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การคัดแยกเช้ือจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์เคราติเนสจากสิ่งแวดล้อมท้องถิ่น 
และประสิทธิภาพการย่อยสลายสารทิ้งเคราติน 

 
บทคัดย่อ 

 
เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา และแอคติโนมัยสีทจ านวนมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง จุลินทรีย์ประจ าถิ่น

ของดินแหล่งทิ้งสารเคราติน เป็นที่รู้จักกันในเรื่องของการผลิตเคราติเนส และ/หรือโปรติเอสเคราติโนไล
ติก   วัสดุเคราติเนสส าหรับจุลินทรีย์เหล่านี้เป็นแหล่งของพลังงาน คาร์บอนและไนโตรเจนเพียงแหล่ง
เดียว   จุลินทรีย์เหล่านี้กับเอนไซม์ที่ผลิตพบมีศักยภาพต่อการประยุกต์ใช้ในการน าการเปลี่ยนแปลงทาง
ชีวภาพสารทิ้งเคราติเนสที่แข็งกร้าว โดยอาศัยกระบวนการการย่อยสลาย การหมุนเวียนแร่ธาตุ และ
เทคโนโลยีชีวภาพที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ต้นทุนต่ าและควบคุมอย่างง่าย ๆ ได้   ด้วยวัตถุประสงค์
ทั้งหมดนี้ ตัวอย่างดินที่ทับทมของขยะขนไก่จากจุดต่าง ๆ ในหมู่บ้านบาโงระนะ บาโงอาแซและโตนด 
จังหวัดนราธิวาส รวมทั้งยะหา บ้านเนียง ปุโรง บันนังสะเรงและมลายูบางกอก จังหวัดยะลา จึงถูกใช้
เพ่ือเป็นแหล่งคัดแยกเชื้อราและแบคทีเรียที่ผลิตเคราติเนส   โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Enrichment 
และการคัดเลือก Horikoshi medium และ keratin (1%) agar การคัดแยกเชื้อรา 3 ไอโซเลตและ
แบคทีเรีย 4 ไอโซเลตถูกด าเนินการจนส าเร็จผล ซึ่งเชื้อทั้งหมดนี้แสดงการผลิตโซนใสของการย่อยเครา
ตินขนาดกว้างกว่า    ทั้ งหมดจึงถูกคัดเลือกส าหรับการทดสอบในขั้นต่อไป   ผลของการใช้ 
Dichotomous key ของเชื้อราอย่างง่ายพิสูจน์ เชื้อราเหล่านี้ ในเบื้องต้น ปรากฎว่า เป็นจีนัส 
Aspergillus, Penicillin, และ Cladosporium และจึงก าหนดชื่อเรียกเป็น Aspergillus KF1. 
Penicillin KF2 และ Cladosporium KF3   และส าหรับแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต การพิสูจน์เบื้องต้นโดย
ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี ได้แสดงผลออกมาว่า เป็นจีนัส Bacillus ทั้งหมด จึงเรียกชื่อ
เป็น Bacillus KB1, Bacillus KB2, Bacillus KB3, และ Bacillus KB4   ถัดมา ได้ด าเนินทดสอบ
ภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตเคราติเนสของแต่ละไอโซเลต โดยใช้อาหารจ าเพาะ 
Feather meal medium ณ 37OC ในภาวะเขย่า และผลโดยรวมปรากฎว่า บรรดาเชื้อราและ
แบคทีเรียเหล่านี้มีรูปแบบการเจริญเติบโตปกตทิั่ว ๆ ไปคือ เริ่มจากระยะ Lag สู่ Log, Stationary และ
สิ้นสุดที่ Decline phase   อย่างไรก็ตาม ภาวะการณ์ของการผลิตเคราติเนสมีความแตกต่างกัน
เล็กน้อย คือพบว่า Penicillium KF2 ปล่อยเคราติเนสนอกเซลล์ ณ จุดสิ้นสุดของ Lag phase (1.0 
U/ml)   ในขณะที่ Aspergillus KF1 และ Cladosporium KF3 เริ่มปล่อย ณ จุดเริ่มต้นของ Log 
phase (3.9 และ 2.9 U/ml)   ในท านองคล้ายกัน การปล่อยเคราติเนส ณ จุดเริ่มต้นของ Log phase 
ยังพบใน Bacillus ทั้ง 4 จีนัส (U/ml: 4.1 ส าหรับ Bacillus KB1; 3.7, Bacillus KB2; 0.3, Bacillus 
KB3 และ 0.3, Bacillus KB4).   การผลิตเคราติเนสสูงสุดพบในเชื้อราในวันที่ 4 และ 5 และใน 
Bacillus KB1 และ Bacillus KB2 หลังจากบ่มแบบเขย่านาน 48 ชั่วโมง และ ใน Bacillus KB3 และ 
Bacillus KB4 หลังจากบ่มแบบเขย่านาน 60 ชั่วโมง   ค่าของกิจกรรมที่แตกต่างกัน จะสังเกตได้ใน 
Aspergillus KF1 (70.7 U/ml), Penicillium KF2 (83.5), Cladosporium KF3 (72.4), Bacillus 
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KB1 (61.3), Bacillus KB2 (69.2), Bacillus KB3 (22.0) และ Bacillus KB4 (22.3)   อีกทั้ง ยังพบว่า 
เชื้อเหล่านี้มีอัตราของการเจริญเติบโตที่แตกต่างกันคือ ทั้ง Aspergillus KF1 และ Penicillin FK2 ถึง
สูงสุดในวันที่ 4 (CFU/ml: 8.9 x 106 and 8.4 x 106) Cladosporium FK3 ถึงในวันที่ 5, 8.95 x 106 
CFU/ml   เชื้อ Bacillus KB1, Bacillus KB2, และ Bacillus KB3 หลังจากบ่ม 48 ชั่วโมง ค่า Viable 
count ถึง 11.1X1012, 18.0X1012 และ 11.7X1012CFU/ml ตามล าดับ   อย่างไรก็ตาม Viable 
count ของ Bacillus KB4 หลังจาก 60 ชั่วโมงเท่ากับ 17.9X1012 CFU / ml   บนพ้ืนฐานของ
ภาวะการณ์นี้ เคราติเนสน่าจะจัดเป็น Primary metabolite ซึ่งการเก็บเกี่ยวที่ดีที่สุดควรท า ณ 
จุดเริ่มต้นของ Stationary phase   ข้อมูลพ้ืนฐานพร้อมกับฟังไจ 3 ไอโซเลตและแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต
ที่คัดแยกได้เหล่านี้นับเป็นสมบัติอันล้ าค่าทางวิทยาศาสตร์ของท้องถิ่น ส าหรับใช้ในการศึกษาวิจัยและ
การใช้ประโยชน์ในขั้นสูงต่อไป 
 
 
 
ค าส าคัญ :   keratinase, สารทิ้งเคราติน, keratinase-producing microbes, ตัวอย่าง
สิ่งแวดล้อมท้องถิ่น 
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Screening of keratinase-producing microbes from local environmental 
samples and their efficiency In hydrolyzing keratinous wastes 

 
ABSTRACT 

 
Numerous of bacteria, fungi and actnomycetes, especially keratinous waste soil 

microflora are known to produce keratinase or/and keratinolytic protease(s).   
Keratinous materials are sole sources of their energy, carbon and nitrogen.   These 
microbes with their enzymes are of potential application in bioconversion of 
recalcitrant keratinous wastes through environmentally friendly, low cost and easily 
controlled processes of biodegradation, mineralization and biotechnology.   For these 
purposes, the chicken feather wastes-dumping soil samples from several locations in 
villages of Bangorana, Bangoasae, and Tanod, Narathiwat Province, and of Yaha, 
Banniang, Purong, Bannangsareng and Melayubangkok Yala Province were screened for 
keratinase-producing fungi and bacteria.   By using enrichment and selective media of 
Horikoshi media and keratin (1%) agar plate, 3 isolates of fungi and 4 isolates of 
bacteria were shown to produce wider clear zone of keratin hydrolysis, and they were 
selected for further tests.   Using simple fungi dichotomous key, the primary 
identification of these fungal isolates was completed, and they were found to be 
Aspergillus sp., Penicillin sp. and Cladosporium sp., and thus designated as Aspergillus 
KF1., Penicillin KF2 and Cladosporium KF3.   For 4 bacterial isolates, primary 
identification involving biochemical and morphological characteristics was performed, 
results showed that they were Bacillus, and thus designated as Bacillus KB1, Bacillus 
KB2, Bacillus KB3, and Bacillus KB4.   Each isolate was then subjected to growth and 
keratinase production profile determination using defined Feather meal medium with 
37OC in shaking condition of incubation.   Overall results showed that these fungi and 
bacteria did have typical growth profile, starting lag to log, and proceeded to stationary 
and decline phases.   Extracellular keratinase profile was however slightly different.   
For Penicillium, the keratinase release was at the late lag phase (1 U/ml), whereas 
those of Aspergillus KF1, and Cladosporium KF3 started at the log phase (in U/ml: 3.9 
and 2.9).   Similarly, log phase start was also found in 4 Bacillus sp. (in U/ml: 4.1 for 
Bacillus KB1; 3.7, Bacillus KB2; 0.3, Bacillus KB3 and 0.3, Bacillus KB4).   Maximum 
production of keratinase was observed in fungi on day 4 and day 5 and in Bacillus KB1 
and Bacillus KB2 after 48 hours of shaking incubation at 37OC and in Bacillus KB3 and 
Bacillus KB4 after 60 hours of shaking incubation at 37OC   Different scores of activity 
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were observed in U/ml, 70.7 for Aspergillus KF1; 83.5, Penicillium KF2; 72.4, Cladosporium 
KF3; 61.3, Bacillus KB1; 69.2, Bacillus KB2, 22.0, Bacillus KB3, and 22.3, Bacillus KB4.   As 
expected, different rates of growth were observed.  Both Aspergillus KF1 and Penicillin FK2 
reached maximum at day 4 (in CFU/ml: 8.9 x 106 and 8.4 x 106)   Cladosporium FK3 at day 
5 were 8.95 x 106 CFU/ml.   On the other hand, Bacillus KB1, Bacillus KB2, and Bacillus 
KB3 after 48 hours were in CFU/ml, 11.1X1012, 18.0X1012 and 11.7X1012, respectively.   
Bacillus KB4 after 60 hours was 17.9X1012 CFU/ml.   Based on these profiles, these 
keratinases were expected to be of primary metabolites, and hence best harvested at 
the beginning of stationary phase.   These primary data with 3 fungal and 4 bacterial 
isolates were obviously scientifically invaluable treasures for use in further and 
advanced investigation and applications. 
 
 
 
Keywords:    keratinase, Keratinous wastes, keratinase-producing microbes, 
Environmental samples 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

สารเหลือทิ้งประเภทเคราติน เช่น ขนจากสัตว์ชนิดต่าง ๆ โดยเฉพาะขนไก่เป็นสารทิ้งที่มีปริมาณ
มาก เนื่องจากการเลี้ยงสัตว์ปีก โดยเฉพาะไก่เนื้อในประเทศไทยมีการพัฒนาขึ้นเป็นล าดับ จากการเลี้ยง
ในครัวเรือนไปเป็นการเลี้ยงเพ่ืออุตสาหกรรม อุตสาหกรรมการเลี้ยงไก่เนื้อ รวมถึงอุตสาหกรรมแปรรูป
ไก่ในประเทศมีแนวโน้มขยายตัวขึ้นทุกปี เนื่องจากการบริโภคภายในประเทศและการส่งออกไก่สดและ
เนื้อไก่แปรรูปมีปริมาณเพ่ิมขึ้น อุตสาหกรรมแปรรูปไก่ผลิตของเหลือทิ้งจากการแปรรูป อาทิ เลือด 
เครื่องใน กระดูกไก่ และขนไก่ โดยเฉพาะขนไก่เหลือท้ิง คาดว่ามีถึงประมาณ 50,000-80,000 ตันต่อปี 
รวมถึงในพ้ืนที่ 3 จังหวัดชายแดนภาคใต้ที่มีค่านิยมการบริโภคเนื้อไก่ในการด ารงชีวิตเพ่ิมข้ึน ท าให้มีสาร
เหลือที้งจากการค้าขายเนื้อไก่มากขึ้น และต้องกลายเป็นปัญหาทางมลภาวะอย่างหนึ่งในพื้นที่ในอนาคต   
การแปรรูปสารเหลือทิ้งเหล่านี้ให้อยู่ในรูปของผลิตภัณฑ์ เช่น การแปรรูปเป็นอาหารสัตว์ จะเป็นการ
เพ่ิมมูลค่าของสารเหลือทิ้ง อีกท้ังยังช่วยลดมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมอีกทางหนึ่ง เนื่องจากขนไก่เหล่านี้
ประกอบด้วยโปรตีนประมาณ 85% ซึ่งส่วนใหญ่เป็นโปรตีนโครงสร้างซับซ้อนประเภทเคราติน (keratin)   
เนื่องจากขนไก่ไม่สามารถย่อยสลายด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนปกติที่มีอยู่ในร่างกายของมนุษย์และสัตว์ 
ดังนั้น ขนไก่ไม่สามารถน ามาเป็นวัตถุดิบส าหรับอาหารสัตว์ได้โดยตรง แต่ต้องมีการแปรรูปขนไก่ก่อน  
ในการแปรรูปนี้ มักนิยมท าเป็นกระบวนการ โดยใช้ความร้อนและความดันสูงประมาณ 130-150OC 
และทีค่วามดัน 30-50 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 0.5-2.5 ชั่วโมง (Latshaw, 1994) ซึ่งมีข้อเสียคือ
ต้นทุนการผลิตสูงและเกิดการสูญเสียกรดอะมิโนที่ไวต่อความร้อน นอกจากนั้น ยังพบว่าปริมาณกรดอะ
มิโนที่ย่อยได้มีปริมาณต่ า (Baker และคณะ, 1981) ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีคุณค่าทางอาหารต่ าไม่
เพียงพอต่อความต้องการของสัตว์   การแปรรูปทางเคมโีดยการน าขนไก่ไปอบด้วยไอน้ าภายใต้ความดัน
สูงก็ให้ผลใกล้เคียงกับวิธีทางกายภาพคือ ท าให้มีคุณค่าทางโภชนาลดลงและต้องใช้ต้นทุนสูง เนื่องจาก
สารเคมีราคาแพง และยากต่อการควบคุมในการผลิตระดับอุตสาหกรรม อีกทั้งยังเป็นวิธีการที่
สิ้นเปลืองพลังงานอีกด้วย 

การใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์หรือใช้จุลินทรีย์เป็นวิธีการหนึ่งในการแปรรูปวัตถุดิบทางการเกษตร
ให้มีประโยชน์และมีมูลค่าสูงขึ้น ข้อดีคือ ไม่ใช้พลังงานสูงและไม่มีปฏิกิริยาเคมีที่รุนแรง ท าให้ไม่ท าลาย
ผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อม  ปัจจุบันพบว่า วิธีการทางชีวภาพโดยใช้เอนไซม์เคราติเนส ที่ผลิตได้จาก
เชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยขนไก่ กลายเป็นทางเลือก ซึ่งเป็นที่นิยมอย่างมาก เนื่องจากเป็น
วิธีการที่อาศัยการท างานของเอนไซม์เคราติเนสในการเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาของขนไก่ป่น ซึ่งพบว่าเมื่อน า
ขนไก่ป่นที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ผสมลงในอาหารไก่ในปริมาณไม่เกิน 20-50 เปอร์เซ็นต์ พบว่าลูกไก่
จะมีน ้าหนักเพิ่มขึ้นมากกว่าการเลี้ยงด้วยอาหารที่เติมขนไก่ป่นที่ไม่ได้ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์นี้ 
(Williams at al., 1991) วิธีการทางชีวภาพนี้สามารถควบคุมการผลิตได้ง่าย ใช้ตันทุนต่ า อีกทั้งไม่
ก่อให้เกิดผลเสียใดๆ ต่อสภาพแวดล้อมและตัวสัตว์ (กฤษณี, 2545) 

การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยขนไก่ตามธรรมชาติ  พบว่ามีเชื้อจุลินทรีย์
หลายชนิดที่ผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้ โดยส่วนมากมักจะพบในบริเวณต่างๆ เช่น โรงเลี้ยงไก่ บริเวณ
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ก าจัดของเสียในโรงงานฆ่าและช าแหละไก่ บ่อหมักก๊าซชีวภาพ และบริเวณก าจัดขยะชุมชน เป็นต้น ซึ่ง
บริเวณต่างๆ เหล่านี้จะเป็นบริเวณที่มีการทับถมของเคราติน โดยจุลินทรีย์ที่พบและสามารถย่อยขนไก่
ได้มีหลายชนิด เช่น รา แบคทีเรียและแอคติโนมัยซีท  

ไม่ใช่สิ่งมีชีวิตทุกชนิดสามารถย่อยและใช้เคราตินได้ มีเฉพาะบางส่วนของแบคทีเรีย 
Actinomycetes และเชื้อรา และตัวอ่อนแมลงเกาะเสื้อผ้า (Tineola bisselliella Hummel) ที่
สามารถใช้เคราตินเป็นแหล่งเดียวของ C, N, S และพลังงาน   แบคทีเรีย Keratinolytic โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง จากจีนัส Bacillus และ Actinomycetes จะถูกคัดแยกมาจากขนตัว และขนนกเป็นส่วนใหญ่ 
(Burtt & Ichida, 1999; Ichida, et al, 2001), กองขยะขนไก่ท่ีถูกแปรรูปด้วยกระบวนการหมัก 
(Williams and Shih, 1989; Williams et al., 1990) หรือปุย๋หมัก (Kim et al. 2001)   ในแบคทีเรีย 
ความสามารถ ย่อยสลายเคราตินของขนไก่จะพบในสายพันธุ์ Bacillus licheniformis เป็นส่วนใหญ่ 
(Burtt and Ichida, 1999; Lin et al., 1999), น้อยครั้งจะพบในประชากร ของ Bacillus pumilis, B. 
cereus และ. B. subtitis (Kim et al., 2001) และแบคทีเรียกลุ่มไม่สร้างสปอร์ เช่น 
Stenotrophomonas sp. (Yamamura et al. 2002) Fervidobacterium pannavorans 
(Friedrich and Antranikian, 1996) และ F islandicum (Nam et al., 2002).   สปีชีส์เคราติโนไลติ
กของ Actinomyces ชนิดที่ย่อยสารเคราตินพ้ืนเมืองในขน ผม และเเล็บหรือเขาได้ จะเป็น ชนิด 
Streptomyces เป็นส่วนใหญ่ รวมทั้ง S. fradiae (Noval & Nickerson, 1959; Nickerson et al., 
1963), S. pactum (Bockle et al., 1995) S. thermoviolaceus (Chitte et al., 1999), or จีนัสอ่ืน 
ๆ เช่น Thermoactinomyces (Gousterova et al., 2005). ( Gousterova et al. 2005) 

ในส่วนของเชื้อรา ที่รู้จักกันเป็นเคราติโนไลติก ได้แก่กลุ่มที่ต้องการสารอาหารพิเศษท่ีใช้เครา
ติน เป็นสารตั้งต้น และอยู่ในระบบนิเวศที่อุดมไปด้วย สารอาหารเคราติน (Korniłłowicz - Kowalska , 
1997) ซึ่งอาจเป็นเชื้อราเคราติโนไลติกตัวแทนจาก dermatophytes และสายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องกับจีนัส 
Chrysosporium, Dermatophytes ถัดจากเชื้อก่อโรคในมนุษยแ์ละสัตว์ รวมถึงกลุ่ม Saprotrophs ที่
เลือกอาศัยอยู่ในดิน (Geophilic dermatophytes) เว้นแต ่Microsporum gypseum ซึ่งเป็นสาเหตุ
ของการอักเสบ tinea corporis และ tinea capitis ในมนุษย์ (Hayashi & Toshitani, 1983; 
Offidani et al., 1998)  และ Dermatophytoses ในสัตว์ (Caretta et al., 1992)   Geophilic 
dermatophytes รวมถึง Trichophyton และ Microsporum บางชนิด และ teleomorphs ของ 
Arthroderma และ Nannizzia ตามล าดับ   กลุ่มเชื้อรา Non dermatophytic keratinophilic 
ประกอบด้วย 2 กลุ่มคือ Chrysosporium และ Myceliophthora (anamorphs)   เชื้อรา 
Teleomorphs ได้แก่ กลุ่ม Arthroderma, Aphanoascus และ Ctenomyces (Oorschot van, 
1980; Currah, 1985) 

บรรดาเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้จะมีการผลิตเอนไซม์เคราติเนสที่ต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย์ ดังนั้น การแยกและการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ ที่มีความสามารถย่อยขนไก่ จ าเป็นที่จะต้องมี
การศึกษาอย่างละเอียด เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงคุณภาพของขนไก่ท่ีจะน าไปเป็นแหล่ง
โปรตีนในอาหารสัตว์ต่อไปในอนาคต (กฤษณี, 2545)   ข้อดีอีประการหนึ่งก็คือ การคัดแยกเชื้อในท้อง
ที่มาใช้ประโยชน์ เป็นสิ่งจ าเป็นอย่างยิ่ง เพราะนอกจากจะได้จุลินทรีย์ที่มีความเหมาะสมกับสภาวะ
แวดล้อมแล้ว ยังช่วยลดปริมาณการสั่งซื้อจุลินทรีย์จากต่างประเทศอีกด้วย ดั้งนั้น ทางสาขาวิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและการเกษตร จึงจะด าเนินการวิจัยเกี่ยวกับการคัดเลือกจุลินทรีย์
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สายพันธุ์ที่ย่อยสลายขนไก่ได้  เพ่ือใช้ศึกษาความสามารถและวิธีการผลิตเอนไซม์ keratinase เพ่ือเป็น
ข้อมูลในการน าเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้ในการย่อยขนไก่ให้เกิดเป็นโปรตีนย่อยง่าย ซึ่งใช้เป็นส่วนผสมใน
อาหารสัตว์หรือผสมเอนไซม์ keratinase โดยตรงในอาหารสัตว์ที่มีขนไก่ป่นผสมอยู่ รวมทั้ง เป็นข้อมูล
พ้ืนฐานในการใช้ประโยชน์และการวิจัยในขั้นต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ และขอบเขตของการศึกษา 

การศึกษาครั้งนี้จึงมุ่งเน้นการคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างเอนไซม์เคราติเนส เพ่ือคัดเลือก
จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ keratinase อีกท้ังเพ่ือบ่งชี้ชนิดและศึกษาคุณลักษณะของ
จุลินทรีย์ที่แยกได้   โดยก าหนดกรอบการเก็บตัวอย่างเชื้อราและแบคทีเรียในท้องถิ่น ซึ่งก็ครอบคลุม 
ตัวอย่างดินกองขยะขนไก่ที่หมู่บ้านบาโงระนะ อ าเภอระแงะ จังหวัดนราธิวาส จ านวน 1 แหล่ง 
หมู่บ้านตะโหนด อ าเภอรือเสาะ จงัหวัดนราธิวาส จ านวน 1 แหล่ง และหมู่บ้านบาโงอาแซ อ าเภอระแงะ จ า
หวัดนราธิวาส จ านวน 1 แหล่ง  ส่วนในจังหวัดยะลาดินกองขยะจากหมู่บ้านหลังโรงหนังเก่า อ.ยะหา 1 
แหล่ง หมู่บ้านพงกูแม อ.ยะหา จ.ยะลา 1 แหล่ง และหมู่บ้านสามแยกบ้านเนียง อ.เมือง จ.ยะลา 1 
แหล่ง หมู่บ้านกูแบปุโรง หมู่ที่ 5 ต าบลบังนังสาเรง อ าเภอเมืองและบ้านมลายูบางกอก 

ตัวอย่างจะถูกน ามาศึกษาเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์และศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 
keratinase พร้อมทัง้ศึกษาคุณลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อจุลินทรีย์ เพ่ือบงชี้ชนิดของจุลินทรีย์ที่แยกได้และ
ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงและมีประสิทธิภาพ เพ่ือเป็นแนวทางลดมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมในพ้ืนที่
และระดับประเทศ   การได้จุลินทรีย์สายพันธุ์ท้องถิ่นที่แยกได้เองและสามารถย่อยขนไก่ บวกกับข้อมูล
พ้ืนฐานที่ใช้ส าหรับการพัฒนาการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์จากสารเหลือทิ้งพวกคราติน น่าจะเป็นส่วน
ส าคัญส าหรับการช่วยลดต้นทุนการผลิตทางการเกษตร เช่น การเลี้ยงปลา ไก่  เป็ด เป็นต้น ซึ่งทั้งหมด
ทั้งสิ้นเป็นผลมาจากการพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนย่อยง่ายจากขนไก่ด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ เพ่ือ
ใช้เป็นส่วนผสมโปรตีนในอาหารสัตว์ เป็นการเพ่ิมมูลค่าและคุณค่าทางโภชนาการของสารเหลือทิ้งชนิด
เคราติน 

 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ข้อมูลและผลิตภัณฑ์ชีวภาพจากงานวิจัยนี้คาดว่าจะเป็นแนวทางลดมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมใน
พ้ืนที่และระดับประเทศไดโ้ดยการน าจุลินทรีย์สายพันธุ์ท้องถิ่นท่ีแยกได้เองและสามารถย่อยขนไก่ไป
เป็นทรัยากรชีวภาพที่ส าคัญ รวมทั้งเป็นข้อมูลพื้นฐานที่จะใช้ส าหรับการพัฒนาการผลิตผลิตภัณฑ์
อาหารสัตว์จากสารเหลือทิ้งพวกคราติน ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนการผลิตทางการเกษตร เช่น การเลี้ยงปลา 
ไก่  เป็ด เป็นต้น เป็นการพัฒนากระบวนการผลิตโปรตีนย่อยง่ายจากขนไก่ด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ 
เพ่ือใช้เป็นส่วนผสมโปรตีนในอาหารสัตว์ เป็นการเพ่ิมมูลค่าและคุณค่าทางโภชนาการของสารเหลือทิ้ง
ชนิดเคราติน หรือน าไปสร้างประโยชน์ด้านอ่ืน ๆ ทั้งประโยชนทางวิทยาศาสตร์อุตสาหกรรมและ
ประโยชน์ทางการศึกษาในระดับที่สูงขึ้นไป 
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บทท่ี 2 
รายงานเอกสารที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 บทน า 

เอนไซมย์่อยโปรตีนหรือเอนไซม์โปรติโอไลติกเป็นหนึ่งในกลุ่มเอนไซม์ในเชิงพาณิชย์ที่มีส าคัญ
มากที่สุด   เอนไซม์เหล่านี้มีการใช้อย่างกว้างขวางในกระบวนการทางอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรม
ผงซักฟอกที่เป็นลูกค้าส่วนใหญ่ของโปรตีเอส เช่นเดียวกันกับอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องหนัง 
(Kumar & Takagi, 1999; Gupta et al. 2002)  เคราติเนสเป็นชั้นจ าเพาะของเอนไซม์ย่อยโปรตีนที่
แสดงความสามารถในการย่อยสับสเตรทเคราตินที่ไม่ละลายน้ า   เอนไซม์เหล่านี้ก าลังดึงดูดความส าคัญ
ในปีที่ผ่านมา เพราะการใช้งานหลาย ๆ อย่างที่มีศักยภาพถูกโยงเกี่ยวกับการย่อยสับสเตรทเคราติเนส   
ปริมาณโปรตีนเส้นใยไม่ละลายน้ าจ านวนมากในรูปแบบของหนัง ขน ผม เล็บ งาและอ่ืน ๆ มีอยู่ทั่วไปใน
รูปของผลพลอยได้ของการแปรรูปอุตสาหกรรมการเกษตร (Onifade et al. 1998)   ของเสียอุดมเครา
ตินเหล่านี้ยากท่ีจะย่อยสลาย เพราะพอลีเปบไทด์ถูกบรรจุแบบแน่นขนัดและมีความเสถียรสูงจากพันธะ
ไฮโดรเจนมากมายและปฏิสัมพันธ์ไมช่อบน้ า นอกเหนือไปจากหลาย ๆ พันธะไดซัลไฟด์   เคราตินเป็น
โปรตีนโครงสร้างของขนนกและผ้าขนสัตว์ที่ไม่ละลายน้ าและเป็นที่รู้จักในเรื่องความเสถียรสูง 
(Bradbury 1973)   องค์ประกอบและโครงร่างระดับโมเลกุลของกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบประกัน
ความแข็งแกร่งของโครงสร้าง   พอลีเปบไทด์เคราตินที่แตกต่างกันอย่างน้อย 30 ชนิดได้เป็นที่รู้จักกัน   
โดยจัดได้ 2 evolutionary families คือประเภท I และประเภท II (รูป 2.1) ภายในพอลีเปบไทดข์อง
แต่ละสาย โดเมนทรงกระบอกกลมยาวประมาณ 310 กรดอะมิโนถูกขนาบข้างด้วยส่วนหัวไม่กลมและที่
สั้นกว่า ซึ่งเข้าใจว่า จะมีโครงสร้างที่ยืดหยุ่นกว่า(Cohlberg 1993)   สายเคราตินจะถูกบรรจุแน่นอยู่ใน
รูปเกลียว α (α-เคราติน) หรือแผ่น β (β-เคราติน) จนกลายเป็นซูเปอร์เกลียวของสายพอลีเปบไทด์ 
(Parry & North 1998; Kreplak et al. 2004), ส่งผลให้มีเสถียรภาพและความต้านทานต่อเอนไซม์โป
รติโอไลติกทั่วไป เช่น pepsin, trypsin และ papain   นอกจากนี ้โครงตาข่ายของสายโปรตีนโดย 
cysteine bridges ก่อให้เกิดความเสถียรภาพทางกลและความต้านทานสูงต่อการสลายตัวด้วยโปรติ
โอไลติกของเคราติน 
 แม้จะมีความต้านทานสูง เคราตินกไ็ม่สะสมในธรรมชาติและสามารถย่อยสลายโดยจุลินทรีย์
บางชนิด   เอนไซม์เคราติโนไลติกถูกผลิตโดยเชื้อรา แอคติโนมัยสีทและแบคทีเรีย และบ่อยครั้งสามารถ
คัดแยกได้จากดิน ที่ ๆ ซึ่งมีสารเคราตินสะสมอยู่ (Kaul & Sumbali 1997; Riffel & Brandelli 2006). 
ในบรรดาเชื้อรา เคราติเนสมีการอธิบายพบในหมู่ dermathophytes โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ที่แยกจากการ
บาดเจ็บของมนุษย์และสัตว์   เคราติเนสที่ผลิตโดย Microsporum, Trychophyton และ 
Doratomyces microsporum ก็ถูกรายงานออกมาเหมือนกัน (Kushwaha 1983; Grzywnowicz et 
al. 1989; Gradisar et al. 2000) และเอนไซม์เหล่านี้บางส่วนถูกศึกษาคุณลักษณะมาเป็นอย่างดี 
เพราะมีความเกี่ยวข้องทางการแพทย์เป็นอย่างดี (Deschamps et al, 2003)   สายพันธุ์ Aspergillus 
fumigatus และ Aspergillus flavus ที่ผลิตเคราติเนสก็ถูกรายงานออกมา (Santos et al., 1996)   
ในหมู่แบคทีเรีย กิจกรรมเคราติโนไลติกได้รับการรับรองอย่างกว้างขวางส าหรับสายพันธุ์จากจีนัส 
Bacillus และ Streptomyces (Lin et al. 1999; Kim et al. 2001; Bressolier et al. 1999)   
เอนไซมเ์คราติโนไลติกจากแบคทีเรียอาจมีการน าไปใช้ที่ส าคัญในกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับของเสียที่มีส่วนประกอบของเคราตินจากอุตสาหกรรมสัตว์ปีกและเครื่องหนัง ที่สามารถ
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แปลง หลังจากท่ีผ่านการพัฒนาการของกระบวนการที่ไม่ก่อให้เกิดมลพิษ   หลังจากการย่อยสลายด้วย
เอนไซม ์เคราตินเครื่องหนังที่ไม่ละลายน้ าสามารถแปลงเป็นอาหารสัตว์ ปุ๋ย, กาว, และแผ่นฟิลม์ หรือใช้
ส าหรับการผลิตกรดอะมิโน ที่หายาก serine, cysteine, และ proline (Papadopoulos et al. 1986; 
Onifade et al. 1998; Gupta & Ramnani 2006) 
 การเพ่ิมข้ึนอย่างมากของอุตสาหกรรมสัตว์ปีกได้สร้างผลพลอยจ าพวกหนังขนเป็นจ านวนมาก   
การใช้ประโยชน์จากเศษสารทางอุตสาหกรรมการเกษตรอาจเป็นมูลค่าเพ่ิมส าหรับอุตสาหกรรมและ
ตอบโจทย์ของการเพิ่มขึ้นของการอนุรักษ์และการรีไซเคิลพลังงานที่ถูกต้อง   ข้อเท็จจริงเหล่านี้กระตุ้น
การศึกษาค้นคว้าเพื่อหาทางเลือกในการแปลงขยะเคราตินที่ทนทาน ไปเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีคุณค่า   ใน
เรื่องนี ้แม้ว่าการย่อยเคราตินโดยเอนไซม์จุลินทรีย์ได้รับการรายงานมาก่อนหน้านี้แล้ว (Noval และ 
Nickerson 1959), งานวิจัยเกี่ยวกับเคราติเนสกไ็ด้เพ่ิมขึ้นจากปี 1990 เป็นต้นไปอย่างมีนัยส าคัญ   
ดังนั้น ข้อมูลเกี่ยวกับการย่อยเคราตินจ านวนมากจึงเกิดขึ้น   อย่างไรก็ตาม กลไกของการย่อยสลาย
เคราตินโดยจุลินทรีย์ยังไม่มีการอธิบายอย่างสมบูรณ์   และแม้ว่าการลดของ cysteine bridges อาจมี
อิทธิพลส าคัญในการย่อยสลายเคราติน (Kunert & Stransky 1988; Kunert 1992; Böckle & Müller 
1997), การศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับเคราติเนสในปัจจุบันยังได้รับความสนใจต่อจุลินทรีย์ย่อยโปรตีนเป็น
ทวีคูณ   รายงานที่ครอบคลุมเกี่ยวกับเคราติเนสและการใช้ประโยชน์จึงได้รับการตีพิมพ์ต่อมา (Onifade 
et al. 1998; Gupta & Ramnani 2006; Shih & Wang 2006) 
 
