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บทท่ี  2 
 

วัสดุ  อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
 

วัสดุ 
 
 1.  น้ําทิ้ง  
 ตัวอยางน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (decanter  effluent)  ไดรับอนุเคราะหจากบริษัท 
ตรังน้ํามันปาลม  จังหวัดตรัง  เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากทอน้ําทิ้งของเครื่องดีแคนเตอรโดยตรง  ใส
ภาชนะบรรจุขนาด  60  ลิตร แบงน้ําทิ้งใสขวดขนาด 1.5  ลิตร  เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
จนกวาจะใช 
 2.  จุลินทรีย 

เชื้อรา Rhizopus sp. ST 29 ที่แยกไดจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (บริษัททักษิณปาลม 
จํากัด จังหวัดสุราษฏรธานี) โดยวิภูมิ  แกวทอง (2539) ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม 
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร วิทยาเขตหาดใหญ สวน Humicola 
insolens และ Thermomyces  lanuginosus ไดจากการแยกเชื้อจากวัสดุทองถ่ิน (น้ําอบไมยาง และ
แกลบ ตามลําดับ) 

เก็บรักษาเชื้อทั้งหมดในหลอดอาหารวุนเอียง PDA  (Potato  Dextrose Agar : PDA)  เล้ียง 
เชื้อที่อุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส  สําหรับ Rhizopus sp.  ST 29  สวน H.  insolens และ 
T.  lanuginosus เล้ียงที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน ถายเชื้อใหมทุกครั้งกอนการทดลอง 
เพื่อใหเปนเชือ้เร่ิมตน 
  3.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
  Potato Dextrose Agar (PDA) ประกอบดวย น้ําสกัดมันฝร่ัง (200  กรัม) น้ําตาล dextrose 
20  กรัม  ผงวุน 13  กรัม  และน้ํากลั่น  1  ลิตร 
  4.  สารเคมี 
  สารเคมีสําหรับวิเคราะห COD  น้ําตาลรีดิวซ  โปรตีน แสดงในภาคผนวก สวนสารเคมี
สําหรับวิเคราะหแอคตีวิตี้ของเอนไซมดูรายละเอียดในวิธีการ 
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อุปกรณ 
 
  1. เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร รุน  U – 2000 บริษัท Hitachi 
  2. เครื่องหมุนเหวี่ยง รุน  Universal  32/32R บริษัท Universal  32  R   
  3. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ บริษัท  Lab – Line  Instruments Inc. 
  4. ตูอบ (Hot air oven) รุน  MOV  212 บริษัท Sanyo 
  5. เครื่องชั่ง รุน  BP  21005 บริษัท Sartorius 
  6. เครื่อง  Larminar  air  flow รุน  527044 บริษัท Hot pack   
  7. หมอนึ่งฆาเชื้อ  (autoclave) รุน SS-325 บริษัท TOMY 
  8. เครื่องวัดพีเอช  (pH  meter) รุน  CG825 บริษัท Schott   
  9. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  (water  bath)  ของบริษัท Memmert จํากัด 
  10. เครื่องวิเคราะหโปรตีน  ซ่ึงประกอบดวย  เครื่องยอย (รุน 2006 บริษัท FOSS  
TECATOR)  เครื่องกล่ัน (รุน 2200 บริษัท FOSs TECA TOR) และตูระบายควัน Super Flow 
  11. อุปกรณชุดสกัดไขมัน  (soxhlet  apparatus) บริษัท Electrothermal 
  12. ชุดอุปกรณถังปฏิกรณแบบ  air – lift (air – lift type bio – reactor) ขนาด  3  ลิตร และ 
MDL – 6C  control type บริษัท BEM B.E.  Marubishi  จํากัด  
 
