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บทที่ 1 

บทนํา 

ที่มาและความสําคัญ 

 แอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีลักษณะการเจริญคลายเชื้อรา สามารถสราง สปอร อัป

สปอร substrate mycelium และ aerial mycelium นอกจากนี้แบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทมีประโยชน

ตอสภาพแวดลอมในดานการสรางเอนไซมท่ีใชในกระบวนการยอยสลายซากพืช ซากสัตว ท่ีมีปริมาณมากใน

ธรรมชาติ เปนผลทําใหดินมีความอุดมสมบูรณมีปริมาณธาตุอาหารท่ีจําเปนตอการดํารงชีวิตของพืชและสัตว 

สําหรับเอนไซมแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทผลิตออกมาเพ่ือใชในการยอยสลายซากพืช ไดแก เอนไซมในกลุม 

cellulase เอนไซมในกลุมนี้จะใชในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบมากในเซลลพืช รวมท้ังยัง

เปนแหลงคารบอนท่ีมีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงในปจจุบันไดมีการศึกษาวิจัยและทดลอง

เก่ียวกับความสามารถของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทในหลายดาน เชน ดานการแพทยไดมีการศึกษา

การสรางสารปฏิชีวนะท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียกอโรค และดานการเกษตรไดมีการนําเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโน

มัยสีทมาใชในการทําปุยชีวภาพ เปนตน จากขอมูลทางการวิจัยท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหมีการวิจัยการคัดแยก

แบคทีเรียกลุมกลุมแอคติโนมัยสีทท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินเพ่ือผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง

การเกษตรข้ึน (รัตนาภรณ, 2548) 

 เซลลพืชประกอบดวย ลิกนิน (lignin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และเซลลูโลส (cellulose) ซ่ึง

เปนองคประกอบท่ีพบในเซลลพืช เซลลูโลสพอลิเมอรชนิดหนึ่งซ่ึงเกิดจาการเชื่อมตอกันของน้ําตาลกลูโคสเปน

สายยาวหลายโมเลกุลดวยพันธะเบตา-1,4- ไกลโคซิดิก (β-1,4- glycosidic bond) และจุลินทรสามารถยอย

สลายไดดวยเอนไซม Cellulase เปนกลุมเอนไซมท่ีประกอบดวย เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) เอก

โซกลูคาเนส (Exoglucanase) และ เบตากลูโคสิเดส (β-glucosidase) ซ่ึงเอนไซมท้ัง 3 ชนิดจะมีการทํางานท่ี

แตกตางกันออกไป โดยเอนไซมเอนโดกลูคาเนสจะยอยสลายพันธะบีตา-1,4- ไกลโคซิดิกแบบสุมทําใหโมเลกุล

ของเซลลูโลสสั้นลง เอนไซมมเอกโซกลูคาเนสจะยอยสลายพันธะบีตา-1,4- ไกลโคซิดิกดานปลายของโมเลกุล

ไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 2 โมเลกุลตอกันหรือท่ีเรียกวา เซลโลไบโอส (cellobiose) จากนั้นเอนไซมมเบตา

กลูโคสซิเดสจะยอยสลายโมเลกุลของเซลโลสไบโอสเปนน้ําตาลกลูโคส (glucose) (ทิพวรรณ, 2554) 

 ในปจจุบันไดมีขยะท่ีเกิดข้ึนจากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรในปริมาณท่ีมากจนไมสามารถยอยสลาย

ไดเองตามกระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติหากปลอยไวเปนเวลานานจะกอใหเกิดปญหาทางดานมลภาวะ

ตามมา เชน มลภาวะทางอากาศ เกิดกลิ่นท่ีไมพึงประสงค เปนตน ในการวิจัยครั้งนี้จึงคัดแยกจุลินทรียกลุมแอ

คติโนมัยซีทท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดและไดนําเอาวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาประยุกตใชเปนแหลง

คารบอนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียโดยมีวัตถุประสงคหลักในการเพ่ิมมูลคาและผลิตน้ําตาลจากของวัสดุเหลือ

ท้ิงทางการเกษตร รวมท้ังเปนการลดปริมาณขยะท่ีสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม 



2 
 

 

วัตถุประสงค 

     1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

     3. เพ่ือหาแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

     4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีส เชนลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศน และลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ขอบเขตของการวิจัย 

     1. ทําการศึกษาวิจัยเพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสจากตัวอยางดินในพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ 

จังหวัดชัยภูมิ 

     2. เพ่ือทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose (CMC) agar และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเชน หาแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม β-glucosidase เพ่ือใชในการผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตร 

     3. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบ้ืองตนของแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีท ท่ีคัดเลือกจากเชื้อท่ีแยก
ได  โดยคัดเลือกจากอัตราสวนของโซนใสและขนาดของโคโลนี ท่ีวัดไดบนจานอาหารเลี้ยง เชื้ อ 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ทราบถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนและสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกลุมแอคติ
โนมัยซีท 

     2. ทราบถึงประโยชน และกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสท่ีแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทใชในการยอย
สลายเซลลูโลส 

     3. สามารถนําวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาประยุกตใชใหเกิดประโยชน เชน ใชเปนแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนสําหรับใชในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียได 

     4. สามารถนําความรูท่ีไดรับจากการดําเนินงานวิจัยไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมได 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

แบคทีเรียท่ียอยเซลลูโลส 

 แบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดมีหลายกลุม เชน แบคทีเรียในกระเพาะอาหารของสัตวกิน
พืช, แบคทีเรียท่ีเจริญไดในสภาพท้ังท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน และแบคทีเรียท่ีเจริญในสภาวะท่ีไมมี
ออกซิเจน เปนตน แบคทีเรียท่ีตองการออกซิเจนจะยอยเซลลูโลส ไดผลิตภัณฑหลัก 2 ชนิดคือ CO2 และ 
สารอินทรียท่ีเปนองคประกอบของเซลล สวนราและแอคติโนมัยซีท จะได CO2 เปนผลิตภัณฑหลักและเกิด
กรดอินทรียในปริมาณนอย อัตราการยอยเริ่มตนจะถูกจํากัดดวยกระบวนการ oxidation ของคารโบไฮเดรต 
เพ่ือไมใหเกิดการสะสมของสารตัวกลาง ซ่ึงจะเกิดข้ึนขณะมีการใชน้ําตาล สวน mesophilic และ 
thermophilic anaerobe ไมสามารถยอยสารตั้งตนอยางสมบูรณได สารอินทรียหลายชนิดจึงถูกขับออกมา
เปนผลิตภัณฑสุดทาย ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจะเกิดการสะสมของ CO2, H2, ethanol และกรดอินทรีย เชน 
acetic acid, lactic acid และ succunic acid เปนตน 

 

แอคติโนมัยซีท 

 แอคติโนมัยซีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีสามารถสรางเสนใย(hyphae) สวนใหญสามารถสรางไดท้ัง
เสนใยใตผิวอาหาร(substrate mycelium) และเสนใยเหนือผิวอาหาร(aerial mycelium) หรือบางสายพันธุ
อาจพบเฉพาะเสนใยใตผิวอาหาร นอกจากนี้ยังพบวาลักษณะโคโลนีของแอคติโนมัยซีทมีความแตกตางจาก
โคโลนีของแบคทีเรียกลุมอ่ืนๆ คือ มีลักษณะทึบแสงสรางเสนใยเหนือผิวหนาอาหาร โคโลนีแหงคลายผงแปง
หรือผิวโคโลนีเรียบคลายหนังสัตวและจะมีลักษณะคลายกํามะหยี่เม่ือสังเกตดวยตาเปลา สามารถสรางรงควัตถุ
ท่ีมีสีตางๆบนจานอาหารเชน สีขาว เทา สม เหลือง น้ําตาล ชมพู และสีดํา เปนตน แบคทีเรียในกลุมแอคติโน
มัยซีทยังมีความสามารถในการสรางสารแอนติไบโอติกท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค แบคทีเรีย 
เชื้อรา ไวรัส และสรางสารตานมะเร็งหรือเซลลเนื้องอก นับไดวาเปนแบคทีเรียกลุมหนึ่งท่ีมีความสําคัญ
ทางดานการแพทย และดานเภสัชกรรมในปจจุบัน 

 แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทพบไดท่ัวไปในสิ่งแวดลอมตางๆ โดยเฉพาะในดิน ซ่ึงเปนแหลงอาศัยอีก
ประเภทหนึ่งของจุลินทรียท่ีพบแอคติโนมัยซีทในปริมาณมากและมีความสําคัญในการยอยสลายซากพืชซาก
สัตวทําใหดินมีความอุดมสมบูรณและชวยใหเกิดวัฏจักรการหมุนเวียนธาตุอาหารในธรรมชาติ โดยท่ัวไป
แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทจะมีการสรางสารเมตาบอไลตท่ีสําคัญหลายชนิดและยังสามารถสรางเอนไซม
ออกมาภายนอกเซลล (extracellular enzyme) ไดหลายชนิดเชน เอนไซมเซลลูเลส β-glucosidase และเฮ
มิเซลลูเลส เปนตน โดยเอนไซมท่ีมีการสรางข้ึนจะมีความจําเพาะสําหรับการยอยสลายสารตั้งตน และ
ผลิตภัณฑท่ีแตกตางกัน 
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กลไกการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส 

