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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัแยกแบคทีเรียจากน า้เสียอตุสาหกรรมกระดาษ และเยื่อกระดาษที่มีคณุสมบตัิ

ในการย่อยสลายลิกนิน รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายลิกนินในตวัอย่างน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ การทดสอบ
ขัน้ต้นในอาหารแข็ง minimal salt medium (MSM) ที่มีส่วนผสมของ 0.25 g/L methylene blue เพื่อคดัเลือกแบคทีเรีย            
ที่สามารถผลิตเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดสจากแบคทีเรียบริสุทธ์ิ จ านวน 30 ไอโซเลท (VP1-VP30) ที่ได้จากการสุ่ม
โคโลน ีพบวา่ มีจ านวน 14 ไอโซเลท ให้วงใสรอบบริเวณแบคทีเรียทีม่ีคา่สงูสดุ คือ 4.0 มิลลเิมตร และพบวา่ มีแบคทีเรีย 4                         
ไอโซเลท ได้แก่ VP13 VP16 VP19 และ VP23 ให้ขนาดวงใสเพิ่มขึน้จากวนัที่ 5 ถึงวนัที่ 7 ของการทดสอบ โดยมีขนาด               
วงใสระหว่าง 3.0-4.0 มิลลิเมตร และทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน เมื่อน าแบคทีเรียทัง้ 4 ไอโซเลท 
รวมถึงเชือ้อ้างอิงทางห้องปฏิบัติการ Bacillus subtilis มาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายลิกนินในน า้เสีย                
ลิกนินสงัเคราะห์ และท าการตรวจวดัโดยวิธีทางกายภาพ พบว่าเมื่อน าแบคทีเรียไอโซเลท VP16 มาเลีย้งในน า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์ ท าให้ระดบัความเข้มสีน า้ตาลลดลงอย่างเห็นได้ชัด เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทอื่นๆ ในวนัที่ 15 ของการ
ทดสอบ จากนัน้น าตวัอย่างน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่มีแบคทีเรียในแต่ละชุดการทดสอบมาท าการวดัค่าความเข้มข้น                      
ลิกนินด้วยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ OD280 พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท VP16 มีประสิทธิภาพลดความเข้มข้นลิกนินได้             
ร้อยละ 41.20 ซึ่งมากกว่าแบคทีเรียไอโซเลทอื่นๆ รวมทัง้ B. subtilis ถึง 1.4-2.6 เท่า นอกจากนีเ้มื่อวดัค่าซีโอดีโดยวิธี                
รีฟลกัซ์แบบปิด พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท VP16 มีประสิทธิภาพลดค่าซีโอดีได้ร้อยละ 33.33 ซึ่งมีประสิทธิภาพมากที่สดุ 
เมื่อเทียบกบัแบคทีเรียไอโซเลทอื่นๆ ขณะที่ B. subtilis มีประสทิธิภาพลดคา่ซีโอดไีด้เพียงร้อยละ 15.39 
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Abstract 
 The aims of this research were to isolate lignin-degrading bacteria from wastewater in the pulp and 
paper industry and to study lignin degradation efficiency of selected bacteria in the synthetic lignin wastewater. 
Thirty bacterial isolates (VP1-VP30) obtained by randomly colonial selection were primarily tested for lignin 
peroxidase enzyme production on minimal salt medium (MSM) containing 0.25 g/L methylene blue.  As a result, 
14 isolates could generate the varying clear zone with the largest size of 4.0 millimeters. Among these isolates, 
VP13 VP16 VP19 and VP23 isolates showed the increasing clear zone from 2.0-3.0 millimeters (day 5) to 3.0-
4.0 millimeters (day 7); and all of them were gram positive bacteria with rod-shape. Thus, these 4 isolates 
together with Bacillus subtilis laboratory strain were selected for further testing lignin degradation efficiency 
using synthetic lignin wastewater. The results found that the VP16 isolate could more efficiently decolorize lignin 
presented in synthetic lignin wastewater after incubating 15 days by observing the physical color appearance, 
and it showed efficient degradation of lignin by giving removal efficiency of 41.20%, which was 1.4-2.6 times 
higher than that from other isolates and B. subtilis by measuring concentration of lignin at OD280. In addition, 
VP16 isolate had the highest removal efficiency of 33.33% for reducing COD in synthetic lignin wastewater 
tested by close reflux method; meanwhile, the removal efficiency of 15.39% was observed from B. subtilis.      
 

Keywords:  wastewater in the pulp and paper industry; lignin; lignin-degrading bacteria; lignin peroxidase 

