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บทคัดย่อ 

ปาลม์น า้มนั (Elaeis guineensis Jacq.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส  าคญัของประเทศไทย หนึ่ง
ในปัญหาที่ส่งผลต่อการผลิตปาลม์น า้มนั คือโรคล าตน้เน่า (basal stem rot disease) สาเหตจุาก
เชื ้อ Ganoderma orbiforme (syn. G. boninense) โดยเชื ้อนี ้สามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย
ลิกนินที่เป็นส่วนประกอบหนึ่งของผนงัเซลลพ์ืชเพื่อเขา้ท าลายภายในพืชอาศยั ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึง
มีวตัถุประสงคเ์พื่ออธิบายปัจจยัทางกายภาพ เคมี และชีวภาพที่ส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์
ย่อยสลายลิกนิน ได้แก่ แลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสที่เชื ้อ  
G. orbiforme ผลิตขึน้ในสภาพห้องปฏิบัติการ และเพื่อให้ได้ข้อมูลในการจัดการปัจจัยทาง
กายภาพ เคมี และชีวภาพไปประยุกตใ์ชใ้นการควบคุมโรคล าตน้เน่าในปาลม์น า้มัน งานวิจัยใน
ครัง้นีแ้บ่งการศกึษาเป็น 3 หวัขอ้คือ (1.) หาสภาวะที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้ G. orbiforme K4/2 
ในอาหารเลีย้งเชื ้อแบบแข็ง โดยผลการทดลองพบว่าวัสดุที่ เหมาะสมคือ ใบปาล์มน ้ามันใน
อัตราส่วน 1:8 บ่มที่อุณหภูมิ 28 °C เป็นเวลา 8 วัน และบัฟเฟอรท์ี่เหมาะสมในการสกัดหยาบ
เอนไซมคื์อ acetate buffer pH 5.0 (2.) ทดสอบปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพที่สามารถ
ยบัยัง้การผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้ G. orbiforme K4/2 ซึ่งพบว่าการเลีย้งเชือ้ในที่มืด 
ที่มืดสลับแสง LED และภายใตแ้สงสีฟ้า การเลีย้งเชือ้ที่  pH 5.0, 6.0, 8.0 และ 9.0 การเติมธาตุ
อาหารเช่น Br, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, N, P และ Zn การเติมสารประกอบฟีนอลิก เช่น azure B, 
guaiacol, phenol (ความเขม้ขน้ 10–30 mM) และ salicylic acid (ความเขม้ขน้ 20–30 mM) การเติม
กรดอินทรีย์เช่น acetic acid (ความเขม้ขน้ 20–80 mM), citric acid (ความเขม้ขน้ 20, 60 และ 80 
mM)  และ lactic acid (ความเข้มข้น 20, 40 และ 80 mM) การเติม CaCO3 (ความเข้มข้น 10–20%) 
และเชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษ ์Trichoderma spp. (Trichoderma sp. Z2-02, Trichoderma sp.Trg3-
8, T. asperellum K1-02 และ T. asperellum T76-14) สามารถยบัยัง้การผลิตเอนไซมย์่อยสลาย
ลิกนินได ้และ (3.) ทดสอบปัจจยัที่สามารถยบัยัง้ค่ากิจกรรมของเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน  ผลการ
ทดสอบพบว่าการบ่มที่อณุหภูมิ 60–70 °C การบ่มในที่มืด ในที่มืดสลบัแสง LED การเติมธาตอุาหาร
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เช่น Br, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, N และ P การเติมสารประกอบฟีนอลิกเช่น guaiacol และ salicylic acid 
(ความเขม้ขน้ 10–30 mM) และกรดอินทรียเ์ช่น acetic acid, citric acid และ lactic acid (ความเขม้ข้น 
20–80 mM) สามารถยับยั้งค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนิน ซึ่งขอ้มูลที่ไดใ้นการศึกษานีส้ามารถน าไป
จดัท าเป็นคู่มือการควบคมุโรคล าตน้เน่าในปาลม์น า้มนัได ้
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ABSTRACT 
Oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) is an important economic crop in Thailand. One 

of the problems affecting palm oil production is basal stem rot disease caused by 
Ganoderma orbiforme (syn. G. boninense). This pathogenic fungus can produce 
enzymes to degrade lignin, a component of plant cell walls called lignin-degrading 
enzymes before infection to the host plant. Therefore, this research aims to explain the 
physical, chemical, and biological factors that affect the activity of lignin-degrading 
enzymes of G. orbiforme including laccase, lignin peroxidase, and manganese 
peroxidase under laboratory conditions, and to obtain information for applying physical, 
chemical, and biological factors to control basal stem rot disease in oil palm. This research 
was divided into 3 topics; (1.) Condition optimization for enzyme production by  
G. orbiforme K4/2 under solid-state cultivation. The results found that the optimal solid 
substrate was oil palm leaves at a solid: liquid ratio of 1:8, incubated at 28 °C for 8 days, 
and the buffer used for crude enzyme extraction was acetate buffer pH 5.0. (2.) Evaluation 
of physical, chemical, and biological factors that inhibited the production of lignin-
degrading enzymes of G. orbiforme K4/2.  It was found that incubation in the dark, the 
dark alternating with LED light and under blue light, pH 5.0, 6.0, 8.0 and 9.0, addition of 
nutrients such as Br, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, N, P and Zn, phenolic compounds such as 
azure B, guaiacol, phenol (concentration of 10–30 mM) and salicylic acid (concentration 
of 20–30 mM), organic acids such as acetic acid (concentration of 20–80 mM), citric acid 
(concentration of 20, 60 and 80 mM) and lactic acid (concentrations of 20, 40, and 80 
mM) and CaCO3 (concentration of 10–20%), and the used of Trichoderma spp. 
(Trichoderma sp. Z2-02, Trichoderma sp. Trg3-8, T. asperellum K1-02 and T. asperellum 
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T76-14) could inhibit the lignin-degrading enzyme production by G. orboforme K4/2. (3.) 
Evaluation of factors that inhibited the activity of lignin-degrading enzymes. The results 
showed that incubation at temperatures of 60–70 °C, in the dark and the dark alternating 
LED light, addition of nutrients such as Br, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, N and P, phenolic 
compounds such as guaiacol and salicylic acid (concentration 10–30 mM) and organic 
acids such as acetic acid, citric acid, and lactic acid (concentrations of 20–80 mM) 
inhibited activities of lignin-degrading enzyme of G. orboforme K4/2. The information from 
this study could be used to develop a manual for controlling basal stem rot disease in oil 
palm. 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 
บทน าต้นเร่ือง 

ปาลม์น า้มัน (Elaeis guineensis Jacq.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส  าคัญของภูมิภาคเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต ้น า้มนัปาลม์ซึ่งสกัดไดจ้ากปาลม์น า้มนัถูกน าไปใชก้ันแพร่หลายทั่วโลก และมี
การแปรรูปเป็นผลิตภณัฑต่์าง ๆ เช่น อาหาร ยา เครื่องส าอาง ไบโอดีเซล และในอตุสาหกรรมโอเล
โอเคมี (Muniroh et al., 2019) จากขอ้มูลในปี 2565 ประเทศไทยผลิตปาลม์น า้มันเป็นอันดับ 3 
ของโลกรองจากอินโดนีเซีย และมาเลเซีย (ชยัวฒัน ์โซวเจริญสขุ, 2566) ซึ่งพืน้ที่ปลกูปาลม์น า้มนั
ส่วนใหญ่ของประเทศไทยอยู่ทางภาคใตโ้ดยพบว่ามีผลผลิตประมาณ 16.76 ลา้นตนั (ส านกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2565) หนึ่งในปัญหาส าคัญของการผลิตปาลม์น า้มันในเอเชียตะวันออก
เฉียงใต้ คือโรคล าต้นเน่า (basal stem rot) (Ho and Nawawi, 1985; Hushiarian et al., 2013) 
ซึ่งเป็นโรคที่สรา้งความเสียหายอย่างรุนแรงแก่ปาลม์น า้มัน ท าใหผ้ลผลิตลดลงหรือไม่ใหผ้ลผลิต
เลย (Singh, 1991) ส่วนใหญ่มักพบโรคนีใ้นปาลม์น า้มันที่มีอายุมากกว่า 25 ปี (Turner, 1981) 
โดยในปี พ.ศ. 2500 มีรายงานว่าพบโรคมากขึน้ในปาลม์น า้มนัอาย ุ10–15 ปี และในปี พ.ศ. 2534 
มีรายงานว่าพบโรคหลงัปลกูปาลม์น า้มนัเป็นเวลา 1–2 ปี และพบโรคดงักล่าวในปาลม์น า้มนัมาก
ขึน้เรื่อย ๆ โรคนีเ้กิดจากเชือ้รา Ganoderma boninense (Yu and Chong, 2018) ซึ่งชื่อปัจจุบัน
คือ G. orbiforme (https://www.mycobank) โดยเชือ้รา G. orbiforme สามารถสรา้งเอนไซมย์่อย
สลายลิกนิน (lignin-degrading enzyme) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหนึ่งของผนังเซลล์พืช ได้แก่ 
เอนไซมแ์ลคเคส (laccase) ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (lignin peroxidase) และแมงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดส (manganese peroxidase) (Dias et al., 2010) เพื่อท าลายความแข็งแรงของผนังเซลลพ์ืช 
จากนัน้เชือ้รา G. orbiforme จึงสรา้งเสน้ใยเจริญภายในของตน้ปาลม์น า้มนัท าใหร้บกวนการดูด
ซึมน า้และสารอาหารไปยงัสว่นอ่ืน ๆ ของตน้ปาลม์ (Goh et al., 2016) ส่งผลใหใ้บเหลือง ใบยอด
ไม่คลี่ ทางใบล่างหักพับทิง้ตัวลง และเกิดดอกเห็ด  (basidiocarps) บริเวณล าต้นส่วนล่างของ
ปาลม์น า้มัน ท าใหผ้ลผลิตของปาลม์น า้มันลดลง และปาลม์น า้มันยืนตน้ตายในที่สุด (Ho and 
Tan, 2015) 
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การควบคุมโรคล าตน้เน่าของปาลม์น า้มนัดว้ยวิธีเขตกรรม  และวิธีกลไม่มีประสิทธิภาพ
มากพอในการควบคมุ เนื่องจากเชือ้ G. boninense เป็นเชือ้ที่อาศยัอยู่ในดิน (soil-borne) มีระยะ
พกัในรูป melanised mycelium, basidiospore และ pseudosclerotia และการสงัเกตการเกิดโรค
ท าไดย้ากในระยะเริ่มแรกของการเขา้ท าลาย เนื่องจากไม่แสดงอาการภายนอก (Susanto et al., 
2005) ส าหรบัการใชส้ารเคมีสามารถควบคุมเชือ้ G. orbiforme ได ้แต่กลบัมีตน้ทุนที่สูง มีความ
เสี่ยงดา้นสุขภาพ และส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดลอ้ม (Shariffah-Muzaimah et al., 2015) การหา
แนวทางเพื่อควบคมุหรือยับยัง้เชือ้ G. orbiforme ดว้ยวิธีอ่ืนนอกเหนือจากการใชส้ารเคมีจึงน่าจะ
เป็นทางเลือกที่ปลอดภัยส าหรบัเกษตรกร ซึ่ง Isroi และคณะ (2011) รายงานว่า ความชืน้ แสง 
อุณหภูมิ อนุภาคของดิน และค่าความเป็นกรด-ด่างของดิน ส่งผลต่อกิจกรรมเอนไซมย์่อยสลาย
ลิกนิน  นอกจากนี ้  Kresnawaty และคณะ (2018)  พบว่ าองค์ประกอบของสารอาหาร 
สารประกอบฟีนอลิก และปัจจยัทางชีวภาพ เช่น เชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ Trichoderma spp. (วาริน 
อินทนา และ อรรถกร พรมวี, 2559) มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมย์่อยสลายลิกนินเช่นเดียวกัน 
กล่าวได้ว่าหากสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินจะส่งผลให้เชื ้อ  
G. orbiforme ไม่สามารถเขา้ท าลายตน้ปาลม์น า้มนัได ้ดงันัน้งานวิจยัครัง้นีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
ยบัยัง้การท างานของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่เชือ้รา 
G. orbiforme ผลิตขึน้ในสภาพห้องปฏิบัติการ โดยการทดสอบปัจจัยทางกายภาพ เคมี และ
ชีวภาพที่ส่งผลต่อเชือ้รา G. orbiforme เพื่อใชเ้ป็นแนวทางส าหรบัการควบคุมโรคล าตน้เน่าใน
ปาลม์น า้มนัต่อไป 
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บทที ่2 
 

เอกสารงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

1. ปาลม์น ้ามัน (oil palm) 
 ปาลม์น า้มัน (Elaeis guineensis Jacq.) จัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส  าคัญของประเทศไทย  
(ธีระ เอกสมทราเมษฐ์ และคณะ, 2548) เป็นพืชผสมข้าม ใบเลีย้งเด่ียว อยู่ในวงศ์ของปาล์ม 
(Palmae ปัจจบุนัมีชื่อว่า Arecaceae) เป็นพืชยืนตน้ที่ใหผ้ลผลิตทะลายสดไดต้ลอดทัง้ปี สามารถ
เจริญเติบโตไดดี้ในเขตรอ้นชืน้ อณุหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของปาลม์น า้มนัอยู่ในช่วง 
22–32 องศาเซลเซียส ภาคใต้เป็นแหล่งเพาะปลูกปาลม์น า้มันที่ส  าคัญของประเทศไทย โดย
จังหวัดสุราษฎรธ์านี กระบี่ นครศรีธรรมราช และสตูลเป็นพืน้ที่เพาะปลูกที่ส  าคัญ เนื่องจากเป็น
พืน้ที่ที่มีฝนตกอย่างต่อเนื่อง จากขอ้มลูปี 2564 ประเทศไทยมีพืน้ที่ปลกูปาลม์น า้มนัทัง้หมด 6.08 
ลา้นไร่ มีปริมาณผลผลิต 16.79 ลา้นตัน และมีผลผลิตต่อไร่เท่ากับ 2, 764 กิโลกรมั (ส านักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2565) 

องคป์ระกอบของผนังเซลลข์องพืช 
 ผนงัเซลลข์องพืชส่วนใหญ่ หรือลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ประกอบดว้ย เซลลโูลส 
(cellulose) เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) (ภาพที่ 1) 

ภาพที ่1 องคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืช (ที่มา: Devi et al., 2019) 
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เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรีย์มีโครงสร้างเป็นผลึก (crystalline) ที่ประกอบด้วย
น า้ตาลกลโูคส (D-glucose) (Mood et al., 2013) ที่เชื่อมต่อกนัดว้ยพนัธะ -1,4-glycosidic และ
มีการเชื่อมต่อระหว่างสายดว้ยพนัธะไฮโดรเจน (ภาพที่ 2) พบที่ผนงัเซลลพ์ืช เซลลโูลสละลายน า้
ไดน้้อย การย่อยสลายเซลลูโลสสามารถท าไดโ้ดยการใช้วิธีทางเคมี เช่น การใชก้รดในการตัด
พันธะ หรือการใชต้ัวเร่งทางชีวภาพ (bio catalyst) คือ เอนไซมเ์ซลลูเลส (cellulase) ในการตัด
พนัธะ (พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ ์และนิธิยา รตันาปนนท,์ 2015) 

ภาพที ่2 โครงสรา้งของเซลลโูลส (ที่มา: Taiz et al., 2014) 
 

