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เหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม เพ่ือใหราตรึงมีความทนทานตอสารประกอบฟนอลและเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการกําจัดสีออกจากน้ําท้ิง จากผลการคัดเลือกราไวทรอท 10 สายพันธุพบวาราไวทรอทสาย
พันธุ unknown 04 (Trametes hirsuta AK4) มีอัตราการเจริญสูงท่ีสุด และรากอนกลมสามารถกําจัดสีและ
สารประกอบฟนอลความเขมขน 261 มก./ล.ในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง 2 เทา ไดสูงสุดถึง 64.7% และ 66.5% 
หลังจากวันท่ี 7 ของการทดลองในระบบแบทซ  จึงคัดเลือกราสายพันธุนี้มาตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
ไดแก ทะลายปาลมเปลา (empty fruit bunch: EFB) และเสนใยปาลมน้ํามัน (pericarp fiber: PF) พบวารา
ไวทรอทท่ีถูกตรึงบน PF เปนเวลา 6 วันสามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง 2 เทาได
สูงสุดเทากับ 94% และ 80.6% หลังจากวันท่ี  8 ของการศึกษา ในระหวางการบําบัดน้ําท้ิงดวยราตรึงบน PF 
สามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก 2 ชนิด ไดแก Laccase และ Manganese 
peroxidase โดยพบวาการเพ่ิมข้ึนของเอนไซมท้ังสองชนิดมีความสอดคลองกับการลดลงของสีและ
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิง  เม่ือนํา ราตรึงดวย PF มาศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการกําจัดสีและ
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงดวยวิธีการ 1) การเจือจางน้ําท้ิง 2) การเติมแหลงอาหารรวม 3) การบําบัดแบบ
สองข้ันตอน และ 4) การปรับตัวของเซลลตรึง พบวาการบําบัดแบบสองข้ันตอนโดยใชน้ําท้ิงท่ีถูกบําบัดข้ันตน
เปนเวลา 8 ชั่วโมงดวยแบคทีเรีย ผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 
ท่ีถูกตรึงบน EFB และบําบัดตอดวยราไวทรอทท่ีถูกตรึงบน PF สามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลความ
เขมขน 461 มก./ล.ในน้ําท้ิงท่ีไมเจือจางไดสูงสุดถึง 87.1% และ 82.2% หลังจาก 8 วนัของการทดลอง 
การศึกษาในระบบตอเนื่องดวยถังปฏิกรณชีวภาพชนิด internal loop airlift ขนาด 3 ลิตร พบวาปริมาณ
แบคทีเรียตรึง 90 กรัม และระยะเวลากักเก็บน้ํา 48 ชั่วโมงใหประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟนอลสูง
ท่ีสุดคือ 60% ภายในระยะเวลา 5 วัน การบําบัดตอในข้ันท่ีสองดวยราตรึง ทําใหน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตน
และเจือจางจนไดความเขมขน 25 %, 50% และไมเจือจาง  ลดสารประกอบฟนอลและสี เพ่ิมไดอีกประมาณ 
16%-35% และ 19%-27% ตามลําดับ 
คําหลัก : น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม; การกําจัดสี; สารประกอบฟนอล; แบคทีเรียยอยสลายฟนอล; ราไวท
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Abstract: This research aims to screen for a potential white rot fungus capable of decolorizing and 
removing phenolics in the treated palm oil mil effluent (POME) and to develop an inoculum of a 
selected white rot fungus immobilized on oil palm residues for enhancing their tolerance to phenolics 
and their color removal efficiency. Among ten fungal isolates, unknown 04 (identified as Trametes 
hirsuta AK4) showed the highest growth rate with 64.7% decolorization and 66.5% dephenolisation 
after incubating with 50% diluted POME (phenolics concentration was 261 mg/L) for 7 days. This 
isolate was then chosen for the immobilization study. The two oil palm residues, namely empty 
fruit bunch (EFB) and pericarp fiber (PF) were utilized as immobilizing matrices. The results showed 
that a 6-day-old culture immobilized on PF could provide the highest decolorization (94%) and 
dephenolization (80.6%) after 8 days of incubation with 50% diluted POME. During the 
biodegradation experiment, the activities of two ligninolytic enzymes i.e. laccase and manganese 
peroxidase were detected and were found to be correlated with the reduction of color and 
phenolics. To enhance the efficiency of PF-immobilized fungus, four approaches were evaluated: 
1) dilution of treated POME; 2) addition of nutrients (as co-substrate); 3) two-stage treatment 
system; and 4) adaptation of immobilized fungus. The most effective decolorization (87.1%) and 
dephenolization (82.2%) were found when a two-stage batch operation was applied. This was 
performed by pretreatment of the undiluted POME (phenolics concentration was 461 mg/L) with 
mixed culture of Methylobacterium sp. NP3 and Acinetobacter sp. PK1 immobilized on EFB for 8 
hours following the elimination of remaining phenolics and color using PF-immobilized AK4 for 
another 8 days. When a 3-L internal loop airlift bioreactor containing 90 g immobilized bacteria 
with 48 hours HRT were continuously operated for 5 days, the maximum phenolics removal 
reached 60%. The treated effluent was diluted and sequentially fed to the second reactor 
containing immobilized AK4. By using 25%, 50% diluted POME or undiluted POME; these methods 
were able to reduce about 16%-35% of phenolics and 19%-27% of color from the treated 
effluent.         
Keywords: Palm oil mill effluent; decolorization; phenolic compounds; phenol-degrading 
bacteria; white rot fungi 
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Executive summary  
ช่ือโครงการ (ภาษาไทย): การยอยสลายฟนอลและกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยแบคทีเรีย
   และเชื้อราตรึงบนวัสดุเหลือใชปาลมน้ํามัน 
   (ภาษาอังกฤษ): Phenol degradation and decolorization of palm oil mill effluent by 
   bacteria and fungi immobilized on oil palm residues 
1.ความสําคัญและท่ีมาของปญหา  

ปจจุบันความตองการใชน้ํามันปาลมในอุตสาหกรรมตาง ๆ มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน เชน อุตสาหกรรม
เครื่องสําอาง อาหาร สบู สวนผสมน้ํามันหลอลื่น อุตสาหกรรมทําแผนดีบุก เวชภัณฑ สี เปนตน เนื่องจาก
ปาลมน้ํามันใหผลผลิตตอหนวยพ้ืนท่ีสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกับพืชท่ีใหน้ํามันดวยกัน จึงมีการนําน้ํามันปาลมไป
ใชทดแทนน้ํามันพืชอ่ืน ๆ ไดเปนอยางดีและมีราคาถูก อยางไรก็ตามผลจากการขยายตัวของการผลิตท่ีเพ่ิมข้ึน 
ก็กอใหเกิดมลพิษ และของเสียออกสูสิ่งแวดลอมท้ังในรูปวัสดุเหลือใชในรูปของแข็ง ไดแก ทะลายเปลา เสนใย 
และกะลาปาลมน้ํามัน นอกจากนั้นยังมีปริมาณน้ําเสียคิดเปน 2.5 ถึง 3.0 เทาของปริมาณน้ํามันท่ีผลิตได 
(Cheah et al., 1988) น้ําเสียสวนใหญเกิดจาก กระบวนการผลิตในข้ันตอนการอบทะลายปาลมในรูปน้ําเสีย
จากหมอนึ่งฆาเชื้อ และน้ําเสียจากเครื่องเหวี่ยงแยกน้ํามันจากน้ําสลัดจ ซ่ึงมีปริมาณสารอินทรียสูง มีสีคล้ํา 
ยากแกการกําจัด (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ , 2533) สีน้ําตาลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ไดแก 
สวนประกอบของ รงควัตถุจําพวกแอนโทไซยานิน แทนนิน แคโรทีน เมลานอยดิน  กัม และสารประกอบโพลีฟ
นอล ซ่ึงถูกสกัดออกมาพรอมกับน้ํามันและไอน้ํา จากรายงานท่ีผานมาตรวจพบปริมาณของสารประกอบฟนอล
ในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมอยูในชวงตั้งแต 6 ถึงมากกวา 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (ธรรมศักดิ์ ศรี
สขุใส, 2547; Limkhunsuwan and Chaiprasert, 2010; Alam et al., 2009) ซ่ึงมีปริมาณสูงกวาคา
มาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรม  ตามประกาศกระทรวงวิทยา ศาสตร เทคโนโลยีและ
สิ่งแวดลอม ฉบับท่ี 3 (พ.ศ.2539) ซ่ึงกําหนดใหน้ําท้ิงจากโรงงานมีสารประกอบฟนอลไดไมเกิน  1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สารประกอบฟนอลเปนสารท่ีมีผลยับยั้งการเจริญและการทํางานของจุลินทรีย มี ความเปนพิษตอสิ่งมีชีวิต
และตอระบบนิเวศนในสิ่งแวดลอม ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีมีประสิทธิภาพในการยอย
สลายสารประกอบฟนอล และกําจัดสีออกจากน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนปลอยลงสูแหลงน้ําธรรมชาติ   

การใชวิธีการทางชีวภาพในการบําบัด หรือยอยสลายสารมลพิษในน้ําเสียนับเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ 
ราคาถูก และไมกอใหเกิดผลกระทบตอสิ่งแวดลอม อยางไรก็ตามความสําเร็จของวิธีการนี้คอนขาง
เฉพาะเจาะจง ซ่ึงข้ึนอยูกับชนิดของสารพิษ ประเภทของจุลินทรีย และเทคนิควิธีการท่ีเลือกใช ดังนั้นจึงมี
ความจําเปนตองศึกษาและพัฒนาวิธีการยอยสลายสาร มลพิษท่ีมีความเหมาะสมกับสภาพน้ําเสียในพ้ืนท่ีนั้น ๆ
จากการศึกษาท่ีผานมาพบวามีแบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถยอยสลาย สารประกอบ ฟนอลได (Van Schie 
and Young, 2000) อยางไรก็ตามสารประกอบฟนอลอาจมีผลยั้บยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและราบาง
ชนิด (Shetty et al., 2007; Fountoulakis et al., 2002 ) นอกจากนั้นพบวาประสิทธิภาพในการบําบัดสาร
มลพิษลดลงเม่ือนํา เซลลจุลินทรีย ไปใชในการบําบัดน้ําเสียซ่ึงมีการปนเปอนของสารมลพิษหลากหลายชนิด  
ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายสารมลพิษไดดีข้ึน จึงมีการศึกษาวิจัยการนําเทคนิคการตรึงเซลล 
(cell immobilization) มาใชในการบําบัดสารมลพิษอยางกวางขวาง พบวาเซลลตรึงมีขอดีหลายประการ เชน 
ชวยปกปองเซลลจากความเปนพิษของสารมลพิษ ชวยรักษาแอคทีวิตีของเอนไซมใหคงท่ี (Junter and 
Jouenne, 2004) สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได นอกจากนี้ยังสามารถทนตอพีเอช และอุณหภูมิในชวง
ท่ีกวางกวาเซลลอิสระ โครงการวิจัยนี้สนใจศึกษาพัฒนาการตรึงเซลลจุลินทรียบนวัสดุ เศษเหลือปาลมน้ํามัน  
เพ่ือ ใหจุลินทรียมีความ ทนทาน ตอความเปนพิษของ สารประกอบ ฟนอล  และ สารมลพิษตาง ๆ ท่ีเปน
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สวนประกอบในน้ําท้ิงไดดีข้ึน  รวมท้ัง เพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสี จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาการเลือกใช
วัสดุธรรมชาติในการตรึงเซลลนั้น ยังมีรายงานการวิจัยคอนขางนอย โดยเฉพาะการเลือกใชวัสดุเศษเหลือจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม เชน ชิ้นสวนทะลาย ปาลมเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน มาใชเปนวัสดุตรึงเซลล 
นอกจากเปนการชวยกําจัดของเสียอีกทางหนึ่งแลว ยังเปนการเพ่ิมมูลคาใหแกของเสีย และลดคาใชจายในการ
สั่งซ้ือ หรือสังเคราะหวัสดุตรึงท่ีมีราคาแพง ท้ังยังชวยลดความเสี่ยงจากความเปนพิษของสารเคมีท่ีเปน
สวนผสมในวัสดุสังเคราะหตอจุลินทรียท่ี ถูกตรึง การเลือกใชราไวทรอทและแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากพ้ืนท่ีใน
ประเทศไทย  ชวยใหจุลินทรียมีความคุนเคย ทนทานในสิ่งแวดลอม  โดยเลือกใช แบคทีเรียผสมระหวาง  
Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพ่ือยอยสลายฟนอลในข้ันแรก แลวจึงใช รา
ไวทรอท ในการบําบัดสีจากน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัด สารประกอบ ฟนอลแลว เพ่ือชวยในการลดพิษของ
สารประกอบฟนอลตอราไวทรอท นอกจากนี้ศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการนํากลับมาใชซํ้า ซ่ึงจะชวย
ลดเวลาในการเตรียมหัวเชื้อใหม เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาพัฒนาเทคโนโลยีท่ีเหมาะสม มีประสิทธิภาพ 
งาย ราคาถูก และสามารถนําไปใชไดจริงในการบําบัดสี และสารมลพิษจากภาคอุตสาหกรรมตอไป 
 
2.วัตถุประสงคของโครงการ 
 1.2.1 เพ่ือคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลออกจากน้ําท้ิงของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 1.2.2 เพ่ือพัฒนาวิธีการ ตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  ไดแก ทะลายปาลมเปลาและ
เสนใยปาลมน้ํามัน  
 1.2.3 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย และรา ไวทรอทท่ีถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันใน
การยอยสลายสารประกอบฟนอลและกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
3.ขอบเขตและวิธีการวิจัย 
 3.1 การคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบฟนอลและกําจัดสีออกจากน้ํา
ท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม  
 คัดเลือกรา ไวทรอทท้ังหมด 10 สายพันธุ  ไดแก 1) Coriolus versicolor 2) Trametes sp. 3) 
Pleurotus ostreatus  4) Pycnoporus sanguineus 5) Lentinus edodes 6) Garnoderma lucidum 
7) Unknown 01 8) Unknown 02 9) Unknown 03 และ 10) Unknown 04 ทําโดยวิธีการทดสอบบน
อาหารแข็งท่ีมีการเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในสัดสวนตาง ๆ  และทดสอบในน้ําท้ิงท่ีมีการเจือจาง 2 
เทา   
 3.2 การศึกษาการตรึงเซลลและคัดเลือกวัสดุตรึงท่ีเหมาะสม   
 นําราไวทรอทท่ีคัดเลือกได  1 สายพันธุ มาศึกษาการตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ไดแก ทะลาย
ปาลมเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน ศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุ และการเกาะติดของราไวทรอทบนและ
ภายในชองวางของวัสดุตรึงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning electron 
microscope: SEM) รวมท้ังศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในเกาะติดของราไวทรอทบนวัสดุตรึง  โดยพิจารณา
จากประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง  2 เทา รวมท้ังวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก  
 3.3 การเพ่ิมประสิทธิภาพของราตรึงในการ กําจัดสีและสารประกอบฟนอลิค ออกจากน้ําท้ิงในระบบ
แบทซ  
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 ทํา โดยการแปรผันความเขมขนน้ําท้ิง การปรับตัวของเซลลตรึง การบําบัดแบบ 2 ข้ันตอน และการ
เติมแหลงอาหารรวม เปรียบเทียบคุณลักษณะของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนและหลังบําบัด  
 3.4 การศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลและสีออกจากน้ําท้ิงในระบบแบบตอเนื่อง  
 ทําการขยายขนาดการศึกษาในถังปฎิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร จํานวน 2 ถัง แบบตอเนื่องกัน ซ่ึงถัง
แรกใชแบคทีเรยีผสม ระหวาง Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบน
ทะลายปาลมเปลาบําบัดสารประกอบฟนอลข้ันตน โดยการศึกษาปริมาณแบคทีเรียตรึง และระยะเวลาการกัก
เก็บน้ําท้ิงท่ีเหมาะสม น้ําท่ีผานการบําบัดข้ันตนถูกปอนไปสูถังปฎิกรณชีวภาพถังท่ี 2 ท่ีบรรจุราไวทรอทท่ีตรึง
บนเสนใยปาลมน้ํามันน้ํามันเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอล เปรียบเทียบ
คุณลักษณะของน้ําท้ิงกอนและหลังการบําบัด 
 3.5 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า   
 นําเซลลตรึงท่ีใชงานแลวกลับมาใชซํ้าท้ังในระบบแบทซและระบบตอเนื่อง ทําซํ้าหลายๆ  ครั้ง เพ่ือ
ศึกษาประสิทธิภาพวาเซลลทีตรึงสามารถนํากลับมาใชใหมไดก่ีครั้ง ท้ังนี้พิจารณาจากความสามารถในการยอย
สลายสารประกอบฟนอล และการกําจัดสี 
 
4. สรุปผลการวิจัย 
 จากการทดสอบศักยภาพของราไวทรอท  10 สายพันธุ ในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลออกจาก
น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยทดสอบบนอาหารแข็ง  Sabouraud Dextrose Agar  (SDA) ท่ีมีการเติมน้ํา
ท้ิงในสัดสวนตาง ๆ และการทดสอบในน้ําท้ิงท่ีมีการเจือจาง  2 เทาในระบบแบทซ พบวาราไวทรอทสายพันธุ 
Unknown 04 ซ่ึงถูกระบุสายพันธุคือ Trametes hirsuta AK4 เปนราท่ีมีอัตราการเจริญสูง มีความทนทาน
ตอสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิง และยังสามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 50% 
ไดถึง 64.7% และ 66.5% ตามลําดับ จากเริ่มตนท่ีมีความเขมสีประมาณ 9,333 หนวยสีและสารประกอบฟ
นอล 261 มิลลิกรัมตอลิตร จึงคัดเลือกราสายพันธุ นี้เพ่ือใชในการศึกษาการตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  
ไดแก ทะลายปาลมเปลาและเสนใยปาลมน้ํามัน จากการทดลองพบวา ราไวทรอท สายพันธุ  AK4 ท่ีถูกตรึง 
สามารถเจริญยึดเกาะบริเวณผิวหนาและภายในชองวางของวัสดุตรึงไดดีและเม่ือนําราตรึงไปบําบัดน้ําท้ิง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% พบวาระยะเวลาการตรึงมีผลตอการกําจัดสีและสารประกอบฟนอล 
โดยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันเปนระยะเวลา 6 วันใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีและ
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงสูงท่ีสุดคือ 94% และ 80.6% ตามลําดับ โดยตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมกลุม
ลิกนิโนไลติกท่ีเก่ียวของตอการยอยสลายของสีและสารประกอบฟนอล ไดแกเอนไซม Laccase และ 
Manganese peroxidase สูงสุดเทากับ 510 และ 3,046 ยูนิตตอลิตร ท้ังนี้การลดลงของสีและสารประกอบฟ
นอลในน้ําท้ิงเกิดจาการยอยสลายทางชีวภาพและการดูดซับของวัสดุตรึงรวมกับเสนใยรา เม่ือนําราตรึงบนเสน
ใยปาลมน้ํามันเปนระยะเวลา 6 วัน มาศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ํา
ท้ิงท่ีไมผานการเจือจาง (ความเขมขน 100%) ดวยวิธีการ 1) การแปรผันความเขมขนของน้ําท้ิงท่ีระดับตางๆ 
2) การเติมแหลงอาหารรวม 3) การบําบัดแบบสองข้ันตอน และ  4) การปรับตัวของเซลลตรึง พบวาการบําบัด
แบบสองข้ันตอนโดยข้ันตนจะใชแบคทีเรียผสม ระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1 ท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลามาบําบัดน้ําท้ิงท่ีไมเจือจางเปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง และบําบัดตอดวยรา
ตรึงบนเสนใยปาลมอีก 8 วัน ใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลสูงสุดคือ 87.1% และ 
82.2% ตามลําดับ จากเริ่มตนท่ีน้ําท้ิงมีความเขมสี 19,000 หนวยสี และมีสารประกอบฟนอล 461 มิลลิกรัม
ตอลิตร นอกจากนี้น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดสามารถลด COD ได 54.8% จากความเขมขนเริ่มตน 22,488 
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มิลลิกรัมตอลิตร และทําใหคา TKN, TP, Oil & Grease และ TSS มีคาใกลเคียงคามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง  ซ่ึง
ผลการทดลองในระบบแบทซ ถูกนําไปเปนขอมูลพ้ืนฐานในการออกแบบการทดลองในระบบตอเนื่อง 
 การศึกษาในถังปฎิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตรจํานวน  2 ถัง ในระบบตอเนื่อง ทําการศึกษาโดยการ
บําบัดน้ําข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมเปลา ซ่ึงมีการแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึงตั้งแต 
60-110 กรัมตอลิตร และระยะเวลากักเก็บน้ําระหวาง 24-48 ชั่วโมง พบวาปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีเหมาะสม
คือ 90 กรัม โดยใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลประมาณ 60% ในขณะท่ีระยะเวลากักเก็บน้ํา 
48 ชั่วโมงใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลสูงสุดคือ 60% ในระยะเวลา 120 ชัว่โมง โดยให
อัตราการยอยสลายคอนขางคงท่ี น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนนี้ถูกเจือจางใหมีความเขมขน 25 % และถูก
ปอนเขาสูถังปฏิกรณชีวภาพถังท่ี 2 ซ่ึงบรรจุราไวทรอทท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมพบวาข้ันตอนนี้ลด
สารประกอบฟนอลและสีไดอีก 35 % และ 27 % ในวันท่ี 9 ของการทดลอง จากปริมาณสารประกอบฟนอล
เริ่มตน 28 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมสี 4,500 หนวยสี เม่ือปอนน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนท่ีเจือจางจน
ไดความเขมขน 50% ซ่ึงมีปริมาณสารประกอบฟนอลเริ่มตนเทากับ 50 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมสี
ประมาณ 9,000 หนวยสี พบวาราตรึงยังมีประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลและสีในน้ําท้ิง
ประมาณ 30% และ 20% ตามลําดับ ในระยะเวลา 7 วัน การทดลองในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและไม
เจือจาง ราตรึงสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงได 16% จากความเขมขนเริ่มตน 124 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และกําจัดสีของน้ําท้ิงได 19% จากความเขมสีประมาณ 17,733 หนวยสี เม่ือระยะเวลาผานไป 7 วัน 
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 น้ําหนักแหงของทะลายปาลมเปลาท่ีระยะเวลาการตรึง  2-10 วัน  
4.12 รูปราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน   53  
4.13  ลักษะการยึดเกาะของราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลม 53 
4.14  ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลิค ( A) และสี (B) ในน้ําท้ิงโรงงาน  55 
 สกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta  
 AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันระยะเวลา 2-10 วัน  
4.15 กิจกรรมเอนไซม Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน้ําท้ิงโรงงาน  56 
 สกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta  
 AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันระยะเวลา 2-10 วัน  
4.16  น้ําหนักแหงของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใย  57 
 ปาลมน้ํามันระยะเวลา 2-10 วัน  
4.17  การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค ( A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH 61  
 (C) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน25%- 100% ของราไวทรอท 
 สายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  
4.18  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 25%   62 
4.19  การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค ( A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH  64 
 (C) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวม C และ N ตางๆ  
4.20  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวม C  65 
 และ N ตางๆ 
4.21  การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค ( A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH  68 
 (C) ของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียยอยสลาย 
 ฟนอลท่ีระยะเวลา 4- 72 ชม. และบําบัดตอโดยใชราไวทรอทสายพันธุ Trametes  
 hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  
4.22  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวย   70 
 แบคทีเรียยอยสลายฟนอลและบําบัดตอดวยราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta  
 AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  
4.23  การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค ( A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง  72 
  pH  (C) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ  
 Trametes hirsuta AK4 ตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันท่ีผานและไมผานการปรับตัว  
4.24  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดดวย   73 
 ราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  
 แบบไมปรับตัว ( A) และแบบปรับตัว (B) 
4.25 ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลของราตรึงหลังจากการใชงานซํ้า 77 
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4.26  ระบบตัวกรองชีวภาพท่ีบรรจุเซลลตรึงและน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม  79 
4.27  ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลของแบคทีเรียตรึงในระบบตัวกรองชีวภาพ 80 
 ท่ีแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึง 
4.28    ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลในระบบตัวกรองชีวภาพที่บรรจุแบค  81 
          ทีเรียตรึงปริมาณ 90 กรมั โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ํา 
4.29 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล ( A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึงบน 83 
 เสนใยปาลมในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือจางจนไดความเขมขน 25% ใน 
 ระบบถังปฏิกรณชีวภาพ  
4.30    ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล (A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึง  84 
          บนเสนใยปาลมในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือจางจนไดความเขมขน 50% 
           ในระบบถังปฏิกรณชีวภาพ 
4.31 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล ( A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึง  85 
 บนเสนใยปาลมในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและไมเจือจางในระบบถังปฏิกรณ  
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ข.2  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต     102 
ง.1  ลําดับนิวคลีโอไทด  ITS1-4 บน 18S rDNA ของราไวทรอท Unknown 04  104 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 

 
 เนื่องจากความตองการใชน้ํามันปาลมในอุตสาหกรรมตาง ๆ มีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึน อยางไรก็ตามผล
จากการขยายตัวของการผลิตท่ีเพ่ิมข้ึน กอใหเกิดมลพิษและของเสียออกสูสิ่งแวดลอมท้ังในรูปวัสดุเหลือใชใน
รูปของแข็ง ไดแก ทะลายปาลมเปลา เสนใย และกะลาปาลมน้ํามัน ท่ีมีการผลิตออกสูสิ่งแวดลอมจํานวนมาก 
หากมีการจัดการท่ีเหมาะสมและสามารถนําวัสดุเหลานี้ไปใชประโยชน ก็จะชวยเพ่ิมมูลคาใหแกวัสดุเศษเหลือ
และชวยในการจัดการของเสียไดอีกทางหนึ่งดวย นอกจากนั้นในการ สกัดน้ํามันปาลมแบบใชน้ํา (แบบ
มาตรฐาน) ยังผลิตน้ําเสียออกมาปริมาณมาก มีรายงานวาในการผลิตน้ํามันปาลมดิบ (crude palm oil) 1 ตัน 
ตองใชน้ําประมาณ 5-5.7 ตัน และน้ําท่ีใชในการผลิตมากกวา 50 กลายมาเปนน้ําท้ิง (palm oil mill 
effluent: POME) (Ahmad et al., 2003) น้ําเสียสวนใหญเกิดจากกระบวนการผลิตในข้ันตอนการอบทะลาย
ปาลมในรูปน้ําเสียจากหมอนึ่งฆาเชื้อ และน้ําเสียจากเครื่องเหวี่ยงแยกน้ํามันจากน้ําสลัดจ  ซ่ึงมีปริมาณ
สารอินทรียสูง มีสีคล้ํา ยากแกการกําจัด สีน้ําตาลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ไดแก สวนประกอบของ
รงควัตถุพวกแอนโทไซยานิน แทนนิน แคโรทีน เมลานอยดิน  และกัม  (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ , 
2533) นอกจากนั้นยังมีสารประกอบฟนอลและอนุพันธของฟนอลซ่ึงถูกสกัดออกมาพรอมกับน้ํามันและไอน้ํา  
ท้ังนี้ในผลปาลมน้ํามันนอกจากจะมีน้ํามันเปนองคประกอบหลักแลว ยังมีสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีละลายไดดีใน
น้ํามัน หรือน้ํารวมอยูดวย (Sundram et al., 2003; Tan et al., 2007) สารประกอบฟนอลเปนสารที่พบเปน
องคประกอบอยูในผลปาลมปริมาณ 0.006 มิลลิกรัมตอลิตรตอกรัมผลปาลม หรือ มี  total phenolic 
content เทากับ  83.97  กรัมตอลิตร gallic acid equivalent (GAE) ตอกรัมสารสกัดจากผลปาลม  ซ่ึง
สารประกอบฟนอลนี้จะถูกปลอยออกมาระหวางกระบวนการนึ่งฆาเชื้อในการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน 
ในข้ันตอนนี้จะมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม polyphenol oxidases เปนสาเหตุใหสารประกอบฟนอลไม
ถูกยอยสลาย (Sundram et al., 2003) นอกจากนี้ฟนอลยังเปนสารตัวกลางท่ีเกิดจากการยอยสลายลิกนิน
ผานกระบวนการ wet oxidation (Kongjan et al., 2010) จากรายงานท่ีผานมาตรวจพบปริมาณของ
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมอยูในชวงตั้งแต 30 ถึงมากกวา 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (พนิดา โตะสู , 2555; Limkhunsuwan and Chaiprasert, 2010; Alam et al., 2009) ซ่ึงมีปริมาณสูง
กวาคามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรม  ตามประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและ
สิ่งแวดลอม ฉบับท่ี 3 (พ.ศ.2539) กําหนดใหน้ําท้ิงจากโรงงานมีสารประกอบฟนอลไดไมเกิน  1 มิลลิกรัมตอ
ลิตร สารประกอบฟนอลเปนสารท่ีมีความเปนพิษตอสิ่งมีชีวิตและยับยั้งการเจริญเติบโตและกิจกรรมของ
จุลินทรียในสิ่งแวดลอม (Sayadi et al., 2000) ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการพัฒนาเทคโนโลยีท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล และกําจัดสีออกจากน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนปลอยลงสูแหลง
น้ําธรรมชาติ   

การใชวิธีการทางชีวภาพในการบําบัดหรือยอยสลายสารมลพิษในน้ําเสียนับเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ 
ราคาถูก และไมกอใหเกิดผลกระทบตอสิ่งแวดลอม จากการศึกษาท่ีผานมาพบวามีแบคทีเรียหลายชนิดท่ี
สามารถยอยสลายฟนอลได (Van Schie and Young, 2000) อยางไรก็ตามสารประกอบฟนอลอาจมีผลยั้บยั้ง
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียและราบางชนิด ( Shetty et al., 2007; Fountoulakis et al., 2002 ) 
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นอกจากนั้นพบวาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการบําบัดสารมลพิษลดลงเม่ือนําไปใชในการบําบัดน้ําเสียซ่ึงมี
การปนเปอนของสารมลพิษหลากหลายชนิ ด ดังนั้นเพ่ือเ พ่ิมประสิทธิภาพของ จุลินทรีย ในการยอยสลายสาร
มลพิษไดดีข้ึน จึงมีการนําเทคนิคการตรึงเซลล (cell immobilization) มาใชในการบําบัดมลพิษ พบวาเซลล
ตรึงมีขอดีหลายประการ เชน ชวยปกปองเซลลจากความเปนพิษของสารมลพิษ ชวยรักษากิจกรรมของ
เอนไซมใหคงท่ี (Junter and Jouenne, 2004) สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได นอกจากนี้ยังสามารถทน
ตอพีเอช และอุณหภูมิในชวงท่ีกวางกวาเซลลอิสระ โครงการวิจัยนี้สนใจศึกษาพัฒนาการตรึงเซลลจุลินทรียบน
วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน เพ่ือตองการใหจุลินทรียมีความทนทานตอความเปนพิษของสารประกอบฟนอล
รวมท้ังสารมลพิษอ่ืนท่ีเปนสวนประกอบในน้ําท้ิง และเพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสี โดยเลือกใชแบคทีเรียผสม
ระหวาง Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพ่ือยอยสลายสารประกอบฟนอลใน
ข้ันแรก แลวจึงใชราไวทรอทในการบําบัดสี ออกจากน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดสารประกอบฟนอลแลว เพ่ือชวยใน
การลดพิษของสารประกอบฟนอลท่ีมีตอรา นอกจากนี้ศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการนํากลับมาใชซํ้า 
ซ่ึงจะชวยลดเวลาในการเตรียมหัวเชื้อใหม เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาพัฒนาเทคโนโลยีท่ีเหมาะสม มี
ประสิทธิภาพ งาย ราคาถูก และสามารถนําไปใชไดจริงในการบําบัดสี และสาร มลพิษจากภาคอุตสาหกรรม
ตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคของโครงการ 

