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

บทนํา 
 
โครงสรางของเนื้อไมประกอบดวยสารอินทรียประเภทเซลลูโลส (cellulose) เฮม ิ

เซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) จับกนัแนนในรูปของโครงสรางผลึกที่ซับซอนโดยมีลกิ 
นินทําหนาที่เชื่อมเซลลเขาดวยกนั สรางความแข็งแรงและความยืดหยุนใหกับพืช แตการมีลิกนินทํา
ใหเยื่อกระดาษมีสีน้าํตาล การที่จะนําเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม
กระดาษ จึงตองมีการกําจัดลิกนนิออกจากเยื่อกระดาษ เพื่อทําใหเยือ่กระดาษมีความขาวสวางมาก
ขึ้น การฟอกเยื่อกระดาษในอุตสาหกรรมประกอบดวยหลายขั้นตอน โดยทั่วไปประกอบดวยขั้น 
chlorination และ alkaline extraction จากขั้นตอนเหลานี้ลกินนิจะถกูสกัดออกมาในรูปของสาร 
ประกอบจําพวก chlorinated organic เชน chlorolignin chlorophenolic เปนตน สารเหลานี้เปนสาร 
พิษ หรือสารกอมะเร็ง ทําใหเกิดปญหามลภาวะทางน้าํ ดังนัน้อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษอาจมี
แนวทางใหมในการลดปญหา โดยนําเทคโนโลยทีางชีวภาพมาใช เชน การใชวิธฟีอกเยื่อกระดาษแบบ
ชีวภาพโดยใชเชื้อรากลุมไวทรอท (white-rot fungi) มาฟอกรวมกับการฟอกเยื่อทางเคมี  
 

เชื้อรากลุมไวทรอทจะมีเอนไซมที่สามารถยอยสลายลกินิน ไดแก แมงกานีสเปอร 
ออกซิเดส (manganese peroxidase; MnP; EC.1.11.1.13) ลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin 
peroxidase; LiP; EC.1.11.1.14) และแลคเคส (laccase; LAC; EC.1.10.3.2) (Heinzkill และ 
Messner, 1997) ในปจจบุันมีการศึกษาถึงเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสวามบีทบาทที่สําคญัใน
การยอยสลายลิกนนิในเยื่อกระดาษ (Miura และคณะ, 1998; Harazono และคณะ, 1996) เอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดส พบครั้งแรกใน Phanerocheate chrysosporium (Kuwahara และคณะ, 
1984) เปนเอนไซมที่ประกอบดวย heme มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 46,000 ดาลตัน (Dalton)  โดย
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จะออกซิไดซสารประกอบที่เปน phenolic lignin ในภาวะที่มี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide) และ แมงกานีสเปนตวัรวมปฏิกิริยา (Wariishi และ
คณะ, 1992) การเกิดปฏกิิริยาเริ่มจาก แมงกานีสเปอรออกซิเดส ทาํปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ไดเปน oxidize intermediate (MnP I) จากนัน้สารตั้งตนตัวแรก คือ Mn2+ จะถูกออกซิไดซ
โดย MnP I และ MnP II เกิดเปน Mn3+หลังจากนัน้ Mn3+จะรวมกับโครงสรางของกรดอินทรีย 
(organic acid) เชน lactate   malonate   oxalate เปนตน (Harazono และคณะ, 1996) และทายที่ 
สุดสารประกอบที่เกิดขื้นจะไปออกซิไดซกับ phenolic substrate ไดเปนอนุพนัธของ cinnamyl 
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alcohol ตางๆ ไดแก p-coumaryl alcohol    coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol 
(Boominathan และ Reddy, 1991; Heinzkill และ Messner, 1997)  
 

  เห็ดหลนิจือมชีื่อวิทยาศาสตรวา Ganoderma lucidum อยูใน Division 
Basidiomycota มีลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่สาํคัญคือ ใตหมวกเห็ดไมมีครีบ แตมีรูเล็กๆจาํนวนมาก 
มาย ภายในรูเปนที่เกิดของสปอรดานบนของหมวกมีสีน้ําตาลแดงหรือสีเชสนัทไปจนถึงสนี้ําตาลมวง
และดํา ผิวหมวกเห็ดเปนมนัเงาเหมือนเคลือบดวยแลคเกอร มีกานสัน้ๆ ดอกออนมีขอบสีขาว เหลือง 
กลางดอกสนี้าํตาล ดานใตหมวกซึ่งเปนรูเล็กๆ มีสีนวล ดอกเห็ดรูปรางคลายพัด สปอรเปนผงสนี้าํตาล 
รูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชั้น ผนังชั้นนอกเรียบ ผนังชัน้ในยืน่คลายหนามไปชนผนังชัน้ 
นอก (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531) เห็ดหลนิจือเปนเห็ดสมุนไพรมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคตางๆ 
ของมนุษย เชนมีสรรพคุณในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง (Soxe และคณะ, 1985) ลดความดันโลหิต (Shiao 
และคณะ, 1988) เปนตน นอกจากมีสรรพคุณทางยาเห็ดหลินจือยงัจัดเปนรากลุมไวทรอทที่มคีวาม 
สามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลกินนิ เชนในป พ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤต ิ ไดศึกษาการ 
ฟอกเยื่อกระดาษแบบชีวภาพโดยใช P. chrysosporium และเห็ดหลนิจือ พบวาเหด็หลินจือมกีารผลิต
เอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดส และทําใหเยื่อกระดาษมคีาคัปปานมัเบอรลดลง 26.44 เปอรเซ็นต และ
คาความขาวสวางเพิ่มข้ึน 23.58 เปอรเซ็นต และในป พ.ศ. 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดตรวจ
พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส และเมื่อนาํเอนไซมมาฟอกเยื่อกระดาษทํา
ใหเยื่อกระดาษมีคาคัปปานมัเบอรลดลง 13.24 เปอรเซ็นต และคาความขาวสวางเพิ่มข้ึน 4.48 
เปอรเซ็นต  
 

การศึกษาการปรับปรุงพันธุเชื้อราโดยการชักนาํใหเกิดมวิเตชันไดมีการใชแสง 
อัลตราไวโอเลต ซึ่งนิยมใชกนัมากในพวกจุลินทรียชนิดตางๆ  เนื่องจากแสงอัลตราไวโอเลตเปนแสงที่มี
อํานาจทะลุทะลวงต่าํ ทาํใหดีเอ็นเอเกดิความผิดปกติที่พนัธะทางเคมีโดยชักนําใหเกิดไทมนีไดเมอร 
(thymine dimer) (Drake, 1970) เชน ในป ค.ศ. 1991 Li และ Chang ไดทําการคัดเลือกและศึกษา
ลักษณะตางๆ ในสายพนัธุมิวแตนทของ Volvariella volvacea ที่ตานทานตอคริสตัลไวโอเลต 
(crystal-violet) และมาลาไชทกรีน (malachite-green) โดยนําเบซิดิโอสปอร (basidiospore) และเสน
ใยที่บดละเอียดมาฉายแสงอลัตราไวโอเลตที่อัตราการตาย 95-99.5% และทดสอบความเสถียรของ
สายพนัธุมิวแตนท และในป พ.ศ. 2542 ชาลิน ีคงสวสัด์ิ ไดชักนาํใหเกิดมวิเตชันในเห็ดหลินจือโดยใช
แสงอัลตราไวโอเลต เพื่อคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีปริมาณโพลีแซคคาไรดที่สูงขึ้น ดงันัน้การชกันํา
ใหเกิดมวิเตชนัโดยใชแสงอลัตราไวโอเลตในเห็ดหลินจืออาจทาํใหมีการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือเพิม่มากขึ้น 
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งานวิจยันี้มุงเนนเพื่อหาสายพันธุมวิแตนทของเห็ดหลนิจือที่มีประสิทธิภาพในการผลิต 
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงกวาสายพันธุเดิมเพื่อใหมีความสามารถใน
การฟอกเยื่อกระดาษโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตในการชกันําใหเกิดมวิเตชัน เพื่อใหเปนทางเลือกหนึง่
ในการฟอกเยือ่กระดาษแบบชีวภาพในอตุสาหกรรม ซึง่ถาทําไดก็จะเปนการลดตนทุนการผลิตในดาน
พลังงาน สารเคมีและปญหาทางมลพษิ 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 

    
ชักนาํใหเกิดมวิเตชันในเห็ดหลินจือ  และคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธ ิ

ภาพในการผลติเอนไซมทีย่อยสลายลกินนิสูงกวาสายพนัธุเดิม เพื่อใหมีความสามารถในการฟอกเยื่อ
กระดาษและทําใหเยื่อกระดาษมีความขาวสวาง 
 
ขั้นตอนการวจิัย 
 
1. การคัดเลือกสายพนัธุเห็ดหลินจือทีม่ีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส

และเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดในข้ันตน 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส 
3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนทีน่อยที่สุดของคริสตัล

ไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยัง้การเจริญของเห็ดหลนิจือเพือ่เปน mutation marker 
4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
5. การชักนําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลตในเห็ดหลินจือและการคัดเลือกสายพันธุมวิ

แตนท 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพนัธุมิวแตนท 
7. การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมของสายพนัธุมิวแตนทกับสายพนัธุเดิม  
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมิวแตนท 
9. วิเคราะหขอมูลและสรุปผลการทดลอง 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

 
เปนแนวทางหนึ่งในการนําเชื้อราหรือเอนไซมจากเชื้อราที่มีความสามารถในการ 

ยอยสลายลกินินมาฟอกเยือ่กระดาษดวยวิธทีางชีวภาพในอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษเพื่อลดขัน้ตอน
การใชสารเคมใีนขั้นตอนการฟอกเยื่อกระดาษ 
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ขอบเขตการวิจัย 
 
งานวิจยันี้ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 

และเอนไซมแลคเคส  ภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต  การคัด 
เลือกสายพันธุมิวแตนทของเห็ดหลนิจือที่ใหคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
เอนไซมแลคเคสสูงที่สุดและสูงกวาสายพนัธุเดิม และทําการวเิคราะหคุณสมบัตขิองเยื่อกระดาษที่
ผานการฟอกดวย crude enzyme ของสายพนัธุมวิแตนทโดยการตรวจวดัคาความขาวสวาง 
(brightness) คาคัปปานมัเบอร (kappa number) การใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) การวัดคาแรง 
ดันทะล ุ (burst index) การวัดคาแรงฉกีขาด (tear index) รวมถึงการวัดคาความตานทานแรงดึง 
(tensile index)  
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บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
  โครงสรางหลักของเนื้อไมประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยพบ
เซลลูโลสมากที่สุดประมาณ 40-50 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง เซลลูโลสพบไดตามผนังเซลลของพืช
ทุกชนิดในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) และผนังเซลลทุติยภูมิ (secondary cell wall) มี
หนาที่ชวยทําใหพชืมีโครงสรางแข็งแรง สวนเฮมิเซลลูโลสพบเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส จะยึดตดิ
กับเซลลูโลสในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) และลิกนินพบประมาณ 20-30 เปอรเซ็นต 
รองจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส พบในชั้นผนังเซลลปฐมภูมิ (primary cell wall) ผนังเซลลทุติยภูมิ 
(secondary cell wall) และ มิดเดิลลาเมลลา(middle lamella) โดยสรางกระจายรอบเซลลูโลสและเฮ
มิเซลลูโลสดวยพันธะไฮโดรเจนและพันธะโควาเลนต เกิดเปนสารประกอบลิกโนเซลลูโลสที่มีกิ่งกาน 
สาขามากมาย มีโมเลกุลขนาดใหญตั้งแต 600,000-1,000,000 ดาลตัน (Kirk และ Farrell, 1987) ลิก 
นินทําหนาที่เชื่อมเซลลเขาดวยกัน สรางความแข็งแรงและความยืดหยุนใหกับเนื้อเยื่อพืชและลดการ
ซึมผานของน้ําขามผนังเซลล จึงทําใหลิกนินเปนตัวปองกันการติดเชื้อที่ทําใหเกิดโรคตางๆ 
(Boominathan และ Reddy, 1991)      นอกจากนี้ลิกนินยังเปนสารที่ไมละลายน้ําจึงทําใหกระบวน 
การยอยสลายลิกนินเกิดขึ้นไดชา ดวยเหตุนี้จึงมีการศึกษาเพื่อหาวิธีการยอยสลายลิกนินออกจากวัสดุ
จําพวกลิกโนเซลลูโลส เพื่อเปนประโยชนตอการนําเซลลโูลสและเฮมิเซลลูโลสไปใชในอุตสาหกรรมได 
 
เซลลูโลส (Cellulose) 
 
  เซลลูโลสเปนสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรต (carbohydrate) ที่เปนโพลีแซคคาร
ไรด (polysaccharide) ประกอบดวยโมเลกุลของดี-กลูโคส (D-glucose) หลายโมเลกุลเชื่อมตอกัน
เปนโครงสรางคลายลูกโซ ดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic bond)  เซลลูโลสเปน
สารที่ไมละลายน้ําที่อุณหภูมิปกติและไมละลายในตัวทําละลายสวนใหญ เปนสารที่ไมทําปฏิกิริยากับ
สารอื่น ในธรรมชาติจะไมพบเซลลูโลสในรูปอิสระแตมักพบรวมกับลิกนิน เฮมิเซลลูโลส  กัม (gum)   
เพนโตแซน (pentosan)   แทนนิน (tannin) เปนตน (Cowling และ Kirk, 1976)  
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 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 
 
  เฮมิเซลลูโลสเปนอินทรียสารที่พบมากเปนอันดับที่สองรองจากเซลลูโลส มีลักษณะ
โครงสรางเปนโพลีเมอรของน้ําตาลเพนโตส (pentose) ซึ่งสวนมากเปนดี-ไซแลน (D-xylan) ประกอบ 
ดวยน้ําตาลไซโลส (xylose) หลายๆโมเลกุลตอกันดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก สายของเฮมิ
เซลลูโลสประกอบดวยโพลีแซคคาไรดหลายชนิดปนกัน ไดแก เพนโตแซน   เฮกโซแซน (hexosan)  โพ 
ลียูโรไนด (polyuronides) เปนตน (Ericksson และคณะ, 1990) ความแตกตางระหวางเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสคือ สายพอลิเมอรของเฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเปนกิ่งกานสาขามากกวาและมีความยาว
ของสายพอลิเมอรสั้นกวา โดยมีความยาวประมาณ 40 หนวย (Kirk, 1983) 
 
ลิกนิน (Lignin) 
 

ลิกนินเปน complex aromatic biopolymer ไมละลายน้ํา เกิดจากการรวมตัวของ  
phenylpropane unit พบทั้งในพืช angiosperm และ gymnosperm (Boominathan และ Reddy, 
1991; Wariishi และคณะ, 1992)ดวยเหตุที่ลิกนินยากตอการยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพจึงทําใหลิก 
นินเปนตัวปองกันการติดเชื้อที่ทําใหเกิดโรคตางๆ ปองกันการทําลายโครงสรางของเนื้อไม และทําให 
เสนใยเซลลูโลส (cellulose fiber) จับกันหนาแนน ลิกนินไมมีโครงสรางโมเลกุลที่แนนอนเปลี่ยนแปลง
ตามชุดของสารตั้งตน ลิกนินสังเคราะหมาจากอนุพันธของ cinnamyl alcohol 3 ชนิด ไดแก             
p-coumaryl alcohol  coniferyl alcohol (guaiacyl unit) และ  sinapyl alcohol (syringyl unit)   
(ภาพที่ 1) โดยสารตั้งตนเกิดเปน phenoxy radicals และเกิด polymerization เปนโครงสรางลิกนิน 
ขนาดใหญ (ภาพที่ 2) และเมื่อพิจารณาจากสัดสวนของสารตั้งตนของลิกนินแตละชนิดในพืชตางๆ 
สามารถแบงไดเปน 3 พวก   ไดแก พืชพวก gymnosperms ไมเนื้อออน (softwood) ประกอบดวย 
coniferyl alcohol เปนสวนใหญ รองลงมาคือ coumaryl alcohol  พืชพวก angiosperms ไมเนื้อแข็ง 
(hardwood) ประกอบดวย coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol อยางละ 46 % รองลงมาคือ p-
coumary alcohol และในพชืพวกหญา (grass) ประกอบดวย p-coumaryl alcohol เปนสวนใหญ 
(Kirk และ Farrell, 1987) 
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ภาพที่ 1  โครงสรางของสารตั้งตนของลิกนิน (Davin และ Lewis, 2000) 
 

 
 
ภาพที ่2  โครงสรางทางเคมีของลิกนนิ (Alder, 1977) 
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อุตสาหกรรมกระดาษ (Paper industrial) 
 

อุตสาหกรรมกระดาษ คืออุตสาหกรรมที่มีการนําเนื้อไมมาสลายใหเกิดเปนเยื่อของ 
เสนใยเซลลูโลสและนําเสนใยเซลลูโลสไปฟอกเพื่อใหไดเยื่อกระดาษที่มีความขาวสวางเพื่อนําไปทํา
กระดาษ เนื่องจากเยื่อกระดาษกอนที่จะมีการฟอกจะมีสีน้ําตาล โครงสรางของเนื้อไมมีลิกนินเปน
สวนประกอบ ดังนั้นลิกนินจึงทําใหเยื่อกระดาษมีสีน้ําตาล อุตสาหกรรมการทํากระดาษประกอบดวย 2 
ข้ันตอนคือข้ันตอนการผลิตเยื่อกระดาษและขั้นตอนการผลิตกระดาษ ลิกนินจะถูกกําจัดในข้ันตอนการ
ผลิตเยื่อกระดาษ การผลิตเยื่อกระดาษแบงออกเปน 2 กระบวนการ คือ กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ 
(pulping) และกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ (bleaching) (Casey, 1980) 
 
  กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ คือกระบวนการแยกเสนใยเซลลูโลสที่ติดอยูในเนื้อไม
หรือพืชวัตถุดิบใหแยกออกจากกัน การผลิตเยื่อมีหลายวิธี การเลือกใชวิธีใดขึ้นอยูกับวาจะนําเยื่อไปใช
ในการผลิตกระดาษชนิดใด และขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิต การผลิตเยื่อกระดาษแบงออก 
เปน 3 วิธี ไดแก 

1. กรรมวิธีทางเคมี (Chemical process) 
เปนกรรมวิธีที่มีการใชสารเคมีในการแยกเสนใยในเนื้อไมออกมาเปนเยื่อกระดาษ ผล 

ผลิตเยื่อที่ไดจะต่ําคือตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต แตจะไดคุณภาพของเยื่อกระดาษสูงในดานความเหนียว 
เสนใยที่ไดสมบูรณ ฟอกใหขาวไดงาย 

2. กรรมวิธีทางกล (Mechanical process) 
เปนกรรมวิธีที่ใชเครื่องจักรที่เรียกวา Refiner หรือ Defibrator มาบดชิ้นไมใหกลายเปน 

เสนใย จึงเรียกเยื่อที่ไดวา เยื่อไมบด (ground wood) วิธีนี้ไดผลผลิตเยื่อสูงถึง 90-95 เปอรเซ็นต 
เพราะไมมกีารละลายองคประกอบทางเคมีของไมออกไป แตคุณภาพของเยื่อที่ไดจะต่ํากวาเยื่อเคมีใน
ดานความเหนียว และฟอกใหขาวก็ทําไดยากกวา เยื่อประเภทนี้จะมีราคาถูก ไดแกเยื่อกระดาษ
หนังสือพิมพ 

3. กรรมวิธีกึ่งเคมี (Semi-Chemical process) 
เปนกรรมวิธีที่ผสมผสานระหวางการใชสารเคมีและการบดเขาดวยกัน วิธีนี้ผลผลิตเยื่อ 

และคุณภาพของเยื่อกระดาษที่ไดจะอยูระหวางการผลิตเยื่อทางเคมีและการผลิตเยื่อทางกล และเยื่อ
กระดาษที่ไดมีความหนาแนนต่ํา (Reid, 1991) 
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กระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ คือ กระบวนการกําจัดลิกนินออกจากเยื่อกระดาษ 
โดยใชสารเคมีทําปฏิกิริยากับลิกนินในเยื่อกระดาษ ในกระบวนการฟอกเยื่อมีจุดประสงคเพื่อทําใหเยื่อ
กระดาษมีความขาวสวางโดยไมทําลายความแข็งแรงของเยื่อคือใหมีการสูญเสียเยื่อนอยที่สุด และ
ความแข็งแรงของเยื่อตองไมลดลงเมื่อเก็บไวเปนเวลานาน กระบวนการฟอกเยื่อประกอบดวยหลาย
ขั้นตอน มีชื่อเรียกตามสารเคมีที่ใชในการฟอกและเรียงตามลําดับตัวอักษรตัวแรกของแตละขั้นตอน
(Casey, 1980) ดังนี้ 
 