 เฮมิเซลลโูลสเป็นโพลิแซคคาไรด ์(polysaccaride) มีโครงสรา้งเป็นเฮทเทอโรโพลิแซคคา
ไรด ์(heteropolysaccaride) ที่ประกอบไปด้วยน า้ตาลมากกว่า 2 ชนิด ซึ่งน า้ตาลที่พบมากคือ 
ไซโลส (D-xylose) เป็นน า้ตาลที่มีคารบ์อน 5 อะตอม (บุญลอ้ม ชีวะอิสระกุล, 2546) เชื่อมต่อกัน
ดว้ยพนัธะไกลโคไซด ์(glycosidic bond) ที่ต  าแหน่ง 1,4- เป็นโซ่หลกั อาจมีน า้ตาลชนิดอ่ืน ๆ มา
ต่อกนัเป็นโซ่สาขา (Zhao et al., 2007) (ภาพที่ 3) เฮมิเซลลโูลสมีความแข็งแรงนอ้ยกว่าเซลลโูลส 
ไม่สามารถละลายน า้ได ้แต่สามารถย่อยสลายไดโ้ดยกรด เบส หรือเอนไซม ์(Mood et al., 2013)  

 

 



5 
 

 
 

ภาพที ่3 โครงสรา้งของเฮมิเซลลโูลส (ที่มา: Kulkarni et al., 2012) 
 
ลิกนินเป็นสารประกอบอินทรียท์ี่มีฟีนิลโพรเพน (phenylpropane; C6-C3) 3 หน่วยย่อย

ประกอบรวมกนั ไดแ้ก่ พาราโควมาริลแอลกอฮอล ์(p-coumaryl alcohol) โคนิเฟอริลแอลกอฮอล ์
(coniferyl alcohol) และไซนิพริลแอลกอฮอล์ (sinapyl alcohol) โดยเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ 
เอสเทอร ์(esther) มากกว่า 2 พนัธะ (ภาพที่ 4) และยงัมีพนัธะเด่ียวเชื่อมระหว่างคารบ์อนของแต่
ละโมเลกุลของสารประกอบท าให้ลิกนินมีความเสถียรสูง ในธรรมชาติลิกนินจับตัวอยู่รอบ ๆ 
โมเลกุลเซลลูโลส และเกิดพันธะโควาเลนตร์ะหว่างลิกนินกับเซลลูโลสกลายเป็นสารประกอบ  
ลิกโนเซลลโูลส (lignocellulose) การย่อยสลายลิกนินท าไดโ้ดยการใชก้รด หรือเบส (Singh et al., 
2014) และมีรายงานว่าเชือ้รากลุ่มราผุสีขาว (white rot fungi) สามารถสรา้งเอนไซมย์่อยสลาย
ลิกนิน (lignin-degrading enzyme) โดยราชนิดนี ้ท าให้เนื ้อไม้ที่ถูกย่อยมีสีซีดจางลง (Wang, 
2008)  
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ภาพที ่4 โครงสรา้งของลิกนิน (ที่มา: Christopher et al., 2014) 
 
2. โรคล าต้นเน่าของปาลม์น ้ามัน (basal stem rot disease) 
 โ ร ค ล า ต้ น เ น่ า ใ น ป า ล์ ม น ้ า มั น เ กิ ด จ า ก เ ชื ้ อ ร า  Ganoderma boninense 
หรือชื่อปัจจบุนัคือ G. orbiforme (https://www.mycobank) เป็นเชือ้รากลุม่ราผสุีขาว (Abubakar 
et al., 2022) อยู่ในไฟลมั Basidiomycota สามารถย่อยสลายองคป์ระกอบของเซลลใ์นเนือ้ไมไ้ด้
รวมทัง้ลิกนิน ซึ่งสามารถจดัจ าแนกอนกุรมวิธาน ดงันี ้

Kingdom: Fungi 
Phylum: Basidiomycota 

Class: Agaricomycetes 
Order: Polyporales 

Family: Ganodermataceae 
 Genus: Ganoderma 

              Species: Ganoderma orbiforme 
 

G. orbiforme เป็นเชือ้ราที่มีรูเล็ก ๆ จ านวนมากอยู่ดา้นล่างของดอก (basidiocarp) มัก
พบในภมูิภาคกึ่งเขตรอ้น และเขตรอ้น (Moncalvo and Ryvarden, 1998) อาการของโรคที่เกิดมกั
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แสดงออกดังนีคื้อ ใบล่างของปาลม์น า้มันเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แหง้ แลว้หักพับลงรอบล าตน้  ใบ
ยอดไม่คลี่  เมื่ออาการของโรครุนแรงมากขึ ้นปาล์มน ้ามันจะยืนต้นตาย และพบดอกเห็ด 
(basidiocarp) บริเวณล าตน้ส่วนล่างของปาลม์น า้มัน (Rees et al., 2009) (ภาพที่ 5) มีรายงาน
ว่าพบโรคในปาลม์น า้มันมากขึน้เรื่อย ๆ เมื่อมีการปลกูปาลม์น า้มนัซ า้ ๆ ในพืน้ที่ที่มีเศษซากของ
ตน้ปาลม์น า้มันอยู่ในแปลง (Flood et al., 2002) เชือ้รา G. orbiforme เป็นเชือ้ราในดินที่ยากต่อ
การจัดการ สามารถแพร่กระจายได้โดยการที่รากของปาลม์น า้มันที่เป็นโรคสัมผัสกับรากของ

ปาลม์น า้มนัที่ไม่เป็นโรค หรือโดยสปอรข์องเชือ้ที่อยู่ภายในดอกเห็ด (Rani et al., 2020) 

ภาพที่ 5 ลักษณะอาการของโรคล าตน้เน่า ก) ตน้ปาลม์น า้มันที่แสดงอาการของโรคล าตน้เน่า
อย่างรุนแรง ข) ดอกเห็ดที่บรเิวณล าตน้สว่นลา่งของปาลม์น า้มนั 
(ที่มา: https://www.palmelit.com/en/news/selection-of-ganoderma-resistant-material) 

 
เชื ้อรา G. orbiforme สร้างดอกเห็ดลักษณะคล้ายพัดมีสีน ้าตาลแดง ขอบสีขาว ผิว

ดา้นบนเรียบเป็นมันคลา้ยทาดว้ยแลคเกอร ์ (ภาพที่ 6) ส่วนผิวดา้นล่างมีสีขาวขุ่นเต็มไปด้วยรู
ขนาดเล็กที่สามารถสรา้งสปอรส์ีน า้ตาลจากนัน้สปอรจ์ะแพร่กระจายลงไปในดิน หรือฟุ้งกระจาย
ในอากาศ (สมพร ณ นคร และคณะ, 2560) 

 
 
 

ก ข 
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ภาพที ่6 ดอกเห็ดที่เกิดจากเชือ้ Ganoderma boninense  
(ที่มา: http://www.aarsb.com.my/wp-content/Publication/Newsletter/PDF/2005-Apr.pdf) 
  
3. เอนไซมย์่อยสลายลิกนิน (ligninolytic enzyme) 
 ลิกนินท าหนา้ที่เป็นตวัเชื่อมในผนงัเซลลพ์ืช ช่วยใหโ้ครงสรา้งของผนงัเซลลพ์ืชคงรูป และ
ป้องกันการเขา้ท าลายของจุลินทรีย ์เอนไซมย์่อยสลายลิกนินเป็นเอนไซมอ์อกซิเดชั่น (oxidative 
enzymes) มี 3 ชนิดหลกั ๆ ไดแ้ก่ เอนไซมแ์ลคเคส (laccase; lac) ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (lignin 
peroxidase; LiP) และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (manganese peroxidase; MnP) (Dias et al., 
2010)  

แลคเคส (EC 1.10.3.2) เป็นเอนไซม์ที่ประกอบด้วยทองแดง (Cu) หลายอะตอมซึ่ง
สามารถออกซิไดซส์ารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบอื่น ๆ ไดโ้ดยการใชโ้มเลกลุของออกซิเจน
ใหส้ลายกลายเป็นโมเลกลุของน า้ และไม่จ าเป็นตอ้งท างานรว่มกบัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) 
(Canas and Camarero, 2010)  

ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (EC 1.11.1.14) เป็นเอนไซมท์ี่สามารถลดโมเลกุลของออกซิเจนให้
ได้สารไฮโดรเจนเปอรอ์อกซิเดส (hydrogen peroxidase) และซุปเปอรอ์อกไซด์ (superoxide) 
โดยตอ้งท างานรว่มกบัสารประกอบไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(H2O2) (Mehboob et al., 2011) 

แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (EC 1.11.1.13) ท างานร่วมกับสารประกอบไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด ์และเปลี่ยน Mn2+ เป็น Mn3+ เพื่อออกซิไดซส์ารประกอบฟีนอลิก และองคป์ระกอบอ่ืน ๆ 
(Asgher et al., 2016) 
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Flood และคณะ (2002) รายงานว่า G. boninense เป็นเชื ้อราที่สร้างความเสียหาย
รา้ยแรงที่สดุของปาลม์น า้มนัในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ โดยเชือ้หลั่งเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอร์
ออกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ไปย่อยสลายลิกนินซึ่งเป็นผนังเซลลข์องพืชท าใหล้  าตน้
ของปาลม์น า้มนัเสียหาย ส่งผลใหผ้ลผลิตที่ไดล้ดลง และเมื่อการเขา้ท าลายของโรคมากขึน้ปาลม์
น ้ามันจะยืนต้นตาย และจากรายงานของ Paterson (2007); Paterson และคณะ (2008 และ 
2009) เชือ้ G. boninense สามารถสรา้งเอนไซมเ์พื่อย่อยคารโ์บไฮเดรต และย่อยสลายลิกนินได้
ในปรมิาณมากกว่าเชือ้ราสาเหตโุรคชนิดอ่ืน ๆ จึงสง่ผลใหก้ารเกิดโรคมีความรุนแรงมากกว่าเชือ้รา
สาเหตโุรคอ่ืน 

 
4. ปัจจัยทีม่ีผลต่อการท างานของเอนไซมย่์อยสลายลิกนิน 

4.1 ปัจจัยทางกายภาพ (physical factor)  
 ปัจจยัทางกายภาพ หมายถึง องคป์ระกอบทางกายภาพ หรือสภาพแวดลอ้มที่ไม่มีชีวิตซึ่ง
มีอิทธิพลต่อสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ แสงสว่าง ดิน น า้ อากาศ และค่าความเป็นกรด-
ด่าง ซึ่งมีการทดสอบโดยน าปัจจยัทางกายภาพ เช่น อณุหภมูิ ความชืน้ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และ
แสง มาใช้เพื่อควบคุมการเจริญของเชื ้อ Ganoderma spp. ยกตัวอย่างเช่น Rees และคณะ 
(2007) ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญของเชื ้อ  G. boninense (BLRS1 และ GMR3) โดย
ศึกษาที่อุณหภูมิระหว่าง 25–45 °C พบว่าที่อุณหภูมิ 25–30 °C เสน้ใยของเชือ้ G. boninense 
เจริญไดเ้ป็นอย่างดี และเสน้ใยของเชือ้เจริญไดล้ดลงที่อณุหภมูิ 36 °C แต่เมื่อน าเชือ้กลบัมาบ่มที่
อณุหภมูิ 28 °C เสน้ใยก็สามารถกลบัมาเจริญไดดี้อีกครัง้ นอกจากนีย้งัพบว่าที่อณุหภมูิ 40 °C ไม่
พบการเจรญิของเสน้ใยของเชือ้ G. boninense  

Zhang and Tang (2008) ได้ศึกษาคุณภาพของแสง ได้แก่ แสงสีฟ้า (390-500 nm) สี
แดง (560-700 nm) สีขาว (400-740 nm) และในที่มืด ส าหรบัการเจริญของเชือ้ G. lucidum ที่
เลี ้ยงในอาหารเหลว (submerged) พบว่าการเจริญของเชื ้อ  G. lucidum ภายใต้แสงสีขาว 
(0.159/วัน) มีอัตราการเจริญสูงกว่าการเลีย้งเชือ้ภายใตแ้สงสีฟ้า (0.136/วัน) ที่มืด (0.135/วัน) 
และสีแดง (0.118/วนั) และพบว่าการเลีย้งเชือ้ภายใตแ้สงสีขาวท าใหเ้ชือ้ G. lucidum มีชีวมวลสงู
ที่สดุเมื่อเปรียบเทียบกบัเลีย้งในสภาพแสงอ่ืน ๆ 

Mehboob และคณะ (2011) ศึกษาอัตราส่วนของของแข็ง (กรมั) และของเหลว (%) ใน
อาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (solid state media) ที่เพาะเลีย้งเชือ้ G. lucidum โดยศกึษาในอตัราส่วน 
5:10, 5:15, 5:20 และ 5:25 และวิเคราะหผ์ลของกิจกรรมเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส พบว่าที่
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อัตราส่วน 5:20 เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอัตราส่วน
อ่ืน ๆ ดังนั้นความแตกต่างของความชืน้ที่เลีย้งเชือ้ G. lucidum จึงมีผลต่อการเจริญของเสน้ใย 
และค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส  

Rahman และคณะ (2020) ศกึษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของสารละลาย CaCO3 ใน
ดินที่เลีย้งเชือ้ G. boninense โดยทดสอบที่ pH 4.5, 5.0, 6.0 และ 7.0 พบว่าที่ pH 6.0 เหมาะสม
ต่อการเจริญของตน้กลา้ปาลม์น า้มนัที่ใชใ้นการทดสอบ โดยตน้กลา้มีความยาวราก ปริมาณราก 
และพืน้ที่ผิวรากเพิ่มขึน้ เนื่องจากที่ระดับ pH 6.0 ท าใหก้ิจกรรมของจุลินทรียใ์นดินเพิ่มขึน้ ซึ่ง
จุลินทรีย์ในดินสามารถเพิ่มการดูดซึมธาตุอาหารของพืช และลดการเข้าท าลายของเชื ้อ  
G. boninense ได ้

4.2 ปัจจัยทางเคมี (chemical factor) 
 ปัจจยัทางเคมี หมายถึง องคป์ระกอบทางเคมีต่าง ๆ ที่มีผลต่อสิ่งมีชีวิต เช่น แร่ธาต ุธาตุ
อาหาร กรดอินทรีย ์สารประกอบฟีนอลิก และสารพิษ ซึ่งนอกเหนือจากการใชส้ารเคมีก าจดัเชือ้รา
ที่มีขายทางการคา้แลว้ ยังมีรายงานเก่ียวกับการน าธาตุอาหาร สารประกอบฟีนอลิก และกรด
อินทรียม์าใชใ้นการยับยั้งการผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้ Ganoderma spp. โดย Shu 
และคณะ (2006); Li และ Yu (2013) และ Manavalan และคณะ (2015) รายงานว่าไอออนของ
โลหะจ าพวก Hg2+, Fe2+ และ Cr2+ สามารถยับยั้งกิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินที่ เชื ้อ  
G. lucidum ผลิตขึน้ โดยการรบกวนปฏิกิรยิาท่ีเกิดตรงบรเิวณ active site ของเอนไซม ์ 

Chong และคณะ  (2009) ศึกษาความเป็นพิษของ syringic acid, caffeic acid และ 4-
hydroxybenzoic acid ต่อเชือ้ G. boninense บนอาหาร PDA โดยปรบัสารประกอบทัง้ 3 ชนิดใหม้ีความ
เขม้ขน้ตัง้แต่ 0.5–2.5 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร และแต่ละความเขม้ขน้ต่างกัน 0.5 มิลลิกรมั/มิลลิลิตรพบว่า 
syringic acid (0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร), caffeic acid และ 4-hydroxybenzoic acid (2.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ G. boninense บนอาหาร PDA ได ้

Bivi และคณะ (2016) รายงานว่าธาตทุองแดง แคลเซียม และ salicylic acid สามารถลด
ความรุนแรงของโรคล าต้นเน่าของปาลม์น า้มัน โดยจะลดการท างานของ ergosterol ซึ่งเป็น 
สเตอรอลที่มีความสัมพันธ์ในการแพร่กระจายของเสน้ใยที่เชือ้ G. boninense สรา้งขึน้ และยัง
สามารถสง่เสรมิกระบวนการสรา้งลิกนินของพืชได ้

จากรายงานของ Rakib และคณะ (2017) พบว่า Cu2+ ที่ความเขม้ขน้ 5.64–5.87 มิลลิกรมั/
กิโลกรมั และ Zn2+ ที่ความเขม้ขน้ 15.03–15.93 มิลลิกรมั/กิโลกรมั สามารถยบัยัง้การเจรญิ และลด
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การพฒันาของเชือ้ Ganoderma sp. เนื่องจากธาต ุCu และ Zn เป็น cofactor ที่เก่ียวขอ้งกบักลไก
ในการปอ้งกนัตวัของพืช 

