
บทที ่1 

บทนํา 

1.1 ทีม่าและความสําคัญ 

จุลินทรียมี์บทบาทต่อส่ิงมีชีวิตและระบบนิเวศ โดยจุลินทรียท์าํหน้าท่ีในการย่อยสลาย

อินทรียว ัตถุ ซากพืชและซากสัตว์ อีกทั้ งจุลินทรีย์ย ังเป็นแหล่งท่ีผลิตเอนไซม์ท่ีสําคัญใน

อุตสาหกรรม เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถผลิตเอนไซม์ในปริมาณท่ีมาก และมีการเพิ่มจาํนวนได้

อย่างรวดเร็ว  ปัจจุบันมีการนําเอนไซม์หลายชนิดมาใช้เพื่อช่วยในกระบวนการผลิตทาง

อุตสาหกรรมบางชนิด เช่น เอนไซม์เซลลูเลส นาํมาใช้ในอุตสาหกรรมการหมกั โดยเอนไซม์จะ

ช่วยย่อยสลายโครงสร้างของเซลลูโลส เพื่อให้ได้นํ้ าตาลกลูโคส เอนไซม์เพคติเนสสามารถย่อย

สลายโมเลกุลของเพคตินท่ีมีองคป์ระกอบหลกัเป็นสารพอลีเมอร์ ใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมนํ้ า

ผลไมแ้ละการผลิตไวน์ เอนไซม์ไซลาเนส เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสารจาํพวก 

ไซเลน มีการนาํไซลาเนสมาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์ โดยใช้ผสมในอาหารสัตว์

เพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ และนอกจากน้ีมีการคดัแยกจุลินทรียจ์ากแหล่งอ่ืนๆท่ีสามารถผลิต

เอนไซม์ได ้เช่น จากดิน กระเพาะอาหารของสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง นํ้ าพุร้อน ทางเดินอาหารของสัตวน์ํ้ า 

และจากระบบทางเดินอาหารของตวัอ่อนหนอนชนิดต่างๆ  โดยการศึกษาในคร้ังน้ี ผูว้ิจยัไดท้าํการ

คดัแยกเช้ือแบคทีเรียชนิดต่างๆ ท่ีมีศกัยภาพในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส ไซลาเนส อะไมเลส และ 

เพคติเนส จากระบบทางเดินอาหารของหนอนชนิดต่างๆ เน่ืองจากหนอนเป็นสัตวท่ี์กินใบไม ้และ

ส่วนประกอบของพืชเป็นอาหาร ซ่ึงโครงสร้างของพืชนั้นจะประกอบด้วยส่วนประกอบของ

เซลลูโลส ไซแลน อะไมโลส และเพคติน โดยท่ีส่วนประกอบดงักล่าวส่วนใหญ่จะสะสมอยูท่ี่ผนงั

เซลลข์องพืช จึงเป็นสมมติฐานไดว้า่ในระบบทางเดินอาหารของหนอนท่ีนาํมาศึกษา อาจมีจุลินทรีย์

ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ทั้ งส่ีชนิด ซ่ึงช่วยย่อยสลายโครงสร้างของพืชได้  โดยทาํการแยกและ 

คัด แ ย ก เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย ท่ี ส า ม า ร ถ ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ เ ซ ล ลู เ ล ส  ไ ซ ล า เ น ส  อ ะ ไ ม เ ล ส  แ ล ะ 

เพคติเนส ได ้จากนั้นพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดด้ว้ยวธีิทางอณูชีวโมเลกุล และ

วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ทั้งน้ีหากสามารถคดัเลือกสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียท่ีมี

ศกัยภาพในการสร้างเอนไซม ์4 ชนิดดงักล่าวขา้งตน้ ก็จะสามารถนาํไปพฒันาและวิจยัต่อยอดจน

สามารถผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ในเชิงพาณิชยต่์อไปไดใ้นอนาคต ตลอดจนช่วยให้ประเทศสามารถลด

ตน้ทุนการนาํเขา้เอนไซมจ์ากต่างประเทศได ้
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1.2. วตัถุประสงค์ 

1.  เพื่อคัดแยกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ เซลลูเลส ไซลาเนส  

อะไมเลส และเพคติเนสจากหนอนชนิดต่างๆ  

2.  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมช์นิดต่างๆ ท่ีแยกไดจ้ากเช้ือแบคทีเรียจากหนอนชนิด

ต่างๆ  

3.  เพื่อจาํแนกสายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซมท่ี์แยกได ้ดว้ยเทคนิค 

16S rRNA gene sequencing 

 

1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. สามารถคัดแยกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส  

ไซลาเนส  อะไมเลส และเพคติเนสจากหนอนชนิดต่างๆ ได ้

 

1.4 ขอบเขตของงานวจัิย 

ขอบเขตของงานวจิยัในคร้ังน้ี ทาํการเก็บตวัอยา่งตวัอ่อนหนอน และดว้งชนิดต่างๆ บนตน้

พืชท่ีปลูกบริเวณมหาวิทยาลัยทกัษิณ และหนอนท่ีจาํหน่ายในพื้นท่ีใกล้เคียงอาํเภอป่าพะยอม 

จงัหวดั พทัลุง จากนั้นคดัแยกเช้ือแบคทีเรียโดยเทคนิคการเจือจางเป็นลาํดบั (Serial  dilution)  บน

อาหารเล้ียงเช้ือ PCA (Plate Count Agar) แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง แลว้เลือกโคโลนีท่ีแตกต่างกนั นาํไป subculture อีกคร้ังบนอาหาร TSA (Tryptic soy agar) 

จากนั้นทาํการยอ้มสีแกรม  เพื่อดูลกัษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย และเพื่อจาํแนกเบ้ืองตน้ว่า

เป็นเช้ือชนิดใด แลว้นาํเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดม้าทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซมท์ั้ง 4 

ชนิด โดยการวดัขนาดวงใส (clear zone) และทดสอบกิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด (enzyme 

activity) แลว้จึงนาํแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด มาจาํแนกดว้ยเทคนิคการวิเคราะห์

ลาํดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยการทาํ PCR ต่อบริเวณ 16S rRNA gene  แลว้นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ะ

นาํไปวเิคราะห์เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล Gene Bank และทาํ alignment โดยโปรแกรม MEGA 5  

 

1.5 สมมุติฐาน และกรอบแนวคิดงานวจัิย 

หนอนผเีส้ือ และหนอนดว้ง เป็นแมลงท่ีกินพืชและส่วนของพืชเป็นอาหาร ซ่ึงเราจะพบวา่

ในส่วนประกอบหลกั ๆ ท่ีสาํคญัในเซลลข์องพืชคือ เซลลูโลส ไซเลน เพคติน และแป้ง  

สารบางอยา่งเป็นสารท่ียอ่ยไดย้าก แต่ตวัอ่อนของแมลงดงักล่าว ก็สามารถยอ่ยและใชป้ระโยชน์

จากสารเหล่านั้นไดเ้ป็นอยา่งดี และหากไดมี้การพิจารณาถึงลกัษณะทางกายวภิาคของตวัหนอนแลว้ 
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จะพบวา่ระบบทางเดินอาหารของสัตวก์ลุ่มดงักล่าวสั้นมาก เม่ือเปรียบเทียบกบัระบบทางเดิน

อาหารของสัตวท่ี์กินพืชเป็นอาหาร เช่นสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง ประสิทธิภาพในการยอ่ยส่วนประกอบต่าง ๆ 

ของพืชในตวัหนอนนั้นน่าจะมีประสิทธิภาพท่ีสูง ทาํใหค้ณะผูว้จิยัมีขอ้สมมุติฐานท่ีอาจจะเป็นไป

ไดอ้ยู ่2 ประการ คือ 

1. ระบบยอ่ยอาหารของตวัอ่อนของหนอนผีเส้ืออาจจะสามารผลิตเอนไซมท่ี์มี

ประสิทธิภาพสูงในการยอ่ยส่วนประกอบต่าง ๆ ของพืช 

2. ในระบบทางเดินอาหารของตวัอ่อนหนอนผเีส้ืออาจจะมีเช้ือจุลินทรีย ์บางชนิดท่ีมี

ประสิทธิภาพในสร้างเอนไซมท่ี์ช่วยในการยอ่ยส่วนประกอบของพืชไดเ้ป็นอยา่งดี 

โดยในเบ้ืองตน้ผูว้จิยัใหค้วามสนใจในประเด็นเร่ืองของเช้ือจุลินทรีย ์ เน่ืองจากสามารถตรวจและ

วเิคราะห์ไดส้ะดวกกวา่ และการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียเ์พื่อการผลิตเอนไซมก์็สามารถทาํไดง่้ายกวา่ 

ดงันั้นเบ่ืองตน้คณะผูว้จิยัจะศึกษาเพื่อสาํรวจและคดัแยกเช้ือจุลินทรียจ์ากระบบทางเดินอาหารของ

ตวัอ่อนหนอนผเีส้ือและหนอนดว้งชนิดต่างๆ  และนาํมาทดสอบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์

เซลลูเลส  ไซลาเนส  อะไมเลส และเพคติเนส  โดยกรอบแนวคิดงานวิจยัแสดงดงัภาพท่ี 1 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1 กรอบแนวคิดงานวจิยั 
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1.6 แผนการดําเนินงานวิจัย  
ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 1 ป  

 

แผนการดําเนินงาน เดือน  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 .  เ ก็ บ ตัว อ ย่ า ง ข อ ง

หนอนและ ตัวหนอน

ดว้ง 

            

2. แยกเช้ือและทําการ

ท ด ส อ บ ก า ร ส ร้ า ง

เอนไซม ์ 

            

3. ทดสอบประสิทธิภาพ

ของ เอนไซม ์ 

            

4 .  จ ํ า แ น ก เ ช้ื อ  ด้ ว ย

คุณสมบติัทางชีวเคมี    

            

5. จาํแนกเช้ือโดยการทาํ 

16s rRNA gene 

sequencing  

            

6.วิเคราะห์ผล และทํา 

phylogenetic tree  

            

7 .  ส รุปผ ล แล ะ จัดทํา

รายงานการศึกษา  
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.1  ข้อมูลทัว่ไปของด้วงและหนอน 

 2.1.1 ข้อมูลทัว่ไปของด้วงมะพร้าว 

ด้วงมะพร้าว  (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) เป็นแมลงศตัรูพืชท่ีพบได้ในต้น

มะพร้าว ตน้ลานและตน้สาคู ในระยะตวัหนอนจะกดักินภายในตน้เป็นโพรงโดยจะกินส่วนท่ีอ่อน

และอวบนํ้า ตวัอ่อนจะกดักินผา่นกา้นใบเขา้สู่ลาํตน้เป็นระยะทางยาวโดยตวัอ่อนดว้งมะพร้าวจะกดั

กินและเจริญเติบโตได้ภายในเวลาอนัรวดเร็ว  (ภาพท่ี 2)โครงสร้างของตน้พืชท่ีตวัอ่อนกินนั้น

ประกอบด้วยสารหลายชนิด เช่น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ไซแลน และสารหน่ึงท่ีเป็นส่วน 

ประสําคญัของผนังเซลล์ของพืช สารประกอบเพคติน (pectin substances) เป็นสารประกอบ 

โพลีแซคคาไรด์ท่ีพบไดใ้นส่วน middle lamella ของผนงัเซลล์ของเซลล์ของพืชท่ีมีอายุยงันอ้ยและ

เป็นส่วนประกอบท่ีสําคญัของเน้ือเยื่อพาเรนไคมา (parenchyma tissue) โดยจะพบมากในเน้ือเยื่อท่ี

มีการขยายขนาดของเซลล์ (Harholt, et al., 20101; Mohnen, 20081) นอกจากน้ีโครงสร้างของเพคติน

เป็นโครงสร้างท่ียอ่ยสลายไดย้าก ร่างกายนาํไปใชป้ระโยชน์ไดน้อ้ย จึงตอ้งอาศยัเอนไซมเ์ขา้ช่วยใน

การย่อยสลายโครงสร้างดงักล่าว ซ่ึงก็คือเอนไซม์เพคติเนส  จากการศึกษาวงจรชีวิตตวัอ่อนดว้ง

มะพร้าวนั้นพบวา่จะกินส่วนประกอบของตน้พืชและใชป้ระโยชน์ในสารอาหารดงักล่าวไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพ  ทาํให้มีขอ้สมมุติฐานประการหน่ึงคือ ภายในระบบย่อยอาหารของหนอนอาจจะมี

จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างเอนไซมเ์พคติเนสท่ีช่วยยอ่ยสลายโครงสร้างของเพคตินได ้

 

 
 

ภาพที ่2 ดว้งมะพร้าว  

 

2.1.2 ลกัษณะทัว่ไปของหนอนนก 

 หนอนนกมีถ่ินกาํเนิดในทวีปยุโรปแถบประเทศท่ีมีอากาศหนาวหรือมีความหนาวเย็น 

หนอนนกเป็นแมลงท่ีชอบกินของเน่าเสีย โดยเฉพาะเมล็ดพืชหรือแป้งท่ีสกปรกและมีเช้ือราข้ึน 
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นอกจากน้ียงัชอบกินขนมปัง รํา เศษเน้ือ ขนนกและซากแมลง เป็นตน้ โดยชอบอาศยัอยู่บริเวณท่ี

อบัช้ืนและมืด (Evans, 1983) 

 กรมป่าไมไ้ดน้าํเขา้หนอนนกจากต่างประเทศเพื่อเพาะพนัธ์ุและนาํมาเล้ียงนกและสัตวจึ์ง

นิยมเรียกกนัโดยทัว่ไปวา่หนอนนกหรือหนอนเล้ียงนก หนอนนกเป็นตวัอ่อนของแมลงปีกแข็งท่ีมี

ช่ือว่า Meal-Beetle มีขนาดลาํตวักวา้งประมาณ 6 มิลลิเมตร 16-17 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4) ซ่ึงแมลง

ชนิดน้ีเป็นศตัรูขา้วสาลีท่ีปลูกในเขตอบอุ่นและในเขตหนาว แถบทวีปยุโรป หนอนนกในวยัอ่อน

หรือเป็นหนอนจะมีช่วงท่ียาวนานก่อนท่ีจะเขา้สู่ดกัแด ้ซ่ึงช่วงท่ีเป็นหนอนจะทาํลายขา้วสาลีอยา่ง

รวดเร็วโดยหนอนนกในวยัน้ีสามารถนาํมานาํมาทาํเป็นอาหารสําหรับสัตวเ์ล้ียงทัว่ไปหรือปลา

สวยงามได ้(อานนท,์ 2547) โดยธรรมชาติแลว้ตวัเตม็วยัของหนอนนกจะกินซากเน่าเป่ือยของใบไม ้

ก่ิงไม ้หญา้ เป็นคร้ังคราวเพื่อการเจริญเติบโต 

1) วงจรชีวติของหนอนนก 

 วงจรชีวิตของหนอนนกแบ่งออกเป็น 4 ระยะ (ภาพท่ี 3) ดงัน้ี 

  1.1) ระยะท่ีเป็นไข่ (Egg) ไข่ของหนอนนกจะมีลกัษณะเป็นสีขาวค่อนขา้งยาว มีสี

ขาวนวล ผิวเป็นมนัมีรูปร่างรี ขนาดลาํตวักวา้งประมาณ 0.8-1.8 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 1.5-2.0 

