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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุพรชัย รัตนะรัต : การก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด าจากโรงงานเยื่อคราฟต์  โดย
กระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา  (COD, color and turbidity 
removal of Kraft pulp mill Black liquor by coagulation combined with white rot 
fungi immobilized on diatomaceous earth) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.สีหนาท 
ประสงค์สุข, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.ณัฐธยาน์ พงศ์สถาบดี {, 143 หน้า. 

ราเน่าขาวหลายชนิดถูกส ารวจและเก็บตัวอย่างจากบริเวณต่าง ๆ ในประเทศไทย เพื่อหาสายพันธุ์
ที่ให้กิจกรรมแลคแคสสูง และมีความสามารถในการทนร้อน จากตัวอย่างรา 42 ตัวอย่างที่เก็บได้จาก 12 
จังหวัดในประเทศไทย สามารถแยกเส้นใยบริสุทธิ์ได้ 20 ไอโซเลต และพบว่า 19 ไอโซเลต ให้ผลบวกในการ
ทดสอบการผลิตแลคแคสบนอาหารแข็ง ABTS เมื่อทดสอบความสามารถในการทนร้อนที่ 45 องศาเซล
เซียล พบว่าราเน่าขาวที่มีคุณสมบัติดังกล่าว ได้แก่ ไอโซเลต CU07 และ SM10 การทดสอบการผลิตแลค
แคสในอาหารเหลวพบว่าไอโซเลต  CU07 ให้กิจกรรมแลคแคสสูงสุดที่  0.363±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
หลังจากบ่ม 8 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อระบุชนิดของไอโซเลต CU07 โดยอาศัยพื นฐานของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  (ITS) สามารถจัดจ าแนกชนิดได้เป็น 
Trametes polyzona  ได้น าราสายพันธุ์ T. polyzona CU07 มาตรึงบนดินเบาและน ามาใช้ในการก าจัดซี
โอดี สี และความขุ่นของน  าด าร่วมกับกระบวนการโคแอ็คกูเลชันโดย  ค่าซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด า
เร่ิมต้น เท่ากับ 292,216 มิลลิกรัมต่อลิตร 873,777 แพลตินัมโคบอล์ตยูนิต และ 1,330 เอ็นทียู ตามล าดับ 
จากการทดลองพบว่าร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นมีค่าเท่ากับ 99.2 99.2 และ 70.0 ตามล าดับ 
เมื่อท าลายเสถียรภาพคอยลอยด์และรวมตะกอนด้วยไคโตซานและแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ที่อัตราส่วน
โดยน  าหนักเท่ากับ 0.035 : 0.001 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3.0 กวนที่ความเร็ว 
140 รอบต่อนาที และใช้เวลาในการตกตะกอน 60 นาที  น  าด าที่ผ่านโคแอ็คกูเลชันแล้วจึงน ามาลดสีด้วยรา
เน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา โดยภาวะที่เหมาะสมในการตรึงราเน่าขาวบนดินเบามีสารอาหาร กลูโคสที่ ความ
เข้มข้นร้อยละ 3.00 (น  าหนักต่อปริมาตร) และ แอมโมเนียมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.11  (น  าหนัก
ต่อปริมาตร) ที่ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่ 6.0  T. polyzona ที่ตรึงบนดินเบาสามารถใช้ซ  าได้ 4 รอบ 
จากกระบวนการนี พบว่าค่าซีโอดี สี และความขุ่นสุดท้ายมีค่า 1,467 มิลลิกรัมต่อลิตร (ร้อยละการก าจัด 
99.5) 1,571 แพลตินัมโคบอล์ตยูนิต (ร้อยละการก าจัด 99.8)  และ 266 เอ็นทียู (ร้อยละการก าจัด 80)  
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5687216620 : MAJOR ENVIRONMENTAL SCIENCE 
KEYWORDS: BLACK LIQUOR / WHITE ROT FUNGI / COAGULATION  PROCESS 

SUPORNCHAI RATTANARAT: COD, color and turbidity removal of Kraft pulp 
mill Black liquor by coagulation combined with white rot fungi immobilized 
on diatomaceous earth. ADVISOR: ASSOC. PROF. SEHANAT PRASONGSUK, 
Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. NATTAYA PONGSTABODEE, Ph.D. {, 143 pp. 

A number of white rot fungi were surveyed and collected from different 
habitats in Thailand in order to screen for a high laccase activity with thermotolerant 
strain. Of 42 fungi collected from 12 provinces in Thailand, purified mycelia were 
successfully obtained from 20 fungal samples in which 19 of them showed positive 
results for laccase production using ABTS agar plate assay. Isolates CU07 and SM10 
were found to be thermotolerant and CU07 showed the highest laccase activity 
(0.363±0.12 U/mL) after incubation for 8 day, at 30°C. This isolate was identified as 
Trametes polyzona  base on its morphological characteristics and  Internal 
Transcribed Spacer (ITS) sequences. T. polyzona CU07 was immobilized 
on  diatomaceous earth and applied  for removal of Chemical Oxygen Demand 
(COD), color and turbidity of black liquor  combined with coagulation process. The 
initial  (COD), color and turbidity of black liquor were 292,216 mg/L, 873,777 
Platinum-Cobalt unit, and 1330 NTU, respectively. Using coagulation, COD, color and 
turbidity were removed around 99.18%, 99.20% and 70% respectively, when using 7 
mL mixture of chitosan and cation-polyacylamide at weight ratio 1:1, pH was kept 
constant at 3 (stirred at 140 rpm for 12 min and precipitated for 60 min). The 
coagulated black liquor was then decolorized using immobilized T. polyzona. The 
optimal condition for its decolorization was obtained by supplementation of 3.00 
w/v glucose and 0.11 w/v ammoniumchloride at pH 6.0. The immobilized T.polyzona 
could be reused up to 4 cycles. By using this process, the final COD color and 
turbidity  were 1,467 mg/L (99.5% removal), 1,517 Pt-Co unit (99.8% removal) 
and  266 NTU (80%removal), respectively. 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมา และความส าคัญของปัญหา 

 อุตสาหกรรมเยื่อและอุตสาหกรรมกระดาษเป็นอุตสาหกรรมที่มีแนวโน้มเพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่อง 
เนื่องจากกระดาษเป็นวัตถุดิบหลักที่ถูกน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ได้แก่ อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อ
กระดาษรีไซเคิล อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ อุตสาหกรรมการผลิตสื่อสิ่งพิมพ์ และอุตสาหกรรม
บรรจุภัณฑ์ เป็นต้น ปัจจุบันประเทศไทยมีการผลิตเชื่อมโยงอย่างครบวงจรตั งแต่ อุตสาหกรรมต้นน  า 
อุตสาหกรรมกลางน  าและอุตสาหกรรมปลายน  า ดังนั นอุตสาหกรรมการผลิตเยื่อจึงมีความส าคัญต่อ
อุตสาหกรรมหลายชนิด ในปี พ.ศ. 2554 พบว่า อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษมีอัตราการขยายตัว
เพ่ิมขึ นร้อยละ 5 ถึง 7 และในปี พ.ศ. 2558 มีแนมโน้มการผลิตเยื่อและกระดาษมีเพ่ิมขึ นร้อยละ 
9.77 (กระทรวงอุตสาหกรรม., 2558. ) 
 ส าหรับการผลิตเยื่อเพ่ือการผลิตกระดาษ 1,000 กิโลกรัม ต้องผ่านกระบวนการทางเคมีและ
ทางกายภาพ โดยใช้น  าประมาณ 40–60 ลูกบาศก์เมตรในกระบวนการผลิต ซึ่งจะเห็นว่าอุตสาหกรรม
เยื่อจะมีการปล่อยน  าทิ งออกมาเป็นปริมาณมาก ส าหรับกระบวนการผลิตเยื่อมีการผลิตอยู่หลาย
กระบวนการ เช่น กระบวนการผลิตเยื่อแบบโซดา กระบวนการผลิตเยื่อแบบคราฟต์ กระบวนการ
ผลิตเยื่อแบบซัลไฟต์โดยกระบวนการผลิตเยื่อกระดาษแบบคราฟต์ เป็นกรรมวิธีที่นิยมใช้อย่าง
แพร่หลายเนื่องจากสารเคมีที่ใช้ในกระบวนการต้มเยื่อเป็นสารกลุ่ม สารละลายอัลลาไคน์ และ
สารประกอบซัลไฟต์ ซึ่งเป็นสารที่มีราคาถูก (Sixta และSchild, 2009) และมีประสิทธิภาพในการ
ท าลายโครงสร้างเยื่อไม้ เพ่ือแยกลิกนินออกจากเซลลูโลส โดยน  าในกระบวนการผลิตน  าเมื่อสินสิ นสุด
ก่อให้เกิด น  าด า (Black liquor) ซึ่งมีส่วนประกอบที่ส าคัญคือ ลิกนิน โซเดียมไฮดรอกไซด์ โซเดียม
ซัลไฟด์ (Stigsson และBernard, 1998) โดยทั่วไปน  าด าจะถูกเข้าสู่ระบบกู้คืนสารเคมีซึ่งเป็นระบบที่
มีความซับซ้อน ท าให้ผู้ประกอบขนาดเล็กและขนาดกลางไม่สามารถติดตั งระบบดังกล่าวจึงท าให้น  า
ด าถูกปล่อยร่วมกับน  าทิ งจากส่วนอ่ืนๆของโรงงานก่อนเข้าสู่ระบบบ าบัดน  าเสีย โดยระบบบ าบัดน  า
เสียจะไม่สามารถก าจัดลิกนินได้ ท าให้น  าที่ปล่อยออกมามีค่าซีโอดีและสีที่สูงซึ่งจะส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมทางน  าได้  
 องค์ประกอบหลักของน  าด าคือลิกนิน โดยลิกนินเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของชีวมวลพืช มี
โครงสร้างที่ซับซ้อน มวลโมเลกุลสูง มีโครงสร้างหลักประกอบด้วย phenylpropane และวง 
aromatic ทั งนี ราเน่าขาวเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่สามารถย่อยสลายองค์ประกอบของชีวมวลพืชได้
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โดยเฉพาะลิกนิน โดยพบว่าราเน่าขาวหลายชนิดที่สามารถย่อยสลายลิกนินในน  าด าได้ โดยอาศัย
ปฏิกิริยาของเอนไซม์กลุ่ม Extracellular oxidative (Lara และคณะ, 2003) และในประเทศไทย
จัดเป็นประเทศที่อยู่ในเขตร้อน ซึ่งมีอุณหภูมิตั งแต่ 27–40 องศาเซลเซียส เหมาะแก่การเจริญเติบโต
ของราเน่าขาว ราเน่าขาวหลายชนิดในประเทศไทยยังไม่มีการศึกษาถึงการน าไปใช้ประโยชน์ทาง
เทคโนโลยีชีวภาพและการศึกษาอนุกรมวิธาน โดยการน าคุณสมบัติของราเน่าขาว มาประยุกต์ใช้กับ
งานวิจัยทางสิ่งแวดล้อม อาทิเช่นระบบบ าบัดน  าเสียจากโรงงานเยื่อกระดาษท่ีมีน  าด าปนเปื้อน 
 กระบวนการบ าบัดน  าเสียในอุตสาหกรรมประกอบด้วย 3 กระบวนการหลัก ได้แก่ 
กระบวนการทางกายภาพ (การกรอง การดูดซับ การท าก าจัดตะกอนหนัก การก าจัดน  ามัน และ
ไขมัน) กระบวนการทางเคมี (กระบวนการโคแอ็คกูเลชัน ฟล๊อคกูเลชัน) ซึ่งเป็นกระบวนการที่
เหมาะสมในการบ าบัดน  าเสียที่ออกจากอุตสาหกรรมกระดาษ (Irfan และคณะ, 2013) และ
กระบวนการทางชีวภาพ (ระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่งซึ่งเป็นระบบบ าบัดแบบใช้อากาศ โดยมุ่งเน้นให้
จุลินทรีย์ย่อยสลายสารอินทรีย์)  
 โดยในแต่ละกระบวนการบ าบัดล้วนมีข้อจ ากัด และข้อดีที่แตกต่างกัน ดังนั นระบบการก าจัด
ซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด า ที่น ากระบวนการทางเคมีและกระบวนการทางชีวภาพมาประยุกต์ใช้
ร่วมกันเพ่ือการท าให้ระบบมีประสิทธิภาพที่สูงขึ น ดังนั นงานวิจัยในครั งนี จึงมุ่งเน้นศึกษาถึงวิธีการ
ก าจัด ซีโอดี สี และความขุ่นในน  าด าโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับกระบวนทางชีวภาพในการ
ลดสี โดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงอยู่บนดินเบา (diatomaceous earth)  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพ่ือคัดแยกและคัดเลือกราเน่าขาวที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ย่อยลิกนินจาก
ธรรมชาติในประเทศไทย  

2. เพ่ือก าจัด ซีโอดี สี และความขุ่น ของน  าด าโดยวิธีโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบน
ดินเบา 
 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

 กระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบาสามารถก าจัดค่าซีโอดี สี และ
ความขุ่นของน  าด าจากโรงงานเยื่อคราฟต์ 
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1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

 1.4.1  ท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ด้วยกระบวนโคแอ็คกูเลชัน โดยจะศึกษาภายใต้
อิทธิพลของตัวแปรเหล่านี  
  1.4.1.1 การปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดซัลฟิวริก 
  1.4.1.2 ชนิดของสารโคแอ็คกูแลนท์ (coagulant) ในงานวิจัยนี เลือกใช้ 2 ชนิดคือ 
ไคโตซาน (chitosan) และแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ (Cation-Polyacrylamide, PAM) โดย
ศึกษาปริมาตรโคแอ็คกูแลนท์ในกระบวนการโคแอ็คกูเลชันซึ่งทดลองด้วย Jar test แล้วเลือก
ประสิทธิภาพของสารโคแอ็คกูแลนท์ที่สามารถก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่นได้ดีที่สุด เพ่ือบ าบัด
ร่วมกับกระบวนการทางชีวภาพ 
  1.4.1.3 อัตราส่วนปริมาณระหว่างไคโตแซนและแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ อยู่
ในช่วง 100:1 20:1 10:1 5:1 3:1 และ 2:1 ตามล าดับ 
  1.4.1.4 ความเร็วในการกวน จะอยู่ในช่วง 30-160 รอบต่อนาท ี
  1.4.1.5 ระยะเวลาในการกวน จะอยู่ในช่วง 2-20 นาท ี
  1.4.1.6 ระยะเวลาในการตกตะกอน 20-120 นาท ี
 1.4.2 การคัดแยกราเน่าขาว โดยใช้ราเน่าขาวที่คัดแยกได้ โดยวิธีการแยกเชื อเส้นใยบริสุทธิ์
ในอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ในจ านวนที่ไม่ต่ ากว่า 20 ไอโซเลต ทดสอบเอนไซม์                 
แลคแคสโดยวิธี Plate screening enzyme โดยให้เกิดผลบวกจ านวนที่ไม่ต่ ากว่า 15 ไอโซเลต และ 
ทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิมากกว่า 40 องศาเซลเซียส และการผลิต
เอนไซม์แลคแคสในอาหารเหลว เพ่ือคัดเลือกราเน่าขาวที่ให้กิจกรรมเอนไซม์แลคแคส และสามารถ
เจริญเติบโตได้ในสภาวะทนร้อน 
  1.4.2.1 ศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในอาหารเลี ยงเชื อน  าด าในช่วง 3-7  
  1.4.2.2 ศึกษาแหล่งคาร์บอนเช่น กลูโคส ซูโครส และแหล่งไนโตรเจน เช่น 
แอมโมเนียมคลอไรด์ แอมโมเนียมซัลเฟต เปปโตน ยูเรีย โดยออกแบบการทดลองเป็นแบบ Factorial 
design (FD) 
  1.4.2.3 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนโดยวิธีการศึกษา 
พื นผิวตอบสนอง Response Surface Methodology (RSM) แบบ central composite design 
(CCD) โดยท าการศึกษาแหล่งคาร์บอน 3 ระดับ และแหล่งไนโตรเจน 3 ระดับ 

  1.4.2.4 ศึกษา cell cycle ของราเน่าขาวที่ตรึงบนไดอะตอมไมค์เอิร์ธ 
 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

  เพ่ือทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมในการก าจัด ค่า ซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด าจาก
โรงงานเยื่อคราฟต์โดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 
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บทที่ 2 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ 

  กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษเป็นกระบวนการผลิตที่ใช้น  าในปริมาณที่มาก  ในการผลิต
กระดาษ 1 ตันจะก่อให้เกิดน  าด าประมาณ 7,000 ลิตร (Biermann, 1996) จะถูกปล่อยจากขั นตอน
การผลิตทางเคมี โดยลักษณะของน  าด าจะขึ นอยู่กับลักษณะกระบวนการผลิต และสารเคมีที่ใช้ใน
กระบวนการผลิต กระบวนการผลิตกระดาษประกอบไปด้วย 2 กระบวนการหลักคือ กระบวนการ
ผลิตเยื่อและกระบวนการผลิตกระดาษ 
 
  2.1.1 วัตถุดิบในการผลิตเยื่อกระดาษ 

     พืชทุกชนิดประกอบด้วยเซลลูโลส ซึ่งเซลลูโลสที่ได้มาจากพืชในแต่ละประเภท มี
ความแข็งแรงแตกต่างกัน โดยเซลลูโลสที่มีความแข็งแรงมีเหมาะสมกับการน าไปผลิตกระดาษ 
นอกจากจะค านึงถึงคุณสมบัติของเส้นใยแล้ว ยังต้องมีความเป็นไปได้ทางธุรกิจ คือ หาง่าย ราคาไม่
แพง การเก็บ การขนส่งไม่ยุ่งยากพืชที่สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเยื่อกระดาษแบ่งออกเป็น  2 
ประเภท ได้แก่ 
       2.1.1.1 ไม้ล้มลุก (Nonwood) ได้แก่ พืชอ่ืนๆ นอกเหนือจากไม้ยืนต้น ที่
เส้นใยมีคุณสมบัติเหมาะสม สามารถน ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตกระดาษได้ ได้แก่ ปอ ไผ่ ฝ้าย หรือ
เป็นส่วนที่เหลือจากเกษตรและอุตสาหกรรม เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย เป็นต้น สมบัติของเส้นใยจากพืช
กลุ่ม Nonwood มีสมบัติไม่แน่นอน อาจมีความยาวตั งแต่น้อยกว่า 1 มิลลิเมตร ไปจนถึงหลาย
เซนติเมตร (Holik, 2006) 
       2.1.1.2. ไม้ยืนต้น (Wood) หมายถึงพืชที่เป็นต้นไม้มีล าต้นแข็งแรง อายุยืน 
แบ่งเป็น 2 ชนิด  
     ไม้เนื อแข็ง (hard wood) เป็นไม้ที่พบทั่วไปในบริเวณป่าไม้ของไทย โดยไม้เนื อแข็ง
ที่ลักษณะใบกว้าง (broad leaved trees) ไม้ในกลุ่มนี ได้แก่ ยูคาลิปตัส (Eucalyptus) กระถินเทพา 
(Acacia) เบิร์น (Birch) และแอสเพน (Aspen) โครงสร้างของไม้มีความซับซ้อนเมือ่เปรียบเทียบกับไม้
เนื ออ่อน โดยเส้นใยของไม้เนื อแข็งสามารถผลิตเป็นเยื่อใยสั น (short fiber) โดยมีขนาดประมาณ 
0.5-1.5 มิลลิเมตร โดยใช้เป็นวัตถุดิบหลักในการผลิตเยื่อกระดาษ 
     ไม้เนื ออ่อน (softwood) เป็นไม้ที่ได้จากต้นไม้จ าพวกสน อาทิเช่น สนสองใบ สอง
สามใบ โดยมีลักษณะใบที่เรียวเล็ก (needle leaves) โดยเส้นใยของไม้เนื ออ่อนมักน ามาผลิตเป็นเยื่อ
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ใยยาว (long fiber) โดยมีขนาด 2-4 มิลลิเมตร โดยเยื่อใยยาวนี เป็นส่วนผสมในผลิตกระดาษมีความ
เหนียวมากยิ่งขึ น (Intachang และคณะ, 2012) 
     ในประเทศไทยไม่มีแหล่งวัตถุดิบประเภทไม้เนื ออ่อน เนื่องจากภูมิประเทศไม่อ านวย
ต่อการเจริญเติบโต แต่ส าหรับไม้เนื อแข็งมีการปลูกสวนป่ายูคาลิปตัสกันมาก ในบริเวณภาค
ตะวันออกและทางตอนใต้ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเยื่อกระดาษ 
เส้นใยที่ได้จากไม้เนื อแข็ง และไม้เนื ออ่อนมีคุณสมบัติแตกต่างกันมาก โดยเยื่อใยยาวมีคุณสมบัติ
เหมาะสมกับการน าไปผลิตกระดาษท่ีต้องรับแรงขณะใช้งาน เช่น กระดาษบรรจุภัณฑ์ ถุง กระดาษห่อ
ต่างๆ กล่องลูกฟูก และเยื่อใยสั น มีคุณสมบัติเหมาะกับการน าไปผลิตกระดาษที่ใช้ในการพิมพ์ 
เนื่องจากเส้นใยมีความละเอียด จึงสามารถผลิตกระดาษที่มีความเรียบสูง มีเนื อละเอียดได้ ส่วนการ
ผลิตเยื่อจากพืชไม้ล้มลุกนั นมีไม่มากเมื่อเทียบกับเยื่อจากไม้ยืนต้น เพราะมีปัญหาค่อนข้างมาก เช่น 
ต้องใช้พื นที่ในการจัดเก็บมาก เนื่องจากวัตถุดิบมีความหนาแน่นต่ า พืชบางอย่างมีเป็นฤดูกาล เช่น 
ฟางข้าว มีเฉพาะช่วงเก็บเกี่ยว ในปัจจุบันจึงไม่นิยมผลิตเยื่อกระดาษจากวัตถุดิบเหล่านี   
   2.1.2 องค์ประกอบทางเคมีของเส้นใย ประกอบด้วยสารเคมีหลายชนิด สารเหล่านี เป็น
สารอินทรีย์ที่เกิดจากการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืช ได้แก่ 
  2.1.2.1  เซลลูโลส (cellulose) 

       เป็นสารที่มีปริมาณมากที่สุด และมีความแข็งแรงมากท่ีสุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
สารตัวอ่ืนๆ จึงท าให้ต้นไม้มีความแข็งแรง โดยเซลลูโลสมีสีขาว ดังปรากฏเช่น เส้นใยของฝ้ายมีสีขาว
เนื่องจากมีเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบมากกว่า90 % โมเลกุลของเซลลูโลสเป็นเส้นตรงยาว 
ประกอบด้วยหน่วยย่อย คือ กลูโคส (Glucose) เช่นเดียวกับแป้ง แต่มีสูตรโครงสร้างต่างกัน แป้งจึง
อมน  า และพองตัวเมื่อโดนน  า โดยในกระบวนการผลิตเยื่อต้องรักษาเซลลูโลสให้ถูกท าลายน้อยที่สุด 
  2.1.2.2  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose)  

       เฮมิเซลลูโลสเป็นสารที่ประกอบด้วยน  าตาลโมเลกุลเดี่ยวเช่นเดียวกับ
เซลลูโลส แต่โครงสร้างของโมเลกุลมีลักษณะเป็นกิ่งก้านสาขา ไม่ได้เป็นเส้นตรงยาวเหมือนเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลสจึงมีความแข็งแรงต่ า สามารถอมน  า และพองตัวได้คล้ายแป้ง 
  2.1.2.3. ลิกนิน (Lignin)  

       ลิกนินมีอยู่ประมาณ 20-40% เป็นพอลิเมอร์เชิงซ้อน (Complex Polymer) 
เป็นสารประกอบประเภทอะโรมาติกท าหน้าที่เป็นสารยึดเส้นใยในเนื อไม้ให้เกาะติดกัน  โดยลิกนินท า
ให้เกิดสีน  าตาล ลิกนินจะละลายออกมาจากเส้นใยในขณะถูกย่อยสลาย เช่น ละลายในสารละลายกรด
ในกระบวนการผลิตเยื่อแบบซัลไฟต์ (Sulfite process) หรือละลายในด่างร้อนในกระบวนการผลิต
เยื่อกระดาษแบบคราฟต์ (Kraft) หรือกระบวนการแบบซัลเฟต (Sulfate process) เยื่อที่มีลิกนินมาก 
จะมีสีคล  า เปลี่ยนสีง่าย เป็นสารที่ต้องก าจัดออกในการผลิตเยื่อ 
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  2.1.2.4. อ่ืนๆ (Extraneous component) 

       ส่วนนี จะมีประมาณ 2-10% เป็นสารประกอบที่สามารถละลายได้ในตัวท า
ละลาย มีปริมาณน้อย ได้แก่ เทอร์พีน (Terpene) ไขมัน (lipid) เป็นต้น   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  1 สารประกอบต่างๆ ในเนื อไม้ (บูรพากรุ๊ป,2559) 

