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แยกเช้ือราทนร้อนจากมลูสัตวแ์ละวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 15 ไอโซเลต ไดแ้ก่ AO1, 

AO2, AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 หลงัจากการ
ทดสอบความสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสและไซลาเนสไดดี้ท่ีสุด 8 ไอโซเลต  ศึกษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาของเช้ือราทนร้อนท่ีแยกได ้  พบว่าไอโซเลต AO1, BO2, CO1, DO1, AS1 และ BS1 
เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Aspergillus sp. ไอโซเลต AO3, BO3 และ CS1 เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล    
Scytalidium sp. ส่วน BS2 เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Oedocephalum sp. และไอโซเลต CS2 เป็นเช้ือรา
ทนร้อนสกุล Chrysosporium sp. ทดสอบคุณสมบติัของเช้ือราทนร้อนท่ีแยกไดใ้นช่วงอุณหภูมิ
ต่างๆ  พบว่า  CO1, AS1, BS1, CS1, AO1, BO1, BS2 และ DO1 มีคุณสมบติัทนร้อนและเช้ือเจริญ
ไดดี้ท่ีสุดทุกสายพนัธุท่ี์อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เมื่อศึกษาประสิทธิภ าพในการบ าบดัน ้ าเสียจาก
โรงงานน ้ ามนัปาลม์ พบว่า เช้ือรา DO1 ไดดี้ท่ีสุด คือ สามารถลดค่าบีโอดีและซีโอดีร้อยละ 30.98 
และ 48.75 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั   
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Abstract 
 Fifteen Thermotolerant  Fungi  were isolated from Dungs and agriculture waste 

including AO1, AO2, AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 and 
CS2. All of  these isolated were examined for Cellulose and Xylanase production. The result 
showed that eight isolates gave the highest of Cellulose and Xylanase activities. The isolate AO1, 
BO2, CO1, DO1, AS1 and BS1 were classified as Aspergillus sp.,  AO3, BO3 and CS1 were 
classified as Scytalidium sp.,  BS2 was classified as Oedocephalum sp. and CS2 was classified as 
Chrysosporium sp. Studies on thermotolerant properties of  CO1, AS1, BS1, CS1, AO1, BO1, 
BS2 และ DO1 were found to be thermotolerant with the optimum temperatures of  45oC. Effect 
of treatment efficiency in Palm oil Mill Effluent. Results DO1; it had acidic pH with 5.31 giving 
the BOD and COD removal of 30.98 %  and 48.75 % respectively. 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ความส าคญัและที่มาของปัญหา 
ในปัจจุบนัปาลม์น ้ ามนั (Elaeis  quineensis Jacq.) กลายเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัอยา่งหน่ึง

ทางภาคใตข้องประเทศไทย เน่ืองจากการน าน ้ ามนัปาลม์ไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมต่างๆ        
อยา่งกวา้งขวางและรวดเร็ว  เพราะสามารถน าไปใชใ้นการทดแทนน ้ ามนัพืชอ่ืน ๆ และแทนไขสตัว์
ไดเ้ป็นอยา่งดี และราคาต ่ากว่าน ้ ามนัพืชอ่ืนๆ ท าใหมี้การปลกูอยา่งแพร่หลายและการผลิตน ้ ามนั
ปาลม์มีแนวโนม้เพ่ิมข้ึน ในภาคใตข้องประเทศไทย เช่น กระบ่ี ตรัง สุราษฎร์ธานี ชุมพร และ
สงขลา (พนูสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 2533) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในสามจงัหวดัชายแดนภาคใตน้ี้
แลว้ รัฐบาลมีนโยบายท่ีจะใหพ้ื้นท่ีเหล่านั้นเป็นแหล่งเพาะปลกู ผลิตน ้ ามนัปาลม์ และผลิต            
ไบโอดีเซล ในล าดบัตน้ๆ ของประเทศไทย จึงท าใหม้ีหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งต่างๆ ส่งเสริมการปลกู
ตน้ปาลม์มากข้ึนอยา่งรวดเร็ว และประชาชน ก็ใหก้ารตอบรับอยา่งดี จึงท าใหใ้นเขตสามจงัหวดั
ชายแดนภาคใต ้มีปริมาณตน้ปาลม์ท่ีก  าลงัรอผลผลิต และมีผลิตแลว้นั้นมากข้ึนตามไปดว้ย และให้
จงัหวดันราธิวาสเป็นแหล่งแปรรูปปาลม์ดงักล่าว ซ่ึงรัฐบาลไดจ้ดัสรรงบประมาณและสร้างโรงงาน
ขนาดใหญ่ สามารถรองรับผลผลิตในกระบวนการแปรรูปวนัละหลายๆ ตนั ซ่ึงตั้งอยูใ่นบริเวณนิคม
อุตสาหกรรมบาเจาะ จงัหวดันราธิวาส แต่ในการผลิตน ้ ามนัปาลม์ผลท่ีตามมาจะมีวสัดุเศษเหลือท่ี
เป็นของเหลว คือ น ้ าท้ิง  และส่วนของแข็ง  ไดแ้ก่  ทะลายปาลม์เปล่า  กาก  เน้ือปาลม์  สลดัจ ์      
(อารี   กงัแฮ,  2536) โดยเฉพาะน ้ าท้ิงซ่ึงเป็นวสัดุเศษเหลือท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิต     ส่วนใหญ่
มาจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาลม์แบบมาตรฐาน (แบบใชน้ ้ า) จากสองขั้นตอน คือ  น ้ าน่ึงปาลม์ 
หรือน ้ าท้ิงจากหมอ้ฆ่าเช้ือ (Sterilizer condensate) และน ้ าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร์ (decanter) หรือ
เคร่ือง separator น ้าท้ิงดงักล่าวจะมีน ้ ามนัปนอยูป่ระมาณ 10-20 กรัมต่อลิตร น ้ ามนัในน ้ าท้ิงอยูใ่น
ลกัษณะอิมลัชัน่ ซ่ึงแยกออกไดย้ากและไม่สามารถแยกออกไดด้ว้ยวิธีการทางกายภาพ (อรัญ      หนั
พงศกิ์ตติกุล และคณะ, 2537) และวิธีท่ีน่าจะเป็นไปไดใ้นการก าจดัน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิงคือวิธี ทาง
ชีวภาพ มีการศึกษาเพ่ือการก าจดัน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิงโดยใชว้ิธีทางชีวภาพโดยใชจุ้ลินทรีย ์เป็นการ
แยกหรือก าจดัน ้ ามนัในน ้ าท้ิง ซ่ึงเป็นการบ าบดัขั้นตน้ก่อนเขา้สู่ระบบบ าบดัขั้นท่ีสองดว้ย
กระบวนการชีวภาพ วิธีการแยกหรือก าจดัน ้ ามนัท่ีมีอยูใ่นน ้ าเสียมี 2 วิธี คือวิธีทางกายภาพและเคมี
ท าไดโ้ดยการท าใหไ้ขมนัและน ้ ามนัเกิดการลอยตวัโดยอาศยัการกระจายของฟองอากาศจากเคร่ือง
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อดัอากาศ (Forster, 1992 อา้งโดยโสภา  จนัทภาโส, 2542) และวิธีการบ าบดัทางชีวภาพสามารถใช้
จุลินทรียท์ั้งท่ีตอ้งการออกซิเจนและไม่ตอ้งการออกซิเจน ยอ่ยสลายสารอินทรียต่์างๆ ในน ้ าเสีย 

เน่ืองจากมีจุลินทรียห์ลายสายพนัธุส์ามารถใชน้ ้ ามนัเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญไดแ้ก่ 
Aspergillus sp., Rhizopus sp., Trichoderma harzianum, Myceliophtora thermophila,      
Trichoderma virid เป็นตน้ ซ่ึงนอกจากช่วยก าจดัน ้ ามนัแลว้ ยงัท าใหค่้าซีโอ ดีลดลงมากกว่าร้อยละ 
70 และได ้ มวลชีวภาพสูงโดยเฉพาะอยา่งยิง่จากสายพนัธุข์องเช้ือราท่ีสามารถผลิตไบโอพอลิเมอร์
ไดท่ี้อุณหภูมิสูง ซ่ึงใหม้วลชีวภาพสูงเกือบ 50 กรัมต่อลิตร  และมีการวิจยัศึกษาเก่ียวกบัการ
ประยกุตเ์ซลลเูลสและไซลาเนสซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ผลิตจาก Aspergillus niger ATCC 6275 และ
เอนไซมท์างการคา้มาบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ พบว่าเอนไซมท์ั้งสองแหล่งสามารถ
แยกสารแขวนลอยในน ้ าท้ิง และน ้ ามนัออกจากน ้ ามนัของโรงงานน ้ ามนัปาลม์ได ้ท าใหข้องเหลว
ส่วนท่ีเหลือมีปริมาณน ้ ามนัเท่ากบัร้อยละ 99 และค่าซีโอดีเท่ากบัร้อยล ะ 71 (Prasertsan et al., 
1997) โสภา  จนัทภาโส (2542) ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการแยกสารแขวนลอยและน ้ ามนัจากน ้ าท้ิง
โรงงานน ้ ามนัปาลม์โดยใชเ้อนไซมแ์ละการลดความเขม้ของสี พบว่า น ้ าท้ิงตอ้งมีปริมาณน ้ ามนัไม่
ต ่ากว่า 15,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงจะท าใหเ้กิดตะกอนเบาจากปฏิกิ ริยาของเอนไซม ์และความ
เขม้ขน้ต ่าสุดของเอนไซมจ์าก A. niger ATCC 6275 และเอนไซมไ์ซลาเนสทางการคา้ (Meicellase) 
คือ 200 และ 600 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ดงันั้นวิธีทางชีววิทยาโดยใชจุ้ลินทรีย ์ จึงน่าจะเป็น
วิธีการท่ีมีความเป็นไปไดใ้นการก าจดัน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิ ง  ท าใหป้ริมาณสารอินทรีย ์ (ค่าบีโอดี ,   
ค่าซีโอดี) ลดลง และสามารถผลิตไบโอพอลิเมอร์ไดท่ี้อุณหภูมิสูง ดงันั้นงานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคท่ี์
จะใชเ้ช้ือราทนร้อนในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ เน่ืองจากในขั้นตอนของการยอ่ยผล
ปาลม์นั้น จะมีการเติมน ้ าร้อนลงไป (อุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส ) เพ่ือสกดัน ้ ามนัออกจากส่วน
เปลือก (พนูสุข  ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 2533) ท าใหน้ ้ าท้ิงท่ีออกมามีอุณหภูมิสูง จึงจ  าเป็นตอ้ง
เลือกใชจุ้ลินทรียท่ี์ทนร้อนไดแ้ละเพ่ือการบ าบดัน ้ าท้ิงมีประสิทธิภาพมากข้ึนและท าใหช่้วยลด
ปัญหาดา้นการบ าบดัน ้ าเสียและดา้นมลภาวะส่ิงแวดลอ้มท่ีเกิดจากการมีน ้ ามนัปนเป้ือนอยูใ่นน ้ าท้ิง 
 

วตัถุประสงค์ 
1.   เพ่ือคดัแยกเช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวแ์ละวสัดุเศษเหลือทางการเกษตร 

 2.   เพ่ือศึกษาสมบติับางประการของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้
 3. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ี
คดัเลือกได ้
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ขอบเขตการศึกษา 
1.  ท าการคดัแยกเช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวช์นิดต่างๆ และวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรจาก

แหล่งต่างๆ  
 2.  ท าศึกษาสมบติับางประการของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้จากมลูสตัวช์นิดต่างๆ และ
วสัดุเศษเหลือทางการเกษตรจากแหล่งต่างๆ  
 3. ท าศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ี
คดัเลือกได ้
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ / และหน่วยงานที่น าผลงานวจิยัไปใช้ประโยชน์ 
1. ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะไดรั้บ 

   1.1 ไดเ้ช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวช์นิดต่างๆ และวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรจาก
แหล่งต่างๆ  

 1.2 . ไดท้ราบสมบติับางประการของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้จากมลูสตัวช์นิด 
ต่างๆ และวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรจากแหล่งต่างๆ 

 1.3 ไดท้ราบประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือรา 
ทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้

1.4 น าความรู้ท่ีไดเ้ป็นแนวทางในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของ 
เช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงอาจจะใชไ้ดจ้ริงและไม่ก่อสารพิษในการบ าบดั ตลอดจนช่วยลดโลก
ร้อน 

2.  หน่วยงานท่ีน าผลการวิจยัไปใชป้ระโยชน ์
2.1  น าความรู้ท่ีไดด้งักล่าวไปเผยแพร่ แก่ชุมชน และอาจสามารถเป็นแนวทางใน 

การบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงอาจจะใชไ้ดจ้ริงและไม่
ก่อสารพิษในการบ าบดั ตลอดจนช่วยลดโลกร้อน 

2.2 หน่วยงานของรัฐบาล  เพ่ือเป็นขอ้มลูพ้ืนฐานและประโยชน์กบัทางทุกฝ่าย 
เก่ียวขอ้งหรือ ท่ีตอ้งการเป็นแนวทางในการบ าบดัน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทน
ร้อนท่ีคดัเลือกได ้ซ่ึงอาจจะใชไ้ดจ้ริงและช่วยลดโลกร้อน 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
จุลินทรียท่ี์กระจายอยูท่ัว่ไปในอากาศ  ดิน  น ้ า  ลม  ทะเลทราย  น ้ าพุ  และแหล่งอ่ืนๆ  

สามารถแบ่งจุลินทรียด์ั งกล่าว ตามช่วงอุณหภูมิส าหรับการเจริญเติบโตได ้ 3 กลุ่ม คือ  จุลินทรีย์
ชอบอุณหภูมิปานกลาง  (mesophiles)  มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริยอยูร่ะหว่าง  25 ถึง 40  
องศาเซลเซียส   จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต  ่า  (psychrophiles)  เจริญเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิต  ่ากว่าจุ ด
เยอืกแข็งของน ้ า  และจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิสูง  (Thermophiles)  มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตในช่วง  40 - 50  องศาเซลเซียส  หรือสูงกว่า (จุรีรัตน์ แซ่แต้ , 2541)  ในส่วนของ
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงท่ีมกัพบในสกุลท่ีสร้างสปอร์    เช่น  Bacillus  และ  Clostridium (จุรีรัตน์ 
แซ่แต,้ 2541)  โดยทัว่ไปจุลินทรียพ์วกโปรคาร์โอต สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิท่ีสูงกว่าจุลินทรีย์
พวกยคูาร์รีโอต พบว่ามีรา  และสาหร่ายจ านวนไม่ก่ีชนิดท่ีเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิสูงถึง  55 - 60  
องศาเซลเซียล (จุรีรัตน์ แซ่แต,้ 2541) ส่วนแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงบางชนิดสามารถเจริญไดต้ั้งแต่
ช่วงอุณหภูมิปานกลางถึงอุณหภูมิค่อนขา้งสูง  โดยมีการเจริญสูงสุดท่ีสุดอุณหภูมิสูงกว่า  50-60
องศาเซลเซียส  แต่สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิต  ่ากว่า  50 - 60 องศาเซลเซียส  ไม่สามารถเจริญภายใต้
อุณหภูมิต  ่ากว่า  50 - 60  องศาเซลเซียส  เรียกว่า  oblijate  หรือ  extreme  thermophile  หรือ 
caldoactive  ส่วนแบคทีเรียท่ีสามารถอยูร่อดท่ีอุณหภูมิ  50 – 60 องศาเซลเซียส  แต่อตัราการเจริญ
สูงสุดอยูภ่ายใตอุ้ณหภูมิ  50 – 60 องศาเซลเซียส  เรียกว่า แบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง  (thermotolerant  
หรือ thermoduric  bacteria)  แบคทีเรียเหล่าน้ีจะทนต่อขบวนการพาสเจอร์ไรซไ์ด ้ เช่น 
Micrococcus sp., Mycobacterium sp. (จุรีรัตน์ แซ่แต,้ 2541) จุลินทรียด์งักล่าว  มีการศึกษามาหลาย
ปีแต่ไม่ไดรั้บความสนใจมากนกั  จนกระทัง่พบแบคทีเรียท่ีสามารถอาศยัอยูท่ี่อุณหภูมิ จุดเดือดของ
น ้ า  หรือสูงกว่าจุดเดือดของน ้ า  จึงท าใหไ้ดรั้บความสนใจและมีการศึกษาทั้งทางดา้นพ้ืนฐาน  และ
การประยกุตใ์ช ้ โดยการประยกุตใ์ชไ้ดรั้บการสนใจดา้นการเนน้แหล่งเอนไซมท่ี์มีคุณสมบติัเฉพาะ  
เช่น  ใชเ้ป็น  active  agents  ในกระบวนการหมกัท่ีตอ้งการอุณหภูมิสูง  ใชใ้นกระบวนการบ าบดัน ้ า
เสีย  และใชใ้นการชะลา้งสินแร่  เป็นตน้ (วิภาวรรณ ไตรรัตนานุกุล, 2540) 
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นิยามของจุลินทรีย์ทนร้อน (Thermotolerant) 
Aragno (1992 อา้งโดย ศิริพร หมาดลา้ , 2544) กล่าวว่า จุลินทรียท์นร้อน หรือ จุลินทรีย ์       

ทนร้อนอุณหภูมิสูง หมา ยถึง จุลินทรียท่ี์มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 45             
องศาเซลเซีย ส และยงัสามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซีย ส ส่วน Crisan (1973      
อา้งโดย มานะ    กาญมณีเสถียร, 2537) ไดใ้หค้วามหมายของเช้ือราทนร้อน หมายถึง เช้ือราในกลุ่ม
ท่ีสามารถเจริญไดใ้นแหล่งท่ีอุณหภูมิต  ่ากว่า 20 จนถึง 50 หรือ 55 องศาเซลเซียส 

 

แหล่งที่พบจุลินทรีย์ทนความร้อน 
Thermophile และ thermotolerant  กระจายอยูท่ัว่ไปตามส่ิงแวดลอ้มทางธรรมชาติของโลก  

ส่วนใหญ่เป็นส่ิงแวดลอ้มท่ีเกิดจากการกระท าของภูเขาไฟ การเคล่ือนตวัของแผน่เปลือกโลก หรือ
การเกิดแผน่ดินไหว  ลกัษณะดงักล่าวว่าท าใหเ้กิดน ้ าร้อนท่ีมีแร่ธาตุละลายอยู ่ ท าใหเ้กิดเป็นน ้ าพุ
ร้อนและส่วนใหญ่จะมีกรด – ด่างเป็นกลาง (วิภาวรรณ  ไตรรัตนานุกุล, 2540) ส่ิงแวดลอ้มอีกชนิด
หน่ึงท่ีมแีร่ธาตุอยูสู่งและพบพวก Thermophile  และ thermotolerant  อาศยัอยู ่  คือพ้ืนดินของทะเล   
นอกจากจะทนความร้อนไดแ้ลว้ จุลินทรียด์งักล่าวยงัสามารถทนเค็มไดอี้กดว้ย แต่จุลิ นทรียท่ี์แยก
ไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มขา้งตน้การเปล่ียนแปลงสูง  และเล้ียงในหอ้งปฏิบติัการไดย้าก  และในบางคร้ัง
อาจจะพบจุลินทรียพ์วก  Thermophile และ thermotolerant  จากแหล่งท่ีอยูท่ี่คาดไม่ถึง  เช่น  จาก
ดินในสวน หรือจากน ้ าแข็งไดอี้กดว้ย (วิภาวรรณ ไตรรัตนานุกุล , 2540) วสนัณ์ เพชรรัตน์ และ 
มานะ กาญจนเสถียร (2533) รายงานว่า พบเช้ือราท่ีเจริญในอุณหภูมิสูงและเช้ือราทนความร้อนจาก
ปุ๋ยหมกัส าหรับเพาะเห็ ดฟาง พบเช้ือรา 10 ชนิด พบราพวก Aspergillus fumigatus มากท่ีสุด และ     
มีความถ่ีในการพบระหว่าง  83 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา คือ  เช้ือราพวก Thermomyces  
lanuginosus  โดยมีความถ่ีการพบเท่ากบั 10 - 33.3 เปอร์เซ็นต์  ส่วนเช้ือราชนิดอ่ืนๆ จดัว่าพบนอ้ย
มาก Hudson และคณะ (1990) ไดศึ้กษาแยกแบคทีเรียทนร้อนจากบ่อน ้ าพุร้อน ในประเทศ
นิวซีแลนด ์   ซ่ึงพบแบคทีเรียทนร้อนท่ีเจริญ แบบไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ เป็นแกรมลบ 
และพบว่ายงัสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสได ้และสามารถหมกัแอลกอฮอลท่ี์อุณหภูมิสูงได ้มานะ 
กาญจนมณีเสถียร  (2537) ศึกษาแยกเช้ือราท่ีเจริญในอุ ณหภูมิสูงจากวสัดุบางชนิด ไดแ้ก่  ข้ีเล่ือย      
ร าขา้ว กากปาลม์น ้ ามนั  และถ่านแกลบ โดยวิธี Modified Soil  Plate Technique พบเช้ือราจ านวน 3 
ชนิด ไดแ้ก่ Rhizomucor  pusillus, Chaetomium thermophile และ  Thermomyces lanuginosns 
Friedich  
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Gowland และคณะ (1987 อา้งโดย จุรีรัตน์ แซ่แต,้ 2541)  คดัเลือกแบคทีเรียทนอุณหภูมิท่ี
ผลิตไลเปสจากกองหญา้หมกั กองถ่านหินในทางตะวนัตกเฉียงเหนือของประเทศองักฤษและจาก
น ้ าพุบริเวณตอนล่างฝ่ังตะวนัตกของสหรัฐอเมริกา  สามารถคดัเช้ือได ้ 94 ไอโซเลทจากกองถ่าน  
และ 46 ไอโซเลทจากตวัอยา่งน ้ าพุ  