 การยอยเซลลูโลสข้ันตนเกิดจากการท่ีโมเลกุลถูก hydrolyse โดยเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงเอนไซมจะเขา

ทําการยอยเซลลูโลสท่ีไมละลายน้ําใหอยูในรูปท่ีละลายน้ําได แตขอจํากัดในการทํางานของเอนไซมเกิดจากการ

ท่ีสารตั้งตนละลายน้ําไดนอย จากนั้น cellulose derivative ท่ีเกิดข้ึนก็จะถูกยอยตอ ไดเปน 

monosaccharide หรือ disaccharide ผลผลิตข้ันจอนตอมาของการยอยจะแตกตางกันตามชนิดของ

จุลินทรีย และเนื่องจากโมเลกุลของเซลลลูโลสไมสามารถเขาสูเซลลของจุลินทรียได ดังนั้นจุลินทรียจึงตองขับ

เอนไซมออกสูนอกเซลลเพ่ือยอยเซลลูโลสจนไดน้ําตาลท่ีละลายน้ํา จากนั้นจึงดูดซึมสูภายในเซลล เพ่ือเปน

แหลงคารบอนตอไป 

 กลไกการสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเซลลูเลสประกอบดวย 2 ข้ันตอน คือ ข้ันตอนแรกเปน 

prohydrolytic step คือสายโซ anhydroglucose จะถูกทําใหบวมข้ึน ข้ันท่ีสองเกิด hydrolytic clearvage 

ของสายโพลีเมอร 

 กลไกการทํางานเริ่มจากเซลลูโลสจะเกิดบวมตัว (swelling) พรอมกับมีการสลายพันธะไฮโดรเจน ซ่ึง

เกิดจากการทํางานรวมกันของ endoglucanase และ exoglucanase จะยอยสลายเซลลูโลสไดปลายอิสระ 

สวน exoglucanase จะดึงโมเลกุลของ cellobiose ออกจากปลายซ่ึงถูกยอยสลายตอไป โดย β-

glucosidase จนไดน้ําตาลกลูโคสอิสระ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 1 การทํางานของเอนไซมเซลลูเลส 
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ปจจุบันไดมีวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเปนจํานวนมากซ่ึงเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีกอใหเกิดมลภาวะทาง
อากาศจากการเผาวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเหลานี้ท่ีเกิดจาก ความรูเทาไมถึงการของเกษตรกร ดังนั้น
โครงการวิจัยการคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินเพ่ือผลิตน้ําตาล
จากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรจึงไดมีการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรียกลุมแอ
คติโนมัยซีทโดยนําวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาใชประโยชนโดยการนํามาประยุกตใชเปนแหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจนเพ่ือเปนสารอาหารทดแทนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

ศศิธร และ นฤมล (2553) การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดิน ขอนไมผุ และปุยหมัก ภายในพ้ืนท่ี
ภาคเหนือตอนบน โดยการเพาะเลี้ยงบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar ท่ีอุณหภูมิ 45, 50 
หรือ 55ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาแยกเชื้อตัวอยางได 125 ไอโซเลท นําเชื้อท่ีไดท้ังหมดไปทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ดวย congo red test ปรากฎผลของการเกิดบริเวณใสรอบรอย
เจริญของเชื้อเปนจํานวน 62 ไอโซเลท เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสโดยการ
เพาะเลี้ยงใน CMC broth พบวาไอโซเลท CM120-1 มีคา enzyme activity และ specific activity สูงกวา
ไอโซเลทอ่ืน โดยมีคาเทากับ 22.84 U/ml และ 0.15 U/ml protein ตามลําดับ มีสภาวะท่ีเหมาะสมตอการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลส ท่ีอุณหภูมิ 45ºC ในอาหาร pH 7 ภายหลังการบมนาน 96 ชั่วโมง จากการศึกษา
ลักษณะทางสัญฐานวิทยาและชีวเคมีเบื้องตนพบวาไอโซเลท CM120-1 จัดอยูในจีนัส Bacillus 

 Day and Workman (1982) เอนไซม β-glucosidase ท่ีพบในเชื้อรา Aspergillus terreus ท่ีทําให
บริสุทธิ์โดย acrylamide gel electrophoresis มีชวง optimal activity ท่ีอุณหภูมิ 50ºC pH 4.8 เอนไซม 
β-glucosidase มีคา Km เทากับ 0.78 และ 0.40 mM เม่ือใช p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside และ 
cellobiose เปน substrate ในการทําปฏิกิริยายอยสลายเซลลูโลสตามลําดับ พบวาน้ําตาลกลูโคสสามารถ
เปน competitive inhibitor ตอเอนไซม β-glucosidase ได ซ่ึงกลูโคสจะมีคา Ki เทากับ 3.5 mM  
นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซม β-glucosidase มี specific activity เทากับ 210 IU และ 213 U/mg of 
protein เม่ือมีการใช p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside และ cellobiose เปน substrate  ปริมาณ
ไอออน  proteinase และปริมาณของ enzyme inhibitor ท่ีอยูในปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสไมสงผล
กระทบตอการทํางานของเอนไซม β-glucosidase ซ่ึงมี glycoprotein เปนองคประกอบหลักของเอนไซม
ชนิดนี้และประมาณ 65% ของสวนท่ีเปน glycoprotein จะมีคารโบไฮเดรตเปนคองประกอบหลัก น้ําหนัก
โมเลกุลของเอนไซมเทากับ 275,000 g/mol-1 การศึกษาเอนไซม β-glucosidase ท่ีสรางข้ึนจากเชื้อรา 
Aspergillus- terreus มีจุดประสงคเพ่ือใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล  

 เซลลูโลสเปนองคประกอบหลักของพืชท่ีพบในธรรมชาติซ่ึงมีเอนไซมท่ีใชในกระบวนการยอยสลาย
หลักๆ 3 ชนิด คือ enzyme exoglucanase, endoglucanase และ β-glucosidase โดยเอนไซมท้ัง 3 ชนิด
นี้จะมีกลไกในการยอยสลายเซลลูโลสท่ีแตกตางกันคือ enzyme exoglucanase และ enzyme 
endoglucanase จะยอยสลายเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลคูหรือ cellobiose จากนั้น enzyme β-
glucosidase จะยอยสลายโมเลกุลของ cellobiose ไปเปนน้ําตาลกลูโคสซ่ึงเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว จาก
การศึกษาดานการผลิตเอนไซมของจุลินทรียเพ่ือใชในกระบวนการผลิตน้ําตาลในอดีต พบวาในอดีตมีการใช
เอนไซมชนิดหนึ่งท่ีผลิตข้ึนโดย Trichoderma reesei ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีประสิทธิภาพต่ํา กลาวคือไมสามรถ
ใหผลิตภัณฑท่ีเปนน้ําตาลไดตามท่ีตองการดวยเหตุนี้จึงมีการศึกษาเอนไซมจากจุลินทรท่ีสามารถยอยสลาย
เซลลูโลสหลายสายพันธุดวยกันไดแก Aspergillus phoenicis, Botryodiplodia theobromae, Lenziter 
trabea, Sclerotium rolfsii, และ Aspergillus terreus จากผลการศึกษาสรุปไดวาเอนไซม β-glucosidase 
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ท่ีผลิตจาก Aspergillus terreus มีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือใชในการผลิตน้ําตาลไดดีกวา
เอนไซมท่ีไดจากจุลินทรียสายพันธุอ่ืนๆจากตัวอยางท่ีกลาวมา 

 Al-tai, A. M.  (1989) การคัดแยกแบคทีเรียกลุม cellulolytic actinomycetes จากตัวอยางดินใน
ประเทศอิรักพบวาแบคทีเรียกลุมท่ีแยกไดจากตัวอยางดินคือแอคติโนมัยซีทในกลุม Streptomyces sp. 
Strain AT7 มีลักษณะเฉพาะคือเปน nonfragmented vegetative hyphae สรางสปอรแบบไมอาศัยเพศท่ี
เรียกวา conidia เรียงตอกันเปนสายยาวบน aerial mycelium มีความสามารถในการสรางเอนไซมออกมา
ยอยสลาย L-diaminopimelic acid และกรดอะมิโนบางชนิดไดแก ไกลซีน ลิวซีน และอะดินีน เจริญบน
อาหาร mineral medium ท่ีมี Carboxymethylcellulose  (CMC) ในสภาวะท่ีเปนกรดและดางใหคารบอน
เปนผลิตภัณฑ รวมท้ังสรางเอนไซมท่ีอุณหภูมิแตกตางกันคือ 28º, 37º และ 48 ºC ผลของการขัดแยก 
cellulolytic microorganism จากตัวอยางดินในประเทศอิรัก ผลจากการเปรียบเทียบระหวางเอนไซมเซลลู
เลสท่ีไดจากเชื้อรา Trichoderma ressei ซ่ึงเปนเชื้อราในการกลุมท่ีตองการอากาศและเจริญไดในท่ีท่ีมี
อุณหภูมิปานกลางพบวาเอนไซมท่ีไดมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสและการยอยสลายใน
กระบวนการ saccharification มีคุณภาพท่ีตํ่ากวาเอนไซมเซลลูเลสท่ีสรางจาก Streptomyces sp. Strain 
AT7 ท่ีมีคุณสมบัติเปน thermoactinomycetes เนื่องจากในประเทศอิรักมีสภาพภูมิประเทศเปนแบบ
ทะเลทรายมีอุณหภูมิสูงจึงสงสงใหเอนไซมท่ีสังเคราะหออกมาจากจุลินทรียมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาจุลินทรียใน
กลุมท่ีเปน mesophile 

