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บทคดัย่อ 
การแยกเชื้อจุลนิทรยี์ที่มกีจิกรรมการฟอกสเีมลานินจากตวัอย่างดนิ อากาศ น ้าเสยี และเสน้ผม รวม

ทัง้หมด 13 ตวัอย่าง บนอาหารเลีย้งเชื้อ melanin agar medium บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7-14 
วนั สามารถคดัแยกเชื้อที่สามารถฟอกสีเมลานินโดยให้บริเวณใสรอบๆ โคโลนีจ านวน 7 ไอโซเลท เป็นเชื้อ
แบคทเีรยีจ านวน 4 ไอโซเลทคอื ไอโซเลท MA3, MS1, MS2, และ MH1 และเชื้อราจ านวน 3 ไอโซเลท คอื ไอโซ
เลท MA1, MA2, และ MA4 เมือ่ท าการคดัเลอืกพบว่า ไอโซเลท MA4 มคี่า enzyme activity ratios สูงสุดเท่ากบั 
2.04  จากนัน้น าเชื้อราไอโซเลท MA4 มาจ าแนกชนิดโดยการวเิคราะห์ยีนบรเิวณ internal transcribed spacer 
(ITS) rDNA พบว่าสามารถจดัจ าแนกเชื้อราไอโซเลท MA4 เป็น Aspergillus flavus MA4 เมื่อศกึษาเปรยีบเทยีบ
การผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานินดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็และกระบวนการหมกัแบบอาหารเหลวพบว่า
เอนไซม์ที่ได้จากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง ( 35.29 units/ml ) มีกิจกรรมสูงกว่าเอนไซม์ที่ได้จาก
กระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว (1.08 units/ml) สภาวะที่เหมาะสมในการผลติเอนไซม์ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ 
sawdust medium คอื ปริมาณขี้เลื่อยและกวัอีคอลที่เหมาะสมคือ 11 กรมั และ 3.0 มลิลิกรมัตามล าดบั พีเอช
เริม่ต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากบั 6.0 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั ภายใต้สภาวะการผลติที่
เหมาะสมเชือ้ราผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานินเท่ากบั 41.54 units/ml ผลการทดลองทีไ่ดช้ี้ใหเ้หน็
ว่ามคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานินในระดบัขยายขนาด ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการน าไปใชเ้พื่อการ
ฟอกยอ้มสผีมต่อไป 

 

ค าส าคญั เมลานิน เอนไซมฟ์อกสเีมลานิน เชือ้ราทีส่รา้งเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน  
 

Abstract 
 A total of 13 samples of soil, air, wastewater and human hair were collected and isolated for 
decolorize melanin-producing microorganisms using melanin agar medium which incubated at 30 °C for 7-
14 days.  Only 7 microbial isolates including 4 bacteria (MA3, MS1, MS2, and MH1) and 3 fungi (MA1, 
MA2, and MA4) had ability to decolorize the pigment which showed the clear zone surrounding theirs 
colonies. After screening, isolate MA4 was the most promising of fungus that had the highest enzyme 
activity ratio of 2.04. Thereafter, this fungus was identified using analysis of internal transcribed spacer 
(ITS) rDNA. The result revealed that isolate MA4 was identified as Aspergillus flavus MA4. Based on the 
comparison study between production of enzyme-bleaching enzyme using solid state fermentation and 
submerge fermentation, the results showed that the enzyme activity from crude enzyme produced from 
solid state fermentation process ( 35.29 units/ml)  had the value higher than those from submerge 
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fermentation process ( 1.08 units/ml) . It was found that the optimum concentration of sawdust and guaicol 
in sawdust medium for enzyme production was 11 gram and 3.0 milligram, respectively. The initial pH of 
the medium was 6.0 and incubated at 30°C for 3 days. Under optimum condition, this strain could produce 
melanin-bleaching enzyme which showed the greatest activity of 41.54 units/ml. The results indicated that 
the possibility of large-scale production of melanin bleaching enzyme which could be useful for its application 
to the bleaching of hair stain. 
 

Keywords: Melanin; melanin-bleaching enzyme; melanin- bleaching enzyme producing fungi; Aspergillus 
flavus 

 

บทน า 
เส้นผมของคนเราประกอบด้วยโปรตีน ไขมนั    

เมลานินและน ้ า [1] โดยพบว่า 90 เปอร์เซ็นต์ของ
น ้าหนักผมแหง้เป็นส่วนประกอบของโปรตนีทีเ่รยีกว่า 
เคราทนิ (keratin) ซึง่ประกอบดว้ยซสิเทอนีเป็นจ านวน
มาก ผมของคนเรายังประกอบด้วยน ้ าประมาณ 10 
เปอร์ เซ็นต์  ซึ่ งมีบทบาทส าคัญในการปรับแต่ ง
คุณสมบตัิทางกลของเสน้ผม และผมยงัประกอบด้วย
เม็ดสีหรือเมลานิน (melanin) ปริมาณ 3 เปอร์เซ็นต์ 
จะอยู่ในชัน้กลาง (cortex) ของเสน้ผม ท าใหเ้สน้ผมมสีี
ตามธรรมชาติและเชื้อชาติ [2] ปจัจุบนัการย้อมสผีม
หรอืการเปลีย่นสผีมเป็นแฟชัน่ทีทุ่กคนยอมรบัเพราะ
เกี่ยวข้องกบัความสวยงามและการเสริมบุคลิกภาพ  
ซึ่งการเปลี่ยนสีผมนัน้อาจเกิดขึ้นจากหลายเหตุผล
ดว้ยกนัคอื บางคนอาจจะเปลี่ยนเพราะปกปิดผมขาว 
หรอืเปลีย่นเพราะไม่ชอบสผีมเดมิ หรอือาจจะเปลีย่น
เพือ่ใหเ้ขา้กบับุคลกิของตนเอง หรอืบางคนอาจเปลีย่น
ตามแฟชัน่ตามสมยันิยม ในการยอ้มสผีมจะต้องมกีาร
ฟอกสผีมก่อนการยอ้ม โดยเฉพาะอย่างยิง่ผมของชาว
เอเชยี ซึ่งมสีนี ้าตาลเขม้ถงึด า ท าให้ย้อมติดสไีด้ยาก 
ดงันัน้ จงึจ าเป็นต้องมขี ัน้ตอนการฟอกสีผมหรือการ
ฟอกสีเมลานินในเส้นผมเพื่อให้สีผมอ่อนลง เพื่อให้
ยอ้มติดสยีอ้มตามต้องการ ดงันัน้ ผลติภัณฑ์ย้อมผม
จะประกอบด้วยสารเคมทีี่ใช้ส าหรบัการฟอกสผีม [3] 
ไดแ้ก่  

