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บทคัดยอ 

นํ้าทิ้งจากบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมไมสามารถปลอยออกสูแหลงนํ้า

ธรรมชาติได  เน่ืองจาก มีสีนํ้าตาลคล้ํา และมีสารประกอบฟนอล   ดังน้ันจึงศึกษา หาวิธีการกําจัดสี

และการบําบัดขั้นตอไป  จากผลการวิเคราะหลักษณะนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม  

พบวา  มีพีเอช 9.5 ปริมาณสารอินทรีย  (ซีโอดี ) 1,586 มิลลิกรัมตอลิตร ของแข็ง ทั้งหมด 3,840 

มิลลิกรัมตอลิตร สารประกอบฟนอล  43.01 มิลลิกรัมตอลิตร  และมีสีนํ้าตาลเขมเกือบดํา (2,417 

หนวยสี)  

จาก การ ศึกษาความเปนไปได ในการใช เชื้อ รากําจัดสี ในนํ้าทิ้งบอสุดทายของ

โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม  โดยเลี้ยงเชื้อ  Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 บนอาหาร

แข็งที่เตรียมจากการผสมนํ้าทิ้งบอสุดทายกับนํ้าทิ้งดีแคนเตอร  (เพื่อเปนแหลงอาหาร ) ในอัตราสวน 

1:0 1:1 2:1 และ 3:1 และบมที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส ) เปนเวลา 30 วัน  พบวา                           

P. chrysosporium ATCC 24725  ทําใหอาหารแข็งที่มี นํ้าทิ้งผสมเกิดการจางสี  แตไมพบการเจริญ

และการจางสีบนอาหารแข็งที่มีนํ้าทิ้งบอสุดทาย เพียงอยางเดียว   สวนเชื้อราที่แยกไดจากนํ้าทิ้ง         

ดีแคนเตอร พบวามีการเจริญแตไมพบการจางสีบนอาหารแข็งที่มีนํ้าทิ้ง 

เมื่อ ทดสอบ การ กําจัดสี และสารประกอบฟนอล ในอาหารเหลว  โดยการเลี้ยง          

P. chrysosporium ATCC 24725 ในนํ้าทิ้งสุดทายที่มีการผสมนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ในอัตราสวน 1:0 1:1 

2:1 และ 3:1  ภายใตสภาวะใหอากาศบนเคร่ืองเขยา (130 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 15 

วัน  พบวา  ที่อัตราสวน 1:1 เชื้อสามารถกําจัดสีไดม ากที่สุดเทากับ 50.2 เปอรเซ็นต  และกําจัด

สารประกอบฟนอลได   52.4 เปอรเซ็นต  หลังการ เลี้ยงเชื้อเปนเวลา  9 วัน นอกจากน้ี  ยังศึกษาผล

ของการใหอากาศและไมใหอากาศ ตอการกําจัดสี  พบวา  การกําจัดสี (64.6 เปอรเซ็นต) พบเฉพาะ

ในสภาวะที่มีการใหอากาศหลังการทดลอง 3 วัน  และเชื้อสามารถกําจัดสารประกอบฟนอลได 51.2 

เปอรเซ็นต 
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สําหรับการกําจัดสีดวยวิธีการทางกายภาพ  เมื่อศึกษาผลของ การเติม เถาปาลม

ปริมาณตางๆ (1, 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นต) ในนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม 

และเขยา (125 รอบตอนาที)  เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง พบวาปริมาณเถาปาลมที่เหมาะสม

คือ 20 เปอรเซ็นต  และระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 8 ชั่วโมง  สามารถลดคาสีได 57.9 เปอรเซ็นต  และ

กําจัดสารประกอบฟนอลได 55.5 เปอรเซ็นต  จากน้ันนํานํ้าทิ้งที่ผานการบําบัดดวยเถาปาลมใน

ปริมาณที่เหมาะสมมาบํา บัดตอโดยใชกากชานออย เปนตัวดูดซับสี พบวาสามารถ ลดคาสีได 25.3 

เปอรเซ็นต  และกําจัดสารประกอบฟนอลได 21.8 เปอรเซ็นต  หลังการ ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 10 ชั่วโมง  
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Academic Year 2012 

ABSTRACT 

The final pond effluent of palm oil mill could not be discharged to natural 

waterway due to its dark brown color and the presence of phenolic compounds. Therefore, 

investigation to decolorize and further treatment is needed. The final effluent had pH 9.5 and 

contained 1,586 mg/L COD, 3,840 mg/L total solid, 43.01 mg/L total phenol and had dark brown 

color (2,417 color unit).  

Feasibility study of using fungi for decolorization of the final effluent from palm 

oil mill was conducted. Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 were cultivated on agar plate 

containing the mixture of the final effluent and decanter effluent (as a nutrient source) in the ratio 

of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 and incubated at room temperature (30± 2 °C) for 30 days. Decolorization 

occurred only on agar plates with the mixed effluent in the presence of P. chrysosporium ATCC 

24725. Neither growth nor decolorization occurred on agar plate containing only the final 

effluent.  

In liquid culture, P. chrysosporium ATCC 24725 was cultivated in the final 

effluent supplemented with the decanter effluent in the ratio of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 under aerobic 

condition on a shaker (130 rpm) at room temperature for 15 days. The mixture ratio of 1:1 gave 

the maximum decolorization of 50.2% and phenol removal of 52.4% after 9 days cultivation. 

Studies on the effect of aeration and no aeration condition revealed that the decolorization 

(64.6%) occurred only under aeration condition after 3 days cultivation with phenol removal of 

51.2%.  

For decolorization by physical method, the effect of palm ash concentration was 

tested on a shaker (125 rpm) for 48 h at room temperature. The optimum values were 20% (w/v) 

palm ash and 8 h reaction time. The color removal efficiency was 57.9% with phenol removal of 
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55.5%. Using sugarcane bagasse as color adsorbent, the decolorization was 25.3% and phenol 

removal of 21.8% after 10 h incubation time at room temperature. 
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ที่คอยเปนกําลังใจสําคัญในการศึกษามาโดยตลอด   และยังคอยใหคําแนะนําคําปรึ กษาความหวงใย
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นพรัตน และพี่ๆ เพื่อน ๆนอง ๆ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรมสําหรับความชวยเหลือใน

การทําวิจัย และชวยเหลือในทุกๆเร่ือง  และทุกๆทานที่มิไดกลาวไดทั้ง หมดที่มีสวนชวยให

วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จสมบูรณดวยดี 

 

ชนิดา  ระกําทอง 



(9) 

 

 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธฉบับน้ี จะเสร็จสมบูรณ ไมไดหากไมไดรับ ความชวยเหลือของผูมี

พระคุณหลายทาน  ขาพเจาขอก ราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร .พูนสุข ประเสริฐสรรพ   

อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธที่กรุณาใหความรู คําปรึกษาแนวทางในการทําวิจัยและการทํา

วิทยานิพนธฉบับน้ี  นอกจากน้ียังคอยเปนกําลังใจในการศึกษาและการใชชีวิต  แนะนําแนวทางใน

การดําเนินชีวิต และคอยใหสติเสมือนเปนคุณแม   ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร .อรัญ       

หันพงศกิตติกูล ประธานคณะ กรรมการสอบวิทยานิพนธ ดร .สมพงศ  โอทอง กรรมการสอบ

วิทยานิพนธที่กรุณาใหคําแนะนําและตรวจทานแกไขวิทยานิพนธใหถูกตองและสมบูรณยิ่งขึ้น 

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม  คณะ

อุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  ที่ใหความรูทั้งในหองเรียนและนอกหองเรียน  

ใหขอคิดและความหวงใยในการทําวิจัยเสมอมา  ขอขอบคุณเจาหนาที่ของคณะอุตสาหกรรมเกษตร

ทุกทานที่ชวยเหลือในการทําวิจัยและในการดําเนินการตาง ๆ   

ขอขอบคุณโครงการทักษะนักอุตสาหกรรมเกษตร จากศูนยพันธุวิศวกรรมและ

เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช .)      

รวมทั้งบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรสําหรับทุนอุดหนุนการคนควาวิจัย ขอบคุณ

คณะอุตสาหกรรมเกษตรสําหรับสถานที่ทําการวิจัย  

ขอกราบขอบพระคุณคุณแม คุณพอ นองสาว ครอบครัว  และผูมีพระคุณทุกทาน  

ที่คอยเปนกําลังใจสําคัญในการศึกษามาโดยตลอด   และยังคอยใหคําแนะนําคําปรึ กษาความหวงใย

ทําใหขาพเจามีวันน้ีได   ขอขอบคุณเพื่อนๆของขาพเจา สําหรับกําลังใจ   ขอขอบคุณ ดร .พงษศักด์ิ   

นพรัตน และพี่ๆ เพื่อน ๆนอง ๆ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรมสําหรับความชวยเหลือใน

การทําวิจัย และชวยเหลือในทุกๆเร่ือง  และทุกๆทานที่มิไดกลาวไดทั้ง หมดที่มีสวนชวยให

วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จสมบูรณดวยดี 

 

ชนิดา  ระกําทอง 



(10) 

 

 

 

สารบัญ 

 

   หนา 

บทคัดยอ (5) 

Abstract (7) 

กิตติกรรมประกาศ (9) 

สารบัญ (10) 

LIST OF TABLES (12) 

LIST OF FIGURES (14) 

บทที่  

1 บทนํา 1 

  บทนําตนเร่ือง 1 

  การตรวจเอกสาร 2 

  แหลงที่มาและลักษณะนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม 2 

  การเกิดสีนํ้าตาลในนํ้าทิ้งจากกระบวนการสกัดนํ้ามันปาลม 6 

  การกําจัดสีดวยวิธีการทางชีวภาพ 7 

  การกําจัดสีดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ-ทางเคมี 15 

  วัตถุประสงค 20 

2 วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 21 

  วัสดุและอุปกรณ 

วิธีการวิเคราะห 

วิธีการทดลอง 

1. ศึกษาองคประกอบของนํ้าทิ้งสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอรของโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลม 

2. ผลของการใชนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนสารอาหารสําหรับการเจริญและการกําจัด

สีโดยเชื้อรา  Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 

       2.1 การทดสอบบนอาหารแข็ง 

       2.2 การทดสอบในอาหารเหลว 

21 

22 

25 

25 

 

26 

 

26 

26 



(11) 

 

 

 

สารบัญ (ตอ) 

 

 

  4      บทสรุปและขอเสนอแนะ               49 

เอกสารอางอิง           52 

ภาคผนวก           57 

ประวัติผูเขียน           63 

   หนา 

บทที่  

2  วิธีการทดลอง (ตอ) 

3. ผลของการใหอากาศตอการกําจัดสีของนํ้าทิ้งบอสุดทาย 

4. การกําจัดสีของนํ้าทิ้งสุดทายดวยวิธีการทางกายภาพ 

      4.1 ผลของปริมาณเถาปาลม 

      4.2 ผลของการกําจัดสีในนํ้าทิ้งที่ผานการบําบัดดวยเถาปาลมรวมกับกาก

ชานออย 

 

26 

27 

27 

27 

3 ผลการทดลองและวิจารณ 28 

  1. องคประกอบของนํ้าทิ้งสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามัน

ปาลม 

 

28 

  2. ผลของการใชนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนสารอาหารสําหรับการเจริญและการกําจัด

สีโดยเชื้อรา  Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 

 

29 

  2.1 การทดสอบบนอาหารแข็ง 29 

  2.2 การทดสอบในอาหารเหลว 33 

  3. ผลของการใหอากาศตอการกําจัดสีของนํ้าทิ้งบอสุดทาย 

4. การกําจัดสีของนํ้าทิ้งสุดทายดวยวิธีการทางกายภาพ  

      4.1 ผลของปริมาณเถาปาลม 

      4.2 ผลของการกําจัดสีในนํ้าทิ้งที่ผานการบําบัดดวยเถาปาลมรวมกับกาก

ชานออย 

39 

41 

41 

45 



(12) 

 

 

 

LIST OF TABLES 

 

Table  Page 

1. Characteristics of effluent from various steps during palm oil extraction and 

mixed effluent of a palm oil mill 

 

5 

2. Composition of the mineral in sterilizer condensate and mixed effluent of a palm 

oil mill 

 

5 

3. Ligninolytic enzymes and reaction 10 

4. Characteristics and chemical composition of the final pond effluent and decanter 

effluent of a palm oil mill 

 

29 

5. Effect of mixing ratio of final effluent : decanter effluent on mycelial growth 

during cultivation of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 on agar plate at 

30 ± 2ºC for 30 days 

 

 

31 

6. Effect of ratio of final effluent : decanter effluent on decolorization during 

cultivation of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 on agar plate at 30 ± 

2ºC for 30 days 

 

 

31 

7. Profile of dry cell weight of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent : decanter effluent of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 on a 

shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

 

 

34 

8. Profile of color removal of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent : decanter effluent of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 on a 

shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

 

 

35 

9. Profile of phenol removal of P. chrysosporium ATCC 24725 during cultivation in 

the final effluent : decanter effluent of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 on a shaker (130 rpm) 

at 30 ± 2ºC for 15 days 

 

 

37 

10. Profile of COD removal of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent : decanter effluent of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 on a 

shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

 

 

38 

 



(13) 

 

 

 

LIST OF TABLES (CONTINUED) 

 

Table  Page 

11. Comparison on color, COD and phenol removal efficiency during cultivation 

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 in the final effluent : decanter 

effluent of 1:0, 1:1, 2:1 and 3:1 on a shaker  (130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

 

 

39 

12. Comparison on color, COD and phenol removal efficiency in the final effluent 

from palm oil mill under aeration condition and no aeration condition 

 

41 

13. Effect of palm ash concentration on color, phenol and COD removal of final 

effluent of palm oil mill after 8 h incubation time 

 

42 

14. Effect of sugarcane bagasse on color, phenol and COD removal of final effluent 

of palm oil mill after 10 h incubation time 

 

47 

15. Summary of palm oil mill final effluent treated by biological and physical 

methods 

50 

   

Table-Appendix  

1. Preparation of standard color solution at the concentration range of 0 – 500 color 

unit 

57 

 



(14) 

 

 

 

LIST OF FIGURES 

 

Figure  Page 

1. Palm oil milling process 4 

2. Laccase-catalyzed redox cycles for substrates oxidation in the absence (a) or in 

the presence (b) of chemical mediators 

11 

3. Catalytic mechanism of lignin peroxidase 11 

4. 

5. 

Step movement of molecular adsorption by activated carbon 

Adsorption process 

17 

18 

6. Effect of final effluent : decanter effluent ratio at 1:0 (a), 1:1 (b), 2:1 (c) and 3:1 

(d) on growth and decolorization during cultivation of Phanerochaete 

chrysosporium ATCC 24725 on agar plate at 30 ± 2ºC for 30 days 

 

 

32 

7. Time course of pH changes during cultivation of  Phanerochaete chrysosporium 

ATCC 24725 in final effluent : decanter effluent of 1:0 (a), 1:1 (b), 2:1 (c) and 

3:1 (d) on a shaker (130 rpm) 

 

 

33 

8. Time course of decolorization during cultivation Phanerochaete chrysosporium 

ATCC 24725 in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a 

shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC. 

 

 

35 

9. Time course of phenol removal during cultivation of Phanerochaete 

chrysosporium ATCC 24725 in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 

2:1 and 3:1 on a shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC 

 

 

37 

10. Time course of COD removal during cultivation of  P. chrysosporium ATCC 

24725 in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker 

(130 rpm) at 30 ± 2ºC 

 

 

38 

11.  Effect of aeration on color removal (a), phenol removal (b) and COD removal 

(c) of the final effluent of palm oil mill 

40 

   

   

   



(15) 

 

 

 

LIST OF FIGURES (CONTINUED) 

 

Figure  Page 

12. Effect of palm ash concentration and incubation time on decolorization of final            

effluent from palm oil mill  

 

42 

13. Comparison on color of final effluent before treating with 0, 1, 5, 10, 15 and 

20 % (w/v) palm ash 

 

43 

14. Effect of palm ash concentration and incubation time on phenol removal from 

final effluent of palm oil mill 

 

43 

15. Effect of palm ash concentration and incubation time on COD removal from 

final effluent of palm oil mill 

 

44 

16. Effect of sugarcane bagasse and incubation time on decolorization (a), phenol 

removal (b) and COD removal (c) from final effluent of palm oil mill 

 

46 

 

Figure-Appendix 

 

1. Standard curve of standard color solution by platinum cobalt standard (OD475) 

method 

59 

2. Standard curve of standard phenol solution (OD700) 60 

 



1 

บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเร่ือง 

ปจจุบันทั่วโลกต่ืนตัวมากขึ้นเกี่ยวกับปญหาดานพลังงานและสิ่งแวดลอม            

ในประเทศไทยปาลมนํ้ามันถือวาเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญมาก  เพราะสามารถนํามาใชประโยชน

ทั้งทางดานการบริโภค  อุปโภค  และดานพลังงาน  และยิ่งมีความสําคัญทาง เศรษฐกิจเพิ่มขึ้นเมื่อมี

การสนับสนุนการผลิตไบโอดีเซลจากปาลมนํ้ามัน  ในป พ .ศ. 2546  ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกปาลม

นํ้ามันทั้งหมดประมาณ 2,100,000 ไร (ธีระ  เอกสมทราเมษฐ และคณะ, 2548)  มีโรงงานสกัดนํ้ามัน

ปาลม 66 โรง  และมีแนวโนมการผลิตนํ้ามันปาลมสูงขึ้นเร่ือยๆ   วัสดุเศษเหลือก็จะเพิ่มขึ้นดวย  ซึ่ง

จากกระบวนการผลิตทําใหมีวัสดุเศษเหลือที่เปนของแข็ง  ไดแก  ทะลายปาลมเปลา  เสนใยปาลม  

กะลาผลปาลม  กากเน้ือผลปาลม และสวนที่เปนของเหลว  ไดแก  นํ้าทิ้ง (palm oil mill effluent, 

POME)  ความแตกตางของปริมาณวัสดุเศษ เหลือเหลาน้ีจะขึ้นอยูกับคุณภาพของวัตถุดิบ (พูนสุข  

ประเสริฐสรรพ, 2542)   

ปริมาณนํ้าทิ้งของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมของประเทศไทยมีคาเฉลี่ย  2.5 - 3.5 

ลูกบาศกเมตรตอหน่ึงตันของนํ้ามันปาลมที่ผลิตได  นํ้าทิ้งมีสีนํ้าตาลคล้ํา  พีเอช 4.05 - 4.62  บีโอดี 

50,000 – 60,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ซีโอดี 80,500 – 115,000 มิลลิกรัมตอลิตร  กรดไขมันระเหย   

(ในรูปกรดอะซิติ ก) 3,100 – 5,800 มิลลิกรัมตอลิตร  ความเปนดาง (ในรูปแคลเซียมคารบอเนต )    

