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ปวีณา ทองเกร็ด : การย่อยสลายทางชีวภาพของพอลไิซคลกิแอโร แมติกไฮโดรคาร์บอนโดยราฟอกขาว
ที่คดัแยกได้ในประเทศไทย. (BIODEGRADATION OF POLYCYCLIC AROMATIC 
HYDROCARBONS BY WHITE-ROT FUNGI  ISOLATED FROM THAILAND) อ. ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลกั : ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พงศ์ธาริน โลห์่ตระกลู, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม :         
รองศาสตราจารย์ ดร.หรรษา ปณุณะพยคัฆ์, 133 หน้า.   
 

การเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาว (white-rot fungi) ในพืน้ที่ 11 จงัหวดั ของประเทศไทย 
สามารถแยกเส้นใยบริสทุธ์ิได้ 20 ไอโซเลต และจดัจ าแนกได้ทัง้ หมด 6 สกลุ 19 ชนิด เมื่อทดสอบความสามารถ
ในการสร้างลกินิโนไลติกเอนไซม์บนอาหารเลีย้งเชือ้กึง่แข็ง  Potato Dextrose Agar (PDA) ที่เติม 2,2-
azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate (ABTS) พบว่า ราทัง้ 20 ไอโซเลตสามารถสร้างแลคเคสได้ เมื่อ
วดัแอกติวิตีเชิงปริมาณ พบว่า Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond. et Sing. KB4 P. coccineus PB1 และ P. 
sanguineus  (L. ex Fr.) Murr. MHS3 สามารถสร้างแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ได้มากที่สดุ โดย มี
แอกติวิตีอยู่ในช่วง 3.61-2.65 และ 0.13-0.03 ยนูิตต่อมิลลลิติรตามล าดบั และพบว่าราทัง้ 20 ไอโซเลต ไม่พบ
การสร้างลกินิน เพอร์ออกซิเดส  ทัง้นี ้P. coccineus KB4 และ P. coccineus PB1 สามารถผลติแลคเคสได้มาก
ที่สดุในช่วง late log phase ถงึ early stationary phase สว่น P. sanguineus MHS3 สามารถผลติแลคเคสได้
มากที่สดุในช่วง early stationary phase เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง Pycnoporus ทัง้ 3  ไอโซเลต P. coccineus 
KB4 สามารถผลติแลคเคสได้มากที่สดุ รวมทัง้สามารถเติบโตบนอาหารที่มีพอลไิซคลกิแอโรแมติกไฮโดรคาร์-  
บอน (PAHs) ได้แก่ anthracene phenanthrene fluoranthene pyrene และ benzo(a)pyrene ได้ดีที่สดุอีกด้วย 
ส าหรับภาวะที่เหมาะสมในการผลติแลคเคส พบว่า P. coccineus KB4 สามารถผลติแลคเคสได้มากที่สดุ  เมื่อ
เลีย้งเป็นเวลา 8 วนั ที่อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ในอาหารสตูร Basal Medium ที่มีกลโูคส 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
เปปโตน 0.25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) และค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเร่ิมต้นที่  5 โดยมีแอกติวิตีของแลคเคสสงูสดุ  

6.120.40 ยนูิตต่อมิลลลิติร จากการศกึษาลกัษณะสมบติัของเอนไซม์หยาบ พบว่า แลคเคสมีการท างานและ
ความเสถียรดีที่สดุที่ความเป็นกรดด่าง 3.5 สว่นแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  มีการท างานและความเสถียรดีที่สดุที่
ความเป็นกรดด่าง 5 อณุหภูมิที่เหมาะสมในการท างานและความเสถียรของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิ -
เดส คืออณุหภูมิห้องหรือ ประมาณ 28 องศาเซลเซียส FeSO4 และ SDS มีผลยบัยัง้การท างานของแลคเคส สว่น 
ZnCl2 และ EDTA มีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  ในขณะที่ MnSO4 จะช่วยเพิ่มการท างาน
ของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เมื่อท าการย่อยสลาย PAHs 5 ชนิด (100 ppm) ด้วยเอนไซม์หยาบ พบว่าแลค-
เคสความเข้มข้น 1 ยนูิตต่อมิลลลิติร สามารถย่อยสลาย pyrene และ anthracene ได้มากที่สดุ ที่ 76.35 และ 
74.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั เมื่อเวลาผ่านไป 2 ชัว่โมง สว่น fluoranthene สามารถย่อยสลายได้มากที่สดุ  ที่ 
84.22 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง และ benzo(a)pyrene และ phenanthrene จะถกูย่อยสลายได้ดี
ขึน้หากมีการเติมเมดิเอเตอร์ (1 mM ABTS) โดยมเีปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 66.25 และ 50.47 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง   
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 Basidiocarp samples of  white-rot fungi collected from 11 provinces in Thailand. Twenty isolates 
were grown to pure cultures.  The collected fungi were identified into 6 genera and 19 species.  The 
abilities to produce ligninolytic enzymes of these fungal isolates were tested using Potato Dextrose Agar 
(PDA) containing 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate (ABTS).  All isolates were found positive 
for laccase.  When quantitatively assayed for ligninolytic enzymes, Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond. et 
Sing. KB4, P. coccineus PB1, and P. sanguineus (L. ex Fr.) Murr. MHS3 showed the highest laccase and 
manganese peroxidase activities in ranges of 3.61-2.65 and 0.13-0.03 U ml-1, respectively, while none of 
these 20 isolates produced lignin peroxidase.  P. coccineus KB4 and P. coccineus PB1 produced 
laccase during late log phase to early stationary phase whereas P. sanguineus MHS3 produced the 
enzyme during early stationary phase.  Among these Pycnoporus isolates, P. coccineus KB4 indicated 
the highest laccase activity and showed the best growth on a medium containing polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs), including anthracene, phenanthrene, fluoranthene, pyrene, and benzo(a)pyrene.  
For optimum condition of laccase production, P. coccineus KB4 gave the best laccase yield (6.12±0.40 
U ml-1) when grown at 28°C for 8 days in Basal Medium containing 2 percent (w/v) glucose and 2.5 
percent (w/v) peptone with initial pH 5.0.  The crude laccase and manganese peroxidase were 
subjected for enzyme characterization.  The optimum pH and stability of laccase were shown at pH 3.5, 
whereas those of manganese peroxidase were shown at pH 5.0.  Both laccase and manganese 
peroxidase had depicted optimum temperature and stability at room temperature (not higher than 28°C).  
FeSO4 and SDS inhibited laccase while ZnCl2 and EDTA inhibited manganese peroxidase.  MnSO4 was 
found to induce activity of manganese peroxidase.  When 5 PAHs (100 ppm each) were degraded by 
crude laccase from P. coccineus KB4 (1 U ml-1), it was found that 76.35 and 75.67 percent of pyrene 
and anthracene were degraded within 2 hours whereas 84.22 percent of fluoranthene were degraded 
within 24 hours.  Benzo(a)pyrene and phenanthrene could be degraded by the enzyme more rapidly 
only when a mediator, 1 mM ABTS, was added to the reaction mixtures with 66.25, and 50.47 percent 
degradation after 24 hours. 
 

Field of Study : ………….Biotechnology…………Student’s Signature..................................................... 
Academic Year : ..................2009….…..…………Advisor’s Signature..................................................... 
 Co-Advisor’s Signature............................................... 
 



 
ฉ 

กิตตกิรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จลลุว่งด้วยดี โดยการอนเุคราะห์จากหลายฝ่าย  ขอกราบ
ขอบพระคณุ ผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร. พงศ์ธาริน โลห์่ตระกลู  อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ เป็น
อย่างสงูท่ีกรุณาให้ความรู้  ค าปรึกษา และแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบบันีใ้ห้สมบรูณ์และถกูต้องย่ิงขึน้  
 ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย์ ดร. หรรษา ปณุณะพยคัฆ์ อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม ท่ี
กรุณาให้ความรู้ค าปรึกษา และตรวจแก้ต้นฉบบัวิทยานิพนธ์ให้ถกูต้องครบถ้วน 
 ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย์ ดร. ปรีดา บญุ -หลง หวัหน้าภาควิชาพฤกษศาสตร์ ท่ี
กรุณาเป็นประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ และตรวจแก้ต้นฉบบัให้สมบรูณ์ 
 ขอขอบพระคณุ  รองศาสตราจารย์ ดร. ศิริรัตน์ เร่งพิพฒัน์ ท่ีกรุณาเป็นกรรมการในการ
สอบวิทยานิพนธ์และตรวจแก้ต้นฉบบัให้สมบรูณ์ 
 ขอขอบพระคณุ  นายอนิวรรต เฉลิมพงษ์  ท่ีกรุณาเป็นกรรมการ (ผู้ทรงคณุวฒุิจาก
ภายนอก) ในการสอบวิทยานิพนธ์และตรวจแก้ต้นฉบบัให้สมบรูณ์ 

ขอขอบพระคณุ หลกัสตูรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ และหน่วยปฏิบตัิการ การ
วิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์  จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 
 ขอขอบคณุ สมาชิกในหน่วยปฏิบตัิการการวิจยัการใช้ ประโยชน์จากชีวมวลพืช บคุลากร
ในหลกัสตูรเทคโนโลยีชีวภาพ และภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ทกุท่าน  
 สดุท้ายนีข้อกราบระลกึถึงพระคณุของบิดา มารดา ผู้วางรากฐานให้โอกาสทางการศกึษา
และญาติพ่ีน้องผู้มีอปุการคณุทกุท่าน  ท่ีให้การสนบัสนนุช่วยเหลือและเป็นก าลงัใจท่ีดี ตลอดมา 
ท าให้งานวิทยานิพนธ์นีส้ าเร็จลลุว่งด้วยดี 

งานวิจยันีไ้ด้รับทนุสนบัสนนุจาก 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั รุ่นท่ี 11 ครัง้ท่ี 1/2553 
(ภาคต้น ปีการศกึษา 2553) บณัฑิตวิทยาลยั จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  
 



 
 

สารบัญ 

 หน้า 

บทคดัย่อภาษาไทย………………………………………………………………………. ง 

บทคดัย่อภาษาองักฤษ.............................................................................................. จ 
กิตติกรรมประกาศ.................................................................................................... ฉ 
สารบญั.................................................................................... ............................... ช 
สารบญัตาราง…………………………………….……..…….………..……….……….. 
สารบญัรูป………………………………………….……..…….………..……….……… 

ญ 
ฎ 

บทท่ี  
1. บทน า………………………………………...….………….…………….……. 
2. เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง…………………..…………………..……....... 
3. วิธีด าเนินการวิจยั…..…………………………………………….………..…… 

   3.1 อปุกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจยั………………………..…………………...……. 
   3.2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั……………………………………………...…… 
   3.3 วิธีด าเนินงานวิจยั…………………………...……………………...…… 

3.3.1 การเก็บตวัอย่างและการจ าแนกชนิดเหด็ราในรากลุม่ราฟอกขาว 
จากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย……………………………………… 

                      3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม…์… 
                      3.3.3 การศกึษาการเติบโตของรา………………………………………... 
                      3.3.4 การศกึษาการเตบิโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs….. 

          3.3.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส……………………... 
                      3.3.6 การเตรียมแลคเคสเพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตั.ิ............................... 
                      3.3.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน..................... 

3.3.8 การจดัท าตวัอย่างแห้งและ culture บริสทุธ์ิเก็บในพิพิธภณัฑ์พืช… 
4. ผลการวิจยั……….………………………………………………...…..……..... 

4.1 การเก็บตวัอย่างและการจ าแนกชนิดเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจาก  
      แหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย………………………………………. 

                      4.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม…์…… 

1 
4 

26 
26 
27 
28 

 
28 
28 
29 
30 
30 
31 
32 
34 
35 

 
35 
60 



 
 

 

ซ 

                      หน้า 
                      4.3 การศกึษาการเติบโตของรา………………………………………….. 

4.4 การศกึษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs…….. 
          4.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส……………………...... 

                      4.6 การเตรียมแลคเคสเพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตั.ิ.................................. 
                      4.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน........................ 

5. การอภิปรายผลการวิจยั........................................................... ...................... 
5.1 การเก็บตวัอย่างและการจ าแนกชนิดเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจาก
แหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย……………………………………………. 

                      5.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม…์…… 
                      5.3 การศกึษาการเติบโตของรา………………………………………….. 
                      5.4 การศกึษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs……. 

5.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส……………………....... 
                      5.6 การเตรียมแลคเคสเพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตั.ิ.................................. 
                      5.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน........................ 

6. สรุปผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ..................................................................... 
6.1 การเก็บตวัอย่างและการจ าแนกชนิดเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจาก
แหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย…………………………………………… 

                      6.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์……… 
                      6.3 การศกึษาการเติบโตของรา………………………………………….. 
                      6.4 การศกึษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs……. 

6.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส……………………....... 
                      6.6 การเตรียมแลคเคสเพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตั.ิ................................... 
                      6.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน........................ 

6.8 ข้อเสนอแนะ………………………………………………………..... 
รายการอ้างอิง…………………………………………….………….………..……….… 
ภาคผนวก…………………………………………….………….………..……….…….. 
       ภาคผนวก ก…………………………………………….………….………..……… 
       ภาคผนวก ข…………………………………………….………….………..……… 
       ภาคผนวก ค…………………………………………….………….………..……… 

64 
64 
68 
76 
86 
89 

 
89 
90 
91 
92 
93 
95 
100 
103 

 
103 
103 
104 
104 
104 
105 
107 
108 
109 
118 
119 
121 
122 



 
 

 

ฌ
 

        หน้า 
       ภาคผนวก ง…………………………………………….………….………..……….

ภาคผนวก จ………………………………………….………….………..………… 
ประวตัิผู้ เขียนวิทยานิพนธ์…………………………………………….………….………. 

123 
126 
133 

 



 
  

 

ญ 

สารบัญตาราง 
 

ตารางท่ี  หน้า 
1 สมบตัิทางกายภาพและเคมีของสารประกอบ PAHs บางชนิด……………… 5 
2 การจดักลุม่ของ PAHs โดย International Agency for Research on 

Cancer ตามผลของการก่อมะเร็งในมนษุย์และสตัว์ทดลอง......................... 
 
7 

3 การปนเปือ้นของ PAHs ในอากาศของทวีปเอเชียระหวา่งปี ค.ศ. 1999-
2004......................................................................................................  

 
10 

4 แบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้…………….. 14 
5 ราบางชนิดท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้…………………….. 17 
6 ราฟอกขาวบางชนิดท่ีสามารถสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ได้………………… 20 
7 คา่ redox potential (Eo) ของแลคเคสท่ีผลิตได้จากราและพืชบางชนิด……. 23 
8 ตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวท่ีเก็บได้จากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย

ในการศกึษานี.้........................................................................................  
 

36 
9 ความสามารถในการสร้างแลคเคสของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งบนอาหาร

สตูร PDA ท่ีมีการเติม ABTS ความเข้มข้น 250 ppm เป็นเวลา 7 วนั ท่ี
อณุหภมูิห้อง…………………………………………………………………. 

 
 
61 

10 แลคเคสแอกติวิตีของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal 
Medium เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง. 

 
62 

11 แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสแอกติวิตีของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งในอาหาร
สตูร Basal Medium เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ี
อณุหภมูิห้อง………………………………………………………………… 

 
 

63 
12 ผลของ PAHs ตอ่การเติบโตของ P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 

และ P. sanguineus MHS3 เมื่อเลีย้งบนอาหารสตูร Basal Medium Agar 
ท่ีมีการเติม PAHs เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง…………………………… 

 
 

66 
13 การตกตะกอนของแลคเคสจาก P. coccineus KB4 ด้วยแอมโมเนียม-

ซลัเฟต………………………………………………………………………... 
 

77 
14 ผลการย่อย PAHs แตล่ะชนิดโดยการใช้แลคเคส…………………………… 126 
15 ผลการย่อย PAHs แตล่ะชนิดโดยการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์……….. 127 

 



 
 

ฎ 

สารบัญรูป 
 
รูปท่ี  หน้า 

1 ไดอะแกรมแสดงโครงสร้างของสารประกอบ PAHs บางชนิด ตวัเลขใน
ไดอะแกรมแสดงต าแหน่งของคาร์บอนในโมเลกลุ……………………………….. 

 
4 

2 วิถีการย่อยสลาย PAHs ในแบคทีเรียและราบางชนิด…………………………… 16 
3 วิถีออกซิเดชนัของลิกนิน เพอร์ออกซิเดส………………………………………… 19 
4 วิถีออกซิเดชนัของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส…………………………………….. 21 
5 วิถีออกซิเดชนัของแลคเคส……………………………………………………….. 21 
6 ไดอะแกรมแสดงโครงสร้างของเมดิเตอร์บางชนิดท่ีช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

กระตุ้นปฏิกิริยาของแลคเคส……………………………………………………... 
 

24 
7 แผนท่ีพืน้ท่ีท่ีท าการเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ไวต์รอตในการศกึษานี…้……….. 35 
8 ลกัษณะเส้นใยเห็ดรากลุม่ราฟอกขาวท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย เมื่อเติบโตอยู่

บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั (A) Ganoderma 
australe NKP2 (B) G. australe NKS4 (C) G. australe PTN3 (D) G. dahlii 
CB24 (E) G. lobatum BK5 (F) G.lobatum RED6 (G) G. lucidum NKP3 (H) 
G. lucidum NRM9 (I) G. lucidum RED2 (J) Microporus xanthopus CB2 
(K) Phellinus pachyphloeus PJK2 (L) Polyporus tenuiculus KB1 (M) 
Pycnoporus coccineus KB4 (N) P. coccineus PB1 (O) P. sanguineus 
MHS3   (P) Schizophyllum commune BK1 (Q) S. commune BK2 (R) S. 
commune CB4 (S) Trametes elegans PJK1 และ (T)  Trametes sp. 
BK3………………………………………………………………………………. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

39 
9 ลกัษณะดอกเห็ดของ Ganoderma australe (Berk.) NKP2 (A) ด้านหน้า (B) 

ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………………. 
 

40 
10 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. australe (Berk.) NKS4 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั 

และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………………............... 
 

41 
11 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. australe (Berk.) PTN3 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั 

และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………………............... 
 

42 
12 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. dahlii (Henn.) Aoshima. CB24 (A) ด้านหน้า (B) 

ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะเส้นใย……………………………………………….. 
 

43 



 
 

ฎ 

รูปท่ี  หน้า 
13 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lobatum (Schw.) Atk BK5. (A) ด้านหน้า (B) 

ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………………. 
 

44 
14 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lobatum (Schw.) Atk. RED6 (A) ด้านหน้า (B) 

ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………………. 
 

45 
15 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NKP3 (A) 

ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………... 
 

46 
16 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NRM9 (A) 

ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………... 
 

47 
17 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. RED2 (A) 

ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………... 
 

48 
18 ลกัษณะดอกเห็ดของ Microporus xanthopus (Fr.) Kuntz. CB2 (A) ด้านหน้า 

(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของเส้นใย....................................................... 
 

49 
19 ลกัษณะดอกเห็ดของ Phellinus pachyphloeus (Quel.) PJK2 (A) ด้านหน้า 

(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………….. 
 

50 
20 ลกัษณะดอกเห็ดของ Polyporus tenuiculus (Beauv.) Fr. KB1 (A) ด้านหน้า 

(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………….. 
 

51 
21 ลกัษณะดอกเห็ดของ Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond. et. Sing. KB4 (A) 

ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………... 
 

52 
22 ลกัษณะดอกเห็ดของ P. coccineus (Fr.) Bond. et. Sing. PB1 (A) ด้านหน้า 

(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………….. 
 

53 
23 ลกัษณะดอกเห็ดของ P. sanguineus (L. ex Fr.) Murr. MHS3 (A) ด้านหน้า 

(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………………….. 
 

54 
24 ลกัษณะดอกเห็ดของ Schizophyllum commune Fr. BK1 (A) ด้านหน้า (B) 

ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของเส้นใย…………………………………………… 
 

55 
25 ลกัษณะดอกเห็ดของ S. commune Fr. BK2 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ 

(C) ลกัษณะของเส้นใย…………………………………………………………… 
 

56 
26 ลกัษณะดอกเห็ดของ S. commune Fr. CB4 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ 

(C) ลกัษณะของเส้นใย…………………………………………………………… 
 

57 
   



 
 

ฎ 

รูปท่ี  หน้า 
27 ลกัษณะดอกเห็ดของ Trametes elegans (Spreng. ex Fr.) Fr. PJK1 (A) 

ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์……………………………... 
 

58 
28 ลกัษณะดอกเห็ดของ Trametes sp. (Fr.) BK3 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ 

(C) ลกัษณะของเส้นใย…………………………………………………………… 
 

59 
29 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ (A) P. coccineus KB4 (B) P. coccineus 

PB1 และ (C) P. sanguineus MHS3 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium 
เป็นเวลา 20 วนั ท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศา-
เซลเซียส………………………………………………………………………….. 

 
 
 

65 
30 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร 

Basal Medium ท่ีมี (A) กลโูคส (B) ฟรุกโตส และ (C) ซูโครส ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน เป็นเวลา 14 วนั เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส...................................................... ......................  

 
 
 

70 
31 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร 

Basal Medium ท่ีมี (A) แอล-แอสพาราจีน (B) เปบโตน และ (C) แอมโมเนียม
ซลัเฟต ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน เป็นเวลา 14 
วนั เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส................................. 

 
 
 

71 
32 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร 

Basal Medium ท่ีมี กลโูคสและเปบโตน เป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน เป็น
เวลา 14 วนั  ท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ (A) 28 องศาเซลเซียส (B) 
30 องศาเซลเซียส (C) 40 องศาเซลเซียส และ (D) 50 องศา-
เซลเซียส………………………………………………………………………….. 

 
 
 
 

72 
33 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร 

Basal Medium ท่ีมี กลโูคสและเปบโตน เป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน เป็น
เวลา 14 วนั ท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีคา่
ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นตา่ง ๆ (A) pH 3 (B) pH 4 (C) pH 5 และ (D) pH 6 
(E) pH 7 (F) pH 8 และ (G) pH 9………………………………………………. 

 
 
 
 

74 
   
  

 
 



 
 

ฎ 

รูปท่ี  หน้า 
34 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของ (A) แลคเคส  และ (B) 

แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เมื่อท าการปรับความเป็นกรดดา่งของ reaction 
mixture ด้วย buffer ตา่ง ๆ คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบั  
แอกติวิตีของ reaction mixture ท่ีบ่มใน 0.1 M glycine HCl buffer pH 3.5  ท่ี
บ่มท่ีอณุหภมูิห้อง….……………………………………………………….......... 

 
 
 
 

80 
35 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของ (A) แลคเคส  และ (B) แมงกานีส เพอร์-

ออกซิเดส เมื่อท าการบ่ม reaction mixture ท่ีความเป็นอณุหภมูิตา่ง ๆ คา่แอก -
ติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของ reaction mixture ท่ีบ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง (ประมาณ 28 องศาเซลเซียส) ……………………………………. 

 
 
 

81 
36 ผลของไอออนตา่ง ๆ ท่ี มีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิ-

เดส เมื่อเติมไอออนลงใน reaction mixture ท่ีความเข้มข้น 10 mM และ 1 
เปอร์เซ็นต์ (ส าหรับ SDS) ก่อนท าการวดัแอกติวิตีตามปกติ คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์
ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัการวดัแอกติวิตีปกติ โดยไมม่ีการเติมไอออน……… 

 
 
 

82 
37 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของ (A) แลคเคส  และ (B) 

แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เมื่อท าการบ่ม reaction mixture ท่ีความเป็นกรดดา่ง
ตา่ง ๆ คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของ reaction 
mixture ท่ีบ่มใน 0.1 M glycine HCl buffer pH 3.5 ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา-
เซลเซียส………………………………………………………………….............    

 
 
 
 

84 
38 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของ (A) แลคเคส และ (B) แมงกานีส เพอร์-

ออกซิเดส   เมื่อท าการบ่ม reaction mixture ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ คา่แอกติวิตี
สมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของ reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส……………………………………………………………………. 

 
 
 

85 
39 ผลของการย่อยสลาย PAHs แตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 100 ppm ด้วย 

แลคเคส ท่ีความเข้มข้น 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และแลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ 
(1mM ABTS) เป็นเวลา (A) 2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง ท่ีความเร็ว 200 รอบ
ตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส…………………………………………… 

 
 
 

88 
40 กราฟมาตรฐานของโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA)…………………… 122 

   
 



 
 

ฎ 

รูปท่ี  หน้า 
41 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย anthracene ความเข้มข้น 100 ppm 

โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 2 
ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการ
ทดลอง…………………………………………………………………………… 

 
 
 
128 

42 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย phenanthrene ความเข้มข้น 100 
ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 
2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการ
ทดลอง…………………………………………………………………………… 

 
 
 
129 

43 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย fluoranthene ความเข้มข้น 100 ppm 
โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 2 
ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการ
ทดลอง…………………………………………………………………………… 

 
 
 
130 

44 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย pyrene ความเข้มข้น 100 ppm โดย
การใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 2 ชัว่โมง 
และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง........ 

 
 
131 

45 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย benzo(a)pyrene ความเข้มข้น 100 
ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 
2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการ
ทดลอง…………………………………………………………………………… 

 
 
 
132 

 



บทที่ 1 
 

บทน า 
 
พอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)  

เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีประกอบด้วยวงเบนซีนตัง้แต ่2 วงขึน้ไป จดัเรียงเป็นเส้นตรง เป็น
มมุ หรือเป็นกลุม่ มีเฉพาะอะตอมของไฮโดรเจน และคาร์บอน สว่นใหญ่ไมล่ะลายน า้  เกิดจากการ
เผาไหม้ท่ีไมส่มบรูณ์ของเชือ้เพลิงและของเสียท่ีเป็นสารอินทรีย์ รวมทัง้เป็นของเสียท่ีเกิดขึน้
ระหวา่งขัน้ตอนการผลิตในอตุสาหกรรม ซึ่งสารเหลา่นีจ้ะคอ่ย ๆ สะสมเพ่ิมปริมาณขึน้ในธรรมชาติ
จนเป็นอนัตรายตอ่สิ่งแวดล้อม โดย PAHs จดัเป็นสารก่อการกลายพนัธุ์และเป็นสารก่อมะเร็งท่ีมี
ผลตอ่ พืช สตัว์ รวมทัง้มนษุย์อีกด้วย  (Juan et al., 2008) PAHs เหลา่นีจ้ะปนเปือ้นในอากาศ 
แหลง่น า้ อาหาร ดิน และดินตะกอน ซึ่งการปนเปือ้นของ PAHs ในประเทศไทยนัน้พบวา่ใน
กรุงเทพมหานคร บริเวณเส้นทางการจราจรมีการปนเปือ้นสารในกลุม่ PAHs อยู่ในช่วงความ
เข้มข้น 7.10–83.04 นาโนกรัมตอ่ตารางเมตร (Ruchirawat et al., 2005) สว่นในแมน่ า้เจ้าพระยา 
พบวา่มีการปนเปือ้นของ PAHs ท่ีความเข้มข้นน้อยกวา่ 5 จนถึง 1,500 นาโนกรัมตอ่ลิตร  เมื่อ
เปรียบเทียบการปนเปือ้นของ PAHs ในประเทศไทยกบัทัว่โลกแล้วถือวา่อยู่ในระดบัปานกลาง 
(Wattayakorn, 2003) อย่างไรก็ดีควรได้มีการก าจดัสาร PAHs ท่ีปนเปือ้นออกไปเพ่ือลดการสะสม
หรือชะลอไมใ่ห้มีปริมาณสงูขึน้ไปกวา่นี ้ทัง้นีก้ารก าจดัสาร PAHs สามารถก าจดัได้โดยใช้วิธีทาง
เคมี เช่น การท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนให้เปลี่ยนแปลงเป็นสารใหมท่ี่มีพิษน้อยลง หรือใช้ วิธีทาง
กายภาพ เช่น การกรอง การเจือจาง การท าให้แห้ง เป็นต้น แตท่ัง้สองวิธีนีม้ีราคาสงูเน่ืองจากต้อง
ใช้เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีซบัซ้อน และยงัมีผลกระทบตอ่สิ่งแวดล้อมอีกด้วย (Canet et al., 1999)   
ดงันัน้จึงได้มีการศกึษาวิธีการย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) ซึ่งวิธีนีจ้ะเป็นการใช้
สิ่งมีชีวิต เช่น พืช แบคทีเรีย สาหร่าย และราในการก าจดั PAHs โดยส าหรับพืชนัน้จะน าสาร 
PAHs เข้าไปและเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ (Kipopoulou et al.,1999) แตจ่ะมีข้อเสียคือ พืชต้องใช้
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตท าให้เห็นผลได้ช้า รวมทัง้พืชจะสามารถย่อยสลายได้เฉพาะ PAHs ท่ี
มีมวลโมเลกลุต ่า ๆ และท่ีความเข้มข้นน้อย ๆ เท่านัน้ (Widdowson et al., 2005) สว่นแบคทีเรีย
และสาหร่ายบางชนิดนัน้สามารถผลิตเอนไซม์ไดออกซีจีเนส (dioxygenase) เพ่ือย่อยสลาย 
PAHs ได้ แตจ่ะไมส่ามารถทนตอ่ PAHs ท่ีปนเปือ้นในสิ่งแวดล้อมได้ โดยเฉพาะท่ีความเข้มข้นสงู 
ๆ นอกจากนีเ้อนไซม์ท่ีสาหร่ายและแบคทีเรียสร้างมกัมีความจ าเพาะเจาะจงสงูตอ่ชนิดของ PAHs 
ท าให้สามารถย่อยสลาย PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุสงูและโครงสร้างซบัซ้อนได้น้อย ราเป็นอีกกลุม่
สิ่งมีชีวิตหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs เน่ืองจากราหลายชนิดสามารถผลิตลิกนิ-
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โนไลติกเอนไซม ์ (liginolytic enzyme) ท่ีสามารถย่อยสลาย PAHs ได้ โดยเฉพาะในกลุม่ราฟอก
ขาว (white-rot fungi) นอกจากนีร้ายงัสามารถทนและเจริญในสิ่งแวดล้อมท่ีมีการปนเปือ้น PAHs 
ได้ดีและสามารถสร้างเส้นใยแทรกเข้าไปในดินและสมัผสักบัสาร PAHs ท่ีปนเปือ้นในดินได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (Field  et al.,  1992) ย่ิงไปกวา่นัน้เอนไซม์ท่ีราสร้างเป็นเอนไซม์ท่ีผลิตออกมา
ภายนอกเซลล์ และยงัสามารถย่อยสลายสารอินทรีย์ท่ีไมล่ะลาย น า้ได้ด้วย (Han et al., 2004) รา
กลุม่ฟอกขาวนัน้สว่นใหญ่อยู่ในคลาส Basidiomycetes ซึ่งสามารถผลิตลิกนิโนไลติกเอนไซม์ท่ีมี
ประสิทธิภาพสงูในการย่อยสลายทางชีวภาพ (Cerniglia., 1997) ลิกนิโนไลติกเอนไซม์นัน้เป็น
เอนไซม์ท่ีผลิตออกมาภายนอกเซลล์ท่ีอยู่ในกลุม่ของออกซิโดรีดกัเทส (extracellular oxido- 
reductase) ซึ่งประกอบไปด้วยเอนไซม์แลคเคส (laccase) และเอนไซม์ เพอร์ออกซิเดส 
(peroxidase) ได้แก่ ลิกนิน  เพอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase) และแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 
(manganese peroxidase)  (Mechichi et al., 2006) 

ในปัจจบุนัมีการศกึษาราในกลุม่ราฟอกขาวเพ่ือใช้ในการย่อยสลายทางชีวภาพของ PAHs 
เน่ืองจากรากลุม่นีม้ีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หลายชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพไมว่า่
จะเป็น phenanthrene anthracene  benzo(a)pyrene  fluoranthene และ pyrene โดยเฉพาะ
อย่างย่ิงราท่ีสามารถผลิตแลคเคสได้ เช่น Trametes versicolor (Han et al., 2004)    
Ganoderma lucidum  และ Coriolus hirsutus (Cho et al., 2002) เป็นต้น ส าหรับในประเทศ-
ไทยมีการรายงานถึงราท่ีสามารถผลิตลิกนิโนไลติกเอนไซม์ได้และน ามาใช้ในการย่อยสลาย PAHs 
ไว้เพียงไมก่ี่ชนิด เช่น Trametes sp. Polyporus sp. Nigroporus sp. (Premjit et al., 2009) และ 
Ganoderma lucidum (Punnapayak et al., 2009) เป็นต้น ประเทศไทยนัน้อยู่ในเขตร้อนชืน้ และ
มีความหลากหลายทางชีวภาพสงู เห็ดราก็เป็นสิ่งมีชีวิตอีกกลุม่หนึ่งท่ีมีความหลากหลายมาก 
ดงันัน้จึงน่าท่ีจะยงัมีเห็ดราอีกหลายชนิดในประเทศไทยท่ียงัไมม่ีการศกึษาทางอนกุรมวิธาน รวม 
ทัง้การน าเห็ดราเหลา่นัน้มาประยกุต์ใช้ในการย่อยสลาย PAHs ด้วย  งานวิทยานิพนธ์นีจ้ึ งมุง่ท า
การคดัแยกและจ าแนกเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย ศกึษาถึง
ความ สามารถในการผลิตลิกนิโนไลติกเอนไซม ์ หาภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตแลคเคสและน า
เอน- ไซม์ท่ีได้ไปประยกุต์ใช้ในการย่อยสลายสารกลุม่ PAHs ตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของงานวจิัย  
เพ่ือศกึษาการย่อยสลายทางชีวภาพของพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนโดยรา 

ฟอกขาวสายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย 
 
ขอบเขตของงานวจิัย 

1. การเก็บตวัอย่างและการจ าแนกชนิดเห็ดราในรากลุม่ราฟอกขาวจากแหลง่ธรรมชาติใน
ประเทศไทย 

2. การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม ์
       3. การศกึษาการเติบโตของรา 
            4. การศกึษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs 

5. การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส 
 6. การเตรียมแลคเคสเพ่ือศกึษาลกัษณะสมบตั ิ
            7. การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ได้เห็ดรากลุม่ราฟอกขาวท่ีสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลายสารพอลิไซคลิกแอ-โร
แมติกไฮโดรคาร์บอนได้ 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 พอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) 
พอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)  