มิลลิเมตร ระยะจากไข่ไปเป็นตวัหนอนใชเ้วลาประมาณ 7-10 วนั และระยะไข่จะข้ึนอยูก่บัอุณหภูมิ 

ถา้เล้ียงท่ีอุณหภูมิสูงอากาศร้อนไข่จะฟักเป็นตวัเร็ว แต่ถา้ท่ีอุณหภูมิตํ่าไข่จะฟักออกมาเป็นตวัชา้ 

  1.2) ระยะตวัหนอน (Larvae) ลาํตวัมีสีนํ้าตาลอ่อนมีปลอ้ง 9 ปลอ้ง ปลอ้งสุดทา้ยมี

ขนาดเล็กสุด ลาํตวัผอมยาวและมีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก ระยะน้ีลาํตวัจะยาวมาก หลงัจากฟัก

ตวัออกมาจากไข่ใหม่ๆตวัจะมีสีขาว ขนาดเท่ากบัเส้นด้าย ยาวประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ขาสั้ น 

จากนั้นจะค่อยๆเปล่ียนเป็นสีนํ้าตาลอ่อนใชเ้วลาประมาณ 55-80 วนั ก็จะกลายเป็นดกัแด ้

  1.3) ระยะดกัแด ้(Pupa) ดกัแดข้องแมลงชนิดน้ีเป็นแบบ Exarate pupa ส่วนหวัจะ

โตแล้วค่อยๆเรียวเล็กลงไปทางด้านหาง เม่ือเขา้ดกัแด้ใหม่ๆตวัจะเป็นสีขาวลาํตวัจะเหยียดตรง 

หลงัจากนั้นจะค่อยๆงอตวัไปทางดา้นทอ้ง (Ventral) แลว้เร่ิมเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาลอ่อน จากนั้นจะ

เห็นนัยน์ตาเป็นสีดาํ ส่วนขาโดยเฉพาะปลายขา หนวดและส่วนหัวจะเห็นเป็นสีนํ้ าตาลอ่อนๆ

จนกระทัง่เขม้ข้ึนเร่ือยๆส่วนหัวพบัเขา้หาส่วนอก ส่วนปีกพบัลงไปอยูร่ะหว่างขาเดินคู่ท่ี 2 และ 3 

ในระยะดกัแดน้ี้จะใชเ้วลาประมาณ 6-8 วนัก่อนจะเป็นตวัเตม็วยั 

  1.4) ระยะโตเต็มวยั (Adult) หลงัจากตวัหนอนนกเขา้ดกัแดแ้ลว้ 6-8 วนั จะมีการ

ลอกคราบอีกคร้ัง เพื่อออกมาเป็นตวัเต็มวยั โดยจะดนัตวัเอาส่วนหวัออกมาก่อน ตวัเต็มวยัท่ีออกมา

จากดกัแดใ้หม่มีลาํตวัสีขาวนวลดา้นทอ้งบริเวณอกจะมีสีเหลืองอ่อน หวั ขา และหนวด มีสีนํ้ าตาล

เขม้ นยัน์ตาสีดาํ หลงัจากนั้นส่วนต่างๆ จะค่อยๆ เปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาลแลว้ค่อยๆเขม้ข้ึนเร่ือยๆจน
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กลายเป็นสีดาํในท่ีสุด เวน้ส่วนทอ้งจะกลายเป็นสีนํ้ าตาล หลงัจากนั้นตวัเต็มวยัท่ีออกมาจากคราบ

ใหม่ๆจะมีสีเขม้ข้ึนจนกลายเป็นสีนํ้ าตาลเขม้หรือสีดาํ ขนาดลาํตวัของตวัโตเต็มวยักวา้งประมาณ 6

มิลลิเมตร ยาวประมาณ 16-18 มิลลิเมตร ตวัท่ีสมบูรณ์เพศมกัจะมีสีดาํมนัวาว แลว้ตวัเต็มวยัก็จะอยู่

ได ้7-10 วนัก็จะตาย หนอนนกมีการเจริญเติบโตแบบ Complete metamorphosis แลว้จึงออกมาเป็น

ตวัเต็มวยัรวมอายุของชีพจกัรหรือวงจรชีวิต (life cycle) จะใชเ้วลาประมาณ 3-6 เดือน (ณัฏฐาและ

ธนศกัด์ิ. 2548) 

 
 

ภาพที ่3 วงจรชีวิตของหนอนนก  

ทีม่า: เฉลิม  (2556) 

 

 
 

ภาพที ่4 หนอนนกในระยะต่างๆ  

ทีม่า: Naturfoto@2014  (2557) 
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2.1.3 ลกัษณะทัว่ไปของหนอนคืบกะหลํา่ 

1) อนุกรมวธิานของหนอนคืบกะหลํา่ 

ช่ือวทิยาศาสตร์ : Trichoplusia  ni (Hubner) 

                                                                ช่ือสามญั :  หนอนเขียว หนอนคืบ หนอนผกับุง้ 

                                                                          วงศ ์:  Noctuidae  

                                                          อนัดบั : Lepidoptera                     

หนอนคืบกะหลํ่า (ภาพท่ี 5) เป็นแมลงศตัรูท่ีทาํความเสียหายต่อผกัตระกูลกะหลํ่าไดห้ลาย

ชนิด เป็นหนอนขนาดกลางกินจุ ในระยะแรกตวัหนอนจะกดักินท่ีผิวใบ เม่ือตวัหนอนโตข้ึนจะกดั

กินใบทาํให้เป็นรอยแหว่งเหลือแต่กา้นใบ แมลงชนิดน้ีจะทาํลาย โดยกดักินใบเป็นส่วนใหญ่และ

การทาํลายเป็นไปอยา่งรวดเร็ว 

 

 

ภาพที ่5 หนอนคืบกะหลํ่า 

ทีม่า: Reynolds (2013) 

 

2) ลกัษณะทัว่ไปของหนอนคืบกะหลํา่ 

ตวัเต็มวยัเพศเมียวางไข่เป็นฟองเด่ียวๆ ลกัษณะคลา้ยฝาชีตรงกลางมีรอยบุ๋ม ผิวมนั สีขาว

นวล หรือสีเหลืองอ่อนตามใตใ้บ ขนาดประมาณ 0.5-0.6 มิลลิเมตร ระยะไข่ 3-4 วนั หนอนโตเต็มที

สีเขียวอ่อน ขนาดยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร หวัเล็ก ลาํตวัแบ่งออกเป็นปลอ้งชดัเจนและมีขนปกคลุม

กระจายทัว่ไปใกล้ๆ กบัสันหลงั ลาํตวัมีแถบสีขาว 2 แถบขนานกนั เคล่ือนตวัโดยการงอตวัและคืบ

ไประยะหนอน 14-21 วนั ดกัแดร้ะยะแรกมีสีเขียวและเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาล ขนาดดกัแดป้ระมาณ 2 

เซนติเมตร อายดุกัแดป้ระมาณ 5-7 วนั เขา้ดกัแดภ้ายในรังสีขาวตามใตใ้บพืช ตวัเตม็วยัเป็นผเีส้ือ 

http://www.forestryimages.org/images/768x512/1440110.jpg
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นอกจากน้ีตวัเต็มวยัของหนอนยงัชอบกินซากเน่าเป่ือยของใบไม ้และหญา้ เป็นคร้ังคราว

เพื่อการเจริญเติบโต  ซ่ึงในใบไม ้ก่ิงไมแ้ละหญา้ท่ีเน่าเป่ือยนั้นจะมีส่วนประกอบของเซลลูโลส เพ

คติน อะไมเลส และไซแลนซ่ึงส่วนประกอบดงักล่าวส่วนใหญ่จะสะสมอยูท่ี่ผนงัเซลล์ของพืช และ

คิดว่าในระบบทางเดินอาหารของหนอนนกนั้นอาจจะมีจุลินทรีย์  ซ่ึงจุลินทรีย์เหล่าน้ีอาจเป็น

เช้ือจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส เพคติเนส อะไมเลส  และไซลาเนสซ่ึงช่วย

ยอ่ยสลายโครงสร้างในผนงัเซลลไ์ด ้
 

2.2 เอนไซม์เซลลูเลส  

 เอนไซม์ท่ีใช้ในการย่อยเซลลูโลส คือ เซลลูเลส เป็นเอนไซม์ท่ีทําให้เกิดการสลาย

เซลลูโลสไปเป็นนํ้ าตาลกลูโคส ซ่ึงจะผลิตไดโ้ดยส่ิงมีชีวิตทั้งพืช สัตว ์และจุลินทรีย ์เช่น ปลวก 

ไส้เดือน หอยทาก แบคทีเรีย รา  ใบยาสูบ และขา้วมอลต์ เป็นตน้ (Klyosov,1990)  จุลินทรียแ์ต่ละ

ชนิดท่ีสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีความสามารถในการยอ่ยลสายแตกต่างกนัข้ึนกบัสภาวะแวดลอ้มท่ี

จุลินทรียเ์หล่านั้นเจริญอยู ่ ส่วนใหญ่จะถูกสร้างและหลัง่ออกมานอกเซลล์ (extracellular enzyme) 

ซ่ึงถูกเหน่ียวนาํใหส้ร้างโดยส่ิงแวดลอ้ม  เน่ืองจากโมเลกุลของเซลลูโลสไม่สามารถเขา้สู้เซลล์ของ

จุลินทรียไ์ด ้ จุลินทรียจึ์งตอ้งขบัเอนไซมอ์อกสู่นอกเซลลเ์พื่อยอ่ยเซลลูโลสจนไดน้ํ้าตาลท่ีละลายนํ้ า  

จากนั้นจึงดูดซึมเขา้สู่เซลล ์เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนต่อไป  

2.2.1 องค์ประกอบของเอนไซม์เซลลูเลส  

เอนไซมเ์ซลลูเลส ประกอบดว้ยเอนไซม ์3 กลุ่ม ท่ีทาํงานร่วมกนั (พิจิตรา และคณะ, 2548) 

คือ 

1) เอนโดกลูคาเนส หรือเอนโด-บีตา้-1,4-กลูคาเนส ทาํหนา้ท่ียอ่ยโมเลกุลของเซลลูเลสใน

ส่วนท่ีไม่เป็นระเบียบ (amorphous) หรือยอ่ยอนุพนัธ์ของเซลลูโลส เช่น คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 

(carboxymethyl cellulose) เซลลูโลสท่ีผา่นการทาํปฏิกิริยากบักรดฟอสฟอริก (phosphoric swollen 

cellulose) ไฮดรอกซีเอทิลเซลลูโลส (hydroxyethyl cellulose) และเซลโลโอลิโกเมอร์ (cello-

oligomers) โดยตดัย่อยเซลล์ท่ีตาํแหน่ง พนัธะบีต้า-1,4-ไกลโคซิดิกแบบสุ่ม(random)ทาํให้

ผลิตภณัฑผ์สมหลายชนิด คือ เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ (cellooligo-saccharides) เซลโลเพนธาโอส 

( cellopentaose) เซลโลไตรโอส (cellotriose) เซลโลไบโอส (cellobiose) และกลูโคส โดยจะได้

ผลิตภณัฑห์ลกัใดข้ึนอยูก่บัสมบติั ของแต่ละเอนไซม ์ 

2) เอกโซกลูคาเนส หรือเอกโซ-1,4-กลูคาเนสหรือเอกโซบีตา้-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดร- 

เนส หรือเอกโซบีตา้-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส พบวา่มกัทาํหนา้ร่วมกบัเอนไซม ์เอนโดกลูคาเนส
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ในการยอ่ยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการยอ่ยสลายเซลลูโลสจากปลายดา้นท่ีไม่มี นํ้ าตาลรีดิวซ์ 

(non-reducing) ของเซลลูโลส ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยสลายส่วนใหญ่ คือ นํ้าตาล เซลโลไบโอส  

3) เอนไซมบี์ตา้-1,4-กลูโคไซเนส  

เป็นเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ยโมเลกุลของเซลโลไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีละลาย

นํ้ าไดใ้ห้เป็นนํ้ าตาลกลูโคส แต่ไม่สามารถยอ่ยสลายโมเลกุลซบัซ้อนขนาดใหญ่ของเซลลูโลสได้

โดยตรง 

กลไกลการยอ่ยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในส่วนท่ีเป็นระเบียบ (crystalline) และไม่

เป็นระเบียบ (amorphous)ใหเ้ป็นนํ้าตาลกลูโคสโดยเอนไซมท์ั้ง3 ชนิดร่วมกนั 

2.2.2 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส  

1) ชนิดและสายพนัธ์ุของจุลินทรีย์ ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของ

จุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป มีเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้นท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์ดใ้นปริมาณท่ี

สูง และมีองคป์ระกอบครบทั้ง 3 ส่วน คือ endoglucanase ,exoglucanase, β- glucosidase 

2) ส่วนประกอบทางอาหารในการเพาะเล้ียงจุลินทรียจ์ะไม่มีอาหารท่ีจาํเพาะต่อการ

เพาะเล้ียงและการผลิตเซลลูเลส แต่จะประยุกต์ใช้ตามชนิดของจุลินทรีย์  ดังการทดลองของ 

(Abhay Kumar and Dube, 1992) ท่ีใชอ้าหาร 3 ชนิด ในการเพาะเล้ียง Vibrio agar-liquefaciens 

ไดแ้ก่  Kodota medium, Zobell medium, Mandels and Sternberg  medium ทั้ง 3 ชนิดมี 

Carboxymethyl cellolose (CMC) ร้อยละ 1  เป็นแหล่งคาร์บอนแต่มีองคป์ระกอบอ่ืนๆแตกต่างกนั 

พบว่า exglucanase จะผลิตได้สูงเม่ือเพาะเล้ียงใน Mandels and Sternberg  medium  ส่วน 

endoglucanase และ β- glucosidase จะให้ปริมาณสูงเม่ือเพาะเล้ียงใน Kodota medium และ Zobell 

medium 

 2.1) แหล่งและความเขม้ขน้ของคาร์บอน เป็นปัจจยัท่ีสําคญัต่อการผลิตเซลลูเลส 

โดยส่วนใหญ่ไดแ้ก่ เซลลูโลส  Carboxymethyl cellolulose (CMC)  หรือพวกวสัดุเศษเหลือทาง

การเกษตร  

 2.2) แหล่งและความเขม้ขน้ของไนโตรเจนต่อการผลิตเซลลูเลส เป็นปัจจยัท่ีสําคญั

อีกอย่างหน่ึง โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตของแต่ละเช้ือจะแตกต่างกนั บางชนิด

เหมาะสมกบัแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นอินทรียส์ารและบางชนิดเหมาะสมกบัอนินทรียส์าร 

