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การคัดแยกจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสเพื่อกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธุ์ข้าว 
(Oryza sativa L.) และข้าวโพดหวาน (Zea mays L. var. saccharata) 
Screening of Cellulolytic Microorganisms for Stimulating of Rice 
(Oryza sativa L.) and Sweet Corn (Zea mays L. var. saccharata) 
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บทคัดย่อ 
งานวิจัยในครั้งนี้เพื่อศึกษาจุลินทรีย์จากดิน ฟิลเตอร์เคก้ และน้้ากากส่า ทีส่ามารถย่อยสลายเซลลูโลส และน้าเช้ือที่คัดแยก

ได้มาทดสอบการกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธุ์พืช เพื่อน้าไปประยุกต์ใช้เป็นหัวเช้ือปุ๋ยจุลินทรีย์ส้าหรับท้าปุ๋ยหมักที่มี
คุณสมบัติส่งเสริมการเจริญของพืชต่อไป จากการทดลองพบแบคทีเรียจ้านวน 26 ไอโซเลท แอคติโนมัยซีท 4  
ไอโซเลท และเช้ือรา 1 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดี ไอโซเลทของเช้ือที่สามารถย่อย
สลาย carboxy methyl cellulose (CMC) บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือได้สูงสุดมี 4 ไอโซเลท ได้แก่ ACSI BDS31 
BFC8 และ FFC2 โดยให้ผลการทดสอบของค่า hydrolysis capacity (HC value) เท่ากับ 2.5 2.25 2.0 และ 
1.02 ตามล้าดับ ผลการวิเคราะห์เอนไซม์เซลลูเลส (exoglucanase) ที ่pH 7.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่า
แบคทีเรียไอโซเลท BDS31 และไอโซเลท BFC8 เชื้อแอคติโนมัยซีทไอโซเลท ACSI และเช้ือรา FFC2 มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์เท่ากับ 0.37 0.36 0.5 และ 0.16 unit/ml ตามล้าดับ การตรวจหาดัชนีการงอกของเมล็ดข้าวพันธุ์
พิษณุโลก 2 (Oryza sativa L.) และข้าวโพดหวานพันธุ์หวานบุรี (Zea mays L. var. saccharata) โดยใช้เช้ือทั้ง 
4 ไอโซเลท คือ BFC8 BDS31 ACSI และ FFC2 เป็นหัวเช้ือกระตุ้นการงอกของราก พบว่าดัชนีการงอกของราก
ของเมล็ดข้าวสูงสุด (127.13 เปอร์เซ็นต์) เมื่อใช้หัวเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท BDS31 ในการกระตุ้นการเจริญ ในขณะ
ที่เช้ือราไอโซเลท FFC2 สามารถกระตุ้นการงอกของรากเมล็ดข้าวโพด โดยมีดัชนีการงอกสูงสุด 86.97 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุมโดยใช้น้้ากลั่นปลอดเช้ือ จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ของเช้ือไอโซเลท BFC8 ติดสีแกรมลบ ลักษณะเซลล์จุลินทรีย์มีรูปท่อน เรียงตัวเป็นสายยาว ไอโซเลท 
BDS31 ติดสีแกรมบวก ลักษณะเซลล์จุลินทรีย์มีรูปท่อน สร้างเอนโดสปอร์ ผิวหน้าโคโลนีมันวาว ไอโซเลท ACSI 
สายสปอร์ มี ลั กษณะ เป็ น เส้ นตร ง  โค โล นีบนจานอาหาร เลี้ ย ง เ ช้ื อมี สี เ หลื อง  ผิ วหน้ า โค โลนี ด้ าน 
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สร้างสปอร์สีเทา และไอโซเลท FFC2 พบการสร้างสปอร์สีด้า ลักษณะเส้นใยสีขาวบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
การศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลท พบว่าเช้ือไอโซเลท BFC8 มีความใกล้เคียงกับ Cronobacter 
sakazakii ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ เช้ือไอโซเลท BDS31 มีความใกล้เคียงกับเช้ือ Bacillus licheniformis ถึง 98 
เปอร์เซ็นต์ เชื้อไอโซเลท ACSI มีความใกล้เคียงกับเช้ือ Streptomyces thermodiastaticus ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
และเชื้อไอโซเลท FFC2 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ Thermomyces lanuginosus ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ 
 

