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 Wastewater  containing  coloring  materials  and  lignin  is  one  of  the  major  problem  in  
paper pulp  industry.  This research was  aimed  to  investigate  the  possibility  of  color and  lignin  
removal  of  wastewater  from  lignin  production  using  fungi  isolated  from  mushroom  and  decayed  
wood. 

Twenty  specimens  of  mushroom and  22  specimens  of  decayed  wood  collected  from  
various  location  in  Thailand  were  screened  for  lignin  degradation  ability  using  Poly-R agar 
clearance and Tannic agar  methods.  It  was  found  that  fungus  isolate A19  which  was  a  mushroom 
from  Prachuapkhirikhan  province and  fungus  isolate B7  which  was isolated  from  decayed wood 
from  Chachoengsao  province  were  able  to  change  the  color  of  Poly-R  agar  clearance  from  
pink-purple  to  yellow  color  and  produced  brown  diffusion  zone  on  Tannic  agar.  Based  on  their  
morphology and cultural characteristics fungus  isolate A19  and  fungus  isolate B7  were  identified as 
Basidiomycota. The  length  of stationary  phase of  fungus  isolate  A19 and  fungus  isolate B7  were  
at  12  and  8  days  respectively  when  grown  in  potato  dextrose  broth  at  room  temperature.  The  
optimum  growing  condition  on  Czapek’s  Dox  medium  for  fungus  isolate A19 and  fungus  isolate 
B7  were  achieved  using  sucrose  as  a  carbon  source,  sodium  nitrate  as  a  nitrogen  source  and  
pH 5.  The decolorization  and  lignin  removal  experiments  were  carried  out  in  Czapex’s  Dox  
medium at  room  temperature  on  a  shaker  at  150  rpm  by  using  the  ratio  of  fungus  isolate A19:  
fungus  isolate B7: wastewater  pH 5  at  1: 1: 5.  The  carbon  source  was  0.5%  sucrose  and  the 
nitrogen source  was  0.1%  sodium  nitrate.  After 8 days  of  cultivation,  the  maximum  reduction  of 
color  and  lignin   were  94.55%  and  75.81%  respectively.   
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

อุตสาหกรรมกระดาษและเยื่อกระดาษจัดเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญ ที่มีความสําคัญตอการ
พัฒนาเศรษฐกิจซึ่งสามารถทดแทนการนําเขาไดเปนอยางมาก อัตราการขยายตัวของอุตสาหกรรมนี้               
เปนตัวบงชี้ในดานความเจริญกาวหนาทางสังคมและการขยายตัวทางเศรษฐกิจของประเทศไดเปนอยางดี  
โดยความตองการเยื่อกระดาษภายในประเทศมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นทุกป อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ  อุต
สาหกรรมกระดาษ และอุตสาหกรรมสิ่งพิมพเปนอุตสาหกรรมที่มีความตอเนื่องกัน  ซ่ึงอุตสาหกรรม
เยื่อกระดาษตองมีกําลังการผลิตเยื่อใยส้ันและใยยาวใหมากพอที่จะรองรับอุตสาหกรรมตอเนื่องไดอยาง
สมดุลเพื่อลดการนําเขาจากตางประเทศและเพื่อการสงออก 

การผลิตเยื่อกระดาษนอกจากจะใชเงินลงทุนสูงแลวยังใชทรัพยากรธรรมชาติ  เชน น้ํา  และพืช
ผลทางการเกษตรในปริมาณสูงดวย  โดยจะใชน้ําปริมาณมากในขั้นตอนการผลิตตางๆ  ระหวาง  31–54 
ลูกบาศกเมตรตอตันเยื่อและมีปริมาณน้ําทิ้งระหวาง 29–40 ลูกบาศกเมตรตอตันเยื่อ (กรมควบคุมมลพิษ, 
2543) น้ําทิ้งที่ไมไดทําการบําบัดหรือบําบัดบางสวนจะกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมไดงายหาก
ขาดการจัดการสิ่งแวดลอมที่ถูกวิธี  และอาจเกิดความเปนพิษตอมนุษยไดหากรางกายไดรับในระยะยาว
อันเปนผลมาจากลิกนินและอนุพันธของลิกนิน (Roald, 1977)    น้ําดํา (Black  Liquor)  เปนน้ําทิ้งสีดํา
จากกรรมวิธีผลิตเยื่อกระดาษดวยอยางหนึ่งที่ควรมีการนํากลับมาใชประโยชนและบําบัดอยางถูกตอง  
โดยน้ําดําเกิดจากการผลิตเยื่อกระดาษดวยกระบวนการเคมี (Chemical  Pulping) ของการตมเยื่อกระดาษ  
ซ่ึงในปจจุบันไดมีการนําน้ําดํากลับมาใชใหมเพื่อลดการใชเชื้อเพลิงจากธรรมชาติอันไดแกน้ํามันเตา  
เศษเปลือกไม  ถานหิน  ฯลฯ  โดยนําไประเหยน้ําออกแลวเผาใหเปนแหลงพลังงานในหมอไอน้ําใชใน
ขั้นตอนตอไป  แตอยางไรก็ตามเนื่องจากน้ําดําประกอบไปดวยสารอินทรียจํานวนมาก  เชน  สาร
ประกอบคารโบไฮเดรต  เซลลูโลส  และลิกนิน  (Niclas and others, 2003)  เมื่อนําไปเผาทําใหสารเหลา
นี้เสียมูลคาไป  จึงไดมีการวิจัยแยกลิกนินออกมาจากน้ําดําเพื่อเปลี่ยนใหเปนวัตถุดิบที่มีประโยชน
สําหรับอุตสาหกรรมอื่น  เชน  ใชผสมกับหินเพื่อลดการฟุงกระจายของฝุน  ใชในการสังเคราะหสารเคมี
ตางๆ  เชน  วานิลลิน (Vanillin)  และสารประกอบฟนอล (Phenolic compound)  ใชผสมกับดินหรือ
ทรายเพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรง  ใชเปนสวนผสมเพื่อผลิตสียอม  ยาฆาแมลง  และยาฆาวัชพืช  ฯลฯ  ซ่ึง
น้ําทิ้งที่ผานการแยกลิกนินออกแลวยังมีความเขมขนของสีอยูมาก  นอกจากจะดูไมงามตาแลวหากปลอย
ออกสูภายนอกอาจลดการสองผานของแสงในแหลงน้ํา  ทําใหลดปริมาณผลผลิต  ยับยั้งกระบวนการ
สังเคราะหแสงตามธรรมชาตแิละสงผลกระทบตอระบบนิเวศวิทยาของสัตวน้ําได  การนําวิธีการทางชีว
ภาพมาใชบําบัดสีน้ําทิ้งจากการผลิตลิกนินจึงเปนทางเลือกหนึ่งที่ใชแทนการบําบัดดวยวิธีการทางกาย
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ภาพและทางเคมีที่ส้ินเปลืองคาใชจายสูงและอาจมีผลตกคางในสิ่งแวดลอมได  ซ่ึงวิธีการทางชีวภาพนั้น
ไดมีการพัฒนานําจุลชีพชนิดตางๆ มาใช  ไดแก  แบคทีเรีย  สาหราย  และรา  โดยราไวตรอต ใหประ
สิทธิภาพสูง  สามารถยอยสลายลิกนินอยางสมบูรณ  และลดสีในน้ําทิ้งไดอยางรวดเร็ว (Belsare  and  
Prasad,  1988; Eaton  and  others,  1980;  Kirk  and  others,  1976)  ชนิดของราไวตรอตที่ไดพัฒนามา
ประยุกตใช   ไดแก  Schizophyllum  commune  และ   Phanerochaete  chrysosporium  เปนตน 

งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาถึงแนวทางการกําจัดสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินโดยวิธีการชีวภาพ
ดวยราที่แยกไดจากเห็ด  และกิ่งไม  ซ่ึงไดศึกษาถึงการคัดเลือกราที่สามารถยอยสลายลิกนินตลอดจน
ประสิทธิภาพของราที่คัดเลือกในการลดความเขมขนของสีและลิกนินที่มีอยูในน้ําทิ้งของขั้นตอนการ
ผลิตลิกนิน  เพื่อการประยุกตใชสูภาคอุตสาหกรรมตอไป    

 

1.2  วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อแยกหาราไวตรอตที่สามารถยอยสลายลิกนินได 
2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของสีและลิกนิน ของน้ําทิ้งในการผลิต

ลิกนินโดยราที่แยกได 
3. เพื่อศึกษาความเขมขนของลิกนินของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินหลังจากการใชราที่แยกได

ชวยบําบัด 
4. เพื่อศึกษาความเขมขนของสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินหลังจากการใชราที่แยกไดชวย

บําบัด 
 

1.3   ขอบเขตการวิจัย 
 

1. เก็บตัวอยางเห็ดและกิ่งไมผุ คัดแยกราไวตรอต  โดยทดสอบความสามารถในการยอยสลาย
ลิกนินดวยอาหาร  Poly - R  agar  clearance  และ  Tannic agar 

2. น้ําทิ้งในการผลิตลิกนินไดมาจากการตกตะกอนน้ําดําโดยปรับความเปนกรดดางใหได 3  
ดวยกรดซัลฟวริก 

3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายลิกนิน 
4. ทดสอบประสิทธิภาพของราที่แยกไดในการลดความเขมขนของลิกนินและสีจากน้ําทิ้งใน

การผลิตลิกนิน  
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1.4 สมมติฐานการวิจัย 
 
 ราบางชนิดสามารถลดความเขมขนของลิกนินของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนิน  และสามารถลด
ปริมาณความเขมขนของสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินได   
 

1.5   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1. ไดราสายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน  และลดปริมาณความเขมขนของสี
ของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนิน 

2. เปนทางเลือกใหมที่นํามาใชในการบําบัดน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ  ทั้งใน
แงของการลดปริมาณสารอินทรีย  และลดปริมาณสี 

 
 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 องคประกอบทางเคมีของเสนใย 
 
  เสนใยธรรมชาติ (Natural fibers) เปนอินทรียวัตถุที่สําคัญ หาไดงายจากธรรมชาติเนื่องจาก
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม มีปริมาณมาก และมีราคาถูกกวาเสนใยสังเคราะห โครงสรางโดย
ทั่วไปของเสนใยธรรมชาติประกอบดวยเซลลูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ลิกนิน 
(Lignin) และสารประกอบอื่นๆ  โดยมีองคประกอบทางเคมีของเสนใยดังตารางที่ 2.1 
 

ตารางที่ 2.1  แสดงองคประกอบทางเคมีของเสนใย 
 

ปริมาณ (เปอรเซ็นต) องคประกอบทางเคมี 
ของเสนใย ไมเนื้อออน (softwood) ไมเนื้อแข็ง (hardwood) 

Cellulose 45 43 
Hemicellulose 5-20 15-30 
Lignin 24-32 17-25 
ที่มา: สาวิตรี  ผาตยานนท, 2542. 
 
 2.1.1 เซลลูโลส (Cellulose)  

     เปนคารโบไฮเดรตชนิดโพลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เชิงเสนตรงที่ประกอบดวยหนวย
ซํ้าๆ กัน ประกอบดวยโมเลกุลของ  D-glucose  ในรูป β-D-glucopyranose  เชื่อมตอกันเปนสายยาวดวย
พันธะ β-1,4-glucosidic  ที่คารบอนตําแหนงที่ 1  กับคารบอนตําแหนงที่ 4  ในโมเลกุลถัดไป มีสูตร
โมเลกุลทั่วไปคือ (C6H12O6)n เปนโครงสรางในเนื้อเยื่อพืช โดยพบรวมกับลิกนิน  เพนโตแซนกัม  แทน
นิน ไขมัน สารที่ทําใหเกิดสี  เปนตน เซลลูโลสมีหมูไฮดรอกซิลถึง 3 หมู โดยสามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนได   แรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของเซลลูโลสจึงมีมาก โครงสรางของเซลลูโลสจัดเรียงตัว
อยางเปนระเบียบจึงทําใหมีอุณหภูมิการหลอมตัวสูง  และมีความสามารถในการละลายต่ํา เซลลูโลสไม
ละลายน้ําแตจะละลายในกรดเขมขนเชน กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid)   กรดซัลฟวริก  
(Sulfuric acid)   เปนตน  โดยเซลลูโลสจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอยางรวดเร็วในสารละลายกรดที่
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อุณหภูมิหอง และละลายในสารละลายของเกลือเขมขนบางชนิด เชน สารละลายอัลคาไลนไฮดรอกไซด 
(Alkali hydroxide)  
 

 2.1.2 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

     เปนโพลิแซคคาไรดชนิดหนึ่งคลายเซลลูโลส  มีลักษณะเปนเฮเทอรโรจีเนียส (heterogenous) 
โดยประกอบดวยน้ําตาลหลายชนิดมารวมกัน  เฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางสวนใหญเปนกิ่งกานสาขาไม
เปนระเบียบ ซ่ึงแตกตางจากเซลลูโลสที่เปนเสนตรงอยางมีระเบียบ จึงสามารถดูดซึมน้ําไดดี  โดยมีสูตร
โมเลกุลทั่วไป  คือ  (C6H12O5)2n 
 

  2.1.3 ลิกนิน (Lignin) 
 
     เปนสารประกอบอะโรมาติกเชิงซอนมีน้ําหนักโมเลกุลสูง พบไดในผนังเซลลของพืชรองลง
มาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ซ่ึงจะทําหนาที่เสมือนตัวเชื่อมประสานเสนใยเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสทําใหเกิดเปนโครงสรางที่แข็งแรงของไม ลิกนินเปนสารที่ประกอบดวย คารบอน ไฮโดรเจน 
และออกซิเจนรวมกันเปนหนวยยอยหลายชนิดโดยสามารถแบงหนวยยอยของลิกนินได  3  ชนิด  ไดแก  
p-coumaryl  alcohol,  coniferyl  alcohol  และ  sinapyl  alcohol  ดังแสดงในรูปที่  2.1  ( Winkelemenn, 
1992 )  โดยการจัดเรียงตัวกันของธาตุในโครงสรางของโมเลกุลนั้นยังไมเปนที่ทราบแนชัด เนื่องจากลิก
นินจะไมอยูในลักษณะแบบเดียวแตจะเกาะกันเปนสายยาวซึ่งมีอยูหลายแบบมีสวนที่สําคัญคือสวนของ
โครงสรางอะโรมาติก  ( aromatic  structure )  ที่ประกอบดวยหมูเมทอกซี  (methoxy  group, -OCH3 )  
เปนสวนประกอบประมาณรอยละ  14  หมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group, -OH)  และมีหมูฟโนลิค 
(phenolic  group) เปนสวนประกอบดวย ( สมศักดิ์, 2528 ) ซ่ึงลักษณะโครงสรางของลิกนินนั้นแสดงใน
รูปที่ 2.2   ลิกนินไมละลายน้ํา   ไมมีคุณสมบัติทางการยืดหยุน   เพราะฉะนั้นจึงทําใหพืชที่มีลิกนินมาก
มีความแข็งแรงทนทาน   ซ่ึงไมแตละชนิดจะมีอัตราสวนระหวางเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนินไม
เทากัน  และนอกจากนี้ยังพบวาพืชแตละชนิดหรือแมแตพืชชนิดเดียวกนั   แตมีอายุและการเจริญใน
สภาพที่ตางกันก็มีผลทําใหมีลิกนินเปนองคประกอบตางกันดวย  โดยเมื่อไมมีอายุมากขึ้นปริมาณลิกนิน
จะเพิ่มขึ้นดวย 
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          Coniferyl  alcohol              Sinapyl  alcohol        p-coumaryl  alcohol 
 
รูปที่ 2.1  ลักษณะหนวยยอยของสารลิกนิน  
ที่มา:  Winkelmenn, 1992. 

                 
รูปที่ 2.2  โครงสรางโมเลกุลของลิกนิน 
ที่มา:  Kirk  and  Obst,  1988. 
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2.2 ลิกนิน 
 
 2.2.1  การแยกประเภทของลิกนิน 
 
  หากแยกลิกนินตามชนิดที่พบในพืชที่นํามาใชเปนสารตั้งตนจะแบงออกไดเปน 3 กลุม  
(Eugenia, Sanchez  and  Hernandez, 2000)  คือ 

1.  ลิกนินจากไมเนื้อออน (Softwood  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมที่มีลักษณะใบเขียวตลอดป  
ซ่ึงไดแก  ไมใบแคบ จําพวกสน  ไมชนิดนี้เมื่อนําไปทําเยื่อกระดาษจะไดเยื่อใยยาว  ซ่ึงมีคุณสมบัติทํา
ใหกระดาษมีความเหนียวและแข็งแรง  ตานทานแรงดึงหรือแรงฉีกขาด  ซ่ึงจะมีความยาวเฉลี่ยของเสน
ใยระหวาง 2-4 มิลลิเมตร  เชน  สนสองใบ  สนสามใบ  เปนตน 

2.  ลิกนินจากไมเนื้อแข็ง (Hardwood  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมที่มีใบกวาง  ผลัดใบทุกป  
สวนมากเปนไมในเขตเมืองรอน  เชน  ไมเบญจพรรณตางๆ  ไมชนิดนี้นิยมนํามาผลิตเยื่อใยส้ัน  ซ่ึงจะมี
ความยาวเฉลี่ยของเสนใยระหวาง 0.5-1.5 มิลลิเมตร  เชน  ยูคาลิปตัส  เปนตน 

3.  ลิกนินจากหญาหรือพืชลมลุก (Grass  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมเสนใยสั้นที่มีคุณภาพดี  
เชน  ฝาย  ปอ  ฟางขาว  หญาขจรจบ  กก  ตนออ  ไมไผ  ชานออย  เปนตน 
 เยื่อกระดาษที่ผลิตจากไมทั้ง  3  ประเภท  เรียกวา  Primary  Fibre  หรือ Virgin  Pulp  ซ่ึงใน
ปจจุบันมีราคาสูงขึ้นและมีปริมาณคอนขางจํากัด  ขณะที่ความตองการใชเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง  ดังนัน้จงึ
มีการนําเยื่อที่เคยใชงานมาแลวคือ  Secondary  Fibre  หรือ  Recycled  Pulp  กลับมาใชอีกเชนเยื่อจาก
เศษกระดาษ  แมวาเยื่อกระดาษจะผลิตไดจากไมทุกชนิด  แตเยื่อท่ีไดจากไมพันธุเดียวกันจะมีคุณภาพดี
กวาเยื่อที่ผลิตจากไมหลายพันธุ  และเยื่อที่ผลิตจากไมหลายพันธุจะมีคุณภาพดีกวาเยื่อท่ีผลิตจากหญา
หรือพืชลมลุก  และการผลิตกระดาษซึ่งผลิตจากเยื่อใยส้ันเพียงชนิดเดียวจะทําใหกระดาษมีคุณสมบัติ
ไมดีพอ  จึงตองมีการนําเอาเยื่อใยยาวมาผสมในอัตราสวนที่เหมาะสม  เพื่อเพิ่มคุณภาพของกระดาษ  
เชน  การผลิตกระดาษพิมพเขียนมักจะใชเยื่อกระดาษใยยาวผสมกับเยื่อใยส้ันในอัตราสวน  3:7  ในขณะ
ที่การผลิตกระดาษคราฟทจะใชเยื่อกระดาษใยยาวผสมกับเยื่อใยสั้นและเศษกระดาษในอัตราสวน  
1:3:16  เปนตน 
 ชนิดของลิกนินที่แบงตามกรรมวิธีการเตรียมทางเคมีสามารถแบงไดเปน  2  ประเภทคือ 
 1.  ซัลไฟตลิกนิน (Sulfite  lignin)  หรือ  ลิกโนซัลโฟเนต (Lignosulfonate)  เปนลิกนินที่ผลิต
ขึ้นจากน้ําดําที่ไดจากการผลิตเยื่อกระดาษแบบกระบวนการซัลไฟต  ซ่ึงน้ําดําที่ไดจากกระบวนการนี้มี
ลิกโนซัลโฟเนตอยูประมาณ   40–60 เปอรเซ็นต  โดยจะละลายในน้ําแตไมละลายในตัวทําละลาย
อินทรีย 
 2.  อัลคาไลนลิกนิน (Alkaline  lignin)  เปนลิกนินที่ผลิตขึ้นจากน้ําดําที่ไดจากการผลิตเยื่อ
กระดาษแบบกระบวนซัลเฟตหรือคราฟท  หรืออาจเรียกน้ําดํานี้วา  Soda  black  liquor  หรือ Sulfate  
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black  liquor  และ  Kraft  black  liquor  โดยทั่วไปอัลคาไลนลิกนินจะเปนผงสีน้ําตาลละลายในเบสและ
ตัวทําละลายอินทรีย 
 

2.2.2 ประโยชนของลิกนิน 
 
  ลิกนินสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายทางและนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ ได  