เป็นสารประกอบท่ีประกอบด้วยวงแหวนเบนซีนตัง้แต ่ 2 วงขึน้ไป มีเฉพาะอะตอมของไฮโดรเจน 
และคาร์บอน มีการ จดัเรียงตวัของวงแหวนเบนซีนท่ีเป็นองค์ประกอบได้หลายรูปแบบคือ เป็น
เส้นตรง (linear) เป็นมมุ (angular) หรือเป็นกลุม่ (cluster) PAHs นัน้เป็นสารประกอบไมช่อบ     
น า้ หรือไฮโดรโฟบิค (hydrophobic) จึงมีความสามารถในการละลายน า้ได้ต ่า มกัละลายในตวัท า
ละลายอินทรีย์ ท าให้ PAHs สลายตวัได้ช้าในธรรมชาติ โดยทัว่ไปแล้วสามารถแบ่ง PAHs ได้เป็น 
2 กลุม่คือ 

 2.1.1 กลุม่ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่า จะประกอบด้วยวงแหวนเบนซีน 2-3 วง เป็นสารท่ี
สามารถระเหย ละลาย และถกูย่อยสลายได้ง่าย เช่น acenaphthene fluorene anthracene และ 
phenanthrene เป็นต้น (รูปท่ี1 และตารางท่ี1) 

2.1.2  กลุม่ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงู จะประกอบด้วยวงแหวนเบนซีนตัง้แต ่ 4 วงขีน้ไป เป็น
สารท่ีละลายและถกูย่อยสลายได้ยาก เช่น fluoranthene pyrene chrysene 
benzo(a)anthracene และ benzo(a)pyrene  เป็นต้น (Cerniglia, 1997) (รูปท่ี1 และตารางท่ี1)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 ไดอะแกรมแสดงโครงสร้างของสารประกอบ PAHs บางชนิด ตวัเลขในไดอะแกรมแสดง
ต าแหน่งของคาร์บอนในโมเลกลุ (ท่ีมา: Cerniglia, 1997) 
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ตารางท่ี 1 สมบตัิทางกายภาพและเคมีของสารประกอบ PAHs บางชนิด (Bojes and Pope, 
2007) 
 

ชนิดของ PAHs 
จ านวนวง
แหวนเบนซีน 

น า้หนกัโมเลกลุ 
การละลายในน า้ ความดนัไอ 

(มก./ลิตร) (มม.ปรอท) 

Naphthalene 2 128.17 31 8.89x10-2 

Acenapthylene 3 154.2 16.1 2.90x10-3 

Acenaphthene 3 154.21 3.8 3.75x10-3 

Fluorene 3 166.22 1.9 3.24x10-3 
Anthracene 3 178.23 0.045 2.55x10-5 
Phenanthrene 3 178.23 1.1 6.80x10-4 
Fluoranthene 4 202.26 0.26 8.13x10-6 
Pyrene 4 202.26 0.132 4.25x10-6 
Chrysene 4 228.29 0.0015 7.80x10-9 
Benzo(a)anthracene 4 228.29 0.011 1.54x10-7 

Benzo(b)fluoranthene 5 252.32 0.0015 8.06x10-8 

Benzo(k)fluoranthene 5 252.32 0.0008 9.59x10-11 

Benzo(a)pyrene 5 252.32 0.0038 4.89x10-9 

Benzo(g,h,i)perylene 6 276.34 0.0003 1.00x10-10 

Indeno(1,2,3-cd)pyrene 6 276.34 0.062 1.40x10-110 

Dibenzo(a,h)anthracene 6 278.35 0.0005 2.10x10-11 

 
จากตารางท่ี 1 และรูปท่ี 1 จะเห็นวา่ ความสามารถในการละลายน า้จะขึน้อยู่กบัมวล-

โมเลกลุ และการจดัเรียงวงแหวนเบนซีนในโครงสร้างของ PAHs โดย PAHs ท่ีมีวงเบนซีนตอ่กนั
เป็นเส้นตรงจะสามารถถกูย่อยสลายได้มากกวา่โครงสร้างวงเบนซีนท่ีตอ่กนัเป็นมมุ และ PAHs ท่ี
มีมวลโมเลกลุสงูจะละลายน า้ได้น้อยกวา่ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุต ่าท าให้การย่อยสลายใน 
ธรรมชาติเกิดขึน้ได้ยาก (Bojes and Pope, 2007) 
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2.2 แหล่งก าเนิดของ PAHs 
PAHs นัน้เกิดจากการเผาไหม้ท่ีไมส่มบรูณ์ของเชือ้เพลิงและของเสียจ าพวกสารอินทรีย์ท่ี

เกิดขึน้ระหวา่งขัน้ตอนการผลิตในอตุสาหกรรม หรือเกิดจากปรากฏการณ์ตามธรรมชาต ิโดยทัว่ไป
สามารถแบ่งแหลง่ก าเนิดของ PAHs ได้เป็น 2 ประเภทคือ 

2.2.1 Pyrogenic Source เป็นแหลง่ของ PAHs ท่ีเกิดขึน้จากการกระท าของมนษุย์เป็น
หลกั เช่น การเผาไหม้ท่ีเกิดขึน้ระหวา่งขัน้ตอนการผลิตในอตุสาหกรรม การรั่วไหลของน า้มนั 
ปิโตรเลียมท่ีเกิดขึน้ระหวา่งกระบวนการขนสง่ การเผาสิ่งปฏิกลู การปิง้ ย่าง รมควนัอาหาร รวมทัง้
ควนัไอเสียรถยนต์และควนับหุร่ี เป็นต้น (Saha et al., 2009) 

2.2.2  Petrogenic Source เป็นแหลง่ของ PAHs ท่ีเกิดขึน้เองในธรรมชาติ เช่น การระเบิด
ของภเูขาไฟ และไฟไหม้ป่า เป็นต้น (Saha et al., 2009) 

สว่นใหญ่แล้ว PAHs นัน้เกิดขึน้จากการกระท าของมนษุย์เป็นหลกั ท าให้เกิดการ
แพร่กระจายของ PAHs เข้าสูส่ิ่งแวดล้อม และด้วยคณุสมบตัิของ PAHs นัน้ละลายน า้ได้ยาก ท า 
ให้เมื่อกระจายตวัเข้าสูส่ิ่งแวดล้อมแล้ว มกัถกูดดูซบัโดยดิน หรือรวมตวักบัอนภุาคของฝุ่ นละอองท่ี
ฟุ้ งกระจายอยู่ในอากาศแล้วตกลงมารวมตวักบัดิน และเมื่อไหลลงสูแ่หลง่น า้ จึงเกิดเป็นตะกอน  
สะสมอยู่ตามก้นของแหลง่น า้หรือแมน่ า้ (Ferrarese et al., 2008) สารเหลา่นีจ้ะคอ่ย ๆ สะสมเพ่ิม
ปริมาณขึน้ในธรรมชาติจนเป็นอนัตรายตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อม  
 
2.3 ความเป็นพษิของสารประกอบ PAHs  
 โดยทัว่ไป PAHs เป็นสารท่ีมีความเป็นพิษเฉียบพลนัต ่า ซึ่งแนวโน้มของความเป็นพิษ 
อย่างเฉียบพลนันัน้มกัจะพบในสารประกอบ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุต ่า คือ เกิดการระคายเคือง  
การอกัเสบของผิวหนงัอย่างเฉียบพลนั เช่น anthracene จะท าให้เกิดอาการแสบร้อนและคนั 
pyrene จะท าให้เกิดอาการอกัเสบ บวมแดง บริเวณท่ีสมัผสั เป็นต้น (Hinga, 2003) ส าหรับความ
เป็นพิษเรือ้รังมกัจะพบใน PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุสงู (Ashok et al., 1995) ได้แก่ การเกิดการกลาย
พนัธุ์ (Mutagenesis) การก่อให้เกิดมะเร็ง (Carcinogenesis) และการก่อให้เกิดความผิดปกติของ
ทารกในครรภ์ (Tetatogenesis) เป็นต้น 

ดงันัน้ U.S. Environmental Protection Agency ของประเทศสหรัฐอเมริกา จึงได้
ประกาศให้สารประกอบ PAHs 16 ชนิด (ตารางท่ี 1) เป็นสารพิษท่ีได้รับการเฝ้าระวงัมากกวา่สาร
อ่ืนและต้องก าจดัออกจากสิ่งแวดล้อมอย่างถกูวิธีและเร่งดว่น นอกจากนี ้ International Agency 
for Research on Cancer (IARC) ยงัได้ท าการจดักลุม่ PAHs ตามผลของการก่อมะเร็งในมนษุย์
และสตัว์ทดลองออกเป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่ของ PAHs ท่ีน่าจะก่อมะเร็งในมนษุย์ กลุม่ของ PAHs ท่ี
อาจก่อมะเร็งในมนษุย์ และกลุม่ของ PAHs ท่ีไมก่่อมะเร็งในมนษุย์ (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2 การจดักลุม่ของ PAHs โดย International Agency for Research on Cancer ตามผล
ของการก่อมะเร็งในมนษุย์และสตัว์ทดลอง (IARC, 1999)  
 
กลุม่ 2A กลุม่ของ PAHs ท่ีน่าจะก่อมะเร็งในมนษุย์ (propable carcinogenic to 

humans)  มีทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก ่
 Benzo(a)anthracene 
 Benzo(a)pyrene 
 Dibenzo(a,h)anthracene 
กลุม่ 2B กลุม่ของ PAHs ท่ีอาจก่อมะเร็งในมนษุย์ (possible carcinogenic to 

humans)  มีทัง้หมด 11 ชนิด ได้แก ่ 
Benzo(b)fluoranthene                                Benzo(j)fluoranthene 
Benzo(k)fluoranthene                                Dibenzo(a,e)pyrene 
Dibenzo(a,h)acridine                                 Dibenzo(a,h)pyrene 
Dibenzo(a,j)acridine                                  Dibenzo(a,j)pyrene 
Dibenzo(a,l)pyrene                                    Indeno(1,2,3-cd)pyrene 
Naphthalene 

กลุม่ 3 กลุม่ของ PAHs ท่ีไมจ่ดัอยู่ในกลุม่สารก่อมะเร็งในมนษุย์ (unclassifiable as 
carcinogenic to humans)  มีทัง้หมด 23 ชนิด ได้แก ่ 
Anthracene                                                Benzo(a)fluorene 
Benzo(a)acridine                                       Benzo(c)acridine                                           
Benzo(c)fluorene                                       Benzo(b)fluorene 
Benzo(e)pyrene                                         Benzo(g,h,i)perylene 
Benzo(c)phenanthrene                              Benzo(g,h,i)fluoranthene 
Coronene                                                   Chrysene 
Dibenzo(a,h)acridine                                 Dibenzo(a,c)anthracene 
Cyclopenteno(c,d)pyrene                         Dibenzo(a,e)fluoranthene 
Dibenzo(a)anthracene                               Fluorene 
Fluoranthene                                              Phenanthrene 
Perylene                                                     Triphenylene 
Pyrene                                                         
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2.4 การได้รับ PAHs เข้าสู่ร่างกายมนุษย์ 
2.4.1 การบริโภค 

 ในปัจจบุนัการปนเปือ้น PAHs พบได้ในอาหารหลายชนิด โดยเฉพาะ อาหารประเภท
เนือ้สตัว์ จ าพวกเนือ้ หมแูละไก ่ซึ่งพบอยู่ในช่วง 0.1-1 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม แตเ่มื่อน ามาผา่นการ
ปิง้ ย่าง หรือรมควนั พบวา่มีปริมาณ PAHs เพ่ิมขึน้เป็น 100-500 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม ซึ่งเป็น 
benzo(a)pyrene มากถึง 157 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม เนือ้สตัว์ท่ีพบ PAHs ในปริมาณรองลงมาคือ 
สตัวท์ะเลเน่ืองมาจากการปนเปือ้นของ PAHs ในแหลง่น า้ท่ีสตัว์พวกนีอ้าศยัอยู่ โ ดยมีปริมาณ 
PAHs ประมาณ 0.04-1.5 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม และเมื่อน ามาผา่นการปิง้ ย่าง หรือรมควนั 
พบวา่มีปริมาณ PAHs เพ่ิมขึน้เป็น 1-100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม จะเห็นได้วา่กรรมวิธีประกอบ
อาหารด้วยการปิง้ ย่าง และรมควนัจะเป็นการเพ่ิมปริมาณ PAHs ได้ถึงประมาณ 300 ไมโครกรัม
ตอ่กิโลกรัม ดงันัน้กรรมวิธีประกอบอาหารจึงเป็นปัจจยัส าคญัในการเพ่ิมปริมาณ PAHs 
นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ปริมาณของ benzo(a)pyrene ท่ีมนษุย์บริโภคเข้าไปนัน้อยู่ช่วง 0.05-
0.29 ไมโครกรัมตอ่วนั โดยพบสงูสดุท่ีประเทศเน เธอร์แลนด์คือ 0.42 ไมโครกรัมตอ่วนั ทัง้นีห้าก
ร่างกายยงัได้รับสาร benzo(a)pyrene ตอ่ไปเร่ือย ๆ ก็อาจก่อให้เกิดมะเร็งได้ (Vos et al., 1990) 

2.4.2 การสดูดม หายใจ 
 มนษุย์สามารถได้รับ PAHs จากการสดูดม หายใจรับ PAHs ท่ีแพร่กระจายมาจากไอเสีย
รถยนต์ แก๊สจากโรงงานอตุสาหกรรม รวมทัง้ควนับหุร่ี มีการศกึษาพบวา่ผู้ ท่ีสบูบหุร่ีมากถึง 15-25 
มวนตอ่วนัเป็นเวลานานกวา่ 10 ปี ป่วยเป็นมะเร็งปอดมากกวา่ 50 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งในบหุร่ีนัน้มี
ปริมาณของ benzo(a)pyrene  สงูถึง 20-70 นาโนกรัมตอ่บหุร่ี 1 มวน สารกลุม่นีส้ามารถรบกวน
การท างานของเอนไซมท่ี์มีหน้าท่ีในการซ่อมแซมดีเอน็เอท่ีเสียหายของเซลล์ตา่ง ๆ ในร่างกาย เมื่อ
เอนไซม์ท างานไมไ่ด้กน็ าไปสูก่ารกลายของเซลล์ตา่ง ๆ และกลายเป็นมะเร็งได้ในท่ีสดุ  
(กรมควบคมุมลพิษ, 2541)   

2.4.3 การสมัผสัทางผิวหนงั 
 PAHs สามารถดดูซึมเข้าสูร่่างกายมนษุย์จากการสมัผสักบัสารเคมีได้ เช่น การ ใช้ลกู-
เหมน็ (naphthalene) หรือการใช้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีอนพุนัธ์ของ PAHs เป็นองค์ประกอบ (IARC, 
1983) 
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2.5 การสะสมของ PAHs ในธรรมชาต ิ
ปริมาณการสะสมของ PAHs ในธรรมชาตินัน้มีตวัแปรท่ีส าคญัคือ คา่คร่ึงชีวิต (half-life) 

ของสารประกอบ PAHs แตล่ะชนิด โดยจะขึน้อยู่กบัโครงสร้างของ PAHs นัน้และยงัรวมถึง
ปริมาณท่ีสารนัน้ปนเปือ้นด้วย  เช่น naphthalene ท่ีมีโครงสร้างเป็นวงเบนซีน 2 วง จะมีคา่คร่ึง-
ชีวิตอยู่ท่ีประมาณ 2-3 วนั แตถ้่าเป็น benzo(a)pyrene ท่ีมีโครงสร้างเป็นวงเบนซีน 5 วง จะมีคา่
คร่ึงชีวิตนานถึง 30-300 วนั (Turki, 2009) เป็นต้น ท าให้เมื่อท าการตรวจสอบปริมาณ PAHs ท่ี
ปนเปือ้นอยู่ในสิ่งแวดล้อมมกัจะพบ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุสงูในปริมาณมากกวา่ PAHs ท่ีมีมวล-
โมเลกลุต ่า 

มีรายงานวา่การปนเปือ้นของ PAHs ในประเทศไทยนัน้สว่นใหญ่เกิดจากการเผาไหม้ท่ีไม่
สมบรูณ์ของน า้มนัเชือ้เพลิง ท าให้ PAHs ฟุ้ งกระจายอยู่ในอากาศและไปรวมตวักบัอนภุาคของฝุ่ น
ละออง ในช่วงปี ค.ศ. 1999-2004 พบการสะสมของ  PAHs ในอากาศถึง 1.97-13.5 นาโนกรัมตอ่
ตารางเมตร PAHs เหลา่นีเ้กิดจากควนัไอเสียรถยนตใ์นบริเวณท่ีมกีารจราจรหนาแน่น ซึ่งสาเหตนีุ ้
จดัเป็นสาเหตหุลกัของการปนเปือ้น PAHs ในอากาศทัง้ในประเทศไทยและในทวีปเอเชีย (Chang 
et al., 2006) (ตารางท่ี 3) ส าหรับการปนเปือ้น PAHs ในแหลง่น า้พบวา่ท่ีนิคมอตุสาหกรรมมาบ-
ตาพดุตรวจพบ benzo(a)anthracene benzo(a)pyrene benzo(b)fluranthene benzo(g,h,i) 
perylene dibenzo(a,h)antracene และ indeno(1,2,3-c,d)pyrene ในน า้ทะเล บริเวณริมชายฝ่ัง
ในปริมาณ 0.04 0.04 0.05 0.02 0.01 และ 0.03 ไมโครกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั (กรมควบคมุ
มลพิษ, 2541)  

จากท่ีกลา่วไปแล้วข้างต้นจะเห็นวา่ ประเทศไทยมีการปนเปือ้น PAHs หลายชนิด แต่
อย่างไรก็ดีประเทศไทยยงัไมม่ีการก าหนดมาตรฐานของปริมาณ PAHs เมื่อท าการเปรียบเทียบ
การปนเปือ้นของ PAHs ในประเทศไทยกบัทัว่โลกแล้วถือวา่อยู่ในระดบัปานกลาง (Wattayakorn, 
2003) แตส่ารประกอบกลุม่นีย้งัมีการสะสมเพ่ิมปริมาณสงูขึน้ในสิ่งแวดล้อมอยู่ตลอดเวลา อีกทัง้
ยงัมีการสะสมเพ่ิมขึน้ในสิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในห่วงโซ่อาหารอีกด้วย ดงันัน้จึงควรมีการก าจดัสาร PAHs 
ท่ีปนเปือ้นออกไปเพ่ือลดการสะสมหรือชะลอไมใ่ห้มีปริมาณสงูขึน้ไปกวา่นี ้
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ตารางท่ี 3 การปนเปือ้นของ PAHs ในอากาศของทวีปเอเชียระหวา่งปี ค.ศ. 1999-2004 (Chang 
et al., 2006) 
 

ประเทศ แหลง่ก าเนิดหลกั ชนิด PAHs ท่ีพบมาก 
ปริมาณ PAHs 
(นาโนกรัมตอ่
ตารางเมตร) 

ไทย การประกอบอาหาร benzo(g,h,i)perylene และ 
coronene 

1.97-13.5 
การเผาไหม้ของเชือ้เพลิง และ
ควนัไอเสียรถยนต ์  

มาเลเซีย ควนัไอเสียรถยนต ์ ไมม่ีข้อมลู 10.4 
จีน การประกอบอาหาร PAHs ท่ีมีวงแหวนเบนซีน   

2-3 วง 
17 

ควนัไอเสียรถยนต ์และ
อตุสาหกรรม 

benzo(b)fluoranthene  
pyrene fluoranthene 
chrysene และ 
indenol(1,2,3-cd)pyrene 

3-330 

เกาหล ี การเผาไหม้ของเชือ้เพลิง phenanthrene 11-350 
ควนัไอเสียรถยนต ์ fluorene และ 

acenapthrene  
ญ่ีปุ่ น ควนัไอเสียรถยนต ์ pyrene และ fluoranthene 3.7-154 
ไต้หวนั อตุสาหกรรมและการขนสง่ PAHs ท่ีมีวงแหวนเบนซีน 2-

3 วง 
7.8-1530 

 
2.6 วธีิการก าจัด PAHs ในสิ่งแวดล้อม 

2.6.1 การก าจดัโดยกระบวนการทางกายภาพ (Physical treatments) 
2.6.1.1 การก าจดัโดยการใช้ความร้อนสงู 

  การก าจดั PAHs โดยการเผาท่ีอณุหภมูสิงูกวา่ 1,000 องศาเซลเซียส จะท าให้
สารพิษเสียสภาพและสลายไป แตวิ่ ธีการนีจ้ะท าให้เกิดขีเ้ถ้าและแก๊สพิษออกมาด้วยและจะท าให้
ดินท่ีสารนีป้นเปือ้นอยู่เสียสภาพไปด้วย 

2.6.1.2 การก าจดัโดยการใช้คลื่นไมโครเวฟ 
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  วิธีนีม้กัใช้บ าบดัดินท่ีมีการปนเปือ้น PAHs แตจ่ะท าให้ดินเสียสภาพเน่ืองจาก
คลื่นไมโครเวฟจะไปท าลายจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่ในดนิ 

2.6.1.3 การก าจดัโดยการท าให้เป็นไอ  
  วิธีนีจ้ะเปลี่ยนรูป PAHs ท่ีปนเปือ้นให้กลายเป็นไอแล้วระเหยออกไปจากบริเวณท่ี
ปนเปือ้น หลงัจากนัน้น าไอระเหยท่ีได้ไปบ าบดัตอ่ไป ซึ่งสามารถก าจดัสารพิษได้หลายชนิด แตม่ี
ข้อเสียคือ ต้องใช้อณุหภมูิสงู และเป็นกระบวนการก าจดัท่ีใช้เวลามากกวา่ 2 วิธีท่ีกลา่วข้างต้น 

การก าจดัโดยกระบวนการทางกายภาพเป็นกระบวนการท่ีมีข้อดีคือ ใช้ระยะเวลา
ในการย่อยสลายน้อยและเห็นผลได้อย่างรวดเร็ว แตก่็มีข้อเสียคือ คา่ใช้จ่ายคอ่นข้างสงู เน่ืองจาก
ต้องใช้เคร่ืองมือและอปุกรณ์ตา่งๆ ใน การก าจดั และยงั อาจเกิดผลข้างเคียงกบัสิ่งแวดล้อม เช่น 
ท าลายจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่ในดิน ท าลายสมบตัิท่ีดีของดิน และท าให้เกิดมลพิษทางอากาศ 
(Henner et al., 1997) เป็นต้น 
 

2.6.2 การก าจดัโดยกระบวนการทางเคมี (Chemical treatments)  
 การก าจดั PAHs โดยการใช้สารเคมจีะต้องพิจารณาถึงโครงสร้างและสมบตัิของ PAHs ท่ี
ปนเปือ้น โดยทัว่ไปวิธีการก าจดัทางเคมีแบ่งได้เป็น 2 แบบคือ 

2.6.2.1 การสกดั ( Extraction)  
  วิธีนีเ้ป็นการสกดัด้วยตวัท าละลาย โดยท าการสกดัสาร PAHs ท่ีปนเปือ้นในดิน
ให้ออกมาอยู่ในตวัท าละลาย ตวัท าละลายท่ีนิยมใช้ได้แก่ เอทานอล อะซีโตน 2-โพรพานอล     
เพนทานอล และเอทิลอะซิเตท แตวิ่ธีนีจ้ะมีข้อเสียคือ จะต้องมาก าจดั  PAHs ท่ีอยู่ในตวัท าละลาย
อีกครัง้ ซึ่งเป็นการเสียเวลาและคา่ใช้จ่ายมากขึน้ 

2.6.2.2 การออกซิเดชนั (Oxidation) 
  เป็นวิธีท่ีใช้สารเคมีมาท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสาร PAHs ท่ีปนเปือ้น มกัใช้กบั
ดินท่ีปนเปือ้นโดยสารเคมีท่ีนิยมใช้ได้แก่ 

2.6.2.2.1 ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2)  เป็นสารท่ีใช้กนัอย่าง
กว้างขวางในการก าจดัสาร PAHs ท่ีตกค้าง โดยปกติแล้วจะใช้ท่ีความเข้มข้นประมาณ 3-35 
เปอร์เซ็นต ์ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์นัน้จะเปลี่ยนไปเป็นไฮดรอกซิล แรดิคอล (hydroxyl radical, 
OH) ซึ่งจะเป็นสารท่ีมีความสามารถในการออกซิไดซ์ได้ทัง้สารประกอบพวกอลัเคนและแอโร-   
แมติก แตก่ารใช้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์เพียงอย่างเดียวนัน้ไมส่ามารถก าจดัสารประกอบแอโร-
แมติกได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงได้มีการเติมเฟอร์รัสไอรอน (II) เพ่ือเร่งการเกิดออกซิเดชนัของ
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ให้ดีย่ิงขึน้ โดยเรียกสารละลายผสมนีว้า่ Fenton’s reagent ได้มีการศกึษา
การใช้ Fenton’s reagent  ในการย่อยสลาย PAHs ท่ีปนเปือ้นในดิน พบวา่เป็นวิธีท่ีมี
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ประสิทธิภาพอย่างมาก โดยสามารถย่อยสลาย PAHs ได้มากกวา่ 90 เปอร์เซน็ต ์ (Ferrarese et 
al., 2008) 

2.6.2.2.2 โอโซนออกซิเดชนั (Ozone oxidation) เป็นวิธีการออกซิเดชนั
ท่ีให้ผลเร็วและมีประสิทธิภาพสงูในอตุสาหกรรมเคมแีละเคร่ืองดื่ม ท าให้มีการศกึษาการประยกุต์
วิธีนีใ้นการย่อยสลายสารประกอบ PAHs ท่ีปนเปือ้นอยูใ่นดิน โดยพบวา่ เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพดี
เพราะจะเปลี่ยน PAHs ให้เป็นสารอินเตอร์มีเดียท (Intermediate) ท่ีสามารถละลายได้ในน า้ แต่
การใช้โอโซนออกซิเดชนัเพียงอย่างเดียวไมส่ามารถก าจดั PAHs ได้อย่างสมบรูณ์เน่ืองจาก
จ าเป็นต้องมีการใช้จลุินทรีย์ร่วมด้วย (Mark et al., 2005) 

การก าจดั PAHs โดยกระบวนการทางเคมนีัน้เป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมอย่างมากเน่ือง 
จากเป็นกระบวนการท่ีเห็นผลเร็ว และมีประสิทธิภาพในการก าจดัสงูไมว่า่จะเป็น PAHs ท่ีมีมวล-
โมเลกลุต ่าหรือ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุสงู แตวิ่ธีนี ้ เป็นการใช้สารเคมเีป็นหลกั ดงันัน้ย่อมเกิดการ
ตกค้างของสารเคมีท่ีใช้ก าจดัหลงเหลืออยู่ในธรรมชาต ิ จึงเป็นวิธีท่ีมีผลตอ่สิ่งแวดล้อม และยงั ต้อง
มีการก าจดัสารเคมีท่ีตกค้างนัน้อีกตอ่หนึ่ง คา่ใช้จ่ายท่ีใช้ในการก าจดัจึงมากตามไปด้วย 
 

2.6.3 การย่อยสลายทางชีวภาพ (Bioremediation) 
 เป็นการบ าบดัของเสียและฟืน้ฟสูภาพแวดล้อมโดยวิธีชีวภาพโดยการปรบัเปลี่ยนสารประ- 
กอบอนัตรายให้เป็นสารประกอบท่ีมีความเป็นพิษน้อยท่ีสดุหรือไมม่ีเลย สามารถแบ่งได้เป็น 3 
กลุม่ตามชนิดของสิ่งมีชีวิตท่ีใช้ในการบ าบดั 

2.6.3.1 การใช้พืชในการบ าบดัสารพิษ (Phytoremediation) 
เป็นวิธีท่ีใช้พืชมาบ าบดัสารพิษท่ีมีการปนเปือ้นและตกค้างอยูใ่นสิ่งแวดล้อม ซึ่ง

สามารถประยกุตใ์นการบ าบดัสารพิษทัง้ในรูปสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ท่ีอยู่ในตวักลาง ดิน น า้ 
หรืออากาศ เช่น ไตรไนโตรโทลอีูน (2,4,6-trinitrotoluene) โทลอีูน (toluene) ไตรคลอโรเอทิลีน 
(trichloroethylene) เอทิลเบนซีน (ethylbenzene) ไซลีน (xylene) โลหะหนกั (heavy metals)  
นิวไคลด์กมัมนัตรังสี (radionuclides) รวมทัง้สารประกอบ PAHs พืชจะลดการปนเปือ้นของ
สารพิษเหลา่นีใ้นสิ่งแวดล้อมโดยการเกบ็สะสม ตรึง หรือเปลี่ยนรูป  จากการศกึษาพบวา่มีพืช
หลายชนิดท่ีสามารถใช้ในการบ าบดัสารพิษได้ เช่น  Betula pendula Festuca arundinacea 
Panicum viratum Morus rubra และ Populus sp. เป็นต้น (Cutcheon and Schnoor, 2003) 
ซึ่งกระบวนการท่ีพืชใช้ในการบ าบดันีส้ามารถแบ่งได้เป็น 5 กระบวนการหลกัดงันี ้ (อลิสา วงัใน, 
2553) 

2.6.3.1.1 Phytoaccumulation (phytoextraction) เป็นกระบวนการท่ี
พืชดดูซึมสารพิษเข้าไปเก็บสะสมอยู่ท่ีล าต้น ใบ และยอด 
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2.6.3.1.2 Phytodegradation (phytotransformation) เป็นกระบวนการ
ท่ีพืชดดูซึมสารพิษเข้าไปจากนัน้มีการเปลี่ยนรูปสารและ/หรือมีการย่อยสลายสารพิษนัน้ให้มีความ
เป็นพิษน้อยลง 

2.6.3.1.3 Phytovolatilization เป็นกระบวนการท่ีพืชสามารถเปลี่ยนสาร 
พิษบางชนิดให้เป็นก๊าซและระเหยออกไป 

2.6.3.1.4 Phytostabilization เป็นกระบวนการท่ีพืชเปลี่ยนสารพิษให้อยู่
ในรูปท่ีมคีวามเป็นพิษต ่า และ/หรือละลายน า้ได้น้อยลง ซึ่งเป็นการลดการกระจายตวัของสารพิษ 
เหลา่นีใ้นธรรมชาต ิ

2.6.3.1.5 Plant-assisted bioremediation เป็นการย่อยสลายสารพิษ
ร่วมกนัระหวา่งพืชและจลุินทรีย์ท่ีอาศยัอยู่ท่ีรากพืชเพ่ือให้สารพิษนัน้มีความเป็นพิษน้อยลง 

การใช้พืชในการบ าบดัสารพิษจ าพวก PAHs นัน้ พืชจะท าการดดูซึม PAHs ผา่นทางผนงั-
เซลล์ของรากซึ่งอาจจะมีการย่อยสลาย PAHs ไปแล้วสว่นหนึ่งโดยจลุินทรีย์ท่ีอาศยัร่วมกบัรากพืช 
จากนัน้ PAHs ก็จะถกูล าเลียงขึน้ไปทางไซเลม (Xylem) ของพืชจนถึงใบแล้วเกิดการระเหยออกสู่
อากาศ ในหลายงานวิจยัได้มีการศกึษาการย่อยสลายสารประกอบ PAHs ในดินโดยใช้พืชและ
พบวา่ อตัราการย่อยสลาย PAHs ของพืชนัน้จะแปรผกผนักบัมวลโมเลกลุของ PAHs โดยพืชจะมี
ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุต ่าได้มากกวา่ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุสงู 
(Widdowson et al., 2005) 

จะเห็นได้วา่การใช้พืชในการบ าบดัสารพิษเป็นวิธีท่ีมคีา่ใช้จ่ายในกระบวนการการบ าบดั
คอ่นข้างน้อย สามารถท าได้ง่าย รวมทัง้ไมเ่กิดสารพิษตก ค้างในธรรมชาติเหมือนการใช้สารเคมีใน
การก าจดั แตก่็ยงัมีข้อเสียในเร่ืองของ ระยะเวลาในการบ าบดัท่ีต้องใช้เวลานาน เ พราะต้องใช้เวลา
ให้พืชเติบโตทัง้ยงัไมส่ามารถควบคมุอตัราการบ าบดัสารพิษให้แน่นอนได้ เน่ืองจากพืชจะมีช่วง 
เวลาในการเจริญเติบโตในแตล่ะฤดกูาลไมเ่ท่ากนั และถ้าสารพิษมีปริมาณมากเกินไปจะท าให้พืช
เจริญเติบโตช้าหรือตายได้ รวมทัง้พืชท่ีน ามาใช้ในการบ าบดัสารพิษนัน้จะมีการสะสมของสารพิษ
ตกค้างอยู่ภายในต้นซึ่งเป็นอนัตรายตอ่สตัว์ตา่ง ๆ ในห่วงโซ่อาหารอีกด้วย (อลิสา วงัใน, 2553) 

2.6.3.2 การย่อยสลายโดยการใช้แบคทีเรีย 
  ในวิธีนีแ้บคทีเรียจะใช้ PAHs เป็นแหลง่คาร์บอนและแหลง่พลงังานในการ
เจริญเติบโต ท าให้สาร PAHs ถกูก าจดัอย่างถาวร ซึ่ง PAHs บางชนิดนัน้สามารถถกูย่อยสลายได้
อย่างสมบรูณ์ (mineralization) จนได้คาร์บอนไดออกไซด์ น า้ รวม ทัง้พลงังานในการเจริญเติบโต 
ของแบคทีเรียด้วย มี รายงานวา่ แบคทีเรียมากกวา่ 60 สกลุ สามารถย่อยสลาย PAHs ได้
หลากหลายชนิดอย่างมีประสิทธิภาพ (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 4  แบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้ (Loick et al., 2009) 
 
สารประกอบ PAHs   ชนิดของแบคทีเรีย 
Naphthalene  Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes denitrificans, 

Bacillus cereus, Pseudomonas vesicularis, Rhodococcus 
sp., Sphingomonas paucimobilis และ Streptomyces sp. 

 

Acenaphthylene  Beijerinckia sp., Pseudomonas sp.,  
Pseudomonas aeruginosa และ Sphingomonas sp. 

 

Acenaphthene   Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes paradoxus, 
Beijerinckia sp., Cycloclasticus sp., Coriolopsis gallica, 
Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa และ 
Sphingomonas sp. 