3) สภาวะของการเพาะเล้ียงในการผลิตเซลลูเลสข้ึนกบัปัจจยัต่างๆไดแ้ก่  

 3.1) ความเป็นกรด-ด่าง จุลินทรียส่์วนใหญ่เจริญไดดี้และมีกิจกรรมต่างๆในสภาพ

เป็นกลาง (จิตตเสน, 2529) ไดเ้พาะเล้ียง Homicola nigrescens CM 33 ใน Cellulose broth พบวา่ 

pH 5.5 มีความเหมาะสมต่อการผลิตเซลลูเลสมากท่ีสุด และท่ี pH 4.5 จะไม่มีการผลิตเซลลูเลส และ
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เช่นเดียวกบัเช้ือ Acetobacter  xylinum KU-1 แต่ (ระพีพรรณ, 2536) พบวา่เม่ือใช ้cellulose broth ท่ี 

pH ต่างๆ ในการเพาะเล้ียงเช้ือ Ruminococcus albus 21 Aa ท่ี pH  6.8 เป็น pH ท่ีเหมาะสมต่อการ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสมากท่ีสุด  

3.2) อุณหภูมิในการเพาะเล้ียงจะแตกต่างกันไปตามชนิดของจุลินทรีย์ เช่น  

จิตตเสน (2529) ทาํการเล้ียงเช้ือ Homicola nigrescens CM 33 B ในอาหาร cellulose broth พบวา่ 

อุณหภูมิท่ีเหมาะมาต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือ 45 องศาเซลเซียส ส่วนระพีพรรณ (2536) ท่ีใช ้

cellulose broth ในการเพาะเล้ียงเช้ือ Ruminococcus albus 21 Aa บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบวา่อุณหภูมิ

ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือ 37 องศาเซลเซียส 

3.3) ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง การผลิตเซลลูเลสของเช้ือแต่ละชนิดจะใช้เวลา

ต่างกนั  โดยจิตตเสน (2529) ไดเ้ล้ียงเช้ือ Homicola nigrescens CM 33 B ในอาหาร cellulose broth 

พบวา่ เวลาท่ีเหมาะมาต่อการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส คือ วนัท่ี 5 ของการเพาะเล้ียง ส่วนระพีพรรณ 

(2536) ไดเ้พาะเล้ียง Ruminococcus albus 21 Aa พบวา่ ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง สามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสไดสู้งสุด 

 

2.3 เอนไซม์ไซลาเนส 

 เอนไซม์ไซลาเนสเก่ียวข้องในการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลส ถูกเรียกรวมๆกันว่า เฮมิ-

เซลลูโลส (hemicellulose) หรือ กลูแคนไฮโดรเลส (glucanhydrolase) ซ่ึงแบ่งออกเป็นเอนไซมท่ี์ทาํ

หน้าท่ีตดัอย่างจาํเพาะตามชนิดของสารตั้งตน้ คือ อะราบิเนส (L- arabinose) ออกมา เอนไซม ์

กาแลก-กาเนส (D-galactanase) ย่อยสลายเฉพาะการแลกแทน(galactan)และนํ้ าตาลอะราบิโนกา-

แลกแทน (L- arabino-D-galactan) เอนไซมแ์มนนาเนส (D- mannase) เป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ย

สลายพนัธะ β-(1,4)-D-mannanopyranosyl ของนํ้ าตาลแมนแนน (D-mannan) และเอนไซม ์

ไซลาเนส  (β-xylanse) ตดัพนัธะ β-(1,4)-D-xylopyranosyl ของไซแลน  

ไซลาเนส เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสารจาํพวกไซเลน เป็นเอนไซม์ชนิด

หน่ึงในกลุ่ม xylanolytic  enzyme ท่ีมีความสําคญัท่ีสุดในการทาํหนา้ท่ียอ่ยสลายโครงสร้างหลกั

ของไซลาเนสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะท่ีพนัธะ β-1,4-xylosidic linkage  

2.3.1. ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติไซลาเนส 

1) แหล่งคาร์บอน  คาร์บอนเป็นธาตุท่ีมีความสาํคญัในการสังเคราะห์พลงังานและ

เซลล์ โดยทัว่ไปจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ  จะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 

ในการสังเคราะห์เซลล์ ส่วนจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 

ร้อยละ 50-55 ในการสังเคราะห์เซลล์ กระบวนการหมกัเพื่อผลิต xylanolytic  enzyme  โดยทัว่ไป
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นิยมใช้สารคาร์โบไฮเดรต เป็นแหล่งคาร์บอน  (Biswas  et al, 1988 ) รายงานว่า Aspergillua 

ochraceus  ผลิตไซลาเนสและเบตา้ไซโลซิเดส  เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีรําขา้วสาลี ฟางขา้วสาลี และ

ชานออ้ยเป็นแหล่งคาร์บอนและพบวา่ เม่ือเติมไซแลนลงในอาหารท่ีมีรําขา้วสาลีเป็นแหล่งคาร์บอน 

ทาํใหต้รวจพบกิจกรรมของเอนไซมท์ั้งสองชนิดเพิ่มข้ึน 

2) แหล่งไนโตรเจน  เซลล์จุลินทรีย์มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณ 

ร้อยละ 8-10  ของนํ้ าหนกัแห้ง ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป 

โดยจุลินทรีย์บางชนิดสามารถเจริญในอาหารท่ีมีอนินทรีย์ไนโตรเจน แต่บางชนิดต้องการ

ไนโตรเจนจากสารอินทรีย ์แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการหมกัได้แก่  

แก๊สแอมโมเนีย เกลือแอมโมเนียม และไนเตรท แหล่งอินทรียไ์นโตรเจนอาจใช้ในรูปของกรด 

อะมิโน หรือยูเรีย โดยทัว่ไปจุลินทรียเ์จริญในอาหารท่ีมีอินทรียไ์นโตรเจนไดเ้ร้วกว่าในอาหารท่ีมี 

อนินทรียไ์นโตรเจน 

3) อุณหภูมิ  ในธรรมชาติจุลินทรีย์สามารถรอดชีวิตและเพิ่มจาํนวนได้ในช่วง

อุณหภูมิ 10-90 องศาเซลเซียส จุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยู่

ช่วงหน่ึง ถา้อุณหภูมิสูงหรือตํ่ากวา่ช่วงน้ีจะส่งผลกระทบต่อการเจริญของจุลินทรีย ์อุณหภูมิท่ีส่งผล

ให้มีการเจริญสุงสุดในช่วงเวลาสั้น เรียกวา่ optimum growth  temperature  (Honda et al, 1985) 

พบว่าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสโดยเช้ือ 

Bacillus sp. No. C-125 

4) พีเอช  การเจริญของจุลินทรียจ์ะถูกควบคุมโดยกระบวนการเมตาบอลิซึม ซ่ึงมี

เอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา และการทาํงานของเอนไซม์จะถูกควบคุมโดยพีเอช  สําหรับพีเอชท่ี

เหมาะสมต่อความเจริญและผลิตผลิตภณัฑ์ของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนั โดยทัว่ไปยีสต์

และราเจริญไดดี้ในชวนพีเอชท่ีตํ่ากวา่แบคทีเรีย การเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นอาหารปกติ อาหารเล้ียง

เช้ือมีคุณสมบติัเป็นบพัเฟอร์ท่ีจะช่วยรักษาระดบัของพีเอชใหค้งท่ีอยูแ่ลว้ แต่ในกระบวนหมกัหลาย

ชนิด พีเอชในนํ้ าหมกัเปล่ียนแปลงเร็วมากจนไม่อาจรักษาพีเอชไวไ้ด้  เป็นผลให้จุลินทรีย์ไม่

สามารถเจริญหรือผลิตผลิตภณัฑ์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั้นในการหมกัแต่ละคร้ังจึงจาํเป็นตอ้ง

ควบคุมพีเอชให้อยูใ่นช่วงหน่ึงเพื่อให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการสูงสุด (Adamsen et al, 1995) รายงาน

วา่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนสโดย Dictyglomua sp.B1 ท่ีเพาะเล้ียงในสารอาหารท่ีมี 

ไซแลนเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ของไซแลนร้อยละ 1.5  และพีเอชเท่ากบั 8  เป็น

สภาวะท่ีใหกิ้จกรรมของเอนไซมสู์งสุด 
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2.4  เอนไซม์อะไมเลส  (Amylase) 

อะไมเลส (amylase) เป็นกลุ่มของเอนไซม์ท่ีมีคุณสมบัติในการย่อยแป้ง สามารถย่อย

โมเลกุลแป้งให้ไดเ้ดกซ์ตริน (dextrin) โอลิโกแซคคาไรด์ (oligosaccaride) และโมโนแซคคาไรด ์

(monosaccaride) แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) จะย่อยสลายแป้งท่ีพันธะ α-1,4 แบบสุ่ม 

(ramdom) แต่จะไม่สามารถย่อยสลายท่ีพนัธะ α-1,6 ในขณะท่ีไอโซอะไมเลส (isoamylase) และ

พลููแลนเนส (pullulanase) จะยอ่ยสลายไดเ้ฉพาะตาํแหน่ง α-1,6 เท่านั้น ทาํให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ของโอ

ลิโกแซคคาไรด์ต่างๆ เบตาอะไมเลส (β-amylase) จะย่อยสลายพนัธะ α-1,4 จากปลายดา้นท่ีไม่มี

คุณสมบัติ รีดิวซ์ (non-reducing end) ให้ได้มอลโตส(moltose) สําหรับกลูโคอะไมเลส 

(glucoamylase) จะยอ่ยแป้งท่ีพนัธะ α-1,3 , α-1,4 และ α-1,6 จากปลายดา้นท่ีไม่มีคุณสมบติัรีดิวซ์ 

เขา้ไปทีละโมเลกุล  ผลการยอ่ยจะไดก้ลูโคส (glucose) แมว้่าอะไมเลสจะเป็นกลุ่มของเอนไซม์ท่ี

ยอ่ยแป้งไดก้็ตาม แต่ไม่ไดห้มายความว่าเอนไซมทุ์กชนิดในกลุ่มน้ีจะยอ่ยแป้งดิบได ้ ทั้งน้ีเพราะ

การยอ่ยเม็ดแป้งจะเป็นไปไดย้าก เน่ืองจากมีสารจาํพวกเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ไขมนั(fat) 

อะไมโลเพคติน (amylopectin) และโปรตีน (protein) ห่อหุม้เมด็แป้งไว ้(Fogarty, 1993) 

เอนไซม์อะไมเลส เป็นเอนไซม์ท่ีสร้างข้ึนภายในเซลล์และถูกขบัออกมาทาํงานภายนอก

เซลล์ เรียกว่า Extracellular enzyme สามารถย่อยแป้งได ้พบในสัตว ์พืช และจุลินทรียห์ลายชนิด

แบ่งตามตาํแหน่งการย่อยแป้งเป็น 2 ประเภท คือ Endoamylase สามารถยอ่ยสลายแป้งแบบสุ่มท่ี

ตาํแหน่ง 𝛼(1,4) glycosidic linkage ถา้การย่อยสลายไม่สมบูรณ์จะได้กลูโคส มอลโทส และ 

เดกซ์ทริน ถ้าการย่อยแป้งสมบูรณ์จะได้มอลโทสและกลูโคส เอนไซม์ประเภทน้ีคือแอลฟา- 

อะไมเลส อีกประเภทหนน่ึงคือ Exoamylase ซ่ึงย่อยแป้งจาก Non-reducing end เขา้ไปเอนไซม์

ประเภทน้ีไดแ้ก่ เบตา้อะไมเลสและกลูโคอะไมเลส ในส่วนของเบตา้อะไมเลสจะให้ผลผลิตเป็น

นํ้ าตาลมอลโทสและ Limit dextrin ส่วนกลูโคสอะไมเลสหรือแกมมาอะไมเลส จะไดก้ลูโคสอยา่ง

เดียว  

2.4.1 Exo-acting amylase หรือ exoglucosidase มี 3  ชนิด คือ  

1) อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyoglucosidase) เป็นเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยแป้งจนได้

กลูโคส โดยการสลายพนัธะแอลฟา-1,4 ไกลโคซิดิก และพนัธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก การยอ่ย

สลายพนัธะจะเร่ิมจากปลายดา้น non-reducing ของอะไมโลสและอะไมโลเพคติน พีเอชท่ีเหมาะสม

ในการทาํงานของเอนไซมอ์ยูร่ะหวา่ง 4.5-5.0 ส่วนอุณหภูมิอยูใ่นช่วง 40-60 องศาเซลเซียส  

2) เบตา้-อะไมเลส (β-Amylase) เป็นเอนไซม์ท่ีพบทัว่ไปในพืชชั้นสูง และเป็น 

extracellular enzyme ของจุลินทรียโ์ดยเอนไซมน้ี์สามารถสลายพนัธะแอลฟา-1,4 ไกลโคซิดิกได ้

แต่ไม่สามารถยอ่ยสลายพนัธะแอลฟา -1,6 ไกลโคซิดิกของอะไมโลเพคติน โดยเอนไซมจ์ะเร่ิมยอ่ย
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สลายอะไมโลสและอะไมโลเพคตินจากปลายดา้น non-reducing ดงันั้นเม่ือเอนไซม์ย่อยสลาย 

อะไมโลส อย่างสมบรูณ์จะไดน้ํ้ าตาลมอลโตส แต่การย่อยสลายอะไมโลเพคติน จะไดท้ั้งนํ้ าตาล

มอลโตสและ  β-limit dextrin รวมกนั พีเอชท่ีเหมาะสมในการทาํงานของเอนไซมอ์ยูร่ะหวา่ง 6.8-

7.0 และอุณหภูมิอยูใ่นช่วง 40-50 องศาเซลเซียส  

3) แกมม่า-อะไมเลส (γ-Amylase) หรือกลูโคอะไมเลส  เป็นเอนไซมท่ี์พบใน

จุลินทรียเ์ป็นส่วนใหญ่  มีความจาํเพาะเจาะจงต่อการยอ่ยสลายพนัธะไกลโคซิลของแป้งท่ี แอลฟ่า-

1,4    แอลฟ่า-1,6 ในลกัษณะการตดัสายโพลิเมอร์อย่างเป็นระเบียบจากปลายสาย  ด้านไม่มีหมู่

รีดิวซ์ เขา้ไปสู่ภายในสายคร้ังละหน่วยของโมเลกุลกลูโคส  

 

Exo-acting enzyme ชนิดอ่ืนๆ Exo-acting enzyme สามารถย่อยแป้งให้ไดเ้ป็นนํ้ าตาล

กลูโคส 4 หรือ 6 โมเลกุล มีการศึกษาพบวา่จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมช์นิดน้ี ไดแ้ก่  Pseudomonas 

stutzeri ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม ์Extracellular  moltototraose - producing  Amylase ซ่ึงเอนไซมท่ี์

ผลิตนํ้ าตาลกลูโคส 4 โมเลกุลจากวตัถุดิบท่ีมีโครงสร้างเป็นสายและเป็นสาขา โดยในการย่อย

สลายอะไมโลเพคตินจะได ้moltotetraose และ limit dextrin ท่ีมีนํ้ าหนกัโมเลกุลสูงๆ เอนไซม์น้ี

สลายพนัธะท่ี 4 ของพนัธะแอลฟา-1,4 ไกลโคซิดิก จากปลายด้าน non-reducing ช่วงพีเอชท่ี

เหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมน้ี์ค่อนขา้งกวา้ง โดยอยูใ่นช่วงระหวา่ง 6.5-10.5 และอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมประมาณ 47 องศาเซลเซียส  

2.4.2 Endo-acting amylase หรือ endoglycosidase 

 เอนไซม์ชนิดน้ี ได้แก่  α-1,4 glucan-4-glucanohydrolase หรือท่ีรู้จกัทัว่ไปว่า 

แอลฟาอะไมเลส นอกจากน้ียงัมีช่ือทางการคา้ต่างๆ เช่น Taka-amylase A, Buclamase Foretizyme 

และ Termamyl เอนไซม์น้ีผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด ซ่ึงมีคุณสมบติัในการย่อยพนัธะ α-1,4 

glycosidic อยา่งสุ่ม แต่ไม่สามารถสลายพนัธะ α-1,6 glycosidic ในอะไมโลเพคติน  คุณสมบติัและ

กลไกการทาํงานของเอนไซม์ข้ึนอยูก่บัแหล่งท่ีมาของเอนไซม์ ซ่ึงคุณสมบติัน้ีจะมีผลทาํให้ความ

หนืด (viscosity)ของสารละลายแป้งลดลง การย่อยสลายอะไมเลสอย่างสมบูรณ์จะได้นํ้ าตาล 

มอลโตส และมอลโตไตรโอส (maltotriose)  

2.4.3 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการสร้างเอนไซม์อะไมเลส 

1) แหล่งคาร์บอน คาร์บอนเป็นธาตุอาหารท่ีมีความสําคญัในการสังเคราะห์เซลล์และ

พลงังานจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนร้อยละ 10 ในการสังเคราะห์

แสง โดยทัว่ไปนิยมใชค้าร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น แป้งขา้วโพด แป้งมนัสําปะหลงั แป้ง

มนัฝร่ัง เป็นตน้  
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2) แหล่งไนโตรเจน เซลล์จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบประมาณร้อยละ 8-

10 ของนํ้ าหนักแห้งความต้องการไนโตรเจนของจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะแตกต่างกันออกไป  

อนินทรียไ์นโตรเจนท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ แอมโมเนียซัลเฟต เกลือแอมโมเนีย 

และไนเตรท (สมใจ, 2537) แหล่งไนโตรเจนท่ีให้การเจริญและผลิตเอนไซม์ท่ีดีท่ีสุดคือ 

 เปปโตน รองลงมาคือ เคซีนไฮโดรไลเสท ทริพติเคสเปปโตน แอสพาราจีน และบีฟแอคแทรค 

ตามลาํดับ ส่วนเกลือแอมโมเนียไนเตรทและเกลือแอมโมเนียซัลเฟต ทาํให้เช้ือแบคทีเรียผลิต

เอนไซม์อะไมเลสตํ่า ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีดี คือ เปปโตน (แหล่งไนโตรเจน) และ

แป้งมนัสําปะหลงั (แหล่งคาร์บอน) โดยแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอินทรียจ์ะช่วยให้แบคทีเรีย

ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสไดม้ากข้ึน  

3) ความเป็นกรดด่าง  อิทธิพลของพีเอช มีผลต่อการทาํงานของเอนไซม ์เน่ืองมาจาก

ทาํให้เกิดการแตกตวัของ side-chain groups โดยกลุ่มท่ีมีความจาํเพาะ 2 กลุ่ม คือ substrate binding 

group และ catalytic group ซ่ึงจะทาํให้ไดก้ราฟเส้นตรงโคง้รูประฆงัแบบต่างๆท่ีเกิดจากการพล็อต

กราฟระหวา่งค่าพีเอชกบักิจกรรมของเอนไซม ์(enzyme activity) แตกต่างกนัไป ตามธรรมชาติของ

กลุ่มทั้งสอง 

4) อุณหภูมิ  เอนไซม์อะไมเลสส่วนใหญ่มีการทาํงานดีข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก  

0-40 องศาเซลเซียสและการทาํงานของเอนไซม์ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 40-60  

องศาเซลเซียส แต่เอนไซมท่ี์ไดจ้ากจุลินทรียท่ี์เป็นพวก thermophilic ทาํงานไดสู้งกวา่ 40 องศา-

เซลเซียส การทาํงานของเอนไซม์ท่ีลดลงในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส ส่วนหน่ึงมี

สาเหตุจากการเพิ่มการสั่นสะเทือนเน่ืองจากอุณหภูมิของโมเลกุลท่ีเกิดจากการสลบักนัระหว่าง

เอนไซมก์บัสับสเตรท ซ่ึงทาํให้ลดสัมพรรคภาคทางเคมีของเอนไซมท่ี์มีต่อสับสเตรทและอีกส่วน

หน่ึงเกิดจากการทาํลายเอนไซม ์(Campbell and Cleveland , 1961) 

 

2.5 เอนไซม์เพคติเนส   

เป็นกลุ่มเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการตดัย่อยสารประกอบเพคติน พบไดท้ั้งพืชชั้นสูง

และในจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา แต่เน่ืองจากสารประกอบเพคตินเป็นส่วนประกอบ

ของพืชเกือบทุกชนิดทัว่โลก และสมบติัของสารประกอบเพคตินเหล่านั้นแตกต่างกนั มีผลให้ชนิด

และกลไกการทาํงานของเอนไซมน์ั้นแตกต่างกนั อยา่งไรก็ตามจะกล่าวโดยทัว่ไปแลว้ สมบติัของ

เพคติเนส คือ เอนไซมท่ี์สามารถตดัยอ่ยสารประกอบเพคติน กรดเพคติกหรือสารประกอบ oligo-D-

galacturonate ไดด้ว้ยปฏิกิริยาต่างๆ กนัเช่น เกิดปฏิกิริยา translimination  ตดัยอ่ยไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมี

พนัธะคู่และบางชนิดเกิดปฏิกิริยา hydrolysis  ตดัยอ่ยไดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีหมู่รีดิวซ่ิง ซ่ึงปฏิกิริยาการตดั
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ยอ่ยเกิดข้ึนไดท้ั้งแบบสุ่ม (random) จดัเป็นกลุ่ม endo-enzyme หรือปฏิกิริยาการตดัยอ่ยจากปลายซ่ึง

จดัเป็นกลุ่ม exo-enzyme    
 

2.5.1  ชนิดของเพคติเนส 

 พบไดท้ั้งในพืชชั้นสูงและจุลินทรีย ์เพคติเนสท่ีพบในพืชส่วนใหญ่เป็น pectinesterase และ 

polygalacturonase ส่วนในจุลินทรียน์ั้นสามารถพบเพคตินไดทุ้กชนิด จุลินทรียท่ี์พบวา่มีการสร้าง

เพคติเนสไดน้ั้นส่วนใหญ่เป็นจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคพืช ซ่ึงชนิดของเอนไซม์เพคติเนสมี

ดงัน้ี 

1) Pectinasterase (PE) มีช่ือเรียกหลายช่ือเช่น pectin methylesterase, pectase , 

pectin  pectyl hydrolase, pectin demethoxylase พบเอนไซมช์นิดน้ีในพืชชั้นสูง รา ยีสต์ และ

แบคทีเรีย กิจกรรมของเอนไซมน้ี์ คือ ทาํหนา้ท่ีเคล่ือนยา้ยหมู่ methyl ester ออกจากสารประกอบ 

เพคติน ผลิตภณัฑ์ท่ีไดคื้อ galacturonic acid และ primary alcohol และกรดท่ีไดอ้าจเปล่ียนรูปเป็น

เกลือ galacturonate ไดเ้ม่ือมีแคลเซียม (Lee et al., 1970 

2) Polygalacturonase (PG) เป็นเอนไซม์ท่ีทาํปฏิกิริยาตัดย่อยพันธะ โดย

กระบวนการ hydrolysis มีช่ือเรียกหลายช่ือ ได้แก่ pectolyase, pectin glycosidase, pectin 

depolymerase รวมทั้ง pectinase ดว้ย (Deuel and  Stutz, 1958) 

3) Pectate lyase (PAL) หรือ polygalacturonate lyase (PGL) ทาํปฏิกิริยา β-

elimination ท่ีพนัธะ glycosidic ท่ีอยู่ใกลก้บัหมู่คาร์บอกซิลของ Low methoxyl pectin หรือ 

complete deesterified  pectin หรือกรดเพคติก เอนไซมน้ี์ประกอบดว้ยเอนไซม ์2 กลุ่ม คือ pectate 

endo-lyase และ pectate exo-lyase 

4) Pectin lyase (PL)หรือ methoxygalacturonide lyase  ทาํปฏิกิริยา β-

elimination  กบัพนัธะ glycosidic ท่ีอยูใ่กลก้บัหมู่ methyl ester ของ high methoxyl pectin ตาม

รายงานท่ีไดร้วบรวมมายงัไม่พบ  PL  ท่ีเป็น exo-enzyme พบเฉพาะท่ีเป็น endo-enzyme ท่ีทาํ

ปฏิกิริยาตดัยอ่ยสับสเตรทแบบสุ่ม (random) 

 

2.5.2 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติเพคติเนส 

1) แหล่งคาร์บอน โดยคาร์บอนเป็นธาตุอาหารท่ีมีความสาํคญัในการสังเคราะห์เซลล์

และพลงังานจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนร้อยละ 10 ในการ

สังเคราะห์แสง โดยทัว่ไปนิยมใชค้าร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น แป้งขา้วโพด  แป้งมนั-

สาํปะหลงั และแป้งมนัฝร่ัง เป็นตน้  
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2) แหล่งไนโตรเจน ซ่ึงเซลล์จุลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 8-10 

เปอร์เซ็นของนํ้ าหนกัแห้งความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัออกไป 

อนินทรียไ์นโตรเจนท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ แอมโมเนียซัลเฟต เกลือแอมโมเนีย 

และไนเตรท (สมใจ, 2537) แหล่งไนโตรเจนท่ีให้การเจริญและผลิตเอนไซมท่ี์ดีท่ีสุดคือ เปปโตน 

รองลงมาคือ เคซีนไฮโดรไลเสท ทริพติเคสเปปโตน แอสพาราจีน และบีฟแอคแทรค ตามลาํดบั  

3) เกลือของสารอนินทรีย ์ เกลือแร่มีความสําคญัในการควบคุมกระบวนการอิเลค-

โตรไลท์ของเซลล์ โดยทัว่ไปเกลือแร่ท่ีแบคทีเรียและจุลินทรีย์ตอ้งการมาก ได้แก่ แมกนีเซียม 

โปตสัเซียม มกัการนีส แคลเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส และกาํมะถนั เป็นตน้ 

 

2.6 งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้อง 

นฤมล (2544)  ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส ของแบคทีเรียทน

ร้ อ น  ทํา ก า ร คัด แ ย ก จ า ก ตั ว อ ย่ า ง ดิ น  พ บ ว่ า  ตัว อ ย่ า ง ดิ น ท่ี ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม ์

เซลลูเลสไดสู้งสุดจาํนวน 2 ไอโซเลท คือ CMU4-4 และ TI-5 นาํมาบอกชนิด พบวา่  ไอโซเลท 

CMU4-4 คือ Bacillus subtilis และ ไอโซเลท TI-5 คือ Bacillus coagulans  นาํมาทดสอบบนอาหาร

ตั้งตน้ท่ีเหมาะต่อการเจริญของเช้ือ พบวา่ Bacillus subtilis CMU4-4 เจริญไดดี้ใน tryptone yeast 

extract  broth  สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม ์คือ เล้ียงในอาหาร cellulose broth  ท่ีมี 

KH2PO4 ร้อยละ 0.1 บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส pH ของอาหาร 5.5 มี  

carboxymethyl  cellulose ร้อยละ 0.2 เป็นแหล่งคาร์บอน  tryptone ร้อยละ 0.2 เป็นแหล่งไนโตรเจน 

เพาะเล้ียงป็นเวลา 18 ชัว่โมง วดักิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้0.281 U/ml และ specific activity 1.778 

U/mg protein ส่วน Bacillus coagulans  TI-5 เจริญไดดี้ใน tryptone yeast extract  broth  สภาวะท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ คือ เล้ียงในอาหาร cellulose broth  ท่ีมี KH2PO4 ร้อยละ 0.4 ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH ของอาหาร 5.5 มี cellulose acetate ร้อยละ 0.2 เป็นแหล่งคาร์บอน 

peptone ร้อยละ 0.2 เป็นแหล่งไนโตรเจน เพาะเล้ียง 18 ชัว่โมง วดักิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้ 0.168 

U/ml และ specific activity 1.108 U/mg protein  เม่ือศึกษาคุณสมบติับางประการของเอนไซม ์

เซลลูเลส พบว่า เซลลูเลสท่ีผลิตจาก Bacillus subtilis CMU4-4 มีสภาวะท่ีเหมาะต่อการทาํงานท่ี

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 5.0 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส pH 4.0-8.0 

ปฏิกิริยาสูงสุดเกิดข้ึนเม่ือบ่มเอนไซมเ์ป็นเวลา 5 นาที หลงัจากท่ีปฏิกิริยาจะลดลง ส่วนเซลลูเลสท่ี

ผลิตจาก Bacillus coagulans  TI-5 มีสภาวะท่ีเหมาะต่อการทาํงานท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส pH 

5.0 มีความเสถียรท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 60 องศา-เซลเซียส pH 4.0-6.0 และปฏิกิริยาสูงสุดเกิดข้ึนเม่ือบ่ม

เอนไซมเ์ป็นเวลา 15 นาที หลงัจากท่ีปฏิกิริยาจะลดลง  
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เลอลกัษณ์  และคณะ (2535) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมเ์พคติเนสใน

วสัดุอาหารแข็ง โดยเช้ือรา Rhizopus sp. 26R ท่ีสามารถยอ่ยสลายแป้งมนัสําปะหลงัดิบ พบวา่ จาก

เช้ือราทั้ง 14 สายพนัธ์ุท่ีไดค้ดัเลือกวา่มีศกัยภาพในการยอ่ยสลายแป้งมนัสําปะหลงัดิบ 11 สายพนัธ์ุ 

เป็นเช้ือราในสกุล Aspergillus และ 3 สายพนัธ์ุ เป็นเช้ือราในสกุล Rhizopus  และพบวา่ สภาวะท่ี

เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตเอนไซม์เพคติเนสจากเช้ือ Rhizopus sp. 26R  คือ วสัดุอาหารแขง้ท่ีมี

ส่วนประกอบของ รําขา้วสาลี รําขา้วเจา้และแกลบในอตัราส่วน 6:12:2 ความช้ืนเร่ิมตน้ร้อยละ 58  

และพีเอชเร่ิมตน้ 5.6 ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วนั ปริมาณเอนไซมท่ี์ไดป้ระมาณ 

140 หน่วยต่อมิลลิลิตร หรือ 700 หน่วยต่อกรัมนํ้าหนกัสดของวสัดุสารอาหาร 

มีรายงานการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลาเนสใน shake flask ของ alkaliphilic 

Bacillus firmus K-1 ท่ีแยกไดจ้ากระบบบาํบดันํ้ าเสียของโรงงานกระดาษบางปะอิน พบวา่ เปลือก

