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บทคัดยอ  
 

งานวิจัยนี้มีวัตถปุระสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินในทุงนาจากตําบลสวนดอกไม 
อําเภอเสาไห จังหวัด สระบุรี และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารแข็งของเชื้อที่แยกได 
ผลการวิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียจากดิน 3 แหลงไดจํานวน 38 ไอโซเลต จากนั้นวัดความสามารถในการยอยสลาย
เซลลูโลสพบวาจากการวัดความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสจากการเกิดวงใส (Hydrolytic capacity: (HC) value บน
อาหารแข็ง Carboxy methyl cellulose (CMC) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได
จํานวน 21 ไอโซเลต โดยตัวอยางจากแหลงท่ี 1 คัดเลือกได 10 ไอโซเลต  ตัวอยางจากแหลงที่ 2 คัดเลือกได 5 ไอโซเลต และ
ตัวอยางจากแหลงท่ี 3 คัดแยกได 6 ไอโซเลต  และจากการศึกษาลักษณะของเช้ือบนจานเลี้ยงเช้ือพบวาโคโลนีที่เกิดขึ้นบน
จานเพาะเลี้ยงสวนใหญมีลักษณะกลม  

 
คําสําคัญ: แบคทีเรีย  เอนไซมเซลลูเลส ฟางขาว 
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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  
 

ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ซึ่งมีผลผลติทางการเกษตรจากการเพาะปลูก เชน ออย ขาว เปนตน อยางไรก็
ตามจากการขยายตัวของการผลิตทางภาคการเกษตรภายในประเทศที่สงผลใหมีวัสดุเหลือทิ้งจากการเพาะปลูก เชน ขี้เลื่อย 
ตนออย กากออย ฟางขาว มันสําปะหลัง เปลือกผลไมและเปลือกไม เปนตน ซึ่งของเหลือท้ิงทางการเกษตรดังกลาวสวนมากมี
เซลลูโลสเปนองคประกอบ สามารถนํามาใชประโยชนจากการยอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรียเพื่อใหได
น้ําตาลที่สามารถนําไปใชเปนสารตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอล กรดอินทรียและการผลิตในภาคอุตสาหกรรมอื่น ๆ (สุทธิดา
และผกามาส. 2558)  ในธรรมชาติองคประกอบของพืชเหลานี้สามารถถูกยอยสลายไดโดยอาศัยการทํางานของจุลินทรีย 
(แบคทีเรีย รา และแอคติโนมัยซีท) ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) เรียกจุลินทรียเหลานี้วา 
จุลินทรียผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase producing microorganism) เอนไซมเซลลูเลสเปนกลุมเอนไซมเชิงซอนที่
ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) หรือเอนโด-บีตา-1,4-กลูคาเนส ทําหนาที่ยอยโมเลกุล
ของเซลลูเลสในสวนที่ไมเปนระเบียบ (Amorphous) หรือยอยอนุพันธของเซลลูโลส เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) 
ทํางานรวมกับเอนโดกลูคาเนสในการยอยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการยอยสลายเซลลูโลสจากปลายดานท่ีไมมีนํ้าตาลรีดิวซ 
(Non-reducing) ของเซลลูโลส  และเซลโลไบโอส (Cellbiose) จะยอยเซลลูบิโอสใหเปนนํ้าตาลกลูโคส ซึ่งเอนไซมดังกลาวนี้
จะทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และความเปนกรด-ดาง 4 ถึง 8 (pH 4-8) (Lu and Mosier, 2007) 

ในธรรมชาติพบวาแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดและ แบคทีเรียเปนที่สนใจในการผลิตเซลลูเลส 
เนื่องจากมีการเติบโตท่ีรวดเร็ว เชน  Cellulomonas sp. Pseudomonas sp. Bacillus sp. และ  Micrococcus sp.  
(Lo et al., 2009) ดังน้ันในการศึกษาน้ีทําการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดินในธรรมชาติที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และศึกษาประสิทธิภาพในการยอยในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหารแข็งของเชื้อที่แยกได  

 
 

2. วิธีดําเนินการวิจัย 
 

2.1 การเก็บตัวอยาง 
ทําการเก็บตัวอยางดินทองนาใน อําเภอเสาไห จังหวัดสระบุรี โดยเก็บตัวอยางดินในบริเวณนาขาวหลังการเก็บเกี่ยว 

ใหลึกลงจากระดับผิวดินปกติ 15 เซนติเมตร 3 ตัวอยาง โดยแตละตัวอยางมีระยะหางกันท่ี 100 200 และ 300 เซนติเมตร 
2.2 การคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูโลส 

คัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางดิน โดย ช่ังตัวอยางดิน 10 กรัม ใสในขวดชมพูที่มีน้ํากลั่น 90 มิลลิลิตร ที่ผานการฆา
เชื้อแลว ทําการเจือจางลําดับสวนดวยวิธี  Serial dilution  โดยปเปตเช้ือ 1 มิลลิลิตร เจือจางในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชื้อแลว 9 มิลลิลิตร  จากนั้นนํามาเพาะเลี้ยงเชื้อดวยวิธีการ Spread plate โดยปเปตสารละลายแตละความเจือ
จางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
คัดเลือกเช้ือที่ตองการ นํามาเพาะเลี้ยงดวยวิธีการ Streak plate นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 เซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการเก็บเชื้อลงบนอาหารวุนเอียง Nutrient Agar slant เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 เซลเซียส เพื่อศึกษาในขั้นตอนตอไป 

2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสโดยการทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลาย
เซลลูโลสบนอาหารแข็ง Carboxymethyl Cellulose Agar  

นําเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกไดทํา Point inoculation บนอาหารเลี้ยงเช้ือคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส  Carboxymethyl 

Cellulose Agar (CMC Medium) (Khatiwada et al.,2016) จากนั้นนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสดวย ดวยวิธี Gram’s iodine (Kasana et al.,2008) โดยเทไอโอดีน ใหทวม
อาหารเลี้ยงเช้ือ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นวัดขนาดวงใสท่ีเกิดขึ้นรอบโคโลนี และคํานวณคา hydrolysis capacity  

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

การคํานวณ hydrolysis capacity (HC value) =      ขนาดเสนเสนผาศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
                                                                ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (มิลลิเมตร) 
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2.4 ศึกษาลักษณะรูปรางโคโลนีของเชื้อที่แยกได 
  ทําการเพาะเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวบันทึกลักษณะ

การเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ ขนาดและรูปรางของโคโลนี และการสรางสารสี  
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ 
3.1 ผลการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูโลส 
จากการศึกษาการแยกเช้ือจุลินทรียจากตัวอยางดิน ตําบล สวนดอกไม อําเภอเสาไห จังหวัด สระบุรี จํานวน 3 

ตัวอยางมาแยกเช้ือบนอาหารแข็งนิวเตรียนท (Nutrient agar, NA) พบวาสามารถคัดแยกจุลินทรียไดทั้งหมด 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 ตัวอยางที่ 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 จากการทดลองพบวามีผลการศึกษาสอดคลองกับการคัดแยกเช้ือที่ที่สามารถยอยสลาย
เซลลูโลสไดจากดิน  ฟลเตอรเคก และนํ้ากากสา พบวาสามารถแยกแบคทีเรียไดจํานวน 26 ไอโซเลต (ทิพยนภา  
และคณะ,2556) นอกจากน้ันมีการศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินบริเวณรอบรากพืชและเศษวัสดุ
ทางการเกษตร (ใบออย ชานออย ฟางขาว และทะลายปาลม) สามารถแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดจํานวน  
100 ไอโซเลต โดยชานออยเปนเศษวัสดุที่มีจํานวนแบคทีเรียมากท่ีสุดอาจเปนผลมาจากเศษวัสดุประเภทชานออยท่ีนํามาใชใน
การคัดแยกนี้เปนเศษวัสดุที่ผานการหมักมาแลว ชนิดาภา และคณะ (2561) 

 

ตารางที่ 1 เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตัวอยางดิน 
ตัวอยาง 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 ผลการศึกษาการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy Methyl cellulose (CMC)  
จากการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy methyl cellulose (CMC) ของเช้ือจุลินทรียที่แยกได พบวา

เกิดวงใสและวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสตอเสนผาศูนยกลางโคโลนีคือคา hydrolysis capacity (HC value) ดังตาราง
ที่ 2 และภาพที่ 1 พบวาเช้ือที่มีคา HC value สูงมากกวา 10  ไดแก  I1-4, I3-10, I2-4 และ I1-5 มีคา HC สูงสุดเทากับ 
13.72,12.17, 11.88 และ 10.43 ตามลําดับ  ซึ่งมีผลสอดคลองกับ ชนิดาภา และคณะ (2561) ซึ่งวัดความสามารถในการยอย
สลายเซลลูโลส  จากการเกิดโซนใส (Hydrolytic capacity: HC value มากกวา 3 บนอาหารแข็ง Carboxy methyl 
cellulose (CMC) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได จํานวน 25 ไอโซเลต และ 
กุสุมาวดี (2557) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินใตกองผักตบชวาที่เนาเปอยทับถมกัน สามารถคัดแยก
แบคทีเรียที่สรางวงใสไดจํานวน 37 ไอโซเลต นอกจากน้ันมีการศึกษาความสามารในการถยอยสลาย Carboxy methyl 
cellulose (CMC) บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือของเช้ือที่แยกไดจากดิน  ฟลเตอรเคก และนํ้ากากสา พบวาเช้ือที่แยกไดมี
ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสสูงสุดมี 4 ไอโซเลต ไดแก แบคทีเรียไอโซเลต BDS 31 มีคา HC value เทากับ 2.25 
และ แบคทีเรีย ไอโซเลต BFC 8 มีคา hydrolysis capacity (HC value) เทากับ 2 ตามลําดับ (ทิพยนภา และคณะ,2556)  
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ตารางที่ 2  การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือท่ีแยกไดในการยอยสลาย Carboxy Methyl Cellulose (CMC agar) 
 