 Ibrahim and El-diwany (2007) Thermophilic cellulases producing bacteria ท่ีแยกไดจาก
น้ําพุรอน Egyptian โดยมีวิธีการเพ่ิมจํานวนแบคทีเรียท่ีเก็บจากตัวอยางดินและน้ําโดยการบมท่ีอุณหภมิ 70 
ºC เปนเวลา 3 สัปดาห มี 3 ไอโซเลทท่ีแยกไดคือ EHP1, EHP2 และ EHP3 ไดทําการศึกษาท้ัง 3 ไอโซเลท
โดยวิเคราะหลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางดานวิวัฒนาการของสารพันธุกรรมจากลําดับของ 16S rDNA เทียบ
กับฐานขอมูลทางคอมพิวเตอร  พบวา EHP1 มีลักษณะความคลายคลึงทางดานสารพันธุกรรมกับ
Anoxybacillus flavithermus สูงถึง 98.5% EHP2 มีสารพันธุกรรมคลายคลึงกับ Geobacillus- 
thermodenitrifican 98.5% และ EHP3 มีความคลายคลึงทางดานสารพันธุกรรมกับ Geobacillus- 
stearothermophilus 99% similarity มีปริมาณการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท่ีสูงมากในชวงการเจริญในระยะ 
stationary phase หรืออายุประมาณ 36 ชั่วโมง Anoxybacillus flavithermus (EHP2) เอนไซมเซลลูเลสท่ี
ตรวจพบเปนการตรวจพบในกระบวนการยอยสลาย CMC, cellobiose และ xylan แตไมสามารถตรวจพบใน
กิจกรรมการยอยสลาย p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside ยังตรวจพบวาเซลลูเลสมีอัตราในการยอย
สลาย CMC และ substrate ชนิดตางท่ีใชศึกษาในปริมาณท่ีสูง มี optimum temperature และ optimum 
pH ของ enzyme activity ท่ีอุณหภูมิ 75 ºC pH 7.5 ตามลําดับ 

 สมยศ(1987) การศึกษาหาเชื้อแอคติโนมัยซีท ทําโดยการเก็บตัวอยางดินถํ้าจํานวน 30 ตัวอยางจาก
ถํ้า 6 แหงในจังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี และสระบุรี พบวาสามารถแยกเชื้อนี้ไดจากถํ้ามังกรทอง 2.23%, ถํ้า
เขาแหลม 3.92%, ถํ้าสาริกา 7.23%, ถํ้าจอมพล 0.16%, ถํ้าเขาบิน 0.16% และถํ้าโพธิสัตว 0.84% คิดเปน
เชื้อแอคติโนมัยซีทท่ีแยกไดท้ังหมด 3.81% เม่ือนําเชื้อท่ีแยกไดมาทดสอบความสามารถในการสรางสาร
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 สายพันธุจาก 104 สายพันธุ (49.04%) ท่ีสามารถ
สรางสารปฏิชีวนะได จําแนกเชื้อตามผลการยับยั้งเชื้อทดสอบออกไดเปน 6 กลุม คัดเลือกเชื้อ ST-13-2 ท่ี
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ใหผลดีตอการยับยั้งเชื้อทดสอบทุกชนิดบนอาหารแข็งมาศึกษา เพ่ือจําแนกบงชี้เชื้อและศึกษาการสรางสาร
ปฏิชีวนะในอาหารเหลว พบวาเชื้อท่ีคัดเลือก ST-13-2 จัดอยูในกลุมของ Streptomyces โดยมีลักษณะ
ใกลเคียงกับเชื้อ Streptomyces parvullus มากท่ีสุด การเพาะเลี้ยงเชื้อนี้ในอาหาร glucose soybean 

medium ท่ีมี pH 7.0 (กอนผานการฆาเชื้อดวยความดัน) ณ อุณภูมิ 23 ºC จะใหผลในการสรางสารปฏิชีวนะ

สูงสุด  

 Tako M (2009) Filamentous fungi เปนจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิต extracellular 
enzyme ท่ีมีคุณภาพดีซ่ึงมีคุณสัมบัติและบทบาทท่ีสําคัญในกระบวนการยอยสลายซากพืช และสารอินทรียใน
ธรรมชาติ โดยเฉพาะเชื้อราใน class Zygomycetes ท่ีมีความสําคัญและมีประโยชนในดานเทคโนโลยีชีวภาพ
ท่ีใชในกระบวนการยอยสลายตามธรรมชาติโดยจุลินทรีย ในการทดลองในครั้งนี้ไดทําการศึกษาความสามารถ
ในการผลิตและกิจกรรมของเอนไซม cellobiohydrolases (1,4- β-D-glucan cellobiohydrolase) และ
เอนไซม beta-glucosidase จากเชื้อรา Mucor corticolus (syn.: M. circinelloides f. corticolus) และ
เชื้อรา Gilbertella persicaria ซ่ึงเอนไซมท่ีผลิตดังกลาวถือเปนกุญแจสําคัญในกระบวนการยอยสลายทางชีว
มวลของเซลลูโลสโดยจุลินทรีย และถือเปนการเพ่ิมมูลคาของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรอีกวิธีหนึ่ง 
วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้เพ่ือตรวจวัดปริมาณการผลิตเอนไซม cellobiohydrolases และเอนไซม 
beta-glucosidase จากกระบวนการหมักแบบ solid-state fermentation ท่ีใช ชานขาวโพดและใบขาวโพด

เปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยง ทําการบมท่ีอุณหภูมิ 25 ºC เปนเวลา 12 วัน และพบวาเชื้อราท้ัง 2 สาย

พันธุคือ  Mucor corticolus และ Gilbertella persicaria สามารถเจริญไดดี ใหผลผลิตเอนไซมในปริมาณ
สูง 

Saadoun (2008) การศึกษาสภาวะท่ีมีอิทธิพลตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Streptomyces 

Sp. (Strain J2) โดยวิธีการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนจานอาหาร Cellulose Agar 

(CA agar) พบวาเชื้อ Streptomyces (strain J2) มีความสามารถในการสราง clear zone บน CA agar ซ่ึงมี

เสนผานศูนยกลาง 22 mm. และทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมพบวา crude enzyme มี activity สูงสุด

เทากับ 432 U/L แลวมาจัดจําแนกระดับความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส จากผลการทดลองพบวา 

94% ของเชื้อ Streptomyces ท่ีนํามาทําการทดสอบสามารถยอยสลายเซลลูโลสได มีเพียง 6% เทานั้น ท่ีไม

สามารถยอยสลายเซลลูโลสได และ Streptomyces (strain J2) ถูกจัดอยูในกลุมท่ีสามารถยอยสลาย

เซลลูโลสไดดีมาก ความหมายก็คือ Streptomyces (strain J2) ถูกจัดอยูในกลุมท่ีสามารถสราง clear zone 

ท่ีมีเสนผานศูนยกลางในชวง 20-25 mm. คิดเปน 1% ของเชื้อท้ังหมดท่ีใชในการทดสอบ การศึกษาครั้งนี้จะมี

การแปรผันสภาวะในการเพาะเลี้ยงเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลส เชนการเพาะเลี้ยง

ในอาหารท่ีมีสวนประกอบของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีแตกตางกัน รวมท้ัง สภาวะความเปนกรด

ดาง อุณหภูมิและระยะเวลาในการบม พบวาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสคือ น้ําตาลกลูโคส, 

NH4Cl อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเทากับ 30°C ในสภาวะท่ีเปนกลาง (pH 7) ระยะเวลาในการเพาะบมนาน 3 วัน 

ซ่ึงปจจัยท่ีกลาวมาจะทําใหเชื้อ Streptomyces (strain J2) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดในปริมาณท่ีสูงท่ีสุดเม่ือ

เปรียบเทียบกับทุกสภาวะท่ีใชในการทดลอง 
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Saadoun (2007) จากการคัดแยกเชื้อ Streptomyces ท้ังหมด 161 ไอโซเลท จากตัวอยางดิน
จํานวน 5 ตัวอยางจากประเทศจอรแดน เพ่ือนํามาศึกษา characterized และความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
กอโรคท่ีออกฤทธิ์เปน antagonistic เพ่ือใชในการผลิตยาตานเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ผลท่ีได
หลังจากการทดสอบคือมีเชื้อ streptomyces ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ Ps. aeruginosa จํานวน 3 ไอโซ

เลท คือ J2b, J4 และ J12 โดยในสภาวะการทดลองจะทําการบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 27 ºC และ 45 ºC 

ตามลําดับ พบวาท่ีอุณหภูมิ 45 ºC เชื้อ Streptomyces ท้ัง 3 ไอโซเลท สามารถสราง inhibition zone ท่ีมี

