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บทคัดยอ 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทท่ีมีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยจะทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม

เบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงสามารถยอยสลายโครงสรางของเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลูโคสและนําไปใชเปนแหลง

คารบอนในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเพ่ือผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพเชน เอทานอล จากการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย

กลุมแอคติโนมัยสีทในครั้งนี้ไดทําการเก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีแปลงทดลองเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ จํานวน 

4 แปลง แปลงทดลองละ 16 ตัวอยาง คัดแยกเชื้อไดท้ังหมด 190 ไอโซเลท แลวทดสอบความสามารถในการ

ยอยเซลลูโลสบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC agar พบวา ไอโซเลท CDF2L1D13 มีความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงพบคาอัตราสวนระหวางขนาดเคลียรโชนกับขนาดโคโลนี เทากับ 14.02 จากนั้นได

นําเชื้อไอโซเลตนี้มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในอาหาร CMC broth ท่ีมีการ

แปลผันแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน พบวาไอโซเลท CDF2L1D13 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 

2.639 U/mlในแหลงคารบอนท่ีไดจากฟางขาว สวนแหลงไนโตรเจนท่ีใหปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลู

โคสิเดส สูงสุดคือ เปปโตน ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม 5.443 U/ml. นอกจากนี้ยังมีการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเบื้องตนของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 พบวามีรูปรางของอัปสปอรมวนเปนวงกลม ลักษณะ

คลาย loop คาดวานาจะอยูใน 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 

แอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะการเจริญคลายเชื้อรา สามารถสราง สปอร อัปสปอร 

substrate mycelium และ aerial mycelium นอกจากนี้แบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทมีประโยชนตอ

สภาพแวดลอมในดานการสรางเอนไซมท่ีใชในกระบวนการยอยสลายซากพืช ซากสัตว ท่ีมีปริมาณมากใน

ธรรมชาติ เปนผลทําใหดินมีความอุดมสมบูรณมีปริมาณธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการดํารงชีวิตของพืชและสัตว 

สําหรับเอนไซมแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทผลิตออกมาเพ่ือใชในการยอยสลายซากพืช ไดแก เอนไซมในกลุม 

cellulase เอนไซมในกลุมนี้จะใชในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบมากในเซลลพืช รวมท้ังยัง

เปนแหลงคารบอนท่ีมีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงในปจจุบันไดมีการศึกษาวิจัยและทดลอง

เก่ียวกับความสามารถของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทในหลายดาน เชน ดานการแพทยไดมีการศึกษา

การสรางสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียกอโรค และดานการเกษตรไดมีการนําเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโน

มัยสีทมาใชในการทําปุยชีวภาพ เปนตน จากขอมูลทางการวิจัยท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหมีการวิจัยการคัดแยก

แบคทีเรียกลุมกลุมแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินเพ่ือผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตรข้ึน  

     1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 
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     3. เพ่ือหาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

     4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีส เชนลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศน และลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

วิธีการดําเนินงาน 

การวิจัยครั้งนี้เปนการวิจัยข้ันพ้ืนฐาน โดยทําการคัดแยกจุลินทรียในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณดวยวิธี Spread plate 

technique บนอาหาร carboxy methyl cellulose agar จากนั้นนําจุลินทรียท่ีคัดแยกไดมาทดสอบการยอยสสลาย

เซลลูโลสเบื้องตนบนจานอาหารดังกลาว โดยการราดดวยสารละลายแกรมไอโอดีน แลวทําการวัดคา 

Hydrolysis capacity value (HC value) ซ่ึงคือเสนผาศูนยกลางบริเวณใสรวมโคโลนี ตอเสนผาศูนยกลาง

โคโลนี จากนั้นตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมบีตา-กลูโคซิเดส พรอมท้ังหาแหลงคารบอนเชนวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตร ท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม และแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม และการศึกษาข้ันสุดทายในการ

ทดลองนี้ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อจุลินทรียท่ีคัดแยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อและภายใต

กลองจุลทรรศน 

ผลการทดลอง 

การคัดแยกเช้ือแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีท 

      ผลจากการคัดแยกแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางดินบริเวณแปลงตัวอยาง พ้ืนท่ี

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทไดจํานวน 190 ไอโซเลท ซ่ึง

แตละไอโซเลทจะถูกทําการคัดแยกบนอาหาร starch casein agar เพ่ือคัดเลือกลักษณะโคโลนีของเชื้อแอคติ

โนมัยสีท เพ่ือท่ีจะนําไปใชในการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหารเล้ียง
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 จากเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดจํานวน 190 ไอโซเลท แลวทําการทดสอบ
โดยใชเทคนิค point inoculation บมท่ี 30 °C เปนเวลา 5 วัน แลววัดคาอัตราสวนเสนผานศูนยกลางระหวาง 
clear zone กับ colony diameter ดวยวิธีการราดแกรมไอโอดีนในหนวยวัดท่ีเปนมิลลิเมตร พบวาเชื้อไอโซ
เลท  CDF2L1D13 มีคาอัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของ clear zone กับ colony diameter เทากับ 
14.02 ซ่ึงเปนคาท่ีสูงท่ีสุดท่ีวัดไดจากการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
บน CMC agar   

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงคารบอนในอาหาร CMC broth 
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      การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะเหมาะตอการสรางเอนไซมในกลุมเซลลูเลส โดยจะทําการศึกษาไปท่ี
เอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส เอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสเปนเลนเอนไซมในกลุม Hydrolase มีหนาท่ีในการเปน
เอนไซมท่ียอยสลายโมเลกุลของ cellobiose ไดเปนน้ําตาล glucose ซ่ึงจะตรวจวัดดวยวิธี DNS method ใน
รูปของน้ําตาลรีดิวซ ผลจากการตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสของเชื้อไอโซเลท 
CDF2L1D13 พบวาในแหลงคารบอนท่ีเปนฟางขาว CDF2L1D13 มีกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุด
เทากับ 2.639 U/ml ในวันท่ี 15 ของการบม สวนแหลงคารบอนท่ีเปนรําจะใหคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-
กลูโคสิเดสสูงสุดเทากับ 2.480 U/ml  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงไนโตรเจนในอาหาร CMC broth 

     จากการแปรผันแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงเชื้อ พบวาแหลงไนโตรเจนมีสวนชวยเพ่ิมอัตรา
การผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส และอัตราเร็วในการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยการเจริญในแหลงไนโตรเจนท่ี
ใชแอมโมเนียมซัลเฟต จะสงเสริมการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดอยูท่ี 5.337 
U/ml และแหลงไนโตรเจนท่ีใช peptone จะใหปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุดเทากับ 
5.443 U/ml ในวันท่ี 5  ของการบม จากผลการทดลองจะเห็นไดวาแหลงไนโตรเจนมีสวนชวยในการทําใหเชื้อ
ท่ีใชทดสอบ มีการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไดเร็วข้ึน  

ผลการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเช้ือไอโซเลท CDF2L1D13  

     จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 ซ่ึงทําการศึกษาลักาณะของ

โคโลนีบนจานอาหารและลักษณะสายโซสปอรภายกลองจุลทรรศนพบวา CDF2L1D13 มีลักษณะโคโลนีเจริญ

ตามรอย streak ขนาดเล็ก ขอบหยัก สราง substrate mycelium สีขาว aerial mycelium สีขาว สราง

สปอรสีดํามีลักษณะคลายผงถาน และสายโซสปอรมวนเปนวงกลมคลาย loop สายโซสปอรมีลักษณะเรียงตอ

กันเปนทอนๆ ภายใตเสนใย คาดวานาจะอยูใน genus Streptosporangium 
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