68 – 200 มิลลิกรัมตอลิตร  ไขมัน 16 – 2,500 มิลลิกรัมตอลิตร  ปริมาณของแข็ง ทั้งหมด 49,000 – 

88,500 มิลลิกรัมตอลิตร  ของแข็งระเหยได 42,000 – 82,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ของแข็งแขวนลอย 

18,500 – 52,000 มิลลิกรัมตอลิตร  และไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียและสารอินทรียเทากับ 27 – 61 

และ 550 – 1,200 มิลลิกรัมตอลิตร  ตามลําดับ (พูนสุข  ประเสริฐสรรพ  และคณะ, 2533)  เน่ืองจาก

ระหวางการสกัดนํ้ามันปาลม ไมมีการเติมสารเคมีในกระบวนการผลิต  สีนํ้าตาลคล้ําที่ปรากฏเกิด

จากการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางของสารอินทรียตางๆ ในปาลมนํ้ามัน   เชน ลิกนิน 

และสารประกอบฟนอล   จากลักษณะดังกลาวทําใหนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้า มันปาลมเปนปญหา

ใหญตอสิ่งแวดลอม  และแมวานํ้าทิ้งจะผานการบําบัดแลวก็ยังคงมีสีนํ้าตาลคล้ําทําใหไมสามารถ

ปลอยออกสูแหลงนํ้าธรรมชาติได  จึงมีความพยายามในการกําจัดสีเหลาน้ีหลายวิธีทั้งวิธีทาง

กายภาพ  ทางเคมี  และทางชีวภาพ (พูนสุข  ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2544)   
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การกําจัดสีนํ้าทิ้งมีทั้งวิธีการทางกายภาพ   ทางเคมี  และทางชีวภาพ  ซึ่งแตละวิธีก็

มีขอดีและขอเสียตางกัน  วิธีการทางกายภาพและทางเคมี แมวาจะมีประสิทธิภาพในการกําจัดสี

มากกวาและใชเวลานอยกวาแตก็ มีคาใชจายคอนขางสูง (Kapdan et al., 2002) ตองการพลังงานสูง

ในการเดินระบบ  และยังกอใหเกิดสารอันตรายที่จําเปนตองมีคาใชจายในการกําจัดอีกมาก (Couto, 

2009) สวนวิธีทางชีวภาพโดยการใชจุลินทรียน้ัน  แมวา จะ สามารถออกแบบไดงาย  ราคาตํ่า 

(Tripathi et al., 2007) และยังเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม (Zahrim et al., 2009) แตก็ตองใชระยะเวลา

ในการกําจัดสีมากกวา (Vanhulle et al., 2008) 

งานวิจัยน้ีมุงศึกษาวิธีการกําจัดสี นํ้าทิ้งสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม ที่ผาน

การบําบัดแลว   แตไมสามารถปลอยสูแหลงนํ้าธรรมชาติไดเน่ืองจากปญหาเร่ืองสีไมเปนที่ยอมรับ

ตามขอกําหนดของมาตรฐานนํ้า ทิ้งอุตสาหกรรม   ดวยวิธีการทางชีวภาพ  โดยใชเชื้อรา  

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 และวิธีการทางกายภาพ-ทางเคมี โดยใชวัสดุเศษเหลือ

ของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมคือ เถาปาลมรวมกับกากชานออย  มาเปนตัวดูดซับทางกายภาพ -ทาง

เคมี เพื่อเปนอีกทางเลือกหน่ึงในกา รนําไปประยุกตใชในการกําจัดสีนํ้าทิ้งสุดทายของโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลม    

การตรวจเอกสาร 

1. แหลงที่มาและลักษณะน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

ปาลมนํ้ามันจัดเปนพืชนํ้ามันอุตสาหกรรมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจทั้งใน

ระดับโลกและระดับประเทศของไทย  เน่ืองจากปาลมนํ้ามัน เปนพืชนํ้ามันชนิดเดียวที่ใหผลผลิต

นํ้ามันตอหนวยพื้นที่มากกวาพืชนํ้ามันอ่ืนๆทุกชนิด  และสามารถผลิตไดเฉพาะในเขตพื้นที่ปลู ก

จํากัดประเภทรอนชื้นเทาน้ัน (ธีระ  เอกสมทราเมษฐ และคณะ , 2548)  ปาลมนํ้ามันยังเปนพืช

เศรษฐกิจของภาคใต  ปลูกมากที่จังหวัดกระบี่  สุราษฎรธานี  ชุมพร  สตูล  และตรัง  ปลูกเล็กนอยที่

จังหวัดสงขลา  กรรมวิธีในการผลิตนํ้ามันปาลมอาจจําแนกเปน  2  ลักษณะใหญๆ คือ  การผลิต

แบบไมใชนํ้า  และแบบใชนํ้า (พูนสุข  ประเสริฐสรรพ และคณะ, 2533) 

1.)  การผลิตแบบไมใชนํ้า  ใชความรอนที่ไดจากฟนในการอบผลปาลม  ใชเวลาใน

การอบ  48 ชั่วโมงซึ่งนานกวาการอบไอนํ้ามาก  ผลปาลมจะถูกสงไปยังเคร่ืองหีบแบบเกลียวอัด 

(screw press)  นํ้ามันที่ไดถูกทําใหรอนและผานเขาเคร่ืองกรองแบบอัดหลายชั้น (filter press) เพื่อ

ขจัดสิ่งเจือปนออก  วิธีน้ีเหมาะกับโรงงานขนาดเล็ก  กระบวนการผลิต ไมสลับซับซอน  ได

นํ้ามันดิบเปนนํ้ามันกะเทย  คือนํ้ามันผสมทั้งสวนเปลือกและเมล็ดใน  คุณภาพจะดอยกวานํ้ามัน
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จากสวนเปลือกเพยงอยางเดียว  วัสดุเศษเหลือมีเพียงอยางเดียว  คือกากปาลม  จะไมมีนํ้าเสียเลยเปน

การลดปญหาและคาใชจายเกี่ยวกับการกําจัดนํ้าเสียไปได 

2.)  การผลิตแบบใชนํ้า  แบงยอยเปน 2 ลักษณะ  คือแบบใชเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามัน 

(decanter)  (Figure 1)  และแบบไมใชเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามัน  นํ้าทิ้งมาจากขั้นตอนการอบทะลาย

ปาลม  ในรูปนํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ  และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามัน  นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อมี

ประมาณ 200 ลิตรตอ 10,000 กิโลกรัมทะลายปาลม (การอบ 1 คร้ัง)  (หรือ 10 % ของนํ้ามันที่ผลิต

ได)  คิดเปนรอยละ 2  (ปริมาตรตอนํ้าหนัก ) ของทะลายปาลม  การน่ึงทะลายปาลมหรือผลปาลมมี

จุดประสงคเพื่อยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซม  (โดยเฉพาะเอนไซมไลเปสซึ่งถูกทําลายไดที่ อุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส )  ชวยใหขั้วผลปาลมหลุดรวงงายในขั้นตอนการแยก  และทําใหเมล็ดน่ิมลง

สะดวกตอการหีบ  และชวยลดความชื้น  การยอยผลปาลมในเคร่ืองยอย (digester)  ตองมีการเติมนํ้า

รอน (60-70 องศาเซลเซียส )  ลงไปในอัตราสวน 1:1  ใชเวลาในการยอย 15 นาที  เน่ืองจากนํ้ารอน

ทําหนาที่เปนตัวสกัดนํ้ามันจึงตองมีการพนนํ้ารอนเขาไปในขั้นตอนการหีบนํ้ามันดวย  นํ้ามันที่

รอนจะถูกสงไปยังเคร่ืองสกัดแยกนํ้ามันเพื่อแยกนํ้ากับสิ่งเจือปน (สลัดจ)  ออกจากนํ้ามัน    

ลักษณะของนํ้าทิ้งจะแตกตางกันขึ้นอยูกับแหลงที่มาของนํ้าทิ้ง ไดแก นํ้าทิ้งจากบอ

รวมนํ้าเสีย  นํ้าทิ้งจากหมอฆาเชื้อ และนํ้าทิ้งจากเคร่ืองดีแคนเตอร (Table 1)  ซึ่งโดยภาพรวมจะ

เห็นวานํ้าเสียจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมีสีนํ้าตาล  มีสารแขวนลอยที่มีลักษณะคอลลอยด  มีคา    

พีเอชตํ่า (พีเอช 4-4.6)  มีคาบีโอดีสูงและปริมาณของแ ข็งสูง (ประมาณ 60,000 และ 50,000 – 

88,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ตามลําดับ )  (พูนสุข  ประเสริฐสรรพ , 2542)  นอกจากน้ียังมีแรธาตุตาง ๆ 

ที่สําคัญ ดังแสดง  Table 2 จะเห็นวาแรธาตุที่มีมากที่สุด คือ โพแทสเซียม (K) ซึ่งมีสูงถึง 1645 

มิลลิกรัมตอลิตร และมีแมกนีเซียม (Mg) และแคลเซียม (Ca) ในปริมาณ 970 และ 110 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ  (Hwang et al., 1987)     
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Figure 1.  Palm oil milling process 

ที่มา : พงษศักด์ิ นพรัตน (2552) 



5 

 

Table 1.   Characteristics of effluent from various steps during palm oil extraction and mixed 

effluent of a palm oil mill 

Parametersa Sterilizer condensate Decanter effluent Mixed effluent 

Color Dark Brown Brown Brown-Blackish Brown 

pH 4.05-4.62 4.84-5.35 4.61-4.89 

BOD 54,750-60,000 22,800-41,985 21,000-45,375 

COD 80,523-115934 45,360-80,146 38,246-67,567 

Total solids (TS) 49,063-88,508 26,367-76,733 25,634-47,242 

Suspended solids (SS) 18,500-52,000 2,600-6,100 2,900-20,300 

Nitrogen 

        - ammonia 

        - organic 

 

27-61 

551-1,172 

 

7-66.3 

22-1,287 

 

22-23 

518 
aExcept for color and pH all other parameters are in mg/L 

ที่มา : ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 

Table 2. Composition of the mineral in sterilizer condensate and mixed effluent of a palm oil mill 

Mineral Mixed effluent Sterilizer condensate 

Dry wt basis 

(ppm) 

Wet wt basis 

(%) 

Dry wt basis 

(ppm) 

Wet wt basis 

(%) 

N 689 1.73 944 1.83 

P 160 0.31 152 0.36 

K 1645 3.19 1300 3.09 

Na 31 0.06 22 0.05 

Mg 970 1.88 1020 2.42 

Ca 110 0.21 140 0.33 

Fe 50 0.10 18 0.04 

Zn 13 0.025 15 0.035 

ที่มา : Hwang และคณะ (1987) 
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2.  การเกิดสีน้ําตาลในน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม   

สีของนํ้าสามารถแบงไดเปน  2 ชนิด ไดแก (ปนัดดา ปลั่งกลาง , 2535 อางโดยพนา  

เมฆตรง, 2544) 

2.1  สีแทหรือสีจริง (true color)  หมายถึง  สีที่ละลายจนกลายเปนเน้ือเดียวกับนํ้า  

ซึ่งเกิดจากสารอินทรียที่ยอยสลายยากประเภทกรดฮิวมิค (humic acid)  และกรดฟุลวิก (fulvic acid)  

ซึ่งเปนผลที่เกิดจากการยอยสลายพืชตาง ๆ  กรดอินทรียเหลาน้ี มีความคงตัวสูงมาก  จนไมสลายตัว

อีกตอไปแลว  ดังน้ั นการกําจัดสีแทออกจากนํ้าจึงกระทําได ยาก  สาเหตุหน่ึงอาจเน่ือง มาจากสาร

เหลาน้ีมีคุณสมบัติเปนอนุภาคคอลลอยดที่มีประจุลบ   ทําใหไมสามารถตก ตะกอนแยกออกจากนํ้า

ไดงายๆโดยการตกตะกอน (สันติ สกลไชย, 2546) 

นํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่ผานกระบวนการบําบัดทางชีวภาพ  แลวยังคง

มีสีนํ้าตาลเปนสีแทหรือสีจริง  จากการสลายตัวของพื ชและสารอินทรียจัดเปนสารกลุมฮิวมิค 

(humic material)  เปนสารที่เกิดจากการสลายตัวของสิ่งมีชีวิต  ลิกนินและแทนนินในพืชเกิดการ

สลายตัวแลวรวมตัวกันเกิดเปนโพลิเมอรของฟนอลลิก  แลวจึงเกิดปฏิกิริยาตอไปเปนสารในกลุม

ฮิวมิค  หากพิจารณาความสามารถในการละลายสามา รถแบงฮิวมิคเปน 2 ประเภท คือ กรดฮิวมิค 

(ละลายไดในสภาวะดาง)  และกรดฟุลวิก   โดยทั่วไปเมื่อนํ้ามีคาพีเอชเพิ่มขึ้นความเขมขนของสีจะ

เพิ่มมากขึ้น   คาดวาสีในนํ้าทิ้งสวนที่ผานการบําบัดทางชีวภาพแลวและมีพีเอชชวงดาง (พีเอช 8-9)  

นาจะเปนกรดฮิวมิคเน่ืองจากนํ้า ทิ้งมีคาพีเอชสูง (Corroll, 1985 อางโดยโสภาวรรณ  รัตนพันธุ , 

2547) 

2.2 สีปรากฏ (apparent color) หมายถึง  สีของนํ้าที่สามารถกําจัดออกไดโดยวิธี

ทางกายภาพ  เชน  ตกตะกอนหรือกรอง  เปนตน  การกําจัดสีปรากฏออกไปจะทําใหเห็นสีแทของ

นํ้าได (ถามี) 

กระบวนการสกัดนํ้ามั นปาลมไมมีการเติมสารเคมี  ดังน้ันสีนํ้าตาลของนํ้าทิ้งจาก

โรงงานสกัดนํ้ามันปาลม  อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางของสารอินทรีย

ตางๆ ในปาลมนํ้ามัน  ที่ผานความรอนในขั้นตอนการน่ึงปาลม  และการแตกตัวขององคป ระกอบ

จากขั้นตอนการหีบอัด   ไดแก  รงควั ตถุพวกแอนโธไซยานิน (anthocyanins)  และแคโรทีน 

(carotene)  ที่อยูในสวน pericarp ของผลปาลม  ซึ่งถูกสกัดออกมาพรอมกับนํ้ามันหรือไอนํ้า  

เน่ืองจากเซลลผลปาลมถูกทําลาย  (Hartley, 1977 อางโดยโสภาวรรณ  รัตนพันธุ , 2547)  โดยแคโร

ทีนกระจายอยูในนํ้าทิ้งไดเพราะมีนํ้า มันเปนตัวค้ําจุนและอยูในรูปหยดนํ้ามันเล็กๆ (droplet) ในนํ้า

ทิ้ง  สวนแอนโธไซยานินเปนรงควัตถุสีมวงแดง  จะละลายนํ้ามีสีตางกันตามพีเอชของตัวกลาง  คือ  

พีเอชเปนกลางจะมีสีมวง  พีเอชเปนกรดมีสีแดง  และพีเอชเปนดางมีสีนํ้าเงิน  แตเมื่อทําปฏิกิริยากับ
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เหล็กจะเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล  สารประกอบพวกโพลีฟนอล (polyphenol)  เปนตัวหลักที่ทําใหเกิดสี

นํ้าตาลคล้ําถึงดํา  และยังมีแทนนิน เพกติน  และโพลีแอลกอฮอล  โดยแทนนินแพรกระจายออกมา  

และเกิดเปนคอลลอยด  เมื่อทําปฏิกิริยากับแคลเซียมและแมกนีเซียมกลายเปนตะกอนสีนํ้าตาลแดง

ทําใหนํ้า ทิ้งขุน  และแทนนินยังสามารถทําปฏิกิริยากับเหล็กเกิดเปนสารเชิงซอนสีนํ้าตาลคล้ําได

ดวย  (พนา  เมฆตรง , 2544)  นอกจากน้ียังพบสารในกลุมคารโบไฮเดรต  ไดแก  แปง นํ้าตาล เพ

คติน และเพนโตแซน (pentosan)  รวมทั้งโปรตีนทั้งในสวนนํ้าทิ้งและสลัดจ  จึงมีความเปนไปไ ด

วาสีของนํ้าทิ้งสวนหน่ึงเกิดจากสารประกอบพวกเมลานอยดิน (melanoidin)  (Hwang et al., 1978  

อางโดยโสภาวรรณ  รัตนพันธุ, 2547)  เปนสารประกอบสีนํ้าตาลเปนผลิตผลของปฏิกิริยาการเกิดสี

นํ้าตาลที่ไมใชเอนไซม (non-enzymic browning reaction หรือ maillard reaction)  ระหวางนํ้าตาล

และกรดอะมิโนภายใตสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง  นอกจากน้ีสารประกอบเมลานอยดินอาจเกิดจาก

ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ของกรดไขมันอิสระที่ไมอ่ิมตัวในนํ้าทิ้งจากดีแคนเตอร   ไดสารประกอบอัล

ดีไฮลซึ่งจะเกิดปฏิกิริยากับกรดอะมิโนไดเปนสารสีนํ้าตาลคล้ํา  (พนา  เมฆตรง , 2544)  และสิ่ง

แปลกปลอมอีกอยาง คือ สารประกอบพวกกัม (gum)  มีคุณสมบัติเปนอิมัลซิฟายเออร (emulsifier)  

ระหวางนํ้าทิ้งกับนํ้ามันที่แยกออกไมหมด  ซึ่งเมื่อ ไดรับ ความรอนในขั้นตอนการผลิต  จะเกิดสี

นํ้าตาลคล้ําขึ้นและสามารถรวมตัวกับเกลือของโลหะ  เชน  แคลเซี ยม แม กนีเซียม เหล็ก และ

ทองแดง ทําใหเกิดความคงตัวของสีในนํ้าทิ้ง (โสภาวรรณ  รัตนพันธุ, 2547) 

3. การกําจัดสีดวยวิธีการทางชีวภาพ  

วิธีทั่วไปในการกําจัดสิ่งปนเปอน  ประกอบดวย  การกําจัดวัสดุที่ไมตองการผาน

การตกตะกอนและการกรอง  ตามมาดวยการบําบัดโดยใชวิธีการทางเคมี   เชน  การทําใหเปน

ตะกอน  การทําใหเปนกลาง  กอนที่จะนําไปบําบัดตอไป  ซึ่งวิธีการเหลาน้ีอาจไมไดยืนยันวาเปน

วิธีการบําบัดที่เหมาะสม (Asamudo et al., 2005) การกําจัดสีในนํ้าทิ้ง สวนใหญ ใชวิธีการทาง

กายภาพหรือเคมี  แมวาวิธีดังกลาวจะมีประ สิทธิภาพแตก็มีขอ บกพรอง เชน ตนทุนสูง  (Kapdan et 

al., 2002) กอใหเกิดสารอันตรายที่จําเปนตองมีคาใชจายในการกําจัดอีกมาก (Couto, 2009) และ

