
24

24

บทที่ 2
วัสดุ อุปกรณ และ วิธีการ

วัสดุ
1. น้ําท้ิง

ตัวอยางน้ําทิ้งจากเครื่องสกัดแยกน้ํามัน (decanter effluent) ไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัท ตรังน้ํามันปาลม จํากัด จังหวัดตรัง และ บริษัท ศรีเจริญปาลม จํากัด จังหวัดกระบี่
เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมหลังมีการสกัดน้ํามันปาลมเต็มกระบวนการผลิต ตัว
อยางน้ําทิ้งเก็บจากทอน้ําทิ้งของเครื่องดีแคนเตอรโดยตรงใสภาชนะขนาด 40 ลิตร แลวรีบนํากลับ
หองปฏิบัติการภายใน 1 วัน กรองตัวอยางน้ําทิ้งผานผาขาวบาง 2 ช้ัน กอนแบงน้ําทิ้งใสขวดขนาด
1.5 ลิตร เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส
2. จุลินทรีย

จุลินทรียที่ใชในการทดลองเปนเชื้อรากลุมไวทร็อทในสกุล Lentinus spp. จํานวน 12           
สายพันธุ ซ่ึงจัดอยูในกลุมเห็ด มี 3 กลุมหลักดังนี้

(1) เห็ดกระดาง Lentinus polychrous Lev.  จํานวน 6 สายพันธุ
(2) เห็ดขอนขาว Lentinus squarrosulus Mont. จํานวน 2 สายพันธุ
(3) เห็ดหูกวาง Lentinus strigosus (Schwein.)Fr. จํานวน 4 สายพันธุ

โดยใช Phanerochaete chrysosporium เปนเชื้อเปรียบเทียบ (reference strain)
Lentinus spp. ท่ีใชในการทดลองมีแหลงท่ีมาตางๆ ดังนี้
เชื้อเห็ดจากศูนยรวบรวมเชื้อพันธุเห็ดแหงประเทศไทย กรมวิชาการเกษตร จํานวน 5

ไอโซเลท ไดแก
เห็ดกระดาง 1(Lentinus polychrous LP-P-1)
เห็ดกระดาง 2 (Lentinus polychrous LP-P-2)
เห็ดขอนขาว 3 (Lentinus squarrosulus SQ-B-3)
เห็ดขอนขาว 4 (Lentinus squarrosulus SQ-B-4)
เห็ดหูกวาง (Lentinus strigosus ST-B-1)

เชื้อเห็ดจากความอนุเคราะหของ รองศาสตราจารย ดร. วสันณ  เพชรรัตน จํานวน 3          
ไอโซเลท ไดแก

เห็ดหูกวาง (Lentinus strigosus ST- K-2)
เห็ดหูกวาง (Lentinus strigosus ST-S-3)
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เห็ดหูกวาง (Lentinus strigosus ST-Y-4)
เชื้อเห็ดจากความอนุเคราะหของ ดร. ชริดา  ปุกหุต เปนเห็ดกระดาง จํานวน 4 ไอโซเลท ได

แก
Lentinus polychrous LP-PT-1
Lentinus polychrous LP-BR-11
Lentinus polychrous LP-WR-13
Lentinus polychrous LP-SW-3

เก็บรักษาเชื้อทั้งหมดในหลอดอาหารวุนเอียงพีดีเอ (Potato Dextrose Agar: PDA) เล้ียงเชื้อ
ที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ถายเชื้อใหมทุกครั้งกอนการทดลองเพื่อใช
เปนเชื้อเร่ิมตน
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ

Potato Dextrose Agar (PDA) ประกอบดวย น้ําสกัดมันฝรั่ง (200 กรัม) น้ําตาล dextrose 20
กรัม ผงวุน 15 กรัม และน้ํากลั่น 1 ลิตร สวนอาหาร Potato Detrose Broth (PDB) เตรียมเชนเดียวกับ
อาหาร พีดีเอ แตในสูตรอาหารไมมีผงวุน

K medium เปนอาหารสําหรับทดสอบกิจกรรมแลคเคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน
ขั้นตอนการคัดเลือกเชื้ออยางหยาบประกอบดวย

กลูโคส 10 กรัมตอลิตร
KH2PO4  2 กรัมตอลิตร
MgSO4.7H2O 0.5 กรัมตอลิตร
CaCl2 0.1 กรัมตอลิตร
Ammonium tartrate 0.5 กรัมตอลิตร
2,2-dimethylsuccinate 2.2 กรัมตอลิตร
ปรับพีเอช 5.5
Agar 25 กรัมตอลิตร

