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  มันส ำปะหลังเป็นหนึ่งในพืชเศรษฐกิจท่ีนิยมเพำะปลูกในเกือบทุกภำคของประเทศไทย ปกติหลังกำรเก็บเกี่ยว
ผลผลติ ใบและล ำต้นจะถูกท้ิงไว้เพื่อรอกำรไถกลบส ำหรับเตรียมแปลงปลูกในครั้งถัดไป งำนวิจัยนี้มีวตัถุประสงค์เพื่อคัด
แยกและศึกษำสมบตัิของแบคทีเรยีที่สำมำรถย่อยสลำยเซลลูโลสซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักของพืช จำกดินบริเวณที่ปลูก
มันส ำปะหลัง 5 สำยพันธ์ุ ได้แก่ เกษตรศำสตร์ 50, พิรุณ 1, พิรุณ 2, ห้วยบง 60 และ ห้ำนำที  ณ ศนูย์วิจัยพืชไร่ จังหวัด
ระยอง โดยคัดแยกบนอำหำรแข็งที่มีสับสเตรตต่ำงกัน 3 ชนิด ได้แก่ คำร์บอกซีเมทลิเซลลโูลส, Avicel และเซลลูไบโอส 
จำกนั้นคัดเลือกแบคทีเรยีที่มีควำมสำมำรถในกำรย่อยเซลลูโลส 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 ชนิดของสับสเตรต มำวิเครำะหล์ ำดับ
นิวคลีโอไทด์ 16S rDNA และวิเครำะห์หำปรมิำณน้ ำตำลรดีิวซ์ คัดเลอืกแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทท่ีมีควำมสำมำรถในกำรย่อย
สลำยเซลลูโลสดีที่สดุ ซึ่งได้แก่   Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ  Paenibacillus kribbensis 
แล้วน ำแบคทีเรยีทั้ง 3 ไอโซเลทมำทดสอบหำภำวะที่เหมำะสม พบว่ำท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซยีส และควำมเป็นกรดด่ำง 
(pH) 7 แบคทีเรียสำมำรถย่อยสลำยเซลลูโลสไดด้ีที่สุดจำกสับสเตรตทั้ง 3 ชนิด จำกนั้นน ำมำทดสอบในกำรย่อยกระดำษ
กรอง ขนำด 1.5*1.5 เซนติเมตร ภำพจำกกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกรำดแสดงให้เห็นว่ำ สภำพเส้นใยของกระดำษกรอง
เปลี่ยนแปลงไปมำกท่ีสุด เมื่อเลี้ยงรวมกับ Paenibacillus kribbensis ในขณะที่ชุดกำรทดลองกำรย่อยใบมันส ำปะหลัง
โดยตรง และชุดกำรทดลองกำรย่อยใบมันส ำปะหลังในดิน เห็นผลกำรเปลี่ยนแปลงโครงสร้ำงของใบมันส ำปะหลังมำก
ที่สุดเมื่อใช้แบคทีเรยีผสมกันท้ัง 3 ไอโซเลท หลังจำกน ำดินจำกชุดกำรทดลองกำรย่อยใบมันส ำปะหลังในดินไปวิเครำะห์
คุณสมบัติ โดยศึกษำพำรำมิเตอร์ ควำมเป็นกรดด่ำง, ปริมำณอนิทรียวัตถุ, ฟอสฟอรัส, โพแทสเซียม, แคลเซยีม, 
แมกนีเซียม, ไนโตรเจน และ ปริมำณอินทรีย์คำร์บอนรวมในดิน พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมนีัยส ำคญัในทุกกำร
ทดลอง เมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม อย่ำงไรก็ดีแบคทีเรียผสมจำกกำรทดลองนี้ มีแนวโน้มที่สำมำรถน ำไปประยุกต์ใน
สภำพแวดล้อมจริงได้ แตค่วรมีกำรยืนยันประสิทธิภำพท่ีเห็นผลชัดเจนมำกกว่ำนี้ต่อไป.  
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  Cassava is one of the economic crops which is planted in almost every region of Thailand. 

After harvesting, its stem and leaf are left on the farm until the next round of cultivation. This 

work aims to isolate and characterise the bacteria degrading cellulose, a major component of 

plants, from soil-growing cassava strains; Kasetsart 50 (KU 50), Pirun 1 (PR1), Pirun 2 (PR2), Huay-

bong 60 (HB60) and 5-Natee (HT) at Agricultural Research Cener at Rayong province. The 

cellulolytic bacteria were first isolated on different culture agars containing carboxyl methyl 

cellulose (CMC), avicel or cellobiose. Bacterial isolates that could grow in at least two screening 

agars were chosen for 16S rDNA sequencing and reduced sugar measurement. The top 3 bacteria 

with highest activity were identified as Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus and 

Paenibacillus kribbensis. The condition optimized for the highest activity of all 3 bacteria on all 

substrates was at 37oC and pH7. Their activity was then evaluated by degradation of the filter 

paper (1.5 * 1.5 cm). The scanning electron microscopy revealed the paper’s fiber was greatest 

changed when cultured with Paenibacillus kribbensis. Meanwhile, the cellulolytic activity was also 

monitored on either cassava leaf alone or leaf within soil. The greatest change of cassava leaf’s 

structure was microscopically observed when using the mixture of three bacteria. At last, 8 

parameters (pH, organic matter, phosphorus, potassium, calcium, magnesium, total nitrogen and 

total organic carbon) of the soil sample from treatment group was measured. The results indicated 

that all values were not significantly difference between treatment and control group. However, 

this bacterial mixture will be very promising for applying in the field if its activity is more clearly 

confirmed in the future. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

ประเทศไทยมีประชากรส่วนใหญ่ประกอบอาชีพเกษตรกรรม โดยมีพืชเพาะปลูกหลัก ได้แก่ 

ข้าว อ้อย มันส าปะหลัง และข้าวโพด มากกว่า 90 ล้านไร่ (ส านักเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) ซึ่งมัน

ส าปะหลังเป็นพืชเศรษฐกิจหลักชนิดหนึ่งในการเพาะปลูก (สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัย 

เกษตรศาสตร์, 2015) มันส าปะหลังเป็นพืชทนแล้ง เหมาะสมในดินร่วนปนทราย แต่สามารถปลูกได้ใน

ดินหลายชนิด ท าให้มีการปลูกอย่างแพร่หลาย โดยปลูกมากเป็นอันดับ 3 ของประเทศ 

(Piyachomkwan and Tanticharoen, 2011) เมื่อเก็บเกี่ยวหัวมันส าปะหลังแล้วจะมีวัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรจ าพวกล าต้นและใบตกค้างอยู่บนแปลงเป็นจ านวนมาก เกษตรกรจ าเป็นต้องไถกลบลง

หน้าดินเพ่ือให้เศษวัสดุทางการเกษตรมีการผสมกับดินเพ่ือให้เกิดการย่อยสลายไปตามธรรมชาติ และ

สามารถใช้เตรียมดินส าหรับการลงแปลงในรอบต่อไปได้  

เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรีย์พบได้ทั่วไปในผนังเซลล์ของพืชชั้นสูงทุกชนิด (Juturu and 

Wu, 2014) ในแต่ละปีจะมีเซลลูโลสสะสมในสิ่งแวดล้อมเพ่ิมข้ึนถึงสี่พันล้านตัน (Sarkar et al., 2012)  

การย่อยสลายเซลลูโลสในธรรมชาติ รวมถึงวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร จ าเป็นต้องอาศัยเซลลูเลสที่

ผลิตได้จากจุลินทรีย์ ซึ่งโดยส่วนใหญ่เป็นเซลลูเลสที่ผลิตและปล่อยออกมาสู่ภายนอกเซลล์ 

(extracellular enzyme) ในอดีตมีการศึกษาเซลลูเลสเป็นจ านวนมาก โดยเฉพาะเซลลูเลสที่ราเป็น

ผู้ผลิต เนื่องจากมีกิจกรรมเอนไซม์ที่สูงและมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ดี ราเจริญเติบโตช้า และเอนไซม์

ที่ราผลิตนั้นส่วนใหญ่เกิดกิจกรรมได้ดีท่ีสภาวะเป็นกรด (มูรนีย์, 2557) ปัจจุบันพบว่าแบคทีเรีย

สามารถผลิตเซลลูเลสและมีกิจกรรมของเอนไซม์ที่สูงและดีเช่นกัน (Nagendran et al., 2009) 

นอกจากนี้ แบคทีเรียมีอัตราการเจริญเติบโตที่เร็วกว่ารา ส่งผลให้อัตราการผลิตเอนไซม์นั้นสูงตามไป

ด้วย (Gaur and Tiwari, 2015) เช่น Bacillus brevis (Singh and Kumar, 1998), B. pumilus 

(Kotchoni et al., 2003), B. amyloliquefaciens DL-3 (Lee et al., 2008) และ  B. subtilis YJ1 

(Yin et al., 2010)  นอกจากนี้เซลลูเลสที่ผลิตจากแบคทีเรียบางสายพันธุ์มีสมบัติทนอุณหภูมิสูง, ทน

ต่อความเค็ม และ ทนต่อความเป็นกรด-เป็นด่างสูง  ท าให้เซลลูเลสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียถูกน าไป

ประโยชน์ได้ด้านต่าง ๆ อย่างกว้างขวาง  (Sadhu and Maiti, 2013). 
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แบคทีเรียที่สร้างเซลลูเลส สามารถพบได้ในสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย และเนื่องจาก

ประเทศไทยอยู่ในเขตภูมิภาคร้อนชื้น มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ท าให้มีโอกาสในการคัดแยก

จุลินทรีย์ชนิดใหม่ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้มากยิ่งขึ้น 

 

1.1 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1) คัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเซลลูเลสจากดินที่มีการไถกลบหน้าดินเป็นประจ าหลังการเก็บ

เกี่ยว และใช้พ้ืนที่เดิมในการเพาะปลูกมันส าปะหลังรุ่นใหม่ต่อไป  

2) คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลูเลสในปริมาณที่สูง และน ามาศึกษาภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตเซลลูเลส 

3) ศึกษาสมบัติของจุลินทรีย์ดังกล่าวโดยน าเศษใบมันส าปะหลังมาย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ที่

คัดเลือกมาทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ  

 

1.2 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
1) ได้แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณท่ีสูง 

2) สมบัติของแบคทีเรียในการย่อยเศษใบมันส าปะหลังเพ่ือเป็นข้อมูลในการพัฒนาหัวเชื้อ 

 จุลินทรีย์ใส่ลงในดินระหว่างกระบวนการไถกลบหน้าดิน  
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บทท่ี 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

   

2.1 มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง Manihot esculenta (L.) Crantz ถูกจัดอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae มีชื่อ

สามัญ Cassava, Tapioca, Manioc, Mandioca หรือ Yuca และมีถิ่นก าเนิดในอเมริกาใต้ โดยมัน

ส าปะหลังนั้นมีการปลูกอย่างแพร่หลายทั้งในประเทศเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนประมาณ 105 ประเทศ

ทั่วโลก มันส าปะหลังถูกจัดให้เป็นพืชเศรษฐกิจในศตวรรษที่ 21 เนื่องจากเป็นพืชที่เป็นแหล่งอาหาร

ให้ประชากรเกือบหนึ่งพันล้านคน (Latif and Müller, 2014) ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตมันส าปะหลัง

เป็นอันดับ 2 ของโลกรองจากประเทศไนจีเรีย แต่เป็นผู้ส่งออกผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังอันดับ 1 ของ

โลก เนื่องจากในทวีปแอฟริกาใช้มันส าปะหลังเป็นอาหารหลักเพ่ือบริโภคภายในประเทศประมาณ 90 

เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตทั้งหมด โดยประเทศไทยมีส่วนแบ่งทางการตลาดส าหรับการส่งออกผลิตภัณฑ์

แปรรูป ได้แก่ เส้นมันส าปะหลัง, แป้งมันส าปะหลัง และมันส าปะหลังอัดเม็ด ไปยังตลาดโลกประมาณ 

70-80 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังของโลก โดยมีจีนเป็นคู่ค้ารายใหญ่ (Hallam 

et al., 2013, Savelli et al., 2019)  

มันส าปะหลังสามารถปลูกได้ในดินเกือบทุกชนิดยกเว้นดินเกลือ มีความทนทานตอสภาวะ

อากาศที่แหงแลงไดดี  การปลูกและขยายพันธุท าไดงายและ มีตนทุนการผลิตไมสูง (มูลนิธิสถาบัน

พัฒนามันส าปะหลังแห่งชาติ, 2000) แหล่งปลูกมันส าปะหลังของประเทศไทย อันดับหนึ่ง คือ ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมา คือ ภาคกลาง และ ภาคเหนือ ในประเทศไทยมันส าปะหลังมี

หลากหลายสายพันธุ์ที่นิยมปลูก อาทิเช่น เกษตรศาสตร์ 50 เป็นพันธุ์ลูกผสมระหว่างระยอง 1 กับ

ระยอง 90 สามารถปลูกได้ทั่วประเทศ หัวงอกดี ผลผลิตสูง ปริมาณแป้งสูง หัวเป็นกลุ่มขุดเก็บเกี่ยว

สะดวก ในช่วงปี 2545-2546 เป็นพันธุ์ที่นิยมมากที่สุดในประเทศ (วิจารณ์ และคณะ, 2545), ห้วยบง 

60 เป็นพันธุ์ผสมระหว่างเกษตรศาสตร์ 50 และระยอง 5 มีผลผลิตหัวสดเฉลี่ยที่ได้สูงกว่าพันธุ์

เกษตรศาสตร์ 50   และมีปริมาณแป้งในหัวสูงกว่าพันธุ์เกษตรศาสตร์ 50 อยู่เล็กน้อย (สถาบันพัฒนา

มันส าปะหลัง, 2558), พันธุ์ห้านาที เป็นพันธุ์พ้ืนเมืองที่ปลูกในไทยมานาน ผลผลิตต่อไร่ค่อนข้างต่ า 

เป็นอีกพันธุ์หนึ่งที่สามารถรับประทานได้ คนทั่วไปจะเรียกกันว่า มันห้านาที คือ ท าให้มันสุกด้วย

ความร้อนเพียงห้านาทีก็สุกแล้วน ามารับประทานได้ทันที (Soclaimon, 2010; ไพบูลย์, 2554), พิรุณ 

1 เป็นลูกผสมระหว่างพันธุ์ห้วยบง 60 และ พันธุ์ห้านาที ให้ผลผลิตหัวสดสูง ตัดหัวง่าย ใช้ปุ๋ยน้อยกว่า
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พันธุ์รับรองทั่วไป, พิรุณ 2 เกิดจากผสมพันธุ์ห้วยบง 60 กับพันธุ์ห้านาที เช่นกัน มันส าปะหลังพันธุ์นี้

เป็นได้ทั้งพันธุ์รับประทานและพันธุ์อุตสาหกรรม (สถาบันการจัดการเทคโนโลยีและนวัตกรรมเกษตร) 

เป็นต้น (รูปที่ 2.1) นอกจากนี้สามารถแบ่งมันส าปะหลังตามปริมาณกรดไซยานิค (HCN) ได้ 2 ชนิด 

ได้แก่ 1) Sweet cassava; พวกที่มี HCN ต่ า ซึ่งสามารถรับประทานได้ ได้แก่  พันธุ์ห้านาที และ 

พิรุณ 2 พวกนี้จะเริ่มมีหัวแก พรอมที่จะเก็บเกี่ยวเมื่ออายุ 6 เดือน และไมสามารถทิ้งไวเกิน 9-11 

เดือน และ 2) Bitter cassava; พวกท่ีมี HCN สูง ได้แก่ พันธุ์เกษตรศาสตร์ 50, ห้วยบง 60 และ พิรุณ 

1 พวกนี้มักมีหัวมันเป็นสีเหลือง จะแกเมื่อมีอายุตั้งแต 1 ปขึ้นไป และสามารถปลอยทิ้งไวถึง 3-4 ปได้ 

(ประวิตร, 2554)  

มันส าปะหลังทั้งห้าสายพันธุ์ดังกล่าวเป็นสายพันธุ์ที่ผู้วิจัยได้น ามาท าการวิจัยโดยได้รับความ

อนุเคราะห์ดินบริเวณท่ีปลูกมันส าปะหลังจากศูนย์วิจัยพืชไร่ จังหวัดระยอง  
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รูปที่ 2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของมันส าปะหลังทั้ง 5 สายพันธุ์   ที่มา :  ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสี่อสาร  กรมวิชาการเกษตร

 เกษตรศาสตร์ 50 พิรุณ 1 พิรุณ 2 ห้วยบง 60 ห้านาท ี

สียอดอ่อน สีม่วง สีม่วงอม

เขียว 

สีเขียว สีม่วงอ่อน สีเขียว 

สีก้านใบ 

สีเขียวอมม่วง สีเขียวปนแดง สีแดง สีเขียวอมม่วง สีแดงเข้ม 

สีล าต้น  

สีเขียวเงิน 

 

สีเขียวเงิน 

 

สีน้ าตาลแดง 

 

สีเขียวเงิน 

สีน้ าตาลอม

เขียว 

ลักษณะ

แผ่นใบ 

 

 

 

ใบหอก 

 

 

 

ใบหอก 

 

 

 

ใบหอก 

 

 

 

ใบหอก 

 

 

 

ใบหอก 

ลักษณะหัว 

หัวมีขนาดสม่ าเสมอ กระบอก กรวย ยาวเรียว เรียวยาว 
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2.2 หลังการเก็บเกี่ยวมันส าปะหลัง 
 ในการวิเคราะห์โครงสร้างของต้นมันส าปะหลังพบว่ามีเซลลูโลสประมาณ 36 เปอร์เซ็นต์      

เฮมิเซลลูโลส 44 เปอร์เซ็นต์ และลิกนิน 24 เปอร์เซ็นต์ (Pattiya, 2011)  มันส าปะหลังโดยปกติจะมี

การเก็บเกี่ยว 8-12 เดือนหลังการปลูก (กรมวิชาการเกษตร, 2537) ส าหรับอายุการเก็บเกี่ยวมัน

ส าปะหลังอาจแตกต่างไปจากนี้ได้ ขึ้นกับปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น ราคามันส าปะหลังในท้องตลาด, ความ

ต้องการใช้เงินของเกษตรกร เป็นต้น เมื่อท าการเก็บเกี่ยวส่วนหัวไปแล้วจะทิ้งส่วนที่เหลือลงบนแปลง 

ได้แก่ ใบ, ล าต้น และ เหง้า ซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรจ านวนมาก เกษตรกรยังคงไถกลบเข้าไป

ผสมในแปลงส าหรับเตรียมการปลูกในรอบต่อไป เพ่ือเป็นการย่อยสลายวัสดุเหลือทางการเกษตรโดย

ธรรมชาติโดยปกติจะมีการพักแปลงก่อนลงปักท่อนพันธุ์ลงบนแปลงประมาณ 1 เดือน  

  อย่างไรก็ดีวัสดุเหลือทิ้งทางเกษตรดังกล่าวใช้เวลาที่ย่อยสลายนาน ปัจจุบันจึงได้มีการน า

เทคโนโลยีทางชีวภาพ โดยกิจกรรมของจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์ เพ่ือช่วยในการกระตุ้นการเจริญและ

เพ่ิมจ านวนของจุลินทรีย์ในดินเพ่ือท าหน้าที่ย่อยสลายได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้การเพ่ิมปริมาณหรือ

จ านวนจุลินทรีย์ดินมีผลช่วยลดปริมาณเชื้อสาเหตุโรคพืชบางชนิดได้น้อยลง (กรมพัฒนาที่ดิน

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์) 
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2.3 เซลลูโลส 
เซลลูโลสเป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) ประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ 

(Polysaccharide) ชนิดโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ (Homopolysaccharide) มีสูตรโมเลกุลทั่วไปคือ 

(C6H10O5)n ประกอบด้วยโมเลกุลของกลูโคสที่มาต่อกันเป็นวงและเรียงต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ 

(Glycosidic bond) ที่ต าแหน่งบีต้า 1,4 (β-1,4- glycosidic bond) (Wang et al., 2016)  เซลลูโลส

จะมีหน่วยซ้ าที่เรียกว่าเซลโลไบโอส (Cellobiose) แต่ทุก ๆ หน่วยที่สองของกลูโคสที่ต่อกันในโมเลกุล

ของเซลลูโลสจะสามารถหมุนได้ 180 องศา เกิดเป็นพันธะไฮโดรเจน (รูปที่ 2.2) ซึ่งพันธะไฮโดรเจนมี

ส่วนท าให้โครงสร้างของเซลลูโลสซับซ้อน มั่นคง และยากต่อการย่อยสลายมากยิ่งขึ้น ( เกรียงศักดิ์, 

2543; โครงการเพ่ิมศักยภาพฐานข้อมูลอุตสาหกรรมชีวภาพ , 2017)  เซลลูโลสจะอยู่รวมกับเฮมิ

เซลลูโลสและเพกทินเพื่อเสริมสร้างโครงสร้างของก่ิงก้านและล าต้นพืชให้แข็งแรง  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 หน่วยของโมเลกุลกลูโคสในเซลลูโลส 
ที่มา  (Summer, 2018) 
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 เซลลูโลสในธรรมชาติจะอยู่ในรูปลิกโนเซลลูโลส โดยจะเชื่อมอยู่กับโพลีแซกคาไรด์อ่ืน ๆ เช่น 

เฮมิเซลลูโลส เพกติน ลิกนิน (Lützen et al., 1983) (รูปที่ 2.3) ในธรรมชาติการย่อยสลายเซลลูโลส

เกิดโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม์จากจุลินทรีย์หลายชนิดรวมกันมาท างานร่วมกันในการย่อยสลาย

เซลลูโลส (Zhou and Ingram, 2000) โดยแบคทีเรียที่สามารถย่อยสายเซลลูโลสได้นั้น มีทั้ง

แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนและไม่ใช้ออกซิเจน โดยทั่วไปพบว่าเซลลูโลสนั้นจะถูกย่อยสลายโดย

แบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน แต่มีที่สามารถย่อยสลายโดยแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนได้ เช่น Acetivibrio, 

Clostridium และ Ruminococcus เป็นต้น (Balows et al., 2013) แบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนจะ

ใช้เซลลูโลโซม ซึ่งเซลลูโลโซมเป็นกลุ่มของเอนไซม์หลายชนิดที่อยู่ร่วมกันมีความสามารถย่อยในการ

ย่อยสลายสารลิกโนเซลลูโลส และผลิตโดยแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน ถูกออกแบบมาเพ่ือย่อยสลาย

โพลีแซคคาไรด์ของผนังเซลล์พืช (Bayer et al., 2008) การใช้เซลลูโลโซมจะช่วยให้เอนไซม์ของเซลลู

เลสท างานร่วมกันเพื่อย่อยสลายเซลลูโลสได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Lynd et al., 2002) 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.3 โครงสร้างจ าลองของเซลลูโลส 
ที่มา (Rytioja et al., 2014)  
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2.4 เซลลูเลส 
  เอนไซม์เซลลูเลส ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 กลุ่มหลักตามระบบการจัดจ าแนกเอนไซม์ 

(enzyme classification, E.C.) ได้แก่  

1) เอกโซกลูคาเนส (exo-1,4-β-D-glucanase (CBH), EC 3.2 1.91) จะตัดสายของเซลลูโลส

จากทางด้านปลาย ย่อยจากปลายนอนรีดิวซ์ (non-reducing end) (Singh and Hayashi, 1995) โดย

เอกโซกลูคาเนสจะย่อยเซลลูโลสโครงสร้างที่เป็นระเบียบ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเซลโลไบโอสและกลูโคส 

สามารถวัดแอคติวิตีโดยให้ท าปฏิกิริยากับ Crystalline cellulose เช่น กระดาษกรอง, Avicel เป็นต้น 

(Wike et al., 1980) (รูปที่ 2.4B) 

2) เอนโดกลูคาเนส (endo-1,4-β-D-glucanase (EG), EC 3.2.1.4)  หรือ CMCase เป็นการ

ตัดพันธะบีต้า-1,4-ไกลโคซิดิกแบบสุ่มภายในเส้นของเซลลูโลส ท าให้เส้นของเซลลูโลสสั้นลง ได้กลูโคส

และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ ซึ่งโดยปกติเอกโซกลูคาเนสและเอนโดกลูคาเนสจะท าหน้าที่ร่วมกัน เอน

โดกลูคาเนสจะเข้าไปย่อยส่วนโครงสร้างที่ไม่เป็นระเบียบ ท าให้ลดความยาวของโพลีเมอร์ได้อย่าง

รวดเร็วและเกิดปลายสายของเซลลูโลสที่ยอมให้เอกโซกลูคาเนสเข้าท างานได้ (Teeri, 1997) สามารถ

วัดแอคติวิตีโดยให้ท าปฏิกิริยากับ carboxymethylcellulose (CMC) เป็นต้น (Wike et al., 1980) 

3) บีต้า-1,4-กลูโคซิเดส (β-1,4-D-glucosidase (BG), EC 3.2.1.21) ย่อยโมเลกุลของเซลโล

ไบโอส โดยท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้เป็นน้ าตาลกลูโคส (Zhang et al., 2006) สามารถวัดแอคติวิตี

โดยให้ท าปฏิกิริยากับ Cellobiose, p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside (p-NPG) เป็นต้น 

(Wike et al., 1980) 

การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ทั้ง 3 กลุ่มนี้ สามารถวัดโดยวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ ์

(reducing sugar) โดยวิธี DNS-method จากนั้นน าปริมาณน้ าตาลที่ได้มาค านวณหากิจกรรมของ

เอนไซม์ต่อไป กลไกการย่อยสลายของเซลลูโลสให้กลายเป็นน้ าตาลกลูโคสโดยเอนไซม์ทั้งสามชนิด 

แสดงดังรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 กลไลการย่อยเซลลูโลสโดยเซลลูเลส A) แสดงสัณฐานของ crystalline cellulose   เมื่อ  
  เกิดการกระจายตัวของเส้นใยเซลลูโลส B) แสดงการท างานร่วมกันของเอนโดกลูคาเนสและ  
  เอกโซกลูคาเนสในการย่อยน้ าตาลในสายโพลิเมอร์ที่มีมากกว่า 6 โมเลกุล C) แสดงการย่อย  
  สลายอย่างรวดเร็วของเซลโลไบโอส D) บีต้า-กลูโคซิเดส เข้ามาช่วยย่อยสลายเซลโลไบโอส  
  ท าให้ได้กลูโคสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายอย่างสมบูรณ์ 
ที่มา  (Arantes and Saddler, 2010) 

 

Exoglucanases 
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2.5 ปัจจัยทางกายภาพที่มีผลต่อการผลิตเซลลูเลสของจุลินทรีย์ 
  ในการผลิตเซลลูเลสจากจุลินทรีย์ ปัจจัยส าคัญท่ีควบคุมการผลิตของเอนไซม์ นอกจากจะ

ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์แล้ว ยังขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืน ๆ อีก ได้แก่  

  2.5.1 แหล่งคาร์บอน 
   ปริมาณความเข้มข้นของคาร์บอนและแหล่งคาร์บอน  ส่งผลต่อการผลิตเซลลูเลส  

  และการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  

  Lee et al. (2008) ศึกษา Bacillus amyloliquefaciens DL-3 โดยการ  

    เปรียบเทียบการใช้แหล่งของคาร์บอน 2 ชนิด ได้แก่ แกลบ และร าข้าว พบว่ากิจกรรมของ  

  เซลลูเลสของแบคทีเรียดังกล่าวในปริมาณสูง คือ 153 ยูนิตต่อมิลลิลิตรในแกลบ ในขณะที่วัด  

  กิจกรรมของเซลลูเลสจากร าข้าวได้ 112 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในขณะที ่ Aspergillus niger  ที ่ 

  ถูกศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสในสับสเตรตที่ต่างกัน 2 ชนิด คือ ฟางข้าวสาลีและฟาง  

  ข้าวที่มกีารแปรผันความเข้มข้นที่ 0.5, 1, 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ความเข้มข้น 1.5   

  เปอร์เซ็นต์   ฟางข้าวสาลีมีกิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่ 0.1813 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

 (Irfan et al., 2011) 

Assareh et al. (2012) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก Geobacillus sp. 

T1 ในแหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน ได้แก่ CMC, เซลโลไบโอส, เซลลูโลส, กระดาษ 

Whatman,  ฟางข้าวสาลี และฟางข้าวบาร์เล่ต์ พบว่าผลิตเซลลูเลสได้มากจากท่ีสุดจากฟาง

ข้าวบาร์เล่ต์ คือ 143.5 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

  2.5.2 แหล่งไนโตรเจน 
   ปริมาณความเข้มข้นและแหล่งที่มาของไนโตรเจนเป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญ     ที่ส่งผล  

  ต่อกิจกรรมของเอนไซม์  

    Rai et al. (2012) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก Candida sp.  ในอาหาร  

  เหลวฺ โดยเปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ โซเดียมไนเตรต,   

  แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไนเตรต, โพแทสเซียมไนเตรต และ ยู  

  เรีย พบว่าเมื่อใช้ แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถให้ค่ากิจกรรมของเอน  

  โดกลูคาเนสสูงสุดที่ 867.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

   Sethi et al. (2013) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก Pseudomonas   

  fluorescens, Bacillus subtilIs, Escherichia coli, และ Serratia marcescens   
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  เปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนในแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์นี้ได้แก่ yeast extract,    

  แอมโมเนียมซัลเฟต, เปปโตนและยูเรีย พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟตให้ค่ากิจกรรมเซลลูเลสสูง  

  สุดในแหล่งไนโตรเจนที่น ามาเปรียบเทียบทั้งหมด และ Pseudomonas fluorescens ให้ค่า  

  กิจกรรมของเซลลูเลสสูงที่สุดอยู่ที่ 0.89 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

   Thaz et al. (2015) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก Bacillus aquimaris   

  VITP4  โดยมีการแปรผันชนิดของไนโตรเจน ได้แก ่ แอมโมเนียมไนเตรต, แอมโมเนียมคลอ  

  ไรด์, โซเดียมไนเตรต, โพแทสเซียมไนเตรต และแอมโมเนียมซัลเฟต พบว่าแอมโมเนียมคลอ  

  ไรด์ให้ค่ากิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดอยู่ที่ 1.22 ยูนิตต่อมิลลิลิตร       

  2.5.3 อุณหภูมิ 
   อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และความสามารถในการผลิตเอนไซม์  

  ของจุลินทรีย์ที่มีการด ารงชีพแบบ mesophiles จะมี การเจริญและการสังเคราะห์เอนไซม์มี  

  อุณหภูมิที่เหมาะสมไม่เกิน 50 องศาเซลเซียส ในขณะที่จุลินทรีย์จ าพวก thermophiles   

  อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ ตั้งแต่ 50 องศาเซลเซียสหรือมากกว่า 

   (Mandels, 1985, Tansey, 1971) 

   Shaikh et al. (2013) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก Pseudomonas   

  sp. และ Bacillus sp. โดยทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ ผลิตเซลลูเลส มีการแปรผัน  

  อุณหภูมิที่ 25, 35, 40, 45, 50, 55 และ  65  องศาเซลเซียส    พบว่า Pseudomonas sp.   

  มีกิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่ 2.56 ยูนิตต่อ มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส และ   

  Bacillus sp. มีกิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุด ที่ 3.5 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศา  

  เซลเซียส    

   Nandimath et al. (2016) ศึกษากิจกรรมการผลิตเซลลูเลสจาก Pseudomonas   

  sp. และ Bacillus sp. โดยทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ  ส าหรับใช้ในการ  

  ผลิตเซลลูเลสที่อุณหภูมิ 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่า  Pseudomonas sp.    

  และ  Bacillus sp. สามารถผลิตเซลลูเลสสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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  2.5.4 pH 
   pH มีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์และกิจกรรมของเอนไซม์ จุลินทรีย์แต่ละชนิดจะ  

  มี  pH  ที่เหมาะสมต่อการเจริญแตกต่างกันไป 

   El-Naggar and Abdelwahed (2012) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสจาก   

  Streptomyces sp. strain NEAE-D ที่มีการแปรผันของ pH ที่ pH 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ที่    

  มี 1 เปอร์เซ็นต์ CMC เป็นสับสเตรต พบว่า มีค่ากิจกรรมของเซลลูเลสสูงที่สุดที่  pH 6 และ   

  pH 7 เช่นเดียวกับค่ากิจกรรมเซลลูเลสของ  S. omiyaensis ที่ใช้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์CMC เป็น  

  สับสเตรต มีค่ากิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่ pH 6.5 เช่นเดียวกัน (Alam et al., 2004)   

  ในขณะที่ S. albogriseous ที่ใช้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์CMC เป็นสับสเตรต   แสดงกิจกรรมของ  

  เอนโดกลูคาเนสสูงสุดที่  pH  6.5 ถึง 7.0 (Van Zyl, 1985) 

  Ye et al. (2017) ศึกษา Bacillus amyloliquefaciens S1 ที่แยกจากล าไส้ใหญ่  

  ของห่าน ในการท ากิจกรรมของเซลลูเลสที่ pH 4, 5, 6, 7 และ 8 พบว่ามี กิจกรรมของเซลลู  

  เลสสูงที่สุดที่ pH 7 และพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลง 12.4 เปอร์เซ็นต ์และ 23 เปอร์เซ็นต์   

  ที่  pH 6 และ pH 8 ตามล าดับ ในขณะที่ Bacteroides sp. ที่แยกจากการหมักของกาก  

  สับปะรด เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของเซลลูเลสที่ pH 4, 5, 6 และ 7 พบว่าที่  pH 6 มี  

  กิจกรรมของเซลลูเลสสูงที่สุด (Ponpium et al., 2000) 

  2.5.5 ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
   จุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีระยะเวลาการเลี้ยงเพ่ือผลิตเซลลูเลสให้ได้มากท่ีสุดในเวลา  

  ที่เหมาะสมแตกต่างกันออกไป 

   Rastogi et al. (2009) เพาะเลี้ยงเชื้อ Geobacillus sp. เป็นเวลา 0-12 วัน พบว่า  

  ในวันที่ 8 สามารถผลิตเซลลูเลสได้สูงที่สุด อยู่ที่ 0.043 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในขณะที่      

  Goyal et al. (2014) เพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. 313SI เป็นเวลา 12, 24, 36, 48, 60, 72   

  และ 84 ชั่วโมง พบว่าที่ 48 ชัว่โมง สามารถผลิตเซลลูเลสได้สูงสุดที่ 2.97 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จะ  

  เห็นได้ว่าจุลินทรีย์ต่างชนิดกันจะใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงเพ่ือผลิตเซลลูเลสให้ได้เอนไซม์สูง  

  ที่สุดต่างกัน  

   Reddy et al. (2016) ทดสอบระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง Bacillus subtilis ที่ 0,    

  12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 และ 96 ชั่วโมง พบว่าสามารถผลิตเซลลูเลสได้สูงสุดที่เวลา   

  60  ชั่วโมง ที่ 0.98 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
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   Islam and Roy (2018) ศึกษาการผลิตเอนโดกลูคาเนสจาก Paenibacillus sp   

  และ Bacillus sp. ที่มีการเปรียบระยะเวลาในการเลี้ยง 24-96 ชั่วโมง พบว่า   

  Paenibacillus sp และ  Bacillus sp. สามารถผลิตเซลลูเลสได้สูงสุดที่ 24 ชั่วโมง และ 36   

  ชั่วโมง มีค่ากิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดอยู่ที่ 0.97 ยูนิตต่อมิลลิตร และ 0.78 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

  ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจาก (Kumar et al., 2012) ทีท่ าการเพาะเลี้ยง  Bacillus cereus   

  MRK1 เป็นระยะเวลา 6-72  ชั่วโมง พบว่าสามารถผลิตเซลลูเลสได้มากที่สุดที่ 58 ยูนิตต่อ  

  มิลลิลิตรเมื่อเพาะเลี้ยง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
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2.6 เอนไซม์เซลลูเลสในแบคทีเรีย   
   แหล่งผลิตเซลลูเลสที่ส าคัญที่สุด คือ จุลินทรีย์ เซลลูเลสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ ซึ่งโดยส่วน

ใหญ่เป็นเอนไซม์ที่ผลิตและปล่อยออกมาสู่ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) เพ่ือย่อยสลาย

องค์ประกอบของพืชให้กลายเป็นอินทรียวัตถุที่มีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ เนื่องจากโมเลกุลของ

เซลลูโลสไม่สามารถเข้าสู่ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ จุลินทรีย์จึงต้องขับออกนอกเซลล์เพ่ือย่อยสลาย

เซลลูโลสจนได้น้ าตาลที่ละลายน้ าได้ แล้วจึงดูดซึมเข้าสู่เซลล์เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานต่อไป 

ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกลุ่มต่าง ๆ ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส   

สายพันธุ์แบคทีเรีย ที่มา 

Acetobacter xylinum Li et al. (2015) 

Acidothermus cellulolyticus Chung et al. (2015) 

Bacillus amyloliquefaciens Irfan et al. (2017) 

Bacillus circulans Baharuddin et al. (2016) 

Bacillus pumilus Shankar and Isaiarasu (2011) 

Bacillus subtilis Deka et al. (2013) 

Butyrivibrio fibrisolvens Emerson and Weimer (2017) 

Caldibacillus cellovorans Grunwald (2016) 

Caldicellulosiruptor bescii Su et al. (2012) 

Cellulomonas biazotea Saratale et al. (2010) 

Cellulomonas fimi Saxena et al. (2017) 

Cellulomonas flavigena Sánchez-Herrera et al. (2007) 

Cellulomonas uda Poulsen et al. (2016) 

Cellvibrio japonicus Gardner (2016) 

Clostridium absonum Rani and Nand (2000) 

 Clostridium cellulolyticum Higashide et al. (2011) 
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ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกลุ่มต่าง ๆ ที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (ต่อ) 

สายพันธุ์แบคทีเรีย ที่มา 

Clostridium papyrosolvens Rani et al. (2004) 

Clostridium thermocellum Lu et al. (2006) 

Eubacterium cellulosolvens Park et al. (2018) 

Fervidobacterium islandicum Jeong et al. (2017) 

Fibrobacter succinogenes Shinkai et al. (2007) 

Halocella cellulolytica Heng et al. (2019) 

Pseudomonas fluorescens  Bakare et al. (2005) 

Rhodothermus marinus Crennell et al. (2002) 

Ruminococcus albus Devillard et al. (2004) 

Ruminococcus champanellensis Chassard et al. (2012) 

Spirochaeta thermophile Cobucci-Ponzano et al. (2013) 

Thermotoga maritima Cheng et al. (2012) 

 

  เนื่องจากแบคทีเรียมีอัตราการเจริญโตที่เร็วกว่ารา และท่ีส าคัญแบคทีเรียสามารถเติบโตได้ใน

สภาวะที่หลากหลายในสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียบางสายพันธุ์ที่สามารถทนต่อสภาวะ

ความเป็นกรดด่างสูง, ความร้อนสูง และความความทนเค็มสูง (Maki et al., 2009) อาทิเช่น 

  Ibrahim and El-diwany (2007) เก็บตัวอย่างน้ าและดินจากน้ าพุร้อนในประเทศอียิปต์ 

ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนส, เอกโซกลูคาเนส และ บีต้า-กลูโคซิเดส จาก Anoxybacillus 

flavithermus EHP1 โดยมีการเปรียบเทียบอุณหภูมิที่ 30-85 องศาเซลเซียส และ pH 5-11 พบว่า 

Anoxybacillus flavithermus EHP1 มีกิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดในเอนโดกลูคาเนส คือ 65.56     

ยูนิตต่อมิลลิลิตร ที่ pH 7.5 อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส  

Ramin et al. (2009) ได้แยกล าไส้และส่วนท้องของปลวก น าแบคทีเรียที่ได้มาทดสอบการ

ย่อยเซลลูโลสในอาหารแข็งที่ใส่สับสเตรต CMC และเซลโลไบโอส จากนั้นศึกษาลักษณะและศึกษา

ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าแบคทีเรียที่แยกได้ ได้แก่ Bacillus cereus,  Enterobacter aerogenes, 

Enterobacter cloacae, Chryseobacterium kwangyangense และ Acinetobacter.  
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Aygan et al. (2011) ศึกษากิจกรรมของเซลลูเลสของ Bacillus licheniformis C108 จาก

การหาแบคทีเรียที่สามารถย่อยเซลลูโลสได้จากดินบริเวณทะเลสาบ ประเทศตุรกี แรกเริ่มคัดแยกเชื้อ

บนอาหารแข็ง CMC ได้ 33 ไอโซเลทหลังจากราดคองโกเรดเพื่อดูส่วนใสที่เกิดขึ้น และศึกษาล าดับ     

นิวคลีโอไทด์ด้วย 16S rDNA จากนั้นทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ โดยมีช่วงของอุณหภูมิ, pH และค่า

ความเค็มที่แตกต่างกัน ช่วงของอุณหภูมิตั้งแต่ 4-100 องศาเซลเซียส, pH ตั้งแต่ 6-12.5 และค่าความ

เค็ม 3-12 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ พบว่า Bacillus licheniformis C108 มีค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์สูงที่สุดอยู่ที่ pH 7, 10 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอไรด์ และที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส.  

Soares et al. (2012) ได้ท าการเก็บดินตัวอย่างจาก แอนตาร์กติกและเมือง Caatinga 

ประเทศบราซิล ขณะเก็บตัวอย่างมีอุณหภูมิ 3 และ 67 องศาเซลเซียสตามล าดับ น ามาทดสอบการ

ย่อยเซลลูโลสด้วยเอกโซกลูคาเนสและเอนโดกลูคาเนสในสับสเตรต CMC และ Avicel   บ่มแบคทีเรีย

ที่ 4 องศาเซลเซียสและ 60 องศาเซลเซียส พบว่าไอโซเลทจากแอนตาร์กติกสามารถย่อย CMC ได้ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แต่ไม่แสดงผลที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในขณะที่ไอโซเลทจากบราซิล

สังเกตเห็นกิจกรรมการย่อยของ CMC เพ่ิมข้ึนอย่างเห็นได้ชัดทั้งท่ี 4 และ 60 องศาเซลเซียส สิ่งนี้บ่งชี้

ว่าแบคทีเรียที่พบในดินจากบราซิลสามารถอยู่รอดได้ในอุณหภูมิที่สูงกว่า 60 องศาเซลเซียส ในขณะที่

บริเวณท่ีมีอุณหภูมิต่ าอย่างต่อเนื่อง อาทิเช่น ดินจากพ้ืนที่ของทวีปแอนตาร์กติกา ที่อยู่ใต้สภาวะความ

กดดันท าให้สูญเสียความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที่อุณหภูมิสูงไป แบคทีเรียจากแอนตาร์กติกส่วน

ใหญ่อยู่ในกลุ่มของ Bacillus ในขณะที่แบคทีเรียที่แยกได้จาก Caatinga มีหลากหลายกลุ่ม ได้แก่ 

Acinetobacter, Arthrobacter, Chryseobacterium, Flavobacterium, Pedobacter และ 

Pseudomonas. 