เสนผานศูนยกลางระหวาง 5 – 16 mm. จากขอมูลท่ีกลาวมาทําใหทราบถึง inhibition activity ของ 
Streptomyces ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa  

 Peela และ Kurada (2005) การคัดแยกแอคติโนมัยซีทจากตัวอยางดิน 26 ตัวอยางท่ีเก็บจาก 9 

เกาะบริเวณทะเลอันดามันในคาบสมุทรเบงกอล สามารถแยกแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีทไดท้ังหมด 88 ไอ

โซเลท แลวนํามาศึกษาลักษณะของสปอรโครงสรางของสายสปอรพบวา 64 ไอโซเลท มีลักษณะของสปอรท่ี

จัดอยูใน genus Streptomyces, 8 ไอโซเลทจัดอยูใน genus Micromonospora, 5 ไอโซเลทจัดอยูใน 

genus Norcardia, 7 ไอโซเลทจัดอยูใน genus Streptoverticilium และอีก 4 ไอโซเลทจัดอยูใน genus 

Saccharopolyspora จากเชื้อแอคติโนมัยซีทท้ังพบ 88 ไอโซเลท พบวามี 64 ไอโซเลทจัดอยูใน genus 

streptomyces spp. มี 44 ไอโซเลทท่ีมีคุณสมบัติเปน antibacterial activity และ 17 ไอโซเลทท่ีมี

คุณสมบัติเปน antifungal activity นอกจากนี้ยังพบอีก 3 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญ

ของเชื้อ antagonistic ท่ีชวยสงผลยับยั้งการดื้อยาของเชื้อกอโรคหลายชนิด 

 ทิพวรรณ (2554) การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากมูลสุกรไดทาการศึกษาคัดแยกจาก

มูลสุกรสดและจากมูลสุกรท่ีไดบอหมัก biogas โดยนามาวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมโดยใชอาหาร CMC บมใน

สภาพไรอากาศท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง หาอัตราสวนของบริเวณโซนใสตอขนาดเสน

ผานศูนยกลางโคโลนี (HC) ผลการคัดแยกพบวา การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสจากมูล

สุกรสด พบวามีเชื้อท่ีแสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส ท้ังหมด 20 ตัวอยาง จากบอหมัก biogas มีเชื้อท่ี

แสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส 9 ตัวอยาง จากการศึกษาลักษณะการเรียงตัวและการติดสีแกรมของเชื้อ

แบคทีเรียจากมูลสุกรสด ท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสได สามารถจัดกลุมแบคทีเรียได 8 กลุมและพบวา

ตัวอยางหมายเลข SD6R1C79 สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีท่ีสุด โดยมีคา HC เทากับ 3.88 เซนติเมตร 

สวนการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสจากมูลสุกรท่ีไดบอหมัก biogas พบเชื้อ

แบคทีเรียหมายเลข L(A) โดยมีคา HC เทากับ 3.09 เซนติเมตร ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจท่ีจะศึกษาถึงการจาแนกชนิด

เชื้อและหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและสรางเอนไซมของเชื้อเพ่ือนาไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม

ตอไป 

 Jongjeen and Akio (2007) ศึกษาการคัดแยก การจัดจําแนก การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา

ทนรอน ท่ีมีคุณสมบัติ ในการสรางเอ็นไซมเซลลูเลสจากดินรอบรากพืชในปาชุมชนเข่ือนสิรินธร อ.สิรินธร จ.

อุบลราชธานี เม่ือนําตัวอยางดินมาคัดแยกเชื้อราบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ท่ีเติม 

Carboxymethyl cellulose (CMC) และ avicel (Av) บมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-7 วัน ทํา
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การคัดแยกและจําแนกเชื้อราดวยวิธี slide culture เพ่ือตรวจสอบโครงสรางของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน

รวมกับการใชอาหารเลี้ยงเชื้อจําเพาะ malt extract agar (MEA) และ Czapck’s agar (CZA) พบวาสามารถ

จําแนกเชื้อราทนรอนได 9 ชนิด ไดแก 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 เปนสับสเตรทดวย congo-red test หรือ Lugol’s iodine testmuj pH 3.0, 

7.0 และ 10.0 พบวา Aspergillus niger สามารถสราง endocellulase ไดดีท่ีสุดในทุกสภาวะ 

             กรรณิการและคณะ(2552) ทําการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีท ซ่ึงเปนจุลินทรียกลุมท่ีเปนปฏิปกษโดยการ

สรางสารปฏิชีวนะท่ีสําคัญในสิ่งแวดลอม ท่ีอยูในดินแหลงตางๆ ซ่ึงเปนดินรอบรากขาวจากนาขาวในหลาย

จังหวัด ไดแก สุพรรณบุรี เชียงใหม กาฬสินธุ นนทบุรี และกรุงเทพฯ และดินรอบรากพืชท่ีเก็บจากจังหวัด

นครปฐม แลวนําจุลินทรียท่ีคัดแยกไดมาคัดเลือก และศึกษาสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค

ในขาวชนิดตางๆ รวมท้ังจําแนกสายพันธุของแอคติโนมัยสีท เพ่ือเปนความรูในการนําจุลินทรียกลุมนี้ไปใช

ประโยชนในการยับยั้งโรค ขาว และชวยสงเสริมการปลูกขาวเพ่ือพัฒนาดานเกษตรอินทรีย เม่ือทําการคัดแยก

เชื้อแลว นํามาทําใหไดเชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร แข็ง และเลี้ยงใหสรางสปอรจนเจริญดี เม่ือนํามาจําแนกตามกลุม

สีของสปอร สามารถแบงไดเปน 7 กลุมสี ตามลักษณะสีสปอร พบวากลุมสปอรสีเทามีสมาชิกจํานวนมากท่ีสุด

จากนั้นไดวิเคราะหชนิดของ diaminopimelic acid (DAP) ซ่ึงเปนองคประกอบในผนังเซลลท่ีผานการยอย 

พบวาไอโซเลทสวนใหญท่ีพบเปนกลุมสเตรพโตมัยสีท  เม่ือนําไอโซเลทท่ีคัดแยกไดท้ังหมดมาทดสอบการยับยั้ง

การเจริญของจุลินทรีย กอโรคขาว ท่ีเปนสาเหตุของโรคขอบใบแหง โรคถอดฝกดาบ โรคใบจุดสีน้ําตาล และ

โรคกาบใบแหง พบวามี 41 ไอโซเลทท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดทุกชนิด และพบวาไอโซเลท K8S3 มี

สมบัติเหมือนกับ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงเปนไอโซเลทท่ีมีความสามารถสูงท่ีสุดในการยับยั้ง

จุลินทรียทดสอบได เกือบทุกชนิด และมีผลตอการสงเสริมการงอกของเมล็ดขาวไดดีท่ีสุด นอกจากนี้ยังได

คนพบแอคติโนมัยสีทสายพันธุใหม คือ Pseudonocardia acaceae ไอโซเลท GMKU095 เจริญไดดีท่ี pH 

6-7 อุณหภูมิระหวาง 36-38 องศาเซลเซียส ยอยสลายยูเรียได สรางกรดจากน้ําตาลหลายชนิด เชน ฟรุคโตส 

กลูโคส และสามารถยอยสลายเจลาติน 
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บทที่ 3 

วิธีการดําเนินการวิจัย 

1. อุปกรณและเคร่ืองมือ 

      1.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการคัดแยกเชื้อ 

1.1.1 จานเพาะเชื้อแบบแกว (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 ปเปต ขนาด 1-5 ml (pipet) 

1.1.11 กระบอกตวง (Cylinder) 

1.1.12 หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) 

1.1.13 เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง 

1.1.14 ตูถายเชื้อ (Laminar flow) 

1.1.15 ตูอบไอรอน (Hot air oven) 

1.1.16 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

1.1.17 เครื่องวัดคาความเปนกรด – ดาง (pH meter) 

1.1.18 กลองจุลทรรศน  

1.1.19 ตูดูดควัน (Laboratory fume hood) 

1.1.20 ตูบมเชื้อ 30 องศาเซลเซียส (Incubator) 

1.1.21 เครื่อง Vortex mixer 

1.1.22 ตูบมแบบเขยา (Incubator shaker) 

 

2. สารเคมี 

     2.1 สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

 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 โซเดียมคารบอเนต (Na2co3) 

  2.1.6   lactophenol cotton blue 

  2.1.7   70% alcohol 

 3. อาหารเลี้ยงเช้ือ 

      3.1 อาหารท่ีใชคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท 

  3.1.1   อาหารแข็ง starch casein agar 

  3.1.2   อาหารท่ีใชทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส carboxymethyl -

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

 4. วิธีการทดลอง 

      4.1 การเก็บตัวอยางดินบริเวณแปลงทดลอง เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

  เก็บตัวอยางดินในพ้ืนท่ีแปลงทดลอง เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ โดยทําการเก็บตัวอยาง

แบบสุมตามระยะทางของเสนทางเดินปาในแตละแปลงทดลอง เลือกบริเวณท่ีหางจากทางเดินเพ่ือปองกันการ

ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียจากภายนอก โดยลักษณะของดินท่ีเลือกทําการเก็บตัวอยางจะตองเปนดินท่ีมีซาก