และเติม 2,2’-azino-bis(3-ethlbenzthaizoline)-6-sulphonate (ABTS) 250 มิลลิกรัมตอลิตร
สําหรับจานทดสอบ ABTS ออกซิเดชั่น (แลคเคส และเปอรออกซิเดส) หรือ MnCl2.4H2O 0.1 กรัม
ตอลิตร สําหรับ แมงกานีสออกซิเดชั่น (แมงกานีสเปอรออกซิเดส) (Steffen et al. , 2000)

4. สารเคมี
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สารเคมีสําหรับการวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ โปรตีน ฟนอล สี และซีโอดี แสดงในภาคผนวก
สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม และ สารเคมีที่ใชในการตกตะกอน แสดงในวิธีการ

สารเคมีสําหรับตกตะกอนน้ําทิ้ง raw meal ไดรับอนุเคราะหจากบริษัทปูนซีเมตนตไทย
จํากัด (มหาชน) โดยความเอื้อเฟอของคุณบรรจง วิทยถาวรวงศ

Raw meal เปนวัตถุดิบในการผลิตปูนซีเมนต มีสวนผสมของ หินปูน ดินเหนียว ทราย และ
ดินลูกรัง รอยละ 85, 8, 4 และ 3 กระบวนการผลิตแสดงรายละเอียดในภาคผนวก 11

อุปกรณ
1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร Model U-2000 พรอมเครื่องพิมพของบริษัท Hitachi จํากัด
2. ยูวี สเปคโตรโฟโตมิเตอร รุน Spectroquantฎ NOVA 60 บริษัท Merck
3. ชุดอุปกรณสําหรับวิเคราะหซีโอดี

- เครื่องใหความรอน Spectroquantฎ TR 320 บริษัท Merck
- เครื่องอานคาซีโอดี Spectroquantฎ NOVA 60 บริษัท Merck

4. ICP รุน Optima 4300 DV บริษัท Perkin Elmer จํากัด
5. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ของบริษัท Memmert จํากัด
6. ชุดเครื่องมือวัดเจดาหลไนโตรเจน (Kjeldahl nitrogen)

- ชุดยอยโปรตีน 2006 Digester บริษัท Foss Tecator
- เครื่องกล่ันกลับโปรตีนอัตโนมัติ 2200 Kjeltec Auto Distillation บริษัท Foss Tecator
- ตูระบายควัน SUPER FLOW

7. เครื่องเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิรุน SCR 20 B ของบริษัท Hitachi จํากัด
8. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิของบริษัท Lab-Line Instruments Inc.
9. ตูอบ 105 องศาเซลเซียส (Hot air oven) ULM.500 บริษัท Moment จํากัด
10. หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (Autoclave) SS325 บริษัท Tomy
11. เครื่องวัดพีเอช Model HK-7E ของบริษัท Tokyo TOA Electronic จํากัด
12. ชุดอุปกรณถังปฏิกรณชีวภาพแบบ air- lift (air-lift type bio-reactor) ขนาด 3 ลิตร และ MDL-

6C Control type  บริษัท BEM B. E. Marubishi จํากัด

การวิเคราะห
1. คาซีโอดี (APHA AWWA and WPCF, 1998)
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หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 7 นาที แยก
ตะกอนทิ้ง นําสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีคาซีโอดีระหวาง 500-1,000 มิลลิกรัมตอลิตร เติมตัว
อยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบสําหรับยอยตัวอยางขนาด 16 ื100
มิลลิเมตร และเติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตรความเขมขน 0.01667   นอรมอล
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แลวคอยๆ เติม Sulfuric acid reagent 1.5 มิลลิลิตร ปดฝาและเขยาใหเขากัน
จากนั้นนําหลอดกลั่นตัวอยางใสเตากลั่นกลับที่อุนเครื่องไวแลวเปนเวลา 15 นาที กล่ันกลับตัวอยาง
ที่อุณหภูมิ 148 ± 2 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ปลอยใหเย็นในเตา

นําสารละลายตัวอยางที่กล่ันกลับเรียบรอยแลวไทเทรทกับสารละลายมาตรฐานเฟอรรัส
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยเริ่มจากเทสารละลายในหลอดใสฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ชะสารละลาย
ที่ตกคางในหลอดดวยน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยดเปนอินดิเคเตอร ไทเทรต
โพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เมื่อถึงจุดยุติ
สีจะเปลี่ยนจากสีเขียวปนน้ําเงินเปนสีน้ําตาลปนแดง ทํา blank เชนเดียวกับตัวอยางแตใชน้ํากลั่น
2.5 มิลลิลิตร แทนตัวอยาง
2. คาสี วัดคาสีที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร (APHA AWWA and WEF, 1998)

