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บทคัดยอ

การวิเคราะหลักษณะนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวามีอุณหภูมิสูง (63.73 ± 0.78 องศาเซลเซียส) มีพีเอชเปนกรด (4.32 ± 0.06) มีคาซีโอดี 157.06
± 2.25 กรัมตอลิตร ปริมาณของแข็งทั้งหมด 40.29 ± 0.73 กรัมตอลิตร ของแข็งแขวนลอย 29.85 ±
2.72 กรัมตอลิตร นํ้ามันและกรีส 15.96 ± 1.12 กรัมตอลิตร นํ้าตาลทั้งหมด 4.74 ± 0.18 กรัมตอลิตร
ปริมาณไนโตรเจน 1.30 ± 0.00 กรัมตอลิตร ตะกอนนํ้าทิ้งดีแคนเตอร 35.97 ± 1.86 กรัมนํ้าหนัก
แหงตอลิตร เถา 1.05 ± 0.33 กรัมตอลิตร ตะกอนนํ้าทิ้งดีแคนเตอรมีนํ้ามัน 0.41 ± 0.01 กรัมตอกรัม
นํ้าหนักแหงของตะกอนและมีปริมาณเซลลูโลสรอยละ 27.02 ± 1.25

เมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 84 ไอโซเลทที่คัดแยกจากตัวอยางดินรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม จํานวน 12 ตัวอยาง โดยเลี้ยงบนอาหารแข็งซีเอ็มซี พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง มีแบคทีเรียเพียง 66 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลสโดยสังเกตการเกิดบริเวณใสบนอาหารแข็งซีเอ็มซีดวยวิธีการคองโกเรด และไดคัดเลือก
เชื้อ 13 ไอโซเลทที่มีวงใสกวางที่สุดมาเลี้ยงบนอาหารเหลวซีเอ็มซี พีเอช 7.0 บมบนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH14, AH64
และ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.73, 0.71 และ 0.73 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) และ
เอนไซมไซลาเนส (1.24, 1.18 และ 1.21 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) ดีที่สุดที่ 12 ชั่วโมงของการ
เลี้ยง เมื่อนําแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุมาเลี้ยงเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสในอาหารที่เตรียมจากสารละลายสวนใสของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่เจือจางดวย
นํ้ากลั่นอัตราสวน 1 ตอ 4 ที่เติมแคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต , ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเ ฟต, พอลี เปปโตน, ยีสตสกัด ,
แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4 และ 10 กรัมตอลิตร
ตามลําดับ พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.55 ยูนิตตอ
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มิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนส (0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดีที่สุดที่ 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง และเมื่อ
ทําการเทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S rDNA พบวาเปน Bacillus subtilis

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร คือ เลี้ยงในอาหารที่มีสวนใสของนํ้าทิ้งจาก
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่ไมทําการเจือจางและไมเติมแหลงไนโตรเจน (เติมแคลเซียมคลอไรด,
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0 และ 15 กรัมตอลิตรตามลําดับ) ปริมาตร
50 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของอาหารเร่ิมตนเทากับ 5.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส
สูงสุดที่ 36 ชั่วโมง (1.02 ยูนิตตอมิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนสสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง (0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร) เมื่อทําการเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารที่เปนสวนใสของนํ้าทิ้งจากโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลม พีเอช 5.0 ปริมาตร 1 ลิตร ทําการกวนที่ 100 รอบตอนาทีและใหอากาศ 3 ปริมาตร
ตอปริมาตรตอนาที เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (1.72 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนส (1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดีที่สุดที่ 24 ชั่วโมงของการทดลอง ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส

เมื่อทําการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดยใชอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 12 ชั่วโมงและใชสวนใสหลังจากปนเหวี่ยงอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ 12
ชั่วโมง (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ผานการฆาเชื้อ พีเอช 5.0
ปริมาตร 45 มิลลิลิตร พบวาทั้งสองสภาวะใหผลการทดลองแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ρ<0.05) โดย
สามารถลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดรอยละ 43.33 และ 37.18 ตามลําดับ และลดนํ้าหนักแหง
ของตะกอนไดรอยละ 17.88 และ 18.70 ตามลําดับ และพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโดยใชอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือ ที่พีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้ง
เทากับ 7.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 สามารถลดนํ้ามันในตะกอนรอยละ 62.79 และลดนํ้าหนักแหงของตะกอน
รอยละ 35.53

(4)



Thesis Title Production of Cellulase and Xylanase by Bacillus subtilis and Application for
Oil Separation from Palm Oil Mill Effluent

Author Mr. Santat Sinjaroonsak
Major Program Biotechnology
Academic Year 2010

ABSTRACT

The characteristics of palm oil mill effluent (POME) from decanter were high
temperature (63.73 ± 0.78oC), acidic pH (4.32 ± 0.06), COD 157.06 ± 2.25 g/l, total solids 40.29
± 0.73 g/l, suspended solids 29.85 ± 2.72 g/l, oil and grease 15.96 ± 1.12 g/l, total sugar 4.74 ±
0.18 g/l, nitrogen content 1.3 ± 0.00 g/l, sludge dry weight 35.97 ± 1.86 g/l, ash 1.05 ± 0.33 g/l.
The dry sludge contained 0.41 ± 0.01 g oil/g sludge and 27.02 ± 1.25% cellulose.

Eighty four bacterial strains were isolated from 12 soil samples around the
wastewater ponds of the palm oil mill and cultivated on CMC agar pH 7.0 at 45oC for 24 h. All of
these isolates were examined for cellulase production by observing clear zone staining with
Congo red on CMC agar. The results showed that 66 isolates could produce cellulase. Thirteen
isolates with big clear zone were selected for production of cellulase and xylanase in CMC broth,
pH 7.0 at 45oC and shaking 200 rpm. Three isolates, AH14, AH64 and AH73 showed high
cellulase and xylanase activities (0.73, 0.71 and 0.73 U/ml for cellulase and 1.24, 1.18 and 1.21
U/ml for xylanase) at 12 h cultivation. These three isolates were compared for cellulase and
xylanase productions in the palm oil mill effluent (POME) medium (CaCl2 0.3, MgSO4.7H2O 0.3,
KH2PO4 1.0, K2HPO4 1.0 polypeptone 2.0, yeast extract 1.0, NH4NO3 4.4 and CMC 10 (g/l) in the
supernatant of POME : distilled water 1:4). The initial pH was 7.0 and the incubation was at 45oC
on a shaker (200 rpm). The isolate AH73 gave the highest cellulase and xylanase activities (0.55
and 0.37 U/ml, respectively) at 12 h and was identified as Bacillus subtilis by 16S rDNA analysis.
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The optimal conditions for cellulase and xylanase production by Bacillus subtilis
AH73 in Erlenmeyer flasks (250 ml) were as follow. The supernatant of undiluted POME (50 ml)
without addition of nitrogen source was supplemented with CaCl2 0.3, MgSO4.7H2O 0.3, KH2PO4

1.0, K2HPO4 1.0 and CMC 15 g/l. The initial pH was 5.0 with shaking at 200 rpm at 45oC. At
these conditions, Bacillus subtilis AH73 gave the maximum cellulase activity at 36 h (1.02 U/ml)
and the maximum xylanase activity at 12 h (0.99 U/ml). In the 2 L fermentor with 1 L working
volume, Bacillus subtilis AH73 gave the highest cellulase (1.72 U/ml) and xylanase (1.09 U/ml)
activities in the supernatant of POME medium pH 5.0 with 100 rpm agitation speed and 3 vvm
aeration rate at 45oC for 24 h.

The oil separation from an aseptic decanter effluent was done by adding 5 ml
each of the 12 h cell culture and the 12 h cell free supernatant of Bacillus subtilis AH73 (with
cellulase and xylanase activities of 0.98 and 0.99 U/ml, respectively) into 45 ml of decanter
effluent pH 5.0. Both conditions showed significant difference (ρ<0.05) on the oil reduction from
sludge by 43.33% and 37.18%, respectively and the sludge dry weight decreased by 17.88% and
18.70%, respectively. The optimized conditions for oil separation from POME by cell culture of
Bacillus subtilis AH73 were the initial POME pH at 7.0, incubated at 45oC on a shaker with 200
rpm for 96 h. At these conditions Bacillus subtilis AH73 could reduce oil in the sludge by 62.79%
and reduce sludge dry weight by 35.53%.

(6)



กิตติกรรมประกาศ

ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รองศาตราจารย ดร.อรัญ หันพงศกิตติกูล อาจารย
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธที่กรุณาใหคําแนะนํา ใหคําปรึกษาและชี้แนะแนวทางการทําวิจัย การคนควา
ขอมูลและการเขียนวิทยานิพนธฉบับน้ี รวมทั้งการใหโอกาสขาพเจาไดทําหนาที่เปนผูชวยวิจัย
อันเปนการฝกประสบการณการทําวิจัยแกขาพเจาเปนอยางดี

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.พูนสุข ประเสริฐสรรพ อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธรวม ผูชวยศาสตราจารย ดร.ปยะรัตน บุญแสวง ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ
และรองศาสตราจารย ดร.วิเชียร กิจปรีชาวนิช กรรมการผูแทนบัณฑิตวิทยาลัย ที่สละเวลาอันมีคา
ยิ่งในการใหขอคิดเห็น เสนอแนะแนวทางการวิจัยและตรวจทานแกไขวิทยานิพนธฉบับน้ีให
ถูกตองและสมบูรณยิ่งขึ้น

ขอขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่ใหทุนอุดหนุน
การทําวิจัย

ขอขอบพระคุณ คุณพอประเคียง สินจรูญศักด์ิ และครอบครัวดวยความเคารพยิ่ง
ที่ใหโอกาสในการศึกษาและคอยใหกําลังใจในการดําเนินชีวิตรวมทั้งคอยดูแลเอาใจใสขาพเจาอยาง
ใกลชิดโดยตลอดมา ขอขอบคุณเพื่อน ๆ พี่ ๆ นอง ๆ และเจาหนาที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ
อุตสาหกรรมทุกทานสําหรับความชวยเหลือ กําลังใจและความอบอุนใ นการทําวิจัยเร่ือยมา
ตลอดจนทุกทานที่ไมไดกลาวนาม ณ ที่น้ี ที่มีสวนชวยใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปดวยดี

ขออุทิศผลความสําเร็จของการศึกษาในคร้ังน้ีแกคุณแมยุพา สินจรูญศักด์ิ แมผูเปน
ที่รักของขาพเจา แมผูรอคอยความสําเร็จในการศึกษาของขาพเจาและแมผูใหอภัยในความผิดพลาด
ของลูกอยางขาพเจาเสมอมา ขออุทิศความสําเร็จแกคุณปูซุนฮะ สินจรูญศักด์ิ ปูผูที่สอนใหขาพเจา
ไมยอทอในความยากลําบากรวมทั้งอุทิศผลความสําเร็จแกคุณยา คุณตา คุณยาย และพี่ชายผูลวงลับ

สัญทัศน สินจรูญศักด์ิ
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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเร่ือง

ในปจจุบันปาลมนํ้ามันจัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหน่ึงของภาคใต นิยมปลูก
กันอยางมากในหลายจังหวัดไดแก จังหวัดกระบี่ ตรัง สุราษฎรธานี ชุมพร สตูลและสงขลาเปนตน
อันเน่ืองมาจากสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสม มีการนํานํ้ามันปาลมไปใชในระดับอุตสาหกรรมตาง ๆ
อยางกวางขวาง เพราะสามารถนําไปใชในการทดแทนนํ้ามันพืชอ่ืนได เชน นํ้ามันถั่วเหลือง นํ้ามัน
ถั่วลิสง นํ้ามันมะพราว นํ้ามันเมล็ดฝายและอ่ืน ๆ ตลอดจนใชแทนไขสัตวได เปนอยางดี อีกทั้งทาง
ภาคใตยังมีสภาพของพื้นที่ ที่เหมาะสมตอการเพาะปลูกปาลมนํ้ามันและยังไดรับการสงเสริมจาก
ทางภาครัฐบาล ทําใหมีอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับปาลมนํ้ามันเพิ่มมากขึ้น เชน สบู ผงซักฟอก
อาหารสัตวและเนยเทียมเปนตน ซึ่งพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมีการขยายตัวอยางตอเน่ือง สงผลให
พื้นที่ใหผลและผลผลิตปาลมนํ้ามันในชวง 5 ปที่ผานมา (ปพ.ศ. 2548 – พ.ศ. 2552) เพิ่มขึ้นเฉลี่ยใน
อัตรารอยละ 11.65 และรอยละ 15.12 ตอป ตามลําดับโดยในป พ.ศ. 2552 มีพื้นที่ใหผล 3.20 ลานไร
ผลผลิต 8.61 ลานตัน ผลผลิตตอไร 2,694 กิโลกรัม (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552) โดยในป
พ.ศ. 2552 จังหวัดที่มีพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมากที่สุดในประเทศไทยไดแกกระบี่ สุราษฏรธานี
ชุมพร ประจวบคีรีขันธและนครศรีธรรมราชตามลําดับ รวมเน้ือที่เพาะปลูกปาลมนํ้ามันของทั้ง 5
จังหวัดรวมกันเปนรอยละ 79.48 ของเน้ือที่ปลูกปาลมนํ้ามันทั้งประเทศ โดยในป พ.ศ. 2552
ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันรวมกันทั้งสิ้น 3,888,403 ไร เพิ่มขึ้นจากป พ.ศ. 2551 เทากับ
212,307 ไร (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552) จากการขยายการกําลังผลิตของอุตสาหกรรม
นํ้ามันปาลมสงผลใหเกิดของเสีย เชน ทะลายปาลมเปลา เปลือกผลปาลม กะลาปาลม นํ้าเสีย
และสลัดจ (Kunghae, 1993; Chantaphaso, 1999) โดยเฉพาะนํ้าทิ้งซึ่งเปนวัสดุเศษเหลือที่ไดจาก
กระบวนการผลิต โดยนํ้าทิ้งสวนใหญจะมาจากกระบวนการสกัดนํ้ามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบ
อบไอนํ้า) ในสองขั้นตอนคือ นํ้าน่ึงปาลมหรือนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร
หรือเคร่ืองเซพาเรเตอรซึ่งกอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมหลายดาน โดยนํ้าทิ้งจากโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมน้ัน พบวามีคาบีโอดีที่สูง เน่ืองจากในนํ้าทิ้งที่ถูกปลอยออกมายังคงมีองคประกอบ
ของนํ้ามันอยูจํานวนหน่ึงแทรกอยูในเซลล เชน ผนังเซลล เยื่อหุมเซลล ในรูปของอิมัลชันซึ่งจะแยก
ออกไดยากดวยวิธีการทางเคมี การใชวิธีทางกายภาพ เชน การใชความรอน หรือการหมุนเหวี่ยง
แยกนํ้ามันก็ไมสามารถแยกนํ้ามันที่แทรกอยูในระหวางชั้นของผนังเซลลปาลมออกมาได เพราะ
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นํ้ามันสวนใหญจับกับของแข็งอยางซับซอน วิธีที่นาจะเปนไปไดในการกําจัดนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลมคือ วิธีการทางชีวภาพซึ่งทําไดโดยการใชแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส เพื่อใหเอนไซมทั้งสองยอยสารแขวนลอยที่นํ้ามันไปเกาะหรือ
แทรก ซึ่งสารแขวนลอยเหลาน้ันมีเซลลูโลสและไซแลนเปนองคประกอบ และเมื่อสารแขวนลอย
ถูกยอยโดยเอนไซมทั้งสอง จะทําใหนํ้ามันที่แทรกอยูน้ันถูกปลอยออกมาและลอยขึ้นสูดานบน เมื่อ
ทําการเก็บเกี่ยวนํ้ามันสวนน้ีออก ก็จะทําใหไดนํ้ามันเพิ่มขึ้นและยังเปนการลดคาบีโอดี และคา
ซีโอดีของนํ้าทิ้ง ทําใหการบําบัดนํ้าเสียในขั้นตอไปทําไดงายขึ้น ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมุงที่จะศึกษา
การคัดเลือกแบคทีเรียทีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากดิน
บริเวณบอรวบรวมนํ้าทิ้งของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเพื่อนํามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสทั้งในระดับฟลาสกและระดับถังหมักรวมถึงการทดลองนํา
เอนไซมที่ผลิตไดโดยแบคทีเรียที่สนใจไปประยุกตใชในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

การตรวจเอกสาร

1. สวนประกอบของทะลายปาลมสด

ทะลายปาลมสด (Fresh fruit bunch, FFB) ของปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis
jacq.) ซึ่งเปนผลผลิตจากตนปาลมจะประกอบดวยทะลายเปลา (bunch) และผลปาลม (fruit) ภายใน
ผลจะประกอบดวยสวนของชั้นเปลือก (mesocarp) ในชั้นน้ีจะมีนํ้ามันเรียกวานํ้ามันปาลม (palm oil,
PO) จากชั้นเปลือกจะมีกะลา (shell) หุมเมล็ดในอยู ภายในเมล็ดในจะมีนํ้ามันอีกชนิดหน่ึงเรียกวา
นํ้ามันเมล็ดใน (palm kernel oil, PKO) ซึ่งจะมีสวนประกอบทางเคมีแตกตางไปจากนํ้ามันปาลม
สําหรับปาลมเทเนอราที่มีอายุเกิน 8 ปขึ้นไปจะมีสวนประกอบโดยประมาณดัง Figure 1 (Prasertsan
and Prasertsan, 1996)
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FFB = Fresh fruit bunch and EEB = Empty fruit bunch

Figure 1. Composition of fresh fruit bunch. Figure in brackets are the percentage of FFB. () =
high-quality FFB [] = low-quality FFB.

Source : Prasertsan and Prasertsan (1996)

สําหรับเมล็ดในปาลมซึ่งมีอยูประมาณรอยละ 5.5 ของนํ้าหนักทะลายน้ัน จะมี
สวนประกอบโดยประมาณดังน้ี (ธีระ เอกสมทราเมษฐ และคณะ, 2543)

สวนประกอบ รอยละ
นํ้ามัน 47-52
ความชื้น 6-8
โปรตีน 7.5-9.0
ซูโครส นํ้าตาลและแปง 23-24
เซลลูโลส 5
ขี้เถา 2

2. ลักษณะและสวนประกอบของนํ้ามันปาลมและนํ้ามันเมล็ดในปาลม

นํ้ามันปาลมและนํ้ามันเมล็ดในปาลมก็เหมือนกับนํ้ามันพืชและไขมันสัตวที่
รับประทานไดชนิดอ่ืน ๆ เชน นํ้ามันมะพราว นํ้ามันหมู นํ้ามันถั่วเหลือง ซึ่งเปนสารอินทรียที่เปน
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สารประกอบเอสเทอร (ester) โมเลกุลประกอบดวยสารสองชนิดคือ กลีเซอรอล (glycerol) หรือ
กลีเซอรีน (glycerin) และกรดอินทรียหรือกรดคารบอกซีลิก (carboxylic acid) เชื่อมตอเขาดวยกัน
ดวยพันธะเอสเทอรที่แข็งแรงกลายเปนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล นํ้ามัน
สามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย เชน ปโตรเลียมอีเทอร เฮกเซน คลอโรฟอรมและ
เมทานอล

กรดไขมันที่มีหมูอัลคิลเปนองคประกอบ หากหมูอัลคิลเปนหมูไฮโดรคารบอน
อ่ิมตัวเรียกวากรดไขมันอ่ิมตัว สวนที่มีหมูไฮโดรคารบอนไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูเรียกวากรด
ไขมันไมอ่ิมตัว และหากมีพันธะคูยิ่งมากก็ยิ่งเปนกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวมากขึ้น

3. โมเลกุลของนํ้ามัน

ไตรกลีเซอไรดหรือนํ้ามันในเซลลพืชจะถูกสะสมอยูในสวนที่เรียกวา oil bodies
(Figure 2) ซึ่งจะมีชื่อเรียกที่ตางกันเชน spherosome, oleosome และ lipid containing มีขนาดเสน
ผานศูนยกลางระหวาง 0.2 - 0.6 ไมครอน แลวแตชนิดของพืช โดยเมื่อพืชมีการเติบโตก็จะเพิ่ม
จํานวนของ oil bodies มากขึ้น การสะสมนํ้ามันจะมากจะนอยก็ขึ้นอยูกับชนิดของพืช โดยสวน
ใหญจะอยูระหวางรอยละ 1 - 2 จนถึงรอยละ 60

4. ผนังเซลลพืช (cell wall)

ผนังเซลลของพืชชั้นสูงจะประกอบดวยโปรตีนรอยละ 10 และอีกรอยละ 90 จะเปน
สารประกอบพวกคารโบไฮเดรต ซึ่งสารพอลิเมอรจําพวกคารโบไฮเดรตที่พบในผนังเซลลพืชน้ัน
ไดแก เซลลูโลส เพคติน เฮมิเซลลูโลส และสารเคลือบจําพวกลิกนิน (Hans-Walter, 2005)
อัตราสวนขององคประกอบแตกตางกันตามแหลงของวัตถุดิบ ชนิดและอายุของพืช โดย
องคประกอบเหลาน้ี มีรายละเอียดของโครงสรางแตกตางกันดังน้ี (Hurst et al., 2002)

4.1 เซลลูโลส
เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรด ([C6H12O6]n) ประกอบดวยหนวยยอยคือ D-

glucose หรือ anhydroglucopyranose (Figure 3) เชื่อมตอกันดวยพันธะ -1,4-glucosidic linkage มี
จํานวนกลูโคส 2,000 - 14,000 หนวย โครงสรางของเซลลูโลสเรียกวา ไฟบริล (fibril) แบงไดเปน
สองสวน คือ

4.1.1 สวนของ crystalline โครงสรางจัดเรียงกันอยางเปนระเบียบ มีเซลลูโลสเปนจํานวน
มากคิดเปนรอยละ 30 - 40 ของลิกโนเซลลูโลส
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Figure 2. Structure of plant cell. (N = nucleus, ER = endoplasmic reticulum, V = vacuole, M =
mitochondria, P = plasmid, m = microbodies and L = lipid bodies)

Source : Mohr (1995)

Figure 3. Structure of cellulose.
Source : Hans-Walter (2005)

Cellulose
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4.1.2 สวนของ amorphous โครงสรางจัดเรียงกันอยางไมเปนระเบียบ เปนสวนที่ดูดซับ
นํ้าไดดีสามารถยอยสลายไดงายกวา

4.2 เฮมิเซลลูโลส
เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรดที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า องคประกอบของผนัง

เซลลพืช มีเฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบประมาณรอยละ 20 - 40 การแบงเฮมิเซลลูโลสขึ้นอยูกับ
ชนิดของนํ้าตาลที่เปนองคประกอบหลัก คือ D-xylose, D-mannose, D-galactose และ L-arabinose
เฮมิเซลลูโลสจึงมีชื่อเรียกแตกตางกันตามกลุมของนํ้าตาล เชน ไซแลน (xylan), แมนแนน
(mannan), กาแลกแทน (galactan) และอะราบิแนน (arabinan) ซึ่งในเซลลพืชบก เฮมิเซลลูโลสที่
พบมักเปนกลุมของนํ้าตาลไซโลส (Bastawde, 1992)

4.2.1 ลักษณะโครงสรางของไซแลน
ไซแลนเปน heterogeneous polysaccharides พบในเซลลของพืชบก เปน

เฮมิเซลลูโลสที่เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช ไซแลนประกอบดวยนํ้าตาล D-xylose
รอยละ 85 - 93 สวนที่เหลือเปนนํ้าตาล L-arabinose และ glucuronic acid ไซแลนที่แยกไดจากพืช
และหญาตาง ๆ ลวนแตมีสายหลักของไซแลนที่เหมือนกันคือ polymer ของนํ้าตาล xylose ซึ่ง
เชื่อมตอกันดวยพันธะ -1,4-D-xylopyranose (Figure 4) ความแตกตางขึ้นอยูกับประเภทและ
ปริมาณของหนวยยอยที่มาตอเปนกิ่งกาน เชน glucuronic acid นํ้าตาล L-arabinose และ
methylester ของ D-glucuronic acid

ในการแยกสกัดเฮมิเซลลูโลสออกจากลิกนิน ทั้งในหญาและพืชสามารถทําไดโดย
ทําปฏิกิริยากับดาง เฮมิเซลลูโลสเพียงบางสวนจากพืชถูกแยกสกัดไดโดยใชความรอน หรือนํ้าเย็น
หรือดางออน โดยทั่วไปใช KOH หรือ NaOH ความเขมขนรอยละ 4-10 จะมีประสิทธิภาพสูงสุดใน
การสกัด (Binmaeil, 2005) คุณสมบัติของไซแลนโดยทั่วไปมีดังน้ี

4.2.1.1. ไซแลนที่ไมมีหมู acetyl จะไมละลายนํ้าแตละลายในสารละลายดาง และ
สลายดวยกรดไดงาย

4.2.1.2. ไซแลนที่มีหมู acetyl สามารถถูกสกัดดวยนํ้ารอน และละลายนํ้าไดมาก
4.2.1.3. ไซแลนที่มีหมู acetyl ถูกยอยสลายไดงายโดย เอนไซมจากแบคทีเรีย

4.3 เพคติน
โดยทั่วไปสวนที่เปนผลของพืชจะมีสารประกอบประเภทเพคตินอยูเปนจํานวน

มาก ซึ่งพบทั่วไปในผนังเซลลพืชชั้นสูง ซึ่งจะชวยเพิ่มลักษณะคงตัวของเน้ือสัมผัสโดยในนํ้าทิ้งจาก
หมอฆาเชื้อโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวามีปริมาณเพคติน 5.7 กรัมตอลิตร (Binmaeil, 2005) โดย
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ในผนังเซลลพืชจะมีเพคติเนสอยูแลว แตอยูคนละชั้นของเซลล เมื่อเซลลพืชฉีกขาดหรือไดรับการ
กระทบกระเทือน เอนไซมและเพคตินจะเคลื่อนเขาใกลกันทําใหเกิดการยอยสลาย

เพคตินเปนกลุมสารพวก complex colloidal carbohydrates ในโมเลกุล
ประกอบดวยกรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic acid) ที่ตอกันดวยพันธะ-1,4-glucosidic linkage
(Figure 5) โดยที่ carboxyl group บางตัวของกรดกาแลกทูโรนิกถูก esterified ดวย methyl groups
เพคตินมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40,000-50,000 ดาลตัล เพคตินเปนสารพอลิเมอรของกรด
กาแลกทูโรนิกโดย carboxyl groups ของกรดดังกลาวจับกับ methyl groups หรือจับกับ arabinan,
galactan หรือ polysaccharides ตัวอ่ืน ๆ ก็ได นอกจากน้ี hydroxyl groups บนอะตอมของคารบอน
ตัวที่ 2 และ 3 ของกรดดังกลาวยังอาจจับกับ acetyl groups หรือเกิด ether-like linkages กับสาร
คารโบไฮเดรตกับตัวอ่ืน ๆ หรืออยู เปนอิสระก็ได สวน side chains ของเพคตินอาจเกิด ester
linkages ระหวาง carboxyl groups กับ hydroxyl groups ที่อยูปลาย polysaccharides กับ hydroxyl
groups ของ polygalacturonides (Binmaeil, 2005)

4.4 ลิกนิน
เปนสารประกอบโพลีฟนอลิก (polyphenolic compound) ที่มีโครงสรางซับซอน

เปน polymer ของ p-hydroxy phenyl propane ที่มาจากการเชื่อมโยงขององคประกอบ 3 กลุมคือ
coniferyl alcohol, sinapyl alcohol และ p-coumaryl alcohol พันธะที่พบภายในโครงสรางหลักน้ันมี
มากกวา 10 ชนิด และพันธะที่ สําคัญคือ พันธะเอสเตอร (C-O-C) ซึ่งจะทนตอการถูกยอยสลายดวย
กรด นอกจากน้ียังพบพันธะคารบอน (C-C) ซึ่งทนตอการยอยสลายดวยกรดหรือดางเปนเหตุให
ลิกนินมีโครงสรางที่แข็งแรง (Figure 6) ในเน้ือเยื่อไมมีลิกนินเปนองคประกอบรอยละ 17 - 33
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Figure 4. Structure of xylan.
Source : Hans-Walter (2005)

