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The single cells of Ganoderma lucidum, MUG001 and MUGS, from the cutting cell
under microscrope were induced for mutation with ultraviolet  light. These single cells were
screened for ketoconazole resistant, ability to produce colored precipitate on guaiacol-
containing agar plates and the highest level of manganese peroxidase activity and laccase
activity. From 70 colonies, there were one hyperligninolytic mutant, MUG001-50S-2, could
produce the highest level of manganese peroxidase activity and laccase activity. The
highest manganese peroxidase activity was 0.00017U/ml when cultivated in liquid medium
containing eucalyptus paper pulp at pH 3, 250C and 7 days incubate. The highest laccase
activity was 0.0015U/ml at pH 5, 300C and 11 days incubate. When it was compare with
wild type, MUG001, it was found that manganese peroxidase activity and laccase activity
of MUG001-50S-2 were increasing to 5 and 2.73 folds respectively. Biobleaching of
hardwood kraft pulp by crude enzyme from this mutant strain (12.5 IU/gOD) was
investigated and compared with unbleach hardwood kraft pulp. It was found that pulp
brightness increased from 48.6% to 51.9% ISO brightness, kappa number decreased from
11.17 to 6.8, and burst index increase from 0.704 kPa.m2/g to 1.052 kPa.m2/g significantly.
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บทที่ 1  
 

บทนํา 
 
โครงสรางของเนื้อไมประกอบดวยสารอินทรียประเภทเซลลูโลส (cellulose) เฮม ิ

เซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) จับกนัแนนในรูปของโครงสรางผลึกที่ซับซอนโดยมีลกิ 
นินทําหนาที่เชื่อมเซลลเขาดวยกนั สรางความแข็งแรงและความยืดหยุนใหกับพืช แตการมีลิกนินทํา
ใหเยื่อกระดาษมีสีน้าํตาล การที่จะนําเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม
กระดาษ จึงตองมีการกําจัดลิกนนิออกจากเยื่อกระดาษ เพื่อทําใหเยือ่กระดาษมีความขาวสวางมาก
ขึ้น การฟอกเยื่อกระดาษในอุตสาหกรรมประกอบดวยหลายขั้นตอน โดยทั่วไปประกอบดวยขั้น 
chlorination และ alkaline extraction จากขั้นตอนเหลานี้ลกินนิจะถกูสกัดออกมาในรูปของสาร 
ประกอบจําพวก chlorinated organic เชน chlorolignin chlorophenolic เปนตน สารเหลานี้เปนสาร 
พิษ หรือสารกอมะเร็ง ทําใหเกิดปญหามลภาวะทางน้าํ ดังนัน้อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษอาจมี
แนวทางใหมในการลดปญหา โดยนําเทคโนโลยทีางชีวภาพมาใช เชน การใชวิธฟีอกเยื่อกระดาษแบบ
ชีวภาพโดยใชเชื้อรากลุมไวทรอท (white-rot fungi) มาฟอกรวมกับการฟอกเยื่อทางเคมี  
 

เชื้อรากลุมไวทรอทจะมีเอนไซมที่สามารถยอยสลายลกินิน ไดแก แมงกานีสเปอร 
ออกซิเดส (manganese peroxidase; MnP; EC.1.11.1.13) ลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin 
peroxidase; LiP; EC.1.11.1.14) และแลคเคส (laccase; LAC; EC.1.10.3.2) (Heinzkill และ 
Messner, 1997) ในปจจบุันมีการศึกษาถึงเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสวามบีทบาทที่สําคญัใน
การยอยสลายลิกนนิในเยื่อกระดาษ (Miura และคณะ, 1998; Harazono และคณะ, 1996) เอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดส พบครั้งแรกใน Phanerocheate chrysosporium (Kuwahara และคณะ, 
1984) เปนเอนไซมที่ประกอบดวย heme มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 46,000 ดาลตัน (Dalton)  โดย
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จะออกซิไดซสารประกอบที่เปน phenolic lignin ในภาวะที่มี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide) และ แมงกานีสเปนตวัรวมปฏิกิริยา (Wariishi และ
คณะ, 1992) การเกิดปฏกิิริยาเริ่มจาก แมงกานีสเปอรออกซิเดส ทาํปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ไดเปน oxidize intermediate (MnP I) จากนัน้สารตั้งตนตัวแรก คือ Mn2+ จะถูกออกซิไดซ
โดย MnP I และ MnP II เกิดเปน Mn3+หลังจากนัน้ Mn3+จะรวมกับโครงสรางของกรดอินทรีย 
(organic acid) เชน lactate   malonate   oxalate เปนตน (Harazono และคณะ, 1996) และทายที่ 
สุดสารประกอบที่เกิดขื้นจะไปออกซิไดซกับ phenolic substrate ไดเปนอนุพนัธของ cinnamyl 
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alcohol ตางๆ ไดแก p-coumaryl alcohol    coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol 
(Boominathan และ Reddy, 1991; Heinzkill และ Messner, 1997)  
 

  เห็ดหลนิจือมชีื่อวิทยาศาสตรวา Ganoderma lucidum อยูใน Division 
Basidiomycota มีลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่สาํคัญคือ ใตหมวกเห็ดไมมีครีบ แตมีรูเล็กๆจาํนวนมาก 
มาย ภายในรูเปนที่เกิดของสปอรดานบนของหมวกมีสีน้ําตาลแดงหรือสีเชสนัทไปจนถึงสนี้ําตาลมวง
และดํา ผิวหมวกเห็ดเปนมนัเงาเหมือนเคลือบดวยแลคเกอร มีกานสัน้ๆ ดอกออนมีขอบสีขาว เหลือง 
กลางดอกสนี้าํตาล ดานใตหมวกซึ่งเปนรูเล็กๆ มีสีนวล ดอกเห็ดรูปรางคลายพัด สปอรเปนผงสนี้าํตาล 
รูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชั้น ผนังชั้นนอกเรียบ ผนังชัน้ในยืน่คลายหนามไปชนผนังชัน้ 
นอก (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531) เห็ดหลนิจือเปนเห็ดสมุนไพรมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคตางๆ 
ของมนุษย เชนมีสรรพคุณในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง (Soxe และคณะ, 1985) ลดความดันโลหิต (Shiao 
และคณะ, 1988) เปนตน นอกจากมีสรรพคุณทางยาเห็ดหลินจือยงัจัดเปนรากลุมไวทรอทที่มคีวาม 
สามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลกินนิ เชนในป พ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤต ิ ไดศึกษาการ 
ฟอกเยื่อกระดาษแบบชีวภาพโดยใช P. chrysosporium และเห็ดหลนิจือ พบวาเหด็หลินจือมกีารผลิต
เอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดส และทําใหเยื่อกระดาษมคีาคัปปานมัเบอรลดลง 26.44 เปอรเซ็นต และ
คาความขาวสวางเพิ่มข้ึน 23.58 เปอรเซ็นต และในป พ.ศ. 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดตรวจ
พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส และเมื่อนาํเอนไซมมาฟอกเยื่อกระดาษทํา
ใหเยื่อกระดาษมีคาคัปปานมัเบอรลดลง 13.24 เปอรเซ็นต และคาความขาวสวางเพิ่มข้ึน 4.48 
เปอรเซ็นต  
 

การศึกษาการปรับปรุงพันธุเชื้อราโดยการชักนาํใหเกิดมวิเตชันไดมีการใชแสง 
อัลตราไวโอเลต ซึ่งนิยมใชกนัมากในพวกจุลินทรียชนิดตางๆ  เนื่องจากแสงอัลตราไวโอเลตเปนแสงที่มี
อํานาจทะลุทะลวงต่าํ ทาํใหดีเอ็นเอเกดิความผิดปกติที่พนัธะทางเคมีโดยชักนําใหเกิดไทมนีไดเมอร 
(thymine dimer) (Drake, 1970) เชน ในป ค.ศ. 1991 Li และ Chang ไดทําการคัดเลือกและศึกษา
ลักษณะตางๆ ในสายพนัธุมิวแตนทของ Volvariella volvacea ที่ตานทานตอคริสตัลไวโอเลต 
(crystal-violet) และมาลาไชทกรีน (malachite-green) โดยนําเบซิดิโอสปอร (basidiospore) และเสน
ใยที่บดละเอียดมาฉายแสงอลัตราไวโอเลตที่อัตราการตาย 95-99.5% และทดสอบความเสถียรของ
สายพนัธุมิวแตนท และในป พ.ศ. 2542 ชาลิน ีคงสวสัด์ิ ไดชักนาํใหเกิดมวิเตชันในเห็ดหลินจือโดยใช
แสงอัลตราไวโอเลต เพื่อคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีปริมาณโพลีแซคคาไรดที่สูงขึ้น ดงันัน้การชกันํา
ใหเกิดมวิเตชนัโดยใชแสงอลัตราไวโอเลตในเห็ดหลินจืออาจทาํใหมีการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือเพิม่มากขึ้น 
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งานวิจยันี้มุงเนนเพื่อหาสายพันธุมวิแตนทของเห็ดหลนิจือที่มีประสิทธิภาพในการผลิต 
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงกวาสายพันธุเดิมเพื่อใหมีความสามารถใน
การฟอกเยื่อกระดาษโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตในการชกันําใหเกิดมวิเตชัน เพื่อใหเปนทางเลือกหนึง่
ในการฟอกเยือ่กระดาษแบบชีวภาพในอตุสาหกรรม ซึง่ถาทําไดก็จะเปนการลดตนทุนการผลิตในดาน
พลังงาน สารเคมีและปญหาทางมลพษิ 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

    
ชักนาํใหเกิดมวิเตชันในเห็ดหลินจือ  และคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธ ิ

ภาพในการผลติเอนไซมทีย่อยสลายลกินนิสูงกวาสายพนัธุเดิม เพื่อใหมีความสามารถในการฟอกเยื่อ
กระดาษและทําใหเยื่อกระดาษมีความขาวสวาง 
 
ขั้นตอนการวจิัย 
 
1. การคัดเลือกสายพนัธุเห็ดหลินจือทีม่ีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส

และเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดในข้ันตน 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส 
3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนทีน่อยที่สุดของคริสตัล

ไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเห็ดหลนิจือเพือ่เปน mutation marker 
4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
5. การชักนําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลตในเห็ดหลินจือและการคัดเลือกสายพันธุมวิ

แตนท 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพนัธุมิวแตนท 
7. การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมของสายพนัธุมิวแตนทกับสายพนัธุเดิม  
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมิวแตนท 
9. วิเคราะหขอมูลและสรุปผลการทดลอง 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 
เปนแนวทางหนึ่งในการนําเชื้อราหรือเอนไซมจากเชื้อราที่มีความสามารถในการ 

ยอยสลายลกินินมาฟอกเยือ่กระดาษดวยวิธทีางชีวภาพในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษเพื่อลดขัน้ตอน
การใชสารเคมใีนขั้นตอนการฟอกเยื่อกระดาษ 
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ขอบเขตการวิจัย 
 
งานวิจยันี้ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

และเอนไซมแลคเคส  ภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต  การคัด 
เลือกสายพันธุมิวแตนทของเห็ดหลนิจือที่ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
เอนไซมแลคเคสสูงที่สุดและสูงกวาสายพนัธุเดิม และทําการวเิคราะหคุณสมบัตขิองเยื่อกระดาษที่
ผานการฟอกดวย crude enzyme ของสายพนัธุมวิแตนทโดยการตรวจวดัคาความขาวสวาง 
(brightness) คาคัปปานมัเบอร (kappa number) การใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) การวัดคาแรง 
ดันทะล ุ (burst index) การวัดคาแรงฉกีขาด (tear index) รวมถึงการวัดคาความตานทานแรงดึง 
(tensile index)  
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บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
  โครงสรางหลักของเนื้อไมประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยพบ
เซลลูโลสมากที่สุดประมาณ 40-50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง เซลลูโลสพบไดตามผนังเซลลของพืช
ทุกชนิดในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) และผนังเซลลทุติยภูมิ (secondary cell wall) มี
หนาที่ชวยทําใหพชืมีโครงสรางแข็งแรง สวนเฮมิเซลลูโลสพบเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส จะยึดตดิ
กับเซลลูโลสในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) และลิกนินพบประมาณ 20-30 เปอรเซ็นต 
รองจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส พบในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) ผนังเซลลทุติยภูมิ 
(secondary cell wall) และ มิดเดิลลาเมลลา(middle lamella) โดยสรางกระจายรอบเซลลูโลสและเฮ
มิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจนและพันธะโควาเลนต เกิดเปนสารประกอบลิกโนเซลลูโลสที่มีกิ่งกาน 
สาขามากมาย มีโมเลกุลขนาดใหญตั้งแต 600,000-1,000,000 ดาลตัน (Kirk และ Farrell, 1987) ลิก 
นินทําหนาที่เชื่อมเซลลเขาดวยกัน สรางความแข็งแรงและความยืดหยุนใหกับเนื้อเยื่อพืชและลดการ
ซึมผานของน้ําขามผนังเซลล จึงทําใหลิกนินเปนตัวปองกันการติดเชื้อที่ทําใหเกิดโรคตางๆ 
(Boominathan และ Reddy, 1991)      นอกจากนี้ลิกนินยังเปนสารที่ไมละลายน้ําจึงทําใหกระบวน 
การยอยสลายลิกนินเกิดขึ้นไดชา ดวยเหตุนี้จึงมีการศึกษาเพื่อหาวิธีการยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุ
จําพวกลิกโนเซลลูโลส เพื่อเปนประโยชนตอการนําเซลลโูลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชในอุตสาหกรรมได 
 
เซลลูโลส (Cellulose) 
 
  เซลลูโลสเปนสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรต (carbohydrate) ที่เปนโพลีแซคคาร
ไรด (polysaccharide) ประกอบดวยโมเลกุลของดี-กลูโคส (D-glucose) หลายโมเลกุลเชื่อมตอกัน
เปนโครงสรางคลายลูกโซ ดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic bond)  เซลลูโลสเปน
สารที่ไมละลายน้ําที่อุณหภูมิปกติและไมละลายในตัวทําละลายสวนใหญ เปนสารที่ไมทําปฏิกิริยากับ
สารอื่น ในธรรมชาติจะไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักพบรวมกับลิกนิน เฮมิเซลลูโลส  กัม (gum)   
เพนโตแซน (pentosan)   แทนนิน (tannin) เปนตน (Cowling และ Kirk, 1976)  
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 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
 
  เฮมิเซลลูโลสเปนอินทรียสารที่พบมากเปนอันดับที่สองรองจากเซลลูโลส มีลักษณะ
โครงสรางเปนโพลีเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose) ซึ่งสวนมากเปนดี-ไซแลน (D-xylan) ประกอบ 
ดวยน้ําตาลไซโลส (xylose) หลายๆโมเลกุลตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก สายของเฮมิ
เซลลูโลสประกอบดวยโพลีแซคคาไรดหลายชนิดปนกัน ไดแก เพนโตแซน   เฮกโซแซน (hexosan)  โพ 
ลียูโรไนด (polyuronides) เปนตน (Ericksson และคณะ, 1990) ความแตกตางระหวางเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสคือ สายพอลิเมอรของเฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเปนกิ่งกานสาขามากกวาและมีความยาว
ของสายพอลิเมอรสั้นกวา โดยมีความยาวประมาณ 40 หนวย (Kirk, 1983) 
 
ลิกนิน (Lignin) 
 

ลิกนินเปน complex aromatic biopolymer ไมละลายน้ํา เกิดจากการรวมตัวของ  
phenylpropane unit พบทั้งในพืช angiosperm และ gymnosperm (Boominathan และ Reddy, 
1991; Wariishi และคณะ, 1992)ดวยเหตุที่ลิกนินยากตอการยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพจึงทําใหลิก 
นินเปนตัวปองกันการติดเชื้อที่ทําใหเกิดโรคตางๆ ปองกันการทําลายโครงสรางของเนื้อไม และทําให 
เสนใยเซลลูโลส (cellulose fiber) จับกันหนาแนน ลิกนินไมมีโครงสรางโมเลกุลที่แนนอนเปลี่ยนแปลง
ตามชุดของสารตั้งตน ลิกนินสังเคราะหมาจากอนุพันธของ cinnamyl alcohol 3 ชนิด ไดแก             
p-coumaryl alcohol  coniferyl alcohol (guaiacyl unit) และ  sinapyl alcohol (syringyl unit)   
(ภาพที่ 1) โดยสารตั้งตนเกิดเปน phenoxy radicals และเกิด polymerization เปนโครงสรางลิกนิน 
ขนาดใหญ (ภาพที่ 2) และเมื่อพิจารณาจากสัดสวนของสารตั้งตนของลิกนินแตละชนิดในพืชตางๆ 
สามารถแบงไดเปน 3 พวก   ไดแก พืชพวก gymnosperms ไมเนื้อออน (softwood) ประกอบดวย 
coniferyl alcohol เปนสวนใหญ รองลงมาคือ coumaryl alcohol  พืชพวก angiosperms ไมเนื้อแข็ง 
(hardwood) ประกอบดวย coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol อยางละ 46 % รองลงมาคือ p-
coumary alcohol และในพชืพวกหญา (grass) ประกอบดวย p-coumaryl alcohol เปนสวนใหญ 
(Kirk และ Farrell, 1987) 
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ภาพที่ 1  โครงสรางของสารตั้งตนของลิกนิน (Davin และ Lewis, 2000) 
 

 
 
ภาพที ่2  โครงสรางทางเคมีของลิกนนิ (Alder, 1977) 
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อุตสาหกรรมกระดาษ (Paper industrial) 
 

อุตสาหกรรมกระดาษ คืออุตสาหกรรมที่มีการนําเนื้อไมมาสลายใหเกิดเปนเยื่อของ 
เสนใยเซลลูโลสและนําเสนใยเซลลูโลสไปฟอกเพื่อใหไดเยื่อกระดาษที่มีความขาวสวางเพื่อนําไปทํา
กระดาษ เนื่องจากเยื่อกระดาษกอนที่จะมีการฟอกจะมีสีน้ําตาล โครงสรางของเนื้อไมมีลิกนินเปน
สวนประกอบ ดังนั้นลิกนินจึงทําใหเยื่อกระดาษมีสีน้ําตาล อุตสาหกรรมการทํากระดาษประกอบดวย 2 
ข้ันตอนคือข้ันตอนการผลิตเยื่อกระดาษและขั้นตอนการผลิตกระดาษ ลิกนินจะถูกกําจัดในข้ันตอนการ
ผลิตเยื่อกระดาษ การผลิตเยื่อกระดาษแบงออกเปน 2 กระบวนการ คือ กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ 
(pulping) และกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ (bleaching) (Casey, 1980) 
 
  กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ คือกระบวนการแยกเสนใยเซลลูโลสที่ติดอยูในเนื้อไม
หรือพืชวัตถุดิบใหแยกออกจากกัน การผลิตเยื่อมีหลายวิธี การเลือกใชวิธีใดขึ้นอยูกับวาจะนําเยื่อไปใช
ในการผลิตกระดาษชนิดใด และขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิต การผลิตเยื่อกระดาษแบงออก 
เปน 3 วิธี ไดแก 

1. กรรมวิธีทางเคมี (Chemical process) 
เปนกรรมวิธีที่มีการใชสารเคมีในการแยกเสนใยในเนื้อไมออกมาเปนเยื่อกระดาษ ผล 

ผลิตเยื่อที่ไดจะต่ําคือตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต แตจะไดคุณภาพของเยื่อกระดาษสูงในดานความเหนียว 
เสนใยที่ไดสมบูรณ ฟอกใหขาวไดงาย 

2. กรรมวิธีทางกล (Mechanical process) 
เปนกรรมวิธีที่ใชเครื่องจักรที่เรียกวา Refiner หรือ Defibrator มาบดชิ้นไมใหกลายเปน 

เสนใย จึงเรียกเยื่อที่ไดวา เยื่อไมบด (ground wood) วิธีนี้ไดผลผลิตเยื่อสูงถึง 90-95 เปอรเซ็นต 
เพราะไมมกีารละลายองคประกอบทางเคมีของไมออกไป แตคุณภาพของเยื่อที่ไดจะต่ํากวาเยื่อเคมีใน
ดานความเหนียว และฟอกใหขาวก็ทําไดยากกวา เยื่อประเภทนี้จะมีราคาถูก ไดแกเยื่อกระดาษ
หนังสือพิมพ 

3. กรรมวิธีกึ่งเคมี (Semi-Chemical process) 
เปนกรรมวิธีที่ผสมผสานระหวางการใชสารเคมีและการบดเขาดวยกัน วิธีนี้ผลผลิตเยื่อ 

