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บทคัดย่อ

  วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อคัดเลือก

แบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายกากมันส�าปะหลัง 

จ ากอุ ตสาหกรรมการผลิ ต เอทานอลและ

กากตะกอนเยื่ อกระดาษจากอุตสาหกรรม

กระดาษ โดยการคัดแยกแบคทีเรียในอาหารที่

จ�าเพาะ ทดสอบอัตราส่วนความกว้างของโซนใส

ต่อความกว้างของโคโลนี ศึกษากิจกรรมการ

ย ่ อย โดยเอนไซม ์อะไมเลสและเซลลู เลส ท่ี

เก่ียวข้องกับการย่อยสลายและการจัดจ�าแนก

แบคทีเรีย ผลการทดสอบพบว่าแบคทีเรียรหัส 

CE1 มีค่าความกว้างของโซนใสต่อความกว้างของ

โคโลนีสูงสุดเท่ากับ 4.83 และมีค่าการผลิตน�้าตาล

รีดิวซ์ 689.74 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ในอาหาร

ทีม่กีากตะกอน ETP2A เป็น substrate ในขณะที่

แบคทีเรียรหัส SS4 มีค่าการผลิตน�้าตาลรีดิวซ์สูง

ทีส่ดุคือ 745.80 ไมโครโมลต่อมลิลลิติร ในอาหาร

ที่มีกากตะกอน ETP2 เป็น substrate แบคทีเรีย

เหล่าน้ีถูกจัดจ�าแนกได้เป็น Staphylococcus 

kloosii และ Bacillus megaterium ตามล�าดับ 

การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายกากมันส�าปะหลัง
และกากตะกอนเยื่อกระดาษ

Screening of effective bacteria in cassava waste

and paper sludge degradation

งานวิจัยนี้ชี้ชัดว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้ สามารถ

ใช้ในการท�าปุ๋ยหมักจากกากตะกอนเยื่อกระดาษ 

และพัฒนาไปสู่การผลิตหัวเชื้อได้

 

Abstract

  The aim of this research was 

to screen bacteria that can be able to 

degrading cassava waste from ethanol 

industry and paper sludge from paper 

industry in specific medium. The ratio of 

clear zone width per colony width and 

the degradation activities by amylase and 

cellulase had been tested. The result 

showed that bacterium CE1 had given 

the highest ratio of clear zone width per 

colony width at 4.83. The reducing-sugar 

production was 689.740 µmol/ml in 

medium that using ETP2A paper sludge 
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as substrate. While bacterium SS4 had 

given the highest reducing-sugar production 

at 745.79 µmol/ml in medium that 

using ETP2 paper sludge as substrate. 

These bacteria had been identified 

as Staphylococcus kloosii and Bacillus 

megaterium, respectively. This result 

indicated that isolated bacteria be able 

to make compost from paper sludge and 

developing those bacteria to produce 

inoculum.

บทน�า 

  ปัจจุบันธุรกิจภาคอุตสาหกรรมได้ขยาย

ตัวอย่างรวดเร็วในแต่ละปี จึงมีวัสดุเหลือท้ิงจาก

ภาคอุตสาหกรรมดังกล่าวจ�านวนมาก โรงงาน

อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษเป็นหนึ่งในอุตสาหกรรม

ที่มีวัสดุเหลือทิ้ง เกิดข้ึนในกระบวนการผลิตเป็น

จ�านวนมาก เช่น เปลือกไม้ ขี้เถ้าลอย (fly ash) 

และกากตะกอนบ่อบ�าบัดน�า้เสีย ทั้งนี้พบว่าวัสดุ

เหลือท้ิงดังกล่าวมีการน�ากลับไปใช้ประโยชน์ได้

ไม่เต็มที่ จึงมักจะถูกท้ิงไว้ในแหล่งผลิต ซึ่งอาจ

จะท�าให้เกิดปัญหาส่ิงแวดล้อมตามมาภายหลังได้ 

(Thongjoo และคณะ, 2005) โดยเฉพาะ

อุตสาหกรรมกระดาษซึ่งมีปริมาณกากของเสีย

หรือกากตะกอนกว่า 1,500 ตันต่อปีต่อโรง 

(น�้าหนักเปียก) ซึ่งโรงงานอุตสาหกรรมต้องรับ

ภาระค่าใช้จ่ายในการจัดการกากของเสียเหล่านี้ 

(ปราณี และคณะ, 2548) ดังนั้นหากสามารถ

หาวิธีแปรรูปให้เป็นผลิตภัณฑ์มูลค่าเพิ่ม จะเป็น

วิธีการหนึ่งในการลดปริมาณของเสียที่เกิดขึ้นได้ 

วัตถุประสงค์การทดลองเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการย่อยสลายกากมันส�าปะหลัง