 
 1.2.1 เพ่ือคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลออกจากน้ําท้ิงของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 1.2.2 เพ่ือพัฒนาวิธีการ ตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  ไดแก ทะลายปาลมเปลาและ
เสนใยปาลมน้ํามัน  
 1.2.3 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย และรา ไวทรอทท่ีถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันใน
การยอยสลายสารประกอบฟนอลและกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
1.3 ขอบเขตการวิจยั 

 
 1.3.1 การ คัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบฟนอลและกําจัดสีออกจากน้ํา
ท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม  
 คัดเลือกรา ไวทรอทท้ังหมด 10 สายพันธุ  ไดแก 1) Coriolus versicolor 2) Trametes sp. 3) 
Pleurotus ostreatus  4) Pycnoporus sanguineus 5) Lentinus edodes 6) Garnoderma lucidum 
7) Unknown 01 8) Unknown 02 9) Unknown 03 และ 10) Unknown 04 ทําโดยวิธีการทดสอบบน
อาหารแข็งท่ีมีการเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในสัดสวนตาง ๆ  และทดสอบในน้ําท้ิงท่ีมีการเจือจาง 2 
เทา   
 1.3.2 การศึกษาการตรึงเซลลและคัดเลือกวัสดุตรึงท่ีเหมาะสม   
 นําราไวทรอทท่ีคัดเลือกได  1 สายพันธุ มาศึกษาการตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ไดแก ทะลาย
ปาลมเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน ศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุ และการเกาะติดของราไวทรอทบนและ
ภายในชองวางของวัสดุตรึงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning electron 



 

3 

microscope: SEM) รวมท้ังศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในเกาะติดของราไวทรอทบนวัสดุตรึง  โดยพิจารณา
จากประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง  2 เทา รวมท้ังวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก  
 1.3.3 การเพ่ิมประสิทธิภาพของราตรึงในการ กําจัดสีและสารประกอบฟนอลิค ออกจากน้ําท้ิงในระบบ
แบทซ  
 ทํา โดย 1) การแปรผันความเขมขนน้ําท้ิง 2) การปรับตัวของเซลลตรึง 3) การบําบัดแบบ 2 ข้ันตอน 
และ 4) การเติมแหลงอาหารรวม เปรียบเทียบคุณลักษณะของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนและหลัง
บําบัด  
 1.3.4 การศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลและสีออกจากน้ําท้ิงในระบบแบบตอเนื่อง  
 ทําการขยายขนาดการศึกษาในถังปฎิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร จํานวน 2 ถัง แบบตอเนื่องกัน ซ่ึงถัง
แรกใชแบคทีเรยีผสม ระหวาง Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบน
ทะลายปาลมเปลาบําบัดสารประกอบฟนอลข้ันตน โดยการศึกษาปริมาณแบคทีเรียตรึง และระยะเวลาการกัก
เก็บน้ําท้ิงท่ีเหมาะสม น้ําท่ีผานการบําบัดข้ันตนถูกปอนไปสูถังปฎิกรณชีวภาพถังท่ี 2 ท่ีบรรจุราไวทรอทท่ีตรึง
บนเสนใยปาลมน้ํามันน้ํามันเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอล เปรียบเทียบ
คุณลักษณะของน้ําท้ิงกอนและหลังการบําบัด 
 1.3.5 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า   
 นําเซลลตรึงท่ีใชงานแลวกลับมาใชซํ้าท้ังในระบบแบทซและระบบตอเนื่อง ทําซํ้าหลายๆ  ครั้ง เพ่ือ
ศึกษาประสิทธิภาพวาเซลลทีตรึงสามารถนํากลับมาใชใหมไดก่ีครั้ง ท้ังนี้พิจารณาจากความสามารถในการยอย
สลายสารประกอบฟนอล และการกําจัดสี 
 
1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 
 1.4.1 สามารถคัดเลือกสายพันธุของราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลไดดี 
รวมท้ังทราบวัสดุตรึงราท่ีเหมาะสมจากวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
 1.4.2 ทราบวิธีการตรึง และระยะเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลม
น้ํามัน 
 1.4.3 ทราบประสิทธิภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลของราไวทรอทท่ีตรึงบนวัสดุเศษเหลือ
ปาลมน้ํามัน เพ่ือประโยชนในการนําเซลลตรึงไปประยุกตใชในระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 1.4.4 ทราบปริมาณแบคทีเรียผสมและระยะเวลากักเก็บน้ําท้ิงท่ีเหมาะสม รวมถึงประสิทธิภาพในการ
กําจัดสีและสารประกอบฟนอลของราไวทรอทท่ีตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันในถังปฎิกรณชีวภาพ 
 1.4.5 ผลการวิจัยทีไดสามารถนําไปประยุกตใช  เพ่ือเปนแนวทางใหแกภาคอุตสาหกรรมในการพัฒนา 
วิธีการ/เทคโนโลยี  ในกระบวนการกําจัดสี  และบําบัดสารมลพิษจากโรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีการทาง
ชีวภาพ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการบําบัดใหดีข้ึน โดยเฉพาะการกําจัดสีและบําบัดน้ําเสียจากกระบวนการสกัด
น้ํามันปาลม กอนปลอยลงสูแหลงน้ําธรรมชาติ  และสามารถนําความรู  และเทคนิคดังกลาวไปใชเปนตนแบบ /
กรณีศึกษาสําหรับการบําบัดน้ําเสียในอุตสาหกรรมอ่ืนๆได 
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บทที่ 2 
ทบทวนเอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
2.1 ของเสียจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลม 
 

อุตสาหกรรมการสกัดน้ํามันปาลมมีการแบงกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมตามการผลิตได 2 แบบ คือ 
1) การผลิตแบบไมใชน้ําหรือแบบแหง และ 2) การผลิตแบบมาตรฐานหรือแบบใชน้ํา  ซ่ึงกระบวนการสกัด
แบบมาตรฐานสามารถรองรับวัตถุดิบไดในปริมาณมากและไดน้ํามันปาลมดิบท่ีมีคุณภาพ กระบวนการสกัด
แบบใชน้ําแบงยอยเปน 2 ลักษณะ คือ เครื่องสกัดแยกน้ํามันแบบสกรู ( decanter) และเครื่องสกัดแยกน้ํามัน
แบบหมุนเหวี่ยง ( seperator) โดยท่ัวไปข้ันตอนในการสกัดน้ํามันปาลมแบบใชน้ําจะเริ่มจากการอบทะลาย
ปาลมสดดวยไอน้ําท่ีอุณหภูมิ 120-130 องศาเซลเซียส ความดัน 40-50 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 40-60 
นาที ดังแสดงในรูปท่ี 1.1 ซ่ึงการอบผลปาลมจะชวยยับยั้งปฏิกิริยาไลโปไลซิส ( lipolysis) ท่ีสงผลใหเกิดกรด
ไขมันอิสระและเกิดกลิ่นหืน และนอกจากนี้จะทําใหทะลายปาลมเกิดความออนนุม ข้ัวของผลปาลมหลุดออก
จากทะลายไดอยางสะดวกงายตอการยอยและการหีบอัด ทะลายปาลมท่ีผานการนึ่งจะถูกปอนเขาเครื่องแยก
ผลปาลม สวนของทะลายปาลมจะถูกลําเลียงออก สวนผลปาลมท่ีท่ีแยกไดจะเขาสูเครื่องยอยผลปาลม โดยทํา
การกวนผลปาลมใหเสนใยแยกจากเมล็ดและใหเซลลน้ํามันเกิดการแตกตัว จากนั้นจะถูกปอนเขาเครื่องหีบอัด
แบบเกลียว ( screw press) น้ํามันจะถูกแยกออกจากน้ํา เศษเสนใย และสิ่งสกปรกอ่ืนๆ โดยการใชเครื่อง 
decanter หรือเครื่อง separator แตน้ํามันดินท่ีไดโดยสวนใหญยังคงมีสิ่งเจือปนอยูโดยเฉพาะอนุภาคของแข็ง 
จึงตองผานเขาเครื่องแยกเหวี่ยงความเร็วสูง แลวจึงผานไปยังเครื่องดูดสุญญากาศเพ่ือกําจัดความชื้น และจะ
ถูกลําเลียงไปเก็บในถังเก็บน้ํามันขนาดใหญ เพ่ือรอเขาสูกระบวนการทําบริสุทธิ์หรือเตรียมจําหนาย (พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 

จากกระบวนการเหลานี้กอใหเกิดวัสดุเศษเหลือจํานวนมาก ไดแก ทะลายปาลมเปลา กะลาผลปาลม 
เสนใยปาลม และกากเนื้อปาลม (palm kernel cake) ดังแสดงในรูปท่ี 1.2 โดยเฉพาะทะลายปาลมเปลา และ
เสนใยปาลมซ่ึงมีปริมาณมากถึง 9.0x105 และ 6.0x105 ตันตอป (Chavalparit et al., 2006) นอกจากนั้น
การสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานยังมีการใชน้ําในการผลิตมาก มีรายงานวากระบวนการสกัดน้ํามันปาลมดิบ 
1 ตันตองการใชน้ํา 5 – 5.7 ตัน และน้ําท่ีใชในการผลิตมากกวารอยละ 50 กลายเปนน้ําเสียและถูกบําบัดเปน
น้ําท้ิง (palm oil mill effluent, POME) (Wu et al., 2009) ปริมาณน้ําท้ิงสวนใหญมาจากข้ันตอนการอบ
ทะลายปาลมในรูปน้ําท้ิงจากหมอนึ่งฆาเชื้อ ( sterilizer condensate) และน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร 
(decanter effluent) โดยน้ําท้ิงจากหมอนึ่งฆาเชื้อมีประมาณ 200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม (พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533 
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รูปท่ี 2.1 กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม 
ท่ีมา : Lam and Lee (2011) 
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วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมมีการนําไปเปนเชื้อเพลิงในหมอนึ่งไอน้ํา (Alam et 
al., 2007) นอกจากนั้นยังมีการนําไปใชประโยชนประเภทอ่ืนดวย เชน ใชเปนสวนผสมของวัสดุในการเพาะ
เห็ด หรือการทําปุยหมัก เปนตน 

 

   

 
 

รูปท่ี 2.2  วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม ทะลายปาลมเปลา (A), เสนใยปาลม (B) และกะลา 
ผลปาลม (C)   
 

น้ําเสียท่ีเกิดจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมจะถูกรวบรวมและบําบัดดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
โดยโรงงานสกัดน้ํามันปาลมนิยมใชชุดบอไรอากาศรวมกับบอเติมอากาศ และบอผึ่ง ( oxidation pond) ดัง
แสดงในรปูท่ี 1.3 A ซ่ึงใชพ้ืนท่ีมาก มักกอใหเกิดปญหากลิ่นรุนแรง มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรียต่ํา 
และยังกอใหเกิดกาซเรือนกระจกสงผลตอสภาวะโลกรอน ทําใหโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีการพัฒนาระบบใน
การบําบัดน้ําเสียมาใชระบบถังปฎิกรณไรออกซิเจนแบบปด ( closed anaerobic tank system) และระบบ
บอหมักไรอากาศ (รูปท่ี 1.3 B) ซ่ึงทําใหเกิดการใชประโยชนของน้ําเสียในรูปแบบของกาซชีวภาพ ( biogas) ซ่ึง
สามารถใชในการผลิตกระแสไฟฟาใชในโรงงานและบางสวนยังขายใหกับภาครัฐ น้ําเสียท่ีผานกระบวนการ
บําบัดดวยวิธีการดังกลาวจะกลายเปนท้ิง 

   
รูปท่ี 2.3 ระบบบําบัดน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีบอผึ่ง (A) และ ระบบบอหมักไรอากาศ (B) 

A B 

A B 

C 
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น้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความเขมขนของสารอินทรียสูงซ่ึงมีคา  BOD, COD, ของแข็ง
แขวนลอย, น้ํามัน และไขมัน (oil and grease) ในปริมาณสูง  น้ําท้ิงมีสีคล้ํา มีองคประกอบของสารยอยสลาย
ยาก (พูนสุข  ประเสริฐสรรพและคณะ , 2544) โดยท่ัวไปลักษณะน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมแสดงดัง
ตารางท่ี 2.1 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับคุณลักษณะของน้ําท้ิงท่ีระบายออกจากโรงงาน ตามประกาศกระทรวง
อุตสาหกรรม ฉบับท่ี 2 ปพุทธศักราช 2539 จะพบวาน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีคาสูงกวามาตรฐาน
กําหนดไว ซ่ึงมีความจําเปนท่ีจะตองบําบัดใหไดตามมารฐานกอนท่ีจะปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ 

 
ตารางที่ 2.1 ลักษณะของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมและคามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง 
 
 พารามิเตอร  *น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   **คามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง 

 
pH         3.5-4.8    5.5-9.0 
BOD5 (mg/L)           22,000-25,000     ≤60 
COD (mg/L)           30,000-55,000    ≤400 
TKN (mg/L)     660-890    ≤200  
TSS (mg/L)           36,500–42,600     - 
Oil & Grease (mg/L)             1,300–4,700     ≤15 

 
ท่ีมา :  * Ma et al. (2000), Bhatia et al. (2007) 
  ** ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม  ฉบบัท่ี 2 (พ.ศ. 2539) ลงวนัท่ี 14 มิถุนายน 2539 เรื่อง
 กําหนดคุณลักษณะของน้ําท้ิงท่ีระบายออกจากโรงงาน  ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมท่ี 1 13  ตอน
 ท่ี 52 ง ลงวนัท่ี 27 มิถุนายน 2539 
 
2.2 สีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
 น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีสีน้ําตาลคล้ําเปนสีจริงซ่ึงละลายเปนเนื้อเดียวกับน้ํา เกิดจาก
สารประกอบจําพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนิน  และโพลฟีนอล (Hartley, 1977; 
Hwang et al., 1978; Barker and Worgan, 1981) ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในพืชรวมถึงปาลมปาลมน้ํามัน
ซ่ึงถูกสกัดออกมาพรอมกับกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมดิบ ฟนอลและอนุพันธของฟนอล หรือสารประกอบฟ
นอล (phenols, phenolics, phenolic compounds) เปนสารท่ีพบเปนองคประกอบอยูในผลปาลมปริมาณ 
0.006 มิลลิกรัมตอลิตร ตอกรัมผลปาลม หรือมี  total phenolic content เทากับ 83.97 กรัมตอลิตร gallic 
acid equivalent (GAE) ตอกรัมสารสกัดจากผลปาลม ( Sundram et al., 2003) โดยพบการปนเปอนของ
สารประกอบฟนอลในน้ําเสียและน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดแลวของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีความเขมขนตาง ๆ  
ตั้งแต 1 ถึงมากกวา 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (จินตนา แกวบริสุทธิ์, 2541 ; ธรรมศักดิ์ ศรีสุกใส , 2547; Alam 
et al., 2009) และจากการศึกษาของ Chantho et al. (2013) พบวาน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีการปน
ปอนของสารประกอบฟนอลรวมถึง 1,206 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเม่ือนําน้ําเสียดังกลาวมาศึกษาชนิดของ
สารประกอบฟนอลดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
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Chromatography, HPLC) สามารถตรวจพบสารประกอบฟนอลิคถึง 8 ชนิด ไดแก gallic acid, p-
hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, caffeic acid, syringic acid, vanillic acid, p-coumaric 
acid และ ferulic acid โดยแตละชนิดมีความเขมขนอยูในชวง 8.4-134 มิลลิกรัมตอลิตร และพบวา  p-
hydroxybenzoic acid เปนสารประกอบฟนอลิคท่ีพบมากท่ีสุดในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

สารประกอบฟนอลมีสูตรโครงสรางทางเคมีเปนวงแหวนท่ีเปนอนุพันธของเบนซิน มีหมูไฮดรอกซิล (-
OH-group) ตออยูเปนหลัก  และอาจมีหมูแทนท่ีตางๆ แทนท่ีในตําแหนง  ออโท (ortho) เมตา (meta) หรือ
พารา (para) ไดอีก สารประกอบฟนอลพ้ืนฐาน คือ ฟนอล ( phenol)  ประกอบดวยวงแหวนเบนซิน 1 วง 
และหมูไฮดรอกซิล 1 หมู  สารประกอบฟนอลิคสามารถพบไดในผักและผลไมหลายชนิด และสามารถแบง
ประเภทตามจํานวนวงแหวนฟนอลได 3 ชนิด คือ ( i) monocyclic phenols มีวงแหวนฟนอลอยู 1 วง 
สามารถพบท่ัวไปในพืช เชน tyrosol, gallic acid และ p – hydroxybenzoic acid เปนตน ดังแสดงในรูปท่ี 
1.4 (ii) dicyclic phenols มีวงแหวนฟนอล 2 วง เชน flavonoids และ lignans เปนตน ( iii) polycyclic 
phenols หรอื polyphenols เปนสารประกอบฟนอลิคท่ีมีวงแหวน   ฟนอลมากกวา 2 วง เชน lignins และ 
tannin (รูปท่ี 1.5)  เปนตน 

                     
p – hydroxybenzoic acid                               Tyrosol                                         Gallic 
acid 
 
รูปท่ี 2.4  โครงสราง monocyclic phenols เชน p – hydroxybenzoic acid, Tyrosol และ Gallic acid 

 
Tannin 

รูปท่ี 2.5 ตัวอยางโครงสราง polycyclic phenols หรอื polyphenols เชน Tannin 
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สารประกอบฟนอลท่ีมีการตกคางในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมนี้ เกิดจากกระบวนการสกัด
น้ํามันปาลม เม่ือเซลลผลปาลมถูกทําลายจากการใหความรอนในข้ันตอนของการนึ่งดวยไอน้ํา เกิดการแตกตัว
ขององคประกอบสารอินทรียจากข้ันตอนการหีบอัด ทําใหสารประกอบฟนอลท่ีอยูในผลปาลมถูกสกัดออกมา
พรอมกับน้ํามันและไอน้ํา ซ่ึงสารประกอบฟนอลิคจะละลายอยูในเฟสของน้ําไดดีกวาเฟสของน้ํามัน ทําให
สารประกอบฟนอลปนเปอนมากับน้ําเสียจากกระบวนการผลิต และยังสงผลตอการเกิดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม โดยสารประกอบฟนอลลิคท่ีถูกสกัดออกมาสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศทําใหเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันโดยเอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส( polyphenol oxidase, PPO) เกิดเปนสารออรโท -ไดฟนอล (o-
diphenol) ซ่ึงจะถูกออกซิไดซตอไปเปน ออรโท - ควิโนน (o-quinones) ซ่ึงมีสีน้ําตาล และจะรวมตัวกันเปน
สารโมเลกุลใหญมีสีน้ําตาล ท่ีเรียกวา เมลานิน (melanin) ซ่ึงมีโครงสรางซับซอน ยากตอการคืนตัว ปฏิกิริยานี้
เรียกวา ปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลท่ีเก่ียวของกับเอนไซม ( enzymatic browning reaction) ดังแสดงในรูปท่ี 
2.6 ซ่ึงเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีสีน้ําตาลคล้ํา  

 

 
 

รูปท่ี 2.6 ปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลท่ีเก่ียวของกับเอนไซม (enzymatic browning reaction) 
ท่ีมา : Sapers and Milller (1993) 
 

มีรายงานวาสารประกอบฟนอลท่ีปนเปอนในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมบางชนิด มีคุณสมบัติ
ตอตานการเจริญและการทํางานของจุลินทรีย ( antimicrobial activity) มีความเปนพิษตอพืช 
(phytotoxicity) และตอตานกระบวนการออกซิเดชัน ( antioxidation) สงผลใหการยอยสลายทางชีวภาพ
เกิดข้ึนไดนอย และจะยิ่งลดนอยมากข้ึนหากมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคท่ีมากข้ึน ( Torrecilla, 
2010) สวนสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีผลทําใหออกซิเจนท่ีสัมผัสผิวหนาของน้ําลดลง ขัดขวางการ
เจริญของสิ่งมีชีวิตในน้ําท่ีมีการใชออกซิเจน ลดการทะลุผานของแสงแดดลงสูใตน้ํา ทําใหพืชท่ีอยูในน้ําเกิดการ
สังเคราะหแสงลดนอยลง และนอกจากนี้สีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมยังกอใหเกิดทัศนียภาพท่ีไมดีอีก
ดวย (Park et al., 2007; Wang, 2008) และจากขอกําหนดคุณลักษณะของน้ําท้ิงท่ีระบายออกจากโรงงาน  
ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับท่ี 2 ปพุทธศักราช 2539 ระบุลักษณะของน้ําท้ิงวาจะตองมี
สารประกอบฟนอลไมมากกวา 1 มิลลิกรัมตอลิตร และมีสีท่ีตองไมเปนท่ีพึงรังเกียจ อยางไรก็ตามหลังผานการ
บําบัดน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยกระบวนการตางๆ แลวในบอน้ําท้ิงก็ยังคงพบการปนเปอนของฟนอล
สูงกวาเกณฑมาตรฐาน รวมท้ังสีท่ียังไมไดตามเกณฑมาตรฐานจึงมีความจําเปนท่ีจะตองพัฒนาระบบการบําบัด
น้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เพ่ือใหน้ําท้ิงมีคาตามมาตรฐานและสามารถปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติได 
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การกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําเสียและน้ําท้ิงของโรงงานอุตสาหกรรม สามารถทําไดหลาย
วิธี ไดแก วิธีการทางกายภาพ เชน การกรองดวยเมมเบรน ( Ahmand et al., 2006) การดูดซับดวยถานกัม
มันต (Santhy and Selvapathy, 2005) วิธีการทางเคมี เชน การตกตะกอนดวยสารเคมี (Kim et al., 2003) 
การออกซิเดชันทางเคมี ซ่ึงวิธีเหลานี้มีความยุงยากในการใชงานและดูแลรักษา คาใชจายในการดําเนินงาน
คอนขางสูง ท้ังยังเปนการเพ่ิมสารเคมีเขาสูระบบสิ่งแวดลอม ดังนั้นวิธีการทางชีวภาพโดยอาศัยกระบวนการ
ยอยสลายทางชีวภาพของจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย และเชื้อรา โดยเฉพาะกลุมราไวทรอท ซ่ึงสามารถกําจัดสาร
ท่ียอยสลายยากไดอยางสมบูรณ จึงเปนวิธีการท่ีไดรับความนิยม เปนวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ ตนทุนไมสูงมาก 
และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม 

 
2.3 แบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 
 

ฟนอลเปนสารพิษท่ียับยั้งการทํางานของจุลินทรีย โดยเฉพาะในระดับความเขมขนฟนอลสูงๆ ซ่ึงมี
จุลินทรียหลายชนิดท่ีไวตอสารนี้  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียหลายชนิดท่ีมีความสามารถในการยอยสลายฟนอล 
และมีความทนทานตอฟนอล จากรายงานท่ีผานมาพบวาแบคทีเรีย รา และยีสต สามารถยอยสลายฟนอลได 
ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้ใชฟนอลเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ ตารางท่ี 1.5 แสดงตัวอยางจุลินทรียท่ี
สามารถยอยสลายฟนอลได ซ่ึงคัดแยกจากสิ่งแวดลอม ไดแก จีนัส Acinetobacter, Candida และ 
Pseudomonas เปนตน 

 
ตารางที ่2.2 จุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 
 

จุลินทรีย แหลงท่ีมาของจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Pseudomonas Putida Wastewater treatment plant Movahedyan et al. (2009) 

Candida parapsilopsis Industrial chemistry effluent Rigo and Alegre (2004) 
Acinetobacter,Kelibsiella, 
Citrobacter, 
Pseudomonas และ 
Shigella 

Lake Parishan Kafilzadeh et al. (2010) 

Streptococcus epidermis Oil contaminated soil Mohite et al. (2010) 
Proteobac Teria PH002 East River, New York, N.Y. Van Schie et al. (1998) 
Azoarcus CR23 Rain forest, Costa Rica 
Thauera FL05 Orange grove, Florida 
Candida tropicalis และ 
Alcaligenes faecalis 

Amazonian rain forest soil Bastos et al. (2000) 

Acinetobacter Activated sludge Hao et al. (2002) 
Rhizosphere of duckweed Yamaga et al. (2010) 
Wastewater treatment plant 
at Alexandria, Egypt 

Abd-El-Haleem et al. 
(2002) 
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2.4 แบคทีเรียสกุล  Methylobacterium และ Acinetobacter 
 
 แบคทีเรียสกุล Methylobacterium มีลักษณะโคโลนีเปนสีชมพูเขม จัดเปนแบคทีเรียประเภท 
facultative methylothrops ท่ีสามารถเจริญไดงาย และพบในสิ่งแวดลอมโดยท่ัวไป เชน  ในดนิ และเนื้อเยื่อ
พืช (Aken et al., 2004; Lidstrom and Chistoserdova, 2002) ท้ังนี้พบไดงายบริเวณราก (rhizosphere) และ
ในตนพืช (endosphere) ท่ีมีความสามารถในการดูดซับ หรือบําบัดสารมลพิษ (Dourado et al., 2011) 
แบคทีเรียชนิดนี้สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดหลายชนิด เชน เมทานอล (methanol ) 
และเมทิลเอมีน ( methylamine) รวมท้ัง C2, C3 และ C4 (Lidstrom and Chistoserdova, 2002) นอกจากนั้น
มีรายงานการนําแบคทีเรียชนิดนี้มาใชในการบําบัดสารมลพิษตางๆ ในสิ่งแวดลอม เชน  ไซยาไนด (Cyanide) 
ฟอรมาไมด (formamide) ฟอรมาลดีไฮด (formaldehyde) และฟนอล (phenol) เปนตนดังตัวอยางแสดงใน
ตารางท่ี 2.3 
 
ตารางที ่2.3 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล  Methylobacterium  
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
Methylobacterium sp. RXM CCMI 908 
Methylobacterium organophilum  
DSMZ 760 
Methylobacterium mesophilicum Sr 
Methylobacterium sp. MF1 
Methylobacterium sp BJ 001 
 
เชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 

Cyanide และ formamide 
methanolic distillation 

residues 
dimethyl isophthalate 

formaldehyde 
nitro-substituted 

explosives 
phenol 

Campos et al. (2006) 
Stepnowski et al.(2004) 
 
Li and Gu  (2007) 
Mitsui et al. (2005) 
Aken et  a l . (2004)  
 
ปยะมาศ คงแขม (2552) 

  
แบคทีเรียสกุล Acinetobacter พบไดแพรหลายในธรรมชาติ เชน ในน้ํา ดิน สิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติ 

และจากผิวหนังมนุษย แบคทีเรียสกุลนี้มีความนาสนใจในการนํามาประยุกตใชทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ และ
ในดานสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนท่ีรูจักในการยอยสลายสารมลพิษไดหลากหลายชนิด (ตารางท่ี 2.4) เนื่องจากมี
ความสามารถในการใชสารประกอบหลากหลายชนิดเปนแหลงคารบอนและพลังงาน เชน ฟนอล ( phenol) 
และเบนโซเอท (benzoate) เปนตน ทําใหเพาะเลี้ยงไดงายในอาหารเหลว  ( Caposio et al., 2002 ; Cui et 
al., 2008) รวมท้ังมีความสามารถในการผลิต emulsifying agents ทําใหสารมลพิษท่ีละลายน้ําไดนอย ( low 
solubility) ถูกยอยสลายไดงายข้ึน (Marin et al., 1995)   
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ตารางที่ 2.4 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล Acinetobacter 
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
Acinetobacter radioresistens 
USTB-04 
Acinetobacter calcoaceticus  MM5 
Acinetobacter calcoaceticus NCIM 
2890 
Acinetobacter calcoaceticum A-122 
Acinetobacter sp. HY-7 
Acinetobacter sp. PD12 

methyl parathion 
 
diesel  และ  heating  Oil 
diazo dye direct brown 
MR 
p-nitrophenol (PNP) 
carbamazepine 
phenol 

Fang-yao et al. (2007) 
 
Marin et al. (1995) 
Ghodake et al. (2009) 
 
Ignatov et al. (1999) 
Cui et al., (2008) 
Ying et al. (2007) 

 
 จากการศึกษาของ Khongkhaem et al. (2011) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล
ของเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีตรึงเซลลแบบ
กักขัง ( entrapment) ในซิลิกาท่ีสังเคราะหข้ึนใหม พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอลท่ีความเขมขน
เริ่มตน 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ได 80-85% ในขณะท่ีเซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอลไดเกือบ 100% ท่ี
ความเขมขนเริ่มตนนอยกวา 2,500 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อผสมระหวาง 
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  มีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลไดเปน 2 
เทา เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุเดียวแตละชนิด  
 
2.5 ราไวทรอทและเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก (Ligninolytic enzyme) 
 

ราไวทรอทเปนกลุมของราท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก (ligninolytic 
enzyme) ท่ีสามารถยอยสลายไดท้ังเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินท่ีเปนองคประกอบในพืช  โดยสามารถ
ยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสไดเร็วกวาเซลลูโลส  นอกจากนี้รากลุมนี้บางชนิดยังยอยสลายลิกนินไดอยาง
สมบูรณไดผลผลิตเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา   ราไวทรอทจัดเปนราใน  Class Basidiomycetes ลกัษณะ
ท่ัวไปของรากลุมนี้ คือเปนราท่ีไมมีคลอโรฟลลจึงไมสามารถสรางอาหารเองได  ตองอาศัยอาหารจากสิ่งมีชีวิต
หรอืพืช มีรูปรางแบบเสนใย  (Filament) และลักษณะเซลลเปนแบบหลายเซลล  (multicellular) โดยการ
เจริญจะไปเพ่ิมความยาวออกท่ีสวนปลาย  (apical growth) แตละสวนของเสนใยสามารถเจริญเปนหนวยใหม
ได ภายในเสนใยถูกแบงออกเปนสวนๆ  ดวยผนังก้ัน (septum) ราไวทรอทเปนราท่ีมีความสําคัญในการยอย
สลายไมใหเปนสีขาวได  ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสท่ีมีสีน้ําตาล  ทําใหเหลือสวนท่ีเปน
เซลลูโลสเห็นเปนลักษณะของชั้นเสนใยท่ีมีสีออนจางลงกวาเดิมคลายถูกฟอกสี นอกจากเซลลูโลสแลวราไวท
รอทยังสามารถยอยสลายสารท่ีมีโมเลกุลสูงได (Akhtar et al., 1999) ดวยเหตุนี้จึงมีการนําราไวทรอทมาใชใน
การเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดท่ีมีโครงสรางคลายคลึงกับลิกนิน เพ่ือลดความเปนพิษไมใหเปน
อันตรายตอสิ่งแวดลอม เชน ยาฆาแมลง (pesticides), สีสังเคราะห ( synthetic dye), polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAHs), polychlorinated biphynyls (PCBs), carbontetrachloride และ 
pentachlorophenol (PCP) เปนตน (Gao et al., 2010) ดังแสดงในตารางท่ี 2.5 ราในกลุมนี้ไดแก  
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Coriolus versiscolor, Trametes sp., Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiate, 
Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus และ Lentinus edodes  เปนตน ดังแสดงในรูปท่ี 2.7  

 

   

   

   
 
รูปท่ี 2.7  ตัวอยางราไวทรอท Pleurotus ostreatus (A), Ganoderma lucidum (B), Trametes sp. (C),   

Lentinus edodes (D), Bjerkandera adusta (E) และTrametes versicolor (F) 
 
 
 
 

ตารางที ่2.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการใชราไวทรอทในการยอยสลายสารมลพิษ 
 

A B 

C D 

E F 
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       ราไวทรอท    สารมลพิษ     อางอิง 
  
 Bjerkandera adusta  PAHs    Valentin et al. (2007) 
     TNT     Eilers et al. (1999) 
     Daunomycin producing waste Kornillowicz et al. 