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

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

โดยทั่วไปจะประกอบดวยขั้นตอน chlorination และ alkaline extraction ตัวอยาง 
ของขั้นตอนการฟอก เชน CEH   CEDED   CEDEP   CEOP เปนตน ซึ่งลิกนินจะถูกสกัดออกมาในรูป 
chlorinated organic ที่เปนสารพิษ หรือสารกอมะเร็ง เชน chlorolignin chlorophenolic เมื่อมีการวัด
สารพิษดังกลาวในหนวยของ absorbable organic halide (AOX) พบวาในการฟอกเยื่อ 1 ตัน ทําให
เกิดสารกลุมนี้ถึง 5 กิโลกรัม ปลอยออกมากับน้ําทิ้งของโรงงานสูแหลงน้ําธรรมชาติ (Leatham, 1992) 
ดังนั้นเพื่อที่จะหลีกเลี่ยงการใชสารเคมีและการปลอยสารพิษจํานวนมาก ในหลายประเทศจึงไดมีการ
วิจัยเพื่อหาวิธีการลดปริมาณการใชสารเคมีในการฟอกเยื่อใหนอยลง ซึ่งการฟอกเยื่อกระดาษแบบชีว 
ภาพโดยใชเชื้อรากลุมไวทรอท (white-rot fungi) นับเปนทางเลือกหนึ่งที่นํามาใชในการกําจัดลิกนิน 
ออกจากเยื่อกระดาษ (Reid, 1991)  
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การยอยสลายลิกนินดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
 
  ในธรรมชาติกลุมเชื้อราที่มีความสามารถในการเจริญเติบโตบนเนื้อไมมักจะมีความ 
สามารถในการยอยสลาย ลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสมาใชในสัดสวนที่แตกตางกัน ซึ่งก็แลวแต
ความสามารถในการยอยสลายของเชื้อราแตละชนิด ไดมีการแบงกลุมเชื้อราตามการทําลายเนื้อไม
ออกเปน 3 กลุม ไดแก 

1. soft rot fungi  มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โดย
ยอยสลายเซลลูโลสไดดีที่สุด เนื้อไมหลังการทําลายมีสีเขมข้ึน เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Ascomycota และ Deuteromycota (Buswell และ Odier, 1987) 

2. brown rot fungi มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินไดนอยมาก แตยอยสลาย
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดดี เนื้อไมหลังการทําลายมีสีเขมข้ึน เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Basidiomycota มีบางใน Division Ascomycota (Buswell และOdier, 1987) 

3. white rot fungi มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินไดดีที่สุด (Boominathan and  
Reddy, 1991) ทําใหเนื้อไมหลังการทําลายมีสีซีดลงกวาเดิม เชื้อรากลุมนี้สวนใหญอยูใน Division 
Basidiomycota ตัวอยางเชื้อราในกลุมนี้เชน Phanerocheate sp. Ganoderma sp. Pleurotus sp. 
Trametes sp. เปนตน (Gilbertson,1980; Agosin และคณะ, 1985)  
 
เชื้อรากลุมไวทรอท (White rot fungi) 
 
  เชื้อรากลุมไวทรอทมีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน แตลิกนินก็ไมใชสารตัง้ตน
ในการเจริญเติบโต การยอยสลายลิกนินเปน secondary metabolism จึงตองมีการยอยสลาย
เซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลสใหไดกลูโคสกอน เพื่อใหไดพลังงานไปใชในการเจริญเติบโต การยอยสลาย
ลิกนินจะเกิดก็ตอเมื่อมีการขาดสารอาหารบางอยาง เชน ไนโตรเจน (nitrogen) ซึ่งในธรรมชาติเนื้อไม
มีปริมาณไนโตรเจนที่จํากัด ทําใหสามารถเกิดการยอยสลายลิกนินได และการยอยสลายลิกนินจะ
หยุดก็ตอเมื่อมีปริมาณคารบอน (carbon) หรือไนโตรเจนที่มากเกินในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Heinzkill และ 
Messner, 1997) 

 
เชื้อรากลุมนี้สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนิน ไดแก ลิกนินเปอรออกซิเดส  

แมงกานีสเปอรออกซิเดส  และแลคเคส เปนตน (Heinzkill และ Messner, 1997; Harazono และ
คณะ, 1996) ซึ่งเชื้อราตางชนิดกันจะมีการผลิตเอนไซมที่ตางกัน บางชนิดอาจมีการผลิตเอนไซมหลาย
ชนิด หรือบางชนิดอาจมีการผลิตเอนไซมเพียงชนิดเดียว เชน ในป 1992 De Jong และคณะ ไดทําการ 
ศึกษาใน Bjerkandera sp. BOS55 พบวามีเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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และแลคเคสและในป 1995 Heinzkill ไดทําการศึกษาใน Panaeolus papilionaceus พบวามีเอนไซม 
แลคเคสเพียงชนิดเดียว  
 
เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin peroxidase) 

 
  เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสพบครั้งแรกใน P.  chrysosporium (Glenn และคณะ, 
1983) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 41,000-42,000 ดาลตัน การเกิดปฏิกิริยาตองการไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดในการเริ่มปฏิกิริยา สามารถยอยสลายไดทัง้สารที่เปนหมูฟนอลและไมใชหมูฟนอลรวมถึง
สารประกอบอะโรมาติกอืน่ๆที่เปนหนวยพืน้ฐานของลิกนิน (Buswell และ Odier, 1987) กลไกการ
เกิดปฏิกิริยาเริ่มจากลิกนนิเปอรออกซิเดสไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเปลี่ยนรปูไปเปนสาร
ตัวกลาง compoundI ซึ่งเปนสารที่ไมคงตวั จะไปออกซไิดซลิกนิน แลวเปลี่ยนรูปไปเปน compound 
II เมื่อ compound II ไปออกซิไดซกับลิกนนิ ทายที่สุดจะกลับสูภาวะปกติเปนลิกนนิเปอรออกซิเดสตั้ง
ตน (ภาพที่ 3)  การเกิดปฏกิิริยาที่อาศัยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก  การ
กําจัดหมูอัลคิล-เอริล (alkyl-aryl cleavage)  การเปดวงอะโรมาติก (aromatic ring cleavage)  การ
เติมหมูเมททิล (methylation)  การเกิดโพลีเมอไรซเซชัน่ (polymerization) ของ phenoxy radicals 
เปนตน (Tein และคณะ, 1987) 
 

 
 
ภาพที่ 3 วัฏจักรการเกิดปฏิกิริยาของลิกนินเปอรออกซิเดส (Buswell และ Odier, 1987) 
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เอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidase ) 
 
  ในปจจุบนัมีการศึกษาถึงเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสวามีบทบาทที่สําคัญใน
การยอยสลายลิกนนิในเยื่อกระดาษ (Miura และคณะ, 1998; Harazono และคณะ, 1996) มีการคน 
พบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส คร้ังแรกใน P. chrysosporium (Kuwahara และคณะ, 1984) 
เปนเอนไซมทีป่ระกอบดวย heme มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 46,000 ดาลตัน การทําปฏิกิริยาจะมี
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแมงกานีสเปนตัวรวมปฏิกริิยา (Wariishi และคณะ, 1992) กลไกการเกิด 
ปฏิกิริยาเริ่มจากแมงกานีสเปอรออกซิเดส (ภาพที่ 4) ทําปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดเปน 
oxidize intermediate (MnP I) จากนัน้สารตั้งตนตัวแรก คือ Mn2+ จะถูกออกซิไดซโดย MnP I และ 
MnP II เกิดเปน Mn3+หลังจากนั้น Mn3+จะรวมกับโครงสรางของกรดอินทรีย (organic acid) เชน 
lactate   malonate   oxalate เปนตน (Harazono และคณะ, 1996) และทายทีสุ่ดสารประกอบที่
เกิดขึ้นจะไปออกซิไดซกับ phenolic substrate ไดเปนอนุพนัธของ cinnamyl alcohol ตางๆ ไดแก             
p-coumaryl alcohol    coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol (Boominathan และ Reddy, 1991; 
Heinzkill และ Messner, 1997) เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเปน secondary metabolite มี
สมบัติในการ   oxidation H2O2 –dependent      lignin derivatives   และ   phenolic lignin          
การกําจัดหมูอัลคิล-เฟนิล (alkyl-phenyl cleavage) และ Cα-Cβ cleavage เปนตน ในป ค.ศ. 1996 
Harazono และคณะ ไดทําการสกัดแยกเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมาฟอกเยื่อกระดาษเพื่อ
ศึกษาผลของกรดอินทรียตางๆที่มีผลตอการทํางานของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส พบวา การมี
ออกซาเลต (oxalate) ทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่โดยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และในป ค.ศ. 2001 Sasaki และคณะ ไดทําการตรึงเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
จาก P. chrysosporium ใน FSM-16 เพื่อใชในการฟอกเยื่อแบบ multiple pulp bleaching รวมกบั
การฟอกโดยใชสารเคมีขั้น alkaline extraction พบวาเยื่อกระดาษมคีาความขาวสวางเพิ่มข้ึนจาก 59 
เปอรเซ็นตเปน 88 เปอรเซน็ต เมื่อเยื่อผานการฟอกดวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสซ้ําๆ 7 คร้ัง  

 
นอกจากนีย้ังสามารถนําเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสไปประยุกตใชในอุตสาห 

กรรมตางๆ เชน การเปลีย่นแปลงและการยอยสลายสารอินทรียที่เปนพษิและยอยสลายไดยากจาก
ดินและในน้ํา โดยใชส่ิงมีชวีติพวกจุลินทรียยอยสลายสารพิษนั้นใหเปนพิษนอยลง (bioremediation) 
ทําใหไดคารบอนไดออกไซด และน้ําเปนผลผลิตสุดทาย นอกจากนี้ยงัมีการใชสิ่งมชีีวิตพวกจุลินทรีย
ในการกาํจัดสขีองน้ําเสยี (decolorization) (Matsubara และคณะ, 1996)  
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ภาพที ่4  วัฏจักรการเกดิปฏิกิริยาของแมงกานีสเปอรออกซิเดส (Heinzkill และ Messner,  

1997 
 
เอนไซมแลคเคส (Laccase) 

 
เอนไซมแลคเคส พบครั้งแรกในการทดลองของ Yoshida ป 1883 เปน extracellular  

glycoproteins ที่ประกอบดวยโมเลกุลของคอปเปอร (copper) ที่เรียกวา blue copper oxidases 
(Thurston, 1994) มีน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 60,000-80,000 ดาลตัน การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม
แลคเคสเปนปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ที่ไมตองมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวรวมปฏิกิริยา 
การทําปฏิกิริยาที่อาศัยเอนไซมแลคเคสในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก การกําจัดหมูอัลคิล-เฟนิล (alkyl-
phenyl cleavage) และ phenolic lignindimer (Higuchi, 1990) การเติมหมูเมททิล   การกําจัดหมู
เมททอกซี่ (demethoxylation) การเกิดโพลีเมอรไรซเซชันของ phenoxy radicals และการเกิดดีโพลา 
ไรซ เซชัน (depolymerization) ของ lignin substrate เปนตน นอกจากความสําคัญของเอนไซมแลค
เคสในการยอยสลายลิกนิน ยังพบวาเอนไซมแลคเคสมีความสําคัญตอการเกิดดอกเห็ด (Basidiocarp 
development) การเกิดสปอร การสรางรงควัตถุในรา และการเกิดโรคของพืช (Yaver และคณะ, 
1996) 
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เห็ดหลินจือ (Lingzhi) 
  

เห็ดหลนิจือเปนสิ่งมชีีวิตพวกยูคาริโอต (Eukaryote) จําพวกรา อยูใน Division  
Basidiomycota มีชื่อวิทยาสตรวา G. lucidum มีลักษณะทางสัณฐานวทิยาที่สําคัญคือ ใตหมวกเห็ด
ไมมีครีบ แตมีรูเล็กๆจํานวนมากมาย ภายในรูเปนที่เกิดของสปอรดานบนของหมวกมีสีน้ําตาลแดงหรือ
สีเชสนทัไปจนถึงสีน้าํตาลมวงและดําผวิหมวกเห็ดเปนมนัเงาเหมือนเคลือบดวยแลคเกอร มีกานสั้นๆ 
ดอกออนมีขอบสีขาว เหลือง กลางดอกสีน้ําตาล ดานใตหมวกซึง่เปนรูเล็กๆ มสีีนวล เปนดอกเห็ด
รูปรางคลายพดั สปอรเปนผงสีน้าํตาล รูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชั้น ผนงัชัน้นอกเรียบ 
ผนังชัน้ในยื่นคลายหนามไปชนผนงัชัน้นอก (สุทธพรรณ ตรีรัตน, 2531) ดํารงชีวิตแบบ saprophyte มี
การสืบพนัธุทัง้แบบอาศัยเพศ (sexual)และไมอาศัยเพศ (asexual) การสืบพันธุแบบอาศัยเพศโดยมี
การสราง sexual spore คือ basidiospore บน basidium สวนการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยเกิด
การหักของเสนใยแลวไปเจรญิตอ (fragmentation) เสนใยของเห็ดหลนิจือมีผนังกัน้เปนแบบ dolipore 
septum และมี clamp connection เพื่อใหเสนใยยังคงไวที่ n+n นอกจากเห็ดหลินจือเปนเห็ด
สมุนไพรมีสรรพคุณทางยาในการรักษาโรคตางๆ ของมนุษย (Soxe และคณะ, 1985) เห็ดหลนิจือยัง
จัดเปนรากลุมไวทรอทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่ยอยสลายลิกนนิ โดยไดมีการศึกษาการ
ผลิตเอนไซมทีย่อยสลายลกินินในเห็ดหลนิ จือ เชนในป พ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤต ิไดศึกษาภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดสในเห็ดหลนิจือเปรียบเทียบกับ P. chrysosporium 
พบวาในเห็ดหลินจือมีการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซเิดสต่ํากวา P. chrysosporium ในทกุภาวะ 
การทดลอง และในป 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดศึกษาการผลิตเอนไซมในเห็ดชนิดตางๆ 
พบวาในเห็ดหลินจือมีการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซเิดสนอยมากหรือแทบไมม ีแตกลับพบวามีการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสที่สูงกวา  
 
การจัดจําแนกชนิดของเห็ดหลินจือเปนดังนี้ (Alexopoulos และคณะ, 1996) 
Kingdom  Fungi 
     Division       Basidiomycota 
         Class            Hymenomycetes 
  Subclass   Holobasidiomycetidae 
        Order        Aphyllophorales 
  Family              Ganodermataceae 
         Genus     Ganoderma 
    Species                      Ganoderma lucidum 
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ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดหลินจือ (Alexopoulos และคณะ, 1996) ประกอบดวย 2 ระยะ 
1. ระยะเสนใย 

เสนใยของเหด็หลินจือมีสีขาว เสนใยมีผนังกัน้ เสนใยระยะที่สองจะพบ clamp  
connection แตละเซลลมี 2 นิวเคลียส เรียก dikaryotic mycelium เมื่อเสนใยเจริญเต็มที่จะมกีาร
พัฒนาเปนตุมยื่นออกมาเรียก sclerotia หรือ primodia ซึ่งจะพัฒนาเปนดอกเห็ดตอไป 
2. ระยะดอกเห็ด ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ (ภาพที ่5) 

2.1 หมวกดอก (cap)  
หมวกดอกเหด็หลินจืออาจเกิดเปนดอกเดีย่วหรือเปนกลุม กลุมละ 3-4 ดอก หมวก 

ดอกที่งอกออกมาใหมๆ จะมีลักษณะเปนแทงสีเหลือง สีของหมวกดอกเห็ดจะมีสีขาว สีเหลือง และสี
น้ําตาล สวนบนของหมวกดอกจะแผคลายพัด ถาหมวกดอกเจริญเต็มที ่ ขอบหมวกจะงองุมลงสีของ
หมวกดอกจะเขมมากขึ้น ผิวของหมวกดอกมีลักษณะเปนเงามันคลายทาดวยแชลแลค มีสนี้ําตาล
แดง ใตหมวกดอกมีลักษณะเปนรูเล็กๆสขีาวหรือสีเหลอืงจํานวนมาก ภายในรูเปนแหลงกาํเนิดสปอร 
มีลักษณะเปนผงสีน้าํตาล  สปอรมีรูปรางรี ปลายดานหนึง่ตัด ผนังหนา มี 2 ชัน้ ผนงัชัน้นอกเรียบ 
ผนังชัน้ในยื่นคลายหนามไปชนผนงัชัน้นอก (ภาพที่ 5) 

2.2 กานดอก (stalk) 
กานดอกอาจมีกานดอกหรอืไมมี กานดอกสั้น กานดอกอาจอยูตรงกลางหรือคอน 

ไปขางใดขางหนึง่ของหมวกดอก 
 
วงจรชวีิตของเห็ดแบบ Heterothallic  Life cycle (ภาพที ่6) 
 
  เร่ิมจากเบซิดิโอสปอรงอกเสนใยออกมาซึ่งเรียกวา primary mycelium มีโครโมโซม
เปน haploid (n) (monokaryotic mycelium) เสนใยที่งอกออกมานี้จะเกิดการรวมตัวกนัของโพรโท 
พลาสซึม (plasmogamy) โดยเสนใยทีจ่ะรวมตัวกันตองเปนเสนใยที่มีลักษณะทางพันธกุรรมตางกนั
มารวมกันเปน secondary mycelium  ซึ่งภายในมีสองนิวเคลียสเรียกเสนใยระยะนี้วาเปน dikaryon 
เสนใยระยะนีจ้ะพบ clamp connection เชื่อมแตละเซลลไว เสนใยขัน้ที่สองจะเพิ่มปริมาณและสาน
กันแนนเปนกลุมกอนคลายเนื้อเยื่อพชืที่เรียก tertiary mycelium และเสนใยระยะนี้จะสานกันเกิดเปน
ตุมดอกเล็กๆ เรียกวา sclerotia หรือ primodia มีการสรางเบซิเดียม แตละเบซิเดยีมจะมนีิวเคลียสอยู
สองนวิเคลียส (n+n) จากนัน้นวิเคลียสทั้งสองนวิเคลียสจะรวมตัวกันเปน diploid (2n) และแบงตัว
แบบ meiosis ได haploid (n) 4 nuclei จากนัน้เคลื่อนที่ไปอยูใน sterigma ทั้ง 4 และพัฒนาไปเปน 
เบซิดิโอสปอรตอไป 
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ภาพที ่5  ดอกและสปอรของเห็ดหลนิจือ G. lucidum 
 
 

 
ภาพที ่6  ลักษณะวงจรชีวิตของเห็ดทีเ่ปนแบบ Heterothallic life cycle (Norton, 1981) 
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มิวเตชัน (Mutation) 
 

มิวเตชัน(mutation) หมายถงึ การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลดีเอ็น 
เอหรือโครงสรางของสารพนัธุกรรม และการเปลี่ยนแปลงนี้สามารถถายทอดไปยังรุนตอไป โดยทัว่ไป
มิวเตชันสามารถเกิดขึ้นเองในธรรมชาต ิ (spontaneous mutation) แตมีโอกาสเกดินอยมากคือนอย
กวาหนึ่งในลานเซลล (Bos และ Stadier, 1996) สวนมวิเตชนัทีเ่กิดจากการชกันํา (induced 
mutation) เกดิจากมีมวิตาเจนมาชักนําใหเกิด ไดแก  

1. มิวตาเจนทางกายภาพ (physical mutagen) ไดแก อุณหภูมิและรังสตีางๆ  
2. มิวตาเจนทางเคมี (chemical mutagen) ไดแก สารเคมีตางๆ 

 
มิวตาเจนทางกายภาพ 
 
  จากที่ไดพบการเกิดมิวเตชนัทางกายภาพโดยใชรังสีเอ็กซ ในแมลงหวี ่ (Drosophila 
melanogaster) ทําใหมีงานวิจยัเกี่ยวกับการชักนําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชรังสีตางๆ กับส่ิงมชีีวิตตาม 
มา (Bos และ Stadler, 1996) รังสีเปนมิวตาเจนทางกายภาพที่สาํคัญในการชักนําใหเกิดมวิเตชัน 
และดวยความยาวคลื่นของรังสีที่ตางกันทําใหมีผลตอการชักนําใหเกิดมิวเตชนัในรูปแบบที่แตกตาง
กัน (Weaver และ Hedrick, 1997) สามารถแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