  Soares Júnior et al. (2013) ได้คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสจาก

ตะกอนดินป่าโกงกางที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่ใส่ 5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด์ และ 1 เปอร์เซ็นต์ 

เซลลูโลส พบว่าสามารถคัดแยกเชื้อท่ีย่อยด้วยเอนโดกลูคาเนส 32 ไอโซเลท และเอกโซกลูคาเนส 18 

ไอโซเลท จัดจ าแนกกลุ่มแล้วพบว่าเชื้อแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus, 

Exiguobacterium, Microbacterium, Nitratireductor, Novosphingobium,  Sphingomonas 

และ Halomonas ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ทนเค็ม 

Chantarasiri (2014) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนสโดยเก็บตัวอย่างอุจจาระของสัตว์  

เคี้ยวเอื้องจากหลายสถานที่ พบ Bacillus subtilis AS3, B. licheniformis JK7, B. 
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amyloliquefacien SS35 และ Bacillus siamensis พบว่า Bacillus siamensis  มีกิจกรรมของ

เซลลูเลสสูงทีสุ่ดที่ 0.230±0.004 ยูนิตต่อมิลลิตร 

Parveen et al. (2016) เก็บตัวอย่างน้ าจากน้ าพุร้อน ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนส 

พ บ  Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus 

pumilus   และ Bacillus sp ศึกษาโดยมีการแปรผันอุณหภูมิการบ่มในอาหารแข็งที่ 40, 50, 60 70, 

80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส และมีการแปรผันของ pH ในการท ากิจกรรมของเซลลูเลสในช่วง 

pH 2- 10 พบว่า Stenotrophomonas maltophilia ให้กิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่ 0.43 ยู       

นิตต่อมิลลิลิตร ที่ pH 7 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

Rachamontree (2017) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนส โดยเก็บตัวอย่างดินเค็ม เพ่ือ

ค้นหาแบคทีเรียทนร้อนและทนความเค็ม โดยมีการแปรผันของค่าโซเดียมคลอไรด์ที่ 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9 และ 10 เปอร์เซ็นต์ในอาหารเหลว พบว่า Streptomyces sp. RMU41 มีค่ากิจกรรมของเซลลู     

เลสสูงสุดเท่ากับ 0.826±0.001 ยูนิตต่อมิลลิตร ที่ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซน็ต์ 
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บทท่ี 3  
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

3.1 วัสดุและสารเคมี  

ตารางท่ี 3.1 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
 

  

วัสดุและสารเคมี แหล่งที่มา 

1 kb DNA ladder Thermo scientific 

3,5-Dinitrosalicylic acid TCI 

Acetic acid  RCI Labscan 

Agarose  IUAI 

Agarose low EEO P. Intertrade Equipments 

Ammonium nitrate Merck 

Ammonium oxalate Fluka 

Calcium chrloride Fluka 

Carboxyl methyl cellulose sodium salt Fluka 

Chloroform RCI Labscan 

Cellobiose TCI 

Cellulose, Microcrystralline  Alfa Aesar 

Congo-red  Sigma - aldich 

Crystal violet Fluka 

D-glucose TCI 

Di-Potassium hydrogen phosphate 

anhydrous 

Merck 

Disodium hydrogen orthophosphate BDH 
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วัสดุและสารเคมี แหล่งที่มา 

Ethidium bromide 10 mg/ml  Biobasic 

Ethyl alcohol RCI Labscan 

Ferric chloride Merck 

Glycerol Biobasic 

Hydrochloric acid 37 เปอร์เซ็นต ์ VWR chemical 

Iodine Merck 

Magnesium sulfate Merck 

Peptone Conda 

Potassium chloride BDH 

Potassium sodium tartrate tetrahydrate VWR chemical 

Safranin O Carlo erra 

Sodium acetate anhydrous Fisher scientific 

Sodium chloride Merck 

Sodium hydroxide Merck 

Sodium nitrate Ajax Finechem 

Yeast extract Pacific science Co., Ltd 

λ-Hind III Thermo scientific 
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3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.2.1 เก็บตัวอย่างดินบริเวณรากมันส าปะหลังจากศูนย์วิจัยพืชไร่ จ.ระยอง  
  เก็บตัวอย่างดินบริเวณรากมันส าปะหลังจากศูนย์วิจัยพืชไร่ จ.ระยอง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ พันธุ์

เกษตรศาสตร์ 50, พันธุ์ห้วยบง60, พันธุ์พิรุณ 1, พันธุ์พิรุณ 2 และ พันธุ์ 5 นาที ทุก  3 เดือน เป็น

เวลา 12 เดือน หลังจากท่ีเก็บตัวอย่างมาแล้วน ามาชั่งน้ าหนักตัวอย่างดิน 5 กรัม และละลายใน  0.1 

เปอร์เซ็นต์ (w/v)  peptone 45  มิลลิลิตร โดยวิธี  10 – fold serial dilutions น าตัวอย่างที่เจือ

จางเรียบร้อยแล้วตั้งแต่ dilution ที่ 10-1-10-6  มาเกลี่ยลงบน Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ค) 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

3.2.2 คัดกรอง และแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเซลลูเลสจากดิน 
  น าเชื้อจากข้อ 3.2.1 ที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันมา streak ลงบนอาหาร NA  น าไปบ่มท่ี 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร  NA ย้ายลงบนอาหารแข็ง

คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC) (ภาคผนวก ค)  บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นทดสอบความสามารถในการผลิตเซลลูเลส  โดยเท 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  คองโกเรด 8 

มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็งทิ้งไว้ 15 นาที ตามด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ 8 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 10 

นาที (Teather and Wood, 1982) สังเกตโคโลนีที่เกิดบริเวณใส ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถใน

การผลิตเซลลูเลส  วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี และ clear zone ที่เกิดขึ้น พิจารณาแบคทีเรีย

ที่มีความสามารถผลิตเซลลูเลสได้ในปริมาณท่ีสูง  

  โดยค านวณจากค่า Hydrolysis Capacity (HC) คือ อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางของ 

clear zone กับเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี โดยก าหนดให้ (Dar et al., 2015) 

   HC ต่ า มีค่าเท่ากับ  0.5-1.9   

   HC ปานกลาง มีค่าเท่ากับ 2.0-3.9  

   HC สูง มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 4   

  พร้อมกับศึกษาลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียด้วยวิธีการย้อมแกรม (Gram staining) ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า 

นอกจากใช้ CMC เป็นสับสเตรตแล้ว จะแทน CMC ด้วย Avicel และ Cellobiose (Kiio et 

al., 2016) เพ่ือศึกษาเซลลูเลสชนิดอื่น โดย Avicel เป็นสับสเตรตที่จ าเพาะต่อการผลิตเอกโซกลู
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คาเนส และ  Cellobiose เป็นสับสเตรตที่จ าเพาะต่อการผลิตเบต้า – กลูโคซิเดส เช่นเดียวกับ CMC 

ที่เป็นสับสเตรตที่จ าเพาะต่อเอนโดกลูคาเนส 

3.3  คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในปริมาณสูง 

3.3.1 ทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ 
คัดเลือกแบคทีเรียที่เกิดบริเวณใสบนสับสเตรต 2 ใน 3 สับสเตรต หรือ 3 ใน 3 ของ 

สับสเตรต  Avicel , CMC และ Cellobiose โดยเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างบริเวณใสได้ดีที่สุดบน 

สับสเตรตนั้น มาถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลวของสับสเตรตนั้น 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อแบบ

เขย่า (140 รอบ/ นาที) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าเชื้อที่เจริญ

มา 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยง ที่ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูด

ส่วนที่เป็นส่วนใสด้านบน เก็บไว้เป็น crude enzyme ต่อไป น า crude enzyme ที่เก็บไว้มา 250 

ไมโครลิตร เติม 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สับสเตรตใน 0.1 M โซเดียมอะซีเทต บัฟเฟอร์  pH 5.5 (ภาคผนวก 

ค) 250 ไมโครลิตร  แล้วน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที  เติม 625 ไมโครลิตร 

กรด-3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก (ภาคผนวก ค)  เพ่ือวัดค่าน้ าตาลรีดิวซ์ จากนั้นน าไปต้ม 5 นาทีในน้ าเดือด 

และท าให้เย็นโดยการปักในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที  ดูดมา 100 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าดูดกลืนแสง 

(OD) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  ด้วยเครื่อง Microplate reader (Yang et al., 2014)  แล้ว

น าค่า OD ของตัวอย่างไปลบกับค่า OD ของ blank โดย blank คือ อาหารเลี้ยงเชื้อเปล่า จากนั้นน า

ผลต่างที่ได้ ไปเปรียบเทียบกับสมการที่ได้จากกราฟมาตรฐานกลูโคส  โดย 1 หน่วย กิจกรรมเอนไซม์มี

ค่าเท่ากับ ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยสลายสับสเตรตให้เป็นน้ าตาลกลูโคสทีป่ลดปล่อยออกมาในหนึ่งโมล

ต่อนาทีที่ 65 องศาเซลเซียส  

Enzyme Unit Activity (Unit/ml) = 

                            ปริมาณของกลูโคส            x        1      x                   1 

                    น้ าหนักมวลโมเลกุลของกลูโคส           5 นาที               ปริมาตรของเอนไซม์  

  เช่น N44 เมื่อลบค่า blank แล้วน าไปเข้าสมการ standard glucose ได้ค่า 0.0438 mg/ml 

น ามาเทียบบัญญัติไตรยางค์ โดย 100 ไมโครลิตร มีค่าน้ าตาลกลูโคส 0.438 mg/ml ใน 1125 

ไมโครลิตร มีน้ าตาล 4.9275 mg/ml และน าไปแทนค่าสมการ จะได้เป็น 4.9275 ได้ค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์เป็น 2.19*10-2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร                                       180*5*0.25 
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  น าไปพิจารณาร่วมกับแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเซลลูเลสได้ในปริมาณที่สูง อัตราส่วน

มากกว่า 4  โดยค านวณจากค่า Hydrolysis Capacity (HC) จากข้อ 3.2.2 รวมถึงค่ากิจกรรมเอนไซม์ 

ไปใช้ในการทดลองต่อไป 

3.3.2 ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ 
        โคโลนี 

  น าโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหาร NA ใส่ลงในหลอดทดลองที่มีปริมาตรน้ า 50 ไมโครลิตร   

ผสมให้เข้ากัน แล้วน าสารละลายแบคทีเรียดังกล่าวท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  โดยมีส่วนผสม 

ดังนี้   

   น้ า     15.3   ไมโครลิตร 

  10X Taq buffer    2  ไมโครลิตร 

  25 mM MgCl2     1   ไมโครลิตร 

  10 mM dNTPs    0.2  ไมโครลิตร 

  10 µM Forward primer (27F)   0.2    ไมโครลิตร 

  10 µM Reverse primer (1492R)  0.2   ไมโครลิตร 

  Taq DNA polymerase (5 Units/µl) 0.1  ไมโครลิตร 

  DNA Template (สารละลายแบคทีเรีย)   1  ไมโครลิตร 

 

หมายเหตุ  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5 - 3 ) 

  27F  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

  800R   TACCAGGGTATCTAATCC  

  1492R  TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

    โดย  M : A หรือ C 

    Y  : C หรือ T 
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จากนั้นจึงน าเข้าเครื่อง PCR โดยใช้สภาวะดังนี้ 

  Initial Denaturation 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 

  Denaturation  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

  Annealing  55 องศาเซลเซียส 30 วินาที            35 รอบ 

  Extension  72 องศาเซลเซียส 2 นาที 

  Final extension 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 

  Hold   25 องศาเซลเซียส ∞ 

 จากนั้นท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์บริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนด้วย 1 ใน 10 ของปริมาตรของ  

3 โมลาร์ โซเดียมอะซีเทต pH 5.2 และ 2 เท่าของปริมาตรของเอทานอลบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เทส่วนใสทิ้ง และล้างด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล น าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเทส่วนใสทิ้ง น า

ตะกอนไปตากให้แห้ง เติมน้ า 35 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าตัวอย่างมาตรวจสอบด้วย

วิธีการแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้าแบบแนวนอน หาปริมาณความเข้มข้นและส่งไปวิเคราะห์

ล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่ 1st Base, ประเทศมาเลเซีย และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank  

3.4 หาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญจากไร่มันส าปะหลังในการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียที่  
      คัดเลือกได้ 

3.4.1 แปรผันอุณหภูมิและ pH ของแบคทีเรียที่ผลิตเซลลูเลสได้ 
 หาภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียที่ผลิตเซลลูเลสได้ในปริมาณสูงจากดินบริเวณที่ปลูกมัน

ส าปะหลังที่คัดเลือกมา 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis ที่โดยศึกษาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียสเป็นอันดับแรก 

จากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณสูงในอุณหภูมิที่

เหมาะสม มาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC ที่ปรับ pH ในอาหารเป็น 5, 6, 

7 และ 8 เป็นล าดับที่สอง จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดสอบในล าดับแรก เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณส่วนใสที่เกิดขึ้น แล้วทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลู

เลสตามข้อ 3.2.2 จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี 

Two-way ANOVA  
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3.5 ย่อย Filter paper และ ใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 

3.5.1 ย่อยสลาย Filter paper โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
  น าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้   ได้แก่   Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus pumilus  

และ  Paenibacillus  kribbensis   มาเลี้ยงในอาหารเหลว   NB   ที ่140  รอบ/นาที ในตู้บ่มเพาะ

เชื้อแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/

นาที  เป็นเวลา 20 นาที  น าตะกอนของเชื้อที่ได้ละลายด้วย  0.85 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โซเดียมคลอไรด์  

เพ่ือปรับจ านวนของเชื้อให้ได้เท่ากับ 106 CFU/ml  จากนั้นน าเชื้อที่ได้ไปใส่ในหลอดทดลองที่มีอาหาร

เหลว CFMM (ภาคผนวก ค) ที่มเีชื้อ 3*106 CFU/3 ml และมี  filter paper ขนาด 1.5 * 1.5 cm ที่

ท าการชั่งน้ าหนักแล้วอยู่ในหลอดทดลอง   โดยมีการแบ่งชุดการทดลองเป็น 8 การทดลอง ดังนี้ 
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  บ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่า (140 รอบ/ นาที) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 

วัน เพ่ือทดสอบการย่อย filter paper โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกในอาหารเหลว จากนั้นน า filter paper 

ไปอบให้แห้ง ท าการชั่งน้ าหนัก และส ารวจการเปลี่ยนแปลงของ filter paper ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM)  จากนั้นน าอาหาร CFMM ของ

แต่ละชุดการทดลองมา spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือนับจ านวนเชื้อที่เกิดขึ้นหลังการทดลอง 

ศึกษาโดยท าการทดลอง 3 ครั้งและแต่ละครั้งท า 3 ซ้ า  

 

3.5.2 ย่อยสลายใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้  
 น าใบมันส าปะหลังสดมาตัดให้มีขนาด 2.5*2.5 cm ล้างท าความสะอาดด้วยโซเดียมไฮโปร

คลอไรด์ 0.1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) จากนั้นล้างด้วยน้ าเปล่าแล้วตามด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ล้าง

ด้วยน้ าเปล่าอีกหนึ่งรอบ จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ มาเลี้ยงในอาหารเหลว   NB   ที่ 140  

รอบ/นาที ในตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไป

ชุดการ

ทดลอง 

อาหาร 

CFMM 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

3*106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

3*106 

CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

3*106 CFU 

filter paper 

ขนาด 

1.5*1.5 cm 

2 ชิ้น 

ชุด

ควบคุม 

     

1      

2      

3      

4      

5      

6      

7      
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ปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบ/นาที  เป็นเวลา 20 นาที  น าตะกอนของเชื้อที่ได้ละลายด้วย  0.85 เปอร์เซ็นต ์

โซเดียมคลอไรด์  เพ่ือปรับจ านวนของเชื้อให้ได้เท่ากับ 107 CFU/ml หยดลงบนใบ 100 ไมโครลิตร 

(106 CFU) โดยมีการแบ่งชุดการทดลองเป็น 8 การทดลอง ดังนี้ 

 * ใส่โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์แทนปริมาตรเชื้อ * 

บ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน เพ่ือทดสอบการย่อยในใบมัน

ส าปะหลัง โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ และน าใบมันส าปะหลังไปดูการเปลี่ยนแปลงภายใต้กล้อง SEM  

ทุก ๆ 7 วัน จนครบ 28 วัน จากนั้นน าใบมันส าปะหลังของแต่ละชุดการทดลองมา spread ลงบน

อาหารแข็ง NA เพ่ือนับจ านวนเชื้อที่เกิดขึ้นหลังการทดลอง ศึกษาโดยท าการทดลอง 3 ครั้งและแต่ละ

ครั้งท า 3 ซ้ า (ภาคผนวก ก) 

 

 

 

ชุดการ

ทดลอง 

0.85 

เปอร์เซ็นต์ 

NaCl   

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

ใบมัน

ส าปะหลงั

ขนาด 2.5*2.5 

cm 2 ชิ้น 

ชุด

ควบคุม* 
     

1      

2      

3      

4      

5      

6      

7      
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3.5.3 ย่อยสลายใบมันส าปะหลังในดินโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
 น าดินจากบริเวณที่ปลูกมันส าปะหลัง 2.5 กิโลกรัม มาอบที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง และน าใบมันปะหลัง มาอบให้แห้งที่ 65 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เช่นเดียวกัน แบ่ง

ดินใส่ภาชนะทดลองกล่องละ  100  กรัม  จากนั้นเลี้ยงเชื้อ  Bacillus  amyloliquefaciens,  

Bacillus pumilus  และ  Paenibacillus kribbensis  ในอาหารเหลว  NB  บ่มในตู้บ่มเพาะเชื้อแบบ

เขย่า 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 

8000 รอบ/นาที เป็นเวลา 20 นาที  น าตะกอนของเชื้อที่ได้ละลายด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต ์โซเดียมคลอ

ไรด์ เพ่ือปรับจ านวนของเชื้อให้ได้เท่ากับ  8.1*107  CFU/ml แล้วใส่ลงไปในดินทั้งหมด 8.1 มิลลิลิตร 

คลุกเคล้าให้เข้ากัน  โดยให้ดินมีความชื้นที่  30 เปอร์เซ็นต์ (Devêvre and Horwáth, 2000) ด้วยการ

น าดิน 100 กรัมท่ีอบแห้งแล้วใส่ลงใน filter paper ที่พับเป็นรูปกรวย ค่อย ๆ หยดน้ าลงไป จนมีน้ า

หยดลงมา ดูปริมาตรที่ใส่ลงไป จนท าให้ดินอิ่มตัว แล้วค านวณกลับจนได้ความชื้นที่ 30 เปอร์เซ็นต ์เช่น 

ปริมาณน้ า 24.3 มิลลิลิตร ท าให้ดิน 100 กรัม เกิดความอ่ิมตัวที่ 100 เปอร์เซ็นต ์ ดังนั้นต้องการ

ความชื้นที่ 30 เปอร์เซ็นต ์ จึงต้องใส่ปริมาตรน้ าลงไป 8.1 มิลลิลิตร  โดยการเทียบบัญญัติไตรยางค์ 

จากนั้นน าใบมันส าปะหลังที่อบแห้งแล้วน ามาตัดให้มีขนาดความยาว 10 เซนติเมตร ใส่ลงไปในดิน 1 

ชิ้น   โดยให้ดินปกคลุมใบมันส าปะหลังทั้งหมดโดยมีการแบ่งชุดการทดลองเป็น 8 การทดลอง ดังนี้   

* ใส่โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต ์แทนปริมาตรเชื้อ * 

ชุดการ

ทดลอง 

ดิน  

100 

กรัม 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

ใบมัน

ส าปะหลัง 

1 ชิ้น 

ชุดควบคุม*      
1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      
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น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน โดยทุก ๆ 4 วันจะมีการเติมน้ าลงไป

เพ่ิม 50 เปอร์เซ็นต์ จากครึ่งหนึ่งจากความชื้นเริ่มต้นที่ใส่ลงไป 8 มิลลิลิตร คือ 4 มิลลิตร จากการ

ค านวณปริมาตรของน้ าด้านบน เพ่ือเป็นรักษาความชื้นในดิน จากนั้น  

1) น าดินส่งวิเคราะห์คุณสมบัติของดิน โดยพารามิเตอร์ที่วิเคราะห์ได้แก่ ค่า pH, ปริมาณ

อินทรีย์วัตถุในดิน, ปริมาณโพแทสเซียม, ฟอสฟอรัส, แคลเซียมและแมกนีเซียม, ปริมาณไนโตรเจน 

และปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมในดิน ทั้งหมด 8 พารามิเตอร์ ที่คณะสิ่งแวดล้อมและทรัพยากร

ศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธ ี

One-way ANOVA แบบ Tukey  

2) น าดินที่เหลือมานับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (total count) จากดินที่ใส่ใบมันส าปะหลัง 

โดยน าไป spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือดูอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และ  

3) น าใบมันส าปะหลังไปศึกษาภายใต้กล้อง SEM โดยท าการทดลอง 3 ครั้งและแต่ละครั้งท า 

3 ซ้ า 
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง  

 

4.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสร้างเซลลูเลสจากดิน 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรากมันส าปะหลัง 5 สายพันธุ์จากดินที่เพาะปลูกใน

