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การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูโลสและไคติเนสจากเชื้อรา Rhizopus 

การทดสอบกิจกรรมเชิงคุณภาพเบื้องต้นของเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนส
ที่ผลิตจากเชื้อรา Rhizopus ssp. 
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ABSTRACT: The genus Rhizopus represents a group of cosmopolitan fungi with a wide geographic 
distribution, being commonly associated with plant hosts, specialized as parasites on animals, 
and mostly regarded to be saprophyte growing on various substrates. The goal of the present 
study was to isolate Rhizopus species using direct isolation and soil plate methods and identify 
all Rhizopus species obtained using morphological characters. Additionally, cellulolytic 
and chitinolytic enzymes from selected fungal isolates were preliminarily tested by measurement 
of clear zone around each colony. Based on extensive collections from soil and plant samples 
in various locations in Thailand between in September 2014 to August 2015, the results revealed 
that 24 representative isolates of the Rhizopus spp., including R. oligosporus , 
R. oryzae and R. stolonifer were morphologically identified. Of these, R. oligosporus (KUFC10227, 
10228, 10234, 10236 and 10244), R. oryza (KUFC10232 and 10235) and R. stolonifer (KUFC10230) 
were selected and screened for qualitatively enzymatic evaluation on the agar plates. The most 
commonly found species was R. stolonifer. Based on their clear zone formations around the 
colonies, two candidates of R. stolonifer (KUFC10227 and KUFC10244) are reported to be the 
promising isolates as cellulase producers, while R. stolonifer KUFC10234 is regarded as a chitinase-
producing potent strain. 
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บทคัดย่อ

เชื้อราในสกุล Rhizopus จัดเป็นกลุ่มราที่พบ
กระจายได้ทัว่ไป โดยอยูร่่วมกบัพชือาศยั บางชนดิเป็น
ปรสิตในสัตว์ และส่วนใหญ่พบเป็นผู้ย่อยสลายโดย
เจรญิอยูบ่นวสัดชุนดิต่างๆ การศกึษานีม้เีป้าหมายเพือ่
แยกเชื้อรา Rhizopus โดยวิธีการแยกจากพืชโดยตรง
และวิธี soil plate รวมทั้งจัดจ�ำแนกชนิดโดยใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และทดสอบกิจกรรมเบื้อง
ต้นในการผลติเอนไซม์เซลลเูลสและไคติเนสโดยการวดั
ขนาดบริเวณใสของอาหารวุ้นรอบโคโลนี จากการเก็บ
ตัวอย่างดินและพืชจากแหล่งต่าง ๆ ในประเทศไทย
ระหว่างเดือนกันยายน 2557 ถึง สิงหาคม 2558 
สามารถแยกเชื้อรา Rhizopus spp. ได้จ�ำนวน 24  
ไอโซเลท จัดจ�ำแนกเป็น R. oligosporus, R. oryza 
และ  R .  stoloni fer  จากนั้นคัดเลือกเ ช้ือรา 
R. oligosporus (KUFC10227, 10228, 10234 
10236 และ 10244) R. oryzae (KUFC 10232 และ 
10235) และ R. stolonifer (KUFC10230)  เพื่อน�ำ
ไปทดสอบกิจกรรมเชิงคุณภาพในการผลิตเอนไซม์ 
เซลลูเลสและไคติเนสบนอาหารวุ้น โดยเชื้อราชนิดที่
พบบ่อยมากทีส่ดุ คอื R. stolonifer  ผลการวดับรเิวณ
ใสของอาหารวุ้นรอบโคโลนีแสดงให้เห็นว่าเชื้อรา  
R. stolonifer จ�ำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ KUFC10227 
และ KUFC10244 มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์
เซลลูเลส และเช้ือรา R. stolonifer KUFC10234  
มปีระสทิธภิาพในการผลติเอมไซม์ไคติเนส

ค�ำส�ำคัญ: Rhizopus, เชื้อรา, เอนไซม์, เซลลูเลส,  
ไคติเนส

บทน�ำ

เชื้อรา Rhizopus เดิมจัดอยู ่ในอาณาจักร 
Eumycota ไฟลัม Zygomycota (Webster and 
Weber, 2007; Kirk et al., 2008) ในปัจจุบัน 

