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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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

อุตสาหกรรมกระดาษและเยื่อกระดาษจัดเปนอุตสาหกรรมขนาดใหญ ที่มีความสําคัญตอการ
พัฒนาเศรษฐกิจซึ่งสามารถทดแทนการนําเขาไดเปนอยางมาก อัตราการขยายตัวของอุตสาหกรรมนี้               
เปนตัวบงชี้ในดานความเจริญกาวหนาทางสังคมและการขยายตัวทางเศรษฐกิจของประเทศไดเปนอยางดี  
โดยความตองการเยื่อกระดาษภายในประเทศมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นทุกป อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ  อุต
สาหกรรมกระดาษ และอุตสาหกรรมสิ่งพิมพเปนอุตสาหกรรมที่มีความตอเนื่องกัน  ซ่ึงอุตสาหกรรม
เยื่อกระดาษตองมีกําลังการผลิตเยื่อใยส้ันและใยยาวใหมากพอที่จะรองรับอุตสาหกรรมตอเนื่องไดอยาง
สมดุลเพื่อลดการนําเขาจากตางประเทศและเพื่อการสงออก 

การผลิตเยื่อกระดาษนอกจากจะใชเงินลงทุนสูงแลวยังใชทรัพยากรธรรมชาติ  เชน น้ํา  และพืช
ผลทางการเกษตรในปริมาณสูงดวย  โดยจะใชน้ําปริมาณมากในขั้นตอนการผลิตตางๆ  ระหวาง  31–54 
ลูกบาศกเมตรตอตันเยื่อและมีปริมาณน้ําทิ้งระหวาง 29–40 ลูกบาศกเมตรตอตันเยื่อ (กรมควบคุมมลพิษ, 
2543) น้ําทิ้งที่ไมไดทําการบําบัดหรือบําบัดบางสวนจะกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมไดงายหาก
ขาดการจัดการสิ่งแวดลอมที่ถูกวิธี  และอาจเกิดความเปนพิษตอมนุษยไดหากรางกายไดรับในระยะยาว
อันเปนผลมาจากลิกนินและอนุพันธของลิกนิน (Roald, 1977)    น้ําดํา (Black  Liquor)  เปนน้ําทิ้งสีดํา
จากกรรมวิธีผลิตเยื่อกระดาษดวยอยางหนึ่งที่ควรมีการนํากลับมาใชประโยชนและบําบัดอยางถูกตอง  
โดยน้ําดําเกิดจากการผลิตเยื่อกระดาษดวยกระบวนการเคมี (Chemical  Pulping) ของการตมเยื่อกระดาษ  
ซ่ึงในปจจุบันไดมีการนําน้ําดํากลับมาใชใหมเพื่อลดการใชเชื้อเพลิงจากธรรมชาติอันไดแกน้ํามันเตา  
เศษเปลือกไม  ถานหิน  ฯลฯ  โดยนําไประเหยน้ําออกแลวเผาใหเปนแหลงพลังงานในหมอไอน้ําใชใน
ขั้นตอนตอไป  แตอยางไรก็ตามเนื่องจากน้ําดําประกอบไปดวยสารอินทรียจํานวนมาก  เชน  สาร
ประกอบคารโบไฮเดรต  เซลลูโลส  และลิกนิน  (Niclas and others, 2003)  เมื่อนําไปเผาทําใหสารเหลา
นี้เสียมูลคาไป  จึงไดมีการวิจัยแยกลิกนินออกมาจากน้ําดําเพื่อเปลี่ยนใหเปนวัตถุดิบที่มีประโยชน
สําหรับอุตสาหกรรมอื่น  เชน  ใชผสมกับหินเพื่อลดการฟุงกระจายของฝุน  ใชในการสังเคราะหสารเคมี
ตางๆ  เชน  วานิลลิน (Vanillin)  และสารประกอบฟนอล (Phenolic compound)  ใชผสมกับดินหรือ
ทรายเพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรง  ใชเปนสวนผสมเพื่อผลิตสียอม  ยาฆาแมลง  และยาฆาวัชพืช  ฯลฯ  ซ่ึง
น้ําทิ้งที่ผานการแยกลิกนินออกแลวยังมีความเขมขนของสีอยูมาก  นอกจากจะดูไมงามตาแลวหากปลอย
ออกสูภายนอกอาจลดการสองผานของแสงในแหลงน้ํา  ทําใหลดปริมาณผลผลิต  ยับยั้งกระบวนการ
สังเคราะหแสงตามธรรมชาตแิละสงผลกระทบตอระบบนิเวศวิทยาของสัตวน้ําได  การนําวิธีการทางชีว
ภาพมาใชบําบัดสีน้ําทิ้งจากการผลิตลิกนินจึงเปนทางเลือกหนึ่งที่ใชแทนการบําบัดดวยวิธีการทางกาย
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ภาพและทางเคมีที่ส้ินเปลืองคาใชจายสูงและอาจมีผลตกคางในสิ่งแวดลอมได  ซ่ึงวิธีการทางชีวภาพนั้น
ไดมีการพัฒนานําจุลชีพชนิดตางๆ มาใช  ไดแก  แบคทีเรีย  สาหราย  และรา  โดยราไวตรอต ใหประ
สิทธิภาพสูง  สามารถยอยสลายลิกนินอยางสมบูรณ  และลดสีในน้ําทิ้งไดอยางรวดเร็ว (Belsare  and  
Prasad,  1988; Eaton  and  others,  1980;  Kirk  and  others,  1976)  ชนิดของราไวตรอตที่ไดพัฒนามา
ประยุกตใช   ไดแก  Schizophyllum  commune  และ   Phanerochaete  chrysosporium  เปนตน 

งานวิจัยนี้จะทําการศึกษาถึงแนวทางการกําจัดสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินโดยวิธีการชีวภาพ
ดวยราที่แยกไดจากเห็ด  และกิ่งไม  ซ่ึงไดศึกษาถึงการคัดเลือกราที่สามารถยอยสลายลิกนินตลอดจน
ประสิทธิภาพของราที่คัดเลือกในการลดความเขมขนของสีและลิกนินที่มีอยูในน้ําทิ้งของขั้นตอนการ
ผลิตลิกนิน  เพื่อการประยุกตใชสูภาคอุตสาหกรรมตอไป    

 

1.2  วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อแยกหาราไวตรอตที่สามารถยอยสลายลิกนินได 
2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของสีและลิกนิน ของน้ําทิ้งในการผลิต

ลิกนินโดยราที่แยกได 
3. เพื่อศึกษาความเขมขนของลิกนินของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินหลังจากการใชราที่แยกได

ชวยบําบัด 
4. เพื่อศึกษาความเขมขนของสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินหลังจากการใชราที่แยกไดชวย

บําบัด 
 

1.3   ขอบเขตการวิจัย 
 

1. เก็บตัวอยางเห็ดและกิ่งไมผุ คัดแยกราไวตรอต  โดยทดสอบความสามารถในการยอยสลาย
ลิกนินดวยอาหาร  Poly - R  agar  clearance  และ  Tannic agar 

2. น้ําทิ้งในการผลิตลิกนินไดมาจากการตกตะกอนน้ําดําโดยปรับความเปนกรดดางใหได 3  
ดวยกรดซัลฟวริก 

3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายลิกนิน 
4. ทดสอบประสิทธิภาพของราที่แยกไดในการลดความเขมขนของลิกนินและสีจากน้ําทิ้งใน

การผลิตลิกนิน  
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1.4 สมมติฐานการวิจัย 
 
 ราบางชนิดสามารถลดความเขมขนของลิกนินของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนิน  และสามารถลด
ปริมาณความเขมขนของสีของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินได   
 

1.5   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

1. ไดราสายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน  และลดปริมาณความเขมขนของสี
ของน้ําทิ้งในการผลิตลิกนิน 

2. เปนทางเลือกใหมที่นํามาใชในการบําบัดน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ  ทั้งใน
แงของการลดปริมาณสารอินทรีย  และลดปริมาณสี 

 
 



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 องคประกอบทางเคมีของเสนใย 
 
  เสนใยธรรมชาติ (Natural fibers) เปนอินทรียวัตถุที่สําคัญ หาไดงายจากธรรมชาติเนื่องจาก
ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม มีปริมาณมาก และมีราคาถูกกวาเสนใยสังเคราะห โครงสรางโดย
ทั่วไปของเสนใยธรรมชาติประกอบดวยเซลลูโลส (Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) ลิกนิน 
(Lignin) และสารประกอบอื่นๆ  โดยมีองคประกอบทางเคมีของเสนใยดังตารางที่ 2.1 
 

ตารางที่ 2.1  แสดงองคประกอบทางเคมีของเสนใย 
 

ปริมาณ (เปอรเซ็นต) องคประกอบทางเคมี 
ของเสนใย ไมเนื้อออน (softwood) ไมเนื้อแข็ง (hardwood) 

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

     เปนคารโบไฮเดรตชนิดโพลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เชิงเสนตรงที่ประกอบดวยหนวย
ซํ้าๆ กัน ประกอบดวยโมเลกุลของ  D-glucose  ในรูป β-D-glucopyranose  เชื่อมตอกันเปนสายยาวดวย
พันธะ β-1,4-glucosidic  ที่คารบอนตําแหนงที่ 1  กับคารบอนตําแหนงที่ 4  ในโมเลกุลถัดไป มีสูตร
โมเลกุลทั่วไปคือ (C6H12O6)n เปนโครงสรางในเนื้อเยื่อพืช โดยพบรวมกับลิกนิน  เพนโตแซนกัม  แทน
นิน ไขมัน สารที่ทําใหเกิดสี  เปนตน เซลลูโลสมีหมูไฮดรอกซิลถึง 3 หมู โดยสามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนได   แรงดึงดูดระหวางโมเลกุลของเซลลูโลสจึงมีมาก โครงสรางของเซลลูโลสจัดเรียงตัว
อยางเปนระเบียบจึงทําใหมีอุณหภูมิการหลอมตัวสูง  และมีความสามารถในการละลายต่ํา เซลลูโลสไม
ละลายน้ําแตจะละลายในกรดเขมขนเชน กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid)   กรดซัลฟวริก  
(Sulfuric acid)   เปนตน  โดยเซลลูโลสจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอยางรวดเร็วในสารละลายกรดที่
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อุณหภูมิหอง และละลายในสารละลายของเกลือเขมขนบางชนิด เชน สารละลายอัลคาไลนไฮดรอกไซด 
(Alkali hydroxide)  
 

 2.1.2 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

     เปนโพลิแซคคาไรดชนิดหนึ่งคลายเซลลูโลส  มีลักษณะเปนเฮเทอรโรจีเนียส (heterogenous) 
โดยประกอบดวยน้ําตาลหลายชนิดมารวมกัน  เฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางสวนใหญเปนกิ่งกานสาขาไม
เปนระเบียบ ซ่ึงแตกตางจากเซลลูโลสที่เปนเสนตรงอยางมีระเบียบ จึงสามารถดูดซึมน้ําไดดี  โดยมีสูตร
โมเลกุลทั่วไป  คือ  (C6H12O5)2n 
 

  2.1.3 ลิกนิน (Lignin) 
 
     เปนสารประกอบอะโรมาติกเชิงซอนมีน้ําหนักโมเลกุลสูง พบไดในผนังเซลลของพืชรองลง
มาจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  ซ่ึงจะทําหนาที่เสมือนตัวเชื่อมประสานเสนใยเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสทําใหเกิดเปนโครงสรางที่แข็งแรงของไม ลิกนินเปนสารที่ประกอบดวย คารบอน ไฮโดรเจน 
และออกซิเจนรวมกันเปนหนวยยอยหลายชนิดโดยสามารถแบงหนวยยอยของลิกนินได  3  ชนิด  ไดแก  
p-coumaryl  alcohol,  coniferyl  alcohol  และ  sinapyl  alcohol  ดังแสดงในรูปที่  2.1  ( Winkelemenn, 
1992 )  โดยการจัดเรียงตัวกันของธาตุในโครงสรางของโมเลกุลนั้นยังไมเปนที่ทราบแนชัด เนื่องจากลิก
นินจะไมอยูในลักษณะแบบเดียวแตจะเกาะกันเปนสายยาวซึ่งมีอยูหลายแบบมีสวนที่สําคัญคือสวนของ
โครงสรางอะโรมาติก  ( aromatic  structure )  ที่ประกอบดวยหมูเมทอกซี  (methoxy  group, -OCH3 )  
เปนสวนประกอบประมาณรอยละ  14  หมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group, -OH)  และมีหมูฟโนลิค 
(phenolic  group) เปนสวนประกอบดวย ( สมศักดิ์, 2528 ) ซ่ึงลักษณะโครงสรางของลิกนินนั้นแสดงใน
รูปที่ 2.2   ลิกนินไมละลายน้ํา   ไมมีคุณสมบัติทางการยืดหยุน   เพราะฉะนั้นจึงทําใหพืชที่มีลิกนินมาก
มีความแข็งแรงทนทาน   ซ่ึงไมแตละชนิดจะมีอัตราสวนระหวางเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส และลิกนินไม
เทากัน  และนอกจากนี้ยังพบวาพืชแตละชนิดหรือแมแตพืชชนิดเดียวกนั   แตมีอายุและการเจริญใน
สภาพที่ตางกันก็มีผลทําใหมีลิกนินเปนองคประกอบตางกันดวย  โดยเมื่อไมมีอายุมากขึ้นปริมาณลิกนิน
จะเพิ่มขึ้นดวย 
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          Coniferyl  alcohol              Sinapyl  alcohol        p-coumaryl  alcohol 
 
รูปที่ 2.1  ลักษณะหนวยยอยของสารลิกนิน  
ที่มา:  Winkelmenn, 1992. 

                 
รูปที่ 2.2  โครงสรางโมเลกุลของลิกนิน 
ที่มา:  Kirk  and  Obst,  1988. 
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2.2 ลิกนิน 
 
 2.2.1  การแยกประเภทของลิกนิน 
 
  หากแยกลิกนินตามชนิดที่พบในพืชที่นํามาใชเปนสารตั้งตนจะแบงออกไดเปน 3 กลุม  
(Eugenia, Sanchez  and  Hernandez, 2000)  คือ 

1.  ลิกนินจากไมเนื้อออน (Softwood  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมที่มีลักษณะใบเขียวตลอดป  
ซ่ึงไดแก  ไมใบแคบ จําพวกสน  ไมชนิดนี้เมื่อนําไปทําเยื่อกระดาษจะไดเยื่อใยยาว  ซ่ึงมีคุณสมบัติทํา
ใหกระดาษมีความเหนียวและแข็งแรง  ตานทานแรงดึงหรือแรงฉีกขาด  ซ่ึงจะมีความยาวเฉลี่ยของเสน
ใยระหวาง 2-4 มิลลิเมตร  เชน  สนสองใบ  สนสามใบ  เปนตน 

2.  ลิกนินจากไมเนื้อแข็ง (Hardwood  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมที่มีใบกวาง  ผลัดใบทุกป  
สวนมากเปนไมในเขตเมืองรอน  เชน  ไมเบญจพรรณตางๆ  ไมชนิดนี้นิยมนํามาผลิตเยื่อใยส้ัน  ซ่ึงจะมี
ความยาวเฉลี่ยของเสนใยระหวาง 0.5-1.5 มิลลิเมตร  เชน  ยูคาลิปตัส  เปนตน 

3.  ลิกนินจากหญาหรือพืชลมลุก (Grass  lignin)  ไดแก  ลิกนินจากไมเสนใยสั้นที่มีคุณภาพดี  
เชน  ฝาย  ปอ  ฟางขาว  หญาขจรจบ  กก  ตนออ  ไมไผ  ชานออย  เปนตน 
 เยื่อกระดาษที่ผลิตจากไมทั้ง  3  ประเภท  เรียกวา  Primary  Fibre  หรือ Virgin  Pulp  ซ่ึงใน
ปจจุบันมีราคาสูงขึ้นและมีปริมาณคอนขางจํากัด  ขณะที่ความตองการใชเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง  ดังนัน้จงึ
มีการนําเยื่อที่เคยใชงานมาแลวคือ  Secondary  Fibre  หรือ  Recycled  Pulp  กลับมาใชอีกเชนเยื่อจาก
เศษกระดาษ  แมวาเยื่อกระดาษจะผลิตไดจากไมทุกชนิด  แตเยื่อท่ีไดจากไมพันธุเดียวกันจะมีคุณภาพดี
กวาเยื่อที่ผลิตจากไมหลายพันธุ  และเยื่อที่ผลิตจากไมหลายพันธุจะมีคุณภาพดีกวาเยื่อท่ีผลิตจากหญา
หรือพืชลมลุก  และการผลิตกระดาษซึ่งผลิตจากเยื่อใยส้ันเพียงชนิดเดียวจะทําใหกระดาษมีคุณสมบัติ
ไมดีพอ  จึงตองมีการนําเอาเยื่อใยยาวมาผสมในอัตราสวนที่เหมาะสม  เพื่อเพิ่มคุณภาพของกระดาษ  
เชน  การผลิตกระดาษพิมพเขียนมักจะใชเยื่อกระดาษใยยาวผสมกับเยื่อใยส้ันในอัตราสวน  3:7  ในขณะ
ที่การผลิตกระดาษคราฟทจะใชเยื่อกระดาษใยยาวผสมกับเยื่อใยสั้นและเศษกระดาษในอัตราสวน  
1:3:16  เปนตน 
 ชนิดของลิกนินที่แบงตามกรรมวิธีการเตรียมทางเคมีสามารถแบงไดเปน  2  ประเภทคือ 
 1.  ซัลไฟตลิกนิน (Sulfite  lignin)  หรือ  ลิกโนซัลโฟเนต (Lignosulfonate)  เปนลิกนินที่ผลิต
ขึ้นจากน้ําดําที่ไดจากการผลิตเยื่อกระดาษแบบกระบวนการซัลไฟต  ซ่ึงน้ําดําที่ไดจากกระบวนการนี้มี
ลิกโนซัลโฟเนตอยูประมาณ   40–60 เปอรเซ็นต  โดยจะละลายในน้ําแตไมละลายในตัวทําละลาย
อินทรีย 
 2.  อัลคาไลนลิกนิน (Alkaline  lignin)  เปนลิกนินที่ผลิตขึ้นจากน้ําดําที่ไดจากการผลิตเยื่อ
กระดาษแบบกระบวนซัลเฟตหรือคราฟท  หรืออาจเรียกน้ําดํานี้วา  Soda  black  liquor  หรือ Sulfate  



