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บทคดัย่อ  
การศกึษาวิจยัในครั �งนี �มีวตัถปุระสงค์เพื!อคดัแยกแบคทีเรียที!มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลเูลสจากตวัอยา่งดิน

นาข้าวในจงัหวดัพระนครศรีอยธุยา ตวัอย่างดินนาข้าวในเขตพื �นที! 5 อําเภอ ได้แก่ บางซ้าย บางบาล ท่าเรือ ภาชี และวงัน้อย 
นํามาคดัแยกแบคทีเรียที!มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสด้วยวิธีการเจือจางแบบลําดับส่วนบนอาหาร cellulose-
degrading culture medium พบการเจริญของโคโลนีแบคทีเรียอยูใ่นชว่ง 1.06-6.87×106  CFU/g และสามารถคดัแยกแบคทีเรีย
ไอโซเลททั �งหมด จํานวน  26 ไอโซเลท ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียที!แยกได้ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปแท่ง 
(ร้อยละ 80.77) ผลจากการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสบนอาหาร carboxymethyl cellulose agar พบว่า
มีเพียง 4 ไอโซเลท (ร้อยละ 15.38) ที!สร้างเอนไซม์เซลลูเลสเกิดเป็นวงใสรอบโคโลนีขนาดมากกว่าแบคทีเรียควบคุม 
Paenibacillus curdlanolyticus strain B-6 ซึ!งไอโซเลท  PC-C-1 มีขนาดวงใสสงูสดุ (2.56±1.03 เซนติเมตร) นอกจากนี �เมื!อนํา 
ไอโซเลท PC-C-1 ไปทดสอบการยอ่ยสลายฟางข้าวด้วยการเพาะเลี �ยงในอาหาร nutrient broth ที!มีการเติมฟางข้าวลงไปร้อยละ 
5 ของปริมาตรอาหาร และจํานวนแบคทีเรียเริ!มต้นที! 1×108 เซลล์/มิลลิลิตร สามารถย่อยฟางข้าวได้สงูถึงร้อยละ 64.80 จาก 
ผลการศกึษาดงักลา่วสามารถใช้เป็นข้อมลูเบื �องต้นในการศึกษาเพิ!มเติมสําหรับการนําไปประยกุต์ใช้แบคทีเรียในการย่อยสลาย
ฟางข้าวจริง  ซึ!งเป็นการลดวสัดเุหลือทิ �งทางการเกษตรตอ่ไปในอนาคตได้ 
คาํสาํคัญ:  แบคทีเรีย  เอนไซม์เซลลเูลส  เอนไซม์เอ็กซ์ตร้าเซลลลูาร์  อาหารทดสอบ carboxymethyl cellulose agar (CMC agar) 

 
Abstract  

The objective of this research was to isolate cellulase producing bacteria from rice paddy soil samples in 
Phra Nakhon Si Ayutthaya province. Soil samples of rice fields in five districts, namely Bangzai, Bangban, Tharuea, 
Phachi and Wangnoi, were used to screen for cellulase producing bacteria by serial ten-fold dilution method on 
cellulose-degrading culture medium. The bacterial colonization showed in the range of 1.06-6.87×106 CFU/g, and 
twenty-six isolates of bacteria were isolated. Morphological characterization of most isolates was gram-positive rod-
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shaped bacteria (80.77%). The results of cellulase production test on carboxymethyl cellulose agar were found that 
only four isolates (15.38%) produced cellulase, which a halo zone around the colony larger than the zone produced 
by positive control bacteria, Paenibacillus curdlanolyticus strain B-6. The isolate PC-C-1 had the highest halo zone 
size (2.56±1.03 centimeters). Moreover, the rice straw degradation test of isolate PC-C-1 in nutrient broth added 5% 
rice straw at 1×108 cell/mL showed digestion of rice straw up to 64.80%. These results can be used as preliminary 
data for further studies of the practical application in rice straw degradation by bacteria, which is an agricultural 
waste reduction in the future. 
Keywords:  bacteria, cellulase, extracellular enzyme, carboxymethyl cellulose agar (CMC agar) 

