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ABSTRACT 
Animal feces serve as a habitat for diverse microorganisms, including bacteria, fungi, and protozoa, 

which are essential for breaking down organic matter, and contributing to nutrient cycle. Cellulose, a complex 
carbohydrate prevalent in plant cell walls, is abundant in herbivore feces and is broken down by cellulase-
producing microorganisms that reside in their gut as well as in soil, decaying matter, and surrounding 
environment. The objective of this study was to isolate actinobacteria from herbivore faeces and evaluate their 
cellulase-producing potential. A total of 50 actinobacterial isolates were obtained from cow, horse, and goat 
faeces. Among these, 33 isolates produced clear zones on carboxymethyl cellulose (CMC) agar plates, with 
hydrolysis capacity (HC) values ranging from 2.0 to 7.2. Out of 33 isolates, 28 isolates exhibited measurable 
cellulase activity, ranging from 0.37 ± 0.022 U/ml to 0.98 ± 0.046 U/ml. The five isolates with the highest enzyme 
activity—MG08, MG15, MH01, MH08, MH09, and MH11—were identified as Streptomyces sp. and 
demonstrated the ability to tolerate temperatures up to 45 °C. These isolates represent promising candidates for 
further studies on cellulase production, with potential applications in biomass degradation, bioconversion of 
agricultural residues, and industrial enzyme production. 
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บทคดัย่อ 
มลูสตัวเ์ป็นทีอ่ยู่อาศยัของจุลนิทรยีห์ลากหลายชนิดทัง้แบคทเีรยี ฟังไจ (fungi) และโปรโตซวั (protozoa) ซึง่

มีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายสารอินทรีย์และเกี่ยวข้องกบัการหมุนเวียนธาตุอาหารในระบบนิเวศ เซลลูโลส 
(cellulose) เป็นคารโ์บไฮเดรตเชงิซ้อนทีพ่บมากในผนังเซลลข์องพชืและพบในมลูสตัว์กนิพชื ซึง่ถูกย่อยโดยจุลนิทรยี์
ทีผ่ลติเอนไซม์เซลลูเลสซึ่งอาศยัอยู่ในล าไสข้องสตัว์เหล่านี้ รวมถงึในดนิ ซากพชืซากสตัว์ และในสิง่แวดลอ้มทัว่ไป 
งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อแยกแอคติโนแบคทเีรยีจากมูลสตัว์กนิพชืและศกึษาประสทิธภิาพในการผลติเอนไซม์
เซลลูเลส แอคตโินแบคทเีรยี 50 ไอโซเลต ถูกแยกจากมูลววั มลูมา้และมลูแพะ ในจ านวนนี้ม ี33 ไอโซเลต เกดิโซนใส
บนจานอาหารแขง็ CMC โดยมค่ีาการละลายอยู่ในช่วง 2.0 – 7.2 จากทัง้หมด 33 ไอโซเลตนี้ มจี านวน 22 ไอโซเลต  
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มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสที่ตรวจวดัได้ตัง้แต่ 0.37 ± 0.022 ยูนิต/มล. to 0.98 ± 0.046 ยูนิต/มล. แอคติโน
แบคทีเรีย 5 ไอโซเลตที่มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสสูงที่สุด ได้แก่ MG08, MG15, MH01, MH08, MH09 และ 
MH11 ทัง้หมดจดัอยู่ในสกุล Streptomyces และสามารถทนอุณหภูมิสูงถึง 45 °C ไอโซเลตเหล่านี้เป็นตวัแทนที่มี
ศกัยภาพส าหรบัน ามาศกึษาเพิม่เตมิเกีย่วกบัการผลติเอนไซมเ์ซลลูเลส และมคีวามเป็นไปไดใ้นการน ามาประยุกต์ใช้
ย่อยสลายชวีมวล การแปรรปูวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตร และการผลติเอนไซมใ์นระดบัอุตสาหกรรม  

ค าส าคญั: แอคตโินแบคทเีรยี เอนไซมเ์ซลลูเลส มลูสตัว ์

บทน า 
เซลลูโลส (cellulose) เป็นสารพอลิแซคคา

ไรด์ทีม่ลีกัษณะเป็นเสน้ตรง ประกอบดว้ยโมเลกุลของ
น ้าตาลกลูโคสต่อกนัเป็นสายยาวดว้ยพนัธะเบต้า-1, 4 
ไกลโคซิดิก เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่พบ
มากที่สุดในธรรมชาติเนื่องจากเป็นส่วนประกอบของ
ผนังเซลล์พชื ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่
มีว ัสดุเหลือทิ้งจากการเก็บเกี่ยว การผลิตและการ
บริโภคเป็นจ านวนมาก เช่น ชานอ้อย ฟางข้าว ซัง
ข้าวโพด ขี้เลื่อย มันส าปะหลัง (Jusakulvijit et al., 
2021) เป็นต้น วัสดุเหล่านี้สามารถน ากลับมาใช้
ประโยชน์ในอุตสาหกรรม แต่ก็ยงัมีเหลือทิ้งอีกเป็น
จ านวนมาก การเผาก าจดัวสัดุเหลือทิ้งเหล่านี้ท าให้
เกดิปัญหาสิง่แวดลอ้มรวมถงึใชต้้นทุนในการก าจดัสงู 
การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยเอนไซม์เซลลูเลสเป็น 
กระบวนการที่มีประสิทธิภาพและเป็นมิตรต่อ
สิง่แวดล้อม ซึ่งสามารถลดต้นทุนในการผลิตและได้
ผลติภณัฑห์ลกัคอืน ้าตาลกลูโคส โดยน ้าตาลดงักล่าว
สามารถน าไปใชเ้ป็นวตัถุดบิในกระบวนการผลติระดบั
อุตสาหกรรม เช่น การผลติเชื้อเพลงิชวีภาพ (ไบโอเอ
ทานอล) ผลิตภัณฑ์อาหาร และผลิตภัณฑ์สิ่งทอ 
(Bhardwaj et al., 2021) เป็นตน้ เอนไซมเ์ซลลูเลสแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ เอนไซม์เอกโซกลูคาเนส ท า
หน้าที่ตดัพนัธะเบต้า-1, 4-ไกลโคซิดิกจากปลายของ
สายเซลลูโลส จ าเพาะต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่
เรยีงตวัเป็นระเบยีบและไม่เป็นระเบยีบ เอนไซม์เอน
โดกลูคาเนสหรือเอนไซม์คาร์บอกซีเมทิลเซลลูเลส  
ท าหน้าทีต่ดัพนัธะเบต้า-1, 4-ไกลโคซดิกิของโมเลกุล 
เซลลูโลสแบบสุ่ม จ าเพาะต่อโครงสร้างที่ไม่ เป็น
ระเบยีบ และเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส ท าหน้าที่ย่อย
สลายน ้าตาลเซลโลไบโอส หรือเซลโลโอลิโกแซคคา