 8

black  liquor  และ  Kraft  black  liquor  โดยทั่วไปอัลคาไลนลิกนินจะเปนผงสีน้ําตาลละลายในเบสและ
ตัวทําละลายอินทรีย 
 

2.2.2 ประโยชนของลิกนิน 
 
  ลิกนินสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายทางและนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ ได  

เชน ใชเปนสารชวยในการเกาะติด  โดยเฉพาะอยางยิ่งในการซอมผิวหนาของถนนลาดยางมะตอย  ใช
ผสมกับหินเพื่อลดปญหาฝุนที่ฟุงกระจาย   ใชเปนสารผสมกับดินทราย  ดินสําหรับปนอิฐ  หรือ
คอนกรีตในอุตสาหกรรมการหลอเพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรง  ผลิตภัณฑเซรามิก  เม็ดสี  สียอมตางๆ   ยา
ฆาแมลง  และยาฆาวัชพืช  ใชเปนสวนผสมของอาหารสัตว และกระดาษแข็ง (Ellen, 1991)  ใชเปนสาร
เพิ่มความแข็งแรงในยางที่ตองการใหมีน้ําหนักเบา  หรือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุนในแผนยิปซั่ม 
(Gypsum)  ใชเปน  Dispersing  agent  ในอุตสาหกรรมผลิตซีเมนต   ใชเปนสวนผสมเพื่อผลิต  Carbon  
black  ใชเปนสารรักษาระดับอุณหภูมิใหคงที่ในอุตสาหกรรม   เปนสารหลอลื่นในการขุดเจาะน้ํามัน   
ใชเปน  Emulsifier   สารที่เรงใหตะกอนลอยตัว  ใชกําจัดไขมันที่ลอยอยูบนผิวหนาของน้ํา   ใชในการ
กําจัดเกลือในน้ําที่ทําใหเกิดน้ํากระดาง  ใชผลิตแทนนิน (Tannin)  เพื่อใชในอุตสาหกรรมฟอกหนัง   
นอกจากนี้ยังใชในการสังเคราะหสารเคมีตางๆ  เชน  วานิลลิน (Vanillin)  และสารประกอบฟนอล 
(Phenolic  compound)  (บุณยรัชตและรวินทร,  2535) 

 
2.3 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ 

 
 การผลิตเยื่อกระดาษเปนการนําไมมายอยสลาย แลวแยกสวนที่เปนเสนใยออกเพื่อผลิตเปน
กระดาษชนิดตางๆ  โดยทั่วไปวัตถุดิบที่นํามาผลิตมักมีสวนผสมดังนี้ 
 1.  โพลิแซคคาไรด (Polysaccharides)  ไดแก  สารประกอบโพลิเมอรของคารโบไฮเดรต  ไดแก 
แปง  น้ําตาล  และเซลลูโลส ซ่ึงมีอยูประมาณ  60–80 เปอรเซ็นต  โดยน้ําหนักของวัตถุดิบ  ในระหวาง
การยอยเยื่อแปงและน้ําตาลจะถูกละลายออกมาได  สําหรับสวนที่เปนเซลลูโลสนั้นอาจถูกละลายออก
มาไดบางในกระบวนการผลิต 
 2.  ลิกนิน (Lignin)  มีอยูประมาณ  20–40 เปอรเซ็นต  จะละลายออกมาจากเสนใยในระหวาง
กระบวนการยอยสลาย  เชน  ละลายในสารละลายกรดซึ่งเปนกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบซัลไฟต  
หรือละลายในดางรอนในกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบซัลเฟตหรือกระบวนการคราฟท 
 3.  สารประกอบอื่นๆ (Extraneous  component)  ในสวนนี้มีอยูประมาณ  2–10 เปอรเซ็นต  ได
แก  สารประกอบที่ละลายในน้ําไดเปนสวนใหญ   ไดแก  เกลืออนินทรีย  และสารอินทรีย  เปนตน 
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ในการทําเยื่อกระดาษมีหลายวิธีขึ้นอยูกับชนิดของวัตถุดิบที่ใช  กระบวนการทั่วไปแยกออก
เปน  3  วิธีดวยกันคือ   

กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษเชิงกล (Mechanical  Pulping)   
กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมี (Semi-Chemical Pulping)   
และกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบเคมี (Chemical Pulping)  
 ซ่ึงการจะเลือกกระบวนการแบบใดขึ้นกับชนิดของวัตถุดิบที่ใชทํา  และคุณลักษณะของเยื่อ

กระดาษที่ตองการ  นอกจากนี้ยังขึ้นอยูกับราคาของวัตถุดิบดวย  การทําเยื่อกระดาษของแตละกระบวน
การมีดังนี้ 

 
2.3.1 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษเชิงกล  (Mechanical Pulping) 
 

 เยื่อกระดาษแบบนี้มีชื่อเรียกวา กราวนดวูด (groundwood)  ไดจากการบดเนื้อไมดวย
เครื่องบดเฉพาะ  โดยอาศัยน้ําฉีดอยูขณะที่บดตลอดเวลา  เพื่อกระจายเสนใยในเนื้อไมออกจากกัน  เยื่อ
กระดาษที่ไดจากกระบวนการนี้จะมีลักษณะเปนไมแทอยูมากแตมีคุณสมบัติไมดีเพราะไมใชเยื่อ
เซลลูโลสบริสุทธิ์  การบดแบบนี้จะทําใหไดเยื่อกระดาษมากที่สุดคือรอยละ  85  ขึ้นไป (ปยะนันท, 
2539)  เยื่อกระดาษบดนี้ทําไดถูกกวาเยื่อกระดาษชนิดอื่นๆ  โดยเฉพาะสําหรับในประเทศที่สามารถ
ผลิตกระแสไฟฟาไดในราคาถูก   โดยทั่วไปเยื่อกระดาษบดนี้มักใชผสมกับเยื่อกระดาษเคมีที่มีความ
เหนียวดี    เยื่อกระดาษนี้มีความทึบแสงสูงใชไดดีสําหรับกรณีที่ไมตองการความเหนียว  ความขาว
สะอาดมากนัก   สวนใหญใชสําหรับผลิตกระดาษหนังสือพิมพ   กระดาษอนามัยบางชนิด   กระดาษกั้น
สําหรับบรรจุส่ิงของกันแตกภายในกลอง     กระดาษฝาผนัง    กระดาษเช็ดมือ   และกระดาษหอของ
อยางเลว 

 
2.3.2 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมี  (Semi-Chemical Pulping) 
 

เยื่อกระดาษแบบกึ่งเคมีทําไดโดยใชกระบวนการเคมีและการบดเหมือนการทําเยื่อ
กระดาษบด แตใชปริมาณสารเคมีมากกวาและใชพลังงานในการบดเยื่อกระดาษนอยกวา เยื่อกระดาษที่
ไดจากกระบวนการนี้จะมีลิกนินปนอยูแตไมมากเทาวิธีบด เคมีภัณฑที่ใชไมทําใหเกิดการสูญเสียเยื่อ
กระดาษมากนัก  ในปจจุบันกระบวนการแบบนี้ใชกันอยางแพรหลายเนื่องจากสามารถใชไดกับไม
หลายชนิดโดยเฉพาะไมเนื้อแข็ง ราคาใชจายไมแพง  ไดเยื่อกระดาษมากและสามารถใชเยื่อกระดาษนี้
สําหรับผลิตกระดาษไดหลายชนิด  ตั้งแตกระดาษหนังสือพมิพจนกระทั่งถึงกระดาษปอนดอยางดี 

 การผลิตเยื่อกระดาษแบบนี้มีหลายวิธีดวยกัน  แลวแตการใชเคมีภัณฑ  ซ่ึงไดแก 



 10

 กระบวนการกราวนดวูดเคมี (chemi-groundwood  process)  ใชสําหรับไมใบกวาง
โดยตมทอนไมดวยน้ํายาซัลไฟทภายใตความดัน  แลวจึงบดไมดวยเครื่องบดเยื่อ 

 กระบวนการโซดาไฟ  (cold  caustic  soda)  ตมไมที่ตัดเปนทอนเล็กๆ ดวยน้ํายา
โซดาไฟแลวแยกเยื่อกระดาษออกโดยใชเครื่องยอย วิธีนี้ถูกกวาการบดเยื่อกระดาษโดยตรงเพราะเยื่อ
กระดาษที่ตมแลวบดงายกวา 

 กระบวนการโซเดียมซัลไฟท (neutral  sulphite  semichemical  process)  วิธีนี้ใชน้ํา
ยาโซเดียมซัลไฟทและกาซซัลเฟอรไดออกไซดเปนน้ํายาตม 

 กระบวนการซัล เฟต  (sulphate  semichemical  process หรือ  kraft semichemical 
process)  น้ํายาตมเยื่อกระดาษสําหรับวิธีนี้ใชน้ํายาผสมของโซเดียมซัลไฟทและโซดาไฟ  กระบวนการ
นี้อาจนําไปใชดัดแปลงสําหรับโรงงานที่ทําเยื่อกระดาษเหนียวได 

 
2.3.3 กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบเคมี  (Chemical Pulping) 
 

 การทําเยื่อกระดาษโดยกระบวนการทางเคมีทําโดยการตมยอยไมหรือเสนใยตางๆ 
ดวยเคมีภัณฑภายใตความดันจนกระทั่งแยกเยื่อออกจากสิ่งอื่นไดงายเมื่อนําไปลาง   ซ่ึงจะใหเยื่อ
กระดาษที่มีปริมาณลิกนินเจือปนอยูนอยมากจึงเหมาะสําหรับทํากระดาษคุณภาพดีและมีความเหนียว  
แตปริมาณเยื่อที่ไดจากการทําเยื่อกระดาษแบบเคมีจะมีปริมาณนอย  คือ  ประมาณ  45–60  เปอรเซ็นต 
(ปยะนันท, 2539) 

 การผลิตเยื่อกระดาษแบบนี้แบงออกเปน  3  ลักษณะ ตามการใชเคมีภัณฑ  ดังนี้ 
 1)  กระบวนการโซดา  (Soda  Process)  ซ่ึงใชโซดาไฟหรือโซดาแผดเผา  (Sodium  

Hydroxide)  เปนสารเคมีในการตมเยื่อกระดาษภายใตความดัน  แลวจึงลางและฟอกเยื่อกระดาษตอไป  
เยื่อกระดาษแบบนี้สวนมากใชสําหรับทํากระดาษพิมพเขียน   กระดาษจดหมาย  และกระดาษที่ตองการ
ความนุม 

 2)  กระบวนการซัลเฟต   (Sulphate  Process)  หรือ  กระบวนการคราฟท   (kraft  
process)  เปนกระบวนการที่ใชไดกับพันธุไมทุกชนิด  สารเคมีที่ใชในการตมไมหรือวัตถุดิบอื่นๆ คือ
โซดาไฟและโซเดียมซัลไฟดอยางละเทาๆ กัน เยื่อกระดาษที่ไดจะมีความเหนียวมาก  เยื่อกระดาษซัล
เฟตชนิดไมฟอกสีใชทําถุงกระดาษ   กระดาษหอของและกระดาษผิวกลอง   สวนเยื่อกระดาษซัลเฟต
ชนิดฟอกขาวใชทํากระดาษพิมพเขียน  กระดาษหนังสือคุณภาพดี  และกระดาษอนามัย 

 3)  กระบวนการซัลไฟต  (Sulphite  Process) กระบวนการนี้เหมาะสําหรับทําเยื่อ
กระดาษจากพันธุไมเนื้อแข็งและไมจําพวกหญา  สารเคมีที่ใชคือ  สารละลายไบซัลไฟตของแคลเซียม  
แมกนีเซียม  หรือแอมโมเนียม  ใชไดกวางขวางสําหรับการทําเยื่อกระดาษที่เหนียวมากจนกระทั่งเยื่อ
กระดาษที่นุม  กระบวนการนี้ไมเหมาะสําหรับไมที่มีเรซินหรือยางมาก 
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 เมื่อไดเยื่อกระดาษแลว  ขั้นตอไปมีลําดับดังนี้ 
 

1.  การลางเยื่อกระดาษใหสะอาด (Washing)  และรอนเอาเยื่อกระดาษหยาบออก (screening)  
เยื่อกระดาษที่ไดจากกรรมวิธีตางๆ ที่กลาวมา   ตองนําเขาเครื่องลางเยื่อกระดาษเพื่อลางน้ํายาเคมีออกให
หมด  จะไดเยื่อกระดาษทั้งหยาบและละเอียดและมีส่ิงสกปรกปนอยู  ฉะนั้นตองนําเขาเครื่องรอนเพื่อ
รอนเอาเยื่อกระดาษหยาบไปผานกรรมวิธีทําเยื่อกระดาษอีกครั้งหนึ่ง  สวนเยื่อกระดาษละเอียดที่มีส่ิง
สกปรกปนอยู  จะนําเขาสูเครื่องทําความสะอาดเพื่อแยกเอาเยื่อกระดาษละเอียดไว  และกําจัดสิ่งสกปรก
ออกใหหมด  เพราะจะทําใหกระดาษมีตําหนิและคุณภาพไมดี 

 
2. ฟอกสีเยื่อกระดาษ (Bleaching)  เยื่อกระดาษที่สะอาดและละเอียดจะนําไปฟอกใหขาวดวย

น้ํายาคลอรีน  เพื่อใหไดกระดาษที่มีความมันวาวสูง  ดังนั้นในการฟอกสีตองควบคุมความเปนกรดดาง  
ความเขมขนของเยื่อกระดาษ  ปริมาณสารเคมีที่ใชในการฟอก  และเวลา 
 

3. ผสมกับเยื่อกระดาษชนิดอื่นๆ (Mixing)  ในกรณีที่ผลิตกระดาษจากชานออย  เนื่องจากเยื่อ
ของชานออยเปนเยื่อเสนใยสั้นและใยปานกลางจึงมีความแข็งแรงทนทานต่ํา   ตองผสมกับเยื่อที่มีเสนใย
ยาว 
 

4. ตีหรือบดเยื่อกระดาษ (Beating)  ในเครื่องตีเยื่อมีแผนเหล็กใบมีดเพื่อตีเยื่อใหผสมกัน  และ
เสนใยพองตัวมีลักษณะออนตัวลงไมกระดาง  เมื่อนําไปผลิตกระดาษจะไดกระดาษที่มีความเหนียวและ
ทนทาน  นอกจากนี้ยังชวยเพิ่มพื้นที่ผิวของเยื่อกระดาษ  จึงเปนประโยชนในการยอมสี  ทําใหสีเกาะได
มากขึ้น 
 

5. เติมสารอื่นๆ (Paper  additive)  การเติมสารอื่นเพื่อปรับปรุงคุณภาพของเยื่อกระดาษให
เหมาะสมในการนําเยื่อไปผลิตเปนกระดาษ  สารที่เติมลงไปไดแก  ชันสน เพื่อทําใหกระดาษที่ผลิตออก
มาไมดูดน้ํามากเกินไป   สารสม  เพื่อปองกันไมใหเกิดการซึมและทําใหเยื่อกระดาษขาวขึ้น   และแปง
มันสําปะหลัง  เพื่อชวยยืดเสนใยใหประสานกัน  ทําใหกระดาษทนตอการลบไมยุยงาย  และชวยทําให
เสนใยสั้นๆ มาผสมผสานกันมากขึ้น   
 

6. เขาเครื่องเดินแผน (Paper  maching)  เมื่อเยื่อกระดาษผานกระบวนการตางๆ จนสามารถนํา
ไปทําเปนแผนกระดาษไดจึงสงไปสวนเดินแผน  ซ่ึงมีสวนประกอบสําคัญคือ  สวนตะแกรง (wire  
section) สวนที่ทําหนาที่บีบอัด (press  section) และสวนที่ทําใหแหง (dryer section) 
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2.4 ลักษณะและองคประกอบทางเคมีของน้ําดํา 
 

 น้ําดํา  เปนน้ําทิ้งสีดําที่เกิดจากการตมเยื่อกระดาษดวยกระบวนการทางเคมี  ซ่ึงโดยทัว่ไปแล
วจะมีสารอินทรียจําพวกลิกนินอยูประมาณ  12–20 เปอรเซ็นต  และสารอินทรียอ่ืนๆ 3.55 เปอรเซ็นต  
และมีสารอนินทรียจําพวกโซเดียมไฮดรอกไซด  2.44  เปอรเซ็นต  โซเดียมคารบอเนต  2.76  เปอรเซน็ต  
และสารอนินทรียอ่ืนๆ  2.77  เปอรเซ็นต  (บุนยรัชตและรวินทร, 2535)  หากวิเคราะหถึงน้ําหนักแหง
ของน้ําดําสวนใหญจะประกอบไปดวยธาตุคารบอน  ออกซิเจน  โซเดียม  และซัลเฟอร  ดังตารางที่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2  แสดงสวนประกอบของธาตุในน้ําดํา (น้ําหนักแหง) 
 

Element w/w (เปอรเซ็นต) 
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   การใชประโยชนจากน้ําดํา 
 

2.5.1  การนํากลับมาใชในกระบวนการ  (Black  Liquor  Recovery) 

รูปที่ 2.3  การนําน้ําดํากลับมาใชในกระบวนการ 
ที่มา:  Markland  Magnus, 2001. 
 