1. ไ ฮ โ ด ร เ จ น เ ป อ ร์ อ อ ก ไ ซ ด์  ( Hydrogen 
peroxide) มสีูตรทางเคมีคือ H2O2 ท าหน้าที่หลกั 2 
ประการคือ  1) เ ป็นสารฟอกสี (bleaching หรือ 
lightening agent) ท าห น้าที่ท าลายเม็ดสีผมหรือ      

เมลานิน ท าให้เส้นผมมีสีอ่อนลง และ 2) เป็นสาร
ออกซิไดซ์ (oxidizing agent) ท าหน้าที่ปลดปล่อย
ออกซิเจน เพื่อท าปฏิกริิยาออกซิเดชนักบัสีย้อมผม 
ท าให้สยี้อมตดิกบัผมได้ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท า
ปฏกิริยิาได้ดใีนสภาวะที่เป็นด่าง ผลติภณัฑ์ย้อมผม
ไม่ควรมีไ ฮ โดร เจน เปอร์อ อกไซด์ มากกว่ า  6
เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์  ห า กผ ลิต ภัณฑ์ ใ ด มี ไ ฮ โ ด ร เ จ น             
เปอร์ออกไซด์ในปรมิาณมากหรอืใชโ้ดยไม่มกีารเจอื
จางจะก่อใหเ้กดิการระคายเคอืงต่อหนงัศรีษะ และท า
ใหเ้สน้ผมแหง้เสยีได ้ 

2. แอมโมเนีย (Ammonia) มสีตูรทางเคมคีอื NH3 
เป็นสารที่มีกลิ่น ฉุน มีความเป็นด่างสูง จะเป็น
ส่วนผสมในครีมสี โดยอยู่ในรูปของแอมโมเนียม    
ไฮดรอกไซด์ มฤีทธิก์ดักร่อน ท าใหช้ ัน้นอก (cuticle) 
ของเสน้ผมเกดิการบวมพองและแตกออก ท าใหส้าร
ฟอกสแีละสยีอ้มซมึผ่านเขา้ไปไดผ้มชัน้กลาง (cortex) 
ท าให้สีย้อมติดเส้นผมดีขึ้น เนื่องจากสามารถกัด
กร่อนเส้นผมและหนังศีรษะได้ จงึเป็นเหตุให้ผมเสยี 
รากผมอ่อนแอ ผมร่วง และยงัก่อให้การระคายเคอืง
ต่อผวิหนงั ระบบทางเดนิหายใจและตาอกีดว้ย 

ดงัจะเหน็ไดว้่าการฟอกสผีมดว้ยสารเคมดีงักล่าว
ขา้งตน้เป็นการท าลายสุขภาพของเสน้ผมอย่างรุนแรง
เพราะเป็นการท าลายทัง้เมลานิน โปรตีนเคราทนิซึ่ง
เป็นองค์ประกอบหลกัของเสน้ผม รวมทัง้ท าลายหนัง
ศีรษะอีกด้วย และยงัอาจเกิดอาการแพ้ตามมาเช่น 
การระคายเคืองต่อหนังศีรษะ ระบบทางเดนิหายใจ
และตา [2] ดังนั ้น  วิธีการฟอกสีผมโดยวิธีทาง
ธรรมชาต ิอ่อนโยนต่อเส้นผม ลดการแพ้และระคาย
เคอืงทีเ่กดิจากสารเคม ีจึงเป็นเรื่องหนึ่งทีไ่ดร้บัความ
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Enzyme activity ratios = 
ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของบรเิวณใส 

สนใจ โดยเฉพาะการใช้สารสกัดจากธรรมชาติ
อย่ า ง เช่ น  เ อน ไซม์ฟ อกสี เม ลานิ น  (melanin-
bleaching enzyme) ที่มคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อการ
ย่อยสลายซบัสเตรตหรอืเมลานินแต่เพยีงอย่างเดยีว 
ไม่ท าลายโปรตีนเคราทินและไม่ก่อให้เกิดอาการ
ขา้งเคยีงอื่นๆ รวมทัง้เสน้ผมยงัมคีุณภาพทีด่กีว่าการ
ฟอกดว้ยสารเคมอีกีดว้ย  

การฟอกสเีมลานินดว้ยเอนไซมไ์ดร้บัความสนใจ
อย่างมากในด้านการประยุกต์ใช้ทางด้านความสวย
ความงามและเครื่อ งส าอาง Woo และคณะ  [4] 
เอนไซม์ลิกนิน เปอร์ออกซิเดสที่ได้จากเชื้อ ร า 
Phanerochaete chrysosporium ส า ม า ร ถ ฟ อ ก สี         
เมลานินสงัเคราะหไ์ด ้และสามารถน าไปประยุกต์เพื่อ
พัฒนาเป็นสารเพิ่มความกระจ่างใสในผลิตภัณฑ์
เครื่องส าอางได้ Mohorčič และคณะ [5] คดัแยกเชื้อ
รา Sporotrichum pruinosum ซึ่งสงัเคราะห์เอนไซม์
ฟอกสเีมลานินทีส่ามารถย่อยสลายเมลานินทีผ่วิหนัง
ได้ ในขณะเดียวกนั Nagasaki และคณะ [2] พบว่า 
Ceriporiopsis sp. MD-1 ที่ ค ัด แยกจ ากดิน ในป่ า
สามารถสงัเคราะห์เอนไซม์ฟอกสเีมลานินในเส้นผม
ได้ ดงันัน้ งานวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงค์ในการคดัแยก
แล ะ คัด เ ลือ ก เ ชื้ อ ร า จ าก แหล่ ง ธ ร รมช าติ ที่ มี
ความสามารถฟอกสเีมลานิน ศกึษากระบวนการหมกั
และสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ฟอกสี    
เมลานินเพื่อเป็นขอ้มลูพื้นฐานในการขยายขนาดการ
ผลิต เพื่อให้ได้เอนไซม์ที่มีคุณภาพและราคาถูก 
สามารถน ามาประยุกต์ใช้เพื่อลดหรอืทดแทนการใช้
สารเคมีในการฟอกสีผม และพัฒนาต่อยอดสู่การ
พฒันาเครื่องส าอางกระจ่างใสและผลติภณัฑเ์กีย่วกบั
เสน้ผมทีย่ ัง่ยนืต่อไป 