Surendran และคณะ (2018) ชีใ้หเ้ห็นว่าสารประกอบฟีนอลิก เช่น benzoic acid และ 
salicylic acid และธาตุอาหาร เช่น Fe2+ สามารถยับยัง้กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส ส่วนธาตุ Zn2+ สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์
แลคเคสที่ เชื ้อ  G. boninense ผลิตขึ ้น โดยการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของกรดอะมิโน  หรือ
ปรบัเปลี่ยนไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ของเอนไซม ์

จากรายงานของ Siddiqui และคณะ (2019) พบว่า ethylene diamine tetra acetic acid สามารถ
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคสของเชื ้อ 
Ganoderma sp. ส่วนสาร thioglycolic acid สามารถยับยัง้กิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส โดยการเปลี่ยนแปลง active site ของเอนไซมท์ าใหเ้อนไซมห์ยุดท างาน 

  การศึกษาชนิด และปริมาณธาตุอาหารที่ส่งผลต่อเชือ้ G. orbiforme ยังต้องค านึงถึงธาตุ
อาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของต้นปาล์มน ้ามันด้วยเช่นกัน จากการศึกษาของ Uexkull and 
Fairhurst (1991) ที่ศึกษาความเขม้ขน้ของธาตุอาหารในทางใบที่ 17 ของปาลม์น า้มนั ที่อายุนอ้ยกว่า 
6 ปี และในปาลม์น า้มนัที่มีอายมุากกว่า 6 ปี พบว่าธาตอุาหารที่ปาลม์น า้มนัตอ้งการคือ N, P, K, Mg, 
Ca, S, Cl, B, Cu และ Zn (ตารางที่ 1) และความตอ้งการาตุอาหารของปาลม์น า้มันจะแตกต่างกันไป
ตามช่วงอายุของปาลม์น า้มนั (สมพร ณ นคร และคณะ, 2560) 

จากรายงานของ Keiblinger และคณะ (2016) ที่ศึกษาความคงตัวของดินหลงัจากเติม 
CaCO3 เป็นเวลา 3 เดือน ในสภาพโรงเรือน พบว่าเมื่อเติม CaCO3 ส่งผลใหค่้า pH ของดินจาก 
เพิ่มขึน้ นอกจากนี ้Chen และคณะ (2020) ศึกษา CaCO3 อัตราส่วน 0, 5, 10, 15 และ 20% ใน
ดินเหนียว เพื่อศึกษาโครงสรา้งจุลภาค และความแข็งแรงของดิน พบว่ายิ่งอตัราส่วนของ CaCO3 
มากขึน้ส่งผลใหค้วามหนาแน่น และความพรุนของดินเปลี่ยนแปลงไป โดยอตัราส่วนที่ส่งผลมาก
ที่สดุคือ การเติม CaCO3 20% 
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ตารางที่ 1 ความเขม้ขน้ของธาตุอาหารในทางใบที่ 17 ของปาลม์น า้มัน ที่อายุนอ้ยกว่า 6 ปี และใน
ปาลม์น า้มนัที่มีอายมุากกว่า 6 ปี 

อายุปาลม์น า้มนั ธาตอุาหาร ขาด เหมาะสม เกิน 

ปาลม์เล็ก 
(นอ้ยกว่า 6 ปี) 

ไนโตรเจน (%)  2.50 2.60–2.90  3.10 

ฟอสฟอรสั (%)  0.15 0.16–0.19  0.25 

โพแทสเซียม (%)  1.00 1.10–1.30  1.80 

แมกนีเซียม (%)  0.20 0.30–0.45  0.70 

แคลเซียม (%)  0.30 0.50–0.70  0.70 

ซลัเฟอร ์(%)  0.20 0.25–0.40  0.60 

คลอรีน (%)  0.25 0.50–0.70  1.00 

โบรอน (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)  8 15–25  35 

ทองแดง (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)  3 5–7  15 

สงักะสี (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)  10 15–20  50 

ปาลม์ใหญ่ 

(มากกว่า 6 ปี) 

ไนโตรเจน (%)   2.30 2.40–2.80  3.00 

ฟอสฟอรสั (%)   0.14 0.15–0.18  0.25 

โพแทสเซียม (%)   0.75 0.90–1.20  1.60 

แมกนีเซียม (%)   0.20 0.25–0.40  0.70 

แคลเซียม (%)   0.25 0.50–0.75  1.00 

ซลัเฟอร ์(%)   0.20 0.25–0.35  0.60 

คลอรีน (%)  0.25 0.50–0.70  1.00 

โบรอน (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)   8 15–25  40 

ทองแดง (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)   3 5–8  15 

สงักะสี (มิลลิกรมั/กิโลกรมั)  10 12–18  80 

ที่มา: Uexkull and Fairhurst (1991) 

4.3 ปัจจัยทางชีวภาพ (Biological factor)  
จุลินทรียป์ฏิปักษ์ หมายถึง แบคทีเรีย รา ยีสต ์หรือไวรสั ที่มีความสามารถในการควบคุม 

หรือยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุโรคพืช แมลงศัตรูพืช รวมทัง้ไปลดกิจกรรมของเชือ้ก่อโรคได ้
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จุลินทรียป์ฏิปักษ์มีกลไกในการควบคุม หรือยับยัง้การเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรคพืช 4 กลไก 
ไดแ้ก่ 1) การแข่งขนั (competition) 2) การเป็นปรสิต (parasitism) 3) การยบัยัง้และท าลายชีวิต 
(antibiosis) และ 4)  การชักน าให้พืชเกิดความต้านทาน (induced resistance) (Fravel et 
al.,2003; Howell, 2003; Benitez et al., 2004; Viterbo et al., 2007; Woo and Lorito, 2007; 
Vinale et al., 2008)  

จุลินทรียป์ฏิปักษ์ที่นิยมใชใ้นการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคพืชส่วนใหญ่เป็นเชือ้ราในสกุล 
Trichoderma spp. เนื่องจากเป็นเชือ้ราที่มีกลไกการเป็นปฏิปักษ์ครบทัง้ 4 กลไก มีการเจริญได้
อย่างรวดเร็ว และสามารถทนต่อสารเคมี ท าใหม้ีประสิทธิภาพเป็นอย่างมากในการควบคุมเชือ้
สาเหตุโรค (Kuhls et al., 1999) ดังนัน้จึงมีการน าเชือ้ Trichoderma spp. มาใชเ้พื่อควบคุมเชือ้ 
G. boninense โดย Sundram (2013) ไดศ้ึกษาพบว่า เชือ้ T. asperellum T9 และ T. virens T29 
สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ G. boninense ไดโ้ดยการหลั่งสารต่อตา้นเชือ้ราจากการทดสอบ
ดว้ยวิธี dual culture และการทดสอบประสิทธิภาพของน า้เลีย้งเชือ้  

Angel และคณะ (2016) พบว่า เชือ้ T. virens 7b หลั่งสาร phenylethyl alcohol (PEA) 
ซึ่งสามารถสรา้งความเสียหายอย่างรุนแรงต่อเสน้ใยของเชือ้ G. boninense โดยสงัเกตไดภ้ายใต้
กลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 

จากการศึกษาของ Naher และคณะ (2018) พบว่า เชือ้ T. harzianum T 32 สามารถ
ยบัยัง้การเจริญเสน้ใยของเชือ้ G. boninense upm 001 โดยการสรา้งเสน้ใยพนัรดัรอบเสน้ใยของ
เชือ้ G. boninense upm 001 ท าใหเ้สน้ใยของเชือ้เกิดความผิดปกติ และพบยีนของไคติเนสที่เชือ้ 
T. harzianum T 32 สรา้งขึน้ 

 นอกจากนีก้ารศึกษาของ Muniroh และคณะ (2019) พบว่า เชือ้ T. asperellum สามารถ
ยับยั้งการเจริญเส้นใยของเชื ้อ G. boninense โดยท าให้เส้นใยบวมผิดไปจากปกติ และเชื ้อ 
 T. asperellum ก็สามารถผลิต IAA เพื่อชกัน าใหพ้ืชเกิดความตา้นทาน และสง่เสรมิการเจริญของ
พืช 
 
5. การเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบแข็ง (solid-state cultivation) 
 การเลีย้งเชือ้จลุินทรียเ์พื่อผลิตเอนไซมม์ี 2 วิธี คือ 1) การเลีย้งเชือ้จุลินทรียใ์นอาหารเหลว 
(submerged culture) โดยวิธีการนีส้่วนมากใชใ้นการผลิตเอนไซมใ์นเชิงอุตสาหกรรม แต่ก็เป็น
วิธีการที่ใชต้น้ทุนสูง และพบปัญหาเก่ียวกับการปนเป้ือนจากเชือ้จุลินทรียอ่ื์น 2) การเลีย้งเชือ้รา
บนอาหารแบบแข็ง (solid state culture) เป็นการเลีย้งเชือ้บนวัสดุที่เป็นของแข็งที่ปราศจากน า้ 
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หรือมีน า้อยู่น้อย แต่มีความชืน้เพียงพอที่เหมาะสมแก่การเจริญของจุลินทรีย์ (Bastos et al., 
2016) ซึ่งที่ผ่านมาไดม้ีการใช้วิธีเลีย้งเชือ้บนอาหารแบบแข็ง เพื่อผลิตเอนไซมห์ลายชนิด เช่น 
การศกึษาของ Hermann และคณะ (2013) ที่เปรียบเทียบการเลีย้งเชือ้รา Lentinula edodes และ 
L. boryana ในอาหารเหลว และในอาหารแบบแข็ง เพื่อศึกษาการสรา้งเอนไซมแ์มงกานีสเปอร์
ออกซิเดส พบว่าเมื่อเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมสงูสุด
ในวันที่ 25 โดย L. boryana ผลิตได ้70 UI/L และ L. edodes ผลิตได ้20 UI/L ส่วนในการเลีย้ง
ดว้ยอาหารแบบแข็งที่มีส่วนผสมของขีเ้ลือ้ย และกากถั่วเหลือง พบว่าเชือ้ L. edodes ผลิตเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดสู้งสุดในวันที่ 10 และ L. boryana ผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิ- 
เดสสูงสุดในระหว่างวันที่ 20–25 โดยค่ากิจกรรมเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสรวมประมาณ 
110 UI/L จึงสรุปไดว้่าการเลีย้งเชือ้ในอาหารแบบแข็งใชเ้วลาในการผลิตเอนไซมน์อ้ยกว่าการเลีย้ง
เชื ้อราด้วยอาหารเหลว นอกจากนี ้ Amriani และคณะ (2016) ได้เลีย้งเชื ้อ G. boninense ใน
อาหารแบบแข็ง ซึ่งใชผ้กัตบชวาเป็นวสัดุ (substrate) เลีย้งเชือ้ เป็นเวลา 7 วนั พบว่าปริมาณของ
ลิกนินและเซลลโูลสลดลงเมื่อปลกูเชือ้ G. boninense ท าใหท้ราบว่าเชือ้ G. boninense สามารถ
ย่อยสลายลิกนินและเซลลโูลสได ้

 
วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 

1. เพื่ออธิบายปัจจยัทางกายกายภาพ เคมี และชีวภาพ ที่สง่ผลต่อการท างานของเอนไซม์

ย่อยลิกนินท่ีเชือ้ G. orbiforme ผลิตขึน้ในสภาพหอ้งปฏิบติัการ 

2. เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลส าหรบัจัดท าคู่มือการจัดการปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพไป

ประยกุตใ์ชค้วบคมุโรคล าตน้เน่าของปาลม์น า้มนั 
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บทที ่3 
 

วัสดุ อุปกรณ ์และวธิีการทดลอง 

การเตรียมเชือ้ราสาเหตุโรค และเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ ์
เชือ้จุลินทรียท์ี่ใชใ้นการศึกษาครัง้นีไ้ดค้วามอนุเคราะหจ์ากหอ้งปฏิบติัการเก็บรกัษาสาย

พนัธุจ์ุลินทรียท์างการเกษตร สาขานวตักรรมการเกษตรและการจดัการ คณะทรพัยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร ์คือเชือ้ G. orbiforme ไอโซเลต K4/2 และเชือ้ Trichoderma spp. 4
ไอโซเลต คือ Trichoderma sp. Z2-02, Trichoderma sp. Trg3-8, T. asperellum K1-02 และ  
T. asperellum T76-14 ซึ่งเชือ้ Trichoderma spp. ทัง้ 4 ไอโซเลตไดค้ดัเลือกจากการผลิตเอนไซม์
ย่อยสลายผนงัเซลลข์องเชือ้รา โดยเอนไซมท์ี่ทดสอบคือ เอนไซมไ์คติเนส และเบตา้-1,3-กลคูาเนส 
ท าการเลีย้งเชือ้ราสาเหตโุรค และเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์บนอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar 
(PDA: มันฝรั่ง 200 กรมั กลูโคส 20 กรมั ผงวุน้ 17 กรมั น า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 

28±2 องศาเซลเซียส (°C) นาน 5–7 วนั  

การสกัดเอนไซมแ์บบหยาบ 
 ทุกการทดลองในงานวิจัยนีจ้ะสกดัเอนไซมแ์บบหยบาบ เพื่อน าไปวดัค่ากิจกรรมเอนไซม ์
หลงัจากเลีย้งเชือ้ G. orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง เติมบฟัเฟอร ์(เหมาะสม) 10 
มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 1 วนั บนเครื่องเขย่าอตัโนมติัที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที แลว้น าของเหลวที่
ไดไ้ปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 10 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกรอง
เฉพาะสว่นใสเก็บในหลอดเซนติฟิวก ์(centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร  

การวัดค่ากิจกรรมเอนไซม ์
เอนไซมแ์ลคเคส (laccase) 
การหาค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคส โดยใช ้4 mM 2,6-dimethoxyphenol (DMP) ละลาย

ในน ้ากลั่น  50 ไมโครลิตร  เป็นสารตั้งต้น แล้วผสมกับ  50 mM acetate buffer (pH 5.0) 500 
ไมโครลิตร น า้กลั่น 350 ไมโครลิตร และตัวอย่างเอนไซม ์100 ไมโครลิตร ลงใน cuvette จากนัน้
ผสมสารใหเ้ขา้กนั แลว้น าใสเ่ครื่องวดัค่าดดูกลืนคลื่นแสงรุน่ UV 5300 (METASH, China) ที่ความ
ยาวคลื่น 470 nm จดบนัทกึค่าดดูกลืนคลื่นแสงที่เปลี่ยนแปลงไปเป็นเวลา 2 นาท ี(Wariishi et al., 
1992) 
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เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (MnP) 
การหาค่ากิจกรรมเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซเดส โดยใช ้4 mM 2,6-dimethoxyphenol 

(DMP) ละลายในน า้กลั่น 50 ไมโครลิตร เป็นสารตัง้ตน้ แลว้ผสมกบั 50 mM acetate buffer (pH 
5.0) 500 ไมโครลิตร 1mM MnSO4 350 ไมโครลิตร และตัวอย่างเอนไซม ์100 ไมโครลิตร ลงใน 
cuvette จากนัน้ผสมสารใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปวดัค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่เปลี่ยนแปลงไปที่ความยาว
คลื่น 470 nm เป็นเวลา 2 นาท ี(Wariishi et al., 1992) 

เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส (LiP) 
การหาค่ากิจกรรมเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส โดยใช1้0 mM 3-ethylbenthiazoline-6-

sulphonic acid (ABTS) ละลายในบฟัเฟอร ์100 ไมโครลิตร เป็นสารตัง้ตน้ แลว้ผสมกับ 50 mM 
acetate buffer (pH 5.0) 750 ไมโครลิตร 0.3 % H2O2 100 ไมโครลิตร และตัวอย่างเอนไซม ์50 
ไมโครลิตร ลงใน cuvette จากนั้นผสมสารให้เข้ากัน แล้วน าไปวัดค่าดูดกลืนคลื่นแสงที่
เปลี่ยนแปลงไปที่ความยาวคลื่น 420 nm เป็นเวลา 2 นาท ี(Kuwahara et al., 1984) 
การค านวณค่ากิจกรรมเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิด มีวิธีดงัสมการ 