2.2 แบคทีเรียผลิตเคราติเนส 

แบคทีเรียเคราติโนไลติกอ้างถึงแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอ็นไซม์เคราติเนสและสามารถแยกได้
จากดินและเศษของเสียของเสียสัตว์ปีก (ตาราง 2.1)   แม้ว่าเชื้อเหล่านี้ส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มของ 
Streptomyces และ Bacillus แต่การศึกษาวิจัยได้แสดงให้เห็นว่า ยังมีความหลากหลายของแบคทีเรีย
ที่ย่อยสลายขนนกอย่างมีนัยส าคัญอีกมาก (Lucas et al. 2003)   ในหมู่แบคทีเรียแกรมบวก กลุ่ม
ส าคัญที่พบสามารถย่อยสลายขนนกจัดอยู่ใน Arthrobacter sp. (Lucas et al. 2003), 
Microbacterium sp. (Thys et al. 2004) และ Kocuria rosea (Bernal et 2006a)  สายพันธุ์เคราติ
โนไลติกส่วนใหญ่จะสามารถย่อยสลายขนเคราตินภายใน 48 ชั่วโมง เช่น ที่พบในกรณีของ 
Microbacterium sp. (รูป 2.1) 
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ตาราง 2.1 แหล่งของสายพันธุ์แบคทีเรียย่อยสลายเคราติเนส (Feather-degrading bacteria) 

 

 
กิจกรรมเคราติโนไลติกไดถู้กพาดพิงถึง Streptomyces sp. หลายสายพันธุ์ ซ่ึงมีรายงานแรก ๆ 

เกี่ยวกับการย่อยสลายเคราตินโดยโปรตีเอสจุลินทรีย์ (Noval & Nickerson, 1959; Elmayergi & 
Smith, 1971) 

Streptomyces เคราติโนไลติกหลาย ๆ สายพันธุ์ที่คัดแยกได้จากดิน พบว่า สามารถ
เจริญเติบโตและการย่อยสลายเคราตินที่อุณหภูมิสูงกว่า 50OC (Chitte et al, 1999;. Mohamedin 
1999)   อย่างไรก็ตาม สายพันธุ์อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic strains) ก็มีการรายงานถึง
ความสามารถย่อยสลายเคราตินเช่นกัน อาทิ S. pactum DSM 40530 (Böckle et al. 1995) และ S. 
albidoflavus K1-02 (Bressolier et al. 1999)   ความสามารถของ Streptomyces ในการย่อย
สลายเคราตินได้ดีมากนั้นอาจสืบเนื่องมาจากความจริงที่ว่า บรรดา Streptomyces ทั้งหลายสามารถ
สังเคราะหโ์ปรตีเอสที่หลากหลาย ซึ่งได้แก่ pronase ทีผ่ลิตไดใ้นเชิงพาณิชย์โดย S. griseus (Jurasek, 
et al. 1974) นอกจากนี้ S. pactum ทีพ่บว่าสามารถรีดิวซ์พันธะซัลไฟด์ในระหว่างการเจริญเติบโตใน
ขน (Böckle & Müller 1997) ก็แสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียนี้อาจสังเคราะห์ disulfide reductase เพ่ือ
สนับสนุนการย่อยเคราตินนั้นเอง 

กิจกรรมเคราติโนไลติกขึ้นชื่อมากในหมู่ Bacillus spp.   หลาย ๆ สายพันธุ์ของ B. 
licheniformis และ B. subtilis ถึงโยงกับลักษณะเคราติโนไลติกเช่นกัน (Lin et al. 1999; Suh & 
Lee 2001), อีกทั้ง สปีชีส์อื่น ๆ อาทิ B. pumilus และ B. cereus ก็พบสร้างเคราติเนสได้เช่นเดียวกัน 
(Kim et al. 2001; Werlang & Brandelli 2005)   B. licheniformis ซึ่งเป็นสายพันธุ์เคราติโนไลติก
มักมีความสามารถย่อยขนได้อย่างสมบูรณ์ และเอนไซม์โปรติโอไลติกของแบคทีเรียนี้มีกิจกรรมโปรติ
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โอไลติกในวงกว้างอีกด้วย (Lin et al. 1992; Cheng et al. 1995)   เมื่อเร็ว ๆ นี้ บรรดา Bacillus 
ทั้งหมด 3 สปีชีส์ที่เป็นเคราติโนไลติกชั้นเยื่ยมก็ได้ถูกคัดแยกจากอ่าวอเมซอน (Giongo et al. 2007)   
บรรดาแบคทีเรียเหล่านี้แสดงโฮโมโลยีที่ชัดเจนร่วมกับ B. subtilis, B. amyloliquefaciens, และ B. 
velesensis, และพบผลิตกิจกรรมโปรติโอไลติกผสม ซึ่งสามารถแสดงการหลุดของขนอย่างชัดเจนใน 
bovine pelts   Bacillus สายพันธุ์ hermophilic และ alkaliphilic strains บางสายพันธุ์ก็เคยพบ
แสดงกิจกรรมการย่อยเคราติน เช่น Bacillus sp. P-001A (Atalo & Gashe 1993), B. halodurans 
AH-101 (Takami et al. 1992a, 1999), B. pseudofirmus AL-89 (Gessesse et al. 2003), และ B. 
pseudofirmus FA30-01 (Kojima et al. 2006). 

นอกจาก Bacillus สายพันธุ์ดังกล่าวแล้ว กิจกรรมเคราติโนไลติกยังพบมีความเกี่ยวข้องกับ 
extremophiles อ่ืน ๆ กล่างคือ เคราติเนสถูกผูกกับ thermophiles Fervidobacterium 
pennavorans (Friedrich & Antranikian, 1996), Thermoanaerobacter keratinophilus 
(Riessen & Antranikian, 2001) Fervidobacterium islandicum (Nam et al. 2002), และ 
alkaliphilic สายพันธุ์ Nesternkonia sp.  AL-20 (Gessesse et. Al., 2003) และ Nocardiopsis sp. 
TOA-1 (Mitsuiki et al, 2004)   จะเห็นว่า แบคทีเรียทนร้อนมีแนวโน้มของการย่อยสลายโปรตีนที่
ละลายน้ ายาก อย่างเช่น เคราติน จนกลายเป็นโปรตีนที่มีความเป็นพลาสติซิตีเพ่ิมขึ้น (Nam et al. 
2002), และที่อุณหภูมิสูงจะท าให้มีความอ่อนไหวต่อการย่อยโดยโปรติเอสในที่สุด (Suzuki et al., 
2006)   สองสายพันธุ์ของ actinomycete คือ Streptomyces flavis 2BG และ Microbispora 
aerata IMBAS-11A ซ่ึงแยกได้จากดินขั้วโลกใต้ พบแสดงพฤติกรรมการผลิตเอนไซม์เคราติโนไลติกใน
ระหว่างการเจริญเติบโตบนของเสียขนสัตว์ (Gushterova, et al. 2005) 

เมื่อเร็ว ๆ นี้ กิจกรรมเคราติโนไลติกถูกโยงเกี่ยวกับแบคทีเรียแกรมลบ (ตาราง 2.1)   พบว่า 
Vibrio sp. (Sangali & Brandelli, 2000a) Xanthomonas maltophilia (De Toni et al., 2002),  
Stenotrophomonas sp. (Yamamura et al, 2002.) และ Chryseobacterium sp. (Riffel & 
Brandelli, 2002) สายพันธุ์ย่อยขนนกถูกคัดแยกไดส้ าเร็จจากขนไก่ในสารทับถมของกองขยะ   ใน
การศึกษาตรวจสอบข้อเท็จจริงเกี่ยวกับความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียเคราติโนไลติกในหมู่สายพันธุ์
ทีค่ัดแยกจากสภาพแวดล้อมดินภายใต้สภาพภูมิอากาศแวดล้อมต่าง ๆ พบว่า สายพันธุ์ของกลุ่ม of 
Proteobacteria และ Cytophaga–Flavobacterium มีจ านวนมากเหนือกลุ่มอ่ืน (Lucas et al. 
2003)   นี้ก็สอดคล้องกับการศึกษาอ่ืนทีร่ะบุว่า แบคทีเรียเคราติโนไลติกกองทับถมของขนไก่ส่วนใหญ่
เป็นแกรมลบ (Riffel & Brandelli, 2006) 
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2.3 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเคราติเนส 
ส่วนใหญ่ของเคราติเนสที่มีการรายงานกันทุกวันนี้ พบว่าเป็นประเภทโปรตีเอสซีรีน (Lin et al. 1992; 
Böckle et al. 1995; Friedrich & Antranikian 1996; Bressolier et al. 1999; Suh & Lee 2001; 
Nam et al. 2002), และประเภทเมตัลโลโปรตีเอสเพียงไม่กี่ชนิดเท่านั้นที่แสดงกิจกรรมเคราติโนไลติก 
(Brouta et al. 2001; Allpress et al. 2002; Farag & Hassan 2004)  โดยรายงานที่เกี่ยวกับเมตัลโล
โปรตีเอสเคราติโนไลติก ซึ่งส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับแบคทีเรียแกรมลบนั้น ได้เพ่ิมจ านวนมากข้ึน   ในส่วน
ของคุณสมบัติของเคราติเนสบางส่วนได้สรุปไว้ในตาราง 2.2 
 
ตาราง 2.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเคราติเนสบางกลุ่ม 
 

 
 

เคราติเนสที่ผลิตโดย B. licheniformis PWD-1 ถูกศึกษาคุณสมบัติเป็นอย่างดี   โดยที่เอนไซม์
นี้เป็นโปรตีเอสประเภทซีรีน (Lin et al., 1992) และยีนที่เป็นรหัส kerA มีความคล้ายคลึงกันสูงกับ 
subtilisin Carlsberg (Lin et al., 1995)   ล าดับปลาย N ของเอนไซม์นี้ก็เหมือนกันกับของ subtilisin 
Carlsberg (ตาราง 2.3)  ยีน kerA ซึ่งเป็นรหัสเคราติเนสของ B. licheniformis จะแสดงเฉพาะส าหรับ
การย่อยสลายขนนกเท่านั้น (Lin et al., 1995)   ดังนั้น การมีเคราตินขนนกเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนแหล่งเดี่ยวในคัลเจอร์เพาะเลี้ยงอาจส่งผลถึงการแสดงออกเป็นพิเศษของเอนไซม์โปรติเอส
เคราติโนไลติกออกมา   ยีนนี้เคยถูกโคลนและแสดงออกในจุลินทรีย์ heterologous อย่างเช่น เชื้อ E. 
coli และ B. subtilis แต่ปริมาณเคราติเนสที่ได้จะต่ ากว่าสายพันธุ์พ่อแม่ (Wang & Shih 1999; Wang 
et al. 2003a)   อย่างไรก็ตาม ปริมาณเพ่ิมขึ้นของเคราติเนสที่ได้ ยังสามารถท าได้ด้วยการรวม
โครโมโซมหลายชุดของยีน kerA ใน B. licheniformis และ B. subtilis (Wang et al. 2004) ยีน kerA 
ยังถูกโคลนส าหรับการแสดงออกนอกเซลล์ใน Pichia pastoris จนส่งผลให้ได้ recombinant enzyme 
ที่ glycosylated และท างานดีกับ azokeratin (Porres et al, 2002.) นอกจากเคราติเนสที่ศึกษามา
เป็นอย่างดีจากสายพันธุ์ PWD-1 แล้ว โปรตีเอสเคราติโนไลติกอ่ืน ๆ ของ B. licheniformis ก็ถูก
รายงานออกมา  Rozs และคณะ (2001) ได้พิสูจน์สายพันธุ์ผลิตเคราติเนสของ B. licheniformis และ
พบคุณสมบัติเร่งปฏิกิริยาที่ผิดปกติ   ในส่วนของ B. licheniformis สายพันธุ์ HK-1 พบผลิตเอนไซม์โป
รติเอสเคราติโนไลติก ซึ่งถูกยับยั้งบางส่วนโดย EDTA, 1,10-phenanthroline (Zn2+-specific 
chelator) และ PMSF, แตถู่กยับยั้งอย่างชัดเจนโดย Zn2+ (Korkmaz, et al. 2004) 
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เช่นเดียวกันกับ B. licheniformis กิจกรรมโปรติโอไลติกหลักของเคราติเนสจาก B. subtilis 
พบว่ามักจะเกี่ยวข้องกับกิจกรรมโปรติเอสซีรีน  -Zaghloul (1998) ได้ท าการโคลนยีน aprA จาก B. 
subtilis สายพันธุ์ย่อยขนนก   ยีน aprA นี้ได้แสดงความเหมือนอย่างมีนัยกับ subtilisins ซ่ึงเป็น
สมาชิกตามแบบฉบับของ family ซีรีนโปรติเอส   อย่างไรก็ตาม มีรายงานไม่ก่ีชิ้นเท่านั้นที่ได้อธิบายถึง
เคราติเนสบริสุทธิ์จาก B. subtilis โปรติเอสเคราติโนไลติกได้ถูกสกัดบริสุทธิ์จาก B. subtilis KS-1   
เอนไซม์นี้ถูกค้นพบว่า มีมวลโมเลกุล 25.4 kDa และล าดับปลาย N มีความคล้ายกับว่าโปรตีเอสซีรีนอ่ืน 
ๆ ของ B. subtilis (Suh & Lee 2001)   นอกจากนี้ Macedo และคณะ (2005) ยังได้อธิบายถึงเครา
ติเนสใหม่จาก B. subtilis ซึ่งมีล าดับของปลาย N เหมือนกับของ subtilisin E (ตาราง 2.3) อีกทั้งไม่
แสดงกิจกรรมต่อคอลลาเจนและกิจกรรมถอนขน (dehairing) ที่ดีเยี่ยม   คุณสมบัติอันนี้เป็นในทาง
ตรงกันข้ามกับเคราติเนสจาก B. licheniformis PWD-1 ซึ่งมีสเปคตรัมของกิจกรรมที่หลากหลาย 
ครอบคลุม โปรตีนเส้นใยอื่น ๆ เช่น คอลลาเจนและอีลาสติน (Lin et al., 1992)   เอนไซม์เคราติโนไลติ
กจาก Bacillus 3 สายพันธุ์ที่โดดเด่นถูกศึกษาลักษณะมาเมื่อเร็ว ๆ นี้ พบว่า เอนไซมเ์หล่านี้ถูกยับยั้ง
โดย phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) และ benzamidine จึงสามารถสรุปว่าเป็นเอนไซม์
ในกลุ่มของโปรติเอสซีรีน (Giongo, et al. 2007) 
 
ตาราง 2.3 ล าดับปลาย N                                ให้สังเกต (a) ซึ่งก็คือ กรดอะมิ
โนส่วนเกินที่เขียนตัวเอียงจะแตกต่างจากส่วนเกินที่สอดคล้องกันใน Carlsberg subtilisin และ (b) คือ
ล าดับปลาย N ของเปบไทด์ขนาด 73-kDa 
 

 
 

เคราติเนสส่วนใหญ่จะจัดเป็นประเภทโปรตีเอสซีรีน ตามที่ถูกก าหนดโดยสับสเตรทและตัว
ยับยั้งเฉพาะเจาะจง  S. albidoflavus ผลิตเคราติเนสที่คล้ายกับ chymotrypsin โดยแสดงความ
เฉพาะเจาะจงส าหรับกรดอะมิโนส่วนเกิน aromatic และ hydrophobic เมื่อใช้เปบไทด์สังเคราะห์เพ่ือ
การแสดงผล (Bressolier, et al. 1999)   ความจ าเพาะ P1 ของเคราติเนส NAPase ของ 
Nocardiopsis sp. ไดถู้กทดสอบกับสับสเตรท 11 synthetic p-nitroanilide (pNA) พบว่า เอนไซม์
ชอบกรดอะมิโนส่วนเกิน aromatic และ hydrophobic ที่ต าแหน่ง P1 (Mitsuiki, et al. 2004)   
Nesterenkonia AL20 สายพันธุ์ย่อยขนนก ผลิตอัลคาไลน์โปรติเอส ซึ่งยังคงแสดงฤทธิ์สูงกว่าต่อ 
tetrapeptides ที่มีส่วนเกิน hydrophobic ที่ P1 ในล าดับ Tyr > Phe > Leu (Bakhtiar et al. 
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2005)    B. licheniformis K-508 สายพันธุ์เคราติโนไลติกขับหลั่ง trypsin-like thiol protease ที่
ผิดปกติ และว่องไวอย่างรุนแรงต่อ benzoyl-Phe-Val-Arg-pNA อีกท้ังยังไม่ถูกยับยั้งโดย PMSF อีก
ด้วย (Rozs et al, 2001.)  โปรติเอสซีรีนเคราติโนไลติกของ S. pactum DSM 40530 พบแสดง
ความจ าเพาะต่อสับสเตรทและ stereospecificity ต่ออนุพันธ์ PNA ของกรดอะมิโนพ้ืนฐานไลซีนและ
อาร์จินีน (L-enantiomers) แต่ไม่พบการย่อยสลายของ benzoyl-DArg-pNAwas (Böckle, et al. 
1995)   เคราติเนสบริสุทธิ์ของ Kocuria rosea ถูกยับยั้งอย่างรุนแรงโดย 4-(2- aminoethyl) 
benzene sulfonyl fluoride, soybean trypsin inhibitor และ chymostatin ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า
เคราติเนสชนิดนี้อยู่ในประเภทโปรติเอสซีรีน (Bernal et al, 2006a) 

ล าดับปฐมภูมิของ fervidolysin ซ่ึงผลิตโดย Fervidobacterium pennavorans สายพันธุ์
ชอบร้อน ถูกตัดรหัสจากยีนรหัส fls (Kluskens et al, 2002)   บริเวณ active site ของโปรติเอสซีรีน
เสมือน subtilisin ไดถู้กพิสูจน์ออกมา   ล าดับปฐมภูมิที่ถูกตัดรหัสแสดงความเหมือนอย่างสูงกับโปรตี
เอสเสมือน subtilisin   โดยโครงสร้างผลึกส าหรับเอนไซม์ย่อยเคราตินที่ถูกรายงานขณะนี้มีความ
เกี่ยวข้องกับ fervidolysin (Kim et al., 2004)   โครงสร้างผลึกความละเอียด 1.7OA  ได้แสดงให้เห็น
ว่า fervidolysin ประกอบด้วย 4 โดเมน: โดเมนเร่งปฏิกิริยา 1 โดเมน โดเมน β แซนดวิช 2 โดเมน 
และโดเมน propeptide อีก 1 โดเมน   สถาปัตยกรรมของโดเมนเร่งปฏิกิริยา ซึ่งจะคล้ายกับของ 
subtilisin นั้น ชี้ให้เห็นถึงการมีล าดับกรดอะมิโนแบบอนุรักษ์สูง   ต าแหน่งจับแคลเซี่ยมจะสังเกตเห็น
ภายในโดเมนเร่งปฏิกิริยา ซึ่งตรงกันพอดีกับของ subtilisin E-propeptide domain complex (Kim 
et al., 2004) 

เมือ่เร็ว ๆ นี้ ข้อมูลเพิ่มขึ้นเก่ียวกับ keratinolytic metalloproteases มีปรากฎขึ้นมา   
Allpress และคณะ (2002) ได้รายงาน keratinolytic metalloprotease จาก Lysobacter ที่ว่องไว
อย่างแรงต่อ carboxybenzoyl-Phe-pNA   Microbacterium sp. สายพันธุ์ kr10 ผลิต Zn2+ 
metalloprotease ที่มีประสิทธิภาพย่อยขนเคราติน (Thys & Brandelli 2006)   เคราติเนสที่ผลิตโดย
แบคทีเรียปกรมลบ Chryseobacterium sp. สายพันธุ์ kr6 ดูเหมือนจัดอยู่ในประเภท 
metalloprotease เพราะถูกยับยั้งได้โดย EDTA และ 1,10-phenanthroline และไม่สามารถย่อย
สลายสับสเตรท benzoyl-L-Arg-PNA (Riffel et al. 2003a)   คุณสมบัติเหล่านี้สอดคล้องกับคุณสมบัติ
ที่ถูกอธิบายไว้ส าหรับโปรตีเอสของ Flavobacterium/Chryseobacterium   สองโปรตีเอสทั้ง 2 ชนิด
ที่หลั่งโดย Flavobacterium meningosepticum นี้ เป็น zinc metalloendopeptidases โดยหนึ่ง
ในสมาชิกมี O-glycosylation ที่ผิดปกติ (Tarentino, et al. 1995)   โปรติเอสถูกสกัดบริสุทธิ์จาก 
Chryseobacterium indologenes และถูกยับยั้งโดย EDTA และ 1,10-phenanthroline และการ
วิเคราะห์การดูดซึมอะตอมได้แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์มี Ca2 และ Zn2 (Venter, et al. 1999) การ
กระตุ้นโดย Ca2 และการยับยั้งโดย Zn2 ของ keratinases แกรมลบ (Sangali & Brandelli 2000b. 
Riffel et al, 2003a) คล้ายกันกับ calpains บางส่วน (Sorimachi et al, 1997.) และ 
metalloproteases ของแบคทีเรียทั่วไป เช่น thermolysin และโปรตีเอสนอกเซลล์จาก 
Pseudomonas sp. (Auld 1995)   ผลที่ได้รับจากตัวยับยั้งโปรติเอสยังชี้ให้เห็นว่า แบคทีเรียแกรมลบ
อาจมีเคราติเนส ซึ่งแตกต่างจากท่ีแยกไว้ก่อนจากแบคทีเรียแกรมบวก (Riffel, et al. 2003a) 

เมื่อเร็ว ๆ นี้ สาร keratinolytic metalloprotease ได้ถูกสกัดบริสุทธิ์จากส่วนใสของคัลเจอร์ 
Chryseobacterium sp. สายพันธุ์ kr6   เอนไซม์นี้ ซึ่งเป็นสมบัติของ family M14 ของ peptidases 
ยังรู้จักด้วยชื่อ carboxypeptidase A family ซึ่งเป็นเอนไซม์แรกของ family นี้ที่เกี่ยวข้องกับกิจกรรม 
keratinolytic และจีนัส Chryseobacterium (Riffel, et al. 2007) เอนไซม์นี้ยังแสดง O-
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glycosylation site DS* ในเปปไทด์ 5 (KGSSADS * PNSEEK) ซึ่งมักจะพบในโปรตีนที่หลั่งโดยสปีชีส์ 
Chryseobacterium meningosepticum ที่เกี่ยวข้อง (Plummer et al. 1995)   Flavastacin ซึ่ง
เป็น metalloprotease นอกเซลล์จาก C. meningosepticum มี heptaglycoside เชื่อมโยงไปยัง 
DS* site (Tarentino, et al. 1995) ซ่ึงอาจจะเก่ียวข้องกับการป้องกันต่อ autoproteolysis 

Keratinolytic metalloproteases อาจมีคุณค่าทางเทคโนโลยีชีวภาพมาก อย่างการท าหน้าที่
เป็น secondary keratinases ในการเอาชนะ proteolysis อย่างจ ากัดบนพ้ืนผิวของอนุภาคเคราติน 
ซึ่งไม่ละลายน้ า เนื่องจากการปฏิสัมพันธ์เอนไซม์-สับสเตรทที่จ ากัดนั่นเอง (Allpress et al, 2002)   
นอกจากนี้ ธรรมชาติ metalloenzyme จะเป็นวิธีการที่มีศักยภาพของการตรึงเอนไซม์   ความมั่นคงที่
เพ่ิมขึ้นของเคราติเนสถูกตรึง ถูกน ามาเกี่ยวโยงกับ reduced autolysis (Wang et al, 2003b) ซึ่ง
สามารถกระท าได้ส าเร็จโดย  metalloenzyme ด้วยการ inactivate ชั่วคราวใช้ chelating agents 
ในระหว่างการเก็บรักษา 
 ความหลากหลายของกลไกการเร่งปฏิกิริยา ซึ่งครอบคลุมทั้ง serine และ metalloproteases, 
อาจมีผลกระทบที่ส าคัญในสภาพแวดล้อมทางธรรมชาติ ที่ ๆ ซึ่งมีจุลินทรีย์ย่อยสลายเคราตินมากมาย 
พร้อมที่จะย่อยเคราตินเดิม ๆ ได้ง่ายกว่าใช้เชื้อบริสุทธิ์ (Ichida et al, 2001.)   นอกจากนี้การแตกของ
พันธะ disulfide จะต้องเกิดขึ้นเพ่ือให้การย่อยเคราตินด าเนินไปอย่างเหมาะสม(Kunert 1992; Böckle 
& Müller 1997)   Keratinases โดยพ้ืนฐานเป็น endo-proteases ที่แสดงสเปกตรัมกิจกรรมกว้าง 
(Lin et al, 1992; Gradisar et al, 2000; Brandelli 2005), และความสามารถในการย่อยสลายเครา
ตินดังเดิมจะมีความเกี่ยวข้องกับการกระท าของหลาย ๆ เอนไซม์ ในลักษณะร่วมกัน (Yamamura et 
al, 2002; Giongo et al, 2007)   การจูโจมครั้งแรกโดย keratinases และ disulfide reductases 
จะต้องเปิดทางให้โปรตีเอสอ่ืน ๆที่มีความเฉพาะเจาะจงน้อยลงได้ท าหน้าที่ในล าดับต่อไป เพ่ือส่งผลให้
เกิดการย่อยเคราตินที่กว้างขวางยิ่งขึ้น 
 
2.4 การย่อยสารทิ้งอุดมเคราตินด้วยกระบวนการชีวภาพ 

การใช้จุลินทรีย์เคราติโนไลติกเกิดข้ึนในฐานะเป็นทางเลือกที่ส าคัญส าหรับการรีไซเคิลผลิตผล
พลอยได้เคราติน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง จากอุตสาหกรรมสัตว์ปีกและหนัง   การพัฒนากระบวนการทาง
ชีวภาพที่สามารถแปลงผลิตภัณฑ์ดังกล่าวจ านวนมาก ให้กลายเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าเพ่ิมเพ่ืมขึ้นถูก
ศึกษาค้นคว้าขึ้นมา (Zaghloul et al. 2004; Bertsch & Coello 2005; Grazziotin et al. 2007)   
ความสามารถของ keratinases ส่วนใหญ่ในการย่อยสับสเตรทที่มีความหลากหลาย (Lin et al, 1992;. 
Böckle et al, 1995;. Brandelli 2005) แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของเอนไซม์ดังกล่าวในการแปลงสาร
ทิ้งเคราตินทางชีวภาพ เป็นอาหารสัตว์หรือผลิตภัณฑ์ที่เพ่ิมมูลค่าอ่ืน ๆ 
 เคราตินมีปริมาณถึงเกือบ 90% ของน้ าหนักขนนกซึ่งประกอบกันถึง 10% ของน้ าหนักไก่
ทั้งหมด   ปริมาณที่เพ่ิมข้ึนของขนนก ซึ่งเกิดโดยกระบวนการเชิงพาณิชย์ของสัตว์ปีก ได้กลายเป็น
ปัญหามลพิษและเร่งความต้องการในการจัดการที่เหมาะสม (Shih 1993)   ปัจจุบัน ขนจะถูกแปลงเป็น
อาหารจากขนนกโดยใช้แรงดันไอน้ า ซึ่งต้องใช้พลังงานสูง   อาหารจากขนนกถูกน ามาใช้เป็นส่วนผสม
ในอาหารสัตว์ได้อย่างจ ากัด เพราะขาด methionine, histidine, และ tryptophan tryptophan 
(Papadopoulos et al. 1986; Wang & Parsons 1997)   การใช้เคราติเนสในการอัพเกรดคุณค่าทาง
โภชนาการของขนนกหรืออาหารจากขนนก ได้ถูกรายงานออกมา (Onifade et al. 1998; Grazziotin 
et al. 2006)   ผลชัดเจนเกิดข้ึนจากการเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตระหว่างไก่ที่เลี้ยงด้วยถั่ว
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เหลืองอย่างเดียวและท่ีเลี้ยงด้วยอาหารจากขน ซึ่งหมักด้วยเชื้อ Streptomyces fradiae เสริมด้วย 
methionine (Elmayergi & Smith 1971)   การใช้ประโยชน์จาก lysate B. licheniformis-ขน 
พร้อมกับเสริมกรดอะมิโนในอาหารทดสอบเพ่ือเลี้ยงไก่เนื้อ ปรากฎผลของการเจริญเติบโตจากน้ าหนักที่
เพ่ิมข้ึน เหมือนกับท่ีเลี้ยงใช้กากถ่ัวเหลือง (Williams et al. 1991)   การใช้เคราติเนสชนิดหยาบท าให้
การย่อยกรดอะมิโนจากขนดิบและอาหารขนนกตามท้องตลาดมีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (Lee 
et al. 1991; Odetallah et al. 2003) 
 การเพ่ิมประสิทธิภาพของสภาวะทดลองส าหรับการย่อยเคราตินโดยเคราติเนสของ 
Doratomyces Microsporum ถูกศึกษาด้วยการใช้แบบการทดลอง 2 ขั้น  เมื่อเล็บหรือกีบท่ี 
thioglycolated ท าปฏิกิริยากับเคราติเนส ท าให้โปรตีนละลายน้ าเกิดข้ึนในปริมาณที่เพ่ิมข้ึน 
(Vignardet et al, 2001.)  ไฮโดรไลเสทโปรตีนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเคราติโนไลติกแบบจม
ใต้น้ า (Submerged cultivation) ในอาหารขนไก่ ให้คุณค่าทางโภชนาการของเคราตินขนนกที่เพ่ิมข้ึน 
(Bertsch & Coello 2005; Grazziotin et al. 2006)   การใช้แบคทีเรียเคราติโนไลติก ส าหรับการ
ผลิตไฮโดรไลเซทขนได้กลายเป็นเรื่องของกระบวนการที่จดสิทธิบัตรไปแล้วบางส่วน (Shih & Williams 
1990; Burtt & Ichida 1999), และเคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุ์ PWD-1 ถูกผลิตในเชิง
พาณิชย์ภายใต้ชื่อทางการค้า Versazyme 
 การผลิตเคราติเนสใช้อาหารขนนกหรือขนดิบเป็นพื้นฐานส าหรับการเพาะเลี้ยงถูกรายงานและ
ปัจจัยหลาย ๆ อย่าง เช่น pH ความเข้มข้นของขน. หัวเชื้อและอุณหภูมิสามารถมีอิทธิพลต่อผลลัพท์ของ
เอนไซม์ (Wang & Shih 1999; Brandelli & Riffel 2005) เมื่อเร็ว ๆ นี้ การใช้การเพ่ิมประสิทธิภาพ
ทางสถิติโดยวิธีการตอบสนองพ้ืนผิวได้ถูกรายงาน เพ่ือการผลิต keratinases ของแบคทีเรียในระหว่าง
การเจริญเติบโตในอาหารขนดิบ (Ramnani & Gupta 2004; Thys et al. 2006; Bernal et al. 
2006b) ปัจจัยต่าง ๆ อาทิอุณหภูมิและองค์ประกอบของอาหารมีอิทธิพลต่อการผลิต keratinases 
อย่างมีนัยส าคัญ ซ่ึงอาจจะดีขึ้นเกือบ 40 เท่า หลังจากการเพ่ิมประสิทธิภาพ 
 การผลิตเครื่องหนังท าให้เกิดปริมาณของเสียอินทรีย์อย่างมาก ซึ่งส่วนหนึ่งจะมาจากเคราตินที่
เสื่อมสภาพ   ทางเลือกทางเทคโนโลยีชีวภาพจะมีให้ใช้ส าหรับการจัดการสิ่งปฏิกูลและขยะมูลฝอย
โปรตีน (Thanikaivelan, et al. 2004) การย่อยสลายของเสียจากอุตสาหกรรมเครื่องหนังทางชีวภาพ
ถูกเอามารายงาน เหมือน ๆ กับการรายงานถึงความสามารถของ Streptomyces และ Bacillus ในการ
ย่อยสลายเคราตินผมและขนสัตว์ (Mukhopadhyay & Chandra 1990; Takami et al. 1992b; Lal 
et al. 1996).แบคทีเรีย S. fradiae ลดโครงสร้างทางสัณธานวิทยาที่ซับซ้อนของสับสเตรทขน ผมและ
หนังอย่างมีนัยส าคัญ ด้วยการผสมผสานของกิจกรรมทางกลและเอนไซม์ จนส่งผลปลดปล่อยโปรตีนที่
ละลายน้ าในระหว่างกระบวนการหมัก (Hood & Healy 1994) Shama และ Berwick (1991) ได้
อธิบายถึงการก่อสร้างเครื่อง bioreactor แบบหมุนได้ ซึ่งสับสเตรทขนสัตว์จะถูกย่อยละลายเกือบ
ทั้งหมดโดย S. fradiae 
 ปัจจุบัน อุตสาหกรรมอาหารสัตว์เป็นผู้บริโภคหลักของไฮโดรไลเซตเคราตินจากผลิตภัณฑ์ผล
พลอยได้ ของอุตสาหกรรมการเกษตร  รีไซเคิลหนังขนเป็นเรื่องที่น่าสนใจส าหรับการผลิตอาหารสัตว์
เนื่องจากมศีักยภาพในการเป็นแหล่งโปรตีนราคาไม่แพงและทางเลือก แม้เคราตินจะมีคุณค่าทาง
โภชนาการที่จ ากัด แต่ทั้งการย่อยและความสมดุลของกรดอะมิโนของโปรตีนขนนกอาจจะดีข้ึนด้วยการ
ใช้กระบวนการหมักจุลินทรีย์ (Williams et al. 1991; Grazziotin et al. 2006) 
 สารทิ้งเคราตินได้รับการพิจารณาว่าเป็นปุ๋ยดิน อินทรียวัสดุหลาย ๆ อย่างจากสัตว์ อาทิ อาหาร
เลือด กีบ, งา หนัง กระดูกและปุ๋ยได้รับการประเมินว่า เป็นปุ๋ยไนโตรเจนที่ปลดปล่อยช้า   อย่างไรก็ตาม 
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ประมาณ 70% ของไนโตรเจนจะถูกปล่อยออกในช่วง 30 วันแรกในสภาวะแวดล้อมของภาคสนาม และ
ยกเว้นส าหรับขนไก่ ไนโตรเจนที่ปลดปล่อยทั้งหมดจะเกิดข้ึนระหว่างวันที่ 6 และ 7 สัปดาห์ (Williams 
& Nelson 1992)   ในกรณีของอาหารขน ซึ่งได้รับความร้อนสูง ๆ การปลดปล่อยไนโตรเจนทั้งหมดก็
ยังคงเกิดขึ้นใน 6-7 สัปดาห์ (Hadas & Kautsky 1994)   ขนมีประมาณ 15% ของไนโตรเจน จึงมี
ศักยภาพที่จะเอาไปใช้เป็นปุ๋ยไนโตรเจน  การปลดปล่อยไนโตรเจนช้าจากขนดิบชี้ให้เห็นว่า จุลินทรีย์ดิน
ไม่สามารถย่อยโครงสร้างเคราตินได้ง่าย   อย่างไรก็ตาม ถ้าโครงสร้างเคราตินถูกปรับเปลี่ยนแก้ไขโดย
การแตกสลายของพันธะเคมี อัตราการเปลี่ยนแปลงของแร่ธาตุจะเพ่ิมขึ้น   การปรับเปลี่ยนโครงสร้าง
เคราตินสามารถท าได้โดยการใช้ความร้อนและการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ จนมีการแตกสลายของ
สะพานซัลไฟด์และพันธะเปปไทด์ (Williams et al. 1990; Kim et al. 2005)   ทางเลือกเพ่ิมเติมอีก ก็
คือการก่อตัวของ Schiff base ระหว่างกลุ่มอะมิโนของเคราตินที่มีอัลดีไฮด์ (Means & Feeney 
1998), ส่งผลให้เกิดพันธะเคมีใหม่ที่น าไปสู่การปลดปล่อยไนโตรเจนช้าลง (Choi & Nelson 1996)  
ส าหรับในเรื่องนี้ การใช้จุลินทรีย์เคราติโนไลติกจะกลายเป็นทางเลือกส าหรับการพัฒนาแหล่งไนโตรเจน
เพ่ือใช้เป็นปุ๋ย   ความสามารถทางเอนไซม์ของแบคทีเรียย่อยขนนกในการเร่งการสลายตัวของไก่ตาย
หรือสารทิ้งขนนก อาจจะเป็นวิธีที่ประหยัดและปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมของอินทรียวัสดุรีไซเคิลเหล่านี้ 
จนกลายเป็นปุ๋ยมีไนโตรเจนสูง (Ichida et al, 2001) 
 
