
 วารสารวิชาการ วิศวกรรมศาสตร ม.อบ.    ปที่ 14  ฉบับท่ี 2  108 

 

วารสารวิชาการ วิศวกรรมศาสตร ์ม.อบ. 

UBU Engineering Journal 

บทความวิจัย 

การหาสภาวะทีÉเหมาะสมในการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสจาก Megasporoporia sp. KKU-LKNG-

07 ด้วยวิธีการแบบปัจจยัเดียวและวิธีการพืÊนผิวตอบสนอง 

Optimization of laccase production from Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 using one 

factor at a time and response surface methodologies 

วิทวัส ทุมแสน1,4  เนตรนภิส ตันเต็มทรัพย2  สุมนา สิริพัฒนากุล-ราษฎรภักดี1  ภิญญฑิตา มุงการดี1  โสภณ บุญลือ3,* 
1 สาขาวิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  อําเภอเมือง  จังหวัดขอนแกน  40002 
2 สาขาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อําเภอเมือง  จังหวัดนครราชสีมา 30000 
3 สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน  อําเภอเมือง  จังหวัดขอนแกน  40002 
4 โปรแกรมวิจัยการพัฒนาเทคโนโลยีที่เหมาะสมในการจัดการมลพิษสีจากอุตสาหกรรมผลิตเยื่อกระดาษนํ้าตาลและสีฟอกยอมในระดับอุตสาหกรรม
และชุมชน เพื่อการจัดการที่ยั่งยืน ศูนยความเปนเลิศดานการจัดการสารและของเสียอันตราย 

Wittawat Toomsan1,4  Netnapid Tantemsapya2  Pinthita Mungkarndee1  Sumana Siripattanakul- Ratpukdi1  
Sophon Boonlue3,* 

1 Department of Environmental Engineering, Faculty of Engineering, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand 
2 School of Environmental Engineering, Institutes of Engineering, Suranaree University of Technology 30000, Thailand 
3 Department of Microbiology, Faculty of Science, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand 
4 Research Program on Development of Appropriate Technologies for Coloring Agent Removal from Textile Dyeing, Pulp & 
Paper, and Sugar Industries for sustainable Management, Center of Excellence on Hazardous Substance, Center of Excellence 
on Hazardous Substance Management (HSM), Chulalongkorn University, Bankok 10330, Thailand 

* Corresponding author. 
 E-mail: bsopho@kku.ac.th; Telephone: 089 186 2646 
วันที่รบับทความ 9 มิถุนายน 2563; วันที่แกไขบทความ ครั้งท่ี 1 21 กรกฎาคม 2563 ; วันที่ตอบรบับทความ 3 สิงหาคม 2563 
 
 

บทคัดยอ 
งานวิจัยมีเปาหมายเพ่ือคัดแยกราจากตัวอยางเห็ดที่เก็บมาจากอุทยานแหงชาติลําคลองงู จังหวัดกาญจนบุรี ประเทศไทย และหาสภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคสจากรา จากการศึกษาพบวาราที่มีความสามารถในการผลิตแลคเคสมี 3 ตัวอยาง ไดแก KKU-LKNG-04, 
KKU-LKNG-07 และ KKU-LKNG-16 ซึ่งเมื่อระบุชนิดของราโดยการวิเคราะหยีนบริเวณ ITS rRNA พบวาราเหลานี้ (KKU-LKNG-04, KKU-
LKNG-07 และ KKU-LKNG-16) มีความคลายคลึงกับกับราสายพันธุ Ganoderma lucidum,  Megasporoporia sp. และ Rigidopolus 
vinctus ตามลําดับ ราท่ีมีศักยภาพในการสามารถผลิตแลคเคสไดมากท่ีสุด คือ Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 โดยใชชานออยในการ
เลี้ยงราโดยวิธีการหมักแบบอาหารแข็ง  การเพาะเลี้ยงราไดศึกษาผลของปจจัยในการผลิตเอนไซมแลคเคสดวยวิธีปจจัยเดียวและไดทํานาย
สภาวะเพาะเลี้ยงราที่เหมาะสมดวยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนองแบบบ็อกซ-เบหนเคน ซึ่งผลการทดลองดวยวิธีปจจัยเดียวพบวาความเขมขนของ
แหลงไนโตรเจน พีเอช และอุณหภูมิในการบมเปนปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงราอยางชัดเจน ซึ่งเมื่อทํานายสภาวะเพาะเลี้ยงราที่เหมาะสม
ไดผลการผลิตเอนไซมแลคเคสดวย Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 สูงสุดภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของแหลงไนโตรเจน พีเอช 
และอุณหภูมิในการบม เทากับ 4.17 กรัมตอลิตร 8.45 และ 29.55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยสามารถผลิตแลคเคสได 5.58 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร จากนั้นเมื่อเพาะเลี้ยงราดวยสภาวะที่เหมาะสมดังกลาวพบวา Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 สามารถผลิตเอนไซมแลคเคส
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ได 5.48 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งมีคาใกลเคียงกับคาท่ีทํานายไว ผลการศึกษาบงช้ีความเปนไปไดในการผลิตแลคเคสจากราและการทํานายสภาวะ
การผลิตที่เหมาะสมซึ่งเปนประโยชนในการคาในอนาคต 

