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บทคดัย่อ 
การศกึษาครัง้นีม้ีวตัถปุระสงค์เพือ่ท าการคดัแยกเชือ้ราที่มคีวามสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลส โดยคดัแยกจาก
ดินในพืน้ท่ีป่าโครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรมพืชฯ มหาวิทยาลยัราชภฏัร าไพพรรณี จงัหวดัจนัทบรีุ จ านวน 74 ตวัอยา่ง 
และน ามาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสเบือ้งต้นบนอาหารแข็งคือ Carboxyl methyl cellulose 
(CMC) agar โดยการวดัเส้นผา่ศนูย์กลางของบริเวณใสที่เกิดจากการทดสอบด้วย Gram’s iodine จากนัน้น าเชือ้ราที่
คดัเลอืกได้มาทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสในอาหารเหลว CMC broth โดยการวดัปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ด้วยวิธี 
Dinitrosalicylic acid (DNS) method และวดัปริมาณโปรตีนด้วยชดุทดสอบ โดยจากการศกึษาพบวา่ สามารถแยก
เชือ้ราได้ 298 ไอโซเลท ในจ านวนนีม้ ี 144 ไอโซเลทท่ีให้ผลการเกิดบริเวณใส (48.32%) โดยไอโซเลทท่ีเกิดบริเวณใส
กว้าง คือ RB85-1 (7 ± 0.1 cm), RB94-2 (6.5 ± 0 cm), RB135-2 (6.5 ± 0.1 cm), RB64-1 (6.0 ± 0.1 cm), RB89-
4 (6.0 ± 0.1 cm) และ RB145-8 (6.0 ± 0.1 cm) ตามล าดบั ได้ถกูเลอืกเพื่อน ามาทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลเูลส
ในอาหารเหลว CMC broth พบวา่เชือ้ราไอโซเลท RB145-8 สามารถสร้างเอนไซม์เซลลเูลสได้สงูกวา่ไอโซเลทอื่นอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p-value < 0.05) โดยมคีา่ enzyme activity และ specific activity คือ 76.05 ± 5.69 U/ml และ 
23.58 ± 5.44 U/ µg protein ตามล าดบั ทัง้นีจ้ากการระบเุชือ้รา พบวา่ไอโซเลท RB145-8 คือ Aspergillus niger  
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ABSTRACT 
The aim of this study was to isolate of cellulase producing fungi from 74 soil samples that collected from 
Plant Genetics Conservation Project’s Forest, Rambhai Barni Rajabhat University, Chanthaburi. All of 
fungal isolates were examined for cellulase production by stain with Gram’s Iodine on Carboxyl methyl 
cellulose (CMC) agar and then determined of reducing sugar by Dinitrosalicylic acid (DNS) method and 
protein concentration by Bradford Test kit in CMC broth. One hundred-forty four of 298 isolates (48.32%) 
showed clear zone with Gram’s Iodine. The large clear zone isolates (diameter), RB85-1   (7 ± 0.1 cm), 
RB94-2 (6.5 ± 0 cm), RB135-2 (6.5 ± 0.1 cm), RB64-1 (6.0 ± 0.1 cm), RB89-4 (6.0 ± 0.1 cm) and RB145-8 
(6.0 ± 0.1 cm) were selected to determine for cellulase production in CMC broth. The result showed that 
the RB145-8 was significant more cellulase production than other isolates (p-value < 0.05) with enzyme 
activity and specific activity were 76.05 ± 5.69 U/ml and 23.58 ± 5.44 U/ µg protein, respectively. In 
addition, the RB145-8 was identified as Aspergillus niger by morphology.  
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บทน า 
วสัดุพืชทางการเกษตรจ านวนมาก เช่น ใบไม้ เปลือก
ผลไม้  ก่ิงไม้ ก่อให้เกิดปัญหาขยะ และมลพิษทาง
สิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะในพืน้ที่เกษตรกรรม อย่างเช่น
จังหวัดจันทบุรี ซึ่งเป็นแหล่งผลิตผลไม้เศรษฐกิจที่
ส าคัญของประเทศ โดยทางเลือกหนึ่งในการใช้
ประโยชน์จากขยะวสัดทุางการเกษตรเหล่านีก็้คือการ
น าไปท าปุ๋ ยหมกั แตใ่นการยอ่ยสลายซากพืชเพื่อให้ได้
ปุ๋ ยที่มีแหล่งสารอาหารที่ เป็นประโยชน์ต่อพืชและ
สามารถน าไปใช้ได้โดยใช้เวลาในการหมักที่ไม่นาน
จนเกินไป จ าเป็นต้องอาศัยจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ
ในกระบวนการย่อยสลายซากพืช ซึ่งวัสดุเหล่านีม้ี 
เซลลูโลส (cellulose) เป็นส่วนประกอบหลัก โดย
เซลลูโลส เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่พบมากที่สุด
ประมาณ 45% ของสารอินทรีย์ทัง้หมดในธรรมชาติ 
ส่วนใหญ่สะสมอยู่ที่ผนังเซลล์ในพืชชัน้สูงทุกชนิด 
เซลลโูลส ประกอบด้วยกลโูคสสายยาวเรียงขนานกัน 