 

Fluorene Arthrobacter sp., Brevibacterium sp., Cycloclasticus sp., 
Mycobacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas saccharophila, 
Rhodococcus sp. และ Staphylococcus auriculans 

Phenanthrene Aeromonas sp., Agmenellum quadruplicatum,  
Arthrobacter polychromogenes, Bacillus sp. 
Beijerinckia sp., Brevibacterium sp. 
Cycloclasticus sp., Flavobacterium sp., Nocardia sp., 
Pseudomonas sp. และ Pseudomonas aeruginosa 

Fluoranthene   Alcaligenes denitrificans, Cycloclasticus sp.,  
Gordonia sp., Mycobacterium sp., Mycobacterium 
austroafricanum, Mycobacterium flavescens, Pasteurella 
sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp. และ 
Sphingomonas paucimobilis 

Pyrene Coriolopsis gallica, Cycloclasticus sp.,  
Mycobacterium sp., Pseudomonas aeruginosa,  
Pseudomonas citronellolis และ Rhodococcus sp.  
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ตารางท่ี 4 (ตอ่) 
  
สารประกอบ PAHs   ชนิดของแบคทีเรีย 
Benz(a)anthracene  Beijerinckia sp. และ Mycobacterium sp. 
 

Chrysene   Gordonia sp., Mycobacterium sp., Rhodococcus sp. และ 
Sphingomonas paucimobilis 

 

Benzo(b)fluoranthene  Sphingomonas paucimobilis 
 

Benzo(a)pyrene  Beijerinckia sp., Coriolopsis gallica, Mycobacterium sp. 
Mycobacterium austroafricanum, Pseudomonas sp. 
Pseudomonas cepacia, Selenastrum capricornutum และ 
Sphingomonas paucimobilis 

 

Dibenzo(a,h)anthracene Pseudomonas cepacia และ Sphingomonas paucimobilis 
 

การย่อยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียนัน้เกิดขึน้ได้ทัง้ในภาวะท่ีมอีอกซิเจนและไมม่ี
ออกซิเจน  ซึ่งกระบวนการการย่อยสลายในภาวะท่ีไมม่อีอกซิเจนนัน้จะเกิดขึน้ได้ช้ามาก และกลไก
การเกิดปฏิกิริยายงัไมเ่ป็นท่ีทราบแน่ชดั (Harayama et al., 1997) ส าหรับการย่อยสลายในภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนนัน้ได้รับการศกึษากนัมาก กระบวนการนีจ้ะเร่ิมโดยแบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์ไดออก-
ซีจีเนส (dioxygenase) ซึ่งจะไปท าปฏิกิริยากบัโครงสร้างของ PAHs เกิดเป็น cis-dihydrodiol 
หลงัจากนัน้จะมีการดงึน า้ออกกลายเป็น catechol ท าให้เกิดการแตกวงได้ 2 แบบ คือ แบบ  ortho 
fission ได้เป็น cis,cis-muconic acid หรือแบบ meta fission ได้เป็น 2-hydroxymuconic- 
semialdehyde ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากวถีิการย่อยทัง้ 2 แบบนีจ้ะเกิดถกูย่อยสลายตอ่ไปและเข้าสูว่ฏั-
จกัรเครบส ์ จนได้คาร์บอนไดออกไซด์และน า้เป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย (รูปท่ี 2) แบคทีเรียสามารถ
ย่อยสลายคาร์บอนท่ีเป็นโครงสร้างหลกัของ PAHs ไปเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ได้ถึง 56-77 
เปอร์เซน็ต์ และกลายเป็นชีวมวลท่ีใช้ในการเติบโต 16-35 เปอร์เซน็ต์ อย่างไรก็ดีการใช้แบคทีเรีย
ในการย่อยสลาย PAHs ก็ยงัมีข้อจ ากดัคือ แบคทีเรียไมส่ามารถทน PAHs ท่ีมีความเป็นพิษสงู ได้ 
(Turki, 2009) 
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2.6.3.3 การย่อยสลายโดยการใช้รา 
การย่อยสลาย PAHs โดยราเกิดจากการท างานของเอนไซม์ท่ีราผลิตและสง่ออก

มาสูส่ิ่งแวดล้อมภายนอกเซลล์ วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสงู  เน่ืองจากราสามารถทนและเติบโตใน
สิ่งแวดล้อมท่ีมีการปนเปือ้น PAHs ได้ดีและโครงสร้างของราท่ีเป็นเส้นใยท าให้สามารถแทรกเข้าไป
ในดินและสมัผสักบัสาร PAHs ท่ีปนเปือ้นในดินได้ดี จึงมีผู้สนใจศกึษาศกัยภาพของราในการย่อย
สลาย PAHs กนัมาก (Cerniglia, 1997) (ตารางท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 วิถีการย่อยสลาย PAHs ในแบคทีเรียและราบางชนิด (ท่ีมา: Cerniglia, 1997) 
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ตารางท่ี 5  ราบางชนิดท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้ (Cerniglia, 1997) 
 
สารประกอบ PAHs ชนิดของรา 

Acenaphthene Cunninghamella elegans 
Anthracene Bjerkandera sp., Cunninghamella elegans, Naematoloma 

frowardii, Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis, 
Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Ramaria sp., 
Rhizoctonia solani และ Trametes versicolor 

Phenanthrene Aspergillus niger, Cunninghamella elegans, Naematoloma 
frowardii, Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete laevis, 
Pleurotus ostreatus, Syncephalastrum racemosum และ  
Trametes versicolor 

Fluoranthene Cunninghamella elegans, Naematoloma frowardii, Laetiporus 
sulphureus, Penicillium sp. และ Pleurotus ostreatus 

Fluorene Cunninghamella elegans, Laetiporus sulphureus, 
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus และ 
Trametes versicolor 

Pyrene Aspergillus niger, Agrocybe aegerita, Candida parapsilopsis, 
Crinipellis maxima, Crinipellis perniciousa, Crinipellis stipitaria, 
Crinipellis zonata, Cunninghamella elegans, Fusarium 
oxysporum, Kuehneromyces mutablis, Marasmiellus ramealis, 
Marasmius rotula, Mucor sp., Naematoloma frowardii, 
Penicillium janczewskii, Penicillium janthinellum, Phanerochaete 
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Syncephalastrum 
racemosum และ Trichoderma harzianum 

Benz(a)anthracene Candida krusei, Cunninghamella elegans, Phanerochaete 
chrysosporium, Phanerochaete laevis, Pleurotus ostreatus, 
Rhodotorula minuta, Syncephalastrum racemosum และ 
 Trametes versicolor 

Chrysene Cunninghamella elegans, Penicillum janthinellum และ 
Syncephalastrum racemosum 
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ตารางท่ี 5  (ตอ่)  
 
สารประกอบ PAHs  ชนิดของรา 
Benzo(a)pyrene Aspergillus ochraceus, Bjerkandera adusta, Bjerkandera sp. 

Candida maltosa, Candida maltosa, Candida tropicalis, 
Chrysosporium pannorum, Cunninghamella elegans, Mortierella 
verrucosa, Naematoloma frowardii, Neurospora crassa, 
Penicillium janczewskii, Penicillium janthinellum, Phanerochaete 
chrysosporium, Phanerochaete laevis, Pleurotus ostreatus,  
Ramaria sp., Saccharomyces cerevisiae, Syncephalastrum 
racemosum, Trametes versicolor, Trichoderma sp. และ 
Trichoderma viride 

Benzo(e)pyrene Cunninghamella elegans 
 

โดยทัว่ไปสามารถแบ่งราท่ีย่อยสลาย PAHs ได้เป็น 2 กลุม่คือ  
2.6.3.3.1 ราท่ีไมส่ามารถย่อยสลายลิกนินได้ (Non-ligninolytic fungi)  
ราในกลุม่นีจ้ะผลิตเอนไซม์ท่ีเรียกวา่ cytochrome P-450 

monooxygenase ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากบัสารประกอบ PAHs ให้เปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ 
dihydrodiols phenols quinones และ dihydrodiol epoxides กลุม่ของผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จาก
ปฏิกิริยาอาจมารวมกนัเกิดเป็นสารประกอบท่ีคล้ายกบัสารในกลุม่ของ glucuronides xylosides 
glucosides และ sulfates และปฏิกิริยาโดยรวมก็สามารถลดความเป็นพิษของสารนีไ้ด้ ในขณะท่ี
บางปฏิกิริยา ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้อาจเกิดเป็นพวก oxidation products ท่ียงัคงมีความเป็นพิษอยู ่
เช่น quinones หรือ dihydrodiol epoxides (Cerniglia, 1997) ราในกลุม่นีม้ข้ีอด้อยคือ เอนไซม์ท่ี
ผลิตได้นัน้อยู่ภายในเซลล์ท าให้ไมส่ามารถย่อยสลาย PAHs ท่ีอยู่ภายนอกเซลล์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  

2.6.3.3.2 ราท่ีสามารถย่อยสลายลิกนินได้ (Ligninolytic fungi)  
โดยเฉพาะราในกลุม่ราฟอกขาว จะผลิตลิกนิโนไลติกเอนไซม ์(liginolytic 

enzymes) ท่ีสามารถย่อยสลาย PAHs และสารอินทรีย์ท่ีไมล่ะลายน า้ได้ โดยจะผลิตเอนไซม ์
เหลา่นีอ้อกมาภายนอกเซลล์ ทัง้นีป้ฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้จะไมจ่ าเพาะเจาะจงกบัโครงสร้างของ PAHs 
ท าให้สามารถย่อยสลาย PAHs ได้หลายชนิดรวมไปถึงชนิดท่ีมีโครงสร้างท่ีซบัซ้อนและมวล-
โมเลกลุสงูด้วย โดย PAHs จะถกูเปลี่ยนไปเป็นสารประกอบจ าพวก quinones จากนัน้
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สารประกอบจ าพวก quinones นี ้ อาจถกูย่อยสลายวงเบนซีนเปลี่ยนโครงสร้างตอ่ไปจนได้
คาร์บอนไดออกไซด ์และน า้เป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย (Cerniglia, 1997) 

   
2.7 ราฟอกขาว 

ราฟอกขาวนัน้สว่นใหญ่อยู่ในคลาส Basidiomycetes ราในกลุม่นีเ้มื่อ เจริญบนไม้ จะท า
ให้ไม้เปลี่ยนสีเป็นสีขาว ซึ่งเป็นผลของการย่อยสลายลิกนินท่ีเป็นองค์ประกอบของไม้ ลิกนินเป็น
พอลิเมอร์ท่ีมีสารพวกฟีนอลิคชนิดตา่ง ๆ เ ป็นองค์ประกอบ ดงันัน้รากลุม่นี จ้ึงมีความสามารถใน
การย่อยสลายสารอ่ืนท่ีมีโครงสร้าง เป็นสารประกอบฟีนอลิคห รือมีวงเบนซีน  คล้ายกบัลิกนินได้
ด้วย โดยอาศยัการท างานของลิกนิโนไลติกเอนไซม์ ท่ีรากลุม่นีผ้ลิตได้  (Cerniglia, 1997) ลิกนิโน- 
ไลติกเอนไซม์เป็นเอนไซม์ท่ีผลิตออกมาภายนอกเซลล์ของรา โดยจดัอยู่ในกลุม่ของเอนไซม์ออกซิ-
โดรีดกัเทส (extracellular oxidoreductase) ซึ่งประกอบไปด้วยเอนไซม์แลคเคส (Laccase) และ
เอนไซม์เพอร์ออกซิเดส (Peroxidase) ได้แก่ ลิกนิน เพอร์ออกซิเดส  (Lignin peroxidase) และ 
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  (Manganese peroxidase) (Mechichi et al., 2006) รากลุม่ รา     
ฟอกขาวสามารถแบ่งออกได้ 3 กลุม่ ตามความสามารถในการสร้างเอนไซม์ดงันี ้

กลุม่ท่ี 1 สามารถสร้างลิกนิน เพอร์ออกซิเดส แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส และแลคเคส 
กลุม่ท่ี 2 สามารถสร้างลิกนิน เพอร์ออกซิเดส และแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  
กลุม่ท่ี 3 สามารถสร้าง แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  และแลคเคส  ซึ่งเป็นกลุม่ท่ีพบ ได้มาก

ท่ีสดุ (Hatakka et al., 2001) (ตารางท่ี 6) 
 
2.7.1 ลิกนิน เพอร์ออกซิเดส (Lignin peroxidase; LiP)  
ลิกนิน เพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ในกลุม่ออกซิโดรีดกัเทส (EC 1.11.1.14) ท่ีสามารถ

ย่อยสลายลิกนินได้ ถกูพบครัง้แรกใน Phanerochaete chrysosporium (Tein and Kirk, 1983) 
โดยโครงสร้างของเอนไซม์มเีฟอร์ริก ฮีม (ferric heme) เป็นองค์ประกอบ เอนไซม์นีส้ามารถย่อย
สารประกอบทัง้พวกฟีนอลและไมใ่ช่ฟีนอลได้ โดยในปฏิกิริยาเร่ิมต้นนัน้ LiP จะถกูออกซิไดซ์โดย
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์ ท าให้สามารถกระตุ้นปฏิกิริยาการย่อยสลายสารประกอบแอโรแมติก
ไฮโดรคาร์บอนได้โดยผา่นการท างานของสารอินเตอร์มิเดียทคือ veratryl alcohol ซึ่ง LiP จะตดั
ตรงบริเวณพนัธะ Cα – C ของวงแหวนแอโรแมติก (Tein and Kirk, 1986) (รูปท่ี 3) 
 
 
 
รูปท่ี 3 วิถีออกซิเดชนัของลิกนิน เพอร์ออกซิเดส (ท่ีมา: Wells et al., 2006) 
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ตารางท่ี 6 ราฟอกขาวบางชนิดท่ีสามารถสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซมไ์ด้ (Eggert et al., 1996) 
 

ชนิดของรา 
ลิกนิน 

เพอร์ออกซิเดส 
แมงกานีส 

เพอร์ออกซิเดส 
แลคเคส 

Bjerkandera sp. - + + 

Bjerkandera adusta + - - 

Ceriporiopsis subvermispora - + + 

Cyathus stercoreus - + + 

Ganoderma colossum - + + 

Ganoderma lucidum - + + 

Ganoderma voleciocum - + + 

Lentinus edodes - + + 

Perenniporia medulla-panis - + - 

Phlebia brevispora + + + 

Phlebia radiata + + + 

Phanerochaete chrysosporium  + + - 

Phanerochaete sordida + + - 

Pleurotus ostreatus + + + 

Pleurotus sapidus + + + 

Pycnoporus cinnabarinus - - + 

Trametes cingulata + + + 

Trametes giggosa + + + 

Trametes hirsatua + + + 

Trametes versicolor + + + 

Trametes villosa - + + 
 
หมายเหต ุ  +    สามารถตรวจพบแอกติวิตีของเอนไซม์ได้ 

- ไมส่ามารถตรวจพบแอกติวิตีของเอนไซม์ได้ 
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2.7.2 แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส (Manganese peroxidase; MnP)  
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เป็นเอนไซม์ในกลุม่ออกซิโดรีดกัเทส (MnP, E.C. 1.11.1.13) ท่ี

มีโครงสร้างคล้ายกบั LiP คือ ประกอบด้วยเฟอร์ริก ฮีม (ferric heme) แต ่MnP นัน้มีไกลโคไปรตีน
เป็นองค์ประกอบด้วย สามารถออกซิไดซ์สารประกอบทัง้พวกฟีนอลและไมใ่ช่ฟีนอลได้ การท างาน
ของเอนไซม์นีจ้ะเกิดขึน้ได้ต้องมแีมงกานีสอิสระเข้ามาช่วยในการเข้าท าปฏิกิริยา โดยเร่ิมจาก 
MnP  จะถกูไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ออกซิไดซ์ หลงัจากนัน้เอนไซม์ MnP ก็จะไปออกซิไดซ์เปลี่ยน 
Mn(II) และให้เป็น Mn(III) โดย Mn (III) ท่ีเกิดขึน้จะท าปฏิกิริยาออกซิไดซ์สารตัง้ต้นท่ีเป็นสาร
ประเภทแอโรแมติกตอ่ไป โดยปฏิกิริยานีจ้ะเกิดอย่างมีประสิทธิภาพมากขึน้หากมีสารพวก 
lactase malonate หรือ oxalate ร่วมท าปฏิกิริยาด้วย (Hammel and Cullen, 2008) (รูปท่ี 4)  

 
รูปท่ี 4   วิถีออกซิเดชนัของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส (Wells et al., 2006)  
 

2.7.3 แลคเคส (Laccase; Lac) 
 แลคเคสเป็นเอนไซมใ์นกลุม่ออกซิเจนออกซิโดรีดกัเทส (benzenediol: oxygenoxido- 
reductase, EC 1.10.3.2) เป็นเอนไซมท่ี์ผลิตออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) โดย
ประกอบด้วยไกลโคโปรตีนท่ีมีโมเลกลุของทองแดง (copper) เป็นองค์ประกอบ เอนไซม์ในกลุม่นี ้
จะใช้โมเลกลุของออกซิเจนในการออกซิไดซ์สารในกลุม่แอโรแมติกได้โดยผา่นปฏิกิริยา radical-
catalysed mechanism โดยมีเมดิเอเตอร์เป็นสารอินเตอร์มิเดียท (Wells et al., 2006) (รูปท่ี 5 ) 

 
รูปท่ี 5 วิถีออกซิเดชนัของแลคเคส (Wells et al., 2006) 
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แลคเคสยงัจดัอยู่ในกลุม่ blue-copper oxidase โดยถกูค้นพบครัง้แรกในยางของต้น 
Rhus vernicifira หรือ Jepanese lacquer ซึ่งเป็นพืชให้น า้มนัชนิดหนึ่งของประเทศญ่ีปุ่ น โดย  
Yoshida ในปีค.ศ. 1883 ตอ่มาพบวา่ เอนไ ซม์แลคเคสนีส้ามารถพบได้ในพืชชนิดอ่ืนรวมทัง้ใน
แมลง แบคทีเรีย และรา โดยในพืชนัน้จะพบมากในวงศ์ Anacardiacea ซึ่งเป็นพืชท่ีมีการผลิตยาง
ท่ีน ามาใช้ในการเคลือบวสัดตุา่ง ๆ สว่นในแมลงมีรายงานวา่พบ Polyphenol oxidase ซึ่งมี
ลกัษณะคล้ายกบัแลคเคส ส าหรับแบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถผลิตแลคเคสได้ ได้แก ่
Axospirillum lipoferum และ Mycobacterum tuberculosis เป็นต้น (Alexander and Zhulin, 
2000) แตผู่้ผลิตแลคเคสท่ีดีท่ีสดุคือ รา โดยพบวา่รากวา่ 60 สายพนัธุ์ ทัง้ท่ีอยู่ในคลาส 
Basidiomycetes Ascomycetes และ Deuteromycetes สามารถผลิตแลคเคสได้ (Alcalde, 
2007) 

 
2.7.3.1 โครงสร้างของแลคเคส 
แลคเคสเป็นเอนไซม์ท่ีมทีองแดง 4 อะตอม เป็นองค์ประกอบ โดยไมม่ีโคแฟก-

เตอร์อ่ืน ในทองแดงทัง้ 4 อะตอมนีจ้ะประกอบไปด้วยบริเวณท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ได้ 3 
ต าแหน่งคือ 

Type I copper center (T1) จะอยู่บริเวณ mononuclear cluster สามารถ
ดดูกลืนแสงในช่วง 600 นาโนเมตร ซึ่งจะให้ สีน า้เงินอมเขียว (greenish-blue color) การดดูกลืน
แสงนัน้เกิดจากพนัธะโควาเลนท์ระหวา่งทองแดงและซีสเทอีน (cysteine) ท าให้สามารถตรวจการ
แสดงผลของ electron paramagnetic spectrum (EPR) ได้ 
  Type II copper center (T2) จะไมส่ามารถดดูกลืนแสงในช่วงท่ีมองเห็นได้ แต่
สามารถตรวจสอบได้โดยการแสดงผลของ EPR 
  Type III copper center (T3) ประกอบไปด้วย Cu+ 2 อะตอม ซึ่งไมส่ามารถ
ตรวจสอบได้โดย EPR แตจ่ะสามารถดดูกลืนแสงในช่วงท่ีมองเห็นได้ท่ีความยาวคลื่น 330 นาโน-
เมตร  
  การท างานของทองแดงทัง้ 3 โครงสร้างนัน้เร่ิมจาก T1 จบัอิเลก็ตรอนท่ีได้จากการ
ออกซิไดซ์สารตัง้ต้นท่ีมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีนอลิคหรือวงแหวนเบนซีน ท าให้วงเบนซีน 
แตกหรือเปลี่ยนโครงสร้างเป็น quinone แล้วมีการสง่ตอ่อิเลก็ตรอนจาก T1 ไปยงับริเวณ T2 และ 
T3 ท่ีรวมกลุม่กนัเป็นโครงสร้างท่ีเรียกวา่ trinuclear copper cluster ท าให้สามารถรีดิวซ์โมเลกลุ
ของออกซิเจนให้กลายเป็นน า้ได้ (Alcalde, 2007)  
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2.7.3.2 ปัจจยัท่ีมีผลตอ่การท างานของแลคเคส 
2.7.3.1 Redox potential (Eo)  

   จากการศกึษา EPR ของ T1 พบวา่ แ ลคเคสท่ีผลิตได้จากสิ่งมีชีวิตตา่ง
ชนิดจะมีคา่ Eo   ตา่งกนั แลคเคสท่ีผลิตได้จากราจะมีคา่ redox potential สงูกวา่แลคเคสท่ีผลิต
ได้จากแบคทีเรียและพืช โดยพบวา่  แลคเคสจากต้น Rhus vernicifira จะมีคา่ Eo ประมาณ 0.4 
โวลต์ ในขณะท่ีแลคเคสท่ีผลิตได้จากราจะมีคา่ Eo อยู่ในช่วง 0.4 ถึง 0.8 โวลต์ (ตารางท่ี 7) ซึ่งการ
ท่ี T1 มีคา่ Eo สงูนัน้จะช่วยให้สามารถออกซิไดซ์สารตัง้ต้นได้หลากหลายขึน้ (Alcalde, 2007) 
 
ตารางท่ี 7 คา่ redox potential (Eo) ของแลคเคสท่ีผลิตได้จากราและพืชบางชนิด (Alcalde, 
2007) 
 

สิ่งมีชีวิตท่ีผลิตแลคเคส  Eo (โวลต์) 

Trametes versicolor  ราในคลาส Basidiomycete 0.79 

Trametes villosa ราในคลาส Basidiomycete  0.79 

Neurospora crassa ราในคลาส Ascomycete 0.78 

Rhizoctonia solani ราในคลาส Deuteromycete 0.71 

Coprinus cinereus ราในคลาส Basidiomycete 0.55 

Scytalidium thermophilum ราในคลาส Basidiomycete 0.51 

Myceliophthora thermophila ราในคลาส Ascomycete  0.47 

Rhus vernicifera พืช 0.43 

Cuburbita pepo พืช 0.34 
 

2.7.3.2 เมดิเอเตอร์ 
จากการท่ีราสามารถผลิตแลคเคสท่ีมีคา่ Eo ท่ีสงูกวา่สิ่งมีชีวิตอ่ืนได้นัน้ 

ท าให้ราสามารถออกซิไดซ์สารตัง้ต้นได้หลากหลายชนิด แตก่็ยงัมีข้อจ ากดั เน่ืองจากแลคเคสไม่
สามารถท่ีจะตดัพนัธะระหวา่งคาร์บอนและไฮโดรเจนท่ีเรียงตวัเป็นเส้นตรงได้ (Wells et al., 2006) 
ท าให้มีการศกึษาถึงการใช้เมดิเอเตอร์เพ่ือช่วยในการสง่ตอ่อิเลก็ตรอนของแลคเคส ท าให้แลคเคส
สามารถตดัพนัธะระหวา่งคาร์บอนและไฮโดรเจนได้ โดยมีเมดิเอเตอร์หลายชนิดท่ีช่วยในการ
ออกซิไดซ์ของแลคเคสให้มีประสิทธิภาพสงูขึน้ เช่น 2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxy 
(TEMPO) 4-hydroxy-TEMPO 4-acetamido-TEMPO 3-carbomoyl-PROXYL  
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1-hydroxybenztriazole (HBT) vilouric acid (VA) และ 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid) (ABTS) เป็นต้น (รูปท่ี 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 6 ไดอะแกรมแสดงโครงสร้างของเมดิเตอร์บางชนิดท่ีช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการกระตุ้น
ปฏิกิริยาของแลคเคส (ท่ีมา: Wells et al., 2006) 
 

2.7.3.3 สารยบัยัง้การท างานของแลคเคส 
   การท างานของแลคเคสสามารถถกูยบัยัง้ได้โดยสารหลายชนิด เช่น      
เอไซด์ (azide) เฮไลด์ (halide) ไซยาไนด์ (cyanide) ไธโอไซยาไนด์ (thiocyanide) ฟลโูอไรด์ 
(fluoride) และ ไฮดรอกไซด์ (hydroxide) เป็นต้น ซึ่งสารเหลา่นีจ้ะไปจบัตรงต าแหน่ง T2 และ T3 
สง่ผลให้เกิดการขดัขวางการสง่ผา่นอิเลก็ตรอน และยบัยัง้แอกติวิตี ของเอนไซม์ สว่น สารประกอบ
โลหะและกรดไขมนับางชนิด จะไปมีผลกบักรดอะมิโน และการเกิด chelation ของทองแดง 
โดยทัว่ไปแลคเคสของราจะมีช่วงความเสถียรอยู่ท่ีคา่ความเป็นกรดดา่ง 3-7 และท่ีอณุหภมูิ 35-80 
องศาเซลเซียส (Alcalde, 2007) 
 
2.8 การใช้รากลุ่มฟอกขาวและลิกนิโนไลติกเอนไซม์ในการย่อยสลาย PAHs  

ในปัจจบุนัมีการศกึษาราในกลุม่ฟอกขาวเพ่ือใช้ในการย่อยสลายทางชีวภาพของ PAHs 
เน่ืองจากรากลุม่นีม้ีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หลายชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดย
สามารถแบ่งรูปแบบการย่อยสลาย PAHs โดยการใช้ลิกนิโนไลติกเอนไซม์ได้เป็น 3 รูปแบบคือ 

2.8.1 การใช้ราท่ีสามารถผลิตลิกนิโนไลติกเอนไซม์ในการย่อยสลาย PAHs  
เป็นการน าเชือ้ราหรือเส้นใยรามาท าการย่อยสลาย PAHs โดยตรง จาก การศกึษาท่ีน า 

Trametes versicolor  มาท าการย่อยสลาย PAHs ในฟลาสก์ โดยการเลีย้งราให้มีการเติบโตก่อน 
แล้วเติม phenanthrene ลงในอาหารท่ีความเข้มข้น 100 ppm พบวา่ T. versicolor  สามารถย่อย
สลาย phenanthrene ได้ถึง 65 เปอร์เซ็นต์ (Han et al., 2004) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ 
Lentinus tigrinus สามารถย่อยสลาย anthracene phenanthrene fluoranthene pyrene 
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benzo(a)anthracene และ benzo(a)pyrene ได้ถึง 91 เปอร์เซ็นต์ (Covino et al., 2001) และยงั
พบวา่ Pleurotus ostreatus สามารถย่อยสลาย catechol phenanthrene pyrene 
benzo(a)pyrene anthracene fluorene ได้อย่างสมบรูณ์ (mineralization) จนเกิดเป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ได้ 0.19-3.0 เปอร์เซ็นต์ (Bezalel et al., 1996) ส าหรับการน าราไปท าการ
ย่อยสลาย PAHs ในดิน พบวา่ Bjerkandera adusta Lentinus triginus และ Irpex lacteus 
สามารถย่อยสลาย phenanthrene fluoranthene pyrene และ chrysene ได้ 35-45 เปอร์เซ็นต์ 
อีกทัง้ยงัพบวา่ราทัง้ 3 ชนิดนี ้ สามารถทนภาวะเคม็ได้ จึงสามารถย่อยสลาย PAHs ท่ีมีการ
ปนเปือ้นในดินบริเวณชายทะลได้อีกด้วย (Valentin et al., 2006) 

2.8.2 การใช้ลิกนิโนไลติกเอนไซม์ในการย่อยสลาย PAHs  
เป็นการน าเอนไซม์มาท าการย่อยสลาย PAHs โดยในช่วงแรกมีการศกึษาการย่อยสลาย 

PAHs โดยใช้ ลิกนิน เพอร์ออกซิเดส  และแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  จาก Phanerochaete 
chrysosponum พบวา่สามารถย่อยสลาย PAHs ได้หลายชนิด เช่น anthracene phenanthrene 
fluorine pyrene benzo(a)pyrene และ benzo(a)anthracene เป็นต้น (Hammel et al., 1986; 
Field et al., 1992; Pickard et al., 1999) ส าหรับการใช้แลคเคสในการย่อยสลาย PAHs พบวา่
แลคเคสท่ีผลิตได้จาก Trametes  versicolor  สามารถย่อยสลาย anthracene และ 
benzo(a)pyrene ได้ (Dodor et al., 2004) สว่นแลคเคสท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิบางสว่นท่ีผลิตได้
จาก Coriolus hirsutus สามารถย่อยสลาย benzo(a)pyrene fluoranthene phenanthrene และ 
pyrene ได้อยู่ในช่วง 10.9-97.2 เปอร์เซ็นต์ แตอ่ย่างไรก็ดกีารใช้แลคเคสบริสทุธ์ิจาก  C. hirsutus 
ไมส่ามารถย่อยสลาย fluoranthene และ pyrene ได้หากไมม่ีการเติมเมดิเอเตอร์ (Cho et al., 
2002) ท าให้มีการศกึษาถึงการใช้เอนไซมแ์ลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ เช่น ABTS และ HBT พบวา่
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายได้ถึง 40 และ 30 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (Han et al., 
2004)   

2.8.3 การใช้เอนไซมรู์ปตรึงในการย่อยสลาย PAHs 
มีรายงานการใช้แลคเคสรูปตรึงในการย่อยสลาย PAHs โดยท าการตรึงแลคเคสกบัสาร

ตวักลางตา่ง ๆ เช่น alginate chitosan chitin และ cellulose เป็นต้น ผลพบวา่ แลคเคสรูปตรึง
จาก Pycnoporus sanguineus สามารถย่อยสลาย anthracene phenanthrene และ pyrene ได้ 
85-93 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 20 วนั ซึ่ง มีประสิทธิภาพดีกวา่การใช้เซลล์ในการย่อยสลาย PAHs 
(Low et al., 2009) และมีการใช้แลคเคสรูปตรึงจาก T. versicolor ร่วมกบั 1mM ABTS จะช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการท างานของแลคเคสท าให้สามารถย่อยสลาย PAHs  ได้สงูขึน้ถึง 80 
เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีย้งัพบวา่ การใช้เอนไซม์ รูปตรึงในการย่อยสลาย PAHs จะช่วยเพ่ิมความ
เสถียรตอ่อณุหภมูิและความเป็นกรดดา่งให้กบัแลคเคสด้วย (Dodor et al., 2004)  



บทที่ 3 
 

วิธีการด าเนินการวิจยั 
 

3.1 อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวจิัย        
อุปกรณ์          บริษัท / ประเทศ 

เคร่ืองเขย่า (Shaker) รุ่น SPL15            Labcon/The Republic of South Africa 
หม้อนึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave)                 Ta Chang Medical Instrument Factory/ Taiwan 
เคร่ืองระเหยภายใต้สญุญากาศแบบหมนุ                              Tokyo Rikakikai Co., LTD/ Japan 
(Rotary Vacuum Evaporator) รุ่น N-N series                  
เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น PP-50    Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่ง รุ่น BL610      Sartorius/ Germany 
เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง รุ่น TC-205                 Denver Instrument Company/ USA 
ตู้ เขี่ยเชือ้แบบ laminar flow รุ่น BV 123              ISSOC/ Thailand 
ตู้อบ (Hot air oven)                                 Binder / USA 
กล้องจลุทรรศน์รุ่น CH 30 RF200                      Olympus/ Japan 
กล้องจลุทรรศน์รุ่น BX-51           Olympus/ Japan 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงรุ่น Rotofix32             Hettich/ Germany 
เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Programmable centrifuge) รุ่น B-22M         IEC/USA 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer) รุ่น 2800                      Unico/USA 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (UV/VIS Spectrophotometer) รุ่น HP 8453                Agilent/USA 
เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography รุ่น Prostar               Varian/ USA
ชดุกรอง Ultrafiltration รุ่น Viva science 250    Sartorius/ Germany 
ถงุไดอะไลซิส รุ่น Cello Sep, MWCO 12,000-14,000       Membrabe Filtration Products/USA 
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3.2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวจิัย          บริษัท / ประเทศ 
กรดไฮโดรคลอริค (HCl)             Schrlau / Spain 
กลโูคส (C6H12 O6)                   Sigma/USA 
คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4 .5H2O)     Carlo Erba Reagent/ Italy 

แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต(CaCl2 .2H2O)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
ซิงค์ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4 .7H2O)           May & Baker/ England  
ซูโครส (C12H22 O11)        Carlo Erba Reagent/ Italy 
ดี แอล-ฟีนิลอะลานีน (C9H11NO2)                                Himedia/India 
ไดคลอโลมีเทน (CH2Cl2)         Ajax Finechem/ Australia 
เบนโซ(เอ)ไพรีน (C20H12)          Sigma/USA 
เปบโตน (Peptone)         Difco/ USA 
โปแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)       Ajax Finechem/ Australia 
ไพรีน (C16H10)         Sigma/USA 
ฟรุกโตส (C6H12 O6)        Sigma/USA 
ฟลโูอแรนทีน (C16H10)                   Sigma/USA 
ฟีแนนทีน (C14H10)        Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4 .7H2O)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O)     Carlo Erba Reagent/ Italy 
แมงกานีสซลัเฟตเตรตตะไฮเดรต (MnSO4.4H2O)         Merck/ Germany 
อะซีโตไนไตรล์ (CH3CN)         Ajax Finechem/ Australia 
อะดีนีน (C5H5N5)                   Across/USA 
แอนทราซีน (C14H10)        Sigma/USA 
แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)          Merck/ Germany 
แอล-แอสพาราจีนโมโนไฮเดรต (C4H10N2O4)        Fluka/Switzerland 
ไอรอน(II)ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4 .7H2O)           May & Baker/ England 
เอบีทีเอส 2,2 -azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (C18H18 N4O6S4)      Sigma/USA 
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3.3 วธีิการด าเนินงานวจิัย 
3.3.1 การเก็บตัวอย่างและการจ าแนกชนิดเหด็ราในกลุ่มราฟอกขาวจากแหล่งธรรมชาติ
ในประเทศไทย 
       3.3.1.1 การเก็บตวัอย่าง  