และคุณภาพของเยื่อกระดาษที่ไดจะอยูระหวางการผลิตเยื่อทางเคมีและการผลิตเยื่อทางกล และเยื่อ
กระดาษที่ไดมีความหนาแนนต่ํา (Reid, 1991) 
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กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ คือ กระบวนการกําจัดลิกนินออกจากเยื่อกระดาษ 
โดยใชสารเคมีทําปฏิกิริยากับลิกนินในเยื่อกระดาษ ในกระบวนการฟอกเยื่อมีจุดประสงคเพื่อทําใหเยื่อ
กระดาษมีความขาวสวางโดยไมทําลายความแข็งแรงของเยื่อคือใหมีการสูญเสียเยื่อนอยที่สุด และ
ความแข็งแรงของเยื่อตองไมลดลงเมื่อเก็บไวเปนเวลานาน กระบวนการฟอกเยื่อประกอบดวยหลาย
ขั้นตอน มีชื่อเรียกตามสารเคมีที่ใชในการฟอกและเรียงตามลําดับตัวอักษรตัวแรกของแตละขั้นตอน
(Casey, 1980) ดังนี้ 
 

สารเคมี    สัญลักษณ ชื่อเรียกขั้นตอนการฟอก 
 
คลอรีน         C  คลอริเนชัน (chlorination stage) 
โซเดียมไฮดรอกไซด       E  แอกแทรกชัน (extraction stage) 
แคลเซียมไฮโปคลอไรด       H  ไฮโปคลอไรด (hypochlorite stage) 
คลอรีนไดออกไซด       D  คลอรีนไดออกไซด (chlorinedioxide stage) 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด P  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide  

stage) 
ออกซิเจน        O  ออกซิเจน (oxygen stage) 
โอโซน         Z  โอโซน (ozone stage) 
 

โดยทั่วไปจะประกอบดวยขั้นตอน chlorination และ alkaline extraction ตัวอยาง 
ของขั้นตอนการฟอก เชน CEH   CEDED   CEDEP   CEOP เปนตน ซึ่งลิกนินจะถูกสกัดออกมาในรูป 
chlorinated organic ที่เปนสารพิษ หรือสารกอมะเร็ง เชน chlorolignin chlorophenolic เมื่อมีการวัด
สารพิษดังกลาวในหนวยของ absorbable organic halide (AOX) พบวาในการฟอกเยื่อ 1 ตัน ทําให
เกิดสารกลุมนี้ถึง 5 กิโลกรัม ปลอยออกมากับน้ําทิ้งของโรงงานสูแหลงน้ําธรรมชาติ (Leatham, 1992) 
ดังนั้นเพื่อที่จะหลีกเลี่ยงการใชสารเคมีและการปลอยสารพิษจํานวนมาก ในหลายประเทศจึงไดมีการ
วิจัยเพื่อหาวิธีการลดปริมาณการใชสารเคมีในการฟอกเยื่อใหนอยลง ซึ่งการฟอกเยื่อกระดาษแบบชีว 
ภาพโดยใชเชื้อรากลุมไวทรอท (white-rot fungi) นับเปนทางเลือกหนึ่งที่นํามาใชในการกําจัดลิกนิน 
ออกจากเยื่อกระดาษ (Reid, 1991)  
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การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
 
  ในธรรมชาติกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการเจริญเติบโตบนเนื้อไมมักจะมีความ 
สามารถในการยอยสลาย ลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสมาใชในสัดสวนที่แตกตางกัน ซึ่งก็แลวแต
ความสามารถในการยอยสลายของเชื้อราแตละชนิด ไดมีการแบงกลุมเชื้อราตามการทําลายเนื้อไม
ออกเปน 3 กลุม ไดแก 

1. soft rot fungi  มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โดย
ยอยสลายเซลลูโลสไดดีที่สุด เนื้อไมหลังการทําลายมีสีเขมข้ึน เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Ascomycota และ Deuteromycota (Buswell และ Odier, 1987) 

2. brown rot fungi มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินไดนอยมาก แตยอยสลาย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดดี เนื้อไมหลังการทําลายมีสีเขมข้ึน เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Basidiomycota มีบางใน Division Ascomycota (Buswell และOdier, 1987) 

3. white rot fungi มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินไดดีที่สุด (Boominathan and  
Reddy, 1991) ทําใหเนื้อไมหลังการทําลายมีสีซีดลงกวาเดิม เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Basidiomycota ตัวอยางเชื้อราในกลุมนี้เชน Phanerocheate sp. Ganoderma sp. Pleurotus sp. 
Trametes sp. เปนตน (Gilbertson,1980; Agosin และคณะ, 1985)  
 
เชื้อรากลุมไวทรอท (White rot fungi) 
 
  เชื้อรากลุมไวทรอทมีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน แตลิกนินก็ไมใชสารตัง้ตน
ในการเจริญเติบโต การยอยสลายลิกนินเปน secondary metabolism จึงตองมีการยอยสลาย
เซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสใหไดกลูโคสกอน เพื่อใหไดพลังงานไปใชในการเจริญเติบโต การยอยสลาย
ลิกนินจะเกิดก็ตอเมื่อมีการขาดสารอาหารบางอยาง เชน ไนโตรเจน (nitrogen) ซึ่งในธรรมชาติเนื้อไม
มีปริมาณไนโตรเจนที่จํากัด ทําใหสามารถเกิดการยอยสลายลิกนินได และการยอยสลายลิกนินจะ
หยุดก็ตอเมื่อมีปริมาณคารบอน (carbon) หรือไนโตรเจนที่มากเกินในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Heinzkill และ 
Messner, 1997) 

 
เชื้อรากลุมนี้สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน ไดแก ลิกนินเปอรออกซิเดส  

แมงกานีสเปอรออกซิเดส  และแลคเคส เปนตน (Heinzkill และ Messner, 1997; Harazono และ
คณะ, 1996) ซึ่งเชื้อราตางชนิดกันจะมีการผลิตเอนไซมที่ตางกัน บางชนิดอาจมีการผลิตเอนไซมหลาย
ชนิด หรือบางชนิดอาจมีการผลิตเอนไซมเพียงชนิดเดียว เชน ในป 1992 De Jong และคณะ ไดทําการ 
ศึกษาใน Bjerkandera sp. BOS55 พบวามีเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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และแลคเคสและในป 1995 Heinzkill ไดทําการศึกษาใน Panaeolus papilionaceus พบวามีเอนไซม 
แลคเคสเพียงชนิดเดียว  
 
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin peroxidase) 

 
  เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสพบครั้งแรกใน P.  chrysosporium (Glenn และคณะ, 
1983) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41,000-42,000 ดาลตัน การเกิดปฏิกิริยาตองการไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในการเริ่มปฏิกิริยา สามารถยอยสลายไดทัง้สารที่เปนหมูฟนอลและไมใชหมูฟนอลรวมถึง
สารประกอบอะโรมาติกอืน่ๆที่เปนหนวยพืน้ฐานของลิกนิน (Buswell และ Odier, 1987) กลไกการ
เกิดปฏิกิริยาเริ่มจากลิกนนิเปอรออกซิเดสไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเปลี่ยนรปูไปเปนสาร
ตัวกลาง compoundI ซึ่งเปนสารที่ไมคงตวั จะไปออกซไิดซลิกนิน แลวเปลี่ยนรูปไปเปน compound 
II เมื่อ compound II ไปออกซิไดซกับลิกนนิ ทายที่สุดจะกลับสูภาวะปกติเปนลิกนนิเปอรออกซิเดสตั้ง
ตน (ภาพที่ 3)  การเกิดปฏกิิริยาที่อาศัยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก  การ
กําจัดหมูอัลคิล-เอริล (alkyl-aryl cleavage)  การเปดวงอะโรมาติก (aromatic ring cleavage)  การ
เติมหมูเมททิล (methylation)  การเกิดโพลีเมอไรซเซชัน่ (polymerization) ของ phenoxy radicals 
เปนตน (Tein และคณะ, 1987) 
 

 
 
ภาพที่ 3 วัฏจักรการเกิดปฏิกิริยาของลิกนินเปอรออกซิเดส (Buswell และ Odier, 1987) 
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เอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidase ) 
 
  ในปจจุบนัมีการศึกษาถึงเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสวามีบทบาทที่สําคัญใน
การยอยสลายลิกนนิในเยื่อกระดาษ (Miura และคณะ, 1998; Harazono และคณะ, 1996) มีการคน 
พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส คร้ังแรกใน P. chrysosporium (Kuwahara และคณะ, 1984) 
เปนเอนไซมทีป่ระกอบดวย heme มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 46,000 ดาลตัน การทําปฏิกิริยาจะมี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแมงกานีสเปนตัวรวมปฏิกริิยา (Wariishi และคณะ, 1992) กลไกการเกิด 
ปฏิกิริยาเริ่มจากแมงกานีสเปอรออกซิเดส (ภาพที่ 4) ทําปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดเปน 
oxidize intermediate (MnP I) จากนัน้สารตั้งตนตัวแรก คือ Mn2+ จะถูกออกซิไดซโดย MnP I และ 
MnP II เกิดเปน Mn3+หลังจากนั้น Mn3+จะรวมกับโครงสรางของกรดอินทรีย (organic acid) เชน 
lactate   malonate   oxalate เปนตน (Harazono และคณะ, 1996) และทายทีสุ่ดสารประกอบที่
เกิดขึ้นจะไปออกซิไดซกับ phenolic substrate ไดเปนอนุพนัธของ cinnamyl alcohol ตางๆ ไดแก             
p-coumaryl alcohol    coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol (Boominathan และ Reddy, 1991; 
Heinzkill และ Messner, 1997) เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเปน secondary metabolite มี
สมบัติในการ   oxidation H2O2 –dependent      lignin derivatives   และ   phenolic lignin          
การกําจัดหมูอัลคิล-เฟนิล (alkyl-phenyl cleavage) และ Cα-Cβ cleavage เปนตน ในป ค.ศ. 1996 
Harazono และคณะ ไดทําการสกัดแยกเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมาฟอกเยื่อกระดาษเพื่อ
ศึกษาผลของกรดอินทรียตางๆที่มีผลตอการทํางานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส พบวา การมี
ออกซาเลต (oxalate) ทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่โดยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และในป ค.ศ. 2001 Sasaki และคณะ ไดทําการตรึงเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
จาก P. chrysosporium ใน FSM-16 เพื่อใชในการฟอกเยื่อแบบ multiple pulp bleaching รวมกบั
การฟอกโดยใชสารเคมีขั้น alkaline extraction พบวาเยื่อกระดาษมคีาความขาวสวางเพิ่มข้ึนจาก 59 
เปอรเซ็นตเปน 88 เปอรเซน็ต เมื่อเยื่อผานการฟอกดวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสซ้ําๆ 7 คร้ัง  

 
นอกจากนีย้ังสามารถนําเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสไปประยุกตใชในอุตสาห 

กรรมตางๆ เชน การเปลีย่นแปลงและการยอยสลายสารอินทรียที่เปนพษิและยอยสลายไดยากจาก
ดินและในน้ํา โดยใชส่ิงมีชวีติพวกจุลินทรียยอยสลายสารพิษนั้นใหเปนพิษนอยลง (bioremediation) 
ทําใหไดคารบอนไดออกไซด และน้ําเปนผลผลิตสุดทาย นอกจากนี้ยงัมีการใชสิ่งมชีีวิตพวกจุลินทรีย
ในการกาํจัดสขีองน้ําเสยี (decolorization) (Matsubara และคณะ, 1996)  
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ภาพที ่4  วัฏจักรการเกดิปฏิกิริยาของแมงกานีสเปอรออกซิเดส (Heinzkill และ Messner,  

1997 
 
เอนไซมแลคเคส (Laccase) 

 
เอนไซมแลคเคส พบครั้งแรกในการทดลองของ Yoshida ป 1883 เปน extracellular  

glycoproteins ที่ประกอบดวยโมเลกุลของคอปเปอร (copper) ที่เรียกวา blue copper oxidases 
(Thurston, 1994) มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 60,000-80,000 ดาลตัน การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
แลคเคสเปนปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ที่ไมตองมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวรวมปฏิกิริยา 
การทําปฏิกิริยาที่อาศัยเอนไซมแลคเคสในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก การกําจัดหมูอัลคิล-เฟนิล (alkyl-
phenyl cleavage) และ phenolic lignindimer (Higuchi, 1990) การเติมหมูเมททิล   การกําจัดหมู
เมททอกซี่ (demethoxylation) การเกิดโพลีเมอรไรซเซชันของ phenoxy radicals และการเกิดดีโพลา 
ไรซ เซชัน (depolymerization) ของ lignin substrate เปนตน นอกจากความสําคัญของเอนไซมแลค
เคสในการยอยสลายลิกนิน ยังพบวาเอนไซมแลคเคสมีความสําคัญตอการเกิดดอกเห็ด (Basidiocarp 
development) การเกิดสปอร การสรางรงควัตถุในรา และการเกิดโรคของพืช (Yaver และคณะ, 
1996) 
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เห็ดหลินจือ (Lingzhi) 
  

เห็ดหลนิจือเปนสิ่งมชีีวิตพวกยูคาริโอต (Eukaryote) จําพวกรา อยูใน Division  
Basidiomycota มีชื่อวิทยาสตรวา G. lucidum มีลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่สําคัญคือ ใตหมวกเห็ด
ไมมีครีบ แตมีรูเล็กๆจํานวนมากมาย ภายในรูเปนที่เกิดของสปอรดานบนของหมวกมีสีน้ําตาลแดงหรือ
สีเชสนทัไปจนถึงสีน้าํตาลมวงและดําผวิหมวกเห็ดเปนมนัเงาเหมือนเคลือบดวยแลคเกอร มีกานสั้นๆ 
ดอกออนมีขอบสีขาว เหลือง กลางดอกสีน้ําตาล ดานใตหมวกซึง่เปนรูเล็กๆ มสีีนวล เปนดอกเห็ด
รูปรางคลายพดั สปอรเปนผงสีน้าํตาล รูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชั้น ผนงัชัน้นอกเรียบ 
ผนังชัน้ในยื่นคลายหนามไปชนผนงัชัน้นอก (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531) ดํารงชีวิตแบบ saprophyte มี
การสืบพนัธุทัง้แบบอาศัยเพศ (sexual)และไมอาศัยเพศ (asexual) การสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยมี
การสราง sexual spore คือ basidiospore บน basidium สวนการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยเกิด
การหักของเสนใยแลวไปเจรญิตอ (fragmentation) เสนใยของเห็ดหลนิจือมีผนังกัน้เปนแบบ dolipore 
septum และมี clamp connection เพื่อใหเสนใยยังคงไวที่ n+n นอกจากเห็ดหลินจือเปนเห็ด
สมุนไพรมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคตางๆ ของมนุษย (Soxe และคณะ, 1985) เห็ดหลนิจือยัง
จัดเปนรากลุมไวทรอทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนนิ โดยไดมีการศึกษาการ
ผลิตเอนไซมทีย่อยสลายลกินินในเห็ดหลนิ จือ เชนในป พ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤต ิไดศึกษาภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดสในเห็ดหลนิจือเปรียบเทียบกับ P. chrysosporium 
พบวาในเห็ดหลินจือมีการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซเิดสต่ํากวา P. chrysosporium ในทกุภาวะ 
การทดลอง และในป 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดศึกษาการผลิตเอนไซมในเห็ดชนิดตางๆ 
พบวาในเห็ดหลินจือมีการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซเิดสนอยมากหรือแทบไมม ีแตกลับพบวามีการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสที่สูงกวา  
 
การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหลินจือเปนดังนี้ (Alexopoulos และคณะ, 1996) 
Kingdom  Fungi 
     Division       Basidiomycota 
         Class            Hymenomycetes 
  Subclass   Holobasidiomycetidae 
        Order        Aphyllophorales 
  Family              Ganodermataceae 
         Genus     Ganoderma 
    Species                      Ganoderma lucidum 
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ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดหลินจือ (Alexopoulos และคณะ, 1996) ประกอบดวย 2 ระยะ 
1. ระยะเสนใย 

เสนใยของเหด็หลินจือมีสีขาว เสนใยมีผนังกัน้ เสนใยระยะที่สองจะพบ clamp  
connection แตละเซลลมี 2 นิวเคลียส เรียก dikaryotic mycelium เมื่อเสนใยเจริญเต็มที่จะมกีาร
พัฒนาเปนตุมยื่นออกมาเรียก sclerotia หรือ primodia ซึ่งจะพัฒนาเปนดอกเห็ดตอไป 
2. ระยะดอกเห็ด ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ (ภาพที ่5) 

2.1 หมวกดอก (cap)  
หมวกดอกเหด็หลินจืออาจเกิดเปนดอกเดีย่วหรือเปนกลุม กลุมละ 3-4 ดอก หมวก 

ดอกที่งอกออกมาใหมๆ จะมีลักษณะเปนแทงสีเหลือง สีของหมวกดอกเห็ดจะมีสีขาว สีเหลือง และสี
น้ําตาล สวนบนของหมวกดอกจะแผคลายพัด ถาหมวกดอกเจริญเต็มที ่ ขอบหมวกจะงองุมลงสีของ
หมวกดอกจะเขมมากขึ้น ผิวของหมวกดอกมีลักษณะเปนเงามันคลายทาดวยแชลแลค มีสนี้ําตาล
แดง ใตหมวกดอกมีลักษณะเปนรูเล็กๆสขีาวหรือสีเหลอืงจํานวนมาก ภายในรูเปนแหลงกาํเนิดสปอร 
มีลักษณะเปนผงสีน้าํตาล  สปอรมีรูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชัน้ ผนงัชัน้นอกเรียบ 
ผนังชัน้ในยื่นคลายหนามไปชนผนงัชัน้นอก (ภาพที่ 5) 

2.2 กานดอก (stalk) 
กานดอกอาจมีกานดอกหรอืไมมี กานดอกสั้น กานดอกอาจอยูตรงกลางหรือคอน 

ไปขางใดขางหนึง่ของหมวกดอก 
 
วงจรชวีิตของเห็ดแบบ Heterothallic  Life cycle (ภาพที ่6) 
 
  เร่ิมจากเบซิดิโอสปอรงอกเสนใยออกมาซึ่งเรียกวา primary mycelium มีโครโมโซม
เปน haploid (n) (monokaryotic mycelium) เสนใยที่งอกออกมานี้จะเกิดการรวมตัวกนัของโพรโท 
พลาสซึม (plasmogamy) โดยเสนใยทีจ่ะรวมตัวกันตองเปนเสนใยที่มีลักษณะทางพันธกุรรมตางกนั
มารวมกันเปน secondary mycelium  ซึ่งภายในมีสองนิวเคลียสเรียกเสนใยระยะนี้วาเปน dikaryon 
เสนใยระยะนีจ้ะพบ clamp connection เชื่อมแตละเซลลไว เสนใยขัน้ที่สองจะเพิ่มปริมาณและสาน
กันแนนเปนกลุมกอนคลายเนื้อเยื่อพชืที่เรียก tertiary mycelium และเสนใยระยะนี้จะสานกันเกิดเปน
ตุมดอกเล็กๆ เรียกวา sclerotia หรือ primodia มีการสรางเบซิเดียม แตละเบซิเดยีมจะมนีิวเคลียสอยู
สองนวิเคลียส (n+n) จากนัน้นวิเคลียสทั้งสองนวิเคลียสจะรวมตัวกันเปน diploid (2n) และแบงตัว
แบบ meiosis ได haploid (n) 4 nuclei จากนัน้เคลื่อนที่ไปอยูใน sterigma ทั้ง 4 และพัฒนาไปเปน 
เบซิดิโอสปอรตอไป 
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ภาพที ่5  ดอกและสปอรของเห็ดหลนิจือ G. lucidum 
 
 

 
ภาพที ่6  ลักษณะวงจรชีวิตของเห็ดทีเ่ปนแบบ Heterothallic life cycle (Norton, 1981) 
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มิวเตชัน (Mutation) 
 

มิวเตชัน(mutation) หมายถงึ การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลดีเอ็น 
เอหรือโครงสรางของสารพนัธุกรรม และการเปลี่ยนแปลงนี้สามารถถายทอดไปยังรุนตอไป โดยทัว่ไป
มิวเตชันสามารถเกิดขึ้นเองในธรรมชาต ิ (spontaneous mutation) แตมีโอกาสเกดินอยมากคือนอย
กวาหนึ่งในลานเซลล (Bos และ Stadier, 1996) สวนมวิเตชนัทีเ่กิดจากการชกันํา (induced 
mutation) เกดิจากมีมวิตาเจนมาชักนําใหเกิด ไดแก  

1. มิวตาเจนทางกายภาพ (physical mutagen) ไดแก อุณหภูมิและรังสตีางๆ  
2. มิวตาเจนทางเคมี (chemical mutagen) ไดแก สารเคมีตางๆ 