   2.1.3 การผลิตเยื่อกระดาษ (Gullichsen และFogelholm, 1999, Smook, 1990) 
     วัตถุประสงค์ของกระบวนการผลิตเยื่อเพ่ือละลาย และก าจัดลิกนินที่ประกอบอยู่ใน
เยื่อไม้เพ่ือให้เหลือแต่เซลลูโลส เพ่ือน าไปสู่กระบวนการท ากระดาษต่อไป ในกระบวนการผลิตเยื่อ
ประกอบไปด้วย 2 กระบวนการคือ กระบวนการผลิตเยื่อเชิงกล (mechinal pulping) การผลิตเยื่อ
กึ่งเคมี (semichemical pulping) และกระบวนการผลิตเยื่อเชิงเคมี (chemical pulping) 
    2.1.3.1 การผลิตเยื่อเชิงกล (Mechanical Pulping Process) เป็นกระบวนการที่ใช้
พลังงานกลควบคู่ไปกับพลังงานความร้อนในการแยกเส้นใยออกมา โดยชิ นไม้จะถูกส่งเข้าท่อนจะ
ได้รับการตัดออกเป็นชิ นเล็กๆ แล้วบดด้วย ลูกหิน (ground wood; GW) หรือบดด้วยจานจนละเอียด
เป็นเยื่อไม้ เยื่อไม้ที่ได้จากกระบวนการนี มักมีลักษณะหยาบ กระด้าง แต่ให้ผลผลิตสูง โดยให้มากกว่า
ร้อยละ 85 เนื่องจาก ลิกนินถูกสกัดออกไปน้อยมาก ลักษณะของเส้นใยคือมีการฉีกขาด มีลักษณะ
เป็นท่อนๆโดยเรียกว่า เยื่อไม้บดนอกจากนี ยังมีกลุ่มของเส้นใยปนอยู่ด้วย ในเยื่อไม้บดจึงประกอบด้วย
เส้นใยฝอย (fines) ซึ่งเกิดจากการฉีกขาดของเส้นใย เส้นใยเดี่ยว (individual fiber) ไม่ค่อยสมบูรณ์ 
มัดขอเส้นใย (bundle of fiber) ซ่ึงประกอบด้วยเส้นใยหลายๆ เส้นเกาะติดกันเป็นมัด เยื่อชนิดนี เมื่อ
น ามาเป็นวัตถุดิบในการท ากระดาษ จะให้คุณสมบัติตามส่วนประกอบทั ง 3 คือ เส้นใยฝอยจะเพ่ิม
คุณสมบัติด้านทึบแสง เส้นใยซึ่งไม่ค่อยสมบูรณ์ และยังคงมี ลิกนินตกค้างอยู่ท าให้พันธะระหว่างเส้น
ใยต่ า ท าให้กระดาษเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเมื่อได้รับแสง กระดาษที่ได้จากกรรมวิธีนี มีความทึบสูงดูด
ความชื นได้ดี เยื่อชนิดนี จึงไม่เหมาะที่จะน าไปท ากระดาษที่ต้องรับแรงสูงหรือเก็บนานๆ มีราคาถูก
เหมาะส าหรับท าสิ่งพิมพ์ราคาถูก เช่น หนังสือพิมพ์ กระดาษห่อของหรือใช้เป็นเยื่อชั นในกระดาษแข็ง  
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    2.1.3.2 การผลิตเยื่อกึ่งเคมี (Semi-chemical pulping) เป็นการผลิตเยื่อโดยใช้
กระบวนการทางกลร่วมกับกระบวนการทางเคมี คือการน าโดยที่กระบวนการเคมีจะใช้สารเคมีน้อย
กว่าวิธีทางเคมี และกระบวนการทางกลจะใช้การบดที่แยกเส้นใยออกเท่านั น เยื่อที่ได้จากการเตรียม
วิธีนี มีคุณสมบัติอยู่ระหว่างเยื่อไม้บด และเยื่อเคมีวิธีการแยกเส้นใยโดยวิธีกระบวนการกึ่งเคมี  การ
ผลิตเยื่อกระดาษ เป็นการน าชิ นไม้สับมาต้มกับน  ายาต้มเยื่อในหม้อต้มเยื่อภายใต้เวลาอุณหภูมิ และ
ปริมาณน  ายาเคมีต่อปริมาณไม้ที่ก าหนด เมื่อต้มได้สภาวะหนึ่งแล้วก็น าไป ผ่านกระบวนการบีบเพ่ือ
แยกเส้นใยออกมา เรียกว่า เยื่อท่ีได้ว่าเยื่อกึ่งเคมี เยื่อท่ีได้มักจะมีลิกนินเหลืออยู่ครึ่งหนึ่งของปริมาณที่
มีอยู่ ในวัตถุดิบ การผลิตเยื่อโดยวิธีนี จะเรียกว่า chemi-mechanical pulping หรือ chemi-
thermomechanical pulping  
    2.1.3.3 การผลิตเยื่อเคมี (chemical pulping) การผลิตเยื่อตามกรรมวิธีนี จะใช้
พลังงานเคมี และพลังงานความร้อนในการท าให้เส้นใยแยกจากกัน โดยชิ นไม้จะถูกส่งเข้าหม้อต้มเยื่อ 
(digester) สารเคมี และความร้อนจะละลายลิกนินออกไป เหลือส่วนที่ไม่ละลายคือเยื่อ เยื่อเคมีมี
หลายชนิดเรียกชื่อตามสารเคมีที่ใช้ในการผลิตเช่น เยื่อซัลเฟต เยื่อซัลไฟต์ และเยื่อโซดา เยื่อเคมีให้
ผลผลิตเยื่อประมาณร้อยละ 40-50 มีลักษณะนุ่ม สีค่อนข้างคล  า เส้นใยที่ได้จะสมบูรณ์ เยื่อชนิดนี มี
ปริมาณการใช้สูงมาก เพราะสามารถพัฒนาศักยภาพของเส้นใยให้สามารถใช้งานได้อย่างกว้างขวาง
เหมาะทั งใช้ในงานรับแรง และเพ่ือการสื่อสาร ถ้าใช้ในงานรับแรง เช่น น าไปท ากระดาษบรรจุภัณฑ์ไม่
จ าเป็นต้องฟอก แต่ถ้าใช้เพ่ือการสื่อสารจะต้องน าไปฟอกให้ขาวก่อน โดยการผลิตเยื่อเคมี สามารถ
แบ่งออกได้หลายลักษณะตามประเภทสารเคมีที่ใช้  
       ก. กระบวนการผลิตแบบอัคคาไลน์ (alkaline process) โดยสามารถแบ่งได้ 
2 ลักษณะการผลิตคือ 
        กระบวนการโซดา (soda process) เป็นกระบวนการผลิตที่ใช้โซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (NaOH) เป็นตัวท าละลายลิกนิน โดยกระบวนการนี เป็นวิธีแบบดั งเดิม โดยปกติ เยื่อฟอก
ขาวนี สวนใหญใชท ากระดาษพิมพเขียน นอกจากนั นการผลิตกระดาษชนิดพิเศษ เชน กระดาษสา  
        กระบวนการผลิตแบบคราฟต์ (kraft process) ชิ นไม้ถูกต้มในหม้อต้มเยื่อ
กับสารเคมีซึ่งเรียกวา “White liquor” ซึ่งประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (NaoH) และโซเดียม
ซัลไฟด (Na2S) ของเหลวด าเจือจาง (Weak Black Liquor) อุณหภูมิและระยะเวลาของการตมเยื่อจะ
ขึ นกับชนิดของไม และDegree of Delignification ที่ตองการเยื่อท่ีผลิตจากวิธีคราฟต์มีความแข็งแรง 
เหนียว สีคล  าและมีสีน  าตาล โดยการผลิตผลิตเยื่อแบบนี สามารถใช้ผลิตเยื่อได้จากพืชหลายชนิด เยื่อ
ที่ได้จากการผลิตนี มีความแข็งแรง กว่าเยื่อแบบโซดา เหมาะเป็นเยื่อส าหรับท าถุง และบรรจุภัณฑ์
ต่างๆโดยการผลิตแบบเยื่อกระดาษแบบคราฟท์ มีการด าเนินการระบบ 2 ลักษณะ คือ หม้อต้มเยื่อ
แบบกะ (batch pulp digester) และหม้อต้มเยื่อ (continuous pulp digester) โดยมีลักษณะดังนี   
 
 
 



 28 

   ต้มเยื่อแบบกะ  
   หม้อต้มเยื่อแบบกะ ใช้วิธีการต้มแบบครั งต่อครั ง โดยท าการใส่สารเคมีที่ใช้ในย่อยสลาย
ลิกนินจากเยื่อไม้ โดยท าการต้มที่อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส ใช้เวลาต้ม 2-3 ชั่วโมง ในการต้มเยื่อ
ลักษณะจะเกิดน  าด าปริมาณมาก และใช้สารเคมีในการย่อยสลาย ลิกนินออกจากเยื่อไม้ในปริมาณ
มาก โดยหม้อต้มเยื่อในลักษณะนี จะถูกเชื่อมต่อกับ ถังปรับความดัน (blow tank) โดยท าหน้าที่
แบ่งปันเยื่อไม้จากหม้อต้มเยื่อ โดยระบายความดันจากหม้อต้มเยื่อ เพ่ือป้องกันการระเบิด อัน
เนื่องมาจากความดัน และความร้อน 
 
   ต้มเยื่อแบบต่อเนื่อง  
   หม้อต้มเยื่อแบบต่อเนื่องมีขนาดสูงถึง 200 ฟุต กว้าง 12-18 ฟุต เยื่อไม้ถูกส่งมาจาก
ด้านบนของหม้อต้มเยื่อ ในกระบวนการต้มเยื่อแบบต่อเนื่องใช้เวลานานถึง 7 ชั่วโมงในการรันระบบ
โดยน  าสารเคมีจะถูกส่งโดยใช้ระบบท่อภายในหม้อต้มเยื่อและแผ่กระจายออกจากด้านในซึ่ง
กระบวนการดังกล่าวเป็นกระบวนการที่มีประสิทธิภาพสูงในการต้มเยื่อและใช้สารเคมีในการย่อย
สลายลิกนินออกจากน  าด าในปริมาณที่เหมาะสม เนื่องจากไม่ต้องส่งเข้าระบบกู้คืนสารเคมีแต่สามารถ
น ากลับมาใช้ใหม่ได้ทันที 
       ข. กระบวนการผลิตแบบซัลไฟต์  (sulfite process) การผลิตเยื่อโดย
กระบวนการนี จะใชกรดซัลฟูรัส (Sulfurous acid: H2SO3) และไบซัลไฟตไอออน (Bisulfite ion: 
HSO3

-) ในภาวะที่เป็นกรด ในการละลายลิกนินที่จับระหวางเยื่อไมใหหลุดออกมา เยื่อที่ไดจาก
กระบวนการซัลไฟตจะมีสีออนกวาเยื่อทีไ่ดจากกระบวนการซัลเฟตและสามารถฟอกสีไดงายกวา 
 
 2.1.4 การเตรียมน  าเยื่อ 

     ในขั นการเตรียมน  าเยื่อนี มีวัตถุประสงค์หลัก 2 ประการ คือ เพื่อพัฒนาศักยภาพของ
เส้นใย โดยการน าเยื่อไปบด และปรับปรุงสมบัติกระดาษให้ได้ตามวัตถุประสงค์การใช้งาน โดยการ
ผสมหรือใส่สารเติมแต่งชนิดต่างๆ ตามอัตราส่วนที่ก าหนดส่วนผสมที่ได้นี เรียกว่า“น  าเยื่อ”หรือ
“สต็อก” (stock) เยื่อที่น ามาท ากระดาษทุกชนิดจะต้องผ่านการบด มากหรือน้อยขึ นอยู่กับระดับ
คุณภาพของเยื่อ เยื่อบางชนิดไม่จ าเป็นต้องบด เช่น เยื่อไม้บด และเยื่อเวียนท าใหม่ 
     ในขั นการเตรียมน  าเยื่อประกอบด้วยส่วนต่างๆ ที่ท าหน้าที่ในการบด และผสมโดยมี
ขึ นตอนการปฏิบัติการเรียงล าดับดังนี  
    2.1.4.1 การกระจายเส้นใย (defibering)     
    2.1.4.2 การบดเยื่อ (refining)      
    2.1.4.3 การผสมน  าเยื่อ (blending) 
    2.1.4.4 การแยกสิ่งสกปรกออกจากน  าเยื่อ (screening and cleaning)  
    2.1.4.5 การควบคุมความข้นของน  าเยื่อ (consistency regulator) เพ่ือควบคุมให้น  า
เยื่อข้นคงท่ี 



 29 

 2.1.5 การผลิตกระดาษ (paper making)  

     น  าเยื่อจะถูกส่งเข้าสู่ เครื่องจักรผลิตกระดาษเพ่ือท าเป็นแผ่นกระดาษที่ยาว
ต่อเนื่องกันซึ่งเรียกว่า เว็บเปเปอร์ (web paper) เครื่องจักรที่ใช้ผลิตกระดาษมีหลายแบบ ส่วนใหญ่
เป็นแบบโฟร์ดริเนียร์ (fourdrinier) และแบบไซลินเดอร์ (cylinder) เครื่องจักรผลิตกระดาษทุกแบบ
จะมีส่วนประกอบต่างๆ เพ่ือท าหน้าที่หลัก 3 ประการคือ 
     การแยกน  าออก (draining) ท าหน้าที่เป็นตะแกรงรองรับน  าเยื่อ น  าจะลอดผ่าน
ตะแกรงท าให้เยื่อก่อตัวเป็นแผ่นเปียก (wet sheet forming) 
     การกดน  าออก (pressing) ท าหน้าที่กดหรือบีบน  าออกจากแผ่นเปียก ท าให้เกิดการ
ยึดติดแน่นระหว่างเส้นใยภายในกระดาษ (consolidation of wet) 
     การอบกระดาษ (drying) แผ่นกระดาษจะถูกอบให้แห้งเพ่ือไล่น  าออกจนกระดาษ
แห้งเหลือความชื นประมาณร้อยละ 4-6 
     ภายหลังจากาการผสมเยื่อเป็นอันเสร็จแล้ว น  าเยื่อจะถูกส่งไปยังเครื่องจักรผลิต
กระดาษ เพ่ือท าเป็นแผ่นกระดาษ โดยท าเป็นแผ่นกระดาษที่ยาวต่อเนื่องกันซึ่งเรียกว่า เว็บเปเปอร์ 
(web paper) เครื่องจักรที่ใช้ผลิตกระดาษมีหลายแบบ ส่วนใหญ่เป็นแบบโฟร์ดริเนียร์  (fourdrinier)  
และแบบไซลินเดอร์ (cylinder) 
 
2.2 น  าด า (Black liquor) 

  น  าด าเป็นของเสียที่เกิดจากการผลิตจากการต้มเยื่อแบบคราฟต์ ซึ่งประกอบด้วยสารอินทรีย์
ต่างๆจากไม้และสารอนินทรีย์จากสารเคมีที่ใช้ในการก าจัดลิกนิน น  าด ามีสีด าเข้ม องค์ประกอบของ
น  าด าจะขึ นอยู่กับวัตถุดิบที่เข้าสู่ระบบการผลิตเยื่อ โดยประกอบไปด้วยลิกนินในปริมาณที่สู ง (Ksibi 
และคณะ , 2003) โดยน  าด าประกอบด้วยปริมาณน  า สารประกอบอินทรีย์จากเยื่อไม้และ 
สารประกอบอินทรีย์จากขบวนการต้มเยื่อโดยสารอินทรีย์มักประกอบไปด้วย ลิกนิน พอลิแซ็คคาไรด์ 
คาร์บอซิลิกแอซิค และสารแทรกอ่ืนๆในเนื อไม้ โดยแสดงรายละเอียดดังตารางที่ 1 
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ตารางที่  1องค์ประกอบโดยเฉลี่ยของน  าด า (Naqvi และคณะ, 2010, Sjöström และWestermark, 
1999) 

องค์ประกอบ ส่วนประกอบ (% โดยน  าหนักของแข็ง) 

สารประกอบอินทรีย์ 78 % 
ลิกนิน 37.5 % 

กรดไอโซแซคคานิค 22.6 % 
คาร์บอกซิลิก แอซิด 14.4 % 

เรซิน กรดไขมัน 0.5 % 
พอลิแซ็คคาไรด์ 3.0 % 

สารประกอบอนินทรีย์ 22% 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 9.2 % 
โซเดียมคาร์บอเนต 3.6 % 

โซเดียมซัลเฟต 2.4 % 

โซเดียมไธโอซัลเฟต 0.5 % 
โซเดียมคลอไรด์ 0.5 % 
สารประกอบอื่นๆ 0.2 % 

ซัลเฟอร์ 4.8 % 

 
  ในการผลิตเยื่อคราฟต์น  าด าที่ได้จากกระบวนการผลิตเยื่อมักมีปริมาณที่มาก โดยน  าด าจะถูก
แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนที่ 1 น  าด าจะถูกส่งไปผสมกับน  ายาที่ใช้ในการต้มเยื่อเพ่ือให้น  ายาต้มเยื่อ
มีปริมาตรมากพอส าหรับการต้มเยื่อ น  าด าส่วนที่เหลือ จะถูกน าเข้ากระบวนการน าสารเคมีกลับคืน 
ซึ่งเริ่มต้นจากหน่วยท าระเหยเพื่อให้น  าด ามีความเข้มข้นมากขึ น จากนั นจึงป้อนน  าด าเข้มข้นเข้าสู่หม้อ
น  าน าสารกลับคืน สารอินทรีย์ในน  าด าเข้มข้นจะติดไฟและให้พลังงานความร้อนออกมา สารเคมีหรือ
สารอนินทรีย์ที่เหลือจะละลายเป็นของเหลวไหลลงสู่ด้านล่างของหม้อน  าน าสารกลับคืน ผสมกับ
ของเหลวเจือจางในสารละลายกลายเป็นของเหลวสีเขียว  ซึ่งจะถูกส่งไปยังถังตกตะกอนเพ่ือแยก
สิ่งเจือปนที่เป็นของแข็งออก แล้วส่งต่อไปยังหน่วยท าด่างเพ่ือท าปฏิกิริยากับปูนขาว กลายเป็นน  ายา
กลับเข้าสู่การผลิตเยื่อต่อไป พลังงานความร้อนที่เกิดขึ นจากการเผาน  าด าเข้มข้นในหม้อน  าน าสารเคมี
กลับคืน ถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของไอน  าและน าไปใช้ในหน่วยท าระเหย ต่อไป หากไม่มีการน าสารเคมี
กลับมาใช้อีกก็จะท าให้เยื่อกระดาษมีราคาแพงขึ น เนื่องจากสารเคมีมีราคาแพง อีกทั งยังท าให้มลพิษ
ต่อสิ่งแวดล้อมด้วยน  าด าเนื่องจากปริมาณสารเคมีที่อยู่ในน  าด ามีปริมาณมาก  
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  น  าด าจากโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษ สามารถน าเข้าสู่ระบวนการเผาไหม้เพ่ือผลิตเป็น
กระแสไฟฟ้า (Marshman และคณะ, 2010)  และน ามาตกตะกอนในภาวะกรด ในปฏิกิริยาลิกโน
ซัลโฟเนตท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ลิกโนซัลโฟเนต ซึ่งคงคุณสมบัติส่วนใหญ่ของลิกนินไว้จึงถูกน ามาใช้ใน
อุตสาหกรรม (Yang และคณะ, 2007) ลิกโนซัลโฟเนตมีลักษณะเป็นผงสีน  าตาล โดยส่วนมากผลิต
จากกระบวนการผลิตเยื่อ กระดาษแบบซัลไฟต์ ปัจจุบันน าเข้าจากต่างประเทศ สามารถสังเคราะห์ได้
โดยมีลิกนินเป็นสารตั งต้นซึ่งประโยชน์ของลิกโนซัลโฟเนตมีดังนี  (El Mansouri และSalvadó, 2006) 
 

- เป็นตัวอิมัลสิไฟเออร์ ในยางมะตอย 
- เป็นสารช่วยกระจายอนุภาค เช่น เป็นสารลดน  าในซีเมนต์ และคอนกรีต หรือผสมสีย้อมหรือ

เม็ดสีต่างๆ รวมถึงผสมในยาฆ่าแมลง 
- เป็นตัวประสานหรือตัวยึดเกาะ เช่นผสมในอาหารสัตว์อัดเม็ด หรือผสมกับหินเพ่ือลดที่ฟุ้ง

กระจาย โดยเฉพาะการซ่อมแซมผิวหน้าของถนน 
 

 โดยทั่วไปในกระบวนการผลิตเยื่อและการฟอกเยื่อเป็นแหล่งที่ก่อให้เกิดน  าเสียในอุตสาหกรรมเยื่อ 
และกระดาษ โดยถ้าน  าด าถูกปล่อยออกจากระบบกู้คืนสารเคมี อันเนื่องมาจาก ระบบโรงงานที่มี
ขนาดเล็ก หรือ ขนาดกลางที่ไม่สามารถสร้างระบบกู้คืนสารเคมีได้ท าให้จึงจ าเป็นต้องปล่อยน  าด าออก
สู่สภาวะแวดล้อม หรือในกรณี โรงงานลักลอบปล่อยลงสู่น  าเสีย เนื่องจากน  าด าเป็นหนึ่งในข้อจ ากัด
ของโรงงานผลิตเยื่อกระดาษในปัจจุบันตามหลักเกณฑ์การจัดตั งโรงงานต้มเยื่อกระดาษได้ก าหนดไว้ว่า 
จะต้องสร้างระบบกู้คืนสารเคมี เพ่ือป้องกันการปล่อยน  าด าออกสู่สิ่งแวดล้อม โดยถ้าโรงงานต้องการ
เพ่ิมก าลังการผลิตเยื่อจึงมีความจ าเป็นต้องสร้างระบบกู้คืนสารเคมีเพ่ิมก าจัด ซึ่งนั นเองเป็นการเพ่ิม
ภาระต้นทุนในการด าเนินการระบบใหม่ จึงท าให้เกิดการลักลอบปล่อยน  าด าออกสู่สภาวะแวดล้อม
โดยน  าด าจะมีผลต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศอย่างส าคัญ  เนื่องจากมีสารเคมีในปริมาณมาก  และมีสีด า
คล  าอันเนื่องมาจากลิกนิน (Kortekaas และคณะ, 1998) โดยอุตสาหกรรมกระดาษเป็นอุตสาหกรรม
ที่ปล่อยน  าทิ งออกมาเป็นปริมาณมากโดยปริมาณน  านั นจะขึ นอยู่กับกระบวนการ และมาตรฐานใน
การผลิตดังแสดงในตารางที่ 2 ทุกขั นตอนของการผลิตเยื่อ  และกระดาษจะมีสารอินทรีย์ซึ่งเกิดจาก
วัตถุดิบที่น ามาใช้ผลิตเยื่อ โดยสารอินทรีย์จะมีผลต่อความต้องการออกซิเจน ในการย่อยสลายของ
แหล่งน  า ท าให้ค่าออกซิเจนในน  าลดลง ส่งผลให้น  าเน่าเสีย 
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ตารางที่  2 ปริมาณที่แตกต่างของสารพิษจากกระบวนการในการผลิตเยื่อ และกระดาษ 
(Rintala และPuhakka, 1994) 

กระบวนการ ปริมาณน  าที่ใช้ 
(ลบ.ม.ต่อตันกระดาษ) 

สารแขวนลอย 
(ก.ก.ต่อตันกระดาษ) 

ซีโอดี 
(ก.ก. ต่อตันกระดาษ) 

 -  การลอกเปลือกไม้
แบบเปียก 

5-25 Nr 5-20 

-  การผลิตเยื่อเชิงกล 10-15 Nr 15-32 
-  การผลิตเยื่อเชิงกล
โดยใช้ความร้อน(ไม่
ฟอก) 

10-32 
 

10-40 40-60 

-  การผลิตเยื่อเชิงกล
โดยใช้ความร้อน(ฟอก) 

10-30 10-40 50-120 

-  การผลิตเยื่อเชิงกล
โดยใช้ความร้อนกึ่งเคมี
(ไม่ฟอก) 

10-15 20-50 70-120 

-  การผลิตเยื่อเชิงกล
โดยใช้ความร้อนกึ่งเคมี
(ฟอก) 

10-15 20-50 100-180 

-  กระบวนซัลไฟต์ 80-100 20-50 nr 

-  แคลเซียม ซัลไฟต์              
(ไม่ฟอก) 

150-180 20-60 120-180 

-  แคลเซียม ซัลไฟต์              
(ฟอก) 

40-60 
 

10-40 60-120 

-  คราฟต์(ไม่ฟอก) 40-60 
 

10-20 40-60 

-  คราฟต์ (ฟอก) 60-90 10-40 100-140 

- การผลิตกระดาษ 10-50 Nr nr 
Nr- ไม่มีการรายงาน 
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2.3 ลิกนิน 

