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บทคัดย่อ  
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากดินท่ีมีเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร และเพื่อ

พัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราจากพืชผลทางการเกษตรบางชนิดเพื่อใช้เพาะเลี้ยงเชื้อราท่ีแยกได้ ในการศึกษาน้ีสามารถแยกเชื้อราชอบ
ด่างได้ท้ังหมด 23 ไอโซเลทจากดินท่ีมีเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร จากการนำเชื้อราชอบด่างที่ได้มาตรวจสอบความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสบนอาหาร xylan agar, pH 9 ด้วยวิธี Gram’s iodine โดยแสดงผลด้วยค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์ ซ่ึงคำนวณจาก
อัตราส่วนของเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนีต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี พบว่ามีเชื้อราจำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 
GMCF 16 และ GMSS 14 ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุด โดยมีค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์เท่ากับ 2.07±0.25 และ 1.94±0.08 
ตามลำดับ จากการระบุชนิดของเชื้อราโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าเชื้อราท้ัง 2 ไอโซเลทมีลักษณะสอดคล้องกับเชื้อ
ราในสกุล Aspergillus จากน้ันนำเชื้อราดังกล่าวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นท่ีเตรียมจากพืชผลทางการเกษตร 4 ชนิด ได้แก่             
มันสำปะหลัง มันม่วง ข้าวโพด และถั่วแดง ส่วนในชุดควบคุมเพาะเลี้ยงเชื้อราดังกล่าวบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) 
สำเร็จรูป อาหารเลี้ยงเชื้อราทุกชนิดมีการปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นให้มีค่าเท่ากับ 9 พบว่า Aspergillus sp. GMSS 14 เจริญได้ดี
ท่ีสุดบนอาหารวุ้นมันม่วง รองลงมาคือ อาหาร PDA สำเร็จรูป และเจริญได้น้อยท่ีสุดบนอาหารวุ้นมันสำปะหลัง อาหารวุ้นข้าวโพด และ
อาหารวุ้นถั่วแดง ส่วน Aspergillus sp. GMCF 16 เจริญได้ดีไม่แตกต่างกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิด  งานวิจัยน้ีแสดงให้เห็นถึง   
ความเป็นไปได้ในการพัฒนาสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อราสูตรใหม่ ๆ จากพืชผลทางการเกษตรเพื่อใช้ทดแทนอาหาร PDA สำเร็จรูปท่ีมี
ราคาค่อนข้างแพงท่ีใช้เป็นประจำในห้องปฏิบัติการ 

 

คำสำคัญ: อาหารเลี้ยงเชื้อรา  พืชผลทางการเกษตร  เชื้อราชอบด่าง  ไซลาเนส 
 

Abstract 
The objective of the present study was to isolate xylanase-producing alkaliphilic fungi from soil containing 

decayed agricultural waste and to develop fungal culture media from some agricultural crops for culturing the 
isolated fungi. In this study, a total of 23 alkaliphilic fungal isolates were isolated from soil containing decayed 
agricultural waste. The alkaliphilic fungal isolates were tested for their xylanase production ability using Gram’s 
iodine assay on xylan agar, pH 9 which was expressed as the enzymatic index calculated from the ratio of clear 
zone diameter to colony diameter. It was found that the fungal isolates GMCF 16 and GMSS 14 exhibited the 
highest xylanase activity with the enzymatic indexes of 2.07±0.25 and 1.94±0.08, respectively. Based on 
morphological characteristics, the two fungal isolates were identified belonging to the genus Aspergillus. The 
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fungal isolates were subsequently cultivated on culture media prepared from 4 agricultural crops including 
cassava, purple sweet potato, corn and red kidney bean while in the control, they were cultivated on commercial 
potato dextrose agar (PDA). The initial pH of all fungal culture media was adjusted to 9. It was found that 
Aspergillus sp. GMSS 14 showed the highest growth on purple sweet potato agar, followed by commercial PDA, and 
the least growth on cassava agar, corn agar and red kidney bean agar whereas Aspergillus sp. GMCF 16 was able to 
grow well on all culture media. This research demonstrated the feasibility of developing new fungal culture media 
from agricultural crops to replace the relatively expensive commercial PDA commonly used in laboratories. 
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1. บทนำ  