และภายในโมเลกุลของเซลลโูลสยึดติดกนัแน่น ท าให้
เซลลโูลสท าปฏิกิริยากบัสารต่าง ๆ ได้ช้า (Fan et al., 
1987) โดยการเพิ่มอัตราการย่อยสลายซากพืชได้ดี
ยิ่งขึน้ จ าเป็นต้องอาศัยการท างานของจุลินทรีย์ที่มี
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลส (cellulase activity) สงู 
หรือสามารถสร้างเอนไซม์เซลลเูลส (cellulase) ได้ใน
ปริมาณมาก  
 
เซลลูเลส เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการย่อยสลาย
เซลลูโลสให้มีขนาดโมเลกุลที่เล็กลง เช่น กลูโคส 
(glucose) โดยพบวา่เอนไซม์นีส้ร้างได้โดยสิง่มีชีวิตทัง้
พืช สตัว์ และจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย และรา เป็นต้น 
(Klyosov, 1990) ส่วนใหญ่ถูกสร้างและหลัง่ออกมา
นอกเซลล์  (extracellular enzyme) ซึ่งถกูเหนี่ยวน า
ให้สร้างโดยสิ่งแวดล้อม เนื่องจากโมเลกุลของ
เซลลโูลสไม่สามารถเข้าสูเ่ซลล์ของจุลินทรีย์ได้ ดงันัน้ 
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จุลินทรีย์จึงต้องขับเอนไซม์ออกสู่นอกเซลล์เพื่อย่อย
เซลลโูลสจนได้น า้ตาลที่ละลายน า้ จากนัน้จึงดูดซึม
เข้าสู่ภายในเซลล์ เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนต่อไป 
(Alexander, 1967) โดยจุลินทรีย์ที่มีการศึกษาอย่าง
มาก ได้แก่เชือ้รา เช่น Aspergillus niger, 
Trichoderma sp. เป็นต้น  (Dashtban et al., 2009)   
 
ป่าในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ สยามบรม
ราชกมุารี จงัหวดัจนัทบรีุ เป็นผืนป่าซึ่งทางมหาวิทยาลยั
ราชภฏัร าไพพรรณี ได้ถวายเพื่อสนองพระราชด าริ และ
ด าเนินงานตามกรอบของโครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรมพืช 
ฯ  ในพืน้ท่ี 50 ไร่นี ้มีสภาพพืน้ท่ีเป็นแอง่ลุม่ต ่า รองรับน า้
จากสว่นต่าง ๆ ของมหาวิทยาลยัฯ ท าให้ป่ามีความชืน้
สงู มีน า้ซึมซบัจากใต้ดินตลอดเวลา จัดเป็นป่าดิบชืน้
ผสมป่าพรุ  
 
