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กมลชัย ชะเอม: การคัดแยกเห็ดราที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส (SCREENING FOR  
PHENOLOXIDASE - PRODUCING FUNGI) อ. ที่ปรึกษา: ผศ.ดร.หรรษา ปุณณะพยัคฆ       
อ. ที่ปรึกษารวม: รศ. มุกดา  คูหิรัญ; 109 หนา. ISBN 974-17-5148-6 

 
 การเก็บตวัอยางเห็ดรากลุมไวทรอทในวงศ  Ganodermataceae  ในพื้นที่สํารวจ 9 
จังหวดัของประเทศไทย   พบเห็ดราจํานวน  24  ตัวอยาง  ใน 2 สกุล   ไดแก สกลุ  Ganoderma  
และสกุล Amauroderma      ในสกุล  Ganoderma  พบ 23 ตัวอยาง  ดังนี้  Ganoderma sp.  (5 
ตัวอยาง) G. lucidum  (7 ตัวอยาง)  G. applanatum (2 ตัวอยาง)   G. fulvellum (2 ตัวอยาง)   G. 
brownii   (2 ตัวอยาง) และชนิดละ 1 ตัวอยางคือ G. shandongense   G.kunmingense  G. 
multiplicatum G. gibbosum  และG. hainanense   ในสกุล Amauroderma  พบ 1 ตัวอยางคอื  
Amauroderma rugosum    การศึกษาการเจริญของเสนใยในอาหารสูตร  PDB  คาความเปนกรด
ดาง 5.0 แสดงใหเห็นวาเสนใยทกุตัวอยางเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  การตรวจสอบ
การผลิตเอนไซมในกลุมฟนอลออกซิเดสโดยการใชสารละลายเคมี    พบวาเห็ดราที่คัดแยกสวน
ใหญใหผลทดสอบบวกตอเอนไซมแลคเคสและเอนไซมเพอรออกซิเดส การตรวจสอบ
ประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส  จากสายพันธุที่คัดเลือก ระยะเวลา 1 
เดือน พบวา G. gibbosum LP2    G. brownii KH2 และ G. lucidum BK2 สามารถลดปริมาณ
ลิกนินไดสูงสดุ 16.52 – 19.49 เปอรเซ็นต เมื่อทําการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส    (แลคเคส  
และแมงกานีส เพอรออกซิเดส)   จากเห็ดรา 3 ชนิด  โดยใช guaiacol ความเขมขน 4 ไมโครโมล  
เปนตัวชักนํา  และฟองน้ําสังเคราะหเปนวสัดุยึดเกาะของเสนใย  ภายใตภาวะเขยาที ่ 120 รอบตอ
นาที อุณหภูม ิ30 + 2 องศาเซลเซียส ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส   และเอนไซมแมงกานสี 
เพอรออกซิเดส   เทากับ 1.608 X 10-4 U/ml   และ 2.532 X 10-4 U/ml สําหรับ G. brownii KH2  
0.474 X 10-4 U/ml  และ 2.052 X 10-4 U/ml สําหรับ G. gibbosum LP2  1.080 X 10-4 U/ml  และ 
5.244 X 10-4 U/ml  สําหรับ G. lucidum BK2   ตามลําดับ การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวนโดย
การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต (60-80 %w/v) จากเหด็รา 3 ชนิดใหคาแอคติวิตีของ
เอนไซมแลคเคสเพิ่มขึ้น 6.06-9.38 เทา  และคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีส เพอรออกซิเดส 
เพิ่มขึ้น 3.34-10.99 เทา 
ภาควิชา     พฤกษศาสตร   ลายมือช่ือนิสิต 
สาขาวิชา    พฤกษศาสตร   ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษา 
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Collection of white - rot fungi in the family  Ganodermataceae  was conducted in 9 

provinces in Thailand.  From 24 samples collected, they were found to be belong to 2 
genera, Ganoderma and Amauroderma. In the genus Ganoderma, there were 23 samples 
identified as Ganoderma sp. (5 samples), G. lucidum (7 samples), G. applanatum                
(2 samples), G. fulvellum  (2 samples), G. brownii (2 samples), and one sample for each 
following species: G. gibbosum, G. hainanense, G.kunmingense, G. multiplicatum, and    
G. shandongense. In the genus Amauroderma only one sample, Amauroderma rugosum, 
was found. All fungal isolates grew well in PDB medium at 30 Celsius and pH 5.0. The 
detection for phenoloxidase production was determined by chemical reagent. Most isolates 
gave positive result for laccase and peroxidase activity. To determine the ability of lignin 
degradation, each selected isolate was incubated in a medium containing eucalyptus 
sawdust for one month.  Three isolates including G. brownii KH2, G. gibbosum LP2, and   
G. lucidum BK2 showed superior ability to decrease the lignin content in sawdust by 16.52-
19.49 %. The production of phenoloxidases (laccase, Lac and manganese peroxidase, 
MnP) from these three species using 4 µM guaiacol as an inducer and synthetic sponge as 
the hyphal supporter was performed under shaking condition at 30±2 Celsius. The Lac and 
MnP activities in crude preparations were found to be 1.608x10-4 U/ml and 2.532x10-4 U/ml 
for G. brownii KH2, 0.474x10-4 U/ml and 2.052x10-4 U/ml for G. gibbosum LP2, and 
1.080x10-4 U/ml and 5.244x10-4 U/ml for G. lucidum BK2, respectively. After a partial 
purification by ammonium sulfate precipitation, the activities of Lac increased 6.06 – 9.38 
folds while those of MnP increased 3.34 – 10.99 folds for all species.   

 
Department Botany  Student’s signature 
Field of Study Botany  Advisor’s signature 
Academic year   2003  Co-advisor’s signature 



 ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยดีเนื่องจากความเมตตาและความอนุเคราะหจาก
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ประเทศไทย (โครงการ BRT) หมายเลขโครงการ BRT_T 646004 ที่สนับสนุนเงินทุนในการ
จัดทําวิทยานิพนธ 
 ขอขอบคุณ คุณอนิวรรต เฉลิมพงษ ขาราชการบํานาญ กรมปาไม ที่กรุณามอบเอกสาร
วิชาการการจัดจําแนกเห็ดรา และใหคําแนะนําในการตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร 
 ขอขอบคุณ คุณจรวย ธงไชย ผูอํานวยการกลุมงานวิจัย 3 กรมวิทยาศาสตรบริการ ที่ให
ความอนเุคราะหในการใชเครื่องมือและอุปกรณในการวิเคราะหเยื่อกระดาษ และพี่ๆ ทุกคนที่คอย
แนะนําการฝกปฏิบัติการครั้งนี้ 
 ขอขอบคุณ คุณสุนทร ยงควิบูลศิริ หัวหนาแผนกผลิตเยื่อ กลุมกระดาษและบรรจุภัณฑ 
บริษัทสยามเซลลูโลส จํากัด ที่ใหความอนุเคราะหเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส 
 ขอขอบคุณ คุณสุชาติ โสภณพัฒนะโภคา คุณสุภาพ โสภณพัฒนะโภคา และครอบครัว
โสภณพัฒนะโภคา ที่ใหความชวยเหลือในการเก็บตัวอยางเห็ดราในทุกๆครั้ง รวมถึงคําขอบคุณ
เปนพิเศษแดนางสาว สุภาภรณ โสภณพัฒนะโภคา สําหรับกําลังใจ ความเอื้อเฟอท่ีมีใหตลอดเวลา 
และความชวยเหลือในการจัดทําวิทยานิพนธในครั้งนี้ 
 นอกจากนี้ขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ และนองๆ ทุกคนในหองปฏิบัติการที่ใหความชวยเหลือ
และใหกําลังใจเสมอมา 
 สุดทายขอกราบขอบพระคุณในความรักของคุณแม คุณพอ พี่สาว และครอบครัวที่อบอุน
ของขาพเจา ที่ใหกําลังใจ ความเขมแข็งในทุกโอกาสเสมอมา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

เห็ดราเปนสิ่งมีชีวิตกลุมใหญกลุมหนึ่งที่มีบทบาทสําคัญตอการยอยสลายอินทรียสารซึ่ง
เปนองคประกอบของซากตนไม ใบไม ใหมีขนาดเล็กลงและอยูในรูปที่พืชสามารถนําอินทรียสาร
นั้นไปใชประโยชนไดอีก ชีวมวลของพืชที่มีเนื้อเยื่อลําเลียงหรือพืชที่มีเนื้อไมมีองคประกอบหลัก
คือ   เซลลูโลส   เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยที่ลิกนินเปนสารกลุมอะโรมาติคที่ประกอบดวย
หนวยของ phenylpropane  อยางซับซอน ในลักษณะโครงสรางสามมิติ โดยทั่วไปลิกนินใน    
ชีวมวลของพืชมีอยูประมาณ 20-30 เปอรเซ็นต มีสีน้ําตาล จึงทําใหเนื้อไมมีสีน้ําตาลมากหรือ
นอยขึ้นอยูกับปริมาณลิกนินในพืชนั้นๆ เห็ดราในกลุมไวทรอทมีบทบาทสําคัญในเชิงนิเวศน 
สามารถเจริญอยูบนเนื้อไมที่ยังมีชีวิตหรือไมมีชีวิตในธรรมชาติ และสามารถยอยสลายลิกนินใน
เนื้อไมได ทําใหเนื้อไมมีสีขาวหรือซดีจางลง เนื่องจากเห็ดรากลุมไวทรอทสามารถผลิตเอนไซม  
ฟนอลออกซิเดส อันไดแก แลคเคส เพอรออกซิเดส (ลิกนินเพอรออกซิเดส และแมงกานีสเพอร
ออกซิเดส) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยอยสลายโครงสรางลิกนิน เห็ดรากลุมนี้สวนใหญอยูใน      
ดิวิชั่นเบสิดิโอไมโคตา ที่สาํคัญไดแกวงศ Polyporaceae เชน Coriolus versicolor Trametes 
elegans และวงศ  Ganodermataceae  เชน Ganoderma lucidum  G. tsugae  และอยูใน     
ดิวิชั่นแอสโคไมโคตา ที่สําคัญไดแกสกุล Xylaria spp.  Hypoxylon spp. เปนตน 

เนื่องจากเอนไซมฟนอลออกซิเดสมีความสามารถในการยอยสลายลิกนินในเนื้อไม จึง
ไดมีการศึกษาเพื่อนําเอนไซมนี้มาประยุกตใชใหเกิดประโยชนในดานตางๆ เชน การฟอกเยื่อ
กระดาษใหขาวขึ้น ซึ่งพบวาสามารถเพิ่มคาความขาวสวางและลดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ
กระดาษไดระดับหนึ่ง การใชเอนไซมนี้ลดสีของน้ําทิ้งจากโรงงานกระดาษซึ่งมีสีน้ําตาลของ
สารประกอบที่เกิดจากกระบวนการทํากระดาษซึ่งมีลิกนินเปนสารตั้งตน และการใชแลคเคสซึ่ง
เปนเอนไซมในกลุมนี้ยอยสลายสารประกอบพอลิอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polyaromatic 
hydrocarbon, PAH) ซึ่งเปนสารปนเปอนที่เปนพิษอยูตามแหลงน้ําและดินในธรรมชาติ 

ปจจุบันการศึกษาเอนไซมฟนอลออกซิเดสนั้นมีการศึกษาในเชื้อราและเห็ดไมกี่ชนิดที่
ไดรับความนิยมเชน Phanerocheate chrysosporium  Coriolus versicolor  Trametes 
elegans และ Ganoderma lucidum  จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งวาในประเทศไทยซึ่งเปน
ประเทศในเขตรอนชื้น มีความหลายหลากทางชีวภาพสูง  เห็ดราก็เปนสิ่งมีชีวิตกลุมหนึ่งที่มี
ความหลากหลายมาก แตในสภาพธรรมชาติและปาธรรมชาติของประเทศไทยยังมีเห็ดราอีก
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หลายชนิดที่ยังมิไดมีการนํามาศึกษาถึงรูปวิธาน รวมถึงการศึกษาเพื่อเปนแนวทางทีจ่ะนาํเหด็รา
เหลานั้นมาใชประโยชนในเชิงเทคโนโลยีชีวภาพ เชน การฟอกเยื่อกระดาษโดยการใชเอนไซมฟ
นอลออกซิเดส ซึ่งมีผลชวยลดการใชสารเคมีและชวยอนุรักษส่ิงแวดลอม  ดังนั้นการสํารวจและ
เก็บตัวอยางเห็ดราในกลุมไวทรอทเพื่อศึกษาถงึการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซมฟนอลออก
ซิเดส จึงเปนแนวทางหนึ่งที่สําคัญในการจัดการทรัพยากรชีวภาพในประเทศไทยเพื่อใหเกิด
ประโยชน 
 
วัตถุประสงค 
             เพื่อคัดแยกเห็ดราทีอ่าศัยบนเนื้อไมจากสภาพธรรมชาติ การตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร 
การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส และการนําเอนไซมฟนอลออกซิเดสจากเห็ดราที่คัดแยกไดมาใชใน
ขั้นตอนฟอกเยื่อกระดาษใหมีคาความสวางเพิ่มข้ึน 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทราบถงึสภาพธรรมชาติของเห็ดรากลุมไวทรอท การแยกเสนใยเห็ดราและแนวทางการ
ใชคูมือสําหรับการตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตรที่ถูกตอง การเลือกใชสารละลายเคมีในการทดสอบ 
เอนไซมฟนอลออกซิเดสอยางงาย และใหประสิทธิภาพในการตรวจสอบที่ดี การผลิตเอนไซม    
ฟนอลออกซเิดสในภาวะที่เหมาะสมซึง่ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมเพือ่นําเอนไซมมาใชประโยชน
ในขั้นตอนของอุตสาหกรรมการฟอกเยื่อกระดาษ 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 

สําหรับงานวิจยันี้มุงเนนการสํารวจ การตรวจสอบชื่อวทิยาศาสตร การเก็บรักษา และ
การใชประโยชนจากทรพัยากรชีวภาพ อันไดแก เห็ดราวงศ Ganodermataceae และ 
Polyporaceae ที่เจริญอยูบนเนื้อไม เพือ่การผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสในภาวะที่เหมาะสม
และศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม รวมถึงการนําเอนไซมมาประยุกตใชในขั้นตอนการยอย
สลายลิกนินสาํหรับอุตสาหกรรมการฟอกเยื่อกระดาษ  
 



บทที่ 2 
 

ตรวจเอกสาร 
ชีวมวลของพืช 
 โครงสรางชีวมวลของพืชประกอบดวยเซลลหลายกลุมที่ทําหนาที่ตางกัน เชน tracheid 
หรือ vessel อาจเปนเซลลที่ยังทํางานอยู (functional cell) หรือเปนเซลลที่ตายแลว โดยเร่ิมตั้งแต
ชั้นผนังเซลลนอกสุด (primary wall, P) ถัดเขามาจะเปนผนังเซลลชั้นที่สอง (secondary wall) 
จะเปนชัน้ที่แบงออกเปน S1 ทําหนาที่เปนผนังเซลลในชั้นนอกสุดของผนังเซลลชั้นที่สอง   ถัดมา
เปนชั้น  S2 ที่มีความหนาที่สุด มีการจัดเรียงตวัของคารโบไฮเดรตและลิกนนิ หรือเปนชั้นที่
เรียกวา middle lamella ที่อยูติดกับชัน้ S3 ถัดจากชั้น S3 เขาไปเปนสวนที่ลําเลียงน้ํา สารอาหาร 
หรือสะสมอาหาร (Eriksson et al., 1990) ดังภาพที่ 1 

 
ภาพที1่ โครงสรางชีวมวลของพืชในไมเนือ้ออนและไมเนื้อแข็ง (Eriksson et al., 1990) 
 
 เมื่อพิจารณาองคประกอบ พบวาชีวมวลพืชประกอบดวยสารกลุมคารโบไฮเดรตที่
เชื่อมตอกันโดยหนวยของน้ําตาลคารบอน 6 อะตอม และ 5 อะตอม อยางเปนระเบียบไดแก 

P = Primary wall 
S1 = Outer layer 
S2 = Middle layer     Secondary 
S3 = Inner layer        wall 
W = Warty layer 
ML = Middle lamella 



 4

โครงสรางที่เรียกวา เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และโครงสรางของสารกลุมฟนอลิก หรืออะลิฟาติค
ที่จัดเรียงอยางซับซอนที่เรียกวา ลิกนนิ (Waldner et al., 1988) 
 
เซลลูโลส 
 เซลลูโลสเปนพอลิเมอรสายตรงของ β-D-glucopyranose โดยเชื่อมตอกันดวยพันธะ β 

- glycosidic linkage ที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 4 เซลลูโลสเปนพอลิเมอรที่มีรูปแบบงายๆ 
โดยมีพันธะไฮโดรเจนเชื่อมภายในโมเลกุลและระหวางโมเลกุล สายของกลูแคนจะมีแกน
สมมาตรที่เปนเกลียวพับสองทบ ซ่ึงมีความคงตัวและแข็งเพราะพันธะภายในและระหวาง
โมเลกุล บริเวณที่มีพันธะไฮโดรเจนหนาแนนจะเรียกวา มีรูปแบบท่ีเปน crystalline  ซ่ึงยากตอ
การยอยสลายดวยเอนไซมสวนบริเวณที่เปน amorphus จะมีพันธะไฮโดรเจนหนาแนนนอย จึง
ยอยสลายไดงายกวา   ขนาดของโมเลกุลเซลลูโลสจะนิยามอยูในรูปของ Degree of 
polymerization (DP) ซ่ึงบอกถึงจํานวนของกลูโคสในสายพอลิเมอร (Eriksson et al., 1990) 
โดยทั่วไปสายของเซลลูโลสจะประกอบดวยกลูโคส 8,000-12,000 หนวย (Saha and Bothast, 
1997) และอาจมากถึง 14,000 หนวย ในพืชช้ันสูงบางชนิด (Eriksson et al., 1990) 
 
เฮมิเซลลูโลส 
 เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิเมอรสายตรงที่มีกิ่งกานสาขา ซ่ึงประกอบขึ้นจากพอลิเมอรของ
น้ําตาลหลายชนิด สวนที่เปนสายตรงของเฮมิเซลลูโลสสวนใหญจะเปนหนวยของไซโลสที่
เชื่อมตอกันที่ตําแหนง  β -1,4 สวนกิ่งกานสาขาจะเปนหนวยของ อะราบิโนส แมนโนส กลูโคส        
กาแลคโตส กรดกลูคูโรนิค และน้ําตาลเพนโตสชนิดอ่ืน (Bungay, 1981) เฮมิเซลลูโลสสวน
ใหญจะมีน้ําตาล 2-6 ชนิด เฮมิเซลลูโลสในไมเนื้อแข็งจะมีคา DP 150-200 ปริมาณของเฮมิ
เซลลูโลสในเนื้อไมแหงมักจะมีคาอยูระหวาง 20-30% ในไมเนื้อออนและไมเนื้อแข็งจะมีความ
แตกตางของลักษณะในองคประกอบและโครงสรางของเฮมิเซลลูโลส (Eriksson et al., 1990) 
ลิกนิน 

ลิกนินเปนสารประกอบกลุมฟนอลลิก อะโรมาติกและอะลิฟาติกที่จัดเรียงกันเปนพอลิ
เมอรชีวภาพสามมิติซับซอน (Waldner et al., 1988; Yee et al., 1996; Lara et al., 2003) พบ
ในเนื้อไมของพืชช้ันสูง (Mester and Field, 1998; Hofrichter, 2002) ใหความแข็งแรงกับเนื้อ
ไม (Reid, 1994; Lara et al., 2003) ทําหนาที่เปรียบเสมือนกาวชวยยึดเนื่อเยื่อลําเลียงทุกสวน
ของพืช (vascular tissue) หรือเสนใย (fiber) ใหยึดติดแนนแทรกอยูในชั้น middle lamella 
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ของผนังชั้นที่สองในเซลลพืช (Eriksson et al., 1990) เปนแนวกั้นในการเคลื่อนตัวของน้ําใน
พืช (Hofrichter, 2002) และปองกันการเขาทําลายของจุลินทรียที่จะทําใหเกิดโรคในพืช 
(Waldner et al., 1988; Orth et al., 1991) เนื่องจากเปนพอลิเมอรชีวภาพที่พืชสรางขึ้น จึงมี
ปริมาณชีวมวลของพืชมากเปนอันดับสองรองมาจากเซลลูโลส (Kirk, 1987; Yee et al., 1996; 
Collins et al., 1998; Eggert et al., 1996; Leonowicz et al., 1999) และเปนสารประกอบกลุม
คารบอนอะโรมาติกจากพืชที่มีปริมาณมากที่สุด (Bergbauer, 1991; Hofrichter, 2002) จัดเปน
สารประกอบพอลิเมอรที่มีโครงสรางเปนวงแหวน สามารถมีการหมุนเวียนนํามาใชไดใหม 
(renewable aromatic biopolymer) ในวัฎจักรคารบอนบนโลก (Kirk,  1987; Thakker et al., 
1992; Collins et al., 1998; Eggert et al., 1996; Souza et al., 1999) 

ลิกนินเปนภาษาละตินมาจากคําวา “lignum” ซ่ึงแปลวาไม ซ่ึงถูกนํามาใชคร้ังแรกโดย 
Anselme Payen นักวิทยาศาสตรชาวเยอรมัน ในป ค.ศ. 1838 (Leonowicz et al., 1999) 
เนื่องจากลิกนินพบไดในพืชช้ันสูงรวมถึงพืชกลุมเฟรนขึ้นมา แตไมพบในลิเวอรเวิรท (liverwort) 
มอส (moss) หรือกลุมที่จัดอยูในอนุกรมวิธานของพืชที่ต่ํากวานี้ โดยทั่วไปลิกนินในเนื้อไมและ
เนื้อเยื่อลําเลียงของพืชจะมีอยูประมาณ 20-30 เปอรเซ็นต (Kirk,  1987) 

กระบวนการสังเคราะหลิกนินทางชีวภาพเกิดขึ้นจาก precursor alcohol 3 ชนิด (Kirk,  
1987) (ภาพที่ 2) หรือ phenyl propanoid unit ที่มีพันธะโควาเลนทระหวาง C-C และ C=O ยึด
ติดกัน (Orth et al., 1991; Hofrichter, 2002) ไดแก 

p – hydroxycinnamyl alcohol (coumaryl) ซ่ึงใหเกิดโครงสราง p – hydroxyphenyl 
unit ในโครงสรางพอลิเมอร 

4 -  hydroxy – 3 methoxycinnamyl alcohol (coniferyl) หรือ guaiacyl unit 
3,5 – dimethoxy – 4 – hydoxycinnamyl alcohol (sinapyl) หรือ syringyl unit  
ทั้งสามชนิดมีความแตกตางกันของจํานวนหมู methoxy บนวงแหวนอะโรมาตกิ (Reid, 

1995) โครงสรางลิกนินมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 8,000 – 11,000 กิโลดาลตัล (Lara et al., 
2003) และมีความซับซอน (ภาพที่ 3) (Leonowizc, et al., 1999) 

 
ลิกนินที่พบในพืชกลุมเมล็ดเปลือย (gymnosperm) หรือที่เรียกวา softwood 

ประกอบดวย guaiacyl unit และในพืชมีดอก (angiosperm) หรือ hardwood ประกอบดวย 
guaiacyl และ syringyl unit ในปริมาณที่เทากันโดยประมาณ สําหรับพืชวงศหญา ลิกนินจะ
ประกอบดวย coumaryl unit 
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               OH 
 
 
 
      coumaryl         guaiacyl                              syringyl 

 
ภาพที2่ โครงสรางของ lignin precursor ทั้ง 3 ชนิด (Reid, 1995) 

 
ภาพที่3 โครงสรางของ softwood lignin (Leonowicz et al., 1999) 

OH OH CH3O 

OH 

OH CH3O 

OH 
OCH3 
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ในทุกๆ ปที่พืชมีกระบวนการสังเคราะหดวยแสง จะมีชีวมวลเกิดขึ้นโดยประมาณ 1011 – 
1012 ตันตอป ในชีวมวลนี้จะมีลิกนินจาก gymnosperm และ angiosperm ประมาณ 15 – 36 
เปอรเซ็นต โดยองคประกอบของลิกนินจาก angiosperm จะมีปริมาณต่ํากวา gymnosperm 
(Eriksson et al., 1990)  
เห็ดรากลุมไวทรอท 
 เห็ดรากลุมไวทรอท  เปนเห็ดราที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินและ
องคประกอบอื่นๆ ในเนื้อไม เชน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส (Eriksson et al., 1990; Ko et 
al., 2001; Rodriguez et al., 1999) โดยการผลิตเอนไซมที่เปน secondary metabolite ออกมา
นอกเซลล เพื่อทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบฟนอลิก และอะโรมาติกพอลิเมอรใน
โครงสรางลิกนิน (Have and Franssen, 2001; Varela et al., 2000) และสามารถผลิตเอนไซม
ที่เปน primary metabolite ในการยอยสลายพอลิแซคคาไรด (polysaccharide) ในเนื้อไมเพื่อ
เปนแหลงคารบอนในการเจริญ (Eriksson et al., 1990)  
 เห็ดราที่คัดแยกไดจากชิ้นไม (wood chip) รายงานโดย Bergman และ Nilsson ในป 
ค.ศ. 1966 มีชื่อวิทยาศาสตรวา Chrysosporium lignorum ตอมาไดเปลี่ยนเปน Sporotrichum 
pulverulentum เมื่อพบวงชีวิตที่เปนแบบไมสมบูรณเพศ (imperfect stage) โดย Hofsten ในป 
ค.ศ. 1974 (Rodriguez et al., 1999) และเมื่อพบวงชีวิตแบบสมบูรณเพศ (perfect stage) ของ
ราชนิดนี้ในปเดียวกัน จึงถูกกําหนดชื่อใหมเปน Phanerocheate chrysosporium โดย 
Burdsall และ Eslyn (Eriksson et al., 1990) 
  Phanerocheate chrysosporium เปนเห็ดรากลุมไวทรอทที่มีความสามารถสูงในการ
ยอยสลายลิกนินและคลอโรลิกนิน (Kennes and Lema, 1994) นอกจากนี้ยังมี Trametes 
versicolor ที่ผลิตเอนไซมเขารวมในปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบกลุมฟนอลิก ไดแก 
เอนไซมแลคเคส แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส (D’ souza et al., 1999) 
และเห็ดรากลุมไวทรอทอีกหลายชนิดที่มีความสําคัญในเชิงอุตสาหกรรมอาหาร ไดแก เห็ด
นางรม (Pleurotus ostreatus) และ เห็ดหอม (Lentinula edodes) รวมถึงมีสรรพคุณทางยา 
ไดแก Ganoderma lucidum ซ่ึงถูกจัดอยูในเห็ดรากลุมไวทรอทเชนกัน (Ko et al., 2001) และ
เปนเห็ดราที่มีความสําคัญชนิดหนึ่ง ที่มีการแพรกระจายเปนพื้นที่กวางในเขตอเมริกาเหนือและ
ทั่วโลก ในการยอยสลายไมเนื้อแข็ง  (D’ souza et al., 1999)  
 ปจจุบันมีเห็ดรากลุมไวทรอทจํานวนมากที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินจาก
เนื้อไมหลายชนิด แตเห็ดรากลุมไวทรอทนี้ไมไดเลือกยอยสลายเฉพาะลิกนินเทานั้น แตยัง
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สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดวย ตัวอยางเชน Trametes versicolor (Esposito et al., 1993) 
การยอยสลายลิกนินสามารถเกิดขึ้นไดในเศษซากใบไม โดย Marasmius quercophilus ซ่ึงเปน
เห็ดรากลุมไวทรอทชนิดหนึ่งที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสในการยอยเศษใบตนโอค (oak) 
และองคประกอบอื่นๆ ของเศษใบไม ไดแก เซลลูโลส ไซแลน แมนแนน เพคติน และลิกนิน 
(Tagger et al., 1998)  
เอนไซมฟนอลออกซิเดส 
 ฟนอลออกซิเดส (phenoloxidase) พอลีฟนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase) หรือ 
ฟนอลเลส (phenolase) เปนกลุมเอนไซมที่ประกอบดวยเอนไซมแลคเคส (laccase) และ
เอนไซมเพอรออกซิเดส (peroxidase) อันไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส แมงกานีสเพอรออกซิ
เดส และเอนไซมไทโรซิเนส (tyrosinase) (Griffith, 1994; Rahauti et al., 1995; Tagger et 
al., 1998; Criquet et al., 2000)  มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายลิกนินและองคประกอบฟ
นอลในลิกนินเพื่อใหไดกรดฮิวมิค และเปลี่ยนเปนฮิวมัส ในที่สุด (Stevenson, 1982) (ภาพที่ 4) 
โดยเอนไซม    ฟนอลออกซิเดสพบไดในพืชและจุลินทรีย (Rahauti et al., 1995) รวมถึงเห็ดรา
กลุมไวทรอทที่สามารถผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสซึ่งพบครั้งแรกโดย Bavendamm ในป 
ค.ศ. 1928 และ Davidson และคณะ ในป ค.ศ. 1938 โดยการใชสีที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีจาก 
gallic acid และ tannic acid ในอาหารเลี้ยงเชื้อบงชี้การมีเอนไซมฟนอลออกซิเดส (Eriksson 
et al., 1990)  