2.5 การประยุกต์ใช้งานที่เกิดขึ้นใหม่ส าหรับ Keratinases 

แม้ว่ากระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายของเสียเคราตินเป็นเรื่อง
แรกส าหรับ keratinases ของจุลินทรีย์ ยังมีแนวโน้มการใช้งานอ่ืน ๆ อีกที่ได้รับการเชื่อมโยงกับ
เอนไซม์เคราติเนส   ด้วยความก้าวหน้าในความรู้เกี่ยวกับเคราติเนสและปฏิกิริยา keratinolysis การใช้
งานแนวใหม่ของเอนไซม์เหล่านี้ถูกแนะน าออกมา (รูป 2.1) 

 
รูป 2.1 การประยุกต์ใช้ประโยชน์ของเคราติเนสแบคทีเรีย   เคราติเนสอาจมีประโยชน์ส าหรับเปลี่ยน
สารเคราตินเป็นอาหารสัตว์และปุ๋ย  เอนไซม์ที่คัดแยกได้อาจใช้ส าหรับอุตสาหกรรมเครื่องหนัง ผ้า และ
ผงซักฟอก. และส าหรับการประยุกต์ใช้ทางชีวการแพทย์ 
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 การถอนขนด้วยเอนไซม์ (Enzymatic dehairing) เป็นทางเลือกที่เชื่อถือได้และมีให้เห็นมาก
ขึ้น เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาที่สร้างขึ้นโดยซัลไฟด์ในการฟอกหนัง (Cantera 2001; Thanikaivelan et al. 
2004)   ข้อดีของการถอนขนด้วยเอนไซม์คือการลดขององค์ประกอบซัลไฟด์น้ าทิ้ง ในการกู้คืนของเส้น
ผม ซึ่งจะได้เส้นผมที่มีคุณภาพดี   อย่างไรก็ตาม ประโยชน์ที่มีแนวโน้มมากนี้จะยังคงไม่เกิดข้ึนเพราะ
เอนไซม์มีราคาแพงกว่าสารเคมีแบบเดิมและต้องการความระมัดระวังในการควบคุม (Schraeder, et al. 
1998)   ศักยภาพส าหรับการใช้งานเชิงพาณิชย์ของเอนไซม์ในการผลิตเครื่องหนังอาจมีความเป็นไปได้ 
เนื่องจากคุณสมบัติของเอนไซม์นั้นเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพและจ าเพาะสูง   ความประหยัด
ที่ได้รับในกระบวนการนี้อาจเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเครื่องหนัง ซึ่งหมายถึงมูลค่าเพ่ิมให้แก่
ผู้ประกอบการฟอกหนัง   คุณลักษณะที่ส าคัญของกระบวนการการถอนขนด้วยเอนไซมค์ือ การก าจัดขน
ที่สมบูรณ์แบบและการใช้ซัลไฟด์ในงานนี้น้อยที่สุด และผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยสลาย จะพร้อมด้วย
คุณภาพที่ดีกว่า เพราะการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานฟอกหนังถูกปรับปรุงให้ดีขึ้นตามไปด้วย  ดังนั้น การ
แทนที่ของสารเคมีก าจัดขนด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนที่ผลิตจากจุลินทรีย์ในอุตสาหกรรมเครื่องหนังจะเกิด
ผลกระทบส าคัญต่อการประหยัดและสภาวะสิ่งแวดล้อม   มีรายงานได้กล่าวถึงจุลินทรีย์บางชนิด ซึ่ง
ผลิตเคราติเนสนอกเซลล์และแสดงกิจกรรมการถอนขนโดยในหมู่แบคทีเรีย สายพันธุ์ Bacillus มี
การศึกษามากท่ีสุด   Bacillus subtilis และ Bacillus amyloliquefaciens สายพันธุ์ย่อยโปรตีนได้
ถูกน าเสนอลักษณะและคุณสมบัติที่พึงประสงค์ส าหรับการแปรรูปเครื่องหนัง (George et al. 1995; 
Varela et al. 1997; Macedo et al. 2005; Giongo et al. 2007)   ความจริงที่ว่า keratinases 
เหล่านี้สามารถย่อยเคราตินโดยสามารถหลีกเลี่ยงการก่อความเสียหายต่อโครงสร้างของโปรตีนอื่น ๆ 
อาทิ คอลลาเจนได้ ท าให้เอนไซม์มีความโดดเด่นส าหรับการใช้งานในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง  การตรวจ
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ของกวดแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์นี้มักจะย่อยโครงสร้างทรงกระบอกเปลือกนอก 
ส่งผลให้เส้นผมเกิดหลวม (Riffel et al, 2003b.) ซึ่งถัดมาจะหลุดจากผิวหนังได้อย่างง่ายดาย (รูป 2.2)   
บางเคราติเนสไม่ได้ย่อยเจลาตินและสับสเตรทสังเคราะห์ส าหรับคอลลาเจเนส และการใช้เอนไซม์นี้
ส าหรับถอนขนวัว จึงไม่มีคอลลาเจนเกิดความเสียหายใด ๆ (Gradisar et al. 2000; Riffel et al. 
2003b)   เอนไซม์เหล่านี้มีลักษณะที่น่าสนใจส าหรับการผลิตเครื่องส าอางและยา ซึ่งคอลลาเจนไม่ควร
ถูกก าจัดออกไป   การใช้เคราติเนสส าหรับการประยุกต์ใช้ประโยชน์ของเครื่องส าอางเป็นการใช้เป็น
ส่วนผสมในยาก าจัดขนของผลิตภัณฑ์ส าหรับโกนหนวด (Neena 1993; Slavtcheff et al. 2004) เครา
ติเนสอาจจะยังมีประโยชน์ในสูตรเฉพาะส าหรับการขจัดเคราตินในสิวหรือโรคสะเก็ดเงิน และการก าจัด
แคลลัสของมนุษย์ (Holland 1993; Vignardet et al. 2001) 
 เมื่อเร็ว ๆ นี้ การใช้เอนไซม์เคราติโนไลติก เพ่ือเพ่ิมการน าส่งยาได้ถูกศึกษาตรวจสอบ 
ประสิทธิผลของการรักษาด้วยยาทาของโรคเล็บมักจะจ ากัด โดยการซึมผ่านของยาผ่านแผ่นเล็บ ที่ต่ า
มาก  การปรากฏตัวของเคราติเนสจาก Paecilomyces marquandii ไดเ้พ่ิมการซึมผ่านของยา ผ่าน
ทางอุปกรณ์ตัดเล็บของมนุษย์ได้อย่างมีนัยส าคัญ (Mohorcic, et al. 2007) 

โปรตีนพรีออนเป็นสาเหตุของโรคระบาดที่เกี่ยวกับระบบประสาทเสื่อมถอยในสัตว์ ครอบคลุม 
spongiform encephalopathy ในแกะ (โรควัวบ้า), chronic wasting disease, Kuru disease, และ 
Creutzfeldt–Jakob disease (Caughey 2001)   เคราติเนส PWD-1 แสดงสเปกตรัมกว้างของ
กิจกรรม และย่อยพรีออนโปรตีน PrPSc ซึ่งเป็นสาเหตุของ bovine spongiform encephalopathy 
(Langeveld, et al. 2003)   เชื้อ Bacillus sp สายพันธุ์ MSK103 ผลิตเคราติเนสที่แสดงล าดับที่
คล้ายคลึงกันมาก ๆ กับ subtilisin DY และมีกิจกรรมส าหรับย่อย PrPSc (Yoshioka, et al. 2007) 
เอนไซม ์Keratinolytic ของ anaerobic thermophiles บางชนิดก็ยังพบย่อย amyloid prion ที่ผ่าน
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ความร้อนมาก่อนได้ (Suzuki et al., 2006) การย่อยด้วยเอนไซม์ของโปรตีนพรีออนถือเป็นการน าไปใช้
ประโยชน์ที่มีแนวโน้มเป็นไปได้มากส าหรับเคราติเนสของ แบคทีเรีย 
 

 
 
รูป 2.2 กิจกรรมการถอนขนของหนังวัวโดยเคราติเนส Kr6   a, ชุดควบคุมใช้เคราติเนสที่ผ่านความ
ร้อนมา, b                       c และ d ชุดใช้เคราติเนสและตามด้วยการถูออก 
 
 โปรตีเอสตรึงรูปมักจะแสดง autolysis ที่น้อยมากและดังนั้น เพ่ิมความมั่นคงมากขึ้น   อย่างไร
ก็ตาม มีพยายามที่จะท าให้เคราติเนสถูกตรึงรูป   เคราติเนสจาก B. licheniformis สายพันธุ์ PWD-1 
ถูกตรึงรูปบนลูกปัดแก้วควบคุมรูพรุน (Lin et al. 1996)   เคราติเนสตรึงรูปแสดงความเสถียรต่อความ
ร้อนและแสดงกิจกรรมกับขนเคราตินและเคซีนดีขึ้น   ในการศึกษาอ่ืน การหลอมรวม keratinase– 
streptavidin ถูกตรึงรูปบนเมทริกซ์ biotinylated (Wang et al., 2003b)  เสถียรภาพต่อความร้อน
และความคงทนต่อ pHได้รับการปรับปรุงอย่างมากโดยการตรึงรูป แม้ว่าประสิทธิภาพของตัวเร่ง
ปฏิกิริยาลดลงถึง 8 เท่า kเคราติเนสตรึงรูปอาจมีประโยชน์ในการพัฒนากระบวนการ proteolysis ที่
จ ากัด ส าหรับการปรับเปลี่ยนคุณสมบัติการท างานของโปรตีนอย่างเหมาะสม อาทิ ความสามารถละลาย
น้ า, ความเอมัลซี่และการเป็นเจล (Chen et al., 1994) 
 มีความสนใจเพ่ิมข้ึนในการแปลงเคราตินลงเป็นแผ่นฟิล์มที่ย่อยสลายได้และเป็นสารเคลือบ
ส าหรับการใช้งานทั้งในด้านการเกษตรและชีวการแพทย์   กล่าวคือเคราตินถูกบ าบัดทางเคมีหรือทาง
เอนไซม์และเคราตินผลลัพท์ที่ถูกแปลงจะถูกเปลี่ยนส าหรับใช้เป็นผลิตภัณฑ์บรรจุภัณฑ์ที่ย่อยสลาย 
แผ่นฟิลม์ทางการเกษตรหรือแผ่นฟิล์มบริโภคได้ (Yamauchi et al. 1996; Schrooyen et al. 2001; 
Zaghloul et al. 2004)   สารประกอบจาก Polyethylene ถูกเตรียมขึ้นโดยใช้เส้นใยเคราตินที่ได้จาก
ขนไก่ (Barone & Schmidt 2005)   เส้นใยเคราตินนี้สามารถน ารวมเข้าในพอลิเมอร์โดยตรง โดยใช้
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เทคนิคมาตรฐานการผสมความร้อนเชิงกล และเส้นใยขนเคราตินจะท าหน้าที่เสริมสร้างเมทริกซ์พอลี
เมอร์เอทิลีน   พอลีเมอร์ผสมผสานขนเคราตินถูกแสดงว่ามีคุณสมบัติคล้ายกับเทอร์โมพลาสติก
สังเคราะหจ์ านวนมาก (Barone & Arikan 2007)   หนึ่งลักษณะที่ส าคัญของพอลิเมอร์ชีวภาพเหล่านี้ก็
คือ การย่อยสลายด้วยตัวเองภายใต้สภาพธรรมชาติ ลดผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมของพลาสติกบรรจุ
ภัณฑ์อย่างมีนัยส าคัญ 
 Bálint และคณะ (2005) ไดอ้ธิบายระบบการหมัก 2 ขั้นตอน เพ่ือแปลงขยะเคราตินเป็นไบโอ
ไฮโดรเจน   สายพันธุ์ Bacillus ถูกใช้ในการย่อยสลายวัสดุส่วนผสมเคราติน แปลงลงไปในผลิตภัณฑ์
หมัก ซึ่งอุดมด้วยเปปไทด์และกรดอะมิโน   ส่วนผสมนี้ต่อมาสามารถน ามาใช้เป็นแหล่งสารอาหาร
ส าหรับแบคทีเรียแอนเอโรบชอบร้อน Thermococcus litoralis ซึ่งได้ผลตอบแทนที่ส าคัญของ H2 
เป็นผลพลอยได้ทางสรีรวิทยา 
 การประยุกต์ใช้ในผงซักฟอกส าหรับเคราติเนสก็ได้รับการเสนอแนะ (Gupta & Ramnani 
2006) เหล่านี้ครอบคลุมการก าจัดสิ่งสกปรกเคราตินที่มักจะพบอยู่ในเสื้อผ้า เช่น ที่ปลอกคอของเสื้อ 
และถูกน ามาใช้เป็นสารเติมแต่งในการท าความสะอาดท่อระบายน้ าอุดตันด้วยขยะเคราติน   เอนไซม์
เคราติโนไลติกอาจมีศักยภาพต่อการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทอผ้าขนสัตว์ ในฐานะเป็นวิธีการต้าน
การหดตัวขนสัตว์และปรับปรุงการย้อมสีขนสัตว์ (Sousa, et al. 2007) 

กล่าวโดยสรุปแล้ว เคราติเนสเป็นเอนไซม์ทรงคุณค่าส าหรับของเสีย เคราตินจากกระบวนการ
แปรรูปทางชีวภาพ   ความสามารถในการย่อยสลายโปรตีนเคราตินแข็งกร้าวถือว่าเป็นคุณสมบัติที่โดด
เด่น   มีข้อมูลที่เพ่ิมขึ้นเก่ียวกับจุลินทรีย์เคราติโนไลติกและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเคราติเนส จนท าให้
เกิดความเข้าใจการย่อยสลายทางชีวภาพของเคราตินดีขึ้น   ข้อมูลทั้งหมดดังกล่าวจะน าไปสู่การพัฒนา
ผลิตภัณฑ์และกระบวนการ ซึ่งจะเชื่อมโยงถึงการจัดการขยะที่เหมาะสม ผ่านการรีไซเคิลผลิตผลพลอย
ได้ทางอุตสาหกรรมการเกษตรที่อุดมสารเคราติน 
 
2.6 ฟังไจผลิตเคราติเนส 
 เคราตินเป็นกลุ่มของโปรตีนที่มีความพิเศษสูง ซึ่งถูกผลิตในเซลล์เยื่อบุผิวของสัตว์มีกระดูกสัน
หลัง   โปรตีนเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของชั้นหนังก าพร้าและของผลิตภัณฑ์ เช่นขน เงี่ยง งา เล็บ กีบ 
กรงเล็บหรือหนังขน ซึ่งอยู่ในกลุ่มของเคราตินที่แจ็งแรง และโดดเด่นด้วยความเข้มข้นซีสตีนสูง (3-12%)   
พันธะไดซัลไฟด์จ านวนมากอันเกิดจากซีสตีน สร้างโครงสร้างพอลิเมอร์ของแข็งน้ าหนักโมเลกุลสูงและมี
บทบาทส าคัญในการสร้างความต้านทานของเคราตินต่อการสลายตัวด้วยเอนไซม์ (Asquith, 1977; 
Timar-Balazsy & Eastop, 1998)   ความอ่อนไหวของวัสดุเคราตินแต่ละชนิดต่อการโจมตีของเชื้อรา
สืบเนื่องมาจากสัดส่วนต่างๆ ของส่วนประกอบของโครงสร้างพ้ืนฐาน ได้แก่ หนังก าพร้า, เยื่อหุ้มสมอง
และไขกระดูกเช่นเดียวกับ การบรรจุ microfibril ที่แตกต่างกันและปริมาณและองค์ประกอบของเมท
ริกซ ์  เมื่อเจริญเติบโตบนวัสดุสารเคราติเนส จุลินทรีย์จะเริ่มใช้สับสเตรทที่เป็นองค์ประกอบที่ไม่ใช่เครา
ติเนสก่อน อาทิ เศษวัสดุเมมเบรน เศษกรดนิวคลีอิกเศษสารตกค้างของเซลล์, endocuticle หรือเยื่อ
เซลล์ที่ซับซ้อน รวมทั้ง ไขมันที่มีอยู่ในวัสดุดังกล่าว (Baxter & Mann, 1969–1970; Al Musallam & 
Radwan, 1990)   จุลินทรีย์ดังกล่าวจะเริ่มต้นในการย่อยสลายเคราติน หลังจากท่ีได้ใช้องค์ประกอบ
เหล่านี้จนหมดเท่านั้น   แม้ว่าองค์ประกอบที่ไมใ่ช่เคราติเนสของผลิตภัณฑ์ผิวนอกของงาสามารถ
น าไปใช้โดยเชื้อราที่หลากหลายก็ตาม แต่การสลายตัวของวัสดุเคราติเนสทั้งหมดก็มีสาเหตุมาจาก
เชื้อจุลินทรีย์ที่จ าเพาะ ซึ่งสามารถในสร้างล าดับขั้นการสลายตัวที่จ าเพาะ (Dix & Webster, 1995; 
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Jennings, 1995)   กระบวนการเคราติโนไลซีสไม่เกี่ยวข้องกับเฉพาะกิจกรรมเคราติเนสอย่างเดียว
เท่านั้น แต่สับสเตรทเคราติเนสจะถูกเปลี่ยนแปลงก่อนที่จะมีกิจกรรมนี้ตามมา โดยจะส่งผลให้เกิดการ
ท าลายพันธะซัลไฟด์   กระบวนการ ซ่ึงเรียกว่า sulfitolysis นี้จะถือเป็นปฏิกิริยาที่ส าคัญของ
กระบวนการเคราติโนไลซีส เพราะล าพังโปรตีเอสจะไม่สามารถสลายพันธะซัลไฟด์และสร้างการย่อย
สลายที่สมบูรณ์ของเคราตินได้   ดังนั้น การย่อยสลายเคราตินคือผลจากปฏิกิริยาทั้ง 3 ปฏิกิริยา 
กล่าวคือ: deamination, sulfitolysis และ proteolysis (Kunert, 1972, 1992, 2000; Ruffin et al., 
1976) 
 ในขณะทีศ่ึกษากระบวนการของการย่อยสลายเคราตินที่กระท าโดยเชื้อจุลินทรีย์ สิ่งส าคัญ
ประการหนึ่งก็คือ การน าผลงิเคราะห์ทางชีวเคมีมาเสริมกับข้อสังเกตทางสัณฐานวิทยาของการเจาะเข้า
ไปยังพ้ืนผิวสับสเตรทเคราติเนสของเส้นใยรา   รูปแบบการเจาะสับสเตรทวัสดุเคราติเนสใร 2 รูปแบบ
คือ การกัดเซาะพ้ืนผิว (surface erosion) และการเจาะรอบ ๆ (radial penetration)   รูปแบบแรก
เป็นการท าลายรุกหน้า ซึ่งพัฒนาจากภายนอกไปยังกึ่งกลางของเส้นใย และจะปรากฏตัวให้เห็นใน
ลักษณะการสลายตัวของหนังก าพร้าและในลักษณะของคลื่นพื้นผิวเยื่อหุ้ม   รูปแบบที่สองคือการบุก
ทะลุสับสเตรทแบบอุบัติขึ้นเอง ซึ่งเกิดโดยการกระท าของเส้นใยพิเศษ โดยเส้นใยจะเจาะในทิศทางต้ัง
ฉากกับพ้ืนผิว   ส าหรับกรณีนี้ รูปแบบรุกล้ าที่สุดจะท าให้เกิดการปรุพังของอวัยวะที่จะพัฒนา   การ
ค้นพบรูปแบบการบุกของเชื้อราทั้ง 2 แบบนี้ให้ความหมายถึง การย่อยโมเลกุลเคราตินก าลังด าเนิน
ต่อไป และจุลินทรีย์เหล่านี้จะจัดเป็นจุลินทรีย์เคราติโนไลติก (Filipello Marchisio et al., 1994; 
Filipello Marchisio, 2000)   รายละเอียดของการสลายตัวเส้นใยเคราตินของเชื้อราในแต่ละช่วงจะพบ
เป็นเนื้องานในโครงการวิจัยที่เกี่ยวกับการเก็บตัวอย่างเส้นผม (English, 1963, 1965) 
 การก่อตัวเป็นชั้น ๆ และโครงสร้างวัสดุสารทางกายภาพเหล่านี้กระตุ้นเส้นใยราคล้ายใบเฟิน
และท าให้ตัวเจาะเกิด (borer) ขึ้นมา   เชื้อราทั้งหมด ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตบนสับสเตรทเคราติเนส 
จะผลิตเส้นใยราคล้ายใบเฟิน และดูเหมือนว่าการก่อตัวของของเส้นใยราดังกล่าวกลายเป็นเงื่อนไข
ส าคัญส าหรับเชื้อราที่จะเติบโตบนวัสดุของโครงสร้างที่ซับซ้อนเช่นนั้น   ฟังก์ชั่นหลักของเส้นใยราคล้าย
ใบเฟิน ก็คือการดูดซึมสารอาหาร   เฉพาะเชื้อราบางชนิดที่สัมผัสเคราตนิที่แข็งเท่านั้นจะก่อตัวเจาะ 
(borers)   ดูเหมือนว่าตัวเจาะเหล่านี้จะรุกทะลุสับสเตรท โดยการสร้างความดัน แต่ไม่สามารถท่ีจะย่อย
สลายได้   ซึ่งก็ชี้ให้เห็นว่า เส้นใยรามีเพียงบทบาทเชิงกล ที่ประกอบด้วยการรุกทะลุวัสดุสารทีท่นทาน
และท่ีย่อยได้ไม่ดเีท่านั้น   ในกรณีของเชื้อราโนไลติก สับสเตรทเคราติเนสจะถูกบุกทะลุโดยใบเส้นใยรา 
หรือโดยเส้นใยราที่ไม่จ าเพาะ   ใบเส้นใยราที่คล้ายเฟินและเส้นใยราตัวเจาะเป็นอวัยวะตัวแทงในเชื้อรา
เคราติโนไลติก   บรรดาโครงสร้างจ าเพาะทีส่ร้างขึ้นจากสองกลุ่มรานี้จะมีความคล้ายคลึงกัน และคงมี
ความแตกต่างเพียงอย่างเดียว คือใบเส้นใยตัวเจาะและอวัยวะตัวแทง ซึ่งจะมีคุณสมบัติเคราติโนไลติ
กบ้าง โดยตรงกันข้ามกับใบเส้นใยราและเส้นใยตัวเจาะของเคราติโนไลติกที่จ าเพาะตามชนิดของแต่ละ
เชื้อรา (Vanbreuseghem, 1952; English, 1965; Hawks & Rowe, 1988) 
 กิจกรรมของจุลินทรีย์ในวัสดุสารหลายชนิดเป็นสาเหตุของการเสื่อมสภาพหลายแบบ ได้แก่ 
การเปลี่ยนแปลงพื้นผิว เช่น การเปลี่ยนแปลงในความอ่ิมตัวของสี การสูญหายของลักษณะเดิมของวัสดุ 
กลิ่นลักษณะของเชื้อรา (โดยลักษณะทั้งสามดังกล่าวข้างต้นนี้เป็นสัญญาณแรกของการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์บนสับสเตรท) คราบน่าเกลียดหลายชนิด ซ่ึงมักจะเป็นเรื่องยากมากที่จะก าจัดออกไป อีกท้ัง
การสลายตัวของโครงสร้างของวัสดุสารที่เป็นผลมาจากการเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่องและกิจกรรมเมเท
บอลิซึมอาหารของจุลินทรีย์ที่น าไปสู่การเปลี่ยนแปลงทางเคมีในสับสเตรท และในที่สุด ส่งผลให้ความ
แข็งแรงลดลงและการสูญเสียของวัสดุสาร   ปัจจัยหลายอย่างส่งผลกระทบต่อระดับของการย่อยสลาย
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ทางชีวภาพของวัสดุสาร ซึ่งได้แก่ ผลิตภัณฑ์เมเทบอลิซึมของจุลินทรีย์ อย่างเช่น เอนไซม ์กรดและสารสี 
องค์ประกอบทางเคมีของวัสดุสาร และสารเพิ่มเติม (หากมี) เช่น สีย้อมที่มีอยู่ในวัสดุ องค์ประกอบ
ความชื้น และการเข้าถึงของจุลินทรีย์ ประวัติและอายุของวัสดุสาร และสภาพแวดล้อมเฉพาะที่ 
องค์ประกอบออกซิเจนและแสง อุณหภูมิและความชื้นสัมพัทธ์ 
 
2.7 อนุกรมวิธานของเช้ือราเคราติโนไลติก 
 จุลินทรีย์ตามท่ีระบุไว้ในตาราง 2.4-2.6 และที่ได้อธิบายไว้ในเนื้อหาต่อไปจัดอยู่ใน 2 อาณาจักร
คือ Chromista และฟังไจ   ตัวแทน Chromista จะมีเพียงหนึ่งสปีชีส์จากไฟลัม Oomycota ได้แก่ 
Pythium oligandrum Drechsler ซ่ึงแยกได้จากขนนกโดย Kornillowicz (1991-1992 )   ในขณะที่
ในอาณาจักรฟังไจพบใน 3 ไฟลัม กล่าวคือ ไฟลัมChytridiomycota มี 2 สปีชีส์ คือ Catenophlyctis 
variabilis (Karling) Karling และ Rhizophydium keratinophilum Karling ซ่ึงถูกพบอยู่ในดิน 
เจริญเติบโตในรูปแบบทั่วไปบนเนื้อเยื่อที่มเีคราติน รวมทั้งขนสัตว์ แตไ่มพ่บในวัสดุอื่น ๆ (White et al., 
1950; Batko, 1975)   ไฟลัม Zygomycota มีตัวแทนถึง 24 สปีชีส์ (ตาราง 2.4) และ Ascomycota 
มี 54 สปีชีส์ (ตาราง 2.5)   กลุ่มฟังไจที่นอกเหนือจากที่กล่าวมา ซ่ึงมีจ านวนมากท่ีสุดเป็นพวกเชื้อรา  
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ตาราง 2.4 ฟังไจที่ใช้ประโยชน์สับสเตรทเคาติน กลุ่ม Zygomycota    
 

 
 

หมายเหต ุให้สังเกตดังนี้ ชื่อฟังไจที่ปรากฎอยู่ในตารางนี้ได้ผ่านการตรวจสอบทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy) โดยชื่อทีป่รากฎอาศัย
รายงานของ Shipper (1976), Domsch และคณะ (1993), CBS List of cultures (1994), Hawksworth และคณะ (1995), Kirk และ
คณะ (2001), Samson และคณะ (2002), CBS Filamentous fungi database (2008), The Index Fungorum (2008) และ 
MycoBank (2008)   ในส่วนของกระบวนการกอ่โรค (Pathogenicity) ของสายพันธุฟ์ังไจที่ปรากฎในตารางเป็นพื้นฐานของ 
Summerbell และคณะ (1989), Tan และคณะ (1994), De Hoog (1996), De Hoog และ Guarro (1995, 2000), Midgley และคณะ 
(1997), Baran (1998), Flannigan และคณะ (2001), Straus (2004), ATCC The global bioresource center (2008) และ CBS 
Filamentous fungi database (2008)   (a) ตัวหนาอ้างถึงฟังไจสาเหตุของโรคในคน 
 
anamorphic มีทั้งหมด 218 สปีชีส์ (ตาราง 2.6) ซ่ึงมากถึง 73% ของเชื้อราทั้งหมดที่น าเสนอใน
บทความนี้   ส่วนสปีชีส์ส่วนใหญ่จัดอยู่ใน 2 orders คือ Onygenales และ Eurotiales   และไม่น่า
แปลกใจว่า สปีชีส์จาก Onygenales มักพบบ่อยครั้งมากบนวัสดุสารเคราติเนส   เหตุผลก็คือเชื้อรา 
genera Arthroderma, Aphanoascus, Onygena, Epidermophyton, Microsporum, 
Trichophyton, Chrysosporium, อ่ืน ๆ เหล่านี้ด ารงชีวิตด้วยความพิเศษสูง คือมีความสามารถย่อย
ผลิตภัณฑ์ผิวหนังชั้นนอกของหงวนหรืองาที่ประกอบด้วยเคราติน   บางส่วนของเชื้อรา เคราติโนไลติก 
เหล่านี้เป็นพวก saprophyte บนสารเคราติน  ในขณะที่กลุ่มอื่นพัฒนากิจกรรมทางชีวเคมีและการแปร
เปลี่ยนเป็นเชื้อโรคที่มีความสามารถในการบุกรุกและใช้เคราตินที่มีอยู่ในสิ่งมีชีวิต (Mercantini et al., 
1989; Benny et al., 2001; Geiser & LoBuglio, 2001; Kirk et al., 2001)   ส่วน Eurotiales ได้แก่  
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ตาราง 2.5 ฟังไจที่ใช้ประโยชน์สับสเตรทเคาติน กลุ่ม Ascomycota 
 