นําตัวอยางน้ําทิ้งหมุนเหวี่ยงแยกตะกอนที่ 10,000 รอบตอนาที่ นาน 7 นาที นําสวนใสมา
เจือจางดวยน้ํากลั่น แลวนําน้ําตัวอยางที่ความเจือจางเหมาะสมไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เปรียบเทียบหนวยสีกับสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลทติเนท
3. สารฟนอล (Substances Reducing Folin’s Phenol) วิเคราะหโดยดัดแปลงจากวิธีการของ APHA

AWWA และ WEF (1998)
หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 7 นาที แยก

ตะกอนทิ้ง นําสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีคาฟนอลระหวาง 0 - 15 มิลลิกรัมตอลิตร นําตัวอยางที่
เจือจางเหมาะสม 5 มิลลิลิตร เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร และน้ํายาคารบอเนต-ทารเทรต 1.0
มิลลิลิตร รอใหเกิดสี 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700
นาโนเมตร เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟมาตรฐาน ทํา blank เชนเดียวกับตัวอยางแตใช
น้ํากลั่นแทนตัวอยาง
4. ของเข็งทั้งหมด (Total solid : TS) APHA AWWA และ WPCF (1998)

ปเปตตัวอยางน้ําทิ้งที่ผานการกรองแยกเสนใยออกแลวปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใสถวย
กระเบื้องสําหรับระเหยที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําถวยไประเหยใหแหงในอางไอน้ํา จากนั้นอบถวย
ใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นประมาณ
45 นาที แลวช่ังหาน้ําหนักที่แนนอน
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5. น้ําหนักเสนใยแหง (Mycelia dry weight) (AOAC., 1999)
กรองตัวอยางน้ําทิ้งและเสนใยปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผานผาขาวบางซึ่งทราบน้ําหนักที่แน

นอน ลางเสนใยดวยน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร 2 คร้ัง จากนั้นนําเสนใยบนผาขาวบางวางบนจานแกวเล้ียง
เชื้อที่ทราบน้ําหนักแนนอน อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง ทิ้ง
ใหเย็นในโถดูดความชื้น 45 นาที ช่ังน้ําหนักที่แนนอน กรณีหาน้ําหนักเสนใยแหงของเชื้อที่ถูกตรึง
บนฟองน้ํา ตองนําน้ําหนักแหงของฟองน้ําในน้ําทิ้ง (ชุดควบคุมไมเติมเชื้อ) หักลบออกจากน้ําหนัก
ฟองน้ํารวมกับเสนใย ซ่ึงเปนน้ําหนักของเสนใยสุทธิ
6. น้ําตาลรีดิวซวิเคราะหดวยวิธี Somogyi- Nelson (Nelson, 1944)

หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 7 นาที แยก
ตะกอนทิ้ง นําสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีน้ําตาลอยูระหวาง 0-150 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เติม
ตัวอยางที่เจือจางเหมาะสม 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบขนาดกลาง ตามดวย Somogyi Reagent
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที ทําใหเย็นทันที จากนั้นเติม
Nelson reagent 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 20 นาทีที่อุณหภูมิหอง แลวจึงเติมน้ํากลั่น 5
มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร blank เติมน้ํากลั่น
แทนตัวอยาง แลววิเคราะหเชนเดียวกัน เปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากกราฟ          มาตร
ฐาน (ไซโลสหรือกลูโคส)
7. โปรตีนที่ละลายไดวิเคราะหดวยวิธี Lowry (Lowry et al., 1951)

หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 7 นาที แยก
ตะกอนทิ้ง นําสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นใหมีโปรตีนความเขมขนระหวาง 0-200 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เติมตัวอยางที่ความเจือจางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ ตามดวยสารละลาย
Na2CO3 รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.5 นอรมอล ปริมาตร 0.5
มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที แลวจึงทําใหเย็น จากนั้นเติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร
2.5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเติมสารละลาย Folin- ciocatrus phenol reagent
0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดีทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA
8. เจดาหลไนโตรเจนทั้งหมด (AOAC., 1999)
9. ฟอสฟอรัสทั้งหมด สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
10. โลหะ ทองแดง เหล็ก และ แมงกานีส สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
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การวิเคราะหขอ 1- 10 แสดงรายละเอียดในภาคผนวกที่ 1-10

วิธีการ
1. การคัดเลือกสายพันธุเห็ด Lentinus spp. ท่ีสามารถบําบัดและกําจัดสีของน้ําท้ิงดีแคนเตอรจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม

1.1 คุณลักษณะน้ําท้ิงจากเครื่องดีแคนเตอร
วิเคราะหคุณลักษณะของน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรจากทั้งสองโรงงาน โดยวัดคาซีโอดี

