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การทดสอบวัสดุในการเพาะเลี้ยงและกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายของเห็ดเรืองแสง 
Neonothopanus nambi Speg. 

 
Evaluation of cultured media and degrading enzymes of luminescent mushroom, 
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บทคัดยอ: เห็ดเรืองแสง Neonothopanus nambi Speg. เปนเห็ดที่มีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่สามารถนํามาใชในการควบคุม
ไสเดือนฝอยรากปมสาเหตุโรคพืช การศึกษาครั้งนี้เปนการทดสอบการเจริญของเสนใยเชื้อเห็ดบนวัสดุเพาะจํานวน 4 สูตร พบวา
เห็ดเรืองแสงไอโซเลต PW2 เสนใยเจริญไดดีที่สุดในข้ีเลื่อยยางพาราผสมแปงขาวโพด 10% ขณะที่ไอโซเลต KKU2 เสนใยเจริญ
ไดดีที่สุดในข้ีเลื่อยยางพาราผสมแปงขาวสาลี 10%  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายที่เห็ดปลดปลอยออกมาเพื่อยอย
สารอาหาร เพื่อนําไปสูการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเสนใยและดอกของเหด็เรืองแสง พบวาเห็ดเรืองแสง ไอโซ
เลต PW2 มีกิจกรรมของเอนไซม cellulase สูงที่สุดคือ เทากับ 6.02 μmol-glucose equivalent/mg protein/hr การวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซม pectinase พบวาไอโซเลต PW4 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 151.10 μmol-galacturonic acid 
equivalent/mg protein/hr การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม amylase พบวาเห็ดเรืองแสงทุกไอโซเลตมีกิจกรรมของเอนไซม 
amylase คอนขางต่ํา  ไอโซเลตที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดคือ PW4 โดยมีคาเทากับ 0.63 μmol-glucose equivalent/mg 
protein/hr ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม protease ไอโซเลต PW1 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 13.8 μmol-tyrosine 
equivalent/mg protein/hr  การศึกษานี้ชี้ใหเห็นถึงการมีกิจกรรมเอนไซมยอยสลายของเห็ดเรืองแสง N. nambi 
คําสําคัญ: กิจกรรมของเอนไซม, การเพาะเลี้ยง, สูตรอาหาร, เห็ดเรืองแสง 
 
Abstract: Neonothopanus nambi Speg. is a luminescent mushroom that produced bioactive compound that used to biologically 
control plant disease, especially to control root-knot nematode (Meloidogyne incognita Chitwood). The hyphal growth of N. 
nambi was evaluated by cultivation on four different media of para rubber sawdust.  The results showed that sawdust 
supplemented with 10% corn flour was the most appropriate formula for growth of N. nambi isolate PW2, while the sawdust 
supplemented with 10% wheat flour was the best promoted  mycelial growth of fungal isolates KKU2.  Degrading  
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enzyme activities, cellulose, pectinase, amylase, laccase and protease were also measured using quantitative enzyme assays.  
Highest cellulolytic activity (6.02 μmol-glucose equivalent/mg protein/hr) from isolate PW2 and highest pectinolytic activity 
(151.10 μmol-galacturonic acid equivalent/mg protein/hr) were obtained from isolate PW4. On the other hand, highest 
amylolytic activity (0.63 μmol-glucose equivalent/mg protein/hr.) was achieved from isolate PW4, whereas isolate PW1 
expressed highest activity of protease of 13.8 μmol-tyrosine equivalent/mg protein/hr.  This study indicates the secretion of 
degrading enzymes of N. nambi  
Key words: enzymatic activity, fungi cultivation, growth medium, luminous fungi 
 
 