การวิเคราะห 
 
 1. การนับจํานวนสปอรของเชื้อรา   
 เจือจางสปอรตัวอยางเชื้อราเริ่มตนดวยน้ํากลั่นที่ผสม  Tween  80  เขมขนรอยละ 0.1  
ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร  10  มิลลิลิตร   หยดตัวอยางบนฮีมาไซโตรมิเตอร  แลวนับจํานวน
สปอรจากกลองกําลังขยาย 10  เทา  ปรับความเขมขนของสปอรใหได 2.4 × 106 สปอรตอ
มิลลิลิตร (Karim and Kamil,  1989) 
 2. น้ําหนักเสนใยแหง  หรือปริมาณมวลชีวภาพ (Mycelia dry  weight) 
 กรองตัวอยางน้ําทิ้งและเสนใยของเชื้อราปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ผานผาขาวบาง ซ่ึง
ทราบน้ําหนักแนนอน ลางเสนใยดวยน้ํากลั่น 2  คร้ัง จากนั้นนําเสนใยบนผาขาวบาง วางบนจาน
แกวเล้ียงเชื้อที่ทราบน้ําหนักแนนอน อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103  องศาเซลเซียส จนแหงหรือ
ประมาณ 5-6  ช่ัวโมง นําออกจากตูอบ  ใสในโถดูดความชื้น ตั้งทิ้งไวจนเย็นเทาอุณหภูมิหอง แลว
ช่ังน้ําหนักที่แนนอน 
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 3. การวัดปริมาณผลผลิตของพอลิเมอรชีวภาพที่ยังไมผานการทําใหบริสุทธ์ิ ตามวิธีของ  
Juan และคณะ (2001) 
 หมุนเหวี่ยงแยกตะกอนเซลลออกจากตัวอยางน้ําทิ้งที่ 10,000  รอบตอนาที  นาน 15  
นาที  นําเซลลที่ไดไปทําแหงดวยเครื่อง freeze  dryer จนแหง  ใชตัวอยาง  40 กรัม เติมรอยละ 1 
ของ sodium  dodecyl sulfate (SDS)  500 มิลลิลิตร ทิ้งไวขามคืนภายใตสภาวะที่มีการกวน  นํา
เซลลที่ไดไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน 15  นาที  แลวลางดวยน้ํากลั่นอีก 3  คร้ัง นํา
เซลลที่ไดไปทํา  freeze  dry  ใชตัวอยาง 10 กรัม เติม 1 M  NaOH  300 มิลลิลิตร  ทิ้งไว 2-3  
ช่ัวโมง  โดยภายใตสภาวะที่มีการกวน  นําเซลลที่ไดหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  รอบตอนาที นาน  15  
นาที ลางดวย 1 M  NaOH 3 คร้ัง นําสวนใสที่ไดมาตกตะกอนดวยเอทานอลที่เย็น (-20              
องศาเซลเซียส) ปริมาณ  4  เทาของปริมาตรน้ําหมัก ทิ้งไวคางคืนแลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ 10,000  
รอบตอนาที นาน  15  นาที  ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  นําตะกอนที่ไดมาอบที่อุณหภูมิ 103  
องศาเซลเซียส นาน 24  ช่ัวโมง และชั่งหาน้ําหนักที่ได 
 4 .  แอคติวิตี้ของเอนไซมคารบอกซีเมทิลเซลลูเลส  (Carboxymethylcel lulase :  
CMCase ตามวิธีของ Mandels และ Weber (1969)    

สารละลายเอนไซมที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร. ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตร
Carboxymethylcellulose (CMC) เขมขนรอยละ 1.0 ในซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 
4.8 บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที แลวหาปริมาณน้ําตาลรีดิวสที่เกิดขึ้นโดยวิธี  
Nelson–Somogyi (Nelson, 1944 ดูรายละเอียดในภาคผนวก)ในการวิเคราะหแอคติวิตี้ของเอนไซม
จะมีชุดควบคุม ซ่ึงเติมสารละลายตางๆเชนเดียวกับที่กลาวมาแลว แตไมบม นําคาการดูดการกลืน
แสงของชุดควบคุมไปหักออกจากคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการใชสารละลายเอนไซม กอนการ
คํานวณหาแอคติวิตี้ของเอนไซม สําหรับ blank  จะใชน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แทนปริมาตรของ
ตัวอยางและสารละลาย CMC (ภาพประกอบภาคผนวกที่ 1) 
 แอคติวิตี้เอนไซม  CMCase  (ยูนิตตอมิลลิลิตร)    