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรจัดเป็นวัสดุประเภท      
ลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulose) มีองค์ประกอบท่ีสำคัญ 
ได้แก่ เซลลูโลส (Cellulose) ร้อยละ 30-45 เฮมิเซลลูโลส 
(Hemicellulose) ร้อยละ 25-45 และลิกนิน (Lignin) ร้อยละ 
15-30 [1], [2] โดยเฮมิเซลลูโลสเป็นสารประกอบโพลีแซ็กคาไรด์
ท่ีมีจำนวนมากเป็นอันดับสองในผนังเซลล์พืชรองจากเซลลูโลส 
มีองค์ประกอบหลักเป็นไซแลน (Xylan) ซ่ึงเป็นโพลีเมอร์ของ
น้ำตาลไซโลส (Xylose) ท่ีต่อกันด้วยพันธะเบต้า 1,4-ไกลโคซิดิก 
(ß-1,4-glycosidic bond) และมีโครงสร้างกิ่งของน้ำตาลชนิด
อื่น ๆ เช่น อะราบิโนส (Arabinose) กาแลคโตส (Galactose) 
และกรดกลูคูโรนิค (Glucuronic acid) [2]-[5] ในการย่อย
สลายไซแลนท่ีเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์พืชน้ันต้องการ
เอนไซม์กลุ่มไซลาเนส (Xylanase) ได้แก่ 1) เอนโดไซลาเนส 
(Endo-1,4-ß-xylanase, EC 3.1.2.8) ท่ีทำหน้าท่ีย่อยสลาย
พันธะเบต้า 1,4-ไกลโคซิดิกระหว่างหน่วยย่อยน้ำตาลไซโลส
แบบสุ่ม  ทำให้ ได้ผลิตภัณฑ์ เป็นไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์  
(Xylooligosaccharides) และ 2) เบต้าไซโลซิเดส (ß-xylosidase, 
EC 3.2.1.37) ทำหน้าท่ีย่อยสลายพันธะในไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์
ทำให้ได้หน่วยย่อยเป็นน้ำตาลไซโลส [2], [6] ในสภาพธรรมชาติ 
พบว่ามีจุลินทรีย์หลายกลุ่มท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
ย่อยสลายวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสได้ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ 
และเชื้อรา ซ่ึงเชื้อราจัดเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ผลิตเอนไซม์ได้ดีกว่าจุลินทรีย์กลุ่มอื่น เน่ืองจากสร้างเอนไซม์
ได้ในปริมาณท่ีสูงแล้วปล่อยออกมานอกเซลล์จึงทำให้ง่ายต่อ
การแยกและเก็บเกี่ยวเอนไซม์เพื่อนำไปใช้ประโยชน์ต่อไป [4], 
[5], [7]-[9] ดังน้ันวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ เช่น 
ฟางข้าว ใบอ้อย ซังข้าวโพด แกลบ ลำต้นมันสำปะหลัง เป็น
ต้น จึงสามารถนำมาใช้เป็นวัสดุหมักเพื่อใช้เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์
ให้ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ ในปัจจุบันเอนไซม์ไซลาเนสชอบ
ด่างได้รับความสนใจนำมาใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเยื่อ

กระดาษเพิ่มมากขึ้น โดยนำมาใช้ในขั้นตอนก่อนการฟอกเยื่อ 
(Pre-bleaching) โดยเฉพาะเยื่อกระดาษคราฟท์ (Kraft pulp) 
ท่ีได้จากขั้นตอนการผลิตเยื่อท่ีผ่านการต้มด้วยด่าง โดยท่ัวไป
กระดาษคราฟท์มีสีน้ำตาลเน่ืองจากมีลิกนินเป็นองค์ประกอบ 
และมีค่า pH ของเยื่อหลังการต้มประมาณ 9-10 ดังน้ันการใช้
เอนไซม์ไซลาเนสท่ีทำงานได้ดีภายใต้สภาวะท่ีเป็นด่างสูงใน
การกำจัดลิกนินออกจากเยื่อกระดาษก่อนการฟอกเยื่อ จึงทำ
ให้ไม่ต้องปรับค่า pH ของเยื่อลงเพื่อให้เอนไซม์ทำงานได้ โดย
เอนไซม์ไซลาเนสจะย่อยสลายไซแลนซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลัก
ของเฮมิเซลลูโลส จึงทำให้ลิกนินท่ีจับอยู่กับเฮมิเซลลูโลสหลุด
ออกจากเยื่อกระดาษไปด้วย ส่งผลให้เยื ่อกระดาษมีความ
ขาวขึ้น การใช้เอนไซม์ไซลาเนสจึงช่วยลดปริมาณคลอรีนท่ี
ใช้ในขั้นตอนการฟอกเยื่อกระดาษ ทำให้ช่วยลดปัญหาด้าน
สิ่งแวดล้อมท่ีเกิดจากกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ [10], [11]  

ในการคัดแยกเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจาก
ธรรมชาติมาเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ นิยมเพาะเลี้ยงโดยใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูป โดยเฉพาะอาหารวุ้นมันฝรั่งสำเร็จรูป 
(Commercial potato dextrose agar ห รื อ  commercial 
PDA) ซ่ึงเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานท่ีมีองค์ประกอบซับซ้อน 
(Complex media) มีส่วนประกอบท่ีสำคัญ ได้แก่ น้ำสกัด
จากมันฝรั่ง น้ำตาลเดกซ์โทรส และวุ้น โดยเชื้อราส่วนใหญ่
สามารถย่อยสลายแป้งในมันฝรั่งให้เป็นน้ำตาลท่ีละลายน้ำได้
เพื่อนำไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในการเจริญ 
นอกจากน้ีมันฝรั่งยังเป็นแหล่งของไนโตรเจน วิตามิน และแร่
ธาตุต่าง ๆ ท่ีจำเป็นต่อการเจริญของเชื้อราอีกด้วย [12], [13] 
การใช้อาหาร PDA สำเร็จรูปในการเพาะเลี้ยงเชื้อราถึงแม้จะมี
ข้อดี คือ สามารถเตรียมใช้งานได้ง่าย และรวดเร็ว โดยการ
ละลายผงอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ำกลั่น แต่มีข้อเสียคือ ราคาแพง 
และต้องนำเข้าจากต่างประเทศ จึงทำให้ในปัจจุบันมีความ
สนใจในการนำพืชผลทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ ซ่ึงมีปริมาณ
มาก และราคาถูก เช่น มันสำปะหลัง ข้าวโพด มันเทศ ฟักทอง 
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เป็นต้น มาพัฒนาเป็นสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราเพื่อใช้ทดแทน
อาหาร PDA สำเร็จรูป ทำให้ช่วยลดต้นทุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
[12], [14]-[16] อย่างไรก็ตาม เชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสแต่ละชนิดมีความต้องการสารอาหารท่ีแตกต่างกัน 
[17] ดังน้ันจึงทำให้ต้องมีการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจาก
พืชผลทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ ขึ้นมาเพ่ือให้เหมาะสมต่อการ
เจริญของเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสแต่ละชนิด 
โดยเฉพาะใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อราเพื่อใช้เป็นแหล่งผลิต
เอนไซม์ไซลาเนสชอบด่างหรือทนด่างสำหรับการประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษต่อไป 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและคัดเลือกเชื้อรา
ชอบด่างท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากดิน
ท่ีมีเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร และพัฒนาสูตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อราจากพืชผลทางการเกษตรบางชนิด เพื่อใช้เพาะเลี้ยง
เชื้อราที่คัดแยกได้แทนอาหาร PDA สำเร็จรูป ซึ่งจะเป็น
ประโยชน์ต่อการเพาะเลี้ยงเชื้อราชอบด่าง ที่ผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสเพื่อนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษต่อไป 
 
2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  

2.1. การแยกเชื้อราบริสุทธิ์ 
ทำการเก็บตัวอย่างดินท่ีมีเศษฟางจากแปลงนาข้าว 

และดินท่ีมีเศษใบอ้อยจากแปลงปลูกอ้อยในพื้นท่ีจังหวัด
บุรีรัมย์ มาเจือจางตามลำดับส่วน (Serial dilution) และนำไป
แยกเชื้อให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีเกลี่ยเชื้อ (Spread plate method) 
บนอาหาร PDA สำเร็จรูป (Commercial PDA) (HiMedia 
Laboratories Pvt. Ltd., India), pH 9 ท่ี เติมสารปฏิชีวนะ 
เตตราไซคลีน (Tetracycline) เข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากน้ันนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 
วัน และทำการแยกเชื้อราให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ แล้วเก็บรักษาเชื้อ
ราไว้ ในหลอดอาหารวุ้น เอียง PDA สำเร็จรูป เพื่ อ ใช้ ใน
การศึกษาต่อไป 
 