  Sigurgisladottir  และคณะ (1993 อา้งโดย จุรีรัตน์ แซ่แต้ , 2541) คดัเลือกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูงท่ีผลิตไลเปสจากแบคทีเรียท่ีเก็บในแหล่งรวบรวมสายพนัธุแ์บคทีเรียของ  
Technological Institute of Iceland (Ice Tec) ซ่ึงเก็บแบคทีเรียทน อุณหภูมิสูงท่ีคดัเลือกไดจ้าก     
น ้าพุร้อนทัว่ประเทศไอซแ์ลนดม์ากกว่า  700  สายพนัธุ ์  

Handelsman และ Shoham (1994 อา้งโดย จุรีรัตน์ แซ่แต้ , 2541 ) คดัเลือกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูงจากตวัอยา่งท่ีมีน ้ ามนัปนเป้ือนในประเทศอิสราเอลไดแ้บคทีเรีย 44 สายพนัธุท่ี์สามารถ
เจริญท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส   

Rath และ Subramanyam (1996 อา้งโดย จุรีรัตน์ แซ่แต้ , 2541 ) คดัเลือกแบคทีเรียทน
อุณหภูมิสูงจากน ้ าพุ 3  แห่งในเมือง Orissa ประเทศอินเดีย  ไดแ้บคทีเรีย  19 สายพนัธุ ์ จดัจ  าแนก
อยูใ่นสกุล  Bacillus sp. ทั้งส้ิน  เช้ือเจริญไดถึ้งอุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  

 Sidhu  และคณะ (1998 อา้งโดย จุรีรัตน์ แซ่แต,้ 2541) แยกแบคทีเรียทนอุณหภูมิ  Bacillus 
sp. RS-12  ไดจ้ากดิน  เช้ือท่ีแยกไดมี้อุณหภูมิท่ีเหมาะในการเจริญคือ 50 องศาเซลเซียส 

   

กลไกการทนร้อนของจุลินทรีย์ทนความร้อน 
กลไกการทนร้อนของ  Thermophile และ  thermotolerant  ยงัไม่เขา้ใจมากนกัจากผล

การศึกษาพบว่า มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของโมเลกุลภายเซลลบ์างอยา่งไดแ้ก่ มีการ
ปรับเปล่ียนโครงสร้างปฐมภูมิของเอนไซมท์นร้อนไปจากเอนไซมป์กตินอ้ย  มีการเพ่ิมสดัส่วนของ
กรดไขมนัอ่ิมตวัท่ีผนงัเซลล ์ หรือมีการสงัเคราะห์โปรตีนกลุ่ม  Heat  shodk  proteins  ข้ึน  เป็นตน้  
การเปล่ียนแปลง  หรือ  ปรับตวัของจุลินทรียใ์หมี้ชีวิตภายใตอุ้ณหภูมิสูงน้ีเป็นกลไกท่ีตอ้งใช้
ระยะเวลายาวนาน  ดงันั้น  แหล่งท่ีอยูจึ่งเป็นปัจจยัส าคญัในการพิจารณา  เม่ือนกัวิทยาศาสตร์
ตอ้งการแยกจุลินทรี ยท่ี์มีสมบติัพิเศษต่างๆ  เหล่าน้ี  (รัตนา เรืองไรรัตนโรจน์ , 2534) ได้พบว่า
เหตุผลท่ีแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงสามารถมีชีวิตรอดและและเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงนั้น  
เน่ืองจากโครงสร้างไลปิดของผนงัเซลลป์ระกอบดว้ยกรดไขมนัประเภทอ่ิมตวักรดไขมนัท่ีมี          
ก่ึงสาขา และกรดไขมนัสายยาวในสดัส่วนท่ีสูง จึงท าใหผ้นงัเซลล ์ ท าหนา้ท่ีในการส่งสาร จึง
ตอ้งการไขมนัท่ีอยูใ่นสภาวะก่ึงของเหลว  ซ่ึงสภาวะน้ีข้ึนอยูก่บัธรรมชาติทางเคมีของไลปิด  และ
อุณหภูมิของส่ิงแวดลอ้ม ผนงัเซลลท่ี์ประกอบดว้ยกรดไขมนัอ่ิมตวัสายยาว และกรดไขมนัท่ีมีก่ึ ง
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สาขาในสดัส่วนท่ีสูง เมื่อพิจารณาความแตกต่างทางธรรมชาติของโปรตีน และเอนไซม ์พบว่า
คุณสมบติัหลายขอ้ของโปรตีนและเอนไซมข์องแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง เช่น น ้ าหนกัโมเลกุล  
องคป์ระกอบหน่วยยอ่ย คลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง  แต่กลบัมีความเสถียรภาพ
ท่ีอุณหภูมิสูง จึงควรเป็นผลมาจากกรดอะมิโนในสายเปปไทด ์ซ่ึงมีผลต่อโครงสร้างตติยภูมิ  
(tertiary) และจตุรภูมิ  (quarternary) ท าใหโ้มเลกุลของโปรตีนมีความแข็ง และยดืหยุน่ต  ่าภายใต้
ระดบัปานกลาง แต่สามารถท างานและเสถียรภาพภายใตอุ้ณหภูมิสูง (Vandermark and Bafzing, 
1987) 

จุลินทรียพ์วกแบคทีเรีย หรือราท่ีมีการสร้างสปอร์ จะมีกลไกการทนทานของความร้อน
สปอร์โดยสปอร์มีองคป์ระกอบพิเศษท่ีท่านทนความร้อนไดดี้ เช่น เอนไซมท่ี์ทนความร้อน, ไม่มีน ้ า
อิสระ มีแร่ธาตุมาก โดยเฉพาะแคลเซียม มีกรดไดพิลินิก พบว่าทนความร้อนของสปอร์ เน่ืองจาก
ความสมัพนัธร์ะหว่าง Ca2+ กบัการสร้างกรดพิโคลินิก เช่น  ถา้เล้ียงแบคทีเรียท่ีก  าลงัสร้างสปอร์ใน
อาหารท่ีขาด Ca2+ระดบัการทานความร้อนจะลดลง หรือถา้เล้ียงในอาหารท่ีขาดกรดโคลินิก ก็ใหผ้ล
เช่นเดียวกนั จึงแสดงว่าธาตุแคลเซียมและกรดไดพินิกมีความสมัพนัธก์บัการทนความร้อนของ
สปอร์แบคทีเรียดงักล่าวได ้(นงลกัษณ์  สุวรรณพินิจ และปรีชา สุวรรณพินิจ, 2541) 

 

แหล่งที่มาและคุณลักษณะของน ้าทิง้จากโรงงานน ้ามันปาล์ม 
  ในการสกดัน ้ ามนัปาลม์นั้นไดมี้การพฒันากนัมายาวนานแลว้ นบัตั้งแต่การสกดัน ้ ามนัแบบ 
พ้ืนเมืองอฟัริกาซ่ึงใชแ้รงงานคนและสตัว ์ต่อมาความตอ้งการน ้ ามนัปาลม์มีมากข้ึน จึงมีการคน้ควา้
กรรมวิธีการผลิตใหไ้ดป้ริมาณท่ีมากข้ึน โดยมีการใชเ้คร่ืองมือกนัมากข้ึนเพ่ือใหผ้ลผลิตเพ่ิมพนูข้ึน  
จากการท่ีไดส้ ารวจโรงงานน ้ ามนัปาลม์ในอ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา  จงัหวดัสตูล และจงัหวดั
สุราษฎร์ธานี  พบว่า กระบวนการผลิตแ บ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ การสกดัแบบไม่ใชน้ ้ า               
(dry process) และแบบใชน้ ้ า  (wet process) หรือท่ีเรียกว่าแบบมาตรฐาน และพบว่ากระบวนการ
ผลิตจะมีผลต่อคุณภาพ และปริมาณน ้ าเสียของโรงงาน 

จากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาลม์แบบมาตรฐานจะมีน ้ าท้ิงออกมาในปริมาณมาก ส่ว น
ใหญ่มาจากสองขั้นตอน คือ น ้ าน่ึงปาลม์ หรือน ้ าท้ิงจากหมอ้ฆ่าเช้ือ (Sterilizer condensate) และน ้ า
ท้ิงจากเคร่ือง decanter หรือเคร่ือง separator ก่อนท่ีจะไหลไปรวมเป็นน ้ าท้ิงรวมในบ่อบ าบดัน ้ าเสีย
ของโรงงาน ส่วนน ้ าท้ิงจากหมอ้ฆ่าเช้ือ  (Sterilizer condensate) มีประมาณ 200 ลิตรต่อ 10 ตนัของ
ทะลายปาลม์ (พนูสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ , 2533) ปริมาณน ้ าท้ิงคิดเป็น 2.5-3.0 เท่าของ
ปริมาณน ้ ามนัท่ีผลิตได ้ (Cheah  et  al., 1988) ส่วน Hwang และคณะ (1978) ไดร้ายงานว่าปริมาณ
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น ้าท้ิงทั้งหมดคิดเป็น 60 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณทะลายปาลม์ และมีน ้ ามนัร้อยละ 2 ปนอยูใ่นน ้ าท้ิง
จากหมอ้ฆ่าเช้ือ 

คุณลกัษณะของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์แตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัแหล่งท่ีมาของน ้ าท้ิง 
ไดแ้ก่ น ้ าท้ิงจากบ่อรวบรวมน ้ าเสีย น ้ าท้ิงจากหมอ้ฆ่าเช้ือ และน ้ าท้ิงจากเคร่ือง decanter หรือเคร่ือง
เหวี่ยง (centrifuge) ลกัษณะโดยรวมของน ้ าท้ิงจากแหล่งต่าง ๆ เหล่าน้ี พบว่าน ้ าท้ิงจากบ่อรวบรวม
น ้ าเสียมีค่า  ซีโอดี บีโอดี ของแข็ง แขวนลอย และของแข็งทั้งหมดสูงกว่าน ้ าท้ิงจากหมอ้ฆ่าเช้ือ และ
น ้ าท้ิงจากเคร่ือง decanter หรือเคร่ืองเหวี่ยง (พนูสุข  ประเสริฐสรรพ ์และคณะ,  2533) 

อรัญ หนัพงศกิ์ต ติกลู และคณะ (2537) ศึกษาการแยกน ้ ามนัจากน ้ าท้ิงของโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาลม์ 4 โรงงานซ่ึงมีการแยกน ้ ามนั 3 แบบ คือ การแยกน ้ ามนัโดยใชเ้คร่ือง decanter การแยก
น ้ ามนัจากน ้ าสลดัจโ์ดยใชเ้คร่ือง separator และการแยกน ้ ามนัโดยใชเ้คร่ือง  separator ร่วมกบั 
decanter และขั้นสุ ดทา้ยคือการดกัน ้ ามนัจากน ้ าท้ิงก่อนปล่อยลงสู่บ่อบ าบดั โรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีใช ้decanter ในการแยกน ้ ามนัโดยตรงจะมีปริมาณน ้ าท้ิงนอ้ยท่ีสุดคือ 0.44 ลกูบาศกเ์มตรต่อ
ตนัทะลายปาลม์สด ในขณะท่ีโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ท่ีใช ้ separator หรือ separator ร่วมกบั 
decanter มีปริมาณน ้ าท้ิง 0.90-1.81  ลกูบาศกเ์มตรต่อตนัทะลายปาลม์สด ทั้งน้ีเน่ืองจากการแยก
น ้ ามนัโดยใชเ้คร่ือง decanter มีการผสมน ้ าปริมาณนอ้ยมาก ประมาณ 1 ลกูบาศกเ์มตรต่อตนัทะลาย
ปาลม์สด ในขณะท่ีการแยกน ้ ามนัจากน ้ าและสลดัจโ์ดยใชเ้คร่ือง separator หรือ separator ร่วมกบั 
decanter น้ีตอ้งมีถงัลอยซ่ึงเติมน ้ าเพ่ือใหน้ ้ ามนัแยกตวัจากสารแขวนลอยไดดี้ และน ้ าสลดัจท่ี์ตกจม
ยงัคงมีน ้ ามนัอยูใ่นปริมาณมาก  จะถกูน าไปเติมน ้ าก่อนท่ีจะแยกโดยใช ้ separator ร่วมกบั  decanter  
มีปริมาณน ้ าท้ิง 0.87 ลกูบาศกเ์มตรต่อตนัทะลายปาลม์สด มีค่าซีโอดี บีโอดี  สารแขวนลอย และ
น ้ ามนัเท่ากบั 52.45, 26.58, 12.84  และ 8.72 กิโลกรัมต่อตนัทะลายปาลม์สดตามล าดบั 
 ลกัษณะของน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ท่ีใชเ้คร่ือง ดีแคนเตอร์ในการแยกน ้ ามนั            
มีพีเอช 4.65 และมีค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ เฉล่ียดงัน้ีคือ  ซีโอดี บีโอดี ส ารแขวนลอย และน ้ ามนั
เท่ากบั 113.96, 59.39, 26.3 และ 14.7 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีโรงงานท่ีใช ้ separator หรือ separator 
ร่วมกบั decanter มีพีเอช 4.53-4.67 และมีค่าพารามิเตอร์เหล่าน้ีใกลเ้คียงกนั และอยูใ่นช่วง  42.64-
68.34, 21.45-30.70, 5.2-20.8 และ 7.6-14.2 กรัมต่อลิตรตามล าดบั นอกจากน้ีน ้ าท้ิงยงัประกอบดว้ย
อินทรียส์ารและ แร่ธาตุต่างๆ ท่ีส าคญั ไดแ้ก่ ไนโตรเจน (1.37-2.08 เปอร์เซ็นต์ ) โปแตสเซียม          
(0.09-4.15 เปอร์เซ็นต์ ) ฟอสฟอรัส (0.28-0.42 เปอร์เซ็นต์ )  เป็นตน้  และ (Okiy, 1987;  Hwang       
et  al., 1987  อา้งโดย อารี องัแฮ , 2536) พารามิเตอร์เหล่าน้ีลว้นบ่งช้ีใหเ้ห็นแนวโนม้ท่ีน ้ าท้ิงจาก
โรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์จะก่อใหเ้กิดปัญหาดา้นมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้มได ้
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เน่ืองจากในน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ มีน ้ ามนัเจือปนอยูม่าก การแยกหรือก าจดัน ้ ามนั 
(หรือไขมนั) ในน ้ าท้ิง เป็นก ารบ าบดัขั้นตน้ก่อนเขา้สู่ระบบบ าบดัขั้นท่ีสองดว้ยกระบวนการทาง
ชีวภาพ  โดยทัว่ไปจุลินทรียใ์นระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีสามารถใชน้ ้ ามนัและไขมนัเป็นสารอาหาร       
มีปริมาณนอ้ยชนิด นอกจากน้ีการก าจดัน ้ ามนัออกจากระบบการบ าบดัจะยุง่ยาก  ดงันั้นในการ
บ าบดัขั้นตน้จึงมีการก าจดัน ้ ามนั  และสารอินทรียต่์าง ๆ  ออกจากระบบเพ่ือจะท าใหก้ารบ าบดัขั้น
ต่อไปมีประสิทธิภาพดียิง่ข้ึน ซ่ึงการบ าบดัน ้ าท้ิงท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัเป็นองคป์ระกอบ จ าเป็นตอ้ง
ท าการบ าบดัขั้นตน้แบบกายภาพ-เคมีก่อนเขา้สู่ระบบบ าบดัโดยใชจุ้ลินทรีย ์ การก าจดัน ้ ามนัและ
ไขมนัสามารถท าไดโ้ดยการ   ท าใหน้ ้ ามนัและไขมนัเกิดการลอยตวั  โดยอาศยัการกระจายตวัของ
ฟองอากาศจากเคร่ืองอดัอากาศ (Forster, 1992 อา้งโดยโสภา  จนัทภาโส,  2542)  
  

ปัจจยัที่มีผลต่อการเจริญ และการใช้น ้ามันของเช้ือรา 
อิทธิพลของสารอาหาร อุณหภูมิ พีเอช การใหอ้ากาศ  มีผลต่อการเจริญแ ละการใชน้ ้ ามนั

ของจุลินทรีย ์โดยทัว่ไปสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญแตกต่างกนัแลว้แต่ชนิดของจุลินทรียส์าย
พนัธุต่์าง ๆ 

1. สารอาหาร 
จุลินทรียส์ามารถท าลายสารอินทรียใ์นน ้ าเสียโดยใชเ้ป็นอาหารในการด ารงชีวิต

เช่นเดียวกบัส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ แต่เน่ืองจากน ้ าเสียจากโรงงานอุต สาหกรรมหลายชนิดจะมีปริมาณ
สารอาหารไม่เพียงพอ จึงจ  าเป็นตอ้งเติมลงไปโดยเฉพาะอยา่งยิง่สารอาหารประเภทธาตุอาหารหลกั 
(macronutrients) ซ่ึงทราบไดจ้ากการวิเคราะห์หาค่าของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสของน ้ าเสีย  และ
เปรียบเทียบกบัอตัราต ่าสุดของ  BOD5: N:P  เท่ากบั 100:5:1 หากน ้ าเสียมีไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสต ่ากว่าน้ี แสดงว่าน ้ าเสียขาดสารอาหาร จ  าเป็นตอ้งเติมลงไป การเติมปริมาณไนโตรเจน
และฟอสฟอรัสใหเ้พียงพอจะมีผลใหก้ารเจริญของจุลินทรียไ์ม่ถกูจ  ากดั ปฏิกิริยาการบ าบดัดีข้ึนได้
อยา่งเต็มท่ีและประสิทธิภาพเพ่ิมข้ึน อยา่งไรก็ตาม พบว่าในระบบ activated sludge ท่ีมีการเติม
สารอาหารจะมีความตอ้งการออกซิเจนมากกว่าระบบท่ีไม่เติมสารอาหาร  (Wuhrman, 1956        
อา้งโดยปรีชา  มุณีศรี, 2539)   