ABSTRACT 
Isolation of cellulolytic microorganisms from soil, filter cake and distillery samples was 

made. The isolated cellulolytic microorganisms were studied for the stimulating of seed 
germination. It was found that 26 isolates of bacteria, 4 isolates of actinomycetes and one 
isolate of fungus degraded carboxy methyl cellulose on CMC agar. The hydrolysis of carboxy 
methyl cellulose (CMC) was tested on the agar plate. The highest hydrolysis capacity (HC value) 
was found in isolates ACSI (2.5), BDS31 (2.25), BFC8 (2.0) and FFC2 (1.02) respectively. The 
isolates of bacteria, actinomycetes and fungus were detected for filter paper activity for 
cellulase. Cellulase activity in bacterial isolates BDS31 and BFC8, actinomycetal isolate ACSI and 
fungal isolate FFC2 were 0.37, 0.36, 0.5 and 0.16 unit/ml, respectively. Cellulolytic microorganisms 
isolate ACSI, BDS31, BFC 8 and FFC2 were used to stimulate the germination of seeds of rice 
variety Phitsanulok 2 (Oryza sativa L.) and sweet corn (Zea mays saccharata) variety wanburi. 
The highest germination index value (GI) of rice root was 127.13 % when inoculated with 
bacteria isolate BDS31. Whereas, fungal isolate FFC2 could stimulate (GI 86.97 %) the germination 
of sweet corn root. 4 isolates of the cellulolytic microorganisms were studied on morphology 
under the compound microscope together with the analysis of DNA sequencing. The isolate of 
BFC8 was gram negative bacteria, rod shape and streptobacilli. Isolate BDS31 was gram positive 
bacteria, rod shape, endospore forming and brow color of colony. Isolate ACSI has straight spore 
chain, yellow color of colony and gray color of spore and isolate FFC2 was black spore and 
white hypha color. The data of DNA sequencing were identified as Cronobacter sakazakii (100 % 
similarity), Bacillus licheniformis (98 % similarity), Streptomyces thermodiastaticus (100 % 
similarity) and Thermomyces lanuginosus (100 % similarity) respectively. 

 

ค าส าคัญ: เอนไซม์เซลลูเลส  จุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลส  ดัชนีการงอกของเมล็ดพืช  การกระตุ้นการงอกของ
เมล็ดข้าวและข้าวโพด 

Keywords: Enzyme cellulase, Cellulolytic microorganisms, Germination index, Stimulating of rice 
and sweet corn seed germination 
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1. บทน า 
 จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
(plant growth promoting microorganism) มี
บทบาทส้าคัญต่ อการเจริญและผลผลิตของพืช 
จุลินทรีย์กลุ่มนี้ประกอบด้วยแบคทีเรีย เช้ือรา และมี
บทบาทที่ส้าคัญต่อการส่งเสริมการเจริญของพืชหลาย
ด้าน เช่น ตรึงไนโตรเจนจากอากาศ ละลายหินฟอสเฟต 
สร้างฮอร์โมนพืช ยับยั้งการเจริญเติบโตของโรคพืช  
เป็นต้น Azospirillum, Pseudomonas และ 
Azotobacter เป็นจุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชโดยพบว่าหัวเช้ือแบคทีเรียสามสายพันธุ์นี้
สามารถกระตุ้นการงอกของเมล็ดพันธุ์พืช และต้นกล้า
พืชได้ (Asghar et al, 2002; Bashan et. al, 2004; 
Biswas et al, 2000) Glick et al. (1997) พบว่า
แบคทีเรีย Pseudomonas putida และ 
Pseudomonas fluorescens ส่งเสริมกระตุ้นการ
งอกของราก และล้าต้นของต้น คาโนลา (canola) 
จุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสเป็นหัวเช้ือจุลินทรีย์ย่อย
สลายอินทรียวัตถุซึ่งใช้ท้าปุ๋ยหมัก ซึ่งจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้
บางสายพันธุ์พบว่าสามารถสร้างฮอร์โมนพืช ท้าให้
สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้ (นันทวัน, 2555) 
ในปุ๋ยหมักนอกจากจะประกอบด้วยธาตุอาหารหลัก N 
P K แล้วยังประกอบไปด้วยสารอินทรีย์ที่เป็นประโยชน์
กับพืช นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ซึ่งมีบทบาท
ส้าคัญต่อการหมุนเวียนธาตุอาหารในดิน กระตุ้นการ
เจริญและเพิ่มผลผลิตของพืช ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้ท้า
การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในย่อยสลาย
เซลลูโลสจากดิน ฟิลเตอร์เค้ก และน้้ากากส่า เพื่อ
พัฒนาเป็นหัวเช้ือปุ๋ยจุลินทรีย์ในรูปหัวเช้ือปุ๋ยหมักที่มี
คุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และหัวเช้ือที่
คัดแยกได้จะถูกทดสอบการกระตุ้นการงอกของราก

เมล็ดพันธุ์ข้าว และข้าวโพด ซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจที่
ส้าคัญของประเทศไทย 
 

2. วิธีด าเนินการวิจัย 
2.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

เก็บตัวอย่างดินในบริเวณที่มีการทับถมของ
เศษใบไม้ ขอนไม้ผุ โดยเก็บตัวอย่างที่อยู่ลึกลงไปจาก
ผิวดิน 1-5 เซนติเมตร ตัวอย่างฟิลเตอร์เค้ก และน้้า
กากส่า จากโรงงานขอนแก่นแอลกอฮอล์ จ.ขอนแก่น 
โดยตัวอย่างที่เก็บมาน้าส่งห้องปฏิบัติการทันที เพื่อคัด
แยกจุลินทรีย์กลุ่มที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้  
(นงลักษณ์, 2552) 
2.2 การคัดแยกจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสจาก
ตัวอย่างดิน ฟิลเตอร์เค้ก และน  ากากส่า 