 
บทน า 

จากสถานการณ์อตุสาหกรรมเยื่อกระดาษ กระดาษ และสิ่งพิมพ์ในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2560 พบว่า มีทิศทาง 
การขยายตวัทางเศรษฐกิจเพิ่มมากขึน้ โดยอตุสาหกรรมผลิตเยื่อกระดาษเป็นอตุสาหกรรมขนาดใหญ่ที่มีก าลงัการผลิต
มากและถกูจดัอนัดบั 1 ใน 5 ของอตุสาหกรรมที่เป็นสาเหตขุองมลภาวะทางน า้ เนื่องจากมีกระบวนการผลติหลายขัน้ตอน
ทีเ่ก่ียวข้องกบัการใช้น า้และสง่ผลก่อให้เกิดน า้เสยีปริมาณมาก (Yonsuwan, 2009)  ซึง่ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของ
น า้เสยีมีสนี า้ตาลเข้ม โดยเกิดจากสขีองสารลกินินทีเ่ป็นองค์ประกอบในเปลอืกไม้มีการปนเปือ้นจากขัน้ตอนการฟอกสขีอง
อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ (Apiwatanapiwat et al., 2007) จึงท าให้มีค่าบีโอดี (biochemical oxygen demand, BOD) 
คา่ซีโอดี (chemical oxygen demand, COD) ส ีความขุน่และปริมาณสารแขวนลอยในน า้เสยีปริมาณสงู (Fuangkaeow, 
2015) อย่างไรก็ตามมาตรฐานน า้ทิง้จากกรมโรงงานอตุสาหกรรมก าหนดเกณฑ์ของสีน า้ทิง้ไว้เพียงไม่ให้เป็นที่นา่รังเกียจ 
และคา่ซีโอดีต้องไมเ่กิน 120 มิลลกิรัมตอ่ลติร (Apiwatanapiwat et al., 2007) ลกินินเป็นสารประกอบประเภทอะโรมาติก
ที่พบในส่วนผนงัเซลล์ของพืชในธรรมชาติ ลิกนินเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ที่มีโครงสร้างแบบสามมิติ ไม่ตกผลึก จึงท าให้
ลิกนินเป็นสารที่ย่อยสลายทางชีวภาพได้ยาก (Pawongrat, 2015) ดงันัน้น า้เสียที่มีสว่นประกอบของสารลิกนินในเปลอืก
ไม้ปนเปื้อนอยู่จึงนบัเป็นปัญหาที่ส าคญั เมื่อน า้เสียถูกปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อมภายนอกจะส่งผลกระทบต่อแหล่งน า้ที่
รองรับน า้เสีย โดยท าให้แหลง่น า้ดงักลา่วเกิดสภาพที่น่ารังเกียจ อีกทัง้ยงัมีปริมาณสารอินทรีย์เพิ่มมากขึน้สง่ผลให้มีค่า         
ซีโอดีสงูขึน้ นอกจากนีย้งักัน้ขวางทางเดินของแสง ท าให้ปริมาณแสงส่องผ่านลงสู่แหล่งน า้ลดลงส่งผลรบกวนต่อการ
สงัเคราะห์แสงของพืชน า้ในการผลิตออกซิเจน ท าให้สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตในน า้เป็น
สาเหตขุองการตายของสิง่มีชีวิตในน า้จ านวนมาก (Chooaksorn, 2012) เพื่อลดปัญหาตอ่สิง่แวดล้อมจึงจ าเป็นต้องบ าบดั
น า้ทิง้ให้ได้มาตรฐานก่อนปล่อยลงสูแ่หลง่น า้สาธารณะ ตามประกาศกระทรวงอตุสาหกรรม ฉบบัที่ 2 (พ.ศ.2539) ออก
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ตามความในพระราชบญัญัติโรงงาน พ.ศ.2535 เร่ือง ก าหนดคณุลกัษณะของน า้ทิง้ที่ระบายออกจากโรงงาน (Ministry of 
Industry, 2017)  

อย่างไรก็ตามปัจจุบนัมีเทคโนโลยีการบ าบดัน า้เสียทัง้ทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ ซึ่งมีทัง้ข้อดีและข้อเสีย
แตกต่างกนั แต่การเลือกใช้เทคโนโลยีทางกายภาพจะท าให้สิน้เปลืองค่าใช้จ่าย อีกทัง้ทางเคมีโดยการใช้สารเคมีในการ
ก าจดัสีจะท าให้เกิดตะกอน นอกจากนีย้งัเป็นการเพิ่มสารเคมีเข้าสูร่ะบบสิ่งแวดล้อม (Siripornvisal, 2010) จึงท าให้การ
บ าบดัด้วยเทคโนโลยีทางชีวภาพโดยการใช้จุลินทรีย์เป็นทางเลือกที่น่าสนใจในการน ามาก าจัดสีและลดค่าซีโอดีก่อน
ปลอ่ยน า้ทิง้ลงสูแ่หลง่น า้ธรรมชาติ (Songrit & Kositanont, 2014) โดยจลุนิทรีย์ที่มีบทบาทส าคญัในการย่อยสลายลิกนิน 
ในกระบวนการบ าบัดน า้เสีย ได้แก่ ราและแบคทีเรีย (El-Hanafy, et al., 2007; Li, et al., 2009; Huang, et al., 2013;  
Harith et al., 2014; Lotfi, 2014; Wang, et al., 2016; Datta et al., 2017; Suksa-Ard, 2007) ซึ่งแบคทีเรียเป็นจลุินทรีย์
ที่เจริญได้อยา่งรวดเร็วและมีกลไกการยอ่ยสลายทางชีวภาพท่ีส าคญั คือ การสร้างเอนไซม์ที่หลัง่ออกนอกเซลล์ เช่น ลกินิน
เพอร์ออกซิเดส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และแลคเคสมาย่อยสลายลิกนิน (Li, et al., 2009; Verma & Ekka, 2015; 
Bandounas et al., 2011; de Gonzalo et al., 2016; Falade et al., 2017)  เอนไซม์ที่ผลติจากแบคทีเรียนัน้ยงัมีข้อดีกวา่
เอนไซม์ที่ผลิตมาจากรา คือ มีความคงทนและสามารถน าไปใช้ได้จริงในสภาวะที่เป็นแบบ extreme environment และ                
ในสภาวะที่มี  substrate ที่หลากหลาย อีกทัง้แบคทีเรียสามารถปรับตัวได้เป็นอย่างดี (immense environmental 
adaptability and biochemical versatility) (Lotti, 2014) ดงันัน้งานวิจยัชิน้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัแยกแบคทีเรียจาก
แหล่งน า้เสียที่มีการปนเปื้อนลิกนิน โดยเฉพาะในน า้เสียที่เกิดจากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมกระดาษและเยื่อ
กระดาษ ซึง่สนันิษฐานวา่จะมีแบคทีเรียที่มีกิจกรรมทางชีวภาพเก่ียวข้องกบัการยอ่ยสลายลกินินอยู่ในระบบบ าบดัน า้เสีย 
รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายลิกนินในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ ซึ่งจะเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการน าแบคทีเรียที่
คดัเลือกได้ไปประยกุต์ใช้ในการบ าบดัน า้เสยี การก าจดัสีและลดค่าซีโอดีในน า้เสียอตุสาหกรรมกระดาษและเยื่อกระดาษ
ก่อนปลอ่ยสูแ่หลง่น า้หรือในสิง่แวดล้อมที่มีการปนเปือ้นลกินินตอ่ไป 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. ตัวอย่างน า้เสีย 