ตองการพลังงานสูง ในการเดินระบบ  ดังน้ันวิธีการยอยสลายโดยใชจุลินทรียเปนทางเลือกที่ดีกวา 

(Kim and Shoda, 1999) เน่ืองจากสามารถออกแบบไดงาย  ราคาตํ่า (Tripathi et al., 2007) และยัง

เปนมิตรกับสิ่งแวดลอม (Zahrim et al., 2009) 
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3.1 เชื้อรากลุมไวทรอท 

ราไวทรอท (white rot fungi) เปนกลุมเชื้อเห็ดราที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ลิกนิน ซึ่งเปนไบโอโพลิเมอรที่อยูในไมเน้ือแข็ง และของไมพื ชยืนตน ทําหนาที่ปองกันการเขา

ทําลายเน้ือไมจากจุลินทรีย การยอยสลายลิกนินของเชื้อเห็ดราในกลุม White-rot fungi สามารถทํา

ไดโดยการสรางเอนไซมแบบไมเฉพาะเจาะจง  (non-specific)ออกมานอกเซลล ซึ่งระบบการยอย

สลายทางชีวภาพของเอนไซมจะเปนแบบ free-radical base เพราะวาระบบการยอยสลายน้ีสามารถ

ทําใหเกิดการ oxidize และ reduce กับสารเคมีหลายชนิดโดยไมเฉพาะเจาะจง ดังน้ันจึงทําให

เอนไซมเหลาน้ีสามารถยอยสลายสารตกคางที่อยูในธรรมชาติไดหลายชนิด ระบบการยอยสลาย

ของเอนไซมตองการสวนประกอบหลายอยาง ที่คอนขางจะซับซอน มีลักษณะเฉพาะและมีปฏิกิริยา

เกิดขึ้นมากมาย การยอยสลายลิกนินของเชื้อเห็ดราจะเกิดขึ้นในขณะที่เกิดกระบวนการ secondary 

metabolism ในสภาวะที่จํากัดแหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอนของเชื้อเห็ดรา เพื่อเปลี่ยนลิกนิน

ใหเปนแหลงพลังงาน และเชื้อเห็ดราจะทําการยอยลิกนินที่อยู รอบเซลลูโลสออกไปกอนที่จะนํา

เซลลูโลสไปใชเปนแหลงพลังงาน ดังน้ันจึงทําใหเชื้อเห็ดรากลุมน้ีมีความสามารถยอยสลายลิกนิน

และสารพิษที่ตกคางในธรรมชาติที่มีความคงตัว และอยูในสภาพแวดลอมไดนาน ซึ่งรวมถึงสารโพ

ลิเมอรสังเคราะห หรือสารประกอบที่มีโครงสรางคลายลิก นิน เชน โพลีอะโรมาติกไฮโดรคารบอน

(PAHs) และสารประกอบพวกฟโนลิก เปนตน (Baldrian, 2008) ซึ่งสวนใหญ  ราไวทรอท จัดอยูใน 

basidiomycota เชน Phanerochaete chrysosporium หรือ Coriolus versicolor  แตบางสวนจัดอยูใน 

ascomycota เชน Xylaria polymorpha หรือ X. hypoxylon (Gadd, 2001)  เชื้อรากลุมไวทรอท  เปนที่

รูจักกันดีในความสามารถที่โดดเดนในการผลิต extracellular oxidative enzyme  ไดแก  laccase, 

lignin peroxidase และmanganese peroxidase มีผลในการยอยสลายของสีหลายชนิด (Erkurt et al., 

2007)  และยังสามารถเข าไปทําลายวงแหวนโพลิเมอ รที่ซับซอนของลิกนินดวย  (พิมพชนก เต็ง

เจริญ , 2546)  โดยเชื้อราไวทรอทหลัก ๆ ที่ใชในการยอยสลายลิกนินและการกําจัดสี   ไดแก            

P. chrysosporium หรือ Trametes (Coriolus) versicolor  (Kapdan et al., 2000) 

การศึกษาที่พิสูจนใหเ ห็นถึงศักยภาพของเชื้อเห็ดราจําพวก White-rot fungi เชน 

Daedalea elegans, Polyporus giganteus, and Lenzites betulina ในการยอยสลายลิกนินที่เปนของ

เสียจากการเกษตรและอุตสาหกรรม อาทิ ขาวฟาง ซางขาวโพด ขี้เลื่อย และชานออย พบวา  

Daedalea elegans สามารถยอยสลายลิกนินที่เปนของเสียจากการเกษตรและอุตสาหกรรมไดดีที่สุด 

92.9% ใน 90 วัน เมื่อเทียบกับเชื้อตัวอ่ืน โดยใชวัตถุดิบเหลาน้ีเปนสับสเตรดของเชื้อไดเปนอยางดี 

(Fasidi, 2009) โดย white rot fungi ตางชนิดกันจะผลิตเอนไซมไดหลายชนิดรวมกันโดยมีทั้ง 

Laccase ,LiP และ MnP ขึ้นอยูกับการเจริญบนสับสเตรด  
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P. chrysosporium  เปนราไวทรอทที่มีประสิทธิภาพและมีการนํามาศึกษามากที่สุด   

ซึ่งแมวาจะไมสามารถเจริญเติบโตไดที่มีเฉพาะลิกนิน   แตสามารถยอยสลายลิกนินและสาร

ปนเปอนที่มีพิษในสิ่งแวดลอม เชน ดีดีที  สารประกอบที่มีวงแหว นอะโรมาติกเปนองคประกอบ   

เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน   โดยสามารถผลิตเอนไซมได 2 เอนไซม คือเอนไซม

ลิกนินเปอรออกซิเดส  และแมงกานีสเปอรออกซิเดส  (Gadd, 2001)  เชื้อราไวทรอทสวนใหญมี

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตที่ 27 – 30 องศาเซลเซียส  แตเปนขอยกเวนสําหรับเชื้อรา     

P. chrysosporium ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 37 – 40 องศาเซลเซียส  ถึงแมวาจะไมมีการ

กําหนดอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการกําจัดสีแตรายงานการกําจัดสีสวนใหญก็จะมีคาอยูในชวง

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต  ราไวทรอทเ จริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดเหมือนราเสนใย

ทั่วไป  พีเอชที่เหมาะสมตอการกําจัดสีอยูในชวง 4 – 5.5 เชื้อรา P. chrysosporium สวนใหญจะหลั่ง

เอนไซม LiP และ MnP ในป 2006 Ichiro Kamei และคณะ  (2006) ไดทําการทดลองยอยสลาย       

อนุพันธุของสารประกอบ polychlorinated biphenyl (PCB) เชน 4,4’-dichlorobiphenyl (4,4’-DCB) 

โดยเชื้อ P. chrysosporium โดยการยอยสลายเกดขึ้นไดดีในอาหารที่มีไนโตรเจนจํากัด ซึ่งกลไกการ

ยอยสลายของเชื้อ P. chrysosporium น้ันจะเปลี่ยน 4,4’-DCB ไปเปน 3-hydroxy-4,4’-DCB และ     

4-hydroxy-3,4’-DCB ผานทาง National Institutes ของ 4-chlorine โดยที่ 3- Hydroxy-4,4’-DCB     

จะเปลี่ยนไปเปน 3-methoxy-4,4’-DCB , 4-chlorobenzoic acid; 4-chlorobenzaldehyde และ                

4-chlorobenzyl alcohol ในอาหาร ซึ่งในสภาวะที่มีไนโตรเจนจํากัด จําเปนสําหรับการสราง            

4-chlorobenzoic acid, 4-chlorobenzaldehyde และ 4-chlorobenzyl alcohol จาก 3-hydroxy-        

4,4’-DCB ที่มีการแสดงออกรวมกันของ secondary metabolism นอกจากน้ีแลวยังใชเชื้อ                 

P. chrysosporium มาใชในการยอยสลาย polychlorinated biphenyl (PCB) ชนิดอ่ืนๆอีก เชน Delor 

103 ,105 และ Aroclor 1242 , 1254 ,1242, 1248, and 1260 โดยใหผลการยอยสลายสารพิษอยู

ในชวง 34 ถึง 73 เปอรเซ็นตทั้งน้ีเพราะมีเอนไซม Manganese peroxidase (MnP) และ Lignin 

peroxidase (LiP) ที่มีศักยภาพในการยอยสลายพิษไดดีที่สุดตัวหน่ึงที่นิยมนํามาทําการศึกษา 

3.2 เอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการกําจัดสี 

เชื้อรากลุมไวทรอทสามารถผลิตเ อนไซมนอกเซลลกลุมลิกนิโนไลติก  

(ligninolytic enzymes or ligninolytic or lignin modified or lignin degrading enzymes)  

ประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดทํางานรวมกัน   แตเอนไซมที่มีสวนเกี่ยวของกับการกําจัดสี ไดแก  

เอนไซมแลคเคส  ลิกนินเปอรออกซิเดส  และแมงกานีสเปอรออกซิเดส (Table 3)  และเน่ืองจาก

เอนไซมกลุมน้ีมีความจําเพาะตํ่าจึงสามารถเกิดปฏิกิริยากับสับสเตรตไดเปนชวงกวาง  เชน ลิกนิน 
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สารประกอบฟนอลิกที่มีคลอรี นในโครงสราง  โพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  และสี

สังเคราะห 

Table 3.  Ligninolytic enzymes and reaction 

Enzyme Substrate, mediator Reaction 

Lignin Peroxidase, LiP Veratryl alcohol Aromatic ring oxidised to 

cation radical  

Manganese Peroxidase, MnP Mn, organic acids aschelators, 

thiols, unsaturated fatty acids 

Mn(II) oxidized to Mn(III); 

chelated Mn(III) oxidized 

phenolic compounds to 

phenoxyl radicals 

Laccase Phenols, mediators e.g. 

hydroxybenzotriazole or 

ABTS 

Phenols are oxidized to 

phenoxyl radical 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Couto (2009) 

3.2.1 แลคเคส (Laccase)   

  เอนไซมแลคเคส (benzenediol : oxygen oxidoreductase ; EC 1.10.3.2)  เปน

เอนไซมในกลุมออกซิโดรีดักเทสที่มีมัลติคอปเปอรในโครงสราง (มีคอปเปอร 4 อะตอมขึ้นไป )  

ซึ่งมีคุณสมบัติในการรีดิวซออก ซิเจนไดอ ยางสมบูรณไดเปนนํ้า  และมีความสามารถเรงปฏิกิริยา

ออกซิเดชั่น 1 อิเลคตรอนของสารประกอบฟนอลไปเปน cation radical  (Gadd, 2001)  ซึ่งเอนไซม

แลคเคสอาจจะทําปฏิกิริยาโดยตรงกับสวนที่เปนสารประกอบฟนอลของลิกนิน  หรืออาจตองการ

สารตัวกลาง (mediator compound) ซึ่งทําหนาที่เปนสารต้ังตนรวม   เชน ออกซิเจน และ ABTS 

(2,2’-azinobis-(3)-ethylbenzeythiazoline-6-sulphate) (Breen and Singleton, 1999 อางโดยพจนีย 

โลมรัตน, 2549)  กลไกการทํางานของเอนไซมแลคเคสแสดงดัง Figure 2 

 

 

 



11 

 

  (a) O2         Laccase           Lignin 

 

   H2O         Laccaseox           Oxidized residues         

    (b) O2         Laccase           Mediatorox    Lignin 

 

   H2O         Laccaseox           Mediator    Oxidized residues 

 

Figure 2.  Laccase-catalyzed redox cycles for substrates oxidation in the absence (a) or in the  

    presence (b) of chemical mediators 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Riva (2006) 

3.2.2 ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin Peroxidase; LiP) 

เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (EC 1.11.1.14)  สามารถเรงปฏิกิริยาออกซิเดชั่น

ของสารประกอบฟนอล  สารประกอบเอมีนที่มีโครงสรางเปนวงแหวน  สารประกอบอีเทอรที่เปน

วงแหวน  และสารประกอ บไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางเปนวงแหวนและมีโมเลกุลขนาดใหญ 

(Breen and Singleton, 1999 อางโดยพจนีย โลมรัตน , 2549) ซึ่ง LiP ออกซิไดซพันธะ Cα - Cβ  ทํา

ใหวงแหวนลิกนินเปดออก  โดยมี H2O2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา  LiP สามารถออกซิไดซ nonphenolic 

aromatic ของลิกนินโดยมี veratryl alcohol (VA) เปนสารตัวกลาง  ไดเปน cation radical (พิมพ

ชนก เต็งเจริญ, 2546) กลไกการทํางานของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดสแสดงดัง Figure 3 

   H2O2         LiP      VA+    Lignin 

 

   H2O         LiPox       VA    Oxidized lignin 

 

Figure 3.  Catalytic mechanism of lignin peroxidase. 

ที่มา : Gadd (2001) 

3.2.3 แมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese Peroxidase) 

  เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีสองชนิด คือ Manganese Peroxidase (MnP; 

EC 1.11.1.13) และ Manganese Independent Peroxidase (MIP; EC 1.11.1.7)  ซึ่ง MIP เปน heme 

peroxidase ตัวใหมที่พบใน ligninolytic activity  โดยจะพบในสภาวะที่ไมมี Mn(II)  และ veratryl 
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alcohol  แมงกานีสเปอรออกซิเดสไมสามารถยอยสลายโครงสรางที่ไมใชฟนอลลิก   เน่ืองจาก

ตองการสารที่มีกลุมฟนอลลิกอิสระในวงแหวนอะโรมาติกเปน สับสเตรต  จะเกิดปฏิกิริยาออกซิ

เดชั่นจาก Mn (II) ไปเปน Mn (III)  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมีดังน้ี  (Gadd, 2001) 

  MnP + H2O2   Compound I + H2O  (1) 

  Compound I + Mn (II)  Compound II + Mn (III)  (2) 

  Compound II + Mn (II)  MnP + Mn (III) + H2O  (3) 

  Compound II + H2O2  Compound III (inactive)  (4)  

โสภา  จันทภาโส (2542)  ศึกษาการกําจัดสีของนํ้าทิ้งจากดีแคนเตอรที่ผานการ

แยกสารแขวนลอยและนํ้ามันออกแลว  โดยเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 

และ Coriolus versicolor  พบวาการเลี้ยง P. chrysosporium ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส ) 

บนเคร่ืองเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  เชื้อผลิตเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงสุดเทากับ 1.41 ยูนิ

ตตอมิลลิลิตร  หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วัน (เชื้อเร่ิมผลิตเอนไซมเปอรออกซิเดสไดต้ังแตวันที่ 4 

ของการทดลอง ) แตไมพบแอคทิวิต้ีของเอนไซมแลคเคส  สามารถลดความเขมสีนํ้าทิ้งไดรอยละ 

6.2  นํ้าหนักเซลลแหง มีคาเทากับ 13.69 กรัมตอลิตร   สวนการเลี้ยง C. versicolor ที่อุณหภูมิหอง 

(30±2 องศาเซลเซียส) บนเคร่ืองเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  เชื้อผลิตเอนไซมแลคเคสไดสูงสุด

เทากับ 6.6 ยูนิตตอมิลลิลิตร  หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วัน  (เชื้อเร่ิมผลิตเอนไซมแลคเคสได

ต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง)  แตไมพบแอคทิวิต้ีของเอนไซมเปอรออกซิเดส  สามารถลดความเขม

สีนํ้าทิ้งไดรอยละ 3.3  นํ้าหนักเซลลแหงมีคาเทากับ 11.38 กรัมตอลิตร 

โสภาวรรณ  รัตนพันธุ (2547)  ศึกษาการบําบัดและกําจัดสีของนํ้าทิ้งดีแคนเตอร

จากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม  โดยเสนใยเห็ด Lentinus spp. นํ้าทิ้งมีคาพีเอช 4.5  ซีโอดี 87,000 

มิลลิกรัมตอลิตร  และฟนอล  3.95 มิลลิกรัมตอลิตร  จากการเลี้ยงเห็ดสกุล Lentinus จํานวน 12 สาย

พันธุ  ประกอบดวยเห็ด 3 ชนิด  คือ   L. polychrous (เห็ดกระดาง)  L. strigosus (เห็ดขอนขาว )  และ 

L. squarrosulus (เห็ดหูกวาง)  แบบอาหารแข็งที่เตรียมจากนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่เจือจางและไมเจือจาง  

พบวาเชื้อเจริญไดทุกความเขมขน  แตการเลี้ยงเสนใยแบบเหลวในนํ้าทิ้ งพบวาเชื้อสามารถเจริญได

เฉพาะในนํ้าทิ้งที่เจือจางซึ่งมีคาซีโอดีเทากับ 43,500 มิลลิกรัมตอลิตร  จึงเพิ่มการเจริญของเสนใย

โดยการตรึงเสนใยบนฟองนํ้าและใชเปนเชื้อเร่ิมตน  และพบวาเห็ดสายพันธุ L. strigosus ST-S-3  ที่

ถูกตรึงสามารถลดซีโอดี  สี  ฟนอล  และขอ งแข็งทั้งหมดไดรอยละ 68.19, 51.15, 62.68 และ 61.80 

ตามลําดับ  หลังการเลี้ยงเชื้อ 15 วัน  ที่สภาวะพีเอชเร่ิมตนนํ้าทิ้ง 4.5  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

และระดับการใหอากาศในถังหมัก air-lift 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที (vvm)  

และเมื่อวิเคราะหกิจกรร มของเอนไซมพบวาเอนไซม CMCase ไซลาเนส แลคเคส  และแมงกานีส
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เปอรออกซิเดสทั้ง 2 ประเภท (MnP กับ MnIP)  มีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 75.45, 89.00, 

82.20 และ 138.18 กับ 136.82 ยูนิตตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ   

3.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการกําจัดสีดวยจุลินทรีย 

3.3.1 ผลของสารอาหาร 

แหลงคารบอนและไนโตรเจนในอาหารสําหรับการเจริญเติบโตมีบทบาทสําคัญใน

การผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนินในเชื้อรากลุมไวทรอท  ซึ่งการปลดปลอยเอนไซมออกมานอก

เซลลขึ้นอยูกับแหลงของสารอาหารทั้งคารบอนและไนโตรเจน  โดยเอนไซมจะถูกผลิตในชวง 

secondary metabolism ภายใตสภาวะที่จํากัดไนโตรเจน (D’Souza-Ticlo et al., 2006)   

Kapdan และคณะ (2000)  ศึกษาผลของแหลงคารบอน  ผลของแหลงไนโตรเจน  

และผลของอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน (TOC/N ratio)  ตอการกําจัดสียอมผาดวยเชื้อรา 

C. versicolor MUCL  พบวากลูโคสและยูเรียเ ปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม

ที่สุด  และที่ TOC/N ratio สูงหรือที่มีความเขมขนของไนโตรเจนตํ่ามีประสิทธิภาพสูงมากในการ

กําจัดสี เมื่อความเขมขนของไนโตรเจนตํ่า (17 มิลลิกรัมตอลิตร )  โดยที่คา TOC/N ratio  ระหวาง 