เพิ่มปริมาณจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสโดย
ใส่ตัวอย่างดิน ฟิลเตอร์เค้ก จ้านวน 1 กรัม และน้้ากาก
ส่า 1 มิลลิลิตร ในอาหารเหลวเซลลูโลส 10 มิลลิลิตร 
ประกอบด้วย cellulose 1.0 กรัม, polypeptone 
0.5 กรัม, yeast extract 0.1 กรัม, K2HPO4 0.4 กรัม, 
KCl 0.02 กรัม, MgSO4.7H2O 0.1 กรัม, FeSO4.7H2O 
0.002 กรัม, น้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น
กรด-ด่าง เป็น 7.0 ส้าหรับแยกแบคทีเรีย และค่าความ
เป็นกรด-ด่างเป็น 5 ส้าหรับแยกเช้ือรา บ่มที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที แบคทีเรียบ่มเป็นเวลา 2 วัน และเช้ือรา
บ่มเป็นเวลา 5 วัน จากนั้นคัดแยกจุลินทรีย์โดยวิธีเกลี่ย
เช้ือ (spread plate technique) บนอาหารเลี้ยงเช้ือ
แข็งเซลลูโลส ใช้สภาวะการบ่มเช่นเดียวกับที่กล่าว
ข้างต้น 

แยกเช้ือแอคติโนมัยซีทที่ย่อยสลายเซลลูโลส
จากดินโดยการท้า pretreatment ตัวอย่างดิน และ
ฟิลเตอร์เค้กด้วยวิธีความร้อนช้ืน (moist heat) โดยน้า
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ตัวอย่าง 1 กรัม หรือตัวอย่างน้้ากากส่า 1 มิลิลิลิตร ใส่
ในน้้ากรองปลอดเช้ือ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท้าการ
ผสมให้เข้ากันโดยเครื่อง vortex mixer แล้วน้าไปบ่มที่ 
70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีในอ่างควบคุม
อุณหภูมิ ( water bath) เจือจางตัวอย่าง ให้มีความ
เข้มข้น 10-1 10-2 และ 10-3 แล้วปิเปตตัวอย่างที่ระดับ
ความเจือจาง 10-2 และ 10-3 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
มาเกลี่ยเช้ือบนอาหาร starch casein agar ที่
ประกอบด้วย cellulose 10.0 กรัม, soluble starch 
10.0 กรัม, KNO3 2.0 กรัม, casein (vitamin free) 
0.3 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, MgSO4.7H2O 0.05 กรัม, 
NaCl 2.0 กรัม, FeSO4.7H2O 0.01 กรัม, CaCO3 0.02 
กรัม, agar 18.0 กรัม, น้้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร, 
cycloheximide 500 มิลิลิกรัม, nystatin 10 
มิลลิกรัม ปรับค่า pH เป็น 7.0 บ่มจานอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน 
(Seiller , 1916) 

คัดเลือกโคโลนีของแบคทีเรีย รา และแอคติ
โนมัยซีท ที่มีลักษณะแตกต่างกันมาท้าให้บริสุทธิ์ แล้ว
น้ามาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยเซลลูโลสโดยใช้ 
carboxy methyl cellulose (CMC) เป็นซับสเตรท
บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อย carboxy 
methyl cellulose (CMC) 

เขี่ยเช้ือบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้มาท้าการปลูกบน
จานอาหารเลี้ยงเช้ือโดยวิธี spot inoculation บน
อาหารแข็ง carboxy methyl cellulose agar ที่
ประกอบด้วย carboxy methyl cellulose 0.1 กรัม, 
polypeptone 0.5 กรัม, yeast extract 0.1 กรัม, 
K2HPO4 0.4 กรัม, KCl 0.02 กรัม, MgSO4.7H2O 0.1 
กรัม, FeSO4.7H2O 0.002  กรัม, agar 1.5 กรัม น้้า
กลั่นปลอดเช้ือ 100 มิลลิลิตร ปรับค่า pH เป็น 7.0 

ส้าหรับแบคทีเรีย และแอคติโนมัยซีท และ pH 5.0 
ส้าหรับเช้ือรา บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 วันส้าหรับแบคทีเรีย 7 วันส้าหรับเช้ือรา และ
เช้ือแอคติโนมัยซีท จากนั้นเมื่อจุลินทรีย์เจริญเทราด
ด้วย 0.1% Congo red (w/v)เป็นเวลา 20 นาที และ
ล้างด้วย 1N NaCl เป็นเวลา 15 นาที วัดขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี และวงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนี
ของแต่ละไอโซเลทที่คัดแยกได้ ค้านวนค่า hydrolysis 
capacity (HC value) คือ เส้นผ่าศูนย์กลางโซนใสต่อ
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี (George et al., 2001) 
2.4 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 

