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บทคดัย่อ 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือคดัแยกเช้ือราท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส 
และเพคติเนส โดยคดัแยกจากกากมนัส าปะหลงัสดท่ีเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงั จาก 4โรงงานใน
เขตพ้ืนท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง จากการคดัแยกเช้ือจุลินทรียข์ั้นตน้ดว้ยวิธี dilution plating และ 
streak plate บนอาหารแข็ง PDA NA และMRS บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C พบวา่มีจ านวนยีสตร์า แบคทีเรีย และแบคทีเรีย
กรดแลคติกเท่ากบั 1.6x105, 1.3x105และ 3.6x104cfu/g ตามล าดบั จากนั้นน าเช้ือราท่ีคดัแยกตามลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาท่ีต่างกันจ านวน 17 ไอโซเลท น ามาทดสอบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์บนอาหารแข็งโดยพิจารณา
ความสามารถในการยอ่ยสลายจากความกวา้งของวงใสรอบโคโลนี พบวา่ ไอโซเลท CASP-RSU M01 มีความสามารถ
ในการยอ่ยเซลลูโลสบน cellulose agar และย่อยแป้งบน starch agar ไดดี้ท่ีสุด และไอโซเลท UN-RSU M03 มี
ความสามารถในการยอ่ยเพคตินบน modified Czapek-Dox agar 

 
ค ำส ำคญั:  กากมันส าปะหลังสด  เชื้อรา  เอนไซม์ 
 

Abstract 
The aim of this study was to isolate cellulase, amylase and pectinase producing fungi from fresh cassava 

pulps. These pulps were solid wastes taken from starch processing plants in the northeast and central regions. 
Microorganisms were isolated by dilution plating and streak plate techniques and grown on potato dextrose agar 
(PDA), nutrient agar (NA) and de Man, Rogosa, and Sharpe agar (MRS) media and incubated at 30°C. The total 
yeast-mold, bacteria, and lactic acid bacteria counts were 1.6x105cfu/g, 1.3x105cfu/g and 3.6x104cfu/g, respectively. 
17 isolates were further investigated for the capability of producing amylase, pectinase and cellulase by using 
selective medium agar and the clear-zone around the colony was then measured.  The hydrolysis capacity (HC 
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value) was performed as the clearing zone and the colony diameter ratio. The result showed that CASP-RSU 
M01strain had the highest potential for cellulose hydrolysis on cellulose agar (CMC) and starch hydrolysis on starch 
agar and UN-RSU M03 strain had the highest potential for pectin hydrolysis on modified Czapek-Dox agar. 
 
Keywords: fresh cassava pulp, fungal, enzyme 
 

 
1. บทน า 

อุตสาหกรรมการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัถือ
เป็นอุตสาหกรรมท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของไทย 
ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตมนัส าปะหลงัเป็นอนัดบั 1 ของ
โลก โดยมีผลผลิตต่อปีประมาณ 30.1 ลา้นตนั (คณะ
ส ารวจภาวะการผลิตและการคา้มนัส าปะหลงัฤดูการ
ผลิตปี 2552/53, 2552) จึงท าให้มีปริมาณของเหลือท้ิงท่ี
เป็นของแข็งจากกระบวนการผลิตท่ีเรียกว่า กากมัน
ส าปะหลงั (Cassava pulp) ในปริมาณมาก  โดยลกัษณะ
ทัว่ไปของกากมนัส าปะหลงัจะละเอียด  สีขาว  และมี
ความช้ืนสูงถึงร้อยละ 75  องคป์ระกอบทางเคมีของกาก
มนัส าปะหลงัสดประกอบดว้ย แป้งร้อยละ 50-60  ซ่ึงจะ
อยู่ ในลิกโนเซลลูโลส และเส้นใยอยู่ ร้อยละ  10-
15 โปรตีนร้อยละ 1.5-5 และไขมนัร้อยละ 0.1-4 โดย
น ้ าหนกั  (Penuliar, 1940) จากกระบวนการสกดัแป้งจะ
มีความช้ืนและแป้งอยู่สูงจึงเกิดการเน่าเสียได้ง่าย
ก่อใหเ้กิดปัญหากบัส่ิงแวดลอ้มเป็นอยา่งมาก  