บทนํา 
 
  Neonothopanus nambi Speg. เปนเห็ด
เรืองแสงที่มีการรายงานในประเทศไทยเปนครั้งแรกใน
เขตโคกภูตากา พื้นที่โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชใน
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารีฯ 
อําเภอเวียงเกา จังหวัดขอนแกน โดย Saksirirat et al. 
(2003) โดยเห็ดเรืองแสงชนิดนี้เจริญบนรากไมหรือก่ิง
ไมที่ตายแลวของไมตระกูลเต็งรัง ลักษณะดอกคลาย
เห็ดนางรมแตจัดเปนเห็ดพิษ ที่มีกาน ครีบและดอกมีสี
ขาว ในที่มืดเห็ดชนิดน้ีจะเปลงแสงสีเขียวอมเหลือง 
ตอมาไดมีการคนพบเห็ดที่มีลักษณะคลายคลึงกันกับ
เห็ดที่พบในเขตโคกภูตากาในเขตมหาวิทยาลัย 
ขอนแกน ซึ่งไดมีการศึกษาเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดในสวน ITS1-5.8S-ITS2 ของ rRNA gene  
กับฐานขอมูล GenBank (สุรียพร, 2550) ปจจุบันมีการ
ต่ืนตัวในการศึกษาประโยชนของเห็ดเรืองแสง เพื่อ
นํามาใชในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีมาก ใน
ตางประเทศ เชน Sterner et al. (1997) พบสาร 
secondary metabolite ที่ไดจาก culture filtrate  โดย
เพาะเล้ียงเห็ดเรืองแสงในอาหาร yeast malt 
glucose(YMG) พบวาเห็ดเรืองแสง Omphalotus 
olearius จะปลดปลอยสาร omphalotin ซึ่งออกฤทธิ์
ท า ง ชี ว ภ า พ ใ น ก า ร ค ว บ คุ ม ไ ส เ ดื อ น ร า ก ป ม 
Meloidogyne incognita ได สําหรับในประเทศไทย สุวิ
ตา (2545) ไดศึกษาศักยภาพของเสนใยเห็ดเรืองแสง
เบื้องตนในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือโรคพืช 

พบวา เสนใยของเห็ดเรืองแสงสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ไดแก 
Pythium sp., Rhizotonia solani และ Phytophthora 
palmivora ดังน้ันจะเห็นไดวาเห็ดเรืองแสง เปนเห็ดที่
นาสนใจเปนอยางมากในการท่ีจะใชประโยชนจาก
ความเปนพิษของเห็ดดังกลาวมาใชในการควบคุมโรค
พืช โดยเฉพาะใชในการควบคุมไสเดือนฝอยรากปม 
M. incognita ซึ่งเปนสาเหตุโรคพืชที่มีพืชอาศัยกวาง
มากชนิดหน่ึง ดังนั้นเพื่อใหไดมาซึ่งเช้ือวัตถุดิบที่จะ
นํามาใชในการทดสอบและการใชประโยชนจากสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่มีอยูในเห็ดเรืองแสง N. nambi 
จําเปนอยางยิ่งที่จะมีการทดสอบสูตรอาหารท่ีเหมาะสม
ตอการเพาะเล้ียงเชื้อ รวมท้ังการประเมินกิจกรรมของ
เอนไซมยอยสลาย เพื่อการนําไปใชผลิตมวลชีวภาพ
และศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอไป  
 