 

วิธีการด าเนินการวิจยั 
1. การคัดแยกและคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย์ท่ี

สงัเคราะหเ์อนไซมฟ์อกสีเมลานิน  
น าตัวอย่างดินบริเวณโคนต้นไม้ใหญ่ ตัวอย่าง

อากาศ ตวัอย่างน ้าเสยี และตวัอย่างเสน้ผมมาท าการ
เจอืจางทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้น ามาเพาะเลีย้ง
ในอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ทีม่เีมลานินสงัเคราะหเ์ป็นแหล่ง
คาร์บอน (Melanin agar medium) ส าหรับตัวอย่าง

อากาศ จะท าการเปิดจานอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณที่
ต้องการศึกษา เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้บ่มจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7-14 วนั คดัแยกเชื้อทีใ่หบ้รเิวณใส (clear zone) 
และน าไปท าให้เชื้อบริสุทธิ ์ โดยวิธี streak plate 
technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกัน ท าซ ้า
จนกระทัง่ไดส้ายพนัธุ์ทีบ่รสิุทธิ ์น าเชื้อแต่ละไอโซเลท
ทีค่ดัแยกไดม้าเพาะเลีย้งบนอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเดมิที่
ไม่ได้เติมเมลานิน บ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วนั จนกระทัง่เชื้อ
เจรญิเตม็อาหารเลี้ยงเชือ้ ใช ้cork borer no. 5 (ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 10 มลิลเิมตร) เจาะชิ้นวุ้นที่มเีชื้อ
เจรญิ น าไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อแขง็ melanin agar 
medium ทีม่เีมลานินสงัเคราะห์เป็นแหล่งคาร์บอน บ่ม
จานอาหารเลีย้งเชื้อทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 7-14 วนั 
โดยสงัเกตวงใสรอบโคโลนีของเชื้อทุกวนั ค านวณหา
อัตราส่วนการท างานของเอนไซม์ (enzyme activity 
ratios) คดัเลอืกเชื้อไอโซเลททีม่อีตัราส่วนการท างาน
ของเอนไซม ์สงูสุดเพือ่การทดลองต่อไป 

 
 
 

 

2. การจัดจ าแนกเช้ือโดยอาศัยเทคนิคทาง           
ชีวโมเลกลุ  

เพาะเลี ้ยงเชื้อราบน malt extract agar บ่มที่
อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 7 วนั ท าการสกดัจโีนมกิดเีอ็น
เอจากเส้นใยของเชื้อราโดยใช้ E.Z.N.A. Forensic 
DNA isolation Kit (Ormega Bio-Tek) และน าดเีอ็นเอ
ที่ ได้มาท าปฏิกิริย าโพลี เมอร์ เ รส เชนรีเอกชัน่ 
(Polymerase Chain Reaction; PCR) โดยการ เพิ่ม
จ านวนดเีอน็ดใีนส่วนของ internal transcribed spacer 
(ITS) โดยใช้ปฏิกิริยาผสมเท่ากับ 50 ไมโครลิตร 
ป ร ะ กอบด้ ว ย  1X buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM 
dNTPs, 0.2 µM of each primer (ITS5 and ITS4) และ 
1U Taq DNA polymerase อุณหภู มิที่ ใ ช้ ส า ห รับ
ปฏิกิ ริ ย าพีซี อ า ร์  เ ริ่ ม ต้ น ด้ ว ย อุณหภู มิ  initial 
denaturation ที่ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
ตามดว้ยวงรอบอุณหภมู ิ35 วงรอบทีป่ระกอบดว้ย 96 

ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนี 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  53 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1:30 น าที  ต ามด้ ว ย  final extension ที่  72 อ งศ า
เซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีน าผลติภณัฑพ์ซีอีาร์ทีไ่ด้
ไ ปต ร ว จสอบด้ ว ย  1 เ ปอ ร์ เ ซ็ น ต์  agarose gel 
electrophoresis ย้ อ มด้ ว ย  ethidium bromide แ ล ะ
น าไปส่องดูภายใต้ ultraviolet (UV) transilluminator 
จากนัน้น าผลติภณัฑ์พซีอีาร์ไปวเิคราะห์หาล าดบัเบส
ด้วยเครื่อง automated DNA sequence (Macrogen 
Inc., Korea) วเิคราะหย์นีบรเิวณ Internal transcribed 
spacer (ITS) 
 3. ศึกษากระบวนการหมกัท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซมฟ์อกสีเมลานิน  

กระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว submerge 
fermentation ท าโดยการเพาะสปอรแ์ขวนลอย (spore 
suspension) 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเข้มข้นของสปอร์
เท่ากับ 5x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) ในอาหารเลี้ยง     
เ ชื้ อ เ ห ล ว  enzyme production medium ซึ่ ง
ประกอบด้วย glucose 10 กรมัต่อลติร yeast extract 
0.2 กรัมต่อลิตร veratryl alcohol 0.07 กรัมต่อลิตร 
tartaric acid 3.0 กรมัต่อลติร, Tween 80 1.0 กรมัต่อ
ลิตร KH2PO4  0.2 กรัมต่อลิตร , CaCl22H20 0.146 
ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  (NH4)2HPO4 0.157 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร 
MgSO47H2O 0.05 กรมัต่อลติร NaCl 0.009 กรมัต่อ
ลิตร  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ใน Erlenmeyer flask 
ปรมิาตร 250 มลิลลิติร พเีอชเท่ากบั 6.0 บ่มทีอุ่ณหภมู ิ
30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 7 วนั เมือ่ครบก าหนดแลว้
ท าการสกดัเอนไซม์โดยการกรองผ่าน black ribbon 
น าสารละลายเอนไซม์ที่กรองได้มาหมุนเหวี่ยงด้วย
เครื่องหมุนเหวี่ยงที่อัตราความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 20 นาท ีน าสารละลายส่วนใสที่ได้ไป
วิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซม์ฟอกสีเมลานินตามวิธี
ของ Nagasaki และคณะ [2] ส าหรบักระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ (solid state fermentation) ท าโดย
การเพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้
ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
sawdust medium ซึง่ประกอบดว้ยขีเ้ลือ่ยไมเ้นื้อแขง็ 7 

กรมั กวัอีคอล 0.002 กรมั ร าขา้วเจา้ 1 กรมั แกลบ 2 
กรัม ปรับความชื้น เท่ ากับ 50 เปอร์ เซ็นต์ด้วย
สารละลายเกลอืแร่ที่ประกอบดว้ย yeast extract 3.0 
ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  ( N H 4 ) S O 4   5 .0 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร 
Mg2SO4.7H2O 0.5 กรมัต่อลติร KH2PO4  1.0 กรมัต่อ
ลิตร  พีเอชเท่ากับ 6 .0 บ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เมื่อครบก าหนดน ามาสกดั
เอนไซมด์ว้ย 0.2 M acetate buffer pH 5.0 ปรมิาตร 
50 มลิลลิติร ตัง้ทิ้งไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง เขย่าเป็นครัง้คราว จากนัน้น ามากรอง
ผ่าน black ribbon น าสารละลายที่กรองได้มาหมุน
เหวีย่งดว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งทีอ่ตัราความเรว็ 10,000 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 20 นาท ีน าสารละลายส่วนใสที่
ไดไ้ปวเิคราะห์หากจิกรรมเอนไซม์ฟอกสเีมลานินตาม
วธิขีอง Nagasaki และคณะ [2] ทัง้นี้ก าหนดให ้1 ยนูิต 
ของเอนไซมม์คี่าเท่ากบัจ านวนของเอนไซมท์ีส่ามารถ
ลดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตรได้เท่ากับ 
0.001 ภายในเวลา 5 นาท ี 

4. พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 
เพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้

ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
sawdust medium ปรมิาตร 10 มลิลกิรมั ปรบัความชืน้
เท่ากบั 50 เปอรเ์ซ็นต์ดว้ยสารละลายเกลอืแร่ทีม่พีเีอช
เท่ากบั 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 และ 9.0 บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั เมือ่ครบก าหนดน ามา
สกัดเอนไซม์และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
เช่นเดยีวกบัวธิใีนขอ้ 3 

5. อณุหภมิูท่ีเหมาะสม 
เพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้

ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
sawdust medium ปรมิาตร 10 มลิลกิรมั ปรบัความชืน้
เท่ากบั 50 เปอรเ์ซ็นต์ดว้ยสารละลายเกลอืแร่ทีม่พีเีอช
ทีเ่หมาะสมจากขอ้ 4 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 35 40 45 และ 
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เมื่อครบก าหนด
น ามาสกดัเอนไซมแ์ละวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์
เช่นเดยีวกบัวธิใีนขอ้ 3 

6. ช่วงเวลาท่ีเหมาะสม 
เพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้

ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
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sawdust medium ปรมิาตร 10 มลิลกิรมั ปรบัความชืน้
เท่ากบั 50 เปอรเ์ซ็นต์ดว้ยสารละลายเกลอืแร่ทีม่พีเีอช
ทีเ่หมาะสมจากขอ้ 4 บ่มทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมจากขอ้ 
5 เป็นเวลา 3 5 7 และ 9 วนั เมื่อครบก าหนดน ามา
สกัดเอนไซม์และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
เช่นเดยีวกบัวธิใีนขอ้ 3 

7. ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแหล่งคารบ์อน 
เพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้

ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
sawdust medium ทีม่ปีรมิาณขีเ้ลือ่ยระดบัต่างๆ คอื 3 
5 7 9 11 13 และ 15 กรมัต่อลติร ปรบัความชืน้เท่ากบั 
50 เปอร์เซ็นต์ด้วยสารละลายเกลือแร่ที่มีพีเอชที่
เหมาะสมจากขอ้ 4 บ่มทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมจากขอ้ 5 
เป็นเวลาที่เหมาะสมจากขอ้ 6 เมื่อครบก าหนดน ามา
สกัดเอนไซม์และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์
เช่นเดยีวกบัวธิใีนขอ้ 3 

8. ระดับความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสาร
เหน่ียวน า 

เพาะสปอร์แขวนลอย 1 เปอร์เซ็นต์ (ความเขม้ขน้
ของสปอร์ เท่ ากับ 5x106 สปอร์ ต่อมิลลิลิตร )  ใน 
sawdust medium ที่มขี ี้เลื่อยปรมิาณที่เหมาะสมจาก
ขอ้ 7 และมปีรมิาณกวัอีคอลระดบัต่างๆ คือ 1.0 2.0 
3.0 4.0 5.0 6.0 แ ล ะ  7.0 มิล ลิก รัม ต่ อ ลิต ร  ป รับ
ความชืน้เท่ากบั 50 เปอรเ์ซน็ต์ดว้ยสารละลายเกลอืแร่
ที่มีพี เอชที่ เหมาะสมจากข้อ  4 บ่มที่ อุณหภูมิที่
เหมาะสมจากขอ้ 5 เป็นเวลาทีเ่หมาะสมจากขอ้ 6 เมือ่
ครบก าหนดน ามาสกดัเอนไซม์และวเิคราะห์กจิกรรม
ของเอนไซมเ์ช่นเดยีวกบัวธิใีนขอ้ 3 

 

การวิเคราะหท์างสถิติ 
 ท าการวเิคราะหข์อ้มลูโดยใชโ้ปรแกรม Microsoft 
Excel ค่าเฉลีย่และค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน 
 