หนวยสี ปริมาณฟนอล ของแข็งทั้งหมด ปริมาณธาตุอาหาร ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ
โลหะ เหล็ก ทองแดง และแมงกานีส

1.2 ผลของความเขมขนสารอินทรียในน้ําท้ิงดีแคนเตอร
1.2.1 การคัดเลือกระดับความเขมขนน้ําท้ิงในอาหารแข็งน้ําท้ิงดีแคนเตอร
เจือจางน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรดวยน้ํากลั่น ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2

และ 1:3 เติมผงวุนรอยละ 1.5 เพื่อเตรียมเปนอาหารแข็ง กระตุนเชื้อเร่ิมตนโดยการถายเสนใยเห็ด
ของแตละสายพันธุลงบนจานอาหารพีดีเอ บมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) ตัด
เสนใยเห็ดที่เจริญบนอาหารพีดีเออายุ 5 วัน บริเวณขอบโคโลนี ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5
เซนติเมตร วางเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีน้ําทิ้งระดับความเจือจางตางๆ บมเลี้ยงที่อุณหภูมิหองกระทั่ง
เสนใยเจริญ สังเกตและบันทึกการเจริญของเสนใยและสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทุกวันเปนเวลา 10 วัน
คัดเลือกสายพันธุเห็ดที่สามารถเจริญและกําจัดสีน้ําทิ้งที่ระดับความเจือจางต่ําที่สุด ใชเชื้อรา
P.  chrysosporium เปนเชื้อเปรียบเทียบ

1.2.2 การคัดเลือกระดับความเขมขนน้ําท้ิงในอาหารน้ําท้ิงดีแคนเตอร
น้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรเจือจางดวยน้ํากลั่น ที่ระดับความเจือจาง 1:0, 1:1, 1:2

และ 1:3 แบงใสฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 50 มิลลิลิตร ตัดเสนใยเห็ดที่กําลังเจริญบน
อาหารพีดีเอ อายุ 5 วัน บริเวณขอบโคโลนีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 3 ช้ิน ลง
ในฟลาสกที่บรรจุน้ําทิ้งดีแคนเตอรแตละความเจือจาง บมเลี้ยงที่ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา
200 รอบตอนาที สังเกตการเจริญของเสนใยและบันทึกระยะเวลาที่เร่ิมมีเสนใยปรากฏ เก็บตัวอยาง
คร้ังละ 2.5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัด
พีเอช คาสี วิเคราะหคาซีโอดีและฟนอล เลือกระดับน้ําทิ้งที่เชื้อสามารถเจริญไดในการทดลองตอไป

1.3 การคัดเลือกสายพันธุเห็ดท่ีถูกตรึงบนฟองน้ํา
จากผลการทดลองเลี้ยงเสนใยเห็ดจากจานอาหารพีดีเอ อายุ 5 วัน ทั้งหมด 12 สายพันธุ

รวมทั้ง P. chrysosporium ไมสามารถเจริญในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรของบริษัท ศรีเจริญปาลม



30

30

จํากัด ซ่ึงเลือกใชในการทดลอง จึงทดลองบําบัดดวยเสนใยที่ถูกตรึงบนฟองน้ํา เพื่อคัดเลือกสาย
พันธุเห็ด Lentinus spp. ที่สามารถบําบัดและกําจัดสีของน้ําทิ้งดีแคนเตอร

การตรึงเสนใยเชื้อราบนฟองน้ํา
 เตรียมฟองน้ําโพลียูรีเทนสําหรับตรึงเสนใยโดยตัดฟองน้ําใหมีขนาด ขนาด 1 ลูก

บาศกเซนติเมตร จากนั้นลางน้ําสะอาด 1 คร้ังเพื่อกําจัดสีและเศษฟองน้ํา แลวนึ่งฆาเชื้อในน้ํากลั่นที่
สภาวะเดียวกับการนึ่งฆาเชื้อ เพื่อกําจัดสีสวนเกินและสารเคมีที่อาจออกมาระหวางการฆาเชื้อ 1 คร้ัง
กอนใชงาน (D’ Anninale et al. 1998)

การตรึงเสนใยเห็ด Lentinus spp. เร่ิมจากการตัดเสนใยเห็ดบนจานอาหารพีดีเอ อายุ 5
วัน ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จากบริเวณขอบโคโลนี ถายเชื้อลงในอาหารพีดีบี 100
มิลลิลิตรที่มีช้ินฟองน้ําขนาด 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 50 ช้ิน ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร
บมเลี้ยงบนเครื่องเขยา 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน (วิธีการดัดแปลง
จาก D’ Anninale et al. 1998)