 
 
สปีชีส์ Aspergillus และ Penicillium anamorphs ซ่ึงมีความส าคัญมากและเป็นเชื้อราที่พบมากท่ีสุด
ในธรรมชาติ 
 การวิเคราะห์จีนัสได้แสดงให้เห็นว่า ตัวแทนต่อไปนี้โดดเด่นคือ Aspergillus และ Penicillium 
(29 สปีชีส์/จีนัส), Chrysosporium (21 สปีชีส์), Fusarium (13 สปีชีส์), Trichophyton, 
Microsporum และ Acremonium (11 สปีชีส์/จีนัส), Mucor (10 สปีชีส์) Arthroderma (8 สปีชีส์), 
Malbranchea (7 สปีชีส์), Chaetomium, Ulocladium และ Verticillium (6 สปีชีส์/จีนัส) และ  
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ตาราง 2.5 ฟังไจที่ใช้ประโยชน์สับสเตรทเคาติน กลุ่ม Ascomycota (ต่อ) 
 

 
 
Paecilomyces และ Scopulariopsis (5 สปีชีส์/จีนัส)   สว่นจีนัสนอกจากที่กล่าวมามี 4 สปีชีส์หรือ
น้อยกว่า โดยสมาชิกส่วนใหญ่สปีชีส์เดียวเท่านั้น 
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ตาราง 2.5 ฟังไจที่ใช้ประโยชน์สับสเตรทเคาติน กลุ่ม Ascomycota (ต่อ) 
 

 
หมายเหต ุให้สังเกตดังนี้ ชื่อฟังไจที่ปรากฎอยู่ในตารางนี้ได้ผ่านการตรวจสอบทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy) โดยชื่อทีป่รากฎอาศัย
รายงานของ Ajello (1968), Shipper (1976), Salata และ Rudnicka-Jezierska (1979), Domsch และคณะ (1993), CBS List of 
cultures (1994), Hawksworth และคณะ (1995), Simpanya (2000), Vidal และคณะ (2000), Kirk และคณะ (2001), Samson และ
คณะ (2002), CBS Filamentous fungi database (2008), The Index Fungorum (2008) และ MycoBank (2008)   ในส่วนของ
กระบวนการก่อโรค (Pathogenicity) ของสายพันธุฟ์ังไจที่ปรากฎในตารางเป็นพื้นฐานของ Summerbell และคณะ (1989), Tan และ
คณะ (1994), De Hoog (1996), De Hoog และ Guarro (1995, 2000), Midgley และคณะ (1997), Baran (1998), Simpanya 
(2000), Flannigan และคณะ (2001), Geiser และ LoBuglio (2001), Straus (2004), ATCC The global bioresource center 
(2008) และ CBS Filamentous fungi database (2008)   (a) ตัวหนาอา้งถึงฟังไจสาเหตุของโรคในคน 
 

2.8 ศักยภาพเคราติโนไลซีสของเช้ือรา 
 เชื้อราเคราติโนไลติกส่วนใหญ่ของ keratinolytic ไมไ่ด้อาศัยแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนจาก
เคราตินเพียงอย่างเดียวเท่านั้น แตเ่ป็นเชื้อที่มีความพิเศษและสับสเตรทจ าเพาะสูง สามารถเจริญเติบโต
และใช้สารอาหารบนวัสดุสารเคราติเนสโดยเฉพาะ   สปีชีส์คุณสมบัติเช่นนั้น ได้แก่ เชื้อราประชากรดิน
จาก Chytridiomycota ซึ่งได้แก่ C. variabilis และ R. keratinophilum 
 ตาราง 2.7 เป็นแคตตาล็อกเชื้อราบนฐานของชนิดสับสเตรทที่ได้คัดแยกออกมา หรือที่ถูกย่อย
สลาย ตารางนี้ไฮไลท์สปีชีส์ที่คล่องงานมากที่สุดในการย่อยสลายของวัสดุสารเคราติเนส   ในจ านวนนี้ มี 
3 สปีชีส์คือ Aspergillus terreus, Gliocladium catenulatum และ Scopulariopsis brevicaulis 
ทีแ่สดงกิจกรรมสูงต่อเคราตินในคัลเจอร์ ซึ่งเจริญเติบโตอาศัยกีบเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนเพียง
อย่างเดียวเท่านั้น   อีก 6 สปีชีส์คือ Auxarthron conjugatum, S. brevicaulis, Chrysosporium 
indicum, Chrysosporium pannicola, Microsporum gypseum, และ Trichophyton ajelloi  
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ตาราง 2.6 ฟังไจที่ใช้ประโยชน์สับสเตรทเคราติน กลุ่ม Anamorphic fungi  
 

 
 
พบใช้เส้นผมมนุษย์เป็นแหล่งเดียวของคาร์บอนและไนโตรเจน (ดูเพ่ิมเติมในตาราง 2.5 และตาราง 2.6)  
นอกจากนี้ จะพบว่า หลาย ๆ สปีชีส์จาก Chrysosporium, Microsporum, และ Trichophyton 
แสดงกิจกรรมย่อยสลายผมสูง (ตาราง 2.6)   อย่างไรก็ตาม วัสดุสารเคราตินที่มกีารศึกษาน้อยมากก็คือ 
สิ่งท่อ ซึ่งจะพบถูกย่อยสลายอย่างหนัก หากสัมผัสกับ Gymnoascus arxii (ตาราง 2.4)   เชื้อรา 3  
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
สายพันธุ์คือ Chrysosporium queenslandicum, Engyodontium album, และ Graphium 
penicillioides พบย่อยเคราตินที่ไม่ละลายน้ าเพ่ือใช้เป็นแหล่งเดียวของคาร์บอน ไนโตรเจนและ
ก ามะถัน (ตาราง 2.6)   M. gypseum และ T. ajelloi ดูเหมือนจะมีศักยภาพสูงสุดในการย่อยวัสดุสาร
เคราติน โดยไม่ค านึงถึงประเภทของสับสเตรทแต่อย่างใด 
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
 ตาราง 2.6 แสดงให้เห็นว่าวรรณกรรมอาจจะขัดแย้งกัน (ให้สังเกต Aspergillus fumigatus 
เลขที่ 25, A. terreus เลขที่ 41, Chrysosporium carmichaeli เลขที ่53, Chrysosporium 
merdarium เลขที่ 60, C. queenslandicum เลขที ่62 และ Chrysosporium sulfureum เลขที ่ 
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
63)   ข้อขัดแย้งนี้อาจเป็นผลมาจากความจริงที่ว่า สายพันธุ์ทีเ่ป็นสปีชีส์เดียวกันอาจมีความต่างกันใน
กิจกรรมเคราติโนไลติก เนื่องจากกิจกรรมประเภทนี้ก็เช่นเดียวกับคุณสมบัติทางสรีรวิทยาอ่ืน ๆ อีก
มากมาย ซึ่งจะไม่ใช่เป็นคุณลักษณะที่คงท่ีของสายพันธุ์ที่ก าหนดแต่อย่างใด   หากแตเ่ป็นคุณลักษณะที่
ได้รับอิทธิพลจากปัจจัยหลาย ๆ ประการ   ภายใต้สภาวะแวดล้อมเดียวกัน สปีชีส์เดียวกันอาจจะมีสาย
พันธุ์เชื้อเคราติโนไลติก ทัง้ทีค่ล่องและไม่คล่องงานก็ได้   นอกจากนี ้ยังมรีูปแบบที่แตกต่างกันและความ  
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
เข้มที่แตกต่างกันของการโจมตีสับสเตรท รวมถึงชนิดของโครงสร้างจ าเพาะ ซึ่งถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือ
จุดประสงค์นี้   ความขัดแย้งอีกอย่างหนึ่งคือ ศัพท์ที่ใช้อ้างถึง โดยบางคนใช้ค า เคราติโนไลติก 
(keratinolytic) คนอ่ืน ๆใช้เคราติโนฟิลิก (keratinophilic) (ตาราง 2.6 ประกอบด้วยข้อมูลทั้งหมดที่มี
อยู่และการวิเคราะห์)   ที่เป็นเช่นนี้ก็เพราะความจริงที่ว่า หลายปีที่ผ่านมา ความหมายของฟังไจเคราติ
โนไลติกและเคราติโนฟิลิกถูกน ามาใช้งานและศัพท์ที่น ามาใช้ก็ใช้ในฐานะเป็นค าพ้อง   อย่างไรก็ตาม  
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
ความหมายของค า “keratinolytic” ถูกน าไปใช้เพ่ืออ้างถึงกลุ่มของจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์เฉพาะเครา
ติเนส มีความสามารถในการโจมตีและการย่อยสลายเคราติน, ก่อให้เกิดโรคที่อาจเกิดข้ึนกับมนุษย์ 
ในขณะที่สปีชีส์เคราติโนฟิลิกคือผู้ที่มีความสามารถของการใช้สารที่สามารถย่อยสลายได้อย่างง่ายดาย
เท่านั้น (คือผลิตภัณฑ์จากการสลายตัวบางส่วนของเคราติน วัสดุที่เกี่ยวข้องกับเคราติน ฯลฯ )   อย่างไร  
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
ก็ตาม Filipello Marchisio (2000) ได้อ้างถึงรากศัพท์ตามหลักนิรุกติศาสตร์ของค าว่าเคราติโนฟิลิก 
และเสนอแนะว่า ค าศัพท์ถูกใช้อ้างถึงสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่โคโลไนซ์วัสดุสารเคราติน 
 
2.9 สับสเตรทเคราติเนส 
 ตาราง 2.7 แสดงให้เห็นว่าขนและขนแกะเป็นสับสเตรทที่มีการใช้มากที่สุดส าหรับศึกษา
ความสามารถใช้วัสดุเคราติเนสเป็นแหล่งสารอาหารของเชื้อรา (มีรายงานถึง 225 เชื้อราพบในขนและ 



31 

ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
108 เชื้อราในขนแกะ)   ส าหรับสิ่งทอขนสัตว์มีรายงานถูกน ามาใช้ในการศึกษาเพียงครั้งคราวเท่านั้น แต่ 
ก็ยังมีความส าคัญเป็นพิเศษในการอนุรักษ์ของคอลเลกชันที่มีคุณค่า โดยถูกเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์   ข้อมูล
ส่วนใหญ่ที่เกี่ยวกับสปีชีส์เชื้อรา ซึ่งคัดแยกได้จากสิ่งทอผ้าขนสัตว์ที่ถูกย่อยโดยจุลินทรีย์เหล่านี้ถูก
รายงานโดย B1yskal (2005) และผลศึกษาที่ไม่ได้ตีพิมพ์ของ B1yskal   จากบรรดาสปีชีส์เชื้อราที่แยก 
โดย Barbara (2009) มีรายงานมาว่า 15 สปีชีส์คัดแยกได้จากสิ่งทอผ้าขนสัตว์เป็นครั้งแรก   โดยเป็น
เชื้อ Alternaria alternata, Aspergillus ustus, A. versicolor, Cladosporium cladosporioides, 
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ตาราง 2.6 (ต่อ) 

 
 
Eurotium chevalieri, Penicillium chrysogenum, P. glabrum, P. simplicissimum, P.  
spinulosum, Scopulariopsis brumptii, Stachybotrys chartarum, Acremonium 
camptosporum, Apiospora montagnei, G. arxii และ Microascus cirrosus   ยกเว้นส าหรับ A. 
alternata, A. ustus, P. simplicissimum, และ S. chartarum ทุกสปีชีส์ของเชื้อราทีก่ล่าวมาข้างต้น
ถูกรายงานเป็นครั้งแรกว่ามีความสามารถในการท าลายสิ่งทอขนสัตว์   นอกจากนี้ A. 
camptosporum, A. montagnei, G. arxii, และ M. cirrosus ถูกรายงานเป็นครั้งแรกว่าม ี 
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ตาราง 2.6 (     

 
หมายเหต ุให้สังเกตดังนี้ ชื่อฟังไจในตารางนี้ได้ผ่านการตรวจสอบทางอนกุรมวธิาน (Taxonomy) โดยชื่อทั้งหมดอาศัยจากพืข้นฐานของ 
Ajello (1968), Samson (1974), Domsch และคณะ (1993), CBS List of cultures (1994), Hawksworth และคณะ (1995), 
Samson และ Pitt (2000), Simpanya (2000), Vidal และคณะ (2000), Kirk และคณะ (2001), Seifert และ Gams (2001), Zare 
และ Gams (2001), Klich (2002), Samson และคณะ (2002), CBS Filamentous fungi database (2008), The Index Fungorum 
(2008) และ MycoBank (2008).  กระบวนการก่อโรค (Pathogenicity) ของสายพันธุ์ฟังไจในตารางอาศัยพื้นฐานของ Summerbell 
และคณะ (1989), Tan และคณะ (1994), De Hoog (1996), De Hoog และ Guarro (1995, 2000), Midgley และคณะ (1997), Baran 
(1998), Gugnani (2000), Simpanya (2000), Flannigan และคณะ (2001), Kantarcioglu และคณะ (2002), Straus (2004), ATCC 
The global bioresource center (2008) และ CBS Filamentous fungi database (2008)    (a) ตัวหนาอ้างถึงฟังไจสาเหตุของโรคใน
คน 

 
ความสามารถในการท าลายกลุ่มวัสดุสารเคราติเนสเช่นกัน   ข้อมูลเพิ่มเติมเกี่ยวกับเชื้อราที่คัดแยกได้
จากสิ่งทอผ้าขนสัตว์สามารถหาข้อมูลจากรายงานของ Kowalik & Czerwinska (1956), Stefaniak  
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ตาราง 2.7 การจัดประเภทฟังไจอาศัยชนิดของสับสเตรท ซึ่งเป็นแหล่งคัดแยกและ/หรือเป็น
สับสเตรทที่ถูกย่อยสลายได้ 

 

 
 
(1969), Denizel et al. (1974), และ Abdel-Kareem (2000)   เชื้อราที่แยกได้จากสิ่งทอผ้าขนสัตว์
รวมแล้วมีถึง 14% จากสปีชีส์ทั้งหมดที่คัดแยกได้จากวัสดุสารเคราติเนส 
 จากมุมมองของจ านวนสับสเตรทที่ถูกโคโลไนซ์โดยเชื้อราที่ก าหนด สามารถจัดแบ่งกลุ่ม
จุลินทรีย์ได้ดังนีค้ือ Absidia cylindrospora, A. fumigatus, M. gypseum, P. chrysogenum, และ  
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ตาราง 2.7 (ต่อ) 

 
 
Rhizomucor pusillus (7 สับสเตรทส าหรับแต่ละสปีชีส์); A. terreus, Chaetomium globosum, C. 
cladosporioides, และ S. brevicaulis (6 สับสเตรทส าหรับแต่ละสปีชีส์); Botryotrichum 
piluliferum, Chrysosporium tropicum, Cunninghamella elegans, Fusarium solani, 
Penicillium citrinum, S. chartarum, T. ajelloi, และ Trichophyton terrestre (5 สับสเตรท
ส าหรับแต่ละสปีชีส์) และ Absidia corymbifera, Aspergillus flavus, A. niger, Chaetomium 
indicum, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, Humicola grisea, Madurella grisea,  
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ตาราง 2.7 (ต่อ) 

 
 
Trichoderma viride, Trichophyton mentagrophytes, และ Trichophyton rubrum (4 
สับสเตรทส าหรับแต่ละสปีชีส์)   และในบรรดาสปีชีส์ที่เหลือ 19 ชนิดเชื้อราพบโคโลไนซ์ 3 สับสเตรทที่
แตกต่างกัน 63 เชื้อรา 2 สับสเตรท 188 ชนิดโคโลไนซ์เพียง 1 สับสเตรทเคราติเนสเท่านั้น (ตาราง 2.7) 
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ตาราง 2.7 (ต่อ) 

 

 
หมายเหตุ (a) สับสเตรทท่ีระบุในตารางเป็นสับสเตรทท่ีฟังไจสามารถย่อยสลายได้อย่างน้อย 3 เท่า   (b) ตัวหนาเป็นฟัง
ไจที่มีปฏิกริิยาทรงประสิทธิภาพที่สุดในการย่อยสลายสับสเตรทที่เกีย่วข้อง 
 
2.10 เคราติเนสในกระบวนการเกิดโรค 
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 ในบรรดา 299 สายพันธุ์ของเชื้อราที่ได้กล่าวถึงในตาราง มีถึง 107 สายพันธุ์ที่ท าให้เกิดโรคกับ
มนุษย ์กล่าวคือประมาณ 36% ของจ านวนทั้งหมด   ในจ านวนส่วนใหญ่ 31 สปีชีส์เป็นกลุ่ม 
Onygenales และอีก 30 ที่เหลือเป็น Eurotiales   ในบรรดา 299 สปีชีส์ที่กล่าวมา มี 298 ที่จัดอยู่ใน
ระดับความปลอดภัยทางชีวภาพ (bio-safety levels; BSL)   ดังนั้น ทั้ง 1 และ 2 จึงจัดอยู่ในกลุ่มที่ไม่
เป็นอันตรายต่อชีวิตมนุษย์   อย่างไรก็ตาม บรรดาสปีชีส์ที่อยู่ในกลุ่ม2 ได้แก่ กลุ่ม Dermatophytes ซ่ึง
เป็นสาเหตุของโรคDermatomycoses   ส่วนใน BSL คลาส 3 จะมีเพียง 1 สปีชีส์เท่านั้นทีอ่ยู่ในความ
กังวลสูง นั่นคือ Cladophialophora bantiana (ตาราง 2.6)   เชื้อนี้เคยถูกคัดแยกได้จากขนสัตว์ 
และเป็นเชื้อโรคทางประสาท (neurotropic pathogen) ทีม่ักจะก่อให้เกิดโรค phaeohyphomycosis 
ในสมองมนุษย์อย่างร้ายแรง   เชื้อโรคนึ้ ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่ม BSL 3 อาจมีความสามารถในการก่อให้เกิด 
systemic mycoses ชนิดเฉียบพลันและในเนื้อเยื่อลึกของคนแข็งแรง (Baran, 1998; De Hoog & 
Guarro, 1995) 
 โดยสรุปแล้ว การสลายตัวของซ บสเตรทเคราตินเป็นผล keratinous พ้ืนผิวจากกระบวนการ
ทางกลและทางชีวเคมี ซึ่งเกิดจากเชื้อรากลุ่มจ าเพาะ   โดยสายพันธุ์เคราติโนไลติกนี้จะพบได้ ไม่
เพียงแต่ในหมู่ Onygenales เท่านั้น แตจ่ะยังพบอยู่ในกลุม่อ่ืน ๆ รวมทั้ง Mucorales อีกด้วย   อัตรา
และระดับของการเสื่อมสลายของวัสดุจะขึ้นอยู่กับชนิดของสับสเตรทและความเข้มข้นของซีสตีน   
ดังนั้นเส้นผมหรือขนของมนุษย์, สุนัข, ม้าและแมวจะสลายตัวช้ากว่า ขนของหนูหรือขนแกะหรือหนัง 
กล่าวคือ ระดับความต้านทานของเล็บและเขาจะต่ ากว่ามาก ๆ 
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บทท่ี 3 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
3.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

แหล่งตัวอย่างดินที่มาท าการคัดแยกแบคทีเรียและฟังไจผลิตเคราติเนสเป็นบริเวณทิ้งขยะขนไก่
จาก 3 แหล่งในจังหวัดยะลาและนราธิวาส คือ บริเวณทิ้งขนไก่หลังโรงภาพยนต์ยะหาเก่า เขตเทศบาล
ต าบลยะหา อ าเภอยะหา จังหวัดยะลา และพ้ืนที่หมู่บ้านกูแบปุโรงและหมู่บ้านมลายูบางกอก อ.เมือง จ.
ยะลา และอีก 3 แหล่งของจังหวัดนราธิวาส จากหมูบ้านบาโงอาแซ หมู่บ้านบาโงระนะ และหมู่บ้านตะ
โหนด อ าเภอยี่งอ   ในแต่ละแห่ง ตัวอย่างดินถูกสุ่มเก็บ 3 จุด ในปริมาณจุดละ 3 กก โดยแต่ละจุดมี
ระยะห่างกัน 1 เมตรเป็นอย่างต่ า ที่ระดับความลึก 5 ซ.ม จากผิวหน้าดิน   ดินเก็บถูกบรรจุลงใน
ถุงพลาสติกทนร้อนขนาด 12×20 นิ้ว และใส่ในกล่องโฟมที่มีฝาปิดขนาดเล็ก   ตัวอย่างเหล่านี้ถูก
ล าเลียงด้วยยานพาหนะ และท าการคัดแยกเชื้อราและแบคทีเรียทันทีเมื่อถึงห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 
สาขาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยราชภัฎยะลา 

 
3.2 การคัดแยกจุลินทรีย์ย่อยขนไก่ 

ในขั้นตอนของวิธีการ Enrichment Enrichment: 1gm ตัวอย่างดินที่เก็บจากกองของเสียขน
ไก่จะถูกเจือจางต่อเนื่องเพ่ือลดจ านวนจุลินทรีย์เริ่มต้น   ตัวอย่างเจือจางที่เหมาะสมจะถูกน าลงเลี้ยงใน 
Basal feather broth (BFB) ซึ่งมีส่วนผสมของขนที่ถูกล้าง อบให้แห้งในตู้อบ (Memmert, Germany) 
และบดละเอียดด้วยเครื่องบด (SHARP, Malaysia)   อาหารเลี้ยงนี้จะท าการสเตอริไลซ์ก่อนในเครื่อง 
autoclave (DAIHAN Scientific, Korea) และถูกเก็บในลักษณะเป็นผลแห้งสเตอริไลซ์ เพ่ือจะได้เอา
ออกมาใช้ตลอดการทดลองที่ใช้ขนไก่บดนี้   ฟลาสก์ BFB-ตัวอย่างดินนี้จะถูกบ่มที่ 37OC ในภาวะเขย่า
ต่อเนื่องที่ 120 rpm เป็นเวลา 24-48 ชม. หรือจนกว่าจะเห็นความขุ่นของการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียและเชื้อรา   จากนั้นจะท าการ sub-culture ในอาหารใหม่ชนิดเดียวกัน อย่างน้อย 3 ครั้ง
เพ่ือให้แบคทีเรียหรือราย่อยขนไก่มีโอกาสเพ่ิมจ านวนมากและมากยิ่งขึ้น (Shih and Michael, 1992) 
ก่อนท าการคัดแยกโดยใช้อาหารจ าเพาะส าหรับเชื้อราหรือแบคทีเรียต่อไป 

3.2.1 การคัดแยกเชื้อราผลิตเอนไซม์เคราติเนส 
ส าหรับการคัดแยกเชื้อราผลิตเอนไซม์เคราติเนส ปฏิบัติตามวิธีการของ (Wawrzkiewcz at al., 

1991) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อยดังนี้ คัลเจอร์จาก BFB-ตัวอย่างดินจะถูกน ามาตรวจสและคัดเลือก
เชื้อราบนอาหาร keratin (1%) agar plate ที่ประกอบด้วย (g/l) agar: 15, MgSO4.H2O: 0.5, KH2PO4 : 
0.1, FeSO4.7H2O : 0.01, ZnSo4.7H2O : 0.005 และขนไก่ผงสเตอริไลซ์ 1% pH 7.5 โดยวิธี Spread 
plate หลังจากนั้นจะถูกน าไปบ่ม (WTB binder, German) ที่ 37OC เพ่ือตรวจสอบผลภายใน 5 วัน 
โคโลนีที่ล้อมรอบด้วยโซนใส (clear zone) จะถูกคัดเลือกและคัดแยกเพ่ือให้บริสุทธิ์โดยวิธี hyphal tip 
isolation ในขัน้ตอนต่อไป 

3.2.2 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตเอนไซม์เคราติเนส 
ส่วนการคัดแยกแบคทีเรียนั้น Enriched culture ถูกน าคัดแยกแบคทีเรียย่อยขนไก่โดยใช้

อาหาร 3 สูตรดังนี้คือ Horikoshi media, Feather meal media-I, และ Feather meal media-II 
และท าการบ่มเชื้อที่ 37OC บนเครื่อง Shaker (Wiseshake, English) ที่อัตราเร็ว 160 rpm นาน 7 วัน 
โดยทุก ๆ 24 ชม. คัลเจอร์นี้จะถูกดูดออกมา เพ่ือท าการ Spread plate และ Streak plate บนอาหาร 
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Feather meal agar (Gordon Ruth, 1973)   หลังจากบ่มในตู้บ่ม (WTB binder, German) ที่ 37OC 
โคโลนีจะถูกตรวจสอบผลภายใน 4 วัน และโคโลนีที่ล้อมรอบด้วยโซนใสกว้างที่สุดจะถูกคัดเลือกและคัด
แยกเพ่ือให้บริสุทธิ์ในการทดลองขั้นตอนต่อไป 

3.2.1 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
ในการคัดแยกเชื้อบนจานอาหาร Skim milk agar อาหาร Skim milk agar จะถูกเตรียมข้ึนมา 

และใช้คัดแยกโคโลนีเชื้อที่มีกิจกรรม caseinolytic   หลังท าการ streak บนจานอาหาร Skim milk 
agar แล้ว เชื้อแบคทีเรียจะถูกบ่มที่ 37OC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   สายพันธุ์ที่สร้างโซนใส (Clear zones) 
รอบ ๆ โคโลนีจะถูกคัดออกมาเป็นเชื้อผลิตโปรติเอส (Zerdani et al., 2004) และท า stock 
                        

 
3.3 วิธีการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ 

3.3.1 วิธีการแยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ 
Hyphal tip isolation (ยอดชาย, 2544) มีวิธีการท าโดยสรุปดังนี้ ส่วน Hyphal tip จะถูกตัด

ที่บริเวณขอบโคโลนี ประมาณ 1 มม. โดยใช้เข็มเขี่ยเชื้อราที่ลนไฟฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นจะถูกน าไปวาง
เลี้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) (Himedia, India) โดยจะวางที่บริเวณกึ่งกลาง และ
น าไปบ่มที่ 37oC นาน 3-4 วัน   เมื่อครบก าหนด โคโลนีของเชื้อราจะถูกเขี่ยลงบนอาหาร PDA slant 
เพ่ือท าเป็น stock culture และจะถูกเก็บรักษาไว้ที่ 4oC จนกว่าจะน ามาใช้ในการทดลองต่อไป 

3.3.1 วิธีการแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 
ในการแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ จะใช้วิธีการ Streak plate ทั่ว ๆ ไป และใช้อาหาร 

Nutrient agar (NA; Himedia, India) และท าดังนี้ โคโลนีที่ล้อมรอบด้วยโซนใสที่กว้างที่สุดบนอาหาร 
Feather meal agar        ดและใช้เข็มเขี่ยเชื้อสเตอไรซ์แตะเล็กน้อย แล้วท าการ Streak บ   ห ร 
NA และบ่มที่ 37OC นาน 48  ม.   จากนั้น Uniformed colonies บนจานเพาะจะถูกคัด และย้อมสี
แกรมยืนยันความบริสุทธิ์ ก่อนจะน ามาท า Stock      บร                    ร               
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3.4 การพิสูจนฺเชื้อ 

3.4.1 การพิสูจนฺเชื้อรา 
ในการพิสูจน์เชื้อราจะปฏิบัติตามวิธีการของ (เลขาและคณะ, 2548) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อย

ดังนี้ เชื้อราจาก stock ถูกน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จะถูกบ่มที่ 37oC นาน 4 วัน ท าการ
พิสูจน์เชื้อโดยอาศัยการเทียบเคียงลักษณะทาง Macroscopic และ Microscopic morphology ที่ได้
จากการสังเกตสไลด์ ซึ่งเตรียมข้ึนอาศัยเทคนิค Wet mount และ Slide culture ใต้กล้องจุลทรรศน์
ธรรมดา โดยใช้ Simplified fungi identification key ของ Jean Williams-Woodward  และใช้ 
Dichotomous keys ออนไลน์ของ Mould Laboratory, University of Toronto, Canada ที่
http://labs.csb.utoronto.ca/moncalvo/malloch/Moulds/Moulds.html หรือใช้ Mould: 
Isolation, cultivation and identification ออนไลน์ของ New Brunswick Museum, Canada ที ่
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Moulds.html 

3.4.2 การพิสูจนฺเชื้อแบคทีเรีย 
การพิสูจน์เชื้อแบคทีเรียส าหรับงานวิจัยนี้อาศัยลักษณะทางสัณธานวิทยาและชีวเคมี ตามที่อธิบายใน 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2009) โดยใช้วิธีการข้ันพื้นฐานและเบื้องต้น
ดังนี้ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้และอยู่ใน Stock จะถูก Refresh ในอาหารเหลว NB และบ่มที่ 37OC 
นาน 24 ชม จากนั้น เชื้อจะถูกน ามา Streak บน NA เพ่ือทดสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อ และน าไปย้อมสี
แกรมเพ่ือทดสอบแกรมและการจัดเรียงตัว รวมทั้งสัณธานวิทยาเบื้องต้น   ขั้นต่อไปจะทดสอบการสร้าง
เอนโดสปอร์โดยใช้อาหาร Pre-sporulation broth (potassium acetate, 20g/L; yeast extract, 
8g/L; peptone, 3g/L) และ Sporulation agar (potassium acetate, 20g/L; yeast extract, 
1g/L; agar, 17g/L)   การทดสอบทางชีวเคมีที่จัดตรวจสอบในครั้งนี้ได้แก่ Indole, Methyl Red-
Voges Proskauer, Citrate utilization, Catalase, Oxidase, Urease, Nitrate reduction, Gelatin 
liquefaction, Starch hydrolysis, Hydrogen sulphide, Glucose, Sucrose, และ Lactose 
 
3.5 การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนส 

3.5.1. การเตรียมเชื้อราเริ่มต้น 
การเตรียมเชื้อราเริ ่มต้นปฏิบัติตามวิธีของ (Saber & Hersh, 2010) พร้อมปรับเปลี่ยน

เล็กน้อยดังนี้ เชื้อจาก stock ถูกน ามาเลี้ยงในอาหาร PDA ที่ 37OC เมื่อครบ 4 วัน สปอร์จะถูกเก็บเกี่ยว
โดยวิธีการเติมน้ ากลั่นสเตอริไลซ์ 3 ml ลงไปในจานเพาะเลี้ยง พร้อมกับใช้ loop ที่ผ่านการลนไฟแล้ว
เขี่ยสปอร์เบาๆ เพ่ือให้สปอร์หลุดออกจากอาหาร สปอร์ที่หลุดทั้งหมดจะถูกดูดเพ่ือใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นของ
การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสในอาหาร Feather meal media I 
ร ม      ร         ม             