เนื่ อ งจากในพื น้ที่ ป่ าฯ  ยังคงความอุดมสมบูรณ์
ค่อนข้างมากจากการที่มี เศษซากพืชทับถมกันเป็น
เวลานาน  จึงน่าจะมีจุลินทรีย์ที่มีความสามารถสูงใน
การยอ่ยสลายซากพืชได้ดี และจลุนิทรีย์กลุม่นีย้งัมีความ
เก่ียวข้องกับความอุดมสมบูรณ์ของดินในผืนป่าด้วย 
จากบทบาทการเป็นผู้ ย่อยสลายที่ส าคัญในธรรมชาติ 
โดยจุลินทรีย์กลุ่มนีค้วรได้มีการศึกษาและน าไปใช้
ประโยชน์ตอ่ไปในอนาคต 
 
งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อท าการคดัแยกเชือ้ราที่
สร้างเอนไซม์เซลลเูลสได้มาก โดยท าการศึกษาจาก
ตวัอย่างดินภายในป่าโครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรมพืชฯ 
มหาวิทยาลยัราชภัฏร าไพพรรณี จ.จันทบุรี เพื่อเป็น
ฐานข้อมลูในการศึกษาวิจัยถึงความเป็นไปได้ที่จะน า
เชือ้รากลุ่มนีม้าใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อย
สลายเศษซากพืชทางการเกษตร และน าไปประยกุต์ใช้
ในด้านอื่น  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเก็บตัวอย่างดินเพื่อน ามาแยกเชือ้รา เก็บ
ตวัอยา่งดินตามจดุที่ก าหนดในแผนท่ี ดงัภาพที่ 1 โดย
ใช้ Global Positioning System (GPS) น าทางและ
เก็บดินลกึลงไป 10 cm จากผิวดิน มาประมาณ 10 g 
ท าการเก็บดินจดุละ 3 ตวัอยา่ง ทัง้หมด 74 จดุ เก็บใส่
ถงุพลาสติก ระบุรายละเอียด น าไปคดัแยกเชือ้ราใน
ห้องปฏิบตัิการ  
 
2. การแยกเชือ้ราจากตัวอย่างดิน ชั่งตัวอย่างดิน
จ านวน 10 g ลงในฟลาสก์ขนาด 250 ml เติมน า้กลัน่
ปลอดเชือ้ 100 ml บ่มและเขย่า (shaker) ที่ 200 rpm 
อณุหภมูิ 28°C เป็นเวลา 30 นาที ตัง้ทิง้ไว้ให้ตะกอน
ดินขนาดใหญ่ตกตะกอนเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ท า
การเจือจางสารละลายดินด้วยวิธี dilution method 
แล้วท าการ spread plate บนอาหาร Potato 
dextrose agar (PDA) ผสม Rose Bengal ที่ความ
เข้มข้น 50 mg/L บ่มจานเพาะเชือ้ที่อุณหภูมิ 28°C 
เป็นเวลา 3-7 วนั เมื่อเชือ้ราเจริญบนจานอาหารท า
การแยกเชือ้ราที่มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนัในแต่ละ
ตวัอย่างดิน มาเพาะเลีย้งบนอาหาร PDA อีกครัง้ 
เพ่ือให้ได้เชือ้บริสุทธ์ิด้วยวิธี point inoculation 
technique ท าการเก็บรักษาเชือ้ราบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ใน
หลอดอาหาร PDA ชนิดเอียงโดยการเททบัด้วยน า้มนั
พาราฟินเหลว (liquid paraffin)  
 
3. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลู
เลส 
3.1 การทดสอบเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ราบนอาหารแข็ง
ตามวิธีการของ Kasana et al. (2008) และ Abu 
Bakar et al. (2010)  
โดยเพาะเลีย้งเชือ้ราบนอาหาร Carboxyl methyl 
cellulose (CMC) agar ที่อณุหภมูิ 28°C เป็นเวลา 3 
วนั เทสารละลาย Gram’s Iodine ให้ท่วมผิวหน้า
อาหารและโคโลนีเชือ้รา เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทออก 
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จากนัน้วัดเส้นผ่าศูนย์กลางของการเกิดบริเวณใส 
(clear zone) ในหน่วยเซนติเมตร (cm) โดยในการ
ทดสอบนีใ้ช้เอนไซม์ cellulase จาก Aspergillus 
niger (Sigma) 10 mg/ml (2.41 Unit/ml) เป็น 
positive control และใช้น า้กลัน่เป็น negative control  
 
3.2 การทดสอบเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ราในอาหารเหลว  
โดยน าเชือ้ราที่ได้คดัเลอืกจากขัน้ตอนท่ี 3.1 มาท าการ
เพาะเลีย้งในอาหาร Carboxyl methyl cellulose 
(CMC) broth ปริมาตร 50 ml ในฟลาสก์ขนาด 250 
ml ที่ความเข้มข้น 105 spores/ml เขย่าที่ความเร็ว 
150 rpm บ่มที่อณุหภมูิ 28°C เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้
น าไปกรองด้วยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) เพื่อ
กรองเอาสว่น mycelium pellet ออก น าสว่น culture 
supernatant น าไปป่ันตกตะกอนด้วยเคร่ืองหมุน
เหวี่ยง (centrifuge) ความเร็ว 10,000 rpm ที่อณุหภมูิ 
4°C เป็นเวลา 10 นาที น า culture supernatant ซึ่งก็
คือ เอนไซม์อย่างหยาบ (crude enzyme) ไปหาค่า
การท างานของเอนไซม์ (enzyme activity) และคา่การ
ท างานจ าเพาะของเอนไซม์ (specific activity) โดยวิธี 
Dinitrosalicylic acid (DNS) method ตามวิธีการของ 
Tabao et al. (2010) และหาปริมาณโปรตีนโดยชุด
ทดสอบ Quick StartTM Bradford Protein Assay 
(BIO-RAD, USA) ตามวิธีการในคู่มือ ก าหนดให้ 1 
Unit (U) ของเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณของเอนไซม์ที่

ยอ่ยสลายเซลลโูลสให้เป็นกลโูคส 1 µmole ในเวลา 1 
นาที ที่อณุหภมูิ 40°C ความดนั 1 บรรยากาศ โดย
ค านวณค่า enzyme activity และ specific activity 
ตามหลักของ The International Union of 
Biochemistry เชือ้ราที่ให้ผล specific activity สงูสดุ
จะถกูน าไปท าการจดัจ าแนกเพื่อระบเุชือ้รา 
 
4. การวิเคราะห์ข้อมลู เปรียบเทียบความแตกต่างทาง
สถิติของค่า enzyme activity และ specific activity 
ด้วย one way-ANOVA และเปรียบเทียบ multiple 
comparison โดย Least Significant Difference 
(LSD)  
 
5. การระบชุนิดของเชือ้รา (Identification) ท าการระบุ
ชนิดของเชือ้รา ซึ่งอาศัยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
(Morphology) ของเชือ้รา โดยท าการเพาะเลีย้งเชือ้รา
ด้วยเทคนิค slide culture ควบคูก่บัการเพาะเลีย้งเชือ้
ราบนอาหารแข็งชนิด Potato dextrose agar, Malt 
extract  agar หรือ Czapek dox agar ในจานเพาะ
เชือ้ ท าการตรวจวดัสว่นประกอบของโครงสร้างเชือ้รา
ด้วยไมโครมิ เตอร์  และจ าแนกชนิดโดยการ
เปรียบเทียบกบัเชือ้รามาตรฐาน และคู่มือการจ าแนก
ชนิดของเชือ้รา (Gilman, 1957; Hawksworth et al., 
1995; Raper, 1965)  
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ภาพที่ 1 แผนท่ีการเก็บตวัอยา่งดินภายในป่าอนรัุกษ์พนัธุกรรมพชืฯ 
จดุในการเก็บตวัอยา่งถกูก ากบัไว้ด้วยหมายเลข แตล่ะจดุหา่งกนั 20 เมตร 