เก็บตัวอย่างน า้จากระบบบ าบัดน า้เสียแบบบ่อเติมอากาศ (aerated lagoon) ของโรงงานอุตสาหกรรมผลิต
กระดาษและเยื่อกระดาษแห่งหนึ่งในจังหวัดกาญจนบุรี จ านวน 3 บริเวณ ได้แก่ บริเวณบ่อตกตะกอนขัน้ต้น (pre-
sedimentation) บริเวณบอ่เติมอากาศ 1 (aeration 1) และบริเวณบอ่ตกตะกอนจลุนิทรีย์ 1 (sedimentation 1) ตามล าดบั 
ซึ่งแต่ละบริเวณเก็บตวัอย่างน า้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพื่อคดัแยกแบคทีเรียและวิเคราะห์คณุลกัษณะน า้ในเร่ืองของคา่ 
COD โดยวิธี Grab sampling (Sasikumar et al., 2014)  ลงในขวดพลาสติกที่ผ่านการนึ่งฆา่เชือ้แล้ว และรักษาอณุหภมูิ
ตวัอยา่งน า้เสยีที่ 4 องศาเซลเซียส ระหวา่งการขนสง่  
2. การคัดแยกแบคทเีรียจากตวัอย่างน า้เสีย 

2.1 การคัดแยกและตรวจสอบจ านวนแบคทีเรียทัง้หมดในตวัอย่าง 
ปิเปตตวัอย่างน า้จากบ่อเติมอากาศ 1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในฟลาสก์รูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด 

125 มิลลิลิตร ที่มี 0.85% normal saline ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 
(shaking incubator) ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จะได้ระดบัความ               
เจือจางที่ 10-1จากนัน้ท าการเจือจางแบบ 10-fold serial dilution โดยปิเปตตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองทีม่ี 0.85% normal saline ปริมาตร 9 มิลลลิติร (ได้ระดบัความเจือจาง 10-2) ท าการเจือจางตอ่ไปจนถงึระดบัความ
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เข้มข้น 10-9 จากนัน้ปิเปต bacterial suspension ที่ความเข้มข้น 10-3 ถึง 10-9 ปริมาตร 0.1 มิลลลิติร มาเกลีย่เชือ้ (spread 
plate) ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) โดยท า 2 ซ า้ในแต่ละความเจือจาง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ NA  และค านวณปริมาณแบคทีเรียทัง้หมดใน
น า้เสยีปริมาตร 1 มิลลลิติร โดยเลอืกค านวณจากความเจือจางที่เหมาะสม (มีจ านวนระหวา่ง 30-300 โคโลนี) ดงัสมการ  

 
                                                       N = n / vd                                                               (1) 

 
ก าหนดให้ N คือ จ านวนแบคทีเรียทัง้หมด (CFU/ml)  

  n คือ คา่เฉลีย่จ านวนโคโลนีท่ีนบัได้จากระดบัความเจือจางที่น ามาค านวณ 
  v คือ ปริมาตรของตวัอยา่งที่ใช้ (ml) 
  d คือ ระดบัความเจือจางของตวัอยา่งที่น ามาค านวณ  
 

2.2 การแยกเชือ้ให้บริสุทธ์ิ (purification)  
ท าการคดัเลือกแบคทีเรียแบบสุม่ (random selection) จากโคโลนีที่มีลกัษณะต่างๆ บนอาหารเลีย้งเชือ้จ านวน 

30 โคโลนี ใช้ห่วงเขี่ยเชือ้เขี่ยโคโลนีและน ามาขีดแบบตดักนั (cross streak) ลงบนอาหารแข็ง NA เพื่อให้ได้แบคทีเรียที่
บริสทุธ์ิและเก็บแบคทีเรียที่ได้บนอาหารวุ้นเอียง (NA slant) ท่ี 4 องศาเซลเซียส 

2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียและการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ลกินินเพอร์ออกซิเดส 
น าแบคทีเรียบริสทุธ์ิท่ีคดัแยกได้ขีดเป็นเส้นตรงลงบนอาหารแข็ง minimal salt medium (MSM ซึ่งประกอบด้วย 

K2HPO4 1.8 กรัม KH2PO4 1.2 กรัม NH4Cl 4 กรัม MgSO4·7H2O 0.2 กรัม NaCl 0.1 กรัม FeSO4·7H2O 0.01 กรัม Agar 
15 กรัม และน า้กลั่น 1,000 ลิตร) ที่มีส่วนผสมของ methylene blue 0.25 กรัมต่อลิตร (MSM + 0.25 g/L methylene 
blue) ซึ่ง methylene blue ในอาหารเลีย้งเชือ้ จะท าหน้าที่เป็นอินดิเคเตอร์ในการคดัเลือกความสามารถของแบคทีเรียใน
การสร้างเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดส (Ferreira-Leitao et al., 2007) (Sasikumar et al., 2014) น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตขนาดของวงใส (clear zone) ที่เกิดขึน้รอบบริเวณแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลีย้ง
เชือ้ วดัขนาดวงใสที่เกิดขึน้โดยวดัจากขอบโคโลนีถึงขอบของวงใส จากนัน้เลือกแบคทีเรียทกุไอโซเลทที่แสดงผลบวกต่อ
การทดสอบมาย้อมสีด้วยเทคนิคการย้อมแกรม (Gram stain) เพื่อศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาและการติดสีแกรมภายใต้
กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope)  
3. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลายลิกนินในน า้เสียลิกนินสังเคราะห์ 