 
  ลิกนินเป็นสารประกอบฟีนอล โมเลกุลของลิกนินจะแทรกและเชื่อมอยู่ระหว่างโมเลกุล
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส โดยพบว่าเป็นลิกนินที่มีความซับซ้อนมากกว่าเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 
ท าให้ลิกนินมีหน้าที่ช่วยเพิ่มความแข็งแรงให้แก่ผนังเซลล์พืช โดยท าหน้าที่เป็นตัวยึดระหว่างผนังเซลล์
พืช (Reid, 1995) เนื่องจากโครงสร้างภายในจะเชื่อมกันด้วยพันธะแอริล -อีเทอร์ และคาร์บอน-
คาร์บอน ที่เชื่อมต่อกับอะโรมาติกนิลคลีไอ (aromatic nuclei) ซึ่งพันธะเหล่านี ไม่สามารถย่อยสลาย
ด้วยกระบวนการไฮโดรไลซิสได้ ท าให้ลิกนินทนทานต่อการย่อยสลายด้วยสารเคมีหรือเอนไซม์
มากกว่าพอลิเมอร์ชนิดอ่ืนๆ และยังป้องกันไม่ให้เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสถูกท าลายด้วยจุลินทรีย์  
  ลิกนิน มีหน่วยพอลิเมอร์เป็นกลุ่ม ฟีนิลโพรเพน (Lewis และYamamoto, 1990) โดยทั่วไป
ลิกนินในเนื อไม้ และเนื อเยื่อของพืชจะมีอยู่ประมาณร้อยละ 20-30 (Tuomela และคณะ, 2000) 
ลิกนินมีโมเลกุลขนาดใหญ่ 8000-11,000 กิโลดาลตัน (Lara และคณะ, 2003) ยังเป็นองค์ประกอบ
ของผนังเซลล์พืชที่มีมากเป็นอันดับ 3 ในไม้ใบแคบหรือไม้ตระกูลสน (softwood) จะมีลิกนิน 
ประมาณ 23-33 % ส่วนในไม้ใบกว้าง (hardwood) มีลิกนินประมาณ 16-25 % มีโครงสร้างเป็น
รูปแบบอสัณฐาน โดยโครงสร้างของลิกนิน แสดงได้ดังรูปที่ 2 ลิกนินไม่สามารถละลายน  าได้ ไม่มี
คุณสมบัติในการยืดหยุ่น นอกจากนี ยังพบว่าพืชแต่ละชนิดหรือแม้แต่ชนิดเดียวกัน แต่อายุการ
เจริญเติบโตที่แตกต่างกันก็ส่งผลให้ปริมาณของลิกนินแตกต่างกันด้วย 
  แม้ว่าลิกนินเป็นสิ่งที่จ าเป็นกับพืชแต่ส าหรับกระบวนการผลิตกระดาษนั นต้องมีการก าจัด               
ลิกนินออก โมเลกุลขอลิกนินใหญ่กว่าหน่วยของโมเลกุลมาก ลักษณะของภาพเป็น 3 มิติ ลิกนินไม่มี
คุณสมบัติในการยืดหยุ่น นอกจากนี พบว่าพืชแต่ละชนิดหรือชนิดเดียวกัน อายุในการเจริญต่างกัน 
สภาพแวดล้อมต่างกันก็มีผลต่อปริมาณลิกนินในเนื อไม้ 
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รูปที่  2 โครงสร้างของลิกนิน (Mohan และคณะ, 2006) 
 2.3.1 กระบวนการสังคราะห์ลิกนิน 

   ในการสังเคราะห์ลิกนิน พืชจะตรึงคาร์บอนไดออกไซด์จากบรรยากาศด้วยกระบวนการ
สังเคราะห์ด้วยแสงส าหรับสร้างคาร์โบไฮเดรต แล้วเข้ากระบวนการสังเคราะห์กรดอะมิโนอะโรมาติก
ในกลุ่มกรดฟีนิลโพรเพนอะมิโน เช่น แอล-ฟีนิลอะลานีน ซึ่งมีกรดชิคิมิก (shikimic acid) เป็นสารตั ง
ต้นส าหรับการสังเคราะห์  (Brebu และVasile, 2010) โดยเกิดจากสารตั งต้น (precursor) 3 ชนิด
ได้แก่ พารา-คูมริล แอลกอฮอล์ (coumaryl alcohol) โคนิฟอริล แอลกอฮอล์ (coniferyl alcohol)  
และซินาปิล แอลกอฮอล์ (sinapyl alcohol ) (Glasser และSarkanen, 1989) 
    1. ลิกนินจากไม้เนื ออ่อน (Soft wood lignin) ได้แก่ลิกนินที่มาจากไม้ที่ลักษณะใบ
แคบ ซึ่งได้แก่พืชตระกูลสน มักมีสารตั งต้นเป็น coniferyl alcohol เพียงอย่างเดียว 
    2. ลิกนินจากไม้เนื อแข็ง (Hard wood lignin) ได้แก่ลิกนินจากไม้ใบกว้าง ซึ่งได้แก่ไม้
กลุ่มเบญพรรณ มักมีสารตั งต้นเป็น coniferyl และ sinapyl alcohol  
    3.  ลิกนินจากหญ้าหรือไม้ล้มลุก (Grass lignin) ได้แก่ลิกนินจากพืชตระกูลหญ้า ไม้มี
เนื อไม้ p-coumaryl alcohol sinapyl alcohol และconiferyl alcohol ซึ่ง coumaryl alcohol 
เป็นกลุ่มพาราไฮดรอกซีฟีนิล (p-hydroxy phenyl) 
  โดยแอลกอฮอล์ทั ง 3 ชนิดนี ในการสังเคราะห์ลิกนินมีความแตกต่างกันในหมู่เมทอกซี บน
ต าแหน่งในวงแหวนอะโรมาติกที่แตกต่างกัน (Reid, 1995) โดยประเภทของลิกนิน สามารถแบ่งได้
ตามชนิดที่พบในพืชที่น ามาเป็นสารตั งต้นโดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ดังแสดงในรูปที่ 3 
(Chakar และRagauskas, 2004) 
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รูปที่  3 โครงสร้างของ สารตั งต้นของลิกนิน (Wong, 2009) 

 ดังที่ได้กล่าวมาแล้วว่าลิกนินเป็นสารที่ไม่ละลายน  า จึงท าให้กระบวนการย่อยสลายลิกนินเกิดขึ น
ได้ช้า จึงมีการคิดค้นกระบวนการย่อยสลายลิกนินเพ่ือให้ได้เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสออกมาจน
สามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ ซึ่งกระบวนการย่อยสลายลิกนินนั นอาจท าได้หลายวิธีเช่น การให้ความ
ร้อนที่อุณหภูมิสูงหรือการใช้สารเคมีประเภทกรด หรือ ด่าง แต่กระบวนการดังกล่าวจะสิ นเปลือง
พลังงานเป็นอย่างมาก ในการย่อยสลายเอาลิกนินออก ดังนั นจึงได้น าวิธีการทางชีวภาพมาศึกษา ซึ่ง
สิ่งมีชีวิตที่สามารถย่อยสลายลิกนินได้คือเชื อราที่อยู่ในกลุ่ม Basdiomycetes  และบางส่วนในเชื อรา
ในกลุ่ม Ascomycetes โดยเชื อราที่สามารถย่อยสลายลิกนินได้ดี เรียกว่า ราเน่าขาว (white rot 
fungi) 
 
2.4 ราเน่าขาว 

  ราเน่าขาวเป็นสิ่งมีชีวิตในกลุ่มของผู้ย่อยสลายขั นต้น (primary decomposer) ในการย่อย
สลายชีวมวลพืชโดยเฉพาะกลุ่มลิกนิน เฮมิเซลลูโลส  และ เซลลูโลส ตามล าดับ (Dix และWebster, 
1995) ดังนั นหลังจากการย่อยสลายลิกนินจนออกจนหมดแล้ว จึงเหลือแต่เซลลูโลส ท าให้เนื อไม้เป็นสี
ขาว จึงเรียกว่าราเน่าขาว (white rot fungi) (ten Have และTeunissen, 2001) 
  ราเน่าขาวเป็นราที่พบได้ในไม้เนื อแข็ง (hardwood) โดยมักขึ นทั งบริเวณผิวหน้า และในเนื อไม้ 
รานี มีผนังเซลล์ที่บางมาก เข้าแทรกเนื อไม้ได้จนถึงผนังเซลล์ชั นกลาง (middle lamella) และ
สามารถสร้างเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ได้ โมเลกุลของลิกนินเป็นแบบไม่สมมาตร และมีมอนอเมอร์
ภายในโมเลกุลหลายชนิดดังนั นเอนไซม์กลุ่มออกซิโดรีดักเทส (Oxidoreductases) โดยส่วนใหญ่ รา
ฟอกขาวพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ โดยเฉพาะที่พบบริเวณเปลือกไม้ ท่อนไม้ หรือเศษไม้ ซึ่งเป็นแหล่ง
ส าคัญของลิกนิน  ตัวอย่างของราฟอกขาวที่พบได้แก่  Ganoderma lucidum, Phellinus igniarius 
, Pcynoporus cinnabarinus ดังแสดงในรูปที ่4  
 

 Grasses 

 

Hardwood & softwood  Hardwood 
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รูปที่  4 ราเน่าขาวที่พบได้ทั่วไป (Bhosle และคณะ, 2010, Tian และคณะ, 2013) 

  ราเน่าขาวมีกลไกในการย่อยสลายลิกนิน โดยใช้เอนไซม์กลุ่ม ลิกนิโนไลติกเอนไซม์  โดย
ประกอบไปด้วยเอนไซม์หลัก 3 ชนิดคือ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase: E.C 1.11.1.14) 
แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (Manganese peroxidase: E.C.1.11.1.7) และเอนไซม์แลคแคส (laccase 
:E.C 1.10.3.2) (ten Have และTeunissen, 2001) แต่ในบางสายพันธุ์สามารถผลิตได้เพียงหนึ่งหรือ
สองชนิดเท่านั น (Hatakka, 1994) การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ลิกนิโนไลติกเอนไซม์จะเกิดขึ นโดย
การสร้างโมเลกุลอนุมุลอิสระ เพ่ือใช้ในการออกซิไดส์โมเลกุลสารอินทรีย์หลายชนิด ราฟอกขาวจะ
ผลิตเอนไซม์กลุ่มนี ออกมาในช่วงเมเทบอลิซึมแบบทุติยภูมิ (secondary metabolism) ทั งนี ขึ นอยู่
กับ ชนิด สัดส่วนของคาร์บอน และไนโตรเจนในอาหาร  
 
 2.4.1 ลิกนินเปอร์ออกซิเดส (lignin peroxidase: E.C 1.11.1.14) 

    เป็นเอนไซม์ตัวแรกท่ีมีการค้นพบว่าสามารถย่อยสลายลิกนินได้โดยอาศัยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์เป็นตัวท าให้เกิดการตัดพันธะกลุ่ม  Cα -Cß ของสาระประกอบลิกนินได้ ลิกนินเปอร์ออกซิเดส
เป็นเอนไซม์ที่มีศักยภาพในการย่อยสลายโดยสามารถตัดลิกนินที่มีลักษณะเป็น non phenolic 
propyl ของสารประกอบอะโรมาติกซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันของโมเลกุลลิกนินได้ ลิกนินเปอร์ออกซิเดสจะ
เกิ ดปฏิ กิ ริ ย าในภ าวะที่ มี ไฮ โด รเจนออกไซด์  ส ามารถออกซิ ไดซ์  veratyl alcohol, 3,4-
dimethoxybenzyl alcohol ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์โมเลกุลเล็กๆ จากนั นเอนไซม์จะสามารถ
ออกซิไดส์ ได้จนเป็น veratryl aldehyde โดยราเน่าขาวนั นสามารถ และขับลิกนินเปอร์ออกซิเดสอ
อกมานอกเซลล์  (Linko, 1992) โดยกลไกของเอนไซม์ลิกนิน เปอร์ออกซิ เดสในธรรมชาติมี
องค์ประกอบเป็น heme iron atom (Fe III) โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึ นเมื่อมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
เป็นตัวให้อิเล็กตรอน 2 อนุภาคแก่ oxo-iron cation radical (Fe IV-O) กลายเป็นสารประกอบ I 
(C-I) ซึ่งสามารถย่อยสลายลิกนินได้ จากนั นจะเกิดการออกซิไดซ์อีกครั ง กลายเป็นสารประกอบ (C-II)  
และกลับเข้าสู่สภาวะเดิม (Tien และKirk, 1984) โดยแสดงดังรูปที่ 5 
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รูปที่  5 กลไกการท างานของลิกนินเปอร์ออกซิเดส (Marco-Urrea และReddy, 2012)  
 2.4.2 แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (Manganese peroxidase: E.C. 1.11.1.7) 

   เป็นเอนไซม์กลุ่มเปอร์ออกซิเดสภายในโมเลกุลของเอนไซม์มีเหล็กไอออนเป็นองค์ประกอบ
เช่นเดียวกันกับเอนไซม์กลุ่มลิกนินเปอร์ออกซิเดส การท างานของเอนไซม์นี มีกลไกคล้ายกับลิกนิน
เปอร์ออกซิเดส แต่มีข้อแตกต่างกันคือ ในปฏิกิริยาจะต้องมีไอออนของแมงกานีส (Mn2+) ร่วมอยู่ด้วย 
มีงานวิจัยพบว่าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรตบางชนิด เช่น ไดเมททอกซีฟีนอล (Archibald 
และคณะ, 1990)  และถูกกระตุ้นด้วยแลตแตท พบในอาหารเหลวที่ใช้เลี ยง Phanarochete  
chrysosporium (Kuwahara และคณะ, 1984) กลไกการท างานของเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิ
เดส เหมือนกับเอนไซม์กลุ่มปอร์ออกซิเดสโดยทั่วไป โดยมีโฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นตัวกระตุ้นให้
เกิดปฏิกิริยา  และเปลี่ยนรูปไปเป็นสาร compound I (two electron oxidized form ) หลังจาก
นั นเปลี่ยนรูปไปเป็น compound II (one electron oxidized form) และ compound II กลับสู่ใน
ภาวะปกติ (Forrester และคณะ, 1988) ดังแสดงในรูปที่ 6 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่  6 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของแมงกานีสเปอร์ออกซิเดส (Balan และMonteiro, 2001) 
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 2.4.3  แลคแคส (laccase: E.C 1.10.3.2) 

    เป็นเอนไซม์กลุ่มมัลติคอปเปอร์ออกซิเดส  และถูกจัดอยู่ในกลุ่ม N – glycosylated 
extracellular blue oxidase  และมีน  าหนักโมเลกุลที่ 60 – 390 กิโลดาลตัน ถูกมักพบในกลุ่ม 
basidiomycetes (Reinhammar, 1984) โดยโมเลกุลของเอนไซม์แลคแคสประกอบด้วยโมเลกุลของ
ไอออนคอปเปอร์  4 อะตอม เพ่ือใช้ในการออกซิเดซันสารอินทรีย์อาทิเช่น ฟีนอล พอลิฟีนอล   และ
สารประกอบอนินทรีย์ ใช้โมเลกุลออกซิไดซ์ 1 อะตอมในการออกซิไดซ์ โดยแลคแคสถูกค้นพบในพืช
ชั นสูง  และเชื อรา โดยแลคแคส ถูกค้นพบใน ต้นรักนา (Rhus vernifera) ในปี 1883 (Desai และ
Nityanand, 2011)  และถูกน ามาประยุกต์ใช้ในหลายอุตสาหกรรมในหลายประเภท อาทิเช่นการ
ปรับสภาพเนื อไม้เพ่ือการผลิตเยื่อ และกระดาษ เพ่ือการก าจัดลิกนิน โดยใช้ เอนไซม์ แลคแคส หรือ 
การฟอกสีกระดาษในโรงงานอุตสาหกรรมกระดาษ มักจะต้องใช้เอนไซม์แลคแคส  และไซแลนแนส 
เพ่ือการก าจัดลิกนิน  และไซแลนออกจากกระดาษเพ่ือความสว่าง เอนไซม์แลคแคสจะเกิดปฏิกิริยาใน
ภาวะที่มีออกซิเจน ซึ่งเอนไซม์จะท าการออกซิไดซ์กับสับเสรต (aromatic compound) โดย
สารประกอบฟีนอลของลิกนินหรือผ่านสารตัวกลาง (mediator compound) ซึ่งท าหน้าที่เป็นสารตั ง
ต้นร่วมดังรูปที่ 7 สารตัวกลางที่ใช้คือ 2,2-azinobis –[3-ethylbenzenzthaizoline-6-sulfonate] 
(ABTS)  (Kunamneni และคณะ, 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  7 กลไกการท างานของเอนไซม์แลคแคส  (a) ไม่ใช้สารตัวกลาง (b) ใช้สารตัวกลาง
(Kunamneni และคณะ, 2008) 
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2.4.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของราเน่าขาว 

  การศึกษาการผลิตเอนไซม์ ย่อยสลายลิกนิน ได้ถูกศึกษากันอย่างกว้างขวาง โดยพบว่า เอนไซม์
ย่อยสลายลิกนิน จะถูกผลิตออกมาเมื่อเกิดปฏิกิริยาออกซิเดซัน โมเลกุลของลิกนินในช่วงการ
เจริญเติบโตแบบ ทุติยภูมิ ซึ่งจะไม่ให้พลังงานแก่ราเน่าขาว (Gold และAlic, 1993, Wesenberg 
และคณะ, 2003) โดยราเน่าขาวยังคงขึ นอยู่กับหลายปัจจัย ในการผลิตเอนไซม์ขึ นอยู่กับ ชนิด และ
ปริมาณขององค์ประกอบในอาหารเลี ยงเชื อ  และ ไอออนของโลหะ เป็นต้น 
 
 2.4.4.1 สารอาหาร 

    โดยทั่วไปในการเหนี่ยวน าในให้ราเน่าขาวสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน มักจะใช้
สภาวะการกระตุ้นในภาวะอาหารที่มีจ ากัด เช่น จากการศึกษา การผลิตเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส  
และเอนไซม์แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส จะมีแนวโน้มการผลิตที่สูงขึ น เมื่อท าการเลี ยงในอาหารที่มี
แหล่งของไนโตรเจนจ ากัด (Kapich และคณะ, 2004)  ซึ่งสอดคล้องกับ (Eggert และคณะ, 1996) 
รายงานว่าในอาหารที่ มี ไน โตรเจนต่ า สามารถกระตุ้นการผลิต เอนไซม์ ใน  Pycbnoporus 
cinnabarinus ได้ดี ในขณะที่ ราเน่าขาวบางสายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินในสภาวะ
ที่มีความเข้มข้นที่สู ง เช่น Cyathus stecoreus, Gendoderma lucidum  โดยมีรายงานของ 
Sethuraman และคณะ (1999)  และ D’souza และคณะ (1999) ให้กิจกรรมเอนไซม์แลคแคสสูง
ขึ น เมื่อเลี ยงในอาหารที่มีความเข้นข้นสูงดังนั น จะเห็นได้ว่า หากพิจารณาความสัมพันธ์ของการผลิต
เอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน กับความเข้มข้นของสารอาหาร เช่นแหล่งไนโตรเจน พบว่า ขึ นอยู่กับสาย
พันธุ์ของราเน่าขาวเป็นส าคัญ นอกจากนี ยังมีงานวิจัยที่ศึกษาถึงแหล่งคาร์บอน  และแหล่งไนโตรเจน
ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนินของราเน่าขาวมีดังนี   Revankar และ Lele (2006) 
ศึกษาแหล่งคาร์บอนจ านวน 7 ชนิด ได้แก่ กลูโคส แลคโตส กลีเซอรอล ฟรุคโตส ซูโครส  และ 
สตาร์ช โดยจากการศึกษาพบว่า แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมคือ กลูโคสผสมกับ สตาร์ช ในอัตราส่วน 
1:1 โดยให้กิจกรรม Coriolus versicolor MTCC 138 มากที่สุด โดยให้แอคติวีตีเอนไซม์แลคแคสสูง
ถึง 235 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  และเมื่อศึกษาถึงแหล่งไนโตรเจน จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ ยีสต์สกัด แอล-
แอสพาราจีน เปปโตน  และ แอมโมเนียมซัลเฟต ภายใต้สภาวะการทดลองเดียวกัน โดยพบว่า ยีสต์
สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อ Coriolus versicolor MTCC 138 โดยให้กิจกรรมเอนไซม์
แลคแคส สูงถึง 185 ยูนิตต่อมิลลิลิตร D’souza และคณะ, 1999, Sethuraman และคณะ, 1999 
 
 2.4.4.2 ไอออนของโลหะ 

    โลหะหนักบางชนิดมีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของราเน่าขาว เช่น คอปเปอร์ (Cu) 
แมงกานีส (Mn)  และสังกะสี (Zn) เป็นต้น โดยราเน่าขาวต้องการโลหะหนักเหล่านี ปริมาณเล็กน้อย
ส าหรับกระบวนการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน แต่ในบางครั งหากมีปริมาณที่สูงเกินไปอาจเป็นพิษ
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ต่อราเน่าขาวได้ จากการศึกษาของ Baldrain และ Gabriel (2002) พบว่า การเติมสังกะสีที่ความ
เข้มข้น 0.006 -1.8 มิลลิโมลาร์  และ คอปเปอร์ท่ีความเข้มข้น 0.00004-1.2 มิลลิโมลาร์ ลงในอาหาร
เลี ยงเชื อที่ปราศจากโลหะจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส  และ
เอนไซม์ แมงกานีสเปอร์ออกซิเดสจาก  Phanarochaete chyrysosporium  จะเห็นได้ว่า โลหะทั ง
สองชนิดมีความเกี่ยวข้องกันโดยตรงต่อปฏิกิริยาของเอนไซม์ย่อยสลายลิกนิน ในกรณีของเอนไซม์
แลคแคสที่มีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบอยู่ภายในโครงสร้างของเอนไซม์นั นๆ  
 
2.5 กระบวนการโคแอ็คกูเลชัน 

 กระบวนการตกตะกอนที่เรียกว่ากระบวนการโคแอ็คกูเลชันเป็นกระบวนการที่เติมสารบาง
ชนิดลงไปเพ่ือท าให้อนุภาคขนาดเล็กรวมตัวกันเป็นตะกอนที่มีขนาดใหญ่ขึ น (Sundstrom และ 
Klei,1979) โดย โคแอ็คกูเลชันเป็นกระบวนการการใช้สารเคมีเข้าท าปฏิกิริยากับสารแขวนลอยซึ่ง
ส่วนมากจะเป็นประเภทคอลลอยด์ เพ่ือท าลายเสถียรภาพ (destabilization) ระหว่างน  า และสาร
แขวนลอย ให้เกิดตะกอนปรากฏขึ นอย่างเด่นชัด จนสามารถแยกตัวออกมาจากน  าได้ง่าย  หรือ สาร
แขวนลอยที่มีขนาดเล็กมาก ใส่ลงไปน  าเสียมีสภาพวะที่มีสารแขวนลอยอยู่เพ่ือท าให้อนุภาคของสาร
แขวนลอย ไปรวมตัวกันกับอนุภาคแขวนลอยในน  าเสียเพ่ือให้มีขนาดที่ใหญ่ขึ น  และท าการก าจัด
ตะกอนดังกล่าว โดย วิธีการตกตะกอน (sedimentation) การรวมตัวกันของตะกอน (flocculation) 
กระบวนการกรอง (flirtation) หรือกระบวนการปั่นเหวี่ยง (centrifuge) หรือกรรมวิธีอ่ืนใดเพ่ือก าจัด
ตะกอนออกไป ในกระบวนการโคแอ็คกูเลชันต้องใส่สารเคมีเพ่ือใช้ในการตกตะกอน (coagulant) ลง
ไปน  าเสียเพื่อท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์  (มั่นสิน ตัณตุลเสถียร,2552) 

 การสร้างแกนตะกอนจะกระท าโดยการใส่สารเคมีซึ่งเมื่ออยู่ในรูปสารละลายแล้วจะให้ประจุ
บวกเรียกว่า Couperin เมื่อเข้าท าปฏิกิริยากับสารคอลลอยด์ซึ่งเป็นสารคอลลอยด์ซึ่งเป็นประจุลบอยู่
แล้วจะท าให้พลังงานไฟฟ้าเรียกว่า Zeta potential ที่มีอยู่รอบประจุลบลงมาจนท าให้แรงผลัก
(repulsive force) มีน้อยลง ดังนั นแรงดึงดูด (attractive force หรือเรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Van der 
Waal’s force) ที่กระท าต่อประจุอยู่ข้างเคียงจะเพ่ิมขึ น และเมื่อประจุเหล่านี เคลื่อนที่เข้าใกล้กันใน
ระยะที่มีผลจะช่วยให้เกิดการดึงดูดเข้าหากัน  
 
