่ไดจาการเตรียมในขอ 1. แลวเติมน้ํากลั่นใหทวมแชไวนาน 3- 4 ช่ัวโมง จึง
นําไปตีดวยเครื่องกระจายเยื่อความเร็ว 600 รอบตอนาที   นานไมเกิน 5 นาที  จึงนําเยื่อไปใชในการฟอกใน
ขั้นตอนตอไป
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วิธีหาคาความขาวสวางของเยื่อ (Brightness T452 om-92)

ความขาวสวางของเยื่อ (pulp brightness)  หมายถึง คาแฟกเตอรของการสะทอนแสงของแผนเยื่อหรือ
กระดาษซึ่งวัดที่ชวงคลื่นแสง 457 นาโนเมตร  เปรียบเทียบกับ MgO  หรือ perfect reflecting diffuser โดย
ถือวา MgO หรือ perfect reflecting diffuser มีคา factor การสะทอนแสงเปน 100 โดยคาความขาวสวางมี
หนวยเปนรอยละ (%)

วิธีการเตรียมเยื่อ
เยื่อกระดาษที่นํามาวัดคาความขาวสวางควรเก็บในที่ปราศจากแสง ความรอน  และมีความชื้นคง

ที่ โดยจะใชเยื่อ 1.2 กรัม (น้ําหนักแหง) ตอการทํากระดาษ 1 แผน จากนั้นจึงนําไปขึ้นแผนตามวิธีการของ 
TAPPI T205 sp-95

1.  ชั่งเยื่อ 30 กรัมแหง แชในน้ํากลั่นเปนเวลาอยางนอย 4 ชั่วโมง แลวปรับปริมาตรใหเปน 2 ลิตร 
จากนั้นนําไปตีในเครื่องกระจายเยื่อ 1,200 รอบ

2. นําน้ําเยื่อที่ไดมาปรับปริมาตรเปน 16 ลิตร (1.5% consistency) 
3. ทําการขึ้นแผนโดยตวงน้ําเยื่อที่คนตลอดเวลาปริมาตร 800 มิลลิลิตร ลงในเครื่องขึ้นแผน จากนั้น

ปลอยน้ําออกจนเยื่อแผกระจายเปนแผน  นําแผนกระดาษที่ได(test sheet ) มา press ตามลําดับข้ันตอน
การวางดังนี้

-  แผน plate
-  กระดาษซับ 2 แผน ประกบกัน
-  test sheet
-  กระดาษซับ 2 แผน
-  แผน plate
-  กระดาษซับ 2 แผน ปองกันการบิดเบี้ยวของ plate

4. ทําการ press โดยใช pressure 350-400 kPa เปนเวลา 5 นาที
5. นํา sheet ที่ผานการ press มาวางลงบนกระดาษซับแผนใหม  ประกบทั้ง 2 ดาน แลวทําการ 

press โดยใช pressure 350-400 kPa เปนเวลา 2 นาที
6.นํา sheet ที่ผานการ press มาวางลงบนกระดาษซับแผนใหม  ประกบทั้ง 2 ดาน  นําไปวางไว

บน ring ซึ่งทําจากเหล็กหรือพลาสติก เพื่อปองกันการบิดงอของแผน sheet ในระหวางที่ผ่ึงตากแผน sheet 
ซึ่งใชเวลานาน 24 ชั่วโมง
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วิธีวัดคาความขาวสวาง
กอนการวัดคาความขาวสวางตองนําตัวอยางวางไวในหองปรับสภาพ เพื่อควบคุมความชื้นไวอยางนอย 

4 ชั่วโมง จึงสามารถวัดคาได
1.  อานคา working standard ตรงกับ assign  value + 0.3
2.  กดปุม (    ) ( 7 )  จะปรากฏ Measuring brightness
3.  วาง test sheet ดาน top side ลงบนเครื่อง Elrepho จากนั้นกดปุมบันทึกคา brightness

การวัดคาการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness T227 om-94)

