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บทคัดยอ 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทท่ีมีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยจะทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม

เบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงสามารถยอยสลายโครงสรางของเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลูโคสและนําไปใชเปนแหลง

คารบอนในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพ่ือผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพเชน เอทานอล จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย

กลุมแอคติโนมัยสีทในครั้งนี้ไดทําการเก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีแปลงทดลองเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ จํานวน 

4 แปลง แปลงทดลองละ 16 ตัวอยาง คัดแยกเชื้อไดท้ังหมด 190 ไอโซเลท แลวทดสอบความสามารถในการ

ยอยเซลลูโลสบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC agar พบวา ไอโซเลท CDF2L1D13 มีความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงพบคาอัตราสวนระหวางขนาดเคลียรโชนกับขนาดโคโลนี เทากับ 14.02 จากนั้นได

นําเชื้อไอโซเลตนี้มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในอาหาร CMC broth ท่ีมีการ

แปลผันแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน พบวาไอโซเลท CDF2L1D13 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 

2.639 U/mlในแหลงคารบอนท่ีไดจากฟางขาว สวนแหลงไนโตรเจนท่ีใหปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลู

โคสิเดส สูงสุดคือ เปปโตน ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม 5.443 U/ml. นอกจากนี้ยังมีการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเบื้องตนของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 พบวามีรูปรางของอัปสปอรมวนเปนวงกลม ลักษณะ

คลาย loop คาดวานาจะอยูใน genus Streptosporangium.  
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Abstract 

  

The aim of this study was to isolate cellulolytic actinomycetes from soil for sugar 

production by using agricultural residues as substrate. Enzyme β glucosidase can degrade 

cellulose to glucose and use glucose as a carbon source in the process of biofuel 

production. Seventy-two Soil samples were collected from the plots Chulabhorn Dam for 

screening cellulolytic microorganisms. Actinomycetes 190 isolates were obtained. Isolate 

that has highest ability to degrade carboxymethylcellulose on the agar plate 

was Actinomycetes isolate CDF2L1D13 which showed HC value was 14.02. β glucosidase 

activity was 2.639 U / ml. when used rice straw as carbon sources. The optimum nitrogen 

source for producing β glucosidase was peptone and the enzyme activity was 5.443 U / ml.  

The morphology of isolate CDF2L1D13 was studies. It was found that the shape of spores 

resembled circular loop coil and it expected to be in the genus Streptosporangium. 

Keywords: Actinomycetes, agricultural residues, β glucosidase 

บทนํา 

แอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะการเจริญคลายเชื้อรา สามารถสราง สปอร อัปสปอร 

substrate mycelium และ aerial mycelium นอกจากนี้แบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทมีประโยชนตอ

สภาพแวดลอมในดานการสรางเอนไซมท่ีใชในกระบวนการยอยสลายซากพืช ซากสัตว ท่ีมีปริมาณมากใน

ธรรมชาติ เปนผลทําใหดินมีความอุดมสมบูรณมีปริมาณธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการดํารงชีวิตของพืชและสัตว 

สําหรับเอนไซมแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทผลิตออกมาเพ่ือใชในการยอยสลายซากพืช ไดแก เอนไซมในกลุม 

cellulase เอนไซมในกลุมนี้จะใชในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบมากในเซลลพืช รวมท้ังยัง

เปนแหลงคารบอนท่ีมีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงในปจจุบันไดมีการศึกษาวิจัยและทดลอง

เก่ียวกับความสามารถของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทในหลายดาน เชน ดานการแพทยไดมีการศึกษา

การสรางสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียกอโรค และดานการเกษตรไดมีการนําเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโน

มัยสีทมาใชในการทําปุยชีวภาพ เปนตน จากขอมูลทางการวิจัยท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหมีการวิจัยการคัดแยก

แบคทีเรียกลุมกลุมแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินเพ่ือผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตรข้ึน  

     1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 
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     3. เพ่ือหาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

     4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีส เชนลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศน และลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

วิธีการดําเนินงาน 

การวิจัยครั้งนี้เปนการวิจัยข้ันพ้ืนฐาน โดยทําการคัดแยกจุลินทรียในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณดวยวิธี Spread plate 

technique บนอาหาร carboxy methyl cellulose agar จากนั้นนําจุลินทรียท่ีคัดแยกไดมาทดสอบการยอยสสลาย