ขา้วโพดร้อยละ 1.0 เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตไซลาเนสเม่ือเทียบกบัรําขา้ว

และเศษวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เปลือกขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหน่ียวนาํให้ Bacillus 

firmus ผลิตโปรตีนท่ีมีขนาด 49 39  และ33 กิโลดอลตนั เพิ่มข้ึนมากกวา่แหล่งคาร์บอนอ่ืน โดย

โปรตีนท่ีผลิตไดอ้าจเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม xylanolytic enzyme ซ่ึงมีส่วนช่วยในการยอ่ยไซแลนทาํ

ให้ตรวจวดักิจกรรมของไซลาเนสไดสู้งสุด และพบวา่ยเูรียร้อยละ  0.40 เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีให้

กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนาสูงสุด เม่ือเทียบกบั แอมโมเนียไนเตรต แอมโมเนียซัลเฟต โซเดียม

ไนเตรท โดยไซลาเนสท่ีผลิตไดใ้น mineral salt medium ท่ีมีเปลือกขา้วโพดร้อยละ 1.0 เป็นแหล่ง

คาร์บอนและมียเูรีย ร้อยละ 0.4 เป็นแหล่งไนโตรเจนมีกิจกรรมของไซลาเนส 1.60 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

(ชนิดา ,2543) 

 Hossain  et al (2008) ไดท้าํการศึกษาเก่ียวกบัสภาวะท่ีเหมาะของการผลิตเอนไซม ์

อะไมเลสใน การหมกับนอาหารแข็งของถัว่เหลืองโดยเช้ือรา ซ่ึง parameters ท่ีแตกต่างกนัจะไดรั้บ

การปรับปรุงให้เหมาะสมสําหรับเช้ือราแต่ละสายพนัธ์ท่ีให้ผลผลิตสูงสุด สําหรับ Aspergillus 

niger-ML-17 จะให้ผลผลิตของ amylase ท่ีเพิ่มข้ึนจาก 2.3±0.014 IU เป็น 4.4±0.042 IU โดยการ

เสริมอาหารหมกัอาหารร่วมกบั maltose, yeast extract, NaNo3, MgSO4, NaCl, Tween-80 และ 

Asparginineส่วน Rhizopus oligosporus-ML-10จะให้ผลผลิต amylase ได ้2.5±0.023 IU โดยเติม

กลา้เช้ือร้อยละ 10 และเสริมดว้ย maltose, yeast extract, NH4NO3, MgSO4, NaCl, Soluble starch 

และAsparginine ในอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่สามารถเพิ่มผลผลิตเอนไซมไ์ดถึ้ง 3.2±0.07 IU 

 นอกจากนั้นยงัมีงานวิจยัของ Bashir et al (2013) ท่ีแยกจุลินทรียซ่ึ์งสามารถสร้างเอนไซม์

ในกลุ่มท่ียอ่ยเซลลูโลสจากลาํไส้ปลวก  ก้ิงกือเม็ด (pill bugs) หนอนกอขา้วสีครีม (yellow stem-

borers)  พบว่า แบคทีเรียมี 42 สายพนัธ์ุ ดังน้ี แบคทีเรียกลุ่ม Bacillaceae ร้อยละ 50  
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Enterobacteriaceae  ร้อยละ 26  Microbacteriaceae  ร้อยละ 17  Paenibacillaceae ร้อยละ 5 และ 

Promicromonosporaceae ร้อยละ 2 อีกทั้งยงัพบวา่แบคทีเรียรหสั A11 และ A21 สร้างเอนไซมย์อ่ย 

avicel และ p-nitrophenyl-β-D-cellobiose ได ้

 รายงานการวิจยัเร่ืองการคดัแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของหนอนไหม (Bombyx  

mori) ซ่ึงอาหารของหนอนไหมคือใบหม่อน ท่ีมีองคป์ระกอบของเพคติน ไซแลน  เซลลูโลส และ

แป้ง ผลการทดลองพบว่า สามารถแยกแบคทีเรียได ้11 ไอโซเลท โดยจาํแนกเป็นแบคทีเรียแกรม

บวก คือ Bacillus  circulans  และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแ้ก่ Proteus  vulgaris  Klebsiella  

pneumonia  Escherichia  coli  Citrobacter  freundii  Serratia  liquefaciens  Enterobacter  sp.  

Pseudomonas  fluorescens  P. aeruginosa  Aeromonas sp. และ Erwinia sp.  นอกจากนั้น B.  

circulans มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์มาย่อย CMcellulose ไซแลน  เพคติน และแป้ง  

(Anand et al, 2009) 
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บทที ่3 

วธีิดําเนินการวจิัย 

 

3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 96 well plate 

3.1.2 เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge) 

3.1.3 เคร่ืองถ่ายรูปเจล Gel doc XR 

3.1.4 กลอ้งจุลทรรรศน์ (Microscope) 

3.1.5 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (Autoclave) 

3.1.6 ตูอ้บ 

3.1.7 ไมโครเวฟ 

3.1.8 ตูบ้่มเช้ือ 

3.1.9 Vortex mixer 

3.1.10 ขวดวดัปริมาตร 

3.1.11 ตะแกรงวางหลอดทดลอง 

3.1.12 หลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร 

3.1.13 เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

3.1.14 Microplate Reader 

3.1.15 ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (Incubator shaker) 

3.1.16 water bath 

3.2 สารเคมี  

    3.2.1 อาหารเล้ียงเช้ือ  

          1) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ Tryptic  soy  agar (TSA) 

          2) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ Nutrient broth (NB)  

          3) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ plate count  agar (PCA) 

          4) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ CMC  

  5) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ PGA  

  6) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ xylan  

  7) อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ starch  

 



21 

 

     3.2.2 สารเคมี  

         1) Peptone  

         2) Gram’s iodine solution 

         3) Sodium chloride  

         4) Crystal violet  

         5) Safranin  

         6) Sodium acetate 

        7) Potassium acetate 

        8) Sodium phosphate buffer 

        9) MgSO4 

        10) NaCl 

        11) KCl 

        12) CaCl2 

        13)   NH4NO3 

3.3  วธีิดําเนินการวจัิย 

3.3.1 การเก็บตัวอย่างและการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์จากทางเดินอาหารของตัวอย่างหนอน

และด้วง 

  เก็บตวัอย่างตัวอ่อนหนอนและด้วงท่ีพบบนต้นไม้ภายในมหาวิทยาลัยทกัษิณ 

วิทยาเขตพทัลุง และท่ีจาํหน่ายในตลาดสด รวมถึงพื้นท่ีใกล้เคียงอาํเภอป่าพะยอม จงัหวดัพทัลุง 

อยา่งนอ้ย 5 ตวัอยา่ง  โดยคดัเลือกตวัอ่อนท่ีอยูใ่นระยะการเจริญท่ี 5 จาํนวน   5-10 ตวัต่อ 1 ตวัอยา่ง 

คดัเลือกตวัอ่อนท่ีมีความยาว 3-5 เซนติเมตร นาํตวัอ่อนในระยะการเจริญท่ี 5 มาสลบโดยนาํหนอน

ไปแช่ในตูเ้ยน็  ทาํความสะอาดและฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล์ร้อยละ  70  เป็นเวลา  10 นาที หลงัจาก

นั้นลา้งดว้ย  phosphate buffer  saline (PBS) ท่ีฆ่าเช้ือแลว้  2-3  คร้ัง แลว้นาํตวัอยา่งหนอนมาผา่ตาม

ดา้นทอ้ง  ดึงเอาส่วนของระบบทางเดินอาหารของหนอนประมาณ  10 ตวัอย่างมารวมกนั จากนั้น

นาํมาใส่ในนํ้ าเกลือความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 แลว้บดให้ละเอียด ต่อมานาํตวัอย่างมาทาํการเจือจาง

ในนํ้ าเกลือความเขม้ข้นร้อยละ  0.85  โดยผสมให้เขา้กัน  แล้วดูดตวัอย่างท่ีเจือจางแล้วมา 1 

มิลลิลิตร นาํไปเพาะเล้ียงในอาหาร  plate  count  agar  (PCA) ดว้ยเทคนิคการกวาดจาน  (spread  

plate technique) เรียบร้อยแลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  เม่ือครบ

เวลา สังเกตลกัษณะโคโลนี แลว้เลือกโคโลนีท่ีแตกต่างกนัมาทาํให้เช้ือบริสุทธ์ิ ด้วยเทคนิคการ  

re-streak  ลงในอาหาร Tryptic soy agar (TSA)  แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
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เวลา 24 ชัว่โมง  นาํเช้ือท่ีบริสุทธ์ิมายอ้มแกรม  เพื่อดูลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ 

3.3.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ของเช้ือแบคทเีรียที่แยกได้จากตัวอย่าง

หนอนและด้วง 

    1)  การเตรียมกล้าเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากทางเดินอาหารของตัวอย่างหนอน

และด้วง 

เม่ือแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของตวัอย่างหนอนและด้วงจนบริสุทธ์ิแล้ว นาํเช้ือ

แบคทีเรีย 1 ลูปมาเล้ียงในอาหาร Nutrient broth (NB) โดยการบ่มในตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใช้เป็น 

กล้าเช้ือในการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส  อะไมเลส และ 

เพคติเนส  ในขั้นตอนต่อไป  

      2)  การทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส 

 ในการตรวจคดักรองเพื่อหาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส (Kasana et al.,  

2008) โดยนาํกลา้เช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 1) มาเล้ียงในอาหาร Carboxymethyl cellulose (CMC) agar 

(NaNo3 1  กรัม, K2HPo4  1 กรัม, KCl  0.5  กรัม MgSo40.5 กรัม, Yeast extract 0.5  กรัม, CMC 4 

กรัม และ  Agar 15 กรัม)โดยใชห่้วงเข่ียเช้ือมาประมาณ  5 โคโลนีเจือจางในนํ้ าเกลือความเขม้ขน้

ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้นใชห่้วงเข่ียตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้มาแตะบนอาหาร  

CMC  agar จาํนวน 5 คร้ัง แลว้นาํจานไปบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําเช้ือมาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสด้วยการเท

สารละลาย  Gram’s iodine solution (iodine 1 กรัม, potassium iodide 2 กรัมในแอลกอฮอล์ความ

เขม้ขน้ร้อยละ 70) ให้ท่วมผิวหน้าอาหารและโคโลนีของแบคทีเรีย 5 นาที แลว้เทออกเพื่อสังเกต 

และวดัขนาดวงใส  (clear  zone) ซ่ึงเกิดจากการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสมายอ่ยสลาย CMC 

     3)  การทดสอบการสร้างเอนไซม์ไซลาเนส 

 การตรวจคดักรองการสร้างเอนไซม์ไซลาเนส (Sea-Lee, 2007) โดยนาํกลา้เช้ือแบคทีเรีย

จากขอ้ 1) มาเล้ียงในอาหาร Xylan agar (xylan 5 g, Yeast extract 2 g, pectone 5 g, MgSO4.7H2O 

0.5 g, NaCl 0.5 g, CaAl2 0.15 g, agar 15 g.) โดยใชห่้วงเข่ียเช้ือมาประมาณ  5 โคโลนีเจือจางใน

นํ้าเกลือความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้นใชห่้วงเข่ียตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้

มาแตะบนอาหาร  Xylan  agar จาํนวน 5 คร้ัง แลว้นาํจานไปบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นนาํเช้ือมาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซมไ์ซลาเนสดว้ย

การเทสารละลาย  Gram’s iodine solution (iodine 1 กรัม, potassium iodide 2 กรัมในแอลกอฮอล์
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ความเขม้ขน้ร้อยละ 70) ให้ท่วมผิวหน้าอาหารและโคโลนีของแบคทีเรีย 5 นาที แลว้เทออกเพื่อ

สังเกต และวดัขนาดวงใส  (clear  zone) ซ่ึงเกิดจากการสร้างเอนไซมไ์ซลาเนสมายอ่ยสลายไซแลน 

(xylan) 

 4)   การทดสอบการสร้างเอนไซม์อะไมเลส 

 การตรวจคดักรองการสร้างเอนไซม์อะไมเลส (สุรีรัตน์, 2548) โดยนาํกลา้เช้ือแบคทีเรีย

จากขอ้ 1) มาเล้ียงในอาหาร starch agar (soluble starch 1 g, yeast extract 0.3 g, peptone 0.5 g, 

K2HPO4 0.05 g, NaCl 0.15 g, CaCl2 0.1 g, MgSO4.7H2O 0.05 g, agar 15 g) โดยใชห่้วงเข่ียเช้ือมา

ประมาณ  5 โคโลนีเจือจางในนํ้ าเกลือความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้น

ใชห่้วงเข่ียตวัอยา่งท่ีเจือจางแลว้มาแตะบนอาหาร  Starch  agar จาํนวน 5 คร้ัง แลว้นาํจานไปบ่มใน

ตูบ้่มอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นนาํเช้ือมาทดสอบความสามารถ

ในการสร้างเอนไซม์อะไมเลสดว้ยการเทสารละลาย  Gram’s iodine solution (iodine 1 กรัม, 

potassium iodide 2 กรัมในแอลกอฮอล์ความเขม้ขน้ร้อยละ 70) ให้ท่วมผิวหนา้อาหารและโคโลนี

ของแบคทีเรีย 5 นาที แลว้เทออกเพื่อสังเกต และวดัขนาดวงใส  (clear  zone) ซ่ึงเกิดจากการสร้าง

เอนไซมอ์ะไมเลสมายอ่ยสลายแป้ง  

5) การทดสอบการสร้างเอนไซม์เพคติเนส 

 การตรวจคดักรองการสร้างเอนไซมเ์พคติเนส (Collmer and  Keen, 1988)โดยนาํกลา้เช้ือ

แบคทีเรียจากขอ้ 1) มาเล้ียงในอาหาร PGA ager (K2HPO4 11 g, K2PO4 5.5 g, (NH4)2SO4 1.2 g, 

MgSO4 0.4 g, CaCl2 0.15 g, pectin 4 g, agar 15 g) โดยใชห่้วงเข่ียเช้ือมาประมาณ  5 โคโลนีเจือจาง

ในนํ้ าเกลือความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้นใชห่้วงเข่ียตวัอยา่งท่ีเจือจาง

แลว้มาแตะบนอาหาร  PGA  agar จาํนวน 5 คร้ัง แลว้นาํจานไปบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ  37 องศา-

เซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นนาํเช้ือมาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม ์

เพคติเนสดว้ยการเทสารละลาย  Gram’s iodine solution (iodine 1 กรัม, potassium iodide 2 กรัมใน

แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 70) ให้ท่วมผิวหนา้อาหารและโคโลนีของแบคทีเรีย 5 นาที แลว้เท

ออกเพื่อสังเกต และวดัขนาดวงใส  (clear  zone) ซ่ึงเกิดจากการสร้างเอนไซมเ์พคติเนสมายอ่ยสลาย

เพคติน (Pectin) 

 

3.3.3 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส  อะไมเลส และเพคติเนส  จาก

เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ 

 ทาํการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีวงใส จากการทดลองขอ้ 3.3.2  เพื่อนาํมาวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ดงัน้ี 
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  1) การเตรียมกล้าเช้ือ 