 
บทนํา 

จงัหวดัพระนครศรีอยธุยามีการเพาะปลกูข้าว
เป็นอาชีพหลกัของเกษตรกรทั �ง 16 อําเภอ โดยมีผลผลิต
ข้าวที!ออกสูต่ลาดในแต่ละปีปริมาณมาก ซึ!งหลงัการ
เก็บเกี!ยวผลผลติข้าวมกัมีวสัดเุหลอืทิ �งทางการเกษตร 
คือ ฟางข้าว ที!มีรายงานข้อมลูทางสถิตทีิ!มีสงูถึง 26.90 
ล้านตนัตอ่ปี (Suphanburi Land Development Station, 
2014) ทั �งนี �เกษตรกรมีกระบวนการจดัการฟางข้าวใน
หลากหลายวิธี ได้แก่ การแปรรูปฟางข้าวเป็นอาหารสตัว์ 
หรือพลงังานทดแทน การไถกลบตอซงัฟางข้าว การทํา
ปุ๋ ยหมกัจากฟางข้าว รวมถึงการเผาฟางข้าวหลงัการ
เก็บเกี!ยว (Doungwongsa, & Losirikul, 2010) ซึ!งเป็น
วิธีการที!เกษตรกรไมน้่อยที!นิยมเลอืกใช้ เนื!องจากเป็น
วิธีการที!ทําได้ง่าย ใช้ระยะเวลาสั �น และประหยัด
คา่ใช้จ่าย แต่ผลเสียที!ตามมาคือเกิดฝุ่ นละอองขนาดเล็ก
จํานวนมาก สง่ผลเสยีตอ่สขุภาพต่อผู้สดูดม และเกิดเป็น
ปัญหามลพิษทางสิ!งแวดล้อมที!รุนแรง ดงันั �นการหาแนวทาง
ในการแก้ไขจึงมีความสําคญัและจําเป็นอย่างมาก ซึ!ง
จุลินทรีย์ที!อาศัยอยู่ในดินเป็นอีกทางเลือกหนึ!งที!มี
การศกึษาและมีบทบาทสาํคญัสาํหรับเลอืกใช้ในการกําจดั
ฟางข้าว โดยเฉพาะอย่างยิ!งจุลินทรีย์ในกลุ่มของแบคทีเรีย 
ที!พบมีความหลากหลายและมีจํานวนมากที!สดุในดิน

และสิ!งแวดล้อม ทั �งนี �มีงานวิจัยมากมายที!แสดงถึง
ความสามารถของแบคทีเรียในการยอ่ยสลายวสัดเุหลอืทิ �ง
ทางการเกษตรได้ชนิดตา่งๆ เช่น ชานอ้อย ซงัข้าวโพด 
ขี �เลื �อย เศษกระดาษ รวมถึงฟางข้าว (Supasinsathit, 
2012) ซึ!งการย่อยฟางข้าวนั �นเกิดจากเอนไซม์จําเพาะ
ปลอ่ยออกสูน่อกเซลล์ (extracellular  enzyme) ที!แบคทีเรีย
สร้างขึ �น ทําการยอ่ยสว่นประกอบของฟางข้าวให้เป็น
สารโมเลกุลเล็กและนําเข้าสู่เซลล์ เพื!อใช้เป็นแหล่ง
ของสารอาหาร โดยเอนไซม์ที!สําคญัคือเอนไซม์เซลลเูลส 
(cellulase)  ทําหน้า ที!ย่อยเซลลูโลส (cellulose) 
(Manowattana, & Leksawasdi, 2014) ที!เป็นองค์ประกอบ
หลกัในฟางข้าว (ร้อยละ 40-60) (Malherbe, & Cloete, 
2002) ตวัอยา่งของแบคทีเรียในระดบัจีนสัที!มีรายงาน
การศกึษาสามารถสร้างเอนไซม์เซลลเูลส ได้แก่ Acetivibrio, 

Bacillus, Bacteriodes, Cellulomonas, Clostridium, 
Erwinia, Paenibacillus, Ruminococcus, Thermonospora 

และ Actinomycetes (Poodngam, 2014; Ahmed, 
Babalola, & McKay, 2017; Thanasrirangkul, Pinjai, 
& Vaithanomsat, 2018) ดงันั �นการศึกษาในครั �งนี � 
จึงทําการคัดแยกแบคทีเ รียจากตัวอย่างดินที!มี
ความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสที! เ ป็น
องค์ประกอบหลกัของฟางข้าวที!มีประสทิธิภาพสงู  
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วิธีการศึกษา 
 

1. การเก็บตัวอย่างดนิ 
เก็บตวัอยา่งดินนาในเขตจงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 

จํานวน 5 อําเภอ ที!พบมีการเพาะปลกูข้าวมากที!สดุ 
ได้แก่ บางบาล บางซ้าย วังน้อย ภาชี และท่าเรือ  
โดยทําการเก็บตวัอยา่งดินแบบสุม่บริเวณรอบรากพืช
ของตอซัง ข้าวสายพันธุ์ เดียวกัน  กําหนดพื �น ที! 
ของความกว้าง×ยาว×ลกึ คือ 10×10×10 เซนติเมตร 
นําดินตัวอย่างมาศึกษาลกัษณะทางกายภาพของ
ชนิดดิน 3 ประเภท ได้แก่ ดินร่วน ดินเหนียวและ 
ดินทราย รวมถึงคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ของดิน  
 