ซ่ึงเป ็นของเสียที่ ถูกปฏิเสธจากกระบวนการ

ผลิตเอทานอลและกากตะกอนเยื่อกระดาษที่ได้

มาจากระบบบ�าบัดน�้าเสียของอุตสาหกรรมที่ท�า

จากบริษัทเดียวกัน เพ่ือน�าไปผลิตเป็นหัวเชื้อ

และสามารถประยุกต์ใช้ในการท�าปุ ๋ยหมักจาก

กากตะกอนต่อไป 

  ส�าหรับประเทศไทยนั้นมีโรงงานผลิตเยื่อ

กระดาษ โรงงานผลิตกระดาษและโรงงานที่ผลิต

ทั้งเยื่อกระดาษและกระดาษ ทั้งโรงงานขนาดเล็ก

และขนาดใหญ่ประมาณ 100 โรงงาน (TPPIA, 

1997) นอกจากนี้ สุภาวินี (2550) รายงานว่า

วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตมีความหลากหลาย ได้แก่ 

ไผ่ ยูคาลิปตัส กากชานอ้อย กระดาษที่ใช้แล้ว 

เป็นต้น นอกจากนี้ในอุตสาหกรรมกระดาษยังใช้

กาวจากแป้งช ่วยท�าให้กระดาษเหนียวยิ่งขึ้น 

จึงมีการใช ้แป้งจากมันส�าปะหลัง  การผลิต

แป้งมันส�าปะหลังที่ท�าจากหัวมัน 100 ตันต่อวัน 

จะมีของเหลือจากกระบวนการผลิต 47 ตัน ซึ่ง

อาจท�าให้เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมเมื่อทิ้งไว้ใน

บริเวณใกล้เคียงโรงงานแปรรูปหรือน�าไปทิ้งอย่าง

ไม่ระมัดระวัง (Aro และคณะ, 2010) ปริมาณ

กากตะกอนทีเ่กดิขึน้ของอตุสาหกรรมเยือ่กระดาษ

ยังไม่มีการน�ามาใช้ประโยชน์ 44 เปอร์เซ็นต์ 

รองลงมาคือการใช้เป็นเชื้อเพลิงภายในโรงงาน 

และวัสดุปรับปรุงดินอย่างละ 20 เปอร์เซ็นต์ 

ส่วนท่ีเหลือน�าไปถมที่และมีผู้ซื้อไปใช้ประโยชน์ 

มีความเป็นไปได้ท่ีจะน�ากากตะกอนมาใช้ท�า

ปุ ๋ยหมักโดยใช้แบคทีเรียเร่งการย่อยสลายกาก

ตะกอนเหล่านี้  แบคทีเรียที่น่าสนใจส�าหรับการท�า

หัวเชื้อ ได้แก่ แบคทีเรียย่อยสลายแป้งในกากมัน
Key words : paper sludge, cassava waste, cellulose 

degrading bacteria, starch degrading bacteria
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และแบคทีเรียย่อยสลายเซลลูโลสในกากตะกอน