1. รังสีที่กอใหเกดิไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ รังสีแกมมา รังสีแอลฟา รังส ี  
เบตา เปนตน รังสีเหลานี้มอํีานาจในการทะลุทะลวงสูง โดยทะลทุะลวงผานเนื้อเยือ่ตางๆ และทาํให      
อิเล็คตรอนที่เรียงอยูวงนอกสุดในโครงสรางอะตอมหลดุออกไปทําใหไอออนเกิดเปนประจุบวกสวน        
อิเล็คตรอนที่หลุดออกมานีจ้ะเคลื่อนที่ดวยความเร็วสงูไปชนอะตอมอืน่ๆ จนพลังงานของอิเล็คตรอน 
ลดลง จากการเกิดประจุบวกและลบทําใหตองเกิดปฏกิิริยาเคมทีําใหมีประจุเปนกลาง เพื่อใหโครง 
สรางของอะตอมคงที ่ ปฏิกิริยาเคมทีี่เกดิขึ้นมีผลใหเกดิมิวเตชัน เชน ทาํใหเกดิการแตกหักของ
โครโมโซมและโครมาติด โดยบริเวณที่แตกหักนี้จะเกี่ยวของกับสวนที่ตอกันของน้าํตาล และหมู
ฟอสเฟตของสายโพลีนวิคลีโอไทด ทาํใหเกดิ deletion และ insersion 

2. รังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก แสงอัลตราไวโอเลต รังส ี
ประเภทนี้จะไมกอใหเกิดไอออนตามทางที่เคลื่อนผาน เนื่องจากมีอํานาจในการทะลุทะลวงต่ํากวา
รังสีประเภทแรก ทาํใหเกิด substition 
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มิวตาเจนทางเคม ี
 
  เปนการชักนาํใหเกิดมวิเตชนัโดยใชสารเคมีตางๆ (Moore และ Frazer, 2002) ดังนี ้

1. สารเคมีที่มโีครงสรางคลายคลึงกับเบส (base analogues) เปนสารเคมีที่มีโครงสราง 
คลายคลึงกับเบสบางตัวในสายดีเอ็นเอ สามารถเขาไปแทนที่ได จึงทาํใหสายดีเอน็เอมีสารเคมีนัน้ 
เมื่อเกิดการสงัเคราะหดีเอน็เอ (replication) จึงทาํใหมีการเขาคูแบบสุม สายดีเอ็นเอที่ไดจึงผิดไปจาก
เดิม สารเคมีชนิดนี้ เชน 5-bromouracil ทีม่ีโครงสรางคลายกับเบสไทมีน (thymine) และ 2-
aminopurine ที่มีโครงสรางคลายกับเบสอะดีนีน (adenine) เปนตน 

2. สารเคมีทีท่ําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของเบส (base modifying agent)    
ไดแก nitrous acid ซึ่งทําใหเกิดการเคลื่อนยายกลุมอะมิโน (amino group) ของเบสไซโทซีน 
(cytosine) ออกไปแลวเปลี่ยนเปนกลุมคีโตแทน (keto group) ทําใหเบสเปลี่ยนจากไซโทซนีเปนยูรา
ซิล (uracil) และไฮดรอกซีลามนี (hydroxylamine) ซึ่งทาํใหเกิดการเปลี่ยนกลุมอะมิโน (amino 
group) ของเบสไซโทซีน (cytosine) เปนกลุมไฮดรอกไซดแทน (NOH group) ทําใหเบสเปลี่ยนจาก
ไซโทซีนเปนไฮดรอกซิลอะมิโนไซโทซีนแทน (hydroxylaminocytosine) เปนตน 

3. สารเคมีทีท่ําใหเกิดการขาดหายไปหรือเพิม่นิวคลีโอไทดในสายดีเอน็เอ (intercalating  
agent) สารกลุมนี้ไดแก proflavin และ acridine dye (Drake, 1970) โดยสารพวกนี้จะแทรกเขาไป
อยูระหวางเบสของสายดีเอน็เอ เมื่อเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอ ทาํใหการอานลาํดับเบสผิดปกติซึ่ง
อาจเกิดการขาดหายไปหรือเพิ่มของเบส  

 
การชกันําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต 

 
การชักนําใหเกิดมิวเตชนัโดยใชแสงอัลตราไวโอเลตนยิมใชกันมากในจุลินทรีย 

ชนิดตางๆ (Drake, 1970) เพราะงายและสะดวกในการชักนาํ แสงอัลตราไวโอเลตเปนแสงที่มีอํานาจ
ทะลุทะลวงต่ําไมกอใหเกิดไอออนตามทางที่เคลื่อนผาน (nonionizing radiation) มีความยาวคลืน่ตั้ง 
แต 40-400 นาโนเมตร โดยดีเอ็นเอจะดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตสูงสุดที่ 254 นาโนเมตร พลงังานที่
ดูดกลืนไวสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงพนัธะของเบสเพียวรนีและไพริมิดีน แตพบวาจะมีผลตอไพริมิ
ดีนมากกวาเบสเพียวรนี 10-100 เทา แสงอัลตราไวโอเลตมีผลตอไพริมิดีน ดงันี ้

1. ทําใหเกิดปฎิกริิยา hydrolysis ในไซโทซนีทําใหไมสามารถจับกับกวานีน (guanine)  
ไดตามปกติ การจับคูเบสจึงผิดพลาดและทําใหเกิดมวิเตชัน  

2. ทําใหเกิด thymine dimer (ภาพที ่7)โดยเบสไทมีน 2 โมเลกุลที่อยูติดกันบนสายโพลี 
นิวคลีโอไทด (polynucleotide) สายเดียวกันของโมเลกุลดีเอ็นเอมาเชื่อมตอกันดวยพันธะโควาเลนต 
ทําใหไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสายโพลีนวิคลีโอไทดที่อยูตรงขามได นอกจากนี้ยังสามารถเกิด 
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cytosine dimer ไดและมีผลใหเกิดมวิเตชันไดเชนเดยีวกนั แสงอลัตราไวโอเลตเมื่อใชในอัตราที่สูง
สามารถฆาสิ่งมีชีวิตได แตถาใชในอัตราที่ไมสงูเกนิไปจะกระตุนใหเกิดมิวเตชนั (Weaver และ 
Hedrick, 1997) 

 
ภาพที ่7  การเกิด Thymine dimer   (a) เมื่อไดรับแสงอัลตราไวโอเลต และ(b) เกิดการเชื่อม 

เปน (cyclobutane ring) (Weaver และ Hedrick, 1997) 
 
กระบวนการซอมแซม (repair) ของ thymine dimer 
 
  การเกิดมวิเตชันโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต ทําใหเกิด thymine dimer ในสายโพลีนิ
วคลีโอไทด ดงันัน้การที่จะสามารถอยูรอดไดจึงตองมีกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอตางๆ (Frfifelder, 
1978) แบงไดดังนี ้

1. กลไกที่ตองใชแสง (photoreactivation) (Drake, 1970) เปนกระบวนการซอมแซมความ 
ผิดปกติของโมเลกุลดีเอ็นเอเมื่อเกิด thymine dimer โดยเอนไซม photoreactivating  หรือ เอนไซม 
DNA photolyase จะไปเกาะที่ตําแหนงที่เกิด thymine dimer เมื่อเอนไซมดูดซับแสง (visible light) 
ซึ่งเปนตวักระตุนใหเอนไซมเขาทําลายพนัธะที่ยึดระหวางไทมนีทาํใหไทมีน สามารถเขาคูกับอะดีนีน 
สายตรงขามไดเหมือนเดิม (ภาพที ่8) ดังนั้นในการชักนาํโดยใชแสงอลัตราไวโอเลต จึงตองระวังไมให 
target cell ทีจ่ะชักนําใหเกดิมิวเตชันไดรับแสงในทนัท ี
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2.  กลไกที่ไมตองใชแสง (dark repair) หรือ excision repair เปนกระบวนการซอมแซม 
โมเลกุลของดีเอ็นเอที่ผิดปกติทั่วไป โดยมกีารตัดสวนของดีเอ็นเอที่ผิดปกติโดยใชเอนไซมตางๆ และมี
การสรางสวนของดีเอ็นเอทีถู่กตองแทนสวนที่ตัดออกไป cut-patch-cut-seal (ภาพที ่8) 

 
 
ภาพที ่8  กระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอ (a) photoreactivation และ (b) excision repair  

(Weaver และ Hedrick, 1997) 
 
ในการทํางานวิจัยที่เกี่ยวกับการชักนําใหเกิดมิวเตชันตองมีการทํา survival curve  

กอนเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการชักนํา survival curve เปนการศึกษาความสามารถในการมีชีวิต
อยูรอดและเจริญเติบโตตอไปได ในเชื้อราการชักนําใหเกิดมิวเตชันมักใชเซลลเดี่ยว โดยอาจทํา สาร 
ละลายสปอร (spore suspension) เชน ในป 1981 Hayashida และ Flor ทดลองการลดลงของ 
protease activity ใน Aspergillus awamori var. kawashi โดยนําสารละลายสปอรมาชักนําในสาร 
NTG และนํามาฉายแสงอัลตราไวโอเลต พบวาสายพันธุมิวแตนท HF-15 มี protease activity ลดลง
ถึง 93 % ในขณะที่ สายพันธุมิวแตนท HF-10 มี protease activity เพิ่มข้ึนถึง 5 เทาเมื่องเทียบกับสาย
พันธุเดิม  ในป 1982 Gold และคณะ ทําการคัดแยก auxotrophic mutants สายพันธุตางๆ ของ       

(a) (b) 
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P. chrysosporium โดยนําสารละลายสปอรไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตและรังสีเอกซ โดยใหมีอัตรา
การอยูรอด 10 % พบวาได 33 มิวแตนท และเมื่อนําไปทําการยอมพบวาเปนทั้ง mono-, di-, และ
multinucleate  ในป 1990 Boominathan และคณะ ทําการแยกและศึกษาลักษณะของ lignin 
peroxidase negative mutant โดยใชสารละลายสปอรนํามากวนในน้ําและฉายแสงอัลตราไวโอเลต  
พบวา lip mutant ไมผลิตลิกนินเปอรออกซิเดส แตยังคงมีการผลิตแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
กลูโคสออกซิเดส  และในป 1994 Kuhad และคณะ ไดผลิต hypercellulolytic mutant จาก Fusarium 
oxysporum โดยนําสารละลายสปอรมาฉายแสงอัลตราไวโอเลต พบวา สายพันธุมิวแตนท UV-11 มี
การผลิตเอนไซมและมี % hydrolysis เพิ่มข้ึนมากกวาสายพันธุเดิม  สวนการชักนําโดยใชสารละลาย
โปรโตพลาส (protoplast suspension) เชน ในป 1986 Mukherjee และ Sengupta ชักนําใหเกิดมิวเต
ชันใน volvariella volvacea โดยนําสารละลายโปรโตพลาสมาฉายแสงอัลตราไวโอเลต ได 
morphological mutant 4 ชนิด และ auxotrophic mutant 1 ชนิด  และในป 1995 Addleman และ
คณะ ไดผลิตและศึกษาลักษณะของ Trametes versicolor mutant ที่ไมสามารถฟอกเยื่อได  โดยใช
สารละลายโปรโตพลาสของ monokaryotic strain 52j มาฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
254 นาโนเมตร โดยใหมีอัตราการอยูรอดเปน 1% แลวนํามาคัดเลือกบนอาหารที่มี guaiacol และ
เลือกโคโลนีที่ไมมีการเกิดวงสีน้ําตาลแดง มาวัดแอคติวิตี พบวาสายพันธุมิวแตนท M49 ไมเกิดวงสี ไม
ผลิตแมงกานีสเปอรออกซิเดส แตมีแลคเคสต่ํา และไมมีความสามารถในการฟอกเยื่อกระดาษใหขาว
ข้ึน และการชักนําโดยใชสารละลายเซลลเดี่ยว เชน ในป 1991 Li และ Chang ไดทําการคัดเลือกและ
ศึกษาลักษณะตางๆ ในสายพันธุมิวแตนทของ V. volvacea ที่ตานทานตอคริสตัลไวโอเลต (crystal-
violet) และมาลาไชทกรีน (malachite-green)  โดยนําเบซิดิโอสปอรและเสนใยที่บดละเอียดมาฉาย
แสงอัลตราไวโอเลตที่อัตราการตาย 95-99.5% และมีการทดสอบความเสถียรของสายพันธุมิวแตนท
วายังสามารถเจริญและยอมสีไดหรือไม และในป 2542 ชาลินี คงสวัสด์ิ ไดทําการชักนําใหเกิดมิวเตชัน
ในเห็ดหลินจือสายพันธุ MUG003 และ MUG004 โดยนําสารละลายเซลลเดี่ยวที่ไดจากการนําเสนใย
มาบดดวย homogenizer มาฉายแสงอัลตราไวโอเลต ทําใหไดสายพันธุที่มีปริมาณโพลีแซคคาไรดตอ
ดีเอ็นเอสูงกวาเดิม การคัดเลือกมิวแตนทมีหลายแบบ ไดแก Morphological mutants  Resistance 
mutants  Auxotrophic mutants  Substrate utilizers และ Revertants (Brown, 1992) สามารถ
เลือกใชตามความเหมาะสมของงานวิจัย 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ (inverted microscopes) รุน Wilover S (Hund, Germany) 
2. เครื่องกระจายเยื่อ (Mavis engineering Ltd., London, England) 
3. เครื่องเขยาแบบธรรมดา ศูนยเครื่องมือคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
4. เครื่องชั่งละเอยีด 4 ตําแหนง รุน TC205 (Denver Instrument Company, U.S.A.) 
5. เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเลท (UVItec CROSSLINKER) รุน CL-508 (ชนาดหลอดUV 

5W จํานวน 8 หลอด) (Bio-active Co., Ltd., England) 
6. เครื่องบดอยางละเอียด (homogenizer) รุน Vertis Model 23 (VirTis Company, 

U.S.A.) 
7. เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (Servall refrigerated-automatic) (Ivan Servall, INC., 

Norwalk, Connecticut, U.S.A.) 
8. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน 8453 (Hewlett Packard) 
9. เครื่องวัดความขาวสวาง Elrepho 2000 (Datacolor Ltd., Switzerland) 
10. เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) รุน ion analyzer255 (Corning, U.S.A.) 
11. เครื่องวัดคาความอุมน้าํของเยื่อ (Freeness tester)  
12. เครื่องวัดความตานทานแรงดึงแบบ pendulum (Toyoseidi Tyoseisaka-SHO. Ltd., 

Tokyo, Japan.) 
13. เครื่องวัดแรงฉีกขาด (Appita Elmendorf, Amityville, Newyork, U.S.A.) 
14. เครื่องวัดแรงดันทะล ุ(Testing machine Inc., Amityville, Newyork, U.S.A.) 
15. ตูควบคุมอุณหภูมิ (Binder) 
16. ตูอบ (oven) (Clayson, New Zealand) 
17. หมอนึง่ความดันไอน้ํา (Stream sterilizer/ Autoclave) (Ta Chang Medical 

instrument Factory, Taiching, Taiwan) 
18. Objective micrometer (Nikon, Japan.) 
19. อุปกรณนับเมด็เลือด (haemacytometer) ของบริษัท Brand, Germany 
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เคมีภัณฑ 
 
เคมีภัณฑสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

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

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

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

จังหวัดกาญจนบุรี 
  
เคมีภัณฑสําหรับวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม 
 

1. 2,6 ไดเมททอกซีฟนอล (2,6 Dimethoxyphenol) (Fluka) 
2. โซเดียมทารเทรต (Na tartrate) (Carlo Erba, Milan, Italy.) 
3. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) (Merck, Germany.) 
4. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Merck, Germany) 
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เคมีภัณฑสําหรับวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ 
 

1. โปแตสเซียมเปอรมังกาเนต (KMnO4) (Carlo Erba,Milan,Italy) 
2. โซเดียมไธโอซลัเฟต (Na2S2O3) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
3. โปแตสเซียมไอโอไดด (KI) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
4. กรดซัลฟูริก (H2SO4) (Carlo Erba, Milan, Italy) 
5. แปง (starch) 

 
เคมีภัณฑสําหรับคัดเลือกมิวแตนท 

 
คริสตัลไวโอเลต (crystalviolet) (Merck, Germany.) 
คีโตโคนาโซล 200 มิลลิกรัมตอเม็ด (Ketoconazole) (Biolab, Thailand) 

 
เชื้อที่ใชในการวิจยั 

 
เห็ดหลนิจือจากหนวยปฎิบัตกิารวิจยัเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร  

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 8 สายพนัธุ ไดแก MUG001  MUG002  MUG003  MUG004  MUG005 
และ MUG006    MUGK และ MUGS  
 
วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุตางๆของเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสงูสดุและต่ําสุดขั้นตน 
 
นําเสนใยเห็ดหลินจือทั้ง 8 สายพนัธุ คือ สายพนัธุ MUG001  MUG002   MUG003   

MUG004   MUG005   MUG006   MUGK และ MUGS มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA (ภาคผนวก ก) 
เปนเวลา 5 วนั จากนัน้ใช cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 2 มลิลิเมตร เจาะเสนใยแตละสาย
พันธุ มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015 % (v/v) (Addleman และคณะ,1995) ที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซยีส (0C) ทําการทดลอง 5 ซ้ํา วดัการเจริญของเสนใยและการเกิดวงสีรอบเสน
ใยทุกวันเปนเวลา 4 วัน โดยลากเสนตั้งฉากกนับน petridish แลววัดเสนผานศูนยกลางเปน 2 แนว 
(ภาคผนวก ก) นํามาหาอัตราสวนการเจรญิของเสนใยตอการเกิดวงสีเฉลี่ย โดยคัดเลือกสายพันธุที่มี
อัตราสวนเฉลีย่ต่ําสุดและสูงสุดมาทําการทดลองตอไป นําคาเฉลีย่ที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถติิ โดย
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วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธ ี
Duncan’s New Multiple-Range Test (DMRT) 
 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 
2.1 ศึกษาการเจรญิเติบโตของเสนใยในอาหารเหลว PDB 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือ ที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จากนัน้ใช  

cork borer ขนาดเสนผานศนูยกลาง 2 มลิลิเมตร เจาะเสนใย 2 แวนนําไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา บมเชื้อบนเครื่องเขยา
ความเร็ว 150 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมหิอง ทาํการจดบนัทกึน้าํหนักแหงของเสนใยเฉลี่ยทุก 2 วัน เปน
เวลา 20 วนั ชั่งน้าํหนักแหงโดยนาํเสนใยมากรองผานกระดาษกรอง whatman เบอร 1 ดวยเครื่อง
กรองระบบสญูญากาศ แลวนาํเสนใยไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงในตูอบ 
จนน้าํหนักแหงของเสนใยคงที ่นําขอมูลทีไ่ดมาเขียนกราฟเพื่อหาอัตราการเจริญเตบิโตและระยะเวลา
ที่เหมาะสมในการเตรียมหวัเชื้อ 
 

2.2 ศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใสลงใน flask 

ขนาด 250 มลิลิลิตร เติมเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและมีคาความขาวสวางเริม่ตนเทากับ 48.60 
เปอรเซ็นต และคาคัปปานัมเบอรเร่ิมตนเทากับ 11.17 จํานวน 6.25 กรัมลงไป จากนั้นปรับคาความ
เปนกรด-ดางในแตละขวดทดลองดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร และโซเดียมไฮดรอก
ไซดความเขมขน 1 โมลารใหไดระดับความเปนกรด-ดางที่ตองการคือ 3.0   4.0   5.0   6.0 และ 7.0 
นําไปอบฆาเชือ้ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที ทิ้ง
ใหเยน็ นาํหวัเชื้อเห็ดหลนิจอืที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหารสูตร production  บมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีสในภาวะนิง่เปนเวลา 7 วัน ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทกุ 3 วัน ทาํการ
ทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางของเหลวโดยการบีบค้ันเสนใยและเยื่อกระดาษผานผาขาวบาง แลวนาํของ 
เหลวที่ไดไปปนเหวียงที่ความเร็ว  6,000  รอบตอนาท ี  นาน  20  นาที    อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
เก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว คลื่น 
470 นาโนเมตร แลวนาํผลไปคํานวณคา Unit of enzyme ตามวธิีดัดแปลงของ Tein และ Kirk ในป 
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1988 (ภาคผนวก ข) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนาํคาเฉลี่ยของหนวยเอนไซมที่ไดมาวิเคราะหผลทาง
สถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพือ่หาความเปนกรด-
ดางทีเ่หมาะสมและเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธี Duncan’s New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 