รูปแบบของสารอินทรียไ์นโตรเจน   ไดแ้ก่  NH3 , N,  NO2 , N , NO3  N  และ  Org-N จะมี
ผลต่อการท่ีแบคทีเรียจะน าไปใชใ้นการเจริญ แต่สารอินทรียไ์นโตรเจนจะไม่มีประโยชน์จนกว่าได้
ถกูยอ่ยสลายอยูใ่นรูป  alkanolamine  และกรดอะมิโน   ดงันั้นไม่ควรเติมในรูปของสารอินทรีย์
ไนโตรเจนเพ่ือเพ่ิมไนโตรเจนใหก้บัน ้ าเสีย   ถา้หากไม่พอ   ควรเติม (NH4)2 SO4   แต่ถา้ไม่ตอ้งการ
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ใหซ้ลัเฟตมาเก่ียวขอ้ งดว้ยใหใ้ช ้  (NH4) HPO4 , NH4NO3   และ  KH2NO4  แทน (Symons  et  la., 
1960   อา้งโดยปรีชา  มุณีศรี,  2539) 
 Barker และคณะ (1981) ศึกษาการเติม (NH4)2 SO4 ในการเล้ียงเช้ือ Aspergillus  oryzae   
ในน ้ าท้ิงจากการทะลายปาลม์และสลดัจ ์ เพ่ือใหไ้ดอ้ตัร าส่วนของคาร์ บอนต่อไนโตรเจน   เท่ากบั   
20 : 1 ในการศึกษาจะเติม (NH4)2 SO4 โดยอตัราส่วนท่ีเต็มประมาณ 14 : 1 เล้ียงเช้ือ A. oryzae        
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ไม่มีการควบคุมพีเอช พบว่าจะไดเ้ชลลท่ี์มีโปรตีน 
39.6  เปอร์เซ็นตแ์ละลด ซีโอดีได ้ 75 เปอร์เซ็นต ์
 Pokomy และคณะ  (1994   อา้งโดยปรีชา  มุณีศรี ,  2539) ศึกษาผลของแหล่งและความ
เขม้ขน้ของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสต่อการผลิตไลเปสของเช้ือ A. niger ในอาหารสงัเคราะห์ท่ีมี
น ้ ามนัเป็นแหล่งคาร์บอน   พบว่าการใชร้้อยละ 0.1 NH4 NO3 ร่วมกบัร้อยละ 0.1 NH2PO4 เช้ือจะ
ผลิตไลเปสไดม้ากกว่าการใชแ้หล่งไนโตรเจนและฟอสฟอรัสแหล่งอ่ืน  ส่วนความเขม้ขน้ท่ีร้อยละ  
0.2  ของ  NH4 NO3  และร้อยละ 0.2  ของ  KH2 PO4  ท่ีเวลาการเล้ียง  2  วนั  เช้ือจะผลิตไลเปสได้
สูงสุด 
 2.  อุณหภูมิ   
 จุลินทรียท์ัว่ไปตามธรรมชาติ   สามารถจดัแบ่งออกตาม ช่วงอุณหภูมิส าหรับการเจริญ  3  
กลุ่ม  คือ  Psychophile   เจริญไดดี้ในอุณหภูมิต  ่า  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม  คือ 15 - 20 องศาเซลเซีย ส 
Mesophile เจริญไดดี้ในอุณหภูมิปานกลาง อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 20 - 40 องศาเซลเซียส   และ   
Thermophile พวกท่ีเจริญไดท่ี้อุณหภูมิค่อนขา้งสู ง  การเพ่ิมอุณหภูมิข้ึน   ทุกๆ 10 องศาเซลเซียส   
จะท าใหจุ้ลินทรียเ์ จริญข้ึนเท่าตวัจนถึงอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  การบ าบดัท้ิงจากโรงงาน
อุตสาหกรรมท่ี มีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ  การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิต  ่าตะกอนจะตกได้
ดีกว่าท่ีอุณหภูมิสูง   ถา้อุณหภูมิในถงัตกตะ กอนมีการเปล่ียนแปลงต่างกนัเกิน  2 องศาเซลเซียส    
จะท าใหเ้กิดการไหลวนของน ้ าเน่ืองจากมีความหนาแน่นแตกต่างกนัซ่ึงเรียกว่า   density   current   
(สุรพล   สายพานิช,  2537)    
 อตัราการลดลงซีโอดีจะเพ่ิมข้ึนตามอุณหภูมิ   แต่จะลดลงหากอุณหภูมิสูงเกินไป (ไม่ควร
เกิน 40 องศาเซลเซียส ) ปฏิกิริยาชีวเคมีแบบไม่ใชอ้ากาศจะเกิดข้ึนไดดี้ท่ีสุดท่ีช่วงอุณหภูมิสูง
ระหว่าง 48-57 องศาเซลเซียส   (ปรีชา   มุณีศรี,  2539)   
 Cooney และ Emerson (1964 อา้งโดย มานะ กาญมณีเสถียร , 2537 ) กล่าวว่าเช้ือราท่ีเจริญ
ในอุณหภูมิสูง (Thermophilic) หมายถึง เช้ือราในกลุ่มท่ีสามารถเจริญไดใ้นแหล่งท่ีอุณหภูมิตั้งแต่ 
20 จนถึง 50 หรือ 55 องศาเซลเซียส เช่น Humicola grisea thermoidea และ Rhizomucor pusillus 
ส่วนเช้ือราในอีกพวกหน่ึงคือ เช้ือราทนร้อนหมายถึง เช้ือราในกลุ่มท่ีสามารถเจริญไดใ้นแหล่งท่ี
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อุณหภูมิต  ่ากว่ า 20 จนถึง 50 หรือ 55 องศาเซลเซียส (Crisan, 1973 อา้งโดยมานะ กาญมณีเสถียร , 
2537 ) เช่น A.  fumigatus, Geotrichichum sp. (มานะ กาญมณีเสถียร, 2537) 
 Yeoh (1986 อา้งโดยปรีชา  มุณีศรี , 2539 ) ทดลองใชจุ้ลินที รยก์ลุ่ม thermophilic   
anaerobic (45 – 55 องศาเซลเซียส) ท่ีไม่ตอ้งการอากาศมาบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ 
พบว่าพบว่าเช้ือเจริญดีท่ีสูดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ค่าบีโอดี
ท่ี 3 วนัลดลงมากท่ีสุด (ร้อยละ 95) และท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจะไดก้๊าซมีเ ทนมากท่ีสุด   
(ร้อยละ 69) เมื่อเทียบกบัอุณหภูมิอ่ืนๆ (45-55 องศาเซลเซียส) 
 Borja และ Banks (1993 อา้งโดยปรีชา มณีศรี, 2539) ทดลองบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาลม์แบบก่ึงต่อเน่ืองไร้อากาศ ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พบว่าสามาถลดค่าซีโอดีกว่า
ร้อยละ 96 หลงัการหมกัเป็นเวลา 7 วนั ไดก้๊าซมีเทน 10-15 กิโลกรัมของซีโอดีต่อลกูบาศกเ์มตรต่อ
วนั 
 ปรีชา มณีศรี (2539) ไดเ้ปรียบเทียบการก าจดัน ้ ามนัในน ้ าท้ิงโดยยสีต ์ Candida tropicalis 
F- 129 และ C. palmeoliophila Y – 128) รา (A. niger ATCC 6275 และ A.   oryzae)  และเช้ือราทน
อุณหภูมิสูงท่ีคดัเลือ กไว ้  (ST4  และ  ST  29)  พบว่าเช้ือ ST  29    ซ่ึงเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 45           
องศาเซลเซียส สามารถก าจดัน ้ ามนัไดสู้งสุด (ร้อยละ  99.65) ไดป้ริมาณมวลชีวภาพ 44.56 กรัม    
ต่อลิตร ซ่ึง Lee และคณะ (1993) เล้ียงเช้ือ C. tropicalis F129 ในอาหารสงัเคราะห์ท่ีมีน ้ ามั นอยู่   
ร้อยละ 2 ท่ีอุณหภูมิช่วง 30-43 องศาเซลเซียส  พบว่า อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 
 3.  พีเอช 
 จุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธุเ์จริญไดดี้ท่ีพีเอชต่างกนั โดยท่ีเช้ือราจะเจริญไดดี้ท่ีพีเอชต ่ากว่า  
6.5    ส่วนแบคทีเรียเจริญไดดี้ท่ีพีเอชระหว่าง 6.5-8.5  ท่ีพีเอชมีค่าต ่ากว่า 6.5 ท าใหแ้บคทีเรียมี
ประสิทธิภาพต ่าลง และตะกอนเร่งตกตะกอนไดไ้ม่ดี ส่วนพีเอชท่ีมีค่าสูงท าใหฟ้อสฟอรัสมีการ
แยกตวัออกมาจากน ้ า (precipitate) และจุลินทรียไ์ม่สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดท้ าใหร้ะบบ
ท างานไดไ้ม่ดี (สุรพล   สายพานิช, 2537)    
 ในระบบบ าบดัน ้ าเสีย พีเอชตอ้งอยูใ่นช่วง 6.5–9 ถา้พีเอชต ่ากว่า 6.5 ราจะเจริญแข่งขนักบั
แบคทีเรีย และเมื่อพีเอชลดลงถึง 4.5 จะมีรามากกว่าแบคทีเรียท่ีพีเอชสูงกว่า 9 แบคทีเรียยอ่ยสลาย
สารอินทรียไ์ดช้า้ลง พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการบ าบดัน ้ าเสียแบบไร้อากาศอยูใ่นช่วง 6.6  –  6 . 7  ถา้       
พีเอชสูงหรือต ่ากว่าน้ีจะส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการบ าบดัลดลง  ท่ีค่าพีเอชต ่ากว่า 6.2 ประสิทธิภาพ
ลดลงอยา่งรวดเร็ว เพราะสภาวะท่ีเป็นกรดนั้นจะเป็นอนัตรายต่อแบคทีเรียท่ีสร้า งมีเทน (เสริมพล   
รัตสุข  และ  ไชยยทุธ   กล่ินสุคนธ ์  2524) 
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 Ibrahim  และ Noor  (1991)  ศึกษาผลิตไลเปส โดยเล้ียงเช้ือ A. niger  ในอาหารสงัเคราะห์
ท่ีมีน ้ ามนัปาลม์ร้อยละ 1 สภาวะการเล้ียงมีการกวนใหอ้ากาศ  ท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที   
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ควบคุมพีเอชใหอ้ยูใ่นช่วง 4.5–5.5 พบว่าหลงัจากเล้ียง 24 ชัว่โมง ได้
เอนไซมไ์ลเปส 40 ยนิูตต่อมิลลิลิตร แต่สภาวะท่ีเหมาะสมในการท างานของเอนไซม ์ ไลเปส คือ   
พีเอช 4.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

4.   การใหอ้ากาศ 
 ในระบบการบ าบดัน ้ าเสียนิยมใชท้ั้งแบบใหอ้ากาศและไร้อากาศ หรือทั้งสองแบบ  ซ่ึง
ข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคข์องการหมกัและชนิดของจุลิ นทรียท่ี์ใชใ้นถงัเติมอากาศจะตอ้งมีค่า
ออกซิเจนละลายน ้ าระหว่าง 1-2 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายน ้ าน้ีจะข้ึนอยู่
กบัอุณหภูมิ   หากอุณหภูมิสูงจุลินทรียส์ามารถท างานไดม้ากก็ตอ้งการออกซิเจนมาก   นอกจากน้ีท่ี
อุณหภูมิสูงออกซิเจนจะมีค่าการละลายน ้ าอ่ิ มตวั (saturation value) ต ่า จึงท าใหต้อ้งใชอ้อกซิเจน
มาก   ในท านองกลบักนัหากอุณหภูมิของน ้ าต  ่า   ความตอ้งการเติมอากาศนอ้ยกว่าท่ีอุณหภูมิสูงใน
การท่ีจะรักษาระดบัความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายน ้ าท่ีมีค่าเท่ากนั (สุรพล     สายพานิช, 2537 )   

5.   การกวน 
 การกวนท าใ หจุ้ลินทรีย ์อากาศ และสารอาหารในน ้ าเสียผสมกนัอยา่งทัว่ถึงและช่วยให้
ฟองอากาศมีขนาดเลก็ ระบบการกวนท่ีมีประสิทธิภาพจะตอ้งท าใหก้ารละลายของออกซิเจนในน ้ า
ท้ิงมีปริมาณเท่าๆกนัทุกจุดในถงัหมกั การกวนนิยมใชใ้นระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบใหอ้ากาศ   ภายใน
ถงัเติมอากาศจะตอ้งมีการ กวนอยา่งทัว่ถึงเพ่ือป้องกนัมิใหเ้กิดตะกอนจุลินทรีย ์  และเพ่ือให้
จุลินทรียไ์ดส้มัผสักบัน ้ าท่ีส่งเขา้มาบ าบดัโดยใชเ้ป็นอาหารและลดมลสารต่าง ๆ รวมทั้งจะไดจ้บัตวั
กนัเป็นกลุ่มกนั  และท าใหร้ะบบมีประสิทธิภาพในการก าจดัมลสารสูง   การกวนท่ีสมบูรณ์ในถงั
เติมอากาศจะตอ้ง มีความเขม้ขน้ของตะกอนเร่ง   และค่าความเขม้ขน้ของออกซิเจนละลายน ้ า
สม  ่าเสมอกนัตลอด  (สุรพล   สายพานิช,  2537)    
 Ibrahim  และ  Noor  (1991)   ศึกษาผลการกวน  (200, 250, 300 และ 400 รอบต่อนาที )     
ต่อกิจกรรมของไลเปส การเจริญของเช้ือ และการใชน้ ้ ามนัของเช้ือ A. niger ท่ีเล้ียงในอาหาร
สงัเคราะห์ท่ีมีน ้ ามนัปาลม์เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที เช้ือสามารถ
เจริญและผลิตเอนไซมไ์ลเปสไดสู้งท่ีเวลาการเล้ียง 36 ชัว่โมง และการลดลงของน ้ ามนัก็จะดีท่ีสุดท่ี
อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที รองลงมาคือ 250, 200 และ 400 รอบต่อนาที และยงัพบว่าอตัราการ
กวนสูง (มากกว่า 400 รอบต่อนาที)  จะท าใหเ้ซลลถ์กูท าลายได ้  
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เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบในน ้าทิง้จากการสกัด
น ้ามันปาล์ม 

เน่ืองจากน ้ าท้ิงของโรงงานน ้ ามนัปาลม์มีปริมาณสารอินทรียสู์งและประกอบดว้ย
สารอาหารหลายชนิดท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใชใ้นการเจริญได ้จึงมีการศึกษาท่ีจะใชน้ ้ าท้ิงเป็น
สารอาหารของจุลินทรีย ์เพื่อผลิตเอนไซมแ์ละสามารถน าเอนไซมม์าประยกุตใ์ชส้ าหรับการบ าบดั
น ้ าท้ิงไดด้ว้ยส่วนหน่ึง 

 เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งในการยอ่ยสลายสารอินทรียท่ี์เป็นองคป์ระกอบในน ้ าท้ิงจากการสกดั 
น ้ามนัปาลม์ 

1. เซลลเูลส (cellulase ) 
 วสัดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตน ้ ามนัปาลม์เป็นสารลิกโนเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และ
ลิกนิน  (จารุวรรณ มณีศรี , 2536) การยอ่ยสลายเซลลโูลสโดยเซลลเูลสไดผ้ลิตภณัฑท่ี์มีขนาด
โมเลกุลเลก็ลง เช่น กลโูคส เซลโลไบโอส ซ่ึงละลายน ้ าได ้

เซลลเูลสเป็นเอนไซมพ์วกไกลโคโปรตีน (glycoprotein) มีอตัราส่วนของคาร์โบไฮเดรต
ต่อโปรตีนเท่ากบั 1:1 ละลายน ้ าไดดี้  เอนไซมเ์ซลลเูลสเป็นเอนไซมเ์ชิงซอ้นประกอบดว้ยเอนไซม ์
4 ชนิด ไดแ้ก่ endo-beta-1,4 glucan glucanohydrolase (E.C.3.2.1.4) หรือ endo-beta-1,4 glucanase, 
exo-beta-1,4glucan cellobilhydrolase(E.C.3.2.1.19) , beta- glucosidase (E.C.3.2.2.1) และ exo-  
beta-1,4 glucan glucohydrolase(E.C.3.2.1.7.4) หรือ exo-beta-1,4 glucosidase (Fan and Lee, 1983 
อา้งโดย จารุวรรณ มณีศรี,2536) 

จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสจะยอ่ยเซลลโูลสโดยเซลลเูลสซึมผา่นเยื้อหุม้เซลลข์อง  
จุลินทรีย ์โดยทัว่ไปเอนไซมเ์ซลลเูลสท่ีผลิตจากจุลินทรียมี์อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท างานคือ 50 
องศาเซลเซียส แต่อาจต ่ากว่าหรือสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส ข้ึนอยูก่บัสายพนัธุข์องจุลินทรียท่ี์น ามา
ผลิต   จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสมีทั้งแบคทีเรีย และเช้ือรา  แบคทีเรียไดแ้ก่ พวกท่ีตอ้งการ
อากาศเช่น Cytophaga,  Sporocy tophaga,  Pseudomonas  พวกเจริญไดท้ั้งสภาพมีอากาศ   
และไม่มีอากาศ (Facultative) เช่น Cellulomonas พวกท่ีไม่ตอ้งการอากาศเช่น Clostridium, 
Thermophilum, Rumincoccus albus, Bacterroier,  Acetivibrio (Mandels, 1975  อา้งโดยเบญจวรรณ  
ชิตมณี, 2534) 

จุลินทรียท่ี์ผลิตเซลลเูลสไดส่้วนใหญ่จะเป็นพวกเช้ือราไดแ้ก่  Trichoderma  reesel (ช่ือเดิม  
Trichoderma viride), T. koningii,  Penicillium  funiculosum, P. iriensis, P. verruculosum, 
Fusarium solani, Aspergillus terreus, Phanerochaete chrysosporiu (Sporotrichum, 
Phanerochaete ), Polyporus adustus, Myorthecium    verruculosum, Penicillium filamentosa  และ 
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Eupenicillium javanicm ส่วน  Trichoderma fungi ท่ีสามาร ถยอ่ยเซลลโูลสไดม้ี  Chaetomiuum  
thermophile  vardissitu , Sporotrichum thermopilicum และTrichoderma  auarntiacus เช้ือราพวกน้ี
ยอ่ยเซลลโูลสไดร้วดเร็วแต่กิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลเูลสใน Culture  filtrate   ต ่า  (Mandels, 1975  
อา้งโดยเบญจวรรณ  ชิตมณี, 2534) 

เบญจวรรณ  ชิตมณี (2534) ศึกษาการผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสในน ้ าท้ิงของโรงงานน ้ ามนั
ปาลม์โดยเช้ือราท่ีแยกได ้พบว่าเช้ือรา F11 มีคุณสมบติัในการยอ่ยกระดาษกรอง และใหอ้ตัราส่วน
ของเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใสต่อเสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนีสูง เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวใหค่้าแอคติวิต้ี 
CMCase เท่ากบั 0.101 ยนิูตต่อมิลลิลิตร และปริมาณโปรตีนของเซลลร้์อยละ 20.6  

Prasertsan  และคณะ  (1997)  ศึกษาการประยกุตเ์อนไซมเ์ซลลเูลส  และไซลาเนส  ท่ีผลิต
จาก  A.  niger  ATCC  6275  และเอนไซมท์างคา้  คือ  Meicellase  และ  Sumyzyme  มาบ าบดั      
น ้าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์  พบว่า  เอนไซมท์ั้งสองแหล่งสามารถแยกปริมาณน ้ ามนัออก
จากน ้ าท้ิงได ้ 99.0 เปอร์เซ็นต์ ,  99.7 เปอร์เซ็นต์  และ  96.0 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั  ท่ีอุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซียส  และค่าซีโอดี 76 เปอร์เซ็นต,์ 69  เปอร์เซ็นตแ์ละ  76  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

2. ไซลาเนส (xylanase) 
ส่วนเฮมิเซลลโูลส เป็น พอลิแซคคไรคเ์ช่นเดียวกบัเซลลโูลส แต่โมเลกุลมีขนาดสั้นกว่า 

และมี s i d e  c h a i n  ประกอบดว้ยน ้ าตาลหลายชนิดเช่น ไซโลส กลโูคส แมนโนส กาแลคโตส          
อะราบิโนส (Tsao และ Chiang, 1993 อา้งโดยเบญจวรรณ ชิตมณี , 2534) องคป์ระกอบหลกัของ        
เฮมิเซลลโูลส คือ ไซแลน ซ่ึงเป็น xylopyranose unit เช่ือมต่อกนัดวัยพนัธะ  (14) ไซแลนจาก
การแหล่งต่างๆ มีโครงสร้างเหมือนกนั จะต่างกนัใน  s i d e  c h a i n  โดยทัว่ไปไซแลนซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบหลกัของเฮมิเซลลโูลสในไมเ้น้ือแข็งและไมเ้น้ืออ่อนมีประมาณ  1 5–30  เปอร์เซ็นต์
และ7–12 ของน ้ าหนกัแหง้ ตามล าดบั (Whitler and Richard, 1970 อา้งโดยจารุวรรณ  มณีศรี, 2538) 
เอนไซมท่ี์ยอ่ยสลายเฮมิเซลลโูลส แบ่งออกเป็น 2 ชนิด (Dekker and Richard, 1976 อา้งโดย        
จารุวรรณ  มณีศรี , 2538) คือ endo-beta-1,4 xylan xylanohydrolase (E.C.3.2.1.8)และ exo beta-1,4  
xylohydrolase (E.C.3.2.1.37) 

จุลินทรียห์ลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสพบทั้งในแบคทีเรีย เช้ือรา และยสีต ์ใน
แบคทีเรียพบเอนไซมไ์ซลาเนสจาก Aeromonas caviae W-61 ( Viet et al.,1991 อา้งโดยธญัญา     
ศรีโพธ์ิ , 2538), Bacillus polymyxa (morale et al., 1993 อา้งโดยธญัญา  ศรีโพธ์ิ , 2538) เป็นตน้       
ในเช้ือราพบพวก Aspergillus fumigatus และ A. oryzae (Bailey and Viikari, 1993 อา้งโดยธญัญา         
ศรีโพธ์ิ , 2538), Trichoderma koningii G-39 (Huang, et al., 1991 อา้งโดยธญัญา  ศรีโพธ์ิ , 2538) 
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เอนไซมไ์ซลาเนสพบในยสีตพ์วก Cryptococcus เช่น C. flavus (Nakanishi  et al., 1984 อา้งโดย
ธญัญา  ศรีโพธ์ิ, 2538) 

โสภา  จนัทภาโส (2542) ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการแยกสารแขวนลอยและน ้ ามนัจากน ้ าท้ิง
โรงงานน ้ ามนัปาลม์โดยใชเ้อนไซมแ์ละการลดความเขม้ของสี พบว่า  น ้ าท้ิงตอ้งมีปริมาณน ้ ามนัไม่
ต ่ากว่า 15,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงจะท าใหเ้กิดตะกอนเบาจากปฏิกิริยาของเอนไซม์  และความ
เขม้ขน้ต ่าสุดของเอนไซมจ์าก A. niger ATCC 6275 และเอนไซมไ์ซลาเนสทางการคา้  (Meicellase)  
คือ  200  และ  600  ยนิูตต่อมิลลิลิตร  ตามล าดบั  และพบว่า  การแยกสารแขวนลอยออกมาทดลอง
ลดความเขม้ขน้ของสีดว้ยวิธีการต่าง ๆ  วิธีทางเคมีโดยใชส้ารช่วยตะกอนมีประสิทธิภาพในการลด
ความเขม้ของสีไดสู้งกว่าวิธีการทางชีวภาพ 

3. ไลเปส (lipase) 
ไลเปส  (Lipase หรือ Triacylglycerol acylhydrolase ; E.C.3.1.13) เป็นเอนไซมท่ี์         

ไฮโดรไลซพ์นัธะเอสเธอร์ (ester bond) ของ tri-, bi หรือ monoglycerides ใหเ้ป็นกลีเซอรอล 
(glycerol) และกรดไขมนั กลไกการท างานของเอนไซมน้ี์แตกต่างจากเอนไซมท่ี์ละลายน ้ าทัว่ไป คือ 
จะเร่งปฏิกิริยาท่ีบริเวณรอยต่อระหว่างน ้ าและน ้ ามนั (oil water interface) ทั้งน้ีเน่ือง จากสบัสเ ตรท 
ของเอนไซมน้ี์เป็น hydrophobic  lipid ซ่ึงอยูใ่น hydrophilic aqueous medium และโดยเหตุน้ี 
ปฏิกิริยาท่ีเร่งโดยเอนไซมไ์ลเปส จึงมีสมบติัทางจลนศาสตร์ไม่เป็นไปตาม Michaelis–Menten 
model ( Jaeger et al., 1994 อา้งโดย รัตนา เรืองไรรัตนาโรจน์ และจนัทรา ปุรินทราธิบาล , 2534) 
แหล่งของไลเปสพบทั้งพืช สตัว ์และจุลินทรีย ์โดยเฉพาะในจุลินทรีย ์ปัจจุบนัไดรั้บความสนใจเป็น
อยา่งมากเน่ืองจากสามารถผลิตไลเปสไดใ้นปริมาณสูงและมีความคงตวัดี จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซม์
ไลเปสได ้เช่น A. niger (Sugihara et al., 1988 อา้งโดยวุฒิชั ย พิชยัยทุธ์ , 2538), Pseudomonas 
fluorescens, Candida rugosa (Veeragavan and Gibbs, 1989  อา้งโดยวุฒิชยั พิชยัยทุธ,์ 2538)  