ศูนย์วิจัยพืชไร่ ทุก ๆ 3 เดือน เป็นเวลา 12 เดือน บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยคัดเลือกจากลักษณะ

โคโลนีแตกต่างกัน สามารถแยกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 499 ไอโซเลท แจกแจงได้ดังตารางที่ 4.1 

ตารางท่ี 4.1 จ านวนไอโซเลทแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปลูกมันส าปะหลัง 5 สายพันธุ์ ทุก 3 เดือน 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KASETSART 50 - 81 24 28 21 

PIRUN 1 - - 49 27 21 

PIRUN 2 - - 42 27 28 

5 NATEE 8 - 40 19 9 

HUAY-BONG 60 7 - 23 24 21 

 

* KU 50, PR1, PR2 0 เดือน และ PR1, PR2, HT, HB 60 3 เดือน ไม่ได้ท าการคัดแยก เนื่องจากดิน 

ตัวอย่างเกิดการปนเปื้อนจากรา * 

 น าแบคทีเรียที่คัดแยกได้ มาทดสอบความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC 

เพ่ือเป็นการคัดเลือกแบคทีเรียเบื้องต้น โดยสังเกตโคโลนีที่เกิดบริเวณใสจากการทดสอบด้วย Congo 

red (วิธีการทดลองที่ 3.2.2) จากนั้นน าแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลูเลสได้มาศึกษารูปร่างและ

ลักษณะของแบคทีเรีย โดยแยกผลตามระยะเวลาที่แยกแบคทีเรีย สามารถแบ่งขนาดของแบคทีเรียได้

โดยแบคทีเรียที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.1-0.9 เซนติเมตร เป็นแบคทีเรียที่มีขนาดเล็ก และ

แบคทีเรียที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่ 1 เซนติเมตรขึ้นไป เป็นแบคทีเรียที่มีขนาดใหญ่ ซึ่งได้ผล

ดังตาราง 4.2-4.6 
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ตารางท่ี 4.2 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 0 เดือน) 

 
ตารางท่ี 4.3 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 3 เดือน)  

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

5 นาที   

(5 Natee) 

N4 เหลืองอ่อน ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N8 ขาว ใหญ่ Circular  Entire Umbonate Mucoid 

ห้วยบง 60 

(HB 60) 

N3 เหลืองอ่อน ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) 

 

N1 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth  

N2 ขาว ใหญ่ Irregular  Undulate Umbonate Mucoid 

N4 ขาว เล็ก Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N6 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N13 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N14 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N16 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N17 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N22 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N23 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N24 ขาว ใหญ่ Circular Entire Convex Smooth 

N25 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.3 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 3 เดือน) (ต่อ)  

  

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) 

 

N26 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N27 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N34 ขาว ใหญ่ Circular Entire Flat Smooth  

N35 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N36 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N38 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N40 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N41 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N42 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N44 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N45 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว เล็ก Irregular Undulate Convex Smooth 

P3 ขาว ใหญ๋ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P5 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P7 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P8 ขาว เล็ก Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P13 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P15 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P16 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P18 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P19 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P20 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P21 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Convex Dull 

P22 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 
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ตารางท่ี 4.3 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 3 เดือน) (ต่อ) 

  

  

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) ต่อ 

 

P23 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P24 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P25 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P26 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P27 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P28 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P30 ขาว ใหญ่ Circular Entire Umbonate Mucoid 

P32 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Dull 

P33 ขาว ใหญ่ Circular Entire Umbonate Mucoid 

P34  ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Dull 

P36 ขาว ใหญ่ Circular Entire Umbonate Smooth 
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ตารางท่ี 4.4 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 6 เดือน)  

 

 

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) 

 

N10 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P3 ขาว ใหญ่ Circular Entire Convex Mucoid 

P5 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Mucoid 

P8 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

พิรุณ 1 

(PR 1) 

N1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N7 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N12 ขาว เล็ก Circular Undulate Convex Smooth 

N16 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N17 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N18 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N19 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N20 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N21 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N23 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P3 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P4 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P6 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

P7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.4 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 6 เดือน) (ต่อ) 

   

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

พิรุณ 1 

(PR 1) ต่อ 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P13 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P14 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P15 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P16 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P17 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P21 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P24 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

พิรุณ 2 

(PR 2) 

N15 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

N17 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N20 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N23 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Convex Dull 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P13 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P14 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P16 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P17 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Convex Dull 

P18 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P19 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P20 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P21 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P22 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.4 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 6 เดือน) (ต่อ) 

 

  

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

ห้วยบง 60 

(HB 60) 

 

N5 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N11 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P5 ขาว ใหญ่ Circular Entire Umbonate Mucoid 

P6 ขาว ใหญ่ irregular Undulate Convex Smooth 

5 นาที  

(5 Natee) 

N5 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

N13 ขาว เล็ก Irregular Undulate Umbonate Dull 

N36 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N39 ขาว เล็ก Irregular Undulate Convex Dull 

P6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P9 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

P10 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P11 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P13 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P14 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P16 ขาว เล็ก irregular Undulate Umbonate Dull 

P17.1 ขาว เล็ก irregular Undulate Umbonate Dull 

P17.2 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 
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ตารางท่ี 4.5 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 9 เดือน) 

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) 

 

N1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N2  ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N6 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

N15 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P5 ขาว ใหญ่ Circular Entire Convex Smooth 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

พิรุณ 1 

(PR 1)  

N1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N8 เหลืองอ่อน เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N14 ขาว ใหญ่ Circular Entire Convex Dull 

P2 เหลืองอ่อน ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P6 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P7 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.5 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 9 เดือน) (ต่อ) 

สายพันธุ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

พิรุณ 1 

(PR 1) ต่อ 

P12 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

พิรุณ 2 

(PR 2) 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Lobate Umbonate Smooth 

N11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P3 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P4 เหลืองอ่อน ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P5 เหลืองอ่อน ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Dull 

P12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P14 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

 ห้วยบง 60 

(HB 60) 

 

N1 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

5 นาที  

(5 Natee) 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N5 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.6 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 12 เดือน) 

 

 

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

เกษตรศาสตร์ 

50 

(KU50) 

 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P5 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P6 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

P7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

 พิรุณ 1 

(PR 1) 

N2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N9 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

พิรุณ 2 

(PR 2) 

N5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N12 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N13 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N14 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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ตารางท่ี 4.6 ไอโซเลทแบคทีเรียจากดินบริเวณท่ีมีการปลูกมันส าปะหลัง (ระยะเวลา 12 เดือน) (ต่อ) 

 

   

    

  

สายพันธุ ์ ไอโซเลท สี 

โคโลนี 

(Colour) 

ขนาด 

โคโลนี 

(Size) 

รูปแบบ 

โคโลนี 

(Form) 

ขอบ 

โคโลนี 

(Margin) 

ลักษณะ 

โคโลนี 

(Elevation) 

ลักษณะ 

เนื้อโคโลนี 

(Texture) 

พิรุณ 2 

(PR 2) ต่อ 

P7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P11 ขาว ใหญ่ Circular Entire Convex Smooth 

P12 ขาว เล็ก Circular Undulate Umbonate Mucoid 

P13 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

 ห้วยบง 60 

(HB 60) 

 

N4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

N9 ขาว เล็ก Circular Entire Convex Smooth 

N11 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P5 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P6 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P8 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P10 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

5 นาที  

(5 Natee) 

N2 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P1 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P3 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P4 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 

P7 ขาว ใหญ่ Irregular Undulate Umbonate Mucoid 
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 จากนั้นน าแบคทีเรียที่ที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC น าไป

ทดสอบในสับสเตรต Avicel และ เซลโลไบโอส ตามวิธกีารทดลองที่ 3.2 โดยสรุปได้ผลดังตาราง

ต่อไปนี้ 

ตารางท่ี 4.7 จ านวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 สับสเตรต 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KU 50 - 26 6 11 5 

PR 1 - - 15 7 8 

PR 2 - - 8 7 10 

5 NATEE 1 - 7 2 3 

HB 60 2 - 2 2 3 

 

*ภาพแบคทีเรียบนอาหารแข็ง CMC, เซลโลไบโอส และ Avicel เพ่ิมเติมที่ภาคผนวก ก* 

  จากตารางที่ 4.7 ได้น าไอโซเลทแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 

3 ใน 3 สับสเตรต มาศึกษาล าดับนิวคลีโอไทล์ 16S rDNA พร้อมทั้งทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โดน

วิธี DNS Method  
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4.2 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA (16S rDNA sequencing) 
น าโคโลนีแบคทีเรียที่ท าการคัดแยกและมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 3 

ใน 3 สับสเตรต จ านวน 125 ไอโซเลท มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส บริเวณ 16S rDNA โดยใช้ไพร

เมอร์ 27F และ 1492R จากนั้นท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์บริสุทธิ์ ส่งไปอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าล าดับ

นิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล Genbank ซึ่งผลการวิเคราะห์

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียแสดงดังตารางที่ 4.8 – 4.12 

 

ตารางท่ี 4.8 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก
มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 0 เดือน 
 

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
5 นาที (5 Natee) 

0 เดือน 
N4 Bacillus amyloliquefaciens JX315321.1 99% 

ห้วยบง 60  

(HB 60) 

0 เดือน 

N3 Bacillus amyloliquefaciens KU317799.1 96% 
N8 Bacillus amyloliquefaciens KC793259.1 96% 



43 
 

ตารางท่ี 4.9 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก
มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 3 เดือน 

   

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
เกษตรศาสตร5์0 

(KU50) 

3 เดือน 

 

N2 Bacillus amyloliquefaciens KJ767360.1 98% 
N5 Bacillus amyloliquefaciens KY681451.1 98% 
N7 Bacillus velezensis MH628438.1 100% 

N8 Bacillus amyloliquefaciens MH144253.1 98% 

N12 Bacillus subtilis KX179630.1 89% 

N16 Bacillus subtilis HQ738505.1 98% 

N17 Bacillus amyloliquefaciens MH144253.1 100% 

N22 Bacillus amyloliquefaciens MH144253.1 98% 

N23 Bacillus amyloliquefaciens KY773617.1 99% 

N24 Bacillus amyloliquefaciens KY378894.1 99% 

N34 Bacillus amyloliquefaciens KY681451.1 99% 

N40 Bacillus safensis MH820175.1 98% 

N41 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 98% 

N42 Bacillus subtilis KC152654.1 100% 

N44 Bacillus amyloliquefaciens JN661699.1 97% 

N45 Bacillus amyloliquefaciens KF811045.1 97% 

P3 Bacillus amyloliquefaciens JN382250.1 98% 

P5 Bacillus pumilus MH260924.1 99% 

P10 Bacillus amyloliquefaciens KY685066.1 95% 

P13 Bacillus safensis KY020051.1 100% 

P15 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 99% 

P24 Bacillus amyloliquefaciens KM015452.1 98% 

P30 Bacillus amyloliquefaciens KC17346.1 98% 

P32 Bacillus subtilis HQ825324.1 97% 

P33 Bacillus subtilis KF815527.1 96% 

P34 Bacillus velezensis MG733622.1 99% 
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ตารางท่ี 4.10 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก
มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 6 เดือน 

 

 

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
เกษตรศาสตร5์0 

(KU50) 

6 เดือน 

 

N10 Bacillus pumilus KU851152.1 98% 
N12 Bacillus amyloliquefaciens KM015452.1 98% 
P1 Bacillus amyloliquefaciens KM091696.1 99% 

P3 Bacillus velezensis KX242452.1 98% 

P5 Bacillus amyloliquefaciens MH144247.1 98% 

P8 Paenibacillus kribbensis AB489140.1 98% 

พิรุณ 1 (PR 1) 

6 เดือน 
N1 Bacillus subtilis JX504009.1 99% 

N5 Bacillus amyloliquefaciens KY773617.1 99% 

N6 Bacillus subtilis KF032710.1 99% 

N9 Bacillus amyloliquefaciens KM091696.1 99% 

N12 Bacillus aerophilus KY933476.1 99% 

N19 Bacillus amyloliquefaciens JF899255.1 95% 

N23 Bacillus amyloliquefaciens AB301022.1 96% 

P4 Bacillus subtilis CP020023.1 98% 

P5 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 99% 

P6 Bacillus pumilus EF491624.1 99% 

P8 Bacillus amyloliquefaciens KX058503.1 94% 

P9 Bacillus subtilis HM631977.1 99% 

P11 Bacillus amyloliquefaciens KP001322.1 97% 

P13 Paenibacillus kribbensis NR025169.1 98% 

P15 Paenibacillus kribbensis NR025169.1 99% 

พิรุณ 2 (PR 2) 

6 เดือน 
N15 Bacillus pumilus EF491624.1 97% 

N17 Bacillus amyloliquefaciens JQ936683.1 99% 

N23 Bacillus safensis JF411308.1 98% 

P1 Bacillus amyloliquefaciens KM488322.1 98% 
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ตารางท่ี 4.10 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก

มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 6 เดือน (ต่อ) 

  

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
พิรุณ 2 (PR 2) 

6 เดือน (ต่อ) 

P8 Bacillus amyloliquefaciens KJ572221.1 99% 

P9 Pseudomonas flurescens JX127246.1 98% 

P17 Bacillus subtilis GU250819.1 100% 
P20 Bacillus amyloliquefaciens HQ407277.1 99% 

ห้วยบง 60 (HB 60) 

6 เดือน 

N11 Bacillus safensis GU332638.1 97% 

P5 Bacillus subtilis MG386481.1 99% 

5 นาที (5 Natee) 

6 เดือน 
N10 Bacillus pumilus JX860616.1 99% 

N36 Bacillus subtilis KX161426.1 99% 

P9 Bacillus pumilus KJ888102.1 99% 

P14 Bacillus subtilis KF683170.1 96% 

P16 Bacillus cereus JX317637.1 98% 

P17.1 Bacillus cereus MF496242.1 98% 

P17.2 Bacillus pumilus EU321229.1 96% 
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ตารางท่ี 4.11 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก
มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 9 เดือน 
  

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
เกษตรศาสตร5์0 

(KU50) 

9 เดือน 

 

N1 Bacillus amyloliquefaciens KU551169.1 98% 
N3 Bacillus velezensis KX242452.1 99% 
N4 Bacillus amyloliquefaciens KU321523.1 100% 

N6 Bacillus safensis MG705592.1 99% 

N10 Bacillus pumilus AB301018.1 96% 

N15 Bacillus amyloliquefaciens KP059106.1 96% 

P2 Bacillus amyloliquefaciens MH769182.1 99% 

P9 Bacillus amyloliquefaciens JF826293.1 96% 

P10 Bacillus subtilis KP685408.1 97% 

P11 Bacillus amyloliquefaciens KP059106.1 99% 

P12 Bacillus amyloliquefaciens KT324616.1 96% 

พิรุณ 1 (PR 1) 

9 เดือน 
N2 Bacillus amyloliquefaciens MH144310.1 100% 

N8 Bacillus safensis MK100921.1 99% 

N14 Bacillus pumilus JQ798393.1 98% 

P3 Bacillus subtilis KJ123713.1 96% 

P4 Bacillus amyloliquefaciens KY681451.1 100% 

P6 Paenibacillus kribbensis AB489140.1 99% 

P12 Paenibacillus kribbensis NR025169.1 99% 

พิรุณ 2 (PR 2) 

9 เดือน 
N11 Bacillus amyloliquefaciens JQ936683.1 99% 

P3 Paenibacillus kribbensis AB489140.1 98% 

P4 Bacillus subtilis KF270351.1 96% 

P5 Bacillus velezensis LC414171.1 98% 

P8 Bacillus amyloliquefaciens KU321523.1 99% 

P11 Bacillus pumilus EF491624.1 96% 

P12 Bacillus amyloliquefaciens KM853035.1 98% 
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ตารางท่ี 4.11 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก

มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 9 เดือน (ต่อ) 

 

   
 

 

 

 

 

 

  

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession No. Identities 
ห้วยบง 60 (HB 60) 

9 เดือน 
N1 Bacillus safensis KU605230.1 98% 

P6 Bacillus subtilis MF417491.1 98% 

5 นาที (5 Natee) 

9 เดือน 
N4 Bacillus siamensis KU605231.1 98% 

P8 Bacillus amyloliquefaciens KJ126909.1 99% 
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ตารางท่ี 4.12 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก
มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 12 เดือน 

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession 

No. 

Identities 

เกษตรศาสตร5์0 

(KU50) 

12 เดือน 

 

N5 Bacillus subtilis HQ143563.1 98% 

N10 Lysinibacillus fusiformis KF475851.1 99% 

P1 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 99% 

P8 Bacillus siamensis KU605231.1 98% 

P9 Bacillus amyloliquefaciens MH188056.1 97% 

พิรุณ 1 (PR 1) 

12 เดือน 
N2 Bacillus amyloliquefaciens KM015452.1 98% 

N5 Bacillus subtilis MF417491.1 98% 

N6 Bacillus amyloliquefaciens MH144253.1 98% 

N9 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 99% 

N10 Bacillus amyloliquefaciens MG705576.1 99% 

P2 Bacillus subtilis KF530832.1 99% 

P4 Bacillus amyloliquefaciens KF933622.1 99% 

P8 Bacillus amyloliquefaciens FJ685773.1 99% 

พิรุณ 2 (PR 2) 

12 เดือน 
N5 Bacillus amyloliquefaciens MH211585.1 98% 

N6 Bacillus amyloliquefaciens MH910175.1 100% 

N12 Bacillus subtilis MG706013.1 99% 

N14 Bacillus subtilis FJ644629.1 99% 

P2 Bacillus amyloliquefaciens MH144273.1 100% 

P4 Bacillus subtilis MG706013.1 100% 

P7 Bacillus velezensis MF471767.1 100% 

P8 Bacillus amyloliquefaciens KM853035.1 98% 

P11 Bacillus amyloliquefaciens KP059106.1 99% 

P13 Bacillus amyloliquefaciens HQ259953.1 97% 

ห้วยบง 60 (HB 60) 

12 เดือน 
N7 Bacillus subtilis EU294413.1 98% 

P1 Bacillus amyloliquefaciens KF578137.1 98% 
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ตารางท่ี 4.12 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลทแบคทีเรียคัดแยกได้จากบริเวณราก

มันส าปะหลังเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ระยะเวลา 12 เดือน (ต่อ) 

  

  จะเห็นได้ว่าในสายพันธุ์ของมันส าปะหลังเดียวกันอาจมีสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่มี 

Accession number เดียวกัน เช่น KU50-N5 และ KU50-N34 รอบ 3 เดือน เทียบล าดับนิวโอไทด์ 

ได้เป็น Bacillus amyloliquefaciens ที่มี Accession number KY681451.1 เหมือนกัน แม้ว่าตอน

คัดแยกแบคทีเรียมีลักษณะภายนอกที่แตกต่างกัน และมีบางสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่มี Accession 

number เดียวกัน แต่มาจากคนละสายพันธุ์ของมันส าปะหลัง เนื่องจากพันธุ์ของมันส าปะหลังทั้ง 5 

สายพันธุ์นี้ปลูกในแปลงเดียวกัน เช่น PR1-P6 และ PR2-P3 รอบ 9 เดือน ที่มี Accession number 

AB489140.1 เหมือนกัน เทียบล าดับนิวโอไทด์ ได้เป็น Paenibacillus kribbensis, HT-N4 รอบ 9 

เดือน และ KU-P8 รอบ 12 เดือน มี Accession number KU605231.1 เหมือนกัน เทียบล าดับนิวโอ

ไทด์ ได้เป็น Bacillus siamensis เป็นต้น  

สายพันธุ์ ไอโซเลท สายพันธุ์ Accession 

No. 

Identities 

ห้วยบง 60 (HB 60) 

12 เดือน (ต่อ) 

P5 Bacillus subtilis JX406822.1 98% 

5 นาที (5 Natee) 

12 เดือน 
N2 Bacillus subtilis MF062627.1 97% 

P4 Bacillus amyloliquefaciens JN851189.1 99% 

P7 Bacillus amyloliquefaciens KF850148.1 97% 
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4.3 ผลการศึกษาการทดสอบกิจกรรมของเซลลูเลสด้วยวิธี DNS Method 
จากนั้นน าไอโซเลทแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 

สับสเตรต จากตารางที่ 4.8-4.12 มาท าการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โดยวิธี DNS Method 

รอบ 0 เดือน  

รอบ HT และ HB รอบ 0 เดือน มีแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้งหมด 3 ตัว พบว่ามีค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์เท่ากับ 0 เนื่องจากเมื่อค านวณจากสมการแล้ว ไม่สามารถค านวณหากิจกรรมของ

เอนไซม์ได้ 

รอบ 3 เดือน 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของ KU 50 3 เดือน 
จากรูป 4.1 แบคทีเรียที่คัดแยกได้ จาก KU 50 รอบ 3 เดือน พบทั้งหมด 26 ตัว สามารถ

ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้ 9 ตัว  ดังต่อไปนี้      

N12; 5.51*10-5 U/ml,   N23; 2.7*10-3 U/ml,  N40; 6.9*10-3 U/ml,         

  N44;  2.19*10-2 U/ml,   P10;  8.5*10-3 U/ml,            P15;  5.05*10-3    U/ml,   

P32; 3*10-4 U/ml,    P33; 3.2*10-3 U/ml,  P34; 2.4*10-3 U/ml.      