Enzyme activity (U/ml.) = 
∆𝐴

𝛼×𝜀×𝑏×𝑡
 

∆𝐴 = ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่วัดได้ ณ 2 นาที ลบด้วยค่ากิจกรรมเอนไซม์ ณ นาทีที่ เริ่มต้น  
          (A2 – A0) 

 𝛼  = ปรมิาตรเอนไซม/์ปรมิาตรสารทัง้หมด (ไมโครลิตร) 

 ε   = ค่าสมัประสิทธิ์การดดูกลืนคลื่นแสง (extinction coefficient) ของสารตัง้ตน้ (cm-1·mM-1)   

 𝑏  = ระยะทางที่แสงสอ่งผ่าน (path length) cuvette (เซนติเมตร) 

 𝑡  = เวลาที่ใช ้(นาท)ี 

การวิเคราะหท์างสถิติ 
การทดลองทั้งหมดเป็นการวางแผนการการทดลองแบบสุ่มโดยสมบูรณ์ (completely 

randomized design; CRD) ซึ่งวิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิ ธี  Analysis of variance (ANOVA) โดย
ปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในแต่ละกรรมวิธีด้วย Tukey’s honestly significant 
difference test (Tukey’s HSD) ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95 %  
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ในงานวิจยัครัง้นีแ้บ่งการศกึษาออกเป็น 3 สว่นใหญ่ ๆ คือ 1. การหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การเลี ้ยงเชื ้อ Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลี ้ยงแบบแข็ง  2. ทดสอบปัจจัยทาง
กายภาพ เคมี และชีวภาพที่สามารถยบัยัง้การผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน และ 3. ทดสอบปัจจยั
ทางกายภาพ และเคมีที่สามารถยบัยัง้ค่ากิจกรรมของเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน  

ส่วนที ่1 การหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเลีย้งเชือ้ Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหาร
เลีย้งเชือ้แบบแข็ง  

1.1 การคัดเลือกวัสดุ (substrate) จากปาลม์น ้ามันในการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบ
แข็ง  
น ากาบใบ (leaf scar) ทางใบ (petiole) และใบ (leaf) ของปาลม์น า้มันไปตัดใหม้ีขนาด 

1–2 เซนติเมตร  ปริมาณ 1 กรัม  ใส่ในขวดแก้ว รูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร เ ติมน ้ากลั่ น  
10 มิลลิลิตร จากนัน้ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลูมิเนียม น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดันไอน า้ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นใช้ 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุ้นเชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบน
อาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็งจ านวน 3 ชิน้/ขวด บ่มที่อณุหภมูิ 28±2 °C แลว้น าไปสกดัหยาบเพื่อวัดค่า
กิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนินที่เชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตขึน้ในสภาพหอ้งปฏิบติัการ 

1.2 การคัดเลือกอัตราส่วนระหว่างของแข็งและของเหลว (solid:liquid ratio) 
น าใบปาลม์น า้มัน (จากการทดลองที่ 1.1) ขนาด 1–2 เซนติเมตร ปริมาณ 1 กรมั ใส่ใน

ขวดแกว้รูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมน า้กลั่นในอตัราสว่นระหว่างของแข็งและของเหลว (S:L) 
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 (Li et al., 2022), 1:6, 1:7 และ 1:8 (ทดสอบกรรมวิธีละ 5 ซ  า้) จากนัน้ปิด
ฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลูมิเนียม แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดันไอน า้ ที่อุณหภูมิ 121 °C 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที วางเชือ้ G. orbiforme K4/2 โดยใช ้cork borer 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้แลว้วางเชือ้บนอาหารแบบแข็งจ านวน 3 ชิน้/ขวด 
บ่มที่อณุหภูมิ 28±2 °C หลงัจากนัน้น าไปสกดัหยบาบแลว้วดัค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน
ที่เชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตขึน้ในสภาพหอ้งปฏิบติัการ  

1.3 การคัดเลือกอุณหภูมิทีเ่หมาะสม 
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme K4/2 

วางบนอาหารแบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) จ านวน 3 ชิน้/ขวด น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
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25, 28, 30, 35 และ 40 °C (Rees et al., 2007) กรรมวิธีละ 5 ซ  า้ แล้วน าไปสกัดเอนไซม์แบบ
หยาบเพื่อวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

1.4 การคัดเลือกเวลาในการบ่มเชือ้ทีเ่หมาะสม  
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme K4/2 

วางบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) จ านวน 3 ชิน้/ขวด บ่มที่อณุหภูมิ
ที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 1.3) โดยใชร้ะยะเวลาที่แตกต่างกนัดงันี ้คือ 4, 8, 12, 16, 20 และ 
24 วนั (Rees et al., 2007) กรรมวิธีละ 5 ซ  า้ หลงัจากนัน้น าไปสกัดเอนไซมแ์บบหยาบเพื่อวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

1.5 การคัดเลือกบัฟเฟอรท์ีเ่หมาะสมเพ่ือใช้สกัดสารละลายเอนไซมแ์บบหยาบ 
น าเชือ้ G. orbiforme K4/2 ที่เลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1) 

มาสกัดเอนไซมแ์บบหยาบดว้ยการเติม 50 mM Acetate buffer (pH 5.0 และ 5.5) และ 50 mM 
Potassium phosphate buffer (KPB) pH 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5 (Madihah et al., 2014) ปรมิาตร 
10 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ เพื่อทดสอบบฟัเฟอรท์ี่เหมาะสมในการสกดัเอนไซมแ์บบหยาบ บ่ม
เป็นเวลา 1 วนั บนเครื่องเขย่าอัตโนมัติที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที น าของเหลวที่ไดไ้ปป่ันเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อณุหภูมิ 10 °C เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าส่วนใสที่ไดไ้ปวดัค่ากิจกรรม
เอนไซมข์องแลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

ส่วนที่ 2 การทดสอบปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพที่มีผลต่อการผลิตเอนไซมย่์อย 
ลิกนินของเชือ้ Ganoderma orbiforme K4/2 
 2.1 ปัจจัยทางกายภาพ 

2.1.1 อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ทดสอบความเป็นกรด-ด่าง โดยการปรบัค่า pH ของของเหลว ใหเ้ป็น 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 

และ 9.0 (Peng et al., 2019) ดว้ย 1 N Sodium hydroxide และ 1 N Hydrochloric acid แลว้เติม
ลงในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) หลงัจากนัน้ใช ้cork borer ขนาด
เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบ
แข็งจ านวน 3 ชิน้/ขวด บ่มที่อุณหภูมิ 28±2 °C เป็นเวลา 8 วัน กรรมวิธีละ 5 ซ  า้ แลว้น าไปสกัด
เอนไซมห์ยาบเพื่อน าไปวัดค่ากิจกรรมเอนไซมข์องแลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดส  
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2.1.2 อิทธิพลของแสง  
 ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme K4/2 
วางบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) จ านวน 3 ชิน้/ขวด โดยบ่มในที่
มืดเป็นเวลา 10 วนั ในที่แสง LED (ความยาวคลื่น 400–740 นาโนเมตร) เป็นเวลา 10 วนั ในที่แสง 
LED สลบักบัที่มืด 5/5 วนั และภายใตแ้สงสีฟ้า (blue light) ความยาวคลื่น 390–500 นาโนเมตร 
(Zhang and Tang, 2008) ที่อุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสม (จากการทดลองที่  1.3 และ 1.4)  
กรรมวิธีละ 5 ซ  า้ หลงัจากนัน้สกดัเอนไซมแ์บบหยาบเพื่อน าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส 
ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

 2.2 ปัจจัยทางเคมี 
2.2.1 อิทธิพลของธาตุอาหาร (nutrient) 
เตรียมสารละลาย 10 ชนิด คือ ammonium sulphate ((NH4)2S2O8) ที่ความเขม้ขน้ 2.0, 

2.5 และ 3.0%, boric acid (H3BO3) ที่ความเข้มข้น 0.08, 0.24 และ 0.4%, calcium chloride 
(CaCl2) ที่ความเขม้ขน้ 0.2, 0.6 และ 1.0%, copper sulfate (CuSO4) ที่ความเขม้ขน้ 0.03, 0.09 
และ 0.15%, dipotassium phosphate (K2HPO4) ที่ความเข้มข้น 0.7, 1.25 และ 1.8%, ferrous 
sulphate (FeSO4) ที่ความเขม้ขน้ 0.002, 0.0035 และ 0.005%, magnesium sulphate (MgSO4) 
ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.45 และ 0.7%,  manganese sulfate (MnSO4) ที่ความเข้มข้น 0.0025, 
0.02125 และ 0.04%, phosphoric acid (H3PO4) ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.2 และ 0.3% และ zinc 
sulfate (ZnSO4) ที่ความเขม้ขน้ 0.1, 0.45 และ 0.8% ซึ่งความเขม้ขน้ของธาตอุาหารแต่ละชนิดที่
ทดสอบดดัแปลงจากความตอ้งการธาตอุาหารของปาลม์น า้มนัโดย Fairhurst และ Mutert (1999) 
กรรมวิธีท าละ 5 ซ า้ แลว้ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลมูิเนียม น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ
น า้ จากนั้นใช ้cork borer ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme 
K4/2 วางบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) โดยวาง 3 ชิน้/ขวด บ่มที่
อณุหภูมิ และเวลาที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 1.3 และ 1.4) แลว้น าไปสกดัเอนไซมแ์บบหยาบ
เพื่อวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

2.2.2 อิทธิพลของสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) 
เตรียมสารประกอบฟีนอลิก 4 ชนิด คือ Azure B, guaiacol, phenol (Surendran et al., 

2018) และ salicylic acid (Bivi et al., 2016) ที่มีความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 30 mM กรรมวิธีละ 
5 ซ า้ ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลมูิเนียม แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดันไอน า้ จากนัน้ใช ้
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cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุ้นเชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบน
อาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) โดยวาง 3 ชิน้/ขวด บ่มที่อณุหภูมิ และ
เวลาที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 1.3 และ 1.4) แล้วน าไปสกัดเอนไซมแ์บบหยาบเพื่อวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

2.2.3 อิทธิพลของกรดอินทรีย ์(organic acid) 
เตรียมสารประกอบกรดอินทรีย์ 3 ชนิด คือ  acetic acid (CH3COOH), citric acid 

(C3H6O3) และ lactic acid (C6H8O7) (Jo et al., 2009) ที่มีความเข้มข้น 0, 20, 40, 60 และ 80 
mM โดยแต่ละกรรมวิธีท า 5 ซ า้ ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลมูิเนียม แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง
ความดันไอน ้า จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุ้นเชื ้อ  
G. orbiforme K4/2 วางบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) โดยวาง 3 
ชิน้/ขวด บ่มที่อุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 1.3 และ 1.4) แล้วน าไปสกัด
เอนไซมแ์บบหยาบเพื่อวัดค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส 

2.2.4 อิทธิพลของปูนขาว (CaCO3) 
เตรียม CaCO3 ที่ความเขม้ขน้ 0, 5, 10, 15 และ 20% (Chen et al., 2020) โดยแต่ละกรรมวิธี

ท า 5 ซ า้ ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลมูิเนียม แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้ จากนัน้
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบน
อาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) โดยวาง 3 ชิน้/ขวด บ่มที่อณุหภูมิ และ
เวลาที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 1.3 และ 1.4) แล้วน าไปสกัดเอนไซมแ์บบหยาบเพื่อวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

2.3 ปัจจัยทางชีวภาพ 
2.3.1 การทดสอบกลไกการแก่งแย่งแข่งขัน (competition) 
เชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษท์ี่ใชเ้ป็นเชือ้ Trichoderma spp. 4 ไอโซเลต ดงันีคื้อ Trichoderma sp. 

Z2-02, T. asperellum K1-02, T. asperellum T76-14 และ Trichoderma sp. Trg3-8 โดยใช ้cork borer 
ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้เชือ้ Trichoderma ที่ตอ้งการทดสอบความเป็น
ปฏิปักษ์ และเชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวิธี dual culture ซึ่งวาง
เชือ้ทัง้สองในทิศตรงขา้มกันห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 เซนติเมตร ส่วนชุดควบคุมจะวางเชือ้  
G. orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA เพียงเชือ้เดียว โดยวางห่างจากขอบจานเลีย้งเชือ้ 2 
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เซนติเมตร (ภาพที่ 7) บ่มที่อณุหภูมิ 28±2 °C เป็นเวลา 5–7 วนั ท าการทดสอบทัง้หมด 5 ซ  า้ และ
หาเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ตามสมการ (Sundram, 2013)  

เปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ = [(R1-R2) / R1] × 100 

R1 = รศัมีของเสน้ใยของเชือ้ราในชดุควบคมุ (control) 
R2 = รศัมีของเสน้ใยของเชือ้ราไปยงัจดุของเชือ้ปฏิปักษ์ 

 
ภาพที่  7 การทดสอบกลไกการแก่งแย่งแข่งขันระหว่างเชื ้อ  Trichoderma spp. ต่อเชื ้อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 ดว้ยวิธี dual culture 

2.3.2 การทดสอบกลไกการท าลายชีวิต (antibiosis) 
2.3.2.1 สารระเหยของเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ ์(volatile antifungal bioassay) 

 ทดสอบผลของสารระเหยระหว่างเชือ้ Trichoderma spp. ต่อเชือ้ G. orbiforme K4/2ดว้ย
วิธี sealed plate (Dennis and Webster, 1971) เจาะชิน้วุน้เชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษท์ี่คดัเลือกไดจ้าก
การทดสอบที่  2.6 และเชื ้อ G. orbiforme K4/2 ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร วางบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวางตรงกลางของจานเลีย้งเชือ้ แลว้น าจานเลีย้งเชือ้ทัง้
สองประกบแล้วพันด้วยพาราฟิลม์ ส่วนชุดควบคุมใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร เจาะชิน้วุ้นของเชือ้ G. orbiforme K4/2 วางตรงกลางบนจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
จากนัน้น าจานอาหารเลีย้งเชือ้เปล่ามาประกบแลว้พันดว้ยพาราฟิลม์ (ภาพที่ 8) ท าการทดสอบ
กรรมวิธีละ 5 ซ  า้ บ่มที่อณุหภมูิ 28±2 °C เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้วดัเสน้ผ่านศนูยก์ลางของเชือ้ 
G. orbiforme K4/2 และค านวณเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ตามสมการ  
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เปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ = [(Dc-Dt) / Dc] × 100  
 Dc = เสน้ผ่านศนูยก์ลางของเชือ้ราสาเหตโุรคในชดุควบคมุ 
 Dt = เสน้ผ่านศนูยก์ลางของเชือ้ราสาเหตโุรคที่ทดสอบกบัเชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษ ์

 
ภ าพที่  8 กา รทดสอบก า ร ส ร้ า ง ส า ร ร ะ เ หย ข อ ง เ ชื ้ อ  Trichoderma spp. ต่ อ เ ชื ้ อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 ดว้ยวิธี sealed plate 

2.3.2.2 การทดสอบน ้าคั้นเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ ์(cell – free culture filtrate; 
CF) 