เยื่อกระดาษ ซึ่งแบคทีเรียนี้จะผลิตเอนไซม์

เซลลูเลส  Choubane และคณะ (2016) ได้ศึกษา

ความหลากหลายและคัดเลือกแบคทีเรียบริเวณ

เขตอิทธิพลรอบรากพืชท่ีผลิต อะไมเลสในบาง

พื้นที่ของแอฟริกาเหนือ ผลการทดสอบพบว่า

แบคทเีรยี Carotonia ciliqua และ Ficus carica 

ที่ได้จาก Argania spinose และ Pistacia 

lentiscus มีการผลิตอะไมเลสมากท่ีสุด Vaidya 

และ Rathore (2015) ได้ท�าการคัดเลือกและจัด

จ�าแนกแบคทีเรียที่ผลิตอะไมเลสจากดินที่ปลูก

มันฝรั่ง ได้ท�าการใช้สารละลายไอโอดีน (Iodine 

solution) เพ่ือทดสอบโซนใส และได้ใช้ DNS 

เพื่อทดสอบกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส ผลพบว่า 

Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลสได้มาก

ที่สุดที่ pH 7.0 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

ส่วนการศึกษาแบคทีเรียย่อยสลายเซลลูโลส Yuan 

และคณะ (2012) ได้คัดเลือกและระบุสายพันธุ์

ของ Fusarium oxysporum ที่สร้างเซลลูเลส 

โดยการทดสอบความกว้างโซนใสจากการใช้

อาหาร Sodium-Carboxymethyl cellulose 

(Na-CMC) และท�าการทดสอบกิจกรรมการ

ย่อยสลายของเอนไซม์เซลลูเลสโดยใช้วิธีดีเอ็น

เอส (DNS method) จากผลการทดสอบพบว่า

แบคทีเรียรหัส H57-1 มีการผลิตเซลลูเลสมาก

ทีสุดคือ 1.43 IU/mL มีค่า pH 4.5-5.5 และมี

อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 60-65 องศาเซลเซียส  

Pathak และ Navneet (2016) ได้ท�าการคัดเลือก

และอธิบายลักษณะของแบคทีเรียที่ย ่อยสลาย

เซลลูโลสจากการก�าจัดของเสีย โดยใช้อาหาร 

CMC ในการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 

พบว่าแบคทเีรยีรหสั V1 หรอื Pseudomonas sp. 

สามารถย่อยเซลลูโลสได้มากท่ีสุด  จากที่กล่าวมา

ข้างต้นจะเห็นได้ว ่าท้ังแบคทีเรียผลิตเอนไซม์

เซลลูเลสและอะไมเลสสามารถช่วยย่อยสลายวัสดุ

เหลือใช้ทางการเกษตรเละอุตสาหกรรมได้เป็น

อย่างดี ดังนั้นการใช้แบคทีเรียเหล่านี้มาช่วยเร่ง

การย่อยสลาย น่าจะช่วยลดระยะเวลาในการ

หมักปุ ๋ยและลดปริมาณของเสีย ท่ี เกิด ข้ึนใน

กระบวนการอุตสาหกรรมได้

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

  กาก มันส� าปะหลั งและกากตะกอน

เยื่อกระดาษ อุปกรณ์เครื่องแก้ว ไมโครปิเปต 

เข็มเขี่ยเชื้อ ตะเกียงแอลกอฮอล์ หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ

ภายใต้ความดนัไอน�า้ ตูบ่้มเชือ้ ตูอ้บแห้ง ตูเ้ขีย่เชือ้ 

เครื่องชั่งไฟฟ้า เครื่องวัดพีเอช ตู้เย็นและตู้แช่แข็ง 

กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง เคร่ืองผสมสาร สย้ีอม

แบคทีเรยี เคร่ืองเขย่า เครือ่งสเปกโทรโฟโตมเิตอร์ 

อ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ  เครื่องปั่นเหวี่ยง อาหาร

เลี้ยงเชื้อ ได้แก่ nutrient agar (NA), starch agar 

(SA), carboxymethyl cellulose medium 

(CMC) และ nutrient broth (NB)

การคัดแยกแบคทีเรียจากกากมันส�าปะหลังและ

ตะกอนเยื่อกระดาษ

  เกบ็ตัวอย่างกากมนัส�าปะหลงั (Decanter 

E85 ที่ผ่านขั้นตอนการรีดน�้าออก และ AS E85 ที่

ไม่ได้ผ่านขั้นตอนการรีดน�้าออก) จากอุตสาหกรรม

เอทานอล และกากตะกอนเยื่อกระดาษ (ETP2 ที่

ไม่ได้ผ่านขั้นตอนการรีดน�า้ออก และ ETP2A ที่

ผ่านการรีดน�า้ออก) จากโรงงานกระดาษที่จังหวัด 

ปราจีนบุรี จ�านวน 4 ตัวอย่าง ใช้ตัวอย่าง 10 กรัม 

แยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยแป้ง

ในกากมันส�าปะหลัง และย่อยเซลลูโลสในกาก
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ตะกอนเยื่อกระดาษ โดยวิธีการคล้ายคลึงกับการ

เจือจางสารละลายดิน (ธงชัย และคณะ, 2551) 

ซึ่งมีระดับการเจือจาง 10-1-10-6 น�าไปกระจาย 

(spread plate) บนอาหาร SA และ CMC แต่ละ

ความเจือจางท�า 3 ซ�้า น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25-30 

