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บทคัดย่อ: งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือคดัแยกแบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลส โดยวางแผนการทดลองแบบ
สุม่สมบรูณ์ จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ศกึษาประสทิธิภาพการผลติเอนไซม์เซลลเูลสโดยสงัเกตจากโซนใสท่ีเกิดขึน้ใน
อาหาร CMC ประเมินกิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้ซงัข้าวโพด
และผกัตบชวาเป็นซบัสเตรต การวิเคราะห์ข้อมลู วดัปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์ท่ีเกิดขึน้ ผลการทดลองแสดงวา่
แบคทีเรียท่ีคดัแยกได้สามารถผลติเอนไซม์เซลลเูลสท่ีอณุหภมิูสงู อตัราสว่นของโซนใสตอ่ความกว้างของโคโลนี
แตกตา่งอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิและท�ำการจดัจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีคดัเลอืกโดยใช้บริเวณ 16S rRNA 
ได้เป็น Bacillus sp. strain BDHGL04, Bacillus sp. strain ST-R7 และ Alcaligenes sp. BZC5 ท่ีระดบั
ความคล้ายคลงึ 99, 99 และ 98% ตามล�ำดบั จากการทดสอบการยอ่ยสลายซงัข้าวโพดเละผกัตบชวาพบวา่
มีกิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลสสงูกวา่ต�ำรับควบคมุ โดยเฉพาะ การใช้ซงัข้าวโพดหรือผกัตบชวาเป็นซบัสเตรต
ร่วมกบั Bacillus sp. strain BDHGL04 โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์เทา่กบั 132.44 และ 138.37 มก./มล. ตามล�ำดบั 
เม่ือบม่ท่ีอณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส และแบคทีเรียมีความขุน่ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เทา่กบั 0.49 
คดิเป็นแบคทีเรียจ�ำนวน 108 ซีเอฟย/ูมล. น�ำแบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลสทัง้สองชนิดมาผลติเป็นผงเชือ้ผสมและ
ศกึษาอตัราการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกั พบวา่มีอตัราการยอ่ยสลายสงูสดุเทา่กบั 27.22 มก./วนั ในสปัดาห์ท่ี 2 
จะเหน็ได้วา่แบคทีเรียท่ีคดัเลอืกได้มีศกัยภาพในการน�ำไปใช้เร่งการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกัประเภทซงัข้าวโพด
และผกัตบชวา
ค�ำส�ำคัญ: แบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลส ปุ๋ ยหมกั ซงัข้าวโพด ผกัตบชวา

ABSTRACT: The object of this research was to isolate cellulose-degrading bacteria. The experimental 
design was completely randomized design of three replications. The effective cellulase production 
was studied observing clear zone on CMC medium. The cellulase activity at 30 and 50°C was 
estimated using corncob and water hyacinth as substrates. The data analysis was measured by 
reducing-sugar assay. The results showed that the selected bacteria can produce cellulase at high 
temperature. The ratio of clear zone width per colony width was significantly difference. The 
bacteria were identified by 16S rRNA gene as Bacillus sp. strain BDHGL04, Bacillus sp. strain 
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ST-R7 and Alcaligenes sp. BZC5 were 99, 99 and 98% of similarity, respectively. From the test 
of corncob and the water hyacinth decomposition, the cellulase activity was higher than that of 
control. Especially, the use of corncob or water hyacinth with Bacillus sp. strain BDHGL04 were 
132.44 and 138.37 mg/ml respectively at 50°C. The optical density of bacteria was 0.49 at 600 nm, 
representing 108 CFU/ml. The both cellulose-degrading bacteria were used to produce an inoculum 
for accelerated compost decomposition and it was found that the highest decomposition rate of 
up to 27.22 mg/day at 2 weeks. Hence, the selected bacteria is possible to produce inoculum for 
decomposition accelerator of the compost that contains corncob and water hyacinth. 
Keywords: cellulose-degrading bacteria, compost, corncob, water hyacinth