พืช ซากสัตวปกคลุม และมีลักษณะท่ีบงบอกถึงการรอดชีวิตของจุลินทรีย จากนั้นเก็บตัวอยางโดยทําการกวาด

ผิวหนาดินออก ขุดลึกลงไปจากหนาดินใหมีความลึกประมาณ 6 นิ้วใหมีลักษณะรูปตัววี (V shave) เก็บ

ตัวอยางดินประมาณ 50 กรัม ลงในถุงเก็บตัวอยาง 

      4.2 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีท 

  4.2.1   ข้ันตอนการ pretreatment ทําการชั่งตัวอยางดิน 1 กรัม ท่ีเก็บจากแปลงทดลอง 

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ ลงในหลอดทดลองท่ีมีน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวย

เครื่อง vortex mixer บมท่ีอุณภูมิ 50 ºC เปนเวลา 15 นาที 

  4.2.2   ทําการเจือจางใหไดระดับความเจือจางท่ี 10-8 จากนั้นใชปเปตดูดสารละลาย

แขวนลอยของตัวอยางดินปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread plate บนจานอาหาร starch casein agar (SCA 

agar) จุมแทงแกว spreader ลงใน 95% alcohol จากนั้นเกลี่ยสารละลายแขวนลอยดเชื้อใหแหงนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน 
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  4.2.3   คัดเลือกโคโลนีท่ีเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทแสดงท่ีมีลักษณะแตกตางมา

แยกใหบริสุทธิ์ โดยคัดเลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะผิวหนาหยาบ ไมมันวาว เปนผงคลายกํามะหยี่ สามารถสราง 

substrate mycelium, aerial mycelium และสปอรบนผิวหนาโคโลนี นํามา cross streak บนจานอาหาร 

starch casein agar (SCA agar) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน เม่ือไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์แลวทําการ

เก็บเชื้อเพ่ือเปน stock culture บนอาหาร starch casein agar slant บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน 

จากนั้นนําไปแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 ºC เพ่ือเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 

      4.3 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethylcellulose(CMC) agar 

  4.3.1   น้ําเชื้อท่ีแยกไดมาทําใหการเจริญเติบโตอยูในสภาพวองไวโดยการ cross -streak 

บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําเชื้อบริสุทธิ์ท่ี

แยกไดมา point inoculation โดยใชเข็มเข่ียปลายตรงปลอดเชื้อแตะบนโคโลนีของแอคติโนมัยสีท point บน
จานอาหาร Carboxymethylcellulose(CMC) agar ท่ีแบงจานอาหารออกเปน 4 สวนเทาๆกัน เม่ือทําการ 

point inoculation เสร็จนําไปบมท่ีอุณภูมิ 30 ºC เปนเวลา 5 วัน โดยทําการทดลองไอโซเลทละ 3 ซํ้า 

  4.3.2   เม่ือทําการบมครบ 5 วัน ทําการทดสอบการยอยสลายเซลลูโลสโดยการราดดวย 
gram iodine ท้ิงใหเกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 5 นาที สังเกตุลักลัษณะของการสรางโซนใส วัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนใสและขนาดของโคโลนีท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหาร จากนั้นหาคาเฉลี่ย และอัตราสวนระหวาง
ขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

  4.3.3   คัดเลือกไอโซเลทท่ีใหคาอัตราสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาด
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีสูงสุดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส โดยในการวิจัยในครั้งนี้จะศึกษา
กิจกรรมของเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส และปริมาณน้ําตาลรีดิ้วซในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีหลงเหลือในอาหารเลี้ยง
เชื้อหลังจากทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

 

      4.4 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส (Tako,M. 2009) 

  4.4.1   นําเชื้อไอโซเลทใหคาอัตราสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางของโซนใสกับขนาด
เสนผานศูนยกลางของโคโลนีสูงสุดทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสโดยนํามาปรับความขุนของ
สปอรใหมีปริมาณสปอรเทากับ 1×108 สปอร/มิลลิลิตร เพ่ือเปนเชื้อเริ่มตน (starter) จากนี้ใชปเปตปลอดเชื้อ
ดูด spore suspension ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร Carboxymethylcellulose(CMC) broth 50 
มิลลิลิตรท่ีบรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 100 มิลลิลิตร บมแบบเขยาท่ีความเร็วรอบ 100 rpm เปนเวลา 20 
วัน  

  4.4.2   ทําการเก็บ crude enzyme โดยนําเชื้อท่ีเลี้ยงในอาหาร CMC broth ใสลงในหลอด 
centrifuge tube ปริมาตร 5-7 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ท่ีความเร็ว 4,500 rpm เปนเวลา 

20 นาที จากนั้นเทสวนใสลงในหลอดปลอดเชื้อแชแข็งท่ี -20 ºC เพ่ือใชสําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของ
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เอนไซมและตรวจวัดปริมาณของน้ําตาลรีดิ้วส (ในข้ันตอนนี้จะทําการปน crude enzyme ในวันท่ี 0, 5, 10, 
15 และ 20 ของการบม) 

  4.4.3   วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส โดยการเติมสารละลาย crude 
enzyme ปริมาตร 100 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร 

pH 5.0 ปริมาตร 800 µl บมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เพ่ือปรับอุณหภูมิของระบบประมาณ 2-3 

นาที แลวปเปตสารละลาย pNPG ท่ีมีความเขมขน 0.7 mM ปริมาตร 100 µl. ลงในหลอดทดลอง นําไปบมใน 

water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm โดยการทดลองจะทํา 3 ซํ้า 

  4.4.4   การเตรียมชุดควบคุมการทดลอง เตรียม bank โดยปเปตสารละลาย 0.1 M. 
โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0  ปริมาตร 1,000 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม

สารละลาย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 มิลลิลิต  นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปน

เวลา 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm.  

  4.4.5   การเตรียมชุดควบคุมการทดลอง เตรียมชุดควบคุมสับเสตรทโดย ปเปตสารละลาย 
pNPG ท่ีมีความเขมขน 0.7 mM ปริมาตร 100 µl ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M 

โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 900 µl นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 

นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M โซเดียมคารบอเนต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 405 nm 

  4.4.6   การเตรียมชุดการทดลอง โดย ปเปตสารละลาย crude enzyme  ปริมาตร 100 µl. 
ลงในหลอดทดลองท่ีแหงและสะอาดจากนั้นเติม 0.1 M. โซเดียมอะซิเตรทบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 900 µl. 

นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 0.1 M. โซเดียมคารบอเนต 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm. นําคาท่ีวัดไดจากขอ 4.3.6 – 
4.3.9 มาหาคาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริงของปฏิกิริยาจาก  

สูตร  คาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริง = คาการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา – คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

เม่ือไดคาการดูดกลืนแสงท่ีแทจริงของปฏิกิริยาแลวนําคาท่ีไดไปแทนในสมการของกราฟมาตรฐานของ para-
nitrophenol (pNP)  ท่ีมีสมการคาความชั้นเทากับ y = 0.0043x + 0.0008 ท่ีมีคา 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) ใหไดผลิตภัณฑเปน para-nitrophenol (pNP) ในหนวย ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 

  4.4.7   เตรียมกราฟมาตรฐานสารละลาย para-nitrophenol โดยเจือจางสารละลาย para-
nitrophenol ใหมีความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400, 500 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการ
วิเคราะหตามวิธีในขอ 4.4.1-4.4.3 เขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ para-
nitrophenol 
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กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม (U/ml) เทากับปริมาณของเอนไซมท่ีใชในการยอยสลายสับเตรท 
para-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (pNPG) ใหไดผลิตภัณฑเปน para-nitrophenol (pNP) ไมโคร
โมลตอมิลลิลิตร 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)  เทากับ คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร 

  10  คือ เทียบปริมาตรเปน 1 มิลลิลิตร 

   D   คือ dilution factor  

  t  คือ เวลาท่ีใชทําปฏิกิริยา 

      4.5 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวิธี DNS method (Saqib, 2011) 

  4.5.1   นําตัวอยางท่ีตองการหาความเขมขนของน้ําตาล ใสลงในหลอดทดลองปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร 

  4.5.2   เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองท่ีมีตัวอยาง นําไปตม
ในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชในน้ําเย็นทันที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา 

  4.5.3   เติมน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร 
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  4.5.4   เตรียมกราฟมาตรฐานของน้ําตาล โดยเจือจางสารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานให
มีความเขมขน 0, 100, 200, 300, 400, 500 และ 800 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (อบ D-glucose ท่ี 90 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมงกอนนํามาใช) ทําการวิเคราะหตามวิธีในขอ 4.5.1-4.5.3 เขียนกราฟระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงและความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 

 

 

รูปท่ี 3 กราฟมาตรฐานของสารละลายนาตาลกลูโคสท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 

  4.5.5   การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เม่ือไดคาการดูดกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตรของตัวอยาง

ท่ีตองการ นําคาการดูดกลืนแสงท่ีไดแทนในสมการท่ีไดจากกราฟมาตรฐานสารละลายน้ําตาลกลูโคส  

y = 0.0039x + 0.0481 ท่ีมีคา R2 = 0.9976 จะไดปริมาณน้ําตาลกลูโคสในหนวยไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 

      4.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชื้อไอโซเลท CDF2L1D13 โดยการเพาะเลี้ยงบน