ภาพที่ 4 กระบวนการเปลี่ยนชีวมวลของพืชโดยจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส    
             (Stevenson, 1982) 
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เมื่อชีวมวลของพืช อันไดแก ใบไม กิ่งกาน หรือลําตนลมตายลง การยอยสลายจาก      จุ
ลินทรียที่ทําหนาที่เปนผูยอยสลาย (saprophytic microorganisms) เชน  เห็ดรา จะปลดปลอย
เอนไซมหลายชนิดออกมายอยสลายเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยลิกนินจะเกิด
กระบวนการที่เรียกวา depolymerization ทําใหโครงสรางของลิกนินเปลี่ยนไปเนื่องจาก
เอนไซมฟนอลออกซิเดส โดยปฏิกิริยาที่เกิดกับเอนไซมฟนอลออกซิเดสจะเปนปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่น โดยโมเลกุลออกซิเจนเปนตัวกระตุนใหเกิดการแยกของพันธะ aryl – alkyl ในโมเลกุลของ
ลิกนิน(Criquet et al., 2000)  
 

เอนไซมแลคเคส (benzenediol : oxygen oxidoreductase [ EC1.10.3.2])  
เปนเอนไซมหนึ่งในกลุมเอนไซมฟนอลออกซิเดส ที่พบไดในพืชและเห็ดราจํานวนมาก 
(Johannes and Majcherczyk, 2000; Oda et al., 1991; Bourbonnais et al., 1995) เอนไซม
แลคเคสจากเห็ดราหลายชนิดมีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนิน เชนในคลาสแอสโคไมซิติส 
(Ascomycetes) ไดแก Aspergillus nidulans Neurospora crassa และ Podospora ansirina 
ในคลาสดิวเทอโรไมซิส (Deuteromyces) ไดแก Botrytis cinerea และเห็ดราหลายสกุลใน
คลาสเบสิดิโอไมซิติส (Basidiomycetes) (Bollag and Leonowicz, 1984) เอนไซมแลคเคส
เปนคิวโปรโปรตีน (cuproprotein) ที่มีทองแดง (copper) เปนองคประกอบของเอนไซม เปน
เอนไซมในกลุมออกซิโดรีดักเตส ที่สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและรีดักชั่นของซับสเตรตใน
สารประกอบอะโรมาติกหลายชนิด หรืออะโรมาติกเอมีน โดยใชโมเลกุลออกซิเจนเปน
ตัวรับอิเลคตรอนซึ่งจะถูกเปลี่ยนเปนน้ํา (Munoz et al., 1997; Duran et al., 2002) โดยทั่วไป
แลวแอคทีฟไซดของเอนไซมแลคเคสประกอบดวยคอปเปอร 4 อะตอม และแบงออกเปนแลค
เคส 3 รูปแบบ (type) ซ่ึงจัดจําแนกโดยใช electron paramagnetic resonance (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 5 โครงสรางของเอนไซมแลคเคส type 1 – type 3 (Duran et al., 2002) 
 

เอนไซมเพอรออกซิเดส (Peroxidases)  
เพอรออกซิเดสเปนฮีโมโปรตีน (hemoprotein) ที่มี heme เปนองคประกอบใน glycoprotein 
(Hofrichter, 2002) ถูกสรางขึ้นโดยจุลินทรียและเซลลพืชซ่ึงปฏิกิริยาจะถูกกระตุนเมื่อมี
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดเขารวม (Duran and Esposito, 2000) สามารถจําแนกเอนไซมเพอร
ออกซิเดสไดเปน 4 ชนิด ไดแก 

 
 ฮอสราดิช เพอรออกซิเดส (Horseradish peroxidase, HRP; EC.1.11.1.7) สามารถ
กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในฟนอล (phenol) ไบฟนอล (biphenol) อะนิลีน (anilines) 
เบนซิดีน (benzidines) และสารประกอบที่เปนเฮเทอโร อะโรมาติก (heteroaromatic) อ่ืนๆ 
เอนไซม HRP มีความเหมาะสมสําหรับการใชบําบัดน้ําเสีย เนื่องจากเอนไซมมีความเสถียรสูง 
สามารถทนตอคาความเปนกรดดาง และอุณหภูมใินชวงกวางไดดี (Duran and Esposito, 2000) 
 คลอโรเพอรออกซิเดส (Chloro peroxidase, CPO;) ในเห็ดรา Caldariomyces 
fumago ไดเคยมีรายงานวาสามารถผลิตเอนไซม CPO ที่ทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับ
สารประกอบฟนอลลิกหลายชนิด นอกจากนี้สามารถทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับเอทานอลได
ผลิตภัณฑเปนอัลดีไฮล (aldehyde) และสามารถทําปฏิกิริยากับคลอไรดอิออน เอนไซม CPO 
สามารถทําใหบริสุทธิ์ไดโดยวิธีการตรึงเซลลบนใยแกวชนิด aminopropyl หรือบนผงแร (talc) 
หรือบน reverse micelles (Duran and Esposito, 2000) 
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 ลิกนินเพอรออกซิเดส (Lignin peroxidase, LiP; EC.1.11.1.14) หรือ ลิกนิเนส 
(Ligninase) เปนเอนไซมที่รูจักกันดีจากเชื้อ Phanerochaete chrysosporium  ในเห็ดรา
คลาสเบสิดิโอไมซีส (Basidiomyces) และเห็ดราบางชนิดในคลาสแอสโคไมซีส (Ascomyces) 
(Duran and Esposito, 2000) เห็ดรากลุมไวทรอทชนิดอื่นที่สามารถผลิตเอนไซม LiP ไดแก 
Phlebia radiata Panus tigrinus Trametes versicolor Pluerotus ostreatus และ 
Bjerkanderra adusta อยางไรก็ตามเอนไซม LiP ก็ไมไดพบในเห็ดรากลุมไวทรอททุกชนิด 
(Hofrichter, 2002) ภายใตภาวะจํากัดแหลงไนโตรเจน P. chrysosporium จะปลดปลอย
เอนไซม LiP ซ่ึงเปนกลุมของไอโซไซม (Tien and Kirk, 1988) อยางนอย 6 ไอโซไซม ที่มีชวง
น้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 38 – 45 กิโลดาลตัล โดยไอโซไซมของ LiP จําแนกเปน H1 H2 H6 H7 
H8 และ H10 (Cai and Tien, 1991) โดย H8 จัดเปนไอโซไซมหลักที่เร่ิมตนศึกษาถึงลักษณะ
และโปรตีน โดย Tien และ Kirk ใชขอมูลทางไคเนติค (kinetic) และสเปคโตรสโคปค 
(spectroscopic) ที่แสดงถึงคา ferric heme ที่สูงสุด ซ่ึงเหมือนกับ HRP แต LiP สามารถที่จะ
กระตุนปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใหได 1 – 2 อิเลคตรอนไดดีกวา (Tien and Kirk, 1988) 
 
   แมงกานีสเพอรออกซิเดส (Manganese peroxidase, MnP; EC 1.11.1.13) ภายใต
ภาวะการยอยสลายลิกนินของ P. chrysosporium  จะปลดปลอยเอนไซมเพอรออกซิเดสออกมา
นอกเซลล ไดแก LiP และ MnP โดยเอนไซม MnP มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 46 กิโลดาลตัล 
(Miura et al., 1997; Cai and Tien, 1991) หรือมีน้ําหนักโมเลกุลตั้งแต 40 – 50 กิโลดาลตัล ใน
เห็ดราที่ยอยสลายลิกนิน (Hofrichter, 2002) ใน Lenzites betulinus เอนไซม MnP มีน้ําหนัก
โมเลกุลอยูที่ 40 กิโลดาลตัล (Hoshino et al., 2002) เอนไซม MnP จะกระตุน Mn2+ ที่สวนใหญ
มีในเนื้อไมและในดิน โดยปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใหกลายเปน Mn3+ ที่เหมาะสมกับเห็ดราในการที่
จะใชเปน mediator สําหรับการยอยสลายฟนอลลิกในโครงสรางลิกนิน (Hofrichter) กลไก
หรือวัฎจักรในการกระตุน MnP จะคลายกับ heme peroxidase อ่ืน เชน HRP และ LiP โดย
ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นระหวางสารประกอบที่1 และสารประกอบที่2 โดย MnP จะใช Mn2+ เปนตัว
ใหอิเลค ตรอน (electron donor) (ภาพที่ 6) 
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ภาพที่ 6 กลไกการยอยสลายลิกนินโดยเอนไซมแมงนีสเพอรออกซิเดส (Hofrichter, 2002) 
 

เอนไซมไทโรซิเนส (Tyrosinase, EC 1.14.18.1, monophenol monooxygenase)  
พบไดตั้งแตแบคทีเรียจนถึงสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมและมีลักษณะที่แสดงออกแตกตางกันในแตละ
อวัยวะของสิ่งมีชีวิตเดียวกัน เชน ในรากและใบของพืชช้ันสูง เปนเอนไซมที่มีทองแดงเปน
องคประกอบซึ่งแคทตาไลซไดทั้ง hydroxylation ของโมโนฟนอล (monophenol) เชน ไทโร
ซีนเปน o–diphenols โดยเอนไซมไทโรซิเนส และปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ o – diphenols เปน 
o – quinone (EC 1.10.3.1, catechol oxidase) (Duran et al., 2002; Lee et al., 2000) ใน
อุตสาหกรรมอาหารเอนไซมไทโรซิเนส ซ่ึงอยูในกลุม พอลีฟนอลออกซิเดส จะทําใหเกิดสี
น้ําตาลในอาหารเนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซมหลังการเก็บเกี่ยวและการสุก เนื่องจากปฏิกิริยา
ออกซิเด   ชั่นของสารประกอบฟนอลลิก ที่ประกอบดวย o – dihydroxy group รวมกัน
เปลี่ยนไปเปน o – quinone ทําใหสี รสชาติ และคุณคาทางอาหารเปลี่ยนไป ซ่ึงระดับการเปลี่ยน
สีน้ําตาลขึ้นกับความแตกตางขององคประกอบฟนอลและแอคติวิตีของเอนไซมไทโรซิเนส (Lee 
et al., 2000) ในเห็ดหลายชนิด เอนไซมไทโรซิเนสจะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของดอกเห็ดใน
ระยะเจริญเตม็ที่ (mature stage) การควบคุมเอนไซมนี้หลังการเก็บเกี่ยวไดแก การปองกันไมให
ไดรับแสง และการใชสารกลุม sulfite ชวยชะลอการเปลี่ยนสีน้ําตาลในเห็ดรา (Ingebrigtsen et 
al., 1989)  
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การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
 Bavendamm (1928) ไดใชอาหารวุนที่มีกรดแทนนิค (tannic acid) หรือกรดกาลิค 
(gallic acid) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตผสมลงไปในอาหารวุน เพื่อทดสอบการปลดปลอย
เอนไซมฟนอลออกซิเดสจากเห็ดรา โดยจะเกิดผลทดสอบเปนบวกเมื่อเกิดวงแหวนสีน้ําตาล 
(color – brown zone) บนอาหารวุนรอบโคโลนีของเสนใย (Harkin and Obst, 1973) แตในป 
ค.ศ. 1973 นักวิทยาศาสตรช่ือ  Harkin และ Obst พบวาการใช syringaldazine (ภาพที่ 7) เปน
สับสเตรตที่ดีในการตรวจสอบเอนไซมแลคเคสหรือเอนไซมเพอรออกซิเดสที่งายและรวดเร็ว 
โดยการหยดดวย capillary pipette ลงบนเสนใยเห็ดราที่เล้ียงบนอาหารแข็ง โคโลนีของเสนใย
จะเปลี่ยนสีเปนสีชมพูแดงจนถึงสีมวงเขม ขอดีของการใช syringaldazine คือ ไมยับยั้งการเจริญ
ของเสนใยเห็ดราเม่ือใชเพื่อการตรวจสอบ สําหรับ gallic acid (ภาพที่ 7) หรือ tannic acid ที่
ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต สามารถที่จะยับยั้งการเจริญของเสนใยราได ในป ค.ศ. 1958 Lyr ได
ทดลองความเขมขนของ gallic acid และ tannic acid ที่เห็ดรากลุมไวทรอทสวนใหญเจริญไดที่
ความเขมขน 0.08 – 0.1 เปอรเซ็นต (Harkin and Obst, 1973) 
 Marr และคณะ (1986) ไดทําการตรวจสอบเอนไซมแลคเคสและเอนไซมไทโรซิเน
สจากเห็ดราที่สรางดอก (fruiting body) จํานวน 359 ตัวอยาง จาก 22 วงศ (family) โดยใช 0.1 
เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) syringaldazine ใน 95 เปอรเซ็นตเอทานอลเปนตัวทําละลาย
สําหรับตรวจสอบเอนไซมแลคเคส และ 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) p–cresol ในการ
ตรวจสอบเอนไซมไทโรซิเนส พบวาเห็ดราวงศ Ganodermataceae ไดแก Ganoderma 
tsugae สามารถผลิตเอนไซมแลคเคสและเอนไซมไทโรซิเนส ในอัตราสวน 2.3 : 1  
 
                                                                                                       O 
                                                                                                                 OH 
OCH3                                                            OCH3    
   HO=              CH =  N  - N = CH           = OH                HO  
OCH3                                                           OCH3           OH        OH 
 

Syringaldazine                                Gallic acid    
 
ภาพที่ 7 สารกลุมฟนอลิกบางชนิดที่ใชในการตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
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 Nishida และคณะ (1989) ไดทําการคัดแยกเห็ดราที่สามารถยอยสลายลิกนิน โดยใช 
gallic acid   guaiacol   และrhemazol – brilliant blue R (RBBR) ผสมในอาหารสูตร potato 
dextrose agar (PDA) เพื่อหาอัตราสวนของสีที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีอันเนื่องมาจากการปลดปลอย
เอนไซมฟนอลออกซิเดสจากเห็ดราแตละชนิด และนําเห็ดราที่คัดแยกไดมาใชในอุตสาหกรรม 
การฟอกเยื่อกระดาษ 
 นอกจากนี้การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส ที่มีการใชสารละลายเคมีทดสอบ 
(reagents) ชนิดอื่นๆ ที่เปนอนุพันธของฟนอล ไดแก benzidine o – anisidine pyrogallol 
alpha – naphthol  guaiacal  gallic acid และ tyrosine ที่ความเขมขน 0.1 โมล ใน 95 
เปอรเซ็นตเอทานอล หรือ 0.1 เปอรเซ็นต syringaldazine ใน 95 เปอรเซ็นตเอทานอล และ 0.03 
เปอรเซ็นต hydrogen peroxide สําหรับตรวจสอบเอนไซมเพอรออกซิเดส ในรากลุม 
Micromycetes จํานวน 1059 สายพันธุ พบวามีจํานวน 600 สายพันธุที่ใหผลตรวจสอบเปนบวก 
(Rahouti et al.,1985)  
 
การนําเอนไซมฟนอลออกซิเดสมาใชในอุตสาหกรรม 
 เห็ดรากลุมไวทรอทยังมีความไมมากนักในการใชในอุตสาหกรรม แตอยางไรก็ตามเห็ด
รากลุมนี้ยังมีศักยภาพในการประยุกตใชกับเทคโนโลยีชีวภาพ ตัวอยางที่ รูจักกันดีในการ
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมไดแก Lentinula edodes ที่เกี่ยวของกับอุตสาหกรรมอาหาร และ 
Phanerochaete chrysosporium ในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ การบําบัดทาง     ชีวภาพจากการ
ปนเปอนในดิน และยังใชในการเปลี่ยนลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ในอุสาหกรรมอาหาร
สัตว นอกจากนี้ยังมีเห็ดรากลุมไวทรอทที่นํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ ไดแก Ceriporiopsis 
subvermispora  Phanerochaete sordida และ Trametes versicolor  (Burdsall, 1998)  
 ในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษเห็ดรากลุมไวทรอทมีศักยภาพที่ลดปริมาณลิกนิน 
(delignification) ในขั้นตอนของการเตรียมเยื่อ (wood pulping) และขั้นตอนของการฟอกเยื่อ
กระดาษ (pulp bleaching) (Hammel, 1996) อาจเปนการใชเอนไซมที่ไดจากการผลิตในอาหาร
เล้ียงเชื้อ หรือทําการบมเชื้อโดยตรงกับเยื่อกระดาษ โดย Katagiri และคณะ (1995) ไดใชวิธี 
solid – state fermentation ในการบมเชื้อ Trametes versicolor และ Phanerochaete 
chrysosporium พรอมกับเยื่อไมเนื้อแข็งที่ยังไมผานการฟอกทางเคมี ในภาวะจํากัดไนโตรเจน 
และอาหารที่มีแหลงคารบอนสูง พบวาหลังจากาการบมเชื้อเปนเวลา 5 วันเยื่อกระดาษมีความขาว
เพิ่มขึ้น และคาคัปปาลดลง 
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 Bourbonnais และคณะ (1995) ไดทําการฟอกเยื่อกระดาษที่ยังไมผานการฟอกทางเคมี 
ดวยเอนไซมแลคเคส Type I และ Type II จาก Trametes versicolor  ที่ 0.1 U/ml ตอ 4 กรัม
เยื่อกระดาษแหง ใน 0.05 M sodium acetate buffer ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง พบวาเอนไซมแลคเคส Type I มีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินไดดีกวาเอนไซม
แลคเคส Type II เล็กนอย โดยคาคัปปาที่ไดเทากับ 14.7 และ 14.9 ตามลําดับ นอกจาก
กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซมจากเห็ดรากลุมไวทรอทแลว น้ําทิ้ง (black liquors) 
จากอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ ยังมีสารอินทรีย สารอนินทรีย และลิกนินปนเปอนในสภาพที่เปน
ดาง การใชเห็ดรากลุมไวทรอทไดแก Trametes elegans มาบําบัดน้ําเสียจากโรงงานเยื่อ
กระดาษโดยตรง พบวาน้ําหนักโมเลกุลของสารแขวนลอยที่ปนเปอนในน้ําเสียมีคาลดลงมากกวา 
50 เปอรเซ็นต และมีคาการกระจายตัวของแสง (dispersity) เพิ่มขึ้น 2 เทา (Lara et al., 2003)  
 Edwards และคณะ (2002) ไดใชเอนไซมแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสจาก 
Trametes  versicolor เพื่อขจัดสารกลุมอะโรมาติก ไฮโดรคารบอน ที่ปนเปอนในแหลงน้ําจาก
อุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยการตรึงเสนใยของ T. versicolor กับอัลตราฟวเตรชั่น เมมเบรน 
(polysulphone) ในถัง reactor แลวตรวจสารปนเปอนโดยการวิเคราะหดวย High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) พบวาสารกลุมอะโรมาติกมีปริมาณลดลง 
 
 เอนไซมฟนอลลออกซิเดสจากเห็ดรากลุมไวทรอท ยังมีบทบาทสําคัญที่เกี่ยวของกับการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางทางชีววิธี (biotransformation) ในสารกลุมที่เรียกวา organopollutants 
อันไดแก กลุมยาฆาแมลง (insecticide) เชน 1,1,1 – trichloro – 2,2 – bis (4 – chlorophenyl) 
ethane (DDT) กลุม polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) เชน อนุพันธของเบนซิน 
กลุมสียอยสังเคราะห (synthetic dyes) กลุมพอลิเมอรสังเคราะห (synthetic polymers) เชน 
พลาสติก โดยเห็ดรากลุมไวทรอทท่ีมีประสิทธิภาพในการที่จะเปลี่ยนหรือยอยสลายโครงสราง
สารกลุมตางๆ เหลานี้ ไดแก P. chrysosporium T. versicolor Pleurotus sp. Bjerkandera 
adusta Coriolopsis polyzona (Pointing, 2001)  
 
 Schultz และคณะ (2001) ใชเอนไซมแลคเคสจาก Pycnoporus cinabarinus ในการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารกลุม polychlorinate biphenyls (PCBs) พบวาสายของ PCBs 
ที่มีลักษณะเปนโอลิโกเมอร (oligomers) ที่มีหมูไฮดรอกซิลเปนแขนและวงแหวนอะโรมาติกถูก
เปล่ียนเปนโครงสรางที่ลดความเปนพิษลงเมื่อวิเคราะหดวย HPLC 
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 Sutherland (1992) รายงานวาเห็ดราหลายชนิดมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs 
ไดแก Aspergillus ochraceus Cunnimghamella elegans P. chrysosporium 
Saccharomyces cerevisiae และ Syncephalastrum racemosum โดยกระบวนการ 
transformation แมวาสารบางชนิดเปนสารกอมะเร็งและทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรม (mutagenic) แตเห็ดราหลายชนิดก็สามารถลดความเปนพิษของสารเหลานี้ใหลด
นอยลงได 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ 

1. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Model BL610, Sartorius, Germany) 
2. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (Model TC-205, Denver Instrument Company) 
3. กลองจุลทรรศน (Model CH30RF200, Olympus, Japan) 
4. Plant microtome  
5. เครื่องบดตัวอยางไมยูคาลิปตัส 
6. ตะแกรงรอนขนาด 200 mesh และ 35 mesh 
7. Vortex (Model Genie 2, Scientific industries) 
8. Hot plate (Cimarec 3) 
9. Hot plate (Model 210T, Thermix, Fisher Scientific, USA) 
10. เครื่องทําความรอนสําหรับกลั่น (Electromantle, Electrothermal, England) 
11. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) แบบควบคมุอุณหภูมิ (Model Universal 32R, 

Hettich, Germany) 
12. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) แบบควบคมุอุณหภูมิ (Model B-22M, Thermo IEC, 

International Equipment Company, USA) 
13. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Model NovaSpec 4049, 

LKB Biochrom, England) 
14. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ( Model 8453, Hewlett 

Packard) 
15. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) (Model PP-50, Sartorius, Germany) 
16. Dialysis membrane (Model 1487, Spectra, USA) 
17. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmental incubator shaker, 

Model G25, New Brunswick Scientific Co.Inc., USA) 
18. ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภมูิ (incubator) (BINDER, Germany) 
19. ตูบมเชื้อแบบควบคุมอุณหภมูิ (incubator) (Model IV10000, TEQ) 
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20. ตูอบความรอนสูง (Hot Air Oven) (Model U50 790,387, Memmert) 
21. ตูอบความรอนสูง (Hot Air Oven) (Binder) 
22. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) (TA CHANG, Taichang, Taiwan) 
23. ตูถายเชื้อ (lamina flow) (Model B∀T123, ISSCO) 
24. เครื่องกระจายเยื่อ (Mavis engineering Ltd., London, England) 
25. เครื่องวัดความขาวสวาง Elrepho 2000 (Datacolor Ltd., Switzerland) 
26. เครื่องวัดความอุมน้ําของเยื่อ (Canadian standard Freeness tester No. 3543, 

Robert Mitchell Inc., Quebec, Canada) 
27. เครื่องวัดความตานทานแรงดงึแบบ pendulum (Toyoseidi Tyoseisaka-SHO. 

Ltd., Tokyo, Japan) 
28. เครื่องวัดแรงฉกีขาด (Appita Elmendorf, Amityville, New York,  USA) 
29. เครื่องวัดแรงดนัทะลุ (Testing machine Inc., Amityville, New York,  USA) 

เคมีภัณฑสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณลกินินในพชื 
1. Sodium lauryl sulfate (APS) 
2. Disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA) (APS) 
3. Sodium borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) (APS) 
4. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Merck) 
5. 2-Ethoxyethanol (Ethylene glycol monoehyl ether) (Merck) 
6. Sodium Sulfite (NaSO3) (Scharlau) 
7. Decahydronaphthalene (Fluka) 
8. Acetone (Merck) 
9. Sulfuric acid (Merck) 
10. Cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) (SERVA) 
11. Potassium permanganate (KMnO4) (Carlo Erba) 
12. Silver sulfate (Ag2SO4) (Carlo Erba) 
13. Ferric nitrate nanohydrate (Fe(NO3)3.9H2O) (APS) 
14. Silver nitrate (AgNO3) (Merck) 
15. Potassium acetate (Scharlau) 
16. Acetic acid, glacial (Merck) 
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17. Tertiary butyl alcohol (Butanol) (APS) 
18. Oxalic acid dihydrate (Carlo Erba) 
19. 95% Ethanol 
20. Hydrochloric acid (HCl) (Merck) 

 
เคมีภัณฑสําหรับการตรวจสอบเอนไซมดวยสารละลายทดสอบ 

1. Hydrogen peroxide (APS) 
2. p-cresol (Sigma) 
3. Syringaldazine (Sigma) 
4. 95 % เอทานอล 
 

เคมีภัณฑสําหรับการตรวจสอบเอนไซมแลคเคส 
1. Gallic acid 
2. Potato dextrose broth 
3. Agar 
 

เคมีภัณฑสําหรับการเลี้ยงเชือ้ราและการผลิตเอนไซม 
1. Glucose (Sigma) 
2. Asparagine (Merck) 
3. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Merck) 
4. Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) (Merck) 
5. Fumaric acid (APS) 
6. Sodium carbonate (Na2CO3) (MercK) 
7. Fe2(S0)4 (Merck)  
8. Zinc sulfate (ZnS04 ) (Merck) 
9. Manganese sulfate (MnS04 ) (Carlo Erba) 
10. Guaiacol (Sigma)   

      
เคมีภัณฑสําหรับการวัดปริมาณเอนไซมและโปรตีน 

1. 2,6-Dimethyl phenol (Sigma) 
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2. Sodium tartate (Carlo Erba) 
3. Tartaric acid (Carlo Erba) 
4. Manganese sulfate (Merck) 
5. Hydrogen peroxide (APS) 
6. Veratyl alcohol (Sigma) 
7. Sodium hydroxide (Mallinckrodt) 
8. Copper sulfate (CuSO4.5H2O) (APS) 
 

เคมีภัณฑสําหรับการเตรียมบัฟเฟอร 
1. Acetic acid, glacial (Merck) 
2. Sodium acetate (Merck) 
3. 1 N Hydrochloric acid (APS) 
4. 1 N Sodium hydroxide (Merck) 

 
เคมีภัณฑสําหรับวัดคาคปัปานัมเบอรของเยื่อ 

1. Potassium permanganate (KMnO4) (Carlo Erbra) 
2. Sodium thiosulfate (Na2S2O3) (Fisher) 
3. Potassium Iodine (KI) (Merck) 
4. Sulfuric acid (H2SO4) (APS) 
5. Starch (Merck) 

 
เชื้อราท่ีใชในการวิจัย 
 เห็ดราในสกุล Ganodermataceae ที่คัดแยกสภาพธรรมชาติ ใน 9 จงัหวัดของประเทศ
ไทย ไดแก กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ขอนแกน ชลบุรี ตราด นครปฐม นครราชสีมา ลพบุรี 
และลําพูน เชือ้ Phaenerocheate chrysosporium  จากหนวยปฏิบัติการการใชประโยชนจาก
ชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง และการตรวจสอบชิ่อวิทยาศาสตรเห็ดรากลุมไวทรอท 

ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางเห็ดราใน 9  จังหวัดของประเทศไทย  ตั้งแตเดือน พฤษภาคม 
พ.ศ. 2544 ถึงเดือน ธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยเก็บตวัอยางเหด็ราซึ่งเจริญอยูในพื้นที่สาธารณะ 
สวนปาและรมิถนน นําตัวอยางเหด็ราที่ไดมาตรวจสอบเพื่อหาชื่อวิทยาศาสตร การตรวจสอบชื่อ
วิทยาศาสตรของเห็ดราใชหลักการของ Dichotomous Key ของ J. D. Zhao จากหนังสือที่ใชใน
ประกอบในการตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร คือ The Ganodermataceae in China, Bibliotheca 
Mycologica Band 132, J. Cramer ป 1989 เอกสารประกอบการตรวจสอบชื่อวทิยาศาสตร
ของ Gilbertson และ Ryvarden ป 1986 และเอกสารการจําแนกชนิดพันธุเห็ดราขนาดใหญใน
ระบบนิเวศปาไม (อนิวรรต เฉลิมพงษ, 2541)  

 
 
2. การแยกเสนใยบริสุทธ์ิ และการเก็บรักษา 

ตัวอยางเห็ดราที่เก็บมาจากสภาพธรรมชาติ นํามาเช็ดผิวดานนอกดวย 70 % เอทานอลใน
ตูแยกเชื้อ ใชมดีผาตัดเฉือนเนื้อเยื่อดานใน ตัดเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 1-2 มิลลิเมตร นํามาวางบน
จานเลี้ยงเชื้อทีม่ีอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) คาความเปนกรดดางที่ 5.0-5.5 บมที่
อุณหภูมิหอง (30 องศเซลเซียส) ประมาณ 2-3 วันจะเห็นเสนใยของเห็ดรานัน้เจรญิมาจาก
ชิ้นเนื้อเยื่อ ตดัเสนใยบริสุทธิ์ใสลงในอาหารแข็งเอียง PDA เก็บไวที่อุณหภูมิหองหรือใน
ตูเย็น ทําการยายเสนใยลงในอาหารใหมทกุๆ 3 เดือน 
  

3. การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) 
เมื่อแยกเสนใยเห็ดราที่มีความบริสุทธิ์แลว ทําการศึกษาการเจรญิของเห็ดราที่คัดแยกได

ในภาวะอุณหภูมิตางกัน ไดแก 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อ โดยควบคุมคา
ความเปนกรดดางของอาหารสูตร PDA ที่ 5.5 โดยนําเสนใยเหด็รามาเลี้ยงในอาหารสูตร 
PDA อุณหภมูิหองเปนเวลา 5 วัน เพื่อใชเปนหวัเชื้อ ใช cork borer เสนผาศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเสนใยรอบโคโลนี นําเสนใยที่เจาะ 1 ชิ้นมาวางตรงกลางบนจาน
เล้ียงเชื้อเสนผานศูนยกลาง 9.0 เซนติเมตร ที่มีอาหารสูตร PDA คาความเปนกรดดางที่ 5.5 
วัดเสนผาศูนยกลางของเสนใยในวนัที่ 5 ที่อุณหภูมิ 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส  
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4. การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
เมื่อทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของเสนใยเห็ดราที่คัดแยกไดแลว จึงนํามา