คําสําคัญ 
แลคเคส  Megasporoporia sp.  การหมักแบบอาหารแข็ง  สภาวะที่เหมาะสม 
 

Abstract 
This study aims to isolate fungi from Lam Khlong Ngu National Park, Kanchanaburi, Thailand and optimize laccase 

production.  The result showed that three fungal isolates could produce laccase including KKU-LKNG- 04 , KKU-LKNG-07 
and KKU-LKNG-16. Based on ITS rRNA gene analysis, these fungi (KKU-LKNG-04, KKU-LKNG-07 and KKU-LKNG-16) were 
similar to Ganoderma lucidum,  Megasporoporia sp.  and Rigidopolus vinctus, respectively.  The potential fungus isolate 
which gave the highest lacaase production under solid- state fermentation using sugarcane bagasse as a substate, was  
Megasporoporia sp.  KKU- LKNG- 07.  Determination of factors on fungal cultivation related to laccase production was 
applied one factor at a time method and optimized by response surface methodology using Box-Behnken approach. The 
results from one factor at a time method revealed that concentration of nitrogen source, pH and temperature obviously 
influenced fungal cultivation.  For optimization of laccase production, the highest laccase production ( 5. 58 U/ mL)  from 
fungi Megasporoporia sp.  KKU- LKNG- 07 was predicted under conditions including concentration of nitrogen source, pH 
and temperature of 4. 17 g/ L, 8. 45 and 29. 55 °C, respectively.  Later, the laccase production experiment under the 
optimized conditions was performed. Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 produced laccase of 5.48 U/mL which was closed 
to the predicted value.  These results indicated the potential of laccase production and optimization which would be 
useful for further commercial application.  
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1. คํานํา 

อุทยานแหงชาติลําคลองงู เปนพื้นที่ปาไมเบญจพรรณ

และปาดิบแลงที่มีความอุดมสมบูรณมากแหงหนึ่งในประเทศ

ไทยและเปนแหลงทองเที่ยวที่สําคัญในจังหวัดกาญจนบุรี  ดวย

ลักษณะพื้นที่อุดมสมบูรณดังกลาวทําใหมีความหลากหลาย

ของทางชีวภาพในพื้นที่สูงเชนกัน  ดังนั้นนอกเหนือจากการใช

ประโยชนพื้นที่ เพื่อการทองเที่ยวจึงมีความเปนไปได ใน

การศึกษาตลอดจนการใชประโยชนสิ่งมีชีวิตในพื้นที่ ทั้งนี้

สิ่งมีชีวิตที่สําคัญของระบบนิเวศวิทยาปาไม คือ จุลินทรีย 

เนื่องจากจุลินทรียเปนทั้งผูผลิต (Producer) และ ผูยอยสลาย 

(Decomposer) ของหวงโซในระบบ สําหรับพื้นที่ อุทยาน

แหงชาติลําคลองงูซึ่งเปนพื้นที่มีความชื้นจุลินทรียที่สําคัญและ

มีบทบาทในพื้นที่ ไดแก รา  จากการศึกษาในอดีตพบวาใน

พื้นที่ปาในจังหวัดกาญจนบุรีมีเห็ดและราหลากหลายชนิดมาก  

เชน Termitomyces sp., T. microcapus, T. albuminosus, 

T.  striatus, Aspergillus sp. , Ganoderma applanatum, 

Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune, 

Microporus xanthopus และ Trametes sp. เปนตน [1–3] 

การใชประโยชนจากรารูปแบบที่เหมาะสมวิธีการหนึ่ง คือ 

การสกัดเอนไซม (Enzyme) เพื่อใชในการผลิตในอตุสาหกรรม

เกษตร อาหาร และยา ตลอดจนประยุกตใชในการบําบดัมลพษิ

สิ่งแวดลอมได [4]  โดยเอนไซมชนิดหนึ่งที่ผลิตและใชทางการ

คาอยางกวางขวาง คือ เอนไซมแลคเคส (Laccase) หรือ 

benzenediol: oxygen oxidoreductase (EC 1.10.3.2) [5] 

เอนไซมแลคเคสเปนของกลุมโพลีฟนอลออกซิเดสที่มีอะตอม

ทองแดงในศูนยกลาง หรือเรียกวา มัลติคอปเปอรออกซิเดส 

(multi- copper oxidase)  ทํ าหน าที่ เปนตั ว เร งป ฏิกิ ริ ย า 

เอนไซมแลคเคสสามารถพบไดพืช, แมลง, แบคทีเรีย และรา 

[6] แลคเคสเปนเอนไซมที่จําเพาะเจาะจงตอสารตั้งตนนอยจึง

สามารถนําไปประยุกตใชงานไดหลากหลาย [7] แลคเคสจึง

สามารถยอยสารอินทรียและสารอนินทรียหลากหลายประเภท 

[8] ตัวอยางเชน ในงานสิ่งแวดลอมสามารถนําเอนไซมแลคเคส
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ไปประยุกตใชในการยอยสลายมลสารตาง ๆ เชน โพลีไซ

คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (PAHs) [9], การกําจัดยาฆา

แมลง [10] และ การกําจัดสีของน้ําเสีย [11] เปนตน  

สําหรับราที่สามารถผลิตเอนไซมแลคเคสไดนั้นมีหลาย

สายพันธุ โดยราสายพันธุในชั้น (Class) Ascomycetes และ 

Basidiomycetes เปนราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม

แลคเคสไดเปนอยางดี [12] นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงราอีก

หลายสาย พัน ธุ ที่ ส าม ารถผลิต เ อนไซม แลค เคส  เ ชน 

Podospora anserine, Agaricus bisporus, Rhizoctonia 

practicola, Pholiota aegerita, Trametes versicolor, 

Pleurotus ostreatus, Coriolus hirsutus และ Neurospora 

crassa [5] ทั้งนี้วิธีการและสภาวะเลี้ยงรามีผลตอการผลิต

เอนไซมอยางชัดเจน  จากงานวิจัยที่ผานมาพบวาการศึกษา

เ ลี้ ย ง ร า โ ด ย ก า ร ห มั ก แ บ บ อ า ห า ร แ ข็ ง  ( solid- state 

fermentation) สงผลใหราผลิตเอนไซมไดดีกวาอาหารเหลว 

(Both) [13] แตสภาวะที่เพาะเลี้ยง เชน แหลงแรธาตุ พีเอช 

หรือ อุณหภูมิ มีชวงที่เหมาะสมแตกตางกันออกไป  

จากแนวคิดการใชประโยชนสิ่งมีชีวิตในพื้นที่อุทยาน

แหงชาติและความเปนไปไดในการสกัดเอนไซมจากรา ปจจุบัน

ยังไมมีการศึกษาวิจัยการใชประโยชนตามแนวคิดดังกลาว  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายเพื่อหาราที่สามารถผลิตเอนไซม