3.1 การออกแบบชุดการทดสอบ 
 คดัเลือกแบคทีเรียที่เจริญบน MSM + 0.25 g/L methylene blue และให้ขนาดวงใสมากที่สดุส าหรับใช้ทดสอบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายลิกนินในน า้เสียลิกนินสังเคราะห์  โดยท าการทดลองเปรียบเทียบกับเชือ้ อ้างอิงทาง
ห้องปฏิบตัิการ B. subtilis ร่วมกบัชดุควบคมุ (น า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ที่ไม่เติมหวัเชือ้) ซึง่ได้ออกแบบการทดลอง ดงันี ้
  - เตรียมหวัเชือ้ (bacterial starter culture) : น าลปูเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียที่ต้องการ 1 ลปูใสล่งในหลอดทดลอง 
(inoculation) ท่ีมีอาหารเหลว nutrient broth (NB) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปเลีย้งแบคทีเรียบนเคร่ืองเขย่า 
(shaking incubator) ที่ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 - การเตรียมน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ : ได้ดดัแปลงจากกุลยา โรจน์พานิชและคณะ (Rojpanit et al., 2017) โดย
น า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร มีองค์ประกอบดงันี ้KH2PO4 0.8870 กรัม MgSO4∙7H2O 0.0567 กรัม 
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CaCl2 0.0308 กรัม และ alkali lignin (Sigma-Aldrich) 1.0000 กรัม ปรับค่า pH เท่ากับ 7 แบ่งใส่ฟลาสก์รูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร ปริมาตร 45 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ (autoclave) ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 - การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายลิกนินของแบคทีเรีย : ชุดการทดลองนีป้ระกอบด้วย น า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของแบคทีเรีย น า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่ไม่เติมหวัเชือ้เป็นชุดควบคมุ และน า้เสียสงัเคราะห์ที่ไม่มี
ส่วนผสมของลิกนินเป็นชุดแบลงค์ (Blank) ซึ่งน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่มีส่วนผสมของแบคทีเรียสามารถเตรียมได้จาก
การปิเปตหวัเชือ้ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในฟลาสก์รูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีสว่นผสมของน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์
ปริมาตร 45 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั มีการวดัด้วย
วิธีทางกายภาพโดยการมองสีด้วยตาเปลา่ทกุวนั เป็นเวลา 15 วนั พร้อมทัง้เก็บตวัอย่างน ามาวดัค่าความเข้มข้นลิกนินใน
วนัที่ 0 1 2 3 5 7 12 และ 15 ของการทดสอบ และวดัค่าซีโอดีในวนัท่ี  0 2 3 6 9 12 และ 15 ของการทดสอบ โดยแทนคา่
ของการวดัวนัแรก คือ วนัท่ี 0 และวนัสดุท้าย คือ วนัท่ี 15 โดยการวดัในแตล่ะชดุการทดสอบจะวดั 3 ซ า้ 

3.2 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของลกินินในน า้เสียสังเคราะห์ด้วยวิธี spectrophotometry 
สร้างกราฟมาตรฐานของลกินิน โดยเตรียมน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ที่ระดบัความเข้มข้น 0.01 0.1 1 10 และ 100 

กรัมต่อลิตร น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (OD280) ซึ่งเป็นค่าความยาวคลื่นที่ใช้ในการ                   
หาความเข้มข้นลิกนิน (Kallavus et al., 2015) ด้วย Biodrop UV/VIS spectrophotometer (SERVA Electrophoresis 
GmbH, Germany) โดยใช้น า้เสียสงัเคราะห์ที่ไม่มีสว่นผสมของลิกนินเป็นค่าอ้างอิง (blank) ท า 3 ซ า้และหาค่าเฉลี่ยค่า
การดดูกลืนแสง จากนัน้ค านวณหาความเข้มข้นลิกนินจากกราฟมาตรฐานของลิกนิน ท าการวดัค่าความเข้มข้นลิกนินใน
น า้เสียลิกนินสังเคราะห์แต่ละชุดการทดสอบที่มีส่วนผสมของแบคทีเรียไอโซเลท และชุดควบคุม คือ น า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์ทีไ่มเ่ติมหวัเชือ้ที่ OD280 ในวนัที่ 0 1 2 3 5 7 12 และ 15 ของการทดสอบ โดยการวดัในแตล่ะชดุการทดสอบจะ
วดั 3 ซ า้ และน าคา่ความเข้มข้นลกินินดงักลา่วมาค านวณในการหาคา่ร้อยละความเข้มข้นลกินินท่ีลดลง ดงันี ้

 
ร้อยละความเข้มข้นลกินินลดลง (%lignin removal efficiency)=[(C.lignin0- C.lignin15)x100] / C.lignin0]    (2) 
 
ก าหนดให้ C.lignin0 คือ คา่ความเข้มข้นลกินินของน า้เสยีในวนัท่ี 0 (g/L) ของการทดสอบ 
  C.lignin15 คือ คา่ความเข้มข้นลกินินของน า้เสยีในวนัท่ี 15 (g/L) ของการทดสอบ 
 
3.3 การวิเคราะห์ค่าซีโอดีโดยวิธีรีฟลักซ์แบบปิด (closed reflux method) (Baird et al., 2017) 
เจือจางน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ในแต่ละชุดการทดสอบ และน า้เสียจริงจากระบบบ าบดัน า้เสีย  โดยการปิเปต              

น า้ตวัอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงหลอดทดลองและเติมน า้กลัน่ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากนัน้ปิเปตตวัอยา่งที่เจือจางแล้ว
ปริมาตร 2.5 มิลลลิติร ลงในหลอดทดลองบอโรซิลเิคท จากนัน้เติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 
ความเข้มข้น 0.1 N ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรและเติมกรดซลัฟิวริกรีเจนต์ ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตรในน า้ตวัอยา่งอยา่งช้าๆ น า
หลอดทดลองใสไ่ว้ใน heating block แล้วอบท่ีมีอณุหภมูิ 150±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าออกมา
ตัง้ไว้ให้เย็นที่อณุหภมูิห้องและเทน า้ตวัอย่างลงในฟลาสก์รูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร หยดเฟอโรอินอินดิเคเตอร์ 3 หยด 
จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีเขียวอมน า้เงิน จากนัน้ไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต (FAS) 
ความเข้มข้น 0.05 N จนถึงจดุยตุิ โดยจดุยตุิสารละลายจะเปลีย่นเป็นสแีดงอิฐ บนัทกึผลการใช้สารละลายมาตรฐาน FAS 
ของน า้ตวัอยา่ง และน าคา่ดงักลา่วมาค านวณในสมการการหาคา่ซีโอดี ดงันี  ้
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คา่ซีโอด ี(มิลลกิรัมออกซิเจนตอ่ลติร) =   [(A - B) x  M  x  8,000] / ปริมาตรตวัอยา่งน า้ (มิลลลิติร)    (3) 
 