ท าการเก็บตวัอย่างเห็ดรากลุม่ราฟอกขาวจากจงัหวดัตา่งๆ ในประเทศไทย โดย น า
ตวัอย่างเห็ดราจากสภาพธรรมชาติมาเช็ดผิวดอกเห็ดด้วย 70 เปอร์เซ็นต ์ เอทานอล ใช้มีดตดัชิน้
เนือ้ด้านในเป็นชิน้เลก็ ๆ น ามาวางบนจานเลีย้งเชือ้เส้นผา่นศนูย์กลาง 9 เซนติเมตร ท่ีมีอาหารสตูร 
Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก ) (นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ และปรีชา สวุรรณพินิจ , 
2547) ประมาณ 2-3 วนั จนเส้นใยเจริญออกมาจากชิน้เนือ้เย่ือ เข่ียเส้นใยบริสทุธ์ิท่ีได้ลงในอาหาร
แขง็เอียง เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องหรือท่ี 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้ตอ่ไป ส าหรับการเก็บเชือ้
เป็น stock culture ท าการเก็บเส้นใยในน า้กลัน่ท่ีผา่นการนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว โดยเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส และท าการ subculture ทกุ ๆ  6 เดือน เพ่ือเตรียม stock culture ใหม ่

3.3.1.2 การจ าแนกชนิด 
ท าการจ าแนกชนิดโดยการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาตามวิธีของ อนิวรรต  

เฉลิมพงษ์ (2541) และเปรียบเทียบลกัษณะท่ีตรวจสอบได้กบัรูปวิธานของ Ryvarden และ 
Johansen (1980) และ Gilbertson และ Ryvarden (1987) และเอกสารอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวข้อง  
 
3.3.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ 
 3.3.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซมบ์นอาหารเลีย้งเชือ้
กึ่งแขง็ 
          น าเส้นใยบริสทุธ์ิของราฟอกขาว มาเลีย้งบนอาหารสตูร PDA และบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง เป็น
เวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ใช้ cork borer เส้นผา่นศนูย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเส้นใยท่ี
ขอบโคโลนี น าเส้นใยท่ี เจาะ 1 ชิน้ มาวางลงบนกลางจานเพาะเลีย้งเชือ้เส้นผา่นศนูย์กลาง 9 
เซนติเมตร ท่ีมีอาหารสตูรส าหรับการทดสอบความสามารถในการสร้างแลคเคสและเพอร์ออกซิ-  
เดสคือ อาหารสตูร PDA ท่ีเติม 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS) ความ
เข้มข้น 250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (Chairattanamanokorn et al., 2004) และทดสอบความสามารถใน
การสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  โดยใช้อาหารสตูร PDA ท่ีเติม MnCl2.H2O ความเข้มข้น 0.1 
กรัมตอ่ลิตร (Chairattanamanokorn et al., 2004) ท าการบ่มเป็นเวลา 7 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บ
ผลโดยการวดัอตัราสว่นระหวา่งวงสีและเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี ท าการทดลอง 3 ซ า้ น า   
ข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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3.3.2.2 การวดัแอกติวิตีของเอนไซมเ์ชิงปริมาณ 
 ท าการเลีย้งเห็ดราไอโซเลตท่ีให้ผลบวกของแลคเคสจากข้อ 3.3.2.1 ในอาหารสตูร PDA 
เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ใช้ cork borer เส้นผา่นศนูย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเส้น-
ใยท่ีขอบโคโลนี น าเส้นใยท่ีเจาะ 5 ชิน้ มาเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium (Madhavi and 
Lele, 2006) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 วนั 
ท่ีอณุหภมูิห้อง เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท าการเก็บตวัอย่างทกุ ๆ 2 วนั โดยกรองแยกเส้น-
ใยด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 น าอาหารเหลวท่ีได้มาท าการวดัแอกติวิตีของเอนไซม์
(ภาคผนวก ง) ดงันี ้

แลคเคสตามวิธีของ Madhavi และ Lele (2006) โดย 1 ยนิูตของแลคเคส คือ ปริมาณของ
แลคเคสท่ีสามารถออกซิไดซ์ ABTS 1  ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที (Wolfenden and Willson, 
1982; Childs and Bardsley, 1975) 

แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสตามวิธีของ Watanabe et al. (2001) โดย 1 ยนิูตของแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส คือ ปริมาณของ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ท่ีสามารถออกซิไดซ์ 2,6-
Dimethoxyphenol 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที  

ลิกนิน เพอร์ออกซิเดสตามวิธีของ Tuisel et al. (1990) โดย 1 ยนิูตของลิกนิน เพอร์ออกซิ-
เดสคือ ปริมาณของลิกนิน เพอร์ออกซิเดสท่ีสามารถออกซิไดซ์ Veratryl alcohol 1     ไมโครโมล 
ภายในเวลา 1 นาที 

ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
3.3.3 การศึกษาการเติบโตของรา 

คดัเลือกเห็ดราท่ีมีความสามารถในการผลิตแลคเคสได้มากท่ีสดุจากข้อ 3.3.2.2 มาศกึษา
อตัราการเติบโตและช่วงเวลาของการผลิตแลคเคสโดยเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีอณุหภมูิห้อง เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่
นาที  เป็นเวลา 20 วนั ท าการเก็บตวัอย่างทกุ ๆ 2 วนั เพ่ือวดัน า้หนกัแห้งของเซลล์และวดัแอกติวิต ี
ของแลคเคส โดยกรองแยกเส้นใยด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 แล้วน าอาหารเหลวท่ีได้ไป
วดัเอนไซม์แอกติวิตีด้วยวิธีในข้อ 3.3.2.2 สว่นเส้นใยน าไปอบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียสจนน า้- 
หนกัคงท่ี แล้วน าคา่น า้หนกัแห้งและแอกติวิตีของแลคเคส ท่ีได้มาสร้างกราฟแสดงการเติบโต และ
การสร้างเอนไซมเ์ทียบกบัเวลา ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบน 
มาตรฐาน 
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3.3.4 การศึกษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs 
น าเส้นใยบริสทุธ์ิของราในข้อ 3.3.3 มาเลีย้งบนอาหารสตูร PDA และบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง 

เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ใช้ cork borer เส้นผา่นศนูย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเส้น-
ใยท่ีขอบโคโลนี น าเส้นใยท่ีเจาะ 1 ชิน้ มาวางลงบนกลางจานเพาะเลีย้งเชือ้เส้นผา่นศนูย์กลาง 9 
เซนติเมตร ท่ีมีอาหารสตูร Basal Medium Agar (ภาคผนวก ก ) ท่ีมีการเติม PAHs คือ 
benzo(a)pyrene  pyrene  antracene phenanthrene และ fluoranthene (ละลายใน 
acetonitrile) แตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 10 และ 100 ppm ท าการบ่มเป็นเวลา 7 วนั ท่ี
อณุหภมูิห้อง เก็บผลโดยการวดัเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี โดยชดุควบคมุจะไมม่ีการเติม PAHs 
แตจ่ะเติม acetonotrile ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหา คา่เฉล่ีย 
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน และคา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเติบโตเทียบกบัชดุควบคมุ  

เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเติบโต  = ((T/C)x100)-100 
T  = เส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีของชดุการทดลอง      
       (เซนติเมตร) 
C  = เส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีของชดุควบคมุ  
       (เซนติเมตร)  

 
3.3.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส 

คดัเลือกเชือ้ราท่ีสามารถสร้างแลคเคสได้มากท่ีสดุและทน PAHs ได้ดีจากข้อ 3.3.4 มา
ศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคสโดยปรับองค์ประกอบในสตูรอาหาร Basal Medium ใช้
อาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 150 
รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง โดยมีภาวะของการเลีย้งท่ีท าการปรับในแตล่ะขัน้ตามล าดบัดงันี ้

3.3.5.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม เช่น กลโูคส ซูโครส และ ฟรุกโตส (ท่ีความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต ์(w/v)) 

3.3.5.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม เช่น เปปโตน และแอมโมเนียมซลัเฟต (ท่ีความเข้มข้น 
0.25 เปอร์เซ็นต ์(w/v)) 

3.3.5.3 อณุหภมูิ (ท่ีอณุหภมูิ 28 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส) 
3.3.5.4 ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร (pH 3 4 5 6 7 8 และ 9) 
ท าการเก็บตวัอย่างทกุๆ 2 วนั เพ่ือวดัน า้หนกัแห้งและวดัแอกติวิตีของแลคเคส โดย กรอง 

แยกเส้นใยด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 น าอาหารเหลวท่ีได้ไปวดัแอกติวิตีของแลคเคสด้วย
วิธีในข้อ 3.3.2.2 ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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3.3.6 การเตรียมแลคเคสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัต ิ
3.3.6.1 การเตรียมแลคเคส  
เลีย้งราตามภาวะท่ีได้ในข้อ 3.3.5 แยกสว่นอาหารเหลวมาท าให้มีความเข้มข้นของแลค-

เคสสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั (Ultrafiltration) จากนัน้ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
(Ammonium sulfate precipitation) ท่ีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ก่อนน าไปศกึษาลกัษณะสมบตัิ
ตอ่ไป 

3.3.6.1.1 การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
เลีย้งราตามภาวะท่ีได้ในข้อ 3.3.5 แล้วท าการกรองแยกเส้นใยด้วยกระดาษกรอง 

Whatman No. 1 น าอาหารเหลวท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที 
วดัปริมาตรสว่นอาหารเหลวท่ีแยกได้ แล้ว น ามาท าให้แลคเคสมีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยเคร่ืองอลั-
ตราฟิลเตรชนั  Viva Flow 250 (Sartorius, Germany) โดยการใช้ membrane cut off ท่ี 10,000 
Da ภายใต้ความดนัของก๊าซไนโตรเจน 3 บาร์ ท าการวดัแอกติวิตีของแลคเคสทัง้สว่นท่ีกรองผา่น
และไมผ่า่นเมมเบรนตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 ท าการทดลอง 3 ซ า้ น าข้อมลูท่ี ได้มาหาคา่เฉล่ียและ 
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

3.3.6.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
น าสว่นของเหลวท่ีมีแอกติวิตีของแลคเคสจากข้อ 3.3.6.1.1 มาท าการวดัปริมาตร

เร่ิมต้นแล้วค านวณปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตเร่ิมต้นท่ี 20 เปอร์เซน็ต ์ คอ่ยๆ เติมแอมโมเนียม-
ซลัเฟตลงไป พร้อมทัง้กวนเบาๆ เมื่อแอมโมเนียมซลัเฟตละลายหมดแล้ว ท าการกวนทิง้ไว้เป็นเวลา 
2 ชัว่โมง ในกระบะน า้แขง็ หลงัจากนัน้ท าการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แยกตะกอนโปรตีนออกจากสารละลาย  น าสว่นของเหลวมาท า
การวดัปริมาตร เพ่ือตกตะกอนโปรตีนในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตท่ีสงูขึน้ โดยการ
เติมแอมโมเนียมซลัเฟตให้ได้ความเข้มข้น 40 60 80 และ 100 เปอร์เซน็ต์ตามล าดบั น าสว่น
ตะกอนท่ีได้จากแตล่ะช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตมาละลายใน 0.1 M glycine HCl 
buffer (pH 3.5) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน ามาใสใ่นถงุไดอะไลซิส (Cello Sep, MWCO 12,000-
14,000, Membrabe Filtration Products, Inc., Texas, USA)  ท าการไดอะไลซิสใน  0.1 M 
glycine- HCl buffer (pH 3.5) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนบฟัเฟอร์ทกุ 6 ชัว่โมง เป็น
เวลา 24 ชัว่โมงหรือจนกวา่เกลือในถงุไดอะไลซิสแพร่ออกมาจนหมด จากนัน้น าเอนไซม์แตล่ะสว่น
ท่ีได้มาท าการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 9,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที วดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธี
ของ Lowry (Lowry et al., 1951) โดยใช้ Bovine Serum Albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน 
และท าการวดัแอกติวิตีของเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 3.3.2.2  
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3.3.6.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของเอนไซม์หยาบ 
  3.6.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่ง ท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 

ท าการวดัแอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 แตป่รับ pH ของ reaction mixture ให้
เป็น pH 3 4 5 6 7 8 และ 9 โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ตา่งๆ ได้แก่ 0.1 M glycine HCl buffer (pH 
3-4) 0.1 M tartrate buffer (pH 4-6)      0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6-8) และ 0.1 M  
glycine sodium hydroxide buffer (pH 8-9)  

3.3.6.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส 

ท าการวดัแอกติวีตีตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 แตบ่่ม reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ 28 
(อณุหภมูิห้อง) 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส  

3.3.6.2.3 การศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส  

เติม CuSO4 MnSO4 MgSO4 ZnCl2 CaCl2  FeSO4 NaCl และ EDTA ใน 
reaction mixture จนได้ความเข้มข้นสดุท้าย 10 mM และ เติม SDS จนได้ความเข้มข้นสดุท้าย 1 
เปอร์เซ็นต ์(w/v) ก่อนท าการวดัแอกติวิตตีามวิธีในข้อ 3.3.2.2 
  3.3.6.2.4 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่ง ท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคส
และแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  

น าเอนไซม์ท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.3.6.1.2 ไปบ่มในบฟัเฟอร์ตา่งๆ ตามข้อ 6.2.1 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน ามาวดัคา่แอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 ในภาวะปกติ 

3.3.6.2.5 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกา- 
นีส เพอร์ออกซิเดส  

น าเอนไซม์ท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.3.6.1.2 ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 4 28 30 40 50 และ 60 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน ามาวดัคา่แอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.3.2.2 ในภาวะปกติ 

ท าการทดลอง 3 ซ า้และน าข้อมลูท่ีได้มาหาคา่เฉล่ียและสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
3.3.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
 3.3.7.1 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 

3.3.7.1.1 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคส 
เตรียม stock solution ของ PAHs 5 ชนิด ได้แก่ benzo(a)pyrene  pyrene  

antracene phenanthrene และ fluoranthene โดยละลายใน acetonitrile ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย



 
33 

ของ PAHs แตล่ะชนิดคือ 1000 ppm  ท าการย่อยสลาย PAHs โดยการเติม PAHs แตล่ะชนิดท่ี
ความเข้มข้นสดุท้าย 100 ppm ใน 0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.0) ปริมาตร 0.67 
มิลลิลิตร จากนัน้เติมแลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรของ 
Reaction mixture ทัง้หมดเป็น 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอณุหภมูิห้องในท่ีมืดและเขย่าท่ีความเร็ว 
200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ส าหรับชดุควบคมุจะเติม 0.1 M sodium 
acetate buffer (pH 5.0) แทนเอนไซม ์ท าการทดลองอย่างน้อย 2 ซ า้เพ่ือหาคา่เฉล่ียและช่วงพิสยั 

3.3.7.1.2 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ 
(mediator) 

ท าการย่อยสลาย PAHs ตามภาวะในข้อ 3.3.7.1.1 โดยมีการเติมเมดิเอเตอร์ 
ABTS ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1mM ส าหรับชดุควบคมุจะเติม 0.1 M sodium acetate buffer (pH 
5.0) แทนเอนไซม ์ท าการทดลองอย่างน้อย 2 ซ า้เพ่ือหาคา่เฉล่ียและช่วงพิสยั 

3.3.7.2 การตรวจสอบการย่อยสลาย PAHs 
3.3.7.2.1 การสกดัแยก PAHs (Cho et al., 2002) 
น าสารละลายท่ีผา่นการบ่มมาท าการสกดัแยกเอาสว่นของ PAHs โดยการเติม 

dichloromethane ตอ่ reaction mixture ในอตัราสว่น 2 ตอ่ 1 เขย่าให้เข้ากนัดีแล้วทิง้ไว้จนเกิด
การแยกชัน้ จากนัน้จึงน าไปใสก่รวยแยกเพ่ือเก็บของเหลวสว่นลา่ง น าของเหลวสว่นบนมาท าการ
สกดัซ า้อีกครัง้ หลงัจากนัน้น าของเหลวสว่นลา่งท่ีเก็บได้ทัง้หมดมาท าการระเหย dichlorome- 
thane ออกด้วยเคร่ืองระเหยภายใต้สญุญากาศแบบหมนุ (Rotary Vacuum Evaporator) ละลาย
ตะกอน PAHs ด้วย acetonitrile ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

3.3.7.2.2 การตรวจสอบการย่อยสลาย PAHs (Cho et al., 2002)  
ท าการตรวจสอบการย่อยสลาย PAHs ด้วยเคร่ือง High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 reverse phase ความยาว 150 มิลลิเมตร 
ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร โดยมี acetonitrile และน า้เป็นเฟสเคลื่อนท่ีอตัราสว่น 70 
ตอ่ 30 ตามล าดบั ใช้ตวัตรวจวดัแบบ UV ท่ีความยาวคลื่น 295 250 236 235 และ 225 นาโนเมตร 
ส าหรับ benzo(a)pyrene  phenanthrene pyrene  fluoranthene และ antracene ตามล าดบั 
โดยปรับให้มีอตัราการชะเท่ากบั 1 มิลลิลิตรตอ่นาที น าคา่พืน้ท่ีใต้กราฟมาค านวณหาเปอร์เซน็ต์
การย่อยสลายของ PAHs โดยเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ  

การค านวณหาเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย PAHs 
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย = ((T/C)x100)-100 

           T  = พืน้ท่ีใต้กราฟของชดุการทดลอง (mAU*s) 
           C  = พืน้ท่ีใต้กราฟของชดุควบคมุ (mAU*s)  
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3.3.8   การจัดท าตัวอย่างแห้งและ culture บริสุทธิ์เก็บในพพิธิภัณฑ์พืช 
 ท าการจดัท าตวัอย่างแห้ง โดยน าดอกเห็ดท่ีได้จากการเก็บตวัอย่างและผา่นการจ าแนก
ชนิดแล้ว มาอบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั หรือจนกวา่ดอกเห็ดแห้ง จดัเก็บ
ตวัอย่างแห้งใสถ่งุหรือกลอ่งพลาสติก ท่ีมีลกูเหมน็ 1-2 เมด็ เพ่ือป้องกนัการท าลายจากแมลง 
บนัทึก specimen หลงัจากนัน้ท าการเก็บตวัอย่างในพิพิธภณัฑ์พืช 
 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจยั 
 
4.1 การเก็บตัวอย่างและการจ าแนกชนิดเหด็ราในกลุ่มราฟอกขาวจากแหล่งธรรมชาติใน
ประเทศไทย 
 4.1.1 การเก็บตวัอย่าง 
 จากการส ารวจเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย 
ช่วงเดือนกมุภาพนัธ์ - ธนัวาคม พ.ศ.2551 ในพืน้ท่ี 14 จงัหวดั (รูปท่ี 7) คือ แมฮ่่องสอน น่าน ตาก
กรุงเทพฯ นครปฐม ปทมุธานี นครราชสีมา ร้อยเอด็ อดุรธานี ชลบรีุ กาญจนบรีุ เพชรบรีุ 
ประจวบคีรีขนัธ์ และ นครศรีธรรมราช การเก็บตวัอย่างจะเลือกรากลุม่ราฟอกขาวท่ีมีลกัษณะเป็น
ดอกเห็ดและเจริญขึน้มาบนไม้ผ ุตอไม้ หรือต้นไม้ จากการ เก็บตวัอย่างได้ตวัอย่างดอกเห็ดจ านวน 
101 ตวัอย่าง ซึ่งสามารถแยกเส้นใยบริสทุธ์ิได้ทัง้หมด 20 ไอโซเลต จาก 11 จงัหวดั คือ 
แมฮ่่องสอน 1 ตวัอย่าง กรุงเทพฯ 4 ตวัอย่าง นครปฐม 2 ตวัอย่าง ปทมุธานี 1 ตวัอย่าง 
นครราชสีมา 1 ตวัอย่าง ร้อยเอด็ 2 ตวัอย่าง ชลบรีุ 3 ตวัอย่าง กาญจนบรีุ 2 ตวัอย่าง เพชรบรีุ 1 
ตวัอย่าง ประจวบคีรีขนัธ์ 2 ตวัอย่าง และ นครศรีธรรมราช 1 ตวัอย่าง (ตารางท่ี 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7 แผนท่ีพืน้ท่ีท่ีท าการเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวในการศกึษานี ้ 
(แผนท่ีดดัแปลงจาก http:// www.nectec.or.th/user/htk/graphic/thailand-map.gif ) 

1 แม่ฮ่องสอน 
2 น่าน 
3 ตาก 
4 กรุงเทพฯ  
5 นครปฐม  
6 ปทุมธานี  
7 นครราชสีมา  
8 ร้อยเอ็ด  
9 อุดรธานี 
10 ชลบุรี  
11 กาญจนบุรี  
12 เพชรบุรี  
13 ประจวบคีรีขันธ์  
14 นครศรีธรรมราช 
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ตารางท่ี 8 ตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวท่ีเก็บได้จากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทยในการศกึษานี ้
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ สถานที่เก็บตวัอย่าง ลกัษณะถ่ินอาศยั 
วนัที่ท าการเก็บ

ตวัอย่าง 
Code number 

ส าหรับพิพิธภัณฑ์พืช 

Ganoderma australe NKP2  อ. สามพราน จ.นครปฐม ตอต้นหมากผ ุ(Areca catechu Linn.) 16 มกราคม 2551 Thongkred 001 BCU  

G. australe NKS4 อ. ท่าศาลา จ.นครศรีธรรมราช  โคนต้นไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 19 มกราคม 2551 Thongkred 002 BCU 

G. australe PTN3 อ. หลกัหก จ.ปทมุธานี โคนต้นกระถินณรงค์ (Acacia auriculaceformis Cunn.) 25 กรกฎาคม 2551 Thongkred 003 BCU 

G. dahlii CB24  อ. ศรีราชา จ.ชลบรีุ ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 3 พฤษภาคม 2551 Thongkred 004 BCU 

G. lobatum BK5 เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ โคนต้นจามจรีุผุ (Samanea saman (Jacq.) Merr.) 16 พฤษภาคม 2551 Thongkred 005 BCU 

G. lobatum RED6 อ. เมือง จ.ร้อยเอ็ด ตอต้นมะม่วง (Mangifera indica Linn.) 14 เมษายน 2551 Thongkred 006 BCU 

G. lucidum NKP3 อ. สามพราน จ.นครปฐม โคนต้นมะนาว (Citrus aurantifolia Swing.) 16 มกราคม 2551 Thongkred 007 BCU 

G. lucidum NRM9  อ. สะแกราช จ.นครราชสมีา ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 10 มิถนุายน 2551 Thongkred 008 BCU 

G. lucidum RED2 อ. เมือง จ.ร้อยเอ็ด ตอต้นล าไย (Dimocarpus longan lour.) 14 เมษายน 2551 Thongkred 009 BCU 

Microporus xanthopus CB2 อ. ศรีราชา จ.ชลบรีุ ก่ิงไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 3 พฤษภาคม 2551 Thongkred 010 BCU 

Phellinus pachyphloeus  PJK2 อ. บางสะพานน้อย 
จ.ประจวบคีรีขนัธ์ 

ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 28 ธันวาคม 2551 Thongkred 011 BCU 

Polyporus tenuiculus KB1 อ. ศรีสวสัด์ิ จ.กาญจนบรีุ ก่ิงไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 18 พฤษภาคม 2551 Thongkred 012 BCU 

Pycnoporus coccineus KB4 อ. ศรีสวสัด์ิ จ.กาญจนบรีุ ก่ิงไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 18 พฤษภาคม 2551 Thongkred 013 BCU 
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ตารางที่ 8 (ต่อ)  
 

ชื่อวิทยาศาสตร์ สถานที่เก็บตวัอย่าง ลกัษณะถ่ินอาศยั 
วนัที่ท าการเก็บ

ตวัอย่าง 
Code number 

ส าหรับพิพิธภัณฑ์พืช 
P. coccineus PB1 อ. แก่งกระจาน จ.เพชรบรีุ โคนต้นไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 15 มิถนุายน 2551 Thongkred 014 BCU 

P. sanguineus MHS3 อ. แม่สะเรียง จ.แม่ฮ่องสอน ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 26 ธันวาคม 2551 Thongkred 015 BCU 

Schizophyllum commune BK1 เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 12 มกราคม 2551 Thongkred 016 BCU 

S. commune BK2 เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 12 มกราคม 2551 Thongkred 017 BCU 

S. commune CB4 อ. ศรีราชา จ.ชลบรีุ ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 3 พฤษภาคม 2551 Thongkred 018 BCU 

Trametes elegans PJK1 อ. บางสะพานใหญ่ จ.ประจวบคีรีขนัธ์  ตอไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 18 เมษายน 2551 Thongkred 019 BCU 

Trametes sp. BK3 เขตปทมุวนั จ.กรุงเทพฯ โคนต้นไม้ไม่ทราบชนิด (Unknown Angiosperm) 5 พฤศจิกายน 2551 Thongkred 020 BCU 
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4.1.2 การจ าแนกชนิด 
  จากการเลีย้งตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวท่ีเก็บจากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย
บนอาหารสตูร PDA  ได้เส้นใยท่ีบริสทุธ์ิของรากลุม่ราฟอกขาวทัง้หมด 20 ไอโซเลต (รูปท่ี 8) เมื่อ
ท าการจ าแนกชนิดโดยการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของดอกเห็ดร่วมกบัลกัษณะของ
เส้นใยท่ีเจริญบนอาหาร PDA ตามวิธีของ อนิวรรต เฉลิมพงษ์ (2541) และเปรียบเทียบลกัษณะท่ี
ตรวจสอบได้กบัรูปวิธานของ Ryvarden และ Johansen (1980) และ Gilbertson และ Ryvarden 
(1987) และเอกสารอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวข้อง  ผลพบวา่ราทัง้ 20 ไอโซเลต จดัอยู่ในสกลุตา่งๆ จ านวน   6 
สกลุ ได้แก่  Ganoderma Microporus Phellinus Polyporus Pycnoporus  Schizophyllum และ 
Trametes และสามารถระบชุนิดได้ 19 ชนิด โดยแตล่ะไอโซเลตมีลกัษณะตา่ง ๆ ดงันี ้
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รูปท่ี 8 ลกัษณะเส้นใยเห็ดรากลุม่ราฟอกขาวท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย เมื่อเติบโตอยู่บนอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 7 วนั (A) Ganoderma australe NKP2 (B) G. australe 
NKS4 (C) G. australe PTN3 (D) G. dahlii CB24 (E) G. lobatum BK5 (F) G. lobatum RED6 
(G) G. lucidum NKP3 (H) G. lucidum NRM9 (I) G. lucidum RED2 (J) Microporus 
xanthopus CB2 (K) Phellinus pachyphloeus PJK2 (L) Polyporus tenuiculus KB1 (M) 
Pycnoporus coccineus KB4 (N) P. coccineus PB1 (O) P. sanguineus MHS3   (P) 
Schizophyllum commune BK1 (Q) S. commune BK2 (R) S. commune CB4 (S) Trametes 
elegans PJK1 และ (T)  Trametes sp. BK3 
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4.1.2.1 Ganoderma australe (Berk.) NKP2 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. australe (Berk.) NKP2 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) 
ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลม ขนาดดอกกว้าง 17-18 เซนติเมตร ยาว 11-12 เซนติเมตร 
ขรุขระ ไมเ่ป็นมนัวาว สีน า้ตาลอมแดง ขอบดอกหยกัเป็นคลื่น สีน า้ตาลอมแดง ลกัษณะปากรูกลม
ถึงเหลี่ยม ขนาด 6-7 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ เหนียว สีน า้ตาลเข้ม (รูปท่ี 9 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์กลมถงึรูปไข ่ ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 5-6 
ไมโครเมตร ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 9 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic คือ Skeletal hyphae Binding hyphae และ 
Generative hyphae 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.2 G. australe (Berk.) NKS4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 10 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. australe (Berk.) NKS4 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) 
ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 11-12 เซนติเมตร ยาว 
9-10 เซนติเมตร ผิวขรุขระ สีด าปนเทา ขอบดอกเรียบ สีครีมอนน า้ตาลแดง ลกัษณะปากรูกลม  

ขนาด 5-6 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ แขง็ สีน า้ตาล เข้ม (รูปท่ี 10 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์กลมถึงรูปไข ่ ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 5-6 
ไมโครเมตร ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 10 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic 
 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.3 G. australe (Berk.) PTN3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 11 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. australe (Berk.) PTN3 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) 
ลกัษณะของสปอร์   (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร)  
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายรูปพดั ดอกกว้าง 6-7 เซนติเมตร ยาว 8-9 เซนติเมตร ผิวดอกคล้าย
ก ามะหย่ี ขรุขระ ไมม่นัวาว สีน า้ตาล ขอบดอกเรียบ สีขาวอมเหลือง ลกัษณะปากรูกลม ขนาด 4-5 
รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูปท่ี 11 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์เป็นแบบกลมรี มีสองชัน้ ขนาดสปอร์กว้าง 6-8 ไมโครเมตร ยาว 8-10 
ไมโครเมตร (รูปท่ี 11 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic  
 
 

A B 

C 
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4.1.2.4 G. dahlii (Schw.) Aoshima. CB24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 12 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. dahlii (Henn.) Aoshima. CB24 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั 
และ (C)   ลกัษณะเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ดอกกว้าง 16-17 เซนติเมตร ยาว 11-12 
เซนติเมตร ผิวสีน า้ตาลด าถึงด า ขอบดอกหยกั ลกัษณะปากรูกลม ขนาด 3-4 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ี
ก้านดอก เนือ้ แขง็ สีเหลืองอมน า้ตาล (รูปท่ี 12 A-B) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 12 C)  
 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.5 G. lobatum (Schw.) Atk. BK5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 13 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lobatum (Schw.) Atk BK5. (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ 
(C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลม ดอกกว้าง 10-11 เซนติเมตร ยาว 11-12 เซนติเมตร ผิว
ดอกไมเ่รียบ มีลกัษณะเป็นคลื่น ดอกมี 2 ชัน้ ดอกชัน้บนมีสีน า้ตาลเข้ม หนา 0.3-0.4 เซนติเมตร 
ดอกชัน้ลา่งมีสีน า้ตาล หนา 0.2-0.3 เซนติเมตร ขอบดอกเรียบ สีน า้ตาล รู 5-6 รูตอ่มิลลิเมตร 
ลกัษณะปากรูกลม ไมม่ีก้านดอก เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูปท่ี 13 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์กลมถึงรูปไข ่ ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 5-6 
ไมโครเมตร ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 13 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic 

 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.6 G. lobatum (Schw.) Atk. RED6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 14 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lobatum (Schw.) Atk. RED6 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ 
(C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกรูปคร่ึงวงกลม ดอกขนาดกว้าง 9-10 เซนติเมตร ยาว 11-12 เซนติเมตร ผิว
ดอกไมเ่รียบ ลกัษณะเป็นคลื่น มีรอยแตกท่ีผิวดอก สีน า้ตาล ขอบดอกเรียบ สีน า้ตาล ลกัษณะปาก
รูรูกลม ขนาด 5-6 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูปท่ี 14 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์กลมถึงรูปไข ่ ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 4-5 
ไมโครเมตร ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 14 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.7 G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NKP3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 15 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NKP3 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายรูปพดั ดอกขนาดกว้าง 5-6 เซนติเมตร ยาว 11-12 เซนติเมตร ผิวเรียบ 
เป็นมนัวาว สีน า้ตาลออ่นถึงน า้ตาลเข้ม ขอบดอกเรียบสีเหลืองออ่น ลกัษณะปากรูกลมถึงเหลี่ยม 
ขนาด 4-6 รูตอ่มิลลิเมตร สีขาว มีก้านดอกอยู่บริเวณกึ่งกลางดอก สีน า้ตาลออ่นถึงน า้ตาล  เข้ม 
ขนาด 4-6 เซนติเมตร เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูปท่ี 15 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์เป็นแบบรีรูปไข ่ ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดสปอร์กว้าง 
4-5 ไมโครเมตร ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 15 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic คือ Skeletal hyphae และ Generative hyphae 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.8 G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NRM9 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 16 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. NRM9 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ดอกขนาดกว้าง 17-19 เซนติเมตร ยาว  
12-14 เซนติเมตร ดอกมี 2 ดอกซ้อนกนัทางด้านข้าง ดอกใหมซ้่อนอยู่ทางด้านลา่งของดกอเก่า ผิว
ดอกเรียบ เป็นมนั วาว สีน า้ตาลออ่นถึงน า้ตาลเข้ม ขอบดอกเรียบ สีขาวถึงเหลืองออ่น ลกัษณะ
ปากรูกลม ขนาด 5-6 รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูปท่ี 16 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รีรูปไข ่ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 5-6 ไมโครเมตร 
ยาว 7-8 ไมโครเมตร (รูปท่ี 16 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 
 

A B 

C 
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4.1.2.9 G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. RED2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 17 ลกัษณะดอกเห็ดของ G. lucidum (W. Curt. ex Fr.) Karst. RED2 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 16-17 เซนติเมตร ยาว 14-
15 เซนติเมตร ผิวเรียบ เป็นมนัวาว สีน า้ตาลเข้มถึงน า้ตาลแดง ขอบดอกหยกัเป็นคลื่น สีเหลือง
ออ่น  ลกัษณะปากรูกลมถึงเหลี่ยม 6-7 รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สีน า้ตาล (รูป
ท่ี 17 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รีรูปไข ่ปลายข้างหนึ่งตดัเป็นเส้นตรง มีสองชัน้ ขนาดกว้าง 5-6 ไมโครเมตร 
ยาว 6-7 ไมโครเมตร (รูปท่ี 17 C) 
ลักษณะเส้นใย 

ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 

A B 

C 
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4.1.2.10 Microporus xanthopus (Fr.) Kuntz. CB2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 18 ลกัษณะดอกเห็ดของ Microporus xanthopus (Fr.) Kuntz. CB2 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปกรวยปากกว้าง มีริว้เป็นรัศมี ย่นเลก็น้อย หมวก ขนาดดอกกว้าง 2-3 
เซนติเมตร ยาว 3-4 เซนติเมตร ผิวมนัวาว เป็นแถบวงกลมสีน า้ตาลอมเหลืองถึงน า้ตาลเข้ม ขอบ
ดอกหยกัเป็นคลื่นสีเหลืองออ่น ลกัษณะปากรูกลมถึงกลมรี ขนาด 8-9 รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอก 
รูปทรงกระบอก ไมอ่ยู่กึ่งกลางดอก ขนาด 0.5 เซนติเมตร เนือ้ เหนียว สขีาว (รูปท่ี 18 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รียาว ผนงับางเรียบ ขนาดกว้าง 3-4 ไมโครเมตร ยาว 5-6 ไมโครเมตร 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 18 C) 
 
 
 
 