เชน ใชเปนสารชวยในการเกาะติด  โดยเฉพาะอยางยิ่งในการซอมผิวหนาของถนนลาดยางมะตอย  ใช
ผสมกับหินเพื่อลดปญหาฝุนที่ฟุงกระจาย   ใชเปนสารผสมกับดินทราย  ดินสําหรับปนอิฐ  หรือ
คอนกรีตในอุตสาหกรรมการหลอเพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรง  ผลิตภัณฑเซรามิก  เม็ดสี  สียอมตางๆ   ยา
ฆาแมลง  และยาฆาวัชพืช  ใชเปนสวนผสมของอาหารสัตว และกระดาษแข็ง (Ellen, 1991)  ใชเปนสาร
เพิ่มความแข็งแรงในยางที่ตองการใหมีน้ําหนักเบา  หรือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุนในแผนยิปซั่ม 
(Gypsum)  ใชเปน  Dispersing  agent  ในอุตสาหกรรมผลิตซีเมนต   ใชเปนสวนผสมเพื่อผลิต  Carbon  
black  ใชเปนสารรักษาระดับอุณหภูมิใหคงที่ในอุตสาหกรรม   เปนสารหลอลื่นในการขุดเจาะน้ํามัน   
ใชเปน  Emulsifier   สารที่เรงใหตะกอนลอยตัว  ใชกําจัดไขมันที่ลอยอยูบนผิวหนาของน้ํา   ใชในการ
กําจัดเกลือในน้ําที่ทําใหเกิดน้ํากระดาง  ใชผลิตแทนนิน (Tannin)  เพื่อใชในอุตสาหกรรมฟอกหนัง   
นอกจากนี้ยังใชในการสังเคราะหสารเคมีตางๆ  เชน  วานิลลิน (Vanillin)  และสารประกอบฟนอล 
(Phenolic  compound)  (บุณยรัชตและรวินทร,  2535) 

 
2.3 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ 

 
 การผลิตเยื่อกระดาษเปนการนําไมมายอยสลาย แลวแยกสวนที่เปนเสนใยออกเพื่อผลิตเปน
กระดาษชนิดตางๆ  โดยทั่วไปวัตถุดิบที่นํามาผลิตมักมีสวนผสมดังนี้ 
 1.  โพลิแซคคาไรด (Polysaccharides)  ไดแก  สารประกอบโพลิเมอรของคารโบไฮเดรต  ไดแก 
แปง  น้ําตาล  และเซลลูโลส ซ่ึงมีอยูประมาณ  60–80 เปอรเซ็นต  โดยน้ําหนักของวัตถุดิบ  ในระหวาง
การยอยเยื่อแปงและน้ําตาลจะถูกละลายออกมาได  สําหรับสวนที่เปนเซลลูโลสนั้นอาจถูกละลายออก
มาไดบางในกระบวนการผลิต 
 2.  ลิกนิน (Lignin)  มีอยูประมาณ  20–40 เปอรเซ็นต  จะละลายออกมาจากเสนใยในระหวาง
กระบวนการยอยสลาย  เชน  ละลายในสารละลายกรดซึ่งเปนกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบซัลไฟต  
หรือละลายในดางรอนในกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบซัลเฟตหรือกระบวนการคราฟท 
 3.  สารประกอบอื่นๆ (Extraneous  component)  ในสวนนี้มีอยูประมาณ  2–10 เปอรเซ็นต  ได
แก  สารประกอบที่ละลายในน้ําไดเปนสวนใหญ   ไดแก  เกลืออนินทรีย  และสารอินทรีย  เปนตน 
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ในการทําเยื่อกระดาษมีหลายวิธีขึ้นอยูกับชนิดของวัตถุดิบที่ใช  กระบวนการทั่วไปแยกออก
เปน  3  วิธีดวยกันคือ   

กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษเชิงกล (Mechanical  Pulping)   
กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมี (Semi-Chemical Pulping)   
และกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบเคมี (Chemical Pulping)  
 ซ่ึงการจะเลือกกระบวนการแบบใดขึ้นกับชนิดของวัตถุดิบที่ใชทํา  และคุณลักษณะของเยื่อ

กระดาษที่ตองการ  นอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับราคาของวัตถุดิบดวย  การทําเยื่อกระดาษของแตละกระบวน
การมีดังนี้ 

 
2.3.1 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษเชิงกล  (Mechanical Pulping) 
 

 เยื่อกระดาษแบบนี้มีชื่อเรียกวา กราวนดวูด (groundwood)  ไดจากการบดเนื้อไมดวย
เครื่องบดเฉพาะ  โดยอาศัยน้ําฉีดอยูขณะที่บดตลอดเวลา  เพื่อกระจายเสนใยในเนื้อไมออกจากกัน  เยื่อ
กระดาษที่ไดจากกระบวนการนี้จะมีลักษณะเปนไมแทอยูมากแตมีคุณสมบัติไมดีเพราะไมใชเยื่อ
เซลลูโลสบริสุทธิ์  การบดแบบนี้จะทําใหไดเยื่อกระดาษมากที่สุดคือรอยละ  85  ขึ้นไป (ปยะนันท, 
2539)  เยื่อกระดาษบดนี้ทําไดถูกกวาเยื่อกระดาษชนิดอื่นๆ  โดยเฉพาะสําหรับในประเทศที่สามารถ
ผลิตกระแสไฟฟาไดในราคาถูก   โดยทั่วไปเยื่อกระดาษบดนี้มักใชผสมกับเยื่อกระดาษเคมีที่มีความ
เหนียวดี    เยื่อกระดาษนี้มีความทึบแสงสูงใชไดดีสําหรับกรณีที่ไมตองการความเหนียว  ความขาว
สะอาดมากนัก   สวนใหญใชสําหรับผลิตกระดาษหนังสือพิมพ   กระดาษอนามัยบางชนิด   กระดาษกั้น
สําหรับบรรจุส่ิงของกันแตกภายในกลอง     กระดาษฝาผนัง    กระดาษเช็ดมือ   และกระดาษหอของ
อยางเลว 

 
2.3.2 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมี  (Semi-Chemical Pulping) 
 

เยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมีทําไดโดยใชกระบวนการเคมีและการบดเหมือนการทําเยื่อ
กระดาษบด แตใชปริมาณสารเคมีมากกวาและใชพลังงานในการบดเยื่อกระดาษนอยกวา เยื่อกระดาษที่
ไดจากกระบวนการนี้จะมีลิกนินปนอยูแตไมมากเทาวิธีบด เคมีภัณฑที่ใชไมทําใหเกิดการสูญเสียเยื่อ
กระดาษมากนัก  ในปจจุบันกระบวนการแบบนี้ใชกันอยางแพรหลายเนื่องจากสามารถใชไดกับไม
หลายชนิดโดยเฉพาะไมเนื้อแข็ง ราคาใชจายไมแพง  ไดเยื่อกระดาษมากและสามารถใชเยื่อกระดาษนี้
สําหรับผลิตกระดาษไดหลายชนิด  ตั้งแตกระดาษหนังสือพมิพจนกระทั่งถึงกระดาษปอนดอยางดี 

 การผลิตเยื่อกระดาษแบบนี้มีหลายวิธีดวยกัน  แลวแตการใชเคมีภัณฑ  ซ่ึงไดแก 
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 กระบวนการกราวนดวูดเคมี (chemi-groundwood  process)  ใชสําหรับไมใบกวาง
โดยตมทอนไมดวยน้ํายาซัลไฟทภายใตความดัน  แลวจึงบดไมดวยเครื่องบดเยื่อ 

 กระบวนการโซดาไฟ  (cold  caustic  soda)  ตมไมที่ตัดเปนทอนเล็กๆ ดวยน้ํายา
โซดาไฟแลวแยกเยื่อกระดาษออกโดยใชเครื่องยอย วิธีนี้ถูกกวาการบดเยื่อกระดาษโดยตรงเพราะเยื่อ
กระดาษที่ตมแลวบดงายกวา 

 กระบวนการโซเดียมซัลไฟท (neutral  sulphite  semichemical  process)  วิธีนี้ใชน้ํา
ยาโซเดียมซัลไฟทและกาซซัลเฟอรไดออกไซดเปนน้ํายาตม 

 กระบวนการซัล เฟต  (sulphate  semichemical  process หรือ  kraft semichemical 
process)  น้ํายาตมเยื่อกระดาษสําหรับวิธีนี้ใชน้ํายาผสมของโซเดียมซัลไฟทและโซดาไฟ  กระบวนการ
นี้อาจนําไปใชดัดแปลงสําหรับโรงงานที่ทําเยื่อกระดาษเหนียวได 

 
2.3.3 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบเคมี  (Chemical Pulping) 
 

 การทําเยื่อกระดาษโดยกระบวนการทางเคมีทําโดยการตมยอยไมหรือเสนใยตางๆ 
ดวยเคมีภัณฑภายใตความดันจนกระทั่งแยกเยื่อออกจากสิ่งอื่นไดงายเมื่อนําไปลาง   ซ่ึงจะใหเยื่อ
กระดาษที่มีปริมาณลิกนินเจือปนอยูนอยมากจึงเหมาะสําหรับทํากระดาษคุณภาพดีและมีความเหนียว  
แตปริมาณเยื่อที่ไดจากการทําเยื่อกระดาษแบบเคมีจะมีปริมาณนอย  คือ  ประมาณ  45–60  เปอรเซ็นต 
(ปยะนันท, 2539) 

 การผลิตเยื่อกระดาษแบบนี้แบงออกเปน  3  ลักษณะ ตามการใชเคมีภัณฑ  ดังนี้ 
 1)  กระบวนการโซดา  (Soda  Process)  ซ่ึงใชโซดาไฟหรือโซดาแผดเผา  (Sodium  

Hydroxide)  เปนสารเคมีในการตมเยื่อกระดาษภายใตความดัน  แลวจึงลางและฟอกเยื่อกระดาษตอไป  
เยื่อกระดาษแบบนี้สวนมากใชสําหรับทํากระดาษพิมพเขียน   กระดาษจดหมาย  และกระดาษที่ตองการ
ความนุม 

 2)  กระบวนการซัลเฟต   (Sulphate  Process)  หรือ  กระบวนการคราฟท   (kraft  
process)  เปนกระบวนการที่ใชไดกับพันธุไมทุกชนิด  สารเคมีที่ใชในการตมไมหรือวัตถุดิบอื่นๆ คือ
โซดาไฟและโซเดียมซัลไฟดอยางละเทาๆ กัน เยื่อกระดาษที่ไดจะมีความเหนียวมาก  เยื่อกระดาษซัล
เฟตชนิดไมฟอกสีใชทําถุงกระดาษ   กระดาษหอของและกระดาษผิวกลอง   สวนเยื่อกระดาษซัลเฟต
ชนิดฟอกขาวใชทํากระดาษพิมพเขียน  กระดาษหนังสือคุณภาพดี  และกระดาษอนามัย 

 3)  กระบวนการซัลไฟต  (Sulphite  Process) กระบวนการนี้เหมาะสําหรับทําเยื่อ
กระดาษจากพันธุไมเนื้อแข็งและไมจําพวกหญา  สารเคมีที่ใชคือ  สารละลายไบซัลไฟตของแคลเซียม  
แมกนีเซียม  หรือแอมโมเนียม  ใชไดกวางขวางสําหรับการทําเยื่อกระดาษที่เหนียวมากจนกระทั่งเยื่อ
กระดาษที่นุม  กระบวนการนี้ไมเหมาะสําหรับไมที่มีเรซินหรือยางมาก 
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 เมื่อไดเยื่อกระดาษแลว  ขั้นตอไปมีลําดับดังนี้ 
 

1.  การลางเยื่อกระดาษใหสะอาด (Washing)  และรอนเอาเยื่อกระดาษหยาบออก (screening)  
เยื่อกระดาษที่ไดจากกรรมวิธีตางๆ ที่กลาวมา   ตองนําเขาเครื่องลางเยื่อกระดาษเพื่อลางน้ํายาเคมีออกให
หมด  จะไดเยื่อกระดาษทั้งหยาบและละเอียดและมีส่ิงสกปรกปนอยู  ฉะนั้นตองนําเขาเครื่องรอนเพื่อ
รอนเอาเยื่อกระดาษหยาบไปผานกรรมวิธีทําเยื่อกระดาษอีกครั้งหนึ่ง  สวนเยื่อกระดาษละเอียดที่มีส่ิง
สกปรกปนอยู  จะนําเขาสูเครื่องทําความสะอาดเพื่อแยกเอาเยื่อกระดาษละเอียดไว  และกําจัดสิ่งสกปรก
ออกใหหมด  เพราะจะทําใหกระดาษมีตําหนิและคุณภาพไมดี 

 
2. ฟอกสีเยื่อกระดาษ (Bleaching)  เยื่อกระดาษที่สะอาดและละเอียดจะนําไปฟอกใหขาวดวย

น้ํายาคลอรีน  เพื่อใหไดกระดาษที่มีความมันวาวสูง  ดังนั้นในการฟอกสีตองควบคุมความเปนกรดดาง  
ความเขมขนของเยื่อกระดาษ  ปริมาณสารเคมีที่ใชในการฟอก  และเวลา 
 

3. ผสมกับเยื่อกระดาษชนิดอื่นๆ (Mixing)  ในกรณีที่ผลิตกระดาษจากชานออย  เนื่องจากเยื่อ
ของชานออยเปนเยื่อเสนใยสั้นและใยปานกลางจึงมีความแข็งแรงทนทานต่ํา   ตองผสมกับเยื่อที่มีเสนใย
ยาว 
 

4. ตีหรือบดเยื่อกระดาษ (Beating)  ในเครื่องตีเยื่อมีแผนเหล็กใบมีดเพื่อตีเยื่อใหผสมกัน  และ
เสนใยพองตัวมีลักษณะออนตัวลงไมกระดาง  เมื่อนําไปผลิตกระดาษจะไดกระดาษที่มีความเหนียวและ
ทนทาน  นอกจากนี้ยังชวยเพิ่มพื้นที่ผิวของเยื่อกระดาษ  จึงเปนประโยชนในการยอมสี  ทําใหสีเกาะได
มากขึ้น 
 

5. เติมสารอื่นๆ (Paper  additive)  การเติมสารอื่นเพื่อปรับปรุงคุณภาพของเยื่อกระดาษให
เหมาะสมในการนําเยื่อไปผลิตเปนกระดาษ  สารที่เติมลงไปไดแก  ชันสน เพื่อทําใหกระดาษที่ผลิตออก
มาไมดูดน้ํามากเกินไป   สารสม  เพื่อปองกันไมใหเกิดการซึมและทําใหเยื่อกระดาษขาวขึ้น   และแปง
มันสําปะหลัง  เพื่อชวยยืดเสนใยใหประสานกัน  ทําใหกระดาษทนตอการลบไมยุยงาย  และชวยทําให
เสนใยสั้นๆ มาผสมผสานกันมากขึ้น   
 

6. เขาเครื่องเดินแผน (Paper  maching)  เมื่อเยื่อกระดาษผานกระบวนการตางๆ จนสามารถนํา
ไปทําเปนแผนกระดาษไดจึงสงไปสวนเดินแผน  ซ่ึงมีสวนประกอบสําคัญคือ  สวนตะแกรง (wire  
section) สวนที่ทําหนาที่บีบอัด (press  section) และสวนที่ทําใหแหง (dryer section) 
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2.4 ลักษณะและองคประกอบทางเคมีของน้ําดํา 
 

 น้ําดํา  เปนน้ําทิ้งสีดําที่เกิดจากการตมเยื่อกระดาษดวยกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงโดยทัว่ไปแล
วจะมีสารอินทรียจําพวกลิกนินอยูประมาณ  12–20 เปอรเซ็นต  และสารอินทรียอ่ืนๆ 3.55 เปอรเซ็นต  
และมีสารอนินทรียจําพวกโซเดียมไฮดรอกไซด  2.44  เปอรเซ็นต  โซเดียมคารบอเนต  2.76  เปอรเซน็ต  
และสารอนินทรียอ่ืนๆ  2.77  เปอรเซ็นต  (บุนยรัชตและรวินทร, 2535)  หากวิเคราะหถึงน้ําหนักแหง
ของน้ําดําสวนใหญจะประกอบไปดวยธาตุคารบอน  ออกซิเจน  โซเดียม  และซัลเฟอร  ดังตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2  แสดงสวนประกอบของธาตุในน้ําดํา (น้ําหนักแหง) 
 

Element w/w (เปอรเซ็นต) 
C 36.40 
Na 18.60 
S 4.80 
H 3.50 
K 2.02 
Cl 0.24 
N 0.14 
O 34.30 

Total 100.00 
ที่มา:  Markland  Magnus, 2001. 
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2.5   การใชประโยชนจากน้ําดํา 
 

2.5.1  การนํากลับมาใชในกระบวนการ  (Black  Liquor  Recovery) 

รูปที่ 2.3  การนําน้ําดํากลับมาใชในกระบวนการ 
ที่มา:  Markland  Magnus, 2001. 
 
  น้ําดํานับเปนเชื้อเพลิงที่สําคัญอยางหนึ่งที่ไดจากกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ  ซ่ึงในปจจุบัน
ไดมีการนําน้ําดําที่ยังมีสารตางๆ ประกอบอยูดวยกลับมาใช  หลงัจากแยกเสนใยเซลลูโลสออกเมี่อผาน
การตมเยื่อกระดาษ  โดยกระบวนการเริ่มจากเศษไมถูกลําเลียงเขาไปเพื่อทําการยอย  (digester)  โดย
ปอนน้ํายา  (white  liquor)  เพื่อทําปฏิกิริยากับลิกนินและสารอินทรียอ่ืนๆ  เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ
ยอยจะแยกเยื่อกระดาษนําไปผานกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ  และไดน้ําดําที่มีของแข็งประมาณ 15
เปอรเซ็นต  แลวนําน้ําดํานี้เขาไปในหนวยทําใหเขมขน  (concentrators)  ดวยการระเหยจนไดน้ําดําเขม
ขนมาเผาในหมอน้ํานําสารกลับคืน  (recovery  boiler)  สารอินทรียในน้ําดําเขมขนจะติดไฟและใหพลัง
งานความรอนออกมา  ซ่ึงจะถูกเปลี่ยนใหอยูในรูปของไอน้ําและนําไปใชในหนวยทําใหเขมขนตอไป  
แตผลจากการเผาเพื่อใหไดพลังงานนี้จะปลอยกาซชนิดตางๆ ออกมาดวย  โดยมีกาซที่สําคัญคือ  
คารบอนมอนอกไซด    มีเทน    คารบอนไดออกไซด  (Grace, 1992)    สวนที่เหลือจากการเผาคือสารอ
นินทรียจะละลายเปนของเหลวไหลสูดานลางของหมอน้ํานําสารกลับคืน  ผสมกับนํ้ากลายเปนของ
เหลวสีเขียว (green  liquor)  สงตอไปยังหนวยทําดาง (Causticizing)  เพื่อทําปฏิกิริยากับปูนขาวกลาย
เปนน้ํายากลับสูการตมเยื่อกระดาษตอไป  กระบวนการนําน้ําดํากลับมาใชแสดงดังรูปที่ 2.3 

Causticizing  
Green Liquor 

Wood

Digester 

Pulp 
 

White Liquor 

Weak 
Black Liquor 

Concentrators Strong 
Black Liquor Gases 

Smelt 

Recovery 
unit 

Water 
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2.5.2  แยกลิกนินออกจากน้ําดําโดยการตกตะกอน 
 

    เนื่องจากลิกนินที่มีอยูในน้ําดําสามารถแยกออกและนําไปใชประโยชนไดหลายทาง  ซ่ึงให
คุณคาทางเศรษฐกิจมากกวาการนําน้ําดําไปเผาเพื่อเปนเชื้อเพลิง   หากไมมีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ
และทางเคมี  ที่ถือวาเปนการเปลี่ยนแปลงทางโพลิเมอรหรือเปนการไฮโดรไลสพนัธะของลกินนิกบัสาร
ตัวอ่ืน  ในปจจุบันพบวามีหลายวิธีการที่สามารถแยกลิกนินออกมาจากน้ําดํา โดยที่มีการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางนอยที่สุด  โดยทั่วไปจะใชวิธีการละลายลิกนินแลวกรองแยกสารตัวอ่ืนออกหรืออาจใชวิธี
การละลายสารตัวอ่ืนทิ้งไปก็ได  แตหลักใหญๆ คือใชคุณสมบัติและปฏิกิริยาของลิกนินที่ตางจากสารตวั
อ่ืนในการแยก   งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการตกตะกอนลิกนินมีหลายวิธี  อยางเชนการตกตะกอนลิกนิน
ดวย   สารละลายแอลกอฮอล–เกลือแคลเซียม  และจากคุณสมบัติของลิกนินที่ละลายไดไมดีในกรด  จึง
มีการปรับสภาวะของน้ําดําใหอยูในชวงความเปนกรดโดยใชกรดตางๆ  เชน  กรดซัลฟวริก  กรดไฮโดร
คลอริก   กรดคารบอนิก        ซ่ึงในแตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกัน   หากตกตะกอนลิกนินดวย
เกลือแคลเซียมถึงแมวาจะมีราคาถูกแตตะกอนลิกนินที่ไดจะอยูในรูปคอลลอยดทําใหยากตอการกรอง
ออกเพื่อนําไปใชประโยชน   เชนเดียวกับกรดคารบอนิกที่นอกจากตะกอนจะเกิดในรูปของคอลลอยด
แลว  ยังสามารถปรับคาความเปนกรดดางไดแค 8-9  สวนการตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริกจะทําให
เกิดไอออนลบที่ไมตองการในกระบวนการ  และการใชกรดซัลฟวริกเปนสารเคมีที่หาไดงายและมีราคา
ถูก  นอกจากนี้ยังสามารถแยกตะกอนลิกนินโดยการกรองไดดี  โดยแบงการตกตะกอนออกเปน  2  ขั้น
ตอนคือ  ขั้นตอนแรกตกตะกอนน้ําดําที่ความเปนกรดดาง  6  เพื่อแยกสารที่เกิดจากการสลายตัวของโพ
ลีแซคคาไรดและของแข็งอ่ืนๆ ออกกอนเปนการทําใหไมเกิดการปนเปอนกับตะกอนของลิกนินที่จะ
แยกออกในขั้นตอนตอไป  หลังจากนั้นตกตะกอนลิกนินที่ความเปนกรดดาง  3  ตะกอนจะจมตัวลงดาน
ลาง  ซ่ึงสามารถกรองตะกอนลิกนินที่ไดดวยกระดาษกรอง โดยลิกนินที่ไดนี้นําไปใชประโยชนได
หลายทางและนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ 
 
