
 

 

 

 

 

 

 

รายงานวจิัยฉบับสมบูรณ 

 

 

การคัดกรองเชื้อราเอนโดไฟทและแซบโพรไฟทท่ีมีความสามารถในการผลติ

เอ็นไซมยอยสลายเมลานนิเพื่อประยุกตใชในเคร่ืองสําอาง 

Screening of Endophytic and Saprobic Fungi Producing Melanin 

Degrading Enzymes Potential Application in Cosmetics 

 

 

 

 

 

 

โดย 

 

อทิธญากรณ พรหมพุทธา และคณะ 

 

 

 

 

 

 

พฤศจกิายน พ.ศ. 2556 

 



 

 

รายงานวจิัยฉบับสมบูรณ 

 

 

การคัดกรองเชื้อราเอนโดไฟทและแซบโพรไฟทท่ีมีความสามารถในการผลติ

เอ็นไซมยอยสลายเมลานนิเพื่อประยุกตใชในเคร่ืองสําอาง 

Screening of Endophytic and Saprobic Fungi Producing Melanin 

Degrading Enzymes Potential Application in Cosmetics 

 

 

 

 

 

 

คณะผูวจิัย 

อทิธญากรณ พรหมพุทธา  มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง 

 

 

 

 

 

 

สนับสนุนโดยสํานักงานคณะกรรมการการอดุมศกึษาและสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวจิัย

สัญญาเลขที่ MRG5480073 



 
 

(3) 

 

กติตกิรรมประกาศ 

 

 คณะผูวิจัยขอขอบคุณสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  และสํานักงาน

คณะกรรมการการอุดมศึกษา ที่ไดใหการสนับสนุนเงินอุดหนุนการวิจัยตลอดโครงการวิจัย 

ขอขอบคุณนางสาวซัมซัม อัรอูล และ นางสาวธนวรรณ โรจนปติกุล นักศึกษาสาขาวิชา

วทิยาศาสตรเครื่องสําอาง ที่ไดชวยดําเนนิการวจิัยบางสวนของโครงการนี้ ขอขอบคุณเจาหนา

ทุกทานในหองปฏิบัตกิารชีววทิยา ศูนยเครื่องมือวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยแม

ฟาหลวง ที่ไดสนับสนุนสถานที่ อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการวจิัย และอํานวยความสะดวก

ใหตลอดระยะเวลาการทําวจิัย 

 

 

       ดร. อิทธญากรณ พรหมพุทธา 

      



 
 

(4) 

 

บทสรุปผูบริหาร 

 

ในปจจุบันมีการนําสารเคมีสังเคราะหและสารสกัดธรรมชาติหลายชนิดมาใชเปน

สวนประกอบของตํารับเครื่องสําอางเพื่อทําใหผิวขาว สวนใหญมีฤทธิ์ยับยั้งกระบวนการสราง    

เมลานนิ ยับยัง้กระบวนการขนสงเมลานิน หรือออกฤทธิ์ลอกเซลลผิวหนัง แตพบรายงานวา

สารเหลานี้กอใหเกดิการระคายเคอืง ผิวหนังอักเสบ หรอืผิวไวตอแสงได จากปญหาเหลานี้ จึง

เกดิงานวจิัยเพื่อทางเลอืกใหมที่จะทําใหผิวขาวข้ึนอยางมีประสทิธภิาพและปลอดภัยกวาวธิเีดมิ 

คอื จะไมยับยั้งกระบวนการสรางเมลานิน แตจะทําใหสีของเมลานินที่สรางข้ึนมาแลวจางลง 

หรอืการยอยสลายเมลานนิ (melanin degradation) โดยเอนไซมจากแหลงกําเนิดธรรมชาติ ซ่ึง

นาจะเปนสารออกฤทธิ์ที่นาจะไดรับการยอมรับมากกวาการใชสารเคมีในตํารับเครื่องสําอาง  

ที่ผานมาพบวา เอนไซมจากเช้ือราแซบโพรไฟทและเห็ดบางชนดิมีความสามารถในการ

ยอยสลายเมลานนิสังเคราะหได แตยังไมเคยมีรายงานวาเช้ือราเอนโดไฟท ซ่ึงเปนกลุมเช้ือราที่

มีความหลากหลายทางชีวภาพสูงมาก มีความสามารถดังกลาวหรอืไม จงึตัง้สมมุตฐิานวา เช้ือ

ราเอนโดไฟทในพชือาจมีความสามารถในการผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถทําใหผิว

ขาวไดเชนเดยีวกับเช้ือรากลุมอ่ืนๆ ที่เคยมีรายงานมาแลว  

ดังนัน้งานวจิัยนี้จงึมีวัตถุประสงคเพื่อคัดกรองความสามารถของเช้ือราเอนโดไฟทจาก

พชื ในการผลติเอนไซมยอยสลายเมลานนิสังเคราะห ซ่ึงอาจจะมีความสามารถในการทําใหผิว

ขาวข้ึน และคาดวาจะนําจะไปใชประโยชนทางเครื่องสําอางได โดยทําการแยกเช้ือราเอนโดไฟท

จากพืชสมุนไพรไทย และ/หรือ พืชทั่วไป แลวนําไปคัดกรองหาความสามารถในการผลิต

เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส ซ่ึงเปนเอนไซมที่เคยมีรายงานวาสามารถยอยสลายเมลานิน

สังเคราะหได ดวยวธิีคัดกรองบนอาหารแข็ง และดวยวธิีคัดกรองในอาหารเหลว (วธิีใหม) แลว

คัดเลือกเช้ือราที่ใหผลการคัดกรองเปนบวกระดับสูง ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับผลิต

เอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส วัดกจิกรรมเอนไซม และวัดคาความสามารถของเอนไซมในการ

ทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง ซ่ึงพบวาเช้ือราเอนโดไฟทจํานวน 4 ไอโซเลท 

ใหคากจิกรรมเอนไซมสูงและสามารถทําใหสขีองเมลานนิสังเคราะหในปฏิกริยิาทดสอบจางลง

ได มี 1 ไอโซเลทที่ถูกเลือกเพื่อศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม จนได

กิจกรรมเอนไซมเพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เทา และมีความสามารถในการทําใหสีของเมลานิน

สังเคราะหจางลงมากกวาเอนไซมที่ไดจากสภาวะกอน optimization  
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จากงานวจิัยนี้ทําใหไดเช้ือราเอนโดไฟทที่มีความสามารถทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจาง

ลง ซ่ึงสามารถนําไปทําวจิัยตอยอดเพื่อพัฒนาและประยุกตใชในเครื่องสําอางเพื่อผิวขาวตอไป 
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Mai Orchids Hotel, Chiang Mai, Thailand, pp. 224-227. 

3) Promputtha I. and Hyde K.D. 2012. An alternative approach for melanin 

decolorization using biological-origin lignin peroxidase from endophytic and 

saprobic fungi. In The 4th International Conference on Natural Products for 

Health and Beauty (NATPRO 4), November 28-30, 2012, Chiang Mai Orchids 

Hotel, Chiang Mai, Thailand. [Poster] 
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The Empress Hotel, chiang Mai, Thailand. [Poster]. 
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บทคัดยอ 

 

เช้ือราแซบโพรไฟทและเห็ดบางชนดิสามารถผลติเอนไซมยอยสลายเมลานนิสังเคราะห

ได แตยังไมเคยมีรายงานวาเช้ือราเอนโดไฟทมีความสามารถดังกลาวหรือไม งานวิจัยนี้มี

วัตถุประสงคเพื่อคัดครองเช้ือราเอนโดไฟทที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยสลาย    

เมลานินสังเคราะห เพื่อหาแนวทางประยุกตใชเปนสารทําใหผิวขาวจากธรรมชาติในตํารับ

เครื่องสําอาง โดยแยกเช้ือราเอนโดไฟท 332 ไอโซเลท จากพชื 21 สายพันธุ และคัดกรองเช้ือ

ราที่สามารถผลติเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสดวยวิธีคัดกรองแบบดั้งเดิมบนอาหารแข็งที่มี

สวนผสมของส ีAzure B และวัดผลจากโซนใสรอบๆ โคโลนีเช้ือรา และคัดกรองในอาหารเหลว

ที่มีสวนผสมของส ีAzure B แลววัดผลโดยการวัดคาการดูดกลนืแสงที่ลดลงของ Azure B แลว

คํานวณคารอยละการทําใหส ีAzure B จงลง (% decolorization) ซ่ึงเปนวิธีใหม พบวาวิธีใหมมี

ความเหมาะสมสําหรับการคัดกรองลิกนินเปอรออกซิเดสจากเช้ือรา โดยจะประเมินผลคัด

กรองเปนบวกเม่ือ %decolorization มีคา ≥70 ซ่ึงการคัดกรองดวยวิธีใหมนี้จะชวย

ประหยัดเวลาและตนทุน เนื่องจากสามารถทดสอบเช้ือราหลายไอโซเลทไดในคราวเดียว ใช

ปริมาณอาหารเลี้ยงเช้ือนอย (10 มล/ไอโซเลท) และไดผลการคัดกรองในเชิงปริมาณเปน

เบื้องตนอีกดวย ในขณะที่วธิแีบบดัง้เดมิจะทําไดเพียง 1 ไอโซเลทตออาหารแข็ง 1 จาน (25 มล/

ไอโซเลท) จากการคัดกรอง พบวาเช้ือราเอนโดไฟท 14 ไอโซเลท ใหผลเปนบวกกับทั้งสองวีธ ี

โดยมีคา %decolorization ≥95 โดยเม่ือวัดกจิกรรมเอนไซมที่ผลติไดในอาหารเหลวแลว พบวา

เช้ือราเอนโดไฟท MP03 ใหกจิกรรมเอนไซมสูงที่สุด ซ่ึงมีคาสูงถงึ 439 ยูนติ/มล. เม่ือเพาะเลี้ยง

ในสภาวะที่เหมาะสมที่สุด และสามารถทําใหสขีองเมลานนิสังเคราะหจางลงไดประมาณ 36% 

การศกึษานี้แสดงใหเห็นวาเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสจากเช้ือราเอนโดไฟทอาจจะสามารถ

ประยุกตใชในตํารับเครื่องสําอางเพื่อผิวขาวได และเนื่องจากเอนไซมนี้ผลติไดจากแหลงชีวภาพ 

ดังนัน้จงึนาจะเปนสารที่ไดรับการยอมรับมากกวาการใชสารเคมีในตํารับเครื่องสําอาง 

 

คําสําคัญ: เช้ือราเอนโดไฟท, เมลานนิ, สารทําใหผิวขาว, ลกินนิเปอรออกซิเดส, เอนไซม 
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ABSTRACT 

 

Various species of saprobic fungi and mushroom have been reported to produce 

specific enzyme to degrade synthetic melanin and hypothesized that fungal enzyme could 

produce melanolytic activity which may potential application in cosmetics. However, 

endophytic fungi have never been reported for its application in melanolytic activity. This 

study aimed to investigate an alternative approach of melanin lightening through activity of 

lignin peroxidase (LiP) from endophytic fungi, which may help to avoid the adverse effects 

of chemical to skin. The 332 endophytic fungi isolated from 21 plant species were 

screened for LiP activity using traditional azure B agar medium together with a new 

introduce azure B liquid medium methods. The production of LiP with agar medium 

method was observed as clearance diameter of blue colored medium around fungal 

colony, while %decolorization of azure B was measured for analysis of LiP production 

under liquid medium method. A positive result of new screening method was interpreted 

from an occurrence of ≥70% azure B decolorization. All positive strains were subjected to 

produce LiP in liquid medium, assayed for enzyme activity, and assessed melanin 

decolorization ability. Fourteen endophytyes were signified as strongly positive since they 

showed ≥95% azure B decolorization in liquid medium screening methods. Of these, 

isolate MP03 expressed highest activity of LiP and when cultured under optimized 

conditions, enzyme activity was expressed as high as 439 units/ml which able to reduced 

melanin pigment about 36%. This study demonstrated that LiP from endophytic fungi may 

possible to use as melanin lightening agent in whitening-cosmetic formulation. This 

approach appears to be importance because the enzyme is a biological origin and will be 

more acceptable for cosmetic purpose than chemical formulations.  