ผลการวิจยั 
1. การคัดแยกและคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย์ท่ี

สงัเคราะหเ์อนไซมฟ์อกสีเมลานิน 
ท าการเก็บตัวอย่างในบริเวณคณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี ได้แก่ตวัอย่างดินบรเิวณ
โคนต้นไมใ้หญ่ ตวัอย่างอากาศ ตวัอย่างน ้าเสยี และ

ตวัอย่างเส้นผม รวมทัง้หมด 13 ตวัอย่าง มาท าการ
แยก เชื้ อ บนอ าหาร  melanin agar medium บ่ มที่
อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1-30 วนั ผลการ
ทดลองพบว่าสามารถคัดแยกเชื้อที่ให้บริเวณใสได้
จ านวน 7 ไอโซเลท เป็นเชือ้แบคทเีรยี 4 ไอโซเลทคอื 
ไอโซเลท MA3, MS1, MS2, และ MH1 และเชื้อรา
จ านวน 3 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท MA1, MA2, และ 
MA4 ท าการคดัเลอืกเชื้อจุลนิทรยี์ทัง้ 7 ไอโซเลทบน
อาหารเลีย้งเชือ้ melanin agar medium ผลการทดลอง
พบว่า ไอโซเลท MA4 มีค่า enzyme activity ratios 
สงูสุดเท่ากบั 2.04 ในระยะเวลา 3 วนั รองลงมาคอื ไอ
โซเลท MA1 มคี่า enzyme activity ratios สงูสุดเท่ากบั 
1.45 ในระยะเวลา 4 วนั จงึคดัเลอืกไอโซเลท MA4 ซึ่ง
คดัแยกไดจ้ากอากาศเพือ่การทดลองต่อไป 

2. การจัดจ าแนกเช้ือโดยอาศยัเทคนิคทาง    
ชีวโมเลกลุ  
 จากการน าเชื้อราไอโซเลท MA4 มาจัดจ าแนก
ระดับสปีชีส์ด้วยเทคนิค PCR เพื่อเพิ่มจ านวนยีน
บรเิวณ internal transcribed spacer (ITS) rDNA โดย
ใช ้primer ITS5 และ ITS4 และน า PCR product ทีไ่ด้
ไ ป วิ เ ค ร า ะห์ ห าล า ดับ เบส  แ ล้ ว น า ล า ดับ เบ ส                  
นิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS rDNA ที่ได้ไปเปรยีบเทยีบ
หาล าดบัเบสทีเ่หมอืนกนัทีสุ่ดในฐานขอ้มลูของ EMBL 
database โดยใช ้BLAST search ผลการสบืคน้ขอ้มูล
พบว่า ล าดบัเบสของเชื้อราไอโซเลท MA4 สอดคลอ้ง 
100 เปอร์เซ็นต์กบัล าดบัเบสของ Aspergillus flavus 
isolate TDPEF52 ดังนั ้นเชื้อราไอโซเลท MA4 คือ 
Aspergillus flavus MA4 

3. กระบวนการหมกัท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม ์
 จากการศกึษากระบวนการหมกัทีเ่หมาะสมในการ
ผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานินโดยเชื้อรา A. flavus MA4 
บ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้ง เป็นเวลา 7 วนั พบว่า เมือ่หมกัแบบ
อาหารเหลว เชือ้ราจะผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรมเอนไซม์
ฟอกสีเมลานินเท่ากับ 1.08 units/ml ส่วนการหมัก
แบบอาหารแข็ง เชื้อราผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรม
เอนไซม์ฟอกสเีมลานินเท่ากบั 35.29 units/ml ดงันัน้
การเพาะเลี้ยงเชือ้รา A. flavus MA4 ดว้ยกระบวนการ
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หมกัแบบอาหารแขง็จงึเป็นสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผลติเอนไซมห์ยาบสาหรบัการฟอกสเีมลานินต่อไป 

4. สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมด้์วย
การหมกัแบบอาหารแขง็ 

4.1 พี เอช เ ร่ิม ต้นของอาหาร เ ล้ียง เ ช้ือ ท่ี
เหมาะสม  

การเพาะเลี้ยงเชื้อรา  A. flavus MA4 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ sawdust medium ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 
4.0 5.0 6.0 7.0, 8.0 และ 9.0 บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั ผลการทดลองพบว่า เชื้อรา
สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ฟอกสี        
เมลานินเท่ากบั 32.17 32.74 36.88 35.17 34.27 และ 
33.41 units/ml ตามล าดับ ดังนัน้ พีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม์
ฟอกสเีมลานินโดยการหมกัแบบอาหารแขง็คอื พเีอช
เท่ากบั 6.0 ซึง่เชื้อราผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรมเอนไซม์
ฟอกสเีมลานินเท่ากบั 36.88 units/ml ดงัแสดงในภาพ
ที ่1 

4.2 อณุหภมิูท่ีเหมาะสม  
การเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. flavus MA 4 ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ sawdust medium ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 
6.0 บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 35 40 45 และ 50 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 7 วนั ผลการทดลองพบว่า เชื้อราสามารถ
ผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานินเท่ากบั 
40.18 38.10 35.41 และ  33.63 units/ml ตามล าดับ 
ดงันัน้อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม์
ฟอกสีเมลานินโดยการหมักแบบอาหารแข็งคือ 
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส โดยเชื้อราผลติเอนไซมท์ี่
มกีจิกรรมเอนไซม์ฟอกสเีมลานินสูงสุดเท่ากบั 40.18 
units/ml ดงัแสดงในภาพที ่2  