Figure 5. Structure of pectin.
Source : Hans-Walter (2005)

http://www.lsbu.ac.uk/water/hycel.html
http://www.lsbu.ac.uk/water/hycel.html
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Figure 6. Structure of lignin.
Source : Mohr (1995)

5. กระบวนการผลิตนํ้ามันปาลม

อุตสาหกรรมสกัดนํ้ามันปาลมในประเทศไทยมีกระบวนการผลิต 3 แบบ (ผาสุข
กุลละวณิชย และคณะ, 2531; Prasertsan and Prasertsan, 1996)

5.1 กระบวนการผลิตแบบอบไอนํ้า
ซึ่งเปนแบบมาตรฐานมี 2 ลักษณะคือ แบบที่ใชเคร่ืองแยกนํ้ามันแบบ 3 เฟส ที่

เรียกวาดีแคนเตอรและแบบที่ใชเคร่ืองแยกนํ้ามันแบบ 2 เฟส ที่เรียกวาเซพาเรเตอรใชในโรงงาน
ขนาดใหญและขนาดกลาง กระบวนการผลิตเร่ิมจากการนําทะลายปาลมสดมาอบดวยไอนํ้าที่
อุณหภูมิระหวาง 120-130 องศาเซลเซียส ความดันประมาณ 40 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา
ประมาณ 45 นาที มีนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อเกิดขึ้น (เรียกวา นํ้าน่ึงปาลม) ทะลายปาลมที่อบแลวจะถูก
นําไปปอนเขาเคร่ืองแยกผลปาลม ผลปาลมที่ไดจะถูกนําไปยอยดวยเคร่ืองยอยผลปาลมซึ่งภายในมี

http://www.helsinki.fi/~orgkm_ww/lignin_structure.html
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ใบพัดกวนผลปาลม ใหเสนใยฉีกยอยออกจากเมล็ดและเซลลนํ้ามันแตกตัวออกมา จากน้ันปอนเขา
เคร่ืองหีบแบบเกลียวอัด (screw press) นํ้ามันที่ไดจะถูกนําเขาเคร่ืองดีแคนเตอรซึ่งจะแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้า เศษเสนใยและสิ่งเจือปน (กากสลัดจ) บางโรงงานใชเคร่ืองแยกเหวี่ยง (centrifuge) แทน
การใชเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามัน นํ้ามันที่ไดจะนําเขาเคร่ืองเหวี่ยงเพื่อแยกนํ้ามันใ หใสสะอาดขึ้น
จากน้ันนําไปไลความชื้นดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ แลวนําไปเก็บในถังเก็บนํ้ามันขนาดใหญเพื่อ
เตรียมสงจําหนายโรงงานสกัดนํ้ามันบริสุทธิ์ตอไป (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533)

สวนกากผลปาลมที่ออกจากเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัดจะถูกนํามาแยกเอาเสนใยออก
จากเมล็ดดวยเคร่ืองแยก โดยใชแรงลมเปาใหเสนใยลอยไปตามทอและใชเปนเชื้อเพลิงในเตาของ
หมอกําเนิดไอนํ้า สวนเมล็ดที่แยกเสนใยแลวจะตกลงดานลางและถูกนํามาอบใหแหง จากน้ันนําไป
คัดขนาดและกะเทาะเมล็ดดวยเคร่ืองกะเทาะซึ่งใชแรงเหวี่ยงหนีศูนยกลาง (ripple mill) แลวนําไป
แยกเศษกะลาออกจากเมล็ดในดวยเคร่ืองแยกเศษกะลาแบบไฮโดรไซโคลนคือแยกดวยแรงลม
จากน้ันเมล็ดในก็จะถูกนํามาอบใหแหงมีความชื้นไมเกินรอยละ 7 และบรรจุกระสอบจําหนาย
ตอไป

5.2 กระบวนการผลิตแบบยางผลปาลมหรือหีบนํ้ามันผสม
กระบวนการผลิตแบบน้ีพัฒนามาจากโรงงานนํ้ามันมะพราว ใชในโรงงานขนาด

เล็ก จํานวนประมาณ 20 กวาโรงงาน สวนใหญอยูในจังหวัดชุมพรและสงขลา กระบวนการผลิต
เปนแบบไมใชนํ้า ผลปาลมจะถูกนํามาอบโดยไดความรอนจากฟนเปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวผล
ปาลมจะถูกสงไปยังเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัด ไดวัสดุเศษเหลือคือ กากปาลมเพียงอยางเดียว ซึ่งมีการ
ซื้อขายเพื่อใชเปนสวนผสมของอาหารสัตว สวนนํ้ามันที่ไดถูกทําใหรอน และผานเขาเคร่ืองกรอง
แบบอัดหลายชั้น (filter press) เพื่อขจัดสิ่งสกปรกออก นํ้ามันปาลมดิบที่ไดเปนนํ้ามันผสมจาก
เปลือกและเมล็ดในซึ่งคุณภาพจะดอยกวา นํ้ามันจากสวนเปลือกเพียง อยางเดียว (พูนสุข
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533)

5.3 กระบวนการผลิตแบบทอดผลปาลม
เปนเทคโนโลยีที่พัฒนาขึ้นที่ประเทศไทยประมาณป พ.ศ. 2522 ปจจุบันมีโรงงาน

ประเภทน้ี 2 โรงงาน กระบวนการผลิตสามารถใชวัตถุดิบทั้งในรูปทะลายปาลมสดและผลปาลม
รวง วัตถุดิบพวกทะลายสดจะนํามาเขาเคร่ืองอบทะลาย จากน้ันนําไปแยกผลปาลมออกจากทะลาย
และถูกนําไปทอดในเกลียวลําเลียงดวยนํ้ามันปาลมโดยใชอุณหภูมิไมเกิน 120 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12-20 นาที โดยใหความรอนดวยไอนํ้าโดยรอบรางลําเลียงน้ี วัตถุดิบจําพวกผลปาลมรวงจะ
นํามาทอดตรงจุดน้ีเชนกัน จากน้ันผลปาลมที่สุกแลวจะถูกนําไปเขาเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัดคู
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เชนเดียวกับโรงงานประเภทแรก และนํานํ้ามันที่หีบไดเอาไปไลความชื้นในสุญญากาศที่อุณหภูมิ
80-90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที จากน้ันกรองผานเคร่ืองกรองแบบอัดหลายชั้น เพื่อแยก
สิ่งสกปรกกอนบรรจุลงถังเก็บ สวนกากผลปาลมจะนําไปอบแหงและหีบรวมกันเปนนํ้ามันผสม
และไดกากปาลมเปนอาหารสัตว

การผลิตนํ้ามันจากผลปาลมจะตองนําผลปาลมสดเขาโรงงานเพื่อสกัดนํ้ามัน
ภายใน 24 ชั่วโมงหลังการเก็บเกี่ยว มิฉะน้ันจะเกิดกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) ซึ่งสูงเกินคา
มาตรฐานคือรอยละ 5 ทําใหนํ้ามันมีคุณภาพตํ่าไมเหมาะที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมบางประเภท

6. ปริมาณและคุณลักษณะนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

องคประกอบของวัสดุเศษเหลือจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมีหลายชนิด เชน
ทะลายเปลา เสนใยปาลม กากเน้ือเมล็ดในปาลม กากเมล็ดปาลมนํ้ามัน และกากสลัดจ สําหรับนํ้าทิ้ง
จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมก็จะมีคุณสมบัติแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มาของนํ้าทิ้งและวิธีการ
สกัดนํ้ามันปาลม สําหรับนํ้าทิ้งจากการสกัดนํ้ามันปาลมโดยการน่ึงผลปาลมจะประกอบดวย นํ้าทิ้ง
จากบอรวบรวมนํ้าเสีย นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรหรือเคร่ือง
เซพาเรเตอร Noparat (2009) รายงานคุณลักษณะโดยรวมของนํ้าทิ้งจากแหลงตาง ๆ เหลาน้ีไวใน
Table 1 ซึ่งจะเห็นวานํ้าทิ้งจากบอรวบรวมนํ้าเสีย นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อและนํ้าทิ้งจากเคร่ือง
ดีแคนเตอรจะมีคาบีโอดี ซีโอดี ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอยและกรีส ที่มีคาเฉลี่ยแตกตาง
กัน เปรียบเทียบลักษณะโดยรวมของนํ้าทิ้งในบอรวบรวมนํ้าเสียจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมดัง
Table 2 และองคประกอบทางเคมีของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมใน Table 3

เมื่อศึกษานํ้าทิ้งของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมจาก 5 โรงงานจาก 4 จังหวัดทาง
ภาคใตของประเทศไทยคือ กระบี่ ตรัง สงขลา และสตูล พบวาลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
ปาลมนํ้ามันทั้ง 5 โรงงานมีคาพีเอชโดยเฉลี่ยเทากับ 4.20 อุณหภูมิ 72.30 องศาเซลเซียส มีคาซีโอดี
ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอยและคานํ้ามันและกรีสเทากับ 120.10, 71.60, 47.30 และ 28.40
กรัมตอลิตรตามลําดับ (Table 4) (Laohaprapanon et al., 2005) แต Kunghae (1993) รายงานวา
ลักษณะนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่ใชดีแคนเตอรในการแยกนํ้ามันมีพีเอช 4.65 และมี
คาพารามิเตอรตาง ๆ เฉลี่ยดังน้ีคือ ซีโอดี บีโอดี สารแขวนลอย และนํ้ามันเทากับ 113.96, 59.39,
26.30 และ 14.70 กรัมตอลิตรตามลําดับ



12

Table 1. Characteristic of palm oil mill effluent from different sources.

Parameter Sterilizer condensate Decanter effluent Mixed effluent
Color
pH
BOD
COD
Volatile acid
Alkalinity (as CaCO3)
Grease
Total solids (TS)
Volatile solids (VS)
Suspended solids (SS)
Nitrogen - ammonia

- organic

Dark Brown
4.05-4.62

54.75-60.00
80.52-115.93

3.13-5.87
0.07-0.20
0.02-2.45

49.06-88.51
46.03

18.50-52.00
0.03-0.06
0.55-1.17

Brown
4.84-5.35

22.80-41.98
45.36-80.15

0.99-7.13
0.04-1.58
0.02-1.17

26.38-76.73
31.34

2.60-6.10
0.01-0.07
0.02-1.29

Brown-Blackish Brown
4.61-4.89

21.00-45.38
38.25-67.57

1.84-2.27
0.09-0.48

0.00
25.63-47.24

61.97
2.90-20.30

0.02
0.52

Except for color and pH all other parameter are in g/l
Source : Noparat (2009)
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Table 2. Characteristic of palm oil mill effluent.

pH BOD
(g.l-1)

COD
(g.l-1)

TS
(g.l-1)

SS
(g.l-1)

O&G
(g.l-1)

TN
(g.l-1) References

4.11
4.50
4.35
4.70
4.10
4.70
4.20
4.40
4.50
3.50
4.50
4.18
3.50

-
4.05
4.35
4.30
4.30
4.50

58.79
58.50
54.56
25.00
25.00
25.00

-
6.42

71.95
24.71

-
-

25.55
38.15
22.70
22.00
25.00
93.00

-

131.29
110.00
90.40
50.00
53.63
50.00
120.10
46.95
143.90
59.30
40.20
120.08
55.78
85.75
44.30
95.00
55.25
95.00
94.40

68.46
71.90
65.36
40.50
43.64
40.05
71.60
21.50
71.50

-
39.47
71.55

-
38.50

-
35.00
35.52
64.60

-

55.61
43.30
45.92
18.00
19.02
18.00
47.30
8.30

34.20
17.26
17.92
47.27
18.48
10.25
19.78
12.00
19.61
27.33
27.80

21.99
25.60
34.31
4.00
8.37
4.00

28.40
4.80

10.00
-

2.66
28.41
8.02
9.45
4.85

10.60
3.82
1.09

10.10

-
0.90
0.83
0.75
0.77
0.75

-
0.45
1.20
0.69
0.80

-
0.71
0.88
0.78
1.08
0.36
1.10
0.80

Laohaprapanon (2001)
Pechsuth et al. (2001)
Kaewchai and Prasertsan (2002)
Ahmad et al. (2003)
Ahmad et al. (2005)
Ahmad et al. (2005)
Laohaprapanon et al. (2005)
Najafpour et al. (2005)
Binmaeil (2005)
Vijayaraghavan and Ahmad (2006)
Bhatia et al. (2007)
Laohaprapanon et al. (2007)
Vijayaraghavan et al. (2007)
O-Thong (2007)
Zinatizadeh et al. (2007)
Chaisri et al. (2007)
Wong et al. (2009)
Noparat (2009)
Ismail et al. (2010)

4.26
±0.34

38.42
±23.60

81.12
±33.06

51.94
±17.58

26.70
±14.44

12.25
±10.48

0.80
±0.22

Average ± sd

TS = Total solids, SS = Suspended solids, O&G = Oil and grease and TN = Total nitrogen
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Table 3. Chemical composition of palm oil mill effluent.

Compositions
Sources

1 2 3
Ether extraction - 31.60 34.60
Protein (N x 6.25) 0.37 8.20 8.8
Ash - 14.10 14.20
Fiber - 11.90 3.30
N-free extract 0.06 34.20 39.10
P 0.02 0.24 0.36
K 0.23 0.99 3.09
Ca 0.03 0.97 0.33
Mg 0.05 0.30 2.41
Na 0.003 0.08 0.05

All parameters in % dry weigh
Source 1. Maneesri (1994), 2. Kunghae (1993), 3. Hwang et al. (1987)

Table 4. The comparison of palm oil mill effluent from 5 palm oil industries.

Factory A B C D E Average SD
pH 4.20 4.40 3.90 4.20 4.20 4.20 0.20
Temp (oC) 60.00 75.00 - 82.00 - 72.30 11.20
COD (g/l) 160.70 30.70 99.80 46.50 262.70 120.10 94.00
Total solids (g/l) 82.10 64.60 75.90 72.20 62.90 71.60 8.00
Suspended solids (g/l) 65.50 32.70 57.42 36.30 44.60 47.30 14.00
Oil & grease (g/l) 25.10 12.90 17.20 8.70 78.20 28.40 28.50
Note : A : Pure Palm Oil Co., Ltd., B : Siam Modern Palm Oil Co., Ltd., C : Satoon Palm Oil

Industry Co., Ltd., D : Trang Palm Oil Co., Ltd. and E : Univanich Palm Oil Co., Ltd.
Source : Laohaprapanon et al. (2005)
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7. การบําบัดนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

7.1 การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพและเคมี
การใชวิธีการทางกายภาพและเคมีในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

น้ันมีไดหลายวิธี เชน การใชวิธีการตกตะกอนดวยสารเคมี การใชความรอน การกรองผานเยื่อกรอง
(membrane ultrafiltration) (Wah et al., 2002; Ahmad et al., 2005; Wu et al., 2007; Wong et al.,
2009) การเติมอากาศ (Tajuddin et al., 2002; Vijayaraghavan et al, 2007) การโอโซน (กูนูรหายาม
ยามิรูเด็ง, 2551) การใชกรดและดางในการยอยสลาย (Rahman et al, 2006) เปนตน โดยอรัญ
หันพงศกิตติกูล และคณะ (2537) ทดลองแยกนํ้ามันจาก นํ้าทิ้งแหลงตาง ๆ ของโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม ดวยวิธีการตาง ๆ พบวานํ้ามันที่มีอยูในนํ้าทิ้งจากหมอน่ึงสามารถแยกไดงาย โดยต้ังทิ้งไวก็
เกิดการแยกชั้น สําหรับตัวอยางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองแยกหรือนํ้าทิ้งจากบอพักนํ้าทิ้งรวมไมสามารถแยก
นํ้ามันออกไดดวยวิธีการตกจม (normal settling) การใชความรอนพรอมกับการกวนอยางชา ๆ (1.5
รอบตอนาที) การใชสารชวยตกตะกอนเชน เฟอริกคลอไรด (FeCL3), แคลเซียมไฮดรอกไซด
(Ca(OH)2) หรือ อะลูมิเนียมซัลเฟต (Al2(SO4)3) การใชวิธีเติมอากาศ (dissolved air flotation) ก็ไม
สามารถแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได สวนการหมุนเหวี่ยงสามารถแยกนํ้าทิ้งออกเปน 3 ชั้น โดยนํ้า
ทิ้งจากเคร่ืองเซพาเรเตอรมีปริมาตรนํ้าทิ้งชั้นบนรอยละ 2-14 ชั้นกลางรอยละ 57-77 และชั้นลาง
รอยละ 16-28 ในแตละชั้นมีปริมาณนํ้ามันรอยละ 1.09-1.37, 0.006-0.24 และ 4.00-5.64 ตามลําดับ
สําหรับนํ้าทิ้งจากบอนํ้าทิ้งรวมเมื่อหมุนเหวี่ยงมีปริมาตรนํ้าทิ้งชั้นบนรอยละ 3-13 ชั้นกลางรอยละ
60-79 และชั้นลางรอยละ 18-28 โดยในแตละชั้นมีปริมาณนํ้ามันรอยละ 1.67-2.64, 0.08-0.15 และ
3.41-4.97 ตามลําดับ การหมุนเหวี่ยงนํ้าทิ้งจากเคร่ืองแยกนํ้ามันจากบอนํ้าทิ้งรวมสามารถแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งรอยละ 5-30 และทําใหนํ้าทิ้งสุดทายมีคา ซีโอดีลดลงรอยละ 50 และนํ้ามันลดลง
รอยละ 85 นอกจากน้ีวิธีการทางเคมีโดยการใชสารชวยตกตะกอน (โพลีเฟอริกซัลเฟตและ
แคลเซียมออกไซด) ยังสามารถลดความเขมสีไดถึงรอยละ 84.5 และยังชวยลดปริมาณของ
สารอินทรียในรูปของซีโอดีไดรอยละ 86.5 (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2544) พบวาวิธีน้ีมี
ประสิทธิภาพในการลดความเขมของสีไดสูงกวาวิธีการทางชีวภาพ

Laohaprapanon และคณะ (2005) รายงานการเปรียบเทียบการใชวิธีการทาง
กายภาพและเคมีในการแยกนํ้ามันและกากนํ้ามันปาลมออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดย
วิธีตาง ๆ คือใชอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง การหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000
รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และการใชสารเคมี (Ca(OH)2, FeSO4 และ Alum) พบวาการหมุน
เหวี่ยงสามารถบําบัดนํ้าทิ้งไดดีที่สุด โดยสามารถลดคานํ้ามันและกรีส ของแข็งแขวนลอย ของแข็ง
ทั้งหมด และคาซีโอดีไดถึงรอยละ 97.1, 95.4, 91.6 และ 94.2 ตามลําดับ สวน Bhatia และคณะ
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(2007) ทดลองใชเมล็ดพืช (Moringa oleifera) ในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวาสามารถลดของแข็งแขวนลอยไดถึงรอยละ 99.3 ลดคาซีโอดีและคานํ้าหนักแหงของตะกอน
ไดรอยละ 52.5 และ 87.25 ตามลําดับ

วิธีการทางกายภาพและเคมีเหลาน้ีมีคาใชจายที่คอนขางสูงและการใชแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมไดยากและยังอาจสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมตามมากรณีที่
ใชสารเคมี

7.2 การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรีย
การแยกนํ้ามันดวยวิธีการทางชีวภาพสามารถใชแบคทีเรีย ยอยสลายสารอินทรีย

ตาง ๆ ในนํ้าเสีย มีรายงานการแยกหรือกําจัดนํ้ามันในนํ้าทิ้งโดยใชวิธีการทางกายภาพรวมกับวิธี
ทางชีวภาพ เชน Okuda และคณะ (1991) บําบัดไลปดที่มีอยูในนํ้าเสียของโรงงานแปรรูปเน้ือโดย
วิธี 2 ขั้นตอนคือบําบัดขั้นตนโดยแยกไลปดในนํ้าทิ้งที่อยูบริเวณผิวหนาโดยอาศัยแรงดันอากาศจาก
ปมทําใหไลปดลอยตัว และทําใหเกิดการหมุนเวียนของนํ้าทิ้งภายในถังบําบัด วิธีน้ีสามารถกําจัด
ไลปดไดรอยละ 76 (จากเดิม 252 พีพีเอ็มเหลือ 60 พีพีเอ็ม) จากน้ันนํามาบําบัดในขั้นที่ 2 โดยวิธี
ตะกอนเรง (activated sludge) ซึ่งมีการเติมเชื้อ Bacillus sp. 351 พบวาหลังใหอากาศ 24 ชั่วโมง
ไลปดลดลงเหลือ 9 พีพีเอ็ม หรือลดลงรอยละ 96 สวน Ho และ Tan (1983) เปรียบเทียบการบําบัด
นํ้าทิ้งโรงงานนํ้ามันปาลมโดยใชเคร่ืองหมุนเหวี่ยงและการบําบัดในถังหมักไรอากาศ จากการใช
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกนํ้ามันและอนุภาคตาง ๆ ในนํ้าทิ้งพบวา การใชความเร็วในการหมุน
เหวี่ยง 10,000xg อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที สามารถลดคาบีโอดี ของแข็งทั้งหมด
ของแข็งแขวนลอยและนํ้ามันรอยละ 46, 40, 46 และ 50 ตามลําดับและยังพบวาอนุภาคตาง ๆ
โดยเฉพาะเซลลของผลปาลมที่มีอยูปริมาณรอยละ 1.7-2.6 ในนํ้าทิ้งสามารถลดลงเหลือรอยละ
0.32-0.37 ในขณะที่การบําบัดในถังหมักไรอากาศสามารถลดคาบีโอดี ซีโอดี ของแข็งทั้งหมด
ของแข็งแขวนลอยและนํ้ามัน รอยละ 96, 88, 82, 87 และ 98 ตามลําดับ โดยใชเวลาในการบําบัด 20
วัน

Bentham และคณะ (1997) ทดลองเลี้ยงเชื้อ 8 สายพันธุเปนเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวก 1 สายพันธุและแบคทีเรียแกรมลบ 7 สายพันธุ เพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อไปได 10 วัน สามารถบําบัดไขมันในนํ้าทิ้งไดรอยละ 40-50 แต Oswal และคณะ
(2002) รายงานวาการใชเชื้อ Barrowia lipolytica NCIM 3589 เพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมสามารถลดคาซีโอดีไดมากถึงรอยละ 95 ในเวลา 2 วัน สวน Becker และคณะ (1999)
บําบัดนํ้ามันมะกอกในนํ้าทิ้งโดยใชเชื้อ Bacillus thermoleovorans IHI-91 ภายใตสภาวะที่มีอากาศ
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และอุณหภูมิสูง (65 องศาเซลเซียส) พบวา สามารถบําบัดนํ้ามันมะกอกในนํ้าทิ้งไดมากกวารอยละ
90 มีอัตราการยอยสลาย 900 มิลลิกรัมตอลิตรตอชั่วโมง

Pechsuth และคณะ (2001)รายงานการใช Rhizopus sp. ST4 และ ST29 เพื่อแยก
นํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวาภายใตสภาวะปลอดเชื้อสายพันธุ ST29 ใหคา
การกําจัดนํ้ามันไดสูงกวาแตกตางจากการแยกนํ้ามันในสภาวะไมปลอดเชื้อที่เชื้อสายพันธุ ST4
จะใหการกําจัดนํ้ามันและกรีสไดดีกวา สวน Najafpour และคณะ (2005) รายงานวาการใช
Saccharomyces cerevisiae ในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาเชื้อสามารถลดคา
ซีโอดีไดถึงรอยละ 88 ที่เวลาบม 55 ชั่วโมง และลดคาของแข็งแขวนลอยในนํ้าทิ้งไดรอยละ 75-88
สวน Laohaprapanon และคณะ (2007) รายงานการเลี้ยงเชื้อเพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมสองสายพันธุคือ SO1 และ SO2 โดยทําการเลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ผานการฆาเชื้อเปนเวลา 7 วัน พบวา เชื้อ SO1 ใหคาการลดลงของไขมันและนํ้ามันไดมากที่สุด
รอยละ 85.32 และเชื้อสามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดรอยละ 64.66 สวน Udomsil และ
Prasertsan (2009) ทดลองการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งจากเคร่ือง ดีแคนเตอรโดยใชเชื้อแบคทีเรีย 6
สายพันธุคือ SU5, SU6, SU9, WD7, WD79 และ WD90 พบวาแบคทีเรียสายพันธุ SU5 และ SU9
ใหการแยกนํ้ามันไดดีที่สุดเทากับรอยละ 44.4 และ 49.5 ตามลําดับ และเมื่อทําการเพิ่มปริมาณนํ้าทิ้ง
เปน 100 ลิตรพบวาแบคทีเรียสายพันธุ SU9 สามารถแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งไดดีที่สุดรอยละ 58.1

สําหรับเอนไซมที่เกี่ยวของในการแยกหรือกําจัดนํ้ามันและสารแขวนลอยไดแก
เอนไซมไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลส (Maneesri, 1994) ซึ่งการที่เอนไซมสามารถแยกสาร
แขวนลอยออกจากนํ้าทิ้งไดเน่ืองจากองคประกอบของนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรมีเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนเปนองคประกอบ โดยไซแลนจะมีทั้งสวนที่ละลายนํ้าและไมละลายนํ้า
ไซแลนที่สามารถละลายนํ้าไดเกิดจากการอบทะลายปาลมดวยไอนํ้าที่อุณหภูมิ 120–130 องศา
เซลเซียสและอาจเกาะกับสายเซลลูโลสในลักษณะสารแขวนลอย สวนไซแลนที่ไมละลายนํ้าซึ่งเกิด
จากการตัดโครงสรางดานขาง (side chain) ออกไปจากโครงสรางหลัก (back bone) ของไซแลน
เอนไซมไซลาเนสจะยอยไซแลนที่ละลายนํ้าและไซแลนที่เกาะอยูที่เสนใย สวนเอนไซมเซลลูเลส
จะทําการยอยโมเลกุลของเซลลูโลส สงผลใหสารแขวนลอยในนํ้าทิ้งที่มีโมเลกุลของนํ้ามันจับอยูถูก
ยอยสลาย สวนของนํ้ามันจึงถูกแยกออกจากสารแขวนลอยในนํ้าทิ้ง สารแขวนลอยที่เหลือจากการ
ยอยดวยเอนไซมและสวนของนํ้ามันจะลอยเปนตะกอนอยูดานบน

Maneesri (1994) รายงานวาการใชเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิต
จากเชื้อ Aspergillus nigrr ATCC6275 สามารถกําจัดนํ้ามันและกรีสออกจากนํ้าทิ้งไดมากถึงรอยละ
99.00 สวน Muneesri (1996) รายงานวาการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยเชื้อราใน
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สภาวะที่มีการเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน สามารถลดนํ้ามัน
และกรีสที่มีอยูในนํ้าทิ้งไดรอยละ 99.65 และคาซีโอดีลดลงรอยละ 65.54