 

Keywords: Endophytic fungi, Enzyme, Lignin peroxidase, Melanin, Whitening agent 
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ตารางที่ 4-1 จํานวน และ Isolation code ของเช้ือราเอนโดไฟทที่แยกได 

จากพชืตัวอยาง 21 ชนดิ       20 

ตารางที ่4-2 ผลการคัดกรองเช้ือราเอนโดไฟทที่มีความสามารถสราง 

 เอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส บนอาหารแข็ง LBM-Azure B  

 agar medium โดยวัดโซนใสรอบโคโลนขีองเช้ือรา    21 

ตารางที ่4-3 ผลการคัดกรองการสรางเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสใน 

 อาหารเหลวของเช้ือราที่มีผลคัดกรองเปนบวกบนอาหารแข็ง  26 

ตารางที ่4-4 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท  

 14 ไอโซเลท        29 
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สารบัญภาพ 

 

        หนา 

ภาพที่ 3-1 ลักษณะช้ินสวนพชืตัวอยางที่ตัดใหไดขนาดเหมาะสม  

 กอนนําไปฆาเช้ือที่ผิว เพื่อแยกเช้ือราเอนโดไฟท (A) ใบ (B) กิ่ง  12 

ภาพที่ 3-2 ลักษณะการเจรญิของเช้ือราเอนโดไฟทจากเนื้อเยื่อพชืบนจานอาหาร  

 (A) การวางช้ินพชืบนจานอาหาร PDA (B) เสนใยเช้ือราเอนโดไฟท 

 เจรญิออกมาจากเนื้อเยื่อพชื (C) เช้ือราสายพันธุบรสิุทธิใ์นจานเพาะ 

 เลี้ยงเดีย่ว         12 

ภาพที่ 3-3 เช้ือราเอนโดไฟทเจรญิบนอาหาร LBM-Azure B agar medium (A)  

 เช้ือราไมเจรญิบนอาหารและผลคัดกรองเปนลบ (B) เช้ือราเจรญิบน 

 อาหารแตผลคัดกรองเปนลบ (C) ผลคัดกรองเปนบวก (D) ผลคัด 

 กรองเปนบวกระดับสูง       14 

ภาพที่ 3-4 แสดงวธิกีารคัดกรองความสามารถของเช้ือราในการผลติเอนไซม 

 ลกินนิเปอรออกซิเดสในอาหารเหลว LBM medium  

 (A) การ inoculate  อาหารที่มีเช้ือราจํานวน 5 discs ลงในอาหารเหลว  

 LBM medium (B) สภาวะการบมเช้ือในเครื่องเขยา  

 (C) ลักษณะเช้ือที่เจรญิหลังจากบมนาน 10 วัน  

 (D) ลักษณะอาหารเลี้ยงเช้ือภายหลงัการเตมิ 0.01% (w/v) Azure B  

 ทันท ีเปรยีบเทยีบกับ control (หลอดกลาง) (E-F) ลักษณะอาหาร 

 เลี้ยงเช้ือที่บมนาน 24 ช่ัวโมง หลังจากเตมิ 0.01% (w/v) Azure B  

 (F) ลักษณะการจางลงของส ีAzure B ในระดับทีแ่ตกตางกัน 

 เปรยีบเทยีบกับ control (หลอดซายสุด)     15 

ภาพที่ 4-1 ลักษณะโคโลนเีช้ือราอายุ 7 วัน บนอาหารแข็ง PDA    30 

ภาพที่ 4-2 ความสามารถในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงของเอนไซม 

 ลกินนิเปอรออกซิเดสจากเช้ือรา TM25, MP26, MP29 และ MP03  31 
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สารบัญภาพ (ตอ) 

 

        หนา 

ภาพที่ 4-3 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท  

 MP03 ในอาหาร LBM ที่มีแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ บมนาน 7 วัน  32 

ภาพที่ 4-4 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท  

 MP03 ในอาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน และ 

 มีคา pH ตางๆ บมนาน 7 วัน      32 

ภาพที่ 4-5 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท  

 MP03 ในอาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน,  

 pH 6.0 และบมที่อุณหภูมิตางๆ นาน 7 วัน     33 

ภาพที่ 4-6 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท  

 MP03 ในอาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน,  

 pH 6.0, บมที่อุณหภูมิ 30 ˚ซ ดวยระยะเวลาบมนานตางๆ กัน  34 

ภาพที่ 4-7 ความสามารถในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงของเอนไซม 

 ลกินนิเปอรออกซิเดสจากเช้ือรา MP03 ที่เพาะเลี้ยงใน optimized  

 condition เปรยีบเทยีบกับเอนไซมที่ผลติไดในสภาวะกอน optimization 35 
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อักษรยอและสัญลักษณ 

 

ซม. : เซนตเิมตร 

มม.  : มิลลเิมตร 

มล. : มิลลลิติร 

˚ซ : องศาเซลเซียส 

Abs : Absorbance 

CT : Contaminate 

hrs : Hours 

LBM : LME basal medium 

ml : Milliliter 

mM : Milli molar 

MnP : Manganese peroxidase 

NA : Data not available 

NG : No growth  

nm : Nanometer 

PDA : Potato dextrose agar 

rpm : Revolutions per minute 

w/v : weight by volume 

µl : Microliter 

% : Percentage 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหาวจิัย 

เม็ดสีผิวที่เรียกวาเมลานิน (melanin) ถูกสรางมาจากเซลลที่ เรียกวาเมลาโนไซต 

(melanocyte) ที่อยูในช้ันผิวหนังกําพราสวนสตราตัม บาซาเล (stratum basale) เมลานินจะ

บรรจุอยูในเมลาโนโซม (melanosome) ซ่ึง melanosome นี้จะสามารถกระจายตัวไปยังเซลล

อ่ืนๆ ของช้ันผิวหนัง เชน คีราตโินไซต (keratinocyte) การกระจายตัวของเมลานนิในผิวหนังของ

แตละคนจะแตกตางกัน ซ่ึงสงผลใหสผิีวมีระดับความขาว-คล้ํา ที่แตกตางกันออกไป (Young, 

2006) 

ความผิดปกตขิองสผิีวที่ถอืวาเปนปญหามากในวงการแพทยและเครื่องสําอาง คอื การ

ที่ ผิ วหนั ง ส ร า ง เ ม็ ดสี ผิ วที่ ม าก เกิ น ไป  ส ง ผล ให มี สี ผิ วที่ คล้ํ า เ กิ นความต อ งก าร 

(hyperpigmentation) ปญหานี้คงไมคอยมีผลกระทบตอความรูสึกของคนตะวันตกที่มีผิวขาว 

เพราะคนเหลานี้ปรารถนาที่จะมีสผิีวที่เขมที่เรยีกกันคุนหูวาผิวสแีทนมากกวาผิวขาวซีด แตคน

แถบเอเชียสวนใหญโดยเฉพาะผูหญิง มักปรารถนาที่จะมีผิวขาวมากกวา ดังนัน้ผลิตภัณฑปรับ

สีผิวใหขาวข้ึนจึงมีอิทธิพลตอคนผิวสีคล้ํามาก ทําใหในเครื่องสําอางหรือเวชสําอางหลายๆ 

ชนิดไดมีการผสมสารออกฤทธิ์ที่เช่ือวาจะทําใหผิวขาวข้ึน (Rendon and Gaviria, 2005) เพื่อ

ดงึดูดความสนใจของคนผิวคล้ําทัง้หลายเขามาทดลองใช ซ่ึงผลลัพธที่ไดมีทั้งประทับใจเพราะ

ขาวข้ึน หรือไมมีการเปลี่ยนแปลง บางคนมีอาการแพตอเครื่องสําอางนั้นๆ ทําใหผิวแยลง

กวาเดมิ หรอืขาวข้ึนแตเม่ือหยุดใชเครื่องสําอางนัน้ๆ แลวทําใหผิวคล้ําข้ึนกวาเดิม จากปญหา

ตางๆ เหลานี้ การคนหาสารทําใหผิวขาวที่มีประสทิธภิาพทัง้การทําใหขาวข้ึนจรงิและปลอดภัย

จงึยังตองดําเนนิตอไป โดยพยายามคนหาจากหลายๆ ตนกําเนิด ไมวาจะเปนสารสกัดจากพืช 

สมุนไพร เช้ือจุลนิทรยี หรอืสารเคมีสังเคราะหตางๆ (Akhtar et al., 2012; Boissy et al., 2005; 

Cho et al., 2006; Kim et al., 2005; Mohamad et al., 2010; Momtaz et al., 2008; No et 

al., 1999; Parvez et al., 2006; Seiberg et al., 2000) 

ผลติภัณฑทําใหผิวขาวมักใชสารเคมีที่มีฤทธิ์รบกวนกระบวนการสรางเมลานนิ ไดแก 

สารประกอบของปรอท (mercury compounds) ไฮโดรควโินน (hydroquinone) ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยัง้

เอนไซม tyrosinase ในกระบวนการสรางเมลานนิ ทัง้นี้สารประกอบของปรอทจัดเปนสาร

อันตรายที่ทําใหเกดิอาการแพ ผ่ืนแดง ผิวบาง และเกดิรอยดํา บนใบหนา และอาจทําใหเกดิ
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การสะสมพิษของปรอทซ่ึงเปนโลหะหนกัอันตราย ทางเดนิปสสาวะอักเสบ และไตอักเสบ เปน

ตน ไฮโดรควนิโนนทําใหระคายเคอืง เกดิจดุดางขาว ผิวไวตอแสง ผิวแดงและคล้ําดําในที่สดุ 

หรอือาจเกดิฝาอยางถาวรได ดังนัน้กระทรวงสาธารณสุขจงึประกาศหามใชสารชนดินี้ใน

เครื่องสําอาง (Al-Saleh et al., 2004; Boissy et al., 2005; Cho et al., 2006; del Giudice 

and Yves., 2002; Dooley, 1997; Kim and Uyama, 2005; Matsubayashi et al., 2003; 

Mauricio et al., 2011; Mohamad et al., 2010; Rendon and Gaviria, 2005; Seiberg et al., 

2000; Sugimoto et al., 2004)  

ในปจจุบันมีการนําสารผลิตภัณฑธรรมชาติหลายชนิดมาใชเปนสวนประกอบของ

ผลติภัณฑทําใหผิวขาว ไดแก อารบูตนิ (arbutin) วติามินซี (ascorbic acid) และอนุพันธของมัน 

เชน magnesium ascorbyl phosphate และกรดออน kojic acid สารชนดินี้มีผลรบกวนการสราง 

เมลานนิและมีฤทธิ์ตานออกซิเดชัน (antioxidant) อยางไรก็ตามพบวามีรายงานการทําใหเกิด

อาการระคายเคือง ผ่ืนแพ หรือผิวหนังอักเสบไดบาง (Boissy et al., 2005; Ha et al., 2001; 

Parvez et al., 2006; Sugimoto et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบสารผลติภัณฑธรรมชาตจิากพชื

อีกหลายชนิดมีฤทธิ์ทําใหผิวขาว เชน mulberry extract (Akhtar et al., 2012) และ licorice 

extract (Parvez et al., 2006) เปนตน สารที่ออกฤทธิ์ลอกเซลลผิวหนังช้ันบนสุด (keratolytic) 

จัดเปนสารทําใหผิวขาวชนดิหนึ่งที่ชวยลอกผิวหนังสคีล้ําช้ันบนสุดออกไป ทําใหสีผิวดูขาวและ

สดใสข้ึน สารในกลุมนี้ไดแก กรดวิตามินเอ (retinoic acid หรือ tretinoin) สารชนิดนี้มีฤทธิ์

ระคายเคอืงผิวหนัง และทําใหผิวหนังบางลง (Kasraee et al., 2003) 

สารออกฤทธิ์เพื่อทําใหผิวขาวข้ึนในปจจุบันนี้ สวนใหญจะมีฤทธิ์รบกวนกระบวนการ

สรางเมลานินโดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซม tyrosinase หรือยับยั้งกระบวนการขนสง 

melanosome ไปยัง keratinocyte อยางไรก็ตามสารยับยั้งการสรางเมลานินที่ใชกันอยูนี้อาจมี

ผลขางเคียงหรอือาจเกดิพิษตอรางกายได หรอืวธิกีารใชสารออกฤทธิ์เพื่อลอกผิวหนังสคีล้ําช้ัน

บนสุดนัน้ จะทําใหผิวบางและไวตอแสง อาจทําใหเกดิผิวดําคล้ํามากกวาเดิมหรือเกิดฝาถาวร

ได (Parvez et al., 2006) จากปญหาเหลานี้การวจิัยเพื่อคนหาวธิกีารแบบใหมที่จะทําใหผิวขาว

ข้ึนอยางมีประสทิธภิาพและปลอดภัยกวาวธิเีดมิที่ใชกันอยูจึงเปนเรื่องที่ควรใหความสนใจ ซ่ึง

ทางเลอืกใหมสําหรับการทําใหผิวขาวข้ึน คอื การทําใหสีของเมลานินที่สรางข้ึนมาแลวจางลง 

หรือการยอยสลายเมลานิน (melanin degradation) แทนการออกฤทธิ์รบกวนกระบวนการ

สรางเมลานนิ (Mohorčič et al., 2007; Woo et al., 2004) 

ถึงแมวาเมลานินจะเปนสารประกอบที่มีความคงตัวมาก แตสามารถถูกทําลายหรือ

ยอยสลายไดโดยสารเคมี เชน hydrogen peroxide (H2O2) ดวยขบวนการ photochemical 
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degradation หรือดวยขบวนการยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) โดยเช้ือราที่ผลิต

เอนไซม melaninase หรอื manganese peroxidase ได เคยมีรายงานวาเช้ือราแซบโพรไฟทและ

เห็ดบางชนิดมีความสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายเมลานินสังเคราะหได (Butler and Day, 

1998; Liu et al., 1995; Luther and Lipke, 1980; Mohorčič et al., 2007; Parvez et al., 

2006; Rättö et al., 2001) แตยังไมเคยมีรายงานวาเช้ือราเอนโดไฟท ซ่ึงเปนกลุมเช้ือราที่มี

ความหลากหลายทางชีวภาพสูงมาก มีความสามารถดังกลาวหรือไม จึงตั้งสมมุติฐานวา เช้ือ

ราเอนโดไฟทในพชือาจมีความสามารถในการผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถทําใหผิว

ขาวไดเชนเดียวกับเช้ือรากลุมอ่ืนๆ ที่เคยมีรายงานมาแลว และเปนสารที่ผลิตไดจากแหลง

ชีวภาพ ที่นาจะเปนสารที่ไดรับการยอมรับมากกวาการใชสารเคมีในสวนผสมของตํารับ

เครื่องสําอาง 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวจิัย 

เพื่อคัดกรองความสามารถของเช้ือราเอนโดไฟทจากพชื ในการผลติเอนไซมยอยสลาย

เมลานนิสังเคราะห ซ่ึงอาจจะมีความสามารถในการทําใหผิวขาวข้ึน และคาดวาจะนําจะไปใช

ประโยชนทางเครื่องสําอางได 

 

1.3 ความสําคัญของการวจิัย 

  1.3.1 ไดเช้ือราเอนโดไฟทที่มีความสามารถทําใหสีเมลานินสังเคราะหจางลง ซ่ึง

สามารถนําไปทําวจิัยตอยอดเพื่อพัฒนาและประยุกตใชในเครื่องสําอางเพื่อผิวขาวตอไป 

1.3.2 เกิดองคความรูใหมของเช้ือราเอนโดไฟทเกี่ยวกับความสามารถในการสราง 

melanin degrading enzymes สําหรับประยุกตใชในเครื่องสําอาง 

1.3.3 นักศกึษาวทิยาศาสตรเครื่องสําอางที่มีสวนรวมในงานวิจัยนี้จะไดรับทักษะการ

ทําวจิัยดานจุลชีววทิยารวมดวย 

1.3.4 เปนการพัฒนาทักษะการทําวจิัยของผูรับทุนเอง 

1.3.5 ผลงานวจิัยสามารถนําไปเผยแพรในการประชุมวชิาการระดับนานาชาตไิด 
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1.4 สมมตฐิานของการวจิัย 