ไรด์ที่ละลายน ้า เอนไซม์เซลลูเลสผลิตจากจุลนิทรยี์
หลายชนิด ได้แก่ ฟังไจ แบคทีเรีย และแอคติโน
แบคที เรีย ได้แก่Chaetomium sp., Fusarium sp., 
Aspergillus sp.,Trichoderma sp.,Bacillus sp., 
Clostridium sp., Nocardia sp. และ Streptomyces sp. 
(Bhardwaj et al., 2021; Meriem et al., 2022) เอนไซม์
เซลลูเลสทีใ่ชใ้นเชงิพาณิชยส์่วนใหญ่มกัผลติจากเชื้อ
ราจ าพวกต่าง ๆ อย่างไรกต็าม ในปัจจุบนัมกีารศกึษา
เกี่ยวกบัการผลติเอนไซม์เซลลูเลสจากแบคทเีรียและ
แอคติโนแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากจุลินทรีย์
กลุ่มนี้สามารถเจริญเติบโตและสร้างเอนไซม์ได้ดีใน
สภาวะที่มีอุณหภูมิสูง จึงเหมาะสมต่อการน าไป
ประยุกต์ใช้ในกระบวนการอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น 
อุตสาหกรรมสิ่งทอ การแปรรูปวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตรเป็นปุ๋ ยหมกั ตลอดจนการใชเ้ป็นสารตัง้ตน้
ส าหรบัการผลติพลงังานทดแทนในระดบัอุตสาหกรรม 

แอคตโินแบคทเีรยีเป็นแบคทเีรยีแกรมบวกที่
มกีารเจรญิเป็นเสน้ใยและสรา้งสปอร์คลา้ยเชื้อรา เป็น
กลุ่มจุลนิทรยีท์ีส่ามารถผลติสารเมทาบอไลท์ทุตยิภูมิ
ที่มีฤทธิท์างชีวภาพได้หลากหลายชนิด ได้แก่ สาร
ปฏิชีวนะ เอนไซม์ และสารต้านมะเร็ง แอคติโน
แบคทเีรยีสามารถพบไดท้ัว่ไปในดนิ ในแหล่งน ้าทัง้น ้า
จดืและน ้าเคม็ และในตะกอนใต้น ้า รวมถึงในกองปุ๋ ย
หมัก โดยมีบทบาทเป็นผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ 
โดยเฉพาะสารที่ย่อยสลายได้ยากในธรรมชาติ  
มีรายงานว่าแอคติโนแบคทีเรีย Thermobifida fusca 
สามารถผลิตเอนไซม์เซลลู เลสที่ทนอุณหภูมิสูง 
เอนไซม์ไซลาเนส เอนไซม์แมนนาเนส และเอนไซม์
แมนโนซิเดส (Gomez del Pulgar & Saadeddin, 2014) 
แอคติโนแบคทีเรียสกุลอื่นที่มีรายงานผลิตเอนไซม์
เซลลูเลส ไดแ้ก่ Streptomyces, Nocardia, Kitasatospora, 
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Nonomurae, Asanoa, Streptosporangium แ ล ะ 
Dactylosporangium Putri & Setiawan (2019); (Saini 
et al., 2015) 

มู ลสัตว์ เ ป็ นที่ อยู่ อาศัยของจุ ลินทรีย์
หลากหลายชนิด ได้แก่ แบคทเีรีย ฟังไจ และโปรโต
ซัว จุลินทรีย์เหล่านี้ มีบทบาทเป็นผู้ย่ อยสลาย
สารอินทรีย์ ภายในล าไส้ของสตัว์กินพชื และสตัว์ที่
กินทัง้พืชและสัตว์จะมีจุลินทรีย์กลุ่มเซลลูโลไลติก
แบคทีเรีย ได้แก่ สกุล Fibrobacter, Ruminococcus 
ร วมถึ ง  Bacteroides, Enterococcus, Eubacterium 
และ Clostridium ท าหน้าทีย่่อยสลายเซลลูโลสซึ่งสตัว์
เหล่านี้ ไม่สามารถย่อยและดูดซึมได้ (Froidurot & 
Julliand, 2022)  มี รายงานการค้นพบแอคติ โน
แบคทีเรียจากมูลสัตว์หลายชนิด และมีรายงานว่า
จุลนิทรยี์ที่พบในมูลสตัว์กนิพชืสามารถผลติเอนไซม์
เซลลูเลสไดด้ ี(Ndlela & Schmidt, 2016; Singh et al., 
2015) ดงันัน้ งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกแอ
คติโนแบคทเีรยีจากมูลของสตัว์กนิพชื ได้แก่ ววั ม้า 
และแพะ และศกึษาศกัยภาพในการผลติเอนไซมเ์ซลลู
เลสของแอคติโนแบคทีเรยีที่คดัแยกได้ เพื่อคดัเลือก
สายพนัธุท์ีม่คีวามสามารถสูง ซึง่อาจน าไปประยุกต์ใช้
ในภาคการเกษตรและอุตสาหกรรมไดใ้นอนาคต 