2.6   ราไวตรอต (white  rot  fungi) 
 
  ราไวตรอต (white  rot  fungi)  เปนราที่จัดอยูใน  Basidiomycota  และ  Ascomicotina มีความ
สามารถในการยอยสลายลิกนิน   และเซลลูโลส   (Akhtar, Kirk  and  Blanchette, 1999)  และมวลสารที่
มีโมเลกุลสูงได     ดวยเหตุนี้จึงมีการนําราไวตรอตมาใชในการเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดที่มี
โครงสรางคลายคลึงกับลิกนิน เพื่อไมใหเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม เชน สารปรุงแตงเชื้อเพลิง (Fuel  
additives)   พวกเบนซีน  (Benzene)   โทลูอีน (Toluene)    ไซลีน   (Xylene)     ยาฆาแมลงกลุมออรแก
โนคลอรีน (Organochlorine  pesticides)  พวกดีดีที (DDT) อัลดริน (Aldrin)  ลินเดน (Lindane)  ยาฆา
แมลงกลุมออรแกโนฟอสเฟต (Organophosphate  pesticides)  PAH (Polycyclic  aromatic  
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hydrocarbon)  สียอมสังเคราะห (Synthetic  dyes)  และโพลิเมอรสังเคราะห (Synthetic  polymers)  
(Pointing, 2001) เปนตน นอกจากนี้ยังนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมการฟอกเยื่อกระดาษ 
(biobleaching)  และที่สําคัญคือนํามาใชกับน้ําทิ้งจากขั้นตอนการผลิตและฟอกเยื่อกระดาษเพื่อกําจัดลิก
นินซึ่งเปนองคประกอบหลักที่ทําใหเกิดสี (Feijoo, 1995,  Royer  and  others, 1991) 
  ราไวตรอตสามารถยอยสลายลิกนินไดเนื่องจากผลิต extracellular  enzymes  ที่เขาไปทําลายวง
แหวนโพลิเมอรที่ ซับซอนของลิกนิน   อันไดแก  lignin  peroxidase  (LiP)  manganese  peroxidase 
(MnP) และ  laccase  ซ่ึงจะมี  mediator  และเกิดผลที่แตกตางกันดังตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.3  แสดงเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินและปฏิกิริยาหลัก 
 

ชนิดเอนไซม ควบคุม ปฏิกิริยาการยอยสลาย 
Lignin  peroxidases  (LiP)    
  
Manganese  peroxidase 
(MnP) 
 
laccase 

H2O2, veratryl  alcohol 
 
H2O2, Mn, organic acid as  
chelator 
 
O2, hydroxybenzotriazole  or  
ABTS 

aromatic ring oxidized to  cation  
radical 
Mn (II)  oxidized  to  Mn (III); 
chelated  Mn (III)  oxidizes  phenolic 
compounds to  phenoxyl  radicals 
phenols are oxidizes to phenoxyl  
radicals 

ที่มา:  ดัดแปลงจาก  Annele  Hatakka,  2001. 
 
  2.6.1  ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin  peroxidase: LiP) 
 
         LiP  สามารถออกซิไดซ  พันธะ  Cα – Cβ  ทําใหวงแหวนของลิกนินเปดออก  และเมื่อมี  
H2O2  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  LiP  สามารถออกซิไดซ  nonphenolic  aromatic  ของลิกนินโดยมี  veratryl  
alcohol  เปน  mediator  เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการอิเล็กตรอนหนึ่งตัวจะถูกปลอยออก  จึงมีผลให  non – 
phenolic  aromatic  กลายเปน  aryl  cation  radical  (Pointing, 2001)  ดังรูปที่ 2.4  ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ 
O2 หรือ H2O เกิดผลิตภัณฑมากมาย  เชน  vanillin    vanillic  acid    syringaldehyde     isovanillic  acid   
veratric  acid  เปนตน  ตัวอยางราไวตรอตที่ผลิต  LiP  เชน  Phanerochaete  chrysosporium (Srinivasan  
and  others, 1995)  เปนตน 
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รูปที่ 2.4  แสดงปฏิกิริยาของ  lignin  peroxidase 
ที่มา:  Annele  Hatakka,  2001. 
 
    2.6.2  แมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidase: MnP) 
 
       MnP  ไมสามารถออกซิไดสสารประกอบที่ไมเปน  phenolic  lignin เพราะตองการสารที่มี
กลุม  phenolic  อิสระใน  aromatic  ring  เปนสับสเตรท  MnP  ในสภาวะที่มี H2O2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา
จะ  ออกซิไดซ   Mn (II)   เปน   Mn (III)    และจะไปออกซิไดซ   สวนที่ เปน  phenolic  aromatic  
compound ของ  lignin ใหกลายเปน  phenoxyl  radical  ซ่ึงเปนตัวที่ทําใหเกิดการสลายตัวเปนสาร
ประกอบอื่นตอไปดังรูปที่ 2.5  ตัวอยางราไวตรอตที่ผลิต  MnP  เชน  Trametes  versicolor   (Reid, 
1998)  เปนตน   
 
   2.6.3  แลคเคส (Laccase) 
 
      laccase  มีโมเลกุลของทองแดงเปนองคประกอบ  โดยจะรวมตัวกับ O2  แลวไป ออกซิ
ไดซ  phenolic  aromatic  compound  ใหกลายเปน phenoxyl  radical  ซ่ึง enzyme นี้จะไมขึ้นกับ  H2O2 
เชนเดียวกับ  LiP และ  MnP    และจะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิไดซ สารตั้งตนที่เปน  nonphenolic  
lignin ได  เมื่อมีสับสเตรทที่เปนโมเลกุลอ่ืน  หรือสภาวะที่มี  2, 2′- azinobis – (3 – ethylbensoline – 6 
sulphonic  acid) หรือ  ABTS  ซ่ึง  ABTS  นี้จัดเปนสารประกอบพวกที่ไมใชฟนอล  (non – phenolic  
compound) (Bourbonnais  and  Paice, 1990)  ตัวอยางราไวตรอตท่ีผลิต laccase เชน  Fomes  annosus  
และ Phlebia  radiate  (Gianfreda, Xu  and  Bollag, 1999)  เปนตน  ปฏิกิริยาของ  MnP  และ  laccase  
แสดงในรูปที่ 5 
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รูปที่ 2.5  แสดงปฏิกิริยาของ  manganese  peroxidase (MnP) และ  laccase   
ที่มา:  Annele  Hatakka,  2001. 
 
2.7 กรดแทนนิก  (Tannic  acid)  และ  Poly R-478  

 
 การคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารลิกนินนั้นถูกริเริ่มโดย Bavendamm  
ตั้งแตชวงปค.ศ. 1928  ที่คนพบวาราจะสรางโซนสีน้ําตาลในวุนอาหารที่เติม  กรดแกลลิก (gallic  acid) 
หรือ กรดแทนนิก (tannic acid) 0.5 เปอรเซ็นต (w/v) ซ่ึงเปนผลมาจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ  
phenolic  acid  โดย  extra หรือ  intra-cellular  phenoloxidase  เรียกวา  Bavendamm  reaction  ซ่ึงเปน
วิธีที่ดใีนการจําแนกราในกลุม  Basidiomycetes  (Freitag  and  Morrell, 1992)  ตอมา  Davidson,  
Campbell  and  Blaisdell (1938)  ไดสนับสนุนหลักการนี้เมื่อทดสอบไวตรอตราทั้งหมด  210  สายพันธุ  
พบวาเกิดผลบวกกับ  tannic  acid  agar  ถึง  96  เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นในชวงป ค.ศ. 1960  ได
พัฒนาการใชสารคารบอนที่ทําการติดฉลากดวยไอโซโทป 14C  label lignin (Crawford,  Crawford and  
Pometto, 1977) เพื่อทําการคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมในการยอยสลายลิกนินมายอยสลาย  
14C  label lignin ไปเปน 14CO2 ซ่ึงการวิเคราะหโดยใชสารคารบอนที่ทําการติดฉลากดวยสารรังสีนี้ถึง
แมวาจะสามารถตรวจติดตามผลไดคอนขางรวดเร็ว แตขั้นตอนการเตรียมคารบอนที่ทําการติดฉลาก
ดวยสารรังสีนั้นมีขั้นตอนการเตรียมที่ยุงยากซับซอนและมีราคาแพง  ดังนั้นจึงไดมีการคิดคนพัฒนาวิธี
การคัดเลือกจุลินทรีย   ที่สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลายลิกนินไดโดยใชสียอมสังเคราะห
ประเภทโพลีเมอริกเปนสับสเตรท (Glenn  and  Gold, 1983)  ซ่ึงโครงสรางจะประกอบไปดวยวงแหว
นอะโรมาติกหลายๆ วงตอกันและทําการเตรียมไดงายกวาการใชคารบอนที่ติดฉลากดวยสารรังสี โดยที่
สียอมสังเคราะหประเภทโพลีเมอริกมีราคาไมแพง สามารถเตรียมใหอยูในรูปที่มีความบริสุทธิ์และมี
ความคงตัวสูง ละลายน้ําไดดี มีความเปนพิษต่ํา และสามารถตรวจวัดติดตามผลไดงาย และรวดเร็วโดย
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การวัดการดูดกลืนแสง  ( Gold,  Glenn  and  Alic, 1988 )  และตรวจวัดโซนของสีที่เปลี่ยนไปบน
อาหารท่ีผสมดวยสียอมโพลีเมอริก   สียอมประเภทโพลีเมอริกแบงเปน 3 ชนิด ไดแก Poly B    Poly R  
และ  Poly Y  ซ่ึงเปนสียอมที่มีโครงสรางทางเคมีคลายกัน คือ จะประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก    แต
การเรียงตัวเลขและแขนงที่มาตอกับวงแหวนอะโรมาติกแตกตางกัน สียอมชนิด Poly B เมื่อถูกยอย
สลายจะเปลี่ยนแปลงจากสีน้ําเงินเปนสีเหลืองทอง    สียอมชนิด   Poly R   เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยน
แปลงจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสียอมชนิด Poly Y เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยนแปลงจากสีเหลือง
เปนสีเขียวอมเหลือง ( Glenn  and  Gold, 1983 )   
 
2.8 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

   Freitag  and  Morrell (1992)   ศึกษาการยอยสียอม  Poly R-478  ของราไวตรอต (white  rot  
fungi)  ราบราวนรอต (brown  rot  fungi)    และราซอฟตรอต (soft  rot  fungi)  จํานวนทั้งสิ้น  170  สาย
พันธุ  เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยสลายลิกนิน  ดวย  malt  extract  agar  ที่ประกอบดวย Poly 
R-478  0.02  เปอรเซ็นต (w/v)  ที่อุณหภูมิ  20  30  และ  40  องศาเซลเซียส  บมในที่มืด  พบวามีเฉพาะ 
ราไวตรอตที่เปลี่ยนสีอาหารจากสีชมพูมวงเปนสเีหลือง  โดยวัดอัตราสวนของโซนที่มีการยอยสลายสี
และรัศมีของอัตราการเจริญของเสนใยเปนเวลา  14  วัน  จะไดคาอัตราสวนไมเกิน 1  

 
 Hossain  and  others (2000)  ไดคัดเลือกราจํานวน  100  สายพันธุ  เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการยอยสลายลิกนิน  โดยใชสียอมโพลีเมอริก  Poly R-478  พบวามีรา  3  ชนิด  ที่ใหผลเปนบวกคือ
เปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  และเมื่อเลี้ยงราเหลานี้ในอาหารเหลวที่ผสม  Poly R-478  ที่ความ
เปนกรดดาง  5.5    ระดับการยอยสลายของ Phanerochaete  chrysosporium จะสูงที่สุด  และที่ความเปน
กรดดาง  4.5  จะเหมาะสมกับการยอยสลายของ  Fomes  lignosus 
 

 Pasti  and  others (1994)  ไดทําการศึกษาในเรื่องการใชสียอมเพื่อทดสอบเอนไซม  MnP  และ  
LiP   ของ  Phanerochaete  chrysosporium  โดยมีสียอมทั้งหมด  11  ชนิด  บมราเปนเวลา  3  นาที  และ  
24  ช่ัวโมง  แลวตรวจสอบดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  พบวาการทดสอบสียอม Poly R-478  ที่  3  
นาที  ไมมีการสรางเอนไซมทั้ง  2  ชนิด  แตที่  24  ชั่วโมง  มีเฉพาะ LiP  ที่สามารถยอยสลายสีลงได  9  
เปอรเซ็นต   
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 Cookson (1995)   ไดใชสียอม  Poly B-411  และ  tannic  acid  ในการทดสอบการยอยสลายลิก
นินของราไวตรอตใน  Basidiomycota  และราบราวนรอตใน  Basidiomycota    โดยอาหารที่ผสม  Poly 
B-411 เตรียมโดยใชมอลตสกัด  15   กรัม  วุนผง  10  กรัม  และ Poly B-411  0.2  กรัม  ใชเวลาบม  4-5  
วัน  หากใหผลบวกจะเปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีชมพูหรือสีเหลืองออน  สวนอาหารที่ผสม  tannic  acid  
เตรียมโดยใชมอลตสกัด  15  กรัม  วุนผง  10  กรัม  และ  tannic  acid  1  กรัม  บมนาน  3  วัน  พบวามี
ราบราวนรอตเพียง  1  สายพันธุใน  110  สายพันธุ ที่ใหผลบวกกับ Poly B-411  และใหผลลบกับ  
tannic  acid  ทุกชนิด  สวนราไวตรอต  มี  392  สายพันธุใน  469  สายพันธุที่ใหผลบวกกับ Poly B-411  
และ  155  สายพันธุใน  199  สายพันธุ ที่ใหผลบวกกับ  tannic  acid 

 
 Eaton,  Chang  and  Kirk (1980)  ไดนําราไวตรอต Phanerochaete  chrysosporium  มาใชลดสี
ของน้ําทิ้งในขั้นตอนการสกัดดวยดางจากกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ  โดยผลิตน้ําทิ้งสังเคราะหและ
เก็บตัวอยางน้ําจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ  3  แหง ปรับความเปนกรดดางใหเปน 4.5  ดวยกรด
ไฮโดรคลอริกกอนที่จะใสสปอรแขวนลอย  ซ่ึงใชเซลลูโลส  1 เปอรเซ็นต หรือกลูโคส  1  เปอรเซ็นต  
เปนแหลงอาหารคารบอน  และใชแอมโมเนียมคลอไรด  2.2  มิลลิโมลารเปนแหลงอาหารไนโตรเจน  
ในอาหารที่ใชสําหรับการเจริญเติบโตประกอบดวยโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  แมงกานีสซัลเฟต  
แคลเซียมคลอไรด  2,2 ไดเมททิลซัคซิเนต พบวาราไวตรอตชนิดนี้สามารถลดสีไดดีที่สุดเมื่อความเปน
กรดดางอยูในชวง 4.3-4.8 อุณหภูมิ  39-40  องศาเซลเซียส  ภายใตการเติมออกซิเจน  80  เปอรเซ็นต  
ดวยการเขยา  150  ครั้งตอนาที  และสามารถใชราในระบบได  25  วัน  กอนจะใชแหลงอาหารคารบอน
หมด  หลังจากนั้นถาเติมเซลลูโลส  0.3  เปอรเซ็นต  จะสามารถลดสีไดจนกระทั่งถึง  60  วัน 
 
 Livernoche  and  others (1983) ทําการคัดเลือกราจํานวน  150  สายพันธุ  โดยใชอาหารแข็งที่
ผสมน้ําเสียจากกระบวนการคราฟท  1  ลิตร  แลวทดสอบตอในอาหารเหลวที่ผสมน้ําเสียจากกระบวน
การคราฟท   200  มิลลิลิตร  พบวามีเพียง  6  สายพันธุที่เปลี่ยนสีอาหารจากสีน้ําตาลเปนสีเหลืองซึ่ง 
Coriolus  versicolor  ใหผลรวดเร็วที่สุด  คือในเวลา  2  วัน  จะลดสีลงได  40  เปอรเซ็นต  เมื่อนํามาใช
ในการบําบัดสีของน้ําเสียในกระบวนการคราฟท  โดยทดลองทั้งการใชราแบบไมยึดเกาะกับตัวกลาง  
และยึดเกาะกับตัวกลาง  ที่มีปริมาณราและปริมาณซูโครสตางๆ กัน  พบวาปริมาณราที่ไมยึดเกาะกับตัว
กลางที่เหมาะสมคือ  30  มิลลิลิตร  ในน้ําทิ้ง  200  มิลลิลิตร  และมีซูโครส  0.5  เปอรเซ็นต  จะสามารถ
ลดสีได  60  เปอรเซ็นต  เมื่อใชอัตราการเขยา  250  รอบตอนาที  และบมเปนเวลา  6 วัน  สวนการ
ทดลองแบบใชรายึดเกาะกับตัวกลางโดยใชแหลงอาหารคารบอนชนิดตางๆ  และผันแปรความเขมขน
ในชวง   10   มิลลิโมลารถึง  50  มิลลิโมลาร    ไดแก  ไซโลส   กลูโคส  ซูโครส  กลีเซอรอล  และเอทา
นอล  หลังจากผานไป  1  วัน  เมื่อใชไซโลสเปนแหลงอาหารคารบอนจะดีที่สุด  แตในที่สุดแลวหลัง
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จาก  3  วัน  การใชซูโครส  50  มิลลิโมลาร  เปนแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิภาพในการลดสีดีที่
สุด  โดยสามารถลดสีลงได  80  เปอรเซ็นต   
 
 Nagarathnamma  และ Bajpai (1999)  ไดคัดเลือกราจํานวน   110  สายพันธุ  โดยเลี้ยงในอาหาร  
potato  dextrose  broth แลวทดสอบในอาหารที่ผันแปรชนิดและความเขมขนของแหลงอาหารคารบอน
และแหลงอาหารไนโตรเจน   และผันแปรความเปนกรดดางที่  3-7  อุณหภูมิในชวง  25-50  องศา
เซลเซียส  พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือใช  กลูโคส  1  กรัม  แคลเซียมคลอไรด  1.5  กรัม  แมกนีเซยีมซลั
เฟต  2  กรัม  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  1  กรัม  และแอมโมเนียมคลอไรด 0.15  กรัม  ในน้ํา
ทิ้งจากขั้นตอนการผลิตเยื่อกระดาษ ปริมาณ  1  ลิตร  ที่มีคาความเปนกรดดาง  3-4  ใชอัตราการเขยา 
200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลามากกวา  48  ชั่วโมง  พบวาเมื่อใสกลูโคสใน
อาหาร  0.1  เปอรเซ็นต Rhizopus  oryzae จะสามารถลดสีไดสูงสุด  92  เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับเมื่อไม
ใสกลูโคสจะลดสีได   78  เปอรเซ็นต   ภายใน   24  ชั่วโมง   และยังสามารถลดซีโอดีลงได   50 
เปอรเซ็นต  
 
 Feijoo (1995)  ไดทําการทดลองในการลดสีและสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูงจากน้ําทิ้งของ
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษคราฟท  โดยใช Phanerochaete  chrysosporium  เลี้ยงในอาหารที่มีน้ําทิ้ง
ของโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษคราฟท  โดยแบงออกเปน  2  การทดลอง  การทดลองที่  1  ใหอัตรา
สวนของคารบอนตอไนโตรเจน  เทากับ  56  มิลลิโมลารตอ  2.2  มิลลิโมลาร  และการทดลองที่  2  ให
อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน  เทากับ  56  มิลลิโมลารตอ 4.4  มิลลิโมลาร  นําไปบมที่  37 องศา
เซลเซียส  และใหอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 7 วัน  พบวาการทดลองที่  1  จะชวยลดสีได  
79  เปอรเซ็นต  สวนการทดลองที่  2  จะชวยลดสีลงได 58  เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นนําชุดการทดลองที่  
1  มาเพิ่มอัตราสวนของ  ซีโอดีตอไนโตรเจนตอฟอสฟอรัสตอซัลเฟอร  เปน  200  ตอ  7  ตอ 1  ตอ  
0.33  ในการบําบัดแบบไรอากาศ (anaerobic  treatment)  ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  7 วัน  
พบวาสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูงลดลง 72 เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับน้ําทิ้งที่ไมผานการบําบัดที่ลด
ลง  45  เปอรเซ็นต  และคาซีโอดีลดลง 73 เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับน้ําทิ้งที่ไมผานการบําบัดที่ลดลง
เพียง  30  เปอรเซ็นต 
 