Spatafora et al. (2016) ได้รายงานการจัดหมวดหมู่
เชื้อรา Rhizopus ใหม่โดยใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมและ
จีโนม และได้จัดเชื้อรา Rhizopus ไว้ในซับดิวิชั่น 
Mucoromycotina ลักษณะส�ำคัญของเชื้อราสกุลนี้มี
การเจริญอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะเมื่อเจริญอยู ่บน
อาหารท่ีมีน�้ำตาลเป็นส่วนประกอบ สามารถสร้าง
เส ้นใยแบบไม่มีผนังกั้น (coenocytic hypha)  
การสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศโดยการสร้างสปอร์ เรยีก
ว่า สปอร์แรงจโิอสปอร์ (sporangiospore) เกิดรวมกนั
อยูใ่นถงุสปอร์แรงเจียม (sporangium) รปูร่างค่อนข้าง
กลม อยู ่ท่ีปลายด้านบนของก้านชูสปอร์ เรียกว่า  
สปอร์แรงจโิอฟอร์ (sporangiophore) โครงสร้างทีท่�ำ
หน้าที่ยึดเกาะกับเนื้อเยื่อพืชหรือแหล่งอาหารเรียกว่า 
ไรซอยด์ (rhizoid) ในระยะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ
ของเชื้อรา Rhizopus พบการสร้างสปอร์สีน�้ำตาลเข้ม 
ผนังหนา และพบการสร้างหนามยื่นออกมาโดยรอบ 
เรียกว่า ไซโกสปอร์ (zygospore) ซึ่งเกิดจากการ 
ผสมกันระหว่างโครงสร ้างสืบพันธุ ์แกมีทาเจียม 
(gametagium) ที่มี mating type ต่างกัน (Webster 
and Weber, 2007; Zheng et al., 2007)

ในปัจจบัุนเช้ือรา Rhizopus หลายชนดิมกีารน�ำ
มาใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมที่หลากหลาย  
ยกตวัอย่างเช่น เชือ้รา R. oryzae และ R. microsporus 
ใช้ในกระบวนการหมักเพื่อผลิตแอลกอฮอล์ และหมัก
ลูกแป้ง (Webster and Weber, 2007) เช้ือรา  
R. oryzae ใช้ในการหมักเศษเหลือทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมให้เป็นอาหารสัตว์ (Jin et al., 2016)   
เชื้อรา R. stolonifer น�ำมาใช้ในกระบวนการผลิต 
กรดฟูมาริก (fumaric acid) ในขณะท่ีเ ช้ือรา  
R. nodosus, R. oryzae, R. sinensis และ R. 
stolonifer ถูกน�ำมาใช้เป็นส่วนหนึ่งในกระบวนการ
ผลิตกรดแลกติก (lactic acid) (Mudaliyar and 
Kulkarni, 2012; Saito et al., 2012) นอกจากนี้ มี
รายงานพบว่าเชื้อรา R. oryzae สามารถผลิตเอนไซม์
เซลลเูลส (cellulase) ไซเลนเนส (xylanase) อะไมเลส 
(amylase) ไลเปส (lipase) สารตัวเร่งปฏิกิริยาใน
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซลและอุตสาหกรรมพลังงาน 
รวมทั้งเคมีชีวภาพ (bio–refineries) ได้เช่นกัน (Yu et 
al., 2013; Kupski et al., 2015; Choi et al., 2016; 
Karmee et al., 2016; Mukhtar et al., 2016; 
Pandey et al., 2016)   ส่วนเชื้อรา R. oligosporus  
 R. oryzae และ R. microsporus นั้นมีรายงานพบการ
สร้างเอนไซม์ไคติเนส (Yanai et al., 1992; Calcagno 
et al., 1997; Takaya et al., 1998; Nguyen et al., 
2008; Chen et al., 2013) และเชื้อรา R. nigricans 
แสดงประสิทธิภาพในการสร้างสารออกฤทธิ์ต ้าน 
เนื้องอก (Cao et al., 2016) แต่อย่างไรก็ตาม เชื้อรา 
Rhizopus บางชนิด เช่น R. arrhizus,  R. microsporus 
และ R. rhizopodiformis สามารถก่อให้เกิดโรคใน
มนุษย์และสัตว์ได้ โดยสามารถเข้าไปท�ำอันตรายต่อ
อวัยวะภายในบริเวณสมอง ปอด ล�ำไส้ และผิวหนังก่อ
ให้เกดิโรคมวิคอร์ไมโคซสิ (mucormycosis) โดยอาการ
อาจแสดงออกเพียงเล็กน้อยที่ผิวหนังไปจนถึงเสียชีวิต
ได้ (de Hoog et al., 2000; Webster and Weber, 2007; 
Riley et al., 2016)

