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บทคัดยอ

การวิเคราะหลักษณะนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวามีอุณหภูมิสูง (63.73 ± 0.78 องศาเซลเซียส) มีพีเอชเปนกรด (4.32 ± 0.06) มีคาซีโอดี 157.06
± 2.25 กรัมตอลิตร ปริมาณของแข็งทั้งหมด 40.29 ± 0.73 กรัมตอลิตร ของแข็งแขวนลอย 29.85 ±
2.72 กรัมตอลิตร นํ้ามันและกรีส 15.96 ± 1.12 กรัมตอลิตร นํ้าตาลทั้งหมด 4.74 ± 0.18 กรัมตอลิตร
ปริมาณไนโตรเจน 1.30 ± 0.00 กรัมตอลิตร ตะกอนนํ้าทิ้งดีแคนเตอร 35.97 ± 1.86 กรัมนํ้าหนัก
แหงตอลิตร เถา 1.05 ± 0.33 กรัมตอลิตร ตะกอนนํ้าทิ้งดีแคนเตอรมีนํ้ามัน 0.41 ± 0.01 กรัมตอกรัม
นํ้าหนักแหงของตะกอนและมีปริมาณเซลลูโลสรอยละ 27.02 ± 1.25

เมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 84 ไอโซเลทที่คัดแยกจากตัวอยางดินรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม จํานวน 12 ตัวอยาง โดยเลี้ยงบนอาหารแข็งซีเอ็มซี พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง มีแบคทีเรียเพียง 66 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลสโดยสังเกตการเกิดบริเวณใสบนอาหารแข็งซีเอ็มซีดวยวิธีการคองโกเรด และไดคัดเลือก
เชื้อ 13 ไอโซเลทที่มีวงใสกวางที่สุดมาเลี้ยงบนอาหารเหลวซีเอ็มซี พีเอช 7.0 บมบนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH14, AH64
และ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.73, 0.71 และ 0.73 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) และ
เอนไซมไซลาเนส (1.24, 1.18 และ 1.21 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) ดีที่สุดที่ 12 ชั่วโมงของการ
เลี้ยง เมื่อนําแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุมาเลี้ยงเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสในอาหารที่เตรียมจากสารละลายสวนใสของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่เจือจางดวย
นํ้ากลั่นอัตราสวน 1 ตอ 4 ที่เติมแคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต , ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเ ฟต, พอลี เปปโตน, ยีสตสกัด ,
แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4 และ 10 กรัมตอลิตร
ตามลําดับ พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.55 ยูนิตตอ
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มิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนส (0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดีที่สุดที่ 12 ชั่วโมงของการเลี้ยง และเมื่อ
ทําการเทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S rDNA พบวาเปน Bacillus subtilis

สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร คือ เลี้ยงในอาหารที่มีสวนใสของนํ้าทิ้งจาก
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่ไมทําการเจือจางและไมเติมแหลงไนโตรเจน (เติมแคลเซียมคลอไรด,
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0 และ 15 กรัมตอลิตรตามลําดับ) ปริมาตร
50 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของอาหารเร่ิมตนเทากับ 5.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส
สูงสุดที่ 36 ชั่วโมง (1.02 ยูนิตตอมิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนสสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง (0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร) เมื่อทําการเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารที่เปนสวนใสของนํ้าทิ้งจากโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลม พีเอช 5.0 ปริมาตร 1 ลิตร ทําการกวนที่ 100 รอบตอนาทีและใหอากาศ 3 ปริมาตร
ตอปริมาตรตอนาที เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (1.72 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร) และเอนไซมไซลาเนส (1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตร) ดีที่สุดที่ 24 ชั่วโมงของการทดลอง ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส

เมื่อทําการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดยใชอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 12 ชั่วโมงและใชสวนใสหลังจากปนเหวี่ยงอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ 12
ชั่วโมง (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ผานการฆาเชื้อ พีเอช 5.0
ปริมาตร 45 มิลลิลิตร พบวาทั้งสองสภาวะใหผลการทดลองแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ρ<0.05) โดย
สามารถลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดรอยละ 43.33 และ 37.18 ตามลําดับ และลดนํ้าหนักแหง
ของตะกอนไดรอยละ 17.88 และ 18.70 ตามลําดับ และพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโดยใชอาหารที่มีการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือ ที่พีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้ง
เทากับ 7.0 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 สามารถลดนํ้ามันในตะกอนรอยละ 62.79 และลดนํ้าหนักแหงของตะกอน
รอยละ 35.53
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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%.
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ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รองศาตราจารย ดร.อรัญ หันพงศกิตติกูล อาจารย
ที่ปรึกษาวิทยานิพนธที่กรุณาใหคําแนะนํา ใหคําปรึกษาและชี้แนะแนวทางการทําวิจัย การคนควา
ขอมูลและการเขียนวิทยานิพนธฉบับน้ี รวมทั้งการใหโอกาสขาพเจาไดทําหนาที่เปนผูชวยวิจัย
อันเปนการฝกประสบการณการทําวิจัยแกขาพเจาเปนอยางดี

ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.พูนสุข ประเสริฐสรรพ อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธรวม ผูชวยศาสตราจารย ดร.ปยะรัตน บุญแสวง ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ
และรองศาสตราจารย ดร.วิเชียร กิจปรีชาวนิช กรรมการผูแทนบัณฑิตวิทยาลัย ที่สละเวลาอันมีคา
ยิ่งในการใหขอคิดเห็น เสนอแนะแนวทางการวิจัยและตรวจทานแกไขวิทยานิพนธฉบับน้ีให
ถูกตองและสมบูรณยิ่งขึ้น

ขอขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ที่ใหทุนอุดหนุน
การทําวิจัย

ขอขอบพระคุณ คุณพอประเคียง สินจรูญศักด์ิ และครอบครัวดวยความเคารพยิ่ง
ที่ใหโอกาสในการศึกษาและคอยใหกําลังใจในการดําเนินชีวิตรวมทั้งคอยดูแลเอาใจใสขาพเจาอยาง
ใกลชิดโดยตลอดมา ขอขอบคุณเพื่อน ๆ พี่ ๆ นอง ๆ และเจาหนาที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ
อุตสาหกรรมทุกทานสําหรับความชวยเหลือ กําลังใจและความอบอุนใ นการทําวิจัยเร่ือยมา
ตลอดจนทุกทานที่ไมไดกลาวนาม ณ ที่น้ี ที่มีสวนชวยใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปดวยดี

ขออุทิศผลความสําเร็จของการศึกษาในคร้ังน้ีแกคุณแมยุพา สินจรูญศักด์ิ แมผูเปน
ที่รักของขาพเจา แมผูรอคอยความสําเร็จในการศึกษาของขาพเจาและแมผูใหอภัยในความผิดพลาด
ของลูกอยางขาพเจาเสมอมา ขออุทิศความสําเร็จแกคุณปูซุนฮะ สินจรูญศักด์ิ ปูผูที่สอนใหขาพเจา
ไมยอทอในความยากลําบากรวมทั้งอุทิศผลความสําเร็จแกคุณยา คุณตา คุณยาย และพี่ชายผูลวงลับ

สัญทัศน สินจรูญศักด์ิ
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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเร่ือง

ในปจจุบันปาลมนํ้ามันจัดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหน่ึงของภาคใต นิยมปลูก
กันอยางมากในหลายจังหวัดไดแก จังหวัดกระบี่ ตรัง สุราษฎรธานี ชุมพร สตูลและสงขลาเปนตน
อันเน่ืองมาจากสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสม มีการนํานํ้ามันปาลมไปใชในระดับอุตสาหกรรมตาง ๆ
อยางกวางขวาง เพราะสามารถนําไปใชในการทดแทนนํ้ามันพืชอ่ืนได เชน นํ้ามันถั่วเหลือง นํ้ามัน
ถั่วลิสง นํ้ามันมะพราว นํ้ามันเมล็ดฝายและอ่ืน ๆ ตลอดจนใชแทนไขสัตวได เปนอยางดี อีกทั้งทาง
ภาคใตยังมีสภาพของพื้นที่ ที่เหมาะสมตอการเพาะปลูกปาลมนํ้ามันและยังไดรับการสงเสริมจาก
ทางภาครัฐบาล ทําใหมีอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับปาลมนํ้ามันเพิ่มมากขึ้น เชน สบู ผงซักฟอก
อาหารสัตวและเนยเทียมเปนตน ซึ่งพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมีการขยายตัวอยางตอเน่ือง สงผลให
พื้นที่ใหผลและผลผลิตปาลมนํ้ามันในชวง 5 ปที่ผานมา (ปพ.ศ. 2548 – พ.ศ. 2552) เพิ่มขึ้นเฉลี่ยใน
อัตรารอยละ 11.65 และรอยละ 15.12 ตอป ตามลําดับโดยในป พ.ศ. 2552 มีพื้นที่ใหผล 3.20 ลานไร
ผลผลิต 8.61 ลานตัน ผลผลิตตอไร 2,694 กิโลกรัม (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552) โดยในป
พ.ศ. 2552 จังหวัดที่มีพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันมากที่สุดในประเทศไทยไดแกกระบี่ สุราษฏรธานี
ชุมพร ประจวบคีรีขันธและนครศรีธรรมราชตามลําดับ รวมเน้ือที่เพาะปลูกปาลมนํ้ามันของทั้ง 5
จังหวัดรวมกันเปนรอยละ 79.48 ของเน้ือที่ปลูกปาลมนํ้ามันทั้งประเทศ โดยในป พ.ศ. 2552
ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกปาลมนํ้ามันรวมกันทั้งสิ้น 3,888,403 ไร เพิ่มขึ้นจากป พ.ศ. 2551 เทากับ
212,307 ไร (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2552) จากการขยายการกําลังผลิตของอุตสาหกรรม
นํ้ามันปาลมสงผลใหเกิดของเสีย เชน ทะลายปาลมเปลา เปลือกผลปาลม กะลาปาลม นํ้าเสีย
และสลัดจ (Kunghae, 1993; Chantaphaso, 1999) โดยเฉพาะนํ้าทิ้งซึ่งเปนวัสดุเศษเหลือที่ไดจาก
กระบวนการผลิต โดยนํ้าทิ้งสวนใหญจะมาจากกระบวนการสกัดนํ้ามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบ
อบไอนํ้า) ในสองขั้นตอนคือ นํ้าน่ึงปาลมหรือนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร
หรือเคร่ืองเซพาเรเตอรซึ่งกอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมหลายดาน โดยนํ้าทิ้งจากโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมน้ัน พบวามีคาบีโอดีที่สูง เน่ืองจากในนํ้าทิ้งที่ถูกปลอยออกมายังคงมีองคประกอบ
ของนํ้ามันอยูจํานวนหน่ึงแทรกอยูในเซลล เชน ผนังเซลล เยื่อหุมเซลล ในรูปของอิมัลชันซึ่งจะแยก
ออกไดยากดวยวิธีการทางเคมี การใชวิธีทางกายภาพ เชน การใชความรอน หรือการหมุนเหวี่ยง
แยกนํ้ามันก็ไมสามารถแยกนํ้ามันที่แทรกอยูในระหวางชั้นของผนังเซลลปาลมออกมาได เพราะ
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นํ้ามันสวนใหญจับกับของแข็งอยางซับซอน วิธีที่นาจะเปนไปไดในการกําจัดนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลมคือ วิธีการทางชีวภาพซึ่งทําไดโดยการใชแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส เพื่อใหเอนไซมทั้งสองยอยสารแขวนลอยที่นํ้ามันไปเกาะหรือ
แทรก ซึ่งสารแขวนลอยเหลาน้ันมีเซลลูโลสและไซแลนเปนองคประกอบ และเมื่อสารแขวนลอย
ถูกยอยโดยเอนไซมทั้งสอง จะทําใหนํ้ามันที่แทรกอยูน้ันถูกปลอยออกมาและลอยขึ้นสูดานบน เมื่อ
ทําการเก็บเกี่ยวนํ้ามันสวนน้ีออก ก็จะทําใหไดนํ้ามันเพิ่มขึ้นและยังเปนการลดคาบีโอดี และคา
ซีโอดีของนํ้าทิ้ง ทําใหการบําบัดนํ้าเสียในขั้นตอไปทําไดงายขึ้น ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมุงที่จะศึกษา
การคัดเลือกแบคทีเรียทีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากดิน
บริเวณบอรวบรวมนํ้าทิ้งของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเพื่อนํามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสทั้งในระดับฟลาสกและระดับถังหมักรวมถึงการทดลองนํา
เอนไซมที่ผลิตไดโดยแบคทีเรียที่สนใจไปประยุกตใชในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

การตรวจเอกสาร

1. สวนประกอบของทะลายปาลมสด

ทะลายปาลมสด (Fresh fruit bunch, FFB) ของปาลมนํ้ามัน (Elaeis guineensis
jacq.) ซึ่งเปนผลผลิตจากตนปาลมจะประกอบดวยทะลายเปลา (bunch) และผลปาลม (fruit) ภายใน
ผลจะประกอบดวยสวนของชั้นเปลือก (mesocarp) ในชั้นน้ีจะมีนํ้ามันเรียกวานํ้ามันปาลม (palm oil,
PO) จากชั้นเปลือกจะมีกะลา (shell) หุมเมล็ดในอยู ภายในเมล็ดในจะมีนํ้ามันอีกชนิดหน่ึงเรียกวา
นํ้ามันเมล็ดใน (palm kernel oil, PKO) ซึ่งจะมีสวนประกอบทางเคมีแตกตางไปจากนํ้ามันปาลม
สําหรับปาลมเทเนอราที่มีอายุเกิน 8 ปขึ้นไปจะมีสวนประกอบโดยประมาณดัง Figure 1 (Prasertsan
and Prasertsan, 1996)



3

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)

สําหรับเมล็ดในปาลมซึ่งมีอยูประมาณรอยละ 5.5 ของนํ้าหนักทะลายน้ัน จะมี
สวนประกอบโดยประมาณดังน้ี (ธีระ เอกสมทราเมษฐ และคณะ, 2543)

สวนประกอบ รอยละ
นํ้ามัน 47-52
ความชื้น 6-8
โปรตีน 7.5-9.0
ซูโครส นํ้าตาลและแปง 23-24
เซลลูโลส 5
ขี้เถา 2

2. ลักษณะและสวนประกอบของนํ้ามันปาลมและนํ้ามันเมล็ดในปาลม

นํ้ามันปาลมและนํ้ามันเมล็ดในปาลมก็เหมือนกับนํ้ามันพืชและไขมันสัตวที่
รับประทานไดชนิดอ่ืน ๆ เชน นํ้ามันมะพราว นํ้ามันหมู นํ้ามันถั่วเหลือง ซึ่งเปนสารอินทรียที่เปน
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สารประกอบเอสเทอร (ester) โมเลกุลประกอบดวยสารสองชนิดคือ กลีเซอรอล (glycerol) หรือ
กลีเซอรีน (glycerin) และกรดอินทรียหรือกรดคารบอกซีลิก (carboxylic acid) เชื่อมตอเขาดวยกัน
ดวยพันธะเอสเทอรที่แข็งแรงกลายเปนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล นํ้ามัน
สามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย เชน ปโตรเลียมอีเทอร เฮกเซน คลอโรฟอรมและ
เมทานอล

กรดไขมันที่มีหมูอัลคิลเปนองคประกอบ หากหมูอัลคิลเปนหมูไฮโดรคารบอน
อ่ิมตัวเรียกวากรดไขมันอ่ิมตัว สวนที่มีหมูไฮโดรคารบอนไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูเรียกวากรด
ไขมันไมอ่ิมตัว และหากมีพันธะคูยิ่งมากก็ยิ่งเปนกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวมากขึ้น

3. โมเลกุลของนํ้ามัน

ไตรกลีเซอไรดหรือนํ้ามันในเซลลพืชจะถูกสะสมอยูในสวนที่เรียกวา oil bodies
(Figure 2) ซึ่งจะมีชื่อเรียกที่ตางกันเชน spherosome, oleosome และ lipid containing มีขนาดเสน
ผานศูนยกลางระหวาง 0.2 - 0.6 ไมครอน แลวแตชนิดของพืช โดยเมื่อพืชมีการเติบโตก็จะเพิ่ม
จํานวนของ oil bodies มากขึ้น การสะสมนํ้ามันจะมากจะนอยก็ขึ้นอยูกับชนิดของพืช โดยสวน
ใหญจะอยูระหวางรอยละ 1 - 2 จนถึงรอยละ 60

4. ผนังเซลลพืช (cell wall)

ผนังเซลลของพืชชั้นสูงจะประกอบดวยโปรตีนรอยละ 10 และอีกรอยละ 90 จะเปน
สารประกอบพวกคารโบไฮเดรต ซึ่งสารพอลิเมอรจําพวกคารโบไฮเดรตที่พบในผนังเซลลพืชน้ัน
ไดแก เซลลูโลส เพคติน เฮมิเซลลูโลส และสารเคลือบจําพวกลิกนิน (Hans-Walter, 2005)
อัตราสวนขององคประกอบแตกตางกันตามแหลงของวัตถุดิบ ชนิดและอายุของพืช โดย
องคประกอบเหลาน้ี มีรายละเอียดของโครงสรางแตกตางกันดังน้ี (Hurst et al., 2002)

4.1 เซลลูโลส
เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรด ([C6H12O6]n) ประกอบดวยหนวยยอยคือ D-

glucose หรือ anhydroglucopyranose (Figure 3) เชื่อมตอกันดวยพันธะ -1,4-glucosidic linkage มี
จํานวนกลูโคส 2,000 - 14,000 หนวย โครงสรางของเซลลูโลสเรียกวา ไฟบริล (fibril) แบงไดเปน
สองสวน คือ

4.1.1 สวนของ crystalline โครงสรางจัดเรียงกันอยางเปนระเบียบ มีเซลลูโลสเปนจํานวน
มากคิดเปนรอยละ 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 สวนของ amorphous โครงสรางจัดเรียงกันอยางไมเปนระเบียบ เปนสวนที่ดูดซับ
นํ้าไดดีสามารถยอยสลายไดงายกวา

4.2 เฮมิเซลลูโลส
เปนสารประกอบโพลีแซคคาไรดที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า องคประกอบของผนัง

เซลลพืช มีเฮมิเซลลูโลสเปนองคประกอบประมาณรอยละ 20 - 40 การแบงเฮมิเซลลูโลสขึ้นอยูกับ
ชนิดของนํ้าตาลที่เปนองคประกอบหลัก คือ D-xylose, D-mannose, D-galactose และ L-arabinose
เฮมิเซลลูโลสจึงมีชื่อเรียกแตกตางกันตามกลุมของนํ้าตาล เชน ไซแลน (xylan), แมนแนน
(mannan), กาแลกแทน (galactan) และอะราบิแนน (arabinan) ซึ่งในเซลลพืชบก เฮมิเซลลูโลสที่
พบมักเปนกลุมของนํ้าตาลไซโลส (Bastawde, 1992)

4.2.1 ลักษณะโครงสรางของไซแลน
ไซแลนเปน heterogeneous polysaccharides พบในเซลลของพืชบก เปน

เฮมิเซลลูโลสที่เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลพืช ไซแลนประกอบดวยนํ้าตาล D-xylose
รอยละ 85 - 93 สวนที่เหลือเปนนํ้าตาล L-arabinose และ glucuronic acid ไซแลนที่แยกไดจากพืช
และหญาตาง ๆ ลวนแตมีสายหลักของไซแลนที่เหมือนกันคือ polymer ของนํ้าตาล xylose ซึ่ง
เชื่อมตอกันดวยพันธะ -1,4-D-xylopyranose (Figure 4) ความแตกตางขึ้นอยูกับประเภทและ
ปริมาณของหนวยยอยที่มาตอเปนกิ่งกาน เชน glucuronic acid นํ้าตาล L-arabinose และ
methylester ของ D-glucuronic acid

ในการแยกสกัดเฮมิเซลลูโลสออกจากลิกนิน ทั้งในหญาและพืชสามารถทําไดโดย
ทําปฏิกิริยากับดาง เฮมิเซลลูโลสเพียงบางสวนจากพืชถูกแยกสกัดไดโดยใชความรอน หรือนํ้าเย็น
หรือดางออน โดยทั่วไปใช KOH หรือ NaOH ความเขมขนรอยละ 4-10 จะมีประสิทธิภาพสูงสุดใน
การสกัด (Binmaeil, 2005) คุณสมบัติของไซแลนโดยทั่วไปมีดังน้ี

4.2.1.1. ไซแลนที่ไมมีหมู acetyl จะไมละลายนํ้าแตละลายในสารละลายดาง และ
สลายดวยกรดไดงาย

4.2.1.2. ไซแลนที่มีหมู acetyl สามารถถูกสกัดดวยนํ้ารอน และละลายนํ้าไดมาก
4.2.1.3. ไซแลนที่มีหมู acetyl ถูกยอยสลายไดงายโดย เอนไซมจากแบคทีเรีย

4.3 เพคติน
โดยทั่วไปสวนที่เปนผลของพืชจะมีสารประกอบประเภทเพคตินอยูเปนจํานวน

มาก ซึ่งพบทั่วไปในผนังเซลลพืชชั้นสูง ซึ่งจะชวยเพิ่มลักษณะคงตัวของเน้ือสัมผัสโดยในนํ้าทิ้งจาก
หมอฆาเชื้อโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวามีปริมาณเพคติน 5.7 กรัมตอลิตร (Binmaeil, 2005) โดย
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ในผนังเซลลพืชจะมีเพคติเนสอยูแลว แตอยูคนละชั้นของเซลล เมื่อเซลลพืชฉีกขาดหรือไดรับการ
กระทบกระเทือน เอนไซมและเพคตินจะเคลื่อนเขาใกลกันทําใหเกิดการยอยสลาย

เพคตินเปนกลุมสารพวก complex colloidal carbohydrates ในโมเลกุล
ประกอบดวยกรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic acid) ที่ตอกันดวยพันธะ-1,4-glucosidic linkage
(Figure 5) โดยที่ carboxyl group บางตัวของกรดกาแลกทูโรนิกถูก esterified ดวย methyl groups
เพคตินมีนํ้าหนักโมเลกุลประมาณ 40,000-50,000 ดาลตัล เพคตินเปนสารพอลิเมอรของกรด
กาแลกทูโรนิกโดย carboxyl groups ของกรดดังกลาวจับกับ methyl groups หรือจับกับ arabinan,
galactan หรือ polysaccharides ตัวอ่ืน ๆ ก็ได นอกจากน้ี hydroxyl groups บนอะตอมของคารบอน
ตัวที่ 2 และ 3 ของกรดดังกลาวยังอาจจับกับ acetyl groups หรือเกิด ether-like linkages กับสาร
คารโบไฮเดรตกับตัวอ่ืน ๆ หรืออยู เปนอิสระก็ได สวน side chains ของเพคตินอาจเกิด ester
linkages ระหวาง carboxyl groups กับ hydroxyl groups ที่อยูปลาย polysaccharides กับ hydroxyl
groups ของ polygalacturonides (Binmaeil, 2005)

4.4 ลิกนิน
เปนสารประกอบโพลีฟนอลิก (polyphenolic compound) ที่มีโครงสรางซับซอน

เปน polymer ของ p-hydroxy phenyl propane ที่มาจากการเชื่อมโยงขององคประกอบ 3 กลุมคือ
coniferyl alcohol, sinapyl alcohol และ p-coumaryl alcohol พันธะที่พบภายในโครงสรางหลักน้ันมี
มากกวา 10 ชนิด และพันธะที่ สําคัญคือ พันธะเอสเตอร (C-O-C) ซึ่งจะทนตอการถูกยอยสลายดวย
กรด นอกจากน้ียังพบพันธะคารบอน (C-C) ซึ่งทนตอการยอยสลายดวยกรดหรือดางเปนเหตุให
ลิกนินมีโครงสรางที่แข็งแรง (Figure 6) ในเน้ือเยื่อไมมีลิกนินเปนองคประกอบรอยละ 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. กระบวนการผลิตนํ้ามันปาลม

อุตสาหกรรมสกัดนํ้ามันปาลมในประเทศไทยมีกระบวนการผลิต 3 แบบ (ผาสุข
กุลละวณิชย และคณะ, 2531; Prasertsan and Prasertsan, 1996)