 2.5.1 อนุภาคคอยลอยด์ 

   ลักษณะที่เห็นได้ชัดที่น  าเป็นที่น่ารังเกียจ คือ สารแขวนลอยหรือความขุ่น ประสิทธิภาพใน
การก า จัดความขุ่นโดยใช้กระบวนการโคแอ็คกูเลชันจะงายหรือยากนั นขึ นอยู่กับขนาดของมัน เช่น 
ความขุ่นที่เกิดจากอนุภาคขนาดใหญ่ย่อมสามารถก าจัดออกจากน  าได้ง่ายกว่าอนุภาคขนาดเล็ก 
อนุภาคท่ีมีขนาดอยู่ในช่วง  1×10-6มิลลิเมตร (1 นาโนเมตร) จนถึง 1×10-3 มิลลิเมตร (ไมครอน) เป็น
อนุภาคคอลลอยด์ ดังแสดงในรูปที่ 8โดยอนุภาคคอยลอยด์แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือพวกที่ชอบน  า 
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(hydrophilic) จะมีแรงยึดเหนี่ยวกับสารตัวกลาง ในที่นี คือน  าที่มีก าลังแรง จึงแยกออกจากน  าได้ยาก 
ต้องใช้แรงมากในการท าให้อนุภาคต่างๆนั นจับเป็นกลุ่มเป็นก้อน เพราะมีโมเลกุลของน  าห่อหุ้มอยู่ 
ส่วนอีกชนิดหนึ่งคือพวกที่ไม่ชอบ (hydrophobic) พวกนี จะมีแรงยึดเหนี่ยวกับน  าที่มีก าลังอ่อน เป็น
อนุภาคที่สามารถออกจากน  าโดยง่าย เพราะไม่มีโมเลกุลของน  าเป็นสิ่งกีดขวาง (Eckenfelder,1989) 
ลักษณะของอนุภาคของสารแขวนลอยในน  าสามารถแสดงได้ดังนี   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่  8 การจ าแนกขนาดของสารต่างๆในน  า (Benefied, Judkinsand และ Weand,1982) 

   
 2.5.2 การสร้างตะกอน (Benefield et al., 1982) 
    เป็นการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ขึ นอยู่กับแรงผลัก และแรงดูดระหว่างอนุภาค
คอลลอยด์ แรงผลักเกิดขึ นจากศักย์ไฟฟ้าซึ่งเป็นแรงทีเกิดขึ นตามธรรมชาติของอนุภาคขนาดเล็ก  
และโมเลกุล แรงผลักซึ่งมากกว่าแรงดูดท าให้อนุภาคคอลลอยด์มีเสถียรภาพ และแขวนลอยอยู่ในน  า
ได้ โดยกลไกการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ประกอบไปด้วยกลไก 4 แบบดังนี  
  2.5.2.1 กลไกลดความหนาของชั นกระจาย (Diffuse Layer) เป็นการท าลาย
เสถียรภาพของอนุภาคคอยลอยด์ โดยลดค่าซีต้าโพเทลเซียล (Zeta potential) โดยการเพ่ิมจ านวน
ไอออนที่มีประจุตรงกันข้ามกับประจุของอนุภาค ผลคือชั นกระจายที่มีความหนาลดลง ท าให้ค่าซีต้า
โพเทลเซียลลดลงด้วย ดวยวิธีลดความหนาของชั นกระจายไมขึ นอยูกับความเขมขนของคอลลอยดโดย
ไมวาจะเติมอิออนบวกมากเพียงใด จะไมสามารถท าใหคอลลอยดเปลี่ยนประจุไฟฟาจากลบเปนบวก 
(Charge Reversal) 
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  2.5.2.2 กลไกดูดติดผิวและท าลายประจุของอนุภาคคอลลอยด (Adsorption and 
ChargeNeutralization) โดยการเติมสารเคมีที่ประจุไฟฟ้าตรงกันข้ามกับอนุภาคคอยลอยด์และ
สามารถดูดติดผิวบนอนุภาคคอยลอยด์ได้ 
  2.5.2.3 กลไกการสรางผลึกขี นมาเพ่ือให้อนุภาคคอลลอยดมาเกาะจับ (Sweep 
Coagulation) เกิดโดยการเติมสารเคมีบางชนิดลงไป ท าให้เกิดผลึกของสารประกอบ ที่มีลักษณะ
เหนียว สามารถห่อหุ้มอนุภาคคอยลอยด์ ท าให้มีผลึกขนาดใหญ่ และมีน  าหนักมาก เชน การใสสาร    
สม ใหเกิดผลึก Al(OH)3 เพ่ือใหอนุภาคมาเกาะแลวรวมกันเป็นตะกอน ฟล็อคได้เป็นการเติม
สารประกอบเกลือของโลหะบางชนิดลงไปในน  าในปริมาณท่ีมากพอท่ีสาร ประกอบเกลือจะตกผลึกใน
น  าขึ น โดยมีอนุภาคคอลลอยด์เป็นแกนในของผลึก ถือว่าเป็นการเพ่ิมขนาดหรือน  าหนักให้คอลลอยด์ 
สามารถตกตะกอนได้สารประกอบเกลือของโลหะที่ใช้สร้างผลึกในที่นี  ได้แก่ สารส้ม (Al2(SO4)3) เมื่อ
ละลายน  าแล้วสามารถตกผลึกเป็น Al(OH)3ความสามารถในการละลายน  าของของแข็ง ในที่นี คือ
สารส้มจะแตกตัวให้ Al3+ ซึ่งสามารถรวมตัวกับไฮดรอกไซด์ในน  า (OH-)  และตกผลึกทางเคมีเป็น
อลูมิเนียมไฮดรอกไซด์ (Al(OH)3) ได้ กรณีจะเกิดขึ นได้ถ้าผลคูณของความเข้มข้นอิออนทั งสอง 
(Al3+และ OH-) มากกว่าค่าความสามารถในการละลายน  า (Ksp) ดังสมการ 

[Al3+][OH-] > Ksp โดยไฮดรอกไซด์มาจากความเป็นด่างในน  า 
(กลไกแบบห่อหุ้มนี จะใช้ปริมาณสารส้มมากกว่ากลไกแบบดูดติดผิว/ท าลายประจุ ซึ่งจะ เกิดขึ นได้ก็
ต่อเมื่อ  [Al3+][OH-] < Ksp มิฉะนั นจะเกิดเป็นกลไกแบบห่อหุ้มแทน)ปริมาณสารส้มที่ต้องใช้จะ
แปรผกผันกับความเข้มข้นของคอลลอยด์ในน  า เช่น น  าที่มีความขุ่นน้อยต้องใช้สารส้มมากเพ่ือสร้าง
ผลึกจ านวนมากมาเป็นเป้าสัมผัสกับคอลลอยด์ 
  2.5.2.4 กลไกสรางสะพานเชื่อมตออนุภาคคอลลอยด์ (Polymer Bridging)   
  อธิบายโดยโมเดลที่ว่า Polymer  bridging  ในขั นตอนแรก โมเลกุลของสารสาร
ช่วยสารตะกอนจะเกาะติดบนอนุภาคคอยลอยด์ อาจเนื่องมาจากประจุที่ต่างกันระหว่างสารช่วยสาร
ตะกอนและคอยลอยด์ ส าหรับอนุภาคที่มีสารช่วยสร้างตะกอนเกาะติดอยู่จะมีปลายอิสระส าหรับ
เกาะติดอนุภาคอ่ืน ถือว่าเป็นอนุภาคที่สูญเสียเสถียรภาพแล้ว (destabilization) ขั นตอนต่อมา
อนุภาคดังกล่าวจะไปรวมกับอนุภาคอ่ืนโดยมีสร้างช่วยสร้างตะกอนเป็นสะพานเชื่อม ท าให้เกิดฟล๊อค
ขนาดใหญ่และสามารถแยกตัวจากน  าได้ง่าย ดังแสดงในรูปที่ 9 ถ้าใช้สารช่วยสารตะกอนมากเกินไป
จะท าให้เกิดผลเสียเนื่องจากสารช่วยสร้างตะกอนหลายโมเลกุลจะไปเกาะอนุภาคคอยลอยด์ จนไม่มี
ที่ว่างบนอนุภาคส าหรับเป็นที่จับของปลายอิสระของสารช่วยสร้างตะกอน ซึ่งอยู่บนอนุภาคอ่ืน ซึ่ง
เรียกว่าอนุภาคที่มีเสถียรภาพกลับคืนมาใหม่ (restablized) นอกจากนี การกวนน  าแรงเกินไปก็จะท า
ให้เสถียรภาพของคอยลอยด์กลับคืนมาเช่นกัน 
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รูปที่  9 กลไกของการท าลายของคอลลอยด์แบบต่อเชื่อมด้วยพอลิเมอร์ (Faust, S.D. and Aly 
1983) 
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 2.5.3  โคแอกุแลนท์ (Coagulant) คือ สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการโคแอ็คกูเลชันโดย เมือ
เติมสารโคแอกกุแลนท์ลงไปในน  า มันจะแตกสลายไอออนบวก และลบที่มีวาเลนซ์ (valance) ไอออน
บวกสามารถท าปฏิกิริยากับ OH- ท าให้เกิดคอลลอยด์ และสารประกอบโลหะ ไฮดรอกไซด์ซึ่งมีประจุ
บวก สารไฮดรอกไซด์สามารถจับตัวกันอนุภาคคอลลอยด์ ท าให้มีแรงผลักระกว่างอนุภาคคอลลอยด์
ซึ่งเป็นการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ โดยสารโคแอกูแลนท์ ที่ใช้โดยทั่วไปมีหลายชนิด ได้แก่ 
  2.5.3.1 สารส้ม (Al2 (SO3)4) 
  โดยปกติ สารส้มให้ผลดีในการก าจัดความขุ่นเมื่อน  ามีพีเอชอยู่ในช่วง 6 -7 เหมาะ
กับน  าดิบที่ความขุ่น และความเป็นด่างในระดับสูง ซึ่งเป็นน  าที่สร้างโคแอกุเลชันได้ง่าย  
  2.5.3.2. เฟอริคคลอไรด์ (FeCl3)  
 สามารถใช้เป็นโคแอกูแลนด์แทนสารส้มได้ เหมาะกับน  าที่มีพีเอชในช่วง 5 -7 เหมาะกับน  า
ดิบที่มีความขุ่น และความเป็นด่างในระดับสูง ปฏิกิริยาระหว่างเฟอริคคลอไรด์กับน  าจะได้ผลึกเฟอ 
ริกไฮดรอกไซด์ (Fe(OH)3)  (ตรงข้ามกับสารส้ม จะให้ผลึกอลูมิเนียมไฮดรอกไซด์)นอกจากนี เฟอริค
คลอไรด์ยังเหมาะที่จะใช้กับน  าอ่อนที่มีสีเข้ม ซึ่งการใช้สารส้มจะไม่ได้ผลดี 
   2.5.3.3. สารส้ม (Al2 (SO3)4) ร่วมกับปูนขาว (Ca (OH)2)  
 ส าหรับกรณีที่น  าดิบมีความเป็นด่างต่ าเกินไป จึงจ าเป็นต้องเติมปูนขาวเพ่ือเพ่ิมความ
เป็นด่างให้กับน  า เพ่ือสะเทินความเป็นกรดที่จะเพ่ิมขึ นเมื่อใส่สารส้มลงไป หากไม่ใช้ปูน ข า ว จ ะ ใ ช้
โซดาแอช (Na2CO3) แทนก็ได ้
   2.5.3.4. เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4) ร่วมกับปูนขาว (Ca(OH)2) 
  เฟอรัสซัลเฟตสามารถใช้แทนสารส้มได้ ปฏิกิริยาระหว่างเฟอรัสซัลเฟต และปูนขาวจะ
ได้ผลึกเฟอริกไฮดรอกไซด์ (Fe(OH)3) มีเนื อแน่น  และตกตะกอนดี 
   2.5.3.5. แมกนีเซียมคาร์บอเนต (MgCO3) และปูนขาว (Ca(OH)2) 
  ปฏิกิริยาระหว่างแมกนีเซียมคาร์บอเนต และปูนขาวจะได้ผลึก Mg(OH)2 ลักษณะคล้าย
ปุย Al(OH)3 แต่มีน  าหนักมากกว่า ลดปัญหาการก าจัดกากตะกอนเลน 
 
 2.5.4 โคแอกูแลนตท์เอด (Coagulant aid) 

  เป็นสารเคมีท่ีเติมร่วมกับโคแอกกูแลนต์เพื่อช่วยให้เกิดโคแอ็คกูเลชันได้ดียิ่งขึ น ได้แก่ 
    2.5.4.1. พอลิเมอร์ เป็นสารโคแอกกูแลนต์เอดที่นิยมใช้มากท่ีสุดในปัจจุบัน แบ่งเป็น 
โพลีเมอร์แบบประจุบวก แบบประจุลบ และแบบไม่มีประจุ โดยโพลีเมอร์แบบประจุลบ และแบบไม่มี
ประจุนิยมใช้ร่วมกับสารส้มเพ่ือให้เกิดการเกาะกันระหว่างฟล็อคได้ดียิ่งขึ น โดยเติมหลังการเติม
สารส้ม โพลีเมอร์ยังช่วยลดการใช้สารส้มลงได้มาก ตะกอนสลัดจ์ที่เกิดขึ นมีปริมาณลดลง และก าจัด
น  าออกได้ง่าย 
   2.5.4.2. แอคติเวทเต็ดซิลิกา (Activated silica) นิยมใช้กับน  าดิบที่มีความขุ่นน้อย
เพ่ือให้เกิดโคแอ็คกูเลชันได้ดี แอ็คติเว้ตเต็ดซิลิกาจะเป็นเป้าสัมผัสเพ่ิมเติมให้กับน  า และช่วยลด
ปริมาณสารส้ม ฟล็อคที่เกิดขึ นมีขนาดใหญ่ ตกตะกอนได้ง่าย 
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2.6  ดินเบา 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  10 ลักษณะของดินเบา (Michen และคณะ, 2011) 

   ดินเบา (diatomaceous Earth) คือ หินตะกอนชนิดโดยมีลักษณะเป็นสสารกลุ่ม ซิลิกอน
ออกไซด์โดยเกิดมาจากการทับถมของสาหร่ายเซลล์เดียวเรียกว่า ไดอะตอม (Diatom) โครงสร้างผนัง
เซลล์ไดอะตอม มีโครงสร้างที่มีรูพรุน ท าให้มีความสามารถในการดูดซับสารพิษ หรือสี  และผนังเซลล์
ส่วนใหญ่ประกอบด้วยซิลิกา 80-90% ซึ่งเป็นซิลิกาเนื อโอปอล์ท าให้ดินเบามีความเฉื่อยในการ
เกิดปฏิกิริยาเคมีจึงมีการน าไปเป็นตัวเติมในอุตสาหกรรมสี ยาง และพลาสติก โดยดินเบามี
ส่วนประกอบทางเคมีดังนี  ซิลิกาออกไซด์ ร้อยละ 62.05-69.06 อะลูมินาออกไซด์ ร้อยละ 11.88-
15.68 เฟอริคออกไซด์ ร้อยละ  3.56-9.15 และ แคลเซียมออกไซด์ร้อยละ 0.20-0.89  
 
 2.6.1 ก าเนิดดินเบา 

     ดินเบาเกิดจากการทับถมของสาหร่ายน  าจิดในบริเวณทะเลสาบน  าจืดซึ่งโดยทั่วไปจะ
อาศัยอยู่ในช่วงระดับผิวน  าถึงความลึกไม่เกิน 35 เมตร โดยสภาวะทางเคมีของทะเลสาบซึ่งเหมาะสม
ส าหรับการเจริญของไดอะตอมควรมีสารละลายซิลิกาอยู่ในน  า 5-25 มิลลิกรัม/ลิตร สภาพความเป็น
ด่าง 1-10 มิลลิกรัมสมมูล/ลิตร มีแก็สซัลเฟอร์ไดออกไซด์พอเหมาะ มีสารอาหารต่างๆอุดมสมบูรณ์ 
เช่น ฟอตเฟต ไนเตรต  และอ่ืนๆ  และปราศจากสารที่เป็นพิษ  ส าหรับไดอะตอมที่พบเป็นชนิด 
Melosira granulate (HER.) RALFS. , Navicula spp.  และ Fragilaria spp. โดยส่วนใหญ่เป็น
ชนิด Melosira granulata ซึ่งอายุของไดอะตอมชนิดนี อยู่ในช่วงไมโอซีนถึงปัจจุบันเมื่อไดอะตอม
ตายก็จะตกลงสู่ท้องน  าทับถมกันเช่นกันตะกอนทั งหลายส่วนที่เป็นอินทรียวัตถุจะสลายตัวไปหมดที่คง
เหลืออยู่บ้างภายใต้ความร้อน และความกดดันโดยมักมี ดิน ทราย สารคาร์บอเนต และเถ้าภูเขาไฟ
แทรกเจืออยู่ด้วย ซากเหล่านี ก็จะสะสมจนมีความหนา และค่อยๆจับตัวกันแน่นเข้าจนกลายเป็นแหล่ง
ดินเบาเมื่อแหล่งสะสมนี ถูกยกตัวขึ นพ้นระดับน  ามีการช าระล้างท าลายเป็นตะกอนเกิดการทับถม
สะสมตัวขึ นใหม่กลายเป็นแหล่งแร่ที่น่าสนใจในปัจจุบัน 
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  2.6.2  สมบัติทางฟิสิกส์ดินเบา 

     ดินเบามีลักษณะเป็นฝุ่น ผงขนาดเล็ก มีหลายสีขึ นอยู่กับองค์ประกอบ ตั งแต่สีขาว 
จนถึงสีเทาและสีเหลือง จนถึงสีแดง ดินเบาเกิดมาจากเศษซากของไดอะตอมที่ตายแล้ว ท าให้มี
โครงสร้างที่แตกต่างกันออกไป โดยส่วนมากมีโครงสร้างเป็น ซิลิกอน ออกไซด์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งถ้า
เกิดมาจากใต้ทะเล ปริมาณของซิลิกาแบบผลึกจะมีความเข้มข้นมากกว่าไดอะตอมไมค์ที่พบบริเวณน  า
จืดประมาณ 2-7% โดยในไดอะตอมไมค์ที่พบในบริเวณน  าจืดมีซิลิกอนน้อยกว่า 1% ค่าความ
ถ่วงจ าเพาะของไดอะตอมไมค์ โดยมาจากการคิดค านวณจากควาหนาแน่นพบว่า มีค่าอยู่ระหว่าง 220 
– 230 กรัมต่อลิตร ถึง 670 กรัมต่อลิตร ค่าpH โดยเฉลี่ยของไดอะตอมไมค์มีค่าตั งแต่ 4.4 -9.2 ไม่มี
กลิ่น ความชื นมีค่าตั งแต่ 2-6% ไม่สามารถละลายในน  า จุดไม่ติดไฟ ในกรณีท่ีดินเบามีโครงสร้างเป็นอ
สัณฐานมักมีแร่ธาตุอ่ืน อยู่ อาทิเช่น อะลูมิเนียม แมกนีเซียม โซเดียม เหล็ก ฟอสฟอรัส ซัลเฟต 
นิกเกิล สังกะสี  และแมกกานีส (Michen และคณะ, 2011, Quarles และWinn, 1996)  
 
  2.6.3 สมบัติทางเคมีของดินเบา 

     ดินเบาบริสุทธิ์ประกอบดวย แร่โอปาลีน (opaline) หรือ ไฮโดรซิลิกา (hydro 
silica) กับสารอนินทรียอ่ืนๆ เล็กนอยเชน แร่อะลูมินัม , โลหะอัลคาไลน์ เปนตน   ดินเบาดิบอาจมี
อินทรียสาร หิน ทรายดิน หรือคารบอนเนตในปริมาณตางๆ โดยในตารางที่ 3 พบวาวาองคประกอบส
วนใหญของดินเบาคือ ซิลิกา จึงท าใหพื นที่ผิวสวนใหญของดินเบาเปนหมู silanol (ซิลานอล) ท าให
สามารถดูดซับโมเลกุลที่มีขั วได (ชัยศรี สุขสาโรจน์, 2555)    
ตารางที่  3 แสดงผลการวิเคราะห์ทางเคมีของดินเบาจากแหล่งแร่ต่างๆ 

    1. Hollywood, California  
    2. Dragowistiza near Sofia, Bulgaria  
    3. The Gurmen deposit, Blagoevgrad, Bulgaria   
    4. อ าเภอแม่ทะ จังหวัดล าปาง 
 

 
   
 
 
  
 
 
 

2.6.4ประโยชน์ของดินเบา (ชฎาภรณ์ บุญแท้, 2545) 

ส่วนประกอบ (Pettijohn, 1957) 
(Zadrozny และ
คณะ, 2013) (Atanasov, 1974) 

(ชฏาภรณ์ บญุแท,้ 
2554) 

SiO2 73.71 68.8 83.5 68.14 
Al2O3 7.25 13.7 10.56 13.75 
Fe2O3 2.63 5.3 2.04 5 
MgO 1.47 0.9 0.67 0.87 
CaO 1.72 1.1 1.18 0.42 
Na2O 1.19 1.8 2.05 1 
K2O 1 1.8 2.05  -  
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     ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมของดินเบา อาจแบ่งออกได้ดังนี  
     1. ใช้เป็นตัวกรอง (Filtering agent) ดินเบาถูกประยุกต์เพ่ือกรองสิ่งสกปรกออก
จากของเหลวจ าพวกสารเคมีเนื่องจากดินเบาค่อนข้างเฉื่อยต่อการท าปฏิกิริยา โดยถูกใช้อย่าง
แพร่หลาย เช่น ถลุงแร่โลหะ ยา เครื่องดื่ม ปิโตรเลียม น  ายาซักแห้ง  
     2. ในอดีตใช้เป็นสารเคลือบผลไม้ เพ่ือป้องกันแมลง เนืองจาก ซิลิกาเป็นพิษต่อ
ระบบทางช่องท้องของแมลง ในกรณีแมลงขนาดเล็ก 
     3. ใช้เป็นตัวเติม (Mineral fillers) ในอุตสาหกรรมต่างๆเรียงตามล าดับความส าคัญ
คือผสมท าสีทาภายในอาคาร กระดาษ ยาฆ่าแมลง พลาสติก แอสฟัลต์ ปุ๋ย ท่อต่อ หมึกพิมพ์วัตถุ
ระเบิด ไม้ขีดไฟ ทันตกรรม 
     4. ใช้เป็นตัวดูดซับ (Absorbent) ใช้ส าหรับเป็นสารเคมีท าลายเชื อโรค ท าดินระเบิด
เชื อเพลิงแข็ง ประโยชน์ที่ส าคัญอันหนึ่งก็คือ ใช้ในอุตสาหกรรมเกี่ยวกับสารท าความสะอาดพื น 
     5. ใช้เป็นวัตถุขัดสีอย่างอ่อน (Mild abrasive) ส่วนใหญ่กับเครื่องเงิน โลหะ และ
รถยนต์ที่ดีที่สุดของโลกขัดด้วยสารที่มีส่วนผสมของดินเบา 
 
  2.6.5 แหล่งแร่ 

 แหล่งดินเบาที่ส าคัญๆของโลกมีทั งชนิดที่เกิดในน  าทะเล และน  าจืดอายุต่างๆกันตั งแต่ยุค
น  าแข็งตอนกลางของยุค ควอเทอนารีย์ (Quarternary) ถึง เทอร์เชียรี (Tertiary) แหล่งสะสมใน
บริเวณที่พื นโลกตื่นตัวอยู่เสมอมักมีขนาดเล็ก พบแหล่งดินเบาที่เกิดในยุค พาลีโอจีน (Paleocene)  
และ ครีเตสเชีย (Cretaceous) บ้าง แต่แหล่งดินเบาเหล่านี มักจะมีคุณภาพค่อนข้างต่ า และไม่มี
คุณค่าทางเศรษฐกิจแหล่งดินเบาในประเทศไทยพบที่จังหวัดล าปางกระจัดกระจายอยู่ 5 แหล่งภายใน
แอ่งล าปางคือ 
 1. บ้านม่อนหินแก้ว ต าบลวังพร้าว อ าเภอเกาะคา จังหวัดล าปาง 
 2. วัดม่อนคีรีวัน ต าบลพิชัย อ าเภอเมือง จังหวัดล าปาง 
 3. บ้านห้วยน  าเค็ม ต าบลบ้านแลง อ าเภอเมือง จังหวัดล าปาง 
 4. บ้านหนองถ้อย ต าบลนาครัว อ าเภอแม่ทะ จังหวัดล าปาง 
 5. ต าบลกล้วยแพะ อ าเภอเมือง จังหวัดล าปาง 
แหล่งแร่เกิดแผ่อาณาเขตเป็นบริเวณกว้างขวาง ชั นดินเบามีความหนาประมาณ 1-10 เมตร ดิน
ผิวหน้าประกอบด้วย กรวดทราย และดินลูกรัง หนาประมาณ 4 เมตร (ธัญรัศม์ เลิศโฆษิตพงศ์, 2553 
อ้างถึงใน ดรุณี สายสุทฺธิชัย, 2542) 
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2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

