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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยน้ีมุ่งเน้นการคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการก าจัดสีและสารประกอบ    
ฟีนอลิคในน้ าทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดแล้ว และพัฒนาหัวเชื้อราไวท์รอทที่ถูกตรึง
ด้วยวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ ามันปาล์ม เพื่อให้ราตรึงมีความทนทานต่อสารประกอบฟีนอลิค
และเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจัดสีออกจากน้ าทิ้ง จากผลการคัดเลือกราไวท์รอท 10 สายพันธ์ุพบว่ารา
ไวท์รอทสายพันธ์ุ unknown04 (Trametes hirsuta AK4) มีอัตราการเจริญสูงที่สุด และราก้อนกลมสามารถ
ก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคความเข้มข้น 261 มก./ล.ในน้ าทิ้งที่เจือจาง 2 เท่า ได้สูงสุดถึง 64.7% และ 
66.5% ตามล าดับหลังจากวันที่ 7 ของการทดลอง จึงคัดเลือกราสายพันธ์ุน้ีมาตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาล์ม
น้ ามัน ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า (empty fruit bunch: EFB) และเส้นใยปาล์มน้ ามัน (pericarp fiber: PF) เพื่อ
คัดเลือกวัสดุและระยะเวลาการตรึงที่เหมาะสม พบว่าราไวท์รอทที่ถูกตรึงบน PF เป็นเวลา 6 วันสามารถ
ก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งที่เจือจาง 2 เท่าได้สูงสุดเท่ากับ 94% และ 80.6% ตามล าดับ 
หลังจากวันที ่8 ของการศึกษา  ในระหว่างการบ าบัดน้ าทิ้งด้วยราตรึงบน PF  ยังสามารถตรวจพบกิจกรรม
ของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 2 ชนิด ได้แก่ Laccase และ Manganese peroxidase โดยพบว่าการ
เพิ่มขึ้นของเอนไซม์ทั้งสองชนิดมีความสอดคล้องกับการลดลงของสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง  
ดังน้ันราตรึงด้วย PF เป็นระยะเวลา 6 วันจึงถูกน าไปใช้ในการทดลองต่อไป จากการศึกษาการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งด้วยวิธีการ 1) การเจือจางน้ าทิ้ง 2) การเติม
แหล่งอาหารร่วม 3) การบ าบัดแบบสองขั้นตอน และ4) การปรับตัวของเซลล์ตรึง พบว่าการบ าบัดแบบ
สองขั้นตอนโดยใช้น้ าทิ้งที่ถูกบ าบัดขั้นต้นเป็นเวลา 8 ชั่วโมงด้วยแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ถูกตรึงบน EFB และบ าบัดต่อขั้นที่สองด้วยราไวท์รอทที่ถูกตรึงบน PF 
สามารถก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคความเข้มข้น 461 มก./ล.ในน้ าทิ้งที่ไม่เจือจางได้สูงสุดถึง 87.1% 
และ 82.2% ตามล าดับ หลังจากการบ่มเป็นระยะเวลา 8 วัน 



(6) 

Thesis Title Decolorization and Biodegradation of Phenolics in Palm Oil Mill Effluent 
by White Rot Fungi Immobilized on Oil Palm Residues 

Author Mr. Anukool Kietkwanboot 
Major Program Environmental Management 
Academic Year 2013 
 

ABSTRACT 

This research aimed to screen for a potential white rot fungus capable of decolorizing and 
removing phenolic compounds 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 phenolic 
compounds and their color removal efficiency. Among ten fungal isolates, unknown 04 (identified as 
Trametes hirsuta AK4) showed the highest growth rate with the removal efficiency of 64.7% color and 
66.5% phenolic compounds (an initial concentration of phenolic compounds was 261 mg/L) after 
incubating with 50% diluted POME 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. To obtain the best immobilizing material and its suitable immobilization 
period, the different immobilized mycelia ages of isolate AK4 were tested for their abilities to remove 
color and phenolic compounds in the 50% diluted POME. The results showed that a 6-day-old culture 
immobilized on PF could provide the highest removal efficiencies of 94% color and 80.6% phenolic 
compounds after 8 days of incubation. 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 phenolic compounds in the 50% diluted POME. Based on 
these results, a 6-day-old culture immobilized on PF was used for further experiment. In addition, to 
enhance the efficiency of 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 highest removal efficiencies of 87.1% color and 82.2% phenolic compounds 
(an initial concentration of phenolic compounds was 461 mg/L) were obtained when the two-stage 
treatment was applied. This was performed by pretreatment of the undiluted POME for 8 hours with 
phenol-degrading bacteria; Methylobacterium sp. NP3 and Acinetobacter sp. PK1 immobilized on EFB 
and subsequently removed the remaining phenolic compounds and color from pretreated POME using 
fungus immobilized on PF for another 8 days.    
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วิทยานิพนธ์และขอขอบคุณบริษัท ลาภทวีปาล์ม จ ากัด ที่อ านวยความสะดวกในการเก็บตัวอย่างน้ า
เสียเป็นอย่างดี 

 ขอขอบพระคุณนักวิทยาศาสตร์ คณะการจัดการสิ่งแวดล้อม ที่ให้ค าแนะน าในการใช้
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ส่วนของหน่วยงาน คณะการจัดการสิ่งแวดล้อม ที่อ านวยความสะดวกในการด าเนินงาน ตั้งแต่เร่ิม
จนส าเร็จลุล่วงด้วยดีเสมอมา 

  ขอขอบพระคุณสมาชิกทุกคนในครอบครัว เกียรติขวัญบุตร ที่เป็นก าลังใจสนับสนุน
การศึกษาในระดับปริญญาโท และการจัดท าวิทยานิพนธ์ในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี 
 

        อนุกูล เกียรติขวัญบุตร 
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 3.1 ลักษณะทางกายภาพของราไวท์รอท      35 
 3.2 การคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบ   37 
 ฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 

3.2.1 ผลความเข้มข้นของน  าทิ งต่อการเจริญของราไวท์รอทบนอาหารแข็ง 37 
3.2.2 ศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งของราไวท์รอท 40 

 3.3 การตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน  ามัน    45 
3.3.1 คุณสมบัติของวัสดุตรึง       45 
3.3.2 การตรึงราไวท์รอทบนทะลายปาล์มเปล่า     46 
3.3.3 การตรึงราไวท์รอทบนเส้นใยปาล์มน  ามัน    54 
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สารบัญ (ต่อ) 
                    หน้า 

3.4 การเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ ง  61 
3.4.1 การแปรผันความเข้มข้นน  าทิ ง      61 
3.4.2 การเติมแหล่งอาหารร่วม      66 
3.4.3 การบ าบัดน  าทิ งแบบสองขั นตอน     70 
3.4.4 การปรับตัวของเซลล์ตรึง      75 

บทที่ 4 สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ      83 
 4.1 สรุปผลการทดลอง        83 

4.1.1 การคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบ  83 
ฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 
4.1.2 การตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน  ามัน    83 
4.1.3 การเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ ง 84 

 4.2 ข้อเสนอแนะ         84 
บรรณานุกรม          85 
ภาคผนวก          95 
 ภาคผนวก ก สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ    96 
 ภาคผนวก ข กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะห์สารประกอบ   99 
   ฟีนอลิคทั งหมดและสี 

ภาคผนวก ค  การวิเคราะห์ทางด้านชีววิทยาโมเลกุลเพื่อจ าแนกสายพันธุ์  103 
  ราไวท์รอท Unknown04 

ประวัติผู้เขยีน          107 
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รายการตาราง 
 

ตารางท่ี                              หน้า 
1.1  ลักษณะของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มและค่ามาตรฐานคุณภาพน  าทิ ง  6 
1.2  งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการใช้ราไวท์รอทในการย่อยสลายสารมลพิษ   12 
1.3  งานวิจัยที่ศึกษาการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุต่างๆ เพื่อก าจัดสีย้อม   19 
2.1  วิธีวิเคราะห์คุณลักษณะของวัสดุ       27 
2.2  วิธีวิเคราะห์คุณลักษณะน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม    31 
3.1  ลักษณะโคโลนีและเส้นใยของราไวท์รอทจ านวน 10 สายพันธุ์ที่ใช้ในงานวิจัยนี  35 
3.1  ลักษณะโคโลนีและเส้นใยของราไวท์รอทจ านวน 10 สายพันธุ์ที่ใช้ในงานวิจัยนี  (ต่อ) 36 
3.2  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 44 
 ความเข้มข้น 50%โดยราไวท์รอทในรูปแบบก้อนกลม 10 สายพันธุ์ ที่ระยะเวลา 8 วัน 
3.3  องค์ประกอบของวัสดุเศษเหลือปาล์มน  ามัน     46 

3.4  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 60 

 โดยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มน  ามันและเส้นใย 

 ปาล์มน  ามันในระยะเวลาการตรึงต่างๆ 

3.5  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 79 
 ด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันด้วยวิธีต่างๆ 
3.5  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 80 
 ด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันด้วยวิธีต่างๆ (ต่อ)  
3.6  คุณลักษณะของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มก่อนและหลังบ าบัดแบบสองขั นตอน 81 
 ด้วยแบคทีเรียตรึงและราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน 
ข.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดGallic ความเข้มข้น 20-200 mg/L   100
ข.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 50-500 หน่วยสี    102 
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รายการรูป 
 

รูปท่ี                                หน้า 
1.1  กระบวนการสกัดน  ามันปาล์ม       4 
1.2  วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน  ามันปาล์ม ทะลายปาล์มเปล่า (A),   5 
 เส้นใยปาล์ม (B) และกะลาผลปาล์ม (C)   
1.3  ระบบบ าบัดน  าเสียโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม บ่อผึ่ง (A) และ     6 
 ระบบบ่อหมักไร้อากาศ (B) 
1.4  โครงสร้าง monocyclic phenols เช่น p – hydroxybenzoic acid,    8 
 Tyrosol และ Gallic acid 
1.5  ตัวอย่างโครงสร้าง polycyclic phenols หรือ polyphenols เช่น Tannin   8 
1.6  ปฏิกิริยาการเกิดสีน  าตาลที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ (enzymatic browning reaction) 9 
1.7  ตัวอย่างราไวท์รอท Pleurotus ostreatus (A), Garnoderma lucidum (B),   11 
 Trametes sp. (C),   Lentinus edodes (D), Bjerkandera adusta (E) และ 
 Trametes versicolor (F) 
1.8  กลไกการท างานของเอนไซม์ lignin peroxidase     13 
1.9  กลไกของเอนไซม์ Laccase ในการออกซิไดซ์ phenolic aromatic compound   14 
 และ Non-phenolic aromatic compound 
1.10 กลไกการท างานของเอนไซม์ Manganese peroxidase    15 
1.11  การตรึงเซลล์         18 
2.1  ลักษณะบ่อบ าบัดน  าเสีย (A) และลักษณะน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม (B)  23 
2.2  ภาพรวมของการด าเนินวิจัย       24 
2.3  อาหารแข็ง SDA (A), SDA + 25% POME (B), SDA + 50% POME (C),  26 
  SDA + 100% POME (D) และ 100% POME Agar (E) 
2.4  วัสดุเศษเหลือปาล์มน  ามันที่ถูกตัดจนได้ขนาดตามต้องการ (A) ทะลายปาล์มน  ามัน 28 
  (EFB) (B) เส้นใยปาล์มน  ามัน (PF) 
3.1  เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ บนอาหารแข็ง   38 
 SDA, SDA+25%POME, SDA+50%POME, SDA+100%POME และ 100%POME 
 Agar บ่มที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
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รายการรูป(ต่อ) 
 

รูปท่ี                                หน้า 
3.2  อาหารแข็ง SDA ที่เติมน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 25% (A), 50% (B)  39 
  และ100% (C) และการเจริญของราไวท์รอทสายพันธุ์Unknown 04 บนอาหาร 
 แข็งSDA ที่เติมน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม 25% (D), 50% (E) และ100% (F)  
 เมื่อบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 7 วัน 
3.3  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน  าทิ งโรงงานงานสกัดน  ามันปาล์ม  41 
 ความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอท 10 สายพันธุ ์ที่บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบ 
 ต่อนาที(A) Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และ Unknown 04 (B) Lentinus 
 edodes,  Garnoderma lucidum, Pleurotus ostretus, Pycnoporus sanguineus,  
 Trametes sp. และCoriolus versicolor  
3.4  การก าจัดสีน  าทิ งโรงงานงานสกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอท 10 42 
 สายพันธุ ์ที่บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที (A) Unknown 01, Unknown 02, 
 Unknown 03 และ Unknown 04 (B) Lentinus  edodes, Garnoderma lucidum,  
 Pleurotus ostretus, Pycnoporus sanguineus, Trametes sp. และCoriolus versicolor  
3.5  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของน  าทิ งเมื่อเติมราก้อนกลม สายพันธุ์ Unknown 04 43 
 ในน  าทิ งความเข้มข้น 50% ในวันที่ 0 (A) และวันที่ 7 (B) ของการบ่มที่อุณหภูมิห้อง  
 เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.6  ลักษณะพื นผิวของวัสดุเศษเหลือปาล์มน  ามันส่องโดย SEM ก าลังขยาย 200x;   45 
 ทะลายเปล่าปาล์มน  ามัน (A) และเส้นใยปาล์มน  ามัน (B) 
3.7  ราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าระยะเวลา 0 วัน 48  
 (A), 2 วัน (B), 4 วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F) เมื่อบ่มใน 
 อุณหภูมิห้อง สภาวะคงที่ 
3.8  ลักษะการยึดเกาะของราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลาย  49 
 เปล่าปาล์มน  ามัน หลังจากการตรึงเซลล์ 2 วัน (A), 4 วัน (B) และการเกาะติด 
 ของเส้นใยระหว่างช่องว่างรูพรุนของทะลายปาล์มน  ามัน (C) เมื่อส่องโดยSEM  
 ก าลังขยาย 600X 
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รายการรูป(ต่อ) 
 

รูปท่ี                                หน้า 
3.9  ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและสีในน  าทิ งโรงงาน  51 
 สกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta  
 AK4 ที่ตรึงบนทะลายเปล่าปาล์มน  ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง 
  เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.10  กิจกรรมเอนไซม์ Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน  าทิ งโรงงาน  52 
 สกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta  
 AK4 ที่ตรึงบนทะลายเปล่าปาล์มน  ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง  
 เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.11  น  าหนักแห้งของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงรวมกับ  53 
 น  าหนักแห้งของทะลายปาล์มเปล่าที่ระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน ก่อนและหลังน าไป 
 บ าบัดน  าทิ งโรงงานงานสกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% 
3.12 รูปราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันระยะเวลา   55 
 0 วัน (A), 2 วัน (B), 4 วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F)  เมื่อบ่มใน 
 อุณหภูมิห้อง สภาวะคงที่ 
3.13  ลักษะการยึดเกาะของราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์ม 55 
 น  ามัน หลังจากการตรึงเซลล์ 6 วัน (A) และการยึดเกาะในช่องว่างของวัสดุตรึง (B) 
 เมื่อส่องโดยSEM ก าลังขยาย 600X-1,200X 
3.14  ประสิทธิภาพการก าจัดสารประกอบฟีนอลิค (A) และสี (B) ในน  าทิ งโรงงาน  57 
 สกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta  
 AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง  
 เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.15 กิจกรรมเอนไซม์ Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน  าทิ งโรงงาน  58 
 สกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta  
 AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง  
 เขย่า 120 รอบต่อนาที 
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รายการรูป(ต่อ) 
 

รูปท่ี                                หน้า 
3.16  น  าหนักแห้งของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใย  59 
 ปาล์มน  ามันระยะเวลา 2-10 วัน ก่อนและหลังน าไปบ าบัดน  าทิ งโรงงานงาน 
 สกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น 50% 
3.17  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH 64  
 (C)ในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น25%- 100% ของราไวท์รอท 
 สายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน บ่มในอุณหภูมิห้อง  
 เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.18  การเปลี่ยนแปลงสีของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มความเข้มข้น25% (A),  65 
  50% (B), 75% (C) และ100% (D) ที่ผ่านการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์  
 Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน บ่มเป็นระยะเวลา 0-8 วัน 
3.19  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH  68 
 (C) ในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มที่มีการเติมแหล่งอาหารร่วม C และ N ต่างๆ  
 ของราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน บ่มในอุณหภูมิ 
 ห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.20  การเปลี่ยนแปลงสีของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม (A), น  าทิ งที่เติมน  าตาล  69 
 กลูโคส 1% w/v (B) ,น  าทิ งที่เติมแอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v (C) และน  าทิ งที่ 
 เติมน  าตาลกลูโคส 1% w/v ร่วมกับแอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v (D) ที่ผ่านการ 
 บ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน 
3.21  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH  73 
 (C) ของโรงงานสกัดน  ามันปาล์ม ที่ผ่านการบ าบัดขั นต้นด้วยแบคทีเรียย่อยสลาย 
 ฟีนอลที่ระยะเวลา 4- 72 ชม. และบ าบัดต่อโดยใช้ราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes  
 hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.22  การเปลี่ยนแปลงสีของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดขั นต้นด้วย 75 
 แบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลที่ระยะเวลา 4 ชม. (A), 8 ชม. (B) , 24 ชม. (C), 48 ชม.  
 (D), 72 ชม. (E)  และบ าบัดต่อด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4  
 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน เปรียบเทียบกับน  าทิ งที่ไม่ผ่านการบ าบัด (F) เมื่อ 
 บ่มเป็นระยะเวลา 0-8 วัน 
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รายการรูป(ต่อ) 
 

รูปท่ี                                หน้า 
3.23  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง  77 
  pH  (C) ในน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มที่บ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์  
 Trametes hirsuta AK4 ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามันที่ผ่านและไม่ผ่านการปรับตัว  
 บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
3.24  การเปลี่ยนแปลงสีของน  าทิ งโรงงานสกัดน  ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดด้วย  78 
 ราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน  ามัน  
 แบบไม่ปรับตัว (A) และแบบปรับตัว (B) 
ข.1  กราฟมาตรฐานของกรดGallic       101 
ข.2  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต ์   102 
ง.1  ล าดับนิวคลีโอไทด์ ITS1-4 บน 18S rDNA ของราไวท์รอท Unknown04  106 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อ 
 

EFB   = empty fruit bunch  

PF  = pericarp fiber 
POME  = palm oil mill effluent 
N  = nitrogen 
P  = phosphorus 
K  = potassium 
SEM  = scanning electron microscope 
LiP  = Lignin Peroxidase 
MnP  = Manganese Peroxidase 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CGgQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FScanning_electron_microscope&ei=K_24T5JLxNOtB7_LzP8H&usg=AFQjCNFY2595-cVDO83dYumd4cyRxipOSQ&sig2=X4izy-iKD7IT4U0BuIRhmw
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1.1 ท่ีมำและควำมส ำคัญ 

 อุตสาหกรรมสกัดน ้ามันปาล์มเป็นหนึ่งในอุตสาหกรรมหลักที่ส้าคัญของภาคใต้ ปัจจุบันมี
ความต้องการใช้น ้ามันปาล์มในอุตสาหกรรมต่าง ๆ มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ น ผลจากการขยายตัวของ
การผลิตที่เพิ่มขึ น ก่อให้เกิดมลพิษและของเสียออกสู่สิ่งแวดล้อมทั งวัสดุเศษเหลือในรูปของแข็ง 
ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า (empty fruit bunch) เส้นใยปาล์ม (pericarp fiber) และกะลาผลปาล์ม 
(palm shell) ออกมาเป็นจ้านวนมาก หากมีการจัดการที่เหมาะสมและสามารถน้าวัสดุเหล่านี ไปใช้
ประโยชน์ จะช่วยเพิ่มมูลค่าให้แก่วัสดุเศษเหลือและช่วยในการจัดการของเสียได้อีกทางหนึ่งด้วย 
นอกจากนี กระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มแบบใช้น ้า (แบบมาตรฐาน) ยังผลิตน ้าเสียออกมาปริมาณ
มาก มีรายงานว่าในการผลิตน ้ามันปาล์มดิบ 1 ตัน ต้องใช้น ้าประมาณ 5-5.7 ตัน และน ้าที่ใช้ในการ
ผลิตมากกว่า 50% กลายมาเป็นน ้าทิ ง (Ahmad et al., 2003) น ้าเสียส่วนใหญ่เกิดจากกระบวนการ
ผลิตในขั นตอนการอบทะลายปาล์มในรูปน ้าเสียจากหม้อนึ่งฆ่าเชื อ และน ้าเสียจากเคร่ืองเหวี่ยงแยก
น ้ามันจากน ้าสลัดจ์ (sludge) ซึ่งมีปริมาณสารอินทรีย์สูง มีสีคล ้า ยากแก่การก้าจัด (พูนสุข ประเสริฐ
สรรพ์และคณะ, 2544) 

 โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มส่วนใหญ่ใช้วิธีบ้าบัดน ้าเสียแบบระบบชุดบ่อไร้อากาศร่วมกับบ่อ
เติมอากาศและบ่อผึ่งต่อเนื่องกัน (ส้านักงานเทคโนโลยีสิ่งแวดล้อม, 2540) อย่างไรก็ตามน ้าเสียที่
ผ่านการบ้าบัดแล้วก็ยังไม่สามารถปล่อยทิ งลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติได้ เนื่องจากน ้าทิ งดังกล่าวยังคงมี
สีน ้าตาลคล ้า อันเป็นที่พึงรังเกียจ ซึ่งเกิดจากสารประกอบจ้าพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน             
เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนิน และโพลีฟีนอล (Hartley, 1977; Hwang et al., 1978; Barker and 
Worgan, 1981) สีคล ้าของน ้าเสียมีผลในการลดการทะลุผ่านของแสงแดดลงสู่ใต้น ้า ท้าให้พืชที่อยู่
ในน ้าเกิดการสังเคราะห์แสงลดน้อยลงขัดขวางการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตในน ้าที่มีการใช้
ออกซิเจน รวมทั งก่อให้เกิดทัศนียภาพที่ไม่ดีอีกด้วย (Park et al., 2007; Wang, 2008) นอกจากนี ยัง
พบว่าในน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลิคซึ่งเป็นสารอินทรีย์
ที่พบในผลปาล์ม และจะถูกปลดปล่อยออกมาระหว่างกระบวนการนึ่งฆ่าเชื อในการสกัดน ้ามัน
ปาล์มแบบมาตรฐาน ในขั นตอนนี จะมีผลยับยั งการท้างานของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส 
(polyphenol oxidases) เป็นสาเหตุให้สารประกอบฟีนอลิคไม่ถูกย่อยสลาย (Sundram et al., 2003) 
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และตกค้างมายังน ้าทิ ง นอกจากนี สารประกอบฟีนอลิคยังเป็นสารตัวกลางที่เกิดจากการย่อยสลาย
ลิกนินผ่านกระบวนการ wet oxidation อีกด้วย (Kongjan et al., 2010) จากรายงานที่ผ่านมาตรวจ
พบปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในน ้าทิ งของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มตั งแต่ 30 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ถึงสูงกว่า 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (Alam et al., 2009; Limkhunsuwan and Chaiprasert, 2010; 
พนิดา โต๊ะสู, 2555) สารประกอบฟีนอลิคมีคุณสมบัติยับยั งการเจริญและการท้างานของจุลินทรีย์ 
ส่งผลให้การย่อยสลายทางชีวภาพเกิดขึ นได้น้อยอีกทั งสารประกอบฟีนอลิคบางชนิดมีความเป็นพิษ
ต่อมนุษย์ และสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ (Torrecilla, 2010)  ซึ่งค่ามาตรฐานคุณภาพน ้าทิ งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมก้าหนดให้มีสารประกอบฟีนอลได้ไม่เกิน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 
2539) และสีต้องไม่เป็นที่พึงรังเกียจ ที่ผ่านมาโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มแก้ไขปัญหาด้วยการน้าน ้าทิ ง
ไปรดสวนปาล์มน ้ามัน และปล่อยให้เกิดการระเหยเองตามธรรมชาติแต่วิธีดังกล่าวไม่สามารถใช้
แก้ไขปัญหาได้อย่างยั่งยืน ดังนั นจึงมีความจ้าเป็นจะต้องบ้าบัดน ้าทิ งให้ได้ตามที่มาตรฐานก้าหนด
ไว้ เพื่อให้โรงงานสามารถปล่อยน ้าทิ งออกสู่สิ่งแวดล้อมได้  

 การก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าทิ งด้วยกระบวนการทางชีวภาพ ถือเป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสามารถย่อยสลายสารมลพิษได้อย่ างสมบูรณ์ ต้นทุนไม่สูง และไม่ก่อให้เกิด
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าราไวท์รอท (white rot fungi) ซึ่งเป็นราที่มี
คุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) เพื่อย่อยสลายลิกนินใน
เนื อไม้ มีศักยภาพในการบ้าบัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียได้ดี (Gao et al., 2010) 
นอกจากนี ยังพบว่าการใช้จุลินทรีย์ตรึง (immobilized cells) ช่วยเพิ่มความทนทานต่อความเข้มข้น
ของสารพิษต่าง ๆ ที่ปนเปื้อนในน ้าเสีย และท้าให้จุลินทรีย์สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะแวดล้อมที่
ไม่เหมาะสม (Obuekwe et al., 2001)  งานวิจัยนี จึงสนใจศึกษาการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือ
จากกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์ม 2 ชนิด ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า และเส้นใยปาล์มน ้ามัน ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ เพื่อศึกษาข้อมูลเบื องต้นในการบ้าบัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าทิ งของ
โรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม อีกทั งยังเป็นทางเลือกหนึ่งในการน้าของเสียจากกระบวนการผลิตมาใช้
ประโยชน ์และเป็นการก้าจัดของเสียอีกทางหนึ่งด้วย 
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1.2 กำรตรวจเอกสำร และงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1.2.1 ของเสียจำกอุตสำหกรรมสกัดน  ำมันปำล์ม 