อาหารท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจน 

  4.6.1   การหาแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม โดยการแปรผันแหลงคารบอน

จากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยการใชรําและฟางขาวเปนแหลงคารบอน มีวิธีการศึกษาคือ เริ่มจากการ

คัดเลือกวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ไดแก รําและฟางขาว ท่ีมีลักษณะสด ใหม ไมมีการเจริญของเชื้อรา

จากนั้นนําฟางขาวมาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ผึ่งแดดใหแหงเปนเวลา 2 วัน นํามา

บดดวยเครื่องบดแลวรอนดวยตะแกรงรอนท่ีมีขนาด 0.2 มิลลิเมตร ชั่งน้ําหนักฟางขาวท่ีผานการรอน 40 กรัม 

แชใน 1% โซเดียมไฮดรอกไซด นาน 2 ชั่วโมง ลางดวยน้ําประปา จนกระท่ังวัด pH ไดเทากับ 7  
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   4.6.2   นําวัสดุท่ีผานข้ันตอนการเตรียมจากขอ 4.6.1 มาใชทดแทนแหลงคารบอนในสูตร

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

suspension ของเชื้อแอคติโนมัยซีท ไอโลเลท CDF2L1D13 บมแบบเขยาท่ีอุณหภูมิ 30 °C ความเร็วรอบ 100 

rpm. เปนเวลา 20 วัน แลวทําการเก็บตัวอยางในวันท่ี 0, 5, 10, 15 และ 20 ของการบม โดยการปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 20 นาที เก็บสวนใสของสารละลายแขวนลอยดท่ี -20 °C เพ่ือทําการวัด

กิจกรรมของเอนไซมและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  

  4.6.3   การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส โดยการแปรผันแหลงไนโตรเจนบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ Carboxymethyl cellulose(CMC) broth ทําไดโดยการเปลี่ยนแหลงไนโตรเจนของอาหาร

จาก yeast extract เปน peptone และ แอมโมเนียมซัลเฟต จากนั้นทําการทดลองดังขอท่ี 4.6.2 

      4.7 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีส 

  4.7.1   ทําการคัดเลือกเชื้อไอโซเลทท่ีใหคาอัตราสวนระหวางขนาดของโคโลนีและขนาดของ

เคลียรโซนท่ีสูงท่ีสุดคือ CDF2L1D13 ซ่ึงมีคาอัตราสวนระหวางโคโลนีและโซนใสเทากับ 14.02 มา cross 

streak บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) บมท่ีอุณหภูมิ 30 ºC เปนเวลา 7 วัน เพ่ือทําใหเชื่อ

อยูในสภาพท่ีพรอมตอทดสอบ จากนั้นนําไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนดวยเทคนิค cover slip 

culture บนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar)  

  4.7.2   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีท

ดวยเทคนิค cover slip culture ทําไดโดยการใชลูปปลอดเชื้อ เข่ียเชื้อแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 

จํานวน 2 ลูป ลงบนจานอาหาร starch casein agar (SCA agar) ดวยวิธีการ simple streak จากนั้นใช 

cover slip ปลอดเชื้อปกลงไปในเนื้อวุนโดยใหกระจก cover slip ปกอยูในลักษณะเอียงทํามุมประมาณ 45 

°C บมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 7 วัน 

  4.7.3   เม่ือบมเชื้อครบ 7 วัน ใชปากคีบ (forceps) จุม 95% แอลกอฮอลผานเปลวไฟ (ทํา 

2 ครั้ง) คีบกระจก cover slid ท่ีปกอยูในจานอาหารวางบนกระจกสไลดแลวหยดดวยสียอม 0lactophenol 

cotton blue 1 หยดเพ่ือทํา cover slip culture  

  4.7.4   ศึกษาลักษณะของสายสปอรของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท 

CDF2L1D13 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast microscope เพ่ือศึกษาลักษณะของเสนใยและ

สายโซสปอร  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

1. ผลการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท จากตัวอยางที่เก็บจากพ้ืนที่แปลง

ทดสอบเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

 จากการเก็บตัวอยางดินบริเวณใตตนไม ท่ีเก็บจากพ้ืนท่ีแปลงทดสอบเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ 

เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทโดยใชเทคนิคการ Spread plate บนอาหาร starch casein agar 

(SCA agar) จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 7 วัน สังเกตุลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอ

คติโนมัยสีทท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหาร แลวทําการคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการ cross streak บนอาหาร starch 

casein agar (SCA agar) จนไดลักษณะโคโลนีท่ีเปนเชื้อบริสุทธิ์ สามารถคัดแยกเชื้อไดท้ังหมด 190 ไอโซเลท 

2. ผลการทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโน-
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 ของแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยซีทท่ีคัดแยกไดท้ัง 190 ไอโซเลท 
โดยการวัด clear zone ท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหารหลังจากทําการบมเปนเวลา 5 วัน ท่ีมีการราดดวยแกรม
ไอโอดีน พบวาเชื้อแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 มีอัตราสวนระหวาง clear zone กับ โคโลนีสูงสุดซ่ึง
มีคาเทากับ 14.02 (วัดในหนวยมิลลิเมตร) ดังรูปท่ี 4 

 

  

 

  

 

 

 

 

รูปท่ี 4 แสดงลักษณะการยอย carboxymethyl cellulose บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อของไอโซเลท 

CDF2L1D13 
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3. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส)  

ในอาหารเลี้ยงเช้ือ CMC broth 

0
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0.258

0.152

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35
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กราฟแสดงกจิกรรมของเอนไซม์ เบต้า-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC กrotง (เกบ็ fซask เดียว)

กิจกรรมของเอนไซม์ U/ml

 

 

รูปท่ี 5 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth  

 จากกราฟรูปท่ี 5 จะพบวา ปริมาณเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส สูงสุดในวันท่ี 3 ของการเพาะเลี้ยงเชื้อใน

อาหารเหลว CMC broth โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส สูงสุดเทากับ 0.311 U/ml และจะ

ลดลงในวันท่ี 7 ของการบม และจะมีการลดลงเรื่อยๆ จนถึงวันท่ี 10 ของการบม ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซม

เทากับ 0.152 U/ml.  

4.  ผลการวิเคราะหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ในอาหารเล้ียงเช้ือ CMC broth   

เม่ือทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซในอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC broth ท่ีทําการเพาะเลี้ยง 

เชื้อแอคติโนมัยซีสเพ่ือผลิตเอนไซมบีตา-กลูโคสิเดส เปนเวลา  0, 3, 7 และ 10 วัน พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อมีจํานวนเพ่ิมข้ึนเม่ือระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อเพ่ิมข้ึน ซ่ึงอาจเนื่องมาจาก CMC 
เปนสารโมเลกุลใหญโดยเปนโมเลกุลของกูลโคสมาตอกันเปนสายท่ีเรียกวา polysaccharide  การยอยสลาย
สารนี้จะเกิดข้ึนเม่ือจุลินทรียเจริญในชวง log phrase และมีการใชสารนี้เปนแหลงอาหารสําหรับการ

เวลาบม่ (วนั) 

กิจ
กร

รม
ขอ

งเ
อน

ไซ
ม ์

U
/m

l 
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เจริญเติบโต เม่ือการเจริญเติบโตเขาสูระยะ stationary pharse และ death pharse จุลินทรียจะเริ่มหยุด
การเจริญเติบโต ดังนั้นจึงพบวามีการนําน้ําตาลท่ีไดจากการยอยสลาย CMC ไปใชนอยลง จึงปรากกฎการ
หลงเหลือปริมาณน้ําตาลรีดิวซเปนจํานวนมากในวันท่ี 10 ของการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพ่ือผลิตเอนไซม 

 

 

 

รูปท่ี 6 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC broth เม่ือทําการวิเคราะหตัวอยางในวันท่ี 0, 3, 
7 และ 10  

5. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส) เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยใชฟางขาวและรําเปนแหลงคารบอน 

 



20 
 

0

1.105

0.523

2.48 2.48

0

0.523

0.205

2.639 2.586

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 5 10 15 20 25

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 5 10 15 20 25

กจิ
กร

รม
ขอ

งเ
อน

ไซ
ม์ 

U/
m

l

เวลาบ่ม (วัน)

กราฟแสดงการเปรียบเทียบกจิกรรมของเอนไซม์เบต้า-กลโูคสิเดส บนอาหาร CMC broth 

ที�ม ีฟางข้าวและรํา เป็นแหล่งคาร์บอน

รํา

ฟางข้าว

 

รูปท่ี 7 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth ท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอนโดยใชฟางขาวและรําเปนสับสเตรท 

 จากกราฟรูปท่ี 7 จะเห็นไดปริมาณการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสท่ีมีการแปรผันแหลงคารบอนท่ีมี

ฟางขาวและรําสับเตรท พบวารําเปนแหลงคารบอนท่ีเหมาะตอการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงจะมีคา

กิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 2.639 U/ml.ในวันท่ี 15 ของการบม เม่ือเปรียบเทียบกับคากิจกรรมของ

เอนไซมท่ีผลิตจากฟางขาวพบวากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดในวันท่ี 15 และ 20 ของการบมซ่ึงมีกิจกรรมของ