การวิ เ คราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ต่ อ
กระดาษกรอง (filter paper activity for cellulase) 
ใส่กระดาษกรอง  เบอร์ 1 ขนาด 0.5×3 เซนติเมตร ลง
ในฟลาสก์ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุ 0.1 M sodium 
phosphate buffer ปริมาตร 2. 5 มิลลิลิตร เติม
สารละลายเอนไซม์ 2.5 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์ที่มี
กระดาษกรองผสมให้เข้ากันน้าไปแช่ในอ่างควบคุม 
อุณหภูมิที ่45 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง เมื่อครบ
เวลาปิเปตสารละลายมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง
หลอดใหม่เติมสารละลาย dinitrosalicylic acid 
(DNS) 0.5 มิลลิลิตร และต้มในน้้าเดือดทันที 15 นาที 
เมื่อครบเวลาท้าให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการแช่ในน้้า
ผสมน้้าแข็ง จากนั้นเติมน้้ากลั่น 5 มิลลิลิตร และน้าไป
วัดค่าความดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโน
เมตร น้าค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ในแต่ละกิจกรรม
ของเอนไซม์ไปหาปริมาณน้้าตาลกลูโคสจากกราฟ
น้้าตาลมาตรฐาน เพื่อน้าไปค้านวณหาค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสจากสูตรตามหลักของ international 
unit (IU) โดย 1 หน่วยเอนไซม์ คือ ปริมาณเอนไซม์ที่
สามารถย่อยสลายสารตั้งต้นให้เป็นกลูโคส 1 ไมโครโมล 
ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ใช้ทดสอบ (Miller, 1959) 
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2.5 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบื องต้นของ
จุลินทรีย์ท่ีแยกได้ 

น้าจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลส 4 ไอโซเลท 
(BFC8, BDS31, ACSI และ FFC2) ที่มีกิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุดในการทดลองนี้ โดยคัดเลือกไว้
เพื่อน้าไปตรวจสอบการกระตุ้นการงอกของเมล็ด 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้ องต้น ได้แก่ 
ลักษณะโคโลนีของเช้ือที่เจริญบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และการศึกษาทางชีว
โมเลกุลของเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลทท่ีคัดแยกได้เพื่อระบุสาย
พันธุ์ โดยการเพิ่มขยายล้าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของจีน
ในบริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรีย และในบริเวณ 28 S 
rRNA ของเชื้อรา ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) และหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ ของดีเอ็น
เอ เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลในโปรแกรม NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) ในรูปแบบของ 
FASTA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
2.6 ทดสอบการเร่งการงอกรากของเมล็ดพันธุ์พืชโดย
ใช้หัวเชื อจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ (Sava et al., 2011) 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว nutrient 
broth และเช้ือราในอาหารเหลว potato dextrose 
broth จากนั้นน้าเมล็ดพืช (ข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2 และ
ข้าวโพดหวานพันธุ์ข้าวโพดหวานบุรี) มาท้าการฆ่าเช้ือ
บริเวณผิวภายนอก โดยการแช่ด้วย 95% แอลกอฮอล์ 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือ 
จ้านวน 3 ครั้ง จากนั้นน้าเมล็ดพันธุ์แช่ในฟลาส์กที่มี
เชื้อจุลินทรีย์แต่ละไอโซเลท และดูดด้วยปั๊มสูญญากาศ
เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน้าเมล็ดพันธุ์ ไปวางบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกระดาษทิชชูจานละ 10 เมล็ด ปิ
เปตน้้ากลั่นปลอดเช้ือ 5 มิลลิลิตรลงบนจานอาหาร
เลี้ยงเช้ือ และท้าชุดควบคุม โดยแช่เมล็ดพันธุ์พืชในน้้า
กลั่น ท้าการบ่มเป็นเวลา 7 วัน บันทึกผลการทดสอบ

ด้วยวิธีวัดดัชนีการงอกของเมล็ด (germination index, 
GI) (Tiquia et al., 1996) 
ดัชนีการงอกของเมล็ดพืช (GI)  
     = % ความงอกในจานที่มีหัวเชื้อ × ความยาวรากในจานที่มีหัวเชื้อ 
        % ความงอกในน้้ากลั่น × ความยาวรากในน้้ากลั่น (ชุดควบคุม) 

3. ผลการวิจัย 
3.1 การคัดแยกแบคทีเรียแอคติโนมัยซีท และเชื อรา
ที่ย่อยสลายเซลลูโลส 