ตรวจสอบการมีอยูของเอนไซมกลุมฟนอลออกซิเดส โดยมีวิธีตรวจสอบดังนี้ 
 
4.1 วิธีที่ 1 เล้ียงเสนใยเห็ดราบนอาหารสูตร PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่คาความ
เปนกรดดาง 5.5 แลวทําการตรวจสอบเอนไซม ดังนี้ 
เอนไซมแลคเคส ใช 0.1 %(w/v) Syringaldazine ใน 95 % เอทานอล หยดบน 

เสนใยเห็ดราโดยตรง เห็ดราที่มีเอนไซมแลคเคสจะเกิดสีชมพู
บนเสนใย 

เอนไซมเพอรออกซิเดส ใช 0.03 % Hydrogen Peroxide หยดบน เสนใยเห็ดรา
โดยตรง เห็ดราท่ีมีเอนไซมเพอรออกซิเดส จะเกิดฟองอากาศ
ขึ้นบนเสนใย 

เอนไซมไทโรซิเนส ใช 0.1 M p-cresol ใน 95 % เอทานอล หยดบน เสนใยเห็ดรา
โดยตรง เห็ดราที่มีเอนไซมไทโรซิเนส จะเกิดสีสมหรือสี
น้ําตาลบนเสนใย 

การตรวจสอบเอนไซมทั้ง 3 ชนิด ใช 95 % เอทานอล เปนรีเอเจนทควบคุม 
 
4.2 วิธีที่ 2  การตรวจสอบเอนไซมแลคเคส โดยใช 0.1 % (w/v) Gallic acid ผสมในอาหาร 
สูตร PDA ที่ความเปนกรดดาง 5.5 ในขั้นแรกเปนการเลี้ยงเสนใยหวัเชือ้ในอาหารสูตร PDA  
ความเปนกรดดาง  5.5 ที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5-7 วัน  เจาะปลายเสนใย 
รอบโคโลนี นําหัวเชื้อมาวางบนอาหารสูตร PDA ที่ผสม Gallic acid ความเปนกรดดาง 5.0  
(ไมไดปรับคา pH)  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ทําการวัดเสนผาศูนยกลางของเสนใย 
และเสนผาศูนยกลางของสีที่เกิดขึ้นรอบเสนใย (color zone) เพื่อคํานวนหาคาอัตราสวนใน 
การคัดเลือกเหด็ราเพื่อไปทดสอบการยอยสลายลิกนินตอไป 
 

5. การทดสอบประสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส 
เห็ดราที่คัดแยกไดหลังจากการตรวจสอบการมีอยูของเอนไซมฟนอลออกซิเดส ในวิธีที่ 

1 และวิธีที่ 2 แลว จะถูกคัดเลือกเพื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนินในขี้
เล่ือยไมยูคาลิปตัส ที่มีอนุภาค 500 – 75 ไมครอน โดยชั่งน้ําหนักขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส 
1.0000 – 1.0020 กรัมแหงที่ผานการสกัดสารกลุม extractive อันไดแก โปรตีน และไขมัน 
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ออกจากขี้เล่ือยดวยตัวทําละลาย benzene และ ethanol ในอัตราสวน 1 : 2 โดยปริมาตร 
(ภาคผนวก ง) โดยใสลงในหลอดแกวปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 4 มิลลิลิตร เพื่อให
น้ําซึมผานอนุภาคขี้เล่ือยอยางทั่วถึง ปดฝาเกลียว นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที หลังจากนั้นใช cork borer 
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรเจาะปลายเสนใยเห็ดราที่ ถูกคัดเลือกและเชื้อ 
Phanerocheate chrysosporium ใสลงในหลอดทดสอบ หลอดละ 3 ช้ิน นําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 เดือน นํามาทดสอบหาคาปริมาณเซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนิน ตามวิธีของ Goering และ Van Soest (1970)    (ภาคผนวก ง)   

 
6. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตร Potato Dextrose 

Broth (PDB) 
เมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัสแลว จึง

คัดเลือกสายพันธุของเห็ดราที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายลิกนินสูงสุด เพื่อนํามาศึกษาการ
เจริญเติบโตของเชื้อราในอาหารสูตร Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ก) โดยเจาะชิ้น
วุนที่มีเสนใยเห็ดราที่ถูกคัดเลือกที่เจริญอยูบนอาหารสูตร PDA คาความเปนกรดดาง 5.5 ดวย 
cork borer เสนผานศนูยกลางขนาด 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 ชิ้น ใสลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร PDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ปรับคาความเปนกรดดาง (pH) 3.0 4.0  
5.0 และ 6.0 นําไปบมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส และที่อุณหภูมิ 35 และ40 องศาเซลเซียสบมเชื้อในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ ที่
ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที เปนเวลา 21 วัน เก็บผลทุก 3 วัน โดยนํามากรองผานกระดาษ
กรอง Whatman No.1 เอาแตเสนใย ลางเสนใยดวย normal saline เขมขน 0.85% (w/v) แลว
นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  แลวนําคาน้ําหนักแหงของเสนใย
ที่ไดมาสรางกราฟแสดงการเจริญเติบโตเทียบกับเวลา และหาคา maximum specific growth 
rate (ภาคผนวก จ) เพื่อวิเคราะหหาชวงเวลาที่เหมาะสมในการเจริญของเห็ดราแตละสายพันธุ 
สําหรับนําไปใชเปนหัวเชื้อตอไป 
7. การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส 

เมื่อทราบอุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการเจริญของเห็ดราที่ถูกคัดเลือก ทําการเลี้ยงเชื้อเห็ดราแต
ละสายพันธุ และ Phanerochaete chrysosporium ในอาหารสูตร Potato Dextrose Agar 
(PDA)  (ภาคผนวก ก) โดยเจาะชิ้นวุนที่มีเสนใยเห็ดราที่ถูกคัดเลือกที่เจริญอยูบนอาหารสูตร 
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PDA คาความเปนกรดดาง 5.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 - 7 วัน ดวย cork borer 
เสนผานศูนยกลางขนาด 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 ชิ้น ใสลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี
อาหารสูตร PDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คาความเปนกรดดาง 5.5 จากนั้นนําไปบมเชื้อในเครื่อง
เขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สําหรับผลิตเปนหัวเชื้อ 
(seed culture) เมื่อเสนใยเขาสูชวง log phase นําหัวเชื้อถายลงในอาหารสูตร Production 
(ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ที่มีฟองน้ําขนาด 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 50 ชิ้น
เปนวัสดุยึดเกาะ และใช 4 ไมโครโมล guaiacol เปนตัวชักนํา (inducer) ในการผลิตเอนไซมฟ
นอลออกซิเดส ทําการปรับสภาพคาความเปนกรดดางในอาหารสูตร Production ที่ 3.0 4.0 5.0 
และ6.0 ตามลําดับ นําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 12 วัน  

เก็บเอนไซมทกุ  3 วัน นํามา centrifuge ที่ความเร็วรอบ 6000 รอบตอนาที (7441.4 g,  
r = 10.4 cm) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําสวนน้ําใส (crude enzyme) มาวัดแอคติวิตีของ
เอนไซมแลคเคส (Lac) แมงกานีสเพอรออกซิเดส (MnP) แมงกานสีอินดิเพนเดนทเพอรออกซิ
เดส (MiP) ลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) และ เวอแรทิล แอลกอฮอล ออกซิเดส (VAO)  

 
8. การวัดแอคติวติีของเอนไซม 

วิเคราะหเอนไซมโดยทําการวัดแอคตวิิตีของเอนไซม 5 ชนิด คือ 
8.1 เอนไซมแลคเคส โดยนํา reaction mixture (ภาคผนวก ข) ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย

เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร แลวนาํผลของอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาที ่ initial rate ไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม (unit of enzyme) ตามวิธี
ของ Watanabe และคณะ (2001) 

8.2 เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส โดยนํา reaction mixture (ภาคผนวก ข) ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร แลวนําผล
ของอัตราการเกิดปฏิกิริยาที ่ initial rate ไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม ตามวธีิของ 
Watanabe และคณะ (2001) 

8.3 เอนไซมแมงกานีส อินดิเพนเดนท เพอรออกซิเดส โดยนาํ reaction mixture (ภาคผนวก 
ข) ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 470 นาโน
เมตร แลวนําผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่ initial rate ไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม 
ตามวิธีของ Watanabe และคณะ (2001) 
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8.4 เอนไซมลิกนนิเพอรออกซิเดส โดยนํา reaction mixture (ภาคผนวก ข) ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร แลวนําผล
ของอัตราการเกิดปฏิกิริยาที ่ initial rate ไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม ตามวธีิของ 
Tien และ Kirk (1988) 

8.5 เอนไซมเวอแรทิล แอลกอฮอล ออกซิเดส โดยนํา reaction mixture (ภาคผนวก ข) ไป
วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร 
แลวนําผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่ initial rate ไปคํานวณคาหนวยของเอนไซม ตาม
วิธีของ Presnell และคณะ (1995) 

 
9. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิบางสวนและการทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม 

เมื่อทราบคาความเปนกรดดางในการเลี้ยงเชื้อเห็ดราในอาหารสูตร    production   เพื่อ 
ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสแลว นําเหด็ราแตละสายพนัธุที่คัดเลือกมาเลี้ยงในอาหารสูตร
production ในฟลาสก 1 ลิตร ที่มีปริมาตรอาหาร 400 มิลลิลิตร เพื่อผลิตเอนไซมฟนอลออกซิ
เดสในปริมาณที่มากขึ้นสําหรับการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวน โดยเก็บเอนไซมในวนัที่ใหคา
แอคติวิตีสูงสุด โดยกรองผานผาขาวบาง และเก็บสวนของเหลวใสที่ไดนําไปหมุนเหวี่ยงดวย
เครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6000 รอบตอนาที อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อ
ขจัดสิ่งปนเปอนแขวนลอยและตะกอนใหตกลงสูกนหลอดเก็บสวนสารละลายใสของเอนไซม
สําหรับขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวนตอไป 
 การตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟต 
 นําสวนสารละลายใสของเอนไซมมาตวงใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในฟลาสก 250 
มิลลิลิตร จํานวน 4 ฟลาสก เติมแอมโมเนียมซัลเฟตทีบ่ดละเอียดลงในฟลาสกที่แชอยูในน้ําแข็ง
ในภาชนะปด ที่กวนดวยแทงแมเหล็กตลอดเวลา โดยเติมแอมโมเนียมซัลเฟตจนมคีวามเขมขน 
20% 40% 60% และ 80% ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 – 10 ชั่วโมง เก็บ
ตะกอนทีไ่ดในแตละความเขมขน ไปหมนุเหวี่ยงดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9000 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง  

นําตะกอนมาละลายใน 20 mM Sodium acetate buffer pH 5.0 แลวใสในถุงไดอะไลซิส ที่
ผานการเตรียมถุงเรียบรอยแลว (ภาคผนวก ง) เพื่อทําการแยกเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกจาก
สารละลายเอนไซม โดยใช 20 mM Sodium acetate buffer pH 5.0 เปนบัฟเฟอรในภาชนะปด
ที่มีอุณหภูมิ 0 – 4 องศาเซลเซียส และกวนดวยแทงแมเหล็ก ทาํการเปลี่ยน 20 mM Sodium 
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acetate buffer ทุก 6 ช่ัวโมงเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บเอนไซมที่อยูในถุงไดอะไลซิส สําหรับวัด  
แอคติวิตีของเอนไซมตอไป 

การทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม 
การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิตางๆ  

ทําการเลี้ยงเชือ้เพื่อผลิตเอนไซม ณ อุณหภูมิหอง (30 องศาเซลเซียส) จากเห็ดราทีค่ัดเลือก
โดยกระบวนการขั้นตน  นํามาทดสอบความเสถียรของเอนไซมโดยการบมที่อุณหภมูิ 30 40 และ 
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 4 และ 6 ชั่วโมง นํามาตรวจวดัแอคตวิติีของเอนไซมฟนอลออกซิ
เดส ตามวิธีการวิเคราะหเอนไซมขางตนในขอ 8 เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการนําเอนไซมไปใช
ในการฟอกเยือ่กระดาษตอไป 
10. การฟอกเยื่อกระดาษและการทดสอบสมบัติของเยื่อกระดาษ 

10.1 การฟอกเยื่อกระดาษ  
ทําการทดลอง 3 ชุด คือชุดควบคุมที่เปนเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่ผานกระบวนการตม

ดวยดาง (brown stock) ชุดที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเห็ดราที่คัดแยกได โดยใชปริมาณ
เอนไซม 0.2 – 0.4 IU ตอกรัมแหงของเยื่อกระดาษ และชุดสุดทายเปนเยื่อกระดาษยูคาลิปตัสที่
ผานขั้นตอนการฟอกดวยออกซิเจน โดยชุดการทดลองที่ฟอกดวยเอนไซมนําไปบมในตูควบคุม
อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง จากนั้นนําเยื่อกระดาษมากรองแลวลางดวยน้ํา
สะอาดหลายๆ คร้ัง และแชในน้ํากลั่นอยางนอย 4 ชั่วโมง บีบเยื่อใหหมาด เก็บไวในตูเย็นสําหรับ
การทดสอบสมบัติของเยื่อกระดาษตอไป 

10.2 การทดสอบสมบัติของเยื่อกระดาษ 
 10.2.1 การทดสอบน้ําไหลผานเยื่อ (Freeness) ทําการ calibrate เครื่องทดสอบดวยน้ํา
กล่ันที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส ปริมาตรน้ําที่ไหลผานตะแกรงเครือ่ง ควรอยูในชวง 880 – 
890 มิลลิลิตร นําเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส (เยื่อใยส้ัน) 30 กรัมแหง มากระจายในเครื่องตีเยื่อใน
น้ํากลั่น 2 ลิตร ที่ 1 สเกลเครื่องเทากับ 25 รอบตอวนิาที โดยตีที่รอบ 2000 สเกล เยื่อที่
กระจายแลวนาํมาปรับใหไดปริมาตร 10 ลิตร ปรับอุณหภูมิใหได 20 องศาเซลเซียส (คา 
consistency 0.3 %) ตวงเยื่อมาปริมาตร 1 ลิตร เทลงในเครื่องทดสอบ (standard 
freeness) ผานตะแกรง วัดปริมาตรน้ําที่ไหลออกมาจากเครื่อง นําคาที่ไดมาคํานวณ
ความสามารถในการอุมน้ํา   
 10.2.2 การขึ้นแผน (Hand sheet) เมื่อทดสอบคา freeness แลว นําเยื่อที่เหลือมาปรับ
คาการกระจายตัวของเยื่อ (consistency) ใหได 0.15% ตวงน้ําเยื่อใหมีปริมาตร 800 – 1000 
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มิลลิลิตร นํามาขึ้นแผนดวยเครื่อง pulp evaluation apparatus เพื่อคํานวณน้ําหนกัแหงของ
แผนกระดาษประมาณ 1.2 กรัม จึงทําการขึ้นแผนตอไป แผนกระดาษที่ขึน้แลวนํามาวาง
ซอนกันในกระดาษซับ และนํามาอัดแผนเพื่อดูดซับความชื้นที่ความดนั 3.25 กิโลกรัมตอ
ตารางเซนติเมตร เปนเวลา 5 นาทีและ 2 นาทีคร่ึง นํามาตากลมใหแหง 
 10.2.3 การวัดคาความขาวสวาง (Brightness) นําเยื่อกระดาษที่ผานการขึ้นแผน (ไมเกิน 
24 ช่ัวโมง) มาวัดคาความขาวสวางดวยเครื่อง Elrepho 2000 ทําการ calibrate เครื่องดวย
กระดาษขาวมาตรฐาน และกลองผากํามะหยี่สีดํา คาความขาวสวางของแผนกระดาษที่อาน
ไดจะเปนเปอรเซ็นตของคา R457 เทียบกับคาความขาวสวางมาตรฐาน และคา yellowness  
 10.2.4 การทดสอบแรงตานการฉีกขาด (Tearing strength) ทําการ calibrate เครื่อง
กอนการใชงาน และเลือกขนาด pendulum ใหเหมาะสมกับความแข็งแรงของเยื่อ นํา
กระดาษมาตัดเปนสี่เหล่ียมผืนผาขนาด 4 X 6 เซนติเมตร วางในชองทดสอบจํานวน 4 ชิ้น 
ตัดใหกระดาษขาดดวยใบมีดของเครื่อง 2 เซนติเมตร ปลอย pendulum ใหกระดาษฉีกออก
จากกัน คาทีไ่ดจากสเกลจะบอกความแข็งแรงของกระดาษ 
 10.2.5 การทดสอบความตานแรงดันทะลุ (Bursting strength) แผนขอบกระดาษที่
เหลือจากการตัดความยาวจากขอบประมาณ 6 เซนติเมตร นํามาทดสอบคาแรงดันทะลุ เพื่อ
บอกถึงความแข็งแรงของกระดาษ โดยมีหนวยเปน กิโลกรัม ปาสคาล 
 10.2.6 การทดสอบการตานแรงดึง (Tensile strength) ตัดกระดาษขนาด 1 X 14 
เซนติเมตร ใสในเครื่องทดสอบที่ความยาวของชวงทดสอบของกระดาษ 10 เซนติเมตร จับ
เวลาเมื่อเครื่องทํางานดึงกระดาษใหขาดออกจากกัน คามาตรฐานของเวลาอยูที่ 15 + 5 วินาท ี
บันทึกคาของแรงดึงที่กระดาษขาดออกจากกัน 
 10.2.7 การวดัคาคัปปา (Kappa number) ทําตามวิธีในเอกสาร TAPPI (T236 cm-85) 
และการ standardize สารเคมีที่ใชตามเอกสาร TAPPI (T610 sp-97) (ภาคผนวก ค) 

 
11. การวิเคราะหผลทางสถิติ 

ทุกการทดลองมีการวางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) นํา
ขอมูลที่ไดจากทุกการทดลองซึ่งทํา 3 ซํ้า มาวิเคราะหผลดวยโปรแกรม SPSS เพื่อเปรียบเทียบ
ความแตกตางคาเฉลี่ยของขอมูลความเชื่อมั่นที่ระดับ 0.05 พรอมทั้งเปรียบเทียบคาเฉล่ียของ
ขอมูลดวยคา LSD (Least Significant Difference) และ Homogeneous subsets (Duncan) 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การสํารวจ การเก็บตัวอยาง และการตรวจชื่อวิทยาศาสตรเห็ดราในกลุมไวทรอท 
จากการสํารวจและเก็บตัวอยางเห็ดราในกลุมไวทรอท (ชวงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2544 – 

ธันวาคม พ.ศ. 2546)  ในพื้นที่ 9 จังหวัด คือ จังหวัดกรุงเทพฯ กาญจนบุรี ขอนแกน ชลบุรี ตราด 
นครปฐม นครราชสีมา ลพบุรี และลําพูน (ภาพที่8) สามารถเก็บตัวอยางเห็ดรากลุมไวทรอทในวงศ 
Ganodermataceae รวม 2 สกุล ไดแก สกุล Ganoderma 23 ตัวอยาง และสกุล Amauroderma 
1 ตัวอยาง (ภาพที่ 9 ถึง 31) ในการตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตรในระดับสกุลและชนิด (species) พบ 
Ganoderma lucidum จํานวน 7 ตัวอยาง Ganoderma sp. จํานวน 5 ตัวอยาง G. applanatum 2 
ตัวอยาง G. fulvellum 2 ตัวอยาง G. brownii 2 ตัวอยาง G. hainanense G. kunmingense                 
G. multiplicatum G. shandongense G. gibbosum และ Amauroderma rugosum ชนิดละ 1 
ตัวอยาง  

 
ภาพที่ 8 พื้นทีเ่ก็บตัวอยางเหด็รา 



ลักษณะทางสันฐานวิทยาของเห็ดราวงศ Ganodermataceae ที่ใชในการจัดจําแนกชนิด 
(species) ไดแก  
1. ดอก (Pileus) อาจมีลักษณะดังนี้ orbicular  dimidiate  ungulate  infundibuliform 
2. เนื้อเยื่อ (Texture) เปนแบบ subcoriacious, corky to woody 
3. กานดอก (Stalk) ไมมี (sessile) หรือ มีกาน (stipitate) 
4. ผิวดอกดานบน (Upper surface) เปนแบบผิวมันวาว (laccate) หรือผิวไมมัน (non laccate) 
5. ชั้นของเนื้อเยือ่ (Context) มีลักษณะเปนชั้น (stratified) หรือไมม ี
6. สีของเนื้อเยื่อ (Context color) อาจมีสีดังนี้ whitish  wood – color  brown  หรือ cinnamon 
7. รูใตดอก (Pore) เปนแบบ suborbicular  angular หรือรูปทรงอื่น 
8. ระบบเสนใย (Hyphal system) มี 2 ระบบ ไดแก  

trimitic: ประกอบดวย  generative, skelatal and binding 
      dimitic: ประกอบดวย  generative and skeletal (พบจํานวนชนิดนอย) 
9. สปอร (Basidiospores) มีรูปทรงแบบ ovoid   ellipsoid  subglobose  หรือ globose 
10. สีสปอร (Spore colour)  ไมมีสี (hyaline) หรือมีสี brownish หรือ brown 
11. วงชีวิต (Life cycle) พบไดทัง้ annual หรือ perennial 
 

สันฐานวิทยาเปรียบเทียบของเห็ดราสกุล Ganoderma และสกุล Amauroderma มีความ
เหมือน และความแตกตางซึ่งแสดงดังในตารางที่ 2  
ตารางที่ 2 สันฐานวิทยาเปรยีบเทียบของเห็ดราสกุล Ganoderma และสกุล Amauroderma  

สันฐานวิทยา สกุล Ganoderma สกุล Amauroderma 
1. ลักษณะโครงสรางดอก ดอกมีหลายขนาด หลายรูปทรง ดอกมีหลายขนาด หลายรูปทรง 
 laccate หรือ non laccate ผิวดอกดานบนมีหลายสี พบ 
     stipitate หรือ sessile แบบ laccate นอย มีกานดอก 
2. ระบบเสนใย trimitic หรือ  

dimitic (พบนอย) 
trimitic 

 
3. สปอร brownish หรือ brown Hyaline หรือ brownish 
 umbonate  หรือ truncate subglobose หรือ globose 
4. ถ่ินอาศัย tropical หรือ subtropical tropical หรือ subtropical 
 บน wood stump หรือ tree บนพื้นดนิ หรือ dead wood 
5. วงชีวิต annual หรือ perennial annual  

Administrator
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ถิ่นอาศัยของเห็ดราที่สํารวจพบนั้นมักจะมีสภาพรมและชื้น มีทั้งที่เปนตอไม โคนไมที่ยังมีชีวิต รากไมที่ยังมีชีวิต รากไมที่ไมมีชีวิต และบนพื้นดินที่มีเศษไมและใบไม
หนาแนน ดังรายละเอียดในตารางที่ 1 
ตารางที่ 1  เห็ดรากลุมไวทรอทที่สํารวจพบในจังหวัดตางๆ และถิ่นอาศัย 

จังหวดัและสถานที่เก็บตัวอยาง สกุลหรือชนิด (species) ถิ่นอาศัย วันที่เก็บตัวอยาง 
1. กรุงเทพฯ : ภาควิชาพฤกษศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
                    ภาควิชาเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
                    คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
                    ภาควิชาชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
                    คณะศิลปกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Ganoderma lucidum BK1 
G. lucidum BK2 
G. lucidum BK3 
Ganoderma sp. BK4 
G. fulvellum BK5 

สภาพรม ชื้น เจริญบนรากตอตนไทร 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูที่โคนตนนนทร ี
สภาพรม ชื้น เจริญอยูที่โคนตนนนทร ี
สภาพรม ชื้น เจริญอยูทีใ่ตตนหูกระจง 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูที่โคนตนนนทร ี

20 มี.ค. 2544 
10 ก.ค. 2545 
10 ก.ค. 2545 
15 ส.ค. 2545 
  6 ต.ค. 2545 

2. กาญจนบุรี : กองพันทหารราบที่ 29 ต. ทาเสา อ. เมือง 
                       เขื่อนวชิราลงกรณ (เขื่อนทาทุงนา) อ. ศรีสวัสดิ์ 
                       โรงเรียนทาพระเนียดกุญชร อ. เมือง 

G. lucidum KC1 
Ganoderma sp. KC2 
G. lucidum KC3 

สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนรากตนหางนกยูงฝรั่ง 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูที่โคนตนหางนกยูงฝรั่ง 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนรากตนหางนกยูงฝรั่ง 

12 เม.ย. 2546 
12 เม.ย. 2546 
13 เม.ย. 2546 

3. ขอนแกน : มหาวิทยาลัยขอนแกน อ. เมือง 
                    มหาวิทยาลัยขอนแกน อ. เมือง 

G. lucidum KH1 
G. brownii KH2 

สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนรากตนหางนกยูงฝรั่ง 
สภาพรม เจริญอยูที่โคนตนนนทรี 

 20 มิ.ย 2546 
 20 มิ.ย 2546 

4. ชลบุรี : คายลูกเสือวชิราวุธ ต. ศรีราชา อ. ศรีราชา G. fulvellum CB สภาพแดดรําไร เจริญอยูที่โคนตนหางนกยูงฝรั่ง   8 ก.ค. 2545 
5. ตราด : น้ําตกคลองแกว ต. บอพลอย อ. บอไร 
               น้ําตกคลองแกว ต. บอพลอย อ. บอไร 

Ganoderma sp. TD1 
G. applanatum TD2 

สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนตอตนยาง 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนทอนซุงจากตนยาง 

  6 ธ.ค. 2546 
  6 ธ.ค. 2546 
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ตารางที่ 1 เห็ดรากลุมไวทรอทที่สํารวจพบในจังหวดัตางๆ และถิ่นอาศัย  (ตอ) 
 

จังหวดัและสถานที่เก็บตัวอยาง สกุลหรือชนิด (species) ถิ่นอาศัย วันที่เก็บตัวอยาง 
6. นครปฐม : ต. สามพราน อ. สามพราน 
                    ต. สามพราน อ. สามพราน 
                    ต. สามพราน อ. สามพราน 
                    ต. สามพราน อ. สามพราน 
                    ต. สามพราน อ. สามพราน 

G. kunmingense NP1  
G. applanatum NP2 
G. multiplicatum NP3 
G. hainanense NP4 
G. lucidum NP5 

สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนตอตนมะขาม 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนตอตนมะขาม 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนตอตนมะขาม 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนรากตอตนมะขาม 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูบนรากตอตนมะขาม 

  10 มี.ค. 2546 
  10 มี.ค. 2546 
  10 มี.ค. 2546 
  10 มี.ค. 2546 
  10 มี.ค. 2546 

7. นครราชสีมา : ปราสาทหินพิมาย อ. พิมาย 
                         มหาวิทยาลัยราชมงคล อ. เมือง 

G. brownii NRM1 
Ganoderma sp. NRM2 

สภาพรม  เจริญอยูบนตอตนหูกวาง 
สภาพรม ชื้น เจริญอยูที่โคนตนนนทรี 

  23 มิ.ย. 2546 
  23 มิ.ย. 2546 

8. ลพบุรี : วัดเวฬุวัน(วัดเขาจีนแล) ต.นิคมสรางตนเอง อ.เมือง Ganoderma sp. LB สภาพรม  เจริญอยูบนตอตนมะขาม   12 พ.ย. 2546 
9. ลําพูน : หมูบานหลวงใหม ต. ทาแมลอย อ. แมทา 
 
                หมูบานหลวงใหม ต. ทาแมลอย อ. แมทา 
                หมูบานหลวงใหม ต. ทาแมลอย อ. แมทา 

G. shandongense LP1 
 
G. gibbosum LP2 
Amauroderma rugosum 
LP3 

มีแดดรําไร คอนขางแหงแลง เจริญอยูบนตอตน
พลวง 
มีแดดรําไร คอนขางแหงแลง เจริญอยูบนตอไม 
มีแดดรําไร คอนขางแหงแลง เจริญอยูบนดินที่มี
เศษใบไมและกิ่งไมใตตนพลวง 

  14 ก.ค. 2546 
 
  14 ก.ค. 2546 
  14 ก.ค. 2546 
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ภาพที่ 9 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum BK1 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงคลายไต หรือคอนขางเปนวงกลม ขนาด 8 X 12 X 
2 เซนติเมตร สีผิวดานบนเหลืองออน น้ําตาล หรือน้ําตาลแดง บางครั้งขอบมีสีเหลืองถึงน้ําตาล เปนแนว
วงกลม (zonate) ผิวบนเปนมันวาว (laccate) เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ชั้น มีความหนา1–1.5 เซนติเมตร ช้ัน
บนสีน้ําตาลหรอืสีขาว ชั้นลางสีน้ําตาล โครงสรางชั้นของการสรางสปอร ยาว 1 เซนติเมตร รู (pore) ใต
ดอกตอนดอกออน สีขาว และจะเปนสีน้ําตาลออน หรือเหลืองอมน้ําตาล รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4 – 5 
รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอกออกในแนวดานขาง ความยาว 2 เซนติเมตร หนา 4 เซนติเมตร มีสี
เดียวกับดอกหรือสีน้ําตาล อมมวง มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate หรือ bitunicate สปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใส
ไมมีสี ผนังเรียบ ชั้นในสีน้ําตาล มีหนาม  
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 10 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum  BK2 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง คอนขางเปนวงกลม ขนาด 10 X 13 X 2 เซนติเมตร สีผิว
ดานบนเหลืองออน น้ําตาล หรือน้ําตาลแดง เปนแนววงกลม (zonate) ผิวบนเปนมันวาว (laccate) ขอบมน 
เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ชั้น มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ชั้นบนสีน้ําตาลออน ช้ันลางสีน้ําตาล ช้ันของ
การสรางสปอรยาว1 เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออน สีขาว และจะเปนสีน้ําตาลหรือเหลืองอม
น้ําตาล รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอกออกในแนวดานขาง ยาว 1 
เซนติเมตร และหนา 4-5 เซนติเมตร มีสีเดียวกับดอกหรือสีน้ําตาลอมมวง  
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate หรือ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน 
ชั้นนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม  

