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บทที่ 1 

บทนํา 

ที่มาและความสําคัญ 

 แอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะการเจริญคลายเชื้อรา สามารถสราง สปอร อัป

สปอร substrate mycelium และ aerial mycelium นอกจากนี้แบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทมีประโยชน

ตอสภาพแวดล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 (รัตนาภรณ, 2548) 

 เซลลพืชประกอบดวย ลิกนิน (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และเซลลูโลส (cellulose) ซ่ึง

เปนองคประกอบท่ีพบในเซลลพืช เซลลูโลสพอลิเมอรชนิดหนึ่งซ่ึงเกิดจาการเชื่อมตอกันของน้ําตาลกลูโคสเปน

สายยาวหลายโมเลกุลดวยพันธะเบตา-1,4- ไกลโคซิดิก (β-1,4- glycosidic bond) และจุลินทรสามารถยอย

สลายไดดวยเอนไซม Cellulase เปนกลุมเอนไซมท่ีประกอบดวย เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) เอก

โซกลูคาเนส (Exoglucanase) และ เบตากลูโคสิเดส (β-glucosidase) ซ่ึงเอนไซมท้ัง 3 ชนิดจะมีการทํางานท่ี

แตกตางกันออกไป โดยเอนไซมเอนโดกลูคาเนสจะยอยสลายพันธะบีตา-1,4- ไกลโคซิดิกแบบสุมทําใหโมเลกุล

ของเซลลูโลสสั้นลง เอนไซมมเอกโซกลูคาเนสจะยอยสลายพันธะบีตา-1,4- ไกลโคซิดิกดานปลายของโมเลกุล

ไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 2 โมเลกุลตอกันหรือท่ีเรียกวา เซลโลไบโอส (cellobiose) จากนั้นเอนไซมมเบตา

กลูโคสซิเดสจะยอยสลายโมเลกุลของเซลโลสไบโอสเปนน้ําตาลกลูโคส (glucose) (ทิพวรรณ, 2554) 

 ในปจจุบันไดมีขยะท่ีเกิดข้ึนจากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรในปริมาณท่ีมากจนไมสามารถยอยสลาย

ไดเองตามกระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติหากปลอยไวเปนเวลานานจะกอใหเกิดปญหาทางดานมลภาวะ

ตามมา เชน มลภาวะทางอากาศ เกิดกลิ่นท่ีไมพึงประสงค เปนตน ในการวิจัยครั้งนี้จึงคัดแยกจุลินทรียกลุมแอ

คติโนมัยซีทท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดและไดนําเอาวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาประยุกตใชเปนแหลง

คารบอนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียโดยมีวัตถุประสงคหลักในการเพ่ิมมูลคาและผลิตน้ําตาลจากของวัสดุเหลือ

ท้ิงทางการเกษตร รวมท้ังเปนการลดปริมาณขยะท่ีสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม 
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วัตถุประสงค 

     1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

     3. เพ่ือหาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

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

จุลทรรศน และลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ขอบเขตของการวิจัย 

     1. ทําการศึกษาวิจัยเพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ 

จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเชน หาแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม β-glucosidase เพ่ือใชในการผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตร 

     3. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีท ท่ีคัดเลือกจากเชื้อท่ีแยก
ได  โดยคัดเลือกจากอัตราสวนของโซนใสและขนาดของโคโลนี ท่ีวัดไดบนจานอาหารเลี้ยง เชื้ อ 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกลุมแอคติ
โนมัยซีท 

     2. ทราบถึงประโยชน และกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสท่ีแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทใชในการยอย
สลายเซลลูโลส 

     3. สามารถนําวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาประยุกตใชใหเกิดประโยชน เชน ใชเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนสําหรับใชในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียได 

     4. สามารถนําความรูท่ีไดรับจากการดําเนินงานวิจัยไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมได 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

แบคทีเรียท่ียอยเซลลูโลส 

 แบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดมีหลายกลุม เชน แบคทีเรียในกระเพาะอาหารของสัตวกิน
พืช, แบคทีเรียท่ีเจริญไดในสภาพท้ังท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน และแบคทีเรียท่ีเจริญในสภาวะท่ีไมมี
ออกซิเจน เปนตน แบคทีเรียท่ีตองการออกซิเจนจะยอยเซลลูโลส ไดผลิตภัณฑหลัก 2 ชนิดคือ CO2 และ 
สารอินทรียท่ีเปนองคประกอบของเซลล สวนราและแอคติโนมัยซีท จะได CO2 เปนผลิตภัณฑหลักและเกิด
กรดอินทรียในปริมาณนอย อัตราการยอยเริ่มตนจะถูกจํากัดดวยกระบวนการ oxidation ของคารโบไฮเดรต 
เพ่ือไมใหเกิดการสะสมของสารตัวกลาง ซ่ึงจะเกิดข้ึนขณะมีการใชน้ําตาล สวน mesophilic และ 
thermophilic anaerobe ไมสามารถยอยสารตั้งตนอยางสมบูรณได สารอินทรียหลายชนิดจึงถูกขับออกมา
เปนผลิตภัณฑสุดทาย ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจะเกิดการสะสมของ CO2, H2, ethanol และกรดอินทรีย เชน 
acetic acid, lactic acid และ succunic acid เปนตน 

 

แอคติโนมัยซีท 

 แอคติโนมัยซีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีสามารถสรางเสนใย(hyphae) สวนใหญสามารถสรางไดท้ัง
เสนใยใตผิวอาหาร(substrate mycelium) และเสนใยเหนือผิวอาหาร(aerial mycelium) หรือบางสายพันธุ
อาจพบเฉพาะเสนใยใตผิวอาหาร นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะโคโลนีของแอคติโนมัยซีทมีความแตกตางจาก
โคโลนีของแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ คือ มีลักษณะทึบแสงสรางเสนใยเหนือผิวหนาอาหาร โคโลนีแหงคลายผงแปง
หรือผิวโคโลนีเรียบคลายหนังสัตวและจะมีลักษณะคลายกํามะหยี่เม่ือสังเกตดวยตาเปลา สามารถสรางรงควัตถุ
ท่ีมีสีตางๆบนจานอาหารเชน สีขาว เทา สม เหลือง น้ําตาล ชมพู และสีดํา เปนตน แบคทีเรียในกลุมแอคติโน
มัยซีทยังมีความสามารถในการสรางสารแอนติไบโอติกท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค แบคทีเรีย 
เชื้อรา ไวรัส และสรางสารตานมะเร็งหรือเซลลเนื้องอก นับไดวาเปนแบคทีเรียกลุมหนึ่งท่ีมีความสําคัญ
ทางดานการแพทย และดานเภสัชกรรมในปจจุบัน 

 แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทพบไดท่ัวไปในสิ่งแวดลอมตางๆ โดยเฉพาะในดิน ซ่ึงเปนแหลงอาศัยอีก
ประเภทหนึ่งของจุลินทรียท่ีพบแอคติโนมัยซีทในปริมาณมากและมีความสําคัญในการยอยสลายซากพืชซาก
สัตวทําใหดินมีความอุดมสมบูรณและชวยใหเกิดวัฏจักรการหมุนเวียนธาตุอาหารในธรรมชาติ โดยท่ัวไป
แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทจะมีการสรางสารเมตาบอไลตท่ีสําคัญหลายชนิดและยังสามารถสรางเอนไซม
ออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) ไดหลายชนิดเชน เอนไซมเซลลูเลส β-glucosidase และเฮ
มิเซลลูเลส เปนตน โดยเอนไซมท่ีมีการสรางข้ึนจะมีความจําเพาะสําหรับการยอยสลายสารตั้งตน และ
ผลิตภัณฑท่ีแตกตางกัน 
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กลไกการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส 

 การยอยเซลลูโลสข้ันตนเกิดจากการท่ีโมเลกุลถูก hydrolyse โดยเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงเอนไซมจะเขา

ทําการยอยเซลลูโลสท่ีไมละลายน้ําใหอยูในรูปท่ีละลายน้ําได แตขอจํากัดในการทํางานของเอนไซมเกิดจากการ

ท่ีสารตั้งตนละลายน้ําไดนอย จากนั้น cellulose derivative ท่ีเกิดข้ึนก็จะถูกยอยตอ ไดเปน 

monosaccharide หรือ disaccharide ผลผลิตข้ันจอนตอมาของการยอยจะแตกตางกันตามชนิดของ

จุลินทรีย และเนื่องจากโมเลกุลของเซลลลูโลสไมสามารถเขาสูเซลลของจุลินทรียได ดังนั้นจุลินทรียจึงตองขับ

เอนไซมออกสูนอกเซลลเพ่ือยอยเซลลูโลสจนไดน้ําตาลท่ีละลายน้ํา จากนั้นจึงดูดซึมสูภายในเซลล เพ่ือเปน

แหลงคารบอนตอไป 

 กลไกการสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสประกอบดวย 2 ข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรกเปน 

prohydrolytic step คือสายโซ anhydroglucose จะถูกทําใหบวมข้ึน ข้ันท่ีสองเกิด hydrolytic clearvage 

ของสายโพลีเมอร 

 กลไกการทํางานเริ่มจากเซลลูโลสจะเกิดบวมตัว (swelling) พรอมกับมีการสลายพันธะไฮโดรเจน ซ่ึง

เกิดจากการทํางานรวมกันของ endoglucanase และ exoglucanase จะยอยสลายเซลลูโลสไดปลายอิสระ 