5.1 กระบวนการผลิตแบบอบไอนํ้า
ซึ่งเปนแบบมาตรฐานมี 2 ลักษณะคือ แบบที่ใชเคร่ืองแยกนํ้ามันแบบ 3 เฟส ที่

เรียกวาดีแคนเตอรและแบบที่ใชเคร่ืองแยกนํ้ามันแบบ 2 เฟส ที่เรียกวาเซพาเรเตอรใชในโรงงาน
ขนาดใหญและขนาดกลาง กระบวนการผลิตเร่ิมจากการนําทะลายปาลมสดมาอบดวยไอนํ้าที่
อุณหภูมิระหวาง 120-130 องศาเซลเซียส ความดันประมาณ 40 ปอนดตอตารางน้ิว เปนเวลา
ประมาณ 45 นาที มีนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อเกิดขึ้น (เรียกวา นํ้าน่ึงปาลม) ทะลายปาลมที่อบแลวจะถูก
นําไปปอนเขาเคร่ืองแยกผลปาลม ผลปาลมที่ไดจะถูกนําไปยอยดวยเคร่ืองยอยผลปาลมซึ่งภายในมี

http://www.helsinki.fi/~orgkm_ww/lignin_structure.html
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ใบพัดกวนผลปาลม ใหเสนใยฉีกยอยออกจากเมล็ดและเซลลนํ้ามันแตกตัวออกมา จากน้ันปอนเขา
เคร่ืองหีบแบบเกลียวอัด (screw press) นํ้ามันที่ไดจะถูกนําเขาเคร่ืองดีแคนเตอรซึ่งจะแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้า เศษเสนใยและสิ่งเจือปน (กากสลัดจ) บางโรงงานใชเคร่ืองแยกเหวี่ยง (centrifuge) แทน
การใชเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามัน นํ้ามันที่ไดจะนําเขาเคร่ืองเหวี่ยงเพื่อแยกนํ้ามันใ หใสสะอาดขึ้น
จากน้ันนําไปไลความชื้นดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ แลวนําไปเก็บในถังเก็บนํ้ามันขนาดใหญเพื่อ
เตรียมสงจําหนายโรงงานสกัดนํ้ามันบริสุทธิ์ตอไป (พูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533)

สวนกากผลปาลมที่ออกจากเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัดจะถูกนํามาแยกเอาเสนใยออก
จากเมล็ดดวยเคร่ืองแยก โดยใชแรงลมเปาใหเสนใยลอยไปตามทอและใชเปนเชื้อเพลิงในเตาของ
หมอกําเนิดไอนํ้า สวนเมล็ดที่แยกเสนใยแลวจะตกลงดานลางและถูกนํามาอบใหแหง จากน้ันนําไป
คัดขนาดและกะเทาะเมล็ดดวยเคร่ืองกะเทาะซึ่งใชแรงเหวี่ยงหนีศูนยกลาง (ripple mill) แลวนําไป
แยกเศษกะลาออกจากเมล็ดในดวยเคร่ืองแยกเศษกะลาแบบไฮโดรไซโคลนคือแยกดวยแรงลม
จากน้ันเมล็ดในก็จะถูกนํามาอบใหแหงมีความชื้นไมเกินรอยละ 7 และบรรจุกระสอบจําหนาย
ตอไป

5.2 กระบวนการผลิตแบบยางผลปาลมหรือหีบนํ้ามันผสม
กระบวนการผลิตแบบน้ีพัฒนามาจากโรงงานนํ้ามันมะพราว ใชในโรงงานขนาด

เล็ก จํานวนประมาณ 20 กวาโรงงาน สวนใหญอยูในจังหวัดชุมพรและสงขลา กระบวนการผลิต
เปนแบบไมใชนํ้า ผลปาลมจะถูกนํามาอบโดยไดความรอนจากฟนเปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวผล
ปาลมจะถูกสงไปยังเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัด ไดวัสดุเศษเหลือคือ กากปาลมเพียงอยางเดียว ซึ่งมีการ
ซื้อขายเพื่อใชเปนสวนผสมของอาหารสัตว สวนนํ้ามันที่ไดถูกทําใหรอน และผานเขาเคร่ืองกรอง
แบบอัดหลายชั้น (filter press) เพื่อขจัดสิ่งสกปรกออก นํ้ามันปาลมดิบที่ไดเปนนํ้ามันผสมจาก
เปลือกและเมล็ดในซึ่งคุณภาพจะดอยกวา นํ้ามันจากสวนเปลือกเพียง อยางเดียว (พูนสุข
ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533)

5.3 กระบวนการผลิตแบบทอดผลปาลม
เปนเทคโนโลยีที่พัฒนาขึ้นที่ประเทศไทยประมาณป พ.ศ. 2522 ปจจุบันมีโรงงาน

ประเภทน้ี 2 โรงงาน กระบวนการผลิตสามารถใชวัตถุดิบทั้งในรูปทะลายปาลมสดและผลปาลม
รวง วัตถุดิบพวกทะลายสดจะนํามาเขาเคร่ืองอบทะลาย จากน้ันนําไปแยกผลปาลมออกจากทะลาย
และถูกนําไปทอดในเกลียวลําเลียงดวยนํ้ามันปาลมโดยใชอุณหภูมิไมเกิน 120 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 12-20 นาที โดยใหความรอนดวยไอนํ้าโดยรอบรางลําเลียงน้ี วัตถุดิบจําพวกผลปาลมรวงจะ
นํามาทอดตรงจุดน้ีเชนกัน จากน้ันผลปาลมที่สุกแลวจะถูกนําไปเขาเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัดคู
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เชนเดียวกับโรงงานประเภทแรก และนํานํ้ามันที่หีบไดเอาไปไลความชื้นในสุญญากาศที่อุณหภูมิ
80-90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที จากน้ันกรองผานเคร่ืองกรองแบบอัดหลายชั้น เพื่อแยก
สิ่งสกปรกกอนบรรจุลงถังเก็บ สวนกากผลปาลมจะนําไปอบแหงและหีบรวมกันเปนนํ้ามันผสม
และไดกากปาลมเปนอาหารสัตว

การผลิตนํ้ามันจากผลปาลมจะตองนําผลปาลมสดเขาโรงงานเพื่อสกัดนํ้ามัน
ภายใน 24 ชั่วโมงหลังการเก็บเกี่ยว มิฉะน้ันจะเกิดกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) ซึ่งสูงเกินคา
มาตรฐานคือรอยละ 5 ทําใหนํ้ามันมีคุณภาพตํ่าไมเหมาะที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมบางประเภท

6. ปริมาณและคุณลักษณะนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

องคประกอบของวัสดุเศษเหลือจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมีหลายชนิด เชน
ทะลายเปลา เสนใยปาลม กากเน้ือเมล็ดในปาลม กากเมล็ดปาลมนํ้ามัน และกากสลัดจ สําหรับนํ้าทิ้ง
จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมก็จะมีคุณสมบัติแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มาของนํ้าทิ้งและวิธีการ
สกัดนํ้ามันปาลม สําหรับนํ้าทิ้งจากการสกัดนํ้ามันปาลมโดยการน่ึงผลปาลมจะประกอบดวย นํ้าทิ้ง
จากบอรวบรวมนํ้าเสีย นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรหรือเคร่ือง
เซพาเรเตอร Noparat (2009) รายงานคุณลักษณะโดยรวมของนํ้าทิ้งจากแหลงตาง ๆ เหลาน้ีไวใน
Table 1 ซึ่งจะเห็นวานํ้าทิ้งจากบอรวบรวมนํ้าเสีย นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อและนํ้าทิ้งจากเคร่ือง
ดีแคนเตอรจะมีคาบีโอดี ซีโอดี ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอยและกรีส ที่มีคาเฉลี่ยแตกตาง
กัน เปรียบเทียบลักษณะโดยรวมของนํ้าทิ้งในบอรวบรวมนํ้าเสียจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมดัง
Table 2 และองคประกอบทางเคมีของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมใน Table 3

เมื่อศึกษานํ้าทิ้งของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมจาก 5 โรงงานจาก 4 จังหวัดทาง
ภาคใตของประเทศไทยคือ กระบี่ ตรัง สงขลา และสตูล พบวาลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
ปาลมนํ้ามันทั้ง 5 โรงงานมีคาพีเอชโดยเฉลี่ยเทากับ 4.20 อุณหภูมิ 72.30 องศาเซลเซียส มีคาซีโอดี
ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอยและคานํ้ามันและกรีสเทากับ 120.10, 71.60, 47.30 และ 28.40
กรัมตอลิตรตามลําดับ (Table 4) (Laohaprapanon et al., 2005) แต Kunghae (1993) รายงานวา
ลักษณะนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่ใชดีแคนเตอรในการแยกนํ้ามันมีพีเอช 4.65 และมี
คาพารามิเตอรตาง ๆ เฉลี่ยดังน้ีคือ ซีโอดี บีโอดี สารแขวนลอย และนํ้ามันเทากับ 113.96, 59.39,
26.30 และ 14.70 กรัมตอลิตรตามลําดับ
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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. การบําบัดนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

7.1 การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพและเคมี
การใชวิธีการทางกายภาพและเคมีในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

น้ันมีไดหลายวิธี เชน การใชวิธีการตกตะกอนดวยสารเคมี การใชความรอน การกรองผานเยื่อกรอง
(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) การใชกรดและดางในการยอยสลาย (Rahman et al, 2006) เปนตน โดยอรัญ
หันพงศกิตติกูล และคณะ (2537) ทดลองแยกนํ้ามันจาก นํ้าทิ้งแหลงตาง ๆ ของโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม ดวยวิธีการตาง ๆ พบวานํ้ามันที่มีอยูในนํ้าทิ้งจากหมอน่ึงสามารถแยกไดงาย โดยต้ังทิ้งไวก็
เกิดการแยกชั้น สําหรับตัวอยางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองแยกหรือนํ้าทิ้งจากบอพักนํ้าทิ้งรวมไมสามารถแยก
นํ้ามันออกไดดวยวิธีการตกจม (normal settling) การใชความรอนพรอมกับการกวนอยางชา ๆ (1.5
รอบตอนาที) การใชสารชวยตกตะกอนเชน เฟอริกคลอไรด (FeCL3), แคลเซียมไฮดรอกไซด
(Ca(OH)2) หรือ อะลูมิเนียมซัลเฟต (Al2(SO4)3) การใชวิธีเติมอากาศ (dissolved air flotation) ก็ไม
สามารถแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได สวนการหมุนเหวี่ยงสามารถแยกนํ้าทิ้งออกเปน 3 ชั้น โดยนํ้า
ทิ้งจากเคร่ืองเซพาเรเตอรมีปริมาตรนํ้าทิ้งชั้นบนรอยละ 2-14 ชั้นกลางรอยละ 57-77 และชั้นลาง
รอยละ 16-28 ในแตละชั้นมีปริมาณนํ้ามันรอยละ 1.09-1.37, 0.006-0.24 และ 4.00-5.64 ตามลําดับ
สําหรับนํ้าทิ้งจากบอนํ้าทิ้งรวมเมื่อหมุนเหวี่ยงมีปริมาตรนํ้าทิ้งชั้นบนรอยละ 3-13 ชั้นกลางรอยละ
60-79 และชั้นลางรอยละ 18-28 โดยในแตละชั้นมีปริมาณนํ้ามันรอยละ 1.67-2.64, 0.08-0.15 และ
3.41-4.97 ตามลําดับ การหมุนเหวี่ยงนํ้าทิ้งจากเคร่ืองแยกนํ้ามันจากบอนํ้าทิ้งรวมสามารถแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งรอยละ 5-30 และทําใหนํ้าทิ้งสุดทายมีคา ซีโอดีลดลงรอยละ 50 และนํ้ามันลดลง
รอยละ 85 นอกจากน้ีวิธีการทางเคมีโดยการใชสารชวยตกตะกอน (โพลีเฟอริกซัลเฟตและ
แคลเซียมออกไซด) ยังสามารถลดความเขมสีไดถึงรอยละ 84.5 และยังชวยลดปริมาณของ
สารอินทรียในรูปของซีโอดีไดรอยละ 86.5 (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2544) พบวาวิธีน้ีมี
ประสิทธิภาพในการลดความเขมของสีไดสูงกวาวิธีการทางชีวภาพ

Laohaprapanon และคณะ (2005) รายงานการเปรียบเทียบการใชวิธีการทาง
กายภาพและเคมีในการแยกนํ้ามันและกากนํ้ามันปาลมออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดย
วิธีตาง ๆ คือใชอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง การหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000
รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และการใชสารเคมี (Ca(OH)2, FeSO4 และ Alum) พบวาการหมุน
เหวี่ยงสามารถบําบัดนํ้าทิ้งไดดีที่สุด โดยสามารถลดคานํ้ามันและกรีส ของแข็งแขวนลอย ของแข็ง
ทั้งหมด และคาซีโอดีไดถึงรอยละ 97.1, 95.4, 91.6 และ 94.2 ตามลําดับ สวน Bhatia และคณะ
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(2007) ทดลองใชเมล็ดพืช (Moringa oleifera) ในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวาสามารถลดของแข็งแขวนลอยไดถึงรอยละ 99.3 ลดคาซีโอดีและคานํ้าหนักแหงของตะกอน
ไดรอยละ 52.5 และ 87.25 ตามลําดับ

วิธีการทางกายภาพและเคมีเหลาน้ีมีคาใชจายที่คอนขางสูงและการใชแยกนํ้ามัน
ออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมไดยากและยังอาจสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมตามมากรณีที่
ใชสารเคมี

7.2 การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรีย
การแยกนํ้ามันดวยวิธีการทางชีวภาพสามารถใชแบคทีเรีย ยอยสลายสารอินทรีย

ตาง ๆ ในนํ้าเสีย มีรายงานการแยกหรือกําจัดนํ้ามันในนํ้าทิ้งโดยใชวิธีการทางกายภาพรวมกับวิธี
ทางชีวภาพ เชน Okuda และคณะ (1991) บําบัดไลปดที่มีอยูในนํ้าเสียของโรงงานแปรรูปเน้ือโดย
วิธี 2 ขั้นตอนคือบําบัดขั้นตนโดยแยกไลปดในนํ้าทิ้งที่อยูบริเวณผิวหนาโดยอาศัยแรงดันอากาศจาก
ปมทําใหไลปดลอยตัว และทําใหเกิดการหมุนเวียนของนํ้าทิ้งภายในถังบําบัด วิธีน้ีสามารถกําจัด
ไลปดไดรอยละ 76 (จากเดิม 252 พีพีเอ็มเหลือ 60 พีพีเอ็ม) จากน้ันนํามาบําบัดในขั้นที่ 2 โดยวิธี
ตะกอนเรง (activated sludge) ซึ่งมีการเติมเชื้อ Bacillus sp. 351 พบวาหลังใหอากาศ 24 ชั่วโมง
ไลปดลดลงเหลือ 9 พีพีเอ็ม หรือลดลงรอยละ 96 สวน Ho และ Tan (1983) เปรียบเทียบการบําบัด
นํ้าทิ้งโรงงานนํ้ามันปาลมโดยใชเคร่ืองหมุนเหวี่ยงและการบําบัดในถังหมักไรอากาศ จากการใช
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกนํ้ามันและอนุภาคตาง ๆ ในนํ้าทิ้งพบวา การใชความเร็วในการหมุน
เหวี่ยง 10,000xg อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที สามารถลดคาบีโอดี ของแข็งทั้งหมด
ของแข็งแขวนลอยและนํ้ามันรอยละ 46, 40, 46 และ 50 ตามลําดับและยังพบวาอนุภาคตาง ๆ
โดยเฉพาะเซลลของผลปาลมที่มีอยูปริมาณรอยละ 1.7-2.6 ในนํ้าทิ้งสามารถลดลงเหลือรอยละ
0.32-0.37 ในขณะที่การบําบัดในถังหมักไรอากาศสามารถลดคาบีโอดี ซีโอดี ของแข็งทั้งหมด
ของแข็งแขวนลอยและนํ้ามัน รอยละ 96, 88, 82, 87 และ 98 ตามลําดับ โดยใชเวลาในการบําบัด 20
วัน

Bentham และคณะ (1997) ทดลองเลี้ยงเชื้อ 8 สายพันธุเปนเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวก 1 สายพันธุและแบคทีเรียแกรมลบ 7 สายพันธุ เพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อไปได 10 วัน สามารถบําบัดไขมันในนํ้าทิ้งไดรอยละ 40-50 แต Oswal และคณะ
(2002) รายงานวาการใชเชื้อ Barrowia lipolytica NCIM 3589 เพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมสามารถลดคาซีโอดีไดมากถึงรอยละ 95 ในเวลา 2 วัน สวน Becker และคณะ (1999)
บําบัดนํ้ามันมะกอกในนํ้าทิ้งโดยใชเชื้อ Bacillus thermoleovorans IHI-91 ภายใตสภาวะที่มีอากาศ
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และอุณหภูมิสูง (65 องศาเซลเซียส) พบวา สามารถบําบัดนํ้ามันมะกอกในนํ้าทิ้งไดมากกวารอยละ
90 มีอัตราการยอยสลาย 900 มิลลิกรัมตอลิตรตอชั่วโมง

Pechsuth และคณะ (2001)รายงานการใช Rhizopus sp. ST4 และ ST29 เพื่อแยก
นํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวาภายใตสภาวะปลอดเชื้อสายพันธุ ST29 ใหคา
การกําจัดนํ้ามันไดสูงกวาแตกตางจากการแยกนํ้ามันในสภาวะไมปลอดเชื้อที่เชื้อสายพันธุ ST4
จะใหการกําจัดนํ้ามันและกรีสไดดีกวา สวน Najafpour และคณะ (2005) รายงานวาการใช
Saccharomyces cerevisiae ในการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาเชื้อสามารถลดคา
ซีโอดีไดถึงรอยละ 88 ที่เวลาบม 55 ชั่วโมง และลดคาของแข็งแขวนลอยในนํ้าทิ้งไดรอยละ 75-88
สวน Laohaprapanon และคณะ (2007) รายงานการเลี้ยงเชื้อเพื่อบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมสองสายพันธุคือ SO1 และ SO2 โดยทําการเลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ผานการฆาเชื้อเปนเวลา 7 วัน พบวา เชื้อ SO1 ใหคาการลดลงของไขมันและนํ้ามันไดมากที่สุด
รอยละ 85.32 และเชื้อสามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดรอยละ 64.66 สวน Udomsil และ
Prasertsan (2009) ทดลองการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งจากเคร่ือง ดีแคนเตอรโดยใชเชื้อแบคทีเรีย 6
สายพันธุคือ SU5, SU6, SU9, WD7, WD79 และ WD90 พบวาแบคทีเรียสายพันธุ SU5 และ SU9
ใหการแยกนํ้ามันไดดีที่สุดเทากับรอยละ 44.4 และ 49.5 ตามลําดับ และเมื่อทําการเพิ่มปริมาณนํ้าทิ้ง
เปน 100 ลิตรพบวาแบคทีเรียสายพันธุ SU9 สามารถแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งไดดีที่สุดรอยละ 58.1

สําหรับเอนไซมที่เกี่ยวของในการแยกหรือกําจัดนํ้ามันและสารแขวนลอยไดแก
เอนไซมไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลส (Maneesri, 1994) ซึ่งการที่เอนไซมสามารถแยกสาร
แขวนลอยออกจากนํ้าทิ้งไดเน่ืองจากองคประกอบของนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรมีเซลลูโลสและ
เฮมิเซลลูโลสหรือไซแลนเปนองคประกอบ โดยไซแลนจะมีทั้งสวนที่ละลายนํ้าและไมละลายนํ้า
ไซแลนที่สามารถละลายนํ้าไดเกิดจากการอบทะลายปาลมดวยไอนํ้าที่อุณหภูมิ 120–130 องศา
เซลเซียสและอาจเกาะกับสายเซลลูโลสในลักษณะสารแขวนลอย สวนไซแลนที่ไมละลายนํ้าซึ่งเกิด
จากการตัดโครงสรางดานขาง (side chain) ออกไปจากโครงสรางหลัก (back bone) ของไซแลน
เอนไซมไซลาเนสจะยอยไซแลนที่ละลายนํ้าและไซแลนที่เกาะอยูที่เสนใย สวนเอนไซมเซลลูเลส
จะทําการยอยโมเลกุลของเซลลูโลส สงผลใหสารแขวนลอยในนํ้าทิ้งที่มีโมเลกุลของนํ้ามันจับอยูถูก
ยอยสลาย สวนของนํ้ามันจึงถูกแยกออกจากสารแขวนลอยในนํ้าทิ้ง สารแขวนลอยที่เหลือจากการ
ยอยดวยเอนไซมและสวนของนํ้ามันจะลอยเปนตะกอนอยูดานบน

Maneesri (1994) รายงานวาการใชเอนไซมไซลาเนสและเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิต
จากเชื้อ Aspergillus nigrr ATCC6275 สามารถกําจัดนํ้ามันและกรีสออกจากนํ้าทิ้งไดมากถึงรอยละ
99.00 สวน Muneesri (1996) รายงานวาการบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยเชื้อราใน
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สภาวะที่มีการเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน สามารถลดนํ้ามัน
และกรีสที่มีอยูในนํ้าทิ้งไดรอยละ 99.65 และคาซีโอดีลดลงรอยละ 65.54

Chantaphaso (1999) ศึกษาการใชเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิต
จากเชื้อ Aspergillus niger ATCC6275 เพื่อแยกนํ้ามันและสารแขวนลอยออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอชเทากับ 4.5 สามารถลดคาซีโอดีและนํ้ามันและ
กรีสในนํ้าทิ้งไดรอยละ 35.00 และ 95.00 ตามลําดับ เชนเดียวกับพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ
(2544) รายงานวาคาเหมาะสมของเอนไซมไซลาเนสตอการแยกสารแขวนลอยและนํ้าทิ้งโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมคือ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสม (พีเอชเทากับ 5 อุณหภูมิ 40–60
องศาเซลเซียส ปริมาณนํ้ามัน 15 กรัมตอลิตร และใชเวลา 3 ชั่วโมงในการแยก) พบวาสามารถแยก
สารแขวนลอยไดปริมาตรตะกอนลอยรอยละ 78 แยกนํ้ามันและกรีสไดรอยละ 95 และลดคาซีโอดี
ลงไดรอยละ 35 สวน Prasertsan และ Oi (2001) กลาววาเอนไซมจาก Aspergillus niger ATCC
6275 และเอนไซม meicellase สามารถยอยกากปาลมได นอกจากน้ี Udomsil และ Prasertsan
(2009) ทดลองการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรโดยใชเอนไซมเซลลูเลสทาง
การคาพบวาเมื่อใชเอนไซมที่ความเขมขน 10 ยูนิตตอมิลลิลิตรจะสามารถแยกนํ้ามันออกไดรอยละ
41.3 สวนการใชเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตไดจากเชื้อราที่ทนรอนเพื่อบําบัดนํ้า
ทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมยังสามารถลดคาของแข็งทั้งหมดไดรอยละ 52.97 และกําจัดนํ้ามัน
และกรีสออกจากตะกอนไดรอยละ 98.66 (Binmaeil, 2005)

จิตรลดา กาญจนสาวิตรี และชญานุตม ศรีพิทักษ (2547) ศึกษาการใชเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตไดจากเชื้อ Bacillus sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง
โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาสามารถลดนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอนไดมากขึ้น
เมื่อใชเวลาบมนานขึ้นสวนซีหยะ จันทองและฮาราตี รอนิง (2548) รายงานวาเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสที่ไดจาก Bacillus sp. A2 สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนและนํ้ามันใน
ตะกอนไดสูงสุดรอยละ 69.09 และ 32.83 ตามลําดับ

8. เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

8.1 เอนไซมเซลลูเลส
วัสดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตนํ้ามันปาลมเปนสารพวกลิกโนเซลลูโลสมี