112 และ 22  มีประสิทธิภาพการกําจัดสี 99 - 100 %  เปนเวลา 6 วัน 

Dawen และคณะ (2007)  เปรียบเทียบการใชอาหารที่จํากัดคารบอนหรือ

ไนโตรเจนเพื่อเลี้ยง   P. chrysosporium BKM-F-1767 (ATCC 24725)  สําหรับใชกําจัดสียอม 

reactive brilliant red ภายใตสภาวะไมปลอดเชื้อ  โดยอาหารที่จํากัดคารบอนมีความเขม ขนของ 

glucose และ ammonium tartrate เทากับ 5.5 และ 4.06 กรัมตอลิตร ( n(C)/n(N) = 56/2.2 (in 

mmol/l) )  ตามลําดับ  ในขณะที่อาหารที่จํากัดไนโตรเจนมีความเขมขนของ glucose และ 

ammonium tartrate เทากับ 11 และ 0.203 กรัมตอลิตร ( n(C)/n(N) = 28/44 (in mmol/l) )  ตามลําดับ  

พบวา  หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง  การกําจัดสีจากอาหารที่จํากัดคารบอนและไนโตรเจน

เทากับ 24 % และ 51 % ตามลําดับ  สวนการกําจัดสีที่สูงสุดจากอาหารที่จํากัดคารบอนเทากับ 35 %  

หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง  ในขณะที่การกําจัดสีสูงสุดจากอาหารที่จํากัดไนโตรเจนเทากับ 92 

% หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 148 ชั่วโมง  และนอกจากน้ียังพบวาอาหารที่จํากัดไนโตรเจนปนเปอนดวย

เชื้อแบคทีเรียไดงาย  ทําใหการกําจัดสีลดลง  ดังน้ันอาหารที่จํากัดไนโตรเจนเหม าะสมกวาใน

สภาวะที่ไมปลอดเชื้อ 

โสภาวรรณ  รัตนพันธุ (2547)  ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนและผลของความ

เขมขนของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการลดสีของนํ้าทิ้งดีแคนเตอร  แหลงไนโตรเจนที่ศึกษา 3 

ชนิด  คือ ยูเรีย  แอมโมเนียมไนเตรต  และแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนรอยละ 0.1 โดย

นํ้าหนักตอปริมาตร  ดวยเสนใยเห็ด Lentinus spp. ที่ถูกตรึงบนฟองนํ้าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที  พบวายูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่พบการลดซีโอดีสูงถึงรอยละ 

43.59 – 58.94  และพบการลดสีในนํ้าทิ้งสูงสุดรอยละ 43.59 เมื่อไมมีการเติมไนโตรเจน  ซึ่งเมื่อ

พิจารณาการลดซีโอดีคูกับการลดค าสีจึงเลือกยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน  จากน้ันแปรผันความ

เขมขนของยูเรียเปนรอยละ 0.05, 0.1, 0.2 และ 0.4 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร  พบวาการเติมยูเรียที่

ความเขมขนตํ่ารอยละ 0.05 – 0.1  มีประสิทธิภาพการบําบัดและกําจัดสีถึงรอยละ 40.52 – 44.05  

ขณะที่การเติมยูเรียที่ ความเขมขนสูงขึ้น (รอยละ 0.2 – 0.4)  สงเสริมการเจริญของเสนใย  แตมีผล

ตอการเพิ่มขึ้นของสีในนํ้าทิ้ง  และจากการเติมยูเรียที่ความเขมขนรอยละ 0.05  เมื่อคํานวณผลในรูป    

COD : N ไดเทากับ 54 : 1 เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการกําจัดสีนํ้าทิ้งดีแคนเตอร 

Urairuj และคณะ (2003)  ศึกษาผลของความเขมขนของกลูโคสและแอมโมเนียม

ทารเทรตตอการผลิตเอนไซม  manganese independent peroxidase (MIP)  ของ Xylariaceae 

CMUX144  โดยแปรผันคาความเขมขนของกลูโคสเปนรอยละ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร  และแปรผันคาความเขมข นของแอมโมเนียมทารเทรตเปนรอยละ 0.000, 0.025. 0.050 

และ 0.075 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร  พบวาเชื้อสามารถผลิตเอนไซม MIP ไดสูงสุด 195.6 ยูนิตตอ

ลิตร  ที่ความเขมขนกลูโคส 40 กรัมตอลิตร  และแอมโมเนียมทารเทรต 0.75 กรัมตอลิตร  และ

พบวาไมมีกิจกรรมของเอนไซมในอาหารที่ไมมีการเติมกลูโคสและแอมโมเนียมทารเทรต 

3.3.2 ผลของพีเอชเร่ิมตน 

 Asgher และคณะ (2008)  ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตนที่มีผลตอการกําจัดสี

สังเคราะห  ดวยเชื้อรากลุมไวทรอท Coriolus versicolor IBL – 04  ที่พีเอช 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 

5.0  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา  เปนเวลา 10 วัน  พบวาสามารถกําจัดสีได 91.8 %, 

88.87 % และ 71.8 %  ที่พีเอช 5, 4.5 และ 4  ตามลําดับ  โดยเอนไซมที่เชื้อราปลอยออกมาเพื่อยอย

สลายสี  ไดแก เอนไซมแลคเคส, เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส และเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ

เดส  เทากับ 288 IU/ml, 125 IU/ml และ 48 IU/ml ตามลําดับ       

 Srikanlayanukul และคณะ (2007)  ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตนที่มีผลตอการกําจัดสี

ยอม Orange II  ดวยเชื้อราไวทรอทกลุมทนรอน C. versicolor RC3  โดยศึกษาที่พีเอช 3.5, 4.5, 5.0, 

5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.5  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  บนเคร่ืองเขยา 120 รอบตอนาที  เปน

เวลา 0, 24, 48, 60, 72 และ 84 ชั่วโมง  พบวา  การกําจัดสีที่เหมาะสมอยูในชวงพีเอช 5.5 ถึง 7.0  

โดยที่พีเอช 6.5 เปนเวลา 60 ชั่วโมง มีอัตราการกําจัดสีเร็วที่สุด (ประมาณมากกวา 60 %  โดยดูจาก

กราฟเน่ืองจากไมไดรายงานผลเปนตัวเลข)  และที่พีเอช 6.0 และ 6.5  เปนเวลา 72 ชั่วโมง  สามารถ

กําจัดสีไดมากที่สุด (ประมาณมากกวา 90 %) 
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 Guimarães และคณะ (2005)  ศึกษาการกําจัดสีนํ้าทิ้งโรงงานนํ้าตาล โดยใช              

P. chrysosporium ATCC 24725  พบวาที่พีเอชเร่ิมตนที่ใชในการทดลองเทากับ 4.5  สามารถกําจัด

สีได 55 % 

 Kissi และคณะ (2001)  ศึกษาการกํา จัดสีนํ้าทิ้งโรงงานนํ้ามันมะกอก โดยใช               

P. chrysosporium พบวาพีเอชเร่ิมตนที่ใชในการทดลองเทากับ 4.5 สามารถกําจัดสี  ฟนอลและ 

COD ได 55 %, (มากกวา) 50 % และ (มากกวา) 55 % 

 Urairuj และคณะ (2003)  ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตนตอการผลิตเอนไซม MIP โดย

ใช Xylariaceae CMUX144 ในอาหาร lignin-modifying enzyme basal (LB) โดยศึกษาที่พีเอช 3.0, 

4.0, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 8.0  บนเคร่ืองเขยาความเร็ว 120 รอบตอนาที ในที่มืด เปนเวลา 5 วัน  

พบวาชวงพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมอยูในชวงพีเอช 4.0 – 6.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส  โดยที่พีเอช 5.5 พบกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด  และกิจกรรมของเอนไซมลดลงเมื่อพีเอช

ของอาหารมากกวา 6.5 

3.3.3 ผลของอุณหภูมิ 

 เชื้อรากลุมไว ทรอทเปนเชื้อราที่พบตามธรรมชาติสวนใหญเปนพวก mesophiles 

โดยปกติจะสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 25 – 35 องศาเซลเซียส  มีอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการ

เจริญ  การผลิตเอนไซม  และการกําจัดสีที่  25 – 37 องศาเซลเซียส (Asgher et al., 2008) แตก็มี

ขอยกเวนสําหรับบางตั ว เชน P. chrysosporium ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 37 – 40 องศาเซลเซียส 

(Gadd, 2001) 

 Asgher และคณะ (2008)  ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการกําจัดสีสังเคราะห  

ดวยเชื้อรากลุมไวทรอท C. versicolor IBL – 04  ที่อุณหภูมิ 25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศา

เซลเซียส  ที่พีเอช 4.5 บนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 10 วัน  พบวาสามารถกําจัดสีไดสูงสุดถึง 91.9 %  ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ซึ่งสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสไดสูงสุดเทากับ 380 IU/ml       

 Kissi และคณะ (2001)  ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการกําจัดสีนํ้าทิ้งโรงงาน

นํ้ามันมะกอก  ดวย  P. chrysosporium ที่อุณหภูมิ 20, 28 และ 37 องศาเซลเซียส  พบวาที่อุณหภูมิ  

28 องศาเซลเซียสสามารถกําจัดสี  ฟนอลและ COD ได 49 %, 47 % และ 45 % 

 Urairuj และคณะ (2003)  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเอนไซม MnP ดวย 

Xylariaceae CMUX144 ในอาหาร lignin-modifying enzyme basal (LB) โดยศึกษาที่อุณหภูมิ 20, 

30, 37, 45 องศาเซลเซียส  และที่อุณหภูมิหอง (32-34 องศาเซลเซียส )  บนเคร่ืองเขยาความเร็ว 120 

รอบตอนาที ในที่มืด เปนเวลา 5 วัน พบวาที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสไมพบการเจริญ   

และกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 122 ยูนิตตอลิตรที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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4. การกําจัดสีดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ-ทางเคมี 

วิธีการ ดูดซับ สีและสิ่งปนเปอนในนํ้าเสียทางกายภาพ- ทางเคมี เปนอีกทางเลือก

หน่ึงที่ใหผลไดดี  เน่ืองจากสามารถใชในการกําจัดสีไดหลายประเภท  การกําจัดสีจริงในนํ้าเสีย

หรืออนุภาคขนาดเล็กน้ัน  วัสดุที่นํามาใชควรมีลักษณะสมบัติทางกายภาพที่เหมาะสม  เชน  สารดูด

ติดผิวจะตองมีพื้นที่ผิวจําเพาะสูง  ขนาดรูพรุนที่มีขนาดใหญ  หรือมีองคประกอบของซิลิกาที่เปน

โครงรางตาขายเปนจํานวนมาก  (สันติ สกลไชย , 2546)  ตัวดูดซับที่นิยมนํามาใชอย างกวางขวาง  

คือ  ถานกัมมันต (activated carbon)  เพราะมีประสิทธิภาพในการดูดซับไดอยางดีเยี่ยม   (Abdullah 

et al., 2005)  แตยังมีขอจํากัดในการใชเน่ืองจากมีราคาสูงมากสําหรับการนํามาใชบําบัดนํ้าเสีย  

(Hameed et al., 2007)  ปจจุบันจึงมคีวามสนใจมากขึ้นในการนําวัสดุเศษเหลือจากชีวมวลหรือพวก

ลิกโนเซลลูโลสมาใชเปนตัวดูดซับสีและสิ่ง ปนเปอน ที่อยูในนํ้าทิ้ง   (Zhang et al., 2013)  เชน  

เปลือกสมและกลวย  กากชานออย  ขี้เลื่อย  แกลบ  เถาไม  เถาปาลม 

4.1 กลไกการดูดซับ 

กระบวนการดูดติดผิวหรือดูดซับ  คือ  การที่สารจากส ถานะหน่ึงเขาไปจับติดที่ผิว

ของสารอีกสถานะหน่ึง  หรือที่ผิวรวม (interface) ของสารสถานะน้ัน  การดูดซับเกิดขึ้นระหวาง  2 

สถานะใดๆ ก็ได  เชน  ของเหลว-ของเหลว, กาซ-ของเหลว, กาซ-ของแข็ง, ของเหลว-ของแข็ง  สาร

ที่ถูกดูดติดที่ผิว  เรียกวา  ตัวถูกดูดซับ (adsorbate)  สวนสารที่เปน phase ซึ่งทําหนาที่ดูดติดที่ผิว

เรียกวา  ตัวดูดซับ (adsorpbent)  (สันติ สกลไชย, 2546) 

การที่สารละลายเกิดกระบวนการดูดติดผิวกับของแข็งสามารถเกิดจากสาเหตุดังน้ี  

 (1)  สารละลายอยูในสภาพที่เรียกวา  lyophobic  คือการที่สารละลายน้ันพรอมที่ จะแยกตัว

ออกจากสารละลาย   

 (2)  สารละลายน้ันมีความพรอมที่เขา ไปสูผิวของแข็งในอัตราสูง คือการที่สารละลายน้ัน

ชอบตัวทําละลายมากนอยอยางไร ในกรณีที่ตัวละลายคือนํ้า  ถาสารละลายอยูในสภาพที่ชอบนํ้า 

(hydrophilic) โอกาสที่จะแยกตัวออกจากนํ้าโดยการดูดติดผิวมีนอย  ถ าไมชอบนํ้า (hydrophobic) 

โอกาสที่จะแยกออกจากนํ้าโดยการดูดติดผิวก็มีมากกวา 

ขั้นตอนที่เกิดขึ้นระหวางการดูดติดผิวของสารละลายโดยสารดูดซับที่มีรูพรุน  มี  

3  ขั้นตอน (Figure 4 and Figure 5)  ดังน้ี  (สันติ สกลไชย, 2546) 

(1)  การขนสงทั้งกอน (Bulk Transport)  หรือการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของตัวถูกดูดซับเขา

หาตัวดูดซับ  คือการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของตัวถูกละลายในของเหลว  จะถูกสงไปยังพื้นที่ผิวหนา

ของชั้นของเหลวบางๆ ที่หอหุมตัวดูดซับ  เปนขั้นตอนที่เกิดขึ้นเร็วที่สุด     
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(2)  การขนสงชั้นฟลม (Film Transport)  เมื่อโมเลกุลของตัวถูกดูดซับมาอยูที่พื้นผิวชั้น

ของเหลวที่หอหุมตัวดูดซับแลว  โมเลกุลของตัวถูกดูดซับจะเกิดการแพรผานชั้นฟลมของนํ้า  (Film 

diffusion) เขาสูผิวหนาของตัวดูดซับ  เปนขั้นตอนหน่ึงที่จํากัดอัตราการดูดติดผิว   

(3)  การขนสงภายในอนุภาค  (Intraparicle Transport)  เปนการแพรของโมเลกุลของตัวถูก

ดูดซับเพื่อแทรกตัวเขาสูชองวาง  หรือโพรงรูพรุนของ ตัวดูดซับ (Pore Diffusion) จึงจะเกิดการดูด

ติดผิวขึ้นภายใน  เปนอีกขึ้นตอนหน่ึงที่จํากัดอัตราการการดูดติดผิว   

 

 
 

Figure 4.  Step movement of molecular adsorption by activated carbon 

ที่มา : Eckenfelder (1981) อางโดยสันติ สกลไชย (2546) 
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  (1)            (2)    (3) 

 

Figure 5.  Adsorption process 

ที่มา : รัตนาภรณ ไชยาพงศพิพัฒน (2549) 

4.2 ประเภทของการดูดซับ 

กลไกการดูดซับ ของสารประกอบอินทรียเกิดจากแรงรวมตัว  (Binding Force) 

หลายชนิดระหวางโมเลกุลของสารอินท รียและพื้นที่ผิวของตัวดูดซับ การดูดซับสามารถแบงออก

ไดเปน 4 ชนิด  ขึ้นอยูกับชนิดของสารที่จะมาเปนตัวดูดซับและตัวถูกดูดซับ   (สันติ สกลไชย, 2546  

และรัตนาภรณ ไชยาพงศพิพัฒน, 2549)  ไดแก 

4.2.1 การดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption)   

เกิดขึ้นเน่ืองจากการดูดซับดวยแรงวัลเดอรวาล  (Van der waals forces) ซึ่งเปนแรง

ดึงดูดอยางออนระหวางโมเลกุลของตัวถูกดูดซับและตัวดูดซับ  โดยตัวที่ถูกดูดซับและตัวดูดซับจะ

ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมีใด  ๆ  สามารถผันกลับ ได (reversible)  การดูดติดผิวแบบ

น้ีเปนการดูดติดผิวแบบหลายชั้น  (Mutilayered)  คือแตละชั้นของโมเลกุลจะเกิดอยูบนชั้นของ

โมเลกุลที่ดูดติดกอนหนาน้ี  โดยจํานวนชั้นของโมเลกุลจะเพิ่ม ขึ้นเมื่อความเขมขนของตัวถูกดูดซับ

เพิ่มขึ้น 

4.2.2 การดูดซับทางเคมี (Chemical adsorption) 

เกิ ดจาก พันธะทางเคมีระหวางโมเลกุลของตัวถูกดูดซับและตําแหนงดูดซับ  

(Adsorption site) ที่ผิวของตัวดูดซับ  การดูดซับทางเคมีบางคร้ังจะตองการพลังงานเขารวมดวย

เรียกวา การดูดซับดวยการกระตุน  (Activated adsorption) การดูดซับทางเคมีตางจากการดูดซับทา ง
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กายภาพ  เน่ืองจาก เปนการดูด ติดผิวแบบชั้นเดียว  (Monolayered)  ไมสามารถผันกลับได  

(Irreversible)  และพันธะที่เกิดขึ้นแข็งแรงกวา 

4.2.3 การดูดซับแบบแลกเปลี่ยน  (Exchange Adsorption)  หรือการดูดซับดวย

ประจุ (Ionic adsorption)   

เกิดขึ้นเมื่อตัวดูดซับกับตัว ถูกดูดซับมีประจุ   เปนการดูดซับระหวางตัวถูกดูดซับ

กับตัวดูดซับที่พื้นผิวดวยแรงของประจุที่ตรงขามกัน  (Electrical attraction) หรือเกิดเน่ืองจากการ

แทนที่ของประจุที่ผิวของตัวดูดซับดวยไอออนของตัวถูกดูดซับ  ทําใหไอออนของตัวถูกดูดซับติด

อยูที่พื้นผิวตัวดูดซับในตําแห นงที่มีประจุตรงขามกัน  ไอออนที่มีประจุสูงจะถูกดูดติดไดดีกวาพวก

ที่มีประจุตํ่า ๆ และไอออนที่มีขนาดเล็ก 

4.2.4 การดูดซับแบบเจาะจง (Specific Adsorption) 

เกิดขึ้นเน่ืองจากแรงยึดเหน่ียวของโมเลกุลตัวถูกดูดซับกับตัวดูดซับที่มีหมู

ฟงกชันนัลอยูบนผิว  แตไมทําใหตัวดูดซับเปลี่ยนโครงสรางไป   การดูดซับชนิดน้ีจะมีพลังงานใน