อุตสาหกรรมการสกัดน ้ามันปาล์มมีการแบ่งกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มตามการผลิตได้ 
2 แบบ คือ 1) การผลิตแบบไม่ใช้น ้าหรือแบบแห้ง และ 2) การผลิตแบบมาตรฐานหรือแบบใช้น ้า  
ซึ่งกระบวนการสกัดแบบมาตรฐานสามารถรองรับวัตถุดิบได้ในปริมาณมากและได้น ้ามันปาล์มดิบ
ที่มีคุณภาพ กระบวนการสกัดแบบใช้น ้าแบ่งย่อยเป็น 2 ลักษณะ คือ เคร่ืองสกัดแยกน ้ามันแบบสกรู 
(decanter) และเคร่ืองสกัดแยกน ้ามันแบบหมุนเหวี่ยง (seperator) โดยทั่วไปขั นตอนในการสกัด
น ้ามันปาล์มแบบใช้น ้าจะเร่ิมจากการอบทะลายปาล์มสดด้วยไอน ้าที่อุณหภูมิ 120-130 องศา
เซลเซียส ความดัน 40-50 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 40-60 นาที ดังแสดงในรูปที่ 1.1 ซึ่งการอบ
ผลปาล์มจะช่วยยับยั งปฏิกิริยาไลโปไลซิส (lipolysis) ที่ส่งผลให้เกิดกรดไขมันอิสระและเกิดกลิ่น
หืน และนอกจากนี จะท้าให้ทะลายปาล์มเกิดความอ่อนนุ่ม ขั วของผลปาล์มหลุดออกจากทะลายได้
อย่างสะดวกงายต่อการย่อยและการหีบอัด ทะลายปาล์มที่ผ่านการนึ่งจะถูกป้อนเข้าเคร่ืองแยกผล
ปาล์ม ส่วนของทะลายปาล์มจะถูกล้าเลียงออก ส่วนผลปาล์มที่ที่แยกได้จะเข้าสู่เคร่ืองย่อยผลปาล์ม 
โดยท้าการกวนผลปาล์มให้เส้นใยแยกจากเมล็ดและให้เซลล์น ้ามันเกิดการแตกตัว จากนั นจะถูก
ป้อนเข้าเคร่ืองหีบอัดแบบเกลียว (screw press) น ้ามันจะถูกแยกออกจากน ้า เศษเส้นใย และสิ่ง
สกปรกอื่นๆ โดยการใช้เคร่ือง decanter หรือเคร่ือง separator แต่น ้ามันดินที่ได้โดยส่วนใหญ่ยังคงมี
สิ่งเจือปนอยู่โดยเฉพาะอนุภาคของแข็ง จึงต้องผ่านเข้าเคร่ืองแยกเหวี่ยงความเร็วสูง แล้วจึงผ่านไป
ยังเคร่ืองดูดสุญญากาศเพื่อก้าจัดความชื น และจะถูกล้าเลียงไปเก็บในถังเก็บน ้ามันขนาดใหญ่ เพื่อ
รอเข้าสู่กระบวนการท้าบริสุทธิ์หรือเตรียมจ้าหน่าย (พูนสุข ประเสริฐสรรพ์ และคณะ, 2533) 

จากกระบวนการเหล่านี ก่อให้เกิดวัสดุเศษเหลือจ้านวนมาก ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า กะลา
ผลปาล์ม เส้นใยปาล์ม และกากเนื อปาล์ม (palm kernel cake) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 โดยเฉพาะ
ทะลายปาล์มเปล่า และเส้นใยปาล์มซึ่งมีปริมาณมากถึง 9.0x105 และ 6.0x105 ตันต่อปี (Chavalparit 
et al., 2006) นอกจากนั นการสกัดน ้ามันปาล์มแบบมาตรฐานยังมีการใช้น ้าในการผลิตมาก มี
รายงานว่ากระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มดิบ 1 ตันต้องการใช้น ้า 5 – 5.7 ตัน และน ้าที่ใช้ในการผลิต
มากกว่าร้อยละ 50 กลายเป็นน ้าเสียและถูกบ้าบัดเป็นน ้าทิ ง (palm oil mill effluent, POME) (Wu et 
al., 2009) ปริมาณน ้าทิ งส่วนใหญ่มาจากขั นตอนการอบทะลายปาล์มในรูปน ้าทิ งจากหม้อนึ่งฆ่าเชื อ 
(sterilizer condensate) และน ้าทิ งจากเครื่องดีแคนเตอร์ (decanter effluent) โดยน ้าทิ งจากหม้อนึ่งฆ่า
เชื อมีประมาณ 200 ลิตรต่อ 10 ตันทะลายปาล์ม (พูนสุข ประเสริฐสรรพ์ และคณะ, 2533) 
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รูปท่ี 1.1 กระบวนการสกัดน ้ามันปาล์ม 
ท่ีมำ : Lam and Lee (2011) 
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วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มมีการน้าไปเป็นเชื อเพลิงในหม้อนึ่งไอน ้า 
(Alam et al., 2007) นอกจากนั นยังมีการน้าไปใช้ประโยชน์ประเภทอ่ืนด้วย เช่น ใช้เป็นส่วนผสม
ของวัสดุในการเพาะเห็ด หรือการท้าปุ๋ยหมัก เป็นต้น 

 

   

 

รูปท่ี 1.2  วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์ม ทะลายปาล์มเปล่า (A), เส้นใยปาล์ม (B) 
และกะลาผลปาล์ม (C)   

น ้าเสียที่เกิดจากกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มจะถูกรวบรวมและบ้าบัดด้วยกระบวนการ
ทางชีวภาพ โดยโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มนิยมใช้ชุดบ่อไร้อากาศร่วมกับบ่อเติมอากาศ และบ่อผึ่ง 
(oxidation pond) ดังแสดงในรูปที่ 1.3 A ซึ่งใช้พื นที่มาก มักก่อให้เกิดปัญหากลิ่นรุนแรง มี
ประสิทธิภาพในการก้าจัดสารอินทรีย์ต่้า และยังก่อให้เกิดก๊าซเรือนกระจกส่งผลต่อสภาวะโลกร้อน 
ท้าให้โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีการพัฒนาระบบในการบ้าบัดน ้าเสียมาใช้ระบบถังปฎิกรณ์ไร้
ออกซิเจนแบบปิด (closed anaerobic tank system) และระบบบ่อหมักไร้อากาศ (รูปที่ 1.3 B) ซึ่งท้า
ให้เกิดการใช้ประโยชน์ของน ้าเสียในรูปแบบของก๊าซชีวภาพ (biogas) ซึ่งสามารถใช้ในการผลิต
กระแสไฟฟ้าใช้ในโรงงานและบางส่วนยังขายให้กับภาครัฐ น ้าเสียที่ผ่านกระบวนการบ้าบัดด้วย
วิธีการดังกล่าวจะกลายเป็นทิ ง 

A B 

C 
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รูปท่ี 1.3 ระบบบ้าบัดน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม บ่อผึ่ง (A) และ ระบบบ่อหมักไร้อากาศ (B) 

น ้าทิ งของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีความเข้มข้นของสารอินทรีย์สูงซึ่งมีค่า  BOD, COD, 
ของแข็งแขวนลอย, น ้ามัน และไขมัน (oil and grease) ในปริมาณสูง น ้าทิ งมีสีคล ้า มีองค์ประกอบ
ของสารย่อยสลายยาก (พูนสุข ประเสริฐสรรพ์และคณะ, 2544) โดยทั่วไปลักษณะน ้าทิ งของ
โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มแสดงดังตารางที่ 1 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับคุณลักษณะของน ้าทิ งที่ระบาย
ออกจากโรงงาน ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 2 ปีพุทธศักราช 2539 จะพบว่าน ้าทิ ง
โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีค่าสูงกว่ามาตรฐานก้าหนดไว้ ซึ่งมีความจ้าเป็นที่จะต้องบ้าบัดให้ได้ตาม
มารฐานก่อนที่จะปล่อยสู่แหล่งน ้าธรรมชาติ 

ตำรำงท่ี 1.1 ลักษณะของน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มและค่ามาตรฐานคุณภาพน ้าทิ ง 

 พำรำมิเตอร์  *น  ำทิ งโรงงำนสกัดน  ำมันปำล์ม  **ค่ำมำตรฐำนคุณภำพน  ำทิ ง 

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 

ที่มา :  * Ma et al. (2000), Bhatia et al. (2007) 
  ** ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 2 (พ.ศ. 2539) ลงวันที่ 14 มิถุนายน 2539 เร่ือง
 ก้าหนดคุณลักษณะของน ้าทิ งที่ระบายออกจากโรงงาน ตีพิมพ์ในราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 1
 13 ตอนที่ 52 ง ลงวันที่ 27 มิถุนายน 2539 

A B 
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1.2.2 สีและสำรประกอบฟีนอลิคในน  ำทิ งโรงงำนสกัดน  ำมันปำล์ม 

 น ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีสีน ้าตาลคล ้าเป็นสีจริงซึ่งละลายเป็นเนื อเดียวกับน ้า เกิด
จากสารประกอบจ้าพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนิน และโพลีฟีนอล 
(Hartley, 1977; Hwang et al., 1978; Barker and Worgan, 1981) ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบในพืช
รวมถึงปาล์มปาล์มน ้ามันซึ่งถูกสกัดออกมาพร้อมกับกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์มดิบ ฟีนอลและ
อนุพันธ์ของฟีนอล หรือสารประกอบฟีนอลิค (phenols, phenolics, phenolic compounds) เป็นสาร
ที่พบเป็นองค์ประกอบอยู่ในผลปาล์มปริมาณ 0.006 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อกรัมผลปาล์ม หรือมี total 
phenolic content เท่ากับ 83.97 กรัมต่อลิตร gallic acid equivalent (GAE) ต่อกรัมสารสกัดจากผล
ปาล์ม (Sundram et al., 2003) โดยพบการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียและน ้าทิ งที่
ผ่านการบ้าบัดแล้วของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ตั งแต่ 1 ถึงมากกว่า 1,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร (จินตนา แก้วบริสุทธิ์, 2541; ธรรมศักดิ์ ศรีสุกใส, 2547; Alam et al., 2009) และ
จากการศึกษาของ Chantho et al. (2013) พบว่าน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีการปนปื้อนของ
สารประกอบฟีนอลิครวมถึง 1,206 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเมื่อน้าน ้าเสียดังกล่าวมาศึกษาชนิดของ
สารประกอบฟีนอลิคด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) สามารถตรวจพบสารประกอบฟีนอลิคถึง 8 ชนิด ได้แก่ gallic acid, p-
hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, caffeic acid, syringic acid, vanillic acid, p-coumaric 
acid และ ferulic acid โดยแต่ละชนิดมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 8.4-134 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบว่า 
p-hydroxybenzoic acid เป็นสารประกอบฟีนอลิคที่พบมากที่สุดในน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม 

สารประกอบฟีนอลิคมีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนที่เป็นอนุพันธ์ของเบนซิน มี
หมู่ไฮดรอกซิล (-OH-group) ต่ออยู่เป็นหลัก และอาจมีหมู่แทนที่ต่างๆ แทนที่ในต้าแหน่ง ออโท 
(ortho) เมตา (meta) หรือพารา (para) ได้อีก สารประกอบฟีนอลิคพื นฐาน คือ ฟีนอล 
(phenol)  ประกอบด้วยวงแหวนเบนซิน 1 วง และหมู่ไฮดรอกซิล 1 หมู่  สารประกอบฟีนอลิค
สามารถพบได้ในผักและผลไม้หลายชนิด และสามารถแบ่งประเภทตามจ้านวนวงแหวนฟีนอลได้ 3 
ชนิด คือ (i) monocyclic phenols มีวงแหวนฟีนอลอยู่ 1 วง สามารถพบทั่วไปในพืช เช่น tyrosol, 
gallic acid และ p – hydroxybenzoic acid เป็นต้น ดังแสดงในรูปที่ 1.4 (ii) dicyclic phenols มีวง
แหวนฟีนอล 2 วง เช่น flavonoids และ lignans เป็นต้น (iii) polycyclic phenols หรือ polyphenols 
เป็นสารประกอบฟีนอลิคที่มีวงแหวน   ฟีนอลมากกว่า 2 วง เช่น lignins และ tannin (รูปที่ 1.5)  
เป็นต้น 
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p – hydroxybenzoic acid                               Tyrosol                                         Gallic acid 

รูปท่ี 1.4  โครงสร้าง monocyclic phenols เช่น p – hydroxybenzoic acid, Tyrosol และ Gallic acid 

 

Tannin 

รูปท่ี 1.5 ตัวอย่างโครงสร้าง polycyclic phenols หรือ polyphenols เช่น Tannin 

สารประกอบฟีนอลิคที่มีการตกค้างในน ้าทิ งของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มนี  เกิดจาก
กระบวนการสกัดน ้ามันปาล์ม เมื่อเซลล์ผลปาล์มถูกท้าลายจากการให้ความร้อนในขั นตอนของการ
นึ่งด้วยไอน ้า เกิดการแตกตัวขององค์ประกอบสารอินทรีย์จากขั นตอนการหีบอัด ท้าให้
สารประกอบฟีนอลิคที่อยู่ในผลปาล์มถูกสกัดออกมาพร้อมกับน ้ามันและไอน ้า ซึ่งสารประกอบ    
ฟีนอลิคจะละลายอยู่ในเฟสของน ้าได้ดีกว่าเฟสของน ้ามัน ท้าให้สารประกอบฟีนอลิคปนเปื้อนมา
กับน ้าเสียจากกระบวนการผลิต และยังส่งผลต่อการเกิดสีของน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม โดย
สารประกอบฟีนอลลิคที่ถูกสกัดออกมาสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศท้าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
โดยเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส(polyphenol oxidase, PPO) เกิดเป็นสารออร์โท-ไดฟีนอล (o-
diphenol) ซึ่งจะถูกออกซิไดซ์ต่อไปเป็น ออร์โท- ควิโนน (o-quinones) ซึ่งมีสีน ้าตาล และจะรวมตัว
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กันเป็นสารโมเลกุลใหญ่มีสีน ้าตาล ที่เรียกว่า เมลานิน (melanin) ซึ่งมีโครงสร้างซับซ้อน ยากต่อ
การคืนตัว ปฏิกิริยานี เรียกว่า ปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ (enzymatic browning 
reaction) ดังแสดงในรูปที่ 1.6 ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้น ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มมีสีน ้าตาล
คล ้า  

 

รูปท่ี 1.6 ปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ (enzymatic browning reaction) 
ท่ีมำ : Sapers and Milller (1993) 

มีรายงานว่าสารประกอบฟีนอลิคที่ปนเปื้อนในน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มบางชนิด มี
คุณสมบัติต่อต้านการเจริญและการท้างานของจุลินทรีย์ (antimicrobial activity) มีความเป็นพิษต่อ
พืช (phytotoxicity) และต่อต้านกระบวนการออกซิเดชัน (antioxidation) ส่งผลให้การย่อยสลายทาง
ชีวภาพเกิดขึ นได้น้อย และจะยิ่งลดน้อยมากขึ นหากมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคที่มาก
ขึ น (Torrecilla, 2010) ส่วนสีของน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม มีผลท้าให้ออกซิเจนที่สัมผัส
ผิวหน้าของน ้าลดลง ขัดขวางการเจริญของสิ่งมีชีวิตในน ้าที่มีการใช้ออกซิเจน ลดการทะลุผ่านของ
แสงแดดลงสู่ใต้น ้า ท้าให้พืชที่อยู่ในน ้าเกิดการสังเคราะห์แสงลดน้อยลง และนอกจากนี สีของน ้าทิ ง
โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มยังก่อให้เกิดทัศนียภาพที่ไม่ดีอีกด้วย (Park et al., 2007; Wang, 2008) และ
จากข้อก้าหนดคุณลักษณะของน ้าทิ งที่ระบายออกจากโรงงาน ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม 
ฉบับที่ 2 ปีพุทธศักราช 2539 ระบุลักษณะของน ้าทิ งว่าจะต้องมีสารประกอบฟีนอลิค ไม่มากกว่า 1 
มิลลิกรัมต่อลิตร และมีสีที่ต้องไม่เป็นที่พึงรังเกียจ อย่างไรก็ตามหลังผ่านการบ้าบัดน ้าเสียโรงงาน
สกัดน ้ามันปาล์มด้วยกระบวนการต่างๆ แล้วในบ่อน ้าทิ งก็ยังคงพบการปนเปื้อนของฟีนอลสูงกว่า
เกณฑ์มาตรฐาน รวมทั งสีที่ยังไม่ได้ตามเกณฑ์มาตรฐานจึงมีความจ้าเป็นที่จะต้องพัฒนาระบบการ
บ้าบัดน ้าเสียของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม เพื่อให้น ้าทิ งมีค่าตามมาตรฐานและสามารถปล่อยสู่
แหล่งน ้าธรรมชาติได้ 
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การก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียและน ้าทิ งของโรงงานอุตสาหกรรม สามารถ
ท้าได้หลายวิธี ได้แก่ วิธีการทางกายภาพ เช่น การกรองด้วยเมมเบรน (Ahmand et al., 2006) การดูด
ซับด้วยถ่านกัมมันต์ (Santhy and Selvapathy, 2005) วิธีการทางเคมี เช่น การตกตะกอนด้วยสารเคมี 
(Kim et al., 2003) การออกซิเดชันทางเคมี ซึ่งวิธีเหล่านี มีความยุ่งยากในการใช้งานและดูแลรักษา 
ค่าใช้จ่ายในการด้าเนินงานค่อนข้างสูง ทั งยังเป็นการเพิ่มสารเคมีเข้าสู่ระบบสิ่งแวดล้อม ดังนั น
วิธีการทางชีวภาพโดยอาศัยกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย และเชื อ
รา โดยเฉพาะกลุ่มราไวท์รอท ซึ่งสามารถก้าจัดสารที่ย่อยสลายยากได้อย่างสมบูรณ์ จึงเป็นวิธีการที่
ได้รับความนิยม เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ ต้นทุนไม่สูงมาก และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 

1.2.4 รำไวท์รอทและเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (Ligninolytic enzyme) 

ราไวท์รอทเป็นกลุ่มของราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก  
(ligninolytic enzyme) ที่สามารถย่อยสลายได้ทั งเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินที่เป็น
องค์ประกอบในพืช โดยสามารถย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสได้เร็วกว่าเซลลูโลส นอกจากนี 
รากลุ่มนี บางชนิดยังย่อยสลายลิกนินได้อย่างสมบูรณ์ได้ผลผลิตเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้า  รา
ไวท์รอทจัดเป็นราใน Class Basidiomycetes ลักษณะทั่วไปของรากลุ่มนี  คือเป็นราที่ไม่มี
คลอโรฟิลล์จึงไม่สามารถสร้างอาหารเองได้ ต้องอาศัยอาหารจากสิ่งมีชีวิตหรือพืช มีรูปร่างแบบ
เส้นใย (Filament) และลักษณะเซลล์เป็นแบบหลายเซลล์ (multicellular) โดยการเจริญจะไปเพิ่ม
ความยาวออกที่ส่วนปลาย (apical growth) แต่ละส่วนของเส้นใยสามารถเจริญเป็นหน่วยใหม่ได้ 
ภายในเส้นใยถูกแบ่งออกเป็นส่วนๆ ด้วยผนังกั น (septum) ราไวท์รอทเป็นราที่มีความส้าคัญในการ
ย่อยสลายไม้ให้เป็นสีขาวได้ ซึ่งเกิดจากการย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสที่มีสีน ้าตาล ท้าให้
เหลือส่วนที่เป็นเซลลูโลสเห็นเป็นลักษณะของชั นเส้นใยที่มีสีอ่อนจางลงกว่าเดิมคล้ายถูกฟอกสี 
นอกจากเซลลูโลสแล้วราไวท์รอทยังสามารถย่อยสลายสารที่มีโมเลกุลสูงได้ (Akhtar et al., 1999) 
ด้วยเหตุนี จึงมีการน้าราไวท์รอทมาใช้ในการเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดที่มีโครงสร้าง
คล้ายคลึงกับลิกนิน เพื่อลดความเป็นพิษไม่ให้เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม เช่น ยาฆ่าแมลง 
(pesticides), สีสังเคราะห์ (synthetic dye), polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs), 
polychlorinated biphynyls (PCBs), carbontetrachloride และ pentachlorophenol (PCP) เป็นต้น 
(Gao et al., 2010) ดังแสดงในตารางที่ 1.2 ราในกลุ่มนี ได้แก่ Coriolus versiscolor, Trametes sp., 
Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiate, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus และ 
Lentinus edodes  เป็นต้น ดังแสดงในรูปที่ 1.7  
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รูปท่ี 1.7  ตัวอย่างราไวท์รอท Pleurotus ostreatus (A), Ganoderma lucidum (B), Trametes sp. (C),   
Lentinus edodes (D), Bjerkandera adusta (E) และTrametes versicolor (F) 

 
 
 
 
 

A B 

C D 

E F 
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ตำรำงท่ี 1.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการใช้ราไวท์รอทในการย่อยสลายสารมลพิษ 

     รำไวท์รอท   สำรมลพิษ    อ้ำงอิง 

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  chrysosporium PAHs (anthracene)  Mohammadi et al. (2009) 
     Molasses wastewater  Vahabzadeh et al. (2004) 
    Textile wastewater  Gomaa et al. (2008) 

เอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก เป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายลิกนิน ประกอบด้วย
เอนไซม์ประเภทเปอร์ออกซิเดส (peroxidases) และออกซิเดส (oxidases) หลายชนิด เอนไซม์ที่
ส้าคัญได้แก่ เอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidases) แลคเคส (laccases,p-diphenol 
oxidase) แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (manganese peroxidases) และเอนไซม์ออกซิเดสที่ให้
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซม์ (H2O2-producing oxidases) เอนไซม์ในกลุ่มนี แต่ละตัวจะมีกลไกในการ
เกิดปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน จัดเป็นเอนไซม์ที่ผลิตและหลั่งออกมาภายนอกเซลล์  (extracellular 
enzyme) แบ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ ได้แก่ lignin modifying enzymes, auxiliary enzymes และ 
feedback type enzyme ซึ่งราไวท์รอทแต่ละสายพันธุ์จะสร้างเอนไซม์แต่ละชนิดที่แตกต่างกัน 
(Leonowicz et al., 1999)  การย่อยสลายลิกนินโดยเอนไซม์จากรากลุ่มนี อาจเกิดกลไกหลายๆ แบบ
รวมกัน เช่น การท้าให้วงแหวนอะโรมาติกแตกออกโดยการเติมออกซิเจน (oxidative fission) หรือ
เกิดออกซิเดชันที่หมู่แอลฟาไฮดรอกซิล (α-hydroxyl) การเติมน ้าที่ส่วนแอลฟาคาร์บอนิล (α-
carbonyl) และการตัดพันธะแอริลอีเทอร์ (aryl ether) เป็นต้น 
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Lignin peroxidase (LiP) (EC 1.11.10.14)เป็น Ligninolytic enzyme ตัวแรกที่มีการ
ค้นพบ  และพบบ่อยใน Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor และ Bjerkandera sp. 
จัดเป็นเอนไซม์ที่มี Ferric heme  เป็นตัวให้อิเล็กตรอน สามารถ reduce โมเลกุลของออกซิเจนได้
สาร hydrogen peroxidase และ superoxide (Baciocchi et al., 2002) กระบวนการท างานของ LiP 
เร่ิมจาก LiP ถูกออกซิไดส์โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ท าให้ LiP ขาดอิเล็คตรอนอยู่ใน
สภาวะที่ไม่เสถียร จึงต้องดึงอิเล็คตรอนจากสับสเตรท เพื่อให้ตัวเองอยู่ในสภาวะที่เสถียร (Aurora 
and Gill, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 1.8  LiP เป็นเอนไซม์ที่เป็นตัว oxidant ที่แรงและไม่มีความจ าเพาะ
ต่อสับสเตรทตัวใดตัวหนึ่ง แต่เป็นเอนไซม์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายโครงสร้างทั้ง 
phenolic aromatic compound และ non-phenolic aromatic compound (Tekre et al., 2001) 

 

รูปท่ี 1.8 กลไกการท้างานของเอนไซม์ lignin peroxidase 
ท่ีมำ : Wesenberg, (2003) 

Laccases หรือ p-diphenol oxidase (EC 1.10.3.2) เป็นเอนไซม์ blue copper oxidase ที่
สามารถเกิดปฏิกิริยา oxidation ของสาร phenolic และสับสเตรทอ่ืนๆ ที่มีปริมาณอิเล็คตรอนมาก 
และเป็นเอนไซม์ที่มี copper หลายอะตอมในโมเลกุลที่ท้าหน้าที่เป็นตัวออกซิไดซ์สับสเตรท มี
กลไกการท้างานที่แตกต่างจาก peroxidase ตัวอ่ืนๆ คือไม่ต้องการ H2O2ในการออกซิไดซ์สับสเตรท 
เอนไซม์ laccase สามารถออกซิไดซ์ phenolic aromatic compound อย่าง lignin model dimer เช่น 
methylated phenol, aromatic amine นอกจากนี แล้วยังสามารถออกซิไดซ์พวก non-phenolic 
aromatic compound (รูปที่ 1.9)เช่น veratryl alcohol ( Li et al., 1998) 
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รูปท่ี 1.9  กลไกของเอนไซม์ Laccase ในการออกซิไดซ์ phenolic aromatic compound และ non-
phenolic aromatic compound 