         จดุที่ได้ท าการเก็บตวัอยา่งในการศกึษาครัง้นีค้ือจดุที่ได้วงกลมไว้ จ านวน 74 จดุ 
 

ผลการทดลอง 
1. ผลการแยกเชือ้ราจากตวัอยา่งดิน ในการแยกเชือ้รา
จากดินบริเวณตา่ง ๆ ในป่าโครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรม
พืชฯ มหาวิทยาลัยราชภัฏร าไพพรรณี จ .จันทบุรี 
จ านวน 74 ตัวอย่าง พบเชือ้ราที่มีลกัษณะโคโลนี
แตกตา่งกนัในแตล่ะตวัอยา่งดิน จ านวน 298 ไอโซเลท 
 
2. ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลส 
2.1 ผลการทดสอบเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ราบนอาหารแข็ง 
โดยน าเชือ้ราบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ จ านวน 298 ไอโซเลท 
มาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลส 
โดยการทดสอบด้วย Gram’s Iodine พบว่า มีเชือ้รา
จ านวน 144 ไอโซเลทที่ให้ผลการเกิดบริเวณใสรอบ
โคโลนีของเชือ้  จากนัน้วัดขนาดความกว้าง
เส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณใส พบว่าในจ านวนนีท้ า
ให้เกิดบริเวณใสที่มีความกว้างตัง้แต่ 1 ถึง 7 cm (ภาพ
ที ่2) โดยเชือ้ราทีใ่ห้ความกว้างของบริเวณใสมากที่สดุ 

3 อนัดบัแรก คือ ไอโซเลท RB85-1, RB94-2, RB135-
2, RB64-1, RB89-4 และ RB145-8 ซึ่งให้บริเวณใส
เป็น 7± 0.1, 6.5 ± 0, 6.5 ± 0.1, 6 ± 0.1, 6 ± 0.1 
และ 6 ± 0.1 cm ตามล าดบั จะถกูเลือกเพื่อน าไปวดั
การสร้างเอนไซม์เซลลเูลสเชิงปริมาณในอาหารเหลว  
 
2.2 ผลการทดสอบเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ราในอาหารเหลว 
จากการเพาะเลีย้งเชือ้ราในอาหาร CMC broth แล้ว
น าเลีย้งเชือ้ (culture supernatant) มาตรวจวัด
ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ที่เกิดจากปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย
เซลลโูลสด้วย DNS method และหาปริมาณโปรตีน 
เพื่อค านวณหาคา่การท างานของเอนไซม์ พบว่า ไอโซ
เลท RB64-1, RB85-1, RB89-4, RB94-2, RB135-2 
และ RB145-8 ให้ค่า enzyme activity คือ 
22.5±4.47, 27.21±4.35, 56.48±8.98, 8.20±0.59, 
20.80±5.03 และ 76.05±5.69 U/ml ตามล าดบั และ
ให้ค่า specific activity คือ 5.73±1.60, 2.44±0.29, 
7.96±0.63, 1.59±0.05, 5.66±0.27 และ 23.58±5.44 
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                A                                                      B                                                  C 

                D                                                      E                                                  F 

U/ µg protein ตามล าดบั (ตารางที่ 1)  ทัง้นีเ้มื่อ
ทดสอบทางสถิติพบว่า ค่า enzyme activity และ 
specific activity ของไอโซเลท RB145-8 สงูกว่าไอ
โซตเลทอื่น อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p-value < 
0.05) (ภาพท่ี 3) 
 