 Belsare  and  Prasad (1988)  ไดศึกษาการลดสีของน้ําทิ้งโรงงานอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษที่ทํา
จากชานออย   โดยใชราไวตรอต   Schizophyllum  commune    ในน้ํ าทิ้ ง  1  ลิตร   ใชแหลงอาหาร
คารบอนแตกตางกัน  4  ชนิด  คือ  กลูโคส  เซลลูโลส  ซูโครส  และเยื่อกระดาษ  และใชแอมโมเนียม
คลอไรดเปนแหลงอาหารไนโตรเจน  ซ่ึงเติมลงไปในน้ําทิ้งชนิดละ 1 มิลลิกรัม  และทดลองปรับความ
เปนกรดดางในชวง  2-6  และบมเปนเวลานาน 5  วันที่อุณหภูมิหอง  โดยเติมอากาศครั้งละ  5  นาที  
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ทุกๆ  8  ชั่วโมง  และใชระยะเวลาในการบม  2  วัน  พบวาซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนที่ดีที่สุด  
รองลงมาคือ  กลูโคส  เซลลูโลส  และเยื่อกระดาษ  ตามลําดับ  ที่ความเปนกรดดาง  4-5  จะสามารถลด
สีในน้ําทิ้งไดถึง  90  เปอรเซ็นต  และยังสามารถลดคาบีโอดีได 70 เปอรเซ็นต  และลดคาซีโอดีได  72  
เปอรเซ็นตอีกดวย   
 
 Blanchette R.A.(1995) ทําการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสในเนื้อไมโดยรา พบ
วาราไวตรอตที่อยูใน  basidiomycota  มีความสามารถในการยอยสลายสวนประกอบของผนังเซลล  
รวมถึงลิกนิน ซ่ึงราไวตรอตชนิดที่ไมเลือกทําลายเฉพาะลิกนิน (nonselective  delignification)  จะยอย
สลายลิกนิน  น้ําตาลกลูโคส  น้ําตาลไซโลส  และน้ําตาลแมนโนส  ได  70  53  94  และ  87  เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  สวนราไวตรอตชนิดที่เลือกทําลายเฉพาะลิกนิน  (selective  delignification)  จะยอยสลายได  
99  3  99  และ  99  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ แตก็มีบางชนิดที่เฉพาะเจาะจงในการเขาไปยอยสลาย  และมี
การทดลองนํา Ceriporiopsis  subvermispora  และ Phanerochaete  chrysosporium  มาชวยในขั้นตอน
การผลิตเยื่อกระดาษโดยใชเครื่องจักร เปนเวลา 2-4 สัปดาห  ผลปรากฏวาจะชวยลดพลังงานลงไดถงึ 40  
เปอรเซ็นต 
 
 Royer  and  others (1991)  ศึกษาการใช  Coliolus  versicolor  ในการยอยสลายสีของน้ําดําจาก
กระบวนการคราฟทแบบตอเนื่อง  โดยใชกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน  5  กรัมตอลิตร  Coliolus  
versicolor ที่เกาะตัวเปนกลุมกอนขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ  4  มิลลิเมตร  ปริมาณ  5  กรัมตอ
ลิตร (น้ําหนักแหง)  ที่อุณหภูมิ  22  องศาเซลเซียส  จะไมมีการสูญเสียความสามารถในการยอยสลายสี  
ซ่ึงความเขมขนของน้ําทิ้งจากกระบวนการคราฟทเริ่มตนอยูที่  400-5000  color  units ตอลิตร  แตถา
หากนํามาใชซํ้าในการทดลองแบบ  batch  จะเกิดการสูญเสียความสามารถในการยอยสลายสี  ซ่ึงขึ้นอยู
กับความเขมขนเริ่มตนของน้ําทิ้งดวย  โดยราที่เกาะตัวเปนกลุมกอนมีครึ่งชีวิตที่  4.7  9.4  และ  10.2  
วัน  เมื่อความเขมขนของน้ําทิ้งเปน  1380  31780  และ  6990 color  units ตอลิตร  ตามลําดับ 
 
 Sumathi  และ  Phatak (1999)  ศึกษาการใช  Aspergillus  foetidus  เพื่อยอยสลายสีในน้ําดําจาก
การฟอกเยื่อกระดาษแบบอัลคาไลน  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมลิกนิน  0.05-0.1  เปอรเซ็นต  หรือ
น้ําดําเจือจาง  หรือน้ําทิ้งจากการฟอกเยื่อกระดาษแบบอัลคาไลน  มีกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน  
จะชวยลดสีลงได  90-95  เปอรเซ็นต 
 
 Prasad  และ  Joyce (1991)  ไดใช  Trichoderma  sp.  ในการยอยสลายสีน้ําทิ้งจากขั้นตอนการ
ผลิตเยื่อกระดาษ  ที่ใชไมเนื้อแข็งเปนวัตถุดิบ  พบวากลูโคสมีผลตอการใชคารโบไฮเดรตของรา  สวน
ไนโตรเจนไมไดกระตุนการยอยสลายสีใหเพิ่มขึ้น    และที่ความเปนกรดดางเทากับ  4.0  เหมาะสมใน
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การยอยสลายสีและการเจริญเติบโตมากที่สุด  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะลดสีลงได  85  เปอรเซ็นต  
และซีโอดี  25  เปอรเซ็นต  ภายหลังจาก  3  วัน 
 
 Bajpai  และ  Bajpai (1994)  ไดกลาวถึงการกําจัดสีของเยื่อกระดาษและน้ําทิ้งจากโรงงานอุต
สาหกรรมผลิตเยื่อกระดาษโดยใชวิธีทางชีวภาพ  โดยสีในน้ําทิ้งเกิดจากลิกนินและอนุพันธของลิกนิน  
และกลาวถึงการกําจัดสีโดยใชแบคทีเรีย  ไดแก  Pseudomonas  aeruginosa, Bacillus  cereus และ  
Pseudomonas  ovalis  เปนตน  การกําจัดสีโดยใชสาหราย  เชน  Microcystis  sp.  เปนตน  และการใชรา
ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีและมีการทดลองนํามาใชมากที่สุด  เชน  Shizophyllum  commune,  Tinctoporia  
borbonica,  Phanerochaete  chrysosporium,  Trametes  versicolor,  Aspergillus  niger  แ ล ะ  
Trichoderma  sp.  เปนตน 
 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่งละเอียด  รุน  AB 204  ของบริษัท  Mettler  Toledo 
2. พีเอชมิเตอร (pH  meter)  รุน  320  ของบริษัท  Mettler  Toledo 
3. Hot  plate 
4. UV/Visible  Spectrophotometer  รุน  6405 ของบริษัท  Jenway 
5. เครื่องเขยาแบบธรรมดา  ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
6. ตูบมเชื้อ รุน  99514  ของบริษัท  Contherm  Scientific  Ltd. 
7. Safety  Laboratory  Hood  ของบริษัท  Asian  Chemical  and  Engineering  Co., Ltd. 
8. ตูอบความรอน  รุน  UE 500  ของบรษิัท  Memmert,  Western  Germany 
9. หมอนึ่งความดันไอน้ํา  ของบริษัท  Isuzu  Seisakusho  Japan 
10. เครื่องดูดสุญญากาศ รุน  G049020  ของบริษัท  Jeio  Tech 
11. กลองจุลทรรศน  รุน B-Series  ของบริษัท  Novex  Holland 
12. อุปกรณเครื่องแกวตางๆ 
 

3.2 สารเคมีสําหรับการวิจัย 
 

1. สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.1 น้ําตาลกลูโคส (Glucose) (บริษัท  บี.เอ็ล.ฮั้ว  จํากัด) 
1.2 วุนผง (Agar)  (บริษัท  วุนบริสุทธิ์  จํากัด) 
1.3 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  (Merck, Germany) 
1.4 แอมโมเนียมทารเทรต (C4H12N2O6)  (Fluka, Germany) 
1.5 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)  (Merck, Germany) 
1.6 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  (Merck, Germany) 
1.7 ยีสตสกัด (Yeast  Extract)  (Himedia  Laboratoris  Limited, India) 
1.8 คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)  (Merck, Germany) 
1.9 ไอรอน (III) ซัลเฟต (Fe2(SO4)3)  (Merck, Germany) 
1.10 แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)  (Merck, Germany) 
1.11 Polymeric  dye  R-478  (Fluka, Germany) 
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1.12 กรดแทนนิก (Tannic  acid)  (Fluka, Germany) 
1.13 มอลตสกัด (Malt  Extract)  (Himedia  Laboratoris  Limited, India) 
1.14 โซเดียมไนเตรต (NaNO3) (Asia  Pacific  Specialty  Chemicals  Limited, Australia) 
1.15 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  (Merck, Germany) 
1.16 โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)  (Merck, Germany) 
1.17 ไอรอน (II) ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)  (Merck, Germany) 
1.18 น้ําตาลซูโครส (Sucrose) 
1.19 แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl)  (Fluka, Germany) 

2. สารเคมีสําหรับเตรยีมสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลททิเนท (Standard  chloroplatinate  
solution ) 

 2.1 โพแทสเซียมคลอโรแพลทิเนท (K2PtCl6)  (Calro  Erba  Reagent, Italy) 
 2.2 โคบอลตัสคลอไรด (CoCl2.6H2O)  (Calro  Erba  Reagent, Italy)   
 2.3 กรดไฮโดรคลอริก (HCl)  (Fluka, Germany) 

3.    สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายมาตรฐานลิกนิน 
 3.1   อัลคาไลนลิกนิน (Alkali  Lignin)  (Aldrich, USA) 
 3.2     กรดบอริก (Boric  acid)  (Allied  Chemical, USA) 
 3.3     โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  (Merck , Germany) 
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3.3  วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.3.1 การเก็บตัวอยางจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 

   เก็บตัวอยางไมผุและเห็ดที่ขึ้นบนเนื้อไม กิ่งไมผุทีจ่ะนํามาใชศึกษามลีกัษณะเปอยยุย  น้ํา
หนักเบา  และมีเนื้อไมสีขาว  และเก็บตวัอยางเห็ดที่เจรญิบนเนื้อไม  หรือกิ่งไมที่มลีกัษณะเชนเดยีวกัน
จากแหลงตางๆ 
 

3.3.2 การแยกเสนใยราจากตัวอยาง 
 

   นําตัวอยางเห็ดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์  โดยใชเนื้อเยื่อดานในของดอกเห็ดที่ไมไดสัมผัส และ
ใชเนื้อเยื่อไมของกิ่งไมมาวางบนอาหารเลีย้งเชื้อ  Potato  Dextrose  Agar (PDA) (ภาคผนวก ก)  บมเชื้อ
ที่อุณหภูมิหองประมาณ 3-5 วัน  แลวแยกโคโลนีเดีย่วออกมาจนกวาจะไดราที่บริสุทธิ์  เก็บและรักษา
เสนใยราที่ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิม 

 
3.3.3 ทดสอบราที่มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 
 

3.3.3.1 เตรียม inoculum ของราทดสอบ 
 
 เพื่อทดสอบราที่แยกไดในการยอยสลายลิกนิน  โดยนําราที่แยกไดจากขอ  3.3.2  มา

เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato  Dextrose  Agar  ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา  5-7  วัน  จนกระทั่งโคโล
นีแผกระจายบนอาหารเลีย้งเชื้อ  นําเครื่องเจาะรูไมคอรก  (cork  borer)  ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.7  
เซนติเมตร  เจาะลงบนเสนใยบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนีและนําไปวางบนอาหารเลีย้งเชื้อที่ผสมสี
หรือสารเพื่อแสดงความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 

 
3.3.3.2 ทดสอบกับอาหาร  Poly-R  agar  clearance 
 

 นํา inoculum  ราวางลงบนอาหาร Poly-R  agar  clearance (ภาคผนวก ก)   บมไวที่
อุณหภูมิหอง  และสังเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี  ถาสามารถยอยสลายลิกนินไดสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะจางลงหรือเปนสีเหลือง   โดยทําซ้ํา   2   ครั้ง   วัดความกวางของบริเวณที่สีถูก
ยอยสลาย 
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3.3.3.3 ทดสอบกับอาหาร  Tannic  agar  หรือ  Gallic  agar 
 

 นํา inoculum ราวางลงบนอาหาร Tannic  agar (ภาคผนวก ก)  บมไวที่อุณหภูมิหอง  
และสังเกตสีของอาหารเลีย้งเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลน ี  ถาสามารถยอยสลายลกินินไดอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
มีสีน้ําตาลเขม  โดยทําซ้ํา 2 ครั้ง  วัดความกวางของบริเวณที่สรางสีน้ําตาล 
 

3.3.4 การศึกษาการเจริญของราแตละชนิดในอาหาร  Potato  dextrose  broth (PDB) 
 
 คัดเลือกราที่มปีระสิทธิภาพมาจากหัวขอ 3.3.3  โดยสงัเกตจากมีบริเวณการยอยสี  Poly-R  

หรือบริเวณทีม่ีการสรางสารสีน้ําตาลสูง  ซ่ึงจากการทดลองไดแก  รา Isolate A19 และรา Isolate B7  มา
ทําการศกึษาโดยผลิตเปน  inoculum  ตามขอ 3.3.3.1  ได  inoculum  จํานวน 2  ช้ินลงในอาหาร  PDB 
(ภาคผนวก  ก)  ปริมาตร  100  มิลลลิิตรในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
ความเรว็  150  รอบตอนาทีที่อุณหภมูิหอง  หลังจากนั้นนําเสนใยของเชื้อรามากรองดวยกระดาษกรอง
โดยใชเครื่องดดูสุญญากาศ   แลวนําเสนใยท่ีกรองไดอบในตูอบความรอนที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา  24  
ช่ัวโมง  ทิ้งใหเย็นใน  desiccator  นํามาชั่งน้ําหนักโดยลบกับน้ําหนักแหงของกระดาษกรอง  โดยทําการ
ทดลองวันละ  3  ซํ้า  บันทึกน้ําหนักแหงของเสนใยทุกวันจนครบ  14  วัน  แลวนาํมาเขียนกราฟการ
เจริญเติบโต 

 
3.3.5 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงรา   ใหมีความสามารถในการลดความเขมขนของลิก

นินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 
 การเตรยีม inoculum  เพื่อทดสอบความสามารถในการลดความเขมขนของลิกนนิและสีในน้าํ

ทิ้ง ใช inoculum  ที่เตรียมไวตามขอ 3.3.3.1  จํานวน  2  ชิ้นวุน  ยายลงในอาหาร  PDB  บมที่อุณหภูมิ
หองที่อัตราการเขยา  150  รอบตอนาที  โดยจากผลการทดลองในหัวขอ  3.3.4  ทําใหทราบเวลาที่เหมาะ
สมในการเลี้ยงรา Isolate A19  เปนเวลานาน 8 วัน และรา Isolate B7  เปนเวลานาน 12  วัน  

   
 3.3.5.1  ศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

เตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 
จํานวน  50  มิลลลิิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลลิิตร  โดยถาย รา Isolate A19  และ รา Isolate 
B7 ในปริมาณที่แตกตางกนั  คือ  5  10  15  20  มิลลลิิตร  และถายราทั้งสองชนิดผสมกันในอัตราสวน  
รา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  2.5: 2.5    5.0: 5.0    7.5: 7.5   10.0: 10.0  และ  12.5: 12.5  
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มิลลลิิตร  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน ทํา
การทดลองจํานวน  3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  UV/Visible  
Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลาํดับเพื่อวดัคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสี 

 
3.3.5.2 ศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

เตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 
จํานวน  50  มิลลิลิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  โดยทําการปรับความเปนกรดดางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ใหมีระดับตางกัน  คือ  3   5   7   9  และ 11  โดยใชโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน   1  
โมลาร  แลวถายรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1  ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ     บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที    เปนเวลา  12  วัน  
ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครือ่ง  UV/Visible  
Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลาํดับเพื่อวดัคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 

 
3.3.6 ศึกษาองคประกอบและความเขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขน

ของลิกนินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 

3.3.6.1 การหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่ เหมาะสมของรา Isolate A19 และรา   
Isolate B7     

 
   โดยเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  ไดแก  น้ํา
ตาลกลูโคส   และน้ําตาลซูโครส   โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  
Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    แลวผันแปรแหลง
อาหารคารบอนทั้งสองชนิด  ถายรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  
12  วัน  ทําการทดลองจํานวน   3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  
UV/Visible  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับเพื่อ
วัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 
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3.3.6.2  ศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และรา  
Isolate B7     

 
   โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมดังหัวขอ 3.3.6.1  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  
คือ 0  0.5  1.0  1.5   2.0  และ  2.5  เปอรเซ็นต  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  แลววัดคาความเขมขนของ
ลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยูดวย  UV/Visible  Spectrophotometer 

 
3.3.6.3 การหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และรา

Isolate B7   
 

     โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  แอมโมเนียมคลอไรด และ  โซเดียมไน
เตรต  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 
50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    แลวผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจนทั้งสองชนิด  
ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  
เปนเวลา  12  วัน ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  
UV/Visible  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับเพื่อ
วัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 

 
3.3.6.4 ศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และ   

  รา Isolate B7     
 
    โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมดังหัวขอ 3.3.6.3  ผันแปรความเขมขนตางๆ  กัน  
คือ  0    0.1    0.2    0.3    0.4   และ  0.5  เปอรเซ็นต  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  แลววัดคาความเขม
ขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยูดวย  UV/Visible  Spectrophotometer 
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3.3.7 นํารา Isolate A19 และรา Isolate B7  มาทดลองใชกับน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน   
 

โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมรา Isolate A19  และรา 
Isolate  B7 ลงไป  สวนชุดที่สองใสราที่ทดสอบแลววายอยสลายลิกนินได    แลวเก็บตัวอยางน้ําทุกวัน
จนครบ 12  วัน เพื่อนํามาวิเคราะหคาความเขมขนของลิกนินที่เหลืออยูที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
และคาความเขมขนของสีที่ เหลืออยูที่ ความยาวคลื่น  465 นาโนเมตร   ดวยเครื่อง  UV/Visible  
spectrophotometer   



บทท่ี  4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 การเก็บตัวอยางจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย   
 
       เก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  20  ตัวอยาง  ตามตารางที่ 4.1  และกิ่งไมผุจาก
แหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  22  ตัวอยาง  ตามตารางที่ 4.2 
 
 4.1.1  ผลการเก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 
ตารางที่ 4.1  ตัวอยางเห็ดที่เก็บจากแหลงตางๆ 
รหัสเห็ดตัวอยาง รหัสเสนใยจากเห็ดตัวอยาง สถานที่เก็บ 

A1 
A2 
A3 
A4 
A5 
A6 
A7 
A8 
A9 

A10 
A11 
A12 
A13 
A14 
A15 
A16 
A17 
A18 
A19 
A20 

Isolate A1 
Isolate A2 
Isolate A3 
Isolate A4 
Isolate A5 
Isolate A6 
Isolate A7 
Isolate A8 
Isolate A9 
Isolate A10 
Isolate A11 
Isolate A12 
Isolate A13 
Isolate A14 
Isolate A15 
Isolate A16 
Isolate A17 
Isolate A18 
 Isolate A19 
Isolate A20 

อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตธนบุรี  กรุงเทพมหานคร 
เขตธนบุรี  กรุงเทพมหานคร 
เขตธนบุรี  กรุงเทพมหานคร 

อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 

อ. เมือง  จ. ประจวบคีรีขันธ 
อ. อัมพวา  จ. สมุทรสงคราม 
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4.1.2  ผลการเก็บตัวอยางกิ่งไมผุจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 
ตารางที่ 4.2  ตัวอยางกิ่งไมผุที่เก็บจากแหลงตางๆ 
รหัสกิ่งไมตัวอยาง รหัสเสนใยจากกิ่งไมตัวอยาง สถานที่เก็บ 

B1 
B2  
B3 
B4 
B5 
B6 
B7 
B8 
B9 

B10 
B11 
B12 
B13 
B14 
B15 
B16 
B17 
B18 
B19 
B20 
B21 
B22 

Isolate B1 
Isolate B2 
Isolate B3 
Isolate B4 
Isolate B5 
Isolate B6 
 Isolate B7 
Isolate B8 
Isolate B9 
Isolate B10 
Isolate B11 
Isolate B12 
Isolate B13 
Isolate B14 
Isolate B15 
Isolate B16 
Isolate B17 
Isolate B18 
Isolate B19 
Isolate B20 
Isolate B21 
Isolate B22 

อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
อ. พนมสารคาม  จ. ฉะเชิงเทรา 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตบางกะป  กรุงเทพมหานคร 
เขตปทุมวัน  กรุงเทพมหานคร 
เขตปทุมวัน  กรุงเทพมหานคร 
เขตปทุมวัน  กรุงเทพมหานคร 

อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 
อ. เมือง  จ. เชียงใหม 

อ. เมือง  จ. ประจวบคีรีขันธ 
อ. เมือง  จ. สระบรีุ 
อ. เมือง  จ.สระบุรี 
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4.2 ลักษณะของราตัวอยาง และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับอาหาร Poly-R  
agar  clearance  และ Tannic  agar  
 

4.2.1 ลักษณะของราที่แยกไดจากเห็ด และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ
อาหาร Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar 
 

     การคัดเลือกราจากเหด็เพื่อนาํมาแยกไดสายพันธุที่บริสุทธิ์จํานวน  20  Isolate  เมื่อนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย  Poly R-478   และ  Tannic  agar  พบวามีเพียง  1  สายพันธุที่
สามารถเปลี่ยนสีของ  Poly R-478   จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และมี  12 สายพันธุที่สามารถสรางโซน
สีน้ําตาลบน   Tannic  agar  จึงมีรา Isolate  A19  เพียงสายพันธุเดยีว  ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางเหด็ดังรูปที ่
4.1  ที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar  ดังตารางที่  4.3 และมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่เกิดปฏิกิริยามากกวาราอื่นๆ ดังนั้นจึงคัดเลือกรา Isolate A19  มาทําการทดลองใน
ขั้นตอไป เมื่อบม รา Isolate A19  บนอาหาร potato  dextrose  agar  จะมลัีกษณะเปนเสนใยสีขาว
ละเอียด  เสนใยติดอยูบนผวิหนาอาหาร  ไมฟู  และไมเหนียว แสดงในรูปที่ 4.2  และจากการทํา  slide  
culture  แลวสองดวยกลองจลุทรรศนจะเหน็ผนังกั้นเสนใย  และ  clamp  connection อยางชัดเจน ดงัใน
รูปที่ 4.3 แสดงวาอยูในกลุมของ  Basidiomycota   

 
ตารางที่ 4.3  ลักษณะและอตัราการเจริญของราทีแ่ยกไดจากเห็ด และผลการทดสอบความสามารถในการ
ยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ในเวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากเห็ดตัว
อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate A1 
 

Isolate A2 
Isolate A3 

 
Isolate A4 

 
Isolate A5 

เสนใยขาวฟู  เปนกระจกุสีขาวขุน
อยูตรงกลาง 
เสนใยขาวใส ขอบคลายแขนงใบไม 
เสนใยขาวฟูมากจนถึงฝาบนของ 
Petri dish 
เสนใยขาวไมฟู เกดิบริเวณผิวหนา
ของอาหาร 
เสนใยขาวหนา ลักษณะยน 

+ + + 
 

+ 
+ 
 

+ 
 

+ + 

- 
 
- 
- 
 
- 
 
- 

4.5 
 
- 
- 
 

5.0 
 
- 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ลักษณะและอัตราการเจริญของราที่แยกไดจากเหด็ และผลการทดสอบความสามารถ
ในการยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ใน
เวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากเห็ดตัว
อยาง 

 
ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate A6 
Isolate A7 
Isolate A8 
Isolate A9 

Isolate A10 
Isolate A11 

 
Isolate A12 
Isolate A13 
Isolate A14 
Isolate A15 
Isolate A16 
Isolate A17 
Isolate A18 

* Isolate A19 
 

Isolate A20 

เสนใยขาวและยาว 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบางๆ กระจายทั่ว 
เสนใยดานในหนาสีขาวขุนเสนใย
ขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวละเอียดไมฟู ขึ้นอยาง
หนาแนน 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ละเอียดมาก 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาว ไมฟู 
เสนใยขาว ลักษณะเปนวงๆ 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวละเอียด เกิดบริเวณผิว
หนาของอาหาร  
เสนใยขาวสั้น ขึ้นตั้งฉากกับผิว
อาหาร 

+ + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ 

+ + 
 

+ + + 
+ + + 
+ + + 
+ + 
+ + 

+ + + 
+ + 

+ + + 
 

+ + 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

9.0 
 
- 
 

5.2 
- 
- 

4.5 
4.7 
5.1 

 
- 

3.8 
3.3 
4.2 
4.3 
- 

4.4 
5.7 

 
- 

 
หมายเหตุ 
อัตราการเจริญ 
+    หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  4  วัน 
+ +   หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  6  วัน 
+ + +  หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  8  วัน 
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ปฏิกิริยากับ  Poly-R  agar  clearance 
+    หมายถึง  ราสามารถยอยสลายสี Poly R-478  โดยเปลี่ยนอาหารจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง 
-    หมายถึง  ราไมสามารถยอยสลายสี Poly R-478   
 
ปฏิกิริยากับ  Tannic  agar 
+    หมายถึง  ราสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
-    หมายถึง  ราไมสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
*  หมายถึง  ราที่สามารถยอยสลายไดทั้ง Poly R-478  และ  Tannic  agar 
 
 
 

      
            
รูปที่ 4.1  ตัวอยางเห็ด A19 ที่นํามาแยกรา 
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รูปที่ 4.2  ลักษณะโคโลนีของรา Isolate A19  บนอาหาร  potato  dextrose  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.3  ลักษณะเสนใยของรา Isolate A19  เมื่อศึกษาดูภายใตกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย  1,000  เทา 
(รูปมีขนาด  0.05  เทาจากรูปจริง) 
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4.2.2 ลักษณะของราที่แยกไดจากกิ่งไม และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ
อาหาร Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar 
 

     การคัดเลือกราจากกิ่งไมเพื่อนํามาแยกไดสายพันธุที่บริสุทธิ์จํานวน  22  Isolate  เมื่อนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย  Poly R-478   และ  Tannic  agar  พบวามีเพียง  1  สายพันธุที่
สามารถเปลี่ยนสีของ  Poly R-478   จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  และมี  5 สายพันธุที่สามารถสรางโซน
สีน้ําตาลบน   Tannic  agar  จึงมีรา Isolate  B7  เพียงสายพันธุเดยีว  ซ่ึงแยกไดจากตวัอยางกิ่งไมดงัรูปที่ 
4.4  ที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar  ดังตารางที่ 4.4 และมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่เกิดปฏิกิริยาสูงสุดมากกวาราอืน่ๆ ดังนั้นจึงคดัเลอืกรา Isolate B7  มาทําการทดลอง
ในขั้นตอไป เมื่อบมรา Isolate B7  บนอาหาร potato dextrose agar จะมีลักษณะเปนเสนใยหนาสีขาวขุน 
ขึ้นเปนวงๆ เหนียวมาก  คอนขางฟู  และบริเวณขอบไมเรียบ  แสดงในรูปที่ 4.5  และจากการทาํ  slide  
culture แลวสองดวยกลองจลุทรรศนจะเหน็ผนังกั้นเสนใย และ clamp connection ดังในรูปที่ 4.6  แสดง
วาอยูในกลุมของ  Basidiomycota   

 
ตารางที่ 4.4  ลักษณะและอตัราการเจริญของราที่แยกไดจากกิ่งไม  และผลการทดสอบความสามารถใน
การยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ในเวลา  
9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากกิ่งไมตัว

อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate B1 
 

Isolate B2  
Isolate B3 
Isolate B4 
Isolate B5 
Isolate B6 

* Isolate B7 

เสนใยขาวบาง ลักษณะแตกเปน
แขนง 
เสนใยขาวขุน 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาวละเอียด ปุยเล็กนอย 
เสนใยขาว ปุยลามทั่วผิวหนาอาหาร 
เสนใยขาวบางใส 
เสนใยขาวขุนหนา ขึ้นเปนวงๆ 
เหนียวมาก 

+ 
 

+ 
+ 

+ + 
+  

+ + 
+ + 

- 
 
- 
- 
- 
- 
- 

8.4 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

4.0 
5.6 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ลักษณะและอัตราการเจริญของราที่แยกไดจากกิ่งไม  และผลการทดสอบความ
สามารถในการยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  
agar  ในเวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากกิ่งไมตัว

อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate B8 
Isolate B9 

Isolate B10 
Isolate B11 
Isolate B12 
Isolate B13 
Isolate B14 
Isolate B15 
Isolate B16 
Isolate B17 
Isolate B18 
Isolate B19 
Isolate B20 
Isolate B21 
Isolate B22 

เสนใยขาวกระจายทั่วผิวหนาอาหาร 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวปนสีเหลืองเล็กนอย 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบาง ฟูมาก 
เสนใยขาวขึ้นเปนชั้นๆ 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบางใส 
เสนใยขาวขุน ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูเล็กนอย 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาว ฟูเล็กนอย 
เสนใยขาว จับตวักันเปนกลุม 

+  
+ + 
+ +  

+ + + 
+ +  
+ +  
+  
+ 

+ +  
+ + 
+ + 
+ +  
+ 
+ 

+ + + 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

5.0 
- 
- 
- 

4.3 
3.8 
- 
- 

 
หมายเหตุ 
อัตราการเจริญ 
+    หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  4  วัน 
+ +   หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  6  วัน 
+ + +  หมายถึง  ราเจริญเต็มจานเพาะเชื้อบนอาหาร  PDA  ภายในเวลา  8  วัน 
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ปฏิกิริยากับ  Poly-R  agar  clearance 
+    หมายถึง  ราสามารถยอยสลายสี Poly R-478  โดยเปลี่ยนอาหารจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง 
-    หมายถึง  ราไมสามารถยอยสลายสี Poly R-478   
ปฏิกิริยากับ  Tannic  agar 
+    หมายถึง ราสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
-    หมายถึง ราไมสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
 
*  หมายถึง  ราที่สามารถยอยสลายไดทั้ง Poly R-478  และ  Tannic  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.4  ตัวอยางกิ่งไม B7  ที่นํามาแยกรา 
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รูปที่ 4.5  แสดงลักษณะโคโลนีของรา Isolate B7  บนอาหาร  potato  dextrose  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.6  แสดงลักษณะเสนใยของรา Isolate B7เมื่อศึกษาดภูายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา 
(รูปมีขนาด  0.05  เทาจากรูปจริง) 
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4.3 ผลการสรางโซน ท่ีมีการเปล่ียนสีบนอาหารเลี้ยงเชื้อของรา Isolate A19 และรา Isolate B7 
 

4.3.1 ผลการวัดขนาดของโซนที่มีการเปล่ียนสีของอาหาร Poly-R agar clearance  ของรา Isolate 
A19  และรา Isolate B7 
     
    จากผลการทดลองวัดขนาดของโซนที่มีการเปลี่ยนสีของรา Isolate A19  และ B7  บนอาหาร  
Poly-R  agar  clearance เปนดังตารางที่ 4.5  ซ่ึงรา Isolate A19  จะเกดิปฏิกิริยาในการยอยสลายสี Poly 
R-478  ไดสูงกวารา Isolate B7 เร่ิมตั้งแตวนัที่ 3  เปนตนไปจนถึงวนัที่ 9  โดย รา Isolate A19  มีขนาด
เสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสีสูงสุด  9.0  เซนติเมตร สวนรา Isolate B7  มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสีสูงสุด  8.4  เซนติเมตร  รูปที่ 4.7  และรูปที่ 4.8  แสดงลักษณะการ
เกิดโซนที่มีการเปลี่ยนสีของรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.5   ผลการวัดขนาดโซนของรา Isolate A19  และรา Isolate B7  ที่มีการเปลี่ยนสีเมื่อทดสอบ
กับอาหาร Poly-R  agar  clearance 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสี (เซนติเมตร) 
Isolate 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 วันที่ 7 วันที่ 8  วันที่ 9 
A19 0 0 2.0 4.0 4.6 6.4 7.8 8.8 9.0 
B7 0 0 1.4 3.0 4.2 5.8 7.0 8.2 8.4 

 

      
 
รูปที่ 4.7  ลักษณะการเปลี่ยนสีบนอาหาร  Poly-R  agar  clearance ของรา Isolate  A19   
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รูปที่ 4.8  ลักษณะการเปลี่ยนสีบนอาหาร  Poly-R  agar  clearance ของรา Isolate  B7   
 

4.3.2 ผลการวัดขนาดของ โซนสีน้ําตาลของอาหาร  Tannic  agar ของรา Isolate A19 และรา 
Isolate B7 
 
    จากผลการทดลองวัดขนาดของโซนสีน้ําตาลของรา Isolate A19  และ B7  บนอาหาร  Tannic  
agar เปนดังตารางที่ 4.6  ซ่ึงรา Isolate A19  จะเกดิปฏิกิริยาในการสรางโซนสีน้ําตาลไดสูงกวารา 
Isolate B7 เร่ิมตั้งแตวนัที่ 1 เปนตนไปจนถึงวันที่ 9  โดยรา Isolate A19  มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
โซนสูงสุด  5.7  เซนติเมตร สวนรา Isolate B7  มีขนาดเสนผานศนูยกลางของโซนสูงสุด  5.6  
เซนติเมตร  รูปที่ 4.9  และรูปที่ 4.10  แสดงลักษณะการเกิดโซนสีน้าํตาลของรา Isolate A19 และรา 
Isolate B7  ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 4.6  ผลการวัดขนาดโซนของรา Isolate A19  และ รา Isolate B7  ที่มีการเปลี่ยนสีเมื่อทดสอบ
กับอาหาร  Tannic  agar 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสี (เซนติเมตร) Isolate 
วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6  วันที่ 7 วันที่ 8  วันที่ 9 

A19 1.4 2.6 3.8 4.4 5.0 5.2 5.4 5.6 5.7 
B7 1.2 2.4 3.4 4.0 4.4 4.6 5.0 5.4 5.6 
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รูปที่ 4.9  ลักษณะการสรางโซนสีน้ําตาลของรา Isolate  A19  บนอาหาร  Tannic  agar 
 
 
    

      
 
รูปที่ 4.10  ลักษณะการสรางโซนสีน้ําตาลของรา Isolate  B7 บนอาหาร  Tannic  agar 
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4.4 ผลการศึกษาการเจริญของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato 
dextrose broth (PDB) 
 
    จากการทดลองเลี้ยงรา Isolate  A19  และรา Isolate  B7  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato dextrose  
broth (PDB)  แลวนําขอมูลน้ําหนกัแหงของเสนใยมาเขยีนกราฟแสดงการเจริญเติบโตในแตละวนั  พบ
วาเสนใยของรา Isolate  A19  มีแนวโนมของน้ําหนกัแหงเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ทีละนอย  จนถึงวันที่ 11  และ
วันที่ 12 จะมนี้ําหนกัแหงสูงสุดคือ 179.0 มิลลิกรัม  หลังจากนั้นจะเริ่มคงที่  สวนเสนใยของรา Isolate  
B7  ในชวงวนัที่ 4-7 น้ําหนักแหงจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  และมีน้ําหนักแหงสูงสุดวันที่ 8 คือ 830.0 
มิลลิกรัม  หลังจากนั้นจะเริ่มคงที่  ดังกราฟในรูปที่ 4.11  (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก  ค)  ดัง
นั้นระยะ  stationary  phase  ของรา Isolate A19  คือ  12   วัน   และรา Isolate  B7   คือ  8  วัน  ซ่ึงเปน
ระยะทีเ่หมาะสมในการนํามาใชในการยอยสลายสีและลิกนิน เนื่องจากกระบวนการยอยสลายลิกนนิจะ
เกิดในระยะ  secondary  metabolism (Annele, 2001, Eaton and others, 1980)  ที่ราไวตรอตจะผลิต  
extracellular  enzymes  เขาไปทําลายวงแหวนโพลิเมอรที่ซับซอนของลิกนินอันไดแก  LiP  MnP  และ  
Laccase 
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รูปที่ 4.11  การเจรญิเติบโตของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato dextrose  
broth (PDB) 
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4.5  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate  B7  ใหมีความสามารถ
ในการลดความเขมขนของลิกนินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 

  
 น้ําทิ้งที่นํามาใชในการทดลองนั้นเปนน้าํทิ้งในการผลิตลิกนินโดยการตกตะกอนน้ําดําที่

ความเปนกรดดาง 3  ดวยกรดซัลฟวริก  โดยไดรับความอนุเคราะหน้าํดําจากบริษัท แอดวานซ อะโกร 
จํากัด (มหาชน)  อ. ศรีมหาโพธิ์  จ. ปราจนีบุรี   น้ําทิ้งในการผลิตลิกนินมีคาความเขมขนของลิกนินเริ่ม
ตนเฉลี่ย  7.46  กรัมตอลิตร และคาความเขมขนของสีเร่ิมตนเฉลี่ย  1833.33  Pt.Co unit 

 
4.5.1 ผลการศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7     
 

 จากการทดลองเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ในปริมาณที่แตกตางกัน  คือ  5  10  15 
และ 20  มิลลิลิตร  และถายเชื้อราทั้งสองชนิดผสมกันในอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทา
กับ  2.5: 2.5    5: 5    7.5: 7.5   10: 10  และ  12.5: 12.5  มิลลิลิตร  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  
Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จาํนวน  50  มิลลิลิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  
ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ  5  บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนนิและคาความเขมขนของสีที่ความยาวคลื่น  
280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับ เพื่อหาปริมาณราเริ่มตนทีน่อยที่สุดที่รามีความ
สามารถในการลดความเขมขนของลิกนินและสี  จากผลการศึกษาพบวารา Isolate A19 มีประสิทธิภาพ
ในการลดความเขมขนของลิกนินเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนถึงวันที่ 8  หลังจากนั้นจะมปีระสิทธิภาพคงที่ 
(รูปที่ 4.12)  ซ่ึงการใชรา Isolate A19 ปริมาณ 20 มิลลิลิตร  จะใหประสิทธิภาพในการลดลิกนนิสูงสุด  
ในเวลา  8  วัน  รองลงมาคือราปริมาณ  15 มิลลิลิตร  10  มิลลิลิตร  และ  5  มิลลิลิตร ตามลําดับ  และ
จากการทดสอบทางสถิติพบวาราปริมาณ  15  มิลลิลิตรไมมีความแตกตางกบัราที่ปริมาณ  20  มิลลิลิตร
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง)   
 สวนความสามารถในการลดสีพบวารา Isolate A19 มีความสามารถในการลดสีที่ปริมาณ 20  
มิลลิลิตรมากที่สุดเชนกัน  รองลงมาคือ  15  มิลลิลิตร  และ 10  มิลลิลิตร  ที่มีความสามารถในการลดสี
ใกลเคียงกันและไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  (ภาคผนวก ง) โดยที่รา  5  มิลลิลิตรจะลด
สีลงไดนอยทีสุ่ด ดังรูปที่ 4.13 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวันที่ 8  ของปริมาณราตางๆ กัน
ในการลดลิกนนิและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate A19  ไดผลเปนดังนี ้  ราปริมาณ  20  มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  43.55 เปอรเซ็นต  ลดสีได  72.73  เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  15  มิลลิลิตร สามารถ
ลดลิกนินได  42.17  เปอรเซน็ต ลดสีได  67.27 เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  10  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนิน
ได  36.40  เปอรเซ็นต  ลดสีได  67.27 เปอรเซ็นต  และราปริมาณ 5 มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  
30.18  เปอรเซ็นต  ลดสีได  58.18  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก ค)    
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รูปที่ 4.12  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19  โดยใชรา Isolate 
A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.13  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19  โดยใชรา Isolate A19  
เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการลดความเขมขนของลิกนินและสีของรา Isolate B7 พบวา รา 
Isolate B7  ปริมาณ  20  มิลลิลิตร  และ  15  มิลลิลิตรมีความสามารถในการลดลิกนินไดใกลเคียงกัน
และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง) รองลงมาไดแกราปริมาณ  10  มิลลิลิตร  
และ  5  มิลลิลิตร  ตามลําดับ (รูปที่ 4.14) และประสิทธิภาพในการลดสีก็ใหผลเชนเดยีวกันคอื  รา 
Isolate B7 ที่สามารถลดสีไดมากที่สุดคือปริมาณ  20  มิลลิลิตร  และ  15  มิลลิลิตรซึ่งมีความสามารถใน
การลดสีไดใกลเคียงกันไมมคีวามแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ  รองลงมาไดแกราปริมาณ  10  
มิลลิลิตร  และ  5  มิลลิลิตร  ตามลําดับ (รูปที่ 4.15)    แตถึงอยางไรกต็ามทั้งการลดลิกนินและสีของ รา 
Isolate B7  ยังมีประสิทธิภาพไมดีเทารา Isolate A19  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวนัที่ 8  
ของปริมาณราตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate B7  ไดผลเปนดังนี้  รา
ปริมาณ  20  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  36.86  เปอรเซ็นต  ลดสีได  63.64  เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  
15  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 36.18  เปอรเซ็นต ลดสีได  56.36 เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  10  
มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 29.26   เปอรเซ็นต  ลดสีได  41.82 เปอรเซ็นต  และราปริมาณ 5 
มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 27.19  เปอรเซน็ต  ลดสีได 30.91 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.14  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate B7 โดยใช รา Isolate B7   
เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.15  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสีของรา Isolate B7 โดยใชรา Isolate B7 เร่ิม
ตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 
 ในการใชเชื้อผสมระหวางรา Isolate A19: รา Isolate B7   ที่มีอัตราสวนเทากับ  10.0: 10.0  และ  
12.5: 12.5 มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดมากที่สุดและไมมีความแตกตางกันอยางมี
นยัสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง) รองลงมาเปนราอัตราสวน 7.5: 7.5   5.0: 5.0  และ  2.5: 2.5  มิลลิลิตร
ตามลําดับ  (รูปที่ 4.16 และ รูปที่ 4.17)  ซ่ึงราไวตรอตนั้นสามารถยอยสลายลิกนินไดเนื่องจากผลิต 
extracellular  enzymes  ที่เขาไปทําลายวงแหวนโพลิเมอรที่ซับซอนของลิกนินทําใหคาความเขมขนของ
ลิกนินลดลง  และทําใหคาความเขมขนของสีลดลงดวยเชนกัน  เปนที่สังเกตวาราที่ผสมกันระหวางรา 
Isolate A19  และรา Isolate B7  จะสามารถลดลิกนินและสีไดดีกวาการใชราชนิดใดชนิดหนึ่ง   ดังนั้น
จึงเลือกอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  เปนอัตราสวนเริ่มตนที่
เหมาะสมในการทําการทดลองขั้นตอไป  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวนัที่ 8   ของอัตรา
สวนราตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate A19: รา Isolate B7 ไดผลเปนดงันี ้ 
ราอัตราสวน 10.0: 10.0  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  73.04  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต  รา
อัตราสวน 12.5: 12.5  มิลลิลิตร สามารถลดลิกนินและลดสีไดเทากับที่ราอัตราสวน  10.0: 10.0   มิลลิลิตร  
คือลดลิกนินได   73.04   เปอรเซ็นต  และลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต   ราอัตราสวน  7.5: 7.5   มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  39.40  เปอรเซ็นต  ลดสีได  76.36  เปอรเซ็นต  ราอัตราสวน  5.0: 5.0  มิลลิลิตร  
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สามารถลดลิกนินได  32.49  เปอรเซน็ต  ลดสีได  65.45  เปอรเซ็นต และราอัตราสวน  2.5: 2.5   มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  32.72  เปอรเซ็นต ลดสีได  54.55  เปอรเซ็นต   ตามลําดับ  (ภาคผนวก ค) 
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รูปที่ 4.16  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนิน  เมือ่ใชรา Isolate A19 และ รา Isolate 
B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.17  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสี  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 
ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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4.5.2 ผลการศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7   
  
 จากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 

จํานวน  50  มิลลิลิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  โดยทําการปรับความเปนกรดดางของ
อาหารเลี้ยงเช้ือใหมีระดับตางกัน  คือ  3   5   7   9  และ 11  แลวถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  อัตรา
สวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเคร่ืองเขยาความเร็ว  
150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู  
พบวาที่ความเปนกรดดางเทากับ 5    มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดดีที่สุดและมีความแตกตาง
กับที่ความเปนกรดดางอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (ภาคผนวก  ง)  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 3  
สามารถลดลิกนินและสีไดมากกวาที่ความเปนกรดดางเทากับ 7  เล็กนอยและไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ  และเมื่อความเปนกรดดางสูงขึ้นเทากับ 9  และ 11  จะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดต่ํา
มาก (รูปที่ 23  และรูปที่ 24)   แสดงวาที่ความเปนกรดดางสูงเปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการยอยสลาย
ลิกนินและสีของรา   ทั้งนี้เนื่องจากราไวตรอตสวนใหญสามารถยอยสลายลิกนินที่ภาวะเปนกลางคอน
ขางเปนกรดเล็กนอย  ที่ความเปนกรดดางประมาณ  5  (Bajpai  and  Bajpai, 1994)  จากงานวิจัยโดยใช
ราไวตรอตอื่นๆ ก็ใหผลการศึกษาในทํานองเดียวกัน ไดแก  Schizophyllum  commune  มีความเปนกรด
ดางที่เหมาะสมในชวง 4-5  (Belsare  and  Prasad,  1988) และ  Phanerochaete  chrysosporium  มีความ
เปนกรดดางที่เหมาะสมในชวง  4.3-4.8  (Eaton  and  others, 1980 )  เปนตน     เมื่อเปรียบเทียบประ
สิทธิภาพท่ีดีที่สุดหลังจากปรับความเปนกรดดางในระดับตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหา
นอย  ไดผลเปนดังนี้  ความเปนกรดดางเทากับ  5  สามารถลดลิกนินได  73.27  เปอรเซ็นต  ลดสีได  
85.45  เปอรเซ็นต   ความเปนกรดดางเทากับ  3  สามารถลดลิกนินได  39.17  เปอรเซ็นต ลดสีได  56.36  
เปอรเซ็นต   ความเปนกรดดางเทากับ  7  สามารถลดลิกนินได  34.79  เปอรเซ็นต  ลดสีได  52.73  
เปอรเซ็นต  ความเปนกรดดางเทากับ  9  สามารถลดลิกนินได  16.59  เปอรเซ็นต  ลดสีได  45.45  
เปอรเซ็นต และความเปนกรดดางเทากับ  11  สามารถลดลิกนินได  12.21  เปอรเซ็นต ลดสีได  29.09  
เปอรเซ็นต   ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.18  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทํา
การปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   
Czapek’s  Dox  Medium บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 12  วัน 
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รูปที่ 4.19  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทําการ
ปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกนั ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร Czapek’s  
Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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4.5.3 ผลการศึกษาองคประกอบและความเขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการลดคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 

4.5.3.1 ผลการศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19 
และรา Isolate  B7     

 
   จากการเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ํา
ตาลกลูโคส   และน้ําตาลซูโครส   โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  
Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    ที่ผันแปรแหลง
อาหารคารบอนทั้งสองชนิด  ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   ถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  
อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขน
ของสีที่คงอยู  พบวาน้ําตาลซูโครสมีประสิทธิภาพดีกวาเล็กนอยในชวง  2  วันแรก  หลังจากนั้นประ
สิทธิภาพในการลดลิกนินและสีจะเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.20  และรูปที่  4.21)  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพท่ี
ดีที่สุดในวันที่  8  โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน ไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได  
47.93  เปอรเซ็นต  ลดสีได  80.00  เปอรเซ็นต  และเมื่อใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน ได
ผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได 73.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได  89.09  เปอรเซ็นต (ภาคผนวก  ค)  ดังนั้น
จึงเลือกใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนที่จะทําการทดลองในขั้นตอไป 
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รูปที่ 4.20  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
เมื่อเล้ียงราดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาล
ซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.21  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19 และรา Isolate B7   เมื่อ
เล้ียงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาล
ซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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4.5.3.2  ผลการศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7     

 
           จากการเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมดังหัวขอ 
4.5.3.1 ซ่ึงไดแกน้ําตาลซูโครส  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  คือ 0.0  0.1  0.5  1.0  1.5   และ  2.0  
เปอรเซ็นต  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   แลวถายรา Isolate 
A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคา
ความเขมขนของสีที่คงอยู  พบวาเมื่อใชความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.0  เปอรเซ็นต  
จะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีที่นอยที่สุด  ประสิทธิภาพในการลดลิกนินเมื่อความเขมขน
ของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.5-2.0   เปอรเซ็นต  มีคาใกลเคียงกันมาก  สวนประสิทธิภาพในการ
ลดสีจะแตกตางกันบางเล็กนอยซ่ึงเมื่อทดสอบทางสถิติถือวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  และที่ความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.1 เปอรเซ็นต  มีประสทิธิภาพในการลดลิก
นินและสีไดดีกวาที่  0.0  เปอรเซ็นต  แตนอยกวาที่  0.5-2.0   เปอรเซ็นต  (รูปที่  4.22  และรูปที่  4.23)  
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสี  ในกรณีที่ไมไดเพิ่มแหลงอาหารคารบอนที่  0.0  
เปอรเซ็นต  และเพิ่มแหลงอาหารคารบอนที่ระดับ  0.1  0.5  1.0  1.5   และ  2.0  เปอรเซ็นต  พบวาเมื่อ
เพิ่มแหลงอาหารคารบอนในทุกระดับความเขมขนจะสามารถลดลิกนินและสีไดมากกวาที่  0.0  
เปอรเซ็นต  ทั้งนี้เนื่องจากราไวตรอตไมสามารถเจริญเติบโตไดโดยใชลิกนินเปนแหลงอาหารคารบอน
เพียงชนิดเดียว  แตยังตองการการเพิ่มแหลงอาหารคารบอนเพื่อเปน  co-substrate  ดวย  (Eaton  and  
others,  1980)  จึงอาจกลาวไดวาแหลงอาหารคารบอนเปนปจจัยสําคัญในการเกิดกระบวนการยอยสลาย
ลิกนิน  (Belsare  and Prasad,  1980)  สอดคลองกับรายงานการวิจัยที่เมื่อเพิ่มแหลงอาหารคารบอน  รา
ไวตรอตจะมีประสิทธิภาพลดสีได  92  เปอรเซ็นต  แตหากไมเพิ่มแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิ
ภาพลดสีลงไดนอยกวาที่  78  เปอรเซ็นต  (Nagarathnamma  and  Bajpai,  1999)  นอกจากนี้ในงานวิจัย
ของ  Archibald  และคณะ (1990)  พบวาหากไมมีการเพิ่มแหลงอาหารคารบอนจะไมมีประสิทธิภาพใน
การลดสีเลย  และเมื่อเพิ่มความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเปน  0.5-2.0  เปอรเซ็นต จะมีประสิทธิ
ภาพในการลดลิกนินและสีไมแตกตางกันมากนัก   อาจสรุปไดวาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอน
เร่ิมตนที่  0.5  เปอรเซ็นต  มปีริมาณมากเพียงพอตอความตองการในการยอยสลายลิกนินและสีของเชื้อ
ผสม รา Isolate A19  และ รา Isolate B7   เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพท่ีดีที่สุดซึ่งผันแปรความเขมขน
ของน้ําตาลซูโครสในระดับตางๆ กันจากมากไปหานอย  ไดผลเปนดังนี้  ที่ความเขมขน  2.0  เปอรเซ็นต   
สามารถลดลิกนินได  73.27  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต  ความเขมขน  1.5  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  73.04  เปอรเซ็นต  ลดสีได 90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  1.0  เปอรเซ็นต  
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สามารถลดลิกนินได  72.58  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91    เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  71.88  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.1  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได 61.74  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต   และความเขมขน  0.0  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  25.35  เปอรเซ็นต  ลดสีได  54.55  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.22  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน   เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.23  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี   เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

4.5.3.3  ผลการศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7   

 
     จากการเลี้ยงราดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  
แอมโมเนียมคลอไรด และ  โซเดียมไนเตรต  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  
Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    โดยใช
ซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5  
แลวถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขม
ขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีท่ีคงอยู  พบวาโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนที่
เหมาะสมมากกวาแอมโมเนียมคลอไรด  เพราะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดดีกวา  (รูปที่  
4.24  และรูปที่  4.25)  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดซ่ึงใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหาร
ไนโตรเจนไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได  72.12  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต  และเมือ่
ใชแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงอาหารไนโตรเจนไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได 53.92  
เปอรเซ็นต  ลดสีได  83.64  เปอรเซ็นต (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.24  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอ
ไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวย
เครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.25  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียม
คลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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4.5.3.4 ผลการศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7     

 
  จากการเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหาร
ไนโตรเจนที่เหมาะสมดังหวัขอ 4.5.3.3 ซ่ึงไดแกโซเดียมไนเตรต  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  คือ 0.0  
0.1  0.2  0.3  0.4   และ  0.5  เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  
เปอรเซ็นต ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มลิลิลิตร   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   แลวถายรา Isolate  
A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววดัคาความเขมขนของลิกนนิและคา
ความเขมขนของสีที่คงอยู  พบวาที่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนเทากับ  0.1  เปอรเซ็นตมี
ประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีดีที่สุด  รองลงมาคือท่ีความเขมขน  0.2  และ  0.3  เปอรเซ็นตมีประ
สิทธิภาพใกลเคียงกัน   และที่ความเขมขน  0.4    และ   0.5  เปอรเซ็นต   มีประสิทธิภาพนอยลงตาม 
ลําดับ (รูปที่ 4.26  และรูปที่ 4.27)  แสดงใหเห็นวาเมื่อเพิม่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจน ประ
สิทธิภาพในการลดสีและลิกนินจะลดนอยลงและขณะที่หากเมื่อไมมีการเพิ่มแหลงอาหารไนโตรเจนเลย
ที่  0.0  เปอรเซ็นต  จะมปีระสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีไดนอยที่สุด  มีรายงานวาราไวตรอตจะ
สามารถผลิต  extracellular  enzymes  ไดในสภาวะที่มีปริมาณไนโตรเจนที่เพยีงพอ  (Pointing,  2001,  
Eaton  and  others,  1980)  ซ่ึงในกระบวนการยอยสลายลิกนินนั้นตองการปริมาณไนโตรเจนเพยีงเล็ก
นอยในระหวางการเกิด  secondary  metabolism  (Annele,  2001)  จึงอาจกลาวไดวาแหลงอาหาร
ไนโตรเจนเปนปจจยัสําคัญในการเกิดกระบวนการยอยสลายลิกนินเชนกัน  (Belsare  and  Prasad,  
1988)  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนเทากับ  0.1  เปอรเซ็นต  
จะมีประสิทธภิาพในการยอยสลายลิกนินและสีไดดีที่สุด  เมื่อเปรยีบเทียบประสิทธภิาพที่ดีที่สุดเมื่อผัน
แปรความเขมขนของโซเดียมไนเตรตในระดับตางๆ กันจากมากไปหานอย  ไดผลเปนดังนี้  ที่ความเขม
ขน  0.1  เปอรเซ็นต   สามารถลดลิกนินได  75.81  เปอรเซ็นต  ลดสีได  94.55  เปอรเซ็นต  ความเขมขน  
0.2  เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  73.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได 90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.3  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  72.12  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91    เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.4  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  58.99  เปอรเซ็นต  ลดสีได  87.27  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.5  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได 58.29  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต  และความเขมขน  0.0  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  23.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได  43.64  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  
ค) 
 จากการหาความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี  
เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ในสภาวะที่เหมาะสม  พบวาคาสมัประสิทธิ์สหสัมพันธ
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ระหวางประสทิธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี มีคาเปน .998 มคีา Sig. เทากบั  .000  
แสดงวาประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสีมคีวามสัมพันธกันอยางมนีัยสําคัญ
ทางสถิติที่ระดับ .01  (ภาคผนวก ง)  โดยรูปที่ 4.28 แสดงประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิ
ภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ในสภาวะที่เหมาะสม และเมื่อปรับสภาวะ
ของน้ําทิ้งใหเหมาะสมแลวเปรียบเทียบระหวางชุดควบคมุและชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  แสดงดังรูปที่ 4.29 
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รูปที่ 4.26  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.27  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.28 แสดงความสัมพนัธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อ
เล้ียงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7  ในสภาวะที่เหมาะสม 
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รูปที่ 4.29  แสดงการเปรยีบเทียบสีของน้ําทิ้งที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยชุดควบคุมที่ไมเติมรา 
Isolate A19 และรา Isolate B7  และชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
 

4.5.4 ผลการศึกษาการนํารา Isolate A19  และรา Isolate  B7  มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิต
ลิกนิน   

 
จากการเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่

สองใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  โดยปรับสภาวะใหเหมาะสมคือใชซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนความเขมขน 0.1  
เปอรเซ็นต   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  12  วัน    แลวเก็บตัวอยาง
น้ําทุกวันจนครบ  2 สัปดาห   เพื่อนํามาวิเคราะหคาความเขมขนของลิกนินที่ เหลืออยูดวยเครื่อง 
spectrophotometer  ที่ ความยาวคลื่น  280 นาโน เมตร   และค าความ เขมขนของสีที่ เห ลืออยูที่
ความยาวคลื่น 465 นาโนเมตร  พบวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารใดๆ  จะสามารถลดลิกนินได
บางเล็กนอยเห็นไดจากความเขมขนของลิกนินในน้ําทิ้งที่ลดลงจากคาเริ่มตน  7.457  กรัม/ลิตร  เหลือ
ความเขมขนของลิกนิน   7.096  กรัม /ลิตร   ในวันที่   10  มีประสิทธิภาพในการลดสิกนิน   4.84  
เปอรเซ็นต   (รูปที่  4.30)   และสามารถลดสีไดเล็กนอยเชนกันจากความเขมขนของสีในน้ําทิ้งเริ่มตน  
1833.333  Pt.Co unit  เหลือความเขมขนของสี  1733.333  Pt.Co unit  ในวันที่  10  มีประสิทธิภาพใน

ชุดควบคุม ชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
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การลดสี   5.45  เปอรเซ็นต (รูปที่  4.31)     แสดงวาน้ําทิ้งมีความสามารถในการบําบัดตัวเองไดบางเล็ก
นอย  สวนชุดที่ใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  พบวาในชวง  2-7  วันแรกจะสามารถลดลิกนิน
และสีในน้ําทิ้งไดอยางรวดเร็ว  และเพิ่มขึ้นอีกเล็กนอยจนถึงวันที่ 10  จากความเขมขนของลกินินและสี
ในน้ําทิ้งเทากับในชุดควบคุม  ประสิทธิภาพในการลดลิกนินของชุดใสเชื้อที่ดีที่สุดคือเหลือความเขม
ขนของลิกนินในน้ําทิ้ง  1.976  กรัม/ลิตร  มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  73.50  เปอรเซ็นต    และ
เหลือความเขมขนของสีในน้ําทิ้ง  300.000  Pt.Co unit   มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91  เปอรเซ็นต    
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ชุดควบคุม ชุดใสรา Isolate A19 และรา Isolate B7
 

 
รูปที่ 4.30  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน เมื่อนํารา Isolate A19 และรา Isolate B7
มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุด
แรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใสรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 บมที่
อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  12  วัน   
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รูปที่ 4.31  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี เมื่อนํารา Isolate A19 และรา Isolate B7  มา
ทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรก
เปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใสรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 บมที่อุณหภูมิ
หอง  เปนเวลา  12  วัน   



บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 
  5.1.1 ลักษณะของรา และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับอาหาร Poly-R  
agar  clearance  และ Tannic  agar  
 
  จากการเก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  20  ตัวอยาง  และกิ่งไมผุ
จากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  22  ตัวอยาง  นํามาแยกจนไดสายพันธุที่บริสุทธิ์  แลวทดสอบ
ความสามารถในการยอยสลายลิกนินกับอาหาร  Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar  พบวา
มีราเพียงสองชนิดที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar คือ  รา Isolate A19 
ซ่ึงแยกไดจากเห็ด และ รา Isolate B7  ซ่ึงแยกไดจากกิ่งไม  ราทั้งสองชนิดมีเสนใยสีขาว  และจาก
การทํา  slide  culture  แลวสองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นผนังกั้นเสนใย  และ  clamp  connection  
ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญในกลุมของ  Basidiomycota    

 
  5.1.2  การศึกษาการเจริญของรา Isolate A19  และรา Isolate B7  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA 

 
 นํามาศึกษาการเจริญของราโดยใชน้ําหนักแหงของเสนใยพบวาระยะ  stationary  phase  

ของ รา Isolate A19  คือ  12  วัน  และ Isolate  B7   คือ  8  วัน 
  
5.1.3 การศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิกนนิและความเขมขน

ของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

     จากการทดลองเพื่อหาปริมาณราเริ่มตนที่นอยที่สุดที่รามีความสามารถในการลดลิก
นินและสี  ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  มิลลิลิตร  
ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาเมื่อใชรา Isolate A19  เพียงชนิดเดยีวมีประสิทธิภาพสูงสุด
เมื่อใชราปริมาณ  20  มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  43.55 เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิ
ภาพในการลดสี 72.73  เปอรเซ็นต  เมื่อใชรา Isolate B7  เพียงชนิดเดียวมปีระสิทธภิาพสูงสุดเมื่อใช
ราปริมาณ  20  มิลลิลิตร  มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  36.86  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพใน
การลดสี  63.64  เปอรเซ็นต   และอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7   เทากับ  10.0: 10.0  
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มิลลิลิตร   เปนปริมาณที่มคีวามเหมาะสมมากที่สุดซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดลิกนินและสี
ในเวลา 8 วัน  คือมีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  73.04  เปอรเซ็นต และมีประสิทธิภาพในการลด
สี  85.45 เปอรเซ็นต    