 
มิวตาเจนทางกายภาพ 
 
  จากที่ไดพบการเกิดมิวเตชนัทางกายภาพโดยใชรังสีเอ็กซ ในแมลงหวี ่ (Drosophila 
melanogaster) ทําใหมีงานวิจยัเกี่ยวกับการชักนําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชรังสีตางๆ กับส่ิงมชีีวิตตาม 
มา (Bos และ Stadler, 1996) รังสีเปนมิวตาเจนทางกายภาพที่สาํคัญในการชักนําใหเกิดมวิเตชัน 
และดวยความยาวคลื่นของรังสีที่ตางกันทําใหมีผลตอการชักนําใหเกิดมิวเตชนัในรูปแบบที่แตกตาง
กัน (Weaver และ Hedrick, 1997) สามารถแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

1. รังสีที่กอใหเกดิไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ รังสีแกมมา รังสีแอลฟา รังส ี  
เบตา เปนตน รังสีเหลานี้มอํีานาจในการทะลุทะลวงสูง โดยทะลทุะลวงผานเนื้อเยือ่ตางๆ และทาํให      
อิเล็คตรอนที่เรียงอยูวงนอกสุดในโครงสรางอะตอมหลดุออกไปทําใหไอออนเกิดเปนประจุบวกสวน        
อิเล็คตรอนที่หลุดออกมานีจ้ะเคลื่อนที่ดวยความเร็วสงูไปชนอะตอมอืน่ๆ จนพลังงานของอิเล็คตรอน 
ลดลง จากการเกิดประจุบวกและลบทําใหตองเกิดปฏกิิริยาเคมทีําใหมีประจุเปนกลาง เพื่อใหโครง 
สรางของอะตอมคงที ่ ปฏิกิริยาเคมทีี่เกดิขึ้นมีผลใหเกดิมิวเตชัน เชน ทาํใหเกดิการแตกหักของ
โครโมโซมและโครมาติด โดยบริเวณที่แตกหักนี้จะเกี่ยวของกับสวนที่ตอกันของน้าํตาล และหมู
ฟอสเฟตของสายโพลีนวิคลีโอไทด ทาํใหเกดิ deletion และ insersion 

2. รังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก แสงอัลตราไวโอเลต รังส ี
ประเภทนี้จะไมกอใหเกิดไอออนตามทางที่เคลื่อนผาน เนื่องจากมีอํานาจในการทะลุทะลวงต่ํากวา
รังสีประเภทแรก ทาํใหเกิด substition 
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มิวตาเจนทางเคม ี
 
  เปนการชักนาํใหเกิดมวิเตชนัโดยใชสารเคมีตางๆ (Moore และ Frazer, 2002) ดังนี ้

1. สารเคมีที่มโีครงสรางคลายคลึงกับเบส (base analogues) เปนสารเคมีที่มีโครงสราง 
คลายคลึงกับเบสบางตัวในสายดีเอ็นเอ สามารถเขาไปแทนที่ได จึงทาํใหสายดีเอน็เอมีสารเคมีนัน้ 
เมื่อเกิดการสงัเคราะหดีเอน็เอ (replication) จึงทาํใหมีการเขาคูแบบสุม สายดีเอ็นเอที่ไดจึงผิดไปจาก
เดิม สารเคมีชนิดนี้ เชน 5-bromouracil ทีม่ีโครงสรางคลายกับเบสไทมีน (thymine) และ 2-
aminopurine ที่มีโครงสรางคลายกับเบสอะดีนีน (adenine) เปนตน 

2. สารเคมีทีท่ําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของเบส (base modifying agent)    
ไดแก nitrous acid ซึ่งทําใหเกิดการเคลื่อนยายกลุมอะมิโน (amino group) ของเบสไซโทซีน 
(cytosine) ออกไปแลวเปลี่ยนเปนกลุมคีโตแทน (keto group) ทําใหเบสเปลี่ยนจากไซโทซนีเปนยูรา
ซิล (uracil) และไฮดรอกซีลามนี (hydroxylamine) ซึ่งทาํใหเกิดการเปลี่ยนกลุมอะมิโน (amino 
group) ของเบสไซโทซีน (cytosine) เปนกลุมไฮดรอกไซดแทน (NOH group) ทําใหเบสเปลี่ยนจาก
ไซโทซีนเปนไฮดรอกซิลอะมิโนไซโทซีนแทน (hydroxylaminocytosine) เปนตน 

3. สารเคมีทีท่ําใหเกิดการขาดหายไปหรือเพิม่นิวคลีโอไทดในสายดีเอน็เอ (intercalating  
agent) สารกลุมนี้ไดแก proflavin และ acridine dye (Drake, 1970) โดยสารพวกนี้จะแทรกเขาไป
อยูระหวางเบสของสายดีเอน็เอ เมื่อเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอ ทาํใหการอานลาํดับเบสผิดปกติซึ่ง
อาจเกิดการขาดหายไปหรือเพิ่มของเบส  

 
การชกันําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต 

 
การชักนําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตนยิมใชกันมากในจุลินทรีย 

ชนิดตางๆ (Drake, 1970) เพราะงายและสะดวกในการชักนาํ แสงอัลตราไวโอเลตเปนแสงที่มีอํานาจ
ทะลุทะลวงต่ําไมกอใหเกิดไอออนตามทางที่เคลื่อนผาน (nonionizing radiation) มีความยาวคลืน่ตั้ง 
แต 40-400 นาโนเมตร โดยดีเอ็นเอจะดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตสูงสุดที่ 254 นาโนเมตร พลงังานที่
ดูดกลืนไวสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงพนัธะของเบสเพียวรนีและไพริมิดีน แตพบวาจะมีผลตอไพริมิ
ดีนมากกวาเบสเพียวรนี 10-100 เทา แสงอัลตราไวโอเลตมีผลตอไพริมิดีน ดงันี ้

1. ทําใหเกิดปฎิกริิยา hydrolysis ในไซโทซนีทําใหไมสามารถจับกับกวานีน (guanine)  
ไดตามปกติ การจับคูเบสจึงผิดพลาดและทําใหเกิดมวิเตชัน  

2. ทําใหเกิด thymine dimer (ภาพที ่7)โดยเบสไทมีน 2 โมเลกุลที่อยูติดกันบนสายโพลี 
นิวคลีโอไทด (polynucleotide) สายเดียวกันของโมเลกุลดีเอ็นเอมาเชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต 
ทําใหไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสายโพลีนวิคลีโอไทดที่อยูตรงขามได นอกจากนี้ยังสามารถเกิด 
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cytosine dimer ไดและมีผลใหเกิดมวิเตชันไดเชนเดยีวกนั แสงอลัตราไวโอเลตเมื่อใชในอัตราที่สูง
สามารถฆาสิ่งมีชีวิตได แตถาใชในอัตราที่ไมสงูเกนิไปจะกระตุนใหเกิดมิวเตชนั (Weaver และ 
Hedrick, 1997) 

 
ภาพที ่7  การเกิด Thymine dimer   (a) เมื่อไดรับแสงอัลตราไวโอเลต และ(b) เกิดการเชื่อม 

เปน (cyclobutane ring) (Weaver และ Hedrick, 1997) 
 
กระบวนการซอมแซม (repair) ของ thymine dimer 
 
  การเกิดมวิเตชันโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต ทําใหเกิด thymine dimer ในสายโพลีนิ
วคลีโอไทด ดงันัน้การที่จะสามารถอยูรอดไดจึงตองมีกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอตางๆ (Frfifelder, 
1978) แบงไดดังนี ้

1. กลไกที่ตองใชแสง (photoreactivation) (Drake, 1970) เปนกระบวนการซอมแซมความ 
ผิดปกติของโมเลกุลดีเอ็นเอเมื่อเกิด thymine dimer โดยเอนไซม photoreactivating  หรือ เอนไซม 
DNA photolyase จะไปเกาะที่ตําแหนงที่เกิด thymine dimer เมื่อเอนไซมดูดซับแสง (visible light) 
ซึ่งเปนตวักระตุนใหเอนไซมเขาทําลายพนัธะที่ยึดระหวางไทมนีทาํใหไทมีน สามารถเขาคูกับอะดีนีน 
สายตรงขามไดเหมือนเดิม (ภาพที ่8) ดังนั้นในการชักนาํโดยใชแสงอลัตราไวโอเลต จึงตองระวังไมให 
target cell ทีจ่ะชักนําใหเกดิมิวเตชันไดรับแสงในทนัท ี
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2.  กลไกที่ไมตองใชแสง (dark repair) หรือ excision repair เปนกระบวนการซอมแซม 
โมเลกุลของดีเอ็นเอที่ผิดปกติทั่วไป โดยมกีารตัดสวนของดีเอ็นเอที่ผิดปกติโดยใชเอนไซมตางๆ และมี
การสรางสวนของดีเอ็นเอทีถู่กตองแทนสวนที่ตัดออกไป cut-patch-cut-seal (ภาพที ่8) 

 
 
ภาพที ่8  กระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอ (a) photoreactivation และ (b) excision repair  

(Weaver และ Hedrick, 1997) 
 
ในการทํางานวิจัยที่เกี่ยวกับการชักนําใหเกิดมิวเตชันตองมีการทํา survival curve  

กอนเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการชักนํา survival curve เปนการศึกษาความสามารถในการมีชีวิต
อยูรอดและเจริญเติบโตตอไปได ในเชื้อราการชักนําใหเกิดมิวเตชันมักใชเซลลเดี่ยว โดยอาจทํา สาร 
ละลายสปอร (spore suspension) เชน ในป 1981 Hayashida และ Flor ทดลองการลดลงของ 
protease activity ใน Aspergillus awamori var. kawashi โดยนําสารละลายสปอรมาชักนําในสาร 
NTG และนํามาฉายแสงอัลตราไวโอเลต พบวาสายพันธุมิวแตนท HF-15 มี protease activity ลดลง
ถึง 93 % ในขณะที่ สายพันธุมิวแตนท HF-10 มี protease activity เพิ่มข้ึนถึง 5 เทาเมื่องเทียบกับสาย
พันธุเดิม  ในป 1982 Gold และคณะ ทําการคัดแยก auxotrophic mutants สายพันธุตางๆ ของ       

(a) (b) 
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P. chrysosporium โดยนําสารละลายสปอรไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตและรังสีเอกซ โดยใหมีอัตรา
การอยูรอด 10 % พบวาได 33 มิวแตนท และเมื่อนําไปทําการยอมพบวาเปนทั้ง mono-, di-, และ
multinucleate  ในป 1990 Boominathan และคณะ ทําการแยกและศึกษาลักษณะของ lignin 
peroxidase negative mutant โดยใชสารละลายสปอรนํามากวนในน้ําและฉายแสงอัลตราไวโอเลต  
พบวา lip mutant ไมผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส แตยังคงมีการผลิตแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
กลูโคสออกซิเดส  และในป 1994 Kuhad และคณะ ไดผลิต hypercellulolytic mutant จาก Fusarium 
oxysporum โดยนําสารละลายสปอรมาฉายแสงอัลตราไวโอเลต พบวา สายพันธุมิวแตนท UV-11 มี
การผลิตเอนไซมและมี % hydrolysis เพิ่มข้ึนมากกวาสายพันธุเดิม  สวนการชักนําโดยใชสารละลาย
โปรโตพลาส (protoplast suspension) เชน ในป 1986 Mukherjee และ Sengupta ชักนําใหเกิดมิวเต
ชันใน volvariella volvacea โดยนําสารละลายโปรโตพลาสมาฉายแสงอัลตราไวโอเลต ได 
morphological mutant 4 ชนิด และ auxotrophic mutant 1 ชนิด  และในป 1995 Addleman และ
คณะ ไดผลิตและศึกษาลักษณะของ Trametes versicolor mutant ที่ไมสามารถฟอกเยื่อได  โดยใช
สารละลายโปรโตพลาสของ monokaryotic strain 52j มาฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
254 นาโนเมตร โดยใหมีอัตราการอยูรอดเปน 1% แลวนํามาคัดเลือกบนอาหารที่มี guaiacol และ
เลือกโคโลนีที่ไมมีการเกิดวงสีน้ําตาลแดง มาวัดแอคติวิตี พบวาสายพันธุมิวแตนท M49 ไมเกิดวงสี ไม
ผลิตแมงกานีสเปอรออกซิเดส แตมีแลคเคสต่ํา และไมมีความสามารถในการฟอกเยื่อกระดาษใหขาว
ข้ึน และการชักนําโดยใชสารละลายเซลลเดี่ยว เชน ในป 1991 Li และ Chang ไดทําการคัดเลือกและ
ศึกษาลักษณะตางๆ ในสายพันธุมิวแตนทของ V. volvacea ที่ตานทานตอคริสตัลไวโอเลต (crystal-
violet) และมาลาไชทกรีน (malachite-green)  โดยนําเบซิดิโอสปอรและเสนใยที่บดละเอียดมาฉาย
แสงอัลตราไวโอเลตที่อัตราการตาย 95-99.5% และมีการทดสอบความเสถียรของสายพันธุมิวแตนท
วายังสามารถเจริญและยอมสีไดหรือไม และในป 2542 ชาลินี คงสวัสด์ิ ไดทําการชักนําใหเกิดมิวเตชัน
ในเห็ดหลินจือสายพันธุ MUG003 และ MUG004 โดยนําสารละลายเซลลเดี่ยวที่ไดจากการนําเสนใย
มาบดดวย homogenizer มาฉายแสงอัลตราไวโอเลต ทําใหไดสายพันธุที่มีปริมาณโพลีแซคคาไรดตอ
ดีเอ็นเอสูงกวาเดิม การคัดเลือกมิวแตนทมีหลายแบบ ไดแก Morphological mutants  Resistance 
mutants  Auxotrophic mutants  Substrate utilizers และ Revertants (Brown, 1992) สามารถ
เลือกใชตามความเหมาะสมของงานวิจัย 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ (inverted microscopes) รุน Wilover S (Hund, Germany) 
2. เครื่องกระจายเยื่อ (Mavis engineering Ltd., London, England) 
3. เครื่องเขยาแบบธรรมดา ศูนยเครื่องมือคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
4. เครื่องชั่งละเอยีด 4 ตําแหนง รุน TC205 (Denver Instrument Company, U.S.A.) 
5. เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเลท (UVItec CROSSLINKER) รุน CL-508 (ชนาดหลอดUV 

5W จํานวน 8 หลอด) (Bio-active Co., Ltd., England) 
6. เครื่องบดอยางละเอียด (homogenizer) รุน Vertis Model 23 (VirTis Company, 

U.S.A.) 
7. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (Servall refrigerated-automatic) (Ivan Servall, INC., 

Norwalk, Connecticut, U.S.A.) 
8. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน 8453 (Hewlett Packard) 
9. เครื่องวัดความขาวสวาง Elrepho 2000 (Datacolor Ltd., Switzerland) 
10. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน ion analyzer255 (Corning, U.S.A.) 
11. เครื่องวัดคาความอุมน้าํของเยื่อ (Freeness tester)  
12. เครื่องวัดความตานทานแรงดึงแบบ pendulum (Toyoseidi Tyoseisaka-SHO. Ltd., 

Tokyo, Japan.) 
13. เครื่องวัดแรงฉีกขาด (Appita Elmendorf, Amityville, Newyork, U.S.A.) 
14. เครื่องวัดแรงดันทะล ุ(Testing machine Inc., Amityville, Newyork, U.S.A.) 
15. ตูควบคุมอุณหภูมิ (Binder) 
16. ตูอบ (oven) (Clayson, New Zealand) 
17. หมอนึง่ความดันไอน้ํา (Stream sterilizer/ Autoclave) (Ta Chang Medical 

instrument Factory, Taiching, Taiwan) 
18. Objective micrometer (Nikon, Japan.) 
19. อุปกรณนับเมด็เลือด (haemacytometer) ของบริษัท Brand, Germany 
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เคมีภัณฑ 
 
เคมีภัณฑสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารแข็ง PDA (potato dextrose agar) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
2. อาหารเหลว PDB (potato dextrose broth) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
3. กรดฟูมาริค (Fumaric acid) (C4H4O4) (MAY&BAKER LTD. Ltd., Dagenham, 

England) 
4. ซิงคซัลเฟต (ZnSO4) (MAY&BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England) 
5. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) (Carlo Erba, Milan, Italy.) 
6. ดี-กลูโคส (D-glucose) (Sigma Chemical, St. Louis, Mo. U.S.A.) 
7. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Scharlau Chemic, Barcelona, Spain.) 
8. แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4 ) (Carlo Erba, Milan, Italy.) 
9. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) (Merck, Germany) 
10. แอล-แอสพาราจีน (L-asparagine) (C4H8N2O3) (Sigma Chemical, St. Louis, MO. 

U.S.A.) 
11. ไอรออนทรีซัลเฟต (Fe2(SO4)3) (MAY&BAKER LTD. Ltd., Dagenham, England) 
12. Guaiacol (C7H8O2) (Fluka) 
13. เยื่อกระดาษยคูาลิปตัสจากบริษัทสยามเซลลูโลส จํากดั ตําบลวงัศาลา อําเภอทามวง 

จังหวัดกาญจนบุรี 
  
เคมีภัณฑสําหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม 
 

1. 2,6 ไดเมททอกซีฟนอล (2,6 Dimethoxyphenol) (Fluka) 
2. โซเดียมทารเทรต (Na tartrate) (Carlo Erba, Milan, Italy.) 
3. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) (Merck, Germany.) 
4. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Merck, Germany) 
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เคมีภัณฑสําหรับวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ 
 

1. โปแตสเซียมเปอรมังกาเนต (KMnO4) (Carlo Erba,Milan,Italy) 
2. โซเดียมไธโอซลัเฟต (Na2S2O3) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
3. โปแตสเซียมไอโอไดด (KI) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
4. กรดซัลฟูริก (H2SO4) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
5. แปง (starch) 

 
เคมีภัณฑสําหรับคัดเลือกมิวแตนท 

 
คริสตัลไวโอเลต (crystalviolet) (Merck, Germany.) 
คีโตโคนาโซล 200 มิลลิกรัมตอเม็ด (Ketoconazole) (Biolab, Thailand) 

 
เชื้อที่ใชในการวิจยั 

 
เห็ดหลนิจือจากหนวยปฎิบัตกิารวิจยัเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 8 สายพนัธุ ไดแก MUG001  MUG002  MUG003  MUG004  MUG005 
และ MUG006    MUGK และ MUGS  
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุตางๆของเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสงูสดุและต่ําสุดขั้นตน 
 
นําเสนใยเห็ดหลินจือทั้ง 8 สายพนัธุ คือ สายพนัธุ MUG001  MUG002   MUG003   

MUG004   MUG005   MUG006   MUGK และ MUGS มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA (ภาคผนวก ก) 
เปนเวลา 5 วนั จากนัน้ใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 2 มลิลิเมตร เจาะเสนใยแตละสาย
พันธุ มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015 % (v/v) (Addleman และคณะ,1995) ที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซยีส (0C) ทําการทดลอง 5 ซ้ํา วดัการเจริญของเสนใยและการเกิดวงสีรอบเสน
ใยทุกวันเปนเวลา 4 วัน โดยลากเสนตั้งฉากกนับน petridish แลววัดเสนผานศูนยกลางเปน 2 แนว 
(ภาคผนวก ก) นํามาหาอัตราสวนการเจรญิของเสนใยตอการเกิดวงสีเฉลี่ย โดยคัดเลือกสายพันธุที่มี
อัตราสวนเฉลีย่ต่ําสุดและสูงสุดมาทําการทดลองตอไป นําคาเฉลีย่ที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถติิ โดย
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วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธ ี
Duncan’s New Multiple-Range Test (DMRT) 
 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 
2.1 ศึกษาการเจรญิเติบโตของเสนใยในอาหารเหลว PDB 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือ ที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จากนัน้ใช  

cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 2 มลิลิเมตร เจาะเสนใย 2 แวนนําไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา บมเชื้อบนเครื่องเขยา
ความเร็ว 150 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมหิอง ทาํการจดบนัทกึน้าํหนักแหงของเสนใยเฉลี่ยทุก 2 วัน เปน
เวลา 20 วนั ชั่งน้าํหนักแหงโดยนาํเสนใยมากรองผานกระดาษกรอง whatman เบอร 1 ดวยเครื่อง
กรองระบบสญูญากาศ แลวนาํเสนใยไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงในตูอบ 
จนน้าํหนักแหงของเสนใยคงที ่นําขอมูลทีไ่ดมาเขียนกราฟเพื่อหาอัตราการเจริญเตบิโตและระยะเวลา
ที่เหมาะสมในการเตรียมหวัเชื้อ 
 