จ ากความส� ำ คัญข ้ า งต ้ น  ง านวิ จั ยนี้ มี
วัตถุประสงค์เ พ่ือแยกและจัดจ�ำแนกชนิดเชื้อรา 
Rhizopus spp. รวบรวมและเก็บรักษาสายพันธุ์เชื้อรา 
Rhizopus spp. บริสุทธิ์ ตลอดจนท�ำการทดสอบ
กิจกรรมเชิงคุณภาพเบื้องต้นในการผลิตเอนไซม์เซล
ลูเลสและไคติเนส เพื่อคัดกรองสายพันธุ ์ เชื้อรา 
Rhizopus spp. ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์ที่เป็น
ประโยชน์  นบัเป็นการอนรุกัษ์และใช้ประโยชน์จากเชือ้
ราซึ่งจัดเป็นทรัพยากรจุลินทรีย์อีกกลุ่มหนึ่งที่มีคุณค่า
ของประเทศให้เกิดประโยชน์สูงสุดต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การเก็บตัวอย่างและการแยกเชื้อรา Rhizopus 
spp. จากตัวอย่าง อาหาร ดินและพืชที่เป็นโรค

ส�ำรวจและสุ่มเก็บตัวอย่างดินที่ระดับความลึก 
2 เซนติเมตรจากผิวดิน ในพื้นที่ท�ำการเกษตรจังหวัด

ลพบุรี ก�ำแพงเพชร นครสวรรค์ และเพชรบุรี จังหวัด
ละ 5 ตัวอย่าง ๆ ละ 3 กรัม บรรจุลงในถุงพลาสติก 
และสุ่มเก็บตัวอย่างพืชท่ีเป็นโรค ได้แก่ มันส�ำปะหลัง 
มะยม ลูกหว้า และตัวอย่างแป้งข้าวหมาก ชนิดละ  
1 ตัวอย่างจากกรุงเทพมหานคร ในระหว่างเดือน
กันยายน 2557 ถึงสิงหาคม 2558 (Table 1) จากนั้น
น�ำมาแยกเชื้อรา Rhizopus spp. ในห้องปฏิบัติการ
เชื้อรา ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ 

การแยกเชื้อราจากตัวอย่างพืช ท�ำโดยวางชิ้น
ส่วนพืชบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 8 เซนติเมตร ที่อบฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นน�ำ
ไปส่องดูโครงสร้างของเชื้อราใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
stereo microscope (ยี่ห้อ Olympus รุ่น SZ–PT 
ประเทศญี่ปุ่น) เมื่อเส้นใยเจริญฟูข้ึนมาจากเนื้อเยื่อ
พืช ใช้เข็มเขี่ยลนไฟฆ่าเชื้อ เขี่ยเส้นใยและสปอร์ของ
เชื้อรา ย้ายไปเลี้ยงบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA; บริษัท Santa Maria, California 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) เพื่อเก็บรักษาเป็นสายพันธุ์
บริสุทธิ์ (Manoch et al., 1996) และใช้ในการศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาต่อไป 

การแยกเชื้อราจากตัวอย่างอาหารและดิน ใช้
วิธี soil plate ท�ำโดยชั่งตัวอย่างอาหารและดินน�้ำ
หนักประมาณ 0.0005–0.015 กรัม ใส่ในจานเลี้ยง
เช้ือท่ีอบฆ่าเช้ือ เกลี่ยดินให้กระจายท่ัวจานเลี้ยงเช้ือ 
จากนั้นจึงเทอาหาร Gochenaur’s glucose–
ammonium nitrate agar (GAN; บริษัท HiMedia 
ประเทศอินเดีย) ท่ีมีส่วนผสมของ Rose Bengal 
ปริมาณ 0.03 กรัม และ streptomycin ที่ความเข้ม
ข้น 30 ppm ที่อุณหภูมิ 40–45 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ หมุน
เบา ๆ เพื่อให้ดินกระจายผสมกับอาหารทั่วจาน  
บ่มเช้ือราในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 2–3 วนั เมือ่พบโคโลนขีองเชือ้ราทีม่ลีกัษณะ 
โคโลนีแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่างดินเจริญบนจาน 
อาหารเลี้ยงเช้ือดังกล่าว จึงใช้เข็มเข่ียลนไฟฆ่าเชื้อ  
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ตัดปลายเส้นใยของเชื้อราย้ายไปเลี้ยงบนอาหาร PDA 
เพื่อเก็บรักษาเป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์ (Warcup, 1950) 
และใช้ในการจ�ำแนกทางสัณฐานวิทยาต่อไป