2. การคัดแยกเชื Uอแบคทีเรียที
 มีความสามารถ
ในการย่อยสลายเซลลูโลส 

ตวัอย่างดินนํ �าหนกั 10 กรัม ถกูนํามาทําการ
เจือจางด้วยวิธี serial ten-fold dilution ด้วยสารละลาย 
0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl ก่อนนํามาเพาะเลี �ยงแบคทีเรีย
ด้วยวิธีการ spread plate ลงบนอาหาร carboxymethyl 
cellulose agar (CMC agar) ตวัอย่างละ 3 ซํ �า บ่มที!อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั!วโมง สงัเกตและนบั
จํานวนโคโลนีที!มีการเจริญ เพื!อคํานวณปริมาณแบคทีเรีย 
(CFU/g) และทําการจดักลุม่แบคทีเรียที!มีความเหมือน
และแตกตา่งกนัของสณัฐานวิทยาโคโลนีที!สงัเกตได้ เช่น 
ส ีขอบ ผิวหน้าโคโลนี การยกตวั เป็นต้น จากนั �นเลือกตวัแทน
โคโลนีแตล่ะกลุม่มาทําให้เชื �อบริสทุธิ� พร้อมทั �งศึกษา
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา การติดสแีบบแกรม รูปร่าง
ของเซลล์ (Liang, Zhang, Wu, Wu, & Feng,  2014) 
 

3. การตรวจสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์เซลลูเลส 

แบคทีเรียไอโซเลทที!คดัแยกได้นําไปเพาะเลี �ยง
ด้วยวิธีการ point inoculation  technique บนอาหาร 

CMC agar ที!เติม 0.02 เปอร์เซ็นต์ Congo red บ่มที!
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24-48 ชั!วโมง สงัเกต
การสร้างเอนไซม์จากขนาดของวงใสที!เกิดขึ �นเปรียบเทียบ
กบัเชื �อควบคุมที!พบมีการสร้างเอนไซม์เซลลเูลส คือ 
Paenibacillus curdlanolyticus B-6 (positive control) 
(Pason, Kyu, & Ratanakhanokchai, 2006) 
4. การทดสอบการย่อยสลายฟางข้าวของแบคทีเรีย
ไอโซเลทที
มีความสามารถสร้างเอนไซม์เซลลูเลสสูงที
สุด 

นําฟางข้าวที!ผ่ านการไปปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น
ร้อยละ 10 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เป็นเวลา 48 ชั!วโมง 
ล้างด้วยนํ �าจนค่าความเป็นกรด-ด่าง มีค่าเป็นกลาง 
(pH 7) และอบแห้งที!อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ใสผ่สมลงในอาหารเหลว nutrient broth บ่มบนเครื!องเขย่า
ความเร็วรอบ 150 rpm อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 7 วนั (ดดัแปลงจาก Tachaapaikoon et al., 
2012) ทําการทดลอง 3 ซํ �า โดยเปรียบเทียบปริมาณของ
ฟางข้าวที!ลดลงจากการวดันํ �าหนกัเซลล์แห้งด้วยการอบ
ที!อณุหภมูิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั!วโมง 
 

ผลการศึกษาและอภปิรายผล 
1. คุณสมบัติทางกายภาพของดินตัวอย่าง 

การ เ ก็บตัวอย่า งดินจากอํา เภอที!มี การ
เพาะปลกูข้าวจํานวน 5 อําเภอ (Table 1) ทําการเก็บ
ตัวอย่างดินจากบริเวณรอบรากตอซัง ข้าวจ้าว
ปทมุธานีสายพนัธุ์ RD31, RD41, RD57 และ RD61 
โดยลกัษณะทางกายภาพของดินตวัอยา่งทั �งหมดเป็น
ชนิดดินเหนียว และมีค่าความเป็นกรด-ด่างของดิน 
(pH) อยู่ในช่วง 5.16-7.10 (Table 1) จะเห็นได้ว่า
จากคุณสมบตัิทางกายภาพของดินตวัอย่างดงักลา่ว 
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สง่ผลให้นํ �าสามารถซมึผา่นได้ค่อนข้างช้า การชะล้าง
ของสารอินทรีย์น้อย จึงทําให้มีอินทรียวัตถุในดิน
ค่อนข้างสูง โดยจากการศึกษาก่อนหน้านี �พบว่าค่า 

pH ของดินเหนียวอยู่ในช่วง 4.5-7.0 จุลินทรีย์สามารถ
เจริญได้ (Hamarashid, Othman, & Hussain, 2010; 
Töysä, & Hänninen, 2017) 

 

Table 1 Soil sample characteristics. 
soil samples  soil physical characteristics  

 sampling location (sub-district/ district)  rice varietie  texture   pH 
1. Phra Khao/ Bang Ban (BB)  Pathum Thani RD41  clay  5.49 
2. Bang Sai/ Bang Sai (BC)  Pathum Thani RD57  clay  5.16 
3. Kra Chio/ Pha Chi (PC)  Pathum Thani RD61  clay  5.45 
4. Pak Tha/ Tha Ruea (TR)  Pathum Thani RD57  clay  6.43 
5. Lam Ta Sao/Wang Noi (WN)  Pathum Thani RD31  clay  7.10 