การทดลองบําบัดและกําจัดสีน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรโดยเสนใยเห็ดที่ถูกตรึง แบง
น้ําทิ้งดีแคนเตอร 50 มิลลิลิตร ใสฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมเสนใยที่ถูกตรึงบนฟองน้ําอายุ 7
วัน จํานวน 10 ช้ิน บมเลี้ยงที่ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยา 200 รอบตอนาที สังเกตและบันทึก
ระยะเวลาที่เร่ิมมีเสนใยปรากฏ และการเปลี่ยนแปลงของสีที่ปรากฏ เก็บตัวอยางครั้งละ 2.5
มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี
วิเคราะหคา ซีโอดี และฟนอล

คัดเลือกเห็ดสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการกําจัดสีและซีโอดีสูงสุด 4 อันดับแรก เพื่อทํา
การทดลองในขั้นตอนตอไป หาความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงคาพารามิเตอรตางๆ กับคาสี

1.4 ชนิดของเอนไซมจากเห็ด Lentinus spp.
การทดสอบเชิงคุณภาพของการผลิตเอนไซมกลุมลิกนิโนไลติก 2 ชนิด คือ แลคเคส

และ แมงกานีสเปอรออกซิเดส โดยตัดเลี้ยงชิ้นเสนใยเห็ดบนอาหาร พีดีเอ อายุ 5 วัน ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรบริเวณขอบโคโลนี เล้ียงบนอาหารแข็ง K medium (Steffen et al., 2000)
โดยเติมสับสเตรต ABTS สําหรับเอนไซม แลคเคสและเปอรออกซิเดส หรือ MnCl2.4H2O สําหรับ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส บมเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) สังเกตการ
เปลี่ยนสีของอาหารทุกวัน (Steffen et al., 2000)
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การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมเชิงคุณภาพ (qualitative)
(1)  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสและเปอรออกซิเดส

เล้ียงชิ้นเสนใย (จากจานอาหาร พีดีเอ) บนจานอาหารแข็งสําหรับทดสอบกิจกรรม
แลคเคส ซ่ึงมีสับสเตรต ABTS สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร ถามีกิจกรรมของเอนไซมแลคเคส สี
ของอาหารจะเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเขียว (Steffen et al., 2000)

(2)  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส
เล้ียงชิ้นเสนใย (จากจานอาหาร พีดีเอ) บนจานอาหารแข็งสําหรับทดสอบกิจกรรม

แมงกานีสเปออรออกซิเดส ซ่ึงมีสับสเตรตเปน MnCl2 (Steffen et al., 2000) สังเกตการณเปลี่ยนสี
ของอาหาร ถามีกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส สีของอาหารจะเปลี่ยนจากไมมีสี
เปนสีน้ําตาลดํา

2. ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการลดสีของน้ําท้ิงดีแคนเตอรจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมโดยใชเสนใยเห็ด
2.1 ผลของไนโตรเจน

2.1.1 ผลของแหลงไนโตรเจน
บําบัดน้ําทิ้งดีแคนเตอรดวยเสนใยเห็ด  Lentinus spp. ที่ถูกตรึงบนฟองน้ําอายุ 7

วัน จํานวน 4 สายพันธุ ที่คัดเลือกไว เติมแหลงไนโตรเจน 3 ชนิด คือ ยูเรีย แอมโมเนียมไนเตรต
หรือ แอมโมเนียมซัลเฟต (อยางใดอยางหนึ่ง) ที่ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ลง
ในน้ําทิ้งดีแคนเตอรปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร บมเลี้ยงที่ 30 องศาเซลเซียส บน
เครื่องเขยา 200 รอบตอนาที ชุดควบคุมคือชุดที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจน สังเกตและบันทึก
ระยะเวลาที่เร่ิมมีเสนใยปรากฏ และการเปลี่ยนแปลงของสีที่ปรากฏ เก็บตัวอยางครั้งละ 2.5
มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี
วิเคราะหคาซีโอดี คัดเลือกแหลงไนโตรเจน 1 ชนิด ที่เหมาะสมตอการบําบัดและกําจัดสี น้ําทิ้ง
ดีแคนเตอร

2.1.2 ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่คัดเลือกได
ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.1.1 แตแปรผันความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่

คัดเลือกไดเปนรอยละ 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร
เปรียบเทียบผลการทดลองเพื่อคัดเลือกเชื้อ Lentinus sp. 1 สายพันธุ และความเขม

ขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจนที่คัดเลือกได ซ่ึงเหมาะสมตอการบําบัดและกําจัดสีของ       น้ํา
ทิ้งดีแคนเตอร รายงานผลในรูปอัตราสวน COD: N