บทน�ำ

	 ประเทศไทยประชาชนมากกวา่ร้อยละ 50 
ประกอบอาชีพเกษตรกรรม หลงัจากการเก็บเก่ียว
ผลผลิตทางการเกษตรท�ำให้มีวัสดุเหลือใช้ต่างๆ 
เชน่ ฟางข้าว ใบอ้อย ใบมนัส�ำปะหลงั และซงัข้าวโพด 
เป็นต้น มีปริมาณวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตรมาก
ถงึ 43 ล้านตนัตอ่ปี (สหุฤทธา และดาวลัย์, 2557) 
โดยเฉพาะการผลิตข้าวโพดทั่ว โลกส�ำหรับปี 
2012/2013 มีผลผลติข้าวโพดรวม 868.80 ล้านตนั 
โดยผลผลิตข้าวโพดทกุๆ 1 ตนั จะได้ซงัข้าวโพด
ปริมาณ 160-180 กิโลกรัม ดงันัน้จะมีซงัข้าวโพด
ปริมาณกวา่ 139-156.38 ล้านตนัทัว่โลก (USDA, 2014; 
Zhang et al., 2013) ขณะท่ีผลผลติข้าวโพดใน
ประเทศไทยท่ีน�ำ้หนกั 100 กิโลกรัม จะได้เมลด็ข้าวโพด 
82% และเป็นซงัข้าวโพด 18% (เจษฎา และ ธีรพงษ์, 
2554) จากข้อมลูผลผลติทางการเกษตรของกรมสง่เสริม
การเกษตร ในปี 2549 – 2550 มีปริมาณซงัข้าวโพด
เทา่กบั 0.84 ล้านตนั  โดยทัว่ไปเกษตรกรไมไ่ด้ใช้
ประโยชน์จากซงัข้าวโพด บางรายทิง้ให้ยอ่ยสลาย
ไปเอง หรือเผาทิง้เพ่ือเตรียมพืน้ท่ีปลกูในฤดกูาลถดัไป 
ซึ่งการเผาท�ำลายจะส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพ
อากาศ ปัจจบุนัจงึมีแนวความคดิท่ีจะน�ำซงัข้าวโพด
มาท�ำปุ๋ ยหมกัเพ่ือก�ำจดัเศษวสัดเุหลอืใช้นี ้สว่นผกัตบชวา
เป็นวชัพืชน�ำ้ล้มลกุ ซึง่แพร่กระจายไปมากกวา่ 50 
ประเทศใน 5 ทวีป รวมทัง้ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 
อตัราการขยายพนัธุ์ ท่ีรวดเร็วส่งผลต่อการปรับตวั
ของระบบนิเวศ สภาพแวดล้อม สขุภาพของมนษุย์ 
และการพฒันาทางเศรษฐกิจ (Sharma et al., 2016) 
จากผลการส�ำรวจของกรมโยธาธิการและผงัเมือง 
ผกัตบชวามีปริมาณ 6.2 ล้านตนั ทัว่ประเทศไทย 
เป็นเหตุให้น�ำ้เน่าเสีย และขวางทางเดินเรือ มี
รายงานวา่การจดัการผกัตบชวาประสบผลส�ำเร็จใน

การน�ำมาท�ำปุ๋ ยหมกั และไมท่�ำให้เกิดการแพร่กระจาย
ของผกัตบชวา เพราะเมลด็ของผกัตบชวาจะไมส่ามารถ
มีชีวิตรอดท่ีอณุหภมิู 57 องศาเซลเซียส (Montoya et al., 
2013) จากท่ีกลา่วมาข้างต้น การท�ำปุ๋ ยหมกัจากวสัดุ
เหลอืใช้ทางการเกษตร หรือวสัดอิุนทรีย์จากวชัพืชน�ำ้ 
จะสามารถช่วยแก้ปัญหาเร่ืองสิ่งแวดล้อม โดยลด
ปริมาณวสัดเุหลา่นี ้และน�ำไปใช้ให้เกิดประโยชน์สงูสดุ
องค์ประกอบบางสว่นของวสัดอิุนทรีย์ท่ีได้จากพืชนัน้
ยอ่ยสลายได้ยาก ในซงัข้าวโพดพบวา่มีองค์ประกอบ
ของเซลลโูลส 32.3-45.6% เฮมิเซลลโูลส 39.8% และ 
ลกินิน 6.7-13.9% ในขณะท่ีผกัตบชวามีเซลลโูลส 
18.2-22.1% และเฮมิเซลลโูลส 48.7-50.1% และลกินิน 
3.5-5.4% (Kumar et al., 2009; Aswathy et al., 2010) 
เซลลูโลสเป็นสายโพลีแซคคาไรด์ของน� ำ้ตาล 
D-glucose เช่ือมตอ่ด้วยพนัธะ β-1,4 glycosidic 
ซึง่ประกอบด้วยน�ำ้ตาลกลโูคสมากกวา่ 10,000 หนว่ย 
กระบวนการย่อยเซลลโูลสเสร็จสมบูรณ์แล้วจะได้
ผลผลติเป็นน�ำ้ตาลกลโูคส (สภุาวดี, 2557) ซึง่สามารถ
ท�ำได้โดยจลุนิทรีย์ยอ่ยสลายเซลลโูลส รายงานของ ธงชยั 
(2550) จลุนิทรีย์ท่ีมีบทบาทในการยอ่ยสลายเศษพืช
ประกอบด้วยจลุนิทรีย์ 3 กลุม่ คือ แบคทีเรีย รา และ
แอคตโินไมซีต ได้แก่ Bacillus sp., Cellulomonas sp., 
Aspergillus sp., Trichoderma sp., Nocardia sp., 
และ Streptomyces sp. เป็นต้น จลุนิทรีย์เหลา่นีจ้ะ
ขบัเอนไซม์เซลลเูลส (cellulase) ออกมายอ่ยสลาย
เศษพืชได้สารตา่ง  ๆมากมาย การใช้แบคทีเรียยอ่ยสลาย
เซลลูโลสเร่งการย่อยสลายในกองปุ๋ ยหมักจาก 
ซงัข้าวโพดและผกัตบชวา ท�ำให้ได้ปุ๋ ยหมกัท่ียอ่ยสลาย
สมบรูณ์เร็วขึน้  เกิดประโยชน์ทางการเกษตร โดยลด
ต้นทนุ สร้างรายได้ให้กบัชมุชน และลดปัญหาเร่ือง
สิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตาม ยังมีความต้องการ
แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสท่ีสามารถท�ำ
กิจกรรมได้ท่ีอณุหภมิูสงู เน่ืองจากในกระบวนการหมกั
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จะเกิดความร้อนสงู ซึง่ท�ำให้จลุนิทรีย์ท่ีเก่ียวข้องใน
การยอ่ยสลายลดจ�ำนวนลง (Nakasaki and Hirai, 2017) 
งานวิจยันีจ้ึงสนใจท่ีจะคดัแยกแบคทีเรียย่อยสลาย
เซลลโูลสโดยบม่ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส 
เพ่ือน�ำมาใช้ในการยอ่ยสลายซงัข้าวโพด และผกัตบชวา 
โดยตรวจสอบประสทิธิภาพการยอ่ยสลายในอาหาร
เลีย้งเชือ้ ศกึษากิจกรรมของเอนไซม์เซลลเูลส และเตรียม
ผงเชือ้ เพ่ือใช้ศกึษาอตัราการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกั

วธีิการศกึษา

การคัดแยกแบคทเีรียย่อยสลายเซลลูโลส
	 คดัแยกแบคทีเรียย่อยสลายเซลลโูลสจาก
ตวัอยา่งดนิ (CS) เศษใบไม้ (CL) และขอนไม้ (CW) 
โดยใช้ตวัอยา่ง 10 กรัม ใสล่งในขวดรูปชมพูท่ี่มีน�ำ้กลัน่
ฆา่เชือ้ 90 มล. ท�ำการเจือจางสารละลายตวัอยา่ง
ให้อยูใ่นชว่ง 10‑1-10‑6 และปิเปตสารละลายตวัอยา่ง
ปริมาตร 0.1 มล. ลงในจานเพาะเชือ้ท่ีมีอาหาร 
carboxymethyl cellulose (CMC) agar ซึง่เป็น
อาหารจ�ำเพาะส�ำหรับคดัแยกแบคทีเรียย่อยสลาย
เซลลโูลส ประกอบด้วย CMC 10 กรัม, tryptone 2 กรัม, 
HK

2
PO

4
 4 กรัม, Na

2
HPO

4
 4 กรัม, MgSO

4
.7H

2
O 0.2 กรัม, 

CaCl
2
.2H

2
O 0.001 กรัม, FeSO

4
.7H

2
O 0.004 กรัม 

วุ้น 15 กรัม และปรับ pH = 7 (ดดัแปลงจาก Apun et al., 
2000) บม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24-48 ชม. คดัเลอืกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแตกตา่งกนั
ไว้ท�ำการทดลองตอ่ไป

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ย่อยสลายเซลลูโลสที่คัดแยกได้
	 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลาย
เซลลโูลสของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ กบัแบคทีเรีย
ยอ่ยสลายเซลลโูลส ซึง่มีอยูแ่ล้วในห้องปฏิบตักิาร
จลุชีววิทยาทางดนิ ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร 
ก�ำแพงแสน ได้แก่ แบคทีเรีย SS4 ท่ีคดัแยกได้จาก
กากตะกอนไบโอแก๊ส และแบคทีเรีย W4 ท่ีแยกได้
จากดนิ ท�ำการ cross streak แบคทีเรียแตล่ะชนิด
ในอาหาร CMC บม่เชือ้ไว้ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส 
ใช้ไม้จิม้ฟันท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้วแตะเชือ้ท่ีเป็นโคโลนี
เด่ียวมาจดุลงบนอาหาร CMC ตรงกลางจานเพาะเชือ้ 
บม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง ตรวจสอบโซนใสโดยย้อมสีด้วย 0.3% 

congo red เป็นเวลา 20 นาที และล้างด้วย 1M NaCl 
2-3 ครัง้ ค�ำนวณอตัราสว่นของความกว้างของโซนใส
ตอ่ความกว้างของโคโลนี (Z/C) หนว่ยเป็น ซม.

กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสโดยใช้ซัง
ข้าวโพด และผักตบชวาเป็นซับสเตรต
	 การวัดกิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส โดย
วิเคราะห์ปริมาณน�ำ้ตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดขึน้ ดัดแปลง
จาก Behera et al. (2014) ใช้อาหารเหลว CMC 90 
มล. แตน่�ำซงัข้าวโพด และผกัตบชวาสบัละเอียดใส่
ขวดรูปชมพู ่ขวดละปริมาณ 10 กรัม เป็นซบัสเตรต
แทน 1% สารละลาย CMC ใน 0.05 M citrate 
buffer (pH 4.8) ก�ำหนดคา่ความขุน่ของผงเชือ้
แบคทีเรียแตล่ะชนิด (OD

600
) เทา่กบั 0.6 ปิเปต

สารละลายแบคทีเรียท่ีเตรียมได้ใสใ่นอาหารเหลวท่ี
เตรียมไว้ 10 มล. เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 180 รอบ/
นาที บม่เป็นเวลา 48 ชม. ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 
องศาเซลเซียส จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง 1 
มล. เตมิ 3 มล. ของสารละลาย DNS น�ำไปต้มในน�ำ้
เดือดท่ีอณุหภมิู 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
วดัคา่การดดูกลนืแสงท่ี 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบ
กบักราฟมาตรฐานกลโูคส ก�ำหนดให้ 1 ยนิูตของเอนไซม์ 
คือ 1 มก.ของกลโูคส/มล.