ไอโซเลต ขนาดเสนผานศนูยกลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

ขนาดเสนผาศูนยกลางวงใส 
(มิลลิเมตร) 

คา 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 ตัวอยางการทดสอบประสิทธิภาพการยอย Carboxy methyl cellulose (CMC) ของเชื้อจุลินทรียที่แยกได  
ดวยวิธี Gram’s iodine test 
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 3.3 ลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ Carboxy Methyl Cellulose agar  
  จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนของเช้ือที่แยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อของเช้ือท้ังหมด 21 ที่มี
ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหาร Carboxy Methyl Cellulose agar พบวาเช้ือสวนใหญโคโลนีมีลักษณะ
กลม ดังตารางที่ 3 และเช้ือท่ีมี คา HC value สูงมากกวา 10  ไดแก  I1-4, I3-10, I2-4 และ I1-5  มีลกษณะโคโลนี ดังนี้ เชื้อ
ไอโซโลต I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีสม และผิวหนามันวาว I3-10 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนา
อาหาร และมีสีสมออน I2-4  โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาว แบนราบตามผิวหนาอาหาร และ I1-5 โคโลนีมีรูปรางกลม  
มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว ดังตารางที่ 3 และภาพที่ 2  
 
ตารางที่ 3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่แยกไดบนจานอาหารเพาะเช้ือ 

ไอโซเลต ลักษณะของโคโลนีบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
I1-1 โคโลนีมีลักษณะกลมสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบน และมสีีขาวขุน 
I1-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสเีหลอืง และผิวหนามันวาว 
I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสสีม และผิวหนามันวาว 
I1-5 โคโลนีมีรูปรางกลม มสีีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-6 โคโลนีมีลักษณะกลมแบนราบไปบนผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-10 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I1-11 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และ ผิวหนามันวาว 
I1-12 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอน นูน มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I2-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I2-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I2-4 โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาวแบนราบตามผิวหนาอาหาร 
I2-6 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสสีม 
I2-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีสม 
I3-1 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I3-6 โคโลนีมีลักษณะ นูน มสีีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I3-8 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาว 
I3-9  โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
I3-10 โคโลนีมีลักษณะรูปรางกลมแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสสีม 
I3-11 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีสม 
I1-1 โคโลนีมีลักษณะกลมสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I1-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบน และมสีีขาวขุน 
I1-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสเีหลอืง และผิวหนามันวาว 
I1-4 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสสีม และผิวหนามันวาว 
I1-5 โคโลนีมีรูปรางไมแนนนอน มสีีเหลือง และผิวหนามันวาว 
I1-6 โคโลนีมีลักษณะกลมแบนราบไปบนผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-10 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาวขุน และผิวหนามันวาว 
I1-11 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และ ผิวหนามันวาว 
I1-12 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอนแบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I1-13 โคโลนีมีลักษณะรูปรางไมแนนอน นูน มีสีเหลืองออน และผิวหนามันวาว 
I2-2 โคโลนีมีลักษณะกลม แบนราบตามผิวหนาอาหาร และมีสีขาวขุน 
I2-3 โคโลนีมีลักษณะกลม นูน มีสีขาว และผิวหนามันวาว 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่แยกไดบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
4. สรุปผลการทดลอง 
  จากการแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสจากตัวอยางดินบนจานบนอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
ไดเช้ือแบคทีเรียไดจํานวน 38 ไอโซเลต จากการวัดความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสของแบคทีเรียที่คัดแยกไดบน
อาหารแข็ง Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC agar) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียได ไดทั้ งหมด  21 ไอโซเลต  
แตละไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีที่ขึ้นบนจานเพาะเช้ือแตกตางกันเช้ือที่แยกไดมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  
จึงเปนแนวทางหนึ่งในการนํามาใชประโยชนในการผลิตเอนไซมจากวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอุตสาหกรรมได เชน ฟาง
ขาว ข้ีเลื่อย และแกลบ เปนตน จึงสามารถลดปริมาณวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและเปนการเพิ่มมูลคาใหกับวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรอีกทางหน่ึงดวย   
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