องศาเซลเซียส นาน 7 วัน จากนั้นเลือกโคโลนี

ที่เจริญบนอาหารท่ีมีลักษณะแตกต่างกัน

ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยแป้งและเซลลูโลส

ของแบคทีเรีย

  ทดสอบแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายแป้ง และแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ

ในการย่อยสลายเซลลูโลส โดยเล้ียงแบคทีเรีย

ในอาหาร SA และ CMC ขีดเส้นแบ่งจานเพาะ

เชื้อออกเป็น 4 ส่วน จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันที่ผ่าน

การฆ่าเชื้อแล้วแตะเช้ือท่ีเป็นโคโลนีมาจุดลงบน

อาหารแต่ละส่วน น�าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25-30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เก็บผลการย่อย

สลายแป้งโดยน�าสารละลายไอโอดีนมาหยดบน

อาหารเลี้ยงเชื้อให้ท่วมตามวิธีของ Vaidya และ 

Rathore (2015)  ส่วนผลการย่อยสลายเซลลูโลส 

เก็บผลโดยน�า 0.1 เปอร์เซ็นต์ congo red มาหยด

บนอาหารเลี้ยงเชื้อให้ท่วม ทิ้งไว้ 15 นาที แล้วล้าง

ออกด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ประมาณ 

2-3 ครั้ง จนเห็นโซนใส ที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีของ

แบคทีเรียตามวิธีของ Pathak and Navneet 

(2016) จากนั้นวัดความกว้างโคโลนีของแบคทีเรีย 

และความกว้างโซนใส อัตราส่วนระหว่างความ

กว้างโซนใสต่อความกว้างโคโลนี 

การทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรีย  

  เตรียมหัวเชื้อโดยเลี้ยงในอาหาร NB 

เขี่ยเชื้อ 1 loop แล้วน�าไปใส่เครื่องเขย่า เป็น

เวลา 1 วัน เมื่อได้เชื้อที่เลี้ยงไว้แล้วให้น�าไปปรับ 

ค่าความขุ่น (OD) ด้วยน�้ากลั่น โดยการวัดค่าด้วย

เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร ให้เซลล์มคีวามขุน่เท่ากบั 0.6 (OD600 

= 0.6) น�าแบคทีเรียที่คัดแยกได้แต่ละชนิด และ

แบคทีเรียไอโซเลต SS4 ท่ีมีอยู ่แล้วในห้อง

ปฏิบัติการซึ่งคัดแยกได้จากกากตะกอนไบโอแก๊ส 

(เนตรนภา, 2552) ใส่ลงในอาหาร CMC ที่ใส่

กากมันส�าปะหลังและกากตะกอนเยื่อกระดาษ

แทน carboxymethyl cellulose เพื่อศึกษา

กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสและกิจกรรมเอนไซม์

เซลลูเลส ตามล�าดับ โดยเตรียมในขวดรูปชมพู่ 

100 มิลลิลิตร ท�าเชื้อละ 3 ซ�า้ เลี้ยงแบคทีเรียโดย

การใช้เครื่องเขย่า เป็นเวลา 7 วัน น�ามากรอง และ

ปิเปต 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติม dinitrosalicylic 

acid (DNS) 3 มิลลิลิตร น�าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียส นาน 5 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร น�าค่าที่ได้

เทียบกับกราฟมาตรฐาน ค�านวณปริมาณน�้าตาล

รีดิวซ์ในหน่วยไมโครโมลของกลูโคสต่อมิลลิลิตร 

ดัดแปลงจากวิธีของ (Behera และคณะ, 2014)

การจัดจ�าแนกแบคทีเรีย

  น�าแบคทีเรียที่คัดเลือกมาศึกษาลักษณะ

ทางสณัฐานวทิยาเบือ้งต้นโดยการย้อมสแีบบแกรม 

การสกดัดีเอน็เอด้วยชดุสกดั NucleoSpin tissue 

(Macherey-Nagel, Germany) และเพิ่มปริมาณ

ดเีอน็เอด้วยเทคนคิพซีอีาร์เพือ่จดัจ�าแนกแบคทเีรยี

โดยใช้ยีน 16S rRNA ซึ่งมีไพรเมอร์ 2 คู่ คือ 

785F 5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3' และ 

907R 5' (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3' 