อปุกรณ์และวิธีการ 
1. การเก็บตัวอย่างมูลสัตว์และแยกแอคติโน
แบคทีเรีย 

เก็บตวัอย่างมูลจากสตัว์กินพชื 3 ชนิด คือ 
วัว แพะ และม้า (Figure 1) ภายในพื้นที่คณะสัตว
แพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต
ก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม เก็บมูลสัตว์ ใส่
ถุงพลาสตกิสะอาด จากนัน้ชัง่มูลสตัว์ 1 กรมั ผสมน ้า
กลัน่ปลอดเชื้อ 9 มล. ท าการเจือจางล าดบัส่วนทีละ 
10 เท่า ดดูของเหลวทีค่วามเจอืจาง 10-5 ถงึ 10-7  เกลีย่
บนผิวหน้ าอาหารแข็ง Carboxymethyl cellulose 
(CMC) (CMC 5 กรมั, Yeast Extract 1 กรมั, K2HPO4 
0.7 กรมั, KH2PO4 0.3 กรมั, MgSO4.7H2O  0.5 กรมั, 
FeSO4.7H2O 0.01 กรมั, ZnSO4  0.001 กรมั, agar 18 
กรมั, น ้ากลัน่ 1 ลติร, pH 6.0 – 7.0) ทีเ่ตมิยาปฏชิวีนะ
นาลิดิซิกเอซิด (nalidixic acid) 25 ไมโครกรัม/มล. 
และคีโตโคนาโซล (ketoconazole) 100 ไมโครกรัม/
มล. เพื่ อยับยั ้งแบคทีเรียแกรมลบและเชื้ อรา 
ตามล าดับ บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 28 °C เป็น
เวลา 7 - 14 วนั คดัเลือกโคโลนีแอคติโนแบคทีเรีย 
น ามาขดีลาก (cross streak) บนอาหาร International 
Streptomyces Project medium 2 (ISP2) (Shirling & 
Gottlieb, 1966) จนกระทัง่ได้เชื้อบริสุทธิ ์เก็บรกัษา
เชื้อบริสุทธิบ์นอาหารผิวเอียง ISP2 ส าหรับการ
ทดลองในขัน้ตอนถัดไป และเก็บในรูปของสาร
แขวนลอยสปอร์และเส้นใยในสารละลายกลีเซอรอล  
20 % (w/v) ที่อุณหภูมิ -20 °C ส าหรบัการเก็บรกัษา
ระยะยาว

 
Figure 1 Animal feces collected from Faculty of Veterinary Medicine, Kasetsart University Kamphaeng Saen Campus.  
  Cow feces (a), goat feces (b) and horse feces (c) 

  

(a) (b) (c)
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2. การศึกษาความสามารถในการย่อยเซลลูโลส 
เตรียมสารแขวนลอยหรือซัส เพนชัน 

(suspension) ของสปอร์และเสน้ใย โดยเลี้ยงแอคติโน
แบคทเีรยีบนอาหาร ISP3 (Shirling & Gottlieb, 1966) 
เป็นเวลา 7 วนั หรือจนกว่าเชื้อสร้างสปอร์เต็มที่ ใช้
ห่วงเขีย่เชื้อปลายกลม (loop) ปลอดเชื้อขดูสปอร์และ
เส้นใยใส่หลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 1.5 มล. ที่มี
สารละลายโซเดยีมคลอไรด ์เขม้ขน้ 0.85 % (w/v) ผสม
ให้เขา้กนั จากนัน้ดูดสารแขวนลอยสปอร์ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าอาหารทดสอบ CMC 
agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 7 วนั ตรวจผล
การย่อยเซลลูโลสโดยสงัเกตการเกดิโซนใสรอบโคโลนี
หลงัราดด้วยสารละลายคองโกเรด เขม้ขน้ 1 % (w/v) 
ท่วมจานอาหาร ทิง้ไว ้15 นาท ีและลา้งดว้ยสารละลาย 
1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (Kasana et al., 2008) วดั
เส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสและเส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนีในหน่วยมลิลเิมตร ค านวณค่าความสามารถใน
การละลาย หรือ Hydrolysis capacity (HC) value (Li 
et al., 2023) ซึ่ งเป็นอัตราส่วนระหว่ างเส้นผ่ าน
ศูนยก์ลางโซนใสต่อเสน้ผ่านศูนยก์ลางโคโลนี  
3. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส 