องคประกอบหลัก 3 สวนคือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน เซลลูโลสเปนสารโพลีแซคคาไรด
ที่ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ -D-1,4 glucosidic การยอยสลาย
สารประกอบเซลลูโลสทําได 2 วิธีคือ วิธีทางเคมีโดยการยอยดวยกรดและวิธีการใชเอนไซม (Tsao
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and Chiang, 1983) การยอยดวยกรดเคร่ืองมือที่ใชจะตองทนทานตอการกัดกรอนนอกจากน้ีสวน
โมเลกุลของเซลลูโลสที่เปนระเบียบ (crystalline) จะทนทานตอกรดที่มีความเขมขนสูงและ
อุณหภูมิสูง และเน่ืองจากปฏิกิริยาการใชกรดไมเฉพาะเจาะจง กลูโคสบางสวนที่เกิดขึ้นและ
สารประกอบอ่ืนที่ติดมากับเซลลูโลสจะทําปฏิกิริยากับกรดตอไปทําใหไดผลิตภัณฑที่ไมตองการ
สวนการใชเอนไซมจะเปนวิธีการทางชีวเคมีที่มีความจําเพาะเจาะจง ดังน้ันการใชเอนไซมยอยสลาย
จึงไดนํ้าตาลกลูโคสที่คอนขางบริสุทธิ์

เอนไซมที่ ยอยสลาย เซลลูโลสไดแก เอนไซม เซลลู เลส (1,4--D-glucan
glucanohydrolase (EC 3.2.1.4)) ซึ่งเปนกลุมเอนไซม (multiple enzyme) ที่ประกอบดวยเอนไซม 3
ชนิดไดแก (Maneesri, 1994)

8.1.1. Endo-1,4--D-glucanase (CMCase (EC. 3.2.1.4))
ทําหนาที่ยอยโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในรูปที่เปนระเบียบและไมเปนระเบียบ

(amorphous) รวมทั้งโมเลกุลของเซลโลโอลิโกเมอร (cellooligomer) ที่ตําแหนง -1,4 แบบสุมทํา
ใหไดโอลิโกเมอร (oligomer) และเซลโลไบโอส

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

เปนเอนไซมที่ทําหนาที่รวมกับเอนไซม endo--1,4-glucanase ในการยอย
โมเลกุลของเซลลูโลสโดยยอยจากปลายดานที่ไมมีหมูนํ้าตาลริดิวซ (non-reducing) ผลิตภัณฑที่ได
จากการยอยสลายสวนใหญคือนํ้าตาลเซลโลไบโอส

8.1.3. -D-Glucoside glucanohydrolase (cellobiase (EC. 3.2.21))
ทําหน าที่ ยอยโมเลกุลของเซลโลไบโอส และเซลโลโอลิโกแซคคาไรด

(cellooligosaccharide) ใหเปนกลูโคส

8.2 เอนไซมไซลาเนส
เอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายเฮมิเซลลูโลส ถูกเรียกรวมๆกันวา เฮมิเซลลูเลส

(hemicellulase) หรือกลูแคนไฮโดรเลส (glucanhydrolase) ซึ่งแบงยอยออกเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัด
อยางจําเพาะตามชนิดของสารต้ังตนคืออราบิเนส (L-arabinase) ยอยสลายเฉพาะพันธะ (1,3) และพันธะ
(1,5)-2-L-arabino-furanosyl แลวใหนํ้าตาลอราบิโนส (L-arabinose) ออกมา เอนไซมกาแลกตาเนส (D-
galactanase) ยอยสลายเฉพาะกาแลกแทน (galactan) และนํ้าตาลอราบิโนกาแลกแทน (L-arabino-D-
galactan) เอนไซมแมนนาเนส (D-mannanase) เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายพันธะ -(1,4)-D-
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mannanopyranosyl ของนํ้าตาลแมนแนน (D-mannan) และเอนไซมไซลาเนส (-xylanase) ตัดพันธะ
-(1,4)-D-xylopyranosyl ของไซแลน (Bastawde , 1992)

การยอยไซแลน ใหไดเปนหนวยยอยที่เล็กที่สุด พบวานอกจากสายหลักที่เปนไซโลส
(xylose) ตอกันดวยพันธะเบตาไซโลไพราโนซิล (-(1,4)-D-xylopyranosyl) แลวยังตองมีเอนไซมอ่ืน
อีกหลายประเภทเขามาเกี่ยวของเพื่อที่จะทําหนาที่ยอยกิ่งกานซึ่งมีความหลากหลายหรือแมแตสายหลัก
ที่อาจมีพันธะเปน -(1,2) , -(1,3) หรือ -(1,4) ได (Suto et al., 2002) เอนไซมแตละชนิดลวนมี
ความแตกตางและเฉพาะเจาะจงตอหนวยยอยและพันธะที่เชื่อมซึ่งสามารถแบงเอนไซมตามลําดับ
ขั้นตอนการทํางานดังน้ี

8.2.1. เอนไซมยอยกิ่งกาน
Suto และคณะ (2002) กลาววาไซแลนจากพืชจะเปนแบบพอลิเมอรซึ่งประกอบ

ไปดวยโมเลกุลของไซโลสเชื่อมตอดวยพันธะ β-(1,4) และสามารถปรับเปลี่ยนโครงสรางไดโดย
จะมีหมูอะซิติล (acetyl group) หมูอราบิโนฟวราโนซิล (arabinofuranosyl group) หรือหมู
กลูโคโรนิก (glucuronic group) เอนไซมที่มีหนาที่ตัดหนวยยอยที่เปนกิ่งกาน จากการศึกษาพบวา
เอนไซมที่จะทําหนาที่ยอยสายหลักไมสามารถทํางานไดหากไมมีการตัดกิ่งกานออก ดังน้ันการยอย
จึงเร่ิมตนดวยการตัดหนวยยอยของกิ่งกานออกโดยเอนไซมอะซิทิล เอสเทอรเรส (acetyl esterase)
อราบิโนฟูราโนซิเดส (L-arabinofuranosidase) และกลูโคโรนิเดส (glucuronidase)

8.2.2. เอนไซมยอยสายหลัก
เมื่อกิ่งกานถูกกําจัดหมดสายหลักก็จะถูกยอยดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ

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

ทําหนาที่ ยอยพันธะ -(1,4) ที่อยู ภายในสายหลักแบบสุมได xylo-
oligosaccharides มีขนาดตางกันหลายชนิด

8.2.2.2 Exo-1,4--D-xylanase หรือ exo-xylanase
ยอยสายไซแลน และไซโลโอลิโกแซคคารไรดใหเปนหนวยยอยจากดานที่เปน

non-reducing end แลวใหผลิตภัณฑเปนนํ้าตาลไซโลส
8.2.2.3 -D-xyloside xylohydrolase (EC. 3.2.1.37) หรือ -xylosidase

มีหนาที่ยอยไดแซคคารไรดซึ่งเปนผลิตผลจากการทํางานของ endo-xylanase และ
exo-xylanase ไดนํ้าตาลไซโลส
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การใหความรอนหรือการใชไอนํ้าอุณหภูมิ 120 – 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15
นาที จนถึง 2 ชั่วโมง จะทําใหไซแลนและไซโลสซึ่งเปนองคประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสละลาย
นํ้าเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 80 (Maneesri, 1994)

9. ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสของแบคทีเรีย

9.1 แหลงคารบอน
มีการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยใชเซลลูโลสและไซแลนใน

ธรรมชาติ เชน ฟางขาวสาลี กากชานออย (Kawamori et al., 1986) เศษกระดาษหนังสือพิมพ (Chen
and Wayman, 1991) ซังขาวโพด รําขาว (Saleem et al., 2009) และนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อโรงงาน
ปาลมนํ้ามัน (เบญจวรรณ ชิตมณี, 2534) รวมทั้งเซลลูโลส, ซีเอ็มซีและไซแลนทางการคา (Kim et
al., 2009) ซึ่งชนิดและปริมาณของแหลงคารบอนก็มีผลตอการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียดวย โดย
Pham และคณะ (1998) พบวาแหลงคารบอนที่ทําใหเชื้อ Bacillus polymyxa CTET153 ผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดมากที่สุดคือ corncobs สวน xylan brich wood, wheat straw และ xylan:mannose (1:1)
ใหผลในการผลิตเอนไซมไดไมตางกัน

Shah และคณะ (1999) ทดลองใชแหลงคารบอนจาก wheat straw, wheat bran และ
rice straw ในปริมาณรอยละ 3 เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. Sam-3 พบวาเมื่อ
เลี้ยงเชื้อไปได 48 ชั่วโมง Bacillus sp. Sam-3 มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส สูงสุดเทากับ 132
ยูนิตตอมิลลิลิตร ในแหลงคารบอนจาก wheat bran จากน้ันทดลองเลี้ยงเชื้อโดยใชปริมาณของ
ไซแลนตาง ๆ กันคือรอยละ 0.05, 1.00 และ 1.50 ตามลําดับ พบวาเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสสูงสุด 117 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใชไซแลนรอยละ 1.50 สวน Gessesse และ Mamo (1999)
ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวาเมื่อใชกลูโคสและซูโครส
รอยละ 5 (ปริมาตรตอนํ้าหนัก) เปนแหลงคารบอนจะผลิตเอนไซมไซลาเนสมากถึงรอยละ 78 และ
74 ตามลําดับ ตางจากการใชไซโลสและแลกโตสเปนแหลงคารบอนที่ใหปริมาณเอนไซมไซลาเนส
เพียงรอยละ 16-23 แต Virupakshi และคณะ (2005) รายงานวาการใชไซโลสเปนแหลงคารบอนเพื่อ
ผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. JB-99 จะใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุด
เทากับ 1045 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตางจากการใชกลูโคสและซูโครสเปนแหลงคารบอนที่ใหคากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเพียง 800 และ 865 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ

Leartslarus และคณะ (2002) ทําการศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ Bacillus
firmus K-1 ในอาหารที่เติมแหลงคารบอนจากชานออย, ซังขาวโพด, เปลือกขาวโพดและ รําขาว
พบวาเชื้อแบคทีเรียผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเมื่อใชเปลือกขาวโพดเปนแหลงคารบอน สวน



22

Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของคารบอนจากแหลงตาง ๆ ตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของ
เชื้อ Bacillus pumilus MK001 พบวาเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อใน brich wood xylan, wheat bran และ oat
spelt xylan เชื้อจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1,190, 1,220 และ 1,150 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ

9.2 แหลงไนโตรเจน
Joglekar และ Karanth (1984) กลาววาการเพิ่มความเขมขนไนโตรเจนอินทรียจะ

ทําใหคากิจกรรมของเซลลูเลสเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มระดับความเขมขนสูงขึ้นถึง 1.0-1.2 กรัมตอลิตร
อยางไรก็ตามการเพิ่มไนโตรเจนเปนการเพิ่มตนทุน และไนโตรเจนมากกวา 2 กรัมตอลิตร จะเพิ่ม
ปญหาคือ ทําใหคาพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้นคอนขางสูงซึ่งไมเหมาะในการผลิตเอนไซม ซึ่ง Pham
และคณะ (1998) รายงานการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus polymyxa CTET153 พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะแกการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส คือยีสตสกัด

Gessesse และ Mamo (1999) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจน (peptone, yeast
extract และ tryptone) ตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ในเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวามีการผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม yeast extract, tryptone และ peptone ตามลําดับ
แต Shah และคณะ (1999) พบวาการใช soy bean milk เปนแหลงไนโตรเจนจะใหการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดดีกวาการเติม yeast extract สวน Virupakshi และคณะ (2005) รายงานวาการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus sp. JB-99 ในอาหารที่มีแหลงไนโตรเจนจาก yeast extract และ beef extract จะทําให
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้น

Leartslarus และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus
firmus K-1 พบวาความเขมขนของยูเรียรอยละ 0.4, แอมโมเนียมไนเตรทรอยละ 0.2, แอมโมเนียม
ซัลเฟตรอยละ 0.1, โซเดียมไนเตรทรอยละ 0.4 และโพแทสเซียมไนเตรทรอยละ 0.6 ใหคากิจกรรม
ของเอนไซมดีที่สุดมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.60, 1.44, 1.31, 0.89 และ 0.40 ยูนิต
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ สวน Pang Pri Kheng และ Ibrahim (2005) พบวาแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด
ในการผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Aspergillus niger USM A1 คือโซเดียมไนเตรท รองลงมาคือ
ยูเรีย, ยีสตสกัด, เปบโตน, แอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทตามลําดับพบวารอยละ
0.075 ของโซเดียมไนเตรทใหคาการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Aspergillus niger USM A1
มากที่สุด (34 ยูนิตตอกรัม) แตไมไดเพิ่มการเจริญของเชื้อแตอยางใด และเมื่อทําการเพิ่มปริมาณ
ของโซเดียมไนเตรทพบวาไมสงผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส สวน Kapoor และคณะ (2008)
ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus pumilus MK001
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พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยใชแหลงไนโตรเจนจากยีสตสกัดเชื้อจะใหกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูง
ที่สุด (990 ยูนิตตอมิลลิลิตร)

Ariffin และคณะ (2008) รายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Bacillus
pumilus EB3 พบวาเมื่อใชแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจน จะทําใหเชื้อมีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.83 ยูนิตตอลิตร แตเมื่อใชแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนจะทํา
ใหเชื้อมีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเพิ่มขึ้นเปน 1.13 ยูนิตตอลิตร

9.3 อุณหภูมิ
แบคทีเรียมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจริญเติบโตแตกตางกัน อุณหภูมิที่

แบคทีเรียเจริญไดจะอยูระหวางอุณหภูมิสูงสุดและอุณหภูมิตํ่าสุด ซึ่งถาระดับอุณหภูมิสูงหรือตํ่า
กวาน้ีแบคทีเรียจะไมเจริญเติบโต (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2552)ระดับ
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางเอนไซมของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกัน โดยใน
ระหวางการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะมีความรอนเกิดขึ้นและถายเทลงสูอาหารทําใหอุณหภูมิ
สูงขึ้นจนถึงระดับหน่ึงที่แบคทีเรียไมสามารถดําเนินกิจกรรมตอไปไดสําหรับการสรางโปรตีนของ
เซลลจะทําใหอุณหภูมิสูงขึ้นเชนกัน เน่ืองจากเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย ดังน้ันในกระบวนการ
หมักตาง ๆ จึงตองควบคุมอุณหภูมิใหเหมาะสม

Gomes และคณะ (1992) รายงานถึงระดับความเหมาะสมของอุณหภูมิตอการผลิต
filter paper cellulase (FPase), xylanase และ -glucosidase โดยใชเชื้อ Trichoderma viride
BT2169 พบวาจะมีการสังเคราะห FPase, xylanase และ -glucosidase สูงสุดที่อุณหภูมิ 32.40,
34.70 และ 31.10 องศาเซลเซียสตามลําดับ แต Krishna (1999) ทดลองผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก
เชื้อ Bacillus subtilis CBTK106 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสคือ 35
องศาเซลเซียส

Kulkarni และ Rao (1996) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. NCIM59 เพื่อใหผลิต
เอนไซมไซลาเนสจากกากชานออย พบวาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมไซลาเนส
ไดมากกวารอยละ 50 สวน Archana และ Satyarayana (1997) รายงานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
licheniformis A99 ที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 20, 37, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส เพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส พบวาที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมไดไมตางกัน แต Shah และ
คณะ (1999); Sa-Pereira และคณะ (2002); Heck และคณะ (2005) รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะแก
การเลี้ยงเชื้อ Bacillus คือ 60 องศาเซลเซียส และหากเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสจะลดลง
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Pham และคณะ (1998) รายงานวาเชื้อ Bacillus polymyxa สองสายพันธุคือ
สายพันธุ CECT153 และสายพันธุ 6319T มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่อุณหภูมิตางกัน โดย
สายพันธุ CECT ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่ 40 องศาเซลเซียส สวนสายพันธุ 6319T ผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดดีที่ 50 องศาเซลเซียส

Mawadza และคณะ (2000) รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสของเชื้อ Bacillus sp. สองสายพันธุคือสายพันธุ CH43 และ HR68 คือ อุณหภูมิเทากับ 65
และ 70 องศาเซลเซียสตามลําดับ สวน Virupakshi และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิในการ
ผลิตเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus sp. JB-99 ที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส
พบวา เชื้อผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับ Poorna และ
Prema (2007) ที่ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus pumilus เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนสที่อุณหภูมิ 40-65 องศา
เซลเซียส พบวาเชื้อผลิตเอนไซมไดดีที่สุดที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สวน Ponpium และคณะ
(2002) กลาววาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacteroides sp. P-1 น้ันคือที่อุณหภูมิในชวงระหวาง 55-65 องศาเซลเซียสและ 45-55 องศา
เซลเซียสตามลําดับ

9.4 พีเอช
พีเอชมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียและการทํางานของเอนไซม พีเอชที่เหมาะสม

ตอการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดจะแตกตางกัน การหมักในระยะแรกพีเอชของการเลี้ยงเชื้อจะ
เหมาะตอการเจริญของเชื้อ แตระหวางการหมักคาพีเอชอาจมีการเปลี่ยนแปลงซึ่งอาจเกิดจากการ
ยอยสลายโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนทําใหมีการปลดปลอยแอมโมเนียหรือสารที่เปนดาง
อ่ืน ๆ ออกมาหรือมีการยอยสลายสารประกอบคารโบไฮเดรตเกิดกรดอินทรียเปนผลใหพีเอชไม
เหมาะสมตอการเจริญ ดังน้ันการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียจึงตองมีการเติมสารที่มีคุณสมบัติเปน
บัฟเฟอรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อควบคุมใหพีเอชในอาหารเปลี่ยนแปลงอยางชา ๆ โดยบัฟเฟอรจะ
ไปรวมตัวกับกรดหรือดางปองกันไมใหปลอย H+ หรือ OH- ออกมา (Kunghae, 1993) แตสําหรับ
การผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อราน้ัน คาพีเอชที่เปนกรดจะทําใหมีการผลิตเอนไซมไดมากยิ่งขึ้น
(Mandels and Weber, 1969) การควบคุมพีเอชสามารถทําไดทั้งในอาหารเหลวและอาหารแข็งแตไม
เปนที่นิยมทําในอาหารแข็งมากนัก (Lonsane et al., 1985) การควบคุมพีเอชในชวงของการหมักมัก
ใชอาจใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนมากกวาเกลือแอมโมเนีย (Lonsane et al., 1992)

Pham และคณะ (1998) ทําการหาคาพีเอชเร่ิมตนที่เหมาะสมที่สุดในการเลี้ยงเชื้อ
Bacillus polymyxa สองสายพันธุคือ สายพันธุ CECT และ สายพันธุ 6319T เพื่อผลิตเอนไซม
ไซลาเนส พบวาพีเอชที่เหมาะสมพีเอชเทากับ 7.0 และ 5.0 ตามลําดับ แต Mawadza และคณะ
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(2000) พบวาเชื้อ Bacillus sp. CH43 และ Bacillus sp. HR68 จะมีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่
พีเอชชวง 6.0-8.0

Nath และ Rao (2001) ศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus sp. NCIM59 โดยเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีชวงของพีเอช 5.0-10.0 พบวาเชื้อเจริญไดดีที่พีเอช
เทากับ 6.0 เชนเดียวกันกับ Sa-Pereira และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Bacillus subtilis มีการเจริญไดที่
พีเอช 5.0-8.0 แตเชื้อมีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่พีเอชเทากับ 6.0 ตางจาก Shah และ
คณะ (1999) ซึ่งรายงานวาพีเอชที่เหมาะในการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. SAM-3 คือพีเอชเทากับ 8.0

Heck และคณะ (2005) รายงานวาเชื้อ Bacillus coagulans BL69 จะผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดสูงสุดที่พีเอชเทากับ 7.0 เชนเดียวกันกับ Krishna (1999) ที่รายงานวาเชื้อ Bacillus
subtilis CBTK106 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่สุดที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0

Salvador และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตเอนไซมเพื่อยอยสลายซากเปลือกผลไม
จากเชื้อ Bacillus sp. M4 พบวาที่พีเอชเทากับ 7.0 เชื้อ Bacillus sp. M4 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.3 และ 11.0 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ สวน Poorna และ Prema (2006)
รายงานวาเชื้อ Bacillus pumilus ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อจากรําขาวสาลี โดย
ผลิตเอนไซมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอชเทากับ 8.0 และผลิตเอนไซมไดเทากับ 430 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร

Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตนตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส
ของเชื้อ Bacillus pumilus MK001 พบวาเมื่อปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้น เชื้อจะผลิต
เอนไซมไดมากขึ้น โดยพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ Bacillus pumilus
MK001 คือพีเอชเทากับ 9.0 เชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 610 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ
เมื่อทําการเพิ่มพีเอชเทากับ 10.0 พบวากิจกรรมของเอนไซมมีคาลดลง (101 ยูนิตตอมิลลิลิตร) แต
Ponpium และคณะ (2002) รายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสของเชื้อ Bacteroides sp. P-1 น้ันคือที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.0 และ 5.0 ตามลําดับ

9.5 การใหอากาศ
ออกซิเจนเปนปจจัยที่สําคัญตอการเจริญและผลิตเอนไซมของแบคทีเรีย การเจริญ

และกิจกรรมของแบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนวัตถุดิบหรือสารอาหารไปเปนผลิตภัณฑอาจขึ้นอยูกับ
สภาวะมีอากาศหรือไรอากาศ โดยทั่วไปการหมักเพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส
เปนกระบวนการหมักที่ตองการอากาศ วิธีการที่จะทําใหแบคทีเรียไดรับอากาศเพียงพอ ทําไดโดย
การใหอากาศระหวางการหมัก ซึ่งตองควบคุมใหพอเหมาะกับการเจริญของแบคทีเรียจะมากนอย
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เพียงใดขึ้นกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรีย จํานวนรอบของการเขยาหรือกวนและปริมาตรของ
สารอาหารตอปริมาตรของถังหมัก

การหมักแบบอาหารแข็ง การใหอากาศมีบทบาท 2 ประการ คือ เปนแหลงให
ออกซิเจนกับแบคทีเรีย และเพื่อกําจัดคารบอนไดออกไซด, ไอนํ้าและสารที่ระเหยไดอ่ืน ๆ (Chahal,
1983) อากาศที่ใหมักอ่ิมตัวดวยนํ้าหรือปราศจากคารบอนไดออกไซด โดยการใชสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) (Maheva et al., 1984) และอัตราการใหอากาศขึ้นกับธรรมชาติ
ของแบคทีเรีย, ความตองการออกซิเจนเพื่อสังเคราะหผลิตภัณฑ, ปริมาณความรอนที่เกิดจาก
เมตาบอลิซึม, ความหนาของชั้นของสับสเตรตที่ใช, คารบอนไดออกไซดและสารที่ระเหยไดที่
ปลดปลอยออกมาและชองอากาศในสับสเตรต อัตราการใหอากาศตํ่าจะมีคารบอนไดออกไซดได
มากกวาการใหอากาศสูง ซึ่งจะมีผลตอบรรยากาศโดยรวมในถังหมัก ทําใหไมมีศักยภาพในการ
ผลิต แตอัตราการใหอากาศสูงจะทําใหความชื้นของสับสเตรตและความชื้นสัมพัทธสูญเสียไดมาก
อาจจะทําใหสับสเตรตแหงหรือตองใชตัวปรับความชื้นสัมพัทธ (humidifier) (Lonsane et al.,1985)
สําหรับอัตราการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสน้ัน เบญจวรรณ ชิตมณี (2534) รายงานวา
การใหอากาศที่ระดับ 0.83 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสตํ่า แต
เมื่อเพิ่มการใหอากาศจนมีระดับ 1.00 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จะทําใหคากิจกรรมของเอนไซม
เพิ่มขึ้น และมีคาคงที่เมื่อใหอากาศในชวง 1.00-1.50 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีเชน เดียวกับ
Panda (1989) ที่รายงานวาเชื้อผสมระหวาง Trichoderma reesei D1-6 และ Aspergillus wentii
Pt2804 เจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสมากขึ้นเมื่อมีการใหอากาศจนถึงระดับ 1.00 ปริมาตรตอ
ปริมาตรตอนาที ทั้งน้ีเน่ืองจากคาการละลายไดของออกซิเจนที่เพิ่มขึ้นมีผลทําใหเชื้อแบคทีเรียเจริญ
ไดดีและผลิตเอนไซมไดมากขึ้น แต Syu และ Chen (1997) รายงานวาการเพิ่มอัตราการใหอากาศ
จาก 0.3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีไปเปน 0.6 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีน้ันจะสงผลใหเชื้อ
Bacillus amyloliquefaciens ในถังหมักน้ันเจริญไดเร็วในชวงชั่วโมงที่ 10 ถึงชั่วโมงที่ 25 ของการ
เลี้ยงเชื้อ แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อตอไปเปน 40 ชั่วโมง พบวาการเจริญของเชื้อที่อัตราการใหอากาศทั้ง
สองจะไมแตกตางกัน

