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บทคัดยอ  
 

งานวิจัยนี้มีวัตถปุระสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินในทุงนาจากตําบลสวนดอกไม 
อําเภอเสาไห จังหวัด สระบุรี และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารแข็งของเชื้อที่แยกได 
ผลการวิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียจากดิน 3 แหลงไดจํานวน 38 ไอโซเลต จากนั้นวัดความสามารถในการยอยสลาย
เซลลูโลสพบวาจากการวัดความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสจากการเกิดวงใส (Hydrolytic capacity: (HC) value บน
อาหารแข็ง Carboxy methyl cellulose (CMC) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได
จํานวน 21 ไอโซเลต โดยตัวอยางจากแหลงท่ี 1 คัดเลือกได 10 ไอโซเลต  ตัวอยางจากแหลงที่ 2 คัดเลือกได 5 ไอโซเลต และ
ตัวอยางจากแหลงท่ี 3 คัดแยกได 6 ไอโซเลต  และจากการศึกษาลักษณะของเช้ือบนจานเลี้ยงเช้ือพบวาโคโลนีที่เกิดขึ้นบน
จานเพาะเลี้ยงสวนใหญมีลักษณะกลม  

 
คําสําคัญ: แบคทีเรีย  เอนไซมเซลลูเลส ฟางขาว 
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Abstract 

 
  The objective of this research is to isolate the bacteria that can produce cellulase from the soil 
in the rice fields from Suan Dok Mai Subdistrict, Sao Hai District, Saraburi Province, and to study the 
efficiency of cellulose degradation on solid medium. The results showed that 38 bacteria were isolated 
from soil at 3 sources. After that, only 21 isolates exhibited high cellulase producing activity with 
hydrolytic capacity (HC value) testing on carboxymethyl cellulose (CMC) agar plate. Samples from source 
1 were selected 10 samples were selected from source 2, 5 were selected. And samples from source 3 
were separated into 6 isolates and from the study of the characteristics of the culture on the petri dish, 
the colonies that occurred on the culture plate were round. 

 
Keywords: Bacteria, Cellulase Enzyme Rice Straw 
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1. บทนํา  
 

ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ซึ่งมีผลผลติทางการเกษตรจากการเพาะปลูก เชน ออย ขาว เปนตน อยางไรก็
ตามจากการขยายตัวของการผลิตทางภาคการเกษตรภายในประเทศที่สงผลใหมีวัสดุเหลือทิ้งจากการเพาะปลูก เชน ขี้เลื่อย 
ตนออย กากออย ฟางขาว มันสําปะหลัง เปลือกผลไมและเปลือกไม เปนตน ซึ่งของเหลือท้ิงทางการเกษตรดังกลาวสวนมากมี
เซลลูโลสเปนองคประกอบ สามารถนํามาใชประโยชนจากการยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรียเพื่อใหได
น้ําตาลที่สามารถนําไปใชเปนสารตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอล กรดอินทรียและการผลิตในภาคอุตสาหกรรมอื่น ๆ (สุทธิดา
และผกามาส. 2558)  ในธรรมชาติองคประกอบของพืชเหลานี้สามารถถูกยอยสลายไดโดยอาศัยการทํางานของจุลินทรีย 
(แบคทีเรีย รา และแอคติโนมัยซีท) ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) เรียกจุลินทรียเหลานี้วา 
จุลินทรียผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase producing microorganism) เอนไซมเซลลูเลสเปนกลุมเอนไซมเชิงซอนที่
ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) หรือเอนโด-บีตา-1,4-กลูคาเนส ทําหนาที่ยอยโมเลกุล
ของเซลลูเลสในสวนที่ไมเปนระเบียบ (Amorphous) หรือยอยอนุพันธของเซลลูโลส เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) 
ทํางานรวมกับเอนโดกลูคาเนสในการยอยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการยอยสลายเซลลูโลสจากปลายดานท่ีไมมีนํ้าตาลรีดิวซ 
(Non-reducing) ของเซลลูโลส  และเซลโลไบโอส (Cellbiose) จะยอยเซลลูบิโอสใหเปนนํ้าตาลกลูโคส ซึ่งเอนไซมดังกลาวนี้
จะทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และความเปนกรด-ดาง 4 ถึง 8 (pH 4-8) (Lu and Mosier, 2007) 

ในธรรมชาติพบวาแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดและ แบคทีเรียเปนที่สนใจในการผลิตเซลลูเลส 
เนื่องจากมีการเติบโตท่ีรวดเร็ว เชน  Cellulomonas sp. Pseudomonas sp. Bacillus sp. และ  Micrococcus sp.  
(Lo et al., 2009) ดังน้ันในการศึกษาน้ีทําการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดินในธรรมชาติที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารแข็งของเชื้อที่แยกได  

 
 

2. วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1 การเก็บตัวอยาง 
ทําการเก็บตัวอยางดินทองนาใน อําเภอเสาไห จังหวัดสระบุรี โดยเก็บตัวอยางดินในบริเวณนาขาวหลังการเก็บเกี่ยว 

ใหลึกลงจากระดับผิวดินปกติ 15 เซนติเมตร 3 ตัวอยาง โดยแตละตัวอยางมีระยะหางกันท่ี 100 200 และ 300 เซนติเมตร 
2.2 การคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูโลส 

คัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดิน โดย ช่ังตัวอยางดิน 10 กรัม ใสในขวดชมพูที่มีน้ํากลั่น 90 มิลลิลิตร ที่ผานการฆา
เชื้อแลว ทําการเจือจางลําดับสวนดวยวิธี  Serial dilution  โดยปเปตเช้ือ 1 มิลลิลิตร เจือจางในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชื้อแลว 9 มิลลิลิตร  จากนั้นนํามาเพาะเลี้ยงเชื้อดวยวิธีการ Spread plate โดยปเปตสารละลายแตละความเจือ
จางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
คัดเลือกเช้ือที่ตองการ นํามาเพาะเลี้ยงดวยวิธีการ Streak plate นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 เซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการเก็บเชื้อลงบนอาหารวุนเอียง Nutrient Agar slant เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 เซลเซียส เพื่อศึกษาในขั้นตอนตอไป 

2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสโดยการทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลาย
เซลลูโลสบนอาหารแข็ง Carboxymethyl Cellulose Agar  

นําเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกไดทํา Point inoculation บนอาหารเลี้ยงเช้ือคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส  Carboxymethyl 

Cellulose Agar (CMC Medium) (Khatiwada et al.,2016) จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสดวย ดวยวิธี Gram’s iodine (Kasana et al.,2008) โดยเทไอโอดีน ใหทวม
อาหารเลี้ยงเช้ือ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นวัดขนาดวงใสท่ีเกิดขึ้นรอบโคโลนี และคํานวณคา hydrolysis capacity  

(HC value) (George et al., 2001) 

การคํานวณ hydrolysis capacity (HC value) =      ขนาดเสนเสนผาศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
                                                                ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (มิลลิเมตร) 
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2.4 ศึกษาลักษณะรูปรางโคโลนีของเชื้อที่แยกได 
  ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวบันทึกลักษณะ

การเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ขนาดและรูปรางของโคโลนี และการสรางสารสี  
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ 
3.1 ผลการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูโลส 
จากการศึกษาการแยกเช้ือจุลินทรียจากตัวอยางดิน ตําบล สวนดอกไม อําเภอเสาไห จังหวัด สระบุรี จํานวน 3 

ตัวอยางมาแยกเช้ือบนอาหารแข็งนิวเตรียนท (Nutrient agar, NA) พบวาสามารถคัดแยกจุลินทรียไดทั้งหมด 38 ไอโซเลต คือ
ตั ว อ ย า ง ท่ี  1 ส า ม า ร ถ คั ด แ ย ก ไ ด  14 ไ อ โ ซ เ ล ต  คื อ  I1-1,I1-2,I1-3,I1-4,I1-5,I1-6 ,I1-7, I1-8,I1-9, I1-10,  

I1-11, I1-12, I1-13,I1-14 ตัวอยางที่ 2 สามารถคัดแยกได 11 ไอโซเลต คือ  I2-1,I2-2, I2-3, I2-4, I2-5, I2-6, I2-7, I2-8, I2-

9, I2-10, I2-11 ตั วอย างที่  3 สามารถคัดแยกได  13 ไอโซเลต  คือ  I3-1,I3-2,I3-3,I3-4,I3-5,I3-6,I3-7,I3-8,I3-9,I3-10, 

