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งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการย่อยสลาย

เซลลูโลส ไซแลน แป้ง และเพคตินจากหนอนชนิดต่างๆ ซ่ึงเก็บตวัอยา่งตวัอ่อนหนอน และดว้งจากตน้พืช

ในบริเวณมหาวิทยาลัยทัก ษิณ วิทยา เขตพัทลุง  และจากร้านท่ีมีการจําหน่ายในบริ เวณอํา เภอ 

ป่าพะยอม จงัหวดัพทัลุง จากนั้นทาํการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ทั้ง 4 ชนิด โดยเช้ือแบคทีเรียท่ี

แยกได ้โดยการทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายดว้ยการวดัวงใส (clear zone) ต่ออาหารแขง็เซลลูโลส   

ไซแลน  แป้ง และเพคติน  ผลการวจิยัพบวา่สามารถแยกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซม ์

เซลลูเลส ไซลาเนส เพคติเนส และอะไมเลส จากตวัอยา่งหนอนชนิดต่างๆ ในพื้นท่ีอาํเภอป่าพะยอม จงัหวดั

พทัลุงไดท้ั้งหมด 8 ชนิด ไดแ้ก่ ดว้งมะพร้าว หนอนปลอก หนอนปกเหลือง หนอนผกับุง้  หนอนบุง้  หนอน

นก  หนอนมว้นใบกลว้ย  และหนอนใบคะนา้ โดยคดัแยกไดจ้าํนวน 42 ไอโซเลท (ดว้งมะพร้าว 4ไอโซเลท  

หนอนปลอก  7 ไอโซเลท  หนอนปกเหลือง  4 ไอโซเลท  หนอนผกับุง้  2 ไอโซเลท  หนอนบุง้  7 ไอโซเลท  

หนอนนก  11 ไอโซเลท  หนอนมว้นใบกลว้ย  5 ไอโซเลท  และหนอนใบคะนา้  2 ไอโซเลท) ท่ีให้ clear 

zone บนอาหาร CMC  ไซแลน  แป้ง และเพคติน นอกจากนั้นยงัทาํการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 4 

ชนิดในอาหารเหลวโดยการวดัปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ดว้ยวธีิ DNS ผลการทดลองพบวา่เช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  

Enterobacter cloacae มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ทั้ง 4 ชนิด คือเอนไซมเ์ซลลูเลส  ไซลาเนส  อะ

ไมเลส  และเพคติเนส  โดยมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั  0.11   0.63   0.59  และ 0.98 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร  ตามลาํดบั   นอกจากน้ียงัพบว่า เช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Enterococcus faecalis  มีกิจกรรมของ

เอนไซมเ์ซลลูเลสสูงท่ีสุด คือ 1.15 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  ส่วนเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Staphylococcus sciuri มี

กิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสมากท่ีสุด คือ 0.90 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ในขณะท่ีเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 

Enterobacter sp.  มีกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสสูงท่ีสุด คือ 1.81 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  และเช้ือแบคทีเรียสาย
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พนัธ์ุ Enterobacter cancerogenus มีกิจกรรมของเอนไซม์เพคติเนสสูงท่ีสุด คือ 1.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร     

อีกทั้ง ผลการจาํแนกสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 

ดว้ยเทคนิค 16S rRNA gene sequencing ไดท้ั้งส้ิน 37 สายพนัธ์ุ โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส

เพื่อยอ่ย CMC ไดมี้ 9 สายพนัธ์ุ ดงัน้ี  Bacillus thuringiensis  Bacillus cereus  Enterococcus  raffinosus 

Enterobacter aerogenes Bacillus tequilensis  Acinetobacter soli  Enterococcus gallinarum Bacillus 

subtilis และ Enterobacter cloacae นอกจากนั้นเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมไ์ซลาเนสเพื่อยอ่ยไซแลน มี 12 

สายพนัธ์ุได้แก่ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus  Staphylococcus pasteuri  Pseudomonas 

taiwanensis  Acinetobacter radioresistens  Staphylococcus sciuri  Bacillus subtilis  Enterobacter 

aerogenes  Staphylococcus gallinarum  Enterococcus faecalis  Staphylococcus warneri และ Enterobacter 

cloacae   ส่วนเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสเพื่อยอ่ยแป้ง มี 8 สายพนัธ์ุ  ดงัน้ี Bacillus thuringiensis  