  น้ําดํานับเปนเชื้อเพลิงที่สําคัญอยางหนึ่งที่ไดจากกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ  ซ่ึงในปจจุบัน
ไดมีการนําน้ําดําที่ยังมีสารตางๆ ประกอบอยูดวยกลับมาใช  หลงัจากแยกเสนใยเซลลูโลสออกเมี่อผาน
การตมเยื่อกระดาษ  โดยกระบวนการเริ่มจากเศษไมถูกลําเลียงเขาไปเพื่อทําการยอย  (digester)  โดย
ปอนน้ํายา  (white  liquor)  เพื่อทําปฏิกิริยากับลิกนินและสารอินทรียอ่ืนๆ  เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ
ยอยจะแยกเยื่อกระดาษนําไปผานกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษ  และไดน้ําดําที่มีของแข็งประมาณ 15
เปอรเซ็นต  แลวนําน้ําดํานี้เขาไปในหนวยทําใหเขมขน  (concentrators)  ดวยการระเหยจนไดน้ําดําเขม
ขนมาเผาในหมอน้ํานําสารกลับคืน  (recovery  boiler)  สารอินทรียในน้ําดําเขมขนจะติดไฟและใหพลัง
งานความรอนออกมา  ซ่ึงจะถูกเปลี่ยนใหอยูในรูปของไอน้ําและนําไปใชในหนวยทําใหเขมขนตอไป  
แตผลจากการเผาเพื่อใหไดพลังงานนี้จะปลอยกาซชนิดตางๆ ออกมาดวย  โดยมีกาซที่สําคัญคือ  
คารบอนมอนอกไซด    มีเทน    คารบอนไดออกไซด  (Grace, 1992)    สวนที่เหลือจากการเผาคือสารอ
นินทรียจะละลายเปนของเหลวไหลสูดานลางของหมอน้ํานําสารกลับคืน  ผสมกับนํ้ากลายเปนของ
เหลวสีเขียว (green  liquor)  สงตอไปยังหนวยทําดาง (Causticizing)  เพื่อทําปฏิกิริยากับปูนขาวกลาย
เปนน้ํายากลับสูการตมเยื่อกระดาษตอไป  กระบวนการนําน้ําดํากลับมาใชแสดงดังรูปที่ 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 
 

    เนื่องจากลิกนินที่มีอยูในน้ําดําสามารถแยกออกและนําไปใชประโยชนไดหลายทาง  ซ่ึงให
คุณคาทางเศรษฐกิจมากกวาการนําน้ําดําไปเผาเพื่อเปนเชื้อเพลิง   หากไมมีการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ
และทางเคมี  ที่ถือวาเปนการเปลี่ยนแปลงทางโพลิเมอรหรือเปนการไฮโดรไลสพนัธะของลกินนิกบัสาร
ตัวอ่ืน  ในปจจุบันพบวามีหลายวิธีการที่สามารถแยกลิกนินออกมาจากน้ําดํา โดยที่มีการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางนอยที่สุด  โดยทั่วไปจะใชวิธีการละลายลิกนินแลวกรองแยกสารตัวอ่ืนออกหรืออาจใชวิธี
การละลายสารตัวอ่ืนทิ้งไปก็ได  แตหลักใหญๆ คือใชคุณสมบัติและปฏิกิริยาของลิกนินที่ตางจากสารตวั
อ่ืนในการแยก   งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการตกตะกอนลิกนินมีหลายวิธี  อยางเชนการตกตะกอนลิกนิน
ดวย   สารละลายแอลกอฮอล–เกลือแคลเซียม  และจากคุณสมบัติของลิกนินที่ละลายไดไมดีในกรด  จึง
มีการปรับสภาวะของน้ําดําใหอยูในชวงความเปนกรดโดยใชกรดตางๆ  เชน  กรดซัลฟวริก  กรดไฮโดร
คลอริก   กรดคารบอนิก        ซ่ึงในแตละวิธีมีขอดีและขอเสียแตกตางกัน   หากตกตะกอนลิกนินดวย
เกลือแคลเซียมถึงแมวาจะมีราคาถูกแตตะกอนลิกนินที่ไดจะอยูในรูปคอลลอยดทําใหยากตอการกรอง
ออกเพื่อนําไปใชประโยชน   เชนเดียวกับกรดคารบอนิกที่นอกจากตะกอนจะเกิดในรูปของคอลลอยด
แลว  ยังสามารถปรับคาความเปนกรดดางไดแค 8-9  สวนการตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริกจะทําให
เกิดไอออนลบที่ไมตองการในกระบวนการ  และการใชกรดซัลฟวริกเปนสารเคมีที่หาไดงายและมีราคา
ถูก  นอกจากนี้ยังสามารถแยกตะกอนลิกนินโดยการกรองไดดี  โดยแบงการตกตะกอนออกเปน  2  ขั้น
ตอนคือ  ขั้นตอนแรกตกตะกอนน้ําดําที่ความเปนกรดดาง  6  เพื่อแยกสารที่เกิดจากการสลายตัวของโพ
ลีแซคคาไรดและของแข็งอ่ืนๆ ออกกอนเปนการทําใหไมเกิดการปนเปอนกับตะกอนของลิกนินที่จะ
แยกออกในขั้นตอนตอไป  หลังจากนั้นตกตะกอนลิกนินที่ความเปนกรดดาง  3  ตะกอนจะจมตัวลงดาน
ลาง  ซ่ึงสามารถกรองตะกอนลิกนินที่ไดดวยกระดาษกรอง โดยลิกนินที่ไดนี้นําไปใชประโยชนได
หลายทางและนํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆ 
 
2.6   ราไวตรอต (white  rot  fungi) 
 
  ราไวตรอต (white  rot  fungi)  เปนราที่จัดอยูใน  Basidiomycota  และ  Ascomicotina มีความ
สามารถในการยอยสลายลิกนิน   และเซลลูโลส   (Akhtar, Kirk  and  Blanchette, 1999)  และมวลสารที่
มีโมเลกุลสูงได     ดวยเหตุนี้จึงมีการนําราไวตรอตมาใชในการเปลี่ยนสภาพสารประกอบบางชนิดที่มี
โครงสรางคลายคลึงกับลิกนิน เพื่อไมใหเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม เชน สารปรุงแตงเชื้อเพลิง (Fuel  
additives)   พวกเบนซีน  (Benzene)   โทลูอีน (Toluene)    ไซลีน   (Xylene)     ยาฆาแมลงกลุมออรแก
โนคลอรีน (Organochlorine  pesticides)  พวกดีดีที (DDT) อัลดริน (Aldrin)  ลินเดน (Lindane)  ยาฆา
แมลงกลุมออรแกโนฟอสเฟต (Organophosphate  pesticides)  PAH (Polycyclic  aromatic  
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hydrocarbon)  สียอมสังเคราะห (Synthetic  dyes)  และโพลิเมอรสังเคราะห (Synthetic  polymers)  
(Pointing, 2001) เปนตน นอกจากนี้ยังนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรมการฟอกเยื่อกระดาษ 
(biobleaching)  และที่สําคัญคือนํามาใชกับน้ําทิ้งจากขั้นตอนการผลิตและฟอกเยื่อกระดาษเพื่อกําจัดลิก
นินซึ่งเปนองคประกอบหลักที่ทําใหเกิดสี (Feijoo, 1995,  Royer  and  others, 1991) 
  ราไวตรอตสามารถยอยสลายลิกนินไดเนื่องจากผลิต extracellular  enzymes  ที่เขาไปทําลายวง
แหวนโพลิเมอรที่ ซับซอนของลิกนิน   อันไดแก  lignin  peroxidase  (LiP)  manganese  peroxidase 
(MnP) และ  laccase  ซ่ึงจะมี  mediator  และเกิดผลที่แตกตางกันดังตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.3  แสดงเอนไซมที่ยอยสลายลิกนินและปฏิกิริยาหลัก 
 

ชนิดเอนไซม ควบคุม ปฏิกิริยาการยอยสลาย 
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  ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin  peroxidase: LiP) 
 
         LiP  สามารถออกซิไดซ  พันธะ  Cα – Cβ  ทําใหวงแหวนของลิกนินเปดออก  และเมื่อมี  
H2O2  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  LiP  สามารถออกซิไดซ  nonphenolic  aromatic  ของลิกนินโดยมี  veratryl  
alcohol  เปน  mediator  เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการอิเล็กตรอนหนึ่งตัวจะถูกปลอยออก  จึงมีผลให  non – 
phenolic  aromatic  กลายเปน  aryl  cation  radical  (Pointing, 2001)  ดังรูปที่ 2.4  ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ 
O2 หรือ H2O เกิดผลิตภัณฑมากมาย  เชน  vanillin    vanillic  acid    syringaldehyde     isovanillic  acid   
veratric  acid  เปนตน  ตัวอยางราไวตรอตที่ผลิต  LiP  เชน  Phanerochaete  chrysosporium (Srinivasan  
and  others, 1995)  เปนตน 
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รูปที่ 2.4  แสดงปฏิกิริยาของ  lignin  peroxidase 
ที่มา:  Annele  Hatakka,  2001. 
 
    2.6.2  แมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidase: MnP) 
 
       MnP  ไมสามารถออกซิไดสสารประกอบที่ไมเปน  phenolic  lignin เพราะตองการสารที่มี
กลุม  phenolic  อิสระใน  aromatic  ring  เปนสับสเตรท  MnP  ในสภาวะที่มี H2O2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา
จะ  ออกซิไดซ   Mn (II)   เปน   Mn (III)    และจะไปออกซิไดซ   สวนที่ เปน  phenolic  aromatic  
compound ของ  lignin ใหกลายเปน  phenoxyl  radical  ซ่ึงเปนตัวที่ทําใหเกิดการสลายตัวเปนสาร
ประกอบอื่นตอไปดังรูปที่ 2.5  ตัวอยางราไวตรอตที่ผลิต  MnP  เชน  Trametes  versicolor   (Reid, 
1998)  เปนตน   
 
   2.6.3  แลคเคส (Laccase) 
 
      laccase  มีโมเลกุลของทองแดงเปนองคประกอบ  โดยจะรวมตัวกับ O2  แลวไป ออกซิ
ไดซ  phenolic  aromatic  compound  ใหกลายเปน phenoxyl  radical  ซ่ึง enzyme นี้จะไมขึ้นกับ  H2O2 
เชนเดียวกับ  LiP และ  MnP    และจะสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิไดซ สารตั้งตนที่เปน  nonphenolic  
lignin ได  เมื่อมีสับสเตรทที่เปนโมเลกุลอ่ืน  หรือสภาวะที่มี  2, 2′- azinobis – (3 – ethylbensoline – 6 
sulphonic  acid) หรือ  ABTS  ซ่ึง  ABTS  นี้จัดเปนสารประกอบพวกที่ไมใชฟนอล  (non – phenolic  
compound) (Bourbonnais  and  Paice, 1990)  ตัวอยางราไวตรอตท่ีผลิต laccase เชน  Fomes  annosus  
และ Phlebia  radiate  (Gianfreda, Xu  and  Bollag, 1999)  เปนตน  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  

 
 การคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารลิกนินนั้นถูกริเริ่มโดย Bavendamm  
ตั้งแตชวงปค.ศ. 1928  ที่คนพบวาราจะสรางโซนสีน้ําตาลในวุนอาหารที่เติม  กรดแกลลิก (gallic  acid) 
หรือ กรดแทนนิก (tannic acid) 0.5 เปอรเซ็นต (w/v) ซ่ึงเปนผลมาจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ  
phenolic  acid  โดย  extra หรือ  intra-cellular  phenoloxidase  เรียกวา  Bavendamm  reaction  ซ่ึงเปน
วิธีที่ดใีนการจําแนกราในกลุม  Basidiomycetes  (Freitag  and  Morrell, 1992)  ตอมา  Davidson,  
Campbell  and  Blaisdell (1938)  ไดสนับสนุนหลักการนี้เมื่อทดสอบไวตรอตราทั้งหมด  210  สายพันธุ  
พบวาเกิดผลบวกกับ  tannic  acid  agar  ถึง  96  เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นในชวงป ค.ศ. 1960  ได
พัฒนาการใชสารคารบอนที่ทําการติดฉลากดวยไอโซโทป 14C  label lignin (Crawford,  Crawford and  
Pometto, 1977) เพื่อทําการคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมในการยอยสลายลิกนินมายอยสลาย  
14C  label lignin ไปเปน 14CO2 ซ่ึงการวิเคราะหโดยใชสารคารบอนที่ทําการติดฉลากดวยสารรังสีนี้ถึง
แมวาจะสามารถตรวจติดตามผลไดคอนขางรวดเร็ว แตขั้นตอนการเตรียมคารบอนที่ทําการติดฉลาก
ดวยสารรังสีนั้นมีขั้นตอนการเตรียมที่ยุงยากซับซอนและมีราคาแพง  ดังนั้นจึงไดมีการคิดคนพัฒนาวิธี
การคัดเลือกจุลินทรีย   ที่สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลายลิกนินไดโดยใชสียอมสังเคราะห
ประเภทโพลีเมอริกเปนสับสเตรท (Glenn  and  Gold, 1983)  ซ่ึงโครงสรางจะประกอบไปดวยวงแหว
นอะโรมาติกหลายๆ วงตอกันและทําการเตรียมไดงายกวาการใชคารบอนที่ติดฉลากดวยสารรังสี โดยที่
สียอมสังเคราะหประเภทโพลีเมอริกมีราคาไมแพง สามารถเตรียมใหอยูในรูปที่มีความบริสุทธิ์และมี
ความคงตัวสูง ละลายน้ําไดดี มีความเปนพิษต่ํา และสามารถตรวจวัดติดตามผลไดงาย และรวดเร็วโดย
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การวัดการดูดกลืนแสง  ( Gold,  Glenn  and  Alic, 1988 )  และตรวจวัดโซนของสีที่เปลี่ยนไปบน
อาหารท่ีผสมดวยสียอมโพลีเมอริก   สียอมประเภทโพลีเมอริกแบงเปน 3 ชนิด ไดแก Poly B    Poly R  
และ  Poly Y  ซ่ึงเปนสียอมที่มีโครงสรางทางเคมีคลายกัน คือ จะประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก    แต
การเรียงตัวเลขและแขนงที่มาตอกับวงแหวนอะโรมาติกแตกตางกัน สียอมชนิด Poly B เมื่อถูกยอย
สลายจะเปลี่ยนแปลงจากสีน้ําเงินเปนสีเหลืองทอง    สียอมชนิด   Poly R   เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยน
แปลงจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสียอมชนิด Poly Y เมื่อถูกยอยสลายจะเปลี่ยนแปลงจากสีเหลือง
เปนสีเขียวอมเหลือง ( Glenn  and  Gold, 1983 )   
 
2.8 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

   Freitag  and  Morrell (1992)   ศึกษาการยอยสียอม  Poly R-478  ของราไวตรอต (white  rot  
fungi)  ราบราวนรอต (brown  rot  fungi)    และราซอฟตรอต (soft  rot  fungi)  จํานวนทั้งสิ้น  170  สาย
พันธุ  เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยสลายลิกนิน  ดวย  malt  extract  agar  ที่ประกอบดวย Poly 
R-478  0.02  เปอรเซ็นต (w/v)  ที่อุณหภูมิ  20  30  และ  40  องศาเซลเซียส  บมในที่มืด  พบวามีเฉพาะ 
ราไวตรอตที่เปลี่ยนสีอาหารจากสีชมพูมวงเปนสเีหลือง  โดยวัดอัตราสวนของโซนที่มีการยอยสลายสี
และรัศมีของอัตราการเจริญของเสนใยเปนเวลา  14  วัน  จะไดคาอัตราสวนไมเกิน 1  

 
 Hossain  and  others (2000)  ไดคัดเลือกราจํานวน  100  สายพันธุ  เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการยอยสลายลิกนิน  โดยใชสียอมโพลีเมอริก  Poly R-478  พบวามีรา  3  ชนิด  ที่ใหผลเปนบวกคือ
เปลี่ยนจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  และเมื่อเลี้ยงราเหลานี้ในอาหารเหลวที่ผสม  Poly R-478  ที่ความ
เปนกรดดาง  5.5    ระดับการยอยสลายของ Phanerochaete  chrysosporium จะสูงที่สุด  และที่ความเปน
กรดดาง  4.5  จะเหมาะสมกับการยอยสลายของ  Fomes  lignosus 
 

 Pasti  and  others (1994)  ไดทําการศึกษาในเรื่องการใชสียอมเพื่อทดสอบเอนไซม  MnP  และ  
LiP   ของ  Phanerochaete  chrysosporium  โดยมีสียอมทั้งหมด  11  ชนิด  บมราเปนเวลา  3  นาที  และ  
24  ช่ัวโมง  แลวตรวจสอบดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร  พบวาการทดสอบสียอม Poly R-478  ที่  3  
นาที  ไมมีการสรางเอนไซมทั้ง  2  ชนิด  แตที่  24  ชั่วโมง  มีเฉพาะ LiP  ที่สามารถยอยสลายสีลงได  9  
เปอรเซ็นต   
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 Cookson (1995)   ไดใชสียอม  Poly B-411  และ  tannic  acid  ในการทดสอบการยอยสลายลิก
นินของราไวตรอตใน  Basidiomycota  และราบราวนรอตใน  Basidiomycota    โดยอาหารที่ผสม  Poly 
B-411 เตรียมโดยใชมอลตสกัด  15   กรัม  วุนผง  10  กรัม  และ Poly B-411  0.2  กรัม  ใชเวลาบม  4-5  
วัน  หากใหผลบวกจะเปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีชมพูหรือสีเหลืองออน  สวนอาหารที่ผสม  tannic  acid  
เตรียมโดยใชมอลตสกัด  15  กรัม  วุนผง  10  กรัม  และ  tannic  acid  1  กรัม  บมนาน  3  วัน  พบวามี
ราบราวนรอตเพียง  1  สายพันธุใน  110  สายพันธุ ที่ใหผลบวกกับ Poly B-411  และใหผลลบกับ  
tannic  acid  ทุกชนิด  สวนราไวตรอต  มี  392  สายพันธุใน  469  สายพันธุที่ใหผลบวกกับ Poly B-411  
และ  155  สายพันธุใน  199  สายพันธุ ที่ใหผลบวกกับ  tannic  acid 