Pokomy และคณะ (1994   อา้งโดยปรีชา  มุณีศรี ,  2539 ) พบว่าเช้ือ A. niger สามารถผลิต
เอนไซมไ์ลเปส ในอาหารสงัเคราะห์ท่ีมีน ้ ามนัเป็นแหล่งคาร์บอน และผลิตไดม้ากข้ึนเม่ือเติมร้อยละ 
0.1 NH4 NO3 ร่วมกบัร้อยละ 0.1 NH2PO4  

รัตนา  เรืองไรรัตนโรจน์ และจนัทิมา  ปุรินทราภิบาล (2537) คดัเลือกจุลินทรียจ์ากน ้ าท้ิง
และกากทะลายปาลม์ จ  านวน 7 ตวัอยา่ง พบจุลินทรียจ์  านวน  33 ไอโซเลทและไดน้ ามาทดสอบ
ความสามารถในก ารผลิตเอนไซมไ์ลเปส พบว่า มี  10 ไอโซเลท  มีแอคติวิต้ีไลเปส โด ยใหผ้ลเป็น
บวกในอาหารเล้ียงเช้ือทดสอบแบบแข็ง Tween-80 agar ท่ี 60 องศาเซลเซียส 
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4. เพคติเนส (pectinase) 
                โดยทัว่ไปของพืชไมผ้ลโดยเฉพาะผลจะมีสารประเภทเพคตินอยูจ่  านวนมาก ซ่ึงพบทัว่ไป
ในผนงัเซลลข์องพืชชั้นสูง และชั้นระหว่างเซลลข์องพืช ซ่ึงจะช่วยเพ่ิมลกัษณะคงตวัของเน้ือสมัผสั 
(texture) ของผกัและพืชไมผ้ล Barker และคณะ (1981) ศึกษาองคป์ระกอบของน ้ าท้ิงโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาลม์ จากหมอ้ฆ่าเช้ือ พบว่ามีปริมาณเพคติน 5.7 กรัมต่อลิตร ส่วนประกอบประเภทเพค ติน
และอนุพนัธข์องพอลิเมอร์ของ -1, 4–D–galacturonopyranose units เป็นสบัสเทรตของเพคติเนส 
ซ่ึง polygalacturonase เป็นชนิดหน่ึงของเพคติเนส  สบัสเทรตของเพคติเนส มีหลายประเภท          
ดงัรายละเอียดต่อไปน้ี คือ 
 4.1. สารประเภทเพคติน (Pectin substances) เป็นคอลลอ ยข์องคาร์โบไฮเดรตในพืช 
ประกอบดว้ย anhydrogalacturonic acid units และอนุพนัธ ์
 4.2. โปรโตเพคติน (Protopectin) เป็นสารเพคตินตน้ตอท่ีไม่ละลายน ้ าของพืช 
 4.3. เพคติน (Pectin) ทัว่ไปส าหรับเรียกสารประเภทเพคตินท่ีมีหมู่คาร์บอกซิล ประมาณ 
75 เปอร์เซ็นต ์ถกูท าใหเ้ป็นเอสเทอร์ดว้ยเมทานอล เพคตินเป็นสารพวกคอลลอยด ์ท่ีท าใหเ้กิดเจล
ระหว่างน ้ าตาลและกรดดี น าไปใชใ้นการท าแยมและเยลล่ี (ปราณี  อ่านเปร่ือง, 2543) 
 เพคติน (pectin)  ตามค าจ  ากดัความของ American Chemical Society ในปี 1926 หมายถึง 
สาร methylated ซ่ึงเป็นอนุพนัธข์องโปรโตเ พคติน (protopectin) ถา้ขจดั methyl groups ออกจน
หมด จะไดก้รด เพคติน (pectin acid) ประโยชน์ของเพคติน คือ ใชท้ าแยมและเยลล่ี ต่อมามีการ   
แกไ้ขความหมายใหม่ใหรั้ดกุมยิง่ข้ึน โดยใหค้  าจ  ากดัความว่า เพคตินนั้น หมายถึง ช่ือท่ีใชแ้ทนกลุ่ม
สาร water-soluble pectinic acids ซ่ึงมีจ  านวน methyl ester groups แตกต่างกนั และภายใตส้ภาวะท่ี
เหมาะสม เพคตินสามารถเกิดเจล (gel) กบัน ้ าตาลและกรดได ้ส าหรับเพคตินท่ีมี  methyl esters อยู่
นอ้ย ถา้รวมกบัโลหะหนกัจะเกิดเจลได ้(Kertesz, 1951 อา้งโดย นยัทศัน์  ภู่ศรันย,์ 2529) 
 เพคติน เป็นกลุ่มสา รพวก complex colloidal carbohydrates ในโมเลกุลประกอบดว้ย
กรดกาแลกทูโรนิก (galacturonic acid) ท่ีต่อกนัดว้ย   - 1, 4 glucosidic linkage โดยท่ี  carboxyl 
groups บางตวัของกรดกาแลกทูโรนิกถกู esterified ดว้ย methyl groups เพคตินมีน ้ าหนกัโมเลกุล
โดยประมาณ 40,000-50,000  เพคตินเป็นสาร พอลิเมอร์ของกรดกาแลกทูโรนิก โดย  carboxyl 
groups ของกรดดงักล่าวจบักบั  methyl groups หรือจบักบั  araban, galactan หรือ polysaccharides 
ตวัอ่ืนๆ ก็ได ้นอกจากน้ี hydroxyl groups บนอะตอมของคาร์บอนตวัท่ี 2 และท่ี 3 ของกรดดงักล่าว
ยงัอาจจบักบั acetyl groups หรือเกิด  ether – like linkages กบัสารคาร์โบไฮเดรตตวัอ่ืนๆ หรืออยู่
เป็นอิสระก็ได ้ส่วน  side chains ของเพคตินอาจเกิด  ester linkages ระหว่าง carboxyl groups กบั 
hydroxyl groups ของสารคาร์โบไฮเดรต หรือเกิด  hemiacetyl linkage ระหว่าง  reducing groups ท่ี



  17 

อยูป่ลาย  polysaccharides กบั hydroxyl groups ของ polygalacturonides หรือเกิด  ether linkages 
ระหว่าง hydroxyl groups กบั polysaccharides หรือ polygalacturonides (นยัทศัน์  ภู่ศรันย,์ 2529) 
 4.4. กรดเพคติน (Pectin acid) เป็นพอลิเมอร์ของ  anhydrogalacturonic acid units มีหมู่
คาร์บอกซิลอิสระ 
 4.5. กรดเพคตินิค (Pectinic acid) เป็นสารท่ีรวมหมายถึงเพคติน ซ่ึงมีหมู่เมทิลเอสเทอร์
เลก็นอ้ย 

แหล่งพบเพคติเนส 
 พบทัว่ไปในพืชชั้นสูง เช่นเดียวกบัท่ีพบสารประเภทเพคติน แต่อยูค่นละชั้นของเซลล ์
แต่เมื่อเซลลพ์ืชฉีกขาดหรือไดรั้ บการกระทบกระเทือน เอนไซมแ์ละเพคตินจะเคล่ือนเขา้ใกลก้นั   
ท าใหเ้กิดการยอ่ยสลาย ลกัษณะความคงตวัของเน้ือสมัผสัของผกัผลไมเ้สียไป ผกัผลไมจ้ะน่ิมลง 
ปัจจุบนัไดม้ีการผลิตเพคติเนสเพื่อการคา้จากการสกดัจุลินทรีย ์ไม่พบเพคติเนสในสตัว ์ยกเวน้   
หอยทาก (snail) 
 

การบ าบัดน ้าเสียที่มีน ้ามันเป็นองค์ประกอบ 
การแยกหรือก าจดัน ้ ามนั (หรือไขมนั) ในน ้ าท้ิง เป็นการบ าบดัขั้นตน้ก่อนเขา้สู่ระบบบ าบดั

ขั้นท่ีสองดว้ยกระบวนการทางชีวภาพ  โดยทัว่ไปจุลินทรียใ์นระบบบ าบดัน ้ าเสียท่ีสามารถใชน้ ้ ามนั
และไขมนัเป็นสารอาหารมีปริมาณนอ้ยชนิด นอกจากน้ีการก าจดัน ้ ามนัออกจากระบบการบ าบดัจะ
ยุง่ยาก  ดงันั้นในการบ าบดัขั้นตน้จึงมีการก าจดัน ้ ามนั  และสารอินทรียต่์าง ๆ  ออกจากระบบเพ่ือจะ
ท าใหก้ารบ าบดัขั้นต่อไปมีประสิทธิภาพดียิง่ข้ึน 

การบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัเป็นองคป์ระกอบ จ าเป็นตอ้งท าการบ าบดัขั้นตน้แบบ
กายภาพ-เคมีก่อนเขา้สู่ระบบบ าบดัโดยใชจุ้ลินทรีย ์ การก าจดัน ้ ามนัและไขมนัสามารถท าไดโ้ดย
การท าใหน้ ้ ามนัและไขมนัเกิดการลอยตวั  โดยอาศยัการกระจายตวัของฟองอากาศจากเคร่ือง         
อดัอากาศ (Forster,  1992,  อา้งโดยโสภา  จนัทภาโส,  2542)  

อรัญ  หนัพงศกิ์ตติกุล และคณะ (2537) ไดศึ้กษาทดลองแยกน ้ ามนัจากน ้ าท้ิงโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาลม์ดว้ยวิธีการต่างๆ พบว่าน ้ ามนัท่ีมีอยูใ่นน ้ าท้ิงจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือสามารถแยกไดง่้าย  โดย
ตม้ท้ิงไวก้็เกิดการแยกชั้น  ส าหรับน ้ าท้ิงจากเคร่ืองแยกหรือน ้ าท้ิงจากบ่อพกัน ้ าท้ิงรวมไม่สามารถ
แยกออกโดยวิธีการตกจม  (normal  setting)  การใชค้วามร้อนพร้อมกบัการแกว่งโดยท าอยา่งชา้ ๆ  
(15  รอบต่อนาที) การใชส้ารช่วยตกตะกอน  เช่น  FeCl3, Al2(SO4)3, Ca(OH)2  การใชว้ิธีการกระจาย
อากาศ  (dissolved  air  floatation)  ก็ไม่สามารถแยกน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิงได ้ เม่ือน ้ าท้ิงจาก        
เคร่ืองแยก  Separator  เขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยง จะท าใหน้ ้ าท้ิงแยกออกเป็น 3 ชั้นมีปริมาณชั้นบน 2-14 
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เปอร์เซ็นต ์ ชั้นกลาง  57-77 เปอร์เซ็นต ์และชั้นล่าง 16-28 เปอร์เซ็นต์  ในแต่ละชั้นมีปริมาณน ้ ามนั 
4.00-5.64 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส าหรับน ้ าท้ิงจากบ่อน ้ าท้ิงรวม เม่ือท าการหมุนเหวี่ยงมีปริมาณชั้น
บน  3-13 เปอร์เซ็นต์   ชั้นกลาง   60-79 เปอร์เซ็นต์  และชั้นล่าง   10-28 เปอร์เซ็นต์  โดยแต่ละชั้นมี
ปริมาณน ้ ามนั   1.67-2.64 เปอร์เซ็นต์ , 0.08-0.5 เปอร์เซ็นต์  และ 3.14-4.97 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดบั 
การหมุนเหวี่ยงของน ้ าท้ิงจากเคร่ืองแยกน ้ ามนัจากบ่อน ้ าท้ิงรวมสามารถแยกน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิงได ้
5-30 เปอร์เซ็นต ์และท าใหน้ ้ าท้ิงสุดทา้ยมีค่าซีโอดีลดลง  50 เปอร์เซ็นต์   และมีปริมาณน ้ ามนัลดลง 
85 เปอร์เซ็นต ์และวิธีท่ีน่าจะเป็นไปไดใ้นการก าจดัน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิง  คือ  วิธีบ าบดัทางชีวภาพ  
โดยใชจุ้ลินทรียท่ี์ ตอ้งการ และไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ  และการยอ่ยสลายสารอินทรีย์
ต่างๆ  ท่ีมีอยูใ่นน ้ าเสีย  เน่ืองจากมีจุลินทรียห์ลายสายพนัธุ์ สามารถใชน้ ้ ามนั เป็นแหล่งคาร์บอนใน
การเจริญ  ไดแ้ก่ Aspergillus sp. (Prasertsan et al.,1997), Rhizopus sp. (Rasak et al.,1997), 
Trichoderma harzianum และ  Myceliophtora thermophila (Vikineswary et al., 1997), 
Trichoderma viride (Karim and Kamill, 1989) และท่ีส าคญัพบพวกจุลินทรียท์นร้อน Vikineswary 
และ Shim (1996) แยกเช้ือ Myceliophthora  thermophila  โดยการคดัเลือกเช้ือจาก น ้ าท้ิงสกดัน ้ ามนั
ปาลม์  พบว่าสามารถยอ่ยเซลลู โลสและอะไมโลส  มีแอคติวิต้ีของเซลลเูลส  1330 ยนิูตต่อมิลลิตร
และแอคติวิต้ีการยอ่ยแป้ง 1800 ยนิูตต่อมิลลิตร  

นอกจากน้ีสามารถใชเ้อนไซมใ์นการแยกสารแขวนลอยและน ้ ามนัออกจากน ้ าท้ิงโรงงาน
น ้ ามนัปาลม์ จารุวรรณ  มณีศรี (2538)  ไดใ้ชเ้อนไ ซมจ์าก A.  niger  ATCC 6275 และเอนไซม ์     
ไซลาเนสทางการคา้  คือ Meicellase และ Symyzyme  พบว่าทั้ง 3 ชนิดสามารถแยกปริมาณน ้ ามนั
ออกจากน ้ าท้ิงไดร้้อยละ 99.04, 99.70 และ 96.0  ตามล าดบัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เม่ือท้ิงไว้
ขา้มคืน รวมทั้งสามารถแยกสารแขวนลอยจากน ้ าท้ิงไดร้้อยละ 71.4, 70. และ 69.8  ท าใหค่้าซีโอดี
ลดลงร้อยละ 76.0, 69.4, และ 76.5 ตามล าดบั 

การบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยใชเ้ช้ือราจะเป็นการ
บ าบดัแบบใหอ้ากาศมีหลายระบบทั้งแบบง่าย ๆ โดยอาศยัอากาศจากธรรมชาติ และแบบอาศยั
อากาศจากเคร่ืองใหอ้ากาศ เช่น activated sludge หรืออาจจะใชก้ารกวน แต่มีหลกัการท่ีเหมือนกนั 
คือ ใชจุ้ลินทรียท่ี์ตอ้งการอากาศในการเจริญ  และก าจดัสารอินทรียต่์าง ๆ  ท่ีอยูใ่นน ้ าเสีย   

Karim และ Kamil (1989)  ศึกษาการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ทางชีวภาพ  โดย
ใชเ้ช้ือ  T.   viride  โดยศึกษาการบ าบดัน ้ าท้ิงของโรงงานน ้ ามนัปาลม์  และน ้ าท้ิงของโรงงานน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีผา่นการตม้ใหเ้ดือด  นาน  10  นาที  แลว้ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  โดยเติมสปอร์และเสน้ใย
ของเช้ือรา  T.  viride  ซ่ึงน ้ าท้ิงของโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีเติ มเช้ือและไม่เติมเช้ือมีค่า ซีโอดีเร่ิมตน้
ประมาณ 700-850 แล ะ1,000-1,100 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบว่าเวลาผา่นไป  10 และ 14 วนั 
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สามารถลดค่าซีโอดีจากการใชเ้สน้ใย และสปอร์ลงเหลือ 56 และ 44 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั 
หรือมากกว่า 95 เปอร์เซ็นตเ์มื่อเปรียบเทียบกบัค่าซีโอดี ของชุดควบคุมซ่ึงไม่ตม้  และไม่มีการเติม
เช้ือราลงไป  ลดลงประมาณ 43-52 เปอร์เซ็นต ์ไดม้วลชีวภาพของชุดท่ีเติมเช้ือจากการใชไ้มซีเล่ียม
ของน ้ าท้ิงท่ีผา่นการตม้และไม่ผา่นการตม้ประมาณ 1.42  และ 1.32 กรัมต่อลิตรของน ้ าหนกั          
ไมซีเล่ียมแหง้ หลงั 10 วนัตามล าดบั ส่วนมวลชีวภาพของชุดท่ีเติมเช้ือจากการใชส้ปอร์ของน ้ าท้ิงท่ี
ผา่นการตม้และไม่ผา่นตม้ประมาณ 1.29 และ 1.21 กรัมต่อลิตรของน ้ าหนกัไมซีเล่ียมแหง้ หลงั 14 
วนัตามล าดบั และโปรตีน  37.6-40.7 เปอร์เซ็นตข์องการใชไ้มซีเล่ียมและสปอร์ของน ้ าท้ิงท่ีผา่นการ
ตม้และไม่ผา่นตม้ 

ปรีชา  มุณีศรี (2539) ศึกษาการบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์โดยใชจุ้ลินทรีย ์ 
พบว่าการบ าบดัน ้ าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร์ ในขั้นแรกดว้ยเช้ือราทนอุณหภูมิสูงสายพนัธุ ์ ST 29   
ในสภาพปลอดเช้ือสามารถก าจดัน ้ ามนัและกรีสได้    99.01 เปอร์เซ็นต์   ค่าซีโอดีลดลง    69 
เปอร์เซ็นต ์และไดป้ริมาณมวลชีวภาพ  48.19  กรัมต่อลิตร  ส่วนภายใตส้ภาวะไม่ปลอดเช้ือ น ้ ามนั
และกรีสลดลง    90.30 เปอร์เซ็นต์  ค่าซีโอดีลดลง    73 เปอร์เซ็นต์   และไดป้ริมาณมวลชีวภาพ  
44.87  กรัมต่อลิตรไดดี้กว่าเช้ือราทนอุณหภูมิสูงสายพนัธุ ์ ST 4 และจากการสงัเกต ลกัษณะการ
เจริญของเช้ือทั้งสองสายพนัธุ ์พบว่า เม่ือเล้ียงในสภาวะอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เสน้ใยของเช้ือ
รวมกนัเป็นกอ้นและมีสีด  า  โดยภายในกอ้นเสน้ใยจะมีเศษตะกอนและน ้ ามนัรวมอยูด่ว้ย เม่ือ
วิเคราะห์ปริมาณน ้ ามนัและกรีสท่ีมีอยูใ่นเสน้ใยของสายพนัธุ ์ST 29 พบว่ามีปริมาณน ้ ามนัและกรีส 
0.04 กรัมต่อกรัมมวลชีวภาพ หรือ  7.80 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณน ้ ามนัเร่ิมตน้ ซ่ึงแสดงว่าเช้ือรา ST 
29 สามารถใชน้ ้ ามนัไดจ้ริง   91.85 เปอร์เซ็นต์  ส าหรับการบ าบดัขั้นท่ีสองดว้ย  Rhodocyclus  
gelationosus  R7  ในสภาพปลอดเช้ือและ  ไม่ปลอดเช้ือพบว่าเ ช้ือสูงสุดท่ีเวลา  8  วนั  ใหป้ริมาณ
มวลชีวภาพ  2.87 และ 2.69 กรัมต่อลิตร  ตามล าดบั 

Vikineswary และคณะ (1997) เล้ียง Trichoderma harzianum  และ  Myceliophthora  
thermophila ในน ้ าท้ิงของน ้ ามนัปาลม์ และไดท้ าการศึกษาการเจริญโดยการเล้ียงแบบ  batch  พบว่า  
หลงัจากการเล้ียง  24  ชัว่โมง  M.  thermophila  ใหม้วลชีวภาพ  28.6  กรัมต่อลิตร  บีโอดีและซีโอดี
ลดลง  72  เปอร์เซ็นต ์และ 74 ตามล าดบั ส่วน T. harzianum ใหม้วลชีวภาพ  20 กรัมต่อลิตร     บีโอ
ดีและซีโอดีลดลง  67 เปอร์เซ็นต ์และ 68  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

Sayadi และ Ellouz (1992) รายงานว่า  Phanerochaete  chrysosporium  สามารถท่ีจะลดค่า
สีของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัมะกอกได ้ 35 เปอร์เซ็นต์  และสามารถยอ่ยสลายสารท่ีมีน ้ าหนกั
โมเลกุลสูงและต ่าได ้เป็นผลใหค่้าซี โอดีลดลงมากกว่า  80 เปอร์เซ็นต์  และเช้ือราน้ีสามารถผลิต
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เอนไซมท่ี์ส าคญั คือ ลิกนินเนส  ซ่ึงสามารถยอ่ยสลายสารพวก xenobiotic และ organopollutant  
ไดห้ลายชนิด 

น ้าท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมเป็นมลภาวะต่อสภาพแวดลอ้มอยา่งมาก  และเป็นปัญหาใน
การก าจดัโดยกระบวนการทางชีวภาพ การใชเ้อนไซมท่ี์ถกูตรึงเป็นวิธีหน่ึงท่ีสามารถช่วยลดปริมาณ
สารต่างๆ ไดโ้ดยใชส้ารต่างๆ  ท่ีมีอยูน่  ้ าท้ิงเป็นสบัสเตรต โดยน าน ้ าท้ิงมาท างานร่วมกนักบัเอนไซม์
ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม  เพ่ือท่ีจะใหน้ ้ าท้ิงมีความเป็นพิษนอ้ยลง มีการพฒันาน าเอนไซมท่ี์ถกูตรึง
มาใชใ้นการบ าบดัน ้ า ท้ิง ตวัอยา่งการใชเ้อนไซมแ์ลค เคสท่ีถกูตรึงจาก  Lentinula  edodes และ      
ใชใ้นการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานน ้ ามนัมะกอก โดยศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมแ์ลคแคส และใช้
บ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานน ้ ามนัมะกอก แลว้ยงัสามารถลดสีของน ้ าท้ิงไดด้ว้ย  (Annibale  et  al.,  1999)  
และมีรายงานพบว่าเช้ือรา  Lentinula  edodes  สามารถผลิตเอนไซม ์ polygalacturonase  โดยใช้
กากสตอร์เบอร์ร่ี  มีกิจกรรมสูงในช่วงอุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส  (Zheng และ Shetty,  2000)      
ซ่ึง polygalacturonase เป็นเอนไซมท์ าหนา้ท่ีไฮโดรไลซไ์กลโคซิลในสารประกอบเพคติน   