2.2. การคัดเลือกเชื้อราชอบด่างที่มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 

เพาะเลี้ยงเชื้อราบนจานอาหาร PDA สำเร็จรูป, pH 9 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน จากน้ันใช้ 
Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะเส้นใย
เชื้อราบริเวณขอบโคโลนี แล้วใช้เข็มเขี่ยย้ายชิ้นวุ้นท่ีมีเส้นใย
ของเชื้อราไปวางตรงจุดกึ่งกลางของจานอาหาร Xylan agar 

(0.2% Beechwood xylan, 0.2% NaNO3, 0.1% K2HPO4, 
0.05% MgSO4, 0.05% KCl, 0.02% Peptone, 1.7% Agar), 
pH 9 และนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
3-5 วัน และตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสด้วยวิธี  
Gram’s iodine [18] โดยเทสารละลายไอโอดีนให้ท่วมผิวหน้า
อาหารเลี้ยงเชื้อและโคโลนีของเชื้อรา ท้ิงไว้นาน 3-5 นาที แล้ว
ตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสของเชื้อราโดยการวัด  
เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนีเชื้อรา (Clear zone 
diameter) และเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อรา (Colony 
diameter) โดยใช้เวอร์เนียคาลิปเปอร์ (Vernier caliper) ทำ
การทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ำ แล้วนำมาคำนวนหาค่าอัตราส่วน
เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนีต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของโคโลนี หรือค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์ (Enzymatic index, 
EI) ดังสมการท่ี 1 [19]-[21] และคัดเลือกเชื้อราที่มีค่าดัชนี
การผลิตเอนไซม์ไซลาเนสสูงสุดเพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
EI = clear zone diameter/colony diameter            (1) 
 

2.3. การระบุชนิดของเชื้อราชอบด่างที่ผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสในเบ้ืองต้น 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราชอบด่างท่ี
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้ในระดับสูง โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อรา
บนอาหาร PDA สำเร็จรูป เป็นเวลา 3 -5 วัน แล้วสังเกต
ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา เช่น รูปร่าง สี ผิวหน้า ขอบโคโลนี 
เป็นต้น และศึกษาลักษณะของเส้นใยและการสร้างสปอร์ของ
เชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Nikon Eclipse E100, Tokyo, 
Japan) โดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงบนสไลด์ (Slide culture 
technique) จากน้ันนำข้อมูลไปเปรียบเทียบกับคู่มือการจัด
จำแนกเชื้อราหรืองานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง เพื่อระบุกลุ่มของเชื้อรา
ในเบื้องต้น 

 
2.4. การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราชอบด่างที่

ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากพืชผลทางการเกษตร 
พืชผลทางการเกษตรที่นำมาใช้เตรียมเป็นอาหารเลี้ยง

เชื้อราเพื่อทดแทนอาหาร PDA สำเร็จรูป ได้แก่ มันสำปะหลัง 
มันม่วง ข้าวโพด และถั่วแดง โดยอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดมี
ส่วนประกอบดังนี้ (กรัมต่อลิตร) น้ำสกัดท่ีได้จากการต้มพืชผล
ทางการเกษตร 200 กรัม กลูโคส 20 กรัม และวุ้น 15 กรัม ปรับ
ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 9 ก่อน
นำไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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จากน้ันเพาะเลี้ยงเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนส
ได้สูงบนจานอาหาร PDA สำเร็จรูป , pH 9 ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน แล้วใช้ Cork borer ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร เจาะเส้นใยเชื้อราบริเวณขอบ
โคโลนี แล้วใช้เข็มเขี่ยย้ายชิ้นวุ้นท่ีมีเส้นใยของเชื้อราไปวางตรง
จุดกึ่งกลางของจานอาหารวุ้นทดสอบท้ัง 5 ชนิด ได้แก่ อาหาร
วุ้นมันสำปะหลัง (Cassava agar) อาหารวุ้นมันม่วง (Purple 
sweet potato agar) อาหารวุ้นข้าวโพด (Corn agar) อาหาร
วุ้ น ถั่ ว แ ด ง  (Red kidney bean agar) แ ละ อ าห าร  PDA 
สำเร็จรูป (Commercial PDA) และนำเชื้อราไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นวัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของโคโลนีเชื้อราท่ีเจริญบนอาหารวุ้นทดสอบแต่ละชนิด โดย
ทำการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ำ 