MtV
DC ×

=  

 เมื่อ  C คือ ปริมาณน้ําตาลกลูโคส โดยเทียบจากกราฟมาตรฐาน 
   D คือ  คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม 
   M คือ น้ําหนักโมเลกุลกลูโคส  เทากับ  180  กรัมตอโมล 
   t คือ  ระยะเวลาบม (นาที) 
   V คือ  ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร) 
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 1  ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรทใหเปนกลูโคส  1 
ไมโครโมล  ภายใน  1  นาที  ภายใตสภาวะที่ทดลอง 
 5. แอคติวิตี้ของเอนไซมไซลาเนส  ตามวิธีของ  Tang  และคณะ (1987) 

สารละลายเอนไซมที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตรของ
สารละลายไซแลนเขมขนรอยละ 1.0 ในซิเตรตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 4.8 บมที่
อุณหภูมิ 50 องสาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวหาปริมาณน้ําตาลรีดิวสที่เกิดขึ้นโดยวิธี Nelson-
Somogyi ในการวิเคราะหแอคติวิตี้ของเอนไซมจะมีชุดควบคุม ซ่ึงเติมสารละลายตางๆ
เชนเดียวกับที่กลาวมาแลว แตไมบม นําคาการดูดการกลืนแสงของชุดควบคุมไปหักออกจากคา
การดูดกลืนแสงที่ไดจากการใชสารละลายเอนไซม กอนการคํานวณหาแอคติวิตี้ของเอนไซม 
สําหรับ blank  จะใชน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร แทนปริมาตรของตัวอยางและสารละลายไซแลน 
(ภาพประกอบภาคผนวกที่ 2) 
   แอคติวิตี้เอนไซมไซลาเนส  (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

MtV
DX ×

=  

 เมื่อ  X คือ ปริมาณน้ําตาลไซแลน โดยเทียบจากกราฟมาตรฐาน 
   D คือ  คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม 
   M คือ น้ําหนักโมเลกุลไซแลนเทากับ  150.13  กรัมตอโมล 
   t คือ  ระยะเวลาบม (นาที) 
   V คือ  ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร) 
 1  ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรทใหเปนไซแลน 1 
ไมโครโมล  ภายใน  1  นาที  ภายใตสภาวะที่ทดลอง 

6. แอคติวิตี้ของเอนไซมเพคติเนส  ตามวิธีของ  Elegado และคณะ (1993)  
มีการผสมระหวางรอยละ 1 polygalacturonic acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ละลายใน acetate 

buffer, CH
3

COONa - CH
3

COOH, 0.1M, pH 4.5) และ 2.5 มิลลิลิตร ของสารละลายเอนไซม 
แลวนําสารผสมบมที่อุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวหาปริมาณน้ําตาลรีดิวสที่
เกิดขึ้นโดยวิธี Nelson-Somogyi กอนทําการวัดคาการดูดกลืนแสง ใหนําไปหมุนเหวีย่งที ่ 10,000 
รอบตอนาที นาน 5 นาที แลววดัคาดูดกลืนแสง 5 2 0  n m  โดยกราฟมาตรฐานจะให α ,  D - 
galacturonic acid (ภาพประกอบภาคผนวกที่ 3) ในการวิเคราะหแอคติวติี้ของเอนไซมจะมชุีด
ควบคุม ซ่ึงเติมสารละลายตางๆเชนเดียวกบัที่กลาวมาแลว แตไมบมนําคาการดูดการกลืนแสงของ
ชุดควบคุมไปหักออกจากคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการใชสารละลายเอนไซมกอนการคํานวณหา
แอคติวิตี้ของเอนไซม สําหรับ b l a n k  จะใชน้ํากลั่น 1  มิลลิลิตร แทนปริมาตรของตัวอยางและ 
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สารละลาย α,D-galacturonic acid 
   กิจกรรมเอนไซมเพคติเนส  (ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

MtV
DZ ×

=   

 เมื่อ  Z คือ ปริมาณน้ําตาล α,D- galacturonic acid โดยเทียบจากกราฟมาตรฐาน 
   D คือ  คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม 