สวน exoglucanase จะดึงโมเลกุลของ cellobiose ออกจากปลายซ่ึงถูกยอยสลายตอไป โดย β-

glucosidase จนไดน้ําตาลกลูโคสอิสระ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 1 การทํางานของเอนไซมเซลลูเลส 
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ปจจุบันไดมีวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเปนจํานวนมากซ่ึงเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีกอใหเกิดมลภาวะทาง
อากาศจากการเผาวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเหลานี้ท่ีเกิดจาก ความรูเทาไมถึงการของเกษตรกร ดังนั้น
โครงการวิจัยการคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินเพ่ือผลิตน้ําตาล
จากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรจึงไดมีการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรียกลุมแอ
คติโนมัยซีทโดยนําวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใชประโยชนโดยการนํามาประยุกตใชเปนแหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจนเพ่ือเปนสารอาหารทดแทนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

ศศิธร และ นฤมล (2553) การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดิน ขอนไมผุ และปุยหมัก ภายในพ้ืนท่ี
ภาคเหนือตอนบน โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar ท่ีอุณหภูมิ 45, 50 
หรือ 55ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาแยกเชื้อตัวอยางได 125 ไอโซเลท นําเชื้อท่ีไดท้ังหมดไปทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ดวย congo red test ปรากฎผลของการเกิดบริเวณใสรอบรอย
เจริญของเชื้อเปนจํานวน 62 ไอโซเลท เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสโดยการ
เพาะเลี้ยงใน CMC broth พบวาไอโซเลท CM120-1 มีคา enzyme activity และ specific activity สูงกวา
ไอโซเลทอ่ืน โดยมีคาเทากับ 22.84 U/ml และ 0.15 U/ml protein ตามลําดับ มีสภาวะท่ีเหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลส ท่ีอุณหภูมิ 45ºC ในอาหาร pH 7 ภายหลังการบมนาน 96 ชั่วโมง จากการศึกษา
ลักษณะทางสัญฐานวิทยาและชีวเคมีเบื้องตนพบวาไอโซเลท CM120-1 จัดอยูในจีนัส Bacillus 

 Day and Workman (1982) เอนไซม β-glucosidase ท่ีพบในเชื้อรา Aspergillus terreus ท่ีทําให
บริสุทธิ์โดย acrylamide gel electrophoresis มีชวง optimal activity ท่ีอุณหภูมิ 50ºC pH 4.8 เอนไซม 
β-glucosidase มีคา Km เทากับ 0.78 และ 0.40 mM เม่ือใช p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside และ 
cellobiose เปน substrate ในการทําปฏิกิริยายอยสลายเซลลูโลสตามลําดับ พบวาน้ําตาลกลูโคสสามารถ
เปน competitive inhibitor ตอเอนไซม β-glucosidase ได ซ่ึงกลูโคสจะมีคา Ki เทากับ 3.5 mM  
นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม β-glucosidase มี specific activity เทากับ 210 IU และ 213 U/mg of 
protein เม่ือมีการใช p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside และ cellobiose เปน substrate  ปริมาณ
ไอออน  proteinase และปริมาณของ enzyme inhibitor ท่ีอยูในปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสไมสงผล
กระทบตอการทํางานของเอนไซม β-glucosidase ซ่ึงมี glycoprotein เปนองคประกอบหลักของเอนไซม
ชนิดนี้และประมาณ 65% ของสวนท่ีเปน glycoprotein จะมีคารโบไฮเดรตเปนคองประกอบหลัก น้ําหนัก
โมเลกุลของเอนไซมเทากับ 275,000 g/mol-1 การศึกษาเอนไซม β-glucosidase ท่ีสรางข้ึนจากเชื้อรา 
Aspergillus- terreus มีจุดประสงคเพ่ือใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล  

 เซลลูโลสเปนองคประกอบหลักของพืชท่ีพบในธรรมชาติซ่ึงมีเอนไซมท่ีใชในกระบวนการยอยสลาย
หลักๆ 3 ชนิด คือ enzyme exoglucanase, endoglucanase และ β-glucosidase โดยเอนไซมท้ัง 3 ชนิด
นี้จะมีกลไกในการยอยสลายเซลลูโลสท่ีแตกตางกันคือ enzyme exoglucanase และ enzyme 
endoglucanase จะยอยสลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลคูหรือ cellobiose จากนั้น enzyme β-
glucosidase จะยอยสลายโมเลกุลของ cellobiose ไปเปนน้ําตาลกลูโคสซ่ึงเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว จาก
การศึกษาดานการผลิตเอนไซมของจุลินทรียเพ่ือใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลในอดีต พบวาในอดีตมีการใช
เอนไซมชนิดหนึ่งท่ีผลิตข้ึนโดย Trichoderma reesei ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา กลาวคือไมสามรถ
ใหผลิตภัณฑท่ีเปนน้ําตาลไดตามท่ีตองการดวยเหตุนี้จึงมีการศึกษาเอนไซมจากจุลินทรท่ีสามารถยอยสลาย
เซลลูโลสหลายสายพันธุดวยกันไดแก Aspergillus phoenicis, Botryodiplodia theobromae, Lenziter 
trabea, Sclerotium rolfsii, และ Aspergillus terreus จากผลการศึกษาสรุปไดวาเอนไซม β-glucosidase 
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ท่ีผลิตจาก Aspergillus terreus มีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือใชในการผลิตน้ําตาลไดดีกวา
เอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียสายพันธุอ่ืนๆจากตัวอยางท่ีกลาวมา 

 Al-tai, A. M.  (1989) การคัดแยกแบคทีเรียกลุม cellulolytic actinomycetes จากตัวอยางดินใน
ประเทศอิรักพบวาแบคทีเรียกลุมท่ีแยกไดจากตัวอยางดินคือแอคติโนมัยซีทในกลุม Streptomyces sp. 
Strain AT7 มีลักษณะเฉพาะคือเปน nonfragmented vegetative hyphae สรางสปอรแบบไมอาศัยเพศท่ี
เรียกวา conidia เรียงตอกันเปนสายยาวบน aerial mycelium มีความสามารถในการสรางเอนไซมออกมา
ยอยสลาย L-diaminopimelic acid และกรดอะมิโนบางชนิดไดแก ไกลซีน ลิวซีน และอะดินีน เจริญบน
อาหาร mineral medium ท่ีมี Carboxymethylcellulose  (CMC) ในสภาวะท่ีเปนกรดและดางใหคารบอน
เปนผลิตภัณฑ รวมท้ังสรางเอนไซมท่ีอุณหภูมิแตกตางกันคือ 28º, 37º และ 48 ºC ผลของการขัดแยก 
cellulolytic microorganism จากตัวอยางดินในประเทศอิรัก ผลจากการเปรียบเทียบระหวางเอนไซมเซลลู
เลสท่ีไดจากเชื้อรา Trichoderma ressei ซ่ึงเปนเชื้อราในการกลุมท่ีตองการอากาศและเจริญไดในท่ีท่ีมี
อุณหภูมิปานกลางพบวาเอนไซมท่ีไดมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสและการยอยสลายใน
กระบวนการ saccharification มีคุณภาพท่ีตํ่ากวาเอนไซมเซลลูเลสท่ีสรางจาก Streptomyces sp. Strain 
AT7 ท่ีมีคุณสมบัติเปน thermoactinomycetes เนื่องจากในประเทศอิรักมีสภาพภูมิประเทศเปนแบบ
ทะเลทรายมีอุณหภูมิสูงจึงสงสงใหเอนไซมท่ีสังเคราะหออกมาจากจุลินทรียมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาจุลินทรียใน
กลุมท่ีเปน mesophile 

 Ibrahim and El-diwany (2007) Thermophilic cellulases producing bacteria ท่ีแยกไดจาก
น้ําพุรอน Egyptian โดยมีวิธีการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียท่ีเก็บจากตัวอยางดินและน้ําโดยการบมท่ีอุณหภมิ 70 
ºC เปนเวลา 3 สัปดาห มี 3 ไอโซเลทท่ีแยกไดคือ EHP1, EHP2 และ EHP3 ไดทําการศึกษาท้ัง 3 ไอโซเลท
โดยวิเคราะหลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางดานวิวัฒนาการของสารพันธุกรรมจากลําดับของ 16S rDNA เทียบ
กับฐานขอมูลทางคอมพิวเตอร  พบวา EHP1 มีลักษณะความคลายคลึงทางดานสารพันธุกรรมกับ
Anoxybacillus flavithermus สูงถึง 98.5% EHP2 มีสารพันธุกรรมคลายคลึงกับ Geobacillus- 
thermodenitrifican 98.5% และ EHP3 มีความคลายคลึงทางดานสารพันธุกรรมกับ Geobacillus- 
stearothermophilus 99% similarity มีปริมาณการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท่ีสูงมากในชวงการเจริญในระยะ 
stationary phase หรืออายุประมาณ 36 ชั่วโมง Anoxybacillus flavithermus (EHP2) เอนไซมเซลลูเลสท่ี
ตรวจพบเปนการตรวจพบในกระบวนการยอยสลาย CMC, cellobiose และ xylan แตไมสามารถตรวจพบใน
กิจกรรมการยอยสลาย p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside ยังตรวจพบวาเซลลูเลสมีอัตราในการยอย
สลาย CMC และ substrate ชนิดตางท่ีใชศึกษาในปริมาณท่ีสูง มี optimum temperature และ optimum 
pH ของ enzyme activity ท่ีอุณหภูมิ 75 ºC pH 7.5 ตามลําดับ 