 ฑิฆัมพร ระย้า (2552) ศึกษาการฟอกสีน  าเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อ และกระดาษ  โดยคัด
แยกราเน่าขาวในเขตร้อน โดยเก็บตัวอย่างราเน่าขาว 35 สายพันธุ์ โดยท าการทดสอบกิจกรรมแลค
แคสของสายพันธุ์ที่ดีที่สุดคือ Pycnoporus sanguineus CM1  จึงน าสายพันธุ์นี มาหาภาวะ
เหมาะสมในการผลิตแลคแคสโดยคัดเลือกแหล่งคาร์บอนโดยใช้ น  าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 
2   และแหล่งไนโตรเจนโดยใช้ เปปโตน 0.25 ให้ค่ากิจกรรมแลคแคสสูง 0.67±0.125 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  และ ให้ค่ากิจกรรมแลคแคสสูง 0.85±0.04 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และคอปเปอร์
ซัลเฟตที่มีความเข้มข้น 0.06 มิลลิโมลาร์ ให้ค่ากิจกรรมแลคแคสสูงสุดเท่ากับ 1.60±0.06 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  และได้ท าการให้เอนไซม์บริสุทธิ์โดยใช้กิจกรรมแคลแคสสูงถึง 3.45 เท่าโดยราเน่าขาว
ดังกล่าว น  าเสียจากอุตสาหกรรมเยื่อ และกระดาษมีค่าบีโอดีเริ่มต้นที่ 7,915 มิลลิกรัมต่อลิตร  และ
ค่าซีโอดีเริ่มต้น13,260 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถลดค่าบีโอดี และซีโอดีร้อยละ 13  และ 16 
ตามล าดับ  และเมื่อน า Pycnoporus sanguineus ตรึงรูปสามารถใช้เซลล์ตรึงรูปซ  า 2 รอบ โดย
สามารถลดค่า บีโอดี  และซีโอดีครั งที่ 1 ร้อยละ 74 44.2  และ 5 ตามล าดับ  และครั งที่ 2 สามารถ
ลดสีบีโอดีได้ร้อยละ 73  และ 33 ตามล าดับ  และได้น าแลคแคสมาตรึงรูป สามารถใช้ซ  า ได้ 6 รอบ 
โดยครั งแรกสามารถลดสีได้ร้อยละ 74  และ ครั งสุดท้ายได้ร้อยละ 13.28  
 ชามา เยี่ยงมานิต (2555) ศึกษาการบ าบัดน  าด าจากโรงงานเยื่อคราฟต์โดยโคแอ็คกูเลชัน/
ฟล๊อคกเูลชันร่วมกับราเน่าขาวค่าซีโอดีน  าด าเริ่มต้นมีค่า 140,000 มิลลิกรัมต่อลิตร สีมีค่า 554,000 
แพลทตินัมโคบอลต์ และความขุ่น 1,230 เอ็นทียู  และค่าพีเอช เท่ากับ 14 โดยพบว่าค่าความเป็น
กรด ด่างที่เหมาะสมในการบ าบัดน  าด าจากโรงงานเยื่อกระดาษคราฟต์เพ่ือแยกตะกอนลิกนินออกคือ 
ค่าความเป็นกรด – ด่าง เท่ากับ 3 โดยสามารถก าจัดค่าซีโอดี และสีเท่ากับ 95.7  และ 96.6 
ตามล าดับ  และได้น  าด าผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน โดยสารโคแอกกูแลนท์ที่เหมาะสมคือ พอ
ลิอลูมินัมคลอไรด์ ระยะเวลาในการกวนผสมที่เหมาะสมคือ 4 นาที  และเวลาในการตกตะกอนที่ 60 
นาที โดยในทุกสภาวะให้ร้อยละ 98 จากสภาวะเริ่มต้น หลังจากนั นน าน  าด าที่ผ่านกระบวนโคแอกุแล
ชันมาบ าบัดด้วยกระบวนการฟล๊อคกูแลชัน ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมคือ สารละลายไคโตแซนที่ความ
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร กวนด้วยความเร็วรอบ40 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที  และตั งทิ งไว้ 
60 นาที จากนั นน าน  าด าที่ผ่านกระบวนการบ าบัดทางชีวภาพโดยใช้ราเน่าขาวคือ Phanarochaete 
sordida แสดงร้อยละการก าจัดสูงสุดของซีโอดี และสีร้อยละ 57.9 54.3  และ 6.9ตามล าดับ  และ
ผ่านกระบวนการบ าบัดโดยใช้กระบวนการดูดซับบนถ่านกัมมันต์ให้ผลร้อยละการก าจัดซีโอดีและสีที่
ร้อยละ 99.7 99.8 ตามล าดับ 
 Prasongsuk  และคณะ (2009) ศึกษาการลดสีน  าด าจากโรงงานเยื่อกระดาษคราฟต์โดยใช้
ราเน่าขาวที่มีคุณสมบัติทนร้อน ได้ท าการคัดแยกราเน่าขาวทั ง 20 ตัวอย่าง พบว่ามี 8 ตัวอย่างที่
ส าม ารถทนร้ อน  และสามารถผลิ ต เอน ไซม์ กลุ่ ม ลิ กนิ โน ไลติ ก โดย ใช้  Phanarochaete 
chrysosporium เป็นตัวเปรียบทียบจาก 8 ตัวอย่างมี 3 สายพันธุ์ที่สามารถเจริญเติบโตได้ที่ 40 
องศาเซลเซียส Daedaleopsis sp. , Schizophyllum commune PT และ S. commune SL.  
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และน าราทั ง 3 สายพันธุ์มาทดสอบกับอาหารที่ทดสอบเอนไซม์กลุ่มแมงกานีสออกซิเดสพบว่ามีเพียง  
Daedaleopsis sp. ที่สามารถเจริญเติบโตได้  และพบว่า Daedaleopsis sp. สามารถลดสีได้ดีกว่า
สายพันธุ์มาตรฐานถึง 34 % 
 พิมพ์ชนก เต็งเจริญ (2546)  ศึกษาความเป็นไปได้ในการลดสี และลิกนินของน  าทิ งในการ
ผลิตลิกนินด้วยราที่แยกได้จากเห็ด และก่ิงไม้ผุ โดยเก็บตัวอย่างเห็ดเป็นจ านวน 20 ตัวอย่าง  และ กิ่ง
ไม้ผุ 22 ตัวอย่าง โดยน ามาทดสอบโดย โดยใช้หลักการ Poly-R clearance  และ Tannic agar โดย
พบว่า Isolate A19 ที่แยก  และรา Isolate B7  สามารถเปลี่ยนสีของ Poly-R agar clearance โดย
เมื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าราดังกล่าวอยู่ในกลุ่ม Basidiomycota โดยน าศึกษาหา
สภาวะเหมาะสมการเลี ยงเชื อราโดยใช้ ในอาหารเลี ยงเชื อ Czapex's Dox Medium โดยใช้น  าตาล
ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน  และโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งอาหารไนโตรเจน ที่ความเป็นกรดด่าง 5 
โดยใช้ซูโครสเป็นแหล่งอาหารคาร์บอนความเข้มข้นร้อยละ 0.5 และโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งอาหาร
ไนโตรเจนความเข้มข้นร้อยละ 0.1 หลังจากบ่มราเป็นเวลา 8 วัน มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดสี 
และลิกนินร้อยละ 94.55 และร้อยละ 75.81 ตามล าดับ 
 Irfan  และคณะ (2013) ศึกษาการก าจัดค่าซีโอดี (COD) ปริมาณของแข็งทั งหมด (TSS)   
และ   สี (color)  ในน  าด าโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน ฟล๊อคกูเลชัน โดยหาการค่า pH  และ 
ระยะเวลาการตะกอน  และความเข้มข้นของสารโคแอกกูแลนท์  และฟล๊อคกูแลนท์ โดยผลการศึกษา
พบว่าค่า COD ของน  าด าเริ่มต้นจากโรงงานมีค่า  28,270 มิลลิกรัมตต่อลิตร  ปริมาณของแข็งทั งหมด 
11,455 mg/l  และสี Dark brown/1640 pt-co/hazen โดยสารโคแอกกูแลนท์ที่ความเข้มข้น 0.8 
กรัมต่อลิตร อะลูมิเนียมซัลเฟต (Al2SO4)  และ เฟอริกคลอไรด์ (FeCL3) สามารถลดค่า COD ได้ 
13%  และ 16% ตามล าดับที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 3 และ PAC สามารถก าจัด COD ได้ที่ 
14% ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 4  และการก าจัด ปริมาณสารแขวนลอย และสีให้ค่าการก าจัด
สูงสุดที่สาร โคแอกกูแลนท์คือ PAC ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 3 โดยเมื่อน าสารโคแอกกูแลนท์
แต่ละชนิดมาผสมกันเพ่ือหากลุ่มของสารโคแอกกูแลนท์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัด COD TSS 
colour โดย พบว่าลักษณะของการร่วมกันมีแนวโน้มที่แตกต่างไม่ชัดเจนนัก  และกระบวนการ 
flocculation ใช้สาร PAM ( Polyacrylamide) โดยท าการเปรียบเทียบ PAM ประจุบวก  และ 
PAM ประจุลบ ต่อค่าความเป็นกรด-ด่างพบว่าที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 3 มีค่าร้อยละการก าจัด 
COD  TSS  และ สี  เท่ากับ 74 93  และ 77 ตามล าดับ   และการร่วมกับของ สารฟล๊อคกูแลชัน
ประจุบวก และประจุลบ พบว่า แอมโมเนียมคลอไรด์ และ PAC ให้ประสิทธิภาพการก าจัด COD , 
TSS  และ สีที่มีประสิทธิภาพสูงกว่า  และ  PAC and พอลิเมอร์ประจุบวกให้ค่าการลด COD ลงถึง 
81%  และของแข็งแขวนลอยถึง 95 % ในขณะที่ การผสมกันของ อะลูมิเนียมคลอไรด์ , PAC and 
PAM ประจุบวก สามารถลดสีได้ดีถึง 88%  
 Wu  และ Yu (2005) ศึกษาการย่อยสลายลิกนินในน  าเสียจากกระบวนการอุตสาหกรรม
กระดาษโดยราเน่าขาวบนฟิลม์ชีวภาพโดยได้ท าการศึกษา ราเน่าขาวทั งสิ น 4  สายพันธุ์  Pleurotus 
ostreatus , Lentinus edodes, Trametes versicolor  และ S22 โดยใช้ P. chyrosporium เป็น
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สายพันธุ์เปรียบเทียบ โดยศึกษาการเปรียบเทียบการก าจัดลิกนินในอาหารเลี ยงเชื อสูตรน  าเสียโดยรา
เน่าขาวสายพันธุ์ P. ostretus เป็นสายพันธุ์ที่มีระสิทธิภาพในการก าจัด COD   และการย่อยสลาย
ลิกนินที่สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบสายพันธุ์ชนิดอ่ืน โดยได้น ามาศึกษาสภาวะอาหารที่เหมาะสม โดย
แหล่งคาร์บอนคือกลูโคสที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร  และแหล่งไนโตรเจน ใช้แอมโมเนียมทราเทรต
ที่ความเข้มข้น 0.2 กรัมต่อลิตรต่อลิตรให้ประสิทธิภาพการจัด COD ที่สูงที่สุด  และ ราเน่าขาวสาย
พันธุ์ P. chyrosporium P. ostreatus  และ S22 ที่ค่าความเป็นกรด – ด่างในช่วง 8-11   
 Ahmad และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิภาพกระบวนการโคแอกุเลชัน/ฟล็อคกุเลชัน ของ
สารส้ม และแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ (Polyaluminium chloride, PAC) เมื่อใช้เพียงอย่างเดียว  
และเมื่อใช้ร่วมกับพอลิอะคาริไมด์ประจุบวก (cation polyacrylamide , C-PAM)  และพอลิอะคริ
ลาไมด์ประจุลบ (anionic polyacrylamide, A-PAM) ในการบ าบัดน  าด าจากโรงงานเยื่อ และ
กระดาษโดยภาวะที่เหมาะสมของสารส้มที่ความเข้มข้นความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ค่า
ความเป็นกรดด่างที่ 6 สามารถลดความขุ่นได้ร้อยละ 99.4  และลดซีโอดีได้ร้อยละ 91  และ PAC ที่
ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัม ที่ค่าความเป็นกรดด่างที่ 6 สามารถลดความขุ่นได้ร้อยละ 99.9 ลด
ปริมาณของแข็งที่ละลายน  าได้ร้อยละ 99.5  และลดค่า ซีโอดีได้ร้อยละ 91.3 เมื่อเปรียบเทียบกับ
สารส้มกับ PAC พบว่า สารส้มให้ประสิทธิภาพดีกว่า PAC ซึ่งภาวะความเป็นกรด ด่างต่ า และปริมาณ
สารโคแอกุแลนท์ต่ านั นจะเป็นการท าลายเสถียรภาพ ของอนุภาคโดยเป็นแบบกลไกการท าลายประจุ
เพ่ือให้เกิดสภาพเป็นกลางเพราะมีอนุภาคขนาดเล็ก เมื่อน าสารส้ม และ PAC มาใช้คู่กับ C-PAM  
และA-PAM พบว่า สารส้มใช้ร่วมกับ C-PAM ให้ประสิทธิภาพที่ดีที่สุดซึ่งสามารถลดความขุ่นได้ร่อย
ละ 99.7 ลดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ร้อยละ 99.5  และลดค่าซีโอดีได้ร้อยละ 95.6 
 จากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข้องพบว่า โดยงานวิจัยของ ฑิฆัมพร ระย้า (2552) และ 
Prasongsuk และคณะ (2009) พบว่าราเน่าขาวเป็นกลุ่มสิ่งมีชีวิตที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีน  า
ทิ งจากโรงงานเยื่อกระดาษ โดยกระบวนการใช้แลคแคส อีกทั งในประเทศไทยเป็นพื นที่ในเขตร้อนซึ่ง
เป็นแหล่งทีอยู่อาศัยของราเน่าขาวจ านวนมาก โดยยังไม่มีการศึกษาถึงความสามารถในศักยภาพ
ทางการบ าบัดมลพิษทางชีวภาพ ดังนั นในงานวิจัยนี จึงมุ่งเน้นที่จะคัดแยกทางราเน่าขาวเพ่ือใช้ในการ
บ าบัดทางชีวภาพ และ โดยจาการวิจัยของ ชามา เยี่ยงมานิต (2555) พบว่า Iกระบวนการโคแอ็คกูเล
ชันเป็นหนึ่งในกระบวนที่มีศักยภาพสูงในการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น โดยในงานวิจัยนี ใช้โคแอ็คกู
แลนท์ผสมโดยใช้สารประเภทพอลิเมอร์ ที่ยังไม่มีรายงานวิจัยใดรายงานมาก่อน และจากการวิจัยที่
เกี่ยวข้องพบว่าข้อจ ากัดการใช้ราเน่าขาวในการซีโอดี สี และความขุ่น อาจเกิดมาจากการหลุดรอด
ของเส้นใยราเน่าขาวออกสู่น  าเสีย แต่อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยได้แก้ไขปัญหาดังกล่าวโดยการน ารา
เน่าขาวมาตรึงบนวัสดุค  าจุนประเภทดินเบา โดยวัสดุค  าจุนดังกล่าวก็ยังไม่เคยมีรายงานวิจัยใดรายงาน
มาก่อนเช่นกัน   
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บทที ่3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 สารเคมี เครื่องมือ และวัสดุอุปกรณ์ 

                  วัตถุดิบ วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี ที่ใช้ในงานวิจัย  บริษัท/ประเทศ 

 3.1.1 วัตถุดิบ 

    1.น  าด า (Black liquor)    โรงงานเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส 
        บริษัท ดับเบิลเอจ ากัด มหาชน  
    2. ดินเบา      อ าเภอแม่ทะ จังหวัดล าปาง 

  3.1.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  
1. เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่งรุ่น BL610 Satorius/ Germany 
2. เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่งรุ่น TC-205 Denver Instrument 

   Company/ USA 
3. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง Satorius/ Germany 
4. เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น SP15 Labcon/ The Republic 

       Of South Aferica 
5. ตู้อบ (Hot air oven) Binder/ USA 
6. ตู้เขี่ยเชื อแบบ Laminar flow รุ่น BV 123 ZISSOC  
7. หม้อนึ่งความดันอบไอน  า Ta Chang Medical  

   Instrument Factory/ 
       Taiwan 

8. เครื่องปั่นเหวี่ยงสาร Hettich/ Germany 
9. ตู้บ่มเชื อแบบควบคุมอุณหภูมิได้  
10. เตาความร้อน C-MAG HS7 Model/ 

   Germany 
11. เครื่องวัดความขุ่น  2100P Portable  

   Turbidimeter/USA 
12. เครื่องจาร์เทสต์   VELP/ Italy 
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13. เครื่องปั่นผสม  Scientific  

 Industries/USA 

14. กล้องจุลทรรศน์แบบถ่ายรูปได้ Olympus/ Japan 
15. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  2800 Unico/USA  
16. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค PCR 
17. ชุดอุปกรณ์แยกขนาดดีเอ็นเอ ด้วยวิธี Gel Electrophoresis  

 
3.1.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 98% (H2SO4)  J.T. Bake/USA 
2. กรดอะซิติก, เกรเชียล (CH3COOH) Merck/ Germany 
3. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) Ajax/ Australia  
4. ไคโตแซน (chitosan, (C6H11NO4)n) MW. 500 kDa Seafresh Indistry 
    Public/ Thailand 
5. โคบอลท์คลอไรด์ (CoCl2.6H20)    Ajax/ Australia 
6. ชาร์โครล ไฮเดรต (Chloral hydrate) Ajax/ Australia 
7. ซูโครส (sucrose) Ajax/ Australia 
8. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) Ajax/ Australia 
9. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) Carlo Erba  
    Reagent/ Italy 
10. เฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Fe(NH4)2(SO4)2) Ajax/ Australia 
11. ทวีน (tween 80) Fluka/ Switzerland 
12. น  าตาลกลูโคส (glucose, C6H12O6) Sigma-Aldrich/ 
    Australia 
13. เปปโตน (peptone) Himedia/ India                    
14. ผงมอล์ตสกัด (Malt Extract)  Difgo/USA 
15. สารอาหาร potato dextrose broth Himedia  
    Laboratories/ India  
16. เฟอรัสซัลเฟต เฮปตาไฮเดรต (FeSO4.7H20) carlo Erba  
    Reagent/ Italy 
17. โพแทสเซียมเฮกซะคลอโรแพลติเนต (K2PtCl6) Sigma-Aldrich/ 
    USA 
18. 1,10 ฟีแนนโทรลีน (C12H6N2.H20) Flisher   
    Scientific/USA 
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19. แคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์(Polyacrlamide ,PAM)  Ajax/ Australia 
20. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) carlo Erba  
    Reagent/ Italy 
21. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) Ajax/ Australia 
22. โพแทสเซียมไอโอไดด์ (Potassium iodide)  Ajax/ Australia 
23. วุ้น   Sigma/ USA 
24. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (MgSO4.7H20)   carlo Erba  
    Reagent/ Italy 
 
25.  ยีสต์สกัด (yeast extract) Himedia/ India 
26.  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 Sigma/ USA 
27. ยูเรีย (Urea) Sigma/ USA 
28.  ไอโอดีน (I2) Ajax/ Australia 
29.  (2,2’-azinobis (3’-ethylbenz thiazoline-6-sulfonate) 
 (ABTS)  Sigma/Aldrich 
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3.2 วิธีด าเนินงานวิจัย 

 3.2.1 การเก็บตัวอย่างและ การแยกเส้นใยให้บริสุทธิ์ และการจัดจ าแนกเห็ดกลุ่มราเน่า
ขาวจากจังหวัดต่างๆในประเทศไทย 

 
  3.2.1.1 การเก็บตัวอย่างเห็ด 

     ท าการเก็บตัวอย่างราเน่าขาวจากพื นที่ต่างๆในประเทศไทย เก็บตัวอย่างในช่วง
ปี 2557 โดยเก็บตัวอย่างดอกเห็ดที่ขั นตามสภาพธรรมชาติโดยเลือกตัวอย่างเห็ดที่สมบูรณ์ คือ เนื อ
ดอกเห็ดมีความสด และไม่มีรอยกัดแทะของแมลง จดบันทึกรายละเอียดแหล่งที่พบ ถ่ายรูปเพ่ือ
บันทึกลักษณะของดอกเห็ด ตัวอย่างที่เก็บได้ใส่ถุงกระดาษ เพ่ือรักษาความชื นของดอกเห็ด เพ่ือที่จะ
น ามาท าการคัดแยกเส้นใยต่อไป 
 
  3.2.1.2 การแยกเส้นใยเห็ดให้บริสุทธิ์ 

     น าตัวอย่างราเน่าขาวทีเก็บได้จากสภาพธรรมชาติมาท าการฆ่าเชื อด้วยการเช็ด
ผิวด้วยเอทานอลความเข้นข้นร้อยละ 70 ใช้ใบมีดตัดชิ นเนื อด้านในดอกเห็ดให้เป็นชิ นเล็กๆ ขนาด 1-
2 มิลลิ เมตร น ามาวางบนจานเลี ยงเชื อที่ มีอาหารสูตร Potato dextrose agar (PDA) บ่มที่
อุณหภูมิห้องประมาณ 2-3 วันจะสังเกตเห็นเส้นใยของราเน่าขาวเจริญมาจากชิ นเนื อเยื่อ ตัดเส้นใย
บริสุทธิ์ทีได้มาท าการเลี ยงบนอาหารสูตร PDA อีกครั งเพ่ือให้แน่ใจว่าเส้นใยเห็ดจริง และหลังจากนั น
จึงถ่ายลงอาหารแข็งเอียงเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง หรือที่ 4 องศาเซลเซียส ท าการเก็บเส้นใยเห็ดในน  า
กลั่นเพื่อน าไปใช้ในครั งต่อไป 
 
 3.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์แลคแคสในอาหารแข็ง และอาหาร
เหลว และความสามารถในการทนร้อน 

  3.2.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตแลคแคสบนอาหารแข็ง 

     น าเส้นใยเชื อราที่แยกให้บริสุทธิ์แล้วมาเลี ยงบนอาหารสูตร PDA เป็นเวลา 7 
วัน และหลังจากนั นจะท าการเจาะชิ นวุ้นที่มีเส้นใยเห็ดเจริญเติบโตอยู่บริเวณตรงปลายเส้นใยด้วย 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร น าชิ นวุ้นที่เจาะมา  1 ชิ นวางบนอาหารสูตร 
Lignin Modifying Basal agar ที่ผสมกับ 2,2’-azinobis(3’-ethylbenz thiazoline -6-sulfonate) 
(ABTS) ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตรน าไปทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์แลคแคส
โดยท าการเลี ยงเชื อราที่อุณหภูมิห้องและติดตามผลได้โดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงสี
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เขียว และเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย เพ่ือน าไปค านวณหาอัตราส่วนในการคัดเลือกราเน่าขาว ท า
การติดตามผลโดยการวัดผลเป็นเวลา 8 วัน ถ้าเชื อรามีความสามารถจะเกิดวงสีเขียวขนอาหารรอบ
เส้นใย  
 
  3.2.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง 

    น าเส้นใยเชื อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์แลคแคสในอาหารแข็งจากข้อ 
3.3.2.1 น ามาเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อ PDA ที่อุณหภูมิที่แตกต่างกัน ดังนี  30 35  40 และ 45 องศา
เซลเซียส โดยวัดเส้นใยโคโลนี โดยท าการทดลองทั งหมด 3 ซ  า  
 
  3.2.2.3 การตรวจสอบความสามารถการผลิตแลคแคสในอาหารเหลว 

    น าเชื อราที่สามารถเจริญเติบโตได้ในอุณหภูมิสูง ที่ได้จากข้อ 3.2.2.2 มาผลิตแลค
แคสในอาหารเหลว โดยเลี ยงเชื อราบนอาหารสูตร PDA เป็นเวลา 7 วัน เมื่อเส้นใยเจริญแล้ว ใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบนชิ นวุ้นที่มีเส้นใยเกาะอยู่ตรงปลายเส้นใย 5 
ชิ น ถ่ายเส้นใยเชื อราลงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร production  และท า
การติดตามผลทุกๆ 2 วันเป็นเวลา 12 วันท าการเก็บตัวอย่างโดยอาหารสูตร production กรองโดย
ใช้กระดาษกรอง Whatman No.1 เพ่ือแยกเส้นใยเปียก และอาหารเหลว แล้วน าส่วนใสมาวัดค่า
กิจกรรมของแลคแคส ท าการวัดค่ากิจกรรมของแลคแคสตามวิธีการ Wolfenden, B.S.,Wilson,R.L. 
(1982) ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นที่ 420 นาโนเมตร 
แล้วน าผลของอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่  initital rate ไปค านวณค่าหน่วยของเอนไซม์ (unit of 
enzyme)  
 
 3.2.3 การจัดจ าแนกเห็ด 

  3.2.3.1 การจัดจ าแนกเห็ดโดยวิธีการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