ก ข 

ก ข 
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ภาพที่ 11 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum BK3 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงครึ่งวงกลม หรือคอนขางเปนวงกลม ขนาด 13 X 
16 X 2.5 เซนติเมตร สีผิวดานบนเหลืองออน น้ําตาล หรือน้ําตาลแดง เปนแนววงกลม (zonate) ผิวบนเปน
มันวาว (laccate) ขอบดอกมน เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ชั้น มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ช้ันบนสีน้ําตาล
ชั้นลางสนี้ําตาลเขม ชั้นของการสรางสปอร ยาว 1 เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออน สีขาว และจะ
เปนสีน้ําตาลออน น้ําตาล หรือเหลืองอมน้ําตาล รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอก
ทรงกระบอกออกในแนวดานขางหรือตรงกลาง ความยาวอาจมากถึง 19 เซนติเมตร และอาจหนาถึง 4 
เซนติเมตร มีสีเดียวกับดอกหรือสีน้ําตาลอมมวง มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate และ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน 
ชั้นนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม  
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 12 (ก) ลักษณะดอก Ganoderma sp. BK4 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง กานดอกสั้น 1-2 เซนติเมตร ดอกคลายใบพัด แบนขนาน
กับพื้น ตรงกลางดอกเปนแองเวาลง ขอบมน หนา หนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ผิวดอกเปนคล่ืนขนาดไมเทากัน 
สีน้ําตาล เนื้อเยื่อแบงเปน 2 ช้ัน ช้ันบนมีสีน้ําตาลเขม ชั้นลางสีน้ําตาลออน ชั้นของการสรางสปอรยาว
ประมาณ 0.5 – 0.8 เซนติเมตร รูใตดอกสีน้ําตาลหรือสีขาว คอนขางกลม (suborbicular) กานดอกหนา 
1.5 – 2.0 เซนติเมตร สีเดียวกับดอก จํานวนรู 4 – 6 ตอความยาว 1 มิลลิเมตร  
 ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 9 – 11 X 6 – 8 ไมครอน กลม รี (ellipsoidal) แบบ truncate ผนังสปอร 2 
ชั้น ชั้นนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้าํตาล มีหนาม  
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ภาพที่ 13 (ก) ลักษณะดอก G. fulvellum. BK5 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง ลักษณะครึ่งวงกลมคลายพัด (flabelliform) หรือคลายฝา
หอย (conchate) ขนาด 7-9 X 5.5-8 X 1-2.5 เซนติเมตร ผิวดานบนมีสีน้ําตาลแดงจนถึงน้ําตาลคล้ํา เปน
มันวาว (laccate) ขอบมน มีสีน้ําตาล น้ําตาลซีดหรือเหลือง เนื้อเยื่อ 1 ชั้นมีสีน้ําตาลจนถึงน้ําตาลเขม หนา 
0.3-1.5 เซนติเมตร มีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม ช้ันของการสรางสปอรยาว 0.7-1 เซนติเมตร ดอกออนรูใตดอก
มีสีเหลืองออน และจะเปลีย่นเปนสีน้ําตาลเขม รูคอนขางกลม มีประมาณ 4-5 รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร ไม
มีกานหรือมีกานสั้นใตดอก 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic 
สปอร (Basidiospores) 8.7-10.4 X 5.2-6.9 ไมครอน รูปทรงมน รี แบบ truncate และ bitunicate ผนัง 
สปอร 2 ชั้น ชั้นนอกใสไมมสีี ผนังเรียบ ชั้นในสีน้ําตาล ไมมีหนาม  
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum KC1 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงคอนขางเปนวงกลม ขนาด12X 15 X 2 เซนติเมตร สีผิวดานบน
น้ําตาล หรือนํ้าตาลแดง บางครั้งขอบมีสีเหลืองถึงน้ําตาล เปนแนววงกลม (zonate) ผิวบนเปนมันวาว (laccate) ขอบดอก
มน เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ช้ัน มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ช้ันบนสีน้ําตาลหรือสีขาว ช้ันลางสีน้ําตาล โครงสรางชั้น
ของการสรางสปอร ยาว 1 เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออน สีขาว และจะเปนสีน้ําตาลออน น้ําตาล หรือเหลือ
งอมน้ําตาล รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอกออกในแนวตรงกลาง ความยาวอาจ 5-
7 เซนติเมตร และหนา 2  เซนติเมตร มีสีเดียวกับดอกหรือสีน้ําตาลอมมวง มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 แบบ truncate และ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ 
ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม  
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ภาพที่ 15 (ก) ลักษณะดอก Ganoderma sp. KC2 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกยึดติดกับโคนลําตน ไมมีกานดอก แบนราบขนานกับพื้น ดอกมีความเหนียว สีน้ําตาล 
ผิวดอกไมมันวาว (non – laccate) ขอบดอกมีสีขาว ผิวดอกไมเรียบ เปนสันนูนคลายคลื่น ขนาดดอก 17 – 20 เซนติเมตร 
หนา 0.5 – 1.5 เซนติเมตร เนื้อเยื่อช้ัน cortex มี 1 ช้ัน สีน้ําตาล tube สีน้ําตาลออน ยาวประมาณ 0.3 – 0.5 เซนติเมตร รูใต
ดอกมีสีขาวหรือสีน้ําตาลออน จํานวน 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร คอนขางกลม  
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 6.5 – 7.5 X 8 – 9.5 ไมครอน ทรงรี (ellipsoid) ปลายแหลม (apex) หรือปลายมีลักษณะ
เวา แบบ bitunicate  ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม  
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 16 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum KC3 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงคลายไต หรือคอนขางเปนวงกลม ขนาด12 X 20 X 2.5 
เซนติเมตร สีผิวดานบนน้ําตาล หรือนํ้าตาลแดง ขอบมีสีขาว เปนแนววงกลม (zonate) ผิวบนเปนมันวาว (laccate) ขอบ
ดอกมน เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ช้ัน มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ช้ันบนสีน้ําตาลหรือสีขาว ช้ันลางสีน้ําตาล โครงสราง
ช้ันของการสรางสปอร ยาว 1 เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออน สีขาว และจะเปนสีน้ําตาลออน น้ําตาล หรือเหลือ
งอมน้ําตาล รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอกออกในแนวตรงกลาง ความยาว 10 
เซนติเมตร และหนา 2-3 เซนติเมตร มีสีเดียวกับดอกหรือสีน้ําตาลอมมวง มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate และ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนัง
เรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 17 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum KH1 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความเหนียว รูปทรงคอนขางเปนวงกลม ขนาด 8 X 10 X 2-3.5 เซนติเมตร สีผิว
ดานบนเหลืองออน น้ําตาล หรือน้ําตาลแดง ขอบมีสีขาว และสีเหลืองถึงน้ําตาล เปนแนววงกลม (zonate) ผิวบนเปนมัน
วาว (laccate) ขอบดอกมน เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ช้ัน มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ช้ันบนสีน้ําตาลหรือสีขาว ช้ันลางสี
น้ําตาล โครงสรางชั้นของการสรางสปอร ยาว 0.5 - 1 เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออนสีขาว คอนขางกลม เฉลี่ย 
4 – 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอกออกในแนวตรงกลาง ความยาว 5 เซนติเมตร และหนา 1.5 เซนติเมตร มีสี
น้ําตาลอมมวง มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate และ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนัง
เรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 18 (ก) ลักษณะดอก G. brownii KH2 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งและเหนียว ทรงครึ่งวงกลม แบนราบ ขนาด 8 X 11 X 2-3 เซนติเมตร ผิว
ดานบนไมมัน (non laccate) ขอบมน เนื้อเยื่อช้ันเดียว มีสีน้ําตาลออนหรือน้ําตาล พบแนวเปนรูปครึ่งวงกลมบนดอก 
(concentrically zonate) หนา 1-1.5 ถึง 2.8 เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอรสีน้ําตาล ยาวประมาณ 1-1.2 
เซนติเมตร รูใตดอกมีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม คอนขางกลม ประมาณ 4-5 รูตอมิลลิเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) เปนแบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 7.5 –12 X 6 – 6.7 ไมครอน รูปทรงมน รี (ellipsoid) แบบ truncate และbitunicate ผนังสปอร 
2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 19 (ก) ลักษณะดอก G. fulvellum CB bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งและเหนียว ลักษณะครึ่งวงกลมคลายพัด (flabelliform) หรือคลายฝาหอย 
(conchate) ขนาด 7-9 X 5.5-8 X 1-2.5 เซนติเมตร อาจเกิดดอกใหมขึ้นซอนดอกเกาได ผิวดานบนมีสีน้ําตาลแดงจนถึง
น้ําตาลคล้ํา เปนมันวาว (laccate) ขอบบาง มีสีน้ําตาล น้ําตาลซีดหรือสีเหลือง เนื้อเยื่อ 1 ช้ันมีสีน้ําตาลจนถึงน้ําตาลเขม 
หนา 0.3-1.5 เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอร  มีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม อาจยาวถึง 1 เซนติเมตร เมื่อดอกออน 
รูใตดอกมีสีเหลืองออน และจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเขม รูคอนขางกลม มีประมาณ 4-5 รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร ไมมีกาน
หรือมีกานสั้นใตดอก 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 8.7-10.4 X 5.2-6.9 ไมครอน ทรงรี แบบ truncate และ bitunicate  ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอก
ใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล ไมมีหนาม 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 20  (ก) ลักษณะดอก Ganoderma sp. TD1 bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) มีกานดอกสั้น แบนราบ เปนวงกลม ดอกมีความแข็ง สีน้ําตาลเขม ผิวดอกไมมันวาว (non 
– laccate) ขอบดอกมีสีน้ําตาล ผิวดอกไมเรียบ เปนสันนูนคลายคลื่นโดยรอบ ขนาดดอก 13 – 16 เซนติเมตร หนา 0.5 – 
2.5 เซนติเมตร เนื้อเยื่อช้ัน cortex มี 1 ช้ัน สีน้ําตาลเขม tube สีน้ําตาล ยาวประมาณ 0.3 – 1.0 เซนติเมตร รูใตดอกมีสี
น้ําตาล จํานวน 4 – 5 รูตอมิลลิเมตร คอนขางกลม  
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 6 – 7 X 8 – 10 ไมครอน ทรงรี (ellipsoid) แบบ bitunicate และ truncate ผนังสปอร 2 
ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 21 (ก) ลักษณะดอก G. applanatum TD2 bar = 1 cm (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งแรง รูปครึ่งวงกลม คลายพัด (subflabelliform) ขนาด 6 – 16 X 9 – 23 X 
3 – 4 เซนติเมตร ผิวดานบนสีเทาออน ขาว และสีน้ําตาล ผิวไมมัน (non laccate) มีแนววงโดยรอบ (zonate) ขอบดอก
บาง เนื้อเยื่อมี 1 ช้ัน สีน้ําตาลออนถึงน้ําตาลเขม หนา 0.3–3 เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอรสีน้ําตาล เรียง
ซอนกันเปนช้ัน บางครั้งมีสีขาวของเสนใยปรากฏ มีความหนา 0.3-2.5 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีเทาออน น้ําตาลหรือมีสี
เหลืองออนบางสวน รูคอนขางกลม (suborbicular) ประมาณ 4-5 รูตอมิลลิเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 7-9 (-10.4) X 4.3-6.2 ไมครอน ทรงกลมรี แบบ truncate ปลายแหลม (apex) และแบบ 
bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 22 (ก) ลักษณะดอก G. kunmingense NP1  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ขอบดอกมีลักษณะมวนเขาหากาน (subcochleari form) ลักษณะครึ่งวงกลม ขนาด 2-4 
X 2.8-7 X 1-3 เซนติเมตร ผิวดานบนมีสีน้ําตาลแดงเมื่อสด และเมื่อแกมีสีน้ําตาลจนถึงน้ําตาลดํา เปนมันวาว (laccate) ไม
พบกานที่อยูตรงกลาง แตจะเปนสันนูนใตดอก มีกานดอกแข็ง ขอบดอกมีสีขาว บาง บางครั้งมวนเขาดานใน เนื้อเยื่อมีสี
เหมือนไม (wood-color) หนา 1-2.5 เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอรยาว 0.5-1 เซนติเมตร รูดานลางใตดอก
มีสีขาวหรือน้ําตาลอมเหลือง รูคอนขางกลม มีประมาณ 4 รูตอมิลลิเมตร กานจะอยูดานขางยาว 1.5 เซนติเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 7.5 – 10.5 X 6 –9 ไมครอน สวนใหญรูปทรงรี (ellipsoid) กวาง หรือคอนขางกลม 
(subglobose) ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 23 (ก) ลักษณะดอก G. applanatum NP2  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งแรง รูปครึ่งวงกลม คลายพัด (subflabelliform) หรือหยักไมเปนรูปราง
แนนอน ขนาด 6 – 16 X 9 – 23 X 3 – 4 เซนติเมตร ผิวดานบนสีเทา เทาออน ขาว หรือ น้ําตาล ผิวไมมัน (non laccate) มี
แนววงโดยรอบ (zonate) ขอบดอกบางหรือมน ไมมีกาน เนื้อเยื่อมี 1 ชั้น สีน้ําตาลออนถึงน้ําตาลเขม หนา 0.3–3 
เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอรสีน้ําตาล เรียงซอนกันเปนช้ัน บางครั้งมีสีขาวของเสนใยปรากฏ มีความหนา 
0.3-2.5 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีเทาออน น้ําตาลหรือมีสีเหลืองออนบางสวน รูคอนขางกลม (suborbicular) ประมาณ 4-5 
รูตอมิลลิเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 7-9 (-10.4) X 4.3-6.2 ไมครอน ทรงกลมรี แบบ truncate อาจมีปลายแหลม (apex) และแบบ 
bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 24 (ก) ลักษณะดอก G. multiplicatum NP3  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งแรง รูปทรงคอนขางเปนวงกลม (suborbicular) ขนาด 9 X 12 X 1.5 
เซนติเมตร ยึดติดแนนกับ substratum ไมมีกาน ผิวดอกดานบนมีรองแตกเล็กๆ (rimose) มีสนันูน เรียงสลับกันเปนแนว 
ผิวมันเล็กนอย (slightly laccate) ขอบหยักหรือมน เยื้อเยื่อมีความหนา 0.5 เซนติเมตร แบงเปน 2 ช้ัน ช้ันบนมีสีน้ําตาล
ออน สวนเนื้อเยื่อช้ันลางมีสีน้ําตาลเขม โครงสรางชั้นของการสรางสปอรมีสีน้ําตาลยาว 0.9 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีน้ําตาล 
เหลืองออน ลักษณะคอนขางกลม มีประมาณ 4-5 รูตอมิลลิเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 7-8 (-10.5) X 5.7-7 ไมครอน ทรงกลมรี กวาง หรือคอนขางกลม แบบ  bitunicate  ผนัง
สปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม
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ภาพที่ 25 (ก) ลักษณะดอก G. hainanense NP4  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงคอนขางเปนวงกลม (suborbicular) ขนาด 1.5-5.5 X 1.5-4.5 X 
1-2.2 เซนติเมตร ผิวดานบนสีน้ําตาลแดงถึงน้ําตาลเขม ผิวมัน (laccate) ขอบมน และบาง เนื้อเยื่อหนา 0.1-0.2 เซนติเมตร 
แยกเปน 2 ช้ัน ช้ันบนมีสีน้ําตาลเหลือง ช้ันลางมีสีน้ําตาล โครงสรางชั้นของการสรางสปอรยาว 0.3-2 เซนติเมตร แบงเปน
ช้ัน สีน้ําตาล รูใตดอกมีสีขาว น้ําตาลออนหรือน้ําตาล คอนขางกลม (suborbicular) หรือกลม (orbicular) มีประมาณ 4-6 
รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร กานดอกอยูดานขาง ลักษณะทรงกระบอก มีกานยาว 4 เซนติเมตร มีความหนา 0.3-1.0 
เซนติเมตร มีสีเดียวกันกับสีดอก  
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 9.7-11 X 6-6.7 ไมครอน ทรงกลมรี แบบ truncate และ bitunicate ผนัง สปอร 2 ช้ัน 
ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนามสีน้ําตาลออนหรือน้ําตาล 
 
 
  

 
 

ภาพที่ 26 (ก) ลักษณะดอก G. lucidum NP5  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็งและเหนียว รูปทรงครึ่งวงกลม ขนาด 5 X 4 X 0.8-1.5 เซนติเมตร สีผิว
ดานบนเหลืองออน น้ําตาล ขอบมีสีขาวและสีเหลือง ผิวบนเปนมันวาว (laccate) ขอบดอกมน เนื้อเยื่อดอกแบงเปน 2 ช้ัน 
มีความหนา 1 – 1.5 เซนติเมตร ช้ันบนสีน้ําตาลหรือสีขาว ช้ันลางสีน้ําตาล โครงสรางชั้นของการสรางสปอรยาว 0.5-1.0 
เซนติเมตร รู (pore) ใตดอกตอนดอกออน สีขาว รูใตดอกคอนขางกลม เฉลี่ย 4– 5 รูตอมิลลิเมตร กานดอกทรงกระบอก
ออกในแนวดานขาง ความยาว 3 เซนติเมตร และหนา 2 เซนติเมตร มีสีเดียวกับดอก มันวาว 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 9 –11 X 6 – 7 ไมครอน แบบ truncate และ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนัง
เรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 27 (ก) ลักษณะดอก G.brownii NRM1  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง ทรงครึ่งวงกลม แบนราบ ขนาด 8 X 11 X 1.5 – 2.0 เซนติเมตร ผิว
ดานบนไมมัน (non laccate) ขอบบาง มน เนื้อเยื่อช้ันเดียว มีสีน้ําตาลออนหรือนํ้าตาล พบแนวเปนรูปครึ่งวงกลมบนดอก 
(concentrically zonate) หนา 1-1.5 ถึง 2.0 เซนติเมตร มีกานสั้น โครงสรางชั้นของการสรางสปอรสีน้ําตาล ยาวประมาณ 
0.7-1.2 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม คอนขางกลม ประมาณ 4-5 รูตอมิลลิเมตร 
ระบบเสนใย (Hyphal system) เปนแบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 7.5 –12 X 6 – 6.7 ไมครอน รูปทรงมน รี (ellipsoid) แบบ truncate และbitunicate ผนังสปอร 
2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 28 (ก) ลักษณะดอก Ganoderma sp. NRM2  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกขึ้นเปนกลุมแยกจากกัน ลักษณะดอกดอนขางกลม รี คลายรูปไต ดอกแบนราบ กวาง 
6 – 10 เซนติเมตร หนา 0.5 – 0.8 เซนติเมตร ดอกดานบนสีดํา ขอบสีเหลือง และปลายขอบสีขาว ปลายขอบของดอกบาง 
ดานบนไมมีความมันวาว (non laccate) เนื้อเยื่อดอกมี 2 สี ช้ันบนมีสีน้ําตาลเขม ชั้นลางสีน้ําตาลออน โครงสรางชั้นของ
การสรางสปอรมีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม ยาวประมาณ 0.3 – 0.5 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีขาวหรือเหลืองออน เมื่อแกมีสี
น้ําตาลออน จํานวนรู 4 -5 รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร  
ระบบเสนใย (Hyphal system) เปนแบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) 8.5 –10 X 6.5 – 8 ไมครอน รูปทรงมน รี (ellipsoid) แบบ truncate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอก
ใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 29 (ก) ลักษณะดอก Ganoderma sp. LB  bar = 1 cm   
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกขึ้นเปนดอกเดี่ยว ลักษณะดอกคอนขางกลม ดอกโคงนูนขึ้นดานบน ใตดอกแบนราบ 
กวาง 6.5 – 9 เซนติเมตร หนา 1.5 – 2.0 เซนติเมตร ดอกดานบนสีดําและสีน้ําตาลเขม ปลายขอบสีน้ําตาล ปลายขอบของ
ดอกเปนสันคอนขางตรง โคงดานบน ดอกไมมีความมันวาว (non laccate) เนื้อเยื่อดอก 1 ชั้น สีน้ําตาลเขม โครงสรางชั้น
ของการสรางสปอรมีสีน้ําตาลถึงน้ําตาลเขม ยาวประมาณ 0.3 – 0.4 เซนติเมตร รูใตดอกมีสีน้ําตาลออน และสีขาวเปนบาง
จุด จํานวนรู 4 -5 รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร  
ระบบเสนใย (Hyphal system) เปนแบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ไมสามารถเก็บได 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 30 (ก) ลักษณะดอก G. shandongense  LP1  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง รูปทรงคลายเกือกมา (ungulate) ขนาด 5.5 X 4.8 X 1.0เซนติเมตร ผิว
ดานบนมีสีน้ําตาลแดงหรือน้ําตาลอมเหลือง มีแนวเปนวงอยูตรงกลางดอก ขอบบาง ลักษณะมวนเขา เนื้อเยื่อสีขาว สี
น้ําตาลออนยาวประมาณ 3 เซนติเมตร รูใตดอกสีขาวหรือสีเหลือง คอนขางกลม ประมาณ 4-5 รูตอความยาว 1 มิลลิเมตร 
กานดอกอยูดานขาง มีสีน้ําตาลแดง ยาว 8 เซนติเมตร กานดอกกวาง 0.7-1.0 เซนติเมตร บางสวนของกานอาจแบนเรียบ มี
สีเดียวกันกับสีดอก และกานมีความมันวาว (laccate) มากกวา  
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 12-13.5 (-15) X 6.5-9 ไมครอน ลักษณะรี แบบ truncate มีปลายแหลม (apex) สีน้ําตาล
ออน และแบบ bitunicate ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
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ภาพที่ 31 (ก) ลักษณะดอก G. gibbosum LP2  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) ดอกมีความแข็ง กดแลวดอกยุบลงได ลักษณะครึ่งวงกลมหรือคลายพัด (subflabelliform) 
ขนาด 4-10 X 5-9 X 2 เซนติเมตร ดานบนสีน้ําตาลอมเหลืองออน หรือเปนสีขาว มีรอยแตกบนดอก ไมเปนมันวาว (non 
laccate) ขอบมนหรือเรียบ เนื้อเยื่อมีสีน้ําตาลเขม มีความหนา 0.5-1.0 เซนติเมตร โครงสรางชั้นของการสรางสปอรสี
น้ําตาลเขม ยาว 0.5-1.0 เซนติเมตร ใตดอกเปนสันนูนมีสีขาวและน้ําตาล รู (pore) คอนขางกลม ประมาณ 4-5 รูตอความ
ยาว 1 มิลลิเมตร กานสั้นและแข็งอยูดานขางของดอก ยาว 4 เซนติเมตร หนา 1 เซนติเมตร บริเวณโคนมีสีเดียวกันกับดอก 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 6.9-8.7 X 5-5.2 ไมครอน กลมรี แบบ truncate ที่ปลายแหลม (apex) ผนังสปอร 2 ช้ัน 
ช้ันนอกใสไมมีสี ผนังเรียบ ช้ันในสีน้ําตาล มีหนาม 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 32 (ก) ลักษณะดอก Amauroderma rugosum LP3  bar = 1 cm  (ข) สปอร  bar = 10 µ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โครงสรางดอก (Basidiocarps) วงชีวิต 1 ป ดอกมีความแข็งและเหนียว ขึ้นเปนดอกเดี่ยว กานดอกอยูทางดานขางหรืออยู
คอนมาตรงกลาง เนื่องจากขอบดอกมวนกลับมาดานหลังเขาหากัน ดอกโคงลงหรือแบนราบ เสนผาศูนยกลางดอก
ประมาณ 7 – 10 เซนติเมตร หนา 1 เซนติเมตร ดอกแข็งเมื่อแหงและเปนรอยยน ผิวดอกดานบนสีน้ําตาลเขมหรือดํา ขอบ
ดอกดานบนมีวงแหวนสีแดงหรือสมบริเวณขอบดอก ขอบดอกมีสีขาว เนื้อเยื่อสวนใน (cortex) มี 1 ช้ัน สีดํา หนา 0.1 – 
0.3 เซนติเมตร กานดอกยาว 12 เซนติเมตร หนา 0.3 – 0.8 เซนติเมตร สีน้ําตาลเขม จนถึงสีดํา ทรงกระบอก ผิวดอกไมมัน 
(non laccate) 
ระบบเสนใย (Hyphal system) แบบ trimitic  
สปอร (Basidiospores) ขนาด 9 - 11 X 7.5 – 10 ไมครอน ทรงกลม ผนังสปอร 2 ช้ัน ช้ันนอกไมมีสี เรียบผนังช้ันใน สี
น้ําตาลออนหรือเหลือง 
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2. การแยกเสนใยบริสุทธ์ิและการเก็บรักษา 
ตัวอยางเห็ดราที่เก็บไดจากสภาพธรรมชาติในวงศ Ganodermataceae จํานวน 24 สายพันธุ 

สามารถแยกเสนใยใหมีความบริสุทธิ์ไดโดยงาย และเก็บรักษาในภาวะปลอดเชื้อที่อุณหภูมิหองไดนาน 
2-3 เดือน หรือในที่อุณหภูมิ 4 – 10 องศาเซลเซียส จะเก็บรักษาเสนใยไดนาน 4 เดือน  

 
3. การเจริญของเห็ดราในอาหารสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิตางๆ 

การเจริญของเสนใยเห็ดราที่คัดแยกไดในอาหารสูตร PDA คาความเปนกรดดาง 5.5 พบวาที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เสนใยเห็ดราเจริญไดดี รวดเร็วกวาการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 และ 40 องศา
เซลเซียสในชวงเวลาเทากัน และพบวาการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เสนใยของเห็ดราไม
สามารถเจริญไดในทุกสายพันธุที่คัดแยก ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที ่3 การเจริญของเสนใยของเห็ดราที่คัดแยกไดบนอาหารสูตร PDA คา pH 5.5 ในวันที่ 7  
 
จังหวดั สกุลหรือชนิด (species) คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนี (ซม.) 

  30 oC 35 oC 40 oC 
กรุงเทพมหานคร Ganoderma lucidum BK1 5.45 1.30 0 
 G. lucidum BK2 5.87 1.10 0 
 G. lucidum BK3 6.67 1.40 0 
 Ganoderma sp. BK4 6.83 1.55 0 
 G. fulvellum BK5 6.10 0.94 0 
กาญจนบุรี G. lucidum KC1 3.27 2.72 0 
 Ganoderma sp. KC2 7.65 3.67 0 
 G. lucidum KC3 8.78 4.81 0 
ขอนแกน G. lucidum KH1 7.84 2.74 0 
 G. brownii KH2 6.28 2.74 0 
ชลบุรี G. fulvellum CB 3.96 3.37 0 
นครปฐม G. kunmingense NP1  3.52 1.75 0 
 G. applanatum NP2 4.14 1.80 0 
 G. multiplicatum NP3 3.95 1.55 0 
 G. hainanense NP4 4.76 3.14 0 
 G. lucidum NP5 4.14 3.14 0 
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ตารางที่ 3 การเจริญของเสนใยของเห็ดราที่คัดแยกไดบนอาหารสูตร PDA ในวันที่ 7 คา pH 
เทากับ 5.5 (ตอ) 

 
จังหวดั สกุลหรือชนิด (species) คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนี (ซม.) 