ท่ีมา : Wong (2008) 



15 

 Manganese peroxidase (MnP) (EC 1.11.1.13) เป็นเอนไซม์ที่ไม่ได้ท้าปฏิกิริยาโดยตรงกับ
โครงสร้างของลิกนิน แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ (1) Manganese dependent peroxidase เป็น 
extracellular enzyme ที่นอกจากต้องการ H2O2 ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิไดส์ลิกนิน แล้วยังต้องการ 
Mn2+ เป็น co-factor ด้วย (2) Manganese independent peroxidase เป็น extracellular enzyme ที่
ต้องการ H2O2 ในการเกิดปฏิกิริยาออกซิไดส์ลิกนิน แต่ไม่ต้องการ Mn2+ สับสเตรทหลักของ 
Manganese peroxidase เป็นสารที่มีมวลโมเลกุลต่้าและส่วนใหญ่เป็นพวกกรดอินทรีย์ ในกลไกการ
ย่อยสลายลิกนินจะมี Mn(п) ท้าหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็คตรอน โดยปฏิกิริยาจะเร่ิมจาก MnP ถูก
ออกซิไดซ์โดย H2O2       ต่อมา MnP ที่ขาดอิเล็คตรอนจะอยู่ในสภาวะไม่เสถียรจึงรับอิเล็คตรอนจาก 
Mn(п) เกิดเป็น Mn(III) ที่เข้าไปร่วมกับ organic acid chelator เช่น oxalate, malonate, lactate เกิด
เป็น  chelated-Mn(III) ไปออกซิไดซ์ลิกนิน (Crecchio et al., 1995) ดังแสดงในรูปที่ 1.10 

 

รูปท่ี 1.10 กลไกการท้างานของเอนไซม์ Manganese peroxidase 
ที่มา : Hofrichter (2002) 

จากการศึกษาที่ผ่านมามีการน้าราไวท์รอทมาใช้ในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้า
เสียจากอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะการประยุกต์ใช้ในการบ้าบัดน ้าเสียของโรงงานสกัด
น ้ามันมะกอก ซึ่งเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อมหลักของประเทศแถบทะเลเมดิเตอเนียน ที่มีโรงงานสกัด
น ้ามันมะกอกกระจายอยู่ทั่วไป (Fountoulakis et al., 2002) ทั งนี มีรายงานว่าลักษณะน ้าเสียและน ้า
ทิ งที่ผ่านการบ้าบัดแล้วของโรงงานดังกล่าวมีลักษณะคล้ายกับน ้าเสียและน ้าทิ งที่ผ่านการบ้าบัดแล้ว
จากโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้องมีดังนี  
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Annibale et al. (2004) ได้ศึกษาประสิทธิภาพการก้าจัดสารประกอบฟีนอลิค, สี และซีโอดี 
ของน ้าเสียโรงงานน ้ามันมะกอกของรา  Panus tigrinus โดยศึกษาเปรียบเทียบระหว่างน ้าเสีย
โรงงานน ้ามันมะกอกที่มีความเข้มข้นสูงและความเข้มข้นต่้า ซึ่งมีความเข้มข้นของสารประกอบฟี
นอลิคเท่ากับ 5.5 กรัมต่อลิตรและ 2.9 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับและมีความเข้มของสีเท่ากับ 27,000 
หน่วยสีและ 25,00 ตามล้าดับ หลังจากการบ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 180 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 13 วัน พบว่าในน ้าเสียโรงงานน ้ามันมะกอกที่มีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอ
ลิคและซีโอดีสูงท้าให้เชื อรา P. tigrinus ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ท้าให้ไม่เกิดการลดลงของ
สารประกอบฟีนอล, สี และซีโอดี แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคที่สูงจะ
ยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อราไวท์รอท แต่ถ้ามีการก้าจัดของแข็งแขวนลอยในน ้าเสียรวมทั งเติม
แหล่งอาหารร่วมคือ 0.5% sucrose และ 0.1% yeast extract จะท้าให้เกิดการลดลงของ
สารประกอบฟีนอลและสีเท่ากับ 88% และ 33% ซึ่งต่างจากน ้าเสียโรงงานน ้ามันมะกอกที่ความ
เข้มข้นต่้าที่มีการเจริญเติบโตของ P. tigrinus และสามารถลดสารประกอบฟีนอลได้มากกว่า 89% 
รวมทั งลดสีได้ถึง 72.4% ในน ้าเสียความเข้มข้นต่้าที่มีการเติมแหล่งอาหารร่วม  

Ergul et al. (2009) ศึกษาความเป็นไปได้ในการลดสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียโรงงาน
สกัดน ้ามันมะกอกที่ไม่ผ่านการเจือจาง ไม่เติมสารอาหาร และไม่มีการปรับปรุงมาก่อนโดยการใช้
ราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes versicolor FPRL 28A INI ที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพ พบว่า
สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคได้ถึง 78% จากการทดลองแบบเขย่าในขวดรูปชมพู่ และลดสาร
ดังกล่าวได้ 39% ในการเลี ยงแบบคงที่โดยใช้น ้าทิ งที่ไม่เจือจาง ส่วนการเลี ยงในสภาวะของถังหมัก
แบบให้อากาศอย่างต่อเน่ืองพบว่าสารประกอบฟีนอลิคถูกลดลง 70% และสามารถลดสีได้ 18% ใน
วันที่ 8 ของการเลี ยง โดยมีอัตราการให้อากาศที่ 0.25 vvm ท้าการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิค 
ชนิดต่างๆ ด้วยเคร่ือง GC-MS และตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์ที่ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค 
คือ laccase และ manganese peroxidase (MnP) จากสภาวะดังกล่าว คือ 762.14 ± 42.11 และ 97.80± 
8.11 U/L ตามล้าดับ  

Lakhatar et al. (2010) ได้ศึกษาการคัดเลือกราไวท์รอท Lentinus edodes ทั งในอาหารแข็ง
และอาหารเหลวเพื่อย่อยสลายสารโพลีฟีนอล (Polyphenols) ในน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันมะกอก 
พบว่าราไวท์รอท Lentinus edodes สายพันธุ์ Le119, Le212, Le122 และLe118 เป็นสายพันธุ์ที่มีการ
เจริญสูงสุดในอาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA) ที่มีการเติม 10% และ 20% ของน ้าเสีย
โรงงานสกัดน ้ามันมะกอก ตามล้าดับ และเมื่อน้าเชื อราไวท์รอททั ง 4 สายพันธุ์ไปศึกษาการลดสี
และสารประกอบฟีนอลิคของน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันมะกอก พบว่า L.edodes Le119 เป็นสาย
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พันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยสามารถลดสีและสารประกอบฟีนอลิคทั งหมดภายในระยะเวลา 
30 วัน ได้ 65% และ 75 % ตามล้าดับ และให้กิจกรรมของเอนไซม์ laccase สูงสุดที่ 1.5 U/ml ใน
วันที่ 15 นอกจากนี ยังพบว่าสามารถลด monomeric phenols ได้ถึง 75% โดยคิดจากค่าเฉลี่ยการลด
ลดของ monomeric phenols แต่ละตัวที่ศึกษา 

นอกจากการศึกษาการใช้ราไวท์รอทในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสีย
โรงงานสกัดน ้ามันมะกอกแล้ว ยังพบว่ามีการศึกษาในน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มอีกด้วย โดยที่ 
Rakamthong and Prasertsan (2011) ได้ศึกษาการลดลงของสีและฟีนอลจากตัวอย่างน ้าทิ งบ่อ
สุดท้ายของระบบบ้าบัดน ้ า เสียโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มแบบบ่อหมักไร้อากาศโดยเชื อ 
Phanerochaete chrysosporium ATCC24725 โดยแบ่งการทดลองเป็น 3 กลุ่ม คือ (1) เติมเชื อลงใน
น ้าทิ ง (2) เติมเชื อลงไปในน ้าทิ งที่ผสมกับน ้าทิ งจากเคร่ืองดีแคนเตอร์ในอัตราส่วน 1:1 และ (3) ชุด
ควบคุม คือ น ้าทิ งเพียงอย่างเดียว พบว่าเชื อที่เติมลงไปในน ้าทิ งที่ผสมกับน ้าทิ งจากเคร่ืองดีแคน
เตอร์ สามารถบ้าบัดสีและฟีนอลได้ดีกว่าน ้าทิ งที่มีการเติมเชื อเพียงอย่างเดียว โดยสามารถลดสี
และฟีนอลในน ้าทิ งได้ถึง 83.4 % และ 61.2 % ตามล้าดับ  

1.2.5 กำรตรึงรำไวท์รอทเพื่อย่อยสลำยสำรมลพิษ 

การตรึง (immobilization) หมายถึง เทคนิคที่ใช้ตรึงเซลล์ ออร์กาเนล เอนไซม์ หรือโปรตีน
อ่ืนๆ ซึ่งอาจเป็นการตรึงทางกายภาพหรือเคมีไว้บนวัสดุช่วยพยุงที่เป็นของแข็ง หรือตรึงภายในเนื อ
สารที่เป็นของแข็ง หรือถูกกักไว้โดยแผ่นเยื่อ เพื่อเพิ่มความคงตัวและท้าให้สามารถน้ากลับมาใช้
ใหม่หรือใช้อย่างต่อเนื่องได้  กระบวนการตรึงเซลล์จุลินทรีย์สามารถแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ (1) 
การเกาะติด/ดูดซับของเซลล์บนวัสดุด้วยวิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization)  (2) การ
ตรึงแบบสังเคราะห์ (artificial immobilization) เช่น การกักขังเซลล์ในพอลิเมอร์ (entrapment 
within polymers)  การสร้างพันธะโควาเลนท์ระหว่างเซลล์กับวัสดุตรึง (covalent bonding) เป็นต้น  
(Cohen et al., 2001) ดังแสดงในรูปที่ 1.11 อย่างไรก็ตามเทคนิคการเกาะติดของเซลล์ด้วยวิธี
ธรรมชาติเป็นวิธีการตรึงเซลล์ที่ง่าย มีประสิทธิภาพ และสามารถขยายขนาดเพิ่มจ้านวนเซลล์ตรึง
ได้ง่ายกว่าการตรึงแบบสังเคราะห์ นอกจากนั นการตรึงเซลล์แบบกักขังยังมีข้อจ้ากัดเร่ืองการแพร่
ผ่านของสารอีกด้วย (Lee and Palsson, 1994)  ปัจจัยที่ส้าคัญอีกประการหนึ่งที่ต้องค้านึงถึงในการ
ตรึงเซลล์จุลินทรีย์ คือ การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลล์ ซึ่งต้องเป็นวัสดุที่มีความเป็นรูพรุนสูง มีพื นที่ผิว
มากเพื่อใช้ในการยึดจับ ไม่ละลายน ้า มีความแข็งแรง ทนทานต่อสภาพแวดล้อมทางกายภาพ-เคมี 
เช่น แรงกระทบกระเทือน การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ พีเอช และการย่อยสลายโดยจุลินทรี ย์ 
เน่ืองจาการตรึงเซลล์ต้องท้าในภาวะปลอดเชื อ จึงต้องทนต่อความร้อน ความดันได้สูง นอกจากนั น
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วัสดุที่ใช้ไม่ควรเป็นอันตรายต่อเซลล์และสิ่งแวดล้อม และสามารถน้ากลับมาใช้ซ ้าได้ (Kourkoutas 
et al., 2004) 

 

รูปท่ี 1.11 การตรึงเซลล์ 
ท่ีมำ : Cassidy et al. (1996) 

 แนวโน้มการน้าเซลล์ตรึงมาใช้ประโยชน์ด้านสิ่งแวดล้อมได้เพิ่มจ้านวนมากขึ น ส้าหรับ
การตรึงราไวท์รอทมีข้อดี คือ ง่ายต่อการแยกระหว่างเซลล์ตรึงที่มีลักษณะเป็นของแข็ง และน ้าเสีย
ซึ่งเป็นของเหลว สามารถน้าเซลล์กลับมาใช้ใหม่ได้ง่าย ลดการอุดตันในระบบที่มีการไหลอย่าง
ต่อเนื่อง (continuous-flow systems) (Tieng and Sun, 2000) นอกจากนี การตรึงเซลล์ราไวท์รอทยัง
ช่วยเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ และมีความคงทนต่อสภาวะแวดล้อม เช่น พีเอช และความเข้มข้น
ของสารที่เป็นพิษ (Shin et al., 2002) โดยทั่วไปการตรึงราไวท์รอทนิยมใช้การตรึงทั ง 2 แบบ คือ 
การเกาะติด และการกักขัง ซึ่งจะมีการเลือกใช้วัสดุตรึงที่แตกต่างกันไปทั งวัสดุธรรมชาติและวัสดุ
สังเคราะห์ การตรึงแบบกักขัง นิยมใช้ natural polymeric gels เช่น agar, carrageenan, alginate 
chitosan เป็นต้น และ synthetic polymers เช่น polyacrylamine, polyurethane, polyvinyl alcohol 
เป็นต้น (Katzbauer et al., 1995) ส้าหรับการตรึงแบบการเกาะติดนิยมใช้วัสดุตรึงในรูปของ 
synthetic foams เช่น polyurethane foam และ nylon sponge นอกจากนี วัสดุจากธรรมชาติจ้าพวก 
organic material เช่น เปลือกเมล็ดทานตะวัน(Rodriguez et al., 2008) แกลบ(Li and Jia, 2008) และ
ซังข้าวโพด (Tychanowicz et al., 2004) สามารถน้ามาใช้ในการตรึงราไวท์รอทแบบเกาะติด ซึ่ง
วัสดุดังกล่าวสามารถเป็นแหล่งอาหารให้แก่รา และช่วยกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไล      

Flocculation Adsorption to surfaces Covalent bonding to carrier 

Cross-linking of cells Encapsulation Entrapment in matrix 
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ติกอีกด้วย เนื่องจากวัสดุเหล่านี มีคุณสมบัติที่ใกล้เคียงกับสภาวะในธรรมชาติที่ราเจริญได้ดี  
(Rodriguez et al., 2004) นอกจากนี การน้าวัสดุเศษเหลือจากการเกษตรหรืออุตสาหกรรมเกษตรมา
เป็นวัสดุตรึงรา นับเป็นวิธีหนึ่งในการก้าจัดของเสียและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

 การน้าราไวท์รอทที่ถูกตรึงมาใช้เพื่อบ้าบัดสารมลพิษโดยเฉพาะในการก้าจัดสีย้อม ซึ่งเป็น
สารมลพิษที่เกิดจากอุตสาหกรรมสิ่งทอ หากไม่มีการจัดการที่เหมาะสม อาจส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมใกล้เคียงได้ จึงมีการประยุกต์ใช้เซลล์ตรึงของราไวท์รอทในการก้าจัดสีดังกล่าว ดัง
แสดงในตารางที่ 1.3 

ตำรำงท่ี 1.3 งานวิจัยที่ศึกษาการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุต่างๆ เพื่อก้าจัดสีย้อม 

วัสดุตรึง  รำไวท์รอท          สีย้อม   อ้ำงอิง 

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) 

 นอกจากการศึกษาใช้เซลล์ตรึงของราไวท์รอทในการก้าจัดสีย้อมแล้ว ยังพบว่ามีการ
ประยุกต์ใช้เซลล์ตรึงของราไวท์รอทในการบ้าบัดน ้าทิ งจากอุตสาหกรรมประเภทอ่ืน ๆ อีกด้วย Kim 
and Shoda (1999) ได้ศึกษาการก้าจัดสีกากน ้าตาลโดยใช้เส้นใยอิสระ และเส้นใยที่ถูกตรึงบน 
polyurethane foam ของ Geotrichum candidum Dec 1 ในการก้าจัดสีแบบกึ่งกะ (semi-bath culture) 
มีการก้าจัดสีร้อยละ 80 และเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสมีความคงตัวตลอด 4 สัปดาห์ ส่วนการใช้เส้น
ใยที่ถูกตรึงยังมีความคงตัวในการก้าจัดสีและกิจกรรมเอนไซม์เปอร์ออกซิเดสตลอด 8 สัปดาห์ และ 
Annibale et al. (1998) ทดลองใช้เส้นใยของ Lentinus edodes ที่ถูกตรึงบนฟองน ้าเพื่อบ้าบัดสีของ
น ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันมะกอก พบว่าสารอินทรีย์ทั งหมด (TOC) ลดลงจากในรอบที่ 1, 2 และ 3 
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(รอบละ 8 วัน) ถึง 73%, 88% และ 75% ตามล้าดับ ลดสารประกอบฟีนอลิคได้ 83.5%, 88.5% และ 
78% ในขณะที่สีของน ้าทิ งลดลง 75%, 72% และ 34% จากการศึกษาของ Bajpai et al. (1993) พบว่า
การเติมกลูโคสเป็นแหล่งสับสเตรทร่วมลงในน ้าทิ งโรงงานฟอกเยื่อไม้ ท้าให้ราไวท์รอท Tremetes 
virsicolor สามารถลดสีของน ้าทิ งได้มากกว่า 80% ภายในเวลา 3 วัน นอกจากนั นโสภาวรรณ รัตน
พันธุ์ (2547) ศึกษาการก้าจัดสีของน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม โดยใช้เส้นใยของ Lentinus spp. 
ที่ตรึงบนฟองน ้า พบว่าสามารถลด COD ได้อยู่ในช่วง 30%-50% ลดสีได้ 17%-58% ลดฟีนอลได้ 
4%-75% และลดของแข็งทั งหมดได้ 6%-56% จากนั นยังศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนและความ
เข้มข้นที่เหมาะสม พบว่าการเติมยูเรีย 0.05% มีความเหมาะสมท้าให้ประสิทธิภาพของ Lentinus 
strigogus ST-S-3 สูงสุด โดยค่า COD ลดลง 64.17% และก้าจัดสีได้ 43.03% และยังพบว่ามีกิจกรรม
ของเอนไซม์ laccase และ manganese peroxidase (MnP) สูงที่สุดอีกด้วย 

จะเห็นได้ว่าการตรึงเซลล์มีข้อดี คือ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของราไวท์รอทในการก้าจัดสี 
และสารประกอบฟีนอลิคได้ดีขึ น และสามารถน้าไปใช้งานได้ง่าย งานวิจัยนี จึงสนใจใช้เทคนิคการ
ตรึงเชื อราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน ้ามัน เพื่อให้เซลล์ตรึงมีความทนทานต่อสารอินทรีย์ต่าง 
ๆ และความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคที่ปนเปื้อนอยู่ ในน ้ าทิ ง  รวมทั งช่วยจ้าลอง
สภาพแวดล้อมที่เชื อราเจริญได้ดีในธรรมชาติ และกระตุ้นการสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยสลายสีและ
สารประกอบฟีนอลิค การใช้วัสดุดังกล่าวซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน ้ามันปาล์ม จึง
เป็นทางเลือกหนึ่งในการใช้ประโยชน์ และก้าจัดของเสีย นอกจากนั นราตรึงที่ผ่านการใช้งานแล้ว ยังถือเป็น
ผลิตภัณฑ์พลอยได้จากการบ้าบัดน ้าทิ ง โดยอาจน้าราตรึงไปท้าปุ๋ย หรือสกัดสารที่มีมูลค่า เช่น 
เอนไซม์หรือสารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นการก้าจัดของเสียอีกทางหนึ่งด้วย 

1.3 วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

 1.3.1 เพื่อคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการก้าจัดสีออกจากน ้าทิ งของโรงงานสกัด
น ้ามันปาล์ม 
 1.3.2 เพื่อศึกษาวิธีการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน ้ามัน ได้แก่ ทะลายปาล์ม
เปล่าและเส้นใยปาล์มน ้ามัน 
 1.3.3 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของราไวท์รอทที่ตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน ้ามันในการ
ก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าทิ งของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม   
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1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย 

งานวิจัยนี สนใจคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและ

ก้าจัดสีออกจากน ้าทิ งของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มได้ดีที่สุดจากราไวท์รอททั งหมด 10 สายพันธุ์ 

โดยวิธีการทดสอบบนอาหารแข็งที่มีการเติมน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มในสัดส่วนต่าง ๆ และ

ทดสอบในน ้าทิ งที่มีการเจือจาง 2 เท่า  น้าราไวท์รอทที่คัดเลือกได้มาศึกษาการตรึงบนวัสดุเศษเหลือ

ปาล์มน ้ามัน ได้แก่ ทะลายเปล่าปาล์มน ้ามัน และเส้นใยปาล์มน ้ามัน ศึกษาลักษณะพื นผิวของวัสดุ 

และการเกาะติดของราไวท์รอทบนและภายในช่องว่างของวัสดุตรึงด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด  (Scanning electron microscope: SEM)  รวมทั งศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมใน

เกาะติดของราไวท์รอทบนวัสดุตรึง ด้วยประสิทธิภาพในการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้า

ทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มที่เจือจาง 2 เท่า รวมทั งวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไล

ติก ท้าการคัดเลือกราบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม น้าราตรึงที่คัดเลือกมาศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพใน

การก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม โดยการแปรผันความเข้มข้น

น ้าทิ ง การปรับตัวของเซลล์ตรึง การบ้าบัดแบบ 2 ขั นตอน และการเติมแหล่งอาหารร่วม 

เปรียบเทียบคุณลักษณะของน ้าทิ งโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มก่อนและหลังบ้าบัดตามค่ามาตรฐานน ้า

ทิ ง 

1.5 ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับ 
 1.5.1 สามารถคัดเลือกสายพันธุ์ของราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการก้าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคได้ดี รวมทั งทราบวัสดุตรึงเชื อราที่เหมาะสมจากวัสดุเศษเหลือปาล์มน ้ามัน 
 1.5.2 ทราบวิธีการตรึง และระยะเวลาที่เหมาะสมส้าหรับการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษ
เหลือปาล์มน ้ามัน 
 1.5.3 ทราบประสิทธิภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคของราไวท์รอทที่ตรึงบน
วัสดุเศษเหลือปาล์มน ้ามัน เพื่อประโยชน์ในการน้าเซลล์ตรึงไปประยุกต์ใช้ในระบบบ้าบัดน ้าเสีย
ของโรงงานสกัดน ้ามันปาล์ม 
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด ำเนินกำร 
 

2.1 สำรเคมี วัสดุ และอุปกรณ์ 
2.1.1 สำรเคมี 
- 2, 2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (C18H18N4O6S4) ของบริษัท      
Sigma-Aldrich, Inc 
- 2, 6-Dimethoxyphenol ((CH3O)2C6H3OH) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- 3, 4-Dimethoxybenzyl alcohol (C9H12O3) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- Acetic acid (CH3COOH) ของบริษัท J.T. Baker 
- Cobalt (II) chloride ของบริษัท AJAX Finechem, Australia 
- D-glucose anhydrous (C6H12O6) ของบริษัท AJAX Finechem, Australia 
- D-tataric acid ของบริษัท AJAX Finechem, Australia 
- Ethanol 95% 
- Folin -Ciocalteu's phenol reagent ของบริษัท Merck, Germany 
- Gallic acid monohydrate ((HO)3C6H2CO2H.H2O) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- Hydrogen peroxide 30% (H2O2) ของบริษัท Merck, Germany 
- Manganese Sulfate monohydrate (MnSO4.H2O) ของบริษัท AJAX Finechem, Australia 
- Mercury (II) chloride ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- Potassium chloroplatinate ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- Sodium Acetate hydrated (CH3OONa.H2O) ของบริษัท AJAX Finechem, Australia 
- Sodium Carbonate anhydrous (Na2CO3) ของบริษัท Rankem 
2.1.2 เครื่องมือ และอุปกรณ์ 
-  เคร่ืองวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น RL 150 ของบริษัท Russell 
- เคร่ืองชั่งความละเอียด 2 ต าแหน่ง รุ่น PB-1502 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เคร่ืองชั่งความละเอียด 4 ต าแหน่ง รุ่น AB 204 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เคร่ืองนึง่อบฆ่าเชือ้ (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษัท Tomy, Japan 
- ตูเ้ขีย่ laminar flow รุ่น 120 BSD ของบริษัท Super clean 
- เคร่ืองเขย่าแบบหมุน (Shaker)  รุ่น NB-101M/MS ของบริษัท N-Bio TEK  
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- เคร่ืองเขย่าแบบหมุน (Shaker)  รุ่น OS-2 ของบริษัท Green SSerikerII 
- เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV 1601 ของบริษัท Shimadzu, 

Japan  
- ตูอ้บเคร่ืองแก้ว (Oven) ของบริษัท Cotherm, Newzealand 
- ตู้อบสารเคมี (Oven) ของบริษัท Cotherm, Newzealand 
- ตู้อบ (Incubator) รุ่นBM700 ของบริษัท Memmert 
- เคร่ืองปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น vibramax 110 ของบริษัท Heldoiph 
- ไมโครปิเปต ของบริษัท Denville Scientific, Inc 
- ตูแ้ชแ่ขง็จุดเยือกแข็งต่ า (Deep freezer) อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2.2 น้ ำท้ิงโรงงำนสกัดน้ ำมันปำล์ม 

เก็บตัวอย่างน้ าทิ้งจากบ่อบ าบัดน้ าเสียบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มแห่งหนึ่งใน
จังหวัดสตูล (รูปที่ 2.1)  ซึ่งระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานเป็นแบบบ่อปรับเสถียร (บ่อดิน) มี
จ านวน 4 บ่อ โดยน าตัวอย่างน้ าทิ้งเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และกรองด้วยผ้าขาวบาง
ก่อนน ามาทดลอง  