เลี้ยงแอคตโินแบคทเีรยีบนจานอาหาร ISP2 
บ่มที่อุณหภูม ิ30 °C เป็นเวลา 7 วนั จากนัน้ใช้ cork 
borer ปลอดเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 ซม. 
เจาะโคโลนีแอคติโนแบคทเีรยี จ านวน 2 ชิ้นวุ้น ใส่ฟ
ลาส์กขนาด 250 มล. ที่มอีาหารเหลว CMC ปรมิาตร 
50 มล. บ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบ/นาท ีเป็น
เวลา 7 วนั ทดลองซ ้า 3 ครัง้ จากนัน้เก็บตวัอย่างน ้า
เลี้ยงเซลล์ น าไปปัน่เหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ที่
ความเรว็ 10,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีดดูสว่น
ใสเหนือตะกอนเซลล์ ปริมาตร 0.5 มล. ใส่หลอด
ทดลองทีม่ ี1 % CMC ใน 0.05 โมลาร ์ซเิตรตบฟัเฟอร์ 
(พเีอช 4.8) น าไปบ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูม ิ50 °C 
เป็นเวลา 30 นาที วดัปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี 
dinitrosalicylic acid (DNS) (Miller, 1959) โดยผสม
ตวัอย่างปรมิาตร 1 มล. กบัสารละลาย DNS ปรมิาตร 
1 มล. น าไปต้มในน ้าเดอืด เป็นเวลา 10 นาท ีและท า
ให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการน าหลอดแช่ในน ้าแข็ง

ประมาณ 3 - 5 นาท ีจากนัน้เตมิน ้ากลัน่ปลอดเชื้อ 10 
มล. และน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปค
โทรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
(OD540) น าค่าดดูกลนืแสงทีไ่ดเ้ทยีบหาปรมิาณน ้าตาล
รดีวิซ์กบักราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคส (0.2 - 1.0 
มก./มล.) ค านวณกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส (ยู
นิต/มล.) โดยก าหนดให้เอนไซม์ 1 ยูนิต คอื ปรมิาณ
ของเอนไซม์ที่ย่อยซับสเตรตโดยให้ผลิตภัณฑ์เป็น
น ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครโมล/นาท ี
4.  การจ าแนกชนิดแอคติโนแบคทีเรียด้วย
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและการวิเคราะห์ล าดบั
เบส 

เลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียบนอาหาร ISP2 ที่
อุณหภูม ิ28 °C เป็นเวลา 7 วนั บนัทกึสสีปอร์ สเีส้น
ใยอาหารและการสร้างรงควตัถุ ศกึษาเส้นใยและการ
เรียงตัวของสปอร์โดยใช้วิธี scotch tape technique 
(Harris, 2000) น าเทปกาวใสแปะทบับนผวิหน้าโคโลนี
แอคติโนแบคทีเรยีอย่างเบามือ น ามาวางบนสไลด์ที่
หยดสีย้อมคริสตัลไวโอเลต น าไปส่องภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง ใช้เลนส์วตัถุก าลงัขยาย 100 
เท่า  

ระบุชนิดแอคติโนแบคทเีรยีโดยการวเิคราะห์
ล าดบัเบสของยีน 16S rDNA เริ่มต้นจากสกดัดีเอ็นเอ
ตามวธิขีอง Také et al. (2015) จากนัน้เพิม่ปรมิาณยนี 
16S rDNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใชไ้พรเมอร ์1F (5’-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3’) 
แ ล ะ  1530R (5’-AAGGAGATCCAGCCGCA-3’) 
(Kataoka et al., 1997) ตามวิธีการที่ อธิบายโดย 
Mingma et al. (2023) ตรวจสอบผลติภณัฑ ์PCR โดย
การท าอะกาโรสเจลอิ เล็กโตรโฟรีซิส  และน า
ผลิตภณัฑ์ PCR มาท าให้บริสุทธิด์้วย FavorPrepTM 
GEL/PCR Purification Kit (FAVORGEN, Taiwan) สง่
วเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด ์(sequencing) โดยใชไ้พร
เมอร์ 27F และ 1492R น าขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์ที่
ไดม้าเปรยีบเทยีบกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ในฐานขอ้มูล
บนเว็บไซต์ https://www.ezbiocloud.net/ (Chalita et 
al., 2024) ฝากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ใน
ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank ส ร้ า ง แ ผนภู มิ ต้ น ไ ม้  
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(Phylogenetic tree) โดยใช้ โปรแกรม MEGA11 
(Tamura et al., 2021) โดยเลือกวิธี จัดกลุ่ มแบบ 
Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) และก าหนดค่า 
bootstrap เป็น 1,000 รอบ (Felsenstein, 1985) 
5. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิตโิดยใช้ซอฟต์แวร์ R 
เวอร์ชัน่ 4.4.0 โดยขอ้มูลในแต่ละการทดลองจะแสดง
เป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ความ
แตกต่างทางนัยส าคญัทางสถติทิี่ความน่าจะเป็นน้อย
กว่า 0.05 (Duncan’s test, p<0.05)  

ผลและวิจารณ์ 
1. การแยกแอคติโนแบคทีเรียจากมูลสตัว ์

งานวิจยันี้ใช้อาหาร CMC agar ในการแยก
แอคตโินแบคทเีรยี หลงัจากบ่มจานอาหารเป็นเวลา 7 
วนั พบโคโลนีแอคตโินแบคทเีรยีมขีนาดเล็ก ลกัษณะ
แขง็ ผิวหน้าโคโลนีด้าน บางโคโลนีสร้างสปอร์ซึ่งมี
ลกัษณะคล้ายผงชอล์กบนผวิหน้า โดยส่วนใหญ่เป็น
สปอร์สีเทา สีน ้ าตาล และสีขาว (Figure 2) ซึ่ ง
สอดคลอ้งกบัลกัษณะเฉพาะของแอคติโนแบคทีเรียที่
มกีารเจรญิเติบโตในรูปแบบเส้นใย โดยบางส่วนของ
เสน้ใยเหล่านี้ฝังตวัอยู่ในเนื้อวุน้ จากการแยกตวัอย่าง
สามารถคดัแยกแอคตโินแบคทเีรยีไดร้วมทัง้สิน้ 50 ไอ