2.2 ศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงใน flask 

ขนาด 250 มลิลิลิตร เติมเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและมีคาความขาวสวางเริม่ตนเทากับ 48.60 
เปอรเซ็นต และคาคัปปานัมเบอรเร่ิมตนเทากับ 11.17 จํานวน 6.25 กรัมลงไป จากนั้นปรับคาความ
เปนกรด-ดางในแตละขวดทดลองดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร และโซเดียมไฮดรอก
ไซดความเขมขน 1 โมลารใหไดระดับความเปนกรด-ดางที่ตองการคือ 3.0   4.0   5.0   6.0 และ 7.0 
นําไปอบฆาเชือ้ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที ทิ้ง
ใหเยน็ นาํหวัเชื้อเห็ดหลนิจอืที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหารสูตร production  บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสในภาวะนิง่เปนเวลา 7 วัน ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทกุ 3 วัน ทาํการ
ทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางของเหลวโดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษผานผาขาวบาง แลวนาํของ 
เหลวที่ไดไปปนเหวียงที่ความเร็ว  6,000  รอบตอนาท ี  นาน  20  นาที    อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
เก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว คลื่น 
470 นาโนเมตร แลวนาํผลไปคํานวณคา Unit of enzyme ตามวธิีดัดแปลงของ Tein และ Kirk ในป 
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1988 (ภาคผนวก ข) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนาํคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ไดมาวิเคราะหผลทาง
สถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพือ่หาความเปนกรด-
ดางทีเ่หมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธี Duncan’s New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 

2.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production เหมือนในขอ 2.2 จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง 

ของสารละลายอาหารสูตร production ใหเทากับภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากขอ 
2.2 นําไปอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที ทิ้งใหเยน็ นําหัวเชื้อเห็ดหลนิจือที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหาร production ทําการ 
ศึกษาที่อุณหภูมิตางๆกัน คือ 25   30   35 และ 40 องศาเซลเซียสในภาวะนิง่ เปนเวลา 7 วนั ทําการ
เขยาเชื้อใหกระจายทุก 3 วนั ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางของเหลว นําสวนทีเ่ปนสารละลายใส
ไปวัดคาการดดูกลืนแสง แลวนาํผลไปคํานวณคา Unit of enzyme เหมอืนในขอ 2.2 
 

2.4 ศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production เหมือนในขอ 2.2 จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง

ของสารละลายอาหารสูตร production ใหเทากับภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากขอ 
2.2 นาํไปอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที ทิ้งใหเยน็ นําหัวเชื้อเหด็หลินจือที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหารสูตร production บม
เชื้อที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม จากขอ 2.3  ในภาวะนิ่ง เปนเวลา 4   7   11 และ 
14 วัน ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุก 3 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เกบ็ตัวอยางของเหลว แลวนาํของ 
เหลวที่ไดไปปนเหวี่ยง และเก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดดูกลืนแสง แลวนาํผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme เหมือนในขอ 2.2 
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3. การทาํ minimum inhibitory concentrations เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของคริสตัลไว
โอเลตและคโีตโคนาโซลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน mutation 
marker 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่มีคริสตัล 

ไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีค่วามเขมขนตางๆ คือ   0    20    40    60    80   100   120 และ 140 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วัดการเจริญของเสนใยเปรียบเทยีบกับ control เปนเวลา 7 วัน ทําการทดลอง 
5 ซ้ํา เลือกความเขมขนทีย่บัยั้งการเจริญของเสนใยได 100 เปอรเซน็ต เพื่อนําไปใชในการคัดเลือก
สายพนัธุมิวแตนทตอไป 
 
4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนาํใหเกิดมวิเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

 
4.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว 

 
4.1.1 ใชวิธีบดอยางละเอียดดวย homogenizer   

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จากนัน้ใช  

cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7.68 มิลลิเมตร เจาะเสนใย 1 แวนไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตร เปนเวลา 4  6 และ 8 วนั เกบ็เสนใยมา
บดอยางละเอยีดดวย homogenizer ที่ความเร็ว 2,300   4,600 และ 6,900 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10  
15 และ 20 นาท ี (ขณะบดตองเอาน้าํแข็งมาหลอถวยเพื่อไมใหเครื่องรอนเกนิไป) จากนั้นนํามากรอง
ผานผากรองขนาดรู 50 ไมครอน (µ) และนับจํานวนเซลลเดี่ยวโดยใช อุปกรณนับเม็ดเลือด 
(haemacytometer) (ภาคผนวก ก) ทําการทดลอง 5 ซ้าํ  
 

4.1.2 ใชวิธีตดัเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน 
 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA เมื่อเสนใย 

มีอายุประมาณ 3 วัน นําเสนใยมาตัดดวยมีดผาตัด โดยจะเลือกตัดเสนใยที่สวนปลายดานนอกของ
โคโลน ี แลวจงึใชมีดผาตัดลากเสนใยออกใหหางจากโคโลนี (ขณะลากเสนใยควรมสีวนของเสนใยที่
ยังอยูบนอาหารแข็ง PDA) เพื่อความสะดวกในการยายเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวไปเลี้ยงบนอาหาร 
PDA ตอไปเมื่อตัดเสนใยเซลลเดี่ยวที่เหมาะสมไดแลวใหทําการจบัเวลาเพื่อหาระยะเวลาที่เสนใย
เซลลเดี่ยวนั้นเริ่มแบงตัวอีกครั้ง ทาํการตดัเสนใยเปนเซลลเดี่ยวสายพนัธุละ 20 เซลล 
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        4.2  การทํา survival curve เพื่อหาเปอรเซ็นตการอยูรอด 
 
นําเสนใยที่ตัดเปนเซลลเดี่ยว (จากขอ 4.1.2) มาเลี้ยงบน PDA แลวนําไปฉายแสง 

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลืน 254 นาโนเมตร ที่เวลา  0   1   2    และ 3  นาที และ 0   10   20   
30   40   50   60 และ 70 วินาท ีทําการทดลอง 3 ซ้ํา บมเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มดืเปนเวลา 5-7 วนั 
นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น นําไปเขียนกราฟความสัมพนัธระหวางเวลาที่ฉายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยู
รอด 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลทในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย

พันธุมวิแตนท 
 
ยายเสนใยเซลลเดี่ยวมาไวบนอาหารแข็ง PDA จํานวน 10 เซลล นาํไปฉายแสง 

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ที่เวลา 10  20  30  40  50 และ 60 วินาที ทาํการ
ทดลอง 3 ชุดการทดลอง  แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 5-7 วัน นําโคโลนีสายพนัธุมิว
แตนทมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี mutation marker ที่ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยบัยั้ง
การเจริญไดในสายพนัธุเดมิ จากขอ 3 เลือกโคโลนทีี่สามารถเจรญิเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ไดไป
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนโดย
นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี guaiacol 0.015% (v/v) เหมือนในขอ 1  ที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซ้ํา วัดการเจริญของเสนใยและการเกิดวงสีรอบเสนใยทกุวันเปนเวลา 4 วนั 
นํามาหาอัตราสวนเฉลีย่การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี และคัดเลือกสายพันธุที่มีอัตราสวนเฉลี่ย
นอยที่สุดมาทาํการทดสอบความเสถียร แลวนําคาเฉลีย่ที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธ ีDuncan’s 
New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุมวิแตนททีไ่ดจากขอ 5 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA  

5 คร้ัง แลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 เดือน แลวนาํมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
PDA อีก 5 ครั้ง จากนั้นจงึนําไปทดสอบความตานทานบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ีmutation marker ที่
ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญไดในสายพนัธุเดิม จากขอ 3  และความสามารถใน
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสขั้นตนเหมือนในขอ 1 อีกครั้งหนึง่ ทําการ
ทดลอง 3 ซ้ํา แลวนาํคาเฉลี่ยที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 
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Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวธิ ี Duncan’s New Multiple-
RangeTest (DMRT) 
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

นําสายพนัธุมวิแตนทที่คัดเลือกไดจากขอ 6 มาศกึษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม 
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส (ในขอ 2) โดยใชภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
ของสายพันธุเดิมมาเปรียบเทียบ ทําการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด โดยนําผลที่ไดไปคํานวณคา Unit of enzyme 
ตามวิธีดัดแปลงของ Tein และ Kirk ในป 1988 (ภาคผนวก ข) ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ย
ของหนวยเอนไซมที่ไดมาวเิคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) เพื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยสายพันธุเดมิกับสายพนัธุมิวแตนทที่มีประ 
สิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดโดยวิธ ี Duncan’s 
New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 
8.    การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมิวแตนท 
 

8.1 การฟอกเยื่อกระดาษ 
 

เลือกสายพันธุมิวแตนทจากขอ 7 ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมสูงที่สุดมาทาํ 
การเตรียม crude enzyme (ภาคผนวก ข) เพื่อนําไปใชในการฟอกเยื่อ ทําการทดลอง 2 ชุดเพื่อ
เปรียบเทียบ คือ ชดุควบคุมเปนเยื่อกระดาษยคูาลิปตัสที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมและเยื่อ
กระดาษยูคาลิปตัสที่ผานการฟอกดวยเอนไซมของสายพันธุมิวแตนท โดยใชปริมาณเอนไซม 12.5 IU 
ตอกรัมแหงของเยื่อกระดาษ (oven dry:OD) แลวนําไปบมในอางน้าํรอนทีม่ีอุณหภูมิระหวาง 45-50 
องศาเซลเซยีส นาน 90 นาท ี จากนั้นนําเยื่อกระดาษมากรองแลวลางเยื่อกระดาษดวยน้าํสะอาด
หลายๆ คร้ัง ผึง่ลมใหแหง นาํเยื่อมาหาความชื้น (moisture content) โดยนําเยื่อกระดาษที่ผึ่งลม (air 
dry:AD) 1 กรัมไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นาํมาชั่งน้าํหนัก (oven 
dry:OD) เพื่อหาสวนตางของน้าํหนัก ทาํ 2 ซ้ํา 
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8.2 การตรวจสอบสมบัติของกระดาษ 
  

ชั่งเยื่อกระดาษที่ไดจากขอ 8.1 มา 30 กรัม (OD) นําไปทําการขึ้นแผน (handsheet)  
ตามวิธกีารของ TAPPI T205 sp-95 (TAPPI, 1995) (ภาคผนวก ค) แลวนําไปตรวจสอบสมบัตติางๆ 
ตามวิธกีารของ TAPPI (ภาคผนวก ค) ดังนี ้

1.   ทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (Freeness T227 om-94) ทําการทดลอง 2 ซ้ํา 
2.   วัดคาความขาวสวาง (Brightness T452 om-92) ทาํการทดลอง 10 ซ้ํา 
3.   ทดสอบคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ (Kappa number T236 cm-85)   
4. ทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (Tearing strength T414 om-88)         

ทาํการทดลอง 10 ซ้ํา   
5. ทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ(Bursting strength T403 om-91)                         

ทําการทดลอง 10 ซ้ํา 
6. ทดสอบความตานทานแรงดึง  (Tensile strength T404cm-92) (TAPPI,1995.)            

ทําการทดลอง 10 ซ้ํา 
 
โดยเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมกับคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก แลวจงึนาํผลการทดลอง
ไปวิเคราะหทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพื่อ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s New Multiple-RangeTest (DMRT) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุตางๆของเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสงูสดุและต่ําสุดขั้นตน 
 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุมาเลีย้งบนอาหารแข็ง PDA ที่มี     

guaiacol 0.015 % (v/v) (ภาพที ่ 9)  และทําการวัดการเจริญของเสนใยเทียบกับการเกิดวงสีทุกวัน 
เปนเวลา 4 วนั จากผลการทดลองพบวาสายพนัธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสุดคือสายพันธุ MUGS คือมีอัตราสวนการเจรญิของ 
เสนใยตอการเกิดวงสีเฉลีย่ต่ําที่สุดเทากบั 0.651 และสายพันธุที่มีความสามารถในการผลิต    
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุดคือสายพนัธุ MUG 001 คือมี
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีเฉลีย่สูงทีสุ่ดเทากับ 0.808 (ตารางที ่ 1) และเมื่อ
วิเคราะหผลทางสถิตหิาคาความแปรปรวนพบวาทั้ง 2 สายพนัธุมีความแตกตางกนัอยางม ี  
นัยสําคัญ (ตารางที ่15-18, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงนํา 2 สายพนัธุนี้มาทําการศึกษาตอไป 

 
ภาพที ่9  การเจริญของเสนใยกับการเกิดวงสีของเหด็หลินจือทั้ง 8 สายพันธุบน 

อาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015 % (v/v) 

MUG001 MUG002 MUG003 MUG004 

MUG005 MUGS MUGK MUG006 
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ตารางที่ 1  คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี 
guaiacol 0.015 % (v/v) ในเห็ดหลินจือ 8 สายพันธุ 

  
คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ีสายพนัธุ 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 
เฉลี่ย 

MUG 001 0.603 0.867 0.888 0.875 0.808a 

MUG 002 0.615 0.667 0.763 0.882 0.732 b 
MUG 003 0.637 0.819 0.739 0.781 0.744 b 
MUG 004 0.580 0.702 0.775 0.905 0.740 b 
MUG 005 0.561 0.693 0.821 0.875 0.737 b 
MUG 006 0.477 0.765 0.799 0.942 0.746 b 

MUGK 0.531 0.611 0.759 0.852 0.688 c 
MUGS 0.537 0.544 0.705 0.819 0.651 c 

หมายเหต ุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกนัหมายถงึอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี
เฉลี่ยแตละสายพันธุที่แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิต ิ

 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 
2.1  ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใยในอาหารเหลว PDB 

 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUGS และสายพันธุ MUG 001 มาเลี้ยงใน 

อาหารเหลว PDB และนําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟการเจริญเติบโตของเสนใยทําใหทราบอัตราการ
เจริญเติบโตและระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมหวัเชื้อ คือเสนใยเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG001 
มีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase เมื่อเขาสูวันที่ 10 โดยน้ําหนกัแหงของเสนใยจะมีน้าํหนกัที่
เพิ่มข้ึนสงูที่สุดเทากับ 0.4532 กรัม และเริ่มลดลงจนคงที่ (ภาพที่ 10) สวนเสนใยเหด็หลินจือสายพันธุ 
MUGS มีการเจริญเขาสู stationary phase ในวนัที่ 12 โดยน้ําหนกัแหงของเสนใยจะมนี้ําหนกัเพิ่ม 
ขึ้นสูงที่สุดเทากับ 0.6283 กรัม และเริ่มคงที่ ดังนั้นจึงเลอืกเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUG001 เมื่อ
มีอาย ุ 10 วนัมาเตรียมหวัเชื้อ และเลือกเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUGS เมือ่มีอาย ุ 12 วันมา
เตรียมหัวเชื้อ 
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ภาพที ่10 การเจริญของเสนใยเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS ที่เลี้ยง 

ในอาหารเหลว PDB เปนเวลา 20 วนั 
  
2.2  ศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
จากผลการศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมแมงกานีส 

เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS พบวา
สายพนัธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดเมื่อเจริญในอาหารที่
มี pH 3  คอืมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.000079 U/ml (ตารางที ่2) และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส
สูงที่สุดที่ pH 5 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00124 U/ml สวนสายพันธุ MUGS มีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที ่pH 3 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000055 U/ml   และมีคา
แอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดเมื่อเจริญในอาหารที่ม ี pH 5 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0014 
U/ml เมื่อนาํมาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที ่    
19-22, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 3 ในการศึกษาผลของ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสทัง้ 2 สายพนัธุตอไป และเตรียม
อาหารสูตร production ที่ระดับ pH 5 ในการศึกษาผลของอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
แลคเคสทั้ง 2 สายพนัธุตอไป 
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ตารางที่ 2  คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS ที่เลีย้งในอาหารสตูร 
production ทีร่ะดับ pH ตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
 

ระดับ pH 
MnP Lac MnP Lac 

3.0 0.000079 0.00014 0.000055 0.00018 
4.0 0.000000 0.00021 0.000000 0.00011 
5.0 0.000000 0.00124 0.000000 0.00140 
6.0 0.000000 0.00013 0.000000 0.00090 
7.0 0.000000 0.00019 0.000000 0.00110 

 
 
2.3  ศึกษาผลของอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
จากผลการศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลติเอนไซมแมงกานีสเปอร 

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS พบวาสาย
พันธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส   คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00008 u/ml (ตารางที่ 3) และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส
สูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.0013 u/ml สวนสายพันธุ MUGS มี
คาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สดุที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส คือมีคาแอคติวิ
ตีเทากับ 0.00012 u/ml และมีคาแอคติวติีของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีส 
คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0016 u/ml  เมื่อนํามาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 23-26, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในการศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อทีเ่หมาะสมในการผลิต
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสทั้ง 2 สายพันธุตอไป และเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 
5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในการศึกษาระยะเวลาในการบมเชือ้ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
แลคเคสทั้ง 2 สายพนัธุตอไป 
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ตารางที่ 3 คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือ 
สายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production  
ระดับ pH 3 และ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
 

อุณหภูมิ (0C) 
MnP Lac MnP Lac 

25 0.00008 0.000900 0.000120 0.00110 
30 0.00000 0.001300 0.000000 0.00160 
35 0.00000 0.000034 0.000000 0.00061 
40 0.00000 0.000008 0.000013 0.00004 

 
 
2.4  ศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

จากผลการศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมแมงกานีส 
เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS พบวา
สายพนัธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบม
เชื้อ 7 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000034 u/ml (ตารางที ่4)    และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลค
เคสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 11 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากบั 0.00087 u/ml สวนสายพันธุ 
MUGS มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 7 วัน คือ
มีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000057 u/ml และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสสูงทีสุ่ดที่ระยะเวลาใน
การบมเชื้อ 11 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากบั 0.00094 u/ml เมื่อนํามาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบ 
วามีความแตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญ (ตารางที่ 27-30, ภาคผนวก ง) ดังนั้นภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส คือ pH 3 อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการบมเชื้อ 
7 วัน สวนภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคส คือ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ระยะ 
เวลาในการบมเชื้อ 11 วัน จึงนําภาวะทีเ่หมาะสมนี้ไปใชในการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการผลิต
เอนไซมระหวางสายพนัธุมวิแตนทกับสายพันธุเดิมตอไป 
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ตารางที่ 4 คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือ   
สายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ที่
ระยะเวลาตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
ระยะเวลาในการ
บมเชื้อ (วัน) 

 MnP Lac MnP Lac 
4 0.000000 0.00010 0.000000 0.00011 
7 0.000034 0.00048 0.000057 0.00061 
11 0.000000 0.00087 0.000034 0.00094 
14 0.000000 0.00012 0.000000 0.00010 

 
 
3. การทาํ minimum inhibitory concentrations เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของคริสตัลไว

โอเลตและคโีตโคนาโซลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน mutation 
marker 

 
เมื่อนําเสนใยทั้ง 2 สายพันธุมาเลีย้งบนอาหารแข็ง PDA ที่มีคริสตัลไวโอเลตและคีโต

โคนาโซลที่ความเขมขนตางๆ พบวายังมกีารเจริญเติบโตของเสนใยทัง้ 2 สายพันธุเมื่อเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง PDA ที่มีคริสตัลไวโอเลต คือไมสามารถยับยั้งได 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
PDA ที่มีคีโตโคนาโซลพบวามีการยับยั้งการเจริญเติบโตได 100 เปอรเซ็นตเมื่อเลี้ยงสายพนัธุ MUGS 
ในอาหารทีม่ีคีโตโคนาโซลความเขมขน 120 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร และสายพนัธุ MUG001 ใน
อาหารที่มีคีโตโคนาโซลความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 11) ดังนั้นจงึใชคีโตโคนา
โซลเปน mutation marker ในการคัดเลือกสายพนัธุมิวแตนทตอไป 
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ภาพที ่11 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของคีโตโคนาโซลกับการเจริญของเสนใยเห็ด 
หลินจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS 

 
4.  การศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดมิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

 
4.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว 

 
4.1.1 ใชวิธีบดอยางละเอียดดวย homogenizer   

 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือที่เลี้ยงบนอาหารเหลว PDB เปนเวลา 4, 6 และ 8 วนั มา 

บดดวย homogenizer ที่ความเรว็ 2,300 4,600 และ 6,900 รอบตอนาที เปนเวลา 10, 15 และ 20 
นาที แลวนาํมากรองผานผากรองขนาดร ู50 ไมครอน และนับจาํนวนเซลลเดี่ยวโดยใชอุปกรณนับเม็ด
เลือด (haemacytometer) พบวาสายพนัธุ MUG001 สามารถแยกเซลลเดี่ยวมากที่สุดเมื่อใชเสนใย
อายุ 6 วัน ความเร็ว homogenizer 6,900 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาที โดยมจีํานวนเซลลเดี่ยวเปน 
3 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที ่ 5) และสายพนัธุ MUGS มีจาํนวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใย
อายุ 8 วัน ความเรว็ homogenizer 6,900 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี  โดยมีจํานวนเซลลเดี่ยว
เปน 9 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร  และเสนใยที่ผานการบดดวย homogenizer จะไดเสนใยที่ไมเปน
เซลลเดี่ยวตอจํานวนเซลลทัง้หมดเทากับ 4.3 เปอรเซ็นต และ 3.03 เปอรเซ็นตตามลําดับ เนื่องจากวธิี
นี้เปนการบดเสนใยแบบสุมทําใหยังมีเสนใยที่ไมเปนเซลลเดี่ยว และสภาพของเสนใยที่ไดจากวธิีนี้มี
ความเสยีหายมาก จึงเปนวธิีที่ไมเหมาะสมที่จะนําเสนใยที่ไดไปฉายแสงอัลตราไวโอเลต 
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ตารางที่ 5  เซลลเดี่ยวของสายพนัธุ MUG 001 และ MUGS ที่ไดจากการใช homogenizer  
จํานวนเซลลเดี่ยว (เซลล /มิลลิลิตร):จํานวนเซลลที่ไม