1. ชั่งเยื่อแหง 30 กรัม แลวนําไปแชน้ําไวอยางนอย 4 ชม.
2. ปรับปริมาตรของเยื่อใหเปน 0.3 % consistency ในน้ํา 10 ลิตร
3. ตีเยื่อใหกระจายที่ 400 รอบ  จากนั้นปรับอุณหภูมิใหเปน 20 oเซลเซียส
4. ทําการ calibrate เครื่องดวยการตวงน้ํากลั่น ปริมาตร 1 ลิตร ใสลงในภาชนะทรงกระบอกของเครื่องวัด
ความอุมน้ํา  รอจนกระทั่งน้ําไหลผานออกมาหมด  วัดปริมาตรที่ได ใหอยูในชวงที่ยอมรับได คือ ปริมาตรน้ํา 
880-890 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง
5. ทดสอบตัวอยางที่เตรียมไวตามวิธีการขอ 4. ทําซ้ํา 2 คร้ัง
6. นําเยื่อที่คางอยูในภาชนะทรงกระบอกของแตละการทดสอบไปอบแหงที่ 105oเซลเซียส อยางนอย เปน
เวลา 4 ชม. เพื่อหาน้ําหนักแหงที่แทจริง
7. นําคาที่ไดไป correction เพื่อหาคาความอุมน้ําที่แทจริง
การวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ (Kappa number T236 cm-85)

คาคัปปารนัมเบอร (Kappa number) ของเยื่อ คือ จํานวนมิลลิลิตรของโปแตสเซียมเปอรมังกาเนต 
(KMnO4) ความเขมขน 1 นอรมัล ที่ใชไปตอเยื่อ 1 กรัม (น้ําหนักแหง) ภายใตเงื่อนไขที่กําหนด โดยผลลัพธที่
ไดจะถูกแปลงใหสมดุลยกับปริมาณ 50% ของ 0.1 นอรมัล โปแตสเซียมเปอรมังกาเนตที่ใชไปในการทดลอง

วิธีการวัดคาคัปปารนัมเบอร

1. ปริมาณตัวอยางของเยื่อที่ใชจะตองทําการลองผิดลองถูกเพื่อใหปริมาณลิกนินที่มีอยูสมดุลยกับ 
0.1 N KMnO4 จํานวน 50 % ของที่เติม ซึ่งขึ้นอยูกับหลายปจจัย อาทิเชน ชนิดของเยื่อ 
ความชื้นของเยื่อ กระบวนการตมเยื่อ เปนตน  ปริมาณเยื่อตาม
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standard  เทากับ 50 / Kappa number  โดยประมาณ  โดยที่จะปรับปริมาณของเยื่อที่ใชจน
กระทั่งมีปริมาณ consumed สารเคมีเปน 50 %

2. นําตัวอยางของเยื่อที่ตองการหาคาคัปปารนัมเบอร มาตีกระจายในน้ํากลั่นจนกระทั่งเยื่อ
กระจายตัว

3.  ใสเยื่อตัวอยางที่ผานการตีกระจายลงไปในบีกเกอรขนาด 2,000 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหได
ปริมาณรวม 795 มิลลิลิตร ไปวางบน magnetic stirrer  เพื่อทําการกวนตลอดการทดลอง คุมอุณหภมูิใหได 
25OC + 0.2 OC

4.  ปเปต 0.1 N KMnO4  จํานวน 100 มิลลิลิตร  และ 4 N  H2SO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร เทลง
ในบีกเกอร 2,000 มิลลิลิตร พรอมๆ กัน จากนั้นปลอยใหปฏิกิริยาดําเนินตอไปเปนเวลานาน 10 นาที

5.  หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม สารละลาย KI ความเขมขน 16.6 %  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร
6.  ไตเตรทหาปริมาณไอโอดีนอิสระ (I2) ที่เกิดขึ้นดวย สารละลาย Na2S2O3   ความเขมขน 0.1 N  

จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน เติมน้ําแปง 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสีน้ําเงิน  ไตเตรทตอไปจนสีน้ําเงิน
จางหายไปจนไมมีสี 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 อยางละ 100 มิลลิลิตร พรอมๆ กัน
7.3  เติม 16.6 % KI จํานวน 200 มิลลิลิตร
7.4 ไตเตรทดวย 0.1 N Na2S2O3 จะไดสารละลายสีเหลืองออนจึงเติมน้ําแปงสารละลาย

เปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน จากนั้นไตเตรทตอจนไดสารละลายใสไมมีสี 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

ถูกใชไปโดยตัวอยาง
b = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 N  ของ Na2S2O3 ที่ใชไปในการทํา  

blank test
a = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 N Na2S2O3  ของที่ใช

ไปในการทดลองโดยตัวอยางเยื่อ
N = จํานวนนอรมัลลิตี้ (Normality) ของ

                                                                    Na2S2O3

f = factor  สําหรับแปลงผลลัพธใหสมดุลยกับ
ปริมาณ 50%  ของ  0.1 N KMnO4 ที่เติม
ลงไปในการทดลอง
(คาตารางผนวกที่ 1)

t = อุณหภูมิระหวางทําการทดลอง (oC)

ตารางที่ 16   คา factor (f)  สําหรับแปลงผลลัพธของคัปปานัมเบอร

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. ทําการฟอกเยื่อกระดาษดวยเชื้อราที่มีอาหารที่เหมาะสม บมไวเปนเวลานานตามกําหนด
2.  แยก supernatant ออกจากเยื่อกระดาษโดยการบีบค้ันใหได  supernatant ใหไดมากที่สุด กรอง

ผานผาขาวบาง
3. ไดสวนของ supernatant ที่มีตะกอนของเยื่อกระดาษแขวนลอยปะปนอยูดวย
4. นํา supernatant มาปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 4oเซลเซียส 

นาน 25 นาที  เพื่อใหส่ิงเจือปนตกตะกอนนอนกน
5. รินสวนของสารละลายใสซึ่งเปนสวนของ crude enzyme ออก แลวนําไปวัดแอคติวิตีของเอนไซม

ลิกนินเปอรออกซิเดส

ขั้นตอนการเตรียมถุงไดอะไลซีส

1. นําถุงไดอะไลซีสของบริษัท Spectrum Medical Industries, Inc.
รุน  Spectra 1 Por  molecularporous membrane tubing  ตมในสารละลายโซเดียม-ซัลไฟด 0.3 %   ที่
อุณหภูมิ 80oเซลเซียส นาน 1 นาที

2. นําถุงไดอะไลซีสไปลางดวยน้ํารอนอุณหภูมิ 60 oเซลเซียส นาน 2 นาที
3. นําถุงไดอะไลซีสไปแชในกรดซัลฟูริค ที่มีความเขมขน  0.2 %  จากนั้นลางออกดวยน้ํารอน

นาน 5 นาที
4. นําถุงไดอะไลซีสที่ผานขั้นตอนการเตรียมไวเรียบรอยนี้ไปบรรจุเอนไซมที่ตองการทําไดอะไล

ซีสเพื่อแยกสารละลายเกลือออกจากเอนไซม
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส(วิธีดัดแปลง Tien and Kirk, 1988)

1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย
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 ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3. นําสารละลายจากขอ 2.ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude 
enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส
จาก Law of Beer&Lambert
 A        =    εbc     ; A   =   absorbance
                                ε   = Molar extinction coefficient (M-1cm-1)
                                 b   =  cell length (cm)
                                 c   =  absorptivity constant

1 หนวยของเอนไซม คือ  ปริมาณเอนไซมที่สามารถ ออกซิไดซ veratryl alcohol 1 µmol ให
    เปน veratraldehyde ใน 1 นาที

แทนคา เมื่อ  ε ที่ 310 nm ของ veratryl alcohol เปน 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

แตปฏิกิริยาดําเนินในคิวเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1 ml ให C =  0.11A     µmol/min/ml
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml.  จะให C                           =  1.1A       µmol/min/ml

=  1.1A       U/ml.
การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง

LiP ที่แทจริง   =  คาหนวยของเอนไซมLiP -  คาหนวยของเอนไซม VAO
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม Veratryl Alcohol Oxidase

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

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 ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ   แลวนํา
สารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เปน
เวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

   การคํานวณ คาหนวยของเอนไซม veratryl alcohol oxidase
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

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 ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  แลวนํา
สารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปน
เวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส

1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถ ออกซิไดซ 1 µmol ของ 2,6 DMP ใน 1 นาที
แทนคา เมื่อ  ε ที่ 470 nm ของ 2,6 DMP เปน  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