3. ผลการระบุชนิดเชือ้ราที่สร้างเอนไซม์เซลลเูลสสงู 
ท าการระบุชนิดของเชือ้ราโดยศึกษาจากลักษณะ
โคโลนีและโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยการ
ท า slide culture พบว่าเชือ้ราไอโซเลท RB145-8 
สามารถระบุได้ว่า คือ Aspergillus niger เมื่อเทียบ
กบัรูปวิธาน (key) (ภาพท่ี 4)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
ภาพที่ 2 การทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสของเชือ้ราบนอาหาร CMC agar ด้วย Gram’s Iodine  

 A: เอนไซม์เซลลเูลสจาก Aspergillus niger 10 mg/ml (2.41 Unit/ml) (Sigma, USA) 
    เป็น positive control 
 B: น า้กลัน่ เป็น negative control 
 C - F: บริเวณใส (clear zone) ที่เกิดจากเอนไซม์เซลลเูลสที่เชือ้ราสร้างขึน้ เมื่อท าการเพาะเลีย้งบนอาหาร 
 CMC agar เป็นเวลา 3 วนั 
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ตารางที่ 1 การทดสอบการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสของเชือ้ราจ านวน 6 ไอโซเลท ในอาหาร CMC broth 

ไอโซเลท บริเวณใส (cm.) enzyme activity (U/ml) protein (µg/ml) 
specific activity  
(U/ µg protein) 

RB64-1 6 ± 0.1 22.5 ± 4.47 3.97± 0.33 5.73 ±1.60 
RB85-1 7± 0.1 27.21 ± 4.35 11.11± 0.48 2.44 ±0.29 
RB89-4 6 ± 0.1 56.48 ± 8.98 7.08 ±0.57 7.96± 0.63 
RB94-2 6.5 ± 0 8.20 ± 0.59 5.17 ±0.54 1.59 ±0.05 
RB135-2 6.5 ± 0.1 20.80 ± 5.03 3.66± 0.71 5.66 ±0.27 
RB145-8 6 ± 0.1 76.05 ± 5.69 3.29 ±0.52 23.58 ±5.44 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3 specific activity และ enzyme activity ของเอนไซม์เซลลเูลสที่สร้างจากเชือ้ราแตล่ะไอโซเลท 
  * มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิมื่อเปรียบเทยีบกบัทกุไอโซเลท (p-value < 0.05);  
     คา่ที่ปรากฏคือคา่เฉลีย่ ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

* 

* 
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ภาพที่ 4 เชือ้ราไอโซเลท RB145-8 (Aspergillus niger) 
      A: ลกัษณะโคโลนี เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหาร Czapek dox agar เป็นเวลา 3 วนั 
      B: โครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ก าลงัขยาย 400 เทา่ 
 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้ท าการแยกเชือ้ราที่สามารถสร้าง
เอนไซม์เซลลเูลส จากดินจ านวน 74 ตวัอย่าง ภายใน
พืน้ท่ีป่าโครงการอนรัุกษ์พนัธุกรรมพืช อนัเนื่องมาจาก
พระราชด าริฯ มหาวิทยาลัยราชภัฏร าไพพรรณี         
จ.จันทบุรี พบว่าแยกเชือ้ราได้จ านวน 298 ไอโซเลท 
โดยการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์
เซลลเูลสของเชือ้รา ประกอบด้วย 2 ขัน้ตอนคือ การ
คัดกรองเบือ้งต้นบนอาหารแข็ง Carboxyl methyl 
cellulose (CMC) agar จากนัน้จึงน าไปท าการ
ทดสอบในอาหารเหลว CMC broth อีกครัง้  
 
ในการคดักรองความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลู
เลสของเชือ้ราและจุลินทรีย์อื่น (จาตรุงค์ และสพุรรนี,  
2550; ศศิธร, 2550) นิยมท าโดยการเพาะเลีย้งเชือ้บน
อาหาร CMC agar จากนัน้จึงย้อมสีอาหารด้วย 
congo red แตเ่นื่องจาก congo red มีราคาแพงและมี
รายงานว่าเป็นสารก่อมะเร็ง (Lamb et al., 2005; 
Tanaka et al., 1981) จึงได้มีการคิดค้นวิธีการอื่น โดย 
Kasana et al., (2008) ได้ใช้ Gram’s Iodine ย้อมสี
อาหาร CMC agar แทน congo red เนื่องจาก