   ในรอบ 3 เดือน พบว่า มันส าปะหลังพันธุ์ KU50 มีแบคทีเรียไอโซเลท N44 มีค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 2.19*10-2 U/ml 

- KU50-N44 เป็น 1 ใน 3 ไอโซเลทแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเนื่องจากมีความสามารถในการ

ผลิตเซลลูเลส 3 ใน 3 สับสเตรตและมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 2.19*10-2 U/ml 

  

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwiCsIW5ytXiAhXf7nMBHeLEBZ8QjRx6BAgBEAU&url=https://www.shutterstock.com/th/search/%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%99&psig=AOvVaw1-2NJhSK_8k0GakKOgoxGX&ust=1559935421689854
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รอบ 6 เดือน                                                                   

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.2 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของ KU 50 และ PR1 6 เดือน 

   จากรูปที่ 4.2 ก)  KU50 รอบ 6 เดือน พบแบคทีเรียทั้งหมด 6 ตัว สามารถค านวณค่ากิจกรรม

ของ เอนไซม์ได้ 4 ตัว ดังนี้      

    N12; 6.1*10-3 U/ml,      P1; 5.3*10-3 U/ml,  

    P5; 1.14*10-2 U/ml     P8; 6.25*10-2 U/ml  

                                                                

  จากที่รูปที่ 4.2 ข) PR1 รอบ 6 เดือน พบแบคทีเรียทั้งหมด 15 ตัว สามารถค านวณค่า

กิจกรรมของเอนไซม์ได้ 2 ตัว ได้แก่  

    P13; 2.93*10-2 U/ml     P15; 7.51*10-2 U/ml  

 

  ในรอบ 6 เดือน พบว่า  

  - มันส าปะหลังพันธุ์ KU50 มีแบคทีเรียไอโซเลท  P8  มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

6.25*10-2 U/ml   

  - มันส าปะหลังพันธุ์  PR1 มีแบคทีเรียไอโซเลท  P15  มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

7.51*10-2 U/ml 

 - PR1-P15 เป็น 1 ใน 3 ไอโซเลทแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเนื่องจากมีความสามารถในการผลิต

เซลลูเลส 3 ใน 3 สับสเตรตและมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 7.51*10-2 U/ml   

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwiCsIW5ytXiAhXf7nMBHeLEBZ8QjRx6BAgBEAU&url=https://www.shutterstock.com/th/search/%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%99&psig=AOvVaw1-2NJhSK_8k0GakKOgoxGX&ust=1559935421689854
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รูปที่ 4.3 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ของ PR2, HT และ HB60 6 เดือน 

จากรูป 4.3 ก) แบคทีเรียที่คัดแยกได้ จาก PR2 รอบ 6 เดือน พบทั้งหมด 8 ตัว ตัว สามารถ

ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้ 2 ตัว ดังต่อไปนี้   

   N15; 3.5*10-3 U/ml,        และ    P20; 1.43*10-2 U/ml  

จากรูปที่ 4.3 ข)  HT 6 เดือน มี 7 ตัว และ HB 6 เดือน มี 2 ตัว ซึ่งมีแบคทีเรีย 2 ตัวที่สามารถ

ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้ดังนี้  

                      HT-N10;  5.02*10-5 U/ml  และ   HB-N11;  1.5*10-2 U/ml   

ในรอบ 6 เดือน พบว่า 

 - มันส าปะหลังพันธุ์ PR2 มีแบคทีเรียไอโซเลท P20 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

1.43*10-2 U/ml 

   - มันส าปะหลังพันธุ์ HB มีแบคทีเรียไอโซเลท N11 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

1.5*10-2 U/ml   

  - HT-N10 เป็น 1 ใน 3 ไอโซเลทแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเนื่องจากมีความสามารถในการผลิต

เซลลูเลส 3 ใน 3 สับสเตรตและมีกิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 5.02*10-5 U/ml   

  

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwiCsIW5ytXiAhXf7nMBHeLEBZ8QjRx6BAgBEAU&url=https://www.shutterstock.com/th/search/%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%99&psig=AOvVaw1-2NJhSK_8k0GakKOgoxGX&ust=1559935421689854
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 รอบ 9 เดือน                                                                   
 

                                                          

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.4 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของ PR1 และ PR2 9 เดือน  
  จากรูปที่ 4.4 ก)  PR1 รอบ 9 เดือน พบแบคทีเรียทั้งหมด 7 ตัว สามารถค านวณค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์ได้ 2 ตัว ดังนี้    

   P6; 3.75*10-2 U/ml      และ    P12; 4.41*10-2 U/ml 

จากรูปที่ 4.4 ข) PR2  รอบ 9 เดือน  พบแบคทีเรียทั้งหมด 7  ตัว  ค านวณค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ได้ 2 ตัว  ได้แก่     

  P3; 3.41*10-2 U/ml      และ    P8; 2.4*10-3 U/ml 

ในรอบ 9 เดือน พบว่า 

 - มันส าปะหลังพันธุ์ PR1 มีแบคทีเรียไอโซเลท P12 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

4.41*10-2 U/ml 

   - มันส าปะหลังพันธุ์ PR2 มีแบคทีเรียไอโซเลท P3 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

3.41*10-2 U/ml 

 ในขณะที่ KU 50 รอบ 9 เดือน พบแบคทีเรีย 11 ตัว, HT 9 เดือน พบ 2 ตัว และ HB 9 

เดือน พบแบคทีเรีย 2 ตัว  เชน่เดียวกัน ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 15 ตัวนี้ มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 0 

เนื่องจากเมื่อค านวณจากสมการแล้ว ไม่สามารถค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ได้ 
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รูปที่ 4.5 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของ PR2, HT และ HB60 12 เดือน  
  จากรูปที่ 4.5 ก)  PR2 รอบ 12 เดือน พบแบคทีเรียทั้งหมด 10 ตัว สามารถวัดค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ได้ 1 ตัว คือ  

   P7 มีค่า 4*10-3 U/ml  

  จากรูป 4.5 ข) HT 12 เดือน พบแบคทีเรีย 3 ตัว และ HB 12 เดือน พบ 3 ตัวเช่นกัน ซ่ึง

สามารถวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้ 3 ตัว ได้แก่  

   HT-P7; 1.35*10-3 U/ml,  HB-P1; 1.1*10-3 U/ml   HB-P5; 8.5*10-4 U/ml   

ในรอบ 12 เดือน พบว่า 

 - มันส าปะหลังพันธุ์ PR2 มีแบคทีเรียไอโซเลท P7 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 

4*10-3 U/ml 

   - มันส าปะหลังพันธุ์ HT และ HB มีแบคทีเรียไอโซเลท P7 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด

เท่ากับ 1.35*10-3 U/ml 

 ในขณะที่ KU50 รอบ 12 เดือน พบแบคทีเรียทั้งหมด 5 ตัว และ PR1 รอบ 12 เดือน พบ

แบคทีเรียทั้งหมด 8 ตัว ซึ่งทั้งหมดนี้มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 0 เนื่องจากเมื่อค านวณจาก

สมการแล้ว ไม่สามารถค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ได้ 
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เมื่อพิจารณาจากไอโซเลทแบคทีเรียที่สร้างส่วนใสได้กว้าง (HC) ได้ในทุกสับสเตรต 

(ภาคผนวก ก) พบว่าไอโซเลทแบคทีเรียนั้นจะมีค่าทางกิจกรรมของเอนไซม์ที่สูงเช่นกัน จึงได้คัดเลือก

ไอโซเลทแบคทีเรียที่มีการสร้างส่วนใสในบริเวณกว้าง (HC) และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่สูงมา

ทั้งหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ ไอโซเลท KU50-N44 รอบ 3 เดือน, ไอโซเลท HT-N10 รอบ 6 เดือน และ 

ไอโซเลท PR1-P15 รอบ 6 เดือน เมื่ อ พิจารณาจาก 16S rDNA แล้ วพบว่ า เป็น  Bacillus 

amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis ตามล าดับ ซึ่งทั้งสามไม่

เป็นแบคทีเรียก่อโรค โดยน ามาศึกษาการเป็นปฏิปักษ์กันของแบคทีเรีย, ภาวะที่เหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ และ ศึกษาการย่อย filter paper และใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียที่

คัดเลือก 

4.4 คัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถในการผลิตเอนไซม์ในปริมาณสูง 

4.4.1 ทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรียที่คัดเลือกมา 
 เนื่องจากแบคทีเรียที่คัดเลือกมาจากต่างสายพันธุ์กัน จึงน ามาทดสอบว่าแบคทีเรียที่คัดเลือก

มาสามารถอยู่ร่วมกันได้หรือไม่ (รูปที่ 4.6) โดยจากการทดสอบพบว่า Bacillus  amyloliquefaciens 

และ Bacillus pumilus สามารถยับยั้งซึ่งกันและกันได้เล็กน้อย  ในขณะที่  Paenibacillus 

kribbensis สามารถเจริญร่วมกันกับ  Bacillus  amyloliquefaciens และ Bacillus pumilus โดย

ไม่เป็นปฏิปักษ์กัน จึงสามารถน าไปใช้ต่อในการทดลองต่อไปได้ 

ก)                                     ข)                                         ค) 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 ทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กันของแบคทีเรีย  Bacillus amyloliquefaciens (Amy), 
Bacillus  pumilus (Pu) และ  Paenibacillus kribbensis (Pae) 
 

Pae 
 

 Pae 

Pu 

Amy 

Pae 

Pu 

Amy 
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4.4.2 หาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญจากไร่มันส าปะหลังในการผลิตเซลลูเลสของ
แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ 

4.4.2.1 แปรผันอุณหภูมิและ pH ของจุลินทรีย์ท่ีผลิตเซลลูเลสได้ 
  น าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis มาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC น าไปบ่มที่

อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  (ตารางท่ี 4.13)
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ตารางท่ี 4.13 เปรียบเทียบลักษณะ clear zone ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 

 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 37 องศาเซลเซียส 40 องศาเซลเซียส 

 
Avicel Cellobiose CMC Avicel Cellobiose CMC Avicel Cellobiose CMC 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

         

Bacillus pumilus 

         

Paenibacillus 

kribbensis 
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จากตารางที่ 4.13 ผลการทดลองพบว่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสับสเตรต Avicel  

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis พบว่า ไม่เกิด

การสร้างส่วนใส สับสเตรตเซลโลไบโอส Bacillus amyloliquefaciens และ Paenibacillus 

kribbensis สร้างส่วนใสบาง ๆ รอบโคโลนี และในสับสเตรต CMC พบการสร้างส่วนใสกว้างที่สุดใน 

Paenibacillus kribbensis รองลงมาคือ Bacillus amyloliquefaciens และ Bacillus pumilus 

ตามล าดับ 

 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสับสเตรต Avicel  Bacillus amyloliquefaciens และ 

Paenibacillus kribbensis สังเกตเห็นส่วนใสบาง ๆ รอบโคโลนี สับสเตรตเซลโลไบโอส Bacillus 

amyloliquefaciens และ Paenibacillus kribbensis สร้างส่วนใสบาง ๆ รอบโคโลนี และใน

สับสเตรต CMC พบการสร้างส่วนใสกว้างที่สุดใน Paenibacillus kribbensis รองลงมาคือ Bacillus 

amyloliquefaciens และ Bacillus pumilus ตามล าดับ 

  Bacillus amyloliquefaciens,   Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis มี

การเจริญที่ดีและสามารถสร้างส่วนใสได้มากจากการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเทียบกับ

การบ่มท่ี 30 และ 40 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก ก) น าข้อมูลไปวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad 

Prism 8 ด้วยการใช้ Two-way ANOVA พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร์เซ็นต ์(p value <0.0001)  เมื่อได้อุณหภูมิที่เหมาะสมแล้ว น ามาทดสอบบนอาหารที่มีการปรับ 

pH เป็น 5, 6, 7 และ 8 โดยมีสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส 

  



59 
 

ตารางท่ี 4.14 ลักษณะ clear zone บนอาหารที่มีการปรับเป็น pH 5, 6, 7 และ 8 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
   pH 5 pH 6 

 
Avicel Cellobiose CMC Avicel Cellobiose CMC 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

      

Bacillus pumilus 

      

Paenibacillus 

kribbensis 
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ตารางท่ี 4.14  ลักษณะ clear zone บนอาหารที่มีการปรับเป็น pH 5, 6, 7 และ 8 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ต่อ) 

 
 pH 7 pH 8 

 
Avicel Cellobiose CMC Avicel Cellobiose CMC 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

      

Bacillus pumilus 

      

Paenibacillus 

kribbensis 
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  จากตารางที่ 4.14 แสดงให้เห็นว่าในอาหารที่ปรับเป็น pH 5  Bacillus amyloliquefaciens 

มีส่วนใสที่เห็นได้ชัดเจนในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC ในส่วนของ Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis นั้นเห็นส่วนใสที่ชัดเจนในสับสเตรต CMC ในขณะที่อาหารที่ปรับเป็น pH 

6  Bacillus amyloliquefaciens มีส่วนใสที่เห็นได้ชัดเจนในสับสเตรต CMC  ในส่วนของ Bacillus 

pumilus นั้นเห็นส่วนใสบาง ๆ ในสับสเตรตเซลโลไบโอสและ CMC ในขณะที่ Paenibacillus 

kribbensis เห็นส่วนใสเล็กน้อยรอบโคโลนีในสับสเตรตเซลโลไบโอส และเห็นชัดเจนในสับสเตรต 

CMC 

  อาหารที่ปรับเป็น pH 7  Bacillus amyloliquefaciens มีส่วนใสที่เห็นได้ชัดเจนในสับสเตรต 

CMC ในส่วนของ Bacillus pumilus นั้นเห็นส่วนใสบาง ๆ ในทั้ง 3 สับสเตรต ในขณะที่ 

Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสชัดเจนในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC และในอาหารที่

ปรับเป็น pH 8  Bacillus amyloliquefaciens มีส่วนใสที่เห็นได้ชัดเจนในสับสเตรต CMC ในขณะที่

สับสเตรตเซลโลไบโอส เห็นสว่นใสบาง ๆ รอบโคโลนี ในสว่นของ Bacillus pumilus นั้นเห็นส่วนใส

ชัดเจนในสับสเตรต CMC ในขณะที่ Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสเล็กน้อยในสสับสเตรต 

Avicel และเห็นส่วนใสได้ชัดเจนในสับสเตรต CMC 

 จากการเปรียบเทียบในอาหารทั้ง 3 สับสเตรต ใน pH 5, 6, 7 และ 8 พบว่า ในสับสเตรต 

Avicel ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ แต่ในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC จากการ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  (p< 0.0001) และจากการแสดงส่วนใสในการเปรียบเทียบนี้พบว่า ที่ pH 7 

เป็น pH ที่สามารถสร้างส่วนใสในแต่ละสับสเตรตได้มากที่สุด และสร้างส่วนใสได้กว้างที่สุดอีกด้วย 

เมื่อเทียบกับ pH อ่ืน ๆ ในแต่ละสับสเตรต (ภาคผนวก ก) 

 เมื่อได้อุณหภูมิ และ pH ที่ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis สามารถเจริญเติบโตและสร้างส่วนใสได้มากท่ีสุดคือ ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส และ pH 7 แล้ว น าไปศึกษาการย่อยใน filter paper และใบมันส าปะหลัง ต่อไป 

 ในการทดลองการย่อยใน filter paper และใบมันส าปะหลัง มีการเลี้ยงเชื้อแบบผสม (co-

culture) เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis ในการย่อยสลายเซลลูโลสสูงสุด 
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4.5 ผลการย่อย Filter paper และ ใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ 

4.5.1 ย่อย Filter paper โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้    
   สภาพของ filter paper หลงัจากผ่านการบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ   

  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน ที่เชื้อเริ่มต้น 3*106 CFU/ml ในอาหารเหลวปริมาตร 3   

  มิลลิลิตรแสดงในตารางที่ 4.15 โดยน าไปส่องกล้อง SEM และหาน้ าหนักของ filter paper ที ่ 

  เปลี่ยนแปลงไป (ภาคผนวก ก) 

 
ตารางท่ี 4.15 ลักษณะของ filter paper ที่บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 28 วัน 

 

 จากตารางที่ 4.15 เมื่อเทียบน้ าหนักกับชุดควบคุมและน้ าหนักเริ่มต้นก่อนน าไปบ่ม พบว่า 

filter paper จาก B. amyloliquefaciens มีน้ าหนักที่ลดลงมากท่ีสุด 3.6 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 

filter paper จาก Paenibacillus kribbensis และ B. pumilus + Paenibacillus kribbensis ที่ 

filter paper มีน้ าหนักลดลง 3.2 เปอร์เซ็นต์ และ 3.06 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

    

control B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 

    

B. amyloliquefaciens 
+  B. pumilus 

B. amyloliquefaciens + 
 Paenibacillus kribbensis 

B. pumilus + 
 Paenibacillus 

kribbensis 

B. amyloliquefaciens 
+  B. pumilus + 

 Paenibacillus kribbensis 
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ตารางท่ี 4.16 ภาพ filter paper ที่บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 28 วัน ภายใต้กล้อง SEM ที่ก าลังขยาย 
200 เท่า 

 

 จากตารางที่ 4.16 จะเห็นได้ว่า เมื่อเทียบกับชุดควบคุม  Paenibacillus kribbensis 

แสดงการย่อยสลายของ filter paper เห็นภาพชัดเจนที่สุด รองลงมาคือ  Bacillus 

amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis และ  Bacillus pumilus + Paenibacillus 

kribbensis  ตามล าดับ จากการท าซ้ าทั้งหมด 3 รอบซึ่งให้ผลเช่นเดียวกัน 

  

4.5.2 ย่อยใบมันส าปะหลังโดยตรงโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
เมื่อท าการศึกษาใน filter paper แล้ว ท าการศึกษาต่อในใบมันส าปะหลัง โดยใช้กลุ่มเชื้อ

เหมือนกับการทดลองข้างต้น (ผลการทดลอง 4.5.1) เพ่ือเป็นการทดลองกับวัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรจากสภาพแวดล้อมจริง ก่อนน าไปปรับใช้ในแปลงมันส าปะหลังหรือสภาพแวดล้อมอ่ืน ๆ ได้

ต่อไป 

    

control B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 

 
    

B. 

amyloliquefaciens +  

B. pumilus 

B. amyloliquefaciens + 
 Paenibacillus kribbensis 

 

B. pumilus + 
 Paenibacillus kribbensis 

 

B. amyloliquefaciens 
+  B. pumilus + 

 Paenibacillus 

kribbensis 
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ตารางท่ี 4.17 ภาพใบมันส าปะหลังด้านท้องใบ (abaxial surface) ที่บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส  ใส่เชื้อเริ่มต้น 107 CFU/ml โดยหยด 100 ไมโครลิตร 
ภายใต้กล้อง SEM   ก าลังขยาย 2,000 เท่า 
 

  

 control B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 

7 วัน 

ก) ข)  ค) ง) 

14 วัน 

ก)  ข) ค) ง) 

21 วัน 

ก) ข) ค) ง) 

28 วัน 

 ก)  ข) ค)  ง) 
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 ตารางท่ี 4.17 ภาพใบมันส าปะหลังด้านท้องใบ (abaxial surface) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ใส่เชื้อเริ่มต้น 107 CFU/ml โดยหยด 100 ไมโครลิตร 
ภายใต้กล้อง SEM ก าลังขยาย 2,000 เท่า (ต่อ) 
      

 
B. amyloliquefaciens +  

B. pumilus 
B. amyloliquefaciens + 
 Paenibacillus kribbensis 

B. pumilus + 
 Paenibacillus kribbensis 

B. amyloliquefaciens +  B. pumilus 
+ Paenibacillus kribbensis 

7 วัน 

จ)  ฉ)  ช)  ญ)  

14 วัน 

จ) ฉ) ช) ญ) 

21 วัน 

จ)  ฉ) ช) ญ) 

28 วัน 

จ) ฉ) ช) ญ) 



66 
 

พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน เชื้อผสมทั้งสามสายพันธุ์พบการย่อยสลายทางโครงสร้างของ 

epidermis มากที่สุด โดยพบเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 2.6*105 CFU/ml,  Bacillus 

pumilus 1.06*106 CFU/ml  และ Paenibacillus kribbensis 2*104 CFU/ml  (ตารางที่ 4.17 

ภาพ ญ) เมื่อบ่มใบมันส าปะหลังกับเชื้อในแต่ละชุดการทดลองเทียบกับชุดควบคุม พบว่าเมื่อเวลาผ่าน

ไปเชื้อมีจ านวนลดลงในทุกการทดลอง โดยเฉพาะในภาพ ค) เมื่อน ามาเกลี่ยเชื้อลงบนอาหารแข็ง ไม่

พบ Bacillus pumilus จึงอาจเป็นสาเหตุให้ไม่เกิดการย่อยสลาย (ภาคผนวก ก) 

 เมื่อบ่มผ่านไป 14 วันพบว่า Bacillus amyloliquefaciens (ภาพ ข) มีการย่อยสลายของ

โครงสร้างของ epidermis ที่เปลี่ยนไปได้ชัดเจนที่สุด และมีจ านวนเชื้อเพ่ิมมากขึ้นจากเชื้อเริ่มต้นเป็น 

4.6*106 CFU/ml  แสดงว่าเชื้อสามารถย่อยสลายเซลลูโลสจากใบมันส าปะหลังได้ ในขณะที่การ

ทดลองอ่ืน ๆ เชื้อมีการลดลงจากเชื้อเริ่มต้น เช่น Bacillus pumilus เชื้อลดลงเหลือ 8.1*105 

CFU/ml, Paenibacillus kribbensis เชื้อลดลงเหลือ 3*104 CFU/ml เป็นต้น  แต่ยังสามารถพบการ

ย่อยสลายได้บ้างเล็กน้อย จากการบ่ม 14 วัน เชื้อเดี่ยว Bacillus amyloliquefaciens (ภาพ ข) และ 