โซเลต โดยไอโซเลตที่ได้จากมูลม้ามจี านวนสูงสุดถงึ 
21 ไอโซเลต (รหสัเชือ้ MH) ตามดว้ยมลูแพะ 16 ไอโซ
เลต (รหสัเชื้อ MG) และมูลววั 13 ไอโซเลต (รหสัเชื้อ 
MC) มรีายงานการแยกแอคตโินแบคทเีรยีจากมลูสตัว์
หลากหลายชนิด เช่น งานวจิยัของ Jiang et al. (2013) 
แยกแอคติโนแบคทเีรยีจ านวน 746 ไอโซเลต จากมูล
สตัว์ 31 ชนิด ในมณฑลยูนนาน ประเทศจีน ได้แก่ 
ชะนี เสอืโคร่ง แพนด้า ชะมด อลัปากา แรด นกเงอืก 
ยรีาฟ เต่ากาลาปากอส งานวจิยัของจรีพรรณ์ (2549) 
ได้แยกแอคติโนแบคทีเรยีจ านวน 32, 29 และ 20 ไอ
โซเลต จากมูลสุกร มูลววั และมูลค้างคาว ตามล าดบั 
งานวิจัยของ Hayakawa et al. (2010) แยกแอคติโน
แบคทีเรียจากปุ๋ ยหมกัมูลสุกร ได้จ านวนทัง้สิ้น 125 
ไอโซเลต ซึ่งจัดอยู่ใน 15 สกุล (genus) 22 สปีชีส์ 
(species) ที่แตกต่างกนั รายงานเหล่านี้แสดงให้เห็น
ว่ ามูลสัตว์ เป็นแหล่ งของแอคติโนแบคที เรียที่
หลากหลาย นอกเหนือจากแอคติโนแบคทีเรีย มี
รายงานแบคทเีรยีกลุ่ม Firmicutes และ Bacteroidetes 
และเชื้อราในไฟลมั Ascomycota ในมูลสตัว์กนิพชื 5 
ชนิด ได้แก่ กระต่าย ววั ม้า กวาง และไบซันยุโรป 
โดยพบแอคติโนแบคทเีรยี และบาซิลไลมากในมูลววั 
(Dowd et al., 2008)

 

 
Figure 2 Colony morphology of actinobacteria (indicated by arrow) from goat feces at dilution of 10-7  
  cultured on CMC agar after incubation at 28 oC for 7 day
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3. การทดสอบความสามารถในการย่อยเซลลูโลส 
ตรวจสอบการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสบน

อาหาร CMC agar โดยใช้สคีองโกเรด ซึ่งจดัเป็นการ
ทดสอบเชิงคุณภาพ (qualitative) เพื่อตรวจกิจกรรม
ของเอนไซม์เอนโดกลูคาเนสบนจานอาหาร CMC สี
คองโกเรดจะจบักบัสายเบต้า-(1-4)-ดกีลูแคนของคาร์
บอกซีเมธิลเซลลูโลสหรือ CMC และถูกตรึงด้วย
สารละลาย 1M NaCl เห็นเป็นสีแดงเข้มล้อมรอบ
บรเิวณใสซึ่งเป็นบรเิวณที ่CMC ถูกย่อยดว้ยเอนไซม์
เซลลูเลส ไดเ้ป็นกลูแคนสายสัน้และไม่จบักบัสคีองโก
เรด (Sazci et al., 1986) จากแอคติโนแบคที เรีย
ทัง้หมด 50 ไอโซเลตที่น ามาทดสอบ พบว่ามจี านวน 
33 ไอโซเลต (66 %) สามารถย่อย CMC ได้ โดย
สังเกตจากโซนใสหลังการย้อมด้วยสีคองโกเรด 
(Figure 3) มค่ีาความสามารถในการย่อย (HC value) 
อยู่ ในช่วงระหว่าง 2.0 – 7.2 โดยไอโซเลต MH07 
แสดงความสามารถในการย่อย CMC สูงสุด รองลงมา
คือไอโซเลต MG08, MG10 และ MH16 ซึ่งมีค่า HC 
เท่ากับ 5.6, 5.5 และ 5.2 ตามล าดับ (Figure 4) เมื่อ