  30 oC 35 oC 40 oC 
นครราชสีมา G. brownii NRM1 7.32 2.90 0 
 Ganoderma sp. NRM2 8.17 2.74 0 
ตราด Ganoderma sp. TD1 5.15 2.20 0 
 G. applanatum TD2 4.30 1.75 0 
ลพบุรี Ganoderma sp. LB1 6.10 2.14 0 
ลําพูน G. shandongense LP1 4.50 1.35 0 
 G. gibbosum LP2 5.30 1.67 0 
 Amauroderma rugosum LP3 5.67 1.20 0 

 
 

4. การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส  
4.1 การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดสเบื้องตน บนอาหารกึ่งแข็งสูตร PDA โดยตรวจสอบ
เอนไซมแลคเคส ไทโรซิเนส และเพอรออกซิเดส ที่อุณหภูมิในการบมเสนใย 30 องศาเซลเซียส พบวา 
0.1% (w/v) syringaldazine ใหผลทดสอบที่เดนชัดตอเอนไซมแลคเคส โดยทําปฏิกิริยากับเสนใยเห็ด
ราท่ีคัดแยกเปนสีชมพู (ภาพที่ 33) สําหรับ 0.03 % hydrogen peroxide ที่หยดบนเสนใยเห็ดรา
โดยตรง พบวาเกิดฟองอากาศบริเวณเสนใย แสดงวาเกิดผลที่เปนบวก (positive) ตอเอนไซมเพอรออก
ซิเดส (ภาพที่ 34) สําหรับเอนไซมไทโรซิเนส เมื่อหยด 0.1 M p – cresol บนเสนใยเห็ดราโดยตรง ไม
เกิดปฏิกิริยาของสีท่ีจะเปลี่ยนแปลงเสนใย (ภาพที่ 35) โดยผลการทดสอบเอนไซมฟนอลออกซิเด
สแตละสายพันธุที่คัดแยกได แสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดสโดยใชรีเอเจนท 
 
จังหวดั สกุลหรือชนิด (species) เอนไซม 

  แลคเคส ไทโรซิเนส เพอรออกซิเดส 
กรุงเทพมหานคร Ganoderma lucidum BK1 ++ - ++ 
 G. lucidum BK2 ++ - ++ 
 G. lucidum BK3 ++ - ++ 
 Ganoderma sp. BK4 + - ++ 
 G. fulvellum BK5 + - ++ 
กาญจนบุรี G. lucidum KC1 ++ - ++ 
 Ganoderma sp. KC2 ++ - ++ 
 G. lucidum KC3 ++ - ++ 
ขอนแกน G. lucidum KH1 ++ - ++ 
 G. brownii KH2 ++ - ++ 
ชลบุรี G. fulvellum CB ++ - ++ 
นครปฐม G. kunmingense NP1  + - ++ 
 G. applanatum NP2 ++ - ++ 
 G. multiplicatum NP3 ++ - ++ 
 G. hainanense NP4 - - + 
 G. lucidum NP5 ++ - ++ 
นครราชสีมา G. brownii  NRM1 ++ - ++ 
 Ganoderma sp. NRM2 + - ++ 
ตราด Ganoderma sp. TD1 + - + 
 G. applanatum TD2 ++ - ++ 
ลพบุรี Ganoderma sp. LB1 + - + 
ลําพูน G. shandongense LP1 - - + 
 G. gibbosum LP2 ++ - ++ 
 Amauroderma rugosum LP3 + - + 
เครื่องหมาย ++ เกิดปฏิกิริยากับเอนไซมไดดี (แลคเคส = ชมพูเขม; เพอรออกซิเดส = เกิดฟองมาก) 

       +   เกิดปฏิกิริยากับเอนไซมไดนอย (แลคเคส = ชมพูออน; เพอรออกซิเดส = เกิดฟองนอย) 
        -    ไมเกิดปฏิกิริยากับเอนไซม 



 47

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 33 วงสีที่เกิดขึ้นบนโคโลนีเสนใยของเห็ดสกุล Ganoderma สายพันธุ NP1 – NP5 โดย 

   ใช 0.1% (w/v) syringaldazine ทดสอบเอนไซมแลคเคส  

 
ภาพที่ 34 ฟองอากาศที่เกิดขึ้นบนโคโลนีเสนใยโดยใช 0.03% hydrogen peroxide ทดสอบ 
                เอนไซมเพอรออกซิเดส 
 
 
 
 
 
 
 
          

 
 

ภาพที่ 35 วงสีที่ไมเกิดขึ้นบนโคโลนีเสนใยของเห็ดสกุล Ganoderma สายพันธุ NP1 – NP5  
   เมื่อใช 0.1 M p-cresol ทดสอบเอนไซมไทโรซิเนส 

 

NP1 NP2 NP3 

NP4 NP5 

NP1 NP2 NP3 

NP4 NP5 

NP5 
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 4.2   การตรวจสอบเอนไซมแลคเคสโดยใช 0.1% gallic acid ผสมในอาหารสูตร PDA ที่ความเปนกรด
ดาง 5.0 โดยวัดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเสนใยและวงสีที่เกิดขึ้น ในวันที่ 5 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส พบวาเกิดวงสีน้ําตาลรอบโคโลนีและใตโคโลนีของเสนใย (ภาพที่ 36) และเมื่อทดสอบคาทาง
สถิติ พบวาเห็ดราที่คัดแยกได 10 สายพันธุจาก 24 สายพันธุ มีอัตราสวนของวงสีที่เกิดขึ้นตอ
เสนผาศูนยกลางของโคโลนี แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 5) โดยทําการคัดเลือกสายพันธุเห็ดรา
วงศ Ganodermataceae จํานวน 10 สายพันธุ ไดแก Ganoderma lucidum BK1 Ganoderma sp. BK2 
G. lucidum KC1 Ganoderma sp. KC2   G. lucidum KC3  G. lucidum KH1 G. brownii KH2  G. 
multiplicatum NP3   Ganoderma sp. NRM1 และ G. gibbosum LP2  
 

 
ภาพที่ 36 วงสีน้ําตาลที่เกิดขึ้นในการตรวจสอบเอนไซมแลคเคสดวย 0.1 % gallic acid 
 
 
 
 
 

NP4 NP3 NP2 NP1 

NP5 

KH1 KH2 

LP1 LP2 LP3 TD1 TD2 

CB NRM1 NRM2 KC1 KC2 KC3 

LB BK1 BK2 BK3 BK4 BK5 
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ตารางที่ 5 เสนผาศูนยกลางของโคโลนีเสนใยและวงสีที่เกิดขึ้นจากการใช 0.1% gallic acid ใน 
    อาหารสูตร potato dextrose agar  

 
จังหวดัที่เก็บตวัอยาง species เสนผาศูนยกลางโคโลนีเฉลี่ย 

  โ ค โ ล นี 
(cm) 

วงสี (cm) อัตราสวน 

กรุงเทพมหานคร Ganoderma lucidum BK1 5.60 6.85 1.22de 

 G. lucidum BK2 5.80 6.85 1.18ede 

 G. lucidum BK3 6.50 6.60 1.01ab 

 Ganoderma sp. BK4 6.75 6.85 1.01ab 

 G. fulvellum BK5 6.00 6.20 1.03ab 

กาญจนบุรี G. lucidum KC1 3.00 4.20 1.40f 

 Ganoderma sp. KC2 7.50 8.50 1.13bcd 

 G. lucidum KC3 8.00 8.80 1.10bc 

ขอนแกน G. lucidum KH1 7.50 8.50 1.13bcde 

 G. brownii KH2 6.00 7.20 1.20ede 

ชลบุรี G. fulvellum CB 3.55 3.60 1.01ab 

นครปฐม G. kunmingense NP1  3.20 3.35 1.05bc 

 G. applanatum NP2 4.25 4.35 1.02ab 

 G. multiplicatum NP3 3.00 3.85 1.28df  

 G. hainanense NP4 4.50 4.60 1.02ab 

 G. lucidum NP5 4.30 4.30 1.00ab 

นครราชสีมา G. brownii. NRM1 7.00 8.15 1.16ede 

 Ganoderma sp. NRM2 8.05 8.20 1.02ab 

ตราด Ganoderma sp. TD1 5.10 5.05 0.99ab 

 G. applanatum TD2 4.45 4.50 1.01ab 

ลพบุรี Ganoderma sp. LB1 5.50 4.80 0.87a 

ลําพูน G. shandongense LP1 4.15 4.25 1.02ab 

 G. gibbosum LP2 5.10 6.30 1.24de 

 Amauroderma rugosum LP3 6.05 5.90 0.98ab 
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5. การทดสอบประสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส 

 
เมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสโดยใชรีเอเจนทตรวจสอบ และ

การเลี้ยงเสนใยของเห็ดราทีค่ัดแยกไดในอาหารสูตร PDA ที่มี gallic acid เปนสารชักนําใหเอนไซมผลิต
ออกมานอกเซลล ทําใหสามารถคัดเลือกเหด็ราในวงศ Ganodermataceae จาก 24 สายพันธุ ลดลงเหลือ 
10 สายพันธุ ไดแก       Ganoderma lucidum BK1      G. lucidum BK2       G. lucidum KC1 
Ganoderma sp. KC2   G. lucidum KC3     G. lucidum KH1   G. brownii KH2   G. multiplicatum 
NP3 Ganoderma sp. NRM1 และ G. gibbosum LP2 มาทดสอบการยอยสลายลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคา
ลิปตัส และใชเชื้อ Phanerocheate chrysosporium รวมทดสอบดวย (ภาพที่ 37) พบวาปริมาณลิกนินที่
ลดลงในระยะเวลา 1 เดือนในอาหารที่มีเชือ้ P. chrysosporium มีคาสูงสุด คือ 42.17 เปอรเซ็นต สําหรับ
เห็ดราสกุล Ganoderma ทั้ง 10 สายพันธุ พบวา 3 สายพันธุที่มีประสิทธิภาพรองลงมาในการลดปริมาณ
ลิกนิน ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 โดยมีคาเปอรเซ็นตความ
แตกตางของปริมาณ ลิกนินเทากับ 19.49  18.82  และ 16.52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังตารางที่ 6 

 
 

 
P. chrysosporium  G. lucidum BK2 G. brownii KH2  G. gibbosum LP2 

 
ภาพที่ 37 เห็ดราที่เจริญในอาหารสูตรขี้เล่ือยไมยูคาลิปตสั ในเวลา 1 เดือน 
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ตารางที่ 6 เปอรเซ็นตความตางของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในการยอยสลายขี้เล่ือย 

   ไมยูคาลิปตัสจากเชื้อที่คัดแยกได 
 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน สกุลหรือชนิด (species) 
หลังบมเช้ือ 

(กรัม) 
%ความตาง หลังบมเช้ือ 

(กรัม) 
%ความตาง หลังบมเช้ือ 

(กรัม) 
%ความตาง 

Ganoderma lucidum BK1 0.4134 7.43 0.1362 1.66 0.2821 15.03d 

G. lucidum BK2 0.4298 3.75 0.1315 5.07 0.2673 19.49f 

G. lucidum KC1 0.4139 7.32 0.1168 15.67 0.2992 9.87a 

Ganoderma sp. KC2 0.4162 6.81 0.1355 2.17 0.2871 13.52c 

G. lucidum KC3 0.4410 1.25 0.1268 8.45 0.2939 11.47b 

G. lucidum KH1 0.4142 7.25 0.1109 19.92 0.2955 10.99b 

G. brownii KH2 0.4245 4.95 0.1359 1.85 0.2695 18.82f 

G. multiplicatum NP3 0.4123 7.68 0.1179 14.87 0.2992 9.88a 

Ganoderma sp. NRM1 0.3909 12.47 0.1155 16.61 0.2831 14.73d 

G. gibbosum LP2 0.4357 2.43 0.1273 8.09 0.2771 16.52e 

Phanerocheate chrysosporium 0.4242 5.02 0.1145 15.38 0.1920 42.17g 

 
หมายเหตุ ปริมาณเซลลูโลสกอนการบมเชื้อ 0.4466 กรัม เฮมิเซลลูโลส 0.1385 กรัม ลิกนิน 0.3320 กรัม  

   เถา  0.0829 กรัม 
 

 
6. การเจริญเติบโตของเห็ดราในอาหารสูตร PDB 

เห็ดราวงศ Ganodermataceae 3 ชนิดที่คัดเลือกเพื่อนํามาใชในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 สามารถเจริญไดดีในอาหารสูตร 
PDB ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส โดย G. lucidum BK2 ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักตอกรัมแหงสูงสุดในวนัที ่
18 คาความเปนกรดดาง 5.0 (ภาพที่ 38) G. brownii KH2 ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักตอกรัมแหงสูงสุดในวนัที ่
18 คาความเปนกรดดาง 6.0 (ภาพที่ 39) และ G. gibbosum LP2 ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักตอกรัมแหงสูงสุด
ในวันที่ 15 คาความเปนกรดดาง 6.0 (ภาพที่ 40)  
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  30 oC        35 oC 
 

 
ภาพที่ 38 กราฟแสดงการเติบโตของเสนใยในอาหารสูตร PDB ที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศา 

   เซลเซียสของ G. lucidum  BK2  
 
 
  30 oC       35 oC 
 

 
 
ภาพที่ 39 กราฟแสดงการเติบโตของเสนใยในอาหารสูตร PDB ที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศา 

   เซลเซียสของ G. brownii KH2 
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  30 oC       35 oC 

 
ภาพที่ 40 กราฟแสดงการเติบโตของเสนใยในอาหารสูตร PDB ที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศา 

   เซลเซียสของ G. gibbosum LP2 
 
 
 สําหรับการเจริญของเชื้อ Phanerocheate chrysosporium ในอาหารสูตร PDB ที่คาความเปน
กรดดาง 5.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหคาเฉลี่ยน้ําหนักตอกรัมแหงสูงสุดในวันที่ 8 (ภาพที่ 40) 

 

ภาพที่ 41 กราฟแสดงการเติบโตของเชื้อ P. chrysosporium ในอาหารสูตร PDB 
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7. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม 
 การหา pH ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยการ
เล้ียงเห็ดรากลุมไวทรอทที่คดัเลือก 3 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และG. gibbosum 
LP2 โดยมี P. chrysosporium เปนสายพนัธุเปรียบเทียบ ในอาหารสตูร production ที่มีคาความเปนกรด
ดางตางกัน 4 ระดับ คือ 3.0  4.0  5.0 และ 6.0 เพื่อตรวจสอบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแลคเคส 
แมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส ซ่ึงคาหนวยของเอนไซมที่ไดทัง้ 3 เอนไซมใหผลดังนี ้
 G. lucidum BK2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ pH 6.0 ใน
วันที่ 9 โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสเทากับ 1.080 X 10-4 U/ml และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีส
เพอรออกซิเดสเทากับ 5.244 X 10-4 U/ml ดังตารางที่ 7 
 G. brownii KH2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ pH 5.0 ใน
วันที่ 6 โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสเทากับ 1.608 X 10-4 U/ml และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีส
เพอรออกซิเดสเทากับ 2.532 X 10-4 U/ml ดังตารางที่ 8 
 G. gibbosum LP2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ pH 3.0 
ในวนัที่ 9 โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสเทากับ 0.474 X 10-4 U/ml และคาหนวยของเอนไซม
แมงกานีสเพอรออกซิเดสเทากับ 2.052 X 10-4 U/ml ดังตารางที่ 9 
 P. chrysosporium ใหคาหนวยแมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ pH 
4.0 ในวันที่ 9 โดยคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส เทากับ 0.325 X 10-4 U/ml และคาหนวย
ของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดสเทากับ 1.602 X 10-4 U/ml ดังตารางที่ 10 
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ตารางที่ 7 แอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (MnP) และเอนไซมแลคเคส (Lac) จาก G.lucidum BK2 

เอนไซมแอคตวิิตี (X 10-4 U/ml) 

วันที3่ วันที่ 6 วันที่ 9 วันที1่2 
 
pH 

Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP 
3.0 0.342 0.467 0 0.264 1.089 0.018 0.098 0.358 0 0.196 0.331 0 
4.0 0.071 0.079 0 0.080 0.396 0 0.212 0 0 0.067 0.496 0 
5.0 0.062 0.107 0 0.151 0.153 0 0.167 0.074 0 0.055 0.274 0 
6.0 0.067 0.153 0 0.070 0.241 0.017 1.080 5.244 0 0.340 4.200 0 
 
ตารางที่ 8 แอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (MnP) และเอนไซมแลคเคส (Lac) จาก G. brownii KH2 

เอนไซมแอคตวิิตี (X 10-4 U/ml) 
วันที3่ วันที่ 6 วันที่ 9 วันที1่2 

 
pH 

Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP 
3.0 0.147 0.072 0 0.133 0.494 0 0.154 0.202 0 0.114 0.228 0 
4.0 0.095 0.177 0 0.057 0.539 0 0.180 0.044 0 0.055 0.042 0 
5.0 0.125 0.064 0.175 1.608 2.532 0 0.534 0.749 0 0.207 0.544 0.332 
6.0 0.057 0.161 0.102 0.201 0.227 0 0.403 0.593 0 0.085 0.323 0 
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ตารางที่ 9 แอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (MnP) และเอนไซมแลคเคส (Lac) จาก G. gibbosum LP2 

เอนไซมแอคตวิิตี (X 10-4 U/ml) 
วันที3่ วันที่ 6 วันที่ 9 วันที1่2 

 
pH 

Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP 
3.0 0.277 0.495 0 0.159 0.716 0 0.474 2.052 0 0.145 0.613 0 
4.0 0.044 0.109 0 0.063 0.071 0 0.042 0.344 0 0.072 0.364 0 
5.0 0.011 0.058 0 0.033 0.093 0 0.036 0.196 0 0.099 0.489 0 
6.0 0.014 0.131 0 0.033 0.084 0 0.025 0.334 0.297 0.134 0.391 0.079 
 
ตารางที่ 10 แอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส (MnP) และเอนไซมแลคเคส (Lac) จาก P. chrysosporium 

เอนไซมแอคตวิิตี (X 10-4 U/ml) 
วันที3่ วันที่ 6 วันที่ 9 วันที1่2 

 
pH 

Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP Lac MnP LiP 
3.0 0 0.213 0.009 0 0.322 0.476 0 0.607 0.844 0 0.452 0.265 
4.0 0 0.121 0.135 0 0.201 0.835 0 0.325 1.602 0 0.503 1.579 
5.0 0 1.925 0.059 0 0.089 0.089 0 0.521 0.323 0 0.417 0.224 
6.0 0 0.878 0 0 0.282 0.179 0 0.456 0.263 0 0.131 0.131 
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8. การทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิบางสวน 
 จาการทดสอบหาคาความเปนกรดดางเหมาะสมในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่อุณหภูม ิ 30 
องศาเซลเซียส ของเห็ดรากลุมไวทรอทที่คดัเลือก 3 ชนดิ ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ 
G. gibbosum LP2 โดยม ี P. chrysosporium เปนสายพันธุเปรียบเทียบ จึงเลือกวันทีเ่ห็ดราทัง้ 4 ชนิด
สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด ในภาวะคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม  โดยนําเอนไซมมาตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 20% 40% 60% และ 80% อุณหภมูิ 0 – 4 องศาเซลเซียส  พบวา 
 
 G. lucidum BK2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ความเขมขน
ของแอมโมเนยีมซัลเฟตเทากับ 60 % โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสหลังจาการดึงเกลือออก (dialysis) 
มีคาเทากับ 2.310 X 10-3 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ (specific acitivity) เทากับ 2.357 X 10-2 โดยมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 6.06 เทา และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสหลังจาการดึงเกลือออก
เทากับ 5.360 X 10-4 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ เทากับ 9.613 X 10-3 โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 
3.33 เทา ดังตารางที่ 11 
 G. brownii KH2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ความเขมขน
ของแอมโมเนยีมซัลเฟตเทากับ 60 % โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสหลังจาการดึงเกลือออก (dialysis) 
มีคาเทากับ 9.102 X 10-3 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ (specific acitivity) เทากับ 5.029 X 10-2 โดยมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 9.38 เทา และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสหลังจาการดึงเกลือออก
เทากับ 7.513 X 10-3 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ เทากับ 8.442 X 10-2 โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 
10.99 เทา ดังตารางที่ 12 
 G. gibbosum LP2 ใหคาหนวยเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่ความ
เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 80 % โดยคาหนวยของเอนไซมแลคเคสหลังจาการดงึเกลือออก 
(dialysis) มีคาเทากับ 4.906 X 10-4 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ (specific acitivity) เทากับ 4.306 X 
10-3 โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 5.86 เทา และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสหลังจาการดึง
เกลือออกเทากบั 1.532 X 10-3 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ เทากับ 1.650 X 10-2 โดยมีความบริสุทธิ์
เพิ่มขึ้น 3.68 เทา ดังตารางที่ 13 
 P. chrysosporium ใหคาหนวยเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูง
สุดที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเทากับ 60 % โดยคาหนวยของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส 
หลังจาการดึงเกลือออก (dialysis) มีคาเทากับ 8.912 X 10-3 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ (specific 
acitivity) เทากับ 4.776 X 10-2 โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 8.82 เทา และคาหนวยของเอนไซมแมงกานีส
เพอรออกซิเดสหลังจาการดงึเกลือออกเทากับ 5.123 X 10-4 U/ml คากิจกรรมเอนไซมจําเพาะ เทากบั 4.788 
X 10-3 โดยมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 3.02 เทา ดังตารางที่ 14 
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ตารางที่ 11 แอคติวิตีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผลิตจาก G. lucidum BK2 ที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 60%  
 

คา pH เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตรรวม 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มก / มล) 

Activity 
(U/ml) 

Specific 
activity(U/mg) 

คากิจกรรมรวม 
(U) 

Yield (%) ความบริสุทธิ์ที่
เพิ่มขึ้น (เทา) 

Lac เอนไซม
หยาบ 

300 0.029 1.128 X 10-4 3.890 X 10-3 0.033 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.098 2.310 X 10-3 2.357 X 10-2 0.069 209.09 6.06 
MnP เอนไซม

หยาบ 
300 0.021 5.360 X 10-4 2.552 X 10-2 0.161 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.113 9.613 X 10-3 8.507 X 10-2 0.288 178.88 3.33 
LiP เอนไซม

หยาบ 
300 0.016 0 0 0 0 0 

 
 
6 

 ตกตะกอน 30 0.104 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 12 แอคติวิตีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผลิตจาก G. brownii KH2 ที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 60 %  
 

คา pH เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตรรวม 
(ml) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(mg / ml) 

Activity 
(U/ml) 

Specific activity 
(U/mg) 

คากิจกรรมรวม 
(U) 

Yield (%) ความบริสุทธิ์ที่
เพิ่มขึ้น (เทา) 

Lac เอนไซม
หยาบ 

300 0.034 1.823 X 10-4 5.362 X 10-3 0.054 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.181 9.102 X 10-3 5.029 X 10-2 0.273 505.67 9.38 
MnP เอนไซม

หยาบ 
300 0.034 2.610 X 10-4 7.676 X 10-3 0.078 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.089 7.513 X 10-3 8.442 X 10-2 0.225 288.46 10.99 
LiP เอนไซม

หยาบ 
300 0.042 0 0 0 0 0 

 
 
5 

 ตกตะกอน 30 0.107 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 13 แอคติวิตีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผลิตจาก G. gibbosum LP2 ที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 80 %  
 

คา pH เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตรรวม 
(ml) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(mg / ml) 

Activity 
(U/ml) 

Specific 
activity(U/mg) 

คากิจกรรมรวม 
(U) 

Yield (%) ความบริสุทธิ์ที่
เพิ่มขึ้น (เทา) 

Lac เอนไซม
หยาบ 

300 0.043 3.157 X 10-5 7.342 X 10-4 9.471 X 10-3 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.100 4.906 X 10-4 4.306 X 10-3 1.472 X 10-2 1554.22 5.86 
MnP เอนไซม

หยาบ 
300 0.047 2.104 X 10-4 4.476 X 10-3 6.312 X 10-2 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.093 1.532 X 10-3 1.650 X 10-2 0.495 784.22 3.68 
LiP เอนไซม

หยาบ 
300 0.056 0 0 0 0 0 

 
 
3 

 ตกตะกอน 30 0.081 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 14 แอคติวิตีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผลิตจาก P. chrysosporium ที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนยีมซัลเฟตความเขมขน 60 %  
 

คา pH เอนไซม ขั้นตอนการ
ทําใหบริสุทธิ์ 

ปริมาตรรวม 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มก / มล) 

Activity 
(U/ml) 

Specific activity 
(U/mg) 

คากิจกรรมรวม 
(U) 

Yield (%) ความบริสุทธิ์ที่
เพิ่มขึ้น (เทา) 

Lac เอนไซม
หยาบ 

300 0.025 0 0 0 0 0 

 ตกตะกอน 30 0.097 0 0 0 0 0 
MnP เอนไซม

หยาบ 
300 0.019 3.017 X 10-5 1.588 X 10-3 9.051 X 10-3 100 1 

 ตกตะกอน 30 0.107 5.123 X 10-4 4.788 X 10-3 1.537 X 10-2 169.81 3.02 
LiP เอนไซม

หยาบ 
300 0.023 1.243 X 10-4 5.040 X 10-3 3.729 X 10-2 100 1 

 
 
4 

 ตกตะกอน 30 0.187 8.912 X 10-3 4.766 X 10-2 0.267 716.01 8.82 
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การทดสอบคณุสมบัติของเอนไซม 
 การทดสอบความเสถียรของเอนไซมในชวงอุณหภูมิ 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 4 
และ 6 ชั่วโมง ในสารละลายโซเดียมทารเทรทบัฟเฟอร โดยคิดคํานวณเทียบกับคากจิกรรมของเอนไซม
กอนการบม (relative activity) ใหผลดังนี ้
 เอนไซมที่ผลิตจาก G. lucidum BK2 นํามาบมในสารละลายโซเดียมทารเทรทบัฟเฟอร คาความ
เปนกรดดาง 6.0 มีความเสถียรของเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในเวลา 2 – 6 ช่ัวโมง โดยมีคา relative activity ของเอนไซมแลคเคสของเอนไซมแลคเคส อยู
ในชวง 97.28 – 78.01 เปอรเซ็นต และคา relative activity ของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส อยู
ในชวง 95.17 – 78.67 ดังตารางที่ 15 
 เอนไซมที่ผลิตจาก G. brownii KH2 นํามาบมในสารละลายโซเดียมทารเทรทบัฟเฟอร  คาความ
เปนกรดดาง 5.0 มีความเสถียรของเอนไซมแลคเคส และแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในเวลา 2 – 6 ชั่วโมง โดยมีคา relative activity ของเอนไซมแลคเคส อยูในชวง 93.01 – 72.49 
เปอรเซ็นต และคา relative activity ของเอนไซมแมงกานีสเพอรออก    ซิเดส อยูในชวง 98.71 – 80.14 ดัง
ตารางที่ 15 
 เอนไซมที่ผลิตจาก G. gibbosum LP2 นํามาบมในสารละลายโซเดียมทารเทรทบัฟเฟอร คาความ
เปนกรดดาง 3.0 มีความเสถียรของเอนไซมแลคเคสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในเวลา 2 – 6 ชั่วโมง โดยมีคา relative activity ของเอนไซมแลคเคส อยูในชวง 90.78 – 79.13 
เปอรเซ็นต และคา relative activity ของเอนไซมแมงกานีสเพอรออก    ซิเดส อยูในชวง 87.56 – 63.13 ดัง
ตารางที่ 15 
 เอนไซมที่ผลิตจาก P. chrysosporium นํามาบมในสารละลายโซเดียมทารเทรทบัฟเฟอร คาความ
เปนกรดดาง 4.0 มีความเสถียรของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดสและแมงกานีสเพอรออกซิเดสที่อุณหภูมิ 
30 - 40 องศาเซลเซียส ในเวลา 2 – 6 ช่ัวโมง โดยมีคา relative activity ของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส 
อยูในชวง 90.17 – 80.21 เปอรเซ็นต และคา relative activity ของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส อยู
ในชวง 96.01 – 69.03 ดังตารางที่ 15 
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ตารางที่ 15 ผลของอุณหภูมแิละเวลาที่มีผลตอความเสถียรของเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
 

% relative activity * 

เอนไซมแลคเคส เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส เอนไซมลิกนนิเพอรออกซิเดส 
 

ไวทรอท 
อุณหภูม ิ
ที่บม 
(OC) 

% relative 
activity 
0 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง 2 ชั่วโมง 4 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง 

G. lucidum BK2 30 
40 
50 

100 
- 
- 

97.28 
68.71 

0 

84.72 
56.67 

0 

78.01 
48.53 

0 

95.17 
62.78 

0 

84.13 
40.67 

0 

78.67 
21.16 

0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

G. brownii KH2 30 
40 
50 

100 
- 
- 

92.01 
51.67 

0 

81.97 
28.46 

0 

72.49 
21.03 

0 

98.71 
65.13 

0 

82.67 
38.17 

0 

80.14 
20.89 

0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

G. gibbosum LP2 30 
40 
50 

100 
- 
- 

90.78 
68.21 
10.67 

80.34 
38.17 

0 

79.13 
10.78 

0 

87.56 
67.33 

0 

85.15 
60.17 

0 

63.13 
44.04 

0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

P. chrysosporium 30 
40 
50 

100 
- 
- 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

96.01 
75.15 
42.67 

87.13 
53.61 

0 

69.03 
31.89 

0 

90.17 
75.01 
50.33 

87.50 
62.11 
41.93 

80.21 
50.17 
32.10 

* หมายเหต ุ: คิดเทียบโดยใหแอคติวติีของเอนไซมที่บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 0 ชั่วโมง เปน 100 %
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การฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซม 
 

เมื่อนําเอนไซมหยาบ (crude enzyme) ที่ผลิตไดจากเห็ดรา 4 ชนิดไดแก  G. lucidum BK2 G. 
brownii KH2 G. gibbosum LP2 และ P. chrysosporium มาปรับความเขมขนของเอนไซมเทากับ 0.2 – 
0.4  IU/gOD โดยการฟอกเยื่อกระดาษยคูาลิปตัสจะบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
และเยื่อที่ที่ผานการฟอกแลว ใหผลทดสอบคาการใหน้าํไหลผาน คาความขาวสวาง คาแรงดันทะลุ คาแรง
ฉีกขาด คาการตานทานแรงดึง และคาคัปปา แสดงในตารางที่ 16 และเยื่อกระดาษทดสอบที่ไดมคีวามขาว
สวางดังภาพที ่42  