เปนเซลลเดี่ยวตอจํานวนเซลลทั้งหมด (%) 
อายุเสนใย 

(วัน) 
ความเร็วรอบ 
(รอบตอนาท)ี 

เวลาที่บด   
(นาท)ี 

MUG 001 MUGS 
10 1.4 x105 : 4.51       1.6 x105 : 3.9 
15 1.9 x105 : 4.32 1 x105: 4.25 

2,300 

20        5.8 x104 : 2        1.2 x105: 3.66 
10 1.3 x105 : 3.77  1 x105: 3.89 
15         7.2 x104 : 4        1.1 x105: 4.06 

4,600 

20         1.2 x105 : 4.35           9 x104: 4.17 
10         1.2 x105 : 4.35        8.9 x104: 3 
15         7.9 x104 : 4        9.3 x104: 4 

4 

6,900 

20         8.3 x104 : 3.03           8 x104: 3.8 
10        7.4 x105 : 4.01          7 x105 : 3.9 
15        9.1 x105 : 4       9.3 x105 : 4 

2,300 

20        9.8 x105 : 4.5       9.5 x105 : 4.3 
10        1.2 x106 : 6          8 x105 : 5 
15           3 x105 : 4          2 x106 : 3.8 

4,600 

20        8.4 x105 : 4.4       8.4 x106 : 3.8 
10           3 x106 : 4.3        2.6 x106 : 3 
15           1 x106 : 3.9         1 x106 : 3.2 

6 

6,900 

20        9.8 x105 : 1      1.3 x106 : 2.6 
10 3 x105 : 3      6.3 x105 : 4 
15 5.4 x105 : 3         6 x105 : 4.25 

2,300 

20 7.2 x105 : 3.8         6 x105 : 4.7 
10 6.2 x105 : 3.4       6.2 x105 : 4.01 
15 8 x105 : 4.6         1 x106 : 5.7 

4,600 

20 7 x105 : 7.8         8 x105 : 7.1 
10 9.1 x105 : 4.8         9 x106 : 3.03 
15 3 x105 : 4.1       4.7x105 : 3.7 

8 

6,900 

20 8.1 x105 : 3.5         5 x105 :  4.1 
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4.1.2 ใชวิธีตดัเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน 
 
เมื่อตัดเสนใยตัดดวยมีดผาตัด สามารถไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวทุกเสน ซึง่การ 

เลือกตัดใหไดเสนใยเดี่ยวมีดงันี ้ คือ เลือกเสนใยที่อยูดานนอกของโคโลนี เสนใยหลกัสวนปลายยงัไม
มีการสราง clamp connection และบริเวณเสนใยหลกัสวนโคนเสนกิง่ที่แตกออกจากเสนหลกัตองยัง
ไมสราง clamp connection และเมื่อตัดเสนใยเดี่ยวไดแลวควรนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตภายใน
เวลาไมเกิน 30 นาท ีสําหรบัสายพนัธุ MUG 001 และในเวลาไมเกนิ 60 นาทีสําหรบัสายพนัธุ MUGS 
เพื่อใหไดเซลลเดี่ยวทัง้หมดทีจ่ะนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลต (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 6 ระยะเวลาการเริ่มแบงเซลลใหมของเสนใยที่ถูกตัดเปนเซลลเดี่ยว 
 

จํานวนเซลลเดี่ยวทีม่ีการแบงตัว (เซลล) เวลาที่เร่ิมแบงเซลลหลังเสนใย
ถูกตัดเปนเซลลเดี่ยว (นาท)ี MUG001 MUGS 

10 0 0 
20 0 0 
30 0 0 
40 2 0 
50 10 0 
60 6 0 
70 2 3 
80 0 11 
90 0 5 
100 0 1 
110 0 0 
120 0 0 
140 0 0 
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4.2 การทาํ survival curve เพื่อหาเปอรเซน็ตการอยูรอด 
 

เมื่อไดวิธีที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว คือวิธีตัดเซลลเดี่ยวภายใต 
กลองจุลทรรศน ใหนาํเซลลเดี่ยวที่ไดมาฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ระยะเวลาตางๆ บมเชื้อในที่มืดเปน
เวลา 5-7 วัน นับจาํนวนโคโลนีที่รอดชวีิตบนอาหาร PDA เพื่อหาระยะเวลาในการฉายแสงที่เหมาะ 
สม พบวาเมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตในชวงเวลา 0-3 นาท ีที่เวลา 1 นาที สายพันธุ MUG 001 และ
สายพนัธุ MUGS จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 3.33 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 7) และเมื่อลดชวง 
เวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตลง คอืฉายแสงในชวงเวลา 0-70 วินาที พบวาที่เวลา 50 วนิาที 
สายพนัธุ MUG 001 จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากบั 6.7 เปอรเซ็นต และที่เวลา 40 วินาท ีสาย
พันธุ MUGS จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ 10 เปอรเซ็นต   นําผลที่ไดไปเขียนกราฟความสมัพันธ
ระหวางเวลาทีฉ่ายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยูรอด (ภาพที ่12) 
 
ตารางที่ 7 ระยะเวลาที่ฉายแสงอัลตราไวโอเลตในชวงเวลา 0-3 นาที และเปอรเซน็ตการอยูรอด 

ของเห็ดหลนิจอืสายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS 
 

MUG001  MUGS เวลาที่ฉายแสง 
อัลตราไวโอเลต (วินาท)ี จํานวนโคโลน ี เปอรเซ็นตการ

อยูรอด (%) 
จํานวนโคโลน ี เปอรเซ็นตการ

อยูรอด (%) 
0 30.00 100.00 30.00 100.00 
10 4.67 46.67 4.33 43.33 
20 3.33 33.33 2.67 26.67 
30 2.33 23.33 1.67 16.67 
40 1.33 13.33 1.00 10.00 
50 0.67 6.70 0.67 6.70 
60 0.33 3.30 0.33 3.30 
70 0.00 0.00 0.00 0.00 

120 0.00 0.00 0.00 0.00 
180 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาพที ่12 ความสัมพันธระหวางเวลาทีฉ่ายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยูรอด 
 
4. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลทในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย 

พันธุมวิแตนท 
  

เมื่อนําเซลลเดีย่วบนอาหารแข็ง PDA ไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลา 10-60  
วินาท ี สามารถแยกไดทั้งหมด 70 โคโลนี  (ตารางที ่ 8) เมื่อนําไปเลี้ยงบนอาหารที่มีคีโตโคนาโซล
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับโคโลนทีี่ไดจากสายพันธุ MUG 001 และนําไปเลี้ยง
บนอาหารที่มคีีโตโคนาโซลความเขมขน 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับโคโลนีที่ไดจากสายพันธุ 
MUGS พบวามี 16 โคโลนีทีไ่ดจากสายพนัธุ MUG 001 ที่ตานทานตอคีโตโคนาโซล  และมี 18 โคโลน ี
ที่ไดจากสายพันธุ MUGS ที่ตานทานตอคีโตโคนาโซล และเมี่อนําโคโลนีทีเ่จริญมาเลี้ยงตอบนอาหาร
แข็ง PDA ที่ม ีguaiacol 0.015% (v/v) เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน พบวามี 9 โคโลนทีี่มคีวามสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสดุและมากกวาสายพนัธุเดิม คือมีคาเฉลี่ย
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสทีี่ต่ํากวาสายพนัธุ MUGS หรือตํ่ากวา 0.7 ไดแก       
MUG 001-20S-1           MUG 001-30S-1        MUG 001-30S-2        MUG 001-40S-1          
MUG 001-40S-2              MUG 001-50S-2            MUGS-10S-1          MUGS-20S-1                 
และ MUGS-50S-1 ซึ่งการใหชื่อจะใหชื่อตามสายพนัธุเดิมและตามดวยระยะเวลาที่ไดรับการฉาย
แสงอัลตราไวโอเลต (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 8 จํานวนโคโลนทีี่แยกไดจากการชักนาํใหเกดิมิวเตชันโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต 
จํานวนโคโลนทีี่คัดแยกได (โคโลน)ี สายพนัธุ 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 
รวม 

MUG001 10 12 16 38 
MUGS 8 11 13 32 

 
 
ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ยอัตราสวน 

การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี 
คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 

ตอการเกิดวงสี * 
 

โคโลน ี
ความตานทาน

ตอ 
คีโตโคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

MUG 001-10s-1 ไมตานทาน  - - - - - 
MUG 001-10s-2 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-3 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-4 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-5 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-6 ตานทาน 0.57 0.60 0.83 0.91 0.727 
MUG 001-10s-7 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-8 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-9 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-10 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-11 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-12 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-13 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-14 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-1 ตานทาน 0.44 0.33 0.70 0.95 0.605 
MUG 001-20s-2 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-3 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-4 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-5 ไมตานทาน - - - - - 
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ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ยอัตราสวน 
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี(ตอ) 

คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 
ตอการเกิดวงสี * 

 
โคโลน ี

ความตาน 
ทานตอคีโต
โคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

MUG 001-20s-6 ตานทาน 0.49 0.57 0.80 0.94 0.700 
MUG 001-20s-7 ตานทาน 0.60 0.51 0.82 0.96 0.723 
MUG 001-20s-8 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-9 ตานทาน 0.52 0.55 0.79 0.95 0.703 
MUG 001-20s-10 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-30s-1 ตานทาน 0.55 0.46 0.79 0.96 0.690 
MUG 001-30s-3 ตานทาน  0.59 0.50 0.88 0.90 0.717 
MUG 001-30s-4 ตานทาน  0.58 0.60 0.81 0.90 0.723 
MUG 001-30s-5 ไมตานทาน  - - - - - 
MUG 001-30s-6 ไมตานทาน  - - - - - 
MUG 001-30s-7 ไมตานทาน  - - - - - 
MUG 001-40s-1 ตานทาน  0.43 0.41 0.79 0.98 0.653 
MUG 001-40s-2 ตานทาน  0.62 0.51 0.73 0.93 0.698 
MUG 001-40s-3 ตานทาน  0.55 0.63 0.80 0.91 0.723 
MUG 001-40s-4 ตานทาน  0.59 0.50 0.82 0.93 0.710 
MUG 001-50s-1 ตานทาน  0.51 0.75 0.80 0.89 0.737 
MUG 001-50s-2 ตานทาน  0.44 0.40 0.57 0.67 0.520 
MUG 001-60s-1 ตานทาน  0.52 0.83 0.95 0.98 0.820 

MUGS-10s-1 ตานทาน  0.54 0.47 0.85 0.88 0.685 
MUGS –10s-2 ตานทาน  0.51 0.57 0.91 0.92 0.727 
MUGS –10s-3 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-4 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-5 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-6 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-7 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-8 ไมตานทาน  - - - - - 
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ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ย 
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสี (ตอ) 

คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 
ตอการเกิดวงสี * 

 
โคโลน ี

ความตาน 
ทานตอคีโต
โคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

MUGS –10s-9 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-10 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-11 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-12 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-13 ตานทาน  0.44 0.53 0.92 0.97 0.715 
MUGS –20s-1 ตานทาน  0.44 0.50 0.81 0.98 0.683 
MUGS –20s-2 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –20s-3 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –20s-4 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –20s-5 ตานทาน  0.51 0.57 0.81 0.98 0.683 
MUGS –20s-6 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –20s-7 ตานทาน  0.55 0.63 0.85 0.89 0.730 
MUGS –20s-8 ตานทาน  0.52 0.58 0.93 0.95 0.745 
MUGS –30s-1 ตานทาน 0.61 0.64 0.70    0.95 0.725 
MUGS –30s-2 ตานทาน 0.55 0.70 0.84 0.96 0.763 
MUGS –30s-3 ตานทาน 0.54 0.69 0.81 0.98 0.755 
MUGS –30s-4 ตานทาน 0.53 0.59 0.87 0.91 0.725 
MUGS –30s-5 ตานทาน 0.48 0.61 0.88 0.96 0.733 
MUGS –40s-1 ตานทาน 0.49 0.68 0.79 0.94 0.725 
MUGS –40s-2 ตานทาน 0.44 0.70 0.88 0.91 0.733 
MUGS –40s-3 ตานทาน 0.52 0.57 0.91 0.94 0.735 
MUGS –50s-1 ตานทาน 0.36 0.47 0.75 0.99 0.643 
MUGS –50s-2 ตานทาน 0.51 0.55 0.87 0.91 0.710 
MUGS –60s-1 ตานทาน 0.42 0.54 0.91 0.99 0.713 

*หมายเหต ุ คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีวดัเมื่อสายพันธุมิวแตนทม ี
ความตานทานตอคีโตโคนาโซล 
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6.       การทดสอบความเสถียรของเหด็หลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 
เมื่อคัดเลือกสายพนัธุมิวแตนท 9 โคโลนี ที่มีความตานทานตอคีโตโคนาโซล 

และมีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสที่สูงมาทดสอบ
ความเสถียร พบวาไดสายพันธุมิวแตนทที่ยังคงมีสมบตัิเดิมเพียง 5 โคโลนี และมีคาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (ตารางที ่ 31, ภาคผนวก ง)  คือ 
MUG001-20S-1              MUG 001-40S-1         MUG 001-50S-2          MUGS -10S-1  และ 
MUGS -50S-1 (ตารางที่ 10) ดังนัน้จงึนาํ 5 โคโลนนีี้ไปทดสอบประสทิธิภาพการผลิตเอนไซมตอไป 
 
ตารางที่ 10 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีและคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน 

ใยตอการเกิดวงสีของสายพนัธุมวิแตนทกอนและหลงัทดสอบความเสถียร 
กอนการทดสอบ 
ความเสถียร 

หลังการทดสอบ 
ความเสถียร 

 
โคโลน ี

 
วันที ่

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย คีโตโคนา
โซล 

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย 

1 0.44 0.44 
2 0.33 0.40 
3 0.70 0.68 

MUG 001-20S-1 

4 0.95 

 
0.605 

 
ตานทาน 

0.89 

 
0.603 

1 0..55 - 
2 0.46 - 
3 0.79 - 

MUG 001-30S-1 

4 0.96 

 
0.690 

 
ไมตานทาน 

- 

 
- 

1 0.65 0.70 
2 0.52 0.67 
3 0.48 0.85 

MUG 001-30S-2 

4 0.81 

 
0.615 

 
ตานทาน 

0.94 

 
0.790 

1 0.43 0.45 
2 0.41 0.50 
3 0.79 0.78 

MUG 001-40S-1 

4 0.98 

 
0.653 

 
ตานทาน 

0.88 

 
0.653 
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ตารางที่ 10 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลและคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน 
ใยตอการเกิดวงสีของสายพนัธุมวิแตนทกอนและหลงัทดสอบความเสถียร (ตอ) 

กอนการทดสอบ 
ความเสถียร 

หลังการทดสอบ 
ความเสถียร 

 
โคโลน ี

 
วันที ่

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย คีโตโคนา
โซล 

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย 

1 0.62 0.64 
2 0.51 0.54 
3 0.73 0.88 

MUG 001-40S-2 

4 0.93 

 
0.698 

 
ตานทาน 

0.95 

 
0.753 

1 0.44 0.42 
2 0.40 0.40 
3 0.57 0.60 

MUG 001-50S-2 

4 0.67 

 
0.520 

 
ตานทาน 

0.65 

 
0.518 

1 0.54 0.50 
2 0.47 0.52 
3 0.85 0.80 

MUGS –10S-1 

4 0.88 

 
0.685 

 
ตานทาน 

0.93 

 
0.688 

1 0.44 0.51 
2 0.50 0.67 
3 0.81 0.85 

MUGS –20S-1 

4 0.98 

 
0.683 

 
ตานทาน 

0.90 

 
0.733 

1 0.36 0.37 
2 0.47 0.45 
3 0.75 0.77 

MUGS –50S-1 

4 0.99 

 
0.643 

 
ตานทาน 

0.98 

 
0.643 
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7.     การเปรียบเทียบประสิทธภิาพการผลิตเอนไซมของสายพันธุมวิแตนทกับสายพนัธุเดิม 
 
  เมื่อนําสายพนัธุมวิแตนททัง้ 5 โคโลน ี  มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม      
พบวาสายพนัธุมิวแตนททีม่ปีระสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุด    คือ             
MUG 001-50S-2 โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml (ตารางที ่ 11) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร 
production ระดับ pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน และเมื่อนํามาทดสอบประสิทธ ิ
ภาพการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวา MUG 001-50S-2 มีประสิทธภิาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูง
ที่สุดเชนกัน โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml (ตารางที่ 12) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production 
ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 11 วัน และเมือ่เปรียบเทียบคาแอคติวิตีกับสาย
พันธุเดิม คือ MUG 001 พบวาสายพนัธุมิวแตนทมีคาแอคติวิตีของทั้ง 2 เอนไซมมากกวาสายพันธุ
เดิมอยางมีนยัสําคัญ (ตารางที ่ 32-33, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเลือก MUG 001-50S-2 ไปทําการ 
ศึกษาการฟอกเยื่อตอไป และพบวาลักษณะของเสนใยในสายพันธุ MUG001 กับสายพนัธุมิวแตนท 
MUG001-50S-2 มีความแตกตางกนั โดยเสนใยของสายพนัธุมิวแตนท MUG001-50S-2 มคีวาม
หนาแนนของเสนใยและมีความฟูมากกวาในสายพนัธุ MUG001 (ภาพที ่13) 
 
ตารางที่ 11 ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของสายพันธุมิวแตนทกับ 

สายพนัธุเดิม 
 

คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส (U/ml) สายพนัธุ 
วันที่ 4 วันที่ 7 วันที่ 11 วันที่ 14 

MUG001 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000 
MUG001-20S-1 0.000000 0.000066 0.000000 0.000000 
MUG001-40S-1 0.000020 0.000140 0.000080 0.000030 
MUG001-50S-2 0.000090 0.000170 0.000100 0.000070 

MUGS 0.000000 0.000057 0.000034 0.000000 
MUGS-10S-1 0.000000 0.000073 0.000030 0.000000 
MUGS-50S-1 0.000060 0.000100 0.000090 0.000050 
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ตารางที่ 12 ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสของสายพนัธุมวิแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

คาหนวยของเอนไซมแลคเคส (U/ml) สายพนัธุ 
วันที่ 4 วันที่ 7 วันที่ 11 วันที่ 14 

MUG 001 0.000100 0.000480 0.000550 0.000120 
MUG 001-20S-1 0.000098 0.000083 0.000130 0.000120 
MUG 001-40S-1 0.000040 0.000054 0.000143 0.000100 
MUG 001-50S-2 0.000800 0.000900 0.001500 0.000200 

MUGS 0.000110 0.000610 0.000730 0.000100 
MUGS-10S-1 0.000090 0.000140 0.000197 0.000110 
MUGS-50S-1 0.000091 0.000031 0.000230 0.000120 

 
 

ภาพที ่13  เสนใยของสายพันธุ MUG001 (a) และสายพันธุมวิแตนท MUG001-50S-2 (b) 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
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8.    การฟอกเยื่อกระดาษของสายพนัธุมิวแตนท 
 

8.1 การฟอกเยื่อกระดาษ 
 
เมื่อนําเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกมาลางแลวผึ่งใหแหง และนาํไปอบที่อุณหภูมิ  

105 องศาเซลเซียส พบวาเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอกมีความชืน้ 8.51 เปอรเซ็นต และเยื่อกระดาษ
ที่ผานการฟอกดวย   crude enzyme    ของ   MUG 001-50S-2 มีความชืน้ 10.04 เปอรเซ็นต ซึง่น้าํ 
หนกัที่ลดลงกค็ือปริมาณความชื้นในเยื่อกระดาษ ในการนําเยื่อกระดาษไปทําแผนทดสอบมาตรฐาน
และตรวจสอบสมบัติตางๆ ตองใชปริมาณเยื่อกระดาษ 30 กรัมแหง (OD) ดังนั้นตองชั่งเยื่อกระดาษที่
ไมผานการฟอกเทากับ 32.78 กรัม และชัง่เยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย   crude enzyme   ของ            
MUG 001-50S-2 เทากับ 33.33 กรัม  
 