ก าหนดให้ A คือ  ปริมาตร (มิลลลิติร) ของ FAS ที่ใช้ในการไทเทรต blank ซึง่ blank คือ น า้เสยีสงัเคราะห์  

                      B คือ ปริมาตร (มิลลลิติร) ของ FAS ที่ใช้ในการไทเทรตตวัอยา่งน า้  
 M คือ ความเข้มข้นของ FAS (N)  
 
นอกจากนีน้ าคา่ซีโอดทีีค่ านวณได้มาค านวณตอ่ไปในการหาคา่ร้อยละซีโอดทีี่ลดลง  ดงันี ้
 
คา่ร้อยละซีโอดทีีล่ดลง = [(COD0 - COD15) x 100] / COD0                     (4) 
 
ก าหนดให้ COD0 คือ คา่ COD ของน า้เสยีในวนัท่ี 0 (mgO2/L) ของการทดสอบ 
 COD15 คือ คา่ COD ของน า้เสยีในวนัท่ี 15 (mgO2/L) ของการทดสอบ 

 
ผลการวิจัย 
1. การวัดค่าซีโอดีในน า้เสียอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ 

ผลการวดัค่าซีโอดีในน า้เสียอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษจากระบบบ าบดั 3 บริเวณ พบว่า น า้เสียจากบริเวณบ่อ
ตกตะกอนขัน้ต้น บ่อเติมอากาศ 1 และบ่อตกตะกอนจุลินทรีย์ 1 มีค่าซีโอดีเท่ากับ 2,240 1,440 และ 960 mgO2/L 
ตามล าดบั 

2. การคัดแยกแบคทเีรียจากตวัอย่างน า้เสียและการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ลิกนิน 
    เพอร์ออกซเิดส 
 ผลการคดัแยกแบคทีเรียในตวัอยา่งน า้เสยีจากบอ่เตมิอากาศ 1 ด้วยวิธี standard plate count โดยการท า serial 
dilution และ spread plate บนอาหารแข็ง NA พบวา่ สามารถนบัจ านวนแบคทีเรียที่มีอยูใ่นตวัอยา่งที่สามารถเจริญได้บน
อาหารเลีย้งเชือ้ปริมาณ 6.35×105 CFU/ml และท าการคดัเลอืกโคโลนีแบบสุม่ (random selection) จากลกัษณะโคโลนีที่
แตกตา่งกนัจ านวน 30 โคโลนี (5 โคโลนีตอ่ 1 ลกัษณะ) มาท าการ streak ลงบนอาหารแข็ง NA จนได้โคโลนีเดี่ยวๆ เพื่อให้
ได้แบคทีเรียท่ีบริสทุธ์ิก่อนน าไปทดสอบขัน้ต่อไป ดงันัน้จากงานวิจยัสามารถแยกแบคทีเรียบริสทุธ์ิได้ทัง้หมด 30 ไอโซเลท 
(VP1–VP30)  

ผลการน าแบคทีเรียบริสทุธ์ิที่แยกได้ข้างต้นไปทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดส 
โดยการขีดเชือ้เป็นเส้นตรงลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง MSM + 0.25 g/L methylene blue สงัเกตการเจริญและวดัขนาดวงใส
ที่เกิดขึน้เป็นเวลา 7 วัน พบว่า มีจ านวน 14 ไอโซเลท ได้แก่ VP1 VP5 VP6 VP7 VP9 VP11 VP13 VP14 VP16 VP19 
VP21 VP23 VP26 และ VP29 สามารถเจริญได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งให้ช่วงขนาดวงใสจากขอบโคโลนีถึงขอบวงใส ใน
วันที่ 5 มีขนาดวงใสในช่วง 1.0-3.0 มิลลิเมตร และในวันที่ 7 มีขนาดวงใสในช่วง 1.0-4.0 มิลลิเมตร และมีเพียง 4                    
ไอโซเลทที่มีค่าขนาดวงใสที่เพิ่มขึน้จากวนัที่ 5 ถึงวนัที่ 7 ได้แก่ ไอโซเลท VP13 VP16 VP19 และ VP23 โดยมีขนาดวงใส
ระหวา่ง 3.0-4.0 มิลลเิมตร ดงัภาพที่ 1 และตารางที่ 1 การเกิดวงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย แสดงวา่ แบคทีเรียมีการผลติ
เอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดสออกมาย่อยสลาย methylene blue ท าให้เปลี่ยนสีอาหารเลีย้งเชือ้จากสีฟ้าเป็นไม่มีสี          
ซึ่ง methylene blue เป็นอินดิเคเตอร์ที่บ่งบอกว่าแบคทีเรียมีความสามารถผลิตเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดสในการยอ่ย
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สลายลิกนิน และเมื่อน าแบคทีเรียไปศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรม เพื่อดลูกัษณะการติดสีแกรม
และรูปร่าง พบว่า แบคทีเรียทัง้ 14 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมบวกและมีรูปร่างท่อน จากผลการทดลองจึงได้เลือก
แบคทีเรียไอโซเลท VP13 VP16 VP19 และ VP23 ไปท าการทดสอบประสทิธิภาพการยอ่ยสลายลกินินตอ่ไป 
 

 
 
  

 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 1 ลกัษณะการสร้างวงใสรอบโคโลนี ซึง่บง่ชีค้วามสามารถในการผลติเอนไซม์ลกินินเปอร์ออกซิเดสของแบคทีเรีย  
              ขณะเจริญบนอาหารแข็ง MSM ที่มี Methylene blue เป็นองค์ประกอบ 
 