 หลงัจากคดัเลือกจลุินทรียป์ฏิปักษท์ี่มีเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้มากกว่า 70% (จากการทดสอบ
ที่ 5.1) น าเชือ้ดังกล่าวมาทดสอบการสรา้งสารปฏิชีวนะ หรือสารพิษในอาหารเหลว โดยใช ้cork 
borer ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้ แลว้น าชิน้วุน้เติมลงในอาหาร potato 
dextrose broth (PDB) จ านวน 3 ชิน้/ขวด น าไปเขย่าที่อณุหภูมิหอ้ง (25±2 °C) เป็นเวลา 14 วนั 
จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรองเบอร ์1 และกรองต่อด้วย membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 
ไมโครเมตร (Shakeri and Foster, 2007) เพื่อใหไ้ด ้CF ที่ใชใ้นการทดสอบ เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้
แบบแข็ง (จากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2) ปิดฝาขวดดว้ยฟอยลอ์ะลูมิเนียม แลว้น าไปนึ่งฆ่าเชือ้
ดว้ยหมอ้นึ่งความดันไอน า้ แลว้เติม CF 8 มิลลิลิตร ลงในอาหารแบบแข็ง จากนัน้ใช ้cork borer 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 5 มิลลิเมตร เจาะชิน้วุน้ของเชือ้ G. orbiforme K4/2 วางบนอาหารแบบ
แข็งจ านวน 3 ชิน้/ขวด (ภาพที่ 9) กรรมวิธีละ 5 ซ า้ บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 
1.3) จากนัน้สกดัเอนไซมแ์บบหยาบ เพื่อน าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อก
ซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
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ภาพที่ 9 การทดสอบประสิทธิภาพของน า้เชือ้เลีย้ง  Trichoderma spp. ต่อการผลิตเอนไซม์
ย่อยสลายลิกนินของเชือ้ Ganoderma orbiforme K4/2 

3. การทดสอบปัจจัยทางกายภาพ และเคมีทีม่ีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน 
น าเอนไซมส์กัดหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้ (initial activity; ia) ที่ไดม้าจากการเลีย้งเชือ้

บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็งมาทดสอบรว่มกบัปัจจยัทางกายภาพ และเคมี 
 3.1 ปัจจัยทางกายภาพ 

3.1.1 อิทธิพลของอุณหภูมิ 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มดว้ยเครื่องใหค้วามรอ้นหลอดทดลอง (heating block) รุ่น MD-MINI 
(Major Science, Taiwan) ที่ อุณหภูมิ ต่ า ง  ๆ  ดั งนี ้  คื อ  40, 50, 60 และ  70 °C (Snajdr and 
Baldrian, 2007) (แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ า้) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลงัจากนัน้น าไปวดัค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์แลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่เหลืออยู่  (remaining 
activity) เทียบกบัค่ากิจกรรมเริ่มตน้ 

3.1.2 อิทธิพลของเวลาในการบ่มเชือ้ 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  โดยบ่มที่ อุณหภูมิที่ เหมาะสม  (จากการทดลองที่  3.1.1)  ด้วย
เครื่องใหค้วามรอ้นหลอดทดลอง รุน่ MD-MINI (Major Science, Taiwan)  เป็นเวลาดงันี ้คือ 2, 3, 
4, 5 และ 6 ชั่ วโมง (Vandana et al., 2019) (แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ า้) หลังจากนั้นน าไปวัดค่า
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กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่เหลืออยู่เทียบ
กบัค่ากิจกรรมเริ่มตน้  

3.1.3 อิทธิพลของแสง 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาทดสอบผลของแสงโดยบ่มในที่มืด ที่มีแสง LED ที่มีแสง LED สลบักบัที่
มืด และแสงสีฟ้า (Zhang and Tang, 2008) แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ า้ บ่มที่อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง หลงัจากนัน้น าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสที่เหลืออยู่เทียบกบัค่ากิจกรรมเริ่มตน้  

3.2 ปัจจัยทางเคมี 
3.2.1 อิทธิพลของธาตุอาหาร  
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมธาตุอาหาร ammonium sulphate ที่ความเขม้ขน้ 2.0, 2.5 และ 
3.0%, boric acid ที่ความเขม้ขน้ 0.08, 0.24 และ 0.4%, calcium chloride ที่ความเขม้ขน้ 0.2, 
0.6 และ 1.0%, copper sulfate ที่ความเขม้ขน้ 0.03, 0.09 และ 0.15%, dipotassium phosphate 
ที่ความเข้มข้น 0.7, 1.25 และ 1.8%, ferrous sulphate ที่ความเข้มข้น 0.002, 0.0035 และ 
0.005%, magnesium sulphate ที่ความเข้มข้น 0.2, 0.45 และ 0.7%,  manganese sulfate ที่
ความเขม้ขน้ 0.0025, 0.02125 และ 0.04%, phosphoric acid ที่ความเขม้ขน้ 0.1, 0.2 และ 0.3% 
และ zinc sulfate ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.45 และ 0.8% (Fairhurst and Mutert, 1999) ปริมาตร 
0.25 มิลลิลิตร ส่วนชุดควบคุมเติมเอนไซม์สกัดหยาบในหลอดเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมน า้กลั่นที่นึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 0.25 มิลลิลิตร  (แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ  า้) 
บ่มที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลงัจากนัน้น าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนิน
เปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส  

3.2.2 อิทธิพลของสารประกอบฟีนอลิก 
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมสารประกอบฟีนอลิก azure B, guaiacol, phenol และ salicylic 
acid ที่ความเข้มข้น 10, 20 และ 30 mM (Bivi et al., 2016; Surendran et al., 2018) ปริมาตร 
0.25 มิลลิลิตร ส่วนชุดควบคุมเติมเอนไซม์สกัดหยาบในหลอดเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมน า้กลั่นที่นึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 0.25 มิลลิลิตร (แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ  า้) 
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บ่มที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลงัจากนัน้น าไปวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนิน
เปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

3.2.3 อิทธิพลของกรดอินทรีย ์
น าเอนไซมส์กดัหยาบที่รูค่้ากิจกรรมเริ่มตน้เติมลงในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมกรดอินทรีย ์acetic acid, citric acid และ lactic acid ที่มีความ
เขม้ขน้ 0, 20, 40, 60 และ 80 mM (Jo et al., 2009) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ส่วนชุดควบคุมเติม
เอนไซมส์กดัหยาบในหลอดเซนติฟิวกข์นาด 1.5 มิลลิลิตร ปรมิาตร 0.25 มิลลิลิตร แลว้เติมน า้กลั่น
ที่นึ่งฆ่าเชือ้แลว้ 0.25 มิลลิลิตร (แต่ละกรรมวิธีท า 3 ซ  า้) บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
หลงัจากนัน้น าไปวัดค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส และแมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส  
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บทที ่4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณผ์ล 

1. สภาวะทีเ่หมาะสมในการเลีย้งเชือ้ Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้
แบบแข็ง 

1.1 การคัดเลือกวัสดุ (substrate) ในการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็ง 
 จากการเลีย้งเชือ้บนอาหารแบบแข็งที่มีวัสดุเลีย้งเชือ้ ไดแ้ก่ กาบใบ (leaf scar) ทางใบ 
(petiole) และใบ (leaf) ของปาล์มน ้ามัน พบว่าการเลีย้งเชื ้อด้วยกาบใบ  และใบไม่ท าให้ค่า
กิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคสมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 10A) แต่เมื่อเลีย้งเชือ้
ดว้ยกาบใบท าใหเ้อนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมสูงที่สุด (113.83 ยูนิต/มิลลิลิตร) 
ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับทางใบ และใบที่มีค่ากิจกรรม
เอนไซม ์34.22 และ 106.89 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 10B) และเมื่อเลีย้งเชือ้ดว้ยใบของ
ปาลม์น า้มนัพบว่าเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมสงูที่สดุ (85.74 ยูนิต/มิลลิลิตร) ซึ่งมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกาบใบ และทางใบที่มีค่ากิจกรรม
เอนไซม ์77.28 และ 8.83 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 10C) จากการศึกษาเพิ่มเติมพบว่า
เชือ้รากลุม่ราผสุีขาว (white rot fungi) สามารถหลั่งเอนไซมเ์ปอรอ์อกซิเดส และออกซิเดสเพื่อย่อย
สลายลิกนินได้ (Bugg et al., 2011) และจากรายงานของ Ikubar และคณะ (2018) พบว่าใบ
ปาลม์น า้มนั (oil palm frond) มากกว่า 70% ของตน้ปาลม์น า้มนัไม่สามารถน าไปใชป้ระโยชนไ์ด ้
แต่สามารถใชเ้ป็นวัสดุในการเลีย้งเชือ้จุลินทรียแ์บบหมัก (fermentation) ไดเ้นื่องจากมีปริมาณ
ลิกนินมากถึง 26% (Abdul Khalil et al., 2008; Adela et al., 2014) ดังนั้นจากการทดลองนีจ้ึง
เลือกใบของปาลม์น า้มนัเป็น substrate ในการเลีย้งเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง 
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ภาพที่  10 วัสดุเลี ้ยงเชื ้อที่ เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของเชื ้อรา  
Ganoderma orbiforme K4/2 ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และ
ตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 

1.2 อัตราส่วนระหว่างของแข็งต่อของเหลวในการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแบบแข็ง 
 จากการทดสอบอตัราสว่นระหว่างของแข็งและของเหลว (S:L) ที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้
รา G. orbiforme K4/2 พบว่าอัตราส่วน 1:1 ท าให้เชื ้อรา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม ์
แลคเคสสงูที่สดุโดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากับ 0.016 ยูนิต/มิลลิลิตร ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองทั้งหมด โดยอัตราส่วน 1:8 มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์แลคเคสรองลงมา (0.011 ยูนิต/มิลลิลิตร) ตามด้วยอัตราส่วน 1:4, 1:6 และ 1:7 มีค่า
กิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคสเท่ากับ 0.0083, 0.0077 และ 0.0067 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 
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11A) อัตราส่วน 1:1, 1:6, 1:7 และ 1:8 ท าใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์มงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสไดไ้ม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติโดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 0.010, 
0.0083, 0.011 และ 0.0083 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 11B) และอตัราส่วน 1:3, 1:4 และ 
1:8 ท าใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมล์ิกนินปอรอ์อกซิเดสไดไ้ม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติโดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากับ 0.0167, 0.0167 และ 0.0127 ยูนิต/มิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ภาพที่ 11C) จากรายงานของ Li และคณะ (2022) ที่เลีย้งเชือ้ Pleurotus ostreatus 
ในฟางฝ้ายซึ่งใชอ้ัตราส่วน 1:2, 1:3, 1:4 และ 1:5 (solid: liquid ratio) พบว่าสามารถย่อยสลาย
ลิกนินไดไ้ม่แตกต่างกนั ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในครัง้นี ้ซึ่งเชือ้ราแต่ละชนิดสามารถเจริญไดดี้
ในอตัราส่วนของแข็ง:ของเหลวที่แตกต่างกนั (Zadrazil and Brunnert, 1981) และเมื่อมีความชืน้
เพียงพอก็จะส่งผลดีต่อการท างานของเอนไซม ์(Amorim et al., 2017) ดงันัน้จากการทดลองนีจ้ึง
เลือกอตัราสว่น 1:8 เป็นอตัราสว่นที่ใชใ้นการทดลองต่อ ๆ ไป 
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ภาพที ่11 อตัราส่วนระหว่างของแข็ง/ของเหลวที่เหมาะสมบนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็งต่อการ
ผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้รา Ganoderma orbiforme K4/2 (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ย
จาก 5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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1.3 อุณหภูมิในการบ่มเชือ้ 
 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้รา G. orbiforme K4/2 ในสภาพอาหารแบบแข็งคือ 
28 °C โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
สงูสดุเท่ากบั 0.014, 0.017 และ 0.040 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 12) ซึ่งมีความแตกต่าง
กบัอณุหภูมิอ่ืน ๆ ที่ทดสอบอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) และเมื่ออณุหภูมิ 30 °C ส่งผลให้
ค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสลดลง  

จากรายงานของ Hariharan และ Nambisan (2013) ที่เลีย้งเชือ้รา G. lucidum บนอาหาร
เลีย้งเชือ้แบบแข็งที่อณุหภูมิ 23–33 °C พบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดส และลิกนินเปอร์ออกซิเดสสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 27 °C และ Luangharn และคณะ (2019) 
รายงานว่ าอุณหภูมิ  25–28 °C เ ป็นอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการ เจริญเส้นใยของ เชื ้อ  
G. tropicum ส่วนอุณหภูมิที่สูงกว่า 30 °C ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเสน้ใย เช่นเดียวกับรายงาน
ของ Jonathan และคณะ (2004) ที่รายงานว่าอุณหภูมิ 45 และ 50 °C สามารถยับยัง้การเจริญ
ของเสน้ใยไดส้อดคลอ้งกบัการทดลองในครัง้นีท้ี่พบว่าเสน้ใยของเชือ้ G. orbiforme K4/2 เจรญิได้
ที่อณุหภมูิ 28 °C และมีการเจรญิลดลงที่อณุหภมูิ 30 °C เป็นตน้ไป 
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1.4 ระยะเวลาในการบ่มเชือ้ 
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเชือ้รา G. orbiforme K4/2 ที่เลีย้งเชือ้ดว้ยอาหารแบบแข็ง

คือ 8 วัน โดยท าให้เอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่า
กิจกรรมเท่ากับ 0.026, 0.021 และ 0.041 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองอ่ืน ๆ  (ภาพที่ 13) สอดคล้องกับ
รายงานของ Goh และคณะ (2016) ที่เลีย้งเชือ้รา G. boninense เป็นเวลา 8–9 วันพบว่าเสน้ใย
ของเชือ้เจริญไดดี้ที่สดุ และสามารถผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสไดม้ากขึน้หลงัจากเลีย้งเชือ้

 

 

ภาพที่  12 อุณหภูมิ ที่ เ หมาะสมต่อการผลิ ต เอนไซม์ย่ อยสลายลิ กนิ นของ เ ชื ้อ ร า   
Ganoderma  orbiforme  K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ 
และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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ราเป็นเวลา 7 วัน แต่ทั้งนีร้ะยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ขึน้อยู่กับชนิดของเชือ้ราในกลุ่มราผุสีขาว 
(Mehboob et al., 2011)  

1.5 บัฟเฟอรท์ีเ่หมาะสมเพ่ือใช้สกัดสารละลายเอนไซมแ์บบหยาบ 
จากการทดสอบ acetate buffer (pH 5.0 และ 5.5) และ potassium phosphate buffer 

(pH 6.0, 6.5 และ 7.0) พบว่าเมื่อใช ้acetate buffer pH 5.0 ในการสกดัสารละลายเอนไซม ์ท าให้
เอนไซมแ์ลคเคส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเท่ากับ 0.011 และ 0.013 ยูนิต/มิลลิลิตร 

 

 
ภาพที่ 13 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้ที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน 
ของเชือ้รา Ganoderma  orbiforme  K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ย
จาก 5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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ตามล าดับ (ภาพที่ 12A และ 12C) ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับบฟัเฟอร  ์pH อ่ืน ๆ และพบว่า acetate buffer pH 5.0 และ 5.5 ท าใหค่้ากิจกรรม
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพที่ 12B) 
จากรายงานของ Manavalan และคณะ (2015) Alam และคณะ (2009) และ Mathur และคณะ 
(2021) ชีใ้หเ้ห็นว่า pH ที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ลิกนินเปอร์
ออกซิเดส และแลคเคสที่ผลิตโดยเชือ้รา G. lucidum และ Phanerochaete chrysosporium คือ 
pH 5.0 และ 5.5 สอดคลอ้งกับการศึกษาในครัง้นีท้ี่พบว่าเอนไซม์แลคเคส ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสท างานไดดี้ที่ pH 5.0 และ 5.5 
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ภาพที่  14 บัฟเฟอร์ที่ เหมาะสมในการสกัดหยาบเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินที่ เชื ้อรา  
Ganoderma orbiforme K4/2 ผลิตขึน้ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 
ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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2. ปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพที่มีผลต่อการผลิตเอนไซมย่์อยสลายลิกนินของ
เชือ้รา Ganoderma orbiforme K4/2 

2.1 อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของของเหลวในอาหารเลีย้งเชือ้ 
จากการทดสอบความเป็นกรด-ด่างของของเหลวในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็งพบว่า pH 