 
2. แบคทีเรียไอโซเลทที
 มีความสามารถในการ
ย่อยสลายเซลลูโลส 

จากการศึกษานําตัวอย่างดินรอบตอซังข้าว 
ทั �ง 5 อําเภอ มาทําการคดัแยกและเพาะเลี �ยงแบคทีเรีย 
ด้วยวิธีการ ten-fold dilution spread plate method 
บนอาหารแข็งจําเพาะ CMC agar ซึ!งมีสว่นผสมของ
เซลลโูลสในรูปของ carboxymethyl cellulose  ซึ!งจะได้
ข้อมลูการเจริญของจํานวนโคโลนีแบคทีเรียและจํานวน
แบคทีเรียไอโซเลทที!แยกได้จากแต่ละตัวอย่างดิน 
(Table 2) โดยข้อมลูการเจริญของโคโลนีแบคทีเรียบน
จานอาหารอยู่ในช่วง 1.06-6.87×106 CFU/g (Table 2) 
ซึ!งจํานวนของแบคทีเรียที!พบมีการเจริญบนจานอาหาร
เลี �ยงเชื �อซงัที!แยกได้จากตวัอย่างดินนาข้าวในแต่ละ
อําเภอนั �นมีค่าใกล้เคียงกัน ทั �งนี �ปริมาณของโคโลนี
แบคทีเรียที!แยกได้จากตวัอย่างดินในอําเภอท่าเรือมี
ปริมาณสงูที!สดุคือ 7.37×106  CFU/g และพบจํานวน
น้อยที!สุดในดินตัวอย่างจากอําเภอบางบาลที!มี
จํานวนโคโลนีเพียง 1.06×106 CFU/g แต่เมื!อทําการ

จัดกลุ่มของแบคทีเรียตามลักษณะความเหมือน 
และความแตกต่างของสณัฐานของโคโลนีที!ปรากฏ 
การเจริญบนจานอาหาร สามารถจดักลุม่และคดัเลือก
โคโลนีที!เป็นตัวแทนแต่ละกลุ่มได้จํานวนรวม 26  
ไอโซเลท (Table 2) ทั �งนี �พิจารณาความหลากหลาย
ของแบคทีเรียไอโซเลทที!แยกได้จากตวัอย่างดินจาก
แตล่ะอําเภอมีความผกผนักบัจํานวนโคโลนีทั �งหมดที!
นบัได้ กลา่วคือ แบคทีเรียไอโซเลทที!แยกได้มากที!สดุ
ได้จากตวัอยา่งดินอําเภอบางซ้าย จํานวน 7 ไอโซเลท 
รองลงมาเป็นอําเภอบางบาล (6 ไอโซเลท) อําเภอ
ภาชี (5 ไอโซเลท) อําเภอท่าเรือและวังน้อยได้
แบคทีเรียได้จํานวนไอโซเลทที!เท่ากนัคือ 4 ไอโซเลท 
ซึ! งสอดคล้องกับการวิจัยก่อนหน้านี �ของ Lu, & 
Mosier (2007) ที!กลา่วถึงช่วงของค่าความเป็นกรด-
ด่างที!เหมาะสมในการสร้างเอนไซม์และการเกิด
กิจกรรมการย่อยของเอนไซม์เซลลเูลสบนอาหารที!มี
องค์ประกอบของเซลลโูลส (CMC agar) ของแบคทีเรีย
อยู่ในช่วง pH 4-8 (สอดคล้องกับข้อมูลการศึกษา 
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ที!ได้ใน (Table 1) ทั �งนี �จะเป็นการทํางานของเอนไซม์
ชนิดที!สร้างและปล่อยออกสู่นอกเซลล์ ที!พบได้
หลากหลายจากสิ!งแวดล้อมตา่งๆ ที!มีอินทรียวตัถขุอง
องค์ประกอบเซลลูโลส ในดินทั!วๆ ไป (Thanonkeo, 
 

1995)  และ ต้อ งมีกา รระ บาย อากา ศขอ งดิน ที!
เหมาะสมก็ส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรียที!มี
กิจกรรมในการสร้างเอนไซม์ดงักลา่วได้ (Mawadza, 
Rahni, & Bo, 2000) 
 

 

Table 2 Colony counting and isolates from soil samples. 
soil samples colony counting (CFU/g) isolates 
1. Phra Khao/ Bang Ban (BB) 1.06×106 6 
2. Bang Sai/ Bang Sai (BC) 1.95×106 7 
3. Kra Chio/ Pha Chi (PC) 1.40×106 5 
4. Pak Tha/ Tha Ruea (TR) 7.37×106 4 
5. Lam Ta Sao/Wang Noi (WN) 6.87×106 4 