4.3 ช่วงเวลาท่ีเหมาะสม  
 การเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. flavus MA 4 เพื่อผลิต
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินในอาหารเลี้ยงเชื้อ  sawdust 
medium พีเอชเท่ากับ 6.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซยีส ตามช่วงเวลาต่างๆ ผลการทดลองพบว่าเมือ่
ท าการหมกัในช่วงเวลา 3 5 7 9 และ 11 วนั เชื้อรา
สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ฟอกสี        
เมลานินเท่ากบั 34.78 32.24 32.24 32.04 และ 32.55 

units/ml ตามล าดบั ดงันัน้ช่วงเวลาทีเ่หมาะสมทีสุ่ดใน
การผลิตเอนไซม์ฟอกสีเมลานินโดยการหมกัแบบ
อาหารแขง็คอื 3 วนั ซึง่เชือ้ราผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรม
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินสูงสุดเท่ากบั 34.78 units/ml 
ดงัแสดงในภาพที ่3 

4. 4 ความเ ข้ม ข้น ท่ี เหมาะสมของแหล่ง
คารบ์อน 

การใชข้ี้เลื่อยเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยง
เชื้อรา A. flavus MA 4 เพื่อผลิตเอนไซม์ฟอกสี         
เมลานินในอาหารเลี้ยงเชื้อ sawdust medium โดย
ปรบัปรมิาณความเขม้ขน้ของขี้เลื่อย เท่ากบั 3 5 7 9 
11 13 และ 15 กรมั พเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากบั 
6.0 บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั 
ผลการทดลองพบว่า เชื้อราสามารถผลติเอนไซม์ที่มี
กจิกรรมเอนไซม์ฟอกสีเมลานินเท่ากบั 33.53 34.99 
34.54 38.80 40.03 38.90 แ ล ะ  39.13 u n i t s / m l 
ตามล าดับ ดงันัน้ปริมาณความเข้มข้นของขี้เลื่อยที่
เหมาะสมทีสุ่ดในการผลติเอนไซม์ฟอกสเีมลานินโดย
การหมกัแบบอาหารแข็งคือ 11 กรมั ซึ่งเชื้อราผลิต
เอนไซม์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ฟอกสีเมลานินสูงสุด
เท่ากบั 40.03 units/ml ดงัแสดงในภาพที ่4 

4.5 ระดบัความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสาร
เหน่ียวน า 

การศกึษาระดบัความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของกวัอี
คอลในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. flavus MA 4 เพื่อผลติ
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินในอาหารเลี้ยงเชื้อ sawdust 
medium ทีม่ปีรมิาณความเขม้ขน้ของกวัอคีอลเท่ากบั 
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 และ 7.0 มลิลกิรมั พเีอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากบั 6.0 บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั ผลการทดลองพบว่า เชื้อรา
สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ฟอกสี        
เ มล านิ น เท่ า กับ  36.31 40.03 41.54 37.23 37.47 
36.41 และ 36.73 units/ml ตามล าดบั ดงันัน้ปรมิาณ
ความเขม้ขน้ของกวัอคีอลทีเ่หมาะสมทีสุ่ดในการผลติ
เอนไซมฟ์อกสเีมลานินโดยการหมกัแบบอาหารแขง็คอื 
3.0 กรมั ซึ่งเชื้อราผลิตเอนไซม์ที่มกีจิกรรมเอนไซม์
ฟอกสเีมลานินสูงสุดเท่ากบั 41.54 units/ml ดงัแสดง
ในภาพที ่5 
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ภาพท่ี 1 กจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน (units/ml) จากเชื้อรา A. flavus MA4 ทีเ่พาะเลี้ยงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium ปรบัพเีอชเริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ในระดบัต่างๆ  

 
 

ภาพท่ี 2 กจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน (units/ml) จากเชื้อรา A. flavus MA4 ทีเ่พาะเลี้ยงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium บ่มทีอุ่ณหภมูต่ิางๆ  
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ภาพท่ี 3 กจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน (units/ml) จากเชือ้รา A. flavus MA4 ทีเ่พาะเลี้ยงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium บ่มในช่วงเวลาต่างๆ 

 

 
 

ภาพท่ี 4 กจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน (units/ml) จากเชื้อรา A. flavus MA4 ทีเ่พาะเลี้ยงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium ทีม่ปีรมิาณความเขม้ขน้ของขีเ้ลือ่ยระดบัต่างๆ 
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ภาพท่ี 5 กจิกรรมเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน (units/ml) จากเชื้อรา A. flavus MA4 ทีเ่พาะเลี้ยงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบอาหารแขง็ในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium ทีม่คีวามเขม้ขน้ของกวัอคีอลทีร่ะดบัต่างๆ  

 

อภิปรายและสรปุผลการทดลอง 
เมือ่น าเชื้อราไอโซเลท MA4 มาจดัจ าแนกระดบัสปี

ชีส์และเปรียบเทียบหาล าดบัเบสที่เหมอืนกันที่สุดใน
ฐานขอ้มลูของ EMBL database โดยใช ้BLAST search 
พบว่าล าดบัเบสของเชื้อราไอโซเลท MA4 สอดคล้อง 
100 เปอร์เซ็นต์กับล าดับเบสของ  A. flavus isolate 
TDPEF52 ดังนัน้เชื้อราไอโซเลท MA4 คือ A. flavus  
MA4 มรีายงานวิจัยหลายฉบับกล่าวว่า เชื้อราหลาย
ชนิดมีกิจกรรมฟอกสีเมลานินได้แก่  Aspergillus 
fumigatus ที่แยกจากดินกองปุ๋ ยที่ประกอบด้วยกาก
เมลด็กาแฟและเศษใบไม ้[6] Acrostaphylus sp. a fungi 
imperfecti [7] Phanerochaete chrysosporium ซึ่งเป็น 
ligninolytic white rot fungus [8], Galactomyces 
geotrichum VTT-D-84228 [9], Sporotrichum 
pruinosum [5], Ceriporiopsis sp. [2] 

กระบวนการหมกัที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์
ฟ อ ก สี เ ม ล า นิ น โ ด ย เ ชื้ อ ร า  A. flavus MA4 คื อ 
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็งหรือ  solid state 
fermentation โดยใช้ขี้เลื่อยเป็นซับสเตรต เชื้อราผลิต
เอนไซม์ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ฟอกสีเมลานินเท่ากับ 