 สมยศ(1987) การศึกษาหาเชื้อแอคติโนมัยซีท ทําโดยการเก็บตัวอยางดินถํ้าจํานวน 30 ตัวอยางจาก
ถํ้า 6 แหงในจังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี และสระบุรี พบวาสามารถแยกเชื้อนี้ไดจากถํ้ามังกรทอง 2.23%, ถํ้า
เขาแหลม 3.92%, ถํ้าสาริกา 7.23%, ถํ้าจอมพล 0.16%, ถํ้าเขาบิน 0.16% และถํ้าโพธิสัตว 0.84% คิดเปน
เชื้อแอคติโนมัยซีทท่ีแยกไดท้ังหมด 3.81% เม่ือนําเชื้อท่ีแยกไดมาทดสอบความสามารถในการสรางสาร
ปฏิชีวนะบนอาหารแข็งท่ีมีผลยั้บยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Bacillus subtilis ATCC 
6633, Streptococcus faecalis, Escherichia coli ATCC 10534, Pseudomonas aeruginosa NCTC 
10612 และ Candida albicans ATCC 10231 พบเชื้อ 51 สายพันธุจาก 104 สายพันธุ (49.04%) ท่ีสามารถ
สรางสารปฏิชีวนะได จําแนกเชื้อตามผลการยับยั้งเชื้อทดสอบออกไดเปน 6 กลุม คัดเลือกเชื้อ ST-13-2 ท่ี
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ใหผลดีตอการยับยั้งเชื้อทดสอบทุกชนิดบนอาหารแข็งมาศึกษา เพ่ือจําแนกบงชี้เชื้อและศึกษาการสรางสาร
ปฏิชีวนะในอาหารเหลว พบวาเชื้อท่ีคัดเลือก ST-13-2 จัดอยูในกลุมของ Streptomyces โดยมีลักษณะ
ใกลเคียงกับเชื้อ Streptomyces parvullus มากท่ีสุด การเพาะเลี้ยงเชื้อนี้ในอาหาร glucose soybean 

medium ท่ีมี pH 7.0 (กอนผานการฆาเชื้อดวยความดัน) ณ อุณภูมิ 23 ºC จะใหผลในการสรางสารปฏิชีวนะ

สูงสุด  

 Tako M (2009) Filamentous fungi เปนจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิต extracellular 
enzyme ท่ีมีคุณภาพดีซ่ึงมีคุณสัมบัติและบทบาทท่ีสําคัญในกระบวนการยอยสลายซากพืช และสารอินทรียใน
ธรรมชาติ โดยเฉพาะเชื้อราใน class Zygomycetes ท่ีมีความสําคัญและมีประโยชนในดานเทคโนโลยีชีวภาพ
ท่ีใชในกระบวนการยอยสลายตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย ในการทดลองในครั้งนี้ไดทําการศึกษาความสามารถ
ในการผลิตและกิจกรรมของเอนไซม cellobiohydrolases (1,4- β-D-glucan cellobiohydrolase) และ
เอนไซม beta-glucosidase จากเชื้อรา Mucor corticolus (syn.: M. circinelloides f. corticolus) และ
เชื้อรา Gilbertella persicaria ซ่ึงเอนไซมท่ีผลิตดังกลาวถือเปนกุญแจสําคัญในกระบวนการยอยสลายทางชีว
มวลของเซลลูโลสโดยจุลินทรีย และถือเปนการเพ่ิมมูลคาของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรอีกวิธีหนึ่ง 
วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้เพ่ือตรวจวัดปริมาณการผลิตเอนไซม cellobiohydrolases และเอนไซม 
beta-glucosidase จากกระบวนการหมักแบบ solid-state fermentation ท่ีใช ชานขาวโพดและใบขาวโพด

เปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 25 ºC เปนเวลา 12 วัน และพบวาเชื้อราท้ัง 2 สาย

พันธุคือ  Mucor corticolus และ Gilbertella persicaria สามารถเจริญไดดี ใหผลผลิตเอนไซมในปริมาณ
สูง 

Saadoun (2008) การศึกษาสภาวะท่ีมีอิทธิพลตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Streptomyces 

Sp. (Strain J2) โดยวิธีการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนจานอาหาร Cellulose Agar 

(CA agar) พบวาเชื้อ Streptomyces (strain J2) มีความสามารถในการสราง clear zone บน CA agar ซ่ึงมี

เสนผานศูนยกลาง 22 mm. และทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมพบวา crude enzyme มี activity สูงสุด

เทากับ 432 U/L แลวมาจัดจําแนกระดับความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส จากผลการทดลองพบวา 

94% ของเชื้อ Streptomyces ท่ีนํามาทําการทดสอบสามารถยอยสลายเซลลูโลสได มีเพียง 6% เทานั้น ท่ีไม

สามารถยอยสลายเซลลูโลสได และ Streptomyces (strain J2) ถูกจัดอยูในกลุมท่ีสามารถยอยสลาย

เซลลูโลสไดดีมาก ความหมายก็คือ Streptomyces (strain J2) ถูกจัดอยูในกลุมท่ีสามารถสราง clear zone 

ท่ีมีเสนผานศูนยกลางในชวง 20-25 mm. คิดเปน 1% ของเชื้อท้ังหมดท่ีใชในการทดสอบ การศึกษาครั้งนี้จะมี

การแปรผันสภาวะในการเพาะเลี้ยงเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลส เชนการเพาะเลี้ยง

ในอาหารท่ีมีสวนประกอบของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีแตกตางกัน รวมท้ัง สภาวะความเปนกรด

ดาง อุณหภูมิและระยะเวลาในการบม พบวาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสคือ น้ําตาลกลูโคส, 

NH4Cl อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเทากับ 30°C ในสภาวะท่ีเปนกลาง (pH 7) ระยะเวลาในการเพาะบมนาน 3 วัน 

ซ่ึงปจจัยท่ีกลาวมาจะทําใหเชื้อ Streptomyces (strain J2) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดในปริมาณท่ีสูงท่ีสุดเม่ือ

เปรียบเทียบกับทุกสภาวะท่ีใชในการทดลอง 
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Saadoun (2007) จากการคัดแยกเชื้อ Streptomyces ท้ังหมด 161 ไอโซเลท จากตัวอยางดิน
จํานวน 5 ตัวอยางจากประเทศจอรแดน เพ่ือนํามาศึกษา characterized และความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
กอโรคท่ีออกฤทธิ์เปน antagonistic เพ่ือใชในการผลิตยาตานเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ผลท่ีได
หลังจากการทดสอบคือมีเชื้อ streptomyces ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ Ps. aeruginosa จํานวน 3 ไอโซ

เลท คือ J2b, J4 และ J12 โดยในสภาวะการทดลองจะทําการบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 27 ºC และ 45 ºC 

ตามลําดับ พบวาท่ีอุณหภูมิ 45 ºC เชื้อ Streptomyces ท้ัง 3 ไอโซเลท สามารถสราง inhibition zone ท่ีมี

เสนผานศูนยกลางระหวาง 5 – 16 mm. จากขอมูลท่ีกลาวมาทําใหทราบถึง inhibition activity ของ 
Streptomyces ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa  

 Peela และ Kurada (2005) การคัดแยกแอคติโนมัยซีทจากตัวอยางดิน 26 ตัวอยางท่ีเก็บจาก 9 

เกาะบริเวณทะเลอันดามันในคาบสมุทรเบงกอล สามารถแยกแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีทไดท้ังหมด 88 ไอ

โซเลท แลวนํามาศึกษาลักษณะของสปอรโครงสรางของสายสปอรพบวา 64 ไอโซเลท มีลักษณะของสปอรท่ี

จัดอยูใน genus Streptomyces, 8 ไอโซเลทจัดอยูใน genus Micromonospora, 5 ไอโซเลทจัดอยูใน 

genus Norcardia, 7 ไอโซเลทจัดอยูใน genus Streptoverticilium และอีก 4 ไอโซเลทจัดอยูใน genus 

Saccharopolyspora จากเชื้อแอคติโนมัยซีทท้ังพบ 88 ไอโซเลท พบวามี 64 ไอโซเลทจัดอยูใน genus 

streptomyces spp. มี 44 ไอโซเลทท่ีมีคุณสมบัติเปน antibacterial activity และ 17 ไอโซเลทท่ีมี

คุณสมบัติเปน antifungal activity นอกจากนี้ยังพบอีก 3 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญ

ของเชื้อ antagonistic ท่ีชวยสงผลยับยั้งการดื้อยาของเชื้อกอโรคหลายชนิด 

 ทิพวรรณ (2554) การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากมูลสุกรไดทาการศึกษาคัดแยกจาก

มูลสุกรสดและจากมูลสุกรท่ีไดบอหมัก biogas โดยนามาวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโดยใชอาหาร CMC บมใน

สภาพไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง หาอัตราสวนของบริเวณโซนใสตอขนาดเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี (HC) ผลการคัดแยกพบวา การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสจากมูล

สุกรสด พบวามีเชื้อท่ีแสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส ท้ังหมด 20 ตัวอยาง จากบอหมัก biogas มีเชื้อท่ี

แสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส 9 ตัวอยาง จากการศึกษาลักษณะการเรียงตัวและการติดสีแกรมของเชื้อ

แบคทีเรียจากมูลสุกรสด ท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสได สามารถจัดกลุมแบคทีเรียได 8 กลุมและพบวา

ตัวอยางหมายเลข SD6R1C79 สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีท่ีสุด โดยมีคา HC เทากับ 3.88 เซนติเมตร 

สวนการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสจากมูลสุกรท่ีไดบอหมัก biogas พบเชื้อ

แบคทีเรียหมายเลข L(A) โดยมีคา HC เทากับ 3.09 เซนติเมตร ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะศึกษาถึงการจาแนกชนิด

เชื้อและหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสรางเอนไซมของเชื้อเพ่ือนาไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม

ตอไป 

 Jongjeen and Akio (2007) ศึกษาการคัดแยก การจัดจําแนก การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา

ทนรอน ท่ีมีคุณสมบัติ ในการสรางเอ็นไซมเซลลูเลสจากดินรอบรากพืชในปาชุมชนเข่ือนสิรินธร อ.สิรินธร จ.