วิธีการศึกษา 
 

เช้ือเห็ดเรืองแสงท่ีใชในการศึกษามี 6 ไอโซ
เลต คือ ไอโซเลต PW1, PW2, PW3 และ PW4 แยกได
จากดอกเห็ดจากเขตอุทยานโคกภูตากา อ. เวียงเกา จ. 
ขอนแกน และไอโซเลต KKU1 และ KKU2 แยกได
จากพื้นที่มหาวิทยาลัยขอนแกน  นําเช้ือมาเลี้ยงและเพ่ิม
ปริมาณเสนใยในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บมเช้ือที่
อุณหภูมิ 28-30C เมื่อเช้ือเจริญได 4 วัน จึงใช cork 
borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ตัดสวนของ
เสนใยพรอมทั้งอาหารวุนเปนช้ินวงกลม ยายเช้ือที่ได
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ปลูกตอในเมล็ดขาวฟางน่ึงฆาเช้ือเปนระยะเวลา 20-30 
วัน แลวจึงนําเช้ือที่ปลูกไดมาเพาะเล้ียงบนขี้เลื่อยไม
ยางพาราที่ผสมอาหารเสริมชนิดตาง ๆ  การศึกษาการ
เจริญเติบโตของเสนใยเบื้องตนไดทําในเชื้อเห็ด 2 ไอ
โซลเต คือ KKU2 และ PW2  วัสดุที่ใชในการเพาะมี  4 
สูตร ซึ่งมีขี้เลื่อยไมยางพาราเปนสวนประกอบหลัก 
สวนประกอบวัสดุที่ใชเพาะในอัตราสวนโดยนํ้าหนัก
ดังน้ี 

สูตรที่ 1 ขี้เลื่อยไมยางพารา 90% + รําละเอียด 
10% (Rice Bran) โดยนํ้าหนัก เปนกรรมวิธีควบคุม 

สูตรที่ 2 ขี้เลื่อยไมยางพารา 90% + แปงขาว
เจา 10% (Rice Flour) โดยน้ําหนัก  
 สูตรที่ 3 ขี้เลื่อยไมยางพารา 90% + แปง
ขาวโพด 10% (Corn Flour) โดยน้ําหนัก 
 สูตรที่ 4 ขี้เลื่อยไมยางพารา 90% + แปงขาว
สาลี 10% (Wheat Flour) โดยน้ําหนัก  
 นําวัสดุแตละสูตรมาผสมใหเขากัน ใชวัสดุ
เพาะน้ําหนัก 500 กรัมตอถุง สูตรละ 50 ถุง ใชนํ้าทําให
มีความชื้นประมาณ 65-70% นําไปน่ึงฆาเช้ือในตูอบ
ความดันไอ เปนเวลา 60 นาที ต้ังทิ้งไวไหเย็นจึงเขี่ยเช้ือ
ที่เลี้ยงไวในเมล็ดขาวฟางลงไป บมเช้ือที่อุณหภูมิหอง 
บันทึกการเจริญเติบโตของเสนใยใน 2 แนวต้ังฉากกัน 
ในหนวยมิลลิเมตรแลววิเคราะหความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบคา เฉลี่ย กับกรรมวิธีควบคุม (control 
treatment) ใชแผนการทดลองแบบ CRD  4 กรรมวิธี ๆ 
ละ 50 ซ้ํา   

การศึกษากิจกรรมของเอนไซมยอยสลายใน
เห็ดเรืองแสงในเชิงปริมาณ ทําการเตรียม crude 
extracellular protein ของเช้ือ ตามวิธีการของสุวิตา 
(2549) หลังจากน้ันนําไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน
ตามวิธีการของ Bradford (1976) โดยใช bovine serum 
albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน หลังจากน้ันทําการ
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมดังตอไปนี้   
 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม cellulase 
ทําการวิเคราะหตามวิธีของสุวิตา (2549) ใชกลูโคส 

(glucose) เปนน้ําตาลรีดิวซมาตรฐาน ตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซมโดยการวิเคราะหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซ (glucose equivalent) ที่ถูกยอยออกจาก 
carboxymethycellulose sodium salt ตามวิธีการของ 
Somogyi (1952) 

ก า รตรวจสอบ กิ จกร รมขอ ง เ อนไซม  
pectinase ทําการวิเคราะหดวยวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Fellows และ Worgan (1984) ใช galacturonic acid เปน
มาตรฐาน ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมโดยการวัด
คาดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร การตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซม amylase ทําการวิเคราะหตามวิธี
ของ Yang และ Wang (1999) ใชกลูโคสเปนมาตรฐาน 
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมดวยการวัดปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวซ  ที่ถูกยอยจาก soluble starch ตามวิธีการ
ของ Somogyi (1952) 