จากการศึกษาการแยกเช้ือจุลินทรีย์จากดิน 
ฟิลเตอร์เค้ก และน้้ากากส่า ที่มีลักษณะโคโลนีบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่แตกต่างกัน และที่สามารถย่อยสลาย
เซลลูโลสได้ พบเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด 26 ไอโซเลท 
(รหัสที่ขึ้นต้นด้วย B) เช้ือราพบจ้านวน 1 ไอโซเลท 
(รหัสที่ข้ึนต้นด้วย F) และพบเชื้อแอคติโนมัยซีททั้งหมด 
4 ไอโซเลท (รหัสที่ข้ึนต้นด้วยAC) 
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อย carboxy 
methyl cellulose (CMC) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย 
carboxy methyl cellulose (CMC) ของเชื้อจุลินทรีย์
ทั้ง 3 กลุ่มที่แยกได้ ด้วยวิธี Congo red test โดยวัด
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางโซนใส/เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี 
หรือค่า hydrolysis capacity (HC value) ดังแสดงใน
รูปที่ 1 พบว่าจุลินทรีย์ที่มีค่า HC value มากกว่า 1 
ประกอบด้วย แบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซเลท เช้ือแอคติโน-
มัยซีท 4 ไอโซเลท เช้ือรา 1 ไอโซเลท และแบคทีเรียที่
สามารถย่อยสลาย CMC ได้ดีที่สุด คือแบคทีเรีย 
ไอโซเลท BDS 31 มีค่า HC value เท่ากับ 2.25 และ
แบคทีเรีย ไอโซเลท BFC 8 มีค่า hydrolysis capacity 
(HC value) เท่ากับ 2 ตามล้าดับ เช้ือแอคติโนมัยซีท- 
ไอโซเลท ACSI มีค่า HC value สูงสุด คือ 2.50 และ
เช้ือราพบว่าไอโซเลท FFC 2 มีค่า HC value เท่ากับ 
1.02 

× 100 
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รูปที่ 1 Hydrolysis capacity (HC value) ของจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันบน

จานอาหารเลี้ยงเช้ือ CMC agar 
 

3.3 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 
(filter paper activity for cellulase) 

ผลการวิ เ คราะ ห์กิ จกรรมของเอนไซม์ 
เซลลูเลสด้วยวิธี filter paper activity ที่ pH 7.0 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท 
BFC8 มีค่าเท่ากับ 0.36 unit/ml ไอโซเลท BDS 31 
เท่ากับ 0.37 unit/ml ผลการวิเคราะห์ในเช้ือแอคติโน-
มัยซีส พบว่ามีค่าสูงสุดในไอโซเลท ACSI เท่ากับ 0.50 
unit/ml และเช้ือราไอโซเลท FFC2 เท่ากับ 0.16 
unit/ml ตามล้าดับ ดังรูปที่ 2 

3.4 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาเบื องต้นของ
จุลินทรีย์ท่ีแยกได้ 

จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบื้องต้นของแบคทีเรียไอโซเลท BFC8 แบคทีเรีย 
ไอโซเลท BDS31 เช้ือแอคติโนมัยซีท ไอโซเลท ACSI 
และเช้ือราไอโซเลท FFC2 โดยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเบื้องต้น บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ และภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แสดงในรูปที่ 3 4 5 และ 6 ตามล้าดับ 

 
รูปที่ 2 กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส (Filter paper activity for cellulase) ที่ pH 7.0 อุณหภูมิ 45 องศา
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รูปที่ 3  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อไอโซเลท BDS31 (Bacillus licheniformis) ลักษณะเซลล์จุลินทรีย์ที่พบติด

สีแกรมบวก รูปท่อน สร้างเอนโดสปอร์ ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ โคโลนีสีน้้าตาล ผิวหน้า
โคโลนีมันวาว โคโลนีขนาดเล็ก ก) ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ข) รูปร่างของเช้ือภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และ ค) การย่อยสลาย carboxy methyl cellulose บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

 
รูปที่ 4  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือไอโซเลท BFC 8 (Cronobacter sakazakii) ลักษณะเซลล์จุลินทรีย์ติดสี 

แกรมลบ เซลล์รูปท่อน เรียงตัวเป็นสายยาว ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือโคโลนีสีครีม ทึบแสง 
ขนาดโคโลนีประมาณ 0.5 เซนติเมตร ผิวหน้าโคโลนีด้านไม่มันวาว ก) ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยง
เช้ือ ข) รูปร่างของเช้ือภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และ ค) การย่อยสลาย carboxy methyl cellulose บน
จานอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

 
รูปที่ 5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือไอโซเลท ACSI (Streptomyces thermodiastaticus) สายสปอร์ของ

แบคทีเรียในกลุ่ม actinomycetes ที่พบเป็นแบบ Rectus flexibilis [RF] หรือ Rectiflexibile สายสปอร์
มีลักษณะเป็นเส้นตรง (straight RF) ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ โคโลนีท่ีพบสีเหลือง ผิวหน้า
โคโลนีด้าน ขอบโคโลนีนูน ติดผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือสร้างสปอร์สีเทา ก) ลักษณะโคโลนีบนจานอาหาร
เลี้ยงเช้ือ ข) รูปร่างของเช้ือภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และ ค) การย่อยสลาย carboxy methyl cellulose 
บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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รูปที่ 6  ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือไอโซเลท FFC2 (Thermomyces lanuginosus) ลักษณะเส้นใยภายใต้