เอนไซมเทากับ 2.48 U/ml แสดงวาแอคติโนมัยซีทไอโซเลท CDF2L1D13 สามารถใชรําเปนแหลงคารบอนใน

การเจริญและผลิตเอนไซมไดดีกวาการใชฟางขาว 

6. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลส (เบตา-กลูโคสิเดส) เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร โดยการใช peptone และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน 
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กราฟแสดงการเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์เบต้า-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth 
ที�มี peptone  และ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน  

peptone

(NH4)2SO4 

 

รูปท่ี 8 แสดงกิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) -

broth ท่ีมีการแปรผันแหลงไนโตรเจนโดยใช peptone และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนสับสเตรท 

 จากกราฟรูปท่ี 8 พบวาเช้ือไอโซเลท CDF2L1D13 มีการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในปริมาณท่ี

สูงใน peptone ซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนท่ีไดจากสิ่งมีชีวิต โดยใชคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส

เทากับ 0.417, 5.443, 5.232, 5.337 และ 5.285 U/ml โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดสสูงสุด

อยูท่ี 5.443 U/ml ในวันท่ี 5 ของการบม และการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ในแหลงไนโตรเจนท่ีเปน

แอมโมเนียมซัลเฟต มีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 0.734, 5.337, 5.179, 4.914 และ 4.597 เม่ือ

เปรียบเทียบกับปริมาณเอนไซมท่ีไดตามท่ีแสดงในกราฟ พบวา peptone เปนแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ

การเจริญของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CDF2L1D13 และจากแหลงไนโตรเจนท้ังสองแหลงจะสงเสริมการผลิต

เอนไซมไดดีในวันท่ี 5 ของการบมเชื้อ จากนั้นเม่ือใชเวลาในการบมนานข้ึนจะทําใหคากิจกรรมของเอนไซมลด

ต่ําลงเรื่อยๆ ตามขอมูลท่ีแสดงในกราฟ 
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7. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท 

      7.1 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทไอโซเลท CDF2L1D13 บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ starch casein agar (SCA agar) 

รูปท่ี 9 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ starch casein agar ของไอโซเลท CDF2L1D13 

ลักษณะโคโลนีของไอโซเลท CDF2L1D13 

 โคโลนีมีลักษณะการเจริญตามรอย streak ขนาดเล็ก ขอบหยัก สราง substrate mycelium สีขาว 

aerial mycelium สีขาว สรางสปอรสีดํามีลักษณะคลายผงถาน 
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7.2 ลักษณะเสนสายโซสปอร และลักษณะเสนใยภายไดกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast 

microscope  

 

รูปท่ี 10 แสดงลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast microscope ของไอโซเลท 

CDF2L1D13  

 ลักษณะสายโซสปอรมวนเปนวงกลมคลาย loop สายโซสปอรมีลักษณะเรียงตอกันเปนทอนๆ ภายใต

เสนใย คาดวานาจะอยูใน genus streptosporangium 
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บทที่ 5  

สรุปการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 การคัดแยกแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดิน เพ่ือผลิตน้ําตาลจาก

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ท่ีเก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีเข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ และไดทําการแยกเชื้อ

แบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทท้ังหมด 190 ไอโซเลท จากนั้นไดนําเชื้อท่ีแยกไดท้ังหมดมาทดสอบความสามารถ

ในการผลิตเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส ซ่ึงใหผลการทดลองดังตอไปนี้ 

 5.1 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีท 

      ผลจากการคัดแยกแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทจากตัวอยางดินบริเวณแปลงตัวอยาง พ้ืนท่ี

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียในกลุมแอคติโนมัยสีทไดจํานวน 190 ไอโซเลท ซ่ึง

แตละไอโซเลทจะถูกทําการคัดแยกบนอาหาร starch casein agar เพ่ือคัดเลือกลักษณะโคโลนีของเชื้อแอคติ

โนมัยสีท เพ่ือท่ีจะนําไปใชในการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

 5.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีสบนจาน
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 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   

 5.3 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสรางเอนไซมเซลลูเลสเพ่ือใชผลิตน้ําตาลจากวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรโดยการแปรผันแหลงคารบอนในอาหาร CMC broth 

      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  
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5.4 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  

5.5 ผลการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเชื้อไอโซเลท 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 

 ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมนอกเหนือจากเอนไซมเบตา-กลูโคสิเดส เชน เอนไซม exo-

glucanase และ endo glucanase รวมท้ังปริมาณโปรตีนเพ่ือตรวจสอบวาเปนโปรตีนท่ีตองการหรือไม 

รวมท้ังจะทําใหมีขอมูลพ้ืนฐานและงายสําหรับการศึกษาตอยอดในอนาคต  
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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 ใสลงในนํากลั่น 1,000 ml นําไปตมเปนเวลา 20 นาที เติม CaCO3 0.5 g ตั้งท้ิงไว

ใหตกตะกอนแลวนําไปกรองเพ่ือแยกสารแขวนลอย 

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 

 

 

 

 

 



29 
 

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. 

ผลการทดลองขอมูลดิบ 

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 เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี peptone เปนแหลง

ไนโตรเจน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
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 เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี (NH4)2SO4 

เปนแหลงไนโตรเจน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
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 เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี ฟางขาวเปน

แหลงคารบอน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
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 เบตา-กลูโคสิเดส บนอาหาร CMC broth ท่ีมี รําเปนแหลง

คารบอน 

วันท่ี 
คาการดูดกลืนแสงท่ี 405 nm 

A ท่ีแทจริง 
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 

 

การหาคา A ท่ีแทจริง  

   Aท่ีแทจริง =  (Con. Sub + Con. Enz) – เฉลี่ย 

การหากิจกรรมของเอนไซม 

แทน Aท่ีแทจริงใน Y         ในสูตร    Y = 0.0063X + 0.0194   ; R2= 0.9997 ซ่ึงไดจากกราฟมาตรฐาน 

pNP 

นําคา X ท่ีได แทน ApNP        ในสูตร     activity of Enzyme (U/ml) =    ApNP  x 10 

 

วิธีคํานวณปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากสมการ y = 0.0039x – 0.0481,  R2 = 0.9976 

  แทนคาการดูดกลืนแสงเฉลี่ย ใน y ในสมการ y = 0.0039x – 0.0481 โดยแทน y = 0.057 

            0.057 = 0.0039x – 0.0481 

      X = 2.28 

จะได ปริมาณน้ําตาลรีดิวซท่ีหลงเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ (µg/ml) =  2.28 µg/ml. 
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ตารางบันทึกผลการวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ บนอาหาร CMC broth (เก็บ flask เดียว) 

วันท่ี คาการดูดกลืนแสงท่ี 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. สถานท่ีเก็บตัวอยาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

เข่ือนจุฬาภรณ อําเภอ คอนสาร จังหวัดชัยภูมิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พ้ืนท่ีแปลงท่ี 1 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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พ้ืนท่ีแปลงท่ี 2 จํานวน 18 ตัวอยาง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พ้ืนท่ีแปลงท่ี 3 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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พ้ืนท่ีแปลงท่ี 4 จํานวน 18 ตัวอยาง 
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2. ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีทจํานวน 190 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากตัวอยางดิน พ้ืนท่ี

เข่ือนจุฬาภรณ จังหวัดชัยภูมิ  

ตารางแสดงลักษณะของแอคทีเรียกลุมแอคติโนมัยซีทท่ีคัดแยกได 

isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
1 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ สราง

เสนใยสีขาวคลายกํามะหยี่ 
สรางสปอรสีน้ําตาลตรงกลาง 
โคโลน ี

 
 
   

2 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม  
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
      

 

3 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม  
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
 

4 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว 
การเจริญติดกันเปนแถวยาว
ตามรอย streak 

 

5 โคโลนีสีขาวขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวคลาย
เสนใยของเชื้อรา 
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isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
6 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ

เรียบ ไมสราง pigment 
 
 
   

7 โคโลนีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

8 โคโลนีขนาดเล็กสีดํา ขอบเรียบ
และสราง pigment สีน้ําตาล
บนจานอาหาร 

 
 

9 โคโลนีเปนวงกลม ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาว คลาย
กํามะหยี่   

 

10 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม
แดง ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะ
แผลาม 

 

 

11 โคโลนีขนาดใหญ สราง 
substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม
แดง ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะ
แผลาม 
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isolate ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร ลักษณะโคโลนี (ภาพ) 
12 โคโลนีขนาดใหญ สราง 

substrate mycelium และ
สราง aerial mycelium สีสม 
ขอบโคโลนีหยักมีลักษณะแผ
ลาม 

 
 
   

13 โคโลนีวงกลมขนาดใหญมีสี
น้ําตาล ขอบเรียบ สราง 
substrate mycelium ท่ีมี
ลักษณะแผลาม 

 
      

 

14 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ คลาย
กํามะหยี่ 

 
 

15 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลืองออน 
ขอบเรียบ สราง pigment สี
น้ําตาลบนจานอาหาร 

 

16 โคโลนีสีดํา ขอบหยัก ผิวหนา
โคโลนีมันวาว สราง pigment 
สีน้ําตาลบนจานอาหาร 

 