   

รูปท่ี 2.1 ลักษณะบ่อบ าบัดน้ าเสีย (A) และลักษณะน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม (B) 

 

 

 

A B 



 
 

2.3 วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ศึกษาระยะเวลาการตรึงที่เหมาะสมจากการ

ก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง 

ราไวท์รอท 10 สายพันธุ ์

คัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพสูงสุดในการก าจัดสีและ

สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 

ราไวท์รอท 1 สายพันธุ ์
วัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน ได้แก่  

ทะลายปาล์มน้ ามัน และเส้นใยปาล์ม

น้ ามัน 

ศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุโดย SEM 

ศึกษาปริมาณสารอาหารของวัสดุ 

ศึกษาการตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน 

คัดเลือกวัสดุตรึงและระยะเวลาการตรึงที่เหมาะสม 

การเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งของราไวท์รอทที่ตรึง

บนวัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน 

การแปรผันความเข้มข้นน้ าทิ้ง การปรับตัวของเซลล์ตรึง การบ าบัดแบบสองขั้นตอน การเติมแหล่งอาหารร่วม 

รูปท่ี 2.2 ภาพรวมของการด าเนินวิจัย 
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2.4 รำไวท์รอทและกำรเตรียมหัวเชื้อรำ 

การศึกษานี้ใช้ราไวท์รอทรวมทั้งสิ้นจ านวน 10 สายพันธุ์ ซึ่งได้จากห้องปฏิบัติการของ
หน่วยงานต่าง ๆ จ านวน 6 สายพันธุ์ และได้จากการคัดแยกโดยผู้วิจัยจ านวน  4 สายพันธุ์ ได้แก่ 1) 
Coriolus versicolor 2) Trametes sp. 3) Pleurotus ostreatus  4) Pycnoporus sanguineus 
(ห้องปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 
(BIOTEC)) 5) Lentinus edodes 6) Garnoderma lucidum (ศูนย์เพาะเชื้อเห็ด กรมวิชาการเกษตร) 
และราไวท์รอทอีก 4 สายพันธุ์ท าการคัดแยกจากเห็ดตามธรรมชาติที่เจริญบนเนื้อไม้ในท้องถิ่น จ.
สงขลา ได้แก่ Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และUnknown 04 คัดแยกเชื้อราโดยท าการ
ตัดเนื้อเยื่อเห็ดให้เป็นชิ้นเล็กพอประมาณใช้มีดและคีมคีบ ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วคีบเนื้อเยื่อเห็ดแช่
ใน HgCl2 0.05 % เป็นเวลาประมาณ 5 นาทีจากนั้นย้ายเนื้อเยื่อเห็ดมาแช่ในแอลกอฮอล์ 70 % เป็น
เวลาประมาณ 5 นาที ล้างเนื้อเยื่อเห็ดด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  ท าการตัดเอาเนื้อเยื่อภายใน
เห็ดด้วยวิธี Aseptic  technique ล้างด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วอีกคร้ัง วางชิ้นเนื้อเยื่อเห็ดบน
อาหาร Potato Dextrose Agar  (PDA) (ภาคผนวก ก) และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-7 วันพร้อม
ทั้งสังเกตและท าการตัดชิ้นวุ้นที่มีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆที่ไม่ต้องการออกไป เพื่อให้
ได้โคโลนีของราที่บริสุทธิ์ น าเส้นใยของราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์มาเพาะเลี้ยงลงบนอาหารแข็ง
PDA บ่มที่อุณหภูมิห้องจนเส้นใยของราไวท์รอทเจริญเต็มผิวหน้าของอาหารแข็งเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อ
เร่ิมต้นในการทดลองต่อไป 

2.5 กำรคัดเลือกรำไวท์รอทท่ีมีศักยภำพในกำรลดสีและสำรประกอบฟีนอลิคในน้ ำท้ิงของโรงงำน
สกัดน้ ำมันปำล์มโดยใช้รำไวท์รอทเซลล์อิสระ 

 2.5.1 ศึกษำผลควำมเข้มข้นของน้ ำท้ิงท่ีมีต่อกำรเจริญของรำไวท์รอทบนอำหำรแข็ง  

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของความความเข้มข้นของน้ าทิ้งหรือผลของ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งและการเติมสับสเตรทร่วมที่มีต่อการเจริญของราไวท์รอทเซลล์อิสระ
ในรูปแบบของราก้อนกลม (fungal pellet) โดยการแปรผันความเข้มข้นของน้ าทิ้งที่ 25% 50% และ 
100% ซึ่งใช้วิธีการเจือจางน้ าทิ้งด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว และเติมลงในอาหาร Sabouraud 
Dextrose Agar  (SDA) ซึ่งเป็นอาหารที่มีองค์ประกอบของ Dextrose, Yeast extract และ Peptone 
(ภาคผนวก ก) เนื่องจากอาหารแข็งSDA เป็นอาหารเลี้ยงราที่ทราบแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่
แน่นอน รวมทั้งเป็นอาหารแข็งที่มีความใส ไม่มีสี ( รูปที่ 2.3A) จึงเลือกใช้ในการทดลองนี้ ซึ่ง
ทดลองโดยการตัดเส้นใยของราที่เจริญบน PDA ด้วย cork borer เบอร์ 4 (Ø 0.8 cm) ที่ผ่านการฆ่า
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เชื้อด้วยเทคนิคปลอดเชื้อแล้วเลี้ยงบนอาหารแข็ง ตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Lakhatar et al. (2010)  
ดังนี้ 1) SDA  2) SDA + 25% POME 3) SDA + 50% POME  4) SDA + 100% POME  และ 5) 
100% POME (รูปที่ 2.3)ท าการทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ า จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง และตรวจวัดการ
เจริญของราไวท์รอท โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีบนอาหารแข็งทุก ๆ 24 ชั่วโมง  

   

  

รูปท่ี 2.3  ลักษณะสีของอาหารแข็ง SDA (A), SDA + 25% POME (B), SDA + 50% POME (C), 
SDA + 100% POME (D)  และ 100% POME Agar (E) 

 2.5.2 ศึกษำควำมสำมำรถของรำไวท์รอทในกำรลดสีและสำรประกอบฟีนอลิคในน้ ำท้ิง  

 เตรียมราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์ ในรูปแบบราก้อนกลม โดยตัดเส้นใยของราไวท์รอทที่
ถูกเลี้ยงในอาหารแข็ง PDA ด้วย cork borer เบอร์ 4 (Ø 0.8 cm) น าชิ้นส่วนที่ตัดใส่ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Glucose Yeast Extract Broth (GYEB) ซึ่งมีองค์ประกอบของ Glucose และ Yeast extract เป็น
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน โดยผ่านการฆ่าเชื้อแล้วที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที บ่ม
อุณหภูมิห้อง เขย่าที่ 80 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5-7 วัน กรองแยกราก้อนกลมออกจากอาหารเหลว ชั่ง
ราก้อนกลม 5 กรัม ใส่ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่เจือจาง 2 เท่า (50% POME) และผ่านการ
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เขย่า 80 รอบต่อนาที ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์สีและ
สารประกอบฟีนอลิค คัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพสูงสุดในการก าจัดสีและประกอบฟีนอลิคเพื่อ
ใช้ในการศึกษาการตรึงเซลล์ต่อไป 

 

A B C 

D E 
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2.6 กำรตรึงรำไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปำล์มน้ ำมัน 

2.6.1 กำรเตรียมวัสดุตรึงรำไวท์รอท 

น าวัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน 2 ชนิด ได้แก่ เส้นใยปาล์มน้ ามัน(pericarp fiber: PF)และ
ทะลายปาล์มน้ ามัน (empty fruit bunch : EFB) (รูปที่ 2.4) มาใช้ในการตรึงราไวท์รอทที่คัดเลือกจาก
ข้อ 2.5.2 ได้แก่ Unknown 04 (Trametes hirsuta AK4) โดยน าวัสดุมาตากให้แห้ง น าทะลายปาล์ม
น้ ามันมาตัดให้ได้ขนาดประมาณ 2.5 x 2.5 x2 เซนติเมตร หลังจากนั้นน าเส้นใยปาล์มน้ ามันและ
ทะลายปาล์มน้ ามันที่ตัดแล้วมาล้างท าความสะอาด และฆ่าเชื้อแบบเปียก (wet sterilization) โดยการ
น าวัสดุตรึงใส่ในภาชนะที่มีฝาปิด เติมน้ าให้ท่วมวัสดุ แล้วให้ความร้อนด้วยเคร่ืองนึ่งอบฆ่าเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ซึ่งช่วยก าจัดสีที่ตกค้างอยู่ในวัสดุตรึง
ให้ชะออกมาในน้ าก่อนน าไปใช้งาน จากนั้นทิ้งไว้ข้ามคืน แล้วน ามาผ่านการฆ่าเชื้อ ซ้ าอีกคร้ัง ล้าง
ท าความสะอาดแล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนแห้งวัสดุที่เตรียมได้ในขั้นตอนนี้จะ
น าไปใช้ในขั้นตอนการตรึงเซลล์ต่อไป นอกจากนี้วัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดถูกน ามาศึกษาคุณลักษณะ
ต่างๆของวัสดุดังตารางที่ 2.1 

ตำรำงท่ี 2.1 วิธีวิเคราะห์คุณลักษณะของวัสดุ 

 พำรำมิเตอร์      วิธีกำรวิเครำะห์ 

             Nitrogen    อ้างอิงจาก Attanun and Juncharoensuk (1999) 
             Phosphorus   อ้างอิงจาก Attanun and Juncharoensuk (1999) 
Total Organic Compound  TOC analyzer (Solid sample module-SSM-5000A, 
 (TOC)    Shimadzu)/NCE-EHWM, จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
Scanning electron microscopy  WI-RES-SEM-Quanta-001 และ WI-RES-SEM-001 
 (SEM)    ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
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รูปท่ี 2.4  วัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามันที่ถูกตัดจนได้ขนาดตามต้องการ (A) ทะลายปาล์มน้ ามัน (EFB) 
(B) เส้นใยปาล์มน้ ามัน (PF) 

2.6.2 กำรตรึงรำไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปำล์มน้ ำมัน 

เตรียมอาหารเหลว GYEB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร 
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อน่ึงไอน้ า อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที ตั้งไว้ให้เย็น น าทะลายปาล์ม
เปล่าที่เตรียมไว้ไปชั่งน้ าหนัก ฆ่าเชื้อ แล้วใส่ลงไปในขวดอาหารเหลว 15 กรัมต่อขวด ส่วนเส้นใย
ปาล์มที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วจะใส่เส้นใยปาล์ม 10 กรัมต่อขวด จากนั้นตัดเส้นใยของราไวท์รอทที่
เจริญบน PDA ด้วย cork borer เบอร์ 4 (Ø 0.8 ซม.) แล้วเขี่ยเส้นใยของราไวท์รอทไปวางบน
ชิ้นส่วนของทะลายปาล์มและเส้นใยปาล์มในขวดอาหารเหลว ท าการทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ า บ่ม
ในสภาวะคงที่ อุณหภูมิห้อง โดยแปรผันระยะเวลาการตรึงที่ 2, 4, 6, 8 และ 10วัน เพื่อศึกษา
ระยะเวลาการตรึงที่เหมาะสมของแต่ละวัสดุ ก่อนน าไปบ าบัดน้ าทิ้ง 

2.6.3 กำรคัดเลือกวัสดุตรึงรำไวท์รอท 

น าเซลล์ตรึงของราไวท์รอทบนวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดจากข้อ2.6.2 มาเลี้ยงในน้ าทิ้งโรงงาน
สกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการกรองด้วยผ้าขาวบาง และเจือจาง 2 เท่า (50% POME) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ า อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที และตั้งไว้ให้เย็น บ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที ใน
อุณหภูมิห้อง ท าการทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ า เก็บตัวอย่างน้ าทิ้งทุก ๆ 24 ชั่วโมง วิเคราะห์สี ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (Total phenolics) กิจกรรมเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกที่เกี่ยวข้อง
กับการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง ได้แก่ แลคเคส หรือ p-diphenol oxidase แมงกานีส
เปอร์ออกซิเดซ และลิกนินเปอร์ออกซิเดส นอกจากนั้นวิเคราะห์น้ าหนักแห้งก่อนและหลังจาก
บ าบัดน้ าทิ้งของราที่ถูกตรึงรวมกับวัสดุตรึง น าข้อมูลที่ได้มาคัดเลือกวัสดุที่เหมาะสมกับการตรึงรา 

A B 
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ซึ่งสามารถลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มได้สูงสุด ก าหนดให้มี
ชุดควบคุมการทดลอง 2 ชุดการทดลอง โดยชุดแรกใช้วัสดุตรึงแต่ละชนิดที่ผ่านการฆ่าเชื้อใส่ในน้ า
ทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่เจือจาง 2 เท่า ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 
มิลลิลิตร ส่วนชุดที่ 2 ใช้ราไวท์รอทที่ตรึงบนวัสดุตรึงแต่ละชนิดเป็นระยะเวลา 10 วัน ซึ่งผ่านการ
ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ า อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  แล้วใส่น้ าทิ้งโรงงานสกัด
น้ ามันปาล์มที่เจือจาง 2 เท่า ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท าการบ่มในสภาวะและเก็บตัวอย่างเช่นเดียวกับ
ชุดทดลองตัวอย่าง วิเคราะห์สีและปริมาณสารประกอบฟีนอลิค เพื่อศึกษาผลของปัจจัยทาง
กายภาพ-เคมีต่อการลดลงของสีและสารประกอบฟีนอลิคของวัสดุทั้ง 2 ชนิด เช่น การดูดซับโดย
วัสดุตรึงและการดูดซับของวัสดุตรึงร่วมกับเส้นใยของราไวท์รอท จากนั้นเซลล์ตรึงบนวัสดุที่
เหมาะสมจะถูกน าไปใช้ในการทดลองต่อไป จากผลการศึกษาพบว่าเส้นใยปาล์มน้ ามันเป็นวัสดุตรึง
ที่เหมาะสมและระยะเวลาการตรึงที่ 6 วัน สามารถลดสารสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งได้ดี
ที่สุด จึงเลือกมาใช้ในการศึกษาต่อไป 

2.7 กำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรก ำจัดสีและสำรประกอบฟีนอลิคในน้ ำทิ้งโรงงำนสกัดน้ ำมันปำล์มของ
รำไวท์รอทท่ีตรึงบนเส้นใยปำล์มน้ ำมัน 

2.7.1 กำรแปรผันควำมเข้มข้นน้ ำท้ิง 

 น าราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันตามวิธีการในข้อ 2.6.2 มาเติมในน้ าทิ้งที่มีการเจือจางด้วย
น้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นเป็น 25%, 50% และ 100% (น้ าทิ้งที่ไม่เจือจาง) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่ม
ในอุณหภูมิห้องเขย่า 120 รอบต่อนาที ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์สี 
สารประกอบฟีนอลิครวม และ pH 

 2.7.2 กำรเติมแหล่งอำหำรร่วม 

น าราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันตามวิธีการในข้อ 2.6.2   มาเติมน้ าทิ้งปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ที่มีการเติมกลูโคส เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนร่วม และแอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เพื่อ
ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนร่วม (Gomathi et al., 2012)โดยแบ่งชุดการทดลองดังนี้ 1) POME+กลูโคส 
1% w/v 2) POME+แอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v  3) POME+กลูโคส 1% w/v+แอมโมเนียมคลอ
ไรด์ 1% w/v บ่มตัวอย่างในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวทุกๆ 
24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์สี สารประกอบฟีนอลิครวม และpH เปรียบเทียบกับน้ าทิ้งที่ไม่เติมแหล่ง
อาหารร่วม 
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2.7.3 กำรบ ำบัดแบบสองขั้นตอน 

น าราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันตามวิธีการในข้อ 2.6.2 มาเติมน้ าทิ้งปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ที่ผ่านการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคขั้นต้นด้วยแบคทีเรียผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ถูกตรึงบนทะลายปาล์มเปล่า ตามวิธีการของพนิดา โต๊ะสู (2555) โดย
แปรผันระยะเวลาการบ าบัดขั้นต้นที่ 4, 8, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง บ่มตัวอย่างในอุณหภูมิห้อง เขย่า 
120 รอบต่อนาที ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวทุกๆ 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์สี สารประกอบฟีนอ
ลิครวม และ pH เปรียบเทียบผลการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและบ าบัดสีกับน้ าทิ้งที่ไม่ผ่าน
การบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคขั้นต้น 

2.7.4 กำรปรับตัวของเซลล์ตรึงตรึง 

 เตรียมราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันตามวิธีการในข้อ 2.6.2 จากนั้นเทอาหารเหลวออกและ
เติมน้ าทิ้งที่ผ่านการเจือจางด้วยน้ ากลั่นจนมีความเข้มข้น 25% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มใน
อุณหภูมิห้องเขย่า 120 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 3วัน เทน้ าทิ้งออกและท าซ้ าวิธีการเดิมด้วยการ
เติมน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นเป็น 50% และ 100%  ตามล าดับ ท าการเก็บตัวอย่างของเหลวทุกๆ 
24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห์สี สารประกอบฟีนอลิครวมและ pH เปรียบเทียบกับเซลล์ตรึงที่ไม่ผ่านการ
ปรับตัว 

2.8 วิธีกำรวิเครำะห์ 

2.8.1 วิเครำะห์ลักษณะของน้ ำทิ้งโรงงำนสกัดน้ ำมันปำล์ม 

ตัวอย่างน้ าทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มถูกน ามาวิเคราะห์คุณลักษณะของน้ าทิ้งด้วย
วิธีการมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์น้ าและน้ าเสียใน Standard Methods for Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ตามพารามิเตอร์ ดังตารางที่ 2.2 
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ตำรำงท่ี 2.2 วิธีวิเคราะห์คุณลักษณะน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 

  พำรำมิเตอร์     วิธีกำรวิเครำะห์ 

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 

  

2.8.2 กำรศึกษำลักษณะพื้นผิววัสดุตรึง และรำตรึง โดย SEM 

ในการศึกษาลักษณะพื้นผิววัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน ท าโดยน าชิ้นส่วนเศษเหลือปาล์ม
น้ ามันมาติดบนแท่นวางตัวอย่าง (stub) แล้วน าตัวอย่างไปฉาบทองด้วยเคร่ือง sputter coater และ
ส่องดูด้วยด้วยเคร่ือง SEM (Scanning Electron Microscope)  ส าหรับการศึกษาลักษณะราที่ถูกตรึง 
(ก่อน และหลังทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัด
ปาล์มน้ ามัน) ต้องเตรียมตัวอย่างก่อนฉาบทองเพื่อรักษาสภาพตัวอย่างด้วย 2.5% glutaraldehyde 
(C5H8O2) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ หรือ 4% formaldehyde เป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง ล้างด้วยฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 2-3 คร้ัง น าตัวอย่างมา Fix คร้ังที่ 2 ด้วย 1% OsO4 เป็นเวลา 2 ชั่วโมงแล้วล้างด้วยน้ ากลั่น 
2-3 คร้ัง ขจัดน้ าออกด้วยเอทานอลเป็นเวลา 10 นาที  น าไปท าให้แห้งด้วยวิธี critical point drying 
(การวิเคราะห์ในขั้นตอนนี้ด าเนินการโดยศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์) 

2.8.3 กำรวิเครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 
เอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzyme) เป็นเอนไซม์เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย

ลิกนิน ประกอบด้วยเอนไซม์ประเภทเปอร์ออกซิเดส (peroxidases) และออกซิเดส (oxidases) หลาย
ชนิด เอนไซม์ที่ส าคัญได้แก่ เอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidases) แลคเคส (laccases  
หรือ p-diphenol oxidase) แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (manganese peroxidases) ราไวท์รอทแต่ละ
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สายพันธุ์จะสร้างเอนไซม์แต่ละชนิดที่แตกต่างกัน (Leonowicz et al., 1999)  การวิเคราะห์กิจกรรม
เอนไซม์สามารถท าได้ดังนี้ 

1) การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของ laccase (Lac) หรือ p-diphenol oxidase (ดัดแปลงจาก 
Rodriguez, 1999) โดยเติมสารเคมีดังต่อไปนี้ลงใน 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) 

จากนั้นใช้ Micropipette ดูด crude enzyme 500 µl ใส่ลงใน cuvette ผสมให้เข้ากันโดยกลับ 
cuvette ไปมา 2-3 คร้ัง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 436 nm ทันที โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 0 และ 60 วินาที แล้วจึงน าค่าการดูดกลืนแสงไปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 
โดย 1 Unit ของ laccase คือ ปริมาณเอนไซม์ laccase ที่ใช้ในการเปลี่ยนสารตั้งต้น (ABTS) 1 µM 
ภายในเวลา 1 นาที 

2) การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของ manganese peroxidase (MnP) (ดัดแปลงจาก 
Heinfling, 1998) โดยเติมสารเคมีดังต่อไปนี้ลงใน 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 (เตรียมใหม่ทุกครั้ง) 
- 1 mM MnSO4    250 µl  

จากนั้นใช้ micropipette ดูด crude enzyme 500 µl  ใส่ลงใน cuvette ผสมให้เข้ากันโดยกลับ 
cuvette ไปมา 2-3 คร้ัง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 469 nm ทันที โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 0 วินาที และ 60 วินาที  แล้วจึงน าค่าการดูดกลืนแสงไปค านวณหาค่ากิจกรรม
เอนไซม์  โดย 1 Unit ของ manganese peroxidase คือ ปริมาณเอนไซม์ manganese peroxidase ที่ใช้
ในการเปลี่ยนสารต้ังต้น(2,6-dimethoxyphenol) 1 µM ภายในเวลา 1 นาที 

3) การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของ lignin peroxidase  (ดัดแปลงจาก Levin et al., 2005) 
โดยเติมสารเคมีดังต่อไปนี้ลงใน 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  
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จากนั้นใช้ micropipette ดูด crude enzyme 500 µl  ใส่ลงใน cuvette ผสมให้เข้ากันโดย
กลับ cuvette ไปมา 2-3 คร้ัง  น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 310 nm ทันที โดยวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 0 วินาที และ 60 วินาที  แล้วจึงน าค่าการดูดกลืนแสงไปค านวณหาค่ากิจกรรม
เอนไซม์  โดย 1 Unit ของ lignin peroxidase คือ ปริมาณเอนไซม์ lignin peroxidase ที่ใช้ในการ
เปลี่ยนสารต้ังต้น (veratryl alcohol) 1 µM ภายในเวลา 1 นาที   

การค านวณหากิจกรมของเอนไซม์ในกลุ่ม ligninolytic ตามสูตรดังนี ้

 Enzyme activity    =        (     Abs/min) x total volume (2.5 ml) x 106 
      X sample volume (0.5 ml) 

เมื่อ  Abs/min คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที 
  คือ  Extinction co-efficient    

     - Lac =  29,300   M-1cm-1 
     - MnP  = 27,500  M-1cm-1 

- LiP = 9,300  M-1cm-1 

2.8.4 กำรวิเครำะห์น้ ำหนักแห้งของรำร่วมกับวัสดุตรึง  

วิเคราะห์น้ าหนักแห้งของวัสดุตรึงและรา (ดัดแปลงจาก AOAC, 1995) โดยอบถ้วยฟรอยด์
ที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส ข้ามคืนจนน้ าหนักคงที่  หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นใน
โถดูดความชื้นแล้วน ามาชั่งน้ าหนักของถ้วยฟรอยด์ น าราที่ตรึงบนวัสดุตรึงทั้งสองชนิดใส่ลงใน
ถ้วยฟรอยด์ น าไปอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส ข้ามคืนจนน้ าหนักคงที่ หลังจากนั้นปล่อย
ให้เย็นในโถดูดความชื้นแล้วน ามาชั่งน้ าหนักแห้ง น าน้ าหนักวัสดุตรึงและราที่ได้มาหาส่วนต่าง
ระหว่างน้ าหนักของวัสดุตรึงและราก่อนอบและหลังอบ ซึ่งจะได้เป็นปริมาณน้ าหนักแห้งของวัสดุ
ตรึงและราทั้งหมด  

 2.8.5 กำรวิเครำะห์ปริมำณสำรประกอบฟีนอลิครวม    

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดใช้วิธี  Modification of the Folin-
Ciocalteau method (Ergul et al., 2011) โดยน าตัวอย่างน้ าทิ้งมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 นาที เพื่อก าจัดตะกอน ท าการเจือจาง 5 เท่าด้วยน้ ากลั่น เติมตัวอย่างน้ าทิ้งที่
เจือจางแล้ว 200 ไมโครลิตร ลงใน Folin–Ciocalteau phenol reagents ที่เจือจาง 4 เท่า ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย sodium carbonate ความเข้มข้น 200 กรัมต่อลิตร 
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ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
725 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Gallic acid ที่ความ
เข้มข้น 0- 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ (ภาคผนวก ข) ใช้น้ ากลั่นที่ท าปฏิกิริยา Folin–Ciocalteau 
phenol reagents และสารละลาย sodium carbonate เช่นเดียวกับตัวอย่างเป็น blank 

2.8.6 กำรวิเครำะห์สี (APHA, AWWA and WEF, 2005) 