การจดัจ�ำแนกแบคทเีรียย่อยสลายเซลลูโลส
	 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได้ จากชดุสกดั NucleoSpin tissue (Macherey-
Nagel, Germany) แอมพลไิฟล์ยีน 16S rRNA โดย
ใช้ PCR ไพรเมอร์ท่ีใช้คือ universal primers 27F  
5’ (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3’ และ 
1492R 5’ (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) 3’ 
ท่ีสภาวะ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที, 94 องศาเซลเซียส 
30 วินาที, 58 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 
3 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที 
(Reinsenbach et al., 2000) จากนัน้ตรวจวิเคราะห์
การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยวิธี gel electrophoresis 
บน 1% agarose gel และน�ำผลติภณัฑ์ท่ีได้จาก 
PCR ท�ำ DNA sequencing โดยใช้ไพรเมอร์ 785F 
5’ (GGA TTA GAT ACC TGG TA) 3’ และ 907R  
5’ (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3’ 
(Marogen Inc, Korea) วิเคราะห์ล�ำดบัเบสกบั BLASTN 
และจดัจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลส
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ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นกับจ�ำนวน
แบคทเีรียที่เลีย้งในอาหารเหลว
	 เตรียมผงเชือ้โดยเลีย้งในอาหาร nutrient 
broth (NB) 100 มิลลลิติร ใช้ความเร็วรอบ 180 รอบ/นาที 
บม่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ปรับคา่ความขุน่ของ
ผงเชือ้เทา่กบั 0.4, 0.8 และ 1.0 ท่ี OD

600
 น�ำผงเชือ้ท่ี

มีคา่ความขุน่ตา่งๆ ไปเจือจางให้อยูใ่นชว่ง 10-6-10-9 
แล้วปิเปตสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 0.1 มิลลลิติร 
เพ่ือ spread plate บนอาหาร nutrient agar (NA) 
บม่ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
นบัจ�ำนวนแบคทีเรียและบนัทกึผล ท�ำการเปรียบเทียบ
คา่ความขุน่กบัจ�ำนวนแบคทีเรียท่ีนบัได้ เพ่ือให้ได้
คา่ความขุน่ท่ีมีปริมาณแบคทีเรียเทา่กบั 108 ซีเอฟย/ู
มิลลลิติร เตรียมผงเชือ้ใหมอี่กครัง้โดยปรับคา่ความขุน่
ตามค่าท่ีได้จากกราฟและปิเปตมาผสมกับพีต 
ก�ำหนดให้มีจ�ำนวนแบคทีเรียเทา่กบั 108 ซีเอฟย/ูพีต 
1 กรัม และท�ำให้มีความชืน้อยูป่ระมาณ 40% จาก
นัน้บรรจใุสถ่งุ ถงุละ 100 กรัม ปิดให้สนิท เก็บท่ีอณุหภมิู 
4 องศาเซลเซียส น�ำไปใช้เป็นผงเชือ้ส�ำหรับ 
การยอ่ยสลายปุ๋ ยหมกัจากซงัข้าวโพด และผกัตบชวาได้

อัตราการ ย่อยสลายของ ปุ๋ยหมักจากซัง
ข้าวโพดและผักตบชวา
	 ศึกษาอัตราการย่อยสลายของปุ๋ ยหมัก 
ดดัแปลงวิธี litter bag method (Fioretto et al.,  1998) 
โดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) จ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ประกอบด้วย 2 ต�ำรับ
การทดลอง คือ ไมใ่สแ่ละใสผ่งเชือ้แบคทีเรียยอ่ย
สลายเซลลโูลส โดยใช้ถงุตาขา่ยขนาด 12×12 ซม. 
บรรจปุุ๋ ยหมกั 35 กรัม ประกอบด้วย ซงัข้าวโพด ผกั
ตบชวา แกลบ และขยุมะพร้าว อตัราสว่น 5: 3: 1: 1 
(ดดัแปลงจาก สมศกัดิ์, 2521) ส�ำหรับกองปุ๋ ยหมกั
ท่ีมีการใสผ่งเชือ้ใช้อตัรา 100 กรัม ตอ่ปุ๋ ยหมกั 1 ตนั 
ผสมกบัน�ำ้แล้วรดท่ีปุ๋ ยหมกัโดยให้มีความชืน้ 60% 
จากนัน้น�ำไปฝังดนิใต้ต้นไม้ท่ีความลกึ 10 ซม. ระยะ
หา่งแตล่ะหลมุ 30 ซม. ปลอ่ยให้ยอ่ยสลายตาม
ธรรมชาต ิ ตดิตามอตัราการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกั
ทกุ 2 สปัดาห์ เป็นเวลา 3 เดือน โดยชัง่น�ำ้หนกัของ
ปุ๋ ยหมกัในถงุตาขา่ย ค�ำนวณหาอตัราการยอ่ย
สลายตามสมการ exponential decay model 
(Olson,1963): ln(Xt/X0)  =  -kt  โดยท่ี Xt =  น�ำ้หนกั
ของปุ๋ ยหมกัท่ีเหลอืจากการยอ่ยสลายในเวลา t (กรัม), 

X0 = น�ำ้หนกัแห้งของปุ๋ ยหมกัสว่นเร่ิมต้น (กรัม),  
k = อตัราการยอ่ยสลาย และ t = ชว่งเวลาท่ีศกึษา

การวเิคราะห์ผลของข้อมูลทางสถติิ
	 วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลและ
เปรียบเทียบความแตกตา่งโดยวิธี Duncan’s new 
multiple rage test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 และ 99%