9.6 การกวน
การกวนทําใหแบคทีเรีย อากาศ และสารอาหารผสมกันอยางทั่วถึงและชวยให

ฟองอากาศมีขนาดเล็ก ระบบการกวนที่มีประสิทธิภาพจะตองทําใหการละลายของออกซิเจนในนํ้า
ทิ้งมีปริมาณเทา ๆ กันทุก ๆ จุดในถังหมัก (สุรพล สายพานิช, 2537) แตอัตราการกวนสูงจะทําให
เกิดฟองอากาศมากและไดคากิจกรรมของเอนไซมตํ่า อาจเน่ืองมาจากอัตราการกวนสูงทําใหเกิด
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แรงเฉือนสูงซึ่งจะไปทําลายไมซีเลียมทําใหเชื้อมีการผลิตเอนไซมลดลงพบวาอัตราการกวนที่
เหมาะสมคือ 200 รอบตอนาที (เบญจวรรณ ชิตมณี, 2534)

Syu และ Chen (1997) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens ในถังหมัก
ขนาด 2.5 ลิตร พบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักจะสงผลใหเชื้อเจริญไดมากขึ้นแตไมความ
แตกตางกัน โดยที่อัตราการกวน 220, 300 และ 400 รอบตอนาที เชื้อมีการเจริญเทากับ 0.72, 0.75
และ 0.77 กรัมตอลิตรตามลําดับ สวน Feng และคณะ (2003) กลาววาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถัง
หมักจาก 600 รอบตอนาที ไปเปน 750 รอบตอนาที จะทําใหเกิดอันตรายตอเชื้อ Bacillus
licheniformis NK-27 ในถังหมัก สงผลใหเชื้อเจริญไดนอยลง เชนเดียวกับ Potumarthi และคณะ
(2007) ที่กลาววาการเลี้ยงเชื้อ Bacillus licheniformis NCIM-2042 ในถังหมักน้ัน การเพิ่มอัตราการ
กวนจาก 200 รอบตอนาทีเปน 400 รอบตอนาทีน้ันจะเปนการเพิ่มแรงเฉือนในถังหมักและเกิดความ
เสียหายใหแกเซลลทําใหเชื้อเจริญไดนอยลงเชนกัน

Kapoor และคณะ (2008) ศึกษาผลของการเขยาตอการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของ
เชื้อ Bacillus pumilus MK001 โดยทําการทดลองเขยาที่ความเร็วระหวาง 100 ถึง 300 รอบตอนาที
พบวาเชื้อ Bacillus pumilus MK001 มีการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดเพิ่มขึ้นเมื่อทําการเพิ่มอัตราการ
เขยาจาก 100 รอบตอนาที (215 ยูนิตตอมิลลิลิตร) เปน 200 รอบตอนาที (859 ยูนิตตอมิลลิลิตร)
และเชื้อจะผลิตเอนไซมไดลดลงเมื่อเพิ่มอัตราการเขยาเปน 225 รอบตอนาที (489 ยูนิตตอมิลลิลิตร)
และผลิตเอนไซมไดนอยที่สุดเมื่อเขยาที่ความเร็ว 300 รอบตอนาที (100 ยูนิตตอมิลลิลิตร)

9.7 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน
ปริมาณเชื้อที่ เหมาะสมจะทําใหแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ เพราะมีความสมดุลระหวางปริมาณสารต้ังตนและเอนไซมที่ผลิตได การบมเชื้อใหมี
ปริมาณที่เหมาะสมจะทําใหสามารถลดตนทุนที่จะใชในการผลิตเชื้อเร่ิมตนลงไดอยางมาก

Archana และ Satyanarayana (1997) ทําการหาปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus
licheniformis ในการผลิตเอนไซมไซลาเนส โดยใชเชื้อเร่ิมตนรอยละ 5, 10, 15 และ 20 พบวาที่
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 15 จะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด เชนเดียวกับ Krishna (1999) ที่ทํา
การทดลองหาปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus subtilis CBTK106 ในปริมาณรอยละ 5, 10, 15 และ
20 ตามลําดับ เพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลส พบวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 15 เหมาะแกการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสมากที่สุด

Virupakshi และคณะ (2005) ศึกษาผลของปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ Bacillus sp. JB-
99 ในการผลิตเอนไซมไซลาเนส โดยใชเชื้อเร่ิมตนรอยละ 5, 10, 15 และ 20 และบมเชื้อที่อุณหภูมิ
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาปริมาณเชื้อ Bacillus sp. JB-99 เร่ิมตนรอยละ 10 จะ
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สามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด เชนเดียวกันกับ Poorna และ Prema (2006) ทําการหาปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสมของเชื้อ Bacillus pumilus ในการผลิตเอนไซมไซลาเนสใหไดสูงที่สุด โดยเตรียม
เชื้อเร่ิมตนที่รอยละ 2.5, 5, 7.5 และ 10 พบวาเชื้อมีการผลิตเอนไซมไดดีเมื่อเตรียมเชื้อเร่ิมตนที่
รอยละ 10 แตกตางจาก Kapoor และคณะ (2008) รายงานวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่เมาะสมในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus pumilus Mk001 คือเชื้อเร่ิมตนรอยละ 1.25

10. Bacillus

Bacillus เปนเซลลรูปทอนขนาด 0.3-2.2 x 1.2-7.0 ไมโครเมตร สวนใหญสามารถ
เคลื่อนที่ได ติดสีแกรมบวก หรือแกรมบวกเฉพาะระยะแรกของการเจริญเติบโต กระบวนการสราง
และสลายเปนการหายใจโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย บางชนิดอาจใชไนเตรท
ในการหมัก (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2539) มีรายงานการศึกษาการใชเชื้อ Bacillus ในการบําบัด
วัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมดังเชน Kulkarni และ Rao (1996) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp.
NCIM59 เพื่อบําบัดกากชานออย พบวาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เชื้อผลิตเอนไซมมาบําบัดได
กวารอยละ 50 สวน Shah และคณะ (1999) ทดลองเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. Sam-3 โดยใช wheat
straw, wheat bran และ rice straw ในปริมาณรอยละ 3 เลี้ยงเชื้อ พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อไปได 48 ชั่วโมง
Bacillus sp. Sam-3 มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุดเทากับ 132 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในอาหาร
จาก wheat bran สวน Kaewchai และ Prasertsan (2002) ทําการแยกเชื้อที่มีความสามารถในการรวม
ตะกอนนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม พบวาเชื้อ 3 สายพันธคือ SM29, WD90 และ SM38
สามารถรวมตะกอนและบําบัดนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมไดดีที่สุดและเมื่อทําการจําแนก
สายพันธุพบวาเชื้อ SM29 และ WD90 เทียบเคียงเปน Bacillus subtilis สวนสายพันธุ SM38 จําแนก
เปน Enterobacter agglomerans

Gessesse และ Mamo (1999) เลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. AR-009 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อใน
กลูโคสและซูโครส จะใหปริมาณเอนไซมไซลาเนสมากถึงรอยละ 78 และ 74 ตามลําดับ Sa-Pereira
และคณะ (2002) รายงานผลการคัดแยกเชื้อ Bacillus subtilis จากบอนํ้าพุรอนพบวาแบคทีเรีย
ดังกลาวสามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดสูงสุดที่เวลาเลี้ยง 12 ชั่วโมง ในอาหารที่มีไซแลนจาก
oat-spelt xylan เปนแหลงคารบอน มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร
เชนเดียวกับ Heck และคณะ (2005) ที่เลี้ยงเชื้อ Bacillus coagulans BL69 โดยพบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนส ของเชื้อคือ 60 องศาเซลเซียส สวน Virupakshi และคณะ
(2005) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus sp. JB-99 เพื่อผลิตเอนไซมไซลาเนส พบวาเชื้อผลิตเอนไซม
ไซลาเนสไดสูงสุดจากการเลี้ยงในอาหารที่มีไซโลสโดยมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ
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1045 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Lee และคณะ (2008) ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดินพบวา
สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส เมื่อทําการจําแนก
สายพันธุ พบวาเปนเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350T (99.63%)

จิตรลดา กาญจนสาวิตรี และ ชญานุตม ศรีพิทักษ (2547) ทดลองใชเชื้อ Bacillus
sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวาเชื้อสามารถลดสารแขวนลอย
และนํ้ามันในตะกอนไดถึงรอยละ 38.28 และ 40.67 ตามลําดับ เชนเดียวกับ ซีหยะ จันทองและ
ฮาราตี รอนิง (2548) ทดลองใชเชื้อ Bacillus sp. A2 ในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม พบวาสามารถแยกนํ้ามันออกจากตะกอนไดสูงสุดรอยละ 32.83

สําหรับรายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดย 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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วัตถุประสงคการทดลอง

1. เพื่อศึกษาลักษณะและวิเคราะหหาองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม

2. เพื่อศึกษาการแยกและการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากดินบริเวณรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม

3. เพื่อศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได

4. เพื่อศึกษาการแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมโดยใชเอนไซมที่ผลิตจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได

ขอบเขตการวิจัย

ทําการวิเคราะหหาองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม, ทําการ
แยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากดินบริเวณรอบบอ
รวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม จากน้ันทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยใชแบคทีเรียที่สนใจ โดยศึกษาในปจจัยตาง ๆ คือ ผลของการ
เจือจางนํ้าทิ้ง, การเติมซีเอ็มซี, ผลของแหลงไนโตรเจน, ผลของอุณหภูมิ, คาพีเอช, ผลของการกวน
และการใหอากาศ และทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันที่มีอยูใน
นํ้าทิ้งโดยใชเอนไซมที่ผานการหมุนเหวี่ยงแยกตัวเซลลเปรียบเทียบกับชุดที่ไมทําการหมุนเหวี่ยง
แยกตัวเซลลออก

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ

1. ทราบถึงองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม
2. สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ

เอนไซมไซลาเนส จากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมได
3. ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

โดยแบคทีเรียที่คัดเลือกได
4. สามารถใชแบคทีเรียที่คัดเลือกมาแยกสารแขวนลอยและนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้ง

จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมได



บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ

1. สารเคมี

1.1 สารเคมีวิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ
1.2 สารเคมีวเิคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส
1.3 สารเคมีวิเคราะหโปรตีนในเซลลทั้งหมดและโปรตีนในนํ้าทิ้ง
1.4 สารเคมีวิเคราะหหาคาซีโอดีในนํ้าทิ้ง
1.5 อาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี (CMC medium)
1.6 สารเคมีวิเคราะหหานํ้าตาลทั้งหมด
1.7 สารเคมีวิเคราะหนํ้ามันในนํ้าทิ้งและนํ้ามันในตะกอน
1.8 สารเคมีวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ

ใชอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี 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
ยีสตสกัด (yeast extract) 1.0 กรัม
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 4.4 กรัม
ซีเอ็มซี (CMC) 10.0 กรัม
เตรียมโดยละลายสวนผสมในนํ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปนเทากับ 7 ดวย

สารละลาย 1 นอรมอลโซเดียมไฮดรอกไซด สําหรับการเตรียมเปนอาหารแข็งใหเติมวุน 15.0 กรัม
ตอลิตร ลงในอาหาร นําไปฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 15 นาที
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3. แบคทีเรีย

ทําการแยกแบคทีเรียที่สนใจจากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลม (บริษัทนํ้ามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด ตําบลบานพรุ อําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา) โดยทํา
การแยกในหองปฏิบัติการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เก็บรักษาเชื้อในหลอดอาหาร วุนเอียงซีเอ็มซีโดยเลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 วันแลวเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

อุปกรณ

อุปกรณ รุน ผูผลิต
เคร่ือง Larminar air flow
เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร
เคร่ืองหมุนเหวี่ยง
เคร่ืองหมุนเหวี่ยง
เคร่ืองระเหย (rotary evaporator)
ตูอบ (hot air oven)
ตูบม (Incubator)
หมอน่ึงฆาเชื้อ (autoclave)
กลองจุลทรรศน
เคร่ืองเหวี่ยงผสม (vortex mixer)
เคร่ืองวัดพีเอช (pH meter)
อุปกรณชุดสกัดไขมัน (soxhlet apparatus)
Thermomixer
ชุดอุปกรณถังหมักแบบ batch ขนาด 2 ลิตร
เคร่ืองเขยา (shaker)
เคร่ืองอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
เคร่ืองชั่ง 2 ตําแหนง
เคร่ืองชั่ง 4 ตําแหนง
โถดูดความชื้น (Desiccator)
ตัวกรองอากาศขนาด 0.2 µm

รุน5227044
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. วิเคราะหหาองคประกอบนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

1.1 ซีโอดี (APHA, AWWA and WPCF, 1992)
1.2 พีเอช วัดคาพีเอชโดยใชพีเอชมิเตอร
1.3 อุณหภูมิ วัดอุณหภูมิโดยใชเทอรโมมิเตอร
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 เถา (A.O.A.C., 1990)
1.11 นํ้าหนักแหงของตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)
1.12 นํ้ามันในตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

2. วัดการเจริญของแบคทีเรีย

เมื่อครบกําหนดเวลาเลี้ยง นําอาหารเลี้ยงเชื้อหรือนํ้าทิ้งที่มีการเจริญของแบคทีเรีย
มาวัดคาการเจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมด (Lowry, 1951) โดยการปนเหวี่ยงอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนํา
ตะกอนเซลลที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาเติมโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 ปริมาตร 1.0
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทของเหลวสวนใสทิ้ง ทําการลางเซลล 2 คร้ัง จากน้ันเติม 0.1 นอรมอล
โซเดียมไฮดรอกไซดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหองและนําสารละลายที่
ไดไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีการของ Lowry (1951) ในภาคผนวก ข
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3. กิจกรรมของเอนไซม

3.1 กิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (Carboxymethylcellulase activity)
เตรียมตัวอยางโดยนําตัวอยางที่ตองการวิ เคราะ หหากิจกรรมของเอนไซม

คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส ไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 15 นาที จากน้ันนํา
สารละลายสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสโดยดัดแปลงตาม
วิธีการของ Mandels และ Weber (1969) โดยนําสารละลายที่เจือจางอยางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร
ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตรของสารละลายคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เขมขนรอยละ 1 (Laohaprapanon,
2001) ในฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา
30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 นาที จากน้ันหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดย
วิธีดีเอ็นเอส (DNS; dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) (ภาคผนวก ข) ในการวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมจะมีชุดควบคุมเติมสารลายตาง ๆ และเอนไซมเชนเดียวกับที่กลาวมาแลวและนําไปตม
ในนํ้าเดือดทันที สําหรับแบลงคจะใชบัฟเฟอรแทนปริมาตรของเอนไซมในตัวอยาง
กิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) = CD/MtV

เมื่อ C คือ ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสเทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม)
D คือ คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม
M คือ นํ้าหนักโมเลกุลกลูโคส เทากับ 180 ไมโครกรัมตอไมโครโมล
t คือ ระยะเวลาการบม (นาที)

V คือ ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร)
1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนกลูโคส

1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดลอง

3.2 กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (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

คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส จากน้ันใชสารละลายสวนใสไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสโดยดัดแปลงวิธีการของ Mandels และ Weber (1969) โดยนําสารละลายที่เจือจางอยาง
เหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5 มิลลิลิตรของสารละลาย oat spelt xylan เขมขนรอยละ 1 ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร พีเอชเทากับ 7.0 บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30
นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการตมในนํ้าเดือด 10 นาที จากน้ันหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซที่เกิดขึ้นโดยวิธี
ดีเอ็นเอส (DNS; dinitrosalicylic acid) (Miller, 1959) ในการวิเคราะหเตรียมชุดควบคุมและแบลงค
เชนเดียวกับการหากิจกรรมของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส
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กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส (ยูนิตตอมิลลิลิตร) = XD/MtV
เมื่อ X คือ ปริมาณนํ้าตาลไซโลสเทียบจากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัม)

D คือ คาการเจือจางตัวอยางของเอนไซม
M คือ นํ้าหนักโมเลกุลไซโลส เทากับ 150.13 ไมโครกรัมตอไมโครโมล
t คือ ระยะเวลาการบม (นาที)
V คือ ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร)

1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตใหเปนไซโลส
1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดลอง

4. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ในแตละชุดการทดลองจะทํา 3 ซ้ํา วิเคราะหความแตกตางของขอมูลโดยใช One
Way analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของขอมูลดวย
โปรแกรม Duncan’s multiple rang test โดยใชโปรแกรม SPSS version 11.0 for Windows

วิธีการทดลอง

1. วิเคราะหองคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

สุมเก็บตัวอยางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมวัด
อุณหภูมิทันทีโดยเทอรโมมิเตอร, วัดพีเอช, วิเคราะหหาคาซีโอดี, ปริมาณของแข็งทั้งหมด, ของแข็ง
แขวนลอย (APHA, AWWA and WPCF, 1992), นํ้าตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method
(Chaplin, 1986), ไนโตรเจน, นํ้ามันและกรีสและเถา (A.O.A.C., 1990) จากน้ันนํานํ้าทิ้งมาหมุน
เหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที วิเคราะหหานํ้าหนักแหง
ของตะกอน, ปริมาณนํ้ามันในตะกอนและปริมาณเซลลูโลส (A.O.A.C., 1990)

2. ศึกษาการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลม

2.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากดินบนอาหารแข็งซีเอ็มซี (CMC agar)
สุมเก็บตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมา

จุดละ 1 กรัม ผสมลงในนํ้าเกลือเขมขนรอยละ 0.85 ที่ผานการฆาเชื้อ จากน้ันทําการเจือจางที่ความ
เขมขน 10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 และทําการเกลี่ยตัวอยางที่เจือจางแลว 0.1 มิลลิลิตร บนจานอาหาร
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แข็งซีเอ็มซี เกลี่ยใหทั่ว บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ทําการเขี่ยเชื้อที่มี
ลักษณะโคโลนีเด่ียวลงบนอาหารเดิมซ้ําจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์ ทําการทดสอบการติดสีแกรมภายใต
กลองจุลทรรศน, ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลสและทําการคัดเลือกเชื้อที่สนใจโดยตรวจหา
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสที่เชื้อผลิตโดยวิธีการคองโกเรด (Congo red method) ตามวิธีการของ
Teather และ Wood (1982) ทําการวัดความกวางของเสนผานศูนยกลางของวงใสที่แบคทีเรียสราง
ขึ้นซึ่งไมติดสีของคองโกเรด (Teather and Wood, 1982; Trivedi et al., 2011) คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
ที่มีความกวางของเสนผานศูนยกลางของวงใส ดีที่สุดไปทําการทดลองตอไป และทําการเก็บ
แบคทีเรียที่บริสุทธิ์ที่ไดไวบนอาหารแข็งเอียงซีเอ็มซีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2.2 การคัดเลือกแบคทีเรีย
2.2.1 การเตรียมเชื้อเร่ิมตน

นําแบคทีเรียในขอ 2.1 จากหลอดอาหารวุนเอียงซีเอ็มซีมาเลี้ยงในอาหารเหลว
ซีเอ็มซี ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงเพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการทดลองตอไป

2.2.2 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารเหลว
ซีเอ็มซี

นําเชื้อเร่ิมตนจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสกที่มีอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวซีเอ็มซี พีเอชเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200
รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางจากทุกชุด
ทดลองที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ทําการวัดพีเอช วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส คัดเลือกชุดการทดลองที่ดีที่สุดเพื่อทําการทดลองตอไป

2.2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารท่ี
เตรียมจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

นําแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดจากขอ 2.2.2 มา
เตรียมเชื้อเร่ิมตนเหมือนกับขอ 2.2.1 จากน้ันนําเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมลงในฟลาสกที่มี
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 4 โดยทําการเติมซีเอ็มซี,
แคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮบปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต,
ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต, พอลีเปปโตน, ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรตปริมาณ 10.0,
0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0 และ 4.4 กรัมตอลิตร ที่ปรับพีเอชเทากับ 7.0 ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตร
เขยาบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง
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ทําการเก็บตัวอยางจากทุกชุดทดลองที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ทําการวัดพีเอช, วัดการ
เจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมด, วิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนส คัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเพื่อใชในการ
ทดลองตอไป

3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดย
แบคทีเรียท่ีคัดเลือก

3.1 การเลี้ยงเชื้อในฟลาสก
3.1.1 ผลของการเจือจางนํ้าท้ิง

ศึกษาการเจริญ การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยแบคทีเรีย
สายพันธุที่ไดจากขอ 2.2.3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่น
เทากับ 1 ตอ 0, 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 ที่เติมแคลเซียมคลอไรด, แม็กนีเซียมซัลเฟต
เฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต,
พอลีเปปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4
และ 10 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตรนํ้าทิ้ง 50 มิลลิลิตร ปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12
ชั่วโมง เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.2 ผลของปริมาณซีเอ็มซีเร่ิมตน
เลี้ยงแบคทีเรียในนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรที่ที่ไดจากขอ 3.1.1 โดยเติมซีเอ็มซี

ปริมาณ 0, 5, 10, 15 และ 20 กรัมตอลิตรตามลําดับ เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3
3.1.3 ผลของแหลงไนโตรเจนอินทรีย

เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.2 ที่เติมแหลงไนโตรเจนอินทรียจากพอลีเปปโตน
และยีสตสกัด (เปนแหลงไนโตรเจนอินทรียที่มีอยูแลวในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี) เปรียบเทียบ
กับชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนอนินทรียคือแอมโมเนียมไนเตรทเพียงอยางเดียวในปริมาณ
ของไนโตรเจนจากแหลงตาง ๆ เทากับ 4.4 กรัมตอลิตร เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ
2.2.3

3.1.4 ผลของแหลงไนโตรเจนอนินทรีย
เลี้ยงแบคทีเรียในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.3 โดยเติมเฉพาะแหลงไนโตรเจนอนินทรีย

จากแอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจน-
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ฟอสเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 7.30, 9.40, 8.70, 12.00 และ 4.40 กรัมตอลิตรตามลําดับ
เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.5 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งที่ไดในขอ 3.1.4 เพื่อศึกษาผลของการเติมปริมาณของ

แอมโมเนียมไนเตรตโดยทําการเติมแอมโมเนียมไนเตรตที่ปริมาณ 0, 1.4, 2.4, 3.4 และ 4.4 กรัมตอ
ลิตรตามลําดับ เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.6 ศึกษาผลของอุณหภูมิ
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งภายใตสภาวะที่ไดในขอ 3.1.5 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง, อุณหภูมิ

37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3
3.1.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน

เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งภายใตสภาวะที่ไดจากขอ 3.1.6 โดยปรับคาพีเอชเร่ิมตนเปน 3.0,
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3
นอรมอล เก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.2.3

3.1.8 ผลของระยะเวลาตอการเจริญและการผลิตเอนไซมในสภาวะท่ีเหมาะสม
ใชสภาวะที่ดีที่สุดจากขอ 3.1.7 เพื่อศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลส

และเอนไซมไซลาเนสจากแบคทีเรียสายพันธุที่สนใจ โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 9, 12, 18, 24, 36
และ 48 ชั่วโมง วิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3

3.2 การเลี้ยงเชื้อในถังหมัก
3.2.1 ศึกษาผลของการกวน

เลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุที่คัดเลือกในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมโดยใชสภาวะที่ไดจากขอ 3.1.7 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ควบคุม
อุณหภูมิของถังหมักที่ 45 องศาเซลเซียสโดยใชอัตราการกวนที่ 50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอ
นาที โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 6, 9, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง วิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3