แตปฏิกิริยาดําเนินในคิวเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1 ml  ให C  =     0.02A     µmol/min/ml
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml.  จะให C                       =     0.2A        µmol/min/ml

        =     0.2A         U/ml.
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีส เปอรออกซิเดส

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

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 ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3.นําสารละลายจากขอ 2.ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ 
ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude 
enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริง
MnP ที่แทจริง   =  คาหนวยของเอนไซมMnP -  คาหนวยของเอนไซม Lac +

   คาหนวยของเอนไซมMIP
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม manganese independent peroxidase

มีขั้นตอนดังนี้
1.  การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย

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 ซึ่งประกอบดวยสารละลายในขอ 1. มาผสมกันในหลอดทดสอบ  โดยเติม 
2.5 mM H2O2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปนลําดับสุดทาย

3.นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectophotometer ณ ความยาวคลื่น 
470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาที โดยมีแบลงคเปนสารละลายผสมดังกลาวที่ไมมี crude enzyme

การคํานวณ คาหนวยของเอนไซม manganese independent peroxidase
ใชหลักการเดียวกันกับการ คํานวณ คาหนวยของเอนไซมแลคเคส
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การตรวจวัดปริมาณโปรตีน (Bradford, 1976)

มีขั้นตอนดังนี้
1. เตรียม Biuret Reagent ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ประกอบดวยสารละลาย 2 สวน

1.1   สารละลาย A ประกอบดวย
  CuSO4.5H2O 0.75 กรัม

        Rochelle salt 3.0 กรัม
  ละลายสารในขอ 1.1 ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร

1.2  สารละลาย B ประกอบดวย 10% NaOH 150 มิลลิลิตร
ผสมสาระลายทั้งสองสวนแลวปรับปริมาตรใหเปน 500 มิลลิลิตร

2. เตรียม สารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin ความเขมขน 10  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร

3.เตรียมสารละลายเพื่อวัดคาการดูดกลืนแสงโดย
3.1 แบลงค ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
3.2 โปรตีนมารตรฐานมีความเขมขน 10  8  5  และ 2 มิลลิกรัมในปริมาตร 1 มิลลิลิตร
3.3 โปรตีนตัวอยางที่ตองการทราบคา

4..เติม Biuret Reagent ปริมาตร 4 มิลลิลิตรในแตละหลอดเขยาใหเขากัน
5..ปลอยใหปฏิกิริยาดําเนินไปเปนเวลา 30 นาที ณ อุณหภูมิหองแลวนําไปวัดคา การ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับแบลงค

การคํานวณคาแอคติวิตีสัมพัทธ (relative activity)

เปนการเปรียบเทยีบคาแอคติวิตีนของเอนไซมในกลุมที่ตองการ โดยใหแอคติวิตีสูงสุดที่ไดมีคาเปน 100 
จากนั้นจึงใชการเทียบบัญญัติไตรยางศ วา คาแอคติวิตีอ่ืนๆมีคาเปน เทาไร (%)
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ภาคผนวก ง

ตาราง ANOVA

ตารางที่  19 การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริงจาก P.
chrysosporium ที่เลี้ยงในอาหาร pH ตาง 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมของลิกนินเปอรออกซิเดสที่แทจริงจาก P.
chrysosporium ที่เลี้ยงในอาหารที่มี pH 4 ณ อุณหภูมิตาง 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาความขาวสวางของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซม
จากไวทรอท 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาแรงฉีกขาดของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซม
จากไวทรอท 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาแรงดันทะลุของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจาก
ไวทรอท 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาการตานทานแรงดึงของกระดาษที่ผานการฟอกดวย
เอนไซมจากไวทรอท 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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ประวัติผูเขียน

นางสาวเบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี เกิดวันที่ 19 เมษายน 2519  สําเร็จการศึกษาจากมหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร สาขาวิชาชีววิทยา เมื่อวันที่ 5 มีนาคม 2542 เขาศึกษาตอ ณ จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยใน
ระดับบัณฑิตศึกษา  หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร  สาขาวิชาพฤกษศาสตร  เมื่อ
วันที่ 25 พฤษภาคม 2542
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