(2006) 
 Irpex lacteus   PAHs    Baborova et al. (2006) 
     Synthetic dyes   Svobodova et al. (2008) 
 Lentinus tigrinus  PAHs    Valentin et at. (2006) 
 Trametes versicolor  Trichloroethylene (TCE) Marcro-Urrea et al. (2008) 
     Synthetic dyes   Gavril and Hodson (2007)
     Polysaccharide   Zhu et al. (2005) 
 Phlebia radiata   TNT    Aken et al. (1999) 
 Pleurotus ostreatus  Phenolics in wastewater Aggelis et al. (2003)   
 Phanerochaete   PAHs (anthracene)   Mohammadi et al. (2009) 
 chrysosporium   Molasses wastewater  Vahabzadeh et al. (2004) 
      Textile wastewater  Gomaa et al. (2008) 

 
เอนไซมกลุมลิกนิโนไลติก เปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิน ประกอบดวยเอนไซมประเภท

เปอรออกซิเดส  (peroxidases) และออกซิเดส  (oxidases) หลายชนิด เอนไซมท่ีสําคัญไดแก  เอนไซมลิกนิน
เปอรออกซิเดส  (lignin peroxidases) แลคเคส (laccases,p-diphenol oxidase) แมงกานีสเปอรออกซิเดส  
(manganese peroxidases) และเอนไซมออกซิเดสท่ีใหไฮโดรเจนเปอรออกไซม  (H2O2-producing 
oxidases) เอนไซมในกลุมนี้แตละตัวจะมีกลไกในการเกิดปฏิกิริยาท่ีแตกตางกัน จัดเปนเอนไซมท่ีผลิตและหลั่ง
ออกมาภายนอกเซลล  (extracellular enzyme) แบงออกเปน  3 กลุมใหญๆ  ไดแก lignin modifying 
enzymes, auxiliary enzymes และ feedback type enzyme ซ่ึงราไวทรอทแตละสายพันธุจะสราง
เอนไซมแตละชนิดท่ีแตกตางกัน  (Leonowicz et al., 1999)  การยอยสลายลิกนินโดยเอนไซมจากรากลุมนี้
อาจเกิดกลไกหลายๆ  แบบรวมกัน  เชน การทําใหวงแหวนอะโรมาติกแตกออกโดยการเติมออกซิเจน  

(oxidative fission) หรือเกิดออกซิเดชันท่ีหมูแอลฟาไฮดรอกซิล  (α-hydroxyl) การเติมน้ําท่ีสวนแอลฟาคาร

บอนิล (α-carbonyl) และการตัดพันธะแอริลอีเทอร (aryl ether) เปนตน 

Lignin peroxidase (LiP) (EC 1.11.10.14)เปน Ligninolytic enzyme ตัวแรกท่ีมีการคนพบ  
และพบบอยใน  Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor และ Bjerkandera sp. จัดเปน
เอนไซมท่ีมี Ferric heme  เปนตัวใหอิเล็กตรอน สามารถ reduce โมเลกุลของออกซิเจนไดสาร hydrogen 
peroxidase และ superoxide (Baciocchi et al., 2002) กระบวนการทํางานของ LiP เริ่มจาก LiP ถูกออก
ซิไดสโดยไฮโดรเจนเปอรออกไซด ( H2O2) ทําให LiP ขาดอิเล็คตรอนอยูในสภาวะท่ีไมเสถียร จึงตอง
ดึงอิเล็คตรอนจากสับสเตรท  เพ่ือใหตัวเองอยูในสภาวะท่ีเสถียร ( Aurora and Gill, 2001) ดังแสดงในรูปท่ี 
2.8  LiP เปนเอนไซมท่ีเปนตัว oxidant ท่ีแรงและไมมีความจําเพาะตอสับสเตรทตัวใดตัวหนึ่ง แตเปนเอนไซม



 

15 

ท่ีมีความสามารถในการยอยสลายโครงสรางท้ัง phenolic aromatic compound และ non-phenolic 
aromatic compound (Tekre et al., 2001) 

 
รูปท่ี 2.8 กลไกการทํางานของเอนไซม lignin peroxidase 
ท่ีมา : Wesenberg, (2003) 
 

Laccases หรอื p-diphenol oxidase (EC 1.10.3.2) เปนเอนไซม blue copper oxidase ท่ี
สามารถเกิดปฏิกิริยา oxidation ของสาร phenolic และสับสเตรทอ่ืนๆ ท่ีมีปริมาณอิเล็คตรอนมาก  และเปน
เอนไซมท่ีมี  copper หลายอะตอมในโมเลกุลท่ีทําหนาท่ีเปนตัวออกซิไดซสับสเตรท  มีกลไกการทํางานท่ี
แตกตางจาก peroxidase ตัวอ่ืนๆ คือไมตองการ H2O2ในการออกซิไดซสับสเตรท  เอนไซม laccase สามารถ
ออกซิไดซ phenolic aromatic compound อยาง lignin model dimer เชน methylated phenol, 
aromatic amine นอกจากนี้แลวยังสามารถออกซิไดซพวก non-phenolic aromatic compound (รูปท่ี 
2.9)เชน veratryl alcohol ( Li et al., 1998) 
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รูปท่ี 2.9  กลไกของเอนไซม Laccase ในการออกซิไดซ phenolic aromatic compound และ non- 
phenolic aromatic compound 
ท่ีมา : Wong (2008) 
  
 Manganese peroxidase (MnP) (EC 1.11.1.13) เปนเอนไซมท่ีไมไดทําปฏิกิริยาโดยตรงกับ
โครงสรางของลิกนิน แบงออกเปน 2 กลุม คือ  (1) Manganese dependent peroxidase เปน 
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extracellular enzyme ท่ีนอกจากตองการ H2O2 ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิไดสลิกนิน แลวยังตองการ Mn2+ 
เปน co-factor ดวย (2) Manganese independent peroxidase เปน extracellular enzyme ท่ีตองการ 
H2O2 ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิไดสลิกนิน แตไมตองการ Mn2+ สับสเตรทหลักของ Manganese peroxidase 

เปนสารท่ีมีมวลโมเลกุลต่ําและสวนใหญเปนพวกกรดอินทรีย  ในกลไกการยอยสลายลิกนินจะมี Mn(п) ทํา
หนาท่ีเปนตัวใหอิเล็คตรอน  โดยปฏิกิริยาจะเริ่มจาก MnP ถูกออกซิไดซโดย  H2O2  ตอมา MnP ท่ีขาด

อิเล็คตรอนจะอยูในสภาวะไมเสถียรจึงรับอิเล็คตรอนจาก Mn(п) เกิดเปน Mn(III) ท่ีเขาไปรวมกับ organic 
acid chelator เชน oxalate, malonate, lactate เกิดเปน  chelated-Mn(III) ไปออกซิไดซลิกนิน  
(Crecchio et al., 1995) ดังแสดงในรูปท่ี 2.10 

 
รูปท่ี 2.10 กลไกการทํางานของเอนไซม Manganese peroxidase 
ท่ีมา : Hofrichter (2002) 
 

จากการศึกษาท่ีผานมามีการนําราไวทรอทมาใชในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมอยางแพรหลาย โดยเฉพาะการประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก ซ่ึง
เปนปญหาสิ่งแวดลอมหลักของประเทศแถบทะเลเมดิเตอเนียน ท่ีมีโรงงานสกัดน้ํามันมะกอกกระจายอยูท่ัวไป 
(Fountoulakis et al., 2002) ท้ังนี้มีรายงานวาลักษณะน้ําเสียและน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดแลวของโรงงาน
ดังกลาวมีลักษณะคลายกับน้ําเสียและน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดแลวจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ตัวอยางงานวิจัย
ท่ีเก่ียวของมีดังนี้ 

Annibale et al. (2004) ไดศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลิค , สี และซีโอดี  ของน้ํา
เสียโรงงานน้ํามันมะกอกของรา  Panus tigrinus โดยศึกษาเปรียบเทียบระหวางน้ําเสียโรงงานน้ํามันมะกอกท่ี
มีความเขมขนสูงและความเขมขนต่ํา ซ่ึงมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคเทากับ 5.5 กรัมตอลิตรและ 
2.9 กรัมตอลิตร ตามลําดับและมีความเขมของสีเทากับ 27,000 หนวยสีและ 25,00 ตามลําดับ หลังจากการ
บมท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาท่ี 180 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 13 วัน พบวาในน้ําเสียโรงงานน้ํามัน
มะกอกท่ีมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคและซีโอดีสูงทําใหเชื้อรา  P. tigrinus ไมสามารถเจริญเติบโต
ได ทําใหไมเกิดการลดลงของสารประกอบฟนอล, สี และซีโอดี แสดงใหเห็นวาความเขมขนของสารประกอบฟ



 

18 

นอลิคท่ีสูงจะยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราไวทรอท แตถามีการกําจัดของแข็งแขวนลอยในน้ําเสียรวมท้ัง
เติมแหลงอาหารรวมคือ 0.5% sucrose และ 0.1% yeast extract จะทําใหเกิดการลดลงของสารประกอบฟ
นอลและสีเทากับ 88% และ 33% ซ่ึงตางจากน้ําเสียโรงงานน้ํามันมะกอกท่ีความเขมขนต่ําท่ีมีการเจริญเติบโต
ของ P. tigrinus และสามารถลดสารประกอบฟนอลไดมากกวา 89% รวมท้ังลดสีไดถึง 72.4% ในน้ําเสียความ
เขมขนต่ําท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวม  

Ergul et al. (2009) ศึกษาความเปนไปไดในการลดสารประกอบฟนอลิคในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามัน
มะกอกท่ีไมผานการเจือจาง ไมเติมสารอาหาร และไมมีการปรับปรุงมากอนโดยการใชราไวทรอทสายพันธุ 
Trametes versicolor FPRL 28A INI ท่ีผานกระบวนการปรับสภาพ พบวาสามารถลดสารประกอบฟนอลิค
ไดถึง 78% จากการทดลองแบบเขยาในขวดรูปชมพู และลดสารดังกลาวได 39% ในการเลี้ยงแบบคงท่ีโดยใช
น้ําท้ิงท่ีไมเจือจาง สวนการเลี้ยงในสภาวะของถังหมักแบบใหอากาศอยางตอเนื่องพบวาสารประกอบฟนอลิค
ถูกลดลง 70% และสามารถลดสีได 18% ในวันท่ี 8 ของการเลี้ยง โดยมีอัตราการใหอากาศท่ี 0.25 vvm ทํา
การวิเคราะหสารประกอบฟนอลิค ชนิดตางๆ ดวยเครื่อง GC-MS และตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมท่ียอย
สลายสารประกอบฟนอลิค คือ laccase และ manganese peroxidase (MnP) จากสภาวะดังกลาว คือ 
762.14 ± 42.11 และ 97.80± 8.11 U/L ตามลําดับ  

Lakhatar et al. (2010) ไดศึกษาการคัดเลือกราไวทรอท Lentinus edodes ท้ังในอาหารแข็งและ
อาหารเหลวเพ่ือยอยสลายสารโพลีฟนอล ( Polyphenols) ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก พบวาราไวท
รอท Lentinus edodes สายพันธุ Le119, Le212, Le122 และLe118 เปนสายพันธุท่ีมีการเจริญสูงสุดใน
อาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA) ท่ีมีการเติม 10% และ 20% ของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก 
ตามลําดับ และเม่ือนําเชื้อราไวทรอทท้ัง 4 สายพันธุไปศึกษาการลดสีและสารประกอบฟนอลิคของน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันมะกอก พบวา L.edodes Le119 เปนสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยสามารถลดสีและ
สารประกอบฟนอลิคท้ังหมดภายในระยะเวลา 30 วัน ได 65% และ 75 % ตามลําดับ และใหกิจกรรมของ
เอนไซม laccase สูงสุดท่ี 1.5 U/ml ในวันท่ี 15 นอกจากนี้ยังพบวาสามารถลด monomeric phenols ได
ถึง 75% โดยคิดจากคาเฉลี่ยการลดลดของ monomeric phenols แตละตัวท่ีศึกษา 
นอกจากการศึกษาการใชราไวทรอทในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก
แลว ยังพบวามีการศึกษาในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมอีกดวย โดยท่ี Rakamthong and Prasertsan 
(2011) ไดศึกษาการลดลงของสีและฟนอลจากตัวอยางน้ําท้ิงบอสุดทายของระบบบําบัดน้ําเสียโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมแบบบอหมักไรอากาศโดยเชื้อ Phanerochaete chrysosporium ATCC24725 โดยแบงการ
ทดลองเปน 3 กลุม คือ (1) เติมเชื้อลงในน้ําท้ิง ( 2) เติมเชื้อลงไปในน้ําท้ิงท่ีผสมกับน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร
ในอัตราสวน 1:1 และ (3) ชุดควบคุม คือ น้ําท้ิงเพียงอยางเดียว พบวาเชื้อท่ีเติมลงไปในน้ําท้ิงท่ีผสมกับน้ําท้ิง
จากเครื่องดีแคนเตอร สามารถบําบัดสีและฟนอลไดดีกวาน้ําท้ิงท่ีมีการเติมเชื้อเพียงอยางเดียว โดยสามารถลด
สีและฟนอลในน้ําท้ิงไดถึง 83.4 % และ 61.2 % ตามลําดับ อีกท้ังมีการศึกษาศักยภาพของราไวทรอทในการ
กําจัดสีและสารประกอบฟนอลของน้ําท้ิงชนิดตางๆ ในระดับถังปฎิกรณชีวภาพเพ่ือขยายขนาดของการบําบัด
โดย Manzanares et al. (1995) ศึกษาการผลิตเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติกและการกําจัดสีน้ําท้ิงโรงงาน
กระดาษท่ีเจือจาง 30% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes versicolor ในถังปฎิกรณชีวภาพท่ีมีการปอนน้ํา
ท้ิงอยางตอเนื่องและมีการเติมแหลงคารบอนรวมลงไปในน้ําท้ิง พบวาราไวทรอทสายพันธุดังกลาวสามารถ
กําจัดสีน้ําท้ิงได 90% ในระยะเวลา 9 วัน นอกจากนี้ยังสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลและ COD ได 90% 
และ 69% ตามลําดับ และพบวา  T. versicolor สามารถสรางเอนไซม Laccase และ manganese 
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peroxidase สูงสุดเทากับ 700  และ 25 ยูนิตตอลิตร ตามลําดับ ในวันท่ี 10 และ 7 ของการศึกษา ซ่ึงผล
การศึกษาดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาของ Eugul et al. (2009) ทดลองกําจัดสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิง
โรงงานสกัดน้ํามันมะกอกโดยใช T. versicolor ในถังปฎิกรณชีวภาพแบบ Continuous stirred tank 
reactor (CSTR) ขนาด 1.2 ลิตร โดยใชน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอกท่ีเจือจาง 2 เทา และน้ําท้ิงไมเจือจาง 
ซ่ึงแปรผันอัตราการใหอากาศท่ี 0.1-1.0 vvm. พบวาในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง  2 เทา ราไวทรอทกําจัดสารประกอบฟ
นอลไดสูงสุดคือ 74% เม่ือบมราไวทรอทรวมกับน้ําท้ิงเปนระยะเวลา 10 วัน ในสภาวะท่ีใหอากาศ 0.25 vvm. 
และยังสามารถกําจัดสีน้ําท้ิงได 21% นอกจากนี้ยังพบกิจกรรมของเอนไซม Laccase และ manganese 
peroxidase สูงสุดคือ 1,550 และ 128 ยูนิตตอลิตรซ่ึงเปนเอนไซมท่ีเก่ียวของกับการกําจัดสารประกอบฟ
นอลและสีในน้ําท้ิง 
 
2.6 การตรึงราไวทรอทเพ่ือยอยสลายสารมลพิษ 

การตรึง (immobilization) หมายถึง เทคนิคท่ีใชตรึงเซลล ออรกาเนล เอนไซม หรือโปรตีนอ่ืนๆ ซ่ึง
อาจเปนการตรึงทางกายภาพหรือเคมีไวบนวัสดุชวยพยุงท่ีเปนของแข็ง หรือตรึงภายในเนื้อสารท่ีเปนของแข็ง 
หรือถูกกักไวโดยแผนเยื่อ เพ่ือเพ่ิมความคงตัวและทําใหสามารถนํากลับมาใชใหมหรือใชอยางตอเนื่องได   
กระบวนการตรึงเซลลจุลินทรียสามารถแบงเปน 2 ประเภท คือ (1) การเกาะติด /ดูดซับของเซลลบนวัสดุดวย
วิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization)  (2) การตรึงแบบสังเคราะห ( artificial immobilization) 
เชน การกักขังเซลลในพอลิเมอร ( entrapment within polymers)  การสรางพันธะโควาเลนทระหวางเซลล
กับวัสดุตรึง (covalent bonding) เปนตน  (Cohen et al., 2001) ดังแสดงในรูปท่ี 2.11 อยางไรก็ตาม
เทคนิคการเกาะติดของเซลลดวยวิธีธรรมชาติเปนวิธีการตรึงเซลลท่ีงาย มีประสิทธิภาพ และสามารถขยาย
ขนาดเพ่ิมจํานวนเซลลตรึงไดงายกวาการตรึงแบบสังเคราะห นอกจากนั้นการตรึงเซลลแบบกักขังยังมีขอจํากัด
เรื่องการแพรผานของสารอีกดวย (Lee and Palsson, 1994)  ปจจัยท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งท่ีตองคํานึงถึงใน
การตรึงเซลลจุลินทรีย คือ การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลล ซ่ึงตองเปนวัสดุท่ีมีความเปนรูพรุนสูง มีพ้ืนท่ีผิวมากเพ่ือ
ใชในการยึดจับ ไมละลายน้ํา มีความแข็งแรง ทนทานตอสภาพแวดลอมทางกายภาพ -เคมี เชน แรง
กระทบกระเทือน การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ พีเอช และการยอยสลายโดยจุลินทรีย เนื่องจาการตรึงเซลล
ตองทําในภาวะปลอดเชื้อ จึงตองทนตอความรอน ความดันไดสูง นอกจากนั้นวัสดุท่ีใชไมควรเปนอันตรายตอ
เซลลและสิ่งแวดลอม และสามารถนํากลับมาใชซํ้าได (Kourkoutas et al., 2004) 
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รูปท่ี 2.11 การตรึงเซลล 
ท่ีมา : Cassidy et al. (1996) 
 
 แนวโนมการนําเซลลตรึงมาใชประโยชนดานสิ่งแวดลอมไดเพ่ิมจํานวนมากข้ึน สําหรับการตรึงราไวท
รอทมีขอดี คือ งายตอการแยกระหวางเซลลตรึงท่ีมีลักษณะเปนของแข็ง และน้ําเสียซ่ึงเปนของเหลว สามารถ
นําเซลลกลับมาใชใหมไดงาย ลดการอุดตันในระบบท่ีมีการไหลอยางตอเนื่อง ( continuous-flow systems) 
(Tieng and Sun, 2000) นอกจากนี้การตรึงเซลลราไวทรอทยังชวยเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม และมีความ
คงทนตอสภาวะแวดลอม เชน พีเอช และความเขมขนของสารท่ีเปนพิษ ( Shin et al., 2002) โดยท่ัวไปการ
ตรึงราไวทรอทนิยมใชการตรึงท้ัง 2 แบบ คือ การเกาะติด และการกักขัง ซ่ึงจะมีการเลือกใชวัสดุตรึงท่ีแตกตาง
กันไปท้ังวัสดุธรรมชาติและวัสดุสังเคราะห การตรึงแบบกักขัง นิยมใช natural polymeric gels เชน agar, 
carrageenan, alginate chitosan เปนตน และ synthetic polymers เชน polyacrylamine, 
polyurethane, polyvinyl alcohol เปนตน (Katzbauer et al., 1995) สําหรับการตรึงแบบการเกาะติด
นิยมใชวัสดุตรึงในรูปของ synthetic foams เชน polyurethane foam และ nylon sponge นอกจากนี้
วัสดุจากธรรมชาติจําพวก organic material เชน เปลือกเมล็ดทานตะวัน(Rodriguez et al., 2008) แกลบ(Li 
and Jia, 2008) และซังขาวโพด ( Tychanowicz et al., 2004) สามารถนํามาใชในการตรึงราไวทรอทแบบ
เกาะติด ซ่ึงวัสดุดังกลาวสามารถเปนแหลงอาหารใหแกรา และชวยกระตุนการสรางเอนไซมในกลุมลิกนิโนไล      
ติกอีกดวย เนื่องจากวัสดุเหลานี้มีคุณสมบัติท่ีใกลเคียงกับสภาวะในธรรมชาติท่ีราเจริญไดดี ( Rodriguez et 
al., 2004) นอกจากนี้การนําวัสดุเศษเหลือจากการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเกษตรมาเปนวัสดุตรึงรา นับเปน
วิธีหนึ่งในการกําจัดของเสียและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม 
 การนําราไวทรอทท่ีถูกตรึงมาใชเพ่ือบําบัดสารมลพิษโดยเฉพาะในการกําจัดสียอม ซ่ึงเปนสารมลพิษท่ี
เกิดจากอุตสาหกรรมสิ่งทอ หากไมมีการจัดการท่ีเหมาะสม อาจสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมใกลเคียงได จึงมี
การประยุกตใชเซลลตรึงของราไวทรอทในการกําจัดสีดังกลาว ดังแสดงในตารางท่ี 2.6 
 
 
 

Flocculation Adsorption to surfaces Covalent bonding to carrier 

Cross-linking of cells Encapsulation Entrapment in matrix 
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ตารางที่ 2.6 งานวิจัยท่ีศึกษาการตรึงราไวทรอทบนวัสดุตางๆ เพ่ือกําจัดสียอม 
 
 วัสดุตรึง  ราไวทรอท          สียอม    อางอิง 
  
 Nylon sponge  Pycnoporus        Remazol Brilliant Schliephake and 
    cinnabarinus     Blue R   Lonergan (1996) 
 Corncob  P. chrysosporium     RBBR, Methyl Violet Tychanowicz et al. 
       Congo Red   (2004) 
 Alginate beads  P. chrysosporium     Acid orange, Acid red Radha et al. (2005) 
       114, Vat Magenta 
 Na- alginate beads F. trogii                  Acid Black 52  Park et al. (2006) 
 Stainless steel  T. pubescens          Reactive Black 5 Enayatzamir et al. 
 Sponges          (2008)  
 Sunflower seed T. pubescens          Reactive Black 5 Rodriguez et al. 
 shells          (2009) 
  
 นอกจากการศึกษาใชเซลลตรึงของราไวทรอทในการกําจัดสียอมแลว ยังพบวามีการประยุกตใชเซลล
ตรึงของราไวทรอทในการบําบัดน้ําท้ิงจากอุตสาหกรรมประเภทอ่ืน ๆ อีกดวย  ดังเชน Kim and Shoda 
(1999) ศึกษาการกําจัดสีกากน้ําตาลโดยใชเสนใยอิสระ  และเสนใยท่ีถูกตรึงบน polyurethane foam ของ 
Geotrichum candidum Dec 1 ในการกําจัดสีแบบก่ึงกะ ( semi-bath culture) มีการกําจัดสีรอยละ 80 
และเอนไซมเปอรออกซิเดสมีความคงตัวตลอด 4 สัปดาห สวนการใชเสนใยท่ีถูกตรึงยังมีความคงตัวในการ
กําจัดสีและกิจกรรมเอนไซมเปอรออกซิเดสตลอด 8 สัปดาห และ  Annibale et al. (1998) ทดลองใชเสนใย
ของ Lentinus edodes ท่ีถูกตรึงบนฟองน้ําเพ่ือบําบัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก พบวาสารอินทรีย
ท้ังหมด (TOC) ลดลงจากในรอบท่ี 1, 2 และ 3 (รอบละ 8 วัน) ถึง 73%, 88% และ 75% ตามลําดับ ลด
สารประกอบฟนอลิคได 83.5%, 88.5% และ 78% ในขณะท่ีสีของน้ําท้ิงลดลง 75%, 72% และ 34% จาก
การศึกษาของ Bajpai et al. (1993) พบวาการเติมกลูโคสเปนแหลงสับสเตรทรวมลงในน้ําท้ิงโรงงานฟอกเยื่อ
ไม ทําใหราไวทรอท Tremetes virsicolor สามารถลดสีของน้ําท้ิงไดมากกวา 80% ภายในเวลา 3 วัน 
นอกจากนั้นโสภาวรรณ รัตนพันธุ ( 2547) ศึกษาการกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยใชเสนใย
ของ Lentinus spp. ท่ีตรึงบนฟองน้ํา พบวาสามารถลด COD ไดอยูในชวง 30%-50% ลดสีได 17%-58% 
ลดฟนอลได 4%-75% และลดของแข็งท้ังหมดได 6%-56% จากนั้นยังศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนและความ
เขมขนท่ีเหมาะสม พบวาการเติมยูเรีย 0.05% มีความเหมาะสมทําใหประสิทธิภาพของ Lentinus strigogus 
ST-S-3 สูงสุด โดยคา COD ลดลง 64.17% และกําจัดสีได 43.03% และยังพบวามีกิจกรรมของเอนไซม  
laccase และ manganese peroxidase (MnP) สูงท่ีสุดอีกดวย 

จะเห็นไดวาการตรึงเซลลมีขอดี คือ ชวยเพ่ิมประสิทธิภาพของราไวทรอทในการกําจัดสี และ
สารประกอบฟนอลไดดีข้ึน และสามารถนําไปใชงานไดงาย งานวิจัยนี้จึงสนใจใชเทคนิคการตรึงราไวทรอทบน
วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน เพ่ือใหเซลลตรึงมีความทนทานตอสารอินทรียตาง ๆ และความเขมขนของ
สารประกอบฟนอลที่ตกคางในน้ําท้ิง รวมท้ังชวยจําลองสภาพแวดลอมท่ีราเจริญไดดีในธรรมชาติ และกระตุน
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การสรางเอนไซมเพ่ือยอยสลายสีและสารประกอบฟนอล การใชวัสดุดังกลาวซ่ึงเปนวัสดุเศษเหลือจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม จึงเปนทางเลือกหนึ่งในการใชประโยชน  และกําจัดของเสีย นอกจากนั้นราตรึงท่ีผาน
การใชงานแลว ยังถือเปนผลิตภัณฑพลอยไดจากการบําบัดน้ําท้ิง โดยอาจนําราตรึงไปทําปุย หรือสกัดสารท่ีมี
มูลคา เชน เอนไซมหรือสารตานอนุมูลอิสระ ซ่ึงเปนการกําจัดของเสียอีกทางหนึ่งดวย 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

เก็บตัวอยางน้ําท้ิงจากบอบําบัดน้ําเสียบอสุดทายของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมแหงหนึ่งในจังหวัดสตูล 
(รูปท่ี 3.1)  ซ่ึงระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานเปนแบบบอปรับเสถียร (บอดิน) มีจํานวน 4 บอ โดยนําตัวอยาง
น้ําท้ิงเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และกรองดวยผาขาวบางกอนนํามาทดลอง  

 

    
 
รูปท่ี 3.1 ลักษณะบอบําบัดน้ําเสีย (A) และลักษณะน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (B) 
 
3.2 การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ียอยสลายฟนอล 
 
 ใชจุลินทรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 ซ่ึงคัดแยกจากดินท่ีปนเปอนน้ํามัน 
(นันทธร เภาราช , 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 คัดแยกจากอาหารท่ีมีการเจริญเติบโตของ 
Methylobacterium sp.NP3 (ปยะมาศ คงแขม , 2552) และไดมีการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟ
นอลโดยเชื้อผสมพบวาสามารถยอยสลายฟนอลไดดีกวาเชื้อบริสุทธิ์เพียงชนิดเดียว (ปยะมาศ คงแขม , 2552) 
โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว carbon free mineral medium (CFMM) ซ่ึงประกอบดวยสารอาหารดังตอไปนี้ 
(ตอ 1 ลิตรอาหารเหลว ) ไดแก แอมโมเนียมไนเตรต  (NH4NO3) 3.0 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(Na2HPO4) 2.2 กรัม โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4) 0.8 กรัม และแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮ
เดรต (MgSO4.7H2O) เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต  (FeCl3.6H2O) และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต  
(CaCl2.2H2O) อยางละ 1 มิลลิลิตร ซ่ึงไดจากการเตรียม สารละลายความเขมขนสูง ( Stock Solution) ของ 
MgSO4.7H2O 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร , FeCl3.6H2O 0.05 กรัมตอมิลลิลิตร และ  CaCl2.2H2O 0.05 กรัมตอ
มิลลิลิตร (ปยะมาศ คงแขม , 2552) โดยเติมฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียท้ังสองชนิด   (เพาะเลี้ยงแยกกัน ) บมเชื้อท่ี 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ี 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นนําแบคทีเรียแตละชนิดมาปนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8,000  รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใสท้ิง แลวลางเซลลดวยอาหาร 

A B 
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CFMM 2 ครั้ง นําเซลลท่ีไดไปวัดคา OD578 ใหไดคา OD เทากับ 1.0 ซ่ึงมีจํานวนเซลลแบคทีเรียประมาณ 108 
CFU/มิลลิลิตร นําจุลินทรียท้ังสองชนิดมาผสมในสัดสวน  1: 1 เพ่ือนําไปใชตรึงบนชิ้นสวนวัสดุเศษเหลือปาลม
น้ํามันตอไป 
 