    ก. ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
    จัดจ าแนกสายพันธุ์เห็ดโดยท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยานอกจากดอกเห็ด
คือ  ดูจากลักษณะของดอกเห็ด ลักษณะของรูใต้ดอกเห็ด ขนาดของดอกรูใต้ดอกเห็ด ดูจากสัณฐาน
วิทยาภายในโดยดูจากลักษณะของสปอร์ การติดสีของดอกเห็ดเมื่อย้อมด้วย KOH’s Regent  
ขนาดเบซิดิโอสปอร์ และการระบุสายพันธุ์ราเน่าขาวโดยการจัดจ าแนกโดยวิธี ท าสไลด์จากชิ นส่วน
ต่างๆของดอกเห็ด เพ่ือศึกษา การติดสีของ เบซิดิโอสปอร์ เมื่อย้อมด้วย Melzer's reagent เพ่ือ
ทดสอบลักษณะจ าเพาะของสปอร์ ลักษณะของเส้นใย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยน ามาตรวจสอบ
เพ่ือหาชื่อวิทยาศาสตร์จากหนังสือที่ใช้ประกอบในกาตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร์ได้แก่ NORTH 
AMERICAN POLYPORE ของ Gilberston และ Ryvarden ปี  1986 และ The Identification 
fungi ของ Frank M.Dugan ปี 2012    
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  3.2.3.2  การจัดจ าแนกโดยอาศัยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

    ก. การสกัดดีเอ็นเอ 
     เลี ยงเส้นใยเห็ดในอาหารสูตร PDA เป็นเวลา 7 วันหลังจากนั นใช้ cork borer 
ขนาด 0.5 เซนติเมตร เจาะลงที่ชิ นวุ้นจรงบริเวณปลายที่มีเส้นใยเกาะอยู่จ านวน 10 ชิ น ถ่ายเส้นใย
เห็ดลงสู่อาหารสูตร Potqto dextrose broth (PDB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ท าการเลี ยงเชื อราเป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั นท าการกรองเส้นใยและส่วนใสออกจากกันด้วย
กระดาษกรอง whatnam NO.1 น าเส้นใยที่ได้มาสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี Cetyltrimrthylammonium 
bromide (CTAB) (Zhou, et al.,1999) เริ่มจากน าเส้นใยมาบดให้ละเอียดโดยใช้ โกร่ง เติม
สารละลาย washing buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรถ่ายลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวจ์ ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที เทของเหลวส่วนบนทิ งให้
เหลือแต่ตะกอน เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปริมาตร 700 ไมโครลิตรบ่ม
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์แตกเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม – ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
ในอัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร เพ่ือก าจัด
โปรตีน ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 8 นาที ถ่ายส่วนใสที่อยู่ชั นบนใส่ลงใน
หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ใหม่ แล้วเติมสารละลายไอโซโพรพานอล ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แช่ใน
น  าแข็งเป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนของดีเอ็นเอ เทส่วนใสทิ งตากตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เติมน  ากลั่นปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และ RNase ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 1 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน 
บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เท
ส่วนใสทิ งให้เหลือตกตะกอน ดีเอ็นเอ เติมเอทานอลเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือล้างตะกอนดีเอ็นเอดูดสารละลายออก 
ทิ งตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพ่ือละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอเก็บตัวอย่างดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาศึกษาในครั งต่อไป 
    ข. ตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ ก . ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลคโทรโฟเรซิสโดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 0.8 % ที่ละลายในบัพเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 
เท่า เทลงในแม่พิมพ์ที่มีหวีเสียบ ทิ งให้อะกาโรสเจลแข็งตัว จากนั นวางชิ นอะกาโรสที่ได้ลงในแชม
เบอร์ เทบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่าลงในแชมเบอร์ให้ท่วมอะกาโรสเจล ผสมดีเอ็นเอที่สกัดได้
แต่ละกลุ่มตัวอย่าง ปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับสีย้อมติดตามปริมาณ 1 ไมโครลิตรหยอดลงในช่องวิ่ง 
จากนั นท าอิเลคโทรโฟเรซิส ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที จากนั นย้อมอะกาโรสเจล
ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรเป็นเวลา 15 นาที น าอะกาโรสเจลไป
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 
    ค. การเพ่ิมปริมาณของ ribosomal DNA (rDNA) บริเวณต าแหน่ง ITS ( Internal 
Transcribed Spacer) ด้วยเทคนิค Polymerase chain Reaction (PCR) ท าการเพิ่มปริมาณ rDNA 
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ต ร ง ต า แ ห น่ ง ข อ ง  ITS โ ด ย ใช้ ไพ ร เม อ ร์  ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCCG)  แ ล ะ ITS4 
(TCCTCCGCTTATTGATATCG) โดยการเติมปริมาณสารส าหรับการท าPCR ตามท่ีแสดงในตารางที่ 4  
ตารางที่  4 ปริมาณของสารแต่ละชนิดที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR 

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร( ไมโครลิตร) 
10XPCR buffer without 

MgCL2 
1X 1.0 

2 mM dNTP mixed 0.2 mM 1.0 
Tag DNA polymerase 0.5 units/10 ul 0.1 

25 mM MgCl2 2.5 mM 1.0 
20 uM Primer I (ITS 1) 1.5 ul 0.5 
20 uM Primer I (ITS 4) 1.5 ul 0.5 

DNA template - 1.0 
Sterilized distilled water - 4.9 

Total volume  10 
 
 เมื่อได้ส่วนผสมทั งหมดที่มีปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยา PCR เพ่ิอเพ่ิมจ านวน
ชิ นส่วน ดีเอ็นเอ ที่ต าแหน่ง ITS ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเออัตโนมัติ (Authorized DNA 
thermal cycle) โดยใช้สภาวะที่ก าหนดในตารางที่ 5 
ตารางที่  5 ปฏิกิริยาที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการท าปฏิกิริยาด้วยเทคนิค PCR 

ปฏิกิริยา อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา(นาที) 
Initial denaturation 

Amplification 
95 5 

Denaturation 95 1.5 
Annealing 55 2 
Extension 72 2 

Final Extension 72 10 
Hold 4 - 
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โดยได้ก าหนด ภาวะดังตารางที่ 5 ในการท าปฏิกิริยา PCR จ านวนรวมทั งหมด 35 รอบหลังจากนั น
ท าการตรวจสอบผลการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอิเลคโทรโฟเรซีส (Electrophoresis) โดยการแยก
ชิ นส่วนดีเอ็นเอบน อะกาโรสที่ความเข้มข้นร้อยละ 1  ใน 0.5 TBE buffer เติมเอธีดียมโปรไมด์ 1 
ไมโครลิตร  ต่ออะกาโรสเจล 30 มิลลิลิตร ใช้กระแสความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที และ
ใช้ชิ นส่วนดีเอ็นเอ มาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดชิ นส่วนดีเอ็นเอ ที่
เกิดขึ นภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 312 นาโมเมตร และส่งชิ นส่วนดีเอ็นเอไปวิเคราะห์
ที่บริษัท Marcrogen จ ากัดที่ประเทศ ญี่ปุ่น 
 
    ง. การวิเคราะห์ล าดับเบส 
     น าชิ นส่วนที่ประมวลรหัสของ ITS ของเส้นใยเห็ดส่งไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง
ตรวจสอบล าดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) จากนั นน าล าดับเบสทีได้เปรียบเทียบกับรายงานใน
ฐานข้อมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนล าดับเบส ITS ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool 
(BLASTn) 
 
 จ. การจัดท าตัวอย่างแห้ง และ culture บริสุทธิ์เก็บในพิพิธภัณฑ์พืช 
 ท าการจัดเก็บตัวอย่างแห้ง โดยน าดอกเห็ดที่ได้จากการเก็บตัวอย่างและผ่านจัดจ าแนกชนิด
แล้ว มาอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซ๊ยล เป็นเวลา 2 วัน หรือจนกว่าดอกเห็ดแห้ง จัดเก็บตัวอย่าง
แห้งใส่ถุงหรือกล่องพลาสติก ที่มีลูกเหม็น 1 -2 เม็ด เพ่ือป้องกันการท าลายจากแมลงบันทึก 
specimen หลังจากนั นท าการเก็บตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์พืช  
 
3.2.4 การตรวจวิเคราะห์คุณสมบัติน  าด า 

  น  าด าที่น ามาศึกษาขอความอนุเคราะห์เมื่อเดือน พฤษภาคม 2558 ได้รับจากโรงงานเยื่อ
กระดาษยูคาลิปตัสโดยกระบวนการแบบคราฟต์ มาจากโรงต้มเยื่อที่ 2 ซึ่งเป็นการต้มเยื่อแบบ 
continuous คือเป็นการต้มโดยใช้หม้อต้มแบบต่อเนื่องจ านวน 1 ใบ น  าด าจะถูกแบ่งออกเป็น 2 ส่วน 
ส่วนแรกจะถูกน าไปวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรด – ด่างเริ่มต้น ค่าซีโอดีเริ่มต้น (COD) ด้วยวิธี close 
reflux ด้วยวิธีมาตรฐาน (AOAC Official Method 2000) และค่าสีเริ่มต้น (Platinium coblalt 
standard) (APHA AWWA and WEF, 1998) ที่ค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร และค่าความขุ่น (turbidity) โดยเครื่อง Turbidity meter ส่วนที่
เหลือจะถูกเก็บไว้ในตู้ เย็นที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือป้องกันไม้ให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
คุณลักษณะต่างๆของน  าด าเมื่อต้องการน าน  าด ามาใช้ในงานวิจัย จึงน าน  าด ามาปรับอุณหภูมิไว้ที่
อุณหภูมิห้อง และท าการกวนผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน จึงจะน าไปใช้ในการทดลองซึ่งแบ่งออกเป็น 2 
ส่วน คือ การปรับสภาพน  าด าโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน  และ การปรับสภาพน  าด า และ การ
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ปรับสภาพน  าด าที่ผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเลชันโดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา โดยมีรายละเอียด
ดังนี  
 
3.2.5 การปรับสภาพน  าด าโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน 

  ตัวแปรที่ใช้ในการศึกษาในครั งนี ประกอบด้วย ค่าความเป็นกรด–ด่าง ชนิดและความเข้มข้น
ของโคแอกูแลนท์  อัตราส่วนโดยน  าหนักระหว่างไคโตแซนกับแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ ความเร็ว
ในการกวนผสม เวลาในการกวนผสม และ เวลาในการตกตะกอน 
 
  3.2.5.1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

    น าน  าด าปริมาตร 400 มิลลิลิตร หยดกรดซัลฟิวริกเข้มข้นเพ่ือปรับสภาพน  าด าเป็น 
3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ตามล าดับ ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
จึงน าส่วนใสมาวิเคราะห์ร้อยละการวัด ซีโอดี สี และความขุ่น หลังจากนั นจึงท าการเลือกค่าความเป็น
กรด-ด่างที่ให้ร้อยละการก าจัดสูงสุดของ ซีโอดี สี และความขุ่นสูงสุด เพ่ือศึกษาในขั นตอนต่อไป 
 
  3.2.5.2 ชนิดและความเข้มข้นของสารโคแอกุแลนท์ 

    สารโคแอกุแลนท์ที่ใช้ในงานวิจัยนี จะเลือกใช้ 2 ชนิดคือ ไคโตซานและแคตไอออน
พอลิอะลูมินัมคลอไรด์ (Cation - polyacrylamide ; PAM) โดยน  าด าที่ผ่านการปรับสภาพค่าความ
เป็นกรดด่างตามภาวะของขั นตอนที่ 3.2.5.1 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และท าการเติมสารละลายไคโต
ซานในกรดอะซิติกท่ีระดับความเข้มข้น ร้อยละ 1 น  าหนักต่อปริมาตร ปริมาณ 0.01 0.02 0.03 0.04 
0.05  0.06 0.07 0.08 และ 0.09 กรัม ตามล าดับ แล้วท าการกวนด้วยความเร็วรอบ 140 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 2 นาที หลังจากนั นตั งทิ งไว้เป็นเวลา 60 นาที เพื่อให้เกิดการแยกชั นระหว่างน  าด าและ
ตะกอนอย่างสมบูรณ์ สุ่มตัวอย่างน  าด าปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ร้อยละการก าจัด ซีโอ
ดี สี และความขุ่น กรณีเมื่อใช้สารแคตไออนพอลิอะคริลาไมด์เป็นสารโคแอกุแลนท์จะท าตามขั นตอน
ดังกล่าวข้างต้น หลังจากนั นท าการเลือกสารโคแอกูแลนท์ให้ค่าร้อยละการก าจัดสูงจึงน าไป
ท าการศึกษาในขั นตอนต่อไป 
 
  3.2.5.3 อัตราส่วนโดย น  าหนักระหว่างไคโตแซนกับแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ 

    น าน  าด าที่ผ่านการปรับสภาพค่าความเป็นกรด ด่างตามภาวะจากขั นตอนที่ 3.2.5.1 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และเติมสารโคแอกุแลนท์ที่ผสมระหว่างไคโตแซนกับแคตไอออนพอลิอะคริลา
ไมด์ที่ อัตราส่วนน  าหนัก 100:1(0.035:0.00035), 20:1(0.035:0.00175),  1:0.1(0.035:0.0035),  ,  
5:1(0.035:0.007),  3:1(0.035:0.0105),  และ 2:1(0.035:0.00175)  ตามล าดับ โดยก าหนดให้
ปริมาตรของสารโคแอกุแลนท์ที่ให้ร้อยละการก าจัดสูงกว่ามีค่าคงที่ตามที่ได้จากชั นตอน 3.2.5.2 แล้ว
ท าการกวนด้วยความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที หลังจากนั นตั งทิ งไว้เป็นเวลา 60 
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นาที เพ่ือให้เกิดการแยกชั นระหว่างน  าด าและตะกอนอย่างสมบูรณ์ สุ่มตัวอย่างน  าด าปริมาตร 5 
มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ร้อยละการก าจัด ซีโอดี สี และความขุ่น หลังจากนั น โดยเลือกอัตราส่วน
น  าหนักต่อปริมาตร ระหว่างไคโตซานแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ที่ให้ค่าการขจัดร้อยละซีโอดี สี 
และความขุ่นสูงสุดไปท าการศึกษาในขั นตอนต่อไป 
 
  3.2.5.4 ความเร็วในการกวนผสม 

    น าน  าด าที่ผ่านการปรับสภาพจากขั นตอนที่ 3.2.5.1  ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท า
การเติมสารโคแอกูแลนท์ผสมที่สัดส่วนและปริมาตรตามที่พาได้จากขั นตอนที่ 3.2.5.3 แล้วท าการ
กวนที่ความเร็วรอบระดับต่างๆ คือ 30 60 90 120 140 และ 160 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 2 
นาที และตั งทิ งไว้เป็นระยะเวลา 60 นาที เพ่ือให้เกิดการแยกชั นระหว่างน  าด าและตะกอนอย่าง
สมบูรณ์ สุ่มตัวอย่างน  าด าปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ร้อยละการก าจัด ซีโอดี สี และ
ความขุ่น น าน  าด าที่แยกชั นไปวิเคราะห์ซีโอดี สี และความขุ่น 
 
  3.2.5.5 เวลาในการกวนผสม 

    น าน  าด าที่ผ่านการปรับสภาพค่าความเป็นกรด ด่างจากขั นตอนที่ 3.2.5.1 ปริมาตร 
200 มิลลิลิตรท าการเติมสารโคแอกูแลนท์ผสมที่ได้จากขั นตอนที่ 3.2.5.3 แล้วกวนที่ความเร็วรอบซึ่ง
ได้จากขั นตอนที่  โดยใช้เวลาในการกวน 2 4 8 12 16 และ 20 นาที หลังจากนั นตั งทิ งไว้เป็นเวลา 60 
นาที เพ่ือให้เกิดการแยกชั นระหว่างน  าด าและตะกอนอย่างสมบูรณ์ สุ่มตัวอย่างน  าด าปริมาตร 5 
มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ร้อยละการก าจัด ซีโอดี สี และความขุ่น น าน  าด าที่แยกชั นไปวิเคราะห์ซี
โอดี สี และความขุ่น หลังจากนั นท าการเลือกเวลาในการกวนผสมที่ให้ร้อยละการขจัด ซีโอดี สี และ
ความขุน่ สูงสุดไปศึกษาในขั นตอนต่อไป 
 
  3.2.5.6 เวลาในการตกตะกอน 

    น าน  าด าที่ผ่านการปรับสภาพค่าความเป็นกรด – ด่างจากขั นตอนที่  3.2.5.1 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท าการเติมสารโคแอกกูแลนท์ผสมที่ได้จากขั นตอน 3.2.5.3 แล้วกวนที่
ความเร็วรอบซึ่งหาได้จากขั นตอน 3.2.5.4 โดยใช้เวลาในการผสมตามที่หาได้จากขั นตอนที่ 3.2.5.5 
หลังจากนั นทิ งไว้นาน 20 40 60 80 100 และ 120 นาที เพ่ือให้เกิดการแยกชั นระหว่างน  าด าและ
ตะกอนอย่างสมบูรณ์ สุ่มตัวอย่างน  าด าปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปวิเคราะห์ร้อยละการก าจัด ซีโอ
ดี สี และความขุ่น น าน  าด าที่แยกชั นไปวิเคราะห์ซีโอดี สี และความขุ่น หลังจากนั นท าการเลือกเวลา
ในการกวนผสมที่ให้ร้อยละการขจัด ซีโอดี สี และความขุ่น หลังจากนั นท าการเลือกเวลาในการ
ตกตะกอนในการขจัดซีโอดี สี และความขุ่น สูงสุดเพ่ือศึกษาในขั นตอนต่อไป 
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3.2.6 การปรับสภาพน  าด าที่ผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเลชันโดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 

  3.2.6.1 การตรึงราเน่าขาว 

    ท าการเลี ยงราที่คัดแยกในหัวข้อ 3.2.3 และถูกระบุสายพันธุ์แล้ว น ามาเลี ยงใน
อาหารสูตร Potato dextrose agar (PDA) บ่มเชื อที่อุณหภูมิห้อง (30±2) เป็นเวลา 3 วัน หลังจาก
นั นคอรก์เส้นใยปบริเวณปลายโคโลนีจ านวน 5 คอร์ก ลงในอาหารเลี ยงเชื อ Potato dextrose broth 
(PDB) เลี ยงเป็นเวลา 2-3 วัน จึงน าเส้นใยในอาหารเหลวมาปั่นด้วยเครื่องปั่นผสม (Homogenizer) 
และดูดขึ นมา  1,000 ไมโครลิตรใส่ในอาหารเลี ยงเชื อ PDB ใหม่ และชั่งดินเบาปริมาณ 1กรัม ลงใน
อาหารเลี ยงเชื อ PDB  เช่นเดียวกัน และเลี ยงเป็นระยะ 2-3 วันที่อุณหภูมิห้อง เพ่ือให้เส้นใยราเน่า
ขาวเจริญและใช้ดินเบาเป็นวัสดุค  าจุนในการเจริญเติบโต และกรองเส้นใยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา
ด้วยวิธีปลอดเชื อ เพ่ือน าเซลล์ตรึงราเน่าขาวไปใช้ในกระบวนการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นในการ
ทดลองต่อไป 
  3.2.6.2  ศึกษาภาวะเหมาะสมในการปรับสภาพน  าด าที่ผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเล
ชันโดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 

 

    ก. ศึกษาระดับ pH เริ่มต้นของน  าด าที่ผ่านการบ าบัดโดยกระบวนการโคแอ็คกูเล
ชันที่เหมาะสม 

     ท าการเลี ยงราเน่าขาวจากหัวข้อ 3.2.6.1  ชั่งเส้นใยเปียกชั่ง 5 กรัมเปียกถ่ายลง
ในน  าเสียที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน โดยออกแบบชุดการทดองเป็น 
3 ชุดการทดลอง ดังนี  
      ชุดการทดลองที่ 1 เติมน  าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 เป็นแหล่ง
คาร์บอน และ แอมโมนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.12 เลี ยงในขวดรูปชมพู่ ขนาด 
50 มิลลิลิตรที่มีน  าเสียสูตร wastewater medium บรรจุอยู่ 20 มิลลิลิตร ที่ระดับ pH เริ่มต้นของ
อาหารต่างๆเช่น 3 4 5 6 และ 7 ท าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เลี ยงเป็นเวลา 7 วัน และหลังจาก
นั นน าน  าด าที่เก็บมาท าการวิเคราะห์ค่าซีโอดี สี ความขุ่น และตรวจวัดกิจกรรมเอนไซม์แลคแคส ใน
หน่วยยูนิตต่อมิลลิลิตร 
      ชุดการทดลองที่ 2 ไม่เติมแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยเลี ยงใน 
ฟสาลก์ขนาด 50 มิลลิลิตรที่มีน  าด าที่ผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเลชันบรรจุอยู่ 20 มิลลิลิตร ที่ระดับ 
pH เริ่มต้นของอาหารต่างๆเช่น 3 4 5 6 และ 7 ท าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง เลี ยงเป็นเวลา 7 
วัน และหลังจากนั นน าน  าด าที่เก็บมาท าการวิเคราะห์ค่าซีโอดี สี ความขุ่น และตรวจวัดกิจกรรม
เอนไซม์แลคแคส ในหน่วยยูนิตต่อมิลลิลิตร  
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    ข. ศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนทีเหมาะสม 
     ท าการเลี ยงราเน่าขาวจากหัวข้อ 3.2.6.1  ชั่งเส้นใยเปียกชั่ง 5 กรัมเปียกถ่ายลง
ในน  าเสียที่ผ่านกระบวนการปรับสภาพโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน โดย คัดเลือกแหล่งคาร์บอน 3 
ชนิด เช่น กลูโคส ซูโครส ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 1.0 (น  าหนัก/ปริมาตร) และแหล่งไนโตรเจน 2 
ชนิด เช่น แอมโมเนียซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด์ เปปโตน และยูเรีย ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 
0.12  (น  าหนัก/ปริมาตร) โดยปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจากข้อ ก. เก็บตัวอย่าง วัดค่าซีโอดี สี  ความ
ขุ่น และ ตรวจวัดกิจกรรมเอนไซม์แลคแคส ในหน่วยยูนิตต่อมิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 7 วัน โดยท า
การวัดทุก 24 ชั่วโมง ออกแบบการทดลองแบบ Factorial Design (FD) ท าการทดลอง 3 ซ  า   
วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
variance: ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
  
     ค. ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 
     คัดเลือกอาหารสูตรน  าด าที่เติมแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ที่สามารถ
ก าจัดค่า ซีโอดี สี และความขุ่นได้มากที่สุด (น าข้อมูลเดิมจากข้อ ข.) มาหาความเข้มข้นที่เหมาะสม 
ในการลดซีโอดี สี และความขุ่น โดยวางแผนการทดลองด้วยวิธีพื นผิวแบบตอบสนอง ( response 
surface methodology) แบบ central composite design (CCD) ที่ศึกษา  2 ปัจจัยได้แก่ความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 3 ระดับ ที่
ร้อยละ 1.0 3.0 5.0  (น  าหนัก/ปริมาตร) และศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 3 ระดับ ที่ร้อย
ละ 0.06  0.12 0.18 (น  าหนัก/ปริมาตร) เก็บตัวอย่าง วัดค่าซีโอดี สี ความขุ่น และตรวจวัดกิจกรรม
เอนไซม์แลคแคส ในหน่วยยูนิตต่อมิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 7 วัน โดยท าการวัดทุก 24 ชั่วโมง 
วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
variance: ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
      ง. ศึกษาประสิทธิภาพการลดซีโอดี สี และความขุ่น ในรูปแบบ Cell Cycle 
     ท าการเลี ยงราเน่าขาวในขั นตอนที่ 3.2.6.1 ถ่ายลงน  าที่ผ่านการก าจัดซีโอดี สี 
ความขุ่น จากขั นตอนที่ 3.3.5 ที่ให้ร้อยละการก าจัดได้สูงที่สุด  เลี ยงในภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 5 วัน เก็บตัวอย่างน  าด ามาท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วน าไปวิเคราะห์ค่า ซีโอดี สี และความขุ่นกรองราเน่าขาวออกจากน  าด าด้วย
กระดาษกรองเบอร์1และล้างเพ่ือน ากลับไปใช้ซ  าโดยล้างเซลล์ตรึงรูปด้วยน  ากลั่นในสภาวะปลอดเชื อ
เพ่ือท าความสะอาดเซลล์เรียกขั นตอนทั งหมด 1 Cell Cycle  โดยท าการทดลองจนมีประสิทธิภาพ
การก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น ลดลงเหลือ ร้อยละ 50 ของประสิทธิภาพเริ่มต้น 
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3.2.7 การวิเคราะห์ข้อมูล การลดลงของซีโอดี สี และความขุ่นในน ้าด้าจากอุตสาหกรรมเยื่อและ
กระดาษ 
 