35.29 units/ml ภายในเวลา 7 วัน ส่วนกระบวนการ
หมกัแบบอาหารเหลว เชื้อราผลติเอนไซมท์ี่มกีจิกรรม
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินเท่ากับ 1.08 units/ml ซึ่งมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์น้อยกว่าเอนไซม์ที่ผลิตจาก
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง  ทั ้งนี้ เพ ร าะ
กระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็เหมาะส าหรบัการผลติ
เอนไซมโ์ดยเชื้อราเนื่องจากมปีรมิาณน ้าอสิระน้อยหรอื
มีปริมาณน ้ าที่จุลินทรีย์จะน าไปใช้ประโยชน์ (aw, 
available water) ค่อนข้างต ่า เชื้อราจะเจริญได้ดีกว่า
แบคทีเรีย จึงเป็นการลดปญัหาการปนเป้ือนจาก
แบคทเีรยี นอกจากนี้ยงัมขีอ้ดคีอื มคี่าใชจ้่ายดา้นการให้
อ าก าศต ่ า แล ะ ลดต้ นทุ นก า รก า จัดน ้ า เ สีย จ าก
กระบวนการผลติ กากหรอืของเหลอืทิง้จากกระบวนการ
หมกัสามารถก าจดัได้ง่ายและสามารถน าไปปรบัปรุง
เป็นปุ๋ ยได ้[10]  

กระบวนการหมกัแบบอาหารเหลวไมเ่หมาะส าหรบั
เชื้อราโดยเฉพาะอย่างยิง่หากใชถ้งัหมกัหรอืถงัปฏกิรณ์
แบบถงักวน (stirred tank) เพราะเส้นใยจะไปเกาะพนั
กบัใบพดั (stirrer) ท าใหม้ปีญัหากบัการกวนและการให้
อากาศ แต่สามารถปรบัปรุงไดโ้ดยใชเ้ทคโนโลยกีารตรงึ
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เซลลแ์ละเลอืกใชถ้งัปฏกิรณ์ทีเ่หมาะสมเช่น ถงัปฏกิรณ์
แบบฟลูอิดไดซ์ -เบดและถังปฏิกรณ์แบบฟิกซ์เบด 
Sarnthima แล ะคณะ  [11] แ ล ะ  Khammuang แล ะ 
Sarnthima [12] ท าก ารผลิต เอน ไซม์แล็ ก เคสที่ มี
ประสิทธิภาพในการฟอกสีเมลานินโดยใช้เชื้อรา 
Lentinus polychrous ดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหาร
แข็งที่ประกอบด้วยร าข้าวและฟางขา้วเป็นซับสเตรต 
โดยอาหารแข็ง ร าข้าว จะให้กิจกรรมแล็กเคส 1,449 
U/L หลงัการเพาะเลี้ยง 21 วนั ส่วนอาหารแขง็ฟางขา้ว 
จะใหก้จิกรรมแลก็เคส 1,425 U/L หลงัการเพาะเลีย้ง 21 
วนั อย่างไรก็ตาม Mohorčič และคณะ [5] ท าการผลิต
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินโดยใช้เชื้อรา  Sporotrichum 
pruinosum ดว้ยกระบวนการหมกัแบบอาหารเหลวหรอื 
submerge fermentationในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 
ลติร พบว่า เอนไซมม์กีจิกรรมสงูสุดเท่ากบั 140 Units/L 
ภายในเวลา 200 ชัว่โมงหรือ 8.33 วัน นอกจากนี้ย ัง
พบว่า เชื้อราเจรญิเป็นแผ่นฟิล์มตามด้านขา้ง ดา้นล่าง
ของถงัปฏกิรณ์ รวมทัง้เจรญิตามใบพดั  

พเีอชเริม่ต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมในการ
ผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานินโดยเชื้อรา A. flavus MA 4 
คือ พีเอช 6.0 โดยเชื้อราผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรม
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินเท่ากบั 36.88 units/ml เชื้อรา
ส่วนใหญ่เจริญได้ดีในช่วงพีเอช 2-10 แต่พีเอชที่
เหมาะสมอยู่ระหว่าง 4-6 ซึง่เป็นกรด ดงันัน้ในสภาวะที่
เป็นกรดจะท าใหเ้ชื้อราเจรญิได้ดกีว่าแบคทเีรยี และใน
สภาวะที่เหมาะสมเชื้อราจะสามารถสร้างสารต่างๆ ที่
จ าเป็นต่อการเจริญได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับงานของ 
Nakasaki และคณะ [2] ที่เพาะเลี้ยงเชื้อ Ceriporiopsis 
sp. MD-1 ในอาหารเลีย้งเชือ้เหลวซึง่มสี่วนประกอบของ
มอลต์สกดัและกลูโคส พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมคี่า
เท่ากับ 6.0 เชื้อสามารถผลิตเอนไซม์เพอร์ออกซิเด
สที่มีประสิทธิภาพในการฟอกสีเมลานินจากผมของ
มนุษยไ์ด ้ 

Rättö และคณะ [9] ได้ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อรา G. 
geotrichum VTT-D-84228 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี
พเีอชเท่ากบั 6.5 เพื่อการผลติเอนไซม์ฟอกสเีมลานิน 
Mohorčič และคณะ [5] ท าการผลิตเอนไซม์ฟอกสีเม
ลานินโดยใชเ้ชือ้รา S. pruinosum โดยการเพาะเลีย้งใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.5 

อุณหภูมทิี่เหมาะสมที่สุดในการผลติเอนไซม์ฟอกสเีม
ลานินโดยเชือ้รา A. flavus MA 4 คอื อุณหภมู ิ30 องศา
เซลเซยีส เชือ้ราผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรมเอนไซมฟ์อกสี
เมลานินเท่ากบั 40.18 units/ml เชื้อรามชี่วงอุณหภูมใิน
การเจริญได้แคบกว่าแบคทีเรีย ส่วนมากเจริญที่
อุณหภูม ิ0-35 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมทิี่เหมาะสม
อยู่ ร ะหว่ าง  20-30 องศาเซล เซียส  บางชนิดเ ป็น
พวก thermophilic fungi สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 
50-60 องศาเซล เซียส  ซึ่ งสอดคล้อ งกับงานของ 
Nakasaki และคณะ [2] รายงานว่าเชื้อ Ceriporiopsis 
sp. MD-1 เป็นเชื้อที่ผลิตเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสที่มี 
ประสทิธภิาพในการฟอกสเีมลา-นินจากผมของมนุษย์ 
โดยเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 
องศาเซลเซยีส  