32

32

2.2 ผลของอิออนโลหะ
2.2.1 ผลของคอปเปอรอิออน

เปรียบเทียบผลการบําบัดและกําจัดสีของน้ําทิ้งดีแคนเตอร สําหรับชุดการทดลองที่
มีการเติมโลหะ และผลการทดลองของการบําบัดโดยไมมีการเติมโลหะ ใชเสนใยเห็ดสายพันธุที่คัด
เลือกได (ผลจากขอ 2.1) ที่ถูกตรึงบนฟองน้ํา เติมแหลงไนโตรเจนที่ระดับความเขมขนที่เหมาะสม
(ผลจากขอ 2.1.1 และ 2.1.2) เติมคอบเปอรซัลเฟตใหมีความเขมขนสุดทายของคอบเปอรอิออนที่
เติมเปน 0, 1.0, 1.5 และ 2.0 สวนในลานสวน (ppm)

2.2.2 ผลของเหล็กอิออน
เติมเฟอรัสรัสซัลเฟตใหมีความเขมขนสุดทายของเฟอรรัสอิออนที่เติมเปน 0, 1.0,

1.5 และ 2.0 ppm
2.2.3 ผลของแมงกานีสอิออน

เติมแมงกานีสซัลเฟตใหมีความเขมขนสุดทายของแมงกานีสอิออนที่เติมเปน 0,
1.0, 1.5 และ 2.0 ppm

การทดลองขอ 2.1 และ 2.2 ตองแยกฆาเชื้อสารเคมีที่เติมโดยทําเปนสารละลายเขมขนแลว
กรองผานเซลลูโลสอะซิเตต ขนาด 0.2 ไมครอน กอนเติมลงในน้ําทิ้งหลังการนึ่งฆาเชื้อน้ําทิ้ง

2.3 ผลของพีเอชเร่ิมตน
ปรับพีเอชของน้ําทิ้งดีแคนเตอรใหมีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 3.0, 4.0, 5.0 6.0 และ 7.0

ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดหรือกรดไฮดรอครอริก 6 นอรมอล โดยใชพีเอชเริ่มตนของน้ําทิ้ง (พีเอช
4.5) เปนชุดเปรียบเทียบ เก็บตัวอยางครั้งละ 2.5 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 12 วัน หมุนเหวี่ยง
แยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี วิเคราะหคา ซีโอดี ฟนอล และการเจริญของ
เสนใย

2.4 ผลของอุณหภูมิ
ทดลอง (เชนเดียวกับขอ 2.3) โดยใชพีเอชของน้ําทิ้งที่คัดเลือกได เล้ียงที่อุณหภูมิ 30,

35, 40, 45 50 และ 55 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางครั้งละ 2.5 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 12 วัน
หมุนเหวี่ยงแยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี วิเคราะหคา ซีโอดี ฟนอล และการ
เจริญของเสนใย

2.5 ผลของระดับการใหอากาศ
ทดสอบผลการใหอากาศในถังหมักแบบ air - lift ขนาด 3 ลิตร ปริมาตรใชงานคือ 2.7

ลิตร อัตราสวนชิ้นฟองน้ํา 1 ช้ินตอน้ําทิ้ง 5 มิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบระดับการใหอากาศที่ระดับ
การใหอากาศ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 50 มิลลิลิตร
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ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 วัน หมุนเหวี่ยงแยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี วิเคราะห
คาซีโอดี ฟนอล ของแข็งทั้งหมด และการเจริญของเสนใย

3. ชนิดของเอนไซมท่ีเก่ียวของกับการกําจัดสีของน้ําท้ิง
เล้ียงเชื้อในถังหมักแบบ air - lift ขนาด 3 ลิตร ปริมาตรใชงานคือ 2.7 ลิตร อัตราสวนชิ้น

ฟองน้ํา 1 ช้ินตอน้ําทิ้ง 5 มิลลิลิตร โดยเปรียบเทียบระดับการใหอากาศที่ระดับ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0
ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 50 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 วัน หมุนเหวี่ยง
แยกตะกอน นําสารละลายสวนใสไปวัดพีเอช คาสี วิเคราะหคา ซีโอดี ฟนอล โปรตีนที่ละลาย และ
เอนไซมที่เกี่ยวของไดแก CMCase, ไซลาเนส, แลคเคส, แมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP, MnIP)
และลิกนินเปอรออกซิเดส

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
1. กิจกรรมเอนไซม คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (carboxymethylcellulase : CMCase)