การเตร ียมเชื ้อแบคทีเร ียเริ ่มต ้นปฏิบ ัต ิตามว ิธ ีของ Saber และ Hersh (2010) พร ้อม
ปรับเปลี่ยนเล็กน้อยดังนี้ เชื้อแบคทีเรียจากอาหารเอียง NA จะถูก refresh ด้วยการการเพาะเลี้ยงใน
อาหาร NA เมื่อครบ 48 ชั่วโมง โคโลนีจะถูกเก็บเกี่ยวโดยวิธีการเติมน้ ากลั่นสเตอริไลซ์ 3 ml ลงไปในจาน
เพาะเลี้ยง พร้อมกับใช้ loop ที่ผ่านการลนไฟแล้ว เขี่ยโคโลนีเบาๆ เพ่ือให้หลุดออกจากอาหาร   โคโลนี
ที่หลุดทั้งหมดจะถูกดูดด้วยปิเปตสเตอริไลซ์ เพื่อใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นของการศึกษารูปแบบการเจริญเติบโต
และการผลิตเอนไซม์เคราติเนสในอาหาร Feather meal media I ร ม      ร         ม             

http://labs.csb.utoronto.ca/moncalvo/malloch/Moulds/Moulds.html
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Moulds.html
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3.5.2. การตรวจวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อผู้ผลิตเอนไซม์เคราติเนส 
อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อผู้ผลิตเอนไซม์เครติเนสจะปฏิบัติตามวิธีการของ (Wawrzkiewcz at 

al., 1991) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อยดังนี้ สปอร์แขวนลอยจากเชื้อราเริ่มต้น 3 ml จะถูกดูดด้วยปิเปตใส่
ลงในฟลาสก์ขนาด 250 ml ซึ่งบรรจุอาหารเหลว Feather meal broth (g/l ของ MgSO4.H2O: 0.5, 
KH2PO4: 0.1, FeSO4.7H2O: 0.01, และ ZnSo4.7H2O: 0.005 รวมทั้งขนไก่ผง 1%, pH 7.5 ปริมาณ 50 
ml   ฟลาสก์จะน าไปบ่มที่ 37OC บนเครื่องเขย่าที่ 120 rpm นาน 7 วัน ทุก ๆวัน คัลเจอร์จากฟลาสก์
นี้จะถูกดูดด้วยปิเปตไมโครเป็นระยะ ๆ เพ่ือน าออกไปศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยการ
นับจ านวนโคโลนีบนอาหาร PDA และวัดค่าความขุ่นที่ 600 nm ด้วยเครื่องวัดความขุ่น UV-VIS 
spectrophotometer (LIBRA S32, England) พร้อมทั้งวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์เคราติเนสและ
ประมาณความเข้มข้นของโปรตีนทั้งหมดในขั้นต่อไป 

ส าหรับการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย จะปฏิบัติตามวิธีการของ Wawrzkiewcz และ
คณะ (1991) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อยดังนี้ แบคทีเรียแขวนลอยจากเชื้อเริ่มต้นจะถูกดูดด้วยปิเปตไมโคร
ปริมาณ 3ml ใส่ลงไปในฟลาสก์ขนาด 250 ml ที่บรรจุอาหาร Feather meal broth ปริมาณ 100 ml 
จากนั้น จะน าไปบ่มที่ 37oC บนเครื่องเขย่าที่ 160 rpm นาน 4 วัน   ตัวอย่างจะถูกดูดออกด้วยปิเปตไม
โคร เพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์และประมาณโปรตีนทั้งหมด รวมถึงก าหนดอัตราการ
เจริญเติบโต โดยวิธีการนับโคโลนี ส าหรับหา Viable count และวัดค่าความขุ่นด้วยเครื่อง UV-VIS 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600nm เพ่ือหา Total count เป็นระยะ ๆ 

ในการตรวจหา Viable count จะใช้วิธีการนับจ านวนโคโลนีตามวิธีการของ (King at al., 
1979) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อย   ทุก ๆ ระยะที่ก าหนด คัลเจอร์เชื้อราในฟลาสก์ขนาด 250 ml จะ
ถูกดูดออกมาด้วยไมโครปิเปตปริมาณ 1 ml จากนั้น จะท าการเจือจาง 10 เท่าต่อเนื่อง และ 0.1 ml 
ของคัลเจอร์ที่ความเจือจางที่เหมาะสม จะถูกน าลงใส่ลงบนอาหาร PDA ที่มีส่วนผสม 1% ของ Apsa 80 
(Amway, Thailand) ท าการกวาดให้ทั่วด้วยแก้วกวาดสเตอริไลซ์  หลังจากการบ่มที่ 37OC นาน 3 วัน 
โคโลนีทั้งหมดบนจานเพาะเลี้ยงจะถูกนับ และท าการค านวณหาโคโลนีต่อตัวอย่าง 1 ml เป็นค่าของ 
Viable count          ร            ีการนี้ท าข้ึน 2           ia le count                  

ส าหรับการตรวจหา Viable count ของเชื้อแบคทีเรีย คัลเจอร์จะถูกดูดด้วยปิเปตไมโครเป็น
ระยะ ๆ ที่ก าหนดในปริมาณ 1 ml ท าการเจือจาง 10 เท่าต่อเนื่อง และเลือกคัลเจอร์เจือจางที่
เหมาะสมเพ่ือท าการดูด 0.1 ml ออกมาด้วยปิเปตไมโครและน าไปใส่ลงบนอาหาร NA จากนั้น จะท า
การกวาดด้วยแก้วกวาด ให้ทั่วพ้ืนอาหารในจาน น าไปบ่มที่ 37OC ในตู้บ่ม เมื่อครบก าหนด 24 ชั่วโมง 
โคโลนีที่ปรากฎจะถูกตรวจนับเป็นค่า Viable count ต่อ 1 ml  

ในหาค่า Total count ของคัลเจอร์ ความขุ่นของคัลเจอร์จะถูกตรวจวัดตามวิธีการของ 
(Abrusci at al., 2005) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อยดังนี้ คัลเจอร์แบคทีเรีย และคัลเจอร์ราจะถูกดูด
ออกมา 1.5 ml ใส่ลงไปใน Disposable cuvette และจากนั้น จะน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 nm โดยใช้เครื่อง UV-VIS Spectrophotometer และใช้อาหาร Feather 
meal broth สเตอริไลซ์ปราศจากคัลเจอร์ราหรือแบคทีเรียเป็นตัวปรับค่าหรือ Blank 
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3.5.3 รูปแบบการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อราและแบคทีเรียผู้ผลิต 
ในการศึกษารูปแบบการผลิตเอนไซม์ ค่าที่จะต้องตรวจหาคือ ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เคราติเนสและ

ค่าประมาณของโปรตีนทั้งหมด ซึ่งได้ด าเนินการตามวิธีการของ (Yu at al., 1968) พร้อมปรับเปลี่ยนเล็กน้อย
ดังนี้ คัลเจอร์เชื้อราและแบคทีเรีย ปริมาณ 10 ml จะดูดด้วยปิเปตไมโครออกมาจากคัลเจอร์อาหาร 
Feather meal broth ในฟลาสก์เดียวกันกับที่ใช้วัดอัตราการเจริญเติบโต จากนั้น จะท าการกรองด้วยเข็ม
เยื่อกรอง เพ่ือให้ได้ส่วนใส (Supernatant) โดยใช้เยื่อกรอง Nitrocellulose ที่มีขนาดรูผ่าน (Pore size) 
0.45 ไมครอน   ส่วนใสที่ได้จะน าไปตรวจหากิจกรรมเอนไซม์เคราติเนสและประมาณค่าโปรตีนทั้งหมด 

ในหลอดทดลองขนาด 16 × 150 ml ซึ่งบรรจุขนไก่ 0.002 g ละลายใน Phosphate buffer, pH 
7.8 ปริมาตร 3.8 ml จะถูกผสมด้วยส่วนใส 3.0 ml   จากนั้นจะน าไปบ่มที่ 37OC เพ่ือเกิดปฏิกิริยาการ
ย่อยสลาย (Hydrolysis) ในระยะเวลา 1 ชั่วโมง   เมื่อถึงก าหนดเวลา ปฏิกิริยาของเอนไซม์ดังกล่าวจะ
ถูกระงับในทันทีด้วยวิธีการแช่ในน้ าแข็ง 10 นาที   หลังจากนั้น สารละลายจะถูกน ามากรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman No. 4 ลงในบิกเกอร์ขนาด 50 ml  ส่วนใสที่ได้จะน าไปตรวจวิเคราะห์หาค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ โดยการอ่านค่าที่ความยาวคลื่น 280 nm ใช้เครื่อง UV-VIS spectrophotometer 
และใช้ส่วนใสที่ไม่ผ่านปฏิกิริยาการย่อยสลายเป็นปรับค่า (Blank)   ณ ที่นี้ ก าหนดให้ 1 หน่วยของเอนไซม์
มีค่าเท่ากับค่าการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงที่ 280 nm ที่เกิดขึ้นโดยการกระท าของเอนไซม์ (ส่วน
ใส) 0.01 ในเวลา 1 ชั่วโมง 

ในการประมาณค่าโปรตีนทั้งหมดของส่วนใส เทคนิคการประมาณค่าโปรตีนทั้งหมดของ Bradford 
(1976)          โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA; Bio-Rad, USA) เป็นมาตรฐาน 
 



 

 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลองและอภปิราย 

4.1. การคัดแยกเช้ือราและแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์เคราติเนส 
ผลการศึกษาการคัดแยกเชื้อราและแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนส จากบริเวณดินที่

มีการทับถมของขนไก่เหลือทิ้งอยู่ในพ้ืนที่จังหวัดนราธิวาส (ส าหรับคัดแยกรา) จ านวน 3 แหล่งและจังหวัด
ยะลา (ส าหรับคัดแยกแบคทีเรีย) จ านวน 6 แหล่ง โดยใช้วิธีการ spread plate และ Streak plate ลงบน
อาหาร keratin (1%) agar plate และบ่มที่ 37OC นาน 5 วันและ 4 วันตามล าดับ ปรากฏว่าพบเชื้อรา
จ านวน 138 โคโลนี ซึ่งในจ านวนนี้พบ 53 โคโลนี 3 ไอเลตที่ล้อมรอบด้วยเคลียร์โซน คิดเป็นร้อยละ 
38.41 ของจ านวนเชื ้อราทั ้งหมดที่เจริญบนอาหาร Feather meal agar ดังตาราง 4.1 
ประกอบด้วย KF1, KF2 และ KF3 ดังรูป 4.1 และพบแบคทีเรียที่สร้างโซนใสชัดเจนที่สุดในทุกจานที่
ทดสอบ เพียง 4           คือ BK1, BK2, BK3, และ BK4 ในจ านวนสายพันธุ์ที่ไม่แสดงการย่อยสลาย
เคราติเนสจ านวนมาก และเป็นโคโลนีขนาดเล็กไม่สามารถแยกแยะและนับโคโลนีได้สะดวกและมั่นใจ 
ดังรูป 4.2 และ 4.3 

ปัจจุบัน งานวิจัยเกี่ยวกับจุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์เคราติเนสกระท าอย่างกว้างขวางในพ้ืนที่ที่
แตกต่างกันทั่วโลก   รายงานในวรรณกรรมแสดงให้เห็นว่ามีจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันที่สามารถผลิต
เอนไซม์เคราติเนส โดยอาจเป็นเชื้อรา แบคทีเรียและแอคติโนมัย และแสดงความสามารถย่อยสลาย
โปรตีนเคราตินที่มีอยู่ในผิวหนัง, ขน, ขน, เขาและกีบสัตว์ (Kumar et al., 2012)   ส่วนเปอร์เซนต์ของ
เชื้อราที่ค้นพบในงานวิจัยนี้ จึงเป็นเรื่องธรรมดา เพราะก่อนการคัดแยกได้ใช้วิธีคัดเลือกโดยเทคนิค 
Enrichment ก่อน   Kumar และคณะ (2012) ในการศึกษาราเคราติโนไลติกพบสปีชีส์ Absiedia ใน 
26 ตัวอย่างจาก 80 ตัวอย่างดินที่เก็บรวบรวม (28.9%) แต่ เชื้อ Entomophthora coronata พบ
น้อยที่สุดคือ 6 ตัวอย่าง (6.7%) เท่านั้น เปอร์เซนต์การค้นพบจึงขึ้นกับโอกาสและเทคนิคที่ใช้เพ่ือคัด
แยกล้วน ๆ (Kumar et al.. 2012)   อีกกรณีตัวอย่างหนึ่งก็คือ การคัดแยกเชื้อราในชนบทของเมือง 
Kerala ประเทศอินเดียโดย Mini และคณะ (2012) โดยเก็บตัวอย่างดินบริเวณฟาร์มสัตว์ปีก จ านวน 60 
ตัวอย่าง ท าการเจือจางตัวอย่าง และน าลงเลี่ยงบนอาหาร Keratin Agar medium พบว่า มี 51 
ตัวอย่างเท่านั้นที่มีการเจริญเติบโตของเชื้อรา ซึ่งในจ านวนนี้พบเชื้อรา 8 ไอโซเลต (15.7%) ที่สร้างโซน
ใสชัดเจน คือ Aspergillus niger, A. flavus, A.fumigatus, A.nidulans, Penicillium sp. 
Chrysosporrium keratinophylum, Microsporum gypseum และ Trichophyton 
mentagrophytes 

แบคทีเรียที่แยกได้จากกองขยะสัตว์ปีกถูกแสดงให้เห็นว่า พร้อมย่อยขนเคราติน หากใช้ขนนก
เป็นแหล่งของพลังงาน คาร์บอน ไนโตรเจนและก ามะถัน   แบคทีเรียที่แยกได้จากสภาวะแวดล้อมแอน 
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ตาราง 4.1 จ านวนโคโลนีของเชื้อรา KF1, KF2 และ KF3 ที่เจริญบนอาหาร keratin (1%) agar plate หลังการบ่มที ่28 o C นาน 5 วัน ตามสภาวะที่ได้ก าหนดให้
ในวิธีการทดลอง 

 

แหล่งเก็บตัวอย่าง โคโลนีทั้งหมด (%) 
จ านวนโคโลนีที่มีการสร้างโซนใส (%) 

KF1 KF2 KF3 รวมราที่สร้างโซนใส (%) 

หมู่บ้านบาโงระนะ 46 (33.34) 9 (19.57) 7 (15.22) 3 (6.52) 19 (41.30) 

หมู่บ้านบาโงอาแซ 47 (34.06) 8 (17.02) 5 (10.64) 4 (8.50) 17 (36.17) 

หมู่บ้านตะโหนด 45 (32.61) 8 (17.78) 6 (13.33) 3 (6.67) 17 (37.78) 

รวม % 138 (100) 25 (18.12) 18 (13.04) 10 (7.25) 53 (38.41) 
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รูป 4.1. โคโลนีของเชื้อราที่ล้อมรอบด้วย clear zone ของ KF1, KF2 และ KF3 

KF1 
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KB1 KB2 
 
รูป 4.2 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ล้อมรอบด้วยโซนใสของ BK1 และ BK2 
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รูป 4.3 โคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่ล้อมรอบด้วยโซนใสของ BK3 และ BK4 
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แอโรบิก ก็เห็นการเจริญเติบโตสูงสุดภายใต้สภาวะแอโรบิก อย่างที่เห็นในกรณีของสมาชิกใน Family 
Bacillaceae (Williams et al., 1990)   ค าอธิบายหนึ่งส าหรับการปรากฏตัวของสายพันธุ์นี้ในกองขยะ
สัตว์ปีกก็คือ แบคทีเรียเหล่านี้เชื้อประจ าถิ่นในล าไส้ไก่   อย่างไรก็ตาม ความเป็นไปได้มากกว่านี้ ก็คือ 
น่าจะเป็นเพราะสภาวะแวดล้อมที่ ๆ ซึ่งมูลสัตว์ปีกถูกเก็บรวบรวมนั้นเป็นสภาวะของจุลินทรีย์ด้วย 
ประกอบกับมีขนสัตว์อยู่มากมาย จึงท าให้การปรับตัวให้เข้ากับการใช้สับสเตรทนี้ท าง่าย รวดเร็วและท า
ได้มากขึน้ (Savitha et. al. 2007)   การแปรเปลี่ยนของเสียขนนกโดยจุลินทรีย์เป็นเทคนิคที่มีศักยภาพ 
ในการย่อยสลายของขนและการใช้ประโยชน์ในฐานะเป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์ (Sangali & Brandelli, 
2000; Riffel et al, 2003)   จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายขนและเอนไซม์ keratinolytic สามารถน ามาใช้เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยได้ของเคราตินขนนก (Suntornsuk and Suntornsuk, 2003; Zerdani et 
al., 2004; Suntornsuk et al., 2005) 

เชื้อแบคทีเรียถูกคัดแยกได้จากโรงงานแปรรูปสัตว์ปีก ซึ่งเป็นเจ้าของกิจกรรม keratinolytic 
และความสามารถในการย่อยสลายของเสียเคราติน   แบคทีเรียเหล่านี้แสดงลักษณะที่แตกต่างกัน เช่น
การเจริญเติบโตในช่วงอุณหภูมิที่กว้าง   กิจกรรมโปรติอไลติกดีที่สุดถูกตรวจพบระหว่าง 30OC และ 
37OC   ในขณะที่รายงานวิจัยก่อนหน้าได้กล่าวถึงแบคทีเรีย keratinolytic ที่มีกิจกรรมย่อยสลายขนนก
ส่วนใหญ่ที่อุณหภูมิสูง (Atalo & Gashe,1993; Friedrich & Antranikian, 1996; Mohamedin, 
1999) แต่สายพันธุ์เหล่านี้มีพฤติกรรมคล้ายกับสายพันธุ์เชื้อ Vibrio KR2 แยกออกก่อนหน้านี้จากการ
ย่อยสลายขน (Sangali & Brandelli, 24)   กิจกรรมย่อยสลายเคราตินสูงสุดที่อุณหภูมิปานกลางควรจะ
เป็นลักษณะที่พึงประสงค ์เพราะจุลินทรีย์เหล่านี้อาจภารกิจย่อยสลายได้ด้วยพลังงานทีล่ดลง 

 
4.2.  การตรวจพิสจูน์เชื้อ 

การพิสูจน์เชื้อราในครั้งนี้โดยเบื้องต้นใช้การเทียบเคียงกับ Dichotomous keys ออนไลน์
ของ Mould Laboratory, University of Toronto, Canada และ Mould: Isolation, cultivation 
and identification ออนไลน์ของ New Brunswick Museum, Canada สามารถสรุปผลพิสูจน์และ
ลักษณะของเชื้อราที่คัดแยกได้ว่า KF1, KF2, และ KF3 เป็น Aspergillus sp, Penicillium sp., 
และ Cladosporium sp. ดังตาราง 4.2 

กล่าวโดยย่อ KF 1 ที่เป็นเชื้อราสายพันธุ์ Aspergillus sp. มีลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA 
ระยะแรกโคโลนีเป็นสีขาว ซึ่งเป็นสีของสายรา ต่อมาเมื่อมีการสร้างสปอร์โคโลนีจะมีสีเขียว  ผิว
โคโลนีคล้ายก ามะหยี่ไม่เรียบ ใต้โคโลนีมีสีขาวและเหลือง ลักษณะทางกล้องจุลทรรศน์สายราใส  มีผนั้ง
กั้นก้านชูสปอร์หรือ conidiophore ยาว ผิวเรียบ ตั้งตรงมาจาก foot cell ปลายของก้านชูสปอร์พอง
ออกเป็น vesicle มี phialide รูปร่างคล้ายแจกัน ตั้งอยู่โดยรอบแถวเดียวที่ปลาย phialide มี conidia 
รูปกลม เรียบ ต่อกันเป็นแถวยาวคล้ายโซ่เรียงโดยรอบ ส่วน KF 2 ที่เป็น Penicillium sp.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedrich%20AB%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antranikian%20G%5Bauth%5D
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ตาราง 4.2 ลักษณะทาง Macroscopic และ Microscopic ของเชื้อราที่คัดแยกได้ 

เชื้อราที่คัดแยกได้ ลักษณะ รูปเชื้อ ค าอธิบาย ผลพิสูจน์เชื้อ 

KF 1 

Macroscopic 
morphology 

 

ลักษณะโคโลนี ระยะแรกโคโลนีเป็นสีขาวซึ่งเป็นสีของสายรา 
 ต่อมาเม่ือมีการสร้างสปอร์โคโลนีจะมีสีเขียวผิวโคโลนีคล้าย 
ก ามะหยี่ไม่เรียบ ใต้โคโลนีมีสีขาวและเหลือง 

 
Aspergillus sp. 

 
 

Microscopic 
morphology 

 

สายราใสมีผนั้งกั้น ก้านชูสปอร์หรือ conidiophore ยาวผิวเรียบ 
ตั้งตรงมาจาก foot cell ปลายของก้านชูสปอร์พองออกเป็น 
vesicle มี phialideรูปร่างคล้ายแจกันตั้งอยู่โดยรอบ แถวเดียว  
ที่ปลาย phialideมี conidia รูปกลม เรียบ ต่อกันเป็นแถวยาว
คล้ายโซ่เรียงโดยรอบ 
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ตาราง 4.2 ลักษณะทาง Macrospic และ Microscopic ของเชื้อราที่คัดแยกได้ (ต่อ) 

เชื้อราที่คัดแยกได้ ลักษณะ รูปเชื้อ ค าอธิบาย ผลพิสูจน์เชื้อ 

KF 2 

Macroscopic 
morphology 

 

เชื้อระยะแรกโคโลนีสีขาวแล้วค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีเขียวอมฟ้า  
ขอบสีขาว ผิวโคโลนีคล้ายผงแป้ง ใต้โคโลนีสีขาวและเหลือง 

Penicillium sp. 
 

Microscopic 
morphology 

 

สายราใสมีผนังกั้ น ก้ านชูสปอร์แตกแขนง บน metulaมี 
phialideรูปร่างคล้ายแจกันรองรับ conidia ที่มีรูปร่างกลม ผนัง
เรียบเรียงต่อกันยาวคล้ายสายโซ่ ลักษณะโดยรวมคล้ายแปรง
หรือไม้กวาด  
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เชื้อราที่คัดแยกได้ ลักษณะ รูปเชื้อ ค าอธิบาย ผลพิสูจน์เชื้อ 

KF 3 

Macroscopic 
morphology 

  
ผิวโคโลนีคล้ายก ามะหยี่สีเขียวน้ าตาลถึงด าโคโลนียกนูนเล็กน้อย
และมีรอยหยักย่นใต้โคโลนีสีด า 

 
 
 
 
Cladosporium sp. 

Microscopic 
morphology 

 สายราสีเข้มมีผนังกั้น ก้านชูสปอร์สีเข้ม แตกแขนงความยาวไม่
แน่นอน สร้าง coonidiaเรียงต่อเป็นสายยาวตั่งแต่สองสายขึ้นไป
ลักษณะคล้ายแขนงต้นไม้conidia ผนังเรียบรูปร่างกลม รี หลุด
ออกจากกันง่าย 
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พบว่า โคโลนีระยะแรกมีสีขาวแล้วค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีเขียวอมฟ้า ขอบสีขาว  ผิวโคโลนี
คล้ายผงแป้ง ใต้โคโลนีสีขาวลักษณะทางกล้องจุลทรรศน์สายราใสมีผนังกั้น conidiophore แตกแขนง 
บน metula มี phialide รูปร่างคล้ายแจกันรองรับ conidia ที่มีรูปร่างกลม ผนังเรียบเรียงต่อกันยาว
คล้ายสายโซ่ ลักษณะโดยรวมคล้ายแปรงหรือไม้กวาด และ  KF 3 ที่เป็น Cladosporium sp. แสดง
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่ผิวโคโลนีคล้ายก ามะหยี่ สีเขียวน้ าตาลถึงด า โคโลนียกนูนเล็กน้อยและมี
รอยหยักย่น ใต้โคโลนีสีด า ลักษณะทางกล้องจุลทรรศน์สายราสีเข้ม มีผนังกั้นก้านชูสปอร์สีเข้ม แตก
แขนงความยาวไม่แน่นอน สร้าง conidia เรียงต่อเป็นสายยาวตั่งแต่สองสายขึ้นไปลักษณะคล้ายแขนง
ต้นไม้ conidia ผนังเรียบ รูปร่างกลมร ี

เชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 isolate ถูกท าการทดสอบเพื่อพิสูจน์เชื้อ ผลปรากฎว่า KB1, KB2, 
KB3, และ KB4 เป็น Bacillus sp. จึงจะเรียกหลังจากนี้ว่า เป็น Bacillus KB1, Bacillus KB2, 
Bacillus KB3 และ Bacillus KB4 โดยที่ 2 สายพันธุ์แรกจากอ าเภอเมืองและกรงปีนังตามล าดับ 
ส่วน 2 สายพันธุ์ที่เหลือเป็นสายพันธุ์จากอ าเภอยะหา   ผลการตรวจพิสูจน์มีสรุปให้ในตาราง 4.3 

รายงานเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งคัดแยกจากตัวอย่างสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะ Mesophiles ผลิต
เอนไซม์เคราติเนสที่มีประสิทธิภาพสามารถย่อยสลายขนไก่นั้น ไม่ใช่เรื่องใหม่ และมีรายงานจ านวนมาก   
Gaur และคณะ (2010) ได้คัดแยกเชื้อแบคทีเรีย mesophilic 3 ชนิด ที่ผลิตเอนไซม์ Keratinolytic 
และในขนไก่และนกพิราบ ภายใน 120 ชั่วโมง จากตัวอย่างดินบริเวณ Gazipur poultry processing 
plant  แต่เชื้อที่คัดแยกได้แตกต่างจากงานวิจัยในครั้งนี้ คือ ได้ Pseudomonas thermaerum GW1   
นอกจากนี้ มีรายงานเกี่ยวกับคัลเจอรย์่อยสลายขนนกถูก Enriched ด้วยเชื้อจาก digestor ของเสียสัตว์
ปีก และปรับตัวให้เติบโตในสารอาหารขนนกในฐานะเป็นแหล่งหลักของคาร์บอน ก ามะถันและพลังงาน 
ต่อมาแบคทีเรียสัณฐานทรงกระบอก ย่อยสลายขนนก, สร้างเอนโดสปอร์, และเคลื่อนที่ได้ถูกแยกออก
จากคัลเจอรย์่อยสลายขนนก ซึ่งก็คือ Bacillus licheniformis PWD-1 (Williams et al., 1990) 

การแปลงของเสียขนนกโดยจุลินทรีย์เป็นเทคนิคที่มีศักยภาพในการย่อยสลายขนและการใช้
ประโยชน์เป็นวัตถุดิบอาหารสัตว์ (Sangali & Brandelli, 2000. Riffel et al, 2003) จุลินทรีย์ที่ย่อย
สลายขนและมีเอนไซม์เคราติโนไลติกสามารถน ามาใช้เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยเคราตินขนนกได ้
(Suntornsuk & Suntornsuk, 2003; Zerdani et al., 2004; Suntornsuk et al., 2005) 

สปีชีส์ Bacillus จ านวนมากถูกรายงานว่าผลิตโปรตีเอสเคราติเนส (Lin et al., 1992; Cheng 
et al., 1995; Lin et al., 1999; Manczinger et al., 2003; Suntornsuk & Suntornsuk, 2003; 
Zerdani et al., 2004; Suntornsuk et al., 2005). และสายพันธุ์ย่อยสลายเคราตินทีม่ีประสิทธิภาพ
มากที่สุดในจีนัส Bacillus ก็คือ B. licheniformis 
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ตาราง 4.3 สรุปผลการตรวจพิสูจน์เชื้อแบคทีเรียผลิตเคราติเนสที่คัดแยกจากอ าเภอเมือง กรงปีนังและ
ยะหา จังหวัดยะลา 
ลักษณะท่ีตรวจสอบ ผลตรวจสอบ 

KB1 KB2 KB3 KB4 
Cultural 
characters 

Colony morphology Large, round, irregular, mucoid, fast growing 
colonies 

Microscopic 
characters 

Spore staining 
Gram staining 
Motility 

Spore forming 
Gram positive rods 

Non motile 
Biochemical 
characters 

Indole 
Methyl Red 
Voges Proskauer 
Citrate utilization  
Catalase  
Oxidase  
Urease  
Nitrate reduction  
Gelatin liquefaction  
Starch hydrolysis  
Hydrogen sulphide  
Glucose 
Sucrose 
Lactose 
Caseinase 
Cellulase 
Deaminase 

Negative 
Negative 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 

Negative 
Negative 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 

Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 

Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Negative 
Positive 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Positive 
Negative 
Positive 
Negative 
Negative 
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จากงานศึกษาก่อนหน้านี้ B. licheniformis PWD-1 ย่อยสลายขนไก่พ้ืนเมืองได้อย่างสมบูรณ์
เมื่อคัลเจอร์ที่ 50OC เป็นเวลา 10 วัน และมีการเจริญเติบโตที่เหมาะสมและการผลิตเคราติเนสที่50OC 
(Williams et al. 1990, Lin et al. 1992, Cheng et al. 1995)   เคราติเนสจาก B. licheniformis 
PWD-1 แสดงกิจกรรมเคราติโนไลติกสูง ซึ่งจะได้ Optimum ที่ pH 7.5 และ 50OC-55OC   อย่างไรก็
ตาม การหลั่งเอนไซม์นี้จะถูกระงับโดยสิ้นเชิงจากการปรากฏตัวของกลูโคสและกิจกรรมเอนไซม์จะ
หายไปอย่างสิ้นเชิงที่อุณหภูมิสูง (สูงกว่า 65OC) โดยอาจเป็นผลมาจากการสลายตัวของเอนไซม์   
คุณลักษณะเหล่านี้ทั้งหมดจะไม่เหมาะสมการน าเอนไซม์นี้ไปใช้เชิงพาณิชย์   สายพันธุ์ L-25 ของ B. 
licheniformis มีความสามารถในการย่อยขนไก่ได้อย่างมีประสิทธิภาพและผลิตกิจกรรมเคราติเนสสูง
ที่สุด (11.1 UML-1) ที่ 40OC-45OC เมื่อบ่มนาน 60 ชั่วโมง (Lin et al., 1999) แต่กิจกรรมเคราติเนสข
องแบคทีเรียนี้ต่ ากว่าของ Bacillus เคราติโนไลติกโปรตีเอสสายพันธุ์อ่ืนๆ อย่างเห็นได้ชัด   สายพันธุ์
ใหม่ของ B. licheniformis, K-508 ถูกรายงานว่า ย่อยขนไก่ได้อย่างมีประสิทธิภาพที่ pH 7.0 และ 
47OC และ pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ที่ 8.5 และ 52OC   อย่างไรก็ตาม คุณสมบัติเหล่านี้ยังไม่
เหมาะสมกับการใช้งานจริงเชิงพาณิชย์มากไปกว่าของเคราติเนสโปรตีเอสของ Bacillus สายพันธุ์อ่ืน ๆ 
เช่นกัน (Rozs, et al., 2001)   แม้ว่า B. licheniformis FK14 ให้กิจกรรมเคราติโนไลติกที่ดีที่สุดที่ pH 
8.5 และ 60OC เคราติเนสของ FK14 แสดงความทนร้อนที่แย่มากที่ 50 OC-60 OC คือหลังจาก 60 นาที
จะมีเพียง 40% ที่เหลืออยู่จากกิจกรรมเริ่มต้น (Suntornsuk et al. 2005)   ผลการศึกษาเหล่านี้
ชี้ให้เห็นว่า เคราติเนสจากสายพันธุ์ก่อน ๆ จ านวนหนึ่งไม่เหมาะส าหรับการใช้งานเชิงพาณิชย์ 

การศึกษาเชื้อจุลินทรีย์ โดยเฉพาะแบคทีเรีย ที่ได้คัดแยกมา ชี้ชัดว่ากิจกรรมเคราติโนไลติกมีอยู่
จริงในส่วนใสของคัลเจอร์   การแสดงการท างานของเอนไซม์เคราติเนสบนสับสเตรทเคราตินในฐานะ 
เป็นแหล่งเดียวของคาร์บอนและไนโตรเจน โดยสปีชีส์ Bacillus พบในรายงานก่อน ๆ มากมายเช่นกัน 
(Korkmaz  et. al., 2004; Hoq et. al., 2005; Tapia & Contiero, 2008; Brutt & Ichida, 2001; 
Cai & Lou, 2008; Lee  et. al., 2005) 

ขนส่วนใหญ่ มี β - เคราติน และดังที่ได้รับรายงานมาในงานวิจัยอ่ืน ๆ สายพันธุ์ Bacillus 
ส่วนใหญ่ ผลิต keratinases ย่อยสลาย β – เคราติน (Korkmaz  et. al., 2004; Hoq et. al., 2005; 
Cortezi  et. al., 2008)   การละลายของ ขนไก่พ้ืนเมือง โดยส่วนใสของเซลล์แสดงให้เห็นว่าการย่อย
สลายเคราตินโดยเอนไซม์จากจุลินทรีย์มีศักยภาพทางเทคโนโลยีชีวภาพของการแปรรูป ของเสียจาก
อุตสาหกรรมสัตว์ปีก 