การวิเคราะห์สีของตัวอย่างน้ าทิ้งสามารถท าได้โดยการน าตัวอย่างน้ าทิ้งมาปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็น เวลา 7 นาที เพื่อก าจัดตะกอน จากนั้นท าการเจือจางตัวอย่าง
น้ าทิ้ง 20 เท่าด้วยน้ ากลั่นแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร โดยใช้น้ า
กลั่นเป็น Blank และน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานแพลตตินัม
โคบอลต์ในช่วง 0-500 หน่วยสี (ภาคผนวก ข) เพื่อค านวณเป็นหน่วยสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์ม 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
3.1 ลักษณะทางกายภาพของราไวท์รอท 
 ในงานวิจัยนี้ใช้จุลินทรีย์ในกลุ่มราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ ซึ่งมาจากการคัดแยกจากเห็ดตาม

ธรรมชาติในพื้นที่จังหวัดสงขลา โดยผู้วิจัยคัดแยกด้วยตนเองจ านวน 4 สายพันธุ์ ให้รหัสเป็น 

Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และ Unknown 04 ส่วนราไวท์รอทอีก 6 สายพันธุ์เป็นรา

ไวท์รอทที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคและสีของน้ าทิ้งโรงงานน้ ามัน

มะกอกซึ่งมีคุณลักษณะใกล้เคียงกับน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มได้แก่ Coriolus versicolor, 

Trametes sp., Pleurotus ostreatus และPycnoporus sanguineus ได้รับจากห้องปฏิบัติการเก็บ

รวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส่วนราไวท์รอทอีก 

2 สายพันธุ์ ได้แก่ Lentinus edodes และ Garnoderma lucidum  ได้รับจากศูนย์เพาะเชื้อเห็ด กรม

วิชาการเกษตร โดยราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์ มีลักษณะของโคโลนีและเส้นใยที่แตกต่างกันดัง

ตารางที่ 3.1   

ตารางท่ี 3.1 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยของราไวท์รอทจ านวน 10 สายพันธุ์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 

ราไวท์รอท ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
 

Unknown 01 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยบาง ฟู  
สีขาว ใต้โคโลนีมีสีส้ม ขอบโค
โลนีกลม  

 
 

Unknown 02 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา   
ไม่ฟู  สีขาว  โคโลนี เ รียบติด
ผิวหน้าอาหารแข็ง 

 
 

Unknown 03 
โคโลนีมีลักษะเส้ยใยหนา สีขาว 
ฟู ขอบโคโลนีกลม 
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ตารางท่ี 3.1 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยของราไวท์รอทจ านวน 10 สายพันธุ์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ (ต่อ) 

ราไวท์รอท ลักษณะโคโลนี ภาพแสดงลักษณะโคโลนี 
 

Unknown 04 
โคโลนีมีลักษะเส้นใยหนา สีขาว 
ฟู ขอบโคโลนีกลม 

 
 

Lentinus edodes 
โคโลนีมีลักษะเส้นใยบาง ฟู สี
ขาว ขอบโคโลนีกลม 

 
 

Garnoderma lucidum 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา ไม่
ฟู สีขาว โคโลนีเรียบติดผิวหน้า
อาหารแข็ง 

 
 

Pleurotus ostretus 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา ฟู 
สีขาว ขอบโคโลนีไม่กลม 

 
 
Pycnoporus sanguineus 

โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา ไม่
ฟู สีขาว ใต้โคโลนีมีสีน้ าตาลเข้ม 
ขอบโคโลนีเรียบ 

 
 

Trametes sp. 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา   
ไม่ฟู  สีขาว  โคโลนี เ รียบติด
ผิวหน้าอาหารแข็ง 

 
 

Coriolus versicolor 
โคโลนีมีลักษณะเส้นใยหนา ไม่
ฟ ูสีด า ขอบโคโลนีกลม 
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 เมื่อน าราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) บ่ม
ที่อุณหภูมิห้อง และวัดอัตราการเจริญจากขนาดของโคโลนีพบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 
01, Unknown 03, Unknown 04 และ Pycnoporus sanguineus เป็นสายพันธุ์ที่มีอัตราการเจริญสูงสุด 
โดยใช้ระยะเวลา 6 วันในการเจริญเต็มผิวหน้าอาหารแข็งบนจานเพาะเชื้อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 
เซนติเมตร และนอกจากนี้ยังพบว่า ราไวท์รอทสายพันธุ์  Garnoderma lucidum เป็นสายพันธุ์ที่มี
อัตราการเจริญต่ าที่สุดเมื่อเทียบกับราไวท์รอทอีก 9 สายพันธุ์ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี
เพียง 5 เซนติเมตร เมื่อบ่มไว้เป็นระยะเวลา 9 วัน ราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์ถูกน าไปใช้ใน
การศึกษาต่อไป 
 
3.2 การคัดเลือกราไวท์รอทท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าท้ิงโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม 

 3.2.1 ผลความเข้มข้นของน้้าทิ้งท่ีมีต่อการเจริญของราไวท์รอทบนอาหารแข็ง 
 การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของความความเข้มข้นของน้ าทิ้งหรือผลของ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งและการเติมสับสเตรทร่วมที่มีต่อการเจริญของราไวท์รอทเซลล์อิสระ
ในรูปแบบของราก้อนกลม (Fungal pellet) เนื่องจากการใช้เพียงน้ าทิ้งผสมกับวุ้นที่ใช้เตรียมอาหาร
แข็งไม่สามารถเป็นแหล่งคาร์บอนให้ราไวท์รอททุกชนิดเจริญได้  การทดลองนี้จึงศึกษาการเจริญ
ของราไวท์รอทบนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar  (SDA) ซึ่งเป็นอาหารที่มีองค์ประกอบของ 
Dextrose, Yeast extract และ Peptone (ภาคผนวก ก) และมีการผสมน้ าทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์มความเข้มข้นแตกต่างกัน ได้แก่ 25%, 50% และ 100% เพื่อศึกษาความทนทานของราไวท์รอท
ต่อสารประกอบฟีนอลิคที่มีอยู่ในน้ าทิ้ง โดยวัดอัตราการเจริญของเส้นใยราบนอาหารแข็ง พบว่า
ระดับความเข้มข้นของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มส่งผลต่ออัตราการเจริญของราไวท์รอทบาง
สายพันธุ์ ได้แก่ Unknown 02, Unknown 03, Lentinus edodes, Pycnoporus sanguineus, Trametes 
sp.และ Coriolus versicolor โดยระดับความเข้มข้นของน้ าทิ้งที่สูงขึ้นจะท าให้อัตราการเจริญของรา
ไวท์รอทสายพันธุ์ดังกล่าวลดลง ดังแสดงในรูปที่  3.1 และที่ความเข้มข้นสูงสุดพบว่าราไวท์รอ
ทสายพันธุ์ Lentinus edodes ไม่สามารถเจริญบนอาหารแข็งได้ แต่สามารถเจริญได้ในอาหารแข็งที่
มีความเข้มข้นของน้ าทิ้ง 25% และ 50% ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของโสภาวรรณ รัตนพันธุ์ 
(2547) ที่เลี้ยงราไวท์รอท Lentinus sp. บนอาหารแข็งที่เติมน้ าทิ้งดีแคนเตอร์ของโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์ม พบว่าความเข้มข้นของน้ าทิ้งดีแคนเตอร์ที่สูงขึ้นจะยังยั้งการเจริญของราไวท์รอท  Lentinus 
sp. เน่ืองจากปริมาณสารยับยั้งที่มีในน้ าทิ้ง ได้แก่ สารประกอบอะโรมาติกในกลุ่มของโมโนฟีนอล 
สารประกอบฟีนอลิค ชนิดอ่ืน ๆ รวมถึงลิกนิน และแทนนิน ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบในผลปาล์ม
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น้ ามัน และยังมีรายงานพบองค์ประกอบเหล่านี้ในน้ าทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามันมะกอกซึ่งมีผลใน
การยับยั้งการเจริญของราไวท์รอทด้วยเช่นกัน ( Annibale et al., 1999; Fadil et al., 2003; Dias et 
al., 2004) ในขณะที่ราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 01 Garnoderma lucidum และ Pleurotus 
ostretus  สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็งที่เติมน้ าทิ้งความเข้มข้น 25% และ 50% ได้ใกล้เคียงกับ
อาหารแข็งที่ไม่เติมน้ าทิ้ง (ในกรณี Pleurotus ostretus เจริญได้ดีกว่าไม่เติมน้ าทิ้ง) โดยที่ 
Garnoderma lucidum และ Pleurotus  ostretus มีอัตราการเจริญช้ากว่า Unknown 01 อย่างไรก็ตาม
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นน้ าทิ้งเป็น 100% ส่งผลให้อัตราการเจริญลดลง  ทั้งนี้เนื่องมาจากสารอินทรีย์ที่
อยู่ในน้ าทิ้งสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารร่วมให้ราไวท์รอทเจริญได้  แต่เมื่อความเข้มข้นของน้ าทิ้ง
สูงขึ้นท าให้สารยับยั้งบางชนิด เช่น สารประกอบฟีนอลิคในน้ าเสียมีความเข้มข้นสูงตามไปด้วย จึง
มีผลยับยั้งการเจริญของราไวท์รอทบางสายพันธุ์ได้ 

 

รูปท่ี3.1 เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ บนอาหารแข็ง SDA, 
SDA+25%POME, SDA+50%POME, SDA+100%POME และ 100%POME agar บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  7 วัน 
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 อย่างไรก็ตามราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 เป็นเพียงสายพันธุ์เดียวที่สามารถเจริญเต็ม
ผิวหน้าของอาหารแข็ง SDA ที่มีการเติมน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มทุกความเข้มข้น แสดงให้
เห็นว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ดังกล่าวมีความทนทานต่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคที่มีใน
น้ าทิ้ง และไม่มีผลในการยับยั้งการเจริญของราไวท์รอทสายพันธุ์นี้ และเมื่อสังเกตสีของอาหารแข็ง
ที่เติมน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มหลังจากเลี้ยงราไวท์รอทสายพันธุ์  Unknown 04 เป็นเวลา 7 วัน 
พบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ดังกล่าวเจริญเต็มผิวหน้าของอาหารแข็งและยังพบว่าสีของอาหารแข็งมี
ความเข้มของสีลดลงโดยเปลี่ยนจากสีน้ าตาลเข้มเป็นสีน้ าตาลอ่อนในทุกความเข้มข้นของน้ าทิ้งเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุมซึ่งเป็นอาหารแข็งที่เติมน้ าทิ้งทุกระดับความเข้มข้นแต่ไม่เติม
หัวเชื้อของราไวท์รอท ดังแสดงในรูปที่ 3.2 การเปลี่ยนแปลงของสีเป็นตัวบ่งชี้ถึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
โดยเอนไซม์ที่ราไวท์รอทสร้างขึ้นเพื่อย่อยสลายสารสีต่าง ๆ ตลอดการเจริญเติบโตของเส้นใย  จาก
การทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงผลของสารประกอบฟีนอลิคที่มีต่อการเจริญของราไวท์รอทและการ
ลดลงของสีในน้ าทิ้งที่เติมลงไปในอาหารแข็ง แต่ไม่สามารถแสดงถึงการลดลงของสารประกอบ   
ฟีนอลิคในอาหารแข็งได้ จึงต้องมีการทดสอบศักยภาพในการก าจัดจัดสีและสารประกอบฟีนอลิค
ในน้ าทิ้ง เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีศักยภาพสูงสุดในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิค เพื่อ
น าไปใช้ในการตรึงเซลล์ต่อไป 

     

     

รูปท่ี 3.2  อาหารแข็ง SDA ที่เติมน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 25% (A), 50% (B) และ100% (C) 
และการเจริญของราไวท์รอทสายพันธุ์Unknown 04 บนอาหารแข็งSDA ที่เติมน้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 25% (D), 50% (E) และ100% (F) เมื่อบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น
ระยะเวลา 7 วัน 

A B C 

D E F 
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 3.2.2 ศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้งของราไวท์รอท  
 จากการศึกษาในอาหารแข็ง SDA ที่เติมน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม ท าให้ทราบอัตรา
การเจริญและความความทนทานของราแต่ละสายพันธุ์ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มข้นของน้ าทิ้งหรือ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามวิธีการข้างต้นยังไม่สามารถใช้คัดเลือกรา
ไวท์รอทที่มีศักยภาพสูงสุดในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งได้ เนื่องจากข้อจ ากัดของ
การวิเคราะห์สีและสารประกอบฟีนอลิคที่ลดลงในตัวกลางที่เป็นของแข็ง  จึงมีความจ าเป็นต้อง
ศึกษาในน้ าทิ้งเพิ่มเติม เพื่อให้ได้ผลการคัดเลือกที่ถูกต้องแม่นย าที่สุด โดยท าการเลี้ยงราไวท์รอท
เซลล์อิสระในรูปแบบราก้อนกลม (fungal pellet) ทั้ง 10 สายพันธุ์ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม
ที่มีการเจือจาง 2 เท่า (50%POME) เพื่อลดความเป็นพิษของสารประกอบฟีนอลิคที่อาจมีผลยับยั้ง
การเจริญของราไวท์รอทเซลล์อิสระ (Alaoui et al., 2008) ผลการทดลองพบว่าราไวท์รอททั้ง 10 
สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง โดยสามารถลดสารประกอบฟี
นอลิคได้จากความเข้มข้น 266 มก. /ล. เหลือเพียง 86 - 153 มก. /ล. คิดเป็น 48.1-66.5% ใน
ระยะเวลา 7 วันของการบ่มในอุณหภูมิห้อง และมีการเขย่า 80 รอบต่อนาที (รูปที่ 3.3A และB) 
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รูปท่ี 3.3  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความเข้มข้น 50% 
ของราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ ที่บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 80 รอบต่อนาที 

 (A) Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และ Unknown 04  
 (B) Lentinus edodes, Garnoderma lucidum, Pleurotus ostretus, Pycnoporus sanguineus, 

Trametes sp. และCoriolus versicolor  

ส าหรับประสิทธิภาพในการก าจัดสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม พบว่าราไวท์รอท 9
สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีออกจาก 50%POME โดยสามารถลดสีได้จาก 9,333 หน่วยสี 
เหลือ 3,266-8,900 หน่วยสี คิดเป็น 3.1-64.7% ในระยะเวลา 7 วันของการบ่ม ดังแสดงในรูปที่ 3.4A 
และ B ยกเว้นราไวท์รอทสายพันธุ์ Coriolus versicolor เป็นราไวท์รอทสายพันธุ์เดียวที่ท าให้น้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์มมีสีเข้มขึ้น เนื่องจากลักษณะเส้นใยของราดังกล่าวมีสีด าซึ่งแตกต่างจากรา
ไวท์รอทอีก 9 สายพันธุ์ และเมื่อท าการเลี้ยงราไวท์รอททั้ง 10 สายพันธุ์ใน 50%POME เป็น
ระยะเวลามากกว่า 7 วันจะพบว่าไม่สามารถลดสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มได้เพิ่มจากเดิม
แต่จะเร่ิมมีความเข้มของสีเพิ่มขึ้นจากเดิมเล็กน้อย ในขณะที่ราก้อนกลมมีลักษณะสีคล้ าขึ้น 
เนื่องจากเซลล์ของราไวท์รอทมีการดูดซับสีของน้ าทิ้งไว้ (Lakhtar et al ., 2010) เมื่อเลี้ยงไว้ระยะ
หนึ่งแหล่งอาหารในน้ าทิ้งไม่เพียงพอต่อการเจริญ หรืออาจเกิดจากผลกระทบของสารยับยั้งในน้ า
ทิ้งซึ่งถูกดูดซับสะสมไว้ในเซลล์ท าให้ราก้อนกลมแตกออกและตายในที่สุด ดังนั้นสีบางส่วนที่ถูก
ดูดซับไว้ในเซลล์จึงถูกปลดปล่อยออกมาในน้ าทิ้งท าให้น้ าทิ้งมีสีเข้มขึ้น  
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รูปท่ี 3.4  การก าจัดสีน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ 
ที่บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 

 (A) Unknown 01, Unknown 02, Unknown 03 และ Unknown 04  
 (B)Lentinus  edodes, Garnoderma lucidum, Pleurotus ostretus, Pycnoporus sanguineus, 

Trametes sp. และCoriolus versicolor   
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ตัวอย่างลักษณะสีของน้ าทิ้งก่อนและหลังจากการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 
04 เป็นระยะเวลา 7 วัน ซึ่งสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีในน้ าทิ้งได้อย่างชัดเจน โดยเร่ิมต้น
การทดลองสีของน้ าทิ้งความเข้มข้น 50% ยังมีสีน้ าตาลคล้ า แต่เมื่อบ าบัดด้วยราไวท์รอทในรูปแบบ
ของราก้อนกลม สีของน้ าทิ้งจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลอ่อน (รูปที่ 3.5 A และ B) เนื่องจากราไวท์รอทมี
การสร้างเอนไซม์ออกมาเพื่อย่อยสลายสารที่ท าให้เกิดสีในน้ าทิ้งเพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารในการ
เจริญเติบโต และสีบางส่วนถูกดูดซับไว้ในเส้นใยของราไวท์รอทจึงท าให้สีของน้ าทิ้งเปลี่ยนแปลง
ไปจากเดิม อย่างไรก็ตามเน่ืองจากราก้อนกลมมีการดูดซับสีไว้บางส่วน และเมื่อเลี้ยงราก้อนกลมใน
น้ าทิ้งระยะหนึ่งเซลล์จะมีการแตกตัว ซึ่งส่งผลต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีน้ าทิ้งจึงเป็นข้อจ ากัด
ของการที่จะน าราไวท์รอทในรูปแบบราก้อนกลมไปใช้ในระบบบ าบัดน้ าทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์ม 

         

รูปท่ี3.5  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งเมื่อเติมราก้อนกลม สายพันธุ์ Unknown 04 ในน้ าทิ้ง
ความเข้มข้น 50% ในวันที่ 0 (A) และวันที่ 7 (B) ของการบ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่า 80 รอบ
ต่อนาที 

 เมื่อน าค่าการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคและสีในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่าน
การบ าบัดด้วยราก้อนกลมทั้ง 10 สายพันธุ์ เป็นระยะเวลา 7 วันมาค านวณประสิทธิภาพการก าจัดสี
และสารประกอบฟีนอลิค พบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 เป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุดในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคและสีในน้ าทิ้งความเข้มข้น 50% ถึง 66.5% และ 64.7% 
ตามล าดับ เมื่อน ามาเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคของราอีก 

A B 
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9 สายพันธุ์และวิเคราะห์ทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติที่ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
(p≤0.05) ดังแสดงในตารางที่ 3.2  ซึ่งผลการทดลองการคัดเลือกราไวท์รอทที่มีศักยภาพในการ
ก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม ทั้งในแบบอาหารแข็งและในน้ า
ทิ้ง พบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 เป็นสายพันธุ์ที่มีอัตราการเจริญอย่างรวดเร็ว มีความ
ทนทานต่อความเข้มข้นฟีนอลิคสูงกว่าสายพันธุ์อ่ืน และยังมีประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม จากผลการวิเคราะห์ระบุเอกลักษณ์ของรา
ไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 ด้วยวิธีทางด้านชีววิทยาโมเลกุล (ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ)  พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Trametes hirsuta ถึง 99% (ภาคผนวก ค) 
จึงระบุสายพันธุ์ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 เป็น Trametes hirsuta AK4  ราสายพันธุ์
ดังกล่าวจึงถูกคัดเลือกไปใช้ในการทดลองต่อไป ซึ่งน าเทคนิคการตรึงเซลล์มาประยุกต์ใช้เพื่อให้รา
ไวท์รอทมีความทนทานต่อสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งและใช้งานได้นานขึ้น  

ตารางท่ี 3.2  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม
ความเข้มข้น 50% โดยราไวท์รอทในรูปแบบก้อนกลม 10 สายพันธุ์ ที่ระยะเวลา 8 วัน 

 ราไวท์รอท   การลดลงของสารประกอบ         การลดลงของสี 
              ฟีนอลิค (%)     (%) 

 Unknown 01   48.8±2.4d   16.1±3.5d  

 Unknown 02   53.2±2.1c   3.1±4.5e   

 Unknown 03   52.4±1.7c   28.2±4.2c  

 Unknown 04   66.5±1.5a   64.7±4.7a 

 Lentinus edodes   40.8±2.2e   28.5±5.5c 

 Garnoderma lucidum  59.4±1.4b   40.4±3.6b 

 Pleurotus ostretus  61.6±0.7b   36.9±5.1b 

Pycnoporus sanguineus  51.8±1.8c   22.9±5.6c, d 

Trametes sp.   51.3±0.5c, d   32.4±3.2c 

Coriolus versicolor  48.1±1.1d   0.0±0.0e 

หมายเหตุ  ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภ์เดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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3.3 การตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน้้ามัน 
 3.3.1 คุณสมบัติของวัสดุตรึง 
 การทดลองนี้ใช้วัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน 2 ชนิด เป็นวัสดุตรึงเซลล์ ได้แก่ ทะลายปาล์ม
เปล่า (empty fruit bunch: EFB) และเส้นใยปาล์มน้ ามัน (pericarp fiber: PF) ซึ่งเป็นวัสดุเศษเหลือ
จากกระบวนการสกัดน้ ามันปาล์ม  การใช้วัสดุตรึงเซลล์ดังกล่าว เป็นทางเลือกหนึ่งในการน าของ
เสียมาใช้ประโยชน์ และยังเป็นการก าจัดของเสียอีกทางหนึ่งด้วย  นอกจากนี้ยังช่วยลดค่าใช้จ่ายใน
การสั่งซื้อ หรือสังเคราะห์วัสดุตรึงเซลล์ที่มีราคาแพง รวมทั้งมีวิธีการเตรียมวัสดุ และขั้นตอนการ
ตรึงเซลล์ที่ไม่ยุ่งยาก จากการศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุทั้ง 2 ชนิด โดยการส่องด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) แสดงให้เห็นดังรูปที่ 3.6  พบว่าลักษณะพื้นผิวของ
วัสดุทั้งสองชนิดประกอบด้วยโครงสร้างซับซ้อน พื้นผิวค่อนข้างขรุขระ  

       

รูปท่ี 3.6  ลักษณะพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามันส่องโดย SEM ก าลังขยาย 200x; ทะลาย
เปล่าปาล์มน้ ามัน (A) และเส้นใยปาล์มน้ ามัน (B) 

จากการวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของวัสดุดังกล่าว (ตารางที่ 3.3) พบว่าวัสดุ 
EFB มีปริมาณสารอาหารไนโตรเจน (0.90%)  และฟอสฟอรัส (0.11%) มากกว่า PF เล็กน้อย
(0.63% และ 0.04% ตามล าดับ) โดยวัสดุทั้งสองมีปริมาณอินทรีย์คาร์บอนรวมทั้งหมดใกล้เคียงกัน 
คือ 36.21% ใน EFB และ 39.58% ใน PF และจากการศึกษาของพนิดา โต๊ะสู (2555) พบว่าวัสดุทั้ง 
2 ชนิด มีคุณสมบัติทางกายภาพ ได้แก่ เส้นผ่านศูนย์กลางรูพรุนเฉลี่ย (Average pore diameter) และ
พื้นที่ผิวจ าเพาะ (specific surface area) ใกล้เคียงกัน นั่นคือ มีค่าประมาณ 4.24 (EFB) และ 5.01 
(PF) nm และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) m2g-1 ตามล าดับ  

 
 

A B 
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ตารางท่ี 3.3 องค์ประกอบของวัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามัน 

 องค์ประกอบ    วัสดุเศษเหลือปาล์มน้้ามัน 
           ทะลายเปล่าปาล์มน้้ามัน (EFB) เส้นใยปาล์มน้้ามัน (PF) 

 Nitrogen (%)   0.90    0.63 
 Phosphorus (%)   0.11    0.04 
 TOC (%)              36.21                39.58 

 วัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามันทั้ง 2 ชนิด ยังมีสารจ าพวกลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
ของผนังเซลล์พืชประกอบด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซึ่งจะมีสัดส่วนที่แตกต่างกัน
ตามชนิดของพืช (Ahmed et al., 2001) จากการศึกษาของ Khalil, et al. (2007) พบว่าในทะลาย
ปาล์มเปล่ามีองค์ประกอบของเซลลูโลส 49.6% เฮมิเซลลูโลส 18% และลิกนิน 21.2% และ
การศึกษาของ วีรยุทธ์ จวนซ้าย (2554) ท าการศึกษาองค์ประกอบของเส้นใยปาล์มน้ ามันพบว่ามี
องค์ประกอบของเซลลูโลส 28.91% เฮมิเซลลูโลส 21.56% และลิกนิน 23.63% นอกจากนี้ใน
การศึกษาของ Han and May (2012) พบว่าในทะลายปาล์มเปล่ามีองค์ประกอบของสารประกอบฟี
นอลิคประมาณ 6-7 มิลลิกรัมต่อกรัม โดยที่ทะลายปาล์มเปล่าที่แห้งจะมีสารประกอบฟีนอลิคที่สูง
กว่าทะลายปาล์มเปล่าสด ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี้จะเป็นแหล่งอาหารให้ราไวท์รอทใช้ในการ
เจริญเติบโต และยังมีคุณสมบัติเป็นสารเหนี่ยวน าการสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกให้สูงขึ้น 
(Xavier, 2001) 