แลคเคสได  โดยการศึกษาครอบคลุมการคดัแยกราจากอุทยาน

แหงชาติลําคลองงู การคัดเลือกราที่มีศักยภาพในการผลิตแลค

เคสภายใตการเพาะเลี้ยงหมักแบบอาหารแข็ง รวมทั้งการหา

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคส ในงานวิจัยนี้

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตามหลักการทางสถิติดวยวิธีการ

ทดลองแบบปจจัยเดียว (one factor at a time method) 

แ ล ะ วิ ธี ก า ร พื้ น ผิ ว ต อ บ ส น อ ง  ( Response surface 

methodology) โดยใชแผนการทดลองแบบบ็อกซ-เบหนกิ้น 

(Box-Behnken Design) ผลจากการศึกษานี้สามารถใชเปน

แนวทางในการพัฒนาการเพาะเลี้ยงราที่สามารถผลิตเอนไซม

แลคเคสในระดับนํารอง ตลอดจนขยายไปสูการผลิตเพ่ือการคา

ไดในอนาคตตอไป 

 

2. วัสดุและวิธีการทดลอง 

2.1 การคัดแยกราที่ผลิตเอนไซมแลคเคสได 

ตัวอยางเห็ดเพ่ือใชคัดแยกราที่ใชในการทดลองไดทําการ

เก็บจากอุทยานแหงชาติลําคลองงู จังหวัดกาญจนบุรี (พิกัด 

UTM Zone 48, N 14.841922, E 98.951560) โดยมีจํานวน

ทั้งสิ้น 28 ตัวอยาง หลังจากนั้นไดนําชิ้นสวนของดอกเห็ดมา

เพาะเลี้ยงบนอาหารวุนพีดีเอ (potato dextrose agar) และ

บมที่อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดเชื้อราบริสุทธ์ิ 

ซึ่งเชื้อราบริสุทธิ์ที่ไดรับถูกเก็บรักษาไวบนอาหารวุนพีดีเอ

ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สําหรับการคัดเลือกเชื้อราที่

มีความเปนไปไดในการผลิตเอนไซมแลคเคส ไดทําการ

เพาะเลี้ยงตัวอยางราที่ไดในอาหารวุนพีดีเอเติม 2,2′-Azino-

bis( 3- ethylbenzothiazoline- 6- sulfonic acid)  ( ABTS) 

เขมขน 1 เปอรเซ็นต [14] ซึ่งราที่มีความสามารถผลิตเอนไซม

แลคเคสจะทําใหบริ เวณรอบโคโลนี เปลี่ยนสีจากไมมี สี

กลายเปนสีเขียวเขม ซึ่งบงชี้ราที่ผลิตเอนไซมแลคเคสได  ทั้งนี้

ราที่ผลิตเอนไซมแลคเคสไดระบุสายพันธุดวยวิธีการเทคนิคยีน 

ITS rRNA (รายละเอียดแสดงในหัวขอตอ ๆ ไป) 

2.2 การคัดเลือกราที่มีศักยภาพผลิตเอนไซมแลคเคสดวย

การหมักแบบอาหารแข็ง 

การคัดเลือกราที่มีศักยภาพผลิตเอนไซมแลคเคสสูงสุด

กระทําการทดลองโดยหาความสัมพันธระหวางราแตละชนิด

และประเภทของแหลงคารบอนที่สงผลตอการผลิตเอนไซม

สูงสุด ในการศึกษานี้ไดเลือกใชวัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรซึ่ง

ไดแก ฟางขาว ชานออย ราํขาวสาลี และซังขาวโพด เปนแหลง

คารบอน วัสดุเหลานี้ทําใหแหงโดยการผึ่งในบรรยากาศ 

หลังจากนั้นวัสดุเหลานี้บดใหมีขนาด 3.0 - 4.0 มิลลิเมตร 

จากนั้นนําวัสดุแตละชนิดที่เตรียมไวมา 5 กรัม ใสลงใน

ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมสารอาหารเสริม 11 

มิลลิลิตร สารอาหารเสริมประกอบดวย (NH4)2SO4 3.5 กรัม

ตอลิตร, KH2PO4 3 กรัมตอลิตร, MgSO4.7H2O 0.5 กรัมตอ

ลิตร และ CaCl2 0.5 กรัมตอลิตร แลวจึงปรับความชื้นเริ่มตน

ของวัสดุใหเทากับ 70 เปอรเซ็นต และปรับพีเอชเริ่มตนใหเปน 

8.0 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด 1 M และทําใหปลอดเชื้อดวย

หมอนึ่งแรงดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาที ตอมานําราที่เลี้ยงไวบนวุนอาหารพีดีเอขนาดเสนผาน
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ศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร จํานวน 5 ชิ้น และทําการบมที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียล เปนเวลา 11 วัน  

จากนั้ นทํ าการสกัดเอนไซมแลค เคสโดยการเติม 

McIlvaine buffer (พีเอช 8.0) เขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ลงในแตละชุดการทดลอง นําขวดรูปชมพูไปเขยาที่

ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที แลวนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แยกเอาเฉพาะสวนใสที่ไดมา

วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซม โดยราที่มีกิจกรรมเอนไซมสูงสุด