ตารางที่ 1 ผลการสร้างวงใส ซึง่บง่ชีค้วามสามารถในการผลติเอนไซม์ลกินินเปอร์ออกซิเดสของแบคทีเรียที่คดัแยกได้ 
                 จากน า้ทิง้โรงงานกระดาษและเยื่อกระดาษ ขณะเจริญบนอาหารแข็ง MSM+methylene blue 

รหสัเชือ้ 
ขนาดวงใส (มิลลิเมตร)* บน 

MSM + 0.25 g/L methylene blue รหสัเชือ้ 
ขนาดวงใส (มิลลิเมตร)* บน 

MSM + 0.25 g/L methylene blue 
อายุ 5 วัน อายุ 7 วัน อายุ 5 วัน อายุ 7 วัน 

VP1 1.0 1.0 VP16 3.0 4.0 
VP2 - - VP17 - - 
VP3 - - VP18 - - 
VP4 - - VP19 2.0 3.0 
VP5 2.0 2.0 VP20 - - 
VP6 2.0 2.0 VP21 2.0 2.0 
VP7 2.0 2.0 VP22 - - 
VP8 - - VP23 3.0 4.0 
VP9 1.0 1.0 VP24 - - 
VP10 - - VP25 - - 
VP11 2.0 2.0 VP26 2.0 2.0 
VP12 - - VP27 - - 
VP13 2.0 3.0 VP28 - - 
VP14 1.0 1.0 VP29 1.0 1.0 
VP15 - - VP30 - - 

หมายเหต ุ:  - ไมเ่จริญบนอาหารเลีย้งเชือ้หรือเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้แตไ่มเ่กิดวงใส 
   * ขนาดของวงใส = วดัจากขอบโคโลนีถึงขอบวงใส 

 

ข. แบคทีเรียไอโซเลท VP16 บนอาหาร 

MSM+0.25 g/L methylene blue 

ก. แบคทีเรียบริสทุธ์ิ 
บนอาหาร NA 

ค. แบคทีเรียไอโซเลท VP4 บนอาหาร 

MSM+0.25 g/L methylene blue 
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3. ประสิทธิภาพการย่อยสลายลิกนินของแบคทีเรียในน า้เสยีลิกนินสังเคราะห์ 
 3.1 การเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพของน า้เสียสังเคราะห์ 

จากการสงัเกตลกัษณะทางกายภาพ ได้แก่ สีของน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่ผสมกับแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท 
VP13 VP16 VP19 VP23 และเชือ้อ้างอิงทางห้องปฏิบตัิการ B. subtilis หลงัจาก 15 วนั ด้วยตาเปลา่ พบวา่ การเจริญของ
แบคทีเรียไอโซเลท VP16 ในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ ท าให้ระดับความเข้มข้นสีน า้ตาลลดลงอย่างเห็นได้ชัด  ดังภาพ              
ที ่2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 ลกัษณะทางกายภาพของน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของแบคทีเรียไอโซเลท VP16 เปรียบเทียบกบั         
              น า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของแบคทีเรียไอโซเลท VP13 และน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ที่ไมเ่ติมหวัเชือ้  
              ภายใต้สภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ที่ความเร็ว 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 วนั  
 

3.2 การย่อยสลายลิกนินในน า้เสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย 
จากผลการทดสอบประสทิธิภาพการยอ่ยสลายลกินินในแตล่ะชดุการทดสอบ ได้แก่ ไอโซเลท VP13 VP16 VP19 

VP23 และ B. subtilis  ในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์โดยวิธีการวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ OD280 ด้วยเคร่ือง Biodrop UV/VIS 
spectrophotometer (SERVA Electrophoresis GmbH, Germany) และน าค่าการดูดกลืนแสงมาค านวณความเข้มข้น
ของลิกนินเทียบจากกราฟมาตรฐานของลิกนิน พบว่า ชุดการทดสอบที่มีแบคทีเรียไอโซเลท VP16 ในน า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์จะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายลิกนิน โดยให้ค่าร้อยละความเข้มข้นลิกนินที่ลดลง (% lignin removal 
efficiency) ถึง 41.20 ในระยะเวลา 15 วนั ในขณะที่แบคทีเรียไอโซเลทอื่นๆ จะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายลิกนิน                
ต ่ากว่า โดยมีค่าความเข้มข้นของลิกนินที่ลดลงในช่วงร้อยละ 15.84-20.59 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ น า้เสีย
ลกินินสงัเคราะห์ที่ไมเ่ติมหวัเชือ้ ดงัภาพท่ี 3  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Flask 1: น า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์ที่ไมเ่ติมหวัเชือ้ 

(ชดุควบคมุ) 

Flask 2: น า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของแบคทีเรียไอโซเลท 

VP16 

Flask 3: น า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของ
แบคทีเรียไอโซเลท VP13 
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ภาพที่ 3  ประสทิธิภาพการยอ่ยสลายลกินินในน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ของแบคทีเรียที่คดัแยกได้จากน า้เสยีอตุสาหกรรม 
               กระดาษและเยื่อกระดาษและแบคทีเรียอ้างอิงทางห้องปฏิบตัิการ (B. subtilis) ภายใต้สภาวะอณุหภมูิ  
               37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วนั 
 

จากการวดัค่าซีโอดีในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์ที่มีสว่นผสมของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทในแต่ละชุดการทดสอบ 
พบวา่ แบคทีเรียไอโซเลท VP16 มีประสทิธิภาพในการลดคา่ซีโอดใีนน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ได้ร้อยละ 33.33 ซึง่เป็นอตัรา
การลดลงที่มากที่สดุ เมื่อเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียไอโซเลทอื่นๆ ในขณะท่ี B. subtilis มีประสทิธิภาพในการลดคา่ซีโอดไีด้
ร้อยละ 15.39 แสดงดงัภาพท่ี 4 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4  ประสทิธิภาพของแบคทีเรียตอ่การยอ่ยสลายลกินินในน า้เสยีลกินินสงัเคราะห์ โดยประเมินจากคา่ซีโอดีที่ลดลง  
               เมื่อเวลาผา่นไป 15 วนั ภายใต้สภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 วนั 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
จากการวดัค่าซีโอดีในน า้เสียอุตสาหกรรมกระดาษและเยื่อกระดาษเบือ้งต้น พบว่า มีสารอินทรีย์อยู่ในระบบ