ดงันั้นการศึกษาคดัแยกและการประยกุตใ์ชเ้ช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวแ์ละวั สดุเศษเหลือ
ทางการเกษตรในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ ในคร้ังน้ีนั้นมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคดัแยก
เช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวแ์ละวสัดุเศษเหลือทางการเกษตร ศึกษาสมบติับางประการของเช้ือราทน
ร้อนท่ีคดัเลือกได้  เช่น ดา้นสณัฐานวิทยา ความสามารถในการผลิตเอนไซม ์ตลอดจ นศึกษา
ประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้เพื่อใหไ้ด้
เช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวช์นิดต่างๆ และวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรจากแหล่งต่างๆ ท่ีทราบ
สมบติับางประการของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกไดด้งักล่าว และทราบประสิทธิภาพในการ บ าบดั   
น ้าท้ิงโรงง านสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือรา ทนร้อนท่ีคดัเลือกได้  แลว้น าความรู้ท่ีไดด้งักล่าว เป็น
ขอ้มลูพ้ืนฐานในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานน ้ ามนัปาลม์ และมีประโยชน์กบัทางทุกๆ ฝ่ายเก่ียวขอ้งใน
การบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานน ้ ามนัปาลม์ หรือ ท่ีตอ้งการเป็นแนวทางในการบ าบดัน ้ า เสียโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได้  ซ่ึงอาจจะใชไ้ดจ้ริง และไม่ก่อสารพิษในการบ าบดั 
ตลอดจนช่วยลดโลกร้อน ท าใหเ้กิดการพฒันาและปรับปรุงคุณภาพชีวิตของประชาชนในทอ้งถ่ิน 
รวมทั้งพฒันางานวิจยัใหส้อดคลอ้งกบับริบทของสงัคมทอ้งถ่ินชายแดนภาคใตไ้ดอี้กทางหน่ึง 
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บทที ่3 
วธิดี าเนินการวจิัย 

วสัดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการวจิยั 
อาหารเลีย้งเช้ือรา 

  1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
  2. Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC) 

สารเคม ี
  1. congo red  
  2. NaCl 
  3. Carboxymethyl Cellulose Sodium Salt 

4. Agar 
5. KH 2 PO 4     
6. NH 4 NO 3      
7. MgSO.7H 2 O 4     
8. Yeast extract   
9. Alcohol 70 และ 95 เปอร์เซ็นต ์
10. Lactophenol cotton blue 
11. KCI 

             12.  FeSO 4 .7HO 2  
             13.  ZnSO 4  

                   14.  MnSO 4  
            15.  Tartaric  Acid 
            16.  Birchwood  xylan 
      17. Sodium  potassium  tartrate 
      18. Na2CO3 
      19. NaHCO3 
      20. Na2SO4 
      21. CuSO45H2O 
      22. Na2SO4 
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      23. (NH4)6Mo7O24.4H2O 
      24. Na2NASO4 

 
อุปกรณ์ 

1. Plate 
2. Hot plate 
3. Hot air oven 
4. Autoclave 
5. Needle 
6. Slide และ Cover slip 
7. Rack 
8. Spreader 
9. Dopper 
10. Flask ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
11. หลอดทดลอง 
12. ปิเปต ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
13. บิกเกอร์ 
14. กลอ้งจุลทรรศน ์
15. เคร่ืองชัง่สาร 
16. กระบอกตวง 
17. แท่งแกว้คน 
18. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
19. ส าลี 
20. กระดาษฟลอยด ์
21. ปากกาเคม ี
22. ถุงพลาสติก 
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วธิีการ 
1. เก็บตวัอยา่ง 

                    1.1 การเก็บตวัอยา่งเช้ือราทนร้อน จากมลูสตัวแ์ละวสัดุเศษเหลือทางการเกษตร 
จ  านวน 100 กรัม จากแหล่งต่างๆในทอ้งถ่ินจงัหวดัยะลา และพ้ืนท่ีใกลเ้คียง ดงัน้ี   

            -  ตวัอยา่งจากเตาเผาถ่าน  ไดแ้ก่  ดา้นล่างของกองข้ีเล่ือย ดา้นขา้งของกองข้ีเล่ือย
ดา้นบนของกองข้ีเล่ือย  ข้ีเถา้ถ่าน และ  เศษถ่าน    

             - ตวัอยา่งจากโรงงานยางพารา ไดแ้ก่  ข้ีเล่ือยบนพ้ืนดิน  กองข้ีเล่ือยความสูง 50  
เซนติเมตร จากพ้ืนดิน ข้ีเล่ือยความสูง 2 เมตร  จากพ้ืนดิน  ยอดกองข้ีเล้ือย  น ้าในหมอ้อบไม้  น ้าท้ิง
ตามทางเดิน  น ้าท้ิงหลงัการอบน ้ ายากนัปลวก   น ้ าในท่อพกับ าบดั  ข้ีเถา้ปนดิน บริเวณหมอ้อบไม้
และ  ข้ีเถา้บริเวณหมอ้อบไม ้
   - แกลบ   
   - เก็บตวัอยา่งมลูสตัว ์ไดแ้ก่ มลูววั มลูมา้ มลูแพะ และมลูไก่ 
  1.2 การเก็บตวัอยา่งตวัอยา่งน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ จากโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ ในนิคมอุตสาหกรรมบาเจาะ จงัหวดันราธิวาส เก็บตวัอยา่งน ้ าท้ิงจากท่อน ้ าท้ิงของเคร่ือง       
ดีแคนเตอร์โดยตรง  ใส่ภ าชนะบรรจุขนาด  100  ลิตร แบ่งน ้ าท้ิงใส่ขวดขนาด 1.5  ลิตร  เก็บท่ี
อุณหภูมิต  ่า จนกว่าจะใช ้
   2. การคดัเลือกเช้ือราทนร้อน 
  น าตวัอยา่งท่ีเป็นของเหลวใชปิ้เปตดูดมา 1 มิลลิลิตร และตวัอยา่งท่ีเป็นของแข็ง
น ามาชัง่ 1 กรัม แลว้ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ีอ Potato Dextrose Broth น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55       
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และสงัเกตเสน้ใยทุกวนั 
  เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือเกิดเสน้ใย  ก็จะท าการถ่ายเช้ือท่ีเจริญแลว้ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ
เหลวหลอดใหม่อีกคร้ังหน่ึง และบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จนอาหารเล้ียงเช้ือเกิ ดเสน้ใย  
แลว้น ามาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งซ่ึงมีส่วนประกอบเหมือนอาหารเล้ียงเช้ือเหลวทุกประการ   
ยกเวน้มีการเติม Agar 20 กรัม ต่อลิตร ลงไปดว้ย โดยใชแ้ท่งแกว้งอเกล่ียเช้ือใหก้ระจายไปทัว่ ๆ 
ผวิหนา้ของอาหารบ่มจานเพาะเช้ือท่ี 55 องศาเซลเซียส และสงัเกตโคโลนี ท่ีเกิดข้ึน แลว้ท าการเก็บ
เช้ือโดยเลือกโคโลนีของราท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนัมาอยา่งละ 1 โคโลนี เก็บรักษาบนหลอดอาหาร
วุน้เอียง Potato Dextrose agar ปิดฝาใหแ้น่นและเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ท าการ 
subculture ใหม่ทุก ๆ เดือน   
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 3. การแยกเช้ือราทนร้อน 
  น าเช้ือราท่ีท าการคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2 มาศึกษาลกัษณะโครงสร้างของเช้ือราโดย
การใชเ้ทคนิค slide culture โดยการเตรียมอาหารและจานเพาะเช้ือ คือ เตรียมอาหาร Potato 
Dextrose Agar เทบนจานเล้ียงเช้ือ   และเตรียมจานเพาะเช้ือ โดยวางแท่งแกว้งอ แผน่สไลด ์ และ
กระจกปิดสไลดล์งบนจานเพาะเช้ือน าไปบ่มฆ่าเช้ือและเพาะเช้ือ โดยการใชมี้ดผา่ตดัจุ่มแอลกอฮอล ์
95 เปอร์เซ็นต ์เผาไฟเพ่ือฆ่าเช้ือแลว้กรีดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  Potato Dextrose Agar    ท่ีเตรียมไว้
เป็นส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาดพอเหมาะ ใชป้ลายมีดยกแผน่วุน้ท่ีตดัแลว้วางบนแผน่สไลดใ์นจานเพา ะ
เช้ือ แลว้ใชเ้ข็มเข่ียท่ีฆ่าเช้ือแลว้เข่ียสปอร์ของรามาแตะลงบนแผน่วุน้ใหท้ัว่ ใชป้ากคีบจุ่ม
แอลกอฮอลเ์ผาฆ่าเช้ือ คีบกระจกปิดสไลดท่ี์วางอยูใ่นจานเพาะมาปิดบนช้ินวุน้ท่ีปลกูเช้ือแลว้  เท  
น ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ลงในจานเพาะเช้ือ  ใหร้ะดบัของน ้ าต  ่ากว่าแผน่สไลด ์แ ลว้ท าการปิดฝาจาน
เพาะเช้ือ  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จนกว่าจะเห็นการเจริญของเสน้ใยราไดอ้ยา่ง
ชดัเจน 
  การตรวจผล ท าไดโ้ดยยกกระจกปิดสไลดข้ึ์นแลว้หยดแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ 
ลงไปท่ีเสน้ใยของเช้ือราท่ีเจริญอยูบ่นกระจกปิดสไลด ์เพ่ือใหแ้อลกอฮอลก์ระจายเข้ าสู่เสน้ใยรา   
ก่อนท่ีแอลกอฮอลจ์ะแหง้น ากระจกปิดสไลดว์างบนน ้ ายา Lactophenol ซ่ึงหยดอยูต่รงกลางสไลด์
แผน่ใหม่  เข่ียช้ินวุน้ท่ีอยูบ่นแผน่สไลดอ์อกท้ิงไป และหยดแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์บนสไลดท่ี์มี
เสน้ใยของรา หยดน ้ ายา Lactophenol  บนเสน้ใยรา ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลดแ์ผน่ใหม่  น าสไลด์
ท่ีไดไ้ปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ เพ่ือศึกษาลกัษณะโครงสร้างของเช้ือราต่อไป   

4. ศึกษาสมบติับางประการของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้จากมลูสตัวช์นิดต่างๆ และวสัดุ
เศษเหลือทางการเกษตรจากแหล่งต่าง  ๆ

4.1 ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสและไซนาเนส เชิงคุณภาพ 
  4.1.1. ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสเชิงคุณภาพ 

ดดัแปลงจากวิธีของ Teacher และ wood (1989) 
  น าเช้ือราทนร้อนท่ีบริสุทธ์ิมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั น าหวัของ  Dopper ขนาดเสน้ผา่ศนูกลาง 2 มิลลิเมตร ท่ีปราศจากเช้ือ
เจาะตรงปลายเสน้ใย น ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC Agar) 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-5 วนั โดยใหโ้คโลนีมีเสน้ผา่ศนูยก์ลางมากกว่า 
40 มิลลิลิตร จึงน ามาทดสอบดว้ย congo red test โดยการเทร้อยละ 0.1 congo red ใหท่้วมอาหารท้ิง
ไว ้10-15 นาที จึงเทสารละลาย congo red ออก จากนั้นราดทบัดว้ย 1 M NaCl นาน 10 นาที          
เทสารละลายส่วนเกินท้ิง จะเห็นวงใสท่ีเกิดจากการท างานของเอนไซมเ์ซลลเูลส  ตรวจผล
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ความสามารถในการผลิตของเอนไซมเ์ซลลเูลส  และวดัขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใสแลว้บนัทึก
ขอ้มลู 

ส าหรับเกณฑก์ารแบ่งระดบัความสามารถในการผลิตของเอนไซมเ์ซลลเูลสของเช้ือรา
สามารถแบ่งไดด้งัน้ี 
  Significant :  ขนาดของวงใส (Clear zone) มากกว่าหรือเท่ากบัโคโลนี 
  Moderate :  ขนาดของวงใส (Clear zone) นอ้ยกว่าหรือขนาดของวงจาง  

(Pale zone) มากกว่าโคโลนี 
 Negligible : ขนาดของวงจาง (Pale zone) นอ้ยกว่าหรือเท่ากบัโคโลนี 
 4.1.2 ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ซนาเนสเชิงคุณภาพ ตามวิธีของ 

Mackenzie  และ  Willaim (1984) 
น าเช้ือราท่ีบริสุทธ์ิมาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ  PDA  ท่ีอุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส   

เป็นเวลา 3 วนั น าหวัของ  Dopper  ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง  2  มิลลิเมตร  ท่ีปราศจากเช้ือ  เจาะตรง
ปลายเสน้ใย  น ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชท้ดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนส 
และบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชเ้ป็นตวัควบคุม น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1-5 
วนั หลงัจากนั้น น าเช้ือราท่ีผา่นการเพาะเล้ียง  มา Flash  plate ดว้ย congo  red  0.1 %  เป็นเวลา 30 
นาที และลา้ง plate ดว้ยน ้ ากลัน่ 1  คร้ัง เป็นเวลาประมาณ 1 วินาที ท าการ Flash  plate  อีก 2 คร้ัง 
ดว้ย  1  M  NaCl  เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบวงใส (clear  zone)  ท่ีเกิดรอบ ๆ โคโลนีของ
จุลินทรียบ์นพ้ืน background  สีแดงหรือสีม่วงอ่อนบนตวัอยา่งอาหารเล้ียงเช้ือและวดัขนาดของ    
วงใส  (clear  zone) และวงจาง (pale  zone) เทียบกบัขนาดโคโลนีจุลินทรีย ์

ส าหรับเกณฑก์ารแบ่งระดบัควา มสามารถการผลิตเอนไซมไ์ซลาเนสของเช้ือราสามารถ
แบ่งได ้ ดงัน้ี   
 Significant  :  ขนาดวงใส  (clear  zone)  มากกว่าหรือเท่ากบัโคโลนี 
 Moderate    :  ขนาดวงใส  (clear  zone)  นอ้ยกว่าหรือขนาดของวงจาง  (pale  zone)       
                                  มากกว่าโคโลนี 
 Negligible   :  ขนาดวงจาง  (pale  zone)  นอ้ยกว่าหรือเท่ากบัโคโลนี  
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4.2 สณัฐานวิทยา  
          น ารายละเอียดทั้งหมดท่ีไดจ้ากการศึกษาจากขอ้ 3 โดยการศึกษาลกัษณะทาง

สณัฐานบางประการของเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงอาศยัการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เป็นหลกั ลกัษณะท่ี
ท าการศึกษา ไดแ้ก่ รูปร่างของเช้ือราจุลินทรีย ์การจดัเรียงตวัของเซลล ์แลว้ไปเปรียบเทียบกบั
เอกสารทางดา้นอนุกรมวิธานเพ่ือจ าแนกชนิดของเช้ือราทนร้อน 

4.3 การทดสอบคุณสมบติัทนร้อนของเช้ือราสายพนัธุต่์าง  ๆ
   ใชเ้ช้ือท่ีก  าลงัเจริญบนอาหาร PDA อาย ุ5 วนั โดยตดับริเวณขอบโคโลนีขนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ในจานเพาะเช้ือท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ (PDA) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
(30±2 องศาเซลเซียส, ชุดควบคุม) และท่ีอุณหภูมิ 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
สงัเกตการเจริญของเช้ือ โดยการวดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของโคโลนี  และคดัเลือกจุลินทรียท์นร้อนท่ี
เจริญไดอ้ยา่งรวดเร็ว เพื่อศึกษาต่อไป 

5. ศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ี 
คดัเลือกได ้
  5.1 คุณลกัษณะของน ้ าท้ิงน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ 
   น าน ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์มาบนัทึกสี วดั pH วิเคราะห์ค่าบีโอดี และ
ซีโอดี 
                       5.2 ทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทน
ร้อนท่ีคดัเลือกได ้
   เก็บตวัอยา่งน ้ าท้ิงโรงงานปาลม์ มาทดสอบการบ าบดัน ้ าดว้ยเช้ือราทนร้อนท่ี
คดัเลือกได ้ (จากขอ้ 3 และ 4) โดยน าสปอร์ตวัอยา่งเช้ือราเร่ิมตน้เจือจางดว้ยสารละลาย  Tween  80  
เขม้ขน้  0.1 เปอร์เซ็นต ์ผา่นการฆ่าเช้ือแลว้หยดตวัอยา่งบนฮีมาไซโตมิเตอร์  แลว้นบัจ านว นสปอร์
จากกลอ้งก าลงัขยาย 10  เท่า  ปรับความเขม้ขน้ของสปอร์ใหไ้ด ้ 2.4  106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดย
ใชป้ริมาณร้อยละ 10 ลงในฟลาสกท่ี์บรรจุ น ้ าท้ิงจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ (หลงัการฆ่าเช้ือท่ี  
121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  วางฟลาสก์ บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 
200  รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม (จากขอ้ 4.3) เป็นเวลา  5 วนั แลว้น ามาบนัทึกสี วดั pH 
วิเคราะห์ค่าบีโอดี และซีโอดี 
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บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 
1. แยกเช้ือราทนร้อนและการท าให้บริสุทธ์ิ 

1.1  จ านวนเช้ือราทนร้อนทั้งหมดในตวัอยา่งจากมลูสตัวแ์ละวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 
จากการเก็บตวัอยา่งเพ่ือแยกเช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวแ์ละวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

ไดแ้ก่ แกลบ  ข้ีเถา้ถ่าน ข้ีเล่ือย และไมผ้ ุในบริเวณหมู่ท่ี 8 ต าบลบุดี อ  าเภอเมือง จงัหวดัยะลา ส่วน
มลูววั มลูมา้ มลูแพะ และ    มลูไก่ เก็บตวัอยา่งในเขตบริเวณ หมู่ท่ี 3 ต าบลลิดล อ  าเภอเมือง จงัหวดั
ยะลา โดยเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) พบเช้ือราทนร้อนทั้งหมดจากไมผ้ ุ
และแกลบมากท่ีสุด เท่ากบั  2.7×103 CFU/ml รองลงมา คือ มลูววั และข้ีเถา้ถ่าน ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
1.7×103 CFU/ml และ 7.7×102 CFU/ml ตามล าดบั ส่วนมลูไก่ไม่พบเช้ือราทนร้อน ดงัแดงในตาราง
ท่ี 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 จ านวนเช้ือราทนร้อนทั้งหมดที่คดัแยกได้จากมูลสัตว์และวสัดุเหลอืทิง้ทางการเกษตร 
 

ตวัอยา่ง จ านวนเช้ือราทนร้อน (CFU/ml) 

แกลบ (AO) 2.7×103 

ข้ีเถา้ถ่าน (BO) 7.7×102 

ข้ีเล่ือย (CO) 1.3×102 

ไมผ้ ุ(DO) 2.7×103 

มลูววั (AS) 1.7×103 

มลูมา้ (BS) 3×102 

มลูแพะ(CS) 8×102 

มลูไก่ (DS) Not found 
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1.2 แยกเช้ือราทนร้อนและศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัแยกได้
จากมลูสตัวแ์ละวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

จากจ านวนเช้ือราทนร้อนทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้ากมลูสตัวแ์ละวสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 
พบว่าสามารถคดัแยกเช้ือราทนร้อนไดท้ั้งหมด 15 ไอโซเลต โดยแยกจากแกลบและข้ีเถา้ถ่านได้
มากท่ีสุด    ตวัอยา่งละ 3 ไอโซเลต ไดแ้ก่ AO1, AO2, AO3, BO1, BO2 และ BO3 รองลงมาจาก   
ไมผ้ ุ2 ไอโซเลต ไดแ้ก่ DO1 และ DO2 ส่วนมลูววั มลูมา้ และมลูแพะ ตวัอยา่งละ 2 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 
AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 ตามล าดบั และจากข้ีเล่ือยเพียง 1 ไอโซเลต ไดแ้ก่ CO1         
ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2   โดยราแต่ละไอโซเลทมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 
 
ตารางที่ 4.2 จ านวนไอโซเลตของเช้ือราทนร้อนที่คดัแยกได้จากมูลสัตว์และวสัดุเหลอืทิง้การเกษตร 

 
ตวัอยา่ง จ านวนไอโซเลตท่ีคดัแยกได ้ รหสัไอโซเลต 

แกลบ 3 
AO1 
AO2 
AO3 

ข้ีเถา้ถ่าน 3 
BO1 
BO2 
BO3 

ข้ีเล่ือย 1 CO1 

ไมผ้ ุ 2 
DO1 
DO2 

มลูววั 2 
AS1 
AS2 

มลูมา้ 2 
BS1 
BS2 

มลูแพะ 2 
CS1 
CS2 

มลูไก่ Not found - 
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ตารางที่ 4.3  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของไอโซเลตที่คดัแยกได้ 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

AO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

AO2 
โคโลนีสีขาว สปอร์สีด ากระจายกลางโคโลนี โคโลนีนูนฟแูบบ
แผก่ระจายคลา้ยขนสตัว ์ขอบโคโลนีและเสน้ใยมีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีขาว 