เชื้อผสม (ภาพ ญ) สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้มากที่สุดเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 เมื่อบ่มผ่านไป 21 วันพบว่า เชื้อผสมแบบ 3 ตัว (ภาพ ญ) พบการเปลี่ยนแปลงของ 

epidermis มากที่สุด โดยพบเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 2.4*105 CFU/ml,  Bacillus 

pumilus 104 CFU/ml  และ Paenibacillus kribbensis 5*104 CFU/ml ในขณะที่  Bacillus 

amyloliquefaciens (ภาพ ฉ)  พบเชื้อมากกว่าเชื้อเริ่มต้นเป็น 2.4*106 CFU/ml   ส่วนชดุการทดลอง

อ่ืน มีการลดลงของเชื้อเริ่มต้นในทุกการทดลอง  และในตารางที่ 4.17 ชุดทดลอง ง ไม่พบเชื้อ 

Paenibacillus kribbensis แต่ในการทดลองอ่ืนยังพบการเปลี่ยนแปลงของ epidermis ได้บ้าง

เล็กน้อยเม่ือเทียบกับชุดควบคุม  

 เมื่อบ่มผ่านไป 28 วัน เชื้อผสมแบบ 3 ตัว (ภาพ ญ) พบการเปลี่ยนแปลงของ epidermis มาก

ที่สุด โดยพบเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens 2.9*105 CFU/ml,  Bacillus pumilus ไม่พบเชื้อ  

และ Paenibacillus kribbensis 104 CFU/ml ในภาพ ง และ ช ไม่พบเชื้อ Paenibacillus 

kribbensis และ Bacillus pumilus + Paenibacillus kribbensis ตามล าดับ ในขณะทีภ่าพ จ) 

Bacillus amyloliquefaciens มีปริมาณเชื้อเพ่ิมข้ึนจากเชื้อเริ่มต้นเป็น 3.8*106 CFU/ml     ส่วน

การทดลองอ่ืนเชื้อลดลงจากเชื้อเริ่มต้น เช่น Bacillus pumilus เชื้อลดลงเหลือ 2*104 CFU/ml เป็น

ต้น และจากตารางที่ 4.17 ภาพ ข, ค และ ง จะเห็นได้ว่ารูปร่างของ epidermis บนผิวใบ มีลักษณะ
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ที่เปลี่ยนไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม แสดงว่า เชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้

บางส่วน 

 จากการทดลองการย่อยเซลลูโลสในใบมันส าปะหลังโดย Bacillus amyloliquefaciens, 

Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis ที่น ามาท าเป็นเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมพบว่า ใน

การบ่มท่ี 7, 14, 21 และ 28 วัน เชื้อแต่ละตัวมีความสามารถในการย่อยสลายของโครงสร้าง 

epidermis ทีไ่ด้ผลแตกต่างกันออกไป เมื่อศึกษาดูภาพรวมแล้ว พบว่า เมื่อน ามาเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ์ 

มารวมกันเป็นเชื้อผสม สามารถย่อยสายเซลลูโลสได้มากที่สุด รองลงมา คือ เชื้อเดี่ยว Bacillus 

amyloliquefaciens ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสเหน็ภาพได้ชัดเจนที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม

  

4.5.3 ย่อยใบมันส าปะหลังในดินโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
เมื่อศึกษาความสามารถในการย่อยใบมันส าปะหลังของแบคทีเรียโดยตรงแล้ว ศึกษาต่อโดย

ทดลองในสภาวะแวดล้อมจ าลอง โดยน าใบมันส าปะหลังขนาด 10 เซนติเมตรที่ผ่านการอบแห้งแล้ว 

มาคลุกเคล้าลงในดินจากแปลงมันส าปะหลังที่มีความชื้น 30 เปอร์เซ็นต์ ใส่เชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น 

8.1*106 CFU/ml บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 28 วัน จึงน าไปส่องกล้อง SEM (ตารางที่ 4.18) โดย

ภาพรวมพบว่า เชื้อผสม Bacillus amyloliquefaciens +  Bacillus pumilus + Paenibacillus 

kribbensis ปุ่มใบ (papillae) มีความตื้นขึ้นอย่างเห็นได้ชัด (ตารางที่ 4.18 ภาพ ญ) แสดงว่าเชื้อผสม

ทั้ง  3 ชนิด สามารถย่อยสลายใบมันส าปะหลังได้ดีที่สุด และกลุ่ม Bacillus amyloliquefaciens +  

Bacillus pumilus สามารถย่อยใบมันส าปะหลังที่มีประสิทธิภาพรองลง (ภาพ จ) ซึ่งผลสอดคล้องกับ

การย่อยสลายใบมันส าปะหลังในกลุ่มเชื้อผสม 3 สายพันธุ์ 
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ตารางท่ี 4.18 ภาพใบมันส าปะหลังด้านท้องใบ (abaxial surface) ที่ผสมลงในดินจากแปลงมัน
ส าปะหลัง บ่ม 28 วัน ที่ 37 องศาเซลเซียส 2 ซ้ าการทดลอง  ใส่เชื้อเริ่มต้น 8.1*106 CFU/ml ภายใต้
กล้อง SEM ก าลังขยาย 2,000 เท่า 
 

ก1) ก2) ข1) ข2) 

control B. amyloliquefaciens 

ค1) ค2) ง1) 

 

ง2) 

B. pumilus Paenibacillus kribbensis 

จ1)  จ2) ฉ1) ฉ2) 

B. amyloliquefaciens +  B. pumilus B. amyloliquefaciens+ Paenibacillus kribbensis 

ช1) ช2) ญ1) ญ2) 

B. pumilus + 
 Paenibacillus kribbensis 

B. amyloliquefaciens +  B. pumilus + 
 Paenibacillus kribbensis 
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4.5.4  ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติของดิน 
 จากนั้นน าดินจากแปลงมันส าปะหลังที่เหลือมาวิเคราะห์คุณสมบัติของดิน โดยศึกษาพารา 

มิเตอร์ดังนี้ ค่า pH, ปริมาณอินทรีย์วัตถุในดิน, ปริมาณโพแทสเซียม, ฟอสฟอรัส, แคลเซียมและ

แมกนีเซียม, ปริมาณไนโตรเจน และปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมในดิน ในการทดลองนี้ได้ท า 2 การ

ทดลองและแต่ละพารามิเตอร์การวัดผล 3 ซ้ า ได้ผลดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.7 ผลวิเคราะห์ค่า pH จากดินตัวอย่าง Amy; B. amyloliquefaciens, Pu; B. pumilus, 
Pae; Paenibacillus kribbensis, A+Pu; B. amyloliquefaciens + B. pumilus, A+Pae; B. 
amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis, Pu+Pae; B. pumilus + Paenibacillus 
kribbensis และ All; B. amyloliquefaciens + B. pumilus + Paenibacillus kribbensis 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที่ 4.7ก) ค่า pH มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น พบค่า pH เฉลี่ยสูงขึ้นในทุกสภาวะ

การทดลอง ยกเว้นเชื้อผสม B. pumilus + Paenibacillus kribbensis และเชื้อกลุ่ม B. 

amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis ให้ค่า pH สูงที่สุด 

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.7ข)  ค่า pH เฉลี่ยเพ่ิมขึ้นในทุกสภาวะการทดลองเมื่อเทียบกับ

ชุดควบคุม เชื้อผสมทั้ง 3 ชนิด B. amyloliquefaciens + B. pumilus + Paenibacillus kribbensis 

เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีค่า pH สูงที่สุด  

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.7ก และ 4.7ข) พบว่า ค่า pH เฉลี่ยสูงขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

เป็นไปในทิศทางเดียวกัน และเมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธ ี

One-way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร์เซ็นต ์(p<0.05)          
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รูปที่ 4.8 ผลวิเคราะห์ค่าปริมาณอินทรีย์วัตถุในดินจากดินตัวอย่าง 

  จากการทดลองครั้งที่ 1 (รูปที่ 4.8ก) พบว่าค่าปริมาณอินทรีย์วัตถุเฉลี่ยสูงกว่าชุดควบคุมใน

ทุกสภาวะการทดลอง โดยในเชื้อผสม B. pumilus + Paenibacillus kribbensis มีค่าเฉลี่ยปริมาณ

อินทรีย์วัตถุมากท่ีสุด  

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.8ข) ค่าปริมาณอินทรีย์วัตถุเฉลี่ยเมื่อเทียบกับชุดควบคุมแล้วเกิด

การเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย และใน B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มี

ค่าเฉลี่ยปริมาณอินทรีย์วัตถุสูงสุด 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.8ก และ 4.8ข) พบว่า ค่าปริมาณอินทรีย์วัตถุเฉลี่ยเพ่ิมข้ึนเมื่อ

เทียบกับชุดควบคุม และเม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-

way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร์เซ็นต ์(p<0.05)           
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รูปที่ 4.9 ผลวิเคราะห์ค่าปริมาณฟอสฟอรัสในดินจากดินตัวอย่าง 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที่ 4.9ก) ค่าปริมาณฟอสฟอรัสเฉลี่ยในแต่ละเชื้อมีความแตกต่างอย่าง

เห็นได้ชัดเจน มีค่าเฉลี่ยปริมาณฟอสฟอรัสสูงกว่าชุดควบคุมในทุกสภาวะการทดลอง และเชื้อผสม B. 

amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีค่าเฉลี่ยปริมาณ

ฟอสฟอรัสสูงสุด  

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.9ข) ค่าปริมาณฟอสฟอรัสเฉลี่ยค่อนข้างอยู่ในระดับเดียวกัน 

พบว่าทุกสภาวะการทดลองมีค่าเฉลี่ยทีล่ดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ยกเว้น B. amyloliquefaciens 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีค่าเฉลี่ยมากกว่าชุดควบคุม และเป็นแบคทีเรียที่มีค่าเฉลี่ยปริมาณฟอสฟอรัสสูงสุด

ในการทดลองครั้งที่ 2 นี้ 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.9ก และ 4.9ข) พบว่า ค่าปริมาณฟอสฟอรัสเฉลี่ยไม่เป็นไปใน

ทิศทางเดียวกัน แต่เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-way 

ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

(p<0.05)          
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รปูท่ี 4.10 ผลวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมในดินจากดินตัวอย่าง 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที่ 4.10ก) ค่าปริมาณโพแทสเซียมเฉลี่ยสูงกว่าชุดควบคุมในทุกสภาวะ

การทดลอง และ เชื้อผสม B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis เป็นกลุ่มแบคทีเรีย

ที่มีค่าเฉลี่ยปริมาณโพแทสเซียมสูงสุด 

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.10ข) ค่าปริมาณโพแทสเซียมเฉลี่ยมีค่าสูงขึ้นในทุกสภาวะการ

ทดลอง และ B. amyloliquefaciens เป็นแบคทีเรียที่ให้ผลวิเคราะห์ปริมาณโพแทสเซียมเฉลี่ยสูงสุด

จากการทดลองนี้ 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.10ก และ 4.10ข) พบว่า ค่าปริมาณโพแทสเซียมเฉลี่ยเพ่ิมขึ้นเมื่อ

เทียบกับชุดควบคุม และเม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-

way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร์เซ็นต ์(p<0.05)          
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รูปที่ 4.11 ผลวิเคราะห์ค่าปริมาณแคลเซียมในดินจากดินตัวอย่าง 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที่ 4.11ก) ค่าปริมาณแคลเซียมเฉลี่ยมีค่าสูงขึ้นในทุกสภาวะการ

ทดลองยกเว้นใน B. pumilus ที่มีค่าปริมาณแคลเซียมเฉลี่ยลดลง และ เชื้อผสม B. 

amyloliquefaciens + Paenibacillus  kribbensis มีค่าปริมาณแคลเซียมเฉลี่ยสูงสุด   

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.11ข) ค่าปริมาณแคลเซียมเฉลี่ยมีค่าสูงขึ้นในทุกสภาวะการ

ทดลอง ยกเว้นในกลุ่มเชื้อผสม B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มีค่าปริมาณ

แคลเซียมเฉลี่ยลดลง และ B. pumilus  มีค่าปริมาณแคลเซียมเฉลี่ยสูงสุด   

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.10ก และ 4.10ข) พบว่า ค่าปริมาณโพแทสเซียมเฉลี่ยเพ่ิมขึ้นบาง

สภาวะการทดลอง และลดลงในบางสภาวะการทดลองเช่นเดียวกันเมื่อเทียบกับชุดควบคุม  เมื่อน า

ข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-way ANOVA แบบ Tukey 

พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05)          
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รูปที่ 4.12 ผลวิเคราะห์ค่าปริมาณแมกนีเซียมในดินจากดินตัวอย่าง 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที ่ 4.12ก) พบว่าค่าปริมาณแมกนีเซียมเฉลี่ยสูงขึ้นใน 4 สภาวะการ

ทดลองเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ได้แก่ B. amyloliquefaciens, Paenibacillus kribbensis, เชื้อผสม 

B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis และ B. amyloliquefaciens +            B. 

pumilus + Paenibacillus kribbensis ค่าเฉลี่ยลดลง 3 การทดลอง ได้แก่ B. pumilus, กลุ่มเชื้อ B. 

amyloliquefaciens +  B. pumilus และ B. pumilus + Paenibacillus kribbensis  

  จากการทดลองครั้งที่ 2 (รูปที่ 4.12ข)    ค่าปริมาณแมกนีเซียมเฉลี่ยสูงขึ้นในทุกสภาวะการ

ทดลองเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ยกเว้น กลุ่มเชื้อ B. amyloliquefaciens + Paenibacillus 

kribbensis ที่มีค่าเฉลี่ยลดลง 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.12ก และ 4.12ข) พบว่า ค่าปริมาณแมกนีเซียมเฉลี่ยเมื่อเทียบกับ

คอนโทรลแล้วค่อนข้างแปรผัน ไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน และเม่ือน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วย

โปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05)          
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รูปที่ 4.13 ผลวิเคราะห์ค่าปริมาณไนโตรเจนในดินจากดินตัวอย่าง 

 การทดลองครั้งท่ี 1 (รูปที่ 4.13ก) ปริมาณไนโตรเจนมีค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 0.05 เกือบทุก

กลุ่มสภาวะการทดลอง ยกเว้น เชื้อผสม B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis ที่มี

ค่าเฉลี่ยลดลง  

  การทดลองครั้งท่ี 2 (รูปที่ 4.13ข) ปริมาณไนโตรเจนมีค่าเฉลี่ยเพิ่มข้ึนในทุกกลุ่มสภาวะการ

ทดลองเมื่อเทียบกับชุดควบคุม มีค่าเฉลี่ยสูงที่สุดใน Paenibacillus kribbensis, กลุ่มเชื้อ B. 

amyloliquefaciens +  B. pumilus, B. amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis, B. 

pumilus + Paenibacillus kribbensis และเชื้อผสมทั้ง 3 ตัว B. amyloliquefaciens +  B. 

pumilus + Paenibacillus kribbensis โดยมีค่าเฉลี่ยสูงสุดอยู่ที่ 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.13ก และ 4.13ข) พบว่า ค่าปริมาณไนโตรเจนเฉลี่ยมีค่าไม่แตกต่าง

กันมากนักเม่ือเทียบกับชุดควบคุมในแต่ละสภาวะการทดลอง  เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผลด้วย

โปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธี One-way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05)          
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รูปที่ 4.14 ผลวิเคราะห์ปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมในดินจากดินตัวอย่าง 
 จากการทดลองท่ี 1 (รูปที่ 4.14ก) ค่าปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมเฉลี่ยมีค่าสูงขึ้นเกือบทุก

กลุ่มสภาวะการทดลองเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ยกเว้น B. pumilus ที่มีค่าเฉลี่ยลดลง และ B. 

amyloliquefaciens มีค่าปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมเฉลี่ยสูงสุด  

  การทดลองที่ 2 (รูปที่ 4.14ข) ปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมเฉลี่ยลดลงเกือบทุกกลุ่มเมื่อเทียบ

กับชุดควบคุม ยกเว้น ในกลุ่มเชื้อผสม B. amyloliquefaciens + B. pumilus และ B. 

amyloliquefaciens + Paenibacillus  kribbensis โดยกลุ่ม B. amyloliquefaciens + 

Paenibacillus  kribbensis มีค่าปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมเฉลี่ยสูงสุด 

  ทั้งสองการทดลอง (รูปที่ 4.14ก และ 4.14ข) พบว่า ค่าปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมเฉลี่ยเมื่อ

เทียบกับชุดควบคุมแล้วค่อนข้างแปรผัน ไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน และเมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ผล

ด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวธิี One-way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ (p<0.05)          
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บทท่ี 5  
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

5.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเซลลูเลสจากดิน  
แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในงานวิจัยนี้มีมากมาย

หลากหลายสายพันธุ์ เช่น  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Paenibacillus 

kribbensis, Bacillus subtilis และ Bacillus cereus เป็นต้น ซึ่งพบว่ามีความคล้ายคลึงกับงานวิจัย

อ่ืน อาทิเช่น งานวิจัยของ Korpole et al. (2011) ซึ่งคัดแยก Bacillus pumilus ได้จากดินในประเทศ

อินเดีย น ามาทดสอบกิจกรรมเอนโดกลูคาเนส พบว่าผลิตได้สูงสุด 4.8 ยูนิตต่อมิลลิตร ในงานวิจัยของ 

(Kim et al., 2012) แยกแบคทีเรียจากดินในแปลงการเกษตร ประเทศเกาหลี พบ Bacillus 

licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amylolicheniformis ที่สามารถ

ผลิตเซลลูเลสได้ น ามาทดสอบกิจกรรมของเอนโดกลูคาเนส พบว่า Bacillus subtilis ให้ค่ากิจกรรม

สูงสุดที่ 0.28 ยูนิตต่อมิลลิตร 

ในขั้นตอนแรกของงานวิจัยนี้จึงศึกษาความสามารถในการผลิตเซลลูเลสจากแบคทีเรียที่คัด

แยกได้ น ามาทดสอบการย่อยใน 3 สับสเตรต ได้แก่ Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC คัดเลือก

แบคทีเรียที่สามารถย่อยสับสเตรตได้ 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 สับสเตรต ดีที่สุด 3 สายพันธุ์ นั่นคือ KU50-

N44 รอบ 3 เดือน, HT-N10 รอบ 6 เดือน และ PR1-P15 รอบ 6 เดือน ซึ่งทั้ง 3 สายพันธุ์นี้สามารถ

ย่อยได้ทั้ง 3 สับสเตรต หลังจากน าไปเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์แล้ว พบว่า แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ  

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis ตามล าดับ และ

เมื่อน าไปทดสอบกิจกรรมของเซลลูเลสด้วยวิธ ีDNS Method พบว่า แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์นี้ มีค่า

กิจกรรมของเซลลูเลสที่สูงที่สุดเช่นเดียวกัน คือ 2.19*10-2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร, 5.02*10-5 ยูนิตต่อ         

มิลลิตร และ 7.51*10-2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ   

จากการทดสอบบนอาหารแข็งทั้ง 3 สับสเตรต จะพบว่า บนสับสเตรต Avicel จะไม่ค่อยพบ

การเปลี่ยนแปลงมากนัก เนื่องจากโดยปกติแล้วเอกโซกลูคาเนสจะท างานร่วมกับเอนโดกลูคาเนส 

(รุสนี, 2552) ท าให้ผลของค่าเอนไซม์ที่แสดงออกมานั้นไม่มีประสิทธิภาพมากนัก และจากการทดสอบ

กิจกรรมของเอนไซม์ด้วยวิธี DNS Method จะพบว่ามีแบคทีเรียบางตัวไม่สามารถวิเคราะห์กิจกรรม

ของเอนไซม์ได้ เนื่องจากแบคทีเรียปล่อยเอนไซม์มาย่อยสลายเซลลูโลสมีน้อยหรือเวลาที่ใช้ในการย่อย

สลายเซลลูโลสแต่ละชนิดอาจมีเวลาไม่มากพอ ท าให้ไม่สามารถหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ได้หรือค่า

กิจกรรมที่ได้นั้นมีค่าต่ า  
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ตารางท่ี 5.1 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียจากงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่น 
  

แบคทีเรีย จ านวนช่ัวโมง
ที่เลี้ยง 

แหล่ง
คาร์บอน 

บัฟเฟอร์ที่ใช้ ปริมาณ
เอนไซม์ทีไ่ด ้

อ้างอิง 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

24 ชั่วโมง 0.5% 
CMC 

Sodium acetate 
buffer (pH 5.5) 

2.19*10-2 
U/ml 

งานวิจัยนี้ 

Bacillus pumilus 24 ชั่วโมง 0.5% 
CMC 

Sodium acetate 
buffer (pH 5.5) 

5.02*10-5 

U/ml 
งานวิจัยนี้ 

Paenibacillus 
kribbensis 

24 ชั่วโมง 0.5% 
CMC 

Sodium acetate 
buffer (pH 5.5) 

7.51*10-2 
U/ml 

งานวิจัยนี้ 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
DL-3 

72 ชั่วโมง 2% ร า
ข้าว 

Tris-HCl buffer 
(pH 7) 

102.0 U/ml Jo et al. 
(2008) 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
NBRC3035 

48 ชั่วโมง 2% CMC Phosphate 
buffer (pH 7.0) 

0.079 U/ml Singh et 
al. (2013) 

Bacillus pumilus 
MGB05 

72 ชั่วโมง 1% CMC citrate buffer 
(pH 5.0) 

0.262U/ml Bhuyan 
et al. 
(2018) 

Bacillus pumilus 72 ชั่วโมง 1% CMC phosphate 
citrate buffer 
(pH 5.0) 