ในกากมนัส าปะหลงัมีโพลีแซคคาไรด ์จ าพวก
แป้ง เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และเพคติน รวมไปถึง 
ลิกนิน ท่ี เ ป็นโพลี เมอร์ของสารอะโรมาติกเ ป็น
องคป์ระกอบ ซ่ึงจดัเป็นองคป์ระกอบหลกัในผนงัเซลล์
พืชดงันั้นจึงตอ้งท าการปรับสภาพของลิกโนเซลลูโลส
โดยอาศยัการท างานของจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถใน
การสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส มา
ยอ่ยสลายโครงสร้างเพ่ือผลผลิตน ้ าตาลกลูโคสซ่ึงวธีิทาง
ชีวภาพเป็นวิธีท่ีไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม 

ช่วยลดต้นทุนในการผลิต โดยอาศัยการท างานของ
จุลินทรียจ์  าพวกรา และ แบคทีเรีย (Singh et al., 2008)  
 
2. วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อคดัแยกจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิจากกากมนั
ส าปะหลงัสด 

2. เพ่ือคดัแยกเช้ือราท่ีมีความสามารถในการ
สร้างเอนไซม์ส าหรับย่อยสลายโครงสร้างลิกโน
เซลลูโลสและแป้งในกากมนัส าปะหลงัสด เพื่อผลได้
ของน ้ าตาลกลูโคส 
 
3. อุปกรณ์และวธีิการ 
3.1. การคดัแยกและท าใหเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 

เตรียมกากมนัส าปะหลงัสดท่ีจะน ามาคดัแยก
เช้ือจุลินทรียโ์ดยการบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วนั 
จากนั้นชัง่ตวัอย่างกากมนัส าปะหลงัสด 1 กรัม ลงใน 
ฟลาสก์ เติมน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 9 มล. จากนั้นท าการเจือ
จางสารละลายดว้ยวิธี 10 serial dilution method ตามวิธี
ของ  Benson (2002) ปิเปตสารละลาย 0.1 มล. แลว้ท า
การ spread plate บนอาหาร Potato dextrose agar 

(PDA) Nutrient agar (NA) และ De Man - Rogosa-
Sharoe  agar  (MRS) บ่มจานเพาะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30°C 

เป็นเวลา 3-5 วนั สังเกตลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน
อาหารแข็ง คดัแยกเช้ือจุลินทรียต์ามสัณฐานวิทยา โดย
พิจารณาจากลกัษณะการเจริญเติบโต รูปร่าง และสีท่ี
แตกต่างกนั (Barnett and Hunter, 1972) จากนั้นท าให้
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เช้ือบริสุทธ์ิด้วยวิธี streak plate ท าการเก็บรักษา
เ ช้ือจุลินทรีย์ท่ีแยกได้ในหลอดอาหารแข็ง เ อียง ท่ี
อุณหภูมิ 4°c 
3.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม ์

ก า ร ท ด ส อ บ เ ชิ ง คุ ณ ภ า พ  (Qualitative 
enzymatic assay) ดา้นการผลิตเอนไซมใ์นการยอ่ยสลาย 
ได้แก่ เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) อะไมเลส 
(amylase) และเพคติเนส(pectinase) เพื่อทดสอบ
ความสามารถและประสิทธิภาพของเช้ือราท่ีแยกได้
ทั้งหมด17 ไอโซเลท โดยวธีิทดสอบดงัน้ี 

น าเช้ือราบริสุทธ์ิมาเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง
เช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิ 30°c เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ท่ีมีการ
เจริญของเส้นใยเต็มจานเพาะเช้ือ ใช้ cork borer 
เส้นผ่าศูนยก์ลาง 0.8 ซม. เจาะเส้นใยของเช้ือรา ใชเ้ข็ม
เข่ียเช้ือตกัช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยรา มาวางจุดกลางของจาน
เล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารจ าเพาะทั้ง 3 ชนิด บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°c 
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง น าไปทดสอบเอนไซม ์

 