AO3 โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอยแยก ขอบหยกั 

BO1 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหนา้โคโลนีเป็นผงคลา้ยเมด็ทราย
หรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสีขาว 

BO2 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลาง โคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

BO3 โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอยแยก ขอบหยกั 

CO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

DO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเ รียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

DO2 
โคโลนีและเสน้ใยสีขาว นูนฟคูลา้ยส าลี ตรงกลางมีสปอร์สีด า 
เป็นเมด็ ๆ ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียวอ่อน 

AS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ดา้นหลงัสีเขียวปนเหลือง 

AS2 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหนา้โคโลนีเป็นผงคลา้ยเมด็ทราย
หรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสีขาว 

BS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม  
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ดา้นหลงัสีเขียวปนเหลือง 
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ตารางที่ 4.3  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของไอโซเลตที่คดัแยกได้ (ต่อ) 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

BS2 
โคโลนีสีขาวนวลนุ่มคลา้ยก ามะหยี ่โคโลนีนูนฟ ูขา้งใตโ้คโลนี
สีเหลืองอ่อน 

CS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึนคลา้ยกระดุม 
(เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ดา้นหลงัสีเขียวปนเหลือง 

CS2 โคโลนีสีครีม นูนฟคูลา้ยส าลี ขอบโคโลนีและเสน้ใยมีสีขาว 

 

2. ความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือราทนร้อน 
 จากการน าเช้ือราทนร้อนทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้  านวนทั้งหมด 15  ไอโซเลต คือ AO1, AO2, 
AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 มาเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC agar) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เ ป็นเวลา 3-5 
วนั พบว่าเช้ือราทนร้อนสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ CMC agar ได ้ยกเวน้ไอโซเลต BO1 และ 
AS2 เมื่อน าเช้ือราทนร้อนดงักล่าวมาทดสอบเอนไซมเ์ซลลเูลสดว้ยวิธี Congo red test พบว่า ไอโซ
เลตต่าง ๆ สามารถสร้างวงใสอยูใ่นเกณฑท์ั้ง 3 ระดบั คือ ระดบั Significant จ านวนทั้งหมด 11  ไอ
โซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต AO1 (ภาพท่ี 4.1), AO3, BO2, BO3, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2, CS1 และ 
CS2   ระดบั Moderate จ านวนทั้งหมด 1 ไอโซเลต  ไดแ้ก่ ไอโซเลต DO2 (ภาพท่ี 4.2) ส่วนระดบั 
Negligible จ านวนทั้งหมด 1  ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต AO2 (ภาพท่ี 4.3) และดงัแสดงในตารางท่ี 
4.4 ซ่ึงเมื่อวดัขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใส พบว่า AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2 และ 
CS1 สามารถสร้างวงใสไดดี้ท่ีสุดเท่ ากบั 15 มิลลิเมตร  รองลงมาคือ ไอโซเลต AO3 และ BO3 
สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 8 มิลลิเมตร และนอ้ยท่ีสุด คือ ไอโซเลต CS2  สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 
1 มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลต DO2 มีวงใสนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี ส่วนไอโซเลต AO2 ไม่สามารถ
สร้างวงใสแต่จะสร้างวงจางนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี ดงัแสดงใน  ตารางท่ี 4.5 
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ตารางที่ 4.4 ระดับความสามารถในการผลติเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือราทนร้อนที่คดัแยกได้ 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ระดบัความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

AO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

AO2 
โคโลนีสีขาว สปอร์สีด ากระจายกลางโคโลนี 
โคโลนีนูนฟแูบบแผก่ระจายคลา้ยขนสตัว ์ขอบ
โคโลนีและเสน้ใยมีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีขาว 

Negligible 

AO3 
โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอยแยก
ขอบหยกั 

Significant 

BO1 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหนา้โคโลนีเป็นผง
คลา้ยเมด็ทรายหรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสีขาว 

No Growth 

BO2 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

BO3 
โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอ ยแยก 
ขอบหยกั 

Significant 

CO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

DO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 
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ตารางที่ 4.4 ระดับความสามารถในการผลติเอนไซม์เซลลูเลสของเช้ือราทนร้อนที่คดัแยกได้ (ต่อ) 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ระดบัความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 

DO2 
โคโลนีและเสน้ใยสีขาว นูนฟคูลา้ยส าลี ตรง
กลางมีสปอร์สีด า เป็นเมด็ ๆ ขา้งใตโ้คโล นีสี
เขียวอ่อน 

Moderate 

AS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

AS2 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหนา้โคโลนีเป็นผง
คลา้ยเมด็ทรายหรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสีขาว 

No Growth 

BS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

BS2 
โคโลนีสีขาวนวลนุ่มคลา้ยก ามะหยี ่โคโลนีนูนฟ ู
ขา้งใตโ้คโลนีสีเหลืองอ่อน 

Significant 

CS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

CS2 
โคโลนีสีครีม นูนฟคูลา้ยส าลี ขอบโคโลนีและ
เสน้ใยมีสีขาว 

Significant 
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ตารางที่ 4.5 ขนาดความกว้างของวงใสของเช้ือราทนร้อนที่ผลติเอนไซม์เซลลูเลสที่คดัแยกได้ 
 

ไอโซเลต ความกวา้งของวงใส (มิลลิเมตร) 
AO1 15 
AO2 N 
AO3 8 
BO2 15 
BO3 8 
CO1 15 
DO1 15 
DO2 M 
AS1 15 
BS1 15 
BS2 16 
CS1 15 
CS2 1 

 
 

หมายเหตุ N หมายถึง วงจางนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี 
M หมายถึง วงใสนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี  
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ภาพที่ 4.1 การสร้างวงใสในเกณฑ์ Significant ของไอโซเลต AO1 
 
 

 
 

ภาพที่ 4.2 การสร้างวงใสในเกณฑ์ Moderate ของไอโซเลต DO2 
 

 

 
 

ภาพที่ 4.3 การสร้างวงใสในเกณฑ์ Negligible ของไอโซเลต AO2 
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3. ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสของเช้ือราทนร้อน 
 จากการน าเช้ือราทนร้อนทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้  านวนทั้งหมด 15  ไอโซเลต คือ AO1, AO2, 
AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 มาเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีใชท้ดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ซนาเนส ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส    
เป็นเวลา 3-5 วนั พบว่าเช้ือราทนร้อนสามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชท้ดสอบความสามารถใน
การผลิตเอนไซมไ์ซนาเนสได ้ยกเวน้ไอโซเลต BO1 และ AS2 เม่ือน าเช้ือราทนร้อนดงักล่าวมา
ทดสอบเอนไซมด์งักล่าว  พบว่า ไอโซเลตต่าง ๆ สามารถสร้างวงใสอยูใ่นเกณฑท์ั้ง 3 ระดบั คือ 
ระดบั Significant จ านวนทั้งหมด 11 ไอโซเลต  ไดแ้ก่ ไอโซเลต AO1 (ภาพท่ี 4.4), AO3, BO2, 
BO3, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2, CS1 และ CS2   ระดบั Moderate จ านวนทั้งหมด 1  ไอโซเลต  
ไดแ้ก่ ไอโซเลต DO2 (ภาพท่ี 4.5) ส่วนระดบั Negligible จ านวนทั้งหมด 1  ไอโซเลต  ไดแ้ก่         
ไอโซเลต AO2 (ภาพท่ี 4.6) และดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 ซ่ึงเมื่อวดัขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใส  
พบว่า AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2 และ CS1 สามารถสร้างวงใสไดดี้ท่ีสุดเท่ากบั 30 
มิลลิเมตร รองลงมาคือ   ไอโซเลต AO3 และ BO3 สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 16 มิลลิเมตร และ
นอ้ยท่ีสุด คือ ไอโซเลต CS2 สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 3 มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลต  DO2 มีวงใส
นอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี ส่วนไอโซเลต AO2 ไม่สามารถสร้างวงใสแต่จะสร้างวงจางนอ้ยกว่า
ขนาดของโคโลนีดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 
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ตารางที่ 4.6 ระดับความสามารถในการผลติเอนไซม์ไซลาเนสของเช้ือราทนร้อนที่คดัแยกได้ 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ระดบัความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมไ์ซลาเนส 

AO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

AO2 
โคโลนีสีขาว สปอร์สีด ากระจายกลางโคโลนี 
โคโลนีนูนฟแูบบแผก่ระจายคลา้ยขนสตัว ์ขอบ
โคโลนีและเสน้ใยมีสีขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีขาว 

Negligible 

AO3 
โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอยแยก
ขอบหยกั 

Significant 

BO1 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหนา้โคโลนีเป็นผง
คลา้ยเมด็ทรายหรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสีขาว 

No Growth 

BO2 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

BO3 
โคโลนีสีเหลืองอ่อน ผวิหนา้โคโลนีมีรอยแยก 
ขอบหยกั 

Significant 

CO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

DO1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ  ตรงกลางโคโลนีสูงข้ึน
คลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม) ขอบโคโลนีสีขาว ขา้งใต้
โคโลนีสีเขียว 

Significant 

DO2 
โคโลนีและเสน้ใยสีขาว นูนฟคูลา้ยส าลี ตรง
กลางมีสปอร์สีด า เป็นเมด็ ๆ ขา้งใตโ้คโลนีสี
เขียวอ่อน 

Moderate 
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ตารางที่ 4.6 ระดับความสามารถในการผลติเอนไซม์ไซลาเนสของเช้ือราทนร้อนที่คดัแยกได้ (ต่อ) 
 

รหสัไอโซเลต ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
ระดบัความสามารถในการ
ผลิตเอนไซมไ์ซลาเนส 

AS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนี
สูงข้ึนคลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม ) ขอบโคโลนีสี
ขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

Significant 

AS2 
โคโลนีสีเหลือง ราบเรียบ ผวิหน้าโคโลนีเป็น
ผงคลา้ยเมด็ทรายหรือผงแป้ง ขอบโคโลนีสี
ขาว 

No Growth 

BS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนี
สูงข้ึนคลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม ) ขอบโคโลนีสี
ขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

Significant 

BS2 
โคโลนีสีขาวนวลนุ่มคลา้ยก ามะหยี ่โคโลนี
นูนฟ ูขา้งใตโ้คโลนีสีเหลืองอ่อน 

Significant 

CS1 
โคโลนีสีเขียว ราบเรียบ ตรงกลางโคโลนี
สูงข้ึนคลา้ยกระดุม (เป็นตุ่ม ) ขอบโคโลนีสี
ขาว ขา้งใตโ้คโลนีสีเขียว 

Significant 

CS2 
โคโลนีสีครีม นูนฟคูลา้ยส าลี ขอบโคโลนี
และเสน้ใยมีสีขาว 

Significant 
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ตารางที่ 4.7 ขนาดความกว้างของวงใสของเช้ือราทนร้อนที่ผลติเอนไซม์ไซลาเนสที่คดัแยกได้ 
 

ไอโซเลต ความกวา้งของวงใส (มิลลิเมตร) 
AO1 30 
AO2 N 
AO3 16 
BO2 30 
BO3 16 
CO1 30 
DO1 30 
DO2 M 
AS1 30 
BS1 30 
BS2 30 
CS1 30 
CS2 3 

 
 
 

หมายเหตุ N หมายถึง วงจางนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี 
M หมายถึง วงใสนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี  
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ภาพที่ 4.4  การสร้างวงใสในเกณฑ์ Significant ของไอโซเลต AO1 
 
 

 
 

ภาพที่ 4.5 การสร้างวงใสในเกณฑ์ Moderate ของไอโซเลต DO2 
 

 

 
 

ภาพที่ 4.6  การสร้างวงใสในเกณฑ์ Negligible ของไอโซเลต AO2 
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4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราทนร้อนที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส 
ในการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเช้ือราทนร้อนท่ีแยกได ้ซ่ึงผลิตเอนไซม ์     

เซลลเูลสและไซลาเนส อยูใ่นระดบั Significant และมีลกัษณะโคโลนีท่ีแตกต่าง ไดแ้ก่ AO1, AO3, 
BS2 และ CS2 โดยศึกษาการเจริญเติบโต ลกัษณะโคโลนี และลกัษณะภายใตก้ลอ้ งจุลทรรศน์ ซ่ึง
สามารถจดัจ  าแนกไดด้ั้งน้ี 

4.1. ไอโซเลต AO1, BO2, CO1, DO1, AS1 และ BS1 
ลกัษณะโคโลนี โคโลนีบนอาหาร PDA เจริญไดดี้ รูปร่างกลม เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ    

40 มิลลิเมตร ภายในเวลา 3 วนั ระยะแรกมีสีขาว หลงัจากนั้นจะค่อย ๆ เปล่ียนเป็นสีเขียวและ
เปล่ียนเป็นสีเขียวปนเทาเม่ืออายมุากข้ึน โคโลนีมีลกัษณะคลา้ยกระดุม ขอบโคโลนีมีสีขาวและ   
เรียบสม ่าเสมอ ดา้นใตโ้คโลนีมีสีเขียวปนเหลือง 

ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เสน้ใยมีผนงักั้น conidiophore ไม่มีแขนง ตรงปลายของ 
conidiophore โป่งออก เรียกว่า vesicle ซ่ึงมีลกัษณะคร่ึ งวงกลม บนผวิของ vesicle มี sterigma        
1 ชั้น ลกัษณะคลา้ยขวดฟลาสก ์ (flask shape) ส่วนปลายของ sterigma มี conidia ติดกนัเป็นสาย 
เมื่อแก่เต็มท่ี conidia จะค่อย ๆ หลุดออก แต่ละเซลลข์อง conidia มีรูปร่างกลม ผวิเรียบ 

จากลกัษณะท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงจ  าแนกเช้ือราน้ี เป็น Aspergillus sp. (ภาพท่ี 4.7) 
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ภาพที่ 4.7 ลกัษณะโคโลนีและสัณฐานวทิยาของเช้ือ Aspergillus sp. 
ก. ลกัษณะโคโลนีของ  Aspergillus sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ  Potato Dextrose Agar      

(PDA) อาย ุ5 วนั 
ข. ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเช้ือ Aspergillus sp. ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (40X)          

อาย ุ3 วนั 
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4.2. ไอโซเลต AO3, BO3 และ CS1 
ลกัษณะโคโลนี โคโลนีบนอาหาร PDA เจริญค่อนขา้งชา้ รูปร่างค่อนขา้งกลม 

เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 25 มิลลิเมตร ภายในเวลา 3 วนั ระยะแรกมี สีขาวอมเหลือง ผวิโคโลนี
ขรุขระเลก็นอ้ย หลงัจากนั้นเปล่ียนเป็นสีเหลืองเขม้ ผวิโคโลนีขรุขระมากข้ึน มีรอยแตกเป็นแฉก ๆ 
ขอบโคโลนีหยกั 

ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เสน้ใยมีผนงักั้น  มีก่ิงกา้นสาขามาก conidia เจริญกลาง  
เสน้ใยแบบเด่ียว ๆ หรือต่อเป็นสายเม่ืออายมุากข้ึน conidia รูปร่างกลมรี มีสีด  าทึบ  

จากลกัษณะท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงจ  าแนกเช้ือราน้ี เป็น Scytalidium sp. (ภาพท่ี 4.8)            
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ภาพที่ 4.8 ลกัษณะโคโลนีและสัณฐานวทิยาของเช้ือ  Scytalidium sp.            
ก. ลกัษณะโคโลนีของ Scytalidium sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar          
     (PDA) อาย ุ5 วนั 
ข. ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเช้ือ Scytalidium sp.ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (40X)         

อาย ุ3 วนั 
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4.3. ไอโซเลต BS2 
ลกัษณะโคโลนี  โคโลนีบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) เจริญไดค่้อนขา้งชา้ 

รูปร่างกลม เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 19 มิลลิเมตร ภายในเวลา 3 วนั โคโลนีมีสีขาวนวล นูนฟู
แน่นคลา้ยก ามะหยี ่ขอบโคโลนีเรียบสม ่าเสมอ ดา้นใตโ้คโลนีสีเหลืองอ่อน (ภาพท่ี 4.9 ก.) 

ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  เสน้ใยมีผนงักั้น conidiophore ไม่มีแขนง ตรงปลาย ของ 
conidiophore โป่งออก เรียกว่า vesicle ซ่ึงมีลกัษณะวงกลม บนผวิของ vesicle เป็นท่ีเจริญของ  
conidia 1 ชั้น มีรูปร่างกลม สีใสไม่ด าทึบ เม่ือแก่เต็มท่ี conidia จะค่อย ๆ หลุดออก (ภาพท่ี 4.9 ข.) 

จากลกัษณะท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงจ  าแนกเช้ือราน้ี เป็น Oedocephalum sp. 
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ภาพที่ 4.9  ลกัษณะโคโลนีและสัณฐานวทิยาของเช้ือ Oedocephalum sp. 

ก. ลกัษณะโคโลนีของ Oedocephalum sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ  Potato   Dextrose  
Agar (PDA) อาย ุ5 วนั 

   ข. ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเช้ือ  Oedocephalum sp. ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์   
(40 X) อาย ุ3 วนั 
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4.4. ไอโซเลต CS2 
ลกัษณะโคโลนี ลกัษณะโคโลนี โคโลนีบนอาหาร  Potato Dextrose Agar (PDA) เจริญได้

เร็วมาก รูปร่างกลม เสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ 60 มิลลิเมตร ภายในเวลา 2 วนั ระยะแรกมีสีขาว 
หลงัจากนั้นจะค่อยๆเปล่ียนเป็นสีครีมและเปล่ียนเป็นสีครีมปนเทาเม่ืออายมุากข้ึน โคโลนีมีลกัษณะ
นูนฟคูลา้ยส าลี ขอบโคโลนีสีขาวและเรียบสม ่าเสมอ (ภาพท่ี 4.10 ก.) 

ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เสน้ใยมีผนงักั้น conidia เกิดบน conidiogenous cell สั้นๆ 
คลา้ยการบวมออกของผนงัเซลล ์ซ่ึงเกิดตามความยาวของเสน้ใย conidia มีขนาดใหญ่ รูปร่างคลา้ย
ใบพาย ใสไม่ทึบ (ภาพท่ี 4.10 ข.) 

จากลกัษณะท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงจ  าแนกเช้ือราน้ี เป็น Chrysosporium sp. 
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ภาพที่ 4.10  ลกัษณะโคโลนีและสัณฐานวทิยาของเช้ือ Chrysosporium sp. 
ก. ลกัษณะโคโลนีของ Chrysosporium sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ  Potato   Dextrose  

Agar (PDA) อาย ุ5 วนั 
   ข. ลกัษณะสณัฐานวิทยาของเช้ือ Chrysosporium sp. ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์   

(40 X) อาย ุ3 วนั 
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5. การทดสอบคุณสมบัตขิองเช้ือราทนร้อนที่แยกได้ในช่วงอุณหภูมิต่างๆ 
จากการเล้ียงเช้ือราทนร้อนท่ี แยกได้ ไดแ้ก่ AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1,BS2 และ 

CS1ในอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (30 ± 2 องศาเซลเซียส ,        
ชุดควบคุม ) 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั โดยการวดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ
โคโลนีทุกวนั พบว่า เช้ือ  AO1 สามารถเจริญได้ รวดเร็วและดีท่ีสุด ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส      
มีค่าเท่ากบั 5.12 เซนติเมตร  เช้ือ  CO1 สามารถเจริญได้ รวดเร็วและดีท่ีสุด ท่ีอุณหภูมิ 45             
องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากบั 4.90 เซนติเมตร เช้ือ BO2 สามารถเจริญไดร้วดเร็วและดีท่ีสุด ท่ีอุ ณหภูมิ  
45 องศาเซลเซียส  มีค่าเท่ากบั 4.89 เซนติเมตร เช้ือ DO1 สามารถเจริญไดร้วดเร็วและดีท่ีสุ ด            
ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  มีค่าเท่ากบั 4.81 เซนติเมตร , เช้ือ CS1 สามารถเจริญไดร้วดเร็วและ      
ดีท่ีสุด ท่ีอุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากบั 4.76 เซนติเมตร, เช้ือ BS1 สามารถเจริญไดร้วดเร็ว
และดีท่ีสุด ท่ีอุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส มีค่าเท่ากบั 4.55 เซนติเมตร   ส่วนเช้ือ AS1 สามารถเจริญ
ไดร้วดเร็วและดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส  มีค่าเท่ากบั 4.1 เซนติเมตร และเช้ื อ BS2  
สามารถเจริญไดร้วดเร็วและดี ท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส  มีค่าเท่ากบั 4 เซนติเมตร ส่วนท่ี
อุณหภูมิ 55 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีเช้ือใดเจริญ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.8  
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ตารางที่ 4.8  ผลของอุณหภูมต่ิอการเจริญของเช้ือราทั้ง 7 สายพนัธ์ุ บนอาหารเลีย้งเช้ือ PDA เป็นเวลา 7 วนั 
 

Strains Temperature (°C) / Days 
Room Temperature (30 ± 2)  45 50 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 
CO1 - + ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +++ +++ - - + + ++ ++ ++ 
AS1 - + + ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +++ +++ - - + + ++ ++ ++ 
BS1 - - ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ +++ +++ +++ - - - - + + + 
CS1 - + ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +++ +++ - - + + ++ ++ ++ 
AO1 - - + ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ +++ +++ +++ - - + + ++ ++ ++ 
BO1 - - + + ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +++ +++ - - - - + + + 
BS2 - - + + ++ ++ ++ - + ++ ++ ++ +++ +++ - - - - + + + 
DO1 - + ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ +++ +++ +++ - - + + + ++ ++ 
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ตารางที ่4.8  ผลของอุณหภูมต่ิอการเจริญของเช้ือราทั้ง 7 สายพนัธ์ุ บนอาหารเลีย้งเช้ือรา PDA เป็นเวลา 7 วนั (ต่อ) 
  