     M  คือ น้ําหนักโมเลกุล α,D- galacturonic acid เทากับ  130.123  กรัมตอโมล 
    t คือ  ระยะเวลาบม (นาที) 
   V คือ  ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร) 
 1  ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรทใหเปน α, D- 
galacturonic acid 1 ไมโครโมล  ภายใน  1  นาที  ภายใตสภาวะที่ทดลอง 

7. แอคติวิตี้ของเอนไซมไลเปส โดยดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) 
เตรียมสารละลาย cupric acetate เขมขนรอยละ 5 (น้ําหนักตอปริมาตร) ในน้ํากลั่นแลว

กรองแยกสวนไมละลายออก ปรับพีเอชเปน 6.1 โดยใช pyridine และเตรียม assay mixture 
ตอไปนี้ใสในหลวดฝาเกลียวขนาดเล็กประกอบดวย palm oil solution (palm oil รอยละ 10 (w/v)
ใน isooctane) 1 มิลลิลิตร, buffer (Tris/malate 100 mM pH 7.0 ที่ประกอบดวย CaCl2 10 mM) 0.5 
มิลลิลิตร และเอนไซม (ใชสารละลายสวนใส) 0.2 มิลลิลิตร แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 55          
องศาเซลเซียส พรอมเขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดย
เติม 6 N HCl 0.3 มิลลิลิตร. ผสมอยางรวดเร็ว ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นของน้ํามันมาเจือจางกับ 
isooctane ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม cupric acetate-pyridine reagent 0.4 มิลลิลิตร ปนใหผสม
กันสวนใสจะเปลี่ยนเปนสีเขียวออน ทิ้งใหแยกชั้นเอาไปวัดการดูดกลืนแสงที่ OD 715 nm เทียบ
กับกราฟมาตรฐานที่ใชกรดปาลมมิติกเปนตัวอยาง (ภาพประกอบภาคผนวกที่ 4) 
  แอคติวิตี้เอนไซมไลเปส  (ยูนิตตอมิลลิลิตร) =  
  
 1  ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรทใหเปนกรดปาลม
มิติก 1 ไมโครโมล  ภายใน  1  นาที  ภายใตสภาวะที่ทดลอง 

8. โปรตีน  ตามวิธีของ  Lowry  และคณะ (1951)  
เติมสารตัวอยางที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ เติมสารละลาย 

alkali copper (เตรียมจากสารละลายรอยละ Na
2

CO
3

2 ใน NaOH 0.1 nm 50 มิลลิลิตรกับ
สารละลาย CuSO

4
5H

2
O รอยละ 0.5 ใน sodium potassium tartrate รอยละ 1.0 ควรเตรียมใน

 ปริมาณกรดไขมันอิสระที่เพิ่มขึ้น 
เวลา  x   ปริมาณเอนไซมทีใ่ช 
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วันที่ใช) 3.0 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง เติมสารละลาย Folin - ciocateus 0.3 มิลลิลิตร 
เขยาใหเขากัน ทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลววัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 
 9. คาซีโอดี   ตามวิธีของ APHA, AWWA  และ WPCF (1998) 
 10. น้ํามันและกรีสในน้ําท้ิง  ตามวิธี ดัดแปลงจาก  กรรณิการ   สิริสิงห (2522) 
 11. ของแข็งท้ังหมด  (Total  solid  : TS)   ตามวิธี APHA,  AWWA  และ WPCF  
(1998) 
 12. ของแข็งแขวนลอย  (Suspended  solid  : SS) ตามวิธี APHA,  AWWA  และ WPCF  
(1998) 

    13. เจดารลไนโตรเจนทั้งหมด ตามวิธี  A.O.A.C (1990) 
  14. ฟอสฟอรัสท้ังหมด วิเคราะหตามวิธีมาตรฐาน  DIN 38402  A51  ดวยเครื่องยูวี-
สเปคโตรโฟโตมิเตอร  รุน Spectrogant Nova 60 สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 การวิเคราะหขอ 1-14 รายละเอียดแสดงในภาคผนวก           
 