นาํเช้ือแบคทีเรีย 1 ลูปมาเล้ียงในอาหาร Nutrient broth (NB) โดยการบ่มในตูบ้่ม

ควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง จากนั้นใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส

และเพคติเนส  ในขั้นตอนต่อไป  

       2) การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส   

 นาํกลา้เช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในอาหารเหลว CMC broth ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ี 0 6 12 

18 และ 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์

เซลลูเลส โดยวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ (Miller ,  1959) 

(ภาคผนวก ก) 

    3) การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ไซลาเนส   

 นาํกลา้เช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในอาหารเหลว Xylan broth ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ี 0 6 12 

18 และ 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์

ไซลาเนส โดยวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ (Miller ,  1959) 

(ภาคผนวก ก) 

4) การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์อะไมเลส   

 นาํกลา้เช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในอาหารเหลว starch broth ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ี 0 6 12 

18 และ 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์

อะไมเลส โดยวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ (Miller ,  1959) 

(ภาคผนวก ก) 

5) การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์เพคติเนส 

นาํกลา้เช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในอาหารเหลว PGA broth ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งท่ี 0 6 12 

18 และ 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
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เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นนาํส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์

เพคติเนสโดยวิเคราะห์ปริมาณนํ้ าตาลรีดิวซ์ตามวิธีการ Dinitrosalicylic acid ของ (Miller ,  1959) 

(ภาคผนวก ก) 

 

3.3.4 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  

  นาํเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 4 ชนิด หรือชนิดใด

ชนิดหน่ึงมาทาํการพิสูจน์เอกลกัษณ์ โดยการเพิ่มปริมาณดีเอนเอดว้ยเทคนิค PCR ต่อบริเวณ 16S 

rRNA gene เร่ิมจากการสกดั DNAของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้โดยใชเ้ช้ือประมาณ 1-2 โคโลนี 

ละลายใน TE buffer  200 µl จากนั้นนาํไปตม้ในนํ้าเดือดเป็นเวลา 20 นาที นาํตวัอยา่ง DNA ท่ีไดจ้ะ

เก็บไวท่ี้ 4 °C เพื่อรอทาํ PCR ต่อไป การเพิ่มจาํนวนยีน 16S rRNA จะใช ้primers ท่ีจาํเพาะต่อ 16S 

rRNA โ ด ย ใ ช้  primers ต่ อ ไ ป น้ี  คื อ Bact-0341_5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ แ ล ะ Bact-

0785_5’GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ (Klindworth et al., 2013) ซ่ึงสภาวะและ

องคป์ระกอบสาํหรับการทาํ PCR เพื่อเพิ่มจาํนวนยนี16S rRNA gene แสดงในตารางท่ี 1  

 

ตารางที ่1  สภาวะในการทาํ PCR  

 

Primers Reaction (50 ul) Condition 

Bact-0341 

Bact-0785 

1X buffer (100 mM.KCl,  

20 mMTris) 

1.5 mM MgCl2
   

250 M dNTPs   

0.5 M primers 

1.25 units of Taq 

1 ul of DNA sample  

Start 95 °C 10 min 1 cycle 

Denaturation   95 °C 1 min  

Annealing 55°C 1.30 min           

30 cycels 

Extension  72°C 1 min  

Extension   72°C10 min  

 

จากนั้นวิเคราะห์ผลผลิตจากการทาํ PCR ดว้ย agarose gel electrophoresis ร้อยละ 1.2 แลว้

นาํผลผลิตจากการทาํ PCR ดงักล่าวมาทาํให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสําเร็จรูป Spin CleanTM PCR 

Purification Kit  นาํตวัอยา่ง DNA ท่ีไดจ้ะส่งไปวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ยงัต่างประเทศ ลาํดบั 

นิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ะนาํไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล Gene Bank และทาํเทียบเคียง 

(alignment) โดยโปรแกรม MEGA 5 จากนั้นนาํลาํดบันิวคลีโอไทดม์าทาํ Phylogenetic tree 
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บทที ่4 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

4.1 การเกบ็ตัวอย่างและการคัดแยกเช้ือจุลนิทรีย์จากทางเดินอาหารของตัวอย่างหนอนและด้วง 

 ผลการเก็บตัวอย่างหนอนและด้วงเพื่อแยกแบคทีเรียในทางเดินทางอาหาร ซ่ึงเป็น

แบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ 4 ชนิด ได้แก่ เอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และ 

เพคติเนส พบวา่ สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของดว้ง 1 ชนิด ไดแ้ก่ ดว้งมะพร้าว 

(Rhynchophorus   Ferugines) ไดจ้าํนวน 4 ไอโซเลท  นอกจากนั้นยงัแยกไดจ้ากทางเดินอาหารของ

หนอน 7 ชนิด ได้แก่ หนอนปลอก (Bagworm) จาํนวน 7 ไอโซเลท หนอนปกเหลือง (Orgyia 

postica)จาํนวน4 ไอโซเลท หนอนบุง้  (Eupterote  testacca  Walker) จาํนวน 7 ไอโซเลท 

 หนอนผกับุง้ (Trichoplusia ni (Hubner))  จาํนวน 2 ไอโซเลท หนอนนก (Tenebrio  molitor)  

จาํนวน 11 ไอโซเลท หนอนมว้นใบกลว้ย (Erionata  thrax Linnaeus) จาํนวน 5 ไอโซเลท  และ

หนอนใบคะนา้  (Plutella  xylostella) จาํนวน 2 ไอโซเลท 

 จากนั้นนาํโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได ้ท่ีรวมทั้งส้ิน 42 ไอโซเลทมาแยกให้บริสุทธ์ิ 

แลว้สังเกตลกัษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง แสดงดงัภาพท่ี 6 – 13 ยอ้มสีแกรมแลว้ส่องภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน์ผลการศึกษา แสดงดงัภาพท่ี 14 – 21  

 



 

 

 

 

 

                           RPW-I                                                         RPW-II                                               RPW-III                                                    RPW-IV 

 

 

ภาพที ่6 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดว้งมะพร้าว  
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              M-I                                           M-II                                     M-V                                         M-VIII                                               M-IX 

 

 

 

 

                  M-XII                                                       M-XIII 

ภาพที ่7 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปลอก  
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                 OP-I                                                             OP-II                                                          OP -III                                                     OP –IV 

ภาพที ่8 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปกเหลือง  

 

 

  

 

 

             B-I                                                             B-II  

 

ภาพที ่9 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนผกับุง้  
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               CP- I                                               CP- II                                           CP –VII                                             CP – VIII                                       

 

                             

 

 

 

 

 

 

         CP –IX                                                                 CP-X                                                     CP-XI 

ภาพที ่10 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนบุง้  
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                  MW-I                                                          MW-II                                        MW-III                                         MW-IV                                

        

 

 

 

 

              MW-VI                                                    MW-VII                                       MW-VIII                                   MW-IX                                         

 

ภาพที ่11 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก  
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             MW-XI                                                                     M-XII                                                                        M-XIII 

ภาพที ่11 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก  (ต่อ) 
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                                                          SP-I                                                            SP-II                                                         SP-III                                           

 

 

 

 

 

 

   

                                                                            SP-IV                                                                         SP-V 

ภาพที ่12 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 
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                              KL-I                                                                       KL-II 

                       

ภาพที ่13 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารแขง็ของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ 
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                               RPW-I                                                   RPW-II                                                   RPW-III                                                   RPW-IV  

ภาพที ่14 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดว้งมะพร้าว ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
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                     M-I                                           M-II                                                  M-V                                               M-VIII 

 

 

 

 

                  M-IX                                                                   M-XII                                                                M-XIII  

ภาพที ่15 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปลอก ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
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              OP-I                                                  OP-II                                                      OP -III                                                       OP –IV 

ภาพที ่16 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปกเหลือง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

 

 

 

 

 

                                                            B-I                                                                          B-II  

ภาพที ่17 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนผกับุง้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
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                                    CP- I                                            CP- II                                            CP –VII                                                CP – VIII                            

 

 

 

 

 

 

                              

                                    CP –IX                                                                CP-X                                                                   CP-XI  

ภาพที ่18 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนบุง้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
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                                MW-I                                           MW-II                                              MW-III                                             MW-IV                                       

 

 

 

 

                              MW-VI                                         MW-VII                                                   MW-VIII                                       MW-IX   

 

    ภาพที ่19 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

                             

 



40 

 

 

 

 

 

 

 
 

                                   MW-XI                                                       MW-XII                                                 MW-XIII     

ภาพที ่19 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า  (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                  KL-I                                                                                         KL-II 

 

ภาพที ่20 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า   
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                                 SP-I                                                                 SP-II                                                                        SP-III              

 

 

 

 

 

 

                                                                             SP-IV                                                                     SP-V  

 

ภาพที ่21 การติดสียอ้มของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 1,000 เท่า  



4.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ของเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างหนอน

และด้วง 

 จากการนาํเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดม้าทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 

ดว้ยวธีิวดัวงใส (clear zone) บนอาหารแขง็ ผลการทดลองพบวา่ ดว้งมะพร้าวมีเช้ือแบคทีเรียท่ีแยก

ได ้ 4 ไอโซเลท โดยทั้ง 4 ไอโซเลทสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสเพื่อยอ่ย CMC ได ้ แสดงดงั

ตารางท่ี  2 

 

ตารางที ่2 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดว้งมะพร้าว 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

ตวัอ่อนดว้ง

มะพร้าว 

 

RPW-I + − − + 

RPW-II + + − + 

RPW-

III 

+ + − − 

RPW-

IV 

+ + − − 

หมายเหตุ:      + หมายถึง มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง ไม่มีวงใส (clear zone) 

 

 นอกจากน้ีผลของการทดสอบการสร้างเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด ของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้าก

หนอน 7 ชนิด ซ่ึงสามารถแยกเช้ือท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ไดท้ั้งส้ิน 72 ไอโซเลท  ผลการศึกษา

แสดงดงัตารางท่ี 3 – 9   
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ตารางที ่3    ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปลอก 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

 

 

หนอนปลอก 

 

 

 

M-I − − + − 

M-II − − + + 

M-V − − + − 

M-VIII − − − + 

M-IX − − + − 

M-XII − − − + 

M-XIII − − + − 

หมายเหตุ:      + หมายถึง มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง ไม่มีวงใส (clear zone) 

 

ตารางที ่4 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนผกับุง้ 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

หนอนผกับุง้ 

 

B-I + + + + 

B - II + + + + 

หมายเหตุ:      + หมายถึง  มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง ไม่มีวงใส (clear zone) 
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ตารางที ่5 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนปกเหลือง 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

 

 

หนอน

ปลอก 

 

 

 

M-I − − + − 

M-II − − + + 

M-V − − + − 

M-VIII − − − + 

M-IX − − + − 

M-XII − − − + 

M-XIII − − + − 

หมายเหตุ:      + หมายถึง มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง  ไม่มีวงใส (clear zone) 

 

ตารางที ่6 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

หนอนใบ

คะนา้ 

 

KL-I + − − + 

KL-II + + − + 

หมายเหตุ:      + หมายถึง  มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง  ไม่มีวงใส (clear zone) 
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ตารางที ่7 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนบุง้ 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

 

 

หนอนบุง้ 

 

 

 

 

 

CP-I − − + − 

CP- II − − + − 

CP -VII − + − + 

CP-VIII − − + − 

CP -IX − − + + 

CP-X − − + − 

CP-XI − + + + 

หมายเหตุ:      + หมายถึง  มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง  ไม่มีวงใส (clear zone) 

 

ตารางที ่8 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

หนอนมว้นใบกลว้ย 

 

SP-I + + − + 

SP-II + + − + 

SP-III + − − + 

SP-IV + + − + 

SP-V + − − − 

หมายเหตุ:      + หมายถึง  มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง  ไม่มีวงใส (clear zone) 
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ตารางที ่9 ความสามารถในการสร้างเอนไซมข์องเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากหนอนนก 

 

ตวัอยา่ง Code เอนไซม ์

เซลลเูลส เพคติเนส ไซลาเนส อะไมเลส 

 

 

 

 

 

 

 

หนอนนก 

 

 

 

 

MW-I + + − − 

MW-II + − + − 

MW-III + − + − 

MW-IV − − + − 

MW-VI − − + − 

MW-VII − − + − 

MW-VIII − − + − 

M-IX − + + − 

M-XI + − − − 

M-XII + − + − 

M-XIII + − + − 

หมายเหตุ:      + หมายถึง  มีวงใส (clear zone) 

                    − หมายถึง  ไม่มีวงใส (clear zone) 
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4.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสจากเช้ือ

แบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ 

 4.3.1  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทีเรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของด้วงมะพร้าว 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารด้วงมะพร้าว ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั RPW-I RPW-II RPW-III และ RPW-IV  โดยทั้ง 4 ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซม์

เซลลูเลส และรหสั RPW-IV  สร้างเอนไซมอ์ะไมเลสสูงท่ีสุด คือ 0.405 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 

22) ส่วน RPW-I และ RPW-II  ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสได ้ซ่ึงรหสั RPW-I มีกิจกรรมของเอนไซม ์

อะไมเลสสูงท่ีสุด เท่ากบั 0.363 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 23) ในขณะท่ี RPW-II RPW-III และ 

RPW-IV  สร้างเอนไซมเ์พคติเนสได ้โดยรหสั RPW-IV  ผลิตเอนไซมเ์พคติเนสไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 

0.961 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 24) 

4.3.2  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลสและเพคติเนสโดยเช้ือแบคทีเรียที่

คัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนปลอก 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 7 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนปลอก ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั M-I  M-II  M-V  M-VIII M-IX  M-XII และ M-XIII  โดย 5 ไอโซเลท (M-I  M-II  

M-V  M-IX  และ M-XIII)  สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนส และรหสั M-I  สร้างเอนไซม ์

ไซลาเนสสูงท่ีสุด คือ 0.423 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 25) ส่วน M-II   M-VIII  และ  M-XII ผลิต

เอนไซม์อะไมเลสได้ ซ่ึงรหัส M-II มีกิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสสูงท่ีสุด เท่ากับ 0.731  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 26)  

4.3.3  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทีเรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนปกเหลอืง 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนปกเหลือง ไดแ้ก่  

ไอโซเลทรหสั OP-I  OP-II  OP_III และ OP-IV โดยไอโซเลท OP-II สามารถผลิตเอนไซม ์

ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสได ้ ซ่ึงรหัส OP-II  สร้างเอนไซมไ์ซลาเนส (ภาพท่ี 27) และ 

อะไมเลส (ภาพท่ี 28) สูงท่ีสุด คือ 0.126  และ 1.807 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ส่วน รหสั OP-III 

มีกิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสสูงท่ีสุด เท่ากบั 1.039 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 29)   
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ภาพที ่22   กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว 

 

 

 
 

ภาพที ่23   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว 
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ภาพที ่24   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากดว้งมะพร้าว 

 

 
 

ภาพที ่25   กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปลอก 
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ภาพที ่26   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปลอก 

 

 
 

ภาพที ่27   กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง  
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ภาพที ่28   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง 

 