เทยีบกบังานวจิยัก่อนหน้าพบว่าผลการศึกษานี้มีค่า
ความสามารถในการย่อยสลาย (HC value) สูงกว่า 
โดยงานวจิยัของ Putri & Setiawan (2019) ศกึษาการ
ย่อยเซลลูโลสของแอคตโินแบคทเีรยีที่แยกจากดนิใน
บริเวณต่างๆ ของเมืองสุลาเวสีตะวันตก ประเทศ
มาเลเซยี พบว่ามแีอคตโินแบคทเีรยีจ านวน 17 ไอโซ
เลต จากทัง้หมด 57 ไอโซเลต เกิดวงใสบนอาหาร 
CMC agar มีค่า HC อยู่ในช่วง 1.2 – 3.1 ในท านอง
เดยีวกนั งานวจิยัของ Khianngam et al. (2014) ไดท้ า
การแยกเชื้อแบคทเีรยีจากกากปาล์มน ้ามนัและพบว่า
แบคทเีรยีจ านวน 10 ไอโซเลตมค่ีา HC จากการย่อย
สลาย CMC อยู่ในช่วง 1.56 – 4.14 ซึ่งต ่ากว่าผลที่ได้
จากงานวจิยันี้ ความแตกต่างนี้อาจเกดิจากแหล่งที่มา
ของตวัอย่าง ซึ่งมีองค์ประกอบทางสิง่แวดล้อม เช่น 
ปริมาณอินทรีย์วตัถุที่แตกต่างกนั วิธีการเพาะเลี้ยง
และองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถงึชนิดและ
ปรมิาณของสารตัง้ต้น เช่น CMC ทีใ่ชท้ดสอบ ซึง่อาจ
กระตุน้การผลติเอนไซมใ์นระดบัทีแ่ตกต่างกนั เป็นตน้ 
 

 
Figure 3 Representative positive results of isolate MH12, showing clear zones surrounding colonies  
  indicating hydrolysis of CMC
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Figure 4 Hydrolysis capacity values of the isolates from cow faeces (yellow), goat faeces (green) and  
  horse faeces (orange) 

เมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างแหล่งตวัอย่างพบว่า
แอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกจากมูลมา้มจี านวนไอโซเลต
ที่ย่อย CMC มากที่สุดคือ 17 ไอโซเลต หรือคิดเป็น 
51 % ของแอคติโนแบคทีเรียที่แยกได้ทั ้งหมด 
รองลงมาคอืมลูแกะ 9 ไอโซเลต และมลูววั 7 ไอโซเลต 
(Figure 5) แสดงให้เห็นว่ามูลม้าเป็นแหล่งที่สามารถ
แยกแอคติโนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อย
สลาย CMC ได้มากที่สุด เมื่อเทียบกบัมูลสตัว์อื่น ๆ 
อาจเนื่องมาจากความแตกต่างทางสรรีวทิยาและระบบ
ย่อยอาหารของม้า ซึ่งเป็นสตัว์กินพืชที่มีกระเพาะ
เดีย่ว มกีารหมกัและย่อยเซลลูโลสทีบ่รเิวณล าไสส้่วน

ปลาย ได้แก่ ล าไส้ใหญ่และไส้ติ่ง ท าให้มีความ
หลากหลายของจุลนิทรยี์ทีย่่อยเซลลูโลสสูงกว่าในมูล
เมื่อเทยีบกบัสตัวเ์คี้ยวเอื้อง เช่น ววัหรอืแกะ ซึง่มกีาร
ย่อยเสน้ใยในบรเิวณรูเมนก่อนเขา้สู่ล าไสใ้หญ่ ดงันัน้
จุลนิทรยีท์ีเ่หลอืในมูลของสตัว์เคี้ยวเอื้องจงึมปีรมิาณ
ลดลงหลงัผ่านการย่อย ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของ 
Dowd et al. (2008) Costa et al. (2015) ที่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัของกลุ่มจุลินทรีย์ระหว่าง
สตัว์ที่มกีระเพาะเดี่ยวกบัสตัว์เคี้ยวเอื้อง (มกีระเพาะ
หลายหอ้ง) 

 

 
Figure 5 Number of actinobacteria from animal faeces with cellulose hydrolysis 
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4. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
คดัเลอืกแอคตโินแบคทเีรยีทัง้หมด 33 ไอโซ

เลต ที่ให้ผลการย่อยเซลลูโลสบนจานอาหาร CMC 
agar เป็นบวก มาเลีย้งในอาหารเหลวทีเ่ตมิ CMC (0.5 
%) เป็นซบัสเตรต และวดักจิกรรมของเอนไซม์เซลลู
เลส (ชนิด CMCase) ด้วยวิธี DNS พบว่ามีแอคติโน
แบคทเีรยีจ านวน 28 ไอโซเลต ผลติเอนไซม ์CMCase 
โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์อยู่ในช่วง 0.98±0.046             
ยูนิต/มล. ถึง 0.37±0.022 ยูนิต/มล. ไอโซเลต MG08 
มกีจิกรรมของเอนไซม ์CMCase สงูทีสุ่ด รองลงมาคอื
ไอโซเลต MH09, MH11 และ MH01 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์ เ ท่ ากับ  0.96±0.087, 0.96±0.022 และ 
0.92±0.149 ยนูิต/มล. ตามล าดบั (Table 1) นอกจากนี้
มแีอคตโินแบคทเีรยีจ านวน 5 ไอโซเลต ทีต่รวจพบวง
ใสบนจานอาหาร CMC แต่ไม่พบกจิกรรมของเอนไซม์
ในอาหารเหลว เมื่อเปรยีบเทยีบกบังานวจิยัของ Liang 
et al. (2014) พบว่าเป็นไปในท านองเดยีวกนั คอื จาก
แบคทเีรยีทัง้หมด 22 ไอโซเลตทีใ่ห้ผลการย่อย CMC 
บนอาหารแข็งเป็นบวก พบว่ามีเพียง 3 ไอโซเลต 
ได้แก่ ME27-1, FCD1-3 และ SK3-4 ที่ตรวจพบ
กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase ในอาหารเหลว ทัง้นี้
อาจมสีาเหตุจากปรมิาณเอนไซม์ทีเ่ชื้อผลติมปีริมาณ