 
 Eaton,  Chang  and  Kirk (1980)  ไดนําราไวตรอต Phanerochaete  chrysosporium  มาใชลดสี
ของน้ําทิ้งในขั้นตอนการสกัดดวยดางจากกระบวนการฟอกเยื่อกระดาษ  โดยผลิตน้ําทิ้งสังเคราะหและ
เก็บตัวอยางน้ําจากโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ  3  แหง ปรับความเปนกรดดางใหเปน 4.5  ดวยกรด
ไฮโดรคลอริกกอนที่จะใสสปอรแขวนลอย  ซ่ึงใชเซลลูโลส  1 เปอรเซ็นต หรือกลูโคส  1  เปอรเซ็นต  
เปนแหลงอาหารคารบอน  และใชแอมโมเนียมคลอไรด  2.2  มิลลิโมลารเปนแหลงอาหารไนโตรเจน  
ในอาหารที่ใชสําหรับการเจริญเติบโตประกอบดวยโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  แมงกานีสซัลเฟต  
แคลเซียมคลอไรด  2,2 ไดเมททิลซัคซิเนต พบวาราไวตรอตชนิดนี้สามารถลดสีไดดีที่สุดเมื่อความเปน
กรดดางอยูในชวง 4.3-4.8 อุณหภูมิ  39-40  องศาเซลเซียส  ภายใตการเติมออกซิเจน  80  เปอรเซ็นต  
ดวยการเขยา  150  ครั้งตอนาที  และสามารถใชราในระบบได  25  วัน  กอนจะใชแหลงอาหารคารบอน
หมด  หลังจากนั้นถาเติมเซลลูโลส  0.3  เปอรเซ็นต  จะสามารถลดสีไดจนกระทั่งถึง  60  วัน 
 
 Livernoche  and  others (1983) ทําการคัดเลือกราจํานวน  150  สายพันธุ  โดยใชอาหารแข็งที่
ผสมน้ําเสียจากกระบวนการคราฟท  1  ลิตร  แลวทดสอบตอในอาหารเหลวที่ผสมน้ําเสียจากกระบวน
การคราฟท   200  มิลลิลิตร  พบวามีเพียง  6  สายพันธุที่เปลี่ยนสีอาหารจากสีน้ําตาลเปนสีเหลืองซึ่ง 
Coriolus  versicolor  ใหผลรวดเร็วที่สุด  คือในเวลา  2  วัน  จะลดสีลงได  40  เปอรเซ็นต  เมื่อนํามาใช
ในการบําบัดสีของน้ําเสียในกระบวนการคราฟท  โดยทดลองทั้งการใชราแบบไมยึดเกาะกับตัวกลาง  
และยึดเกาะกับตัวกลาง  ที่มีปริมาณราและปริมาณซูโครสตางๆ กัน  พบวาปริมาณราที่ไมยึดเกาะกับตัว
กลางที่เหมาะสมคือ  30  มิลลิลิตร  ในน้ําทิ้ง  200  มิลลิลิตร  และมีซูโครส  0.5  เปอรเซ็นต  จะสามารถ
ลดสีได  60  เปอรเซ็นต  เมื่อใชอัตราการเขยา  250  รอบตอนาที  และบมเปนเวลา  6 วัน  สวนการ
ทดลองแบบใชรายึดเกาะกับตัวกลางโดยใชแหลงอาหารคารบอนชนิดตางๆ  และผันแปรความเขมขน
ในชวง   10   มิลลิโมลารถึง  50  มิลลิโมลาร    ไดแก  ไซโลส   กลูโคส  ซูโครส  กลีเซอรอล  และเอทา
นอล  หลังจากผานไป  1  วัน  เมื่อใชไซโลสเปนแหลงอาหารคารบอนจะดีที่สุด  แตในที่สุดแลวหลัง
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จาก  3  วัน  การใชซูโครส  50  มิลลิโมลาร  เปนแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิภาพในการลดสีดีที่
สุด  โดยสามารถลดสีลงได  80  เปอรเซ็นต   
 
 Nagarathnamma  และ Bajpai (1999)  ไดคัดเลือกราจํานวน   110  สายพันธุ  โดยเลี้ยงในอาหาร  
potato  dextrose  broth แลวทดสอบในอาหารที่ผันแปรชนิดและความเขมขนของแหลงอาหารคารบอน
และแหลงอาหารไนโตรเจน   และผันแปรความเปนกรดดางที่  3-7  อุณหภูมิในชวง  25-50  องศา
เซลเซียส  พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือใช  กลูโคส  1  กรัม  แคลเซียมคลอไรด  1.5  กรัม  แมกนีเซยีมซลั
เฟต  2  กรัม  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  1  กรัม  และแอมโมเนียมคลอไรด 0.15  กรัม  ในน้ํา
ทิ้งจากขั้นตอนการผลิตเยื่อกระดาษ ปริมาณ  1  ลิตร  ที่มีคาความเปนกรดดาง  3-4  ใชอัตราการเขยา 
200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลามากกวา  48  ชั่วโมง  พบวาเมื่อใสกลูโคสใน
อาหาร  0.1  เปอรเซ็นต Rhizopus  oryzae จะสามารถลดสีไดสูงสุด  92  เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับเมื่อไม
ใสกลูโคสจะลดสีได   78  เปอรเซ็นต   ภายใน   24  ชั่วโมง   และยังสามารถลดซีโอดีลงได   50 
เปอรเซ็นต  
 
 Feijoo (1995)  ไดทําการทดลองในการลดสีและสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูงจากน้ําทิ้งของ
โรงงานอุตสาหกรรมกระดาษคราฟท  โดยใช Phanerochaete  chrysosporium  เลี้ยงในอาหารที่มีน้ําทิ้ง
ของโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษคราฟท  โดยแบงออกเปน  2  การทดลอง  การทดลองที่  1  ใหอัตรา
สวนของคารบอนตอไนโตรเจน  เทากับ  56  มิลลิโมลารตอ  2.2  มิลลิโมลาร  และการทดลองที่  2  ให
อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน  เทากับ  56  มิลลิโมลารตอ 4.4  มิลลิโมลาร  นําไปบมที่  37 องศา
เซลเซียส  และใหอัตราการเขยา 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 7 วัน  พบวาการทดลองที่  1  จะชวยลดสีได  
79  เปอรเซ็นต  สวนการทดลองที่  2  จะชวยลดสีลงได 58  เปอรเซ็นต  หลังจากนั้นนําชุดการทดลองที่  
1  มาเพิ่มอัตราสวนของ  ซีโอดีตอไนโตรเจนตอฟอสฟอรัสตอซัลเฟอร  เปน  200  ตอ  7  ตอ 1  ตอ  
0.33  ในการบําบัดแบบไรอากาศ (anaerobic  treatment)  ที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  7 วัน  
พบวาสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูงลดลง 72 เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับน้ําทิ้งที่ไมผานการบําบัดที่ลด
ลง  45  เปอรเซ็นต  และคาซีโอดีลดลง 73 เปอรเซ็นต  เมื่อเทียบกับน้ําทิ้งที่ไมผานการบําบัดที่ลดลง
เพียง  30  เปอรเซ็นต 
 
 Belsare  and  Prasad (1988)  ไดศึกษาการลดสีของน้ําทิ้งโรงงานอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษที่ทํา
จากชานออย   โดยใชราไวตรอต   Schizophyllum  commune    ในน้ํ าทิ้ ง  1  ลิตร   ใชแหลงอาหาร
คารบอนแตกตางกัน  4  ชนิด  คือ  กลูโคส  เซลลูโลส  ซูโครส  และเยื่อกระดาษ  และใชแอมโมเนียม
คลอไรดเปนแหลงอาหารไนโตรเจน  ซ่ึงเติมลงไปในน้ําทิ้งชนิดละ 1 มิลลิกรัม  และทดลองปรับความ
เปนกรดดางในชวง  2-6  และบมเปนเวลานาน 5  วันที่อุณหภูมิหอง  โดยเติมอากาศครั้งละ  5  นาที  
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ทุกๆ  8  ชั่วโมง  และใชระยะเวลาในการบม  2  วัน  พบวาซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนที่ดีที่สุด  
รองลงมาคือ  กลูโคส  เซลลูโลส  และเยื่อกระดาษ  ตามลําดับ  ที่ความเปนกรดดาง  4-5  จะสามารถลด
สีในน้ําทิ้งไดถึง  90  เปอรเซ็นต  และยังสามารถลดคาบีโอดีได 70 เปอรเซ็นต  และลดคาซีโอดีได  72  
เปอรเซ็นตอีกดวย   
 
 Blanchette R.A.(1995) ทําการศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายลิกโนเซลลูโลสในเนื้อไมโดยรา พบ
วาราไวตรอตที่อยูใน  basidiomycota  มีความสามารถในการยอยสลายสวนประกอบของผนังเซลล  
รวมถึงลิกนิน ซ่ึงราไวตรอตชนิดที่ไมเลือกทําลายเฉพาะลิกนิน (nonselective  delignification)  จะยอย
สลายลิกนิน  น้ําตาลกลูโคส  น้ําตาลไซโลส  และน้ําตาลแมนโนส  ได  70  53  94  และ  87  เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  สวนราไวตรอตชนิดที่เลือกทําลายเฉพาะลิกนิน  (selective  delignification)  จะยอยสลายได  
99  3  99  และ  99  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ แตก็มีบางชนิดที่เฉพาะเจาะจงในการเขาไปยอยสลาย  และมี
การทดลองนํา Ceriporiopsis  subvermispora  และ Phanerochaete  chrysosporium  มาชวยในขั้นตอน
การผลิตเยื่อกระดาษโดยใชเครื่องจักร เปนเวลา 2-4 สัปดาห  ผลปรากฏวาจะชวยลดพลังงานลงไดถงึ 40  
เปอรเซ็นต 
 
 Royer  and  others (1991)  ศึกษาการใช  Coliolus  versicolor  ในการยอยสลายสีของน้ําดําจาก
กระบวนการคราฟทแบบตอเนื่อง  โดยใชกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน  5  กรัมตอลิตร  Coliolus  
versicolor ที่เกาะตัวเปนกลุมกอนขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ  4  มิลลิเมตร  ปริมาณ  5  กรัมตอ
ลิตร (น้ําหนักแหง)  ที่อุณหภูมิ  22  องศาเซลเซียส  จะไมมีการสูญเสียความสามารถในการยอยสลายสี  
ซ่ึงความเขมขนของน้ําทิ้งจากกระบวนการคราฟทเริ่มตนอยูที่  400-5000  color  units ตอลิตร  แตถา
หากนํามาใชซํ้าในการทดลองแบบ  batch  จะเกิดการสูญเสียความสามารถในการยอยสลายสี  ซ่ึงขึ้นอยู
กับความเขมขนเริ่มตนของน้ําทิ้งดวย  โดยราที่เกาะตัวเปนกลุมกอนมีครึ่งชีวิตที่  4.7  9.4  และ  10.2  
วัน  เมื่อความเขมขนของน้ําทิ้งเปน  1380  31780  และ  6990 color  units ตอลิตร  ตามลําดับ 
 
 Sumathi  และ  Phatak (1999)  ศึกษาการใช  Aspergillus  foetidus  เพื่อยอยสลายสีในน้ําดําจาก
การฟอกเยื่อกระดาษแบบอัลคาไลน  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมลิกนิน  0.05-0.1  เปอรเซ็นต  หรือ
น้ําดําเจือจาง  หรือน้ําทิ้งจากการฟอกเยื่อกระดาษแบบอัลคาไลน  มีกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน  
จะชวยลดสีลงได  90-95  เปอรเซ็นต 
 
 Prasad  และ  Joyce (1991)  ไดใช  Trichoderma  sp.  ในการยอยสลายสีน้ําทิ้งจากขั้นตอนการ
ผลิตเยื่อกระดาษ  ที่ใชไมเนื้อแข็งเปนวัตถุดิบ  พบวากลูโคสมีผลตอการใชคารโบไฮเดรตของรา  สวน
ไนโตรเจนไมไดกระตุนการยอยสลายสีใหเพิ่มขึ้น    และที่ความเปนกรดดางเทากับ  4.0  เหมาะสมใน
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การยอยสลายสีและการเจริญเติบโตมากที่สุด  ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะลดสีลงได  85  เปอรเซ็นต  
และซีโอดี  25  เปอรเซ็นต  ภายหลังจาก  3  วัน 
 
 Bajpai  และ  Bajpai (1994)  ไดกลาวถึงการกําจัดสีของเยื่อกระดาษและน้ําทิ้งจากโรงงานอุต
สาหกรรมผลิตเยื่อกระดาษโดยใชวิธีทางชีวภาพ  โดยสีในน้ําทิ้งเกิดจากลิกนินและอนุพันธของลิกนิน  
และกลาวถึงการกําจัดสีโดยใชแบคทีเรีย  ไดแก  Pseudomonas  aeruginosa, Bacillus  cereus และ  
Pseudomonas  ovalis  เปนตน  การกําจัดสีโดยใชสาหราย  เชน  Microcystis  sp.  เปนตน  และการใชรา
ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีและมีการทดลองนํามาใชมากที่สุด  เชน  Shizophyllum  commune,  Tinctoporia  
borbonica,  Phanerochaete  chrysosporium,  Trametes  versicolor,  Aspergillus  niger  แ ล ะ  
Trichoderma  sp.  เปนตน 
 



บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่งละเอียด  รุน  AB 204  ของบริษัท  Mettler  Toledo 
2. พีเอชมิเตอร (pH  meter)  รุน  320  ของบริษัท  Mettler  Toledo 
3. Hot  plate 
4. UV/Visible  Spectrophotometer  รุน  6405 ของบริษัท  Jenway 
5. เครื่องเขยาแบบธรรมดา  ภาควิชาเคมี  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
6. ตูบมเชื้อ รุน  99514  ของบริษัท  Contherm  Scientific  Ltd. 
7. Safety  Laboratory  Hood  ของบริษัท  Asian  Chemical  and  Engineering  Co., Ltd. 
8. ตูอบความรอน  รุน  UE 500  ของบรษิัท  Memmert,  Western  Germany 
9. หมอนึ่งความดันไอน้ํา  ของบริษัท  Isuzu  Seisakusho  Japan 
10. เครื่องดูดสุญญากาศ รุน  G049020  ของบริษัท  Jeio  Tech 
11. กลองจุลทรรศน  รุน B-Series  ของบริษัท  Novex  Holland 
12. อุปกรณเครื่องแกวตางๆ 
 

3.2 สารเคมีสําหรับการวิจัย 
 

1. สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1.1 น้ําตาลกลูโคส (Glucose) (บริษัท  บี.เอ็ล.ฮั้ว  จํากัด) 
1.2 วุนผง (Agar)  (บริษัท  วุนบริสุทธิ์  จํากัด) 
1.3 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  (Merck, Germany) 
1.4 แอมโมเนียมทารเทรต (C4H12N2O6)  (Fluka, Germany) 
1.5 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)  (Merck, Germany) 
1.6 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  (Merck, Germany) 
1.7 ยีสตสกัด (Yeast  Extract)  (Himedia  Laboratoris  Limited, India) 
1.8 คอปเปอรซัลเฟต (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 มอลตสกัด (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   อัลคาไลนลิกนิน (Alkali  Lignin)  (Aldrich, USA) 
 3.2     กรดบอริก (Boric  acid)  (Allied  Chemical, USA) 
 3.3     โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)  (Merck , Germany) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 25

3.3  วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.3.1 การเก็บตัวอยางจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 

   เก็บตัวอยางไมผุและเห็ดที่ขึ้นบนเนื้อไม กิ่งไมผุทีจ่ะนํามาใชศึกษามลีกัษณะเปอยยุย  น้ํา
หนักเบา  และมีเนื้อไมสีขาว  และเก็บตวัอยางเห็ดที่เจรญิบนเนื้อไม  หรือกิ่งไมที่มลีกัษณะเชนเดยีวกัน
จากแหลงตางๆ 
 

3.3.2 การแยกเสนใยราจากตัวอยาง 
 

   นําตัวอยางเห็ดมาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์  โดยใชเนื้อเยื่อดานในของดอกเห็ดที่ไมไดสัมผัส และ
ใชเนื้อเยื่อไมของกิ่งไมมาวางบนอาหารเลีย้งเชื้อ  Potato  Dextrose  Agar (PDA) (ภาคผนวก ก)  บมเชื้อ
ที่อุณหภูมิหองประมาณ 3-5 วัน  แลวแยกโคโลนีเดีย่วออกมาจนกวาจะไดราที่บริสุทธิ์  เก็บและรักษา
เสนใยราที่ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิม 

 
3.3.3 ทดสอบราที่มีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 
 

3.3.3.1 เตรียม inoculum ของราทดสอบ 
 
 เพื่อทดสอบราที่แยกไดในการยอยสลายลิกนิน  โดยนําราที่แยกไดจากขอ  3.3.2  มา

เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato  Dextrose  Agar  ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา  5-7  วัน  จนกระทั่งโคโล
นีแผกระจายบนอาหารเลีย้งเชื้อ  นําเครื่องเจาะรูไมคอรก  (cork  borer)  ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.7  
เซนติเมตร  เจาะลงบนเสนใยบริเวณขอบรอบนอกของโคโลนีและนําไปวางบนอาหารเลีย้งเชื้อที่ผสมสี
หรือสารเพื่อแสดงความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 