ก า รตรวจสอบ กิ จกร รมขอ ง เ อนไซม  
protease ทําการวิเคราะหตามวิธีของ Yang และ Wang 
(1999)  ใช tyrosine เปนมาตรฐาน ตรวจสอบกิจกรรม
ของเอนไซมโดยวัดคาการดูดกลืนแสง (O.D.) ที่ความ
ยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (nm) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 

การเจริญเติบโตของเสนใย (hyphal distance) 
ในขี้เลื่อยยางพาราผสมอาหารสูตรตาง ๆ พบวาไอโซ
เลต KKU2 มีการอัตราการเจริญของเสนใยเร็วกวาไอ
โซเลต PW 2 ในสูตรอาหารทุกสูตร ไอโซเลต KKU2 
เจริญไดเต็มถุงวัสดุภายใน 21 วัน ในขณะท่ีไอโซเลต 
PW2 เจริญเต็มถุงไดชากวา กลาวคือใชเวลา 28 วัน 
(Table 1-2) สูตรอาหารที่สงเสริมการเจริญเติบโตของ
ไอโซเลต PW2 ดีที่สุด คือขี้เลื่อยยางพาราผสมแปง
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ขาวโพด 10% (Table 1) สวนไอโซเลต KKU2 สูตร
อาหารที่สงเสริมการเจริญเติบโตของเสนใยไดดีที่สุด 
คือ ขี้เลื่อยยางพาราผสมแปงขาวสาลี 10% (Table 2)  
เสนใยเดินเต็มถุงกอนเช้ือในเวลา 21 วัน และเสนใย
เจริญเต็มกอนเช้ือในอาหารทุก ๆ สูตรภายในวันที่ 24 
ของการทดลอง ขณะที่ไอโซเลต PW2 เสนใยใชเวลา
ในการเดินเต็มกอนถึง 28 วันในสูตรขี้เลื่อยยางพารา
ผสมแปงขาวโพด ขณะที่อาหารสูตรอื่น ๆ ใชเวลามาก
ถึง 40 วัน เสนใยจึงจะเดินเต็มกอนเช้ือ 

ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไซ ม 
(Extracellular degrading enzymes) พบวากิจกรรมของ
เอนไซม cellulose, pectinase, amylase, และ protease 
ของเช้ือทั้ง 6 ไอโซเลต มีคาอยูในปริมาณที่แตกตางกัน 
(Table 3). การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม cellulase 
ของเห็ดเรืองแสง N. nambi พบวาไอโซเลต PW2 มีคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 6.02 μmol-
glucose equivalent/mg protein/hr  สวนกิจกรรมของ
เอนไซม pectinase พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมใน
ปริมาณที่สูง ไอโซเลต PW4 มีคากิจกรรมของเอนไซม 
pectinase สูงที่สุดเทากับ 151.1 μmol-galacturonic acid 
equivalent/mg protein/hr สวนกิจกรรมของเอนไซม 
amylase ของทุกไอโซเลตอยูในปริมาณที่คอนขางตํ่า 
ไอโซเลตที่มีกิจกรรมของเอนไซมปริมาณสูงที่สุดคือ
ไอโซเลต PW4 มีคาเทากับ 0.63 μmol-glucose 
equivalent/mg protein/hr การวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม protease พบวาไอโซเลต PW1 มีปริมาณ
กิจกรรมของเอนไซม protease โดยมีคา 13.8 μmol-
tyrosineequivalent/mg protein/hr. 