2.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production เหมือนในขอ 2.2 จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง 

ของสารละลายอาหารสูตร production ใหเทากับภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากขอ 
2.2 นําไปอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที ทิ้งใหเยน็ นําหัวเชื้อเห็ดหลนิจือที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหาร production ทําการ 
ศึกษาที่อุณหภูมิตางๆกัน คือ 25   30   35 และ 40 องศาเซลเซียสในภาวะนิง่ เปนเวลา 7 วนั ทําการ
เขยาเชื้อใหกระจายทุก 3 วนั ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางของเหลว นําสวนทีเ่ปนสารละลายใส
ไปวัดคาการดดูกลืนแสง แลวนาํผลไปคํานวณคา Unit of enzyme เหมอืนในขอ 2.2 
 

2.4 ศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 
เตรียมอาหารสูตร production เหมือนในขอ 2.2 จากนั้นปรับคาความเปนกรด-ดาง

ของสารละลายอาหารสูตร production ใหเทากับภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมจากขอ 
2.2 นาํไปอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 
นาที ทิ้งใหเยน็ นําหัวเชื้อเหด็หลินจือที่เตรียมไดจากขอ 2.1 มาถายลงในอาหารสูตร production บม
เชื้อที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม จากขอ 2.3  ในภาวะนิ่ง เปนเวลา 4   7   11 และ 
14 วัน ทําการเขยาเชื้อใหกระจายทุก 3 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เกบ็ตัวอยางของเหลว แลวนาํของ 
เหลวที่ไดไปปนเหวี่ยง และเก็บสวนที่เปนสารละลายใสไปวัดคาการดดูกลืนแสง แลวนาํผลไปคํานวณ
คา Unit of enzyme เหมือนในขอ 2.2 
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3. การทาํ minimum inhibitory concentrations เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของคริสตัลไว
โอเลตและคโีตโคนาโซลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน mutation 
marker 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่มีคริสตัล 

ไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีค่วามเขมขนตางๆ คือ   0    20    40    60    80   100   120 และ 140 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร วัดการเจริญของเสนใยเปรียบเทยีบกับ control เปนเวลา 7 วัน ทําการทดลอง 
5 ซ้ํา เลือกความเขมขนทีย่บัยั้งการเจริญของเสนใยได 100 เปอรเซน็ต เพื่อนําไปใชในการคัดเลือก
สายพนัธุมิวแตนทตอไป 
 
4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนาํใหเกิดมวิเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

 
4.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว 

 
4.1.1 ใชวิธีบดอยางละเอียดดวย homogenizer   

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จากนัน้ใช  

cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 7.68 มิลลิเมตร เจาะเสนใย 1 แวนไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตร เปนเวลา 4  6 และ 8 วนั เกบ็เสนใยมา
บดอยางละเอยีดดวย homogenizer ที่ความเร็ว 2,300   4,600 และ 6,900 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10  
15 และ 20 นาท ี (ขณะบดตองเอาน้าํแข็งมาหลอถวยเพื่อไมใหเครื่องรอนเกนิไป) จากนั้นนํามากรอง
ผานผากรองขนาดรู 50 ไมครอน (µ) และนับจํานวนเซลลเดี่ยวโดยใช อุปกรณนับเม็ดเลือด 
(haemacytometer) (ภาคผนวก ก) ทําการทดลอง 5 ซ้าํ  
 

4.1.2 ใชวิธีตดัเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน 
 
นําเสนใยเห็ดหลินจือที่คัดเลือกไดจากขอ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA เมื่อเสนใย 

มีอายุประมาณ 3 วัน นําเสนใยมาตัดดวยมีดผาตัด โดยจะเลือกตัดเสนใยที่สวนปลายดานนอกของ
โคโลน ี แลวจงึใชมีดผาตัดลากเสนใยออกใหหางจากโคโลนี (ขณะลากเสนใยควรมสีวนของเสนใยที่
ยังอยูบนอาหารแข็ง PDA) เพื่อความสะดวกในการยายเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวไปเลี้ยงบนอาหาร 
PDA ตอไปเมื่อตัดเสนใยเซลลเดี่ยวที่เหมาะสมไดแลวใหทําการจบัเวลาเพื่อหาระยะเวลาที่เสนใย
เซลลเดี่ยวนั้นเริ่มแบงตัวอีกครั้ง ทาํการตดัเสนใยเปนเซลลเดี่ยวสายพนัธุละ 20 เซลล 
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        4.2  การทํา survival curve เพื่อหาเปอรเซ็นตการอยูรอด 
 
นําเสนใยที่ตัดเปนเซลลเดี่ยว (จากขอ 4.1.2) มาเลี้ยงบน PDA แลวนําไปฉายแสง 

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลืน 254 นาโนเมตร ที่เวลา  0   1   2    และ 3  นาที และ 0   10   20   
30   40   50   60 และ 70 วินาท ีทําการทดลอง 3 ซ้ํา บมเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มดืเปนเวลา 5-7 วนั 
นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น นําไปเขียนกราฟความสัมพนัธระหวางเวลาที่ฉายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยู
รอด 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลทในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย

พันธุมวิแตนท 
 
ยายเสนใยเซลลเดี่ยวมาไวบนอาหารแข็ง PDA จํานวน 10 เซลล นาํไปฉายแสง 

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ที่เวลา 10  20  30  40  50 และ 60 วินาที ทาํการ
ทดลอง 3 ชุดการทดลอง  แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 5-7 วัน นําโคโลนีสายพนัธุมิว
แตนทมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี mutation marker ที่ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยบัยั้ง
การเจริญไดในสายพนัธุเดมิ จากขอ 3 เลือกโคโลนทีี่สามารถเจรญิเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อนี้ไดไป
ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนโดย
นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี guaiacol 0.015% (v/v) เหมือนในขอ 1  ที่อุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส ทําการทดลอง 5 ซ้ํา วัดการเจริญของเสนใยและการเกิดวงสีรอบเสนใยทกุวันเปนเวลา 4 วนั 
นํามาหาอัตราสวนเฉลีย่การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี และคัดเลือกสายพันธุที่มีอัตราสวนเฉลี่ย
นอยที่สุดมาทาํการทดสอบความเสถียร แลวนําคาเฉลีย่ที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธ ีDuncan’s 
New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 

 
นําเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุมวิแตนททีไ่ดจากขอ 5 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA  

5 คร้ัง แลวนาํไปเก็บที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 เดือน แลวนาํมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
PDA อีก 5 ครั้ง จากนั้นจงึนําไปทดสอบความตานทานบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ีmutation marker ที่
ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญไดในสายพนัธุเดิม จากขอ 3  และความสามารถใน
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและแลคเคสขั้นตนเหมือนในขอ 1 อีกครั้งหนึง่ ทําการ
ทดลอง 3 ซ้ํา แลวนาํคาเฉลี่ยที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 
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Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวธิ ี Duncan’s New Multiple-
RangeTest (DMRT) 
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

นําสายพนัธุมวิแตนทที่คัดเลือกไดจากขอ 6 มาศกึษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม 
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส (ในขอ 2) โดยใชภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
ของสายพันธุเดิมมาเปรียบเทียบ ทําการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด โดยนําผลที่ไดไปคํานวณคา Unit of enzyme 
ตามวิธีดัดแปลงของ Tein และ Kirk ในป 1988 (ภาคผนวก ข) ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําคาเฉลี่ย
ของหนวยเอนไซมที่ไดมาวเิคราะหผลทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) เพื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยสายพันธุเดมิกับสายพนัธุมิวแตนทที่มีประ 
สิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดโดยวิธ ี Duncan’s 
New Multiple-RangeTest (DMRT) 
 
8.    การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมิวแตนท 
 

8.1 การฟอกเยื่อกระดาษ 
 

เลือกสายพันธุมิวแตนทจากขอ 7 ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมสูงที่สุดมาทาํ 
การเตรียม crude enzyme (ภาคผนวก ข) เพื่อนําไปใชในการฟอกเยื่อ ทําการทดลอง 2 ชุดเพื่อ
เปรียบเทียบ คือ ชดุควบคุมเปนเยื่อกระดาษยคูาลิปตัสที่ไมผานการฟอกดวยเอนไซมและเยื่อ
กระดาษยูคาลิปตัสที่ผานการฟอกดวยเอนไซมของสายพันธุมิวแตนท โดยใชปริมาณเอนไซม 12.5 IU 
ตอกรัมแหงของเยื่อกระดาษ (oven dry:OD) แลวนําไปบมในอางน้าํรอนทีม่ีอุณหภูมิระหวาง 45-50 
องศาเซลเซยีส นาน 90 นาท ี จากนั้นนําเยื่อกระดาษมากรองแลวลางเยื่อกระดาษดวยน้าํสะอาด
หลายๆ คร้ัง ผึง่ลมใหแหง นาํเยื่อมาหาความชื้น (moisture content) โดยนําเยื่อกระดาษที่ผึ่งลม (air 
dry:AD) 1 กรัมไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 ชั่วโมง นาํมาชั่งน้าํหนัก (oven 
dry:OD) เพื่อหาสวนตางของน้าํหนัก ทาํ 2 ซ้ํา 
 
 
 
  



 30

8.2 การตรวจสอบสมบัติของกระดาษ 
  

ชั่งเยื่อกระดาษที่ไดจากขอ 8.1 มา 30 กรัม (OD) นําไปทําการขึ้นแผน (handsheet)  
ตามวิธกีารของ TAPPI T205 sp-95 (TAPPI, 1995) (ภาคผนวก ค) แลวนําไปตรวจสอบสมบัตติางๆ 
ตามวิธกีารของ TAPPI (ภาคผนวก ค) ดังนี ้

1.   ทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (Freeness T227 om-94) ทําการทดลอง 2 ซ้ํา 
2.   วัดคาความขาวสวาง (Brightness T452 om-92) ทาํการทดลอง 10 ซ้ํา 
3.   ทดสอบคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ (Kappa number T236 cm-85)   
4. ทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (Tearing strength T414 om-88)         

ทาํการทดลอง 10 ซ้ํา   
5. ทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ(Bursting strength T403 om-91)                         

ทําการทดลอง 10 ซ้ํา 
6. ทดสอบความตานทานแรงดึง  (Tensile strength T404cm-92) (TAPPI,1995.)            

ทําการทดลอง 10 ซ้ํา 
 
โดยเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมกับคาเฉลี่ยที่ไดจากการทดสอบของเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก แลวจงึนาํผลการทดลอง
ไปวิเคราะหทางสถิติ โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เพื่อ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s New Multiple-RangeTest (DMRT) 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุตางๆของเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสงูสดุและต่ําสุดขั้นตน 
 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุมาเลีย้งบนอาหารแข็ง PDA ที่มี     

guaiacol 0.015 % (v/v) (ภาพที ่ 9)  และทําการวัดการเจริญของเสนใยเทียบกับการเกิดวงสีทุกวัน 
เปนเวลา 4 วนั จากผลการทดลองพบวาสายพนัธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสุดคือสายพันธุ MUGS คือมีอัตราสวนการเจรญิของ 
เสนใยตอการเกิดวงสีเฉลีย่ต่ําที่สุดเทากบั 0.651 และสายพันธุที่มีความสามารถในการผลิต    
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุดคือสายพนัธุ MUG 001 คือมี
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีเฉลีย่สูงทีสุ่ดเทากับ 0.808 (ตารางที ่ 1) และเมื่อ
วิเคราะหผลทางสถิตหิาคาความแปรปรวนพบวาทั้ง 2 สายพนัธุมีความแตกตางกนัอยางม ี  
นัยสําคัญ (ตารางที ่15-18, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงนํา 2 สายพนัธุนี้มาทําการศึกษาตอไป 

 
ภาพที ่9  การเจริญของเสนใยกับการเกิดวงสีของเหด็หลินจือทั้ง 8 สายพันธุบน 

อาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015 % (v/v) 

MUG001 MUG002 MUG003 MUG004 

MUG005 MUGS MUGK MUG006 
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ตารางที่ 1  คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีบนอาหารแข็ง PDA ที่ม ี 
guaiacol 0.015 % (v/v) ในเห็ดหลินจือ 8 สายพันธุ 

  
คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ีสายพนัธุ 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 
เฉลี่ย 

MUG 001 0.603 0.867 0.888 0.875 0.808a 

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

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

หมายเหต ุ ตัวอักษรพิมพเล็กที่ตางกนัหมายถงึอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี
เฉลี่ยแตละสายพันธุที่แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิต ิ

 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 
2.1  ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใยในอาหารเหลว PDB 

 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUGS และสายพันธุ MUG 001 มาเลี้ยงใน 

อาหารเหลว PDB และนําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟการเจริญเติบโตของเสนใยทําใหทราบอัตราการ
เจริญเติบโตและระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมหวัเชื้อ คือเสนใยเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG001 
มีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase เมื่อเขาสูวันที่ 10 โดยน้ําหนกัแหงของเสนใยจะมีน้าํหนกัที่
เพิ่มข้ึนสงูที่สุดเทากับ 0.4532 กรัม และเริ่มลดลงจนคงที่ (ภาพที่ 10) สวนเสนใยเหด็หลินจือสายพันธุ 
MUGS มีการเจริญเขาสู stationary phase ในวนัที่ 12 โดยน้ําหนกัแหงของเสนใยจะมนี้ําหนกัเพิ่ม 
ขึ้นสูงที่สุดเทากับ 0.6283 กรัม และเริ่มคงที่ ดังนั้นจึงเลอืกเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUG001 เมื่อ
มีอาย ุ 10 วนัมาเตรียมหวัเชื้อ และเลือกเสนใยเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUGS เมือ่มีอาย ุ 12 วันมา
เตรียมหัวเชื้อ 
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ภาพที ่10 การเจริญของเสนใยเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS ที่เลี้ยง 

ในอาหารเหลว PDB เปนเวลา 20 วนั 
  
2.2  ศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
จากผลการศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมแมงกานีส 

เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS พบวา
สายพนัธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดเมื่อเจริญในอาหารที่
มี pH 3  คอืมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.000079 U/ml (ตารางที ่2) และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส
สูงที่สุดที่ pH 5 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00124 U/ml สวนสายพันธุ MUGS มีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที ่pH 3 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000055 U/ml   และมีคา
แอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดเมื่อเจริญในอาหารที่ม ี pH 5 คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0014 
U/ml เมื่อนาํมาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที ่    
19-22, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 3 ในการศึกษาผลของ
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสทัง้ 2 สายพนัธุตอไป และเตรียม
อาหารสูตร production ที่ระดับ pH 5 ในการศึกษาผลของอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
แลคเคสทั้ง 2 สายพนัธุตอไป 
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ตารางที่ 2  คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS ที่เลีย้งในอาหารสตูร 
production ทีร่ะดับ pH ตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
 

ระดับ pH 
MnP Lac MnP Lac 

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

 
 
2.3  ศึกษาผลของอุณหภูมิทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซม 

 
จากผลการศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลติเอนไซมแมงกานีสเปอร 

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS พบวาสาย
พันธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส   คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00008 u/ml (ตารางที่ 3) และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส
สูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.0013 u/ml สวนสายพันธุ MUGS มี
คาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สดุที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส คือมีคาแอคติวิ
ตีเทากับ 0.00012 u/ml และมีคาแอคติวติีของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีส 
คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0016 u/ml  เมื่อนํามาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 23-26, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในการศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อทีเ่หมาะสมในการผลิต
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสทั้ง 2 สายพันธุตอไป และเตรียมอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 
5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในการศึกษาระยะเวลาในการบมเชือ้ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
แลคเคสทั้ง 2 สายพนัธุตอไป 
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ตารางที่ 3 คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือ 
สายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production  
ระดับ pH 3 และ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
 

อุณหภูมิ (0C) 
MnP Lac MnP Lac 

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

 
 
2.4  ศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม 
 

จากผลการศึกษาระยะเวลาในการบมเชื้อทีเ่หมาะสมตอการผลิตเอนไซมแมงกานีส 
เปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS พบวา
สายพนัธุ MUG 001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบม
เชื้อ 7 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000034 u/ml (ตารางที ่4)    และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลค
เคสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 11 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากบั 0.00087 u/ml สวนสายพันธุ 
MUGS มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุดที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 7 วัน คือ
มีคาแอคติวิตีเทากับ 0.000057 u/ml และมีคาแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคสสูงทีสุ่ดที่ระยะเวลาใน
การบมเชื้อ 11 วัน คือมีคาแอคติวิตีเทากบั 0.00094 u/ml เมื่อนํามาวิเคราะหคาความแปรปรวนพบ 
วามีความแตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญ (ตารางที่ 27-30, ภาคผนวก ง) ดังนั้นภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส คือ pH 3 อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการบมเชื้อ 
7 วัน สวนภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคส คือ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ระยะ 
เวลาในการบมเชื้อ 11 วัน จึงนําภาวะทีเ่หมาะสมนี้ไปใชในการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการผลิต
เอนไซมระหวางสายพนัธุมวิแตนทกับสายพันธุเดิมตอไป 
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ตารางที่ 4 คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสและเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลนิจือ   
สายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ที่
ระยะเวลาตางๆ 

 
คาหนวยของเอนไซม (U/ml) 

MUG 001 MUGS 
ระยะเวลาในการ
บมเชื้อ (วัน) 

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

 
 
3. การทาํ minimum inhibitory concentrations เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของคริสตัลไว

โอเลตและคโีตโคนาโซลที่สามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน mutation 
marker 

 
เมื่อนําเสนใยทั้ง 2 สายพันธุมาเลีย้งบนอาหารแข็ง PDA ที่มีคริสตัลไวโอเลตและคีโต

โคนาโซลที่ความเขมขนตางๆ พบวายังมกีารเจริญเติบโตของเสนใยทัง้ 2 สายพันธุเมื่อเลี้ยงบนอาหาร
แข็ง PDA ที่มีคริสตัลไวโอเลต คือไมสามารถยับยั้งได 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
PDA ที่มีคีโตโคนาโซลพบวามีการยับยั้งการเจริญเติบโตได 100 เปอรเซ็นตเมื่อเลี้ยงสายพนัธุ MUGS 
ในอาหารทีม่ีคีโตโคนาโซลความเขมขน 120 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร และสายพนัธุ MUG001 ใน
อาหารที่มีคีโตโคนาโซลความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 11) ดังนั้นจงึใชคีโตโคนา
โซลเปน mutation marker ในการคัดเลือกสายพนัธุมิวแตนทตอไป 
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ภาพที ่11 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของคีโตโคนาโซลกับการเจริญของเสนใยเห็ด 
หลินจือสายพนัธุ MUG 001 และสายพันธุ MUGS 

 
4.  การศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดมิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 

 
4.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว 

 
4.1.1 ใชวิธีบดอยางละเอียดดวย homogenizer   

 
เมื่อนําเสนใยเห็ดหลนิจือที่เลี้ยงบนอาหารเหลว PDB เปนเวลา 4, 6 และ 8 วนั มา 

บดดวย homogenizer ที่ความเรว็ 2,300 4,600 และ 6,900 รอบตอนาที เปนเวลา 10, 15 และ 20 
นาที แลวนาํมากรองผานผากรองขนาดร ู50 ไมครอน และนับจาํนวนเซลลเดี่ยวโดยใชอุปกรณนับเม็ด
เลือด (haemacytometer) พบวาสายพนัธุ MUG001 สามารถแยกเซลลเดี่ยวมากที่สุดเมื่อใชเสนใย
อายุ 6 วัน ความเร็ว homogenizer 6,900 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาที โดยมจีํานวนเซลลเดี่ยวเปน 
3 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที ่ 5) และสายพนัธุ MUGS มีจาํนวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใย
อายุ 8 วัน ความเรว็ homogenizer 6,900 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี  โดยมีจํานวนเซลลเดี่ยว
เปน 9 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร  และเสนใยที่ผานการบดดวย homogenizer จะไดเสนใยที่ไมเปน
เซลลเดี่ยวตอจํานวนเซลลทัง้หมดเทากับ 4.3 เปอรเซ็นต และ 3.03 เปอรเซ็นตตามลําดับ เนื่องจากวธิี
นี้เปนการบดเสนใยแบบสุมทําใหยังมีเสนใยที่ไมเปนเซลลเดี่ยว และสภาพของเสนใยที่ไดจากวธิีนี้มี
ความเสยีหายมาก จึงเปนวธิีที่ไมเหมาะสมที่จะนําเสนใยที่ไดไปฉายแสงอัลตราไวโอเลต 
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ตารางที่ 5  เซลลเดี่ยวของสายพนัธุ MUG 001 และ MUGS ที่ไดจากการใช homogenizer  
จํานวนเซลลเดี่ยว (เซลล /มิลลิลิตร):จํานวนเซลลที่ไม