 
3.3.3.2 ทดสอบกับอาหาร  Poly-R  agar  clearance 
 

 นํา inoculum  ราวางลงบนอาหาร Poly-R  agar  clearance (ภาคผนวก ก)   บมไวที่
อุณหภูมิหอง  และสังเกตสีของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลนี  ถาสามารถยอยสลายลิกนินไดสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะจางลงหรือเปนสีเหลือง   โดยทําซ้ํา   2   ครั้ง   วัดความกวางของบริเวณที่สีถูก
ยอยสลาย 
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3.3.3.3 ทดสอบกับอาหาร  Tannic  agar  หรือ  Gallic  agar 
 

 นํา inoculum ราวางลงบนอาหาร Tannic  agar (ภาคผนวก ก)  บมไวที่อุณหภูมิหอง  
และสังเกตสีของอาหารเลีย้งเชื้อบริเวณรอบๆ โคโลน ี  ถาสามารถยอยสลายลกินินไดอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
มีสีน้ําตาลเขม  โดยทําซ้ํา 2 ครั้ง  วัดความกวางของบริเวณที่สรางสีน้ําตาล 
 

3.3.4 การศึกษาการเจริญของราแตละชนิดในอาหาร  Potato  dextrose  broth (PDB) 
 
 คัดเลือกราที่มปีระสิทธิภาพมาจากหัวขอ 3.3.3  โดยสงัเกตจากมีบริเวณการยอยสี  Poly-R  

หรือบริเวณทีม่ีการสรางสารสีน้ําตาลสูง  ซ่ึงจากการทดลองไดแก  รา Isolate A19 และรา Isolate B7  มา
ทําการศกึษาโดยผลิตเปน  inoculum  ตามขอ 3.3.3.1  ได  inoculum  จํานวน 2  ช้ินลงในอาหาร  PDB 
(ภาคผนวก  ก)  ปริมาตร  100  มิลลลิิตรในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  นําไปเขยาบนเครื่องเขยา
ความเรว็  150  รอบตอนาทีที่อุณหภมูิหอง  หลังจากนั้นนําเสนใยของเชื้อรามากรองดวยกระดาษกรอง
โดยใชเครื่องดดูสุญญากาศ   แลวนําเสนใยท่ีกรองไดอบในตูอบความรอนที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลา  24  
ช่ัวโมง  ทิ้งใหเย็นใน  desiccator  นํามาชั่งน้ําหนักโดยลบกับน้ําหนักแหงของกระดาษกรอง  โดยทําการ
ทดลองวันละ  3  ซํ้า  บันทึกน้ําหนักแหงของเสนใยทุกวันจนครบ  14  วัน  แลวนาํมาเขียนกราฟการ
เจริญเติบโต 

 
3.3.5 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงรา   ใหมีความสามารถในการลดความเขมขนของลิก

นินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 
 การเตรยีม inoculum  เพื่อทดสอบความสามารถในการลดความเขมขนของลิกนนิและสีในน้าํ

ทิ้ง ใช inoculum  ที่เตรียมไวตามขอ 3.3.3.1  จํานวน  2  ชิ้นวุน  ยายลงในอาหาร  PDB  บมที่อุณหภูมิ
หองที่อัตราการเขยา  150  รอบตอนาที  โดยจากผลการทดลองในหัวขอ  3.3.4  ทําใหทราบเวลาที่เหมาะ
สมในการเลี้ยงรา Isolate A19  เปนเวลานาน 8 วัน และรา Isolate B7  เปนเวลานาน 12  วัน  

   
 3.3.5.1  ศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

เตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 
จํานวน  50  มิลลลิิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลลิิตร  โดยถาย รา Isolate A19  และ รา Isolate 
B7 ในปริมาณที่แตกตางกนั  คือ  5  10  15  20  มิลลลิิตร  และถายราทั้งสองชนิดผสมกันในอัตราสวน  
รา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  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  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน ทํา
การทดลองจํานวน  3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  UV/Visible  
Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลาํดับเพื่อวดัคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสี 

 
3.3.5.2 ศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

เตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 
จํานวน  50  มิลลิลิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  โดยทําการปรับความเปนกรดดางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ใหมีระดับตางกัน  คือ  3   5   7   9  และ 11  โดยใชโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน   1  
โมลาร  แลวถายรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1  ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ     บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที    เปนเวลา  12  วัน  
ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครือ่ง  UV/Visible  
Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลาํดับเพื่อวดัคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 

 
3.3.6 ศึกษาองคประกอบและความเขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขน

ของลิกนินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 

3.3.6.1 การหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่ เหมาะสมของรา Isolate A19 และรา   
Isolate B7     

 
   โดยเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  ไดแก  น้ํา
ตาลกลูโคส   และน้ําตาลซูโครส   โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  
Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    แลวผันแปรแหลง
อาหารคารบอนทั้งสองชนิด  ถายรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  
12  วัน  ทําการทดลองจํานวน   3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  
UV/Visible  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับเพื่อ
วัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 
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3.3.6.2  ศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และรา  
Isolate B7     

 
   โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมดังหัวขอ 3.3.6.1  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  
คือ 0  0.5  1.0  1.5   2.0  และ  2.5  เปอรเซ็นต  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  แลววัดคาความเขมขนของ
ลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยูดวย  UV/Visible  Spectrophotometer 

 
3.3.6.3 การหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และรา

Isolate B7   
 

     โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  แอมโมเนียมคลอไรด และ  โซเดียมไน
เตรต  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 
50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    แลวผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจนทั้งสองชนิด  
ถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  
เปนเวลา  12  วัน ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  เก็บผลการทดลองโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  
UV/Visible  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับเพื่อ
วัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู 

 
3.3.6.4 ศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  และ   

  รา Isolate B7     
 
    โดยเลี้ยงรา Isolate A19  และรา Isolate B7 ในปริมาณที่เหมาะสมดังขอ 3.3.5.1 ดวย

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมดังหัวขอ 3.3.6.3  ผันแปรความเขมขนตางๆ  กัน  
คือ  0    0.1    0.2    0.3    0.4   และ  0.5  เปอรเซ็นต  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  แลววัดคาความเขม
ขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยูดวย  UV/Visible  Spectrophotometer 
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3.3.7 นํารา Isolate A19 และรา Isolate B7  มาทดลองใชกับน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน   
 

โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมรา Isolate A19  และรา 
Isolate  B7 ลงไป  สวนชุดที่สองใสราที่ทดสอบแลววายอยสลายลิกนินได    แลวเก็บตัวอยางน้ําทุกวัน
จนครบ 12  วัน เพื่อนํามาวิเคราะหคาความเขมขนของลิกนินที่เหลืออยูที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  
และคาความเขมขนของสีที่ เหลืออยูที่ ความยาวคลื่น  465 นาโนเมตร   ดวยเครื่อง  UV/Visible  
spectrophotometer   



บทท่ี  4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 การเก็บตัวอยางจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย   
 
       เก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  20  ตัวอยาง  ตามตารางที่ 4.1  และกิ่งไมผุจาก
แหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  22  ตัวอยาง  ตามตารางที่ 4.2 
 
 4.1.1  ผลการเก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 
ตารางที่ 4.1  ตัวอยางเห็ดที่เก็บจากแหลงตางๆ 
รหัสเห็ดตัวอยาง รหัสเสนใยจากเห็ดตัวอยาง 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  ผลการเก็บตัวอยางกิ่งไมผุจากแหลงตางๆ  ในประเทศไทย 
 
ตารางที่ 4.2  ตัวอยางกิ่งไมผุที่เก็บจากแหลงตางๆ 
รหัสกิ่งไมตัวอยาง รหัสเสนใยจากกิ่งไมตัวอยาง 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 ลักษณะของราตัวอยาง และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับอาหาร Poly-R  
agar  clearance  และ Tannic  agar  
 

4.2.1 ลักษณะของราที่แยกไดจากเห็ด และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ
อาหาร Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar 
 

     การคัดเลือกราจากเหด็เพื่อนาํมาแยกไดสายพันธุที่บริสุทธิ์จํานวน  20  Isolate  เมื่อนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย  Poly R-478   และ  Tannic  agar  พบวามีเพียง  1  สายพันธุที่
สามารถเปลี่ยนสีของ  Poly R-478   จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และมี  12 สายพันธุที่สามารถสรางโซน
สีน้ําตาลบน   Tannic  agar  จึงมีรา Isolate  A19  เพียงสายพันธุเดยีว  ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางเหด็ดังรูปที ่
4.1  ที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar  ดังตารางที่  4.3 และมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่เกิดปฏิกิริยามากกวาราอื่นๆ ดังนั้นจึงคัดเลือกรา Isolate A19  มาทําการทดลองใน
ขั้นตอไป เมื่อบม รา Isolate A19  บนอาหาร potato  dextrose  agar  จะมลัีกษณะเปนเสนใยสีขาว
ละเอียด  เสนใยติดอยูบนผวิหนาอาหาร  ไมฟู  และไมเหนียว แสดงในรูปที่ 4.2  และจากการทํา  slide  
culture  แลวสองดวยกลองจลุทรรศนจะเหน็ผนังกั้นเสนใย  และ  clamp  connection อยางชัดเจน ดงัใน
รูปที่ 4.3 แสดงวาอยูในกลุมของ  Basidiomycota   

 
ตารางที่ 4.3  ลักษณะและอตัราการเจริญของราทีแ่ยกไดจากเห็ด และผลการทดสอบความสามารถในการ
ยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ในเวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากเห็ดตัว
อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate A1 
 

Isolate A2 
Isolate A3 

 
Isolate A4 

 
Isolate A5 

เสนใยขาวฟู  เปนกระจกุสีขาวขุน
อยูตรงกลาง 
เสนใยขาวใส ขอบคลายแขนงใบไม 
เสนใยขาวฟูมากจนถึงฝาบนของ 
Petri dish 
เสนใยขาวไมฟู เกดิบริเวณผิวหนา
ของอาหาร 
เสนใยขาวหนา ลักษณะยน 

+ + + 
 

+ 
+ 
 

+ 
 

+ + 

- 
 
- 
- 
 
- 
 
- 

4.5 
 
- 
- 
 

5.0 
 
- 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ลักษณะและอัตราการเจริญของราที่แยกไดจากเหด็ และผลการทดสอบความสามารถ
ในการยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ใน
เวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากเห็ดตัว
อยาง 

 
ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
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 

เสนใยขาวและยาว 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบางๆ กระจายทั่ว 
เสนใยดานในหนาสีขาวขุนเสนใย
ขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวละเอียดไมฟู ขึ้นอยาง
หนาแนน 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ละเอียดมาก 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาว ไมฟู 
เสนใยขาว ลักษณะเปนวงๆ 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวละเอียด เกิดบริเวณผิว
หนาของอาหาร  
เสนใยขาวสั้น 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  ราสามารถยอยสลายสี Poly R-478  โดยเปลี่ยนอาหารจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง 
-    หมายถึง  ราไมสามารถยอยสลายสี Poly R-478   
 
ปฏิกิริยากับ  Tannic  agar 
+    หมายถึง  ราสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
-    หมายถึง  ราไมสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
*  หมายถึง  ราที่สามารถยอยสลายไดทั้ง Poly R-478  และ  Tannic  agar 
 
 
 

      
            
รูปที่ 4.1  ตัวอยางเห็ด A19 ที่นํามาแยกรา 
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รูปที่ 4.2  ลักษณะโคโลนีของรา Isolate A19  บนอาหาร  potato  dextrose  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.3  ลักษณะเสนใยของรา Isolate A19  เมื่อศึกษาดูภายใตกลองจุลทรรศน  กําลังขยาย  1,000  เทา 
(รูปมีขนาด  0.05  เทาจากรูปจริง) 
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4.2.2 ลักษณะของราที่แยกไดจากกิ่งไม และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับ
อาหาร Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar 
 

     การคัดเลือกราจากกิ่งไมเพื่อนํามาแยกไดสายพันธุที่บริสุทธิ์จํานวน  22  Isolate  เมื่อนํามา
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย  Poly R-478   และ  Tannic  agar  พบวามีเพียง  1  สายพันธุที่
สามารถเปลี่ยนสีของ  Poly R-478   จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง  และมี  5 สายพันธุที่สามารถสรางโซน
สีน้ําตาลบน   Tannic  agar  จึงมีรา Isolate  B7  เพียงสายพันธุเดยีว  ซ่ึงแยกไดจากตวัอยางกิ่งไมดงัรูปที่ 
4.4  ที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar  ดังตารางที่ 4.4 และมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่เกิดปฏิกิริยาสูงสุดมากกวาราอืน่ๆ ดังนั้นจึงคดัเลอืกรา Isolate B7  มาทําการทดลอง
ในขั้นตอไป เมื่อบมรา Isolate B7  บนอาหาร potato dextrose agar จะมีลักษณะเปนเสนใยหนาสีขาวขุน 
ขึ้นเปนวงๆ เหนียวมาก  คอนขางฟู  และบริเวณขอบไมเรียบ  แสดงในรูปที่ 4.5  และจากการทาํ  slide  
culture แลวสองดวยกลองจลุทรรศนจะเหน็ผนังกั้นเสนใย และ clamp connection ดังในรูปที่ 4.6  แสดง
วาอยูในกลุมของ  Basidiomycota   

 
ตารางที่ 4.4  ลักษณะและอตัราการเจริญของราที่แยกไดจากกิ่งไม  และผลการทดสอบความสามารถใน
การยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  agar  ในเวลา  
9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากกิ่งไมตัว

อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
กลางโซน 
สีน้ําตาลบน 
Tannic agar 
(เซนติเมตร) 

Isolate B1 
 

Isolate B2  
Isolate B3 
Isolate B4 
Isolate B5 
Isolate B6 

* Isolate B7 

เสนใยขาวบาง ลักษณะแตกเปน
แขนง 
เสนใยขาวขุน 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาวละเอียด ปุยเล็กนอย 
เสนใยขาว ปุยลามทั่วผิวหนาอาหาร 
เสนใยขาวบางใส 
เสนใยขาวขุนหนา ขึ้นเปนวงๆ 
เหนียวมาก 

+ 
 

+ 
+ 

+ + 
+  

+ + 
+ + 

- 
 
- 
- 
- 
- 
- 

8.4 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

4.0 
5.6 
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ตารางที่ 4.4 (ตอ) ลักษณะและอัตราการเจริญของราที่แยกไดจากกิ่งไม  และผลการทดสอบความ
สามารถในการยอยสาร Poly R-478 จากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง และสรางโซนสีน้ําตาลบน Tannic  
agar  ในเวลา  9  วัน 

 
รหัสเสนใย
จากกิ่งไมตัว

อยาง 

 
 

ลักษณะเสนใยบนอาหาร PDA 

 
อัตรา 

การเจริญ 

เสนผานศูนย
กลางโซนสี

เหลืองบน Poly-
R agar clearance 

(เซนติเมตร) 

เสนผานศูนย
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 

เสนใยขาวกระจายทั่วผิวหนาอาหาร 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวปนสีเหลืองเล็กนอย 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบาง ฟูมาก 
เสนใยขาวขึ้นเปนชั้นๆ 
เสนใยขาว ฟูปานกลาง 
เสนใยขาวบางใส 
เสนใยขาวขุน ฟูปานกลาง 
เสนใยขาว ฟูเล็กนอย 
เสนใยขาว ฟูมาก 
เสนใยขาว ฟูเล็กนอย 
เสนใยขาว จับตวักันเปนกลุม 

+  
+ + 
+ +  

+ + + 
+ +  
+ +  
+  
+ 

+ +  
+ + 
+ + 
+ +  
+ 
+ 

+ + + 

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

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

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  ราสามารถยอยสลายสี Poly R-478  โดยเปลี่ยนอาหารจากสีชมพูมวงเปนสีเหลือง 
-    หมายถึง  ราไมสามารถยอยสลายสี Poly R-478   
ปฏิกิริยากับ  Tannic  agar 
+    หมายถึง ราสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
-    หมายถึง ราไมสามารถสรางโซนสีน้ําตาลบน   Tannic  agar 
 
*  หมายถึง  ราที่สามารถยอยสลายไดทั้ง Poly R-478  และ  Tannic  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.4  ตัวอยางกิ่งไม B7  ที่นํามาแยกรา 
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รูปที่ 4.5  แสดงลักษณะโคโลนีของรา Isolate B7  บนอาหาร  potato  dextrose  agar 
 
 
 

      
 
รูปที่ 4.6  แสดงลักษณะเสนใยของรา Isolate B7เมื่อศึกษาดภูายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา 
(รูปมีขนาด  0.05  เทาจากรูปจริง) 
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4.3 ผลการสรางโซน 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 เปนดังตารางที่ 4.5  ซ่ึงรา Isolate A19  จะเกดิปฏิกิริยาในการยอยสลายสี Poly 
R-478  ไดสูงกวารา Isolate B7 เร่ิมตั้งแตวนัที่ 3  เปนตนไปจนถึงวนัที่ 9  โดย รา Isolate A19  มีขนาด
เสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสีสูงสุด  9.0  เซนติเมตร สวนรา Isolate B7  มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสีสูงสุด  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 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสี (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 เปนดังตารางที่ 4.6  ซ่ึงรา Isolate A19  จะเกดิปฏิกิริยาในการสรางโซนสีน้ําตาลไดสูงกวารา 
Isolate B7 เร่ิมตั้งแตวนัที่ 1 เปนตนไปจนถึงวันที่ 9  โดยรา Isolate A19  มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
โซนสูงสุด  5.7  เซนติเมตร สวนรา Isolate B7  มีขนาดเสนผานศนูยกลางของโซนสูงสุด  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 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการเปลี่ยนสี (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  ลักษณะการสรางโซนสีน้ําตาลของรา Isolate  A19  บนอาหาร  Tannic  agar 
 