บ าบดัน า้เสยีตัง้แตบ่อ่ตกตะกอนขัน้ต้นถึงบอ่ตกตะกอนจลุนิทรีย์ในปริมาณสงูและมีลกัษณะทางกายภาพ ได้แก่ ความขุน่
และสีน า้ตาลของลิกนินเข้มมาก แสดงให้เห็นถึงการมีปริมาณลิกนินอยู่เป็นจ านวนมาก ซึ่งลิกนินเป็นองค์ประกอบของ
เปลือกไม้มีสีน า้ตาลเข้ม ดงันัน้ในกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษจึงมีกระบวนการฟอกสี  เพื่อก าจัดสีส่งผลให้มีปริมาณ
ลิกนินปนเปือ้นมากบัน า้เสียจากกระบวนการผลิตกระดาษ (Apiwatanapiwat et al., 2007) ซึ่งระบบการบ าบดัน า้เสยีใน
ปัจจบุนัได้ให้ความส าคญัตอ่วิธีการบ าบดัน า้เสยีทางชีวภาพมากขึน้ โดยการใช้จลุนิทรีย์จ าพวกแบคทีเรียและราที่สามารถ
ผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน (Datta et al., 2017) งานวิจยันีจ้ึงได้ท าการคดัแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอ่ย
สลายลิกนินจากสภาพแวดล้อมจริง คือ  น า้เสียจากอตุสาหรรมกระดาษและเยื่อกระดาษที่มีการปนเปือ้นลิกนิน ซึ่งเป็น
การเพิ่มโอกาสของความส าเร็จในการคกัแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลายลิกนินได้ เนื่องจากได้ผ่านการปรับสภาพให้คุ้นชิน 
(acclimation) และคดัเลือกตามธรรมชาติแล้ว (Chitpirom & Sangaroon, 2012) โดยผลการศึกษาการแยกเชือ้จากบ่อ
เติมอากาศ 1ในระบบบ าบดัน า้เสียพบวา่มีปริมาณเชือ้แบคทีเรียทัง้หมด 6.35x105 CFU/ml โดยในงานวิจยัคาดหวงัที่จะ
แยกเชือ้ที่เป็น aerobic bacteria และในบ่อเติมอากาศ 1 น่าจะมีแบคทีเรียสงูที่สดุ มีงานวิจยัที่ผ่านมา (Rojpanit et al., 
2017) ได้ระบวุ่าแบคทีเรียในระบบบ าบดัน า้เสียโดยทัว่ไปพฒันาจากจุลินทรีย์จากบ่อเกรอะ ซึ่งมีจุลินทรีย์ที่หลากหลาย 
เมื่อเดินระบบไปนานพอจนมีการคดัเลือกจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ ท าให้เหลือแต่จุลินทรีย์ชนิดที่เหมาะสมและมีปริมาณ
ของจุลินทรีย์ค่อนข้างคงที่ (Songrit & Kositanont, 2014) จากนัน้ท าการสุ่มคดัเลือกแบคทีเรียจากอาหารแข็ง NA ตาม
ลกัษณะโคโลนีท่ีแตกตา่งกนั ได้แบคทีเรียบริสทุธ์ิทัง้หมด 30 ไอโซเลท (VP1-VP30) เมื่อน าแบคทีเรียบริสทุธ์ิท่ีคดัแยกได้ไป
ทดสอบความสามารถในการผลติเอนไซม์ลกินินเพอร์ออกซิเดสในอาหารแข็ง MSM ที่มีสว่นผสมของ 0.25 g/L methylene 
blue โดย methylene blue เป็นสารประกอบอะโรมาติกและมีโครงสร้างที่คล้ายกับโครงสร้างของลิกนิน อีกทัง้ยงัเป็น               
อินดิเคเตอร์ในการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดสในการย่อยสลายลิกนินได้ 
(Bholay et al., 2012) และยงัเป็นแหลง่คาร์บอนให้กบัแบคทีเรีย (Bandary et al., 2016; Eslami et al., 2017) ผลที่ได้จึง
ท าให้เกิดวงใสขึน้รอบโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ โดยผลการทดสอบพบว่ามีจ านวนแบคทีเรียที่ให้วงใสจ านวนทัง้หมด 14 
ไอโซเลท และมีเพียง 4 ไอโซเลท ได้แก่ VP13 VP16 VP19 และ VP23 ที่ให้ขนาดวงใสมากที่สดุ รวมทัง้พบการเพิ่มขึน้ใน
วันที่ 5 และ 7 ของการทดสอบ เมื่อท าการย้อมแกรมพบว่า ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน และจากผล             
การทดลองแสดงวา่งานวิจยันีส้ามารถคดัแยกแบคทีเรียที่มีคณุสมบตัิผลิตเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดสได้ สอดคล้องกบั
งานวิจยัอื่นๆ ที่รายงานว่าสามารถคดัแยกแบคทีเรียกลุม่ที่มีคณุสมบตัิย่อยสลายลิกนินได้จากตวัอย่างดิน ถ่านหิน และ
จากน า้เสยีอตุสาหกรรมเยื่อและกระดาษสา (El-Hanafy, et al., 2007; Huang, et al., 2013; Maneechai & Thongkrua, 
2016; Wang, et al., 2016) และพบว่ามีแบคทีเรียชนิดต่างๆ ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่สามารถย่อยลิกนิน (El-Hanafy,           
et al., 2007; Li, et al., 2009; Huang, et al., 2013;  Harith et al., 2014; Lotfi, 2014; Wang, et al., 2016; Datta et al., 
2017)  โดยแยกได้ทั ง้แกรมบวกและแกรมลบ เช่น  B. subtilis KCTC2023 B.pumilus B. cereus Klebsiella sp. 
Pseudomonas putida Nocardia sp. Streptomyces sp. เ ป็น ต้น  (Li et al., 2009; Bandounas  et al., 2011; Harith    
et al., 2014; Min et al., 2015; de Gonzalo, et al., 2016) เมื่อน าแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ได้แก่ VP13 VP16 VP19 และ 
VP23 รวมทัง้เชือ้อ้างอิงทางห้องปฏิบตัิการ B. subtilis มาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายลิกนินในน า้เสียลิกนิน
สงัเคราะห์เป็นเวลา 15 วนั ซึ่งการเลือก B. subtilis มาทดสอบเปรียบเทียบด้วย เนื่องจากมีงานวิจยัระบวุ่าแบคทีเรียจีนสั 
Bacillus เก่ียวข้องกบัการลดสีและการบ าบดัน า้ทิง้จากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษและกระดาษด้วยการยอ่ยสลายลกินินได้  
(Raj et al., 2007; Min et al., 2015)  ผลการทดสอบพบว่าชุดการทดสอบที่มีแบคทีเรียไอไซเลท VP16  มีความเข้มสี
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น า้ตาลของลิกนินลดลงอย่างเห็นได้ชดั เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดการทดสอบแบคทีเรียไอโซเลทอื่นและชุดควบคมุ (ไม่เติม    
หวัเชือ้ลงไปในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์) จากนัน้ได้ท าการวดัหาร้อยละค่าความเข้มข้นลิกนินที่ลดลง (% lignin removal 
efficiency) ด้วยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซึ่งความยาวคลื่นดงักลา่วนอกจากจะใช้วดั
ปริมาณโปรตีนแล้ว (Anthis & Clore, 2013) ยงัสามารถน ามาใช้วดัคา่ความเข้มข้นของลิกนินได้ (Kallavus et al., 2015) 
โดยแบคทีเรียไอโซเลท VP16 สามารถลดความเข้มข้นลิกนินได้ร้อยละ 41.20 ซึ่งมากกว่าแบคทีเรียไอโซเลทอื่นรวมทัง้                 
B. subtilis ถึง 1.4-2.6 เทา่ นอกจากนีย้งัท าการวดัหาคา่ซีโอดีโดยวิธีรีฟลกัซ์แบบปิดในแตล่ะชดุการทดสอบ ซึ่งการวดัคา่
ซีโอดีโดยวิธีรีฟลักซ์แบบปิดเป็นวิธีการตรวจสอบน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมที่เป็นไปตาม standard methods                   
for the examination of water and wastewater โดย  American Public Health Association, American Water Work 
Association และ Water Environment Federation ของประเทศสหรัฐอเมริกา (Baird et al., 2017) หรือตามที่กรมโรงงาน
อุตสาหกรรมก าหนด (Ministry of Industry, 2017) และพบว่าแบคทีเรียไอโซเลท VP16 สามารถลดค่า COD ได้ร้อยละ 
33.33 ซึง่มากกวา่แบคทีเรียไอโซเลทอื่นรวมถึง B. subtilis  
 