I3-11,I3-12,I3-13 ดังตารางที่ 1 จากการทดลองพบวามีผลการศึกษาสอดคลองกับการคัดแยกเช้ือที่ที่สามารถยอยสลาย
เซลลูโลสไดจากดิน  ฟลเตอรเคก และนํ้ากากสา พบวาสามารถแยกแบคทีเรียไดจํานวน 26 ไอโซเลต (ทิพยนภา  
และคณะ,2556) นอกจากน้ันมีการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินบริเวณรอบรากพืชและเศษวัสดุ
ทางการเกษตร (ใบออย ชานออย ฟางขาว และทะลายปาลม) สามารถแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดจํานวน  
100 ไอโซเลต โดยชานออยเปนเศษวัสดุที่มีจํานวนแบคทีเรียมากท่ีสุดอาจเปนผลมาจากเศษวัสดุประเภทชานออยท่ีนํามาใชใน
การคัดแยกนี้เปนเศษวัสดุที่ผานการหมักมาแลว ชนิดาภา และคณะ (2561) 

 

ตารางที่ 1 เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางดิน 
ตัวอยาง จํานวนไอโซเลต ไอโซเลต 

1 14 I1-1,I1-2,I1-3,I1-4,I1-5,I1-6 ,I1-7, I1-8,I1-9, I1-10,  
I1-11, I1-12, I1-13,I1-14 

2 11 I2-1,I2-2, I2-3, I2-4, I2-5, I2-6, I2-7, I2-8, I2-9, I2-10, I2-11 

3 13 I3-1,I3-2,I3-3,I3-4,I3-5,I3-6,I3-7,I3-8,I3-9,I3-10, 
I3-11,I3-12,I3-13 

 
3.2 ผลการศึกษาการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy Methyl cellulose (CMC)  
จากการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy methyl cellulose (CMC) ของเช้ือจุลินทรียที่แยกได พบวา

เกิดวงใสและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสตอเสนผาศูนยกลางโคโลนีคือคา hydrolysis capacity (HC value) ดังตาราง
ที่ 2 และภาพที่ 1 พบวาเช้ือที่มีคา HC value สูงมากกวา 10  ไดแก  I1-4, I3-10, I2-4 และ I1-5 มีคา HC สูงสุดเทากับ 
13.72,12.17, 11.88 และ 10.43 ตามลําดับ  ซึ่งมีผลสอดคลองกับ ชนิดาภา และคณะ (2561) ซึ่งวัดความสามารถในการยอย
สลายเซลลูโลส  จากการเกิดโซนใส (Hydrolytic capacity: HC value มากกวา 3 บนอาหารแข็ง Carboxy methyl 
cellulose (CMC) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได จํานวน 25 ไอโซเลต และ 
กุสุมาวดี (2557) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินใตกองผักตบชวาที่เนาเปอยทับถมกัน สามารถคัดแยก
แบคทีเรียที่สรางวงใสไดจํานวน 37 ไอโซเลต นอกจากน้ันมีการศึกษาความสามารในการถยอยสลาย Carboxy methyl 
cellulose (CMC) บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือของเช้ือที่แยกไดจากดิน  ฟลเตอรเคก และนํ้ากากสา พบวาเช้ือที่แยกไดมี
ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสสูงสุดมี 4 ไอโซเลต ไดแก แบคทีเรียไอโซเลต BDS 31 มีคา HC value เทากับ 2.25 
และ แบคทีเรีย ไอโซเลต BFC 8 มีคา hydrolysis capacity (HC value) เทากับ 2 ตามลําดับ (ทิพยนภา และคณะ,2556)  
 
 
 

110



 งานประชุมวิชาการระดับชาติ ครั้งที่ 12 มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม  
มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม | จังหวัดนครปฐม | ประเทศไทย | 9 - 10 กรกฎาคม 2563 

ศาสตรพระราชา และการวิจัยเพือ่สรางดุลยภาพชีวิตในยุค Disruptive Technology | 5 

ตารางที่ 2  การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือท่ีแยกไดในการยอยสลาย Carboxy Methyl Cellulose (CMC agar) 
 

ไอโซเลต ขนาดเสนผานศนูยกลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

ขนาดเสนผาศูนยกลางวงใส 
(มิลลิเมตร) 

คา Hydrolysis Capacity 
(HC) 