การยึดเหน่ียวอยูระหวางพลังงานของการดูดซับทางกายภาพและการดูดซับทางเคมี      

4.3 ปจจัยท่ีมีผลตอการดูดซับ 

ความสามารถและอัตราเร็วในการดูดซับขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ  ดังน้ี   (สันติ สกล

ไชย, 2546 และวิวรรณ ขจรเกียติกุล, 2539) 

4.3.1 ธรรมชาติของสารที่ถูกดูดซับ (Nature of Adsorbate) 

การดูดซับจะเพิ่มขึ้นเมื่อความสามารถในการละลายของตัวถูกละลายมีคาลดลง

เพราะกอนที่จะเกิดกระบวนการดูดซับ  จะมีการทําลายพันธะของตัวถูกละลายและตัวทําละลาย  ตัว

ถูกละลายจะถูกดึงออกจากตั วทําละลาย  และขนาดของโมเลกุลของตัวถูกละลายแปรผกผันกับ

อัตราการดูดซับ  โมเลกุลที่มีขนาดเล็กจะเกิดการดูดซับไดรวดเร็วกวาโมเลกุลขนาดใหญ  

4.3.2 ธรรมชาติของโมเลกุลที่เปนตัวดูดซับ (Nature of the Adsorption) 

พื้นที่ผิวและโครงสรางของรูพรุน  (Surface area and Pore structure) ของตัวดูดซับ

มีผลตอความสามารถของการดูดซับ  โดย เมื่อพื้นที่ผิวของโมเลกุลที่เปนตัวดูดซับมากขึ้น  

ความสามารถจะเพิ่มขึ้น ดวย และโครงสรางของรูพรุนมีสวนชวยใหพื้นผิวมีความสามารถในการ

ดูดซับเพิ่มขึ้น  เพราะโมเลกุลของสารที่ถูกดูดซับสามารถเขาไปในรูพรุ นของโมเลกุลของตัวถูกดูด

ซับไดทําใหสามารถดูดซับไดมากขึ้น  

4.3.3 ขนาดและพื้นที่ผิวของตัวดูดซับ (Size and Surface Area)  

หากโมเลกุลที่เปนตัวดูดซับไมมีรูพรุ น  พื้นที่ผิวจะเพิ่มขึ้นเมื่อขนาดลดลง  ทําให

ความสามารถในการดูดซับเพิ่มขึ้น 
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4.3.4 พีเอช (pH) 

คาพีเอชมีอิทธิผลตอการแตกตัวของไอออนและการละลายนํ้าของสารตางๆ   ซึ่ง

ไฮโดรเจนไอออนและไฮดรอกซิลไอออนเปนไอออนที่สามารถดูดติดผิวไดอยางดี  อัตราการดูดซับ

จะเร็วและมากหากคาพีเอชลดลง  เพราะ H+ เพิ่มขึ้น คาพีเอชที่เหมาะสม ของสีแตละชนิดจะมีความ

แตกตางกัน ทั้งน้ียัง ขึ้นอยู กับชนิดของตัวถูกดูดซับและตัวดูดซับ ดวย  ในสภาวะที่เปนกรด มี

ความสามารถในการดูดซับสีไดมาก  เพราะมี การเพิ่มผิวของตัวดูดซับที่เปนประจุบวกมากขึ้น  

ในขณะที่สีซึ่งเปนตัวถูกดูดซับจะเปนประจุลบ  และเมื่อมีการดูดซับเพิ่มขึ้น ผิวของตัวดูดซับ จะ

กลายเปนประจุลบมากขึ้น ทําใหพีเอชมีแนวโนมสูงขึ้นดวย    

4.3.5 อุณหภูมิ (Temperature) 

อุณหภูมิมีผลตออัตราเร็วและขีดความสามารถในการดูดติดผิว   คือ  อัตราเร็วของ

การดูดติดผิวจะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ    แตขีดความสามารถในการดูดติดผิวจะมีคา

ลดลงที่อุณหภูมิสูง  เพราะการดูดซับเปนปฎิกิริยาคายความรอน (Exothermic) 

4.3.6 ความปนปวน (Mixing Speed)   

อัตราดูดติดผิวอาจขึ้นอยูกับขั้นตอนการขนสงผานฟลม  (Film Transport) และการ

แพรเขาสูโพรง (Pore Diffusion) ในระบบที่มีความปนปวนตํ่า   ฟลมของของเหลวที่อยู ลอมรอบตัว

ดูดซับจะมีความหนามาก เพราะไมถูกรบกวน  จึงมีผล ตอการเคลื่อนที่ ของโมเลกุลเขาไปหาตัวดูด

ซับทําให Film Transport เปนตัวควบคุมการดูดซับ  แตถามีความปนปวนสูงความหนาของชั้นฟลม

จะลดลงทําใหโมเลกุลเคลื่อนเขาสูตัวดูดซับไดเร็วขึ้น  การแพรเขาสูโพรงจึงเปนตัวกําหนดอัตราเ ร็ว

ในการดูดซับ  

วัตถุประสงค 

1. เพื่อวิเคราะหองคประกอบของนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม 

  2. เพื่อศึกษาการกําจัดสีนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมดวยวิธีการ

ทางชีวภาพ โดยใชเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 

3. เพื่อศึกษากา รกําจัดสีนํ้าทิ้งบอสุดทาย ของโรงงานสกัดนํ้า มันปาลมดวยวิธีการ

ทางกายภาพ-ทางเคมี โดยใชเถาปาลมและกากชานออยเปนตัวดูดซับ 
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

วัสดุ 

1. วัตถุดิบ 

นํ้าทิ้งบอสุดทายไดรับความอนุเคราะหจากบริษัท  ทักษิณปาลม (2521) จํากัด  

จังหวัดสุราษฎรธานี  และนํ้าทิ้งดีแคนเตอรไดรับความอนุเคราะหจาก หางหุนสวนจํากัด เพิ่มเกียรติ

ปาลม จังหวัดสตูล บรรจุในแกลลอนขนาด 10 ลิตร และเก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

เถาปาลม ไดจากกระบวนการเผาไหมเสนใยปาลมเพื่อใชเปน เชื้อเพลิงในหมอนํ้า  

สําหรับนํา ไปใชในกระบวน การน่ึงทะลายปาลม ของ โรงงานสกัดนํ้า มันปาล ม  ไดรับความ

อนุเคราะหจากบริษัท  ทักษิณปาลม (2521) จํากัด จังหวัดสุราษฎรธานี บรรจุกระสอบขนาด 25 

กิโลกรัม เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส)   

กากชานออย ไดจากการบีบเอานํ้าออยออก  ไดรับความอนุเคราะหจากรานขาย

นํ้าออย บริเวณ มหาวิทยาลัย สงขลานครินทร  นํามาตากแดดใหแหงแลว บรรจุกระสอบขนาด 25 

กิโลกรัม เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 

2. เชื้อจุลินทรีย 

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 เก็บรักษาเชื้อในหลอดอาหารวุน

เอียง Potato Dextrose Agar (PDA) โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน กอน

เก็บใสตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ถายเชื้อใหมทุกคร้ังกอนการทดลอง เพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตน 

(ดัดแปลงจากโสภา  จันทภาโส, 2542)  

3. สารเคม ี 

 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ใชเปน

องคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ และวิเคราะหคาซีโอดี  คาสี   คาสารประกอบฟนอล  และกิจกรรม

ของเอนไซมแลคเคส  เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส  และเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส   
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อุปกรณ 

 1. เคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge) รุน  Dic-3450 Lynge บริษัท Labogene 

 2. ตูอบ (Hot air oven) รุน UML 500 บริษัท Sanyo  

 3. หมอน่ึงความดัน (Autoclave) รุน SS 325 บริษัท Tomy 

 4. เคร่ืองวัดพีเอช (pH meter) รุน HK-7E Tokyo TOA Electronic 

 5. เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP210-s บริษัท Sartorius 

 6. เคร่ืองยอยซีโอดี รุน Spectroquant TR 320 บริษัท Merck 

 7. เคร่ืองผสม (Vortex mixer) รุน 1297 บริษัท LAB-Line Instrument, Inc 

 8. เคร่ืองใหความรอน (Hot plate) รุน HS 115 บริษัท Ika Labotechnic 

 9. เคร่ืองกวนแทงแมเหล็ก (Magnetic stirrer) รุน RO5 บริษัท Ika Labotechnic 

 10. ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) รุน 527044 บริษัท Hotpack 

 11. เคร่ืองใหอากาศ รุน Regent Air pump 9500 

 12. เคร่ืองวัดการไหลของอากาศ (Flow meter) บริษัท Dwyer 

 13. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectrouant Pharo 300  

 บริษัท Merck 

 

วิธีการวิเคราะห 

1. คาสี   

  นําตัวอยางนํ้าทิ้งหมุนเหว่ียงแยกตะกอนที่ 8000 รอบตอนาที  นาน 30 นาที  นํา

สวนใสมาเจือจางดวยนํ้ากลั่น  แลวนํานํ้าตัวอยางที่ความเจือจางเหมาะสมไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร  เปรียบเทียบหนวยสี กับสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลทติเน ท 

(APHA AWWA and WEF, 1998) 

2. สารประกอบฟนอล (Substances Reducing Folin’s Phenol)   

  นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสม 5 มิลลิลิตร  เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร  และ

นํ้ายาคารบอเนต- ทารเทรต 1.0 มิลลิลิตร  รอใหเกิดสี 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง  จากน้ันวัดคาการ

ดูดกลืนแสงที่ 700 นาโนเมตร  เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟมาตรฐาน  ทํา blank 

เชนเดียวกับตัวอย างแตใชนํ้ากลั่นแทนตัวอยาง   (ดัดแปลงจากวิธีการของ APHA AWWA และ 

WEF, 1998) 
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3. คาซีโอดี (Chemical oxygen demand, COD)  

  ปเปตนํ้าตัวอยางปริมาตรที่เหมาะสมจากน้ันปรับปริมาตรใหไดปริมาตรสุดทาย 

20 มิลลิลิตรใสขวดสําหรับวิเคราะหซีโอดี เติมเมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4) 0.4 กรัม ใสลูกแกว 3-5 

เม็ด เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรง เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 10 

มิลลิลิตร แลวเติมกรดซัลฟูริกรีเอเจนต (sulfuric reagent) 30 มิลลิลิตร นําขวดซีโอดีไปตอกับ 

reflux condenser บนเตาเปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็ นในที่มืด แลวนํามาไทเทรตกับ 

Fe(NH4)2(SO4)2 โดยใช Ferroin เปนอินดิเคเตอรและใชนํ้ากลั่นแทนนํ้าตัวอยางเปนชุดควบคุม 

โดยจุดยุติจะไดสารละลายสีนํ้าตาลแดง  (APHA, AWWA and WPCF, 1988) 

4. การวิเคราะหคาของแข็งท้ังหมด (Total solid, TS) และของแข็งแขวนลอย (Suspended, SS) 

  วิเคราะหหาคาของแข็งทั้งหมดและของแข็งแขวนลอยในนํ้าทิ้งจากบอสุดทายและ

นํ้าทิ้งดีแคนเตอรโดยวิธีมาตรฐาน (APHA, AWWA and WPCF, 1988)  

5. ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด 

  วิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในนํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอรตาม

วิธีการของ Kjedahl (A.O.A.C, 1990)   

การวิเคราะหขอ 1-5 แสดงรายละเอียดในภาคผนวก 

6. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 

 6.1 กิจกรรมของเอนไซมแลคเคส  ตามวิธีการของ Leontievsky และคณะ (2001)  ดังน้ี 

นําสารละลาย 2,2’-azino-bis(3-ethlbenzthaizoline)-6-sulphonate (ABTS) 1 มิลลิ

โมลาร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมกับโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 5  0.1 โมลาร 0.5 มิลลิลิตร  ตัวอยาง

เอนไซม 0.5 มิลลิลิตร  และนํ้ากลั่น 1 มิลลิลิตร  จะไดความเขมขนสุดทายของ ABTS เปน 0.2 มิลลิ

โมลาร  และโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 20 มิลลิโมลาร  ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร  วัดคาการดูดกลืน

แสงทันทีที่ความยาวคลื่น 436 นาโนเมตร  นาน 1 นาที  ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซม

ตมแทนเอนไซมปกติ  หักลบคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาทีของชุดควบคุมออกจาก

ตัวอยางแลวจึงคํานวณคากิจกรรมเอนไซม จากสูตร 

กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (ยูนิต/มล.) = ΔA/min x 2.5 x 106 x D 

                  ε436 
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เมื่อ  ΔA/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาที 

        D             คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม 

        ε436         เทากับ  29300 mol-1cm-1 

1 ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่ เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 1 ไมโครโมล  

ภายในเวลา 1 นาที 

 6.2 กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (MnP) ตามวิธีการของ Heinfling และ

คณะ (1998) 

นําสารละลาย 2,6 dimethoxyphenol (2,6 DMP) 5 มิลลิโมลาร  0.5 มิลลิลิตร  ผสม

กับโซเดียมอะซิเตตบัพเ ฟอร พีเอช 4.5  ความเขมขน 1 โมลาร 0.25 มิลลิลิตร  แมงกานีสซัลเฟต 

0.01 โมลาร 0.25 มิลลิลิตร  ตัวอยางเอนไซม 0.5 มิลลิลิตร  และนํ้ากลั่น 0.75 มิลลิลิตร  จะไดความ

เขมขนสุดทายของ 2,6 DMP เปน 1 มิลลิโมลาร  และโซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร  

แมงกานีส ซัลเฟต 1 มิลลิโมลาร  และเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.1 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร 

(ทันทีกอนวัดคาการดูดกลืนแสง )  ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร  วัดคาการดูดกลืนแสงทันทีที่ความ

ยาวคลื่น 469 นาโนเมตร นาน 1 นาที  ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซมตมแทนเอนไซม

ปกติ   หักลบคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที  ของชุดควบคุมออกจากตัวอยาง แลวจึง

คํานวณคากิจกรรมของเอนไซม  จากสูตร 

 

กิจกรรมของเอนไซม MnP (ยูนิต/มล.) = ΔA/min x 2.5 x 106 x D 

                     ε469 

 เมื่อ  ΔA/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาท ี

         D            คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม 

         ε469         เทากับ 27500 mol-1cm-1 

 1 ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เรงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 1 ไมโคร

โมล  ภายในเวลา 1 นาที 

 6.3 กิจกรรมของเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) ( Buswell et al., 1995 อางโดยโสภา

วรรณ รัตนพันธุ, 2547) 

นําสารละลาย veratryl alcohol 10 มิลลิโมลาร 0.5 มิลลิลิตร  ผสมกับ D-tartaric 

acid บัฟเฟอร 0.25 โมลาร พีเอช 3 0.5 มิลลิลิตร  เอนไซม 0.5 มิลลิลิตร  และนํ้ากลั่น 0.75 มิลลิลิตร  
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จะไดความเขมขนสุดทายของ veratryl alcohol เปน 2 มิลลิโมลาร  D-tartaric acid บัฟเฟอร 0.05 โม

ลาร  และเร่ิมปฏิกิริยาโดยเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.5 มิลลิโมลาร 0.25 มิลลิลิตร  (ทันทีกอน

วัดคาการดูดกลืนแสง)  ปริมาตรรวม 2.5 มิลลิลิตร  วัดคาการดูดกลืนแสงทันทีที่ความยาวคลื่น 310 

นาโนเมตร นาน 1 นาที  ชุดการทดลองควบคุมใชตัวอยางเอนไซมตมแทนเอนไซมปกติ  หักลบคา

การดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายใน 1 นาที  ของชุดควบคุมออกจากตัวอยาง แลวจึงคํานวณคากิจกรรม

ของเอนไซม  จากสูตร 

กิจกรรมของเอนไซม LiP (ยูนิต/มล.) = ΔA/min x 2.5 x 106 x D 

        ε310 

 เมื่อ  ΔA/min คือ คาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นภายในเวลา 1 นาท ี

        D          คือ คาการเจือจางตัวอยางเอนไซม 

        ε310          เทากับ 9300 mol-1cm-1 

 1 ยูนิต  หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่เ รงปฏิกิริยายอยสลายสับสเตรตเกิดผลิตภัณฑ 

veratryldehyde 1 ไมโครโมล  ภายในเวลา 1 นาที 

7.  การวิเคราะหนํ้าหนักแหง 

  กรองตัวอยางนํ้าทิ้งและเสนใย ของเชื้อรา ผานกระดาษกรอง (Whatman No. 1)  

ลางเสนใยดวยนํ้ากลั่น 2 คร้ัง  จากน้ันนําเสนใยบนกระดาษกรองวางบนจานแก วเลี้ยงเชื้อที่ทราบ

นํ้าหนักแนนอน  อบใหแหงในตูอบอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ทิ้งใหเย็นใน

โถดูดความชื้น 45 นาที  ชั่งนํ้าหนักที่แนนอน  กรณีหานํ้าหนักเสนใยแหงของเชื้อที่ถูกตรึงบน

ตัวกลาง  ตองนํานํ้าหนักแหงของตัวกลางในนํ้าทิ้ง (ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ) หักลบออกจากนํ้าหนัก

ตัวกลางรวมกับเสนใย ซึ่งเปนนํ้าหนักของเสนใยสุทธิ  (AOAC., 1999) 

 

วิธีการทดลอง 

1. ศึกษาองคประกอบของนํ้าท้ิงสุดทายและนํ้าท้ิงดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม 

วิเคราะหคุณลักษณะ ของนํ้าทิ้งสุดทาย และนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ของโรงงา นสกัด

นํ้ามันปาลม  โดย วัดคาพี เอช  และ วิเคราะหหาคา chemical oxygen demand (COD), total solid 

(TS), suspended solid (SS), สารประกอบฟนอล โดยใชวิธีมาตรฐานในการวิเคราะหคุณภาพของนํ้า
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เสีย (APAH, AWWA and WCPF, 1985)  วิเคราะหคาสีโดยใชวิธีเปรียบเทียบ กับแพลทตินัม

โคบอลตมาตรฐาน (Platinum Cobalt Standard) (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ และอุษา วิเศษสุมน, 2535) 

 

2. ผลของการใชนํ้าท้ิงดีแคนเตอรเปนสารอาหารสําหรับการเจริญและ การกําจัดสี โดยเชื้อรา  

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 

 2.1 การทดสอบบนอาหารแข็ง 

นํานํ้าทิ้งบอสุดทาย และนํ้าทิ้งดีแคนเตอรผสมกัน ในอัตราสวน 1:0, 1:1, 2:1 และ 

3:1  เติมผงวุนรอยละ 1.5  นําไปฆาเชื้อดวยหมอน่ึงไอนํ้าที่อุณหภูมิ 121ºC เปนเวลา 15 นาที        

เพื่อเตรียมเปนอาหารแข็ง จากน้ันเตรียม เชื้อเร่ิมตนโดยการถายเสนใยเชื้อรา  P. chrysosporium 