2. การจ�ำแนกชนิด และเก็บรักษาสายพันธุ์บริสุทธิ์
น�ำเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได้มาเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7–14 วนั บนัทกึลกัษณะโคโลน ีได้แก่ ส ีและ
อัตราการเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้  ถ่ายภาพโคโลนเีมือ่
อายุ 7 วัน ศึกษาลักษณะของโครงสร้างในการสืบพันธุ์
แบบอาศยัเพศ และไม่อาศัยเพศ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบ stereo microscope (ยี่ห้อ Olympus รุ่น SZ–
PT ประเทศญ่ีปุ ่น) และกล ้องจุลทรรศน ์แบบ 
compound microscope (ยี่ห้อ Carl Zeiss รุ่น 
Scope. A1–AXIO ประเทศเยอรมัน) ถ่ายภาพ
โครงสร้างของเชือ้ราโดยใช้โปรแกรม EOS Utility และ
วัดขนาดสปอร์โดยใช้โปรแกรม Axio Vision รวบรวม
ข้อมลูลกัษณะทางสณัฐานวทิยาเพ่ือน�ำมาประกอบการ
จัดจ�ำแนกโดยเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีผู้ศึกษาก่อน
หน้านี้ (Domsch et al., 1993; Samson et al., 
2002; Watanabe, 2002; Heitman et al., 2007; 
Webster and Weber, 2007; Jennessen et al., 
2008; Watanabe, 2010; Petersen, 2012) 

เก็บรักษาเชื้อรา Rhizopus spp. สายพันธุ์
บริสุทธิ์ (pure culture) ได้แก่ เก็บบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDA ภายใต้พาราฟินเหลว (Manoch et al., 1996) 
เก็บในดิน (Smith and Onions, 1994) และเก็บบน
กระดาษกรอง (Fong et al., 2000) ก�ำหนดรหัส
หมายเลขไอโซเลท ตามหลงัอักษร KUFC ซึง่ย่อมาจาก 
Kasetsart University Fungal Collection จากนั้น
น�ำเชื้อรา Rhizopus spp. ที่เก็บด้วยวิธีการต่าง ๆ  
มาเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. การทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นในการผลิตเอน
ไซม์เซลลูเลส และไคติเนสของเช้ือรา Rhizopus 
spp. โดยวิธี Agar plate screening

คัดเลือกเชื้อราที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชโดยวิธี dual culture สูงสุด (ข้อมูล 
ไม่แสดง) รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 8 ไอโซเลท ได้แก่ 
KUFC10227, 10228, 10234, 10236, 10244,  
10232, 10235 และ 10230 น�ำมาทดสอบประสทิธภิาพ
เบื้องต้นในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนส โดย
การเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus spp. ดังกล่าวจ�ำนวน  
8 ไอโซเลท บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มที่อุณหภูมิ  
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นใช้แท่ง 
อลูมิเนียม (cork borer) ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.5 เซนตเิมตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้วเจาะชิน้วุน้บรเิวณ
ปลายเส้นใยของเชื้อรา Rhizopus spp. จ�ำนวน 4 ชิ้น 
ย้ายใส่ในขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ท่ีบรรจุ
อาหารเหลว minimal medium (MM; Fernandes 
et al. , 2012) ซึ่ งมีส ่วนผสมของ carboxyl 
methylcellulose (CMC) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพื่อ
ใช้ส�ำหรบัทดสอบประสทิธภิาพในการผลิตเอนไซม์เซล
ลเูลส  และย้ายชิน้วุน้จ�ำนวน 4 ชิน้ ใส่ใน Erlenmeyer 
flask ทีม่อีาหารเหลว MM ทีม่ส่ีวนผสมของ colloidal 
chitin (บริษัท HiMedia ประเทศอินเดีย) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เพื่อใช้ส�ำหรับทดสอบประสิทธิภาพในการ
ผลติเอนไซม์ไคตเินส  จากนัน้น�ำไปเขย่าบนเครือ่งเขย่า
สาร (rotary shaker) ท่ีความเร็ว 100 รอบต่อนาที 
(rpm) เป็นเวลา 5 วัน น�ำมากรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 4 ที่นึ่งฆ่าเชื้อ แยกส่วนใสที่กรองได้ 
(supernatant) เพือ่น�ำมาทดสอบการผลติเอนไซม์เซล
ลูเลสบนอาหาร CMC (Pointing, 1999) และทดสอบ
การผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหาร chitin agar (CA) 
(Agrawal and Kotasthane, 2012) ตามล�ำดับ

การทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นในการผลิต
เอนไซม์เซลลูเลสและไคติเนสของเช้ือรา Rhizopus 
spp. โดยวิธี agar plate screening ท�ำโดยใช้แท่งอลู
มิเนียมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะ
ลงกลางอาหาร CMC จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูดส่วนใส
ที่กรองได้ของเชื้อรา Rhizopus spp. แต่ละไอโซเลท 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงในช่องว่างท่ีเจาะไว้  
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บ่มเชือ้ราทีอ่ณุหภมิู 28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 และ 
3 วัน ตรวจสอบประสิทธภิาพของเชือ้ราในการผลติเอน
ไซม์เซลลูเลส โดยหยดสารละลายไอโอดีนให้ท่วมผิว
หน้าอาหาร CMC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างออก
ด้วยน�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ สังเกต บันทึก และถ่ายภาพผลการ
เกิดบริเวณใส (clear zone) โดยวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณใสหน่วยเป็นมิลลิเมตร  ส่วนการ
ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราในการผลิตเอนไซม์ไค
ติเนส ท�ำโดยสังเกต ถ่ายภาพ และวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณที่อาหารเปล่ียนเป็นสีม่วง โดยมี
หน่วยเป็นมิลลิเมตร เปรียบเทียบผลกับชุดควบคุม 
(negative control) ซึ่งเตรียมโดยใช้แท่งอลูมิเนียม
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงกลาง
อาหารวุ้น โดยไม่หยดส่วนใสใด ๆ ลงไป น�ำข้อมูลค่าที่
วัดได้มหีน่วยเป็นมลิลเิมตรมาค�ำนวณและวเิคราะห์ผล
ทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS วิเคราะห์ความ
แปรปรวนแบบทางเดียว (One–Way Anova) และ
เปรียบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลีย่ด้วย Duncan’s 
multiple range test (Surawut et al., 2010)

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การแยกและการจัดจ�ำแนกชนดิเช้ือรา Rhizopus 
spp.

จากการแยกเชื้อรา Rhizopus spp. จาก
ตัวอย่างอาหาร ดนิ และพชื สามารถแยกเชือ้ราดังกล่าว
ได้จ�ำนวน 24 ไอโซเลท (Table 1) จัดจ�ำแนกชนิดโดย
ใช้ลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ได้แก่ ลกัษณะรปูร่างและ
ขนาดของโครงสร้างของเชื้อรา Rhizopus ในระยะ
สบืพันธ์ุแบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ PDA สามารถจ�ำแนกชนดิเชือ้รา Rhizopus ได้เป็น 
3 ชนิด (species) คือ R. stolonifer, R. oryzae และ 
R. oligosporus  โดยแยกเชื้อรา R. stolonifer ได้ 11 
ไอโซเลท (45.83%) เชือ้ราชนดินีมี้ลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา โดยพบการสร้างสปอร์แรงจิโอฟอร์ตั้งตรง  
ผิวเรียบ สีน�ำ้ตาลอ่อนถงึน�ำ้ตาลเข้ม สปอร์แรงเจยีมรปู