3.3 การตรึงแบคทีเรียบนช้ินสวนทะลายปาลมเปลา 
 
 เตรียมวัสดุตรึง และทําการตรึงแบคทีเรียเชื้อผสมตามวิธีการใน อรมาศ สุทธินุน และวิชญา แกวทิพย 
(2555) ดังรายละเอียดดังนี้ 
 
 3.3.1 การเตรียมวัสดุตรึงแบคทีเรีย 
           นําวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันท่ีคัดเลือกไดจากการศึกษาท่ีผานมา คือ ทะลายปาลมเปลา  มาใชในการ
ตรึงแบคทีเรียผสมท่ีเตรียมไว โดยนําวัสดุมาตากใหแหง หลังจากนั้นนํามาตัด /บด แลวรอนผานตะแกรงรอน
ขนาด 500 ไมโครเมตรถึง 2  มิลลิเมตรสําหรับการทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM และเพ่ิมขนาดของวัสดุ
เปน 1x1x1 ลูกบาศกเซนติเมตร เพ่ือใหสะดวกตอการนําไปใชงานในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ทําให
ปลอดเชื้อดวยเครื่อง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา  15 นาที ท้ิงไวขามคืน แลวนํามา 
autoclave ซํ้าอีกสองครั้ง วัสดุท่ีเตรียมไดในข้ันตอนนี้จะนําไปใชในข้ันตอนการตรึงเซลลตอไป  
 
 3.3.2 การตรึงแบคทีเรียบนช้ินสวนทะลายปาลมเปลา 
 ใชวิธีการตรึงแบคทีเรียบนชิ้นสวนทะลายปาลมเปลาโดยอาศัยเทคนิคการเกาะติดของเซลลบนวัสดุ
ดวยวิธีธรรมชาติ (self- attachment immobilization) ข้ันตอนการตรึงเซลลอางอิงจาก อรมาศ สุทธินุน 
และวิชญา แกวทิพย (2555) ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการตรึงเซลลบนทะลายปาลมเปลา ดวยการ
วิเคราะหปริมาณการสราง exopolysaccharide ของแบคทีเรียบนวัสดุตรึง ท้ังนี้เพ่ือใหเกิดการเกาะติดของ
แบคทีเรียบนวัสดุอยางดีพอ และเซลลไมหลุดออกจากวัสดุเม่ือมีการนํามาใชซํ้าอยางตอเนื่อง ทดสอบ  ดวยวิธี 
Alcian blue adsorption assay (ดัดแปลงจาก  Vandevivere and Kirchman,1993) พบวาระยะเวลาท่ี
เหมาะสมในการตรึงแบคทีเรียบนชิ้นสวนทะลายปาลมเปลา คือ 6 วัน  
  
3.4 ราไวทรอทและการเตรียมหัวเช้ือรา 
 

การศึกษานี้ใชราไวทรอทรวมท้ังสิ้นจํานวน 10 สายพันธุ ซ่ึงไดจากหองปฏิบัติการของหนวยงานตาง ๆ 
จํานวน 6 สายพันธุ และไดจากการคัดแยกโดยอนุกูล เกียรติขวัญบุตร จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก 1 ) Coriolus 
versicolor 2) Trametes sp. 3) Pleurotus ostreatus  4) Pycnoporus sanguineus (หองปฏิบัติการ
เก็บรวบรวมสายพันธุจุลินทรีย  ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (BIOTEC)) 5) Lentinus 
edodes 6) Garnoderma lucidum (ศูนยเพาะเชื้อเห็ด กรมวิชาการเกษตร ) และราไวทรอทอีก 4 สายพันธุ
ทําการคัดแยกจากเห็ดตามธรรมชาติท่ีเจริญบนเนื้อไมในทองถ่ิน จ.สงขลา ไดแก Unknown 01, Unknown 
02, Unknown 03 และUnknown 04 คัดแยกเชื้อราโดยทําการตัดเนื้อเยื่อเห็ดใหเปนชิ้นเล็กพอประมาณใช
มีดและคีมคีบ  ท่ีผานการฆาเชื้อแลวคีบเนื้อเยื่อเห็ดแชใน HgCl2 0.05 % เปนเวลาประมาณ 5 นาทีจากนั้น
ยายเนื้อเยื่อเห็ดมาแชในแอลกอฮอล  70 % เปนเวลาประมาณ 5 นาที ลางเนื้อเยื่อเห็ดดวยน้ํากลั่นท่ีผานการ
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ฆาเชื้อแลว  ทําการตัดเอาเนื้อเยื่อภายในเห็ดดวยวิธี Aseptic  technique ลางดวยน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อ
แลวอีกครั้ง วางชิ้นเนื้อเยื่อเห็ดบนอาหาร Potato Dextrose Agar  (PDA) (ภาคผนวก ก) และบมท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 5-7 วันพรอมท้ังสังเกตและทําการตัดชิ้นวุนท่ีมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆท่ีไม
ตองการออกไป เพ่ือใหไดโคโลนีของราท่ีบริสุทธิ์ นําเสนใยของราไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุมาเพาะเลี้ยงลงบน
อาหารแข็งPDA บมท่ีอุณหภูมิหองจนเสนใยของราไวทรอทเจริญเต็มผิวหนาของอาหารแข็งเพ่ือใชเปนหัวเชื้อ
เริ่มตนในการทดลองตอไป 

 
3.5 การศึกษาในระบบกะ 
 
 3.5.1 การคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยใชราไวทรอทเซลลอิสระ 
 
  (1) ศึกษาผลความเขมขนของน้ําท้ิงท่ีมีตอการเจริญของราไวทรอทบนอาหารแข็ง  
  การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของความความเขมขนของน้ําท้ิงหรือผลของ
สารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงและการเติมสับสเตรทรวมท่ีมีตอการเจริญของราไวทรอทเซลลอิสระในรูปแบบ
ของรากอนกลม (fungal pellet) โดยการแปรผันความเขมขนของน้ําท้ิงท่ี 25% 50% และ 100% ซ่ึงใช
วิธีการเจือจางน้ําท้ิงดวยน้ํากลั่นท่ีผานการฆาเชื้อแลว และเติมลงในอาหาร  Sabouraud Dextrose Agar  
(SDA) ซ่ึงเปนอาหารท่ีมีองคประกอบของ Dextrose, Yeast extract และ Peptone (ภาคผนวก ก) เนื่องจาก
อาหารแข็งSDA เปนอาหารเลี้ยงราท่ีทราบแหลงคารบอนและไนโตรเจนท่ีแนนอน รวมท้ังเปนอาหารแข็งท่ีมี
ความใส ไมมีส ี(รูปท่ี 3.2A) จึงเลือกใชในการทดลองนี้ ซ่ึงทดลองโดยการตัดเสนใยของราท่ีเจริญบน PDA ดวย 
cork borer เบอร 4 (Ø 0.8 cm) ท่ีผานการฆาเชื้อดวยเทคนิคปลอดเชื้อแลวเลี้ยงบนอาหารแข็ง ตามวิธีการท่ี
ดัดแปลงจาก  Lakhatar et al. (2010)  ดังนี้ 1) SDA  2) SDA + 25% POME 3) SDA + 50% POME  4) 
SDA + 100% POME  และ 5) 100% POME (รูปท่ี 2.3)ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า จากนั้นบมท่ี
อุณหภูมิหอง และตรวจวัดการเจริญของราไวทรอท โดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีบนอาหารแข็งทุก ๆ 
24 ชัว่โมง  
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รูปท่ี 3.2  ลกัษณะสขีองอาหารแข็ง SDA (A), SDA + 25% POME (B), SDA + 50% POME (C), SDA +  
100% POME (D) และ 100% POME Agar (E) 
 
  (2) ศึกษาความสามารถของราไวทรอทในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง  
  เตรียมราไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุ ในรูปแบบรา กอนกลม โดยตัดเสนใยของราไวทรอทท่ีถูก
เลี้ยงในอาหารแข็ง PDA ดวย cork borer เบอร 4 (Ø 0.8 cm) นําชิ้นสวนท่ีตัดใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
Glucose Yeast Extract Broth (GYEB) ซ่ึงมีองคประกอบของ Glucose และ Yeast extract เปนแหลง
คารบอนและไนโตรเจน โดยผานการฆาเชื้อแลว ท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที บมอุณหภูมิหอง 
เขยาท่ี 80 รอบตอนาที เปนเวลา 5-7 วัน กรองแยกรากอนกลมออกจากอาหารเหลว ชั่งรากอนกลม 5 กรมั 
ใสในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีเจือจาง 2 เทา (50% POME) และผานการฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิหอง เขยา 80 รอบตอนาที  ทําการเก็บ
ตัวอยางของเหลวทุกๆ  24 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะหสีและสารประกอบฟนอลิค คัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพ
สูงสุดในการกําจัดสีและประกอบฟนอลิคเพ่ือใชในการศึกษาการตรึงเซลลตอไป 
 
 3.5.2 การตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

 (1) การเตรียมวัสดุตรึงราไวทรอท 
  นําวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด ไดแก  เสนใยปาลมน้ํามัน (pericarp fiber: PF)และ
ทะลายปาลมน้ํามัน ( empty fruit bunch : EFB) (รูปท่ี 3.3) มาใชในการตรึงราไวทรอทท่ีคัดเลือกจากขอ 
2.5.2 ไดแก Unknown 04 (Trametes hirsuta AK4) โดยนําวัสดุมาตากใหแหง นําทะลายปาลมน้ํามันมาตัด
ใหไดขนาดประมาณ 2.5 x 2.5 x2 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําเสนใยปาลมน้ํามันและทะลายปาลมน้ํามันท่ีตัด
แลวมาลางทําความสะอาด และฆาเชื้อแบบเปยก ( wet sterilization) โดยการนําวัสดุตรึงใสในภาชนะท่ีมีฝา
ปด เติมน้ําใหทวมวัสดุ  แลวใหความรอนดวยเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ ( autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา  20 นาที ซ่ึงชวยกําจัดสีท่ีตกคางอยูในวัสดุตรึงใหชะออกมาในน้ํากอนนําไปใชงาน จากนั้นท้ิงไว
ขามคืน แลวนํามาผานการฆาเชื้อ  ซํ้าอีกครั้ง ลางทําความสะอาดแลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

A B C 

D E 
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จนแหงวัสดุท่ีเตรียมไดในข้ันตอนนี้จะนําไปใชในข้ันตอนการตรึงเซลลตอไป นอกจากนี้วัสดุตรึงท้ัง 2 ชนิดถูก
นํามาศึกษาคุณลักษณะตางๆของวัสดุดังตารางท่ี 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 วิธีวิเคราะหคุณสมบัติของวัสดุ 
 
 พารามิเตอร      วิธีการวิเคราะห  
            Nitrogen    อางอิงจาก Attanun and Juncharoensuk (1999) 
            Phosphorus   อางอิงจาก Attanun and Juncharoensuk (1999) 
Total Organic Compound  TOC analyzer (Solid sample module-SSM-5000A, 
 (TOC)    Shimadzu)/NCE-EHWM, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
Scanning electron microscopy  WI-RES-SEM-Quanta-001 และ WI-RES-SEM-001 
 (SEM)    ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 
 

     
 
รูปท่ี 3.3  วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันท่ีถูกตัดจนไดขนาดตามตองการ (A) ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) (B) เสนใย 
ปาลมน้ํามัน (PF) 
 
  (2) การตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
  เตรียมอาหารเหลว  GYEB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร นึ่ง
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํา อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที ตั้งไวใหเย็น นําทะลายปาลมเปลาท่ี
เตรียมไวไปชั่งน้ําหนัก ฆาเชื้อ แลวใสลงไปในขวดอาหารเหลว 15 กรัมตอขวด สวนเสนใยปาลมท่ีผานการฆา
เชื้อแลวจะใสเสนใยปาลม 10 กรัมตอขวด จากนั้นตัดเสนใยของราไวทรอทท่ีเจริญบน PDA ดวย cork borer 
เบอร 4 (Ø 0.8 ซม.) แลวเข่ียเสนใยของราไวทรอทไปวางบนชิ้นสวนของทะลายปาลมและเสนใยปาลมในขวด
อาหารเหลว ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า บมในสภาวะคงท่ี อุณหภูมิหอง โดยแปรผันระยะเวลาการตรึงท่ี 
2, 4, 6, 8 และ 10วัน เพ่ือศึกษาระยะเวลาการตรึงท่ีเหมาะสมของแตละวัสดุ กอนนําไปบําบัดน้ําท้ิง 
 

 (3) การคัดเลือกวัสดุตรึงราไวทรอท 
 นําเซลลตรึงของราไวทรอทบนวัสดุตรึงท้ัง 2 ชนิดจากขอ2.6.2 มาเลี้ยงในน้ําท้ิงโรงงานสกัด

น้ํามันปาลมท่ีผานการกรองดวยผาขาวบาง และเจือจาง 2 เทา (50% POME) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวด

A B 
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รูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงผานการนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํา อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 
นาที และตั้งไวใหเย็น บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 120 รอบตอนาที ในอุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 
3 ซํ้า เก็บตัวอยางน้ําท้ิงทุก ๆ 24 ชั่วโมง วิเคราะหสี ปริมาณสารประกอบฟนอลิคท้ังหมด (Total phenolics) 
กิจกรรมเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติกท่ีเก่ียวของกับการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง ไดแก แลคเคส 
หรอื p-diphenol oxidase แมงกานีสเปอรออกซิเดซ และลิกนินเปอรออกซิเดส นอกจากนั้นวิเคราะห
น้ําหนักแหงกอนและหลังจากบําบัดน้ําท้ิงของราท่ีถูกตรึงรวมกับวัสดุตรึง นําขอมูลท่ีไดมาคัดเลือกวัสดุท่ี
เหมาะสมกับการตรึงรา ซ่ึงสามารถลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมไดสูงสุด 
กําหนดใหมีชุดควบคุมการทดลอง 2 ชุดการทดลอง โดยชุดแรกใชวัสดุตรึงแตละชนิดท่ีผานการฆาเชื้อใสในน้ํา
ท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีเจือจาง 2 เทา ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร สวน
ชุดท่ี 2 ใชราไวทรอทท่ีตรึงบนวัสดุตรึงแตละชนิดเปนระยะเวลา 10 วัน ซ่ึงผานการฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํา 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  แลวใสน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีเจือจาง 2 เทา ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ทําการบมในสภาวะและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับชุดทดลองตัวอยาง วิเคราะหสีและปริมาณ
สารประกอบฟนอลิค เพ่ือศึกษาผลของปจจัยทางกายภาพ-เคมีตอการลดลงของสีและสารประกอบฟนอลิค
ของวัสดุท้ัง 2 ชนิด เชน การดูดซับโดยวัสดุตรึงและการดูดซับของวัสดุตรึงรวมกับเสนใยของราไวทรอท 
จากนั้นเซลลตรึงบนวัสดุท่ีเหมาะสมจะถูกนําไปใชในการทดลองตอไป จากผลการศึกษาพบวาเสนใยปาลม
น้ํามันเปนวัสดุตรึงท่ีเหมาะสมและระยะเวลาการตรึงท่ี 6 วัน สามารถลดสารสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ํา
ท้ิงไดดีท่ีสุด จึงเลือกมาใชในการศึกษาตอไป 

 
 3.5.3 การศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมของราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
 
  ( 1) การแปรผันความเขมขนน้ําท้ิง 

  นําราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 2.6.2 มาเติมในน้ําท้ิงท่ีมีการเจือจางดวยน้ํา
กลั่นใหมีความเขมขนเปน 25 %, 50% และ 100% (น้ําท้ิงท่ีไมเจือจาง ) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมใน
อุณหภูมิหองเขยา 120 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางของเหลวทุกๆ  24 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะหสี 
สารประกอบฟนอลิครวม และ pH 

 
  (2) การเติมแหลงอาหารรวม 
  นําราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 2.6.2   มาเติมน้ําท้ิงปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ท่ีมีการเติมกลูโคส เพ่ือใชเปนแหลงคารบอนรวม และแอมโมเนียมคลอไรด ( NH4Cl) เพ่ือใชเปนแหลง
ไนโตรเจนรวม (Gomathi et al., 2012)โดยแบงชุดการทดลองดังนี้ 1) POME+กลโูคส 1% w/v 2) POME+
แอมโมเนยีมคลอไรด 1% w/v  3) POME+กลโูคส 1% w/v+แอมโมเนยีมคลอไรด 1% w/v บมตัวอยางใน
อุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที ทําการเก็บตัวอยางของเหลวทุกๆ  24 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะหสี 
สารประกอบฟนอลิครวม และpH เปรียบเทียบกับน้ําท้ิงท่ีไมเติมแหลงอาหารรวม 
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  ( 3) การบําบัดแบบสองข้ันตอน 
  นําราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 2.6.2 มาเติมน้ําท้ิงปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ท่ีผานการบําบัดสารประกอบฟนอลิคข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมเปลา ตามวิธีการของพนิดา โตะสู  (2555) โดยแปรผัน
ระยะเวลาการบําบัดข้ันตนท่ี 4, 8, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง บมตัวอยางในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
ทําการเก็บตัวอยางของเหลวทุกๆ  24 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะหสี สารประกอบฟนอลิครวม และ  pH เปรียบเทียบ
ผลการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคและบําบัดสีกับน้ําท้ิงท่ีไมผานการบําบัดสารประกอบฟนอลิคข้ันตน 
 
  ( 4) การปรับตัวของเซลลตรึงตรึง 

  เตรียมราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 2.6.2 จากนั้นเทอาหารเหลวออกและ
เติมน้ําท้ิงท่ีผานการเจือจางดวยน้ํากลั่นจนมีความเขมขน 25% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมในอุณหภูมิหอง
เขยา 120 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 3วัน เทน้ําท้ิงออกและทําซํ้าวิธีการเดิมดวยการเติมน้ําท้ิงท่ีมีความ
เขมขนเพ่ิมข้ึนเปน 50% และ 100%  ตามลําดับ ทําการเก็บตัวอยางของเหลวทุกๆ  24 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะหสี 
สารประกอบฟนอลิครวมและ pH เปรียบเทียบกับเซลลตรึงท่ีไมผานการปรับตัว 

 
 3.5.4 การนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 
  เตรียมราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 3.5.2 จากนั้นเทอาหารเหลวออกและ

เติมน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมตรึงบนทะลายปาลม เปลา ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมใน
อุณหภูมิหองเขยา 120 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 6-8 วัน ทําการเก็บตัวอยางของเหลวทุก ๆ 24 ชั่วโมง เพ่ือ
วิเคราะหสี สารประกอบฟนอลรวม เทน้ําท้ิงออก ศึกษาการใชราตรึงซํ้าโดยใหราตรึงพักตัวเปนระยะเวลา  3-5 
วัน เพ่ือใหราเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน จากนั้นตัดราตรึงออกเปนชิ้นเล็กๆ และดึงราตรึงบางสวนออกดวยเทคนิค
ปลอดเชื้อ แลวจึงเติมน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนแลวเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดอีกครั้ง ทําซํ้าจนรา
ตรึงไมสามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงได  

 
 3.6 การศึกษาในระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบตอเนื่อง 
 

3.6.1 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลของแบคทีเรียตรึง  
 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลของแบคทีเรียตรึงในระบบตัวกรองชีวภาพ โดย
ใชถังปฏิกรณชีวภาพขนาดเล็กชนิด Internal loop airlift ทําดวยแกวสูง 35 ซม. เสนผานศูนยกลาง 10 ซม. 
ความจุน้ํา 2.8 ลิตร มีฝาปดดานบน โดยฝาปดมีการเจาะรู เพ่ือใชตอสายยางใหน้ําเขา-น้ําออก และใหอากาศ 
ใชปมท่ีมีแรงดันเพียงพอกับการใหเซลลตรึงเคลื่อนท่ีในระบบตัวกรองชีวภาพได (รูปท่ี 3.4) กอนนําเซลลตรึง
ไปใชตองผานการกระตุนดวยฟนอลท่ีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แปรผันการบรรจุ
เซลลตรึงปริมาณ 60, 90 และ 110 กรัมตอน้ําท้ิง 1.5 ลิตร และระยะเวลากักเก็บน้ํา ( Hydraulic retention 
time : HRT) 24 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางท่ีเวลาตางๆ กัน วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิค และความ
เขมสีท่ีเหลืออยู  เพ่ือคัดเลือกปริมาณเซลลตรึงท่ีเหมาะสม แลวนํามาแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเพ่ือ
เปรียบเทียบท่ี 12 และ 48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาระยะเวลากักเก็บน้ําท่ีเหมาะสม 
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รูปท่ี 3.4 รูปแบบของระบบตัวกรองชีวภาพแบบ internal loop airlift  
 
 3.6.2 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคและกําจัดสีของราไวทรอทท่ีตรึง
บนเสนใยปาลมน้ํามันในถังปฎิกรณชีวภาพ 
  ศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลของราตรึงในถังปฎิกรณชีวภาพท่ีมี
การปอนน้ําท้ิงอยางตอเนื่อง โดยเตรียมราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตามวิธีการในขอ 3.5.2 (2) ซ่ึง
เปลี่ยนภาชนะจากขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร เปนกลองพลาสติกขนาด 8x10x4 ซม. ดงัแสดงในรปูท่ี  
3.5 เปนระยะเวลา 6 วัน จึงยายราตรึงมาใสในถังปฎิกรณชีวภาพขนาด 36x29x12 ซม. ซ่ึงทําดวยสแตนเลส
และแกว ซ่ึงภายในมีชองสําหรับบรรจุราตรึง และมีทอน้ําเขา -ออก รวมถึง ระบบการกระจาย อากาศภายใน
ถังปฎิกรณชีวภาพ  ดังแสดงในรูปท่ี 3.6 ทําการปลอยน้ําท้ิงซ่ึงผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียตรึง แลว 
ปริมาตร 1.5 ลิตร โดยใชระยะเวลากักเก็บน้ําท่ี 96 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางท่ีเวลาตางๆ กัน วิเคราะห
ปริมาณสารประกอบฟนอล และความเขมสีท่ีเหลืออยู  
 

 
รูปท่ี 3.5 การเตรียมราไวทรอทตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันในกลองพลาสติก 
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รูปท่ี 3.6 รูปแบบของถังปฎิกรณชีวภาพท่ีใชบรรจุราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
   
 3.6.3 การศึกษาประสิทธิภาพการนําราตรึงกลับมาใชซํ้าในถังปฎิกรณชีวภาพ 
 ตรึงราไวทรอทและบรรจุในถังปฏิกรณชีวภาพเชนเดียวกับขอ 3.6.2 ปลอยน้ําท้ิงซ่ึงผานการบําบัด
ข้ันตนดวยแบคทีเรียตรึง และเจือจางดวยน้ํากลั่นจนไดความเขมขน 25% ปริมาตร 1.5 ลิตร เขาสูถังปฏกิรณ
ชีวภาพ โดยใชระยะเวลากักเก็บน้ําท่ี 96 ชัว่โมง เปนระยะเวลา 7- 9 วัน ทําการเก็บตัวอยางทุก ๆ 24 ชัว่โมง 
เพ่ือวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิค  และความเขมสีท่ีเหลืออยู  จากนั้นปลอยน้ําท้ิงออกจากถังปฎิกรณ
ชีวภาพและปลอยใหราตรึงพักตัวเปนระยะเวลา 2 วัน พรอมสเปรยน้ําเพ่ือใหความชื้นแกราตรึง ปลอยน้ําท้ิง
ซ่ึงผานการบําบัดข้ันตน และเจือจางดวยน้ํากลั่นจนไดความเขมขน 50% ควบคุมสภาวะและเก็บตัวอยาง
เชนเดียวกับขางตน แลวจึงทําซํ้าวิธีการเดียวกับขางตนโดยใชน้ําท่ี ผานการบําบัดข้ันตน และมีความเขมขน 
100% (ไมเจือจาง)  
 
3.7 วิธีการวิเคราะห 
 
 3.7.1 วิเคราะหลักษณะของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 ตัวอยางน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมถูกนํามาวิเคราะหคุณลักษณะของน้ําท้ิงดวยวิธีการ
มาตรฐานสําหรับการวิเคราะหน้ําและน้ําเสียใน  Standard Methods for Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ตามพารามิเตอร ดังตารางท่ี 3.2 
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ตารางที่ 3.2 วิธีวิเคราะหคุณลักษณะน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
  พารามิเตอร     วิธีการวิเคราะห 

 
Temperature (oC)  Thermometer 
pH    pH meter 
BOD5 (mg/L)   Azide modification method  
COD (mg/L)   Closed reflux titration  
DO (mg/L)   Azide modification method  
TP (mg/L)    Persulfate digestion/ Ascorbic Acid Method  
TKN (mg/L)   Macro Kjeldahl Method   
TSS (mg/L)   Dried at 103-105 oC   
Oil & Grease (mg/L)  Partition – Gravimetric Method 

  
  
 3.7.2 การศึกษาลักษณะพ้ืนผิววัสดุตรึง และราตรึง โดย SEM 

 ในการศึกษาลักษณะพ้ืนผิววัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ทําโดยนําชิ้นสวนเศษเหลือปาลมน้ํามันมาติด
บนแทนวางตัวอยาง ( stub) แลวนําตัวอยางไปฉาบทองดวยเครื่อง sputter coater และสองดูดวยดวยเครื่อง 
SEM (Scanning Electron Microscope)  สําหรับการศึกษาลักษณะราท่ีถูกตรึง  (กอน และหลงัทดสอบ
ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดปาลมน้ํามัน ) ตองเตรียมตัวอยางกอน
ฉาบทองเพ่ือรักษาสภาพตัวอยางดวย 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) ในฟอสเฟตบฟัเฟอร  หรอื 4% 
formaldehyde เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 2-3 ครั้ง นําตัวอยางมา Fix ครั้งท่ี 2 ดวย 
1% OsO4 เปนเวลา 2 ชั่วโมงแลวลางดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง ขจัดน้ําออกดวยเอทานอลเปนเวลา 10 นาที  
นําไปทําใหแหงดวยวิธี critical point drying (การวิเคราะหในข้ันตอนนี้ดําเนินการโดยศูนยเครื่องมือ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

 
 3.7.3 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก 

เอนไซมกลุมลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) เปนเอนไซมเรงปฏิกิริยาการยอยสลายลิกนิน 
ประกอบดวยเอนไซมประเภทเปอรออกซิเดส (peroxidases) และออกซิเดส (oxidases) หลายชนิด เอนไซมท่ี
สําคัญไดแก เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส  (lignin peroxidases) แลคเคส (laccases  หรือ p-diphenol 
oxidase) แมงกานีสเปอรออกซิเดส  (manganese peroxidases) ราไวทรอทแตละสายพันธุจะสรางเอนไซม
แตละชนิดท่ีแตกตางกัน (Leonowicz et al., 1999)  การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมสามารถทําไดดังนี้ 

 
1) การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมของ laccase (Lac) หรือ p-diphenol oxidase (ดัดแปลงจาก 

Rodriguez, 1999) โดยเติมสารเคมีดังตอไปนี้ลงใน cuvette   
- H2O     1000 µl  
- 0.2 mM ABTS    500   µl (เตรียม 1 mM) 
- 20 mM NaOAc buffer pH 5  500   µl (เตรียม 0.1 M) 
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จากนั้นใช Micropipette ดูด crude enzyme 500 µl ใสลงใน cuvette ผสมใหเขากันโดยกลับ 
cuvette ไปมา 2-3 ครั้ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 436 nm ทันที โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 0 และ 60 วินาที แลวจึงนําคาการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาคากิจกรรมของเอนไซม โดย 1 Unit ของ 
laccase คือ ปริมาณเอนไซม laccase ท่ีใชในการเปลี่ยนสารตั้งตน (ABTS) 1 µM ภายในเวลา 1 นาที 

 
2) การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมของ manganese peroxidase (MnP) (ดัดแปลงจาก 

Heinfling, 1998) โดยเติมสารเคมีดังตอไปนี้ลงใน cuvette 
- H2O     750 µl 
- 1 mM 2, 6-dimethoxyphenol   500 µl (เตรียม 5 mM) 
- 0.1 M NaOAc buffer pH 4.5  250 µl (เตรียม 1 M) 
- 0.1 mM H2O2     250 µl (เตรียมใหมทุกครั้ง) 
- 1 mM MnSO4    250 µl  

จากนั้นใช micropipette ดูด crude enzyme 500 µl  ใสลงใน cuvette ผสมใหเขากันโดยกลับ 
cuvette ไปมา 2-3 ครั้ง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 469 nm ทันที โดยวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ี 0 วินาที และ 60 วินาที  แลวจึงนําคาการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาคากิจกรรมเอนไซม  โดย 1 Unit ของ 
manganese peroxidase คือ ปริมาณเอนไซม manganese peroxidase ท่ีใชในการเปลี่ยนสารตั้งตน (2,6-
dimethoxyphenol) 1 µM ภายในเวลา 1 นาที 

 
3) การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมของ lignin peroxidase  (ดัดแปลงจาก Levin et al., 2005) โดย

เติมสารเคมีดังตอไปนี้ลงใน cuvette 
   - H2O     750  µl 
   - 10 mM veratryl alcohol  500  µl    
   - 0.25 M d-tartaric acid pH 2.5  500  µl  
   - 4 mM MnSO4    250  µl  

จากนั้นใช micropipette ดูด crude enzyme 500 µl  ใสลงใน cuvette ผสมใหเขากันโดยกลับ 
cuvette ไปมา 2-3 ครั้ง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 310  nm ทันที โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ี 0 วินาที และ 60 วินาที  แลวจึงนําคาการดูดกลืนแสงไปคํานวณหาคากิจกรรมเอนไซม  โดย 1 Unit 
ของ lignin peroxidase คือ ปริมาณเอนไซม lignin peroxidase ท่ีใชในการเปลี่ยนสารตั้งตน  (veratryl 
alcohol) 1 µM ภายในเวลา 1 นาที   

 
การคํานวณหากิจกรมของเอนไซมในกลุม ligninolytic ตามสูตรดังนี้ 
 Enzyme activity    =        (     Abs/min) x total volume (2.5 ml) x 106 

     ε X sample volume (0.5 ml) 
เม่ือ  Abs/min คือ คาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมข้ึนภายในเวลา 1 นาที 

ε  คือ  Extinction co-efficient    
     - Lac =  29,300   M-1cm-1 
     - MnP  = 27,500  M-1cm-1 
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- LiP = 9,300  M-1cm-1 

 