 
2.5. การวิเคราะห์ทางสถิติ  
ใช้แผนการทดลองแบบสุ่ม (Completely Randomized 

Design, CRD) โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป (Statistical Package 
for the Social Sciences, SPSS) version 23 เปรียบเทียบ
ความแตกต่างรายคู่โดยใช้วิธีการ Duncan’s multiple range 
test ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

3. ผลการวิจัย 
3.1. การแยกและคัด เลือกเชื้ อราชอบด่ างที่ มี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
งานวิจัยน้ีสามารถแยกเชื้อราชอบด่างจากตัวอย่างดิน

ท่ีมีเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรได้จำนวน 23 ไอโซเลท 
(Isolate) และเมื่อนำเชื้อราที่แยกได้มาตรวจสอบการผลิต
เอนไซม์ไซลาเนสบนอาหาร Xylan agar พบเชื้อราจำนวน 12 
ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส (Table 
1) โดยเชื้อราไอโซเลท GMCF 16 ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุด 
ซ่ึงมีค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์เท่ากับ 2.07 รองลงมาได้แก่ เชื้อรา 
5 ไอโซเลท คือ GMSS 2, GMSS 11, GMSS 14, GMSR 20 
และ GMSR 23 มีค่าดัชนีการผลิตเอนไซม์อยู่ระหว่าง 1.50-2.00 
ส่วนเชื้อราอีก 6 ไอโซเลท ได้แก่ GMSS 6, GMSS 7, GMCF 15, 
GMCF 18, GMSR 21 และ GMSR 22 มี ค่ าดัช นีการผลิ ต
เอนไซม์อยู่ระหว่าง 1.00-1.49 ดังน้ันจึงคัดเลือกเชื้อราชอบ
ด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุดจำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ 
GMCF 16 และ GMSS 14 (Figure 1) เพื่อนำไประบุชนิดและ
ศึกษาการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจากพืชผลทาง
การเกษตรในการทดลองต่อไป 

 
 

Table 1 Enzymatic index of the fungal isolates on xylan agar stained  
with Gram’s iodine 

Number Isolates Enzymatic index 
1 GMSS 2 1.59±0.06cd 
2 GMSS 6 1.10±0.02f 
3 GMSS 7 1.35±0.06de 
4 GMSS 11 1.59±0.23cd 
5 GMSS 14 1.94±0.08ab 
6 GMCF 15 1.07±0.01f 
7 GMCF 16 2.07±0.25a 
8 GMCF 18 1.40±0.03de 
9 GMSR 20 1.80±0.01bc 
10 GMSR 21 1.18±0.03efde 
11 GMSR 22 1.42±0.03de 
12 GMSR 23 1.56±0.10cd 

Data are means ± standard deviations (SD).  
Means within a column followed by different superscript letters are  
significantly different at p<0.05. 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ปีท่ี 25 ฉบับท่ี 3 เดือนกันยายน-ธันวาคม 2566 

5 

 
 

Figure 1 Clear zones around the fungal colonies on xylan agar plates 
(A) Isolate GMSS 14; (B) Isolate GMCF 16 

 
3.2. การระบุชนิดของเชื้อราชอบด่างที่ผลิตเอนไซม์

ไซลาเนสในเบ้ืองต้น 
เมื่อนำเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุด

จำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ GMSS 14 และ GMCF 16 มาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า เชื้อราไอโซเลท GMSS 14 ท่ี
เจริญบนอาหาร PDA สำเร็จรูป มีโคโลนีสีขาว ผิวหน้าโคโลนี
ขรุขระและนูนขึ้นจากผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ และเส้นใยฟู
เล็กน้อย (Figure 2A) ส่วนเชื้อราไอโซเลท GMCF 16 มีโคโลนี
สีเหลือง ขอบโคโลนีสีขาว ผิวหน้าโคโลนีมีลักษณะเป็นร่องตรง
ออกจากจุดศูนย์กลางโคโลนี และนูนขึ้นจากผิวหน้าอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (Figure 3A) ส่วนลักษณะของเชื้อราภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ท่ีกำลังขยาย 400 เท่า พบว่า เชื้อราท้ัง 2 ไอโซเลท มี