ประกอบด้วยสารเคมีราคาถูก สามารถอ่านผลได้
รวดเร็วกว่า เห็นขอบเขตของบริเวณใสชัดเจนกว่า 
และ 
 
ไม่มีรายงานว่าเป็นอนัตรายต่อสิ่งมีชีวิต (Kasana et 
al., 2008) โดยหลกัการอ่านผลด้วยวิธีนีค้ือ Gram’s 
Iodine จะไปจบักบัโครงสร้างของ CMC ท าให้เกิดสี
น า้ตาล ดังนัน้บริเวณที่ CMC ถูกย่อยโดยเอนไซม์
เซลลเูลสที่เชือ้ราสร้างขึน้ ก็จะปรากฏเป็นบริเวณใส 
(clear zone)  
 
ในจ านวนเชือ้ราที่แยกได้ทัง้หมด พบเชือ้ราที่ให้ผลการ
เกิดบริเวณใส จ านวน 144 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 
48.32 ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่าดินในผืนป่าแห่งนีม้ีซากพืชสูง 
โดยซากพืชในดินได้เหนี่ยวน าให้เชือ้ราสร้างเอนไซม์
เซลลูเลสเพื่อย่อยสลายเซลลูโลสในดินให้เป็นแหล่ง
อาหารของเชือ้รา อย่างไรก็ตาม ตัวอย่างดินที่น ามา
แยกเชือ้จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เซลลเูลสจะ
พบจ านวนและชนิดของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันตาม
ตวัอย่างดินในแต่ละพืน้ที่ด้วย (จาตุรงค์ และสพุรรนี, 
2550) จากจ านวนเชือ้ราที่ให้ผลการเกิดบริเวณใสบน
อาหาร CMC agar พบว่าไอโซเลท RB85-1 (7 ± 0.1 

A B 
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cm) มีเส้นผา่ศนูย์กลางบริเวณใสกว้างที่สดุ รองลงมา
คือ RB94-2 (6.5 ± 0 cm), RB135-2 (6.5 ± 0.1 cm), 
RB64-1 (6.0 ± 0.1 cm), RB89-4 (6.0 ± 0.1 cm) 
และ RB145-8 (6.0 ± 0.1 cm) ตามล าดบั ทัง้นี ้พบว่า
เชือ้ราจ านวนมากที่แยกได้จากการศึกษาครัง้นีใ้ห้
เส้นผา่ศนูย์กลางของบริเวณใสมากกวา่เชือ้ราที่แยกได้
ในรายงานของ Abu Bakar, et al. (2010) คือเชือ้รา
สายพนัธุ์ SK1, SK3 และ SK5 ซึ่งให้เส้นผ่าศนูย์กลาง
ของบริเวณใสคือ 4.1, 4.5 และ 2.4 cm ตามล าดบั 
โดยใช้ Gram’s Iodine เป็นตวัทดสอบเช่นเดียวกนั  ซึง่
แสดงให้เห็นว่าเชือ้ราที่แยกได้จากการศึกษาครัง้นีม้ี
การสร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้มากกว่าเชือ้ราจาก
รายงานการศกึษาอื่น 
 