 
เมื!อศึกษาการติดสีย้อมแบบแกรม (Gram’s 

stain) และสังเกตรูปร่างของเซลล์จากแบคทีเรีย 
ไอโซเลทที!แยกได้นั �น  (Table 1) ผลที!ได้สามารถแบ่ง
แบคทีเรียได้ 3 กลุม่ตามความแตกต่างของลกัษณะ
สณัฐานวิทยาของเซลล์ (Table 3) คือ (1) แบคทีเรีย
แกรมบวก รูปร่างแท่ง (rod) จํานวน 21 ไอโซเลท  
(คิดเป็นร้อยละ 80.77), (2) แบคทีเ รียแกรมลบ 
รูปร่างแท่ง จํานวน 4 ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 
15.38) และ (3) แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างกลม 
จํานวน 1 ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 3.85) ซึ!งไอโซเลท
ที!แยกได้ทั �งหมดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
โคโลนีที!แตกต่างกนั (Figure 1) ทั �งนี �ผลการศึกษาที!
ได้มีความสอดคล้องกบังานวิจัยต่างๆ ที!สามารถพบ
แบคทีเรียที!มีความสามารถในการยอ่ยสลายเซลลโูลส
ด้วยการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสออกมาย่อยที!พบได้ทั �ง
ในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และมีลกัษณะ
รูปร่างโคโลนีที!แตกต่างกัน (Mawadza, Rahni, & 

Bo, 2000; Chakdar et al., 2016; Prabhu,  
Rao, & Li, 2017; Thanasrirangkul,  Pinjai, & 
Vaithanomsat, 2018) ทั �งนี �ส่วนใหญ่มักพบเป็น
แบคทีเรียแกรมบวกมากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ 
เนื!องจากมีผนังเซลล์ที!หนาและแข็งแรงทําให้ทน 
ต่อสภาวะแวดล้อมต่างๆ ได้ดีกว่าและมีการปรับตัว
สร้างสารบางชนิดปล่อยออกมาเพื!อย่อยสารอาหาร
เ ข้ า สู่ ภา ย ใ น เ ซ ล ล์ อี ก ด้ ว ย  ที! รู้ จั ก กัน ดี  ไ ด้ แ ก่ 
Cellulomonas (Yin, Huang, & Lin, 2010; Prabhu, 
Rao, & Li, 2017) โดยเฉพาะอย่างยิ!งแบคทีเรีย 
แกรมบวกที!สร้างเอนโดสปอร์ที!ทําให้ทนต่อสภาวะ 
ไม่เหมาะสมได้ดีและสามารถงอกเป็นเซลล์ใหม ่
มีการเจริญและเพิ!มจํานวนได้ดีกว่า เช่น Bacillus 
และ Clostridium เป็นต้น (He, Ding, & Long, 
1991; Warnick, Methe, & Leschine, 2002; 
Balasubramanian, Toubarro, Teixeira, & Simos,  
2012;  Prabhu, Rao, & Li, 2017) 
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Table 3 Morphological characteristics of bacteria isolated from soil samples. 
bacteria isolates cell shape   Gram's stain 
BB-C-1, BB-C-2, BB- C-3, BB-C-4, BB-C-5, BB-C-6, BS-C-1, BS-C-2, BS-C-3, 
BS-C-4, BS-C-5, BS-C-6, BS-C-7, PC-C-1, PC-C-3, PC-C-4, PC-C-5 ,TR-C-2, 
TR-C-3, TR-C-4, WN-C-1 

rod positive (+) 

PC-C-2, TR-C-�,WN-C-2, WN-C-4 rod negative (-) 
WN-C-3 coccus negative (-) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Morphological characteristics of bacteria 
 isolated PC-C-�; (A) morphological of 
 colony, (B) Gram’s stain and cell shape. 
 

3. การสร้างเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรีย 
ไอโซเลทที
แยกได้ 

เมื!อตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลสของแบคทีเรียไอโซเลท ด้วยการเพาะเลี �ยงบน
อาหาร CMC agar ที!เติม 0.02 เปอร์เซ็นต์ Congo red 
พบวา่มีการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสจากการปรากฏวงใส
รอบโคโลนี (Figure 2) เพียง 4 ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 
15.38) ที!สามารสร้างเอนไซม์เซลลูเลสออกมาย่อย
เซลลูโลสบนอาหาร CMC agar (Table 4) ซึ!งเมื!อ
เปรียบเทียบปริมาณการสร้างจากขนาดของวงใสกบั
เชื �อควบคุมที!พบมีการรายงานว่ามีสร้างเอนไซม์ 
เซลลเูลส คือ P. curdlanolyticus B-6 (positive control) 
(Pason, Kyu, & Ratanakhanokchai, 2006) นั �น ยงัพบ
ปริมาณการสร้างเอนไซม์ที!มากกว่า (ขนาดของวงใส

รอบๆ โคโลนีที!มากกว่า) โดยแบคทีเรียไอโซเลทที!
ให้ผลการสร้างเอนไซม์สูงที!สุด คือ PC-C-1 (ขนาด 
ของวงใส 2.56±1.03 เซนติเมตร) ที!แยกได้จากดิน
ตวัอย่างในอําเภอภาชี (Table 4) ซึ!งผลที!ได้คิดเป็น
ร้อยละ 3.84 ของแบคทีเรียไอโซเลททั �งหมด 