การเพาะเลี้ยงเช้ือในสูตรอาหารตางๆ พบวา
เช้ือเห็ดเรืองแสง N. nambi สามารถใชแปงเปนแหลง
คารบอนไดเปนอยางดี เอนไซมยอยสลายที่นาจะมี

บทบาทในการยอยสลายสารอาหารจากข้ีเลื่อยและแปง
ขาว (soluble starch) มาใชเปนแหลงคารบอน คือ
เอนไซม cellulase, pectinase และ amylase มีการ
รายงานวาเอนไซม cellulase มีบทบาทสําคัญตอการ
เพาะเห็ดในตระกูล Pleurotus sp. (Mona et al. 2009) 
ขณะที่การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม amylase แม
จะพบวามีปริมาณกิจกรรมของเอนไซมที่คอนขางตํ่า 
แตก็เพียงพอตอการยอยสลายแหลงคารบอนจากการ
เติมอาหารเสริม เชน รําขาว และแปงขาวตางๆ 
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Table 1 Hyphal distance of Neonothopanus nambi isolate PW2 grown on different supplemented para rubber sawdust 
3-28 days after inoculation  

Hyphal distance (mm.) 
Formula 3 Days 6 Days  9 Days 12 Days 15 Days 18 Days 21 Days 24 Days 28 Days 
RB 10%1/ 50.15 a 70.59 a 70.50 a 110.39 a 120.56 b 200.19 a 230.85 a 240.89 a 300.21 b 
RF 10%2/ 30.56 b 40.74 c 60.10 b   90.23 b 120.93 b 200.50 a 210.25 b 240.43 a 300.11 b 
CF 10%3/ 50.03 a 60.86 b 70.03 a 110.94 a 150.40 a 160.64 b 200.28 c 210.68 b 320.00 a 
WF 10%4/ 50.61 a 70.09 a  70.40 a   90.95 b 100.79 c 160.36 b 200.18 c 210.83 b 230.10 c 
C.V. (%) 11.69 7.75 3.58 4.69 2.08 2.76 2.85 4.24 1.22 
Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.05 by DMRT 
1/ RB10%: 10% Rice bran, 2/ RF10%: 10% Rice flour, 3/ CF10%: 10% Corn flour, 4/ WF10%: 10% Wheat flour 
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Table 2 Hyphal distance of Neonothopanus nambi isolate KKU2 grown on different supplemented para rubber   
 sawdust 3-28 days after inoculation 

Hyphal distance in mm. 
Formula 3 Days 6 Days 9 Days 12 Days 15 Days 18 Days 21 Days 24 Days 28 Days 

RB 10%1/ 60.23 b 70.65 b 60.96 b 140.86 a 180.04 b 250.46 b 320.00 a 320.00 a 320.00 a 
RF 10%2/ 40.65 c 50.00 c 70.65 b 110.03 c 160.58 c 240.21 c 290.44 b 320.00 a 320.00 a 
CF 10%3/ 70.08 a 90.69 a 90.69 a 120.89 b 160.60 c 220.56 d 320.00 a 320.00 a 320.00 a 
WF 10%4/ 60.49 b 70.74 b 100.46 a 140.65 a 200.73 a 300.65 a 320.00 a 320.00 a 320.00 a 
C.V. (%) 4.74 5.15 4.57 4.35 1.86 2.76 1.79 0 0 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.05 by DMRT 
1/ RB10%: 10% Rice bran, 2/ RF10%: 10% Rice flour, 3/ CF10%: 10% Corn flour, 4/ WF10%: 10% Wheat flour 
 
Table 3 Enzymatic activity of 6 isolates Neonothopanus nambi 
Isolate Enzyme activity (μmol/mg protein/hr)

Cellulase Pectinase Amylase Protease
PW1 3.59 b 86.96 d 0.31 b 13.8 a
PW2 6.02 a 108.13 c 0.48 ab 7.08 b
PW3 3.97 b 134.61 b 0.11 c 7.44 b
PW4 5.29 ab 151.1 a 0.63 a 6.16 b
KKU1 3.25 b 132.28 b 0.28 b 13.32 a
KKU2 1.85 c 145.62 b 0.12 c 7.26 b
C.V. (%) 22.11 5.37 17.20 19.52

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.05 by DMRT  