ATCC 24725  ลงบนจานอาหาร  PDA บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ตัดเสนใยราที่เจริญบน

อาหาร PDA เปนเวลา 5 วัน  บริเวณขอบโคโลนี  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตร  (โดยใช 

cork borer เจาะวุน )  จํานวน 1 ชิ้น  วางบนอาหารแข็งที่มีนํ้าทิ้งในอัตราสวนตางๆ บมที่

อุณหภูมิหองจนกระทั่ง   เสนใยเจริญ  สังเกตและบันทึกการเจริญของเสนใยและสีของอาหารเลี้ยง

เชื้อทุกวันเปนเวลา 30 วัน  ทําการทดลอง 2 ซ้ําโดยเปรียบเทียบกับอาหารแข็งที่ไมวางเชื้อรา (ชุด

ควบคุม)  คัดเลือกราที่สามารถเจริญและกําจัดสีของนํ้าทิ้งที่อัตราสวนที่เหมาะสม 

 2.2 การทดสอบในอาหารเหลว 

นํานํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอรผสมกัน ในอัตราสวน 1:0, 1:1, 2:1 และ 

3:1  (ไมฆาเชื้อ)  เตรียมเชื้อเร่ิมตนโดยเลี้ยง   P. chrysosporium ATCC 24725  บนอาหารพีดีเอ  ที่

อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 วัน  เจาะเสนใยของเชื้อราขนาดเสน ผานศูนยกลาง 1.0 

เซนติเมตร  (โดยใช cork borer เจาะวุน)  จํานวน 2 ชิ้น ลงในอาหารที่มีนํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดี

แคนเตอรผสมกันดวยอัตราสวนตางๆ  ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  ฟลาสกละ 60 มิลลิลิตร  บม

ที่อุณหภูมิหอง  บนเคร่ืองเขยา 130 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 3, 6, 9, 12 และ 15 วัน  นําไป

วัดการเจริญ  พีเอช   คาสี   สารประกอบฟนอล  คาซีโอดี  และกิจกรรมของเอนไซม แลคเคส , 

แมงกานีสเปอรออกซิเดส และลิกนินเปอรออกซิเดส  เลือกอัตราสวน ของนํ้าทิ้งสุดทายและนํ้าทิ้งดี

แคนเตอรที่เหมาะสมที่เชื้อสามารถเจริญและ กําจัดสีนํ้าทิ้งได   (ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  โดยมีนํ้าทิ้งที่

ไมมีการเติมเชื้อราเปนชุดควบคุม) 

 



27 

 

3. ผลของการใหอากาศตอการกําจัดสีของนํ้าท้ิงบอสุดทาย 

ศึกษาผลของการใหอากาศตอการกําจัดสี ของนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัด

นํ้ามันปาลม  โดยทดสอบในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร  ที่บรรจุนํ้าทิ้งสุดทาย (ไมฆาเชื้อ) ปริมาตร 

400 มิลลิลิตร  ใหอากาศดวยเคร่ืองใหอากาศขนาดเล็ก  ผานเคร่ืองวัด อัตราการไหลของอากาศ 

(Flow meter) ในอัตรา 2.5 ลิตรอากาศตอลิตรอาหารตอนาที (สุรศักด์ิ บุญรุง , 2555) ที่อุณหภูมิหอง  

เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ ไมมีการใหอากาศ  เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน  

นําไปวัดคาพีเอช  คาสี  สารประกอบฟนอล  และคาซีโอดี 

4. การกําจัดสีของนํ้าท้ิงบอสุดทายดวยวิธีการทางกายภาพ 

 4.1 ผลของปริมาณเถาปาลม 

ศึกษาการกําจัดสีของนํ้าทิ้ง บอสุดทายโดยเติมเถาปาลมปริมาณ  1, 5, 10, 15 และ 

20 เปอรเซ็นต (w/v)  ลงในนํ้าทิ้งสุดทาย ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ที่บรรจุ ในฟลาสกขนาด 1000 

มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหอง  บนเคร่ืองเขยา 125 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางที่เวลา  0, 1, 2, 4, 6, 8, 

10 และ 24  ชั่วโมง  นําไปวัดพีเอช   คาสี  และคาสารประกอบฟนอล   เลือกปริมาณเถาปาลม ที่

เหมาะสมที่สามารถกําจัดสีนํ้าทิ้งได ไปใชในการทดลองตอไป  (ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  โดยมีนํ้าทิ้งที่

ไมมีการเติมเถาปาลมเปนชุดควบคุม) 

 4.2. ผลของการกําจัดสีในนํ้าท้ิงท่ีผานการบําบัดดวยเถาปาลมโดยใชกากชานออย 

นําตัวอยางนํ้าทิ้งที่ผานการบําบัดดวย เถาปาลมในปริมาณที่เหมาะสม  (ผลจากขอ 

4.1)  มาบําบัดตอดวยกากชานออยโดยนําตัวอยางนํ้า ทิ้งสวนใสที่แยกเถาปาลมออก แลวปริมาตร ฟ

ลาสกละ 400 มิลลิลิตร  เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่เปนนํ้าทิ้งสุดทายที่ยังไมไดผานการบําบัด

ดวยเถาปาลม  เก็บตัวอยางนําไปวัดพีเอช  คาสี  และคาสารประกอบฟนอล   
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณ 

1. องคประกอบของนํ้าท้ิงบอสุดทายและนํ้าท้ิงดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม 

ลักษณะของนํ้าทิ้งจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมมีความแตกตางกันขึ้นกับ

แหลงที่มาของนํ้าทิ้ง   คุณภาพของวัตถุดิบ  กระบวนการผลิต   ชวงเวลาในการเก็บตัวอยางนํ้าทิ้ ง  

ตําแหนงที่สุมเก็บตัวอยางนํ้าทิ้ง  และวิธีการเก็บรักษา  เปนตน   โดยลักษณะทางกายภาพของนํ้าทิ้ง

บอสุดทายที่ใชทดลองน้ี มีลักษณะคอนขางใส   ไมมีไขมันลอยที่ผิวนํ้า  มีสารแขวนลอยนอย มาก  

เน่ืองจากเปนนํ้าทิ้งบอสุดทายกอนถูกนําไปใชรดนํ้าตนปาลมนํ้ามันในสวนขอ งเกษตรกร  และเปน

นํ้าทิ้งที่ผานการบําบัดดวยการนําไปผลิตกาซชีวภาพแลว  สวนนํ้าทิ้งดีแคนเตอรมีลักษณะเปนสี

นํ้าตาลดําขุน  มีไขมันลอยที่ผิวหนาเล็กนอย  นํ้าทิ้งบอสุดทาย มีคาพีเอชเปน 9.5  ซึ่งแตกตางจากนํ้า

ทิ้งสวนอ่ืนของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมที่มีสภาพเปนกรด  ในกระบวนการบําบัดนํ้าเสียแบบไร

อากาศมีการยอยสลายสารอิ นทรียไดสารประกอบพวกแอมโมเนีย  รวมทั้งการใชกรดไขมันเปน

สารอาหารของจุลินทรีย ทําให คาพีเอชเพิ่ม ขึ้น  ในขณะที่นํ้าทิ้งดีแคนเตอรมีคาความเปนกรดสูง      

(มีคาพีเอชเทากับ 4.3) เน่ืองจากนํ้ามันบางสวนมีการ แตกตัวเปนกรดไขมัน  โดยทั่วไปเมื่อนํ้า ทิ้งมี

คา  พีเอชเพิ่มขึ้นความเขมขนของสีจะเพิ่ม ขึ้นดวย (Corroll, 1985 อางโดยโสภาวรรณ  รัตนพันธุ , 

2547)  โดยมีสีนํ้าตาลเขมเกือบดําเมื่อวัดคาสีโดยใชวิธีเปรียบเทียบแพลทตินัมโคบอลตมาตรฐานมี

คา  2,417 หนวยสี  เน่ืองจากกระบวนการสกัดนํ้ามันปาลมไมมีการเติมสารเคมี   สีนํ้าตาลที่เกิดขึ้น

จึงเปนสีที่แทจริง  เกิดจากการสลายตัวของพืชและสารอินทรีย ที่มีการ เปลี่ยนแปลงองคประกอบ

และโครงสรางใน ผลปาลมนํ้ามันที่ผานความรอนในขั้นตอนการน่ึงปาลม  และ ขั้นตอนการหีบอัด   

ไดแก  รงควัตถุพว กแอนโธไซยานิน และแคโรทีน ที่อยูในสวน pericarp ของผลปาลม  (Hartley, 

1977 อางโดยโสภาวรรณ  รัตนพันธุ, 2547) สารประกอบพวกโพลีฟนอล เปนตัวหลักที่ทําใหเกิดสี

นํ้าตาลคล้ําถึงดํา (Mebirouk et al., 2007)  ลิกนินและแทนนินในพืชเกิดการสลายตัวแลวรวมตัวกัน

เกิดเปนโพลิเ มอรของฟนอลลิก   แลวจึงเกิดปฏิกิริยาตอไปเปนสาร อินทรีย ในกลุมฮิวมิค  ดังน้ันสี

ของนํ้าทิ้งบอสุดทาย ที่ผานการบําบัด มาแลวและมีพีเอชชวง ที่เปนดาง  (พีเอช 8-9)  นาจะเปนกรด

ฮิวมิคเน่ืองจากนํ้าทิ้งมีคาพีเอชสูง  นอกจากน้ีสีนํ้าตาลยังเกิดจาก สารประกอบพวกเมลานอย ดิน ซึ่ง

เปนผลิตผลของปฏิกิริยา การเกิดสีนํ้าตาลที่ไมใชเอนไซม  ระหวางนํ้าตาลและกรดอะมิโนภายใต

สภาวะที่มีอุณหภูมิสูง   จากผลการวิเคราะหนํ้าทิ้ง บอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอร แสดงใน Table 4  

จะเห็นวา  นํ้าทิ้งบอสุดทายมีคาซีโอดี 1,586 มิลลิกรัมตอลิตร   มีคาของแข็งทั้งหมด  3,840 มิลลิกรัม
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ตอลิตร  มีคาของแข็งแขวนลอย 2,170 มิลลิกรัมตอลิตร   และสารประกอบฟนอล 43.01 มิลลิกรัม

ตอลิตร  สวนนํ้าทิ้งดีแคนเตอร มีคาซีโอดี 95,000 มิลลิกรัมตอลิตร   มีคาของแข็งทั้งหมด  64,600 

มิลลิกรัมตอลิตร   มีคาของแข็งแขวนลอย 27,332 มิลลิกรัมตอลิตร   และสารประกอบฟนอล 700 

มิลลิกรัมตอลิตร  คาซีโอดีบงบอกถึงปริมาณสารอินทรีย ซึ่งนํ้าทิ้งดีแคนเตอรมีมากกวานํ้าทิ้ง บอ

สุดทายเกือบ 60 เทา ในขณะที่คาของแข็งทั้งหมดและปริมาณฟนอลมีมากกวาถึง 16 เทา จะเห็นวา 

นํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนทั้งแหลงของสารอาหารใหกับเชื้อราที่ใชในการกําจัดสี และเปนแหลงของสาร

ยับยั้งการเจริญของเชื้อจากการมีฟนอลปริมาณสูง ดังน้ัน จึงตองมีการศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสม   

Table 4. Characteristics and chemical composition of the final anaerobic pond and decanter    

  effluent of a palm oil mill 

Parametersa Final Effluent Decanter Effluent 

Appear color Dark-brown Dark-brown 

Color (OD475) 2,417 20,000 

pH 9.5 4.3 

COD 1,586 95,000 

Total solids (TS) 3,840 64,600 

Suspended solids (SS) 2,170 27,332 

Total phenol 

Total nitrogen 

43.01 

277 

700 

1,101 
aExcept for color and pH, all other parameters are in mg/L 

 

2. ผลของการใชนํ้าท้ิงดีแคนเตอรเปนสารอาหารสําหรับการเจริญและการกําจัดสีโดยเชื้อรา 

 2.1 การทดสอบบนอาหารแข็ง 

  ในการศึกษาความเปนไปไดที่จะนําเชื้อรามาใชในการกําจัดสีในนํ้าทิ้งบอสุดทาย

ของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม   เน่ืองจากสารอาหารมีความจําเปนตอการเจริญ ของเชื้อราแล ะ

สารอาหารที่มีในนํ้าทิ้งบอสุดทายมีนอยรวมทั้งเปนสารอาหารชนิดที่ยอยสลายไดยาก ดังน้ันจึง ตอง

มีการเพิ่มสารอาหาร  หากมีการเติมสาร อาหารทางการคาจะเปนการ สิ้นเปลืองและไมคุมคา รวมทั้ง

อาจเปนพิษตอสิ่งแวดลอม  ดังน้ันจึงทดลองนํานํ้าทิ้งดีแคนเตอรของโรงงานสกัดนํ้า มันปาลมมาใช

เปนแหลงของสารอาหารใหกับเชื้อราในการทดลองคร้ังน้ี   
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จากการเลี้ยงเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 บนอาหารแข็งที่

มีนํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอรผสมกัน ในอัตราสวน 1:0 1:1 2:1 และ 3:1  ซึ่งมีคาซีโอดี

เร่ิมตนเปน 3,333 37,866 32,933 และ 28,533 มิลลิกรัมตอลิตรตามลําดับ  และบมจานเพาะเชื้อที่

อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส )  เปนเวลา 30 วัน  พบวา เชื้อรา P. chrysosporium ATCC 

24725 ไมสามารถเจริญไดในนํ้าทิ้งบอสุดทายที่ไมเติมนํ้าทิ้งดีแคนเตอร (อัตราสวน 1:0) แตเจริญได

ดีในนํ้าทิ้งสุดทายที่มีการเติมนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ อัตราสวน 1:1, 2:1 และ 3:1 เชื้อราเจริญเปน คราบสี

ขาวแผเต็มบริเวณผิวหนา ของ อาหารแข็ง   โดยในแตละอัตราสวนมีอัตราการเจริญแตกตางกัน 

(Table 5)  ที่อัตราสวน 1:1 และ 2:1  เชื้อราเร่ิมเจริญต้ังแตวันที่ 4 ของการเลี้ยง  และที่อัตราสวน 3:1 

เชื้อเร่ิมเจริญต้ังแตวันที่ 5 ของการเลี้ยง  เมื่อสังเกตการกําจัดสีของนํ้าทิ้งในจานอาหาร (Figure 6a) 

พบวาที่อัตราสวน 1:0  เชื้อราไมเจริญจึงไมมีการจางสีของอาหารแข็งนํ้าทิ้ง  แตที่อัตราสวน 1:1 2:1 

และ 3:1  เชื้อรา เจริญและ เกิดการจ างสีอาหารแข็ง ของนํ้าทิ้ง   และมีระดับการจางสีแตกตางกัน 

(Table 6)  โดยที่อัตราสวน 1:1  มีการจางสีของอาหารแข็งของนํ้าทิ้งเพียงเล็กนอยซึ่งไมแตกตางกับ

ชุดควบคุมที่มีสีนํ้าตาลเขมมากนัก (Figure 6b)  แตสําหรับที่อัตราสวน 2:1 และ 3:1  เชื้อราเจริญได

ดีและทําให เกิดการจางสี ของอาหารแข็ง ของนํ้าทิ้งมากและมีสีนํ้าตาล ออนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม

ซึ่งมีสีนํ้าตาลเขม (Figure 6c, 6d)  ที่อัตราสวน  1:1 และ 2:1  เชื้อรา P. chrysosporium ATCC 24725  

ทําใหสีจางลง ต้ังแตวันที่ 6 ของการเลี้ยง  และที่อัตราสวน 3:1 การจางสีเร่ิม ต้ังแตวันที่ 7 ของการ

เลี้ยง  การจางสีของอาหารนํ้าทิ้งน้ีเกิดขึ้นหลังจากเชื้อรามีการเจริญ  เน่ืองจากเชื้อมีการใชสารอาหาร

ในการเจริญ ซึ่ง สารอาหารเหลา น้ีไดจากสารอินทรียในนํ้าทิ้ง เมื่อองคประกอบที่ทําใหเกิดสีในนํ้า

ทิ้ง เชน สารประกอบฟนอล  ถูกดึงไปใชเปน สารอาหารสํา หรับการเจริญของเชื้อจึงเกิดการจางสี

ของอาหารนํ้าทิ้ง 

 จากผลการทดลองถึงแมวาการใชนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปนสารอาหาร จะทําใหสีของอาหาร

เพิ่มขึ้น  แตก็ทําใหเชื้อราสามารถเจริญได เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  และเมื่อเชื้อรามีการเจริญ

จึงมีการจางสีของอาหารนํ้าทิ้งได 
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Table 5. Effect of ratio of final effluent : decanter effluent on mycelial growth  of Phanerochaete 

chrysosporium ATCC 24725 cultivated on agar plate at 30 ± 2ºC for 30 days 

 Colony size (cm) of P. chrysosporium ATCC 24725 on agar plate for 30 days 

          Days 

Ratio 

0 – 5 6 – 10  11 – 15  16 – 20 21 – 25  26 – 30  

1:0 - - - - - - 

1:1 1.5 1.8 3.9 6.4 8.9 8.9 

2:1 2.0 2.6 5.0 6.8 8.9 8.9 

3:1 2.2 3.0 5.2 7.0 8.9 8.9 

(-) -Negative result 

 

 

Table 6. Effect of ratio of final effluent : decanter effluent on decolorization during cultivation 

  of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 on agar plate at 30 ± 2ºC for 30 days 

 Level of Decolorization 

          Days 

Ratio 

0 – 5 6 – 10  11 – 15  16 – 20 21 – 25  26 – 30  

1:0 - - - - - - 

1:1 - + + + ++ ++ 

2:1 - + ++ +++ ++++ ++++ 

3:1 - + ++ +++ ++++ +++++ 

(+) -Positive result; Increasing decolorization level, (-) -Negative result 
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   (a)      (b) 

 

   
   (c)      (d) 

 

Figure 6. Effect of final effluent : decanter effluent of 1:0 (a), 1:1 (b), 2:1 (c) and 3:1 (d) on 

growth and decolorization during cultivation of Phanerochaete chrysosporium ATCC 

24725 on agar plate at 30 ± 2ºC for 30 days 
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2.2 การทดสอบในอาหารเหลว 

นํ้าทิ้งบอสุดทายผสม นํ้าทิ้งดีแคนเตอร ในอัตราสวน 1:0 1:1 2:1 และ 3:1 โดยมีคา

พีเอชเร่ิมตนเทากับ 9.5 5.7 7.2 และ 7.9 ตามลําดับ (Figure 7) แสดงวา การเติมนํ้าทิ้งดีแคนเตอรใน

นํ้าทิ้งบอสุดทาย มีผลใหคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงตามลําดับ คาพีเอชมีผลตอการเจริญและ

การผลิตเอนไซมของเชื้อรา (Gadd, 2001)  จากการทดลองนํ้าทิ้งมีคา พีเอชเร่ิมตนอยูในชวง           