สรุปผลการวิจัย 

การทดลองนีส้ามารถคดัแยกแบคทีเรียจากบ่อเติมอากาศในระบบบ าบดัน า้เสียอตุสาหกรรมกระดาษและเยื่อ
กระดาษที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ลิกนินเพอร์ออกซิเดสจากการทดสอบบนอาหารแข็ง MSM ที่มีสว่นผสมของ 
0.25 g/L methylene blue โดยมีแบคทีเรียจ านวน 4 ไอโซเลทได้แก่ VP13 VP16 VP19 และ VP23 สามารถเจริญบน
อาหารเลีย้งเชือ้และให้วงใสของการย่อยสลาย methylene blue สงูสดุ 3.0-4.0 มิลลิเมตร โดยทกุไฮโซเลทเป็นแบคทีเรีย
แกรมบวกรูปร่างทอ่น และจากการทดสอบการย่อยสลายลิกนินในน า้เสียลิกนินสงัเคราะห์พบวา่แบคทีเรียไอโซเลท VP16 
มีประสทิธิภาพในการยอ่ยสลายลกินินได้มากกวา่ไอโซเลทอื่นๆ รวมทัง้ B. subtilis สายพนัธุ์อ้างอิงในห้องปฏิบตัิการ โดย
ลดความเข้มสีน า้ตาลอยา่งเห็นได้ชดัและลดความเข้มข้นของลิกนินในน า้เสยีลิกนินสงัเคราะห์ได้ร้อยละ 41.20 รวมถึงลด
ค่าซีโอดีได้ร้อยละ 33.33 ในวนัที่ 15 ของการทดสอบ อย่างไรก็ตามการศึกษานีเ้ป็นการศึกษาในห้องปฏิบตัิการขัน้ต้น 
(preliminary experiment)  เพื่อเป็นข้อมูลพืน้ฐานและแบคทีเรียที่คดัแยกได้นีเ้ป็นแบคทีเรียจากตวัอย่างสิ่งแวดล้อมใน
สภาวะจริงที่มีการปนเปือ้นลิกนิน อีกทัง้ยงัสามารถเพาะเลีย้งง่าย ดงันัน้จึงควรมีการศึกษาและพฒันาเชือ้เพิ่มเติมตอ่ไป  
เช่น การหาสภาวะที่เหมาะสม การจดัจ าแนกและการศกึษาด้านสณัฐานวิทยาและด้านพนัธุกรรมของเชือ้ การศกึษากลไก
และจลศาสตร์เอนไซม์ที่แบคทีเรียสร้างขึน้ในการย่อยสลายลิกนิน รวมถึงการเพิ่มขยายการทดลองเป็นระดบั pilot scale
ก่อนที่จะน าไปประยกุต์ใช้จริงในการบ าบดัน า้เสยีทางชีวภาพ ซึง่จะท าให้ประหยดัคา่ใช้จ่ายและเป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อม 
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