 
5.1.4 การศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิกนินและความ

เขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

 จากการทดลองเพื่อหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่รามีความสามารถในการลด
ลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  
มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิอง
และเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว 150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน พบวาที่ความเปนกรดดางเทา
กับ 5 มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดสูงสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน 73.27  
เปอรเซ็นต  มปีระสิทธิภาพในการลดสี  85.45  เปอรเซ็นต   รองลงมาที่ความเปนกรดดางเทากับ  3  
7   9  และ 11  ตามลําดับ  
 

5.1.5 การศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิก
นินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 
   จากการทดลองเพื่อหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมที่รามีความสามารถใน
การลดลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  
50  มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปน
กรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปน
เวลา  12  วัน พบวาเมื่อใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิภาพในการลดลิก
นินและสีไดสูงสุดคือ มีประสิทธิภาพในการลดลกินิน 73.50 เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการ
ลดสี  89.09 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับการใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอนที่มีประ
สิทธิภาพในการลดลิกนิน  47.93  เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิภาพในการลดสี  80.00  เปอรเซ็นต   
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5.1.6 การศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของ
ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   

   
    จากการทดลองเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงอาหารคารบอนซึ่งไดแกน้ําตาล
ซูโครสที่ราจะมีความสามารถในการลดลิกนินและสีสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  
Czapek’s  Dox  Medium จาํนวน  50  มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากบั  
10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่  0.5  
เปอรเซ็นตมีความเหมาะสมที่สุดในการลดลิกนินและส ี     ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  
71.88  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน  0.0  
เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีต่ําสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  25.35  
เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  54.55  เปอรเซ็นต   

 
5.1.7 การศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของ

ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
  

 จากการทดลองเพื่อหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมที่รามีความสามารถ
ในการลดลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium 
จํานวน  50  มิลลิลิตร  โดยมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  อัตรา
สวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากบั 10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาเมื่อใช
โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนจะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดสูงสุดคือ มี
ประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  72.12  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91  เปอรเซ็นต  
เมื่อเปรียบเทียบกับการใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงอาหารไนโตรเจนที่มีประสิทธิภาพในการ
ลดลิกนิน 53.92  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  83.64  เปอรเซ็นต  
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5.1.8 การศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของ
ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
   
    จากการทดลองเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงอาหารไนโตรเจนซึ่งไดแก
โซเดียมไนเตรตที่ราจะมีความสามารถในการลดลิกนินและสีสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลง
จากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  มิลลิลิตร โดยมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน
ความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  อัตราสวน รา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  
มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาความเขมขนของโซเดียมไนเตรตที่  0.1 เปอรเซ็นตมีความ
เหมาะสมที่สุดในการลดลิกนินและสีซ่ึงมปีระสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  75.81  เปอรเซ็นต  มีประ
สิทธิภาพในการลดสี  94.55  เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน  0.0  เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการ
ลดลิกนินและสีต่ําสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  23.50  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพใน
การลดสี  43.64  เปอรเซ็นต   
 

5.1.9 การศึกษานํารา Isolate A19  และรา Isolate B7  มาทดลองใชกับน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน   
 

โดยทําการปรับสภาวะของน้ําทิ้งใหเหมาะสมซึ่งมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน
ความเขมขน   0.5  เปอรเซ็นต  โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนความเขมขน  0.1  
เปอรเซ็นต   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  12 วัน ในวันที่  10   
ของชุดควบคุมที่ไมมีการเติมราลงไปมีประสิทธิภาพในการลดสิกนิน  4.84  เปอรเซ็นต  และมีประ
สิทธิภาพในการลดสี  5.45  เปอรเซ็นต  สวนชุดที่สองใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  มีประ
สิทธิภาพในการลดลิกนินสูงสุดที่  73.50  เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิภาพในการลดสีสูงสุด  83.64  
เปอรเซ็นต 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 แนวทางการวิจัยนี้เปนการนาํวิธีการทางชีวภาพมาใชในการกําจัดสีของน้ําทิ้งในการผลิต
ลิกนิน  ถือเปนทางเลือกหนึ่งที่คํานึงถึงสิ่งแวดลอมในการกําจัดสีในน้าํทิ้งหลังจากนาํลิกนินที่แยก
ไดไปใชประโยชน  แตถึงอยางไรก็ตามยังตองพิจารณาในดานเศรษฐศาสตรในการปรับสภาวะ
ของน้ําทิ้งที่จะทําการบําบัดใหเหมาะสมตอการยอยสลายของราที่คัดเลือกได และอาจนําราที่คดั
เลือกไดไปประยุกตใชกับเทคโนโลยีอ่ืนๆ ซ่ึงอาจมีประสิทธิภาพในการลดสีไดดี  หรือใชระยะเวลา
ในการบําบัดไดรวดเรว็   นอกเหนือจากนี้สวนของงานวิจยัในหองปฏิบัติการควรมีการพัฒนาการ
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คัดเลือกสายพนัธุราที่มีศักยภาพในการชวยบําบัดสารอื่นๆ        มีรายงานวาราไวตรอตไมเพียงแต
สามารถยอยสลายลิกนินและอนุพันธของลิกนินเทานัน้  ยังสามาถยอยสลายมวลสารหรือสาร
ประกอบจําพวกฮาโลจิเนต  (Halogenated  compound)  เชน  ลินเดน (Lindane)  ดีดทีี (DDT)  น้ํา
มันดําจากถานหิน (Coal  tars)  (Bumpus and  others,  1985)  ยาฆาแมลง  รวมถึงสารเคมีที่เปนพิษ  
เชน  ไซยาไนด (Cyanides)  เอไซด  (Azide)  และเพนตะคลอโรฟนอล (Pentachlorophenol)  (Aust  
and  Benson,  1993)  ซ่ึงจะเปนประโยชนหากสามารถนําราที่คัดเลือกไดไปประยกุตใชในอุตสาห
กรรมอื่นๆ  ตอไป 
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ภาคผนวก  ก 
 

การเตรียมอาหาร 
 

Potato  dextrose  agar (PDA) 
 

มันฝรั่ง      200   กรัม 
น้ําตาลกลูโคส (Glucose)    20  กรัม 
วุน (Agar)     15  กรัม 
น้ํากลั่น      1  ลิตร 

 
 ลางมันฝรั่งใหสะอาดแลวหัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมลูกเตาขนาด  1  ลูกบาศกเซนติเมตร  ตมในน้ํา
กล่ันปริมาตร  500  มิลลิลิตร  จนมันฝรั่งสุกซึ่งสังเกตไดจากเมื่อใชมอืบีบแลวมันฝร่ังจะแตกออกไดงาย  
หลังจากนัน้ใชผาขาวบางกรองเอากากมนัฝรั่งทิ้งไป  เอาเฉพาะน้าํมันฝรั่งมาเติมสวนผสมทั้งหมดให
ครบและคนใหละลายจนหมด  แลวเติมน้ํากลั่นเพื่อปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
 

Potato  dextrose  broth (PDB) 
 

มันฝรั่ง      200   กรัม 
น้ําตาลกลูโคส (Glucose)    20  กรัม 
น้ํากลั่น      1  ลิตร 

 
 ตมมันฝรั่งในน้ํากลั่นปริมาตร  500  มิลลิลิตร  จนมันฝร่ังสุก  หลังจากนั้นใชผาขาวบางกรอง
เอากากมันฝรัง่ทิ้งไป  เอาเฉพาะน้ํามนัฝร่ังมาเติมน้ําตาล   คนใหละลายจนหมด  แลวเติมน้ํากล่ันเพื่อ
ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
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Poly-R  agar  clearance (Pointing, 1999) 
 
LME  basal  medium (LBM)   

โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1  กรัม 
แอมโมเนียมทารเทรต (C4H12N2O6)    0.5  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     0.5  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)     0.01  กรัม 
ยีสตสกัด (Yeast  Extract)     0.01  กรัม 
คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)     0.001  กรัม 
ไอรอน (III) ซัลเฟต (Fe2(SO4)3)     0.001  กรัม 
แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4)     0.001  กรัม 
น้ํากลั่น      1  ลิตร 
 

 เตรียม  LME  basal  medium  แลวเติม  Poly-R  dye  478  0.02% w/v  และวุนผง (agar)  1.6% 
w/v  คนใหละลายเขากันนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  นําเอาออกมา
เติมสารละลายกลูโคสที่ปราศจากเชื้อ  ปริมาณ  10  มิลลิลิตร  20%  w/v  โดยทําการทดลองแบบปลอด
เชื้อ  แลวเทลงใน  Petri  dish 
 

Tannic  acid  agar  หรือ  Gallic  acid  agar  (Richard  and  Miguel, 1988) 
 
กรดแทนนิก (Tannic  acid  หรือ  Gallic  acid)  5  กรัม 
มอลตสกัด (Malt  extract)    15  กรัม 
วุนผง (Agar)      20  กรัม 
น้ํากลั่น       1  ลิตร 
 

นํามอลตสกัดผสมกับวุนผง   เติมน้ํากลั่นปริมาณ  850  มิลลิลิตร  และแยกตวงน้ํากล่ันปริมาณ  
150  มิลลิลิตร  นําสวนทั้งสองนี้ไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาท ี  หลังจาก
นั้นเติมกรดแทนนิกลงในน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวละลายใหเขากัน  แลวจึงนําทั้งสองสวนมาเทรวมกัน 
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Czapek’s  Dox  Medium 
(ดัดแปลงจากสูตรของ  American Public Health Association, 1992) 

 
โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     3  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    1  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)      0.5  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)      0.5  กรัม 
ไอรอน (II) ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)    0.01  กรัม 
น้ําตาลกลูโคส (Glucose)     30  กรัม 
น้ําเสียที่ผานการตกตะกอน    1  ลิตร 

 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําเสียที่ผานการตกตะกอนปริมาณ  1  ลิตร  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที   
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธีการวิเคราะหลิกนินและสี 
 

วิธีการวิเคราะหลิกนิน  (Gilarranz  and  others,  1998) 
 

การเตรียมสารละลาย 
 

สารละลายบอริก  0.1  โมล 
ละลายกรดบอริก  6.183  กรัม  ลงในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรจนได  1000  มิลลิลิตร  หลังจากนั้น

นํามาปรับ pH  ใหเปน 12  ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 
 

สารละลายลิกนิน  1000  ppm 
ละลายอัลคาไลนลิกนินที่อบใหแหงที่  103  องศาเซลเซียส เปนเวลา  2  ชั่วโมง  หนัก  1  กรัม

ลงในสารละลายบอริก  แลวปรับปรมิาตรใหเปน  1000  มิลลิลิตร  ดวยสารละลายกรดบอริก  0.1  โมล 
 

สารละลายลิกนิน  10  20  30  40  และ  50  ppm 
ปเปตสารละลายลิกนินความเขมขน  1000  ppm  มาปริมาณ  1  2  3  4  และ  5  มิลลิลิตรตาม

ลําดับใสในขวดปรับปริมาตรขนาด  100  มิลลิลิตร  เติมสารละลายกรดบอริก  0.1  โมล  แลวปรับ
ปริมาตรใหเปน  100  มิลลิลิตร 

 
วิธีการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 

1.  นําสารละลายลิกนินที่มีความเขมขน  10  20  30  40  และ  50  ppm ตามลําดับ  ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง  (Absorbance)  ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  280  นาโนเมตร 

2.  นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของลิกนินซึ่ง
มีหนวยเปน ppm 
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การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขน 
ของลิกนิน 

 
ตารางที่  ข-1  ขอมูลการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
คาความเขมขนของลิกนิน (ppm) 
 

ความเขมขน (ppm) คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
10 0.200 
20 0.384 
30 0.584 
40 0.776 
50 0.966 

 
 

y = 0.0194x
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รูปที่  ข-1  กราฟในการเทียบมาตรฐานเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขน
ลิกนิน 
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การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขนของสี 
 

สีของน้ําตามธรรมชาติมักเปนสีเหลืองน้ําตาลหรือสีชา  เกิดขึ้นจากการเนาเปอยของพืช  เมื่อ
สลายตัวจะใหสารแทนนิน (Tannin)  กรดฮิวมิค (Humic  acid) และ  สารฮิวเมต  (Humates) ซ่ึงทําใหน้ํา
มีสีเหลืองชา  นอกจากนี้สีเหลืองน้ําตาลยงัเกิดขึ้นจากออิอนของโลหะในน้ํา  เชน  เหล็ก  แมงกานีส  
จากการปนเปอนของน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม สีของน้ําที่แตกตางกันเกิดจากการสะทอนของแสง  
ซ่ึงจําแนกไดเปน  2  ประเภท (กัณฑรีย,  2540)  คือ 

1.  สีปรากฏ (Apparent  Color)  เปนสีของน้ําที่ปรากฏใหเห็นแกสายตาเปนสวนใหญ  โดยเกดิ
จากการสะทอนของแสงจากสารแขวนลอยในน้ํา  พืน้ทองน้ํา  และจากทองฟา  ซ่ึงสามารถกําจัดออกได
โดยวิธีทางกายภาพ  เชน  การกรอง  หรือการตกตะกอน  เปนตน 

2.  สีจริง  (True  Color)  เปนสีของน้ําที่เกิดจากการมีสารตางๆ ในน้ําละลายจนกลายเปนเนื้อ
เดียวกับน้าํ  สารที่มีผลตอการเกิดสีจริงสวนใหญมักเกดิจากการยอยสลายของพืช  หรืออนุภาคคอล
ลอยด หรือสารละลายชนิดตางๆ  โดยอาจจะเปนสารอินทรีย  เชน  โปรตีน  ไขมัน  คารโบไฮเดรต  และ
ธาตุอาหารพืช  หรือสารอนินทรีย  เชน  แรธาตุตางๆ ซ่ึงจะทําใหเกิดสีของน้ําตางๆ กัน  ขึ้นอยูกับ
ลักษณะและคุณสมบัติเฉพาะตัวของสารดังกลาว 

สามารถแยกสีทั้งสองประเภทออกจากกนัได  โดยการกําจัดสารแขวนลอย  และความขุนออก
จากน้ําดวยวิธีทําใหตกตะกอน  หรือทําการเหวี่ยงแยก  ซ่ึงตัวอยางน้ําดังกลาวจะมีแตเฉพาะสีจริงเทานั้น 

 
วิธีการวิเคราะหสี  
 
 วิธีวิเคราะหหรือตรวจสีของน้ํา  สามารถทําไดโดยใชวธีิเปรียบเทียบสีกับสารละลายมาตรฐาน 
(standard  solution)  ที่ทราบระดับความเขมขน  ซ่ึงมีหนวยวัดเปน unit  โดย  1  color  unit  มีคาเทากับ  
1  มิลลิกรัม/ลิตร ของโลหะแพลททินัม  (platinum, Pt)  ในรูปของ  chloroplatinate  ion (คณะกรรมการ
จัดทําคูมือวิเคราะหน้ําเสีย,  2540) โดยมีวิธีการในการเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหสีของน้ําดังนี้ 
 1.  ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําตัวอยางใหเปน  7.6  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH)  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร 
 2.   กรองตะกอนออกดวยกระดาษกรองโดยใชเครื่องดูดสุญญากาศ 

3. นําสวนน้ําที่กรองไดไปวดัคาการดูดกลืนแสง ดวยเครือ่งสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่
ความยาวคลื่น  465  นาโนเมตร 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลททิเนท (Standard   chloroplatinate  solution) 
 

 ละลายโพแทสเซียมคลอโรแพลททิเนท (K2PtCl6)  1.246  กรัม กับโคบอลตัสคลอไรด 
(CoCl2.6H2O)  1.0  กรัม ในน้าํกลั่น  เติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl)  เขมขนปริมาณ  100  มิลลิลิตรลงไป  
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหเทากับ  1  ลิตร  สารละลายนี้จะมีคาความเขมขนเทากับ  500  color  
units  เก็บสารละลายนี้ในขวดที่ปองกนัการระเหยและไมมีการเจือปนจากสิ่งอื่นๆ  และนําสารละลายนี้
มาทําการเจือจางใหมีความเขมขนของสีเทากับ  50-450  color  units 
 
วิธีการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 
 

1.  นําสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลททิเนท ที่มีความเขมขน  50-500  color  units ไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  465  นาโนเมตร 

2.   นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของสี 
ซ่ึงมีหนวยเปน platinum  cobalt  color  unit  หรือ  Pt.Co unit   
 

การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณคาความเขมขนของสี 
 

ตารางที่  ข-2  ขอมูลการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
คาความเขมขนของสี  (Pt.Co unit) 

คาความเขมขนของสี  (Pt.Co unit) คาการดูดกลืนแสงที่ 465 นาโนเมตร 
50 0.013 
100 0.026 
150 0.038 
200 0.050 
250 0.063 
300 0.079 
350 0.091 
400 0.102 
450 0.115 
500 0.129 
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รูปที่ ข-2  กราฟในการเทียบมาตรฐานเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณคาความเขมขน
ของสี   
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ภาคผนวก  ค 
 

ขอมูลการทดลอง 
 

ตารางที่ ค-1  ขอมูลการทดลองการเจริญเติบโตของรา Isolate A19  และรา Isolate B7  เมื่อเล้ียงใน
อาหาร Potato  dextrose  broth 
 

น้ําหนักแหง (มิลลิกรัม/ 100 มิลลิลิตร) เวลา (วัน) 
รา Isolate  A19 รา Isolate  B7   

1 19.4 19.1 
2 33.5 33.5 
3 44.0 46.4 
4 54.7 73.7 
5 60.1 124.0 
6 95.2 237.9 
7 106.4 518.7 
8 133.1 830.0 
9 139.1 828.3 
10 143.0 820.0 
11 157.7 792.0 
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ตารางที่  ค-2  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 โดยใชรา Isolate A19  เริ่มตนในปริมาณทีแ่ตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัด
แปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  
วัน   

  
รา Isolate A19  5 มิลลิลิตร รา Isolate A19  10 มิลลิลิตร รา Isolate A19  15 มิลลิลิตร รา Isolate A19  20 มิลลิลิตร  

เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนนิ 

(%) 
0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 6.924 7.14 6.924 7.14 6.564 11.98 6.306 15.44 
4 6.409 14.05 6.048 18.89 5.326 28.57 4.931 33.87 
6 5.739 23.04 5.120 31.34 4.794 35.72 4.364 41.47 
8 5.206 30.18 4.742 36.40 4.313 42.17 4.210 43.55 
10 5.206 30.18 4.759 36.18 4.313 42.17 4.210 43.55 
12 5.223 29.95 4.759 36.18 4.313 42.17 4.227 43.32 
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ตารางที่ ค-3  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนนิของรา Isolate B7 โดยใชรา Isolate B7  เริ่มตนในปริมาณที่แตกตางกนั ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ดัดแปลง
จากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน    
 

รา Isolate B7  5 มิลลิลิตร รา Isolate B7  10 มิลลิลิตร รา Isolate B7 15 มิลลิลิตร รา Isolate B7 20 มิลลิลิตร  
เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนนิ 

(%) 
0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 7.199 3.46 7.182 3.69 7.049 5.47 6.907 7.37 
4 6.546 12.21 6.615 11.29 6.271 15.90 6.014 19.36 
6 6.100 18.20 5.997 19.58 5.928 20.50 5.550 25.58 
8 5.430 27.19 5.275 29.26 4.759 36.18 4.708 36.86 
10 5.430 27.19 5.292 29.03 4.777 35.94 4.725 36.64 
12 5.430 27.19 5.292 29.03 4.777 35.94 4.725 36.64 
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ตารางที่ ค-4  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  
12  วัน 
 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  2.5: 2.5    มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  5.0: 5.0   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   7.5: 7.5   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   10.0: 10.0  มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  12.5: 12.5 มิลลิลิตร 

 
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 6.821 8.52 6.718 9.91 6.667 10.60 5.997 19.58 6.048 18.89 
4 6.564 11.98 6.082 18.43 5.876 21.20 3.746 49.77 3.694 50.46 
6 5.687 23.73 5.515 26.04 5.172 30.65 2.595 65.20 2.577 65.44 
8 5.017 32.72 5.034 32.49 4.519 39.40 2.010 73.04 2.010 73.04 
10 5.017 32.72 5.034 32.49 4.519 39.40 2.010 73.04 2.010 73.04 
12 5.034 32.49 5.034 32.49 4.536 39.17 2.027 72.81 2.010 73.04 
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ตารางที่ ค-5  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7    เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ใหมี
ระดับตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 pH 11  
เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 6.340 14.97 5.962 20.04 6.460 13.37 6.735 9.68 6.787 8.98 
4 5.361 28.11 3.729 50.00 5.378 27.88 6.512 12.67 6.615 11.29 
6 5.155 30.87 2.612 64.98 5.275 29.26 6.375 14.51 6.529 12.44 
8 4.536 39.17 1.993 73.27 4.863 34.79 6.220 16.59 6.546 12.21 
10 4.553 38.94 1.993 73.27 4.828 35.25 6.237 16.36 6.564 11.98 
12 4.553 38.94 1.993 73.27 4.880 34.56 6.237 16.36 6.564 11.98 
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ตารางที่ ค-6  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 
ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
0 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 6.340 14.97 5.911 20.74 
4 5.584 25.11 3.729 50.00 
6 4.330 41.93 2.577 65.44 
8 3.883 47.93 1.976 73.50 
10 3.900 47.70 1.976 73.50 
12 3.883 47.93 1.976 73.50 
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ตารางที่ ค-7  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากบั 5 
 