ไดรับคัดเลือกเปนราที่มีศักยภาพผลิตเอนไซมแลคเคสและใช

ในการทดลองขั้นตอไป  

2.3 การศึกษาผลของปจจัยในการผลิตเอนไซมแลคเคส 

การศึกษาผลของปจจัยในการผลิตเอนไซมแลคเคสของ

งานวิจัยนี้ไดใชวิธีการทดลองแบบปจจัยเดียว วิธีการนี้เปนการ

หาผลของแตละปจจัยทีละครั้ง เมื่อไดคาที่ดีที่สุดก็คงคานั้นไว

แลวทําการหาผลของปจจัยชนิดตอไป ทั้งนี้การศึกษาใน

ขั้นตอนนี้เปนการคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมเพื่อ

ใชในการหาสภาวะที่เหมาะสมในขั้นตอนตอไป 

โดยปจจัยที่ ใชในการทดลองนี้ ประกอบดวย แหลง

ไนโตรเจน ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน พีเอช และ 

อุณหภูมิ ซึ่งมีลําดับการดําเนินการตามตารางที่ 1 
 

ตารางท่ี 1 ปจจัยและชวงท่ีใชในการศกึษาการผลติเอนไซมจากรา 

ลําดับ ปจจัย ชวงท่ีใชในการศกึษา 

1 แหลงไนโตรเจน แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียม

คลอไรด  เปปโทน เคซีน  

โซเดียมไนเตรท สารสกัดจาก

ยีสต และ สารสกัดจากเนื้อ 

2 ความเขมขนของแหลง

ไนโตรเจน 

2.5, 3.0, 3.5, 4.0 และ 4.5 กรัม

ตอลิตร 

3 พีเอชเริ่มตนของ

สารอาหารเสริม(ปรับพี

เอชดวยโซเดยีมไฮดรอก

ไซดและกรดซัลฟูริก) 

3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 

9.0, 10.0, 11.0 และ 12.0 

4 อุณหภูมิที่ใชบม 25, 30, 35, 40 และ  45 อ งศา

เซลเซยีส 

สํ าหรับวิ ธีการ เลี้ ยงรา เพื่อผลิตแลคเคสใชวิ ธี การ

เพาะเลี้ยงหมักแบบอาหารแข็งตามข้ันตอนที่ 2.2 โดยใชฟาง

ขาว ชานออย รําขาวสาลี และซังขาวโพด เปนวัสดุ 

2.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมแลค

เคสดวยวิธีการพื้นผิวตอบสนอง 

การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมแลค

เคสใชวิธีการพื้นผิวตอบสนอง  โดยใชแผนการทดลองแบบ 

บ็อกซ-เบหนก้ิน ไดกําหนดตัวแปรอิสระทั้ง 3 ตัวแปร ซึ่ง

คัดเลือกตัวแปรจากปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมในข้ันตอน

ที่ผานมา  ผลการทดลองในขั้นตอนคัดเลือกความเขมขนของ

แหลงไนโตรเจน พีเอชเริ่มตน และอุณหภูมิ เปนตัวแปรอิสระ

ซึ่งกําหนดสัญลักษณ คือ X1, X2 และ X3 ตามลําดับ ตัวแปร

อิสระกําหนดชวงคาการศึกษา 3 ระดับ โดยอาศัยชวงของคาที่

เหมาะสมจากการทดลองแบบปจจัยเดียวแสดงดังตารางที่ 2 

สําหรับความสัมพันธระหวางการตอบสนองกับตัวแปรตาม

สามารถอธิบายไดดั งสมการการถดถอยของ พ้ืนผิวการ

ตอบสนอง (response surface regression: RSREG) 

  

2
0 i i ii i ij i jY= + X + X + X X                 (1) 

 

เมื่อ Y คือ การตอบสนอง (การผลิตเอนไซมแลคเคส) 𝛽଴, 

𝛽௜ ( i =  1, 2, 3)  แ ล ะ  𝛽௜௝( i =  1, 2, 3; j =  1, 2, 3)  คื อ

สัมประสิทธิ์ของโมเดล สวน Xi และ Xj คือตัวแปรอิสระ โดยใช

โปรแกร Minitap 16 สําหรับวิเคราะหขอมูล การวิเคราะห

ขอมูลทางสถิติ ANOVA ไดกําหนดนัยสําคัญเทากับ 0.05 หรือ

ระดับความเชื่ อมั่ นทา ง ส ถิติ  95% และวิ เคราะหหา

ความสัมพันธตาง ๆ  

2.5 วิธีวิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมแลคเคส 

การหากิ จกรรมเอนไซม แลค เคสอาศั ยหลั กการ 

ออกซิเดชั่นของ ABTS โดยการตรวจวัดดวยเครื่องสเปคโตร

โฟโตมิเตอรแบบยูวี (UV spectrophotometer) ที่ความยาว

คลื่น 420 นาโนเมตร (Ɛ = 36000 M-1cm-1) โดยนําน้ําสวนใส 

50 มิลลิลิตร มาเติม McIlvaine buffer (พีเอช 4.0) เขมขน 

0.1 โมลาร ปริมาตร 850 ไมโครลิตร และเติม ABTS เขมขน 

0.5 มิลลิโมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยหนึ่งยูนิต (U) 
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ของกิจกรรมเอนไซม คือ ปริมาณของเอนไซมที่ใชในการ

เปลี่ยนสารตั้งตน (ABTS) ภายในเวลา 1 นาที 

2.6 การระบุสายพันธุของรา 

การจัดจําแนกเชื้อราโดยการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ

ไทดของยีนบริเวณ ITS (internal transcribed spacer) rRNA 

ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ Moller et al. (1992) เมื่อไดดีเอ็นเอ

ของราแตละชนิด จะนําไปเพิ่มปริมาณสวนของยีนบริเวณ ITS 

rDNA ดวยวิ ธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิ เมอเรส (Polymeerase 

Chain Reaction: PCR) โดยอาศัยไพรเมอรจําเพาะคือ ITSI 

( 5 ’ - TCCGTAGGTAACCTGCGG –  3’ )  และ  ITS4  ( 5 ’  – 

TCCTCCGCTTATTGATATCG – 3’)  

โดยปฏิกิริยาของพีซีอาร (PCR Reaction) เริ่มตนดวย

ขั้นตอน initial denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

1 นาที และ 30 รอบ ของข้ันตอน denaturation ที่ 94 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอน annealing ที่อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอน extension ที่