Strains 
 

Temperature (°C) / Days 
55 60 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 
CO1 - - - - - - - - - - - - - - 
AS1 - - - - - - - - - - - - - - 
BS1 - - - - - - - - - - - - - - 
CS1 - - - - - - - - - - - - - - 
AO1 - - - - - - - - - - - - - - 
BO1 - - - - - - - - - - - - - - 
BS2 - - - - - - - - - - - - - - 
DO1 - - - - - - - - - - - - -  

 
Remarks +++    =   very good growth (colony diameter >4 cm) 
  ++    =   medium   growth (colony diameter 2.1-4 cm) 

+      =   little growth (colony diameter 0.5- 2 cm) 
  -       =   no growth  

5
0
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6. ศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนัปาลม์ของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกได ้
6.1 ศึกษาคุณสมบติัของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ 

จากการสงัเกตคุณสมบติัของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ พบว่า    มีคุณสมบติั
ทางกายภาพของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์     มีสีเทาด า     มีความขน้หนืด  กล่ินเหมน็จดั และมี
ชั้นไขมนับางๆลอยอยู ่บริเวณผวิหนา้ของน ้ าท้ิง เม่ือน ามาวดัค่าพีเอช ไดเ้ท่ากบั 4.52  วดัอุณหภูมิมี
ค่าเท่ากบั 28 องศาเซลเซียส วิเคราะห์ค่าบีโอดีมีค่าเท่ากบั 14,350 มิลลิกรัมต่อลิตร และวิเคราะห์ค่า
ซีโอดีมีค่าเท่ากบั 42,336 มิลลิกรัมต่อลิตรไดด้งัแสดงในตารางท่ี 4.9  

 
ตารางที่ 4.9  ลกัษณะของน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนัปาล์ม จั งหวดันราธิวาส เปรียบเทียบกบัโรงงาน     

น า้มนัปาล์มแหล่งอืน่ๆ 
 
คุณลกัษณะของ

น ้ าท้ิง 
การศึกษาคร้ังน้ี ปรีชา มุณีศรี 

(2539) 
โสภา จนัทภาโส 

(2541) 
หสัลินดา บินมะแอ 

(2548) 
สี เทาด า เทา - เทา 

พีเอช 4.52 4.50 4.50 4.50 
บีโอดี (มล./ล) 14,350 17,750 56,400 71,950 
ซีโอดี (มล./ล) 42,336 35,500 112,800 50,840 

 
6.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกไดใ้นการบ าบดัน ้ าท้ิงจาก

โรงงานน ้ ามนัปาลม์ 
จากการศึกษาประสิทธิภาพของการบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์โดยคดัเลือกเช้ือรา

ทนร้อนท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสและเอนไซมไ์ซลาเนสไดสู้ง คือ  DO1 และ BS1 มาเล้ียงใน
น ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ โดยเขยา่ท่ีความเร็ว  200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ
เหมาะสม (จากขอ้ 5) สุ่มตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 2, 4 และ 6 วนั พบว่าวนัท่ี 0 เช้ือ DO1 และ BS1 มีการ
เปล่ียนแปลงของค่าพีเอชจากเช้ือเท่ากบั 4.92 และ 5.01 ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ าท้ิงจาก
โรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าพีเอชวนัท่ี 0 เท่ากบั 4.92  ส่วนวนัท่ี 2 เช้ือ DO1 
และ BS1 มีการเปล่ียนแปลงของค่าพีเอชจากเช้ือเท่ากบั 5.02 และ 5.11 ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบั   
น ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าพีเอช เท่ากบั 4.92  ส่วนในวนัท่ี 4 เช้ือ 
DO1 และ BS1 มีการเปล่ียนแปลงของค่าพีเอชจากเช้ือเท่ากบั 5.12 และ 5.28 ตามล าดับ มีค่าต่างกนั
กบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม ) มีค่าพีเอช เท่ากบั 4.95 และวนัท่ี 6     
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เช้ือ DO1 และ BS1 มีการเปล่ียนแปลงของค่าพีเอชจากเช้ือเท่ากบั 5.22 และ 5.31 ตามล าดบั มีค่า
ต่างกนักบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าพีเอช เท่ากบั 4.97  ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4.10 และในภาพท่ี 4.11 ท าการศึกษาอุณหภูมิ โดยเร่ิมเก็บตวัอยา่งตั้งแต่วนัท่ี 0, 2, 4 
และ 6 วนั ในวนัท่ี 0 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีอุณหภูมิเท่ากบั  28.5 และ 29 องศาเซลเซียส 
ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ า ท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม ) มีอุณหภูมิ
เท่ากบั 29 ส่วนวนัท่ี 2 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิเท่ากบั  29 และ 29 
องศาเซลเซียส ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปา ลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ                
(ชุดควบคุม ) มีอุณหภูมิเท่ากบั 29 ส่วนในวนัท่ี 4 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีอุณหภูมิเท่ากบั  29 
และ 30 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปา ลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ  
(ชุดควบคุม) มีการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิวนัท่ี 4 เท่ากบั 29 และวนัท่ี 6 พบว่า เช้ือ DO1 และ BS1 มี
การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิเท่ากบั 30 และ 31 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจาก
โรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีอุณหภูมิเท่ากบั 29 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.11  

เม่ือน ามาหาค่าบีโอดีของเช้ือท่ีคดัเลือกได ้โดยเร่ิมเก็บตวัอยา่งตั้งแต่วนัท่ี 0, 2, 4 และ 6 วนั 
ในวนัท่ี 0 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่าบีโอดีดงัน้ี 14,299 และ 14,346 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
และน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าบีโอดี วนัท่ี 0 เท่ากบั 14,346 ส่วน
วนัท่ี 2 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่าบีโอดีดงัน้ี 10,458 และ 12,246 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
ซ่ึงมีค่าต่างกนักบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าบีโอดี วนัท่ี 2 เท่ากบั 
14,341 ส่วนในวนัท่ี 4 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่าบีโอดีดงัน้ี 9,945 และ 10,437 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกนักบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม ) มีค่าบีโอดี 
วนัท่ี 4 เท่ากบั 14,339 และวนัท่ี 6 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่า บีโอดีดงัน้ี 9,904 และ 10,121 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปา ลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม )  
มีค่าบีโอดี วนัท่ี 6 เท่ากบั 14,292 เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการลดค่าบีโอดีพบว่าเช้ือ DO1 
สามารถลดค่าบีโอดีไดม้ากท่ีสุด เท่ากบั 9,904 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 30.98 เปอร์เซ็นต ์ท่ีระยะเวลา
การเล้ียงเช้ือท่ี 6 วนั  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.12 และ ภาพท่ี 4.12  จากนั้นน ามาวดัค่าซีโอดีของเช้ือท่ี
คดัเลือกได ้วนัท่ี 0 พบว่าเช้ือ  DO1 และ BS1 มีค่าซีโอดีดงัน้ี 39,776 และ 42,336 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าซีโอดี วนัท่ี 0 
เท่ากบั 42,295  ส่วนวนัท่ี 2 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่าซีโอดีดงัน้ี 29,856 และ 34,816 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ  (ชุดควบคุม ) มีค่าซีโอ
ดี วนัท่ี 2 เท่ากบั 42,252 ส่วนในวนัท่ี 4 พบว่าเช้ือ  DO1 และ BS1 มีค่าซีโอดีดงัน้ี 23,904 และ 
26,000  มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจากโรง งานน ้ ามนัปาลม์ท่ีไม่เติมเช้ือ      
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(ชุดควบคุม)  มีค่าซีโอดี วนัท่ี 4 เท่ากบั 42,239 และวนัท่ี 6 พบว่าเช้ือ DO1 และ BS1 มีค่าซีโอดีดงัน้ี 
21,696  และ 23,616 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าต่างกบัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์          
ท่ีไม่เติมเช้ือ (ชุดควบคุม) มีค่าซีโอดี วนัท่ี 6 เท่ากบั 42,198 เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการลด
ค่าซีโอดีพบว่าเช้ือ DO1 สามารถลดค่าซีโอดีไดม้ากท่ีสุดเท่ากบั 21,696  มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 
48.75 เปอร์เซ็นต ์  ท่ีระยะเวลาการเล้ียงเช้ือท่ี 6 วนั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.13 และ ภาพท่ี 4.13 
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ตารางที่ 4.10  การเปลีย่นแปลงของค่าพเีอช ระหว่างการทดสอบการบ าบัดน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนั        
ปาล์มด้วยเช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 

 
ไอโซเลต การเปล่ียนแปลงค่าพีเอช 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 

DO1 4.92 5.02 5.15 5.22 
BS1 5.01 5.11 5.28 5.31 

ชุดควบคุม 4.92  4.92 4.95 4.97 
 
 

ตารางที่ 4.11  การเปลีย่นแปลงของอุณหภูม ิระหว่างทดสอบการบ าบัดน า้ทิ้ งจากโรงงานน า้มนั
ปาล์มด้วยเช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 

 
  ไอโซเลต การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 

DO1 29 29 30 31 
BS1 28.5 29 29 30 

ชุดควบคุม 29 29 29 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  55 

ตารางที่ 4.12   การเปลีย่นแปลงของค่าบีโอดีหลงัจากทดสอบการบ าบัดน า้ทิง้จากโรงงาน 
            น า้มนัปาล์มด้วยเช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 
  
 
ไอโซเลต 

การเปล่ียนแปลงค่าบีโอดี 
ค่าบีโอดี (มิลลิกรัมต่อลิตร) เปอร์เซ็นตท่ี์ลดลง 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 
DO1 14,299 10,458 9,945 9,904 0.35 27.17 30.69 30.98 
BS1 14,346 12,246 10,437 10,121 0.02 14.66 27.26 29.46 

ชุดควบคุม 14,346 14,341 14,339 14,292 0.02 0.4 0.04 0.8 
 
ตารางที่ 4.13  การเปลีย่นแปลงของค่าซีโอดีหลงัจากทดสอบการบ าบั ดน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนั

ปาล์มด้วยเช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 
 

 
ไอโซเลต 

การเปล่ียนแปลงค่าซีโอดี 
ค่าซีโอดี (มิลลิกรัมต่อลิตร) เปอร์เซ็นตท่ี์ลดลง 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 วนัท่ี 0 วนัท่ี 2 วนัท่ี 4 วนัท่ี 6 
DO1 39,776 29,856 23,904 21,696 6.04 29.47 43.52 48.75 
BS1 42,336 34,816 26,000 23,616 0 17.76 38.58 44.21 

ชุดควบคุม 42,292 42,252 42,239 42,198 2.3 2 1.5 1.9 
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ภาพที่ 4.11   ค่าพเีอชในน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนัปาล์ม โดยเลีย้งเช้ือราแบบเขย่าที่ความเร็ว         
       รอบ 200 รอบต่อนาที ่เป็นเวลา 6 วนั 

 
 

       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.12   เปอร์เซ็นต์บีโอดีที่ลดลงหลงัจากทดสอบการบ าบัดน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนัปาล์ม  ด้วย
เช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 



  57 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

% ซี
โอดี

ที่ล
ดลง

0 2 4 6 DAY

DO1 BS1 Control

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.13   เปอร์เซ็นต์ซีโอดีที่ลดลงหลงัจากทดสอบการบ าบัดน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนัปาล์ม ด้วย
เช้ือราทนร้อนที่คดัเลอืกไว้ เป็นเวลา 6 วนั 
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บทที ่5 
สรุปผล อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

 
  1. แยกเช้ือราทนร้อนและการท าให้บริสุทธ์ิ 

จากการเก็บตวัอยา่งเพ่ือแยกเช้ือราทนร้อนจากมลูสตัวแ์ละวสัดุเหลื อท้ิงทางการเกษตร 
ไดแ้ก่ แกลบ  ข้ีเถา้ถ่าน ข้ีเล่ือย ไมผ้ ุมลูววั มลูมา้ มลูแพะ และ มลูไก่ พบเช้ือราทนร้อนทั้งหมดจาก
ไมผ้ ุและแกลบมากท่ีสุด เท่ากบั 2.7×103 CFU/ml รองลงมา คือ มลูววั และข้ีเถา้ถ่าน ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 
1.7×103 CFU/ml และ 7.7×102 CFU/ml ตามล าดบั ส่วนมลูไก่ไม่พบเช้ือราทนร้อน แลว้ท าการแยก
เช้ือราทนร้อนดงักล่าว พบเช้ือราทนร้อนไดท้ั้งหมด 15 ไอโซเลต โดยแยกจากแกลบและข้ีเถา้ถ่าน
ไดม้ากท่ีสุด   ตวัอยา่งละ 3 ไอโซเลต ไดแ้ก่ AO1, AO2, AO3, BO1, BO2 และ BO3 รองลงมาจาก
ไมผ้ ุ2 ไอโซเลต ไดแ้ก่ DO1 และ DO2 ส่วนมลูววั มลูมา้ และมลูแพะ ตวัอยา่งละ 2 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 
AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 ตามล าดบั และจากข้ีเล่ือยเพียง 1 ไอโซเลต ไดแ้ก่ CO1 
 

2. แยกเช้ือราทนร้อนที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
 จากการน าเช้ือราทนร้อนทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้  านวนทั้งหมด 15  ไอโซเลต คือ AO1, AO2, 
AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 พบเช้ือราทนร้อน
สามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ CMC agar ได ้ยกเวน้ไอโซเลต BO1 และ AS2 เม่ือน าเช้ือราทน
ร้อนดงักล่าวมาทดสอบเอนไซมเ์ซลลเูลสดว้ยวิธี Congo red test พบว่า ไอโซเลตต่าง ๆ สามารถ
สร้างวงใสอยูใ่นเกณฑท์ั้ง 3 ระดบั คือ ระดบั Significant 11 ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต AO1, AO3, 
BO2, BO3, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2, CS1 และ CS2   ระดบั Moderate 1 ไอโซเลต  ไดแ้ก่       
ไอโซเลต DO2 ส่วนระดบั Negligible 1  ไอโซเลต  ไดแ้ก่ ไอโซเลต  AO2 ซ่ึงเมื่อวดัขนาด
เสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใส พบว่า AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2 และ CS1 สามารถสร้าง
วงใสไดดี้ท่ีสุดเท่ากบั 15 มิลลิเมตร  รองลงมาคือ  ไอโซเลต AO3 และ BO3 สามารถสร้างวงใส
เท่ากบั 8 มิลลิเมตร และนอ้ยท่ีสุด คือ ไอโซเลต CS2  สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 1 มิลลิเมตร ส่วน
ไอโซเลต DO2 มีวงใสนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี ส่วนไอโซเลต AO2 ไม่สามารถสร้างวงใสแต่จะ
สร้างวงจางนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี 
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3. แยกเช้ือราทนร้อนที่ผลิตเอนไซม์ไซลาเนส 
 จากการน าเช้ือราทนร้อนทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้  านวนทั้งหมด 15  ไอโซเลต คือ AO1, AO2, 
AO3, BO1, BO2, BO3, CO1, DO1, DO2, AS1, AS2, BS1, BS2, CS1 และ CS2 พบเช้ือราทนร้อน
สามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชท้ดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ซนาเนสได ้ยกเวน้
ไอโซเลต BO1 และ AS2 เม่ือน าเช้ือราทนร้อนดงักล่าวมาทดสอบเอนไซมด์งักล่าว พบว่า ไอโซเลต
ต่าง ๆ สามารถสร้างวงใสอยูใ่นเกณฑท์ั้ง 3 ระดบั คือ ระดบั Significant 11  ไอโซเลต  ไดแ้ก่         
ไอโซเลต AO1, AO3, BO2, BO3, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2, CS1 และ CS2   ระดบั Moderate1  
ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต DO2 ส่วนระดบั Negligible 1  ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต AO2 ซ่ึงเมื่อวดั
ขนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใ ส พบว่า AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1, BS2 และ CS1   
สามารถสร้างวงใสไดดี้ท่ีสุดเท่ากบั 30 มิลลิเมตร รองลงมาคือ ไอโซเลต AO3 และ BO3 สามารถ
สร้างวงใสเท่ากบั 16 มิลลิเมตร และนอ้ยท่ีสุด คือ ไอโซเลต CS2 สามารถสร้างวงใสเท่ากบั 3 
มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลต  DO2 มีวงใสนอ้ย กว่าขนาดของโคโลนี ส่วนไอโซเลต AO2 ไม่สามารถ
สร้างวงใสแต่จะสร้างวงจางนอ้ยกว่าขนาดของโคโลนี 
 

4. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราทนร้อนที่ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส 
ในการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเช้ือราทนร้อนท่ีแยกได ้ซ่ึงผลิตเอนไซม์        

เซลลเูลสและ   ไซลาเนส อยูใ่นระดบั Significant และมีลกัษณะโคโลนีท่ีแตกต่าง ไดแ้ก่ AO1, 
AO3, BS2 และ CS2 โดยศึกษาการเจริญ  ลกัษณะโคโลนี และลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  ซ่ึง
สามารถจดัจ  าแนกไดด้ั้งน้ี    ไอโซเลต AO1 เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Aspergillus sp., ไอโซเลต AO3 
เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Scytalidium sp., BS2 เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Oedocephalum sp. และ      ไอ
โซเลต CS2 เป็นเช้ือราทนร้อนสกุล Chrysosporium sp. 

 

5. การทดสอบคุณสมบัตขิองเช้ือราทนร้อนที่แยกได้ในช่วงอุณหภูมิต่างๆ 
จากการเล้ียงเช้ือราทนร้อนท่ีแยกได้  ไดแ้ก่  AO1, BO2, CO1, DO1, AS1, BS1,BS2 และ 

CS1ในอาหารเล้ียงเช้ือ  Potato  Dextrose  Agar   (PDA)  ท่ีอุณหภูมิหอ้ง    (30 ± 2  องศาเซลเซียส ,
ชุดควบคุม ) 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั โดยการวดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ
โคโลนีทุกวนั มีคุณสมบติัทนร้อนและเช้ือเจริญไดดี้ท่ีสุดทุกสายพนัธุท่ี์อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ส่วนท่ีอุณหภูมิ 55 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีเช้ือใดเจริญ  
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6. ศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบัดน ้าทิง้โรงงานสกัดน ้ามันปาล์มของเช้ือราทนร้อนที่
คดัเลือกได้ 

6.1 ศึกษาคุณสมบติัของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ 
จากการสงัเกตคุณส มบติัของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ อ .เมือง จ .นราธิวาส 

พบว่าคุณสมบติัทางกายภาพของน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ท่ีน ามาวิเคราะห์มีสีเทาด า มีความขน้
หนืด กล่ินเหมน็จดั และมีชั้นไขมนับางๆ ลอยอยูบ่ริเวณผวิหนา้ของน ้ าท้ิง เม่ือน ามาวดัค่า  พีเอช   
ไดเ้ท่ากบั 4.52  ซ่ึงใกลเ้คียงกบัค่าพีเอช 4.50 ของน ้ าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร์ของโรงงานตรังน ้ ามนั
ปาลม์ จ  ากดั ศึกษาโดย หสัลินดา บินมะแอ (2548)    วิเคราะห์ค่าบีโอดีมีค่าเท่ากบั 14,350 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ซ่ึงแตกต่างกบัค่าบีโอดี  71,950    มิลลิกรัมต่อลิตร  ท่ีศึกษาโดย หสัลินดา บินมะแอ (2548) 
และวิเคราะห์ค่าซีโอดีมีค่าเท่ากบั 42,336 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงจะมีค่าแตกต่างกบัค่าซีโอดี 50,850 
มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีศึกษาโดย  หสัลินดา      บินมะแอ (2548) ของน ้ าท้ิงจากเคร่ืองดีแคนเตอร์ของ
โรงงานตรังน ้ ามนัปาลม์ จ  ากดั ท่ีศึกษาโดย     หสัลินดา บินมะแอ (2548)  ส่วนค่าบีโอดีและซีโอดีท่ี
มีค่าแตกต่างกนัในแต่ละโรงงาน เน่ืองจากปริมาณสารอินทรียข์องน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์
ยอ่มแตกต่างกนัในเร่ืองคุณภาพของวตัถุดิบกระบวนการผลิตช่วงเวลาในการเก็บตวัอยา่งน ้ าท้ิง 
ฉะนั้นเม่ือวิเคราะห์ปริมาณสารอินทรียโ์ดยวดัค่า ซีโอดีและบีโอดีจึงมีค่าแตกต่างกนั  

6.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราทนร้อนท่ีคดัเลือกไว ้ในการบ าบดัน ้ าท้ิงจาก
โรงงานน ้ ามนัปาลม์ 

จากการศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าท้ิงจากโรงงานน ้ ามนัปาลม์ พบว่าเช้ือรา DO1  
และเช้ือรา BS1 วดัพีเอชระหว่างการทดสอบการบ าบดัน ้ าท้ิ งจะอยูใ่นช่วง  4.92- 5.31 จะเห็นไดว้่า   
พีเอชของน ้ าท้ิงจะเพ่ิมข้ึนเม่ือมีการเจริญของเสน้ใย เน่ืองจากเช้ือมีการใชส้ารอินทรียก์รดอินทรีย์
ต่างๆ  เช่น กรดอะมิโน กรดไขมนั กรดระเหยได ้จ  าพวกกรดอะซิติก กรดโปริโอนิก กรดบิวทิริก 
และ isopropyl alcohol  เป็นตน้ ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีอยูใ่นน ้ าท้ิง และท าใหน้ ้ าท้ิงมีความเป็นกรด 
(พนูสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 2533)  วดัอุณหภูมิจากการทดสอบการบ าบดัน ้ าท้ิงเช้ือรา DO1 
และเช้ือ BS1 มีอุณหภูมิอยูใ่นช่วง  28.5 – 31 องศาเซลเซียส   ซ่ึงเม่ือน ามาวิเคราะห์ค่าบีโอดี เช้ือรา 
DO1 มีประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าเสียสูงกว่าเช้ือ  BS1 มีค่าเท่ากบั 9,904 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วน
เช้ือ BS1 สามารถลดค่าบีโอดีมีค่าเท่ากบั 10,121 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 30.98 เปอร์เซ็นต ์  เมื่อน ามา
วิเคราะห์ค่าซีโอดีจากเช้ือ DO1 และ BS1 พบว่าเช้ือ DO1 มีประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้ าเสียสูงกว่า
เช้ือ BS1 มีค่าเท่ากบั 21,696 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนเช้ือ BS1 สามารถลดค่าซีโอดีมีค่าเท่ากบั  23,616  
มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 48.75 เปอร์เซ็นต ์  การท่ีสารอาหารหรือสารอินทรียใ์นน ้ าท้ิงจากโรงงาน
สกดัน ้ ามนัปาลม์ต่างกนัจะมีผลท าใหค้วามสามารถในการลดสารอินทรียต่์างกนั  และการเจริญของ
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จุลินทรียจ์ะข้ึนอยูก่บัคุณสมบติัของน ้ าท้ิง   ดงันั้นการท่ีเช้ือมีความสามารถในการบ าบดัค่าซีโอดี
และบีโอดีไดสู้งหรือต ่า อาจจะเน่ืองจากปริมาณสารอาหารไม่เพียงพอหรือมากเกินไป   และชนิด
ของสารอาหารไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ  
 
 
 
 

ข้อเสนอแนะ 
 

1. ควรมีการศึกษาการผลิตเอนไซมต่์างๆ ในเชิงปริมาณ 
2. ควรมีการศึกษาการผลิตเอนไซมต่์างๆ เพ่ิมข้ึน เช่น เอนไซมเ์พคติเนส  เอนไซมไ์ลเปส 

เป็นตน้ 
3. ควรมีการศึกษาการประยกุตใ์ชใ้นดา้นอ่ืนๆ นอกเหนือจากการบ าบดัน ้ าเสีย เช่น การยอ่ย

ขยะ การผลิตสารต่างๆ 
4.  ควรมีการศึกษาการใชป้ระโยชน์ของเช้ือราทนร้อนในดา้นอ่ืนๆ 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
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1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
  Potato     200  กรัม 
  Dextrose     20  กรัม 
               Agar      15  กรัม 

น ้ ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 
 ปรับพีเอช ระหว่าง 5.0-5.5 จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด ์ต่อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

2. Carboxymethyl  Cellulose agar 
carboxymethyl  Cellulose sodium salt  1.0  กรัม  
KH 2 PO 4     2.0  กรัม  
NH 4 NO 3      2.0  กรัม 
MgSO.7H 2 O 4     0.2  กรัม 
Yeast extract      0.2  กรัม 
Agar      15  กรัม 
น ้ ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 7.0 ดว้ย 1N HCl จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด ์ต่อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
3. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือส าหรับทดสอบเอนไซม์ไซลาเนส 

ตามวิธีของ  Mackenzie  และ  Willaim  (1984)  มีส่วนประกอบดงัน้ี 
             MgSO 4 .7H 2 O                               0.2      กรัม 

             KH 2 PO 4                                               0.4       กรัม 
             KCl                                                        0.2       กรัม 

                   NH 4 NO 3                                              5.0       กรัม 
             FeSO 4 .7HO 2                                       0.01     กรัม 
             ZnSO 4                                                 0.01       กรัม 

                   MnSO 4                                                0.01      กรัม 
                   Distilled   water                                  1,000     มิลลิลิตร 
                   Birchwood  xylan                                 2.0       กรัม 
                   Agar                                                    15.0      กรัม 
 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  15  นาที 
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สีและน ้ายาทดสอบ 
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1. การเตรียม ร้อยละ 0.1 Congo red 
Congo red  0.1  กรัม 
น ้ ากลัน่   100  มิลลิลิตร 

ละลาย Congo red ในน ้ ากลัน่ใหเ้ขา้กนั หากมีตะกอนใหก้รองก่อนใช ้
  

2. การเตรียม 1 M NaCl 
NaCl   55.44  กรัม 
น ้ากลัน่   1000  มิลลิลิตร   

ละลาย NaCl ในน ้ากลัน่ใหเ้ขา้กนั 
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วธีิวเิคราะห์คุณภาพของน ้าเสีย 
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1. การวเิคราะห์ บีโอดี (Dilution method) (APHA, AWWA and WEF,  1998) 
  วสัดุอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 

- ตวัอยา่งน ้ าท่ีตอ้งการวิเคราะห์ 
   - ขวด BOD ขนาด 300 มิลลิลิตร พร้อมจุกแกว้ท่ีเป็น gound joint 
   - ขวดเออเลนเมเยอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร  
   - กระบอกตวงขนาด 50 มิลลิลิตร  
   - บิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร 
   - ปิเปต 
   - ตูบ่้มเช้ือควบคุม อุณหภูมิท่ี 21 องศาเซลเซียส 
   - Reagents ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 

สารเคม ี
   1. สารละลาย Phosphate buffer : ละลาย KH2PO4 8.5 กรัม, K2HPO4 
21.75 กรัม, Na2HPO4 . 7H2O 33.4 กรัม และ NH4CI 1.7 กรัม ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร  แลว้เจือจาง
ใหเ้ป็น 1 ลิตร สารละลายน้ีจะมี pH ประมาณ 7.2 
   2. สารละลาย MgSO4 : ละลาย MgSO4 . 7H2O 22.5 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้
เจือจางใหเ้ป็น 1 ลิตร 
   3. สารละลาย CaCI2 : ละลาย anhydrous CaCI2 27.5 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้
เจือจางใหเ้ป็น 1 ลิตร 
   4. สารละลาย FeCI3 : ละลาย FeCI3 . 6H2O 0.25 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้      
เจือจางใหเ้ป็น 1 ลิตร 
   5. สารละลายแมงกานีสซลัเฟต : ละลาย MnSO4 . 4H2O 480 กรัม หรือ 
MnSO4 . 4H2O 400 กรัม หรือ  MnSO4 . 4H2O 364 กรัม ในน ้ ากลัน่ กรองแลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 
ลิตร  
   6. สารละลาย Alkali - iodide : ละลาย NaOH 500 กรัม (หรือ KOH 700 
กรัม) และ NaCl 135 กรัม (หรือ KI 150 กรัม) ในน ้ ากลัน่ แลว้เจือจางใหมี้ปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
   7. สารละลาย  Alkali – iodide azide : ละลาย NaN3 10 กรัม ในน ้ ากลัน่ 40 
มิลลิลิตร แลว้เติมลงในสารละลาย Alkali – iodide  
   8. Cone. H2SO4 
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   9. น ้าแป้ง : ละลาย soluble starch หรือ แป้งมนัส าปะหลงั 5 กรัมในน ้ าตม้
แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ถา้ตอ้งการเก็บ ไวเ้ป็นเวลานานเติม salicylic acid 1.25 กรัม หรือ 
toluene 2-3 หยดต่อ น ้ าแป้ง 1 ลิตร 
   10. สารละลาย Na2S2O3 0.025 N ละลาย Na2S2O3 . 5H2O 6.205 กรัมใน
น ้ ากลัน่ตม้เดือด ท้ิงไวใ้หเ้ยน็แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
   11. สารละลายมาตรฐาน K2Cr2O7  0.025 N: ละลาย K2Cr2O7  1.226 กรัม
ในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร 
 
วธิีการวเิคราะห์ 
 1. เตรียม dilution water โดยใช ้
  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
  สารละลายแมกนีเซียมซลัเฟต  อยา่งละ 1 มิลลิลิตร/ น ้ากลัน่ 1ลิตร 
  สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์
  สารละลายเฟอริกคลอไรด ์
 2. เติมออกซิเจนในน ้ ากลัน่ประมาณ 10-15 นาที 
 3. ท าการเจือจางน ้ าตวัอยา่ง 2 ขวดตามสดัส่วนท่ีตอ้งการโดยใช ้ dilution water 
 4. น าขวดหน่ึงมาหาค่า Dissolved Oxygen (DO0) โดยวิธีการดงัน้ี 

ใส่ตวัอยา่งน ้ าในขวดบีโอดี 300 มิลลิลิตร 
 

เติม 1 มิลลิลิตร Manganese sulfate solution 
(ละลาย MnSO4H2O ในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร) 

 
เติม 1 มิลลิลิตร Alkaline – iodide azide reagent 

(ละลาย NaOH 500 + Nal  135 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร + NaN2 10 กรัม ในน ้ ากลัน่ 40 มิลลิลิตร) 
 

ปิดจุก เขยา่ขวดกลบัไปมาประมาณ 15 คร้ัง 
 

ปล่อยใหต้ะกอนนอนกน้ มองเห็นน ้ าใสขา้งบนประมาณ 100 มิลลิลิตร 
เติม 1 มิลลิลิตร Conc.H2SO4 เขยา่จนตะกอนหายไป 
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เทสารละลายในขวดท้ิงไป 99 มิลลิลิตร 
 

สารละลายท่ีเหลือไตเตรตดว้ย 0.025 โมลาร์ โซเดียมไทโอซลัเฟต โดยใชน้ ้ าแป้งเป็นอินดิเคเตอร์ 
  

5. น าขวดหน่ึงไป incubator ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั 
 
 6. เมื่อครบ 5 วนัแลว้ น าตวัอยา่งมาหาค่า Dissolved Oxygen ท่ีเหลืออยู ่ (DO5) โดยใช้
วิธีการเช่นเดียวกบั (DO0) 
 7. ค านวณหาค่าบีโอดี จากสมการ BOD = DO0- DO5 
 
2. การวเิคราะห์ซีโอดี (Close Reflux Method) (APHA, AWWA and WEF,  1998) 
 เคร่ืองมอือุปกรณ์ 
 1. หลอดยอ่ย (Digestion Vessels)  เป็นหลอดแกว้บอโรซิลิเคท (Borosilicate) ซ่ึงใชเ้ล้ียง
เช้ือขนาด 16×100 หรือ 20 ×150 หรือ 25× 150 มิลลิเมตร มีฝาสลกัเกลียวซ่ึงท าดว้ย TEE 
 2. บลอ็ก (Block) หรือท่ีใส่หลอดแกว้แบบตนั ท าดว้ยอลมูิเนียม ความลึกของช่องใส่หลอด
ประมาณ 45-50 มิลลิเมตร การใหค้วามร้อนเพื่อตม้ยอ่ยสลายกระท าโดยวางบลอ็กบนเตาแผน่ 
 3. ตูอ้บ (Oven) สามารถควบคุมอุณหภูมิใหอ้ยูป่ระมาณ 150±2 องศาเซลเซียส 
 4. บิวเรต 
 5. ขวดรูปกรวยขนาด 125 มิลลิลิตร 
 
 สารเคม ี
 1. สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมต เขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 
  ละลายโปแตสเซียมไดโครเมต ซ่ึงอบแหง้ท่ี 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง
หนกั 4.193 กรัม ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร เติมกรดก ามะถนัเขม้ขน้167 มิลลิลิตร และปรอทซลัเฟต 
33.3 กรัม คนใหล้ะลาย ปล่อยท้ิงไวใ้หเ้ยน็ แลว้เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่จนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 2. กรดซลัฟริูกและซิลเวอร์ซลัเฟต 
  ชัง่ซิลเวอร์ซลัเฟต (Ag2SO4) 8.8 กรัม ใส่ลงในกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 1 ลิตร ตั้งท้ิงไว ้
1-2 วนั เพ่ือใหซิ้ลเวอร์ซลัเฟตละลายไดท้ั้งหมดก่อนน าไปใชต่้อไป 
 3. สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต (Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O) 19.6 กรัมในน ้ า
กลัน่ เติมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร แลว้เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ ากลัน่ 
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 4. สารละลายเฟอโรอินดิแคเตอร์ 
  ละลาย 1,10-ฟีแนนโทรลี นโมโนไฮเดรต (1,10-Phenanthroline Monohydrate, 
C12H8N2.H2O) 1.485 กรัม และเฟอรัสซลัเฟต  (Ferrous Sulfate,FeSO4.7H2O) 695 มิลลิก รัม ใน      
น ้ากลัน่แลว้เจือจางเป็น 100 มิลลิลิตร 
 วธิีการตรวจสอบความเข้มข้นของสารละลาย FAS 
  ปิเปตสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโคเมต 0.1 นอร์มลั 5.0 มิลลิลิตร ใส่
ขวดรูปกรวย เติมน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร แลว้จึงค่อยๆเติมกรดซลัฟุริกเขม้ขน้ 15 มิลลิลิตร ท้ิงใหเ้ยน็  
เติม เฟอโรอิน 2.3 หยดไตเตรตดว้ยสารละลายมาตรฐาน FAS จนไดสี้น ้ าตาลเป็นจุดยติุ 
 
  
 

5. กรดซลัฟามิก (Sulfamic Acid) 
  ใชส้ าหรับป้องกนัการรบกวนของไนไตรต ์(NO2) ปริมาณท่ีใชคื้อ 10 มิลลิกรัม ต่อ
ทุกๆ 1 มิลลิกรัม ของไนไตรต ์
 6. สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟธา เลต (Photassium Hydrogen Phthalate 
หรือ KHP) 
  บด KHP เพื่อลดขนาดลงและน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส จนแหง้และ
มีน ้ าหนกัคงท่ี แลว้ละลาย KHP ท่ีบดและอบแหง้แลว้ 425 มิลลิกรัม ในน ้ ากลัน่เจือจางใหเ้ป็น 1,000 
มิลลิลิตร สารละลายมีซีโอดีเท่ากบั 500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถเก็บรักษาในตูเ้ยน็ไดน้านไม่เกิน 3 
เดือน 
 7. สารละลายกลโูคส 
  ละลายกลโูคส 486 มิลลิกรัม ในน ้ ากลัน่แลว้เจือจางใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร 
สารละลายน้ีจะมีค่าซีโอดีเท่ากบั 500 มิลลิกรัมต่อลิตร (กลโูคส 1 กรัม จะใหซี้โอดี 1.067 กรัม) 
สารละลายกลโูคสจะไม่ค่อยคงตวัเพราะสามารถยอ่ยสลายมวลชีวภาพไดอ้ยา่งรวดเร็ว 
 วธิีวเิคราะห์ 
  ตอ้งลา้งหลอดแกว้และฝาปิดดว้ยสารละลายก ามะถนั 20% เสมอก่อนทุกคร้ังก่อน
ใชง้าน 
  1. เลือกขนาดของหลอดแกว้ส าหรับตม้ซีโอดีใหเ้หมาะสม 
   ถา้ตวัอยา่งน ้ ามีซีโอดีต ่าใหเ้ลือกหลอดแกว้ท่ีมีขนาด 25×150 มิลลิเมตร 
(ปริมาตรตวัอยา่งน ้ า 10 มิลลิลิตร ) ถา้ซีโอดีค่อนขา้งสูงใหใ้ชห้ลอดแกว้ขนาด 20×150 มิลลิเมตร 

ความเขม้ขน้ของ FAS . นอร์มลั (N) = (5.0×0.1)/มล. FAS ท่ีใช ้
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(ปริมาตรตวัอยา่งน ้ า 5 มิลลิลิตร) และถา้ซีโอดีสูงสามารถเลือกหลอดแกว้ขนาด 16×100 มิลลิเมตร 
(ปริมาตรตวัอยา่งน ้ า 2.5 มิลลิลิตร) ในท่ีน้ีขอแนะน าว่าไม่จ  าเป็นตอ้งใชห้ลอดหลายขนาด ใชเ้พียง 2 
ขนาดคือ 25×150 มิลลิเมตร ส าหรับหาค่าซีโอดีท่ีมีค่าต ่าและขนาด 25 × 150 มิลลิเมตร ส าหรับค่า   
ซีโอดีท่ีค่าสูง ถา้ตวัอยา่งมีค่าสูงมากก็ใหเ้จือจางตวัอยา่งน ้ าก่อน 
  2. การเลือกปริมาตรตวัอยา่งน ้ า 
   ถา้เป็นน ้ าสะอาด ธรรมชาติหรือน ้ าท่ีมีค่ าซีโอดีต ่าๆ (<40 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) ควรใชต้วัอยา่งน ้ า 10 มิลลิลิตร โดยใชห้ลอดแกว้ขนาด  25×150 มิลลิเมตร แต่ถา้ซีโอดีมีค่าสูง
กว่านั้นใหเ้ลือกใชห้ลอดแกว้ขนาด 20×150 มิลลิเมตร โดยเลือกใชต้วัอยา่งน ้ ามากสุด 5 มิลลิลิตร 
หรอใชน้อ้ยกว่า แลว้เติมน ้ ากลัน่ใหเ้ป็น 5 มิลลิลิตร และถา้ตวัอยา่งน ้ ามีค่าซีโอดีมากตอ้งเจือจาง
ก่อนน ามาใช ้ควรประมารค่าซโอดีของตวัอยา่งน ้ าคร่าวๆ ก่อนเพ่ือท่ีจะเลือกใชป้ริมาณตวัอยา่งได้
อยา่งเหมาะสม การประมาณค่าซีโอดีท าไดโ้ดยพิจารณาจากลกัษณะน ้ า แหล่งท่ีมาของน ้ า และจาก
ค่า Rapid COD การเลือกขนาดตวัอยา่งท่ี วิเคราะห์ใหเ้หมาะสมอาจดูไดจ้ากตาราง ในทางปฏิบติั 
ควรเลือกใชป้ริมาณตวัอยา่งน ้ าใหผ้ลต่าง FAS ท่ีใชใ้นการไตเตรตแบลงคแ์ละตวัอยา่งน ้ าอยูร่ะหว่าง 
1-5 มิลลิลิตร 
  3. ใส่ตวัอยา่งน ้ าลงในหลอดแกว้ขนาดเหมาะสม    เติมน ้ ายายอ่ยสลาย       หรือ
โปแตสเซียมไดโครเมต ตามดว้ยก ามะถนัอยา่งชา้ๆ ในปริมาณท่ีแสดงอยูใ่นตาราง (ถา้ใชป้ริมาณ
ตวัอยา่งน ้ านอ้ยกว่าท่ีแสดงในตารางใหเ้ติมน ้ ากลัน่ใหค้รบตามจ านวน) ปิดฝาใหแ้น่นและเขยา่ผสม
กนัใหดี้ ส าหรับแบลงคใ์ชน้ ้ ากลัน่ท าเหมือนตวัอยา่งทุกอยา่ง 
  4. วางหลอดแกว้ในบลออ็กแลว้ใส่ตูอ้บ ตั้งอุณหภูมิไวท่ี้  150 ± 2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
  5. เมื่อครบ 2 ชัว่โมงแลว้ น าออกจากตูอ้บปล่อยท้ิงไวใ้หเ้ยน็ 
  6. เทสารละลายออกจากหลอดแกว้ลงในขวดรูปกรวย ใชน้ ้ ากลัน่ฉีดลา้ง
สารละลายในหลอดแกว้ แลว้เทรวมลงในขวดรูปกรวย เติมเฟอโรอินอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด แลว้    
ไตเตรตดว้ยสารละลายมาตรฐาน FAS สีของสารละลายจะค่อยๆ   เปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีเขียว   
อมเหลือง    ฟ้าน ้ าตาลแดง ซ่ึงถึงจุดยติุ จดปริมาณ FAS ท่ีใชใ้นการไตเตรต 
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ตารางผนวกที่ 1 ขนาดตวัอย่างและอตัราเจอืจางที่เหมาะสมส าหรับวเิคราะห์หาซีโอดี 
 

ช่วงซีโอดี ขนาดตวัอยา่ง อตัราเจือจาง 
<200 

200-400 
400-800 

800-1,600 
1,600-3,200 
2,700-5,300 
4,000-8,000 
8,000-16,000 
13,000-26,000 
20,000-40,000 
40,000-80,000 
80,000-160,000 

5 
4 
2 
1 
5 
3 
4 
2 
3 
2 
2 
1 

1:1 
1:1 
1:1 
1:1 
1:10 
1:10 
1:20 
1:20 
1:50 
1:50 
1:100 
1:100 

* เมื่อใช ้FAS ความเขม้ขน้ 0.05 นอร์มลั และ K2Cr2O7 ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั 
 
ตารางผนวกที่ 2 ขนาดของหลอดแก้วปริมาตรตวัอย่างน า้และสารเคมทีี่เหมาะสม 
 
ขนาดหลอดแกว้ 

(มล.) 
ปริมาตรตวัอยา่ง

น ้ า (มล.) 
สารละลาย 

ไดโครเมต (มล.) 
สารละลาย 
กรดซลัฟริูก 

(มล.) 

ปริมาตรทั้งหมด 
(มล.) 

16<100 
20<150 
25<150 

2.5 
5.0 
10.0 

1.5 
3.0 
6.0 

3.5 
3.0 
6.0 

7.5 
15.0 
30.0 
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การค านวณ 
 
 
 
เมื่อ     A = มิลลิลิตรของ FAS ท่ีใชใ้นการไตเตรตแบลงค ์
            B = มิลลิลิตรของ FAS ท่ีใชใ้นการไตเตรตตวัอยา่ง 
            N = ความเขม้ขน้ของ FAS นอร์มลั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ซีโอดี, มิลลิกรัม/ลิตร = (A-B)×N×8000 
        มล. ของตวัอยา่งน ้ า 
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ภาคผนวก ง 
ภาพประกอบการศึกษา 
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                                    ชุดควบคุม      ชุดตวัอย่าง 

                                                                    
 

ภาพผนวกที่ 1  การเปรียบเทียบน า้ทิง้จากโรงงานน า้มนัปาล์ม โดยชุดควบคุม และตวัอย่างผ่าน 
           การบ าบัดแล้วโดยเช้ือราทนร้อน 
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