5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 ส่งผลให้เชื ้อรา  G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม์แลคเคส  และ
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 
(pH 4.5) โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์แลคเคสเท่ากับ 0.00071, 0.00037, 0.0006, 0.0003 และ 
0.00024 ยูนิต/มิลลิลิตร (ภาพที่ 15A) และมีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเท่ากบั 
0.00037, 0.00067, 0.00077, 0.00034 และ 0.00024 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพที่ 15B) 
และพบว่าที่ pH 5.0, 6.0, 8.0 และ 9.0 สง่ผลใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมล์ิกนินปอร์
ออกซิเดสเท่ากบั 0.00145, 0.00163, 0.00063 และ 0.00181 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั ซึ่งลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (0.003 ยูนิต/มิลลิลิตร) แต่
พบว่าที่ pH 7.0 ค่ากิจกรรมเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (ภาพที่ 15C)  

เนื่องจากเอนไซมเ์ป็นโปรตีน ดงันัน้การเปลี่ยนแปลงของ pH จึงส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์
ของเชือ้รา (Sivaramanan, 2014) จากการศึกษาของ Surendran และคณะ (2018) เอนไซมย์่อย
สลายลิกนินท างานไดดี้ในสภาวะที่เป็นกรด หรือใกลเ้คียงกรด ดงันัน้การปรบั pH ใหม้ีความเป็น
ด่างมากขึน้จึงช่วยลดการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินได ้ซึ่งจากรายงานของ Sun และคณะ 
(2013) ค่า pH ที่เพิ่มขึน้จะรบกวนการถ่ายโอนอิเล็กตรอนท าใหเ้อนไซมห์ยุดท างาน สอดคลอ้งกับ
การศกึษานีท้ี่พบว่าเชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อก
ซิเดสลดลงเมื่อค่า pH เพิ่มขึน้ แต่จากการทดลองนีท้ี่ pH 7.0 ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอร์
ออกซิเดสไม่ลดลง ซึ่ง โดยทั่ วไปเชื ้อราในกลุ่มราผุสีขาวจะอาศัยอยู่ในที่ที่มี pH เป็นกลาง 
(Kresnawaty et al., 2018) ดงันัน้ที่ pH 7.0 อาจพบการผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินได ้
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ภาพที่ 15 ความเป็นกรด-ด่างของของเหลวต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินที่เชือ้รา 
Ganoderma orbiforme K4/2 ผลิตขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 
5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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2.2 อิทธิพลของแสงในการเลีย้งเชือ้  

จากการทดสอบอิทธิพลของแสงพบว่าการเลีย้งในที่มืด ที่มืดสลบักบัการใหแ้สง LED และ

ภายใต้แสงสีฟ้าส่งผลให้เชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม์แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อก 

ซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับการ

เลีย้งภายใตแ้สง LED ซึ่งเอนไซมแ์ลคเคสมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 129.95 ยนูิต/มิลลิลิตร (ภาพที่ 16A) 

เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสสมีค่ากิจกรรมเท่ากับ 112.76 ยูนิต/มิลลิลิตร (ภาพที่16B) และ

เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 116.78 ยูนิต/มิลลิลิตร (ภาพที่ 16C) สอดคลอ้ง

กบัรายของ Magday และคณะ (2014) ที่เลีย้งเชือ้ G. lucidum ในสภาพที่มีแสง LED และในที่มืด 

พบว่าการเลีย้งเชือ้ในสภาพที่มีแสง LED เสน้ใยของเชือ้เจริญไดดี้กว่าในที่มืด และจากรายงาน

ของ Zhang และ Tang (2008) ที่เลีย้งเชือ้ G. lucidum ภายใตแ้สงต่าง ๆ พบว่าภายใตแ้สงสีฟ้า

ท าใหเ้สน้ใยมีการเจริญลดลง เพราะแสงสีฟ้าสามารถยับยัง้การผลิตสารออกซิเดชันภายในเซลล ์

เช่น isoamyl alcohol oxidase และ thioredoxin peroxidase (Rosales-Saavedra et al., 2006) 
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ภาพที่ 16 การเลีย้งเชือ้ภายใต้แสงต่าง ๆ ต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของเชื ้อรา  
Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และ
ตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 

2.3 อิทธิพลของธาตุอาหาร 
ธาตุอาหารเกือบทุกชนิดที่ทดสอบในงานวิจัยครั้งนี ้สามารถยับยั้งการผลิตเอนไซม์ 

แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสของเชือ้รา G. orbiforme K4/2 ได ้
ยกเวน้เพียง K2HPO4 ที่ความเข้มข้น 0.7 และ 1.25% (w/v) ที่ส่งผลให้เชือ้รา G. boninense K4/2 
ผลิตเอนไซมแ์ลคเคสได ้42.140.20 และ 46.980.27×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ สูงกว่าชุด
ควบคุมที่มีค่ากิจกรรมเท่ากบั 12.600.17 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร และการเติม K2HPO4 ความเขม้ขน้ 
0.7, 1.25 และ 1.8% (w/v) และ ZnSO4 0.8% (w/v) ลงในอาหารแบบแข็งจะส่งผลให้เชื ้อรา  
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G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสได้เพิ่มขึน้ซึ่งสูงกว่าชุดควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) ในท านองเดียวกันกับเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสที่พบว่า การเติม 
K2HPO4 ทั้ง 3 ความเขม้ขน้ส่งผลใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสได้
เพิ่มขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (ตารางที่ 2) 

ธาตุอาหารรอง (micronutrient) เป็นสารอาหารที่พืชตอ้งการเพียงเล็กนอ้ย แต่ขาดไม่ได ้เพราะ
ธาตุอาหารบางชนิดส่งผลต่อกิจกรรมของจุลินทรีย ์และการท างานภายในเซลลข์องพืช (Atefeh et al., 
2010; Ogeh et al., 2021) ธาตุอาหารรอง เช่น โบรอน (Br) แมงกานีส (Mn) สังกะสี (Zn) ทองแดง (Cu) 
เหล็ก (Fe) และคลอรีน (Cl) สามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคไดโ้ดยการกระตุน้กลไกการป้องกัน
ตวัเองของพืช (Siddiqui et al., 2015) นอกจากนี ้Tejirian และ Xu (2010) รายงานว่าเหล็ก สงักะสี 
และแมงกานีสสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซมย์่อยเซลลูโลสซึ่งเป็นส่วนประกอบของผนัง
เซลลพ์ืช สอดคลอ้งกบัการศึกษาในครัง้นีท้ี่พบว่า Br, Cu, Cl, Fe, Mn และ Zn สามารถยบัยัง้การ
ผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้ G. orbiforme K4/2 และจากรายงานของ Rakib และคณะ 
(2017) พบว่าทองแดง และสงักะสีในใบปาลม์น า้มนัที่ต  ่ากว่ามาตรฐานสามารถท าใหพ้บการเกิด
โรคจากเชือ้รา Ganoderma sp. ได ้
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ต า ร า ง ที่  2 ผ ลของ ธ าตุ อ าหา ร ต่ อกา รผลิ ต เ อน ไ ซม์ย่ อ ยสลายลิ ก นิ น ของ เ ชื ้ อ ร า  
Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง 

Treatment 
Concentration  

(%) 
Enzyme activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
Control - 12.600.17c 9.110.15e 27.630.16d 

CaCl2 0.2 2.390.15o 1.480.12tu 1.630.27klmn 
 0.6 5.310.15hi 0.200.10y 0.360.16nop 
 1.0 8.700.15d 0.300.10xy 1.270.16klmnop 

CuSO4 0.03 4.400.15jk 4.170.12mn 0.090.16op 
 0.09 1.510.17qr 2.280.15rs 0.090.16op 
 0.15 3.600.06lm 7.390.15g 0.000.00p 

FeSO4 0.002 2.390.06o 2.450.12qr 2.080.42jklm 
 0.0035 3.020.10mn 4.670.15kl 1.540.31klmno 
 0.005 5.110.12i 4.400.15lm 2.170.27jkl 

H3BO3 0.08 1.180.06r 0.400.10wxy 0.090.16op 
 0.24 1.510.10qr 1.650.06t 0.000.00p 
 0.40 1.380.15qr 0.640.06wx 0.000.00p 

H3PO4 0.1 5.810.41gh 8.430.12f 5.250.16i 
 0.2 2.590.32no 2.720.20pq 18.211.18e 
 0.3 3.560.06lm 4.640.10kl 9.690.42h 

K2HPO4 0.7 42.140.20b 43.410.12a 38.590.27c 
 1.25 46.980.27a 30.510.15c 86.781.85b 
 1.8 7.930.12e 31.960.10b 94.290.54a 

MgSO4 0.2 6.720.15f 6.690.06h 19.020.82e 
 0.45 4.030.17kl 3.120.17op 11.230.16g 
 0.7 6.050.10g 4.940.10k 9.870.16gh 
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ต า ร า ง ที่  2 ผ ลของ ธ าตุ อ าหา ร ต่ อกา รผลิ ต เ อน ไ ซม์ย่ อ ยสลายลิ ก นิ น ของ เ ชื ้ อ ร า  
Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (ต่อ) 

Treatment 
Concentration 

(%) 
Enzyme activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
MnSO4 0.0025 5.040.44i 6.280.06hi 0.000.00p 

 0.02125 5.140.00i 5.980.06i 1.450.16klmnop 

 0.04 4.910.15ij 5.510.06j 1.720.16jklmn 

(NH4)2S2O8 2.0 1.780.21pq 1.880.15st 1.270.16klmnop 

 2.5 0.100.00s 1.140.12uv 3.170.16j 
 3.0 0.130.06s 0.810.10vw 2.630.16jk 

ZnSO4 0.1 2.250.15op 3.190.06o 0.720.16lmnop 

 0.45 2.550.06no 3.970.15n 0.630.31mnop 

 0.8 12.230.15c 14.520.17d 16.120.63f 
1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 

2.4 อิทธิพลของสารประกอบฟีนอลิก  
จากการทดสอบสารประกอบฟีนอลิกพบว่า azure B, guaiacol และ phenol ที่ความ

เขม้ขน้ 10, 20 และ 30 mM ส่งผลใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอร์
ออกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม ส่วน salicylic acid ที่ความเข้มข้น 20 และ 30 mM ส่งผลให้เชือ้รา G. orbiforme K4/2 
ผลิตเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ guaiacol (ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 30 mM), phenol และ 
salicylic acid (ความเขม้ขน้ 20 และ 30) ส่งผลใหเ้ชือ้รา G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์ลคเคสได้
นอ้ยที่สดุโดยมีค่ากิจกรรมอยู่ระหว่าง 0.000.00 ถึง 0.170.15 ×10-3 ยนูิต/มิลลิลิตร ส่วน guaiacol 
(ความเข้มข้น 10, 20 และ 30 mM) และ salicylic acid (ความเขม้ขน้ 20 และ 30) ส่งผลให้เชือ้รา  
G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดล้ดลงโดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมอ์ยู่ระหว่าง 
0.000.00 ถึง 0.270.06 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร นอกจากนี ้azure B และ guaiacol (ความเขม้ขน้ 10, 
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20 และ 30 mM), phenol และ salicylic acid (ความเขม้ขน้ 20 และ 30) ส่งผลใหเ้ชือ้รา G. orbiforme 
K4/2 ผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสไดล้ดลงโดยมีค่ากิจกรรมเอนไซมอ์ยู่ระหว่าง 0.000.00 ถึง 
0.270.27 ×10-3 ยนูิต/มิลลิลิตร (ตารางที่ 3)  

สารประกอบฟีนอลิกที่ความเขม้ขน้สงูขึน้สามารถยบัยัง้ค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสได้
(Souza et al., 2004) ซึ่งมีรายงานว่า phenol ที่ความเข้มข้นสูงขึน้จะมีความเป็นพิษส่งผลให้
สามารถยับยั้งการเจริญของเชือ้ G. boninense (Surendran et al., 2017) และจากรายงานของ 
Surendran และคณะ (2018) ที่ศึกษาสารประกอบฟีนอลิกความเขม้ขน้ 1–25 mmol ที่ส่งผลต่อ
การผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้รา G. boninense พบว่า benzoic acid, salicylic acid 
และ syringic acid ความเขม้ขน้ 5 mmol สามารถยับยั้งการเจริญเสน้ใย และการผลิตเอนไซม์
ย่อยสลายลิกนินได ้ 
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ตารางที่  3 ผลของสารประกอบฟีนอลิกต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของเชื ้อรา  
Ganoderma orbiforme K4/2 ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง 

Treatment 
Concentration 

(mM) 
Enzyme activity (×10 -3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
Control 0 8.300.21b 6.220.15b 2.810.16b 

Azure B 10 2.020.10c 1.920.10d 0.000.00d 
 20 1.110.10d 1.210.10f 0.270.27d 

 30 1.580.50cd 2.350.15c 0.180.31d 

Guaiacol 10 0.000.00e 0.200.10h 0.000.00d 

 20 0.100.17e 0.000.00h 0.000.00d 

 30 0.000.00e 0.000.00h 0.000.00d 

Phenol 10 1.180.15d 1.580.12e 1.540.16c 

 20 0.170.15e 0.540.06g 0.000.00d 

 30 0.170.15e 0.270.06gh 0.000.00d 

Salicylic acid 10 19.390.15a 19.460.10a 9.330.16a 

 20 0.000.00e 0.000.00h 0.000.00d 

 30 0.000.00e 0.000.00h 0.000.00d 
1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 

2.5 อิทธิพลของกรดอินทรีย ์
 ผลการทดสอบกรดอินทรีย์ พบว่าเชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม์แลคเคส และ
เอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อเติม acetic acid, 
citric acid (ความเขม้ขน้ 20, 40, 60 และ 80 mM) และ lactic acid (ความเขม้ขน้ 20, 40 และ 80 
mM) โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคสอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 15.360.25 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร 
และมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดสอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 6.160.42 ×10-3 ยูนิต/
มิลลิลิตร และเชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนยัส าคัญ
ทางสถิติ (p0.05) เมื่อเติม acetic acid (ความเข้มข้น 20, 40, 60 และ 80 mM), citric acid 
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(ความเขม้ขน้ 20, 60 และ 80 mM) และ lactic acid (ความเขม้ขน้ 20, 40 และ 80 mM) ซึ่งมีค่า
กิจกรรมอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 9.710.32 ×10-3 ยนูิต/มิลลิลิตร (ตารางที่ 4) 

กรดอินทรีย ์คือ กรดท่ีไดจ้ากธรรมชาติ เป็นกรดท่ีมีฤทธิ์กัดกร่อนไม่รุนแรง หรือเป็นกรด
อ่อน ซึ่งมีอะตอมคารบ์อนเป็นองคป์ระกอบหลกั สามารถใชใ้นการถนอมอาหารเพื่อปรบัค่า pH 
ของอาหาร หรือใชเ้ป็นสารกันเสียป้องกันการเจริญของจุลินทรีย ์และจุลินทรียก์่อโรคในอาหาร 
(พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์ และนิธิยา รัตนาปนนท์, 2553; ศุภาวิตา จรรยา, 2563) การเติมกรด
อินทรียล์งไปในอาหารเลีย้งเชือ้ท าใหเ้กิดการยบัยัง้การสรา้งเอนไซมย์่อยสลายเนือ้ไมเ้นื่องจากกรด
อินทรียส์ามารถเปลี่ยน pH ของอาหารเลีย้งเชือ้ได ้ (Asif et al., 2017) ซึ่งสอดคลอ้งกับผลจาก
การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างที่ไดน้ าเสนอในงานวิจยันี ้อีกทัง้กรดอินทรียบ์างชนิด เช่น EDTA, 
oxalic acid และ citric acid สามารถปิดกัน้การจบัคอปเปอร ์(Cu) ของเอนไซมแ์ลคเคส และจาก
รายงานของ Phoka และคณะ (2020) ที่ได้ศึกษาสารต้านเชือ้ราต่างๆ ที่เชือ้ T. asperelloides 
PSU-P1 สรา้งขึน้พบว่าสารประกอบ acetic acid สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ Ganoderma 
sp. ได ้
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ตา ร า งที่  4 ผลของก รด อินทรี ย์ ต่ อกา รผลิ ต เ อน ไ ซม์ย่ อ ยสลายลิ กนิ น ของ เ ชื ้อ ร า  
Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง 