 

 
 

 

ภาพที ่29   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนปกเหลือง 
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4.3.4  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทเีรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนบุ้ง 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 7 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนบุ้ง ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั CP-I  CP-II  CP-VII  CP-VIII  CP-IX   CP-X และ CP-XI  โดยไอโซเลท  CP-I 

สามารถผลิตเอนไซมไ์ซลาเนส สูงท่ีสุด คือ 0.897 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 30) ส่วน CP-VII ผลิต

เอนไซม์อะไมเลส (ภาพท่ี 31) และเพคติเนส (ภาพท่ี 32) ไดสู้งท่ีสุด เท่ากบั 0.42 และ  0.953  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั  

 

 

 
 

ภาพที ่30   กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้ 
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ภาพที ่31   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้ 

 

 

 

 
 

 

ภาพที ่32   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนบุง้ 
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4.3.5  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทเีรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนผกับุ้ง 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนผกับุ้ง ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั B-I  และ B-II    โดยทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถผลิตเอนไซมไ์ดท้ั้ง 4 ชนิด กล่าวคือ 

รหสั B-I ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส  (ภาพท่ี 33)  ไซลาเนส (ภาพท่ี 34)  และอะไมเลส  (ภาพท่ี 35) ได ้

0.109 0.172  และ 0.587 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั ในขณะท่ีรหสั B-II สร้างเอนไซมเ์พคติเนสสูง

ท่ีสุด คือ 0.980 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 36)  

 

 
 

ภาพที ่33   กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้ 
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ภาพที ่34   กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้ 

 

 

 
 

 

ภาพที ่35   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนผกับุง้ 
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ภาพที ่36     

 

4.3.6  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทเีรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนนก 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 11 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนนก ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั MW-I   MW-II  MW-III  MW-IV  MW-VI   MW-VII  MW-VIII  MW-IX  MW-XI 

MW-XII และ MW-XIII    โดยไอโซเลท MW-I   MW-II  MW-III  MW-XI และ MW-XII สามารถ

ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ ซ่ึงรหัส MW-I มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุดเท่ากับ 1.150  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร  (ภาพท่ี 37)  ส่วนรหสั MW-II  MW-III  MW-IV  MW-VI   MW-VII  MW-VIII  

MW-IX  MW-XII และ MW-XIII   สามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนสได ้0.544 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

(ภาพท่ี 38) ในขณะท่ีรหัส MW-I และ MW-IX สร้างเอนไซม์เพคติเนสได ้โดยรหสั MW-IX มี

กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสสูงท่ีสุด คือ 0.934 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 39)  
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ภาพที ่37   กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก 

 

 

 
 

 

ภาพที ่38   กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก 
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ภาพที ่39   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนนก 

 

4.3.7  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทเีรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนม้วนใบกล้วย 

  ผลการทดลองพบวา่มีแบคทีเรีย 5 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนมว้นใบกลว้ย ไดแ้ก่  

ไอโซเลทรหสั SP-I   SP-II  SP-III  SP-IV  และ SP-V     โดยไอโซเลท SP-I และ  SP-II  สามารถ

ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนสได ้นอกจากน้ีรหสั SP-I   SP-II  SP-III  SP-IV  และ 

SP-V สร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้ซ่ึงรหัส SP-IV   มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงสุดเท่ากบั 

0.158 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  (ภาพท่ี 40)  ส่วนรหัส SP-I  สามารถสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสสูงสุดได ้

0.738 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 41) ในขณะท่ีรหสั SP-II สร้างเอนไซมเ์พคติเนสสูงท่ีสุด คือ 0.944 

ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 42)  
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ภาพที ่40   กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 

 

 

 
 

 

ภาพที ่41   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 
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ภาพที ่42   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนมว้นใบกลว้ย 

 

 

4.3.8  กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสโดยเช้ือแบคทเีรีย

ทีค่ัดเลอืกได้จากทางเดินอาหารของหนอนใบคะน้า 

  ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลทจากทางเดินอาหารหนอนใบคะน้า ได้แก่  

ไอโซเลทรหสั KL-I   และ KL-II     โดยไอโซเลท KL-II สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส 

และเพคติเนสได ้ซ่ึงรหัส KL-I   มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส (ภาพท่ี 43)  และเอนไซม ์

อะไมเลส (ภาพท่ี 44) สูงสุดเท่ากบั 0.061 และ 0.586 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ตามลาํดบั ในขณะท่ีรหัส 

KL-II สร้างเอนไซมเ์พคติเนสสูงท่ีสุด คือ 0.879 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 45)  
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ภาพที ่43   กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ 

 

 

 
 

 

ภาพที ่44   กิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ 
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ภาพที ่45   กิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสจากเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากหนอนใบคะนา้ 

 

4.4  การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  

 เม่ือนาํแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส ไซลาเนส อะไมเลส และ

เพคติเนสมาพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดย 16S rRNA ผลการวเิคราะห์มีดงัน้ี 

 4.4.1 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างด้วงมะพร้าว 

แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จากทางเดินอาหารด้วงมะพร้าวสามารถเทียบเคียงกับ

แบคทีเรียใน GenBank 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Bacillus  thuringiensis (homology ร้อยละ 99) (ภาพท่ี 46)  

Bacillus  cereus (homology ร้อยละ 91)  (ภาพท่ี 47) และ Enterococcus  raffinosus  (homology 

ร้อยละ 99) (ภาพท่ี 48)   
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ภาพที ่46 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-II ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   

อะไมเลส และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 

 

 

 
 

ภาพที ่47 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-III  ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   

และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 

 

 

 
 

ภาพที ่48 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั RPW-IV ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส   

 และเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งดว้งมะพร้าว (Rhynchophorus ferrugineus Olivier) 
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4.4.2 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนปลอก 

แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้จากทางเดินอาหารหนอนปลอกสามารถเทียบเคียงกับ

แบคทีเรียใน GenBank 6 สายพนัธ์ุ โดยในภาพท่ี 49 แสดงแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์

ไซลาเนสได ้ไดแ้ก่ Bacillus  cereus (homology ร้อยละ 99)   Staphylococcus aureus  (homology 

ร้อยละ 96)  Staphylococcus pasteuri (homology ร้อยละ 99)   Pseudomonas taiwanensis 

(homology ร้อยละ 99) และ Acinetobacter radioresistens (homology ร้อยละ 99)  ในขณะท่ีภาพท่ี 

50 แสดงแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส ไดแ้ก่ Staphylococcus aureus (homology ร้อยละ 96) 

Bacillus cereus (homology ร้อยละ 99)   

 

 
 

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

สามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปลอก (Bagworm) 

 

 

 
 

ภาพที ่50 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั M-II  M-VIII   และ M-XII  ท่ีสามารถสร้าง

เอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปลอก (Bagworm) 

4.4.3 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนปกเหลอืง 
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แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากทางเดินอาหารหนอนปกเหลืองสามารถเทียบเคียงกบั

แบคทีเรียใน GenBank 4 สายพนัธ์ุ โดยในภาพท่ี 51 แสดงแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์

ไซลาเนสได ้ไดแ้ก่  Bacterium endosymbiont (homology ร้อยละ 99)   และ Enterobacter sp. 

(homology ร้อยละ 98)   ในขณะท่ีภาพท่ี 52 แสดงแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์เพคติเนส ได้แก่ 

Enterobacter sp. (homology ร้อยละ 98)   Enterobacter  cancerogenus (homology ร้อยละ 98)   

และ Enterobacter sp. (homology ร้อยละ 99)    

 

 
 

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

อะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปกเหลือง (Orgyia postica)  

 

 

 
 

ภาพที ่52 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั OP-II   OP-III และ OP-IV  ท่ีสามารถสร้าง

เอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนปกเหลือง (Orgyia postica)  
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4.4.4 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนบุ้ง 

แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากทางเดินอาหารหนอนบุง้สามารถเทียบเคียงกบัแบคทีเรีย

ใ น  GenBank 5  ส า ย พัน ธ์ุ  โด ย ใ น ภา พ ท่ี  5 3  แส ด ง แ บ ค ที เ รี ย ท่ี ส า ม า รถ ส ร้า ง เ อ นไ ซ ม ์

ไซลาเนสได ้ไดแ้ก่ Staphylococcus sciuri (homology ร้อยละ 99)   Bacillus cereus (homology  

ร้อยละ 99)  และ Bacillus anthracis (homology ร้อยละ 99)  ในขณะท่ีภาพท่ี 54 แสดงแบคทีเรียท่ี

สร้างเอนไซม์อะไมเลส ได้แก่ Acinetobacter schindleri (homology ร้อยละ 99) และ Bacillus 

cereus (homology ร้อยละ 99)   

 

 
 

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

สามารถสร้างเอนไซมไ์ซลาเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนบุง้ (Eupterote  testacca  Walker) 

 

 
 

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

เอนไซมอ์ะไมเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนบุง้ (Eupterote  testacca  Walker) 
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4.4.5 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนผกับุ้ง 

แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จากทางเดินอาหารหนอนผกับุ้งสามารถเทียบเคียงกับ

แบคทีเรียใน GenBank 1 สายพนัธ์ุ โดยแบคทีเรียรหัส B-I สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส  

ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนสได ้ไดแ้ก่ Enterobacter cloacae (homology ร้อยละ 99) ซ่ึงแสดง

ดงัภาพท่ี 55 

 

 
 

ภาพที่ 55 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหัส B-I  ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส   

ไซลาเนส อะไมเลสและเพคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนผกับุง้ (Trichoplusia ni (Hubner))    

 

4.4.6 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนนก 

แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จากทางเดินอาหารหนอนนกสามารถเทียบเคียงกับ

แบคทีเรียใน GenBank 11 สายพนัธ์ุ โดยในภาพท่ี 56 แสดงแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์

เซลลูเลสได้ ไดแ้ก่ Enterococcus faecalis (homology ร้อยละ 98)   Enterobacter aerogenes 

(homology ร้อยละ99)  Brevibacillus borstelensis (homology ร้อยละ 99) Enterobacter cloacae 

(homology ร้อยละ 99) และ Bacillus subtilis (homology ร้อยละ 99)  ในขณะท่ีภาพท่ี 57 แสดง

แบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ไซลาเนส ได้แก่ Enterobacter aerogenes (homology ร้อยละ99) 

Staphylococcus gallinarum (homology ร้อยละ 99)  Staphylococcus sciuri (homology ร้อยละ 99)  

Enterococcus faecalis (homology ร้อยละ 99) Staphylococcus warneri (homology ร้อยละ 99) 

Bacillus subtilis strain (homology ร้อยละ 97) และ Enterobacter cloacae (homology ร้อยละ 99)  
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ภาพที่ 56 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั MW-I  MW-II  MW-III  MW-XI  MW-XII 

และ MW-XIII ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลสซ่ึงแยกได้จากตวัอย่างหนอนนก (Tenebrio  

molitor)  

 

 
 

ภาพที่ 57 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั  MW-II  MW-III  MW-IV MW-VI  MW-VII  

MW-VIII MW-IX  MW-XII และ MW-XIII ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ไซลาเนสซ่ึงแยกไดจ้าก

ตวัอยา่งหนอนนก (Tenebrio  molitor)  
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4.4.7 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนม้วนใบกล้วย 

แบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดจ้ากทางเดินอาหารหนอนมว้นใบกลว้ยสามารถเทียบเคียง

กบัแบคทีเรียใน GenBank 5 สายพนัธ์ุ โดยในภาพท่ี 58 แสดงแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์

เซลลูเลสได ้ไดแ้ก่ Bacillus tequilensis (homology ร้อยละ 96)   Bacillus cereus (homology  

ร้อยละ 99) Acinetobacter soli (homology ร้อยละ 98) และ Enterococcus gallinarum (homology 

ร้อยละ 98)   ในขณะท่ีภาพท่ี 59 แสดงแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์เพคติเนส ได้แก่ Bacillus 

tequilensis (homology ร้อยละ 96)    Bacillus cereus (homology ร้อยละ 99) และ Enterococcus 

gallinarum (homology ร้อยละ 98)   

 

 
 

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

สามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอย่างหนอนมว้นใบกลว้ย (Erionata  thrax 

Linnaeus)    

 

 
 

ภาพที่ 59 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหัส SP-I  SP-II  และ SP-IV  ท่ีสามารถสร้าง

เอนไซมเ์พคติเนส ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนมว้นใบกลว้ย (Erionata  thrax Linnaeus)    
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4.4.8 การพสูิจน์เอกลกัษณ์เช้ือแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้จากตัวอย่างหนอนใบคะน้า 

แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้จากทางเดินอาหารหนอนใบคะน้าสามารถเทียบเคียงกบั

แบคทีเรียใน GenBank 2 สายพนัธ์ุ โดยในภาพท่ี 60 แสดงแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม ์

เซลลูเลส และอะไมเลสได ้ไดแ้ก่ Bacillus subtilis (homology ร้อยละ 99)     ในขณะท่ีภาพท่ี 61 

แสดงแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส ไดแ้ก่ Bacillus cereus (homology 

ร้อยละ 99)  

 

 
 

ภาพที ่60 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั KL-II   ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส 

และอะไมเลสซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนใบคะนา้ (Plutella  xylostella)  

 

 

 
 

ภาพที ่61 Phylogenetic tree ของเช้ือแบคทีเรียรหสั KW-II   ท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส  

อะไมเลส และเพคติเนสซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งหนอนใบคะนา้ (Plutella  xylostella)  
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บทที ่5 

อภิปรายผล สรุปและข้อเสนอแนะ  

  

5.1 อภิปรายผล 

 ผลการแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหารของตวัอย่างดว้งและหนอน ไดแ้ก่ ดว้งมะพร้าว 1 

ตวัอยา่ง  หนอน 7 ตวัอยา่ง ดงัน้ี หนอนปลอก หนอนปกเหลือง  หนอนผกับุง้  หนอนบุง้  หนอนนก  

หนอนมว้นใบกลว้ย และหนอนใบคะน้า ในพื้นท่ีอาํเภอป่าพะยอม จงัหวดัพทัลุง พบว่า สามารถ

แยกแบคทีเรียได้ 42 ไอโซเลท ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  ไซลาเนส  อะไมเลส  และ 

เพคติเนส สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Anand et al (2009)  ท่ีทาํการแยกแบคทีเรียจากทางเดินอาหาร

ของหนอนไหม (Bombyx  mori L.)  ซ่ึงแบคทีเรียท่ีแยกไดส้ามารถยอ่ยเซลลูโลส  ไซแลน  เพคติน  

และแป้ง โดยแยกแบคทีเรียได้ 11 ไอโซเลท ประกอบด้วยแบคทีเรียแกรมบวก คือ Bacillus  

circulans และแกรมลบ ไดแ้ก่ Proteus  vulgaris  Klebsiella  pneumonia  Escherichia  coli  

Citrobacter  freundii  Serratia  liquefaciens  Enterobacter  sp.  Pseudomonas  fluorescens  P. 

aeruginosa  Aeromonas sp. และ Erwinia sp.  นอกจากนั้น Pr.  vulgaris  K.  pneumonia  และ C.  