เปนเซลลเดี่ยวตอจํานวนเซลลทั้งหมด (%) 
อายุเสนใย 

(วัน) 
ความเร็วรอบ 
(รอบตอนาท)ี 

เวลาที่บด   
(นาท)ี 

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

2,300 

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

4,600 

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

4 

6,900 

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

2,300 

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

4,600 

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

6 

6,900 

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

2,300 

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

4,600 

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

8 

6,900 

20 8.1 x105 : 3.5         5 x105 :  4.1 
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4.1.2 ใชวิธีตดัเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน 
 
เมื่อตัดเสนใยตัดดวยมีดผาตัด สามารถไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวทุกเสน ซึง่การ 

เลือกตัดใหไดเสนใยเดี่ยวมีดงันี ้ คือ เลือกเสนใยที่อยูดานนอกของโคโลนี เสนใยหลกัสวนปลายยงัไม
มีการสราง clamp connection และบริเวณเสนใยหลกัสวนโคนเสนกิง่ที่แตกออกจากเสนหลกัตองยัง
ไมสราง clamp connection และเมื่อตัดเสนใยเดี่ยวไดแลวควรนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตภายใน
เวลาไมเกิน 30 นาท ีสําหรบัสายพนัธุ MUG 001 และในเวลาไมเกนิ 60 นาทีสําหรบัสายพนัธุ MUGS 
เพื่อใหไดเซลลเดี่ยวทัง้หมดทีจ่ะนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลต (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 6 ระยะเวลาการเริ่มแบงเซลลใหมของเสนใยที่ถูกตัดเปนเซลลเดี่ยว 
 

จํานวนเซลลเดี่ยวทีม่ีการแบงตัว (เซลล) เวลาที่เร่ิมแบงเซลลหลังเสนใย
ถูกตัดเปนเซลลเดี่ยว (นาท)ี MUG001 MUGS 

10 0 0 
20 0 0 
30 0 0 
40 2 0 
50 10 0 
60 6 0 
70 2 3 
80 0 11 
90 0 5 
100 0 1 
110 0 0 
120 0 0 
140 0 0 
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4.2 การทาํ survival curve เพื่อหาเปอรเซน็ตการอยูรอด 
 

เมื่อไดวิธีที่เหมาะสมในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว คือวิธีตัดเซลลเดี่ยวภายใต 
กลองจุลทรรศน ใหนาํเซลลเดี่ยวที่ไดมาฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ระยะเวลาตางๆ บมเชื้อในที่มืดเปน
เวลา 5-7 วัน นับจาํนวนโคโลนีที่รอดชวีิตบนอาหาร PDA เพื่อหาระยะเวลาในการฉายแสงที่เหมาะ 
สม พบวาเมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตในชวงเวลา 0-3 นาท ีที่เวลา 1 นาที สายพันธุ MUG 001 และ
สายพนัธุ MUGS จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 3.33 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 7) และเมื่อลดชวง 
เวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตลง คอืฉายแสงในชวงเวลา 0-70 วินาที พบวาที่เวลา 50 วนิาที 
สายพนัธุ MUG 001 จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากบั 6.7 เปอรเซ็นต และที่เวลา 40 วินาท ีสาย
พันธุ MUGS จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ 10 เปอรเซ็นต   นําผลที่ไดไปเขียนกราฟความสมัพันธ
ระหวางเวลาทีฉ่ายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยูรอด (ภาพที ่12) 
 
ตารางที่ 7 ระยะเวลาที่ฉายแสงอัลตราไวโอเลตในชวงเวลา 0-3 นาที และเปอรเซน็ตการอยูรอด 

ของเห็ดหลนิจอืสายพนัธุ MUG 001 และสายพนัธุ MUGS 
 

MUG001  MUGS เวลาที่ฉายแสง 
อัลตราไวโอเลต (วินาท)ี จํานวนโคโลน ี เปอรเซ็นตการ

อยูรอด (%) 
จํานวนโคโลน ี เปอรเซ็นตการ

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

120 0.00 0.00 0.00 0.00 
180 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาพที ่12 ความสัมพันธระหวางเวลาทีฉ่ายแสงกบัเปอรเซ็นตการอยูรอด 
 
4. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลทในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย 

พันธุมวิแตนท 
  

เมื่อนําเซลลเดีย่วบนอาหารแข็ง PDA ไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลา 10-60  
วินาท ี สามารถแยกไดทั้งหมด 70 โคโลนี  (ตารางที ่ 8) เมื่อนําไปเลี้ยงบนอาหารที่มีคีโตโคนาโซล
ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับโคโลนทีี่ไดจากสายพันธุ MUG 001 และนําไปเลี้ยง
บนอาหารที่มคีีโตโคนาโซลความเขมขน 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับโคโลนีที่ไดจากสายพันธุ 
MUGS พบวามี 16 โคโลนีทีไ่ดจากสายพนัธุ MUG 001 ที่ตานทานตอคีโตโคนาโซล  และมี 18 โคโลน ี
ที่ไดจากสายพันธุ MUGS ที่ตานทานตอคีโตโคนาโซล และเมี่อนําโคโลนีทีเ่จริญมาเลี้ยงตอบนอาหาร
แข็ง PDA ที่ม ีguaiacol 0.015% (v/v) เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน พบวามี 9 โคโลนทีี่มคีวามสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสดุและมากกวาสายพนัธุเดิม คือมีคาเฉลี่ย
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสทีี่ต่ํากวาสายพนัธุ MUGS หรือตํ่ากวา 0.7 ไดแก       
MUG 001-20S-1           MUG 001-30S-1        MUG 001-30S-2        MUG 001-40S-1          
MUG 001-40S-2              MUG 001-50S-2            MUGS-10S-1          MUGS-20S-1                 
และ MUGS-50S-1 ซึ่งการใหชื่อจะใหชื่อตามสายพนัธุเดิมและตามดวยระยะเวลาที่ไดรับการฉาย
แสงอัลตราไวโอเลต (ตารางที่ 9) 
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ตารางที่ 8 จํานวนโคโลนทีี่แยกไดจากการชักนาํใหเกดิมิวเตชันโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต 
จํานวนโคโลนทีี่คัดแยกได (โคโลน)ี สายพนัธุ 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 
รวม 

MUG001 10 12 16 38 
MUGS 8 11 13 32 

 
 
ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ยอัตราสวน 

การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี 
คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 

ตอการเกิดวงสี * 
 

โคโลน ี
ความตานทาน

ตอ 
คีโตโคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

MUG 001-10s-1 ไมตานทาน  - - - - - 
MUG 001-10s-2 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-3 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-4 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-5 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-6 ตานทาน 0.57 0.60 0.83 0.91 0.727 
MUG 001-10s-7 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-8 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-9 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-10 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-11 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-12 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-13 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-10s-14 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-1 ตานทาน 0.44 0.33 0.70 0.95 0.605 
MUG 001-20s-2 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-3 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-4 ไมตานทาน - - - - - 
MUG 001-20s-5 ไมตานทาน - - - - - 



 43

ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ยอัตราสวน 
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงส ี(ตอ) 

คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 
ตอการเกิดวงสี * 

 
โคโลน ี

ความตาน 
ทานตอคีโต
โคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

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

MUGS-10s-1 ตานทาน  0.54 0.47 0.85 0.88 0.685 
MUGS –10s-2 ตานทาน  0.51 0.57 0.91 0.92 0.727 
MUGS –10s-3 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-4 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-5 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-6 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-7 ไมตานทาน  - - - - - 
MUGS –10s-8 ไมตานทาน  - - - - - 
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ตารางที่ 9 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีที่คัดแยกไดทั้งหมดและคาเฉลี่ย 
อัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสี (ตอ) 

คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใย 
ตอการเกิดวงสี * 

 
โคโลน ี

ความตาน 
ทานตอคีโต
โคนาโซล วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 

 
เฉลี่ย 

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

*หมายเหต ุ คาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีวดัเมื่อสายพันธุมิวแตนทม ี
ความตานทานตอคีโตโคนาโซล 
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6.       การทดสอบความเสถียรของเหด็หลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 
เมื่อคัดเลือกสายพนัธุมิวแตนท 9 โคโลนี ที่มีความตานทานตอคีโตโคนาโซล 

และมีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสที่สูงมาทดสอบ
ความเสถียร พบวาไดสายพันธุมิวแตนทที่ยังคงมีสมบตัิเดิมเพียง 5 โคโลนี และมีคาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (ตารางที ่ 31, ภาคผนวก ง)  คือ 
MUG001-20S-1              MUG 001-40S-1         MUG 001-50S-2          MUGS -10S-1  และ 
MUGS -50S-1 (ตารางที่ 10) ดังนัน้จงึนาํ 5 โคโลนนีี้ไปทดสอบประสทิธิภาพการผลิตเอนไซมตอไป 
 
ตารางที่ 10 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลของโคโลนีและคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน 

ใยตอการเกิดวงสีของสายพนัธุมวิแตนทกอนและหลงัทดสอบความเสถียร 
กอนการทดสอบ 
ความเสถียร 

หลังการทดสอบ 
ความเสถียร 

 
โคโลน ี

 
วันที ่

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย คีโตโคนา
โซล 

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย 

1 0.44 0.44 
2 0.33 0.40 
3 0.70 0.68 

MUG 001-20S-1 

4 0.95 

 
0.605 

 
ตานทาน 

0.89 

 
0.603 

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

MUG 001-30S-1 

4 0.96 

 
0.690 

 
ไมตานทาน 

- 

 
- 

1 0.65 0.70 
2 0.52 0.67 
3 0.48 0.85 

MUG 001-30S-2 

4 0.81 

 
0.615 

 
ตานทาน 

0.94 

 
0.790 

1 0.43 0.45 
2 0.41 0.50 
3 0.79 0.78 

MUG 001-40S-1 

4 0.98 

 
0.653 

 
ตานทาน 

0.88 

 
0.653 
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ตารางที่ 10 ความตานทานตอคีโตโคนาโซลและคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน 
ใยตอการเกิดวงสีของสายพนัธุมวิแตนทกอนและหลงัทดสอบความเสถียร (ตอ) 

กอนการทดสอบ 
ความเสถียร 

หลังการทดสอบ 
ความเสถียร 

 
โคโลน ี

 
วันที ่

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย คีโตโคนา
โซล 

อัตราสวน
เฉลี่ย 

เฉลี่ย 

1 0.62 0.64 
2 0.51 0.54 
3 0.73 0.88 

MUG 001-40S-2 

4 0.93 

 
0.698 

 
ตานทาน 

0.95 

 
0.753 

1 0.44 0.42 
2 0.40 0.40 
3 0.57 0.60 

MUG 001-50S-2 

4 0.67 

 
0.520 

 
ตานทาน 

0.65 

 
0.518 

1 0.54 0.50 
2 0.47 0.52 
3 0.85 0.80 

MUGS –10S-1 

4 0.88 

 
0.685 

 
ตานทาน 

0.93 

 
0.688 

1 0.44 0.51 
2 0.50 0.67 
3 0.81 0.85 

MUGS –20S-1 

4 0.98 

 
0.683 

 
ตานทาน 

0.90 

 
0.733 

1 0.36 0.37 
2 0.47 0.45 
3 0.75 0.77 

MUGS –50S-1 

4 0.99 

 
0.643 

 
ตานทาน 

0.98 

 
0.643 
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7.     การเปรียบเทียบประสิทธภิาพการผลิตเอนไซมของสายพันธุมวิแตนทกับสายพนัธุเดิม 
 
  เมื่อนําสายพนัธุมวิแตนททัง้ 5 โคโลน ี  มาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม      
พบวาสายพนัธุมิวแตนททีม่ปีระสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงที่สุด    คือ             
MUG 001-50S-2 โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml (ตารางที ่ 11) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร 
production ระดับ pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน และเมื่อนํามาทดสอบประสิทธ ิ
ภาพการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวา MUG 001-50S-2 มีประสิทธภิาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูง
ที่สุดเชนกัน โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml (ตารางที่ 12) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production 
ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 11 วัน และเมือ่เปรียบเทียบคาแอคติวิตีกับสาย
พันธุเดิม คือ MUG 001 พบวาสายพนัธุมิวแตนทมีคาแอคติวิตีของทั้ง 2 เอนไซมมากกวาสายพันธุ
เดิมอยางมีนยัสําคัญ (ตารางที ่ 32-33, ภาคผนวก ง) ดังนัน้จึงเลือก MUG 001-50S-2 ไปทําการ 
ศึกษาการฟอกเยื่อตอไป และพบวาลักษณะของเสนใยในสายพันธุ MUG001 กับสายพนัธุมิวแตนท 
MUG001-50S-2 มีความแตกตางกนั โดยเสนใยของสายพนัธุมิวแตนท MUG001-50S-2 มคีวาม
หนาแนนของเสนใยและมีความฟูมากกวาในสายพนัธุ MUG001 (ภาพที ่13) 
 
ตารางที่ 11 ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของสายพันธุมิวแตนทกับ 

สายพนัธุเดิม 
 

คาหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส (U/ml) สายพนัธุ 
วันที่ 4 วันที่ 7 วันที่ 11 วันที่ 14 

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

MUGS 0.000000 0.000057 0.000034 0.000000 
MUGS-10S-1 0.000000 0.000073 0.000030 0.000000 
MUGS-50S-1 0.000060 0.000100 0.000090 0.000050 
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ตารางที่ 12 ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสของสายพนัธุมวิแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

คาหนวยของเอนไซมแลคเคส (U/ml) สายพนัธุ 
วันที่ 4 วันที่ 7 วันที่ 11 วันที่ 14 

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

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

 
 

ภาพที ่13  เสนใยของสายพันธุ MUG001 (a) และสายพันธุมวิแตนท MUG001-50S-2 (b) 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) 
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8.    การฟอกเยื่อกระดาษของสายพนัธุมิวแตนท 
 

8.1 การฟอกเยื่อกระดาษ 
 
เมื่อนําเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกมาลางแลวผึ่งใหแหง และนาํไปอบที่อุณหภูมิ  

105 องศาเซลเซียส พบวาเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอกมีความชืน้ 8.51 เปอรเซ็นต และเยื่อกระดาษ
ที่ผานการฟอกดวย   crude enzyme    ของ   MUG 001-50S-2 มีความชืน้ 10.04 เปอรเซ็นต ซึง่น้าํ 
หนกัที่ลดลงกค็ือปริมาณความชื้นในเยื่อกระดาษ ในการนําเยื่อกระดาษไปทําแผนทดสอบมาตรฐาน
และตรวจสอบสมบัติตางๆ ตองใชปริมาณเยื่อกระดาษ 30 กรัมแหง (OD) ดังนั้นตองชั่งเยื่อกระดาษที่
ไมผานการฟอกเทากับ 32.78 กรัม และชัง่เยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย   crude enzyme   ของ            
MUG 001-50S-2 เทากับ 33.33 กรัม  
 

8.2 การตรวจสอบคุณสมบัติของกระดาษ 
  

การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา 
เทากับ 615 (ตารางที่ 13) สวนเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-
2 มีคาเทากับ 620 ซึ่งมีคามากกวาในเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก และระหวางทาํการขึ้นแผนไดมี
การวัดการระบายน้าํ (drainage time) (ตารางที่ 13) พบวาเยื่อทั้ง 2 ตัวอยางใชเวลาการระบายน้ํา
เทากันคือเทากับ 4 วินาท ี เมื่อนํามาทดสอบการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษทีผ่าน
การฟอกดวย      crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีการหดตัวมากกวาแผนทดสอบที่ไดจาก
เยื่อกระดาษทีไ่มผานการฟอก โดยแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและแผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2  มีการหดตัว 
1.15 และ 2.31 เปอรเซ็นต     (ตารางที ่13) การวัดคาคัปปานัมเบอรในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก
และที่ผานการฟอกดวย      crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 พบวามีคาคปัปานัมเบอรเทากับ 
11.17 และ 6.89 ตามลําดับ โดยเยื่อกระดาษทีผ่านการฟอกดวย  crude enzyme  ของ             
MUG 001-50S-2 มีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 เปอรเซ็นต   การวัดคาความ
ขาวสวาง (brightness) (ตารางที ่ 13) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมี
ความแตกตางจากที่ผานการฟอกดวย  crude enzyme   ของ MUG 001-50S-2 อยางมีนยัสําคัญ 
(ตารางที่ 34, ภาคผนวก ง) คือมีคาความขาวสวางเทากับ 48.6 และ 51.9 เปอรเซ็นต โดยแผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเพิ่มข้ึน
จากแผนทดสอบที่ไดจากเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 เปอรเซ็นต (ภาพที ่ 13) เมื่อทดสอบ
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ความตานทานการฉกีขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบความตานทานแรงดึง  
(tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ 
MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก คือมี
คา tear index เทากบั 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile index เทากบั 0.0154 kN.m/kg ขณะที่แผน
ทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากับ 0.4 N.m2/kg และมีคา tensile 
index เทากับ 0.0166 kN.m/kg (ตารางที ่ 13) แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ (bursting 
strength)  พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยือ่กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 
001-50S-2 กลับมีความแขง็แรงมากกวาแผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกถงึ 51.8 
เปอรเซ็นต (ตารางที ่13) โดยแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกและแผนทดสอบที่ได
จากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme    ของ    MUG 001-50S-2  มีคา  burst index  
เทากับ  0.693 kPa.m2 /g    และ  1.052 kPa.m2 /g ตามลําดับ และมีความแตกตางกนัอยางมีนัย 
สําคัญ (ตารางที ่35-37, ภาคผนวก ง) 
 
ตารางที่ 13 การตรวจสอบสมบัติตางๆ ของเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ  

MUG 001-50S-2 เปรียบเทยีบกับเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 
 

เยื่อกระดาษยคูาลิปตัส  
การตรวจสอบสมบัติตางๆ ไมผานการฟอก 

(control) 
ฟอกดวย crude 

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

กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
 
1. การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดขั้นตน 
 

จากผลการทดลองพบวาสายพันธุ MUG001 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม 
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุด คือมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน
ใยตอการเกิดวงสีสูงสุด เทากับ 0.808 สวนสายพนัธุ MUGS มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสดุ คือมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสน
ใยตอการเกิดวงสีต่ําสุด เทากับ 0.651 การคัดเลือกทัง้ 2 สายพนัธุนี้ไปทําการชักนําใหเกิดมวิเตชัน
ตอไปเพื่อที่แสดงใหเห็นวาในสายพนัธุทีม่คีวามสามารถในการผลิตเอนไซมต่ําสามารถชักนาํใหเกดิ
มิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลตใหมีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่สูงได และการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดขึ้นจะนําไปเปรียบเทยีบกับสายพันธุมวิแตนทและเพือ่ใหแนชัดวามกีารเปลี่ยนแปลงที่ยนี ในการ
วัดความสามารถในการผลิตเอนไซมในขัน้ตนเปนวธิีทีน่ิยมใชในการคัดแยกสายพนัธุทีม่ีจํานวนมาก 
และการคัดเลือกบนอาหารแข็งเปนวธิีที่สะดวกและรวดเร็ว จึงมีการใชวิธีนี้ในการคัดเลือกขั้นตนกอน
จะศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม โดยไดมีการศึกษาตัง้แตในป ค.ศ. 1973 โดย Harkin และ 
Obst ไดศึกษาประสิทธิภาพของ reagent ในการตรวจสอบเอนไซมแลคเคสและเอนไซมเปอรออกซิ
เดสในเชื้อราชนิดตางๆ ซึง่ก็มีการใช 0.1% syringaldazineในอาหารแข็ง ในป ค.ศ. 1990 
Boominathan และคณะไดทําการคัดเลือกมิวแตนทที่ไมสามารถผลิตเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเด
สจาก P. chrysosporium โดยเลือกมวิแตนทที่ไมมีความสามารถในการลดสีของ poly-R ในการ
คัดเลือกขั้นตนกอน จากนัน้จึงนําไปตรวจวัดแอคติวิตี นอกจากนีย้ังมีการใช phenol red medium ใน
การตรวจสอบมิวแตนทขั้นตนที่สามารถผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส ในป ค.ศ. 1992 
Freitag และ Morrell ไดศึกษาการลดสีของ polymericdye Poly R-478 ในเชื้อราที่เจริญบนเนีอ้ไม
ตางๆ โดยวัดการเจริญของเสนใยเทยีบกบัการลดสีของ Poly R-478 ในทีม่ืด ในป ค.ศ. 1995 Srinivasan 
และคณะ ไดทําการทดลองวามีเอนไซมแลคเคสใน  P. chrysosporium BKM-F1767 โดยใช ABTS 
[2,2-azinobis(3-ethylbenzathiazoline-6-sulfonic acid)] มาตรวจในเจลกอน ซึ่งถามีการผลิต
เอนไซมแลคเคสก็จะมีวงสีเขียวเขมเกิดขึน้ จากนั้นจงึนาํไปตรวจวดัแอคติวิตีดวยเครื่องการดดูกลืน
แสง และในป ค.ศ. 1995 Addleman และคณะ ไดมีการใช guaiacol ในการคัดเลือกมิวแตนทของ T. 
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แตนทของ T. versicolor ที่ไมสามารถฟอกเยื่อกระดาษในขั้นตนกอน จากนั้นจึงนาํไปตรวจวัดคา                       
แอคติวิตีของเอนไซมในขั้นตอไป การใช guaiacol ซึ่งเปน phenolic compound ทีม่ีสมบัติในการชัก
นําการสรางเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส เมือ่เกิดการออกซิเดชันจะเกิดเปน
วงสนี้ําตาลรอบโคโลนีจงึไดมีการนาํ guaiacol มาใชเปนสารตั้งตนในการเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชนัใน 
selective media เพื่อใชในการคัดเลือกสายพันธุขั้นตนและการเกดิวงสีอาจมีบางสายพนัธุทีเ่กดิสี
ตางกนั เชน น้ําตาลออน น้ําตาลเขม น้าํตาลแดง เปนตน จึงมีความจําเปนที่จะตองนาํไปตรวจวัดหา
คาแอคติวิตีของเอนไซม  
 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและแลคเคส 
 

ในการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม ตองมกีารศึกษาถึงปจจัยตางๆ ทีม่ี 
ผลตอการเจริญเติบโต เชน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความชื้น อาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณหวัเชือ้ 
เปนตน กระบวนการยอยสลายลิกนินในเชื้อราเปนกระบวนการทุติยภูมิ (secondary metabolism) 
จะเกิดขึ้นเมื่อเชื้อรามีการเจรญิเติบโตเขาสูระยะ stationary phase (Kirk และคณะ, 1978) ซึ่งเปน
ระยะเวลาเหมาะสมที่เชื้อราจะถูกกระตุนใหมีการสรางเอนไซมในการยอยสลายลกินิน ดังนัน้การ 
ศึกษาการเจรญิของเสนใยจงึมีความสําคญัตอการผลิตหัวเชื้อที่จะใชในการศึกษาภาวะตางๆจากผล
การทดลองพบวาเห็ดหลนิจอืสายพนัธุ MUG001 และ MUGS มีการเจริญของเสนใยเขาสู stationary 
phase ในวนัที่ 10 และวันที่ 12 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจยัอื่นที่เลี้ยงเสนใยในอาหาร 
PDB และชั่งน้าํหนักแหงเหมอืนกัน พบวาในปพ.ศ. 2541 เรือนแกว ประพฤติ ไดศึกษาการเจริญของ
เสนใยใน P. chrysosporium     และ        G. lucidum พบวามีการเจริญเขาสู stationary phase ใน
วันที่ 7 และวันที ่ 10 ตามลําดับ ในปพ.ศ. 2542 ชาลินี คงสวัสด์ิ ไดศึกษาการเจริญของเสนใยใน     
G. lucidum สายพนัธุ MUG003 และMUG004 พบวาทัง้ 2 สายพนัธุมีการเจริญเขาสู stationary 
phase ในวันที่ 10 และในปพ.ศ. 2545 เบญจวรรณ ยันตวิเศษภักดี ไดศึกษาการเจริญของเสนใยใน  
G. lucidum พบวามีการเจริญเขาสู stationary phase ในวนัที่ 11 และในขั้นตอนการเตรียมหวัเชื้อ
อาจเปนขัน้ตอนทีท่ําใหการวดัคาแอคติวิตีในขั้นตอนตอไปมีความแปรปรวน เนื่องจากในขั้นตอนนี้
ไมไดเลี้ยงเชื้อในตูที่ควบคุมอุณหภูมิและความชืน้อยางคงที่ แตไดใชเครื่องเขยาซึ่งเปนระบบเปด 
อุณหภูมิและความชืน้เปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาล จึงอาจทาํใหปริมาณหัวเชื้อที่ไดไมคงที ่
  
  ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในอาหารทีเ่ลี้ยงเชื้อก็มีความสาํคัญตอการผลิต
เอนไซมชนิดตางๆ โดยทั่วไปเชื้อรามักเจรญิอยูในภาวะที่เปนกรด และจากผลการทดลองพบวาการ
ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในเห็ดหลนิจือสายพันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS มี
ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยูที่ระดับ pH เดียวกันคือ pH 3 สวนความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม
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ในการผลิตเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ก็อยูที่ระดับ pH 
เดียวกนัอีกคือ pH 5 และในเชื้อราตางชนดิกันอาจมีระดับความเปนกรด-ดางที่ตางกัน เชน ในป ค.ศ. 
1985 Glenn และ Gold ไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดสใน P.chrysosporium พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 4.5 ในปค.ศ. 1990 Boominathan 
และคณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลติเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน     
P. chrysosporium พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 4.5 ในปค.ศ. 1995 Srinivasan และคณะได
ศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน P. chrysosporium BKM-F1767 
พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 3    ในปค.ศ. 1995   Addleman  และคณะไดศึกษาความเปนกรด-
ดางทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดสใน T. versicolor พบวามีระดับที่
เหมาะสม คือ pH 5 ในปค.ศ. 1996 Yaver และคณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางทีเ่หมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมแลคเคสใน T. villosa พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 6 ในปค.ศ. 2000 Abadulla และ
คณะไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน T. hirsuta พบวามีระดับ
ที่เหมาะสม คอื pH 5 และในปค.ศ. 2000 Dedeyan และคณะ ไดศึกษาความเปนกรด-ดางที่เหมาะ 
สมในการผลิตเอนไซมแลคเคสใน Marasmius quercophilus พบวามีระดับที่เหมาะสม คือ pH 6 
นอกจากความเปนกรด-ดางที่มีผลตอการเจริญแลวอุณหภูมิก็เปนอกีปจจัยที่มีผลตอการเจรญิของ 
เชื้อราเชนกัน จากผลการทดลอง พบวาเหด็หลินจือสายพันธุ MUG001 และ สายพนัธุ MUGS มีการ 
เจริญของเสนใยไดดีในชวง 25-30 องศาเซลเซียส และมีการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
และเอนไซมแลคเคสมากทีสุ่ดที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส และ 30 องศาเซลเซยีสตามลําดับ สวน 
การเลี้ยงเชื้อรวมกับเยื่อกระดาษในภาวะ semi-solid วิธีนีเ้ยื่อกระดาษจะชวยพยุงเสนใยของเชื้อรา
ทําใหมีการเจริญของเสนใยและการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสารจําพวกลกิโนเซลลโูลสในเยื่อกระดาษได
ดีข้ึน 
 

และปจจัยสุดทายทีท่ําใหผลการทดลองที่ไดมีความแปรปรวน คือ ระยะเวลาที่ใชใน 
การตรวจวัดคาแอคติวิตีตางๆของเอนไซม ในการวัดแอคติวิตีควรทําในเวลาที่ไมตางกันมาก เมื่อเก็บ
เอนไซมแลวควรรีบตรวจวัดใหเร็วที่สุด เนื่องจากเมื่อเวลาผานไปคาแอคติวิตีของเอนไซมอาจลดลง 
หรือถามกีารเจริญของเสนใยใน crude enzyme ตออาจทาํใหคาแอคติวิตีสูงขึ้นได โดยจากผลการ
ทดลองในการศึกษาภาวะความเปนกรดดางที่เหมาะสมพบวา สายพนัธุ MUG001 มีคาแอคติวิตขีอง
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมากกวาสายพนัธุ MUGS ขณะทีก่ารทดลองอืน่ๆ เชน การหาผล
ของอุณหภูมิทีเ่หมาะสม การหาระยะเวลาในการบมเชื้อที่เหมาะสม การเปรียบเทยีบการผลิตเอนไซม
ระหวางสายพนัธุเดิมกบัสายพันธุมวิแตนท เปนตน กลบัพบวาสายพนัธุ MUG001 มีคาแอคติวิตนีอย
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กวาสายพันธุ MUGS ทุกการทดลอง จึงอาจเปนไปไดวาเวลาที่ใชในการตรวจวดัคาแอคติวิตีในขั้น 
ตอนนี้ใชเวลานานเกนิไป  จงึทาํใหคาแอคติวิตีที่ไดในสายพันธุ MUGS มีคานอยกวาความเปนจริง  
 
3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของ 

คริสตัลไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน 
mutation marker 

 
จากผลการทดลองพบวาการยับยั้งการเจรญิของเสนใยเห็ดหลนิจือสายพันธุ  

MUG001 และสายพันธุ MUGS เมื่อใชคริสตัลไวโอเลตไมสามารถยับยั้งการเจริญได 100 เปอรเซ็นต
และพบวาในอาหารแข็ง PDA มีการตกตะกอนของครสิตัลไวโอเลตซึ่งอาจเปนการทําใหความเขมขน
นอยกวาที่ตองการ แตเมื่อใชคีโตโคนาโซลสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหลนิจอืสาย
พันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ได 100 เปอรเซ็นต เมื่อใชความเขมขนของคโีตโคนาโซล 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังนัน้สายพนัธุมิวแตนทที่ไดจาก
สายพนัธุ MUG001 และสายพนัธุ MUGS ตองมีความสามารถในการเจริญของเสนใยไดบนอาหาร 
PDA ที่มีคีโตโคนาโซล 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การ
เจริญของเสนใยจะถูกยับยัง้เมื่อใชความเขมขนของสารเคมีที่มากพอทาํใหมีผลตอการเจริญของเสน
ใย และสารนั้นสามารถนํามาใชในการคัดเลือกสายพันธุทีเ่ปนสายพนัธุมิวแตนทได สารที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใยนอกจากคีโตโคนาโซล เชน แอมโฟเทอริซินบ ี
(amphotericinB)  ไซโคเฮกซาไมด (cyclohexamide)   ไนสเตติน (nystatin) และมาลาไชทกรีน
(malachite-green) เปนตน   ในป ค.ศ. 1991 Li และChang ไดใชคริสตัลไวโอเลตและมาลาไชทกรีน
ในการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนทจาก Volvariella volvacea ที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต  
ในป พ.ศ. 2542 พิสุทธิ ์พวงนาค ไดใชไซโคเฮกซาไมด และแอมโฟเทอริซินบี ในการคัดเลือกสายพันธุ
มิวแตนทจาก Acrophialophora sp. ที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลตและการชักนาํดวยสาร 
NTG  และในป พ.ศ. 2542 ชาลิน ีคงสวสัด์ิ ไดใชไนสเตตินและ คริสตัลไวโอเลตในการคัดเลือกสาย
พันธุมิวแตนทจาก G. lucidum สายพันธุ MUG003 และ MUG004 ที่ไดจากการฉายแสง
อัลตราไวโอเลต นอกจากนีอ้าจมีการใช mutation marker ในการคดัเลือกมากกวา 1 ชนิดเพื่อใหได
สายพนัธุมิวแตนทเพิ่มข้ึน  
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการชักนาํใหเกิดมวิเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
 

โดยปกติในงานวิจยัที่เกี่ยวกบัการชักนําใหเกิดมิวเตชนัจาํเปนตองหาภาวะที่เหมาะ 
สมในการชักนาํกอน คือตองทราบ survival curve เพื่อที่จะใชภาวะนั้นในการชักนํา และการเลือก
สวนของสิง่มีชวีิตมาชกันาํโดยเฉพาะสิ่งมีชวีิตจําพวกเชื้อรา มักเลือกใช สปอรหรือเสนใยเซลลเดี่ยวจึง
ตองมีการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสรางสปอรหรือในการทําเสนใยใหเปนเซลลเดี่ยว ซึ่งอาจนาํ 
มาเลี้ยงบนอาหารทีช่ักนําใหเกิดการสรางสปอร แตเนื่องจากสปอรมีผนังหนา การใชเสนใยเดี่ยวมา
ชักนาํใหเกิดมวิเตชันจะทาํใหไดผลที่ดีกวา ดังนัน้การใชเสนใยจงึเปนวิธทีี่เหมาะสมกวา  จากผลการ
ทดลอง ใชวธิีบดอยางละเอียดดวย homogenizer ใหไดเสนใยที่เปนเซลลเดี่ยว พบวาสายพันธุ 
MUG001 มีจาํนวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใยเห็ดอาย ุ6 วนั ความเรว็ homogenizer 6,900 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาท ีคือมจีํานวนเซลลเดี่ยวเปน 3 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และสายพนัธุ MUGS มี
จํานวนเซลลเดี่ยวมากที่สุดที่เสนใยเห็ดอายุ 8 วนั ความเร็ว homogenizer 6,900 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 10 นาท ี  คือมีจํานวนเซลลเดี่ยวเปน 9 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร แมวธิีบดนี้เปนวิธทีีน่ิยมใชกัน
อยางแพรหลาย ทัง้มีความสะดวกและรวดเร็ว และเปนวิธทีีท่ําใหไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยวจาํนวน
มาก แตเสนใยที่ไดนัน้ไมเปนเซลลเดี่ยวทัง้หมดแมจะมกีารกรองผานผากรองขนาด 50 ไมครอนแลวก็
ตาม ซึง่ยงัคงมีเสนใยที่เปน 2 เซลล 3 เซลล เกิดขึ้นประมาณ 3-5 เปอรเซ็นต จึงทาํใหวิธนีี้ไมไดเซลล
เดี่ยว 100 เปอรเซ็นต และสภาพเซลลทีผ่านการบดมคีวามเสยีหายมาก ซึ่งในการคํานวณเปอรเซ็นต
การอยูรอดอาจทําใหคาที่ไดเปนคาที่ไมถูกตองเมื่อคํานวณเทียบกับจํานวนเซลลเดี่ยวทัง้หมด นอก 
จากนี้เสนใยทีน่ํามาใชถามีอายุมากขึ้นอาจมีผนงัเสนใยหนาและเหนียวทาํใหการบดอยางละเอียดได
เสนใยที่เปนเซลลเดี่ยวนอยลง ในปพ.ศ. 2545 คมสัน นันทสุนทร ไดทําการทดลองตัดเสนใยใหเปน
เซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศน วิธีนี้ไดเสนใยทีเ่ปนเซลลเดี่ยว 100 เปอรเซ็นต เมือ่ตัดเซลลแลวจะมี
การชะงักการเจริญเติบโตของเสนใยชั่วคราวดังนัน้เซลลทีน่ําไปฉายแสงจึงยงัคงเปนเซลลเดี่ยวอยู 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลตในเห็ดหลินจอืและการคัดเลือกสาย

พันธุมวิแตนท 
 

โดยปกติเมื่อทราบ survival curve ก็จะใชภาวะที่มีเปอรเซ็นตการอยูรอด 5-10 
เปอรเซ็นตในการชักนําใหเกิดมิวเตชนั เพื่อใหไดผลทีด่ี หลงัการฉายแสงอัลตราไวโอเลตจะตองเก็บ
เชื้อในทีม่ืดเปนเวลา 5-7 วัน เพื่อปองกันการเกิดกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอโดยใชแสง 
(photoreactivation) ในการชักนาํใหเกดิมิวเตชันดวยแสงอัลตราไวโอเลตทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลง
ของลําดับเบสในโมเลกุลบนสายโพลีนวิคลีโอไทดแบบสุม เนื่องจากเมือ่เกิด thymine dimer บนสาย
โพลีนวิคลีโอไทดทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับเบสอะดีนีนสายตรงขามได เมื่อเกิดการสังเคราะห
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ดีเอ็นเอทาํใหดีเอ็นเอที่ไดมลํีาดับเบสเปลีย่นแปลงไปจากเดิม และเมือ่เกิดการพมิพรหัสก็ทาํใหไดรหัส
พันธกุรรมที่เปลี่ยนไปดวย (วิสุทธิ์ ใบไม) ซึ่งหากเกิดมิวเตชันบนรหสัพันธกุรรมที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะหโปรตีนที่เปนเอนไซมที่ตองการ ก็จะทาํใหไดสายพนัธุมิวแตนทที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเปลี่ยนแปลงไปดวย จากนัน้จงึทําการคัดเลือกสายพันธุมิวแตนท จากผลการทดลองเมื่อชัก
นําสายพนัธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS ใหเกิดมิวเตชันสามารถคัดเลือกไดทั้งหมด 70 โคโลน ี
จากนั้นนํามาทดสอบความตานทานตอคีโตโคนาโซลไดสายพนัธุมิวแตนททั้งหมด  34 โคโลนี และ
เมื่อตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน
สามารถคัดเลอืกไดเพียง 9 โคโลนี ที่จะนําไปทดสอบความเสถยีรของสายพนัธุตอไป  
 
6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 

เมื่อชักนาํใหเกิดมิวเตชนัแลวจําเปนตองมกีารทดสอบความเสถียรเพือ่ใหไดสายพนัธุ 
มิวแตนทที่มีสมบัติที่ตองการอยางถาวรไมเปลี่ยนสมบตัิไปและสามารถถายทอดไปยังรุนตอไปได ซึ่ง
การทดสอบความเสถียรมักเปนการเปลี่ยนภาวะแวดลอมภายนอกทีส่ายพนัธุมิวแตนทวาจะมีผลตอ
การปรับตัวของสายพนัธุนัน้อยางไร          จากผลการทดลองเมื่อทดสอบความเสถยีรแลวเหลือเพียง    
5  โคโลนี จาก 9  โคโลนี ทีย่ังคงมีสมบัติเดิม และสามารถนาํไปตรวจหาประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมตอไป โดยสายพันธุมวิแตนทบางสายพนัธุที่ไมคงสมบตัิเดิมเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงภาวะ
แวดลอมภายนอก เชน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ การเปลี่ยนแปลงอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนตน  ไดแก 
MUG001-30S-1 คือกอนทดสอบความเสถียรมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล แตหลังทดสอบความ
เสถียรกลับไมมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล สวน MUG001-30S-2 กับ MUGS-20S-1 กอนและ
หลังทดสอบความเสถียรยงัคงมีความตานทานตอคีโตโคนาโซล แตมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจรญิของ
เสนใยตอการเกิดวงสทีี่เปลี่ยนแปลงไป คอื กอนทดสอบความเสถียร   MUG001-30S-2  และ 
MUGS-20S-1 มีอัตราสวนการเจริญตอการเกิดวงสีเฉลีย่เทากับ 0.615 และ 0.683 แตหลังทดสอบ
ความเสถียรกลับมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีเพิ่มข้ึน เทากับ 0.79 และ 
0.733 ตามลําดับ ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ 
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 
 

การปรับปรุงพนัธุใหไดสายพนัธุตางๆ เมื่อไดสายพนัธุมวิแตนทแลว การเปรียบ 
เทียบสายพันธุมิวแตนทกับสายพนัธุเดิมเปนสิ่งที่ตองปฏิบัติในขั้นตอไปเพื่อเปรียบเทียบวาในภาวะ
เดียวกนัสายพนัธุตางๆ จะมีการแสดงออกที่แตกตางกันอยางไร   จากผลการทดลองพบวา 
MUG001-50S-2 ซึ่งเปนโคโลนีที่ไดจากการฉายแสงอลัตราไวโอเลตที่มีเปอรเซน็ตการอยูรอดเทากับ 
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6.7 เปอรเซ็นต เปนสายพนัธุมวิแตนททีม่ีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซเิดส 
สูงที่สุด คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml  และมีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด
เชนกนั คือมคีาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml และเมื่อเปรียบเทยีบกับสายพนัธุเดิมคือสายพนัธุ 
MUG001 พบวามีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (ตารางที่ 32-33,ภาคผนวก ง) โดยสายพนัธุ 
MUG001 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเทากับ 0 U/ml และมีคาแอคติวิตีของ
เอนไซมแลคเคสเทากับ 0.00055 U/ml ทั้งนี้การชักนาํใหเกิดมิวเตชันอาจมีการเปลียนแปลงในยนีที่
ควบคุมการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคส จงึทาํใหสายพนัธุมิวแตนทมี
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงกวาสายพนัธุเดิมอยางมีนยัสําคัญ 
ดังนัน้จึงเลือก MUG001-50S-2 ไปทําการสกัดแยก crude enzyme เพื่อใชในการฟอกเยื่อกระดาษ
ตอไป 
 