5.7 – 9.5  ในสภาวะที่ นํ้าทิ้งเปนดางเชื้อราเจริญเไดไมดี  (Table 7)  และไมสามารถผลิตเอนไซมได   

จึงทําใหไมพบกิจกรรมของเอนไซม แลคเคส ลิกนินเปอรออกซิเดส  และแมงกานีสเปอรออกซิเด

สในการทดลองคร้ังน้ี        

    

  

   (a)      (b) 

  

   (c)      (d) 

Figure 7. Time course of pH changes during cultivation of  Phanerochaete chrysosporium ATCC 

24725 in POME : decanter effluent of 1:0 (a), 1:1 (b), 2:1 (c) and 3:1 (d) on a shaker 

(130 rpm) 
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Table 7. Profile of dry cell weight of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker (130 

rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days  

 Dry Cell Weight (g/L) 

          Days 

Ratio 

0 3  6  9 12  15  

1:0 0 0 0 0 0 0 

1:1 0 0.9 0.11 0.13 0.16 0.16 

2:1 0 0.5 0.7 0.8 0.8 0.9 

3:1 0 0.6 0.8 0.8 0.9   0.9 

 

เมื่อเลี้ยง  P. chrysosporium ATCC 24725  ที่อุณหภูมิหอง  บนเคร่ืองเขยา (130 

รอบตอนาที)  เพื่อคัดเลือกอัตราสวนที่เหมาะสมตอการกําจัดสีนํ้าทิ้ง  พบวา  จากการสังเกตดวยตา

เปลา  การเติมนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเพิ่มขึ้น (นํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ที่อัตราสวน  1:1 2:1 

และ 3:1)  มีผลใหสีของนํ้าทิ้งทุกการทดลองเพิ่มขึ้น  และทําใหคาสีเพิ่มขึ้นโดยมีคาสีเร่ิมตนของ นํ้า

ทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ที่อัตราสวน  1:0 1:1 2:1 และ 3:1  เทากับ 2,697 20,916 15,167 

และ 10,333 PtCo ตามลําดับ (Table 8) แตเมื่อทดลองแลวทุกชุดการทด ลองนํ้าทิ้งที่ไดมีลักษณะใส

ขึ้น มีตะกอนนอยลงอยางเห็นไดชัด  จะเห็นวาในวันที่ 3 นํ้าทิ้งที่อัตราสวน 3:1 ที่มีการเลี้ยงเชื้อ  มีสี

เขมนอยลงอยางชัดเจนเมื่อเปรียบ เทียบกับชุดควบคุมที่นํ้าทิ้งอัตราสวนเดียว แตยังคงมีสีเขมกวาชุด

การทดลองที่อัตราสวน 1:0  (ชุดควบคุม)  ในวันที่ 6 นํ้าทิ้งที่อัตราสวน 2:1 และ 1:1 สีเขมนอยลง

เล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่นํ้าทิ้งอัตราสวน 2:1  แตยังคงมีสีเขมกวาชุดการทดลองที่

อัตราสวน 1:0 เมื่อนําไปวัดคาสีพบวาที่อัตราสวน 1:0 1:1 2:1 และ 3:1  ชุดควบคุมทุกชุดมี คาสี

เพิ่มขึ้น  สวนชุดที่มีการเลี้ยงเชื้อมีคาหนวยสีลดลงต้ังแตวันที่ 3 ของการเลี้ยงซึ่งมีคาลดลงรอยละ 

6.7, 45, 12  และ 20  ตามลําดับ  น้ันคือ การลดสีมากที่สุดที่อัตราสวน  1:1 (Figure 8)  ซึ่งกลไกการ

กําจัดสีดวยเชื้อรามี 2 ประเภท คือ  การยอยสลายดวยเอนไซมกลุม ลิกนิโนไลติก  เรียกวา 

Biodegradation  ซึ่งเปนกลไกหลักในการกําจัดสีโดยเชื้อรากลุมไวทรอท  และการดูดซับสีของเชื้อ

รา เรียกวา Biosorption  การดูดซับดวยเชื้อรามีขอดีโดย เฉพาะในนํ้าเสียที่มีสารพิษมาก 

(Srikanlayanukul, 2007)   
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Table 8. Profile of color removal of P. chrysosporium ATCC 24725 during cultivation in the   

  final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC 

  for 15 days 

 Color (PtCo) 

          Days 

Ratio 

0 3  6  9 12  15  

1:0 2,697 2,508 2,994 3,209 2,994 2,589 

1:1 20,916 11,504 16,314 10,458 13,177 12,549 

2:1 15,167 13,347 14,105 13,195 11,224 10,617 

3:1 10,333 8,266 8,679 8,473 9,713 9,609 

 

 

 

 

 

Figure 8. Time course of decolorization during cultivation Phanerochaete chrysosporium ATCC 

24725 in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker (130 

rpm) at 30 ± 2ºC. 
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เน่ืองจากผนังเซลลของเชื้อราประกอบดวยสารประเภท chitin, chitosan, β-glucan, lipid และ 

phospholipids  ซึ่งมีหมูคารบอกซิล (R-COOH), หมูอะมิโน (R2NH, R-NH2), phosphates, lipids, 

melanin, sulphates (R-OSO3
-)  และ hydroxides (OH-)  จึงมีคุณสมบัติในการดูดซับ (Lacina et al., 

2003)  ซึ่งระดับการดูดซับขึ้นอยูกับจุลินทรีย  ในเชื้อราบาง ชนิดกลไกการกําจัดสีมีเพียงการดูดซับ  

แตสําหรับเชื้อรากลุมไวทรอทมีทั้งการดูดซับและการยอยสลาย  โดยการยอยสลายดวยเอนไซมจะ

เกิดขึ้นหลังจากที่มีการดูดซับสีไวบนเสนใยของเชื้อรา (Gadd, 2001)  และการดูดซับโดยจุลินทรียมี

ประสิทธิภาพเมื่ออยูในส ภาวะที่ไมสนับสนุนการเจริญ และการดํารงชีวิตของจุลินทรีย 

(Srikanlayanukul, 2007)   

สําหรับปริมาณฟนอล คาฟนอลเร่ิมตนของนํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ที่

อัตราสวน  1:0 1:1 2:1 และ 3:1 เทากับ 104, 918, 599 และ 471 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  (Table 

9) หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 15 วัน ปริมาณฟนอลลดลง เทากับ 101 597 485 และ 452 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ตามลําดับ หรือลดลง 2.8, 35, 19 และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังน้ันอัตราสวนที่เหมาะสม คือ 

1:1 คาซีโอดีเร่ิ มตนของนํ้าทิ้งบอสุดทายและนํ้าทิ้งดีแคนเตอร ที่อัตราสวน  1:0 1:1 2:1 และ 3:1 

เทากับ 3,333 37,866 32,933 และ 28,533 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  (Table 10) แตเมื่อทดลองเปน

เวลา 15 วัน คาซีโอดีลดลง เทากับ 3,599 16,661 18,772 และ 16,264 มิลลิกรัมตอลิตร ตาม ลําดับ ที่

อัตราสวน 1:0 คาซีโอดีคอนขางคงที่ สวนที่อัตราสวน 1:1, 1:2 และ 3:1 คาซีโอดีลดลงเทากับ 56, 

43 และ 43 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังน้ันอัตราสวนที่เหมาะสมคือ 1:1  

ในทุกชุดการทดลอง  คาสารประกอบฟนอล (Figure 9) และคาซีโอดี (Figure 10) 

เร่ิมลดลงต้ังแ ตวันที่ 3 ของการทดลอง  ยกเวนที่นํ้าทิ้งอัตราสวน 1:0 ที่มีคาฟนอลและคาซีโอดี

เพิ่มขึ้น  ในระหวางการเก็บรักษาตัวอยางนํ้าทิ้งจะเกิดปฏิกิริยาแบบ auto-oxidation ของ

สารประกอบฟนอลและแทนนินในนํ้าทิ้ง  สีของนํ้าทิ้งจึงมีสีคล้ําขึ้นและยังทําใหยากตอการกําจัดสี

ดวยวิธีการทางชีวภาพ   (Assas et al., 2002)  การที่สารประกอบฟนอลลดลงมีความสัมพันธกับการ

ใชและการลดลงของสารอินทรียในนํ้าทิ้งดวย (Garcia et al., 2000) 
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Table 9. Profile of phenol removal of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker (130 

rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days  

 Phenol (mg/L) 

          Days 

Ratio 

0 3  6  9 12  15  

1:0 104 97 110 115 107 101 

1:1 918 817 450 597 423 597 

2:1 599 515 569 515 479 485 

3:1 471 457 466 400 438 452 

 

 

 

 

 
Figure 9.  Time course of phenol removal during cultivation of Phanerochaete chrysosporium 

ATCC 24725 in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker 

(130 rpm) at 30 ± 2ºC. 
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Table 10. Profile of COD removal of Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 during 

cultivation in the final effluent: decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker 

(130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

 COD (mg/L) 

          Days 

Ratio 

0 3  6  9 12  15  

1:0 3,333 3,933 3,833 3,966 3,399 3,599 

1:1 37,866 31,807 19,312 18,554 19,690 16,661 

2:1 32,933 27,664 30,628 25,029 21,077 18,772 

3:1 28,533 26,536 24,824 20,544 15,693 16,264 

 

 

 

 

Figure 10.  Time course of COD removal during cultivation of  P. chrysosporium ATCC 24725 in 

      the final effluent : decanter effluent of 1:0 1:1 2:1 and 3:1 on a shaker (130 rpm) at       

      30 ± 2ºC.    
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จากผลการทดลองใน Table 11 จะเห็นวาถึงแมวาในแตละอัตราสวนการลดลงของ

สีลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมในแตละอัตราสวน แตคาที่ไดหลังจา กการเพิ่มนํ้าทิ้งดีแคน

เตอรของทุกชุดการทดลอง (อัตราสวน 1:1, 2:1 และ 3:1) มีมากกวาชุดการทดลองที่ไมมีการเพิ่มนํ้า

ทิ้งดีแคนเตอร (อัตราสวน 1:0) 

 

Table 11. Comparison on color, COD and phenol removal efficiency during cultivation       

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 in the final effluent : decanter effluent of 

1:0 1:1  2:1 and 3:1 on a shaker (130 rpm) at 30 ± 2ºC for 15 days 

Ratio 1:0 1:1 2:1 3:1 

          

Days 

0 15  0  15 0  15  0 15 

Color 

(PtCo) 

2,697 2,589 20,916 12,549 15,167 10,617 10,333 9,609 

COD 

(mg/L) 

3,333 3,599 37,866 16,661 32,933 18,772 28,533 16,264 

Phenol 

(mg/L) 

104 101 918 597 599 485 471 452 

 

3. ผลของการใหอากาศตอการกําจัดสีของนํ้าท้ิงบอสุดทาย 

ทดลองกําจัดสีของนํ้าทิ้งสุดทายดวยเชื้อธรรมชาติที่มีอยูในนํ้าทิ้งโดยการใหอากาศ

เพื่อเร งการเจริญของกลุมเชื้อที่ตองการอากาศ  ใช อัตรา การไหลของอากาศที่  2.5 vvm                      

ที่อุณหภูมิหอง  เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการใหอากาศ  พบวา  ชุดการทดลองที่มีการให

อากาศมีการกําจัดสี 64.62 เปอรเซ็นต  ที่ระยะเวลา 3 วันของการทดลอง  ในข ณะที่ชุดการทดลองที่

ไมมีการใหอากาศไมมีการกําจัดสีและยังมีคาสีเพิ่มขึ้นเล็กนอย  (Figure 11a)  นอกจากน้ีชุดการ

ทดลองที่มีการใหอากาศยังสามารถลดสารประกอบฟนอล   สารประกอบฟนอล 51.19 เปอรเซ็นต  

ที่ระยะเวลา 7 วัน (Figure 11b)  สวนสารอินทรีย (ซีโอดี) ลดลง 34.83 เปอรเซ็นต  ที่ระยะเวลา 6 

วันของการทดลอง (Figure 11c)  และจาก Table 12  เปรียบเทียบใหเห็นคาที่ไดหลังจากการทดลอง

กําจัดสีดวยการใหอากาศกับการไมใหอากาศ 
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Figure 11.  Effect of aeration on color removal (a), phenol removal (b) and COD removal (c) of 

the final effluent of palm oil mill 

(a) 

(b) 

(c) 
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Table 12. Comparison on color, COD and phenol removal efficiency in final effluent from palm 

    oil mill under aeration condition and no aeration condition 

Days Aeration No aeration 

      

 

Color 

(PtCo) 

Phenol 

(mg/L) 

COD 

(mg/L) 

Color 

(PtCo) 

Phenol 

(mg/L) 

COD 

(mg/L) 

0 2,697 64 2,456 2,700 65 2,478 

1 2,238 60 2,284 2,673 65 2,626 

2 1,699 57 2,259 2,727 65 2,651 

3 970 54 2,137 2,808 66 2,676 

4 970 49 2,063 2,781 67 2,750 

5 943 42 1,867 2,781 66 2,755 

6 943 38 1,596 2,754 67 2,750 

7 943 31 1,768 2,754 66 2,750 

 

4. การกําจัดสีของนํ้าท้ิงสุดทายดวยวิธีการทางกายภาพ 

 4.1 ผลของปริมาณเถาปาลม 

 ทดลองเติมเถาปาลมที่ปริมาณตางๆในนํ้าทิ้งสุดทาย  โดยมีชุดการทดลองที่ไมมี

การเติมเถาปาลมเปนชุดควบคุม  หลังการทําปฏิกิริยา 8 ชั่วโมง (Table 13) พบวา  การเพิ่มเถาปาลม

ปริมาณ 1, 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นต (w/v)  มีความสามารถในการกําจัดสี  22.5, 32.8, 36.0 52.6 

และ 57.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (Figure 12)  การกําจัดสีเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเพิ่ม ตามปริมาณเถาปาลม

ที่เพิ่มขึ้น  (Figure 13)  นอกจากการกําจัดสีแลวเถาปาลมยังสาม ารถลดสารประกอบฟนอล โดยลด

ได  4.4, 23.8, 36.2, 52.8 และ 58  เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (Figure 14) และลดซีโอดีได 13, 21, 35, 48 

และ 52 เปอรเซ็นตตามลําดับ (Figure 15) 
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Table 13. Effect of palm ash concentration on color, phenol and COD removal of final effluent of 

    palm oil mill after 8 h incubation time 

          Palm ash 

conc. 

0 % 1 %  5 %  10 % 15 %  20 %  

Color (PtCo) 2,670 2,104 1,807 1,726 1,267 1,132 

Phenol (mg/L) 60 61 50 42 31 29 

COD (mg/L) 1,427 1,379 1,253 1,031 825 761 

 

 

 
 

Figure 12.  Effect of palm ash concentration and incubation time on decolorization of final            

                 effluent of palm oil mill  

 

 



43 

 

 
 

Figure 13.  Comparison on color of final effluent before by using 0, 1, 5, 10,15 and 20 % (w/v) 

       palm ash, respectively 

 

 
Figure 14.  Effect of palm ash concentration and incubation time on phenol removal of final  

      effluent of palm oil mill 
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เถาปาลมจากโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมผานการใชอุณหภูมิสูงทําใหสารระเหยถู ก

ปลอยออกมาจึงเกิดรูพรุนเปนจํานวนมาก ทําใหเถาปาลมมีคุณสมบัติเปนตัวดูดซับ  นอกจากน้ี

องคประกอบสวนใหญของเถาปาลมคือสารประกอบของออกไซด  เชน  ซิลิกอนไดออกไซด  

(SiO2) 44.84 เปอรเซ็นต  อะลูมิเนียมออกไซด  (Al2O3) 1.12 เปอรเซ็นต  แคลเซียมออกไซด  (CaO) 

12.01 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมออกไซด  (MgO) 3.22 เปอรเซ็นต  โพแทสเซียมออกไซด  (K2O) 4.99 

เปอรเซ็นตและซัลเฟอรไดออกไซด  (SO3) 1.66 เปอรเซ็นต  (พงษศักด์ิ  นพรัตน , 2552) จึงมี

คุณสมบัติเปนตัวดูดซับที่ดี 

 

 

 

Figure 15.  Effect of palm ash concentration and incubation time on COD removal of final  

      effluent of palm oil mill 

 สําหรับคาพีเอช (pH) เร่ิมตนของแตละชุดการทดลอง  โดยที่เถาปาลมปริมาณ 1 5 

10 15 และ 20 เปอรเซ็นต (w/v)  มีคาพีเอชเทากับ 9.02 9.09 9.08 9.09 และ 9.08  ตามลําดับ   ซึ่งมีคา

ไมแตกตางกับชุดการทดลองที่ไมมีการเติมเถาปาลม (ชุดควบคุม) ที่มีคาพีเอชเทากับ 8.98  การที่เถา

ปาลมแสดงคุณสมบัติเปนดางเมื่ออยูในสารละลายเน่ืองจากที่บนผิวมีหมูฟงกชั่นออกไซดที่เปนดาง  

โดยเปนหมูฟงกชั่นที่มีออกซิเจนเปนสวนประกอบ  เชน  หมูควินิน  (Quinines) หมูฟนอล  

(Phenols)  และหมูคารบอกซิเลท  (Carboxylates)  เปนตน  ทําใหสามารถดูดซับสารปนเปอนจาก
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สารละลาย  หมูฟงกชั่นประเภทน้ีมักพบในถานกัมมันตที่ เตรียมจากการกระตุนดวยไอนํ้าหรือกาซ

คารบอนไดออกไซดที่อุณหภูมิสูงมากประมาณ  1,000-1,200 องศาเซลเซีย ส  ผลิตจากวัตถุดิบ

จําพวกกะลามะพราว  ถานหิน หรือวัสดุชีวมวลที่มีองคประกอบธาตุคารบอนไมสูงมากนัก  (รัตนา

ภรณ ไชยาพงศพิพัฒน, 2549) 

 

4.2 ผลของการกําจัดสีในนํ้าท้ิงหลังการบําบัดดวยเถาปาลมโดยใชกากชานออย 

นํ้าทิ้งที่ใชทดลองเปนนํ้าทิ้งสุดทายที่ผานการกําจัดสีด วยเถาปาลม  20  เปอรเซ็นต 

(w/v)  โดยแยกเถาปาลมออกแลวนํานํ้าทิ้งมาแชกับกากชานออยที่ตากแหงมาแลว  โดยนํ้าทิ้งที่ไมมี

การเติมกากชานออยเปนชุดควบคุม  พบวา  ที่ระยะเวลา  10  ชั่วโมงของการทดลอง  คาสีลดลง  

25.3  เปอรเซ็นต  (Figure 16a)  และคาสารประกอ บฟนอลลดลง  21.8  เปอรเซ็นต  (Figure 16b)  

การที่กากชานออยไมสามารถลดสีและสารประกอบฟนอลไดมากเทาที่ควร อาจเน่ืองมาจากรูปแบบ

การนํามาใชเน่ืองจากแคนําไปตากแหงแลวนํามาใชทดลอง  เพราะมีรายงานวาอุณหภูมิที่ใชมีสวน