วิธีการ 
 
1. การทดสอบคุณสมบัติทนรอนของเชื้อราสายพันธุตางๆ 
 ใชเชื้อที่กําลังเจริญบนอาหารพีดีเอ อายุ 5 วัน โดยตัดบริเวณขอบโคโลนีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร โดยเลี้ยงเชื้อราจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก Humicola insolens,  
Themomyces  langinusus   และ Rhizopus  sp. ST29 ในจานเพาะเชื้อที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ (PDA) 
บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส, ชุดควบคุม) และที่อุณหภูมิ 45, 55 และ 65                
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สังเกตการเจริญของเชื้อ โดยการวัดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี  
และคัดเลือกจุลินทรียทนรอนที่เจริญไดอยางรวดเร็ว เพื่อศึกษาตอไป 
2.  การคัดเลือกเชื้อราทนรอนท่ีผลิตพอลิเมอรในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 2.1  คุณลักษณะของน้ําท้ิงเครื่องดีแคนเตอร 
  นําน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมาวิเคราะหคาซีโอดี, 
ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total  solid  : TS), ของแข็งแขวนลอย (Suspended  solid  : SS),  น้ํามัน
และกรีส,  ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส ตามวิธีการที่ระบุในภาคผนวก 
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 2.2  ผลของความเขมขนของสารอินทรียในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 เล้ียงเชื้อราทนรอน 3 สายพันธุ คือ H.  insolens,  T.  lanuginosus   และ Rhizopus  sp.  
ST29 เตรียมไดจากนําสปอรตัวอยางเชื้อราเริ่มตนเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ผสม  Tween  80  เขมขน
รอยละ 0.1  ผานการฆาเชื้อแลวหยดตัวอยางบนฮีมาไซโตรมิเตอร  แลวนับจํานวนสปอรจากกลอง
กําลังขยาย 10  เทา  ปรับความเขมขนของสปอรใหได  2.4 × 106  สปอรตอมิลลิลิตร โดยใช
ปริมาณรอยละ 10 ลงในฟลาสกที่บรรจุน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (หลังการฆาเชื้อที่  121      
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที)  ปริมาตร  100 มิลลิลิตร  ในระดับความเจือจางที่ 1:0, 1:1 และ 
1:2  และเติม  NH4NO3  รอยละ  0.06  (อารี  กังแฮ, 2536) วิเคราะหคาซีโอดีที่ละลายน้ําได 
(Soluble COD) วางฟลาสกบนเครื่องเขยาความเร็ว 200  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม     
(จากขอ 1) เปนเวลา  5 วัน แลวนํามาวัดคาพีเอช และการเจริญของเชื้อ โดยวัดในรูปปริมาณมวล
ชีวภาพ 
 2.3  เปรียบเทียบการบําบัด การผลิตเอนไซม และพอลิเมอรของเชื้อราทนรอน 3 สาย
พันธุ 
 เล้ียงเชื้อราทนรอน  (จากขอ 1)  ในน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอรบนเครื่องเขยาความเร็ว  
200  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม สุมตัวอยางทุกๆ 24  ช่ัวโมง  เปนเวลา  5  วัน  นําน้ําทิ้งที่
ไดจากการเก็บตัวอยางวัดพีเอช, หาน้ําหนักเซลลแหง, ปริมาณพอลิเมอร, ศึกษาลักษณะบาง
ประการของพอลิเมอรที่ได,   วิเคราะหแอคติวิตี้ของเอนไซม carboxymethylcellulase  (CMCase),  
ไซลาเนส,  เพคติเนส,  ไลเปส และวิเคราะหโปรตีนที่ละลายได, COD,  ของแข็งแขวนลอย และ
ของแข็งทั้งหมด  
 ทดสอบการตกตะกอนของของแข็งทั้งหมด และสารแขวนลอยโดยนําน้ําหมักหลังจาก
การเก็บเกี่ยวเสนใยโดยใชการกรองดวยผาขาวบาง ปลอยทิ้งไวเปนเวลา 6  ช่ัวโมง สังเกตและ
บันทึกการตกตะกอนของของแข็ง  และทําการคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตพอลิเมอรที่สามารถเก็บ
เกี่ยวของแข็งทั้งหมดในน้ําทิ้งได  นําพอลิเมอรที่เก็บเกี่ยวของแข็งและสารแขวนลอยไว และ
สารละลายที่เหลือ (หลังการตกตะกอน)  มาวิเคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมด,  คาน้ํามันและกรีส,  
ไนโตรเจน 
3.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและผลิตพอลิเมอรของเชื้อราคัดเลือกไว 