เซลลูโลสเบื้องตนบนจานอาหารดังกลาว โดยการราดดวยสารละลายแกรมไอโอดีน แลวทําการวัดคา 

Hydrolysis capacity value (HC value) ซ่ึงคือเสนผาศูนยกลางบริเวณใสรวมโคโลนี ตอเสนผาศูนยกลาง

โคโลนี จากนั้นตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส พรอมท้ังหาแหลงคารบอนเชนวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตร ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม และแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม และการศึกษาข้ันสุดทายในการ

ทดลองนี้ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อจุลินทรียท่ีคัดแยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อและภายใต

กลองจุลทรรศน 

ผลการทดลอง 

การคัดแยกเช้ือแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีท 

      ผลจากการคัดแยกแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางดินบริเวณแปลงตัวอยาง พ้ืนท่ี

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทไดจํานวน 190 ไอโซเลท ซ่ึง

แตละไอโซเลทจะถูกทําการคัดแยกบนอาหาร starch casein agar เพ่ือคัดเลือกลักษณะโคโลนีของเชื้อแอคติ

โนมัยสีท เพ่ือท่ีจะนําไปใชในการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหารเล้ียง
เช้ือ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

      กา ร ทด สอ บคว าม ส า ม า ร ถ ใ นก า ร ย อ ย สล าย เ ซล ลู โ ล ส บนจ าน อา ห า ร เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ 
Carboxymethylcellulose(CMC) agar จากเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดจํานวน 190 ไอโซเลท แลวทําการทดสอบ
โดยใชเทคนิค point inoculation บมท่ี 30 °C เปนเวลา 5 วัน แลววัดคาอัตราสวนเสนผานศูนยกลางระหวาง 
clear zone กับ colony diameter ดวยวิธีการราดแกรมไอโอดีนในหนวยวัดท่ีเปนมิลลิเมตร พบวาเชื้อไอโซ
เลท  CDF2L1D13 มีคาอัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของ clear zone กับ colony diameter เทากับ 
14.02 ซ่ึงเปนคาท่ีสูงท่ีสุดท่ีวัดไดจากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
บน CMC agar   

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงคารบอนในอาหาร CMC broth 
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      การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะเหมาะตอการสรางเอนไซมในกลุมเซลลูเลส โดยจะทําการศึกษาไปท่ี
เอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส เอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสเปนเลนเอนไซมในกลุม Hydrolase มีหนาท่ีในการเปน
เอนไซมท่ียอยสลายโมเลกุลของ cellobiose ไดเปนน้ําตาล glucose ซ่ึงจะตรวจวัดดวยวิธี DNS method ใน
รูปของน้ําตาลรีดิวซ ผลจากการตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสของเชื้อไอโซเลท 
CDF2L1D13 พบวาในแหลงคารบอนท่ีเปนฟางขาว CDF2L1D13 มีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุด
เทากับ 2.639 U/ml ในวันท่ี 15 ของการบม สวนแหลงคารบอนท่ีเปนรําจะใหคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-
กลูโคสิเดสสูงสุดเทากับ 2.480 U/ml  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงไนโตรเจนในอาหาร CMC broth 

     จากการแปรผันแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวาแหลงไนโตรเจนมีสวนชวยเพ่ิมอัตรา
การผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส และอัตราเร็วในการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยการเจริญในแหลงไนโตรเจนท่ี
ใชแอมโมเนียมซัลเฟต จะสงเสริมการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดอยูท่ี 5.337 
U/ml และแหลงไนโตรเจนท่ีใช peptone จะใหปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุดเทากับ 
5.443 U/ml ในวันท่ี 5  ของการบม จากผลการทดลองจะเห็นไดวาแหลงไนโตรเจนมีสวนชวยในการทําใหเชื้อ
ท่ีใชทดสอบ มีการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดเร็วข้ึน  

ผลการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเช้ือไอโซเลท CDF2L1D13  

     จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 ซ่ึงทําการศึกษาลักาณะของ

โคโลนีบนจานอาหารและลักษณะสายโซสปอรภายกลองจุลทรรศนพบวา CDF2L1D13 มีลักษณะโคโลนีเจริญ

ตามรอย streak ขนาดเล็ก ขอบหยัก สราง substrate mycelium สีขาว aerial mycelium สีขาว สราง

สปอรสีดํามีลักษณะคลายผงถาน และสายโซสปอรมวนเปนวงกลมคลาย loop สายโซสปอรมีลักษณะเรียงตอ

กันเปนทอนๆ ภายใตเสนใย คาดวานาจะอยูใน genus Streptosporangium 
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