อุบลราชธานี เม่ือนําตัวอยางดินมาคัดแยกเชื้อราบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ท่ีเติม 

Carboxymethyl cellulose (CMC) และ avicel (Av) บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-7 วัน ทํา



9 
 

การคัดแยกและจําแนกเชื้อราดวยวิธี slide culture เพ่ือตรวจสอบโครงสรางของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน

รวมกับการใชอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะ malt extract agar (MEA) และ Czapck’s agar (CZA) พบวาสามารถ

จําแนกเชื้อราทนรอนได 9 ชนิด ไดแก Arthoderma sp.Iolate 1, Arthoderma sp.Isolate 2, Aspergillus 

fumigates Fresenius, Aspergillus fumigatus var. ellipitcus, Aspergillus niger, Aspergillus thomii 

Smith , Bispora sp.,Penicillium sp. และ Thichothecium roseum เม่ือทดสอบกิจกรรมของเอนไซม

เซลลูเลสท่ีใช CMC หรือ Av เปนสับสเตรทดวย congo-red test หรือ Lugol’s iodine testmuj pH 3.0, 

7.0 และ 10.0 พบวา Aspergillus niger สามารถสราง endocellulase ไดดีท่ีสุดในทุกสภาวะ 

             กรรณิการและคณะ(2552) ทําการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท ซ่ึงเปนจุลินทรียกลุมท่ีเปนปฏิปกษโดยการ

สรางสารปฏิชีวนะท่ีสําคัญในสิ่งแวดลอม ท่ีอยูในดินแหลงตางๆ ซ่ึงเปนดินรอบรากขาวจากนาขาวในหลาย

จังหวัด ไดแก สุพรรณบุรี เชียงใหม กาฬสินธุ นนทบุรี และกรุงเทพฯ และดินรอบรากพืชท่ีเก็บจากจังหวัด

นครปฐม แลวนําจุลินทรียท่ีคัดแยกไดมาคัดเลือก และศึกษาสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค

ในขาวชนิดตางๆ รวมท้ังจําแนกสายพันธุของแอคติโนมัยสีท เพ่ือเปนความรูในการนําจุลินทรียกลุมนี้ไปใช

ประโยชนในการยับยั้งโรค ขาว และชวยสงเสริมการปลูกขาวเพ่ือพัฒนาดานเกษตรอินทรีย เม่ือทําการคัดแยก

เชื้อแลว นํามาทําใหไดเชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร แข็ง และเลี้ยงใหสรางสปอรจนเจริญดี เม่ือนํามาจําแนกตามกลุม

สีของสปอร สามารถแบงไดเปน 7 กลุมสี ตามลักษณะสีสปอร พบวากลุมสปอรสีเทามีสมาชิกจํานวนมากท่ีสุด

จากนั้นไดวิเคราะหชนิดของ diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลท่ีผานการยอย 

พบวาไอโซเลทสวนใหญท่ีพบเปนกลุมสเตรพโตมัยสีท  เม่ือนําไอโซเลทท่ีคัดแยกไดท้ังหมดมาทดสอบการยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรีย กอโรคขาว ท่ีเปนสาเหตุของโรคขอบใบแหง โรคถอดฝกดาบ โรคใบจุดสีน้ําตาล และ

โรคกาบใบแหง พบวามี 41 ไอโซเลทท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด และพบวาไอโซเลท K8S3 มี

สมบัติเหมือนกับ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงเปนไอโซเลทท่ีมีความสามารถสูงท่ีสุดในการยับยั้ง

จุลินทรียทดสอบได เกือบทุกชนิด และมีผลตอการสงเสริมการงอกของเมล็ดขาวไดดีท่ีสุด นอกจากนี้ยังได

คนพบแอคติโนมัยสีทสายพันธุใหม คือ Pseudonocardia acaceae ไอโซเลท GMKU095 เจริญไดดีท่ี pH 

6-7 อุณหภูมิระหวาง 36-38 องศาเซลเซียส ยอยสลายยูเรียได สรางกรดจากน้ําตาลหลายชนิด เชน ฟรุคโตส 

กลูโคส และสามารถยอยสลายเจลาติน 

 

 

 



10 
 

บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

1. อุปกรณและเคร่ืองมือ 

      1.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการคัดแยกเชื้อ 

1.1.1 จานเพาะเชื้อแบบแกว (Petri dishes) 

1.1.2 ลวดเข่ียเชื้อ , เข็มเข่ียเชื้อ (Loop , Needle) 

1.1.3 ขวดรูปชมพู ขนาด 250 ml (Flask) 

1.1.4 ขวดรูปชมพู ขนาด 100 ml (Flask) 

1.1.5 ขวดวัดปริมาณ ขนาด 100 ml (Volumetric Flask) 

1.1.6 ขวดวัดปริมาณ ขนาด 500 ml (Volumetric Flask) 

1.1.7 ขวดวัดปริมาณ ขนาด 1,000 ml (Volumetric Flask) 

1.1.8 ฮีมาไซโตมิเตอร (Haemacytometer) 

1.1.9 หลอดทดลองฝาเกลียว (Test Tube) 

1.1.10 ปเปต ขนาด 1-5 ml (pipet) 

1.1.11 กระบอกตวง (Cylinder) 

1.1.12 หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) 

1.1.13 เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง 

1.1.14 ตูถายเชื้อ (Laminar flow) 

1.1.15 ตูอบไอรอน (Hot air oven) 

1.1.16 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

1.1.17 เครื่องวัดคาความเปนกรด – ดาง (pH meter) 

1.1.18 กลองจุลทรรศน  

1.1.19 ตูดูดควัน (Laboratory fume hood) 

1.1.20 ตูบมเชื้อ 30 องศาเซลเซียส (Incubator) 

1.1.21 เครื่อง Vortex mixer 

1.1.22 ตูบมแบบเขยา (Incubator shaker) 

 

2. สารเคมี 

     2.1 สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

 2.1.1   4-Nitrophenyl-β-D-glucopyranosiduronic acid (pNPG) 

  2.1.2   p-Nitrophenol (pNP) 
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  2.1.3   โซเดียมอะซีเตท บัฟเฟอร pH 5.0 

  2.1.4   3,5-Dinitro salicylic acid (DNS) 

  2.1.5   0.1 M โซเดียมคารบอเนต (Na2co3) 

  2.1.6   lactophenol cotton blue 

  2.1.7   70% alcohol 

 3. อาหารเลี้ยงเช้ือ 

      3.1 อาหารท่ีใชคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท 

  3.1.1   อาหารแข็ง starch casein agar 

  3.1.2   อาหารท่ีใชทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส carboxymethyl -

cellulose agar (CMC agar) และ carboxymethylcellulose broth (CMC broth)  

 4. วิธีการทดลอง 

      4.1 การเก็บตัวอยางดินบริเวณแปลงทดลอง เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

  เก็บตัวอยางดินในพ้ืนท่ีแปลงทดลอง เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ โดยทําการเก็บตัวอยาง

แบบสุมตามระยะทางของเสนทางเดินปาในแตละแปลงทดลอง เลือกบริเวณท่ีหางจากทางเดินเพ่ือปองกันการ

ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียจากภายนอก โดยลักษณะของดินท่ีเลือกทําการเก็บตัวอยางจะตองเปนดินท่ีมีซาก

พืช ซากสัตวปกคลุม และมีลักษณะท่ีบงบอกถึงการรอดชีวิตของจุลินทรีย จากนั้นเก็บตัวอยางโดยทําการกวาด

ผิวหนาดินออก ขุดลึกลงไปจากหนาดินใหมีความลึกประมาณ 6 นิ้วใหมีลักษณะรูปตัววี (V shave) เก็บ

ตัวอยางดินประมาณ 50 กรัม ลงในถุงเก็บตัวอยาง 

      4.2 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีท 

  4.2.1   ข้ันตอนการ pretreatment ทําการชั่งตัวอยางดิน 1 กรัม ท่ีเก็บจากแปลงทดลอง 

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ ลงในหลอดทดลองท่ีมีน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวย

เครื่อง vortex mixer บมท่ีอุณภูมิ 50 ºC เปนเวลา 15 นาที 

  4.2.2   ทําการเจือจางใหไดระดับความเจือจางท่ี 10-8 จากนั้นใชปเปตดูดสารละลาย

แขวนลอยของตัวอยางดินปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread plate บนจานอาหาร starch casein agar (SCA 

agar) จุมแทงแกว spreader ลงใน 95% alcohol จากนั้นเกลี่ยสารละลายแขวนลอยดเชื้อใหแหงนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน 
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  4.2.3   คัดเลือกโคโลนีท่ีเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทแสดงท่ีมีลักษณะแตกตางมา

แยกใหบริสุทธิ์ โดยคัดเลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะผิวหนาหยาบ ไมมันวาว เปนผงคลายกํามะหยี่ สามารถสราง 

substrate mycelium, aerial mycelium และสปอรบนผิวหนาโคโลนี นํามา cross streak บนจานอาหาร 

starch casein agar (SCA agar) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน เม่ือไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวทําการ

เก็บเชื้อเพ่ือเปน stock culture บนอาหาร starch casein agar slant บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน 

จากนั้นนําไปแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เพ่ือเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 

      4.3 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose(CMC) agar 

  4.3.1   น้ําเชื้อท่ีแยกไดมาทําใหการเจริญเติบโตอยูในสภาพวองไวโดยการ cross -streak 

บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําเชื้อบริสุทธิ์ท่ี

แยกไดมา point inoculation โดยใชเข็มเข่ียปลายตรงปลอดเชื้อแตะบนโคโลนีของแอคติโนมัยสีท point บน
จานอาหาร Carboxymethylcellulose(CMC) agar ท่ีแบงจานอาหารออกเปน 4 สวนเทาๆกัน เม่ือทําการ 

point inoculation เสร็จนําไปบมท่ีอุณภูมิ 30 ºC เปนเวลา 5 วัน โดยทําการทดลองไอโซเลทละ 3 ซํ้า 

  4.3.2   เม่ือทําการบมครบ 5 วัน ทําการทดสอบการยอยสลายเซลลูโลสโดยการราดดวย 
gram iodine ท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 5 นาที สังเกตุลักลัษณะของการสรางโซนใส วัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนใสและขนาดของโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหาร จากนั้นหาคาเฉลี่ย และอัตราสวนระหวาง
ขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

  4.3.3   คัดเลือกไอโซเลทท่ีใหคาอัตราสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาด
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีสูงสุดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส โดยในการวิจัยในครั้งนี้จะศึกษา
กิจกรรมของเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส และปริมาณน้ําตาลรีดิ้วซในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีหลงเหลือในอาหารเลี้ยง
เชื้อหลังจากทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

 

      4.4 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส (Tako,M. 2009) 

  4.4.1   นําเชื้อไอโซเลทใหคาอัตราสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาด
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีสูงสุดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสโดยนํามาปรับความขุนของ
สปอรใหมีปริมาณสปอรเทากับ 1×108 สปอร/มิลลิลิตร เพ่ือเปนเชื้อเริ่มตน (starter) จากนี้ใชปเปตปลอดเชื้อ
ดูด spore suspension ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร Carboxymethylcellulose(CMC) broth 50 
มิลลิลิตรท่ีบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร บมแบบเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 rpm เปนเวลา 20 
วัน  

  4.4.2   ทําการเก็บ crude enzyme โดยนําเชื้อท่ีเลี้ยงในอาหาร CMC broth ใสลงในหลอด 
centrifuge tube ปริมาตร 5-7 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 

20 นาที จากนั้นเทสวนใสลงในหลอดปลอดเชื้อแชแข็งท่ี -20 ºC เพ่ือใชสําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของ
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เอนไซมและตรวจวัดปริมาณของน้ําตาลรีดิ้วส (ในข้ันตอนนี้จะทําการปน crude enzyme ในวันท่ี 0, 5, 10, 
15 และ 20 ของการบม) 

  4.4.3   วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส โดยการเติมสารละลาย crude 
enzyme ปริมาตร 100 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร 

pH 5.0 ปริมาตร 800 µl บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เพ่ือปรับอุณหภูมิของระบบประมาณ 2-3 

นาที แลวปเปตสารละลาย pNPG ท่ีมีความเขมขน 0.7 mM ปริมาตร 100 µl. ลงในหลอดทดลอง นําไปบมใน 

water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm โดยการทดลองจะทํา 3 ซํ้า 

  4.4.4   การเตรียมชุดควบคุมการทดลอง เตรียม bank โดยปเปตสารละลาย 0.1 M. 
โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0  ปริมาตร 1,000 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม

สารละลาย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 มิลลิลิต  นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปน

เวลา 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm.  

  4.4.5   การเตรียมชุดควบคุมการทดลอง เตรียมชุดควบคุมสับเสตรทโดย ปเปตสารละลาย 
pNPG ท่ีมีความเขมขน 0.7 mM ปริมาตร 100 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M 

โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 900 µl นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 

นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 405 nm 

  4.4.6   การเตรียมชุดการทดลอง โดย ปเปตสารละลาย crude enzyme  ปริมาตร 100 µl. 
ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M. โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 900 µl. 

นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M. โซเดียมคารบอเนต 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm. นําคาท่ีวัดไดจากขอ 4.3.6 – 
4.3.9 มาหาคาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริงของปฏิกิริยาจาก  

สูตร  คาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริง = คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา – คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

เม่ือไดคาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริงของปฏิกิริยาแลวนําคาท่ีไดไปแทนในสมการของกราฟมาตรฐานของ para-
nitrophenol (pNP)  ท่ีมีสมการคาความชั้นเทากับ y = 0.0043x + 0.0008 ท่ีมีคา R2= 0.9997 เพ่ือเทียบ
หาปริ ม าณ เอน ไซม เ บต า -กลู โ คสิ เ ดส  ท่ี ใ ช ใ นการย อยสลายสั บ เ ต รท  para-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside (pNPG) ใหไดผลิตภัณฑเปน para-nitrophenol (pNP) ในหนวย ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 

  4.4.7   เตรียมกราฟมาตรฐานสารละลาย para-nitrophenol โดยเจือจางสารละลาย para-
nitrophenol ใหมีความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400, 500 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการ
วิเคราะหตามวิธีในขอ 4.4.1-4.4.3 เขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ para-
nitrophenol 
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กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม (U/ml) เทากับปริมาณของเอนไซมท่ีใชในการยอยสลายสับเตรท 
para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNPG) ใหไดผลิตภัณฑเปน para-nitrophenol (pNP) ไมโคร
โมลตอมิลลิลิตร จาก กราฟมาตรฐาน para-nitrophenol (pNP)  

 

รูปท่ี 2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย para-nitrophenol ท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

  4.4.7   การคํานวณกิจกรรมของเอนไซม  

กิจกรรมของเอนไซม(U/ml) = [A (405 nm) × 10 x d]/t 

เม่ือ  A (405 nm)  เทากับ คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 

  10  คือ เทียบปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร 

   D   คือ dilution factor  

  t  คือ เวลาท่ีใชทําปฏิกิริยา 

      4.5 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Saqib, 2011) 

  4.5.1   นําตัวอยางท่ีตองการหาความเขมขนของน้ําตาล ใสลงในหลอดทดลองปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร 

  4.5.2   เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองท่ีมีตัวอยาง นําไปตม
ในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 

  4.5.3   เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร 
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  4.5.4   เตรียมกราฟมาตรฐานของน้ําตาล โดยเจือจางสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานให
มีความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400, 500 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อบ D-glucose ท่ี 90 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมงกอนนํามาใช) ทําการวิเคราะหตามวิธีในขอ 4.5.1-4.5.3 เขียนกราฟระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงและความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 

 

 

รูปท่ี 3 กราฟมาตรฐานของสารละลายนาตาลกลูโคสท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

  4.5.5   การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เม่ือไดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรของตัวอยาง

ท่ีตองการ นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดแทนในสมการท่ีไดจากกราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกลูโคส  

y = 0.0039x + 0.0481 ท่ีมีคา R2 = 0.9976 จะไดปริมาณน้ําตาลกลูโคสในหนวยไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 

      4.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 โดยการเพาะเลี้ยงบน

อาหารท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน 

  4.6.1   การหาแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม โดยการแปรผันแหลงคารบอน

จากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยการใชรําและฟางขาวเปนแหลงคารบอน มีวิธีการศึกษาคือ เริ่มจากการ

คัดเลือกวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ไดแก รําและฟางขาว ท่ีมีลักษณะสด ใหม ไมมีการเจริญของเชื้อรา

จากนั้นนําฟางขาวมาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ผึ่งแดดใหแหงเปนเวลา 2 วัน นํามา

บดดวยเครื่องบดแลวรอนดวยตะแกรงรอนท่ีมีขนาด 0.2 มิลลิเมตร ชั่งน้ําหนักฟางขาวท่ีผานการรอน 40 กรัม 

แชใน 1% โซเดียมไฮดรอกไซด นาน 2 ชั่วโมง ลางดวยน้ําประปา จนกระท่ังวัด pH ไดเทากับ 7  
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   4.6.2   นําวัสดุท่ีผานข้ันตอนการเตรียมจากขอ 4.6.1 มาใชทดแทนแหลงคารบอนในสูตร

อาหาร Carboxymethyl cellulose(CMC) broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตรจากนั้น inoculation 10% spore 

suspension ของเชื้อแอคติโนมัยซีท ไอโลเลท CDF2L1D13 บมแบบเขยาท่ีอุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 100 

rpm. เปนเวลา 20 วัน แลวทําการเก็บตัวอยางในวันท่ี 0, 5, 10, 15 และ 20 ของการบม โดยการปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 20 นาที เก็บสวนใสของสารละลายแขวนลอยดท่ี -20 °C เพ่ือทําการวัด

กิจกรรมของเอนไซมและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  

  4.6.3   การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส โดยการแปรผันแหลงไนโตรเจนบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethyl cellulose(CMC) broth ทําไดโดยการเปลี่ยนแหลงไนโตรเจนของอาหาร

จาก yeast extract เปน peptone และ แอมโมเนียมซัลเฟต จากนั้นทําการทดลองดังขอท่ี 4.6.2 