เคยมีรายงานวาเช้ือราแซบโพรไฟทและเห็ดบางชนดิมีความสามารถผลิตเอนไซมยอย

สลายเมลานินสังเคราะหได แตยังไมเคยมีรายงานวาเช้ือราเอนโดไฟท ซ่ึงเปนกลุมเช้ือราที่มี

ความหลากหลายทางชีวภาพสูงมาก มีความสามารถดังกลาวหรือไม จึงตั้งสมมุติฐานวา เช้ือ

ราเอนโดไฟทในพชือาจมีความสามารถในการผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถทําใหผิว

ขาวได เชนเดียวกับเช้ือรากลุมอ่ืนๆ ที่เคยมีรายงานมาแลว และเปนสารที่ผลิตไดจากแหลง

ชีวภาพ ที่นาจะเปนสารที่ไดรับการยอมรับมากกวาการใชสารเคมีในสวนผสมของตํารับ

เครื่องสําอาง 

 

1.5 ขอบเขตของการวจิัย 

แยกเช้ือราเอนโดไฟทจากพชืสมุนไพรไทย และ/หรอื พืชทั่วไป จํานวน 21 ชนิด ไดเช้ือ

ราเอนโดไฟทจํานวน 332 ไอโซเลท นําเช้ือราไปคัดกรองหาความสามารถในการผลิตเอนไซม

ชนดิลกินนิเปอรออกซิเดส ซ่ึงเปนเอนไซมที่มีรายงานวาสามารถยอยสลายเมลานินสังเคราะห

ได ดวยวิธีบนอาหารแข็ง และดวยวิธีในอาหารเหลว (วิธีใหม) คัดเลือกเช้ือราที่ใหผลการคัด

กรองเปนบวกระดับสูง ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสําหรับผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส วัด

กิจกรรมเอนไซม และวัดคาความสามารถของเอนไซมในการทําใหสีเมลานินสังเคราะห

สังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง 

 

1.6 นยิามศัพทเฉาะ 

เช้ือราเอนโดฟท หมายถึง เช้ือราที่อาศัยอยูในชองวางระหวางเซลล (intercellular 

space) ของเนื้อเยื่อพืช โดยไมกอใหเกิดโรคตอพืชอาศัย และดวยการอยูรวมกันแบบพ่ึงพา

อาศัยกัน (mutualistic symbiosis) โดยพืชอาศัยใหอาหารและที่อาศัยแกเช้ือราเอนโดไฟท ใน

ขณะเดยีวกันเช้ือราเอนโดไฟทก็สามารถสรางสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพหรือฮอรโมนที่

เปนประโยชนตอพชื 
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บทที่ 2 

แนวคิดทฤษฎีและงานวจัิยที่เกี่ยวของ 

 

2.1  ปญหาสผีวิเขมเกนิระดับปกตแิละแนวทางการแกไข 

เม็ดสีผิวที่เรียกวาเมลานิน (melanin) ถูกสรางมาจากเซลลที่ เรียกวาเมลาโนไซท 

(melanocyte) ที่อยูในช้ันผิวหนังกําพราสวน stratum basale เมลานินจะบรรจุอยูใน 

melanosome ซ่ึง melanosome นี้จะสามารถกระจายตัวไปยังเซลลอ่ืนๆ ของช้ันผิวหนัง เชน 

keratinocyte การกระจายตัวของเมลานนิในผิวหนังของแตละคนจะแตกตางกัน ซ่ึงสงผลใหสผิีว

มีระดับความขาว-คล้ําที่แตกตางกันออกไป สีผิวของมนุษยจําแนกไดเปน 6 ระดับ (skin 

phototype) คอื ระดับ I ถึง IV ตามปริมาณของเม็ดสีผิวเมลานินที่เพ่ิมมากข้ึนและระดับที่ลด

ลองของการยอมใหแดดไหมได ซ่ึงสผิีวประเภทที่ 6 จะเปนประเภทที่สีเขมที่สุดแตยอมใหแดด

ไหมไดในระดับที่นอยที่สุด (Young, 2006) โดยปกตทิั่วไปสผิีวจะเรียบสมํ่าเสมอกันทั่วไปในแต

ละบรเิวณของรางกาย แตอาจเกดิสผิีวที่ไมสมํ่าเสมอได เม่ือมีความผิดปกตขิองการสรางเม็ดสี

เมลานนิ ซ่ึงความผิดปกตอิาจเปนไดทัง้สผิีวจางลงหรอืเขมข้ึนมากกวาระดับปกตกิ็ได  

ความผิดปกติของสีผิวที่ถือวาเปนปญหามากในวงการแพทยและเครื่องสําอาง คือ 

ผิวหนังสรางเม็ดสีผิวที่มากเกินไป สงผลใหมีสีผิวที่คล้ําเกินระดับปกติ (hyperpigmentation) 

เชน กระ ฝา ปญหานี้คงไมคอยมีผลกระทบตอความรูสกึของคนตะวันตกที่มีผิวขาว เพราะคน

เหลานี้ปรารถนาที่จะมีสผิีวเขม ที่เรยีกกันคุนหูวาผิวสแีทนมากกวาผิวขาวซีด แตคนแถบเอเชีย

สวนใหญโดยเฉพาะผูหญิง มักปรารถนาที่จะมีผิวขาวมากกวา ดังนัน้ผลติภัณฑปรับสผิีวใหขาว

ข้ึนจงึมีอิทธพิลตอคนผิวสีเขมมาก ทําใหในเครื่องสําอางหรือเวชสําอางหลายๆ ชนิดไดมีการ

ผสมสารออกฤทธิ์ที่เช่ือวาจะทําใหผิวขาวข้ึน เพื่อปรับลดระดับเม็ดสีเมลานิน (Rendon and 

Gaviria, 2005) ซ่ึงผลลัพธที่ไดมีทัง้ประทับใจเพราะขาวข้ึน หรอืไมมีการเปลี่ยนแปลง บางคนมี

อาการแพตอเครื่องสําอางนัน้ๆ ทําใหผิวแยลงกวาเดมิ หรอืขาวข้ึนแตเม่ือหยุดใชเครื่องสําอาง

นั้นๆ แลวทําใหผิวคล้ําข้ึนกวาเดิม จากปญหาตางๆ เหลานี้ การคนหาสารทําใหผิวขาวที่มี

ประสทิธภิาพทัง้การทําใหขาวข้ึนจริงและปลอดภัยจึงยังตองดําเนินตอไป โดยพยายามคนหา

จากหลายๆ ตนกําเนิด ไมวาจะเปนสารสกัดจากพืช สมุนไพร เช้ือจุลินทรีย หรือสารเคมี

สังเคราะหตางๆ (Akhtar et al., 2012; Boissy et al., 2005; Cho et al., 2006; Kim et al., 

2005; Mohamad et al., 2010; Momtaz et al., 2008; No et al., 1999; Parvez et al., 2006; 

Seiberg et al., 2000) 
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การยับยัง้กระบวนการสรางเมลานนิ เชน การยับยัง้การทํางานของเอนไซมไทโรซิเนส

ในขบวนการสรางเมลานนิ จะชวยปรับระดับสผิีวใหจางลงได (Boissy et al., 2005; Cho et al., 

2006; Kim et al., 2005; Momtaz et al., 2008; Parvez et al., 2006) สารยับยั้งการทํางาน

ของเอนไซมไทโรซิเนสที่นิยมใชในเครื่องสําอาง ไดแก อารบูติน (arbutin) ที่สกัดไดจากพืช

หลายๆ ชนิด เชน common bearberry (Arctophylos urvaursi) สาร glabridin จากรากชะเอม-

เทศ (Glycyrrhiza glabra) mulberry extract และ licorice extract (Akhtar et al., 2012; Parvez 

et al., 2006) เปนสารที่ออกฤทธิ์ลอกเซลลผิวหนัง (keratolytinocyte) จัดเปนสารทําใหผิวขาว

ชนิดหนึ่ง โดยมีฤทธิ์ลอกผิวหนังสีคล้ําช้ันนอกสุดออกไป ทําใหสีผิวดูขาวและสดใสข้ึน กรด

แอสคอบิคและอนุพันธ (ascorbic acid and its derivatives) กรดโคจิก (kojic acid) ซ่ึงเปน

สารชีวภาพที่ไดจากเช้ือราหรือแบคทีเรีย สารทําใหผิวขาวที่กลาวขางตน ถือเปนสารที่

ปลอดภัยกวาไฮโดรควิโนน (hydroquinone) (Ha et al., 2001; Mohamad et al., 2010; Parvez 

et al., 2006) ยังมีรายงานวาสารสกัดจากชาเขียว ซ่ึงมีสารกลุม cathechin สามารถยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงอาจมีผลทําใหผิวขาวข้ึนได (No et 

al., 1999) นอกจากการยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนสแลว การยับยั้งกระบวนการ

ขนสงเมลาโนโซม (melanosome transfer) ไปยังเซลล keratinocyte ของผิวหนัง ยังสามารถทํา

ใหสผิีวจางลงไดเชนกัน (Seiberg et al., 2000)  

อยางไรก็ตามกระบวนทําใหสผิีวจางลงดวยสารดังกลาวขางตนอาจมีผลขางเคียงที่ไม

พึงประสงคหรอืเปนพิษตอผิวหนังได เชน ผลติภัณฑทําใหผิวขาวมักใชสารเคมีที่มีฤทธิ์รบกวน

กระบวนการสรางเมลานนิ ไดแก สารประกอบของปรอท (mercury compounds) ไฮโดรควิโนน 

(hydroquinone) ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม tyrosinase ในกระบวนการสรางเมลานิน ทั้งนี้

สารประกอบของปรอทจัดเปนสารอันตรายที่ทําใหเกดิอาการแพ ผ่ืนแดง ผิวบาง และเกิดรอย

ดํา บนใบหนา และอาจทําใหเกิดการสะสมพิษของปรอทซ่ึงเปนโลหะหนักอันตราย ทางเดิน

ปสสาวะอักเสบ และไตอักเสบ เปนตน ไฮโดรควนิโนนทําใหระคายเคือง เกิดจุดดางขาว ผิวไว

ตอแสง ผิวแดงและคล้ําดําในที่สุด หรอือาจเกดิฝาอยางถาวรได ดังนัน้กระทรวงสาธารณสุขจงึ

ประกาศหามใชสารชนิดนี้ในเครื่องสําอาง (Al-Saleh et al., 2004; Boissy et al., 2005; Cho 

et al., 2006; del Giudice and Yves., 2002; Dooley, 1997; Kim and Uyama, 2005; 

Matsubayashi et al., 2003; Parvez et al., 2006; Rendon and Gaviria, 2005; Seiberg et 

al., 2000; Sugimoto et al., 2004) 

ทางเลอืกที่ปลอดภัยกวาการยับยั้งกระบวนการสรางเมลานิน คือ การทําใหเม็ดสีเม

ลานินที่สรางข้ึนมาแลวจางลง (decoloring of melanin) (Mohorčič et al., 2007; Woo et al., 
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2004) ถึงแมวาเมลานินจะเปนสารที่มีความคงตัวสูงมาก แตก็สามารถถูกยอยสลายไดดวย

สารเคมีบางชนิด หรือ แสงแดดรวมกับสารเคมี (photo chemical degradation) (Robbins, 

1994) หรือการยอยสลายทางชีวภาพดวยเอนไซมจากเช้ือราบางสายพันธุ (Butler and Day 

1998; Mohorčič et al., 2007; Woo et al., 2004) 

 

2.2  ความสามารถของเชื้อราในการสรางเอนไซมยอยสลายเมลานนิ 

เช้ือราแซบโพรไฟทกลุม white rot fungi สามารถผลิตเอนไซมไดหลากหลาย ทั้งกลุม 

oxidase และ peroxidases ซ่ึงเอนไซมเหลานี้จะทําหนาที่ออกซิไดสสารตางๆ ไดหลายชนดิ เชน 

ลกินนิ ถาน (coal) แมกระทั่งสารประกอบฟนอลกิ หรอื azo dye (Jeon, 2002; Nakamura and 

Mtui, 2003; Ryu et al., 2003; Tekere et al., 2001;) Ralph et al. (1994) รายงานวา white-

rot fungi สายพันธุ Phanerochaete chrysosporium สามารถทําใหสขีองถาน (coal) จางลงไดใน

สภาวะอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมลกินนิเขาไปเพื่อเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนิน 

ซ่ึงรายงานนี้ทําใหคาดการณวาเอนไซมยอยสลายลิกนินนาจะมีความสามารถในการทําใหสี

ของเมลานนิจางลงไดเชนกัน ยังมีรายงานวาเช้ือราแตละสายพันธุมีความจําเพาะเจาะจงในการ

ยอยสลายเมลานินจากแหลงที่มาแตกตางกันดวย (Butler and Day, 1998; Liu et al., 1995; 

Luther and Lipke, 1980; Rättö et al., 2001) และไดตั้งสมมุติไววาเอนไซมยอยสลายเมลา

นนิจากเช้ือรานาจะนําไปในผลติภัณฑเครื่องสําอางได (Mohorčič et al., 2007) 

 มีรายงานวาเ ช้ือราหลายชนิดมีความสามารถในการยอยสลายเมลานิน เชน 

Acrostaphylus sp., Galactomyces geotrichum และ Phanerochaete chrysosporium (Butler 

and Day, 1998; Liu et al., 1995; Rättö et al., 2001) ตอมาในป 2007 Mohorčič et al. ไดทํา