  การวัดค่าซีโอดีของน  าด าในการทดลองนี จะวิเคราะห์ด้วยวิธีการรีฟลักซ์แบบปิด (Close 
reflux) โดยค านวณการลดลงของซีโอดีจากสูตรดังแสดงในสมการ 3.1  
 
 
 
 
 
  การวัดสีของน  าด าในการทดลองจะใช้เครื่อง spectrophotometer ในการหาความสัมพันธ์
ระหว่างค่าการดูดกลืนกับค่าหน่วยสีของสารละลายสีมาตรฐานซึ่งจะใช้เป็น calibration curve ใน
การหาหน่วยสีของน  าด าที่ต้องการวัด ซึ่งการเตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มสี 0-500 หน่วย 
โดยวัดคา่การดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร และน าไปค านวณการลดลงของสีจากสูตรดังแสดงใน
สมการ 3.2 
 
 
 
 

  การวัดความขุ่นของน  าด าในการทดลองนี จะใช้เครื่อง turbidity meter วิธี 

nephelometric method เป็นการวัดความขุ่นของน  าโดยเปรยีบเทียบความเข้มของแสงท่ีกระจดักระจายของ

ตัวอย่างน  ากับสารมาตรฐานภายใต้ภาวะต่างๆ ท่ีเหมือนกัน หน่วยของการวัดความขุ่นคือ nephelometric 
turbidity unit หรือ NTU ค านวณการลดลองของค่าความขุ่นจากสูตรดังแสดงในสมการ 3.3 

 

 

 

 

 

 

 

ร้อยละการลดลงของซีโอดี = (
ซีโอดีเริ่มต้น−ซีโอดีหลังบ าบัด

ซีโอดีเริ่มต้น
) ×100 (3.1) 

ร้อยละการลดลงของสี =  (
สีเริ่มต้น−สีหลังบ าบัด

สีเริ่มต้น
) ×100 (3.2) 

ร้อยละการลดลงของความขุ่น = (
ความขุ่นเริ่มต้น−ความขุ่นหลังบ าบัด

ความขุ่นเริ่มต้น
) ×100 (3.3) 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

4.1 การเก็บตัวอย่างราเน่าขาวในประเทศไทย และการแยกเส้นใยให้บริสุทธิ์  

 4.1.1 การเก็บตัวอย่างราเน่าขาวในประเทศไทยและการแยกเส้นใยให้บริสุทธิ์ 
  จากการทดลองเก็บตัวอย่างเห็ดในกลุ่มราเน่าขาวตั งแต่เดือน กุมภาพันธ์–ตุลาคม พ.ศ. 2556 
โดยเก็บตัวอย่างทั งสิ น 12 จังหวัด พบว่าตัวอย่างที่เก็บทั งหมด 42 ตัวอย่าง สามารถแยกตัวอย่างได้
ทั งหมด 19 ไอโซเลต เมื่อท าการแยกเส้นใยบริสุทธิ์จากตัวอย่างเห็ดแล้วนั น จึงน ามาเก็บรักษาใน
อาหาร Potato dextrose agar (PDA) โดยสามารถเก็บรักษาได้นาน 2 ปี เพ่ือใช้เป็นหัวเชื อในการ
ตรวจสอบเอนไซม์แลคแคสบนอาหารแข็งต่อไป โดยรายละเอียดพื นที่ในการเก็บตัวอย่างดังแสดง
รายละเอียด  ในตารางที่ 6  
ตารางที่  6 จังหวัดที่เก็บตัวอย่างราเน่าขาวในประเทศไทย  

จังหวัดทีเก็บตัวอย่าง จ านวนตัวอย่างรา
เน่าขาวที่เก็บได้ 

ไอโซเลตที่คัด
แยกได้ 

ไอโซเลต 

กรุงเทพมหานคร 8 3 ไอโซเลต SM10 CU07  
KB4  

สมุทรปราการ 9 5 ไอโซเลต SM01 SM04  
SM06 SM09 

SM11 
ชัยภูมิ 7 3 ไอโซเลต CY01 YT03 YT04 

ร้อยเอ็ด 2 2 ไอโซเลต YT 01 Yt02 
นครศรีธรรมราช 1 1 ไอโซเลต PN01 

สุราษฏร์ธานี 3 1 ไอโซเลต JJ02 
นนทบุรี 4 1 ไอโซเลต JJ03 
ชลบุร ี 4 2 ไอโซเลต CBR04 CBR05 

ฉะเชิงเทรา 4 1 ไอโซเลต CCH01 

   โดยในการศึกษาครั งนี ใช้ราเน่าขาวสายพันธุ์อ้างอิง จากหน่วยปฏิบัติการวิจัยการใช้ประโยชน์
จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย Phanarocheate sorida  SK7 
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4.2 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์แลคแคสบนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง และในอาหาร
เลี ยงเชื อเหลวและการตรวจสอบความสามารถในการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิสูง 

 4.2.1 การตรวจสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์แลคแคส บนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง 

 น าเส้นใยบริสุทธิ์ของราเน่าขาวทั งหมด 20 ไอโซเลต มาตรวจสอบความสามารถในการสร้าง
แลคแคส โดยเลี ยงในอาหารสูตร LMB ที่เติม ABTS เพ่ือทดสอบความสามารถในการสร้าง ABTS-
oxidizing enzyme พบว่าราเน่าขาว 20 ไอโซเลต สามารถสร้างแลคแคสได้โดยสังเกตจากการเกิดวง 
สีเขียวจนถึงสีม่วงรอบโคโลนีรา ดังแสดงในรูปที่ 11 เมื่อเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของวงสีกับเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี พบว่าราทั งหมด 19 ไอโซเลต ให้ผลบวก มีไอโซ
เลตให้ผลอัตราส่วนมากกว่า 1 ทั งสิ น 12 ไอโซเลต และอัตราส่วนมากกว่า 2 ทั งสิ น 4 ไอโซเลต คือ 
CU07 CBR04 KB04 SM10 โดยไอโซเลต CU07 ให้ค่าอัตราส่วนดังกล่าวสูงที่สุด คือ 3.46 ในวันที่ 2 
และ ไอโซเลต YT04  มีค่าอัตราส่วนดังกล่าวต่ าที่สุดในวันที่ 5 คือ 0.57 (ตารางท่ี 7) 
 
ตารางที่  7 ความสามารถของราเน่าขาวทั งสิ น 20 ไอโซเลตในการสร้างแลคแคส เมื่อเลี ยงบนอาหาร
สูตร LMB ที่มีการเติม ABTS ความเข้มข้น 0.001 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นเวลา 7 วัน 

ไอโซเลต เส้นผ่านศูนย์กลางของวงสีเขยีว/เส้นผ่าน
ศูนย์กลางโคโลนี 

อัตราส่วน วันที่แสดงอัตรา
ส่วนสูงที่สุด 

Phanarocheate sorida SK7* 3.50 ±0.02/3.00 ±0.02 1.16 2 
CCH01 5.00±0.01/2.80±0.01 1.78 2 
KB4 4.80±0.02/2.20±0.04 2.18 2 
JJ02 2.20±0.03/2.30±0.05 0.95 2 
JJ03 2.30±0.07/2.40±0.06 0.95 2 
CU07 4.78±0.04/1.38±0.04 3.46 2 
PN01 2.34±0.01/2.13±0.04 1.09 2 
SM01 2.45±0.03/2.37±0.02 1.03 2 
SM04 1.54±0.09/1.45±0.0 1.06 2 

SM06 1.76±0.02/1.89±0.03 0.94 2 

SM09 2.35±0.12/1.36±0.12 1.72 2 

SM10 3.97±0.02/1.98±0.12 2.00 2 
SM11 1.56±0.01/1.90±0.03 0.82 4 
CY01 2.18±0.02/2.34±0.02 0.93 3 
CBR04 3.56±0.02/1.34±0.05 2.65 2 
CBR05 2.34±0.03/2.45±0.08 0.95 3 
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ตารางที่ 7 แสดงความสามารถของราเน่าขาวทั งสิ น 20 ไอโซเลตในการสร้างแลคแคส เมื่อเลี ยงบน
อาหารสูตร LMB ที่มีการเติม ABTS ความเข้มข้น 0.001 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด เป็นเวลา 
7 วัน (ต่อ) 

ไอโซเลต เส้นผา่นศูนย์กลางของวงสีเขียว/
เส้นผา่นศูนย์กลางโคโลน ี

อัตราส่วน วันท่ีแสดงอัตราส่วนสูง
ที่สุด 

YT01 1.45±0.02/1.32±0.02 1.09 2 

YT02 2.97±0.03/1.98±0.02 1.50 3 
YT03 0.56±0.03/0.65±0.07 0.86 8 
YT04 0.32±0.02/0.56±0.01 0.57 5 

* ราเน่าขาวสายพันธุ์อ้างอิง 

 

 
 
   
      CCH01              KB4                    JJ02                   JJ03               CU07 
 
 
 
 
       SM01                          PN01                         SM04                        SM09                       YT03 

 
 

 

     SM06                            CBR04                         SM10                        YT01                           CY01  

 
                                           

 

           YT02                          CBR05                 SM11                            YT04                         SK7 

รูปที่  11 วงสีเขียวของราเน่าขาวที่คัดแยกเส้นใยบริสุทธิ์ได้ 
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4.2.2 การตรวจสอบความสามารถในการทนร้อนของราเน่าขาว 

 น าไอโซเลตราเน่าขาวที่ให้อัตราส่วนเส้นผ่านศูนย์กลางวงสีเขียวต่อเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีที่มี
ค่ามากกว่า 2.0 และราเน่าขาวสายพันธุ์อ้างอิงคือ Phanarocheate sorida สายพันธุ์ SK7 น ามาวัด
การเจริญเติบโตที่อุณหภูมิต่างๆ ตั งแต่ 30 35 40 และ 45 องศาเซลเซียส วัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนีเป็นเวลา 5 วัน พบว่าทุกไอโซเลตของราเน่าขาวสามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 30 และ 35 
องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบว่ามี 3 ไอโซเลตสามารถเจริญเติบโตได้โดยเรียง
ตามล าดับการเจริญเติบโตได้ดังนี คือ CU07 SM10 และSK7 ตามล าดับ และที่ 45 องศาเซลเซียส 
พบว่ามีเพียง 2 ไอโซเลตสามารถเจริญเติบโตได้คือ CU07 และ SM10 (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่  8 ความสามารถในการเจริญของราเน่าขาวที่อุณหภูมิต่างๆ 

 
วันท่ี

เพาะเลี ยง 
CU07 

 
SK7 

 
SM10 

 
CBR04 

 
KB4 

 

ชุดการ
ทดลอง
ควบคุม 

อุณหภูมิห้อง 

1 ++ + + + + 
2 ++ + + ++ ++ 
3 +++ ++ ++ +++ +++ 
4 +++ +++ ++ +++ +++ 

5 +++ +++ +++ +++ +++ 

30 องศา
เซลเซียส 

 

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

35 องศา
เซลเซียส 

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

40 องศา
เซลเซียส 

1 + + + - - 
2 ++ + ++ - - 
3 +++ + ++ - - 
4 +++ + +++ - - 
5 +++ + +++ - - 

45 องศา
เซลเซียส 

1 + - + - - 
2 + - + - - 
3 + - + - - 
4 + - + - - 
5 ++ - + - - 

 

หมายเหตุ +     เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีที่ความยาว 1-3 เซนติเมตร 

  ++   เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีที่ความยาว 4-6 เซนติเมตร 

  +++ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีที่ความยาว 7-9 เซนติเมตร 

  -      ไม่มีการเจริญเติบโต 
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4.2.3 การตรวจสอบการผลิตแลคแคสในอาหารเลี ยงเชื อเหลว 

 น าไอโซเลตทนร้อนที่คัดเลือกได้จากหัวข้อ 4.2.2 คือ CU07 และ SM10 โดยเลี ยงในอาหาร
เลี ยงเชื อสูตร production (GYP Medium) และเก็บตัวอย่างแลคแคส ทุก 2 วัน เปน็เวลา 10 วัน 
หลังจากนั นน ามาวัดแอคติวิตีของแลคแคส พบว่าไอโซเลต CU07 มีแอคติวิตีแลคแคสสูงที่สุดเท่ากับ 
0.363±0.012 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 8 ของการทดลอง ซึ่งมากกว่า SM10 ซึ่งให้แอคติวิตีของแลค
แคสเท่ากับ 0.113±0.023 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 6 ของการทดลอง (รูปที่ 12) 

 

รูปที่  12 แอคติวิตีของแลคแคส ของราเน่าขาวไอโซเลต CU07 และไอโซเลต SM10 เมื่อเลี ยงใน
อาหารสูตร GYP medium เขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที โดยเลี ยงเป็นเวลา 10 วัน ที่
อุณหภูมิ 27±3 องศาเซลเซียส 
4.3 การจัดจ าแนกราเน่าขาว 

 4.3.1 การจัดจ าแนกราเน่าขาวโดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 ผลการทดลองพบว่า CU07 สามารถจัดจ าแนกได้เป็นชนิด Trametes polyzona โดยมี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี  (รูปที่ 13) 
แหล่งที่พบ ตอมะพร้าวผุ ภายในจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
ลักษณะท่ีมองเห็นด้วยตาเปล่า  
หมวก รปูร่างลักษณะแผ่นครึ่งวงกลม ขนาด 7 เซนติเมตร X 10  เซนติเมตร ผิวสีขาว แข็ง เนื อเยื่อมี
ลักษณะเป็น 2 ชั น หนา 1-1.5 เซนติเมตร ด้านล่างของหมวกเห็ดมีลักษณะเป็นรู มีลักษณะเฮมิน-            
นอฟอร์ (Hyphemnopore) มีสีขาวถึงเหลือง ขนาด 2-3 รูต่อเซนติเมตร ดอกเห็ดยึดเกาะกับขอนไม้
โดยตรง (sessile) ไม่มีก้านดอก  
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ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

เบซิดิโอสปอร์ (basidiospore) รูปร่าง กลม รี ขนาด 2-3 ไมโครเมตร ผนังเรียบ บาง สีขาว ไม่ติดสี
เมื่อท าปฏิกิริยากับ Melzer’s reagent  

ซิสซิเดียม (cystidium) มีขนาด 3X4 ไมโครเมตร  

ลักษณะเส้นใย (hypha system) พันกันไม่เป็นระเบียบ ประกอบไปด้วยเส้นใย 3 ประเภท โดย 
generative hypha  ผนังบาง สีใส ปรากฏเห็น clamp connection ขนาดกว้าง 3-5 ไมโครเมตร 
skeletal hyphae สีเหลืองอ่อน ผนังหนา และ binding hyphae ไม่มีสี ผนังหนา กว้าง 1.5-2.0 
ไมโครเมตร 

เบซิเดียม (basidium)  ประกอบด้วย 4 สเตอริกมา  
 
 
 
 
    
 
 ก. ลักษณะของรูภายใต้ดอกเห็ด               ข.แหล่งที่พบ 
 
 
  
 
 
 
  ค. ดอกเห็ด                                     ง. ลักษณะของเบซิดิโอสปอร์ 
รูปที่  13 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของราเน่าขาว Trametes polyzona CU07 
  

 

1cm 
10 cm 

3 cm 
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4.3.2 การจัดจ าแนกราเน่าขาวโดยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล  

 จากการเปรียบเทียบล าดับเบสนิวคลีโอไทด์ (ความยาว 600 คู่เบส) ของ ไอโซเลต CU07 ใน
ฐานข้อมูล  National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้วิ ธีการ BLAST 
พบว่าราเน่าขาว 3 อันดับแรกที่มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบสของไอโซเลต CU07 มีดังนี  Trametes 
polyzona WR710-1, accession number JN848329 (ร้อยละ 99),  Trametes hirsuta voucher 
CFMR accession number KJ1 4 0 6 3 2  (97%), Trametes maxima accession number 
HF947516 .1  (96% ) , Trametes socotrana voucher accession number KC848313 .1 
(96%), Trametes versicolor strain YJ-9 accession number BJFC12724 (96%) ตามล าดับ 
จากผลการวิเคราะห์ข้างต้น จึงสามารถสรุปได้ว่า CU07 คือ ราเน่าขาวชนิด Trametes polyzona 
WR710-1, accession number JN848329 
4.4 การตรวจสอบคุณสมบัติน  าด าเริ่มต้น 

 น  าด าที่ใช้ในการทดลองมาจากโรงงานเยื่อกระดาษยูคาลิปตัส โดยกระบวนการต้มเยื่อแบบ
คราฟต์จากหม้อต้มเยื่อที่ 2 โดยหม้อต้มเยื่อลักษณะคอลัมน์ขนาดใหญ่ปริมาตร 1000 ลิตร จ านวน 1 
ใบ ซึ่งเป็นการต้มเยื่อแบบต่อเนื่อง โดยน  าต้มเยื่อจะ ถูกส่งโดยใช้ระบบท่อภายในหม้อต้มเยื่อ และแผ่
กระจายออกจากด้านใน ซึ่งกระบวนการดังกล่าวเป็นกระบวนการที่มีประสิทธิภาพสูงในการต้มเยื่อ  
และใช้สารเคมีในการย่อยสลายลิกนินออกจากน  าด าในปริมาณที่มาก จากการวิเคราะห์น  าด าเริ่มต้น
แสดงในตารางที่ 9 และจากการสังเกตพบว่าน  ามีความหนืด มีสีด าเข้ม (รูปที่ 14)  

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่  14 ลักษณะของน  าด าที่มาจากกระบวนการต้มเยื่อแบบต่อเนื่อง 
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ตารางที่  9 สมบัติทางกายภาพของน  าด าที่ได้จากกระบวนการต้มเยื่อแบบคราฟต์ 
คุณสมบัติ ค่าท่ีวัดได้ 

ซีโอดี 
สี  

ความขุ่น 
ค่าความเป็นกรดด่าง 

292,216  มิลลิกรัมต่อลิตร 
873,777 Pt-co unit 

1,330  NTU 
13 

 น าน  าด าที่ผ่านการตรวจสอบคุณสมบัติน  าด าเบื องต้น เข้าสู่กระบวนการตกตะกอนโดยกรด 
กระบวนการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ด้วยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน และกระบวนปรับสภาพน  า
ด าโดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา เพ่ือก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่น โดยผลการด าเนินการแสดงดัง
รายละเอียดดังนี  

4.5 กระบวนการปรับสภาพน  าด าโดยกระบวนการตกตะกอน

 ท าการตกตะกอนด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ณ ที่ระดับความเป็นกรดด่างตั งแต่ 3 ถึง 10 แล้วท า
การแยกตะกอนโดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใส
มาวัดซีโอดี สี และความขุ่น พบว่าค่าความเป็นกรดด่างที่ 3 ให้ค่าการก าจัดซีโอดีและสี สูงกว่าร้อยละ 
96 และมีแนวโน้มลดลงเมื่อค่าความเป็นกรดด่างเพ่ิมขึ นจนถึงค่าความเป็นกรดด่างที่ 10 (ร้อยละ 21) 
และในกระบวนการตกตะกอนด้วยกรดพบว่าค่าความเป็นกรดด่างที่ 3 สามารถก าจัดความขุ่นได้ดี
ที่สุด (ร้อยละ 29.17) และมีแนวโน้มที่ลดลงเมื่อมีค่าความเป็นด่างเพ่ิมขึ นจนถึง 10 (ร้อยละ 3)  (รูปที่ 
15) ดังนั นก่อนเริ่มท าการทดลองในตัวแปรอ่ืนๆต่อไป จึงก าหนดให้ปรับสภาพน  าด าที่ค่าความเป็น
กรดด่างท่ี 3 
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รูปที่  15 ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น ของน  าด าโดยกระบวนการตกตะกอนโดยกรดซัลฟู
ริกเข้มข้นและปั่นเหวียงที่ความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาท ี
 

4.6 การรวมตะกอนโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน

 4.6.1 ปริมาตรโคแอ็คกูเลนท์ที่ใช้ในกระบวนโคแอ็คกูเลชัน 

 ในการศึกษาครั งนี ใช้สารโคแอ็คกูเลนท์คือ สารละลายไคโตซานความเข้มข้นร้อยละ 1 (น  าหนัก
ต่อปริมาตร) และสารละลายแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ (C-PAM) ความเข้มข้นร้อยละ 1 (น  าหนัก
ต่อปริมาตร) โดยสารละลายแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ท าหน้าที่เป็นสารช่วยสารตะกอน โดยศึกษา
ปริมาณสารโคแอ็คกูเลนท์ทั ง 2 ชนิด ที่ 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08 และ 0.09 
กรัมต่อปริมาตรน  าด า 200 มิลลิลิตร ที่ความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 นาที 
โดยตกตะกอนจนกว่าตะกอนจะแยกชั นสมบูรณ์ พบว่าปริมาณสารโคแอ็คกูเลนท์ที่ใช้ในกระบวนการ
โคแอ็คกูเลชันให้ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ นเมื่อใช้ปริมาณสารโคแอกูแลนท์มาก
ขึ นโดยให้ร้อยละการก าจัดสูงที่สุดคือร้อยละ 99 (รูปที่ 16) และพบว่าสารละลายไคโตซานสามารถ
ก าจัดความขุ่นได้ที่ร้อยละ 29.5 (รูปที่ 17) เมื่อใช้สารโคแอกูแลนท์ที่ 7 มิลลิลิตร และ สารละลาย
แคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์สามารถก าจัดซีโอดี และสีได้ ร้อยละ 99 เช่นเดียวกัน (รูปที่ 18) แต่สาร
พอลิอะคริลาไมด์สามารถก าจัดความขุ่นได้ถึง ร้อยละ 50.4 เช่นเดียวกัน (รูปที่ 19) เมื่อใช้สารโคแอกู
ลนท์ที่ 7 มิลลิลิตร  ดังนั นก่อนท าการทดลองในตัวแปรอ่ืนๆต่อไปจึงให้ก าหนดปรับค่าความเป็นกรด
ด่างเท่ากับ 3 และใช้ปริมาณสารโคแอ็คกูแลนท์เท่ากับ 7 มิลลิลิตร 
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รูปที่  16 ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสีของน  าด าต่อผลของปริมาณสารละลายไคโตซาน ที่ความเร็วใน
การกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ค่าเฉลี่ย
เบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 

 

รูปที่  17 ร้อยละการก าจัดความขุ่น ของน  าด าต่อผลของปริมาณสารละลายไคโตซาน ที่ความเร็วใน
การกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2   นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
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รูปที่  18 ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ของน  าด าต่อผลของสารช่วยสร้างตะกอนกลุ่ม แคตไออนพอ
ลิอะคริลาไมด์ ที่ความเร็วในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2   นาที และทิ งให้
ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ค่าเฉลี่ยเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 
 

 

รูปที่  19 ร้อยละการก าจัดความขุ่น ของน  าด าต่อผลของสารช่วยสร้างตะกอนกลุ่มแคตไออนพอ
ลิอะคริลาไมด์ ที่ความเร็วในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2นาที และทิ งให้
ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
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 4.6.2 อัตราส่วนที่เหมาะสมของโคแอ็คกูแลนท์ที่ใช้ในกระบวนโคแอ็คกูเลชันน  าด า 

       น าน  าด าที่ต้องการศึกษามาปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3 ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น
แล้วเติมสารโคแอ็คกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลิตร โดยศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของสารโคแอ็คกู
แลนท์ โดยใช้สารโคแอ็คกูแลนท์คือสารละลายไคโตซาน และสารช่วยสารตะกอนกลุ่มสารละลายแคต
ไ อ อ อ น -พ อ ลิ อ ะ ค ริ ล า ไ ม ด์ ไ ด้ แ ก่  100:1(0.035:0.00035), 20:1(0.035:0.00175),  
1:0.1(0.035:0.0035),  ,  5:1(0.035:0.007),  3:1(0.035:0.0105),  และ 2:1(0.035:0.00175)  กรัม
ไคโตซาน : กรัมแคตไอออนพอลิอคริลาไมด์ แล้วท าการกวนผสมเป็นเวลา 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 
140 รอบต่อนาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ผลของอัตราส่วนผสมระหว่างสารละลายไคโต
ซานและแคตไอออน-พอลิอะคริลาไมด์ ต่อร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี แสดงในรูปที่ 20 และร้อยละ
ความขุ่นแสดงในรูปที่ 21 พบว่าที่อัตราส่วน 3:1 ปริมาตรสารละลายไคโตซานต่อปริมาตรสารละลาย
แคตไออน-พอลิอะคริลาไมด์ ให้ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี เท่ากับ ร้อยละ 98.65  และที่อัตราส่วน
ดังกล่าวสามารถก าจัดความขุ่นได้ท่ีร้อยละ 70  

 

รูปที่  20 ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี ของน  าด า ต่อผลของอัตราส่วนกรัมไคโตซานต่อกรัม แคต
ไออน-พอลิอะคริลาไมด์ โดยใช้ความเร็วในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 นาที 
และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ค่าเฉลี่ยเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 
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รูปที่  21 ร้อยละการก าจัดความขุ่นของน  าด า ต่อผลของอัตราส่วนกรัมไคโตซาน ต่อ กรัมแคตไอออน
พอลิอะคริลาไมด์ โดยใช้ความเร็วในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ ง 
ให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
 4.6.3 ความเร็วรอบในการกวนผสม 