Staphylococcus aureus  Bacillus cereus  Bacterium endosymbiont  Enterobacter sp. Acinetobacter 

schindleri  Bacillus subtilis   และ Enterobacter cloacae     ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมเ์พคติเนสเพื่อ

ย่อยเพคติน มี 8 สายพนัธ์ุ  ได้แก่ Bacillus thuringiensis  Enterococcus  raffinosus  Bacillus cereus  

Enterobacter cancerogenus  Enterobacter sp.  Bacillus tequilensis  Enterococcus gallinarum  และ 

Enterobacter cloacae    

งานวิจัยน้ีถือได้ว่าเป็นการแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างหนอนท่ีมากท่ีสุดในประเทศไทย คือ 8 

ตวัอยา่ง อีกทั้งยงัสามารถแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมย์อ่ยเซลลูโลส ไซแลน  แป้ง และเพคติน

ไ ด้ จ ํ า น ว น ม า ก ก ว่ า ง า น วิ จั ย ท่ี เ ค ย มี ร า ย ง า น ม า ก่ อ น ห น้ า น้ี  โ ด ย แ ย ก แ ล ะ คัด เ ลื อ ก ไ ด้  4 2  

ไอโซเลท  เม่ือนาํมาพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลได้แบคทีเรียทั้งหมด 37 สายพนัธ์ุ ซ่ึงมี

ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส ไซลาเนส  อะไมเลส และเพคติเนส 
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Abstract 

 

 This research aims to isolate and screen bacteria that capable produce cellulose, xylan, 

starch and pectin. The various types of butterfly and beetle larvae were collected from the plants around 

Thaksin University, Phatthalung campus and the distribution area in the Pa-phayom District, Phatthalung 

Province. The result can isolate the cellulose, xylanase, amylase and pectinase-producing bacteria from 8 

types of worm such as Rhynchophorus ferrugineus Olivier,  Bagworm,  Orgyia postica,  

Eupterote  testacca  Walker,  Trichoplusia ni (Hubner),  Tenebrio  molitor,  Erionata  thrax Linnaeus and 

Plutella  xylostella. The result exhibited 42 isolates (4 isolates from Rhynchophorus ferrugineus Olivier, 7 

isolates from Bagworm,  4 isolates from Orgyia postica,  2 isolates from Eupterote  testacca  Walker,  7 

isolates from Trichoplusia ni (Hubner),  11 isolates from Tenebrio  molitor,  5 isolates from Erionata  

thrax Linnaeus and 2 isolates from Plutella  xylostella) that degrade and have clear zone on CMC, xylan, 

starch and pectin agar. In addition, Enterobacter cloacae can produce 4 enzymes in CMC, xylan, starch 

and pectin broth with measuring the amount of reducing sugar by DNS method that showed cellulose, 

xylanase, amylase and pectinase activities as 0.11, 0.63, 0.59 and 0.98 U/ml, respectively. Moreover, 

Enterobacter faecalis showed the highest cellulose activity as 1.15 U/ml, Staphylococcus sciuri indicated 

the highest xylanase activity as 0.90 U/ml whereas Enterobacter sp. showed the highest amylase activity 

as 1.81 U/ml and Enterobacter cancerogenus showed the highest pectinase activity as 1.04 U/ml. Then the 

identification result of the isolated bacteria strains that have the potential to produce 4 enzymes with 16S 

rRNA gene sequencing technique indicated 37 bacteria strains such as the cellulose enzyme to digest  

CMC has 9 strains, Bacillus thuringiensis  Bacillus cereus  Enterococcus  raffinosus Enterobacter 

aerogenes Bacillus tequilensis  Acinetobacter soli  Enterococcus gallinarum Bacillus subtilis and 

Enterobacter cloacae. The xylanase enzyme to degrade xylan  has  12 strains, Bacillus cereus  

Staphylococcus aureus  Staphylococcus pasteuri  Pseudomonas taiwanensis  Acinetobacter radioresistens  

Staphylococcus sciuri  Bacillus subtilis  Enterobacter aerogenes  Staphylococcus gallinarum  

Enterococcus faecalis  Staphylococcus warneri and Enterobacter cloacae and the amylase enzyme to 

degrade starch has 8 strains, Bacillus thuringiensis  Staphylococcus aureus  Bacillus cereus  Bacterium 

endosymbiont  Enterobacter sp. Acinetobacter schindleri  Bacillus subtilis   and Enterobacter cloacae     

while the pectinase enzyme to digest pectin has 8 strains including Bacillus thuringiensis  Enterococcus  

raffinosus  Bacillus cereus  Enterobacter cancerogenus  Enterobacter sp.  Bacillus tequilensis  