A B 

C 



 
50 

4.2.1.11 Phellinus pachyphloeus (Quel.) PJK2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 19 ลกัษณะดอกเห็ดของ Phellinus pachyphloeus (Quel.) PJK2 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายรูปเกือกม้า ขนาดดอกกว้าง 12-15 เซนติเมตร ยาว 18-20 เซนติเมตร
ผิวดอกขรุขระ มีร่องและแตก สีเทาด าถึงด า ขอบไมเ่รียบ สีด าปนเทา ลกัษณะปากรูกลมถึงกลมรี 
ขนาด 5-6 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ แขง็ สีเหลืองอมน า้ตาลออ่น (รูปท่ี 19 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รีรูปไข ่เรียบ ผนงัสองชัน้ ขนาดกว้าง 3-4 ไมโครเมตร ยาว 5-6 ไมโครเมตร 
(รูปท่ี 19 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.12 Polyporus tenuiculus (Beauv.) Fr. KB1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 20 ลกัษณะดอกเห็ดของ Polyporus tenuiculus (Beauv.) Fr. KB1 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 6-7 เซนติเมตร ยาว 3-5 
เซนติเมตร ผิว ไมเ่รียบ มีปมนนู  เลก็ ๆ ท่ีผิวดอก สีขาวอมเหลือง ขอบดอกเรียบ สีเหลืองออ่น 
ลกัษณะปากเป็นหกเหลี่ยมแบบรวงผึง้ สีเหลืองออ่น ขนาด  1-2 รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอกเทียม 
เนือ้ แขง็ เปราะ สีขาว (รูปท่ี 20 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รียาว เรียบ ผนงับาง ชัน้เดียว ขนาดกว้าง 2-4 ไมโครเมตร ยาว  6-8 
ไมโครเมตร (รูปท่ี 20 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.13 Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond et. Sing. KB4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 21 ลกัษณะดอกเห็ดของ Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond. et. Sing. KB4 (A) ด้านหน้า 
(B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 4-5 เซนติเมตร ยาว 3-4 
เซนติเมตร ผิวเรียบ แบน สีส้มอมแดง ไมม่ีริว้รัศมี ขอบดอกเรียบ สีส้มอมแดง ลกัษณะปากรูกลม 
ขนาด 4-5 รูตอ่มิลลิเมตร สีส้มออ่น มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สี ส้มออ่นถึงส้มอมแดง (รูปท่ี 21 
A-B)  
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รียาว เรียบ ผนงับางชั ้ นเดียว ขนาดกว้าง 2-3 ไมโครเมตร ยาว  3-4 
ไมโครเมตร (รูปท่ี 21 C)  
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 
 

A B 

C 
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4.2.4.14 P. coccineus (Fr.) Bond. et. Sing. PB1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 22 ลกัษณะดอกเห็ดของ P. coccineus (Fr.) Bond. et. Sing. PB1 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ(C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 3-4 เซนติเมตร ยาว 2-3 
เซนติเมตร ผิวเรียบ แบน สีส้มอมแดง ไมม่ีริว้รัศมี ขอบดอกเรียบ สีส้มอมแดง ลกัษณะปากรูกลม 
สีส้มออ่น ขนาด 4-5 รูตอ่มิลลิเมตร มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สีส้มออ่นถึงส้มอมแดง (รูปท่ี 22 
A-B)  
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รียาว ผนงับางชัน้เดียว ขนาด 2-3 ไมโครเมตร ยาว  3-4 ไมโครเมตร (รูปท่ี 
22 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic 
 
 
 

A B 

C 



 
54 

4.2.1.15 P. sanguineus (L. ex Fr.) Murr. MHS3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 23 ลกัษณะดอกเห็ดของ P. sanguineus (L. ex Fr.) Murr. MHS3 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั  และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 3-4 เซนติเมตร ยาว 2-3 
เซนติเมตร ผิว ดอกเรียบ สีส้มถึงสีส้มอมแดง มีริว้รัศม ี (zonate) ขอบดอกเรียบ สีส้มอมเหลือง 
ลกัษณะปากรูกลม สีส้มอมเหลือง ขนาด  5-7 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ เหนียว สีส้ม อม
เหลือง (รูปท่ี 23 A-B)  
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์รียาว ผ นงับางชัน้เดียว ขนาดกว้าง 3-4 ไมโครเมตร ยาว  4-5 ไมโครเมตร 
(รูปท่ี 23 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Dimitic  
 
 

A B 

C 
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4.2.1.16 Schizophyllum commune Fr. BK1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 24 ลกัษณะดอกเห็ดของ Schizophyllum commune Fr. BK1 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั  
และ (C) ลกัษณะของเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายตีนตุ๊กแก ขนาดดอกกว้าง 2-3 เซนติเมตร ยาว 5-6 เซนติเมตร ผิวไม่
เรียบนนูจากกลางดอกจนถึงขอบดอก ขอบดอกงอลง มีสีขาวถึงขาวปนเทา มีครีบเรียงเป็นรัศมีไป
จากฐานดอก แยกเป็นแฉกตามยาวและม้วนงอลงบริเวณขอบดอก มีก้านดอก ไมอ่ยู่กึ่งกลางดอก 
ขนาด 0.2-0.5 เซนติเมตร เนือ้ เหนียว สีขาว (รูปท่ี 24 A-B) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 24 C) 
 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.17 S. commune Fr. BK2   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 25 ลกัษณะดอกเห็ดของ S. commune Fr. BK2  (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) 
ลกัษณะของเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายรูปพดั ขนาดดอกกว้าง 2-4 เซนติเมตร ยาว 2-3 เซนติเมตร ผิวไมเ่รียบ
นนูจากกลางดอกจนถึงขอบดอก ขอบดอกงอลง มีสีขาวถึงขาวปนเทา มีครีบเรียงเป็นรัศมีไปจาก
ฐานดอก แยกเป็นแฉกตามยาวและม้วนงอลงบริเวณขอบดอก ไมม่ีก้านดอก เนือ้ เหนียว สีขาว 
(รูปท่ี 25 A-B) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 25 C) 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.18 S. commune Fr. CB4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 26 ลกัษณะดอกเห็ดของ S. commune Fr. CB4 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) 
ลกัษณะของเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายตีนตุ๊กแก ขนาดดอกกว้าง 3-4 เซนติเมรต ยาว 4-5 เซนติเมตร มีสอง
ดอกซ้อนติดกนั ผิวไมเ่รียบ มีลกัษณะนนูจากกลางดอกจนถึงขอบดอก ขอบดอกงอลง มี สีขาวถึง
ขาวปนเทา มีครีบเรียงเป็นรัศมีไปจากฐานดอก เป็นแฉกตามยาวและม้วนงอลงบริเวณขอบดอก มี
ก้านดอกขนาด 0.2-0.3 เซนติเมตร เนือ้ เหนียว สีขาว (รูปท่ี 26 A-B) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 26 C) 
 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.19 Trametes elegans (Spreng. ex Fr.) Fr. PJK1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 27 ลกัษณะดอกเห็ดของ Trametes elegans (Spreng. ex Fr.) Fr. PJK1 (A) ด้านหน้า (B) 
ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะของสปอร์ (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
  
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกคล้ายรูปพดัโค้งเข้า ขนาดดอกกว้าง 32-35 เซนติเมตร ยาว 20-25 
เซนติเมตร ผิวไมเ่รียบ ขอบดอกหยกั มีสีขาวถึงขาวปนสีขาวครีม ลกัษณะปากรูกลมถึงเหลี่ยม 
ขนาด 3-4 รูตอ่มิลลิเมตร สีขาวถึงเหลืองออ่น มีก้านดอกเทียม เนือ้ เหนียว สีขาว (รูปท่ี 27 A-B) 
ลักษณะสปอร์  

ลกัษณะสปอร์ทรงกระบอกถึงรีรูปไข ่ผนงับางมีชัน้เดียว ขนาดกว้าง 2-3 ไมโครเมตร ยาว 
7-8 ไมโครเมตรเมตร (รูปท่ี 27 C) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.2.1.20 Trametes sp. BK3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 28 ลกัษณะดอกเห็ดของ Trametes sp.  BK3 (A) ด้านหน้า (B) ด้านหลงั และ (C) ลกัษณะ
ของเส้นใย (      แสดงความยาว 1 เซนติเมตร) 
 
โครงสร้างดอก 

ลกัษณะดอกเป็นรูปคร่ึงวงกลมหรือคล้ายรูปพดั ขนาด ดอกกว้าง 16-17 เซนติเมตร ยาว  
11-12 เซนติเมตร มีริว้รัศมี (zonate) ขอบหยกั ผิวสีขาวถึงขาวปนเทา ลกัษณะปากรูกลมถึงรี 
ขนาด 2-3 รูตอ่มิลลิเมตร ไมม่ีก้านดอก เนือ้ แขง็ เหนียว สีขาว (รูปท่ี 28 A-B) 
ลักษณะเส้นใย 
 ลกัษณะเส้นใยเป็นแบบ Trimitic (รูปท่ี 28 C) 
 
 
 
 
 
 

A B 

C 
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4.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ 
 4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แขง็ 

น าเส้นใยบริสทุธ์ิของรากลุม่ราฟอกขาวทัง้หมด 20 ไอโซเลต มาตรวจสอบความสามารถ
ในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม ์ โดยเลีย้งบนอาหารสตูร PDA ท่ีเติม ABTS เพ่ือทดสอบการ
สามารถในการสร้าง ABTS-oxidizing enzymes พบวา่ราทัง้ 20 ไอโซเลต สามารถสร้างแลคเคส
ได้โดยสงัเกตจากการเกิดวงสีเขียวจนถึงสีมว่งรอบโคโลนีของรา และเมื่ อเปรียบเทียบอตัราสว่น
ระหวา่งเส้นผา่นศนูย์กลางของวงสีกบัเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี พบวา่รา 16 ไอโซเลต มีคา่
อตัราสว่นดงักลา่วมากกวา่ 1 สว่นอีก 4 ไอโซเลต มีคา่อตัราสว่นน้อยกวา่ 1 โดย G. lobatum BK5 
มีคา่อตัราสว่นดงักลา่วสงูท่ีสดุ คือ  1.68 ในวนัท่ี 3 และ S. commune BK2 มีคา่อตัราสว่น
ดงักลา่วต ่าท่ีสดุ คือ 0.78 ในวนัท่ี 4 (ตารางท่ี 9)  
 ส าหรับการสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ตรวจสอบได้โดยการเกิดวงสีน า้ตาลรอบ 
โคโลนีของรา เมื่อเลีย้งราบนอาหารสตูร PDA ท่ีเติม MnCl2.H2O จากการทดลองพบวา่เชือ้ราทัง้ 
20 ไอโซเลต ไมส่ร้างวงสีน า้ตาลรอบโคโลนีแม้วา่จะท าการเลีย้งถึง 14 วนัก็ตาม แสดงวา่ราทัง้ 20 
ไอโซเลตนี ้ไมม่ีการสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ในปริมาณท่ีจะตรวจสอบได้ด้วยวิธีนี ้
 

4.2.2 การวดัแอกติวิตีของเอนไซมเ์ชิงปริมาณ 

ท าการเลีย้งราท่ีสามารถสร้างแลคเคสจากข้อ 4.2.1 ในอาหารสตูร Basal Medium เพ่ือ
ท าการวดัแอกติวิตีของลิกนิโนไลติกเอนไซมเ์ชิงปริมาณ พบวา่ P. coccineus KB4 P. coccineus 
PB1 และ P. sanguineus MHS3 สามารถสร้างแลคเคสได้มากท่ีสดุ คือท่ี 3.61±1.04 3.31±1.04 
และ 2.65±0.13 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีไอโซเลตอ่ืน ๆ สว่นใหญ่จะสร้างแลคเคส
อยู่ในช่วง 0.02-0.04 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และพบวา่ ไมส่ามารถตรวจสอบการสร้างแลคเคสของ T. 
elegans PJK 1 ได้ (ตารางท่ี 10) ทัง้นีร้าสว่นใหญ่จะมีแลคเคสแอกติวิตีสงูท่ีสดุประมาณวนัท่ี 8 
ของการเลีย้ง ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  พบวา่ สามารถวดัแอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ -
ออกซิเดสได้ 11 ไอโซเลต โดย  P. coccineus PB1 สามารถสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ได้
มากท่ีสดุ คือท่ี 0.13±0.04  ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีไอโซเลตท่ีเหลือสว่นใหญ่จะสร้างแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดสอยู่ในช่วง 0.01-0.05 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (ตารางท่ี 11) 

สว่นลิกนิน เพอร์ออกซิเดส พบวา่ ไมส่ามารถตรวจพบแอกติวิตีของลิกนิน เพอร์ออกซิเดส 
ของราทัง้ 20 ไอโซเลต 
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ตารางท่ี 9 ความสามารถในการสร้างแลคเคสของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งบนอาหารสตูร PDA ท่ี
มีการเติม ABTS ความเข้มข้น 250 ppm เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง 

 
 
 
 

รา 
เส้นผ่านศูนย์กลางของ
วงสี/เส้นผ่านศูนย์กลาง

โคโลนี 
อัตราส่วน 

วันท่ีแสดง 
อัตราส่วนสูง
ท่ีสุด 

Ganoderma  australe NKP2 
G.  australe NKS4 
G. australe PTN3 
G. dahlii CB24  
G. lobatum BK5 
G. lobatum RED6 
G. lucidum NKP3  
G. lucidum NRM9  
G. lucidum RED2  
Microporus  xanthopus  CB2  
Phellinus pachyphloeus PJK2   
Polyporus tenuiculus KB1  
Pycnoporus coccineus KB 4  
P. coccineus PB1  
P. sanguineus MHS3  
Schizophylum commune BK1  
S. commune BK2 
S. commune CB4  
Trametes elegans PJK1         
Trametes  sp. BK3 

4.32/3.14 
4.57/3.73 
3.80/2.50 
3.53/3.20 
3.70/2.20 
3.40/2.00 
4.50/3.63 
4.80/3.93 
4.80/3.90 
7.07/9.00 
1.67/1.27 
2.13/1.60 
4.30/3.13 
5.73/3.97 
6.73/5.57 
5.83/6.97 
2.60/3.33 
7.10/8.07 
4.30/3.23 
4.50/3.63 

1.22 
1.38 
1.52 
1.10 
1.68 
1.54 
1.24 
1.22 
1.23 
0.79 
1.32 
1.33 
1.38 
1.44 
1.20 
0.84 
0.78 
0.88 
1.38 
1.24 

4 
3 
3 
3 
3 
3 
6 
6 
6 
7 
2 
2 
4 
4 
4 
6 
4 
7 
3 
4 
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ตารางท่ี 10 แลคเคสแอกติวิตีของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium เขย่าท่ี
ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง       
          

 
 
 
 
 
 

รา 
แลคเคสแอกติวตีิ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

วันท่ีสามารถสร้างแลคเคส
ได้มากท่ีสุด 

Ganoderma  australe NKP2 
G. australe NKS4 
G. australe PTN 3 
G. dahlii CB24  
G. lobatum BK5 
G. lobatum RED6 
G. lucidum NKP3  
G. lucidum NRM9  
G. lucidum RED2  
Microporus  xanthopus  CB2  
Phellinus pachyphloeus PJK2   
Polyporus tenuiculus KB1  
Pycnoporus coccineus KB4  
P. coccineus PB1  
P. sanguineus MHS3  
Schizophylum commune CB4 
S. commune BK1 
S. commune BK2 
Trametes elegans PJK 1         
Trametes sp. BK3 

0.04±0.05 
0.03±0.01 
0.03±0.00 
0.03±0.00 
0.03±0.01 
0.03±0.01 
0.04±0.01 
0.02±0.00 
0.03±0.01 
0.02±0.00 
0.02±0.03 
0.03±0.02 
3.61±1.04 
3.31±1.04 
2.65±0.13 
0.02±0.00 
0.02±0.00 
0.002±0.00 

ไมส่ามารถตรวจสอบได้
0.03±0.05 

8 
6 
8 
6 
6 
6 
8 
8 
8 
10 
8 
8 
8 
8 
6 
8 
10 
10 
- 
6 
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ตารางท่ี 11 แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสแอกติวิตีของรา 20 ไอโซเลต เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal 
Medium เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 

รา 
แมงกานีส เพอร์ออกซ-ิ

เดสแอกติวตีิ  
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

วันท่ีสามารถสร้าง
แมงกานีส เพอร์ออกซเิดส

ได้มากท่ีสุด 
Ganoderma australe NKP2 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

G. australe NKS4 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

G. australe PTN 3 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

G. dahlii CB24  0.02±0.00 4 

G. lobatum BK5 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

G. lobatum RED6 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

G. lucidum NKP3  0.01±0.00 10 

G. lucidum NRM9  0.02±0.00 10 

G. lucidum RED2  0.03±0.01 10 

Microporus xanthopus CB2  ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

Phellinus pachyphloeus PJK2 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

Polyporus tenuiculus KB1  ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 

Pycnoporus coccineus KB4  0.04±0.01 10 

P. coccineus PB1  0.13±0.04 10 

P. sanguineus MHS3  0.03±0.02 10 

Schizophylum commune CB4 0.04±0.00 8 

S. commune BK1 0.05±0.00 8 

S. commune BK2 0.05±0.00 8 

Trametes elegans PJK 1         0.03±0.01 4 

Trametes sp. BK3 ไมส่ามารถตรวจสอบได้ - 
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4.3 การศึกษาการเติบโตของรา 
 จากการวดัแอกติวิตีของแลคเคสในข้อ 4.2 พบวา่ P. coccineus KB4 P. coccineus 
PB1 และ P. sanguineus MHS3 มีความสามารถในการสร้างแลคเคสได้มากท่ีสดุ จึงท าการเลือก
ราทัง้ 3 ไอโซเลตนีม้าท าการศกึษาการเติบโตและช่วงเวลาของการผลิตแลคเคส พบวา่ P. 
coccineus ทัง้ 2 ไอโซเลตสามารถผลิตแลคเคสได้เมื่อเติบโตอยู่ในช่วง late log phase ถึง early 
stationary phase (วนัท่ี 4- 8) แตเ่มื่อราเข้าสู ่late stationary phase (วนัท่ี 10-20) การผลิตแลค-
เคสก็จะลดลง ในขณะท่ี P. sanguineus MHS3 จะผลิตแลคเคสได้ดีในช่วง early stationary 
phase (วนัท่ี 2-6) โดยเมื่อเปรียบเทียบระหวา่งราทัง้ 3 ไอโซเลต พบวา่ P. coccineus PB1 
สามารถเติบโตได้ดีท่ีสดุในอาหารสตูร Basal Medium โดยมีน า้หนกัแห้งมากท่ีสดุในวนัท่ี 8 ท่ี 
0.200.03 กรัม และพบวา่ P. sanguineus MHS3 มีการเติบโตน้อยท่ีสดุ โดยมีน า้หนกัแห้งมาก 
ท่ีสดุในวนัท่ี 6 ท่ี 0.0730.03 กรัม ส าหรับการผลิตแลคเคสพบวา่  P. coccineus KB4 สามารถ
ผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุในวนัท่ี 8 คือท่ี  4.912.02 ยนิูตตอ่มิลลลิิตร (รูปท่ี 29 A) ส าหรับ P. 
coccineus PB1 สามารถผลิตแลคเคสได้รองลงมาคือท่ี 3.640.75  ยนิูต ตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 
(รูปท่ี 29 B) และ P. sanguineus MHS3  สามารถผลิตแลคเคสได้น้อยท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบั
ราอีก 2 ไอโซเลต คือ 2.621.89  ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 6 (รูปท่ี 29 C)  
 
4.4 การศึกษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs 
 จากการศกึษาการเติบโตของรา P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 และ P. 
sanguineus MHS3 บนอาหารสตูร Basal Medium Agar ท่ีมีการเติม PAHs คือ anthracene 
phenanthrene fluoranthene pyrene  และ benzo(a)pyrene  ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ PAHs 
แตล่ะชนิดคือ 1 10 และ 100 ppm พบวา่ ราทัง้ 3 ไอโซเลต สามารถเติบโตได้บน PAHs ทกุชนิด 
และ PAHs ทกุชนิดมีผลยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลต โดยสงัเกตได้จากเปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถทนตอ่ PAHs ทกุชนิดได้ดีท่ีสดุ และมีคา่
เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเติบโตต ่าท่ีสดุ รองลงมาคือ  P. coccineus PB1 และ P. sanguineus 
MHS3 ตามล าดบั (ตารางท่ี 12) ทัง้นีร้าทัง้ 3 ไอโซเลต สามารถทน anthracene ได้ดีกวา่ PAHs 
ชนิดอ่ืน ๆ ในทกุความเข้มข้น โดย anthracene ท่ีความเข้มข้น 100 ppm มีผลยบัยัง้การเติบโต
ของ P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 และ P. sanguineus MHS3 เท่ากบั 5.38 10 .97 
และ 60.02 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส าหรับ phenanthrene fluoranthene pyrene  และ 
benzo(a)pyrene  พบวา่มีความเป็นพิษตอ่ราทัง้ 3 ไอโซเลต คอ่นข้างสงู โดยท่ีความเข้มข้นเพียง 
1 ppm สามารถยบัยัง้การเติบโตได้ถึง 67-75 เปอร์เซ็นต์  
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        A              B            C 
 
 
รูปท่ี 29 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ (A) P. coccineus KB4 (B) P. coccineus PB1 และ (C) P. sanguineus MHS3 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal 

Medium เป็นเวลา 20 วนั ท่ีความเร็ว 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  ■   แสดงน า้หนกัแห้ง (กรัม) และ        แสดงแลคเคสแอกติวิตี (ยนิูตตอ่
มิลลิลิตร) 
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ตารางท่ี 12 ผลของ PAHs ตอ่การเติบโตของ P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 และ P. sanguineus MHS3 เมื่อเลีย้งบนอาหารสตูร Basal Medium Agar ท่ี
มีการเติม PAHs เป็นเวลา 7 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง 
 

ความเข้มข้น 
(ppm) 

ชนิดของ PAHs 

P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 P. sanguineus MHS3 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

0   8.00±0.50 0 6.93±0.12 0 8.33±0.15 0 

1 Antracene 
Phenanthrene 
Fluoranthene 
Pyrene 
Benzo(a)pyrene 

7.53±0.40 
2.60±0.20 
2.27±0.10 
3.20±0.10 
2.13±0.15 

5.88 
67.50 
71.63 
60.00 
73.38 

6.57±0.12 
2.30±0.30 
2.20±0.15 
2.60±0.20 
2.10±0.10 

5.19 
66.81 
68.25 
62.48 
69.70 

7.27±0.15 
2.27±0.35 
2.07±0.06 
2.57±0.59 
2.07±0.15 

12.73 
72.75 
75.15 
69.15 
75.15 

10 Antracene 
Phenanthrene 
Fluoranthene 
Pyrene 
Benzo(a)pyrene 

7.70±0.26 
2.10±0.10 
2.40±0.10 
2.30±0.06 
1.93±0.15 

3.75 
73.75 
70.00 
71.25 
75.88 

6.43±0.12 
1.87±0.32 
1.80±0.20 
2.00±0.20 
1.67±0.31 

7.22 
73.02 
74.03 
71.14 
75.90 

5.33±0.15 
2.00±0.20 
1.97±0.15 
2.03±0.20 
1.83±0.15 

36.01 
75.99 
76.35 
75.63 
78.03 
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ตารางท่ี  12 (ตอ่)  
 

ความเข้มข้น 
(ppm) 

ชนิดของ PAHs 

P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 P. sanguineus MHS3 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

เส้นผา่นศนูย์กลาง
ของโคโลนี (ซม.) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยัง้การเติบโต 

100 Antracene 
Phenanthrene 
Fluoranthene 
Pyrene 
Benzo(a)pyrene 

7.57±0.40 
1.77±0.47 
1.67±0.15 
1.97±0.06 
1.53±0.21 

5.38 
77.88 
79.13 
75.38 
80.88 

6.17±0.06 
1.53±0.15 
1.47±0.12 
1.43±0.15 
1.13±0.06 

10.97 
77.92 
78.79 
79.37 
83.69 

3.33±0.12 
1.63±0.15 
1.30±0.10 
1.93±0.47 
1.20±0.10 

60.02 
80.43 
84.39 
76.83 
85.59 
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4.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส 
หลงัจากท าการศกึษาการเติบโต การสร้างแลคเคส และความสามารถในการทนตอ่ PAHs 

ของเชือ้ราพบวา่ P. coccineus KB4 สามารถสร้างแลคเคสได้มากท่ีสดุและทน PAHs ได้ดีท่ีสดุ 
จึงคดัเลือกราไอโซเลตนีม้าศกึษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส โดยท าการปรับองค์ประ- 
กอบของอาหารสตูร Basal Medium และภาวะในการเลีย้ง ตามล าดบั ดงันี ้

 
4.5.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม  
เมื่อศกึษาผลของแหลง่คาร์บอนชนิดตา่ง ๆ ตอ่การผลิตแลคเคสของ  P. coccineus KB4 

โดยการใช้กลโูคส ซูโครส และฟรุกโตส ท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบวา่ P. coccineus 
KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้มากท่ีสดุในอาหารท่ีมีกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน ท่ี 4.310.46        
ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 ของการเลีย้ง (รูปท่ี 30 A) รองลงมาคือ อาหารท่ีมีฟรุกโตส   
1.711.41  ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 30 B) และผลิตแลคเคสได้น้อยท่ีสดุในอาหารท่ีมี
ซูโครส คือ 0.220.09 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 30 C) สว่นการเติบโตของ P. coccineus 
KB4 เมื่อใช้แหลง่คาร์บอนท่ีตา่งกนัพบวา่ ในช่วง 8 วนัแรกของการเลีย้ง การเติบโตของราไมม่ี
ความแตกตา่งกนัอย่างเดน่ชดั แตเ่มื่อผา่นวนัท่ี 8 ของการเลีย้งไปแล้ว การเติบโตของ P. 
coccineus KB4 ในอาหารท่ีมีกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนจะลดลง สว่นอาหารท่ีมีซูโครสการเติบโต
จะลดลงหลงัวนัท่ี 12 ซึ่งตรงกนัข้ามกบัอาหารท่ีมีฟรุกโตสเป็นแหลง่คาร์บอนพบวา่ P. coccineus 
KB4 ยงัสามารถเติบโตตอ่ไปได้แม้จะผา่นวนัท่ี 14 ของการเลีย้งไปแล้ว โดยสรุป จะเห็นได้วา่ P. 
coccineus KB4 ยงัคงสามารถผลิตแลคเคสได้มากท่ีสดุเมื่อใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน แตเ่มื่อ
เปลี่ยนแหลง่คาร์บอนเป็นฟรุกโตสและซูโครสจะท าให้ความสามารถในการผลิตแลคเคสลดลง 

 
4.5.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม  
เมื่อศกึษาผลของแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่ง ๆ ตอ่การผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 

โดยการใช้แอล-แอสพาราจีน เปปโตน และแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) พบวา่เปปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจนท่ีท าให้ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้มาก
ท่ีสดุ ท่ี 6.080.27 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 31 B) รองลงมาคืออาหารท่ีมีแอล-แอสพา- 
ราจีน 4.530.34 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 31 A) และผลิตแลคเคสได้น้อยท่ีสดุในอาหาร
ท่ีมีแอมโมเนียมซลัเฟต 0.460.21 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 6 (รูปท่ี 31 C) สว่นการเติบโตของ P. 
coccineus KB4 เมื่อใช้แหลง่ไนโตรเจนท่ีตา่งกนัพบวา่ ในช่วง 8 วนัแรกของการเลีย้ง P. 
coccineus KB4 สามารถเติบโตได้ดีในอาหารท่ีมีเปปโตนโดยมีน า้หนกัแห้งทัง้หมด 0.160.02 
กรัม รองลงมาคือ แอล- แอสพาราจีน 0.110.01 กรัม และเติบโตได้น้อยท่ีสดุในอาหารท่ีมี
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แอมโมเนียมซลัเฟตโดยมีน า้หนกัแห้ง  0.080.01 กรัม แตเ่มื่อผา่นวนัท่ี 8 ไปแล้วการเติบโตของ 
P. coccineus KB4 ในอาหารท่ีมีเปปโตนจะลดลง ในขณะท่ีการเติบโตของ P. coccineus KB4 
ในอาหารท่ีมีแอล-แอสพาราจีนและแอมโมเนียมซลัเฟตยงัมีแนวโน้มคงท่ีไปจนสิน้สดุการทดลอง 
โดยสรุปจะเห็นได้วา่ P. coccineus KB4 สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสได้ดีขึน้เมื่อเปลี่ยนแหลง่
ไนโตรเจนจากแอล-แอสพาราจีนมาเป็นเปปโตน 

 
4.5.3 อณุหภมูิท่ีเหมาะสม 
เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 โดยเลีย้งใน

อาหารสตูร Basal Medium ท่ีมีกลโูคสและเปปโตนเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน ในตู้บ่ม ท่ี
อณุหภมูิ 28 (เทียบเท่าอณุหภมูิห้อง) 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส พบวา่ P. coccineus KB4 
สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส คือ 6.050.41 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และ
มีการเติบโตสงูท่ีสดุด้วย โดยมีน า้หนกัแห้ง 0.200.02 กรัม ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 32 A) แต ่ P. 
coccineus KB4 จะมีการผลิตแลคเคสลดลงและช้าลง เมื่ออณุหภมูิสงูขึน้เป็น 30 และ 40 องศา-
เซลเซียส โดยผลิตแลคเคสได้ 5.800.50 และ 0.030.01 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั ส าหรับ
การเติบโตพบวา่ลดลงเช่นกนัโดยมีน า้หนกัแห้งสงูสดุท่ี 0.130.10 กรัม ในวนัท่ี 8 และ 
0.120.02 กรัม ในวนัท่ี 10 เมื่อเลีย้งท่ี 30 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดบั (รูปท่ี 32 B และ 32 
C) และสดุท้ายท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถเติบโตได้น้อย
มากโดยมีน า้หนกัแห้งสงูสดุ 0.050.10 กรัม ของการเลีย้งในวนัท่ี 8  และสามารถผลิตแลคเคสได้
น้อยมากเพียง 0.0020.00  ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 4 และหลงัจากวนัท่ี 6 ของการเลีย้งไม่
สามารถตรวจพบการผลิตแลคเคสได้เลย (รูปท่ี 32 D) โดยสรุปพบวา่ P. coccineus KB4  ยงั
สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ซึ่งเทียบเท่าอณุหภมูิห้อง แตก่ารผลิต
แลคเคสจะลดลงและช้าลง เมื่ออณุหภมูิของการเลีย้งเพ่ิมสงูขึน้ 
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    A        B       C 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 30 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีมี (A) กลโูคส (B) ฟรุกโตส และ (C) ซูโครส 

ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่คาร์บอน เป็นเวลา 14 วนั เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส  ■  แสดงน า้หนกัแห้ง (กรัม) 

และ         แสดงแลคเคสแอกติวิตี (ยนิูตตอ่มิลลิลิตร) 
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  A      B              C 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 31 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีมี (A) แอล-แอสพาราจีน (B) เปบโตน และ (C) 
แอมโมเนียมซลัเฟต ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน เป็นเวลา 14 วนั เขย่าท่ี 150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส              

   ■    แสดงน า้หนกัแห้ง (กรัม) และ          แสดงแลคเคสแอกติวิตี (ยนิูตตอ่มิลลิลิตร) 
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                     A                  B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           C                   D 
 
รูปท่ี 32 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal 
Medium ท่ีมี กลโูคสและเปบโตน เป็นแหลง่คาร์บอนแ ละไนโตรเจน เป็นเวลา 14 วนั  ท่ีความเร็ว 
150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ (A) 28 องศาเซลเซียส (B) 30 องศาเซลเซียส (C) 40 องศาเซลเซียส 

และ (D) 50 องศาเซลเซียส   ■   แสดงน า้หนกัแห้ง (กรัม) และ         แสดงแลคเคสแอกติวิตี   
(ยนิูตตอ่มิลลิลิตร) 
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4.5.4 ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสม 
เมื่อศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งตอ่การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus 

KB4 โดยปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารสตูร Basal Medium ท่ีใช้กลโูคสเป็นแหลง่
คาร์บอนและเปปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจน เป็น 3 4 5 6 7 8 และ 9 ก่อนท าการเลีย้งท่ีอณุหภมูิ 28 
องศาเซลเซียส พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุ เมื่อความเป็นกรดดา่ง
เร่ิมต้นของอาหารเท่ากบั 5 โดยมีแอกติวิตีสงูสดุเป็น 6.120.40 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 (รูปท่ี 
33 C) แตค่วามสามารถในการผลิตแลคเคสจะลดลง เมื่อ ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหาร
เบ่ียงเบนออกจาก 5 มากขึน้เร่ือย ๆ เป็น  4 6 7 3  8 และ 9  คือท่ี 4.500.84 3 .090.27 
2.690.06 2 .510.006 2 .050.45 และ 1.600.4 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั และท่ีความ
เป็นกรดดา่งของอาหารเร่ิมต้น 8-9 P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้ช้าลง โดยมีแอก-
ติวติีสงูท่ีสดุในวนัท่ี 10 (รูปท่ี 33 A-F) ส าหรับการเติบโตของ P. coccineus KB4 ในอาหารท่ีมี
ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารตา่ง ๆ กนัพบวา่ ท่ี ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้น 4 ราสามารถ
เติบโตได้ดีท่ีสดุโดยมีน า้หนกัแห้ง 0.220.01 กรัม รองลงมาคือท่ีความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้น 5 รามี
น า้หนกัแห้ง  0.180.03 กรัม สว่นท่ีความเป็นกรดดา่ง 3 6 7 8 และ 9 มีการเติบโตใกล้เคียงกนั 
โดยมีน า้หนกัแห้ง อยู่ในช่วง 0.07-0.09 กรัม และเมื่อพิจารณาความสมัพนัธ์ของการเติบโตกบัการ
ผลิตแลคเคสจะพบวา่ ท่ีความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นสงูกวา่ 6 ราจะสามารถผลิตแลคเคสได้น้อยและ
ช้าลงซึ่งสอดคล้องกบัการเติบโตท่ีช้าลงด้วย โดยสรุปพบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิต 
แลคเคสได้สงูสดุท่ีความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้น 5 แตก่ารผลิตแลคเคสจะลดลงเมื่อความเป็นกรดดา่ง
เร่ิมต้นของอาหารสงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นี ้
 เมื่อประมวลผลจากการทดลองทัง้หมดพบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคส
ได้มากท่ีสดุในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีมีการปรับองค์ประกอบของแหลง่ไนโตรเจนเพียง
อย่างเดียวคือ เปลี่ยนจากแอล-แอสพาราจีนมาเป็นเปปโตนท่ีความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
ร่วมกบัการใช้องค์ประกอบเดิมของ Basal Medium คือ กลู โคสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
คา่ความเป็นกรดดา่งของอาหารเร่ิมต้นเป็น 5 และเมื่อท าการเลีย้งเป็นเวลา 8 วนั ท่ีอณุหภมูิ 28 
องศาเซลเซียส จะให้คา่แอกติวิตีของแลคเคสสงูสดุเป็น 6.120.40 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ซึ่งเพ่ิมสงูขึน้
กวา่การเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีไมผ่า่นการปรับแหลง่ไนโตรเจนถึง 1.42 เท่า  
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          A         B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      C                        D 
รูปท่ี 33 การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 เมื่อเลีย้งในอาหารสตูร Basal 
Medium ท่ีมี กลโูคสและเปบโตน เป็นแห ลง่คาร์บอนและไนโตรเจน เป็นเวลา 14 วนั ท่ีความเร็ว 
150 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีคา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นตา่ง ๆ (A) pH 3 