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 วินาที และขั้นตอน

สุดทาย final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 

นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร (PCR product) ที่ไดดวย

วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบเจลอะกาโรส นําผลิตภัณฑพีซีอารมา

ทําบริสุท ธ์ิดวยชุดทําบริสุทธิ์สําเร็จรูป (K0702, Thermo 

fisher, USA) แลวจึงนําผลิตภัณฑพีซีอารที่บริสุทธิ์แลวไป

วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องหาลําดับเบสของดี

เ อ็ น เ อ  ( DNA sequencer)  โ ด ย บ ริ ษั ท  First BASE 

Laboratories ประเทศมาเลเซีย  หลังจากนั้ นทําการจัด

เรียงลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม CLUSTALX [16] นํา

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ ไดมาตรวจสอบและเปรียบเทียบกับ

ฐ า น ข อ มู ล ข อ ง  GenBank โ ด ย โ ป ร แ ก ร ม  BLAST 

( www. nebi. nih. gov/ blast)  แ ล ะ ทํ า ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห

ความสัมพันธของสายวงศวานวิวัฒนาการ (phylogenetic 

tree) ดวยโปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA) เวอรชั้น 5.2  

3. ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

3.1 การคัดแยกและระบุสายพันธุราที่ผลิตแลคเคสได 

การคัดแยกราจากเห็ดเพื่อนํามาทดสอบหาศักยภาพการ
ผลิตเอนไซมแลคเคสดวยการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
ABTS พบวามีรา 3 ตัวอยาง จากทั้งหมด 28 ตัวอยาง ที่ผลิต
เอนไซมแลคเคสได ซึ่งไดแก ตัวอยางรา KKU-LKNG-04 KKU- 

 

 
รูปที่ 1 ความสัมพันธของสายวงศวานวิวัฒนาการสายพันธุของตัวอยางรา โดยใช ITS rRNA 

 
LKNG-07 และ KKU-LKNG-16 โดยไดบันทึกในฐานขอมูล
ชีวภาพ (Genbank) ของ DNA Data Bank of Japan เปน 
DDBJ accession number LC269925, LC269926 แ ล ะ 

LC269928 ตามลําดับ 
จากการบงชี้สายพันธุดวยเทคนิคยีน ITS rRNA พบวารา

ทั้ง 3 ตัวอยาง คอื KKU-LKNG-04, KKU-LKNG-07 และ KKU-
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LKNG- 1 6  มี ค ว า ม ค ล า ย ค ลึ ง  Ganoderma lucidum, 
Megasporoporia sp.  และ Rigidopolus vinctus อยูที่ 99, 
100 และ 99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังความสัมพันธของสาย
วงศวานวิวัฒนาการดวยการวิเคราะหตนไมวิวัฒนาการชาติ
พันธุ (Phylogenetic analysis) ของยีน ITS rRNA ที่แสดงใน
รูปที่ 1  

ผลจากการศึกษาสามารถบงชี้ถึงความเปนไปไดในการคัด
แยกราจากปา อาทิ อุทยานแหงชาติลําคลองงู มาใชประโยชน
ได นอกจากนี้ ยังพบวาอุทยานแหงชาติลําคลองงมูีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูงเปนเหตุใหพบราที่สามารถผลิต
เอนไซมแลคเคสไดหลายชนิด ผลการศึกษาสอดคลองกับ
งานวิจัยของ Thongkred และคณะ [17] ซึ่งระบุวาปาใน
จังหวัดกาญจนบุรี มีราหลากหลายชนิดเชนกัน  

 
3.2 การคัดเลือกสายพันธุราที่มีศักยภาพผลิตเอนไซมแลค

เคสดวยวิธีการหมักแบบของแข็ง 

การศึกษาเพื่อคัดเลือกราที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม

แลคเคสเริ่มตนจากการนํารา 3 สายพันธุ คือ Ganoderma 

lucidum KKU- LKNG- 04 , Megasporoporia sp.  KKU-

LKNG-07 และ Rigidopolus vinctus KKU-LKNG-16 ไปเลี้ยง

ในอาหารดวยการหมักแบบอาหารแข็งที่มีแหลงคารบอนที่

ตางกันคือ ฟางขาว ชานออย รําขาวสาลี และซังขาวโพด 

พบวาเมื่อสกัดเอนไซมแลคเคสจากรา Megasporoporia sp. 

KKU-LKNG-07 ดวยชานออยนั้น มีปริมาณเอนไซมแลคเคสสูง

ที่สุดคือ 0.28 ยูนิตตอมิลลิลิตร แสดงดังรปูที่ 2 จากการทดลอง

นี้รา Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 และชานออยได

นําไปศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับผลิตเอนไซมแลคเคส

ในขั้นตอนตอไป จากการศึกษาที่ผานมาของ Anwar และคณะ 

[18] พบวาชานออยมีสัดสวนของลิกนิน (20%) มากกวา ฟาง

ขาว รําขาวสาลี และซังขาวโพด ซึ่งสงผลตอการเจริญเติบโต

ของราและความสามารถในการผลิต เอนไซมแลคเคส 

นอกจากนี้  Ferreira และคณะ [19] พบวารา Aspergillus 

japonicus สามารถเจริญเติบโตไดดีโดยใชชานออยเปนแหลง

คารบอนและสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสได 0.4 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร และการที่ชานออยมีสัดสวนของลิกโนเซลลูโลส 

(Lignocellulosic biomass) สูง ทําใหราสามารถเจริญเติบโต

ไดดี  
 

 
 

รูปที่ 2 ผลของแหลงคารบอนตาง ๆ ตอการผลติเอนไซมแลคเคส 

 

3.3 การศึกษาผลของปจจัยในการผลิตเอนไซมแลคเคส 

การศึกษาผลของปจจัยแบบปจจัยเดียว (One factor at 

a time method) เพ่ือหาผลของปจจัยเบื้องตนสําหรับผลิต

เอนไซมแลคเคส โดยขั้นแรกของการทดลองคือการศึกษา

อิทธิพลของแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกันตอการผลิตเอนไซม

แลคเคส ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด 

เปปโทน เคซีน โซเดียมไนเตรท สารสกัดจากยีสต และสารสกัด

จากเนื้อ พบวาแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงไนโตรเจนที่ทํา

ใหเกิดการผลิตเอนไซมแลคเคสสูงสุดคือ 1.20 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

(รูปที่ 3A) ดังนั้นแอมโมเนียมคลอไรดจึงถูกเลือกใชสําหรับ

ศึกษาความเขมขนของแหลงไนโตรเจนสําหรับผลิตเอนไซม

แลคเคส คาความเขมขนที่ศึกษาคือ 2.5 ถึง 4.5 กรัมตอลิตร 

และจากผลการทดลองพบวาความเขมขนแอมโมเนียมคลอไรด

ที่เหมาะสมคือ 4.0 กรัมตอลิตร ซึ่งทําใหปริมาณเอนไซมแลค

เคสสูงสุดที่ 2.66 ยูนิตตอมิลลิลิตร (รูปที่ 3B) หลังจากนั้นตาม

ดวยการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับผลิตเอนไซมแลคเคส 

พบวาพีเอช 8 มีผลทําใหราสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสสูงสุด

คือ 5.69 ยูนิตตอมิลลิลิตร (รูปที่ 3C) และสภาวะสุดทายเปน

การศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตเอนไซมแลค

เคสพบวาที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส ตรวจพบเอนไซมแลค

เคสสูงสุด 5.60 ยูนิตตอมิลลิลิตร (รูปที่ 3D) ซึ่งเห็นไดวา

อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส นั้นเปนคาที่ใชตั้งแตเริ่มตนของ

การทดลองนี้  อย า ง ไ ร ก็ตามผลการศึ กษาชี้ ให เห็นว า 

Megasporoporia sp.  KKU- LKNG- 0 7  นั้ น ส า ม า ร ถ

เจริญเติบโตไดดีในชวง 30-40 องศาเซลเซียส ซึ่งจัดอยูในกลุม

รา Mesophile [20]  
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จากการศึกษาของ Zhu และคณะ [21] ไดรายงานวาแหลง

ไนโตรเจนที่เปนสารประกอบเชิงซอนและมีความซับซอนของ

โมเลกุลนั้นทําใหราเจริญไดไมดีเทาสารที่มีความซับซอนต่ําซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยนี้ที่มีสารสกัดจากยีสตและสารสกัดจาก

เนื้อ สงผลใหการเจริญเติบโตไดต่ํากวาแหลงไนโตรเจนอื่นๆ 

ส ว น ค า พี เ อ ช ที่ เ ห ม า ะ ส ม สํ า ห รั บ ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง ร า 

Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 มีความคลายคลึงกับ

รา Pleurotus sp. จากการศึกษาของ Bhattacharya และ

คณะ [22] คือพีเอช 7.99 ในขณะที่ Nandal และคณะ [23] 

พบวาคาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมแลคเคสของ

รา Coriolopsis caperata อยูที่ 5.0 

 

 
รูปที่ 3 ผลของปจจัยตอการผลิตเอนไซมแลคเคส (A) ชนิดของแหลงไนโตรเจน (B) ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน (C) พีเอช และ (D) อุณหภูมิ 

 

3.4 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแลคเคสโดย

ใชวิธีการพื้นผิวตอบสนอง 

จากผลของปจจัยตอการผลิตเอนไซมแลคเคสเห็นไดวา

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงปจจัยสงผลใหปริมาณแลคเคสมีคาสูงข้ึน

เรื่อยๆ หลังจากนั้นไดกําหนดพารามิเตอรสําคัญ เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมแลคเคส โดยใชการวิเคราะหทาง

สถิติ ไดแก ความเขมขนของแหลงไนโตรเจน พีเอชเริ่มตนของ

สารอาหารและอุณหภูมิแสดงดังตารางที่ 2 การออกแบบการ

ทดลองแบบบ็อกซ-เบหนกิ้นถูกนํามาใชในการวิเคราะหผลของ

ปจจัยทั้งสาม การศึกษาครั้งนี้ไดมีปจจัยทั้งหมด 3 ปจจัย ไดแก 

X1 คือความเขมขนของแหลงไนโตรเจน X2 คือพีเอชเริ่มตนของ

สารอาหาร และ X3 คืออุณหภูมิ ซึ่งไดชุดการทดลองทั้งหมด

สิบหาการทดลอง ผลการทดลองไดดําเนินการเพื่อตรวจสอบ

ผลการผลิตเอนไซมแลคเคส นอกจากนี้คาทํานายจะถูกคํานวณ

โดยใชการวิเคราะหการถดถอยของแตละชุดการทดลองแสดง

ดังตารางที่ 3 

 
ตารางท่ี 2 ปจจัยและคาที่ ใชสําหรับการออกแบบการทดลองโดย 
แบบบ็อกซ-เบหนกิ้น 

ปจจัย สัญลักษณ 
คาระดับ 

-1 0 +1 

ค ว าม เ ข ม ข น ข อ ง แ ห ล ง
ไนโตรเจน (กรัมตอลิตร) 

X1 3.5 4.0 4.5 

พีเอชเริ่มตนของสารอาหาร  X2 7.0 8.0 9.0 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซยีส) X3 25 30 35 
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ตารางท่ี 3 ชุดการทดลองและคาทํานายจาก 3 ปจจัย ที่สงผลตอการผลิตเอนไซมแลคเคสโดยบ็อกซ-เบหนกิ้น 

ชุดการทดลอง 
ปจจัย การผลิตเอนไซมแลคเคส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