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

ขาดเล็ก สราง aerial 
mycelium สีเหลือง 

 
 
   

19 โคโลนีเปนวงกลม ขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาว คลาย
กํามะหยี่   

 
      

 

20 โคโลนีสีขาว ขอบหยัก ตรง
กลางของโคโลนีสราง aerial 
mycelium สีชมพู 

 
 

21 โคโลนีวงกลมขนาดใหญขอบ
เรียบ คลายกํามะหยี่ 

 

22 โคโลนีสีน้ําตาล ขอบหยัก 
ผิวหนาโคโลนีมันวาว สราง 
pigment สีน้ําตาลบนจาน
อาหาร 
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23 โคโลนีสีน้ําตาลแกมเขียว ขอบ
หยัก ผิวหนาโคโลนีมันวาว 
สราง pigment สีน้ําตาลบน
จานอาหาร 

 

24 โคโลนีขนาดใหญสีขาว ขอบ
เรียบ สรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 
   

25 โคโลนีมีสีขาว ขอบหยัก สราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
      

 

26 โคโลนีขนาดเล็ก สีน้ําตาลออน 
ขอบเรียบ สรางสปอรตรงกลาง
โคโลนี  

 
 

27 โคโลนีขนาดเล็ก สีชมพู ขอบ
เรียบ  

 

28 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีน้ําตาล  
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29 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีน้ําตาล  

30 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว และมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ และจะ
สรางสปอรสีดํา 

 
 
   

31 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สราง pigment สีเหลือง
ออนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
      

 

32 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบสราง 
substrate mycelium สีขาว 

 
 

33 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบสราง 
substrate mycelium สีขาว 

 

34 โคโลนีนูน สีขาว ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สีขาว
และสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี
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35 โคโลนีนูน สีขาว ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สีขาว
และสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 

36 โคโลนีขนาดเล็กสีน้ําตาล ขอบ
หยัก สรางสปอรและสราง 
pigment สีน้ําตาลบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
   

37 โคโลนีวงกลมขนาดเล็ก ขอบ
เรียบ สีขาว มีลักษณะคลาย
กํามะหยี่ 

 
      

 

38 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
เรียบ มีการสรางเสนใยลักษณะ
แผลามคลายสนใยของเชื้อรา 

 
 

39 โคโลนีขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สี
เหลือง 

 

40 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
หยักสรางเสนใยคลายเชื้อรา 

 

 



44 
 

41 โคโลนีขนาดเล็กสีขาวแกม
เหลือง ขอบเรียบ สราง aerial 
mycelium สีเหลือง 

 

42 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว สราง 
aerial mycelium สีขาว และ 
มีการสรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 
   

43 โคโลนีมีขนาดใหญ ขอบเรียบ 
ผิวหนายน สราง aerial 
mycelium สีขาว 
 

 
      

 

44 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
 

45 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

46 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

 

 

 



45 
 

47 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ และสราง aerial 
mycelium สีขาวบนจาน
อาหาร 

 

48 โคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว มี
การเจริญแบบแผลามคลายการ
เจริญของเชื้อรา 

 
 
   

49 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

50 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สรางสปอรสีดําตรงกลาง
โคโลน ี

 
 

51 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ มีการเจริญตามรอย 
streak สรางเสนใยคลายเชื้อรา 

 

52 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลืองออน 
ขอบเรียบ และสราง pigment 
สีเหลืองบนจานอาหาร 

 

53 โคโลนีขนาดเล็ก สีเหลือง สราง
เฉพาะ substrate mycelium 
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54 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 

55 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 
 
   

56 โคโลนีนูน ขอบเรียบ สรางเสน
ใยและสปอรคลายเชื้อรา 

 
      

 

57 โคโลนีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ และสรางสปอรสีดําตรง
กลางโคโลนี 

 
 

58 โคโลนีสีขาว ขอบเรียบ มี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

59 โคโลนีขนาดเล็กสีเหลือง ขอบ
เรียบ สราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 
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60 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ คลายกํามะหยี่ 

 

61 โคโลนีขนาดใหญ สีขาว ขอบ
เรียบ สรางเสนใยคลายเชื้อรา 

 

62 โคโลนีนูน สีเหลือง ขอบหยัก 
สราง pigment สีเหลืองบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
   

63 โคโลนีมีสีขาว ขอบเรียบมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

64 โคโลนีมีสีขาว ขอบเรียบมี
ลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
 

65 โคโลนีมีสีเทาเขมขอบหยัก
สราง pigment สีมวงบนจาน
อาหาร 

 

66 โคโลนีมีสีเทาเขมขอบหยัก
สราง pigment สีมวงบนจาน
อาหาร 

 



48 
 

67 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 

68 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 
 

68 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีเหลืองขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร 

 
 
   

69 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบมีลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

70 โคโลนีมีขนาดเล็ก ขอบหยัก
สราง aerial mycelium และ
มีสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
 

71 โคโลนีขนาดเล็ก กลม มีสีขาว 
ขอบเรียบสราง substrate -
mycelium สีขาว 

 

72 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบสราง aerial mycelium 
และ substrate mycelium สี
ขาว 
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73 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
เรียบสราง aerial mycelium 
และ substrate mycelium สี
ขาว 

 

74 โคโลนีสีครีม สรางสปอรท่ีมี
ลักษณะเปนผงแหง และมีการ
เจริญตามรอย streak 

 

75 โคโลนีมีขนาดเล็กขอบเรียบ 
สราง aerial mycelium สี
เขียวออน 

 
 
   

76 โคโลนีขนาดเล็กสีน้ําตาล ขอบ
เรียบสราง pigment สีเหลือง
บนจานอาหาร  

 
      

 

77 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบ สราง substrate -
mycelium สีขาว 

 
 

78 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 
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79 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็ก ขอบเรียบ สราง 
aerial mycelium สีขาวและ
สรางสปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 
มีลักษณะการเจริญตามรอย 
streak 

 

80 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขนาดเล็กขอบเรียบ และสราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 

81 โคโลนีมีสีขาวขอบเรียบ สราง 
substrate mycelium สีขาว 

 
 
   

82 โคโลนีสีขาว ขอบหยัก สราง
สปอรสีดําตรงกลางโคโลนี 

 
      

 

83 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขอบเรียบสราง aerial -
mycelium สีขาวท่ีมีลักษณะ
คลายขนสัตว 

 
 

84 โคโลนีมีลักษณะเปนวงกลม
ขอบเรียบสราง aerial -
mycelium สีขาวท่ีมีลักษณะ
คลายขนสัตว 
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85 โคโลนีมีสีเหลือง ขอบเรียบมี
การเจริญในเนื้อวุน 

 

86 โคโลนีมีรูปรางกลม ขนาดเล็ก 
สีขาว ขอบเรียบ มีความนูน
จากผิวหนาวุนเล็กนอย 

 

87 โคโลนีมีขนาดเล็ก ขอบเรียบ สี
ขาว มีลักษณะคลายกํามะหยี่ 

 

88 โคโลนีมีสีขาวขอบเรียบ มี
ลักษณะการเจริญในเนื้อวุน 

 
 

      

89 โคโลนีมีขนาดเล็ก สีขาว ขอบ
เรียบและมีลักษณะแบงเปน
แฉกคลายดอกไม 

 
      

 

90 โคโลนีมีขนาดเล็กสีขาว คลาย
กํามะหยี่ 

 
 

91 โคโลนมีีสีครีม ขอบเรียบ มี
ลักษณะเปนวงแหวนซอนกัน
หลายชั้น 
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92 โคโลนีมีลักษณะเปนผงสีขาว 
เจริญตามรอย streak 

 

93 โคโลนีขนาดเล็กสีครีม ผิวหนา
โคโลนีมีรอยยน 

 

94 โคโลนีขนาดเล็กสีครีม ผิวหนา
โคโลนีมีรอยยน 

 

95 โคโลนีมีขนาดใหญสีเหลือง 
ขอบหยักผิวหนาขรุขระ 

 
 
   

96 โคโลนีมีขนาดใหญสีเหลือง 
ขอบหยักผิวหนาขรุขระ 

 
      

 

97 โคโลนีมีสีสม ขนาดใหญ ขอบ
เรียบและมีลักษณะคลายรม 

 
 

98 โคโลนีมีสีครีมเจริญตามรอย 
streak โคโลนีเปนผง 
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99 โคโลนีขนาดเล็กสีขาวขอบ
เรียบ สราง pigment สีดําบน
จานอาหาร 

 

100 โคโลนีขนาดเล็กสีขาว ขอบ
หยัก สราง aerial mycelium 
สีขาว 

 

101 โคโลนีมีขนาดเล็ก รูปรางกลม 
สีขาว ขอบเรียบคลายกํามะหยี่ 

 
 
   

102 โคโลนีมีขนาดเล็ก รูปรางกลม 
สีขาว ขอบเรียบคลายกํามะหยี่ 

 
      

 

103 โคโลนีขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
สรางสปอรสีดํา 

 
 

104 โคโลนีมีขนาดใหญ สีสมผิวหนา
มีลักษณะเปนชั้นคลายวงแหวน
ซอนกัน 
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105 โคโลนีมีขนาดใหญ สีสม ขอบ
หยัก มีลักษณะการเจริญคลาย
เสนใยของเชื้อรา 

 

 