3.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซมเ์ซลลู
เลสโดยน าเช้ือราท่ีเพาะบนอาหารแข็งมาทดสอบบน
อาหาร Carboxyl methyl cellulose (CMC agar) ตามวิธี
ของ Mandel and Weber (1969) ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็น
เวลา 72 ชัว่โมง มาท าการ flood plate ดว้ย 1% congo 
red ใหท่้วมผิวหนา้อาหารและโคโลนีเช้ือรา เป็นเวลา 15 
นาที แลว้เทออก ลา้งด้วยน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ และflood 
plate อีกคร้ังด้วย 1MNaCl เป็นเวลา 15 นาที วดั
เสน้ผา่ศูนยก์ลางของการเกิดบริเวณใส (clear zone)  ใน
หน่วยเซนติเมตร(cm) 
3.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซม์อะ
ไมเลส โดยน าเช้ือราท่ีเพาะบนอาหารแขง็มาทดสอบบน
อาหาร starch agar ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
มาท าการ flood plate ดว้ย 3% iodine(w/v)  ให้ท่วม
ผิวหนา้อาหารและโคโลนีเช้ือรา เป็นเวลา 15 นาที แลว้

เทออก ล้างด้วยน ้ ากลั่นปลอดเช้ือ และ flood plate                  
อีกคร้ังดว้ย 1MNaCl เป็นเวลา 15 นาที วดัเส้นผ่านศูนย ์
กลางของการเกิดบริเวณใสในหน่วยเซนติเมตร 
3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซมเ์พคติ
เนส โดยน าเช้ือราท่ีเพาะบนอาหารแข็งมาทดสอบบน
อาหาร modified Czapek-Dox agar ตามวิธีของ Phutela, 
et al. (2005) ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 72 ชัว่โมง มาท า
การ flood plate ดว้ย iodine-potassium iodide solution  
(1.0 กรัม iodine 5.0 กรัม potassium iodide ในน ้ ากลัน่
ปลอดเช้ือ 330 มล.) ให้ท่วมผิวหนา้อาหารและโคโลนี
เช้ือรา เป็นเวลา 15 นาที แลว้เทออก ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่
ปลอดเช้ือ วดัเส้นผ่าศูนยก์ลางของการเกิดบริเวณใสใน
หน่วยเซนติเมตร 
3.3 การประเมินผลการผลิตเอนไซมข์องเช้ือรา 

ท าการประเมินระดับการผลิตเอนไซม์แต่ละ
ชนิดของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากกากมนัส าปะหลงับนอาหาร
แข็ง  โดยค านวณจากอัตราส่วนระหว่าง เส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของวงใส (clear zone) และโคโลนี (Xu and 
Yang, 2010; Taechapoempol et al., 2010) ซ่ึงจดัเป็น
ระดบัต่างๆ คือ 

* =    < 1.00 
** =   1.01-2.00 
*** =    2.01-3.00 
**** =    > 3.00 
 

4. ผลการวจิยัและข้อวจิารณ์ 
4.1 ผลการคดัแยกและท าใหเ้ช้ือบริสุทธ์ิ 

จากการคดัแยกเช้ือจุลินทรียข์ั้นตน้จากกากมนั
ส าปะหลงัสดโดยความอนุเคราะห์จากโรงงานแป้งมนั
ส าปะหลังในเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาค
กลาง จ านวน 4 โรงงานดว้ยวิธี dilution plating และ 
streak plate บนอาหารแข็ง PDA  NA และ MRS พบวา่
มีจ านวนยีสต์ แบคทีเรีย และแบคทีเรียกรดแลคติก
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เท่ากบั 1.6x105 , 1.3x105 และ 3.6x104cfu/g. ตามล าดบั
เม่ือคัดแยกเ ช้ือราเพียงอย่างเ ดียวตามลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาท่ีต่างกนั พบเช้ือราจ านวน 17 ไอโซเลท 
(ตารางท่ี 1) 
4.2 การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์              
ในเชิงคุณภาพ 

เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหารแข็งโดยน าเช้ือ
ราบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จ านวน 17 ไอโซเลทมาทดสอบ 
พบวา่ 

 