แหลงไนโตรเจน (X1) พีเอช (X2) อุณหภูมิ (X3) คาจากการทดลอง คาทํานาย 

1 4 7 35 1.27 1.35 

2 4.5 8 25 4.17 3.80 

3 4 8 30 5.69 5.16 

4 4 8 30 5.22 5.16 

5 4 8 30 4.57 5.16 

6 4.5 7 30 2.16 2.56 

7 3.5 8 25 1.10 1.57 

8 4 9 35 3.29 3.32 

9 4.5 8 35 3.52 3.05 

10 4 7 25 0.82 0.78 

11 3.5 9 30 4.02 3.63 

12 3.5 7 30 1.04 0.59 

13 4.5 9 30 4.19 4.63 

14 4 9 25 3.99 3.92 

15 3.5 8 35 1.94 2.30 

 

การวิเคราะหการถดถอยทางสถิติโดย ANOVA แสดงใน

ตารางที่ 4 จากตารางจะเห็นวาปจจัยที่สงผลตอการผลิต

เอนไซมแลคเคสอยางมีนัยสําคัญ จะมีคา p-value นอยกวา 

0.05 ซึ่งไดแก X1 X2 X1
2 X2

2 และ X3
2 เมื่อวิเคราะหคา F ของ 

Lack of Fit (F=1.54) พบวามีคานอยกวาคา F-Critical ของ 

Lack of Fit (19.16) และคา p-value มีคามากวา 0.05 (P=

0.417) ดังนั้นคาความผิดพลาดตอการทํานายของแบบจําลอง

นี้ไมสงผลอยางมีนัยสําคัญ กลาวคือสมการและผลการทํานายมี

ความนาเชื่อถือ  

การคํานวณหาการผลิตเอนไซมแลคเคสสามารถคํานวณ

ไดโดยสมการ (2) และเมื่อเทียบผลการทดลองที่ไดกับคา

ทํานายพบวาคาทั้งสองมีความใกลเคียงกัน โดยคาสัมประสิทธิ์

การตดัสินใจ (R2) มีคาเทากับ 0.9433 ซึ่งแสดงวาแบบจําลองมี

คาความเชื่อมั่น 94.33% และมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ

ปรับแก (adjusted R2) ซึ่งมีคาเทากับ 0.8412 ซึ่งแสดงวา

แบบจําลองมีคาความเชื่อมั่น 84.12 เปอรเซ็นต ในการทํานาย

การตอบสนอง แสดงดังรปูที่ 4 

 

1 2 3

2 2
2 3 1 2

2
3 1 2 1 3

Y –259.45 41.27X 26.09X 4.64X

–0.06X X – 3.94X –1.32X

–0.06X – 0.48X X – 0.15X X     

   

             (2) 

 

ผลของปจจัยทั้งสามที่มีตอการผลิตเอนไซมแลคเคสแสดง

ในรูปที่ 5 จะเห็นไดวาการผลิตเอนไซมแลคเคสเพิ่มขึ้นอยาง

มากเมื่อความเขมขนของแหลงไนโตรเจนและพีเอชสูงขึ้น 

(ไนโตรเจนมากกวา 4.0 กรัมตอลิตร และ พีเอชมากกวา 8.0) 

และผลของอุณหภูมิตอการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวาเมื่อ

เลี้ยงราที่อุญหภูมิ 30 องศาเซลเซียล ทําใหราสามารถผลิต

เอนไซมแลคเคสไดดีที่สุด 

 
รูปที่ 4 ความสัมพันธของสัมประสิทธ์ิการถดถอยจากการทดลองและ

การทํานายดวยสมการ 

0

5

0 2 4 6

คา
ที่ไ
ดจ

าก
กา
รท

ําน
าย

(%
)

คาท่ีไดจากการทดลอง (%)
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ตารางท่ี 4 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห ก า ร ถ ด ถ อ ย โ ด ย ก า ร ท ด ล อ ง จ า ก 
บ็อกซ-เบหนกิ้น 

Source Sum of 

Squares 

DF Mean 

squares 

F-value P-value 

Model 34.53 9 3.84 9.24 0.012* 

X1 4.42 1 4.42 10.61 0.022* 

X2 13.04 1 13.04 31.40 0.003* 

X3 <0.01 1 <0.01 <0.01 0.977 

X1X2 0.23 1 0.23 0.55 0.492 

X1X3 0.56 1 0.56 1.34 0.300 

X2X3 0.33 1 0.33 0.80 0.411 

X1
2

  

2.29 1 3.58 8.61 0.032* 

X2
2 5.42 1 6.46 15.57 0.011* 

X3
2 8.24 1 8.24 19.85 0.007* 

Residual 2.08 5 0.42   

Lack of Fit 1.45 3 0.48 1.54 0.417 

Pure Error 0.63 2 0.31   

Cor Total 36.61 14    

หมายเหตุ: R2 = 0.9433, Adjust R2 = 0.8412, Std. Dev. = 0.64 * P 

< 0.05 = Significant 
 

ผลของปจจัยที่มีตอการผลิตเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา 

Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 โดยพื้นผิวตอบสนอง

สามมิติแสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรตางๆ ตอการผลิต

เอนไซมแลคเคส โดยความสัมพันธของความเขมขนของแหลง

ไนโตรเจนและคาพีเอชแสดงในรูปที่ 6A พบวาในชวงของความ

เขมขนไนโตรเจน 3.8 - 4.5 กรัมตอลิตร และพีเอชมีคาระหวาง 

7.9-9.0 สงผลใหการผลิตเอนไซมแลคเคสมากกวา 5.0 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ในสวนของรูปที่ 6B แสดงใหเห็นถึงความสัมพนัธ

ระหวางความเขมขนของแหลงไนโตรเจนและอุณหภูมิ พบวา

การผลิตเอนไซมแลคเคสเพิ่มข้ึนเปน 5.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