 3.3.2 การตรึงราไวท์รอทบนทะลายปาล์มเปล่า 
 เมื่อน าราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ผ่านการคัดเลือกมาเตรียมเป็นหัวเชื้อ
โดยการเลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA จนเจริญเต็มผิวหน้า แล้วจึงน ามาตรึงกับทะลายปาล์มเปล่าซึ่งเป็น
วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ ามันปาล์ม โดยทะลายปาล์มเปล่านี้จะถูกตัดแต่งเป็นชิ้นเล็ก 
และผ่านการล้างท าความสะอาดรวมถึงการฆ่าเชื้อก่อนที่จะน ามาตรึงเพื่อก าจัดจุลินทรีย์อ่ืนๆที่อาจ
ตกค้างและปนเปื้อนในวัสดุตรึง โดยมีการแปรผันระยะเวลาในการตรึงเป็น 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน 
เพื่อศึกษาระยะเวลาการตรึงที่ เหมาะสม ซึ่งพิจารณาจากประสิทธิภาพการก าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม จากการทดลองพบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์  
Trametes hirsuta AK4 สามารถเจริญเติบโตบนชิ้นส่วนทะลายปาล์มได้ดี โดยจะเจริญคลุมผิวหน้า
ของทะลายปาล์มเปล่า ดังแสดงในรูปที่ 3.7 
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รูปท่ี 3.7  ราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าระยะเวลา 0 วัน (A), 2 วัน 
(B), 4 วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F) เมื่อบ่มในอุณหภูมิห้อง สภาวะคงที่ 

 เมื่อน าชิ้นส่วนของ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่ามาส่องด้วย SEM 
เพื่อดูลักษณะการเกาะติดของเส้นใยราไวท์รอทกับวัสดุตรึง พบว่าเส้นใยของ  Trametes hirsuta 
AK4 มีการยึดเกาะบริเวณผิวหน้าของวัสดุตรึงได้ดี และเมื่อใช้ระยะเวลาการตรึงที่มากขึ้นจะท าให้
ปริมาณเส้นใยของ Trametes hirsuta AK4 มีความหนาแน่นมากยิ่งขึ้น (รูปที่ 3.8A และ B) 
นอกจากนี้ยังพบว่าราไวท์รอทมีการสร้างเส้นใยเกาะติดวัสดุเข้าไปภายในช่องว่างระหว่างรูพรุน
ของวัสดุตรึงดังแสดงในรูปที่ 3.8C 

     

A B 

E F 
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รูปท่ี 3.8  ลักษณะการยึดเกาะของราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายเปล่าปาล์ม
น้ ามัน หลังจากการตรึงเซลล์ 2 วัน (A), 4 วัน (B) และการเกาะติดของเส้นใยระหว่าง
ช่องว่างรูพรุนของทะลายปาล์มเปล่า (C) เมื่อส่องโดยSEM ก าลังขยาย 600X 

 เมื่อน าเซลล์ตรึงของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงเป็นระยะเวลา 2, 
4, 6, 8 และ 10 วัน มาทดสอบประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม โดยการเติม 50%POME ปริมาตร 100 มล. ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วลงในขวด
รูปชมพู่ที่มีเซลล์ตรึง พบว่ามีอัตราการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคและสีอย่างต่อเนื่อง โดยเซลล์
ที่ถูกตรึงเป็นระยะเวลา 4 วันสามารถลดสารประกอบฟีนอลิคได้สูงสุด โดยสามารถลด
สารประกอบฟีนอลิคจากความเข้มข้น  255 มก./ล. เหลือเพียง 64 มก./ล. คิดเป็น 75% ของการลดลง 
ในขณะที่ราตรึงอายุ 2, 6, 8 และ 10 วัน สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคอยู่ในช่วง 50-66% ในวันที่ 
8 ของการบ่มราตรึงและน้ าทิ้งร่วมกัน ดังแสดงในรูปที่ 3.9A โดยเซลล์ที่ถูกตรึงเป็นระยะเวลา 4 วัน 
และ 6 วัน จะมีอัตราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคอย่างรวดเร็วในช่วง 2 วันแรกของการบ่ม
เซลล์ตรึงร่วมกับน้ าทิ้ง และอัตราการย่อยสลายลดลงเล็กน้อยจนถึงวันที่ 8 ของการบ่ม ส่วนเซลล์
ตรึงที่ระยะเวลา 2, 8 และ 10 วัน เร่ิมย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคหลังจากบ่มร่วมกับน้ าทิ้งเป็น
ระยะ 2 วัน และลดลงอย่างต่อเนื่องจนถึงวันที่ 8 ของการบ่ม ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากความหนาแน่น
ของเส้นใยราไวท์รอทที่ตรึงอยู่บนทะลายปาล์มเปล่า นั่นคือเมื่อระยะการตรึงน้อยท าให้มีปริมาณ
เส้นใยน้อย ราจึงใช้เวลาในการบ าบัดในช่วงแรกนาน และเมื่อระยะเวลาการตรึงที่มากขึ้นท าให้เส้น
ใยราไวท์รอทปกคลุมอย่างหนาแน่นก็ส่งผลต่อพื้นที่ผิวสัมผัสและการถ่ายเทมวลสารระหว่างเซลล์
ตรึงกับน้ าทิ้งลดน้อยลง ท าให้ประสิทธิภาพการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคลดต่ าลง  

C 
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 นอกจากนั้นเซลล์ตรึงอายุ 4 วันยังสามารถลดสีได้สูงสุด โดยสามารถลดสีใน 50%POME 
จาก 8,866 หน่วยสี เหลือเพียง 2,600 หน่วยสี คิดเป็น 70.5% ของการลดลง ในขณะที่ราตรึงอายุ 2, 
6, 8 และ 10 วัน สามารถลดสีอยู่ในช่วง 57-64% ในวันที่ 8 ของการบ่มเชื้อและน้ าทิ้งร่วมกัน (รูปที่ 
3.9B) นอกจากนี้ชุดควบคุมที่ประกอบด้วยทะลายปาล์มเปล่าที่ปราศจากราตรึง ซึ่งแสดงปริมาณ
การลดลงของสารประกอบฟีนอลิคและสีโดยปัจจัยทางกายภาพและเคมี (abiotic factor) พบว่า
ทะลายปาล์มเปล่ามีการดูดซับสารประกอบฟีนอลิคและสีไว้  13% และ 14.6% ตามล าดับ ในขณะที่
ชุดควบคุมที่ประกอบด้วยทะลายปาล์มเปล่าที่มีราตรึงซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อ ซึ่งเป็นตัวแทนปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคและสีที่ลดลงเป็นผลมาจากการดูดซับโดยทะลายปาล์มเปล่า และ/หรือการดูด
ซับโดยเส้นใยของรา  มีการดูดซับสารประกอบฟีนอลิคและสีไว้ 21.5% และ18.4% ตามล าดับ 
สอดคล้องกับการทดลองของ Lakhtar et al. (2012) ซึ่งใช้เส้นใยของราไวท์รอท Lentinus edodes 
ในการก าจัดสีน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันมะกอก พบว่ามีการสะสมของสารประกอบที่ท าให้เกิดสีใน
เส้นใยของราไวท์รอทสายพันธุ์ดังกล่าวประมาณ 10% ของสีเร่ิมต้น  
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รูปท่ี 3.9  ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและสีในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม
ความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลาย
ปาล์มเปล่าระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 

 ผลการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก ได้แก่ Laccase, Manganese 
Peroxides (MnP) และ Lignin Peroxides (LiP) ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในการย่อย
สลายสารประกอบฟีนอลิคและก าจัดสี (Sadayi and Ellouz, 1995) พบว่าสามารถตรวจพบกิจกรรม
เอนไซม์ของ Laccase และ Manganese Peroxides เท่านั้น ส่วน Lignin Peroxides ไม่มีการตรวจพบ 
ทั้งนี้ราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 อาจไม่สามารถสร้างเอนไซม์ LiP ได้หรือสร้างได้
ในปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถตรวจพบได้เมื่อน ามาบ่มร่วมกับน้ าเสีย  ซึ่งกิจกรรมของเอนไซม์
ที่ตรวจพบมีลักษณะสอดคล้องกับประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคและสี โดยพบ
กิจกรรมของเอนไซม์ Laccase สูงที่สุดเท่ากับ 378 ยูนิต/ล.และ MnP สูงที่สุดเท่ากับ 2,877 ยูนิต/ล.
ในราตรึงที่มีอายุ 4 วัน (รูปที่ 3.10A และ B) อีกทั้งกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองค่อนข้างสูงในช่วง 
1-2 วันแรกของการบ่มตัวอย่าง ดังนั้นในช่วงระยะเวลานี้จึงพบอัตราการลดลงของสารประกอบฟี
นอลิคและสีสูงเช่นกันโดยเฉพาะในราที่มีอายุการตรึง 4 วัน 
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รูปท่ี 3.10 กิจกรรมเอนไซม์ Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบน
ทะลายเปล่าปาล์มน้ ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
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 จากการวิเคราะห์น้ าหนักแห้งของเซลล์ตรึง Trametes hirsuta AK4 บนทะลายปาล์มเปล่า 
เพื่อวัดการเจริญของราไวท์รอท ซึ่งพิจารณาจากน้ าหนักแห้งของเส้นใยราไวท์รอทรวมกับทะลาย
ปาล์มน้ ามัน ก่อนน าไปบ าบัดน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม พบว่าระยะเวลาการตรึงที่สูงขึ้นจะท า
ให้เซลล์ตรึงมีน้ าหนักแห้งเพิ่มมากขึ้น โดยเซลล์ตรึงของ Trametes hirsuta AK4 บนทะลายปาล์ม
เปล่าที่ระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน มีน้ าหนักแห้งของเส้นใยรวมกับทะลายปาล์มเพิ่มขึ้นถึง 19.21- 
24.46 กรัม จากเร่ิมต้นที่มีน้ าหนักวัสดุตรึงและหัวเชื้อราประมาณ 15 กรัม เนื่องจากราไวท์รอทใช้
อาหารเหลว GYEB เป็นแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน และความชื้นส าหรับการเจริญเติบโต กระทั่งรา
สร้างเส้นใยที่เพิ่มมากขึ้นจนเจริญเต็มวัสดุตรึง แต่เมื่อน าเซลล์ตรึงไปบ าบัดน้ าทิ้งความเข้มข้น 50% 
พบว่าเซลล์ตรึงที่ผ่านการบ าบัดกลับมีปริมาณน้ าหนักแห้งลดลงจากเดิมเป็น 17.04-21.62 กรัม ดัง
แสดงในรูปที่ 3.11 ทั้งนี้อาจมาจากทะลายปาล์มมีองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสซึ่งอาจถูกย่อย
สลายไปบางส่วนโดยราไวท์รอทเพื่อเป็นแหล่งอาหารท าให้น้ าหนักแห้งของราไวท์รอทร่วมกับ
ทะลายปาล์มเปล่าลดลง 

 
รูปท่ี 3.11 น้ าหนักแห้งของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงรวมกับน้ าหนัก

แห้งของทะลายปาล์มเปล่าที่ระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน ก่อนและหลังน าไปบ าบัดน้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความเข้มข้น 50% 
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3.3.3 การตรึงราไวท์รอทบนเส้นใยปาล์มน้้ามัน 
 ส าหรับการตรึงราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 บนเส้นใยปาล์มน้ ามันซึ่งเป็น
วัสดุเศษเหลือจากการสกัดน้ ามันปาล์มเช่นเดียวกัน ที่ผ่านการท าความสะอาดและฆ่าเชื้อแล้ว โดย
แปรผันระยะเวลาการตรึงที่ 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน พบว่า Trametes hirsuta AK4 สามารถ
เจริญเติบโตคลุมผิวหน้าของเส้นใยปาล์ม และการยึดเกาะของเส้นใยรากับเส้นใยปาล์มน้ ามันจน
เป็นก้อนแน่นเช่นเดียวกับการตรึงบนทะลายปาล์มเปล่า ดังแสดงในรูปที่ 3.12   
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รูปท่ี 3.12 รูปราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันระยะเวลา 0 วัน (A),  
2 วัน (B), 4 วัน (C), 6 วัน (D), 8 วัน (E) และ 10 วัน (F)  เมื่อบ่มในอุณหภูมิห้อง สภาวะ
คงที่ 

เมื่อน าชิ้นส่วนของเซลล์ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันมาส่องด้วย SEM พบว่า เส้นใยของ 
Trametes hirsuta AK4 มีการเจริญเติบโตกระจายเต็มผิวหน้าของวัสดุตรึง (เส้นใยปาล์มน้ ามัน) (รูป
ที่ 3.15A) และสามารถสามารถเจริญเข้าไประหว่างช่องว่างของวัสดุตรึงและยึดเกาะกับวัสดุได้ดี 
(รูปที่ 3.13) 

        

รูปท่ี 3.13 ลักษะการยึดเกาะของราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน 
หลังจากการตรึงเซลล์ 6 วัน (A) และการยึดเกาะในช่องว่างของวัสดุตรึง (B) เมื่อส่องโดย
SEM ก าลังขยาย 600X-1,200X 
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 เมื่อน าเซลล์ตรึงของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามันเป็นระยะเวลา 2, 4, 6, 8 และ 10 วัน มาทดสอบประสิทธิภาพในการก าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม โดยการเติม 50%POME ปริมาตร 100 มล. 
ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วลงในขวดรูปชมพู่ที่มีเซลล์ตรึง พบว่ามีอัตราการลดลงของสารประกอบฟีนอ
ลิคและสีอย่างต่อเน่ือง โดยเซลล์ตรึงที่ระยะเวลา 4, 6 และ 8 วันสามารถลดสารประกอบฟีนอลิคได้
ใกล้เคียงกัน โดยสามารถลดสารประกอบฟีนอลิคจากความเข้มข้น  269-275 มก./ล. เหลือเพียง 52-
61 มก./ล. โดยคิดเป็น 77-80% ของการลดลง ในขณะที่ราตรึงอายุ 2 และ 10 วันสามารถลด
สารประกอบฟีนอลิคอยู่ในช่วง 68-72% ในวันที่ 8 ของการบ่มเชื้อและน้ าทิ้งร่วมกัน ดังแสดงในรูป
ที่ 3.14A ส าหรับประสิทธิภาพในการก าจัดสีน้ าทิ้ง พบว่าเซลล์ตรึงที่ระยะเวลาตั้งแต่ 6 วัน เป็นต้น
ไป สามารถลดสีได้สูงสุดและไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยสามารถลดสีใน 
50%POME จาก 8,466-8,700 หน่วยสี เหลือเพียง 500 หน่วยสี คิดเป็น 93-94% ของการลดลง 
ในขณะที่ราตรึงอายุ 2 และ 4 วันสามารถลดสีอยู่ในช่วง 54% และ 80% ตามล าดับ ในวันที่ 8 ของ
การบ่มเชื้อราตรึงกับน้ าทิ้งน้ าทิ้งร่วมกัน (รูปที่ 3.14B) และนอกจากนี้พบว่าชุดควบคุมที่มีเส้นใย
ปาล์มน้ ามันเพียงอย่างเดียวมีการดูดซับสารประกอบฟีนอลิคและสีไว้ถึง  18.8% และ 13.7% 
ตามล าดับ ส่วนชุดควบคุมที่มีเส้นใยปาล์มน้ ามันร่วมกับเส้นใยราที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วมีการดูดซับ
สารประกอบฟีนอลิคและสีไว้สูงกว่าชุดควบคุมที่มีทะลายปาล์มเปล่าร่วมกับเส้นใยราถึง 30% และ 
23.9% ตามล าดับ ซึ่งราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและสี
รวมถึงการดูดซับด้วยวัสดุตรึงร่วมกับเส้นใยราได้สูงกว่าราตรึงบนทะลายปาล์มเปล่า  

 

0

50

100

150

200

250

300

0 1 2 3 4 5 6 7 8

สา
รป

ระ
กอ

บฟ
ีนอ

ลิค
 (ม

ก./
ล.)

 

ระยะเวลา (วัน) 
2days 4days 6days 8days
10days PF PF+killed cell

A 



57 

 

รูปท่ี 3.14 ประสิทธิภาพการก าจัดสารประกอบฟีนอลิค (A) และสี (B)ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใย
ปาล์มน้ ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 

 ผลการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ของ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน 
พบว่ามีความสอดคล้องกับเซลล์ตรึง Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงบนทะลายปาล์มเปล่า คือ 
ตรวจพบเฉพาะกิจกรรมของเอนไซม์ Laccase และ MnP เท่านั้น โดยพบกิจกรรมของเอนไซม์ 
Laccase ที่พบสูงที่สุดเท่ากับ 510  ยูนิต/ล.และ MnP สูงที่สุดเท่ากับ 3,046 ยูนิต/ล.ในราไวท์รอทที่มี
อายุการตรึง 6 วัน บนเส้นใยปาล์มน้ ามัน (รูปที่ 3.15A และ B) ผลการศึกษาสอดคล้องกับ
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีและและสารประกอบฟีนอลิคที่สูงขึ้น อย่างไรก็ตามกิจกรรมเอนไซม์ 
Laccase และ MnP ที่ตรวจพบในราไวท์รอทที่ถูกตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันมีค่าสูงกว่ากิจกรรม
เอนไซม์ที่ตรวจพบในเซลล์ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่า ทั้งนี้ชนิดและปริมาณของเอนไซม์ที่ถูกสร้าง
ขึ้นมีความแตกต่างกันไปตามสายพันธุ์ของราไวท์รอท โดยผลการศึกษากิจกรรมเอนไซม์ในกลุ่ม
ลิกนิโนไลติกที่ตรวจพบจากการศึกษานี้แตกต่างจากการศึกษาของ Ergul et al. (2009) ซึ่งใช้ 
Trametes versicolor ในการก าจัดสีน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันมะกอก ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์ 
Laccase ที่สูงกว่ากิจกรรมของเอนไซม์ MnP เท่ากับ 1,550 ยูนิต/ล. และ 128 ยูนิต/ล. ตามล าดับใน
วันที่ 7 และ 8 ของการบ่มราไวท์รอทที่ไม่ผ่านการปรับตัวในน้ าทิ้งที่เจือจาง 2เท่า  สายพันธุ์ของรา
ไวท์รอทที่แตกต่างกันในแต่ละการศึกษาจะให้ผลกิจกรรมเอนไซม์ที่แตกต่างกัน 
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รูปท่ี 3.15 กิจกรรมเอนไซม์ Laccase (A), Manganese Peroxidase (B) ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์มความเข้มข้น 50% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใย
ปาล์มน้ ามันระยะเวลา 2-10 วัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
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 จากการวิเคราะห์น้ าหนักแห้งของเซลล์ตรึง Trametes hirsuta AK4 บนเส้นใยปาล์มน้ ามัน
ก่อนน าไปบ าบัดน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม เพื่อวัดการเจริญของราไวท์รอท ซึ่งพิจารณาจากน้ า
น้ าหนักแห้งของเส้นใยราไวท์รอทร่วมกับเส้นใยปาล์มน้ ามัน พบว่าระยะเวลาการตรึงที่สูงขึ้นจะท า
ให้เซลล์ตรึงมีน้ าหนักแห้งเพิ่มมากขึ้น สอดคล้องกับการตรึงราไวท์รอทบนทะลายปาล์มเปล่า โดย
เซลล์ตรึงของ Trametes hirsuta AK4 บนเส้นใยปาล์มน้ ามันที่ระยะเวลาการตรึง 2-10 วัน มีน้ าหนัก
แห้งของเส้นใยราไวท์รอทและเส้นใยปาล์มเพิ่มขึ้นถึง 13.55 – 19.49 กรัม จากเร่ิมต้นที่มีวัสดุตรึง
รวมกับหัวเชื้อราประมาณ 10 กรัม  แต่เมื่อน าเซลล์ตรึงไปบ าบัดน้ าทิ้งความเข้มข้น 50% พบว่าเซลล
ตรึงที่ผ่านการบ าบัดกลับมีปริมาณน้ าหนักแห้งลดลงจากเดิมเป็น 11.16 – 17.44 กรัม ดังแสดงในรูป
ที่ 3.16 ทั้งนี้อาจเน่ืองมาจากลิกโนเซลลูโลสซึ่งเป็นองค์ประกอบในเส้นใยปาล์มน้ ามันถูกย่อยสลาย
ด้วยราไวท์รอทเพื่อเป็นแหล่งอาหารส าหรับการเจริญเติบโต ค่าน้ าหนักแห้งของเส้นใยราไวท์รอท
ร่วมกับวัสดุตรึงนอกจากจะบอกอัตราการเจริญของราไวท์รอทแล้ว ยังสามารถใช้เป็นพารามิเตอร์
เบื้องต้นที่ทดสอบได้ง่าย เพื่อจะใช้เป็นเกณฑ์ในการพิจารณาเติมวัสดุตรึงหรือเปลี่ยนเซลล์ตรึงใหม่ 
เพื่อคงประสิทธิภาพในการบ าบัดเมื่อน าราไวท์รอทไปใช้ในการบ าบัดน้ าเสียด้วยระบบขยายขนาด 

 

รูปท่ี 3.16 น้ าหนักแห้งของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามันระยะเวลา 2-10 วัน ก่อนและหลังน าไปบ าบัดน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความ
เข้มข้น 50% 
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 จากประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคของราไวท์รอท  Trametes hirsuta 
AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าและเส้นใยปาล์มน้ ามันที่มีอายุการตรึงแตกต่างกัน สามารถสรุป
ประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความ
เข้มข้น 50% ดังแสดงในตารางที่ 3.4 จากตารางจะพบว่าราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึง
บนเส้นใยปาล์มน้ ามัน เป็นระยะเวลา 6 วัน ให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอ   
ลิคสูงสุดถึง 94% และ 80% ตามล าดับ เนื่องจากเส้นใยปาล์มมีขนาดเล็ก มีช่องว่างระหว่างเส้นใย
ปาล์มให้ราเจริญเข้าไปได้ง่าย และมีพื้นที่ผิวสัมผัสสูง ท าให้เกิดการถ่ายเทมวลสารระหว่างเซลล์
ตรึงกับน้ าทิ้งได้ดี รวมถึงวัสดุดังกล่าวยังสามารถเป็นตัวเหนี่ยวน าให้สร้างเอนไซม์ Laccase และ 
MnP สูง ท าให้ราตรึงก าจัดสารประกอบฟีนอลลิคและสีในน้ าทิ้งได้ดี จึงคัดเลือกราไวท์รอท 
Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน เป็นระยะเวลา 6 วัน เพื่อใช้ในการทดลอง
ต่อไป  
ตารางท่ี 3.4  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 

โดยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าและเส้นใยปาล์ม
น้ ามันในระยะเวลาการตรึงต่างๆ 

        วัสดุตรึง  ระยะเวลาการตรึง              การลดลงของ            การลดลงของ 
                            (วัน)            สารประกอบฟีนอลิค (%)     สี (%) 

ทะลายปาล์มน้ ามัน  2   65.9±4.6c  64.5±2.5d 

    4   74.7±0.9b  70.5±2.9c 

    6   59.8±4.8d  63.9±4.3d 

    8   55.0±2.2d, e  64.1±1.6d 

               10   50.4±5.0e  57.6±2.2e 

เส้นใยปาล์มน้ ามัน  2   68.2±1.2b, c  54.5±1.6e 

    4   78.0±2.7a  80.7±2.8b 

    6   80.6±2.2a  94.0±1.1a 

    8   75.1±3.5a, b  93.4±0.4a 

               10   72.0±1.6b  93.4±1.0a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภ์เดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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3.4 การเพิ่มประสิทธิภาพการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้ง 
เมื่อได้คัดเลือกวัสดุตรึงและระยะเวลาการตรึงที่เหมาะสมซึ่งได้แก่ ราที่ถูกตรึงบนเส้นใย

ปาล์มน้ ามัน เป็นระยะเวลา 6 วัน จากการทดลองข้างต้นโดยทดสอบกับน้ าทิ้งที่เจือจางความเข้มข้น 
50% การศึกษาต่อไปนี้จึงสนใจเพิ่มประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอ
ลิคในน้ าทิ้งที่ยังไม่ผ่านการเจือจางด้วยวิธีการต่าง ๆ ได้แก่ 1) การแปรผันความเข้มข้นน้ าทิ้ง 2) การ
เติมสารอาหารร่วม 3) การบ าบัดแบบสองขั้นตอน และ 4) การปรับตัวของเซลล์ตรึง เพื่อเป็น
แนวทางในการประเมินศักยภาพของราตรึงเมื่อถูกน าไปใช้ในการบ าบัดน้ าทิ้งของโรงงานสกัด
น้ ามันปาล์มในระบบบ าบัดน้ าเสียจริง  