ร่างค่อนข้างกลม สีด�ำอมน�้ำตาล ขนาด 75.5 – 76 x 
72.5 – 73 ไมโครเมตร สปอร์แรงจโิอสปอร์รปูร่างเกอืบ
กลม หัวท้ายรี (ellipsoid) ขนาด 5.3 – 5.5 x 3.7 – 4 
ไมโครเมตร ผิวสปอร์พบรอยขีดตามยาว ไซโกสปอร์สี
น�้ำตาลเข้ม ผนังมีหนาม ขนาด 51.06 – 60.17 
ไมโครเมตร ส่วนเช้ือรา R. oryzae สามารถแยกได้  
8 ไอโซเลท (33.33%) ซึ่งเชื้อราชนิดนี้มีลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาคล้ายกบัเชือ้รา R. stolonifer แต่มขีนาด
ของสปอร ์แรงเจียม สปอร ์แรงจิโอสปอร ์ และ 
ไซโกสปอร์ใหญ่กว่า R. stolonifer เล็กน้อย โดย 
สปอร์แรงเจียม ขนาด 84 – 85 x 82 – 83 ไมโครเมตร 
สปอร์แรงจิโอสปอร์ ขนาด 5.5 – 6.5 x 3.8 – 4 
ไมโครเมตร และไซโกสปอร์สีน�้ำตาลเข้ม ผนังมีหนาม 
ขนาด 63.2 7– 70 ไมโครเมตร นอกจากนี้ยังสามารถ
แยกเชื้อรา R. oligosporus ได้จ�ำนวน 5 ไอโซเลท 
(20.84%) โดยเชื้อรา R. oligosporus จะสร้างสปอร์
แรงเจียมที่มีขนาดเล็กกว่าเชื้อรา R. stolonifer และ 
R. oryzae และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์
แรงเจยีมมสีดี�ำเข้ม ผนงัเรยีบ ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 
51 – 52 x 49 – 50 ไมโครเมตร ในขณะที่ สปอร์แรง
จิโอสปอร์ รูปไข่ หรือรูปรี สีน�้ำตาล ขนาด 6.5 – 7 x 
4.7 – 5.5 ไมโครเมตร และไม่พบการสร้างไซโกสปอร์ 
(Figure 1)

เมื่อพิจารณาจากแหล่งที่พบ สามารถแยกเชื้อ
รา Rhizopus spp. ได้จากตวัอย่างดนิมากกว่าตวัอย่าง
พืชและอาหาร เช้ือราท่ีพบในดินมากท่ีสุด ได้แก่  
R. stolonifer โดยพบจ�ำนวน 10 ไอโซเลท และ  
R. oryzae พบจ�ำนวน 5 ไอโซเลท ในขณะที่เชื้อรา  
R. oligosporus แยกได้จากดินจ�ำนวน 3 ไอโซเลท 
 ส่วนเชื้อราที่พบในพืชมากที่สุดคือ เชื้อรา R. oryzae 
พบจ�ำนวน 3 ไอโซเลท  รองลงมาคือ เ ช้ือรา  
R. stolonifer พบจ�ำนวน 1 ไอโซเลท และในตัวอย่าง
อาหารพบเชือ้รา  R. oligosporus จ�ำนวน 2 ไอโซเลท 
(Table 1)  	         

อย่างไรก็ตามเชื้อรา Rhizopus spp. สามารถ
พบแพร่กระจายได้ทั่วไปในดิน น�้ำ พืช มูลสัตว์ 
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รวมถึงปนเปื้อนในอากาศและข้าวของเคร่ืองใช้ต่าง ๆ 
(Domsch et al., 1993; Samson et al., 2002) ใน
ประเทศไทยมีรายงานพบเชื้อรา R. stolonifer จาก
ตวัอย่างดนิและพืชหลายชนิด เช่น ข้าว ข้าวโพด และ
หญ้าชนิดต่าง ๆ  (Manoch et al., 2001)  ส่วน Jeamjitt 
el at. (2007) ได้รายงานพบเช้ือรา R. oryzae และ  

R. stolonifer ในมูลสัตว ์ เคี้ยวเอื้องและสัตว ์ 
ฟันแทะ ได้แก่ เก้ง กระบอื อฐู ววั ละม่ัง ช้าง แพะ แกะ 
กระต่ายและหนู นอกจากนี้ยังมีรายงานพบเช้ือรา  
R. rhizipodiformis ซึ่งเป็นราทนร้อนจากดินและเศษ
ซากพืชที่เหลือจากวัสดุการเกษตร (Dethoup and 
Manoch, 2010)