Chantaphaso (1999) ศึกษาการใชเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิต
จากเชื้อ Aspergillus niger ATCC6275 เพื่อแยกนํ้ามันและสารแขวนลอยออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอชเทากับ 4.5 สามารถลดคาซีโอดีและนํ้ามันและ
กรีสในนํ้าทิ้งไดรอยละ 35.00 และ 95.00 ตามลําดับ เชนเดียวกับพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ
(2544) รายงานวาคาเหมาะสมของเอนไซมไซลาเนสตอการแยกสารแขวนลอยและนํ้าทิ้งโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมคือ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสม (พีเอชเทากับ 5 อุณหภูมิ 40–60
องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้ามัน 15 กรัมตอลิตร และใชเวลา 3 ชั่วโมงในการแยก) พบวาสามารถแยก
สารแขวนลอยไดปริมาตรตะกอนลอยรอยละ 78 แยกนํ้ามันและกรีสไดรอยละ 95 และลดคาซีโอดี
ลงไดรอยละ 35 สวน Prasertsan และ Oi (2001) กลาววาเอนไซมจาก Aspergillus niger ATCC
6275 และเอนไซม meicellase สามารถยอยกากปาลมได นอกจากน้ี Udomsil และ Prasertsan
(2009) ทดลองการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรโดยใชเอนไซมเซลลูเลสทาง
การคาพบวาเมื่อใชเอนไซมที่ความเขมขน 10 ยูนิตตอมิลลิลิตรจะสามารถแยกนํ้ามันออกไดรอยละ
41.3 สวนการใชเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตไดจากเชื้อราที่ทนรอนเพื่อบําบัดนํ้า
ทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมยังสามารถลดคาของแข็งทั้งหมดไดรอยละ 52.97 และกําจัดนํ้ามัน
และกรีสออกจากตะกอนไดรอยละ 98.66 (Binmaeil, 2005)

จิตรลดา กาญจนสาวิตรี และชญานุตม ศรีพิทักษ (2547) ศึกษาการใชเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตไดจากเชื้อ Bacillus sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาสามารถลดนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอนไดมากขึ้น
เมื่อใชเวลาบมนานขึ้นสวนซีหยะ จันทองและฮาราตี รอนิง (2548) รายงานวาเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสที่ไดจาก Bacillus sp. A2 สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนและนํ้ามันใน
ตะกอนไดสูงสุดรอยละ 69.09 และ 32.83 ตามลําดับ

8. เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

8.1 เอนไซมเซลลูเลส
วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตนํ้ามันปาลมเปนสารพวกลิกโนเซลลูโลสมี

องคประกอบหลัก 3 สวนคือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เซลลูโลสเปนสารโพลีแซคคาไรด
ที่ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ -D-1,4 glucosidic การยอยสลาย
สารประกอบเซลลูโลสทําได 2 วิธีคือ วิธีทางเคมีโดยการยอยดวยกรดและวิธีการใชเอนไซม (Tsao
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and Chiang, 1983) การยอยดวยกรดเคร่ืองมือที่ใชจะตองทนทานตอการกัดกรอนนอกจากน้ีสวน
โมเลกุลของเซลลูโลสที่เปนระเบียบ (crystalline) จะทนทานตอกรดที่มีความเขมขนสูงและ
อุณหภูมิสูง และเน่ืองจากปฏิกิริยาการใชกรดไมเฉพาะเจาะจง กลูโคสบางสวนที่เกิดขึ้นและ
สารประกอบอ่ืนที่ติดมากับเซลลูโลสจะทําปฏิกิริยากับกรดตอไปทําใหไดผลิตภัณฑที่ไมตองการ
สวนการใชเอนไซมจะเปนวิธีการทางชีวเคมีที่มีความจําเพาะเจาะจง ดังน้ันการใชเอนไซมยอยสลาย
จึงไดนํ้าตาลกลูโคสที่คอนขางบริสุทธิ์

เอนไซมที่ ยอยสลาย เซลลูโลสไดแก เอนไซม เซลลู เลส (1,4--D-glucan
glucanohydrolase (EC 3.2.1.4)) ซึ่งเปนกลุมเอนไซม (multiple enzyme) ที่ประกอบดวยเอนไซม 3
ชนิดไดแก (Maneesri, 1994)

8.1.1. Endo-1,4--D-glucanase (CMCase (EC. 3.2.1.4))
ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในรูปที่เปนระเบียบและไมเปนระเบียบ

(amorphous) รวมทั้งโมเลกุลของเซลโลโอลิโกเมอร (cellooligomer) ที่ตําแหนง -1,4 แบบสุมทํา
ใหไดโอลิโกเมอร (oligomer) และเซลโลไบโอส

8.1.2. Exo-1,4--D-glucanase (FPase (EC. 3.2.1.91)) หรือ 1,4--D-glucan
cellobiohydrolase (CBH)

เปนเอนไซมที่ทําหนาที่รวมกับเอนไซม endo--1,4-glucanase ในการยอย
โมเลกุลของเซลลูโลสโดยยอยจากปลายดานที่ไมมีหมูนํ้าตาลริดิวซ (non-reducing) ผลิตภัณฑที่ได
จากการยอยสลายสวนใหญคือนํ้าตาลเซลโลไบโอส

8.1.3. -D-Glucoside glucanohydrolase (cellobiase (EC. 3.2.21))
ทําหน าที่ ยอยโมเลกุลของเซลโลไบโอส และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด

(cellooligosaccharide) ใหเปนกลูโคส

8.2 เอนไซมไซลาเนส
เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายเฮมิเซลลูโลส ถูกเรียกรวมๆกันวา เฮมิเซลลูเลส

(hemicellulase) หรือกลูแคนไฮโดรเลส (glucanhydrolase) ซึ่งแบงยอยออกเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัด
อยางจําเพาะตามชนิดของสารต้ังตนคืออราบิเนส (L-arabinase) ยอยสลายเฉพาะพันธะ (1,3) และพันธะ
(1,5)-2-L-arabino-furanosyl แลวใหนํ้าตาลอราบิโนส (L-arabinose) ออกมา เอนไซมกาแลกตาเนส (D-
galactanase) ยอยสลายเฉพาะกาแลกแทน (galactan) และนํ้าตาลอราบิโนกาแลกแทน (L-arabino-D-
galactan) เอนไซมแมนนาเนส (D-mannanase) เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายพันธะ -(1,4)-D-
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mannanopyranosyl ของนํ้าตาลแมนแนน (D-mannan) และเอนไซมไซลาเนส (-xylanase) ตัดพันธะ
-(1,4)-D-xylopyranosyl ของไซแลน (Bastawde , 1992)

การยอยไซแลน ใหไดเปนหนวยยอยที่เล็กที่สุด พบวานอกจากสายหลักที่เปนไซโลส
(xylose) ตอกันดวยพันธะเบตาไซโลไพราโนซิล (-(1,4)-D-xylopyranosyl) แลวยังตองมีเอนไซมอ่ืน
อีกหลายประเภทเขามาเกี่ยวของเพื่อที่จะทําหนาที่ยอยกิ่งกานซึ่งมีความหลากหลายหรือแมแตสายหลัก
ที่อาจมีพันธะเปน -(1,2) , -(1,3) หรือ -(1,4) ได (Suto et al., 2002) เอนไซมแตละชนิดลวนมี
ความแตกตางและเฉพาะเจาะจงตอหนวยยอยและพันธะที่เชื่อมซึ่งสามารถแบงเอนไซมตามลําดับ
ขั้นตอนการทํางานดังน้ี

8.2.1. เอนไซมยอยกิ่งกาน
Suto และคณะ (2002) กลาววาไซแลนจากพืชจะเปนแบบพอลิเมอรซึ่งประกอบ

ไปดวยโมเลกุลของไซโลสเชื่อมตอดวยพันธะ β-(1,4) และสามารถปรับเปลี่ยนโครงสรางไดโดย
จะมีหมูอะซิติล (acetyl group) หมูอราบิโนฟวราโนซิล (arabinofuranosyl group) หรือหมู
กลูโคโรนิก (glucuronic group) เอนไซมที่มีหนาที่ตัดหนวยยอยที่เปนกิ่งกาน จากการศึกษาพบวา
เอนไซมที่จะทําหนาที่ยอยสายหลักไมสามารถทํางานไดหากไมมีการตัดกิ่งกานออก ดังน้ันการยอย
จึงเร่ิมตนดวยการตัดหนวยยอยของกิ่งกานออกโดยเอนไซมอะซิทิล เอสเทอรเรส (acetyl esterase)
อราบิโนฟูราโนซิเดส (L-arabinofuranosidase) และกลูโคโรนิเดส (glucuronidase)

8.2.2. เอนไซมยอยสายหลัก
เมื่อกิ่งกานถูกกําจัดหมดสายหลักก็จะถูกยอยดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ

8.2.2.1 Endo-1,4--D-xylan xylanohydrolase (EC. 3.2.1.8) หรือ
endoxylanase

ทําหนาที่ ยอยพันธะ -(1,4) ที่อยู ภายในสายหลักแบบสุมได xylo-
oligosaccharides มีขนาดตางกันหลายชนิด

8.2.2.2 Exo-1,4--D-xylanase หรือ exo-xylanase
ยอยสายไซแลน และไซโลโอลิโกแซคคารไรดใหเปนหนวยยอยจากดานที่เปน

non-reducing end แลวใหผลิตภัณฑเปนนํ้าตาลไซโลส
8.2.2.3 -D-xyloside xylohydrolase (EC. 3.2.1.37) หรือ -xylosidase

มีหนาที่ยอยไดแซคคารไรดซึ่งเปนผลิตผลจากการทํางานของ endo-xylanase และ
exo-xylanase ไดนํ้าตาลไซโลส
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การใหความรอนหรือการใชไอนํ้าอุณหภูมิ 120 – 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15
นาที จนถึง 2 ชั่วโมง จะทําใหไซแลนและไซโลสซึ่งเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสละลาย
นํ้าเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 80 (Maneesri, 1994)

9. ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสของแบคทีเรีย

9.1 แหลงคารบอน
มีการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยใชเซลลูโลสและไซแลนใน

ธรรมชาติ เชน ฟางขาวสาลี กากชานออย (Kawamori et al., 1986) เศษกระดาษหนังสือพิมพ (Chen
and Wayman, 1991) ซังขาวโพด รําขาว (Saleem et al., 2009) และนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อโรงงาน
ปาลมนํ้ามัน (เบญจวรรณ ชิตมณี, 2534) รวมทั้งเซลลูโลส, ซีเอ็มซีและไซแลนทางการคา (Kim et
al., 2009) ซึ่งชนิดและปริมาณของแหลงคารบอนก็มีผลตอการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียดวย โดย
Pham และคณะ (1998) พบวาแหลงคารบอนที่ทําใหเชื้อ Bacillus polymyxa CTET153 ผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดมากที่สุดคือ corncobs สวน xylan brich wood, wheat straw และ xylan:mannose (1:1)
ใหผลในการผลิตเอนไซมไดไมตางกัน

Shah และคณะ (1999) ทดลองใชแหลงคารบอนจาก wheat straw, wheat bran และ
rice straw ในปริมาณรอยละ 3 เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. Sam-3 พบวาเมื่อ
เลี้ยงเชื้อไปได 48 ชั่วโมง Bacillus sp. Sam-3 มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส สูงสุดเทากับ 132
ยูนิตตอมิลลิลิตร ในแหลงคารบอนจาก wheat bran จากน้ันทดลองเลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาณของ
ไซแลนตาง ๆ กันคือรอยละ 0.05, 1.00 และ 1.50 ตามลําดับ พบวาเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสสูงสุด 117 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใชไซแลนรอยละ 1.50 สวน Gessesse และ Mamo (1999)
ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวาเมื่อใชกลูโคสและซูโครส
รอยละ 5 (ปริมาตรตอนํ้าหนัก) เปนแหลงคารบอนจะผลิตเอนไซมไซลาเนสมากถึงรอยละ 78 และ
74 ตามลําดับ ตางจากการใชไซโลสและแลกโตสเปนแหลงคารบอนที่ใหปริมาณเอนไซมไซลาเนส
เพียงรอยละ 16-23 แต Virupakshi และคณะ (2005) รายงานวาการใชไซโลสเปนแหลงคารบอนเพื่อ
ผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. JB-99 จะใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุด
เทากับ 1045 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตางจากการใชกลูโคสและซูโครสเปนแหลงคารบอนที่ใหคากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเพียง 800 และ 865 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ

Leartslarus และคณะ (2002) ทําการศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ Bacillus
firmus K-1 ในอาหารที่เติมแหลงคารบอนจากชานออย, ซังขาวโพด, เปลือกขาวโพดและ รําขาว
พบวาเชื้อแบคทีเรียผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน สวน
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Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของคารบอนจากแหลงตาง ๆ ตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของ
เชื้อ Bacillus pumilus MK001 พบวาเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อใน brich wood xylan, wheat bran และ oat
spelt xylan เชื้อจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1,190, 1,220 และ 1,150 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ

9.2 แหลงไนโตรเจน
Joglekar และ Karanth (1984) กลาววาการเพิ่มความเขมขนไนโตรเจนอินทรียจะ

ทําใหคากิจกรรมของเซลลูเลสเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มระดับความเขมขนสูงขึ้นถึง 1.0-1.2 กรัมตอลิตร
อยางไรก็ตามการเพิ่มไนโตรเจนเปนการเพิ่มตนทุน และไนโตรเจนมากกวา 2 กรัมตอลิตร จะเพิ่ม
ปญหาคือ ทําใหคาพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้นคอนขางสูงซึ่งไมเหมาะในการผลิตเอนไซม ซึ่ง Pham
และคณะ (1998) รายงานการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus polymyxa CTET153 พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะแกการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส คือยีสตสกัด

Gessesse และ Mamo (1999) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจน (peptone, yeast
extract และ tryptone) ตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ในเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวามีการผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม yeast extract, tryptone และ peptone ตามลําดับ
แต Shah และคณะ (1999) พบวาการใช soy bean milk เปนแหลงไนโตรเจนจะใหการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดดีกวาการเติม yeast extract สวน Virupakshi และคณะ (2005) รายงานวาการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus sp. JB-99 ในอาหารที่มีแหลงไนโตรเจนจาก yeast extract และ beef extract จะทําให
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น

Leartslarus และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus
firmus K-1 พบวาความเขมขนของยูเรียรอยละ 0.4, แอมโมเนียมไนเตรทรอยละ 0.2, แอมโมเนียม
ซัลเฟตรอยละ 0.1, โซเดียมไนเตรทรอยละ 0.4 และโพแทสเซียมไนเตรทรอยละ 0.6 ใหคากิจกรรม
ของเอนไซมดีที่สุดมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.60, 1.44, 1.31, 0.89 และ 0.40 ยูนิต
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ สวน Pang Pri Kheng และ Ibrahim (2005) พบวาแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด
ในการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Aspergillus niger USM A1 คือโซเดียมไนเตรท รองลงมาคือ
ยูเรีย, ยีสตสกัด, เปบโตน, แอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทตามลําดับพบวารอยละ
0.075 ของโซเดียมไนเตรทใหคาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Aspergillus niger USM A1
มากที่สุด (34 ยูนิตตอกรัม) แตไมไดเพิ่มการเจริญของเชื้อแตอยางใด และเมื่อทําการเพิ่มปริมาณ
ของโซเดียมไนเตรทพบวาไมสงผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส สวน Kapoor และคณะ (2008)
ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus pumilus MK001



23

พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชแหลงไนโตรเจนจากยีสตสกัดเชื้อจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูง
ที่สุด (990 ยูนิตตอมิลลิลิตร)

Ariffin และคณะ (2008) รายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Bacillus
pumilus EB3 พบวาเมื่อใชแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน จะทําใหเชื้อมีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.83 ยูนิตตอลิตร แตเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนจะทํา
ใหเชื้อมีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเพิ่มขึ้นเปน 1.13 ยูนิตตอลิตร

9.3 อุณหภูมิ
แบคทีเรียมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจริญเติบโตแตกตางกัน อุณหภูมิที่

แบคทีเรียเจริญไดจะอยูระหวางอุณหภูมิสูงสุดและอุณหภูมิตํ่าสุด ซึ่งถาระดับอุณหภูมิสูงหรือตํ่า
กวาน้ีแบคทีเรียจะไมเจริญเติบโต (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2552)ระดับ
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางเอนไซมของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกัน โดยใน
ระหวางการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะมีความรอนเกิดขึ้นและถายเทลงสูอาหารทําใหอุณหภูมิ
สูงขึ้นจนถึงระดับหน่ึงที่แบคทีเรียไมสามารถดําเนินกิจกรรมตอไปไดสําหรับการสรางโปรตีนของ
เซลลจะทําใหอุณหภูมิสูงขึ้นเชนกัน เน่ืองจากเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย ดังน้ันในกระบวนการ
หมักตาง ๆ จึงตองควบคุมอุณหภูมิใหเหมาะสม

Gomes และคณะ (1992) รายงานถึงระดับความเหมาะสมของอุณหภูมิตอการผลิต
filter paper cellulase (FPase), xylanase และ -glucosidase โดยใชเชื้อ Trichoderma viride
BT2169 พบวาจะมีการสังเคราะห FPase, xylanase และ -glucosidase สูงสุดที่อุณหภูมิ 32.40,
34.70 และ 31.10 องศาเซลเซียสตามลําดับ แต Krishna (1999) ทดลองผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก
เชื้อ Bacillus subtilis CBTK106 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสคือ 35
องศาเซลเซียส

Kulkarni และ Rao (1996) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. NCIM59 เพื่อใหผลิต
เอนไซมไซลาเนสจากกากชานออย พบวาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมไซลาเนส
ไดมากกวารอยละ 50 สวน Archana และ Satyarayana (1997) รายงานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
licheniformis A99 ที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 20, 37, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส พบวาที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมไดไมตางกัน แต Shah และ
คณะ (1999); Sa-Pereira และคณะ (2002); Heck และคณะ (2005) รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะแก
การเลี้ยงเชื้อ Bacillus คือ 60 องศาเซลเซียส และหากเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสจะลดลง
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Pham และคณะ (1998) รายงานวาเชื้อ Bacillus polymyxa สองสายพันธุคือ
สายพันธุ CECT153 และสายพันธุ 6319T มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่อุณหภูมิตางกัน โดย
สายพันธุ CECT ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่ 40 องศาเซลเซียส สวนสายพันธุ 6319T ผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดดีที่ 50 องศาเซลเซียส

Mawadza และคณะ (2000) รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสของเชื้อ Bacillus sp. สองสายพันธุคือสายพันธุ CH43 และ HR68 คือ อุณหภูมิเทากับ 65
และ 70 องศาเซลเซียสตามลําดับ สวน Virupakshi และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิในการ
ผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. JB-99 ที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส
พบวา เชื้อผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับ Poorna และ
Prema (2007) ที่ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus pumilus เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสที่อุณหภูมิ 40-65 องศา
เซลเซียส พบวาเชื้อผลิตเอนไซมไดดีที่สุดที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สวน Ponpium และคณะ
(2002) กลาววาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacteroides sp. P-1 น้ันคือที่อุณหภูมิในชวงระหวาง 55-65 องศาเซลเซียสและ 45-55 องศา
เซลเซียสตามลําดับ

9.4 พีเอช
พีเอชมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียและการทํางานของเอนไซม พีเอชที่เหมาะสม

ตอการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดจะแตกตางกัน การหมักในระยะแรกพีเอชของการเลี้ยงเชื้อจะ
เหมาะตอการเจริญของเชื้อ แตระหวางการหมักคาพีเอชอาจมีการเปลี่ยนแปลงซึ่งอาจเกิดจากการ
ยอยสลายโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนทําใหมีการปลดปลอยแอมโมเนียหรือสารที่เปนดาง
อ่ืน ๆ ออกมาหรือมีการยอยสลายสารประกอบคารโบไฮเดรตเกิดกรดอินทรียเปนผลใหพีเอชไม
เหมาะสมตอการเจริญ ดังน้ันการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียจึงตองมีการเติมสารที่มีคุณสมบัติเปน
บัฟเฟอรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อควบคุมใหพีเอชในอาหารเปลี่ยนแปลงอยางชา ๆ โดยบัฟเฟอรจะ
ไปรวมตัวกับกรดหรือดางปองกันไมใหปลอย H+ หรือ OH- ออกมา (Kunghae, 1993) แตสําหรับ
การผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อราน้ัน คาพีเอชที่เปนกรดจะทําใหมีการผลิตเอนไซมไดมากยิ่งขึ้น
(Mandels and Weber, 1969) การควบคุมพีเอชสามารถทําไดทั้งในอาหารเหลวและอาหารแข็งแตไม
เปนที่นิยมทําในอาหารแข็งมากนัก (Lonsane et al., 1985) การควบคุมพีเอชในชวงของการหมักมัก
ใชอาจใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนมากกวาเกลือแอมโมเนีย (Lonsane et al., 1992)

Pham และคณะ (1998) ทําการหาคาพีเอชเร่ิมตนที่เหมาะสมที่สุดในการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus polymyxa สองสายพันธุคือ สายพันธุ CECT และ สายพันธุ 6319T เพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส พบวาพีเอชที่เหมาะสมพีเอชเทากับ 7.0 และ 5.0 ตามลําดับ แต Mawadza และคณะ
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(2000) พบวาเชื้อ Bacillus sp. CH43 และ Bacillus sp. HR68 จะมีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่
พีเอชชวง 6.0-8.0

Nath และ Rao (2001) ศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus sp. NCIM59 โดยเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีชวงของพีเอช 5.0-10.0 พบวาเชื้อเจริญไดดีที่พีเอช
เทากับ 6.0 เชนเดียวกันกับ Sa-Pereira และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Bacillus subtilis มีการเจริญไดที่
พีเอช 5.0-8.0 แตเชื้อมีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่พีเอชเทากับ 6.0 ตางจาก Shah และ
คณะ (1999) ซึ่งรายงานวาพีเอชที่เหมาะในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. SAM-3 คือพีเอชเทากับ 8.0

Heck และคณะ (2005) รายงานวาเชื้อ Bacillus coagulans BL69 จะผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดสูงสุดที่พีเอชเทากับ 7.0 เชนเดียวกันกับ Krishna (1999) ที่รายงานวาเชื้อ Bacillus
subtilis CBTK106 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่สุดที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0

Salvador และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายซากเปลือกผลไม
จากเชื้อ Bacillus sp. M4 พบวาที่พีเอชเทากับ 7.0 เชื้อ Bacillus sp. M4 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.3 และ 11.0 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ สวน Poorna และ Prema (2006)
รายงานวาเชื้อ Bacillus pumilus ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อจากรําขาวสาลี โดย
ผลิตเอนไซมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอชเทากับ 8.0 และผลิตเอนไซมไดเทากับ 430 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร

Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส
ของเชื้อ Bacillus pumilus MK001 พบวาเมื่อปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้น เชื้อจะผลิต
เอนไซมไดมากขึ้น โดยพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ Bacillus pumilus
MK001 คือพีเอชเทากับ 9.0 เชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 610 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ
เมื่อทําการเพิ่มพีเอชเทากับ 10.0 พบวากิจกรรมของเอนไซมมีคาลดลง (101 ยูนิตตอมิลลิลิตร) แต
Ponpium และคณะ (2002) รายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสของเชื้อ Bacteroides sp. P-1 น้ันคือที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.0 และ 5.0 ตามลําดับ

9.5 การใหอากาศ
ออกซิเจนเปนปจจัยที่สําคัญตอการเจริญและผลิตเอนไซมของแบคทีเรีย การเจริญ

และกิจกรรมของแบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนวัตถุดิบหรือสารอาหารไปเปนผลิตภัณฑอาจขึ้นอยูกับ
สภาวะมีอากาศหรือไรอากาศ โดยทั่วไปการหมักเพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส
เปนกระบวนการหมักที่ตองการอากาศ วิธีการที่จะทําใหแบคทีเรียไดรับอากาศเพียงพอ ทําไดโดย
การใหอากาศระหวางการหมัก ซึ่งตองควบคุมใหพอเหมาะกับการเจริญของแบคทีเรียจะมากนอย
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เพียงใดขึ้นกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรีย จํานวนรอบของการเขยาหรือกวนและปริมาตรของ
สารอาหารตอปริมาตรของถังหมัก

การหมักแบบอาหารแข็ง การใหอากาศมีบทบาท 2 ประการ คือ เปนแหลงให
ออกซิเจนกับแบคทีเรีย และเพื่อกําจัดคารบอนไดออกไซด, ไอนํ้าและสารที่ระเหยไดอ่ืน ๆ (Chahal,
1983) อากาศที่ใหมักอ่ิมตัวดวยนํ้าหรือปราศจากคารบอนไดออกไซด โดยการใชสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) (Maheva et al., 1984) และอัตราการใหอากาศขึ้นกับธรรมชาติ
ของแบคทีเรีย, ความตองการออกซิเจนเพื่อสังเคราะหผลิตภัณฑ, ปริมาณความรอนที่เกิดจาก
เมตาบอลิซึม, ความหนาของชั้นของสับสเตรตที่ใช, คารบอนไดออกไซดและสารที่ระเหยไดที่
ปลดปลอยออกมาและชองอากาศในสับสเตรต อัตราการใหอากาศตํ่าจะมีคารบอนไดออกไซดได
มากกวาการใหอากาศสูง ซึ่งจะมีผลตอบรรยากาศโดยรวมในถังหมัก ทําใหไมมีศักยภาพในการ
ผลิต แตอัตราการใหอากาศสูงจะทําใหความชื้นของสับสเตรตและความชื้นสัมพัทธสูญเสียไดมาก
อาจจะทําใหสับสเตรตแหงหรือตองใชตัวปรับความชื้นสัมพัทธ (humidifier) (Lonsane et al.,1985)
สําหรับอัตราการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสน้ัน เบญจวรรณ ชิตมณี (2534) รายงานวา
การใหอากาศที่ระดับ 0.83 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสตํ่า แต
เมื่อเพิ่มการใหอากาศจนมีระดับ 1.00 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จะทําใหคากิจกรรมของเอนไซม
เพิ่มขึ้น และมีคาคงที่เมื่อใหอากาศในชวง 1.00-1.50 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีเชน เดียวกับ
Panda (1989) ที่รายงานวาเชื้อผสมระหวาง Trichoderma reesei D1-6 และ Aspergillus wentii
Pt2804 เจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสมากขึ้นเมื่อมีการใหอากาศจนถึงระดับ 1.00 ปริมาตรตอ
ปริมาตรตอนาที ทั้งน้ีเน่ืองจากคาการละลายไดของออกซิเจนที่เพิ่มขึ้นมีผลทําใหเชื้อแบคทีเรียเจริญ
ไดดีและผลิตเอนไซมไดมากขึ้น แต Syu และ Chen (1997) รายงานวาการเพิ่มอัตราการใหอากาศ
จาก 0.3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีไปเปน 0.6 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีน้ันจะสงผลใหเชื้อ
Bacillus amyloliquefaciens ในถังหมักน้ันเจริญไดเร็วในชวงชั่วโมงที่ 10 ถึงชั่วโมงที่ 25 ของการ
เลี้ยงเชื้อ แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อตอไปเปน 40 ชั่วโมง พบวาการเจริญของเชื้อที่อัตราการใหอากาศทั้ง
สองจะไมแตกตางกัน

9.6 การกวน
การกวนทําใหแบคทีเรีย อากาศ และสารอาหารผสมกันอยางทั่วถึงและชวยให

ฟองอากาศมีขนาดเล็ก ระบบการกวนที่มีประสิทธิภาพจะตองทําใหการละลายของออกซิเจนในนํ้า
ทิ้งมีปริมาณเทา ๆ กันทุก ๆ จุดในถังหมัก (สุรพล สายพานิช, 2537) แตอัตราการกวนสูงจะทําให
เกิดฟองอากาศมากและไดคากิจกรรมของเอนไซมตํ่า อาจเน่ืองมาจากอัตราการกวนสูงทําใหเกิด
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แรงเฉือนสูงซึ่งจะไปทําลายไมซีเลียมทําใหเชื้อมีการผลิตเอนไซมลดลงพบวาอัตราการกวนที่
เหมาะสมคือ 200 รอบตอนาที (เบญจวรรณ ชิตมณี, 2534)