แบคทีเรียไอโซเลทต่อความสามารถในการ
สร้างเอนไซม์เซลลูเลสที!ได้ในการศึกษาครั �งนี �พบ
จํานวนน้อยนั �น มีผลที!ใกล้เคียงกันเปรียบเทียบกับ
งานวิจยัของ Ahmed,  Babalola, &  McKay  (2017) 
ที!รายงานผลการคดัแยกแบคทีเรียจากดินรอบรากพืช
ในเมือง Mafikeng ทางตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศแอฟริกาใต้ ได้จํานวนแบคทีเรียไอโซเลท
จํานวน 20 ไอโซเลท แต่ทั �งนี �มีเพียง 10 ไอโซเลท  
ที!สามารถสร้างเอนไซม์เซลลเูลสและไซลาเนสได้ ทั �งนี �
ตัวอย่างดินที!นํามาศึกษามีความแตกต่างกันทั �ง
ทางด้านลกัษณะชนิดของดินและค่าความเป็นกรด-
ดา่งของดินตวัอยา่ง รูปแบบของการเพาะปลกูข้าวบน
พื �นที!ดิน ประวัติของการใช้ปุ๋ ย/สารเคมีพื �นที! เ ก็บ
ตวัอย่างดิน และสภาพแวดล้อมบริเวณที!ทําการเก็บ
ตวัอย่าง ล้วนมีผลต่อจํานวนและความหลากหลาย
ของชนิดแบคทีเรียและปริมาณในการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลสของแบคทีเรียที!คดัแยกได้ให้ผลแตกต่างกัน  
(Poodngam, 2014; Ahmed, Babalola, &  McKay, 

A B 
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2017) รวมถึงพบว่าผลการศึกษาในครั �งนี �มีความ
แตกตา่งกบังานวิจยัของ Thanasrirangkul, Pinjai, & 
Vaithanomsat (2018) ที!รายงานผลการคัดแยก
แบคทีเรียจากตวัอยา่งต่างชนิดกนั ได้แก่ ดินรอบราก
ชานอ้อย ชานอ้อย ทะลายปาล์ม และก้อนเห็ด โดย
แยกแบคทีเรียไอโซเลทสงูถึง 100 ไอโซเลท และพบ
จํานวน 73 ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 73) ที!สามารถ
สร้างเอนไซม์เซลลเูลสได้ ทั �งนี �ตวัอย่างที!นํามาใช้ใน
การคัดแยกแบคทีเรียที!หลากหลายมีผลต่อจํานวน
ของการคดัแยกแบคทีเรีย ไอโซเลทและความสามารถ
ในการสร้างเอนไซม์เซลลูโลส รวมถึงองค์ประกอบ
เซลล์ลโูลสในตวัอย่างที!นํามาศึกษา และสิ!งแวดล้อม
ในการเจ ริญของแบคทีเ รียยังมีผลต่อปริมาณ 
การสร้างเอนไซม์เซลลูเลสอีกด้วย (Poodngam, 
2014; Ahmed, Babalola, & McKay, 2017; 
Thanasrirangkul, Pinjai, & Vaithanomsat, 2018) 
แตท่ั �งนี �จากงานวิจยัของ Thanasrirangkul, Pinjai, & 
Vaithanomsat (2018) สามารถบง่ชี �ถึงการศกึษาการ
สร้างเอนไซม์เซลลเูลสด้วยวิธี Congo red (ในอาหาร 
CMC agar) เป็นวิธีที!สามารถคดัแยกแบคทีเรียที!มี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสและ 
ทราบปริมาณการสร้างเบื �องต้น เนื!องจากสามารถ
มองเห็นวงไสบนอาหารเลี �ยงเชื �อ อันเนื!องมาจาก 
การทําปฏิกิริยาของส ีCongo red ที!ผสมลงในอาหาร
โดยบริเวณที!มีการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสออกมานั �น 
สาร CMC ที!ผสมอยู่ในอาหารจะถกูย่อยสง่ผลให้เกิด
เป็นโซนใสดงักล่าว (Johnsen, & Krause, 2014) 
และเป็นวิ ธีการที! เหมาะสมในการศึกษาความ 
สามารถเบื �องต้นของแบคทีเรียต่อการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลส 

Table 4 Cellulase activity of bacteria isolates.  

isolates 
clear zone (centimeters) ± 
standard deviation (S.D.) 

control 2.10±0.14 
PC-C-1 2.56±1.03 

PC-C-5 2.22±0.95 
TR-C-1 2.13±0.96 
TR-C-2 2.45±1.51 

 

 
 

Figure 2 Cellulase test on CMC agar and the 
 halo zone around the bacteria colony. 
 