กล้องจุลทรรศน์พบการสร้างสปอร์สีด้า ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือพบเส้นใยเจริญแผ่ลาม เส้น
ใยสีขาว สร้างสปอร์สีด้า ก) ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ข) รูปร่างของเช้ือภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และ ค) การย่อยสลาย carboxy methyl cellulose บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ของเช้ือไอโซเลท BFC8 BDS31 ACSI 
และ FFC2 ร่วมกับการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ (500 
bp) ของ 16S rRNA ส้าหรับแบคทีเรีย และ 28S rRNA 
ของเช้ือราพบว่าเช้ือไอโซเลท BFC8 อยู่ในจีนัส 
Cronobacter และจากการท้า phylogenetic tree 
พบว่าเช้ือไอโซเลท BFC8 มีความใกล้เคียงกับ 
Cronobacter sakazakii ถึง 100% เช้ือไอโซเลท 
BDS31 อยู่ในจีนัส Bacillus มีความใกล้เคียงกับเช้ือ 
Bacillus licheniformis ถึง 98% เช้ือไอโซเลท ACSI 
อยู่ในจีนัส Streptomyces มีความใกล้เคียงกับเช้ือ 
Streptomyces thermodiastaticus และเช้ือไอโซ
เลท FFC2 อยู่ ในจีนัส Thermomyces มีความ
ใกล้เคียงกับเช้ือ Thermomyces lanuginosus ถึง 
100 % ดังแสดงในภาพที่ 7 และ 8 

 
 

3.5 ทดสอบการเร่งการงอกรากของเมล็ดพันธุ์พืชโดย
ใช้หัวเชื อจุลนิทรีย์ท่ีคัดแยกได้ 

ผลการทดสอบการเร่งการงอกของรากเมล็ด
พันธุ์ข้าวและข้าวโพดหวานเมื่อท้าการกระตุ้นการงอก
โดยเช้ือจุลินทรีย์ทั้ง 4 ไอโซเลทพบว่าเช้ือแบคทีเรียไอ
โซเลท BDS31 ให้ผลทดสอบการเร่งการงอกของราก
สูงสุด โดยมีค่าดัชนีการงอก 127.13% ในเมล็ดข้าว
พันธุ์พิษณุโลก 2 ส่วนเช้ือราไอโซเลท FFC2 สามารถ
กระตุ้นการงอกของรากเมล็ดข้าวโพดหวานพันธุ์หวาน
บุรี โดยมีดัชนีการงอกสูงสุด 86.9% จากการวิเคราะห์
ความแปรปรวนจากแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(completely randomized design) เปรียบเทียบ
ความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 0.05 
(P<0.05) โดยทดสอบแบบ LSD พบว่า เปอร์เซ็นต์การ
งอกของข้าวโพดหวาน และเมล็ดข้าวมีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส้าคัญ เมื่อถูกกระตุ้นโดยใช้หัวเช้ือแต่ละ
ไอโซเลท ผลการทดสอบการเร่งการงอกรากของ
เชื้อจุลินทรีย์แสดงในตารางที่ 1 และ รูปที่ 9 และ 10 
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     NR_043400.1| Sulfolobusacidocaldarius strain ATCC 33909 
                    FN401361.1|Cronobactersakazakii 
                         HQ880411.1| Cronobacterturicensis strain G3985 
                              Isolate BFC8 
                              HQ880420.1| Cronobactermalonaticus strainG3991 
                    Isolate ACFC1 
                         Isolate ACSI 
                              AB018096.1|Streptomyces thermodiastaticus 
                              Z68095.1| S.thermoviolaceus 
               Isolate BFC5 
                    JF938943.1|Bacillus licheniformis strain AIMST 1.A.mlc3S 
                         JN409995.1| Bacillus licheniformis strain NM18 
                              JF343207.1|Bacillus licheniformisstrain IARI-L-80 
                              Isolate BDS31 

รูปที่ 7 สายวงศ์วานวิวัฒนาการของแบคทีเรียย่อยสลายเซลลูโลสที่คัดแยกได้ โดยแสดงถึงความสัมพันธ์กันระหวา่ง
แบคทีเรียไอโซเลท BFC8 BDS31 และแอคติโนมัยซีทไอโซเลท ACSI ที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ และ
แบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้จากฐานข้อมูลของ data gene bank (NCBI) และจัดกลุ่มวงค์
วานวิวัฒนาการโดยวิธี neighbor-joining ในชุดโปรแกรม PHYLIP 3.69 

 
 

               Isolate FFC2 
               AY323232.1|Thermomyces lanuginosusYNUCC4154 
                    AF033386.1|Geosmithia cylindrospora strainNRRL2673 
                    AF285114.1|AF285114Talaromycesocotl 
               AB047226.1|Talaromycesluteus 
     JF427817.1| Saccharomyces cerevisiae strain Ph2Y1 