8.2 การตรวจสอบคุณสมบัติของกระดาษ 
  

การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา 
เทากับ 615 (ตารางที่ 13) สวนเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-
2 มีคาเทากับ 620 ซึ่งมีคามากกวาในเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก และระหวางทาํการขึ้นแผนไดมี
การวัดการระบายน้าํ (drainage time) (ตารางที่ 13) พบวาเยื่อทั้ง 2 ตัวอยางใชเวลาการระบายน้ํา
เทากันคือเทากับ 4 วินาท ี เมื่อนํามาทดสอบการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษทีผ่าน
การฟอกดวย      crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีการหดตัวมากกวาแผนทดสอบที่ไดจาก
เยื่อกระดาษทีไ่มผานการฟอก โดยแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและแผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2  มีการหดตัว 
1.15 และ 2.31 เปอรเซ็นต     (ตารางที ่13) การวัดคาคัปปานัมเบอรในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก
และที่ผานการฟอกดวย      crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 พบวามีคาคปัปานัมเบอรเทากับ 
11.17 และ 6.89 ตามลําดับ โดยเยื่อกระดาษทีผ่านการฟอกดวย  crude enzyme  ของ             
MUG 001-50S-2 มีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 เปอรเซ็นต   การวัดคาความ
ขาวสวาง (brightness) (ตารางที ่ 13) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมี
ความแตกตางจากที่ผานการฟอกดวย  crude enzyme   ของ MUG 001-50S-2 อยางมีนยัสําคัญ 
(ตารางที่ 34, ภาคผนวก ง) คือมีคาความขาวสวางเทากับ 48.6 และ 51.9 เปอรเซ็นต โดยแผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเพิ่มข้ึน
จากแผนทดสอบที่ไดจากเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 เปอรเซ็นต (ภาพที ่ 13) เมื่อทดสอบ
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ความตานทานการฉกีขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบความตานทานแรงดึง  
(tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ 
MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก คือมี
คา tear index เทากบั 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile index เทากบั 0.0154 kN.m/kg ขณะที่แผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากับ 0.4 N.m2/kg และมีคา tensile 
index เทากับ 0.0166 kN.m/kg (ตารางที ่ 13) แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ (bursting 
strength)  พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยือ่กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 
001-50S-2 กลับมีความแขง็แรงมากกวาแผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกถงึ 51.8 
เปอรเซ็นต (ตารางที ่13) โดยแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและแผนทดสอบที่ได
จากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme    ของ    MUG 001-50S-2  มีคา  burst index  
เทากับ  0.693 kPa.m2 /g    และ  1.052 kPa.m2 /g ตามลําดับ และมีความแตกตางกนัอยางมีนัย 
สําคัญ (ตารางที ่35-37, ภาคผนวก ง) 
 
ตารางที่ 13 การตรวจสอบสมบัติตางๆ ของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ  

MUG 001-50S-2 เปรียบเทยีบกับเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 
 

เยื่อกระดาษยคูาลิปตัส  
การตรวจสอบสมบัติตางๆ ไมผานการฟอก 

(control) 
ฟอกดวย crude 

enzyme 
Freeness (ml) 615 620 
Drainage time (s) 4 4 
Shrinkage (%) 1.15 2.31 
Moisture content (%) 6.99 6.04 
Kappa number 11.17 6.89 
Brightness (%) 48.6 51.9 
Basis weight (g/m2) 63.44 62.45 
Tear index (N.m2/kg) 6.46 6.16 
Burst index (kPa. m2/g) 0.704 1.052 
Tensile index (kN.m/kg) 0.017 0.015 
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ภาพที ่14 ตัวอยางแผนทดสอบมาตรฐานที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและเยื่อ 

กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดขั้นตน 
 

จากผลการทดลองพบวาสายพันธุ MUG001 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม 
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุด คือมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน
ใยตอการเกิดวงสีสูงสุด เทากับ 0.808 สวนสายพนัธุ MUGS มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสดุ คือมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน
ใยตอการเกิดวงสีต่ําสุด เทากับ 0.651 การคัดเลือกทัง้ 2 สายพนัธุนี้ไปทําการชักนําใหเกิดมวิเตชัน
ตอไปเพื่อที่แสดงใหเห็นวาในสายพนัธุทีม่คีวามสามารถในการผลิตเอนไซมต่ําสามารถชักนาํใหเกดิ
มิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลตใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่สูงได และการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นจะนําไปเปรียบเทยีบกับสายพันธุมวิแตนทและเพือ่ใหแนชัดวามกีารเปลี่ยนแปลงที่ยนี ในการ
วัดความสามารถในการผลิตเอนไซมในขัน้ตนเปนวธิีทีน่ิยมใชในการคัดแยกสายพนัธุทีม่ีจํานวนมาก 
และการคัดเลือกบนอาหารแข็งเปนวธิีที่สะดวกและรวดเร็ว จึงมีการใชวิธีนี้ในการคัดเลือกขั้นตนกอน
จะศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม โดยไดมีการศึกษาตัง้แตในป ค.ศ. 1973 โดย Harkin และ 
Obst ไดศึกษาประสิทธิภาพของ reagent ในการตรวจสอบเอนไซมแลคเคสและเอนไซมเปอรออกซิ
เดสในเชื้อราชนิดตางๆ ซึง่ก็มีการใช 0.1% syringaldazineในอาหารแข็ง ในป ค.ศ. 1990 
Boominathan และคณะไดทําการคัดเลือกมิวแตนทที่ไมสามารถผลิตเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเด
สจาก P. chrysosporium โดยเลือกมวิแตนทที่ไมมีความสามารถในการลดสีของ poly-R ในการ
คัดเลือกขั้นตนกอน จากนัน้จึงนําไปตรวจวัดแอคติวิตี นอกจากนีย้ังมีการใช phenol red medium ใน
การตรวจสอบมิวแตนทขั้นตนที่สามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส ในป ค.ศ. 1992 
Freitag และ Morrell ไดศึกษาการลดสีของ polymericdye Poly R-478 ในเชื้อราที่เจริญบนเนีอ้ไม
ตางๆ โดยวัดการเจริญของเสนใยเทยีบกบัการลดสีของ Poly R-478 ในทีม่ืด ในป ค.ศ. 1995 Srinivasan 
และคณะ ไดทําการทดลองวามีเอนไซมแลคเคสใน  P. chrysosporium BKM-F1767 โดยใช ABTS 
[2,2-azinobis(3-ethylbenzathiazoline-6-sulfonic acid)] มาตรวจในเจลกอน ซึ่งถามีการผลิต
เอนไซมแลคเคสก็จะมีวงสีเขียวเขมเกิดขึน้ จากนั้นจงึนาํไปตรวจวดัแอคติวิตีดวยเครื่องการดดูกลืน
แสง และในป ค.ศ. 1995 Addleman และคณะ ไดมีการใช guaiacol ในการคัดเลือกมิวแตนทของ T. 
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แตนทของ T. versicolor ที่ไมสามารถฟอกเยื่อกระดาษในขั้นตนกอน จากนั้นจึงนาํไปตรวจวัดคา                       
แอคติวิตีของเอนไซมในขั้นตอไป การใช guaiacol ซึ่งเปน phenolic compound ทีม่ีสมบัติในการชัก
นําการสรางเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส เมือ่เกิดการออกซิเดชันจะเกิดเปน
วงสนี้ําตาลรอบโคโลนีจงึไดมีการนาํ guaiacol มาใชเปนสารตั้งตนในการเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชนัใน 
selective media เพื่อใชในการคัดเลือกสายพันธุขั้นตนและการเกดิวงสีอาจมีบางสายพนัธุทีเ่กดิสี
ตางกนั เชน น้ําตาลออน น้ําตาลเขม น้าํตาลแดง เปนตน จึงมีความจําเปนที่จะตองนาํไปตรวจวัดหา
คาแอคติวิตีของเอนไซม  
 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและแลคเคส 
 

ในการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม ตองมกีารศึกษาถึงปจจัยตางๆ ทีม่ี 
ผลตอการเจริญเติบโต เชน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความชื้น อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณหวัเชือ้ 
เปนตน กระบวนการยอยสลายลิกนินในเชื้อราเปนกระบวนการทุติยภูมิ (secondary metabolism) 
จะเกิดขึ้นเมื่อเชื้อรามีการเจรญิเติบโตเขาสูระยะ stationary phase (Kirk และคณะ, 1978) ซึ่งเปน
ระยะเวลาเหมาะสมที่เชื้อราจะถูกกระตุนใหมีการสรางเอนไซมในการยอยสลายลกินิน ดังนัน้การ 
ศึกษาการเจรญิของเสนใยจงึมีความสําคญัตอการผลิตหัวเชื้อที่จะใชในการศึกษาภาวะตางๆจากผล
การทดลองพบวาเห็ดหลนิจอืสายพนัธุ MUG001 และ MUGS มีการเจริญของเสนใยเขาสู stationary 
phase ในวนัที่ 10 และวันที่ 12 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจยัอื่นที่เลี้ยงเสนใยในอาหาร 
PDB และชั่งน้าํหนักแหงเหมอืนกัน พบวาในปพ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤติ ไดศึกษาการเจริญของ
เสนใยใน P. chrysosporium     และ        G. lucidum พบวามีการเจริญเขาสู stationary phase ใน
วันที่ 7 และวันที ่ 10 ตามลําดับ ในปพ.ศ. 2542 ชาลินี คงสวัสด์ิ ไดศึกษาการเจริญของเสนใยใน     
G. lucidum สายพนัธุ MUG003 และMUG004 พบวาทัง้ 2 สายพนัธุมีการเจริญเขาสู stationary 
phase ในวันที่ 10 และในปพ.ศ. 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดศึกษาการเจริญของเสนใยใน  
G. lucidum พบวามีการเจริญเขาสู stationary phase ในวนัที่ 11 และในขั้นตอนการเตรียมหวัเชื้อ
อาจเปนขัน้ตอนทีท่ําใหการวดัคาแอคติวิตีในขั้นตอนตอไปมีความแปรปรวน เนื่องจากในขั้นตอนนี้
ไมไดเลี้ยงเชื้อในตูที่ควบคุมอุณหภูมิและความชืน้อยางคงที่ แตไดใชเครื่องเขยาซึ่งเปนระบบเปด 
อุณหภูมิและความชืน้เปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาล จึงอาจทาํใหปริมาณหัวเชื้อที่ไดไมคงที ่
  
  ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในอาหารทีเ่ลี้ยงเชื้อก็มีความสาํคัญตอการผลิต
เอนไซมชนิดตางๆ โดยทั่วไปเชื้อรามักเจรญิอยูในภาวะที่เปนกรด และจากผลการทดลองพบวาการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS มี
ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยูที่ระดับ pH เดียวกันคือ pH 3 สวนความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม
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ในการผลิตเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ก็อยูที่ระดับ pH 
เดียวกนัอีกคือ pH 5 และในเชื้อราตางชนดิกันอาจมีระดับความเปนกรด-ดางที่ตางกัน เชน ในป ค.ศ. 
1985 Glenn และ Gold ไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสใน P.chrysosporium พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 4.5 ในปค.ศ. 1990 Boominathan 
และคณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลติเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน     
P. chrysosporium พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 4.5 ในปค.ศ. 1995 Srinivasan และคณะได
ศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน P. chrysosporium BKM-F1767 
พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 3    ในปค.ศ. 1995   Addleman  และคณะไดศึกษาความเปนกรด-
ดางทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสใน T. versicolor พบวามีระดับที่
เหมาะสม คือ pH 5 ในปค.ศ. 1996 Yaver และคณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางทีเ่หมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมแลคเคสใน T. villosa พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 6 ในปค.ศ. 2000 Abadulla และ
คณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน T. hirsuta พบวามีระดับ
ที่เหมาะสม คอื pH 5 และในปค.ศ. 2000 Dedeyan และคณะ ไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะ 
สมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน Marasmius quercophilus พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 6 
นอกจากความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการเจริญแลวอุณหภูมิก็เปนอกีปจจัยที่มีผลตอการเจรญิของ 
เชื้อราเชนกัน จากผลการทดลอง พบวาเหด็หลินจือสายพันธุ MUG001 และ สายพนัธุ MUGS มีการ 
เจริญของเสนใยไดดีในชวง 25-30 องศาเซลเซียส และมีการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
และเอนไซมแลคเคสมากทีสุ่ดที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส และ 30 องศาเซลเซยีสตามลําดับ สวน 
การเลี้ยงเชื้อรวมกับเยื่อกระดาษในภาวะ semi-solid วิธีนีเ้ยื่อกระดาษจะชวยพยุงเสนใยของเชื้อรา
ทําใหมีการเจริญของเสนใยและการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสารจําพวกลกิโนเซลลโูลสในเยื่อกระดาษได
ดีข้ึน 
 

และปจจัยสุดทายทีท่ําใหผลการทดลองที่ไดมีความแปรปรวน คือ ระยะเวลาที่ใชใน 
การตรวจวัดคาแอคติวิตีตางๆของเอนไซม ในการวัดแอคติวิตีควรทําในเวลาที่ไมตางกันมาก เมื่อเก็บ
เอนไซมแลวควรรีบตรวจวัดใหเร็วที่สุด เนื่องจากเมื่อเวลาผานไปคาแอคติวิตีของเอนไซมอาจลดลง 
หรือถามกีารเจริญของเสนใยใน crude enzyme ตออาจทาํใหคาแอคติวิตีสูงขึ้นได โดยจากผลการ
ทดลองในการศึกษาภาวะความเปนกรดดางที่เหมาะสมพบวา สายพนัธุ MUG001 มีคาแอคติวิตขีอง
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมากกวาสายพนัธุ MUGS ขณะทีก่ารทดลองอืน่ๆ เชน การหาผล
ของอุณหภูมิทีเ่หมาะสม การหาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสม การเปรียบเทยีบการผลิตเอนไซม
ระหวางสายพนัธุเดิมกบัสายพันธุมวิแตนท เปนตน กลบัพบวาสายพนัธุ MUG001 มีคาแอคติวิตนีอย
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กวาสายพันธุ MUGS ทุกการทดลอง จึงอาจเปนไปไดวาเวลาที่ใชในการตรวจวดัคาแอคติวิตีในขั้น 
ตอนนี้ใชเวลานานเกนิไป  จงึทาํใหคาแอคติวิตีที่ไดในสายพันธุ MUGS มีคานอยกวาความเปนจริง  
 
3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของ 

คริสตัลไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน 
mutation marker 

 
จากผลการทดลองพบวาการยับยั้งการเจรญิของเสนใยเห็ดหลนิจือสายพันธุ  

MUG001 และสายพันธุ MUGS เมื่อใชคริสตัลไวโอเลตไมสามารถยับยั้งการเจริญได 100 เปอรเซ็นต
และพบวาในอาหารแข็ง PDA มีการตกตะกอนของครสิตัลไวโอเลตซึ่งอาจเปนการทําใหความเขมขน
นอยกวาที่ตองการ แตเมื่อใชคีโตโคนาโซลสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหลนิจอืสาย
พันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ได 100 เปอรเซ็นต เมื่อใชความเขมขนของคโีตโคนาโซล 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังนัน้สายพนัธุมิวแตนทที่ไดจาก
สายพนัธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS ตองมีความสามารถในการเจริญของเสนใยไดบนอาหาร 
PDA ที่มีคีโตโคนาโซล 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การ
เจริญของเสนใยจะถูกยับยัง้เมื่อใชความเขมขนของสารเคมีที่มากพอทาํใหมีผลตอการเจริญของเสน
ใย และสารนั้นสามารถนํามาใชในการคัดเลือกสายพันธุทีเ่ปนสายพนัธุมิวแตนทได สารที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใยนอกจากคีโตโคนาโซล เชน แอมโฟเทอริซินบ ี
(amphotericinB)  ไซโคเฮกซาไมด (cyclohexamide)   ไนสเตติน (nystatin) และมาลาไชทกรีน
(malachite-green) เปนตน   ในป ค.ศ. 1991 Li และChang ไดใชคริสตัลไวโอเลตและมาลาไชทกรีน
ในการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทจาก Volvariella volvacea ที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต  
ในป พ.ศ. 2542 พิสุทธิ ์พวงนาค ไดใชไซโคเฮกซาไมด และแอมโฟเทอริซินบี ในการคัดเลือกสายพันธุ
มิวแตนทจาก Acrophialophora sp. ที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลตและการชักนาํดวยสาร 
NTG  และในป พ.ศ. 2542 ชาลิน ีคงสวสัด์ิ ไดใชไนสเตตินและ คริสตัลไวโอเลตในการคัดเลือกสาย
พันธุมิวแตนทจาก G. lucidum สายพันธุ MUG003 และ MUG004 ที่ไดจากการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต นอกจากนีอ้าจมีการใช mutation marker ในการคดัเลือกมากกวา 1 ชนิดเพื่อใหได
สายพนัธุมิวแตนทเพิ่มข้ึน  
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนาํใหเกิดมวิเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
 

โดยปกติในงานวิจยัที่เกี่ยวกบัการชักนําใหเกิดมิวเตชนัจาํเปนตองหาภาวะที่เหมาะ 
สมในการชักนาํกอน คือตองทราบ survival curve เพื่อที่จะใชภาวะนั้นในการชักนํา และการเลือก
สวนของสิง่มีชวีิตมาชกันาํโดยเฉพาะสิ่งมีชวีิตจําพวกเชื้อรา มักเลือกใช สปอรหรือเสนใยเซลลเดี่ยวจึง
ตองมีการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสรางสปอรหรือในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว ซึ่งอาจนาํ 
มาเลี้ยงบนอาหารทีช่ักนําใหเกิดการสรางสปอร แตเนื่องจากสปอรมีผนังหนา การใชเสนใยเดี่ยวมา
ชักนาํใหเกิดมวิเตชันจะทาํใหไดผลที่ดีกวา ดังนัน้การใชเสนใยจงึเปนวิธทีี่เหมาะสมกวา  จากผลการ
ทดลอง ใชวธิีบดอยางละเอียดดวย homogenizer ใหไดเสนใยที่เปนเซลลเดี่ยว พบวาสายพันธุ 
MUG001 มีจาํนวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใยเห็ดอาย ุ6 วนั ความเรว็ homogenizer 6,900 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ีคือมจีํานวนเซลลเดี่ยวเปน 3 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และสายพนัธุ MUGS มี
จํานวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใยเห็ดอายุ 8 วนั ความเร็ว homogenizer 6,900 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 10 นาท ี  คือมีจํานวนเซลลเดี่ยวเปน 9 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แมวธิีบดนี้เปนวิธทีีน่ิยมใชกัน
อยางแพรหลาย ทัง้มีความสะดวกและรวดเร็ว และเปนวิธทีีท่ําใหไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวจาํนวน
มาก แตเสนใยที่ไดนัน้ไมเปนเซลลเดี่ยวทัง้หมดแมจะมกีารกรองผานผากรองขนาด 50 ไมครอนแลวก็
ตาม ซึง่ยงัคงมีเสนใยที่เปน 2 เซลล 3 เซลล เกิดขึ้นประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต จึงทาํใหวิธนีี้ไมไดเซลล
เดี่ยว 100 เปอรเซ็นต และสภาพเซลลทีผ่านการบดมคีวามเสยีหายมาก ซึ่งในการคํานวณเปอรเซ็นต
การอยูรอดอาจทําใหคาที่ไดเปนคาที่ไมถูกตองเมื่อคํานวณเทียบกับจํานวนเซลลเดี่ยวทัง้หมด นอก 
จากนี้เสนใยทีน่ํามาใชถามีอายุมากขึ้นอาจมีผนงัเสนใยหนาและเหนียวทาํใหการบดอยางละเอียดได
เสนใยที่เปนเซลลเดี่ยวนอยลง ในปพ.ศ. 2545 คมสัน นันทสุนทร ไดทําการทดลองตัดเสนใยใหเปน
เซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน วิธีนี้ไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยว 100 เปอรเซ็นต เมือ่ตัดเซลลแลวจะมี
การชะงักการเจริญเติบโตของเสนใยชั่วคราวดังนัน้เซลลทีน่ําไปฉายแสงจึงยงัคงเปนเซลลเดี่ยวอยู 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลตในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย

พันธุมวิแตนท 
 

โดยปกติเมื่อทราบ survival curve ก็จะใชภาวะที่มีเปอรเซ็นตการอยูรอด 5-10 
เปอรเซ็นตในการชักนําใหเกิดมิวเตชนั เพื่อใหไดผลทีด่ี หลงัการฉายแสงอัลตราไวโอเลตจะตองเก็บ
เชื้อในทีม่ืดเปนเวลา 5-7 วัน เพื่อปองกันการเกิดกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอโดยใชแสง 
(photoreactivation) ในการชักนาํใหเกดิมิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลตทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง
ของลําดับเบสในโมเลกุลบนสายโพลีนวิคลีโอไทดแบบสุม เนื่องจากเมือ่เกิด thymine dimer บนสาย
โพลีนวิคลีโอไทดทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับเบสอะดีนีนสายตรงขามได เมื่อเกิดการสังเคราะห