3.2.2 ศึกษาผลของการใหอากาศ
เลี้ยงเชื้อในนํ้าทิ้งสภาวะที่ไดจากขอ 3.2.1 โดยใชอัตราการใหอากาศ 1, 2 และ 3

ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที เก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 3.2.1 และวิเคราะหเชนเดียวกันกับขอ 2.2.3
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4. ศึกษาการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชแบคทีเรียท่ีคัดเลือกและ
เอนไซมท่ีผลิตได

4.1 ศึกษาเปรียบเทียบการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยแบคทีเรียท่ี
คัดเลือก

เก็บเกี่ยวเอนไซมที่ผลิตโดยแบคทีเรียจากนํ้าทิ้งในสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 3.1.8
โดยแบงการทดลองออกเปน 2 สวน คือสวนของอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง (ชุด
ที่ 1) สวนของเอนไซมหยาบซึ่งเปนสารละลายสวนใสที่ไดจากการนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 12 ชั่วโมง
มาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที (ชุดที่ 2)
จากน้ันนําชุดการทดลองทั้งหมดปริมาณ 5 มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ปรับพีเอชเร่ิมตนเทากับ 5.0 และผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง
จากน้ันนําตัวอยางนํ้าทิ้งมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที สวนของสวนใสนํามากรองผานกระดาษกรองที่เคลือบซีไลท สวนของตะกอนนํามา
ใสในถวยกระเบื้อง จากน้ันนําทั้งสองสวนไปอบที่ตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 105 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 8 ชั่วโมง นํามาทําใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งนํ้าหนักแหงของตะกอนในถวยกระเบื้องเพื่อหา
นํ้าหนักแหงของตะกอน จากน้ันนําทั้งสองสวนไปหาปริมาณนํ้ามันและกรีส (APHA, AWWA and
WPCF, 1992) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติมนํ้ากลั่นลงในนํ้าทิ้งในปริมาณที่เทากัน และทําการ
บมที่สภาวะเดียวกัน คัดเลือกชุดการทดลองที่สามารถลดปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดไปทําการ
ทดลองตอไป

4.2 ผลของพีเอช
เตรียมนํ้าทิ้งที่ปลอดเชื้อใหมีคาพีเอชเร่ิมตนเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 โดย

คัดเลือกชุดการทดลองที่สามารถลดปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดจากขอ 4.1 เลี้ยงเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 4.1

4.3 ผลของอุณหภูมิ
เตรียมนํ้าทิ้งที่ปลอดเชื้อโดยปรับคาพีเอชเทากับชุดการทดลองที่สามารถลด

ปริมาณนํ้ามันในตะกอนดีที่สุดจากขอ 4.2 บมที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทําการทดลองและเก็บตัวอยางเชนเดียวกับขอ 4.1



บทที่ 3

ผลการทดลองและวิจารณ

1. องคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

ผลจากการวิเคราะหลักษณะของนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่ทําการสุมเก็บจากบริษัทนํ้ามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด พบวานํ้าทิ้งที่ทําการทดลองมี
อุณหภูมิที่สูง (63.73 องศาเซลเซียส) มีพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 4.32 มีคาซีโอดี, ปริมาณของแข็ง
ทั้งหมด, ของแข็งแขวนลอย, นํ้ามันและกรีส, นํ้าตาลทั้งหมด, ปริมาณไนโตรเจนและนํ้าหนักแหง
ของตะกอนเทากับ 157.06, 40.29, 29.85, 15.96, 4.74, 1.30 และ 35.97 กรัมตอลิตรตามลําดับ มี
ปริมาณนํ้ามันในตะกอนเทากับ 0.41 กรัมตอกรัมนํ้าหนักแหงของตะกอน และปริมาณเซลลูโลส
เปนองคประกอบรอยละ 27.02 (Table 6) โดยลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมน้ัน
พบวาโดยทั่ว ๆ ไปแลวจะมีอุณหภูมิในระหวาง 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), มีคาซีโอดีเทากับ 30.70 –
262.70 กรัมตอลิตร (Ismail et al., 2010; Kaewchai and Prasertsan, 2002; Najafpour et al., 2005;
Laohaprapanon et al., 2005), ปริมาณของแข็งทั้งหมด 10.50 – 71.90 กรัมตอลิตร (Ahmad et al.,
2003; Laohaprapanon, 2001; O-Thong et al., 2008; Pechsuth et al., 2001), ของแข็งแขวนลอย
5.00 - 55.61 กรัมตอลิตร (Lam and Lee, 2011; Laohaprapanon, 2001; Yejian et al., 2008;
Zinatizadeh et al., 2007), นํ้ามันและกรีส 1.09 – 28.41 กรัมตอลิตร (Laohaprapanon et al., 2007;
Noparat, 2009; Udomsil and Prasertsan, 2009), ไนโตรเจน 0.18 – 1.40 กรัมตอลิตร (Ahmad et al.,
2005; Lam and Lee, 2011; O-Thong et al., 2008), มีเซลลูโลสเปนองคประกอบรอยละ 15.47 –
46.77 (Piarpuzán et al., 2011; Khalid et al., 2008) และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 6.86 – 8.55 กรัมตอ
ลิตร (Noparat, 2009) จากขอมูลดังกลาวจะเห็นไดวาลักษณะตาง ๆ ของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมที่ทําการสุมมาทดลองน้ันมีความแตกตางกันซึ่งเกิดจากความแตกตางกันในเร่ืองของคุณภาพ
ของวัตถุดิบ กระบวนการการผลิตนํ้ามันปาลมและชวงเวลาของการเก็บตัวอยางนํ้าทิ้งมาทําการ
ทดลอง จึงสงผลใหลักษณะตาง ๆ ของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมแตกตางกันออกไป
(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. ผลของการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส

2.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบนอาหารแข็งซีเอ็มซี (CMC agar)
จากการสุมเก็บตัวอยางดินจากบริเวณรอบบอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน

ปาลมจํานวน 12 จุด เพื่อทําการแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสบน
อาหารแข็งซีเอ็มซี จากการทดลองพบวาแยกเชื้อที่มีลักษณะเปนโคโลนีเด่ียวไดทั้งสิ้น 84 โคโลนี
จึงทําการต้ังชื่อเปนสายพันธุ AH1 ถึง AH84 โดยเชื้อสายพันธุ AH1, AH3, AH4, AH5, AH6,
AH10, AH11, AH19, AH26, AH30, AH31, AH34, AH43 และ AH48 มีลักษณะขอบของโคโลนีที่
เรียบ สวนสายพันธุที่เหลือมีลักษณะของขอบโคโลนีที่หยัก (Table 7 และ Table 8) เมื่อทําการ
ทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลสพบวาทุกสายพันธุใหผลการทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลสเปนบวก เมื่อนํา
เชื้อที่ไดมาสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบวาเปนเชื้อรูปแทงและติดสีแกรมบวก มีการสรางสปอร
ภายในตัวเซลลของแบคทีเรีย ทําการเลี้ยงเชื้อใหมบนอาหารแข็งซีเอ็มซีและบมที่อุณหภูมิ 45
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง และทําการคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสบนอาหารแข็งซีเอ็มซีโดยสังเกตไดจากการสรางวงใสบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Figure 7) ซึ่งหากเชื้อมีการสรางเอนไซมเซลลูเลส จะพบบริเวณวงใสที่ไมมีการติดสีแดงจากการ



42

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

ทดสอบโดยวิธีการคองโกเรด (Congo red method) พบวามีแบคทีเรียเพียง 66 สายพันธุที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได (Figure 8) จึงทําการคัดเลือกเฉพาะเชื้อที่มีเสนผาน
ศูนยกลางความกวางของเคลียรโซนที่เชื้อสรางบนอาหารแข็งซีเอ็มซีมากกวา 2.5 เซนติเมตร เมื่อ
ทําการศึกษาตอพบวามีแบคทีเรีย 13 สายพันธุที่มีคุณสมบัติดังกลาว คือ สายพันธุ AH7, AH12,
AH14, AH22, AH23, AH35, AH36, AH49, AH56, AH64, AH73, AH78 และ AH84 ซึ่งแบคทีเรีย
ทั้ง 13 สายพันธุมีลักษณะของโคโลนีที่แหงและนูนยกเวนสายพันธุ AH23 และ AH49 ที่มีลักษณะ
ของโคโลนีที่แหงและแบน จากการศึกษารูปราง, การติดสีแกรมบวก, การสรางสปอรและการผลิต
เอนไซมคะตะเลส สามารถกลาวไดวาเชื้อที่สนใจทั้ง 13 สายพันธุเปนเชื้อในสกุล Bacillus จึงนําเชื้อ
ทั้ง 13 สายพันธุที่ไดมาเลี้ยงในอาหารเหลวซีเอ็มซีเพื่อคัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสดีที่สุดในอาหารดังกลาวไปทดลองตอไป
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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.

จากการทดลองวัดพีเอชของดินบริเวณที่เก็บตัวอยางพบวามีคาเทากับ 4.4 – 7.3
ซึ่งคาที่ไดมีความแตกตางกันเน่ืองจากไดทําการสุมเก็บตัวอยางดินจากหลากหลายบริเวณ โดยมี
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ความหางจากบอรวบรวมนํ้าทิ้งโดยประมาณต้ังแต 0.50 – 5.00 เมตร ซึ่งอาจสงผลตอความสามารถ
ในการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดที่แตกตางกัน อีกทั้งการใชคาพีเอชของอาหารแข็งซีเอ็มซีใน
การคัดแยกเทากับ 6.73 (ไมปรับพีเอช) จะสงผลใหไดแบคทีเรียสายพันธุที่เจริญไดเฉพาะในสภาวะ
ที่ใชคัดแยกเทาน้ันที่มีความสามารถในการเจริญ นอกจากน้ีเมื่อทําการวัดอุณหภูมิของดินบริเวณที่
เก็บตัวอยางพบวามีอุณหภูมิประมาณ 50 – 60 องศาเซลเซียส อุณหภูมิดังกลาวน้ีอาจสงผลตอการอยู
รอดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในดินอีกทั้งอุณหภูมิที่ใชคัดแยก
(45 องศาเซลเซียส) น้ันอาจไมเหมาะสมแกการเจริญของแบคทีเรียบางสายพันธุ ทําใหคัดแยก
ปริมาณแบคทีเรียเพื่อใชในการทดลองในคร้ังน้ีไดนอย (84 ตัวอยาง) สําหรับรายงานการคัดแยกเชื้อ
สายพันธุตาง ๆ ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันแสดงใน
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 ผลของการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน

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

AH36, AH49, AH56, AH64, AH73, AH78 และ AH84) ในอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซีเหลวที่มีพีเอช
เร่ิมตนเทากับ 7.0 บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 12 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางมาวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนส พบวาเชื้อแบคทีเรียใหคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 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 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 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 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ (Figure 9) โดยสายพันธุที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสมากที่สุดในอาหารที่ใชทดลองคือ สายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 โดยทั้งสาม
สายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสในอาหารเหลวซีเอ็มซีไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ρ>0.05)

จากการทดลองพบวาแบคทีเรียที่สนใจทั้ง 13 สายพันธุมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดแมวาเลี้ยงในอาหารที่มีซีเอ็มซีเปนสารต้ังตน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเปนเอนไซมที่มักจะสรางออกมาพรอมกัน เมื่อแบคทีเรียมีการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสออกมายอยสับสเตรตจึงทําใหมีการสรางเอนไซมไซลาเนสออกมาดวย โดย
แบคทีเรียที่คัดเลือกไดเปน Bacillus ซึ่งสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน
อาหารเหลวซีเอ็มซีเชนเดียวกับ 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 ผลของการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

จากการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียม
จากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 4 พบวามีคาการเจริญ (คาโปรตีนใน
เซลลทั้งหมด) และโปรตีนในสวนใสสูงสุดเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อที่ 12 ชั่วโมง มีคาโปรตีนในเซลล
ของเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 เทากับ 0.08, 0.12 และ 0.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับและมีปริมาณโปรตีนในสวนใสของอาหารเลี้ยงเทากับ 1.38, 1.66 และ 1.65 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ (Figure 10a) จากการวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสในสวนใสพบวาเชื้อทั้ง 3 สายพันธุมีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 12 และ
ลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป โดยเชื้อสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 มีคากิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสเทากับ 0.44, 0.47 และ 0.55 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีคากิจกรรมของเอนไซม
ไซลาเนสเทากับ 0.25, 0.32 และ 0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ ซึ่งพบวาสายพันธ AH73 เปน
สายพันธุที่ใหคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสดีกวาสายพันธุ AH14 และ
สายพันธุ AH64 อยางมีนัยสําคัญ (Figure 10b) จากการทดลองเมื่อทําการเปรียบเทียบชุดการทดลอง
ที่ทําการเลี้ยงเชื้อทั้งสามสายพันธุในอาหารเหลวซีเอ็มซี (Figure 9) กับชุดการทดลองที่เลี้ยงเชื้อใน
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้ง (Figure 10) พบวาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ัน
แตกตางกัน โดยเชื้อทั้งสามสายพันธุผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหาร
เหลวซีเอ็มซีทั้งน้ีเพราะอาหารซีเอ็มซีเปนอาหารสังเคราะหสูตรมาตรฐานที่มีความเหมาะสมตอการ
เจริญและผลิตเอนไซมของแบคทีเรียอยูแลว แตกตางจากอาหารที่ทําการเตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน
สกัดนํ้ามันปาลมซึ่งในนํ้าทิ้งอาจจะมีสารประกอบบางอยางที่อาจสงผลยับยั้งตอการทํางานของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่แบคทีเรียทั้งสามผลิต

อยางไรก็ตามพบวาเชื้อสายพันธุ AH73 ใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสดีที่สุดและจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยสังเกตลักษณะของสี
ผิวหนาและขอบของโคโลนีบนอาหารแข็งซีเอ็มซี หลังจากบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง และสังเกต
รูปรางภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา พบวาแบคทีเรียดังกลาวมีลักษณะโคโลนีสีขาว
ขุน กลม นูน ขอบหยัก หนาดาน มีขนาดใหญ ลักษณะเซลลเปนรูปแทง ยอมแกรมติดนํ้าเงินซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมบวก มีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก จากการเทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S
rDNA โดยสงวิเคราะหผลที่คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AH73
น้ีเทียบเคียงสายพันธุเปน Bacillus subtilis รอยละ 100 (ภาคผนวก ค) จึงคัดเลือกเชื้อสายพันธุ
AH73 เพื่อใชในการทดลองตอไปและเรียกแบคทีเรียสายพันธุน้ีวา Bacillus subtilis AH73
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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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สําหรับการคัดแยกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสน้ัน นอกจากการคัดแยกจากตัวอยางดินแลว ยังสามารถแยกไดจากตัวอยางนํ้า, กองขยะ
และซากพืช (Dhillon et al., 2000; Kim et al., 2009; Rani and Nand, 2000) พบวานอกจากแบคที่เรีย
Bacillus แลวยังพบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสใน 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) อีกดวย

3. ผลการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ในนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

3.1 การเลี้ยงเชื้อในฟลาสก
3.1.1 ผลของการเจือจางนํ้าท้ิง

จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ือง
ดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่นเทากับ 1 ตอ 0, 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 โดยเติมแคลเซียม
คลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต, พอลีเปปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3,
1.0, 1.0, 2.0, 1.0, 4.4 และ 10 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาตรนํ้าทิ้ง
50 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อเร่ิมตน รอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันมีคาลดลงเมื่อทําการเจือจางนํ้าทิ้งกับนํ้ากลั่นมากขึ้น เชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เจริญและผลิตเอนไซมไดมากที่สุดในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร
ที่ไมทําการเจือจาง โดยมีการเจริญของเซลลเปน 0.22 มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร และมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.69 และ 0.69 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ
(Figure 11) จากการทดลองพบวาเมื่อทําการเจือจางนํ้าทิ้งกับนํ้ากลั่น การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสจะมีคาลดลงโดยเอนไซมเซลลูเลสมีกิจกรรม 0.67, 0.63, 0.59 และ 0.54 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และเอนไซมไซลาเนสมีกิจกรรมเทากับ 0.62, 0.55, 0.45, 0.36 ยูนิตตอมิลลิลิตรเมื่อทําการ
เจือจางนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรตอนํ้ากลั่นเปน 1 ตอ 1, 1 ตอ 2, 1 ตอ 3 และ 1 ตอ 4 ตามลําดับ
ทั้งน้ีในนํ้าทิ้งที่ไมทําการเจือจางอาจจะมีความเขมขนของสารอินทรียและสารอาหารที่จําเปนตอการ
เจริญของแบคทีเรีย ซึ่งมีอยูในนํ้าทิ้งในปริมาณที่มากกวาซึ่งสารเหลาน้ันอาจจะสงเสริมใหการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ 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 ผลของปริมาณซีเอ็มซีเร่ิมตน
จากการนําเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มาเลี้ยงในนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอรที่ไม

เจือจางปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทําการเติมซีเอ็มซีปริมาณ 0, 5, 10, 15 และ 20 กรัมตอลิตรตามลําดับ
โดยเติมธาตุอาหารตาง ๆ และใชสภาพการเลี้ยงเชนเดียวกับขอ 3.1.1 เปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดเพิ่มขึ้นเมื่อ
เพิ่มปริมาณซีเอ็มซีมากขึ้น จากการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมพบวามีคากิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.55, 0.62, 0.69, 0.75 และ 0.76 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.52, 0.63, 0.70, 0.75 และ 0.69 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ (Figure
12) พบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
น้ันมีคาสูงสุดเมื่อเติมซีเอ็มซี 15 กรัมตอลิตร จากการทดลองพบวา Bacillus subtilis AH73 สามารถ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดทั้งชุดการทดลองที่เติมและไมเติมซีเอ็มซี ลงไปใน
อาหารเลี้ยงเชื้อทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากในนํ้าทิ้งมีสารประกอบประเภทเฮมิเซลลูโลสจากปาลมนํ้ามัน
อยูแลวจึงทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมทั้งสองออกมาได แตทั้งน้ีกิจกรรมของเอนไซมที่
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เชื้อผลิตน้ันมีกิจกรรมที่นอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่มีการเติมซีเอ็มซี พบวาการเติม
ซีเอ็มซีลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อจะเปนการกระตุนใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดมากกวาชุดการทดลองที่ไมทําการเติมซีเอ็มซี มีรายงานการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสโดยใชซีเอ็มซีเปนสารต้ังตนในเชื้อ 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) เปนตน

จากการทดลองพบวาการเติมซีเอ็มซีรอยละ 1.5 น้ัน เชื้อ Bacillus subtilis AH73
ใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน
(ρ<0.05) สําหรับเอนไซมเซลลูเลสน้ันเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ใหกิจกรรมไมแตกตางกับชุด
การทดลองที่เติมซีเอ็มซีรอยละ 2.0 แตแตกตางกับชุดการทดลองอ่ืน ซึ่งการเติมปริมาณซีเอ็มซี
รอยละ 2 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ น้ันไมสงผลใหการผลิตเอนไซม เซลลูเลสมีคาเพิ่มขึ้น อาจ
เน่ืองมาจากปริมาณของซีเอ็มซีที่ เพิ่มขึ้นน้ีจะไปลดการละลายไดของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ
(Leartslarus et al., 2002) ซึ่งสงผลใหแบคทีเรียเจริญไดชาลงและมีการผลิตเอนไซมออกมาไดไมดี
และนอยลง (Lee et at., 2008) เชนเดียวกับรายงานของ Prasertsan และคณะ (1992) ที่วาการเพิ่ม
ปริมาณซีเอ็มซีมากเกินไปจะสงผลใหเชื้อสายพันธุ F11 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสลดลง

แหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ แต
ละชนิดน้ันแตกตางกัน โดยแหลงคารบอนจากแหลงหน่ึงอาจจะใหการเจริญของเชื้อดีแตอาจจะให
กิจกรรมของเอนไซมที่ไมดี Kim และคณะ (2009) กลาววาซีเอ็มซีจะเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Bacillus subtilis A-53 สําหรับเชื้อ Bacillus pumilus EB3 น้ัน
ซีเอ็มซีจะสงเสริมการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีกวาผงเซลลูโลสและทะลายปาลมเปลา (Ariffin et
al., 2008) สวน Leartslarus และคณะ (2002) กลาววาการเพิ่มแหลงคารบอนจะสงผลใหการผลิต
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus firmus K-1 ในอาหารเหลวเพิ่มขึ้น โดยเปลือกขาวโพดรอยละ 1
จะเปนแหลงคารบอนที่ดีในการผลิตเอนไซมไซลาเนส ตางจากผลการทดลอง Shah และคณะ
(1999) ที่พบวาแหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. Sam-3
คือ wheat bran รอยละ 3 และการเพิ่มแหลงคารบอนจะทําใหเชื้อผลิตเอนไซมไดมากขึ้น สวน
Battan และคณะ (2007) กลาววา Bacillus pumilus ASH จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อเลี้ยงใน
แหลงคารบอนจาก wheat bran รอยละ 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 ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรท
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ไม

เจือจาง โดยเติมพอลีเปปโตน, ยีสตสกัดหรือแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 4.4 กรัมตอลิตรและเลี้ยง
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติมแหลงไนโตรเจนเหมือนชุดอาหารเลี้ยงเชื้อซีเอ็มซี (พอลีเปปโตน
ยีสตสกัดและแอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 2.0, 1.0 และ 4.4 กรัมตอลิตรตามลําดับ) พีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 7.0 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาในชุดการทดลองที่เติมพอลี
เปปโตน, ยีสตสกัดหรือแอมโมเนียมไนเตรทน้ันเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญไมแตกตาง
กันกับชุดควบคุม (ρ>0.05) (Figure 13) จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถ
เจริญไดโดยใชแหลงไนโตรเจนอินทรียและแหลงไนโตรเจนอนินทรีย แตพบวาแบคทีเรีย
เจริญเติบโตไดดีในแหลงไนโตรเจนอินทรียจากพอลีเปบโตน

สําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 น้ันพบวาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจะผลิตไดดีเมื่อทําการเลี้ยงใน
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แหลงไนโตรเจนจากพอลีเปบโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมไนเตรทและไนโตรเจนจากทั้งสาม
แหลงตามลําดับ มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.82, 0.82, 0.79 และ 0.76 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.93, 0.90, 0.83 และ 0.77
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ จากการทดลองพบวาเมื่อ Bacillus subtilis AH73 เจริญในอาหารที่
เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่มียีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนจะใหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดสอดคลองกับรายงานของเชื้อ Bacillus pumulus MK001 (Kapoor et
al., 2008) และ Bacillus subtilis A-53 (Lee et al., 2010)แต Ariffin และคณะ (2008) กลาววาการ
เติมยีสตสกัดลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อไมสงเสริมใหเชื้อ Bacillus pumilus EB3 ผลิตเอนไซม
เซลลูเลสเพิ่มขึ้น สวน Shah และคณะ (1999) รายงานวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะในการผลิต
เอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus sp. SAM-3 คือแหลงไนโตรเจนจากกากถั่วเหลือง สวน Dhillon
และคณะ (2000) กลาววาเชื้อ Bacillus circulans AB16 จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีในอาหารที่ใช
แหลงไนโตรเจนจากทริปโตน

จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถเจริญในทุกชุดการ
ทดลองไมแตกตางกัน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีปริมาณไนโตรเจนที่เพียงพอตอการเจริญของ
แบคทีเรีย แตสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ัน พบวาในชุดการทดลองที่
มีการใชแหลงไนโตรเจนทั้งสามชนิดซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนอนินทรียและอินทรียรวมกันมีคา
กิจกรรมของเอนไซมตํ่ากวาเมื่อเปรียบเทียบกับการใชไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ทั้งน้ีปริมาณของ
ไนโตรเจนของชุดการทดลองที่ เติมแหลงไนโตรเจนจากทั้งสามชนิดน้ันอาจมีปริมาณของ
ไนโตรเจนที่มากเกินไปจึงไมสงเสริมการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 อยางไรก็ตาม Battan และคณะ (2007) พบวาการเติมแหลงไนโตรเจน
อินทรียจากพอลีเปบโตนและยีสตสกัดรวมกับแหลงไนโตรเจนอนินทรียคือ โพแตสเซียมไนเตรท
สงเสริมใหการผลิตเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus pumilus ASH มากขึ้น

ชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรทน้ันแมจะมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสตํ่ากวาชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากยีสต
สกัดและพอลีเปบโตน (0.79 และ 0.83 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) แตเมื่อทําการเปรียบเทียบราคา
ของแหลงไนโตรเจนที่เติมพบวาในชุดที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรทจะมีตนทุน
ในการทดลองตํ่าที่สุด เพื่อเปนการลดตนทุนจึงเลือกใชแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไนเตรท
ไปทําการทดลองตอไป
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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 ผลของการคัดเลือกแหลงไนโตรเจนอนินทรีย
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน

สกัดนํ้ามันปาลมที่ไม เจือจาง เติมแคลเซียมคลอไรด , แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต ,
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซี 0.3, 0.3, 1.0,
1.0 และ 15 กรัมตอลิตรตามลําดับ ทําการทดลองโดยเติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟต,
โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและ
แอมโมเนียมไนเตรทปริมาณ 7.30, 9.40, 8.70, 12.00 และ 4.40 กรัมตอลิตรตามลําดับ (เติมแหลง
ไนโตรเจนโดยคํานวณจากปริมาณของไนโตรเจนที่เปนองคประกอบในแหลงไนโตรเจนน้ัน โดย
เปรียบเทียบกับไนโตรเจนที่มีอยูในแอมโมเนียมไนเตรทซึ่งมีไนโตรเจนเปนองคประกอบอยูรอยละ
35) จากการทดลองพบวา เชื้อเจริญไดดีในชุดการทดลองที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียม
ซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรท มีคาการเจริญโดยวัดจากโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.26 มิลลิกรัม
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ตอมิลลิลิตร ซึ่งดีกวาชุดการทดลองที่ใชแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียม
ไบคารบอเนตและแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่มีคาการเจริญเพียง 0.12, 0.11 และ 0.10
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ (ρ<0.05) จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดดีในชุดการทดลองที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลง
ไนโตรเจน โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.79 และ 0.77
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน (Figure 14)
พบวาเอนไซมจากเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เลี้ยงในอาหารที่เติมแหลงไนโตรเจนจาก
แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท, แอมโมเนียมไบคารบอเนตและแอมโมเนียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.61, 0.51, 0.40 และ 0.28 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.69, 0.10, 0.01 และ 0.00 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับสําหรับชุดที่เติมแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไม
สงเสริมการผลิตเอนไซมไซลาเนสในเชื้อ Bacillus subtilis AH73 อีกดวย
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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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จากการทดลองไดทําการเติมปริมาณของไนโตรเจน โดยเปรียบเทียบกับ
แอมโมเนียมไนเตรท พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เจริญไดดีในอาหารที่เติมแหลงไนโตรเจน
จากแอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรท สวนแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรท
แอมโมเนียมไบคารบอเนตและแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตน้ันไมสงเสริมการเจริญของเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 สําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันพบวา
แอมโมเนียมไนเตรทจะใหการผลิตเอนไซมของ Bacillus subtilis AH73 ดีที่สุดแตกตางกับกับ
รายงานของ Kapoor และคณะ (2008) ที่วา เชื้อ Bacillus pumilus MK001 จะผลิตเอนไซมไซลาเนส
ไดไมตางกันเมื่อทําการเลี้ยงโดยใชแหลงไนโตรเจนจากแอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรท,
แอมโมเนียมไบคารบอเนต, แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทรอยละ
0.55

พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซมไดดีเมื่อใชไนโตรเจนจาก
แอมโมเนียมไนเตรท เชนเดียวกับรายงานของ Battan และคณะ (2007) ที่วาเชื้อ Bacillus pumilus
ASH จะใชแอมโมเนียมไนเตรทในการผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีกวาแอมโมเนียมซัลเฟต ตางจาก
การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจากเชื้อ Bacillus pumilus EB3 (Ariffin et al.,
2008), Bacillus sp. XTR-10 (Saleem et al., 2009) และ Bacillus subtilis (Sa-Pereira et al., 2002)
น้ัน การใชแอมโมเนียมซัลเฟตจะสงผลใหเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสมากกวา อยางไรก็ตาม Leartslarus และคณะ (2002) พบวาเชื้อ Bacillus firmus K-1 ผลิต
เอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน แตสําหรับเชื้อ Aspergillus niger USMA1
น้ัน แหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดในการผลิตเอนไซมไซลาเนสคือโซเดียมไนเตรทรองลงมาคือยูเรีย ,
ยีสตสกัด, เปบโตน, แอมโมเนียมซัลเฟตและแอมโมเนียมไนเตรทตามลําดับ (Pang Pri Kheng and
Ibrahim, 2005) ทั้งน้ีแหลงไนโตรเจนแตละชนิดก็มีความเหมาะสมตอการเจริญและผลิตเอนไซม
ของเชื้อแตละชนิดแตกตางกัน

3.1.5 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรท
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงาน

สกัดนํ้ามันปาลมที่ไมเจือจาง ที่ไดจากสภาวะขอ 3.1.4 ที่เติมแอมโมเนียมไนเตรตปริมาณ 0, 1.4,
2.4, 3.4 และ 4.4 กรัมตอลิตร พบวาใหคาของกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.97, 0.91, 0.86,
0.80 และ 0.79 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและใหคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98,
0.93, 0.87, 0.83 และ 0.78 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคาการเจริญของเซลลแบคทีเรียโดยวัดจาก
ปริมาณโปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.31, 0.29, 0.27, 0.27 และ 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ (Figure 15) จากการทดลองพบวาแบคทีเรีย Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญและผลิต
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เอนไซมไดนอยในชุดการทดลองที่เติมแอมโมเนียมไนเตรทและลดลงเมื่อทําการเพิ่มปริมาณของ
แอมโมเนียมไนเตรท ทั้งน้ีแอมโมเนียมไนเตรทที่เติมลงไปอาจทําปฏิกิริยากับสารประกอบที่มีอยู
ในนํ้าทิ้งทําใหเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสถูกยับยั้ง การเติมแอมโมเนียมไนเตรท
รวมทั้งการเพิ่มปริมาณของแอมโมเนียมไนเตรทในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทําใหกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสมีคาลดลง (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.

จากการวิเคราะหคุณลักษณะนํ้าทิ้งจากโรงงานนํ้ามันปาลมที่ใชเตรียมอาหาร
(Table 6 ในการวิเคราะหองคประกอบนํ้าทิ้งจาดเคร่ืองดีแคนเตอร) พบวาในนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่ใชในการทดลองในคร้ังน้ีมีปริมาณของไนโตรเจนเปนองคประกอบอยู 1.30 กรัมตอ
ลิตร ซึ่งไนโตรเจนที่มีอยูน้ันอาจจะเพียงพอตอการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ดังน้ัน การเติมแอมโมเนียมไนเตรทลงไปจึงไมสงเสริมการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อแบคทีเรีย สอดคลองกับรายงานของ Leartslarus และคณะ
(2002) ที่วาการเพิ่มปริมาณไนโตรเจนจะเปนพิษตอเซลลของเชื้อ Bacillus firmus K-1 สงผลใหเชื้อ
เจริญและผลิตเอนไซมไดนอย แต Saleem และคณะ (2009) กลาววาการเพิ่มปริมาณแหลง
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ไนโตรเจนจะสงเสริมการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus sp. XTR-10 สําหรับเชื้อราน้ัน Pang Pri
Kheng และ Ibrahim (2005) กลาววาการเพิ่มไนโตรเจนไมสงผลตอการผลิตเอนไซมไซลาเนสของ
เชื้อ Aspergillus niger USM A1 เชนกัน จากการทดลองพบวาการเติมแอมโมเนียมไนเตรทจะไม
สงเสริมการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ 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 กรัมตอลิตรตามลําดับ โดยเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง, 37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 มีคาการเจริญโดยวัดจากโปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.14, 0.16,
0.31, 0.30 และ 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับดี ที่สุดที่อุณหภูมิเทากับ 45 และ 55 องศา
เซลเซียส (ρ>0.05) โดยที่อุณหภูมิหอง, 37, 45, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 0.55, 0.62, 0.98, 1.06 และ 0.92 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ
และเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.53, 0.63, 0.98, 1.00 และ 0.89 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ พบวาการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสโดยเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันสูงที่สุดที่อุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส (Figure 16) ทั้งน้ีการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่อุณหภูมิตาง ๆ จะสงผล
ตอการเจริญและการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันแตกตางกัน โดยการเลี้ยงที่
อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสน้ันอุณหภูมิที่ใชอาจจะตํ่าเกินไปสงผลใหเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เจริญไดไมดี การผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสจึงมีคานอย และเมื่อ
ทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส พบวาการเจริญและผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 น้ันเพิ่มขึ้นและมีคามากกวาทุกชุดการทดลอง อาจเน่ืองมาจากในการทดลองแยกเชื้อ
น้ันไดใชสภาวะที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เชื้อ Bacillus subtilis AH73 จึงเปนเชื้อที่ชอบอุณหภูมิ
45 องศาเซลเซียส เมื่อทําการทดลอง เชื้อ Bacillus subtilis AH73 จึงมีการเจริญและผลิตเอนไซมได
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ดีกวาทุกชุดการทดลอง และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 55 และ
65 องศาเซลเซียสพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีการเจริญลดลง ทั้งน้ีอุณหภูมิทั้งสองอาจจะสูง
เกินไปทําใหไมเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สําหรับกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันพบวามีคาเพิ่มขึ้นเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียสและลดลงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นจาก
45 องศาเซลเซียสเปน 55 องศาเซลเซียส จะสงผลใหเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ผลิตทํางานไดมากขึ้น เน่ืองมาจากการเพิ่ม อุณหภูมิจะเปนการเรงให
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เอนไซมเกิดปฏิกิริยาจับกับสารต้ังตนไดมากขึ้นน่ันเอง และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิการเลี้ยงเปน 65 องศา
เซลเซียส พบวา กิจกรรมของเอนไซมทั้งสองที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตมีคาลดลงอาจเปน
เพราะอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสน้ันสูงเกินไป สงผลใหเอนไซมที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
เกิดการเสียสภาพหรือถูกทําลาย จากการทดลองพบวากิจกรรมของเอนไซมที่เชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ผลิตออกมาน้ันมีคาสูงที่สุดที่อุณหภูมิในการบมเทากับ 45 และ 55 องศาเซลเซียส ไมมีความ
แตกตางกัน (ρ>0.05) ระหวางชุดการทดลองแตแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน
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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.

จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสไดที่อุณหภูมิสูง ซึ่งมีรายงานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อสกุล Bacillus
หลาย ๆ สายพันธุ เชน เชื้อ Bacillus subtilis A-53 (Kim et al., 2009; Lee et al., 2010) มีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 50 องศาเซลเซียส, เชื้อ Bacillus spp. LM01 และ
Bacillus spp. LM04 (Mayende et al., 2006) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่อุณหภูมิเทากับ 60 องศา
เซลเซียส, เชื้อ Bacillus licheniformis B-41361 (Bischoff et al., 2007) ผลิตเอนไซมเซลลูเลสดีที่
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อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส สวนเชื้อ Bacillus spp. LM02 และ Bacillus spp. LM03 (Mayende et al.,
2006) มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 70 องศาเซลเซียส สําหรับเอนไซม
ไซลาเนสน้ันมีรายงานการผลิตเอนไซมที่อุณหภูมิสูงเชนกันโดย 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) ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่อุณหภูมิ 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) ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิเทากับ 55 องศาเซลเซียส, เชื้อ Bacillus sp. Sam-3 (Shah et al., 1999) และเชื้อ Bacillus sp.
K-8 (Tachaapaikoon et al., 2006) สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส สวน Mamo และคณะ (2006) กลาววา Bacillus halodurans S7 ผลิตเอนไซมไดดีที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  อยางไรก็ตาม Ariffin และคณะ (2008) กลาววาเชื้อ Bacillus pumilus
EB3 ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดดีที่ 37 องศาเซลเซียส

สําหรับการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในสภาวะการทดลองพบวา
พบวาสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง แมวาเชื้อ Bacillus subtilis จะเปนแบคทีเรียที่เจริญไดที่
อุณหภูมิปานกลาง (Microbewiki, 2010) แตสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิที่กวาง มีรายงาน
สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis ในชวงอุณหภูมิระหวาง 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) พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เปน
แบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง จาก Figure 16 น้ันจะเห็นไดวาแมจะเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 ที่อุณหภูมิสูงถึง 65 องศาเซลเซียสแบคทีเรียยังสามารถเจริญไดดีกวาเมื่อทําการ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดังน้ันเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 ที่ทําการคัดแยกมาจึงเปนแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูงในการเจริญ

3.1.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมที่ไม เจือจางปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมแคลเซียมคลอไรด , แมกนีเซียมซัลเฟต
เฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซี
ปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0 และ 15 กรัมตอลิตร ทําการปรับคาพีเอชเร่ิมตนเปน 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 และ
7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3 นอรมอล (พีเอช
เร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 4.32) ปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที โดย
เลี้ยงที่อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73
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สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดในทุกชุดการทดลอง แตจะมีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสนอยในอาหารที่ปรับคาพีเอชเทากับ 3.0 และ 4.0 (Figure
17) โดยพบวาคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ เชื้อ Bacillus subtilis AH73
ผลิตน้ันมีคาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ρ>0.05) เมื่อเลี้ยงในนํ้าทิ้งที่ปรับพีเอชเร่ิมตน
ของนํ้าทิ้งเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.00, 1.02 และ 1.07
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับและมีคากิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.97, 0.98 และ 0.99
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ สําหรับการเจริญของ Bacillus subtilis AH73 น้ันพบวา Bacillus subtilis
AH73 มีการเจริญไดดีในชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 แตกตางจากชุดการ
ทดลองอ่ืน (ρ<0.05) มีคาการเจริญโดยวัดจากปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร มีคากิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิต
ไมแตกตางกับชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเร่ิมตนเทากับ 5.0 และ 6.0 ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันสามารถ
ทํางานไดทั้งพีเอชเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 จึงไดคัดเลือกชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของ
อาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งเทากับ 5.0 ไปทําการทดลองตอไป

จากการทดลองพบวาที่พีเอชเทากับ 5.0, 6.0 และ 7.0 น้ันการผลิตเอนไซมของ
Bacillus subtilis AH73 มีคาไมแตกตางกันสอดคลองกับรายงานที่วาเชื้อ Bacillus pumilus EB3
(Ariffin et al., 2008), เชื้อ Bacillus subtilis A-53 (Kim et al., 2009) และเชื้อ Bacillus firmus
(Tseng et al., 2002) มีพีเอชที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 6.5 แต Lee และคณะ
(2010) รายงานวา Bacillus subtilis A-53 มีพีเอชที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเทากับ
6.8 สวนเชื้อ Bacillus coagulans สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดที่พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 6.0 – 9.0 (Chauhan et al., 2006) แตแบคทีเรียจะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่สุดที่พีเอช
เทากับ 7.0 สําหรับเชื้อ Bacillus subtilis จะผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีที่พีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.0 (Sa-
Pereira et al., 2002) แต Dhiman และคณะ (2008) รายงานวาเชื้อ Bacillus stearothermophilus SDX
จะไมผลิตเอนไซมไซลาเนสเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ปรับพีเอชเทากับ 5.0 แตจะผลิตเอนไซมไดดีที่
พีเอชเทากับ 7.0 และเมื่อปรับพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้นเชื้อจะผลิตเอนไซมลดลงเชนเดียวกับ
Bacillus subtilis (Yuan et al., 2005) ตางจากเชื้อ Bacillus pumilus ที่ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดมาก
ขึ้นเมื่อปรับพีเอชของอาหารเพิ่มขึ้น โดยเชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสสูงที่สุดที่พีเอชเร่ิมตน
เทากับ 9.0 (Kapoor et al., 2008; Poorna and Prema, 2007) สวน Saleem และคณะ (2009)รายงาน
วาเชื้อ Bacillus sp. XTR-10 ผลิตเอนไซมไซลาเนสดีที่สุดที่พีเอชของอาหารเร่ิมตนเทากับ 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. การเจริญและการผลิตเอนไซมในสภาวะท่ีเหมาะสม
เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอร

ที่ไมทําการเจือจางในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเติมสารอาหารเหมือนกับสภาวะการทดลอง
จากขอ 3.1.7 ปริมาตรนํ้าทิ้งเทากับ 50 มิลลิลิตร ทําการปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งใหเทากับ 5.0
เติมปริมาณเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 โดยเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
เทากับ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มี
การเจริญและผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสต้ังแตชั่วโมงที่ 6 ของการทดลอง โดย
เชื้อมีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.75 และ 0.62 ยูนิตตอมิลลิลิตร
ตามลําดับ (Figure 18) มีคาการเจริญซึ่งทําการวัดจากปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.21
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อตอไปพบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสมีคาเพิ่มขึ้น
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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
ของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.02 ยูนิตตอมิลลิลิตร และลดลงเปน 0.95 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่การเลี้ยง
ที่ 48 ชั่วโมง สวนกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนส พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่ 12
ชั่วโมงของการทดลอง มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.99 ยูนิตตอมิลลิลิตร และพบวา
กิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตจาก Bacillus subtilis AH73 มีคาลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสารต้ังตนในอาหารที่ใชเลี้ยงเชื้อน้ันลดลงจึงทําใหกิจกรรมของเอนไซมทั้ง
สองลดลง นอกจากน้ีในการทดลองยังพบวาคาการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีคาที่
เพิ่มขึ้นและมีคามากที่สุดที่ชั่วโมงที่ 12 ของการทดลอง มีคาการเจริญเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และมีคาลดลงเมื่อทําการเลี้ยงตอไป สําหรับสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อแตละชนิดน้ันก็จะแตกตางกันโดย Kim และคณะ (2009)
กลาววาสภาวะที่ใชในการผลิตเอนไซมที่เหมาะสมของเชื้อ Bacillus subtilis A53 คือเลี้ยงในอาหาร
ที่เตรียมจากซีเอ็มซีที่อุณหภูมิเทากับ 50 องศาเซลเซียส พีเอชเทากับ 6.5 จากการทดลองเมื่อทําการ
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เลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 48 ชั่วโมง พบวาเชื้อไมมีการเจริญและผลิตเอนไซมได
เพิ่มขึ้นการทดลองในขั้นตอไปจึงทําการทดลองโดยใชเวลาเลี้ยงเชื้อเพียง 24 ชั่วโมง

3.2 การเลี้ยงเชื้อในถังหมัก
3.2.1 ผลของการกวน

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่มีนํ้าทิ้งโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมที่มีการเติมแคลเซียมคลอไรด, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต, โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและซีเอ็มซีปริมาณ 0.3, 0.3, 1.0, 1.0
และ 15 กรัมตอลิตร พีเอชของอาหารเทากับ 5.0 ปริมาณ 1 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิของถังหมักที่ 45
องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที โดยใชอัตราการกวนที่ 50,
100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาที จากการทดลองพบวาเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสไดต้ังแต 6 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ (Figure 19)
เชนเดียวกับการเลี้ยงเชื้อในฟลาสก (Figure 18) โดยเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสดีที่สุดเมื่อใชอัตรากวนที่ 100 รอบตอนาที (1.30 ยูนิตตอมิลลิลิตร) คากิจกรรม
เอนไซมเซลลูเลสไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ρ>0.05) กับชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวน
150 รอบตอนาที (1.23 ยูนิตตอมิลลิลิตร) แตแตกตางกันกับชุดการทดลองอ่ืน สวนคากิจกรรมของ
เอนไซมไซลาเนสพบวาที่ชั่วโมงที่ 6 น้ันมีคาไมตางกันระหวางชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวนที่
50, 100 และ 150 รอบตอนาที โดยที่อัตราการกวนของถังหมักเทากับ 100 รอบตอนาทีมีกิจกรรม
ของเอนไซมไซลาเนสสูงกวาทุกชุดการทดลอง (0.64 ยูนิตตอมิลลิลิตร) เมื่อทําการเลี้ยงตอไปพบวา
คากิจกรรมของทั้งสองเอนไซมมีคาเพิ่มขึ้นและมีคาสูงที่สุดที่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อมีกิจกรรม
ของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.30, 1.46, 1.37, 1.17 และ 1.20 ยูนิตตอมิลลิลิตรและกิจกรรม
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.77, 0.95, 0.71, 0.59 และ 0.55 ยูนิตตอมิลลิลิตรในอัตรากวนที่เทากับ
50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีตามลําดับ โดยในชุดการทดลองที่ใชอัตราการกวนที่ 100
รอบตอนาทีน้ันการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 มี
คาสูงสุดและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับการทดลองอ่ืน ๆ (ρ<0.05)

จากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักในชวง 50 และ 100 รอบตอ
นาทีน้ันจะสงผลใหการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสน้ันเพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะการ
เพิ่มอัตราการกวนจะไปเพิ่มการสัมผัสระหวางตัวเซลลแบคทีเรีย, เอนไซมและอาหารในถังหมัก ทํา
ใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตเอนไซมออกมามากขึ้นและเอนไซมที่เชื้อผลิตทํางานไดดีขึ้น
แตเมื่อเพิ่มอัตราการเปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาทีพบวากิจกรรมของเอนไซมมีคาลดลงทั้งน้ี
อาจเปนเพราะเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตน้ันไมคง
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ตัวตออัตราการกวนของถังหมักที่เพิ่มมากขึ้น จึงสงผลทําใหการผลิตเอนไซมของแบคทีเรียลดลง
เมื่อเพิ่มอัตราการกวน (Weber and Agblevor, 2005) และการเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักน้ันอาจ
เปนการเพิ่มแรงเฉือน ทําใหเชื้อแบคทีเรียเจริญและผลิตเอนไซมไดไมดีรวมทั้งอัตราการกวนที่
เพิ่มขึ้นอาจกอใหเกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซมในถังหมัก (Ganesh et al., 2000) แตกตางจาก
Ghadge และคณะ (2005) ที่วาการเพิ่มอัตราการกวนจะไมยับยั้งการทํางานของเอนไซมแตอยางใด
การทดลองพบวาอัตราการกวนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของ
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือที่ 100 รอบตอนาที แตกตางจากรายงานของ Kapoor และคณะ
(2008) ที่พบวาเชื้อ Bacillus pumilus MK001 ผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดีเมื่อใชอัตราการกวนที่ 200
รอบตอนาที สวน Techapun และคณะ (2003) รายงานวาอัตรากวนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
ไซลาเนสคือ 150 รอบตอนาที สวน Lee และคณะ (2010) กลาววาการกวนที่เหมาะสมในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสของ Bacillus subtilis A-53 คือ 300 รอบตอนาที
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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.

จากการทดลองพบวาการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในถังหมักน้ันมี
แนวโนมที่เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้น (Figure 20) โดยมีคาการเจริญสูงที่สุดที่ 24
ชั่วโมงของทุกชุดการทดลอง มีคาการเจริญโดยการวัดคาโปรตีนของเซลลทั้งหมดเทากับ 0.18,
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0.27, 0.25, 0.17 และ 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับในอัตรากวนที่เทากับ 50, 100, 150, 200
และ 250 รอบตอนาทีตามลําดับ โดยอัตราการกวนที่เพิ่มขึ้นมีผลตอการเจริญของเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 กลาวคืออัตราการกวนที่ 50 และ 100 รอบตอนาทีจะสงผลในการเพิ่มการเจริญของ
แบคทีเรีย ทั้งน้ีอัตราการกวนที่เพิ่มขึ้นจะชวยใหอาหาร อากาศและแบคทีเรียกระจายสัมผัสกันมาก
ขึ้น (Lee et al., 2010) โดยการกวนจะทําใหอาหารมีขนาดโมเลกุลที่เล็กลงและยังเปนการลดความ
หนืดของอาหารเลี้ยงเชื้อสงผลใหแบคทีเรียรับสารอาหารและเจริญไดมากขึ้น (Hsu et al., 2007)
อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนของถังหมักเปน 150, 200 และ 250 รอบ
ตอนาทีจะสงผลใหการเจริญของแบคทีเรียน้ันมีคาลดลงทั้งน้ีอัตราการกวนที่สูงขี้นอาจจะไปชะลอ
การเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สอดคลองกับ Potumarthi และคณะ (2007) ที่วาการเพิ่ม
อัตราการกวนจะเปนการเพิ่มแรงเฉือนในถังหมักและเกิดความเสียหายใหแกเซลลทําใหเชื้อเจริญได
นอยลง (Feng et al., 2003) แต Syu และ Chen (1997) ทําการเลี้ยงเชื้อ Bacillus amyloliquefaciens
ในถังหมักพบวาเมื่อเพิ่มอัตราการกวนในถังหมักจะสงผลใหเชื้อเจริญได ไมแตกตางกัน
เชนเดียวกับ Lee และคณะ (2010) ที่วาการกวนที่เพิ่มขึ้นจะเพิ่มการเจริญของเซลลแตอาจจะยับยั้ง
การผลิตเอนไซมของแบคทีเรีย
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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 ผลของการใหอากาศ
เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมในสภาวะขอ 3.2.1 ใชอัตราการกวนที่ 100 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศที่ 1, 2
และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จากการทดลองพบวากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสที่เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นเมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยง
และเพิ่มอัตราในการใหอากาศ (Figure 21) จากการทดลองพบวาที่ 6 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ อัตรา
การใหอากาศที่ 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที มีคากิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.29, 1.33 และ 1.39 ยูนิตตอมิลิลิตรและ 0.68, 0.79 และ 0.84 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ และเมื่อทําการเลี้ยงตอไปที่ 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ พบวา Bacillus subtilis
AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเพิ่มขึ้นเปน 1.46, 1.56 และ 1.72
ยูนิตตอมิลลิลิตรและ 0.93, 0.94 และ 1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ พบวาคากิจกรรมของ
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่อัตราการใหอากาศในถัง
หมักเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีดีที่สุดแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (ρ<0.05) กับชุดการ
ทดลองอ่ืน เมื่อทําการวัดคาการเจริญของเซลลแบคทีเรีย (Figure 22) โดยการวัดคาโปรตีนภายใน
เซลลพบวาการใหอากาศที่ 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที จะสงผลใหเชื้อเจริญไดมากขึ้น
เมื่อเพิ่มเวลาในการเลี้ยงแตการใหอากาศในอัตรา 1, 2 และ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีใหผลการ
เจริญไมแตกตางกันระหวางชุดการทดลอง (ρ>0.05) โดยพบวาคาโปรตีนภายในเซลลของการเลี้ยง
เชื้อที่ 6 ชั่วโมงของการทดลองน้ัน Bacillus subtilis AH73 มีคาการเจริญเทากับ 0.24, 0.24 และ 0.25
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับและการเจริญของเชื้อที่ 24 ชั่วโมง มีคาเพิ่มขึ้นเปน 0.30, 0.31 และ
0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ

จากการทดลองเมื่อทําการเพิ่มอัตราการใหอากาศพบวาเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 มีการผลิตเอนไซมมากขึ้น อาจเน่ืองมาจากอากาศที่เพิ่มขึ้นจะไปชวยกระจายอาหารในถัง
หมักใหสัมผัสกับเอนไซมไดมากขึ้น การใหอากาศเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาทีจะให
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสที่ผลิตโดย Bacillus subtilis AH73 ดีที่สุด
แตกตางจาก Lee และคณะ (2010) ที่วา Bacillus subtilis A-53 จะผลิตเอนไซมเซลลูเลสดีที่สุดเมื่อ
ใชอัตราการใหอากาศที่ 1 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที และการเพิ่มอากาศจะไมสงผลตอการผลิต
เอนไซม แตจากการทดลองน้ันการเพิ่มอัตราการใหอากาศจะสงเสริมใหเชื้อมีการผลิตเอนไซมมาก
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 น้ันพบวาเชื้อแบคทีเรียมีคาการ
เจริญที่ไมแตกตางกันในทุกชุดการทดลองทั้งน้ีการเพิ่มอัตราการใหอากาศในถังหมักจะชวยใหเชื้อ
Bacillus subtilis AH73 เจริญไดรวดเร็วในชั่วโมงแรกของการทดลอง และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ
ตอไปพบวาการเพิ่มอัตราการใหอากาศน้ันไมสงเสริมตอการเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73
สอดคลองกับ Syu และ Chen (1997) ที่กลาววาการเพิ่มอัตราการใหอากาศจะทําใหเชื้อ Bacillus
amyloliquefaciens ในถังหมักเจริญไดเร็วในชวงแรก แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อผานไปพบวาการเจริญ
ของเชื้อไมแตกตางกันเน่ืองมาจากอัตราการใหอากาศที่สูงอาจจะสงผลใหเกิดอันตรายแกเซลลของ
เชื้อแบคทีเรีย แต Demirtas และคณะ (2003); Lee และคณะ (2010) กลาววาการเพิ่มอัตราการกวน
และอัตราการใหอากาศจะชวยเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรียใหมีจํานวนมากขึ้น

4. ผลการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชแบคทีเรียท่ีคัดเลือกและ
เอนไซมท่ีผลิตได

4.1 เปรียบเทียบการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยใชเอนไซมหยาบ
และอาหารท่ีผานการเลี้ยงเชื้อ

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปน
เวลา 12 ชั่วโมง (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99
ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) แลวนํามาศึกษาการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่
ผานการฆาเชื้อและปรับพีเอชเทากับ 5.0 ปริมาตร 45 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดย
เติมสวนใสที่แยกเชื้อออกและอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร (วิธีการในบทที่ 2
หัวขอ 4.1) พบวาชุดการทดลองที่ใชสวนใสและใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง
สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดดีกวาชุดควบคุม ใหผลแตกตางกันที่ 96 ชั่วโมงของการ
ทดลอง (ρ>0.05) สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 18.70 และ 17.88 ในชุด
การทดลองที่ใชเฉพาะสวนใสและอาหารผานการเลี้ยงเชื้อตามลําดับ (Table 10) สําหรับการลดลง
ของนํ้ามันในตะกอนพบวา ชุดที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง สามารถลดนํ้ามัน
ในตะกอนไดรอยละ 43.33 ที่ 96 ชั่วโมงของการทดลอง แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลอง
ที่ใชสวนใสซึ่งลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 37.18 สําหรับชุดควบคุมซึ่งเติมเพียงนํ้ากลั่นลงในนํ้า
ทิ้งปริมาณเทากันลดนํ้าหนักแหงของนํ้าทิ้งไดรอยละ 5.47 และลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 16.61
เน่ืองจากในชุดการทดลองที่เติมเฉพาะสวนใสจะมีเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส  สวน
ชุดการทดลองที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมง จะมีเซลลของ Bacillus subtilis
AH73 รวมกับเอนไซม ซึ่งจะยอยเซลลูโลสและไซแลนในนํ้าทิ้งและปลดปลอยนํ้ามันออกมาได
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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

ทําใหมีการลดลงของนํ้ามันและนํ้าหนักแหงของตะกอน และเมื่อทําการวิเคราะหปริมาณนํ้ามันที่มี
ในสวนใสพบวามีคาเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (Figure 23) อยางไรก็ตาม พบวาชุดการทดลอง
ที่ใชสวนใสและอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชั่วโมงใหคาการลดลงของนํ้าหนักแหงของ
ตะกอนและปริมาณนํ้ามันในตะกอนแตกตางกัน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการยอยสลายสารประกอบใน
นํ้าทิ้งของชุดการทดลองที่ใชสวนใสน้ัน เกิดจากเอนไซมที่เติมลงไปเพียงอยางเดียว ตางจากชุดการ
ทดลองที่ใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเชื้อ Bacillus subtilis AH73 จะมีการเจริญและผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสออกมายอยสารประกอบในนํ้าทิ้ง สงผลใหการลดลงของ
นํ้ามันในตะกอนของชุดการทดลองที่มีเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ดีกวาชุดการทดลองที่ใชเพียง
สวนใส จากการทดลองยังพบวาในชุดควบคุมน้ันมีการลดลงของนํ้าหนักแหงของตะกอนและ
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ปริมาณนํ้ามันในตะกอนไดเล็กนอยแมวาจะไมมีการเติมเอนไซมหรือเติมเชื้อ Bacillus subtilis
AH73 ลงไปในนํ้าทิ้ง อาจเน่ืองมาจากสภาวะการทดลองมีการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีและ
ใชอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งทั้งการเขยารวมกับอุณหภูมิที่ใชอาจจะชวยใหนํ้ามันที่เกาะอยูกับ
เสนใยในนํ้าทิ้งแยกหลุดออกมาไดเชนกัน (Laohaprapanon et al., 2005) สําหรับการแยกนํ้ามันออก
จากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมน้ันนอกจากการใชเชื้อ Bacillus subtilis AH73 แลว พบวามีเชื้อ
อีกหลายชนิดที่มีคุณสมบัติในการแยกนํ้ามันไดเชนเชื้อสายพันธุ ST29 (Muneesri, 1996), Rhizopus
sp. (Pechsuth et al., 2001; Binmaeil, 2005) เชื้อสายพันธุ SU5 และเชื้อสายพันธุ SU9 (Udomsil
and Prasertsan, 2009) ซึ่งเชื้อแตละชนิดก็จะมีความสามารถในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได
แตกตางกันขึ้นอยูกับความสามารถของเชื้อและสภาวะที่ใช
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Figure 23 Oil increasing after separated oil from palm oil mill effluent in various conditions.

4.2 ผลของพีเอช
จากการศึกษาผลของพีเอชตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 12 ชั่วโมง ปริมาตร 5
มิลลิลิตร เติมลงในนํ้าทิ้งที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ
4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
พบวาที่ 96 ชั่วโมง สามารถลดนํ้าหนักแหงของตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 27.66, 25.97, 35.76
และ 34.35 ตามลําดับ (Table 11) ชุดการทดลองที่ทําการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 6.0 ใหผล
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ดีที่สุดและไมแตกตางกับชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 (ρ>0.05) แต
แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับชุดการทดลองที่ที่ปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ 4.0 และ 5.0
สําหรับในชุดควบคุมพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มีการลดนํ้าหนักแหงของตะกอน
นํ้าทิ้งไดรอยละ 4.04, 4.85, 7.36 และ 10.38 ตามลําดับ สําหรับปริมาณนํ้ามันในตะกอน พบวาการ
ปรับเพิ่มพีเอชของนํ้าทิ้งและเวลาบมที่เพิ่มขึ้นสงผลใหปริมาณของนํ้ามันในตะกอนมีคาลดลง โดย
ที่ 96 ชั่วโมง ชุดการทดลองที่ปรับพีเอชเทากับ 4.0, 5.0, 6.0 และ 7.0 มีปริมาณนํ้ามันในนํ้าทิ้งเทากับ
รอยละ 22.06, 43.68, 56.67 และ 63.71 ตามลําดับ ดีที่สุดในชุดทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ
7.0 แตกตางกับชุดการทดลองอ่ืน ในขณะที่ชุดควบคุมมีการลดลงของปริมาณนํ้ามันในตะกอน
เทากับรอยละ 11.32, 19.57, 22.26 และ 23.40 ตามลําดับ พบวาพีเอชของนํ้าทิ้งที่เพิ่มขึ้นสงผลให
นํ้าหนักแหงของตะกอนและปริมาณนํ้ามันในตะกอนมีคาลดลงรวมทั้งการเพิ่มขึ้นของนํ้า มันใน
สวนใส (Figure 24) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสภาวะดังกลาวคือพีเอชเทากับ 7.0 น้ันมีความเหมาะสมตอ
การเจริญของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 (Figure 17) และอาจจะสงเสริมการทํางานของเอนไซมที่
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ผลิตออกมา จึงสงผลใหสามารถลดนํ้าหนักของตะกอนแหงและ
ปริมาณนํ้ามันในนํ้าทิ้งของชุดการทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้ง เทากับ 7.0 ไดมากขึ้น และจากการ
ทดลองยังพบวาพีเอชของนํ้าทิ้งที่เพิ่มขึ้นน้ันมีผลตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งรวมทั้งการ
ลดลงของนํ้าหนักแหงของตะกอนไดเชนกัน เมื่อทําการวัดปริมาณนํ้ามันในสวนใสพบวาชุดการ
ทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 มีปริมาณนํ้ามันในสวนใสมากที่สุด อาจเปนเพราะในการ
เตรียมนํ้าทิ้งเพื่อนํามาทดลองน้ันมีการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดซึ่ง
อาจจะสงผลใหนํ้ามันในนํ้าทิ้งที่จับอยูกับสารประกอบจําพวกเซลลูโลสและไซแลนหลุดออกได
งายขึ้น (Binmaeil, 2005) สงผลใหชุดการทดลองที่ปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 น้ัน แยกนํ้ามัน
ออกจากตะกอนนํ้าทิ้งและลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดมากที่สุด
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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
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการแยกนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลมโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เวลา 12 ชั่วโมง ปริมาตร 5
มิลลิลิตรลงในนํ้าทิ้งที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 45 มิลลิลิตร และปรับพีเอชเร่ิมตนของนํ้าทิ้งเทากับ
7.0 บมบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 96 ชั่วโมง พบวาอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus subtilis AH73 สามารถลดนํ้าหนักแหงของ
ตะกอนจากนํ้าทิ้งไดรอยละ 17.61, 35.53 และ 28.30 ตามลําดับ (Table 12) ชุดการทดลองที่ใช
อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส ใหผลการลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดดีที่สุดและแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญกับชุดการทดลองอ่ืน (ρ<0.05) สวนการลดลงของนํ้ามันในตะกอนที่ 96 ชั่วโมงน้ัน
พบวาการบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถลดนํ้ามันไดดีที่สุด (รอยละ 62.79) ดีกวาที่
อุณหภูมิ 37 (รอยละ 24.99) และ 55 (รอยละ 51.85) องศาเซลเซียส ดังน้ันที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียสจึงเหมาะสมตอการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมและทําใหไดปริมาณ
นํ้ามันในสวนใสเพิ่มขึ้นมากกวาชุดการทดลองอ่ืน (Figure 25)

การที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสสงผลใหการใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 สามารถลดนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอนดีที่สุด อาจเน่ืองมาจากที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสน้ันเปนอุณหภูมิที่ใชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนของการทดลอง ดังน้ัน
ในชุดการทดลองที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส รวมกับการปรับพีเอชของนํ้าทิ้งเทากับ 7.0 จึงสงผล
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ใหเชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่เติมลงไปทํางานไดดีกวาชุดการทดลองที่อุณหภูมิอ่ืน จากการ
ทดลองยังพบวาในชุดควบคุมซึ่งไมมีการเติมเชื้อ Bacillus subtilis AH73 น้ันสามารถลดนํ้าหนัก
แหงและลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดเชนกัน โดยในชุดควบคุมที่อุณหภูมิเทากับ 37, 45 และ
55 องศาเซลเซียสน้ันมีการลดลงของนํ้าหนักแหงเทากับรอยละ 2.37, 8.77 และ 11.14 ตามลําดับ และ
สามารถลดนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 14.93, 24.86 และ 26.75 ตามลําดับ ซึ่งอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นจะมี
สวนชวยในการแยกนํ้ามันออกเสนใยที่มีอยูในนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (Laohaprapanon et
al., 2005) อีกทั้งในการทดลองไดมีการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาทีซึ่งอาจสงผลใหนํ้ามันที่
เกาะอยูกับเสนใยหลุดออกไดเมื่อเพิ่มอุณหภูมิและระยะเวลาการทดลอง

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.

จากการทดลองพบวาการลดลงของนํ้ามันในตะกอนและนํ้าหนักแหงของตะกอน
มีคานอย อาจเน่ืองมาจากในการทดลองคร้ังน้ีใชอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมที่นอย
และยังไมผานการทําใหบริสุทธิ์ จึงสงผลใหการลดลงของนํ้าหนักแหงและการแยกนํ้ามันออก จาก
ตะกอนนํ้าทิ้งเกิดไดไมดี อีกทั้งในนํ้าทิ้งที่ทําการทดลองน้ันอาจจะมีนํ้าตาลเปนองคประกอบใน
ปริมาณที่สูงซึ่งปริมาณนํ้าตาลที่เพิ่มขึ้นจะมีผลไปยับยั้งการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (เบญจวรรณ
ชิตมณี, 2534; Archana and Satyanarayana, 1997; Chandra et at., 2009) พบวา Bacillus subtilis
AH73 มีความสามารถในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรและลดนํ้าหนักแหงของตะกอนดี
ที่สุดเมื่อใชอุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส (รอยละ 35.53 และรอยละ 62.79 ตามลําดับ) และ
ปริมาณนํ้ามันที่แยกไดมีปริมาณนอยเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองที่ไดมีการรายงานไวเชน เชื้อ
Rhizopus sp. สายพันธุ ST4 และ ST29 สามารถแยกนํ้ามันและกรีสจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามัน
ปาลมไดรอยละ 84.2 และ 94.7 ตามลําดับ (Pechsuth et al., 2001), เชื้อสายพันธุ SO1 สามารถลด
นํ้าหนักแหงของตะกอนและนํ้ามันในตะกอนไดรอยละ 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) อยางไรก็ตามเชื้อบางสายพันธุก็ไมสามารถ
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แยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งได ดังรายงานของ Kaewchai และ Prasertsan (2002) ที่วา Bacillus subtilis
WD29, Bacillus subtilis SM29 และ Enterobacter agglomerams SM38 ไมสามารถแยกนํ้ามันออก
จากนํ้าทิ้งได สําหรับรายงานการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมจากแหลงตาง 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

บทสรุปและขอเสนอแนะ

1. ผลการวิเคราะหองคประกอบนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร

จากการศึกษาองคประกอบของนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมพบวามีอุณหภูมิ
เทากับ 63.70 องศาเซลเซียส, มีพีเอชเทากับ 4.32} มีปริมาณสารอินทรียสูงโดยมีคาซีโอดีเทากับ
157.06 กรัมตอลิตร, ปริมาณของแข็งทั้งหมด 40.29 กรัมตอลิตร, ของแข็งแขวนลอย 29.85 กรัมตอ
ลิตร, นํ้ามันและกรีส 15.96 กรัมตอลิตร, นํ้าตาลทั้งหมด 4.74 กรัมตอลิตร, ไนโตรเจน 1.30 กรัมตอ
ลิตร, นํ้าหนักแหงของตะกอน 35.97 กรัมตอลิตร, เถา 1.05 กรัมตอลิตร, นํ้ามันในตะกอน 0.41 กรัม
ตอกรัมนํ้าหนักแหงของตะกอนและปริมาณเซลลูโลสรอยละ 27.02

2. ผลของการแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตัวอยางดินรอบ ๆ
บอรวบรวมนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมบนอาหารแข็งซีเอ็มซี ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24 ชั่วโมง ดวยวิธีการคองโกเรด พบวาคัดแยกเชื้อแบคทีเรียได 84 สายพันธุ และมี 66
สายพันธุที่มีความสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส แบคทีเรียสายพันธุ AH14, AH64 และ AH73 มี
กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (0.73, 0.71 และ 0.73 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) และเอนไซม
ไซลาเนส (1.24, 1.18 และ 1.21 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ) ในอาหารเหลวซีเอ็มซีที่เติมแคลเซียม
คลอไรด 0.3 กรัมตอลิตร, แม็กนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต 0.3 กรัมตอลิตร,โปแตสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร,
พอลีเปปโตน 2.0 กรัมตอลิตร, ยีสตสกัด 1.0 กรัมตอลิตร, แอมโมเนียมไนเตรท 4.4 กรัมตอลิตร
และซีเอ็มซี 10 กรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุ AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซม
ไซลาเนสดีที่สุดในอาหารที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรนํ้าทิ้งเจือจางตอนํ้ากลั่นในอัตราสวน 1 ตอ 4
และเติมสารอาหารทุกอยางเหมือนอาหารเหลวซีเอ็มซี มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและ
เอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.55 และ 0.37 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ มีคาการเจริญวัดจากปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดภายในเซลลเทากับ 0.13 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เชื้อสายพันธุ AH73 มีลักษณะโคโลนี
ที่ใหญ มีสีขาว ขอบหยัก นูน หนาดาน ใหผลคะตะเลสเปนบวก มีรูปแทง สรางสปอร ติดสีแกรม
บวก เทียบเคียงสายพันธุดวยวิธี 16S rDNA เปน Bacillus subtilis
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3. ผลของการเจริญและการผลิตเอนไซมในนํ้าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร

การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสม ในการผลิตเอนไซม เซลลู เลสและเอนไซม
ไซลาเนสในระดับ ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรของ Bacillus subtilis AH73 คือใชอาหารจากนํ้าทิ้ง
ดีแคนเตอรเติมที่แคลเซียมคลอไรด 0.3 กรัมตอลิตร, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต 0.3 กรัมตอ
ลิตร, โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0 กรัมตอลิตร, ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0
กรัมตอลิตรและซีเอ็มซี 15 กรัมตอลิตร ปริมาตรเลี้ยง 50 มิลลิลิตรเชื้อเร่ิมตนรอยละ 10 พีเอชเร่ิมตน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 5.0 อุณหภูมิเทากับ 45 องศาเซลเซียส เขยาบนเคร่ืองเขยาความเร็วรอบ
200 รอบตอนาที เชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 1.02 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ที่ 36 ชั่วโมง มีกิจกรรมของเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.99 ยูนิต ตอมิลลิลิตร ที่ 12 ชั่วโมง
และมีคาโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่ 30 ชั่วโมง ในระดับถังหมักขนาด
2 ลิตร ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเทากับ 1 ลิตร โดยสภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไซลาเนสของเชื้อ Bacillus subtilis AH73 คือใชอัตรา
การกวนเทากับ 100 รอบตอนาทีและอัตราการใหอากาศเทากับ 3 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที บมที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เชื้อ Bacillus subtilis AH73 มีกิจกรรมของเอนไซม
เซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 1.72 และ 1.09 ยูนิตตอมิลลิลิตร มีคาการเจริญโดยวัดจาก
ปริมาณโปรตีนภายในเซลลเทากับ 0.31 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

4. ผลการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าท้ิงจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม

การแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดยใชอาหารที่ผานการเลี้ยงเชื้อ Bacillus
subtilis AH73 เปนเวลา 12 ชั่วโมง และสารละลายสวนใสที่ไดจากปนเหวี่ยงอาหารที่ผานการเลี้ยง
เชื้อ Bacillus subtilis AH73 ที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10
นาที (มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนสเทากับ 0.98 และ 0.99 ยูนิตตอ
มิลลิลิตรตามลําดับ) พบวาทั้งสองชุดการทดลองสามารถลดนํ้ามันออกจากตะกอนนํ้าทิ้งไดรอยละ
43.33 และ 37.18 ตามลําดับ (ρ<0.05) และลดนํ้าหนักแหงของตะกอนไดรอยละ 17.88 และ 18.70
(ρ>0.05) จึงเลี้ยง Bacillus subtilis AH73 ในอาหารจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนเวลา 12 ชั่วโมงเพื่อ
ศึกษาสภาวะที่เหมาะในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งโรงงานส กัดนํ้ามันปาลม พบวาสภาวะที่
เหมาะสมในการแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดย Bacillus subtilis AH73 คือ พีเอชเร่ิมตน
ของนํ้าทิ้งเทากับ 7 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ชั่วโมง
นํ้าหนักแหงของตะกอนลดลงรอยละ 35.53 นํ้ามันในตะกอนลดลงรอยละ 62.79
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ขอเสนอแนะ

1. เน่ืองจากไดมีการนําเอานํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมาใชในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสและเอนไซมไซลาเนส ดังน้ันในการศึกษาลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัด
นํ้ามันปาลมควรวิเคราะหหาองคประกอบอ่ืน ๆ ที่อาจจะมีผลตอการผลิตเอนไซมของเชื้อแบคทีเรีย
ดวย เชน แรธาตุที่เปนองคประกอบ, นํ้าตาลชนิดตาง ๆ และฟนอล เปนตน