ในการทดสอบเพื่อคัดเลือกเชือ้ราที่สามารถสร้าง
เอนไซม์เซลลูเลสได้สูงสุดในอาหารเหลว โดยการ
เพาะเลีย้งใน CMC broth จากนัน้น าน า้เลีย้งเชือ้ 
(culture supernatant) มาวิเคราะห์การท างานของ
เอนไซม์ โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) method 
และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ทัง้นีห้ลกัการของ DNS 
method คือ การวดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ (reducing 
sugar) ที่เกิดจากการย่อยสลายเซลลโูลสในอาหาร
เหลวโดยเอนไซม์เซลลเูลสที่เชือ้ราสร้างขึน้ ซึ่งสารตัง้
ต้นที่นิยมใช้คือ CMC เมื่อท าการวดัปริมาณเอนไซม์
เซลลเูลสโดยการบ่มเอนไซม์หยาบ (crude enzyme) 
หรือน า้เลีย้งเชือ้กบัสารตัง้ต้น จากการทดสอบพบว่า 
เชือ้ราไอโซเลท RB145-8 สามารถสร้างเอนไซม์เซลลู
เลสได้สูงกว่าไอโซเลทอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p-value < 0.05) โดยมีค่า enzyme activity และ 
specific activity คือ 76.05 ± 5.69 U/ml และ 23.58 
± 5.44 U/ µg protein ตามล าดบั 
 
โดยข้อสงัเกตจากทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์เซลลเูลสของเชือ้รา พบว่า ไอโซเลท RB145-8 
ซึ่งมีเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณใส (6.0 ± 0.1 cm) 

ใกล้เคียงกบัไอโซเลท RB85-1 (7 ± 0.1 cm) แต่เมื่อ
ท าการทดสอบในอาหารเหลว CMC broth พบว่า 
RB145-8 มีค่า enzyme activity และ specific 
activity สงูกว่า RB85-1 อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  
(p-value < 0.05) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการทดสอบ
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสบนอาหาร
แข็งโดย Gram’s Iodine นัน้ เป็นเพียงการตรวจสอบ
เบือ้งต้นเช่นเดียวกบัการทดสอบด้วย congo red จึง
จ าเป็นต้องมีการตรวจค่าการท างานของเอนไซม์โดย
วิธีอื่นร่วมด้วย ดังเช่นการทดสอบในอาหารเหลว 
CMC broth ด้วยวิธี DNS method เป็นต้น 
(Prasertsan et. al., 1992) 
 
อย่างไรก็ตาม การสร้างเอนไซม์ของจุลินทรีย์แต่ละ
ชนิดขึน้กับหลายปัจจัย ได้แก่ ปริมาณเชือ้ แหล่ง
คาร์บอน pH อณุหภมูิ การมีตวัชกัน า (inducer) และ
หรือตวัยบัยัง้ (inhibitor) ขนาดของการเพาะเลีย้ง และ
การให้อากาศ (Ali et al., 1991) ดงันัน้ความสามารถ
ในการสร้างเอนไซม์เซลลเูลสของเชือ้ราในอาหารเหลว 
CMC broth จึงขึน้อยู่กบัหลายปัจจยัดงักลา่วข้างต้น
ซึง่มีความแตกตา่งกนัไปในเชือ้ราแตล่ะชนิด 
 
โดยเชือ้ราที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงสุดจาก
การศึกษาครัง้นี ้ได้ท าการระบุชนิดโดยการศึกษา
ลกัษณะโคโลนี และลกัษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์
เทียบกับรูปวิธาน (key) และเทียบกับเชือ้ราอ้างอิง 
พบวา่ไอโซเลท RB145-8 คือ Aspergillus niger  ซึง่มี
รายงานจ านวนมากพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์เซลลู
เลสได้สูง (Dashtban et al., 2009) โดยเชือ้รา        
A. niger  RB145-8 ที่มีความสามารถสงูในการสร้าง
เอนไซม์เซลลเูลสที่แยกได้จากการศึกษาครัง้นี  ้นบัว่า
เป็นฐานข้อมูลที่ส าคัญในการศึกษาวิจัยต่อไป ถึง
ความเ ป็นไปไ ด้ที่ จะน า เ ชื อ้ รา นี ม้ า ใ ช้ เพื่ อ เพิ่ ม
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายเศษซากพืชทาง
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