0.331 U/ml Lisdiyanti 
et al. 
(2012) 

Paenibacillus sp. 24 ชั่วโมง 1% CMC Sodium citrate 
buffer (pH 4.8) 

0.154 U/ml de Castro 
et al. 
(2011) 

Paenibacillus elgii 72 ชั่วโมง 1% CMC Phosphate 
buffer (pH 8.0) 

15.75 U/ml Lisdiyanti 
et al. 
(2012) 

Paenibacillus 
terrae ME27-1 

60 ชั่วโมง 2% CMC Sodium citrate 
buffer (pH 5.5) 

0.17 U/ml Liang et 
al. (2014) 
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 จากตารางการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียพบว่า แบคทีเรีย

จากงานวิจัยนี้ ผลิตเซลลูเลสได้ค่อนข้างน้อย เมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่น ประสิทธิภาพในการผลิตเซลลู

เลสนั้นอาจเนื่องมาจากระยะเวลาในการเลี้ยง, จ านวนเชื้อเริ่มต้น, บัฟเฟอร์ที่ใช้, pH, อุณหภูมิ, อัตรา

การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และแหล่งคาร์บอนที่ใช้ ซึ่งการเลือกความเข้มข้นและแหล่งคาร์บอนที่

เหมาะสมนั้นมีความส าคัญต่อแบคทีเรียเช่นเดียวกัน  โดยอัตราการเจริญของแบคทีเรียในงานวิจัยนี้ 

พบว่า Paenibacillus kribbensis มีอัตราการเจริญเติบโตที่ช้าเมื่อเปรียบเทียบกับ Bacillus 

amyloliquefaciens และ Bacillus pumilus เมื่อน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงและหาจ านวนแบคทีเรีย

พบว่า Paenibacillus kribbensis ได้จ านวนเซลล์แบคทีเรียที่น้อย เมื่อเทียบกับ Bacillus 

amyloliquefaciens และ Bacillus pumilus (ภาคผนวก ง) ซ่ึงส่งผลต่อการการย่อย Filter paper 

และ ใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้การวิจัยต่อไป 

5.2 การหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียที่ผลิตเซลลูเลสได้จากแบคทีเรียท่ีคัดเลือก 
 ผลการทดลอง พบว่าอุณหภูมิที่ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis สามารถเจริญเติบโตและย่อยสลายสับสเตรตแต่ละชนิดได้มากที่สุด คือ 

37 องศาเซลเซียส และท่ี pH 7 เมื่อเลี้ยงในอาหารแข็ง ซึ่งสอดคล้องกับ Ray et al. (2007) ที่

เพาะเลี้ยง Bacillus subtilis CY5 และ Bacillus circulans TP3 พบว่าช่วง pH 7-7.5 แบคทีเรีย

สามารถผลิตเซลลูเลสได้มากที่สุด ในขณะที่ Karim et al. (2015) ศึกษากิจกรรมของเอนโดกลูคาเนส

จาก Bacillus licheniformis KIBGE-IB2  พบว่ามีกิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส และ pH 6 เช่นเดียวกับ Shankar and Isaiarasu (2011) ที่ศึกษากิจกรรมของเซลลูเลสจาก  

Bacillus pumilus EWBCM1 พบว่ามีกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ pH 6 

เช่นเดียวกัน ทางด้านของ Akhtar et al. (2013) พบว่าที่ pH 7 Bacillus pumilus สามารถผลิตเซลลู

เลสได้สูงสุด เช่นเดียวกับ Immanuel et al. (2006) ที่ศึกษาการผลิตเอนโดกลูคาเนสจาก Bacillus 

spp. พบว่าที่ pH 7 สามาถผลิตเซลลูเลสได้สูงสุด คือ 0.0165 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แต่ในงานวิจัยของ 

Rasul et al. (2015) ที่ศึกษากิจกรรมของเซลลูเลสพบว่า Bacillus sp. มีกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส และ pH 7 สว่นทาง Lee et al. (2008) พบว่า Bacillus amyloliquefaciens  มี

กิจกรรมของเซลลูเลสสูงสุดที่ 50 องศาเซลเซียส  
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5.3 การย่อย Filter paper และ ใบมันส าปะหลังโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได้  
  แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เป็นเชื้อเดี่ยวนั้น ได้แก่ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus และ Paenibacillus kribbensis เมื่อน าไปทดสอบการย่อยใน filter paper แล้วพบว่า

สามารถย่อยสลาย filter paper ได้บางส่วน ซึ่งใน Paenibacillus kribbensis สามารถย่อยได้ดีที่

ที่สุด เมือ่เปรียบเทียบกับเชื้อเดี่ยว จะเห็นได้ว่าเชื้อผสม Bacillus amyloliquefaciens + 

Paenibacillus kribbensis มีการย่อยสลายได้ดีรองลงมา ตามด้วย Bacillus pumilus + 

Paenibacillus kribbensis  ตามล าดับ การใช้แบคทีเรียผสมที่มีคุณสมบัติที่แตกต่างกันของแต่ละ

แบคทีเรีย อาจจะช่วยส่งเสริมและเพ่ิมประสิทธิ ภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสเพ่ิมขึ้นได้จากนั้น

ท าการศึกษาต่อในใบมันส าปะหลัง เพ่ือเป็นการทดลองกับวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร พบว่าในกลุ่ม

เชื้อผสมของแบคทีเรียทั้ง  3 สายพันธุ์ สามารถย่อยสลายใบมันส าปะหลังได้เห็นภาพชัดเจนมากท่ีสุด 

เช่นเดียวกับงานวิจัยอ่ืน ๆ อาทิเช่น Abdel-Rahman et al. (2016) ท าการย่อยฟางข้าวที่ใส่มูลของ

สัตว์ ด้วยเชื้อ Bacillus licheniformis 1-1v และ Bacillus sonorensis 7-1v ในอัตราส่วน 1:1 

ปริมาณเชื้อเริ่มต้น 6.8 × 107 cfu/ml และ 3.6 × 107 cfu/ml ตามล าดับ ละลายเชื้อ 20 เท่าและพ่น

ลงไป 1 เปอร์เซ็นต์ บนกองฟางขนาด 10 กิโลกรัม พ่นวันที่ 1, 11 และ 23 ทิ้งไว้ 110 วัน พบว่าลด

ระยะเวลาในการท าปุ๋ยหมักลง 40-43 เปอร์เซ็นต์ และยังช่วยเพิ่มค่าไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส และ

โพแทสเซียมอีกด้วย 

รองลงมา คือ เชื้อเดี่ยว Bacillus amyloliquefaciens ซึ่งพบว่าเชื้อเดี่ยวมีความสามารถฝน

การย่อยสลายได้ดีเช่นเดียวกัน ดังเช่นในงานวิจัยของ Akhtar et al. (2013) ท าการย่อยใบของต้น

ยางพารา, ยูคาลิปตัส, อโศกอินเดีย, สัก และ มะม่วง ที่ตัดให้มีขนาด 2-3 เซนติเมตร ทั้งหมด 1 

กิโลกรัมน้ าหนักแห้ง ด้วยเชื้อ Bacillus sp. ใส่เชื้อเริ่มต้น 7 × 109 cfu/ml 1 kg of biomass บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 90 วนั ศึกษาเซลลูโลสคงเหลือ, คาร์บอน และสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

พบว่าปริมาณเซลลูโลสลดลง 7 เปอร์เซ็นต์, คาร์บอนลดลง 25 เปอร์เซ็นต์ และอัตราส่วนระหว่าง

คาร์บอนและไนโตรเจนลดลง 47 เปอร์เซ็นต์  

จากนั้นน าใบมันส าปะหลังมาทดสอบในสภาวะแวดล้อมจ าลอง โดยน าใบมันส าปะหลังขนาด 

10 เซนติเมตรที่ผ่านการอบแห้งแล้ว มาคลุกเคล้าลงในดินจากแปลงมันส าปะหลังที่มีความชื้น 30 

เปอร์เซ็นต์ ใส่เชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น 106 CFU/ml บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 28 วัน หลังจากส ารวจ

ภายใต้กล้อง SEM แล้วพบว่า กลุ่มเชื้อผสม Bacillus amyloliquefaciens +  Bacillus pumilus + 

Paenibacillus kribbensis พบการเปลี่ยนแปลงของใบมันส าปะหลังมากที่สุด แสดงว่าเชื้อผสมทั้ง  3 
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ชนิดสามารถย่อยสลายใบมันส าปะหลังได้ดีที่สุด รองลงมา คือกลุ่ม Bacillus amyloliquefaciens +  

Bacillus pumilus เมื่อเอนไซม์ท้ังสามชนิดท างานร่วมกัน แต่ละเอนไซม์จะท างานเกื้อหนุนซึ่งกันและ

กัน ส่งผลให้การย่อยสลายมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน  

ผลที่ได้จากการทดสอบการย่อยใบมันส าปะหลังในดินและ ใบมันส าปะหลังเปล่า ๆ เพียง

อย่างเดียวนั้น จะเห็นได้ว่า ส่วนใหญ่ให้ผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกัน อาจจะแตกต่างบ้าง

เล็กน้อย เนื่องจากเม่ือท าการทดลองในดินแล้ว ปัจจัยในดินต่าง ๆ  อาจจะมีผลต่อปริมาณและชนิดของ

จุลินทรีย์ที่อยู่ในดินด้วย (Tourna et al., 2008) อย่างไรก็ดีความสามารถในการย่อยสลายชีวมวลต่าง 

ๆ นั้น ขึ้นอยู่กับความซับซ้อนของโครงสร้างพันธะระหว่างเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่

เชื่อมต่อกัน (Hon, 2017) โดยการย่อยสลายบนใบที่เกิดข้ึนเนื่องจากการย่อยของแบคทีเรียซึ่งจะ

น าไปสู่การย่อยที่เพ่ิมมากข้ึนในอนาคต (Naik et al., 2010) 

  ผลการวิเคราะห์เพ่ือวิเคราะห์คุณสมบัติของดิน โดยศึกษา 8 พารามิเตอร์ คือ ค่า pH, ปริมาณ

อินทรีย์วัตถุในดิน, ปริมาณโพแทสเซียม, ฟอสฟอรัส, แคลเซียมและแมกนีเซียม, ปริมาณไนโตรเจน 

และปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมในดิน พบว่าในแต่ละสภาวะมีค่าแตกต่างกันออกไป เนื่องจากมีปัจจัย

ภายนอกที่ท าให้ผลการทดลองไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน อาท ิค่าความผิดพลาดจากการท างานของ

คน หรือค่าความคลาดเคลื่อนทางเครื่องมือวิเคราะห์คุณภาพ    ซึ่งส่งผลต่อผลการวิเคราะห์ท าให้ไม่

เป็นไปในทิศทางเดียวกัน เมื่อน าข้อมูลไปวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Graphpad Prism 8 ด้วยวิธ ี

One-way ANOVA แบบ Tukey พบว่าไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร์เซ็นต ์(p<0.05)          
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บทที่ 6  
ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 

  

  1. ในขั้นตอนงานวิจัยการย่อย filter paper, ใบมันส าปะหลัง และใบมันส าปะหลังในดิน ควร

ใช้เชื้อแบคทีเรียเริ่มต้นปริมาณท่ีมากข้ึน อาทิ 108 CFU/ml  เพ่ือส่งเสริมประสิทธิภาพของการย่อย

สลายได้มากยิ่งขึ้น  

  2. เพ่ิมปริมาณน้ าหนักของใบมันส าปะหลังในขั้นตอนการย่อยใบมันส าปะหลังในดิน เป็น 1-5 

เปอร์เซ็นต ์(w/w) ซึง่จะท าให้เห็นผลของการทดลองได้ชัดเจนและมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

 3. ศึกษาความแปรผันของปัจจัยอื่น เช่น เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นของสับสเตรตเริ่มต้น  หรือ 

ช่วง pH ของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในวิธี DNS assay เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพที่แบคทีเรียสามารถผลิตเซลลูเลส

ได้มากท่ีสุด  

 4. ศึกษาและวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในอาหารเลี้ยงแบคทีเรียให้มีปริมาณเท่ากัน และให้มี

ปริมาณมากพอก่อนน ามาทดสอบหาค่ากิจกรรมของเอน ไซม์ด้วยวิธี DNS assay เพ่ือให้ผลการทดลอง

มีประสิทธิภาพและน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
    - แสดงผลการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสบนสับสเตรต Avicel, Cellobiose และ CMC และ
ลักษณะของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
    - แสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้นในสับสเตรตทั้ง 3 ชนิด 
    - แสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้น เมื่อบ่มที่ 30, 37 และ 
40 องศาเซลเซียส 
    - แสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้น เมื่อบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียสในอาหารที่ปรับ pH เป็น 5, 6, 7, 8 
    - แสดงผลน้ าหนักของ Filter paper ที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อผ่านการบ่ม 28 วัน 
    - ผลการนับเชื้อแบคทีเรียบนใบมันส าปะหลังท่ี 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ 
    - แสดงค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียที่ 540 nm 
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HT 0 เดือน 

 

HB 0 เดือน 

 

 

 

KU 50 3 เดือน 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N4;  Bacillus amyloliquefaciens  เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N3 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N2 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

N5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N7 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N12 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N16 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, และ CMC 

    

N17 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N22 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N23 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N24 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N34 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N40 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N41: Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N42 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N44: Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N45: Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P3 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P5 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P10 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

 

 

   

P13 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P15 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P24 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P30 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P32 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 3 เดือน (ต่อ) 

 

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P33 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P34 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 6 เดือน  

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

 

   

N10 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

  

 

 

N12 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

  

 

P1 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

  

 

P3 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 



108 
 

KU 50 6 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

PR 1 6 เดือน 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

 

  

 

P5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

  

 

 

P8 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N1 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR 1 6 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

  

 

N6 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

N9 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

N12 :  Bacillus aerophilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR 1 6 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

 

   

N19 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

  

 

 

N23 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

P4 :  Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

P5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR 1 6 เดือน (ต่อ) 

 

 

PR 1 6 เดือน (ต่อ) 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

 

   

P6 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

  

  

P8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

P9 :  Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

 

   

P11 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P13 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

 

 

 

 

P15 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR 2 6 เดือน 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N15 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N17 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N23 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P1 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR 2 6 เดือน (ต่อ) 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC  

   

 

P9 : Pseudomonas flurescens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P17 :  Bacillus subtilis เหน็ส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P20 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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HB 60 6 เดือน  

 

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N11 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P5 :  Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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HT 6 เดือน 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N10 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N36 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P9 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P14 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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HT 6 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P16 : Bacillus cereus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P17.1 : Bacillus cereus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P17.2 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 9 เดือน  

 

 

KU 50 9 เดือน (ต่อ) 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N1 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N3 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N4 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N6 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 9 เดือน (ต่อ) 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N10 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

N15 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P2 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P9 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P10 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P11 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P12 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR1 9 เดือน  

 

 

PR1 9 เดือน (ต่อ) 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N2 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

N8 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N14 : Bacillus pumilus เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P3 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P4 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P6 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P12 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR2 9 เดือน  

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N11 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P3 : Paenibacillus kribbensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P4 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P5 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR2 9 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P11 : Bacillus pumilus เหน็ส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P12 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 



125 
 

HB 9 เดือน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N1 : Bacillus safensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P6 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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HT 9 เดือน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N4 : Bacillus siamensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 12 เดือน 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N5 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

N10 : Lysinibacillus fusiformis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P1 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P8 : Bacillus siamensis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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KU 50 12 เดือน (ต่อ) 

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P9 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR1 12 เดือน 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N2 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

   

 

N5 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N6 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N9 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR1 12 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N10 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P2 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P4 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P8 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR2 12 เดือน  

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N5 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

N6 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N12 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

N14 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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PR2 12 เดือน (ต่อ) 

 

 

 

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P2 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 

    

P4 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P7 : Bacillus velezensis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P8 :  Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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PR2 12 เดือน (ต่อ) 

 

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

P11 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P13 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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HB 12 เดือน  

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N7 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

   

 

P1 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P5 : Bacillus subtilis เห็นสว่นใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 
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HT 12 เดือน  

 

  

Avicel Cellobiose CMC Gram staining 

    

N2 : Bacillus subtilis เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel และ CMC 

    

P4 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรตเซลโลไบโอส และ CMC 

    

P7 : Bacillus amyloliquefaciens เห็นส่วนใสในสับสเตรต Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC 
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ตารางแสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้นในสับสเตรตทั้ง 3 ชนิด 

รอบ 0 เดือน 

 

รอบ 3 เดือน 

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

HT-N4 ไม่มี 1 1 
HB-N3 ไม่มี 1 1 

HB-N5 ไม่มี 1 1 

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

KU50-N2 1.46 1 1 
KU50-N5 ไม่มี 1 1 

KU50-N7 ไม่มี 1 1 

KU50-N8 ไม่มี 1 1 
KU50-N12 ไม่มี 1 1 

KU50-N16 1.33 ไม่มี 1 

KU50-N17 1 1 1 
KU50-N22 ไม่มี 1 1 

KU50-N23 1.43 1 1 
KU50-N24 ไม่มี 1 1 

KU50-N34 ไม่มี 1 1 

KU50-N40 1 1.17 1.3 
KU50-N41 1 1 1 

KU50-N42 1 1 1 

KU50-N44 1.18 1 1 
KU50-N45 1 1 1 

KU50-P3 1 1 1.3 
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รอบ 3 เดือน (ต่อ) 

 

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

KU50-P5 1 1 1.8 
KU50-P10 ไม่มี 1 1 

KU50-P13 1.25 1 1.1 

KU50-P15 1 1 1 
KU50-P24 1.54 ไม่มี 1 

KU50-P30 1 1 1.27 

KU50-P32 1.33 1 1 
KU50-P33 1.12 1.13 2.29 

KU50-P34 1.47 1 1 
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รอบ 6 เดือน  

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

KU50-N10 1 1 2 
KU50-N12 ไม่มี 1 1 

KU50-P1 ไม่มี 1 1 

KU50-P3 1 1 1 
KU50-P5 1 1 1 

KU50-P8 1 1.5 2.8 

PR1-N1 1 1 1.14 
PR1-N5 ไม่มี 1 1 

PR1-N6 1 1 1 
PR1-N9 1 1 1 

PR1-N12 1 1 2 

PR1-N19 1 1 1 
PR1-N23 ไม่มี 1 1 

PR1-P4 ไม่มี 1 1.26 

PR1-P5 1 1 1 
PR1-P6 1 1.2 2.2 

PR1-P8 ไม่มี 1 1 

PR1-P9 ไม่มี 1.4 1 
PR1-P11 1 1.25 1.7 

PR1-P13 1.16 1 3 
PR1-P15 1 1.4 3 
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รอบ 6 เดือน (ต่อ) 

 

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

PR2-N15 1 1.2 1.8 
PR2-N17 1 1 1 

PR2-N23 1 1 1 

PR2-P1 1 1 1 
PR2-P8 1 1.1 1 

PR2-P9 1 ไม่มี 1 

PR2-P17 ไม่มี 1 1.2 
PR2-P20 1 1 1 

HB-N11 1 1 2.6 
HB-P5 1.33 1 1 

HT-N10 1 1 2 

HT-N36 ไม่มี 1.1 1 
HT-P9 1 1.2 2 

HT-P14 1.38 1 1 

HT-P16 2 ไม่มี 1 
HT-P17.1 6.6 ไม่มี 1.25 

HT-P17.2 1 1.33 1.5 
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รอบ 9 เดือน  

 

 

 

 

 

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

KU50-N1 ไม่มี 1 1 
KU50-N3 1 1 1 
KU50-N4 1 1 1 
KU50-N6 1 1 1.8 
KU50-N10 1 1 2.4 
KU50-N15 1 1 1 
KU50-P2 ไม่มี 1 1 
KU50-P9 ไม่มี 1 1 
KU50-P10 1 1 1 
KU50-P11 1 1 1 
KU50-P12 ไม่มี 1 1 
PR1-N2 1.6 ไม่มี 1 
PR1-N8 1.4 1 2 
PR1-N14 1 1 2 
PR1-P3 1.75 1 1 
PR1-P4 ไม่มี 1 1 
PR1-P6 2.67 1 2.43 
PR1-P12 1 2 2.71 
PR2-N11 ไม่มี 1 1 
PR2-P3 1 1.2 2.25 
PR2-P4 1 1 1 
PR2-P5 ไม่มี 1 1 
PR2-P8 1 1 1.13 
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รอบ 9 เดือน (ต่อ) 

 

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

PR2-P11 1.25 1.4 1 
PR2-P12 1 1 1 

HB-N1 1 1 2.2 

HB-P6 ไม่มี 1 1 
HT-N4 1 1 1 

HT-P8 1 1 1.8 
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รอบ 12 เดือน  

 

 

 

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

KU50-N5 1 1 1 
KU50-N10 ไม่มี 1 1 

KU50-P1 1 1 1.1 

KU50-P8 1 1 1.09 
KU50-P9 ไม่มี 1 1 

PR1-N2 1 ไม่มี 1 

PR1-N5 1 1 1 
PR1-N6 ไม่มี 1 1 

PR1-N9 ไม่มี 1 1 
PR1-N10 ไม่มี 1.22 1 

PR1-P2 1 ไม่มี 1 

PR1-P4 1 1 1 
PR1-P8 ไม่มี 1 1 

PR2-N5 ไม่มี 1 1 

PR2-N6 1 1.14 1 
PR2-N12 1 1 1.14 

PR2-N14 1 1 1 

PR2-P2 1 1.11 1.5 
PR2-P4 ไม่มี 1 1.3 

PR2-P7 ไม่มี 1 1 
PR2-P8 ไม่มี 1 1 

PR2-P11 ไม่มี 1 1 

PR2-P13 ไม่มี 1 1 
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รอบ 12 เดือน (ต่อ) 