ลักษณะท่ีคล้ายคลึงกัน (Figure 2B และ Figure 3B) คือ เส้น
ใยมีผนังกั้น มีโคนิดิโอฟอร์ (Conidiophore) ท่ียาวชูตั้งตรง ไม่มี
ผนังกั้น และโป่งพองท่ีปลายเกิดเป็นเวสซิเคิล (Vesicle) ท่ีมี
รูปร่างค่อนข้างกลม พบไฟอะไลด์ (Phialides) สร้างออกจาก
เวสซิเคิล มีการสร้างสปอร์แบบโคนิเดีย (Conidia) ท่ีมีรูปร่าง
กลมต่อกันเป็นสายโซ่ออกจากไฟอะไลด์  และมีหัวโคนิเดีย 
(Conidia head) เป็นแบบแท่ง (Columnar) ซ่ึงลักษณะของ
เชื้อราดังกล่าวมีความคล้ายคลึงกับเชื้อราในสกุล Aspergillus 
[22], [23] ดังน้ันเชื้อราไอโซเลท GMSS 14 และ GMCF 16 
จึงระบุชนิดเป็น Aspergillus sp. GMSS 14 และ Aspergillus sp. 
GMCF 16 ตามลำดับ 

 
 

 
 

Figure 2 Morphological characteristics of Aspergillus sp. GMSS 14 
(A) Colony morphology after incubation for 5 days at 37˚C on commercial PDA; 

(B) Conidia head and conidiophore (400x) 
 

 

Figure 3 Morphological characteristics of Aspergillus sp. GMCF 16 
(A) Colony morphology after incubation for 5 days at 37˚C on commercial PDA; 

(B) Conidia head and conidiophore (400x) 
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3.3. การพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อราชอบด่างที่
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากพืชผลทางการเกษตร 

จากการนำเชื้อรา Aspergillus sp. GMSS 14 และ 
Aspergillus sp. GMCF 16 ท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุด
มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA สำเร็จรูป และอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เตรียมจากพืชผลทางการเกษตรอีก 4 ชนิด (อาหารวุ้นมัน
สำปะหลัง อาหารวุ้นมันม่วง อาหารวุ้นข้าวโพด และอาหารวุ้น
ถั่วแดง) พบว่า เชื้อราท้ัง 2 สายพันธุ์สามารถเจริญบนอาหาร
วุ้นทดสอบได้ทุกชนิด โดยเชื้อรา Aspergillus sp. GMSS 14 
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีระหว่าง 2.40-4.26 เซนติเมตร 

(Table 2, Figure 4) ส่วนเชื้อรา Aspergillus sp. GMCF 16 
มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีระหว่าง 3.90-4.75 เซนติเมตร 
(Table 2, Figure 5) การเจริญของเชื้อรา Aspergillus sp. 
GMSS 14 บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ พบว่ามีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเชื้อรา
เจริญได้ดีท่ีสุดบนอาหารวุ้นมันม่วง รองลงมาคือ อาหาร PDA 
สำเร็จรูป และเจริญได้น้อยท่ีสุดบนอาหารวุ้นมันสำปะหลัง 
อาหารวุ้นข้าวโพด และอาหารวุ้นถั่วแดง ส่วนการเจริญของ
เชื้อรา Aspergillus sp. GMCF 16 บนอาหารวุ้นชนิดต่าง ๆ 
พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05)  

 
 

 
 

Figure 4 Mycelial growth of Aspergillus sp. GMSS 14 on different culture media 
(A) Commercial PDA; (B) Cassava agar; (C) Purple sweet potato agar; (D) Corn agar; (E) Red kidney bean agar 

 

 

 
 

Figure 5 Mycelial growth of Aspergillus sp. GMCF 16 on different culture media 
(A) Commercial PDA; (B) Cassava agar; (C) Purple sweet potato agar; (D) Corn agar; (E) Red kidney bean agar 
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Table 2 Mycelial growth of Aspergillus sp. GMSS 14 and Aspergillus sp. GMCF 16 on different  
culture media at 37˚C for 5 days 
Culture media Mycelium colony diameter (cm) 
 Aspergillus sp. GMSS 14 Aspergillus sp. GMCF 16 
Commercial PDA 3.37±0.28b 4.75±0.07ns 
Cassava agar 2.80±0.00c 4.42±0.35ns 
Purple sweet potato agar 4.26±0.09a 4.32±0.63ns 
Corn agar 2.40±0.24c 3.90±0.10ns 
Red kidney bean agar 2.76±0.05c 4.53±0.28ns 
Data are means ± standard deviations (SD).  
Means within a column followed by different superscript letters are significantly different at p<0.05. 
NS = not significant 