 เล้ียงเชื้อราทนรอนที่มีประสิทธิภาพการเก็บเกี่ยวของแข็ง,  สารแขวนลอย และสามารถ
ผลิตพอลิเมอรจากน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมไดสูงสุด  บนเครื่องเขยา 200  รอบตอนาที  
อุณหภูมิที่เหมาะสม  (จากขอ  1)  เปนเวลา  4  วัน  ตามสภาวะตอไปนี้  
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 3.1  ผลของแหลงไนโตรเจน 
 เล้ียงเชื้อราทนรอนที่ไดในน้ําทิ้งดีแคนเตอร  ศึกษาการเติมไนโตรเจน  ไดแก  NH4NO3,  
ยูเรีย  และปุย  (N-P-K)  โดยใหมีปริมาณไนโตรเจน รอยละ 0.1  โดยน้ําหนักตอปริมาตร ลงในน้ํา
ทิ้งดีแคนเตอร  ปริมาตร  100 มิลลิลิตรบรรจุในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  เ ล้ียงที่   45             
องศาเซลเซียส  บนเครื่องเขยา  200  รอบตอนาที  เปนเวลา  4  วัน  ชุดควบคุม คือ ชุดที่ไมมีการ
เติมแหลงไนโตรเจน  สังเกตและบันทึก เก็บตัวอยางทั้งฟลาสก  นําตัวอยางไปวัดพีเอช, วิเคราะห
คาซีโอดี, การเจริญของเชื้อ  และปริมาณพอลิเมอร คัดเลือกแหลงไนโตรเจน 1 ชนิดที่เหมาะสมตอ
การบําบัดน้ําทิ้งดีแคนเตอร 
 3.2  ผลของความเขมขนของไนโตรเจน 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.1  แตแปรผันความเขมขนของของแหลงไนโตรเจนที่
คัดเลือกไดเปนรอยละ  0, 0.01, 0.025, 0.050,  0.075, 0.1 และ 1 โดยวิเคราะหเชนเดียวกับขอ  3.1 
เปรียบเทียบผลการทดลองเพื่อคัดเลือกความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงไนโตรเจน ซ่ึงเหมาะสม
ตอการบําบัดน้ําทิ้งดีแคนเตอร 
 3.3  ผลของพีเอชเร่ิมตน 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.1  โดยมีการปรับพีเอชของน้ําทิ้งดีแคนเตอร ใหมีคา     
พีเอชเริ่มตนเทากับ 3.0, 3.5,  4.0,  4.5,  5.0,  5.5, 6.0 และ  6.5  ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  หรือ
กรดไฮดรอคลอริก 6 นอรมอล โดยใชพีเอชของน้ําทิ้ง (พีเอช 4.5) เปนชุดเปรียบเทียบ และ
วิเคราะหเชนเดียวกับขอ  3.1 
4. ปจจัยท่ีมีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดน้ําท้ิงโดยเชื้อราทนรอนในถังหมัก 
 เล้ียงเชื้อราทนรอนที่คัดเลือกไดในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (ตามสภาวะขอ 3.3) ใน
ถังหมักชนิดตางๆ เปนเวลา 5 วัน สุมตัวอยางและวิเคราะหผลตามที่ระบุในขอ 2.3 และศึกษาปจจัย
ดังนี้ 
 4.1 ผลของอัตราการใหอากาศในถังหมักแอรลิฟท 
 ทดสอบผลของการใหอากาศในถังหมักแอรลิฟท ขนาด 3 ลิตร ปริมาตรใชงาน คือ 2.7 
ลิตร เปรียบเทยีบระดับการใหอากาศที่ 3.0, 1.5, 0.5 และ 0.025 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหาร
ตอนาที (vvm) เก็บตัวอยางครั้งละ 50 มิลลิลิตร ทุกวันและวิเคราะหวัดพีเอช, มวลชีวภาพ, การ
ตกตะกอน, ของแข็งทั้งหมด, ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด, น้ํามันและกรีส, ซีโอดี, แอคติวิตี้ของ 
เอนไซม CMCase, ไซลาเนสและเพคติเนส 
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4.2 ผลของการกวนในถังหมักท่ีมีการกวนอยางตอเนื่อง (CSTR) 
 ทดสอบผลของการใหอากาศในถังหมักแบบธรรมดา (CSTR)ขนาด 5 ลิตร ปริมาตรที่ใช
งาน คือ 2.7 ลิตร โดยมีการกวนอยางเดียวที่ 200 รอบตอนาที ไมมีการเติมอากาศ เก็บตัวอยางครั้ง
ละ 50 มิลลิลิตร ทุกวันและวิเคราะหวัดพีเอช, มวลชีวภาพ, การตกตะกอน, ของแข็งทั้งหมด,
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด, น้ํามันและกรีส, ซีโอดี, แอคติวิตี้ของเอนไซม CMCase, ไซลาเนสและ 
เพคติเนส 
 4.3 ผลของการใหอากาศแบบใชเคร่ืองเขยา 
 ทดสอบผลของการใหอากาศแบบใชเครื่องเขยา โดยใชฟลาสก ขนาด 1 0 0 0 มิลลิลิตร 
ปริมาตรใชงาน คือ 500 มิลลิลิตร ที่ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 50 มิลลิลิตร ทุกๆวันและ
วิเคราะหวดัพีเอช, มวลชีวภาพ, การตกตะกอน, ของแข็งทั้งหมด, ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด,  
น้ํามันและกรสี, ซีโอดี, แอคติวิตี้ของเอนไซม CMCase, ไซลาเนสและเพคติเนส 
5. การบําบัดน้าํท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมในสภาวะไมปลอดเชื้อ 