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การคัดแยกแบคทเีรียย่อยสลายเซลลูโลส
	 เก็บตวัอย่างขอนไม้ ใบไม้และดิน จาก 
ไร่สทุธิแลนด์ ท่ีอยู ่ หมูบ้่านบ้านทอ่น ต�ำบลทา่ศาล 
อ�ำเภอภเูรือ จงัหวดัเลย พิกดั N17.408871 E101.432435 
ผลการทดลองสามารถคดัแยกแบคทีเรียผลติเอนไซม์
เซลลเูลสได้ทัง้หมด 6 ไอโซเลต จากขอนไม้ ใบไม้ 
และดนิ จ�ำนวน 1 (CW ), 3 (CL, CL1 , CL2) และ 2 
( CS และ CS1) ไอโซเลต ตามล�ำดบั โดยการทดลอง
จะท�ำการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลาย
เซลลโูลสของแบคทีเรียเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งของ
แบคทีเรียท่ีคดัแยกก่อนหน้านีจ้าก ห้องปฏิบตักิารอีก 
2 ไอโซเลต คือ SS4 และ W4

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ย่อยสลายเซลลูโลสที่คัดแยกได้
	 ผลการทดลองในตารางท่ี 1 แบคทีเรียทัง้ 8 
ไอโซเลตท่ีคดัเลอืกมานัน้ พบวา่แบคทีเรีย CS มีคา่เฉลีย่
ของอตัราส่วนของโซนใสต่อความกว้างของโคโลนี 
(Z/C) สงูสดุทัง้ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส 
มีคา่เทา่กบั 1.22 และ 2.80 ซม. ตามล�ำดบั ซึง่มี
ความเป็นไปได้ท่ีจะผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้มาก 
ตามรายงานของ ชณฐั และสริินภา (2560) การคดัแยก
แบคทีเรียย่อยสลายเซลลโูลสจากกากตะกอนเย่ือ
กระดาษ แสดงให้เหน็วา่ อตัราสว่นระหวา่งความกว้าง
โซนใสต่อความกว้างโคโลนีสูงจะสัมพันธ์กับ
ประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสท่ีสูง 
สว่นแบคทีเรีย W4 มีคา่เฉลี่ยของอตัราสว่น Z/C รอง
ลงมาเทา่กบั 1.69 และ 2.33 ซม. ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 
องศาเซลเซียส และแบคทีเรีย CL1 มีคา่เฉลี่ยของ
อตัราสว่น Z/C เทา่กบั 1.28 และ 2.33 ซม. ท่ีอณุหภมิู 
30 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล�ำดบั ในขณะท่ีแบคทีเรีย 
SS4 มีคา่เฉลีย่ของอตัราสว่น Z/C ต�ำ่ท่ีสดุทัง้สองอณุหภมิู 
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โดยแบคทีเรียทกุไอโซเลตมีคา่เฉลีย่ของอตัราสว่น Z/C 
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ ผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรียบางไอโซเลตไม่สามารถแสดง
กิจกรรมการย่อยสลายเซลลูโลสและไม่สามารถ
เจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ทัง้นีแ้บคทีเรีย

ท่ีมีคา่เฉลีย่ของอตัราสว่น Z/C สงูและสามารถเกิดกิจกรรม
ได้ท่ีอณุหภมิูสงูถงึ 50 องศาเซลเซียส คือแบคทีเรีย CS, 
CL1 และ W4 จงึเป็นแบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลส
ท่ีเหมาะสมท่ีจะคดัเลอืกไปทดสอบประสทิธิภาพของ
การยอ่ยสลายซงัข้าวโพดและผกัตบชวา

Table 1 The average of clear zone width per colony width ratio of selected bacteria 8 isolates at 
30 and 50°C

No. Bacteria The average of clear zone width per colony width ratio (Z/C)
Temperature at 30°C Temperature at 50°C

1

2

3

4

5

6

7

8

SS4

W4

CL1

CS1

CW

CL2

CS

CL

0.70bc

1.96a 

1.28ab

0.22c 

0.62bc

0.21c  

1.22ab

0.78bc

0.00b

2.33ab

2.33ab

0.14b

0.55ab

0.33b

2.80a

0.97ab

F-test ** **
(%) cv 40.96 78.31

The mean values followed by different letters indicate significant differences (** p < 0.01) between treatments 
according to a Duncan’s new multiple range test.

การศึกษาประสิทธิภาพของการย่อยสลาย 
ซังข้าวโพดและผักตบชวา
	 การทดสอบความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์เซลลเูลสบนอาหาร CMC โดยสงัเกตจาก
โซนใสนัน้เป็นการตรวจสอบเบือ้งต้น จงึมีการวิเคราะห์
กิจกรรมของเอนไซม์ในอาหารเหลวท่ีมีซงัข้าวโพด
หรือผกัตบชวาเป็นซบัสเตรต พบวา่ให้ผลท่ีสอดคล้องกนั 
โดยแบคทีเรียท่ีสร้างโซนใสบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
สามารถยอ่ยสลายซบัสเตรตทัง้สองชนิดได้ จากภาพท่ี 
1a จะเหน็ได้วา่ในต�ำรับท่ีมีการใช้ซงัข้าวโพดร่วมกบั
แบคทีเรียท่ีย่อยสลายเซลลูโลสนัน้ มีค่าปริมาณ
น�ำ้ตาลรีดิวซ์สูงกว่าต�ำรับควบคุม ซึ่งท�ำให้เกิด
ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิในต�ำรับท่ี 3 ซึง่เป็นการใช้
แบคทีเรีย CS ร่วมกบัซงัข้าวโพดนัน้มีคา่ปริมาณ
น�ำ้ตาลรีดวิซ์มากท่ีสดุ เทา่กบั 57.63 มก./มล. ท่ี
อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส รองลงมาคือต�ำรับท่ี 2 