ตามวิธีการของ Mandels และ Weber (1969)  
สารละลายเอนไซมที่เจือจางเหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ สารละลาย

carboxymethylcellulose ความเขมขนรอยละ 1.0 ในซิเตรตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช
4.8 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปริมาณน้ําตามรีดิวซที่เกิด
ขึ้นหาโดยวิธี Nelson – Somogyi (Nelson, 1944) (ภาคผนวก) ชุดควบคุมเติมสารละลายตางๆ เชน
เดียวกับขางตน แตไมบม สําหรับ blank ใชน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แทนปริมาตรตัวอยางและสารละลาย
carboxymethylcellulose นําคาการดูดกลืนแสงของชุดการทดลองควบคุมหักออกจากคาการดูดกลืน
แสงที่ไดจากการใชสารละสายเอนไซมตัวอยาง กอนคํานวณคากิจกรรมเอนไซม

กิจกรรมเอนไซม CMCase (ยูนิต/มล.)  = C ืD
            MtV

เมื่อ C คือ ปริมาณน้ําตาลกลูโคสโดยเทียบจากกราฟมาตฐาน
D คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
M คือ น้ําหนักโมเลกุลกลูโคส เทากับ 180 กรัม/โมล
t คือ ระยะเวลาบม
V คือ ปริมาตรเอนไซม

1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนกลูโคส 1
ไมโคโมล ภายใน 1 นาทีภายใตสภาวะที่ทดลอง
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2.  กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส ตามวิธีการของ Tan และคณะ (1987)
นําสารละลายเอนไซมที่เจือจางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ สารละลายไซแลน

ความเขมขนรอยละ 1.0 ในซิเตรตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 4.8 ปริมาตร 0.5
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นหาโดยวิธี
Nelson–Somogyi (Nelson, 1944) (ภาคผนวก) ชุดควบคุม เติมสารละลายตางๆ เชนเดียวกับขางตน
แตไมบม สวน blank ใชน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แทนปริมาตรตัวอยางและสารละลายไซโลส นําคาการ
ดูดกลืนแสงของชุดการทดลองควบคุมหักออกจากคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการใชสารละสาย
เอนไซมตัวอยาง กอนคํานวณคากิจกรรมเอนไซม

กิจกรรมเอนไซมไซลาเนส (ยูนิต/มล.) = X ืD
            MtV

เมื่อ X คือ ปริมาณน้ําตาลไซโลส โดยเทียบจากกราฟมาตฐาน
D คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
M คือ น้ําหนักโมเลกุลไซโลส เทากับ 150.13กรัม/โมล
t คือ ระยะเวลาบม
V คือ ปริมาตรเอนไซม

1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนไซโลส 1
ไมโคโมล ภายใน 1 นาทีภายใตสภาวะที่ทดลอง

3. กิจกรรมเอนไซมแลคเคส ตามวิธีการของ Leontievsky และคณะ (2001)
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลาย 2,2’-azino-bis(3-ethlbenzthaizoline)-6-sulphonate

(ABTS) 1 มิลลิโมลาร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 5 0.1 โมลาร 0.5
มิลลิลิตร ตัวอยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนสุดทายของ
ABTS เปน 0.2 มิลลิโมลาร และโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 20 มิลลิโมลาร ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร
วัดคาการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร นาน 1 นาที ชุดการทดลองควบคุมใชตัว
อยางเอนไซมตมแทนเอนไซมปกติ หักลบคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที ของ         ชุด
ควบคุมออกจากตัวอยางแลวจึงคํานวณคากิจกรรมเอนไซม จากสูตร

กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (ยูนิต/มล.) =   ∆A/min ×2.5×106×D
            ε436

เมื่อ ∆A/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที
D   คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
ε436 เทากับ 29300 mol-1cm-1
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1 ยูนิต หมายถึงปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 1
ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที

4.  กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ตามวิธีการของ Heinfling และ
คณะ (1998)

วัดกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส 2 ชนิด คือ Manganese Peroxidase
(MnP) และ Manganese Independent Peroxidase (MnIP)

(1) กิจกรรมเอนไซม MnP นําสารละลาย 2,6 dimethoxyphenol (2,6 DMP) 5 มิลลิโมลาร
0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1 โมลาร 0.25 มิลลิลิตร
แมงกานีสซัสเฟต 0.01 โมลาร 0.25 มิลลิลิตร ตัวอยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร และ น้ํากลั่น 0.75
มิลลิลิตร จะไดความเขมขนสุดทายของ 2,6 DMP เปน 1 มิลลิโมลาร และโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร
0.1 โมลาร แมงกานีสซัลเฟต 1 มิลลิโมลาร และเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.1 มิลลิโมลาร 0.25
มิลลิลตร (ทันทีกอนวัดคาการดูดกลืนแสง) ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงทันทีที่
ความยาวคลืน 469 นาโนเมตร นาน 1 นาที ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซมตมแทน
เอนไซมปกติ หักลบคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที ของชุดควบคุมออกจากตัวอยางแลว
จึงคํานวณคากิจกรรมเอนไซม จากสูตร