5.1 ผลของการฆาเชื้อและไมฆาเชื้อน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้าํมันปาลมท่ีใชเล้ียงเชื้อราทนรอน 
เล้ียงเชื้อราทนรอน Rhizopus sp. ST29 ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามนัปาลม ในอางแกว  

(ขนาด 24x49x20 เซนติเมตร) ในสภาวะที่ฆาเชื้อและไมฆาเชื้อน้ําทิ้งกอนทําการเลีย้ง และเติมปุย 
(46-0-0) ในปริมาณที่เหมาะสม (จากผลการทดลองขอ 3.3) โดยใชน้ําทิง้ที่ไมฆาเชื้อและไมเติมเชื้อ
เร่ิมตนแตเติมปุย (46-0-0) ในความเขมขนดังกลาว เปนชุดควบคุม  ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 4 วัน สุมเก็บตัวอยางและเก็บเกี่ยวของแข็งบนผิวหนาเพื่อหาปริมาณมวลชวีภาพ  
(biomass) โดยนําตัวอยางน้ําทิ้งหลังการบําบัดมาวิเคราะหพีเอช, ซีโอดีที่ละลายน้ํา, ของแข็ง
ทั้งหมด (total  solid : TS), ของแข็งแขวนลอย (suspended solid: SS), น้ํามันและกรีส, ไนโตรเจน 

 5.2 เปรียบเทียบการบําบดัน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้าํมันปาลมดวยเชื้อราทนรอนท่ีผลิต 
พอลิเมอรในรูปอิสระและรูปท่ีตรึงเซลลในอางแกว 