I1-1 1.10 6.23 5.66 
I1-2 0.90 4.80 5.33 
I1-3 0.80 7.20 9.00 
I1-4 0.50 6.86 13.72 
I1-5 0.60 6.26 10.43 
I1-6 0.90 6.00 6.67 
I1-10 1.50 5.80 3.86 
I1-11 1.00 3.20 3.20 
I1-12 1.12 5.10 4.25 
I1-13 1.20 3.60 3.00 
I2-2 0.90 6.10 6.78 
I2-3 1.10 7.20 6.55 
I2-4 0.90 10.70 11.88 
I2-6 0.90 3.20 2.88 
I2-13 1.10 8.70 7.91 
I3-1 1.23 6.20 5.04 
I3-6 1.23 6.20 5.04 
I3-8 0.90 5.20 5.78 
I3-9 0.80 5.20 6.50 
I3-10 0.60 5.30 12.17 
I3-11 1.00 5.20 5.20 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

               
                

 
 
 

ภาพท่ี 1 ตัวอยางการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy methyl cellulose (CMC) ของเชื้อจุลินทรียที่แยกได  
ดวยวิธี Gram’s iodine test 
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 3.3 ลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Carboxy Methyl Cellulose agar  
  จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของเช้ือที่แยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อของเช้ือท้ังหมด 21 ที่มี
ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหาร Carboxy Methyl Cellulose agar พบวาเช้ือสวนใหญโคโลนีมีลักษณะ
กลม ดังตารางที่ 3 และเช้ือท่ีมี คา HC value สูงมากกวา 10  ไดแก  I1-4, I3-10, I2-4 และ I1-5  มีลกษณะโคโลนี ดังนี้ เชื้อ
ไอโซโลต I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีสม และผิวหนามันวาว I3-10 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนา
อาหาร และมีสีสมออน I2-4  โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาว แบนราบตามผิวหนาอาหาร และ I1-5 โคโลนีมีรูปรางกลม  
มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว ดังตารางที่ 3 และภาพที่ 2  
 
ตารางที่ 3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่แยกไดบนจานอาหารเพาะเช้ือ 

ไอโซเลต ลักษณะของโคโลนีบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
I1-1 โคโลนีมีลักษณะกลมสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบน และมสีีขาวขุน 
I1-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสเีหลอืง และผิวหนามันวาว 
I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสสีม และผิวหนามันวาว 
I1-5 โคโลนีมีรูปรางกลม มสีีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-6 โคโลนีมีลักษณะกลมแบนราบไปบนผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-10 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I1-11 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และ ผิวหนามันวาว 
I1-12 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอน นูน มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I2-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I2-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I2-4 โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาวแบนราบตามผิวหนาอาหาร 
I2-6 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสสีม 
I2-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีสม 
I3-1 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I3-6 โคโลนีมีลักษณะ นูน มสีีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I3-8 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาว 
I3-9  โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I3-10 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสสีม 
I3-11 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีสม 
I1-1 โคโลนีมีลักษณะกลมสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบน และมสีีขาวขุน 
I1-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสเีหลอืง และผิวหนามันวาว 
I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสสีม และผิวหนามันวาว 
I1-5 โคโลนีมีรูปรางไมแนนนอน มสีีเหลือง และผิวหนามันวาว 
I1-6 โคโลนีมีลักษณะกลมแบนราบไปบนผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-10 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I1-11 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และ ผิวหนามันวาว 
I1-12 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอน นูน มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I2-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I2-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่แยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
4. สรุปผลการทดลอง 
  จากการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสจากตัวอยางดินบนจานบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
ไดเช้ือแบคทีเรียไดจํานวน 38 ไอโซเลต จากการวัดความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียที่คัดแยกไดบน
อาหารแข็ง Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC agar) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียได ไดทั้ งหมด  21 ไอโซเลต  
แตละไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีที่ขึ้นบนจานเพาะเช้ือแตกตางกันเช้ือที่แยกไดมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  
จึงเปนแนวทางหนึ่งในการนํามาใชประโยชนในการผลิตเอนไซมจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมได เชน ฟาง
ขาว ข้ีเลื่อย และแกลบ เปนตน จึงสามารถลดปริมาณวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและเปนการเพิ่มมูลคาใหกับวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรอีกทางหน่ึงดวย   
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