จากผลการทดลองที!ได้ชี �ให้เห็นว่าแบคทีเรียที!
อาศยัอยูใ่นดินที!มีการเพาะปลกูข้าวมีความสามารในการ
สร้างเอนไซม์ชนิดปลอ่ยออกสู่นอกเซลล์ ออกมาย่อย
สลายเซลลโูลสที!เป็นองค์ประกอบของฟางข้าว ให้เป็น
สารประกอบอินทรีย์ที!มีโมเลกุลเล็กลงและละลายนํ �าได้
และสามารถผ่านเข้าเซลล์ได้ และนําไปใช้เป็นแหล่ง
สารอาหารที!สาํคญั (carbon source) ต่อการเจริญเพิ!ม
จํานวนของแบคทีเรียที!อาศัยอยู่ในดิน โดยเฉพาะ 
อย่างยิ!งสว่นของตอซงัข้าวและฟางข้าวที!อยู่ใต้พื �นดิน
ที!มีการสมัผสักับแบคทีเรียที!อาศัยอยู่ในดินโดยตรง 
แบคทีเรียหลายกลุ่มมีความสามารถในการย่อยสลาย
เซลลูโลสได้  โดยกลไกการย่อยเซลลูโลสจะย่อย
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โครงสร้างเซลลโูลสที!เรียงต่อกนั (crystalline cellulose) 
ให้เป็นสายสั �นลงในรูปเซลโลไบโอส (cellobiose) โดย
อาศยัเอนไซม์เอนโดกลคูาเนส (endoglucanase) และ
เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) และได้ผลผลิต
สุดท้ายคือนํ �าตาลกลูโคส (glucose) ซึ!งย่อยโดย
เอนไซม์เบต้ากลูโคซิ เดส (β-glucosidase) (Liang, 
Zhang, Wu, Wu, & Feng, 2014; Nafi, Usman,  
Abdullahi, Mustapha,  &  Maiturare,  2017) ซึ!งสย้ีอม
Congo red จะสร้างพนัธะไฮโดรเจนอยา่งน้อย 2 ตําแหน่ง 
โดยที!ระยะห่างของหมู่ที!สามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจน
ซึ!งระยะห่างนั �นจะใกล้เคียงกับระยะห่างของหมู่ –OH 
ในเซลลูโลส โมเลกุลของสีจะหันหมู่ซัลโฟเนต 
(sulfonate) ที!มีประจลุบในขณะที!ผิวของเส้นใยเซลลโูลส
ก็มีประจลุบเช่นกนัหนัออกด้านตรงข้าม เนื!องจากแรง
ผลกัทางไฟฟ้า สง่ผลทําให้บริเวณที!มีองค์ประกอบของ
เซลลโูลสจะทําปฏิกิริยากบัสีย้อมมองเห็นเป็นสีแดง 
และสว่นที!ไม่มีองค์ประกอบของเซลลโูลสจะไม่ถกูย้อม
ด้วยสีมองเห็นเป็นบริเวณใส จึงเป็นวิธีการเหมาะสม
ในการศึกษาความสามารถเบื �องต้นของแบคทีเรียต่อ
การสร้างเอนไซม์เซลลเูลสดงักลา่ว 
 

4. ความสามารถย่อยสลายฟางข้าวของแบคทีเรีย
ไอโซเลท PC-C-1  
 

ผลการทดสอบการย่อยสลายฟางข้าวของ
แบคทีเรียไอโซเลทที!สร้างเอนไซม์เซลลโูลสสงูที!สดุคือ 
PC-C-1 เมื!อเพาะเลี �ยงในอาหาร nutrient broth ที!มี
สว่นผสมของฟางข้าวครบ 7 วนั ทําการเก็บตวัอย่าง
ฟางข้าวด้วยการกรองและนําไปอบแห้งก่อนทําการชั!ง
หานํ �าหนกัแห้งของฟางข้าวที!เหลือในอาหารเลี �ยงเชื �อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไม่มีการเติมแบคทีเรีย) 
พบวา่ ไอโซเลท PC-C-1 มีร้อยละของการย่อยฟางข้าวที! 