Treatment 
Concentration 

(mM) 
Enzyme activity (×10 -3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 

Control 0 18.110.21b 15.050.31c 22.830.82b 

Acetic acid 20 3.860.15g 4.700.12f 0.000.00f 

 40 0.000.00i 0.670.25gh 0.000.00f 

 60 0.000.00i 0.000.00h 0.000.00f 

 80 0.070.12i 0.000.00h 0.000.00f 

Citric acid 20 8.060.10d 7.590.12e 0.000.00f 

 40 15.360.25c 15.990.21b 6.160.42c 

 60 6.450.30e 9.340.35d 5.250.57d 

 80 8.100.15d 9.710.32d 4.080.27e 

Lactic acid 20 5.650.10f 5.210.06f 0.000.00f 

 40 1.210.20h 1.080.21g 0.000.00f 

 60 40.660.62a 35.820.61a 46.740.72a 

 80 0.000.00i 0.000.00h 0.000.00f 
1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 

2.6 อิทธิพลของปูนขาว 
 จากการทดสอบผลของ CaCO3 ต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน พบว่าที่ความ

เข้มข้น 10, 15 และ 20% ส่งผลให้เชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซม์แลคเคส และเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุ 
โดยเอนไซมแ์ลคเคสมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 0.005, 0.00003 และ 0.00003 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั 
(ภาพที่ 17A) และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากับ 0.0003, 0.00003 และ 
0.00007 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 17B) สว่นเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสพบว่าการเติม 
CaCO3 ทุกความเข้มข้นส่งผลให้มีค่ากิจกรรมลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ภาพที่ 17C) โดยจากการศึกษาค่า pH ที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์
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ย่อยสลายลิกนิน (ผลการทดลองขอ้ 2.1) พบว่าเชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมไ์ดล้ดลงเมื่อ
เลีย้งเชือ้ที่ pH สูง ซึ่งสอดคลอ้งกับการศึกษาของ Keiblinger และคณะ (2016) การเติม CaCO3 
ส่งผลให้วัสดุเลีย้งเชือ้ หรือดินต่าง ๆ มีค่า pH เพิ่มขึน้ และจากรายงานของ Chen และคณะ 
(2020) การเติม CaCO3 ส่งผลใหม้ีโครงสรา้งจุลภาคของดินดีขึน้ ดังนัน้จากการศึกษาครัง้นีห้าก
ตอ้งการปรบั pH ใหส้งูขึน้ดว้ย CaCO3 ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมคือ 10% 

2.7 กลไกการแก่งแย่งแข่งขัน 
จากการทดสอบกลไกการแก่งแย่งแข่งขันระหว่างเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Trichoderma 

spp. และเชื ้อ G. orbiforme K4/2 ด้วยวิธี dual culture พบว่าเชื ้อ Trichoderma ทุกไอโซเลต 
(Trichoderma sp. Z2-02, T. asperellum K1-02, T. asperellum T76-14 และ Trichoderma sp. 
Trg3-8) ที่ใช้ในการทดสอบในครั้งนีม้ีความสามารถในการเจริญบนอาหาร  PDA มากกว่าเชือ้  
G. orbiforme K4/2 และมีเปอรเ์ซ็นตก์ารยับยั้งโดยเฉลี่ยรอ้ยละ 80 โดยไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติระหว่างไอโซเลตที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% (ภาพที่ 18) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Musa และ
คณะ (2017) ที่ ทดสอบการยับยั้งการ เจริญของ เชื ้อ  G. boninense ด้วย  T. harzianum,  
T. asperellum, T.virens และ T. brevicompactum พบว่าเชือ้ Trichoderma ที่ทดสอบสามารถ
ยบัยัง้การเจริญของ G. boninense ได ้และมีรายงานว่า T. asperellum LF11 สามารถยบัยัง้การ
เจรญิเสน้ใยของเชือ้ G. boninense ได ้(Sim et al.,  2019) ซึ่งโดยทั่วไปเชือ้ราปฏิปักษม์ีกลไกการ
แก่งแย่งแข่งขนัเพื่อแก่งแย่งพืน้ที่อาศยั และสารอาหารจากเชือ้สาเหตุโรคส่งผลใหเ้ชือ้ราปฏิปักษ์
เจรญิไดดี้ และเจรญิไดร้วดเรว็กว่า (Howell, 2003)  
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ภาพที่ 17 ความเข้มข้นของ CaCO3 ที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของเชื ้อรา 
Ganoderma orbiforme K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และ
ตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนัไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 
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ภาพที่ 18 เปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของเชือ้ Trichoderma spp. ต่อเชือ้รา Ganoderma orbiforme 
K4/2 ดว้ยวิธี dual culture (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกันไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 

2.8 การสร้างสารระเหยของเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ ์ 
จากการทดสอบการสรา้งสารระเหยของเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ที่มีผลต่อการเจริญเส้นใย

ของ เชื ้อ รา  G. orbiforme K4/2 ด้วยวิ ธี  sealed plate พบว่ า  T. asperellum K1-02 และ  
T. asperellum T76-14 สามารถยับยั้งการเจริญเสน้ใยของเชือ้รา G. orbiforme K4/2 ได ้โดยมี
เปอรเ์ซ็นตก์ารยับยัง้ 12.59 และ 12.78 % ตามล าดับ ซึ่งมีความแตกต่างจาก Trichoderma sp. 
Z2-02 และ Trichoderma sp. Trg3-8 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% (ภาพ
ที่ 19) จากการศึกษาของ Wonglom และคณะ (2019) ที่ศึกษาสารระเหยที่เชือ้ Trichoderma sp. 
T76-12/2 ผลิตขึน้ แลว้น าไปวิเคราะหด์ว้ยวิธี GC/MS พบว่าสารที่เชือ้ปลดปล่อยเป็นสารตา้นเชือ้
รากลุ่มแอลกอฮอล ์ (phenylethyl alcohol) และ sesquiterpene (epi-cubenol) และพบว่าเชื ้อ  
T. asperellum T76-14 สามารถสรา้งสารระเหยในกลุ่ม phenylethyl alcohol มายบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้สาเหตโุรคได ้(Intana et al., 2021) 
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ภาพที่ 19 เปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้ของเชือ้ Trichoderma spp. ต่อเชือ้รา Ganoderma orbiforme 
K4/2 ดว้ยวิธี sealed plate (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกันไม่
มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 

2.9 ผลของน ้าคั้นเลีย้งเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษต์่อการผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน า้คัน้เลีย้งเชือ้ Trichoderma spp. ที่ส่งผลต่อการผลิต

เอนไซมข์องเชือ้รา G. orbiforme K4/2 ในอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็งพบว่าเชือ้ Trichoderma ทุกไอ
โ ซ เ ล ต  (Trichoderma sp. Z2-02, T. asperellum K1-02, T. asperellum T76-14 แ ล ะ 
Trichoderma sp. Trg3-8) สามารถลดค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสไดอ้ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p0.05) 
(ภาพที่ 20) สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Muniroh และคณะ (2019) ที่ทดสอบประสิทธิภาพของ
เชือ้ P. aeruginosa (UPM P3) และเชือ้ T. asperellum (UPM29) ด้วยวิธี dual culture และวิธี 
culture filtrate พบว่าเชือ้ทัง้ 2 ชนิดสามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้รา G. boninense (UPM13) 
และสามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนส กลคูาเนส และเซลลเูลสได ้ซึ่งเอนไซมเ์หลา่นีส้ามารถย่อยสลาย
ผนังเซลลข์องเชือ้ราสาเหตุโรคพืช ถือเป็นกลไกการท าลายชีวิตที่เป็นคุณสมบัติที่ส  าคัญของ
จุลินทรียป์ฏิปักษ์ จึงส่งผลใหก้ารเจริญของเสน้ใยของเชือ้ G. boninense ลดลงได ้(Musa et al., 
2017) 
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ภาพที่ 20 ผลของน า้เลีย้งเชือ้ต่อการผลิตเอนไซมย์่อยสลายของเชือ้รา Ganoderma orbiforme 
K4/2 บนอาหารเลีย้งเชือ้แบบแข็ง (กราฟแท่งคือค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้ และตวัอกัษรที่ก ากบัเหมือนกนั
ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p0.05)) 

3. ปัจจัยทางกายภาพ และเคมีทีม่ีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม ์
3.1 ผลของอุณหภูมิ  
ค่ากิจกรรมของเอนไซมท์ี่น าไปบ่ม ณ อณุหภมูิต่าง ๆ   มีค่าเริ่มตน้ (initial activity) เท่ากบั 0.0026 

ยูนิต/มิลลิลิตร คิดเป็น 100% ซึ่งพบว่าการบ่มเอนไซมส์กดัหยาบที่อุณหภูมิ 70 °C นาน 1 ชั่วโมง ท าให้
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เอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) ซึ่ง
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์แลคเคสลดลง 48.09% และค่ากิจกรรมเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลง 
24.81% ส่วนเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อบ่มที่
อุณหภูมิ 60 °C นาน 1 ชั่วโมง (ภาพที่ 21) สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Manavalan และคณะ (2015) ที่
ศึกษาอุณหภูมิต่าง ๆ (20 –65 °C) ต่อการท างานของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสของเชื ้อรา  
G. lucidum พบว่าเมื่ออณุหภมูิสงูกว่า 50 °C สง่ผลใหค่้ากิจกรรมเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสลดลง 
และจากรายงานของ Surendran และคณะ (2018) พบว่าเอนไซมท์ัง้ 3 ชนิดดงักลา่วมีความคงที่ (stability) 
ของค่ากิจกรรมอยู่ในช่วง 40 –60 °C และจะเสียสภาพไดท้ี่อณุหภมูิ 70 °C (Patel et al., 2014)  

 
ภาพที่  21 อุณหภูมิ ที่ ส่ งผลต่อค่ า กิ จ ก ร ร ม เ อน ไ ซม์ย่ อ ยสล ายลิ ก นิ น ข อ ง เ ชื ้ อ ร า  
Ganoderma orbiforme K4/2 

3.2 ผลของระยะเวลา  
จากการทดสอบผลของอณุหภมูิ (ภาพที่ 21) เห็นไดว้่าเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อก

ซิเดสทนต่ออณุหภมูิสงูไดท้ี่ 50 °C และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเอนไซมส์งูสดุที่อณุหภมูิ 40 °C 
จึงได้ท าการบ่มเอนไซมส์กัดหยาบ ณ อุณหภูมินั้น ๆ ต่อไป พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์แลคเคส และ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไม่ลดลงแมบ้่มเป็นเวลาถึง 6 ชั่วโมง สว่นเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมี
ค่ากิจกรรมลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อบ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง (ภาพที่ 22)  

เชื ้อราในกลุ่มราผุสีขาวสามารถผลิตเอนไซม์ที่ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ โดยจากรายงานของ 
Jordaan and Leukes (2003) พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคสของเชือ้ Trametes versicolor  ที่บ่มที่ 60 
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°C ลดลงครึ่งหนึ่งเมื่อบ่มเป็นเวลา 9 ชั่วโมง ดังนัน้เมื่อบ่มเอนไซมท์ี่อุณหภูมิสงูขึน้ และระยะเวลาบ่มที่
มากขึน้จะสง่ผลใหค้วามคงที่ของค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลงเนื่องจากโครงสรา้งของเอนไซมถ์ูกท าลาย (Hu 
et al., 2014; Ayuso-Fernandez et al., 2018) ซึ่งค่าครึง่ชีวิต (half-life) ของแลคเคสที่อณุหภมูิ 50 °C มีค่า
ตั้งแต่นาทีจนถึงหลายสิบชั่วโมง (Baldrian, 2006) และจากรายงานของ Giap และคณะ (2022) พบว่า
ความสามารถในการคงอยู่ของกิจกรรมเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 40 °C ลดลงถึง 
75% หลงัจากบ่มเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 
ภาพที่  22  ระยะเวลาที่ ส่ งผลต่อค่ า กิ จ ก ร ร ม เ อน ไ ซม์ย่ อ ย สล า ยลิ ก นิ น ข อ ง เ ชื ้ อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 

3.3 ผลของแสง  
จากการทดสอบแสงต่อการท างานของเอนไซมใ์นระยะเวลา 1 ชั่วโมง พบว่าการบ่มเอนไซมส์กดั

หยาบในที่มืด ที่มืดสลับกับใหแ้สง LED  และภายใตแ้สงสีฟ้าส่งผลใหเ้อนไซมแ์ลคเคสมีค่ากิจกรรม
เท่ากบั 0.0013, 0.0013 และ 0.0017 ยูนิต/มิลลิลิตร แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการบ่มเอนไซม์สกัดหยาบภายใต้แสง LED (0.0021 ยูนิต/มิลลิลิตร) ส่วนการบ่ม
เอนไซมส์กดัหยาบในที่มืด ภายใตแ้สง LED  และที่มืดสลบักบัใหแ้สง LED  ส่งผลใหเ้อนไซมแ์มงกานีส
เปอรอ์อกซิเดส และเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกบัการบ่มเอนไซมส์กดัหยาบภายใตแ้สงสีฟ้า โดยเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมี
ค่ากิจกรรมเท่ากบั 0.0019, 0.0020 และ 0.0021 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั และเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิ
เดสมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 0.0006, 0.0002 และ 0.0005 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพที่ 23)  
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ความแตกต่างของความยาวคลื่นแสงบางชนิดอาจกระตุน้ใหเ้กิดการเพิ่มขึน้ หรือลดลง
ของค่ากิจกรรมเอนไซมไ์ด ้(Mayer, 2006) และจากรายงานของ Hernandez และคณะ (2016) พบว่า
แลคเคสนอกเซลลใ์น Pycnoporus sanguineus จะตอบสนองต่อแสงโดยที่ความยาวคลื่นต ่าเอนไซมแ์ลค
เคสจะถูกยับ้ยัง้ และที่ความยาวคลื่นสงูสามารถยบัยัง้เอนไซมแ์ลคเคสไดเ้พียงบางส่วน แต่ในการศึกษา
ในครั้งนีม้ีปัจจัยของอุณหภูมิเข้ามารบกวน เนื่องจากผู้ทดลองวางหลอดเซนติฟิวสท์ี่มีเอนไซม์ใกล้
หลอดไฟเกินไป 

 

ภาพที่ 23 แสงที่ส่งผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้ Ganoderma orbiforme 
K4/2   *ตวัอกัษรก ากบัที่เหมือนกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบเอนไซมช์นิดเดียวกนัที่
ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

3.4 ผลของธาตุอาหาร   
ผลการทดสอบธาตุอาหารที่ ส่ งผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ ย่อยสลายของ เชื ้อ  

G. orbiforme K4/2 พบว่าธาตุอาหารที่ทดสอบเกือบทุกชนิดสามารถยับยั้งค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได ้ยกเวน้  K2HPO4 ที่ความเขม้ขน้ 
1.25% (w/v) ที่ส่งผลใหค่้ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคส (1.810.10 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร) สูงกว่า
ชุดควบคุมที่มีค่ากิจกรรมเท่ากับ 1.750.06 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร และการเติม CuSO4 ที่ 0.03% 
(w/v) ส่งผลใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (1.710.10 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร) 
มีค่ามากกว่าชุดควบคมุ (1.680.12 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร) นอกจากนีย้งัพบว่าการเติม (NH4)2S2O8 
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ทัง้ 3 ความเขม้ขน้สง่ผลใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส (5.620.31, 20.741.03 
และ 20.110.72 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ) มีค่ามากกว่าชุดควบคุม  (1.900.27 ×10-3  