(B) pH 4 (C) pH 5 และ (D) pH 6 (E) pH 7 (F) pH 8 และ (G) pH 9  ■  แสดงน า้หนกัแห้ง 

(กรัม) และ         แสดงแลคเคสแอกติวิตี (ยนิูตตอ่มิลลิลิตร) 
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          E        F 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

G 
 
รูปท่ี 33 (ตอ่)  
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4.6 การเตรียมแลคเคสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัต ิ
4.6.1 การเตรียมแลคเคส  

4.6.1.1 การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
เลีย้งรา P. coccineus KB4 ในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีมีการปรับ

องค์ประกอบจากข้อ 4.5 ปริมาตร 2 ลิตร น ามากรองแยกเส้นใยของราออกแล้วน าสว่นอาหารเหลว
มาวดัแอกติวิตีของแลคเคสได้ 13,920 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร มีโปรตีน 460 มิลลิกรัม และแอกติวิตี
จ าเพาะ 30.26 ยนิูตตอ่มิลลิกรัม หลงัจากนัน้ท าให้มีความเข้มข้นของแลคเคสสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตรา-
ฟิลเตรชนัโดยใช้ Viva Flow 250 ท่ีมี membrane cut off ท่ี 10,000 Da แล้วน ามาวดัแอกติวิตีของ
แลคเคส ทัง้สว่นท่ีผา่นและไมผ่า่นเมมเบรน พบวา่ แอกติวิตีทัง้หมดของแลคเคสมีมากอยู่ในสว่นท่ี
ไมผ่า่นเมมเบรนเท่ากบั 9,128 ยนิูต มีโปรตีน 224 มิลลิกรัม และแอกติวิตีจ าเพาะ 40.75 ยนิูตตอ่
มิลลิกรัม สว่นท่ีผา่นเมมเบรนมีคา่แอกติวิตีทัง้หมดของแลคเคสเท่ากบั 27.6 ยนิูต มีโปรตีน 24 
มิลลิกรัม และแอกติวิตีจ าเพาะ 1.15 ยนิูตตอ่มิลลิกรัมและเปรียบเทียบแอกติวิตีของแลคเคสก่อน
และหลงัการอลัตราฟิลเตรชนั พบวา่ วิธีการนีท้ าให้แลคเคสมีความเข้มข้นขึน้ถึง 1.64 เท่า  

4.6.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
จากการตกตะกอนแลคเคสปริมาตร 200 มิลลิลิตร ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตท่ี

ความเข้มข้นในช่วง 0-20 20-40 40-60 60-80 และ 80-100 เปอร์เซน็ต์ พบวา่โปรตีนท่ีตกตะกอน
ในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ให้แอกติวิตีจ าเพาะของแลคเคสสงู
ท่ีสดุคือ 490.04 ยนิูตตอ่มิลลิกรัม รองลงมาคือ โปรตีนทีตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟต 40-60 20- 40 และ 0-20 เปอร์เซ็นต์ โดยมีแอกติวิตีจ าเพาะของแลคเคส 
104.33 35 .20 และ 20.74 ยนิูตตอ่มิลลิกรัม ตามล าดบั สดุท้ายคือ โปรตีนท่ีตกตะกอนในช่วง
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 80-100 เปอร์เซ็นต์ มีแอกติวิตีจ าเพาะของแลคเคส 11.98    
ยนิูตตอ่มิลลิกรัม ซึ่งท่ีความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ มีความบริสทุธ์ิของ
เอนไซม์เพ่ิมขึน้เมื่อเทียบกบัก่อนตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตถึง 12.20 เท่า (ตารางท่ี13) 
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ตารางท่ี 13 การตกตะกอนของแลคเคสจาก P. coccineus KB4 ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

ช่วงความเข้มข้นของ 
แอมโมเนียมซลัเฟต(เปอร์เซ็นต)์ 

Total volume (ml) 
Activity 
(U/ml) 

Total protein (mg) Total activity (U) 
Specific acitivity 

(U/mg) 
purification 

factor 
เอนไซม์หยาบ (ก่อนตกตะกอน) 200 11.41 56.82 2,282.00 40.16 1.00 

0-20 8 1.2 0.27 9.60 35.20 0.88 
20-40 8.2 1.65 0.65 13.53 20.74 0.52 
40-60 9.8 12.33 1.16 120.83 104.33 2.60 
60-80 10 125.85 2.57 1,258.50 490.04 12.20 
80-100 11.2 1.47 1.37 16.46 11.98 0.30 
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4.6.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของเอนไซม์หยาบ 
 จากการศกึษาการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตพบวา่ ช่วงความ

เข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ ท าให้แลคเคสมีแอกติวิตี จ าเพาะสงูท่ีสดุ ดงันัน้
จึงน าเอนไซม์ท่ีได้จากช่วงความเข้มข้นนีม้าท าการศกึษาลกัษณะสมบตัิ ดงัตอ่ไปนี ้
  4.6.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 

เมื่อศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส โดยการปรับความเป็นกรดดา่งของ reaction mixture ให้เป็น pH 3 4 5 6 7 8 และ 
9 โดยค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีวดัในภาวะปกติ (ใน 0.1 M 
glycine HCl buffer (pH 3.5)) ส าหรับแลคเคส และใน 0.1 M sodium tartrate buffer (pH 5.0) 
ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส พบวา่ แลคเคสสามารถท างานได้ดีท่ีสดุในช่วงความเป็นกรด
ดา่ง 3.5-4 ใน 0.1 M glycine HCl buffer โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ (relative activity) ท่ี 100 
และ 91.44 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ ในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4-6 ใน 0.1 M sodium 
tartrate buffer มีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 71.81 62.35 และ 54.76 เปอร์เซ็นต์ และสดุท้ายท่ีความ
เป็นกรดดา่ง 6 และ 7 ใน 0.1 M sodium phosphate buffer มีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 1.91 และ 
0.43 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส าหรับท่ีความเป็นกรดดา่ง 8-9 (0.1 M  glycine sodium hydroxide 
buffer) ไมพ่บแอกติวิตีของแลคเคสเลย (รูปท่ี 34 A)  ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส สามารถ
ท างานได้ดีท่ีสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง 5 ใน 0.1 M sodium tartrate buffer โดยมีคา่แอกติวิตี
สมัพทัธ์ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ท่ีความเป็นกรดดา่ง 4 และ 6 ใน 0.1 M sodium tartrate 
buffer  โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 75.19 และ 71.51 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเมื่อความเป็น
กรดดา่งสงูมากกวา่ 6 แอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จะลดลง โดยท่ีความเป็นกรดดา่ง 9 
(ใน 0.1 M  glycine sodium hydroxide buffer) ไมพ่บแอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสเลย 
(รูปท่ี 34 B)  โดยสรุปได้วา่ ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมในการท างานของแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส คือ 3.5 และ 5 ตามล าดบั และเมื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่ง ให้สงูขึน้หรือลดลง
มากกวา่นีจ้ะมีผลท าให้เอนไซม์ท างานได้น้อยลง 

 
4.6.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 

เพอร์ออกซิเดส 
เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์-

ออกซิเดส โดยการบ่ม reaction mixture ท่ีอณุหภมูิ 28 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส ค านวณ
แอกติวิตีสมัพทัธ์เปรียบเทียบกบัแอกตวิิตีของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูห้ิอง (ประมาณ 28 องศา
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เซลเซียส) พบวา่ แลคเคสท างานได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิห้อง โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ 
และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้การท างานของแลคเคสลดลง โดยแลคเคสท างานได้น้อยท่ีสดุ
ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส โดยมี แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 47.55 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 35 A) ส าหรับ
แมงกานีส เพอร์ -ออกซิเดส พบวา่ ท างานได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียสเช่นเดียวกนั มี  
แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ อณุหภมูิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีแอกติวิตี
สมัพทัธ์ท่ี 98.09 และ 77.28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และท างานได้น้อยท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 50 และ 60 
องศาเซลเซียส โดยมี แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 47.45 และ 40.63 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 35 B)  
โดยสรุปได้วา่ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส คือ 
อณุหภมูิห้องหรือประมาณ 28 องศาเซลเซียส และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์ท างาน
ได้น้อยลง 

 
4.6.2.3 การศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส

เพอร์ออกซิเดส 
เมื่อศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออก-

ซิเดส โดยการเติม CuSO4 MnSO4 MgSO4 ZnCl2 CaCl2 FeSO4 NaCl EDTA และ SDS ลงใน 
reaction mixture ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 10 mM และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ส าหรับ SDS) ค านวณแอกติ-
วิตีสมัพทัธ์เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซม์ท่ีไมม่ีการเติมไอออน พบวา่ CuSO4 และ MnSO4 
มีผลยบัยัง้การท างานของแลคเคสเพียงเลก็น้อย โดยมีคา่ แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 99.07 และ 95.09 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ EDTA มีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 69.32 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ 
MgSO4 ZnCl2 CaCl2 และ NaCl มีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์อยู่ในช่วง 25.15 – 41.87 เปอร์เซ็นต์ สว่น 
FeSO4 และ SDS มีผลยบัยัง้การท างานของแลคเคสเกือบทัง้หมด โดยมีคา่ แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 
2.15 และ 1.84 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 36) ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส พบวา่ MnSO4 
จะช่วยเพ่ิมการท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส โดยมี แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 268.82 เปอร์เซ็นต์ 
CaCl2 มีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เพียงเลก็น้อย โดยมีคา่ แอกติวิตี
สมัพทัธ์ท่ี 95.03 เปอร์เซ็นต์ NaCl MgSO4 CuSO4 และ SDS มีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส บางสว่น โดยมีคา่ แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 81.59 81 .14 70 .43 และ 31.59 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั ZnCl2 และ EDTA มีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส เกือบทัง้หมด 
โดยมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 9.68 และ 6.05 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั สว่น FeSO4 ไมส่ามารถวดัแอก
ติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสได้ เน่ืองจากมีการเปลี่ยนสีของ reaction mixture (รูปท่ี 36) 
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รูปท่ี 34 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของ (A) แลคเคส  และ (B) แมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดส เมื่อท าการปรับความเป็นกรดดา่งของ reaction mixture ด้วย buffer ตา่ง ๆ คา่แอกติวิ-
ตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของ reaction mixture ท่ีบ่มใน 0.1 M glycine HCl 

buffer pH 3.5  ท่ีบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง        แสดง 0.1 M glycine-HCl buffer (pH3-4)   ■   แสดง 
0.1 M sodium tartrate buffer (pH4-6)         แสดง 0.1 M sodium phosphate buffer (pH6-8) 

และ    ▲    แสดง 0.1 M glycine sodium hydroxide buffer (pH8-9)    

A 

B 



 
81 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 35 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของ (A) แลคเคส  และ (B) แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 
เมื่อท าการบ่ม reaction mixture ท่ีความเป็นอณุหภมูิตา่ง ๆ คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดย
เปรียบเทียบกบัแอกติวิตขีอง reaction mixture ท่ีบ่มท่ีอณุหภมูิห้อง (ประมาณ 28 องศาเซลเซียส) 

A 

B 



 
82 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 36 ผลของไอออนตา่ง ๆ ท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสเมื่อเติม
ไอออนเหลา่นีล้งใน reaction mixture ท่ีความเข้มข้น 10 mM และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ส าหรับ SDS) 
ก่อนท าการวดัแอกติวิตีตามปกติ คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัการวดัแอกติวิตี
ปกติ ท่ีไมม่ีการเติมไอออน 
 

4.6.2.4 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  

เมื่อศกึษาผลของความเป็นกรดดา่ง ท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกา-
นีส เพอร์ออกซิเดส โดยการบ่มเอนไซม์ท่ี pH 3 4 5 6 7 8 และ 9 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วน ามาวดั
คา่แอกติวิตีของเอนไซมใ์นภาวะปกติ ค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์เปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอน- 
ไซม์ท่ีอยู่ใน 0.1 M glycine HCl buffer (pH 3.5) ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส พบวา่ แลคเคสมี
ความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 3 - 4 ใน 0.1 M glycine HCl buffer โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์
ท่ี 97.45 (pH 3) 100 (pH 3.5) และ 92.70 (pH 4) เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือช่วงความ
เป็นกรดดา่ง 4-8 แลคเคสจะเสียสภาพไปบางสว่น โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์อยู่ในช่วง  86.22-77.63 
เปอร์เซ็นต์ และแลคเคสจะเสียสภาพมากท่ีสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง 8 และ 9 คือ มีแอกติวิตีสมัพทัธ์ 
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51.75 และ 41.17 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 37 A) ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส พบวา่ มี
ความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4-5 ใน 0.1 M sodium tartrate buffer โดยมีแอกติวิตี
สมัพทัธ์ท่ี 90.96 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือช่วงความเป็นกรดดา่ง 4 และ 3 ใน 
0.1 M glycine HCl buffer มีแอกติวิตีสมัพทัธ์  81.97 และ 60.69 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และมี
ความเสถียรน้อยท่ีสดุในช่วงความเป็นกรดดา่ง 8 และ 9 คือ มีแอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 12.66 และ 2.81 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 37 B)  โดยสรุปได้วา่ ความเป็นกรดดา่ง ท่ีแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส มีความเสถียรมากท่ีสดุ คือ 3.5 และ 5 ตามล าดบั และเมื่อเปลี่ยนความเป็นกรด
ดา่งให้สงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นีจ้ะมีผลท าให้เอนไซม์เสียสภาพไป 
 

4.6.2.5 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกานีส 
เพอร์ออกซิเดส 

เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดส โดยการบ่มเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 28 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
แล้วน ามาวดัแอกติวิตีของเอนไซม์ในภาวะปกติ ค านวณแอกติวิตีสมัพทัธ์เปรียบเทียบกบัแอกติวิตี
ของเอนไซม์ท่ีบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบวา่ แลคเคสมีความเสถียรพอสมควรท่ี
อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยมี แอกติวิตีสมัพทัธ์  81.71 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อ อณุหภมูิสงูขึน้ 
ความเสถียรของแลคเคสจะลดลงโดยท่ีอณุหภมูิ 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส แลคเคสมีคา่แอก-
ติวิตีสมัพทัธ์อยู่ในช่วง 68.44-33.92 เปอร์เซ็นต์    และน้อยท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส โดย
มีแอกติวิตีสมัพทัธ์  18.26 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 38 A) ส าหรับ แมง กานีส เพอร์ออกซิเดส มีความ
เสถียรคอ่นข้างสงูท่ีช่วงอณุหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส มี แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี  93.81 และ 88.46 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้ ความเสถียรของ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสจะลดลง
โดยท่ีอณุหภมูิ  40 และ 50 องศาเซลเซียส แมงกานีส เพอร์ ออกซิเดสมีคา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี  
68.99-60.48 เปอร์เซ็นต์    และน้อยท่ีสดุ ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ท่ีแอกติวิตีสมัพทัธ์  36.48 
เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 38 B) โดยสรุปได้วา่ แลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จะมีความเสถียร
มากท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส หรือต ่ากวา่  และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์ ท่ี
มีความเสถียรน้อยลง 
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รูปท่ี 37 ผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของ (A) แลคเคส  และ (B) แมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดส เมื่อท าการบ่ม reaction mixture ใน buffer ท่ีมีความเป็นกรดดา่งตา่ง ๆ เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซมท่ี์บ่มใน 0.1 M 

glycine HCl buffer pH 3.5 ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส       แสดง 0.1 M glycine-HCl buffer 

(pH3-4)   ■   แสดง 0.1 M sodium tartrate buffer (pH4-6)         แสดง 0.1 M sodium 

A 

B 
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phosphate buffer (pH6-8) และ  ▲   แสดง 0.1 M glycine sodium hydroxide buffer (pH8-

9)    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

A 
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รูปท่ี 38 ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของ (A) แลคเคส และ (B) แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส   
เมื่อท าการบ่มเอนไซมท่ี์อณุหภมูิตา่ง ๆ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนท าการวดัแอกติวิตีท่ีอณุหภมูิห้อง
คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ค านวณโดยเปรียบเทียบกบัแอกติวิตีของเอนไซมท่ี์บ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซล- 
เซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนท าการวดัแอกติวิตี 
4.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
 4.7.1 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 

4.7.1.1 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคส 
เมื่อศกึษาการย่อยสลาย PAHs 5 ชนิด ได้แก่ benzo(a)pyrene  pyrene  

antracene phenanthrene และ fluoranthene ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ PAHs แตล่ะชนิดคือ 
100 ppm  โดยใช้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร 
พบวา่ เมื่อเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย pyrene และ anthracene ได้มาก
ท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 76.35 และ 74.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ 
benzo(a)pyrene fluoranthene และ phenanthrene มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 42.69 35 .88 
และ 31.86 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 39 A) และเมื่อเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง แลคเคสสามารถ
ย่อยสลาย anthracene pyrene และ fluoranthene ได้มากท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 
87.80 84.30 และ 84.22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ benzo(a)pyrene และ 
phenanthrene มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 49.37 และ 42.70 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 39 B) 

 
4.7.1.2 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ (mediator) 
เมื่อศกึษาการย่อยสลาย PAHs 5 ชนิด ข้างต้น โดยใช้ แลคเคสจาก P. 

coccineus KB4 ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ร่วมกบัเมดิเอเตอร์คือ ABTS ท่ีความ
เข้มข้นสดุท้าย 1 mM พบวา่ เมื่อเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย pyrene และ 
anthracene ได้มากท่ีสดุ เช่นเดียวกนั โดยมีเปอร์เซ็นต์การ ย่อยสลายท่ี 69.29 และ 69.26 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ benzo(a)pyrene phenanthrene และ fluoranthene มี
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 49.10 39.89  และ 25.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 39 A) และเมื่อ
เวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย pyrene และ anthracene ได้มากท่ีสดุ โดยมี
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 76.80 และ 70.49 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ 
benzo(a)pyrene fluoranthene และ phenanthrene มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 66.25 62.04 
และ 50.47 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (รูปท่ี 39 B) 

เมื่อพิจารณาผลของการใช้เมดิเอเตอร์ร่วมในการย่อยสลาย PAHs พบวา่จะ
ขึน้อยู่กบัชนิดของ PAHs โดยเมดิเอเตอร์สามารถช่วยให้แลคเคสย่อยสลาย PAHs บางชนิดได้ดี
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ขึน้ เช่น phenanthrene และ benzo(a)pyrene แตก่ารใช้เมดิเอเตอร์ไมม่ีผลท่ีชดัเจนตอ่การย่อย
สลาย pyrene ในขณะท่ีบางชนิดการเติมเมดิเอเตอร์กลบัมผีลให้แลคเคสย่อยสลาย PAHs ได้
น้อยลง เช่น anthracene และ fluoranthene  และพบวา่ระยะเวลาท่ีใช้ในการย่อยสลาย PAHs จะ
ขึน้อยู่กบัชนิดของ PAHs ด้วย โดยการย่อยสลาย  pyrene กบั antracene ท่ี 2 ชัว่โมง ให้ผลการ
ย่อยสลายได้ใกล้เคียงกบัท่ีเวลา 24 ชัว่โมง แตส่ าหรับ fluoranthene benzo(a)pyrene และ 
phenanthrene เมื่อบ่มให้นานขึน้เป็น 24 ชัว่โมง จะให้ผลของการย่อยสลายดีกวา่ท่ีเวลา 2 ชัว่โมง
อย่างเห็นได้ชดั 
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รูปท่ี 39 ผลของการย่อยสลาย PAHs แตล่ะชนิดท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 100 ppm ด้วย (■) แลค-
เคส ท่ีความเข้มข้น 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และ (   ) แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ (1mM ABTS) เป็น
เวลา (A) 2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง เขย่า reaction mixture ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที บ่มท่ี
อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 

74.32

31.86
35.88

76.35

42.69

69.26

39.89

25.13

69.29

49.10

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

ant
hra

cen
e

phe
nan

thre
ne

fluo
ran

the
ne

pyr
ene

ben
zo(

a)p
yre

ne

PAHs

De
gr

ad
ati

on
 (%

)
A 

87.80

42.60

84.22 84.30

49.37

70.49

50.47

62.04

76.80

66.25

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

ant
hra

cen
e

phe
nan

thre
ne

fluo
ran

the
ne

pyr
ene

ben
zo(

a)p
yre

ne

PAHs

De
gr

ad
ati

on
 (%

)

B 



บทที่  5 
 

การอภปิรายผลการวิจยั 
 
5.1 การเก็บตัวอย่างและการจ าแนกชนิดเหด็ราในกลุ่มราฟอกขาวจากแหล่งธรรมชาติใน
ประเทศไทย 
       5.1.1 การเก็บตวัอย่าง  
 จากการเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย พบวา่รา
กลุม่ฟอกขาวจะเจริญอยู่บนไม้ผ ุตอไม้  หรือต้นไม้ เน่ืองจากรากลุม่นีจ้ะสามารถผลิตเอนไซม์ท่ี
สามารถย่อยสลายลิกนินท่ีเป็นองค์ประกอบของไม้ได้ (Cerniglia, 1997) ซึ่งการเก็บตวัอย่างรา
กลุม่ราฟอกขาวทัง้หมด 101 ตวัอย่าง สามารถแยกเส้นใยบริสทุธ์ิได้เพียง 20 ไอโซเลต เน่ืองจากมี
การปนเปือ้นของราชนิดอ่ืนบนดอกเห็ด เช่น Penicillium spp. และ Aspergillus spp. เป็นต้น 
รวมทัง้ตวัอย่างราท่ีเก็บได้บางตวัอย่างไมส่มบรูณ์ เช่น ดอกเห็ดมีความแห้งมากท าให้เส้นใยไม่
สามารถเจริญออกมาได้ หรือมีการกดัแทะของแมลง จึงไมป่ระสบความส าเร็จในการแยกเส้นใย
บริสทุธ์ิ  

5.1.2 การจ าแนกชนิด 
  ในการจ าแนกชนิดของเห็ดรา จะต้องอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาหลายด้าน

ประกอบกนั เช่น ขนาดรูปร่าง และสีของดอกเห็ด สปอร์ รวมทัง้เส้นใย เป็นต้น ไมส่ามารถใช้
ลกัษณะหนึ่ง ลษัณะใดมาท าการจ าแนกชนิดของเห็ดได้ เน่ืองจากจะเกิดความคลาดเคลื่อนในการ
จ าแนกชนิด เมื่อ ท าการจ าแนกชนิดของเห็ดราท่ีสามารถแยกเส้นใยท่ีบริสทุธ์ิได้ทัง้หมด 20 ไอโซ-
เลต โดยท าการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของดอกเห็ดและสปอร์ร่วมกบัลกัษณะของ
เส้นใย ตามวิธีของ อนิวรรต เฉลิมพงษ์ (2541) และเปรียบเทียบลกัษณะท่ีตรวจสอบได้กบัรูปวิธาน
ของ Ryvarden และ Johansen (1980) และ Gilbertson และ Ryvarden (1987) และเอกสารอ่ืน 
ๆ ท่ีเก่ียวข้อง  พบวา่ราท่ีแยกได้จดัอยู่ในสกลุตา่งๆ จ านวน  6 สกลุ 19 ชนิด ได้แก่ Ganoderma 
australe NKP2 G. australe NKS4 G. australe PTN3 G. dahlii CB24 G. lobatum BK5      

G. lobatum RED6 G. lucidum RED1 G. lucidum NKP3 G. lucidum NRM9 Microporus 
xanthopus CB2 Phellinus pachyphloeus PJK2 Polyporus tenuiculus KB1 Pycnoporus 
coccineus KB4 P. coccineus PB1 P. sanguineus MHS3 Schizophyllum commune BK1  
S. commune BK2 S. commune CB4 และ Trametes elegans PJK1 โดยมี 1 ไอโซเลตท่ีไม่
สามารถระบชุนิดได้ คือ Trametes sp. BK3 เน่ืองจาก ลกัษณะของสปอร์ไมส่อดคล้องกบั
ลกัษณะโครงสร้างของดอกเห็ด จึงไมส่ามารถจดัจ าแนกได้ ซึ่งราทัง้ 6 สกลุ นี ้ได้มีรายงานการพบ
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ในประเทศไทยแล้วทกุสกลุ โดยมีรายงานถึงความหลากหลายของเห็ดราในประเทศไทย ท่ีจดัอยู่
ในกลุม่ Basidiomycetes ทัง้หมด 11 อนัดบั 51 วงศ์ 154 สกลุ และ 375 ชนิด (อนงค์ จนัทร์-        
ศรีกลุ, 2551; กมลชยั ชะเอม, 2546; Chairattanamanokorn et al., 2004) ซึ่งสกลุท่ีพบมากใน
ประเทศไทยคือ Ganoderma โดยจะพบ G. lucidum เป็นสว่นใหญ่ (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ , 2551; 
กมลชยั ชะเอม , 2546) ซึ่งคล้ายคลงึกบัการศกึษานีท่ี้พบราในสกลุ Ganoderma ถึง 9 ไอโซเลต 
นอกจากนีย้งัมีรายงานการพบราในสกลุ Schizophyllum และ Microporus ในประเทศไทย
คอ่นข้างมากด้วยเช่นกนั (Chanopas et al., 2006) เน่ืองจากราในสกลุนีม้ีความทนตอ่ภาวะของ
อากาศท่ีแห้งได้ดจีึงสามารถพบได้ทกุฤดกูาล (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ , 2551) สว่นราในสกลุ 
Pycnoporus นัน้มีรายงานวา่ จะพบ  P. sanguineus เป็นสว่นใหญ่เมื่อเทียบกบัราชนิดอ่ืน ๆ ใน
สกลุเดียวกนั (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ, 2551) แตใ่นการศกึษานีย้งันอกจากจะพบ P. sanguineus แล้ว
ยงัพบ P. coccineus ถึง 2 ไอโซเลตอีกด้วย 
 
5.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ 

5.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แขง็ 
 จากการตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ โดยการเลีย้งราทัง้ 20 
ไอโซเลต บนอา หารท่ีเติม ABTS เพ่ือทดสอบความสามารถในการสร้างแลคเคส โดยสงัเกตจาก
การเกิดวงสีเขยีวจนถึงสีมว่งรอบโคโลนีของรา สี ท่ีเกิดขึน้นัน้เกิดจากการออกซิไดซ์ของ ABTS ไป
เป็น ABTS radical ซึ่งให้สีเขียวจนถึงสีมว่ง ABTS นัน้เป็นสารตัง้ต้นท่ีมีความจ าเพาะตอ่ 
extracellular radical-generating enzymes เช่น แลคเคส และเพอร์ออกซิเดสชนิดตา่งๆ เป็นต้น 
(Hatakka et al., 2001) จากการศกึษาพบวา่ ราทัง้ 20 ไอโซเลต สามารถสร้างวงสีเขียวจนถึงมว่ง
ได้ ซึ่ง แสดงถึงแอกติวิตีของแลคเคส และ /หรือ เพอร์ออกซิเดส สว่นแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสนัน้ 
เน่ืองจากการท างานของเอนไซม์นีจ้ าเป็นต้องมีแมงกานีสอิสระเข้ามาช่วยในการท าปฏิกิริยา 
(Hammel and Cullen, 2008) ดงันัน้ในการตรวจสอบความสามารถในการสร้างแมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดส จึงต้องท าการทดสอบในอาหารท่ีมีการเติม MnCl2.H2O เพ่ือให้แมงกานีส เพอร์ออกซิ-
เดสสามารถท าปฏิกิริยาได้ โดยเอนไซม์นีจ้ะท าปฏิกิริยากบั MnCl2.H2O ท าให้เกิด MnO2 ซึ่งจะ
ให้ผลเป็นวงสีน า้ตาลขึน้มารอบโคโลนีของรา (Chairattanamanokorn et al., 2005) จาก
การศกึษาพบวา่ ไมพ่บวงสีน า้ตาลรอบโคโลนีของราทัง้ 20 ไอโซเลต อาจเป็นเพราะราทัง้ 20 ไอโซ-
เลต ไมม่ีสามารถสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสในปริมาณท่ีจะตรวจสอบได้ด้วยวิธีนี ้ 
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5.2.2 การวดัแอกติวิตีของเอนไซม์เชิงปริมาณ 
โดยทัว่ไปแล้วราท่ีสามารถสร้างแลคเคสได้นัน้จะสร้างแลคเคสในปริมาณท่ีแตกตา่งกนั

คอ่นข้างมากขึน้อยู่กบัชนิดและสายพนัธุ์ของราคือ ตัง้แต่  0.01-8.0 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (Eggert et 
al., 1996) โดยมีรายงานวา่ราท่ีสามารถสร้างแลคเคสได้มากนัน้ได้แก่ Trametes versicolor  
Pycnoporus sanguineus และ P. cinnabarinus เป็นต้น ซึ่งจากการศกึษานีก้ารวดัแอกติวิตีของ
ลิกนิโนไลติกเอนไซมเ์ชิงปริมาณของราทัง้ 20 ไอโซเลต พบวา่ P. coccineus KB4 P. coccineus 
PB1 และ P. sanguineus MHS3 สามารถสร้างแลคเคสได้มากท่ีสดุ ในช่วง 3.61-2.65 ยนิูตตอ่
มิลลิลิตร ทัง้นีก้ารศกึษาการสร้างแลคเคสจาก P. coccineus นัน้มคีอ่นข้างน้อยเมื่อเทียบกบั 
Pycnoporus ชนิดอ่ืน มีรายงานพบวา่ P. coccineus สามารถสร้างแลคเคสได้ประมาณ 0.8-1.8 
ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (Chairattanamanokorn et al., 2005; Jaouani et al., 2005)  ซึ่งจะเห็นได้วา่ P. 
coccineus KB4 ท่ีคดัแยกได้ในการศกึษานีม้ีความสามารถในการสร้างแลคเคสได้ดีกวา่ท่ีมี
ผู้รายงานไว้ ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสนัน้พบวา่ ทัง้ 3 ไอโซเลตนี ้ สามาร ถผลิตได้ในช่วง 
0.13-0.03 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในขณะท่ีมีรายงานวา่ P. coccineus มีแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  
แอกติวิตีในช่วง 0.02-0.08 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร (Chairattanamanokorn et al., 2005) ซึ่งใกล้เคียง
กบัการศกึษานี ้ นอกจากนีจ้ากการผลการตรวจสอบแอกติวิตีของเอนไซมพ์บวา่ ความสามารถใน
การสร้างเอนไซม์บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแขง็ท่ีตรวจสอบได้นัน้ ให้ผลไมส่อดคล้องกบัการวดัแอกติวิ-
ตีของเอนไซม์เชิงปริมาณในบางไอโซเลต  อาจเน่ืองมาจากในการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แขง็นัน้ ราจะไมส่ามารถสมัผสักบัอาหารได้ดีเหมือนกบัการเลีย้งในอาหารเหลวท่ีใช้ในการวดัแอก-
ติวิต ี จึงอาจท าให้ราเติบโตได้ไมด่ีและเอนไซม์ท่ีราสร้างออกมาได้ไมม่ีความสม ่าเสมอ ท าให้คา่ท่ี
วดัได้ไมส่อดคล้องกบัการวดัเชิงปริมาณได้  
 
5.3 การศึกษาการเติบโตของรา 

มีรายงานวา่ แลคเคสโดยทัว่ไปจะผลิตออกมาในการเติบโตช่วง stationary phase ของรา 
(Cerniglia, 1997) แตอ่ย่างไรก็ดีช่วงเวลาของการผลิตแลคเคสยงัคงขึน้อยู่กบัชนิดของราด้วย จาก
การศกึษาการเติบโตและช่วงเวลาของการผลิตแลคเคสของราทัง้ 3 ไอโซเลต คือ P. coccineus 
KB4 P. coccineus PB1 และ P. sanguineus MHS3 ในอาหารสตูร Basal Medium พบวา่       
P. coccineus KB4 และ P. coccineus PB1 สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุในการเติบโตช่วง late 
log phase จนถึง early stationary phase คือวนัท่ี 6-10 ของการเลีย้ง แต ่P. sanguineus MHS3 
สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุในการเติบโตช่วง stationary phase ทัง้นีม้ีการศกึษาท่ีพบวา่  
Ganoderma sp. WR-1 สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสได้มากท่ีสดุในช่วง late log phase 
เช่นกนั (Madhavi and Lele, 2006) ซึ่งคล้ายคลงึกบั P. coccineus KB4 และ P. coccineus 
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PB1 และเมื่อเปรียบเทียบรา 3 ไอโซเลตนีพ้บวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้มาก
ท่ีสดุท่ี 4.912.02 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 ของการเลีย้ง  
 