Enterococcus gallinarum  and Enterobacter cloacae.  
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By the conclusion of this present study, we able to isolates of several hydrolytic enzyme-

producing bacteria from 8 species of butterfly and beetle larvae were the most number comparing to any 

previously reports in Thailand. In addition, this research can also be isolated and screened the enzyme-

producing bacteria that capable to degrade cellulose, xylan, starch and pectin with a greater number (42 

isolated strains) more than previously reports. Moreover, when molecular identification technique was 

used to prove the isolated bacteria strains, 37 bacterium species were potential producing of cellulose, 

xylanase, amylase and pectinase enzymes.     
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9  ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนผกับุง้    29 

10 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนบุง้    30 

11 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก    31 

12 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย  33 

13 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนใบคะนา้   34 

14 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดว้งมะพร้าว ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  35 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

15 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปลอก ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  36 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

16 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปกเหลือง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  37 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

17 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนผกับุง้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  37 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

18 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนบุง้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์   38 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

19 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์   39 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

20 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  40 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
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ภาพที ่           หน้า 

21 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปกเหลือง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  41 

     ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

22 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว  48 

23 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว  48 

24 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว  49 

25 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปลอก  49 

26 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปลอก  50 

27 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง  50 

28 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง  51 

29 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง  51 

30 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้  52 

31 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้  53 

32 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้  53 

33 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้  54 

34 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้  55 

35 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้  55 

36 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้  56 

37 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก  57 

38 กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก  57 

39 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก  58 

40 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 59 

41 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 59 

42 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 60 

43 กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้  61 

44 กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้  61 

45 กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้  62 
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46 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-II ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   63 

อะไมเลส และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 

47 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-III  ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   63 

และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 

48 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-IV ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   63 

 และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 

49 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั M-I  M-II  M-V  M-IX  และ M-XIII    64 

ท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปลอก (Bagworm) 

50 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั M-II  M-VIII   และ M-XII     64 

ท่ีสามารถสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปลอก (Bagworm) 

51 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั OP-I   และ OP-II  ท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์ 65 

อะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปกเหลือง (Orgyia postica)  

52 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั OP-II   OP-III และ OP-IV     65 

ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปกเหลือง (Orgyia postica)  

53 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั CP-I  CP-II  CP-VIII  CP-IX  และ CP-XI   66 

ท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนบุง้ (Eupterote  testacca  Walker) 

54 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั CP-VII  CP-IX  และ CP-XI  ท่ีสามารถสร้าง 66 

เอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนบุง้ (Eupterote  testacca  Walker) 

55 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั B-I  ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส    67 

ไซลาเนส อะไมเลสและเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนผกับุง้ (Trichoplusia ni (Hubner))    

56 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั MW-I  MW-II  MW-III  MW-XI  MW-XII  68 

และ MW-XIII ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนนก (Tenebrio  molitor)  

57 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั  MW-II  MW-III  MW-IV MW-VI    68 

MW-VII  MW-VIII MW-IX  MW-XII และ MW-XIII ท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนส 

ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนนก (Tenebrio  molitor)  

58 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั SP-I  SP-II  SP-III  SP-IV  และ SP-V   69 

 ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนมว้นใบกลว้ย (Erionata  thrax Linnaeus)    
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59 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั SP-I  SP-II  และ SP-IV  ท่ีสามารถ  69 

สร้างเอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนมว้นใบกลว้ย (Erionata  thrax Linnaeus)    

60 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั KL-II   ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส  70 

 และอะไมเลสซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนใบคะนา้ (Plutella  xylostella)  

61 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั KW-II   ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส  70 

อะไมเลส และเพคติเนสซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนใบคะนา้ (Plutella  xylostella)  
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สารบัญตารางภาคผนวก 

 

ตารางภาคผนวกที ่         หน้า 

ก-1 ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐาน      81 
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สารบัญภาพภาคผนวก 

 

ภาพภาคผนวกที ่         หน้า 

ก-1 กราฟนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐาน        82 

 

 

 

 

 

 

 