Syu และ Chen (1997) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens ในถังหมัก
ขนาด 2.5 ลิตร พบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักจะสงผลใหเชื้อเจริญไดมากขึ้นแตไมความ
แตกตางกัน โดยที่อัตราการกวน 220, 300 และ 400 รอบตอนาที เชื้อมีการเจริญเทากับ 0.72, 0.75
และ 0.77 กรัมตอลิตรตามลําดับ สวน Feng และคณะ (2003) กลาววาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถัง
หมักจาก 600 รอบตอนาที ไปเปน 750 รอบตอนาที จะทําใหเกิดอันตรายตอเชื้อ Bacillus
licheniformis NK-27 ในถังหมัก สงผลใหเชื้อเจริญไดนอยลง เชนเดียวกับ Potumarthi และคณะ
(2007) ที่กลาววาการเลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis NCIM-2042 ในถังหมักน้ัน การเพิ่มอัตราการ
กวนจาก 200 รอบตอนาทีเปน 400 รอบตอนาทีน้ันจะเปนการเพิ่มแรงเฉือนในถังหมักและเกิดความ
เสียหายใหแกเซลลทําใหเชื้อเจริญไดนอยลงเชนกัน

Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของการเขยาตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของ
เชื้อ Bacillus pumilus MK001 โดยทําการทดลองเขยาที่ความเร็วระหวาง 100 ถึง 300 รอบตอนาที
พบวาเชื้อ Bacillus pumilus MK001 มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดเพิ่มขึ้นเมื่อทําการเพิ่มอัตราการ
เขยาจาก 100 รอบตอนาที (215 ยูนิตตอมิลลิลิตร) เปน 200 รอบตอนาที (859 ยูนิตตอมิลลิลิตร)
และเชื้อจะผลิตเอนไซมไดลดลงเมื่อเพิ่มอัตราการเขยาเปน 225 รอบตอนาที (489 ยูนิตตอมิลลิลิตร)
และผลิตเอนไซมไดนอยที่สุดเมื่อเขยาที่ความเร็ว 300 รอบตอนาที (100 ยูนิตตอมิลลิลิตร)

9.7 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน
ปริมาณเชื้อที่ เหมาะสมจะทําใหแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ เพราะมีความสมดุลระหวางปริมาณสารต้ังตนและเอนไซมที่ผลิตได การบมเชื้อใหมี
ปริมาณที่เหมาะสมจะทําใหสามารถลดตนทุนที่จะใชในการผลิตเชื้อเร่ิมตนลงไดอยางมาก

Archana และ Satyanarayana (1997) ทําการหาปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus
licheniformis ในการผลิตเอนไซมไซลาเนส โดยใชเชื้อเร่ิมตนรอยละ 5, 10, 15 และ 20 พบวาที่
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 15 จะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด เชนเดียวกับ Krishna (1999) ที่ทํา
การทดลองหาปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus subtilis CBTK106 ในปริมาณรอยละ 5, 10, 15 และ
20 ตามลําดับ เพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลส พบวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 15 เหมาะแกการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสมากที่สุด

Virupakshi และคณะ (2005) ศึกษาผลของปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus sp. JB-
99 ในการผลิตเอนไซมไซลาเนส โดยใชเชื้อเร่ิมตนรอยละ 5, 10, 15 และ 20 และบมเชื้อที่อุณหภูมิ
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาปริมาณเชื้อ Bacillus sp. JB-99 เร่ิมตนรอยละ 10 จะ
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สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด เชนเดียวกันกับ Poorna และ Prema (2006) ทําการหาปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสมของเชื้อ Bacillus pumilus ในการผลิตเอนไซมไซลาเนสใหไดสูงที่สุด โดยเตรียม
เชื้อเร่ิมตนที่รอยละ 2.5, 5, 7.5 และ 10 พบวาเชื้อมีการผลิตเอนไซมไดดีเมื่อเตรียมเชื้อเร่ิมตนที่
รอยละ 10 แตกตางจาก Kapoor และคณะ (2008) รายงานวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่เมาะสมในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus pumilus Mk001 คือเชื้อเร่ิมตนรอยละ 1.25

10. Bacillus

Bacillus เปนเซลลรูปทอนขนาด 0.3-2.2 x 1.2-7.0 ไมโครเมตร สวนใหญสามารถ
เคลื่อนที่ได ติดสีแกรมบวก หรือแกรมบวกเฉพาะระยะแรกของการเจริญเติบโต กระบวนการสราง
และสลายเปนการหายใจโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย บางชนิดอาจใชไนเตรท
ในการหมัก (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2539) มีรายงานการศึกษาการใชเชื้อ Bacillus ในการบําบัด
วัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมดังเชน Kulkarni และ Rao (1996) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.
NCIM59 เพื่อบําบัดกากชานออย พบวาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมมาบําบัดได
กวารอยละ 50 สวน Shah และคณะ (1999) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. Sam-3 โดยใช wheat
straw, wheat bran และ rice straw ในปริมาณรอยละ 3 เลี้ยงเชื้อ พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อไปได 48 ชั่วโมง
Bacillus sp. Sam-3 มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุดเทากับ 132 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในอาหาร
จาก wheat bran สวน Kaewchai และ Prasertsan (2002) ทําการแยกเชื้อที่มีความสามารถในการรวม
ตะกอนนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาเชื้อ 3 สายพันธคือ SM29, WD90 และ SM38
สามารถรวมตะกอนและบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมไดดีที่สุดและเมื่อทําการจําแนก
สายพันธุพบวาเชื้อ SM29 และ WD90 เทียบเคียงเปน Bacillus subtilis สวนสายพันธุ SM38 จําแนก
เปน Enterobacter agglomerans

Gessesse และ Mamo (1999) เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อใน
กลูโคสและซูโครส จะใหปริมาณเอนไซมไซลาเนสมากถึงรอยละ 78 และ 74 ตามลําดับ Sa-Pereira
และคณะ (2002) รายงานผลการคัดแยกเชื้อ Bacillus subtilis จากบอนํ้าพุรอนพบวาแบคทีเรีย
ดังกลาวสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่เวลาเลี้ยง 12 ชั่วโมง ในอาหารที่มีไซแลนจาก
oat-spelt xylan เปนแหลงคารบอน มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร
เชนเดียวกับ Heck และคณะ (2005) ที่เลี้ยงเชื้อ Bacillus coagulans BL69 โดยพบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของเชื้อคือ 60 องศาเซลเซียส สวน Virupakshi และคณะ
(2005) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. JB-99 เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนส พบวาเชื้อผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดสูงสุดจากการเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสโดยมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ
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1045 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Lee และคณะ (2008) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดินพบวา
สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส เมื่อทําการจําแนก
สายพันธุ พบวาเปนเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350T (99.63%)

จิตรลดา กาญจนสาวิตรี และ ชญานุตม ศรีพิทักษ (2547) ทดลองใชเชื้อ Bacillus
sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวาเชื้อสามารถลดสารแขวนลอย
และนํ้ามันในตะกอนไดถึงรอยละ 38.28 และ 40.67 ตามลําดับ เชนเดียวกับ ซีหยะ จันทองและ
ฮาราตี รอนิง (2548) ทดลองใชเชื้อ Bacillus sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม พบวาสามารถแยกนํ้ามันออกจากตะกอนไดสูงสุดรอยละ 32.83

สําหรับรายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดย Bacillus
แสดงดัง Table 5.

Table 5. Cellulase and xylanase production from Bacillus strians

Strains Enzyme References
Bacillus amyloliquefaciens Xylanase Breccia et al. (1997)
Bacillus sp. XE Xylanase Samain et al. (1997)
Bacillus sp. Xylanase Pham et al. (1998)
Bacillus sp.AR-009 Cellulase, xylanase Gessesse and Mamo (1999)
Bacillus sp.SPS-0 Xylanase Bataillon et al. (2000)
Bacillus circulans AB16 Xylanase Dhillon et al. (2000)
Bacillus subtilis Xylanase Sa-Pereira et al. (2002)
Bacillus coagulans BL69 Xylanase Heck et al. (2005)
Bacillus spp. Cellulase Mayende et al. (2006)
Bacillus pumilus Cellulase, xylanase Poorna and Prema (2006)
Bacillus pumilus ASH Xylanase Battan et al. (2007)
Bacillus pumilus MK001 Hemicellulase, cellulase Kapoor et al. (2008)
Bacillus stearothermophilus SDX Xylanase Dhiman et al. (2008)
Bacillus subtilis Cellulase Li et al. (2009)
Bacilus licheniformis SVD1 Cellulasae, xylanase Van Dyk et al. (2010)
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วัตถุประสงคการทดลอง

1. เพื่อศึกษาลักษณะและวิเคราะหหาองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม

2. เพื่อศึกษาการแยกและการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากดินบริเวณรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม

3. เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได

4. เพื่อศึกษาการแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมโดยใชเอนไซมที่ผลิตจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได

ขอบเขตการวิจัย

ทําการวิเคราะหหาองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม, ทําการ
แยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินบริเวณรอบบอ
รวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม จากน้ันทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยใชแบคทีเรียที่สนใจ โดยศึกษาในปจจัยตาง ๆ คือ ผลของการ
เจือจางนํ้าทิ้ง, การเติมซีเอ็มซี, ผลของแหลงไนโตรเจน, ผลของอุณหภูมิ, คาพีเอช, ผลของการกวน
และการใหอากาศ และทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันที่มีอยูใน
นํ้าทิ้งโดยใชเอนไซมที่ผานการหมุนเหวี่ยงแยกตัวเซลลเปรียบเทียบกับชุดที่ไมทําการหมุนเหวี่ยง
แยกตัวเซลลออก

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ทราบถึงองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
2. สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ

เอนไซมไซลาเนส จากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมได
3. ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได
4. สามารถใชแบคทีเรียที่คัดเลือกมาแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง

จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมได



บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ

1. สารเคมี

1.1 สารเคมีวิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ
1.2 สารเคมีวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส
1.3 สารเคมีวิเคราะหโปรตีนในเซลลทั้งหมดและโปรตีนในนํ้าทิ้ง
1.4 สารเคมีวิเคราะหหาคาซีโอดีในนํ้าทิ้ง
1.5 อาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี (CMC medium)
1.6 สารเคมีวิเคราะหหานํ้าตาลทั้งหมด
1.7 สารเคมีวิเคราะหนํ้ามันในนํ้าทิ้งและนํ้ามันในตะกอน
1.8 สารเคมีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี พีเอช 7 ดังน้ี
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 0.3 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.3 กรัม
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1.0 กรัม
ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัม
พอลีเปปโตน (polypeptone) 2.0 กรัม
ยีสตสกัด (yeast extract) 1.0 กรัม
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 4.4 กรัม
ซีเอ็มซี (CMC) 10.0 กรัม
เตรียมโดยละลายสวนผสมในนํ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปนเทากับ 7 ดวย

สารละลาย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด สําหรับการเตรียมเปนอาหารแข็งใหเติมวุน 15.0 กรัม
ตอลิตร ลงในอาหาร นําไปฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 15 นาที

31



32

3. แบคทีเรีย

ทําการแยกแบคทีเรียที่สนใจจากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม (บริษัทนํ้ามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด ตําบลบานพรุ อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา) โดยทํา
การแยกในหองปฏิบัติการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เก็บรักษาเชื้อในหลอดอาหาร วุนเอียงซีเอ็มซีโดยเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 วันแลวเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

อุปกรณ

อุปกรณ รุน ผูผลิต
เคร่ือง Larminar air flow
เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร
เคร่ืองหมุนเหวี่ยง
เคร่ืองหมุนเหวี่ยง
เคร่ืองระเหย (rotary evaporator)
ตูอบ (hot air oven)
ตูบม (Incubator)
หมอน่ึงฆาเชื้อ (autoclave)
กลองจุลทรรศน
เคร่ืองเหวี่ยงผสม (vortex mixer)
เคร่ืองวัดพีเอช (pH meter)
อุปกรณชุดสกัดไขมัน (soxhlet apparatus)
Thermomixer
ชุดอุปกรณถังหมักแบบ batch ขนาด 2 ลิตร
เคร่ืองเขยา (shaker)
เคร่ืองอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง
โถดูดความชื้น (Desiccator)
ตัวกรองอากาศขนาด 0.2 µm

รุน5227044
U-2000
Universal 32R
5203
SB-XL 651
MOV 212
BE 500
SS-325
YS100
MS 1
420A
-
MBR-022up
Brostat B(884032/6)
3500
W350
HF-1200
BP 210 S
-
Midisart®2000

บริษัท Hotpack จํากัด
บริษัท Hitachi จํากัด
บริษัท Eppendorf จํากัด
บริษัท Hitachi จํากัด
บริษัท Tokyo Rikakikai จํากัด
บริษัท Sanyo Electric จํากัด
บริษัท Memmert จํากัด
บริษัท Tomy Seiko จํากัด
บริษัท Nikon Corporation จํากัด
บริษัท IKA-Works จํากัด
บริษัท Orion Research จํากัด
บริษัท Electrotermal จํากัด
บริษัท Taitec จํากัด
บริษัท บี. บราวน จํากัด
บริษัท Lab-Line จํากัด
บริษัท Memmert จํากัด
บริษัท A&D จํากัด
บริษัท Scientific Promotion จํากัด

-
-
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วิธีการวิเคราะห

1. วิเคราะหหาองคประกอบนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

1.1 ซีโอดี (APHA, AWWA and WPCF, 1992)
1.2 พีเอช วัดคาพีเอชโดยใชพีเอชมิเตอร
1.3 อุณหภูมิ วัดอุณหภูมิโดยใชเทอรโมมิเตอร
1.4 ของแข็งทั้งหมด (Total Solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1992)
1.5 ของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1992)
1.6 นํ้ามันในนํ้าทิ้ง (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)
1.7 ปริมาณเซลลูโลส (A.O.A.C., 1990)
1.8 นํ้าตาลทั้งหมด (Chaplin, 1986)
1.9 ไนโตรเจน (Kjeldahal Method, A.O.A.C., 1990)
1.10 เถา (A.O.A.C., 1990)
1.11 นํ้าหนักแหงของตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)
1.12 นํ้ามันในตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

2. วัดการเจริญของแบคทีเรีย

เมื่อครบกําหนดเวลาเลี้ยง นําอาหารเลี้ยงเชื้อหรือนํ้าทิ้งที่มีการเจริญของแบคทีเรีย
มาวัดคาการเจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมด (Lowry, 1951) โดยการปนเหวี่ยงอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํา
ตะกอนเซลลที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาเติมโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 1.0
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทของเหลวสวนใสทิ้ง ทําการลางเซลล 2 คร้ัง จากน้ันเติม 0.1 นอรมอล
โซเดียมไฮดรอกไซดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหองและนําสารละลายที่
ไดไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีการของ Lowry (1951) ในภาคผนวก ข
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3. กิจกรรมของเอนไซม

3.1 กิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (Carboxymethylcellulase activity)
เตรียมตัวอยางโดยนําตัวอยางที่ตองการวิ เคราะ หหากิจกรรมของเอนไซม

คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส ไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 15 นาที จากน้ันนํา
สารละลายสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสโดยดัดแปลงตาม
วิธีการของ Mandels และ Weber (1969) โดยนําสารละลายที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร
ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตรของสารละลายคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เขมขนรอยละ 1 (Laohaprapanon,
2001) ในฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา
30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 นาที จากน้ันหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดย
วิธีดีเอ็นเอส (DNS; dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข) ในการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมจะมีชุดควบคุมเติมสารลายตาง ๆ และเอนไซมเชนเดียวกับที่กลาวมาแลวและนําไปตม
ในนํ้าเดือดทันที สําหรับแบลงคจะใชบัฟเฟอรแทนปริมาตรของเอนไซมในตัวอยาง
กิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) = CD/MtV

เมื่อ C คือ ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสเทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม)
D คือ คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม
M คือ นํ้าหนักโมเลกุลกลูโคส เทากับ 180 ไมโครกรัมตอไมโครโมล
t คือ ระยะเวลาการบม (นาที)

V คือ ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร)
1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนกลูโคส

1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดลอง

3.2 กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (xylanase activity)
เ ต รี ย ม ตั ว อ ย า ง เ ห มื อ น กั บ ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห ห า กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม

คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส จากน้ันใชสารละลายสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสโดยดัดแปลงวิธีการของ Mandels และ Weber (1969) โดยนําสารละลายที่เจือจางอยาง
เหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตรของสารละลาย oat spelt xylan เขมขนรอยละ 1 ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอชเทากับ 7.0 บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30
นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 นาที จากน้ันหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยวิธี
ดีเอ็นเอส (DNS; dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) ในการวิเคราะหเตรียมชุดควบคุมและแบลงค
เชนเดียวกับการหากิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส
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กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) = XD/MtV
เมื่อ X คือ ปริมาณนํ้าตาลไซโลสเทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม)

D คือ คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม
M คือ นํ้าหนักโมเลกุลไซโลส เทากับ 150.13 ไมโครกรัมตอไมโครโมล
t คือ ระยะเวลาการบม (นาที)
V คือ ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร)

1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนไซโลส
1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดลอง

4. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ในแตละชุดการทดลองจะทํา 3 ซ้ํา วิเคราะหความแตกตางของขอมูลโดยใช One
Way analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของขอมูลดวย
โปรแกรม Duncan’s multiple rang test โดยใชโปรแกรม SPSS version 11.0 for Windows

วิธีการทดลอง

1. วิเคราะหองคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

สุมเก็บตัวอยางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมวัด
อุณหภูมิทันทีโดยเทอรโมมิเตอร, วัดพีเอช, วิเคราะหหาคาซีโอดี, ปริมาณของแข็งทั้งหมด, ของแข็ง
แขวนลอย (APHA, AWWA and WPCF, 1992), นํ้าตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method
(Chaplin, 1986), ไนโตรเจน, นํ้ามันและกรีสและเถา (A.O.A.C., 1990) จากน้ันนํานํ้าทิ้งมาหมุน
เหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที วิเคราะหหานํ้าหนักแหง
ของตะกอน, ปริมาณนํ้ามันในตะกอนและปริมาณเซลลูโลส (A.O.A.C., 1990)

2. ศึกษาการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม

2.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากดินบนอาหารแข็งซีเอ็มซี (CMC agar)
สุมเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมา

จุดละ 1 กรัม ผสมลงในนํ้าเกลือเขมขนรอยละ 0.85 ที่ผานการฆาเชื้อ จากน้ันทําการเจือจางที่ความ
เขมขน 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 และทําการเกลี่ยตัวอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร บนจานอาหาร
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แข็งซีเอ็มซี เกลี่ยใหทั่ว บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ทําการเขี่ยเชื้อที่มี
ลักษณะโคโลนีเด่ียวลงบนอาหารเดิมซ้ําจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์ ทําการทดสอบการติดสีแกรมภายใต
กลองจุลทรรศน, ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลสและทําการคัดเลือกเชื้อที่สนใจโดยตรวจหา
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสที่เชื้อผลิตโดยวิธีการคองโกเรด (Congo red method) ตามวิธีการของ
Teather และ Wood (1982) ทําการวัดความกวางของเสนผานศูนยกลางของวงใสที่แบคทีเรียสราง
ขึ้นซึ่งไมติดสีของคองโกเรด (Teather and Wood, 1982; Trivedi et al., 2011) คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
ที่มีความกวางของเสนผานศูนยกลางของวงใส ดีที่สุดไปทําการทดลองตอไป และทําการเก็บ
แบคทีเรียที่บริสุทธิ์ที่ไดไวบนอาหารแข็งเอียงซีเอ็มซีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2.2 การคัดเลือกแบคทีเรีย
2.2.1 การเตรียมเชื้อเร่ิมตน

นําแบคทีเรียในขอ 2.1 จากหลอดอาหารวุนเอียงซีเอ็มซีมาเลี้ยงในอาหารเหลว
ซีเอ็มซี ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงเพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการทดลองตอไป

2.2.2 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารเหลว
ซีเอ็มซี

นําเชื้อเร่ิมตนจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวซีเอ็มซี พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200
รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางจากทุกชุด
ทดลองที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ทําการวัดพีเอช วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส คัดเลือกชุดการทดลองที่ดีที่สุดเพื่อทําการทดลองตอไป

2.2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารท่ี
เตรียมจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

นําแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดจากขอ 2.2.2 มา
เตรียมเชื้อเร่ิมตนเหมือนกับขอ 2.2.1 จากน้ันนําเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสกที่มี
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 4 โดยทําการเติมซีเอ็มซี,
แคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮบปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต,
ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต, พอลีเปปโตน, ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรตปริมาณ 10.0,
0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0 และ 4.4 กรัมตอลิตร ที่ปรับพีเอชเทากับ 7.0 ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตร
เขยาบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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ทําการเก็บตัวอยางจากทุกชุดทดลองที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ทําการวัดพีเอช, วัดการ
เจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมด, วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนส คัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเพื่อใชในการ
ทดลองตอไป

3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดย
แบคทีเรียท่ีคัดเลือก

3.1 การเลี้ยงเชื้อในฟลาสก
3.1.1 ผลของการเจือจางนํ้าท้ิง

ศึกษาการเจริญ การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยแบคทีเรีย
สายพันธุที่ไดจากขอ 2.2.3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่น
เทากับ 1 ตอ 0, 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 ที่เติมแคลเซียมคลอไรด, แม็กนีเซียมซัลเฟต
เฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต,
พอลีเปปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4
และ 10 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตรนํ้าทิ้ง 50 มิลลิลิตร ปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12
ชั่วโมง เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.2 ผลของปริมาณซีเอ็มซีเร่ิมตน
เลี้ยงแบคทีเรียในนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรที่ที่ไดจากขอ 3.1.1 โดยเติมซีเอ็มซี

ปริมาณ 0, 5, 10, 15 และ 20 กรัมตอลิตรตามลําดับ เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3
3.1.3 ผลของแหลงไนโตรเจนอินทรีย

เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.2 ที่เติมแหลงไนโตรเจนอินทรียจากพอลีเปปโตน
และยีสตสกัด (เปนแหลงไนโตรเจนอินทรียที่มีอยูแลวในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี) เปรียบเทียบ
กับชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนอนินทรียคือแอมโมเนียมไนเตรทเพียงอยางเดียวในปริมาณ
ของไนโตรเจนจากแหลงตาง ๆ เทากับ 4.4 กรัมตอลิตร เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ
2.2.3

3.1.4 ผลของแหลงไนโตรเจนอนินทรีย
เลี้ยงแบคทีเรียในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.3 โดยเติมเฉพาะแหลงไนโตรเจนอนินทรีย

จากแอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน-
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ฟอสเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 7.30, 9.40, 8.70, 12.00 และ 4.40 กรัมตอลิตรตามลําดับ
เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.5 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.4 เพื่อศึกษาผลของการเติมปริมาณของ

แอมโมเนียมไนเตรตโดยทําการเติมแอมโมเนียมไนเตรตที่ปริมาณ 0, 1.4, 2.4, 3.4 และ 4.4 กรัมตอ
ลิตรตามลําดับ เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.6 ศึกษาผลของอุณหภูมิ
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งภายใตสภาวะที่ไดในขอ 3.1.5 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง, อุณหภูมิ

37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3
3.1.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน

เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งภายใตสภาวะที่ไดจากขอ 3.1.6 โดยปรับคาพีเอชเร่ิมตนเปน 3.0,
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3
นอรมอล เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.8 ผลของระยะเวลาตอการเจริญและการผลิตเอนไซมในสภาวะท่ีเหมาะสม
ใชสภาวะที่ดีที่สุดจากขอ 3.1.7 เพื่อศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลส

และเอนไซมไซลาเนสจากแบคทีเรียสายพันธุที่สนใจ โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 9, 12, 18, 24, 36
และ 48 ชั่วโมง วิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3

3.2 การเลี้ยงเชื้อในถังหมัก
3.2.1 ศึกษาผลของการกวน

เลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมโดยใชสภาวะที่ไดจากขอ 3.1.7 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ควบคุม
อุณหภูมิของถังหมักที่ 45 องศาเซลเซียสโดยใชอัตราการกวนที่ 50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอ
นาที โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 9, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง วิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3

3.2.2 ศึกษาผลของการใหอากาศ
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งสภาวะที่ไดจากขอ 3.2.1 โดยใชอัตราการใหอากาศ 1, 2 และ 3

ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที เก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 3.2.1 และวิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3
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4. ศึกษาการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชแบคทีเรียท่ีคัดเลือกและ
เอนไซมท่ีผลิตได

4.1 ศึกษาเปรียบเทียบการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยแบคทีเรียท่ี
คัดเลือก

เก็บเกี่ยวเอนไซมที่ผลิตโดยแบคทีเรียจากนํ้าทิ้งในสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 3.1.8
โดยแบงการทดลองออกเปน 2 สวน คือสวนของอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง (ชุด
ที่ 1) สวนของเอนไซมหยาบซึ่งเปนสารละลายสวนใสที่ไดจากการนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 12 ชั่วโมง
มาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที (ชุดที่ 2)
จากน้ันนําชุดการทดลองทั้งหมดปริมาณ 5 มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ปรับพีเอชเร่ิมตนเทากับ 5.0 และผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง
จากน้ันนําตัวอยางนํ้าทิ้งมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที สวนของสวนใสนํามากรองผานกระดาษกรองที่เคลือบซีไลท สวนของตะกอนนํามา
ใสในถวยกระเบื้อง จากน้ันนําทั้งสองสวนไปอบที่ตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 105 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 8 ชั่วโมง นํามาทําใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งนํ้าหนักแหงของตะกอนในถวยกระเบื้องเพื่อหา
นํ้าหนักแหงของตะกอน จากน้ันนําทั้งสองสวนไปหาปริมาณนํ้ามันและกรีส (APHA, AWWA and
WPCF, 1992) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติมนํ้ากลั่นลงในนํ้าทิ้งในปริมาณที่เทากัน และทําการ
บมที่สภาวะเดียวกัน คัดเลือกชุดการทดลองที่สามารถลดปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดไปทําการ
ทดลองตอไป

4.2 ผลของพีเอช
เตรียมนํ้าทิ้งที่ปลอดเชื้อใหมีคาพีเอชเร่ิมตนเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 โดย

คัดเลือกชุดการทดลองที่สามารถลดปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดจากขอ 4.1 เลี้ยงเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 4.1

4.3 ผลของอุณหภูมิ
เตรียมนํ้าทิ้งที่ปลอดเชื้อโดยปรับคาพีเอชเทากับชุดการทดลองที่สามารถลด

ปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดจากขอ 4.2 บมที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 4.1