กับ 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC 

AG) 3' และ 1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT 

ACG ACT T) 3' ส�าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ท�าตามวิธีของ Marogen Inc, Korea
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  น�าข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์

ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SAS โดยวิธี

วิเคราะห์ของ Duncan’s new multiple range 

test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์

ผลและวิจารณ์ 

ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากกากมันส�าปะหลัง 

และกากตะกอนเยื่อกระดาษ

  ก า ร คั ด แ ย ก แ บ ค ที เ รี ย จ า ก ก า ก

มันส�าปะหลัง (Decanter E85 และ AS E85) 

พบความแตกต ่ างของโคโลนีแบคที เรี ยบน

อาหาร SA ทั้งหมด 3 ไอโซเลต ได้แก่แบคทีเรียรหัส 

SD1 SD2 และ SA1 ส่วนการคัดแยกแบคทีเรีย

จากกากตะกอนเยื่อกระดาษ (ETP2 และ ETP2A) 

พบความแตกต่างของโคโลนีแบคทีเรียบนอาหาร 

CMC ทั้งหมด 2 ไอโซเลต ได้แก่ แบคทีเรีย

รหัส CE1 และ CE2 ซึ่งจะน�ามาเปรียบเทียบกับ

แบคทีเรีย SS4 ที่มีอยู่แล้วในห้องปฏิบัติการ

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายแป้ง 

และเซลลูโลสของแบคทีเรีย

  จาก Table 1  ผลการทดสอบพบว่า 

แบคทีเรียรหัส SD2 มีค่าความกว้างของโคโลนี

เฉลี่ย 0.2 ซม. และค่าความกว้างโซนใสเฉลี่ย 1.3 

ซม. ซึ่งท�าให้มีอัตราส่วนระหว่างความกว้างโซน

ใสต่อความกว้างโคโลนีเฉลี่ยสูงสุดมีค่า 5.7 ซึ่งมี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ  จาก 

Table 3 แบคทีเรียรหัส CE1 มีความกว้างของ

โคโลนีเฉลี่ย 0.1 ซม. และความกว้างโซนใสเฉลี่ย 

0.6 ซม. ซึ่งมีอัตราส่วนระหว่างความกว้างโซนใส

ต่อความกว้างโคโลนีเฉลี่ยสูงมีค่า 4.8 แต่ไม่พบ

ความแตกต่างกันทางสถิติ  งานวิจัยของศิริณา 

(2558) พบว่าแบคทีเรียที่มีอัตราส่วนระหว่าง

ความกว้างโซนใสต่อความกว้างโคโลนีมาก จะมี

ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์และส่งผลท�าให้

การผลิตน�้าตาลรีดิวซ์มากตามไปด้วย  แต่ไม่ได้

ท�าการเปรียบเทียบกับแบคทีเรียรหัส SS4 ซึ่งมี

อยู่แล้วในห้องปฏิบัติการ

Table 1 The diameter of colony width, clear zone width and ratio of clear zone width per

 colony width on starch agar

statistically significant differences indicated with *p<0.05, **p<0.01 by Duncan's new multiple range test.
 ns: non-significant

 Treatment Colony (cm.) Clear zone (cm.) Ratio

 SD1 0.4b 1.1b 3.0b

 SD2 0.2b 1.3b 5.7a

 SA1 1.6a 2.7a 1.7b

 F-test ** ** *

 CV (%) 18.741 15.809 33.124
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ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรีย

ย่อยสลายแป้ง และเซลลูโลส

  จากผลการทดลอง Figure 1a และ 1b 

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลายแป้ง

รหัส SD2 มีค่าปริมาณน�า้ตาลรีดิวซ์สูงที่สุดใน

อาหารที่มี Decantor E85 และ AS E85 เป็น

สับสเตรต มีค่า 678.23 และ 636.20 ไมโครโมล

ต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ ซึ่งมากกว่าชุดควบคุมคิด

เป็น 47.76 และ 34.64 เปอร์เซ็นต์ ตามล�าดับ 

โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญยิ่งทาง

สถิติ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียรหัส SD2 มีการ

ปลดปล่อยเอนไซม์อะไมเลส สามารถย่อยสลาย

กากมันส�าปะหลัง Decanter E85 มีประสิทธิภาพ

สูงสุด เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานของ Aransiola 

และ Fagade (2015) มีการย่อยสลายเปลือก

มนัส�าปะหลงัผสมฟางข้าว โดย Pseudomonas sp. 