      4.7 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีส 

  4.7.1   ทําการคัดเลือกเชื้อไอโซเลทท่ีใหคาอัตราสวนระหวางขนาดของโคโลนีและขนาดของ

เคลียรโซนท่ีสูงท่ีสุดคือ CDF2L1D13 ซ่ึงมีคาอัตราสวนระหวางโคโลนีและโซนใสเทากับ 14.02 มา cross 

streak บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน เพ่ือทําใหเชื่อ

อยูในสภาพท่ีพรอมตอทดสอบ จากนั้นนําไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนดวยเทคนิค cover slip 

culture บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar)  

  4.7.2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีท

ดวยเทคนิค cover slip culture ทําไดโดยการใชลูปปลอดเชื้อ เข่ียเชื้อแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 

จํานวน 2 ลูป ลงบนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) ดวยวิธีการ simple streak จากนั้นใช 

cover slip ปลอดเชื้อปกลงไปในเนื้อวุนโดยใหกระจก cover slip ปกอยูในลักษณะเอียงทํามุมประมาณ 45 

°C บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 7 วัน 

  4.7.3   เม่ือบมเชื้อครบ 7 วัน ใชปากคีบ (forceps) จุม 95% แอลกอฮอลผานเปลวไฟ (ทํา 

2 ครั้ง) คีบกระจก cover slid ท่ีปกอยูในจานอาหารวางบนกระจกสไลดแลวหยดดวยสียอม 0lactophenol 

cotton blue 1 หยดเพ่ือทํา cover slip culture  

  4.7.4   ศึกษาลักษณะของสายสปอรของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท 

CDF2L1D13 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast microscope เพ่ือศึกษาลักษณะของเสนใยและ

สายโซสปอร  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

1. ผลการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท จากตัวอยางที่เก็บจากพ้ืนที่แปลง

ทดสอบเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

 จากการเก็บตัวอยางดินบริเวณใตตนไม ท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีแปลงทดสอบเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทโดยใชเทคนิคการ Spread plate บนอาหาร starch casein agar 

(SCA agar) จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 7 วัน สังเกตุลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอ

คติโนมัยสีทท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหาร แลวทําการคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ cross streak บนอาหาร starch 

casein agar (SCA agar) จนไดลักษณะโคโลนีท่ีเปนเชื้อบริสุทธิ์ สามารถคัดแยกเชื้อไดท้ังหมด 190 ไอโซเลท 

2. ผลการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโน-
มัยซีทบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Carboxymethylcellulose (CMC) agar  

ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ย อ ย ส ล า ย เ ซ ล ลู โ ล ส บ น จ า น อ า ห า ร เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar ของแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีทท่ีคัดแยกไดท้ัง 190 ไอโซเลท 
โดยการวัด clear zone ท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหารหลังจากทําการบมเปนเวลา 5 วัน ท่ีมีการราดดวยแกรม
ไอโอดีน พบวาเชื้อแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 มีอัตราสวนระหวาง clear zone กับ โคโลนีสูงสุดซ่ึง
มีคาเทากับ 14.02 (วัดในหนวยมิลลิเมตร) ดังรูปท่ี 4 

 

  

 

  

 

 

 

 

รูปท่ี 4 แสดงลักษณะการยอย carboxymethyl cellulose บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อของไอโซเลท 

CDF2L1D13 
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3. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส)  

ในอาหารเลี้ยงเช้ือ CMC broth 

0

0.311

0.258

0.152
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กราฟแสดงกจิกรรมของเอนไซม์ เบต้า-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC กrotง (เกบ็ fซask เดียว)

กิจกรรมของเอนไซม์ U/ml

 

 

รูปท่ี 5 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth  

 จากกราฟรูปท่ี 5 จะพบวา ปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส สูงสุดในวันท่ี 3 ของการเพาะเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเหลว CMC broth โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุดเทากับ 0.311 U/ml และจะ

ลดลงในวันท่ี 7 ของการบม และจะมีการลดลงเรื่อยๆ จนถึงวันท่ี 10 ของการบม ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซม

เทากับ 0.152 U/ml.  

4.  ผลการวิเคราะหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ในอาหารเล้ียงเช้ือ CMC broth   

เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC broth ท่ีทําการเพาะเลี้ยง 

เชื้อแอคติโนมัยซีสเพ่ือผลิตเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส เปนเวลา  0, 3, 7 และ 10 วัน พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อมีจํานวนเพ่ิมข้ึนเม่ือระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อเพ่ิมข้ึน ซ่ึงอาจเนื่องมาจาก CMC 
เปนสารโมเลกุลใหญโดยเปนโมเลกุลของกูลโคสมาตอกันเปนสายท่ีเรียกวา polysaccharide  การยอยสลาย
สารนี้จะเกิดข้ึนเม่ือจุลินทรียเจริญในชวง log phrase และมีการใชสารนี้เปนแหลงอาหารสําหรับการ

เวลาบม่ (วนั) 

กิจ
กร

รม
ขอ

งเ
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ไซ
ม ์

U
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l 
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เจริญเติบโต เม่ือการเจริญเติบโตเขาสูระยะ stationary pharse และ death pharse จุลินทรียจะเริ่มหยุด
การเจริญเติบโต ดังนั้นจึงพบวามีการนําน้ําตาลท่ีไดจากการยอยสลาย CMC ไปใชนอยลง จึงปรากกฎการ
หลงเหลือปริมาณน้ําตาลรีดิวซเปนจํานวนมากในวันท่ี 10 ของการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพ่ือผลิตเอนไซม 

 

 

 

รูปท่ี 6 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC broth เม่ือทําการวิเคราะหตัวอยางในวันท่ี 0, 3, 
7 และ 10  

5. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส) เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยใชฟางขาวและรําเปนแหลงคารบอน 
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กราฟแสดงการเปรียบเทียบกจิกรรมของเอนไซม์เบต้า-กลโูคสิเดส บนอาหาร CMC broth 

ที�ม ีฟางข้าวและรํา เป็นแหล่งคาร์บอน

รํา

ฟางข้าว

 

รูปท่ี 7 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth ท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอนโดยใชฟางขาวและรําเปนสับสเตรท 

 จากกราฟรูปท่ี 7 จะเห็นไดปริมาณการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอนท่ีมี

ฟางขาวและรําสับเตรท พบวารําเปนแหลงคารบอนท่ีเหมาะตอการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงจะมีคา

กิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2.639 U/ml.ในวันท่ี 15 ของการบม เม่ือเปรียบเทียบกับคากิจกรรมของ

เอนไซมท่ีผลิตจากฟางขาวพบวากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดในวันท่ี 15 และ 20 ของการบมซ่ึงมีกิจกรรมของ

เอนไซมเทากับ 2.48 U/ml แสดงวาแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 สามารถใชรําเปนแหลงคารบอนใน

การเจริญและผลิตเอนไซมไดดีกวาการใชฟางขาว 

6. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส) เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยการใช peptone และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
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ที�มี peptone  และ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน  

peptone

(NH4)2SO4 

 

รูปท่ี 8 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth ท่ีมีการแปรผันแหลงไนโตรเจนโดยใช peptone และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนสับสเตรท 

 จากกราฟรูปท่ี 8 พบวาเช้ือไอโซเลท CDF2L1D13 มีการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในปริมาณท่ี

สูงใน peptone ซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนท่ีไดจากสิ่งมีชีวิต โดยใชคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส

เทากับ 0.417, 5.443, 5.232, 5.337 และ 5.285 U/ml โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสสูงสุด

อยูท่ี 5.443 U/ml ในวันท่ี 5 ของการบม และการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในแหลงไนโตรเจนท่ีเปน

แอมโมเนียมซัลเฟต มีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 0.734, 5.337, 5.179, 4.914 และ 4.597 เม่ือ

เปรียบเทียบกับปริมาณเอนไซมท่ีไดตามท่ีแสดงในกราฟ พบวา peptone เปนแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ

การเจริญของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CDF2L1D13 และจากแหลงไนโตรเจนท้ังสองแหลงจะสงเสริมการผลิต

เอนไซมไดดีในวันท่ี 5 ของการบมเชื้อ จากนั้นเม่ือใชเวลาในการบมนานข้ึนจะทําใหคากิจกรรมของเอนไซมลด

ต่ําลงเรื่อยๆ ตามขอมูลท่ีแสดงในกราฟ 
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7. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท 

      7.1 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทไอโซเลท CDF2L1D13 บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ starch casein agar (SCA agar) 

รูปท่ี 9 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ starch casein agar ของไอโซเลท CDF2L1D13 

ลักษณะโคโลนีของไอโซเลท CDF2L1D13 

 โคโลนีมีลักษณะการเจริญตามรอย streak ขนาดเล็ก ขอบหยัก สราง substrate mycelium สีขาว 

aerial mycelium สีขาว สรางสปอรสีดํามีลักษณะคลายผงถาน 
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7.2 ลักษณะเสนสายโซสปอร และลักษณะเสนใยภายไดกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast 

microscope  

 

รูปท่ี 10 แสดงลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast microscope ของไอโซเลท 

CDF2L1D13  

 ลักษณะสายโซสปอรมวนเปนวงกลมคลาย loop สายโซสปอรมีลักษณะเรียงตอกันเปนทอนๆ ภายใต

เสนใย คาดวานาจะอยูใน genus streptosporangium 
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บทที่ 5  

สรุปการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดิน เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ท่ีเก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ และไดทําการแยกเชื้อ

แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทท้ังหมด 190 ไอโซเลท จากนั้นไดนําเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดมาทดสอบความสามารถ

ในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงใหผลการทดลองดังตอไปนี้ 

 5.1 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในกลุ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 

 5.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

      กา ร ทด สอ บคว าม ส า ม า ร ถ ใ นก า รย 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   

 5.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงคารบอนในอาหาร CMC broth 

      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  
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5.4 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  

5.5 ผลการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเชื้อไอโซเลท 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 

 ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมนอกเหนือจากเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส เชน เอนไซม exo-

glucanase และ endo glucanase รวมท้ังปริมาณโปรตีนเพ่ือตรวจสอบวาเปนโปรตีนท่ีตองการหรือไม 

รวมท้ังจะทําใหมีขอมูลพ้ืนฐานและงายสําหรับการศึกษาตอยอดในอนาคต  
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ภาคผนวก ก. 

อาการเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 

1.   อาหารเล้ียงเช้ือ Starch-Casein Agar 

Casein        1.0 g 

Soluble starch       10.0 g 

K2HPO4        0.5 g 

Agar        15.0 g 

 น้ํากลั่น        1,000 ml 

 ปรับ pH 7-7.2 

2.   อาหารเล้ียงเช้ือ Carboxymethylcellulose (CMC) Agar 

 NaNO3        2.0 g 

 K2HPO4        1.0 g 

 MgSO4        0.5 g 

 KCl        0.5 g 

 Carboxymethylcellulose sodium salt    2.0 g 

 Peptone       0.2 g 

 Agar        17.0 g 

 น้ํากลั่น        1,000 ml 

ปรับ pH 7.0-7.2 
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63.   อาหารเล้ียงเช้ือ Soil extract agar 

Peptone       1.0 g 

K2HPO4        0.5 g 

Yeast extract       1.0 g 

(H2NO4)2HPO4       1.0 g 

MgSO4        0.05 g 

FeCl3                                                                     0.01 g 

CaCl 2                                                                 0.1 g 

Agar                                                                  15 g 

Soil extract                                                  250 ml 

น้ํากลั่น                                                             750 ml 

การเตรียม Soil extract 

     ชั่งดิน 1000 g ใสลงในนํากลั่น 1,000 ml นําไปตมเปนเวลา 20 นาที เติม CaCO3 0.5 g ตั้งท้ิงไว

ใหตกตะกอนแลวนําไปกรองเพ่ือแยกสารแขวนลอย 

4.   อาหารเล้ียงเช้ือ Carboxymethylcellulose Congo red agar 

 K2HPO4        0.5 g 

 MgSO4        0.25 g 

 CMC sodium salt      1.88 g 

 Congo red       0.2 g 

 Agar        15 g 

 Galatin        2.0 g 

 Soil extract        100 ml 

 น้ํากลั่น         1,000 ml 

5.   อาหารเล้ียงเช้ือ ISP medium 8 

 Beef Extract       3.0 g 

 Peptone       5.0 g 

 KNO3        1.0 g 

 น้ํากลั่น         1,000 ml 

 ปรับ pH 7.0 
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5.   อาหารเล้ียงเช้ือ Glucose Asparagine Agar 

 Glucose       10.0 g 

 Asparagine       0.5 g 

 K2HPO4        0.5 g 

 Agar        15.0 g 

 น้ํากลั่น        1,000 ml 

 ปรับ pH 6.8 

6.   อาหารเล้ียงเช้ือ ISP medium 9 

 (NH4)2SO4       2.64 g 

 KH2PO4        2.38 g 

 K2HPO4        5.65 g 

 MgSO4.7H2O       1.0 g 

 Trace salt solution      1 ml 

 น้ํากลั่น        1,000 ml 

 ปรับ pH 6.9-7.0 

7.   อาหารเล้ียงเช้ือ Carboxymethylcellulose (CMC) Agar 

 Carboxymethylcellulose (CMC)    5.0 g 

 Yeast extract       1.0 g 

 (NH4)2SO4       1.0 g 

 Agar        15 g 

 น้ํากลั่น        1,000 ml 
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ภาคผนวก ข. 

ผลการทดลองขอมูลดิบ 

ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม β-glucosidase บนอาหาร CMC broth 

ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม บนอาหาร CMC broth 

ครั�งที� 1 ครั�งที� 2 ครั�งที� 3 เฉลี�ย Con. Sub.Con. Enz.

0 0.009 0.007 0.008 0.008 0.002 0.006 0 0

3 0.012 0.014 0.012 0.013 0.002 0.005 0.006 0.311

7 0.011 0.018 0.013 0.014 0.002 0.007 0.005 0.258

10 0.013 0.012 0.015 0.013 0.002 0.008 0.003 0.152

วันที�
ค่าการดูดกลืนแสงที� 405 nm

A ที�แท้จริง กิจกรรมของเอนไซม์ U/ml

ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี peptone เปนแหลง

ไนโตรเจน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
กิจกรรมของเอนไซม 

U/ml ครั้งท่ี 
1 

ครั้งท่ี 
2 

ครั้งท่ี 
3 

เฉลี่ย 
Con. 
Sub. 

Con. Enz. 

0 0.010 0.011 0.015 0.012 0.002 0.002 0.008 0.417 

5 0.110 0.110 0.112 0.111 0.002 0.006 0.103 5.443 

10 0.108 0.105 0.103 0.105 0.002 0.004 0.099 5.232 

15 0.116 0.103 0.105 0.108 0.002 0.005 0.101 5.337 

20 0.110 0.108 0.110 0.109 0.002 0.007 0.100 5.285 
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ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี (NH4)2SO4 

เปนแหลงไนโตรเจน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
กิจกรรมของเอนไซม 

U/ml ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 
Con. 
Sub. 

Con. 
Enz. 

0 0.022 0.019 0.019 0.020 0.003 0.003 0.014 0.734 

5 0.122 0.098 0.099 0.106 0.003 0.002 0.101 5.337 

10 0.101 0.102 0.110 0.104 0.003 0.003 0.098 5.179 

15 0.101 0.103 0.100 0.101 0.003 0.005 0.093 4.914 

20 0.100 0.095 0.102 0.099 0.003 0.009 0.087 4.597 

 

ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี ฟางขาวเปน

แหลงคารบอน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
กิจกรรมของเอนไซม 

U/ml ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 
Con. 
Sub. 

Con. 
Enz. 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

5 0.154 0.158 0.165 0.159 0.140 0.009 0.010 0.523 

10 0.165 0.167 0.153 0.162 0.140 0.018 0.004 0.205 

15 0.199 0.198 0.200 0.199 0.140 0.009 0.050 2.639 

20 0.196 0.200 0.201 0.199 0.140 0.010 0.049 2.586 
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30 

ตารางบันทึกผลการวัดกิจกรรมของเอนไซม เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี รําเปนแหลง

คารบอน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
กิจกรรมของเอนไซม 

U/ml ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 
Con. 
Sub. 

Con. 
Enz. 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

5 0.158 0.174 0.167 0.166 0.143 0.002 0.021 1.105 

10 0.164 0.152 0.155 0.157 0.143 0.004 0.010 0.523 

15 0.195 0.203 0.196 0.198 0.143 0.008 0.047 2.480 

20 0.200 0.200 0.203 0.201 0.143 0.011 0.047 2.480 

 

การหาคา A ท่ีแทจริง  

   Aท่ีแทจริง =  (Con. Sub + Con. Enz) – เฉลี่ย 

การหากิจกรรมของเอนไซม 

แทน Aท่ีแทจริงใน Y         ในสูตร    Y = 0.0063X + 0.0194   ; R2= 0.9997 ซ่ึงไดจากกราฟมาตรฐาน 

pNP 

นําคา X ท่ีได แทน ApNP        ในสูตร     activity of Enzyme (U/ml) =    ApNP  x 10 

 

วิธีคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากสมการ y = 0.0039x – 0.0481,  R2 = 0.9976 

  แทนคาการดูดกลืนแสงเฉลี่ย ใน y ในสมการ y = 0.0039x – 0.0481 โดยแทน y = 0.057 

            0.057 = 0.0039x – 0.0481 

      X = 2.28 

จะได ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีหลงเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ (µg/ml) =  2.28 µg/ml. 
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ตารางบันทึกผลการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ บนอาหาร CMC broth (เก็บ flask เดียว) 

วันท่ี คาการดูดกลืนแสงท่ี 540 nm. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ µg/ml 
ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

0 0 0 0 0 0 

3 0.057 0.056 0.057 0.057 2.28 

7 0.070 0.066 0.069 0.068 5.10 

10 0.077 0.085 0.084 0.082 8.69 
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ภาคผนวก ค. 