4.2.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซม์
เซลลูเลสพบว่าเช้ือราสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี 
Carboxy methyl cellulose (CMC) เป็นแหล่งคาร์บอน 
และมีการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส โดยสังเกตไดจ้ากวง
ใสรอบโคโลนีเม่ือทดสอบดว้ย 1% congo red เน่ืองจาก
เม่ือเช้ือราสร้างเอนไซม์มาย่อย CMC บริเวณรอบ
โคโลนีจะไม่ติดสียอ้ม congo red ดงันั้นเช้ือราท่ีให้ผล
การเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี โดยค านวณจากอัตรา 
ส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใสและโคโลนี
มากท่ีสุด 3 อนัดบัคือไอโซเลท CASP-RSU M01, 
CASP-RSU M02 และUN-RSU M04 ตามล าดบั 
4.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซม์              
อะไมเลส พบว่าเช้ือราสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี 
starch เป็นแหล่งคาร์บอน และมีการสร้างเอนไซม ์             
อะไมเลส โดยสังเกตได้จากวงใสรอบโคโลนีเม่ือ
ทดสอบดว้ย 3% iodine (w/v) (รูปท่ี 1) เน่ืองจากเม่ือเช้ือ
ราสร้างเอนไซมม์ายอ่ยแป้ง บริเวณรอบโคโลนีจะไม่ติด
สียอ้มของ iodine ดงันั้นเช้ือราท่ีใหผ้ลการเกิดบริเวณใส
รอบโคโลนี โดยค านวณจากอตัราส่วนระหวา่งเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของวงใสและโคโลนี มากท่ีสุด 3 อนัดบัคือไอ
โซเลท CASP-RSU M01, CASP-RSU M02 และST-
RSU M03 ตามล าดบั 

4.2.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการสร้างเอนไซม์               
เพคติเนส พบว่าเช้ือราสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี                 
เพคติน เป็นแหล่งคาร์บอน และมีการสร้างเอนไซม ์                
เพคติเนส โดยสังเกตได้จากวงใสรอบโคโลนีเม่ือ
ทดสอบด้วย iodine-potassium, iodide solution 
เน่ืองจากเม่ือเช้ือราสร้างเอนไซมม์ายอ่ยเพคติน บริเวณ
รอบโคโลนีจะไม่ติดสียอ้มของiodine-potassium iodide 
solution ดังนั้ นเช้ือราท่ีให้ผลการเกิดบริเวณใสรอบ
โคโลนีของเช้ือจากการค านวณจากอตัราส่วนระหว่าง
เส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใส (clear zone) และโคโลนี 
มากท่ีสุด 3 อนัดบัคือไอโซเลท UN-RSU M03, UN-
RSU M04 และ ST-RSU M03 ตามล าดบั 
 

ตารางที่ 1 ลกัษณะปรากฏทางสณัฐานวิทยาของเช้ือรา 
ไอโซเลท ลกัษณะปรากฏ 

CASP-RSU M01 เสน้ใยสีขาวสปอร์สีขาว ฟูเจริญเป็นวงกวา้ง 

CASP-RSU M02 
เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียว โคโลนีเจริญเป็น
วงกวา้ง 

CASP-RSU M03 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเทาพองฟู 

CASP-RSU M04 
เสน้ใยสีขาว สปอร์สีขาว เลก็ๆคลา้ยหนาม
กระจาย 

CASP-RSU M05 
เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียว ลกัษณะโคโลนี
เป็นรูปร่างกลม ผิวนูนมาก 

CASP-RSU M06 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียว 
ST-RSU M01 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเทาเขม้ ละเอียด 
ST-RSU M02 เสน้ใยสีขาวปนเหลือง สปอร์สีเทาเขม้ 
ST-RSU M03 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียวเขม้ ฟูคลา้ยส าลี 
ST-RSU M04 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเทาขาว คลา้ยก ามะหยี ่
ST-RSU M05 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีด า ฟูคลา้ยส าลี 
UN-RSU M01 เสน้ใยสีขาวปนเทา สปอร์สีด า 
UN-RSU M02 เสน้ใยสีครีม สปอร์สีน ้าตาลปนเทา 
UN-RSU M03 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียวปนเทาละเอียด 
UN-RSU M04 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียวอ่อน 
UN-RSU M05 เสน้ใยสีขาว สปอร์สีเขียวเขม้ 
UN-RSU M06 เสน้ใยสีขาวปนเหลือง สปอร์สีด า 
 