 
    

      
 
รูปที่ 4.10  ลักษณะการสรางโซนสีน้ําตาลของรา 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)  แลวนําขอมูลน้ําหนกัแหงของเสนใยมาเขยีนกราฟแสดงการเจริญเติบโตในแตละวนั  พบ
วาเสนใยของรา Isolate  A19  มีแนวโนมของน้ําหนกัแหงเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ทีละนอย  จนถึงวันที่ 11  และ
วันที่ 12 จะมนี้ําหนกัแหงสูงสุดคือ 179.0 มิลลิกรัม  หลังจากนั้นจะเริ่มคงที่  สวนเสนใยของรา Isolate  
B7  ในชวงวนัที่ 4-7 น้ําหนักแหงจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  และมีน้ําหนักแหงสูงสุดวันที่ 8 คือ 830.0 
มิลลิกรัม  หลังจากนั้นจะเริ่มคงที่  ดังกราฟในรูปที่ 4.11  (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก  ค)  ดัง
นั้นระยะ  stationary  phase  ของรา Isolate A19  คือ  12   วัน   และรา Isolate  B7   คือ  8  วัน  ซ่ึงเปน
ระยะทีเ่หมาะสมในการนํามาใชในการยอยสลายสีและลิกนิน เนื่องจากกระบวนการยอยสลายลิกนนิจะ
เกิดในระยะ  secondary  metabolism (Annele, 2001, Eaton and others, 1980)  ที่ราไวตรอตจะผลิต  
extracellular  enzymes  เขาไปทําลายวงแหวนโพลิเมอรที่ซับซอนของลิกนินอันไดแก  LiP  MnP  และ  
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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  ใหมีความสามารถ
ในการลดความเขมขนของลิกนินและความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 

  
 น้ําทิ้งที่นํามาใชในการทดลองนั้นเปนน้าํทิ้งในการผลิตลิกนินโดยการตกตะกอนน้ําดําที่

ความเปนกรดดาง 3  ดวยกรดซัลฟวริก  โดยไดรับความอนุเคราะหน้าํดําจากบริษัท แอดวานซ อะโกร 
จํากัด (มหาชน)  อ. ศรีมหาโพธิ์  จ. ปราจนีบุรี   น้ําทิ้งในการผลิตลิกนินมีคาความเขมขนของลิกนินเริ่ม
ตนเฉลี่ย  7.46  กรัมตอลิตร และคาความเขมขนของสีเร่ิมตนเฉลี่ย  1833.33  Pt.Co unit 

 
4.5.1 ผลการศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7     
 

 จากการทดลองเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ในปริมาณที่แตกตางกัน  คือ  5  10  15 
และ 20  มิลลิลิตร  และถายเชื้อราทั้งสองชนิดผสมกันในอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทา
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  
ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ  5  บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนนิและคาความเขมขนของสีที่ความยาวคลื่น  
280 นาโนเมตรและ  465  นาโนเมตร  ตามลําดับ เพื่อหาปริมาณราเริ่มตนทีน่อยที่สุดที่รามีความ
สามารถในการลดความเขมขนของลิกนินและสี  จากผลการศึกษาพบวารา Isolate A19 มีประสิทธิภาพ
ในการลดความเขมขนของลิกนินเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนถึงวันที่ 8  หลังจากนั้นจะมปีระสิทธิภาพคงที่ 
(รูปที่ 4.12)  ซ่ึงการใชรา Isolate A19 ปริมาณ 20 มิลลิลิตร  จะใหประสิทธิภาพในการลดลิกนนิสูงสุด  
ในเวลา  8  วัน  รองลงมาคือราปริมาณ  15 มิลลิลิตร  10  มิลลิลิตร  และ  5  มิลลิลิตร ตามลําดับ  และ
จากการทดสอบทางสถิติพบวาราปริมาณ  15  มิลลิลิตรไมมีความแตกตางกบัราที่ปริมาณ  20  มิลลิลิตร
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง)   
 สวนความสามารถในการลดสีพบวารา Isolate A19 มีความสามารถในการลดสีที่ปริมาณ 20  
มิลลิลิตรมากที่สุดเชนกัน  รองลงมาคือ  15  มิลลิลิตร  และ 10  มิลลิลิตร  ที่มีความสามารถในการลดสี
ใกลเคียงกันและไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  (ภาคผนวก ง) โดยที่รา  5  มิลลิลิตรจะลด
สีลงไดนอยทีสุ่ด ดังรูปที่ 4.13 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวันที่ 8  ของปริมาณราตางๆ กัน
ในการลดลิกนนิและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate A19  ไดผลเปนดังนี ้  ราปริมาณ  20  มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  43.55 เปอรเซ็นต  ลดสีได  72.73  เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  15  มิลลิลิตร สามารถ
ลดลิกนินได  42.17  เปอรเซน็ต ลดสีได  67.27 เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  10  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนิน
ได  36.40  เปอรเซ็นต  ลดสีได  67.27 เปอรเซ็นต  และราปริมาณ 5 มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  
30.18  เปอรเซ็นต  ลดสีได  58.18  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก ค)    
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รูปที่ 4.12  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19  โดยใชรา Isolate 
A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.13  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19  โดยใชรา Isolate A19  
เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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 จากการศึกษาประสิทธิภาพในการลดความเขมขนของลิกนินและสีของรา Isolate B7 พบวา รา 
Isolate B7  ปริมาณ  20  มิลลิลิตร  และ  15  มิลลิลิตรมีความสามารถในการลดลิกนินไดใกลเคียงกัน
และไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง) รองลงมาไดแกราปริมาณ  10  มิลลิลิตร  
และ  5  มิลลิลิตร  ตามลําดับ (รูปที่ 4.14) และประสิทธิภาพในการลดสีก็ใหผลเชนเดยีวกันคอื  รา 
Isolate B7 ที่สามารถลดสีไดมากที่สุดคือปริมาณ  20  มิลลิลิตร  และ  15  มิลลิลิตรซึ่งมีความสามารถใน
การลดสีไดใกลเคียงกันไมมคีวามแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ  รองลงมาไดแกราปริมาณ  10  
มิลลิลิตร  และ  5  มิลลิลิตร  ตามลําดับ (รูปที่ 4.15)    แตถึงอยางไรกต็ามทั้งการลดลิกนินและสีของ รา 
Isolate B7  ยังมีประสิทธิภาพไมดีเทารา Isolate A19  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวนัที่ 8  
ของปริมาณราตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate B7  ไดผลเปนดังนี้  รา
ปริมาณ  20  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  36.86  เปอรเซ็นต  ลดสีได  63.64  เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  
15  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 36.18  เปอรเซ็นต ลดสีได  56.36 เปอรเซ็นต   ราปริมาณ  10  
มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 29.26   เปอรเซ็นต  ลดสีได  41.82 เปอรเซ็นต  และราปริมาณ 5 
มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได 27.19  เปอรเซน็ต  ลดสีได 30.91 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.14  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate B7 โดยใช รา Isolate B7   
เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.15  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสีของรา Isolate B7 โดยใชรา Isolate B7 เร่ิม
ตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 
 ในการใชเชื้อผสมระหวางรา Isolate A19: รา Isolate B7   ที่มีอัตราสวนเทากับ  10.0: 10.0  และ  
12.5: 12.5 มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดมากที่สุดและไมมีความแตกตางกันอยางมี
นยัสําคัญทางสถิติ (ภาคผนวก ง) รองลงมาเปนราอัตราสวน 7.5: 7.5   5.0: 5.0  และ  2.5: 2.5  มิลลิลิตร
ตามลําดับ  (รูปที่ 4.16 และ รูปที่ 4.17)  ซ่ึงราไวตรอตนั้นสามารถยอยสลายลิกนินไดเนื่องจากผลิต 
extracellular  enzymes  ที่เขาไปทําลายวงแหวนโพลิเมอรที่ซับซอนของลิกนินทําใหคาความเขมขนของ
ลิกนินลดลง  และทําใหคาความเขมขนของสีลดลงดวยเชนกัน  เปนที่สังเกตวาราที่ผสมกันระหวางรา 
Isolate A19  และรา Isolate B7  จะสามารถลดลิกนินและสีไดดีกวาการใชราชนิดใดชนิดหนึ่ง   ดังนั้น
จึงเลือกอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  เปนอัตราสวนเริ่มตนที่
เหมาะสมในการทําการทดลองขั้นตอไป  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในวนัที่ 8   ของอัตรา
สวนราตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหานอยของรา Isolate A19: รา Isolate B7 ไดผลเปนดงันี ้ 
ราอัตราสวน 10.0: 10.0  มิลลิลิตร  สามารถลดลิกนินได  73.04  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต  รา
อัตราสวน 12.5: 12.5  มิลลิลิตร สามารถลดลิกนินและลดสีไดเทากับที่ราอัตราสวน  10.0: 10.0   มิลลิลิตร  
คือลดลิกนินได   73.04   เปอรเซ็นต  และลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต   ราอัตราสวน  7.5: 7.5   มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  39.40  เปอรเซ็นต  ลดสีได  76.36  เปอรเซ็นต  ราอัตราสวน  5.0: 5.0  มิลลิลิตร  
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สามารถลดลิกนินได  32.49  เปอรเซน็ต  ลดสีได  65.45  เปอรเซ็นต และราอัตราสวน  2.5: 2.5   มิลลิลิตร  
สามารถลดลิกนินได  32.72  เปอรเซ็นต ลดสีได  54.55  เปอรเซ็นต   ตามลําดับ  (ภาคผนวก ค) 
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รูปที่ 4.16  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดลิกนิน  เมือ่ใชรา Isolate A19 และ รา Isolate 
B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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รูปที่ 4.17  แสดงการเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการลดสี  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 
ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  
บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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4.5.2 ผลการศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  และรา Isolate  B7   
  
 จากการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) 

จํานวน  50  มิลลิลิตร  ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  โดยทําการปรับความเปนกรดดางของ
อาหารเลี้ยงเช้ือใหมีระดับตางกัน  คือ  3   5   7   9  และ 11  แลวถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  อัตรา
สวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเคร่ืองเขยาความเร็ว  
150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีที่คงอยู  
พบวาที่ความเปนกรดดางเทากับ 5    มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดดีที่สุดและมีความแตกตาง
กับที่ความเปนกรดดางอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (ภาคผนวก  ง)  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 3  
สามารถลดลิกนินและสีไดมากกวาที่ความเปนกรดดางเทากับ 7  เล็กนอยและไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ  และเมื่อความเปนกรดดางสูงขึ้นเทากับ 9  และ 11  จะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดต่ํา
มาก (รูปที่ 23  และรูปที่ 24)   แสดงวาที่ความเปนกรดดางสูงเปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการยอยสลาย
ลิกนินและสีของรา   ทั้งนี้เนื่องจากราไวตรอตสวนใหญสามารถยอยสลายลิกนินที่ภาวะเปนกลางคอน
ขางเปนกรดเล็กนอย  ที่ความเปนกรดดางประมาณ  5  (Bajpai  and  Bajpai, 1994)  จากงานวิจัยโดยใช
ราไวตรอตอื่นๆ ก็ใหผลการศึกษาในทํานองเดียวกัน ไดแก  Schizophyllum  commune  มีความเปนกรด
ดางที่เหมาะสมในชวง 4-5  (Belsare  and  Prasad,  1988) และ  Phanerochaete  chrysosporium  มีความ
เปนกรดดางที่เหมาะสมในชวง  4.3-4.8  (Eaton  and  others, 1980 )  เปนตน     เมื่อเปรียบเทียบประ
สิทธิภาพท่ีดีที่สุดหลังจากปรับความเปนกรดดางในระดับตางๆ กันในการลดลิกนินและสีจากมากไปหา
นอย  ไดผลเปนดังนี้  ความเปนกรดดางเทากับ  5  สามารถลดลิกนินได  73.27  เปอรเซ็นต  ลดสีได  
85.45  เปอรเซ็นต   ความเปนกรดดางเทากับ  3  สามารถลดลิกนินได  39.17  เปอรเซ็นต ลดสีได  56.36  
เปอรเซ็นต   ความเปนกรดดางเทากับ  7  สามารถลดลิกนินได  34.79  เปอรเซ็นต  ลดสีได  52.73  
เปอรเซ็นต  ความเปนกรดดางเทากับ  9  สามารถลดลิกนินได  16.59  เปอรเซ็นต  ลดสีได  45.45  
เปอรเซ็นต และความเปนกรดดางเทากับ  11  สามารถลดลิกนินได  12.21  เปอรเซ็นต ลดสีได  29.09  
เปอรเซ็นต   ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.18  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทํา
การปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   
Czapek’s  Dox  Medium บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 12  วัน 
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รูปที่ 4.19  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทําการ
ปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกนั ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร Czapek’s  
Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
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4.5.3 ผลการศึกษาองคประกอบและความเขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการลดคาความ
เขมขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน 
 

4.5.3.1 ผลการศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19 
และรา Isolate  B7     

 
   จากการเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ํา
ตาลกลูโคส   และน้ําตาลซูโครส   โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  
Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    ที่ผันแปรแหลง
อาหารคารบอนทั้งสองชนิด  ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   ถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  
อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคาความเขมขน
ของสีที่คงอยู  พบวาน้ําตาลซูโครสมีประสิทธิภาพดีกวาเล็กนอยในชวง  2  วันแรก  หลังจากนั้นประ
สิทธิภาพในการลดลิกนินและสีจะเพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.20  และรูปที่  4.21)  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพท่ี
ดีที่สุดในวันที่  8  โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน ไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได  
47.93  เปอรเซ็นต  ลดสีได  80.00  เปอรเซ็นต  และเมื่อใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน ได
ผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได 73.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได  89.09  เปอรเซ็นต (ภาคผนวก  ค)  ดังนั้น
จึงเลือกใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนที่จะทําการทดลองในขั้นตอไป 
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รูปที่ 4.20  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
เมื่อเล้ียงราดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาล
ซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.21  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสีของรา Isolate A19 และรา Isolate B7   เมื่อ
เล้ียงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาล
ซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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4.5.3.2  ผลการศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7     

 
           จากการเลี้ยงราดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมดังหัวขอ 
4.5.3.1 ซ่ึงไดแกน้ําตาลซูโครส  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  คือ 0.0  0.1  0.5  1.0  1.5   และ  2.0  
เปอรเซ็นต  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   แลวถายรา Isolate 
A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขมขนของลิกนินและคา
ความเขมขนของสีที่คงอยู  พบวาเมื่อใชความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.0  เปอรเซ็นต  
จะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีที่นอยที่สุด  ประสิทธิภาพในการลดลิกนินเมื่อความเขมขน
ของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.5-2.0   เปอรเซ็นต  มีคาใกลเคียงกันมาก  สวนประสิทธิภาพในการ
ลดสีจะแตกตางกันบางเล็กนอยซ่ึงเมื่อทดสอบทางสถิติถือวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  และที่ความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเทากับ  0.1 เปอรเซ็นต  มีประสทิธิภาพในการลดลิก
นินและสีไดดีกวาที่  0.0  เปอรเซ็นต  แตนอยกวาที่  0.5-2.0   เปอรเซ็นต  (รูปที่  4.22  และรูปที่  4.23)  
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสี  ในกรณีที่ไมไดเพิ่มแหลงอาหารคารบอนที่  0.0  
เปอรเซ็นต  และเพิ่มแหลงอาหารคารบอนที่ระดับ  0.1  0.5  1.0  1.5   และ  2.0  เปอรเซ็นต  พบวาเมื่อ
เพิ่มแหลงอาหารคารบอนในทุกระดับความเขมขนจะสามารถลดลิกนินและสีไดมากกวาที่  0.0  
เปอรเซ็นต  ทั้งนี้เนื่องจากราไวตรอตไมสามารถเจริญเติบโตไดโดยใชลิกนินเปนแหลงอาหารคารบอน
เพียงชนิดเดียว  แตยังตองการการเพิ่มแหลงอาหารคารบอนเพื่อเปน  co-substrate  ดวย  (Eaton  and  
others,  1980)  จึงอาจกลาวไดวาแหลงอาหารคารบอนเปนปจจัยสําคัญในการเกิดกระบวนการยอยสลาย
ลิกนิน  (Belsare  and Prasad,  1980)  สอดคลองกับรายงานการวิจัยที่เมื่อเพิ่มแหลงอาหารคารบอน  รา
ไวตรอตจะมีประสิทธิภาพลดสีได  92  เปอรเซ็นต  แตหากไมเพิ่มแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิ
ภาพลดสีลงไดนอยกวาที่  78  เปอรเซ็นต  (Nagarathnamma  and  Bajpai,  1999)  นอกจากนี้ในงานวิจัย
ของ  Archibald  และคณะ (1990)  พบวาหากไมมีการเพิ่มแหลงอาหารคารบอนจะไมมีประสิทธิภาพใน
การลดสีเลย  และเมื่อเพิ่มความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนเปน  0.5-2.0  เปอรเซ็นต จะมีประสิทธิ
ภาพในการลดลิกนินและสีไมแตกตางกันมากนัก   อาจสรุปไดวาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอน
เร่ิมตนที่  0.5  เปอรเซ็นต  มปีริมาณมากเพียงพอตอความตองการในการยอยสลายลิกนินและสีของเชื้อ
ผสม รา Isolate A19  และ รา Isolate B7   เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพท่ีดีที่สุดซึ่งผันแปรความเขมขน
ของน้ําตาลซูโครสในระดับตางๆ กันจากมากไปหานอย  ไดผลเปนดังนี้  ที่ความเขมขน  2.0  เปอรเซ็นต   
สามารถลดลิกนินได  73.27  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต  ความเขมขน  1.5  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  73.04  เปอรเซ็นต  ลดสีได 90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  1.0  เปอรเซ็นต  
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สามารถลดลิกนินได  72.58  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91    เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  71.88  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.1  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได 61.74  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต   และความเขมขน  0.0  เปอรเซ็นต  
สามารถลดลิกนินได  25.35  เปอรเซ็นต  ลดสีได  54.55  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.22  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน   เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.23  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี   เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