การคัดกรองเช้ือราที่แยกไดจากดนิเพื่อหาความสามารถในการยอยสลายเมลานิน โดยพบวา 

เช้ือรา Sporotrichum pruinosum มีความสามารถในการทําใหสีของเมลานินสังเคราะหจางลง 

และตอมาไดนําเช้ือราตัวนี้เปนเช้ือตั้งตนในการผลิตเอนไซมในปริมาณที่มากข้ึนในเครื่อง

ปฏิกรณชีวภาพและทําเอนไซมใหกึ่งบรสิุทธิ์ และไดนําไปทําสอบความสามารถในการทําใหสเีม

ลานนิจางลงกับเซลล corneocyte ของผิวประเภท phototype III  และ V พบวาความหนาแนน

ของเมลานินในเซลล corneocyte ของผิวประเภท phototype III และ V ลดลงถึง 50% เม่ือ

เปรยีบเทยีบกับตัวควบคุม รายงานการวจิัยนี้แสดงใหเห็นความสามารถของเช้ือราในการผลิต

เอนไซมที่ชวยทําใหเมลานนิของผิวคนจางลง ซ่ึงเปนวิธีการทําใหผิวขาวดวยกระบวนการยอย

สลายเมลานินที่สรางเสร็จแลว แทนวิธีการยับยั้งกระบวนการสังเคราะหเมลานิน ซ่ึงอาจจะ

นํามาประยุกตใชในเครื่องสําอางใหไดผลติภัณฑที่ปลอดภัยตอไปได  
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โดยทั่วไปความสามารถในการสรางเอนไซมยอยสลายองคประกอบของพืช โดยทั่วไป

มักจะพบในเช้ือรากลุมแซบโพรไฟท คือ เช้ือราที่ทําหนาสรางเอนไซมเพื่อยอยสลายซากพืช

ซากสัตว แต Promputtha et al., (2010) ไดใหขอเสนอแนะไววาเช้ือราเอนโดไฟทนาจะเปนเช้ือ

ราอีกกลุมหนึ่งที่อาจจะมีความสามารถในการผลติเอนไซมยอยสลายลกินนิไดด ีเนื่องจากพวก

เคาพบวามีเช้ือราเอนโดไฟทหลายสายพันธุมีความสามารถในการผันตัวเองไปเปนเช้ือราแซบ

โพรไฟทหลังจากพืชอาศัยของมันตายลง โดยเช้ือราเหลานี้สามารถสรางเอนไซมยอนสลาย

ลกินนิหลังจากที่ทราบวาพชือาศัยตายและไมสามารถใหอาหารแกพวกมันไดอีก ดังนั้นเช้ือรา

เอนโดไฟทที่มีความสามารถในการสรางเอนไซมยอยสลายลิกนินจะผลิตและหลั่งออกมายอย

เนื้อเยื่อพชืเพื่อใหไดมาซ่ึงอาหารและการอยูรอดจนกลายไปเปนเช้ือรากลุมแซบโพรไฟทตอไป 

ดังนัน้เช้ือราเอนโดไฟทนาจะมีความสามารถในการผลติลกินนิเปอรออกซิเดสและสามารถยอย

สลายเมลานนิ ซ่ึงอาจจะเปนแหลงผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสําหรับผิวขาวได  

จากรายงานการวิจัยที่กลาวมาขางตนทําใหผูขอทุนสนับสนุนการวิจัยเห็นวาประเทศ

ไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพของเช้ือราสูงมาก (Bussaban et al., 2001, 2003; Hyde et 

al., 2003; Jones and Hyde, 2004; Kodsueb et al., 2006; Photita et al., 2001, 2002; 

Promputtha et al., 2002, 2004) โดยเฉพาะเช้ือราเอนโดไฟทที่สามารถแยกไดจากทุกสวนของ

พืชทําใหเช้ือรากลุมนี้มีความหลากหลายสูง (Lin et al., 2007) แตในประเทศไทยเช้ือราถูก

นํามาใชประโยชนทางเครื่องสําอางนอยมาก จงึตองการนําเช้ือราเอนโดไฟทที่แยกไดในประเทศ

ไทยมาใชเปนแหลงผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยเฉพาะเช้ือราเอนโดไฟทที่แยกไดจากสวน

ตางๆ ของพชืทัง้ที่เปนพชืสมุนไพรและพชืทั่วไป (Theantana et al., 2007) ซ่ึงเช้ือราเหลานี้ยังไม

เคยถูกนํามาคัดกรองหา melanin degrading enzymes ที่อาจนําไปใชประโยชนในทาง

เครื่องสําอาง  

 

2.3  เชื้อราเอนโดไฟท 

เช้ือราเอนโดไฟทเปนเช้ือราที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยื่อของพชือาศัยโดยไมทําลายหรอืกอ

โรคในพืชอาศัย แตจะอยูรวมกันแบบพ่ึงพาอาศัยซ่ึงกันและกัน (Freeman and Rodriguez, 

1993; Sinclair and Cerkauskas, 1996). ปจจุบันเปนที่ยอมรับวาราเอนโดไฟทมีความสามารถ

ในการผลติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิใหมๆ  ที่มีประโยชนทางยา (Strobel and Daisy, 2003) 

และมีการตัง้สมมุตฐิานกันวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดไดจากพชื เชน taxol นัน้ อาจมีตน

กําเนิดมาจากเช้ือราเอนโดไฟทที่อาศัยอยูในพืชชนิดนั้นก็ได (Stierle et al., 1993; Strobel et 

al., 1996) ผูขอทุนสนับสนุนการวจิัยจงึตัง้สมมตฐิานวาเช้ือราเอนโดไฟทในพชืที่มีรายงานวาทํา
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ใหผิวขาวไดอาจมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ทําใหผิวขาวไดดวย ซ่ึง

พชืที่เคยมีรายงานวามีสารทําใหผิวขาว เชน กระแจะหรือทานาคา (Naringi crenulata) ขม้ินชัน 

(Curcuma longa) เมล็ดลําไย (Euphoria longana Lam.) ขาตาแดง (Alpinia officinarum) แกน

เมล็ดมะมวง (Mangifera indica L.) ใบและรากขิง (Chan et al., 2008; Maisuthisakul and 

Gordon, 2009; Matsuda et al., 2009; Pongpunyayuen et al., 2010; Rangkadilok et al., 

2007) ก็มีความเหมาะสมอยางยิ่งที่จะนํามาแยกเช้ือราเอนโดไฟทเพื่อใชในการคัดกรองหาเช้ือ

ราที่มีคุณสมบัตใินการยอยสลายเมลานนิในการศกึษาวจิัยในครัง้นี้ 

 

2.4  เอนไซมยอยสลายเมลานนิท่ีใชในเคร่ืองสําอาง 

ทางเลอืกสําหรับการทําใหผิวขาวดวยเอนไซมยอยสลายเมลานนิ มักจะใหความสําคัญ

กับเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin peroxidase) (Woo et al., 2004) ซ่ึงเปนเอนไซมที่ได

ผลิตโดยเช้ือรา เชน สายพันธุ Phanerochaete chrysosporium โดยปกติแลวเอนไซมนี้จะทํา

หนาที่ยอยสลายลกินนิในพชืที่ตายแลว ซ่ึงลกินนิเปนองคประกอบหลักของเนื้อเยื่อพชื เอนไซม

นี้ยังทําใหสขีองลกินนิจางลงอยางรวดเร็ว ระหวางขบวนการยอยสลายลกินนิดวย (Nagasaki et 

al., 2008) ลิกนินเปนสารประกอบอินทรียที่พบไดในผนังเซลลพืช มีโครงสรางโมเลกุล

คลายคลงึกับเม็ดสผิีวเมลานนิ และยังมีรายงานเม่ือไมนานมานี้ยนืยันผลวาเอนไซมลกินินเปอร

ออกซิเดสมีความสามารถในการยอยสลายโมเลกุลของเมลานนิไดจรงิ ซ่ึงไดมีการนําเอนไซมนี้

ไปผสมในตํารับเครื่องสําอางสําหรับผิวขาวบางแลว แตอยางไรก็ตามยังไมทราบกลไกที่แนชัด

วาลกินนิเปอรออก-ซิเดส สามารถยอยสลายเมลานนิที่ช้ันผิวหนังกําพราไดอยางไรหลังจากทา

เครื่องสําอางแลว ซ่ึงตองมีการศกึษาตอไป (Mauricio et al., 2011) 

ยังมีเอนไซมยอยสลายลิกนิน (ligninolytic enzyme) ในพืชอีกหลายชนิดที่กําลังเปนที่

นิยมศึกษาฤทธิ์ ในการยอยสลายเมลานิน เชน แมงกานีสเปอรออกซิเดส [manganese 

peroxidase (MnP)] แลคเคส (laccase) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สรางและหลั่งออกมาจากเช้ือราชนิด 

white rot fungi มีความสามารถในการยอยสลายลิกนินในพืชที่ตายโดยธรรมชาติอยูแลว 

(Shinya et al., 2010) ไดมีการนําเอนไซมเหลานี้มาใชเปนสารออกฤทธิ์ผสมในเครื่องสําอาง 

เชน สารทําใหผิวขาว ยังเคยมีรายงานวาเอนไซมกลุมไซลาเนส ซ่ึงเปนเอนไซมที่ยอยสลาย

องคประกอบของเนื้อเยื่อพชืสวนที่เปนไซแลนก็มีความสามารถในการยอยกําจัดเมลานินออก

จากช้ันผิวหนังกําพราได โดยทําหนาที่ลดความสามารถในการยึดเกาะระหวางเมลานินกับ

เซลลช้ันหนังกําพราได (Punitha et al., 2009) 
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บทที่ 3 

ระเบียบวธิวีจัิย 

 

3.1  พชืตัวอยางเพื่อแยกเชื้อราเอนโดไฟท 

เก็บตัวอยางพชืที่มีชีวติ สุขภาพดี ไมมีรอยโรค ในเขตและพื้นที่โดยรอบมหาวิทยาลัย

แมฟาหลวง จังหวัดเชียงราย จํานวน 21 ชนิด (ตารางที่ 3-1) ลางพืชตัวอยางดวยน้ําประปา

ไหลผานนาน 1 ช่ัวโมง เพื่อชะลางจุลินทรยีอ่ืนๆ ที่เกาะอยูตามผิวนอกออกไป  

 

ตารางท่ี 3-1 พชืตัวอยางสําหรับแยกเช้ือราเอนโดไฟท 

ลําดับ

ท่ี 
ชื่อวทิยาศาสตร ชื่อสามญั สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

เนื้อเยื่อ

สําหรับแยก

1 Phyllanthus emblica L. มะขามปอม มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง กิ่ง 

2 Tamarindus indica L. มะขาม 

 

มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง กิ่ง 

 

3 Mangifera indica L. มะมวง มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง ใบและกิ่ง 

4 Artocarpus heterophyllus 

Lam. 

ขนุน มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง ใบและกิ่ง 

5 Litchi chinensis Sonn. ลิ้นจ่ี 

 

 

มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง ใบและกิ่ง 

6 Camellia sinensis L. ชาชง 

 

 

ต. ทาสุด  จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

7 Camellia oleifera ชาน้ํามัน ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

8 Psidium guajava Linn. ฝร่ัง ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

9 Hylocercus undatus (Haw) 

Brit. & Rose 

แกวมังกร ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ลําตน 
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ตารางท่ี 3-1 (ตอ) 

ลําดับ

ที่ 
ชื่อวทิยาศาสตร ชื่อสามญั สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

เนื้อเยื่อสําหรับ

แยกเชื้อรา 

10 Zingiber officinale ขงิ 

 

ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและราก 

11 Lpinia  galanga  (L.) Willd ขา 

 

ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและลําตน 

12 Carica papaya มะละกอ ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและลําตน 

13 Ficus elastica Roxb. ex 

Hornem.  

ยางอนิเดยี มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง ใบและกิ่ง 

14 Musa sapientum Linn. กลวย 

 

ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและลําตน 

15 Citrus aurantifolia Swing มะนาว 

 

ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

16 Citrus hystrix DC. มะกรูด ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

17 Cymbopogon citratus (DC.) 

Staph 

ตะไคร ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและลําตน 

18 Cymgopogon winterianus 

Jowitt 

ตะไครหอม 

 

ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและลําตน 

19 Dimocarpus longan (Lour.) 

 

ลําไย มหาวทิยาลัยแมฟาหลวง ใบและกิ่ง 

20 Hevea brasiliensis    (A. 

Juss) Muell. Arg. 