จากการศึกษาของ (Geethanjali, 2011) ได้คัดแยกเชื่อราจากดินในเมือง Madikeri 
ประเทศอินเดีย โดยใช้เส้นผมเป็นเหยื่อล่อวางบนดินในจานอาหารเลี้ยงเชื้อพบเชื้อราในอาหาร Agar 
media จ านวน 46 โคโลนีและมี 10 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 21.7 ที่มีการสร้างเคลียโซน ซึ่งได้พบสูง
กว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ ได้แก่เชื้อ Microsporum, Penicillium, Aspergillus, Fusarium, 
Cladosporium, Chaetomium, Staphlotrichum, Gleocladium, Pithomyces และ 
Saccharomyces ขณะที่ (Ingle at al., 2012)ได้คัดแยกเชื้อราจากดินในเมือง Nanded, Maharashtra 
ประเทศอินเดียโดยใช้วิธีการเจือจาง      บนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar (SDA) medium พบ
เชื้อรา 22 ชนิด และพบ 7 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 31.8 ที่สร้างเคลียโซนบน Agar plate ซึ่งได้พบสูง
กว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ ได้แก่เชื้อ Aspergillus niger, Alternaria alternate, Curvularia 
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lunata, Fusarium oxsporum, Penicillium sp. Myrothecium roridum และ Trichoderma 
hamatumand. ส่วน (Mini at al., 2012) ได้คัดแยกเชื้อราในชนบทของเมือง Kerala ประเทศ
อินเดีย โดยเก็บตัวอย่างดินบริเวณฟาร์มสัตว์ปีก จ านวน 60 ตัวอย่างท าการการเจือจางและเลี้ยงบนอาหาร 
Keratin Agar medium มี 51 ตัวอย่างเท่านั้นที่มีการเจริญของเชื้อรา ซึ่งในจ านวนนี้พบเชื้อรา 8 ไอโซเลต 
คิดเป็นร้อยละ 15.7 ที่สร้างเคลียร์โซนได้ ซึ่งได้พบสูงกว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ ได้แก่เชื้อ Aspergillus 
niger, A. flavus, A.fumigatus, A.nidulans, Penicillium sp.      Chrysosporrium 
keratinophylum, Microsporum gypseum และ Trichophyton mentagrophytes และ 
(Saber at al., 2009) ได้คัดแยกและรวบรวมเชื้อรา 82 ชนิดจากตัวอย่างดินบริเวณฟาร์มไก่ในประเทศ
อียิปต์ โดยใช้วิธีการเจือจางบนอาหาร Agar plate medium พบเชื้อรา  27 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 
32.9 ที่สามารถสร้างเอนไซม์เคราติเนส ซึ่งได้พบสูงกว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ ได้ แก่เชื้อในกลุ่ม 
Alternaria., Aspergillus, Fusarium, Penicillium และ Trichoderma และ (Prerna and 
Kushwaha, 2011) ได้คัดแยกเชื้อราจากตัวอย่างดินในเมือง Kanpur ประเทศอินเดีย โดยใช้วิธีการ
เจือจางบนอาหาร skim milk agar (SMA) medium พบเชื้อราจ านวน 101 โคโลนี และพบ 13 ไอโซเลตที่
สามารถสร้างเอนไซม์เคราติเนส คิดเป็นร้อยละ 12.9 ซึ่งได้พบสูงกว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ได้แก่ 
Acremonium brunnescens (MTCC 10376), Acr. Byssoides (MTCC 9985), Acr. Chrysogenum 
(NTCCI 1883), Alternaria aiternata (NFCCI 1878), Alt. citri (GPCK 3033), Chrysosporium 
indicum (MTCC 10377), Chry. siglerae (GPCK 3042),Chr. Tropicum (NFCCI 1884), 
Cladosporium chlorocephalum (GPCK 3069), Cla.Cladosporiodides (MTCC 9983, Cla. 
Herbarum (GPCK 3030), Fusarium culmorum (GPCK 3204), Scopulariopsis stercoraria 
(NFCCI 1885) 

จากการศึกษาครั้งนี้ พบจ านวนและสายพันธุ์ของเชื้อราแตกต่างจากงานวิจัยที่ผ่านมา ซึ่งเป็น
เรื่องปกติที่นักวิจัยประสบมา ซึ่งอาจเป็นเพราะปริมาณของจุลินทรีย์ในดินจะมีความแตกต่างกัน         
ที่ขึ้นอยู่กับองค์ประกอบหรือปัจจัยหลายๆอย่าง เช่น ชนิดและปริมาณของสารอาหาร ความชื้นในดิน 
การระบายอากาศ อุณหภูมิ pH สภาวะบางอย่าง เช่น เกิดน้ าท่วมหรือการปรับปรุงดิน (นงลักษณ์และ
ปรีชา, 2553) 

4.3 ภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส  
4.3.1 Aspergillus KF1, Penicillium  KF2 และ Cladosporium KF3 

ผลจากการทดสอบภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ 
Aspergillus KF1, Penicillium  KF2 และ Cladosporium KF3 ในอาหาร keratin broth ที่ได้จาก
การศึกษาการเจริญของเชื้อราโดยการนับจ านวนโคโลนีบนอาหาร PDA ที่ได้จากวิธีการ speard 
plate การวิเคราะห์ค่า OD และการวิเคราะห์ค่ากจิกรรมของเอนไซม์เคราติเนส ปรากฏว่า เชื้อ 
Penicillium KF2 เริ่มปล่อยเคราติเนสนอกเซลล์ ณ ช่วงสิ้นสุดระยะ Lag phase (1 unit/ml) ของการ
เจริญเติบโต   ในขณะที่ Aspergillus KF1 และ Cladosporium KF3 ถูกตรวจพบการปล่อยเคราติเนส ณ 
ช่วงเริ่มต้นของระยะ Log phase ของการเจริญเติบโต (3.9 unit/ml และ 2.9 unit/ml) ซึ่งเชื้อราเหล่านี้
แสดงการผลิตเคราติเนสสูงสุด ณ ช่วงสิ้นสุดของระยะ Log phase ของการเจริญเติบโต โดยมีกิจกรรม
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เอนไซม์ของเชื้อ Aspergillus KF1 เท่ากับ 70.7 unit/ml,  Penicillium KF2 เท่ากับ 83.5 unit/ml 
และ Cladosporium KF3 เท่ากับ 72.4 unit/ml คือเกิดหลังจากวันที่ 4 และ 5 ของการบ่ม   และการ
ผลิตเคราติเนสจะลดลง ณ ช่วงสิ้นสุดของระยะ Stationary phase  ของการเจริญเติบโต โดยมีกิจกรรม
เอนไซม์ของเชื้อ Aspergillus KF1 เท่ากับ 67.8 unit/ml, Penicillium KF2 เท่ากับ 80.4 unit/ml และ 
Cladosporium KF3 เท่ากับ 68.9 unit/ml คือเกิดหลังจากวันที่ 5 และ 6 ของการบ่ม   การ
เจริญเติบโตของเชื้อราทั้ง 3 นี้ดูค่อนข้างต่างกัน กล่าวคือ ในวันที่ 4 พบว่า Aspergillus KF1 มีอัตรา
การเจริญเติบโต viable count เท่ากับ 8.9 x 106 cfu/ml ค่า OD เท่ากับ 1.119 ในขณะที่ 
Penicillin KF2 มีค่า viable count 8.4 x 106 cfu/ml, ค่า OD เท่ากับ 0.814  ส่วน Cladosporium 
KF3 ให้ค่า viable count ของการเจริญเติบโตใกล้เคียง ในวันที่ 5 คือเท่ากับ 8.95 x 106 cfu/ml ค่า OD 
เท่ากับ 0.085 ดังรูป 4.4   ในประเด็นของค่า OD              มีเหตุผลอธิบายได้หลายประการ แต่ประการ
ส าคัญอาจเกิดจากมวลต่างกันมากของราต่างชนิดกัน กล่าวอีกนัยหนึ่งก็คือ การนับ viable count 
                                      แ    แต่การวัดความขุ่นหรือ OD         ล        ได้แก่ 
สปอร์ เส้นใยและองค์ประกอบอ่ืนของรา                         ในประเด็นของช่วงการผลิตเคราติเนสพบว่า 
ผลที่ได้สอดคล้องกับรายงานการผลิตเคราติเนสของ Streptomyces gulbargensis DAS 131 ซึ่งพบถึง
สูงสุดในช่วงสุดท้ายของระยะ Log ของการเจริญเติบโต (Syed et al., 2009) และคล้ายกันกับท่ี
รายงานโดย Kim และคณะ (2001) 

แม้ว่าในความเป็นจริงเชื้อรามีความน่าสนใจมากกว่าก็ตาม การศึกษาเชื้อราผลิตเคราติเนสยังมี
ค่อนข้างน้อยกว่าแบคทีเรีย  Saber และคณะ (2009) ไดศ้ึกษาวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของเอนไซม์เครา
ติเนส ที่ผลิตได้จากเชื้อ Alternaria tenuissima และ Aspergillus nidulans ซ่ึงได้จากการบ่มเลี้ยงเชื้อ
แบบเขย่าในอาหาร Broth basal medium และใช้ Tris-HCL buffer pH 7.8 ในการวิเคราะห์เอนไซม์เครา
ติเนส พบว่า เชื้อ A.tenuissima สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้สูงสุด ณ วันที่ 5 เท่ากับ 53.4 u / ml  
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                                                                                                   รูป 4.4 ภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส (Growth and production profile extracellular keratinase) ของเชื้อ 
Aspergillus sp. KF1, Penicillium sp. KF2 และ Cladosporium sp. KF3 ในอาหาร keratin broth ที่ได้จากการศึกษาการเจริญของเชื้อราโดย
การนับจ านวนโคโลนีบนอาหาร PDA การวิเคราะห์ค่า OD และการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เคราติเนส 

 

Keratines 

activity u/ml 

CFU/ml 
OD 600 nm 

ล ำดับวัน 
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และ A. nidulans ในวันที่ 6 เท่ากับ 55.8 u/ml   Ingle และคณะ (2012) ได้วิเคราะห์การผลิต
เอนไซม์เคราติเนส ที่ได้จากการบ่มเลี้ยงแบบเขย่าในอาหาร liquid mineral medium และใช้ phosphate 
pH 8.0 ในการวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส พบว่า เชื้อ A. niger สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้
เท่ากับ 75 U/ml ใน 12 วัน และเชื้อ Penicillium sp. สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้สูงสุดเท่ากับ 64 
U/ml ใน 11 วัน ส่วน Mini และคณะ (2012) ได้วิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนสที่ได้จากการ
บ่มเลี้ยงแบบเขย่าในอาหาร keratin salt medium นาน 5 วัน และใช้ phosphate buffer pH 8.5 ในการ
วิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส พบว่า A. niger สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้เท่ากับ 406 
U/gds, A. flavus ได้ 560 U/gds, A. fumigates ได้ 425 U/gds และ A. nidulans ได้ 324 
U/gds   อย่างไรก็ตาม Prerna และ Kushwaha (2011) ได้วิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส ที่ได้
จากการบ่มเลี้ยงในอาหาร liquid medium นาน 60 นาที และใช้ NaOH buffer pH 10 ในการ
วิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส พบว่า Cladosporium chlorocephalum (GPCK 3069) 
สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้เพียง 10.98 ± 0.50 และ Cla. cladosporioides (MTCC 9983) 
ได้ 18.57 ± 1.84  อีกรายก็คือ Friedrich และคณะ (1999) ได้วิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส ที่
ได้จากการบ่มเลี้ยงแบบเขย่าในอาหาร solid medium นาน 14 วัน และใช้ phosphate buffer pH 7.8 ใน
การวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์เคราติเนส ปรากฏว่า A. flavus สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้เท่ากับ 
781 mU/ml-1ณ วันที่ 7 และ Cla. cladosporioides สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสได้เท่ากับ 92 
mU/ml-1 ณ วันที่ 10  ซึ่งรายงานทั้งหมดนี้และผลจากวิจัยครั้งนี้ จะเห็นได้ชัดเจนว่า ค่ากิจกรรมของ
เคราติเนสไม่บริสุทธิ์หรือชนิดหยาบนั้นจะขึ้นกับเชื้อที่ใช้ อายุของคัลเจอร์ และสภาวะการเพาะเลี้ยง
หรือการผลิต รวมทั้งสภาวะของปฎิกิริยาเอนไซม์ ทั้งนี้เมื่อใช้สับสเตรทที่เหมือนกันหรือใกล้เคียงกัน  
(Son et. al., 2008; Park et. al., 2009) 

Faraq & Hassan (2003) ได้ค้ดแยกและสกัดกรองบริสุทธิ์เอนไซม์เคราติเนสจากคัลเจอร์ย่อย
ขนไก่ของเชื้อ Aspergillus oryzae พร้อมทั้งศึกษาคุณสมบัติต่าง ๆ ของเอนไซม์บริสุทธิ์ อาทิ ประเภท
ของเอนไซม์ที่เป็นmonomeric มวลโมเลกุล ซึ่งเท่ากับ 60 กิโลดาลตัน ประสิทธิภาพเอนไซม์ต่อ
สับสเตรทโปรตีนชนิดต่าง ๆ อาทิ Bovine serum albumin และ Casein เคราตินขนไก่, คอลลาเจน
ขนเป็ด และขนแกะ รวมถึง ช่วง pH และอุณหภูมิที่เหมาะสม ซึ่งก็คือ 7.0-7.4, 60OC ในภาวะถูกตรึง 
และ 8.0, 50 OC ในภาวะอิสระของการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งสามารถเห็นได้ชัดเจนว่า เอนไซม์บริสุทธิ์มีทน
ความร้อนสูง และครึ่งชีวิตของเอนไซม์ที่ 45 OC 60 นาท ี

จากการศึกษาครั้งนี้พบว่า  การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เคราติเนสจะได้ค่าในปริมาณที่
แตกต่างจากงานวิจัยที่ผ่านมา ซึ่งเป็นเรื่องปกติที่นักวิจัยได้ประสบมา เพราะอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์จะด าเนินไปได้ช้าหรือเร็ว มีประสิทธิภาพเพียงใดนั้นขึ้นอยู่กับสภาวะแวดล้อมที่ประกอบด้วย 
ความเข้มข้นของสับสเตรท ความเข้มข้นของเอนไซม์ อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง (pH) และการสัมผัส
ระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรท การท างานของเอนไซม์นอกจากจะต้องการสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมใน
การท างานแล้ว เอนไซม์บางชนิดต้องรวมกับสารอ่ืนที่ไม่ใช้โปรตีนอีก จึงจะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาได้ 
ได้แก่ ไอออนของโลหะ ที่เรียกว่า โคแฟกเตอร์ (Co-factors) และสารอินทรีย์โมเลกุลเล็กที่เรียกว่า โค
เอนไซม์ (Co-enzymes)   อีกประการหนึ่งก็คือ ขนส่วนใหญ่มี β-เคราติน และดังที่ได้เคยมีค าอธิบายไว้
ในงานวิจัยอ่ืน ๆ Bacillus สายพันธุ์ส่วนใหญ่ผลิต keratinases ย่อยสลาย β-เคราติน (Korkmaz, et 
al, 2004; Hoq, et al, 2005; Cortezi et.al., 2008) การละลายของขนไก่พ้ืนเมืองโดยส่วนใสของ
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เซลล์เพาะเลี้ยงชี้ให้เห็นว่า มีศักยภาพทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายเคราตินในการ
แปรรูปของเสียสัตว์ปีกจากอุตสาหกรรมได ้
 
4.3.2 Bacillus KB1, และ Bacillus KB2 

ผลจากการทดสอบภาวะการณ์เจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ Bacillus 
KB1และ Bacillus KB2 ในอาหาร Feather meal agar โดยใช้วิธีติดตามอัตราการเจริญเติบโตและการ
ผลิตเคราติเนสเป็นระยะ ๆ ต่อเนื่อง ปรากฎว่า เชื้อ Bacillus KB1 เริ่มปล่อยเคราติเนสนอกเซลล์
ออกมาให้ตรวจพบได้ ณ ช่วงสิ้นสุดระยะ Lag phase โดยกิจกรรมมีค่าเท่ากับ 0.6 unit/ml และ
ส าหรับ Bacillus KB2 ก็เช่นเดียวกันคือ ถูกตรวจพบการปล่อยเคราติเนส ณ ช่วงเริ่มต้นของระยะ Lag 
phase ให้ค่ากิจกรรมเท่ากับ 3.8 unit/ml   เคราติเนสสามารถตรวจพบสูงขึ้นเรื่อย ๆ พร้อมการ
เจริญเติบโตที่เข้าสู่ช่วง Log phase   ทั้ง 2 สายพันธุ์ พบผลิตเคราติเนสสูงสุด ณ ช่วงสิ้นสุดของระยะ 
Log phase ของการเจริญเติบโต โดยมีกิจกรรมเอนไซม์ของเชื้อ Bacillus KB1 เท่ากับ 61.9 unit/ml 
และ Bacillus KB2 เท่ากับ 73.6 unit/ml   หลังจากชั่วโมงที่ 48 ของการเจริญเติบโต ซึ่งหมายถึงการ
เข้าสู่ระยะ Stationary phase พบการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของทั้ง 2 สายพันธุ์ ลดลงและลดลงเรื่อย 
ๆ ต่อไป พร้อม ๆ กับการด าเนินต่อไปของระยะ Stationary phase ของการเจริญเติบโต   กิจกรรม
เอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ Bacillus KB1 เท่ากับ 56.3 unit/ml และ Bacillus KB2 เท่ากับ 58.8 
unit/ml ณ ชั่วโมงท่ี 60 ของการการเจริญเติบโต   ทั้ง 2 เชื้อนี้ จะสังเกตเห็น Viable count ค่อนข้าง
ต่างกันระหว่างทั้ง  2 สายพันธุ์คือ Bacillus KB1 มีจ านวน Viable count สูงที่สุด ณ ชั่วโมงที่ 48 
เท่ากับ 11.1×1012 cfu/ml ที่ OD เท่ากับ 0.384 ส่วนของ Bacillus KB2 อยู่ที่ 11.7x1012 cfu/ml ที่
ค่า OD เท่ากับ 0.398 ตามล าดับ รายละเอียดทั้งหมดมีแสดงในรูป 4.5 และ 4.6 
 
4.3.3 Bacillus KB3 และ Bacillus  KB4 

การติดตามภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส ของเชื้อ Bacillus 
sp. KB3 และ Bacillus sp. KB4 ในอาหาร keratin broth โดยการตรวจนับ Viable count และ 
Total count รวมทั้งการหลั่งเอนไซม์เคราติเนส โดยวิธีวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ ผลปรากฎว่า การ
เจริญและการผลิตเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ์ให้รูปแบบ (Pattern) ที่ค่อนข้างต่างกัน
เล็กน้อย กล่าวคือ แต่ละระยะของการเจริญเติบโต ตั้งแต่ ระยะ Lag, log, และ Stationary phase, 
Bacillus KB1 จากระยะ Log phase เข้าสู่ระยะ Stationary phase เป็นไปค่อนข้างช้ากว่า Bacillus  
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รูป 4.5 ภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส (Growth and 
production profile extracellular keratinase) ของเชื้อ Bacillus KB1ในอาหาร keratin 
broth กราฟแสดง Viable count และ Total count (Turbidity) ส าหรับอัตราการ
เจริญเติบโต พร้อมทั้งแสดงกิจกรรมเอนไซม์เคราติเนส ซึ่งหมายถึงการหลั่งเอนไซม์เคราติเนส 
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รูป 4.6 ภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส (Growth and 
production profile extracellular keratinase) ของเชื้อ Bacillus KB2 ในอาหาร 
keratin broth กราฟแสดง Viable count และ Total count (Turbidity) ส าหรับอัตรา
การเจริญเติบโต พร้อมทั้งแสดงกิจกรรมเอนไซม์เคราติเนส ซึ่งหมายถึงการหลั่งเอนไซม์เครา
ติเนส 
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KB2 คือถึง Stationary phase ใน 60 ชั่วโมงของการเจริญเติบโต ในขณะที่ Bacillus KB2 เข้าถึง 
Staionary phase ในชั่วโมงท่ี 48   ในส่วนของการหลั่งเคราติเนสพบว่า Bacillus KB1 และ Bacillus 
KB2 มีรูปแบบการผลิตที่ใกล้เคียงกันในแง่ของการผลิตสูงสุด ซึ่งพบว่า ทั้ง 2 สายพันธุ์หลั่งเคราติเนสได้
สูงสุด ณ เวลาสิ้นสุดของระยะ Log phase ทั้งคู่ ต่างกันเฉพาะปริมาณเคราติเนสที่หลั่งออกมา และ
เวลาเท่านั้น ทั้งนี้ก็ยังสัมพันธ์กับระยะการเจริญเติบโตที่ต่างกันระหว่างทั้ง 2 สายพันธ์นี้   ค่ากิจกรรม
เคราติเนสสูงสุดของสายพันธุ์ Bacillus KB3 และ Bacillus KB4 เท่ากับ 22.5 U/ml และ 23.3 U/ml 
ตามล าดับ  ส่วน Viable count สูงสุดเท่ากับ 18.0 x 1012 cfu/ml และ 17.9 x1012 cfu/ml   
รายละเอียดทั้งหมดปรากฎในรูป 4.7 

สายพันธุ์ Stenotrophomonas maltophilia BBE11-1 ผลิตสาม keratinases ที่เสริมฤทธิ์
ในการย่อยสลายขนและขนนก (Fang et. al., 2013) และเมื่อเทียบกับสายพันธุ์ keratinolytic อ่ืน ๆ 
S. maltophilia (Cao et al, 2009;.Jeong, et al, 2010), สายพันธุ์ BBE11-1 มีประสิทธิภาพมากกว่า
และสามารถย่อยสลายขนได้อย่างสมบูรณ์ภายใน 2 วัน   อย่างไรก็ตาม มีข้อแตกต่างระหว่างเอนไซม์นี้
และ multimeric keratinases ซึ่งมักจะเกิน 100 KDa (Nam et al., 2002; Xie et al., 2010)   
น้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์โมโนเมอร์ทั้ง 3 อยู่ระหว่าง 15-50 KDa  และแม้ว่า keratinases ที่ผลิต
จากสายพันธุ์แบคทีเรียแกรมบวกของ Bacilllus มีความคล้ายคลึงกับเอนไซม์K1 และ K2 (Brandelli 
et al. 2010), S. maltophilia BBE11-1 เป็นสายพันธุ์แกรมลบที่อาจผลิต keratinases   เคราติเนส 
K1 (48 KDa) และ K2 (36 KDa) จาก S. maltophilia ถูกรายงานเป็นครั้งแรก 

เคราติเนสจากจุลินทรีย์ส่วนใหญ่เป็นเอนไซม์ที่ต้องกระตุ้นหรือชักน า (Inducible enzymes) 
ตามท่ีรายงานโดย Cheng และคณะ (1995) วัสดุเคราตินต่างๆ เช่นขนไก่, อาหารขนไก่ ขนและเส้นขน
วัวถูกใช้เป็นสารชักน า (Inducers) ของเคราติเนส (De Toni et al., 2002; Ignatova et al., 1999; 
Kumar et al., 2008; Nam et al., 2002) 

Park และ Son (2009) รายงานการย่อยสลายขนไก่บางส่วนโดย Bacillus megaterium F7-
1 ซ่ึงสามารถพบได้หลังจากบ่มที ่30OC เป็นเวลา 2 วัน แต่ขนไก่ส่วนใหญ่จะถูกย่อยหมดหลังจาก 4 วัน 
ยกเว้นก้านขนไก่ ซึ่งจะถูกย่อยอย่างสมบูรณ์หลังจาก 7 วัน Williams และคณะ (1990) ชี้ให้เห็นว่า 
Bacillus licheniformis PWD-1 ย่อยขนไก่ได้อย่างสมบูรณ์ที่ 50OC ใน 10 วัน  ส่วน Bo¨ckle และ
คณะ (1995) รายงาน Streptomyces pactum DSM40530 ย่อยขนไก่บ้านได้บางส่วนที่ 50OC   
อย่างไรก็ตาม มีรายงานถึงแบคทีเรียเคราติโนไลติกบางชนิด อาทิ Vibrio strain kr2 (Sangali & 
Brandelli, 2000), Chryseobacterium strain kr6 (Riffel et al.,2003) และ Bacillus strain kr16 
(Werlang & Brandelli, 2005) ซึ่งแสดงกิจกรรมย่อยสลายขนนกสูงสุดที่ 30OC -37OC 

เชื้อรา Aspergillus parasiticus ซ่ึงแยกได้จากดินกองขยะสัตว์ปีกถูกรายงานว่าผลิตเอนไซม์ที่
มีน้ าหนักโมเลกุล 36 KDa มี pH และอุณหภูมิที่เหมาะสม 7.0 และ 50OC และเป็น Serine 
keratinases (Anitha &. Palanivelu, 2013)   เชื้อราอ่ืน ๆ ผลิตเอนไซม์เคราติเนสที่มีน้ าหนักโมเลกุล
ใกล้เคียงกัน เช่น Scopulariopsis brevicaulis, 39 KDa (Anbu et. al., 2005), Trichophyton  
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รูป 4.7 ภาวะการณ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตของเอนไซม์เคราติเนส (Growth and 

production profile extracellular keratinase) ของเชื้อ Bacillus KB3 และ KB4 ในอาหาร 
keratin broth กราฟแสดง Viable count และ Total count (Turbidity) ส าหรับอัตราการ
เจริญเติบโต พร้อมทั้งแสดงกิจกรรมเอนไซม์เคราติเนส ซึ่งหมายถึงการหลั่งเอนไซม์เคราติเนส 
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mentagrophytes, 38 KDa (Muhsin & Aubaid, 2000), Rhizomucor pusillus, 35 KDa (Rajak 
et. al., 1991), Paecilomyces marquandii, 33 KDa และ Doratomyces microspores, 30 KDa 
(Gradisar et. al., 2000)   ส่วนค่า pH ที่เหมาะสมส าหรับเคราติเนสจากเชื้อราจะแตกต่างกัน แต่ก็
ใกล้เคียง อาทิ pH 8.0 ส าหรับของ A. oryzae (Farag & Hassan, 2000), D. microsporus (Gradisar 
et. al., 2000), S. brevicaulis (Anbu et. al., 2005), Microsporum canis (Lee et. al., 1987), 
pH 9.0 ส าหรับ A. fumigatus (Santos et. al., 1996) และ pH 11.0 ส าหรับ A. flavus (Gradisar 
et. al., 2000)   Friedrich & Kern (2003) ได้ศึกษาเอนไซม์โปรติเอสเคราติโนไลติกของ เชื้อรา 
Doratomyces microsporus โดยพบว่า มีความสามารถย่อยโปรตีนชนิดต่าง ๆ ได้ รวมถึง globular 
และ fibrillar proteins ด้วย 

เชื้อ Bacillus ผลิตเคราติเนสหรือโปรติเอสเคราติโนไลติกไม่ใช่เรื่องใหม่ มีรายงานที่เกี่ยวข้อง
ปรากฎออกมาเรื่อย ๆ   ตัวอย่าง โปรติเอสเสถียรร้อนจากเชื้อ Bacillus sp JB 99 แสดงกิจกรรม 
keratinolytic และลอกขนหรือหนังอย่างมีนัยส าคัญ (Shrinivas & Naik, 2011) โดยมีน้ าหนักโมเลกุล 
29 KDa pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 11.0 และ 70OC ตามล าดับ   ที่น่าสนใจที่สุดก็คือ เอนไซม์นี้
สามารถลอกหนังควายและแพะได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยไม่ท าลายชั้นของคอลลาเจน จึงน่าจะมี
ศักยภาพส าหรับการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องหนังได้ เพราะไม่ก่อให้เกิดปัญหามลพิษที่เกี่ยวข้อง
กับการใช้สารเคมีในอุตสาหกรรม เอนไซม์นี้ยังย่อยขนไก่ในภาวะมีตัวรีดิวซ์ (Reducing agents) ที่
สามารถช่วยจัดการของเสียเคราตินในอุตสาหกรรมสัตว์ปีกและเพ่ิมมูลค่าผลิตภัณฑ์    เอนไซม์โปรติเอ
สด่างเสถียรร้อนจากเชื้อ thermoalkalophilic Bacillus sp JB 99 บนสับสเตรทของแข็งก็เคยถูก
รายงาน (Johnvesly et al. 2002)   รายงานอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวกับเชื้อ thermoalkalophilic Bacillus sp. 
ที่สามารถผลิตโปรติเอสย่อยขนนกก่อนหน้านี้ ได้แก่ B. halodurans AH-101 (Takami et al, 1999) 
และ B. pseudofirmus FA 30-01 (Kojima et al., 2006)   Daroit และคณะ (2009) รายงานเชื้อ 
Bacillus sp P45 ซึ่งแยกได้จากล าไส้ปลา Piaractus mesopotamicus จากลุ่มน้ าอเมซอน แสดง
กิจกรรมย่อยโปรตีน เมื่อเจริญเติบโตบนจานอาหารเลี้ยง skimmed milk และ feather meal 
ศักยภาพเคราติโนไลติกของเชื้อนี้ถูกศึกษาโดยใช้ whole feather broth และ human hair broth ผล
ก็คือ เชื้อ Bacillus sp P45 ย่อยได้เกือบ 90% ของขนไก่ หลังจาก 72 ชั่วโมงของการคัลเจอร์แบบ 
Submerged cultivation   Bacillus cereus Wu2 จากฟาร์มสัตว์ปีกในไต้หวันถูกคัดแยกและพิสูจน์
อาศัยล าดับ 16S rRNA สามารถผลิตเอนไซม์เคราติโนไลติกย่อยขนไก่เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจน  แต่กลูโคส ฟรุกโตส แป้ง ซูโครสหรือแลคโตส พบเป็น catabolite repressor ต่อการหลั่ง
เอนไซม์หรือกิจกรรมเคราติโนไลติก เมื่อสารเคราตินเป็นแหล่งโปรตีน (Lo et. al., 2012)   กรดอะมิโน
จากการย่อยขนไก่โดย B. cereus Wu2 จะมีปริมาณสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Lysine, Methionine และ 
Threonine ซึ่งเป็นกรดจ าเป็นที่ส าคัญ   สายพันธุ์ท้องถิ่น Bacillus cereus LAU 08 ซึ่งคัดแยกได้จาก
กองขยะขนไก่ในไนจีเรียผลิตเคราติเนสด้วยการชักน าของแหล่งเคราติน 3 แหล่งคือ: กีบ ฮอร์นและขน 
(Lateef et. al., 2010) 

สปีชีส์ Bacillus เป็นที่รู้จักกันถึงตวามสามารถในการผลิตเอนไซม์ไฮโดรไลติกจ านวนหนึ่ง 
รวมทั้ง เคราติเนส ซึ่งสามารถย่อยขน ขนสัตว์ และเส้นผม (Daroit et al. 2009)   นอกจากนี้ ยังมี
รายงานการเคราติน ซึ่งส่วนใหญ่จะจ ากัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก รวมทั้ง เชื้อ Bacillus, 
Lysobacter และสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ จ านวนหนึ่ง คือ Vibro และ Xanthomonas 
(Gupta และ Ramnani, 2006)   แบคทีเรียที่ส าคัญมากที่เกี่ยวข้องกับการย่อยขนสัตว์และไฟเบอร์สัตว์
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อ่ืน ๆ ได้แก่ Bacillus putrificus, B. subtilis, B. cereus, และ B. mesentericus (Lal , et al., 
1999)   นอกจากนี้ ยังมีรายงานถึงเคราติเนสจากแบคทีเรีย Actinomycetes และเชื้อราส่วนใหญ่ มีค่า 
pH ที่เหมาะสมอยู่ในช่วงกลางถึงด่าง (Riffel et al., 2003; Anbu et al., 2005), และยังเป็นที่รู้จักกัน
ในแง่ของเสถียรภาพ ซึ่งอยู่ในช่วงกว้างตั้งแต่ pH 5-13 (Farag and Hassan, 2004)   อีกทั้งอุณหภูมิที่
เหมาะสมของเคราติเนสส่วนใหญ่ อยู่ใน ช่วงของ 30OC-80OC (Gupta & Ramnani, 2006) 

อย่างไรก็ตาม การเปรียบเทียบค่า pH และอุณหภูมิ รวมทั้งกิจกรรมเอนไซม์นั้น ถือว่าเป็นยาก 
เพราะความแตกต่างในวิธีการของการวิเคราะห์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ของสับสเตรทและนิยามของหน่วย
เคราติเนส (Gupta และ Ramnani, 2006; Son et al., 2008 ) และกรณีเดียวกันกับการเปรียบเทียบ
ค่ากิจกรรมเอนไซม์อย่างไรก็ตาม Son และคณะ (2008) ได้รายงานกิจกรรมเคราติโนไลติกอยู่ในช่วง 
14.6-16.7 kU mg-1 ส าหรับ Bacillus pumilus เมื่อใช้ขนนก เป็นตัวชักน า ในขณะที่ Lal และคณะ 
(1999) ได้กิจกรรมเคราติเนสสูงสุด 4.89 kUml-1 ส าหรับ B. subtilis S1 จากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
ผสมหนังศีรษะเด็ก   ในท านองเดียวกัน Joshi และคณะ (2007) รายงานกิจกรรมเคราติเนสสูงสุด 30.5 
และ 50 kUml-1 ส าหรับ B. licheniformis PWD1 และ Bacillus spp PW- 1 โดยใช้ขนนก เป็นตัวชัก
น า   ส่วน Nagal และ Jain ( 2010) ได้กิจกรรม เคราติเนสสูงสุด 39.1 kUml-1 ส าหรับ B. cereus ที่
เลี้ยงในขนนก 