ในการเพิ่มพื้นที่ผิวและจํานวนรูพรุนของตัวดู ดซับ  สําหรับคาซีโอดี พบวา การใชกากชานออย 

สามารถลดคาซีโอดีได 13 เปอรเซ็นต (Figure 16c)  Table 14 แสดงการเปรียบเทียบผลของการ

ลดลงของสี ฟนอล และคาซีโอดี หลังจากทําปฏิกิริยาเปนเวลา 10 ชั่วโมง 
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Figure 16.  Effect of sugarcane bagasse and incubation time on decolorization (a), phenol removal 

(b) and COD removal (c) of final effluent of palm oil mill 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Table 14. Effect of sugar cane bagasse on color, phenol and COD removal of final effluent of 

    palm oil mill after 10 h incubation time 

 Control (Palm ash 20%) Sugar cane bagasse 

Color (PtCo) 1,087 849 

Phenol (mg/L) 28 23 

COD (mg/L) 746 662 
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บทที่ 4 

บทสรุป และขอเสนอแนะ 

ลักษณะนํ้าทิ้งบอสุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลม  นํ้าทิ้งมีลักษณะคอนขางใส

มีสีนํ้าตาลเขมจนเกือบดํา (2,417 PtCo)  ไมมีไขมันลอยที่ผิวนํ้า  มีคาพีเอชเทากับ 9.5  มีปริมาณ

สารอินทรีย (ซีโอดี)  ปริมาณของแข็ง  และคาสารประกอบฟนอลเทา กับ 1,586, 3,840 และ 43.01 

มิลลิกรัมตอลิตร  ตามลําดับ   ในการศึกษาที่ นําเชื้อรามาใชในการกําจัดสี ของนํ้าทิ้งบอสุดทายของ

โรงงานสกัดนํ้ามันปาลมทั้งในอาหารนํ้าทิ้งแข็งและอาหารนํ้าทิ้งเหลว  โดยใชนํ้าทิ้งดีแคนเตอรเปน

แหลงสารอาหารในอัตราสวนตางๆ  เชื้อรา  Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 สามารถ

จางสีอาหารนํ้าทิ้งแข็งได  และในอาหารนํ้าทิ้งเหลว เชื้อสามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลได 

50.2 และ 52.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  สําหรับการ ศึกษาผลของเชื้อธรรมชาติใน ระบบใหอากาศตอ

การกําจัดสี   ในสภาวะที่มีการใหอากาศ สามารถกําจัดสีและสารประกอบฟนอลได 64.6 และ 51.2 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ในการกําจัดสีดวยวิธีการทางกายภาพ  โดยใชเถาปาลมและกากชานออยเปน

ตัวดูดซับ  ปริมาณเถาปาลมที่เหมาะสมคือ  20 เปอรเซ็นต  และระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 8 ชั่วโมง  

สามารถลดสีไดถึง 57.9 เปอรเซ็นต  และกําจั ดสารประกอบฟนอลได 55.5 เปอรเซ็นต เมื่อนํามา

บําบัดตอดวย การใชกากชานออย เปนตัวดูดซับ สามารถกําจัดสีได 25.3 เปอรเซ็นต  และกําจัด

สารประกอบฟนอลได 21.8 เปอรเซ็นต  Table 15 แสดงการเปรียบเทียบการกําจัดสีดวยวิธีทาง

ชีวภาพและกายภาพ โดยเปรียบเทียบการลดลงของคาสี ฟนอล และซีโอดี 
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Table 15. Summary of palm oil mill final effluent by biological and physical treatment 

 

Parameter 

Final effluent P. chrysosporium ATCC 

24725 (ratio 1:0) 

Aeration Palm ash (20%) only Palm ash (20%) + 

Sugar cane bagasse 

Color (PtCo) 2,417 2,589 943 1,132 849 

Phenol (mg/L) 43.01 101 31 29 23 

COD (mg/L) 1,586 3,599 1,768 761 662 
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ขอเสนอแนะ 

1. การกําจัดสีนํ้าทิ้งที่ทดสอบบนอาหารแข็งเห็นไดชัดเจนที่อาหารนํ้าทิ้งแข็งที่มีนํ้าทิ้งบอสุดทาย

และนํ้าทิ้งดีแคนเตอรผสมกันที่อัตราสวน 3:1  (จากสีอาหารที่เปนสีนํ้าตาลเขมเปนสีสมนํ้าตาล )   

แตในการทดสอบในอาหารนํ้าทิ้งเหลวยังเห็นผลไมชัดเจน   ดังน้ันควรศึกษาการกําจัดสีนํ้าทิ้ง

สุดทายของโรงงานสกัดนํ้ามันปาลมโดยนํานํ้าทิ้งดีแคนเตอรมาเปนสารอาหารใหเชื้อรา ตอไป  โดย

อัตราสวนนํ้าทิ้งดีแคนเตอรที่ใชควรนอ ยกวา 25 เปอรเซ็นต (การทดลองน้ีที่อัตราสวน 3:1 คิดเปน 

25 เปอรเซ็นต) 

2. ถึงแมวานํ้าทิ้งที่ไดจากการบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพจะมีประสิทธิภาพดอยกวาวิธีการทางกายภาพ

หรือวิธีการทางเคมี  แตก็เปนมิตรกับสิ่งแวดลอมและไมกอใหเกิดวัสดุเหลือทิ้งที่ตองหาทางกํา จัด

อีก  ดังน้ันจึงควรหาสภาวะที่เหมาะสมในการบําบัดกําจัดสีดวยวิธีการทางชีวภาพตอไป   

3. การกําจัดสีนํ้าทิ้งดวยเถาปาลมถือวามีประสิทธิภาพมาก  จึงควรมีการศึกษาการใชเถาปาลมใน

รูปแบบตางๆ   เชน  การนําเถาปาลมใสถุงแลววางเปนชั้นๆคลายกับการกรองนํ้าเพื่อใหนํ้า ทิ้งที่

ตองการกําจัดสีผานโดยไมเกิดการอุดตันหรืออัดแนนจนนํ้าผานไมได  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ

กําจัดสีมากขึ้น 

4. ในการนํากากชานออยมาใชเปนตัวดูดซับแมวาจะสามารถดูดซับสีได  แต ในระหวางการทดลอง

เกิดกลิ่นไมพึงประสงคเน่ืองจากกากชานออยตากแหงที่นํามาใ ชยังคงมีนํ้าตาลเปนสวนประกอบจึง

เกิดการหมัก  ดังน้ันควรนํากากชานออยไปแชนํ้ากอนนําไปตากแหงเพื่อเปนการกําจัดนํ้าตาล แลว

จึงนําไปใชในการทดลอง   หรืออาจ นําขี้เถาของกากชานออย (กากชานออยที่ผานการเผามาแลว )  

มาใชในการทดลอง  
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ภาคผนวก 

 

 1. การวัดสีโดยวิธีการเปรียบเทียบแพทตินัมโคบอลตมาตรฐาน (Platinum cobalt standard)    

     (APHA, AWWA and WEF, 1998) 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลทติเนท  

 ละลายโพแทสเซียมคลอโรแพลทติเนท 0.1246 กรัม  และผลึกโคบอลตัสคลอไรด 0.1 กรัม  

ในนํ้ากลั่นที่มีกรดไฮโดรคลอริกเขมขนอยู 10 มิลลิลิตร  และเติมนํ้ากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร  จะ

ไดสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนของสีเทากับ 500 หนวยสี (color units)  จากสารละลาย

มาตรฐานน้ี  นํามาเตรียมสารละลายที่มีความเขมขนของสีต้ังแต 0 – 500 หนวยสี  ไดตามตาราง

ภาคผนวกที่  1  

 

 Table-Appendix 1 Preparation of standard color solution concentration 0 – 500 color unit 

Standard color solution conc. Volume of standard color solution 500 unit 

(color unit) (ml) 

0 - 

10 0.5 

20 1.0 

30 1.5 

40 2.0 

50 2.5 

100 5.0 

150 7.5 

200 10.0 

250 12.5 

300 15.0 

350 17.5 

400 20.0 

450 22.5 

500 25.0 
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จาก  Table-Appendix 1 เตรียมสารละลายสีมาตรฐานความเขมขนตาง ๆ โดยปเปต

สารละลายมาตรฐาน (500 หนวยสี)  ตามปริมาตรที่กําหนดของแตละความเขมขน  แลวนํามาเติมนํ้า

กลั่นจนมีปริมาตรครบ 25 มิลลิลิตร  ก็จะไดสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ กัน 

 หลังจากน้ันนําสารละลายสีมาตรฐานแตละความเขมขนมาทําการวัดคาการดูดกลืนแสง 

(Absorbance : ABS)  ที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร  ก็จะไดเปนกราฟมาตรฐานแสดง

ความสัมพันธระหวางคาสี (color units) กับคาการดูดกลืนแสง   

 การวัดสีของตัวอยาง 

 นําตัวอยางนํ้ามาแยกโดยใชเคร่ืองแยกเหว่ียง (Centrifugator)  ที่มีความเร็ว 3500 รอบตอ

นาที  เปนเวลา 10 นาที  เพื่อใหของแข็งที่แขวนลอยอยูตกตะกอนจนหมดไดนํ้าใส  นํานํ้าใสน้ันใส

ในเซลลวัดการวัดการดูดกลืนแสง  และทําการวัดคาการดูดก ลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโน

เมตร  โดยใชนํ้ากลั่นเปน blank  กรณีที่สีของนํ้ามีความเขมขนมากจะตองทําการเจือจางตัวอยางนํ้า

กอนดวยนํ้ากลั่น  กอนนํามาวัดคาการดูดกลืนแสง  จากคาการดูดกลืนแสงที่วัดได  เมื่อนํามาเทียบ

กับกราฟมาตรฐาน  ก็จะทราบคาสีของตัวอยางได 

 การคํานวณคาสี 

 หนวยสี (color units) = C x D 

 เมื่อ  C = คาสีที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน (color units) 

         D = อัตราการเจือจางตัวอยาง (dilution rate) 

 การคํานวณร อยละการลดลงหรือเพิ่มขึ้นความเขมสีในนํ้าตัวอยาง 

 รอยละความเขมสีที่เปลี่ยนแปลง = {(CF×DF) –  (CB×DB)} ×100 = A  

      CB×DB 
 

เมื่อ  CB = คาสีตัวอยางนํ้าเร่ิมตนที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน  

        CF  = คาสีตัวอยางนํ้าหลังการกําจัดสีแลวที่อานไดจากกราฟมาตรฐาน  

        DB = อัตราการเจือจางตัวอยางนํ้าเร่ิมตน 

        DF = อัตราการเจือจางตัวอยางหลังการกําจัดสีแลว  

การแปลความหมายจากคาที่ได  

+A  หมายถึง  นํ้าที่ผานการกําจัดสีแลวมีความเขมของสีมากกวาเดิมรอยละ A   

  -A  หมายถึง  นํ้าที่ผานการกําจัดสีแลวมีความเขมของสีมากกวาเดิมรอยละ A   
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Figure-Appendix 1. Standard curve of standard color solution by platinum cobalt standard   

(OD475) method                       

 

2. สารฟนอลอิสระ (Substances Reducing Folin’s Phenol)  วิเคราะหโดยดัดแปลงจากวิธีการของ 

APHA AWWA และ WEF (1998) 

เคร่ืองมือ 

  เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

 สารเคมี 

  1. นํ้ายาคารบอเนต-ทารเทรต 

  ละลาย Na2C4H4O6.2H2O  จํานวน 12 กรัม  ดวยนํ้ากลั่นตมเดือด 750 มิลลิลิตร  

ทิ้งใหเย็นถึงอุณหภูมิหองกอนปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

  2. นํ้ายาโฟลินสฟนอล 

 วิธีการ 

  1. นําตัวอยางที่เจือจางเหมาะสม 5 มิลลิลิตร   

  2. เติมโฟลินสฟนอล 0.1 มิลลิลิตร 

  3. เติมนํ้ายาคารบอเนต-ทารเทรต 1.0 มิลลิลิตร 

  4. รอใหเกิดสี 30 นาทีที่อุณหภูมิหอง 

  5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 700 นาโนเมตร  เทียบหาความเขมขนฟนอลจากกราฟ

มาตรฐาน  ทํา blank เชนเดียวกับตัวอยางแตใชนํ้ากลั่นแทนตัวอยาง 
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 การคํานวณ 

  ฟนอล (มิลลิกรัม/ลิตร) = คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง × ความเจือจาง 

      ความชันกราฟมาตรฐาน 

 

 
Figure-Appendix 2. Standard curve of standard phenol solution (OD700)              

 

3. การวิเคราะหคาซีโอดี (Chemical oxygen Demand, COD) (APHA, AWWA and WPCF, 1988) 

 การหาปริมาตรนํ้าตัวอยาง 

  ปเปตนํ้าเสีย x มิลลิลิตรใสในฟลาสก (เร่ิมจากปริมาตรนอย ๆ ) เติมสารละลาย

โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 10 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขา

กันสังเกตใหสีของสารละลายเปนสีสมเหมือนสีของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 

 วิธีการ 

  ปเปตนํ้าตัวอยางปริมาตรที่เหมาะสมจากน้ันปรับปริมาตรใหไดปริมาตรสุดทาย 

20 มิลลิลิตรใสขวดสําหรับวิเคราะหซีโอดี เติมเมอรคิวรีซัลเฟต (HgSO4) 0.4 กรัม ใสลูกแกว 3-5 

เม็ด เพื่อปองกันการเดือดอยางรุนแรง เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) 10 

มิลลิลิตร แลวเติมกรดซัลฟูริกรีเอเจนต (sulfuric reagent) 30 มิลลิลิตร นําขวดซีโอดีไปตอกับ 

reflux condenser บนเตาเปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็นในที่ มืด แลวนํามาไทเทรตกับ 

Fe(NH4)2(SO4)2 โดยใช Ferroin เปนอินดิเคเตอรและใชนํ้ากลั่นแทนนํ้าตัวอยางเปนชุดควบคุม 

โดยจุดยุติจะไดสารละลายสีนํ้าตาลแดง 
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 การคํานวณ 

  คาซีโอดี (mg/L) = [(a-b) x N x 8,000]  

               ml Sample 

 a : ปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไทเทรตชุดควบคุม 

 b : ปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไทเทรตนํ้าตัวอยาง 

 N : นอรมัลลิต้ีของ Fe(NH4)2(SO4)2 

4. การวิเคราะหหาปริมาณของแข็งท้ังหมด (Total solid, TS) (APHA, AWWA and WPCF, 1988) 

  นําถวย crucible มาลางใหสะอาด นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 

ชั่วโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งหานํ้าหนักของถวย จากน้ันปเปตนํ้าตัวอยาง 10 

มิลลิลิตร ใสในถวย นําไประเหยแหงในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) นําไปอบแหงที่ 105 องศา

เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งหานํ้าห นัก นําคานํ้าหนักถวยที่มี

ตะกอนอยูลบดวยนํ้าหนักถวยในตอนแรก จะไดนํ้าหนักของแข็ง 

 

  Total solid (mg/L) = [mg Solid x 1,000]  

     ml Sample 

5. การวิเคราะหหาปริมาณของแข็งแขวนลอย (Suspended solid, SS) (APHA, AWWA and 

WPCF, 1988) 

  นํากระดาษกรองสําหรับการหาของแ ข็งแขวนลอยวางในกรวยกรอง (gooch 

crucible) ผานนํ้ากลั่นลงไป ใชเคร่ืองดูดอากาศดูดใหแหง นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 

1 ชั่วโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งหานํ้าหนัก จากน้ันนํามาวางในกรวยกรองแลวปเปต

นํ้าตัวอยางมา 10 มิลลิลิตร ใชเคร่ืองดูดอากาศดู ดใหแหง ลางดวยนํ้ากลั่น 2-3 คร้ัง นําไปอบแหงที่ 

105 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง นํามาวางใหเย็นในโถดูดความชื้น ชั่งหานํ้าหนัก นํากระดาษ

กรองหลังจากการอบคร้ังที่สองซึ่งมีของแข็งแขวนลอยอยูลบนํ้าหนักกระดาษกรองจะไดปริมาณ

ของแข็งแขวนลอย 

 

  Suspended solid (mg/L) =  [mg Solid x 1,000]  

                ml Sample 
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6. ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด ตามวิธีของ A.O.A.C (1990)   

  การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจ นทั้งหมดสามารถวิเคราะหไดตามวิธีของ  Kjedahl 

ซึ่งเปนการใหความรอนพรอมกับการใชกรดซัลฟูริกเขมขนมีโลหะเปนตัวเรงปฎิกิริยา เ พื่อเปลี่ยน

สารประกอบไนโตรเจนใหอยูในรูปของสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟต จากน้ันใชดางพรอมกับการ

กลั่นดวยไอนํ้า และดักจับแอมโมเนียมที่กลั่นออกมาแลวนําไปไทเทรตมี 2 ขั้นตอน คือ 

 ขั้นตอนการยอย 

  นําตัวอยาง 10 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดยอย จากน้ันใสสารผสม CuSO4.5H2O 

และ K2SO4  ปริมาณ 5 กรัม เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 20 มิลลิลิตร วางหลอดยอยในเตายอย

แลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบขวดใสดางและเคร่ืองดักจับไอกรดใหเรียบรอย เปดสวิชต

เคร่ืองดักจับไอกรดและเตายอย แลวต้ังอุณหภูมิที่ 200 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที จากน้ันปรับ

อุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 400 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลายใส ปลอยทิ้งใหเย็น 

นํามาถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร แลวใชนํ้ากลั่นลางหลอดยอยใหหมด

สารละลายตัวอยาง แลวปรับปริมาตรใหไดเปน 100 มิลลิลิตร เก็บไวกลั่นตอไป 

 ขั้นตอนการกลั่นและไทเทรต 

  จัดอุปกรณการกลั่นและเปดสวิชตใหความรอน เปดนํ้าหลอเย็นและเคร่ือง

ควบแนน จากน้ันนําขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุกรดบอริก (เขมขน 4%) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร และนํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร ที่เติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรองรับของเห ลวที่กลั่นได โดย

ใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมอยูในสารละลายกรด จากน้ันดูดสารละลายตัวอยางที่ไดมา 

10 มิลลิลิตร ใสลงในชองใสตัวอยาง แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (เขมขน 40%) ลงไป 20 

มิลลิลิตร กลั่นประมาณ 10 นาที ลางอุปกรณควบแนนดวยนํ้ากลั่น ไทเทรตสาร ละลายที่ไดดวยกรด

เกลือที่มีความเขมขน 0.02 N จนไดสารละลายสีมวงคํานวณคาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดจากสูตร 

 

   ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%)  = ปริมาณกรด x นอรมัลลิต้ี x 14 

                               ปริมาณตัวอยาง 
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