การใช้แบคทีเรีย CL1 ร่วมกบัซงัข้าวโพด และต�ำรับ
ท่ี 4 การใช้แบคทีเรีย W4 ร่วมกบัซงัข้าวโพด มีคา่
ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์เทา่กบั 57.62 และ 50.22 มก./มล. 
ตามล�ำดบั ทกุต�ำรับการทดลองมีคา่ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์
สงูกว่าต�ำรับควบคมุท่ีไม่มีการใช้แบคทีเรียร่วมกบั
ซงัข้าวโพด จากภาพท่ี 1b จะเหน็ได้วา่ต�ำรับท่ีมีการใช้
ผักตบชวาร่วมกับแบคทีเรียท่ีย่อยสลายเซลลูโลส
นัน้ มีคา่ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์สงูกวา่ต�ำรับควบคมุ 
ซึง่มีความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ ต�ำรับท่ี 4 ซึง่เป็นการใช้
แบคทีเรีย W4 ร่วมกบัผกัตบชวาซึง่มีคา่มากท่ีสดุ 
เทา่กบั 55.40 มก./มล. ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส 
รองลงมาคือต�ำรับท่ี 2 การใช้แบคทีเรีย CL1 ร่วมกบั
ผกัตบชวา, ต�ำรับท่ี 3 การใช้แบคทีเรีย CS ร่วมกบั
ผกัตบชวา และต�ำรับท่ี 1 คือต�ำรับควบคมุท่ีไมมี่การใช้
แบคทีเรียร่วมกบัผกัตบชวามีคา่ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์
เทา่กบั 53.18, 40.59 และ 8.00 มก./มล.ตามล�ำดบั 
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	 ภาพท่ี 2a จะเหน็ได้วา่ในต�ำรับท่ีมีการใช้
ซงัข้าวโพดร่วมกบัแบคทีเรียท่ียอ่ยสลายเซลลโูลส 
มีค่าปริมาณน�ำ้ตาลรีดิวซ์สงูกว่าต�ำรับควบคมุซึง่มี
ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ ทัง้นีต้�ำรับท่ี 3 ซึง่เป็นการ
ใช้แบคทีเรีย CS ร่วมกบัซงัข้าวโพดนัน้มีคา่ปริมาณ
น�ำ้ตาลรีดวิซ์มากท่ีสดุ เทา่กบั 132.44 มก./มล. ท่ี

อณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส รองลงมาคือต�ำรับท่ี 2 
การใช้แบคทีเรีย CL1 ร่วมกบัซงัข้าวโพด และต�ำรับท่ี 4 
การใช้แบคทีเรีย W4 ร่วมกบัซงัข้าวโพด มีคา่ปริมาณ
น�ำ้ตาลรีดวิซ์เทา่กบั 126.52 และ 116.88 มก./มล. 
ตามล�ำดบั และมีคา่สงูกวา่เม่ือเทียบกบัต�ำรับควบคมุ 
จากภาพท่ี 2b จะเหน็ได้วา่ในต�ำรับท่ีมีการใช้ผกัตบชวา

Figure 1 The cellulase activity in each treatment by using a) corncobs and b) water hyacinth substrate 
at 30°C, the mean values followed by different letters indicate significant differences  
(p < 0.01) between treatments according to a Duncan’s new multiple range test. T1: control, 
T2: CL1, T3: CS, T4: W4

Figure 2 The cellulase activity in each treatment by using a) corncobs and b) water hyacinth substrate 
at 50°C, the mean values followed by different letters indicate significant differences (p < 0.01)  
between treatments according to a Duncan’s new multiple range test, T1: control, T2: CL1, 
T3: CS, T4: W4  
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ร่วมกบัแบคทีเรียท่ียอ่ยสลายเซลลโูลสนัน้ มีคา่ปริมาณ
น�ำ้ตาลรีดวิซ์สงูกวา่ต�ำรับควบคมุ ซึง่มีความแตกตา่งกนั
ทางสถิต ิ โดยต�ำรับท่ี 3 เป็นการใช้แบคทีเรีย CS 
ร่วมกบัผกัตบชวานัน้มีคา่ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์มากท่ีสดุ 
เทา่กบั 138.37 มก./มล. ท่ีอณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส 
รองลงมาคือต�ำรับท่ี 4 การใช้แบคทีเรีย W4 ร่วมกบั
ผกัตบชวา และต�ำรับท่ี 2 การใช้แบคทีเรีย CL1 ร่วมกบั
ผกัตบชวา มีคา่ปริมาณน�ำ้ตาลรีดวิซ์เทา่กบั 117.63  
และ 107.26 มก./มล. ตามล�ำดบั โดยมีคา่สงูกวา่
เม่ือเทียบกบัต�ำรับควบคมุ
	 จากภาพท่ี 1 และ 2 เม่ือเปรียบเทียบระหวา่ง
ซบัเสตรตทัง้สองชนิดพบวา่ซงัข้าวโพดถกูยอ่ยสลาย
และปลดปล่อยน�ำ้ตาลรีดิวซ์ได้มากกว่าผกัตบชวา 
เน่ืองจากสารอินทรีย์แต่ละชนิดมีระยะเวลาใน 
การย่อยสลายในดินต่างกันขึน้อยู่กับคณุภาพหรือ
องค์ประกอบทางเคมี (ภาณเุดชา และคณะ, 2557) 
โดยซังข้าวโพดมีเปอร์เซ็นต์ของเซลลูโลสท่ีเป็น 
องค์ประกอบมากกวา่ผกัตบชวา (Kumar et al., 2009; 
Aswathy et al., 2010) และอตัราการยอ่ยสลาย
เซลลโูลสจะเพ่ิมขึน้เม่ืออณุหภมิูเพ่ิมขึน้ในชว่ง 50-55 
องศาเซลเซียส (Sheng et al., 2015) ยกเว้นใน
ต�ำรับท่ี 3 ทัง้นีก้ารยอ่ยสลายซบัสเตรตขึน้อยูก่บั
ชนิดของแบคทีเรียอีกด้วย พบวา่แบคทีเรีย CL1 และ 
CS มีประสทิธิภาพในการยอ่ยสลายซงัข้าวโพดได้ดี
และใกล้เคียงกนัทัง้ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส 
แตแ่บคทีเรีย CL1 มีประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย
ผกัตบชวาได้ดี ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส และ
แบคทีเรีย CS มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 
ผักตบชวาได้ดี ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
อย่างไรก็ตามการย่อยสลายซับเสตรตทดลองใน
ห้องปฏิบตักิาร หากใช้ในสภาพจริงจะต้องมีการทดสอบ
เพ่ิมเตมิ เพราะไมส่ามารถควบคมุปัจจยัภายนอกได้

การจัดจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียย่อยสลาย
เซลลูโลส
	 แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้จ�ำนวน 3 ไอโซเลต 
สามารถสร้างโซนใสบนอาหาร CMC และมีประสทิธิภาพ
ในการย่อยสลายซงัข้าวโพดและผกัตบชวาท่ีใช้เป็น
ซบัสเตรต ทัง้ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส 
จดัจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยยีน 16S rRNA ได้
คือ แบคทีเรีย CS เป็น Bacillus sp. strain 

BDHGL04 มีความคล้ายคลงึ 99% แบคทีเรีย CL1 
เป็น Bacillus sp. strain ST-R7 มีความคล้ายคลงึ 
99% โดยทัง้สองไอโซเลตจดัอยูใ่นอาณาจกัร Bacteria 
ตระกลู Bacillaceae จีนสั Bacillus ตดิสีแกรมบวก 
รูปร่างเป็นทอ่น เป็นไปได้ท่ีจะใช้แบคทีเรีย CS และ 
CL1 เป็นผงเชือ้เร่งการยอ่ยสลายปุ๋ ยหมกัจากซงัข้าวโพด
และผกัตบชวา ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Abdel-
Rahman et al. (2016) ท่ีใช้แบคทีเรียยอ่ยสลาย
เซลลโูลส 2 ไอโซเลต (Bacillus licheniformis 1-1v 
และ Bacillus sonorensis 7-1v) ซึง่สามารถเจริญ
ในอาหาร CMC ท่ี 50 องศาเซลเซียส มาใช้ในการ
ยอ่ยสลายปุ๋ ยหมกัจากฟางข้าว  สว่นแบคทีเรีย W4 
จ�ำแนกได้เป็น Alcaligenes sp. BZC5 มีความ
คล้ายคลงึ 98% มีรายงานวา่แบคทีเรีย Alcaligenes 
sp. ท่ีแยกได้จากปุ๋ ยหมกัมีประสทิธิภาพในการยอ่ย
สลายเซลลโูลส (Gunathilake et al., 2013)  แตพ่บวา่ 
เป็นสาเหตุหนึ่งท่ีท�ำให้เกิดโรคเต้านมอักเสบใน
โคนม และมีสว่นเก่ียวข้องกบัการตดิเชือ้ในผู้ป่วยท่ีมี
ภมิูคุ้มกนัต�ำ่ (อามีนี และคณะ, 2558; Kaliaperumal 
et al., 2006) จงึไมค่วรน�ำแบคทีเรียชนิดนีม้าใช้