64.80 อาจกล่าวได้ว่าแบคทีเรีย ไอโซเลท PC-C-1  
มีประสิทธิภาพในการย่อยฟางข้าวมากกว่าชุดควบคุม 
(ที!มีร้อยละของการยอ่ยสลายฟางข้าวเท่ากบั 0) สําหรับ
ย่อยโครงสร้างของผนงัเซลล์ข้าวส่วนที!เป็นเซลลโูลส 
ซึ!งสอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้านี �ที!พบว่าแบคทีเรีย
ที!สร้างเอนไซม์เซลลเูลสมีการย่อยสลายสารอินทรีย์ที!
เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์พืชส่วนใหญ่ เพื!อ
นําไปใช้เป็นสารตั �งต้นในกระบวนการเมแทบอลิซึม
และสร้างพลงังานภายในเซลล์ (Gilbert, & Hazlewood, 
1993; Subramaniyan, & Prema, 2000; Ahmed, Babalola, 
& McKay, 2017; Prabhu, Rao, & Li, 2017) แตท่ั �งนี �
ในการนําไปประยุกต์ใช้จริงในการย่อยฟางข้าวใน
แปลงนานั �น ยงัไม่สามารถทําได้ เนื!องจากในธรรมชาติ
ของฟางข้าวยังมีส่วนประกอบอื!นนอกเหนือจาก
เซลลโูลส ได้แก่ เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน (Malherbe, 
& Cloete, 2002) จึงต้องมีการศกึษาวิจยัเพิ!มเติมของ
แบคทีเรียไอโซเลท PC-C-1 ถึงคุณสมบตัิการสร้าง
เอนไซม์ไซลาเนสที!สามารถย่อยสลายไซเลน (ชนิด
สว่นใหญ่ของเฮมิเซลลโูลส) และลิกนินเนสที!สามารถ
ย่อยสลายลิกนินได้ (Ahmed, Babalola, & McKay, 
2017; Thanasrirangkul, Pinjai, & Vaithanomsat, 2018) 
รวมถึงการศกึษาสภาวะที!เหมาะสมในการย่อยสลาย
ฟางข้าวของแบคทีเรียไอโซเลทที!มีประสิทธิภาพใน
การย่อยฟางข้าวได้สงูสดุและการเก็บข้อมูลเชิงสถิติ
ของประสิทธิภาพการย่อยสลายฟางข้าวในระดับ
ห้องทดลอง และศกึษาเก็บข้อมลูผลการย่อยฟางข้าว
ในแปลงนาจริงเป็นกระบวนการสดุท้าย จึงจะสามารถ
ประยุกต์ใ ช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์ในกลุ่มของ
แบคทีเรียในการยอ่ยสลายฟางข้าวเพื!อลดปัญหาการ
กําจดัฟางข้าวเหลอืทิ �งทางการเกษตรให้แก่เกษตรได้       
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สรุป 
 

การเก็บตัวอย่างดินรอบตอซังข้าวสายพันธุ์
ปทมุธานี พื �นที! 5 อําเภอ ได้แก่ บางบาล บางซ้าย วงัน้อย 
ภาชี และท่าเรือ ในเขตจังหวัดพระนครศรีอยุธยา 
ตวัอยา่งดินทั �งหมดเป็นชนิดดินเหนียว มีคา่ความเป็น
กรด-ดา่งของดินที!เป็นกรดเลก็น้อยจนถึงคา่เป็นกลาง 
(pH 5.16-7.10) ซึ!งเป็นค่าที!เหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์ในดิน ซึ!งพบการเจริญของโคโลนีแบคทีเรีย
ทั �งหมดที!สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ อยู่ในช่วง 
1.06-6.87×106 CFU/g และคดัแยกแบคทีเรียได้ทั �งหมด 
26 ไอโซเลท โดยจําแนกจํานวนพื �นที!เก็บตัวอย่าง 
ดินรอบ คือ บางบาล บางซ้าย วงัน้อย ภาชี และท่าเรือ 
ได้แบคเทีเรียไอโซเลทเท่ากบั 6, 7, 5, 4 และ 4 ไอโซเลท 
ตามลําดบั ทั �งนี �ผลการศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยา
ของเซลล์และโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท พบว่า
สว่นใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแทง่ (ร้อยละ 
80.77) และมีลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีที!
แตกตา่งกนั อีกทั �งผลการตรวจสอบการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลสของแบคทีเรียไอโซเลทที!แยกได้ พบเพียง 4 
ไอโซเลท (คิดเป็นร้อยละ 15.38) ที!มีการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลสเกิดวงใสรอบโคโลนีขนาดมากกวา่แบคทีเรีย
ควบคมุ P. curdlanolyticus B-6 โดยไอโซเลทที!พบ
สร้างเอนไซม์เซลลเูลสเกิดวงใสรอบโคโลนีสงูที!สดุ คือ 
PC-C-1 (2.56±1.03 เซนติเมตร) จึงนําไปทดสอบการ
ย่อยฟางข้าวในอาหารเหลว nutrient  broth ที!มีการ
เติมฟางข้าวลงไป และให้ผลการยอ่ยฟางข้าวได้สงูถึง
ร้อยละ 64.80 ในระยะเวลาการเพาะเลี �ยง 7 วนั ทั �งนี �
ต้องมีการศึกษาเพิ!มเติมครอบคลุมการจัดจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียด้วยการใช้เทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลเพิ!มเติมสําหรับการบ่งชี �ชนิดของแบคทีเรีย 

ไอโซเลท PC-C-1 ในระดบัจีนสั และการหาสภาวะที!
เหมาะต่อการสร้างและทํางานของเอนไซม์เซลลเูลส 
ในการย่อยฟางข้าว ได้แก่ อุณหภูมิ ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง สภาวะการทํางานแบบมีอากาศและไม่มี
อากาศ เพื!อการนําไปพฒันาสําหรับใช้ประโยชน์ใน
การย่อยสลายฟางข้าวเหลือทิ �งทางการเกษตรให้แก่
เกษตรกรตอ่ไปในอนาคต 
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