น้อยมาก หรือความสามารถของเชื้อในการหลัง่
เอนไซม์ออกมาได้น้อยเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว จาก
รายงานของ Sadhu & Maiti (2013) กล่าวว่าเส้นผ่าน
ศูนย์กลางโซนไฮโดรไลซ์อาจไม่สะท้อนกจิกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสที่แท้จรงิ และพบว่าความกว้างของ
โซนใสกับปริมาณเอนไซม์ไม่มีความสัมพันธ์กัน 
(Teather & Wood, 1982) 

กจิกรรมสูงสุดของเอนไซม์เซลลูเลสที่วดัได้
จากงานวิจัยนี้อยู่ในระดับใกล้เคียงกับรายงานของ 
Abou-Dobara et al. (2015) ซึ่ งพบว่ ากิจกรรมเซล           
ลูเลสของ Streptomyces auranticus เท่ากับ 0.2049              
ยูนิต/มล. และงานวจิยัของ Da Vinha et al. (2011) ที่
รายงานกจิกรรมเอนไซมเ์ซลลูเลสของ Streptomyces 
viridobrunneus SCPE-09 เ ท่ ากับ  2.00 ยูนิ ต /มล. 
อย่างไรกต็าม กจิกรรมเอนไซมท์ีว่ดัไดใ้นงานวจิยันี้ยงั
ต ่ ากว่าที่รายงานในหลายงานวิจัย (Prasad et al., 
2013; Sinjaroonsak et al., 2020)  ดังนั ้น เพื่ อ เพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ ควรมีการศึกษา
เพิม่เติมเพื่อปรบัปรุงสภาวะการเพาะเลี้ยง เพื่อให้ได้
กจิกรรมเอนไซม์สูงสุดและสามารถน าไปประยุกต์ใช้
เชิงอุตสาหกรรมหรือทางการเกษตรได้อย่ างมี
ประสทิธภิาพ 

 
Table 1 Cellulase production capability of isolates 

Isolate Cellulase activity (U/ml)  Isolate Cellulase activity (U/ml) 
MC01 0.55 ± 0.072klm  MH02 0.37 ± 0.013n 
MC02 0.37 ± 0.022n  MH03 0.46 ± 0.012nm 
MC04 0.72 ± 0.056fghi  MH04 0.79 ± 0.051defg 
MC05 0.39 ± 0.007n  MH07 0.70 ± 0.084ghij 
MC06 0.51 ± 0.065lm  MH08 0.88 ± 0.082abcd 
MC07 0.82 ± 0.010cdef  MH09 0.96 ± 0.087ab 
MC11 0.51 ± 0.024lm  MH10 0.59 ± 0.059jkl 
MG02 0.54 ± 0.022klm  MH11 0.96 ± 0.022ab 
MG05 0.72 ± 0.144fghi  MH13 0.72 ± 0.002fghi 
MG08 0.98 ± 0.046a  MH16 0.47 ± 0.002mn 
MG09 0.52 ± 0.026lm  MH17 0.67 ± 0.003hij 
MG11 0.47 ± 0.014mn  MH18 0.76 ± 0.026efgh 
MG15 0.86 ± 0.103bcde  MH19 0.59 ± 0.001jkl 
MH01 0.92 ± 0.149abcd  MH20 0.64 ± 0.061ijk 

This table demonstrates mean ± SD of triplicate 
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5. การศึกษาการเจริญท่ีอณุหภมิูต่าง ๆ  
 คดัเลอืกแอคติโนแบคทเีรียที่แสดงกิจกรรม
ของเอนไซม์ CMCase สูงสุด 6 อนัดบัแรก ได้แก่ ไอ
โซเลต MG08, MG15, MH01, MH08, MH09 และ 
MH11 โดยน าไอโซเลตเหล่านี้ เลี้ยงบนอาหาร ISP2 
และท าการบ่มที่อุณหภูมแิตกต่างกนั ผลการทดลอง
พบว่า แอคติโนแบคทีเรียทัง้ 6 ไอโซเลตสามารถ
เจริญเติบโตได้ดีที่ อุณหภูมิสูงสุด 45 °C แต่ไม่
สามารถเจรญิเติบโตได้ที่อุณหภูม ิ55 °C ซึ่งแสดงให้
เห็นถึงความทนทานต่ออุณหภูมิในระดับปานกลาง
ของไอโซเลตเหล่านี้ โดยมแีนวโน้มสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ในการย่อยสลายวสัดุเหลอืทิ้งในกองปุ๋ ยหมกั
ทีม่อุีณหภูมอิยู่ในช่วง 30-45 °C ซึ่งเป็นช่วงอุณหภูมิ
ทีเ่หมาะสมส าหรบักระบวนการย่อยสลายทางชวีภาพ
ในภาคเกษตรและอุตสาหกรรม 
6. การระบุชนิดของแอคติโนแบคทีเรียโดย
การศึกษาทางสณัฐานวิทยา 

จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ
แอคติโนแบคทีเรีย 6 ไอโซเลต บนอาหาร ISP2 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลงัขยายเลนส์วตัถุ 100 
เท่า พบว่าทัง้ 6 ไอโซเลต มกีารเจรญิเป็นเสน้ใย สรา้ง