freundii สร้างเอนไซม์ในกลุ่มย่อยเซลลูโลส (Cellulolytic)  และไซแลน  (Xylanolytic)  P.  

fluorescens  และ Erwinia sp.  สร้างเอนไซม์ในกลุ่มย่อยเพคติน (Pectinolytic) รวมถึง K.  

pneumonia  ย่อยแป้งได ้ Aeromonas sp. สามารถย่อย CMcellulose และ ไซแลน   ส่วน S.  

liquefaciens  สร้างเอนไซมม์ายอ่ย CMcellulose ไซแลน   และเพคติน  ในขณะท่ี B.  circulans 

สร้างเอนไซมม์ายอ่ย CMcellulose ไซแลน  เพคติน และแป้ง  ซ่ึงผลการวิจยัคร้ังน้ีสามารถแยกเช้ือ

แบคทีเรียซ่ึงสามารถย่อยโพลีแซคคาไรด์ทั้ง 4 ชนิดไดม้ากกว่า นอกจากน้ีเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 

Enterobacter cloacae สามารถยอ่ย CMcellulose ไซแลน  เพคติน และแป้ง ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่ง

หนอนผกับุง้ (Trichoplusia ni (Hubner)    

 อีกทั้งมีผลการคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยเซลลูโลส CDB (Cellulose Degrading 

Bacteria)  จากทางเดินอาหารของปลวก หอยทาก  ดกัแด ้ และเหาหนงัสือไดจ้าํนวน 8 ไอโซเลท 

ซ่ึงไอโซเลท CDB8 และ CDB10 ให้ผลของวงใส (clear zone) มากท่ีสุดเท่ากบั 48 และ 50 

มิลลิเมตร และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสต่อ endoglucanase ตั้งแต่ 0.162-0.400 IU ต่อ

มิลลิลิตร (Gupta et al., 2012)   อีกทั้งยงัสอดคลอ้งกบัรายงานของ Ekperigin (2007) ท่ีพบวา่เช้ือ

แบคทีเรีย Acinetobacter  anitratus  และ Branhamella sp. สามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสได ้โดย 

A.  anitratus  สามารถยอ่ย CMC และกลูโคสไดสู้งสุดเท่ากบั 0.48 และ 0.24 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
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ตามลาํดบั ในขณะท่ี Branhamella sp. ย่อย CMC และกลูโคสไดสู้งสุดเท่ากบั 2.56 และ 0.34  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั   ซ่ึงผลการวจิยัคร้ังน้ีพบวา่ เช้ือแบคทีเรีย Enterococcus  faecalis ท่ีแยก

ไดจ้ากทางเดินอาหารของหนอนนกสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสเพื่อยอ่ย CMC ไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 1.15  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร  นอกจากน้ีเช้ือแบคทีเรีย Enterobacter sp. ท่ีแยกไดจ้ากทางเดินอาหารของหนอน

ปกเหลืองสร้างเอนไซมอ์ะไมเลสเพื่อยอ่ยแป้งไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 1.80 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  

 ในส่วนของการย่อยไซแลนมีรายงานวิจยัของ Hossain et al (2008) ซ่ึงสามารถแยก

แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ไซลาเนส โดยทาํการแยกเช้ือจากลาํไส้ปลวกงาน 

พบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดมี้กิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนส 0.86 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  ในขณะท่ีงานวิจยั

น้ีสามารถคดัเลือกแบคทีเรียจากหนอนบุง้ ซ่ึงคือสายพนัธ์ุ Staphylococcus sciuri ท่ีมีกิจกรรมของ

เอนไซมไ์ซลาเนส 0.90 ยนิูตต่อมิลลิลิตร   

 

5.2 สรุปผล 

 งานวิจัยน้ีสามารถแยกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ เซลลูเลส  

ไซลาเนส อะไมเลส และเพคติเนส จากหนอนชนิดต่างๆ ในพื้นท่ีอาํเภอป่าพะยอม จงัหวดัพทัลุงได้

ทั้งหมด 8 ชนิด ไดแ้ก่ ดว้งมะพร้าว หนอนปลอก หนอนปกเหลือง หนอนผกับุง้  หนอนบุง้  หนอน

นก  หนอนมว้นใบกลว้ย  และหนอนใบคะนา้ โดยคดัแยกไดจ้าํนวน 42 ไอโซเลท (ดว้งมะพร้าว 4

ไอโซเลท  หนอนปลอก  7 ไอโซเลท  หนอนปกเหลือง  4 ไอโซเลท  หนอนผกับุง้  2 ไอโซเลท  

หนอนบุง้  7 ไอโซเลท  หนอนนก  11 ไอโซเลท  หนอนมว้นใบกลว้ย  5 ไอโซเลท  และหนอนใบ

คะนา้  2 ไอโซเลท) ท่ีให้วงใสบนอาหาร CMC  ไซแลน  แป้ง และเพคติน จากนั้นผลการจาํแนก

สายพนัธ์ุของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลิตเอนไซมท่ี์แยกได ้ดว้ยเทคนิค 16S rRNA gene 

sequencing ไดท้ั้งส้ิน 37 สายพนัธ์ุ โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสเพื่อยอ่ย 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 สาย

พนัธ์ุได้แก่ 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     
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ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์เพคติเนสเพื่อย่อยเพคติน มี 8 สายพันธ์ุ  ได้แก่ Bacillus 

thuringiensis  Enterococcus  raffinosus  Bacillus cereus  Enterobacter cancerogenus  

Enterobacter sp.  Bacillus tequilensis  Enterococcus gallinarum  และ Enterobacter cloacae   อีก

ทั้งเม่ือทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ โดยเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ผลการทดลอง

พบวา่เช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  Enterobacter cloacae มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมท์ั้ง 4 ชนิด 

คือเอนไซมเ์ซลลูเลส  ไซลาเนส  อะไมเลส  และเพคติเนส  โดยมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั  

0.11   0.63   0.59  และ 0.98 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  ตามลาํดบั   นอกจากน้ียงัพบวา่ เช้ือแบคทีเรียสาย

พนัธ์ุ Enterococcus faecalis  มีกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสสูงท่ีสุด คือ 1.15 ยนิูตต่อมิลลิลิตร  

ส่วนเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Staphylococcus sciuri มีกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสมากท่ีสุด คือ 

0.90 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ในขณะท่ีเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Enterobacter sp.  มีกิจกรรมของ

เอนไซม์อะไมเลสสูงท่ีสุด คือ 1.81 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  และเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Enterobacter 

cancerogenus มีกิจกรรมของเอนไซมเ์พคติเนสสูงท่ีสุด คือ 1.04 ยนิูตต่อมิลลิลิตร   

งานวิจยัน้ีถือไดว้า่เป็นการแยกแบคทีเรียจากตวัอยา่งหนอนท่ีมากท่ีสุดในประเทศไทย คือ 

8 ตวัอยา่ง อีกทั้งยงัสามารถแยกและคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซมย์อ่ยเซลลูโลส ไซแลน  แป้ง 

และเพคตินได้จาํนวนมากกว่างานวิจยัท่ีเคยมีรายงานมาก่อนหน้าน้ี โดยแยกและคดัเลือกได้ 42  

ไอโซเลท  เม่ือนาํมาพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลไดแ้บคทีเรียทั้งหมด 37 สายพนัธ์ุ 

ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสเพื่อย่อยเซลลูโลส  เอนไซม์ไซลาเนสเพื่อย่อย 

ไซแลน เอนไซมอ์ะไมเลสเพื่อยอ่ยแป้ง  และเอนไซมเ์พคติเนสเพื่อยอ่ยเพคติน 

 

5.3 ข้อเสนอแนะ 

 1) ควรศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส  

ไซลาเนส เพคติเนส และอะไมเลสของเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้

 2) ควรศึกษาการทาํเอนไซม์เซลลูเลส ไซลาเนส เพคติเนส และอะไมเลสให้บริสุทธ์ิ 

ตลอดจนศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมท่ี์ไดเ้พื่อเป็นแนวทางในการใชป้ระโยชน์ต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

1. การวดัปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์โดยวธีิ Dinitrosalicylic Acid Method (Miller, 1959) 

สารเคมี 

1. 3,5-Dintrosalicylicsacids 

2.  ฟีนอล 

3.  โซเดียมซลัไฟต ์

4.โพแทสเซียมโซเดียมตาร์เตรท 

5. โซเดียมไฮดรอกไซด ์

วธีิการเตรียมสารเคมี 

 เตรียมสารละลาย DNSsโดยชัง่ 3,5-Dintrosalicylicsacids1.5sกรัม ฟีนอล 0.1sมิลลิลิตร 

โซเดียมซลัไฟต ์ 0.075sกรัม และโพแทสเซียมโซเดียมตาร์เตรท 30sกรัม ละลายในสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด ์ 0.9 กรัมปริมาตร 90 มิลลิลิตร แลว้เติมนํ้ากลัน่จนปริมาตรเป็น 150 

มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา 

1.1 เตรียมสารละลายของนํ้าตาลกลูโคสใหมี้ความเขม้ขน้ 0  0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  2.0  3.0   

4.0  5.0  6.0  และ 7.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   

1.2 ปิเปตสารละลายในขอ้ 1.1 มาความเขม้ขน้ละ 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง (blank 

ใชน้ํ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร แทน) 

1.3 เติมสารละลาย DNS  (3-5dinitrosalicylic acid) reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

1.4 นาํไปตม้ในนํ้าเดือดเป็นระยะเวลา 10 นาที แลว้ทาํใหเ้ยน็ทนัที 

1.5 เติมนํ้ากลัน่ 4 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้กนั 

1.6 นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

1.7 นาํค่าท่ีไดไ้ปเขียนกราฟมาตรฐาน แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส

และค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

 วธีิการวเิคราะห์ตัวอย่าง 

นาํ culture broth ไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที นาํส่วนใส (culture supernatant) ซ่ึงคือสารละลายเอนไซมห์ยาบ (crude enzyme) 

ไปวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์(enzyme activity) โดยในหลอดทดลองมีส่วนผสมดงัน้ี 
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1. สารละลายเอนไซมห์ยาบปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

2. สารตั้งตน้: กรณีเอนไซมเ์ซลลูเลส ใชส้ารละลาย CMC ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 (ซ่ึงละลายใน 

ซิเตตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ พีเอช 4.8) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

   กรณีเอนไซมไ์ซลาเนส ใชส้ารละลายไซแลนความเขม้ขน้ร้อยละ 1 (ซ่ึงละลายใน 

โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

   กรณีเอนไซมอ์ะไมเลส ใชส้ารละลาย soluble starch ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 (ซ่ึง

ละลายในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

   กรณีเอนไซมเ์พคติเนส ใชส้ารละลายเพคตินความเขม้ขน้ร้อยละ 1 (ซ่ึงละลายใน 

โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

3. นาํส่วนผสมไปบ่ม  ดงัน้ี 

เอนไซมเ์ซลลูเลสบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

เอนไซมไ์ซลาเนสบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

เอนไซมอ์ะไมเลสบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

เอนไซมเ์พคติเนสบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

4. หยดุปฏิกิริยาดว้ยการเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มล. 

5. ตม้ในนํ้าเดือด 10 นาที หลงัจากนั้นทาํใหเ้ยน็ทนัที 

6. ทาํการเจือจางดว้ยการเติมนํ้ากลัน่ 4 มล. 

7. แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยเทียบกบักราฟสารละลาย

กลูโคสมาตรฐาน 
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ตารางภาพผนวก ก-1  ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐาน 

ความเข้มข้นนํา้ตาลกลูโคส (µg/ml) ค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 nm 

0 0 

0.2 0.004 

0.4 0.009 

0.6 0.018 

0.8 0.052 

1.0 0.079 

2.0 0.213 

3.0 0.397 

4.0 0.542 

5.0 0.648 

6.0 0.808 

7.0 0.918 
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ภาพภาคผนวก ก-1  กราฟนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐาน 

 

  

y = 0.1392x - 0.0407 
R² = 0.9957 
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การนําเสนอผลงานวจัิยในการประชุมวชิาการระดับชาติ ดังนี ้

ซลัไลลา แวมะยิ นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ มณฑล เลิศวรปรีชา และ วิชุดา กลา้เวช. 2556. การคดัแยก

เช้ือจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสจากระบบทางเดินอาหารของหนอน

มว้นใบกลว้ย. ในการประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัทกัษิณ คร้ังท่ี 23 ประจาํปี 

2556  22-24 พฤษภาคม 2556 หนา้ 1004-1009. 

นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ ซัลไลลา แวมะยิ วิชุดา กลา้เวช และมณฑล เลิศวรปรีชา. 2556. การคดัแยก

เช้ือจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพในการสร้างเอนไซม์เพคติเนสจากระบบทางเดินอาหารของตวั

อ่อนดว้งมะพร้าว. ในการประชุมวชิาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัทกัษิณ คร้ังท่ี 23 ประจาํปี 

2556  22-24 พฤษภาคม 2556  หนา้ 799-804. 

ซัลไลลา แวมะยิ นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ มณฑล เลิศวรปรีชา และวิชุดา กล้าเวช . การคดัแยกและ

จาํแนกแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส เพคติเนส และอะไมเลสจาก

ทางเดินอาหารของหนอนมว้นใบกลว้ย. ในการประชุมวิชาการระดบัชาติ "วิทยาศาสตร์

วจิยั คร้ังท่ี 6 มหาวทิยาลยับูรพา ชลบุรี 20-21 มีนาคม 2557 หนา้ 141. 

นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ ซัลไลลา แวมะยิ วิชุดา กลา้เวช  และมณฑล เลิศวรปรีชา. การคดัแยกและ

จาํแนกแบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส เพคติเนส และอะไมเลสจาก

ทางเดินอาหารของตวัอ่อนดว้งมะพร้าว. ในการประชุมวิชาการระดบัชาติ "วิทยาศาสตร์

วจิยั คร้ังท่ี 6 มหาวทิยาลยับูรพา ชลบุรี 20-21 มีนาคม 2557 หนา้ 140. 

ซัลไลลา แวมะยิ นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ มณฑล เลิศวรปรีชา และวิชุดา กล้าเวช . การคดัแยกและ

จาํแนกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส ไซลาเนส อะไมเลส  และเพคติเนสจาก

ทางเดินอาหารของหนอนนก. ในการประชุมวิชาการระดบัชาติ "วลยัลกัษณ์วิจยั คร้ังท่ี 6 

มหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ 3-4 กรกฎาคม 2557 หนา้ 79. 

นิภาภรณ์ จิตเชาวนะ ซัลไลลา แวมะยิ วิชุดา กลา้เวช  และมณฑล เลิศวรปรีชา. การคดัแยกและ

จาํแนกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส ไซลาเนส อะไมเลส  และเพคติเนสจาก

ทางเดินอาหารของหนอนคืบกะหลํ่า. ในการประชุมวิชาการระดบัชาติ "วลยัลกัษณ์วิจยั 

คร้ังท่ี 6 มหาวทิยาลยัวลยัลกัษณ์ 3-4 กรกฎาคม 2557 หนา้ 77. 
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