แบคทีเรียย่อยสลายขนไก่ที่แสดงคุณสมบัติเคราติโนไลติก ร่วมกับศักยภาพของการผลิตสาร
เสริมการเจริญเติบโตของพืชและกิจกรรมต้านเชื้อรา ได้ถูกคัดแยกและพิสูจน์เป็นเชื้อ Xanthomonas 
sp. P5   สารเสริมการเจริญเติบโตนี้อยู่ในรูปของกรดอะมิโนที่ถูกปล่อยออกมา ผลของการย่อย
สับสเตรทเคราติน (Jeong et. al., 2010)   โปรติเอสซีรีนเคราติโนไลติก ซึ่งหลั่งโดย Purpureocillium 
lilacinum (เดิมเรียก Paecilomyces lilacinus) เมื่อคัลเจอร์ในอาหารพ้ืนฐาน (Basal medium) ที่มี
ส่วนผสมของเส้นผมทิ้ง 1 % (w/v) ในฐานะเป็นแหล่งคาร์บอนและ ไนโตรเจน มีความโดดเด่น เพราะ
คุณสมบัติต่าง ๆ เช่น น้ าหนักโมเลกุล 37.0 KDa, pH ในช่วงกว้าง 4.0-9.0 และเสถียรอุณหภูมิถึง 65OC 
อีกท้ังการผลิตกิจกรรมโปรติเอสและเคราติเนสสูงสุดคือ 2.46 U/ml และ 25 U/ml เกิดขึ้นเมื่อบ่มเชื้อ
ระหว่าง 111 และ 117 ชั่วโมง ตามล าดับ (Cavello et. al., 2013) 

จลนศาสตร์เปรียบเทียบของการผลิตเคราติเนส ได้ถูกรายงานส าหรับจุลินทรีย์ต่าง ๆ เช่น 
Bacillus subtilis MTCC ( 9102 ) ในอาหาร Horn-meal (Balaji et al. 2008) และ 
Microbacterium sp. สายพันธุ์ kr10 ใน Feather-meal medium (Thys & Brandelli, 2006)   ใน
คัลเจอร์ของเชื้อรา Aspergillus fumigatus (Do et al. 2004), A. oryzae (Jousson et al. 2004) 
และ Trichophyton vanbreuseghemii (Moallaei et al. 2006)   การผลิตเคราติเนสสูงสุดเกิด
หลังจาก 21 วันของการคัลเจอร ์



 

 

บทท่ี 5 
สรุปและขอ้เสนอแนะ 

 

5.1 สรุป 
จากการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์เคราติเนสบนอาหาร keratin (1%) agar 

plate จากตัวอย่างดินที่เป็นกองทับทมของขยะในอ าเภอยี่งอ จังหวัดนราธิวาส และอ าเภอเมืองและ
อ าเภอยะหาของจังหวัดยะลา สามารถคัดเลือกเชื้อราและแบคทีเรียที่ผลิตเคราติเนสสูงบนจานอาหาร
เลี้ยงที่มีแหล่งอาหารจากขนไก่บดละเอียด จ านวน 3 ไอโซเลท และ 4 ไอโซเลต   การพิสูจน์เชื้อราที่
คัดเลือกโดยใช้ Dichotomous key จาก Mould Laboratory, Botany Unit, University of Toronto, 
Canada, และใช้คู่มือ Mould: Isolation, cultivation and identification ออนไลน์ของ New 
Brunswick Museum, Canada ปรากฎว่า ไอโซเลต FK1, FK2, และ FK3 เป็นเชื้อราในจีนัส Aspergillus 
sp., Penicillium sp. และ Cladosporium sp. ตามล าดับ   ส่วนไอโซเลตแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลตถูกพิสูจน์
ด้วยวิธี Conventional อาศัยคุณสมบัติทางสัณธานวิทยา อันได้แก่ รูปร่างลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์ 
ปฏิกิริยาแกรม และการจัดเรียงตัว รวมทั้งการแสดงเอนสปอร์และการเคลื่อนที่ ประกอบกับอาศัยการ
ทดสอบทางชีวเคมีบางส่วนที่จ าเป็น ซึ่งมีแนะน าในต ารา Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology พบว่า ไอโซเลตทั้ง 4 เป็นจีนัส Bacillus ทั้งสิ้น จึงได้เรียกชื่อเพ่ือการอ้างอิงเป็น 
Bacillus KB1, Bacillus KB2, Bacillus KB3 และ Bacillus KB4   ในส่วนของเชื้อราได้ใช้ชื่อ 
Aspergillus FK1, Penicillium FK2 และ Cladosporium FK3 และจะใช้ชื่อนี้ไปก่อน จนกว่าจะได้มีการ
พิสูจน์เชื้อในระดับสปีชีส์ต่อไป 

ในการศึกษาภาวะการณข์องการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อทั้ง 7 สายพันธุ์
ที่คัดแยกได้ เพ่ือหาความสัมพันธ์ของการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์นอกเซลล์เคราติเนส ปรากฎผล
ว่า เชื้อ Penicillium KF2 มีรูปแบบการเจริญเติบโตตามแบบฉบับเชื้อราทั่ว ๆ ไป กล่าวคือมีรูปแบบการ
เจริญเติบโตที่ประกอบด้วย 4 ระยะคือ Lag, Log, Stationary, และ Decline phases เช่นเดียวกันกับเชื้อ
ราอีก 2 เชื้อคือ Aspergillus sp. และ Cladosporium sp. จะต่างกันก็เพียงระยะเวลาของแต่ละ Phase 
ของการเจริญเติบโตเท่านั้น ซึ่งจะมากหรือน้อย นอกจากเกิดจากปัจจัยชนิดเชื้อแล้ว ยังได้อิทธิพลจาก
สภาวะแวดล้อมของการเจริญเติบโต รวมถึงปริมาณของเชื้อเริ่มต้นด้วย   ยิ่งกว่านั้น พบว่าเชื้อแบคทีเรีทั้ง 
4 สายพันธุ์ จะเป็น Bacillus KB1, Bacillus KB2, Bacillus KB3 หรือ Bacillus KB4   ก็ดี พบว่ามร
เจริญเติบโตตามรูปแบบแบคทีเรียทั่ว ๆ ไป เช่นกัน คือมีทุกระยะของการเจริญเติบโต โดยเริ่มจาก Lag 
phase และตามด้วย Log, Stationary phase และ Decline phase 

ที่อยู่ในความสนใจอย่างยิ่งของงานวิจัยนี้อีกประการหนึ่งของการศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ก็คือ การเจริญเติบโตที่สมบูรณ์และการเจริญเติบโตเพ่ือการเก็บเกี่ยวเอนไซม์นอกเซลล์ใช้เวลา
เท่าไร   และจากการติดตามรูปแบบการเจริญเติบโตครั้งนี้ พบว่า ทั้งเชื้อ Aspergillus FK1, Penicillium 
FK2 และ Cladosporium FK3 อยู่ในระยะ Lag phase น้อยกว่า 1 วัน แต่อยู่ในระยะ Log phase นานกว่า
คือ เริ่มตั้งแต่วันที่ 2 ถึงวันที่ 5 ส าหรับ Aspergillus FK1, และ Penicillium FK2 แต่Cladosporium FK3 
อยู่ถึงวันที่ 6   อย่างไรก็ตาม เชื้อทั้ง 3 เริ่มหลั่งเคราติเนสออกนอกเซลล์ในระยะสิ้นสุดของ Lag phase และ
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ได้ปริมาณสูงสุดเมื่อสิ้นสุดระยะ Log phase   ปริมาณกิจกรรมเคราติเนส ณ จุดสูงสุดส าหรับเชื้อ 
Aspergillus KF1 เท่ากับ 70.7 unit/ml,  Penicillium KF2 เท่ากับ 83.5 unit/ml และ 
Cladosporium KF3 เท่ากับ 72.4 unit/ml  ฉะนั้น การเก็บเกี่ยวเอนไซม์ส าหรับเชื้อรา Aspergillus 
KF1 และ Penicillium KF2 ในสภาวะการบ่มที่ 37OC เขย่าที่ 120 rpm ควรกระท าในวันที่ 5 ของการ
เพาะเลี้ยงหรือการหมัก แต่ส าหรับ Cladosporium FK3 ต้องเก็บเกี่ยวเอนไซม์ในที่ 6   นอกจากนี้ จาก
การศึกษารูปแบบการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์นี้ เรายังได้สามารถคาดคะเนถึงเสถียรภาพของ
เคราติเนสจากเชื้อราทั้ง 3 อีกด้วย กล่าวคือ จากเส้นกราฟของกิจกรรมเคราติเนส ซึ่งพบว่าลดลง
เล็กน้อยในช่วงเวลา 3 วัน หลังระยะ Log phase แสดงถึงเคราติเนสที่ถูกสร้างนี้มีเสถียรภาพพอสมควร 
โดยอาจจะมีค่าสูงขึ้นถ้าอยู่สภาวะเป็นเอนไซม์ท่ีมีเปอร์เซนต์ความบริสุทธิ์มากข้ึน 

ในส่วนของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 เชื้อคือ Bacillus KB1, Bacillus KB2, Bacillus KB3 และ 
Bacillus KB4  เนื่องจากเป็นเชื้อจากจีนัสเดียวกัน การไม่พบความแตกต่างระหว่างกันมากนักใน
การศึกษารูปแบบของการเจริญเติบโต จึงเป็นเรื่องที่ค่อนข้างปกติและธรรมดา   จีนัส Bacillus ที่ศึกษา
แสดงระยะ Lag phase ในระยะเวลาสั้น ๆ แต่อยู่ในระยะ Log phase จนถึงชั่วโมงที่ 36 ส าหรับ 
Bacillus KB1, ชั่วโมงที่ 48 ส าหรับ Bacillus KB2 และ Bacillus KB4   ในส่วนของ Bacillus KB3 
ระยะ Log phase สิ้นสุดที่ชั่วโมง > 48.   อย่างไรก็ตาม การผลิตเคราติเนสสูงสุดของเชื้อทั้ง 4 จะ
เหมือนกันคือ พบ ณ จุดสิ้นสุด Log phase โดย Bacillus KB1 มีกิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 61.9 
unit/ml และ Bacillus KB2 เท่ากับ 73.6 unit/ml ในขณะที่ค่ากิจกรรมสูงสุดส าหรับ Bacillus KB1 
และ Bacillus KB2 มีค่า 22.5 U/ml และ 23.3 U/ml 

ส าหรับเสถียรภาพของเคราติเนสนอกเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 โดยภาพรวม แสดงให้เห็นว่า 
มีเสถียรภาพน้อยกว่าของเชื้อราทั้ง 3 กล่าวคือพบอยู่ในสภาวะแวดล้อมของคัลเจอร์คือที่ 37OC เขย่าที่ 
160 rpm ได้ไม่ถึง 24 ชั่วโมง  ฉะนั้น สรุปเวลาที่เหมาะสมของการเก็บเกี่ยวเคราติเนสจากทั้ง 4 เชื้อ
แบคทีเรียนี้ ควรเป็น 36 ชั่วโมงส าหรับ Bacillus KB1, และ 48 ชั่วโมง ส าหรับ Bacillus KB2, 
Bacillus KB3, และ Bacillus KB4 

ค่า Viable count ซึ่งหมายถึงเชื้อ Active หรือเชื้อในระยะ Log phase ของเชื้อราพบว่า การ
เจริญเติบโตของเชื้อราทั้ง 3 นี้ค่อนข้างต่างกัน กล่าวคือพบว่า Aspergillus KF1 ใช้เวลา 4 วัน เพื่อ
การเจริญเติบโตสูงสุดและให้ viable count เท่ากับ 8.9 x 106 cfu/ml, Penicillium KF2 มีค่า 
viable count 8.4 x 106 cfu/ml ในส่วน Cladosporium KF3 ให้ค่า viable count ของการเจริญเติบโต
ที่ใกล้เคียง ในวันที่ 5 คือเท่ากับ 8.95 x 106 cfu/ml   ส าหรับแบคทีเรีย ทั้ง Bacillus KB1 และ Bacillus 
KB2 แสดง Viable count ที่ค่อนข้างต่างกัน กล่าวคือ Bacillus KB1 มีจ านวน Viable count สูงที่สุด 
ณ ชั่วโมงที่ 48 เท่ากับ 11.1×1012 cfu/ml ที่ OD เท่ากับ 0.384 ส่วนของ Bacillus KB2 อยู่ที่ 
11.7x1012 cfu/ml ที่ค่า OD เท่ากับ 0.398 ตามล าดับ   ในส่วน Viable count พบสูงสุดเท่ากับ 18.0 
x 1012 cfu/ml และ 17.9 x 1012 cfu/ml ส าหรับ Bacillus KB3 และ Bacillus KB4 ตามล าดับ 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

เอนไซม์เคราติเนสหรือโปรติเอสเคราติโนไลติกได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางทั่วโลก จึงมีการ
ศึกษาวิจัยออกมามากมาย แต่ก็น่าสลดใจที่ในประเทศไทย โดยเฉพาะทางภาคใต้ หรือในวงแคบ ใน
จังหวัดชายแดนใต้นี้ ยังมีการศึกษาถึงทรัพยากรชีวภาพแบบนี้น้อยมาก เพราะความส าคัญได้ถูกกลืนไป
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กับภาวะทางการเมืองและการทหาร   ประเด็นเอนไซม์จากจุลินทรีย์นี้ ไม่ใช่เฉพาะเคราติเนสเท่านั้น 
เอนไซม์หลาย ๆ ชนิดจากจุลินทรีย์ที่สามารถได้จากสิ่งแวดล้อมท้องถิ่น ได้รับความสนใจโดยนักวิชาการ
และนักวิจัยในพ้ืนที่น้อยมาก ทั้งนี้ อาจมีสาเหตุมาจากหลาย ๆ เหตุผล เช่น นักวิจัยมีจ านวนน้อย 
งบประมาณสนับสนุนน้อย ความส าคัญถูกมองข้าม งานวิจัยไม่ต่อเนื่อง จึงไม่สิ้นสุดที่การน าไปใช้
ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ ที่สมควรจะเป็นหรือจะเกิด   อย่างเคราติเนส หากให้โอกาสการวิจัยต่อเนื่อง 
เพ่ือการศึกษาวิจัยอย่างจริงจังในรายละเอียดที่เกี่ยวข้อง เอนไซม์และทรัพยากรชีวภาพที่ได้มานี้ 
สามารถผลิตในปริมาณมากและสามารถใช้ส าหรับการบ าบัดของเสียสารทิ้งเคราติน การแปรรูปหนังสัตว์ 
รวมทั้งการเตรียมและการผลิตอาหารเสริมส าหรับสัตว์เลี้ยงเพ่ือการปศุสัตว์ที่รอความรุ่งเรืองในพ้ืนที่   
นอกจากนี้ เอนไซม์ยังอาจพบกับการใช้งานอย่างได้ผลและก าไรสูงในอุตสาหกรรมเครื่องส าอางและยา 
ส าหรับการรักษาสิวเสี้ยนและโรคสะเก็ดเงิน 

การผลิตของเคราติเนสจากเชื้อ Bacillus เป็นที่ยอมรับอย่างกว้างขวางว่า สามารถท าง่าย เพราะ
แบคทีเรียนี้เจริญเติบโตอย่างง่าย ๆ ต้องการอาหารที่ธรรมดา คือมีเพียงขยะขนไก่เล็กน้อยก็สามารถท า
ประโยชน์ให้กับมนุษย์ได้มากมายมหาศาลแล้ว ดังจะเห็นจากงานวิจัยนี้และวรรณากรรมเกี่ยวกับ
แบคทีเรียนี้   แบคทีเรียนี้ อย่างไม่ต้องสงสัยเลย มีศักยภาพในเชิงพาณิชย์ โดยการน าไปใช้เป็นเชื้อ
เริ่มต้นส าหรับการแปรรูปสารตั้งต้นที่มีราคาไม่แพง ส่งผลให้ต้นทุนการผลิตต่ า ในเวลาเดียวกันก็เปลี่ยน
ชนิดของกากอุตสาหกรรม (ขนไก่) เป็นสารอาหารที่เป็นที่ต้องการทางโภชนาการ ซึ่งจะช่วยปกป้อง
สิ่งแวดล้อมโดยการลดกองชยะย่อยาก   การศึกษาวิจัยส าหรับการต่อยอดต่อไป จึงควรด าเนินการ เพ่ือ
ประเมินศักยภาพทางเทคโนโลยีชีวภาพของเคราติเนสนี้ในกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
เคราติน 

ในแง่ของการจัดการขยะจากผลิตภัณฑ์พลอยได้ของสัตว์ ควรเล็งเห็นความส าคัญของเทคโนโลยีที่
เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและเทคโนโลยีชีวภาพ ซึ่งใช้จุลินทรีย์เคราติโนไลติกที่มีประสิทธิภาพในการ
พัฒนากระบวนการแปรรูปสารทิ้งเคราติน โดยวิธีใช้จุลินทรีย์นี้เป็นการใช้จุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยก
จากแหล่งอาศัยตามธรรมชาติ แล้วน ามาศึกษาวิจัยและพัฒนา   ในเมื่อทรัพยากรธรรมชาติของเรามี
ความหลากหลายมาก ๆ จุลินทรีย์เพ่ือวัตถุประสงค์นี้ก็ย่อมมีมากและหสากหลายอีกด้วย  ฉะนั้น 
งานวิจัยคัดแยกจุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ ควรต้องอุดหนุน ส่งเสริมและสนับสนุน เพ่ือขยายความ
เป็นไปได้ของการน าทรัพยากรชีวภาพในท้องถิ่น จนเกิดประโยชน์สูงสุด   อันที่จริงแล้ว จุลินทรีย์เหล่านี้
มีบทบาทในกระบวนการหมัก (Fermentation) และกระบวนการรีไซเคิลแร่ธาตุ (Mineralization) ใน
ธรรมชาติอยู่แล้ว   การน ามาใช้ประโยชน์ตามความต้องการของมนุษย์จึงไม่ใช่เรื่องยากและผิดธรรมชาติ 
แต่เป็นการเปลี่ยนสถานที่และสิ่งแวดแวดล้อมท างานหรือที่ท างานของมันเท่านั้น 

ดังนั้น โดยสรุป งานวิจัยต่อไปส าหรับงานนี้ก็คือ การแสวงหาหรือคัดแยกจุลินทรีย์จากธรรมชาติ
ต่อไป พร้อม ๆ ทั้งการวิจัยต่อเนื่องกับจุลินทรีย์ที่ได้คัดแยกมาแล้ว เพ่ือให้เกิดประโยชน์โดยเร็วที่สุด    
เนื่องจากโปรติเอสเคราติโนไลติกจากจุลินทรีย์ เป็นที่ยอมรับว่าสามารถน าไปประยุกต์ใช้ ใน
เทคโนโลยีชีวภาพต่าง ๆ และในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง อาหารสัตว์ ปุ๋ยชีวภาพและสารเสริมอาหาร 
ความต้องการที่เพ่ิมขึ้นส าหรับเอนไซม์เหล่านี้ จึงควรถือเป็นความจ าเป็นส าหรับการตรวจหา คัดแยก
และคัดเลือก รวมถึงศึกษาวิจัยจุลินทรีย์เคราติโนไลติกต่อเนื่องและต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

 
สูตรอาหาร PDA 

มันฝรั่ง      200 กรัม 
วุ้น      17 กรัม 
เดกโทรส      30 กรัม 
น้้า      1 ลิตร 

เตรียมโดยต้มมันฝรั่งกับน้้ากลั่น 500 ml จนเปื่อย กรองเอาแต่น้้าใส เติมน้้าให้ครบ 1 ลิตร 
แล้วเติมวุ้นลง อย่าต้มมันฝรั่งนานเกินไป เพราะน้้าตาลอาจรวมตัวเป็นโมเลกุลที่ใหญ่ขึ้น สูตรนี้อาจใช้
น้้าตาลทราย (sucrose) 10 g แทนน้้าตาลเดกโทรสได้ (นุกูล, 2551) 

 
สูตรอาหาร PDA ที่ผสม Apsa 80 1 % 

มันฝรั่ง      200 กรัม 
วุ้น      17 กรัม 
เดกโทรส      30 กรัม 
น้้า      1 ลิตร 

                         Apsa 80                                                     1 % 
เตรียมโดยต้มมันฝรั่งกับน้้ากลั่น 500 ml จนเปื่อย กรองเอาแต่น้้าใส เติมน้้าให้ครบ 1 ลิตร 

แล้วเติมวุ้นลง อย่าต้มมันฝรั่งนานเกินไป เพราะน้้าตาลอาจรวมตัวเป็นโมเลกุลที่ใหญ่ขึ้น สูตรนี้อาจใช้
น้้าตาลทราย (sucrose) 10 g แทนน้้าตาลเดกโทรสได้ และเติม Apsa 80 1 % (King at al., 1979) 

 
สูตรอาหาร keratin (1%) agar plate 

Agar      15 กรัม 
MgSO4.H2O     0.5 กรัม 
KH2PO4      0.1 กรัม 
FeSO4.7H2O     0.01 กรัม 
ZnSo4.7H2O     0.005 กรัม 
ขนไก่ผง      1%  

เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมวุ้นและขนไก่        
ปรับ pH ให้ได้ 7.5 (Wawrzkiewcz at al., 1991) 



104 

 

สูตรอาหารอาหาร keratin broth 
MgSO4.H2O      0.5 กรัม 
KH2PO4       0.1 กรัม 
FeSO4.7H2O       0.01 กรัม 
ZnSo4.7H2O       0.005 กรัม 
ขนไก่ผง                    1% 

     เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่นปริมาตร 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่  
ลงไป ปรับ pH ให้ได้ 7.5 (Wawrzkiewcz at al., 1991) 

 
สูตรอาหาร Nutrient agar 
  Nutrient broth     0.8 g 
  ผงวุ้น      15 g 

เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่ ปรับ pH ให้ได้
7.5 (Sarita et al., 2010) 

 
อาหาร Horikoshi media 
 Soluble starch      5 g 

Peptone      5g 
Glucose      5g 
KH2PO4       1g 
Mgso47H2O      0.2g 
Na2CO3       1g 
Yeast extract      5g 
Feathers      10 g 
เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่ ปรับ pH ให้ได้

7.5 (Sarita et al., 2010) 
 

อาหาร Feahter meal media I      
NaCl       0.5g 
K2HPO4       0.3g 
KH2PO4       0.4g 
Feather      10g 
เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่ ปรับ pH ให้ได้

7.5 (Sarita et al., 2010) 
 
อาหาร Feather meal media II  
 NH4Cl       0.5g 
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NaCl       0.5g 
K2HPO4       0.3g 
KH2PO4       0.4g 
MgCl2 6H2O      0.1g 
Yeast extracts      0.1g 
Feather        10g 
เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่ ปรับ pH ให้ได้

7.5 (Sarita et al., 2010) 
 

อาหาร Feather meal agar 
 NH4Cl       0.5g 

NaCl       0.5g 
K2HPO4       0.3g 
KH2PO4       0.4g 
MgCl26H2O      0.1g 
Yeast extract      0.1g 
Feather       10g 
Agar       20 g 
เตรียมโดยน้าสารเคมีแต่ละชนิดมาผสมในน้้ากลั่น 1000 ml จากนั้นเติมขนไก่ และวุ้นปรับ pH

ให้ได้ 7.5 (Sarita et al., 2010) 
 

การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์  
การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) ตามวิธีการของ Gomori, 

1955 อ้างโดย Perin และ Dempsey, 1974 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตาม pH ที่
ต้องการ และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร สารละลาย A : 0.05 M dibasic sodium phosphate 
(Na2HPO4 7.80 กรัม ในน้้ากลั่น 1 ลิตร)สารละลาย B : 0.05 M Monobasic sodium 
phosphate (NaH2PO4.2H2O 8.90 กรัม ในน้้ากลั่น 1 ลิตร) ดังตาราง 
การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) 

pH A มิลลิลิตร A มิลลิลิตร 
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(การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer, 2555) 
 

5.8 
6.0 
6.2 
6.4 
6.6 
6.8 
7.0 
7.2 
7.4 
7.6 
7.8 
8.0 

 

4.00 
6.15 
9.25 
13.25 
18.75 
24.50 
30.50 
36.00 
40.50 
43.50 
45.75 
47.35 

 

46.00 
43.85 
40.75 
36.75 
31.25 
25.50 
19.50 
14.00 
9.50 
6.50 
4.25 
2.65 
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ภาคผนวก ข 
แนวทางการพิสูจน์เชื้อราจาก Dichotomous keys of simple fungi 

เชื้อ FK1 
1. Spores 1-celled 2 
2. (1) Colonies, spores, and other tissues colourless or brightly coloured 3 
3. (2) Spores produced in chains 4 
4. (3) Conidiophores with a swollen head or vesicle bearing bottle-shaped 

phialides  Aspergillus sp. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ลักษณะเชื้อ Aspergillus sp. ทาง Microscopic 
morphology (Identification of moulds, 2555) 
 

 

http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-2
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-1
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-3
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-2
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-4
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-3
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Aspergillus.html
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Aspergillus.html
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เชื้อ FK2 
1. Spores 1-celled 2 
2. (1) Colonies, spores, and other tissues colourless or brightly coloured 3 
3. (2) Spores produced in chains 4 
4. Conidiophores not swollen at apex 5 
5. (4) Spores in unbranched chains, borne from clusters of cylindrical to bottle-shaped 
phialides; colonies usually green   
Penicillium sp. 

 

  
 

 
 
 
 

 
 
ลักษณะเชื้อ Penicillium sp. ทาง Microscopic morphology 

(Identification of moulds, 2555) 
 

http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-2
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-1
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-3
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-2
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-4
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-5
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-4
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Penicillium.html
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FK3 
1. Spores with more than one cell 12 
12. (1) Spores with transverse septa only 13 
13. (12) Spores dark, produced in branched chains 
Cladosporium sp. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ลักษณะเชื้อ Cladosporium sp .ทาง Microscopic morphology (Identification of moulds, 
2555) 
 

http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-12
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-1
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-13
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Group_I.html#1-12
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Cladosporium.html
http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Cladosporium.html
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ภาคผนวก ค 
แนวทางการพิสูจน์เชื้อแบคทีเรีย (Genus Bacillus) 

สรุปจาก Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
 
1. การหาความต่างกันโดยใช้ปฏิกิริยาแกรม (Gram’s reaction) และสัณธานวิทยาใต้กล้อง

จุลทรรศน์ โดยอาศัย Flowchart          
 
1.1 ปฏิกิริยาแกรมและสัณธานวิทยาเบื้องต้น 
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1.2 สัณธานวิทยาและชีวเคมีเบื้องต้น 
 

 
 



112 

 

 
2. การยืนยันด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมี 

พิสูจน์คุณสมบัติทางชีวเคมีตามผังใน Flowchart ของ Bacillus spp. ID 
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ภาคผนวก ง 
อาหารและแนวทางปฏิบัติส าหรับการพิสูจน์เชื้อแบคทีเรีย (Genus Bacillus) 

(เลือกท้าเฉพาะการทดสอบที่จ้าเป็นเท่านั้น) 
1. Oxidase Test  

หลักการ เป็นการทดสอบหา Cytochrome C oxidase ของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งจะไป oxidize 
สารเคมีท้าให้เกิดสารประกอบสีม่วง 
อุปกรณ์และน้ ายา  

1. Kovac’s oxidase reagent (1% tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride)  
2. กระดาษกรอง  
วิธีท า  
เลี้ยงเชื้อใน Nutrient agar น้ามาขีดบนกระดาษกรองที่หยด Kovac’s oxidase reagent โดยใช ้
platinum loop หรือแท่งแก้ว  
การแปลผล   ถ้าเชื้อมี Cytochrome C oxidase จะให้ผลเป็นสีม่วงเข้มภายใน 10 วินาที 
 
2. Triple sugar iron agar (TSI agar)  

หลักการของ TSI   ในอาหาร TSI ประกอบด้วยน้้าตาล 3 ชนิดคือ 0.1% glucose น้้าตาล 
Lactose และ Sucrose อย่างละ 1% เนื่องจากท่ีผิว slant มีเชื้อมากกว่าบริเวณอ่ืน น้้าตาล glucose 
ที ่slant จึงถูกใช้หมดเร็วกว่า ถ้าเชื้อไม่สามารถใช้น้้าตาล lactose และ/หรือ sucrose ก็จะหันไปใช้
โปรตีนที่มีอยู่ในอาหารท้าให้ slant มีความเป็นด่าง (เปลี่ยนสี phenol red เป็นสีแดง) ส่วนที่ butt เชื้อ
น้อยกว่าภายใน 24 ชั่วโมง น้้าาตาล glucose จะยังไม่หมด จึงมีความเป็นกรด (เปลี่ยนสี phenol red 
เป็นสีเหลือง) (ปฏิกิริยาใน TSI เป็น K/A) ถ้าเชื้อสามารถใช้น้้าตาลตั้งแต่ 2 ชนิดขึ้นไป จะท้าให้อาหาร
ทั้งหลอดยังคงเป็นกรด (ปฏิกิริยาใน TSI เป็น A/A)   แตถ่้าเชื้อไม่สามารถ ferment น้้าตาลทั้งสามชนิด 
ปฏิกิริยาใน TSI อาจเป็น N/N, K/N หรือA/N   ถ้าเชื้อใช้น้้าตาลแล้วให้แก๊สก็จะดันอาหารให้ยกตัวขึ้น 
หรือท้าให้อาหารแตก นอกจากนี ้ในอาหาร TSI ยังมี Sodium thiosulfate และ ferrous sulfate เป็น
ผลให้เชื้อบางชนิดสร้าง H2S ซึ่งจะท้าปฏิกิริยากับ ferrous ion ได ้ferrous sulfide เป็นตะกอนสีดาอยู่
ที่ก้นหลอด 

 

ส่วนประกอบ  
0.1% glucose, 1% iactose, 1% sucroseม phenol red (เป็น indicator), peptone, 

sodium thiosulfate, ferrous ammonium sulfate 
เมื่อเตรียมส่วนผสมอาหารจนละลายเข้ากันดี จึงใส่หลอดแก้วขนาด 13x100 มม. หลอดละ 4 มล. และ
น้ามานึ่งที่ 121OC 15 นาท ีจากนั้น ปล่อยให้เย็นโดยเอียงให้เป็น slant ให้ได้ส่วนของ butt ไม่ต่้ากว่า 1 
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นิ้ว เพ่ือให้มีสภาวะเป็น anaerobic และจุกท่ีใช้ควรเป็นจุกสาลี เพ่ือให้อากาศถ่ายเท จะได้ช่วยให้เกิด 
alkaline slant ในกรณีที่มีการ ferment น้้าตาล glucose อย่างเดียว (ถ้าใช้จุกเกลียวจะต้องไม่บิดจน
แน่น) 

การทดสอบ เขี่ยเชื้อโดยใช้ needle แทงลงเกือบถึงก้นหลอด แล้วลากผ่านบน slant อบที่ 
37OC อ่านผล 18-24 ชม.  