น้ําตาลซูโครส 0.0% น้ําตาลซูโครส 0.1% น้ําตาลซูโครส 0.5% น้ําตาลซูโครส 1.0% น้ําตาลซูโครส 1.5% น้ําตาลซูโครส 2.0%  
 

เวลา 
 (วัน) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 7.200 3.45 6.340 14.98 5.963 20.03 5.979 19.82 5.928 20.50 5.928 20.50 
4 6.443 13.59 4.603 38.27 3.833 48.59 3.814 48.85 3.729 50.00 3.711 50.23 
6 5.670 23.96 3.797 49.09 2.663 64.28 2.577 65.44 2.612 64.98 2.526 66.13 
8 5.567 25.35 2.853 61.74 2.097 71.88 2.045 72.58 2.010 73.04 1.993 73.27 
10 5.601 24.88 2.870 61.51 2.113 71.66 2.045 72.58 2.027 72.81 1.993 73.27 
12 5.584 25.11 2.903 61.07 2.113 71.66 2.045 72.58 2.010 73.04 1.993 73.27 

 

88 

 



 89 

 
 
ตารางที่ ค-8  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 
ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
0 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 5.928 20.50 6.426 13.83 
4 3.849 48.39 5.120 31.34 
6 2.663 64.28 3.918 47.46 
8 2.079 72.12 3.436 53.92 
10 2.079 72.12 3.471 53.46 
12 2.096 71.89 3.454 53.69 
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ตารางที่ ค-9  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลง
อาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  
150 รอบตอนาท ี เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต 0.0% โซเดียมไนเตรต 0.1% โซเดียมไนเตรต 0.2% โซเดียมไนเตรต 0.3% โซเดียมไนเตรต 0.4% โซเดียมไนเตรต 0.5%  
 

เวลา 
 (วัน) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

0 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 7.457 0.00 
2 7.182 3.69 5.825 21.89 5.911 20.74 5.945 20.28 6.289 15.67 6.306 15.44 
4 6.340 14.97 2.646 64.52 3.814 48.85 3.849 48.39 4.931 33.87 5.000 32.95 
6 5.634 24.45 1.924 74.19 2.405 67.74 2.629 64.74 4.158 44.24 4.244 43.09 
8 5.704 23.50 1.804 75.81 1.976 73.50 2.079 72.12 3.058 58.99 3.110 58.29 
10 5.739 23.04 1.804 75.81 1.976 73.50 2.096 71.89 3.058 58.99 3.127 58.07 
12 5.722 23.27 1.804 75.81 1.993 73.27 2.096 71.89 3.076 58.75 3.127 58.07 
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ตารางที่ ค-10  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อใชรา Isolate A19  เริ่มตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร   
Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

รา Isolate A19  5 มิลลิลิตร รา Isolate A19  10 มิลลิลิตร รา Isolate A19  15 มิลลิลิตร รา Isolate A19  20 มิลลิลิตร  
เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1766.667 3.64 1800.000 1.82 1733.333 5.45 1700.000 7.27 
4 1366.667 25.45 1300.000 29.09 1233.333 32.73 1133.333 38.18 
6 1166.667 36.36 1066.667 41.82 966.667 47.27 766.667 58.18 
8 766.667 58.18 600.000 67.27 600.000 67.27 500.000 72.73 
10 800.000 56.36 633.333 65.45 600.000 67.27 533.333 70.91 
12 800.000 56.36 600.000 67.27 633.333 65.45 566.667 69.09 
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ตารางที่ ค-11  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อใชรา Isolate B7  เริ่มตนในปริมาณทีแ่ตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  
Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

รา Isolate B7  5 มิลลิลิตร รา Isolate B7  10 มิลลิลิตร รา Isolate B7 15 มิลลิลิตร รา Isolate B7 20 มิลลิลิตร  
เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1800.000 1.82 1766.667 3.64 1733.333 5.45 1700.000 7.27 
4 1567.667 14.49 1500.000 18.18 1466.667 20.00 1233.333 32.73 
6 1466.667 20.00 1366.667 25.45 1033.333 43.64 900.000 50.91 
8 1266.667 30.91 1066.667 41.82 800.000 56.36 666.667 63.64 
10 1266.667 30.91 1100.000 40.00 800.000 56.36 700.000 61.82 
12 1300.000 29.09 1100.000 40.00 833.333 54.55 733.333 60.00 
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ตารางที่ ค-12  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอตัราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัด
แปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  
วัน 
 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  2.5: 2.5    มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  5.0: 5.0   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   7.5: 7.5   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   10.0: 10.0  มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  12.5: 12.5 มิลลิลิตร 

 
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1700.000 7.27 1600.000 12.73 1600.000 12.73 1400.000 23.64 1366.667 25.45 
4 1300.000 29.09 1033.333 43.64 1066.667 41.82 866.667 52.73 900.000 50.91 
6 1133.333 38.18 866.667 52.73 700.000 61.82 500.000 72.73 533.333 70.91 
8 833.333 54.55 633.333 65.45 433.333 76.36 266.667 85.45 266.667 85.45 
10 866.667 52.73 633.333 65.45 466.667 74.55 300.000 83.64 333.333 81.82 
12 866.667 52.73 700.000 61.82 500.000 72.73 300.000 83.64 266.667 85.45 
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ตารางที่ ค-13  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับ
ตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 pH 11  
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1600.000 12.73 1433.333 21.82 1633.333 10.91 1666.667 9.09 1733.333 5.45 
4 1300.000 29.09 666.667 63.64 1500.000 18.18 1533.333 16.36 1566.667 14.55 
6 1133.333 38.18 500.000 72.73 1166.667 36.36 1200.000 34.55 1466.667 20.00 
8 800.000 56.36 266.667 85.45 866.667 52.73 1000.000 45.45 1300.000 29.09 
10 800.000 56.36 266.667 85.45 933.333 49.09 1033.333 43.64 1300.000 29.09 
12 800.000 56.36 300.000 83.64 933.333 49.09 1033.333 43.64 1333.333 27.27 
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ตารางที่ ค-14  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี   เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  
คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

กลูโคส ซูโครส  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 
ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1466.667 20.00 1366.667 25.45 
4 966.667 47.27 566.667 69.09 
6 500.000 72.73 366.667 80.00 
8 366.667 80.00 200.000 89.09 
10 400.000 78.18 200.000 89.09 
12 400.000 78.18 200.000 89.09 
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ตารางที่ ค-15  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

ซูโครส 0.0% ซูโครส 0.1% ซูโครส 0.5% ซูโครส 1.0% ซูโครส 1.5% ซูโครส 2.0%  
 

เวลา  
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1666.667 9.09 1533.333 16.36 1366.667 25.45 1333.333 27.27 1300.000 29.09 1300.000 29.09 
4 1400.000 23.64 1033.333 43.64 566.667 69.09 533.333 70.91 500.000 72.73 466.667 74.55 
6 1000.000 45.45 633.333 65.45 333.333 81.82 333.333 81.82 300.000 83.64 266.667 85.45 
8 833.333 54.55 266.667 85.45 166.667 90.91 166.667 90.91 166.667 90.91 166.667 90.91 
10 833.333 54.55 300.000 83.64 166.667 90.91 166.667 90.91 200.000 89.09 166.667 90.91 
12 866.667 52.73 333.333 81.82 200.000 89.09 166.667 90.91 300.000 83.64 166.667 90.91 
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ตารางที่ ค-16  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 
ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 
ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1433.333 21.82 1566.667 14.55 
4 600.000 67.27 766.667 58.18 
6 333.333 81.82 433.333 76.36 
8 166.667 90.91 300.000 83.64 
10 166.667 90.91 300.000 83.64 
12 166.667 90.91 366.667 80.00 
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ตารางที่ ค-17  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหาร
ไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 
รอบตอนาที   เปนเวลา  12  วัน   
ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต 0.0% โซเดียมไนเตรต 0.1% โซเดียมไนเตรต 0.2% โซเดียมไนเตรต 0.3% โซเดียมไนเตรต 0.4% โซเดียมไนเตรต 0.5%  
 

เวลา  
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

0 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 1833.333 0.00 
2 1700.000 7.27 1333.333 27.27 1433.333 21.82 1466.667 20.00 1566.667 14.55 1600.000 12.73 
4 1533.333 16.36 433.333 76.36 366.667 80.00 533.333 70.91 933.333 49.09 900.000 50.91 
6 1166.667 36.36 233.333 87.27 200.000 89.09 300.000 83.64 533.333 70.91 466.667 74.55 
8 1033.333 43.64 100.000 94.55 166.667 90.91 166.667 90.91 233.333 87.27 266.667 85.45 
10 1066.667 41.82 100.000 94.55 166.667 90.91 200.000 89.09 266.667 85.45 266.667 85.45 
12 1066.667 41.82 100.000 94.55 166.667 90.91 200.000 89.09 300.000 83.64 266.667 85.45 
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ตารางที่ ค-18  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสี  เมื่อนํารา Isolate A19 และ รา Isolate B7 มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับ
สภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใส  รา Isolate A19  และ  รา Isolate B7 บมที่อุณหภูมิ
หอง  เปนเวลา  12  วัน   

ชุดควบคุม ชุดที่ใส  รา Isolate A19 และ รา Isolate B7  
เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี 

 (%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี  

(%) 
0 7.457 0.00 1833.333 0.00 7.457 0.00 1833.333 0.00 
1 7.457 0.00 1833.333 0.00 7.302 2.07 1766.667 3.64 
2 7.423 0.46 1833.333 0.00 6.787 8.98 1600.000 12.73 
3 7.388 0.92 1833.333 0.00 6.117 17.97 1200.000 34.55 
4 7.320 1.84 1800.000 1.82 4.656 37.56 833.333 54.55 
5 7.251 2.76 1800.000 1.82 3.918 47.46 566.667 69.09 
6 7.182 3.69 1800.000 1.82 2.680 64.06 433.333 76.36 
7 7.148 4.15 1766.667 3.64 2.268 69.59 333.333 81.82 
8 7.113 4.61 1766.667 3.64 2.027 72.81 300.000 83.64 
9 7.096 4.84 1733.333 5.45 2.010 73.04 266.667 85.45 
10 7.096 4.84 1733.333 5.45 1.976 73.50 166.667 90.91 
11 7.079 5.07 1733.333 5.45 1.976 73.50 166.667 90.91 
12 7.079 5.07 1733.333 5.45 1.993 73.27 166.667 90.91 
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ภาคผนวก  ง 
 

การวิเคราะหทางสถิติ 
 
ตารางที่ ง-1  การวเิคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19  
โดยใชรา Isolate A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน  
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 34.742 9 3.860 72.105 .000 
Intercept 855.359 1 855.359 15977.447 .000 

A19 3.546 3 1.182 22.080 .000 
DAY 31.195 6 5.199 97.118 .000 
Error .964 18 5.354E-02   
Total 891.064 28    

Corrected Total 35.705 27    
a  R Squared = .973 (Adjusted R Squared = .960) 
 

Duncan  N Subset   
 A19  1 2 3 
 20 ml 7 5.1007   
 15 ml 7 5.2971   
 10 ml 7  5.6870  
 5 ml 7   6.0234 
 Sig.  .130 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 5.354E-02. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-2  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate B7 
โดยใชรา Isolate B7  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน  
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 25.751 9 2.861 122.695 .000 
Intercept 1005.673 1 1005.673 43125.832 .000 

B7 1.198 3 .399 17.122 .000 
DAY 24.553 6 4.092 175.481 .000 
Error .420 18 2.332E-02   
Total 1031.844 28    

Corrected Total 26.170 27    
a  R Squared = .984 (Adjusted R Squared = .976) 
 

Duncan  N Subset  
 B7  1 2 
 20 ml 7 5.7266  
 15 ml 7 5.8597  
 10 ml 7  6.1586 
 5 ml 7  6.2274 
 Sig.  .120 .410 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 2.332E-02. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-3  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อใชรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 104.741 10 10.474 23.366 .000 
Intercept 853.780 1 853.780 1904.610 .000 
เชื้อผสม 37.078 4 9.269 20.678 .000 

DAY 67.663 6 11.277 25.157 .000 
Error 10.758 24 .448   
Total 969.280 35    

Corrected Total 115.499 34    
a  R Squared = .907 (Adjusted R Squared = .868) 
 

Duncan  N Subset  
 เชื้อผสม  1 2 
 10.0: 10.0 ml 7 3.6866  
 12.5: 12.5 ml 7 3.6917  
 7.5:7.5 ml 7  5.5351 
 5.0: 5.0 ml 7  5.8391 
 2.5: 2.5 ml 7  5.9424 
 Sig.  .989 .293 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = .448. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-4  การวเิคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน  
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 71.618 10 7.162 12.398 .000 
Intercept 1093.907 1 1093.907 1893.704 .000 

pH 41.107 4 10.277 17.790 .000 
DAY 30.512 6 5.085 8.803 .000 
Error 13.864 24 .578   
Total 1179.389 35    

Corrected Total 85.482 34    
a  R Squared = .838 (Adjusted R Squared = .770) 
 

Duncan  N Subset    
 pH  1 2 3 4 
 5 7 3.6770   3.6770 
 3 7  5.4221   
 7 7  5.5916   
 9 7   6.5390  
 11 7   6.7231  
 Sig.  1.000 .680 .654 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = .578. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-5  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความ
เขมขนตางๆ กัน 
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 165.658 11 15.060 48.335 .000 
Intercept 753.703 1 753.703 2419.026 .000 

CONC.CARBON 
SOURCE 

35.781 5 7.156 22.968 .000 

DAY 129.876 6 21.646 69.473 .000 
Error 9.347 30 .312   
Total 928.708 42    

Corrected Total 175.005 41    
a  R Squared = .947 (Adjusted R Squared = .927) 
 

Duncan  N Subset   
 CONC.CARBON

SOURCE 
 1 2 3 

 0.5% 7 3.6573   
 1.0% 7 3.6819   
 0.1% 7 3.7089   
 2.0% 7 3.7484   
 1.5% 7  4.4033  
 0.0% 7   6.2174 
 Sig.  .784 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = .312. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-6  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดยีมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปร
ความเขมขนตางๆ กัน 
 
Dependent Variable: 

LIGNIN Source 
Type III 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 158.115 11 14.374 36.604 .000 
Intercept 798.429 1 798.429 2033.215 .000 

CONC.NITROGEN 
SOURCE 

39.727 5 7.945 20.233 .000 

DAY 118.388 6 19.731 50.246 .000 
Error 11.781 30 .393   
Total 968.325 42    

Corrected Total 169.896 41    
a  R Squared = .931 (Adjusted R Squared = .905) 
 
 

Duncan  N Subset   
 CONC.NITROGEN 

SOURCE 
 1 2 3 

 0.1% 7 3.3234   
 0.2% 7 3.6474   
 0.3% 7 3.7359   
 0.4% 7  4.5753  
 0.5% 7  4.6244  
 0.0% 7   6.2540 
 Sig.  .255 .884 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = .393. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-7  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19  โดย
ใชรา Isolate A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน 
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 6729958.580 9 747773.176 185.959 .000 
Intercept 34247657.256 1 34247657.256 8516.850 .000 

A19 157897.141 3 52632.380 13.089 .000 
DAY 6572061.439 6 1095343.573 272.395 .000 
Error 72380.964 18 4021.165   
Total 41049996.800 28    

Corrected Total 6802339.544 27    
a  R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .984) 
 
 

Duncan  N Subset   
 A19  1 2 3 
 20 ml 7 1004.7619   
 15 ml 7  1085.7141  
 10 ml 7  1119.0476  
 5 ml 7   1214.2859 
 Sig.  1.000 .338 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 4021.165. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-8  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate B7  โดยใช 
รา Isolate B7  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน 

 
Source Type III Sum of 

Squares 
df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 4032136.980 9 448015.220 30.499 .000 
Intercept 47582096.123 1 47582096.123 3239.167 .000 

B7 642794.680 3 214264.893 14.586 .000 
DAY 3389342.299 6 564890.383 38.455 .000 
Error 264412.942 18 14689.608   
Total 51878646.045 28    

Corrected Total 4296549.922 27    
a  R Squared = .938 (Adjusted R Squared = .908) 
 

Duncan  N Subset  
 B7  1 2 
 20 ml 7 1109.5237  
 15 ml 7 1214.2380  
 10 ml 7  1390.4763 
 5 ml 7  1500.1430 
 Sig.  .123 .108 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 14689.608. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-9  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี  เมื่อใชรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน 
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 9309139.743 10 930913.974 15.787 .000 
Intercept 26173459.164 1 26173459.164 443.877 .000 
เชื้อผสม 2654157.245 4 663539.311 11.253 .000 

DAY 6654982.498 6 1109163.750 18.810 .000 
Error 1415174.448 24 58965.602   
Total 36897773.356 35    

Corrected Total 10724314.191 34    
a  R Squared = .868 (Adjusted R Squared = .813) 
 

Duncan  N Subset   
 เชื้อผสม  1 2 3 
 10.0: 10.0 ml 7 438.0954   
 12.5 : 12.5 ml 7 680.9523 680.9523  
 7.5: 7.5 ml 7  942.8571 942.8571 
 5.0: 5.0 ml 7   1042.8570 
 2.5: 2.5 ml 7   1219.0476 
 Sig.  .074 .055 .054 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 58965.602. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
. 
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ตารางที่ ง-10  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19 และ 
รา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน  
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 7464315.265 10 746431.527 22.738 .000 
Intercept 49921135.691 1 49921135.691 1520.687 .000 

pH 2615682.321 4 653920.580 19.920 .000 
DAY 4848632.944 6 808105.491 24.616 .000 
Error 787872.510 24 32828.021   
Total 58173323.467 35    

Corrected Total 8252187.775 34    
a  R Squared = .905 (Adjusted R Squared = .865) 

 
Duncan  N Subset   

 pH  1 2 3 
 5 7 690.4761   
 3 7  1180.9523  
 7 7  1266.6666  
 9 7  1328.5713 1328.5713 
 11 7   1504.7619 
 Sig.  1.000 .162 .081 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 32828.021. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-11  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขน
ตางๆ กัน 
 

Source Type III Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 15363669.974 11 1396697.270 79.599 .000 
Intercept 25148809.524 1 25148809.524 1433.249 .000 

CONC.CARBON 
SOURCE 

1790078.416 5 358015.683 20.404 .000 

DAY 13573591.558 6 2262265.260 128.928 .000 
Error 526401.547 30 17546.718   
Total 41038881.044 42    

Corrected Total 15890071.521 41    
a  R Squared = .967 (Adjusted R Squared = .955) 
 

Duncan  N Subset   
 CONC.CARBON 

SOURCE 
 1 2 3 

 0.5% 7 623.8097   
 1.0% 7 647.6190   
 1.5% 7 657.1429   
 2.0% 7 661.9049   
 0.1% 7  847.6189  
 0.0% 7   1204.7619 
 Sig.  .629 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 17546.718. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-12  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดยีมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความ
เขมขนตางๆ กัน 
 

Source Type III Sum 
of Squares 

df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 16602930.290 11 1509357.299 51.639 .000 
Intercept 27254629.093 1 27254629.093 932.443 .000 

CONC.NITROGEN 
SOURCE 

2714418.298 5 542883.660 18.573 .000 

DAY 13888511.993 6 2314751.999 79.193 .000 
Error 876878.172 30 29229.272   
Total 44734437.556 42    

Corrected Total 17479808.463 41    
a  R Squared = .950 (Adjusted R Squared = .931) 

 
Duncan  N Subset   

 CONC.NITROGEN 
SOURCE 

 1 2 3 

 0.1% 7 590.4760   
 0.2% 7 619.0477 619.0477  
 0.3% 7 671.4286 671.4286  
 0.5% 7  800.0001  
 0.4% 7  809.5237  
 0.0% 7   1342.8571 
 Sig.  .411 .065 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of Squares The error 
term is Mean Square(Error) = 29229.272. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 7.000. 
b  Alpha = .05. 
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ตารางที่ ง-13  การวเิคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและประสิทธิภาพใน
การลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7  ในสภาวะที่เหมาะสม 
 

Correlations 
  LIGNIN COLOR 

LIGNIN Pearson Correlation 1.000 .998* 
 Sig. (2-tailed) . .000 
 N 7 7 

COLOR Pearson Correlation .998* 1.000 
 Sig. (2-tailed) .000 . 
 N 7 7 

**  Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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