 3.7.4 การวิเคราะหน้ําหนักแหงของรารวมกับวัสดุตรึง  
 วิเคราะหน้ําหนักแหงของวัสดุตรึงและรา (ดัดแปลงจาก AOAC, 1995) โดยอบถวยฟรอยดท่ีอุณหภูมิ  
103-105 องศาเซลเซียส  ขามคืนจนน้ําหนักคงท่ี  หลังจากนั้นปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่ง
น้ําหนักของถวยฟรอยด  นําราท่ีตรึงบนวัสดุตรึงท้ังสองชนิดใสลงในถวยฟรอยด นําไปอบท่ีอุณหภูมิ  103-105 
องศาเซลเซียส  ขามคืนจนน้ําหนักคงท่ี  หลังจากนั้นปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่งน้ําหนักแหง นํา
น้ําหนักวัสดุตรึงและราท่ีไดมาหาสวนตางระหวางน้ําหนักของวัสดุตรึงและรากอนอบและหลังอบ  ซ่ึงจะไดเปน
ปริมาณน้ําหนักแหงของวัสดุตรึงและราท้ังหมด  
 
 3.7.5 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลรวม    
 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลท้ังหมดใชวิธี  Modification of the Folin-Ciocalteau 
method (Ergul et al., 2011) โดยนําตัวอยางน้ําท้ิงมาปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 7 นาที เพ่ือกําจัดตะกอน ทําการเจือจาง 5 เทาดวยน้ํากลั่น  เติมตัวอยางน้ําท้ิงท่ีเจือจางแลว 200 
ไมโครลิตร ลงใน Folin–Ciocalteau phenol reagents ท่ีเจือจาง 4 เทา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 5 นาที 
จากนั้นจึงเติมสารละลาย sodium carbonate ความเขมขน 200 กรัมตอลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 30 
นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 725 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงท่ี
ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Gallic acid ท่ีความเขมขน 0- 200 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาคผนวก 
ข) ใชน้ํากลั่นท่ีทําปฏิกิริยา  Folin–Ciocalteau phenol reagents และสารละลาย  sodium carbonate 
เชนเดียวกับตัวอยางเปน blank 
 
 3.7.6 การวิเคราะหสีน้ําท้ิง (APHA, AWWA and WEF, 2005) 

 การวิเคราะหสีของตัวอยางน้ําท้ิงสามารถทําไดโดยการนําตัวอยางน้ําท้ิงมาปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
10,000 รอบตอนาที เปน เวลา 7 นาที เพ่ือกําจัดตะกอน จากนั้นทําการเจือจางตัวอยางน้ําท้ิง 20 เทาดวยน้ํา
กลั่นแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร โดยใชน้ํากลั่นเปน Blank และนําคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานแพลตตินัมโคบอลตในชวง 0-500 หนวยสี (ภาคผนวก ข) 
เพ่ือคํานวณเปนหนวยสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
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บทที่ 4 
ผลการวจิยั 

 
4.1 ลักษณะทางกายภาพของราไวทรอท 
 
 ในงานวิจัยนี้ใชจุลินทรียในกลุมราไวทรอท 10 สายพันธุ ซ่ึงมาจากการคัดแยกจากเห็ดตามธรรมชาติ
ในพ้ืนท่ีจังหวัดสงขลา โดยผูวิจัยคัดแยกดวยตนเองจํานวน 4 สายพันธุ ใหรหัสเปน  Unknown 01, Unknown 
02, Unknown 03 และ Unknown 04 สวนราไวทรอทอีก 6 สายพันธุเปนราไวทรอทท่ีมีรายงานถึง
ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลิคและสีของน้ําท้ิงโรงงานน้ํามันมะกอกซ่ึงมีคุณลักษณะใกลเคียงกับ
น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมไดแก Coriolus versicolor, Trametes sp., Pleurotus ostreatus และ
Pycnoporus sanguineus ไดรับจากหองปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธุจุลินทรีย  ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สวนราไวทรอทอีก 2 สายพันธุ ไดแก Lentinus edodes และ Garnoderma 
lucidum  ไดรับจากศูนยเพาะเชื้อเห็ด กรมวิชาการเกษตร  โดยราไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุ มีลักษณะของ
โคโลนีและเสนใยท่ีแตกตางกันดังตารางท่ี 4.1   
 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีและเสนใยของราไวทรอทจํานวน 10 สายพันธุท่ีใชในงานวิจัยนี้ 
 

ราไวทรอท ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
 

Unknown 01 
โคโลนีมีลักษณะเสนใยบาง ฟู  สี
ขาว ใตโคโลนีมีสีสม ขอบโคโลนีก
ลม  

 
 

Unknown 02 
โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา   ไม
ฟู สีขาว โคโลนีเรียบติดผิวหนา
อาหารแข็ง 

 
 

Unknown 03 
โคโลนีมีลักษะเสยใยหนา สีขาว 
ฟู ขอบโคโลนกีลม 
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ตารางที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีและเสนใยของราไวทรอทจํานวน 10 สายพันธุท่ีใชในงานวิจัยนี้ (ตอ) 
 

ราไวทรอท ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
 

Unknown 04 
โคโลนีมีลักษะเสนใยหนา สีขาว 
ฟู ขอบโคโลนกีลม 

 
 

Lentinus edodes 
โคโลนีมีลักษะเสนใยบาง ฟู สีขาว 
ขอบโคโลนกีลม 

 
 

Garnoderma 
lucidum 

โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา ไมฟู 
สีขาว โคโลนีเรียบติดผิวหนา
อาหารแข็ง 

 
 

Pleurotus ostretus 
โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา ฟู สี
ขาว ขอบโคโลนไีมกลม 

 
 
Pycnoporus 
sanguineus 

โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา ไมฟู 
สีขาว ใตโคโลนีมีสีน้ําตาลเขม 
ขอบโคโลนีเรียบ 

 
 

Trametes sp. 
โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา   ไม
ฟู สีขาว โคโลนีเรียบติดผิวหนา
อาหารแข็ง 

 
 

Coriolus versicolor 
โคโลนีมีลักษณะเสนใยหนา ไมฟู 
สีดํา ขอบโคโลนีกลม 
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 เม่ือนําราไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง  Potato Dextrose Agar (PDA) บมท่ี
อุณหภูมิหอง และวัดอัตราการเจริญจากขนาดของโคโลนีพบวาราไวทรอทสายพันธุ Unknown 01, 
Unknown 03, Unknown 04 และ Pycnoporus sanguineus เปนสายพันธุท่ีมีอัตราการเจริญสูงสุด โดยใช
ระยะเวลา 6 วันในการเจริญเต็มผิวหนาอาหารแข็งบนจานเพาะเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 เซนติเมตร 
และนอกจากนี้ยังพบวา ราไวทรอทสายพันธุ Garnoderma lucidum เปนสายพันธุท่ีมีอัตราการเจริญต่ําท่ีสุด
เม่ือเทียบกับราไวทรอทอีก 9 สายพันธุ โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีเพียง 5 เซนติเมตร เม่ือบมไวเปน
ระยะเวลา 9 วัน ราไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุถูกนําไปใชในการศึกษาตอไป 
 
4.2 การคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลม 
 4.2.1 ผลความเขมขนของน้ําท้ิงท่ีมีตอการเจริญของราไวทรอทบนอาหารแข็ง 
 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของความความเขมขนของน้ําท้ิงหรือผลของสารประกอบฟ
นอลิคในน้ําท้ิงและการเติมสับสเตรทรวมท่ีมีตอการเจริญของราไวทรอทเซลลอิสระในรูปแบบของรากอนกลม 
(Fungal pellet) เนื่องจากการใชเพียงน้ําท้ิงผสมกับวุนท่ีใชเตรียมอาหารแข็งไมสามารถเปนแหลงคารบอนให
ราไวทรอททุกชนิดเจริญได  การทดลองนี้จึงศึกษาการเจริญของราไวทรอทบนอาหาร  Sabouraud Dextrose 
Agar  (SDA) ซ่ึงเปนอาหารท่ีมีองคประกอบของ Dextrose, Yeast extract และ Peptone (ภาคผนวก ก)  
และมีการผสมน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขนแตกตางกัน ไดแก  25%, 50% และ 100% เพ่ือ
ศึกษาความทนทานของราไวทรอทตอสารประกอบฟนอลิคท่ีมีอยูในน้ําท้ิง โดยวัดอัตราการเจริญของเสนใยรา
บนอาหารแข็ง พบวาระดับความเขมขนของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมสงผลตออัตราการเจริญของราไวท
รอทบางสายพันธุ ไดแก  Unknown 02, Unknown 03, Lentinus edodes, Pycnoporus sanguineus, 
Trametes sp.และ Coriolus versicolor โดยระดับความเขมขนของน้ําท้ิงท่ีสูงข้ึนจะทําใหอัตราการเจริญ
ของราไวทรอทสายพันธุดังกลาวลดลง ดังแสดงในรูปท่ี 3.1 และท่ีความเขมขนสูงสุดพบวาราไวทรอทสายพันธุ  
Lentinus edodes ไมสามารถเจริญบนอาหารแข็งได แตสามารถเจริญไดในอาหารแข็งท่ีมีความเขมขนของน้ํา
ท้ิง 25% และ 50% ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของโสภาวรรณ รัตนพันธุ ( 2547) ท่ีเลี้ยงราไวทรอท  
Lentinus sp. บนอาหารแข็งท่ีเติมน้ําท้ิงดีแคนเตอรของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม พบวาความเขมขนของน้ําท้ิง
ดีแคนเตอรท่ีสูงข้ึนจะยังยั้งการเจริญของราไวทรอท  Lentinus sp. เนื่องจากปริมาณสารยับยั้งท่ีมีในน้ําท้ิง 
ไดแก สารประกอบอะโรมาติกในกลุมของโมโนฟนอล สารประกอบฟนอลิค ชนิดอ่ืน ๆ รวมถึงลิกนิน และแทน
นิน ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีพบในผลปาลมน้ํามัน และยังมีรายงานพบองคประกอบเหลานี้ในน้ําท้ิงของโรงงาน
สกัดน้ํามันมะกอกซ่ึงมีผลในการยับยั้งการเจริญของราไวทรอทดวยเชนกัน (  Annibale et al., 1999; Fadil 
et al., 2003; Dias et al., 2004) ในขณะท่ีราไวทรอทสายพันธุ Unknown 01 Garnoderma lucidum 
และ Pleurotus ostretus  สามารถเจริญไดดีบนอาหารแข็งท่ีเติมน้ําท้ิงความเขมขน 25% และ 50% ได
ใกลเคียงกับอาหารแข็งท่ีไมเติมน้ําท้ิง (ในกรณี Pleurotus ostretus เจริญไดดีกวาไมเติมน้ําท้ิง ) โดยท่ี 
Garnoderma lucidum และ Pleurotus  ostretus มีอัตราการเจริญชากวา Unknown 01 อยางไรก็ตาม
เม่ือเพ่ิมความเขมขนน้ําท้ิงเปน 100% สงผลใหอัตราการเจริญลดลง  ท้ังนี้เนื่องมาจากสารอินทรียท่ีอยูในน้ํา
ท้ิงสามารถใชเปนแหลงอาหารรวมใหราไวทรอทเจริญได  แตเม่ือความเขมขนของน้ําท้ิงสูงข้ึนทําใหสารยับยั้ง
บางชนิด เชน สารประกอบฟนอลิคในน้ําเสียมีความเขมขนสูงตามไปดวย จึงมีผลยับยั้งการเจริญของราไวท
รอทบางสายพันธุได 
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รูปท่ี 4.1 เสนผานศูนยกลางโคโลนีของราไวทรอท 10 สายพันธุ บนอาหารแข็ง SDA, SDA+25%POME,  
SDA+50%POME, SDA+100%POME และ 100%POME agar บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน 
 
 อยางไรก็ตามราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 เปนเพียงสายพันธุเดียวท่ีสามารถเจริญเต็มผิวหนา
ของอาหารแข็ง SDA ท่ีมีการเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมทุกความเขมขน แสดงใหเห็นวาราไวทรอทสาย
พันธุดังกลาวมีความทนทานตอความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคท่ีมีในน้ําท้ิง และไมมีผลในการยับยั้งการ
เจริญของราไวทรอทสายพันธุนี้ และเม่ือสังเกตสีของอาหารแข็งท่ีเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมหลังจาก
เลี้ยงราไวทรอทสายพันธุ  Unknown 04 เปนเวลา 7 วัน พบวาราไวทรอทสายพันธุดังกลาวเจริญเต็มผิวหนา
ของอาหารแข็งและยังพบวาสีของอาหารแข็งมีความเขมของสีลดลงโดยเปลี่ยนจากสีน้ําตาลเขมเปนสีน้ําตาล
ออนในทุกความเขมขนของน้ําท้ิงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุมซ่ึงเปนอาหารแข็งท่ีเติมน้ําท้ิงทุก
ระดับความเขมขนแตไมเติมหัวเชื้อของราไวทรอท ดังแสดงในรูปท่ี 3.2 การเปลี่ยนแปลงของสีเปนตัวบงชี้ถึง
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยเอนไซมท่ีราไวทรอทสรางข้ึนเพ่ือยอยสลายสารสีตาง ๆ ตลอดการเจริญเติบโตของเสนใย 
จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นถึงผลของสารประกอบฟนอลิคท่ีมีตอการเจริญของราไวทรอทและการลดลงของ
สีในน้ําท้ิงท่ีเติมลงไปในอาหารแข็ง แตไมสามารถแสดงถึงการลดลงของสารประกอบ   ฟนอลิคในอาหารแข็ง
ได จึงตองมีการทดสอบศักยภาพในการกําจัดจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง เพ่ือคัดเลือกสายพันธุท่ีมี
ศักยภาพสูงสุดในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคเพ่ือนําไปใชในการตรึงเซลลตอไป 
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รูปท่ี 4.2  อาหารแข็ง SDA ท่ีเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 25% (A), 50% (B) และ100% (C) และการ 
เจริญของราไวทรอทสายพันธุUnknown 04 บนอาหารแข็งSDA ท่ีเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 25%  
(D), 50% (E) และ100% (F) เม่ือบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 7 วัน 
  
 4.2.2 ศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงของราไวทรอท  
 จากการศึกษาในอาหารแข็ง SDA ท่ีเติมน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ทําใหทราบอัตราการเจริญและ
ความความทนทานของราแตละสายพันธุภายใตสภาวะท่ีมีความเขมขนของน้ําท้ิงหรือสารประกอบฟนอลิคใน
น้ําท้ิงแตกตางกัน อยางไรก็ตามวิธีการขางตนยังไมสามารถใชคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพสูงสุดในการลดสี
และสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงไดเนื่องจากขอจํากัดของการวิเคราะหสีและสารประกอบฟนอลิคท่ีลดลงใน
ตัวกลางท่ีเปนของแข็ง  จึงมีความจําเปนตองศึกษาในน้ําท้ิงเพ่ิมเติม เพ่ือใหไดผลการคัดเลือกท่ีถูกตองแมนยํา
ท่ีสุด โดยทําการเลี้ยงราไวทรอทเซลลอิสระในรูปแบบรากอนกลม ( fungal pellet) ท้ัง 10 สายพันธุในน้ําท้ิง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีการเจือจาง 2 เทา (50%POME) เพ่ือลดความเปนพิษของสารประกอบฟนอลิคท่ี
อาจมีผลยับยั้งการเจริญของราไวทรอทเซลลอิสระ ( Alaoui et al., 2008) ผลการทดลองพบวาราไวทรอทท้ัง 
10 สายพันธุ มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง โดยสามารถลดสารประกอบฟนอลิคได
จากความเขมขน 266 มก. /ล. เหลือเพียง 86 -153 มก. /ล. คิดเปน 48.1-66.5% ในระยะเวลา 7 วนัของการ
บมในอุณหภูมิหอง และมีการเขยา 80 รอบตอนาที (รูปท่ี 4.3A และB) 

A B C 

D E F 
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รูปท่ี 4.3  การยอยสลายสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% ของราไวท 
รอท 10 สายพันธุ ท่ีบมในอุณหภูมิหอง เขยา 80 รอบตอนาที (A) Unknown 01, Unknown 02, Unknown  
03 และ Unknown 04 (B) Lentinus edodes, Garnoderma lucidum, Pleurotus ostretus,  
Pycnoporus sanguineus, Trametes sp. และCoriolus versicolor  

 
สําหรับประสิทธิภาพในการกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม พบวาราไวทรอท 9สายพันธุ มี

ประสิทธิภาพในการกําจัดสีออกจาก 50%POME โดยสามารถลดสีไดจาก  9,333 หนวยสี เหลือ 3,266-8,900 
หนวยสี คิดเปน 3.1-64.7% ในระยะเวลา 7 วันของการบม ดังแสดงในรูปท่ี  4.4A และ B ยกเวนราไวทรอ

B 

A 
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ทสายพันธุ Coriolus versicolor เปนราไวทรอทสายพันธุเดียวท่ีทําใหน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีสีเขมข้ึน 
เนื่องจากลักษณะเสนใยของราดังกลาวมีสีดําซ่ึงแตกตางจากราไวทรอทอีก  9 สายพันธุ และเม่ือทําการเลี้ยงรา
ไวทรอทท้ัง 10 สายพันธุใน 50%POME เปนระยะเวลามากกวา 7 วันจะพบวาไมสามารถลดสีของน้ําท้ิง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมไดเพ่ิมจากเดิมแตจะเริ่มมีความเขมของสีเพ่ิมข้ึนจากเดิมเล็กนอย ในขณะท่ีรากอนกลม
มีลักษณะสีคล้ําข้ึน เนื่องจากเซลลของราไวทรอทมีการดูดซับสีของน้ําท้ิงไว (Lakhtar et al ., 2010) เม่ือเลี้ยง
ไวระยะหนึ่งแหลงอาหารในน้ําท้ิงไมเพียงพอตอการเจริญ หรืออาจเกิดจากผลกระทบของสารยับยั้งในน้ําท้ิงซ่ึง
ถูกดูดซับสะสมไวในเซลลทําใหรากอนกลมแตกออกและตายในท่ีสุด ดังนั้นสีบางสวนท่ีถูกดูดซับไวในเซลลจึง
ถูกปลดปลอยออกมาในน้ําท้ิงทําใหน้ําท้ิงมีสีเขมข้ึน  

 

 
 

A 

B 
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รูปท่ี 4.4  การกําจัดสีน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% ของราไวทรอท 10 สายพันธุ ท่ีบมใน 
อุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที (A) Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และ Unknown 04  
(B)Lentinus  edodes, Garnoderma lucidum, Pleurotus ostretus, Pycnoporus sanguineus,  
Trametes sp. และCoriolus versicolor   
 

ตัวอยางลักษณะสีของน้ําท้ิงกอนและหลังจากการบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 เปน
ระยะเวลา 7 วัน ซ่ึงสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีในน้ําท้ิงไดอยางชัดเจน โดยเริ่มตนการทดลองสีของน้ํา
ท้ิงความเขมขน 50% ยังมีสีน้ําตาลคล้ํา แตเม่ือบําบัดดวยราไวทรอทในรูปแบบของรากอนกลม สีของน้ําท้ิงจะ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลออน (รูปท่ี 4.5 Aและ B) เนื่องจากราไวทรอทมีการสรางเอนไซมออกมาเพ่ือยอยสลายสาร
ท่ีทําใหเกิดสีในน้ําท้ิงเพ่ือใชเปนแหลงอาหารในการเจริญเติบโต และสีบางสวนถูกดูดซับไวในเสนใยของราไวท
รอทจึงทําใหสีของน้ําท้ิงเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  อยางไรก็ตามเนื่องจากรากอนกลมมีการดูดซับสีไวบางสวน 
และเม่ือเลี้ยงรากอนกลมในน้ําท้ิงระยะหนึ่งเซลลจะมีการแตกตัว ซ่ึงสงผลตอประสิทธิภาพในการกําจัดสีน้ําท้ิง
จึงเปนขอจํากัดของการท่ีจะนําราไวทรอทในรูปแบบรากอนกลมไปใชในระบบบําบัดน้ําท้ิงของโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 

 

         
 

รูปท่ี 4.5  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงเม่ือเติมรากอนกลม สายพันธุ Unknown 04 ในน้ําท้ิงความ 
เขมขน 50% ในวันท่ี 0 (A) และวันท่ี 7 (B) ของการบมท่ีอุณหภูมิหอง เขยา 80 รอบตอนาที 
 
 เม่ือนําคาการลดลงของสารประกอบฟนอลิคและสีในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัด
ดวยรากอนกลมท้ัง 10 สายพันธุ เปนระยะเวลา 7 วันมาคํานวณประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟ
นอลิค พบวาราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 เปนสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัด
สารประกอบฟนอลิคและสีในน้ําท้ิงความเขมขน 50% ถึง 66.5% และ 64.7% ตามลําดับ เม่ือนํามา
เปรียบเทียบกับประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคของราอีก 9 สายพันธุและวิเคราะหทาง
สถิติพบวามีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 95 (p≤0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 5.2  ซ่ึง

A B 
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ผลการทดลองการคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม ท้ังในแบบอาหารแข็งและในน้ําท้ิง พบวาราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 เปนสายพันธุท่ีมี
อัตราการเจริญอยางรวดเร็ว มีความทนทานตอความเขมขนฟนอลิคสูงกวาสายพันธุอ่ืน และยังมีประสิทธิภาพ
สูงสุดในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จากผลการวิเคราะหระบุ
เอกลักษณของราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 ดวยวิธีทางดานชีววิทยาโมเลกุล (ศูนยพันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ )  พบวามีความคลายคลึงกับ Trametes hirsuta ถึง 99% (ภาคผนวก ค) จึงระบุ
สายพันธุของราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 เปน Trametes hirsuta AK4  ราสายพันธุดังกลาวจึงถูก
คัดเลือกไปใชในการทดลองตอไป ซ่ึงนําเทคนิคการตรึงเซลลมาประยุกตใชเพ่ือใหราไวทรอทมีความทนทานตอ
สารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงและใชงานไดนานข้ึน  
 
ตารางที ่4.2  ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความ  
เขมขน 50% โดยราไวทรอทในรูปแบบกอนกลม 10 สายพันธุ ท่ีระยะเวลา 8 วัน 
 
  ราไวทรอท   การลดลงของสารประกอบ         การลดลงของสี  
                ฟนอลิค (%)     ( %) 

  Unknown 01   48.8±2.4
d   16.1±3.5

d
  

  Unknown 02   53.2±2.1
c
   3.1±4.5

e
  

  Unknown 03   52.4±1.7
c
   28.2±4.2

c
  

  Unknown 04   66.5±1.5
a
   64.7±4.7

a
 

  Lentinus edodes  40.8±2.2
e
   28.5±5.5

c
 

  Garnoderma lucidum  59.4±1.4
b
   40.4±3.6

b
 

  Pleurotus ostretus  61.6±0.7
b
   36.9±5.1

b
 

  Pycnoporus sanguineus 51.8±1.8
c
   22.9±5.6

c, d
 

  Trametes sp.   51.3±0.5
c, d

   32.4±3.2
c
 

  Coriolus versicolor  48.1±1.1
d
   0.0±0.0

e
 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภเดียวกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 
95 (p≤0.05) 
 
4.3 การตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
 
 4.3.1 คุณสมบัติของวัสดุตรึง 
 การทดลองนี้ใชวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด เปนวัสดุตรึงเซลล ไดแก ทะลายปาลมเปลา 
(empty fruit bunch: EFB) และเสนใยปาลมน้ํามัน  (pericarp fiber: PF) ซ่ึงเปนวัสดุเศษเหลือจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม  การใชวัสดุตรึงเซลลดังกลาว  เปนทางเลือกหนึ่งในการนําของเสียมาใช
ประโยชน และยังเปนการกําจัดของเสียอีกทางหนึ่งดวย  นอกจากนี้ยังชวยลดคาใชจายในการสั่งซ้ือ หรือ
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สังเคราะหวัสดุตรึงเซลลท่ีมีราคาแพง รวมท้ังมีวิธีการเตรียมวัสดุ และข้ันตอนการตรึงเซลลท่ีไมยุงยาก จาก
การศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุท้ัง 2 ชนิด โดยการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) 
แสดงใหเห็นดังรูปท่ี  4.6  พบวาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุท้ังสองชนิดประกอบดวยโครงสรางซับซอน พ้ืนผิว
คอนขางขรขุระ  
 

       
 
รูปท่ี 4.6  ลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM กําลังขยาย 200x; ทะลายเปลาปาลม 
น้ํามัน (A) และเสนใยปาลมน้ํามัน (B) 
 

จากการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ -เคมีของวัสดุดังกลาว (ตารางท่ี  4.3) พบวาวัสดุ EFB มี
ปริมาณสารอาหารไนโตรเจน (0.90%)  และฟอสฟอรสั ( 0.11%) มากกวา PF เล็กนอย(0.63% และ 0.04% 
ตามลําดับ ) โดยวัสดุท้ังสองมีปริมาณอินทรียคารบอนรวมท้ังหมดใกลเคียงกัน คือ 36.21% ใน EFB และ 
39.58% ใน PF และจากการศึกษาของพนิดา โตะสู ( 2555) พบวาวัสดุท้ัง 2 ชนิด มีคุณสมบัติทางกายภาพ 
ไดแก เสนผานศูนยกลางรูพรุนเฉลี่ย (Average pore diameter) และพ้ืนท่ีผิวจําเพาะ (specific surface 
area) ใกลเคียงกัน นั่นคือ มีคาประมาณ  4.24 (EFB) และ 5.01 (PF) nm และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) 
m2g-1 ตามลําดับ  

 
ตารางที่ 4.3 องคประกอบของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
 
 องคประกอบ    วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  
           ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน ( EFB) เสนใยปาลมน้ํามัน ( PF) 
 Nitrogen (%)   0.90    0.63 
 Phosphorus (%)  0.11    0.04 
 TOC (%)           36.21                      39.58 
  
 วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันท้ัง 2 ชนิด ยังมีสารจําพวกลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงเปนองคประกอบของผนัง
เซลลพืชประกอบดวย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงจะมีสัดสวนท่ีแตกตางกันตามชนิดของพืช 
(Ahmed et al., 2001) จากการศึกษาของ Khalil, et al. (2007) พบวาในทะลายปาลมเปลามีองคประกอบ
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ของเซลลูโลส 49.6% เฮมิเซลลูโลส 18% และลิกนิน 21.2% และการศึกษาของ วีรยุทธ จวนซาย ( 2554) 
ทําการศึกษาองคประกอบของเสนใยปาลมน้ํามันพบวามีองคประกอบของเซลลูโลส 28.91% เฮมิเซลลูโลส 
21.56% และลิกนิน 23.63% นอกจากนีใ้นการศึกษาของ Han and May (2012) พบวาในทะลายปาลมเปลา
มีองคประกอบของสารประกอบฟนอลิคประมาณ 6-7 มิลลิกรัมตอกรัม โดยท่ีทะลายปาลมเปลาท่ีแหงจะมี
สารประกอบฟนอลิคท่ีสูงกวาทะลายปาลมเปลาสด ซ่ึงองคประกอบเหลานี้จะเปนแหลงอาหารใหราไวทรอทใช
ในการเจริญเติบโต และยังมีคุณสมบัติเปนสารเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติกใหสูงข้ึน 
(Xavier, 2001) 
 
 4.3.2 การตรึงราไวทรอทบนทะลายปาลมเปลา 
 เมื่อ นําราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีผานการคัดเลือกมาเตรียมเปนหัวเชื้อโดยการ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จนเจริญเต็มผิวหนา แลวจึงนํามาตรึงกับทะลายปาลมเปลาซ่ึงเปนวัสดุเศษเหลือจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม โดยทะลายปาลมเปลานี้จะถูกตัดแตงเปนชิ้นเล็ก และผานการลางทําความ
สะอาดรวมถึงการฆาเชื้อกอนท่ีจะนํามาตรึงเพ่ือกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆท่ีอาจตกคางและปนเปอนในวัสดุตรึง โดยมี
การแปรผันระยะเวลาในการตรึงเปน 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน เพ่ือศึกษาระยะเวลาการตรึงท่ีเหมาะสม ซ่ึง
พิจารณาจากประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จากการ
ทดลองพบวาราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 สามารถเจริญเติบโตบนชิ้นสวนทะลายปาลมไดดี 
โดยจะเจริญคลุมผิวหนาของทะลายปาลมเปลา ดังแสดงในรูปท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.7  ราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลาระยะเวลา 0 วัน (A), 2 วัน (B), 4  
วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F) เม่ือบมในอุณหภูมิหอง สภาวะคงท่ี 
 
 เม่ือนําชิ้นสวนของ  Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลามาสองดวย SEM เพ่ือดู
ลักษณะการเกาะติดของเสนใยราไวทรอทกับวัสดุตรึง พบวาเสนใยของ  Trametes hirsuta AK4 มีการยึด
เกาะบริเวณผิวหนาของวัสดุตรึงไดดี และเม่ือใชระยะเวลาการตรึงท่ีมากข้ึนจะทําใหปริมาณเสนใยของ  
Trametes hirsuta AK4 มีความหนาแนนมากยิ่งข้ึน (รูปท่ี 4.8A และ B) นอกจากนี้ยังพบวาราไวทรอทมีการ
สรางเสนใยเกาะติดวัสดุเขาไปภายในชองวางระหวางรูพรุนของวัสดุตรึงดังแสดงในรูปท่ี 4.8C 
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รูปท่ี 4.8  ลักษณะการยึดเกาะของราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายเปลาปาลมน้ํามัน  
หลังจากการตรึงเซลล 2 วัน (A), 4 วัน (B) และการเกาะติดของเสนใยระหวางชองวางรูพรุนของทะลายปาลม 
เปลา (C) เม่ือสองโดยSEM กําลังขยาย 600X 
 
 เม่ือนําเซลลตรึงของราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงเปนระยะเวลา 2, 4, 6, 8 
และ 10 วัน มาทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
โดยการเติม 50%POME ปริมาตร 100 มล. ท่ีผานการฆาเชื้อแลวลงในขวดรูปชมพูท่ีมีเซลลตรึง พบวามีอัตรา
การลดลงของสารประกอบฟนอลิคและสีอยางตอเนื่อง โดยเซลลท่ีถูกตรึงเปนระยะเวลา  4 วันสามารถลด
สารประกอบฟนอลิคไดสูงสุด โดยสามารถลดสารประกอบฟนอลิคจากความเขมขน  255 มก./ล. เหลือเพียง 
64 มก./ล. คิดเปน 75% ของการลดลง ในขณะท่ีราตรึงอายุ 2, 6, 8 และ 10 วัน สามารถลดสารประกอบฟ
นอลิคอยูในชวง  50-66% ในวนัท่ี 8 ของการบมราตรึงและน้ําท้ิงรวมกัน  ดังแสดงในรูปท่ี 4.9A โดยเซลลท่ีถูก
ตรึงเปนระยะเวลา 4 วัน และ 6 วัน จะมีอัตราการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคอยางรวดเร็วในชวง 2 วัน
แรกของการบมเซลลตรึงรวมกับน้ําท้ิง และอัตราการยอยสลายลดลงเล็กนอยจนถึงวันท่ี 8 ของการบม สวน
เซลลตรึงท่ีระยะเวลา 2, 8 และ 10 วัน เริ่มยอยสลายสารประกอบฟนอลิคหลังจากบมรวมกับน้ําท้ิงเปนระยะ 
2 วัน และลดลงอยางตอเนื่องจนถึงวันท่ี 8 ของการบม ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากความหนาแนนของเสนใยราไวท
รอทท่ีตรึงอยูบนทะลายปาลมเปลา นั่นคือเม่ือระยะการตรึงนอยทําใหมีปริมาณเสนใยนอย ราจึงใชเวลาในการ
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บําบัดในชวงแรกนาน และเม่ือระยะเวลาการตรึงท่ีมากข้ึนทําใหเสนใยราไวทรอทปกคลุมอยางหนาแนนก็สงผล
ตอพ้ืนท่ีผิวสัมผัสและการถายเทมวลสารระหวางเซลลตรึงกับน้ําท้ิงลดนอยลง ทําใหประสิทธิภาพการกําจัด
สารประกอบฟนอลิคลดต่ําลง  
 นอกจากนั้นเซลลตรึงอายุ 4 วันยังสามารถลดสีไดสูงสุด โดยสามารถลดสีใน 50%POME จาก 8,866 
หนวยสี เหลือเพียง 2,600 หนวยสี คิดเปน 70.5% ของการลดลง ในขณะท่ีราตรึงอายุ 2, 6, 8 และ 10 วัน 
สามารถลดสีอยูในชวง 57-64% ในวันท่ี 8 ของการบมเชื้อและน้ําท้ิงรวมกัน (รูปท่ี  4.9B) นอกจากนี้ชุด
ควบคุมท่ีประกอบดวยทะลายปาลมเปลาท่ีปราศจากราตรึง ซ่ึงแสดงปริมาณการลดลงของสารประกอบฟนอ
ลิคและสีโดยปจจัยทางกายภาพและเคมี (abiotic factor) พบวาทะลายปาลมเปลามีการดูดซับสารประกอบฟ
นอลิคและสีไว  13% และ 14.6% ตามลําดับ ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีประกอบดวยทะลายปาลมเปลาท่ีมีราตรึง
ซ่ึงผานการฆาเชื้อ ซ่ึงเปนตัวแทนปริมาณสารประกอบฟนอลิคและสีท่ีลดลงเปนผลมาจากการดูดซับโดย
ทะลายปาลมเปลา และ /หรือการดูดซับโดยเสนใยของรา  มีการดูดซับสารประกอบฟนอลิคและสีไว 21.5% 
และ18.4% ตามลําดับ สอดคลองกับการทดลองของ Lakhtar et al. (2012) ซ่ึงใชเสนใยของราไวทรอท 
Lentinus edodes ในการกําจัดสีน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก พบวามีการสะสมของสารประกอบท่ีทําให
เกิดสีในเสนใยของราไวทรอทสายพันธุดังกลาวประมาณ 10% ของสีเริ่มตน  
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รูปท่ี 4.9  ประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคและสีในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน  
50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลาระยะเวลา 2-10 วัน บม 
ในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
 
 ผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก ไดแก Laccase, Manganese Peroxides 
(MnP) และ Lignin Peroxides (LiP) ซ่ึงเปนกลุมเอนไซมท่ีมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารประกอบฟนอ
ลิคและกําจัดสี ( Sadayi and Ellouz, 1995) พบวาสามารถตรวจพบกิจกรรมเอนไซมของ  Laccase และ 
Manganese Peroxides เทานั้น สวน Lignin Peroxides ไมมีการตรวจพบ ท้ังนี้ราไวทรอทสายพันธุ  
Trametes hirsuta AK4 อาจไมสามารถสรางเอนไซม LiP ไดหรือสรางไดในปริมาณนอยมากจนไมสามารถ
ตรวจพบไดเม่ือนํามาบมรวมกับน้ําเสีย  ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซมท่ีตรวจพบมีลักษณะสอดคลองกับ
ประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคและสี โดยพบกิจกรรมของเอนไซม  Laccase สูงท่ีสุดเทากับ 
378 ยูนิต/ล.และ MnP สูงท่ีสุดเทากับ 2,877 ยูนิต/ล.ในราตรึงท่ีมีอายุ 4 วัน (รูปท่ี 4.10A และ B) อีกท้ัง
กิจกรรมของเอนไซมท้ังสองคอนขางสูงในชวง 1-2 วันแรกของการบมตัวอยาง ดังนั้นในชวงระยะเวลานี้จึงพบ
อัตราการลดลงของสารประกอบฟนอลิคและสีสูงเชนกันโดยเฉพาะในราท่ีมีอายุการตรึง 4 วัน 
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รูปท่ี 4.10 กิจกรรมเอนไซม Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
ความเขมขน 50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายเปลาปาลมน้ํามัน 
ระยะเวลา 2-10 วัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
 
 จากการวิเคราะหน้ําหนักแหงของเซลลตรึง  Trametes hirsuta AK4 บนทะลายปาลมเปลา เพ่ือวัด
การเจริญของราไวทรอท ซ่ึงพิจารณาจากน้ําหนักแหงของเสนใยราไวทรอทรวมกับทะลายปาลมน้ํามัน กอน
นําไปบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม พบวาระยะเวลาการตรึงท่ีสูงข้ึนจะทําใหเซลลตรึงมีน้ําหนักแหงเพ่ิม
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มากข้ึน โดยเซลลตรึงของ Trametes hirsuta AK4 บนทะลายปาลมเปลาท่ีระยะเวลาการตรึง 2-10 วนั มี
น้ําหนักแหงของเสนใยรวมกับทะลายปาลมเพ่ิมข้ึนถึง  19.21- 24.46 กรัม จากเริ่มตนท่ีมีน้ําหนักวัสดุตรึงและ
หัวเชื้อราประมาณ  15 กรัม เนื่องจากราไวทรอทใชอาหารเหลว  GYEB เปนแหลงคารบอน ไนโตรเจน และ
ความชื้นสําหรับการเจริญเติบโต กระท่ังราสรางเสนใยท่ีเพ่ิมมากข้ึนจนเจริญเต็มวัสดุตรึง แตเม่ือนําเซลลตรึงไป
บําบัดน้ําท้ิงความเขมขน 50% พบวาเซลลตรึงท่ีผานการบําบัดกลับมีปริมาณน้ําหนักแหงลดลงจากเดิมเปน  
17.04-21.62 กรมั ดังแสดงในรูปท่ี 4.11 ท้ังนี้อาจมาจากทะลายปาลมมีองคประกอบของลิกโนเซลลูโลสซ่ึง
อาจถูกยอยสลายไปบางสวนโดยราไวทรอทเพ่ือเปนแหลงอาหารทําใหน้ําหนักแหงของราไวทรอทรวมกับ
ทะลายปาลมเปลาลดลง 
 

 
รูปท่ี 4.11 น้ําหนักแหงของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงรวมกับน้ําหนักแหงของ 
ทะลายปาลมเปลาท่ีระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน กอนและหลังนําไปบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความ 
เขมขน 50% 
 
 4.3.3 การตรึงราไวทรอทบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
 สําหรับการตรึงราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 บนเสนใยปาลมน้ํามันซ่ึงเปนวัสดุเศษ
เหลือจากการสกัดน้ํามันปาลมเชนเดียวกัน ท่ีผานการทําความสะอาดและฆาเชื้อแลว โดยแปรผันระยะเวลา
การตรึงท่ี 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน พบวา Trametes hirsuta AK4 สามารถเจริญเติบโตคลุมผิวหนาของเสนใย
ปาลม และการยึดเกาะของเสนใยรากับเสนใยปาลมน้ํามันจนเปนกอนแนนเชนเดียวกับการตรึงบนทะลาย
ปาลมเปลา ดังแสดงในรูปท่ี 4.12   
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รูปท่ี 4.12 รูปราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันระยะเวลา 0 วัน (A),  2 วัน  
(B), 4 วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F)  เม่ือบมในอุณหภูมิหอง สภาวะคงท่ี 

 
เม่ือนําชิ้นสวนของเซลลตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันมาสองดวย  SEM พบวา เสนใยของ  Trametes 

hirsuta AK4 มีการเจริญเติบโตกระจายเต็มผิวหนาของวัสดุตรึง (เสนใยปาลมน้ํามัน ) (รูปท่ี 4.13A) และ
สามารถสามารถเจริญเขาไประหวางชองวางของวัสดุตรึงและยึดเกาะกับวัสดุไดดี (รูปท่ี 4.13) 

 

        
 
รูปท่ี 4.13 ลักษะการยึดเกาะของราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน หลังจาก 
การตรึงเซลล 6 วัน (A) และการยึดเกาะในชองวางของวัสดุตรึง (B) เม่ือสองโดยSEM กําลังขยาย 600X- 
1,200X 
 
 เม่ือนําเซลลตรึงของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันเปน
ระยะเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน มาทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง
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โรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการเติม 50%POME ปริมาตร 100 มล. ท่ีผานการฆาเชื้อแลวลงในขวดรูปชมพูท่ี
มีเซลลตรึง พบวามีอัตราการลดลงของสารประกอบฟนอลิคและสีอยางตอเนื่อง โดยเซลลตรึงท่ีระยะเวลา  4, 6 
และ 8 วันสามารถลดสารประกอบฟนอลิคไดใกลเคียงกัน โดยสามารถลดสารประกอบฟนอลิคจากความ
เขมขน  269-275 มก./ล. เหลือเพียง 52-61 มก./ล. โดยคิดเปน 77-80% ของการลดลง ในขณะท่ีราตรึงอายุ 
2 และ 10 วันสามารถลดสารประกอบฟนอลิคอยูในชวง  68-72% ในวนัท่ี 8 ของการบมเชื้อและน้ําท้ิงรวมกัน  
ดังแสดงในรูปท่ี 4.14A สําหรับประสิทธิภาพในการกําจัดสีน้ําท้ิง พบวาเซลลตรึงท่ีระยะเวลาตั้งแต 6 วัน เปน
ตนไป สามารถลดสีไดสูงสุดและไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยสามารถลดสีใน 50%POME จาก 
8,466-8,700 หนวยสี เหลือเพียง 500 หนวยสี คิดเปน 93-94% ของการลดลง ในขณะท่ีราตรึงอายุ 2 และ 4 
วันสามารถลดสีอยูในชวง 54% และ 80% ตามลําดับ ในวันท่ี 8 ของการบมเชื้อราตรึงกับน้ําท้ิงน้ําท้ิงรวมกัน 
(รูปท่ี 4.14B) และนอกจากนี้พบวาชุดควบคุมท่ีมีเสนใยปาลมน้ํามันเพียงอยางเดียวมีการดูดซับสารประกอบฟ
นอลิคและสีไวถึง 18.8% และ 13.7% ตามลําดับ สวนชุดควบคุมท่ีมีเสนใยปาลมน้ํามันรวมกับเสนใยราท่ีผาน
การฆาเชื้อแลวมีการดูดซับสารประกอบฟนอลิคและสีไวสูงกวาชุดควบคุมท่ีมีทะลายปาลมเปลารวมกับเสนใย
ราถึง 30% และ 23.9% ตามลําดับ ซ่ึงราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันสามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลิค
และสีรวมถึงการดูดซับดวยวัสดุตรึงรวมกับเสนใยราไดสูงกวาราตรึงบนทะลายปาลมเปลา  
 

 
 

A 
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รูปท่ี 4.14 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลิค (A) และสี (B)ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความ 
เขมขน 50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันระยะเวลา 2-10  
วัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
  
 ผลการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมของ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน พบวามี
ความสอดคลองกับเซลลตรึง  Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมเปลา คือ ตรวจพบเฉพาะ
กิจกรรมของเอนไซม Laccase และ MnP เทานั้น โดยพบกิจกรรมของเอนไซม  Laccase ท่ีพบสูงท่ีสุดเทากับ 
510  ยูนิต/ล.และ  MnP สูงท่ีสุดเทากับ 3,046 ยูนิต/ล.ในราไวทรอทท่ีมีอายุการตรึง 6 วัน บนเสนใยปาลม
น้ํามัน (รูปท่ี 4.15A และ B) ผลการศึกษาสอดคลองกับประสิทธิภาพในการกําจัดสีและและสารประกอบฟนอ
ลิคท่ีสูงข้ึน อยางไรก็ตามกิจกรรมเอนไซม Laccase และ MnP ท่ีตรวจพบในราไวทรอทท่ีถูกตรึงบนเสนใย
ปาลมน้ํามันมีคาสูงกวากิจกรรมเอนไซมท่ีตรวจพบในเซลลตรึงบนทะลายปาลมเปลา ท้ังนี้ชนิดและปริมาณของ
เอนไซมท่ีถูกสรางข้ึนมีความแตกตางกันไปตามสายพันธุของราไวทรอท โดยผลการศึกษากิจกรรมเอนไซมใน
กลุมลิกนิโนไลติกท่ีตรวจพบจากการศึกษานี้แตกตางจากการศึกษาของ Ergul et al. (2009) ซ่ึงใช Trametes 
versicolor ในการกําจัดสีน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม Laccase ท่ีสูงกวา
กิจกรรมของเอนไซม MnP เทากับ 1,550 ยูนิต/ล. และ 128 ยูนิต/ล. ตามลําดับในวันท่ี 7 และ 8 ของการบม
ราไวทรอทท่ีไมผานการปรับตัวในน้ําท้ิงท่ีเจือจาง 2เทา  สายพันธุของราไวทรอทท่ีแตกตางกันในแตละ
การศึกษาจะใหผลกิจกรรมเอนไซมท่ีแตกตางกัน 

B 
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รูปท่ี 4.15 กิจกรรมเอนไซม Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
ความเขมขน 50% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันระยะเวลา  
2-10 วัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
 
 จากการวิเคราะหน้ําหนักแหงของเซลลตรึง  Trametes hirsuta AK4 บนเสนใยปาลมน้ํามันกอน
นําไปบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม เพ่ือวัดการเจริญของราไวทรอท ซ่ึงพิจารณาจากน้ําน้ําหนักแหงของ
เสนใยราไวทรอทรวมกับเสนใยปาลมน้ํามัน พบวาระยะเวลาการตรึงท่ีสูงข้ึนจะทําใหเซลลตรึงมีน้ําหนักแหง
เพ่ิมมากข้ึน สอดคลองกับการตรึงราไวทรอทบนทะลายปาลมเปลา โดยเซลลตรึงของ Trametes hirsuta 

A 
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AK4 บนเสนใยปาลมน้ํามันท่ีระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน มีน้ําหนักแหงของเสนใยราไวทรอทและเสนใยปาลม
เพ่ิมข้ึนถึง 13.55 – 19.49 กรัม จากเริ่มตนท่ีมีวัสดุตรึงรวมกับหัวเชื้อราประมาณ 10 กรัม  แตเม่ือนําเซลลตรึง
ไปบําบัดน้ําท้ิงความเขมขน 50% พบวาเซลลตรึงท่ีผานการบําบัดกลับมีปริมาณน้ําหนักแหงลดลงจากเดิมเปน  
11.16 – 17.44 กรัม ดังแสดงในรูปท่ี 4.16 ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบในเสนใย
ปาลมน้ํามันถูกยอยสลายดวยราไวทรอทเพ่ือเปนแหลงอาหารสําหรับการเจริญเติบโต คาน้ําหนักแหงของเสน
ใยราไวทรอทรวมกับวัสดุตรึงนอกจากจะบอกอัตราการเจริญของราไวทรอทแลว ยังสามารถใชเปนพารามิเตอร
เบื้องตนท่ีทดสอบไดงาย เพ่ือจะใชเปนเกณฑในการพิจารณาเติมวัสดุตรึงหรือเปลี่ยนเซลลตรึงใหม เพ่ือคง
ประสิทธิภาพในการบําบัดเม่ือนําราไวทรอทไปใชในการบําบัดน้ําเสียดวยระบบขยายขนาด 
 

 
รูปท่ี 4.16 น้ําหนักแหงของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
ระยะเวลา 2-10 วัน กอนและหลังนําไปบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% 
 
 จากประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคของราไวทรอท  Trametes hirsuta AK4 ท่ี
ตรึงบนทะลายปาลมเปลาและเสนใยปาลมน้ํามันท่ีมีอายุการตรึงแตกตางกัน สามารถสรุปประสิทธิภาพสูงสุด
ในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน 50% ดังแสดงในตารางท่ี 
3.4 จากตารางจะพบวาราไวทรอท  Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน เปนระยะเวลา 6 
วัน ใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคสูงสุดถึง 94% และ 80% ตามลําดับ เนื่องจากเสน
ใยปาลมมีขนาดเล็ก มีชองวางระหวางเสนใยปาลมใหราเจริญเขาไปไดงาย และมีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสสูง ทําใหเกิด
การถายเทมวลสารระหวางเซลลตรึงกับน้ําท้ิงไดดี รวมถึงวัสดุดังกลาวยังสามารถเปนตัวเหนี่ยวนําใหสราง
เอนไซม Laccase และ MnP สูง ทําใหราตรึงกําจัดสารประกอบฟนอลลิคและสีในน้ําท้ิงไดดี จึงคัดเลือกราไวท
รอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน เปนระยะเวลา 6 วัน เพ่ือใชในการทดลองตอไป  
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ตารางที ่4.4  ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยราไวท 
รอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลาและเสนใยปาลมน้ํามัน ในระยะเวลาการตรึง 
ตางๆ 
 
         วัสดุตรึง ระยะเวลาการตรึง              การลดลงของ            การลดลงของ  
                            (วัน)            สารประกอบฟนอลิค ( %)     สี ( %) 

ทะลายปาลมน้ํามัน  2   65.9±4.6
c
  64.5±2.5

d
 

    4   74.7±0.9
b
  70.5±2.9

c
 

    6   59.8±4.8
d
  63.9±4.3

d
 

    8   55.0±2.2
d, e  64.1±1.6

d
 

             10   50.4±5.0
e
  57.6±2.2

e
 

เสนใยปาลมน้ํามัน  2   68.2±1.2
b, c

  54.5±1.6
e
 

    4   78.0±2.7
a
  80.7±2.8

b
 

    6   80.6±2.2
a
  94.0±1.1

a
 

    8   75.1±3.5
a, b

  93.4±0.4
a
 

             10   72.0±1.6
b
  93.4±1.0

a
 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภเดียวกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 
95 (p≤0.05) 
 
4.4 การเพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง 
 

เม่ือไดคัดเลือกวัสดุตรึงและระยะเวลาการตรึงท่ีเหมาะสมซ่ึงไดแก ราท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
เปนระยะเวลา 6 วัน จากการทดลองขางตนโดยทดสอบกับน้ําท้ิงท่ีเจือจางความเขมขน 50% การศึกษา
ตอไปนี้จึงสนใจเพ่ิมประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงท่ียังไมผานการ
เจือจางดวยวิธีการตาง ๆ ไดแก  1) การแปรผันความเขมขนน้ําท้ิง 2) การเติมสารอาหารรวม 3) การบําบัด
แบบสองข้ันตอน และ 4) การปรับตัวของเซลลตรึง เพ่ือเปนแนวทางในการประเมินศักยภาพของราตรึงเม่ือถูก
นําไปใชในการบําบัดน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในระบบบําบัดน้ําเสียจริง  

 
4.4.1 การแปรผันความเขมขนน้ําท้ิง 

 จากการศึกษาท่ีผานมาพบวาความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก
ท่ีไมผานการเจือจางมีผลยับยั้งการเจริญของราไวทรอท ( Ahmadi et al., 2006) ผูวิจัยจึงเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของเซลลตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันในการบําบัดน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลิค
แตกตางกัน โดยการแปรผันน้ําท้ิงดวยน้ํากลั่นใหไดระดับความเขมขน 25%, 50% 75% และ 100% (ไมเจือ
จาง) พบวาราตรึงสามารถลดสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงไดอยางตอเนื่องทุกระดับความเขมขนของน้ําท้ิง ดัง
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แสดงในรปูท่ี 4.17A ท้ังนี้การทดสอบดวยน้ําท้ิงท่ีความเขมขนต่ําจะสงผลใหประสิทธิภาพในการกําจัด
สารประกอบฟนอลิคลดต่ําลง โดยท่ีระดับความเขมขนของน้ําท้ิง 25%  ราไวทรอทตรึงสามารถกําจัด
สารประกอบฟนอลิคไดเพียง 37% ซ่ึงต่ํากวาน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 50%, 75% และน้ําท้ิงท่ีไมเจือจาง  ซ่ึงรา
ตรึงสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลิคไดถึง 64% -77% เนื่องจากการลดความเขมขนของน้ําท้ิงทําให
สารอาหารและสารอินทรียอ่ืนๆในน้ําท้ิงถูกเจือจางดวยเชนกัน ทําใหมีผลตอการเจริญของราไวทรอท และ
สงผลใหเกิดการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคต่ําในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขนต่ํา ในงานวิจัยของ Ahmadi et al. 
(2006) ใชราไวทรอทสายพันธุ Phanerochaete chrysosporium ท่ีถูกตรึงบนใยบวบ เพ่ือกําจัด
สารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก พบวาราไวทรอทสายพันธุดังกลาวไมสามารถเจริญได
ในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขนสูง จึงตองเติมสารอาหารรวม เชน กลูโคส แอมโมเนียมซัลเฟต และ yeast extract 
ลงในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน  20 -50% จึงทําใหราไวทรอทสายพันธุดังกลาวยอยสลายสารประกอบฟนอลิคใน
น้ําท้ิงได สวนประสิทธิภาพในการกําจัดสีของน้ําท้ิงนั้นใหผลท่ีใกลเคียงกันคือเซลลตรึงสามารถกําจัดสีไดอยาง
ตอเนื่อง เม่ือบมราตรึงกับน้ําท้ิงรวมกัน ดังแสดงในรูปท่ี 5.17B  จะเห็นไดวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดสีอยูในชวง 79.7% - 87.8% ในวันท่ี 8 ของการบม เนื่องจากสารประกอบฟนอลิคซ่ึงเปนสวนหนึ่งท่ีทํา
ใหเกิดสีในนําท้ิงถูกยอยสลายไป อยางไรก็ตามในน้ําท้ิงยังมีองคประกอบอ่ืน ๆ ท่ีทําใหเกิดสีรวมอยูดวย เชน 
สารประกอบจําพวกแอนโทไซยานิน  แคโรทีน  เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนิน  (Hartley, 1977; Hwang et 
al., 1978; Barker and Worgan, 1981) ซ่ึงเปนสารท่ีมีมวลโมเลกุลสูง โครงสรางซับซอน สามารถถูกยอย
สลายดวยเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก เชน Laccase, MnP และ LiP ท่ีสรางจากราไวทรอททําใหสีในน้ําท้ิงลด
ความเขมลง (Asses et al., 2009) 
 นอกจากการตรวจวัดสีและสารประกอบฟนอลิคแลว การทดลองนี้ยังศึกษาการเปลี่ยนแปลง  pH ของ
น้ําท้ิงตลอดการบําบัดดวยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน เนื่องจาก pH มีผลตอปฏิกิริยา 
polymerization ของสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงซ่ึงจะทําใหสีเขมข้ึน จาการศึกษาพบวาเริ่มตน pH ของน้ํา
ท้ิงทุกอัตราการเจือจางอยูในชวงท่ีเปนกลางประมาณ 7.5 แตเม่ือบมราตรึงรวมกับน้ําท้ิงจะพบวา  pH ของน้ํา
ท้ิงจะลดลงอยูในชวงของกรดประมาณ 3.4-3.5 ในวนัท่ี5 ของการบมเซลลตรึงรวมกับน้ําท้ิงและหลังจากวันท่ี 
6 ของการบม pH ของน้ําท้ิงจะเพ่ิมข้ึนเล็กนอย ดังแสดงในรูปท่ี 5.17C การลดลงของ  pH นี้อาจมีเปนผลมา
จากการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโดยราไวทรอท ซ่ึงทําใหเกิดกรดอินทรียข้ึนในน้ําท้ิง สอดคลอง
กับการทดลองของ Assas et al. (2002) ซ่ึงใชรา Geotrichum candidum ในการกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงาน
สกัดน้ํามันมะกอก ซ่ึงมีการรายงานวา pH ของน้ําท้ิงจะลดลงอยูในชวงท่ีเปนกรด เกิดจากการท่ีราไวทรอทใช
น้ําตาลและสารอินทรียในน้ําท้ิง ทําใหเกิดกรดอินทรียซ่ึงเปนสารตัวกลางกอนเขาสูกระบวนการยอยสลาย
ผานวัฎจักเครบส (Krebs cycle) อยางไรก็ตามคา pH ท่ีสูงข้ึนในชวงทายของการทดลอง อาจมีสาเหตุมาจาก
การยอยสลายสารตอกลางตอไปเปนสารชนิดอ่ืน หรือเกิดการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคและสารอินทรีย
อ่ืนๆ อยางสมบูรณ จึงทําใหกรดอินทรียเปลี่ยนเปนกาซคารบอนไดออกไซดและน้ํา ( Leonowicz et al., 
2001)และนอกจากนี้ยังมีการรายงานวาคา pH ท่ีลดลงชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซมท่ีเก่ียวของกับการ
กําจัดสีไดดี (Kim and Shoda, 1999) เนื่องจากเปนคาpHท่ีเหมาะสมในการเจริญและสรางเอนไซมของรา
ไวทรอทซ่ึงอยูในชวง 3.5-5.5 (Boyle, 2006) 
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รูปท่ี 4.17 การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค (A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH (C) ในน้ําท้ิง 
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน25%- 100% ของราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึง 
บนเสนใยปาลมน้ํามัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
 
 การลดลงของสีน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงเริ่มตนมีสีน้ําตาลคล้ํา และเม่ือนํามาเจือจางดวยน้ํา
กลั่นทําใหความเขมของสีลดลงตามอัตราการเจือจาง หลังจากนํามาบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ  Trametes 
hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  พบวาสีของน้ําท้ิงจะเปลี่ยนจากสีน้ําตาลคล้ําเปนสีเหลืองท่ีมีความ
เขมสีแตกตางกัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.18A-D  
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รูปท่ี 4.18 การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน25% (A), 50% (B) , 75% (C)  
และ100% (D) ท่ีผานการบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลม 
น้ํามัน บมเปนระยะเวลา 0-8 วัน 
  
 4.4.2 การเติมแหลงอาหารรวม 
 เม่ือนําเซลลตรึงของราไวทรอทมาศึกษาการเติมแหลงอาหารรวมโดยการเติมน้ําตาลกลูโคส (1% 
w/v) หรือ แอมโมเนยีมคลอไรด (1% w/v) และน้ําตาลกลูโคส (1% w/v) รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด (1% 
w/v) ลงไปในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 100% (ไมผานการเจือจาง ) เพ่ือเปนการเพ่ิมเติมแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนใหกับราไวทรอท พบวาการเติมน้ําตาลกลูโคส ทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคล
ดลงเหลือ 62.9% ต่ํากวาน้ําท้ิงท่ีไมเติมน้ําตาลกลูโคส ซ่ึงสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลิคได 71.4% ในวนัท่ี 
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8 ของการบมราตรึงรวมกับน้ําท้ิง สวนการเติมแอมโมเนียมคลอไรด เพียงอยางเดียว และการเติมน้ําตาล
กลูโคส รวมกับแอมโมเนียมคลอไรด สงผลใหกําจัดฟนอลิคไดเพ่ิมข้ึนเปน 74.0% และ 76.1% ตามลําดับ ดัง
แสดงในรปูท่ี 4.19A ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากปริมาณไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสงผลใหการสรางเอนไซมในกลุมลิกนิ
โนไลติกดีข้ึน (Swamy and Ramsay, 1999) 
 สวนประสิทธิภาพในการกําจัดสีน้ําท้ิงนั้นใหผลสอดคลองกับประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟ
นอลิค โดยท่ีน้ําท้ิงท่ีมีการเติมน้ําตาลกลูโคส เซลลตรึงสามารถกําจัดสีได 75% (รูปท่ี 5.19B) ซ่ึงต่ํากวาน้ําท้ิงท่ี
ไมเติมน้ําตาลกลูโคสซ่ึงสามารถกําจัดสีไดถึง 79.2%  สวนการเติมแอมโมเนียมคลอไรด เพียงอยางเดียวและ
การเติมน้ําตาลกลูโคสรวมกับแอมโมเนียมคลอไรด สงผลใหกําจัดสีไดเพ่ิมข้ึนเปน 81.1% และ 85.0% 
ตามลําดับ จากผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาของ Gomathi, et al. (2012) ซ่ึงทําการศึกษา
การกําจัดสีของน้ําท้ิงโรงงานกระดาษดวยราตรึงของ Phanerochaete chrysosporium พบวาการเติมแหลง
คารบอนรวม เชน น้ําตาลซูโครส จะทําใหประสิทธิภาพการกําจัดสีต่ํากวาการไมเติมแหลงคารบอนรวม 
เนื่องจากราไวทรอทสามารถใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารไดงายกวาการใชสารอินทรียในน้ําท้ิง จึงเลือกท่ี
จะใชน้ําตาลกลูโคสเพ่ือใชในการเจริญแทนการยอยสลายสารอินทรียท่ียอยสลายยากกวา เชน สารประกอบฟ
นอลิค หรือรงควัตถุอ่ืน ๆ ในน้ําท้ิง ดังนั้นจึงไมมีความจําเปนท่ีจะตองเติมแหลงคารบอนรวมในการบําบัดสีของ
น้ําท้ิง  
 นอกจากนี้น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวมและไมเติมแหลงอาหารรวมมีการ
ลดลงของ pH โดยลดลงจากประมาณ 7.5 มาเปน 3.1-3.5 ในวันท่ี 5 ของการบมราตรึงรวมกับน้ําท้ิง และ
คอยๆเพ่ิมข้ึนเล็กนอยในวันท่ี  6-8 ของการบม จนอยูในชวง  4.8-5.1 น้ําท้ิงท่ีเติมแอมโมเนียมคลอไรด 1% 
w/v จะมีการเปลี่ยนแปลงของ pH ท่ีชากวาการเติมสารชนิดอ่ืนดังแสดงในรูปท่ี 4.19C การเปลี่ยนแปลง  pH 
ของน้ําท้ิงท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวมใหผลสอดคลองกับการเจือจางความเขมขนน้ําท้ิง 
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รูปท่ี 4.19 การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค (A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH (C) ในน้ําท้ิง 
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีการเติมแหลงอาหารรวม C และ N ตางๆ ของราไวทรอท Trametes hirsuta  
AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
 
 ลักษณะการลดลงของสีน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมหลังจากบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ  
Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  เม่ือนํามาเติมกลูโคสหรือแอมโมเนียมคลอไรดเพ่ือเปน
แหลงอาหารรวมของราไวทรอทลงในน้ําท้ิง พบวาสีของน้ําท้ิงจะเปลี่ยนจากสีน้ําตาลคล้ําเปนสีเหลืองท่ีมีความ
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เขมสีแตกตางกัน และความเขมสีลดลงตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.20A-D เชนเดียวกับการเปลี่ยนแปลงสี
ของน้ําท้ิงท่ีมีการแปรผันความเขมขน 
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รูปท่ี 4.20 การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (A), น้ําท้ิงท่ีเติมน้ําตาลกลูโคส 1% w/v (B) , 
น้ําท้ิงท่ีเติมแอมโมเนียมคลอไรด 1% w/v (C) และน้ําท้ิงท่ีเติมน้ําตาลกลูโคส 1% w/v รวมกับแอมโมเนยีม 
คลอไรด 1% w/v (D) ท่ีผานการบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใย 
ปาลมน้ํามัน  
 