5.4 การศึกษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs 

จากการศกึษาการเติบโตของรา P. coccineus KB4 P. coccineus PB1 และ P. 
sanguineus MHS3 บนอาหารสตูร Basal Medium Agar ท่ีมีการเติม PAHs คือ anthracene 
phenanthrene fluoranthene pyrene  และ benzo(a)pyrene  ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ PAHs 
แตล่ะชนิดคือ 1 10 และ 100 ppm พบวา่ การยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลต มี
ความสมัพนัธ์กบัโครงสร้างและความเข้มข้นของ PAHs แตล่ะชนิด โดย benzo(a)pyrene ท่ี
ประกอบด้วยวงแหวนเบนซีน 5 วง มีผลการยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลตมากท่ีสดุ สว่น 
anthracene ท่ีประกอบด้วยวงแหวนเบนซีน 3 วง มีผลการยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลต
น้อยท่ีสดุ รวมทัง้การจดัเรียงตวัของ PAHs แตล่ะชนิดก็มีผลด้วย จะเห็นได้จาก phenanthrene ท่ี
มีการจดัเรียงตวัของวงแหวนเบนซีนลกัษณะเป็นมมุนัน้ มีผลยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลต 
มากกวา่ anthracene ท่ีมีจ านวนวงแหวนเบนซีนเท่ากนัแตก่ารจดัเรียงตวัของวงแหวนเบนซีน
ลกัษณะเส้นตรง  ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานท่ีพบวา่ ความสามารถในการย่อยสลาย ขึน้อยู่กบัมวล-
โมเลกลุ และการจดัเรียงวงแหวนเบนซีนในโครงสร้างของ PAHs โดย PAHs ท่ีมีวงเบนซีนตอ่กนั
เป็นเส้นตรงจะสามารถถกูย่อยสลายได้ง่ายกวา่โครงสร้างวงเบนซีนท่ีตอ่กนัเป็นมมุ และ PAHs ท่ีมี
มวลโมเลกลุสงูจะย่อยสลายได้น้อยกวา่ PAHs ท่ีมีมวลโมเลกลุต ่า (Cerniglia, 1997) อีกทัง้ความ
เข้มข้นของ PAHs ท่ีเพ่ิมสงูขึน้ก็มีผลยบัยัง้การเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลตมากขึน้ด้วย และเมื่อ
เปรียบเทียบความสามารถในการเติบโตของราทัง้ 3 ไอโซเลต พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถ
ทนตอ่ PAHs ทกุชนิดและเกือบทกุความเข้มข้นได้ดีท่ีสดุ มีรายงานวา่ P. coccineus  IFO6489 
จากประเทศญ่ีปุ่ น สามารถเติบโตบนอาหารสตูร PDA ท่ีใช้ฟางข้าวสาลีเป็นแหลง่คาร์บอน และมี 
phenanthrene ท่ีความเข้มข้นถึง 2,000 ppm ได้ ซึ่งอาหารสตูร PDA ท่ีใช้ฟางข้าวสาลีเป็นแหลง่
คาร์บอนอาจจะสง่เสริมให้ราสามารถเติบโตได้ดีมากกวา่อาหารสตูร Basal Medium ท่ีใช้ใน
การศกึษานี ้ และฟางข้าวสาลีมีลิกโนเซลลโูลสท่ีอาจช่วยชกัน าให้ P. coccineus IFO6489 ผลิต
แลคเคสได้มากขึน้  จึงสามารถเติบโตได้ในอาหารท่ีมี phenanthene ท่ีความเข้มข้นสงูถึง 2,000 
ppm ได้ (Matsubara et al., 2006) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ Trametes versicolor  สามารถ
เติบโตได้ดใีนอาหารเหลวท่ีมีการเติม phenanthrene ความเข้มข้น 100 ppm เน่ืองจากอาหาร
เหลวนัน้จะท าให้ราสามารถสมัผสักบั PAHs ได้ดีกวา่การใช้อาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแขง็ ท าให้ใน
ระหวา่งการเลีย้งราสามารถย่อยสลาย PAHs ไปพร้อมกนั ความเข้มข้นของ PAHs ในอาหารเหลว
จึงลดลงอย่างตอ่เน่ือง ท าให้มีความเป็นพิษกบัราได้น้อยลง (Han et al., 2005) ซึ่งในการศกึษานี ้
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P. coccineus KB4 สามารถทน phenanthrene ได้คอ่นข้างน้อย เมื่อเทียบกบัราสายพนัธุ์อ่ืนท่ีมี
ผู้รายงานไว้ โดยมีเปอร์เซ็นต์ยบัยัง้การเติบโตท่ี 77.88 เปอร์เซ็นต์ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะในการศกึษา
นีท้ าการทดสอบความสามารถในการทน PAHs โดยการเลีย้ง P. coccineus KB4 บนอาหารสตูร 
Basal Medium Agar ท าให้ การเติบโตอาจไมด่ีเท่ากบัการเลีย้งในอาหารเหลว หรือใน Enriched 
Medium ดงัท่ีกลา่วมาแล้ว 
 
5.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส 
 จากการศกึษาการเติบโตของ P. coccineus KB4 นัน้พบวา่ ราไอโซเลตนีส้ามารถผลิต
แลคเคสได้ดีในช่วงของ late log phase จนถึง early stationary phase ดงันัน้จึงเป็นไปได้วา่ถ้า
สามารถกระตุ้นให้ราเติบโตได้ดีขึน้ก็อาจท าให้มีการผลิตเอนไซม์ในปริมาณท่ีสงูขึน้ตามมาด้วย  

5.5.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม  
จากการศกึษาผลของแหลง่คาร์บอนชนิดตา่ง ๆ ตอ่การผลิตแลคเคสของ  P. coccineus 

KB4 โดยการใช้กลโูคส ฟรุกโตส และซูโครส ท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โดยเป็นการ
เปรียบเทียบการใช้แหลง่คาร์บอนท่ีเป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวเปรียบเทียบกบัน า้ตาลโมเลกลุคู ่   ผล  
พบวา่ ในช่วง 8 วนัแรกของการเลีย้ง การเติบโตของ  P. coccineus KB4 ไมม่ีความแตกตา่งกนั
อย่างเดน่ชดัในอาหารท่ีมีน า้ตาลทัง้ 3 ชนิด แสดงวา่ P. coccineus KB4 สามารถใช้ทัง้น า้ตาล 
โมเลกลุเดี่ยวและน า้ตาลโมเลกลุคูใ่นการเติบโตได้  แตส่ าหรับการผลิตแลคเคสนัน้ให้ผลท่ีตา่งกนั 
โดย P. coccineus KB4 สามารถใช้กลโูคสซึ่งเป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวในการผลิตแลคเคสได้ 
ดีกวา่การใช้ซูโครสซึ่งเป็นน า้ตาลโมเลกลุคู ่ เน่ืองจากในการใช้น า้ตาลโมเลกลุคูน่ัน้ราจะต้อง    
ผลิตเอนไซม์ออกมาเพ่ือย่อยน า้ตาลโมเลกลุคูใ่ห้เป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยวก่อน  จึงสามารถน ามาใช้
ได้ (นงลกัษณ์ สวุรรณพินิจ  และปรีชา สวุรรณพินิจ , 2547) และเมื่อเปรียบเทียบน า้ตาลโมเลกลุ 
เดี่ยวเหมือนกนั  คือ  กลโูคส และฟรุกโตส พบวา่ P. coccineus KB4 ยงัคงสามารถใช้กลโูคสเป็น
แหลง่คาร์บอนในการผลิตแลคเคสได้ดีกวา่ ซึ่งอาจเป็นผล มาจากความซบัซ้อนของวิถีการย่อย
สลายฟรุกโตส ซึ่งท าให้สามารถย่อยสลายฟรุกโตสเพ่ือน ามาใช้ในการผลิตแลคเคสได้ยากกวา่
กลโูคส (Madhavi and Lele, 2006) ซึ่งผลจากการทดลองนีค้ล้ายคลงึกบัการศกึษาท่ีพบวา่การใช้
กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนให้กบั P. sanguineus สามารถให้ผลผลิตของแลคเคสสงูท่ีสดุเมื่อเทียบ
กบัการใช้ซูโครสและฟรุกโตส (Pointing et al., 2000) 
 

5.5.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม  
จากการศกึษาผลของแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่ง ๆ ตอ่การผลิตแลคเคสของ  P. coccineus 

KB4 โดยการใช้แอล-แอสพาราจีน เปปโตน และแอมโมเนียมซลัเฟต ท่ีความเข้มข้น 0.25 
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เปอร์เซ็นต์ (w/v) พบวา่เปปโตนและแอล-แอสพาราจีนเป็นแหลง่ไนโตรเจนท่ีท าให้ P. coccineus 
KB4 สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสได้ดีกวา่แอมโมเนียมซลัเฟต ซึ่งเปปโตนและแอล-แอสพารา
จีนจดัเป็นสารกลุม่อินทรีย์ไนโตรเจน สว่นแอมโมเนียมซลัเฟตจดัเป็นสารกลุม่อนินทรีย์ไนโตรเจน 
โดยทัว่ไปแล้วจลุินทรีย์จะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรีย์ไนโตรเจนได้ดีกวา่อนินทรีย์ไนโตรเจน เน่ือง 
จาก สารอินทรีย์ไนโตรเจนนัน้มกัประกอบไปด้วยกรดอะมิโนและโปรตีน ท าให้จลุินทรีย์สามารถ
น ามาใช้ได้ง่ายกวา่อนินทรีย์ไนโตรเจน (สมใจ ศิริโภค, 2547) และเมื่อเปรียบเทียบแหลง่ไนโตรเจน
ท่ีเป็นอินทรีย์ไนโตรเจนเหมือนกนัคือ เปปโตนและแอล-แอสพาราจีน พบวา่ P. coccineus KB4 
สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสในอาหารท่ีมเีปปโตนได้ดีกวา่แอล-แอสพาราจีน เน่ืองมาจากเปป- 
โตนนัน้ประกอบด้วยอินทรีย์ไนโตรเจนหลายชนิดท่ีจลุินทรีย์สามารถน ามาใช้ได้โดยตรง โดยไม่
จ าเป็นต้องสงัเคราะห์ขึน้มาใหม ่ รวมทัง้ยงัประกอบไปด้วยวิตามินอีกหลายชนิดท่ีช่วยในการ
เติบโตได้ด้วย (สมใจ ศิริโภค , 2547) ซึ่งสงัเกตได้จากการเติบโตของ P. coccineus KB4 ท่ี
สามารถเติบโตในอาหารท่ีมีเปปโตนได้มากกวา่การใช้แอล-แอสพาราจีนและแอมโมเนียมซลัเฟต
เป็นแหลง่ไนโตรเจนถึง 1.52 และ 2 เท่า ต ามล าดบั ซึ่งเมื่อราเติบโตได้ดีขึน้จึงท าให้สามารถผลิต
แลคเคสได้มากขึน้ตามไปด้วย ซึ่งให้ผลคล้ายคลงึกบัการศกึษาท่ีพบวา่ การใช้เปปโตนเป็นแหลง่
ไนโตรเจนสามารถท าให้ Pleurotus ostreatus มีการเติบโตและผลิดแลคเคสได้สงูขึน้ (Hou et al., 
2004) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่ การใช้อนินทรีย์ไนโตรเจนจ าพวกแอมโมเนียมซลัเฟต จะท าให้
การผลิตแลคเคสท่ีผลิตจาก Ganoderma sp. ท่ีเลีย้งในอาหารสตูร Basal Medium ลดลงด้วย
เช่นกนั (Madhavi and Lele, 2006)  
 

5.5.3 อณุหภมูิท่ีเหมาะสม 
จากการศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 พบวา่ P. 

coccineus KB4 สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส การ
เติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. coccineus KB4 จะลดลงเมื่ออณุหภมูิของการเลีย้งเพ่ิมสงูขึน้ 
ทัง้นี ้ P. coccineus เป็นราในกลุม่ mesophilic fungi จึงเจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิปานกลาง 
(Chairattanamanokorn et al., 2005) ซึ่งโดยทัว่ไปราในกลุม่นีจ้ะสามารถเติบโตได้ดีท่ีอณุหภมูิ
ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษานี ้มีผู้รายงาน ผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่
การผลิตแลคเคสจาก Trametes trogii ท่ีเป็นราในกลุม่ mesophilic fungi เช่นกนั โดยส ามารถ
ผลิตแลคเคสได้ดีทีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส (Dhouib et al., 2005) แตส่ าหรับ Phlebia 
floridensis ซึ่งเป็นรากลุม่ thermophilic fungi ท่ีเติบโตได้ดีท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส พบวา่ 
สามารถผลิตแลคเคสได้สงูท่ีอณุหภมูินีด้้วยเช่นกนั (Arora and Gill, 2005) ดงันัน้อณุหภมูิท่ี
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เหมาะสมตอ่การผลิตแลคเคสของรานัน้ จะขึน้อยู่กบัความสามาร ถในการเติบโตของราท่ีอณุหภมูิ
นัน้ ๆ ด้วย 

 
5.5.4 ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสม 
จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งตอ่การเติบโตและการผลิตแลคเคสของ P. 

coccineus KB4 โดยปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารสตูร Basal Medium ท่ีใช้กลโูคส
เป็นแหลง่คาร์บอนและเปปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจน พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลค-
เคสได้ดีท่ีสดุ เมื่อความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเท่ากบั 5 และการผลิตแลคเคสจะลดลงเมื่อ
ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารสงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นี ้ซึ่งในการศกึษาผลของความเป็น
กรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารท่ีมีตอ่การผลิตแลคเคสของรานัน้ พบวา่ราสว่นใหญ่จะสามารถเติบโตได้
ดีและสามารถผลิตแลคเคสได้สงูท่ีความเป็นกรดดา่ง 5 และเมื่อความเป็นกรดดา่งของอาหาร
เร่ิมต้นสงูขึน้จะมีผลท าให้การเติบโตและการผลิตแลคเคสลดลง เช่น การศกึษาท่ีพบวา่ Trametes 
trogii สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีช่วงความเป็นกรดดา่ง 5-6.5 แตเ่มื่อความเป็นกรดดา่งของ
อาหารเร่ิมต้นสงูขึน้จะมีผลท าให้การเติบโตและการผลิตแลคเคสลดลง (Dhouib et al., 2005) 
 
5.6 การเตรียมแลคเคสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัต ิ

5.6.1 การเตรียมแลคเคส  
5.6.1.1 การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
การท าให้แลคเคสมีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนัในการศกึษานี ้

โดยเลือกใช้ membrane cut off ท่ี 10,000 Da นัน้ เน่ืองจากมีการศกึษาพบวา่แลคเคสท่ีผลิตได้
จาก P. coccineus นัน้มีมวลโมเลกลุอยู่ในช่วง 80,000-50,000 Da (Jaouani et al., 2005; Oda 
et al., 1991) ซึ่งจากผลพบวา่ แลคเคส ไมส่ามารถถกูกรองผา่นเมมเบรนและถกูท าให้มีความ
เข้มข้นสงูขึน้ได้ถึง 1.64 เท่า อย่างไรก็ดีในอาหารเหลวสว่นท่ีกรองผา่นเมมเบรนตรวจพบแอกติวิตี
ของแลคเคสเลก็น้อย อาจเป็นไปได้วา่แลคเคสเกิดการย่อยของโปรตีนท าให้มีขนาดเลก็ลงจนต ่า 
กวา่ 10,000 Da โดยไมม่ีการสญูเสียแอกติวิตไีปทัง้หมด จึง สามารถถกูกรองผา่นเมมเบรนได้ 
รวมทัง้การท าให้แลคเคสมีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนันัน้ จะมีการใช้ แรงดนัก๊าซ
มาร่วมด้วยจึงอาจเป็นไปได้วา่ แลคเคส บางสว่นท่ีผา่นเมมเบรนนัน้เกิดจากการแรงดนัของก๊าซท า
ให้สามารถผา่น เมมเบรนได้ 
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5.6.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นวิธีท่ีอาศยัคณุสมบตัิของการ 

ละลายโปรตีนท่ีเปลี่ยนแปลงไปตามความเข้มข้นประจ ุ (ionic strength) โดยความเข้มข้นของ
เกลือสงูขึน้จะท าให้ความเข้มข้นของประจมุากขึน้ด้วย การละลายของโปรตีนจงึลดลง เพราะ
ไอออนจะไปจบักบัน า้ได้ดีกวา่ ท าให้โปรตีนเกิดการตกตะกอนลงมา ส าหรับโปรตีนท่ีมีมวลโมเลกลุ
สงูนัน้  จะมีความเข้มข้นของประจมุากกวา่โปรตีนท่ีมีมวลโมเล กลุต ่า   ท าให้การตกตะกอนของ  
โปรตีนท่ีมีมวลโมเลกลุสงูจะเกิดขึน้ได้ยากกวา่โปรตีนท่ีมีมวลโมเลกลุต ่า ดงันัน้จึงต้องใช้แอมโม-
เนียมซลัเฟต ท่ีความเข้มข้นสงู ๆ เพ่ือท าให้โปรตีนตกตะกอนลงมาได้ (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์ , 
2544)  จากการศกึษาพบวา่ แลคเคสตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 
เปอร์เซ็นต ์ ให้แอกติวิตีจ าเพาะของแลคเคสสงูท่ีสดุคือ 490.04 ยนิูตตอ่มิลลิกรัม และมีความ
บริสทุธ์ิของเอนไซม์เพ่ิมขึน้เม่ือเทียบกบัก่อนตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตถึง 12.20 เท่า ซึ่ง
ให้ผลคล้ายคลงึกบัหลายงานวิจยัท่ีพบวา่ แลคเคสจะตกตะกอนได้ดีท่ีสดุในช่วงความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซลัเฟตท่ี 60-80 เปอร์เซ็นต์ (Litthauer et al., 2006; Zhao et al., 2006)    และจาก
การศกึษาท่ีพบวา่ แลคเคสนัน้มีมวลโมเลกลุท่ีอยู่ในช่วง 80,000-50,000 Da จึงอาจเป็นเหตทุ าให้
ต้องใช้แอมโมเนียมซลัเฟตท่ีความเข้มข้นสงูถงึจะท าให้แลคเคสตกตะกอนได้ 
 

5.6.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของเอนไซม์หยาบ 
  5.6.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 

จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคส พบวา่ 
แลคเคสสามารถท างานได้ดีท่ีสดุในช่วงความเป็นกรดดา่ง 3-4 แตเ่มื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่ง
เป็นช่วง 4-6 ท าให้แลคเคสท างานได้น้อยลง โดยทัว่ไปแล้วความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การ
ท างานของแลคเคสของราคือช่วง 3-6 (Alcalde, 2007) แตท่ัง้นีภ้าวะความเป็นกรดดา่งท่ี
เหมาะสมตอ่การท างานของเอนไซม์ยงัขึน้อยู่กบัสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาด้วย โดยพบวา่
การใช้ ABTS เป็นสารตัง้ต้นในการวดัแอกติวิตนีัน้ ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การท างาน
ของแลคเคสของราจะอยู่ท่ี 3-4 แตเ่มื่อใช้ syringaldazine เป็นสารตัง้ต้น จะท าให้แลคเคส
สามารถท างานได้ดีท่ีความเป็นกรดดา่ง 5 (Mechichi et al, 2006; Zhao et al., 2006; Shin and 
Lee, 2000; Garzillo et al., 1998) โดย ABTS นัน้เป็นสารตัง้ต้นประเภท non-phenolic 
compound แต ่ syringaldazine สารตัง้ต้นประเภท phenolic compound (Xu, 1997) และจาก
การศกึษานีย้งัพบวา่ชนิดของบฟัเฟอร์ท่ีใช้นัน้ก็มีผลตอ่การท างานของแลคเคสด้วย โดยแลคเคส
ของ P. coccineus KB4 จะท างานใน 0.1 M glycine HCl buffer ได้ดีกวา่ใน 0.1 M sodium 
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tartrate buffer ท่ีความเป็นกรดดา่งเดียวกนั ซึ่งตรงกบัท่ีมีผู้รายงานวา่ glycine HCl buffer มี
ความเหมาะสมตอ่การท างานของแลคเคสจาก P. sanguineus มากกวา่ sodium tartrate buffer 
ในความเป็นกรดดา่งเดียวกนั (Pointing et al., 2000) นอกจากนีจ้ากผลการวิจยัแสดงให้เห็นวา่ 
แลคเคสยงัสามารถท างานใน sodium tartrate buffer ได้ดีกวา่ phosphate buffer ท่ี pH 6 
เช่นเดียวกนั มีการศกึษาพบวา่ แลคเคสจะสามารถท างานได้น้อยลงในภาวะท่ีมีความเป็นดา่ง
เน่ืองจาก หมู่ไฮดรอกไซดใ์นบฟัเฟอร์ จะไปจบัตรงต าแหน่ง T2 และ T3 ในโครงสร้างของแลคเคส 
ซึ่งขดัขวางการสง่ผา่นอิเลก็ตรอน และยบัยัง้แอกติวิตีของเอนไซม ์(Alcalde, 2007) 

ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 สามารถ
ท างานได้ดีท่ีสดุท่ีความเป็นกรดดา่ง 5 ทัง้นีย้งัไมพ่บรายงานการศกึษาถึงความเป็นกรดดา่งท่ี
เหมาะสมตอ่การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ท่ีผลิตได้จาก P. coccineus  แตมี่
การศกึษาความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ในราชนิดอ่ืน 
ซึ่งโดยทัว่ไปจะอยู่ในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4-7 เช่น แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตจาก 
Phanerochaete chrysosporium และ Pleurotus ostreatus สามารถท างานได้ดีท่ีความเป็นกรด
ดา่ง 4.5 (Boer et al. 2006 and Ürek et al., 2004) สว่นแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตจาก 
Schizophyllum sp. สามารถท างานได้ดีท่ีความเป็นกรดดา่ง 6.8 (Cheng et al. 2007) เป็นต้น จะ
เห็นได้วา่อยู่ในช่วงกรดออ่น ซึ่งใกล้เคียงกบั ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus  KB4 นอกจากนีย้งัพบวา่ชนิดของบฟัเฟอร์
ท่ีใช้นัน้ ก็มีผลตอ่การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสด้วยเช่นกนั โดยแมงกานีส เพอร์ออกซิ-
เดสสามารถท างานได้ดีใน sodium tartrate buffer ได้ดีกวา่ sodium phosphate buffer ท่ี pH 6 

 
5.6.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 

เพอร์ออกซิเดส 
เมื่อศกึษาผลของอณุหภมูท่ีิมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์-

ออกซิเดส พบวา่ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส มีผลให้แลคเคสท างานได้ดีท่ีสดุ และเมื่ออณุหภมูิ
สงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์ท างานได้น้อยลง โดยทัว่ไปอณุหภมูิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของแลค-
เคสจะอยูใ่นช่วง 25-40 องศาเซลเซียส ขึน้อยู่กบัชนิดของรา (Zhao et al., 2006; Han et al., 
2005; Monoz et al., 1997) ซึ่งจะเห็นได้วา่ แลคเคสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 จะมี
ความสามารถในการท างานในช่วงอณุหภมูิท่ีเดียวกนัเมื่อเทียบกบัแลคเคสท่ีผลิตได้จากราชนิดอ่ืน 
ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ยงัไมพ่บรายงานการศกึษาถึงอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างาน
ของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus  แตม่ีรายงานพบวา่ โดยทัว่ไปแล้ว
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสจากราจะท างานได้ดีในช่วงอณุหภมูิ 25-30 องศาเซลเซียส (Ürek et al., 
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2004 and Mester and Field, 1997) ซึ่งตรงกบัการศกึษานีท่ี้พบวา่ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส ท่ี
ผลิตได้จาก P. coccineus KB4 มีอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส 

 
5.6.2.3 การศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส 

เพอร์ออกซิเดส  
จากการศกึษาพบวา่ พบวา่ CuSO4 และ MnSO4 มีผลยบัยัง้การท างานของแลค-

เคสจาก P. coccineus KB4 เพียงเลก็น้อยเท่านัน้ ซึ่งมีการศกึษาพบวา่ CuSO4 และ MnSO4 ท่ี
ความเข้มข้น 1 mM สามารถช่วยเพ่ิมการท างานของแลคเคสท่ีผลิตได้จาก Ganoderm lucidum 
สงูขึน้ แตเ่มื่อใช้ความเข้มข้นมากกวา่นีจ้ะท าให้เอนไซม์ท างานได้น้อยลง ซึ่งในการศกึษานีใ้ช้ 
CuSO4 และ MnSO4 ความเข้มข้น 10 mM จึงอาจมีสว่นท าให้เกิดการยบัยัง้การท างานของแลค-
เคสท่ีผลิตจาก P. coccineus KB4 เลก็น้อย สว่น SDS ให้ผลยบัยัง้การท างานของแลคเคสมาก
ท่ีสดุ ซึ่งคล้ายคลงึกบัการศกึษา ท่ี พบวา่ SDS มีผลให้ยับ้ยัง้การท างานของแลคเคสท่ีผลิตได้จาก 
Maramius quercophilus ด้วยเช่นกนั (Farnet et al., 2008) อาจเน่ืองมากจาก SDS นัน้จะไป
ท าลายโครงสร้าง 3 มิติของโปรตีน ท าให้โปรตีนเกิดการเสียสภาพไป สว่นแมงกานีส เพอร์ออกซิ-
เดส นัน้พบวา่ MnSO4 นัน้จะช่วยเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ให้สงูขึน้ โดยมีแ อกติวิตีสมัพทัธ์ถึง 
268 เปอร์เซ็นต์ เน่ืองมาจากการท างานของเอนไซม์นีจ้ าเป็นต้องมีแมงกานีสอิสระเข้ามาช่วยใน
การท าปฏิกิริยา (Hammel and Cullen, 2008) จึงท าให้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 
สงูขึน้ สว่น EDTA ให้ผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส มากท่ีสดุ ซึ่งคล้ายคลงึกบั
การศกึษาท่ีพบวา่ EDTA ไปมีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตได้จาก 
Schizophullym commune ทัง้หมด (Cheng et al., 2007) ซึ่ง EDTA มีผลของยบัยัง้การท างาน
ของทัง้ 2 เอนไซม์นี ้ เน่ืองมาจากแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซม์ในกลุม่ 
metalloenzyme  การเติม EDTA จึงเกิดการ chelate ของไอออนตา่ง ๆ ท่ีจ าเป็นต่ อการท างาน
ของเอนไซม์ เช่น ทองแดงในแลคเคส เฟอร์ริก ฮีม และ Mn2+ ในแมงกานีส  เพอร์ออกซิเดส 
(Alcalde, 2007) แตจ่ากการศกึษานีจ้ะเห็นวา่ EDTA ความเข้มข้น 10 mM ให้ผลยบัยัง้การท างาน
ของแลคเคสได้บางสว่นเท่านัน้ อาจเน่ืองมาจาก EDTA ท่ีความเข้มข้นนีไ้มเ่พียงพอท่ีจะยบัยัง้การ
ท างานของแลคเคสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 ได้  ซึ่งตา่งจากแลคเคสท่ีผลิตได้จาก 
Chaetomiun thermophilium ท่ี 10 mM EDTA ยบัยัง้การท างานของแลคเคสได้ทัง้หมด (Chefetz 
et al., 1998) 
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5.6.2.4 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและ 
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  

จากการศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสพบวา่ 
แลคเคสจาก P. coccineus KB4 มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 3 -  4 เมื่อท าการบ่ม
เอนไซม์ใน 0.1 M glycine HCl buffer เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ซึ่งเป็นช่วงความเป็นกรดดา่งท่ีคอ่นข้าง
แคบเมื่อเปรียบเทียบกบัแลคเคสท่ีผลิตได้จากราโดยทัว่ไป ท่ีจะมีความเสถียรอยู่ในช่วงความเป็น
กรดดา่ง 3-6 เช่น แลคเคสท่ีผลิตได้จาก P. sanguineus มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 
3-5 และ แลคเคสท่ีผลิตได้จาก Phellinus ribis มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4-6 (Zhao 
et al., 2006 and Min et al, 2001) ทัง้นีโ้ดยทัว่ไปความเป็นกรดดา่งท่ีสงูขึน้นัน้ มีผลท าให้ความ
เสถียรของแลคเคสลดลง (Alcalde, 2007) อย่างไรก็ดีมีรายงานวา่ การน าแลคเคสท่ีสามารถ
ท างานได้ดีในภาวะท่ีเป็นกรดแก ่ มาใช้ในการย่อยสลายสารพิษตกค้างจากยาฆ่าแมลงจ าพวก 
organophosphate จะมีประสิทธิภาพสงูกวา่การใช้แลคเคสท่ีท างานได้ดีในภาวะความเป็นกรด
ออ่น เน่ืองจากบริเวณท่ีมีการปนเปือ้นของสารพิษตกค้างนีม้กัจะมีความเป็นกรดสงู (Vikineswary 
et al,. 2006) 

ส าหรับแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จาก P. coccineus KB4 จะมีความเสถียร
ในช่วงความเป็นกรดดา่ง 4-6 ใน 0.1 M sodium tartrate buffer ซึ่งเป็นช่วงท่ีคอ่นข้างแคบกวา่
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสท่ีผลิตได้จากรา ชนิดอ่ืนเลก็น้อย ซึ่งโดยทัว่ไปจะมีความเสถียรในช่วง
ความเป็นกรดดา่ง 3-8 (Boer et al. 2006 and Ürek et al., 2004)  

 
5.6.2.5 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกานีส 

เพอร์ออกซิเดส 
โดยทัว่ไปแลคเคสจากราจะมีความเสถียรในช่วงอณุหภมู ิ 30-50 องศาเซลเซียส 

เช่น แลคเคสท่ีผลิตได้จาก Trametes versicolor (Han et al, 2005) จะมีความเสถียรในช่วง
อณุหภมูิ 25-40 องศาเซลเซียส และแลคเคสท่ีผลิตได้จาก Funalia trogii จะมีความเสถียรในช่วง
อณุหภมูิ 40-50 องศาเซลเซียส (Patrick et al, 2009) ในขณะท่ีแลคเคสจากราบางชนิดอาจมี
ความเสถียรในช่วงอณุหภมูท่ีิสงูกวา่นี ้เช่น  แลคเคสท่ีผลิตได้จากรา thermophilic บางชนิด เช่น  
Chaetomiun thermophilium ท่ีมีความเสถียรในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส (Chefetz et al., 
1998) ซึ่งจะเห็นได้วา่ แลคเคสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 จะมีความเสถียรในช่วงอณุหภมูิ
ท่ีแคบ โดยอยู่ท่ี 28 องศาเซลเซียส เมื่อเทียบกบัแลคเคสท่ีผลิตได้จากรา mesophillic ทัว่ไป 
ส าหรับ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  โดยทัว่ไปแล้วจะมีความเสถียรในช่วงอณุหภมูิ 25-40 องศา-
เซลเซียส และมีรายงานวา่ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จะเสียสภาพไปเมื่ออณุหภมูิสงูเกิน 40  
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องศาเซลเซียส (Ürek et al., 2004; Mester and Field, 1997) ซึ่งคล้ายคลงึกบัการศกึษานีท่ี้พบวา่ 
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  จาก P. coccineus KB4 มีความเสถียรในช่วงอณุหภมูิ 28-30 องศา-
เซลเซียส  
  
5.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
  5.7.1 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 

 จากการศกึษาการยอ่ยสลาย PAHs 5 ชนิด ได้แก่ benzo(a)pyrene  pyrene  
anthracene phenanthrene และ fluoranthene ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ PAHs แตล่ะชนิดคือ 
100 ppm  โดยใช้การใช้เอนไซม์หยาบท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 
ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เอนไซม์หยาบนีป้ระกอบด้วยเอนไซม์ 2 ชนิดคือ แลคเคสและแมงกานีส เพอร์ -
ออกซิเดส แตก่ารท างานของ แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จ าเป็นต้องมีไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์เข้า
ร่วมท าปฏิกิริยาด้วย (Hammel and Cullen, 2008) ซึ่งในการศกึษานีไ้มไ่ด้เติม
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซดใ์น reaction mixture ท าให้แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสไมส่ามารถท างานได้ 
จึงคาดวา่การย่อยสลาย PAHs นีเ้ป็นผลมาจากการท างานของแลคเคสเพียงชนิดเดียว โดยพบวา่ 
เมื่อเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย pyrene และ anthracene ได้มากท่ีสดุ ท่ี 
76.35 และ 74.32 เปอร์เซ็นต์ โดยไมต้่องมีการใช้เมดิเอเตอร์ร่วม แต่ เมื่อเวลาผา่นไปเป็น 24 
ชัว่โมง พบวา่ fluoranthene จะถกูย่อยสลายได้ดีขึน้เป็น 84.22 เปอร์เซ็นต์ สว่น benzo(a)pyrene 
และ phenanthrene พบวา่ถกูย่อยสลายได้คอ่นข้างช้า (42.70 และ 49.37 เปอร์เซ็นต)์ แม้เวลาจะ
ผา่นไป 24 ชัว่โมง จึง ต้องมีการใช้เมดิเอเตอร์ร่วม โดยเมดิเอเตอร์นัน้จะท าหน้าท่ีในการช่วยสง่ตอ่
อิเลก็ตรอนของแลคเคส ท าให้แลคเคสสามารถตดัพนัธะระหวา่งคาร์บอนและไฮโดรเจนได้  (Wells 
et al., 2006) ในการศกึษานีใ้ช้ ABTS ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 mM พบวา่การย่อยสลาย 
benzo(a)pyrene และ phenanthrene จะเกิดได้เร็วขึน้ เป็น  50.47  และ 66.25 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั 