 
คุณสมบัติของเยื่อกระดาษทีผ่านการฟอกดวยเอนไซมจากเห็ดรากลุมไวทรอท 4 ชนิด พบวา ใหคา

ความขาวสวางอยูในชวง 26.84 ถึง 27.27 คาคัปปามีความแตกตางกนัในทุกชดุการทดลอง โดยชุดที่ฟอก
ดวยออกซิเจนมีคาคัปปาเทากับ 6.71 และชุดที่ฟอกดวยเอนไซมจาก G. brownii KH2 ใหคาคัปปานอยสุด
เทากับ 15.63 คา freeness มีความแตกตางทางสถิติสามารถแบงเปน 4 กลุมจากชดุทดลอง โดยการฟอก
เยื่อดวยเอนไซมจาก P. chrysosporium ใหคา freenee นอยกวาชุดทดลองที่ฟอกเยือ่กระดาษดวยเอนไซม
จากเหด็รา 3 ชนิด   และชุดทดสอบที่ผานการฟอกดวยออกซิเจนมีคา freeness นอยที่สุด แสดงถึง
ประสิทธิภาพในการอุมน้ําทีด่ี และชุดทีผ่านการฟอกดวยออกซิเจน มีคาแรงดันทะลุไมแตกตางกัน G. 
gibbosum LP2 และทุกชุดการทดลองมีคา Burst index ที่มากกวาชดุควบคุมที่ไมไดฟอกเยื่อกระดาษดวย
เอนไซม โดย G. lucidum BK2 ใหคา Burst index สูงสุดที่ 0.812 Kpa x m2/g สําหรับคา Tear index ที่
ผานการฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซมจากทุกชุดการทดลองมีคานอยกวาชุดควบคุม ยกเวนเอนไซมจาก G. 
brownii KH2 ที่ใหคา Tear index มากทีสุ่ดที่ 5.38 mN x m2/g และคา Tensile index มีคาตางกันทุกชุด
การทดสอบ แตคาที่ไดสวนใหญมีคามากกวาชุดควบคุม ยกเวนเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจาก 
G. gibbosum LP2 ที่ใหคาต่ํากวาชุดทดสอบ ทําใหสามารถสรุปไดวา เอนไซมจากเหด็รา G. brownii 
KH2 มี ประสิทธิภาพในการลดคาคัปปา การเพิ่มความสวาง และการมีคา Tear index ที่สูงกวาชุดควบคุม 
จึงเปนสายพนัธุที่ใหผลการฟอกเยื่อกระดาษที่ดีที่สุด 
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          ภาพที่ 42  แผนกระดาษทดสอบที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเห็ดรากลุมไวทรอท
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ตารางที่ 16 คุณสมบัติของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมฟนอลออกซิเดสจากเห็ดรากลุมไวทรอท 
 

Brightness Kappa number  
Samples Index % 

increasing 
Index % 

decreasing 

Freeness 
(ml) 

Burst index 
(Kpa x m2/g) 

Tear index 
(mN x m2/g) 

Tensile 
index 

(KN x m/g) 
ชุดควบคุม * 26.56a 0 18.80f 0 625d 0.445a 5.00c 15.57b 

G. lucidum BK2 26.84b 1.05 18.45e 1.86 625d 0.812e 4.33b 24.91f 

G. brownii KH2 27.27d 2.67 15.63b 16.86 620c 0.503b 5.38d 17.60d 

G. gibbosum LP2 27.03c 1.77 17.95d 4.52 620c 0.571c 5.00c 14.64a 

P. chrysosporium 27.13c 2.30 16.41c 12.71 615b 0.674d 2.92a 19.58e 

ชุดฟอกออกซเิจน 54.68e 105.87 6.71a 64.31 580a 0.613c 3.12a 16.81c 

 
* หมายเหตุ ชดุควบคุมคือเยือ่กระดาษทีไ่มไดผานการฟอก 

 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
1. การสํารวจ การเก็บตัวอยางเห็ดราและการตรวจชื่อวิทยาศาสตร 

การสํารวจและเก็บตวัอยางเห็ดราที่เจริญอยูบนเนื้อไม พบเห็ดราหลายชนิด ไดแก เห็ดรา 
กลุมไวทรอท เชน สกุล Pycnoporus สกุล Trametes สกุล Panus สกุล Ganoderma สกุล 
Amauroderma หรือเห็ดราชนิดอื่นที่ขึ้นอยูบนเนื้อไม และไดเก็บตวัอยางมาแยกเสนใย แตไม
ประสบความสําเร็จในการแยกเสนใยจากเห็ดราหลายสกลุที่พบ เนื่องจากการปนเปอนจากเชื้อรา
ชนิดอื่น การไมเจริญของเสนใยในอาหารสูตร PDA การแยกเสนใยจากตวัอยางเห็ดราวงศ 
Ganodermataceae สามารถทําไดงายกวาเห็ดราชนดิอื่น เนื่องจากลกัษณะดอกที่หนา แข็ง และ
เนื้อเยื่อช้ันในไมคอยพบการปนเปอนจากเชื้อราอื่นหรือแมลงกัดกนิ Liang และคณะ (1995) ได
เลือกใช PDA ในการเลี้ยงเสนใยของ Ganoderma tsugae และสามารถเจริญไดในอาหารได 
นอกจากนี้เหด็ราวงศนี้ พบไดเกือบทัว่ไปในชวงฤดูฝน ชอบขึ้นกับตนไมที่มีความจําเพาะบาง
ชนิด ไดแก ตนหางนกยูงฝร่ัง ตนนนทร ี และโคนตนมะขามหรือตอไมที่ผุตายแลว โดยเปน 
phytopathogenic กับตนไมหลายชนิด (Lieng et al., 1995) ถ่ินอาศัยของเห็ดราวงศนี้ที่พบ
สวนใหญตรงกับคําบรรยายในคูมือการตรวจสอบชื่อชนดิ (species) ของ Zhao (1989) อยางไร
ก็ตาม การตรวจชื่อวิทยาศาสตรของเห็ดราวงศ Ganodermataceae โดยใชคูมือทางสัณฐาน
วิทยา อาจมีความคลาดเคลื่อน จากรายงานของ Buchanan (2001) ไดแสดงความเห็นวา การจัด
จําแนกมีความสับสนเนื่องจากจํานวนชนดิที่คลายกันทางสัณฐานวิทยา  และชนิด (species) 
ใหมที่มีการตพีิมพทั้งหมด 148 ชนิด ในป ค.ศ. 1983 มี 113 ชนิด ซ่ึงมีอยูในประเทศจีน 86 
ชนิด (สุรพล รักปทุม และชวลิต สันติกิจรุงเรือง, 2539) การใช 25 s Ribosomal DNA ในการทํา 
ITS เพื่อจัดจําแนกชนิด จะเปนแนวทางหนึ่งในการตรวจสอบชนิดที่ถูกตอง (Buchanan, 2001)  
2. การแยกเสนใยบริสุทธ์ิและการเก็บรักษา 

เสนใยของเหด็ราวงศ Ganodermataceae มีความแตกตางทางลักษณะของเสนใย 
ไดแก ความหนาแนนเสนใย และอัตราการเจริญของเสนใย แตเสนใยทุกสายพนัธุที่คัดแยกไดใน
วงศนี้มีสีขาว การเก็บรักษาเสนใย ไมควรเก็บในตูเยน็หรือในที่อุณหภมูิต่ําเปนเวลานาน อาจทํา
ใหเสนใยหยุดการเจริญได เนื่องจากเสนใยไมสามารถที่จะพัฒนาเปนดอกหรือสรางสปอรเมื่อ
เล้ียงในอาหารสูตร PDA หรือ nutrient agar อ่ืนได (Seo et al., 1995) 
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3. การเจริญเติบโตของเห็ดราในอาหารสูตร PDA 
 เนื่องจากอณุหภูมิเปนปจจัยกาํหนดการเจรญิของเห็ดราวงศ Ganodermataceae ดังนั้น
อุณหภูมิที่สูงถึง 40 องศาเซลเซียส จึงไมพบการเจริญของเสนใย ซ่ึงสอดคลองกับการกระจาย
พันธุของเห็ดราวงศนี้ ที่อยูไดในเขตอบอุน และในเขตรอนชื้น (Zhao, 1989) โดยสภาพแวดลอม
ที่ทําการเก็บตวัอยาง ไมพบเห็ดราขึ้นอยูในที่แลง และอากาศรอนจดัจะทําใหเห็ดวงศนี้หยุดการ
เจริญและอาจตายได นอกจากนีแ้สงยังเปนปจจยัที่สําคัญในการยั้บยั้งการสรางดอกของ G. 
lucidum แตรายงานของ Seo และคณะ (1995) พบวาชนิดของแสงบางอยาง เชน fluorescent 
สามารถชักนําใหเกดิการพัฒนาเปนดอกได จึงเปนเหตุผลอยางหนึ่งที่ในการบมเชือ้ของเห็ดรา
วงศนี้ ตองควบคุมสภาพแสงใหใกลเคียงกนัตลอดการทดลอง โดยการบมเสนใยในทีม่ืด เปนการ
ควบคุมใหเสนใยเจริญไดเทากัน และสงผลใหเสนใยเจริญไดเร็วขึ้น 
 
4. การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส 

การใช gallic acid ที่ความเขมขนเหมาะสมผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนวิธีทดสอบ 
เอนไซมฟนอลออกซิเดสในชวงตน ตั้งแตป ค.ศ. 1928 โดย Bavendamm และยังเปนวิธีที่ยังใช
ทดสอบไดในปจจุบัน แตการใช 0.1 % syringaldazine หยดบนเสนใยโดยตรงเพื่อทดสอบ
เอนไซมแลคเคส เปนอีกวิธีหนึ่งที่นยิมใชกัน (Harkin and Obst, 1973; Mahauti et al., 1995) 
และไมสงผลตอการเจริญของเสนใยทีย่ังคงจะเจริญตอไปได ซ่ึงแตกตางกับ phenolic ที่ใชเปน
สับสเตรตอื่นที่ใชในการทดสอบเอนไซม โดยมีผลหยุดการเจริญของเสนใยได (Markin and 
Obst, 1973) และความเปนพิษของ syringaldazine ที่ต่ํา จึงเปนเหตุผลหนึ่งที่เลือกสารนี้เปน
สารตรวจสอบเอนไซมแลคเคส syringaldazine ยังเปนสับสเตรตในการตรวจสอบเอนไซมกลุม
เพอรออกซิเดสไดเชนกนั โดยการผสมกบั hydrogen peroxide หรือใช hydrogen peroxide 
ชนิดเดยีวทดสอบไดเชนกัน (Harkin and Obst, 1973) แตการตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิ
เดสโดยใชรีเอเจนทหรือสับสเตรตเปนวิธีที่บอกไดวาเหด็ราที่ทดสอบมีเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
ซ่ึงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส ขึ้นอยูกับปจจัยตางๆ ไดแก ชนิดของเหด็รา
ที่มียีนแสดงออกของเอนไซม สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญ สูตรอาหารที่ชักนําใหเห็ดราผลิต
เอนไซมออกมาในปริมาณทีสู่ง (Rodriguez et al., 1999)  
 การใชรีเอเจนทหรือใชฟนอลิกเปนสับสเตรทใหเหด็รากลุมไวทรอท ผลิตเอนไซม
ออกมาทําปฏิกิริยากับสารประกอบฟนอลิก แลวเกดิสีขึ้นบนอาหารซึ่งมีสีแตกตางกันไปตาม
สับสเตรทที่ใช เชน syringaldazine ใหสีชมพูถึงมวงแดง gallic acid ใหสีน้ําตาล หรือฟนอลิกช
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นิดอื่นที่ใชในการทดสอบเอนไซมแลคเคส คือ alpha – napthal จะเกิดสีน้ําเงินถึงมวง เนื่องจาก
เอนไซม   ฟนอลออกซิเดสไปเปลี่ยนโครงสรางของสารตั้งตน เชน tyrosine หรือสับสเตรท 
dopa quinone ที่อยูในเซลล ใหกลายเปนเม็ดสี (melanin) ในขัน้ตอนสุดทายของปฏิกิริยา 
ดังนั้นในเซลลพืช เชน ผลไม เห็ดรา ในเซลลสัตวที่มีเม็ดสีเนื่องจากเอนไซมเอนไซมฟนอลออก
ซิเดสที่มีอยูในเซลลตลอดเวลา (Griffith, 1994) 
 แอคติวิตีของเอนไซมฟนอลออกซิเดสในเสนใยของเหด็รา Favolus arcularius เมื่อบม
ในภาวะมืดเปนเวลา 8 วัน ใหคาแอคตวิิตขีองเอนไซมอยูในระดับที่คงที่ และเมื่อใหแสงเพื่อชัก
นําใหสรางดอก คาแอคติวิตขีองเอนไซมฟนอลออกซิเดสจะเพิ่มขึ้น (Kitamota et al., 2000) 
ดังนั้นการบมเสนใยในภาวะที่ไมถูกกระตุนดวยแสงในเห็ดราชนิดอืน่ อาจไมเกิดความแปรปรวน
ตอระดับการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสของเห็ดราเมือ่อยูในระยะสรางเสนใย  
 
5. การทดสอบประสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนิน 

วิธีทดสอบนี้ไดดัดแปลงจากงานวิจยัของ Nishida และคณะ (1989) โดยเปลี่ยนจาก 
การวิเคราะหลิกนินดวย 72 % กรดซัลฟูริก มาเปนการวเิคราะหคาเปอรแมงกาเนตทีถู่กใชไป 
การเลือกใชขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัสเพื่อใหเห็ดรายอยสสลายลิกนิน มีเหตุผล 2 ประการ ประการ
แรก ตองการทราบถึงประสิทธิภาพที่แทจริงในการยอยสลายลิกนนิของเห็ดราทีค่ัดแยกได 
เมื่อตองนําเอนไซมฟนอลออกซิเดสไปยอยสลายลิกนินในเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส ซ่ึงผลของ
ปริมาณลิกนินที่ถูกยอยสลายไปสามารถนําเปนปจจยักําหนดการคัดเลือกเห็ดราทีจ่ะนาํไปใช
ตอไปได ประการที่สอง มีรายงานของ Machuca และ Ferraz (2001) ที่เลือกใชรา กลุมไวท
รอทและกลุมบราวรอท ผลิต oxidative enzyme ในการยอยสลายลิกนิน โดยใช 
Eucalyptus gradis เปน solid media ใหเหด็รายอยเนื้อไมโดยตรง พบวา Trametes 
versicolor ยอยสลายลินนินไดสูงสุด 54 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 30 วัน แตผลการทดสอบ
ที่ทําในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส โดยใชเห็ดราสกุล Ganoderma 3 ชนิด คือ G. lucidum BK2 
G. brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 สามารถลดปริมาณลิกนินอยูในชวง 16.65 – 
19.87 เปอรเซ็นต ในระยะเวลา 30 วัน เชนกัน ทําใหเชื่อไดวา เห็ดราสกุล Ganoderma 
สามารถยอยสลายลิกนินได เนื่องจากเหด็รากลุมไวทรอทสามารถยอยไดทั้งเซลลูโลส และ
ลิกนิน อยางไรก็ตาม อัตราสวนของการยอยมีความสัมพันธที่ตางกันอาจขึ้นกับชนดิของเห็ด
รา และสับสเตรทที่ใชในการยอยสลาย โดยสัดสวนของเซลลูโลสจะเหลือในปริมาณที่
มากกวาลิกนนิ  เนื่องจากเห็ดรากลุมไวทรอทชอบที่จะยอยลิกนิน ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณที่
ลดลงของลิกนิน และเซลลูโลสในการทดสอบครั้งนี้ 
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6. การเจริญของเห็ดราในอาหารสูตร PDB  
เมื่อเล้ียงเสนใยเหด็ราในชวงวันที่ 15 18 และ 21 วัน จะพบปญหาในการกรองเสนใย 

ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ เนือ่งจากการที่เชือ้ผลิตสารพอลิแซคคาไรดออกมานอกเซลล และสาร
อ่ืนๆ ไดแก sterols alkaroids และ lactones (Jong and Birmingham, 1992) ดังรายงานของ
Liang และคณะ (1995) เมือ่เล้ียงเสนใยของ G. tsugae ในอาหารเหลว วนัที่ 15 – 21 เปนชวงที่
ใหคาเฉลี่ยเสนใยแหง และพอลิแซคคาไรดที่ขับออกมานอกเซลลสูงสุด ทําใหอาหารเหลวมีความ
หนืด การลางเซลลดวย 0.85 % โซเดียม คลอไรด (normal saline) หลายๆ คร้ังจะชวยชะลางพอ
ลิแซคคาไรดหลุดออกจากเซลลหรือเสนใยเหด็ราได แตการที่พอลิแซคคาไรดปะปนในปริมาณที่
สูง จะสงผลในการคํานวณน้ําหนกักรัมแหงเฉลี่ยของเสนใยเห็ดราได ในการเลีย้งเสนใยของเหด็
ราสกุล Ganoderma ในครัง้นี้ไดเลือกอณุหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส เนื่องจากการทดสอบ
การเจริญของเสนใยในอาหารสูตร PDA พบวาเสนใยสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิดังกลาว และให
คาเฉลี่ยน้ําหนกัแหงเมื่อเล้ียงในอาหารสูตร PDB อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียสไดสูงกวาการเลีย้ง
เสนใยที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Ko และคณะ (2001) ที่เล้ียง
เสนใยของ G. lucidum อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารสูตร semi – Ganoderma 
complete medium (SGCM) เพื่อใชเปนหัวเชื้อสําหรบัผลิตเอนไซมแลคเคส แสดงวาอณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญของเห็ดราวงศ Ganodermataceae 
7. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส 

ในการตัดแยกเสนใยเห็ดราบนอาหารสูตร PDA ไดเลือกคา  pH 5.5   ซ่ึงเห็ดราบางสาย 
พันธุอาจเจริญไดดีกวา ถาเปลี่ยนคา pH ใหเหมาะสม ดงันั้นในขัน้ตอนการหาภาวะที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซม จงึทําการผลิตเอนไซมในคาความเปนกรดดางที่ตางกันอีกครั้ง เพื่อ
ตรวจสอบวาคา pH ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมของแตละเชื้อที่คดัแยกได จะมีคากิจกรรม
ของเอนไซมที่ดีในชวง pH ใด เนื่องจากเห็ดราที่คัดเลือกมา 3 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2 G. 
brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 ใหคากิจกรรมของเอนไซมฟนอลออกซิเดสไดดใีนคา 
pH ที่ตางกัน คือ 6.0  5.0 และ 3.0 ตามลําดับ สําหรับ P. chrysosporium ใหคากิจกรรมของ
เอนไซมฟนอลออกซิเดสไดดีที่ pH 4.0 ซ่ึงยีนที่ควบคุมการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสในสกุล 
Ganoderma ยังไมทราบแนชัด วาคา pH เทาใดทีเ่หมาะสมในการชักนําใหผลิตเอนไซมที่มีคา
กิจกรรมของเอนไซมสูง แตสําหรับ P. chrysosporium ที่ผลิตเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส 
นั้น พบวา isozyme ของ ลิกนิน เพอรออกซิเดส จะมคีา pI ตั้งแต 3.3 – 4.9 (Cai and Tien, 
1991) 
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 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการปรับคา pH พบวาในชวงเวลาของการเลี้ยงเห็ดราสกุล 
Ganoderma 3 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 ในลาง
ชวงเวลาของการผลิตเอนไซม พบคากิจกรรมของเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส โดยไมสามารถ
สรุปไดวาเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส เกิดขึ้นไดอยางไร ซ่ึงคาดวาเห็ดราสกุล Ganoderma 
อาจมียีน ลิกนนิ เพอรออกซิเดส หรือยีนกลุมที่ใกลเคียง เนื่องจากรายงานของ Varela และคณะ 
(2000) ไดทําการตรวจสอบเอนไซมลิกนนิ เพอรออกซเิดส และ aryl – alcohol oxidase โดย
กระบวนการทีเ่รียกวา Southern blot พบวา G. applanatum และ G. australe มียนีที่ใกลเคียง
กับ lignin peroxidase (H-8) จากเชื้อ Phanerocheate chrysosporium ที่ใสเขาไปในเซลล 
นอกจากนี้ D’souza และคณะ (1999) ไดรายงานถึง G. lucidum  ที่สามารถผลิตเอนไซมแลค
เคส แมงกานสี เพอรออกซิเดส และลิกนนิ เพอรออกซิเดส โดยเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส 
สามารถตรวจวัดไดบางในสตูรอาหารที่ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส และการทํา hybridization 
ยีน LiP จากเชื้อ Phanerocheate chrysosporium แสดงใหเห็นวา G. lucidum มีลําดับยีน 
(sequence) ของ LiP คลายกับ P. chrysosporium แตรายงานของ Ohkuma และคณะ (2001) 
กลาววา G. applanatum ผลิตเอนไซมแลคเคส และแมงกานีส เพอรออกซิเดส แตไมผลิต
เอนไซมลิกนนิ เพอรออกซิเดส ดังนั้นอาจเปนไปไดวาเหด็ราสกลุ Ganoderma บางสายพนัธุ
สามารถผลิตเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดสได ในสภาวะบางอยางที่ตองศึกษาตอไป 
  
8. การวิเคราะหเอนไซมและการทําใหบริสุทธ์ิบางสวน 

คาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส แมงกานสี เพอรออกซิเดส และ ลิกนนิ เพอรออกซิเดส 
จาก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 G. gibbosum LP2 และ P. chrysosporium มีคาที่ต่ํา 
สวนใหญคาแอคติวิตีที่ตรวจสอบไดอยูที ่ 10-4 U/ml ซ่ึงความจริงแลว P. chrysosporium เปน
เชื้อที่ผลิตเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส และ แมงกานสี เพอรออกซิเดส ไดด ี ซ่ึงใหคาแอคติวิตี
ของเอนไซมอยูที่ 10-1 – 10-2 U/ml ในอาหารสูตร production ที่ผลิตเอนไซมในภาวะนิง่ โดยมี
เยื่อกระดาษเปนตัวชักนําในการผลิตเอนไซม และเปนวสัดุยึดเกาะ (เบญจวรรณ ยนัตวิเศษภกัด,ี 
2545) ทั้งนี้ที่คาแอคติวิตีของเอนไซมต่ํา เนื่องจากไดลดปริมาณความเขมขนของ guaiacol จาก 
0.4 มิลลิโมล เปน 4 ไมโครโมล เปนเพราะในการผลิตเอนไซมในครัง้แรกไดใชความเขมขนของ 
guaiacol เทากับ 0.4 มิลลิโมล ในอาหารสตูร production เมื่อเล้ียงเห็ดราในภาวะเขยา เกิด 
melanin ในอาหารในปริมาณที่มาก ซ่ึงคาดวาปริมาณของตัวชักนําที่มีความเขมขนสูงจะทําให
เกิดสีของ melanin ที่เขมตามสัดสวน โดยเหด็ราจะผลิตเอนไซมออกมาในปรมิาณที่มากพอ
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สําหรับการเกดิปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับวงแหวนฟนอลิกของ guaiacol เมื่อนําไป centrifuge 
พบวาสีของ melanin ยังคงอยู ทําใหไมเหมาะที่จะนําเอนไซมมาใชในกระบวนการฟอกเยื่อ
กระดาษ จึงไดลดความเขมขนของ inducer ลง จนไมเกิดสีที่เขมมากเกินไประหวางการผลิต
เอนไซมเปนเวลาหลายวัน  และสาเหตุหนึ่งที่คาดวานาจะมีผลตอคาแอคติวิตีของเอนไซม คือการ
เล้ียงเห็ดราในภาวะที่เปน liquid stage ที่มีการเขยา อาจเปนสภาวะทีไ่มสามารถบอกไดแนชัดวา
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมจากเหด็รากลุมนี้หรือไม อยางไรก็ตาม Kahraman และ Gurdal 
(2000) ไดเลือกใชสูตรอาหาร 5 ชนิดที่เปนอาหารเหลวสําหรับการผลิตเอนไซมแลคเคสจากเชื้อ 
Trametes versicolor โดยสูตรอาหารมีการเติมสวนของลําตนฝาย (cotton stalk) และไมเติมลง
ในอาหาร พบวาในอาหารทัง้ 5 ชนิดที่เติมลําตนฝายจะใหคาแอคติวิตขีองเอนไซมแลคเคสสุงกวา
ชุดการทดลองที่ไมไดเติม จึงเปนไปไดวาลิกนินจากพชืเปนตัวชักนําในการผลิตเอนไซมใหมีคา
แอคติวิตีสูงขึน้ไดแมในภาวะการเลี้ยงที่เปน liquid stage fermentation  

 Varela และคณะ (2000) กลาวไววา องคประกอบของ culture medium มีผลตอการ
แสดงออกของเอนไซมลิกนนิ เพอรออกซิเดส รวมถึง Machuca และ Ferraz (2001) กลาวไววา 
ในรายงานหลายเรื่องแสดงใหเห็นวาเอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผลิตจากเห็ดราในภาวะ solid 
substrate fermentation และภาวะทีเ่ปนอาหารเหลวจะใหคาแอคติวิตีของเอนไซมที่ตางกัน 
แมวาคากจิกรรมของเอนไซมที่ไดจะมีคาต่ํา แตการตกตะกอนโปรตีนเอนไซม และการทาํ
ไดอะไลซีส สามารถเพิ่มคากิจกรรมของเอนไซมได อยูที่ระดับ 10-2 – 10-3 U/ml   
9. การทดสอบคณุสมบัติของเอนไซม 

เอนไซมแลคเคส และแมงกานีส เพอรออกซิเดส จาก G. lucidum  มีความเสถียรของ 
เอนไซมอยูในชวงอุณหภูมิต่าํกวา 40 องศาเซลเซียส โดย และมีคาความเสถียรของความเปนกรด
ดางอยูในชวง 4 – 10 (Ko et al., 2001)  D’souza และคณะ (1999) ไดศึกษาถึงคณุสมบัติของ
เอนไซมเมื่อผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์บางสวน และการทําใหบริสุทธิ์มากขึ้น พบวาเอนไซม
แลคเคสจะมีความเสถียรไดดีกวาเอนไซมแมงกานีส เพอรออกซิเดส ซ่ึงสอดคลองกับการทําให
บริสุทะบางสวนจากการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ถึงอยางไรก็ตาม ชนิด และสภาพของ
เห็ดราที่แตกตางกัน ยอมมีผลตอความเสถียรของเอนไซม  
 สวนเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส และลิกนินเพอรออกซิเดส จาก Phanerocheate 
chrysosporium ที่นํามาใชในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ เอนไซมทั้งสองชนิดสามารถทนตอ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสไดดี (เบญจวรรณ ยนัตวิเศษภักด,ี 2545) ซ่ึงสอดคลองกับผลการ
ทดสอบความเสถียรของอุณหภูมทิี่ 40 และ 50 องศาเซลเซียส  
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10. การฟอกเยื่อและทดสอบสมบัติของเยื่อกระดาษ 
เยื่อกระดาษยคูาลิปตัส โดยคุณสมบัติของเยื่อแลว เปนเยือ่ที่ไมแข็งแรง เพราะวามเียื่อ 

ใยสั้น การขึน้แผน และการทดสอบคาทางกลศาสตรของเยื่อจึงมีคาไมสูงเมื่อเทียบกับเยื่อใยยาว 
และการฟอกเยื่อโดยใชเอนไซมในกลุมชดุการทดสอบใหผลที่แตกตางกันทางสถิติ ไดแก คาคัป
ปา และคาการตานแรงดึง ถึงแมวาเอนไซมที่ผลิตจากเห็ดราสกุล Ganoderma จะไมใชเห็ดราที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการลดปริมาณลิกนนิในเยื่อกระดาษ แตเอนไซมที่ผลิตไดมีประสิทธิภาพ
ในการที่จะลดลิกนินลงมาไดบาง ก็ยังเปนที่นาสนใจ (D’souza et al., 1999; Ko et al., 2001) 
ในรายงานของ Bermek และคณะ (2001) พบวา การใชเอนไซมแมงกานีส เพอรออกซิเดส 
รวมกับ mediator หลายชนดิ ไดแก สารกลุม organic acid และ tween 80 ในการฟอกเยื่อ
กระดาษ ชวยเพิ่มคาความสวาง (brightness) และลดคาคัปปา (kappa number) ลงได ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจยัใหมทีก่ลาววา เอนไซมแลคเคส แมงกานีส เพอรออกซิเดส และ ลิกนิน 
เพอรออกซิเดส ตองการ mediator และตองทํางานรวมกับ lipid peroxidase เพื่อชวยเอนไซม
ทั้งสามชนิด ในการสลายวงแหวนอะโรมาติค และอะลิฟาติคของลิกนินใหมีประสิทธิภาพดียิ่งขึน้ 
(Watanabe et al., 2001; Gutierrez et al., 2002) ดังนั้นถาการฟอกเยื่อกระดาษโดยเอนไซมฟ
นอลออกซิเดสมีคาแอคติวติีที่สูง และมีการใช mediator และ lipid (tween 80) เขารวมในการ
ฟอกเยื่อกระดาษจะทําใหไดคาความสวางที่มากขึ้น และคาคัปปาลดลงมากวานี ้



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

1. การสํารวจและเก็บตัวอยางเห็ดรา 
ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางเห็ดราที่เจรญิอยูบนตนไมที่มีชีวิตหรือทีต่ายแลวในพืน้ที่  

9 จังหวัด ไดแก กรุงเทพมหานคร กาญจนบุรี ขอนแกน ชลบุรี ตราด นครปฐม นครราชสีมา 
ลพบุรี และลําพูน พบเหด็ราในวงศ Ganodermataceae 2 สกุล ไดแก สกุล Ganoderma 
จํานวน 23 ตัวอยาง และสกุล Amauroderma จํานวน 1 ตัวอยาง ในชวงเดือนเมษายน พ.ศ. 
2544 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยสภาพแวดลอมที่พบเห็ดราวงศ Ganodermataceae มัก
ชอบอาศัยอยูในที่รม ช้ืน บนโคนตนไม ตอไม สวนของลําตนที่อยูไมสูงจากพื้นดนิ และบนดนิ 
เนื่องจากเห็ดราวงศนี้ตองอาศัยส่ิงยึดเกาะจากสวนตางๆ ของพืชที่ถูกอาศัย จึงไมพบเห็ดราในวงศ
นี้ขึ้นอยูโดยไมมีวัสดุที่เปนเนื้อไมยึดเกาะ นอกจากนี้ในสภาพแวดลอมที่ตนไมมีแสงแดดสองถึง
โดยตรงตลอดวัน และมีความแหงแลงจะไมพบเห็ดราวงศ Ganodermataceae หรือถาพบก็จะ
เปนสภาพที่เหด็ราแหงตายและไมสามารถนํามาแยกเสนใยได 
2. การแยกเสนใยบริสุทธ์ิและการเก็บรักษา 