4.3 ผลการประเมินการผลิตเอนไซมข์องเช้ือรา 
ท าการประเมินระดับการผลิตเอนไซม์ทั้ ง 3 

ชนิด โดยค านวณจากอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าน
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ศูนยก์ลางของวงใส (clear zone) และโคโลนี (Xu and 
Yang, 2010; Taechapoempol et al. 2010)(ตารางท่ี 2) 
 

ตารางที่ 2 แสดงการผลิตเอนไซม ์cellulase amylase และ
pectinaseบนอาหารแขง็ 
 

ไอโซเลท 

การเปล่ียนแปลงของปฏิกิริยาบนอาหารแขง็ 
Cellulose 

agar 
Starch agar modified 

Czapek-Dox 
agar 

CASP-RSU 
M01 

**** **** - 

CASP-RSU 
M02 

**** **** - 

CASP-RSU 
M03 

**** **** - 

CASP-RSU 
M04 

**** - * 

CASP-RSU 
M05 

**** **** - 

CASP-RSU 
M06 

**** **** - 

ST-RSU M01 **** **** - 
ST-RSU M02 **** **** - 
ST-RSU M03 **** **** * 
ST-RSU M04 *** *** - 
ST-RSU M05 **** **** - 
UN-RSU M01 **** **** - 
UN-RSU M02 **** **** - 
UN-RSU M03 **** **** ** 
UN-RSU M04 **** **** ** 
UN-RSU M05 **** **** - 
UN-RSU M06 **** - - 
หมายเหตุ อตัราส่วนเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสรอบ 
โคโลนีต่ออตัราส่วนเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (HC value) 

* =     < 1.00 
** =     1.01-2.00 
*** =    2.01-3.00 
**** =    > 3.00 

 
 
 

รูปที่ 1 การทดสอบการสร้างเอนไซม์อะไมเลสของเช้ือราบน
อาหาร starch agar ดว้ย iodine 

 
5. การอภิปรายผล 

จากการศึกษาน้ีพบวา่เช้ือราจ านวน 17 ไอโซ
เลทท่ีคดัแยกไดจ้ากกากมนัส าปะหลงัสดท่ีเหลือท้ิงจาก
กระบวนการผลิตแป้งมนัส าปะหลงัจ านวน 4 โรงงาน 
ในเขตพ้ืนท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง
สามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส
ใหป้ระสิทธิภาพสูง  

ในการทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์ของเช้ือราบนอาหารแข็ง พบว่าไอโซเลท
CASP-RSU M01 และ CASP-RSU M02 ให้ประสิทธิ 
ภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลส และ อะไมเลส ไดดี้
ทั้ง 2 ชนิดโดยพิจารณาจาก HC value และเม่ือท าการ
เปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืนๆพบวา่จุลินทรียท่ี์คดัเลือกน้ี
มีคุณสมบติัในการผลิตเอนไซม์สูงกว่า Trichoderma 
spp. จากการศึกษาของ Gochev และ Krastanov (2007)  
ท่ีพบว่ามีความสามารถผลิตเอนไซม์cellulase และ
laccase  (HC value) อยูร่ะหวา่ง 2.00 - 2.50 

 
6. บทสรุป 
 จากการวิจยัพบว่าไอโซเลทท่ีมีความสามารถ
ในการย่อยสลายซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้
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สูงสุดคือไอโซเลท CASP-RSU M01, CASP-RSU M02 
และ UN-RSU M04 ตามล าดบัส่วนเอนไซมอ์ะไมเลส 
คือไอโซเลท CASP-RSU M01, CASP-RSU M02 และ
ST-RSU M03 ตามล าดบั และเอนไซมเ์พคติเนส คือ 
ไอโซเลท UN-RSU M03, UN-RSU M04 และST-RSU 
M03 ตามล าดบั ซ่ึงสามารถน าไปวิจยัต่อในการผลิต
น ้ าตาลรีดิวซ์โดยการท างานร่วมกนัของเช้ือรามากกวา่ 
2 ชนิด 
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