3.4.1 การแปรผันความเข้มข้นน้้าท้ิง 
 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัด
น้ ามันมะกอกที่ไม่ผ่านการเจือจางมีผลยับยั้งการเจริญของราไวท์รอท (Ahmadi et al., 2006) ผู้วิจัย
จึงเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันในการบ าบัดน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้น
ของสารประกอบฟีนอลิคแตกต่างกัน โดยการแปรผันน้ าทิ้งด้วยน้ ากลั่นให้ได้ระดับความเข้มข้น 
25%, 50% 75% และ 100% (ไม่เจือจาง) พบว่าราตรึงสามารถลดสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งได้
อย่างต่อเน่ืองทุกระดับความเข้มข้นของน้ าทิ้ง ดังแสดงในรูปที่ 3.17A ทั้งนี้การทดสอบด้วยน้ าทิ้งที่
ความเข้มข้นต่ าจะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคลดต่ าลง โดยที่ระดับ
ความเข้มข้นของน้ าทิ้ง 25%  ราไวท์รอทตรึงสามารถก าจัดสารประกอบฟีนอลิคได้เพียง 37% ซึ่งต่ า
กว่าน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้น 50%, 75% และน้ าทิ้งที่ไม่เจือจาง ซึ่งราตรึงสามารถก าจัดสารประกอบฟี
นอลิคได้ถึง 64% -77% เนื่องจากการลดความเข้มข้นของน้ าทิ้งท าให้สารอาหารและสารอินทรีย์
อ่ืนๆในน้ าทิ้งถูกเจือจางด้วยเช่นกัน ท าให้มีผลต่อการเจริญของราไวท์รอท และส่งผลให้เกิดการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคต่ าในน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้นต่ า ในงานวิจัยของ Ahmadi et al. (2006) 
ใช้ราไวท์รอทสายพันธุ์  Phanerochaete chrysosporium ที่ถูกตรึงบนใยบวบ เพื่อก าจัด
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันมะกอก พบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ดังกล่าวไม่
สามารถเจริญได้ในน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้นสูง จึงต้องเติมสารอาหารร่วม เช่น กลูโคส แอมโมเนียม
ซัลเฟต และ yeast extract ลงในน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้น 20 -50% จึงท าให้ราไวท์รอทสายพันธุ์
ดังกล่าวย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งได้ ส่วนประสิทธิภาพในการก าจัดสีของน้ าทิ้งนั้น
ให้ผลที่ใกล้เคียงกันคือเซลล์ตรึงสามารถก าจัดสีได้อย่างต่อเนื่อง เมื่อบ่มราตรึงกับน้ าทิ้งร่วมกัน ดัง
แสดงในรูปที่ 3.17B  จะเห็นได้ว่าเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพในการก าจัดสีอยู่ในช่วง 79.7% - 87.8% 
ในวันที่ 8 ของการบ่ม เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิคซึ่งเป็นส่วนหนึ่งที่ท าให้เกิดสีในน าทิ้งถูกย่อย
สลายไป อย่างไรก็ตามในน้ าทิ้งยังมีองค์ประกอบอ่ืน ๆ ที่ท าให้เกิดสีร่วมอยู่ด้วย เช่น สารประกอบ
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จ าพวกแอนโทไซยานิน  แคโรทีน  เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนิน (Hartley, 1977; Hwang et al., 
1978; Barker and Worgan, 1981) ซึ่งเป็นสารที่มีมวลโมเลกุลสูง โครงสร้างซับซ้อน สามารถถูก
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก เช่น Laccase, MnP และ LiP ที่สร้างจากราไวท์รอทท า
ให้สีในน้ าทิ้งลดความเข้มลง (Asses et al., 2009) 

 นอกจากการตรวจวัดสีและสารประกอบฟีนอลิคแล้ว การทดลองนี้ยังศึกษาการ
เปลี่ยนแปลง pH ของน้ าทิ้งตลอดการบ าบัดด้วยราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน เนื่องจาก 
pH มีผลต่อปฏิกิริยา polymerization ของสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งซึ่งจะท าให้สีเข้มขึ้น จา
การศึกษาพบว่าเร่ิมต้น pH ของน้ าทิ้งทุกอัตราการเจือจางอยู่ในช่วงที่เป็นกลางประมาณ 7.5 แต่เมื่อ
บ่มราตรึงร่วมกับน้ าทิ้งจะพบว่า pH ของน้ าทิ้งจะลดลงอยู่ในช่วงของกรดประมาณ 3.4-3.5 ในวันที่
5 ของการบ่มเซลล์ตรึงร่วมกับน้ าทิ้งและหลังจากวันที่ 6 ของการบ่ม pH ของน้ าทิ้งจะเพิ่มขึ้น
เล็กน้อย ดังแสดงในรูปที่ 3.17C การลดลงของ pH นี้อาจมีเป็นผลมาจากการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโดยราไวท์รอท ซึ่งท าให้เกิดกรดอินทรีย์ขึ้นในน้ าทิ้ง สอดคล้องกับ
การทดลองของ Assas et al. (2002) ซึ่งใช้รา Geotrichum candidum ในการก าจัดสีของน้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันมะกอก ซึ่งมีการรายงานว่า pH ของน้ าทิ้งจะลดลงอยู่ในช่วงที่เป็นกรด เกิดจาก
การที่ราไวท์รอทใช้น้ าตาลและสารอินทรีย์ในน้ าทิ้ง ท าให้เกิดกรดอินทรีย์ซึ่งเป็นสารตัวกลางก่อน
เข้าสู่กระบวนการย่อยสลายผ่านวัฎจักเครบส์ (Krebs cycle) อย่างไรก็ตามค่า pH ที่สูงขึ้นในช่วงท้าย
ของการทดลอง อาจมีสาเหตุมาจากการย่อยสลายสารต่อกลางต่อไปเป็นสารชนิดอ่ืน หรือเกิดการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและสารอินทรีย์อ่ืนๆ อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้กรดอินทรีย์เปลี่ยนเป็น
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ า (Leonowicz et al., 2001)และนอกจากนี้ยังมีการรายงานว่าค่า pH 
ที่ลดลงช่วยส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ที่เกี่ยวของกับการก าจัดสีได้ดี (Kim and Shoda, 1999) 
เนื่องจากเป็นค่าpHที่เหมาะสมในการเจริญและสร้างเอนไซม์ของราไวท์รอทซึ่งอยู่ในช่วง 3.5-5.5 
(Boyle, 2006) 
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รูปท่ี 3.17  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH (C) 
 ในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความเข้มข้น25%- 100% ของราไวท์รอทสายพันธุ์ 

Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อ
นาที 

 การลดลงของสีน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม ซึ่งเร่ิมต้นมีสีน้ าตาลคล้ า และเมื่อน ามาเจือ
จางด้วยน้ ากลั่นท าให้ความเข้มของสีลดลงตามอัตราการเจือจาง หลังจากน ามาบ าบัดด้วยราไวท์   
รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน พบว่าสีของน้ าทิ้งจะเปลี่ยนจากสี
น้ าตาลคล้ าเป็นสีเหลืองที่มีความเข้มสีแตกต่างกัน ดังแสดงในรูปที่ 3.18A-D  
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รูปท่ี 3.18  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มความเข้มข้น25% (A), 50% (B) , 
75% (C) และ100% (D) ที่ผ่านการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 
ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน บ่มเป็นระยะเวลา 0-8 วัน 
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 3.4.2 การเติมแหล่งอาหารร่วม 
 เมื่อน าเซลล์ตรึงของราไวท์รอทมาศึกษาการเติมแหล่งอาหารร่วมโดยการเติมน้ าตาล
กลูโคส (1% w/v) หรือ แอมโมเนียมคลอไรด์ (1% w/v) และน้ าตาลกลูโคส (1% w/v) ร่วมกับ
แอมโมเนียมคลอไรด์ (1% w/v) ลงไปในน้ าทิ้งที่มีความเข้มข้น 100% (ไม่ผ่านการเจือจาง) เพื่อเป็น
การเพิ่มเติมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนให้กับราไวท์รอท พบว่าการเติมน้ าตาลกลูโคส ท าให้
ประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคลดลงเหลือ 62.9% ต่ ากว่าน้ าทิ้งที่ไม่เติมน้ าตาล
กลูโคส ซึ่งสามารถก าจัดสารประกอบฟีนอลิคได้ 71.4% ในวันที่ 8 ของการบ่มราตรึงร่วมกับน้ าทิ้ง 
ส่วนการเติมแอมโมเนียมคลอไรด์ เพียงอย่างเดียว และการเติมน้ าตาลกลูโคส ร่วมกับแอมโมเนียม
คลอไรด์ ส่งผลให้ก าจัดฟีนอลิคได้เพิ่มขึ้นเป็น 74.0% และ 76.1% ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 
3.19A ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมส่งผลให้การสร้างเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิ
โนไลติกดีขึ้น (Swamy and Ramsay, 1999) 

 ส่วนประสิทธิภาพในการก าจัดสีน้ าทิ้งนั้นให้ผลสอดคล้องกับประสิทธิภาพในการก าจัด
สารประกอบฟีนอลิค โดยที่น้ าทิ้งที่มีการเติมน้ าตาลกลูโคส เซลล์ตรึงสามารถก าจัดสีได้ 75% (รูปที่ 
3.19B) ซึ่งต่ ากว่าน้ าทิ้งที่ไม่เติมน้ าตาลกลูโคสซึ่งสามารถก าจัดสีได้ถึง 79.2%  ส่วนการเติม
แอมโมเนียมคลอไรด์ เพียงอย่างเดียวและการเติมน้ าตาลกลูโคสร่วมกับแอมโมเนียมคลอไรด์ ส่งผล
ให้ก าจัดสีได้เพิ่มขึ้นเป็น 81.1% และ 85.0% ตามล าดับ จากผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Gomathi, et al. (2012) ซึ่งท าการศึกษาการก าจัดสีของน้ าทิ้งโรงงานกระดาษด้วยรา
ตรึงของ Phanerochaete chrysosporium พบว่าการเติมแหล่งคาร์บอนร่วม เช่น น้ าตาลซูโครส จะท า
ให้ประสิทธิภาพการก าจัดสีต่ ากว่าการไม่เติมแหล่งคาร์บอนร่วม เนื่องจากราไวท์รอทสามารถใช้
น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งอาหารได้ง่ายกว่าการใช้สารอินทรีย์ในน้ าทิ้ง จึงเลือกที่จะใช้น้ าตาลกลูโคส
เพื่อใช้ในการเจริญแทนการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ย่อยสลายยากกว่า เช่น สารประกอบฟีนอลิค 
หรือรงควัตถุอ่ืน ๆ ในน้ าทิ้ง ดังนั้นจึงไม่มีความจ าเป็นที่จะต้องเติมแหล่งคาร์บอนร่วมในการบ าบัด
สีของน้ าทิ้ง  

 นอกจากนี้น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่มีการเติมแหล่งอาหารร่วมและไม่เติมแหล่ง
อาหารร่วมมีการลดลงของ pH โดยลดลงจากประมาณ 7.5 มาเป็น 3.1-3.5 ในวันที่ 5 ของการบ่มรา
ตรึงร่วมกับน้ าทิ้ง และค่อยๆเพิ่มขึ้นเล็กน้อยในวันที่  6-8 ของการบ่ม จนอยู่ในช่วง4.8-5.1 น้ าทิ้งที่
เติมแอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v จะมีการเปลี่ยนแปลงของ pH ที่ช้ากว่าการเติมสารชนิดอ่ืนดัง
แสดงในรูปที่ 3.19C การเปลี่ยนแปลงpH ของน้ าทิ้งที่มีการเติมแหล่งอาหารร่วมให้ผลสอดคล้องกับ
การเจือจางความเข้มข้นน้ าทิ้ง 
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รูปท่ี 3.19  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลงpH (C) ใน
น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่มีการเติมแหล่งอาหารร่วม C และ N ต่างๆ ของราไวท์
รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 
รอบต่อนาที 

 ลักษณะการลดลงของสีน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มหลังจากบ าบัดด้วยราไวท์รอทสาย
พันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน เมื่อน ามาเติมกลูโคสหรือแอมโมเนียม
คลอไรด์เพื่อเป็นแหล่งอาหารร่วมของราไวท์รอทลงในน้ าทิ้ง พบว่าสีของน้ าทิ้งจะเปลี่ยนจากสี
น้ าตาลคล้ าเป็นสีเหลืองที่มีความเข้มสีแตกต่างกัน และความเข้มสีลดลงตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 
3.20A-D เช่นเดียวกับการเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งที่มีการแปรผันความเข้มข้น 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 1 2 3 4 5 6 7 8

pH
 

ระยะเวลา (วัน) 
POME POME+1%glucose POME+1%NH4Cl POME+1%glucose+1%NH4Cl

0

 
0  

1 2 3

 
0  

4

 
0  

5

 
0  

6

 
0  

7

 
0  

8

 
0  

A 

C 



69 

 

 

 

รูปท่ี 3.20  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม (A), น้ าทิ้งที่เติมน้ าตาลกลูโคส 1% 
w/v (B) ,น้ าทิ้งที่เติมแอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v (C) และน้ าทิ้งที่เติมน้ าตาลกลูโคส 1% 
w/v ร่วมกับแอมโมเนียมคลอไรด์ 1% w/v (D) ที่ผ่านการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ 
Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน  
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 3.4.3 การบ้าบัดน้้าทิ้งแบบสองขั้นตอน 
 จากการศึกษาของพนิดา โต๊ะสู (2555) ใช้แบคทีเรียผสม Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ซึ่งเป็นแบคทีเรียย่อยสลายฟีนอล (phenol-degrading bacteria) มาตรึงบน
วัสดุเศษเหลือปาล์มน้ ามันเพื่อประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน้ าทิ้งที่มีการปนเปื้อนของฟีนอล ได้แก่ น้ า
ทิ้งของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม พบว่าเซลล์ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าที่ผ่านการกระตุ้นโดยการ
เลี้ยงในอาหาร carbon free mineral medium (CFMM) ที่มีการเติมฟีนอล 10 มก./ล. สามารถลด
ปริมาณฟีนอลในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มได้  64 % ภายในเวลา 7 วัน ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจที่
จะน าผลการศึกษาดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ร่วมกับการบ าบัดด้วยราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามัน ซึ่งเป็นการบ าบัดแบบ 2 ขั้นตอน โดยขั้นต้น (Pretreatment) บ าบัดน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามัน
ปาล์มด้วยแบคทีเรียผสมที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าตามวิธีการของพนิดา โต๊ะสู (2555) โดย
ต้องการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคขั้นต้นให้มีความเข้มข้นลดลง เพื่อลดความเป็นพิษของ
สารประกอบดังกล่าวที่อาจส่งผลต่อการเจริญและการสร้างเอนไซม์ของราไวท์รอท แล้วจึงน าน้ าทิ้ง
ที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นมาบ าบัดต่อด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามัน  

 น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียผสมที่ถูกตรึงบน
ทะลายปาล์มเปล่า ซึ่งแปรผันระยะเวลาการบ าบัดที่ 4, 8, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าท าให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งลดลงเหลือ 90%, 75%, 60% 55% และ 50% ตามล าดับ จากเร่ิมต้นที่มี
ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งประมาณ 461 มก./ล. และมื่อน าน้ าที่ผ่านการบ าบัด
ขั้นต้นแล้วมาบ าบัดต่อด้วยเซลล์ตรึงของราไวท์รอท  Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงบนเส้นใย
ปาล์มน้ ามัน พบว่าราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันสามารถก าจัดสารประกอบฟีนอลิคที่
เหลือได้อย่างรวดเร็วหลังจากการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึงเป็นเวลา 1 วัน และค่อยๆ ลดอย่างต่อเนื่อง
จนถึงวันที่ 8 ของการบ่ม ซึ่งเหลือสารประกอบฟีนอลิค อยู่ในช่วง 81.6-84.7 มก./ล. คิดเป็น 81.6-
82.2% ในน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียตรึงเป็นระยะเวลา 8-72 ชั่วโมง ดังแสดงในรูป
ที่ 3.21A การลดลงของสารประกอบฟีนอลิคของน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นจะลดลงอย่างรวดเร็ว
กว่าน้ าทิ้งที่ไม่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นในช่วง 4 วันแรกของการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึง ซึ่งน้ าทิ้งที่ผ่าน
การบ าบัดขั้นต้นเพียง 8 ชั่วโมงให้ประสิทธิภาพการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคใกล้เคียงกับ
ระยะเวลาการบ าบัดขั้นต้นที่นานกว่า ดังนั้นการบ าบัดน้ าทิ้งขั้นต้นด้วยแบคทีเรียตรึงเป็นระยะเวลา 
8 ชั่วโมงจึงเพียงพอและเหมาะสมส าหรับการบ าบัดน้ าทิ้งขั้นต้นก่อนที่จะบ าบัดด้วยราไวท์รอทที่
ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันต่อไป 
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 ส าหรับประสิทธิภาพของราไวท์รอทตรึงในการก าจัดสีน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นแล้ว  
พบว่าน้ าทิ้งที่ผ่านบ าบัดขั้นต้นมีสีเร่ิมต้นที่ไม่เท่ากัน เนื่องจากการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค
และสารสีอินทรีย์อื่น ๆ ไปบางส่วนโดยแบคทีเรียตรึง รวมทั้งการดูดซับสีของทะลายปาล์มเปล่าใน
ระหว่างการบ าบัดขั้นต้น ท าให้น้ าทิ้งซึ่งมีค่าความเข้มสีเร่ิมต้นประมาณ 14,000 หน่วยสี ถูกก าจัดให้
ลดลงประมาณ 25% ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของพนิดา โต๊ะสู (2555) และเมื่อผ่านการบ าบัด
ด้วยราตรึงจะพบว่าสีของน้ าทิ้งจะลดลงอย่างรวดเร็วในวันที่ 1-2 ของการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึง ดัง
แสดงในรูปที่ 3.21B และค่อย ๆ ลดลงเล็กน้อยจนถึงวันที่ 8 ของการบ่ม โดยลดลงเหลือ 2,433-
3,366 หน่วยสี คิดเป็น 79.7-87.1% ซึ่งสีของน้ าทิ้งจะเปลี่ยนจากสีน้ าตาลคล้ าเป็นสีเหลืองที่มีความ
เข้มสีแตกต่างกันดังแสดงในรูปที่ 3.22  และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการก าจัดสีของราตรึงใน
น้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นกับน้ าทิ้งที่ไม่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นพบว่า ราตรึงสามารถก าจัดสีในน้ า
ทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นได้สูงกว่าในช่วงแรกของการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึงและค่อนข้างคงที่
ตั้งแต่วันที ่3 ของการบ่มจนสิ้นสุดการศึกษา จะเห็นได้ว่าการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคออกจากน้ า
ทิ้งเพียงบางส่วน สามารถส่งเสริมอัตราการย่อยสลายสารสีโดยราไวท์รอทในขั้นตอนต่อมาให้เร็ว
ขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมาซึ่งรายงานว่าสารประกอบฟีนอลิคมีผลยับยั้งการเจริญและ
การสร้างเอนไซม์ในราไวท์รอทหลายชนิด ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ราไวท์รอทยังไม่สามารถ
ก าจัดสีในน้ าเสียที่มีสารประกอบฟีนอลิคเป็นองค์ประกอบได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น น้ าเสียจาก
โรงงานสกัดน้ ามันมะกอก เป็นต้น  

 ค่า pH ของน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นมีค่าที่ใกล้เคียงกันโดยอยู่ในช่วงที่เป็นกลางแต่เมื่อ
น ามาบ าบัดต่อด้วยราตรึง pH ของน้ าทิ้งจะลดลงอยู่ในช่วงที่เป็นกรดประมาณ 3.5-3.9 ในวันที่ 3 
ของการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึง ซึ่งเกิดจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ในน้ าทิ้งเกิดเป็นกรดอินทรีย์จึง
ส่งผลให้น้ าทิ้งมี pH ลดลง แต่เมื่อวันที่ 4 ของการบ่ม pH จะปรับตัวเพิ่มขึ้นเล็กน้อยจนถึงวันที่ 8 
ของการบ่ม pHของน้ าทิ้งจะอยู่ที่ 4.9-5.1 ดังแสดงในรูปที่ 3.22C โดยผลการทดลองมีความ
สอดคล้องกับการทดลองการแปรผันความเข้มข้นน้ าทิ้งและการเติมอาหารร่วม  
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รูปท่ี 3.21  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH (C) 
ของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม ที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลเป็น
ระยะเวลา 4- 72 ชม. และบ าบัดต่อโดยใช้ราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่
ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 

 สีของน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียผสม  Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 มีความเข้มสีที่ลดลงเล็กน้อย แต่น้ าทิ้งยังคงมีสีน้ าตาลคล้ า หลังจากบ่มน้ าทิ้ง
ที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นร่วมกับราตรึงสีของน้ าทิ้งมีการเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน ดังแสดงในรูปที่ 
3.22 ซึ่งการบ าบัดแบบสองขั้นตอนให้ผลของสีที่ลดลงมากกว่าการทดลองการแปรผันความเข้มข้น
น้ าทิ้งและการเติมอาหารร่วม 
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รูปท่ี 3.22  การเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วย
แบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลที่ระยะเวลา 4 ชม. (A), 8 ชม. (B) , 24 ชม. (C), 48 ชม. (D), 72 
ชม. (E)  และบ าบัดต่อด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใย
ปาล์มน้ ามัน เปรียบเทียบกับน้ าทิ้งที่ไม่ผ่านการบ าบัด (F) เมื่อบ่มเป็นระยะเวลา 0-8 วัน  

 3.4.4 การปรับตัวของเซลล์ตรึง 
 ราไวท์รอทที่ถูกตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันเป็นระยะเวลา 6 วันถูกน ามาศึกษาการปรับตัว 
ของเซลล์ตรึง โดยการเลี้ยงเซลล์ตรึงในน้ าทิ้งจากความเข้มข้นต่ าไปจนความเข้มข้นสูงเป็น
ระยะเวลา  3 วันในแต่ละความเข้มข้น เพื่อให้ราตรึงมีการปรับสภาพตามความเข้มข้นของ
สารประกอบฟีนอลิคที่สูงขึ้น โดยศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิค
เปรียบเทียบกับราตรึงที่ไม่ผ่านการปรับตัว พบว่าราตรึงที่มีการปรับตัวให้ประสิทธิภาพในการก าจัด
สารประกอบฟีนอลิคเพียง 60.3% เมื่อบ่มราตรึงร่วมกับน้ าทิ้งเป็นเวลา 8 วัน ซึ่งต่ ากว่าราตรึงที่ไม่
ผ่านการปรับตัวที่ให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอลิคถึง 71.4% ดังแสดงในรูปที่ 
3.23A 

 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีน้ าทิ้งของราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันแบบผ่านการ
ปรับตัวจะก าจัดสีได้อย่างต่อเน่ืองจนถึงวันที่ 3 ของการบ่มน้ าทิ้งร่วมกับราตรึง และค่อนข้างจะคงที่
จนถึงวันที่ 8 ของการบ่ม ซึ่งต่างจากราตรึงแบบไม่ปรับตัวซึ่งมีการก าจัดสีน้ าทิ้งอย่างต่อเนื่องจนถึง
วันที่ 8 ของการบ่ม ดังแสดงในรูปที่ 3.23B ทั้งนี้ประสิทธิภาพในการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอ   
ลิคที่ลดลงของราตรึงที่ผ่านการปรับตัวอาจเกิดจากระยะเวลาของราตรึงที่มากขึ้นในช่วงที่ปรับตัว
ท าให้เส้นใยราที่เจริญมีความหนาแน่นมากขึ้นจึงส่งผลให้การแพร่ผ่านของสารและออกซิเจนลด
น้อยลง สารประกอบฟีนอลิคและสีในน้ าทิ้งจึงถูกก าจัดได้น้อยลง  ซึ่งผลการทดลองดังกล่าว
แตกต่างกับการทดลองของ Lu et al., (2009) ซึ่งใช้ราไวท์รอท Phanerochaete chrysosporium ตรึง
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บนเศษไม้และถูกท าให้แห้งด้วย vacuum freeze desiccators เพื่อการเก็บรักษาราตรึงไว้ได้เป็น
ระยะเวลา 9 เดือนแล้วน าราตรึงที่เก็บรักษาไว้มาผ่านการกระตุ้นด้วยสารฟีนอลและปรับตัวในน้ า
ทิ้งของโรงงานถ่านหินที่เจือจาง 50% ก่อนใช้บ าบัดสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งที่ไม่ได้เจือจาง 
พบว่าสามารถก าจัดสารประกอบฟีนอลิคได้ถึง 87.05% ในระยะเวลาการบ่ม 6 วัน ทั้งนี้ผลการ
ทดลองที่แตกต่างกันอาจเนื่องมาจากชนิดของราไวท์รอท ระยะเวลาในการตรึงเซลล์ และ
องค์ประกอบของน้ าเสียที่แตกต่างกัน 

 นอกจากนี้น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่บ าบัดด้วยราไวท์ตรึงที่ผ่านการปรับตัว มีการ
เปลี่ยนแปลง pH เพียงเล็กน้อย โดยลดลงจาก 7.46 เหลือ 5.33 ในวันที่ 6 ของการบ่มร่วมกันของรา
ตรึงกับน้ าทิ้ง และ pH เพิ่มขึ้นเล็กน้อยในวันที่ 7 และ 8 ของการบ่ม ดังแสดงในรูปที่ 3.23C ซึ่ง
แตกต่างจากราตรึงแบบไม่ปรับตัวที่มีการลดลงของ pH อย่างต่อเนื่องและปรับสูงขึ้นในวันที่6 ถึง 8 
ของการบ่ม ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ pH ส่งผลต่อการย่อยสลายทางชีวภาพด้วยราไวท์รอท โดยรา
ไวท์รอทสามารถเจริญและย่อยสลายสารได้ดีในช่วง 3.5-5.5 (Boyle, 2006) 
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รูปท่ี 3.23 การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค (A) การก าจัดสี (B) และการเปลี่ยนแปลง pH (C) ใน
น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่บ าบัดด้วย Trametes hirsuta AK4 ตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามันที่ผ่านและไม่ผ่านการปรับตัว บ่มในอุณหภูมิห้อง เขย่า 120 รอบต่อนาที 
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 ส าหรับลักษณะการเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสายพันธุ์  
Trametes hirsute AK4 ที่ถูกตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันแบบที่ผ่านการปรับตัว มีการลดลงของสีที่ต่ า
กว่าการทดลองการแปรผันความเข้มข้นน้ าทิ้ง การเติมอาหารร่วม และการบ าบัดแบบสองขั้นตอน
น้ าทิ้งมีการเปลี่ยนแปลงจากสีน้ าตาลคล้ าเป็นสีเหลืองที่มีระดับความเข้มสีที่แตกต่างกันดังแสดงใน
รูปที่ 3.24A และ B 

 

 