มีค่าปริมาณน�า้ตาลรีดิวซ์เท่ากับ 28.70, 45.11 

และ 14.00 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลา 

14 วัน ซึ่งมีค่าปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์น้อยกว่า  

อย่างไรก็ตาม ในต�ารับควบคุมมีค่ากิจกรรมของ

เอนไซม์ อาจเนื่องมาจากสีของสารตัวอย่าง

ท�าปฏิกิริยากับสารละลาย DNS

  จากผลการทดลอง Figure 1c และ 1d 

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลาย

เซลลูโลสรหัส CE1 มีค่าปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์ที่

สูงที่สุดในอาหารที่มี ETP2 และ ETP2A เป็นสับ

สเตรต มีค่า 657.21 และ 689.74 ไมโครโมลต่อ

มิลลิลิตร ตามล�าดับ ซึ่งมากกว่าชุดควบคุมคิดเป็น 

40.86 และ 49.13 เปอร์เซ็นต์ ตามล�าดับ โดย

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญยิ่งทางสถิติ  

เมื่อน�าค่าปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์มาเปรียบเทียบ

กับงานวิจัยของศิริณา (2558) พบว่าในระยะ

เวลา 7 วัน แบคทีเรีย CS ย่อยสลายซังข้าวโพด ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค่าปริมาณน�้าตาล

รีดิวซ์ 320.17 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ซ่ึงมีค่า

ต�่ากว่าการย่อยสลายกากตะกอน ETP2A โดย

แบคทีเรียรหัส CE1  แบคทีเรียรหัส SS4 ที่มีอยู่

แล้วในห้องปฏิบัติการได้จากการคัดแยกจากกาก

ตะกอนไบโอแก๊ส (เนตรนภา, 2552) มีค่าปริมาณ

น�้าตาลรีดิวซ์สูงในอาหารที่มี ETP2 เป็นสับสเตรต 

เท่ากับ 745.80 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร แต่มีค่า

ปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์ในอาหารที่มี ETP2A เป็น 

substrate ต�่ากว่า เท่ากับ 667.72 ไมโครโมลต่อ

มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียรหัส CE1  

Table 2 The diameter of colony width, clear zone width and ratio of clear zone width per

 colony width on CMC medium

statistically significant differences indicated with *p<0.05, **p<0.01 by Duncan's new multiple range test.
 ns: non-significant

 Treatment Colony (cm.) Clear zone (cm.) Ratio

 CE1 0.1b 0.6b 4.8 

 CE2 1.2a 3.7a 3.2 

 F-test ** ** ns

 CV (%) 17.765 5.371 35.872
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อย่างไรก็ตาม ในต�ารับควบคุมมีค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ อาจเนื่องมาจากสีของสารตัวอย่างท�า
ปฏิกิริยากับสารละลาย DNS
ผลการจัดจ�าแนกแบคทีเ รียย ่อยสลายกาก
มันส�าปะหลัง และแบคทีเรียย่อยสลายกาก
ตะกอนเยื่อกระดาษ
  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบื้องต้นโดยการย้อมสีแบบแกรมพบว่าแบคทีเรีย
รหัส SD2 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างท่อน 
แบคทีเรียรหัส CE1 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร่างกลม และแบคทีเรียรหัส SS4 เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน จาก Table 3 
เมื่อจัดจ�าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต 
ท่ีมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายกากมนัส�าปะหลงั 
และกากตะกอนเยื่อกระดาษ มีเปอร์เซ็นต์
การจัดจ�าแนกความคล้ายคลึงเท่ากับ 99% 

พบว่าแบคทีเรียรหัส SD2 คือ Klebsiella 
pneumoniae ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิดโรค
ปอดอักเสบ (สมชาย และกาญจนา, 2532), 
CE1 คือ Staphylococcus kloosii ไม่มี
รายงานสาเหตุของการก่อโรคซึ่งมีรายงานการ
พบแบคทีเรียอยู ่ ในจีนัส Acinetobacter, 
Pseudomonas และ Staphylococcus ที่ย่อย
สลายเซลลูโลสในล�าไส้ปลวก (Pourramezan 
และคณะ, 2012) ส่วนแบคทีเรียรหัส SS4 คือ 
Bacillus megaterium ไม่มีรายงานสาเหตุการ
ก่อโรค และพบว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
เซลลูโลส สอดคล้องกับ Shakoor และคณะ, 
2013 ที่พบว่า Bacillus megaterium S3 
สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้  สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Ghribi และคณะ, 2016 ที่พบ
แบคทีเรียสกุล Klebsiella และ Bacillus จาก