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมวิแตนท 

 
การทดสอบสมบัติตางๆของเยื่อกระดาษ มีปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการทดสอบ ตั้งแต 

ตัวอยางเยื่อ อุณหภูมิ ความชื้น เวลา น้าํที่ใชในการกระจายเยื่อ เครื่องมือที่ใชทําแผนทดสอบ ความ
สะอาดของเครื่องมือ และตัวผูทําการทดสอบจะมีผลมากที่สุด จากผลการทดลองพบวาการทดสอบ
การใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอกและเยื่อกระดาษที่ผานการฟอก
ดวย crude enzyme ของ MUG001-50S-2 มีคาเทากบั 615 และ620 ตามลําดับ ปจจัยทีม่ีผลตอการ
ทดสอบการใหนาํไหลผานเยื่อ ไดแก ความละเอียดของเครื่องมือที่ใชวัดปริมาตรน้ําที่ไหลออกมา    
การเทน้ําเยื่อลงกระเปาะอาจมีการกระเด็นออกนอกกระเปาะ หรือในกระเปาะอาจลางไมสะอาดทํา
ใหยังมีเยื่อตกคางอยู และการทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อตองทาํการทดลองอยางตอเนื่องและเร็ว
เนื่องจากอุณหภูมิระหวางทาํการทดลองจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ การทดสอบการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมกีารหดตัว 1.15 เปอรเซ็นต สวนแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อ
กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีการหดตัวถงึ 2.31 เปอรเซ็นต  
ซึ่งมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก การวัดคาคัปปานมัเบอรพบวาในเยื่อ
กระดาษที่ไมผานการฟอกและที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาคปัปา 
นัมเบอรเทากบั 11.17 และ 6.89 ตามลําดับ โดยมีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 
เปอรเซ็นต และการวัดคาความขาวสวาง (brightness) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไม
ผานการฟอกและที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาความขาวสวาง
เทากับ 48.6 และ 51.9 เปอรเซ็นตตามลาํดับ โดยมีคาเพิ่มข้ึนจากเยือ่กระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 
เปอรเซ็นต  และเมื่อทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบ
ความตานทานแรงดึง  (tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย 
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crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่
ไมผานการฟอก คือมีคา tear index เทากบั 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile index เทากับ 0.0154 
kN.m/kg ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากบั 0.4 
N.m2/kg และมีคา tensile index เทากับ 0.0166 kN.m/kg แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดนัทะล ุ
(bursting strength)  พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme 
ของ MUG 001-50S-2 กลับมีความแข็งแรงมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการ
ฟอกถงึ 51.8 เปอรเซ็นต คือมีคา burst index เทากับ 1.052 kPa.m2/g ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจาก
เยื่อกระดาษทีไ่มผานการฟอกมีคา burst index เทากับ 0.693 kPa.m2/g 
  
  ลักษณะทางกายภาพของกระดาษที่ผานการฟอกดวยเอนไซมจากเชื้อราบางชนิดก็
ทําใหกระดาษมีคุณภาพที่ดข้ึีน โดยการทาํงานของเอนไซมจะสงผลตอพันธะไฮโดรเจนของเสนใย ทาํ
ใหการเรียงตัวของเสนใยมีระเบียบขึ้น (Akhtar และคณะ, 1996.) แมวาการฟอกเยื่อกระดาษดวย
เอนไซมสามารถลดปริมาณลิกนนิไดในระดับหนึง่คือทําใหคาความขาวสวางเพิ่มมากขึ้นประมาณ 
30-50 เปอรเซ็นตและคาคปัปานัมเบอรลดลงประมาณ 5-7 แตการที่จะนําไปประยุกตใชในอตุสาห 
กรรมกระดาษโดยนํามาใชทดแทนการฟอกเยื่อทางเคมีเลยยังทําไมได เนื่องจากเมื่อเปรียบเทยีบคา
ความขาวสวางทีฟ่อกทางเคมี พบวายงัคงมีความตางกนัมาก คือ กระดาษที่ฟอกดวยวธิีทางเคมมีีคา
ความขาวสวางประมาณ 70 เปอรเซ็นตข้ึนไป และคาคัปปานัมเบอรในกระดาษที่ฟอกดวยวธิีทางเคมี
มีคานอยกวา 1 ในขณะนี้จึงทาํไดเพียงนาํเอนไซมมาฟอกรวมกับวิธทีางเคมเีพื่อลดขั้นตอนบาง
ขั้นตอนทางเคมีอาจมีการเพิม่ข้ันตอนการใชเอนไซมมาฟอกกอน (prebleaching) แลวนาํไปฟอกเยือ่
ทางเคมีตอ โดยอาจตอดวยขั้นตอน chlorination หรือ extraction  
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บทที่ 6  
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

 
1. การคัดเลือกสายพันธุเห็ดหลินจือที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอร

ออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสสูงสุดและต่ําสุดขั้นตน 
 

จากผลการทดลองพบวาในเห็ดหลนิจือ 8 สายพนัธุ สายพันธุ MUGS มีความสามารถใน 
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงสุด คือมคีาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีต่ําที่สดุเทากับ 0.651 และสายพนัธุ MUG001 มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนต่ําสุด คือมคีาเฉลี่ยอัตราสวน
การเจริญของเสนใยตอการเกิดวงสีสงูที่สดุเทากับ 0.808 และการวเิคราะหผลทางสถิติพบวาทัง้ 2 
สายพนัธุนี้มีความสามารถในการผลิตเอนไซมที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ  (ตารางที่ 15-18, 
ภาคผนวก ง) 

 
2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสและเอนไซม

แลคเคส 
 

การศึกษาภาวะความเปนกรด-ดาง ผลของอุณหภูมิ และระยะเวลาในการบมเชื้อที ่
เหมาะสมตอการสรางเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสของเห็ดหลินจือสายพนัธุ 
MUG001 และสายพันธุ MUGS พบวาทัง้ 2 สายพนัธุ มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสสูงที่สุดที่ pH 3 อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 7 วันและมีคาแอคติวติีของ
เอนไซมแลคเคสสูงที่สุดที ่pH 5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลาในการบมเชื้อ 11 วนั และผล
การวิเคราะหคาความแปรปรวนพบวามคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในทกุปจจัย (ตารางที่ 19-
30,ภาคผนวก ง) 
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3. การทาํ Minimum Inhibitory Concentrations(MICs) เพื่อหาความเขมขนที่นอยที่สุดของ 
คริสตัลไวโอเลตและคีโตโคนาโซลทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเห็ดหลินจือเพื่อเปน 
mutation marker 

  
คริสตัลไวโอเลตไมสามารถยบัยั้งการเจริญเติบความเขมขนของคีโตโคนาโซลในการ

ยับยั้งการเจรญิเติบโตในสายพันธุ MUG001 และสายพันธุ MUGS คือ 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
และ120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ โดยสามารถยับยัง้การเจริญได 100 เปอรเซ็นต 

 
4. การหาภาวะที่เหมาะสมในการชกันาํใหเกิดมิวเตชนัดวยแสงอัลตราไวโอเลต 
 

การใชวิธีตัดเซลลเดี่ยวภายใตกลองจุลทรรศนเปนวิธทีี่เหมาะสม เนื่องจากเมื่อตัด 
เสนใยดวยมีดผาตัด สามารถไดเสนใยที่เปนเซลลเดี่ยวทุกเสน เมื่อตัดเสนใยเดี่ยวได 10 เซลลแลว
ตองนําไปฉายแสงอัลตราไวโอเลตภายในเวลาไมเกนิ 30 นาที นับจากเริ่มตัดเซลลแรก สําหรับสาย
พันธุ MUG 001 และในเวลาไมเกนิ 60 นาทีสาํหรับสายพันธุ MUGS นําไปบมเชือ้ในที่มืดเปนเวลา  
5-7 วัน นับจํานวนโคโลนทีี่รอดชีวิตบนอาหาร PDA เพื่อหาระยะเวลาในการฉายแสงที่เหมาะสม 
พบวาชวงเวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เหมาะสม คือในชวงเวลา 10-60 วินาท ี โดยพบวาที่
เวลา 50 วินาที สายพนัธุ MUG 001 จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากบั 6.7 เปอรเซ็นต และทีเ่วลา 40 
วินาท ีสายพนัธุ MUGS จะมเีปอรเซ็นตการอยูรอดเทากับ 10 เปอรเซ็นต 
 
5. การชกันําใหเกิดมิวเตชนัในเห็ดหลนิจอืและคัดเลือกสายพันธุมวิแตนท 
 

จากผลการทดลอง พบวามีสายพนัธุมิวแตนทที่ไดจากสายพนัธุ MUG 001 ที่ตาน 
ทานตอคีโตโคนาโซล 16 โคโลน ีสวนสายพันธุมิวแตนทที่ไดจากสายพันธุ MUGS ที่ตานทานตอคีโต
โคนาโซลมี 18 โคโลนี และเมี่อนาํโคโลนีที่เจริญบนอาหาร PDA ที่มีคีโตโคนาโซลมาเลี้ยงตอบน
อาหารแข็ง PDA ที่มี guaiacol 0.015% (v/v) เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตน พบวามีสายพนัธุทีม่ีความสามารถในการผลิต
เอนไซมขั้นตนที่สูงทั้งหมด 9 โคโลน ี คอืมีคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจรญิของเสนใยตอการเกิดวงสตี่ํา   
ไดแก  MUG 001-20S-1             MUG 001-30S-1         MUG 001-30S-2           MUG 001-40S-1          
MUG 001-40S-2              MUG 001-50S-2            MUGS-10S-1          MUGS-20S-1                 
และ MUGS-50S-1 
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6. การทดสอบความเสถียรของเห็ดหลินจือสายพันธุมิวแตนท 
 

หลังจากคัดเลอืกสายพันธุมวิแตนท 9 โคโลนี ที่มีความตานทานตอคีโตโคนาโซล 
และมีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและเอนไซมแลคเคสขั้นตนสูงมา
ทดสอบความเสถียร พบวาไดสายพนัธุมวิแตนททีย่ังคงมีสมบัติเดิม 5 โคโลนี คือ    MUG 001-20S-1       
MUG 001-40S-1          MUG 001-50S-2           MUGS -10S-1  และ MUGS -50S-1  
 
7. การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการผลติเอนไซมของสายพันธุมิวแตนทกับสายพันธุเดิม 

 
เมื่อนําสายพนัธุมวิแตนททัง้ 5 โคโลนี มาทดสอบประสทิธิภาพการผลิตเอนไซม        

พบวา สายพันธุมิวแตนทที่มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสสูงที่สุด คือ                
MUG 001-50S-2 โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.00017 U/ml เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ 
pH 3 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน และเมื่อนาํมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิต
เอนไซมแลคเคส พบวา MUG 001-50S-2 มีประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดเชนกนั 
โดยมีคาแอคติวิตีเทากับ 0.0015 U/ml เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภมูิ 30 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 11 วัน และเมือ่เปรียบเทียบคาแอคติวิตีกับสายพนัธุเดมิคือ MUG 001 ณ 
ภาวะเดียวกนั พบวา MUG 001-50S-2 มีคาแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสและ
เอนไซมแลคเคสมากกวาสายพนัธุเดิมอยางมีนยัสําคญั (ตารางที่ 32-33, ภาคผนวก ง) 

 
8. การฟอกเยื่อกระดาษดวย crude enzyme ของสายพันธุมวิแตนท 
 

การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อ (freeness) ในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา 
เทากับ 615 สวนเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเทากับ 
620 การวัดการระบายน้ํา (drainage time)   พบวาเยื่อทั้ง 2 ตัวอยางใชเวลาการระบายน้าํเทากันคือ
เทากับ 4 วินาท ี สวนการหดตัวพบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมกีารหดตัว 
1.15 เปอรเซ็นต และแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย  crude enzyme  ของ            
MUG 001-50S-2 มีการหดตัวถึง 2.31 เปอรเซ็นต ซึง่มากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไม
ผานการฟอก คาคัปปานมัเบอรในเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมคีาเทากับ 11.17 สวนในเยื่อ
กระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาคัปปานมัเบอร เทากับ 6.89 
โดยมีคาลดลงจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 38.32 เปอรเซ็นต คาความขาวสวาง (brightness) 
ในแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมคีาเทากับ 48.6 เปอรเซ็นต และแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาความขาวสวาง
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เทากับ 51.9 เปอรเซ็นต โดยมีคาเพิ่มข้ึนจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก 6.79 เปอรเซ็นต เมื่อ
ทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ (tearing strength) และทดสอบความตานทานแรงดึง  
(tensile strength) พบวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ 
MUG 001-50S-2 มีความแข็งแรงนอยกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอก โดย
แผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคา tear index เทากับ 0.4 N.m2/kg และมีคา 
tensile index เทากับ 0.0166 kN.m/kg  ขณะที่แผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษทีผ่านการฟอกดวย 
crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคา tear index เทากับ 0.385 N.m2/kg และมีคา tensile 
index เทากับ 0.0154 kN.m/kg แตเมื่อทดสอบความตานทานแรงดันทะล ุ (bursting strength)  พบ 
วาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 กลับ
มีความแข็งแรงมากกวาแผนทดสอบที่ไดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกถงึ 51.8 เปอรเซ็นต โดย
แผนทดสอบทีไ่ดจากเยื่อกระดาษที่ไมผานการฟอกมีคาเทากับ 0.693 kPa. m2/g สวนแผนทดสอบที่
ไดจากเยื่อกระดาษที่ผานการฟอกดวย crude enzyme ของ MUG 001-50S-2 มีคาเทากับ 1.052 
kPa. m2/g โดยคาความขาวสวาง    คาตานทานการฉีกขาดของกระดาษ    คาตานทานแรงดึง  และ
คาตานทานแรงดันทะลุมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (ตารางที่ 34-37, ภาคผนวก ง) 
 
9. ขอเสนอแนะ 
 

1. อาจมีการศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมของ MUG001-50S-2   ตอไป 
2. เมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมแลวอาจนํามาทําเอนไซมใหบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนดวย

แอมโมเนยีมซลัเฟตเพื่อใหมคีาแอคติวิตีเพิม่ข้ึน 
3. นําเอนไซมบริสุทธิ์ไปทดลองฟอกเยื่อรวมกับวิธทีางเคมแีลวตรวจสอบสมบัติของ

กระดาษเปรียบเทียบกับกระดาษทีฟ่อกทางเคมีในอุตสาหกรรม 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเขื้อที่ใชในการวิจัย 
 
1. การเตรียมอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
  มันฝร่ัง   200  กรัม 

 น้ําตาล Dextrose   20  กรัม 
  วุน     20  กรัม 

 น้ํา                    1  ลิตร 
  นํามนัฝร่ังมาปอกเปลือก หัน่เปนชิ้นเลก็ขนาดลูกเตา ตมมันฝร่ังใหสุก แตอยาใหเละ 
กรองเอากากมันฝร่ังออก เอาน้ํามาตมตอ เติมน้าํตาล Dextrose ลงไป จากนัน้คอยๆเติมวุนลงไปอยา
ใหจับเปนกอน ตมใหเดือด นาํ PDA มาใสใน Flask ปดจุกสําลี หุมดวยกระดาษ และนําไปนึง่ฆาเชือ้ 
 
2. การเตรียมอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) 
  มันฝร่ัง   200  กรัม 

 น้ําตาล Dextrose   20  กรัม 
 น้ํา                    1  ลิตร 
 นํามนัฝร่ังมาปอกเปลือก หัน่เปนชิ้นเลก็ขนาดลูกเตา ตมมันฝร่ังใหสุก แตอยาใหเละ 

กรองเอากากมันฝร่ังออก เอาน้ํามาตมตอ เติมน้ําตาล Dextrose ลงไป นาํ PDB มาใสใน Flask ปด
จุกสําลี หุมดวยกระดาษ และนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

3. การเตรียมอาหารสูตร production 1 ลิตร 
Glucose     25   กรัม  Na2CO3      1.12   กรัม 
L-Asparagine       1   กรัม  Fe2(SO4)3      0.2  มิลลิกรัม 
KH2PO4       1   กรัม   ZnSO4       0.2  มิลลิกรัม 
MgSO4 .7H2O       0.5     กรัม  MnSO4       0.2  มิลลิกรัม 
Fumaric acid       1.32  กรัม  Guaiacol      0.4  มิลลิโมล 
  นําสวนผสมทัง้หมดละลายในน้าํกลัน่ ปรับ pH ตามตองการ รินใสใน Flask ที่มีเยือ่
กระดาษ ปดจุกสําลี นําไปนึง่ฆาเชื้อ 
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การตรวจนับจํานวนเซลลโดยใช haemacytometer 
 

Haemacytometer เปนเครื่องมือที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด แตนํามาประยุกตใชใน 
การนับจาํนวนจุลินทรียและสปอรของเชือ้รา สไลดบริเวณที่มีขีดคิดเปนความลึก 0.1-0.2 มิลลิเมตร 
ชีดที่กําหนดไวนี้ประกอบดวยชองสีเ่หลีย่มจตุรัสใหญ 25 ชอง แตละชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตาราง
มิลลิเมตร ในแตละชองใหญมีขีดแบงออกเปนชองเล็กอีก 16 ชอง แตละชองมีเนื้อที่ 0.05 x 0.05 ตา 
รางมิลลิเมตร ดังนัน้ของเหลวที่บรรจุอยูในชองจะมีปริมาตร 0.00025 ลูกบาศกมิลลิลิตร (0.05 x 
0.05 x 0.1) cover glass ที่ใชจะมีขนาดและความหนาจําเพาะ ตรวจนับโดยใช objective 
กําลังขยาย 20 เทา 
ตัวอยางการคํานวณ 

  สมมติคาเฉลีย่ของจํานวนเซลลตอหนวยชองเล็กเทากบั A เซลล ดงันั้น 
ตัวอยาง 0.00025 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจาํนวนเซลล =  A เซลล 
ตัวอยาง       1       ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลล =      A x 103 เซลล 
              0.00025 
       =     4A x 106    เซลล 
 

การวัดการเจริญของเสนใยบนอาหารแข็ง 
 

  การววัดเสนผานศูนยกลางของเสนใยบนอาหารแข็งใหขีดเสนตรงลงบน petridish 
ดานลางเปน 2 แนว ใหตั้งฉากกนัแลวจงึวดัการเจริญตามแนวเสนที่ขดีไว ดังภาพ 
 

 
 

1 

2 
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ภาคผนวก ข 
 

ขั้นตอนการเตรียม crude enzyme เพื่อนํามาตรวจวดัหาแอคติวิตีของเอนไซม 
 
1. ฟอกเยื่อกระดาษดวยเชื้อราในอาหารสูตร production ในภาวะที่เหมาะสม 
2. แยก supernatant ออกจากเยื่อกระดาษโดยการบีบค้ัน supernatant  กรองผานผาขาวบางใหได

มากที่สุด 
3. นําสวน supernatant มาปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 25 นาที เพื่อแยกตะกอนออก 
4. รินสวนของสารละลายใสซึ่งเปนสวนของ crude enzyme นาํไปวัดแอคติวิตีของเอนไซม    
 
การตรวจวัดแอคติวิตีเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (วิธีดัดแปลง Tein และ Kirk,  1988) 
 
คาหนวยของเอนไซม MnP ที่แทจริง 

= คาหนวยของเอนไซม MnP – คาหนวยของเอนไซม Lac – คาหนวยเอนไซมของ MIP 
 
การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
  4   mM 2,6 Dimethoxyphenol     50 ไมโครลิตร 

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

 1   mM H2O2       100 ไมโครลิตร (ใสเปนลําดับสุดทาย) 
  Crude enzyme     100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต โดยเติม 1 mM H2O2 ปริมาตร 0.1  
    มิลลิลิตรเปนลําดับสุดทาย 

 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
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การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส 
 จาก Law of Beer & Lambert 
จาก  A = εbc 
เมื่อ  A   = Absorbance change (คาเปลี่ยนแปลง) To, T1  

(คาการดูดกลนืแสง) 
  ε  = Molar extinction coefficient (M1 cm-1)   
  b = cell length (cm) ความกวางของ cuvett 
  c = absorptivity constant (M) โมลาร 
ตัวอยางการคํานวณ 
 
1 หนวยของเอนไซม คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถออกซิไดซ 1 µmol ของ 2,6 DMP ใน 1 นาท ี
แทนคา เมื่อ ε ที่ 470 นาโนเมตรของ 2,6 DMP เปน 496000 M-1 cm-1 