ทัง้นีม้ีรายงานวา่ ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs มกัขึน้อยู่กบัโครงสร้าง
ของ PAHs โดย anthracene นัน้มีโครงสร้างเป็นวงแหวนเบนซีน 3 วง เรียงตวัเป็นเส้นตรง ท าให้
สามารถย่อยสลายได้ง่าย สว่น benzo(a)pyrene นัน้มีโครงสร้างเป็นวงแหวนเบนซีน 5 วง ท าให้
สามารถย่อยสลายได้ยากกวา่และใช้เวลามากกวา่ด้วย (Field et al., 1995) อีกหนึ่งปัจจยัท่ีมีผล
ตอ่การย่อยสลาย PAHs คือ คา่ Ionization potential (IP) ของ PAHs แตล่ะชนิด โดย PAHs ท่ีมี
คา่ IP มาก การย่อยสลายก็ย่ิงเกิดขึน้ได้น้อยตามไปด้วย จึ งต้องมีการเติมเมดิเอเตอร์ เช่น ABTS 
เพ่ือช่วยในการสง่ตอ่อิเลก็ตรอนของแลคเคส ท าให้แลคเคสมีประสิทธิภาพในการ ย่อยสลายมาก
ขึน้ (Alcalde, 2007) ทัง้นีม้ีรายงานวา่ ใน PAHs ทัง้ 5 ชนิดท่ีใช้ในการศกึษานี ้phenanthrene มี
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คา่ IP ท่ีสงูท่ีสดุ คือ 8.03 อิเลก็ตรอนโวลต์ รองลงมาคือ fluoranthene pyrene anthracene และ 
benzo(a)pyrene ท่ี 7.76 7 .72 7 . 55 และ 7.12 อิเลก็ตรอนโวลต์ ตามล าดบั  (Pickard et al., 
1999) ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษานีท่ี้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 สามารถย่อยสลาย 
phenanthrene ได้น้อยท่ีสดุ และถึงแม้วา่ benzo(a)pyrene จะมีคา่ IP ท่ีน้อยท่ีสดุ แตก่็ถกูย่อย
สลายโดยแลคเคสได้น้อยรองลงมาจาก phenanthrene ทัง้นีเ้น่ืองจาก benzo(a)pyrene มี
โครงสร้างเป็นวงแหวนเบนซีนถึง 5 วง จึงอาจเป็นสาเหตใุห้การย่อยสลายเกิดขึน้ได้ยาก ดงันัน้การ
ย่อยสลาย PAHs ทัง้ 2 ชนิดนีจ้ึงจ าเป็นต้องมีการใช้เมดิเอเตอร์ร่วมด้วย ส าหรับ fluoranthene 
pyrene และ anthracene นัน้มีคา่ IP ท่ีอยู่ในช่วงใกล้เคียงกนัและไมส่งูมากเท่า phenanthrene 
แลคเคสจึงมีความสามารถในการย่อยสลายสารทัง้ 2 ชนิดนีใ้กล้เคียงกนัโดยไมจ่ าเป็นต้องท างาน
ร่วมกบัเมดิเอเตอร์ ทัง้นีมี้การศกึษาการย่อยสลาย PAHs โดยแลคเคสท่ีผลิตได้จากราหลายชนิด
เช่น Pleurotus ostreatus Pycnoporus sanguineus (Dodor et. al., 2004) Trametes 
versicolor  (Han et al., 2005) Coriolus hirsutus (Cho et al., 2002) และ Ganoderma 
lucidum (Punnapayak et al., 2009) เป็นต้น โดยแลคเคสท่ีผลิตได้จาก T. versicolor  สามารถ
ย่อยสลาย phenanthrene ความเข้มข้น 20 ppm ได้ 40 เปอร์เซ็นต ์ ในเวลา 2 ชัว่โมง ในขณะท่ี
แลคเคสท่ีผลิตได้จาก C. hirsutus สามารถย่อยสลาย  antracene phenanthrene fluoranthene 
pyrene และ benzo(a)pyrene ความเข้มข้น 50 ppm ได้ 97.2-10.9 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 1 ชัว่โมง 
(Han et al., 2005; Cho et al., 2002) ซึ่งราทัง้ 2 สายพนัธุ์นีจ้ะต้องใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้น
สดุท้ายถึง 5 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ซึ่งมากกวา่การศกึษานีถ้ึง 5 เท่า และมีความเข้มข้นของ PAHs ต ่า 
กวา่ แตใ่ห้ผลของการย่อยสลายใกล้เคียงกนักบัการศกึษานี ้ ยกเว้น benzo(a)pyrene เพียงชนิด
เดียวท่ีแลคเคสท่ีผลิตได้จาก C. hirsutus มีความสามารถในการย่อยสลายได้มากกวา่การศกึษานี ้
และมีรายงานวา่ แลคเคสท่ีผลิตได้จาก G. lucidum ความเข้มข้นสดุท้าย 1.52 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร 
สามารถย่อยสลาย  benzo(a)pyrene ได้ 71.71 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 3 วนั (Punnapayak et al., 
2009) เมื่อเทียบกบัการศกึษานีซ้ึ่งใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นใกล้เคียงกนั แตใ่ช้เวลาในการย่อย
สลาย PAHs น้อยกวา่ พบวา่สามารถย่อยสลาย benzo(a)pyrene ได้ใกล้เคียงกนั (66.25 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีการเติมเมดิ เอเตอร์) ซึ่งแสดงให้เห็นวา่ แลคเคสจาก P. coccineus KB4 มี
ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ได้ดีกวา่แลคเคสจาก T versicolor  และ C. hirsutus 
รวมทัง้มีความสามารถในการย่อยสลาย benzo(a)pyrene ได้ใกล้เคียงกบัแลคเคสท่ีผลิตได้จาก G. 
lucidum  นอกจากนีเ้มื่อมีการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์คือ ABTS ความเข้มข้น 5 mM พบวา่ 
แลคเคสจาก T. versicolor  สามารถย่อยสลาย phenanthrene ความเข้มข้น 100 ppm ได้เพียง 
40 เปอร์เซ็นต ์(Han et al., 2005) ซึ่งได้น้อยกวา่การใช้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 ร่วมกบั
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เมดิเอเตอร์ชนิดเดียวกนัแตใ่ช้ความเข้มข้นเพียง 1 mM สามารถย่อยสลาย phenanthrene ได้ถึง 
50.47 เปอร์เซ็นต ์ 

มีรายงานพบวา่ การใช้เซลล์ T. versicolor ในการย่อยสลาย phenanthrene 
ความเข้มข้น 25 ppm ต้องใช้เวลาถึง 5 วนั จึงจะย่อยสลายได้ 69.9 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี           
P. coccineus สามารถย่อย phenanthrene และ pyrene ความเข้มข้น 400 ppm โดยมี
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายในช่วง 80-50 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 28 วนั (Matsubara et al., 2006; 
Han et al., 2005) ซึ่งจะเห็นได้วา่การใช้เซลล์นัน้จะสามารถย่อยสลาย PAHs ท่ีความเข้มข้นสงูได้
ดีกวา่การใช้เอนไซม์แตต้่องใช้ระยะเวลานานกวา่ นอกจากนีย้งัมีการศกึษาการแลคเคสรูปตรึงจาก 
P. sanguineus ซึ่งสามารถย่อยสลาย anthracene phenanthrene และ pyrene ได้ 93-85 
เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 20 วนั ซึ่งการใช้แลคเคสรูปตรึงนีจ้ะสามารถท างานได้ในช่วงความเป็นกรดดา่ง
ท่ีกว้างกวา่การใช้เซลล์หรือเอนไซม์ คือช่วงความเป็นกรดดา่ง 3-10 ท าให้สามารถน ามา
ประยกุต์ใช้ในการย่อยสลาย PAH ได้ในหลายภาวะ (Low et al., 2009)  ดงันัน้จะเห็นได้วา่แลค-
เคสท่ีผลิตได้จาก P. coccineus KB4 มีศกัยภาพสงูในการย่อยสลาย PAHs เมื่อเปรียบเทียบกบั
แลคเคสในราชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีผู้รายงานไ ว้ แม้ในการศกึษานีจ้ะใช้เพียงเอนไซม์หยาบแตก่็สามารถ
ย่อยสลาย PAHs ได้อย่างมีศกัยภาพ โดยไมจ่ าเป็นต้องน าแลคเคสมาผา่นกระบวนการการท า
เอนไซม์ให้บริสทุธ์ิ จึงเหมาะกบัการน ามาใช้ในการย่อยสลาย PAHs ท่ีมีการปนเปือ้นใน
สิ่งแวดล้อม ไมว่า่จะเป็น ดิน น า้ หรือทราย เน่ืองจาก มีต้นทนุในการผลิตไมส่งูและยงัสามารถย่อย 
สลาย PAHs ได้อย่างมีประสิทธิภาพด้วย ทัง้นีค้วรมีการศกึษาถึงศกัยภาพในการย่อยสลาย PAHs 
โดยใช้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 ในรูปอ่ืน เช่น แลคเคสรูปตรึง และการใช้เซลล์ท่ีมีชีวิตของ 
P. coccineus KB4 เพ่ือเปรียบเทียบกบัการใช้เอนไซม์หยาบตอ่ไป 



บทที่  6 
 

สรุปผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 
 
6.1 การเก็บตัวอย่างและการจ าแนกชนิดเหด็ราในกลุ่มราฟอกขาวจากแหล่งธรรมชาติใน
ประเทศไทย 
       6.1.1 การเก็บตวัอย่าง 

จากการส ารวจเก็บตวัอย่างเห็ดราในกลุม่ราฟอกขาวจากแหลง่ธรรมชาติในประเทศไทย 
ช่วงเดือนกมุภาพนัธ์ - ธนัวาคม พ.ศ.2551 ในพืน้ท่ี 11 จงัหวดั คือ แมฮ่่องสอน กรุงเทพฯ นครปฐม 
ปทมุธานี นครราชสีมา ร้อยเอด็ ชลบรีุ กาญจนบรีุ เพชรบรีุ ประจวบคีรีขนัธ์ และ นครศรีธรรมราช 
สามารถแยกเส้นใยบริสทุธ์ิได้ทัง้หมด 20 ไอโซเลต 

6.1.2 การจ าแนกชนิด 
 สามารถจ าแนกชนิดเห็ดราทัง้ 20 ไอโซเลต โดยจั ดอยู่ในสกลุตา่งๆ จ านวน   6 สกลุ 19 

ชนิด Ganoderma australe NKP2 G. australe NKS4 G. australe PTN3 G. dahlii CB24      
G. lobatum BK5 G. lobatum RED6 G. lucidum RED1 G. lucidum NKP3 G. lucidum 
NRM9 Microporus xanthopus CB2 Phellinus pachyphloeus PJK2 Polyporus tenuiculus 
KB1 Pycnoporus coccineus KB4 P. coccineus PB1 P. sanguineus MHS3 Schizophyllum 
commune BK1 S. commune BK2 S. commune CB4 และ Trametes elegans PJK1 โดยมี 1 

ไอโซเลตท่ีไมส่ามารถระบชุนิดได้ คือ Trametes sp. BK3 
 

6.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์ 
 6.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แขง็ 

ราทัง้ 20 ไอโซเลต สามารถสร้างแลคเคสได้  โดยเมื่อเทียบอตัราสว่นระหวา่งเส้นผา่น-
ศนูย์กลางของวงสีกบัเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี พบวา่รา 16 ไอโซเลต มีคา่อตัราสว่นดงักลา่ว
มากกวา่ 1 สว่นอีก 4 ไอโซเลต มีคา่อตัราสว่นน้อยกวา่ 1 ส าหรับการสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิ-
เดส พบวา่เชือ้ราทัง้ 20 ไอโซเลต ไมต่รวจพบการสร้างแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  ในปริมาณท่ีจะ
ตรวจสอบได้ด้วยวิธีนี ้
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6.2.2 การวดัแอกติวิตีของเอนไซมเ์ชิงปริมาณ 

การวดัแอกติวิตีของลิกนิโนไลติกเอนไซมเ์ชิงปริมาณ พบวา่ Pycnoporus coccineus 
KB4 P. coccineus PB1 และ P. sanguineus MHS3 สามารถสร้างแลคเคสและแมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดสได้มากท่ีสดุ โดยอยู่ในช่วง 3.61-2.65 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร และ 0.13-0.03 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร
ตามล าดบั สว่นลิกนิน เพอร์ออกซิเดส พบวา่ราทัง้ 20 ไอโซเลต ไมส่ามารถสร้างลิกนิน เพอร์ออก- 
ซิเดสได้ 

 
6.3 การศึกษาการเติบโตของรา 
 จากการศกึษาการเติบโตและการผลิตแลคเคส พบวา่ P. coccineus KB 4 และ P. 
coccineus PB1 สามารถผลิตแลคเคสได้เมื่อเติบโตอยู่ในช่วง late log phase ถึง early 
stationary phase แตเ่มื่อราเข้าสู ่ stationary phase การผลิตแลคเคสก็จะลดลง สว่น P. 
sanguineus MHS3 สามารถผลิตแลคเคสได้เมื่อเติบโตอยู่ในช่วง early stationary phase และ
เมื่อเปรียบเทียบระหวา่งราทัง้ 3 ไอโซเลต พบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้ดี
ท่ีสดุ คือท่ี  4.912.02    ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 ของการเลีย้ง 
 
6.4 การศึกษาการเติบโตของราบนอาหารกึ่งแขง็ท่ีมีการเติม PAHs 
 P. coccineus KB4 สามารถทนตอ่ anthracene phenanthrene fluoranthene pyrene  
และ benzo(a)pyrene  ท่ีความเข้มข้นสดุท้ายของ PAHs แตล่ะชนิดคือ 1 10 และ 100 ppm ได้ดี
ท่ีสดุ และมีคา่เปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเติบโตต ่าท่ีสดุ เมื่อเปรียบเทียบกบัอีก 2 ไอโซเลต 
 
6.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตแลคเคส 

6.5.1 แหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสม  
P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้มากท่ีสดุเมื่อใช้กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนใน

อาหารสตูร Basal Medium ท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ท่ี 4.310.46 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร แต่
เมื่อเปลี่ยนแหลง่คาร์บอนเป็นฟรุกโตสและซูโครสจะท าให้ความสามารถในการผลิตแลคเคสลดลง 

 
6.5.2 แหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม  
P. coccineus KB4 สามารถเติบโตและผลิตแลคเคสได้ดีขึน้เมื่อเปลี่ยนแหลง่ไนโตรเจน

จากแอล-แอสพาราจีนมาเป็นเปปโตนท่ีความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โดยมีแอกติวิตีสงูสดุท่ี 
6.080.27 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร 
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6.5.3 อณุหภมูิท่ีเหมาะสม 
P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุ ในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีมี

กลโูคสและเปปโตนเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีแอกติวิต ี
6.050.41 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร แตก่ารเติบโตและการผลิตแลคเคสจะลดลงเมื่ออณุหภมูิของการ
เลีย้งเพ่ิมสงูขึน้ 

 
6.5.4 ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสม 
P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคสได้ดีท่ีสดุ ในอาหารสตูร Basal Medium ท่ีใช้

กลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอนและเปปโตนเป็นแหลง่ไนโตรเจน ท่ีอณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เมื่อ
ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารเท่ากบั 5 โดยมีแอกติวิตีสงูสดุเป็น 6.120.40 ยนิูตตอ่
มิลลิลิตร แตก่ารผลิตแลคเคสจะลดลงเมื่อความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นของอาหารให้สงูขึน้หรือลดลง
มากกวา่นี ้
 เมื่อประมวลผลจากการทดลองทัง้หมดพบวา่ P. coccineus KB4 สามารถผลิตแลคเคส
ได้มากกวา่การเลีย้งในอาหารสตูร Basal medium ท่ีไมผ่า่นการปรับแหลง่ไนโตรเจนถึง 1.42 เท่า  
 
6.6 การเตรียมแลคเคสเพื่อศึกษาลักษณะสมบัต ิ

6.6.1 การเตรียมแลคเคส  
6.6.1.1 การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั  
การท าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นสงูขึน้ด้วยวิธีอลัตราฟิลเตรชนั โดยใช้ Viva Flow 

250 ท่ีมี membrane cut off ท่ี 10,000 Da แลคเคสจะอยู่ในสว่นท่ีกรองไมผ่า่นเมมเบรนโดยมี
ความเข้มข้นสงูขึน้กวา่เดิมถึง 1.64 เท่า  

 
6.6.1.2 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต  
แลคเคสจะตกตะกอนในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์- 

เซ็นต ์ โดยให้แอกติวิตีจ าเพาะสงูท่ีสดุ 490.04 ยนิูตตอ่มิลลิกรัม และมีความบริสทุธ์ิของเอนไซม์
เพ่ิมขึน้เมื่อเทียบกบัก่อนตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตถึง 12.20 เท่า  
 

6.6.2 การศกึษาลกัษณะสมบตัิของเอนไซม์หยาบ 
จากการศกึษาการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตพบวา่ ช่วงความเข้มข้นของ

แอมโมเนียมซลัเฟต 60-80 เปอร์เซ็นต์ ท าให้แลคเคส มีแอกติวิตีจ าเพาะสงูท่ีสดุ ดงันัน้จึงน า
เอนไซม์ท่ีได้จากช่วงความเข้มข้นนีม้าท าการศกึษาลกัษณะสมบตัิตอ่ไป 
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  6.6.2.1 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส 

ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมในการท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์-  
ออกซิเดส คือ 3.5 ใน 0.1 M glycine HCl buffer และ 5 ใน 0.1 M sodium tartrate buffer 
ตามล าดบั และเมื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่ง ให้สงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นีจ้ะมีผลท าให้เอนไซม์
ท างานได้น้อยลง 

 
6.6.2.2 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคสและแมงกานีส

เพอร์ออกซิเดส 
อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการท างานของแลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส คือ 

อณุหภมูิห้องหรือประมาณ 28 องศาเซลเซียส และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์ท างาน
ได้น้อยลง 

 
6.6.2.3 การศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคส และแมงกานีส

เพอร์ออกซิเดส 
จากการศกึษาผลของไอออนท่ีมีตอ่การท างานของแลคเคส และแมงกานีส เพอร์-

ออกซิเดส พบวา่ CuSO4 และ MnSO4 มีผลยบัยัง้การท างานของแลคเคสเพียงเลก็น้อย โดยมีแอก-
ติวิตสีมัพทัธ์ 99.07 และ 95.09 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส าหรับ EDTA MgSO4 ZnCl2 CaCl2 และ 
NaCl มีแอกติวิตีสมัพทัธ์อยู่ในช่วง 69.32–25.15 เปอร์เซ็นต์ สว่น FeSO4 และ SDS มีผลยบัยัง้
การท างานของแลคเคสเกือบทัง้หมด โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ 2.15 และ 1.84 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส พบวา่ MnSO4 จะช่วยเพ่ิมการท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  
โดยมีแอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 268.82 เปอร์เซ็นต ์ NaCl MgSO4 CuSO4 และ SDS มีผลยบัยัง้การ
ท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส บางสว่น โดยมีคา่ แอกติวิตีสมัพทัธ์ในช่วง 81.59-31.59 
เปอร์เซ็นต์ ZnCl2 และ EDTA มีผลยบัยัง้การท างานของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสเกือบทัง้หมด ท่ี
คา่แอกติวิตีสมัพทัธ์ท่ี 9.68 และ 6.05 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  สว่นการเติม FeSO4 มีผลตอ่สีของ 
reaction mixture จึงไมส่ามารถวดัแอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดสได้  

6.6.2.4 การศกึษาผลของความเป็นกรดดา่งท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและ
แมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  

ความเป็นกรดดา่งท่ีแลคเคสและแมงกานีส เพอร์อ อกซิเดส มีความเสถียรมาก
ท่ีสดุ คือ 3.5 ใน 0.1 M glycine HCl buffer และ 5 ใน 0.1 M sodium tartrate buffer ตามล าดบั 
เมื่อเปลี่ยนความเป็นกรดดา่งให้สงูขึน้หรือลดลงมากกวา่นีจ้ะมีผลท าให้เอนไซม์เสียสภาพไป 



 
107 

4.6.2.5 การศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีมีตอ่ความเสถียรของแลคเคสและแมงกานีส
เพอร์ออกซิเดส 

แลคเคสและแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส จะมีความเสถียรมากท่ีสดุท่ีอณุหภมูิ 28 
องศาเซลเซียส หรือต ่ากวา่  และเมื่ออณุหภมูิสงูขึน้จะมีผลท าให้เอนไซมท่ี์มีความเสถียรลดลง 
 
6.7 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
 6.7.1 การย่อยสลายพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 

6.7.1.1 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคส 
จากการย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 ท่ีความ

เข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร พบวา่ เมื่อเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย 
pyrene และ anthracene ได้มากท่ีสดุ มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 76.35 และ 74.32 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั รองลงมาคือ benzo(a)pyrene fluoranthene และ phenanthrene มีเปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลาย 42.69 35.88 และ 31.86 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเมื่อเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง แลค
เคสสามารถย่อยสลาย anthracene pyrene และ fluoranthene ได้มากท่ีสดุโดยมีเปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายท่ี 87.80 84.30 และ 84.22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ benzo(a)pyrene และ 
phenanthrene มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 49.37 และ 42.70 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  

 
6.7.1.2 การย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ (mediator) 
เมื่อท าการย่อยสลาย PAHs โดยการใช้แลคเคสจาก P. coccineus KB4 ท่ีความ

เข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร ร่วมกบัเมดิเอเตอร์คือ ABTS ท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 mM 
พบวา่ เมื่อเวลาผา่นไป 2 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย pyrene และ anthracene ได้มาก
ท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 69.29 และ 69.26 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ
benzo(a)pyrene phenanthrene และ fluoranthene มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 49.10 39.89  
และ 25.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  และเมื่อเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง แลคเคสสามารถย่อยสลาย 
pyrene และ anthracene ได้มากท่ีสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายท่ี 76.80 และ 70.49 
เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั รองลงมาคือ benzo(a)pyrene fluoranthene และ phenanthrene มี
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 66.25 62.04 และ 50.47 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

ดงันัน้ผลของการใช้เมดิเอเตอร์ร่วมในการย่อยสลาย PAHs พบวา่จะขึน้อยู่กบั
ชนิดของ PAHs โดยเมดิเอเตอร์สามารถช่วยให้แลคเคสย่อยสลาย PAHs บางชนิดได้ดีขึน้  
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ข้อเสนอแนะ 
เน่ืองจากในการศกึษานีเ้ป็นการใช้แลคเคสย่อยสลาย PAHs ใน reaction 

mixture เท่านัน้ ซึ่งในการปนเปือ้นของ PAHs ในสิ่งแวดล้อมนัน้อาจมีปัจจยัหลายอย่างท่ีมีผลตอ่
การท างานของแลคเคส ดงันัน้ ควรมีการศกึษาการใช้แลคเคสในรูปอ่ืน เช่น แลคเคสรูปตรึง และ
การใช้เซลล์ท่ีมีชีวิตของ P. coccineus KB4 ถึงประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs เปรียบเทียบ
กบัการใช้เอนไซม์อิสระ ตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และวิธีเตรียม 
 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มนัฝร่ัง    200 กรัม 
 น า้ตาลกลโูคส    20   กรัม 
 วุ้น    15   กรัม 
 น า้กลัน่    1     ลิตร 
 

หัน่มนัฝร่ังเป็นชิน้ลกูเตา๋ขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร ต้ มกบัน า้กลัน่ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร เมื่อสกุแล้วจึงกรองเอาแตน่ า้ จากนัน้เติมน า้ตาลกลโูคสและวุ้นคนให้ละลายหมด เติมน า้ 
กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร น าไปฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ืองนึ่งความดนัไอ (Autoclave) ท่ีอณุหภมูิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. Basal Medium 

Glucose    20        กรัม  
L-asparagine    2.5       กรัม  
D,L-phenylalanine   0.15     กรัม 
Adenine    0.0275 กรัม  
KH2PO4    1          กรัม 
MgSO4 .7H2O    0.5       กรัม 
CaCl2     0.01     กรัม 
FeSO4 .7H2O    0.01     กรัม 
MnSO4.4H2O    0.001   กรัม 
ZnSO4 .7H2O    0.001   กรัม 
CuSO4 .5H2O    0.002   กรัม 
น า้กลัน่     1          ลิตร 
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 ละลายสว่นผสมทัง้หมดทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH เป็น 5 
เติมน า้กลัน่ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร น าไปฆ่าเชือ้ด้วยเ คร่ืองนึ่งความดนัไอ (Autoclave) ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. Basal Medium Agar 

Glucose    20        กรัม  
L-asparagine    2.5       กรัม  
D,L-phenylalanine   0.15     กรัม 
Adenine    0.0275 กรัม  
KH2PO4    1          กรัม 
MgSO4 .7H2O    0.5       กรัม 
CaCl2     0.01     กรัม 
FeSO4 .7H2O    0.01     กรัม 
MnSO4.4H2O    0.001   กรัม 
ZnSO4 .7H2O    0.001   กรัม 
CuSO4 .5H2O    0.002   กรัม 
วุ้น    15        กรัม 
น า้กลัน่     1          ลิตร 

  
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 900 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH เป็น 5 
เติมน า้กลัน่ปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร น าไปฆ่าเชือ้ด้วยเคร่ืองนึ่งความดนัไอ (Autoclave) ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคม ี
 

1. การเตรียมสารละลายเพ่ือใช้ในการวดัปริมาณโปรตีน (Lowry et al., 1951) 
1.1 เตรียมสารละลาย BSA มาตรฐาน เข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้วน าไปละลาย
ด้วยน า้กลัน่ 
1.2 การเตรียมสารละลาย Lowry reagent I ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

1.2.1 เตรียม sodium potassium tartrate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์(w/v) 
ละลายในน า้กลัน่ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
1.2.2 เตรียม copper sulphate ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ละลายในน า้
กลัน่ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
1.2.3 เตรียม sodium carbonate ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ปริมาตร 400 
มิลลิลิตร ละลายใน 0.1 N sodium hydroxide 
เติมสารละลาย 1.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย 1.2.2 ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร หลงัจากนัน้เติมสารละลาย 1.2.3 ปริมาตร 98 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั โดย
สารละลาย Lowry reagent I จะต้องเตรียมใหมท่กุครัง้  
1.3 การเตรียมสารละลาย Lowry reagent II ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

น า phenol reagent ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาผสมกบัน า้กลัน่ปริมาตร 50
มิลลิลิตร  

 
2. การเตรียม 0.1 M Glycine HCl buffer pH 3.5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ชัง่ไกลซีน 0.75 กรัม แล้วละลายในน า้กลัน่ปริมาตร 80 มิลลิลิตร แล้วปรับ pH ด้วย 1 N 
HCl ให้เป็น 3.5 ปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 
 
3. การเตรียม 0.1 M Glycine sodium hydroxide buffer pH 9 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 เติม 0.1 M Glycine ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และเติม 0.1 M Sodium hydroxide ปริมาตร 
4.4 มิลลิลิตร แล้วปรับ pH ด้วย 1 N NaOH ให้เป็น 9 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้เป็น 100 
มิลลิลิตร ด้วยขวดปรับปริมาตร 
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ภาคผนวก ค 

 
การท ากราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 

 
1.  เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
2. ใสล่ะลาย BSA ความเข้มข้นตา่ง ๆ ลงในหลอดทดลอง หลอดละ 1 มิลลิลิตร ชดุควบคมุท าการ
เติมน า้กลัน่แทนสารละลาย BSA ท าการทดลอง 3 ซ า้ 
3. เติมสารละลาย Lowry reagent I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตล่ะ
หลอด เขย่าให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที หลงัจากนัน้เติมสารละลาย Lowry reagent II (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแตล่ะหลอด เขย่าให้เข้ากนัตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที  
4. น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร 
5. น าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งคา่การดดูกลืนแสงและปริมาณโปรตีน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 40 กราฟมาตรฐานของโปรตีน Bovine Serum Albumin (BSA) 
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ภาคผนวก ง 

 
การวดัแอกติวิตีของเอนไซม ์

 
1. การวดัแอกติวิตีลิกนิน เพอร์ออกซิเดส (Tuisel et al., 1990) 
 1.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
  20 mM Veratryl alcohol   0.1  มิลลิลิตร 
  0.1 M Sodium Tartrate buffer (pH 3.0) 0.25  มิลลิลิตร 
  2.5 mM H2O2    0.1 มิลลิลิตร 
  Enzyme    0.01 มิลลิลิตร 
  H2O     0.54 มิลลิลิตร 
 1.2 น า reaction mixture ในข้อ 1.1 มาผสมกนัในคิวเวต โดยเติม 2.5 mM H2O2 เป็น
ล าดบัสดุท้าย 
 1.3 ท าการวดั reaction mixture ในข้อ 1.2 ด้วยเคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 310 นาโนเมตร เวลาท าปฏิกิริยา 1 นาที โดยมีชดุควบคมุเป็น reaction mixture ท่ีไมม่ีการ
เติมเอนไซม ์
 1.4 การค านวณหาแอกติวิตีของลิกนิน เพอร์ออกซิเดส  

1 หน่วยแอกติวิตีของลิกนิน เพอร์ออกซิเดสคือ ปริมาณของลิกนิน เพอร์ออกซิเดส
ท่ีสามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล ของ Veratryl alcohol ใน 1 นาที เมื่อได้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
310 นาโนเมตร แล้วน ามาแทนคา่ตามสตูร 

ลิกนิน เพอร์ออกซิเดสแอกติวิต ี(U/ml) = Δ A/min * Volume reaction mixture * 1000  
                                  93,000 *1 * Volume enzyme solution  

ε 310 นาโนเมตร = 93,000 M-1.cm-1 
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2. การวดัแอกติวิตีแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส (Watanabe et al., 2001) 
 2.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
  4 mM 2,6 Dimethoxyphenol  0.05  มิลลิลิตร 
  0.1 M Sodium Tartrate buffer (pH 5.0) 0.25  มิลลิลิตร 
  5 mM  MnSO4    0.1  มิลลิลิตร 

1 mM H2O2    0.1 มิลลิลิตร 
  Enzyme    0.01 มิลลิลิตร 
  H2O     0.49 มิลลิลิตร 
 2.2 น า reaction mixture ในข้อ 2.1 มาผสมกนัในคิวเวต โดยเติม 1 mM H2O2 เป็นล าดบั
สดุท้าย 
 2.3 ท าการวดั reaction mixture ในข้อ 2.2 ด้วยเคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 470 นาโนเมตร เวลาท าปฏิกิริยา 1 นาที โดยมีชดุควบคมุเป็น reaction mixture ท่ีไมม่ีการ
เติมเอนไซม ์
 2.4 การค านวณหาแอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส  

 1 หน่วยแอกติวิตีของแมงกานีส เพอร์ออกซิเดส คือ ปริมาณของแมงกานีส เพอร์-
ออกซิเดสท่ีสามารถ ออกซิไดซ์ 1 ไมโครโมล ของ 2,6 Dimethoxyphenol ใน 1 นาที เมื่อได้คา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 470 นาโนเมตร แล้วน ามาแทนคา่ตามสตูร  
 

แมงกานีส เพอร์ออกซิเดสแอกติวิตี (U/ml) = Δ A/min * Volume reaction mixture * 1000  
                                   49,600 *1 * Volume enzyme solution  

ε 470 นาโนเมตร = 49,600 M-1.cm-1 
 
3. การวดัแอกติวิตีแลคเคส (Madhavi and Lele, 2006) 
 3.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
  0.1 M Glycine HCl buffer (pH 3.5) 0.6  มิลลิลิตร 

1 mM ABTS    0.2 มิลลิลิตร 
  Enzyme    0.4 มิลลิลิตร 
 3.2 น า reaction mixture ในข้อ 3.1 มาผสมกนัในคิวเวต โดยเติมเอนไซม์เป็นล าดบั
สดุท้าย 
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 3.3 ท าการวดั reaction mixture ในข้อ 3.2 ด้วยเคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 420 นาโนเมตร เวลาท าปฏิกิริยา 1 นาที โดยมีชดุควบคมุเป็น reaction mixture ท่ีไมม่ีการ
เติมเอนไซม ์
 3.4 การค านวณหาแอกติวิตีของแลคเคส (Wolfenden and Willson, 1982; Childs and 
Bardsley, 1975) 

1 หน่วยแอกติวิตีของแลคเคส คือ ปริมาณของแลคเคสท่ีสามารถ ออกซิไดซ์ 1  
ไมโครโมล ของ ABTS ใน 1 นาที เมื่อได้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร แล้วน ามาแทนคา่
ตามสตูร  

 
แลคเคสแอกติวิต ี(U/ml) = Δ A/min * Volume reaction mixture * 1000  

            36,000 *1 * Volume enzyme solution  
ε 420 นาโนเมตร = 36,000 M-1.cm-1 

 
 
 
 
 
 



 

 

126 

ภาคผนวก จ 
 

ผลพืน้ท่ีใต้กราฟของการย่อยสลาย PAHs แตล่ะชนิดท่ีตรวจสอบด้วยเคร่ือง HPLC 
 

ตารางท่ี 14 ผลการย่อย PAHs แตล่ะชนิดโดยการใช้แลคเคส 
 

PAHs 
2 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
ชดุควบคมุ 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
แลคเคส 

เปอร์เซ็นต ์
การย่อยสลาย 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
ชดุควบคมุ 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
แลคเคส 

เปอร์เซ็นต ์
การย่อยสลาย 

anthracene 3,590.50219.91* 919.5023.33 74.322.22 18,705.001661.70 2,254.50430.63 87.803.39 
phenanthrene 18,415.50557.706 12,541.5019.09 31.862.24 9,203.00651.95 5,272.5084.15 42.603.15 
fluoranthene 16,486.501150.46 10,543.50762.97 35.884.78 10,121.50762.97 1,608.00418.60 84.222.95 
pyrene 14,661.0086.28 3466.50105.36 76.350.86 12,396.00808.93 1,918.00728.32 84.306.90 
benzo(a)pyrene 8,914.50782.77 5,107.00400.22 42.690.54 12,801.00432.75 6,490.00758.02 49.374.21 

 
หมายเหต ุ  * แสดงคา่เฉลี่ยช่วงพิสยัท่ีได้จากการทดลอง 2 ซ า้  
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ตารางท่ี 15 ผลการย่อย PAHs แตล่ะชนิดโดยการใช้แลคเคสร่วมกบัเมดิเอเตอร์ 
 

PAHs 
2 ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
ชดุควบคมุ 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
แลคเคส 

เปอร์เซ็นต ์
การย่อยสลาย 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
ชดุควบคมุ 

พืน้ท่ีใต้กราฟ 
แลคเคส 

เปอร์เซ็นต ์
การย่อยสลาย 

anthracene 2,583.001.41* 794.0049.50 69.261.90 2,839.0043.84 837.507.78 70.490.73 
phenanthrene 15,193.50253.85 9,129.50211.42 39.892.40 9,985.00424.26 4,949.00387.49 50.471.78 

fluoranthene 14,274.50103.94 10,685.50252.44 25.132.31 10,594.0019.80 4,022.00493.56 62.044.59 
pyrene 12,925.503049.75 4,110.502131.92 69.289.25 10,053.5020.51 2,334.001,316.63 76.8013.05 
benzo(a)pyrene 8,475.00154.15 4,315.00175.36 49.371.14 14,955.50859.13 5,059.50693.67 66.252.70 

 
หมายเหต ุ  * แสดงคา่เฉลี่ยช่วงพิสยัท่ีได้จากการทดลอง 2 ซ า้  
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รูปท่ี 41 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย anthracene ความเข้มข้น 100 ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 2 
ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง 

anthracene 
anthracene 

A1 B1 

anthracene 

anthracene 

A2 B2 
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รูปท่ี 42 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย phenanthrene ความเข้มข้น 100 ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 
(A) 2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง 

phenanthrene A1 phenanthrene 
B1 

phenanthrene A2 phenanthrene B2 



 

 

130 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 43 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย fluoranthene ความเข้มข้น 100 ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 
2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง 

A1 B1 

A2 B2 

fluoranthene 

fluoranthene 

fluoranthene 

fluoranthene 

A1 

A2 

B1 

B2 
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รูปท่ี 44 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย pyrene ความเข้มข้น 100 ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา (A) 2 
ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง 

pyrene B1 

pyrene 

B2 

pyrene A1 

pyrene 

A2 
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รูปท่ี 45 ตวัอย่างโครมาโตแกรมของการย่อยสลาย benzo(a)pyrene ความเข้มข้น 100 ppm โดยการใช้แลคเคสท่ีความเข้มข้นสดุท้าย 1 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 
(A) 2 ชัว่โมง และ (B) 24 ชัว่โมง โดย (1) แสดงชดุควบคมุ และ (2) แสดงชดุการทดลอง 

A1 benzo(a)pyrene B1 

benzo(a)pyrene 

A2 

benzo(a)pyrene 

B2 

benzo(a)pyrene 
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ประวัติผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 
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