เห็ดราในวงศ Ganodermataceae ที่เก็บมาไดสามารถแยกเสนใยบริสุทธิ์ไดทุกสาย 
พันธุ โดยเนื้อเยื่อของเหด็ราจะใชเวลาประมาณ 2 – 4 วันในการสรางเสนใยใหมออกมาจากชิ้น
เนื้อเยื่อทีว่างบนอาหารสูตร PDA อุณหภมูิหอง (ประมาณ 30 องศาเซลเซยีส) อาจมีเสนใยจาก
เชื้อราอื่นปนเปอนในขั้นตอนการแยกเสนใยไดในวันที่ 1 หรือ 2 แตการตัดชิ้นเนื้อเยือ่ของเห็ดรา
ที่เก็บมาใหเปนชิ้นเล็กๆ ในปริมาณที่มากพอ และกระจายอยางสม่ําเสมอบนอาหารที่ปราศจาก
การปนเปอนในขั้นตอน inoculation จะชวยลดการปนเปอนลงได เมือ่บมชิ้นเนื้อเยือ่จนเหน็เสน
ใยที่แนชัดวาเปนเสนใยจากเนื้อเยื่อเห็ด จึงยายเสนใยลงในหลอดแกวทีม่ีอาหารแข็งเอียง สามารถ
เก็บรักษาเสนใยไดนานหลายเดือน 
 
3. การเจริญเติบโตของเห็ดราทีค่ัดแยกในสตูรอาหาร PDA 

เสนใยของเหด็ราวงศ Ganodermataceae เจริญไดดทีี่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสหรือ 
อุณหภูมิหอง ในอาหารสูตร PDA แตการเจริญจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และจะหยดุการเจริญ
เมื่ออุณหภูมิสูงถึง 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากสภาพแวดลอมที่เห็ดราวงศนี้เจริญในธรรมชาติมัก
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ชอบขึ้นในที่ชืน้ แสงแดดไมสองโดนดอกเห็ดตลอดวัน จึงไมชอบสภาวะที่รอน และในแตละ
สายพันธุของเห็ดราที่คัดแยกได ลักษณะการเปนโคโลนีของเสนใยมีความแตกตางกันไดแก 
ความหนาแนนของเสนใย การเจริญของเสนใยในอัตราเร็วที่ไมเทากัน หรือสภาพของเสนใยเมื่อ
บมเปนเวลานาน ในบางสายพันธุจะเกดิปุมปมสีน้ําตาลเปนจุดเล็กๆ กระจายบนโคโลนีในจาน
เพาะเชื้อ เปนตน นอกจากนี้ในสภาวะที่บมเสนใยเปนเวลานานบนจานเพาะเชื้อทีม่ีอาหารสูตร 
PDA ไมสามารถที่จะชักนําเสนใยของเหด็ราวงศ Ganodermataceae สรางดอก (fruiting body) 
ได ดังนั้นจึงเห็นเสนใยเปนสีขาว (secondary stage hypha) ตลอดเวลา ที่แตกตางกับ tertiary 
stage hypha ที่พบในดอกเห็ดจะมีสีน้ําตาล 
 
4. การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดส 

การตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิเดสโดยใชรีเอเจนทหยดบนเสนใยเห็ดราโดยตรง ให 
ผลตรวจสอบที่ไมตองใชเวลานาน โดยเอนไซมแลคเคสใช 0.1 % syringaldazine ทําปฏิกิริยา
กับเสนใยภายในเวลา 5 – 10 นาที จะเกิดสีชมพูถึงมวงแดงบนโคโลนีของเห็ดรากลุมไวทรอท 
แสดงวาเห็ดราที่ทดสอบนั้นมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแลคเคส ซ่ึงเห็ดราจํานวน 24 สาย
พันธุที่คัดแยกได พบ 15 สายพันธุที่เกิดปฏิกิริยาตอเอนไซมแลคเคสไดดี 7 สายพันธุที่
เกิดปฏิกิริยาตอเอนไซมแลคเคสไดนอย และ 2 สายพันธุไมเกิดปฏิกิริยาตอเอนไซมแลคเคส 
เอนไซมไทโรซิเนส เมื่อทดสอบดวย 0.1 M p-cresol ไมพบการเปลี่ยนสีเปนสีน้ําตาลบนเสนใย
เห็ดราที่ใชในการตรวจสอบ เนื่องจากเอนไซมไทโรซิเนสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกบัการพัฒนา
ในขั้นตอน juvenile stage และเอนไซมนีจ้ะเพิ่มปริมาณมากขึ้นเมื่อดอกเห็ดเขาสู mature stage 
ดังนั้นจึงพบเอนไซมนี้เมื่อเสนใยสรางหรือรวมตัวกันเปนโครงสรางดอกเห็ด สําหรับเอนไซม
เพอรออกซิเดส พบวาเมื่อใช 0.03 % hydrogen peroxide หยดบนเสนใยจะเกดิฟองอากาศเล็กๆ 
ปรากฏขึ้นบนเสนใยทั้งหมด 24 สายพันธุ โดย 19 สายพันธุเกิดปฏิกิริยาตอเอนไซมเพอรออกซิเด
สไดดี และ 5 สายพันธุเกิดปฏิกิริยาตอเอนไซมเพอรออกซิเดสไดนอย 
 การทดสอบประสิทธิภาพในการผลติเอนไซมแลคเคสโดยใช gallic acid ความเขมขน 
0.1 เปอรเซ็นตผสมในอาหารสูตร PDA เพื่อหาอัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของสีน้ําตาลที่
เกิดขึ้นตอเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเสนใยที่มีคามากกวา 1 และอัตราสวนที่เกดิขึ้นสามารถ
นํามาวิเคราะหคาความแตกตางทางสถิติ  
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5. การทดสอบประสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส 
เห็ดราวงศ Ganodermataceae 24 สายพนัธุ ที่ผานการตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซิ 

เดส โดยการใชรีเอเจนทและการเปรียบเทยีบการเจริญของเสนใยบนอาหารสูตร PDA ที่มี 0.1 % 
gallic acid พบวามี 10 สายพันธุ ที่ใหผลตรวจสอบเดนชัด จึงนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ลดปริมาณลิกนินจากขีเ้ล่ือยไมยูคาลิปตัส พบวาในระยะเวลา 1 เดือน ประสิทธิภาพของเห็ดรา
สกุล Ganoderma ในการลดปริมาณลิกนินมีเปอรเซ็นตความแตกตางอยูในชวง 9.88 – 19.49 
เปอรเซ็นต และเมื่อทําการวิเคราะหโดยใชคาทางสถิติที่มีความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต พบวามีเห็ด
รา 3 ชนิด ที่มปีระสิทธิภาพในการลดปริมาณลิกนินลงได 16.52 – 19.49 เปอรเซ็นต ไดแก  G. 
lucidum BK2 G. brownii KH2 และ G. gibbosum LP2 โดยการทดสอบนี้ ใชเชื้อ 
Phanerocheate chrysosporium รวมทดสอบในการลดปริมาณลิกนินดวย และพบวาใหคา
เปอรเซ็นตความตางที่ 42.17 เปอรเซ็นต 

 
6. การเจริญเติบโตของเห็ดราทีค่ัดแยกในสตูรอาหาร PDB 

เมื่อทําการเลี้ยงเสนใยของเหด็รา 3 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ  
G. gibbosum LP2 ในอาหารสูตร PDB ที่มีคาความเปนกรดดาง 3.0  4.0  5.0 และ 6.0 
อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส พบวาการเจริญของเสนใยเห็ดราทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงคํานวณเปน
น้ําหนกักรัมแหงเฉลี่ยจะเตบิโตดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และน้ําหนกัเสนใยแหงเฉลี่ยลดลง
เมื่อเล้ียงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสในทุกคาของความเปนกรดดาง โดยที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส G. lucidum BK2 (คาความเปนกรดดาง 5.0) ใหคาน้ําหนักแหงเฉลี่ยของเสนใยในวันที ่
15 เทากับ 0.545 กรัม มีคา specific growth rate  0.0027  G. brownii KH2 (คาความเปนกรด
ดาง 6.0) ใหคาน้ําหนกัแหงเฉลี่ยของเสนใยในวันที ่15 เทากับ 0.437 กรัม มีคา specific growth 
rate 0.0031  และ G. gibbosum LP2 (คาความเปนกรดดาง 6.0) ใหคาน้ําหนักแหงเฉลี่ยของ
เสนใยในวันที ่15 เทากับ 0.462 กรัม มีคา specific growth rate 0.0025 
 สําหรับ P. chrysosporium ไดทําการเลี้ยงเสนใยในอาหารสูตร PDB ที่อุณหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดาง 5.0 พบวา ใหคาน้ําหนกัแหงเฉลี่ยของเสนใยในวันที่ 8 
เทากับ  0.602 กรัม specific growth rate 0.0025 
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7. การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดส 
เห็ดราทั้ง 4 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2  G. brownii KH2   G. gibbosum LP2 และ  

P. chrysosporium ผลิตเอนไซมฟนอลออกซิเดสในอาหารสูตร production ที่มีฟองน้ําขนาด 1 
ลูกบาศกเซนตเิมตรเปนวัสดยุึดเกาะที่อุณหภูม3ิ0องศาเซลเซียส พบวาเห็ดราสกุล Ganoderma 
ผลิตเอนไซมแลคเคสและเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสได โดยที่ G. lucidum BK2 ผลิต
เอนไซมแลคเคสและเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากบั 6.0 
ในวนัที่ 9 G. brownii KH2 ผลิตเอนไซมแลคเคสและเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่
คาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ในวันที ่ 6  G. gibbosum LP2 ผลิตเอนไซมแลคเคสและ
เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 3.0 ในวนัที่ 9 และเชื้อ P. 
chrysosporium ผลิตเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดสและเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดสสูงสุด
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 4.0 ในวันที ่9 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 
8. การวิเคราะหเอนไซมฟนอลออกซิเดสและการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิบางสวน 

เอนไซมฟนอลออกซิเดสที่ผานการทําใหมีความบริสุทธิ์บางสวนโดยการตกตะกอนดวย 
แอมโมเนียมซัลเฟตไดเพิ่มคาหนวยของเอนไซมใหสูงขึน้ โดย G. lucidum BK2 ที่ตกตะกอน
ดวยความเขมขน 60 เปอรเซ็นต ไดเพิ่มคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 6.06 เทา เพิ่มคาหนวยของ
เอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 3.34 เทา G. brownii KH2 ที่ตกตะกอนดวยความเขมขน 60 
เปอรเซ็นต ไดเพิ่มคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 9.38 เทา เพิ่มคาหนวยของเอนไซมแมงกานีส
เพอรออกซิเดส 10.99 เทา G. gibbosum LP2 ที่ตกตะกอนดวยความเขมขน 80 เปอรเซ็นต ได
เพิ่มคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 6.68 เทา เพิ่มคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 
3.68 เทา และ P. chrysosporium ที่ตกตะกอนดวยความเขมขน 60 เปอรเซ็นต ไดเพิ่มคาหนวย
ของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส 8.82 เทา เพิ่มคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเพอรออกซิเดส 
3.02 เทา 

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมที่อุณหภูมิ 30  40 และ 50 องศาเซลเซียส พบวา  
เห็ดสกุล Ganoderma 3 ชนิด ไดแก G. lucidum BK2 G. brownii KH2 และ G. gibbosum 
LP2 มีความเสถียรของเอนไซมแลคเคส และแมงกานีส เพอรออกซิเดส ที่อุณหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส ไดนานกวาอณุหภมูิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ในชั่งโมงที่ 2 4 และ 6 สําหรับเชื้อ P. 
chrysosporium มีความเสถียรของเอนไซมลิกนิน เพอรออกซิเดส และแมงกานีส เพอรออกซิ
เดส ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ไดนานกวาอณุหภูม ิ40 และ 50 องศาเซลเซียส เชนกัน แตคา 
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relative activity ของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 
4 และ6 มีคาเทากับ 50.33 41.93 และ 32.10 ตามลําดับ 
 
9. การฟอกเยื่อและการทดสอบเยื่อกระดาษ 

เมื่อทําการฟอกเยื่อกระดาษดวยเอนไซมทีม่ีความเขมขน0.2-0.4 IU ตอกรัมน้ําหนกัแหง 
ของเยื่อกระดาษ พบวาคาการใหน้ําไหลผานเยื่อไมมีความแตกตางกนัทางสถิติในชุดควบคุมและ
ชุดที่ฟอกดวยเอนไซม แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคญักับเยื่อที่ผานการฟอกดวยออกซิเจน คา
ความขาวสวางเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม พบวาชุดการทดสอบที่ฟอกดวยเอนไซมจากเห็ดรา
สกุล Ganoderma และ เชื้อ P. chrysosporium มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ คาแรงดันทะลุ
และคาการตานทานแรงดึงของกระดาษทีฟ่อกดวยเอนไซมจากเชื้อ G. lucidum BK2 มีคาความ
แตกตางจากชดุควบคุม ชุดที่ฟอกดวยเอนไซมจากเห็ดราชนิดอื่น และชุดที่ฟอกดวยออกซิเจน 
คาแรงฉีกขาดจากชุดทดสอบทุกชุดมีคาอยูในชวง 2.92 – 5.38 Kpa สําหรับคาคัปปาที่ลดลงของ 
G. brownii KH2 และ P. chrysosporium จะเปนสวนกลับของคาความขาวสวางที่เพิ่มขึ้น  
 
 
 
ขอเสนอแนะ 

1. การเก็บตวัอยางเห็ดราในสภาพธรรมชาติ บางครั้งมักประสบปญหาการปนเปอน 
จากเชื้อราและแบคทีเรีย เพือ่หลีกเลี่ยงปญหาที่จะเกิดขึน้ ควรเลือกตัวอยางที่สะอาด ไมอยูใน
พื้นที่แฉะหรือโดนแมลงกัดกิน เนื่องจากเชื้ออ่ืนๆ อาจเขาไปอยูในเสนใยของเห็ดราชนิดนั้น 

2. เอนไซมฟนอลออกซิเดสจากเห็ดราที่คัดแยกได นาจะมปีระสิทธิภาพของเอนไซม 
ตางกัน เนื่องจากเห็ดราที่เก็บไดนั้น บางตวัอยางไมไดนํามาผลิตเอนไซมทั้งหมด สายพันธุที่นํามา
ผลิตเอนไซมนั้น คัดแยกโดยเกณฑการทดสอบ 

3. เห็ดราที่คัดแยกทุกสายพนัธุอยูในวงศ Ganodermataceae ซ่ึงความจริงแลว ไดทํา 
การเก็บเห็ดราในกลุม Polypore ชนิดอื่น แตประสบปญหาการปนเปอน และการทีเ่สนใยไมโต
ในอาหารสังเคราะห จึงเปนไปไดวาอาจมีอาหารสังเคราะหบางชนดิที่เหมาะสมตอเห็ดราชนิด
นั้นๆ 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีเตรียม 
 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) 

มันฝร่ัง     200  กรัม 
น้ําตาลกลูโคส     20  กรัม 
วุน     16  กรัม 
น้ํากลัน่        

 หั่นมันฝร่ังเปนชิ้นลูกเตาขนาดประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร ตมกับน้ํากลั่น เมื่อสุกแลว
กรองเอาแตน้ํา จากนั้นเติมน้ําตาลกลูโคสแลวปรับปริมาตรใหใกล 1 ลิตร ปรับ pH เทากับ 5.5 
เติมวุนแลวตมจนวุนละลายหมด สุดทายปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
เครื่องนึ่งความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
  
2. Potato Dextrose Broth (PDB) 

มันฝร่ัง     200  กรัม 
น้ําตาลกลูโคส    20  กรัม 
น้ํากลัน่ 

 วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร PDA แตไมใสวุน แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อ 
 
3. Production medium 
 Glucose    25 กรัม 
 Asparagine      1 กรัม 
 KH2PO4      1 กรัม 
 MgSO4.7H2O               0.5 กรัม 
 Fumaric acid    1.32 กรัม 
 Na2CO3    1.12 กรัม 
 Fe2(S0)4    0.2 มก. 
 ZnS04     0.2 มก. 
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 MnS04     0.2 มก. 
 Guaiacol    4 µM     
 น้ํากลัน่ 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่ ปรับปริมาตรใหไดใกลเคียง 1 ลิตร จากนั้นปรับ pH 
ตามตองการทีจ่ะทดลอง แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวย autoclave 
  
4. รีเอเจนทสําหรบัตรวจสอบเอนไซมฟนอลออกซเิดส 

เอนไซมแลคเเคส 
0.1 % (W/V) syringadazine ใน 95 % เอทานอล 
เอนไซมไทโรซเินส 
0.1 M para-cresol ใน 95 % เอทานอล 
เอนไซมเพอรออกซิเดส 

 0.03 % hydrogen peroxide 
หมายเหต ุ 95 % เอทานอลเปนรีเอเจนทควบคุม 
 
5. การเตรียมชุดทดสอบการยอยสลายลิกนิน  
 5.1 บดขี้เลื่อยไมยูคาลิปตัสใหมีขนาด 75-500 ไมครอน โดยการรอนผานตระแกรง 
 5.2 นําขี้เลื่อยมาช่ังน้าํหนัก 1.000 – 1.0020 กรัม เทใสในหลอดแกวปริมาตร 10 
มิลลิลิตร 
 5.3 เติมน้าํกลัน่ 4 มิลลิลิตร ปดฝาเกลียว นําไปนึง่ฆาเชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนตอตารางนิ้ว 15 นาท ี
 5.4 เจาะเสนใยราดวย cork borer เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ใสลงในหลอดขี้
เลื่อยไมยูคาลปิตัสที่ผานการฆาเชื้อแลว หลอดละ 3 ชิ้น ทุกการทดลองทาํ 4 ซ้ํา 
 5.5 บมเสนใยในตูควบคุมอุณหภูมิที ่30 องศาเซลเซยีส 1 เดือน 
 5.6 วิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลที่ลดลงและถูกใชไป 
 
6. การเตรียมสารเคมีสําหรับวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
6.1 สารละลาย Neutral Detergent  
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1.1 ชั่ง Disodium ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 16.18 กรัม และ Sodium 
borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) 6.81 กรัม ใสในบีกเกอร เติมน้ํากลั่นลงไป
พอประมาณ นําไปตมจนละลายหมด   

1.2 ละลาย Sodium lauryl sulphate 30 กรัม ในน้ํา แลวเติม 2-Ethoxyethanol 
(Ethylene glycol monoethyl ether) 10 มิลลิลิตร  

1.3 นําสารละลายในขอ 1.1 มาผสมกับสารละลายในขอ 1.2  
1.4 ชั่ง Disodium hydrogen phosphate anhydrous (Na2HPO4) 4.56 กรัม  ใสในบีก

เกอร เติมน้ํากลั่นลงไปพอประมาณ แลวนําไปตมจนละลายหมด นําไปผสมกับสารละลายผสมที่
ไดในขอ 1.3 จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น และปรับ pH ใหอยูในชวง 6.9-7.1 
6.2 สารละลาย Acid Detergent 

ละลาย Cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) 20 กรัม ในกรดซัลฟูริกความ
เขมขน 1 N แลวปรับปริมาตรดวยกรดนี้ใหได 1 ลิตร 
6.3 สารละลาย Saturated potassium permanganate 

ละลาย Potassium permanganate (KmnO4) 50 กรัม และ Silver sulphate (Ag2SO4)  
0.05 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร เก็บสารละลายนี้ในขวดแกวสีชา อยาใหโดน
แสงแดด 
6.4 สารละลาย Lignin buffer 

ละลาย Ferric nitrate nanohydrate [Fe(NO3)3.9H2O]  6 กรัม และ Silver nitrate  
(AgNO3) 0.15 กรัม ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร เติม Acetic acid glacial 500 มิลลิลิตร เติม 
Potassium acetate 5 กรัม และเติม Tertiary butyl alcohol 400 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
6.5 สารละลาย Combined permanganate 

ผสมสารละลาย Saturated potassium permanganate กับ สารละลาย Lignin buffer  
ในอัตราสวน 2:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เก็บสารละลายผสมนี้ในขวดสีชา แชในตูเย็นไมใหถูก
แสงแดด ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสีแดงแลวจะไมสามารถนํามาใชไดอีก 
6.6 สารละลาย Demineralizing  

ละลาย Oxalic acid dihydrate 50 กรัม ใน ปริมาตร 700 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่น  
250 มิลลิลิตร และ Hydrochloric  acid (HCl) 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
6.7 สารละลาย 80% ethanol 

ผสม 95% Ethanol 843 มิลลิลิตร กับน้ํากลั่น 157 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน 
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ภาคผนวก ข 
การวัดแอคติวิตีของเอนไซม 

 
การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) (วิธีดัดแปลง Tein and 
Kirk, 1988) 
คาหนวยของ MnP ที่แทจริง = คาหนวยของเอนไซม MnP – คาหนวยของเอนไซม Lac + คา 

       หนวยของเอนไซม MiP 
1. เตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวย 

4 mM 2,6 Dimethoxyphenol   50 ไมโครลิตร 
0.1 M Sodium Tartrate pH 5 650 ไมโครลิตร 
5 mM MnSO4   100 ไมโครลิตร 
1 mM H2O2   100 ไมโครลิตร 
Crude enzyme   100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติม 1 mM H2O2 เปนลําดับ
สุดทาย 

3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer แบบ 
kinetic ที่ initial rate ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เวลาทําปฏิกิริยา 1 นาที โดยมี 
blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับในขอ 1 แตไมใสเอนไซม 

การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) 
 จาก Law of Beer & Lambert 
A  = εbc 
เมื่อ  A = Absorbance change (คาเปลี่ยนแปลง) T0, T1  

(คาการดูดกลืนแสง) 
  ε = Molar extinction coefficient (M1 cm-1) 
  b = cell length (cm) ความกวางของ cevett 
  c = absorptivity constant (M) โมลาร 
ตัวอยางการคํานวณ 

1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถออกซิไดซ 1 µmol ของ 2,6 DMP 
ใน 1 นาที แทนคา เมื่อ ε  ที่ 470 นาโนเมตรของ 2,6 DMP เปน 49600 M1 cm-1 

 A = 49600 x 1 x C   M1 cm-1 cm min-1 
 C = A/4.96 x 10-4   mol/min/ml 
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  = 0.01 A   µmol/min/ml 
แตปฏิกิริยาดําเนินในคิวเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1 ml ให C = 0.02 A               

µmol/min/ml 
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml จะได C = 0.2 A    U/ml 
 

การวัดแอคติวิตีของเอนไซม Manganese independent peroxidase (MiP) 
     1. เตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวย 

4 mM 2,6 Dimethoxyphenol   50 ไมโครลิตร 
0.2 M Sodium Tartrate pH 5 750 ไมโครลิตร 
1 mM H2O2   100 ไมโครลิตร 
Crude enzyme   100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติม 1 mM H2O2 เปนลําดับ
สุดทาย 

3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer แบบ 
kinetic ที่ initial rate ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เวลาทําปฏิกิริยา 1 นาที โดยมี 
blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับในขอ 1 แตไมใสเอนไซม 

การคํานวณคาหนวยของเอนไซม Manganese independent peroxidase (MiP) 
 ใชหลักการเดียวกันกับการคํานวณคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
 
การวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส (Lac) 

1.  เตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวย 
4 mM 2,6 Dimethoxyphenol   50 ไมโครลิตร 
0.1 M Sodium Tartrate pH 5 850 ไมโครลิตร 
Crude enzyme   100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติม 1 mM H2O2 เปนลําดับ 
สุดทาย 

3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer 
แบบ kinetic ที่ initial rate ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เวลาทําปฏิกิริยา 1 นาที 
โดยมี blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับในขอ 1 แตไมใสเอนไซม 

การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 
 ใชหลักการเดียวกันกับการคํานวณคาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 



 92

การวัดแอคติวิตีของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดส (LiP) (วิธีดัดแปลง Tein and Kirk, 
1988) 

1.  เตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบดวย 
 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 ในขอ 1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติม 2.5 mM H2O2 เปน

ลําดับสุดทาย 
3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer 

แบบ kinetic ที่ initial rate ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เวลาทําปฏิกิริยา 1 นาที 
โดยมี blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับในขอ 1 แตไมใสเอนไซม 

 
การวัดแอคติวิตีของเอนไซม Veratryl Alcohol Oxidase (VAO) 

1.  เตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ซึ่งประกอบดวย 
20 mM veratryl alcohol   ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 

 0.1 M sodium tartrate buffer pH3  ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร 
crude enzyme               ปริมาตร 0.1 มิลลิลติร 

2. นําสารละลายในขอ 1 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer 
แบบ kinetic ที่ initial rate ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร เวลาทําปฏิกิริยา 1 นาที 
โดยมี blank เปนสารละลายผสมเชนเดียวกับในขอ 1 แตไมใสเอนไซม 

 
การคํานวณคาหนวยของเอนไซมลิกนินเพอรออกซิเดสที่แทจริง 
LiP ที่แทจริง = คาหนวยของเอนไซม LiP – คาหนวยของเอนไซม VAO 
 



 93

การวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Biuret Method (Bradford, 1976) 
1. สารละลาย Biuret reagent  

การเตรียมสารละลาย Biuret reagent ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ใหละลาย CuSO4.5H2O 
0.75 กรัม และ Rochelle salt (Potassium sodium tartrate) 3 กรัม ในน้ํากลั่น 250 
มิลลิลิตร จากนั้นนํามาผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10% ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 500 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) ความเขมขน 2 4 6 8  
และ 10 มิลลิกรัมในปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

3. นําโปรตีนตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย Biuret reagent ปริมาตร 4  
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่อง vortex บมที่อุณหภูมิหอง ปลอยใหปฏิกิริยาดําเนิน
ไป 30 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  550 นาโนเมตร  โดย
เปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐานเพื่อคํานวณคาปริมาณโปรตีน 

หมายเหตุ blank ใชน้ํากลั่นแทนโปรตีนตัวอยาง 

 
 
ภาพที่  43    กราฟมาตรฐานโปรตีน เพื่อใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธี Biuret method 
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ภาคผนวก ค 
การทดสอบคุณสมบัติตางๆ ของเยื่อกระดาษ 

 
การทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อกระดาษ (freeness) (TAPPI T227 om-94) (TAPPI, 
1995) 
 การทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อกระดาษทําใหทราบความสามารถในการอุมน้ําของ
เยื่อกระดาษ ซึ่งใชในการตรวจสอบคุณภาพของเยื่อกระดาษ มีขั้นตอนการทดสอบ ดังนี้ 

1. ทําการ calibrate เครื่อง โดยใชน้ํากลั่นอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 1 ลิตร เทลงไป 
ในเครื่องทดสอบวัดการใหน้ําไหลผานเยื่อ โดยปริมาตรน้ําที่ไหลออกมาตองอยูในชวงที่ยอมรับ
ได คือ ระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ทํา 3 คร้ัง ถาคาที่ไดไมไดอยูระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ให
นําตะแกรงไปลางดวยน้ํากลั่นหลายๆ คร้ัง แลวทําการ calibrate ใหม 

2. นําเยื่อกระดาษ 30 กรัมแหง แชน้ํากลั่นไวอยางนอย 4 ชั่วโมง และบีบใหหมาด มา 
กระจายที่ 2000 รอบสเกล (1 รอบสเกล เทากับ 25 รอบตอวินาที) สําหรับเยื่อใยสั้น ในน้าํกลัน่ 2 
ลิตร ปรับปริมาตรน้ําเยื่อกระดาษเปน 10 ลิตร อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส (คา consistency 
0.3 %) คนน้ําเยื่อใหกระจายทั่ว ตวงมา 1 ลิตร เทใสลงในเครื่องทดสอบวัดการใหน้ําไหลผาน
เย่ือ ทํา 2 คร้ัง คาที่ได 2 คร้ัง ตองไมตางกันเกิน 10 มิลลิลิตร 

3. นําเยื่อกระดาษที่ไดแตละครั้ง ไปกรองดวยกระดาษกรอง Whatman No.4 แลวนํา 
ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นํามาชั่งเพื่อหาน้ําหนักแหง แลวนําคาที่ไดไปคํานวณคา
การใหน้ําไหลผานเยื่อที่แทจริง 
 
การทําแผนทดสอบมาตรฐาน (handsheets) (TAPPI T205 sp-95) (TAPPI, 1995) 
 แผนทดสอบมาตรฐานที่นํามาใชทดสอบสมบัติตางๆ จะมีปริมาณเยื่อกระดาษ 60 กรัม
ตอตารางเมตร มีขั้นตอนการในการเตรียม ดังนี้ 

1. นําน้ําเยื่อกระดาษปริมาตร 8 ลิตร ที่เหลือจากการทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อมา 
ปรับปริมาตรเปน 16 ลิตร คือ ใหมีความขนเยื่อเปน 0.15% consistency   