กิจกรรมเอนไซม MnP  (ยูนิต/มล.) =   ∆A/min ×2.5×106×D
                      ε469

เมื่อ  ∆A/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที
D       คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
ε469  เทากับ 27500 mol-1cm-1

1 ยูนิต หมายถึงปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 1
ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที

(2) กิจกรรมเอนไซม MnIP นําสารละลาย 2,6 dimethoxyphenol (2,6 DMP) 5 มิลลิโมลาร
0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1 โมลาร 0.25 มิลลิลิตร ตัว
อยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร และ น้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร จะไดความเขมขนสุดทายของ 2,6 DMP เปน 1
มิลลิโมลาร และโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร และเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.1 มิลลิโม
ลาร 0.25 มิลลิลตร (ทันทีกอนวัดคาการดูดกลืนแสง) ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืน
แสงทันทีที่ความยาวคลื่น 469 นาโนเมตร นาน 1 นาที ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซมตม
แทนเอนไซมปกติ หักลบคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที ของชุดควบคุมออกจากตัวอยาง
แลวจึงคํานวณคากิจกรรมเอนไซม จากสูตร
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กิจกรรมเอนไซม MnIP (ยูนิต/มล.) =   ∆A/min ×2.5×106×D
          ε469

เมื่อ  ∆A/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที
D       คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
ε469  เทากับ 27500 mol-1cm-1

1 ยูนิต หมายถึงปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 1
ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที

5.  กิจกรรมของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) ตามวิธีการของ Buswell และคณะ
(1995)

นําสารละลาย veratryl alcohol 10 มิลลิโมลาร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ D- tartaric acid บัฟ
เฟอร 0.25 โมลาร พีเอช 3 0.5 มิลลิลิตร เอนไซม 0.5 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 0.75 มิลลิลิตร จะได
ความเขมขนสุดทายของ veratryl alcohol เปน 2 มิลลิโมลาร D- tartaric acid บัฟเฟอร 0.05 โมลาร
และเริ่มปฏิกิริยาโดยเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.5 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลตร (ทันทีกอนวัดคา
การดูดกลืนแสง) ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร วัดคาการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 310                   
นาโนเมตร นาน 1 นาที ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซมตมแทนเอนไซมปกติ หักลบคา
การดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที ของชุดควบคุมออกจากตัวอยางแลวจึงคํานวณคากิจกรรม
เอนไซม จากสูตร

กิจกรรมเอนไซม LiP (ยูนิต/มล.) =   ∆A/min ×2.5×106×D
           ε310

เมื่อ  ∆A/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที
D       คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม
ε310  ของ veratraldehyde เทากับ 9300 mol-1cm-1

1 ยูนิต หมายถึงปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ
veratraldehyde 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที

4. ผลของการใชสารเคมีชวยตกตะกอน
นําน้ําทิ้งหลังการบําบัดจากถังหมัก แบบ air – lift ระดับการใหอากาศที่เหมาะสม ซ่ึงกรอง

แยกเสนใยออกแลว และน้ําทิ้งที่ไมผานการบําบัดเปนชุดเปรียบเทียบ เติมสารเคมีโพลีเฟอริกซัลเฟต
ความเขมขนรอยละ 0.25, 1.0, และ 0.5 ปริมาตรตอปริมาตร รวมกับแคลเซียมออกไซด ความเขมขน
รอยละ 0.25, 1.0, และ 0.5 น้ําหนักตอปริมาตร เปรียบเทียบกับ การใช raw meal จากโรงงานปูน
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ซีเมนต ลงในน้ําทิ้ง 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลิลิตร เขยาอยางแรงนาน 1 นาที แลวเขยา
ชา 3 นาที ตั้งทิ้งไว 3 ช่ัวโมง (โสภา  จันทภาโส, 2542) วัดคาพีเอช คาสี ซีโอดี และ ฟนอล พรอมทั้ง
สังเกตและบันทึกลักษณะและปริมาณตะกอนทุกชั่วโมง

ทุกๆ การทดลองทําการทดลอง 3 ซํ้า ยกเวน การทดลองในขอ 1.2 ที่ทําการทดลอง 5 ซํ้า
และ การทดลองในขอ 2.5, 3 และ 4 ซ่ึงทําการทดลอง 1 ซํ้า 2 คร้ัง เนื่องจากเปนการทดลองใน
ถังหมัก วิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และวิเคราะหความแตกตางโดยใช Duncan’s
New Multiple Rang Test โดยใช SPSS for Window version 10.0