รูปที่ 8 สายวงศ์วานวิวัฒนาการของราย่อยสลายเซลลูโลสไอโซเลท FFC2 โดยแสดงถึงความสัมพันธ์กันระหว่างรา
ที่ย่อยสลายเซลลูโลสที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้  และราที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้จากฐานข้อมูลของ 
data gene bank (NCBI) และจัดกลุ่มวงค์วานวิวัฒนาการโดยวิธี neighbor-joining ในชุดโปรแกรม 
PHYLIP 3.69 
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ตารางที่ 1 เปอร์เซ็นต์การงอกของรากเมล็ดพันธุ์ข้าว และข้าวโพดหวาน ใช้หัวเช้ือทั้ง 4 ไอโซเลทกระตุ้นการ
เจริญ โดยวัดผลในวันท่ี 7 ของการทดสอบ 

Isolate GI(%) of sweet corn GI(%) of rice 
BFC8 38.93 d 51.28 d 
BDS31 82.36 b 127.13 a 
ACSI 72.28 c 114.95 b 
FFC2 86.97 a 70.79 c 
Mean 70.13 91.04 
F-test ** ** 
CV (%) 0.05 0.17 

** = significant at P < 0.01 probability level, Mean in the same column with the same letters are not significantly different 
by least significant difference (LSD) (at P < 0.05). 
 

 ลักษณะการงอกของราก เม่ือกระตุ้นด้วยจุลินทรีย ์4 ไอโซเลท 
 แบคทีเรียไอโซเลท BFC8 แบคทีเรียไอโซเลท BDS31 แอคติโนมัยซีทไอโซเลท ACSI ราไอโซเลท FFC2 
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รูปที่ 9 ลักษณะการงอกของรากข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2 และข้าวโพดหวานพันธุ์หวานบุรี เมื่อกระตุ้นด้วย

เช้ือจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช โดยวัดการงอกของรากใน
วันท่ี 7 ของการเพาะเลี้ยง 

 

ลักษณะการงอกของรากข้าว และข้าวโพดหวาน ในชุดทดลองควบคุมด้วยน  ากลัน่ (ชุดควบคุม) จ านวน 2 ซ  า 

    
รูปที่ 10 ลักษณะการงอกของรากข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2 และข้าวโพดหวานพันธุ์หวานบุรี ในชุดทดลองควบคุม 

จ้านวน 2 ซ้้า 
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สรุปผลการวิจัย 
จากการคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญ

และย่อยสลายเซลลูโลสบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ CMC 
agar พบเช้ือแบคทีเรีย 26 ไอโซเลท เช้ือแอคติโนมัย
ซีท 4 ไอโซเลท และเช้ือรา 1 ไอโซเลท และจากการ
ตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสที่เช้ือสร้างขึ้น 
พบค่าของกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดใน 4 ไอโซเลท ได้แก่ 
BFC8, BDS31, ACSI และ FFC2 ซึ่งระบุชนิดได้เป็น 
Cronobacter sakazakii, Bacillus licheniformis, 
Streptomyces thermodiastaticus แล ะ 
Thermomyces lanuginosus เมื่อน้าจุลินทรีย์ทั้ง 4 
ไอโซเลทมาทดสอบกิจกรรมการเร่งการงอกของเมล็ด
พืชของข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2 และข้าวโพดหวานพันธุ์
หวานบุรี พบว่าเช้ือแบคทีเรียไอโซเลท BDS31 ให้ผล
ทดสอบดัชนีการงอกของรากสูงสุด คือ 127.13 % ใน
เมล็ดข้าวพันธุ์พิษณุโลก 2 เช้ือจุลินทรีย์ทั้ง 4 ไอโซเลท 
มีความเหมาะสมในการน้ามาผลิตเป็นหัว เ ช้ือปุ๋ย
จุลินทรีย์ในรูปหัวเชื้อปุ๋ยหมักได้ เนื่องจากเช้ือจุลินทรีย์
ที่คัดแยกได้สามารถสามารถย่อยสลายเซลลูโลส 
กระตุ้นการงอกเมล็ดพันธ์ุข้าว และข้าวโพดได้ดี 

 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
การคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลาย

เซลลูโลสได้จากตัวอย่างชนิดต่าง ๆ เช่น ดิน น้้ากากส่า 
ฟิลเตอร์เค้ก ในงานวิจัยนี้สามารถแยกเช้ือจุลินทรีย์ได้
ทั้ง 3 กลุ่ม คือ เช้ือแบคทีเรีย เช้ือแอคติโนมัยซีท และ
เช้ือรา ที่มีบทบาทส้าคัญในกระบวนการย่อยสลายปุ๋ย
หมัก (Dindal, 1978) การท้าปุ๋ยหมักโดยทั่วไปเช้ือ
แบคทีเรียมักจะพบในปริมาณที่มากกว่าเช้ือจุลินทรีย์
ชนิดอื่น เสมอ ในงานวิจัยนี้ สามารถคัดแยกเ ช้ือ
แบคทีเรียได้มากกว่าเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มอื่น การศึกษา
เช้ือแบคทีเรีย เช้ือแอคติโนมัยซีท และเช้ือรา ที่ผลิต