 
4. อภิปรายผลการวิจัย 

งานวิจัยน้ีสามารถแยกเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์
ไซลาเนสได้ในระดับสูงจำนวน 2 ไอโซลเลท คือ GMSS 14 
และ  GMCF 16 และเมื่อนำเชื้ อรามาศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาโดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA สำเร็จรูป และ
ศึกษาเส้นใยและการสร้างสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า 
เชื้อราท้ัง 2 ไอโซเลท มีลักษณะสอดคล้องกับเชื้อราในสกุล 
Aspergillus [22], [23] ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าเชื้อรา 
Aspergillus เป็นกลุ่มเชื้อราท่ีมีความหลากหลาย พบได้ท่ัวไป
ในธรรมชาติ ท้ังในดิน เศษชากพืชซากสัตว์ และผลผลิต
ทางการเกษตร เป็นเชื้อรากลุ่มหลักท่ีทำหน้าท่ีย่อยสลายใน
ระบบนิเวศ โดยสามารถผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดแล้วปล่อย
ออกมานอกเซลล์เพ่ือย่อยอินทรียวัตถุในธรรมชาติให้เป็นสารท่ี
มีขนาดเล็กและดูดซึมไปใช้ในการเจริญ [24], [25] ซ่ึงสอดคล้อง
กับการศึกษาของ Wongpisal et al. [26] ท่ีคัดเลือกเชื้อราท่ี
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจากซากใบปาล์มน้ำมัน และพบเชื้อราท่ี
ผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูง 6 สปีชีส์ ได้แก่ Aspergillus flavus, 
A. niger, Penicillium sp., P. funiculosum, P. janthinellum 
และ Trichoderma harzianum ขณะท่ี  Oyedeji et al. [27] 
ท่ีทำการแยกและคัดเลือกเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสจาก
ตัวอย่างดิน พบว่าเชื้อราท่ีผลิตเอนไซม์ได้สูงสุด คือ Aspergillus 
flavus และ Trichoderma viride และจากการศึกษาของ 
Namnuch et al. [28] พบว่าเชื้อรา Aspergillus flavus KUB2 
ท่ีแยกได้จากดินสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนสได้
สูงสุด นอกจากน้ียังมีงานวิจัยอื่น ๆ ท่ีสามารถแยกเชื้อรา 
Aspergillus sp. ท่ีผลิตเอนไซลาเนสได้จากดินในธรรมชาติ  
[29], [30]  