 

  

ไอโซเลทแบคทีเรีย Ratio ในอาหาร Avicel Ratio ในอาหารเซลโลไบโอส Ratio ในอาหาร CMC 

HB-N7 ไม่มี 1 1 
HB-P1 ไม่มี 1 1 
HB-P5 ไม่มี 1 1 
HT-N2 1 ไม่มี 1 
HT-P4 ไม่มี 1 1 
HT-P7 1 1 1 
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แสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้น เมื่อบ่มที่ 30, 37 และ 40 

องศาเซลเซียส 

สับสเตรต Avicel 

 

สับสเตรต cellobiose 

 

สับสเตรต CMC  

  

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

30°c 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
37°c 1.2 1.2 1.2 1.25 1.25 1.25 1.2 1.2 1.2 
40°c 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

30°c 1.2 1.2 1.2 0 0 0 1 1 1 
37°c 1 1 1 1.2 1.2 1.2 3.75 3.75 3.75 
40°c 1 1 1 2.5 2.5 2.5 2 2 2 

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

30°c 1.3 1.3 1.3 1.5 1.5 1.5 2 2 2 
37°c 1.14 1.14 1.14 1.33 1.33 1.33 3.0 3.0 3.0 
40°c 1.5 1.5 1.5 1.25 1.25 1.25 2.375 2.375 2.375 
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แสดงค่าสัดส่วน ratio ระหว่างโคโลนีแบคทีเรียและส่วนใสที่เกิดขึ้น เมื่อบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส

ในอาหารที่ปรับ pH เป็น 5, 6, 7, 8 

สับสเตรต Avicel  

สับสเตรต cellobiose  

สับสเตรต CMC  
  

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

pH 5 0 0 0 1 1 1 3 3 3 
pH 6 0 0 0 0 0 0 1.4 1.4 1.4 
pH 7 0 0 0 2.2 0 0 1.5 1.5 1.5 
pH 8 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

pH 5 1 1 1 1 1 1 1.25 1.25 1.25 
pH 6 1 1 1 1 1 1 1.33 1.38 1.33 
pH 7 1 1 1 2.5 2.5 2.5 1.7 1.7 1.7 
pH 8 1 1 1 1.3 1.3 1.3 1 1 1 

 B. amyloliquefaciens B. pumilus Paenibacillus kribbensis 
ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 ซ้ ำที่ 3 

pH 5 1.15 1.2 1.16 1.125 1 1 3.3 3.2 3.2 
pH 6 1.04 1.05 1.05 1 1 1 2.69 2.69 2.69 
pH 7 1.13 1.05 1.05 1.5 1.5 1.5 2.8 2.8 2.9 
pH 8 1.05 1.05 1.05 1.1 1.1 1.1 2.375 2.570 2.375 
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ตารางแสดงผลน ้าหนักของ Filter paper ที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อผ่านการบ่ม 28 วัน 

ชนิดของแบคทีเรีย ซ้ ำที่ 1 ซ้ ำที่ 2 
0 วัน 28 วัน 0 วัน 28 วัน 

Control 1 0.0216 0.0216 0.0221 0.2220 
Control 2 0.0203 0.0202 0.0208 0.0208 

Amy 1 0.0218 0.0212 0.0217 0.0209 
Amy 2 0.0214 0.0209 0.0201 0.0200 
Pu 1 0.0206 0.0210 0.0208 0.0212 
Pu 2 0.0208 0.0209 0.0209 0.0209 
Pae 1 0.0212 0.0212 0.0220 0.0213 
Pae 2 0.0213 0.0213 0.0210 0.0209 

A + Pu 1 0.0217 0.0215 0.0223 0.0221 
A + Pu 2 0.0209 0.0207 0.0208 0.0202 
A + Pae 1 0.0215 0.0210 0.0214 0.0208 
A + Pae 2 0.0210 0.0210 0.0206 0.0206 
Pu + Pae 1 0.0229 0.0222 0.0205 0.0200 
Pu + Pae 2 0.0201 0.0200 0.0221 0.0219 

All 1 0.0214 0.0212 0.0210 0.0208 
All 2 0.0214 0.0214 0.0212 0.0212 
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ผลการนับเชื้อแบคทีเรียบนใบมันส าปะหลังที่ 7, 14, 21 และ 28 วัน (CFU/ml) 

 

  

 Control A Pu Pae A+Pu A+Pae Pu+Pae A+Pu+Pae 

7 วัน 0 9.5*105 0 3*104 A; 6*104 

Pu; 
2.5*104 

A; 3*104 

Pae; 
4.5*104 

Pu; 3*105 
Pae; 0 

A; 2.6*105 

Pu; 
1.06*106 

 Pae; 
2*104 

14 วัน 0 4.6*106 8.1*105 3*104 A; 3.2*105 
Pu; 104 

A; 2*104 
Pae; 104 

Pu; 3*105 
Pae; 0 

A; 4.8*105 

Pu; 
1.5*104 
 Pae; 0 

21 วัน 0 6.3*105 1.6*105 0 A; 2.4*106 
Pu; - 

A; 6.5*104 
Pae; 6*104 

Pu; 2*104 
Pae; 0 

A; 2.4*105 

Pu; 104 
 Pae; 
5*104 

28 วัน 0 4.5*105 2*104 0 A; 3.8*106 
Pu; 

2.5*104 

A; 1.2*105 
Pae; 0 

Pu; 0 
Pae; 0 

A; 2.9*105 

Pu; 0 
 Pae; 104 
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แสดงค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียที่ 540 nm 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HT รอบ 0 เดือน 

N4 0.062 
HB รอบ 0 เดือน 

N3 0.057 

N5 0.090 
KU50 รอบ 3 เดือน 

N2 0.083 

N5 0.130 
N7 0.076 

N8 0.093 

N12 0.134 
N16 0.078 

N17 0.113 
N22 0.076 

N23 0.144 

N24 0.103 
N34 0.117 

N40 0.160 

N41 0.108 
N42 0.088 

N44 0.217 

N45 0.111 
P3 0.124 

P5 0.095 
P10 0.166 

P13 0.112 

P15 0.153 

KU50 รอบ 3 เดือน (ต่อ) 

P24 0.077 
P30 0.110 

P32 0.135 

P33 0.146 
P34 0.143 

KU50 รอบ 6 เดือน 

N10 0.115 
N12 0.157 

P1 0.154 

P3 0.090 
P5 0.177 

P8 0.371 
PR1 รอบ 6 เดือน 

N1 0.055 

N5 0.064 
N6 0.106 

N9 0.075 

N12 0.103 
N19 0.051 

N23 0.095 

P4 0.106 
P5 0.060 

P6 0.092 
P8 0.094 

P9 0.126 

P11 0.095 
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 แสดงค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียที่ 540 nm (ต่อ) 

 

 

  

PR1 รอบ 6 เดือน (ต่อ) 

P13 0.245 
P15 0.419 

PR2 รอบ 6 เดือน 
N15 0.147 

N17 0.076 

N23 0.116 
P1 0.117 

P8 0.082 

P9 0.119 
P17 0.078 

P20 0.188 

HB รอบ 6 เดือน 
N11 0.191 

P5 0.120 
HT รอบ 6 เดือน 

N10 0.134 

N36 0.116 
P9 0.129 

P14 0.080 

P16 0.003 
P17.1 0.014 

P17.2 0.085 

KU50 รอบ 9 เดือน 

N1 0.08 
N3 0.076 

N4 0.071 
N6 0.084 

N10 0.104 

N15 0.075 
P2 0.068 

P9 0.109 

P10 0.066 
P11 0.077 

P12 0.082 

PR1 รอบ 9 เดือน 
N2 0.104 

N8 0.101 
N14 0.106 

P3 0.115 

P4 0.109 
P6 0.276 

P12 0.301 

PR2 รอบ 9 เดือน 
N11 0.093 

P3 0.263 
P4 0.097 

P5 0.120 

P8 0.143 
P11 0.070 

P12 0.129 
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แสดงค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียที่ 540 nm (ต่อ) 

  HB รอบ 9 เดือน 

N1 0.101 
P6 0.095 

HT รอบ 9 เดือน 

N4 0.095 
P8 0.095 

KU50 รอบ 12 เดือน 

N5 0.101 
N10 0.004 

P1 0.092 

P8 0.099 
P9 0.075 

PR1 รอบ 12 เดือน 
N2 0.103 

N5 0.109 

N6 0.091 
N9 0.090 

N10 0.085 

P2 0.108 
P4 0.086 

P8 0.080 

PR2 รอบ 12 เดือน 

N5 0.116 
N6 0.103 

N12 0.079 

N14 0.112 
P2 0.114 

P4 0.132 

P7 0.149 
P8 0.083 

P11 0.132 

P13 0.103 
HB รอบ 12 เดือน 

N7 0.105 
P1 0.138 

P5 0.137 

HT รอบ 12 เดือน 
N2 0.088 

P4 0.115 

P7 0.139 
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ภาคผนวก ข 
ผลวิเคราะห์ดิน จากคณะสิ่งแวดล้อมและทรัพยากรศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 
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ตารางที่ ข.1 ผลวิเคราะห์ดินรอบที่ 1 30 เมษายน 2561  

 

  

Result pH 
EC 

(dS/m) 

OM 

(%) 

Available 
Total 

N (%) 

TOC 

(g/kg) 
P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Soil control 5.2 0.08 0.78 31 18 320 56 0.04 4.1 

Control 1 5.3 0.41 0.80 38 26 318 54 0.04 4.6 

Control 2 5.2 0.40 0.76 32 24 312 56 0.04 4.8 

Control 3 5.5 0.28 0.87 37 20 300 55 0.04 4.9 

Amy 1 5.6 0.33 0.72 34 16 303 54 0.04 3.9 

Amy 2 5.5 0.31 0.82 46 14 270 56 0.05 4.7 

Amy 3 5.2 0.36 0.80 36 18 272 51 0.04 4.3 

Pu 1 5.7 0.32 1.01 45 24 328 58 0.05 4.8 

Pu 2 5.5 0.35 0.71 30 16 305 58 0.04 4.5 

Pu 3 5.6 0.33 0.76 31 14 239 46 0.04 4.9 

Pae 1 5.5 0.32 0.77 38 13 278 55 0.05 4.7 

Pae 2 5.5 0.29 0.50 32 14 251 54 0.04 4.0 

Pae 3 5.7 0.34 0.76 35 15 229 50 0.04 4.6 

A+Pu 1 5.7 0.30 0.94 35 11 270 52 0.05 4.6 

A+Pu 2 5.7 0.33 0.73 29 9 246 46 0.04 3.9 

A+Pu 3 5.6 0.41 0.78 32 9 287 60 0.05 4.1 

A+Pae 1 5.6 0.35 0.76 30 10 255 49 0.05 4.8 

A+Pae 2 5.7 0.35 0.77 31 13 262 52 0.05 5.8 

A+Pae 3 5.7 0.37 0.76 35 8 235 47 0.05 4.3 

Pu+Pae 1 5.5 0.36 0.76 35 8 265 49 0.05 3.9 

Pu+Pae 2 5.6 0.32 0.76 32 7 255 52 0.04 4.7 

Pu+Pae 3 5.7 0.37 0.78 32 25 267 58 0.05 3.9 

All 1 5.8 0.28 0.80 36 7 268 54 0.05 3.8 

All 2 5.8 0.28 0.82 34 4 234 46 0.05 5.1 

All 3 5.7 0.33 0.76 32 3 264 50 0.04 4.3 
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ตารางที่ ข.2 ผลวิเคราะห์ดินรอบที่ 2 6 มิถุนายน 2561 (ใช้ในผลการทดลอง การทดลองซ้ าที่ 2) 

 

  

Result pH 
EC 

(dS/m) 
OM 
(%) 

Available 
Total 
N (%) 

TOC 
(g/kg) 

P 
(ppm) 

K 
(ppm) 

Ca 
(ppm) 

Mg 
(ppm) 

Soil control 5.6 0.09 0.78 31 45 945 139 0.04 4.3 

Control 1 5.4 0.41 0.51 68 36 684 91 0.04 4.5 
Control 2 5.2 0.41 0.85 38 42 595 77 0.04 4.3 

Control 3 5.3 0.42 0.89 59 47 586 74 0.04 4.9 
Amy 1 5.4 0.38 0.82 47 55 460 62 0.04 4.3 

Amy 2 5.4 0.41 0.85 143 56 716 104 0.05 4.3 
Amy 3 5.3 0.42 0.72 37 32 755 126 0.04 4.5 
Pu 1 5.4 0.37 0.75 42 53 556 77 0.05 4.0 
Pu 2 5.6 0.38 0.78 45 43 1230 173 0.05 4.5 
Pu 3 5.6 0.37 0.75 42 45 575 86 0.05 4.6 

Pae 1 5.5 0.39 0.78 44 56 688 99 0.05 4.4 
Pae 2 5.4 0.41 0.85 47 33 808 144 0.04 3.9 

Pae 3 5.6 0.40 0.75 49 51 671 109 0.04 4.4 
A+Pu 1 5.6 0.41 0.78 42 40 618 91 0.05 4.8 
A+Pu 2 5.8 0.37 0.89 39 48 661 89 0.05 4.8 
A+Pu 3 5.8 0.38 0.75 42 48 588 82 0.05 4.2 
A+Pae 1 5.8 0.42 0.92 46 45 478 70 0.05 4.3 
A+Pae 2 5.7 0.41 0.78 51 40 548 77 0.05 4.6 
A+Pae 3 5.7 0.36 0.85 62 42 581 79 0.05 5.2 

Pu+Pae 1 5.7 0.37 0.92 48 39 840 121 0.05 4.3 
Pu+Pae 2 5.7 0.36 0.78 47 37 664 92 0.05 4.1 
Pu+Pae 3 5.8 0.38 0.78 46 52 561 78 0.05 4.1 
All 1 5.8 0.36 0.72 40 45 656 98 0.05 3.9 

All 2 5.8 0.41 0.75 46 48 724 63 0.05 4.2 
All 3 5.9 0.36 0.82 43 42 655 94 0.05 4.4 
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ตารางที่ ข.3 ผลวิเคราะห์ดินรอบที่ 3 23 สิงหาคม 2561 (ใช้ในผลการทดลอง การทดลองซ้ าที่ 1) 

  

Result pH 
EC 

(dS/m) 

OM 

(%) 

Available 
Total 

N (%) 

TOC 

(g/kg) 
P 

(ppm) 

K 

(ppm) 

Ca 

(ppm) 

Mg 

(ppm) 

Soil control 5.5 0.10 0.97 48 46 434 56 0.05 4.0 

Control 1 5.8 0,39 1.02 42 62 446 56 0.05 3.5 

Control 2 5.9 0.38 1.08 49 62 476 57 0.05 3.8 

Control 3 5.8 0.36 1.02 44 56 440 58 0.04 3.8 

Amy 1 6.0 0.36 1.06 45 62 444 56 0.05 4.2 

Amy 2 5.9 0.36 1.09 52 64 444 57 0.05 4.1 

Amy 3 5.9 0.38 1.12 54 68 480 65 0.05 4.1 

Pu 1 5.8 0.51 1.10 43 57 426 52 0.05 3.9 

Pu 2 5.9 0.49 1.04 40 58 437 51 0.05 3.8 

Pu 3 6.0 0.51 1.04 56 66 470 59 0.05 3.3 

Pae 1 5.8 0.36 1.09 48 63 478 55 0.05 3.9 

Pae 2 5.9 0.37 1.08 60 60 478 59 0.05 3.7 

Pae 3 5.8 0.40 1.18 54 64 502 58 0.05 4.1 

A+Pu 1 5.8 0.36 1.09 44 66 427 50 0.05 4.0 

A+Pu 2 5.9 0.35 1.08 52 68 476 59 0.05 3.8 

A+Pu 3 5.9 0.47 1.12 48 60 500 54 0.04 3.8 

A+Pae 1 6.1 0.34 1.09 71 74 590 75 0.05 4.2 

A+Pae 2 6.0 0.33 1.12 50 88 512 58 0.05 4.0 

A+Pae 3 5.9 0.31 1.11 46 74 482 51 0.05 3.7 

Pu+Pae 1 5.8 0.34 1.13 46 70 502 54 0.05 4.1 

Pu+Pae 2 5.8 0.32 1.12 45 76 454 53 0.05 4.1 

Pu+Pae 3 5.8 0.34 1.16 46 74 487 56 0.05 3.5 

All 1 6.0 0.35 1.04 48 84 470 58 0.05 4.1 

All 2 5.8 0.31 1.11 48 70 502 56 0.05 4.0 

All 3 5.9 0.32 1.11 50 74 531 58 0.05 3.8 
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ภาคผนวก ค 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth (NB) 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)    3 กรัม 
 เปปโตน (Peptone)     5 กรัม 
 ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น และปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่า
เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุ้น (Agar) 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน าไป
นึ่งฆ่าเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อปราศจากแหล่งคาร์บอน (Carbon Free Mineral Medium; CFMM) 

สารละลายส่วนที่ 1 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    3 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2.2 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 • 12H2O)  0.8 กรัม 
ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

เข้มข้น 5 โมลาห์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 ,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลายส่วนที่ 2 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    0.1 กรัม/มิลลิลิตร 
 เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3)     0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
  แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2 • 2H2O)   0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
 กรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุดกรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 
ไมโครเมตร เติมสารละลายส่วนที่ 2 ลงในสารละลายส่วนที่ 1 ชนิดละ 1 มิลลิลิตร/ปริมาตร 1 ,000 
มิลลิลิตร 
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อาหารเลี้ยงเชื้อคาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose) (Minimal Medium) 
 โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     1 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)    1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    0.5 กรัม  
 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)    1  กรัม 
  ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)    0.5 กรัม 
 คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส (CMC)    5  กรัม 
  ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น และปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1 ,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่า
เชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งละลายผงวุ้น (Agar) 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน าไป
นึ่งฆ่าเชื้อ 
 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Avicel และเซลโลไบโอสมีวิธีการเตรียมเช่นเดียวกัน แต่เปลี่ยนจาก คาร์
บอกซิเมทิลเซลลูโลส (CMC) เป็น Avicel หรือเซลโลไบโอสแทน  
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สูตรและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     8.5 กรัม 
 น้ ากลั่น       1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     5.844 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ      100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 0.1 โมลาร์ โซเดียมอะซีเทต บัฟเฟอร์  pH 5.5  
 สารละลาย A : สารละลายกรดอะซิติก 0.2 โมลาร์ (กรดอะซิติก 11.55 มิลลิลิตรในน้ ากลั่น 1  
ลิตร) 
 สารละลาย B : สารละลายโซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)  0.2 โมลาร์ (โซเดียมอะซีเตต 
27.22  มิลลิลิตรในน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
 ผสมสารละลาย A และ B ปรับ pH เป็น 5.5 ด้วย 1 โมลาร์ ดังตาราง ปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น 

pH 0.2 โมลาร์ กรดอะซิติก (มิลลิลิตร) 0.2 โมลาร์ โซเดียมอะซีเตต (มิลลิลิตร) 
4.6 25.5 24.5 

4.8 20.0 30.0 

5.0 14.8 35.2 
5.2 10.5 39.5 

5.4 8.8 41.2 
5.5 6.8 43.2 

5.6 4.8 45.2 
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สารละลายกรด-3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก  

 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)    1.6 กรัม 

 กรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS)    1 กรัม 

 โซเดียมโปตัสเซียมทารเตรต (KNaC4H4O6’ 4H20)  30 กรัม 

  ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ในน้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร แล้วเติมกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) ลง

ไป จากนั้นเติมโซเดียมโปตัสเซียมทารเตรตลงไป จากนั้นน าไปอุ่นและคนใหเขากันแลวเติมน้ าใหครบ 

100 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิหอง   

สีย้อมคองโกเรด (Congo red) 1 เปอร์เซ็นต์ 

  คองโกเรด (Congo red)     1 กรัม 

 น้ ากลั่น       100 กรัม 

 ละลายสารในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 

สีย้อมแกรม  

  1.1 สีย้อมคริสตัลไวโอเลต 

  สารละลาย A  

  คริสตัลไวโอเลต          2   กรัม  

  เอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์      20   มิลลิลิตร  

  ละลายสีจนละลายหมด  

  สารละลาย B  

  แอมโมเนียออกซาเลต (C2H8N2O4)      0.8   กรัม  

  น้ ากลั่น          80   มิลลิลิตร  

  ผสมสารละลาย A กับ B เข้าด้วยกันแล้วกรอง  

  1.2 สารละลายไอโอดีน   

  ไอโอดีน (crystal)          1.0   กรัม  

  โพแทสเซียม ไอโอไดด์ (KI)        2.0  กรัม  

  น้ ากลั่น            300    มิลลิลิตร   

  ละลายไอโอดีนและโพแทสเซียมไอโอไดด์ในน้ ากลั่นปริมาณเล็กน้อยก่อน  แล้วจึงเติมน้ าให้

ครบ  เก็บไว้ในขวดสีชาเพ่ือป้องกันแสง   
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 1.3 เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 

  1.4 ซาฟรานิน โอ                                                                                            

  Safranin O           2.5   กรัม  

  เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์     100  มิลลิลิตร  

ละลาย Safranin O ในเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันใช้เป็น 

stock solution ส าหรับ working solution เจือจาง stock solution จ านวน 1 ส่วนในน้ ากลั่น 9 

ส่วน (1 ต่อ 10) 
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ภาคผนวก ง 
กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
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