 57

ดีเอ็นเอทาํใหดีเอ็นเอที่ไดมลํีาดับเบสเปลีย่นแปลงไปจากเดิม และเมือ่เกิดการพมิพรหัสก็ทาํใหไดรหัส
พันธกุรรมที่เปลี่ยนไปดวย (วิสุทธิ์ ใบไม) ซึ่งหากเกิดมิวเตชันบนรหสัพันธกุรรมที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนที่เปนเอนไซมที่ตองการ ก็จะทาํใหไดสายพนัธุมิวแตนทที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเปลี่ยนแปลงไปดวย จากนัน้จงึทําการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนท จากผลการทดลองเมื่อชัก
นําสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ใหเกิดมิวเตชันสามารถคัดเลือกไดทั้งหมด 70 โคโลน ี
จากนั้นนํามาทดสอบความตานทานตอคีโตโคนาโซลไดสายพนัธุมิวแตนททั้งหมด  34 โคโลนี และ
เมื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน
สามารถคัดเลอืกไดเพียง 9 โคโลนี ที่จะนําไปทดสอบความเสถยีรของสายพนัธุตอไป  
 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 

เมื่อชักนาํใหเกิดมิวเตชนัแลวจําเปนตองมกีารทดสอบความเสถียรเพือ่ใหไดสายพนัธุ 
มิวแตนทที่มีสมบัติที่ตองการอยางถาวรไมเปลี่ยนสมบตัิไปและสามารถถายทอดไปยังรุนตอไปได ซึ่ง
การทดสอบความเสถียรมักเปนการเปลี่ยนภาวะแวดลอมภายนอกทีส่ายพนัธุมิวแตนทวาจะมีผลตอ
การปรับตัวของสายพนัธุนัน้อยางไร          จากผลการทดลองเมื่อทดสอบความเสถยีรแลวเหลือเพียง    
5  โคโลนี จาก 9  โคโลนี ทีย่ังคงมีสมบัติเดิม และสามารถนาํไปตรวจหาประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมตอไป โดยสายพันธุมวิแตนทบางสายพนัธุที่ไมคงสมบตัิเดิมเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงภาวะ
แวดลอมภายนอก เชน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ การเปลี่ยนแปลงอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน  ไดแก 
MUG001-30S-1 คือกอนทดสอบความเสถียรมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล แตหลังทดสอบความ
เสถียรกลับไมมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล สวน MUG001-30S-2 กับ MUGS-20S-1 กอนและ
หลังทดสอบความเสถียรยงัคงมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล แตมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจรญิของ
เสนใยตอการเกิดวงสทีี่เปลี่ยนแปลงไป คอื กอนทดสอบความเสถียร   MUG001-30S-2  และ 
MUGS-20S-1 มีอัตราสวนการเจริญตอการเกิดวงสีเฉลีย่เทากับ 0.615 และ 0.683 แตหลังทดสอบ
ความเสถียรกลับมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีเพิ่มข้ึน เทากับ 0.79 และ 
0.733 ตามลําดับ ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ 
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

การปรับปรุงพนัธุใหไดสายพนัธุตางๆ เมื่อไดสายพนัธุมวิแตนทแลว การเปรียบ 
เทียบสายพันธุมิวแตนทกับสายพนัธุเดิมเปนสิ่งที่ตองปฏิบัติในขั้นตอไปเพื่อเปรียบเทียบวาในภาวะ
เดียวกนัสายพนัธุตางๆ จะมีการแสดงออกที่แตกตางกันอยางไร   จากผลการทดลองพบวา 
MUG001-50S-2 ซึ่งเปนโคโลนีที่ไดจากการฉายแสงอลัตราไวโอเลตที่มีเปอรเซน็ตการอยูรอดเทากับ 
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6.7 เปอรเซ็นต เปนสายพนัธุมวิแตนททีม่ีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
สูงที่สุด คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml  และมีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด
เชนกนั คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml และเมื่อเปรียบเทยีบกับสายพนัธุเดิมคือสายพนัธุ 
MUG001 พบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (ตารางที่ 32-33,ภาคผนวก ง) โดยสายพนัธุ 
MUG001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเทากับ 0 U/ml และมีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมแลคเคสเทากับ 0.00055 U/ml ทั้งนี้การชักนาํใหเกิดมิวเตชันอาจมีการเปลียนแปลงในยนีที่
ควบคุมการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส จงึทาํใหสายพนัธุมิวแตนทมี
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงกวาสายพนัธุเดิมอยางมีนยัสําคัญ 
ดังนัน้จึงเลือก MUG001-50S-2 ไปทําการสกัดแยก crude enzyme เพื่อใชในการฟอกเยื่อกระดาษ
ตอไป 
 
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมวิแตนท 

 
การทดสอบสมบัติตางๆของเยื่อกระดาษ มีปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการทดสอบ ตั้งแต 

ตัวอยางเยื่อ อุณหภูมิ ความชื้น เวลา น้าํที่ใชในการกระจายเยื่อ เครื่องมือที่ใชทําแผนทดสอบ ความ
สะอาดของเครื่องมือ และตัวผูทําการทดสอบจะมีผลมากที่สุด จากผลการทดลองพบวาการทดสอบ
การใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอกและเยื่อกระดาษที่ผานการฟอก
ดวย crude enzyme ของ MUG001-50S-2 มีคาเทากบั 615 และ620 ตามลําดับ ปจจัยทีม่ีผลตอการ
ทดสอบการใหนาํไหลผานเยื่อ ไดแก ความละเอียดของเครื่องมือที่ใชวัดปริมาตรน้ําที่ไหลออกมา    
การเทน้ําเยื่อลงกระเปาะอาจมีการกระเด็นออกนอกกระเปาะ หรือในกระเปาะอาจลางไมสะอาดทํา
ใหยังมีเยื่อตกคางอยู และการทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อตองทาํการทดลองอยางตอเนื่องและเร็ว
เนื่องจากอุณหภูมิระหวางทาํการทดลองจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ การทดสอบการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมกีารหดตัว 1.15 เปอรเซ็นต สวนแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อ
กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีการหดตัวถงึ 2.31 เปอรเซ็นต  
ซึ่งมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก การวัดคาคัปปานมัเบอรพบวาในเยื่อ
กระดาษที่ไมผานการฟอกและที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาคปัปา 
นัมเบอรเทากบั 11.17 และ 6.89 ตามลําดับ โดยมีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 
เปอรเซ็นต และการวัดคาความขาวสวาง (brightness) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไม
ผานการฟอกและที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาความขาวสวาง
เทากับ 48.6 และ 51.9 เปอรเซ็นตตามลาํดับ โดยมีคาเพิ่มข้ึนจากเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 
เปอรเซ็นต  และเมื่อทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบ
ความตานทานแรงดึง  (tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย 
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crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่
ไมผานการฟอก คือมีคา tear index เทากบั 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile index เทากับ 0.0154 
kN.m/kg ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากบั 0.4 
N.m2/kg และมีคา tensile index เทากับ 0.0166 kN.m/kg แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดนัทะล ุ
(bursting strength)  พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme 
ของ MUG 001-50S-2 กลับมีความแข็งแรงมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการ
ฟอกถงึ 51.8 เปอรเซ็นต คือมีคา burst index เทากับ 1.052 kPa.m2/g ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจาก
เยื่อกระดาษทีไ่มผานการฟอกมีคา burst index เทากับ 0.693 kPa.m2/g 
  
  ลักษณะทางกายภาพของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อราบางชนิดก็
ทําใหกระดาษมีคุณภาพที่ดข้ึีน โดยการทาํงานของเอนไซมจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจนของเสนใย ทาํ
ใหการเรียงตัวของเสนใยมีระเบียบขึ้น (Akhtar และคณะ, 1996.) แมวาการฟอกเยื่อกระดาษดวย
เอนไซมสามารถลดปริมาณลิกนนิไดในระดับหนึง่คือทําใหคาความขาวสวางเพิ่มมากขึ้นประมาณ 
30-50 เปอรเซ็นตและคาคปัปานัมเบอรลดลงประมาณ 5-7 แตการที่จะนําไปประยุกตใชในอตุสาห 
กรรมกระดาษโดยนํามาใชทดแทนการฟอกเยื่อทางเคมีเลยยังทําไมได เนื่องจากเมื่อเปรียบเทยีบคา
ความขาวสวางทีฟ่อกทางเคมี พบวายงัคงมีความตางกนัมาก คือ กระดาษที่ฟอกดวยวธิีทางเคมมีีคา
ความขาวสวางประมาณ 70 เปอรเซ็นตข้ึนไป และคาคัปปานัมเบอรในกระดาษที่ฟอกดวยวธิีทางเคมี
มีคานอยกวา 1 ในขณะนี้จึงทาํไดเพียงนาํเอนไซมมาฟอกรวมกับวิธทีางเคมเีพื่อลดขั้นตอนบาง
ขั้นตอนทางเคมีอาจมีการเพิม่ข้ันตอนการใชเอนไซมมาฟอกกอน (prebleaching) แลวนาํไปฟอกเยือ่
ทางเคมีตอ โดยอาจตอดวยขั้นตอน chlorination หรือ extraction  
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บทที่ 6  
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

 
1. การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดขั้นตน 
 

จากผลการทดลองพบวาในเห็ดหลนิจือ 8 สายพนัธุ สายพันธุ MUGS มีความสามารถใน 
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสุด คือมคีาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีต่ําที่สดุเทากับ 0.651 และสายพนัธุ MUG001 มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุด คือมคีาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีสงูที่สดุเทากับ 0.808 และการวเิคราะหผลทางสถิติพบวาทัง้ 2 
สายพนัธุนี้มีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  (ตารางที่ 15-18, 
ภาคผนวก ง) 

 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 

การศึกษาภาวะความเปนกรด-ดาง ผลของอุณหภูมิ และระยะเวลาในการบมเชื้อที ่
เหมาะสมตอการสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลินจือสายพนัธุ 
MUG001 และสายพันธุ MUGS พบวาทัง้ 2 สายพนัธุ มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสสูงที่สุดที่ pH 3 อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 7 วันและมีคาแอคติวติีของ
เอนไซมแลคเคสสูงที่สุดที ่pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 11 วนั และผล
การวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในทกุปจจัย (ตารางที่ 19-
30,ภาคผนวก ง) 
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3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของ 
คริสตัลไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน 
mutation marker 

  
คริสตัลไวโอเลตไมสามารถยบัยั้งการเจริญเติบความเขมขนของคีโตโคนาโซลในการ

ยับยั้งการเจรญิเติบโตในสายพันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS คือ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
และ120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ โดยสามารถยับยัง้การเจริญได 100 เปอรเซ็นต 

 
4. การหาภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
 

การใชวิธีตัดเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศนเปนวิธทีี่เหมาะสม เนื่องจากเมื่อตัด 
เสนใยดวยมีดผาตัด สามารถไดเสนใยที่เปนเซลลเดี่ยวทุกเสน เมื่อตัดเสนใยเดี่ยวได 10 เซลลแลว
ตองนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตภายในเวลาไมเกนิ 30 นาที นับจากเริ่มตัดเซลลแรก สําหรับสาย
พันธุ MUG 001 และในเวลาไมเกนิ 60 นาทีสาํหรับสายพันธุ MUGS นําไปบมเชือ้ในที่มืดเปนเวลา  
5-7 วัน นับจํานวนโคโลนทีี่รอดชีวิตบนอาหาร PDA เพื่อหาระยะเวลาในการฉายแสงที่เหมาะสม 
พบวาชวงเวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เหมาะสม คือในชวงเวลา 10-60 วินาท ี โดยพบวาที่
เวลา 50 วินาที สายพนัธุ MUG 001 จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากบั 6.7 เปอรเซ็นต และทีเ่วลา 40 
วินาท ีสายพนัธุ MUGS จะมเีปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ 10 เปอรเซ็นต 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัในเห็ดหลนิจอืและคัดเลือกสายพันธุมวิแตนท 
 

จากผลการทดลอง พบวามีสายพนัธุมิวแตนทที่ไดจากสายพนัธุ MUG 001 ที่ตาน 
ทานตอคีโตโคนาโซล 16 โคโลน ีสวนสายพันธุมิวแตนทที่ไดจากสายพันธุ MUGS ที่ตานทานตอคีโต
โคนาโซลมี 18 โคโลนี และเมี่อนาํโคโลนีที่เจริญบนอาหาร PDA ที่มีคีโตโคนาโซลมาเลี้ยงตอบน
อาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015% (v/v) เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน พบวามีสายพนัธุทีม่ีความสามารถในการผลิต
เอนไซมขั้นตนที่สูงทั้งหมด 9 โคโลน ี คอืมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจรญิของเสนใยตอการเกิดวงสตี่ํา   
ไดแก  MUG 001-20S-1             MUG 001-30S-1         MUG 001-30S-2           MUG 001-40S-1          
MUG 001-40S-2              MUG 001-50S-2            MUGS-10S-1          MUGS-20S-1                 
และ MUGS-50S-1 
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6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 

หลังจากคัดเลอืกสายพันธุมวิแตนท 9 โคโลนี ที่มีความตานทานตอคีโตโคนาโซล 
และมีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงมา
ทดสอบความเสถียร พบวาไดสายพนัธุมวิแตนททีย่ังคงมีสมบัติเดิม 5 โคโลนี คือ    MUG 001-20S-1       
MUG 001-40S-1          MUG 001-50S-2           MUGS -10S-1  และ MUGS -50S-1  
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 

 
เมื่อนําสายพนัธุมวิแตนททัง้ 5 โคโลนี มาทดสอบประสทิธิภาพการผลิตเอนไซม        

พบวา สายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุด คือ                
MUG 001-50S-2 โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน และเมื่อนาํมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมแลคเคส พบวา MUG 001-50S-2 มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดเชนกนั 
โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภมูิ 30 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 11 วัน และเมือ่เปรียบเทียบคาแอคติวิตีกับสายพนัธุเดมิคือ MUG 001 ณ 
ภาวะเดียวกนั พบวา MUG 001-50S-2 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
เอนไซมแลคเคสมากกวาสายพนัธุเดิมอยางมีนยัสําคญั (ตารางที่ 32-33, ภาคผนวก ง) 

 
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมวิแตนท 
 

การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา 
เทากับ 615 สวนเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเทากับ 
620 การวัดการระบายน้ํา (drainage time)   พบวาเยื่อทั้ง 2 ตัวอยางใชเวลาการระบายน้าํเทากันคือ
เทากับ 4 วินาท ี สวนการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมกีารหดตัว 
1.15 เปอรเซ็นต และแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย  crude enzyme  ของ            
MUG 001-50S-2 มีการหดตัวถึง 2.31 เปอรเซ็นต ซึง่มากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไม
ผานการฟอก คาคัปปานมัเบอรในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมคีาเทากับ 11.17 สวนในเยื่อ
กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาคัปปานมัเบอร เทากับ 6.89 
โดยมีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 เปอรเซ็นต คาความขาวสวาง (brightness) 
ในแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมคีาเทากับ 48.6 เปอรเซ็นต และแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาความขาวสวาง
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เทากับ 51.9 เปอรเซ็นต โดยมีคาเพิ่มข้ึนจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 เปอรเซ็นต เมื่อ
ทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบความตานทานแรงดึง  
(tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ 
MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก โดย
แผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากับ 0.4 N.m2/kg และมีคา 
tensile index เทากับ 0.0166 kN.m/kg  ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษทีผ่านการฟอกดวย 
crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคา tear index เทากับ 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile 
index เทากับ 0.0154 kN.m/kg แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ (bursting strength)  พบ 
วาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 กลับ
มีความแข็งแรงมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกถงึ 51.8 เปอรเซ็นต โดย
แผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคาเทากับ 0.693 kPa. m2/g สวนแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเทากับ 1.052 
kPa. m2/g โดยคาความขาวสวาง    คาตานทานการฉีกขาดของกระดาษ    คาตานทานแรงดึง  และ
คาตานทานแรงดันทะลุมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (ตารางที่ 34-37, ภาคผนวก ง) 
 
9. ขอเสนอแนะ 
 

1. อาจมีการศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมของ MUG001-50S-2   ตอไป 
2. เมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมแลวอาจนํามาทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวย

แอมโมเนยีมซลัเฟตเพื่อใหมคีาแอคติวิตีเพิม่ข้ึน 
3. นําเอนไซมบริสุทธิ์ไปทดลองฟอกเยื่อรวมกับวิธทีางเคมแีลวตรวจสอบสมบัติของ

กระดาษเปรียบเทียบกับกระดาษทีฟ่อกทางเคมีในอุตสาหกรรม 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเขื้อที่ใชในการวิจัย 
 
1. การเตรียมอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝร่ัง   200  กรัม 

 น้ําตาล Dextrose   20  กรัม 
  วุน     20  กรัม 

 น้ํา                    1  ลิตร 
  นํามนัฝร่ังมาปอกเปลือก หัน่เปนชิ้นเลก็ขนาดลูกเตา ตมมันฝร่ังใหสุก แตอยาใหเละ 
กรองเอากากมันฝร่ังออก เอาน้ํามาตมตอ เติมน้าํตาล Dextrose ลงไป จากนัน้คอยๆเติมวุนลงไปอยา
ใหจับเปนกอน ตมใหเดือด นาํ PDA มาใสใน Flask ปดจุกสําลี หุมดวยกระดาษ และนําไปนึง่ฆาเชือ้ 
 
2. การเตรียมอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) 
  มันฝร่ัง   200  กรัม 

 น้ําตาล Dextrose   20  กรัม 
 น้ํา                    1  ลิตร 
 นํามนัฝร่ังมาปอกเปลือก หัน่เปนชิ้นเลก็ขนาดลูกเตา ตมมันฝร่ังใหสุก แตอยาใหเละ 

กรองเอากากมันฝร่ังออก เอาน้ํามาตมตอ เติมน้ําตาล Dextrose ลงไป นาํ PDB มาใสใน Flask ปด
จุกสําลี หุมดวยกระดาษ และนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

3. การเตรียมอาหารสูตร production 1 ลิตร 
Glucose     25   กรัม  Na2CO3      1.12   กรัม 
L-Asparagine       1   กรัม  Fe2(SO4)3      0.2  มิลลิกรัม 
KH2PO4       1   กรัม   ZnSO4       0.2  มิลลิกรัม 
MgSO4 .7H2O       0.5     กรัม  MnSO4       0.2  มิลลิกรัม 
Fumaric acid       1.32  กรัม  Guaiacol      0.4  มิลลิโมล 
  นําสวนผสมทัง้หมดละลายในน้าํกลัน่ ปรับ pH ตามตองการ รินใสใน Flask ที่มีเยือ่
กระดาษ ปดจุกสําลี นําไปนึง่ฆาเชื้อ 
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การตรวจนับจํานวนเซลลโดยใช haemacytometer 
 

Haemacytometer เปนเครื่องมือที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตนํามาประยุกตใชใน 
การนับจาํนวนจุลินทรียและสปอรของเชือ้รา สไลดบริเวณที่มีขีดคิดเปนความลึก 0.1-0.2 มิลลิเมตร 
ชีดที่กําหนดไวนี้ประกอบดวยชองสีเ่หลีย่มจตุรัสใหญ 25 ชอง แตละชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตาราง
มิลลิเมตร ในแตละชองใหญมีขีดแบงออกเปนชองเล็กอีก 16 ชอง แตละชองมีเนื้อที่ 0.05 x 0.05 ตา 
รางมิลลิเมตร ดังนัน้ของเหลวที่บรรจุอยูในชองจะมีปริมาตร 0.00025 ลูกบาศกมิลลิลิตร (0.05 x 
0.05 x 0.1) cover glass ที่ใชจะมีขนาดและความหนาจําเพาะ ตรวจนับโดยใช objective 
กําลังขยาย 20 เทา 
ตัวอยางการคํานวณ 

  สมมติคาเฉลีย่ของจํานวนเซลลตอหนวยชองเล็กเทากบั A เซลล ดงันั้น 
ตัวอยาง 0.00025 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจาํนวนเซลล =  A เซลล 
ตัวอยาง       1       ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลล =      A x 103 เซลล 
              0.00025 
       =     4A x 106    เซลล 
 

การวัดการเจริญของเสนใยบนอาหารแข็ง 
 

  การววัดเสนผานศูนยกลางของเสนใยบนอาหารแข็งใหขีดเสนตรงลงบน petridish 
ดานลางเปน 2 แนว ใหตั้งฉากกนัแลวจงึวดัการเจริญตามแนวเสนที่ขดีไว ดังภาพ 
 