Figure 1  Morphological characteristic of Rhizopus spp.: R. stolonifer KUFC10233 (A–E), R. oryzae 
KUFC10241 (F–J) and R. oligosporus KUFC10245 (K–N) (Bars: L = 200 µm; B, C, D, G, H = 100 
µm; J, M =50 µm; E, I, N = 10 µm)



>>

382 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (3) 

การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูโลสและไคติเนสจากเชื้อรา Rhizopus 

Table 1 Strains of Rhizopus, isolated from soil, plants and food from various sources

Source Fungal species KUFC Location

Soil R. stolonifer
R. stolonifer
R. stolonifer
R. stolonifer
R. oligosporus
R. oligosporus
R. oryzae
R. oryzae

10227, 10228, 10229, 10231
10233, 10234, 10239
10236, 10237
10244
10230, 10249
10235
10232, 10247, 10248, 10250
10238

Lop Buri
Nakhon Sawan
Kamphaeng Phet
Phetchaburi
Lop Buri
Nakhon Sawan
Lop Buri
Nakhon Sawan

Plant
R. stolonifer
R. oryzae

10242
10240, 10241, 10243

Bangkok
Bangkok

Food R. oligosporus 10245, 10246 Bangkok

2. การทดสอบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม ์
เซลลูเลสและเอนไซม์ไคติเนส

ผลการทดลองพบว่าเชื้อรา Rhizopus spp. 
จ�ำนวน 8 ไอโซเลท มปีระสทิธภิาพในการสร้างเอนไซม์
เซลลูเลส หลังจากบ่มเชือ้ราทีอ่ณุหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลาที ่1 วนั และพบว่ามปีระสทิธภิาพเพิม่มากขึน้
เมือ่บ่มเชือ้ราทีอ่ณุหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส ต่อเน่ืองเป็น
เวลา 3 วัน โดยเช้ือรา R. oryzae KUFC10332 ม ี
การสร้างบริเวณใสของอาหารวุ้นรอบโคโลนี เท่ากับ 
39.33 มลิลเิมตร เม่ืออายุ 1 วนั และเมือ่เชือ้รามอีายุ  
3 วัน เชื้อราที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุด คือ  
R. stolonifer (KUFC10227 และ KUFC10244) รองลง
มา คอื เชือ้รา R. oligosporus (KUFC10230 และ 
KUFC10235) และ R. stolonifer (KUFC10228),  
R. oryzae (KUFC10232) โดยมกีารสร้างบริเวณใสได้
อยูใ่นช่วงระหว่าง 43 – 66 มลิลิเมตร (Table 2 และ 
Figure 2) จากผลการทดลองมีความสอดคล้องกับ
รายงานของ Domsch et al. (1993) ซึง่รายงานว่า  
R. stolonifer มปีระสทิธิภาพในการผลติเอนไซม์เซล
ลเูลส เฮมิเซลลเูลส โพลกีาแลคทโูรเนส และเพคติเมธิล
เอสเตอเลส ในขณะท่ีเช้ือรา R. oryzae มีประสทิธภิาพ
ในการผลติเอนไซม์โปรติเนส โพลกีาแลคทโูรเนส และ

ไลเปส จากรายงานของ Polrak and Suwazono (2011) 
พบว่าเช้ือรา Rhizopus หลายชนิดมีความสามารถ 
ในการผลิตกรดอินทรีย ์ได้หลายชนิด นอกจากนี้ 
Srisupapakdee and Kongkiattikajorn (2014)  
พบว่าเช้ือรา R. microsporus สามารถผลิตเอนไซม์ 
เซลลูเลสและเอทานอลได้ดี