เซลลูเลสเพื่อย่อยสลายเซลลูโลสจึงมีความส้าคัญมาก
ต่อการท้าปุ๋ยหมักที่ใ ช้เซลลูโลสเป็นวัสดุหมัก ซึ่ ง
จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้สามารถน้ามาประยุกต์ใช้เป็นปุ๋ย
จุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
เช่นเร่งการงอกของรากเมล็ดพืช ในรูปหัวเช้ือปุ๋ยหมัก 
ซึ่ งอาจช่วยให้ระยะเวลาในการท้าปุ๋ยหมักสั้นลง 
นอกจากน้ีจากการศึกษา ของ Wang et al. (2011) ซึ่ง
ได้ท้าการศึกษาดัชนีการงอกของเมล็ดพันธุ์ผักกระหล่้า
ปลีที่เพาะในปุ๋ยหมักที่มีการผสมเช้ือรา Penicillium 
expansum ร่วมด้วย พบว่ามีดัชนีการงอกสูงถึง 150% 
ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้มีการทดสอบดัชนีการงอกของเมล็ด
พืชเพื่อทดสอบการเร่งการงอกรากของเมล็ดข้าวพันธุ์
พิษณุโลก 2 และข้าวโพดหวานพันธุ์ข้าวโพดหวานบุรี 
โดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 4 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้จากการ
ทดลองนี้ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยเซลลูโลส และ
สร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ดี พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท 
BDS31 กระตุ้นการงอกได้ดีโดยมีค่าดัชนีการงอก 
127.13% นอกจากนี้การตรวจสอบคุณสมบัติของ
จุลินทรีย์ทั้ง 4 ไอโซเลท  พบว่ามีคุณสมบัติในการสร้าง
ฮอร์โมนพืช IAA ซึ่งฮอร์โมนชนิดนี้จะช่วยเร่งการงอก
ของรากพืช (นันทวัน, 2555) จากการทดลองของ 
Babalola et al. (2007) พบว่าหัวเช้ือจุลินทรีย์ที่คัด
แยกได้จากดินรอบรากพืช เช่น Pseudomonas sp., 
Klebsiella oxytoca และ Enterobacter sakazakii 
สามารถปล่อยสารกระตุ้นการงอกของเมล็ดข้าวฟ่างได้ 
ดังนั้นการน้าจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสทั้ง 4 ไอโซ
เลทมาประยุกต์ใช้เป็นปุ๋ยจุลินทรีย์ในรูปหัวเช้ือปุ๋ยหมัก 
จะท้าให้ปุ๋ยหมักท่ีผลิตขึ้นมีสารกระตุ้นการงอกดังกล่าว
พร้อมท้ังหัวเช้ือจุลินทรีย์ปะปนอยู่ นอกจากนี้จุลินทรีย์
ย่อยสลายเซลลูโลสในการทดลองนี้ยังสามารถตรึง
ไนโตรเจนอากาศ และละลายหินฟอสเฟตได้ซึ่งเป็น
ประโยชน์ต่อการเจริญของพืชต่อไป การทดลองครั้งนี้
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เป็นการศึกษาขั้นเบื้องต้น เพื่อให้ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์ 
ดังนั้นการศึกษาคุณสมบัติของสารที่ช่วยกระตุ้นการงอก
ทีจุ่ลินทรีย์ผลิตขึ้น การงอกของเมล็ดพืชรวมทั้งการเก็บ
ผลผลิตในระยะ 3 เดือน รวมทั้งการน้าจุลินทรีย์ไป
ประยุกต์เป็นหัวเชื้อปุ๋ยจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสที่มี
คุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เพื่อผลิตปุ๋ย
หมัก ต้องด้าเนินการในการทดลองขั้นต่อไป 

 

กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากส้านักงาน

คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช) ปีงบประมาณ 2553 
และ ขอขอบคุณบริษัทขอนแก่นแอลกอฮอล์  จ .
ขอนแก่น ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างฟิลเตอร์เค้ก 
และน้้ากากส่า พร้อมทั้งสถานที่ในการท้าปุ๋ยหมัก 
งานวจิัยนี้ประสบความส้าเร็จได้ ภายใต้ค้าแนะน้า และ
ก้าลังใจจากอาจารย์ ดร.นันทวัน ฤทธิ์เดช และอาจารย์
ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ตลอดจนเพื่อนๆนักศึกษาทุก
ท่าน ขอบคุณทุกท่านที่มีส่วนช่วยเหลือในการวิจัยครั้งนี้
ทั้งที่ได้กล่าวนาม และไม่ได้กล่าวนาม 
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