2. เน่ืองจากมีเชื้อหลายสายพันธุที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส
และเอนไซมไซลาเนสได ดังน้ันในการคัดแยกเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมควรจะใชอาหารที่สงเสริมการ
ผลิตเอนไซมน้ัน ๆ ดวย เชน เติมไซแลน อีกทั้งควรวิเคราะหความสามารถของเชื้อที่คัดแยกวาผลิต
เอนไซมอะไรและชนิดใดบาง เชน เอนไซมเซลลูเลสชนิดไหน เปนตน และควรแยกเชื้อที่ชนิดอ่ืนที่
สามารถโตบนอาหารแข็งซีเอ็มซีดวย เชน เชื้อรา ทั้งน้ีเพื่อใหไดมาซึ่งเชื้อที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมที่สนใจดีที่สุด

3. ในการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตเอนไซมควรศึกษาเพิ่มในปจจัย
ของปริมาณหัวเชื้อเร่ิมตน การควบคุมพีเอช และปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนเปนตน

4. ในการใชเชื้อ Bacillus subtilis AH73 เพื่อแยกนํ้ามันออกจากนํ้าทิ้งน้ัน ควรจะ
วัดกิจกรรมของเอนไซม วัดการเจริญของเชื้อและปริมาณนํ้าตาลที่เพิ่มขึ้น

5. ควรทําบริสุทธิ์ เอนไซมที่ไดจากการทดลองและควรวัดความคงตัวของ
เอนไซมที่ผลิตได
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ภาคผนวก ก

1. กราฟมาตรฐานนํ้าตาลท้ังหมดดวยวิธี 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
สมการเสนตรงของกราฟมาตรฐานกลูโคสมีคาเทากับ y = 0.0054x
โดยที่ y คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร
x คือ ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสมาตรฐานเทียบเปนปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในนํ้าทิ้ง

จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (กรัมตอลิตร)
เพราะฉะน้ันปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในนํ้าทิ้ง = 0.0054 / คาดูดกลืนแสงที่ 490 นา
จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม (กรัมตอลิตร) 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)
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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.อุปกรณกลั่นไหลกลับ
1.1 ขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร
1.2 เคร่ืองควบแนน
1.3 เตาใหความรอน
2. บิวเรต
สารเคมี
1. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.025 นอรมอล
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตซึ่งอบแหงที่ 103 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง

จํานวน 12.259 กรัมในนํ้ากลั่น เติมกรดซัลฟามิก 0.12 กรัม แลวเจือจางจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร
2. สารละลายกรดซัลฟูริก (Sulfuric acid reagent)
สารละลายซิลเวอรซัลเฟต 22 กรัม ในกรดซัลฟวริกเขมขนบรรจุขวดขนาด 1 ปอนด

(2.56 ลิตร) เน่ืองจากซิลเวอรซัลเฟตละลายนํ้ายากมากอาจใชเวลา 1-2 วัน จึงจะละลายหมด
3. สารละลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (ferrous ammonium sulphate)
3.1 การเตรียมสารละลาย
ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตจํานวน 39 กรัม ในนํ้ากลั่น เติมกรดซัลฟูริกเขมขน

20 มิลลิลิตร ทําใหเย็นแลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร
3.2 การหาความเขมขนของสารละลาย
ปเปตสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต จํานวน 10 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นจน

ไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม Sulfuric acid reagent 30 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหเย็นไทเตรตดวย
สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เติมเฟอรโรอิน 2-3 หยด เปนอินดิเคเตอร

ความเขมขน (นอรมอล) = (ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร)) /
(ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มิลลิลิตร))
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4. สารละลายเฟอรโรอิน
ละลาย 1-10 ฟแนนโทรลีนโมโนเดรตจํานวน 1.485 กรัม และเฟอรรัสซัลเฟตจํานวน

0.695 กรัม  เติมนํ้าจนปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร
5. ซิลเวอรซัลเฟตชนิดผง
6. เมอคิวร่ีซัลเฟตชนิดบริสุทธิ์หรือผงใชเปนตัวกําจัดอนุภาคคลอไรดในอัตราสวน

HgSO4 ตอ Cl- เทากับ 10:1
7. กรดซัลฟามิก ใชในกรณีที่กําจัดไนเตรตเทาน้ัน
วิธีการ
1. เติมเมอคิวร่ีซัลเฟต 0.4 กรัม ลงในขวดกลม
2. เติมตัวอยาง 20 มิลลิลิตรหรือสวนของตัวอยางที่เจือจางดวยนํ้ากลั่นใหเปน 20

มิลลิลิตร
3. เติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 10 มิลลิลิตร และลูกแกว 3-5

เม็ด
4. คอย ๆ เติมกรดซัลฟูริกปริมาณ 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันเพื่อละลายเมอคิวร่ี

ซัลเฟต ควรทําใหเย็นขณะเขยา เพื่อหลีกเลี่ยงการสูญเสียของสารที่เปนไอในตัวอยาง (อาจแชในอาง
นํ้า)

5. กลั่นดวยอุปกรณกลั่นไหลกลับประมาณ 2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็น
6. ไทเตรตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตที่เกินพอดวยสา รละลายเฟอรรัส

แอมโมเนียมซัลเฟต ใชเฟอรโรอินเปนอินดิเคเตอร เมื่อถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจากสีเขียวไปเปนสี
นํ้าตาลปนแดง

7. ทําแบลงคโดยใชนํ้ากลั่น 20 มิลลิลิตร  แทนตัวอยางนํ้าทําเชนเดียวกับตัวอยาง (ขอ
1-6)

การคํานวณ
ซีโอดี (กรัมตอลิตร)   =   [(A-B) × N × 8 x 1000] / ปริมาณตัวอยาง (ลิตร)
A คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเตรตแบลงค
B คือ ปริมาณสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชไทเตรตตัวอยาง
N คือ ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมอล)
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2. ของแข็งท้ังหมด (Total solids) (APHA, AWWA and WPCF, 1985)

อุปกรณ
1. ถวยกระเบื้องสําหรับระเหย
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได
3. อางไอนํ้า
4. โถดูดความชื้น
5. เคร่ืองชั่งนํ้าหนัก
วิธีการ
1. นําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปน

เวลา 1 ชั่วโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนักที่แนนอน
2. ตวงตัวอยาง 50 มิลลิลิตร หรือนอยกวาใสลงในถวยระเหยที่ทราบนํ้าหนักที่แนนอน
3. นําไประเหยใหแหงในอางไอนํ้า
4. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง
5. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น
6. ชั่งนํ้าหนัก
คํานวณ
ของแข็งทั้งหมด = ([ นํ้าหนักของแข็ง (กรัม)] / ลิตรของตัวอยาง)

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. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 105 องศาเซลเซียส
5. โถดูดความชื้น
6. เคร่ืองชั่งละเอียด
วิธีการ
1. เอา gooch ซึ่งเตรียมใสในที่ดูดอากาศ ทํากระดาษกรองใหเปยกดวยนํ้ากลั่นเปด

เคร่ืองดูดอากาศ
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2. วัดปริมาตรตัวอยาง 10 มิลลิลิตรแลวกรองลาง 3 คร้ังดวยนํ้ากลั่นคร้ังละประมาณ 10
มิลลิลิตร

3. ใชเคร่ืองดูดอากาศดูดจนแหง นําไปอบใหแหงที่ 105 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง ทํา
ใหเย็นในโถดูดความชื้นและชั่งนํ้าหนัก

การคํานวณ
ของแข็งแขวนลอย (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของแข็งแขวนลอย(กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)

4. นํ้าหนักแหงของตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

วิธีการ
1. นําถวยระเหยลางใหสะอาด อบใหแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1

ชั่วโมง  ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนักที่แนนอน
2. นํานํ้าทิ้งไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที 4 องศาเซลเซียส 15 นาที
3. เทนํ้าทิ้งสวนบนออก
4. ใสนํ้ากลั่นในหลอด centrifuge เขยาจนไมมีตะกอนติดที่กนหลอด
5. เทลงในถวยกระเบื้องที่ทราบนํ้าหนักที่แนนอน
6. อบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส
7. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นประมาณ 45 นาที
8. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
นํ้าหนักแหงของตะกอน (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของตะกอน (กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)

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

อุปกรณ
1. เคร่ืองมือที่ใชสําหรับสกัดไขมัน
2. เคร่ืองชั่งละเอียด
3. โถดูดความชื้น
4. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได 105 องศาเซลเซียส
5. เคร่ืองดูดอากาศ
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6. Buchner funnel
7. ผาขาวบาง
สารเคมี
1. ปโตรเลียมอีเทอร
2. กระดาษกรอง
3. Diatomaceous-silica filter suspension (10 กรัมตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร)
4. ผาขาวบาง
วิธีการ
1. วางกระดาษกรองใน Buchner funnel แลวเทสารละลาย Diatomaceous-silica filters

suspension 100 มิลลิลิตร ใชเคร่ืองดูดอากาศดูด ลางดวยนํ้ากลั่นประมาณ 10 มิลลิลิตรจนกระทั่ง
แหง

2. กรองตัวอยางที่เตรียมไวและดูดใหแหง
3. ใชปากคีบหยิบกระดาษกรองออกมา มวนกระดาษกรองเขาดวยกันแลวหอดวยผา

ขาวบางนําไปอบที่ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที
4. ใสลงในซอคเลต
5. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดสกัดไขมัน 150 มิลลิลิตรแลววาง

บนเตา
6. ประกอบอุปกรณชุดสกัด พรอมทั้งเปดนํ้าหลออุปกรณควบแนนและปดสวิตซให

ความรอน
7. ใชเวลาในการสกัด 4 ชั่วโมง เมื่อครบแลวกลั่นเก็บสารละลายจนเหลือสารละลาย

ในขวดกลมเพียงเล็กนอยนําหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต
8. นําขวดสกัดไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลาประมาณ 30

นาที
9. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
ปริมาณนํ้ามันและกรีส (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักของสารที่สกัดได (กรัม)] / ลิตรของ

ตัวอยาง)
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6. นํ้ามันในตะกอน (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 1990)

อุปกรณ
1. เคร่ืองมือที่ใชสําหรับสกัดไขมัน
2. เคร่ืองชั่งละเอียด
3. โถดูดความชื้น
4. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิได 105 องศาเซลเซียส
สารเคมี
1. ปโตรเลียมอีเทอร
2. กระดาษกรอง
วิธีการ
1. มวนกระดาษกรองที่มีตะกอนจากนํ้าทิ้งโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมเขาดวยกัน
2. ใสลงในซอคเลต
3. เติมสารตัวทําละลายปโตรเลียมอีเทอรลงในขวดสกัดไขมัน 150 มิลลิลิตรแลววาง

บนเตา
4. ประกอบอุปกรณชุดสกัด พรอมทั้งเปดนํ้าหลออุปกรณควบแนนและปดสวิทซให

ความรอน
5. ใชเวลาในการสกัด 4 ชั่วโมง เมื่อครบแลวกลั่นเก็บสารละลายจนเหลือสารละลาย

ในขวดกลมเพียงเล็กนอยนําหลอดใสตัวอยางออกจากซอคเลต
6. นําขวดสกัดไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนแหงใชเวลาประมาณ 30

นาที
7. ชั่งนํ้าหนัก
การคํานวณ
ปริมาณของนํ้ามันในตะกอน = ([นํ้าหนักของนํ้ามัน (กรัม)] / ลิตรของตัวอยาง)

7.เถา (A.O.A.C., 1990)

อุปกรณ
1. เตาเผา
2. ถวยกระเบื้องเคลือบ
3. โถดูดความชื้น
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4. เคร่ืองชั่งไฟฟา
วิธีการ
1. เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส  เปนเวลาประมาณ

3 ชั่วโมง  ปดสวิทซเตาเผาแลวรอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิภายในเตาเผาลดลงกอน
แลวนําออกจากเตาเผาใสโถดูดความชื้น  ปลอยใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองแลวชั่งนํ้าหนัก

2. เผาซ้ําอีกคร้ังละประมาณ 30 นาที  และกระทําเชนขอ 1 จนไดผลตางของนํ้าหนัก
ของทั้งสองคร้ังติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

3. ชั่งตัวอยางใหไดนํ้าหนักแนนอนประมาณ 1-2 กรัม  ใสในถวยกระเบื้องเคลือบซึ่ง
ทราบนํ้าหนักแลว นําไปเผาในตูควันจนหมดควัน แลวจึงนําเขาเตาเผา ต้ังอุณหภูมิไวที่ 600 องศา
เซลเซียส และกระทําเชนเดียวกับขอ 1-2

การคํานวณ
ปริมาณเถาคิด (กรัมตอลิตร) = ([นํ้าหนักตัวอยางหลังเผา (กรัม)]/ลิตรของตัวอยาง)

8. ไนโตรเจน

อุปกรณ
1. อุปกรณยอยโปรตีน  ประกอบดวยเตายอยและเคร่ืองดักจับไอกรด
2. อุปกรณกลั่นโปรตีน (Markham Scmi-micro Kjedahl Distillation Apparatus
3. ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตรและขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร
4. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
5. บิวเรตตขนาด 25 มิลลิลิตร
6. ลูกแกว
7. เคร่ืองชั่งไฟฟา
สารเคมี
1. สารผสมระหวางคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O) และโพแทสเซียมซัลเฟต

(K2SO4) อัตราสวน 1:10
2. กรดซัลฟูริกเขมขน
3. โซเดียมไฮดรอกไซด  เขมขนรอยละ 60
4. กรดบอรริกที่มีความเขมขนรอยละ 4
5. กรดเกลือที่มีความเขมขน 0.02 นอรมอล
6. อินดิเคเตอร  เปนสารผสมระหวาง  เมทิล เรด  เมทิลีนบลู  และโบรโมครีซอลกรีน
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วิธีการ
1. ปเปตตัวอยาง 15 มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดยอยโปรตีนและทําแบลงคดวย
2. ใสสารผสม CuSO4·5H2O และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 20 มิลลิลิตร
4. วางหลอดยอยในเตาเผาแลวประกอบสายยางระหวางสายครอบขวดใสดางและ

เคร่ืองดักจับไอกรดใหเรียบรอย
5. เปดสวิทซเคร่ืองดักจับไอกรดและเตายอย  ต้ังอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส  เวลา

30 นาที  จากน้ันปรับเพิ่มอุณหภูมิเปน 400 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลายใส
6. ปลอยทิ้งใหเย็น
7. นํามาถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชนํ้ากลั่นลางหลอด

ยอยใหหมดสารละลายตัวอยาง แลวปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร เก็บไวกลั่นตอไป
ข้ันตอนการกลั่นและไทเทรต
1. จัดอุปกรณ แลวเปดสวิทซใหความรอน และเปดนํ้าหลอเย็นเคร่ืองควบแนนดวย
2. นําขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอรริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาณ

5 มิลลิลิตร และนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร ซึ่งเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับของเหลวที่กลั่นได
โดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลายกรดน้ี

3. ดูดสารละลายตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสลงในชองตัวอยาง แลวเติมโซเดียม
ไฮดรอกไซดลงไป 20 มิลลิลิตร

4. กลั่นประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยนํ้ากลั่นลงในขวดรองรับ
5. ไทเทรตสารละลายที่กลั่นไดดวยกรดเกลือที่มีความเขมขน 0.02 นอรมอล จน

สารละลายเปลี่ยนเปนสีมวง
การคํานวณ
ไนโตรเจน = [(ปริมาตร HCl ที่ใชไทเทรตตัวอยาง) – (ปริมาตร HCl ที่ใชไทเทรต)

×0.02×14.007] / ลิตรของตัวอยาง

9. การวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดดวยวิธี Phenol sulfuric method ตามวิธีการของ
Chaplin (1986)

สารเคมี
1. สารละลายฟนอลรอยละ 5 (นํ้าหนักตอปริมาตร)
2. กรดซัลฟูริกเขมขน
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วิธีการ
1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของนํ้าตาลกลูโคส
1.1 เตรียมสารละลายของนํ้าตาลกลูโคสเขมขน 0, 10, 20, 40, 60 และ 80 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตรในนํ้ากลั่น
1.2 ปเปตสารละลายในขอ 1.1 มาความเขมขนละ 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง

(สําหรับแบลงคใชนํ้ากลั่นแทนสารละลายนํ้าตาลกลูโคส)
1.3 เติมสารละลายฟนอลปริมาณ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
1.4 เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 1 มิลลิลิตรอยางรวดเร็วโดยเติมใหสัมผัสสารละลาย

โดยตรง (ไมสัมผัสขางหลอด)
1.5 ต้ังทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที เขยาแรง ๆ และต้ังทิ้งไว 30 นาที ผสมใหเขากันจากน้ัน

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร
1.6 นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ

นํ้าตาลกลูโคสและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร
2. วิธีการวิเคราะหตัวอยาง
2.1 ปเปตสารละลายตัวอยางที่ผานการเจือจางแลว ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดทดลองแลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดตามวิธีการขอ 1 (Figure 26 ใน
ภาคผนวก ก)

10. ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และคณะ (1951)

สารเคมี
1. สารละลายโซเดียมไบคารบอเนต (Na2CO3) รอยละ 2 ในสารละลายโซเดียม

ไฮดรอกไซด (NaOH) 0.1 นอรมอล (สาร A)
2. สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) รอยละ 0.5 (สาร B)
3. สารละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรตรอยละ 1 (สารC)
4. สารผสมระหวางสาร A : B : C ในอัตราสวน 98 : 1 : 1 (สาร D, ผสมกอนใช)
5. สารผสมระหวาง Folin-ciocateau reagent และนํ้าในอัตราสวน 1 : 1 (สาร E ผสม

กอนใช)
วิธีการ
1. ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการหาโปรตีน 0.5 มิลลิลิตร จากน้ันเติมสารละลาย D

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและต้ังทิ้งไวนาน 10 นาที
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2. เติมสารละลาย E ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร
3. เขยาใหเขากันและต้ังทิ้งไวนาน 30 นาที
4. วัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปน

แบล็งกโดยทําตามขั้นตอน 1-4
5. คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน
6. เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐานโดยใช BSA ความเขมขน 50 -300 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และทําตามขั้นตอนขอ 1-4 โดยใชสารละลายโปรตีนแทนสารตัวอยาง
7. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ

ปริมาณโปรตีน BSA ดังแสดงใน Figure 27 (ภาคผนวก ก)

11. ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซตามวิธีการดีเอ็นเอส (DNS method) (Miller, 1959)

สารเคมี
1. สารละลายดีเอ็นเอส (Dinitrosalicylic acid reagent solution) รอยละ 1 ซึ่ง

ประกอบดวย
1.1 กรดไดไนโตรซาลิกไซลิก (Dinitrosalicylic acid) 10 กรัมตอลิตร
1.2 ฟนอล (Phenol) 2 กรัมตอลิตร
1.3 โซเดียมซัลไฟด (Sodium sulfite) 0.5 กรัมตอลิตร
1.4 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide solution) 10 กรัมตอลิตร
1.5 โปแตสเซียมโซเดียมทารเทรต (Potassium sodium tartrate) 40 กรัมตอลิตร

การเตรียมสารวิเคราะห (สารละลายดีเอ็นเอส)
คอย ๆ ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกในสารละลายไซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน

รอยละ 1 เติม ฟนอล โซเดียมซัลไฟล และโปแทสเซียมโซเดียมทารเทรต ตามลําดับ สารละลายที่ได
ใหเก็บไวในที่มืด (ในขวดสีชา) สารละลายน้ีจะทําปฏิกิริยากับนํ้าตาลรีดิวซหรือหมูคารบอนิลอิสระ
(C=O) ภายใตอุณภูมิสูง (95 องศาเซลเซียส) เปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเหลืองสมเปนสี นํ้าตาล
จนถึงสีนํ้าตาลเขม ดัง Figure 30
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oxidation
aldehyde group ------------------> carboxyl group

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

ตม
สีเหลืองสม สีนํ้าตาล

Figure 30. The reaction of dinitrosalicylic acid method

วิธีการ
1. นําสารละลายตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมปริมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

ดีเอ็นเอสปริมาณ 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
2. นําสารละลายที่ผสมไปตมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แชนํ้า

เย็นทันที
3. เติมนํ้ากลั่นปริมาณ 5 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นา

โนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปนแบล็งกโดยทําตามขั้นตอน 1-3
4. คํานวณปริมาณนํ้าตาลโดยเปรียบเทียบกับกราฟนํ้าตาลมาตรฐาน
5. เตรียมกราฟนํ้าตาลมาตรฐานโดยใชนํ้าตาล (กลูโคสและไซโลส) ที่ความเขมขน 100

-500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และทําตามขั้นตอนขอ 1-3 โดยใชสารละลายนํ้าตาลแทนสารตัวอยาง
6. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของ

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 รอยละ 1 ในแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 50
2. สารละลายคองโกเรดรอยละ 1 ละลายในขอ 1
3. สารละลายโซเดียมครอไรดในนํ้ากลั่นเขมขน 1 โมลาร
วิธีการ
1. เทสารละลายคองโกเรดลงบนจานอาหารที่ทดสอบ ทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที
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2. เทสารละลายออก จากน้ันลางดวย สารละลายโซเดียมครอไรดเขมขน 1 โมลาร 2-
3 คร้ัง

3. สังเกตุวงใสรอบโคโลนีบนอาหารซีเอ็มซี

13. ปริมาณเซลลูโลส (A.O.A.C,1990)

สารเคมี
1. สารละลาย Acid detergent
2. decahydronapthalene
3. อะซิโตน
4. กรดซัลฟุริกเขมขนรอยละ 72
วิธีการ
1. ชั่งกากตะกอนดีแคนเตอรซึ่งผานการสกัดไขมันออกแลวปริมาณ 1.0 กรัม ใสใน

บีกเกอรทรงสูงขนาด 600 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Acid detergent ปริมาณ 100 มิลลิลิตรและ
decahydronapthalene ปริมาณ 2 มิลลิลิตร

2. ใหความรอนจนเดือดเปนเวลา 10 นาที หลังจากน้ันลดความรอนลงใหเดือดเบา ๆ
เปนเวลา 60 นาที

3. กรองผานครูซิเบิลที่ทราบนํ้าหนักแนนอนแลว (W1) โดยใชแรงดูดสุญญากาศดูด
เบา ๆ จากน้ันลางตัวอยางที่ติดอยูในบีกเกอรลงครูซิเบิลดวยนํ้ารอน 3-5 คร้ัง

4. จากน้ันจึงดูดดวยเคร่ืองดูดสุญญากาศ และลางตอดวยอะซิโตนปริมาณเล็กนอย 2-
3 คร้ัง

5. ใชเคร่ืองดูดสุญญากาศดูดใหแหง นําครูซิเบิลไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส
นาน 3 ชั่วโมง หรืออบจนกระทั่งชั่งนํ้าหนักไดคงที่ (W2)

6. เติมกรดซัลฟุริกเขมขนรอยละ 72 (แชเย็นที่อุณหภูมิประมาณ 15 องศาเซลเซียส)
ลงในครูซิเบิล 15 มิลลิลิตรเติมกรดเพิ่มลงไปทุก ๆ 1 ชั่วโมง พรอมคนอยางสม่ําเสมอเปนเวลา 3
ชั่วโมง

7. นําครูซิเบิลไปกรองเอากรดออก โดยใชเคร่ืองดูดสุญญากาศ แลวลางดวยนํ้ารอน
จนหมดกรด อบครูซิเบิลที่ได ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ตลอดคืน

8. ทําใหเย็นในโถดูดความชื้น แลวชั่งนํ้าหนัก (W3) นําครูซิเบิลไปเผาที่อุณหภูมิ 500
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง หรือจนกวาไมมีคารบอน ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวชั่งนํ้าหนัก
(W4)



115

การคํานวณ

โดยที่
W1 =นํ้าหนักครูซิเบิลเปลา (กรัม)
W2 =นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังผานสารละลาย Acid detergent (กรัม)
W3 = นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังผานกรดซัลฟุริก (กรัม)
W4 =นํ้าหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังเผา(กรัม)
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ภาคผนวก ค

1. การวิเคราะหลําดับเบสของแบคทีเรียสายพันธุ 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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