4.5.3.3  ผลการศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7   

 
     จากการเลี้ยงราดวยอาหารเล้ียงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  
แอมโมเนียมคลอไรด และ  โซเดียมไนเตรต  โดยเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  
Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร    โดยใช
ซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5  
แลวถายรา Isolate A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววัดคาความเขม
ขนของลิกนินและคาความเขมขนของสีท่ีคงอยู  พบวาโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนที่
เหมาะสมมากกวาแอมโมเนียมคลอไรด  เพราะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดดีกวา  (รูปที่  
4.24  และรูปที่  4.25)  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพที่ดีที่สุดซ่ึงใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหาร
ไนโตรเจนไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได  72.12  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91  เปอรเซ็นต  และเมือ่
ใชแอมโมเนียมคลอไรด  เปนแหลงอาหารไนโตรเจนไดผลเปนดังนี้  สามารถลดลิกนินได 53.92  
เปอรเซ็นต  ลดสีได  83.64  เปอรเซ็นต (ภาคผนวก  ค) 
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รูปที่ 4.24  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอ
ไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวย
เครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.25  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียม
คลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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4.5.3.4 ผลการศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมของรา Isolate A19  
และรา Isolate  B7     

 
  จากการเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแหลงอาหาร
ไนโตรเจนที่เหมาะสมดังหวัขอ 4.5.3.3 ซ่ึงไดแกโซเดียมไนเตรต  ผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  คือ 0.0  
0.1  0.2  0.3  0.4   และ  0.5  เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  
เปอรเซ็นต ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium (ภาคผนวก  ก) จํานวน 50 
มิลลิลิตร ในขวดรูปกรวยขนาด  250  มลิลิลิตร   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   แลวถายรา Isolate  
A19: รา Isolate B7  อัตราสวน  10.0: 10.0  มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  บมที่อุณหภูมิหองและเขยา
ดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  แลววดัคาความเขมขนของลิกนนิและคา
ความเขมขนของสีที่คงอยู  พบวาที่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนเทากับ  0.1  เปอรเซ็นตมี
ประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีดีที่สุด  รองลงมาคือท่ีความเขมขน  0.2  และ  0.3  เปอรเซ็นตมีประ
สิทธิภาพใกลเคียงกัน   และที่ความเขมขน  0.4    และ   0.5  เปอรเซ็นต   มีประสิทธิภาพนอยลงตาม 
ลําดับ (รูปที่ 4.26  และรูปที่ 4.27)  แสดงใหเห็นวาเมื่อเพิม่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจน ประ
สิทธิภาพในการลดสีและลิกนินจะลดนอยลงและขณะที่หากเมื่อไมมีการเพิ่มแหลงอาหารไนโตรเจนเลย
ที่  0.0  เปอรเซ็นต  จะมปีระสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีไดนอยที่สุด  มีรายงานวาราไวตรอตจะ
สามารถผลิต  extracellular  enzymes  ไดในสภาวะที่มีปริมาณไนโตรเจนที่เพยีงพอ  (Pointing,  2001,  
Eaton  and  others,  1980)  ซ่ึงในกระบวนการยอยสลายลิกนินนั้นตองการปริมาณไนโตรเจนเพยีงเล็ก
นอยในระหวางการเกิด  secondary  metabolism  (Annele,  2001)  จึงอาจกลาวไดวาแหลงอาหาร
ไนโตรเจนเปนปจจยัสําคัญในการเกิดกระบวนการยอยสลายลิกนินเชนกัน  (Belsare  and  Prasad,  
1988)  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองที่ความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนเทากับ  0.1  เปอรเซ็นต  
จะมีประสิทธภิาพในการยอยสลายลิกนินและสีไดดีที่สุด  เมื่อเปรยีบเทียบประสิทธภิาพที่ดีที่สุดเมื่อผัน
แปรความเขมขนของโซเดียมไนเตรตในระดับตางๆ กันจากมากไปหานอย  ไดผลเปนดังนี้  ที่ความเขม
ขน  0.1  เปอรเซ็นต   สามารถลดลิกนินได  75.81  เปอรเซ็นต  ลดสีได  94.55  เปอรเซ็นต  ความเขมขน  
0.2  เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  73.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได 90.91  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.3  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  72.12  เปอรเซ็นต  ลดสีได  90.91    เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.4  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  58.99  เปอรเซ็นต  ลดสีได  87.27  เปอรเซ็นต   ความเขมขน  0.5  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได 58.29  เปอรเซ็นต  ลดสีได  85.45  เปอรเซ็นต  และความเขมขน  0.0  
เปอรเซ็นต  สามารถลดลิกนินได  23.50  เปอรเซ็นต  ลดสีได  43.64  เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  (ภาคผนวก  
ค) 
 จากการหาความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี  
เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ในสภาวะที่เหมาะสม  พบวาคาสมัประสิทธิ์สหสัมพันธ
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ระหวางประสทิธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี มีคาเปน .998 มคีา Sig. เทากบั  .000  
แสดงวาประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสีมคีวามสัมพันธกันอยางมนีัยสําคัญ
ทางสถิติที่ระดับ .01  (ภาคผนวก ง)  โดยรูปที่ 4.28 แสดงประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิ
ภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7 ในสภาวะที่เหมาะสม และเมื่อปรับสภาวะ
ของน้ําทิ้งใหเหมาะสมแลวเปรียบเทียบระหวางชุดควบคมุและชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  แสดงดังรูปที่ 4.29 
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รูปที่ 4.26  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate 
B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.27  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่อง
เขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
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รูปที่ 4.28 แสดงความสัมพนัธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนินและประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อ
เล้ียงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7  ในสภาวะที่เหมาะสม 
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รูปที่ 4.29  แสดงการเปรยีบเทียบสีของน้ําทิ้งที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยชุดควบคุมที่ไมเติมรา 
Isolate A19 และรา Isolate B7  และชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
 

4.5.4 ผลการศึกษาการนํารา Isolate A19  และรา Isolate  B7  มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิต
ลิกนิน   

 
จากการเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่

สองใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  โดยปรับสภาวะใหเหมาะสมคือใชซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนความเขมขน 0.1  
เปอรเซ็นต   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  12  วัน    แลวเก็บตัวอยาง
น้ําทุกวันจนครบ  2 สัปดาห   เพื่อนํามาวิเคราะหคาความเขมขนของลิกนินที่ เหลืออยูดวยเครื่อง 
spectrophotometer  ที่ ความยาวคลื่น  280 นาโน เมตร   และค าความ เขมขนของสีที่ เห ลืออยูที่
ความยาวคลื่น 465 นาโนเมตร  พบวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารใดๆ  จะสามารถลดลิกนินได
บางเล็กนอยเห็นไดจากความเขมขนของลิกนินในน้ําทิ้งที่ลดลงจากคาเริ่มตน  7.457  กรัม/ลิตร  เหลือ
ความเขมขนของลิกนิน   7.096  กรัม /ลิตร   ในวันที่   10  มีประสิทธิภาพในการลดสิกนิน   4.84  
เปอรเซ็นต   (รูปที่  4.30)   และสามารถลดสีไดเล็กนอยเชนกันจากความเขมขนของสีในน้ําทิ้งเริ่มตน  
1833.333  Pt.Co unit  เหลือความเขมขนของสี  1733.333  Pt.Co unit  ในวันที่  10  มีประสิทธิภาพใน

ชุดควบคุม ชุดที่เติมรา Isolate A19 และรา Isolate B7   
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การลดสี   5.45  เปอรเซ็นต (รูปที่  4.31)     แสดงวาน้ําทิ้งมีความสามารถในการบําบัดตัวเองไดบางเล็ก
นอย  สวนชุดที่ใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  พบวาในชวง  2-7  วันแรกจะสามารถลดลิกนิน
และสีในน้ําทิ้งไดอยางรวดเร็ว  และเพิ่มขึ้นอีกเล็กนอยจนถึงวันที่ 10  จากความเขมขนของลกินินและสี
ในน้ําทิ้งเทากับในชุดควบคุม  ประสิทธิภาพในการลดลิกนินของชุดใสเชื้อที่ดีที่สุดคือเหลือความเขม
ขนของลิกนินในน้ําทิ้ง  1.976  กรัม/ลิตร  มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  73.50  เปอรเซ็นต    และ
เหลือความเขมขนของสีในน้ําทิ้ง  300.000  Pt.Co unit   มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91  เปอรเซ็นต    
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ชุดควบคุม ชุดใสรา Isolate A19 และรา Isolate B7
 

 
รูปที่ 4.30  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดลิกนิน เมื่อนํารา Isolate A19 และรา Isolate B7
มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุด
แรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใสรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 บมที่
อุณหภูมิหอง  เปนเวลา  12  วัน   
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ชุดควบคุม ชุดใสรา Isolate A19 และรา Isolate B7
 

 
รูปที่ 4.31  แสดงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดสี เมื่อนํารา Isolate A19 และรา Isolate B7  มา
ทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับสภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรก
เปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใสรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 บมที่อุณหภูมิ
หอง  เปนเวลา  12  วัน   



บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 
  5.1.1 ลักษณะของรา และผลการทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากับอาหาร Poly-R  
agar  clearance  และ Tannic  agar  
 
  จากการเก็บตัวอยางเห็ดจากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  20  ตัวอยาง  และกิ่งไมผุ
จากแหลงตางๆ ในประเทศจํานวน  22  ตัวอยาง  นํามาแยกจนไดสายพันธุที่บริสุทธิ์  แลวทดสอบ
ความสามารถในการยอยสลายลิกนินกับอาหาร  Poly-R  agar  clearance  และ Tannic  agar  พบวา
มีราเพียงสองชนิดที่สามารถยอยสลายไดทั้ง  Poly R-478   และ  Tannic  agar คือ  รา Isolate A19 
ซ่ึงแยกไดจากเห็ด และ รา Isolate B7  ซ่ึงแยกไดจากกิ่งไม  ราทั้งสองชนิดมีเสนใยสีขาว  และจาก
การทํา  slide  culture  แลวสองดวยกลองจุลทรรศนจะเห็นผนังกั้นเสนใย  และ  clamp  connection  
ซ่ึงเปนลักษณะสําคัญในกลุมของ  Basidiomycota    

 
  5.1.2  การศึกษาการเจริญของรา Isolate A19  และรา Isolate B7  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA 

 
 นํามาศึกษาการเจริญของราโดยใชน้ําหนักแหงของเสนใยพบวาระยะ  stationary  phase  

ของ รา Isolate A19  คือ  12  วัน  และ Isolate  B7   คือ  8  วัน 
  
5.1.3 การศึกษาปริมาณเริ่มตนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิกนนิและความเขมขน

ของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

     จากการทดลองเพื่อหาปริมาณราเริ่มตนที่นอยที่สุดที่รามีความสามารถในการลดลิก
นินและสี  ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  มิลลิลิตร  
ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเรว็  150 
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาเมื่อใชรา Isolate A19  เพียงชนิดเดยีวมีประสิทธิภาพสูงสุด
เมื่อใชราปริมาณ  20  มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  43.55 เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิ
ภาพในการลดสี 72.73  เปอรเซ็นต  เมื่อใชรา Isolate B7  เพียงชนิดเดียวมปีระสิทธภิาพสูงสุดเมื่อใช
ราปริมาณ  20  มิลลิลิตร  มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  36.86  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพใน
การลดสี  63.64  เปอรเซ็นต   และอัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7   เทากับ  10.0: 10.0  
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มิลลิลิตร   เปนปริมาณที่มคีวามเหมาะสมมากที่สุดซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดลิกนินและสี
ในเวลา 8 วัน  คือมีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  73.04  เปอรเซ็นต และมีประสิทธิภาพในการลด
สี  85.45 เปอรเซ็นต    

 
5.1.4 การศึกษาความเปนกรดดางเริ่มตนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิกนินและความ

เขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 

 จากการทดลองเพื่อหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่รามีความสามารถในการลด
ลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  
มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิอง
และเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว 150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน พบวาที่ความเปนกรดดางเทา
กับ 5 มีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดสูงสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน 73.27  
เปอรเซ็นต  มปีระสิทธิภาพในการลดสี  85.45  เปอรเซ็นต   รองลงมาที่ความเปนกรดดางเทากับ  3  
7   9  และ 11  ตามลําดับ  
 

5.1.5 การศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของลิก
นินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
 
   จากการทดลองเพื่อหาชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่เหมาะสมที่รามีความสามารถใน
การลดลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  
50  มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปน
กรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปน
เวลา  12  วัน พบวาเมื่อใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนจะมีประสิทธิภาพในการลดลิก
นินและสีไดสูงสุดคือ มีประสิทธิภาพในการลดลกินิน 73.50 เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการ
ลดสี  89.09 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับการใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอนที่มีประ
สิทธิภาพในการลดลิกนิน  47.93  เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิภาพในการลดสี  80.00  เปอรเซ็นต   
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5.1.6 การศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารคารบอนท่ีเหมาะสมในการลดความเขมขนของ
ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   

   
    จากการทดลองเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงอาหารคารบอนซึ่งไดแกน้ําตาล
ซูโครสที่ราจะมีความสามารถในการลดลิกนินและสีสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  
Czapek’s  Dox  Medium จาํนวน  50  มิลลิลิตร  อัตราสวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากบั  
10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภมูิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่  0.5  
เปอรเซ็นตมีความเหมาะสมที่สุดในการลดลิกนินและส ี     ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  
71.88  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน  0.0  
เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและสีต่ําสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  25.35  
เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  54.55  เปอรเซ็นต   

 
5.1.7 การศึกษาการหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของ

ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
  

 จากการทดลองเพื่อหาชนิดของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมที่รามีความสามารถ
ในการลดลิกนินและสีสูงสุด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium 
จํานวน  50  มิลลิลิตร  โดยมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  อัตรา
สวนรา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากบั 10.0: 10.0  มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่
อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาเมื่อใช
โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนจะมีประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสีไดสูงสุดคือ มี
ประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  72.12  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  90.91  เปอรเซ็นต  
เมื่อเปรียบเทียบกับการใชแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลงอาหารไนโตรเจนที่มีประสิทธิภาพในการ
ลดลิกนิน 53.92  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพในการลดสี  83.64  เปอรเซ็นต  
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5.1.8 การศึกษาความเขมขนของแหลงอาหารไนโตรเจนที่เหมาะสมในการลดความเขมขนของ
ลิกนินและความเขมขนของสีโดยรา Isolate A19  และรา Isolate B7   
   
    จากการทดลองเพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมของแหลงอาหารไนโตรเจนซึ่งไดแก
โซเดียมไนเตรตที่ราจะมีความสามารถในการลดลิกนินและสีสูงสุด  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลง
จากสูตร  Czapek’s  Dox  Medium จํานวน  50  มิลลิลิตร โดยมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน
ความเขมขน  0.5  เปอรเซ็นต  อัตราสวน รา Isolate A19: รา Isolate B7  เทากับ  10.0: 10.0  
มิลลิลิตร  ความเปนกรดดางเทากับ 5    บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150  
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  พบวาความเขมขนของโซเดียมไนเตรตที่  0.1 เปอรเซ็นตมีความ
เหมาะสมที่สุดในการลดลิกนินและสีซ่ึงมปีระสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  75.81  เปอรเซ็นต  มีประ
สิทธิภาพในการลดสี  94.55  เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน  0.0  เปอรเซ็นต มีประสิทธิภาพในการ
ลดลิกนินและสีต่ําสุด คือ มีประสิทธิภาพในการลดลิกนนิ  23.50  เปอรเซ็นต  มีประสิทธิภาพใน
การลดสี  43.64  เปอรเซ็นต   
 

5.1.9 การศึกษานํารา Isolate A19  และรา Isolate B7  มาทดลองใชกับน้ําท้ิงในการผลิตลิกนิน   
 

โดยทําการปรับสภาวะของน้ําทิ้งใหเหมาะสมซึ่งมีซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอน
ความเขมขน   0.5  เปอรเซ็นต  โซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนความเขมขน  0.1  
เปอรเซ็นต   ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ  5   บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  12 วัน ในวันที่  10   
ของชุดควบคุมที่ไมมีการเติมราลงไปมีประสิทธิภาพในการลดสิกนิน  4.84  เปอรเซ็นต  และมีประ
สิทธิภาพในการลดสี  5.45  เปอรเซ็นต  สวนชุดที่สองใสรา  Isolate  A19 และ รา Isolate B7  มีประ
สิทธิภาพในการลดลิกนินสูงสุดที่  73.50  เปอรเซ็นต  และมีประสิทธิภาพในการลดสีสูงสุด  83.64  
เปอรเซ็นต 