ปฏิกิริยาจาก TSI   K/A มีการหมักย่อย glucose ไม่หมักย่อย lactose และ sucrose, A/A มี
การหมักย่อย glucose lactose และ/หรือ sucrose, A/AG,H2S มีการหมักย่อย glucose lactose 
และ/หรือ sucrose ให้ gas และให้ hydrogen sulfide K/K, K/N, N/N ไม่หมักย่อย glucose 
lactose และ sucrose  
 
3. Lysine – Indole – Motile Medium (LIM)  

อาหารนี้ใช้ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อใน family Enterobacteriaceae และ 
Vibrionaceae ภายในหลอดเดียวกัน โดยการ stab เชื้อที่ต้องการจะทดสอบลงในอาหารนี้และอบที่ 35 

OC -37OC 18-24 ชั่วโมง  
หลักการและการอ่านผล   Motility test   อาหารที่ทดสอบลักษณะกึ่งเหลว มีความเข้มข้น

ของวุ้นประมาณ 0.4% หรือน้อยกว่า ดังนั้น เมื่อแทงเชื้อลงไปตรงๆ ในอาหารเหลวแล้วน้าไปอบ เชื้อที่
เคลื่อนที่ได้จะเจริญออกมารอบ ๆ รอยแทง ท้าให้อาหารขุ่น ส่วนเชื้อที่เคลื่อนที่ไม่ได้เชื้อจะเจริญเฉพาะ
รอยที่แทงเท่านั้น  

การอ่านปฏิกิริยา ผลบวก เชื้อเจริญมานอกรอย stab จนท้าให้อาหารขุ่น ผลลบ เชื้อเจริญ
เฉพาะรอย stab เท่านั้น  
 
2. Indole test:  

แบคทีเรียที่มีเอนไซม์ tryptophanase จะสามารถย่อย tryptophan ได้ indole ซึ่งจะท้า
ปฏิกิริยากับ p-dimethylaminobenzaldehyde ในน้้ายา Kovac ที่หยดลงไปได้สีแดงเกิดขึ้น 

 

การอ่านปฏิกิริยา ผลบวก เกิดชั้นสีแดงอยู่ส่วนบน เมื่อหยด Kovac’s reagent ส่วนผลลบ ไม่
เกิดชั้นสีแดงอยู่ส่วนบน เมื่อหยด Kovac’s reagent  
 
3. Lysine decarboxylase test (LDC)  

ในอาหารมีน้้าตาล glucose ในปริมาณน้อย เริ่มแรกเชื้อหมักย่อย glucose หมด เปลี่ยนสี 
indicator เป็นสีเหลือง จากนั้นเชื้อหันไปใช้อาหารอื่น โดยที่เชื้อนั้นมีเอนไซม์ decarboxylase ที่จา



115 

 

เพาะต่อกรดอมิโนที่ต้องการทดสอบ ท้าให้ย่อยกรดอมิโนได้เอมีน มีฤทธิ์เป็นด่าง เปลี่ยนสี indicator 
จากเหลืองเป็นม่วง 

 

การอ่านปฏิกิริยา ผลบวก อาหารที่ส่วนล่างมีสีม่วง ผลลบ อาหารที่ส่วนล่างเปลี่ยนเป็นสีเหลือง 
 
4. Lysine deaminase test (LDA)  

ผลบวก ที่ผิวหน้าอาหาร (1/4 ของทั้งหมด) สีแดง  ผลลบ ที่ผิวหน้าอาหาร (1/4 ของทั้งหลอด) 
สีม่วง เชื้อที่ให้ผลบวกมี 3 genera คือ Proteus Morganella และ Providencia  
ส่วนประกอบของ LIM medium มีดังนี้  

Decarboxylase medium base (Difco) 9 g. ประกอบด้วย peptone 5 g., yeast extract 
3 g., dextrose 1 g., bromcresol purple 0.2 g., Tryptone 10 g., Ferric ammonium citrate 
0.5 g., L-lysine monohydrochloride 10 g., และ Agar 2.5 g. 

น้้ากลั่นเติมให้ถึง 1000 ml. และปรับ pH เป็น 6.8  เมื่อสารละลายดีแล้ว จึงน้าใส่หลอดแก้ว 
ขนาด 13x100 มล. หลอดละประมาณ 3 มล. จากนั้นน้าไปนึ่งที่ 121 OC 15 นาท ีทิ้งให้อยู่ในรูปของ 
deeped media (ตั้งทิ้งไว้ในแนวตั้งธรรมดา) 

 
4. Citrate  

หลักการ เพ่ือจะทดสอบความสามารถของเชื้อในการใช้ citrate เป็นแหล่งคาร์บอนใน
กระบวนการ metabolism และให้ผลผลิตเป็นด่าง ซึ่งเปลี่ยนสี indicator เป็นสีน้้าเงิน 
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ส่วนประกอบส้าคัญของอาหารเลี้ยงเชื้อ (Simmon citrate medium)   Sodium citrate, 
Bromthymol blue (เป็น indicator), เมื่อเตรียมตามฉลากของอาหารสาเร็จรูปแล้ว น้ามาเอียงให้เป็น
ในรูปของอาหาร slant  
 
5. Voges-Proskauer Test (VP)  

หลักการ เป็นการทดสอบความสามารถของเชื้อในการสร้างสาร Acetyl-methyl carbinol 
(acetoin) จาก glucose   สารนี้มีฤทธิ์เป็นกลาง จะถูก oxidise โดย KOH และอากาศ ได้ Diacetyl 
แล้ว Diacetyl ที่ได้นี้ถ้ามี alpha-naphthol (catalyst) และกรดอมิโน arginine (เหลือจากอาหาร 
Peptone) หรือ Creatine อยู่ด้วยจะเกิดเป็น complex สแีดงส้มขึ้น  

อุปกรณ์และน้ ายา   (1). alpha-naphthol; 5% in absolute ethyl alcohol, (2). 40% 
KOH, (3). MR/VP broth  
 MR/VP broth (formulated by Clark and Lubs)  Polypeptone 7 g., Glucose 5 g., 
Dipotassium phosphate 5 g., Distilled water to 1 ml., Final pH = 6.9  

วิธีท า   ใช้เชื้ออายุ 24 ชั่วโมง inoculate ลงใน MR/VP medium 0.3-0.5 มล. ให้ขุ่นมากๆ 
incubate ใน water bath 35 OC  เวลา 4 ชั่วโมง น้ามาหยด alpha-naphthol 3 หยด และ 40% 
KOH 1 หยด เขย่าและอ่านผลภายใน 10-15 นาที 

การแปลผล   ถ้ามีสีชมพูเกิดขึ้นบนผิวหน้าของอาหารภายใน 10-15 นาท ีแสดงว่าให้ผลบวก 
เชื้อที่ให้ผลบวก ได้แก่ Enterobacter, Serratia, Klebsiella pneumoniae, Hafnia   เชื้อที่ให้ผลลบ 
ได้แก่ E.coli  

หมายเหตุ การทดสอบนี้ไม่ควรอ่านเกิน 1 ชม. เพราะเชื้ออาจผลิต Copper-like colour ท้า
ให้เกิด false positive ได้ 

 
6. การทดสอบการสร้างเอนไซม์ urease  

หลักการ   แบคทีเรียที่มีเอนไซม์ urease สามารถย่อย urea ได ้ammonium carbonate ซ่ึง
มีฤทธิ์เป็นด่างเปลี่ยนสี indicator เป็นสีชมพูแดง 

 

ส่วนประกอบส้าคัญของอาหาร   Urea, Phenol red (indicator),  เตรียม urea base ซ่ึง
เป็นอาหารสาเร็จรูป 100 มล. น้าไปท้าให้ปราศจากเชื้อด้วยเครื่องกรองแบคทีเรีย ชั่ง agar 15 กรัม ใส่
น้้ากลั่น 900 มล. น้าไปต้มจนละลายนึ่ง (Autoclave) และทิ้งให้เย็นถึง 5 OC จึงเติม sterile urea 
base ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน้าใส่หลอดแก้ว และท้ิงให้เย็นในรูปของอาหาร slant กรณีท่ีไม่มีเครื่อง
กรองเชื้อแบคทีเรีย อาจดัดแปลงใช้วิธ ีrapid method กล่าวคือ ใช้ urea (ไม่ต้องเติม agar) เตรียมครั้ง
ละ 10 มล. แบ่งใส่หลอดแก้วหลอดละ 0.5 มล. เก็บในตู้เย็น เมื่อจะทดสอบให้ใส่เชื้อจานวนมากจะ
สามารถอ่านผลภายใน 2 ชั่วโมง  
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หมายเหตุ   (1) ส่วนอาหารอ่ืนที่ใช้ไม่มาก เช่น Malonate, Acetate ฯลฯ มีอาหารสาเร็จรูป
ขายจะไม่กล่าวรายละเอียดในที่นี้   (2) อาหารคาร์โบไฮเดรตบางชนิด เช่น lactose, sucrose, 
arabinose, salicin ฯลฯ เมื่อถูกความร้อนและอยู่ใน pH ที่เป็นด่าง จะสลายเป็น simple 
carbohydrates การท้าให้ปราศจากเชื้อต้องใช้เครื่องกรองแบคทีเรีย หรือเข้านึ่ง 10-12 ปอนด์ (110 

OC) ในเวลาไม่เกิน 25 นาที 
 

7. Carbohydrate Fermentation Test  
หลักการ   เป็นการทดสอบความสามารถเปลี่ยนน้้าตาลให้ได้ของเชื้อ  
ส่วนประกอบของอาหาร   (1) 20% carbohydrate ใน broth (peptone 10 g; meat 

extract 3 g; NaCI 5 g, น้้ากลั่น 1 ลิตร) และ (2) Buffer-salt solution (pH 7.0) มี 1% phenol red 
เป็น indicator  

วิธีท า   หยด carbohydrate 1 หยด (0.04 มล.) ; buffer-salt solution 0.1 มล. และ 
heavy bacterial cell suspension ใน buffer-salt solution ลงในหลอดทดลองและอบใน 35 OC 
นาน 4 ชม. จากนั้นจึงจะอ่านผล  

การแปรผล   ถ้าเชื้อสามารถใช้น้้าตาลท้าให้เกิดกรดได้ phenol red ซึ่งเป็น indicator จะ
เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีเหลือง  

หมายเหตุ   carbohydrate ที่ใช้บ่อยๆ เช่น กลูโคส ซูโครส แลคโตส เป็นต้น buffer salt 
solution ใช้ phosphate buffer 

 
8. Motile-Nitrate-Pyocyanin medium (MNP)  

อาหารนี้ใช้ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อในกลุ่ม Nonfermentative gram-negative 
bacteria โดยปรับปรุงจากอาหาร motility medium จากอาหาร MNP นี้ สามารถอ่านผลปฏิกิริยา
ทางชีวเคมีได้ 3 การทดสอบภายในหลอดเดียวกัน โดยการ stab เชื้อที่ต้องการจะทดสอบลงในอาหารนี้ 
incubate 35 OC -37 OC นาน 18-24 ชั่วโมง แต่ถ้าเชื้อนั้นเจริญได้ดีที่อุณหภูมิห้อง (22 OC) เช่น 
Pseudomonas fluorescens ให้ incubate ที่อุณหภูมิห้อง  

หลักการและการอ่านผล  กรณี Motility test : เช่นเดียวกับ LIM   ส้าหรับ Nitrate test : 
หยด nitrate solution A และ B อย่างละ 5 หยด  

 

ดังนั้น ถ้าเกิดสีแดงภายใน 1-2 นาที แสดงว่า nitrate ถูก reduce เป็น nitrite แต่ถ้าไม่เกิดสี
แดงข้ึน (อาจเกิดจากเชื้อนั้นได้ nitrite ต่อ) จึงต้องทดสอบดูว่ามี unreduced nitrate เหลืออยู่หรือไม่ 
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โดยการเติม Zinc dust ไป reduce nitrate เป็น nitrite ถ้าสีของน้้ายาที่เติมลงไปยังคงไม่มีสี แสดงว่า
ผลการทดลองเป็นบวก แต่ถ้าเกิดสีแดง แสดงว่ามี nitrate เหลืออยู่ ดังนั้นผลเป็นลบ  

กรณี Pyocyanin production test   ผลบวก: มีการสร้าง pyocyanin pigment ซึ่งมีสีเขียว
ที่ผิวหน้าของอาหาร เชื้อที่ให้ผลบวก ได้แก่ Pseudon, onas aeruginosa  
ผลลบ: ไม่มี pyocyanin pigment  

1. การเตรียม MNP: ส่วนประกอบของ MNP medium มีดังนีค้ือ Nitrate medium, 9 g.; 
Agar, 2 g.; Sodium chloride, 5 g.; Mangnesium chloride, 1.4 g.; Potassium sulfate, 10 g.; 
Glycerol, 10 g.; และน้้ากลั่น, 1000 ml, ปรับ pH ให้ได้ 7.2   และเมื่อส่วนผสมละลายเป็นเนื้อ
เดียวกัน น้าใส่หลอดแก้วขนาด 13x100 มม. หลอดละ 3 มล. และน้าเข้านึ่งที่ 121 OC 15 ปอนด์ 15 
นาท ี

2. น้ ายาที่ใช้ทดสอบ nitrate reduction 
Solution A:   Sulfanilic acid, 8 g. + Acetic acid (5N), 30%, 1 L 
Solution B alpha-Naphthylamine, 5 g. + Acetic acid (5N), 30%, 1 L 
การเตรียม Acetic acid 5N : Glacial acetic acid 1 ส่วน + น้้ากลั่น 25 ส่วน  
หมายเหตุ   ในกรณีที่ไม่ต้องการท้า Nitrate reductiion test ส่วนผสมของอาหารไม่ต้องเติม 

nitrate medium จะสามารถดูผล motility และการสร้าง Pyocyanin pigment ได้เหมือนเดิม จึง
เป็นอาหารที่ใช้แยกพวก P.aeruginosa ได้ดี 

 
9. Bile Solubility test  

หลักการ เป็นการทดสอบการสลายของเซลล์ด้วย bile salt ภายในเวลาและอุณหภูมิที่
ก้าหนดให้ เป็นการแยก Streptococcus pneumoniae ออกจาก alpha-hemolytic streptococcus 
อ่ืนๆ  

อุปกรณ์และน้้ายา   2% sodium deoxycholate, pH 7.0 (ละลายในน้้ากลั่น), Blood agar 
plate และสไลด์  

วิธีท า Plate technique:   เลี้ยงเชื้อบน 5% blood agar plate เป็นเวลานาน 18-24 ชม. 
และหยด 2% deoxycholate 1 หยด ลงบนโคโลนีโดยตรง ใช้ดินสอเขียนแก้วท้าเครื่องหมายไว้ 
incubate ที่อุณหภูมิ 35 OC เป็นเวลา 30 นาท ีถ้าเป็น S.pneumoniae โคโลนีหายไป  

วิธีท า Direct Method:   เป็นการทดสอบตัวอย่างเลือด (blood specimens) ของผู้ป่วย
โดยตรง น้าเลือดมา หยดบนสไลด์ 2 หยด หยดที่ 1 น้าไปย้อมแกรม ถ้าพบเชื้อแกรมบวกเป็นคู่หรือเป็น
สาย (chain) ให้หยด 2% sodium deoxycholate 1 หยด ลงบนเลือดอีกหยดหนึ่งเพียงครึ่งเดียว ทิ้ง
ให้แห้งในอากาศ ย้อมแกรม ถ้าเป็น S.pneumoniae ด้านที่หยด bile salt นั้น เชื้อจะลดปริมาณลง
ส่วน Streptococci อ่ืนๆ เชื้อจะยังคงเดิม ถ้ามีเชื้อในตัวอย่างน้อยให้ปั่นก่อนน้ามาทดสอบ  
* ท้าในกรณี zone of optochin < 18 mm 
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10. 6.5% NaCl slant (J. Clin. Micro. 7;238, 1978)  
ส่วนประกอบของอาหาร   Brain heart infusion agar, 26 g.; Glucose, 5 g.; Sodium 

chloride, 30 g.; Bromcresol purple (1% ethanol), 1 ml.; Proteose peptone, 5 g.; น้้ากลั่น, 
500 g.; pH = 7.0   ยังสามารถละลายในน้้ากลั่น ท้าให้ละลายอย่างสมบูรณ์ โดยน้าไปตั้งไฟ พร้อมทั้ง
เขย่าจากนั้นน้าใส่หลอดแก้ว 13x100 มม. หลอดละ 3 มล. ปิดจุกด้วยสาลีน้าเข้านึ่งและท้าให้เย็นในรูป
อาหาร slant  

หลักการ   เนื่องจากอาหารนี้มีความเข้มข้นของ NaCl ถึง 6.5% เชื้อที่สามารถทนต่อความ
เข้มข้นนี้ได้จึงเจริญและใช้น้้าตาลกลูโคส ซึ่งจะไปเปลี่ยนสี Bromcresol purple จากสีม่วงไปเป็นสี
เหลือง  

ส าหรับ 6.5% NaCl (broth) 1. Phenol red broth base (Gibco), 1.5 g.;  
Peptone, 10 g.; Sodium chloride, 5 g.; Phenol red, 0.018 g.; Dextrose, 0.5 g.; Sodium 
chloride, 6.5 g.; Beef extract, 0.1 g.; Distilled water, 100 ml, pH = 7.4  

วิธีเตรียม น้าส่วนผสมทั้งหมด ผสมให้เนื้ออาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่หลอดแก้ว 
13x100 มม. หลอดละ 2 มล. น้าไปนึ่งที่ 121OC 15 ปอนด ์15 นาที 

การอ่านผล   ผลบวก อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง   ผลลบ สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 

11. Esculin Hydrolysis  
หลักการ   เป็นการทดสอบความสามารถของเชื้อในการย่อย glycoside esculin เป็น 

esculetin และ glucose ช่วยในการวินิจฉัย group D Streptococci, Listera monocytogenes 
หรือ non-fermentative gram-negative rods ได้  

อุปกรณ์และน้ ายา   Esculin solution เตรียมจาก Esculin (Sigma), 5.0 g.; Ferric 
ammonium citrate, 0.5 g.; NaCl, 8.1 g.; K2HPO4, 0.4 g.; KH2PO4, 0.1 g.; น้้ากลั่น เติมให้ถึง 1 L, 
หลอดแก้วทดลอง ขนาด 12x75 มม.  

วิธีท้า   ดูด esculin solution 0.2 มล. ใส่ในหลอดทดลอง ใส่เชื้อปริมาณมากพอแล้วอบ ที ่
35 OC นาน 30 นาที  

การแปลผล   ถ้าเชื้อสามารถ hydrolyse glycoside esculin เป็น esculetin ซ่ึงท้าปฏิกิริยา
กับ ferric ammonium citrate จะได้สารสีดาเกิดขึ้น เช่น Group D Streptococci, Listeria 
monocytogenes หรือ non-fermentative gram-negaive rod บางตัว  

วิธีเตรียม Bile esculin agar (เป็นอาหารส้าเร็จรูป)   เตรียมส่วนผสมตามคาแนะน้าข้าง
ขวด ต้มให้อาหารละลาย แบ่งใส่หลอดแก้ว 13x100 มม. หลอดละ 3 มล. น้าไปนึ่งที่ 121 OC 15 ปอนด์ 
15 นาที แล้วน้ามาวางเอียง 

การอ่านผล   ผลบวก อาหารเปลี่ยนเป็นสีดา แตผ่ลลบ สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
12. Catalase test  

หลักการ catalase enzyme สามารถเปลี่ยน H2O2 ไปเป็น O2 และ H2O  
น้ ายา 3% Hydrogen peroxide  
การทดสอบ เขี่ยเชื้อที่ต้องการทดสอบ ลงบน slide แล้วหยด 3% H2O2 ลงบนเชื้อ 1 หยด  
การอ่านผล ผลบวก มีฟองก๊าซเกิดขึ้น  ผลลบ ไม่มีฟองก๊าซเกิดข้ึน  
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ข้อควรระวัง ในการเขี่ยเชื้อจากอาหารที่มีเลือดผสมอยู่ ควรแตะเฉพาะโคโลนีของเชื้อมา
ทดสอบ อย่าให้โดนอาหารที่มีเลือดผสม เพราะจะท้าให้เกิดบวกปลอมได้ (เอนไซม์ Catalase พบได้ใน
เม็ดเลือดแดง) 

 
13. Plasma (For coagulase test)  

พลาสม่าสาหรับ slide coagulase test ใช ้undiluted plasma  พลาสม่าสาหรับ tube 
coagulase test ใช้พลาสม่าเจือจาง ด้วย Trypticase soy broth ในอัตราส่วน 1:4 (ท้าให้ก้อน clot 
แข็งตัวอยู่ได้นานขึ้น สามารถอ่านผลได้ใน 4-20 ชั่วโมง) แบ่งใส่หลอดแก้วที่ปราศจากเชื้อ หลอดละ 0.5 
มล. เก็บในตู้เย็นที่ 4oC  

หมายเหตุ (Tube coagulase test)   (1) ควรใช้พลาสม่าที่ปราศจากเชื้อ และเชื้อท่ีน้ามา
ทดสอบควรเป็นเชื้อบริสุทธิ์ เพราะเชื้ออ่ืน เช่น Enterococci และ gram negative rod เช่น P. 
aeruginosa สามารถใช้ citrate ซึ่งเป็นสารกันเลือดแข็งในพลาสม่า ท้าให้เกิดผลบวกเท็จได้, (2) ใน
กรณีท่ีอบเลี้ยงเชื้อนานกว่า 20 ชั่วโมง อาจเกิดผลลบเท็จได้ เพราะ S. aureus อาจปล่อย 
Staphylokinase ท้าให้ก้อน clot ที่เกิดขึ้นละลาย ดังนั้นควรท้าการทดสอบ ทั้งวิธี slide และ tube 
coagulase test ประกอบกัน 

 
14. PR Glucose / PR Mannitol 
 ส่วนประกอบ   Phenol red broth base (Difco), 1.6 g.; Proteose peptone No. 3, 10 
g.; Bacto-Beef extract, 1 g.; Sodium chioride, 5 g.; Phenol red, 0.025 g.; Agar, 0.5 g.; 
Glucose หรือ Mannitol, 1 g.; Distilled Wster, 100 ml.  

วิธีเตรียม   น้าอาหารผสมเข้าด้วยกัน ให้เนื้ออาหารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่หลอดแก้ว 
13x100 มม. หลอดละ 3 มล. น้าไปนึ่งที่ 100 OC 10 ปอนด์ 10 นาที แล้วทิ้งให้อาหารเย็น ในรูปของ 
Deep medium 

การอ่านผล   ผลบวก สีของอาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลืองทั้งหลอด ส่วนผลลบ สีของอาหารยังคง
เป็นสีเดิม (สีแดง) 
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15. PPR Medium (ส้าหรับดูการสร้าง pigment ของเชื้อ streptococci group B)  
ส่วนประกอบ   Proteose Peptone No.3, 3 g.; แป้งข้าวเจ้า, 5 g.; NaCl, 0.5 g.; Agar, 1 

g.; น้้ากลั่น, 100 ml.  
วิธีเตรียม   ละลายแป้งในน้้าเย็นก่อน แล้วเติมส่วนผสมอื่นๆ ลงไป น้าไปต้มให้ละลาย ใส่ใน 

tube ขนาด 13x100 มม. ให้มีความสูงประมาณ 2 ซม. ทิ้งไว้ให้เย็นน้าอาหารเลี้ยงเชื้อนี้เก็บไว้ในตู้เย็น 
1 คืน ก่อนน้ามาใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดี จะต้องขุ่นทั่วทั้งหลอด  

การทดสอบ   ใช้ loop หรือ needle เขี่ยเชื้อที่จะท้าการทดสอบมาแทงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
โดยแทงลงข้างๆ หลอดแก้ว น้าไป incubate 35 OC 24 ชัว่โมง 

ผลการทดสอบ   ให้ดูสีตรงรอยที่แทงเชื้อไว้ แล้วอ่านผลดังนี้คือ ผลบวก อาหารเปลี่ยนเป็นสี
ส้ม   ส่วนผลลบ สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลง 

 
16. Gelatin liguefaction  

หลักการ Gelatinase ซึ่งเป็น enzuyme จะย่อย Gelatin  
อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient gelatin  
การทดสอบ Stab เชื้อลงใน Nutrient gelatin น้าไปบ่ม 37 OC 24 ชม. ก่อนอ่านผลให้ น้าไป

ใส่ตู้เย็นให้เย็นก่อน  
การอ่านผล  ผลบวก อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว   ส่วนผลลบ อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
 

17. Lecithinase test  
หลักการ Lecithinase เมื่อ hydrolyse lecithin แล้ว end product เป็น diglyceride และ 

phosphorylcholine ก่อให้เกิดความขุ่นข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากไม่ละลายน้้า  
อาหารเลี้ยงเชื้อ Egg yolk agar  
การทดสอบ เลี้ยงเชื้อใน Egg yolk agar 18-24 ชม. 37 OC  
การอ่านผล ผลบวก เกิด zone ขุ่นรอบ colonies ผลลบ ไม่เกิด zone 
 

18. Phenylalanine deaminase  
หลักการ เลี้ยงเชื้อบนผิวหน้าเอียงของอาหารรอบ 35oC 18-24 ชม. หยด 10% ferric 

chloride ลงบนผิวหน้าของเชื้อที่ทดสอบ 4-5 หยด  
การอ่านผล   ผลบวก เกิดสีเขียวขึ้นบนผิวหน้าอาหาร   สว่นผลลบ ไม่มีการเปลี่ยนแปลง 
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19. Dnase test agar 
ส่วนประกอบ   Dnase test agar w/methyl green 42 gm. หรือ Dnase test agar 42 

gm. แล้วเติม 5% methyl green 1 ml. + น้้ากลั่น 1,000 ml.  น้าไปนึ่งที่ 121 OC 15 ปอนด์ 15 นาท ี
ท้าให้มีอุณหภูมิ 50 OC เทใส่จานเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเชื้อ  

การทดสอบ   ใช้ loop เขี่ยเชื้อไปบนผิวหน้าอาหาร ยาวประมาณ 1-2 ซม. หรือป้ายเป็น
วงกลมเส้นผ่านศูนย์กลาง ประมาณ 5 มม. น้าไปอบที่ 35oC 18-24 ชม.  

การอ่านผล   ผลบวก เกิด clear zone รอบบริเวณท่ีเชื้อขึ้น   ผลลบ อาหารไม่เปลี่ยนแปลง 
 

20. Carbohydrate broth (manitol, sorbitol, arabinose, raffinose)  
ส่วนประกอบ   Brain heart infusion 37 กรัม, คาร์โบไฮเดรต (น้้าตาล) 10 กรัม, 1, 6-

Bromcresol purple in 95% ethanol 1 มล. และ น้้ากลั่น 1 L   แบ่งอาหารซึ่งละลายดีแล้วใส่หลอด
จุกเกลียวขนาด 13x100 มม. จานวนหลอดละ 3 มล. ไปอบโดยใช้ความดัน 10 ปอนด ์เวลา 10 นาท ี 

การอ่านผล   ผลบวก : อาหารเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ผลลบ : อาหารมีสีม่วงเหมือนเดิม 
 

21. Arginine dihydrolase  
ส่วนประกอบ   Moeller’s decarboxylase 10.5 กรัม, L-arginine 10 กรัม (ถ้าใช้ DL-

arginine ให้เพ่ิมอีก 20 กรัม) และ น้้ากลั่น 1 L   ต้มอาหารให้ละลาย ปรับ pH ให้ได้ 6.0-6.5 แบ่งใส่
หลอดจุกเกลียวขนาด 13x100 มม. หลอดละ 3 มล. น้าไปนึ่ง 10 ปอนด์ 10 นาที เมื่อเพาะเชื้อที่จะ
ทดสอบแล้ว ให้เท mineral oil ที่ปราศจากเชื้อลงไปในหลอดทันที (ให้มีความหนาประมาณ 10 มม.) 

การอ่านผล   ผลบวก: อาหารเปลี่ยนจากสีม่วง เป็นสีม่วงแดง  ผลลบ: อาหารมีสีม่วง
เหมือนเดิม หรือ ถ้าเปลี่ยนเป็นสีเหลือง (เป็นผลที่เกิดจากกรดไม่ใช่ arginine dihydrolase) 

 
22. Rapid carbohydrate utilization test for identification of Neisseria sp.  

ส่วนประกอบ   Buffered balanced salt indicator solution (BSS), KH2PO4, 0.01 g.; 
K2HPO4 0.04 g.; KCl, 0.8 g.; Phenol red (1% aqueous solution), 0.4 ml.; Distilled water, 
100 ml.   ชั่งสารทั้งหมดแล้วปรับ pH=7 ก่อน sterile โดยการกรอง เก็บในขวดฝาเกลียวที่ 4 OC  

การเติมน้้าตาล จะใช้ 20% carbohydrate solution ซ่ึงเตรียมน้้าตาล glucose, maltose, 
sucrose, lactose หรือ fructose ในน้้ากลั่น sterile โดยการกรอง เก็บใน freezer  

วิธีเตรียม   (1) น้า BSS และ carbohydrate solution ออกจากตู้เย็น ตั้งทิ้งไว้จนเท่ากับ
อุณหภูมิห้อง แล้วน้าเชื้อมา suspend ใน BSS 0.3 ml. โดยใช้เชื้อจานวนมาก (ประมาณ 2 loop) ผสม
กันให้ด,ี (2) เตรียมแต่ละการทดสอบโดยใส่ 0.1 ml. BSS ลงในแต่ละหลอด แล้วใช้ sterile pasteur 
pipette หยด 20% carbohydrate solution ชนิดที่ต้องการลงไป 1 หยด, (3) ใช้ sterile pasteur 
pipette ดูด cell suspension ในข้อ 1 หยดลง 1 หยด เขย่าแรงๆ, (4) น้าไป incubate ใน water 
bath (37 OC) และเขย่าเป็นครั้งคราว, (5) ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนจะเห็นได้ใน 15-30 นาท ีแต่บางครั้งต้องใช้
เวลาถึง 4 ชั่วโมง  

การอ่านผล : ผลบวกจะเป็นสีเหลือง  
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ภาคผนวก จ 
ผลการทดสอบภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนส 

 
สรุปผลของการทดสอบภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ Aspergillus 
sp. FK1 
 

ล าดับวัน cfu/ml OD 600 nm Keratinase activity  280 nm 

0 0.35×106 0.048 0 

1 1.3×106 0.129 3.9 

2 4.95×106 0.365 27.6 

3 5.7×106 0.501 51 

4 8.9×106 1.119 70.7 

5 8.9×106 1.119 67.8 

6 6.7×106 1.119 61.7 

7 5.95×106 1.119 56.8 
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สรุปผลของการทดสอบภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์ เคราติเนสของเชื้อ 
Penicillium sp. FK2 

 

ล าดับวัน cfu/ml OD 600 nm Keratinase activity  280 nm 

0 0.3×106 0.028 1 

1 1.0×106 0.143 4.6 

2 2.7×106 0.297 21.4 

3 4.3×106 0.543 53.1 

4 8.4×106 0.814 83.5 

5 8.4×106 0.814 80.4 

6 6.0×106 0.814 76.2 

7 5.2×106 0.814 63.5 
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สรุปผลของการทดสอบภาวะการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์ เคราติเนสของเชื้อ 
Cladosporium sp. FK3 

 

ล าดับวัน cfu/ml OD 600 nm Keratinase activity  280 nm 

0 1.15×106 0.021 0 

1 2.1×106 0.132 2.9 

2 3.9×106 0.216 19.2 

3 5.25×106 0.492 41.1 

4 7.75×106 0.661 63.2 

5 8.95×106 0.805 72.4 

6 8.95×106 0.805 68.9 

7 5.9×106 0.805 53.7 
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สรุปผลของการทดสอบสภาวการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ 
Bacillus KB1 
 

ล าดับชั่วโมง Cfu/ml OD 600 nm 
Keratinase activity 280 

nm 

0 0.1 x 1012 0.003 0.6 

3 1.2 x 1012 0.018 4.7 

6 3.6 x 1012 0.043 11.7 

9 5.7 x 1012 0.096 14.8 

12 6.8 x 1012 0.123 16.2 

15 8 x 1012 0.147 21.8 

18 8.3 x 1012 0.168 30 

24 9.5 x 1012 0.198 40.4 

36 10.6 x 1012 0.253 58.3 

48 11.1 x 1012 0.384 61.9 

60 9.1 x 1012 0.384 56.3 

72 6.8 x 1012 0.384 50.3 

84 4.6 x 1012 0.384 38.2 

96 1.2 x 1012 0.384 27.2 
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สรุปผลของการทดสอบสภาวการณ์การเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์เคราติเนสของเชื้อ 
Bacillus KB2 
 

ล าดับชั่วโมง Cfu/ml OD 600 nm 
Keratinase activity 280 

nm 

0 0.3 x 1012 0.013 3.8 

3 0.6 x 1012 0.048 7.5 

6 1.2 x 1012 0.081 13.7 

9 3.5 x 1012 0.121 19.3 

12 5.7 x 1012 0.176 26.1 

15 7.9 x 1012 0.199 36.3 

18 9.4 x 1012 0.239 54.9 

24 10.1 x 1012 0.256 59.2 

36 10.8 x 1012 0.327 63.3 

48 11.7 x 1012 0.398 73.6 

60 11.3 x 1012 0.402 67.2 

72 10.1 x 1012 0.402 58.8 

84 7.9 x 1012 0.402 51.7 

96 6.2 x 1012 0.402 40 
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สรุปผลของการทดสอบสภาวการณ์การเจริญเติบโตค่า Viable count ของ Bacillus KB3 และ 
Bacillus KB4 

 
 

KB3 KB4 ชั่วโมง/วันท่ี 



129 

 

 
สรุปผลของการเจริญเติบโตของเชื้อ Bacillus sp. KB3 และ Bacillus sp. KB4 ค่า Total count 
 

 
 

KB3 KB4 ชั่วโมง/วันท่ี 
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สรุปผลของการผลิตเอนไซม์เคราติเนสคา่กิจกรรมเอนไซม์ของเชื้อ Bacillus sp. KB3 และ 
Bacillus sp. KB4 
 

 

 
 

KB3 KB4 ชั่วโมง/วันท่ี 
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