ยางพารา ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบและกิ่ง 

21 Ananas comosus (L.) Merr สับปะรด ต. ทาสุด จ. เชยีงราย ใบ กานผล 

และเปลอืก 

 



12 

 

A                          B                        C

 A                   B

3.2  การแยกเชื้อราเอนโดไฟท 

ตัดพชืตัวอยางที่ลางแลว ใหมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 5 มม. หรือความกวาง 

× ยาว ที่ 5×5 มม. (ภาพที่ 3-1) นําไปฆาเช้ือที่ผิว ดวยวธิดีังตอไปนี้ แชช้ินพืชในน้ํากลั่นนาน 1 

นาที แชใน sodium hypochlorite (NaOCl) ทีความเขมขนและเวลาแตกตางกันข้ึนอยูกับความ

หนาของช้ินสวนพชื แลวแชในเอทลิแอลกอฮอล 75% นาน 1 นาที สุดทายแชในน้ํากลั่นปลอด

เช้ือ นาน 1 นาที (ตารางที่ 3-2) นําช้ินพืชข้ึนจากน้ําแลวปลอยใหแหงในภาชนะที่ปลอดเช้ือ 

กอนนําไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) บมไวที่อุณหภูมิหอง

จนกระทั่งมีเสนใยเช้ือราเจรญิออกมาจากช้ินพชื ทําการแยกเช้ือราใหไดสายพันธุที่บริสุทธิ์โดย

ตัดช้ินอาหารของแตละโคโลนี ไปเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเดี่ยวๆ เพื่อเก็บไวทําวิจัยข้ันตอไป 

(ภาพที่ 3-2) 

 

 

 
 

ภาพท่ี 3-1 ลักษณะช้ินสวนพืชตัวอยางที่ตัดใหไดขนาดเหมาะสม กอนนําไปฆาเช้ือที่ผิว เพื่อ

แยกเช้ือราเอนโดไฟท (A) ใบ (B) กิ่ง 
 

ตารางท่ี 3-2 สภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับฆาเช้ือบนผิวของช้ินพชืแตละสวน 

ช้ินสวนพืช น้ํากล่ัน NaOCl 75% เอทานอล น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 

ใบ / ลําตนออน 1 นาท ี 3%, 2 นาท ี 1 นาท ี 1 นาท ี

กิ่ง  1 นาท ี 6%, 2 นาที 1 นาท ี 1 นาท ี

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 3-2 ลักษณะการเจรญิของเช้ือราเอนโดไฟทจากเนื้อเยื่อพชืบนจานอาหาร (A) การวาง

ช้ินพชืบนจานอาหาร PDA (B) เสนใยเช้ือราเอนโดไฟทเจริญออกมาจากเนื้อเยื่อพืช (C) เช้ือรา

สายพันธุบรสิุทธิ์ในจานเพาะเลี้ยงเดี่ยว 
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3.3  การคัดกรองเชื้อราเอนโดไฟทท่ีมีความสามารถในการสราง melanin 

degrading enzymes ชนดิลกินนิเปอรออกซิเดส บนอาหารแข็ง 

นําเช้ือราเอนโดไฟทมาคัดกรองความสามารถในการผลติเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

บนอาหารแข็งที่ผสมสี Azure B สูตรอาหารพัฒนาจาก Stephen (1999) มีช่ืออาหารวา LME 

basal medium (LBM) สูตรอาหารดังแสดงในตารางที่ 3-3 และมีวธิกีารเตรยีมดังนี้  

 

ตารางท่ี 3-3 สตูรอาหารแข็ง LME basal medium (LBM) (Pointing, 1999) 

องคประกอบ กรัม/ลติร ในน้ํากล่ัน 

Potassium dihydrogen phosphate ( KH2PO4) 1 

Tartaric acid (C4H12N2O6) 0.5 

Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4.7H2O) 0.5 

Calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O) 0.01 

Copper (II) sulfate pentahydrate (CuSO4.5H2O) 0.001 

Yeast extract 0.01 

Iron (III) sulfate (Fe2(SO4)3) 0.001 

Manganese (II) sulfate monohydrate (MnSO4.H2O) 0.001 

 

นึ่งฆาเช้ืออาหาร LBM แลว เตมิสารละลายปลอดเช้ือ Azure B ใหไดความเขมขน

สุดทายเปน 0.01% (w/v) และ สารละลายวุน (agar) ปลอดเช้ือ ใหไดความเขมขนสุดทาย 1.6% 

(w/v) ลงใน LBM medium และสุดทายเตมิสารละลายปลอดเช้ือของ 20% (w/v) น้ําตาลกลโูคส 

ปรมิาตร 10 มล. ตอปรมิาตรอาหารสดุทาย 1000 มล. ผสมใหเขากันดี แลวเทอาหารที่เตรยีม

ไดลงในจานเพาะเลี้ยง (Petri dish) ดวยวธิปีลอดเช้ือ และเรยีกช่ืออาหารนี้วา LBM-Azure B 

agar medium  

ตัดช้ินอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่มีโคโลนขีองเช้ือราเอนโดไฟทมาเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร 

LBM-Azure B agar medium และบมไวที่อุณหภูมิหองและบันทกึการเจรญิเตบิโตของเช้ือราทุก

วัน เพื่อสังเกตการณเปลี่ยนแปลงของสีอาหารบริเวณใตและรอบๆ โคโลนีของเช้ือรา ซ่ึงจาก

เดมิอาหารจะมีสนี้ําเงนิ ถาเช้ือราตัวใดมีความสามารถในการสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
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เดส จะเกิดโซนใสบริเวณใตและรอบๆ โคโลนีของเช้ือรานั้น (ภาพที่  3-3) ทําการวัด

เสนผาศูนยกลางของโซนใสทุกวัน คัดเลอืกเช้ือราที่ใหผลเปนบวก เพื่อนําไปคัดกรองอีกข้ันดวย

อาหารเหลวตอไป 

ภาพท่ี 3-3 เช้ือราเอนโดไฟทเจรญิบนอาหาร LBM-Azure B agar medium (A) เช้ือราไม

เจรญิบนอาหารและผลคัดกรองเปนลบ (B) เช้ือราเจรญิบนอาหารแตผลคัดกรองเปนลบ (C) 

ผลคัดกรองเปนบวก (D) ผลคัดกรองเปนบวกระดับสูง 

 

3.4  การสรางคัดกรองการสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในอาหารเหลว

ของเชื้อราท่ีมีผลคัดกรองบนอาหารแข็งเปนบวก 

 นําเช้ือราที่ใหผลเปนบวกบนอาหารแข็ง มาคัดกรองความสามารถในการผลิตเอนไซม

ลกินนิเปอรออกซิเดส ในอาหารเหลว LBM medium ที่ผสมส ีAzure B โดยเตรียมอาหารเหลว 

LBM medium และ สารละลายน้ําตาลกลูโคส 20% (w/v) นําไปนึ่งฆาเช้ือ แลวผสมสารละลาย

น้ําตาลกลูโคสปรมิาตร 10 มล. ใสในอาหาร LBM medium (ปริมาตรสุดทาย 1000 มล.) แบง

อาหารที่เตรยีมได 5 มล. ใสในหลอดทดลอง ดวยเทคนิคปลอดเช้ือ แลว inoculate ช้ินอาหาร 

PDA ที่มีโคโลนเีช้ือราสายพันธุที่ใหผลคัดกรองเปนบวก ที่เลี้ยงไวไมเกิน 10 วัน จํานวน 5 ช้ิน 

(เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ลงในอาหารเหลว ดวยวิธีปลอดเช้ือ แลวบมในเครื่องเขยา ดวย

ความเร็วรอบ 120 rpm ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 ˚ซ) นาน 10 วัน [ภาพที่ 3-4 (A-C)] 

จากนั้นเติมสารละลายปลอดเช้ือของ 0.01% (w/v) Azure B ปริมาตร 0.5 มล. ในแตละ

ตัวอยาง [ภาพที่ 3-4 (D)] แลวนําบมตอในเครื่องเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 ˚ซ) นาน 24 ช่ัวโมง สังเกตสคีวามเขมของส ีAzure B ดวยตาเปลา

วาจางลงหรอืไม [ภาพที่ 3-4(E-F)] จากนัน้ปนเหวี่ยงน้ําเลี้ยงที่ความเร็วรอบ 6000 rpm นาน 

10 นาที เก็บสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 645 nm โดยมีอาหาร LBM medium ผสม 

0.01% (w/v) Azure B เปน control และ LBM medium เปน blank นําคาการดูดกลืนแสงไป

คํานวณ %Decolorization ของ Azure B ดังสูตร 
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เม่ือ Acontrol คอื คาการดดูกลนืแสงของ control 

Asample คอื คาการดูดกลนืแสงของตัวอยาง 

 

เลอืกเช้ือราที่มีคา %Decolorization ≥95 เพื่อนําไปผลติเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส

ในอาหารเหลวปรมิาตรใหญข้ึนตอไป  

 

A                         B                                            C

D                         E                                            F
 

ภาพท่ี 3-4 แสดงวธิกีารคัดกรองความสามารถของเช้ือราในการผลติเอนไซมลกินนิเปอรออก

ซิ-เดสในอาหารเหลว LBM medium (A) การ inoculate อาหารที่มีเช้ือราจํานวน 5 discs ลงใน

อาหารเหลว LBM medium (B) สภาวะการบมเช้ือในเครื่องเขยา (C) ลักษณะเช้ือที่เจริญ

หลังจากบมนาน 10 วัน (D) ลักษณะอาหารเลี้ยงเช้ือภายหลังการเติม 0.01% (w/v) Azure B 

ทันที เปรยีบเทยีบกับ control (หลอดกลาง) (E-F) ลักษณะอาหารเลี้ยงเช้ือที่บมนาน 24 ช่ัวโมง 

หลังจากเตมิ 0.01% (w/v) Azure B (F) ลักษณะการจางลงของสี Azure B ในระดับที่แตกตาง

กันเปรยีบเทยีบกับ control (หลอดซายสุด)  

หมายเหตุ: ตะกอนกนหลอดสดีํา คอื กลุมเสนใยเช้ือราของสายพันธุที่มีเขม ไมไดเกดิจากการ

ดูดซับเอาสีของ Azure B เขาสูเซลล บางสายพันธุมีสีขาว จะยังคงเปนตะกอนสีขาวถึงแมจะ

เตมิ Azure B แลวก็ตาม  

%Decolorization =                       × 100 
Acontrol - Asample 

Acontrol 
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3.5  การผลติลกินนิเปอรออกซิเดสโดยเชื้อราท่ีใหผลการคัดกรองเปนบวก

ระดับสูงในอาหารเหลว 

เตรยีมอาหารเหลว LBM medium และ 20% (w/v) สารละลายน้ําตาลกลูโคส นําไปนึ่ง

ฆาเช้ือ แลวผสมสารละลายน้ําตาลกลโูคสปรมิาตร 10 มล. ใสในอาหาร LBM medium 

(ปรมิาตรสดุทาย 1000 มล.) แบงอาหารที่เตรยีม 50 มล. ใสใน flask ขนาด 250 มล. ดวย

เทคนคิปลอดเช้ือ แลว inoculate ช้ินอาหาร PDA ที่มีโคโลนเีช้ือราสายพันธุที่ใหผลคัดกรองเปน

บวกระดับสูง ทีเ่ลี้ยงไวไมเกนิ 10 วัน จํานวน 10 ช้ิน (เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ลงในอาหาร

เหลว ดวยวธิปีลอดเช้ือ นํา flask ไป incubate ในเครือ่งเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 ˚ซ) และทําการเก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงในวันที่ 6 8 และ 10 โดย

การนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ˚ซ นาน 10 นาท ี เก็บสวนใสไว

เพื่อวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสตอไป 

 

3.6  การวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

 การวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส อางอิงวธิขีอง Arora and Gill (2001) 

โดยตรวจวัดความสามารถของเอนไซมในการออกซิไดสส ี Azure B ซ่ึงใน reaction mixture 

ประกอบดวย 125 mM sodium tartrate buffer (pH 3.0) ปรมิาตร 1 ml, 0.160 mM Azure B 

ปรมิาตร 500 µl, สวนใสของอาหารเลี้ยงเช้ือ (crude enzyme) ปรมิาตร 500 µl, และ 2.0 mM 

hydrogen peroxide ปรมิาตร 500 µl (ตารางที่ 3-4) ผสมใหเขากันในหลอดทดลองและบมที่

อุณหภูมิ 30˚ซ แลวเริ่มปฏิกริยิาโดยการเตมิ hydrogen peroxide และวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ลดลงที่ความยาวคลื่น 645 nm หลังจากเวลาผานไป 1 ช่ัวโมง โดยใชน้ํากลั่นแทน crude 

enzyme ในหลอด control กําหนดให 1 ยูนติ ของเอนไซมมีคาเทากับความการดูดกลนืแสงที่

ลดลง 0.001 ใน 1 ช่ัวโมง ตอ crude enzyme 1 มล. 

 

ตารางท่ี 3-4 Reaction mixture ในการวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

สารเคม ี ปริมาตร 

125 mM Sodium tatrate buffer (pH 3.0) 1.0 ml 

0.16 mM Azure B                                                                500 µl 

2.0 mM Hydrogen peroxide  500 µl 

Crude enzyme (containing lignin peroxidase) 500 µl 
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3.7  การวัดคาความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการทําใหสี

เมลานนิสังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง (melanin decolorization activity) 

การศึกษาความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการทําใหสีเมลานิน

สังเคราะหจางลงในหลอดทดลง ทําไดโดยอางอิงวิธีของ Woo et al. (2004) ซ่ึงไดมีการปรับ

สภาวะเล็กนอยเพื่อใหเหมาะสมตอผลการทดลองที่ดีที่สุด ในปฏิกิริยาประกอบดวย 125 mM 

tartrate buffer solution (pH 3.0) ปริมาตร 1 ml, 100 mg/L synthetic melanin ปริมาตร 500 

µl, lignin peroxidase (crude enzyme) ปริมาตร 500 µl และ 2.0 mM H2O2 ปริมาตร 500 µl 

(ตารางที่ 3-5) ผสมใหเขากันในหลอดทดลองและบมที่อุณหภูมิ 30 ˚C แลวเริ่มปฏิกิริยาโดย

การเตมิ H2O2และวัดคาการดูดกลนืแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 300 nm หลังจากเวลาผานไป 

12 ช่ัวโมง โดยใชน้ํากลั่นแทน crude enzyme ในหลอด control แลวนําคาการดูดกลืนแสงมา

คํานวณคา Melanin decolorization rate ตอ 1 ช่ัวโมง จากสูตรตอไปนี้ 

 

 

   

At12 คอื Absorbance เม่ือบมปฏิกริยิาไปแลว 12 ช่ัวโมง 

  At0 คอื Absorbance เม่ือเริ่มปฏิกริยิา ณ ช่ัวโมงที่ 0 

 

เลอืกสายพันธุเช้ือราที่ใหคาความสามารถของเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสในการทําใหสเีม

ลานนิสงัเคราะหจางลงในหลอดทดลงไดดทีี่สดุ เพื่อศกึษาข้ันตอไป 

 

ตารางท่ี 3-5 Reaction mixture การวัดความสามารถของเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสในการ

ทําใหสเีมลานนิสงัเคราะหจางลง 

สารเคม ี Volume 

125 mM Tatrate buffer (pH 3.0) 1.0  ml 

100 mg/L Synthetic melanin                                                       500 µl 

2.0 mM Hydrogen peroxide  500 µl 

Crude enzyme  

(Exactly known the unit of enzyme lignin peroxidase) 

500 µl 

  

Melanin decolorization rate/ 1 hr = 
         At12 – At0 

           12 hrs 
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3.8  การปรับสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดตอการผลติเอนไซมลกินนิเปอรออกซิ

เดส จากเชื้อราเอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว 

 3.8.1 แหลงไนโตรเจน (Nitrogen source) 

เตรียมอาหารเหลว LME basal medium (LBM) โดยใชแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน 

โดยสูตรอาหารดัง้เดมิใช 0.01% yeast extract และจะถูกแทนที่ดวยแหลงไนโตรเจนชนิดอ่ืนๆ 

ไดแก ammonium nitrate (NH4NO3), ammonium tartrate [(NH4)2C4H4O6], potassium nitrate 

(KNO3) หรอื peptone ที่ความเขมขน 0.01% ปรับ pH ของอาหารใหได 6.0 แบงอาหารแตละ

ชนดิที่เตรยีมได 50 มล. ใสใน flask ขนาด 250 มล. อาหารแตละแหลงไนโตรเจนจะทําซํ้า 3 

flask นําอาหารไปนึ่งฆาเช้ือ จากนั้น inoculate ช้ินวุนอาหาร PDA ที่มีโคโลนีเช้ือราสายพันธุ 

MP03 (เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ที่เลี้ยงไวไมเกนิ 10 วัน จํานวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลวแตละ 

flask ดวยวิธีปลอดเช้ือ นํา flask ไป incubate ในเครื่องเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 ˚ซ) นาน 7 วัน และทําการเก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงในวันที่ 7 โดย

การนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ˚ซ นาน 10 นาที เก็บสวนใสไว

เพื่อวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

 3.8.2 ความเปนกรด-ดาง (pH) ของอาหาร  

เตรียมอาหารเหลว LME basal medium (LBM) โดยใช 0.01% peptone เปนแหลง

ไนโตรเจน แบงอาหารที่เตรยีมได 50 มล. ใสใน flask ขนาด 250 มล.ปรับ pH ของอาหารใหได 

3.0, 4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0 โดยทําซํ้า 3 flask ในแตละคา pH นําอาหารไปนึ่ง

ฆาเ ช้ือ จากนั้น inoculate ช้ิน วุนอาหาร PDA ที่ มีโคโลนีเ ช้ือราสายพันธุ  MP03 

(เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ที่เลี้ยงไวไมเกนิ 10 วัน จํานวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลวแตละ flask 

ดวยวิธีปลอดเช้ือ นํา flask ไป incubate ในเครื่องเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 ˚ซ) นาน 7 วัน และทําการเก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงในวันที่ 7 โดย

การนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ˚ซ นาน 10 นาที เก็บสวนใสไว

เพื่อวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 
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3.8.3 อุณหภูมใินการบม 

เตรียมอาหารเหลว LME basal medium (LBM) ที่มี 0.01% peptone เปนแหลง

ไนโตรเจน และปรับ pH ใหมีคา 6.0 แบงอาหารที่เตรยีมได 50 มล. ใสใน flask ขนาด 250 มล. 

นําอาหารไปนึ่งฆาเช้ือ จากนั้น inoculate ช้ินวุนอาหาร PDA ที่มีโคโลนีเช้ือราสายพันธุ MP03 

(เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ที่เลี้ยงไวไมเกนิ 10 วัน จํานวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลวแตละ flask 

ดวยวธิปีลอดเช้ือ นํา flask ไป incubate ในเครื่องเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่อุณหภูมิ 

20, 25, 30, 35, 40 และ 45 ˚ซ นาน 7 วัน โดยทําซํ้า 3 flask ในแตละอุณหภูมิ และทําการ

เก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงในวันที่ 7 โดยการนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm ที่อุณหภูมิ 

4 ˚ซ นาน 10 นาท ีเก็บสวนใสไวเพื่อวัดกจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

 3.8.4 ระยะเวลาบม 

เตรียมอาหารเหลว LME basal medium (LBM) ที่มี 0.01% peptone เปนแหลง

ไนโตรเจน และปรับ pH ใหมีคา 6.0 แบงอาหารที่เตรยีมได 50 มล. ใสใน flask ขนาด 250 มล. 

นําอาหารไปนึ่งฆาเช้ือ จากนั้น inoculate ช้ินวุนอาหาร PDA ที่มีโคโลนีเช้ือราสายพันธุ MP03 

(เสนผาศูนยกลาง 6 มม.) ที่เลี้ยงไวไมเกนิ 10 วัน จํานวน 10 ช้ิน ลงในอาหารเหลวแตละ flask 

ดวยวธิปีลอดเช้ือ นํา flask ไป incubate ในเครื่องเขยา ดวยความเร็วรอบ 120 rpm ที่อุณหภูมิ 

30 ˚ซ บมไปเรื่อยๆ และเก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงในวันที่ 2, 4, 6 และ 8 เพื่อวิเคราะหกิจกรรม

เอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส 

 

3.9  การวเิคราะหความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจากเชื้อรา 

MP03 ท่ีเตรียมไดในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด ในการทําใหสีเมลานินสังเคราะห

จางลงในหลอดทดลอง 

ในปฏิกิริยาประกอบดวย 125 mM tartrate buffer solution (pH 6.0) ปริมาตร 1 ml, 

100 mg/L synthetic melanin ปริมาตร 500 µl, lignin peroxidase (crude enzyme) ปริมาตร 

500 µl และ 2.0 mM H2O2 ปรมิาตร 500 µl ผสมใหเขากันในหลอดทดลองและบมที่อุณหภูมิ 

30 ˚C แลวเริ่มปฏิกิริยาโดยการเติม H2O2และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 

300 nm หลังจากเวลาผานไป 12 ช่ัวโมง โดยใชน้ํากลั่นแทน crude enzyme ในหลอด control 

แลวนําคาการดูดกลนืแสงมาคํานวณคา Melanin decolorization rate ตอ 1 ช่ัวโมง จากสูตรใน

ขอ 3.7 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

4.1  ผลการแยกเชื้อราเอนโดไฟทจากพชืตัวอยาง 

 แยกเช้ือราเอนโดไฟทไดทัง้หมด 332 ไอโซเลท จากพชืตวัอยาง 21 ชนดิ โดยพชืแตละ

ชนดิใหจํานวนเอนโดไฟททีแ่ตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 4-1  

  

ตารางท่ี 4-1 จํานวน และ Isolation code ของเช้ือราเอนโดไฟท ที่แยกไดจากพชืตัวอยาง 21 

ชนดิ 

ลําดับท่ี พืชตัวอยาง Isolation code จํานวนไอโซเลท 

1 มะขาม TM01-TM33 33 
2 มะขามปอม MP01-MP34 34 
3 มะมวง MG01-MG25 25 
4 ขนุน KN01-KN34 34 
5 ลิ้นจี ่ LC01-LC17 17 
6 ฝรั่ง GV01-GV22 22 
7 แกวมังกร KK01-KK13 13 
8 ขิง GG01-GG15 15 
9 ชาชง ET01-ET14 14 
10 ชาน้ํามัน OT01-OT11 11 
11 มะละกอ PP01-PP08 8 
12 ขา GL01-GL04 4 
13 ยางอินเดยี IR01-IR14 14 
14 กลวย BB01-BB14 14 
15 มะนาว LM01-LM12 12 
16 ยางพารา YA01-YA07 7 
17 มะกรูด LI01-LI06 6 
18 ตะไคร LA01-LA05 5 
19 ตะไครหอม CG01-CG04 4 
20 ลําไย LG01-LG23 23 
21 สับปะรด PA01-PA17 17 

รวม 332 
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4.2  ผลการคัดกรองเชื้อราเอนโดไฟทท่ีมีความสามารถในการสรางเอนไซม  

ลกินนิเปอรออกซิเดสบนอาหารแข็ง 

เม่ือนําเช้ือราเอนโดไฟท 332 ไอโซเลท มาคัดกรองความสามารถในการผลติเอนไซม

ลกินนิเปอรออกซิเดสบนอาหารแข็ง LBM-Azure B agar medium แลว พบวา มีเช้ือราจํานวน 

170 ไอโซเลท ทีใ่หผลเปนบวกดวยขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสรอบโคโลนีทีแ่ตกตางกัน

ระหวางไอโซเลท ดังแสดงในตารางที ่4-2  
 

ตารางท่ี 4-2 ผลการคัดกรองเช้ือราเอนโดไฟทที่มีความสามารถสรางเอนไซมลกินนิเปอร-

ออกซิเดส บนอาหารแข็ง LBM-Azure B agar medium โดยวัดโซนใสรอบโคโลนขีองเช้ือรา 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

1 GV01 4.5 2 
2 GV05 6.2 1.5 
3 GV09 2 2 
4 GV18 6 3.5 
5 IR02 1.1 1.9 
6 IR04 2.1 2.5 
7 IR09 3.5 1.9 
8 IR14 NA 2.5 
9 IR07 5 2.5 
10 OT08 1.8 2.5 
11 OT10 1.4 2 
12 BG02 3.5 3.4 
13 PA01 6 1.3 
14 LC10 2.5 3 
15 LC02 3.9 3.9 
16 PA17 1.6 3 
17 MG11 1.3 2 
18 YA01 0.9 1.5 
19 MP31 1 1,1.3 
20 KK01 4 1 
21 CG01 2.4 2.4 
22 MP13 1.3 1.7 
23 LG07 2.9 2.8 
24 PA12 3.5 3.7 
25 LC09 3.5 1.3 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

26 PP04 7 1.5 
27 YA02 0.8 1.5 
28 IR12 2 3 
29 LG14 4 4.2 
30 BB03 4.5 2.5 
31 KK13 4 1.2 
32 LC08 3 3.5 
33 LC11 2.5 2.5 
34 PP03 7.5 1.7 
35 GL01 1 1.5 
36 KK12 5 1 
37 KK03 7 7.2 
38 LM04 0.7 1 
39 MG01 2.5 3.2 
40 LM05 5 5.2 
41 YA03 3 2 
42 CG04 3.3 2.5 
43 IR08 NA 1.4 
44 LC12 4 2 
45 MP22 1.2 2 
46 LG23 3.2 3.2 
47 KN25 1.5 1.5 
48 MP20 1 1.5 
49 ET08 3 3 
50 KN12 4.1 4.2 
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ตารางท่ี 4-2((ตอ) 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

51 KN24 1.5 11.5 
52 LM07 3 1.2 
53 BG05 4 1.5 
54 PA09 7 7 
55 LM03 1.8 2.5 
56 CG03 2.6 3 
57 LG15 3.6 2 
58 BG03 3 1.5 
59 KK10 3.5 3.5 
60 GL03 7 2 
61 LM10 0.9 1.2 
62 LC14 2 2.7 
63 ET07 3 2 
64 KK02 4 4 
65 TM27 2.3 2.6 
66 LG01 3.5 1.8 
67 TM13 2.6 3 
68 LC07 3 3.5 
69 LC17 3.2 3.2 
70 MP32 0.8 1.3 
71 MG07 4.4 5 
72 KK07 3.9 4 
73 MP01 2.3 3 
74 MG08 4 4.5 
75 LM12 4 2 
76 KN29 5 5.5 
77 LC01 1.5 2.4 
78 GV04 4.5 1.5 
79 ET10 4 2.4 
80 ET11 1.3 2 
81 MG16 2.5 2.8 
82 LM11 1.2 1.5 
83 KN01 1.7 2.5 
84 IR05 4.3 4.4 
    

 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

85 GG09 7 6.5 
86 PA10 6.6 6.6 
87 LC04 3.4 4 
88 KK05 5 1.5 
89 KN19 3.5 4 
90 MG02 3 4 
91 MP34 2.5 1.1 
92 LC06 4 1.5 
93 MP08 2.3 2.7 
94 GG08 6 1.5 
95 MG06 4 4.5 
96 OT06 4 4.5 
97 MP33 2.3 3 
98 MP14 2.1 2.3 
99 MG22 3.5 4.2 
100 MP17 2 2.6 
101 GG13 4 4 
102 KN11 4 4.5 
103 KK04 5 3 
104 TM16 2.3 2.4 
105 KN17 2.7 3.2 
106 GV10 3.8 3.8 
107 GV06 4 4.2 
108 MG19 4.5 5 
109 KN27 5 5.5 
110 TM32 3 3 
111 TM28 1.7 2.3 
112 LC03 2 2.5 
113 LG19 1.7 2 
114 GV21 7 7.5 
115 GV07 4.3 4.3 
116 MP28 2.2 2.5 
117 GV20 7.5 8 
118 MP18 1.6 1.6 
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ตารางท่ี 4-2 (ตอ) 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

119 TM26 2.5 1.6 
120 TM19 1.7 1.5 
121 MP30 2.5 2.5 
122 KN18 2.2 2.7 
123 MP23 1 1.6 
124 MP12 1.4 1.5 
125 MP04 0.8 1 
126 MG24 3 3.5 
127 KN10 4 4.5 
128 MP16 2.8 3.2 
129 MG25 2.5 3.5 
130 LG05 2 2 
131 MG20 3 3.5 
132 TM18 3 3.7 
133 MG23 3.2 3.8 
134 KN04 4 4.7 
135 TM11 1.1 1.5 
136 TM12 2.6 3.7 
137 KN09 3.7 4 
138 GV19 7 8 
139 GV13 4.5 4.8 
140 KN34 3.5 4.3 
141 GV22 7.2 7.2 
142 GV14 4.5 5 
143 MP02 2 2.5 
144 MP21 1.6 2.2 
145 MG10 3.2 3.8 
146 TM08 2.8 3.7 
147 KN22 4 4.7 
148 GV11 4 5 
149 KN16 3.3 3.5 
150 LC13 2.5 1.9 
151 MP27 4.8 5 
152 IR03 1.5 2.2 