การตรึงเซลลทําโดยนํา spore suspension ของเชื้อรา 2.4x106  สปอรตอมิลลิลิตร (Karim 
and Kamil,  1989) เติมลงในอาหารพีดีบี (PDB) 100 มิลลิลิตร ที่มีตัวตรึงทางการคา (Bio stage) (มี
ลักษณะเปนวสัดุทรงกระบอก สีน้ําตาลออน ผิวดานนอกขรุขระ เสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร 
ความยาว 1  เซนติเมตร) (ภาพที่ 2 A) และฟองน้ําทีต่ัดเปนทรงลูกบาศก ขนาด 1  ลูกบาศก 
เซนติเมตร (วธีิการดัดแปลงจาก D’Anninale et al., 1998) (ภาพที่ 2 B) จํานวน 50 ช้ิน ในฟลาสก
ขนาด 500 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศเซลเซียส 
เปนเวลา 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน แลวนําตัวตรึงทางการคา (Bio stage) และฟองน้ํา เติมลงในน้ําทิ้งจาก
โรงงานสกัดน้าํมันปาลมเจือจางที่ระดับ 1:1 (มีคาซีโอดีที่ละลายน้ํา 22.4 กรัมตอลิตร) ในสภาวะที่
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ไมฆาเชื้อน้ําทิง้กอนทําการเลี้ยง และเติมปุย (46-0-0) รอยละ 0.025 โดยมีน้ําทิ้งทีไ่มฆาเชื้อและไม
เชื้อเร่ิมตนแตเติมปุย (46-0-0) รอยละ 0.025 เปนชุดควบคุม เล้ียงในอางแกวเปนเวลา 4 วัน  ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางและเก็บเกี่ยวของแข็งบนผิวหนาเพื่อหาปริมาณมวลชวีภาพ
และเก็บตวัอยางน้ําทิ้งหลังการบําบัดไปวดัคาพีเอช และวิเคราะหหาคาซีโอดีที่ละลายน้ํา, ของแข็ง 
ทั้งหมด (TS),ของแข็งแขวนลอย (SS),  น้ํามันและกรีส,  ไนโตรเจน 

5.3 เปรียบเทียบการบําบัดน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้าํมันปาลมดวยเชื้อราทนรอนท่ีผลิตพอลิเมอร 
ในรูปอิสระและรูปท่ีตรึงเซลลแบบกึ่งตอเนือ่ง 
 การตรึงเซลลในขั้นนี้มวีัตถุประสงคเพื่อสามารถลดระยะเวลาในการเตรียมหวัเชื้อที่ใชใน
การบําบัดและใหเชื้อคงอยูในระบบน้ําเสยีไดนานขึน้ โดยเลี้ยงเชื้อราทนรอน Rhizopus sp. ST29 
(ตามสภาวะขอที่ 5.2) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน แลวถายน้ําทิ้งออกปริมาตร
คร่ึงหนึ่งของการเลี้ยง (5 ลิตร) และมกีารปอนน้ําทิ้งในปริมาตรเทากัน (5 ลิตร) เขาสูระบบเพื่อให
เชื้อที่เหลือทําการบําบัดตอไป หลังจากนัน้เมื่อครบ 4 วัน จึงถายน้ําทิ้งออกปริมาตรครึ่งหนึ่งของ
การเลี้ยง (5 ลิตร) และมีการปอนน้ําทิ้งในปริมาตรเทากับที่ถายออกเปนครั้งที่ 2 และทําการบําบัด
ตอไปอีก 4 วัน สุมเก็บตวัอยางและเก็บเกี่ยวของแข็งบนผิวหนาเพือ่หาปริมาณมวลชีวภาพ และ 
โดยนําตวัอยางน้ําทิ้งหลังการบําบัดมาหาคาพีเอช และวิเคราะหซีโอดีที่ละลายน้ํา, ของแข็งทั้งหมด 
(TS), ของแข็งแขวนลอย (SS),  น้ํามันและกรีส,ไนโตรเจน 

ทุกการทดลองใชทรีตเมนตละ 2-3 คร้ัง และทําการทดลอง 2  คร้ัง วิเคราะหความแตกตาง
ทางสถิติ (โดยเปรียบเทียบความแตกตางหาคาเฉลี่ยของแตละชุดการทดลอง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 36

 
 
 
 
 
 
 

         
 
 
            ภาพที่ 2  ลักษณะของวัสดุที่นํามาใชในการตรึงเซลลของเชื้อรา :วัสดุทางการคา Bio stage  

              (A), ฟองน้ํา (B) 
Fig. 2     Materials used for immobilization of fungi (A) commercial material (Biostage),  

(B) Polyurethane sponge. 
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