ยูนิต/มิลลิลิตร) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) (ตารางที่ 5) จากรายงานของ Rosconi และ
คณะ (2005) พบว่า Fe, Mn และ Cu สามารถยบัยัง้เอนไซมแ์ลคเคสที่เชือ้ Sinorhizobium meliloti 
ผลิตขึน้โดยไอออนของธาตุดงักล่าวรบกวนการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั และมีรายงานว่า ZnCl2, 
NaCl และ CaCl2 สามารถยบัยัง้เอนไซมแ์ลคเคสโดยการจบับรเิวณ copper site ท าใหไ้ม่สามารถ
ผลิตเอนไซมแ์ลคเคสได ้(Paterson et al., 2008) และจากการคน้ควา้เพิ่มเติมพบว่าโลหะ (metal) 
มีความเป็นพิษต่อไฟลัม Basidiomycota (Sanglimsuwan et al., 1993; Baldrian and Gabriel, 
1997) ซึ่งจากรายงานของ Couto และคณะ (2005) ความคงที่ (stability) ของแลคเคสถกูยบัยัง้ได้
ดว้ยไอออนของของโลหะ เช่น Ca2+, Zn2+, K+, Cu2+, Fe2+ และ Mn2+ 
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ตา ง ร า งที่  5 ผลของธาตุอาหาร ต่อ ค่ ากิ จกร รม เอนไซม์ย่ อยสลายลิ กนิ นของ เชื ้อ  
Ganoderma orbiforme K4/2  

Treatment 
Concentration 

(%) 
Enzyme activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
Control - 1.750.06a 1.680.12abc 1.900.27c 

CaCl2 0.2 0.440.06ijk 0.940.06fgh 0.000.00e 
 0.6 0.600.00fghij 0.840.06ghi 0.000.00e 
 1.0 0.470.06hijk 0.030.06l 0.000.00e 

CuSO4 0.03 1.340.12bcd 1.710.10ab 0.000.00e 
 0.09 1.310.17bcd 0.640.23hij 0.720.31de 
 0.15 1.510.10abc 0.000.00l 0.000.00e 

FeSO4 0.002 0.670.06fghi 1.780.12a 0.000.00e 
 0.0035 1.550.12ab 1.280.15de 0.180.16e 
 0.005 0.570.06ghijk 0.470.06j 0.000.00e 

H3BO3 0.08 0.910.10ef 1.440.06bcd 0.000.00e 
 0.24 1.550.06ab 0.740.12ghij 0.180.31e 
 0.40 0.770.15fgh 0.500.10j 0.000.00e 

H3PO4 0.1 0.300.00jklm 0.130.06kl 0.090.16e 
 0.2 0.600.17fghij 0.600.10ij 0.000.00e 
 0.3 0.340.15jkl 0.070.06l 0.000.00e 

K2HPO4 0.7 0.840.12fg 1.510.00abcd 0.090.16e 
 1.25 1.810.10a 1.380.06cd 0.090.16e 
 1.8 0.540.06ghijk 0.670.12hij 0.000.00e 

MgSO4 0.2 0.840.06fg 0.910.10ghi 0.000.00e 
 0.45 1.210.10cde 1.010.17efg 0.540.27de 
 0.7 0.570.15ghijk 0.440.12jk 0.000.00e 
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ตา ง ร า งที่  5 ผลของธาตุอาหาร ต่อ ค่ ากิ จกร รม เอนไซม์ย่ อยสลายลิ กนิ นของ เชื ้อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 (ต่อ) 

Treatment 
Concentration 

(%) 
Relative activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
MnSO4 0.0025 0.600.00fghij 1.810.10a 0.000.00e 
 0.02125 1.610.10ab 1.240.06def 1.180.16cd 
 0.04 1.180.12de 0.600.17ij 0.000.00e 

(NH4)2S2O8 2.0 0.000.00m 0.030.06l 5.620.31b 
 2.5 0.070.06lm 0.030.06l 20.741.03a 
 3.0 0.000.00m 0.000.00l 20.110.72a 

ZnSO4 0.1 0.270.06klm 1.410.10bcd 0.000.00e 
 0.45 0.500.10hijk 0.640.06hij 0.360.31de 
 0.8 0.540.06ghijk 0.030.06l 0.000.00e 

1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 

3.5 ผลของสารประกอบฟีนอลิก  
การทดลองในครัง้นีพ้บว่าสารประกอบฟีนอลิกที่ส่งผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลาย

ของเชื ้อรา  G. orbiforme K4/2 ได้แก่  azure B, guaiacol, phenol และ salicylic acid ที่ความ
เขม้ขน้ 10, 20 และ 30 mM สามารถลดค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส (มีค่ากิจกรรมอยู่ระหว่าง 
0.00 ถึง 2.490.15×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร) และแมงกานีสเปอร์ออกซิเดสเคส (มีค่ากิจกรรมอยู่
ระหว่าง 0.00 ถึง 2.650.12 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร) ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคมุซึ่งมีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคส 5.380.21 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร และ
เอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 5.980.15 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร นอกจากนี ้azure B ความ
เขม้ขน้ 10 mM และ salicylic acid และ guaiacol ที่ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 30 mM ส่งผลต่อ
เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสโดยท าใหค่้ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 0.00 ซึ่งลดลงอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุที่มีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากบั 4.080.27 ×10-3 

ยนูิต/มิลลิลิตร แต่ทัง้นีก้ารเติม azure B ที่ 20 และ 30 mM และ phenol ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 
30 mM กลบัท าใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดสเพิ่มสงูขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
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ควบคมุ (ตารางที่ 6) เชือ้ราในกลุ่มราผุสีขาว สามารถสรา้งเอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสเพื่อย่อยสลายสียอ้มสงัเคราะหป์ระเภทสารประกอบฟีนอลิก และ  
อะโรมา ติกได้  (Ollikka et al., 1993; Sivasakthivelan, 2013) แ ต่พบว่ า  salicylic acid และ 
guaiacol ที่ ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น สู ง ขึ ้ น ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์ แ ล ค เ ค ส  
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสได้ โดยการยับยั้งบริเวณเร่งปฏิกิริยา หรือ 
active site (Surendran et al., 2018)  

ตารางที่  6 ผลของสารประกอบฟีนอลิกต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของเชื ้อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 

Treatment 
Concentration 

(mM) 
Enzyme activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
Control 0 5.380.21a 5.980.15a 4.080.27d 

Azure B 10 0.240.15ef 0.000.00d 0.000.00e 
 20 0.000.00f 0.000.00d 33.611.13b 
 30 0.000.00f 0.000.00d 35.510.57a 

Guaiacol 10 0.910.27c 0.600.20c 0.000.00e 
 20 0.500.17cde 0.000.00d 0.000.00e 
 30 0.400.00def 0.000.00d 0.000.00e 

Phenol 10 2.080.15b 2.320.27b 5.620.42c 
 20 2.420.10b 2.620.10b 6.520.27c 
 30 2.490.15b 2.650.12b 6.700.42c 

Salicylic acid 10 0.810.17cd 0.740.12c 0.000.00e 
 20 0.710.10cd 0.710.10c 0.000.00e 
 30 0.270.12ef 0.570.06c 0.000.00e 

1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 
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3.6 ผลของกรดอินทรีย ์
จากการทดสอบกรดอินทรีย์พบว่า acetic acid, citric acid และ lactic acid ที่ความ

เข้มข้น 20, 40, 60 และ 80 mM ส่งผลให้เอนไซม์แลคเคสมีค่ากิจกรรมอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 
4.700.31 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 
4.840.27 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร และลิกนินเปอร์ออกซิเดสมีค่ากิจกรรมอยู่ระหว่าง 0.00 ถึง 
1.720.16 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร โดยค่ากิจกรรมเอนไซมด์งักล่าวลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคมุที่มีค่ากิจกรรมเอนไซมแ์ลคเคสเท่ากบั 11.120.45 ×10-3 

ยูนิต/มิลลิลิตร แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากับ 17.200.21 ×10-3 ยูนิต/
มิลลิลิตร และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสมีค่ากิจกรรมเอนไซมเ์ท่ากับ 9.690.42 ×10-3 ยูนิต/มิลลิลิตร 
(ตารางที่ 7) Kishore และคณะ (2012) พบว่าสารละลายกรดอินทรียท์ี่มีความเขม้ขน้เพิ่มขึน้จะ
ย่อยสลายองค์ประกอบของโครงสรา้งโปรตีนท าให้เอนไซม์เสียสภาพ และจากการศึกษาของ 
Hassan และคณะ (2015) พบว่าสารอินทรีย์ 8 ชนิดได้แก่ propionic, acetic, formic, lactic, 
tartaric, citric, oxalic และ malic acid มีฤทธิ์ในการตา้นเชือ้รา Aspergillus flavus, Penicillium 
purpurogenum, Rhizopus nigricans และ Fusarium oxysporum และสามารถลด aflatoxin B1 
ที่เชือ้ราผลิตขึน้มาได ้
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ตา ร า งที่  7 ผลของก รด อินทรี ย์ ต่ อ ค่ ากิ จ ก ร รม เ อน ไซม์ย่ อ ยสลายลิ กนิ น ของ เ ชื ้อ  
Ganoderma orbiforme K4/2 

Treatment 
Concentration 

(mM) 
Enzyme activity (×10-3 U/ml)1/ 

Lac MnP LiP 
Control 0 11.120.45a 17.200.21a 9.690.42a 

Acetic acid 20 3.930.30c 4.840.27b 0.000.00c 

 40 3.970.21c 3.860.15c 1.720.16b 

 60 4.700.31b 3.830.17c 0.000.00c 

 80 4.570.25bc 3.660.32c 0.000.00c 

Citric acid 20 0.300.10ef 0.270.06g 0.000.00c 

 40 0.100.17f 0.300.17g 0.000.00c 

 60 0.000.00f 0.000.00g 0.000.00c 

 80 0.000.00f 0.000.00g 0.000.00c 

Lactic acid 20 0.940.15de 0.870.15ef 0.000.00c 

 40 0.940.23de 1.280.21de 0.000.00c 

 60 1.140.21d 1.410.17d 0.000.00c 

 80 0.970.21de 0.500.10fg 0.000.00c 
1/ ค่าเฉลี่ยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ที่ก ากับดว้ยตัวอักษรเดียวกันในแนวตัง้ของตารางไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติเปรียบเทียบโดย Tukey’s HSD (p0.05) 
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 จากการศึกษาในครั้งนี ้สามารถสรุปปัจจัยทางกายภาพ เคมี และชีวภาพที่ส่งผลต่อ
การยับ้ยัง้การผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน และค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้รา  
G. orbiforme K4/2 ไดด้งัตารางที่ 8 

ตารางที ่8 ผลของปัจจยัทางกายภาพ เคมี และชีวภาพต่อเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน 

Factors 
Inhibition effect 

Enzyme production Enzyme activity 

ปัจจัยทางกายภาพ   

- pH 8.0   
- บ่มในที่มืด    
- บ่มในที่มืดสลบัแสง LED    
- บ่มภายใตแ้สงสีฟ้า   
- อณุหภมูิ 30–40°C   
- อณุหภมูิในการบ่มเอนไซม ์70°C    

ปัจจัยทางเคมี   

- ธาตอุาหาร   
  (NH4)2S2O8 ความเขม้ขน้ 2.0–3.0%   
  H3PO4 ความเขม้ขน้ 0.1–0.3%   
  K2HPO4 ความเขม้ขน้ 1.8%   
  MgSO4 ความเขม้ขน้ 0.2–0.7%   
  CaCl2 ความเขม้ขน้ 0.2–1.0%   
  H3BO3 ความเขม้ขน้ 0.08–0.24%   
  H3BO3 ความเขม้ขน้ 0.40%   
  CuSO4 ความเขม้ขน้ 0.03–0.15%   
  ZnSO4 ความเขม้ขน้ 0.1%   
  ZnSO4 ความเขม้ขน้ 0.8%   

 



61 
 

 
 

ตารางที ่8 ผลของปัจจยัทางกายภาพ เคมี แลชีวภาพต่อเอนไซมย์่อยสลายลิกนิน (ต่อ) 

Factors 
Inhibition effect 

Enzyme production Enzyme activity 
  FeSO4 ความเขม้ขน้ 0.002–0.0035%   

  FeSO4 ความเขม้ขน้ 0.005%   
  MnSO4 ความเขม้ขน้ 0.0025–0.02125%   

  MnSO4 ความเขม้ขน้ 0.04%   

- สารประกอบฟีนอลิก   

  Azure B ความเขม้ขน้ 10 mM   
  Azure B ความเขม้ขน้ 20–30 mM   

  Guaiacol ความเขม้ขน้ 10–30 mM   
  Phenol ความเขม้ขน้ 10–30 mM   

  Salicylic acid ความเขม้ขน้ 10 mM   
  Salicylic acid ความเขม้ขน้ 20–30 mM   

- กรดอินทรีย ์   

  Acetic acid ความเขม้ขน้ 20–80 mM   
  Citric acid ความเขม้ขน้ 20, 60–80 mM   
  Lactic acid ความเขม้ขน้ 20–40 และ 80 mM   
  Lactic acid ความเขม้ขน้ 60 mM   
  CaCO3 ความเขม้ขน้ 10–20%   

ปัจจัยทางชีวภาพ   

- Trichoderma spp.   

 = ยบัยัง้การผลิตเอนไซม ์และค่ากิจกรรมเอนไซมย์่อยสลายลิกนินของเชือ้ G. orbiforme K4/2 

จากตารางที่ 8 สามารถน าขอ้มลูดงักลา่วไปประยุกตใ์ชเ้พื่อควบคมุโรคล าตน้เน่าในปาลม์
น า้มนัไดเ้ช่น ก่อนปลกูตน้กลา้ควรปรบัอณุหภูมิของดินใหอ้ยู่ในช่วง 30–40°C ดว้ยวิธี solarization 
(Stapleton et al., 2019) แลว้ปรบั pH ดินใหม้ี pH ประมาณ 8.0 ดว้ยการเติมปูนขาว (Manan and Aziz, 
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2018) แลว้สามารถใชเ้ชือ้ Trichoderma sp. ร่วมกับวัสดุปลูก หรืออินทรีวัตถุเพื่อชักน าใหป้าลม์น า้มนั
เกิดความตา้นทาน และนอกจากการใส่ปุ๋ ยตามอาการที่ขาดธาตุอาหาร ใส่ปุ๋ ยตามปริมาณที่ใชใ้นการ
เจริญเติบโต และใส่ปุ๋ ยตามความตอ้งการของตน้ปาลม์แลว้ การเติมธาตุอาหารเช่น CaCl2, CuSO4, 
FeSO4, H3BO3, H3PO4, MgSO4, MnSO4, (NH4)2S2O8 และ ZnSO4 สารประกอบฟีนอลิก และกรด
อินทรียย์ังส่งผลใหเ้ชือ้ G. orbiforme K4/2 ผลิตเอนไซมย์่อยสลายลิกนินลดลงไดเ้ช่นเดียวกัน แต่
ทัง้นีง้านวิจัยในอนาคตจะตอ้งมีการทดสอบการจดัการปัจจัยต่าง ๆ  ดังกล่าวในระดับเรือนทดลอง หรือ
แปลงเกษตรกรต่อไป 
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บทที ่5 
 

สรุปผลการทดลอง 

 การจัดการปัจจัยทางกายภาพ ไดแ้ก่ pH การใหแ้สง และอุณหภูมิ ปัจจัยทางเคมี ไดแ้ก่ 
ธาตุอาหาร สารประกอบฟีนอลิก กรดอินทรีย ์และการเติม CaCO3 ใหเ้หมาะสม รวมทั้งการใช ้
Trichoderma spp. (ปัจจัยทางชีวภาพ) สามารถยับยั้งการผลิต และการท างานของเอนไซม์ 
แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตโดยเชือ้รา G. orbiforme K4/2 
ก่อนเขา้ท าลายตน้ปาลม์น า้มนัได ้จากขอ้มลูของปัจจยัต่าง ๆ ที่ไดจ้ึงสามารถน าไปจดัท าเป็นคู่มือ
เพื่อประยกุตใ์ชส้  าหรบัควบคมุโรคล าตน้เน่าในปาลม์น า้มนัในอนาคตต่อไป 
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