เมื่อนำ Aspergillus sp. GMSS 14 และ Aspergillus sp. 
GMCF 16 มาศึกษาการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจาก
พืชผลทางการเกษตรชนิดต่าง ๆ เปรียบเทียบกับอาหาร PDA 
สำเร็จรูป พบว่า เชื้อรา Aspergillus sp. GMSS 14 เจริญบน
อาหารวุ้นมันม่วงได้ดีกว่าอาหาร PDA สำเร็จรูป ส่วนเชื้อรา 
Aspergillus sp. GMCF 16 เจริญได้ดีบนอาหารเลี้ยงเชื้อทุก
ชนิดโดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) การเจริญ
ของเส้นใยเชื้อราน้ันขึ้นอยู่กับปริมาณสารอาหารท่ี เป็น
องค์ประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากการศึกษาของ Hoa and 
Wang [15] และ Fang et al. [31] พบว่า ความเข้มข้นของ
น้ำตาลและกรดอะมิโนท่ีอยู่ในพืชแต่ละชนิดท่ีใช้เป็นอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีผลต่อขนาดของโคโลนีและความหนาแน่นของเส้น
ใยเชื้อรา ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เตรียมจากพืชผลทางการเกษตรท้ัง 4 ชนิด สามารถใช้
เพาะเลี้ยงเชื้อราได้ โดยเฉพาะอาหารวุ้นมันม่วงที่มีผลส่งเสริม
การเจริญของเชื้อราท้ัง 2 สายพันธุ์ ได้ เป็นอย่างดี  ท้ังน้ี
เนื่องจากมันม่วงมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีสูง (86.28%) และมี
กรดอะมิโนจำนวนมาก [32], [33] ซ่ึงสารอาหารดังกล่าวเป็น
สารสำคัญ ท่ีใช้ เป็นแหล่งพลังงานสำหรับการเจริญของ
จุลินทรีย์  จึงทำให้ เชื้อราเจริญได้ดี ในอาหารวุ้นดังกล่าว 
นอกจากน้ียังพบว่า การใช้มันม่วงเป็นวัตถุดิบในการเตรียมเป็น
อาหารเลี้ยงเชื้อราสามารถช่วยลดต้นทุนของอาหารเลี้ยงเชื้อได้ 
เน่ืองจากมันม่วงมีราคาท่ีถูกกว่าอาหาร PDA สำเร็จรูป ผล
การศึกษาน้ีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Samerpitak et al. 
[16] ท่ีนำวัตถุดิบทางการเกษตรมาพัฒนาเป็นสูตรอาหาร
สำหรับเพาะเลี้ยงเชื้อราในห้องปฏิบัติการ ซ่ึงพบว่าเชื้อรา 
Aspergillus niger O, A. niger N, A. fumigatus O แ ล ะ 
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Penicillium sp. เจริญบนอาหารวุ้นฟักทองได้ดีกว่าอาหารวุ้น
มันฝรั่ง และจากการศึกษาของ Wongjiratthiti and Yottakot 
[12] ท่ีนำเอาพืชผลในท้องถิ่นมาเตรียมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อรา
ทดแทนอาหาร PDA สำเร็จรูป โดยพบว่า เชื้อรา Aspergillus 
flavus TISTR 3366 เจริญบนอาหารวุ้นมันเทศ (Sweet 
potato dextrose agar) และอาหารวุ้นเผือก (Taro dextrose 
agar) ได้ดีกว่าอาหาร PDA สำเร็จรูป นอกจากน้ี Thurnkul 
[34] ยังพบว่า ผลของพืชบางชนิด ได้แก่ มะรุมและมะเดื่อ 
สามารถนำมาเตรียมเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อรา Monascus 
purpureus TISTR 3090 , Pyricularia grisea PG002 -12 
และ Rhizopus oligosporus แทนอาหาร PDA สำเร็จรูปได ้
 
5. บทสรุป  

งานวิจัยน้ีสามารถแยกเชื้อราชอบด่าง (pH 9) ท่ี
สามารถผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้จำนวน 12 ไอโซเลท โดยเชื้อ
ราท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสได้สูงสุด ได้แก่  Aspergillus sp. 
GMSS 14 และ Aspergillus sp. GMCF 16 ซ่ึงมีค่าดัชนีการ
ผลิตเอนไซม์เท่ากับ 1.94±0.08 และ 2.07±0.25 ตามลำดับ 
และเมื่อนำเชื้อราท้ัง 2 สายพันธุ์มาศึกษาการเจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจากมันสำปะหลัง มันม่วง ข้าวโพด และถั่ว
แดง เปรียบเทียบกับอาหารวุ้นมันฝรั่ งสำเร็จรูป พบว่า 
Aspergillus sp. GMSS 14 เจริญได้ดีท่ีสุดบนอาหารวุ้นมันม่วง 
ส่วน  Aspergillus sp. GMCF 16 เจริญ ได้ดีบนอาหารวุ้น
ทดสอบทุกชนิด ซ่ึงผลท่ีได้จากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึง
ความเป็นไปได้ในการนำพืชผลทางการเกษตรท่ีมีในท้องถิ่นมา
พัฒนาเป็นสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อรา โดยเฉพาะการใช้มัน
ม่วงร่วมกับวุ้นทำขนมในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่ อ
เพาะเลี้ยงเชื้อราชอบด่างท่ีผลิตเอนไซม์ไซลาเนสท่ีคัดแยกได้ 
และใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อรา
สูตรใหม่ ๆ เพื่อใช้ทดแทนอาหาร  PDA สำเร็จรูปท่ีใช้เป็น
ประจำในห้องปฏิบัติการและมีราคาค่อนข้างแพง นอกจากนี้ยัง
สามารถนำเชื้อราชอบด่างท่ีคัดแยกได้ไปใช้เป็นแหล่งผลิต
เอนไซม์ไซลาเนสชอบด่างเพื่อประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการ
ผลิตเยื่อกระดาษ อย่างไรก็ตามจำเป็นต้องมีการตรวจหา
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไซลาเนส รวมท้ังการทำ
เอนไซม์ไซลาเนสให้บริสุทธิ์ และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์
ก่อนนำไปประยุกต์ใช้ในการฟอกเยื่อกระดาษในขั้นตอนต่อไป 
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