สปอร์ขนาดเลก็ต่อกนัเป็นสายยาวและมรีูปร่างโค้งงอ 
(Figure 6) เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA พบว่ าทั ้ง  6 ไอโซเลตจัดอยู่ ในสกุล 
Streptomyces sp. โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมอืน (% 
similarity) กับล าดับ เบสของยีน  16S rRNA ใน
ฐานขอ้มูลอยู่ในช่วง  99.59 - 100 % (Table 2) ไอโซ
เลต MH01 (1,511 คู่เบส) และ MH11 (1,505 คู่เบส) มี
เปอร์ เซ็นต์ความเหมือน  (similarity) 100 %  กับ                  
S. rochei LMG 1931T ไอโซเลต MH08 (1,507 คู่เบส) 
และ  MH09 (1,506 คู่ เบส ) มีความเหมื อนกับ                            
S. griseoincarnatus NRRL B-1305T เท่ากับ 100 % 
และ 99.52 % ตามล าดับ ไอโซเลต MG08 (1,505 คู่
เบส ) มี เปอร์ เซ็ นต์ ความเหมือน 100 % กับ                                
S.daghestanicus NRRL B-5418T แล ะ ไอ โซ เ ล ต 
MG15 (1,507 คู่เบส) มเีปอรเ์ซน็ตค์วามเหมอืน 99.86 
% กับ S. hyderabadensis OU-40T ผลงานวิจัยที่ได้
สอดคล้องกับหลายวิจัยที่รายงานว่า Streptomyces 
หลายสปีชีส์สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส รวมถึง
เอนไซม์อื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง เช่น Streptomyces rochei 
ผลิตเอนไซม์เซลลูโลส โดยเฉพาะเอนโดกลูคาเนส 
และมีความสามารถในการย่อยลิกโนเซลลู โลส 
(Basaglia et al., 1992; Perito et al., 1994)

 
Figure 6 Mycelium and spore chain morphology under a 1,000X magnification light microscope of  
  cellulase-producing actinobacteria after 7-10 days on ISP3 medium

MH01 MH08 MH09

MH11 MG08 MG15
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Table 2 Nucleotide sequence alignment analysis of 16S rRNA gene of isolates 

Isolate Most closely related type strain % Similarity 
Accession 
numbers 

MH01 Streptomyces rochei LMG 1931T (AJ781321) 100.00 OQ933451 
MH08 Streptomyces griseoincarnatus NRRL B-1305T 

(AJ494865) 
100.00 OQ933452 

MH09 Streptomyces griseoincarnatus NRRL B-1305T 
(AJ494865) 

99.52 OQ933453 

MH11 Streptomyces rochei LMG 1931T (AJ781321) 100.00 OQ933454 
MG08 Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T 

(DQ442497) 
100.00 OQ933455 

MG15 Streptomyces hyderabadensis OU-40T (FM998652) 99.86 OQ933456 

นอกจากนี้ Streptomyces หลายสายพนัธุ์ยงั
มีความส าคัญในทางการเกษตรและถูกใช้เป็นตัว
ควบคุมทางชีวภาพ และส่งเสริมการเจริญของพืช 
ตวัอย่างเช่น S. lydicus WYEC108 ที่วางจ าหน่ายใน
ชื่อทางการค้า Actinovate® สามารถสร้างเอนไซม์ไค
ตเินสและเซลลูเลสซึ่งช่วยย่อยสลายผนังเซลล์ของเชื้อ
ราและน ามาใชค้วบคุมเชื้อราทีเ่ป็นสาเหตุโรคพชื เช่น 
Fusarium และ Rhizoctonia (Khan et al., 2023) ดงันัน้ 
แอคตโินแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากงานวจิยันี้ โดยเฉพาะ 
S. rochei MH01 และ MH11 และ S. griseoincarnatus 
MH08 และ MH09 อาจมีศักยภาพในการย่อยสลาย
เศษซากพชืและการพฒันาเป็นสารชวีภณัฑ์ควบคุม
โรคพชืได ้

สรปุ 
 แอคติโนแบคทเีรีย 50 ไอโซเลต ที่แยกจาก
มูลม้า มูลววั และมูลแพะ น ามาคดัเลือกสายพนัธุ์ที่
สามารถย่อยเซลลูโลสบนจานอาหารแขง็ พบแอคตโิน
แบคที เ รี ยจ านวนมากกว่ า  33 ไอโซ เลต  มี
ความสามารถย่อยเซลลูโลสบนจานอาหารแขง็ CMC 
ได้  ในจ านวนนี้   22 ไอโซเลต มีกิจกรรมของ 
เอนไซม์เซลลูเลสตัง้แต่ 0.37 ± 0.022 ยูนิต/มล. ถึง 
0.98 ± 0.046 ยูนิต/มล. และพบว่า 5 ไอโซเลตที่มี
ศกัยภาพสูงสุด ได้แก่ MG08, MG15, MH01, MH08, 
MH09 แ ล ะ  MH11 ซึ่ ง ทั ้ ง ห ม ด อ ยู่ ใ น ส กุ ล  

Streptomyces และสามารถทนความร้อนได้สูงถึง  
45 °C ไอโซเลตเหล่านี้ มีความเหมาะสมส าหรับ
การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อย
สลายชวีมวล การจดัการวสัดุเหลอืทิ้งทางการเกษตร 
และการผลติเอนไซมใ์นระดบัอุตสาหกรรมในอนาคต 

ค าขอบคณุ 
งานวิจยันี้ได้รบัทุนสนับสนุนจากสาขาวิชา

จุลชีววิทยา คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ประจ าปีงบประมาณ 
2565 ขอขอบคุณนางสาวชญาดา ติละกุล และ
ขอขอบคุณโครงการสนับสนุนการจัดตัง้ห้องเรียน
วิทยาศาสตร์ในโรงเรียน โดยการก ากับดูแลของ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน 
(โครงการ วมว.มก.) ที่มสี่วนช่วยให้งานวจิยัสมบูรณ์
มากยิง่ขึน้  
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