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

  C = A /4.96 x 10-4  mol/min/ml 
   = 0.01 A   µmol/min/ml 
แตปฏิกิริยาดําเนนิในควิเวตซึ่งมีเอนไซม 0.1ml ให  C = 0.02 A   µmol/min/ml 
ถาใชเอนไซมปริมาตร 1 ml จะให C   = 0.2 A   U/ml 
 
การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซมแลคเคส 
มีข้ันตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
  4   mM 2,6 Dimethoxyphenol    50 ไมโครลิตร 

 0.1 M Na Tartrate pH5  850 ไมโครลิตร 
  Crude enzyme     100 ไมโครลิตร 

2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต  
 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
 
การคํานวณคาหนวยของเอนไซมแลคเคส 
 ใชหลักการเดียวกนักับ การคํานวณคาหนวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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การตรวจวัดแอคติวิตีของเอนไซม Manganese independent peroxidase 
มีขั้นตอนการเตรียม ดังนี ้

1. การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 4   mM 2,6 Dimethoxyphenol   50 ไมโครลิตร 

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

  Crude enzyme   100 ไมโครลิตร 
2. นํา reaction mixture ในขอ 1 มาผสมกันในควิเวต โดยเติม 1 mM H2O2 ปริมาตร 0.1  
    มิลลิลิตรเปนลําดับสุดทาย 

 3. นําสารละลายในขอ 2 ไปวัดการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง spectophotometer  แบบ kinetic  
            ที่ initial rate ณ ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร เปนเวลา 1 นาท ีโดยมีแบลงคเปนสาร    
            ละลายผสมดังกลาวที่ไมม ีcrude enzyme 
 
การคํานวณคาหนวยของเอนไซม Manganese independent peroxidase 
 ใชหลักการเดียวกนักับ การคํานวณคาหนวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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ภาคผนวก ค 
 

การทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ (freeness) (TAPPI T227 om-94) (TAPPI, 1995) 
   
  การทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อทาํใหทราบความแข็งแรงของเยื่อ ใชในการตรวจ 
สอบคุณภาพของเยื่อ มีขัน้ตอนการทดสอบ ดังนี ้

1. ทําการ calibrate เครื่องกอน โดยใชน้าํกลั่นอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส 1000 มิลลิลิตร  
เทใสลงในเครื่องวัดการใหน้าํไหลผานเยื่อ โดยปริมาตรน้ําที่ไหลออกมาตองอยูในชวงที่ยอมรับได คอื
ระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ทํา 2 คร้ัง ถาคาที่ไดไมอยูระหวาง 880-890 มิลลิลิตร ใหนํากระเปาะไป
ลางแลวทําการ calibrate เครื่องใหม  

2. นําเยื่อ 30 กรัมแหง (OD) ที่ไดแชน้ําไวอยางนอย 4 ชั่วโมงมากระจายที่ 2000รอบ ในน้าํ 
กลั่น 2 ลิตร ปรับปริมาตรน้ําเยื่อเปน 10 ลิตร อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส คนน้ําเยื่อกระจายใหทัว่ 
ตวงน้าํเยื่อมา 1000 มิลลิลิตร เทใสลงในเครื่องวัดการใหน้าํไหลผานเยื่อ ทาํ 2 คร้ัง คาที่ไดทัง้ 2 คร้ัง
ตองตางกนัไมเกิน 10 มิลลิลติร  

3. นําเยื่อที่ไดทัง้ 2 คร้ังไปกรองดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 4 นําไปอบที่ 105 องศา 
เซลเซียสแลวชั่งน้าํหนักเยื่อไวเพื่อนาํไปคํานวณคาการใหน้าํไหลผานเยื่อที่แทจริง  
 

การทาํแผนทดสอบมาตรฐาน (handsheets) (TAPPI T205 sp-95) (TAPPI, 1995) 
 

แผนทดสอบมาตรฐานที่นาํมาใชทดสอบสมบัติตางๆ จะมีปริมาณเยือ่ 60 กรัมตอ1 
ตารางเมตร มขีั้นตอนในการเตรียม ดังนี ้

1. นําเยื่อ 8 ลิตรที่เหลือจากการทดสอบการใหน้าํไหลผานเยื่อมาปรับปริมาตรเปน 16 ลิตร  
คือใหมีความขนเยื่อเปน 0.15 %consistency  จากความขนเยื่อ 0.3 %consistency   

2. นําเยื่อมาขึน้แผนขนาด 200 ตารางเซนติเมตร ดังนัน้การขึ้นแผนครั้งแรกใหตวงมา 800  
มิลลิลิตร เทลงในเครื่องขึน้แผน ปลอยน้ําออกใหเยื่อกระจายเปนแผน นํากระดาษ (test sheet) ที่ได 
มากด (press) ตามลําดับ ดงันี ้

- แผน plate 
- กระดาษซับ 2 แผน 
- test sheet 
- กระดาษซับ 2 แผน 
- แผน plate 
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3. นําไปรีดดวยเตารีดใหแผนทดสอบแหง แลวนาํไปชั่งน้ําหนัก น้าํหนักที่ไดควรอยู 
ประมาณ 1.2 กรัม นําน้ําหนกัมาคาํนวณกลับวาจะตองตวงน้ําเยื่อมาขึ้นแผนทดสอบมาตรฐาน
ปริมาตรเทาไร และระหวางการขึ้นแผนใหทาํการจับเวลาการระบายน้าํดวย (drainage time)   

4. ขึ้นแผนทดสอบแผนตอไป นาํมากดเหมือนในขอ 2 จากนัน้รีดน้ําออกโดยใชกระดาษ 
ซับและใชแรงกด 345 kPa เปนเวลา 5 นาท ีและ 2 นาท ีจากนัน้นาํแผนทดสอบมาขึงกับตะแกรงวง 
(ring) ซอนทบักันแลวใชตุมน้ําหนกักดทับไว ผ่ึงแผนทดสอบใหแหง แลวจึงนําไปใชทดสอบตอไป 
 

การวัดคาความสวางของเยื่อ (Brightness) (TAPPI T452 om-92.) (TAPPI, 1995) 
 
  ความขาวสวางของเยื่อ (pulp brightness) หมายถงึ คาแฟกเตอรของการสะทอน
แสงของแผนเยื่อหรือกระดาษซึ่งวัดที่ชวงคลื่นแสง 457 นาโนเมตร เปรยีบเทียบกับ MgO หรือ 
perfect reflecting diffuser โดยถือวา MgO หรือ perfect reflecting diffuser มีคา factor การ
สะทอนแสงเปน 100 โดยคาความขาวสวางมีหนวยเปนรอยละ (%)  
 
วิธีวัดคาความขาวสวาง 
 
  เมื่อแผนทดสอบแหงแลวใหนํามาวัดคาความขาวสวางกอน (ไมเกิน 24 ชั่วโมงนับ
จากเวลาที่เร่ิมในการทําแผนทดสอบ)  
1. อานคา working standard ตรงกับ assign value+0.3 
2. วาง test sheet ซอนกันทั้งหมด 10 แผนลงในเครื่อง จากนัน้กดปุมบันทกึคาความขาวสวาง   
3. วัดแผนตอไปโดยยังคงซอนแผนกระดาษทั้งหมดไว 
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การทดสอบความตานทานการฉีกขาดของกระดาษ(Tearing strength T414 om-88)       
(TAPPI, 1995) 

 
  การวัดแรงดึงที่กระทําในระนาบเดียวกับกระดาษ กอนเริ่มการวัดจะตองตัดแผน 
กระดาษทั้ง 10 แผน แยกไวเปนสวนๆเพือ่ทดสอบสมบตัิอ่ืน (ภาพที ่ 16) วิธีการทดสอบความตาน 
ทานแรงฉีกขาด มีดังนี ้
 
1. เลือกขนาดของ pendulum 
2. ปรับเสนใหตรง 
3. ใสเข็มช้ี ปรับใหเปน 0  
4. ทําการ calibrate เครื่องใหเปน 0 กอน 
5. ใชกระดาษ 4 แผนวางซอนกนั โดยใชดานที่มีความยาว 6.5 เซนติเมตรมาทดสอบ 
6. ตัดกระดาษนาํกอน 2 เซนติเมตร 
7. ปลอย pendulum ใหเครื่องเหวี่ยงมาตัดกระดาษที่ตัดนําไว 
8. บันทกึคาไปคํานวนหา tear index  
 

การทดสอบความตานทานแรงดันทะลุ (Bursting strength T403 om-91) 
(TAPPI,1995.) 

  
  เปนคาที่บงบอกการยึดเหนีย่วระหวางเสนใยและการยดืตัวของกระดาษ นาํแผน 
กระดาษมาทดสอบที่ละแผนโดยวางใหตรงกับปุม เมือ่กดปุมกระดาษจะทะลุเปนวงรอบ บนัทกึคา
เพื่อนาํไปคํานวณ burst index 
 

การทดสอบความตานทานแรงดึง (Tensile strength T404cm-92) (TAPPI,1995.) 
 
 เปนคาความยาวของกระดาษที่มากพอจนทําใหกระดาษขาดโดยน้ําหนกัของกระดาษเองเมื่อ
แขวนในแนวดิง่ ระยะทดสอบ 10 เซนติเมตร ชวงกระดาษขาดอยูภายใน 10-20 นาที บนัทกึคาเพืน่ํา
ไปคํานวณ tensile index 
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ภาพที ่15   เครื่องทดสอบการใหน้ําไหลผานเยื่อ 
 
 

 
 
 
ภาพที ่16 เครื่องมือในการทําแผนทดสอบมาตรฐาน 
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ภาพที ่17  เครื่องวัดคาความขาวสวางของเยื่อ 
 
 

 

ภาพที ่18  การตัดกระดาษออกเปน 3 สวนเพื่อนาํไปใชในการทดสอบ 
 
 
 
 
 
 

burst 
6.3 cm 

5.3 cm tensile 
tear 
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การวัดคาคัปปานัมเบอรของเยื่อ 
 

  คาคัปปานมัเบอรของเยื่อ คือ จํานวนมลิลิลิตรของโปแตสเซียมเปอรมังกาเนตความ
เขมขน 1 นอรมัล ที่ใชไปตอเยื่อ 1 กรัมแหง ภายใตเงือ่นไขที่กําหนด โดยผลลัพธที่ไดจะถูกแปลงให
สมดุลยกับปริมาณ 50 เปอรเซ็นตของ 0.1 นอรมัล โปแตสเซียมเปอรมงักาเนตที่ใชไปในการทดลอง 
 
วิธีวัดคาคัปปานัมเบอร 
1. จากสูตร k = P x f ใหสมมติคา p = 50    f = 1   k = คาคัปปานัมเบอรที่คาดไว 

  w 
2. คํานวณหาน้ําหนกัแหง (OD) ที่ตองใช 
3. ชั่งเยื่อ (AD) มาตีกระจายในน้ํากลัน่จนกระทั่งเยื่อกระจายตัวด ี
4. ใสเยื่อตัวอยางลงในบีกเกอรขนาด 2000 มิลลิลิตร เตมิน้ํากลั่นใหไดปริมาตรรวม 795 มิลลิลิตร 

วางบีกเกอรบน magnetic stirrer และคุมอุณหภูมิใหได 25+2 องศาเซลเซียส 
5. ปเปต 0.1 นอรมัล KmnO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร และ 4 นอรมัล H2SO4 จํานวน 100 มิลลิลิตร 

เทลงในบีกเกอรพรอมกัน ปลอยใหเกิดปฏกิิริยานาน 10 นาท ี
6. หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 16.6% KI จํานวน 20 มิลลิลิตร 
7. ไตเตรตหาปริมาณไอโอดีนอิสระ (I2) ที่เกิดขึ้นดวย 0.1 นอรมัล Na2S2O3 จะเกดิสารละลายสี

เหลืองออน เตมินําแปง 5 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสนี้าํเงนิ ไตเตรตตอไปจนสีน้ําเงินจางหายไป
จนไมมีสี บนัทึกปริมาตร 0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปก็จะทราบถงึ 0.1 นอรมัล KMnO4 ที่เหลือ
จากการทาํปฏิกิริยา 

8. นําปริมาตร 0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปมาคํานวณกลับเพื่อหาคา P 
จากสูตร  P =  (b - a) N 
        0.1 

 เมื่อไดคา P แลวจึงคํานวณกลับหาคา k ตอไป 
9. การทาํ blank test 

9.1 เติมน้ํา 800 มลิลิลิตร ลงในบีกเกอร 2000 มิลลิลิตร 
9.2 เติม 0.1 นอรมัล KmnO4 และ 4 นอรมัล H2SO4 อยางละ 100 มิลลิลิตร พรอมกัน 
9.3 เติม 16.6% KI จํานวน 20 มลิลิลิตร 
9.4 ไตเตรตดวย 0.1 นอรมัล Na2S2O3 จะเกิดสารละลายสีเหลืองออน เตมินําแปง 5 มิลลิลิตร จะ

ไดสารละลายสีน้ําเงิน ไตเตรตตอไปจนสีน้ําเงินจางหายไปจนไมมีส ีบันทกึปริมาตร 0.1 นอร
มัล Na2S2O3  โดยปริมาตรของ 0.1 นอรมลั Na2S2O3 ทีใ่ชควรอยูในชวง 48-52 มิลลิลิตร 
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การ correction เพื่อหาคาคปัปานัมเบอรที่แทจริง 
จากสูตร kappa number =                P x f          .           
           W [1+0.013(25-t)] 
โดยที ่
  P = จํานวนมิลลิลิตร 0.1 นอรมลั KmnO4 ทีถ่กูใชไปในตัวอยาง  
  b = จํานวนมิลลิลิตร0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปในการทํา blank test 
  a = จํานวนมิลลิลิตร0.1 นอรมัล Na2S2O3 ที่ใชไปในการทดลองตัว 

อยางเยื่อ 
  N = จํานวนนอรมลัของ Na2S2O3  
  f = คา factor สําหรับแปลงผลลัพธใหสมดุลยกับปริมาณ 50  

เปอรเซ็นต ของ 0.1 นอรมัล KmnO4 ที่เติมลงไปในการทดลอง 
  t = อุณหภูมิระหวางทําการทดลอง (องศาเซลเซียส) 
 

ตารางที่ 14 คา factor (f) สําหรับแปลงผลลัพธของคาคัปปานัมเบอร 
 

f  0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
30 0.958 0.960 0.962 0.964 0.966 0.963 0.970 0.973 0.975 0.977 
40 0.979 0.981 0.983 0.985 0.987 0.989 0.991 0.994 0.996 0.998 
50 1.000 1.002 1.004 1.006 1.009 1.011 1.013 1.015 1.017 1.019 
60 1.022 1.024 1.026 1.028 1.030 1.033 1.035 1.037 1.039 1.042 
70 1.044          
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ภาคผนวก ง 
 

ตาราง ANOVA 
 
ตารางที่ 15  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

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

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7              0.89                 0.127           15.006 
ERROR   94              0.797           0.00847   
TOTAL   101              1.687  
Significant at 95% level 
 
ตารางที่ 16  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

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

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7             0.202           0.02879           2.523 
ERROR   47             0.536           0.01141   
TOTAL   54             0.738  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 17  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 
เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือทัง้ 8 สายพันธุ  
วันที่ 3 
 

 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     7            0.141            0.02011           7.076 
ERROR   60            0.170            0.002841   
TOTAL   67            0.311  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 18  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

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

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

 
ตารางที่ 19  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ทีร่ะดับ pH ตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4           6.556x10-5        1.639x10-5     14.938 
ERROR   25           2.743x10-5        1.097x10-6   
TOTAL   29           9.3x10-5  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 20  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของแลคเคสในเห็ดหลนิจือสายพันธุ  
MUG 001 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH ตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4         3.828x10-6             9.571x10-7        40.967 
ERROR   24         5.607x10-7             2.336x10-8  
TOTAL   28         4.389x10-5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 21  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH 
ตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4        8.969x10-5           2.242x10-5       16.933 
ERROR   19        2.516x10-3           1.324x10-6   
TOTAL   23        1.149x10-4  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 22  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุสวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ที่ระดับ pH ตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     4         9.402x10-6             2.351x10-6  10.215 
ERROR   23         5.293x10-6             2.301x10-7   
TOTAL   27         1.470x10-5  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 23  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 ที่
อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         7.694 x10-7           2.565 x10-7  5.562 
ERROR   12         5.533 x10-7 4.611 x10-8  
TOTAL   15         1.323x10-6  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 24  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 ที่
อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         2.346 x10-7        7.821 x10-8  7.661 
ERROR   12         1.225 x10-7        1.021 x10-8 
TOTAL   15         3.571 x10-7  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 25  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุ MUG 001 ทีเ่ลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         7.204 x10-7        2.401 x10-7  7 
ERROR   35         1.201 x10-6        3.430 x10-8 
TOTAL   38         1.921 x10-6  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 26  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 
พันธุ สวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 ที่อุณหภูมิตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         9.281 x10-6             3.094 x10-6 41.412 
ERROR   35         2.615 x10-6   7.470 x10-8 
TOTAL   38         1.190 x10-5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 27  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสตูร production ระดับ pH 3 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3        9.263 x10-9             3.088 x10-9 7.68 
ERROR   12        4.828 x10-9             4.023 x10-10  
TOTAL   15        1.409 x10-8  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 28  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 

เห็ดหลนิจือสายพนัธุสวนจติรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 3 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3           1.677 x10-8  5.589 x10-9  17.15 
ERROR   12           3.910 x10-9  3.259 x10-10   
TOTAL   15           2.068 x10-8 
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 29  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 
พันธุ MUG 001 ที่เลีย้งในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3          1.484 x10-6     4.947 x10-7          81.79 
ERROR   12          7.258 x10-8     6.048 x10-9  
TOTAL   15                   1.557 x10-6 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 30  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือสาย 

พันธุ สวนจิตรลดาที่เลี้ยงในอาหารสูตร production ระดับ pH 5 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     3         1.861 x10-6           6.204 x10-7      175.06 
ERROR   12         4.253 x10-8 3.544 x10-9   
TOTAL   15         1.904 x10-6  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 31  การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลี่ยอัตราสวนการเจริญของเสนใยตอการ 

เกิดวงสีบนอาหาร PDA + 0.015% guaiacol (v/v) ในเห็ดหลนิจือสายพนัธุเดิมและ
สายพนัธุมิวแตนทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
และแลคเคสขั้นตนสงูกวาสายพนัธุเดิม  

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            0.211               0.211  16.229           
ERROR      8            0.104  1.301 x10-2   
TOTAL      9            0.315  
Significant at 95% level 
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ตารางที่ 32  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน 
เห็ดหลนิจือสายพนัธุเดิมและสายพันธุมิวแตนท 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            7.605 x10-8  7.605 x10-8 37.70 
ERROR      6            1.210 x10-8  2.017 x10-9   
TOTAL      7            8.815 x10-8 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 33  การวิเคราะหคาความแปรปรวนหนวยของเอนไซมแลคเคสในเห็ดหลินจือ 

สายพนัธุเดิมและสายพันธุมวิแตนท  
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1         1.575 x10-6      1.575 x10-8  44.09 
ERROR      6         2.144 x10-7      3.573 x10-9   
TOTAL      7         1.790 x10-6   
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 34  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาความขาวสวางของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            54.285            54.285            1118.039 
ERROR   18              0.874            4.855 x10-2     
TOTAL   19            55.159  
Significant at 95% level  
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ตารางที่ 35  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาแรงฉกีขาดของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 
เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 

 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            37822.5           37822.5           42.98 
ERROR      8              7040  880   
TOTAL      9            44862.5  
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 36  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาแรงดนัทะลุของกระดาษที่ผานการฟอกดวย 

เอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            2283.384          2283.384 231.329 
ERROR   18              177.673                 9.871     
TOTAL   19            2461.057 
Significant at 95% level  
 
ตารางที่ 37  การวิเคราะหคาความแปรปรวนคาการตานทานแรงดึงของกระดาษทีผ่านการฟอก 

ดวยเอนไซมและกระดาษไมผานการฟอก 
 
 SV  DF  SS  MS  F   
TREATMENTS     1            0.166           0.166  10.725 
ERROR   18            0.278               1.544 x10-2  
TOTAL   19            0.444  
Significant at 95% level  
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ประวัติผูเขียน 
 
  นางสาวนภา จิรมิตตานนท เกิดวนัที ่ 22 กรกฎาคม พ.ศ. 2521 จังหวัดกรุงเทพฯ 
สําเร็จปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาพนัธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวทิยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2542 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาพนัธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2543 สําเร็จการศึกษา
ในปการศึกษา 2546 
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