บทที่ 3

ผลการทดลองและวิจารณ

1. องคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

ผลจากการวิเคราะหลักษณะของนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่ทําการสุมเก็บจากบริษัทนํ้ามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด พบวานํ้าทิ้งที่ทําการทดลองมี
อุณหภูมิที่สูง (63.73 องศาเซลเซียส) มีพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 4.32 มีคาซีโอดี, ปริมาณของแข็ง
ทั้งหมด, ของแข็งแขวนลอย, นํ้ามันและกรีส, นํ้าตาลทั้งหมด, ปริมาณไนโตรเจนและนํ้าหนักแหง
ของตะกอนเทากับ 157.06, 40.29, 29.85, 15.96, 4.74, 1.30 และ 35.97 กรัมตอลิตรตามลําดับ มี
ปริมาณนํ้ามันในตะกอนเทากับ 0.41 กรัมตอกรัมนํ้าหนักแหงของตะกอน และปริมาณเซลลูโลส
เปนองคประกอบรอยละ 27.02 (Table 6) โดยลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมน้ัน
พบวาโดยทั่ว ๆ ไปแลวจะมีอุณหภูมิในระหวาง 48.00 – 90.00 องศาเซลเซียส (Bhatia et al., 2007;
Laohaprapanon et al., 2007; Vijayaraghavan et al., 2007), พีเอช 3.50 – 5.20 (Lam and Lee, 2011;
Vijayaraghavan and Ahmad, 2006; Wu et al., 2007; Yejian et al., 2008), มีคาซีโอดีเทากับ 30.70 –
262.70 กรัมตอลิตร (Ismail et al., 2010; Kaewchai and Prasertsan, 2002; Najafpour et al., 2005;
Laohaprapanon et al., 2005), ปริมาณของแข็งทั้งหมด 10.50 – 71.90 กรัมตอลิตร (Ahmad et al.,
2003; Laohaprapanon, 2001; O-Thong et al., 2008; Pechsuth et al., 2001), ของแข็งแขวนลอย
5.00 - 55.61 กรัมตอลิตร (Lam and Lee, 2011; Laohaprapanon, 2001; Yejian et al., 2008;
Zinatizadeh et al., 2007), นํ้ามันและกรีส 1.09 – 28.41 กรัมตอลิตร (Laohaprapanon et al., 2007;
Noparat, 2009; Udomsil and Prasertsan, 2009), ไนโตรเจน 0.18 – 1.40 กรัมตอลิตร (Ahmad et al.,
2005; Lam and Lee, 2011; O-Thong et al., 2008), มีเซลลูโลสเปนองคประกอบรอยละ 15.47 –
46.77 (Piarpuzán et al., 2011; Khalid et al., 2008) และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 6.86 – 8.55 กรัมตอ
ลิตร (Noparat, 2009) จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาลักษณะตาง ๆ ของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมที่ทําการสุมมาทดลองน้ันมีความแตกตางกันซึ่งเกิดจากความแตกตางกันในเร่ืองของคุณภาพ
ของวัตถุดิบ กระบวนการการผลิตนํ้ามันปาลมและชวงเวลาของการเก็บตัวอยางนํ้าทิ้งมาทําการ
ทดลอง จึงสงผลใหลักษณะตาง ๆ ของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมแตกตางกันออกไป
(Binmaeil, 2005)
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Table 6. Characteristics of palm oil mill effluent (POME) from decanter.
Characteristics This study
Temperature 63.73 ± 0.78
pH 4.32 ± 0.06

COD 157.06 ± 2.25
Total solids 40.29 ± 0.73
Suspended solids 29.85 ± 2.72
Ash 1.05 ± 0.33
Total sugars 4.74 ± 0.18
Nitrogen 1.30 ± 0.00
Oil and greases 15.96 ± 1.12
Sludge dry weight 35.97± 1.86
Oil in sludge 14.72 ± 0.85
Cellulose 27.02 ± 1.25

Note: All parameters in g/l except temperature (oC), pH, oil in sludge (g/gw) cellulose (%)

2. ผลของการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

2.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบนอาหารแข็งซีเอ็มซี (CMC agar)
จากการสุมเก็บตัวอยางดินจากบริเวณรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน

ปาลมจํานวน 12 จุด เพื่อทําการแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสบน
อาหารแข็งซีเอ็มซี จากการทดลองพบวาแยกเชื้อที่มีลักษณะเปนโคโลนีเด่ียวไดทั้งสิ้น 84 โคโลนี
จึงทําการต้ังชื่อเปนสายพันธุ AH1 ถึง AH84 โดยเชื้อสายพันธุ AH1, AH3, AH4, AH5, AH6,
AH10, AH11, AH19, AH26, AH30, AH31, AH34, AH43 และ AH48 มีลักษณะขอบของโคโลนีที่
เรียบ สวนสายพันธุที่เหลือมีลักษณะของขอบโคโลนีที่หยัก (Table 7 และ Table 8) เมื่อทําการ
ทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลสพบวาทุกสายพันธุใหผลการทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลสเปนบวก เมื่อนํา
เชื้อที่ไดมาสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบวาเปนเชื้อรูปแทงและติดสีแกรมบวก มีการสรางสปอร
ภายในตัวเซลลของแบคทีเรีย ทําการเลี้ยงเชื้อใหมบนอาหารแข็งซีเอ็มซีและบมที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง และทําการคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสบนอาหารแข็งซีเอ็มซีโดยสังเกตไดจากการสรางวงใสบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Figure 7) ซึ่งหากเชื้อมีการสรางเอนไซมเซลลูเลส จะพบบริเวณวงใสที่ไมมีการติดสีแดงจากการ
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Table 7. Characteristics of microoganisms isolated from soil samples around the wastewater
ponds of the palm oil mill

Strains Smooth (+)/ curl (-) Bulge (+)/flat (-) Filmy (+)/hard (-) Opaque(+)/transparent (-) Color
AH1 + + - + White
AH 2 - - - - Brown
AH 3 + + + - White
AH 4 + + + - White
AH 5 + + - + White
AH 6 + + - + White
AH 7 - + - + White
AH 8 - + - + White
AH 9 - + - - White

AH 10 + + - + White
AH 11 + + - + White
AH 12 - + - - White
AH 13 - + - + White
AH 14 - + - + White
AH 15 - + - + White
AH 16 ND ND ND ND ND
AH 17 - + - + White
AH 18 - + - - White
AH 19 + + - - Brown
AH 20 - + - + White
AH 21 - + - + White
AH 22 - + - + White
AH 23 - - - - Brown
AH 24 - + - + White
AH 25 - + - - White
AH 26 + + - - Brown
AH 27 - - - - Brown
AH 28 - + - + White
AH 29 - + - + White
AH 30 + + - - Brown
AH 31 + + - - Brown
AH 32 - + - - White
ND = not grown after resteak
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Table 7.  (cont.)
No. Smooth (+)/ curl (-) Bulge (+)/flat (-) Filmy (+)/hard (-) Opaque(+)/transparent (-) Color

AH 33 - - - - Brown
AH 34 + + - + White
AH 35 - + - + White
AH 36 - + - + White
AH 37 ND ND ND ND ND
AH 38 ND ND ND ND ND
AH 39 ND ND ND ND ND
AH 40 ND ND ND ND ND
AH 41 - + - + White
AH 42 - + - + White
AH 43 + + - - Brown
AH 44 - + - + White
AH 45 - + - + White
AH 46 - + - - White
AH 47 - + - + White
AH 48 + + - + White
AH 49 - - - - Brown
AH 50 ND ND ND ND ND
AH 51 - + - + White
AH 52 - + - + White
AH 53 - + - + White
AH 54 - + - + White
AH 55 - + - - White
AH 56 - + - + White
AH 57 ND ND ND ND ND
AH 58 ND ND ND ND ND
AH 59 ND ND ND ND ND
AH 60 ND ND ND ND ND
AH 61 - + - + White
AH 62 - + - + White
AH63 - + - + White
AH64 - + - + White
AH65 - + - + White
ND = not growth after resteak
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Table 7. (cont.)
Strains Smooth (+)/ curl (-) Bulge (+)/flat (-) Filmy (+)/hard (-) Opaque(+)/transparent (-) Color
AH 66 - + - + White
AH 67 - + - + White
AH 68 - + - - White
AH 69 - + - + White
AH 70 - + - + White
AH 71 - + - + White
AH 72 - + - + White
AH 73 - + - - White
AH 74 - + - - White
AH 75 - + - + White
AH 76 - + - + White
AH 77 - + - + White
AH 78 - + - + White
AH 79 - + - + White
AH 80 - + - + White
AH 81 - + - + White
AH 82 - + - + White
AH 83 - + - + White
AH 84 - + - + White

Table 8. The morphology of microorganism separated from soil samples around palm oil mill
pond.

Strains Gram Shape Spore Catalase test Clear zone diameter (cm)
AH 1 + rod + 3+ 1.2
AH 2 + rod + 3+ 1.3
AH 3 + rod + 2+ 0.3
AH 4 + rod + 2+ 0.3
AH 5 + rod + 3+ 1.1
AH 6 + rod + 3+ 1.4
AH 7 + rod + 3+ 2.6
AH 8 + rod + 3+ 1.2
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Table 8.  (cont.)
Strains Gram Shape Spore Catalase test Clear zone diameter (cm)
AH 9 + rod + 2+ 0.8
AH 10 + rod + 3+ 1.1
AH 11 + rod + 3+ 1.2
AH 12 + rod + 2+ 2.9
AH 13 + rod + 3+ 1.0
AH 14 + rod + 3+ 3.9
AH 15 + rod + 1+ 0.3
AH 16 ND ND ND ND ND
AH 17 + rod + 3+ 1.2
AH 18 + rod + 2+ 1.3
AH 19 + rod + 3+ 1.3
AH 20 + rod + 3+ 1.3
AH 21 + rod + 3+ 1.2
AH 22 + rod + 2+ 2.8
AH 23 + rod + 2+ 2.8
AH 24 + rod + 3+ 1.2
AH25 + rod + 2+ 1.2
AH26 + Rod + 3+ 1.1
AH27 + rod + 1+ 1.0
AH 28 + rod + 2+ 1.1
AH 29 + rod + 2+ 1.1
AH 30 + rod + 3+ 1.0
AH 31 + rod + 3+ 0.6
AH 32 + rod + 3+ 1.3
AH 33 + rod + 3+ 1.2
AH 34 + rod + 3+ 0.7
AH 35 + rod + 3+ 3.5
AH 36 + rod + 3+ 3.2
AH 37 ND ND ND ND ND
AH 38 ND ND ND ND ND

ND = not growth after resteak
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Table 8. (cont.)
Strains Gram Shape Spore Catalase test Clear zone diameter (cm)
AH 39 ND ND ND ND ND
AH 40 ND ND ND ND ND
AH 41 + rod + 3+ 1.0
AH 42 + rod + 3+ 1.1
AH 43 + rod + 3+ 1.1
AH 44 + rod + 3+ 1.2
AH 45 + rod + 3+ 1.5
AH 46 + rod + 3+ 1.3
AH 47 + rod + 3+ 1.3
AH 48 + rod + 3+ 0.9
AH 49 + rod + 3+ 2.9
AH 50 ND ND ND ND ND
AH 51 + rod + 3+ 1.4
AH 52 + rod + 3+ 1.2
AH 53 + rod + 2+ 1.0
AH 54 + rod + 3+ 1.2
AH 55 + rod + 2+ 1.1
AH 56 + rod + 3+ 2.9
AH 57 ND ND ND ND ND
AH 58 ND ND ND ND ND
AH 59 ND ND ND ND ND
AH 60 ND ND ND ND ND
AH 61 + rod + 2+ 0.7
AH 62 + rod + 3+ 1.7
AH 63 + rod + 1+ 1.4

ND = not growth after resteak
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Table 8.(cont.)
Strains Gram Shape Spore Catalase test Clear zone diameter (cm)

AH 64 + rod + 3+ 3.0
AH 65 + rod + 3+ 0.7
AH 66 + rod + 3+ 0.4
AH 67 + rod + 3+ 1.1
AH 68 + rod + 3+ 1.2
AH 69 + rod + 2+ 0.6
AH 70 + rod + 2+ 0.7
AH 71 + rod + 3+ 1.3
AH 72 + rod + 3+ 1.4
AH 73 + rod + 2+ 3.2
AH 74 + rod + 3+ 1.0
AH 75 + rod + 3+ 1.2
AH 76 + rod + 2+ 1.1
AH 77 + rod + 3+ 1.3
AH 78 + rod + 3+ 2.9
AH 79 + rod + 3+ 1.0
AH 80 + rod + 3+ 1.3
AH 81 + rod + 3+ 1.2
AH 82 + rod + 1+ 1.1
AH 83 + rod + 1+ 1.2
AH 84 + rod + 3+ 3.2
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Figure 7. Screening for cellulase producing bacteria using a congo-red plate assay

ทดสอบโดยวิธีการคองโกเรด (Congo red method) พบวามีแบคทีเรียเพียง 66 สายพันธุที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได (Figure 8) จึงทําการคัดเลือกเฉพาะเชื้อที่มีเสนผาน
ศูนยกลางความกวางของเคลียรโซนที่เชื้อสรางบนอาหารแข็งซีเอ็มซีมากกวา 2.5 เซนติเมตร เมื่อ
ทําการศึกษาตอพบวามีแบคทีเรีย 13 สายพันธุที่มีคุณสมบัติดังกลาว คือ สายพันธุ AH7, AH12,
AH14, AH22, AH23, AH35, AH36, AH49, AH56, AH64, AH73, AH78 และ AH84 ซึ่งแบคทีเรีย
ทั้ง 13 สายพันธุมีลักษณะของโคโลนีที่แหงและนูนยกเวนสายพันธุ AH23 และ AH49 ที่มีลักษณะ
ของโคโลนีที่แหงและแบน จากการศึกษารูปราง, การติดสีแกรมบวก, การสรางสปอรและการผลิต
เอนไซมคะตะเลส สามารถกลาวไดวาเชื้อที่สนใจทั้ง 13 สายพันธุเปนเชื้อในสกุล Bacillus จึงนําเชื้อ
ทั้ง 13 สายพันธุที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเหลวซีเอ็มซีเพื่อคัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสดีที่สุดในอาหารดังกลาวไปทดลองตอไป
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Figure 8. The clear zone diameter of 84 isolated microorganisms on CMC agar plate with 0.1%
aqueous solution of congo red.

จากการทดลองวัดพีเอชของดินบริเวณที่เก็บตัวอยางพบวามีคาเทากับ 4.4 – 7.3
ซึ่งคาที่ไดมีความแตกตางกันเน่ืองจากไดทําการสุมเก็บตัวอยางดินจากหลากหลายบริเวณ โดยมี
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ความหางจากบอรวบรวมนํ้าทิ้งโดยประมาณต้ังแต 0.50 – 5.00 เมตร ซึ่งอาจสงผลตอความสามารถ
ในการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดที่แตกตางกัน อีกทั้งการใชคาพีเอชของอาหารแข็งซีเอ็มซีใน
การคัดแยกเทากับ 6.73 (ไมปรับพีเอช) จะสงผลใหไดแบคทีเรียสายพันธุที่เจริญไดเฉพาะในสภาวะ
ที่ใชคัดแยกเทาน้ันที่มีความสามารถในการเจริญ นอกจากน้ีเมื่อทําการวัดอุณหภูมิของดินบริเวณที่
เก็บตัวอยางพบวามีอุณหภูมิประมาณ 50 – 60 องศาเซลเซียส อุณหภูมิดังกลาวน้ีอาจสงผลตอการอยู
รอดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในดินอีกทั้งอุณหภูมิที่ใชคัดแยก
(45 องศาเซลเซียส) น้ันอาจไมเหมาะสมแกการเจริญของแบคทีเรียบางสายพันธุ ทําใหคัดแยก
ปริมาณแบคทีเรียเพื่อใชในการทดลองในคร้ังน้ีไดนอย (84 ตัวอยาง) สําหรับรายงานการคัดแยกเชื้อ
สายพันธุตาง ๆ ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันแสดงใน
Table 9

Table 9. Comparison of cellulase and xylanase producing strains from natural sources.

Organism Sources Enzyme References
Aspergillus foetidus
Bacillus sp. Sam-3
Bacillus circulans AB16
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus ASH
Bacillus subtilis A-53
Bacillus pumilus AJK
Clostridium absonum CFR-702
Salinivibrio sp. NTU-05
Streptomyces sp. AB106
The isolate SO1, SO2 and SO3

Agricultural waste
Soil

Garbage dump
Hot spring

Soil
Seawater

Soil
Decomposed plant

Soil
Soil
Soil

Cellulase, xylanase
Xylanase
Xylanase
Xylanase
Xylanase
Cellulase
Xylanase
Xylanase
Cellulase

Cellulase, xylanase
Cellulase, xylanase

Shah and Madamwa (2005)
Shah et al. (1999)
Dhillon et al. (2000)
Sa-Pereira et al. (2002)
Battan et al. (2007)
Kim et al. (2009)
Kaur et al. (2010)
Rani and Nand (2000)
Wang et al. (2009)
Techapun et al. (2002)
Laohaprapanon et al. (2007)

2.2 ผลของการคัดเลือกแบคทีเรีย
2.2.1 ผลของการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน

อาหารเหลวซีเอ็มซี
ทําการเลี้ยงเชื้อทั้ง 13 สายพันธุ (AH7, AH12, AH14, AH22, AH23, AH35,

AH36, AH49, AH56, AH64, AH73, AH78 และ AH84) ในอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซีเหลวที่มีพีเอช
เร่ิมตนเทากับ 7.0 บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 12 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนส พบวาเชื้อแบคทีเรียใหคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.17, 0.05, 0.73, 0.20,
0.27, 0.26, 0.43, 0.05, 0.14, 0.71, 0.73, 0.55 และ 0.34 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.45, 0.12, 1.24, 0.48, 0.57, 0.37, 0.73, 0.23, 0.41, 1.18, 1.21, 0.93
และ 0.68 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ (Figure 9) โดยสายพันธุที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสมากที่สุดในอาหารที่ใชทดลองคือ สายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 โดยทั้งสาม
สายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารเหลวซีเอ็มซีไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ρ>0.05)

จากการทดลองพบวาแบคทีเรียที่สนใจทั้ง 13 สายพันธุมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดแมวาเลี้ยงในอาหารที่มีซีเอ็มซีเปนสารต้ังตน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเปนเอนไซมที่มักจะสรางออกมาพรอมกัน เมื่อแบคทีเรียมีการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสออกมายอยสับสเตรตจึงทําใหมีการสรางเอนไซมไซลาเนสออกมาดวย โดย
แบคทีเรียที่คัดเลือกไดเปน Bacillus ซึ่งสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน
อาหารเหลวซีเอ็มซีเชนเดียวกับ Bacillus sp., Bacillus circulans, Bacillus stearothermophilus T-6
และเชื้อ Bacillus SSS-34 (Subramaniyan and Prema, 2000)
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Figure 9. Cellulase and xylanase activities of isolated Bacillus strains in CMC broth after 12 h
cultivation at 200 rpm and 45oC.
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2.2.2 ผลของการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียม
จากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 4 พบวามีคาการเจริญ (คาโปรตีนใน
เซลลทั้งหมด) และโปรตีนในสวนใสสูงสุดเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อที่ 12 ชั่วโมง มีคาโปรตีนในเซลล
ของเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 เทากับ 0.08, 0.12 และ 0.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับและมีปริมาณโปรตีนในสวนใสของอาหารเลี้ยงเทากับ 1.38, 1.66 และ 1.65 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ (Figure 10a) จากการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสในสวนใสพบวาเชื้อทั้ง 3 สายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12 และ
ลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป โดยเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 มีคากิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสเทากับ 0.44, 0.47 และ 0.55 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีคากิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสเทากับ 0.25, 0.32 และ 0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซึ่งพบวาสายพันธ AH73 เปน
สายพันธุที่ใหคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีกวาสายพันธุ AH14 และ
สายพันธุ AH64 อยางมีนัยสําคัญ (Figure 10b) จากการทดลองเมื่อทําการเปรียบเทียบชุดการทดลอง
ที่ทําการเลี้ยงเชื้อทั้งสามสายพันธุในอาหารเหลวซีเอ็มซี (Figure 9) กับชุดการทดลองที่เลี้ยงเชื้อใน
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้ง (Figure 10) พบวาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ัน
แตกตางกัน โดยเชื้อทั้งสามสายพันธุผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหาร
เหลวซีเอ็มซีทั้งน้ีเพราะอาหารซีเอ็มซีเปนอาหารสังเคราะหสูตรมาตรฐานที่มีความเหมาะสมตอการ
เจริญและผลิตเอนไซมของแบคทีเรียอยูแลว แตกตางจากอาหารที่ทําการเตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมซึ่งในนํ้าทิ้งอาจจะมีสารประกอบบางอยางที่อาจสงผลยับยั้งตอการทํางานของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่แบคทีเรียทั้งสามผลิต

อยางไรก็ตามพบวาเชื้อสายพันธุ AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสดีที่สุดและจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยสังเกตลักษณะของสี
ผิวหนาและขอบของโคโลนีบนอาหารแข็งซีเอ็มซี หลังจากบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง และสังเกต
รูปรางภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา พบวาแบคทีเรียดังกลาวมีลักษณะโคโลนีสีขาว
ขุน กลม นูน ขอบหยัก หนาดาน มีขนาดใหญ ลักษณะเซลลเปนรูปแทง ยอมแกรมติดนํ้าเงินซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมบวก มีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก จากการเทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S
rDNA โดยสงวิเคราะหผลที่คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH73
น้ีเทียบเคียงสายพันธุเปน Bacillus subtilis รอยละ 100 (ภาคผนวก ค) จึงคัดเลือกเชื้อสายพันธุ
AH73 เพื่อใชในการทดลองตอไปและเรียกแบคทีเรียสายพันธุน้ีวา Bacillus subtilis AH73



53

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2
1.4
1.6
1.8

2

0 12 24 36 48

Pr
ote

in 
con

ten
ts i

n s
up

ern
ata

nt 
(m

g/m
l)

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

To
tal

 ce
ll p

rot
ein

 (m
g/m

l)

protein contents AH14 protein contents AH64 protein contents AH73
total cell protein AH14 total cell protein AH64 total cell protein AH73

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 12 24 36 48
Time (h)

En
zym

e a
ctiv

ity 
(U/

ml)

cellulase AH14 cellulase AH64 cellulase AH73
xylanase AH14 xylanase AH64 xylanase AH73

(a)

(b)

Figure 10. Time courses of cellulase and xylanase productions by Bacillus sp. AH14, AH64 and
AH73 in the POME medium at 200 rpm. and 45oC (a: supernatant protein and total
cell protein and b: cellulase and xylanase activities)
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สําหรับการคัดแยกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสน้ัน นอกจากการคัดแยกจากตัวอยางดินแลว ยังสามารถแยกไดจากตัวอยางนํ้า, กองขยะ
และซากพืช (Dhillon et al., 2000; Kim et al., 2009; Rani and Nand, 2000) พบวานอกจากแบคที่เรีย
Bacillus แลวยังพบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน Streptomyces sp. AB106
(Techapun et al., 2002), Aspergillus foetidus (Shah and Madamwa, 2005), Salinivibrio sp. NTU-
05 (Wang et al., 2009), Clostridium absonum CFR-702 (Rani and Nand, 2000) อีกดวย

3. ผลการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ในนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

3.1 การเลี้ยงเชื้อในฟลาสก
3.1.1 ผลของการเจือจางนํ้าท้ิง

จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ือง
ดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 0, 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 โดยเติมแคลเซียม
คลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต, พอลีเปปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3,
1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4 และ 10 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตรนํ้าทิ้ง
50 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อเร่ิมตน รอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันมีคาลดลงเมื่อทําการเจือจางนํ้าทิ้งกับนํ้ากลั่นมากขึ้น เชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เจริญและผลิตเอนไซมไดมากที่สุดในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร
ที่ไมทําการเจือจาง โดยมีการเจริญของเซลลเปน 0.22 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร และมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.69 และ 0.69 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ
(Figure 11) จากการทดลองพบวาเมื่อทําการเจือจางนํ้าทิ้งกับนํ้ากลั่น การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสจะมีคาลดลงโดยเอนไซมเซลลูเลสมีกิจกรรม 0.67, 0.63, 0.59 และ 0.54 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และเอนไซมไซลาเนสมีกิจกรรมเทากับ 0.62, 0.55, 0.45, 0.36 ยูนิตตอมิลลิลิตรเมื่อทําการ
เจือจางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่นเปน 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 ตามลําดับ
ทั้งน้ีในนํ้าทิ้งที่ไมทําการเจือจางอาจจะมีความเขมขนของสารอินทรียและสารอาหารที่จําเปนตอการ
เจริญของแบคทีเรีย ซึ่งมีอยูในนํ้าทิ้งในปริมาณที่มากกวาซึ่งสารเหลาน้ันอาจจะสงเสริมใหการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีมากขึ้น
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Figure 11. Effect of dilution of decanter effluent to water on cellulase and xylanase productions
by Bacillus subtilis AH73 after cultivation at 200 rpm and 45oC for 12 h.

3.1.2 ผลของปริมาณซีเอ็มซีเร่ิมตน
จากการนําเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มาเลี้ยงในนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรที่ไม

เจือจางปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทําการเติมซีเอ็มซีปริมาณ 0, 5, 10, 15 และ 20 กรัมตอลิตรตามลําดับ
โดยเติมธาตุอาหารตาง ๆ และใชสภาพการเลี้ยงเชนเดียวกับขอ 3.1.1 เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดเพิ่มขึ้นเมื่อ
เพิ่มปริมาณซีเอ็มซีมากขึ้น จากการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมพบวามีคากิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.55, 0.62, 0.69, 0.75 และ 0.76 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.52, 0.63, 0.70, 0.75 และ 0.69 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ (Figure
12) พบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
น้ันมีคาสูงสุดเมื่อเติมซีเอ็มซี 15 กรัมตอลิตร จากการทดลองพบวา Bacillus subtilis AH73 สามารถ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดทั้งชุดการทดลองที่เติมและไมเติมซีเอ็มซี ลงไปใน
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากในนํ้าทิ้งมีสารประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลสจากปาลมนํ้ามัน
อยูแลวจึงทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมทั้งสองออกมาได แตทั้งน้ีกิจกรรมของเอนไซมที่
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เชื้อผลิตน้ันมีกิจกรรมที่นอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่มีการเติมซีเอ็มซี พบวาการเติม
ซีเอ็มซีลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปนการกระตุนใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดมากกวาชุดการทดลองที่ไมทําการเติมซีเอ็มซี มีรายงานการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสโดยใชซีเอ็มซีเปนสารต้ังตนในเชื้อ Bacillus circulans (Kim and Kim, 1995),
Bacillus polymyxa (Pham et al., 1998), Bacillus hadodurans S7 (Mamo et al., 2006), Bacillus
spp. (Mayende et al., 2006), Bacillus pumilus MK001 (Kapoor et al., 2008), Bacillus subtilis (Li
et al., 2009), Bacillus subtilis A-53 (Kim et al., 2009) และ Bacilus licheniformis SVD1 (Van Dyk
et al., 2009) เปนตน

จากการทดลองพบวาการเติมซีเอ็มซีรอยละ 1.5 น้ัน เชื้อ Bacillus subtilis AH73
ใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน
(ρ<0.05) สําหรับเอนไซมเซลลูเลสน้ันเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมไมแตกตางกับชุด
การทดลองที่เติมซีเอ็มซีรอยละ 2.0 แตแตกตางกับชุดการทดลองอ่ืน ซึ่งการเติมปริมาณซีเอ็มซี
รอยละ 2 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ น้ันไมสงผลใหการผลิตเอนไซม เซลลูเลสมีคาเพิ่มขึ้น อาจ
เน่ืองมาจากปริมาณของซีเอ็มซีที่ เพิ่มขึ้นน้ีจะไปลดการละลายไดของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Leartslarus et al., 2002) ซึ่งสงผลใหแบคทีเรียเจริญไดชาลงและมีการผลิตเอนไซมออกมาไดไมดี
และนอยลง (Lee et at., 2008) เชนเดียวกับรายงานของ Prasertsan และคณะ (1992) ที่วาการเพิ่ม
ปริมาณซีเอ็มซีมากเกินไปจะสงผลใหเชื้อสายพันธุ F11 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสลดลง

แหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ แต
ละชนิดน้ันแตกตางกัน โดยแหลงคารบอนจากแหลงหน่ึงอาจจะใหการเจริญของเชื้อดีแตอาจจะให
กิจกรรมของเอนไซมที่ไมดี Kim และคณะ (2009) กลาววาซีเอ็มซีจะเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Bacillus subtilis A-53 สําหรับเชื้อ Bacillus pumilus EB3 น้ัน
ซีเอ็มซีจะสงเสริมการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีกวาผงเซลลูโลสและทะลายปาลมเปลา (Ariffin et
al., 2008) สวน Leartslarus และคณะ (2002) กลาววาการเพิ่มแหลงคารบอนจะสงผลใหการผลิต
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus firmus K-1 ในอาหารเหลวเพิ่มขึ้น โดยเปลือกขาวโพดรอยละ 1
จะเปนแหลงคารบอนที่ดีในการผลิตเอนไซมไซลาเนส ตางจากผลการทดลอง Shah และคณะ
(1999) ที่พบวาแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. Sam-3
คือ wheat bran รอยละ 3 และการเพิ่มแหลงคารบอนจะทําใหเชื้อผลิตเอนไซมไดมากขึ้น สวน
Battan และคณะ (2007) กลาววา Bacillus pumilus ASH จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อเลี้ยงใน
แหลงคารบอนจาก wheat bran รอยละ 2
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Figure 12. Effect of CMC on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73
after cultivation at 200 rpm and 45oC for 12 h.