ส่วนผลการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิต 
เอนไซม์ไคติเนส พบว่ารา Rhizopus spp. ท้ัง  
8 ไอโซเลท พบการผลิตเอนไซม์ไคติเนส หลังจาก 
บ่มเช้ือราทีอ่ณุหภมู ิ 28 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 วนั  
โดยเชื้อรา R. stolonifer KUFC10234 พบบริเวณ 
ที่มีการผลิตเอนไซม์ไคติเนส จะเปลี่ยนสีอาหาร 
เป็นสม่ีวงเท่ากบั 76.22 มลิลเิมตร (Table 2 และ Figure 2) 
ในขณะท่ีเชือ้รา R. stolonifer ไอโซเลทอืน่ เช่น KUFC10236 
และ KUFC10244 ไม่พบการผลติเอนไซม์ไคตเินส  ส่วนของ
เชือ้รา R. stolonifer (KUFC10227 และ KUFC10228)  
R. oryzae (KUFC10232) และ R. oligosporus 
(KUFC10230 และ KUFC10235) พบการผลิต 
เอนไซม์ไคตเินสได้เช่นเดยีวกนั (Table 2 และ Figure 2)  
โดยผลการศึกษานีม้คีวามสอดคล้องกบัรายงานของ Chen 
et al. (2013) ซึง่พบว่ามกีารผลติเอนไซม์ไคตเินสจากราเช้ือ 
R. oryzae ATCC200756
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Table 2 Screen of cellulase and chitinase of Rhizopus spp. 

Rhizopus
species

KUFC The diameter of the clear zone (mm)

cellulase chitinase

1 day 3 days 1 day 3 days

R. stolonifer 10227

10228

10234

10236

10244

20.77 ± 9.21cd

14.44 ± 7.69cd

15.66 ± 0.33cd

12.22 ± 0.69d

35.11 ± 3.09ab

78.77 ± 2.11a

43.77 ± 27.91b

20.00 ± 0c

18.00 ± 1.73c

77.11 ± 1.95a

0 ± 0

0 ± 0

0 ± 0

0 ± 0

0 ± 0

40.88 ± 39.42ab

51.33 ± 44.45ab

76.22 ± 1.34a

      0 ± 0b

      0 ± 0b

R. oryzae 10232 39.33 ± 0.66a 66.00 ± 3.21a 0 ± 0 40.77 ± 3.98ab

R. oligosporus 10235
10230

25.55 ± 10.12bc

23.55 ± 4.47c
74.44 ± 3.68a

77.11 ± 2.58a
0 ± 0
0 ± 0

53.11 ± 45.99ab

41.66 ± 39.40ab

* No difference was statistically significant when compared with isolates vertically (P < 0.05); The 
value shown is the average ± standard deviation

Rhizopus
species

KUFC Clear zone

cellulolytic chitinolytic

1 day 3 days 1 day 3 days

control

R. stolonifer

R. stolonifer

R. stolonifer

10227

10228

10234

Figure 2 Clear zone formed by Rhizopus spp. in CMC and CA 
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Figure 2 (Continue)

Rhizopus
species

KUFC Clear zone

cellulolytic chitinolytic

1 day 3 days 1 day 3 days

R. stolonifer

R. stolonifer

R. oligosporus

R. oligosporus

R. oligosporus

10236

10244

10232

10235

10230

สรุป

การแยกเชื้อรา Rhizopus spp. จากตัวอย่าง
ดิน พืช และอาหาร สามารถแยกเช้ือรา Rhizopus 
spp. ได ้จ�ำนวน 24 ไอโซเลท จัดจ�ำแนกโดย 
อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ 3 ชนิด ได้แก ่ 
R. oligosporus, R. oryzae และ R. stolonifer  
เชื้อราที่พบมากที่สุด คือ R. stolonifer รองลงมาคือ  

R. oryzae และ R. oligosporus ตามล�ำดับ โดย 
เชื้อรา R. stolonifer นั้นสามารถแยกจากตัวอย่างดิน
ได้มากกว่าตัวอย่างพืช เมื่อศึกษาประสิทธิภาพในการ
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและเอนไซม์ไคติเนส จากเชื้อรา 
Rhizopus ทั้ง 8 ไอโซเลท (KUFC10227, 10228, 
10234, 10236, 10244, 10232, 10235 และ 10230) 
พบว่าเช้ือราแต่ละไอโซเลทมกีารผลติเอนไซม์เซลลเูลส
สูงในระดับใกล้เคียงกัน ยกตัวอย่างเช่น เชื้อรา  
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R. stolonifer (KUFC10227 และ KUFC10244) และ 
R. oligosporus (KUFC10230 และ KUFC10235) 
ส่วนเชื้อรา R. stolonifer (KUFC10234) สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้มากท่ีสุดเม่ือบ่มเชื้อราไว้ท่ี

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ในขณะ
ที่ เชื้อรา R. stolonifer  (KUFC10236 และ 
KUFC10244) สามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลสแต่ไม่พบ
การผลิตเอนไซม์ไคติเนส
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