 
 

1 

2 
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ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการเตรียม crude enzyme เพื่อนํามาตรวจวดัหาแอคติวิตีของเอนไซม 
 
1. ฟอกเยื่อกระดาษดวยเชื้อราในอาหารสูตร production ในภาวะที่เหมาะสม 
2. แยก supernatant ออกจากเยื่อกระดาษโดยการบีบค้ัน supernatant  กรองผานผาขาวบางใหได

มากที่สุด 
3. นําสวน supernatant มาปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 25 นาที เพื่อแยกตะกอนออก 
4. รินสวนของสารละลายใสซึ่งเปนสวนของ crude enzyme นาํไปวัดแอคติวิตีของเอนไซม    
 
การตรวจวัดแอคติวิตีเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (วิธีดัดแปลง Tein และ Kirk,  1988) 
 
คาหนวยของเอนไซม MnP ที่แทจริง 

= คาหนวยของเอนไซม MnP – คาหนวยของเอนไซม Lac – คาหนวยเอนไซมของ MIP 
 
การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
  4   mM 2,6 Dimethoxyphenol     50 ไมโครลิตร 

 0.1 M Na Tartrate pH5   650 ไมโครลิตร 
  5   mM MnSO4     100 ไมโครลิตร 

 1   mM H2O2       100 ไมโครลิตร (ใสเปนลําดับสุดทาย) 
  Crude enzyme     100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต โดยเติม 1 mM H2O2 ปริมาตร 0.1  
    มิลลิลิตรเปนลําดับสุดทาย 

 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
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การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส 
 จาก Law of Beer & Lambert 
จาก  A = εbc 
เมื่อ  A   = Absorbance change (คาเปลี่ยนแปลง) To, T1  

(คาการดูดกลนืแสง) 
  ε  = Molar extinction coefficient (M1 cm-1)   
  b = cell length (cm) ความกวางของ cuvett 
  c = absorptivity constant (M) โมลาร 
ตัวอยางการคํานวณ 
 
1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถออกซิไดซ 1 µmol ของ 2,6 DMP ใน 1 นาท ี
แทนคา เมื่อ ε ที่ 470 นาโนเมตรของ 2,6 DMP เปน 496000 M-1 cm-1 

  A = 49600x1xC M-1 cm-1cm min-1 

  C = A /4.96 x 10-4  mol/min/ml 
   = 0.01 A   µmol/min/ml 
แตปฏิกิริยาดําเนนิในควิเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1ml ให  C = 0.02 A   µmol/min/ml 
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml จะให C   = 0.2 A   U/ml 
 
การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
  4   mM 2,6 Dimethoxyphenol    50 ไมโครลิตร 

 0.1 M Na Tartrate pH5  850 ไมโครลิตร 
  Crude enzyme     100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต  
 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
 
การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 
 ใชหลักการเดียวกนักับ การคํานวณคาหนวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม Manganese independent peroxidase 
มีขั้นตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 4   mM 2,6 Dimethoxyphenol   50 ไมโครลิตร 

  0.1 M Na Tartrate pH5 750 ไมโครลิตร 
 1   mM H2O2    100 ไมโครลิตร  

  Crude enzyme   100 ไมโครลิตร 
2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต โดยเติม 1 mM H2O2 ปริมาตร 0.1  
    มิลลิลิตรเปนลําดับสุดทาย 

 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
 
การคํานวณคาหนวยของเอนไซม Manganese independent peroxidase 
 ใชหลักการเดียวกนักับ การคํานวณคาหนวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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ภาคผนวก ค 
 

การทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness) (TAPPI T227 om-94) (TAPPI, 1995) 
   
  การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อทาํใหทราบความแข็งแรงของเยื่อ ใชในการตรวจ 
สอบคุณภาพของเยื่อ มีขัน้ตอนการทดสอบ ดังนี ้

1. ทําการ calibrate เครื่องกอน โดยใชน้าํกลั่นอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 1000 มิลลิลิตร  
เทใสลงในเครื่องวัดการใหน้าํไหลผานเยื่อ โดยปริมาตรน้ําที่ไหลออกมาตองอยูในชวงที่ยอมรับได คอื
ระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ทํา 2 คร้ัง ถาคาที่ไดไมอยูระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ใหนํากระเปาะไป
ลางแลวทําการ calibrate เครื่องใหม  

2. นําเยื่อ 30 กรัมแหง (OD) ที่ไดแชน้ําไวอยางนอย 4 ชั่วโมงมากระจายที่ 2000รอบ ในน้าํ 
กลั่น 2 ลิตร ปรับปริมาตรน้ําเยื่อเปน 10 ลิตร อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส คนน้ําเยื่อกระจายใหทัว่ 
ตวงน้าํเยื่อมา 1000 มิลลิลิตร เทใสลงในเครื่องวัดการใหน้าํไหลผานเยื่อ ทาํ 2 คร้ัง คาที่ไดทัง้ 2 คร้ัง
ตองตางกนัไมเกิน 10 มิลลิลติร  

3. นําเยื่อที่ไดทัง้ 2 คร้ังไปกรองดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 4 นําไปอบที่ 105 องศา 
เซลเซียสแลวชั่งน้าํหนักเยื่อไวเพื่อนาํไปคํานวณคาการใหน้าํไหลผานเยื่อที่แทจริง  
 

การทาํแผนทดสอบมาตรฐาน (handsheets) (TAPPI T205 sp-95) (TAPPI, 1995) 
 

แผนทดสอบมาตรฐานที่นาํมาใชทดสอบสมบัติตางๆ จะมีปริมาณเยือ่ 60 กรัมตอ1 
ตารางเมตร มขีั้นตอนในการเตรียม ดังนี ้

1. นําเยื่อ 8 ลิตรที่เหลือจากการทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อมาปรับปริมาตรเปน 16 ลิตร  
คือใหมีความขนเยื่อเปน 0.15 %consistency  จากความขนเยื่อ 0.3 %consistency   

2. นําเยื่อมาขึน้แผนขนาด 200 ตารางเซนติเมตร ดังนัน้การขึ้นแผนครั้งแรกใหตวงมา 800  
มิลลิลิตร เทลงในเครื่องขึน้แผน ปลอยน้ําออกใหเยื่อกระจายเปนแผน นํากระดาษ (test sheet) ที่ได 
มากด (press) ตามลําดับ ดงันี ้

- แผน plate 
- กระดาษซับ 2 แผน 
- test sheet 
- กระดาษซับ 2 แผน 
- แผน plate 
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3. นําไปรีดดวยเตารีดใหแผนทดสอบแหง แลวนาํไปชั่งน้ําหนัก น้าํหนักที่ไดควรอยู 
ประมาณ 1.2 กรัม นําน้ําหนกัมาคาํนวณกลับวาจะตองตวงน้ําเยื่อมาขึ้นแผนทดสอบมาตรฐาน
ปริมาตรเทาไร และระหวางการขึ้นแผนใหทาํการจับเวลาการระบายน้าํดวย (drainage time)   

4. ขึ้นแผนทดสอบแผนตอไป นาํมากดเหมือนในขอ 2 จากนัน้รีดน้ําออกโดยใชกระดาษ 
ซับและใชแรงกด 345 kPa เปนเวลา 5 นาท ีและ 2 นาท ีจากนัน้นาํแผนทดสอบมาขึงกับตะแกรงวง 
(ring) ซอนทบักันแลวใชตุมน้ําหนกักดทับไว ผ่ึงแผนทดสอบใหแหง แลวจึงนําไปใชทดสอบตอไป 
 

การวัดคาความสวางของเยื่อ (Brightness) (TAPPI T452 om-92.) (TAPPI, 1995) 
 
  ความขาวสวางของเยื่อ (pulp brightness) หมายถงึ คาแฟกเตอรของการสะทอน
แสงของแผนเยื่อหรือกระดาษซึ่งวัดที่ชวงคลื่นแสง 457 นาโนเมตร เปรยีบเทียบกับ MgO หรือ 
perfect reflecting diffuser โดยถือวา MgO หรือ perfect reflecting diffuser มีคา factor การ
สะทอนแสงเปน 100 โดยคาความขาวสวางมีหนวยเปนรอยละ (%)  
 
วิธีวัดคาความขาวสวาง 
 
  เมื่อแผนทดสอบแหงแลวใหนํามาวัดคาความขาวสวางกอน (ไมเกิน 24 ชั่วโมงนับ
จากเวลาที่เร่ิมในการทําแผนทดสอบ)  
1. อานคา working standard ตรงกับ assign value+0.3 
2. วาง test sheet ซอนกันทั้งหมด 10 แผนลงในเครื่อง จากนัน้กดปุมบันทกึคาความขาวสวาง   
3. วัดแผนตอไปโดยยังคงซอนแผนกระดาษทั้งหมดไว 
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การทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ(Tearing strength T414 om-88)       
(TAPPI, 1995) 

 
  การวัดแรงดึงที่กระทําในระนาบเดียวกับกระดาษ กอนเริ่มการวัดจะตองตัดแผน 
กระดาษทั้ง 10 แผน แยกไวเปนสวนๆเพือ่ทดสอบสมบตัิอ่ืน (ภาพที ่ 16) วิธีการทดสอบความตาน 
ทานแรงฉีกขาด มีดังนี ้
 
1. เลือกขนาดของ pendulum 
2. ปรับเสนใหตรง 
3. ใสเข็มช้ี ปรับใหเปน 0  
4. ทําการ calibrate เครื่องใหเปน 0 กอน 
5. ใชกระดาษ 4 แผนวางซอนกนั โดยใชดานที่มีความยาว 6.5 เซนติเมตรมาทดสอบ 
6. ตัดกระดาษนาํกอน 2 เซนติเมตร 
7. ปลอย pendulum ใหเครื่องเหวี่ยงมาตัดกระดาษที่ตัดนําไว 
8. บันทกึคาไปคํานวนหา tear index  
 

การทดสอบความตานทานแรงดันทะลุ (Bursting strength T403 om-91) 
(TAPPI,1995.) 

  
  เปนคาที่บงบอกการยึดเหนีย่วระหวางเสนใยและการยดืตัวของกระดาษ นาํแผน 
กระดาษมาทดสอบที่ละแผนโดยวางใหตรงกับปุม เมือ่กดปุมกระดาษจะทะลุเปนวงรอบ บนัทกึคา
เพื่อนาํไปคํานวณ burst index 
 

การทดสอบความตานทานแรงดึง (Tensile strength T404cm-92) (TAPPI,1995.) 
 
 เปนคาความยาวของกระดาษที่มากพอจนทําใหกระดาษขาดโดยน้ําหนกัของกระดาษเองเมื่อ
แขวนในแนวดิง่ ระยะทดสอบ 10 เซนติเมตร ชวงกระดาษขาดอยูภายใน 10-20 นาที บนัทกึคาเพืน่ํา
ไปคํานวณ tensile index 
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ภาพที ่15   เครื่องทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ 
 
 

 
 
 
ภาพที ่16 เครื่องมือในการทําแผนทดสอบมาตรฐาน 

 



 81

 
 

 
 

ภาพที ่17  เครื่องวัดคาความขาวสวางของเยื่อ 
 
 

 

ภาพที ่18  การตัดกระดาษออกเปน 3 สวนเพื่อนาํไปใชในการทดสอบ 
 
 
 
 
 
 

burst 
6.3 cm 

5.3 cm tensile 
tear 
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การวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ 
 

  คาคัปปานมัเบอรของเยื่อ คือ จํานวนมลิลิลิตรของโปแตสเซียมเปอรมังกาเนตความ
เขมขน 1 นอรมัล ที่ใชไปตอเยื่อ 1 กรัมแหง ภายใตเงือ่นไขที่กําหนด โดยผลลัพธที่ไดจะถูกแปลงให
สมดุลยกับปริมาณ 50 เปอรเซ็นตของ 0.1 นอรมัล โปแตสเซียมเปอรมงักาเนตที่ใชไปในการทดลอง 
 
วิธีวัดคาคัปปานัมเบอร 
1. จากสูตร k = P x f ใหสมมติคา p = 50    f = 1   k = คาคัปปานัมเบอรที่คาดไว 

  w 
2. คํานวณหาน้ําหนกัแหง (OD) ที่ตองใช 
3. ชั่งเยื่อ (AD) มาตีกระจายในน้ํากลัน่จนกระทั่งเยื่อกระจายตัวด ี
4. ใสเยื่อตัวอยางลงในบีกเกอรขนาด 2000 มิลลิลิตร เตมิน้ํากลั่นใหไดปริมาตรรวม 795 มิลลิลิตร 

วางบีกเกอรบน magnetic stirrer และคุมอุณหภูมิใหได 25+2 องศาเซลเซียส 
5. ปเปต 0.1 นอรมัล KmnO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร และ 4 นอรมัล H2SO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร 

เทลงในบีกเกอรพรอมกัน ปลอยใหเกิดปฏกิิริยานาน 10 นาท ี
6. หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 16.6% KI จํานวน 20 มิลลิลิตร 
7. ไตเตรตหาปริมาณไอโอดีนอิสระ (I2) ที่เกิดขึ้นดวย 0.1 นอรมัล Na2S2O3 จะเกดิสารละลายสี

เหลืองออน เตมินําแปง 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสนี้าํเงนิ ไตเตรตตอไปจนสีน้ําเงินจางหายไป
จนไมมีสี บนัทึกปริมาตร 0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปก็จะทราบถงึ 0.1 นอรมัล KMnO4 ที่เหลือ
จากการทาํปฏิกิริยา 

8. นําปริมาตร 0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปมาคํานวณกลับเพื่อหาคา P 
จากสูตร  P =  (b - a) N 
        0.1 

 เมื่อไดคา P แลวจึงคํานวณกลับหาคา k ตอไป 
9. การทาํ blank test 

9.1 เติมน้ํา 800 มลิลิลิตร ลงในบีกเกอร 2000 มิลลิลิตร 
9.2 เติม 0.1 นอรมัล KmnO4 และ 4 นอรมัล H2SO4 อยางละ 100 มิลลิลิตร พรอมกัน 
9.3 เติม 16.6% KI จํานวน 20 มลิลิลิตร 
9.4 ไตเตรตดวย 0.1 นอรมัล Na2S2O3 จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน เตมินําแปง 5 มิลลิลิตร จะ

ไดสารละลายสีน้ําเงิน ไตเตรตตอไปจนสีน้ําเงินจางหายไปจนไมมีส ีบันทกึปริมาตร 0.1 นอร
มัล Na2S2O3  โดยปริมาตรของ 0.1 นอรมลั Na2S2O3 ทีใ่ชควรอยูในชวง 48-52 มิลลิลิตร 
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การ correction เพื่อหาคาคปัปานัมเบอรที่แทจริง 
จากสูตร kappa number =                P x f          .           
           W [1+0.013(25-t)] 
โดยที ่
  P = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 นอรมลั KmnO4 ทีถ่กูใชไปในตัวอยาง  
  b = จํานวนมิลลิลิตร0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปในการทํา blank test 
  a = จํานวนมิลลิลิตร0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปในการทดลองตัว 

อยางเยื่อ 
  N = จํานวนนอรมลัของ Na2S2O3  
  f = คา factor สําหรับแปลงผลลัพธใหสมดุลยกับปริมาณ 50  

เปอรเซ็นต ของ 0.1 นอรมัล KmnO4 ที่เติมลงไปในการทดลอง 
  t = อุณหภูมิระหวางทําการทดลอง (องศาเซลเซียส) 
 

ตารางที่ 14 คา factor (f) สําหรับแปลงผลลัพธของคาคัปปานัมเบอร 
 

f  0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
30 0.958 0.960 0.962 0.964 0.966 0.963 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          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 84

ภาคผนวก ง 
 

ตาราง ANOVA 
 
ตารางที่ 15  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุ 
วันที่ 1 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7              0.89                 0.127           15.006 
ERROR   94              0.797           0.00847   
TOTAL   101              1.687  
Significant at 95% level 
 
ตารางที่ 16  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุ  
วันที่ 2 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7             0.202           0.02879           2.523 
ERROR   47             0.536           0.01141   
TOTAL   54             0.738  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 17  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 
เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุ  
วันที่ 3 
 

 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7            0.141            0.02011           7.076 
ERROR   60            0.170            0.002841   
TOTAL   67            0.311  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 18  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุ  
วันที่ 4 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7               0.08772      0.01253        20.398 
ERROR   32              0.01966        0.0006143 
TOTAL   39  0.107  
Significant at 95% level  

 
ตารางที่ 19  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ทีร่ะดับ pH ตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4           6.556x10-5        1.639x10-5     14.938 
ERROR   25           2.743x10-5        1.097x10-6   
TOTAL   29           9.3x10-5  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 20  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของแลคเคสในเห็ดหลนิจือสายพันธุ  
MUG 001 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH ตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4         3.828x10-6             9.571x10-7        40.967 
ERROR   24         5.607x10-7             2.336x10-8  
TOTAL   28         4.389x10-5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 21  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 
ตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4        8.969x10-5           2.242x10-5       16.933 
ERROR   19        2.516x10-3           1.324x10-6   
TOTAL   23        1.149x10-4  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 22  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุสวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH ตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4         9.402x10-6             2.351x10-6  10.215 
ERROR   23         5.293x10-6             2.301x10-7   
TOTAL   27         1.470x10-5  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 23  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 ที่
อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         7.694 x10-7           2.565 x10-7  5.562 
ERROR   12         5.533 x10-7 4.611 x10-8  
TOTAL   15         1.323x10-6  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 24  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 ที่
อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         2.346 x10-7        7.821 x10-8  7.661 
ERROR   12         1.225 x10-7        1.021 x10-8 
TOTAL   15         3.571 x10-7  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 25  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุ MUG 001 ทีเ่ลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         7.204 x10-7        2.401 x10-7  7 
ERROR   35         1.201 x10-6        3.430 x10-8 
TOTAL   38         1.921 x10-6  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 26  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 
พันธุ สวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         9.281 x10-6             3.094 x10-6 41.412 
ERROR   35         2.615 x10-6   7.470 x10-8 
TOTAL   38         1.190 x10-5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 27  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสตูร production ระดับ pH 3 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3        9.263 x10-9             3.088 x10-9 7.68 
ERROR   12        4.828 x10-9             4.023 x10-10  
TOTAL   15        1.409 x10-8  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 28  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3           1.677 x10-8  5.589 x10-9  17.15 
ERROR   12           3.910 x10-9  3.259 x10-10   
TOTAL   15           2.068 x10-8 
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 29  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 
พันธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3          1.484 x10-6     4.947 x10-7          81.79 
ERROR   12          7.258 x10-8     6.048 x10-9  
TOTAL   15                   1.557 x10-6 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 30  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุ สวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         1.861 x10-6           6.204 x10-7      175.06 
ERROR   12         4.253 x10-8 3.544 x10-9   
TOTAL   15         1.904 x10-6  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 31  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือสายพนัธุเดิมและ
สายพนัธุมิวแตนทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
และแลคเคสขั้นตนสงูกวาสายพนัธุเดิม  

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            0.211               0.211  16.229           
ERROR      8            0.104  1.301 x10-2   
TOTAL      9            0.315  
Significant at 95% level 
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ตารางที่ 32  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุเดิมและสายพันธุมิวแตนท 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            7.605 x10-8  7.605 x10-8 37.70 
ERROR      6            1.210 x10-8  2.017 x10-9   
TOTAL      7            8.815 x10-8 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 33  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือ 

สายพนัธุเดิมและสายพันธุมวิแตนท  
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1         1.575 x10-6      1.575 x10-8  44.09 
ERROR      6         2.144 x10-7      3.573 x10-9   
TOTAL      7         1.790 x10-6   
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 34  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาความขาวสวางของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            54.285            54.285            1118.039 
ERROR   18              0.874            4.855 x10-2     
TOTAL   19            55.159  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 35  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาแรงฉกีขาดของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 
เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            37822.5           37822.5           42.98 
ERROR      8              7040  880   
TOTAL      9            44862.5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 36  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาแรงดนัทะลุของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            2283.384          2283.384 231.329 
ERROR   18              177.673                 9.871     
TOTAL   19            2461.057 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 37  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาการตานทานแรงดึงของกระดาษทีผ่านการฟอก 

ดวยเอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            0.166           0.166  10.725 
ERROR   18            0.278               1.544 x10-2  
TOTAL   19            0.444  
Significant at 95% level  
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ประวัติผูเขียน 
 
  นางสาวนภา จิรมิตตานนท เกิดวนัที ่ 22 กรกฎาคม พ.ศ. 2521 จังหวัดกรุงเทพฯ 
สําเร็จปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาพนัธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวทิยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2542 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาพนัธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2543 สําเร็จการศึกษา
ในปการศึกษา 2546 
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