ในชวงของความเขมขนไนโตรเจน 3.9-4.4 กรัม และอุณหภูมิ 

27.5-32.0 องศาเซลเซียส และความสัมพันธระหวางอุณหภูมิ

กับพีเอช แสดงดังรูปที่ 6C โดยพบวาที่อุณหภูมิ 27.5-32.0 

องศาเซลเซียส และพีเอช 8.0-9.0 ทําใหการผลิตเอนไซมแลค

เคสมีคามากกวา 5.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 

 
 

รูปที่  5  ผลของปจจัยหลักที่สงผลตอการผลิตเอนไซมแลคเคส 
 

 

 

 
 

รูปท่ี  6  (A) ความสัมพันธของไนโตรเจนและพีเอช (B) ความสัมพันธของ

ไนโตรเจนและอุณหภูมิ (C) ความสัมพันธของอุณหภูมิและพีเอช บน

พื้ นผิ วตอบสนองสามมิติ  ต อการผลิต เอนไซมแลค เคสของรา 

Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 
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สภาวะการผลิตเอนไซมแลคเคสที่ เหมาะสมตามที่

คาดการณตอ คือความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 4.17 กรัม

ตอลิตร พีเอช 8.45 และ อุณหภูมิ 29.55 องศาเซลเซียส ทําให

การผลิตเอนไซมแลคเคสสูงสุดที่ 5.58 ยูนิตตอมิลลิลิตร แสดง

ดังรูปที่ 7 อยางไรก็ตามเมื่อนําคาสภาวะที่เหมาะสมเหลานี้ไป

ใช ในการ เลี้ ย ง รา  Megasporoporia sp.  KKU-LKNG-07 

พบวาสามารถทําใหราผลิตเอนไซมแลคเคสอยูที่ 5.48 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ซึ่งมีคาใกลเคียงกับคาที่ทํานายไว ผลการทดลองนี้ชี้

ชัดวาปจจัยที่ศึกษาเปนปจจัยที่มีตอการผลิตแลคเคสอยาง

ชัดเจน  รวมทั้งการใชหลักการทางสถิติชวยใหสามารถทํานาย

สภาวะเพาะเลี้ยงราซึ่งผลิตเอนไซมแลคเคสไดอยางแมนยํา  ซึ่ง

ขอมูลดังกลาวนี้เปนประโยชนในอนาคตหากมีการขยายเปน

ระดับการผลิตเพ่ือการพาณิชย 
 

Cur
High

Low0.97771
D

Optimal

d = 0.97771

Maximum
Product

y = 5.5804

0.97771
Desirability
Composite

25.0

35.0

7.0

9.0

3.50

4.50
pH TemperatCon. Nit

[4.1667] [8.4545] [29.5455]

 
รูปที่ 7 คาการทํานายสภาวะที่เหมาะสมของสามปจจัยตอการผลิต

เอนไซมแลคเคสของรา Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 
 

นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมกับงานวิจยัใน

อดีต  จากการศึกษาที่ผานมา Senthivelan และคณะ [24]  

ไดทําการศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมของรา Penicillium 

chrysogenum ในการผลิตเอนไซมแลคเคสโดยใช วิ ธีการ

พื้นผิวตอบสนอง พบวาเมื่อทําการหาสภาวะที่เหมาะสมในการ

เลี้ยงราจะทําใหราสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสได 3.2 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร นอกจากนี้ Levin และคณะ [25] ไดเลี้ยงราที่สภาวะ

ที่ เหมาะสม โดยสามารถตรวจพบแลคเคส 0.9 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร  โดยภาพรวมจากผลการหาสภาวะที่ เหมาะสม

สามารถกลาวไดวาเอนไซมจากราในการศึกษานี้มีปริมาณสูง  

ดังนั้นในการนํารานี้ไปใชงานเพื่อผลิตเอนไซมแลคเคสใน

อนาคตมีความเปนไปไดในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑไดตอไป 

4. สรุปผลการศึกษา 

ตัวอยางเห็ดจากอุทยานแหงชาติลําคลองงู จ.กาญจนบุรี 

ประเทศไทย ทั้งหมด 28 ตัวอยาง เมื่อทําการเลี้ยงราจาก

ตัวอยางเห็ดจนบริสุทธ์ิ และนําไปคัดแยกราที่มีความสามารถ

ในการผลิตเอนไซมแลคเคสพบวามีรา 3 ชนิดที่สามารถผลิต

เอนไซม แลค เคสได ส ามารถระบุสายพัน ธุ ของรา  คือ 

Ganoderma lucidum KKU-LKNG-04 , Megasporoporia 

sp. KKU-LKNG-07 และ Rigidopolus vinctus KKU-LKNG-

16 เมื่อนําราทั้งสามสายพันธุไปเลี้ยงดวยวิธีการหมักแบบ

อาหารแข็งโดยปรับเปลี่ยนแหลงคารบอน เพื่อหาความ

เหมาะสมในการผลิตเอนไซมแลคเคส พบวาเมื่อเลี้ยงรา 

Megasporoporia sp. KKU-LKNG-07 โดยใชชานออยผลิต

เอนไซมแลคเคสไดดีที่สุด ซึ่งมีคา 0.28 ยูนิตตอมิลลิลิตร  

เมื่อหาปจจัยที่มีผลและการหาสภาวะที่เหมาะสมโดยใชวิธี

แบบปจจัยเดียวและวิธีการพื้นผิวตอบสนองแบบบ็อกซ-เบหนกิ้

นแบบ 3 ปจจัย พบวาสภาวะที่เหมาะตอการผลิตเอนไซมแลค

เคส คือ ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนเทากับ 4.17 กรัมตอ

ลิตร มีคาพีเอช 8.45 และอุณหภูมิ 29.55 องศาเซลเซียล การ

ผลิตแลคเคสที่ทํานายจากโปรแกรมและทดสอบจริง (5.58 

และ 5.48 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ) มีคาใกลเคียงกัน แต

อยางไรก็ตามในอนาคตควรมีงานตอเนื่องในประเด็นการนํา

เอนไซมนี้ทดสอบประยุกตใชงานในลักษณะตาง ๆ ตอไป 
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