รูปท่ี 3.24 การเปลี่ยนแปลงสีของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดด้วยราไวท์รอทสาย
พันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน แบบไม่ปรับตัว (A) และแบบ
ปรับตัว (B) 
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 จากการทดลองในการเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์มของราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์ม
น้ ามัน ด้วยวิธีต่างๆ พบว่าการบ าบัดแบบสองขั้นตอนโดยการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียผสม 
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ถูกตรึงบนทะลายปาล์มเปล่าเป็น
ระยะเวลา 8 ชั่วโมง แล้วบ าบัดต่อด้วยราตรึงจะให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสารประกอบฟีนอ      
ลิคสูงถึง 82.2% และให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสีสูงถึง 87% ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยทาง
สถิติที่ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) ดังแสดงในตารางที่3.5 เนื่องจากการบ าบัดขั้นต้นด้วย
แบคทีเรียผสมจะย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้ง ซึ่งช่วยลดความเป็นพิษที่จะเกิดขึ้นต่อรา
ตรึง ท าให้ราตรึงสามารถเจริญและย่อยสลายสารอ่ืนๆที่ก่อให้เกิดสีในน้ าทิ้งได้ดี 

ตารางท่ี 3.5  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม
ด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันด้วยวิธีต่างๆ 

 วิธีการศึกษา         การลดลงของ       การลดลงของสี 
     สารประกอบฟีนอลิค(%)                 (%)  

การเจือจางความเขม้ข้นน้ าทิ้ง 

- 25%POME    37.5±4.4g   85.9±3.2a,b
 

- 50%POME    77.8±1.3b   87.8±1.6a
 

- 75%POME    64.3±1.2e   81.2±1.8c,d
 

- 100%POME    71.4±0.8d   79.7±1.0d,e
 

การเติมแหล่งอาหารร่วม 

- POME     71.4±0.8d   79.7±1.0d,e 

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

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

- POME+1%glucose+1%NH4Cl  76.1±0.8b,c   85.0±0.9b,c 
 
หมายเหตุ  ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภ์เดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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ตารางท่ี 3.5  ประสิทธิภาพการก าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม
ด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามันด้วยวิธีต่างๆ (ต่อ) 

วิธีการศึกษา         การลดลงของ       กา รลด ลงของ สี
    สารประกอบฟีนอลิค(%)                 (%)  

การบ าบัดบ าบัดแบบสองขั้นตอน 

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

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

- 24 hr. Treated POME   81.9±0.6a   84.8±0.6b,c 

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

- 72 hr. Treated POME   82.0±1.0a   79.7±1.0d,e 

- Non-treated POME   71.4±0.8d   79.7±1.0d,e 
การปรับตัวของเซลล์ตรึง 

- Non Acclimation   71.4±0.8d   79.7±1.0d,e 

- Acclimation    60.3±0.7f   58.3±3.5f 

หมายเหตุ  ตัวอักษรเหมือนกันในสดมภ์เดียวกันแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 น้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดแบบสองขั้นตอนซึ่งให้ประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคถูกน ามาวิเคราะห์คุณลักษณะของน้ าทิ้งเปรียบกับน้ าทิ้งก่อนการบ าบัด พบว่า 
pH ของน้ าทิ้งหลังบ าบัดลดลงจาก 7.56 เหลือเพียง 5.03 ปริมาณ COD ลดลง 54.8% จากความ
เข้มข้นเร่ิมต้น 22,488 มก./ล. ส่วนค่า TKN, TP, Oil & Grease และ TSS มีค่าเท่ากับ 251, 11.7, 17 
และ 240 มก./ล. คิดเป็น 79-99% ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับค่ามาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้ง เนื่องจากราไวท์รอ
ทสามารถน าไปใช้เป็นแหล่งอาหารได้และนอกจากนั้นพบว่าหลังการบ าบัดสามารถก าจัดสีในน้ า
ทิ้งได้  87% และก าจัดสารประกอบฟีนอลิคได้ 82% เมื่อวิเคราะห์ด้วย Folin ciocalteu's และ 88.3% 
เมื่อวิเคราะห์ด้วย 4-aminoantipyrine ซึ่งเป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคตามมาตรฐาน
น้ าทิ้ง (APHA, AWWA and WEF, 2005) ดังแสดงในตารางที่ 3.6 
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ตารางท่ี 3.6  คุณลักษณะของน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มก่อนและหลังบ าบัดแบบสองขั้นตอน
ด้วยแบคทีเรียตรึงและราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน 

 

 พารามิเตอร์  *ค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าท้ิง      **ก่อนบ้าบัด   ***หลังบ้าบัด        
     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 (หน่วยสี)                    ไม่พึงรังเกียจ     18,600   2,400 

ท่ีมา:  *ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ฉบับที่ 2 (พ.ศ. 2539) ลงวันที่ 14 มิถุนายน 2539 เร่ือง
ก าหนดคุณลักษณะของน้ าทิ้งที่ระบายออกจากโรงงาน ตีพิมพ์ในราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 
113 ตอนที่ 52 ง ลงวันที่ 27 มิถุนายน 2539 

 ** น้ าทิ้งจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม จังหวัดสตูลเก็บตัวอย่างวันที ่30 ตุลาคม 2555 
 ***น้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มที่ผ่านการบ าบัดขั้นต้นด้วยแบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลเป็น

เวลา 8 ชั่วโมง และบ าบัดต่อด้วยราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน 
 ****4-aminoantipyrine ไม่สามารถวัดสารประกอบฟีนอลิคที่มีหมู่ไฮดรอกซิลในต าแหน่ง

พาราได้ 
 *****วิเคราะห์ด้วย Modification of the Folin-Ciocalteau method (Ergul et al., 2011) 

 น้ าเสียของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มเร่ิมต้นมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิค 1,206 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Chantho et al., 2013) และเมื่อผ่านระบบบ าบัดน้ าเสียด้วยระบบแบบบ่อปรับ
เสถียร (บ่อดิน) ซึ่งมีจ านวน 4 บ่อ สามารถบ าบัดสารอินทรีย์ในรูปของ BOD และ COD ได้ส่วน
หนึ่ง รวมถึงสารประกอบฟีนอลิคให้เหลือ 475 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้ าทิ้งบ่อสุดท้าย ซึ่งยังมีค่าสูง
กว่ามาตรฐาน และยังคงมีสีน้ าตาลคล้ า เมื่อน าตัวอย่างน้ าทิ้งจากบ่อบ าบัดน้ าเสียบ่อสุดท้ายมา
ทดสอบในการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าน้ าทิ้งถูกบ าบัดต่อด้วยการบ าบัดน้ าทิ้งแบบสองขั้นตอนโดย
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บ าบัดน้ าทิ้งขั้นต้นด้วยแบคทีเรียผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ถูก
ตรึงบนทะลายปาล์มน้ ามัน เป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง แล้วบ าบัดต่อด้วยราไวท์รอท Trametes hirsuta 
AK4 ที่ถูกตรึงบนเส้นใยปาล์มน้ ามัน เป็นวิธีการที่มีศักยภาพสูงที่สุดในการก าจัดสีและ
สารประกอบฟีนอลิคในน้ าทิ้งโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม โดยกระบวนการบ าบัดที่เกิดขึ้นมีสาเหตุ
จากการย่อยสลายทางชีวภาพจากเอนไซม์ที่แบคทีเรียและราไวท์รอทสร้างขึ้นรวมกับกลไกในการ
ดูดซับร่วมกันของวัสดุตรึงและเส้นใยราที่น ามาใช้ ท าให้สารอินทรีย์และองค์ประกอบอ่ืนๆในน้ า
ทิ้งมีค่าลดลง แม้ว่าจะยังไม่สามารถท าให้คุณลักษณะน้ าทิ้งบางพารามิเตอร์บรรลุตามค่ามาตรฐานที่
ก าหนด อย่างไรก็ตามความรู้ที่ได้จากผลการทดลองนี้ มีความจ าเป็นในการน าไปพัฒนาต่อยอดใน
ระบบขยายขนาดด้วยถังปฎิกรณ์ชีวภาพซึ่งมีขนาดใหญ่ขึ้นและสามารถบ าบัดน้ าทิ้งได้อย่างต่อเนื่อง 
รวมทั้งการศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในระบบขยายขนาดก็เป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคและสีด้วยวิธีการที่น าเสนอในรายงานฉบับนี้ได้ 
เพื่อเป้าหมายที่ส าคัญน่ันคือคุณลักษณะน้ าทิ้งบรรลุตามค่ามาตรฐานที่ก าหนด 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง 

 4.1.1 การคัดเลือกราไวท์รอทท่ีมีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าท้ิง
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 

 จากการคัดเลือกราไวท์รอท 10 สายพันธุ์ที่มีศักยภาพในการลดสีและสารประกอบฟีนอลิค
ในน้้าทิ้งโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม โดยทดสอบบนอาหารแข็ง Sabouraud Dextrose Agar  (SDA) ที่
มีการเติมน้้าทิ้งและในน้้าทิ้งที่มีการเจือจาง 2 เท่า พบว่าราไวท์รอทสายพันธุ์ Unknown 04 ซึ่งถูก
ระบุสายพันธุ์คือ Trametes hirsuta AK4 เป็นราที่มีอัตราการเจริญสูง มีความทนทานต่อ
สารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้ง และยังสามารถก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้งที่มีความ
เข้มข้น 50% ได้ถึง 64.7% และ 66.5% ตามล้าดับ จากเดิมที่มีความเข้มสีประมาณ 9,333 หน่วยสี
และสารประกอบฟีนอลิค 261 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงคัดเลือกราสายพันธุ์ดังกล่าวเพื่อใช้ในการทดลอง
ต่อไป 

 4.1.2 การตรึงราไวท์รอทบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน้้ามัน 

 ราไวท์รอท Trametes hirsuta AK4 ที่ถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาล์มน้้ามัน ได้แก่ ทะลาย
ปาล์มเปล่าและเส้นใยปาล์มน้้ามัน สามารถเจริญยึดเกาะบริเวณผิวหน้าและภายในช่องว่างของวัสดุ
ตรึงได้ดีและเมื่อน้าราตรึงไปบ้าบัดน้้าทิ้งโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มความเข้มข้น 50% พบว่าการแปร
ผันระยะเวลาการตรึงมีผลต่อการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิค โดยราไวท์รอทที่ตรึงบนเส้นใย
ปาล์มน้้ามันเป็นระยะเวลา 6 วันให้ประสิทธิภาพในการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้งที่
มีความเข้มข้น 50% สูงที่สุดคือ 94% และ 80.6% ตามล้าดับ และมีความแตกต่างกับชุดการทดลอง
อ่ืนอย่างมีนัยทางสถิติที่ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) ซึ่งการลดลงของสีและสารประกอบ        
ฟีนอลิคในน้้าทิ้งเกิดจาการย่อยสลายทางชีวภาพและการดูดซับของวัสดุตรึงร่วมกับเส้นใยรา โดย
ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกที่ เกี่ ยวข้องต่อการย่อยสลายของสีและ
สารประกอบฟีนอลิค ได้แก่เอนไซม์ Laccase และ Manganese peroxidase สูงสุดเท่ากับ 510 และ 
3,046 ยูนิตต่อลิตร จึงคัดเลือกราตรึงบนเส้นใยปาล์มน้้ามันเป็นระยะเวลา 6 วัน เพื่อใช้ในการ
ทดลองถัดไป 
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 4.1.3 การเพิ่มประสิทธิภาพการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้ง 

 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคในน้้าทิ้งโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มที่ไม่ผ่านการเจือจาง (ความเข้มข้น 100%) ด้วยวิธีการ 1) การแปรผันความเข้มข้นของ
น้้าทิ้งที่ระดับต่างๆ 2) การเติมแหล่งอาหารร่วม 3) การบ้าบัดแบบสองขั้นตอน และ 4) การปรับตัว
ของเซลล์ตรึง พบว่าการบ้าบัดแบบสองขั้นตอนโดยขั้นต้นจะใช้แบคทีเรียผสม Methylobacterium 
sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ตรึงบนทะลายปาล์มเปล่ามาบ้าบัดน้้าทิ้งที่ไม่เจือจางเป็น
ระยะเวลา 8 ชั่วโมง และบ้าบัดต่อด้วยราตรึงบนเส้นใยปาล์มอีก 8 วัน ให้ประสิทธิภาพในการก้าจัด
สีและสารประกอบฟีนอลิคสูงสุดคือ 87.1% และ 82.2% ตามล้าดับ จากเดิมที่น้้าทิ้งมีความเข้มสี 
19,000 หน่วยสี และมีสารประกอบฟีนอลิค 461 มิลลิกรัมต่อลิตร และนอกจากนี้น้้าทิ้งที่ผ่านการ
บ้าบัดสามารถลด COD ได้ 54.8% จากความเข้มข้นเร่ิมต้น 22,488 มิลลิกรัมต่อลิตร และท้าให้ค่า 
TKN, TP, Oil & Grease และ TSS มีค่าใกล้เคียงค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าทิ้ง 

4.2 ข้อเสนอแนะ 

 1. ควรศึกษาปัจจัยอื่นๆที่ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของราตรึง เช่น อัตราการให้อากาศ เป็นต้น 
2.ควรศึกษาหรือคัดเลือกวัสดุเศษเหลือปาล์มน้้ามันชนิดอ่ืนๆ เช่น ทะลายปาล์มที่ผ่านการ

บีบอัด มาใช้เป็นวัสดุตรึงเซลล์เพิ่มเติม เพราะโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มบางแห่งจะน้าทะลายปาล์ม
เปล่าไปบีบอัดเพื่อสกัดน้้ามันออกมา ท้าให้ลักษณะทางกายภาพของทะลายปาล์มเปล่าเปลี่ยนแปลง
ไปจากเดิม 
 3. จากการศึกษานี้ได้ท้าการทดลองในระบบกะ (batch system) เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการ
ก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลิคเบื้องต้น ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยระบบที่มีความต่อเนื่อง 
(continuous system) เพื่อประโยชน์ในการน้าไปใช้จริงในระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์ม 
 4. ควรศึกษาแนวทางการน้าเซลล์ตรึงไปประยุกต์ใช้บ้าบัดน้้าทิ้ง เช่น การเตรียมราตรึงใน
ภาชนะอ่ืนๆ และพัฒนาไปใช้ในระบบถังปฎิกรณ์ชีวภาพเพื่อเป็นหน่วยบ้าบัดหนึ่งในระบบบ้าบัด
น้้าทิ้ง โดยออกแบบเป็นถังปฎิกรณ์ชีวภาพที่สามารถท้าให้เซลล์ตรึงสัมผัสกับน้้าทิ้งได้ในสภาวะที่
เหมาะสมและเกิดประสิทธิภาพในการบ้าบัด นอกจากนี้ชีวมวลที่เกิดขึ้นในระบบดังกล่าวสามารถ
น้าไปใช้ประโยชน์โดยการสกัดสารที่มีมูลค่า เช่น โปรตีน เอนไซม์และสารต้านอนุมูลอิสระ หรือ
น้าเซลล์ตรึงที่หมดประสิทธิภาพในการบ้าบัดไปท้าปุ๋ยหมัก ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งในการก้าจัดของ
เสีย และน้าวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้้ามันปาล์มมาใช้ให้เกิดประโยชน์ 
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ภาคผนวก ก 

สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

ก.1 Potato Dextrose Agar (PDA) 

 Potato infution   4.0  กรัมต่อลิตร 
 Dextrose    20.0 กรัมต่อลิตร 
 Bacteriological agar  15.0 กรัมต่อลิตร 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Difco) 39 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร บรรจุขวด ปิด
จุกด้วยส ำลี ครอบด้วยกระดำษ แล้วน ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อ  ด้วยเคร่ือง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเทลงใส่จาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 

ก.2 Sabouraud Dextrose Agar (SDA)  

Yeast extract    2.0  กรัมต่อลิตร    
 Peptone    10.0  กรัมต่อลิตร    
 Dextrose   40.0 กรัมต่อลิตร    
 Agar     15.0 กรัมต่อลิตร     

น ำ Yeast extract 2 กรัม Peptone 10 กรัม และAgar 15 กรัม เติมลงในน้ ำกลั่น 1,000 
มิลลิลิตร  บน hot plate คนจนละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน  แล้วจึงเติม dextrose 40 กรัม  ปรับ pH ให้ได้
เท่ำกับ 5.0-5.5 ถ้ำ pH ต่ ำเกินไปให้ปรับด้วย 1N NaOH  แต่ถ้ำ pH สูงเกินไปให้ปรับด้วย 1 N HCl 
บรรจุขวด ปิดจุกด้วยส ำลี  ครอบด้วยกระดำษ  น ำไปนึ่งด้วยเคร่ือง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภำยใต้ควำมดัน 15 ปอนด์/ตำรำงนิ้ว เป็นเวลำ 15 นำที ทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นเทลงใส่จาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 
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ก.3 Glucose Yeast Extract Broth (GYEB) 

Yeast extract    10.0  กรัมต่อลิตร    
 Glucose    100.0 กรัมต่อลิตร 

น ำ Yeast extract 10 กรัม และGlucose 100 กรัม เติมลงในน้ ำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร บน hot 
plate คนจนละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน บรรจุขวด ปิดจุกด้วยส ำลี ครอบด้วยกระดำษ น ำไปนึ่งด้วย
เคร่ือง autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภำยใต้ควำมดัน 15 ปอนด์/ตำรำงนิ้ว เป็นเวลำ 15 
นำที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นก่อนน้าไปใช้ 
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดและสี 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคท้ังหมดและสี 
 

ข.1 กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคท้ังหมด 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดGallic ความเข้มข้น 500 mg/Lโดยชั่งGallic acid 
monohydrate (Sigma) 0.55 กรัม ละลายในน้้ากลั่นแล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ด้วยน้้ากลั่นใน
ขวดปรับปริมาตร จากนั้นน้าสารละลายมาตรฐานของกรดGallic มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 20 -
200 mg/L โดยการปิเปตสารละลายมาตรฐานของกรดGallic ความเข้มข้น 500 mg/L และเติมน้้า
กลั่นตามปริมาตรดังแสดงในตารางภาคผนวกที่ ข.1 

ตารางภาคผนวกท่ี ข.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดGallic ความเข้มข้น 20-200 mg/L 

 ความเข้มข้น (mg/L)  ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน (mL)       ปริมาตรน้้ากลั่น (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 
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การสร้างกราฟมาตรฐาน 

ปิเปตสารละลายกรดGallic ความเข้มข้น 20-200 mg/L ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน 
Folin–Ciocalteau phenol reagents ที่เจือจาง 4 เท่า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นจึงเติม 
1 มิลลิลิตร ของสารละลาย sodium carbonate ความเข้มข้น 200 g/L ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 nm ใช้น้้ากลั่นที่ท้าปฏิกิริยาเช่นเดียวกับ
ตัวอย่างเป็น blank น้าค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานของกรดGallic (รูป
ภาคผนวกที่ ข.1) 

 
รูปภาคผนวกที ่ ข.1 กราฟมาตรฐานของกรดGallic 

ข.2 กราฟมาตรฐานเพื่อการวิเคราะห์สี 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ความเข้มข้น 500 หน่วยสี โดยชั่ง
potassium chloroplatinate 0.1246 กรัม และ cobalt (II) chloride 0.1 กรัม ละลายในน้้ากลั่นที่มีกรด
ไฮโดรคลอลิค 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร    
จะได้สารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ความเข้มข้น 500 หน่วยสี จากนั้นน้าสารละลาย
มาตรฐานที่ได้มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50-500 หน่วยสี โดยการปิเปตสารละลายมาตรฐาน และ
เติมน้้ากลั่นตามปริมาตรดังแสดงในตารางภาคผนวกที่ ข.2 

 

y = 0.0108x  
R² = 0.9995 
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ตารางภาคผนวกท่ี  ข.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ความเข้มข้น 50-500 
หน่วยสี 

 ความเข้มข้น (หน่วยส)ี  ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน (mL)       ปริมาตรน้้ากลั่น (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 

การสร้างกราฟมาตรฐาน 

 น้าสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ความเข้มข้น 50-500 หน่วยสีน้าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 nm โดยใช้น้้ากลั่นเป็น blank น้าค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ได้มา
สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ (รูปภาคผนวกที่ ข.2) 

 

รูปภาคผนวกที่ ข.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแพลทตินัมโคบอลต์ 

y = 0.0002x  
R² = 0.9992 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ทางดา้นชีววิทยาโมเลกุลเพื่อจ้าแนกสายพันธ์ุราไวท์รอท Unknown04 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์ทางด้านชีววิทยาโมเลกุลเพื่อจ้าแนกสายพันธุ์ราไวท์รอท Unknown04 
 

ง.1 วิธีการวิเคราะห์ 

การเพาะเลี้ยงและเก็บตัวอย่างเชื้อรา 

 เลี้ยงราไวท์รอท Unknown04 บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 4-16 สัปดาห์ ท้าการเก็บเส้นใยของราไวท์รอทบริเวณผิวหน้าของอาหาร
แข็งในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

วิธีการสกัดDNA 

 เติม Extraction buffer (1% CTAB, 0.7 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8) 
ลงในตัวอย่าง บดตัวอย่างในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรโดยการเติม Extraction 
buffer 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการเขย่า และบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นน้าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เก็บตัวอย่างส่วนใสในหลอดหลอดใหม่ที่มี phenol-chloroform-isoamyl alcohol เขย่าให้เข้ากันแล้ว
ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เก็บตัวส่วนบนไปยังหลอด
ใหม่ที่มี 7.5 M  ammonium acetate จากนั้น DNA จะถูกตกตะกอนด้วยEthanol ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ทิ้งไว้ข้ามคืน จากนั้นน้ามาปั่นเหวี่ยงที่ 12,000xg เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส ตะกอนDNA จะถูกล้างด้วย 70%Ethanol ที่เย็น และถูกท้าให้แห้งที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ตะกอนDNA จะถูกละลายด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA pH 
8.0) 

การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ในการเพิ่มปริมาณ DNA ด้วย PCR และการท้า DNA sequencing จะใช้primer ของ the 
internal transcribed spacer region (ITS) โดยเฉพาะ ITS4 และ ITS5 (White et al., 1990; Bunyard 
et al., 1994; Landvik 1996) การเพิ่มปริมาณDNA ถูกท้าใน 50 µl ของส่วนผสมในการท้าปฎิกิริยา 
ซึ่งประกอบด้วย 10 mM ของ  dNTP (1 µ l), 10 µM ของไพรเมอร์แต่ละตัว (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 น้้า
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กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ(30.8 µl), 0.2µl ของ Taq DNA polymerase kit จาก FERMENTAS และ 10-
50 ng ของ genomic DNA template (1 µ l) ท้าปฎิกิริยาโดยใช้ 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) ถูกทดสอบโดยวิธี 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) 
เพื่อการท้าให้บริสุทธิ์ 

การท้าบริสุทธิ์ DNA และการท้า DNA sequencing 

 ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท้าปฏิกิริยา PCR ถูกท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ NucleoSpin® Extract Kit 
(Macherey-Nagel, Germany) และศึกษาล้าดับเบสโดยบริษัท Macrogen โดยใช้ไพรเมอร์ตัว
เดียวกับการเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยปฏิกิริยา PCR 

การวิเคราะห์ Phylogenetic  

 ล้าดับเบสจะถูกตรวจสอบด้วยโปรแกรม BioEdit 7.0.9.1 (Hall 1999) ล้าดับเบสที่
สอดคล้องกันของDNA แต่ละส่วนจะถูกจัดต้าแหน่งโดย Clustal W 1.6 (Thompson et al., 1994) 
จากนั้นตรวจสอบกับฐานข้อมูล Genbank หา accession number เพื่อประกอบกันใน Phylogenetic 
tree และ BLAST ข้อมูลหาความคล้ายกันมากที่สุด 

ง.2 ผลการวิเคราะห์ 

 จากการวิเคราะห์ทางด้านชีววิทยาโมเลกุลเพื่อจ้าแนกสายพันธุ์ของราไวท์รอท Unknown04 
พบว่าเมื่อน้าตัวอย่างเชื้อรามาสกัดDNA และเพิ่มจ้านวนDNA ด้วยปฏิกิริยา Polymerase chain 
reaction (PCR) และท้าDNA sequencing เพื่อศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-4 บน 18S 
rDNA พบว่าบริเวณดังกล่าวมี 605 นิวคลีโอไทด์ ดังแสดงในรูปภาคผนวก ค. 1 และเมื่อน้าล้าดับ   
นิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล Genbank พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ ITS1-4 บน 18S 
rDNA ของราไวท์รอท Unknown04 มีความใกล้เคียงกับราไวท์รอทสายพันธุ์ Trametes hirsuta ถึง 
99% จึงสามารถระบุสายพันธุ์ของราไวท์รอท Unknown04 ว่าเป็น Trametes hirsuta AK4 
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TTCCGGGGGGGGGGGCTCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAATGGGTTGT
TGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTA
CTGTAGGTTGGCGTGGGTTTCTAGCCTCCGGGCTGGGAGCATTCTGCCGGCCTATGTA
CACTACAAACTCTAAAGTATCAGAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTTAATACAACT
TTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC
TTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCCATAAGTCC
TTGTGATCTATGGGCTTGGATTTGGAGGCTTGCTGGCCCTAGCGGTCGGCTCCTCTTG
AATGCATTAGCTTGATTCCGTGCGGATCGGCTCTCAGTGTGATAATTGTCTACGCTGT
GACCGTGAAGCGTTTTGGCAAGCTTCTAACCGTCCATTAGGACAATCTTCAACATCTG
ACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTT 

รูปภาคผนวกที่ ง.1 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ITS1-4 บน 18S rDNA ของราไวท์รอท Unknown04 
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