2. นําเยื่อมาขึ้นแผนขนาด 200 ตารางเซนติเมตร ดังนั้นการขึ้นแผนครั้งแรกใหตวงมา  
800 มิลลิลิตร เทลงในเครื่องขึ้นแผน ปลอยน้ําออกใหเยื่อกระจายเปนแผน นํากระดาษสีขาว 
(test sheet) ที่ไดมากด (press) ตามลําดับ ดังนี้ 

- แผน  plate สแตนเลส 
- กระดาษซับ 3 แผน 
- แผนเยื่อกระดาษที่ขึ้นแลว (hand sheet) 
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- กระดาษซับ 2 แผน 
- แผน plate สแตนเลส 

3. นําไปรีดดวยเตารีดใหแผนทดสอบแหง นําไปชั่งน้ําหนักเพื่อหาน้ําหนักที่ไดจริง ควร 
อยูประมาณ 1.2 กรัม นําน้ําหนักมาคํานวณกลับวาจะตองตวงน้ําเยื่อมาข้ึนแผนทดสอบ
มาตรฐานปริมาตรเทาไร และระหวางการขึ้นแผนใหทําการจับเวลาการระบายน้ําดวย 
(drainage time) โดยเวลามาตรฐานไมควรเกิน 4.5 วินาที 

4. ข้ึนแผนทดสอบแผนตอไป นํามาวางกดซอนทับเหมือนในขอ 2  ทําการดูดซับน้ํา 
ออกโดยใชกระดาษซับและใชแรงกด 3.25 – 3.45 kPa เปนเวลา 5 นาที และ 2 นาที 30 วินาที 
จากนั้นนําแผนทดสอบมาขึงกับตะแกรงวง (ring) ซอนทับกันแลวใชตุมน้ําหนักกดทับไว ผึ่งแผน
ทดสอบใหแหง แลวจึงนําไปใชตอไป 
 
การวัดคาความขาวสวางของเยื่อกระดาษ (Brightness) (TAPPI T452 om-92) (TAPPI, 
1995) 
 ความขาวสวางของเยื่อกระดาษ (pulp brightness) หมายถึง คาแฟกเตอรของการ
สะทอนแสงของแผนเยื่อกระดาษซึ่งวัดที่ชวงความยาวคลื่นแสง 457 นาโนเมตร (R457) 
เปรียบเทียบกับ MgO หรือ perfect reflecting diffuser โดยถือวา MgO หรือ perfect 
reflecting diffuser มีคาแฟกเตอรของการสะทอนแสงเปน 100 คาความขาวสวางของเยื่อ
กระดาษมีหนวยเปน % 
 
วิธีวัดคาความขาวสวาง 
 เมื่อแผนทดสอบแหงแลวใหนํามาวัดคาความขาวสวางกอน (ไมเกิน 24 ชั่วโมงนับจาก
เวลาที่เร่ิมในการทําแผนทดสอบ) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ 

1. อานคา working standard ตรงกับ assign value +0.3 
2. วาง test sheet ซอนกันทั้งหมด 10 แผน ลงในเครื่อง จากนั้นกดปุมบันทึกคาความ

ขาวสวาง 
3. วัดแผนตอไปโดยยังคงซอนแผนกระดาษทั้งหมดไว 
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การทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (Tearing strength T414 om-88) 
(TAPPI, 1995) 
 ความตานทานการฉีกขาดของกระดาษไดจากการวัดแรงดึงที่กระทําในระนาบเดียวกับ
กระดาษ กอนเริ่มการวัดจะตองอัดแผนกระดาษทั้ง 10 แผน แยกไวเปนสวนๆ เพื่อทดสอบสมบัติ
อ่ืน ขั้นตอนการทํามีดังนี้ 

1. เลือกขนาดของ pendulum 
2. ปรับเสนใหตรง 
3. ใสเข็มช้ี ปรับใหเปน 0 
4. ทําการ calibrate เครื่องใหเปน 0 กอน 
5. ใชกระดาษ 4 แผน วางซอนกัน โดยใชดานที่มีความยาว 6.5 เซนติเมตร มาทดสอบ 
6. ตัดกระดาษนํากอน 2 เซนติเมตร 
7. ปลอย pendulum ใหเครื่องเหวี่ยงมาตัดกระดาษที่ตัดนําไว 
8. บันทึกคาไปคํานวณหา tear index 

 
การทดสอบความตานทานแรงดันทะลุ (Bursting strength T403 om-91) (TAPPI, 1995) 
 เปนคาที่บงบอกการยึดเหนี่ยวระหวางเสนใยและการยืดตัวของกระดาษ  นํา
แผนกระดาษมาทดสอบทีละแผนโดยวางใหตรงกับปุม เมื่อกดปุมกระดาษจะทะลุเปนวงรอบ 
บันทึกคาเพื่อนําไปคํานวณคา burst index 
 
การทดสอบความตานทานแรงดึง (Tensile strengh T404 cm-92) (TAPPI, 1995) 

ความตานทานแรงดึงเปนคาความยาวของกระดาษที่มากพอจนทําใหกระดาษขาดโดย
น้ําหนักของกระดาษเองเมื่อถูกแขวนในแนวดิ่ง ระยะทดสอบ 10 เซนติเมตร ชวงกระดาษขาดอยู
ภายใน 10-20 นาที บันทึกคาเพื่อนําไปคํานวณคา tensile index 
 
การวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อกระดาษ 
 คาคัปปานัมเบอร คือ จํานวนมิลลิลิตรของโปแตสเซียมเปอรแมงกาเนต ความเขมขน 
0.1 N ที่ใชไปตอเยื่อกระดาษ 1 กรัมแหง ภายใตเงื่อนไขที่กําหนด โดยผลลัพธที่ไดจะถูกแปลงให
สมดุลยกับปริมาณ 50% ของ 0.1 N โปแตสเซียมเปอรแมงกาเนตที่ใชไปในการทดลอง 
 1. การเตรียม 0.2 N Na2S2O3 

 ชั่ง Na2S2O3.5H20 ปริมาณ 50 กรัม ละลายน้ํากลั่น เติม Na2CO3 0.2 กรัม ปรับ
ปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวนํามา standardize ดวย K2Cr2O7 
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การ Standardization 0.2 N Na2S2O3 ดวย K2Cr2O7 
 

การเตรียม K2Cr2O7 
1.1 อบ K2Cr2O7 ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง แลวนํามาทิ้งใหเย็น

ใน desiccator แลวชั่งมา 0.4 + 0.01 กรัม จดน้ําหนักไวสําหรับคํานวณ ใสใน 
ฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร เติม KI 6 กรัม  

1.2 เติมน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร และ HCl (conc) 10 มิลลิลิตรในตูดูดอากาศ 
1.3 เขยาใหเขากัน ปดจุกฟลาสก แลวเก็บในที่มืด 10 นาที 
1.4 ไตเตรตกับ 0.2 N Na2S2O3 จนสีของสารละลายจางลงเล็กนอย (อยาไตเตรตจน

สารละลายในฟลาสกกลายเปนสีเขียวกอนที่จะเติมน้ําแปง) เติมน้ําแปงสุกแลวไต
เตรตตอจนไดสารสีน้ําเงินหรือเขียวซึ่งเปน end point 

การคํานวณความเขมขนของ Na2S2O3 (นอรมอล) 
ความเขมขนของ Na2S2O3 (นอรมอล) =         (g) K2Cr2O7  
      (ml) Na2S2O3 x 0.0493 
2. การเตรียม 0.1 N KMnO4 

ชั่ง KMnO4 3.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตรในบีกเกอรแกว  
2 ลิตร ปดดวยกระจกนาฬิกา นําไปตมใหเดือด 1 ชั่วโมง แลวตั้งทิ้งไวใหตกตะกอน 1 คืน กรอง
ดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร1 เก็บในขวดสีชา 
การ Standardize 0.1 N KMnO4 ดวย Na2C2O4 
 
 การเตรียม Na2C2O4 

1) อบ Na2C2O4 ที่อุณหภูมิ 105 – 110 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นใน  
desiccator 

2) ชั่ง Na2C2O4 0.3 + 0.01 กรัม (จดน้ําหนักเพื่อนํามาคํานวณ) ใสในฟลาสกขนาด 
500 มิลลิลิตร 

3) เติม 5% H2SO4 (v/v) 250 มิลลิลิตร เขยาให Na2C2O4 ละลาย 
4) นําฟลาสกไปตั้งบน hot plate ที่อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส แลวนํามาไตเตรต

กับ KMnO4 จนไดสารละลายสีชมพูออนที่ไมจางหายไปแสดงวาถึงจุด end point  
การคํานวณความเขมขนของ KMnO4 

ความเขมขนของ KMnO4  (นอรมอล)  =       (g) Na2C2O4   
     (ml) KMnO4 x 0.067 
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ปรับความเขมขนของ Na2S2O3 และ KMnO4 โดยการเติมสารหรือเติมน้ําดวย  
สมการ N1V1 = N2V2 

 
วิธีวัดคาคัปปานัมเบอร 
 1. จากสูตร  k   =    Pf   ใหสมมติคา  p  =  50     f  =  1     k  =  คาคัปปานัมเบอรที่
คาดไว                                w 
 2. คํานวณเปอรเซ็นตความชื้นของเยื่อกระดาษ โดยที่ w เปนน้ําหนักเยื่อที่ชั่งเมื่อคิดเปน
น้ําหนักเยื่อแหงที่ความชื้น 0 % (g/OD) 

3. ชั่งเยื่อกระดาษ บันทึกน้ําหนักที่ใกลเคียงกับน้ําหนักเยื่อสมมติ (g/AD) นําเยื่อมา
กระจายในน้ํากลั่นดวยเครื่องปนธรรมดาจนกระทั่งเยื่อกระจายตัวดี 

4. ใสเยื่อกระดาษตัวอยางลงในกระบอกตวง 1 ลิตร เติมน้ํากลั่นที่ปรับอุณหภูมิต่ํากวา  
25 องศาเซลเซียส ใหไดปริมาตร 800 มิลลิลิตร เทลงในบีกเกอรและวางบน magnetic stirrer ที่
มีแทงแมเหล็กกวน ควบคุมอุณหภูมิใหได 25 ± 0.2 องศาเซลเซียส 

5. ปเปต 0.1 N KMnO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ 4 N H2SO4 ปริมาตร 100  
มิลลิลิตร เทลงในบีกเกอรพรอมกัน ปลอยใหเกิดปฏิกิริยานาน 10 นาที 

6. หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 16.6% KI ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
7. ไตเตรทดวย 0.2 N Na2S2O3 ประมาณ 10 มิลลิลิตร จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน  

เติมน้ําแปง 10 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสีน้ําเงินเขมหรือสีดํา ไตเตรทตอไปจนสีน้ําเงินจาง
หายไปจนไมมีสี บันทึกปริมาตรของ 0.2 N Na2S2O3 ที่ใชไป  

8. นําปริมาตรของ 0.2 N Na2S2O3 ที่ใชไป มาคํานวณกลับเพื่อหาคา P 
จากสูตร  P = (b-a) N 
         0.1 

โดยที่  b = ปริมาณของ 0.2 N Na2S2O3 ที่ใชไปในการทํา blank test 
a = ปริมาณของ 0.2 N Na2S2O3 ที่ใชไปในการหาคัปปาตัวอยางเยื่อ 
N = จํานวนนอรมัลของ Na2S2O3 
เมื่อไดคา P แลวจึงนําไปคํานวณเพื่อหาคา k ที่ใกลเคียงตอไป 

9. การทํา blank test 
9.1 เติมน้ํา 800 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ลงในบีกเกอรขนาด 2 ลิตร 
9.2 เติม 0.1 N KMnO4 และ 4 N H2SO4 ปริมาตรอยางละ 100 มิลลิลิตร พรอมกัน 
9.3 เติม 16.6% KI ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
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9.4 ไตเตรทดวย 0.2 N Na2S2O3 จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน เติมน้ําแปง 10  
มิลลิลิตร จะไดสารละลายสีน้ําเงิน ไตเตรทตอไปจนสีน้ําเงินจางหายไปจนไมมีสี บันทึกปริมาตร
ของ 0.2 N Na2S2O3 ที่ใชไป โดยควรอยูในชวง 47 – 48 มิลลิลิตร 
 
การแกไขคา f เพื่อหาคาคัปปานัมเบอรที่แทจริง 

จากสูตร kappa number  =        Pf 
            W [1+0.013 (25-t)] 

โดยที่ 
P = ปริมาณของ 0.1 N KMnO4 ที่ถูกใชไปในตัวอยาง (สมมติเปน 50) 
f = คา factor สําหรับแปลงผลลัพธใหสมดุลยกับปริมาณ 50%    

            ของ 0.1 N KMnO4 ที่เติมลงไปในการทดลอง 
t = อุณหภูมิระหวางทําการทดลอง (องศาเซลเซียส) 

 
ตารางที่    คา factor สําหรับแปลงผลลัพธของคาคัปปานัมเบอร 
 
f 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
30 0.958 0.960 0.962 0.964 0.966 0.968 0.970 0.973 0.975 0.977 
40 0.979 0.981 0.983 0.985 0.987 0.989 0.991 0.994 0.996 0.998 
50 1.000 1.002 1.004 1.006 1.009 1.011 1.013 1.015 1.017 1.019 
60 1.022 1.024 1.026 1.028 1.030 1.033 1.035 1.037 1.039 1.042 
70 1.044          
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ภาคผนวก ง 
การหาปริมาณองคประกอบชีวมวลในพืช 

 
1. การวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช (Goering and Van Soest, 

1970) 
1.1 การสกัดดวยสารละลาย Neutral detergent 

(1) นํา Sintered glass crucible เบอร 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปอบในตูอบแหงที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนํามาใสใน desiccator ทิ้งใหเย็นแลวชั่ง
น้ําหนัก 

(2) ชั่งตัวอยางที่แหงและบดละเอียดขนาด 20-30 mesh หรือ 1 มิลลิเมตร ประมาณ 1 
กรัม ใสในบีกเกอรทรงสูงขนาด 600 มิลลิลิตร  

(3) เติมสารละลาย  Neutral detergent 100 มิลลิลิตร    Sodium sulfite 0.5 กรัม    
และ Decahydronaphthalene 2 มิลลิลิตร นําไป reflux เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยนับเวลาตั้งแต
เร่ิมเดือด 

(4) ถายสวนผสมที่ reflux เสร็จแลวลงใน Sintered glass crucible ที่วางอยูบนชุด 
กรอง ลางตัวอยางใน crucible ดวยน้ํารอน (90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 คร้ัง แลวลางดวย 
Acetone 2 คร้ัง ดูดสารละลายออกดวยเครื่อง vacuum pump จนแหง จากนั้นนํา crucible ไป
อบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง 

(5) นํา crucible ออกมาทิ้งใหเย็นใน desiccator แลวชั่งน้ําหนัก น้ําหนักที่เพิ่มข้ึนคือ  
ปริมาณ Neutral detergent fiber (NDF) 
 
วิธีคํานวณ 
 

%NDF     = [(น้ําหนัก crucible + น้ําหนัก NDF) - น้ําหนัก crucible] x 100 
       น้ําหนักตัวอยางพืช 
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     1.2 การสกัดดวยสารละลาย Acid detergent 
(1) นําตัวอยางพืชที่ผานการสกัดดวย Neutral detergent มาถายใสในบีกเกอรเพื่อทํา 

การ Reflux ดวย Acid detergent โดยเติม Acid detergent 100 มิลลิลิตร และ 
Decahydronaphthalene 2 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชั่วโมง นับเวลาตั้งแตเร่ิมเดือด  

(2) กรองตัวอยางพืชใน crucible ใบเดิม เพื่อลดการสูญเสียตัวอยางใหนอยที่สุด แลว 
ลางดวยน้ํารอน (90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 คร้ัง แลวลางดวย 80% Ethanol 2 คร้ัง 

(3) นํา crucible ไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนํา 
มาปลอยใหเย็นใน desiccator แลวชั่งน้ําหนัก น้ําหนักที่ไดคือ น้ําหนักของ Acid detergent 
fiber (ADF)  น้ําหนักที่แตกตางระหวาง NDF และ ADF คือ น้ําหนักของเฮมิเซลลูโลส 

 
วิธีคํานวณ 

 
%ADF     = [(น้ําหนัก crucible + น้ําหนัก ADF) - น้ําหนัก crucible] x 100 
       น้ําหนักตัวอยางพืช 
 

% Hemicellulose = %NDF - %ADF 
      
    1.3 การวิเคราะหหา Permanganate lignin (PML) 

(1) เติมสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible ที่มี         
ตัวอยางซึ่งผานการสกัดดวย Acid detergent แลว แช crucible ลงในถาดที่มีน้ําเย็นสูง
ประมาณ 2 เซนติเมตร คนดวยแทงแกวเพื่อไมใหตัวอยางจับเปนกอน ทิ้งไว 45 นาที โดยคนเปน
บางครั้ง จากนั้นดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช vacuum pump  

(2) เติมสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible  อีกครั้ง    
ทิ้งไวอีก 45 นาที แลวดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช vacuum pump  

(3) เติมสารละลาย Demineralizing ลงใน crucible แตละถวย แชไว 5 นาที  แลวดูด 
สารละลายออกโดยใช vacuum pump ทําซ้ําจนตัวอยางพืชเปนสีขาวภายในเวลา 20 นาที   
จากนั้นลางดวย 80% Ethanol และ acetone แลวดูดใหแหงโดยใช vacuum pump 

(4) นํา crucible ไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนํา 
มาปลอยใหเย็นใน desiccator แลวชั่งน้ําหนัก น้ําหนักที่แตกตางกันระหวาง Acid detergent 
fiber (ADF) และน้ําหนักตัวอยางพืชที่ผานการสกัดลิกนินออก คือ น้ําหนักของลิกนิน 
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วิธีคํานวณ 
 

%Lignin     = (A – B) x 100 
    C 

โดยที่  A    = น้ําหนัก crucible + น้ําหนัก ADF 
B    = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางพืชที่ผานการสกัดลิกนินออก 
C    = น้ําหนักตัวอยางพืช 
 

     1.4 การวิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลสดวยการเผาเถา 
 นํา crucible ที่มีตัวอยางพืชซ่ึงผานการสกัดลิกนินออกแลวในขอ 1.3 ไปเผาในเครื่อง
เผาเถา ที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนําออกมาปลอยใหเย็นใน 
desiccator แลวชั่งน้ําหนัก น้ําหนักที่แตกตางกันระหวาง  น้ําหนักตัวอยางพืชหลังการสกัด     
ลิกนินออก และน้ําหนักหลังการเผาเถา คือ น้ําหนักเซลลูโลส  สวนน้ําหนักเถาก็คือ ผลตาง
ระหวางน้ําหนักหลังการเผาเถาและน้ําหนัก crucible 

วิธีคํานวณ 
% Cellulose = (B – D) x 100 

                C 
2.  การหาคา maximum specific growth rate สําหรับเชื้อราที่เจรญิเปน pellet  

จากกราฟแสดงการเจริญเตบิโตเทียบกับเวลา สามารถหาคาคงที ่k ไดจากสมการ 
M1/3 = M0

1/3  +  kt …………(1) 
 

โดยที่   M = น้ําหนกัแหงของเสนใยที่เวลา t (เวลาที่ใหคาน้ําหนักแหงสูง  
สุดในชวง log phase) 

            M0 = น้ําหนกัแหงของเสนใยที่เวลาเริ่มตนบมเชือ้ 
 
 เมื่อทราบคาคงที ่k  แลว คํานวณหาคา w (ความกวางของชั้นนอกของ pellet ที่เปนชั้น
ของ active hyphae) จากสมการ 

M = M0 +  (4/3 πpn)1/3 wµt    ………(2) 
โดยที่   p = คาคงที่ของความหนาแนนของ pellet 
          n  = จํานวน pellet 
          µ = specific growth rate 
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 แทนคาคงที ่k = (4/3 πpn)1/3 µt  ลงในสมการที ่2 
เมื่อทราบคา w แลว คํานวณหาคา µ ไดจากสมการ 

r = r0  +  wµt      …………...(3) 
  

โดยที ่ r = รัศมีของ pellet ณ เวลา t 
 r0 = รัศมีของ pellet ณ เวลาเริ่มบมเชื้อ 

 
3. การเตรียมถุงไดอะไลซีส 

3.1 ตัดถุงไดอะไลซีสยาวประมาณ 15 เซนติเมตร นาํมาลางดวยน้ํากลั่น 3 - 4 ชั่วโมง  
3.2 แชถุงใน 0.3 % sodium sulfide อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 นาที เพื่อขจัดสาร  

ประกอบซัลเฟอรออก 
3.3 ลางน้ํารอน 60 องศาเซลเซยีส นาน 2 นาที ตามดวย 0.2 % sulfuric acid 
3.4 ลางน้ํารอนอกีครั้งเพื่อขจัดกรดออก 
 

4.0 การสกัด extractive ออกจากเนื้อไม 
ชั่งตัวอยางขี้เลื่อยไมยูคาลปิตัส 8 กรัมแหง ขนาดอนุภาค 500– 75 ไมครอนลงใน 

timber ประกอบชุด soxhlet โดยใช benzene และ 95 % ethanol ในอัตราสวน 2 ตอ 1 โดย
ปริมาตรเปนตวัทาํละลาย ทําการ กลัน่ซ้ําเปนเวลา 6 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 
จนกระทั่งตวัทาํละลายในกระเปาะ soxhlet ใสไมมีสี ลางตัวทาํละลายดวย 95 % ethanol และ 
acetone หลายๆ คร้ัง สุดทายลางดวยน้ํากลั่น นาํไปอบทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เก็บข้ีเลื่อย
ไวใชทดลองตอไป  
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ภาคผนวก จ 
 

ตารางสถิติ 
1. Ganoderma lucidum BK1    2. G. lucidum BK2           3. G. lucidum BK3           4. Ganoderma sp. BK4 
5. G. fulvellum BK5              6.G. lucidum KC1               7. Ganoderma sp. KC2    8. G. lucidum KC3 
9. G. lucidum KH1             10. G. brownii KH2              11. G. fulvellum CB           12. Ganoderma sp. TD1 
13. G. applanatum TD2    14. G. kunmingense NP1     15. G. applanatum NP2    16. G. multiplicatum NP3  
17. G. hainanense NP4    18. G. lucidum NP5              19. G. brownii NRM1          20. Ganoderma sp. NRM2   
21. Ganoderma sp. LB     22. G. shandongense LP1    23. G. gibbosum LP2    24. Amauroderma rugosum 
LP3 

อัตราสวนวงสีที่เกิดบนอาหารสูตร PDA ผสม 0.1 % gallic acid 
species N Subset of alpha = 0.01 

  a b c d e f 
Duncana      21 
                    19 
                    24 
                    16 
                     3 
                     4 
                     5 
                    11 
                    20 
                    22 
                   13 
                   15 
                   18 
                   12 
                    8 
                    7 
                    9 
                    2 
                  10 
                  17 
                   1 
                  23 
                  14 
                    6 
                  Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
 

.8700 

.9900 

.9900 
1.0000 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0200 
1.0200 
1.0200 
1.0200 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

.014 

 
.9900 
.9900 

1.0000 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0100 
1.0200 
1.0200 
1.0200 
1.0200 
1.0500 
1.1000 
1.1300 
1.1300 

 
 
 
 
 
 
 

.023 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.0500 
1.1000 
1.1300 
1.1300 
1.1800 
1.2000 
1.2000 

 
 
 
 

.010 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.1000 
1.1300 
1.1300 
1.1800 
1.2000 
1.2000 
1.2200 
1.2400 

 
 

.018 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.1300 
1.1300 
1.1800 
1.2000 
1.2000 
1.2200 
1.2400 
1.2800 

 
.011 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.2800 
1.4000 

.020 

Mean for groups in homogeneous subsets are displayed 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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1.010 23 4.393E-02 11.780 .000

.179 48 3.729E-03

1.189 71

Between
Groups
Within
Groups
Total

ratio

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA

 
 
1. Ganoderma lucidum BK1     2. G. lucidum BK2     3. G. lucidum KC1     4. Ganoderma sp. KC2 
5. G. lucidum KC3         6. G. lucidum KH1        7. G. brownii KH2        8. G. multiplicatum NP3 
9. G. brownii NRM1    10. G. gibbosum LP2     11. Phanerocheate chrysosporium 
 

เปอรเซ็นตืลดลงของลิกนินในขี้เล่ือยไมยูคาลิปตัส 
species N Subset for alpha = 0.05 

  a b c d e f g 
Duncana     3 
                  8 
                  6 
                  5 
                  4 
                  9 
                  1 
                 10 
                  7 
                  2 
                 11 
                Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

9.9700 
9.9800 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

.986 

 
 

11.3233 
11.4700 

 
 
 
 
 
 
 

.793 

 
 
 
 

13.5200 
 
 
 
 
 
 

1.000 

 
 
 
 
 

14.7300 
15.0300 

 
 
 
 

.592 

 
 
 
 
 
 
 

16.5200 
 
 
 

1.000 

 
 
 
 
 
 
 
 

18.8200 
19.4900 

 
.238 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

42.1700 
1.000 

Mean for groups in homogeneous subsets are displayed 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

 

2473.455 10 247.346 540.621 .000

10.065 22 .458

2483.521 32

Between
Groups
Within
Groups
Total

lignin

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA
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0. Untreated control   1. G. lucidum BK 2    2. G. brownii KH2    3. G. gibbosum LP2     4. P. chrysosporium      5. Oxygen treated  
Brightness 

      sample N Subset for alpha = 0.05 
  a b c d e 
Duncana         0 
                      1 
                      3 
                      4 
                      2 
                      5 
                    Sig.    

3 
3 
3 
3 
3 
3 

26.5600 
 
 
 
 
 

1.000 

 
26.8367 

 
 
 
 

1.000 

 
 

27.0300 
27.0300 

 
 

1.000 

 
 
 
 

27.2700 
 

1.000 

 
 
 
 
 

54.6800 
1.000 

1923.869 5 384.774 57097.527 .000

8.087E-02 12 6.739E-03

1923.950 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

bright

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA

 
 
 

Kappa number 
              sample N Subset for alpha = 0.05 

  a b c d e f 
Duncana        5 
                     2 
                     4 
                     3 
                     1 
                     0 
                    Sig. 

3 
3 
3 
3
3 
3 

6.7100 
 
 
 
 
 

1.000 

 
15.6300 

 
 
 
 

1.000 

 
 

16.4100 
 
 
 

1.000 

 
 
 

17.9500 
 
 

1.000 

 
 
 
 

18.4800 
 

1.000 

 
 
 
 
 

18.8000 
1.000 

310.661 5 62.132 4816.450 .000

.155 12 1.290E-02

310.816 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

kappa

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA
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Freeness 
sample N Subset for alpha = 0.05 

  a b c d 
Duncana        5 

4 
2 
3 
0 
1 

Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
 

581.67 
 
 
 
 
 

1.000 

 
615.00 

 
 
 
 

1.000 

 
 

620.00 
620.00 

 
 

1.000 

 
 
 
 

625.00 
625.00 

1.000 

4077.778 5 815.556 587.200 .000

16.667 12 1.389

4094.444 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

freeness

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA

 
Tear index 

sample N Subset for alpha = 0.05 
  a b c d 
Duncana        4 

5 
1 
0 
3 
2 

Sig. 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
 

2.9200 
3.1167 

 
 
 
 

1.000 

 
 

4.3333 
 
 
 

1.000 

 
 
 

5.0000 
5.0000 

 
1.000 

 
 
 

 
 

5.6000 
1.000 

17.913 5 3.583 135.732 .000

.317 12 2.639E-02

18.230 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

tear

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA
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Tensile index 
sample N Subset for alpha = 0.05 

  a b c d e f 
Duncana        5 
                     2 
                     4 
                     3 
                     1 
                     0 
                    Sig. 

3 
3 
3 
3
3 
3 

6.7100 
 
 
 
 
 

1.000 

 
15.6300 

 
 
 
 

1.000 

 
 

16.4100 
 
 
 

1.000 

 
 
 

17.9500 
 
 

1.000 

 
 
 
 

18.4800 
 

1.000 

 
 
 
 
 

18.8000 
1.000 

 

209.271 5 41.854 307.815 .000

1.632 12 .136

210.903 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

tensile

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA

 
 

Burst index 
sample N Subset for alpha = 0.05 

  a b c d e 
Duncana         0 
                      2 
                      3 
                      5 
                      4 
                      1 
                    Sig.    

3 
3 
3 
3 
3 
3 

.44500 
 
 
 
 
 

1.000 

 
.50333 

 
 
 
 

1.000 

 
 

.57100 

.61300 
 
 

.134 

 
 
 
 

.67400 
 

1.000 

 
 
 
 
 

.81233 
1.000 

 

.255 5 5.093E-02 49.828 .000

1.227E-02 12 1.022E-03

.267 17

Between
Groups
Within
Groups
Total

burst

Sum of
Squares df

Mean
Square F Sig.

ANOVA
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายกมลชยั ชะเอม เกิดเมือ่วันที่ 7 มิถุนายน 2518 ที่จังหวัดชลบรีุ จบการศึกษาระดับ
ประถมศึกษาจากโรงเรียนดาราสมทุรในปกาศึกษา 2530 และระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียน 
ชลบุรี “สุขบท” ปการศึกษา 2536 จากนัน้ไดศึกษาตอที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั ระดับปริญญา
บัณฑิต คณะวิทยาศาสตร สาขาวิชาพฤกษศาสตร เมื่อป พ.ศ. 2537 สําเร็จการศึกษาภาคปลาย 
ปการศึกษา 2540 และเขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร เมื่อป พ.ศ. 
2543 และสําเร็จการศึกษาในภาคปลาย ปการศึกษา 2546 
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