 4.4.3 การบําบัดน้ําท้ิงแบบสองข้ันตอน 
 จากการศึกษาของพนิดา โตะสู (2555) ใชแบคทีเรีย ผสม Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ซ่ึงเปนแบคทีเรียยอยสลายฟนอล ( phenol-degrading bacteria) มาตรึงบนวัสดุ
เศษเหลือปาลมน้ํามันเพ่ือประยุกตใชในการบําบัดน้ําท้ิงท่ีมีการปนเปอนของฟนอล ไดแก น้ําท้ิงของโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม พบวาเซลลตรึงบนทะลายปาลมเปลาท่ีผานการกระตุนโดยการเลี้ยงในอาหาร carbon free 
mineral medium (CFMM) ท่ีมีการเติมฟนอล 10 มก./ล. สามารถลดปริมาณฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมได  64 % ภายในเวลา 7 วัน ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะนําผลการศึกษาดังกลาวมาประยุกตใช
รวมกับการบําบัดดวยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน ซ่ึงเปนการบําบัดแบบ 2 ข้ันตอน โดยข้ันตน  
(Pretreatment) บําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยแบคทีเรีย ผสมท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลาตาม
วิธีการของพนิดา โตะสู (2555) โดยตองการบําบัดสารประกอบฟนอลิคข้ันตนใหมีความเขมขนลดลง เพ่ือลด
ความเปนพิษของสารประกอบดังกลาวท่ีอาจสงผลตอการเจริญและการสรางเอนไซมของราไวทรอท แลวจึงนํา
น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนมาบําบัดตอดวยราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  
 น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรีย ผสมท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมเปลา 
ซ่ึงแปรผันระยะเวลาการบําบัดท่ี 4, 8, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบวาทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลิคในน้ํา
ท้ิงลดลงเหลือ 90%, 75%, 60% 55% และ 50% ตามลําดับ จากเริ่มตนท่ีมีความเขมขนของสารประกอบฟ
นอลิคในน้ําท้ิงประมาณ 461 มก./ล. และม่ือนําน้ําท่ีผานการบําบัดข้ันตนแลวมาบําบัดตอดวยเซลลตรึงของรา
ไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน พบวาราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลม
น้ํามันสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลิคท่ีเหลือไดอยางรวดเร็วหลังจากการบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึงเปนเวลา 1 
วัน และคอยๆ ลดอยางตอเนื่องจนถึงวันท่ี  8 ของการบม ซ่ึงเหลือสารประกอบฟนอลิค อยูในชวง 81.6-84.7 
มก./ล. คิดเปน 81.6-82.2% ในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียตรึงเปนระยะเวลา 8-72 ชั่วโมง ดัง
แสดงในรปูท่ี 4.21A การลดลงของสารประกอบฟนอลิคของน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนจะลดลงอยางรวดเร็ว
กวาน้ําท้ิงท่ีไมผานการบําบัดข้ันตนในชวง 4 วันแรกของการบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึง ซ่ึงน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัด
ข้ันตนเพียง 8 ชั่วโมงใหประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอลิคใกลเคียงกับระยะเวลาการบําบัดข้ันตนท่ี
นานกวา ดังนั้นการบําบัดน้ําท้ิงข้ันตนดวยแบคทีเรียตรึงเปนระยะเวลา 8 ชั่วโมงจึงเพียงพอและเหมาะสม
สําหรับการบําบัดน้ําท้ิงข้ันตนกอนท่ีจะบําบัดดวยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันตอไป 
 สําหรับประสิทธิภาพของราไวทรอทตรึงในการกําจัดสีน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนแลว  พบวาน้ําท้ิงท่ี
ผานบําบัดข้ันตนมีสีเริ่มตนท่ีไมเทากัน เนื่องจากการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคและสารสีอินทรียอ่ืน ๆ ไป
บางสวนโดยแบคทีเรียตรึง รวมท้ังการดูดซับสีของทะลายปาลมเปลาในระหวางการบําบัดข้ันตน ทําใหน้ําท้ิงซ่ึง
มีคาความเขมสีเริ่มตนประมาณ 14,000 หนวยสี ถูกกําจัดใหลดลงประมาณ 25% ซ่ึงสอดคลองกับการทดลอง
ของพนิดา โตะสู ( 2555) และเม่ือผานการบําบัดดวยราตรึงจะพบวาสีของน้ําท้ิงจะลดลงอยางรวดเร็วในวันท่ี 
1-2 ของการบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึง ดังแสดงในรูปท่ี 4.21B และคอย ๆ ลดลงเล็กนอยจนถึงวันท่ี 8 ของการ
บม โดยลดลงเหลือ 2,433-3,366 หนวยสี คิดเปน 79.7-87.1% ซ่ึงสีของน้ําท้ิงจะเปลี่ยนจากสีน้ําตาลคล้ําเปน
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สีเหลืองท่ีมีความเขมสีแตกตางกันดังแสดงในรูปท่ี 4.22  และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการกําจัดสีของรา
ตรึงในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนกับน้ําท้ิงท่ีไมผานการบําบัดข้ันตนพบวา ราตรึงสามารถกําจัดสีในน้ําท้ิงท่ี
ผานการบําบัดข้ันตนไดสูงกวาในชวงแรกของการบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึงและคอนขางคงท่ีตั้งแตวันท่ี  3 ของ
การบมจนสิ้นสุดการศึกษา จะเห็นไดวาการกําจัดสารประกอบฟนอลิคออกจากน้ําท้ิงเพียงบางสวน สามารถ
สงเสริมอัตราการยอยสลายสารสีโดยราไวทรอทในข้ันตอนตอมาใหเร็วข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาท่ีผานมา
ซ่ึงรายงานวาสารประกอบฟนอลิคมีผลยับยั้งการเจริญและการสรางเอนไซมในราไวทรอทหลายชนิด ซ่ึงเปน
สาเหตุหนึ่งท่ีทําใหราไวทรอทยังไมสามารถกําจัดสีในน้ําเสียท่ีมีสารประกอบฟนอลิคเปนองคประกอบไดอยางมี
ประสิทธิภาพ เชน น้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก เปนตน  
 คา pH ของน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนมีคาท่ีใกลเคียงกันโดยอยูในชวงท่ีเปนกลางแตเม่ือนํามาบําบัด
ตอดวยราตรึง pH ของน้ําท้ิงจะลดลงอยูในชวงท่ีเปนกรดประมาณ 3.5-3.9 ในวันท่ี 3 ของการบมน้ําท้ิงรวมกับ
ราตรึง ซ่ึงเกิดจากการยอยสลายสารอินทรียในน้ําท้ิงเกิดเปนกรดอินทรียจึงสงผลใหน้ําท้ิงมี  pH ลดลง แตเม่ือ
วันท่ี 4 ของการบม pH จะปรับตัวเพ่ิมข้ึนเล็กนอยจนถึงวันท่ี 8 ของการบม pHของน้ําท้ิงจะอยูท่ี 4.9-5.1 ดัง
แสดงในรปูท่ี 4.22C โดยผลการทดลองมีความสอดคลองกับการทดลองการแปรผันความเขมขนน้ําท้ิงและการ
เติมอาหารรวม 
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รูปท่ี 4.21 การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค (A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH (C) ของโรงงาน 
สกัดน้ํามันปาลม ท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียยอยสลายฟนอลเปนระยะเวลา 4- 72 ชม. และบําบัด 
ตอโดยใชราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน บมในอุณหภูมิหอง เขยา  
120 รอบตอนาที 
  
 สีของน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสม  Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 มีความเขมสีท่ีลดลงเล็กนอย แตน้ําท้ิงยังคงมีสีน้ําตาลคล้ํา หลังจากบมน้ําท้ิงท่ีผาน
การบําบัดข้ันตนรวมกับราตรึงสีของน้ําท้ิงมีการเปลี่ยนเปนสีเหลืองออน ดังแสดงในรูปท่ี 4.22 ซ่ึงการบําบัด
แบบสองข้ันตอนใหผลของสีท่ีลดลงมากกวาการทดลองการแปรผันความเขมขนน้ําท้ิงและการเติมอาหารรวม 
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รูปท่ี 4.22  การเปลีย่นแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียยอย 
สลายฟนอลท่ีระยะเวลา 4 ชม. (A), 8 ชม. (B) , 24 ชม. (C), 48 ชม. (D), 72 ชม. (E)  และบําบัดตอดวยรา 
ไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน เปรียบเทียบกับน้ําท้ิงท่ีไมผานการ 
บําบัด (F) เม่ือบมเปนระยะเวลา 0-8 วัน  
 
 4.4.4 การปรับตัวของเซลลตรึง 
 ราไวทรอทท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันเปนระยะเวลา 6 วันถูกนํามาศึกษาการปรับตัว ของเซลล
ตรึง โดยการเลี้ยงเซลลตรึงในน้ําท้ิงจากความเขมขนต่ําไปจนความเขมขนสูงเปนระยะเวลา  3 วันในแตละ
ความเขมขน เพ่ือใหราตรึงมีการปรับสภาพตามความเขมขนของสารประกอบฟนอลิคท่ีสูงข้ึน โดยศึกษา
ประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคเปรียบเทียบกับราตรึงท่ีไมผานการปรับตัว พบวาราตรึงท่ี
มีการปรับตัวใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคเพียง 60.3% เม่ือบมราตรึงรวมกับน้ําท้ิงเปน
เวลา 8 วัน ซ่ึงต่ํากวาราตรึงท่ีไมผานการปรับตัวท่ีใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคถึง 71.4% 
ดังแสดงในรูปท่ี 4.23A 
 ประสิทธิภาพในการกําจัดสีน้ําท้ิงของราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันแบบผานการปรับตัวจะ
กําจัดสีไดอยางตอเนื่องจนถึงวันท่ี 3 ของการบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึง และคอนขางจะคงท่ีจนถึงวันท่ี 8 ของการ
บม ซ่ึงตางจากราตรึงแบบไมปรับตัวซ่ึงมีการกําจัดสีน้ําท้ิงอยางตอเนื่องจนถึงวันท่ี 8 ของการบม ดงัแสดงในรปู
ท่ี 4.23B ท้ังนี้ประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอ   ลิคท่ีลดลงของราตรึงท่ีผานการปรับตัวอาจ
เกิดจากระยะเวลาของราตรึงท่ีมากข้ึนในชวงท่ีปรับตัวทําใหเสนใยราท่ีเจริญมีความหนาแนนมากข้ึนจึงสงผลให
การแพรผานของสารและออกซิเจนลดนอยลง สารประกอบฟนอลิคและสีในน้ําท้ิงจึงถูกกําจัดไดนอยลง ซ่ึงผล
การทดลองดังกลาวแตกตางกับการทดลองของ Lu et al., (2009) ซ่ึงใชราไวทรอท Phanerochaete 
chrysosporium ตรึงบนเศษไมและถูกทําใหแหงดวย vacuum freeze desiccators เพ่ือการเก็บรักษารา
ตรึงไวไดเปนระยะเวลา 9 เดือนแลวนําราตรึงท่ีเก็บรักษาไวมาผานการกระตุนดวยสารฟนอลและปรับตัวในน้ํา
ท้ิงของโรงงานถานหินท่ีเจือจาง 50% กอนใชบําบัดสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงท่ีไมไดเจือจาง พบวาสามารถ
กําจัดสารประกอบฟนอลิคไดถึง 87.05% ในระยะเวลาการบม 6 วัน ท้ังนี้ผลการทดลองท่ีแตกตางกันอาจ
เนื่องมาจากชนิดของราไวทรอท ระยะเวลาในการตรึงเซลล และองคประกอบของน้ําเสียท่ีแตกตางกัน 
 นอกจากนี้น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีบําบัดดวยราไวทตรึงท่ีผานการปรับตัว มีการเปลี่ยนแปลง  
pH เพียงเล็กนอย โดยลดลงจาก 7.46 เหลือ 5.33 ในวนัท่ี 6 ของการบมรวมกันของราตรึงกับน้ําท้ิง และ pH 

0

 

1 2 3

 

4

 

5

 

6

 

7

 

8 
 

 

 

F 



 

71 

เพ่ิมข้ึนเล็กนอยในวันท่ี 7 และ 8 ของการบม ดังแสดงในรูปท่ี 4.23C ซ่ึงแตกตางจากราตรึงแบบไมปรับตัวท่ีมี
การลดลงของ pH อยางตอเนื่องและปรับสูงข้ึนในวันท่ี 6 ถึง 8 ของการบม ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของ  pH สงผล
ตอการยอยสลายทางชีวภาพดวยราไวทรอท โดยราไวทรอทสามารถเจริญและยอยสลายสารไดดีในชวง 3.5-
5.5 (Boyle, 2006) 
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รูปท่ี 4.23 การยอยสลายสารประกอบฟนอลิค (A) การกําจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH (C) ในน้ําท้ิง 
โรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีบําบัดดวย Trametes hirsuta AK4 ตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันท่ีผานและไมผานการ 
ปรับตัว บมในอุณหภูมิหอง เขยา 120 รอบตอนาที 
  
 สําหรับลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ  Trametes 
hirsute AK4 ท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันแบบท่ีผานการปรับตัว มีการลดลงของสีท่ีต่ํากวาการทดลองการ
แปรผันความเขมขนน้ําท้ิง การเติมอาหารรวม และการบําบัดแบบสองข้ันตอนน้ําท้ิงมีการเปลี่ยนแปลงจากสี
น้ําตาลคล้ําเปนสีเหลืองท่ีมีระดับความเขมสีท่ีแตกตางกันดังแสดงในรูปท่ี 4.24A และ B 
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รูปท่ี 4.24 การเปลี่ยนแปลงสีของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดดวยราไวทรอทสายพันธุ  
Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน แบบไมปรับตัว (A) และแบบปรับตัว (B) 
  
 จากการทดลองในการเพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลมของราไวทรอทสายพันธุ  Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน ดวยวิธีตางๆ 
พบวาการบําบัดแบบสองข้ันตอนโดยการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสม  Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมเปลาเปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง แลวบําบัดตอดวยราตรึงจะ
ใหประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลิคสูงถึง 82.2% และใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีสูงถึง 87% 
ซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 95 (p≤0.05) ดังแสดงในตารางท่ี  4.5 เนื่องจาก
การบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมจะยอยสลายสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิง ซ่ึงชวยลดความเปนพิษท่ีจะ
เกิดข้ึนตอราตรึง ทําใหราตรึงสามารถเจริญและยอยสลายสารอ่ืนๆท่ีกอใหเกิดสีในน้ําท้ิงไดดี 
 
ตารางที ่4.5  ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยราไวท 
รอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันดวยวิธีตางๆ 
 
 วิธีการศึกษา          การลดลงของ       การลดลงของสี 

   สารประกอบฟนอลิค (%)    (%) 
 

การเจือจางความเขมขนน้ําท้ิง 

- 25%POME    37.5±4.4
g
   85.9±3.2

a,b
 

- 50%POME    77.8±1.3
b
   87.8±1.6

a
 

- 75%POME    64.3±1.2
e
   81.2±1.8

c,d
 

- 100%POME    71.4±0.8
d
   79.7±1.0

d,e
 

การเติมแหลงอาหารรวม 

- POME     71.4±0.8
d
   79.7±1.0

d,e
 

- POME+1%glucose   62.9±0.8
e   77.1±1.1

e
 

- POME+1%NH4Cl   74.0±0.9
c
   81.1±0.7

c,d
 

- POME+1%glucose+1%NH4Cl  76.1±0.8
b,c 

  85.0±0.9
b,c
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ตารางที ่4.5  ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยราไวท 
รอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันดวยวิธีตางๆ (ตอ) 
 

วิธีการศึกษา         การลดลงของ       การลดลงของสี 
   สารประกอบฟนอลิค  (%)  (%) 

 

การบําบัดบําบัดแบบสองข้ันตอน 

 

- 4 hr. Treated POME   76.4±0.7
b,c   82.2±1.4

c
 

- 8 hr. Treated POME   82.2±0.8
a
   87.1±1.0

a
 

- 24 hr. Treated POME   81.9±0.6
a
   84.8±0.6

b,c
 

- 48 hr. Treated POME   81.6±0.6
a
   83.2±1.1

b,c
 

- 72 hr. Treated POME   82.0±1.0
a
   79.7±1.0

d,e
 

- Non-treated POME   71.4±0.8
d
   79.7±1.0

d,e
 

การปรับตัวของเซลลตรึง 

- Non Acclimation   71.4±0.8
d
   79.7±1.0

d,e
 

- Acclimation    60.3±0.7
f
   58.3±3.5

f
 

 
หมายเหตุ   ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภเดียวกันแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 
95 (p≤0.05) 
 
 น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดแบบสองข้ันตอนซ่ึงใหประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอ
ลิคถูกนํามาวิเคราะหคุณลักษณะของน้ําท้ิงเปรียบกับน้ําท้ิงกอนการบําบัด  พบวา pH ของน้ําท้ิงหลังบําบัด
ลดลงจาก 7.56 เหลือเพียง 5.03 ปริมาณ COD ลดลง 54.8% จากความเขมขนเริ่มตน 22,488 มก./ล. สวน
คา TKN, TP, Oil & Grease และ TSS มีคาเทากับ 251, 11.7, 17 และ 240 มก./ล. คิดเปน 79-99% ซ่ึงมี
คาใกลเคียงกับคามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง เนื่องจากราไวทรอทสามารถนําไปใชเปนแหลงอาหารไดและ
นอกจากนั้นพบวาหลังการบําบัดสามารถกําจัดสีในน้ําท้ิงได  87% และกําจัดสารประกอบฟนอลิคได 82% 
เม่ือวิเคราะหดวย Folin ciocalteu's และ 88.3% เม่ือวิเคราะหดวย 4-aminoantipyrine ซ่ึงเปนวิธีวิเคราะห
ปริมาณสารประกอบฟนอลิคตามมาตรฐานน้ําท้ิง (APHA, AWWA and WEF, 2005) ดังแสดงในตารางท่ี 4.6 
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ตารางที่ 4.6  คุณลักษณะของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนและหลังบําบัดแบบสองข้ันตอนดวยแบคทีเรีย 
ตรงึและราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
 

 พารามิเตอร  *คามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง      **กอนบําบัด         ***หลังบําบัด        
     pH                        5.5-9.0         7.56      5.03 
     COD (มก./ล.)   400      22,488  10,144 
    TKN (มก./ล.)    200        1,212           251 
    TP (มก./ล.)    -          221        11.7 
   Oil & Grease (มก./ล.)   15          620             17 
   TSS (มก./ล.)    -     24,900      240 
  Total phenolics (มก./ล.)     

- 4-aminoantipyrine****  1         74.3       8.6  

- Folin ciocalteu*****    -          475        81 
           Color (หนวยส)ี                    ไมพึงรังเกียจ     18,600              2,400 
 
ท่ีมา:  *ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม  ฉบบัท่ี 2 (พ.ศ. 2539) ลงวนัท่ี 14 มิถุนายน 2539 เรื่องกําหนด

คุณลักษณะของน้ําท้ิงท่ีระบายออกจากโรงงาน  ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา  เลมท่ี 113 ตอนท่ี 52 ง ลง
วันท่ี 27 มิถุนายน 2539 

 ** น้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จังหวัดสตูลเก็บตัวอยางวันท่ี 30 ตุลาคม 2555 
 ***น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียยอยสลายฟนอลเปนเวลา 8 

ชั่วโมง และบําบัดตอดวยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน 
 ****4-aminoantipyrine ไมสามารถวัดสารประกอบฟนอลิคท่ีมีหมูไฮดรอกซิลในตําแหนงพาราได 
 *****วิเคราะหดวย Modification of the Folin-Ciocalteau method (Ergul et al., 2011) 
 
 น้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเริ่มตนมีความเขมขนของสารประกอบฟนอลิค 1,206 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (Chantho et al., 2013) และเม่ือผานระบบบําบัดน้ําเสียดวยระบบแบบบอปรับเสถียร (บอดิน) ซ่ึงมี
จํานวน 4 บอ สามารถบําบัดสารอินทรียในรูปของ BOD และ COD ไดสวนหนึ่ง รวมถึงสารประกอบฟนอลิค
ใหเหลือ 475 มิลลิกรัมตอลิตร ในน้ําท้ิงบอสุดทาย ซ่ึงยังมีคาสูงกวามาตรฐาน และยังคงมีสีน้ําตาลคล้ํา เม่ือนํา
ตัวอยางน้ําท้ิงจากบอบําบัดน้ําเสียบอสุดทายมาทดสอบในการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาน้ําท้ิงถูกบําบัดตอดวย
การบําบัดน้ําท้ิงแบบสองข้ันตอนโดยบําบัดน้ําท้ิงข้ันตนดวยแบคทีเรียผสม  Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบนทะลายปาลมน้ํามัน  เปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง แลวบําบัดตอดวยรา
ไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน เปนวิธีการท่ีมีศักยภาพสูงท่ีสุดในการกําจัด
สีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยกระบวนการบําบัดท่ีเกิดข้ึนมีสาเหตุจากการ
ยอยสลายทางชีวภาพจากเอนไซมท่ีแบคทีเรียและราไวทรอทสรางข้ึนรวมกับกลไกในการดูดซับรวมกันของวัสดุ
ตรึงและเสนใยราท่ีนํามาใช ทําใหสารอินทรียและองคประกอบอ่ืนๆในน้ําท้ิงมีคาลดลง แมวาจะยังไมสามารถ
ทําใหคุณลักษณะน้ําท้ิงบางพารามิเตอรบรรลุตามคามาตรฐานท่ีกําหนด อยางไรก็ตามความรูท่ีไดจากผลการ
ทดลองนี้ มีความจําเปนในการนําไปพัฒนาตอยอดในระบบขยายขนาดดวยถังปฎิกรณชีวภาพซ่ึงมีขนาดใหญ
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ข้ึนและสามารถบําบัดน้ําท้ิงไดอยางตอเนื่อง รวมท้ังการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในระบบขยายขนาดก็เปน
แนวทางหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของการบําบัดสารประกอบฟนอลิคและสีดวยวิธีการท่ีนําเสนอใน
รายงานฉบับนี้ได เพ่ือเปาหมายท่ีสําคัญนั่นคือคุณลักษณะน้ําท้ิงบรรลุตามคามาตรฐานท่ีกําหนด 
 
4.5 การนําราตรึงกลับมาใชงานซํ้า 
 เม่ือนําราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามัน  มาทดสอบการยอยสลายสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงซํ้า  
เพ่ือดูประสิทธิภาพการนํากลับมาใชซํ้าไดก่ีครั้ง และยังคงมีประสิทธิภาพการยอยสลายสีและสารประกอบฟ
นอลในน้ําท้ิงไดเหมือนกับการใชครั้งแรกหรือไม ซ่ึงชวยลดระยะเวลาและคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม  
รวมถึงสามารถบงบอกประสิทธิภาพการใชงานอยางตอเนื่องไดในเบื้องตน   ในข้ันแรกเตรียมน้ําท้ิงท่ีผานการ
บําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีถูกตรึงบน
ทะลายปาลม เม่ือผานการบําบัดข้ันตนแลวคงเหลือสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงประมาณ 158 มิลลิกรัมตอลิตร 
และมีความเขมสีเทากับ 12,800 หนวยสี จากนั้นนําน้ําท้ิงดังกลาวมาบําบัดตอดวยราตรึง พบวาในการใชงาน
ครั้งท่ี 1 ราตรึงสามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลและสีในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนไดถึง 44.3% และ 
96.1% ตามลําดับ เม่ือบมราตรึงรวมกับน้ําท้ิงเปนระยะเวลา 8 วัน จากนั้นเทน้ําท้ิงท่ีเหลือออก พักราตรึงไว
เปนเวลา 2 วัน แลวจึงเติมน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนแลวอีกครั้ง ถือเปนการใชงานครั้งท่ี 2 พบวา
ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบฟนอลและสีลดลงจากการใชงานครั้งท่ี 1 เหลือเพียง 17.2% และ 
17.1% ตามลําดับ เม่ือบมน้ําท้ิงรวมกับราตรึงเปนเวลา 8 วัน แลวเทน้ําท้ิงออก ปลอยใหราตรึงพักตัว 5 วัน
แลวจึงเติมน้ําท้ิงลงไปอีกครั้ง พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบฟนอลและสี เพ่ิมข้ึนจากการใช
งานครั้งท่ี 2 เปน 43.8% และ 43.3% ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4.25 ท้ังนี้ประสิทธิภาพการนําราตรึง
กลับมาใชซํ้ามีประสิทธิภาพต่ําลง  อาจเนื่องมาจากองคประกอบตางๆ ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม สงผล
ตอการเจริญและกิจกรรมการยอยสลายสีและสารประกอบฟนอลของราตรึง  รวมท้ังสงผลตอการเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัติของพ้ืนผิววัสดุตรึง และการสะสมของสารประกอบฟนอลท่ีถูกดูดซับไวโดยเสนใยปาลมน้ํามันซ่ึงอาจ
ทําใหราตรึงเกิดความเสียหาย เม่ือมีการนํามาใชซํ้าหลายครั้ง  อยางไรก็ตามผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวารา
ตรึงมีศักยภาพในการนํามาใชงานอยางตอเนื่องได หากมีการศึกษาวิธีการและระยะเวลาการพักตัวอยาง
เหมาะสมกอนนําไปใชงานซํ้า 
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รูปท่ี 4.25 ประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลของราตรึงหลังจากการใชงานซํ้า 
 
4.6 การศึกษาในระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบตอเนื่อง 

 

 4.6.1 คุณลักษณะน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
จากการวิเคราะหองคประกอบของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ในจังหวัดสตูล พบวาปริมาณ COD, 

BOD และ TSS มีคาสูง คือ 22,488, 1,356 และ 24,900 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีคา TKN, Oil & 
Grease และ TP เทากับ 1,212, 620 และ 221 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะท่ีตรวจพบ Phenols ประมาณ 74.3 
มิลลิกรัมตอลิตร  (วิเคราะหดวยวิธี 4-aminoantipyrine) หรือ 475 มิลลิกรัมตอลิตร  (วิเคราะหดวยวิธี Folin 
ciocalteu reagent) ซ่ึงมีคาสูงกวาเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรม อยางไรก็ตามคาความเปนกรด-ดาง ( pH) อยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงท่ีกําหนดไว 
(ตารางท่ี 3.7) ดังนั้นน้ําท้ิงดังกลาวมีความจําเปนตองไดรับการบําบัดใหผานเกณฑมาตรฐานกอนปลอยสูแหลง
น้ําธรรมชาติ  
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ตารางที ่4.7 องคประกอบของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีใชในการศึกษา 
 
พารามิเตอร *คามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง **น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

pH 5.5-9.0 7.5 

BOD (มก./ล.) ไมเกิน 60 มก./ล. 1,356 

COD (มก./ล.) ไมเกิน 400 มก./ล. 22,488 

TKN (มก./ล.) ไมเกิน 200 มก./ล. 1,212 

TP (มก./ล.) - 221 

TSS (มก./ล.) ไมเกิน 50 มก./ล. 24,900 

Oil & Grease (มก./ล.) ไมเกิน 15 มก./ล. 620 

Phenols (มก./ล.) 

- วิธี 4-aminoantipyrine 

- วิธี Folin ciocalteu reagent 

 
ไมเกิน 1.0 มก./ล. 