 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 แนวทางการวิจัยนี้เปนการนาํวิธีการทางชีวภาพมาใชในการกําจัดสีของน้ําทิ้งในการผลิต
ลิกนิน  ถือเปนทางเลือกหนึ่งที่คํานึงถึงสิ่งแวดลอมในการกําจัดสีในน้าํทิ้งหลังจากนาํลิกนินที่แยก
ไดไปใชประโยชน  แตถึงอยางไรก็ตามยังตองพิจารณาในดานเศรษฐศาสตรในการปรับสภาวะ
ของน้ําทิ้งที่จะทําการบําบัดใหเหมาะสมตอการยอยสลายของราที่คัดเลือกได และอาจนําราที่คดั
เลือกไดไปประยุกตใชกับเทคโนโลยีอ่ืนๆ ซ่ึงอาจมีประสิทธิภาพในการลดสีไดดี  หรือใชระยะเวลา
ในการบําบัดไดรวดเรว็   นอกเหนือจากนี้สวนของงานวิจยัในหองปฏิบัติการควรมีการพัฒนาการ
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คัดเลือกสายพนัธุราที่มีศักยภาพในการชวยบําบัดสารอื่นๆ        มีรายงานวาราไวตรอตไมเพียงแต
สามารถยอยสลายลิกนินและอนุพันธของลิกนินเทานัน้  ยังสามาถยอยสลายมวลสารหรือสาร
ประกอบจําพวกฮาโลจิเนต  (Halogenated  compound)  เชน  ลินเดน (Lindane)  ดีดทีี (DDT)  น้ํา
มันดําจากถานหิน (Coal  tars)  (Bumpus and  others,  1985)  ยาฆาแมลง  รวมถึงสารเคมีที่เปนพิษ  
เชน  ไซยาไนด (Cyanides)  เอไซด  (Azide)  และเพนตะคลอโรฟนอล (Pentachlorophenol)  (Aust  
and  Benson,  1993)  ซ่ึงจะเปนประโยชนหากสามารถนําราที่คัดเลือกไดไปประยกุตใชในอุตสาห
กรรมอื่นๆ  ตอไป 
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ภาคผนวก  ก 
 

การเตรียมอาหาร 
 

Potato  dextrose  agar (PDA) 
 

มันฝรั่ง      200   กรัม 
น้ําตาลกลูโคส (Glucose)    20  กรัม 
วุน (Agar)     15  กรัม 
น้ํากลั่น      1  ลิตร 

 
 ลางมันฝรั่งใหสะอาดแลวหัน่เปนชิ้นสี่เหล่ียมลูกเตาขนาด  1  ลูกบาศกเซนติเมตร  ตมในน้ํา
กล่ันปริมาตร  500  มิลลิลิตร  จนมันฝรั่งสุกซึ่งสังเกตไดจากเมื่อใชมอืบีบแลวมันฝร่ังจะแตกออกไดงาย  
หลังจากนัน้ใชผาขาวบางกรองเอากากมนัฝรั่งทิ้งไป  เอาเฉพาะน้าํมันฝรั่งมาเติมสวนผสมทั้งหมดให
ครบและคนใหละลายจนหมด  แลวเติมน้ํากลั่นเพื่อปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
 

Potato  dextrose  broth (PDB) 
 

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

 
 ตมมันฝรั่งในน้ํากลั่นปริมาตร  500  มิลลิลิตร  จนมันฝร่ังสุก  หลังจากนั้นใชผาขาวบางกรอง
เอากากมันฝรัง่ทิ้งไป  เอาเฉพาะน้ํามนัฝร่ังมาเติมน้ําตาล   คนใหละลายจนหมด  แลวเติมน้ํากล่ันเพื่อ
ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
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Poly-R  agar  clearance (Pointing, 1999) 
 
LME  basal  medium (LBM)   

โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1  กรัม 
แอมโมเนียมทารเทรต (C4H12N2O6)    0.5  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     0.5  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)     0.01  กรัม 
ยีสตสกัด (Yeast  Extract)     0.01  กรัม 
คอปเปอรซัลเฟต (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  แลวเติม  Poly-R  dye  478  0.02% w/v  และวุนผง (agar)  1.6% 
w/v  คนใหละลายเขากันนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  นําเอาออกมา
เติมสารละลายกลูโคสที่ปราศจากเชื้อ  ปริมาณ  10  มิลลิลิตร  20%  w/v  โดยทําการทดลองแบบปลอด
เชื้อ  แลวเทลงใน  Petri  dish 
 

Tannic  acid  agar  หรือ  Gallic  acid  agar  (Richard  and  Miguel, 1988) 
 
กรดแทนนิก (Tannic  acid  หรือ  Gallic  acid)  5  กรัม 
มอลตสกัด (Malt  extract)    15  กรัม 
วุนผง (Agar)      20  กรัม 
น้ํากลั่น       1  ลิตร 
 

นํามอลตสกัดผสมกับวุนผง   เติมน้ํากลั่นปริมาณ  850  มิลลิลิตร  และแยกตวงน้ํากล่ันปริมาณ  
150  มิลลิลิตร  นําสวนทั้งสองนี้ไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาท ี  หลังจาก
นั้นเติมกรดแทนนิกลงในน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวละลายใหเขากัน  แลวจึงนําทั้งสองสวนมาเทรวมกัน 
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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 
น้ําเสียที่ผานการตกตะกอน    1  ลิตร 

 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําเสียที่ผานการตกตะกอนปริมาณ  1  ลิตร  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที   
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธีการวิเคราะหลิกนินและสี 
 

วิธีการวิเคราะหลิกนิน  (Gilarranz  and  others,  1998) 
 

การเตรียมสารละลาย 
 

สารละลายบอริก  0.1  โมล 
ละลายกรดบอริก  6.183  กรัม  ลงในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรจนได  1000  มิลลิลิตร  หลังจากนั้น

นํามาปรับ pH  ใหเปน 12  ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 
 

สารละลายลิกนิน  1000  ppm 
ละลายอัลคาไลนลิกนินที่อบใหแหงที่  103  องศาเซลเซียส เปนเวลา  2  ชั่วโมง  หนัก  1  กรัม

ลงในสารละลายบอริก  แลวปรับปรมิาตรใหเปน  1000  มิลลิลิตร  ดวยสารละลายกรดบอริก  0.1  โมล 
 

สารละลายลิกนิน  10  20  30  40  และ  50  ppm 
ปเปตสารละลายลิกนินความเขมขน  1000  ppm  มาปริมาณ  1  2  3  4  และ  5  มิลลิลิตรตาม

ลําดับใสในขวดปรับปริมาตรขนาด  100  มิลลิลิตร  เติมสารละลายกรดบอริก  0.1  โมล  แลวปรับ
ปริมาตรใหเปน  100  มิลลิลิตร 

 
วิธีการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 

1.  นําสารละลายลิกนินที่มีความเขมขน  10  20  30  40  และ  50  ppm ตามลําดับ  ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง  (Absorbance)  ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  280  นาโนเมตร 

2.  นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของลิกนินซึ่ง
มีหนวยเปน ppm 
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การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขน 
ของลิกนิน 

 
ตารางที่  ข-1  ขอมูลการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
คาความเขมขนของลิกนิน (ppm) 
 

ความเขมขน (ppm) คาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร 
10 0.200 
20 0.384 
30 0.584 
40 0.776 
50 0.966 

 
 

y = 0.0194x
R2 = 0.9999
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รูปที่  ข-1  กราฟในการเทียบมาตรฐานเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขน
ลิกนิน 
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การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณความเขมขนของสี 
 

สีของน้ําตามธรรมชาติมักเปนสีเหลืองน้ําตาลหรือสีชา  เกิดขึ้นจากการเนาเปอยของพืช  เมื่อ
สลายตัวจะใหสารแทนนิน (Tannin)  กรดฮิวมิค (Humic  acid) และ  สารฮิวเมต  (Humates) ซ่ึงทําใหน้ํา
มีสีเหลืองชา  นอกจากนี้สีเหลืองน้ําตาลยงัเกิดขึ้นจากออิอนของโลหะในน้ํา  เชน  เหล็ก  แมงกานีส  
จากการปนเปอนของน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม สีของน้ําที่แตกตางกันเกิดจากการสะทอนของแสง  
ซ่ึงจําแนกไดเปน  2  ประเภท (กัณฑรีย,  2540)  คือ 

1.  สีปรากฏ (Apparent  Color)  เปนสีของน้ําที่ปรากฏใหเห็นแกสายตาเปนสวนใหญ  โดยเกดิ
จากการสะทอนของแสงจากสารแขวนลอยในน้ํา  พืน้ทองน้ํา  และจากทองฟา  ซ่ึงสามารถกําจัดออกได
โดยวิธีทางกายภาพ  เชน  การกรอง  หรือการตกตะกอน  เปนตน 

2.  สีจริง  (True  Color)  เปนสีของน้ําที่เกิดจากการมีสารตางๆ ในน้ําละลายจนกลายเปนเนื้อ
เดียวกับน้าํ  สารที่มีผลตอการเกิดสีจริงสวนใหญมักเกดิจากการยอยสลายของพืช  หรืออนุภาคคอล
ลอยด หรือสารละลายชนิดตางๆ  โดยอาจจะเปนสารอินทรีย  เชน  โปรตีน  ไขมัน  คารโบไฮเดรต  และ
ธาตุอาหารพืช  หรือสารอนินทรีย  เชน  แรธาตุตางๆ ซ่ึงจะทําใหเกิดสีของน้ําตางๆ กัน  ขึ้นอยูกับ
ลักษณะและคุณสมบัติเฉพาะตัวของสารดังกลาว 

สามารถแยกสีทั้งสองประเภทออกจากกนัได  โดยการกําจัดสารแขวนลอย  และความขุนออก
จากน้ําดวยวิธีทําใหตกตะกอน  หรือทําการเหวี่ยงแยก  ซ่ึงตัวอยางน้ําดังกลาวจะมีแตเฉพาะสีจริงเทานั้น 

 
วิธีการวิเคราะหสี  
 
 วิธีวิเคราะหหรือตรวจสีของน้ํา  สามารถทําไดโดยใชวธีิเปรียบเทียบสีกับสารละลายมาตรฐาน 
(standard  solution)  ที่ทราบระดับความเขมขน  ซ่ึงมีหนวยวัดเปน unit  โดย  1  color  unit  มีคาเทากับ  
1  มิลลิกรัม/ลิตร ของโลหะแพลททินัม  (platinum, Pt)  ในรูปของ  chloroplatinate  ion (คณะกรรมการ
จัดทําคูมือวิเคราะหน้ําเสีย,  2540) โดยมีวิธีการในการเตรียมตัวอยางเพื่อวิเคราะหสีของน้ําดังนี้ 
 1.  ปรับคาความเปนกรดดางของน้ําตัวอยางใหเปน  7.6  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
(NaOH)  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร 
 2.   กรองตะกอนออกดวยกระดาษกรองโดยใชเครื่องดูดสุญญากาศ 

3. นําสวนน้ําที่กรองไดไปวดัคาการดูดกลืนแสง ดวยเครือ่งสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่
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)  เขมขนปริมาณ  100  มิลลิลิตรลงไป  
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ใหเทากับ  1  ลิตร  สารละลายนี้จะมีคาความเขมขนเทากับ  500  color  
units  เก็บสารละลายนี้ในขวดที่ปองกนัการระเหยและไมมีการเจือปนจากสิ่งอื่นๆ  และนําสารละลายนี้
มาทําการเจือจางใหมีความเขมขนของสีเทากับ  50-450  color  units 
 
วิธีการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร 
 

1.  นําสารละลายมาตรฐานคลอโรแพลททิเนท ที่มีความเขมขน  50-500  color  units ไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น  465  นาโนเมตร 

2.   นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของสี 
ซ่ึงมีหนวยเปน platinum  cobalt  color  unit  หรือ  Pt.Co unit   
 

การเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณคาความเขมขนของสี 
 

ตารางที่  ข-2  ขอมูลการเทียบมาตรฐานของเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรระหวางคาการดูดกลืนแสงและ
คาความเขมขนของสี  (Pt.Co unit) 

คาความเขมขนของสี  (Pt.Co unit) คาการดูดกลืนแสงที่ 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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y = 0.0003x
R2 = 0.9995
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รูปที่ ข-2  กราฟในการเทียบมาตรฐานเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอรเพื่อใชในการคํานวณคาความเขมขน
ของสี   
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ภาคผนวก  ค 
 

ขอมูลการทดลอง 
 

ตารางที่ ค-1  ขอมูลการทดลองการเจริญเติบโตของรา Isolate A19  และรา Isolate B7  เมื่อเล้ียงใน
อาหาร Potato  dextrose  broth 
 

น้ําหนักแหง (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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 โดยใชรา Isolate A19  เริ่มตนในปริมาณทีแ่ตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่ดัด
แปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  
วัน   

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

เวลา 
 (วัน) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนนิของรา Isolate B7 โดยใชรา Isolate B7  เริ่มตนในปริมาณที่แตกตางกนั ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ดัดแปลง
จากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน    
 

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

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  
12  วัน 
 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  2.5: 2.5    มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  5.0: 5.0   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   7.5: 7.5   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   10.0: 10.0  มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  12.5: 12.5 มิลลิลิตร 

 
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 และรา Isolate B7    เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ใหมี
ระดับตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

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

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 
ชนิด  คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 
รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(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 

 
 
 

87 

 



 88 

 
 
ตารางที่ ค-7  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากบั 5 
 

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

เวลา 
 (วัน) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
ลิกนิน
เฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความ
เขมขนของ
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 
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ตารางที่ ค-8  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 
ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการลดลิกนิน 

(%) 
คาความเขมขนของลิกนินเฉลี่ย 

(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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนิน  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และรา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลง
อาหารไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  
150 รอบตอนาท ี เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

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

เวลา 
 (วัน) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
นินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขม
ขนของลิก
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อใชรา Isolate A19  เริ่มตนในปริมาณที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีด่ัดแปลงจากสูตร   
Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

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

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
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 

 
 
 

91 

 



 92 

 
 
ตารางที่ ค-11  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อใชรา Isolate B7  เริ่มตนในปริมาณทีแ่ตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  
Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

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

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขน
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี  เมื่อใชรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอตัราสวนที่แตกตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัด
แปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ 5  บมที่อุณหภูมหิองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  
วัน 
 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  2.5: 2.5    มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  5.0: 5.0   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   7.5: 7.5   มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ   10.0: 10.0  มิลลิลิตร 

รา Isolate A19: รา Isolate B7 
เทากับ  12.5: 12.5 มิลลิลิตร 

 
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19 และรา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับ
ตางกัน ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน 
 

pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 pH 11  
 

เวลา 
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี   เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารคารบอน 2 ชนิด  
คือ  น้ําตาลกลูโคส  และน้ําตาลซูโครส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา 12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

กลูโคส ซูโครส  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 
ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 
(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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหาร
คารบอนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 รอบ
ตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

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

เวลา  
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผันแปรแหลงอาหารไนโตรเจน 2 
ชนิด  คือ  โซเดียมไนเตรต และแอมโมเนียมคลอไรด ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว  150 รอบตอนาที  เปนเวลา  12  วัน  ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

โซเดียมไนเตรต แอมโมเนียมคลอไรด  
เวลา (วัน) คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 
ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขมขนของสีเฉลี่ย 
(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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดสี  เมื่อเลี้ยงรา Isolate A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดียมไนเตรตเปนแหลงอาหาร
ไนโตรเจนผันแปรความเขมขนตางๆ กัน   ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตร   Czapek’s  Dox  Medium  บมที่อุณหภูมิหองและเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็ว  150 
รอบตอนาที   เปนเวลา  12  วัน   
ที่ความเปนกรดดางเทากับ 5 
 

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

เวลา  
(วัน) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
เฉลี่ย 

(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี (%) 

คาความเขม
ขนของสี
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  ขอมูลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการลดลิกนินและสี  เมื่อนํารา Isolate A19 และ รา Isolate B7 มาทดลองใชกับน้ําทิ้งในการผลิตลิกนินที่ปรับ
สภาวะใหเหมาะสม  โดยเตรียมชุดการทดลอง 2 ชุด ชุดแรกเปนชุดควบคุมไมมีการเติมราลงไป  สวนชุดที่สองใส  รา Isolate A19  และ  รา Isolate B7 บมที่อุณหภูมิ
หอง  เปนเวลา  12  วัน   

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

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
ของสีเฉลี่ย 
(Pt.Co unit) 

ประสิทธิภาพ 
การลดสี 

 (%) 

คาความเขมขน
ของลิกนินเฉลี่ย 

(กรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การลดลิกนิน 

(%) 

คาความเขมขน
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 
 

การวิเคราะหทางสถิติ 
 
ตารางที่ ง-1  การวเิคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19  
โดยใชรา Isolate A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน  
 

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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate B7 
โดยใชรา Isolate B7  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน  
 

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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อใชรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน 

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  การวเิคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินินของรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน  
 

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. 
 
 
 
 
 



 104

ตารางที่ ง-5  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความ
เขมขนตางๆ 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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดลกินิน  เมื่อเล้ียงรา Isolate 
A19 และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดยีมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปร
ความเขมขนตางๆ 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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19  โดย
ใชรา Isolate A19  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน 
 

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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate B7  โดยใช 
รา Isolate B7  เร่ิมตนในปริมาณที่แตกตางกัน 

 
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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี  เมื่อใชรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7 ผสมกันในอัตราสวนที่แตกตางกัน 
 

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. 
. 

 
 
 
 



 109

ตารางที่ ง-10  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดสขีองรา Isolate A19 และ 
รา Isolate B7  เมื่อทําการปรับความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีระดับตางกัน  
 

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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนผันแปรความเขมขน
ตางๆ 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  การวิเคราะหความแปรปรวนการศึกษาประสิทธิภาพในการลดส ี เมื่อเล้ียงรา Isolate A19 
และ รา Isolate B7  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชโซเดยีมไนเตรตเปนแหลงอาหารไนโตรเจนผันแปรความ
เขมขนตางๆ 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  การวเิคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพในการลดลิกนนิและประสิทธิภาพใน
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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