 

 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

153 KN13 1.3 1.8 
154 TM05 2.8 3.2 
155 MP09 2.3 1.5 
156 MP24 3 3.3 
157 TM06 2.6 3.5 
158 TM10 3.0 3.5 
159 MP11 1.5 2.5 
160 MP06 1.7 1.4 
161 MG14 2 2.5 
162 TM03 3.5 3.6 
163 TM25 1.5 1.7 
164 TM04 2.5 2 
165 TM15 1.7 2.5 
166 TM24 1.5 1.6 
167 MP10 3 3.2 
168 MP29 1.5 2 
169 MP26 1.9 2.2 
170 MP03 1.5 2.3 
171 GV12 NA - 
172 LG18 NA - 
173 LG16 NA - 
174 ET01 NA - 
175 KN07 NA - 
176 KN06 NA - 
177 GV12 NA - 
178 BG06 NA - 
179 LG06 NA - 
180 IR01 NA - 
181 LG17 NA - 
182 GG04 NA - 
183 LG10 NA - 
184 KN05 NA - 
185 KN02 NA - 
186 KN26 NA - 
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ตารางท่ี 4-2 (ตอ) 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

187 ET14 NA - 
188 GV16 NA - 
189 TM20 NA - 
190 GG10 NA - 
191 LG11 NA - 
192 LG03 NA - 
193 KN20 NA - 
194 LG12 NA - 
195 BG01 NG NG 
196 GG15 NG NG 
197 GG07 CT CT 
198 GG11 NG NG 
199 KN32 CT CT 
200 KN03 NG NG 
201 GG12 NG NG 
202 TM31 NG NG 
203 TM29 NA - 
204 KN15 CT CT 
205 TM22 NG NG 
206 TM30 CT CT 
207 MP07 CT CT 
208 TM14 NG NG 
209 GG14 CT CT 
210 MP05 NG NG 
211 KN21 NA - 
212 IR11 7 - 
213 OT03 NA - 
214 OT07 NA - 
215 OT09 NA - 
216 PA03 NA - 
217 PA06 NA - 
218 LA04 NA - 
219 PA11 NA - 
220 YA07 NA - 

 

 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

221 PA15 NA - 
222 LA02 NA - 
223 YA05 NA - 
224 LA03 NA - 
225 LA05 NA - 
226 YA06 NA - 
227 BB12 NA - 
228 KN30 NA - 
229 PA05 NA - 
230 PA04 NA - 
231 PA16 NA - 
232 PA13 NA - 
233 BB11 NA - 
234 PP05 NA - 
235 BB09 NA - 
236 MG17 NA - 
237 BB07 NA - 
238 BG04 NA - 
239 PP08 NA - 
240 OT11 NA - 
241 BB01 NA - 
242 IR06 NA - 
243 PA08 NA - 
244 PA14 NA - 
245 LA01 NA - 
246 BB05 NA - 
247 GG03 NA - 
248 KN14 NA - 
249 KK11 NA - 
250 BB02 NA - 
251 KN23 NA - 
252 MG09 NA - 
253 LM06 NA - 
254 MG03 NA - 
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ตารางท่ี 4-2 (ตอ) 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

255 KK09 NA - 
256 OT04 NA - 
257 IR10 NA - 
258 MG05 NA - 
259 MG15 NA - 
260 PP01 NA - 
261 TM21 NA - 
262 LG13 NA - 
263 PA07 NA - 
264 GV15 NA - 
265 OT02 NA - 
266 ET05 NA - 
267 TM01 NA - 
268 LM09 NA - 
269 ET09 NA - 
270 LG21 NA - 
271 LG22 NA - 
272 BB14 NA - 
273 ET02 NA - 
274 LC05 NA - 
275 BB08 NA - 
276 MP19 NA - 
277 GG06 NA - 
278 GV03 NA - 
279 CG02 NA - 
280 KN08 NA - 
281 GG05 NA - 
282 GL02 NA - 
283 ET04 NA - 
284 LM08 NA - 
285 PA02 NA - 
286 TM07 NA - 
287 YA04 NA - 
288 LM01 NA - 

 

 

ลําดับ

ที ่

Isolation 

code 

เสนผาศูนยกลาง (ซม) 

โคโลนี โซนใส 

289 GV02 NA - 
290 OT01 NA - 
291 GV08 NA - 
292 KK06 NA - 
293 GL04 NA - 
294 PP02 NA - 
295 PP07 NA - 
296 BB13 NA - 
297 ET06 NA - 
298 BB10 NA - 
299 KN33 NA - 
313 KN28 NA - 
314 GG02 NA - 
315 LM02 NA - 
316 MP25 NA - 
317 LG04 NA - 
318 GG01 NA - 
319 LG08 NA - 
320 PP06 NA - 
321 MG13 NA - 
322 LG21 NA - 
323 MG04 NA - 
324 BB04 NA - 
325 MG18 NA - 
326 ET13 NA - 
327 BB06 NA - 
328 LG02 NA - 
329 LG09 NA - 
330 OT05 NA - 
331 KK08 NA - 
332 LG20 NA - 

CT = Contaminate (มีเชื้ออ่ืนปนเปอน) 

NA = Data not available (ไมไดบันทกึขอมูล) 

NG = No growth (เชื้อไมเจรญิ) 

- = ไมเกดิโซนใส 
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4.3  ผลการสรางคัดกรองการสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในอาหาร

เหลวของเชื้อราท่ีมีผลคัดกรองบนอาหารแข็งเปนบวก 

เม่ือนําเช้ือราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกในการคัดกรองบนอาหารแข็งจํานวน 170 ไอโซเลท 

มาเลี้ยงในอาหารเหลว และวัดความสามารถในการทําใหสี Azure B จางลง (%Azure B 

decolorization) พบวา มีเช้ือรา จํานวน 14 ไอโซเลท มีคา %Azure B decolorization ≥95 

(ลําดับที่ 157-170 ในตารางที่ 4-3) จึงเลือกเช้ือรา 14 ไอโซเลทนี้ เพื่อเลี้ยงในอาหารเหลว

สําหรับผลติเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสในปรมิาตรที่ใหญข้ึน และวัดกจิกรรมเอนไซมตอไป  
 

ตารางท่ี 4-3 ผลการคัดกรองการสรางเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสในอาหารเหลวของเช้ือรา

ที่มีผลคัดกรองเปนบวกบนอาหารแข็ง 

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 
โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

1 GV01 2 0 

2 GV05 1.5 0 

3 GV09 2 0 

4 GV18 3.5 0 

5 IR02 1.9 0 

6 IR04 2.5 0 

7 IR09 1.9 0 

8 IR14 2.5 0 

9 IR07 2.5 0 

10 OT08 2.5 0 

11 OT10 2 0 

12 BG02 3.4 0 

13 PA01 1.3 1.42 

14 LC10 3 4.16 

15 LC02 3.9 9.75 

16 PA17 3 9.76 

17 MG11 2 10.66 

18 YA01 1.5 12.78 

19 MP31 1.3 18.13 

20 KK01 1 19.77 

21 CG01 2.4 20.34 

22 MP13 1.7 23.33 

    

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 
โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

23 PA12 3.7 30.25 

24 LC09 1.3 31.57 

25 PP04 1.5 31.91 

26 YA02 1.5 31.99 

27 IR12 3 32.03 

28 LG14 4.2 32.73 

29 BB03 2.5 33.48 

30 KK13 1.2 33.84 

31 LC08 3.5 34.52 

32 LC11 2.5 34.86 

33 PP03 1.7 36.24 

34 GL01 1.5 36.51 

35 KK12 1 36.99 

36 LG07 2.8 37.56 

37 KK03 7.2 38.07 

38 LM04 1 39.40 

39 MG01 3.2 41.63 

40 LM05 5.2 42.28 

41 YA03 2 42.90 

42 PA09 7 44.49 

43 LM03 2.5 44.60 

44 CG03 3 44.63 
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ตารางท่ี 4-3 (ตอ) 

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 

โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

45 LG15 2 45.31 

46 KK10 3.5 46.44 

47 GL03 2 46.79 

48 LM10 1.2 47.48 

49 LC14 2.7 47.60 

50 ET07 2 48.02 

51 CG04 2.5 48.58 

52 IR08 1.4 48.98 

53 LC12 2 49.38 

54 MP22 2 51.00 

55 LG23 3.2 51.33 

56 KN25 1.5 51.34 

57 MP20 1.5 51.95 

58 ET08 3 52.25 

59 KN12 4.2 52.32 

60 KN24 11.5 52.47 

61 LM07 1.2 52.57 

62 BG05 1.5 52.96 

63 BG03 1.5 53.39 

64 KK02 4 54.70 

65 TM27 2.6 54.73 

66 LG01 1.8 54.85 

67 TM13 3 54.90 

68 MG07 5 58.22 

69 KK07 4 59.48 

70 MG08 4.5 59.92 

71 LC01 2.4 60.64 

72 GV04 1.5 60.48 

73 ET10 2.4 60.87 

74 MP34 1.1 61.58 

75 LC06 1.5 63.40 

76 LC07 3.5 64.35 

77 LC17 3.2 64.50 

ตารางท่ี 4.2 (ตอ) 

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 

โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

78 MP32 1.3 65.66 

79 MP01 3 67.22 

80 LM12 2 68.13 

81 KN29 5.5 68.20 

82 ET11 2 68.67 

83 MG16 2.8 68.85 

84 LM11 1.5 69.38 

85 KN01 2.5 69.94 

86 IR05 4.4 70.21 

87 GG09 6.5 70.23 

88 PA10 6.6 70.27 

89 LC04 4 70.51 

90 KK05 1.5 71.37 

91 KN19 4 72.14 

92 MG02 4 72.33 

93 MP08 2.7 72.85 

94 GG08 1.5 74.68 

95 MG06 4.5 75.27 

96 OT06 4.5 75.72 

97 MP33 3 75.89 

98 MG19 5 77.09 

99 KN27 5.5 77.17 

100 TM32 3 77.28 

101 TM28 2.3 77.36 

102 LC03 2.5 77.39 

103 LG19 2 77.72 

104 GV21 7.5 78.44 

105 GV07 4.3 79.63 

106 MP28 2.5 79.88 

107 GV20 8 79.96 

108 MP18 1.6 80.49 

109 TM26 1.6 81.18 

110 TM19 1.5 81.35 
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ตารางท่ี 4-3 (ตอ) ตอ 

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 

โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

111 MP30 2.5 81.44 

112 KN18 2.7 81.80 

113 MP23 1.6 82.05 

114 MP14 2.3 82.31 

115 MG22 4.2 82.70 

116 MP17 2.6 83.17 

117 GG13 4 83.31 

118 KN11 4.5 83.43 

119 KK04 3 83.87 

120 TM16 2.4 84.22 

121 KN17 3.2 84.24 

122 GV10 3.8 84.46 

123 GV06 4.2 84.74 

124 MP12 1.5 85.60 

125 MP04 1 85.95 

126 MG24 3.5 86.01 

127 KN10 4.5 86.11 

128 MP16 3.2 86.38 

129 MG25 3.5 87.15 

130 LG05 2 87.64 

131 MG20 3.5 87.75 

132 TM18 3.7 88.64 

133 MG23 3.8 88.92 

134 KN04 4.7 89.07 

135 TM11 1.5 89.16 

136 TM12 3.7 89.16 

137 KN09 4 89.51 

138 GV19 8 89.51 

139 GV13 4.8 89.57 

140 KN34 4.3 89.72 

141 GV22 7.2 89.89 

142 GV14 5 90.01 

    

    

ลําดับ

ที่ 

Isolation 

code 

ผลการคัดกรอง 

โซนใส 

(ซม.) 

%Decolorization 

ในอาหารเหลว 

143 MP02 2.5 90.11 

144 MP21 2.2 90.20 

145 MG10 3.8 90.28 

146 TM08 3.7 90.71 

147 KN22 4.7 90.98 

148 GV11 5 91.09 

149 KN16 3.5 91.18 

150 LC13 1.9 91.34 

151 MP27 5 94.02 

152 IR03 2.2 94.22 

153 KN13 1.8 94.64 

154 TM05 3.2 94.80 

155 MP09 1.5 94.80 

156 MP24 3.3 94.80 

157 TM06 3.5 95.49 

158 TM10 3.5 95.84 

159 MP11 2.5 95.84 

160 MP06 1.4 95.92 

161 MG14 2.5 95.99 

162 TM03 3.6 96.62 

163 TM25 1.7 96.62 

164 TM04 2 96.79 

165 TM15 2.5 96.96 

166 TM24 1.6 97.49 

167 MP10 3.2 97.79 

168 MP29 2 98.53 

169 MP26 2.2 98.61 

170 MP03 2.3 99.91 
CT = Contaminate (มีเชื้ออ่ืนปนเปอน) 

NA = Data not available (ไมไดบันทกึขอมูล) 

NG = No growth (เชื้อไมเจรญิ) 

- = ไมเกดิโซนใส 



 

29 

4.4  กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสท่ีผลติไดในอาหารเหลว 

เม่ือเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท 14 ไอโซเลท ที่ใหผลการคัดกรองเปนบวกในระดับสูง ใน

อาหารเหลวที่เหมาะสมตอการสรางเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส และนําน้ําเลี้ยงมาวัดคา

กจิกรรมเอนไซม พบวามีเช้ือราจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก TM25, MP26, MP29 และ MP03 ซ่ึง

เปนเช้ือราที่แยกไดจากมะขาม และมะขามปอม ใหคากจิกรรมเอนไซมในระดับสงูกวาเช้ือราไอ

โซเลทอ่ืนๆ อยางชัดเจน โดย MP03 มีกจิกรรมเอนไซมสูงสดุที่ 204 Units/ml (ตารางที่ 4-4) 

จงึไดเลอืกเช้ือรา 4 ไอโซเลทนี้ไปทําการวัดคาความสามารถของเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดส

ในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงในหลอดทดลองตอไป ลักษณะโคโลนเีช้ือราทัง้ 4 ไอโซ

เลท บนอาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA) มีลักษณะดังแสดงในภาพที่ 4-1 

 

ตารางท่ี 4-4 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสที่ผลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท 14 ไอโซเลท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ลําดับท่ี Fungal isolation code กจิกรรมเอนไซม (Units/ml) 

1 MP06 22 

2 MG14 42 

3 TM10 61 

4 TM04 64 

5 MP11 66 

6 TM03 68 

7 TM06 68 

8 MP10 82 

9 TM24 100 

10 TM15 106 

11 

12 

TM25 

MP26 

160 

170 

13 MP29 184 

14 MP03 204 
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MP25                              MP26

MP29                              MP03

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-1 ลกัษณะโคโลนเีช้ือราอายุ 7 วัน บนอาหารแข็ง PDA 

 

4.5  ความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการทําใหสีเมลานิน

สังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง 

ความสามารถของเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสจากเช้ือรา TM25, MP26, MP29 และ 

MP03 ในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงในหลอดทดลองนัน้ พบวาพบวาเอนไซมจากเช้ือ

ราทั้ง 4 ไอโซเลท มีความสามารถในการยอยสลายใหสีของเมลานินสังเคราะหจางลง แตมี

ระดับความสามารถทีแ่ตกตางกัน โดยเอนไซมจาก MP03 (จากมะขามปอม) มีความสามารถ

ในการทําใหสีเมลานินสังเคราะหจางลงไดมากที่สุด (ภาพที่ 4-2) ซ่ึงอาจเนื่องมากจากมีคา

กจิกรรมของเอนไซมสูงที่สุด ในจํานวนเช้ือรา 4 ไอโซเลท จากรายงานที่ผานมา พบวาเช้ือรา

แซบโพรบที่แยกไดจากซากพชืและดนิ มีความสามารถในการสรางเอนไซมยอยสลายเมลานิน

สังเคราะหได (Woo et al., 2004; Mohorčič et al., 2007) และจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็น

วาเช้ือเราเอนโดไฟทก็มีความสามารถในการสรางเอนไซมชนิดลิกนินเปอรออกซิเดส เพื่อยอย

สลายเมลานนิสังเคราะหไดเชนกัน  
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ภาพท่ี 4-2 ความสามารถในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงของเอนไซมลกินนิเปอรออก

ซิเดสจากเช้ือรา TM25, MP26, MP29 และ MP03  

 

4.6  สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสของเชื้อรา

เอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว 

 4.6.1 แหลงไนโตรเจน 

เม่ือเพาะเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว LME basal medium (LBM) ที่มี

แหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ ความเขมขน 0.01% บมนาน 7 วันแลวนัน้ พบวาอาหารเหลวที่มี

สวนผสมของ 0.01% peptone ใหคากจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสสูงกวาแหลง

ไนโตรเจนอ่ืนๆ (ภาพที่ 4-3) ซ่ึงแหลงไนโตรเจนนี้จะถกูใชแทนที่ yeast extract ในสูตรอาหาร 

LBM เพื่อใชทดสอบสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในปจจยัดานอ่ืนๆ ตอไป  

4.6.2 ความเปนกรด-ดาง (pH) 

เม่ือเพาะเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว LBM ที่มี 0.01% peptone เปน

แหลงไนโตรเจน โดยปรับใหอาหารมี pH ตางๆ กัน และบมนาน 7 วันแลวนั้น พบวาอาหาร

เหลวที่มี pH 6.0 ใหคากจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสสูงกวา pH คาอ่ืนๆ ที่ใชทดสอบ 

(ภาพที่ 4-4) ซ่ึงในการเตรยีมอาหาร LBM เพื่อทดสอบสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของปจจัย

เพาะเลี้ยงดานอ่ืนๆ ตองปรับ pH ของอาหาร LBM ใหไดเทากับ 6.0  
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ภาพท่ี 4-3 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสทีผ่ลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ใน

อาหาร LBM ที่มีแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ บมนาน 7 วัน 

ตารางที่ 4.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-4 กจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสทีผ่ลติโดยเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ใน

อาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน และมีคา pH ตางๆ บมนาน 7 วัน 
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4.6.3 อุณหภูม ิ

เม่ือเพาะเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว LBM ที่มี 0.01% peptone เปน

แหลงไนโตรเจน อาหารมี pH 6.0 และบมนาน 7 วัน ในอุณหภูมิตางๆ แลวนั้น พบวาการ

เพาะเลี้ยงที่บมในอุณหภูมิ 30 ˚ซ ใหคากจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสสูงกวาอุณหภูมิ

อ่ืนที่ใชทดสอบ (ภาพที ่4-5) ซ่ึงในอุณหภูมินี้จะถูกนําไปใชในการเพาะเลี้ยงเพื่อทดสอบสภาวะ

เพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของปจจัยเพาะเลี้ยงดานอ่ืนๆ ตอไป 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-5 กิจกรรมเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ผลิตโดยเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ใน

อาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน, pH 6.0 และบมที่อุณหภูมิตางๆ นาน 7 

วัน (NG: no growth) 
 

4.6.4 ระยะเวลาบม 

เม่ือเพาะเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ในอาหารเหลว LBM ที่มี 0.01% peptone เปน

แหลงไนโตรเจน อาหารมี pH 6.0 บมในอุณหภูมิ 30 ˚ซ แลวเก็บสวนใสของน้ําเลี้ยงเพื่อวัด

กจิกรรมเอนไซมลิกนนิเปอรออกซิเดสในวันที่ 2, 4, 6 และ 8 แลวนัน้ พบวาการเพาะเลี้ยงที่บม

นาน 6 วัน ใหคากจิกรรมเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสสูงกวาระยะเวลาบมอ่ืนๆ ที่ใชทดสอบ 

(ภาพที่ 4-6) ซ่ึงระยะเวลาบมนี้จะถูกนําไปใชในการเพาะเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมลิกนินเปอร

ออกซิเดสในสภาวะที่เหมาะสมม่ีสุดตอไป 
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ภาพท่ี 4-6 กิจกรรมเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสที่ผลิตโดยเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ใน

อาหาร LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน, pH 6.0, บมที่อุณหภูมิ 30 ˚ซ ดวย

ระยะเวลาบมนานตางๆ กัน 

 

4.7  ผลการวัดคาความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสท่ีผลิตได

ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ในการทําใหสีเมลานินสังเคราะหจางลงในหลอด

ทดลอง 

กิจกรรมเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจากเช้ือราเอนโดไฟท MP03 ที่เพาะเลี้ยงใน 

optimized condition มีคา 439 units/ml ซ่ึงไดคากิจกรรมเอนไซมสูงข้ึนกวากอนทําการ 

optimization ประมาณ 2 เทา และเม่ือทดสอบความสามารถของเอนไซมในการทําใหสเีมลานิน

สังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง พบวามีความสามารถในการทําใหสีของเมลานินสังเคราะห

จางลงไดมากกวาเอนไซมที่ไดจากสภาวะกอน optimization โดยในนาทีที่ 60 มีปริมาณความ

เขมขนของสีเมลานินคงเหลือ (residual of melanin pigment) ประมาณ 63.7% ในขณะที่

เอนไซมไดจากสภาวะกอน optimization มีปริมาณความเขมขนของสีเมลานินคงเหลือ 70.2% 

(ภาพที่ 4-7) 
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ภาพท่ี 4-7 ความสามารถในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงของเอนไซมลกินนิเปอรออก

ซิเดสจากเช้ือรา MP03 ที่เพาะเลี้ยงใน optimized condition เปรยีบเทยีบกับเอนไซมที่ผลติไดใน

สภาวะกอน optimization 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการวจิัย 

จากพชืตัวอยาง 21 สายพันธุ สามารถแยกเช้ือราเอนโดไฟทไดทั้งหมด 332 ไอโซเลท 

โดยพชืแตละสายพันธุใหเอนโดไฟทไดจํานวนที่แตกตางกัน เม่ือนําเช้ือราเอนโดไฟททุกไอโซเลท

มาคัดกรองความสามารถในการผลติเอนไซมลกินนิเปอรออกซิเดสบนอาหารแข็ง LBM-Azure 

B agar medium พบวา มีเช้ือราจํานวน 170 ไอโซเลท ที่ใหผลเปนบวกดวยขนาด

เสนผาศูนยกลางของโซนใสรอบโคโลนทีี่แตกตางกัน เม่ือนําเช้ือราเอนโดไฟทที่ใหผลบวกในการ

คัดกรองบนอาหารแข็ง จํานวน 170 ไอโซเลท มาเลี้ยงในอาหารเหลว และวัดความสามารถใน

การทําใหส ีAzure B จางลง (%Azure B decolorization) พบวา มีเช้ือรา จํานวน 14 ไอโซเลท ให

คา %Azure B decolorization ≥95 และเม่ือเลี้ยงเอนโดไฟท 14 ไอโซเลทนี้ ในอาหารเหลวที่

เหมาะสมตอการสรางเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส พบวามีเช้ือราจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก 

TM25 (แยกจากมะขาม), MP26, MP29 และ MP03 (แยกจากมะขามปอม) ใหคากิจกรรม

เอนไซมในระดับสูงกวาเช้ือราไอโซเลทอ่ืนๆ อยางชัดเจน จึงไดน้ําเอนไซมที่ผลิตโดยเช้ือรา 4    

ไอโซเลทนี้ ไปวัดคาความสามารถของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสในการทําใหสีเมลานิน

สังเคราะหจางลงในหลอดทดลอง พบวาเอนไซมจากเช้ือราทั้ง 4 ไอโซเลท มีความสามารถใน

การยอยสลายใหสขีองเมลานนิสังเคราะหจางลง แตมีระดับความสามารถที่แตกตางกัน โดย

เอนไซมจาก MP03 มีความสามารถในการทําใหสเีมลานนิสังเคราะหจางลงไดมากที่สุด ซ่ึงอาจ

เนื่องมากจากมีคากจิกรรมของเอนไซมสูงที่สุด ในจํานวนเช้ือรา 4 ไอโซเลท และเม่ือนําเช้ือรา 

MP03 ไปเพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมที่สุด (optimization) เพื่อผลิตเอนไซมลิกนินเปอรออก

ซิเดส คือ ในอาหารเหลว LBM ที่มี 0.01% peptone เปนแหลงไนโตรเจน, pH 6.0, บมที่

อุณหภูมิ 30 ˚ซ นาน 6 วัน สามารถสงเสริมใหเช้ือราผลิตเอนไซมที่มีกิจกรรมเอนไซมสูงข้ึน

ประมาณ 2 เทา เม่ือเทียบกับการเพาะเลี้ยงดวยสภาวะกอน optimization และเอนไซมนี้มี

ความสามารถในการทําใหสขีองเมลานินสังเคราะหจางลงไดมากกวาเอนไซมที่ไดจากสภาวะ

กอน optimization โดยในนาทีที่ 60 มีปริมาณความเขมขนของสีเมลานินคงเหลือ (residual of 

melanin pigment) ประมาณ 63.7% จากรายงานที่ผานมา พบวาเช้ือราแซบโพรบที่แยกไดจาก

ซากพชื และจากดินมีความสามารถในการสรางเอนไซมยอยสลายเมลานินสังเคราะหได (Woo 

et al., 2004; Mohorčič et al., 2007) และจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเช้ือเราเอนโด
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ไฟทก็มีความสามารถในการสรางเอนไซมชนิดลิกนินเปอรออกซิเดส เพื่อยอยสลายเมลานิน

สังเคราะหไดเชนเดยีวกัน  

จากปฏิกริยิาทดสอบความสามารถของเอนไซมในการยอยสลายเมลานนิสังเคราะหนัน้ 

มีการใช H2O2 ในการกระตุนใหเกิดปฏิกิริยา ซ่ึง H2O2 เปนสารที่ไมเหมาะสมตอการทําตํารับ

เครื่องสําอาง ถงึแมในครัง้นี้ ผูวจิัยไดพยายามปรับสภาวะจนกระทั่งใชความเขมขนของ H2O2 ที่

ต่ํามากถึง 2 mM เพื่อกระตุนการเกิดปฏิกิริยาแลว แตอยางไรก็ตามควรมีการตอยอด

การศึกษาเพื่อใหไดสภาวะการเกิดปฏิกิริยาโดยปราศจาก H2O2 เพื่อความปลอดภัยในการ

นําไปใชในตํารับเครื่องสําอางตอไป  

การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสจากเช้ือราเอนโดไฟทอาจ

สามารถนําไปประยุกตใชในเครื่องสําอางเพื่อทําใหสีเมลานินของผิวหนังจางลงได และ

เนื่องจากเอนไซมนี้ผลติไดจากแหลงชีวภาพ ดังนัน้จงึนาจะเปนสารที่ไดรับการยอมรับมากกวา

การใชสารเคมีในสวนผสมของตํารับเครื่องสําอาง แตทัง้นี้ตองมีการศกึษาเพ่ิมเตมิดังที่ไดกลาว

มาแลวขางตน 

 

5.2  แนวทางการทําวจิัยในลําดับตอไป 

 1) ควรศกึษาถงึสภาวะที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยายอยสลายเมลานินของเอนไซม

ลิกนินเปอรออกซิเดส ใหมีสภาวะที่ปราศจาก H2O2 และปรับคาความเปนกรด-ดาง ให

ใกลเคียงกับสภาพผิวมากข้ึน เพื่อความปลอดภัยในการใชเอนไซมในตํารับเครื่องสําอาง 

 2) ควรมีการศกึษาความเปนพิษของเอนไซมกอนนําไปใชในตํารับเครื่องสําอาง 

 3) ควรมีการศกึษาความคงตัวของเอนไซมกอนนําไปใชในตํารับเครื่องสําอาง 
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