- 

 
74.3 
475 

 
ท่ีมา: *ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับท่ี 3 (พ.ศ. 2539) ลงวันท่ี 3 มกราคม 
2539 เรื่องกําหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้ําท้ิงจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรม ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมท่ี 113 ตอนท่ี 13 ลงวันท่ี 13 กุมภาพันธ 2539   
** น้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จังหวัดสตูล เก็บตัวอยางวันท่ี 29 ตุลาคม 2555 
  
 4.6.2 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลิคของแบคทีเรียตรึงในระบบถั ง
ปฏิกรณชีวภาพ 

 การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบฟนอลของแบคทีเรียตรึงในระบบ ถังปฎกิรณ
ชีวภาพเปนการขยายขนาดการบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ําปาลมดวยแบคทีเรียผสมท่ีตรึงบนทะลายปาลมเปลา 
โดยนําน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีสารประกอบฟนอลเริ่มตนประมาณ 475 มิลลิกรัมตอลิตร มาบําบัด
ดวยระบบถังปฎิกรณชีวภาพแบบ Internal loop airlift ซ่ึงแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึง 60, 90 และ 110 
กรมั และใชระยะเวลากักเก็บน้ํา 24.0 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปท่ี 4.26 
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รูปท่ี 4.26 ระบบตัวกรองชีวภาพท่ีบรรจุเซลลตรึงและน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
  จากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียตรึงในระบบตัวกรองชีวภาพมีประสิทธิภาพในการบําบัด
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมอยางตอเนื่อง ซ่ึงมีความเขมขนของสารประกอบฟนอล
เริ่มตนประมาณ 475 มก./ล. โดยปริมาณแบคทีเรียตรึง 60 กรัมมีอัตราการยอยสลายสารประกอบฟนอลอยาง
รวดเร็วในชวง 24 ชัว่โมงแรก และคอยๆ ลดลงทีละนอยจนเม่ือเวลาผานไป 288 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการ
บําบัดประมาณ 60% เหลือสารประกอบฟนอลลิคในน้ําท้ิงเพียง 187.3 มก./ล. ดังแสดงในรูปท่ี 4.27A สวน
ระบบตัวกรองชีวภาพท่ีเติมแบคทีเรียตรึง 90 กรัม มีประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟนอลอยาง
ตอเนื่องจนถึงระยะเวลา 170 ชั่วโมง ใหประสิทธิภาพในการบําบัดท่ีคอนขางคงท่ี เหลือสารประกอบฟนอล  
185.9 มก./ล. ใหประสิทธิภาพการบําบัดประมาณ 60% (รูปท่ี 4.27B) สวนปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ี 110 กรมั 
พบวาแบคทีเรียตรึงมีประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟนอลในชวง 180 ชั่วโมงแรก สามารถลดปริมาณ
สารประกอบฟนอลไดอยางตอเนื่องประมาณ 52.7% หลังจากชั่วโมงท่ี 184-216 พบวาประสิทธิภาพการ
บําบัดสารประกอบฟนอลเริ่มคงท่ีและลดลงได 53.2% เหลือสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงประมาณ 221 มก./ล. 
ดังแสดงในรูปท่ี 4.27C ซ่ึงผลจากการแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึงนี้พบวา ปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ี 90 กรมั 
ใหประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลในน้ําท้ิงสูงสูด และใชระยะเวลานอยท่ีสุดคือ 180 ชั่วโมง ท้ังนี้เนื่องจาก
ปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีเติมลงใน ถังปฎกิรณ ชีวภาพนี้สงผล ตอการกระจายตัว และ ประสิทธิภาพ การยอย
สลายฟนอล ปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีนอยเกิดการกระจายตัวไดดีจึงยอยสลายฟนอลไดอยางรวดเร็วในชวงแรก 
แตประสิทธิภาพจะลดลงเม่ือปอนน้ําท้ิงอยางตอเนื่อง  ปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีมากเกินไปจะลดการกระจายตัว
ของแบคทีเรียตรึง ทําใหเริ่มตนยอยสลายสารประกอบฟนอลไมดีนัก ดังนั้นเพ่ือใหไดประสิทธิภาพในการบําบัด
สงูและใชระยะเวลาในการบําบัดนอยจึงตองศึกษาปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีเ หมาะสม ซ่ึงจากการศึกษานี้พบวา
ปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ี 90 กรัมเปนปริมาณท่ีเหมาะสมกับระบบถังปฏิกรณชีวภาพท่ีใช จึง เลือกใชปริมาณ
แบคทีเรียดังกลาวในการศึกษาถัดไป 
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รูปท่ี 4.27 ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลของแบคทีเรียตรึงในระบบตัวกรองชีวภาพท่ีแปรผัน  

A 

B 

C 
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ปริมาณแบคทีเรียตรึง 60 กรมั (A), 90 กรมั (B) และ110 กรมั (C) 
 
 เม่ือทราบปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีเหมาสมแลวจึงนําปริมาณแบคทีเรียตรึงท่ีเหมาะสม คือ 90 กรมั มา
ศึกษาระยะเวลากักเก็บน้ํา ( Hydraulic retention time : HRT) โดยแปรผันคา HRT เทากับ 12  และ 48 
ชั่วโมง เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลกับ HRT = 24 ชั่วโมงจากการศึกษาท่ีผาน
มา ผลการศึกษาพบวาเม่ือลด  HRT ใหเหลือ 12 ชั่วโมง ทําใหแบคทีเรียตรึงมีประสิทธิภาพในการบําบัด
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงลดลง เหลือสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงประมาณ 281 มก./ล. ทําใหประสิทธิภาพ
ในการบําบัด เหลือเพียงประมาณ 40% ท่ีระยะเวลา  144 ชั่วโมง และคอนขางคงท่ีจนถึงระยะเวลา 288 
ชั่วโมง ดังแสดงในรูปท่ี 4.28A ซ่ึงการลด HRT ใหสั้นลง ทําใหระยะเวลาท่ีน้ําท้ิงอยูในระบบตัวกรองชีวภาพ
ลดลง สงผลใหแบคทีเรียตรึงยอยสลายสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงไดลดลง แตเม่ือเพ่ิม HRT เปน 48 ชัว่โมง 
พบวามีประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลใกลเคียงกับ  HRT 24 ชัว่โมง ประมาณ 60% ตั้งแต
ระยะเวลา 120 ชั่วโมง ทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงเหลือเพียง 148 มก./ล. ดงัแสดงในรปูท่ี  
4.28B ดังนั้นการเพ่ิมระยะเวลากักเก็บน้ําในถังปฏิกรณชีวภาพจาก 24 ชั่วโมงเปน 48 ชั่วโมง สงผลใหอัตราใน
การบําบัดสารประกอบฟนอลสูงข้ึน การเลือกใชระยะเวลากักเก็บน้ําท่ีเหมาะสมเปนขอมูลท่ีสําคัญ สําหรับการ
นําแบคทีเรียตรึงไปใชในระบบ ถังปฎิกรณชีวภาพ ท่ีมีขนาดใหญข้ึนหรือนําไปใชจริงกับระบบบําบัดน้ําเสีย ของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม เนื่องจากชวยประหยัดคาใชจาย และเวลาในการบําบัด 

 

A 
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รูปท่ี 4.28 ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟนอลในระบบตัวกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรียตรึงปริมาณ 
90 กรมั โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ํา 12 ชัว่โมง (A) และ 48 ชัว่โมง (B) 
 
 นอกจากประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟนอลแลว ยังพบวาระบบตัวกรองชีวภาพที่บรรจุ
แบคทีเรียตรึงปริมาณ 90 กรัม โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําท่ี 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ใหประสิทธิภาพใน
การบําบัดน้ําท้ิงท่ีแตกตางกัน เม่ือเพ่ิมระยะกักเก็บน้ําจาก 12  ชั่วโมง เปน 24 และ 48 ชั่วโมง แบคทีเรียตรึง
สามารถกําจัดสารอินทรียในรูปของ COD ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสไดมากข้ึนตามลําดับ โดยมีการลดลงของ 
COD อยูในชวง 65%-71% ไนโตรเจนลดลงประมาณ 85%-95% และกําจัดฟอสฟอรัสไดถึง 87% -90% ดัง
แสดงในตารางท่ี 4.8 
 
ตารางที่ 4.8 คุณลักษณะน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมหลังการบําบัดดวยแบคทีเรียตรึงในถังปฎิกรณ
ชีวภาพท่ีมีการแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําท้ิงเทากับ 12-48 ชั่วโมง 
 

 
พารามิเตอร 

 
กอนบําบัด 

หลังบําบัด 
ระยะเวลากักเก็บน้ํา (ชั่วโมง) 

12 24 48 
COD (มก. /ล.) 22,488 7,893 7,245 6,499 
TKN (มก. /ล.) 1,212 181   125 60 
TP (มก. /ล.) 221 28 26 22 
 
 4.6.3 การศึกษาประสิทธิภาพการ บําบัด สารประกอบฟนอลิค และสี ของราไวทรอทตรึงใน
ถังปฎิกรณชีวภาพ 

 การศึกษาประสิทธิภาพของราไวทรอทตรึงในระบบถังปฏิกรณชีวภาพ เปนการศึกษาศักยภาพในการ
กําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมตรึงบนทะลายปาลมเปลา ซ่ึง

B 
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น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนแลวยังคงมีปริมาณสารประกอบฟนอลเหลืออยูประมาณ 95 มิลลิกรัมตอลิตร 
กอนนําน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดเขาไปในถังปฏิกรณชีวภาพมีการเจือจางน้ําท้ิงใหไดความเขมขนแตกตางกันตั้งแต 
25% จนถึง 100% (ไมเจือจาง ) เพ่ือศึกษาการปรับตัวของราตรึงตอความเขมขนท่ีเพ่ิมข้ึนของน้ําเสีย และ
ความเปนไปไดในการนําราตรึงมาใชงานซํ้าอยางตอเนื่อง โดยเริ่มตนใชน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือ
จางจนไดความเขมขน 25% ทําใหมีปริมาณสารประกอบฟนอลเริ่มตนท่ี 28 มิลลิกรัมตอลิตร และมีความเขมสี
อยูท่ี 4,500 หนวยสี เม่ือทําการปอนน้ําท้ิงดังกลาวเขาสูถังปฏิกรณชีวภาพท่ีมีราไวทรอทตรึงบนเสนใยปาลม
อยางตอเนื่อง พบวาราตรึงสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลไดประมาณ 35% และยังสามารถกําจัดสีของน้ํา
ท้ิงได 27% ดังแสดงในรูปท่ี 4.29A และ B 
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รูปท่ี 4.29 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล (A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมใน
น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือจางจนไดความเขมขน 25% ในระบบถังปฏิกรณชีวภาพ 
 

A 

B 



 

84 

 เม่ือประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 25% เริ่มคงท่ีจึงหยุด
การปอนน้ําท้ิง จากนั้นพักราไว 2 วันพรอมสเปรยน้ําเพ่ือเพ่ิมความชื้นใหกับกอนราตรึง แลวทําการปอนน้ําท้ิง
ท่ีผานการบําบัดข้ันตนท่ีเจือจางจนไดความเขมขน 50% ซ่ึงมีปริมาณสารประกอบฟนอลเริ่มตนเทากับ 50 
มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมสีประมาณ 9,000 หนวยสี เม่ือปอนน้ําเขาสูถังปฏิกรณชีวภาพอยางตอเนื่อง
พบวาราตรึงยังมีประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลและสีในน้ําท้ิง โดยน้ําท้ิงท่ีออกจากถังปฏิกรณ
ชีวภาพมีปริมาณสารประกอบฟนอล 35 มิลลิกรัมตอลิตร คิดเปน 30% ของการลดลง และมีความเขมสีลดลง
เหลือเพียง 7,200 หนวยสี คิดเปน 20% ของการลดลง ในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง ดังแสดงในรูปท่ี 
4.30A และ B 
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รูปท่ี 4.30 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล ( A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมใน
น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือจางจนไดความเขมขน 50% ในระบบถังปฏิกรณชีวภาพ 
 

A 

B 
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 เม่ือประสิทธิภาพในการกําจัดสารประกอบฟนอลและสีของราไวทรอทในน้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตน
และเจือจางใหไดความเขมขน 50% เริ่มคงท่ี จึงทําการหยุดปอนน้ําท้ิง ปลอยใหราตรึงพักตัวเปนระยะเวลา 2 
วัน พรอมสเปรยน้ํากลั่นเล็กนอยเพ่ือเพ่ิมความชื้นใหราท่ีผานการใชงานแลว หลังจากนั้นจึงปลอยน้ําท้ิงท่ีผาน
การบําบัดข้ันตนและไมเจือจาง พบวาราตรึงสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงได 16% จากความ
เขมขนเริ่มตน 124 มิลลิกรัมตอลิตร  และราตรึงสามารถกําจัดสีของน้ําท้ิงได 19% จากความเขมสี เริ่มตน
ประมาณ 17,733 หนวยสี เม่ือระยะเวลาผานไป 7 วัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.31A และ B 
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รูปท่ี 4.31 ประสิทธิภาพการกําจัดสารประกอบฟนอล ( A) และสี (B) ของราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมใน
น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและไมเจือจางในระบบถังปฏิกรณชีวภาพ 
 

A 

B 
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อยางไรก็ตาม สีของน้ําท้ิงหลังผานการบําบัดข้ันตนดวยแบคทีเรียผสมและ บําบัดตอดวย ราไวทรอท
ตรึงในถังปฏิกรณชีวภาพ เปนระยะเวลา  7 วัน ยังคงมีสีน้ําตาลคล้ํา  อาจเปนผลมาจากระยะเวลาเก็บกักท่ีไม
นานเพียงพอตอการยอยสลายสารสีท่ียอยสารสลายไดยาก การวิจัยในอนาคตควรมุงเนนศึกษาหาระยะเวลา
เก็บกักท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการบําบัดสารสีในน้ําท้ิงตอไป นอกจากนี้ระบบดังกลาวทําให
คุณลักษณะของน้ําท้ิงกอนและหลังบําบัดในแตละข้ันตอน เปลี่ยนแปลงไป ดังแสดงในตารางท่ี 4.9 ซ่ึงลดคา  
COD ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสในน้ําท้ิงท่ีเจือจางจนไดความเขมขน 25% และ 50% ไดประมาณ 27%-29%, 
25%-29% และ 34%-51% ตามลําดับ  

 
ตารางที่ 4.9 คุณลักษณะน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนและหลังการบําบัดดวยราไวทรอทตรึงใน
ถังปฎิกรณชีวภาพ 

 
พารามิเตอร 

กอนบําบัด หลังบําบัด 
ความเขมขนน้ําท้ิงหลังเจือจาง ความเขมขนน้ําท้ิงหลังเจือจาง 

25% 50% 25% 50% 
COD (มก. /ล.) 1,625 3,250 1,185 2,293 
TKN (มก. /ล.) 15 30 10.6 22.4 
TP (มก. /ล.) 5.5 11   2.7   7.3 

 

 จากผลการทดลองท้ังในระบบแบทตและระบบตอเนื่อง มีความจําเปนในการพัฒนาตอยอดในระบบ
ขยายขนาดดวยถังปฎิกรณชีวภาพซ่ึงมีขนาดใหญข้ึนและสามารถบําบัดน้ําท้ิงไดอยางตอเนื่อง รวมท้ังการศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในระบบขยายขนาดก็เปนแนวทางหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพของการบําบัด
สารประกอบฟนอลิคและสีดวยวิธีการท่ีนําเสนอในรายงานฉบับนี้ได  ซ่ึงอาจมีการพัฒนาระบบบําบัดจน
สามารถปลอยน้ําท้ิงสูแหลงน้ําธรรมชาติโดยท่ีไมสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมตอไปในอนาคต  
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 5.1.1 การคัดเลือกราไวทรอทท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลิคในน้ําท้ิงโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม 
 การคัดเลือกราไวทรอท 10 สายพันธุท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลม โดยทดสอบบนอาหารแข็ง  Sabouraud Dextrose Agar  (SDA) ท่ีมีการเติมน้ําท้ิงและในน้ํา
ท้ิงท่ีมีการเจือจาง 2 เทา ราไวทรอทสายพันธุ Unknown 04 ซ่ึงถูกระบุสายพันธุคือ Trametes hirsuta AK4 
เปนราท่ีมีอัตราการเจริญสูง มีความทนทานตอสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิง และยังสามารถกําจัดสีและ
สารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 50% ไดถึง 64.7% และ 66.5% ตามลําดับ จากเดิมท่ีมีความเขม
สีประมาณ 9,333 หนวยสีและสารประกอบฟนอล 261 มิลลิกรัมตอลิตร จึงคัดเลือกราสายพันธุดังกลาวเพ่ือใช
ในการทดลองตอไป 
 
 5.1.2 การตรึงราไวทรอทบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
 ราไวทรอท Trametes hirsuta AK4 ท่ีถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ไดแก ทะลายปาลมเปลา
และเสนใยปาลมน้ํามัน สามารถเจริญยึดเกาะบริเวณผิวหนาและภายในชองวางของวัสดุตรึงไดดีและเม่ือนํารา
ตรึงไปบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมความเขมขน  50% พบวาการแปรผันระยะเวลาการตรึงมีผลตอการ
กําจัดสีและสารประกอบฟนอล โดยราไวทรอทท่ีตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันเปนระยะเวลา 6 วันให
ประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงท่ีมีความเขมขน 50% สูงท่ีสุดคือ 94% และ 
80.6% ตามลําดับ และมีความแตกตางกับชุดการทดลองอ่ืนอยางมีนัยทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันรอยละ 95 
(p≤0.05) ซ่ึงการลดลงของสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงเกิดจาการยอยสลายทางชีวภาพและการดูดซับ
ของวัสดุตรึงรวมกับเสนใยรา โดยตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมกลุมลิกนิโนไลติกท่ีเก่ียวของตอการยอยสลาย
ของสีและสารประกอบฟนอลิค ไดแกเอนไซม Laccase และ Manganese peroxidase สูงสุดเทากับ 510 
และ 3,046 ยูนิตตอลิตร จึงคัดเลือกราตรึงบนเสนใยปาลมน้ํามันเปนระยะเวลา 6 วัน 
 
 5.1.3 การเพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิง 
 การเพ่ิมประสิทธิภาพการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีไมผานการ
เจือจาง (ความเขมขน 100%) ดวยวิธีการ 1) การแปรผันความเขมขนของน้ําท้ิงท่ีระดับตางๆ 2) การเติมแหลง
อาหารรวม 3) การบําบัดแบบสองข้ันตอน และ 4) การปรับตัวของเซลลตรึง พบวาการบําบัดแบบสองข้ันตอน
โดยข้ันตนจะใชแบคทีเรียผสม  Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีตรึงบน
ทะลายปาลมเปลามาบําบัดน้ําท้ิงท่ีไมเจือจางเปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง และบําบัดตอดวยราตรึงบนเสนใยปาลม
อีก 8 วัน ใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟนอลสูงสุดคือ 87.1% และ 82.2% ตามลําดับ จาก
เดิมท่ีน้ําท้ิงมีความเขมสี 19,000 หนวยสี และมีสารประกอบฟนอล 461 มิลลิกรัมตอลิตร และนอกจากนี้น้ํา
ท้ิงท่ีผานการบําบัดสามารถลด COD ได 54.8% จากความเขมขนเริ่มตน 22,488 มิลลิกรัมตอลิตร และทําให
คา TKN, TP, Oil & Grease และ TSS มีคาใกลเคียงคามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง 
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 5.1.4 การศึกษาในระบบถังปฏิกรณชีวภาพแบบตอเนื่อง 
 การศึกษาในระบบตอเนื่องดวยถังปฏิกรณชีวภาพชนิด airlift ขนาด 3 ลิตร  จํานวน 2 ถัง พบวา
ปริมาณแบคทีเรียตรึง 90 กรัม และระยะเวลากักเก็บน้ํา 48 ชั่วโมงใหประสิทธิภาพในการบําบัด
สารประกอบฟนอลสูงท่ีสุดคือ 60% ภายในระยะเวลา 120 ชัว่โมง การบําบัดตอในข้ันท่ีสองดวยราตรึง ทําให
น้ําท้ิงท่ีผานการบําบัดข้ันตนและเจือจางจนไดความเขมขน 25 %, 50% และไมเจือจาง  ลดสารประกอบฟนอล
และสีเพ่ิมไดอีกประมาณ 16%-35% และ 19%-27% ตามลําดับ 
  
5.2 ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรศึกษาหรือคัดเลือกวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันชนิดอ่ืนๆ เชน ทะลายปาลมท่ีผานการบีบอัด มา
ใชเปนวัสดุตรึงเซลลเพ่ิมเติม เพราะโรงงานสกัดน้ํามันปาลมบางแหงจะนําทะลายปาลมเปลาไปบีบอัดเพ่ือสกัด
น้ํามันออกมา ทําใหลักษณะทางกายภาพของทะลายปาลมเปลาเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 

2. การประยุกตใชราไวทรอทรวม โดยอาศัยราสายพันธุท่ีสามารถทนทานและยอยสลาย
สารประกอบฟนอลไดดีรวมกับราสายพันธุท่ีสามารถกําจัดสีไดดี เปนแนวทางหนึ่งท่ีนาสนใจ เนื่องจากจะชวย
ประหยัดคาใชจายและเวลาในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมถึงชวยลดข้ันตอนและจํานวนถังปฏิกรณในการ
บําบัดน้ําท้ิง 
 3. ควรศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในระบบขยายขนาดเพ่ิมข้ึน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําท้ิง
ไดอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะอัตราการใหอากาศ และระยะเวลากักเก็บน้ํา เปนตน 
 4. การศึกษาวิธีการใชประโยชนจาก ชีวมวลของราท่ีใชงานแลว ไดแก การสกัดสารท่ีมีมูลคา เชน 
โปรตีน เอนไซมและสารตานอนุมูลอิสระ หรือนํา ราตรึงไปทําปุยหมัก เปนทางเลือกหนึ่งในการกําจัดของเสีย 
และนําวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลมมาใชใหเกิดประโยชน 
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เอกสารอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 
ก.1 Potato Dextrose Agar (PDA) 
 Potato infution   4.0  กรัมตอลิตร  
 Dextrose    20.0 กรัมตอลิตร 
 Bacteriological agar  15.0 กรัมตอลิตร 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Difco) 39 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร บรรจุขวด ปดจุกดวย
สําลี ครอบดวยกระดาษ แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ ดวยเครื่อง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต
ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ท้ิงไวใหเย็น จากนั้นเทลงใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีผานการฆา
เชื้อแลว 

 
ก.2 Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  

Yeast extract    2.0  กรัมตอลิตร    
 Peptone    10.0  กรัมตอลิตร    
 Dextrose   40.0 กรัมตอลิตร    
 Agar     15.0 กรมั ตอลิตร     

นํา Yeast extract 2 กรมั Peptone 10 กรมั และAgar 15 กรัม เติมลงในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร  
บน hot plate คนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน  แลวจึงเติม dextrose 40 กรัม  ปรับ pH ใหไดเทากับ 5.0-5.5 
ถา pH ต่ําเกินไปใหปรับดวย 1N NaOH  แตถา pH สูงเกินไปใหปรับดวย 1 N HCl บรรจุขวด ปดจุกดวยสําลี  
ครอบดวยกระดาษ  นําไปนึ่งดวยเครื่อง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ท้ิงไวใหเย็น จากนั้นเทลงใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีผานการฆาเชื้อแลว 

 
ก.3 Glucose Yeast Extract Broth (GYEB) 

Yeast extract    10.0  กรัมตอลิตร    
 Glucose   100.0 กรัมตอลิตร 

นํา Yeast extract 10 กรมั และGlucose 100 กรัม เติมลงในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร บน hot 
plate คนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน บรรจุขวด ปดจุกดวยสําลี ครอบดวยกระดาษ นําไปนึ่งดวยเครื่อง 
autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ตั้งท้ิงไว
ใหเย็นกอนนําไปใช 
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐานเพ่ือการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิคท้ังหมดและสี 

 
ข.1 กราฟมาตรฐานเพ่ือการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิคท้ังหมด 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานของกรด Gallic ความเขมขน  500 mg/Lโดยชั่ง Gallic acid 
monohydrate (Sigma) 0.55 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่นในขวดปรับ
ปริมาตร จากนั้นนําสารละลายมาตรฐานของกรด Gallic มาเจือจางใหไดความเขมขน  20 -200 mg/L โดย
การปเปตสารละลายมาตรฐานของกรด Gallic ความเขมขน  500 mg/L และเติมน้ํากลั่นตามปริมาตรดังแสดง
ในตารางภาคผนวกท่ี ข.1 

 
ตารางภาคผนวกท่ี ข.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดGallic ความเขมขน 20-200 mg/L 
 
 ความเขมขน ( mg/L)  ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน ( mL)  ปริมาตรน้ํากล่ัน (mL) 
  20    0.2    4.8 
  40    0.4    4.6 
  60    0.6    4.4 
  80    0.8    4.2 
            100    1.0    4.0 
            120    1.2    3.8 
            140    1.4    3.6 
            160    1.6    3.4 
            180    1.8    3.2 
            200    2.0    3.0 
 
การสรางกราฟมาตรฐาน 

ปเปตสารละลายกรด Gallic ความเขมขน 20-200 mg/L ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน Folin–
Ciocalteau phenol reagents ท่ีเจือจาง 4 เทา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว 5 นาที จากนั้นจึงเติม 1 
มิลลิลิตร ของสารละลาย  sodium carbonate ความเขมขน 200 g/L ท้ิงไว 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 725 nm ใชน้ํากลั่นท่ีทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับตัวอยางเปน blank 
นําคาการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐานของกรดGallic (รูปภาคผนวกท่ี ข.1) 



 

101 

 
รูปภาคผนวกท่ี  ข.1 กราฟมาตรฐานของกรด Gallic 
 
ข.2 กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะหสี 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลตความเขมขน 500 หนวยสี โดยชั่ง potassium 
chloroplatinate 0.1246 กรมั และ cobalt (II) chloride 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นท่ีมีกรดไฮโดรคลอลิค 
10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร    จะไดสารละลายมาตรฐาน
แพลทตินัมโคบอลตความเขมขน 500 หนวยสี จากนั้นนําสารละลายมาตรฐานท่ีไดมาเจือจางใหไดความเขมขน 
50-500 หนวยสี โดยการปเปตสารละลายมาตรฐาน และเติมน้ํากลั่นตามปริมาตรดังแสดงในตารางภาคผนวก
ท่ี ข.2 

 
ตารางภาคผนวกท่ี  ข.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลตความเขมขน 50-500 หนวยสี 
 ความเขมขน (หนวยสี)  ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน ( mL)       ปริมาตรน้ํากล่ัน (mL) 
              50    0.5    4.5 
            100    1.0    4.0 
                     150    1.5    3.5 
            200    2.0    3.0 
            250    2.5    2.5 
                300    3.0    2.0 
            350    3.5    1.5 
            400    4.0    1.0 
            450    4.5    0.5 
            500    5.0    0.0 
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การสรางกราฟมาตรฐาน 
 นําสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลตความเขมขน 50-500 หนวยสีนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคลื่น 475 nm โดยใชน้ํากลั่นเปน blank นําคาการดูดกลืนคลื่นแสงท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐาน
ของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต (รูปภาคผนวกท่ี ข.2) 

 

 
รูปภาคผนวกท่ี ข.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหทางดานชีววิทยาโมเลกุลเพ่ือจําแนกสายพันธุราไวทรอท Unknown 04 

 
ค.1 วิธีการวิเคราะห 
การเพาะเล้ียงและเก็บตัวอยางเช้ือรา 
 เลี้ยงราไวทรอท Unknown04 บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 4-16 สัปดาห ทําการเก็บเสนใยของราไวทรอทบริเวณผิวหนาของอาหารแข็งในหลอด
ปนเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นเก็บตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
วิธีการสกัดDNA 
 เติม Extraction buffer (1% CTAB, 0.7 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8) ลงใน
ตัวอยาง บดตัวอยางในหลอดปนเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรโดยการเติม  Extraction buffer 700 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการเขยา และบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํา
ตัวอยางไปปนเหวี่ยงท่ี 12,000xg เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางสวนใสใน
หลอดหลอดใหมท่ีมี  phenol-chloroform-isoamyl alcohol เขยาใหเขากันแลวปนเหวี่ยงท่ี 12,000xg เปน
เวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เก็บตัวสวนบนไปยังหลอดใหมท่ีมี 7.5 M  ammonium 
acetate จากนั้น DNA จะถูกตกตะกอนดวย Ethanol ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท้ิงไวขามคืน จากนั้น
นํามาปนเหวี่ยงท่ี 12,000xg เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ตะกอน DNA จะถูกลางดวย 
70%Ethanol ท่ีเย็น และถูกทําใหแหงท่ีอุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส ตะกอน DNA จะถูกละลายดวย TE 
buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0) 
การเพ่ิมปริมาณ DNA ดวยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 ในการเพ่ิมปริมาณ DNA ดวย PCR และการทํา DNA sequencing จะใชprimer ของ the internal 
transcribed spacer region (ITS) โดยเฉพาะ ITS4 และ ITS5 (White et al., 1990; Bunyard et al., 
1994; Landvik 1996) การเพ่ิมปริมาณ DNA ถูกทําใน 50 µl ของสวนผสมในการทําปฎิกิริยา ซ่ึง
ประกอบดวย 10  mM ของ  dNTP (1 µ l), 10 µM ของไพรเมอรแตละตัว  (1 µ l), 10% ของ dilution 
buffer (5 µ l), 25 mM ของ Mg (5 µ l), 4 M ของ enhancer (5 µ l) และ 60-62% ของ น้ํากลั่นท่ีผานการ
ฆาเชื้อ(30.8 µl), 0.2µl ของ Taq DNA polymerase kit จาก FERMENTAS และ 10-50 ng ของ genomic 
DNA template (1 µ l) ทําปฎิกิริยาโดยใช  PCR Model MJ Research DYAD ALD ในหลอดขนาด  200 µl 
(95ºC, 0.5 min; 52ºC, 1 min; 72ºC, 1.5 min; 35 cycles). PCR products (7 µ l aliquots) ถูกทดสอบ
โดยวิธี electrophoresis ใน 1% agarose gels กับ 0.003% ethidium bromide ใน 0.5×TBE buffer 
(0.044 M Boric acid, 1.1 mM EDTA, 0.045 M Tris, pH 8) เพ่ือการทําใหบริสุทธิ์ 
 
การทําบริสุทธิ์ DNA และการทํา DNA sequencing 
 ผลิตภัณฑท่ีไดจากการทําปฏิกิริยา PCR ถูกทําใหบริสุทธิ์โดยใช NucleoSpin® Extract Kit 
(Macherey-Nagel, Germany) และศึกษาลําดับเบสโดยบริษัท Macrogen โดยใชไพรเมอรตัวเดียวกับการ
เพ่ิมปริมาณ DNA ดวยปฏิกิริยา PCR 
การวิเคราะห Phylogenetic  
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 ลําดับเบสจะถูกตรวจสอบดวยโปรแกรม BioEdit 7.0.9.1 (Hall 1999) ลําดับเบสท่ีสอดคลองกันของ
DNA แตละสวนจะถูกจัดตําแหนงโดย Clustal W 1.6 (Thompson et al., 1994) จากนั้นตรวจสอบกับ
ฐานขอมูล Genbank หา accession number เพ่ือประกอบกันใน Phylogenetic tree และ BLAST ขอมูล
หาความคลายกันมากท่ีสุด 
 
ค.2 ผลการวิเคราะห 
 จากการวิเคราะหทางดานชีววิทยาโมเลกุลเพ่ือจําแนกสายพันธุของราไวทรอท Unknown04 พบวา
เม่ือนําตัวอยางเชื้อรามาสกัด DNA และเพ่ิมจํานวนDNA ดวยปฏิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 
และทําDNA sequencing เพ่ือศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1-4 บน 18S rDNA พบวาบริเวณดังกลาว
มี 605 นิวคลีโอไทด ดังแสดงในรูปภาคผนวก ค. 1 และเม่ือนําลําดับ   นิวคลีโอไทดมาเปรียบเทียบใน
ฐานขอมูล Genbank พบวาลําดับนิวคลีโอไทด  ITS1-4 บน 18S rDNA ของราไวทรอท Unknown04 มีความ
ใกลเคียงกับราไวทรอทสายพันธุ Trametes hirsuta ถึง 99% จึงสามารถระบุสายพันธุของราไวทรอท 
Unknown04 วาเปน Trametes hirsuta AK4 

TTCCGGGGGGGGGGGCTCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAATGGGTTGTTGCTGGCCTTCC
GAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGCGTGGGTTTCTAG
CCTCCGGGCTGGGAGCATTCTGCCGGCCTATGTACACTACAAACTCTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGT
CTAACGCATCTTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGG
TATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCCATAAGTCCTTGTGATCTATGGGCT
TGGATTTGGAGGCTTGCTGGCCCTAGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGGATC
GGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTTGGCAAGCTTCTAACCGTCCATTAG
GACAATCTTCAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTT 
 
รูปภาคผนวกท่ี ค.1 ลําดับนิวคลีโอไทด ITS1-4 บน 18S rDNA ของราไวทรอท Unknown 04 
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ภาคผนวก ง 
ง.1 ผลผลิต (Output) ท่ีไดจากโครงการ 
 การนําเสนอผลงานวิจัยรูปแบบปากเปลาในงานประชุมวิชาการระดับนานาชาติ ดังรายละเอียด
ตอไปนี้ 
Kietkwanboot, A., Hanh, T-M., and Suttinun, O. Decolorization and Biodegradation of Phenolic 
Compounds in Palm Oil Mill Effluent by White Rot Fungi Immobilized on Oil Palm Residues. 
Proceedings of the 2nd International Conference on Environmental Engineering, Science and 
Management, March 27-29, 2013,  Pullman Khon Kaen Raja Orchid Hotel, Khon Kaen, 

Thailand. 

 การเตรียมตนฉบับบทความเพ่ือสงตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
Kietkwanboot, A., Hanh, T-M., and Suttinun, O. Potential of immobilized Trametes hirsuta 
AK4 for phenolic compounds and color removal from treated palm oil mill effluent (In 
preparation) 

 
 
 
 