ภาพประกอบ 

1. สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

เข่ือนจุฬาภรณ อําเภอ คอนสาร จังหวัดชัยภูมิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พ้ืนท่ีแปลงท่ี 1 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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พ้ืนท่ีแปลงท่ี 2 จํานวน 18 ตัวอยาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พ้ืนท่ีแปลงท่ี 3 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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พ้ืนท่ีแปลงท่ี 4 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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2. ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทจํานวน 190 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางดิน พ้ืนท่ี

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ  

ตารางแสดงลักษณะของแอคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทท่ีคัดแยกได 

isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
1 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ สราง

เสนใยสีขาวคลายกํามะหยี่ 
สรางสปอรสีน้ําตาลตรงกลาง 
โคโลน ี

 
 
   

2 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม  
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
      

 

3 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม  
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
 

4 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว 
การเจริญติดกันเปนแถวยาว
ตามรอย streak 

 

5 โคโลนีสีขาวขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวคลาย
เสนใยของเชื้อรา 
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isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
6 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ

เรียบ ไมสราง pigment 
 
 
   

7 โคโลนีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

8 โคโลนีขนาดเล็กสีดํา ขอบเรียบ
และสราง pigment สีน้ําตาล
บนจานอาหาร 

 
 

9 โคโลนีเปนวงกลม ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาว คลาย
กํามะหยี่   

 

10 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม
แดง ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะ
แผลาม 

 

 

11 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม
แดง ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะ
แผลาม 
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isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
12 โคโลนีขนาดใหญ สราง 

substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม 
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
 
   

13 โคโลนีวงกลมขนาดใหญมีสี
น้ําตาล ขอบเรียบ สราง 
substrate mycelium ท่ีมี
ลักษณะแผลาม 

 
      

 

14 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ คลาย
กํามะหยี่ 

 
 

15 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลืองออน 
ขอบเรียบ สราง pigment สี
น้ําตาลบนจานอาหาร 

 

16 โคโลนีสีดํา ขอบหยัก ผิวหนา
โคโลนีมันวาว สราง pigment 
สีน้ําตาลบนจานอาหาร 

 

17 โคโลนีสีน้ําตาล ขนาดเล็ก ขอบ
เรียบ  
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isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
18 โคโลนีนูนผิวมัน ขอบเรียบ 

ขาดเล็ก สราง aerial 
mycelium สีเหลือง 

 
 
   

19 โคโลนีเปนวงกลม ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาว คลาย
กํามะหยี่   

 
      

 

20 โคโลนีสีขาว ขอบหยัก ตรง
กลางของโคโลนีสราง aerial 
mycelium สีชมพู 

 
 

21 โคโลนีวงกลมขนาดใหญขอบ
เรียบ คลายกํามะหยี่ 

 

22 โคโลนีสีน้ําตาล ขอบหยัก 
ผิวหนาโคโลนีมันวาว สราง 
pigment สีน้ําตาลบนจาน
อาหาร 
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23 โคโลนีสีน้ําตาลแกมเขียว ขอบ
หยัก ผิวหนาโคโลนีมันวาว 
สราง pigment สีน้ําตาลบน
จานอาหาร 

 

24 โคโลนีขนาดใหญสีขาว ขอบ
เรียบ สรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 
   

25 โคโลนีมีสีขาว ขอบหยัก สราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
      

 

26 โคโลนีขนาดเล็ก สีน้ําตาลออน 
ขอบเรียบ สรางสปอรตรงกลาง
โคโลนี  

 
 

27 โคโลนีขนาดเล็ก สีชมพู ขอบ
เรียบ  

 

28 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีน้ําตาล  
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29 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีน้ําตาล  

30 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว และมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ และจะ
สรางสปอรสีดํา 

 
 
   

31 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สราง pigment สีเหลือง
ออนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
      

 

32 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบสราง 
substrate mycelium สีขาว 

 
 

33 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบสราง 
substrate mycelium สีขาว 

 

34 โคโลนีนูน สีขาว ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สีขาว
และสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี
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35 โคโลนีนูน สีขาว ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สีขาว
และสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 

36 โคโลนีขนาดเล็กสีน้ําตาล ขอบ
หยัก สรางสปอรและสราง 
pigment สีน้ําตาลบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
   

37 โคโลนีวงกลมขนาดเล็ก ขอบ
เรียบ สีขาว มีลักษณะคลาย
กํามะหยี่ 

 
      

 

38 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
เรียบ มีการสรางเสนใยลักษณะ
แผลามคลายสนใยของเชื้อรา 

 
 

39 โคโลนีขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สี
เหลือง 

 

40 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
หยักสรางเสนใยคลายเชื้อรา 
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41 โคโลนีขนาดเล็กสีขาวแกม
เหลือง ขอบเรียบ สราง aerial 
mycelium สีเหลือง 

 

42 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว สราง 
aerial mycelium สีขาว และ 
มีการสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 
   

43 โคโลนีมีขนาดใหญ ขอบเรียบ 
ผิวหนายน สราง aerial 
mycelium สีขาว 
 

 
      

 

44 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
 

45 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

46 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 
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47 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ และสราง aerial 
mycelium สีขาวบนจาน
อาหาร 

 

48 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว มี
การเจริญแบบแผลามคลายการ
เจริญของเชื้อรา 

 
 
   

49 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

50 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 

51 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ มีการเจริญตามรอย 
streak สรางเสนใยคลายเชื้อรา 

 

52 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลืองออน 
ขอบเรียบ และสราง pigment 
สีเหลืองบนจานอาหาร 

 

53 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลือง สราง
เฉพาะ substrate mycelium 
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54 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 

55 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 
 
   

56 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 
      

 

57 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ และสรางสปอรสีดําตรง
กลางโคโลนี 

 
 

58 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ มี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

59 โคโลนีขนาดเล็กสีเหลือง ขอบ
เรียบ สราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 
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60 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ คลายกํามะหยี่ 

 

61 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
เรียบ สรางเสนใยคลายเชื้อรา 

 

62 โคโลนีนูน สีเหลือง ขอบหยัก 
สราง pigment สีเหลืองบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
   

63 โคโลนีมีสีขาว ขอบเรียบมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

64 โคโลนีมีสีขาว ขอบเรียบมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
 

65 โคโลนีมีสีเทาเขมขอบหยัก
สราง pigment สีมวงบนจาน
อาหาร 

 

66 โคโลนีมีสีเทาเขมขอบหยัก
สราง pigment สีมวงบนจาน
อาหาร 
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67 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 

68 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 
 

68 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 
 
   

69 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบมีลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

70 โคโลนีมีขนาดเล็ก ขอบหยัก
สราง aerial mycelium และ
มีสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
 

71 โคโลนีขนาดเล็ก กลม มีสีขาว 
ขอบเรียบสราง substrate -
mycelium สีขาว 

 

72 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบสราง aerial mycelium 
และ substrate mycelium สี
ขาว 
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73 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบสราง aerial mycelium 
และ substrate mycelium สี
ขาว 

 

74 โคโลนีสีครีม สรางสปอรท่ีมี
ลักษณะเปนผงแหง และมีการ
เจริญตามรอย streak 

 

75 โคโลนีมีขนาดเล็กขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สี
เขียวออน 

 
 
   

76 โคโลนีขนาดเล็กสีน้ําตาล ขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร  

 
      

 

77 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สราง substrate -
mycelium สีขาว 

 
 

78 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 
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79 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 
มีลักษณะการเจริญตามรอย 
streak 

 

80 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็กขอบเรียบ และสราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 

81 โคโลนีมีสีขาวขอบเรียบ สราง 
substrate mycelium สีขาว 

 
 
   

82 โคโลนีสีขาว ขอบหยัก สราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
      

 

83 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขอบเรียบสราง aerial -
mycelium สีขาวท่ีมีลักษณะ
คลายขนสัตว 

 
 

84 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขอบเรียบสราง aerial -
mycelium สีขาวท่ีมีลักษณะ
คลายขนสัตว 
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85 โคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบมี
การเจริญในเนื้อวุน 

 

86 โคโลนีมีรูปรางกลม ขนาดเล็ก 
สีขาว ขอบเรียบ มีความนูน
จากผิวหนาวุนเล็กนอย 

 

87 โคโลนีมีขนาดเล็ก ขอบเรียบ สี
ขาว มีลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

88 โคโลนีมีสีขาวขอบเรียบ มี
ลักษณะการเจริญในเนื้อวุน 

 
 

      

89 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบและมีลักษณะแบงเปน
แฉกคลายดอกไม 

 
      

 

90 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว คลาย
กํามะหยี่ 

 
 

91 โคโลนมีีสีครีม ขอบเรียบ มี
ลักษณะเปนวงแหวนซอนกัน
หลายชั้น 

 
 



52 
 

92 โคโลนีมีลักษณะเปนผงสีขาว 
เจริญตามรอย streak 

 

93 โคโลนีขนาดเล็กสีครีม ผิวหนา
โคโลนีมีรอยยน 

 

94 โคโลนีขนาดเล็กสีครีม ผิวหนา
โคโลนีมีรอยยน 

 

95 โคโลนีมีขนาดใหญสีเหลือง 
ขอบหยักผิวหนาขรุขระ 

 
 
   

96 โคโลนีมีขนาดใหญสีเหลือง 
ขอบหยักผิวหนาขรุขระ 

 
      

 

97 โคโลนีมีสีสม ขนาดใหญ ขอบ
เรียบและมีลักษณะคลายรม 

 
 

98 โคโลนีมีสีครีมเจริญตามรอย 
streak โคโลนีเปนผง 
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99 โคโลนีขนาดเล็กสีขาวขอบ
เรียบ สราง pigment สีดําบน
จานอาหาร 

 

100 โคโลนีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
หยัก สราง aerial mycelium 
สีขาว 

 

101 โคโลนีมีขนาดเล็ก รูปรางกลม 
สีขาว ขอบเรียบคลายกํามะหยี่ 

 
 
   

102 โคโลนีมีขนาดเล็ก รูปรางกลม 
สีขาว ขอบเรียบคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

103 โคโลนีขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
สรางสปอรสีดํา 

 
 

104 โคโลนีมีขนาดใหญ สีสมผิวหนา
มีลักษณะเปนชั้นคลายวงแหวน
ซอนกัน 
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105 โคโลนีมีขนาดใหญ สีสม ขอบ
หยัก มีลักษณะการเจริญคลาย
เสนใยของเชื้อรา 

 

 