3.1.3 ผลของการเติมพอลีเปปโตน ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรท
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ไม

เจือจาง โดยเติมพอลีเปปโตน, ยีสตสกัดหรือแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 4.4 กรัมตอลิตรและเลี้ยง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติมแหลงไนโตรเจนเหมือนชุดอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี (พอลีเปปโตน
ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 2.0, 1.0 และ 4.4 กรัมตอลิตรตามลําดับ) พีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาในชุดการทดลองที่เติมพอลี
เปปโตน, ยีสตสกัดหรือแอมโมเนียมไนเตรทน้ันเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญไมแตกตาง
กันกับชุดควบคุม (ρ>0.05) (Figure 13) จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถ
เจริญไดโดยใชแหลงไนโตรเจนอินทรียและแหลงไนโตรเจนอนินทรีย แตพบวาแบคทีเรีย
เจริญเติบโตไดดีในแหลงไนโตรเจนอินทรียจากพอลีเปบโตน

สําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 น้ันพบวาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจะผลิตไดดีเมื่อทําการเลี้ยงใน
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แหลงไนโตรเจนจากพอลีเปบโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและไนโตรเจนจากทั้งสาม
แหลงตามลําดับ มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.82, 0.82, 0.79 และ 0.76 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.93, 0.90, 0.83 และ 0.77
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ จากการทดลองพบวาเมื่อ Bacillus subtilis AH73 เจริญในอาหารที่
เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่มียีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนจะใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดสอดคลองกับรายงานของเชื้อ Bacillus pumulus MK001 (Kapoor et
al., 2008) และ Bacillus subtilis A-53 (Lee et al., 2010)แต Ariffin และคณะ (2008) กลาววาการ
เติมยีสตสกัดลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อไมสงเสริมใหเชื้อ Bacillus pumilus EB3 ผลิตเอนไซม
เซลลูเลสเพิ่มขึ้น สวน Shah และคณะ (1999) รายงานวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. SAM-3 คือแหลงไนโตรเจนจากกากถั่วเหลือง สวน Dhillon
และคณะ (2000) กลาววาเชื้อ Bacillus circulans AB16 จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารที่ใช
แหลงไนโตรเจนจากทริปโตน

จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถเจริญในทุกชุดการ
ทดลองไมแตกตางกัน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีปริมาณไนโตรเจนที่เพียงพอตอการเจริญของ
แบคทีเรีย แตสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ัน พบวาในชุดการทดลองที่
มีการใชแหลงไนโตรเจนทั้งสามชนิดซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียและอินทรียรวมกันมีคา
กิจกรรมของเอนไซมตํ่ากวาเมื่อเปรียบเทียบกับการใชไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ทั้งน้ีปริมาณของ
ไนโตรเจนของชุดการทดลองที่ เติมแหลงไนโตรเจนจากทั้งสามชนิดน้ันอาจมีปริมาณของ
ไนโตรเจนที่มากเกินไปจึงไมสงเสริมการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 อยางไรก็ตาม Battan และคณะ (2007) พบวาการเติมแหลงไนโตรเจน
อินทรียจากพอลีเปบโตนและยีสตสกัดรวมกับแหลงไนโตรเจนอนินทรียคือ โพแตสเซียมไนเตรท
สงเสริมใหการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus pumilus ASH มากขึ้น

ชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรทน้ันแมจะมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสตํ่ากวาชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากยีสต
สกัดและพอลีเปบโตน (0.79 และ 0.83 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) แตเมื่อทําการเปรียบเทียบราคา
ของแหลงไนโตรเจนที่เติมพบวาในชุดที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรทจะมีตนทุน
ในการทดลองตํ่าที่สุด เพื่อเปนการลดตนทุนจึงเลือกใชแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรท
ไปทําการทดลองตอไป
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Figure 13. Effect of nitrogen sources on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis
AH73 cultivation at 200 rpm. and 45oC for 12 h. (a: polypeptone + yeast extract

+ ammonium nitrate; control, b: polypeptone, c: yeast extract and d: ammonium nitrate)

3.1.4 ผลของการคัดเลือกแหลงไนโตรเจนอนินทรีย
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน

สกัดนํ้ามันปาลมที่ไม เจือจาง เติมแคลเซียมคลอไรด , แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต ,
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซี 0.3, 0.3, 1.0,
1.0 และ 15 กรัมตอลิตรตามลําดับ ทําการทดลองโดยเติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟต,
โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและ
แอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 7.30, 9.40, 8.70, 12.00 และ 4.40 กรัมตอลิตรตามลําดับ (เติมแหลง
ไนโตรเจนโดยคํานวณจากปริมาณของไนโตรเจนที่เปนองคประกอบในแหลงไนโตรเจนน้ัน โดย
เปรียบเทียบกับไนโตรเจนที่มีอยูในแอมโมเนียมไนเตรทซึ่งมีไนโตรเจนเปนองคประกอบอยูรอยละ
35) จากการทดลองพบวา เชื้อเจริญไดดีในชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียม
ซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรท มีคาการเจริญโดยวัดจากโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.26 มิลลิกรัม
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ตอมิลลิลิตร ซึ่งดีกวาชุดการทดลองที่ใชแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียม
ไบคารบอเนตและแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่มีคาการเจริญเพียง 0.12, 0.11 และ 0.10
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ (ρ<0.05) จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดดีในชุดการทดลองที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลง
ไนโตรเจน โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.79 และ 0.77
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน (Figure 14)
พบวาเอนไซมจากเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เลี้ยงในอาหารที่เติมแหลงไนโตรเจนจาก
แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนตและแอมโมเนียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.61, 0.51, 0.40 และ 0.28 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.69, 0.10, 0.01 และ 0.00 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับสําหรับชุดที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไม
สงเสริมการผลิตเอนไซมไซลาเนสในเชื้อ Bacillus subtilis AH73 อีกดวย
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Figure 14. Effect of inorganic nitrogen on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis
AH73 after cultivation at 200 rpm and 45oC for 12 h. (a: ammonium sulphate, b:
sodium nitrate, c: ammonium bicarbonate, d: ammonium dihydrogen phosphate and
e: ammonium nitrate)
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จากการทดลองไดทําการเติมปริมาณของไนโตรเจน โดยเปรียบเทียบกับ
แอมโมเนียมไนเตรท พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เจริญไดดีในอาหารที่เติมแหลงไนโตรเจน
จากแอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรท สวนแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรท
แอมโมเนียมไบคารบอเนตและแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตน้ันไมสงเสริมการเจริญของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 สําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันพบวา
แอมโมเนียมไนเตรทจะใหการผลิตเอนไซมของ Bacillus subtilis AH73 ดีที่สุดแตกตางกับกับ
รายงานของ Kapoor และคณะ (2008) ที่วา เชื้อ Bacillus pumilus MK001 จะผลิตเอนไซมไซลาเนส
ไดไมตางกันเมื่อทําการเลี้ยงโดยใชแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท,
แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทรอยละ
0.55

พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซมไดดีเมื่อใชไนโตรเจนจาก
แอมโมเนียมไนเตรท เชนเดียวกับรายงานของ Battan และคณะ (2007) ที่วาเชื้อ Bacillus pumilus
ASH จะใชแอมโมเนียมไนเตรทในการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีกวาแอมโมเนียมซัลเฟต ตางจาก
การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus pumilus EB3 (Ariffin et al.,
2008), Bacillus sp. XTR-10 (Saleem et al., 2009) และ Bacillus subtilis (Sa-Pereira et al., 2002)
น้ัน การใชแอมโมเนียมซัลเฟตจะสงผลใหเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสมากกวา อยางไรก็ตาม Leartslarus และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Bacillus firmus K-1 ผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน แตสําหรับเชื้อ Aspergillus niger USMA1
น้ัน แหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดในการผลิตเอนไซมไซลาเนสคือโซเดียมไนเตรทรองลงมาคือยูเรีย ,
ยีสตสกัด, เปบโตน, แอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทตามลําดับ (Pang Pri Kheng and
Ibrahim, 2005) ทั้งน้ีแหลงไนโตรเจนแตละชนิดก็มีความเหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอนไซม
ของเชื้อแตละชนิดแตกตางกัน

3.1.5 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน

สกัดนํ้ามันปาลมที่ไมเจือจาง ที่ไดจากสภาวะขอ 3.1.4 ที่เติมแอมโมเนียมไนเตรตปริมาณ 0, 1.4,
2.4, 3.4 และ 4.4 กรัมตอลิตร พบวาใหคาของกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.97, 0.91, 0.86,
0.80 และ 0.79 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98,
0.93, 0.87, 0.83 และ 0.78 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคาการเจริญของเซลลแบคทีเรียโดยวัดจาก
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.31, 0.29, 0.27, 0.27 และ 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ (Figure 15) จากการทดลองพบวาแบคทีเรีย Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญและผลิต
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เอนไซมไดนอยในชุดการทดลองที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทและลดลงเมื่อทําการเพิ่มปริมาณของ
แอมโมเนียมไนเตรท ทั้งน้ีแอมโมเนียมไนเตรทที่เติมลงไปอาจทําปฏิกิริยากับสารประกอบที่มีอยู
ในนํ้าทิ้งทําใหเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสถูกยับยั้ง การเติมแอมโมเนียมไนเตรท
รวมทั้งการเพิ่มปริมาณของแอมโมเนียมไนเตรทในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทําใหกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสมีคาลดลง (Prasertsan et al., 1992)
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Figure 15. Effect of NH4NO3 concentration on cellulase and xylanase productions by Bacillus
subtilis AH73 after cultivation at 200 rpm and 45oC for 12 h.

จากการวิเคราะหคุณลักษณะนํ้าทิ้งจากโรงงานนํ้ามันปาลมที่ใชเตรียมอาหาร
(Table 6 ในการวิเคราะหองคประกอบนํ้าทิ้งจาดเคร่ืองดีแคนเตอร) พบวาในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่ใชในการทดลองในคร้ังน้ีมีปริมาณของไนโตรเจนเปนองคประกอบอยู 1.30 กรัมตอ
ลิตร ซึ่งไนโตรเจนที่มีอยูน้ันอาจจะเพียงพอตอการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ดังน้ัน การเติมแอมโมเนียมไนเตรทลงไปจึงไมสงเสริมการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อแบคทีเรีย สอดคลองกับรายงานของ Leartslarus และคณะ
(2002) ที่วาการเพิ่มปริมาณไนโตรเจนจะเปนพิษตอเซลลของเชื้อ Bacillus firmus K-1 สงผลใหเชื้อ
เจริญและผลิตเอนไซมไดนอย แต Saleem และคณะ (2009) กลาววาการเพิ่มปริมาณแหลง
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ไนโตรเจนจะสงเสริมการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus sp. XTR-10 สําหรับเชื้อราน้ัน Pang Pri
Kheng และ Ibrahim (2005) กลาววาการเพิ่มไนโตรเจนไมสงผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ
เชื้อ Aspergillus niger USM A1 เชนกัน จากการทดลองพบวาการเติมแอมโมเนียมไนเตรทจะไม
สงเสริมการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis AH73

3.1.6 ผลของอุณหภูมิ
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร เติมแคลเซียม

คลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซี 0.3, 0.3, 1.0, 1.0 และ 15 กรัมตอลิตรตามลําดับ โดยเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง, 37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 มีคาการเจริญโดยวัดจากโปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.14, 0.16,
0.31, 0.30 และ 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับดี ที่สุดที่อุณหภูมิเทากับ 45 และ 55 องศา
เซลเซียส (ρ>0.05) โดยที่อุณหภูมิหอง, 37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.55, 0.62, 0.98, 1.06 และ 0.92 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ
และเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.53, 0.63, 0.98, 1.00 และ 0.89 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ พบวาการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันสูงที่สุดที่อุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส (Figure 16) ทั้งน้ีการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่อุณหภูมิตาง ๆ จะสงผล
ตอการเจริญและการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันแตกตางกัน โดยการเลี้ยงที่
อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสน้ันอุณหภูมิที่ใชอาจจะตํ่าเกินไปสงผลใหเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เจริญไดไมดี การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจึงมีคานอย และเมื่อ
ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส พบวาการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 น้ันเพิ่มขึ้นและมีคามากกวาทุกชุดการทดลอง อาจเน่ืองมาจากในการทดลองแยกเชื้อ
น้ันไดใชสภาวะที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เชื้อ Bacillus subtilis AH73 จึงเปนเชื้อที่ชอบอุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส เมื่อทําการทดลอง เชื้อ Bacillus subtilis AH73 จึงมีการเจริญและผลิตเอนไซมได
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ดีกวาทุกชุดการทดลอง และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 55 และ
65 องศาเซลเซียสพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญลดลง ทั้งน้ีอุณหภูมิทั้งสองอาจจะสูง
เกินไปทําใหไมเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สําหรับกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันพบวามีคาเพิ่มขึ้นเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียสและลดลงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นจาก
45 องศาเซลเซียสเปน 55 องศาเซลเซียส จะสงผลใหเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ผลิตทํางานไดมากขึ้น เน่ืองมาจากการเพิ่ม อุณหภูมิจะเปนการเรงให
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เอนไซมเกิดปฏิกิริยาจับกับสารต้ังตนไดมากขึ้นน่ันเอง และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิการเลี้ยงเปน 65 องศา
เซลเซียส พบวา กิจกรรมของเอนไซมทั้งสองที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตมีคาลดลงอาจเปน
เพราะอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสน้ันสูงเกินไป สงผลใหเอนไซมที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
เกิดการเสียสภาพหรือถูกทําลาย จากการทดลองพบวากิจกรรมของเอนไซมที่เชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ผลิตออกมาน้ันมีคาสูงที่สุดที่อุณหภูมิในการบมเทากับ 45 และ 55 องศาเซลเซียส ไมมีความ
แตกตางกัน (ρ>0.05) ระหวางชุดการทดลองแตแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน
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Figure 16. Effect of temperature on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73
after cultivation at 200 rpm for 12 h.

จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสไดที่อุณหภูมิสูง ซึ่งมีรายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อสกุล Bacillus
หลาย ๆ สายพันธุ เชน เชื้อ Bacillus subtilis A-53 (Kim et al., 2009; Lee et al., 2010) มีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 50 องศาเซลเซียส, เชื้อ Bacillus spp. LM01 และ
Bacillus spp. LM04 (Mayende et al., 2006) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่อุณหภูมิเทากับ 60 องศา
เซลเซียส, เชื้อ Bacillus licheniformis B-41361 (Bischoff et al., 2007) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสดีที่
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อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส สวนเชื้อ Bacillus spp. LM02 และ Bacillus spp. LM03 (Mayende et al.,
2006) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 70 องศาเซลเซียส สําหรับเอนไซม
ไซลาเนสน้ันมีรายงานการผลิตเอนไซมที่อุณหภูมิสูงเชนกันโดย เชื้อ Bacillus subtilis (Sa-Pereira
et al., 2002; Yuan et al., 2005), Bacillus sp. JB-99 (Virupakshi et al., 2005) และ Bacillus
licheniformis A99 (Archana and Satyanarayana, 1997) ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่อุณหภูมิ 50
องศาเซลเซียส, เชื้อ Bacillus coagulans (Chauhan et al., 2006), Bacillus pumilus AJK (Kuar et al.,
2010) และ Bacillus sp. XTR-10 (Saleem et al., 2009) ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียส, เชื้อ Bacillus sp. Sam-3 (Shah et al., 1999) และเชื้อ Bacillus sp.
K-8 (Tachaapaikoon et al., 2006) สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส สวน Mamo และคณะ (2006) กลาววา Bacillus halodurans S7 ผลิตเอนไซมไดดีที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  อยางไรก็ตาม Ariffin และคณะ (2008) กลาววาเชื้อ Bacillus pumilus
EB3 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่ 37 องศาเซลเซียส

สําหรับการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในสภาวะการทดลองพบวา
พบวาสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง แมวาเชื้อ Bacillus subtilis จะเปนแบคทีเรียที่เจริญไดที่
อุณหภูมิปานกลาง (Microbewiki, 2010) แตสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิที่กวาง มีรายงาน
สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis ในชวงอุณหภูมิระหวาง 25-35 องศา
เซลเซียส (Microbewiki, 2010), 50 องศาเซลเซียส (Kim et al., 2009; Lee et al., 2010) และ 60
องศาเซลเซียส (Sa-Pereira et al., 2002; Yuan et al., 2005) พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เปน
แบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง จาก Figure 16 น้ันจะเห็นไดวาแมจะเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 ที่อุณหภูมิสูงถึง 65 องศาเซลเซียสแบคทีเรียยังสามารถเจริญไดดีกวาเมื่อทําการ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดังน้ันเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ที่ทําการคัดแยกมาจึงเปนแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูงในการเจริญ

3.1.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมที่ไม เจือจางปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมแคลเซียมคลอไรด , แมกนีเซียมซัลเฟต
เฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซี
ปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0 และ 15 กรัมตอลิตร ทําการปรับคาพีเอชเร่ิมตนเปน 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ
7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3 นอรมอล (พีเอช
เร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 4.32) ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที โดย
เลี้ยงที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73
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สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดในทุกชุดการทดลอง แตจะมีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสนอยในอาหารที่ปรับคาพีเอชเทากับ 3.0 และ 4.0 (Figure
17) โดยพบวาคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ เชื้อ Bacillus subtilis AH73
ผลิตน้ันมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ρ>0.05) เมื่อเลี้ยงในนํ้าทิ้งที่ปรับพีเอชเร่ิมตน
ของนํ้าทิ้งเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.00, 1.02 และ 1.07
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.97, 0.98 และ 0.99
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ สําหรับการเจริญของ Bacillus subtilis AH73 น้ันพบวา Bacillus subtilis
AH73 มีการเจริญไดดีในชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 แตกตางจากชุดการ
ทดลองอ่ืน (ρ<0.05) มีคาการเจริญโดยวัดจากปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร มีคากิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
ไมแตกตางกับชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเร่ิมตนเทากับ 5.0 และ 6.0 ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันสามารถ
ทํางานไดทั้งพีเอชเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 จึงไดคัดเลือกชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของ
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งเทากับ 5.0 ไปทําการทดลองตอไป

จากการทดลองพบวาที่พีเอชเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 น้ันการผลิตเอนไซมของ
Bacillus subtilis AH73 มีคาไมแตกตางกันสอดคลองกับรายงานที่วาเชื้อ Bacillus pumilus EB3
(Ariffin et al., 2008), เชื้อ Bacillus subtilis A-53 (Kim et al., 2009) และเชื้อ Bacillus firmus
(Tseng et al., 2002) มีพีเอชที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 6.5 แต Lee และคณะ
(2010) รายงานวา Bacillus subtilis A-53 มีพีเอชที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ
6.8 สวนเชื้อ Bacillus coagulans สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดที่พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 6.0 – 9.0 (Chauhan et al., 2006) แตแบคทีเรียจะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่สุดที่พีเอช
เทากับ 7.0 สําหรับเชื้อ Bacillus subtilis จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.0 (Sa-
Pereira et al., 2002) แต Dhiman และคณะ (2008) รายงานวาเชื้อ Bacillus stearothermophilus SDX
จะไมผลิตเอนไซมไซลาเนสเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ปรับพีเอชเทากับ 5.0 แตจะผลิตเอนไซมไดดีที่
พีเอชเทากับ 7.0 และเมื่อปรับพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้นเชื้อจะผลิตเอนไซมลดลงเชนเดียวกับ
Bacillus subtilis (Yuan et al., 2005) ตางจากเชื้อ Bacillus pumilus ที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดมาก
ขึ้นเมื่อปรับพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้น โดยเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงที่สุดที่พีเอชเร่ิมตน
เทากับ 9.0 (Kapoor et al., 2008; Poorna and Prema, 2007) สวน Saleem และคณะ (2009)รายงาน
วาเชื้อ Bacillus sp. XTR-10 ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดที่พีเอชของอาหารเร่ิมตนเทากับ 8.0
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Figure 17. Effect of initial pH on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73
after cultivation at 200 rpm and 45oC for 12 h.

3.1.8. การเจริญและการผลิตเอนไซมในสภาวะท่ีเหมาะสม
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอร

ที่ไมทําการเจือจางในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมสารอาหารเหมือนกับสภาวะการทดลอง
จากขอ 3.1.7 ปริมาตรนํ้าทิ้งเทากับ 50 มิลลิลิตร ทําการปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งใหเทากับ 5.0
เติมปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 โดยเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
เทากับ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มี
การเจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสต้ังแตชั่วโมงที่ 6 ของการทดลอง โดย
เชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.75 และ 0.62 ยูนิตตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ (Figure 18) มีคาการเจริญซึ่งทําการวัดจากปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.21
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อตอไปพบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสมีคาเพิ่มขึ้น
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Figure 18. Time course of cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73 in
Erlenmeyer flasks contained POME (supernatant) medium with an initial pH 5.0
at 200 rpm and 45oC.

ที่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีกิจกรรมมากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 36 ของการเลี้ยงเชื้อ มีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.02 ยูนิตตอมิลลิลิตร และลดลงเปน 0.95 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่การเลี้ยง
ที่ 48 ชั่วโมง สวนกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่ 12
ชั่วโมงของการทดลอง มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.99 ยูนิตตอมิลลิลิตร และพบวา
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis AH73 มีคาลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสารต้ังตนในอาหารที่ใชเลี้ยงเชื้อน้ันลดลงจึงทําใหกิจกรรมของเอนไซมทั้ง
สองลดลง นอกจากน้ีในการทดลองยังพบวาคาการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีคาที่
เพิ่มขึ้นและมีคามากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการทดลอง มีคาการเจริญเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีคาลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป สําหรับสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อแตละชนิดน้ันก็จะแตกตางกันโดย Kim และคณะ (2009)
กลาววาสภาวะที่ใชในการผลิตเอนไซมที่เหมาะสมของเชื้อ Bacillus subtilis A53 คือเลี้ยงในอาหาร
ที่เตรียมจากซีเอ็มซีที่อุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส พีเอชเทากับ 6.5 จากการทดลองเมื่อทําการ
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เลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวาเชื้อไมมีการเจริญและผลิตเอนไซมได
เพิ่มขึ้นการทดลองในขั้นตอไปจึงทําการทดลองโดยใชเวลาเลี้ยงเชื้อเพียง 24 ชั่วโมง

3.2 การเลี้ยงเชื้อในถังหมัก
3.2.1 ผลของการกวน

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่มีการเติมแคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0
และ 15 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเทากับ 5.0 ปริมาณ 1 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิของถังหมักที่ 45
องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที โดยใชอัตราการกวนที่ 50,
100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาที จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดต้ังแต 6 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ (Figure 19)
เชนเดียวกับการเลี้ยงเชื้อในฟลาสก (Figure 18) โดยเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสดีที่สุดเมื่อใชอัตรากวนที่ 100 รอบตอนาที (1.30 ยูนิตตอมิลลิลิตร) คากิจกรรม
เอนไซมเซลลูเลสไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ρ>0.05) กับชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวน
150 รอบตอนาที (1.23 ยูนิตตอมิลลิลิตร) แตแตกตางกันกับชุดการทดลองอ่ืน สวนคากิจกรรมของ
เอนไซมไซลาเนสพบวาที่ชั่วโมงที่ 6 น้ันมีคาไมตางกันระหวางชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวนที่
50, 100 และ 150 รอบตอนาที โดยที่อัตราการกวนของถังหมักเทากับ 100 รอบตอนาทีมีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสสูงกวาทุกชุดการทดลอง (0.64 ยูนิตตอมิลลิลิตร) เมื่อทําการเลี้ยงตอไปพบวา
คากิจกรรมของทั้งสองเอนไซมมีคาเพิ่มขึ้นและมีคาสูงที่สุดที่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.30, 1.46, 1.37, 1.17 และ 1.20 ยูนิตตอมิลลิลิตรและกิจกรรม
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.77, 0.95, 0.71, 0.59 และ 0.55 ยูนิตตอมิลลิลิตรในอัตรากวนที่เทากับ
50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีตามลําดับ โดยในชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวนที่ 100
รอบตอนาทีน้ันการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มี
คาสูงสุดและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับการทดลองอ่ืน ๆ (ρ<0.05)

จากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักในชวง 50 และ 100 รอบตอ
นาทีน้ันจะสงผลใหการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันเพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะการ
เพิ่มอัตราการกวนจะไปเพิ่มการสัมผัสระหวางตัวเซลลแบคทีเรีย, เอนไซมและอาหารในถังหมัก ทํา
ใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซมออกมามากขึ้นและเอนไซมที่เชื้อผลิตทํางานไดดีขึ้น
แตเมื่อเพิ่มอัตราการเปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีพบวากิจกรรมของเอนไซมมีคาลดลงทั้งน้ี
อาจเปนเพราะเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันไมคง
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ตัวตออัตราการกวนของถังหมักที่เพิ่มมากขึ้น จึงสงผลทําใหการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียลดลง
เมื่อเพิ่มอัตราการกวน (Weber and Agblevor, 2005) และการเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักน้ันอาจ
เปนการเพิ่มแรงเฉือน ทําใหเชื้อแบคทีเรียเจริญและผลิตเอนไซมไดไมดีรวมทั้งอัตราการกวนที่
เพิ่มขึ้นอาจกอใหเกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซมในถังหมัก (Ganesh et al., 2000) แตกตางจาก
Ghadge และคณะ (2005) ที่วาการเพิ่มอัตราการกวนจะไมยับยั้งการทํางานของเอนไซมแตอยางใด
การทดลองพบวาอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของ
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือที่ 100 รอบตอนาที แตกตางจากรายงานของ Kapoor และคณะ
(2008) ที่พบวาเชื้อ Bacillus pumilus MK001 ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อใชอัตราการกวนที่ 200
รอบตอนาที สวน Techapun และคณะ (2003) รายงานวาอัตรากวนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสคือ 150 รอบตอนาที สวน Lee และคณะ (2010) กลาววาการกวนที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสของ Bacillus subtilis A-53 คือ 300 รอบตอนาที
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Figure 19. Effect of agitation on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73 in
the fermentor with an initial medium pH at 5.0, at aeration rate 1 vvm and  45oC.

จากการทดลองพบวาการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในถังหมักน้ันมี
แนวโนมที่เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้น (Figure 20) โดยมีคาการเจริญสูงที่สุดที่ 24
ชั่วโมงของทุกชุดการทดลอง มีคาการเจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมดเทากับ 0.18,



71

0.27, 0.25, 0.17 และ 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับในอัตรากวนที่เทากับ 50, 100, 150, 200
และ 250 รอบตอนาทีตามลําดับ โดยอัตราการกวนที่เพิ่มขึ้นมีผลตอการเจริญของเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 กลาวคืออัตราการกวนที่ 50 และ 100 รอบตอนาทีจะสงผลในการเพิ่มการเจริญของ
แบคทีเรีย ทั้งน้ีอัตราการกวนที่เพิ่มขึ้นจะชวยใหอาหาร อากาศและแบคทีเรียกระจายสัมผัสกันมาก
ขึ้น (Lee et al., 2010) โดยการกวนจะทําใหอาหารมีขนาดโมเลกุลที่เล็กลงและยังเปนการลดความ
หนืดของอาหารเลี้ยงเชื้อสงผลใหแบคทีเรียรับสารอาหารและเจริญไดมากขึ้น (Hsu et al., 2007)
อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนของถังหมักเปน 150, 200 และ 250 รอบ
ตอนาทีจะสงผลใหการเจริญของแบคทีเรียน้ันมีคาลดลงทั้งน้ีอัตราการกวนที่สูงขี้นอาจจะไปชะลอ
การเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สอดคลองกับ Potumarthi และคณะ (2007) ที่วาการเพิ่ม
อัตราการกวนจะเปนการเพิ่มแรงเฉือนในถังหมักและเกิดความเสียหายใหแกเซลลทําใหเชื้อเจริญได
นอยลง (Feng et al., 2003) แต Syu และ Chen (1997) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens
ในถังหมักพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักจะสงผลใหเชื้อเจริญได ไมแตกตางกัน
เชนเดียวกับ Lee และคณะ (2010) ที่วาการกวนที่เพิ่มขึ้นจะเพิ่มการเจริญของเซลลแตอาจจะยับยั้ง
การผลิตเอนไซมของแบคทีเรีย
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Figure 20. Effect of agitation on growth of Bacillus subtilis AH73 in the fermentor with an initial
medium pH at 5.0, at aeration rate 1 vvm and 45oC.
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3.2.2 ผลของการใหอากาศ
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมในสภาวะขอ 3.2.1 ใชอัตราการกวนที่ 100 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศที่ 1, 2
และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จากการทดลองพบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยง
และเพิ่มอัตราในการใหอากาศ (Figure 21) จากการทดลองพบวาที่ 6 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ อัตรา
การใหอากาศที่ 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.29, 1.33 และ 1.39 ยูนิตตอมิลิลิตรและ 0.68, 0.79 และ 0.84 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และเมื่อทําการเลี้ยงตอไปที่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ พบวา Bacillus subtilis
AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้นเปน 1.46, 1.56 และ 1.72
ยูนิตตอมิลลิลิตรและ 0.93, 0.94 และ 1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ พบวาคากิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่อัตราการใหอากาศในถัง
หมักเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีดีที่สุดแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ρ<0.05) กับชุดการ
ทดลองอ่ืน เมื่อทําการวัดคาการเจริญของเซลลแบคทีเรีย (Figure 22) โดยการวัดคาโปรตีนภายใน
เซลลพบวาการใหอากาศที่ 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จะสงผลใหเชื้อเจริญไดมากขึ้น
เมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยงแตการใหอากาศในอัตรา 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีใหผลการ
เจริญไมแตกตางกันระหวางชุดการทดลอง (ρ>0.05) โดยพบวาคาโปรตีนภายในเซลลของการเลี้ยง
เชื้อที่ 6 ชั่วโมงของการทดลองน้ัน Bacillus subtilis AH73 มีคาการเจริญเทากับ 0.24, 0.24 และ 0.25
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับและการเจริญของเชื้อที่ 24 ชั่วโมง มีคาเพิ่มขึ้นเปน 0.30, 0.31 และ
0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ

จากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มอัตราการใหอากาศพบวาเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 มีการผลิตเอนไซมมากขึ้น อาจเน่ืองมาจากอากาศที่เพิ่มขึ้นจะไปชวยกระจายอาหารในถัง
หมักใหสัมผัสกับเอนไซมไดมากขึ้น การใหอากาศเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีจะให
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตโดย Bacillus subtilis AH73 ดีที่สุด
แตกตางจาก Lee และคณะ (2010) ที่วา Bacillus subtilis A-53 จะผลิตเอนไซมเซลลูเลสดีที่สุดเมื่อ
ใชอัตราการใหอากาศที่ 1 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที และการเพิ่มอากาศจะไมสงผลตอการผลิต
เอนไซม แตจากการทดลองน้ันการเพิ่มอัตราการใหอากาศจะสงเสริมใหเชื้อมีการผลิตเอนไซมมาก
ขึ้น (Techapun et al., 2003; Weber and Agblevor, 2005)
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Figure 21. Effect of aeration on cellulase and xylanase productions by Bacillus subtilis AH73 in
the fermentor with an initial medium pH 5.0, agitation rate at 100 rpm and 45oC.
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Figure 22. Effect of aeration on growth of Bacillus subtilis AH73 in the fermentor with an initial
medium pH 5.0, agitation rate at 100 rpm and 45oC.
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สําหรับการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันพบวาเชื้อแบคทีเรียมีคาการ
เจริญที่ไมแตกตางกันในทุกชุดการทดลองทั้งน้ีการเพิ่มอัตราการใหอากาศในถังหมักจะชวยใหเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 เจริญไดรวดเร็วในชั่วโมงแรกของการทดลอง และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ
ตอไปพบวาการเพิ่มอัตราการใหอากาศน้ันไมสงเสริมตอการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73
สอดคลองกับ Syu และ Chen (1997) ที่กลาววาการเพิ่มอัตราการใหอากาศจะทําใหเชื้อ Bacillus
amyloliquefaciens ในถังหมักเจริญไดเร็วในชวงแรก แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อผานไปพบวาการเจริญ
ของเชื้อไมแตกตางกันเน่ืองมาจากอัตราการใหอากาศที่สูงอาจจะสงผลใหเกิดอันตรายแกเซลลของ
เชื้อแบคทีเรีย แต Demirtas และคณะ (2003); Lee และคณะ (2010) กลาววาการเพิ่มอัตราการกวน
และอัตราการใหอากาศจะชวยเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรียใหมีจํานวนมากขึ้น

4. ผลการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชแบคทีเรียท่ีคัดเลือกและ
เอนไซมท่ีผลิตได

4.1 เปรียบเทียบการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชเอนไซมหยาบ
และอาหารท่ีผานการเลี้ยงเชื้อ

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปน
เวลา 12 ชั่วโมง (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) แลวนํามาศึกษาการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ผานการฆาเชื้อและปรับพีเอชเทากับ 5.0 ปริมาตร 45 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดย
เติมสวนใสที่แยกเชื้อออกและอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร (วิธีการในบทที่ 2
หัวขอ 4.1) พบวาชุดการทดลองที่ใชสวนใสและใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง
สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดดีกวาชุดควบคุม ใหผลแตกตางกันที่ 96 ชั่วโมงของการ
ทดลอง (ρ>0.05) สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 18.70 และ 17.88 ในชุด
การทดลองที่ใชเฉพาะสวนใสและอาหารผานการเลี้ยงเชื้อตามลําดับ (Table 10) สําหรับการลดลง
ของนํ้ามันในตะกอนพบวา ชุดที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง สามารถลดนํ้ามัน
ในตะกอนไดรอยละ 43.33 ที่ 96 ชั่วโมงของการทดลอง แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลอง
ที่ใชสวนใสซึ่งลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 37.18 สําหรับชุดควบคุมซึ่งเติมเพียงนํ้ากลั่นลงในนํ้า
ทิ้งปริมาณเทากันลดนํ้าหนักแหงของนํ้าทิ้งไดรอยละ 5.47 และลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 16.61
เน่ืองจากในชุดการทดลองที่เติมเฉพาะสวนใสจะมีเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส  สวน
ชุดการทดลองที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง จะมีเซลลของ Bacillus subtilis
AH73 รวมกับเอนไซม ซึ่งจะยอยเซลลูโลสและไซแลนในนํ้าทิ้งและปลดปลอยนํ้ามันออกมาได



75

Table 10. Oil separation from palm oil mill effluent in various conditions at 200 rpm and 45oC.
Conditions Incubation

time (h)
Quantity of oilin the % Reduction

of oil in the
bottom layer

Dry weight
of bottom

layer *

% Reduction of
dry weight in
bottom layer

Top
layer*

Bottom
layer**

Control 0
24
48
72
96

0.24
0.34
0.75
1.01
1.22

0.43
0.39
0.38
0.36
0.35

0.00
8.88C,c

11.50B,c

14.30A,c

16.61A,c

35.97
35.09
34.29
34.11
34.01

0.00
2.45C, b

4.68BC, b

5.18BC, b

5.47A, b

Bacillus
culture

0
24
48
72
96

0.24
1.52
2.16
2.44
2.65

0.42
0.26
0.25
0.24
0.24

0.00
37.82B,a

40.75A,a

42.04A,a

43.33A,a

35.99
32.48
32.08
30.75
29.55

0.00
9.75C, a

10.85C, b

14.56B, a

17.88A, a

Cell free
supernatant

0
24
48
72
96

0.24
1.52
2.16
2.44
2.65

0.41
0.28
0.27
0.28
0.26

0.00
34.42B,b

35.83AB,b

33.59B,b

37.18A,b

36.04
33.96
32.78
31.00
29.30

0.00
5.78C, ab

9.05BC, b

13.99AB, a

18.70A, a

Note: *parameters in g/l
** parameters in g/g of sludge

ทําใหมีการลดลงของนํ้ามันและนํ้าหนักแหงของตะกอน และเมื่อทําการวิเคราะหปริมาณนํ้ามันที่มี
ในสวนใสพบวามีคาเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (Figure 23) อยางไรก็ตาม พบวาชุดการทดลอง
ที่ใชสวนใสและอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมงใหคาการลดลงของนํ้าหนักแหงของ
ตะกอนและปริมาณนํ้ามันในตะกอนแตกตางกัน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการยอยสลายสารประกอบใน
นํ้าทิ้งของชุดการทดลองที่ใชสวนใสน้ัน เกิดจากเอนไซมที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว ตางจากชุดการ
ทดลองที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเชื้อ Bacillus subtilis AH73 จะมีการเจริญและผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสออกมายอยสารประกอบในนํ้าทิ้ง สงผลใหการลดลงของ
นํ้ามันในตะกอนของชุดการทดลองที่มีเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ดีกวาชุดการทดลองที่ใชเพียง
สวนใส จากการทดลองยังพบวาในชุดควบคุมน้ันมีการลดลงของนํ้าหนักแหงของตะกอนและ
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ปริมาณนํ้ามันในตะกอนไดเล็กนอยแมวาจะไมมีการเติมเอนไซมหรือเติมเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ลงไปในนํ้าทิ้ง อาจเน่ืองมาจากสภาวะการทดลองมีการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีและ
ใชอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งทั้งการเขยารวมกับอุณหภูมิที่ใชอาจจะชวยใหนํ้ามันที่เกาะอยูกับ
เสนใยในนํ้าทิ้งแยกหลุดออกมาไดเชนกัน (Laohaprapanon et al., 2005) สําหรับการแยกนํ้ามันออก
จากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมน้ันนอกจากการใชเชื้อ Bacillus subtilis AH73 แลว พบวามีเชื้อ
อีกหลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการแยกนํ้ามันไดเชนเชื้อสายพันธุ ST29 (Muneesri, 1996), Rhizopus
sp. (Pechsuth et al., 2001; Binmaeil, 2005) เชื้อสายพันธุ SU5 และเชื้อสายพันธุ SU9 (Udomsil
and Prasertsan, 2009) ซึ่งเชื้อแตละชนิดก็จะมีความสามารถในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได
แตกตางกันขึ้นอยูกับความสามารถของเชื้อและสภาวะที่ใช
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Figure 23 Oil increasing after separated oil from palm oil mill effluent in various conditions.

4.2 ผลของพีเอช
จากการศึกษาผลของพีเอชตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 12 ชั่วโมง ปริมาตร 5
มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
พบวาที่ 96 ชั่วโมง สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 27.66, 25.97, 35.76
และ 34.35 ตามลําดับ (Table 11) ชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 6.0 ใหผล
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ดีที่สุดและไมแตกตางกับชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 (ρ>0.05) แต
แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองที่ที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 4.0 และ 5.0
สําหรับในชุดควบคุมพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มีการลดนํ้าหนักแหงของตะกอน
นํ้าทิ้งไดรอยละ 4.04, 4.85, 7.36 และ 10.38 ตามลําดับ สําหรับปริมาณนํ้ามันในตะกอน พบวาการ
ปรับเพิ่มพีเอชของนํ้าทิ้งและเวลาบมที่เพิ่มขึ้นสงผลใหปริมาณของนํ้ามันในตะกอนมีคาลดลง โดย
ที่ 96 ชั่วโมง ชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มีปริมาณนํ้ามันในนํ้าทิ้งเทากับ
รอยละ 22.06, 43.68, 56.67 และ 63.71 ตามลําดับ ดีที่สุดในชุดทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ
7.0 แตกตางกับชุดการทดลองอ่ืน ในขณะที่ชุดควบคุมมีการลดลงของปริมาณนํ้ามันในตะกอน
เทากับรอยละ 11.32, 19.57, 22.26 และ 23.40 ตามลําดับ พบวาพีเอชของนํ้าทิ้งที่เพิ่มขึ้นสงผลให
นํ้าหนักแหงของตะกอนและปริมาณนํ้ามันในตะกอนมีคาลดลงรวมทั้งการเพิ่มขึ้นของนํ้า มันใน
สวนใส (Figure 24) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสภาวะดังกลาวคือพีเอชเทากับ 7.0 น้ันมีความเหมาะสมตอ
การเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 (Figure 17) และอาจจะสงเสริมการทํางานของเอนไซมที่
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตออกมา จึงสงผลใหสามารถลดนํ้าหนักของตะกอนแหงและ
ปริมาณนํ้ามันในนํ้าทิ้งของชุดการทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้ง เทากับ 7.0 ไดมากขึ้น และจากการ
ทดลองยังพบวาพีเอชของนํ้าทิ้งที่เพิ่มขึ้นน้ันมีผลตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งรวมทั้งการ
ลดลงของนํ้าหนักแหงของตะกอนไดเชนกัน เมื่อทําการวัดปริมาณนํ้ามันในสวนใสพบวาชุดการ
ทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 มีปริมาณนํ้ามันในสวนใสมากที่สุด อาจเปนเพราะในการ
เตรียมนํ้าทิ้งเพื่อนํามาทดลองน้ันมีการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดซึ่ง
อาจจะสงผลใหนํ้ามันในนํ้าทิ้งที่จับอยูกับสารประกอบจําพวกเซลลูโลสและไซแลนหลุดออกได
งายขึ้น (Binmaeil, 2005) สงผลใหชุดการทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 น้ัน แยกนํ้ามัน
ออกจากตะกอนนํ้าทิ้งและลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดมากที่สุด
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Table 11. Effect of pH on oil separation from palm oil mill effluent by Bacillus subtilis AH73 at
200 rpm and 45oC.

Conditions Incubation
time (h)

Quantity of oil in the % Reduction
of oil in the

bottom layer

Dry weight of
bottom
layer*

% Reduction of
dry weight in
bottom layer

Top
layer*

Bottom
layer**

pH4 0
24
48
72
96

0.24 (0.24)
0.56 (0.34)
1.85 (0.75)
2.41 (0.90)
2.81 (1.02)

0.36 (0.43)
0.29 (0.41)
0.29 (0.40)
0.28 (0.40)
0.28 (0.39)

0.00 (0.00)
18.89B,d (3.43)
19.76AB,d (7.28)
21.88A,d (9.33)
22.06A,d (11.32)

39.35 (39.35)
38.06 (38.43)
34.30 (38.34)
34.86 (37.96)
28.47 (37.45)

0.00 (0.00)
3.28D,d (1.02)
12.84C,d (2.28)
11.42B,d (2.79)
27.66A,d (4.04)

pH5 0
24
48
72
96

0.36 (0.36)
1.61 (0.36)
2.19 (0.76)
2.63 (1.03)
2.87 (1.26)

0.40 (0.37)
0.25 (0.34)
0.24 (0.33)
0.23 (0.32)
0.23 (0.30)

0.00 (0.00)
38.3C,c (7.28)
40.50BC,c (12.33)
41.53AB,c(14.99)
43.68A,c (19.57)

36.71 (36.71)
36.10 (36.10)
33.60 (34.29)
33.27 (34.11)
27.18 (34.01)

0.00 (0.00)
1.66D,c (2.36)
8.47C,c (2.58)
9.37B,c (3.55)
25.97A,c (4.85)

pH6 0
24
48
72
96

0.95 (0.95)
2.62 (1.07)
3.27 (1.09)
3.76 (1.50)
4.23 (1.86)

0.41 (0.39)
0.25 (0.36)
0.22 (0.35)
0.19 (0.33)
0.17 (0.31)

0.00 (0.00)
39.58C,b (9.33)
46.54B,b (11.89)
54.27A,b (16.97)
56.67A,b (22.26)

34.74 (35.09)
28.00 (34.74)
27.13 (34.29)
26.43 (34.11)
22.32 (33.67)

0.00 (0.00)
19.38D,b (1.66)
21.89C,b (6.59)
23.91B,b (7.07)
35.76A,a (7.36)

pH7 0
24
48
72
96

0.92 (0.68)
3.80 (0.92)
5.88 (1.77)
6.25 (1.79)
7.51 (3.27)

0.42 (0.42)
0.24 (0.38)
0.20 (0.37)
0.17 (0.35)
0.15 (0.33)

0.00 (0.00)
44.14D,a (11.32)
52.03C,a (14.50)
59.55B,a (18.55)
63.71A,a (23.40)

34.59 (34.90)
25.29 (33.87)
24.54 (32.81)
23.28 (32.28)
22.71 (31.28)

0.00 (0.00)
26.89D,a (2.95)
29.06C,a (6.00)
32.70B,a (7.49)
34.35A,a(10.38)

Note: *parameters in g/l
** parameters in g/g of sludge

In parenthesis: control without Bacillus subtilis AH73 addition.
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Figure 24 Effect of pH on oil increasing from palm oil mill effluent by Bacillus subtilis AH73.

4.3 ผลของอุณหภูมิ
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 12 ชั่วโมง ปริมาตร 5
มิลลิลิตรลงในนํ้าทิ้งที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร และปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ
7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 96 ชั่วโมง พบวาอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถลดนํ้าหนักแหงของ
ตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 17.61, 35.53 และ 28.30 ตามลําดับ (Table 12) ชุดการทดลองที่ใช
อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส ใหผลการลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดดีที่สุดและแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน (ρ<0.05) สวนการลดลงของนํ้ามันในตะกอนที่ 96 ชั่วโมงน้ัน
พบวาการบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถลดนํ้ามันไดดีที่สุด (รอยละ 62.79) ดีกวาที่
อุณหภูมิ 37 (รอยละ 24.99) และ 55 (รอยละ 51.85) องศาเซลเซียส ดังน้ันที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียสจึงเหมาะสมตอการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมและทําใหไดปริมาณ
นํ้ามันในสวนใสเพิ่มขึ้นมากกวาชุดการทดลองอ่ืน (Figure 25)

การที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสสงผลใหการใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 สามารถลดนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอนดีที่สุด อาจเน่ืองมาจากที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสน้ันเปนอุณหภูมิที่ใชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนของการทดลอง ดังน้ัน
ในชุดการทดลองที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส รวมกับการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 จึงสงผล
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ใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เติมลงไปทํางานไดดีกวาชุดการทดลองที่อุณหภูมิอ่ืน จากการ
ทดลองยังพบวาในชุดควบคุมซึ่งไมมีการเติมเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันสามารถลดนํ้าหนัก
แหงและลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดเชนกัน โดยในชุดควบคุมที่อุณหภูมิเทากับ 37, 45 และ
55 องศาเซลเซียสน้ันมีการลดลงของนํ้าหนักแหงเทากับรอยละ 2.37, 8.77 และ 11.14 ตามลําดับ และ
สามารถลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 14.93, 24.86 และ 26.75 ตามลําดับ ซึ่งอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นจะมี
สวนชวยในการแยกนํ้ามันออกเสนใยที่มีอยูในนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (Laohaprapanon et
al., 2005) อีกทั้งในการทดลองไดมีการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีซึ่งอาจสงผลใหนํ้ามันที่
เกาะอยูกับเสนใยหลุดออกไดเมื่อเพิ่มอุณหภูมิและระยะเวลาการทดลอง

Table 12. Effect of temperature on oil separation from palm oil mill effluent by Bacillus subtilis
AH73 at 200 rpm.

Conditions Cultivation
time (h)

Quantity of oil in the % Reduction
of oil in the

bottom layer

Dry weight
of bottom

layer *

% Reduction
of dry weight

in bottom layer
Top

Layer*
Bottom
Layer**

37 °C 0
24
48
72
96

0.80 (0.69)
1.64 (0.68)
1.80 (0.81)
3.71 (0.82)
4.72 (1.26)

0.43 (0.43)
0.38 (0.41)
0.36 (0.39)
0.35 (0.37)
0.32 (0.36)

0.00 (0.00)
10.96C,c (3.12)
16.16C,c (9.38)
18.94B,c (12.13)
24.99A,c (14.93)

33.69 (34.23)
31.18 (33.70)
30.35 (33.14)
28.54 (33.95)
27.76 (31.42)

0.00 (0.00)
7.45D,c (0.82)
9 .91C,c (1.54)
15.29B,c (3.19)
17.61A,c (2.37)

45 °C 0
24
48
72
96

0.81 (0.69)
3.80 (0.68)
5.88 (0.81)
6.25 (0.82)
7.51 (1.26)

0.42 (0.43)
0.24 (0.39)
0.21 (0.37)
0.17 (0.34)
0.16 (0.32)

0.00 (0.00)
42.85D,a (9.94)
49.85C,a (14.17)
58.07B,a (20.02)
62.79A,a (24.86)

34.48 (34.23)
28.54 (33.87)
23.57 (32.81)
22.55 (32.28)
22.23 (31.23)

0.00 (0.00)
17.24D,a (1.06)
31.66C,a (4.17)
34.60B,a (5.69)
35.53A,a (8.77)

55 °C 0
24
48
72
96

0.52 (0.52)
1.64 (0.68)
2.77 (1.80)
3.77 (1.78)
4.71 (3.57)

0.43 (0.43)
0.27 (0.38)
0.25 (0.35)
0.22 (0.32)
0.21 (0.31)

0.00 (0.00)
37.39D,b (11.53)
40.93C,b (17.19)
49.40B,b (25.26)
51.85A,b (26.75)

33.92 (34.23)
29.92 (33.14)
27.76 (32.57)
27.77 (32.95)
24.32 (30.42)

0.00 (0.00)
11.81D,b (3.19)
18.18C,b (4.85)
18.14B,b (3.74)
28.30A,b (11.14)

Note: *parameters in g/l, ** parameters in g/g of sludge
In parenthesis: control without Bacillus subtilis AH73 addition.
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Figure 25. Effect of temperature on oil increasing from palm oil mill effluent by Bacillus subtilis
AH73.

จากการทดลองพบวาการลดลงของนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอน
มีคานอย อาจเน่ืองมาจากในการทดลองคร้ังน้ีใชอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมที่นอย
และยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ จึงสงผลใหการลดลงของนํ้าหนักแหงและการแยกนํ้ามันออก จาก
ตะกอนนํ้าทิ้งเกิดไดไมดี อีกทั้งในนํ้าทิ้งที่ทําการทดลองน้ันอาจจะมีนํ้าตาลเปนองคประกอบใน
ปริมาณที่สูงซึ่งปริมาณนํ้าตาลที่เพิ่มขึ้นจะมีผลไปยับยั้งการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (เบญจวรรณ
ชิตมณี, 2534; Archana and Satyanarayana, 1997; Chandra et at., 2009) พบวา Bacillus subtilis
AH73 มีความสามารถในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรและลดนํ้าหนักแหงของตะกอนดี
ที่สุดเมื่อใชอุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส (รอยละ 35.53 และรอยละ 62.79 ตามลําดับ) และ
ปริมาณนํ้ามันที่แยกไดมีปริมาณนอยเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองที่ไดมีการรายงานไวเชน เชื้อ
Rhizopus sp. สายพันธุ ST4 และ ST29 สามารถแยกนํ้ามันและกรีสจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมไดรอยละ 84.2 และ 94.7 ตามลําดับ (Pechsuth et al., 2001), เชื้อสายพันธุ SO1 สามารถลด
นํ้าหนักแหงของตะกอนและนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 64.66 และ 85.32 ตามลํา ดับ
(Laohaprapanon et al., 2007), เชื้อสายพันธุ SU5 และ SU9 ที่แยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได 44.40
และ 49.50 ตามลําดับ (Udomsil and Prasertsan, 2009) อยางไรก็ตามเชื้อบางสายพันธุก็ไมสามารถ
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แยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได ดังรายงานของ Kaewchai และ Prasertsan (2002) ที่วา Bacillus subtilis
WD29, Bacillus subtilis SM29 และ Enterobacter agglomerams SM38 ไมสามารถแยกนํ้ามันออก
จากนํ้าทิ้งได สําหรับรายงานการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมจากแหลงตาง ๆ
น้ันแสดงใน Table 13

Table 13. Comparison of POME pretreatment from various methods.