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นกับจ�ำนวน
แบคทเีรียที่เลีย้งในอาหารเหลว
	 น�ำผงเชือ้ท่ีมีคา่ความขุน่ตา่งๆ ไปนบัจ�ำนวน
แบคทีเรีย โดยแบคทีเรีย CS คือ Bacillus sp. strain 
BDHGL04 และแบคทีเรีย CL1 คือ Bacillus sp. 
strain ST-R7 พบมีความสมัพนัธ์กนัโดยมีคา่ r2 
เทา่กบั 0.9988 และ 0.9946 ตามล�ำดบั จากภาพท่ี 3 
แสดงให้เหน็วา่เม่ือน�ำคา่ Log 8 หรือเทา่กบั108 ซีเอฟย ู
ไปแทนคา่ในสมการเพ่ือหาคา่ความขุน่ของเซลล์ จะ
มีคา่ความขุน่เทา่กบั 0.49 และ 0.47 ส�ำหรับ
แบคทีเรีย CS และ CL1 ตามล�ำดบั ซึง่จะท�ำให้มี
ปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียเทา่กบั 108 ซีเอฟย/ูมล. 
รายงานปริมาณแบคทีเรียโดยทั่วไปท่ีส่งเสิรมการ
เจริญเตบิโตของพืช ควรเตรียมผงเชือ้หรือผงเชือ้ให้
มีความหนาแนน่ของเซลล์อยูท่ี่ 108-109 CFU/ml 
ส�ำหรับใสล่งดนิ (Martinez-Viveros et al., 2010) 
น�ำคา่ความขุน่นีไ้ปก�ำหนดแบคทีเรียแตล่ะชนิด ปิ
เปตอยา่งละ 500 มล. เพ่ือผสมกบัพีต 1,000 กรัม 
ท�ำให้ความชืน้เป็น 40% โดยท�ำให้แห้งด้วยลม 
บรรจถุงุ ถงุละ 100 กรัม ใช้เป็นผงเชือ้ตอ่ไป
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อัตราการย่อยสลายของปุ๋ยหมักจากซังข้าวโพด
และผักตบชวา
	 การศกึษาอตัราการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกั 
โดยดดัแปลงวิธี litter bag method เม่ือเปรียบเทียบ
อัตราการย่อยสลายระหว่างปุ๋ ยหมักท่ีไม่ใส่และ 
ใสผ่งเชือ้ผสมแบคทีเรียยอ่ยสลายเซลลโูลส ตารางท่ี 2 
พบวา่ปุ๋ ยหมกัท่ีใสผ่งเชือ้ผสมมีอตัราการย่อยสลาย
สูงสุดในสัปดาห์ท่ี 2 โดยมีอัตราการย่อยสลาย
สงูสดุเทา่กบั 27.22 มก./วนั เม่ือเทียบกบัต�ำรับ
ควบคมุซึง่มีคา่เทา่กบั 21.16 มก./วนั สอดคล้องกบั 
ปัทมา และคณะ (2556) ท่ีศกึษาการสลายตวัของ

สารอินทรีย์ตา่งๆ และสามารถแยกอตัราการสลายตวั
ออกเป็น 2 ชว่ง คือ ชว่งแรก (1-4 สปัดาห์) และชว่งหลงั 
(8-52 สปัดาห์) พบวา่สารอินทรีย์ทกุชนิดมีอตัรา
การสลายตวัอยา่งรวดเร็วในชว่งแรก หลงัจากนัน้
อตัราการยอ่ยสลายมีแนวโน้มลดลง ในสปัดาห์ท่ี 6 
อัตราการย่อยสลายไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ
ทางสถิติ และแม้ว่าอัตราการย่อยสลายจะลดลง
จนถงึชว่งท้ายของการทดลองในสปัดาห์ท่ี 12 มีคา่
เทา่กบั 13.20 มก./วนั แตย่งัสงูกวา่ต�ำรับควบคมุ
อยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิงทางสถิต ิ

Figure 3 The bacteria number of a) Bacillus sp. strain BDHGL04 (CS) and b) Bacillus sp. strain ST-R7 
(CL1) related optical density of 0.4, 0.8 and 1.0 at 600 nm

Table 2 The decomposition rate of compost from corncob and water hyacinth by litter bag method
Treatment Average of decomposition rate (mg/day)

Week

0 2 4 6 8 10 12

T1 0.00 21.16b 13.89b 14.51 11.12b 9.45b 8.92b

T2 0.00 27.22a 20.39a 15.63 13.20a 12.84a 13.20a

F-test ns ** ** ns * * **

CV (%) 0 4.28 5.98 8.37 6.01 10.20 7.08
The mean values followed by different letters indicate significant differences (** p< 0.01 and * p<0.05) between 
treatments according to a Duncan’s new multiple range test. T1 = uninoculation (control) T2 = inoculation
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สรุปผลการทดลอง

	 แบคที เ รีย ท่ีสามารถย่อยสลาย
เซลลโูลสท่ีมีอยู่ในองค์ประกอบของซงัข้าวโพดและ
ผกัตบชวาได้ มี 2 ไอโซเลต ซึง่อยูใ่นกลุม่ของ 
Bacillus sp. มีความสามารถในการสร้างโซนใส 
โดยผลติเอนไซม์เซลลเูลส และยอ่ยสลายซบัสเตรต
ท่ีต้องการได้ทัง้ท่ีอณุหภมิู 30 และ 50 องศาเซลเซียส 
ซึ่งเหมาะส�ำหรับสภาวะการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
ในกองปุ๋ ยหมักท่ีอุณหภูมิจะค่อยๆ เพ่ิมสูงขึน้ใน
สภาพการหมกัจริง และลดลงเม่ือการหมกัเสร็จสมบรูณ์ 
การทดสอบการยอ่ยสลายในถงุตาขา่ยพบวา่การใส่
ผงเชือ้ผสมมีอตัราการยอ่ยสลายของปุ๋ ยหมกัสงูกวา่
ปุ๋ ยหมกัท่ีไมไ่ด้ใสผ่งเชือ้ ดงันัน้จงึสามารถผลติผงเชือ้
ผสมจากแบคทีเรียเหลา่นีเ้พ่ือเร่งการยอ่ยสลายกอง
ปุ๋ ยหมกัจากซงัข้าวโพดและผกัตบชวา ผลจากงานวิจยันี ้
ท�ำให้สามารถลดมลภาวะทางน�ำ้เน่ืองจากผกัตบชวา 
และใช้วสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรอย่างซงัข้าวโพด
ให้เกิดประโยชน์ในการเกษตร
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