Figure 1  Reducing sugar releasing in CMC medium, a using Decanter E85 as substrate, b using

 AS E85 as substrate, c using ETP2 as substrate, d using ETP2A as substrate
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1978) โดยเมื่อน�าไปท�าปุ๋ยหมัก กองปุ๋ยหมักจะ

มีอุณหภูมิสูงถึง 40-50 องศาเซลเซียส (สมศักดิ์, 

2521) ซ่ึง Staphylococcus kloosii และ 

Bacillus megaterium สามารถเจรญิอยูไ่ด้ ส่วน 

Klebsiella pneumoniae ที่เจริญได้ดีในช่วง

อุณหภูมิ 25-42 องศาเซลเซียส (Tsuji และคณะ, 

1982) จะไม่สามารถเจริญอยู่ได้ในกองปุ๋ยหมัก

ของเสียในโรงงานกระดาษ  และมีรายงานว่า

แบคทีเรีย Staphylococcus kloosii เจริญได้ดี

ในช่วงอุณหภูมิ 6-46 องศาเซลเซียส และสามารถ

ทนความร้อนได้ถึง 60 องศาเซลเซียส (นิธิยา, 

2545) ส่วน Bacillus megaterium เจริญได้ดีใน

ช่วงอุณหภูมิ 31-76 องศาเซลเซียส และสามารถ

ทนความร้อนได้ถึง 90 องศาเซลเซียส (Warth, 

Table 3 Identification of bacteria degraded cassava waste and paper sludge

* เชื้อสาเหตุโรคคน (สมชาย และกาญจนา, 2532)

 Bacteria Species Identification (%)

 SD2 Klebsiella pneumonia* 99

 CE1 Staphylococcus Kloosii 99

 SS4 Bacillus megaterium 99

สรุปผลการทดลอง
 

  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ

ในการย ่อยสลายกากมันส�าปะหลังและกาก

ตะกอนเยื่อกระดาษ โดยการคัดแยกแบคทีเรียใน

อาหาร SA และ CMC ตามล�าดับ พบแบคทีเรีย

รหัส SD2 มีอัตราส่วนความกว้างของโซนใสต่อ

ความกว้างของโคโลนีเฉลี่ยเท่ากับ 5.7 มีค่าการ

ผลิตน�้าตาลรีดิวซ์สูงสุดคือ 678.23 ไมโครโมลต่อ

มิลลิลิตร และสามารถย่อยสลายกากมันส�าปะหลัง 

จัดจ�าแนกได้เป็น Klebsiella pneumoniae แต่

ไม่เหมาะจะน�าไปผลิตหัวเชื้อส�าหรับท�าปุ๋ยหมัก

เนื่องจากเป็นเชื้อก่อโรค ส่วนแบคทีเรียรหัส CE1 

มีค่าความกว้างของโซนใสต่อความกว้างของโค

โลนีเฉลี่ยและมีค่าการผลิตน�้าตาลรีดิวซ์ 4.8 และ 

689.74 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ และ

สามารถย่อยสลายกากตะกอนเยื่อกระดาษ ซึ่งจัด

จ�าแนกได้เป็น Staphylococcus kloosii ส่วน

แบคทีเรียรหัส SS4 จัดจ�าแนกได้เป็น Bacillus 

megaterium มีค่าการผลิตน�า้ตาลรีดิวซ์เท่ากับ 

745.80 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ซึ่งทั้งแบคทีเรีย

รหัส CE1 และ SS4 เหมาะจะน�ามาผลิตหัวเชื้อได้

โดยอาจใช้เป็นหัวเช้ือผสมส�าหรับท�าปุ ๋ยหมัก

จากกากตะกอนเยื่อกระดาษ 

ค�าขอบคุณ 

  ขอขอบคณุโปรแกรมสนับสนนุการพฒันา

เทคโนโลยีและนวัตกรรม (Innovation and 

Technology Assistance Program; ITAP) และ

บริษัท ดี.เอ รีเซิร์ช เซ็นเตอร์ จ�ากัด ที่สนับสนุน

เงินทุนและตัวอย่างในการวิจัยครั้งนี้
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