Methods Conditions % Reduction of oil References
Bacillus subtilis AH73 pH 7.0 and 200 rpm at 45oC 62.79 This study
Strain ST29 200 rpm at 45oC 99.04 Muneesri (1996)
Enzyme from Aspergillus
niger ATCC 6275

pH 4.5 at 60oC 95.00 Chantaphaso
(1999)

Rhizopus sp. ST24
Rhizopus sp. ST29

45oC and septic condition
45oC and aseptic condition

84.20
91.40

Pechsuth et al.
(2001)

Rhizopus sp. ST29 45oC and septic condition 76.19 Binmaeil (2548)
Flotation
Centrifugation
Chemical

55oC
7,000 rpm for 15 min
FeSO4

~75.00
~94.00
82.46

Laohaprapanon et
al. (2005)

Strain SU5 and SU9
Cellulase
Strain SU9

pH 7.0 and 200 rpm at 30oC
100 U/ml 40oC
100 l for 24 h

44.40 and 49.50
41.30
58.10

Udomsil and
Prasertsan (2009)



บทที่ 4

บทสรุปและขอเสนอแนะ

1. ผลการวิเคราะหองคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร

จากการศึกษาองคประกอบของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวามีอุณหภูมิ
เทากับ 63.70 องศาเซลเซียส, มีพีเอชเทากับ 4.32} มีปริมาณสารอินทรียสูงโดยมีคาซีโอดีเทากับ
157.06 กรัมตอลิตร, ปริมาณของแข็งทั้งหมด 40.29 กรัมตอลิตร, ของแข็งแขวนลอย 29.85 กรัมตอ
ลิตร, นํ้ามันและกรีส 15.96 กรัมตอลิตร, นํ้าตาลทั้งหมด 4.74 กรัมตอลิตร, ไนโตรเจน 1.30 กรัมตอ
ลิตร, นํ้าหนักแหงของตะกอน 35.97 กรัมตอลิตร, เถา 1.05 กรัมตอลิตร, นํ้ามันในตะกอน 0.41 กรัม
ตอกรัมนํ้าหนักแหงของตะกอนและปริมาณเซลลูโลสรอยละ 27.02

2. ผลของการแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตัวอยางดินรอบ ๆ
บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมบนอาหารแข็งซีเอ็มซี ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยวิธีการคองโกเรด พบวาคัดแยกเชื้อแบคทีเรียได 84 สายพันธุ และมี 66
สายพันธุที่มีความสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส แบคทีเรียสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 มี
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.73, 0.71 และ 0.73 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) และเอนไซม
ไซลาเนส (1.24, 1.18 และ 1.21 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) ในอาหารเหลวซีเอ็มซีที่เติมแคลเซียม
คลอไรด 0.3 กรัมตอลิตร, แม็กนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต 0.3 กรัมตอลิตร,โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร,
พอลีเปปโตน 2.0 กรัมตอลิตร, ยีสตสกัด 1.0 กรัมตอลิตร, แอมโมเนียมไนเตรท 4.4 กรัมตอลิตร
และซีเอ็มซี 10 กรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสดีที่สุดในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรนํ้าทิ้งเจือจางตอนํ้ากลั่นในอัตราสวน 1 ตอ 4
และเติมสารอาหารทุกอยางเหมือนอาหารเหลวซีเอ็มซี มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.55 และ 0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคาการเจริญวัดจากปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เชื้อสายพันธุ AH73 มีลักษณะโคโลนี
ที่ใหญ มีสีขาว ขอบหยัก นูน หนาดาน ใหผลคะตะเลสเปนบวก มีรูปแทง สรางสปอร ติดสีแกรม
บวก เทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S rDNA เปน Bacillus subtilis
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3. ผลของการเจริญและการผลิตเอนไซมในนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร

การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสม ในการผลิตเอนไซม เซลลู เลสและเอนไซม
ไซลาเนสในระดับ ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรของ Bacillus subtilis AH73 คือใชอาหารจากนํ้าทิ้ง
ดีแคนเตอรเติมที่แคลเซียมคลอไรด 0.3 กรัมตอลิตร, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต 0.3 กรัมตอ
ลิตร, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0
กรัมตอลิตรและซีเอ็มซี 15 กรัมตอลิตร ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตรเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 พีเอชเร่ิมตน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส เขยาบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ
200 รอบตอนาที เชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.02 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ที่ 36 ชั่วโมง มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.99 ยูนิต ตอมิลลิลิตร ที่ 12 ชั่วโมง
และมีคาโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ 30 ชั่วโมง ในระดับถังหมักขนาด
2 ลิตร ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเทากับ 1 ลิตร โดยสภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือใชอัตรา
การกวนเทากับ 100 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที บมที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.72 และ 1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตร มีคาการเจริญโดยวัดจาก
ปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

4. ผลการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

การแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เปนเวลา 12 ชั่วโมง และสารละลายสวนใสที่ไดจากปนเหวี่ยงอาหารที่ผานการเลี้ยง
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10
นาที (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ) พบวาทั้งสองชุดการทดลองสามารถลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดรอยละ
43.33 และ 37.18 ตามลําดับ (ρ<0.05) และลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดรอยละ 17.88 และ 18.70
(ρ>0.05) จึงเลี้ยง Bacillus subtilis AH73 ในอาหารจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนเวลา 12 ชั่วโมงเพื่อ
ศึกษาสภาวะที่เหมาะในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานส กัดนํ้ามันปาลม พบวาสภาวะที่
เหมาะสมในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดย Bacillus subtilis AH73 คือ พีเอชเร่ิมตน
ของนํ้าทิ้งเทากับ 7 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง
นํ้าหนักแหงของตะกอนลดลงรอยละ 35.53 นํ้ามันในตะกอนลดลงรอยละ 62.79
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ขอเสนอแนะ

1. เน่ืองจากไดมีการนําเอานํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมาใชในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส ดังน้ันในการศึกษาลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมควรวิเคราะหหาองคประกอบอ่ืน ๆ ที่อาจจะมีผลตอการผลิตเอนไซมของเชื้อแบคทีเรีย
ดวย เชน แรธาตุที่เปนองคประกอบ, นํ้าตาลชนิดตาง ๆ และฟนอล เปนตน

2. เน่ืองจากมีเชื้อหลายสายพันธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสได ดังน้ันในการคัดแยกเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมควรจะใชอาหารที่สงเสริมการ
ผลิตเอนไซมน้ัน ๆ ดวย เชน เติมไซแลน อีกทั้งควรวิเคราะหความสามารถของเชื้อที่คัดแยกวาผลิต
เอนไซมอะไรและชนิดใดบาง เชน เอนไซมเซลลูเลสชนิดไหน เปนตน และควรแยกเชื้อที่ชนิดอ่ืนที่
สามารถโตบนอาหารแข็งซีเอ็มซีดวย เชน เชื้อรา ทั้งน้ีเพื่อใหไดมาซึ่งเชื้อที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมที่สนใจดีที่สุด

3. ในการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตเอนไซมควรศึกษาเพิ่มในปจจัย
ของปริมาณหัวเชื้อเร่ิมตน การควบคุมพีเอช และปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนเปนตน

4. ในการใชเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เพื่อแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งน้ัน ควรจะ
วัดกิจกรรมของเอนไซม วัดการเจริญของเชื้อและปริมาณนํ้าตาลที่เพิ่มขึ้น

5. ควรทําบริสุทธิ์ เอนไซมที่ไดจากการทดลองและควรวัดความคงตัวของ
เอนไซมที่ผลิตได
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ภาคผนวก ก

1. กราฟมาตรฐานนํ้าตาลท้ังหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method ตามวิธีการของ Chaplin (1986)

y = 0.0054x
R2 = 0.994
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Figure 26. Standard curve of glucose for total sugar.

การคํานวณ
สมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานกลูโคสมีคาเทากับ y = 0.0054x
โดยที่ y คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร
x คือ ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐานเทียบเปนปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในนํ้าทิ้ง

จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (กรัมตอลิตร)
เพราะฉะน้ันปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในนํ้าทิ้ง = 0.0054 / คาดูดกลืนแสงที่ 490 นา
จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (กรัมตอลิตร) โนเมตร
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2. กราฟมาตรฐานโปรตีนตามวิธีการของ Lowry (1951)

y = 0.0022x
R2 = 0.9962
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Figure 27.Standard curve of bovine serum albumin (ug/ml)



102

3. กราฟมาตรฐานนํ้าตาลตามวิธีการดีเอ็นเอส (DNS method) (Miller, 1959)

y = 0.002x
R2 = 0.9939
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Figure 28. Standard curve of glucose (ug/ml)

y = 0.0032x
R2 = 0.9937
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Figure 29. Standard curve of xylose (ug/ml)
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ภาคผนวก ข

วิธีการวิเคราะห

1. ซีโอดี (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

อุปกรณ
1.อุปกรณกลั่นไหลกลับ
1.1 ขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร
1.2 เคร่ืองควบแนน
1.3 เตาใหความรอน
2. บิวเรต
สารเคมี
1. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.025 นอรมอล
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตซึ่งอบแหงที่ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง

จํานวน 12.259 กรัมในนํ้ากลั่น เติมกรดซัลฟามิก 0.12 กรัม แลวเจือจางจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร
2. สารละลายกรดซัลฟูริก (Sulfuric acid reagent)
สารละลายซิลเวอรซัลเฟต 22 กรัม ในกรดซัลฟวริกเขมขนบรรจุขวดขนาด 1 ปอนด

(2.56 ลิตร) เน่ืองจากซิลเวอรซัลเฟตละลายนํ้ายากมากอาจใชเวลา 1-2 วัน จึงจะละลายหมด
3. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (ferrous ammonium sulphate)
3.1 การเตรียมสารละลาย
ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตจํานวน 39 กรัม ในนํ้ากลั่น เติมกรดซัลฟูริกเขมขน

20 มิลลิลิตร ทําใหเย็นแลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
3.2 การหาความเขมขนของสารละลาย
ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต จํานวน 10 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นจน

ไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม Sulfuric acid reagent 30 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหเย็นไทเตรตดวย
สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยด เปนอินดิเคเตอร

ความเขมขน (นอรมอล) = (ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร)) /
(ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มิลลิลิตร))
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4. สารละลายเฟอรโรอิน
ละลาย 1-10 ฟแนนโทรลีนโมโนเดรตจํานวน 1.485 กรัม และเฟอรรัสซัลเฟตจํานวน

0.695 กรัม  เติมนํ้าจนปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
5. ซิลเวอรซัลเฟตชนิดผง
6. เมอคิวร่ีซัลเฟตชนิดบริสุทธิ์หรือผงใชเปนตัวกําจัดอนุภาคคลอไรดในอัตราสวน

HgSO4 ตอ Cl- เทากับ 10:1
7. กรดซัลฟามิก ใชในกรณีที่กําจัดไนเตรตเทาน้ัน
วิธีการ
1. เติมเมอคิวร่ีซัลเฟต 0.4 กรัม ลงในขวดกลม
2. เติมตัวอยาง 20 มิลลิลิตรหรือสวนของตัวอยางที่เจือจางดวยนํ้ากลั่นใหเปน 20

มิลลิลิตร
3. เติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตร และลูกแกว 3-5

เม็ด
4. คอย ๆ เติมกรดซัลฟูริกปริมาณ 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อละลายเมอคิวร่ี

ซัลเฟต ควรทําใหเย็นขณะเขยา เพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียของสารที่เปนไอในตัวอยาง (อาจแชในอาง
นํ้า)

5. กลั่นดวยอุปกรณกลั่นไหลกลับประมาณ 2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็น
6. ไทเตรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสา รละลายเฟอรรัส

แอมโมเนียมซัลเฟต ใชเฟอรโรอินเปนอินดิเคเตอร เมื่อถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจากสีเขียวไปเปนสี
นํ้าตาลปนแดง

7. ทําแบลงคโดยใชนํ้ากลั่น 20 มิลลิลิตร  แทนตัวอยางนํ้าทําเชนเดียวกับตัวอยาง (ขอ
1-6)

การคํานวณ
ซีโอดี (กรัมตอลิตร)   =   [(A-B) × N × 8 x 1000] / ปริมาณตัวอยาง (ลิตร)
A คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเตรตแบลงค
B คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเตรตตัวอยาง
N คือ ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมอล)
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2. ของแข็งท้ังหมด (Total solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

อุปกรณ
1. ถวยกระเบื้องสําหรับระเหย
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได
3. อางไอนํ้า
4. โถดูดความชื้น
5. เคร่ืองชั่งนํ้าหนัก
วิธีการ
1. นําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 1 ชั่วโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนักที่แนนอน
2. ตวงตัวอยาง 50 มิลลิลิตร หรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยที่ทราบนํ้าหนักที่แนนอน
3. นําไประเหยใหแหงในอางไอนํ้า
4. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง
5. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น
6. ชั่งนํ้าหนัก
คํานวณ
ของแข็งทั้งหมด = ([ นํ้าหนักของแข็ง (กรัม)] / ลิตรของตัวอยาง)

3.ของแข็งแขวนลอย (Total Suspended Solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

อุปกรณ
1. Glass filter disks (What man GF/C, 5.5 cm)
2. Filter holder อาจใช Membrane filter holder หรือ gooch crucible
3. เคร่ืองดูดอากาศ
4. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 105 องศาเซลเซียส
5. โถดูดความชื้น
6. เคร่ืองชั่งละเอียด
วิธีการ
1. เอา gooch ซึ่งเตรียมใสในที่ดูดอากาศ ทํากระดาษกรองใหเปยกดวยนํ้ากลั่นเปด

เคร่ืองดูดอากาศ
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2. วัดปริมาตรตัวอยาง 10 มิลลิลิตรแลวกรองลาง 3 คร้ังดวยนํ้ากลั่นคร้ังละประมาณ 10
มิลลิลิตร

3. ใชเคร่ืองดูดอากาศดูดจนแหง นําไปอบใหแหงที่ 105 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ทํา
ใหเย็นในโถดูดความชื้นและชั่งนํ้าหนัก

การคํานวณ
ของแข็งแขวนลอย (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของแข็งแขวนลอย(กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)

4. นํ้าหนักแหงของตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

วิธีการ
1. นําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1

ชั่วโมง  ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนักที่แนนอน
2. นํานํ้าทิ้งไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที 4 องศาเซลเซียส 15 นาที
3. เทนํ้าทิ้งสวนบนออก
4. ใสนํ้ากลั่นในหลอด centrifuge เขยาจนไมมีตะกอนติดที่กนหลอด
5. เทลงในถวยกระเบื้องที่ทราบนํ้าหนักที่แนนอน
6. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส
7. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นประมาณ 45 นาที
8. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
นํ้าหนักแหงของตะกอน (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของตะกอน (กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)

5. ปริมาณนํ้ามันและกรีส (Oil and Grease) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

อุปกรณ
1. เคร่ืองมือที่ใชสําหรับสกัดไขมัน
2. เคร่ืองชั่งละเอียด
3. โถดูดความชื้น
4. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได 105 องศาเซลเซียส
5. เคร่ืองดูดอากาศ



107

6. Buchner funnel
7. ผาขาวบาง
สารเคมี
1. ปโตรเลียมอีเทอร
2. กระดาษกรอง
3. Diatomaceous-silica filter suspension (10 กรัมตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร)
4. ผาขาวบาง
วิธีการ
1. วางกระดาษกรองใน Buchner funnel แลวเทสารละลาย Diatomaceous-silica filters

suspension 100 มิลลิลิตร ใชเคร่ืองดูดอากาศดูด ลางดวยนํ้ากลั่นประมาณ 10 มิลลิลิตรจนกระทั่ง
แหง

2. กรองตัวอยางที่เตรียมไวและดูดใหแหง
3. ใชปากคีบหยิบกระดาษกรองออกมา มวนกระดาษกรองเขาดวยกันแลวหอดวยผา

ขาวบางนําไปอบที่ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที
4. ใสลงในซอคเลต
5. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดสกัดไขมัน 150 มิลลิลิตรแลววาง

บนเตา
6. ประกอบอุปกรณชุดสกัด พรอมทั้งเปดนํ้าหลออุปกรณควบแนนและปดสวิตซให

ความรอน
7. ใชเวลาในการสกัด 4 ชั่วโมง เมื่อครบแลวกลั่นเก็บสารละลายจนเหลือสารละลาย

ในขวดกลมเพียงเล็กนอยนําหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต
8. นําขวดสกัดไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลาประมาณ 30

นาที
9. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
ปริมาณนํ้ามันและกรีส (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของสารที่สกัดได (กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)
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6. นํ้ามันในตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

อุปกรณ
1. เคร่ืองมือที่ใชสําหรับสกัดไขมัน
2. เคร่ืองชั่งละเอียด
3. โถดูดความชื้น
4. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได 105 องศาเซลเซียส
สารเคมี
1. ปโตรเลียมอีเทอร
2. กระดาษกรอง
วิธีการ
1. มวนกระดาษกรองที่มีตะกอนจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเขาดวยกัน
2. ใสลงในซอคเลต
3. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดสกัดไขมัน 150 มิลลิลิตรแลววาง

บนเตา
4. ประกอบอุปกรณชุดสกัด พรอมทั้งเปดนํ้าหลออุปกรณควบแนนและปดสวิทซให

ความรอน
5. ใชเวลาในการสกัด 4 ชั่วโมง เมื่อครบแลวกลั่นเก็บสารละลายจนเหลือสารละลาย

ในขวดกลมเพียงเล็กนอยนําหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต
6. นําขวดสกัดไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลาประมาณ 30

นาที
7. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
ปริมาณของนํ้ามันในตะกอน = ([นํ้าหนักของนํ้ามัน (กรัม)] / ลิตรของตัวอยาง)

7.เถา (A.O.A.C., 1990)

อุปกรณ
1. เตาเผา
2. ถวยกระเบื้องเคลือบ
3. โถดูดความชื้น
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4. เคร่ืองชั่งไฟฟา
วิธีการ
1. เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส  เปนเวลาประมาณ

3 ชั่วโมง  ปดสวิทซเตาเผาแลวรอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิภายในเตาเผาลดลงกอน
แลวนําออกจากเตาเผาใสโถดูดความชื้น  ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองแลวชั่งนํ้าหนัก

2. เผาซ้ําอีกคร้ังละประมาณ 30 นาที  และกระทําเชนขอ 1 จนไดผลตางของนํ้าหนัก
ของทั้งสองคร้ังติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

3. ชั่งตัวอยางใหไดนํ้าหนักแนนอนประมาณ 1-2 กรัม  ใสในถวยกระเบื้องเคลือบซึ่ง
ทราบนํ้าหนักแลว นําไปเผาในตูควันจนหมดควัน แลวจึงนําเขาเตาเผา ต้ังอุณหภูมิไวที่ 600 องศา
เซลเซียส และกระทําเชนเดียวกับขอ 1-2

การคํานวณ
ปริมาณเถาคิด (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม)]/ลิตรของตัวอยาง)

8. ไนโตรเจน

อุปกรณ
1. อุปกรณยอยโปรตีน  ประกอบดวยเตายอยและเคร่ืองดักจับไอกรด
2. อุปกรณกลั่นโปรตีน (Markham Scmi-micro Kjedahl Distillation Apparatus
3. ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตรและขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
4. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
5. บิวเรตตขนาด 25 มิลลิลิตร
6. ลูกแกว
7. เคร่ืองชั่งไฟฟา
สารเคมี
1. สารผสมระหวางคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O) และโพแทสเซียมซัลเฟต

(K2SO4) อัตราสวน 1:10
2. กรดซัลฟูริกเขมขน
3. โซเดียมไฮดรอกไซด  เขมขนรอยละ 60
4. กรดบอรริกที่มีความเขมขนรอยละ 4
5. กรดเกลือที่มีความเขมขน 0.02 นอรมอล
6. อินดิเคเตอร  เปนสารผสมระหวาง  เมทิล เรด  เมทิลีนบลู  และโบรโมครีซอลกรีน
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วิธีการ
1. ปเปตตัวอยาง 15 มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดยอยโปรตีนและทําแบลงคดวย
2. ใสสารผสม CuSO4·5H2O และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 20 มิลลิลิตร
4. วางหลอดยอยในเตาเผาแลวประกอบสายยางระหวางสายครอบขวดใสดางและ

เคร่ืองดักจับไอกรดใหเรียบรอย
5. เปดสวิทซเคร่ืองดักจับไอกรดและเตายอย  ต้ังอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส  เวลา

30 นาที  จากน้ันปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 400 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลายใส
6. ปลอยทิ้งใหเย็น
7. นํามาถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชนํ้ากลั่นลางหลอด

ยอยใหหมดสารละลายตัวอยาง แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เก็บไวกลั่นตอไป
ข้ันตอนการกลั่นและไทเทรต
1. จัดอุปกรณ แลวเปดสวิทซใหความรอน และเปดนํ้าหลอเย็นเคร่ืองควบแนนดวย
2. นําขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอรริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาณ

5 มิลลิลิตร และนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร ซึ่งเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับของเหลวที่กลั่นได
โดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลายกรดน้ี

3. ดูดสารละลายตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสลงในชองตัวอยาง แลวเติมโซเดียม
ไฮดรอกไซดลงไป 20 มิลลิลิตร

4. กลั่นประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยนํ้ากลั่นลงในขวดรองรับ
5. ไทเทรตสารละลายที่กลั่นไดดวยกรดเกลือที่มีความเขมขน 0.02 นอรมอล จน

สารละลายเปลี่ยนเปนสีมวง
การคํานวณ
ไนโตรเจน = [(ปริมาตร HCl ที่ใชไทเทรตตัวอยาง) – (ปริมาตร HCl ที่ใชไทเทรต)

×0.02×14.007] / ลิตรของตัวอยาง

9. การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method ตามวิธีการของ
Chaplin (1986)

สารเคมี
1. สารละลายฟนอลรอยละ 5 (นํ้าหนักตอปริมาตร)
2. กรดซัลฟูริกเขมขน
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วิธีการ
1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส
1.1 เตรียมสารละลายของนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 0, 10, 20, 40, 60 และ 80 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตรในนํ้ากลั่น
1.2 ปเปตสารละลายในขอ 1.1 มาความเขมขนละ 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง

(สําหรับแบลงคใชนํ้ากลั่นแทนสารละลายนํ้าตาลกลูโคส)
1.3 เติมสารละลายฟนอลปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
1.4 เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 มิลลิลิตรอยางรวดเร็วโดยเติมใหสัมผัสสารละลาย

โดยตรง (ไมสัมผัสขางหลอด)
1.5 ต้ังทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที เขยาแรง ๆ และต้ังทิ้งไว 30 นาที ผสมใหเขากันจากน้ัน

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร
1.6 นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ

นํ้าตาลกลูโคสและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร
2. วิธีการวิเคราะหตัวอยาง
2.1 ปเปตสารละลายตัวอยางที่ผานการเจือจางแลว ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดทดลองแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดตามวิธีการขอ 1 (Figure 26 ใน
ภาคผนวก ก)

10. ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และคณะ (1951)

สารเคมี
1. สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซด (NaOH) 0.1 นอรมอล (สาร A)
2. สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) รอยละ 0.5 (สาร B)
3. สารละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรตรอยละ 1 (สารC)
4. สารผสมระหวางสาร A : B : C ในอัตราสวน 98 : 1 : 1 (สาร D, ผสมกอนใช)
5. สารผสมระหวาง Folin-ciocateau reagent และนํ้าในอัตราสวน 1 : 1 (สาร E ผสม

กอนใช)
วิธีการ
1. ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการหาโปรตีน 0.5 มิลลิลิตร จากน้ันเติมสารละลาย D

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและต้ังทิ้งไวนาน 10 นาที
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2. เติมสารละลาย E ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร
3. เขยาใหเขากันและต้ังทิ้งไวนาน 30 นาที
4. วัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปน

แบล็งกโดยทําตามขั้นตอน 1-4
5. คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน
6. เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐานโดยใช BSA ความเขมขน 50 -300 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และทําตามขั้นตอนขอ 1-4 โดยใชสารละลายโปรตีนแทนสารตัวอยาง
7. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ

ปริมาณโปรตีน BSA ดังแสดงใน Figure 27 (ภาคผนวก ก)

11. ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซตามวิธีการดีเอ็นเอส (DNS method) (Miller, 1959)

สารเคมี
1. สารละลายดีเอ็นเอส (Dinitrosalicylic acid reagent solution) รอยละ 1 ซึ่ง

ประกอบดวย
1.1 กรดไดไนโตรซาลิกไซลิก (Dinitrosalicylic acid) 10 กรัมตอลิตร
1.2 ฟนอล (Phenol) 2 กรัมตอลิตร
1.3 โซเดียมซัลไฟด (Sodium sulfite) 0.5 กรัมตอลิตร
1.4 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide solution) 10 กรัมตอลิตร
1.5 โปแตสเซียมโซเดียมทารเทรต (Potassium sodium tartrate) 40 กรัมตอลิตร

การเตรียมสารวิเคราะห (สารละลายดีเอ็นเอส)
คอย ๆ ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกในสารละลายไซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน

รอยละ 1 เติม ฟนอล โซเดียมซัลไฟล และโปแทสเซียมโซเดียมทารเทรต ตามลําดับ สารละลายที่ได
ใหเก็บไวในที่มืด (ในขวดสีชา) สารละลายน้ีจะทําปฏิกิริยากับนํ้าตาลรีดิวซหรือหมูคารบอนิลอิสระ
(C=O) ภายใตอุณภูมิสูง (95 องศาเซลเซียส) เปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเหลืองสมเปนสี นํ้าตาล
จนถึงสีนํ้าตาลเขม ดัง Figure 30
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oxidation
aldehyde group ------------------> carboxyl group

reduction
3,5-dinitrosalicylic acid------- -------------------> 3-amino,5-nitrosalicylic acid

ตม
สีเหลืองสม สีนํ้าตาล

Figure 30. The reaction of dinitrosalicylic acid method

วิธีการ
1. นําสารละลายตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

ดีเอ็นเอสปริมาณ 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
2. นําสารละลายที่ผสมไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แชนํ้า

เย็นทันที
3. เติมนํ้ากลั่นปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นา

โนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปนแบล็งกโดยทําตามขั้นตอน 1-3
4. คํานวณปริมาณนํ้าตาลโดยเปรียบเทียบกับกราฟนํ้าตาลมาตรฐาน
5. เตรียมกราฟนํ้าตาลมาตรฐานโดยใชนํ้าตาล (กลูโคสและไซโลส) ที่ความเขมขน 100

-500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําตามขั้นตอนขอ 1-3 โดยใชสารละลายนํ้าตาลแทนสารตัวอยาง
6. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ

ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสและไซโลสดังแสดงใน Figure 28 และ Figure 29 (ภาคผนวก ก)

12. วิธีการคองโกเรด (Congo red method) (ดัดแปลงตามวิธีการของ Shah et al., 1999 และ
Teather and Wood, 1982)

สารเคมี
1. สารละลาย โพแตสเซียมไฮดรอกไซด รอยละ 1 ในแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 50
2. สารละลายคองโกเรดรอยละ 1 ละลายในขอ 1
3. สารละลายโซเดียมครอไรดในนํ้ากลั่นเขมขน 1 โมลาร
วิธีการ
1. เทสารละลายคองโกเรดลงบนจานอาหารที่ทดสอบ ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที
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2. เทสารละลายออก จากน้ันลางดวย สารละลายโซเดียมครอไรดเขมขน 1 โมลาร 2-
3 คร้ัง

3. สังเกตุวงใสรอบโคโลนีบนอาหารซีเอ็มซี

13. ปริมาณเซลลูโลส (A.O.A.C,1990)

สารเคมี
1. สารละลาย Acid detergent
2. decahydronapthalene
3. อะซิโตน
4. กรดซัลฟุริกเขมขนรอยละ 72
วิธีการ
1. ชั่งกากตะกอนดีแคนเตอรซึ่งผานการสกัดไขมันออกแลวปริมาณ 1.0 กรัม ใสใน

บีกเกอรทรงสูงขนาด 600 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Acid detergent ปริมาณ 100 มิลลิลิตรและ
decahydronapthalene ปริมาณ 2 มิลลิลิตร

2. ใหความรอนจนเดือดเปนเวลา 10 นาที หลังจากน้ันลดความรอนลงใหเดือดเบา ๆ
เปนเวลา 60 นาที

3. กรองผานครูซิเบิลที่ทราบนํ้าหนักแนนอนแลว (W1) โดยใชแรงดูดสุญญากาศดูด
เบา ๆ จากน้ันลางตัวอยางที่ติดอยูในบีกเกอรลงครูซิเบิลดวยนํ้ารอน 3-5 คร้ัง

4. จากน้ันจึงดูดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ และลางตอดวยอะซิโตนปริมาณเล็กนอย 2-
3 คร้ัง

5. ใชเคร่ืองดูดสุญญากาศดูดใหแหง นําครูซิเบิลไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส
นาน 3 ชั่วโมง หรืออบจนกระทั่งชั่งนํ้าหนักไดคงที่ (W2)

6. เติมกรดซัลฟุริกเขมขนรอยละ 72 (แชเย็นที่อุณหภูมิประมาณ 15 องศาเซลเซียส)
ลงในครูซิเบิล 15 มิลลิลิตรเติมกรดเพิ่มลงไปทุก ๆ 1 ชั่วโมง พรอมคนอยางสม่ําเสมอเปนเวลา 3
ชั่วโมง

7. นําครูซิเบิลไปกรองเอากรดออก โดยใชเคร่ืองดูดสุญญากาศ แลวลางดวยนํ้ารอน
จนหมดกรด อบครูซิเบิลที่ได ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ตลอดคืน

8. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งนํ้าหนัก (W3) นําครูซิเบิลไปเผาที่อุณหภูมิ 500
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หรือจนกวาไมมีคารบอน ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนัก
(W4)
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การคํานวณ

โดยที่
W1 =นํ้าหนักครูซิเบิลเปลา (กรัม)
W2 =นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังผานสารละลาย Acid detergent (กรัม)
W3 = นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังผานกรดซัลฟุริก (กรัม)
W4 =นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังเผา(กรัม)
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ภาคผนวก ค

1. การวิเคราะหลําดับเบสของแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus subtilis AH73

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTT
GCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA
CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGT
TCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGC
GGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGC
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC
TGGGGAACTTGAGTGCAAAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGC
AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA
GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAAC
CGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACT
CGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
TCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGACAGATGATGGGG
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