Mohorčič และคณะ [5] ผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานิน
โดยใชเ้ชือ้รา S. pruinosum โดยการเพาะเลีย้งในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ เหลว บ่มที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส 
ช่วงเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการผลติเอนไซม์ฟอกสเีม
ลานินโดยเชื้อรา A. flavus MA 4 คือ เมื่อท าการหมกั
เชือ้ราเป็นเวลา 3 วนั ซึง่เชือ้ราผลติเอนไซมท์ีม่กีจิกรรม
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินเท่ากับ  34.78 units/ml และ
ช่วงเวลาทีม่กีารเจรญิของเชื้อราทีด่ทีีสุ่ด คอืเมือ่ท าการ
หมักเชื้อราเป็นเวลา 3 วัน ตัวอย่างเซลล์มีน ้ าหนัก
เท่ ากับ  1.74 กรัม  ซึ่ ง ใช้ เวลาน้อยกว่ า เชื้ อร า   S. 
pruinosum ซึ่งใชเ้วลา 10 วนัในการผลติเอนไซมฟ์อกสี
เมลานิน [5]  

ปรมิาณขี้เลื่อยหรอืซบัสเตรตหรอืแหล่งคาร์บอนที่
เป็นส่วนประกอบในอาหารเลีย้งเชื้อ sawdust medium 
มคีวามส าคญัต่อการผลติเอนไซม์ฟอกสเีมลานิน โดย
เชือ้รา A. flavus MA 4 พบว่า ปรมิาณความเขม้ขน้ของ
ขี้เลื่อยที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม์ฟอกสีเม
ลานินคือ 11 กรัม เชื้อราผลิตเอนไซม์ที่มีกิจกรรม
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินสูงสุดเท่ากบั 40.03 units/ml 
การใช้ขี้เลื่อยเป็นแหล่งคาร์บอนเนื่องจากขี้เลื่อยมี
สารอินทรีย์เป็นองค์ประกอบจ านวนมากโดยเฉพาะ
เซลลูโลส เฮม-ิเซลลูโลส และลิกนินที่มหีมู่โพลีฟีนอล 
แมว้่าโครงสร้างของเมลานินยงัไม่มีการศกึษาที่แน่ชดั 
Prota [13] รายงานว่า เมลานินเป็นสารเฮตเทอโรจนีัส
พอลเิมอรป์ระกอบดว้ยสารจ าพวกอนิโดลทีเ่ชื่อมต่อกนั
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ด้วยพันธะโควาเลนซ์ Woo และคณะ (2004) [4] 
รายงานว่าเมลานินมโีครงสร้างคล้ายคลงึกบัลกินินซึ่ง
เป็นองค์ประกอบในเซลล์พืชและถ่านหิน เนื่องจาก
ประกอบด้วยสารประกอบฟีนอลและอินโดลมาต่อกนั
เป็นพอลเิมอรเ์ช่นเดยีวกนั ดงันัน้ การน าขีเ้ลื่อยซึ่งเป็น
วสัดุเหลอืทิ้งจากการแปรรูปไมม้าใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  sawdust medium เพื่อการผลิต
เอนไซมฟ์อกสเีมลานินจงึเป็นการน าวตัถุดบิธรรมชาตทิี่
มรีาคาถูกมาช่วยลดต้นทุนการผลติเหมาะส าหรบัการ
ขยายขนาดในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป  

ปริมาณความเข้มข้นของกัวอีคอล (guaiacol) ที่
เหมาะสมในอาหารเลีย้งเชือ้ sawdust medium เพื่อการ
ผลติเอนไซมฟ์อกสเีมลานินจากเชื้อรา A. flavus MA 4 
โดยการหมกัแบบอาหารแขง็คอื 3.0 มลิลกิรมั ซึง่เชื้อรา
ผลติเอนไซม์ที่มกีจิกรรมเอนไซม์ฟอกสเีมลานินสูงสุด
เท่ากบั 41.54 units/ml กวัอคีอลเป็นสารต้นตอของสาร
ใหก้ลิน่รสหลายชนิด เช่น ยูจนีอล (eugenol) และวานิล
ลนิ (vanillin) [14] กวัอคีอลเป็นผลจากปฏกิริยิาไพโรไล
ซสิของลกินิน จงึพบไดใ้นควนัไมแ้ละน ้ามนัรกัษาเนื้อไม้ 
[15] Khammuang and Sarnthima ( 0  ) [12] ศกึษา
การฟอกสีเมลานินสงัเคราะห์โดยเอนไซม์หยาบของ
แลคเคส (c rude laccase)  ที่ส ัง เคราะห์โดย L. 
polychrous พบว่า การเติมสารวานิลลนิที่ระดบัความ
เข้มข้น 1.0 mmol/L ลงในปฏิกิริยาจะท าให้กิจกรรม
ฟอกสเีมลานินมคี่าเท่ากบั 45 เปอรเ์ซน็ต์ 
 จากการทดลองแสดงให้เหน็ว่ากระบวนการหมกัที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา A. flavus MA 4 คือ
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง  และสภาวะที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงคือ  ปริมาณขี้เลื่อยและ         
กัวอีคอลเท่ากับ 11 กรัมและ 3 มิลลิกรัมตามล าดับ           
พเีอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากบั 6.0 บ่มที่อุณหภูม ิ30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เชื้อราสามารถผลิต
เอนไซม์ที่มกีิจกรรมเอนไซม์ฟอกสีเมลานินสูงสุด ซึ่ง
การศึกษาครัง้นี้ สามารถใช้เ ป็นข้อมูลในการผลิต
เอนไซม์ฟอกสีเมลานินในระดับขยายขนาดเพื่อการ
น าไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมฟอกยอ้มสผีมอย่างมี
ประสทิธภิาพต่อไป 
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