 ในการศึกษาผลของความเร็วรอบในการกวนผสม ต่อการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ เริ่มต้น
จากการน าน  าด าที่ต้องการศึกษามาปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3 ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น แล้ว
เติมสารโคแอ็คกูแลนท์ (สารละลายไคโตซานต่อสารละลายแคตไอออน -พอลิอะคริลาไมด์ ) ที่
อัตราส่วน 0.035:0.0105 (กรัมต่อกรัม) ที่ปริมาตร 7 มิลลิลิตร แล้วท าการกวนผสมเป็นเวลา 2 นาที 
ที่ระดับความเร็วรอบ 30, 60, 90, 120, 140 และ160 รอบต่อนาที หลังจากนั นจึงตั งทิ งไว้ให้
ตกตะกอนนาน 60 นาที ผลของความเร็วรอบในการกวนผสมเพ่ือรวมตะกอน ซึ่งรายงานผลในค่าร้อย
ละการก าจัดซีโอดีและร้อยละการก าจัดสี ได้แสดงดังในรูปที่ 22 และร้อยละการก าจัดความขุ่น พบว่า
ความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที สามารถก าจัดซีโอดีและสี ที่ร้อยละ 99.16 และเมื่อเพิ่มความเร็วรอบ 
160 รอบต่อนาทีปรากฏว่าร้อยละการก าจัดลดลง และสามารถก าจัดความขุ่นที่ร้อยละ 40 ที่ความเร็ว
รอบ 120 รอบต่อนาที เมื่อเทียบกับความขุ่นเริ่มต้นดังแสดงในรูปที่ 23 
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รูปที่  22 ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี ของน  าด าต่อความเร็วรอบในการกวนผสม โดยใช้สารละลาย 
โคแอ็คกูแลนท์ ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์
ค่าเฉลี่ยเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 

 

รูปที่  23 ร้อยละการก าจัดความขุ่นของน  าด า ต่อความเร็วรอบในการกวนผสม โดยใช้สารละลายโค
แอ็คกูแลนท์ ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
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4.6.4 เวลาในการกวนผสม 

 ในการศึกษาผลของเวลาในการกวนผสม ต่อการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์ เริ่มต้นจากการ
น าน  าด าที่ต้องการศึกษามาปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3 ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น แล้วเติมสาร
โคแอ็คกูแลนท์ (สารละลายไคโตซานต่อสารละลายแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ ) ที่อัตราส่วน 
0.035:0.0105 (กรัมต่อกรัม)  ที่ปริมาตร 7  มิลลิลิตร แล้วท าการกวนผสมที่ความเร็วคงที่ 140 รอบ
ต่อนาที ด้วยเวลาที่ 2, 4, 8, 12, 16 และ 20 นาที ตามล าดับ จากนั นตั งทิ งไว้ให้ชั นตะกอนแยกออก
จากชั นน  าอย่างสมบูรณ์ ผลของเวลาในการกวนผสมเพ่ือรวมตะกอนได้รายงานผลในค่าของร้อยละ
การก าจัดซีโอดีและร้อยละการก าจัดสี ดังแสดงในรูปที่ 24 และร้อยละความขุ่นดังแสดงในรูปที่ 25 
พบว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาการกวนผสมจาก 2 นาที เป็น 12 นาที ปรากฏว่าร้อยละการก าจัดมีผล
เพ่ิมขึ น โดยเพ่ิมขึ นจากร้อยละ 99.11 เป็น 99.20 และเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการกวนเป็น 20 นาที 
ปราฏว่าร้อยละการก าจัดซีโอดีและสีคงที่  และพบว่าร้อยละการก าจัดค่าความขุ่นมีแนวโน้มคงที่ 
ตลอดระยะเวลาในการกวนผสม 

 

รูปที่  24 ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสีของน  าด า ต่อระยะเวลาในการกวนผสม โดยใช้สารละลายโค
แอ็คกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลติร ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
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รูปที่  25 ร้อยละการก าจัดความขุ่นของน  าด า ต่อระยะเวลาในการกวนผสมในการกวน  ผสม โดยใช้
สารละลายโคแอ็คกูแลนท์ ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการกวน 2 นาที และทิ งให้ตกตะกอน
อย่างสมบูรณ์ 
 

4.6.7 เวลาในการตกตะกอน 

 ในการศึกษาเวลาในการตกตะกอนส าหรับกระบวนการท าลายเสถียรภาพคอลลอยด์เริ่มต้นจาก
การน าน  าด าที่ต้องการศึกษามาปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3 ด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้นแล้วเติม
สารโคแอ็คกูแลนท์ (สารละลายไคโตซานต่อสารละลายแคตไออน-พอลิอะคริลาไมด์) ที่อัตราส่วน 
0.035:0.0105 (กรัมต่อกรัม)  ที่ปริมาตร 7 มิลลิลิตรแล้วท าการกวนผสมที่ความเร็วคงท่ี 140 รอบต่อ
นาที ระยะเวลาในการกวน 2 นาที หลังจากนั นทิ งให้ชั นตะกอนแยกจากชั นน  าเป็นระยะเวลา 20, 40 
60, 80, 100 และ 120 นาที ผลของเวลาในตกตะกอนส าหรับกระบวนการท าลายเสถียรภาพ
คอลลอยด์ ซึ่งรายงานผลในค่าร้อยละของการก าจัดซีโอดี และสี ดังแสดงในรูปที่ 26 และ ร้อยละการ
ก าจัดความขุ่นดังแสดงในรูปที่ 27 พบว่าที่ระยะเวลา 60 นาที สามารถก าจัดร้อยละซีโอดีและสี 
99.12 โดยเมื่อพิจารณาแนวโน้มการก าจัดซีโอดีและสี จาก 20 นาที เป็น 60 นาที พบว่ามีแนวโน้ม
การเพ่ิมขึ นจาก 99.06 เป็น 99.12 และเมื่อท าการเพ่ิมระยะเวลาในการกวนจาก 60 นาที เป็น 120 
นาที พบว่าร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี ไม่เปลี่ยนแปลง และผลของเวลาในการตกตะกอน ต่อร้อยละ
การก าจัดความขุ่นโดยปรากฏว่า ที่ร้อยละ 60 นาที ให้ร้อยละคงที่ และเมื่อเพ่ิมระยะเวลาการ
ตกตะกอนปรากฏว่าความขุ่นคงที่ 
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รูปที่  26 ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี ของน  าด าต่อระยะเวลาในการตกตะกอน โดยใช้สารละลายโค
แอ็คกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลติร ความเร็วรอบในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 
นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ค่าเฉลี่ยเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 

 

รูปที่  27 ร้อยละการก าจัดความขุ่นของน  าด า ต่อระยะเวลาในการตกตะกอน โดยใช้สารละลายโค
แอ็คกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลติร ความเร็วรอบในการกวน 140 รอบต่อนาที ระยะเวลาในการกวน 2 
นาที และทิ งให้ตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ 
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 ดังนั นก่อนเริ่มท าการทดลองต่อไปจะเริ่มท าการปรับค่าความเป็นกรดด่างของน  าด าให้มีค่า
เท่ากับ 3 เติมสารโคแอ็คกุแลนท์ (สารละลายไคโตซานและสารละลายแคตไอออน-พอลิอะคริลาไมด์) 
ที่อัตราส่วน 0.035:0.0105 (กรัมต่อกรัม)  ปริมาตร 7 มิลลิลิตร พร้อมกวนผสมที่ความเร็วรอบ 140 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  แล้วตั งทิ งไว้ 60 นาที เพ่ือให้ตะกอนแยกตัวออกชั นน  าด า หลังจาก
แยกตะกอนจากชั นน  าด าแล้วจึงน าเข้าสู่การปรับสภาพน  าด าโดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบาต่อไป 

4.7 การก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด าที่ผ่านกระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวบน
ดินเบา 

 4.7.1 ลักษณะเซลล์ตรึงราเน่าขาว 

  ก. ราเน่าขาว T. polyzona CU07 บนอาหารแข็ง           ข. ลักษณะ pellet ราเน่าขาวท่ีถูกตรึงบนดินเบา 

รูปที่  28  (ก-ข) ลักษณะเส้นใยของราเน่า 
ก. ลักษณะของเส้นใยราเนา่ขาวบนอาหารแข็ง Potato dextrose agar (PDA) ที่เลี ยงเป็นระยะ 4 วัน 
ข. ลักษณะของเส้นใยราเนา่ขาวที่ตรึงบนดินเบาทีเ่ลี ยงเป็นระยะ 5 วันบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที โดยถ่ายกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ 
 

 4.7.2 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด าที่ผ่าน
กระบวนการโคแอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 

 การทดลองการปรับสภาพน  าด าโดยราเน่าขาวบนดินเบา โดยท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
คือ ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น แหล่งสารอาหารที่เหมาะสม โดยการออกแบบการทดลองแบบ 
Factorial Design (FD) เพ่ือหาแหล่งที่เหมาะสม และความเข้มข้นของสารอาหารที่เหมาะสมโดย
ออกแบบการทดลองแบบ CCD โดยวิธีทางสถิติ response surface methodology (RSM) โดยมี
รายละเอียดผลการทดลองดังนี   

2 CM 
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  4.7.2.1 ศึกษาระดับของค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่เหมาะสมในการก าจัดซีโอดี สี 
และความขุ่นของน  าด าโดยใช้ราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา 

  จากการทดลองใช้ราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา เพ่ือศึกษา        
ร้อยละการก าจัดซีโอดี ร้อยละการก าจัดสี และร้อยละการก าจัดความขุ่น โดยเริ่มต้นจากการชั่งราเน่า
ขาวที่ตรึงบนดินเบาน  าหนัก 5 กรัมเปียกลงในน  าด าที่มีการเติมสารอาหารคือ กลูโคสที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 1 และแอมโมเนียมคลอไรด์ ร้อยละ 0.12 (น  าหนักต่อปริมาตร) เลี ยงในอุณหภูมิ 35±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ที่ค่าความเป็นกรดด่างที่ต่างกันตั งแต่ 3-7 พบว่าราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา
สามารถก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นได้สูงที่สุด ได้ที่ ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 และ 6 โดย
สามารถลดสีได้ร้อยละการก าจัดที่ 60.81 และ 65.99 ตามล าดับ ในวันที่ 5 ของการทดลอง ดังแสดง
ในรูปที่ 29 สามารถก าจัดซีโอดีได้ร้อยละ 51.67 ในวันที่ 4 ของการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 30 
สามารถก าจัดความขุ่นได้ร้อยละ 10.5 ในวันที่ 6 ของการทดลอง ดังแสดงในรูปที่  31 ตามล าดับ โดย
เมื่อวัดแอคติวิตีแลคแคสในน  าด าหลังผ่านกระบวนการลดสีโดยราเน่าขาวพบว่า แอคติวิตีเอนไซม์สูง
ที่สุดที่ 0.332 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในค่าความเป็นกรดด่างที่ 6 ในวันที่ 5 ของการทดลอง และในวันที่ 6 
และ 7 แอคติวิตีของเอนไซม์ยังคงอยู่ที่ 0.323 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 10 และได้น ามา
ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความชุ่น น ามาเปรียบเทียบการร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น
ที่ วันที่ 4 ของการศกึษาดโดยวิธี DMRT ในตารางที่ 11.  

 

รูปที่  29 กราฟแสดงผลของร้อยละการก าจัดสีของ T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเมื่อเติม
อาหาร กลูโคส 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และ แอมโมเนียมคลอไรด์ 0.12% (น  าหนักต่อปริมาตร)        
ต่อสภาวะค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นต่างๆ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.005 ตัวอักษรที่ต่างกันใน
กราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
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รูปที่  30 กราฟแสดงผลของร้อยละการก าจัดซีโอดีของ T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเมื่อ       
เติมอาหาร กลูโคส 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.12% (น  าหนักต่อปริมาตร)  
ต่อสภาวะค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นต่างๆตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความแตกต่าง
ของนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 

 

รูปที่  31 กราฟแสดงผลของร้อยละการก าจัดความขุ่นของ T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเมื่อ
เติมอาหาร กลูโคส 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และแอมโมเนียมคลอไรด์ 0.12% (น  าหนักต่อปริมาตร) 
ต่อสภาวะค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นต่างๆ ตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความ
แตกต่างของนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
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ตารางที่  10 เปรียบเทียบการร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นที่ วันที่ 4 ของการศึกษา 

ค่าความเป็นกรดด่าง ร้อยละการก าจัดที่วันที่ 4 ของการทดลอง 

สี* ซีโอดี* ความขุ่น* 

3 9.97±0.02a 1.98±0.10 f 1.97±0.12  l 

4 19.93 ±0.12b 9.84±0.11g 3.74±0.17 k 

5 44.64±0.07c 34.62±0.14h 7.61±0.20 m 

6 60.87±0.09d 51.98±0.15i 7.64±0.21 n 

7 54.48±0.11e 41.64±0.19j 7.93±0.30 o 

 *ค่าเฉลี่ยเบี่ยงเบนมาตรฐาน ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจาก จ านวน 3 ซ  า และความแตกต่างของตัวยกก าลังใน

คอลัมน์ของสี (a,b,c,d,e) ซีโอดี (f,g,h,I,j) และความขุ่น (l,k,m,n,o) แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% (ANOVA P < 0.05)  
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ตารางที่  11 แอคติวิตีของเอนไซม์แลคแคสภายในน  าด าที่ผ่านกระบวนการก าจัดซีโอดี สี และความ
ขุ่นในการสภาวะค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม 

 แอคติวิตีชองแลคแคส (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
pH ระยะเวลาในการเลี ยง 

วันที 1 วันที่2 วันที่3 วันที4่ วันที5่ วันที6่ วันที7่ 

Con 
trol 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
3 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

0.0129b,1  
±0.001 

0.0123b,1 

±0.001 

0.0234c,2 

±0.021 

4 ND ND ND 0.0232c,1 

±0.011 

0.1032f,2 

±0.04 

0.1233g,2 

±0.021 

0.0234h,2 

±0.023 
5 ND ND 0.0012 a,1  

±0.001 

0.0543d,2 

±0.012 

0.0113g,3 

±0.023 

0.214h,3 

±0.091 

0.210h,3  

±0.014 
6 ND ND ND 0.0915b,3 

±0.014 

0.332i,5  

±0.023 

0.311i,4 

±0.101 

0.323i,4  

±0.016 
7 ND ND ND 0.0875e,3 

±0.016 

0.0865e,4  

±0.026 

0.224 h,3  

±0.010 

0.0235c,1 

±0.013 

      ND หมายถึง ไมส่ามารถตรวจวัดได้ ค่าเฉลีย่ ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน จาการทดลองทั งหมด 3 ซ  า และความ
แตกต่างของตัวยกก าลังโดยตัวอักษร (a, b, c, d, e, f, g, h) แสดงค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ โดยให้ 
a คือกิจกรรมเอนไซม์แลคแคสที่ต่ าที่สุด และตัวเลข (1, 2, 3, 4, 5) แสดงถึงค่าความแตกต่างระหว่างคอลัมน์ ที่
ความเชื่อมั่น 95% (ANOVA P < 0.05)  โดยก าหนดให้ 1 คือกิจกรรมเอนไซม์แลคแคสทีต่่ าที่สดุในแต่ละวัน 
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4.7.2.2 ศึกษาแหล่งสารอาหารที่เหมาะสมในการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นของน  าด าโดยใช้ราเน่า
ขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา 

 จากการทดลองพบว่า ราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา เลี ยงที่อุณหภูมิ 35 
±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน โดยท าการศึกษาแหล่งคาร์บอน 2 ประเภทคือ กลูโคส และซูโครส 
และแหล่งไนโตรเจน 2 ประเภทคือ แหล่งไนโตรเจนสารอินทรีย์ คือ เปปโตน ยูเรีย และ แหล่ง           
สารอนินทรีย์คือ แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมคลอไรด์ โดยศึกษาที่ความเข้มข้นคาร์บอนที่
ร้อยละ 1  (น  าหนักต่อปริมาตร) และความเข้มข้นของไนโตรเจนร้อยละ 0.12 (น  าหนักต่อปริมาตร) 
พบว่าเมื่อเติมสารอาหารกลูโคสและเปปโตน สามารถก าจัดสีได้ร้อยละสูงที่สุดที่ 74.71 ในวันที่ 5 
ของการทดลอง ซึ่งเป็นสารอาหารไนโตรเจนอินทรีย์ และเมื่อเปรียบเทียบสารอาหารไนโตรเจน
ประเภท อนินทรีย์ พบว่าแอมโมเนียมคลอไรด์สามารถให้ร้อยละการก าจัดสีที่สูงที่สุดในประเภท
ดังกล่าวร้อยละ 70.48 ในวันที่ 4 ของการทดลอง เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุมที่สามารถก าจัด
ได้ร้อยละ 35.67 ดังแสดงรูปที่ 32 

 เมื่อท าการศึกษาการก าจัดซีโอดีพบว่า ร้อยละการก าจัดซีโอดีสูงที่สุดเมื่อเติมสารอาหาร
ประเภทกลูโคสและเปปโตนที่ร้อยละ 58.18 ในวันที่ 4 ของการทดลอง และแหล่งสารอาหารกลูโคส
กับแหล่งสารอาหารประเภทสารอนินทรีย์  คือแอมโมเนียมคลอไรด์ ที่ร้อยละ 53.84 ในวันที่ 4 ของ
การทดลอง เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุมโดยสามารถก าจัดได้สูงสุดที่ 21.37 ของการทดลอง 
ดังแสดงในรูปที่ 33 

  และสามารถก าจัดความขุ่นโดยร้อยละการก าจัดสูงที่สุดคือ แอมโมเนียมคลอไรด์ที่ร้อยละ 
21.38 ในวันที่ 5 ของการทดลองและเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุมพบว่า เพียง 10.81 ดัง
แสดงในรูปที่ 4.24 โดยเมื่อวัดแอคติวิตีของเอนไซม์แลคแคสภายในน  าด าหลังกระบวนการลดซีโอดี สี 
และความขุ่น พบว่าสามารถวัดแอคติวิตีแลคแคสจากแหล่ งไนโตรเจนประเภท เปปโตน มีค่า 
0.224±0.15  ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที 5 ของการทดลดอง และแอมโมเนียมคลอไรด์ที่ 0.198 ±0.64 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในวันที่ 5ของการทดลอง เช่นกัน โดยแหล่งไนโตรเจนประเภทยูเรียไม่สามารถวัดแอ
คติวิตีเอนไซม์ได้ เนื่องจากน  าเสียสีเข้ม จึงไม่สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ และแหล่งไนโตรเจน
แอมโมเนียมซัลเฟตสามารถวัดแอคติวิตีแลคแคสได้ 0.023±0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งแสดงในตาราง
ที่ 13 
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รูปที่  32 ผลของร้อยละการก าจัดสีต่อแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ราเน่าขาว       
T. polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสที่ความเข้มข้น 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และ
แหล่งไนโตรเจนต่างๆ ที่ความเข้มข้น 0.12 % (น  าหนักต่อปริมาตร) ตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดง
ถึงให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
 

 

รูปที่  33 ผลของร้อยละการก าจัดซีโอดีแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ราเน่าขาว            
T. polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสที่ความเข้มข้น 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และ
แหล่งไนโตรเจนต่างๆ ที่ความเข้มข้น 0.12 % (น  าหนักต่อปริมาตร)ตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดงถึง
ให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
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รูปที่  34 ผลของร้อยละการก าจัดความขุ่นแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ราเน่าขาว 
T. polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสที่ความเข้มข้น 1% (น  าหนักต่อปริมาตร) และ
แหล่งไนโตรเจนต่างๆที่ความเข้มข้น 0.12 % (น  าหนักต่อปริมาตร) ตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดงถึง
ให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
 พบว่าเมื่อเลี ยงราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา โดยใช้แหล่งซูโครสเป็น
แหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นร้อยละ 1  (น  าหนักต่อปริมาตร) และความเข้มข้นของไนโตรเจนที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.12  (น  าหนักต่อปริมาตร)  และศึกษาของแหล่งไนโตรเจน พบว่าเมื่อเติมสารอาหาร
ประเภทซูโครสต่อแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ คือเปปโตน ให้ร้อยละการก าจัดสีสูงที่สุดที่ 38.93 ในวันที่ 
4 ของการทดลอง และแหล่งซูโครสต่อแหล่งไนโตรเจนประเภทสารอนินทรีย์คือแอมโมเนียมคลอไรด์
ที่ร้อยละ 31.15 ในวันที่ 5 ของการทดลอง โดยชุดการควบคุมสามารถก าจัดได้ 0.728 ของการ
ทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 35 

 เมื่อท าการศึกษาร้อยละการก าจัดซีโอดีพบว่าร้อยละการก าจัดซีโอดีสูงที่สุดเมื่อเติม
สารอาหารประเภทกลูโคสและเปปโตนที่ ร้อยละ 58.18 ในวันที่ 4 ของการทดลอง และแหล่ง
สารอาหารกลูโคสกับแหล่งสารอาหารประเภทสารอนินทรีย์คือแอมโมเนียมคลอไรด์ ที่ร้อยละ 53.84 
ในวันที่ 4 ของการทดลอง เมื่อเทียบกับชุดการทดลองควบคุมโดยสามารถก าจัดได้สูงสุดที่ 21.37 ของ
การทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 36 

 และสามารถก าจัดความขุ่นโดยร้อยละการก าจัดสูงที่สุดคือแอมโมเนียมคลอไรด์ที่ร้อยละ 
7.34 ในวันที่ 4 ของการทดลองและเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคุมพบว่า เพียง 1.81 
แสดงในรูปที่ 37  โดยเมื่อวัดแอคติวิตีของเอนไซม์แลคแคสภายในน  าด าหลังกระบวนการลดซีโอดี สี 
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และ ความขุ่น ผลปรากฏว่าไม่สามารถแอคติวิตีเอนไซม์ได้ในทุกแหล่งสารอาหารเนื่องจาก เนื่องจาก
น  าเสียสีเข้ม จึงไม่สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ ซึ่งแสดงในตารางที่ 13 

 

รูปที่  35 ผลของร้อยละการก าจัดสีต่อแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ราเน่าขาว 
T.polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นซูโครสที่ความเข้มข้น 1% น  าหนักต่อปริมาตรตัวอักษร
ที่ต่างกันในกราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 

 

รูปที่  36 ผลของร้อยละการก าจัดซีโอดีต่อแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ ราเน่าขาว 
T.polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นซูโครสที่ความเข้มข้น 1% น  าหนักต่อปริมาตรตัวอักษร
ที่ต่างกันในกราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญที่ระดับความเชื่อมัน 95% (P≤0.05) 
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รูปที่  37 ผลของร้อยละการก าจัดความขุ่นต่อแหล่งสารอาหารไนโตรเจนประเภทต่างๆ โดยใช้ ราเน่า
ขาว T.polyzona CU07 โดยใช้แหล่งคาร์บอนเป็นซูโครสที่ความเข้มข้น 1% น  าหนักต่อปริมาตร 
ตัวอักษรที่ต่างกันในกราฟแสดงถึงให้เห็นค่าความแตกต่างของนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมัน 95% 
(P≤0.05) 
 
 เมื่อประมวลผลการทดลองในขั นตอนการหาสภาวะค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่เหมาะสม
ต่อผลการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น ปรากฏว่าที่ค่าความเป็นกรดด่างที่ 6 ราเน่าขาวสามารถก าจัดซี
โอดี สี และความขุ่นได้สูงที่สุด และเมื่อน ามาหาสภาวะที่เหมาะสมของแหล่งสารอาหาร ปรากฏว่า
แหล่งสารคาร์บอนที่ให้ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นที่ดีคือกลูโคส และแหล่งไนโตรเจนที่มี
ราเน่าขาวสามารถก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นได้ดีที่สุดคือ เปปโตน แต่อย่างไรก็ตามพิจารณาปัจจัย
ทางด้านเศรษฐศาสตร์ต่อกระบวนการบ าบัดน  า ปรากฏว่าแอมโมเนียมให้ร้อยละการก าจัดทีไม่
แตกต่างกันมากนักและมีราคาที่ถูกกว่าเปปโตนเป็นอย่างมากดังแสดงในตารางที่ 12 จึงสรุปได้ว่าใน
งานวิจัยนี ใช้แหล่งสารอาหารคือ กลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด์ในการหาความเข้มข้นที่เหมาะสม
ต่อไป 
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ตารางที่  12 เปรียบเทียบร้อยละการก าจัดซีโอดี สีและความขุ่นของแหล่งไนโตรเจนความเข้มข้นร้อย
ละ 0.12 (น  าหนักต่อปริมาตร) ประเภทเปปโตนและแอมโมเนียมคลอไรด์ เมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 (น  าหนักต่อปริมาตร)   

พารามิเตอร์ที่ศึกษา เปปโตน* แอมโมเนียมคลอไรด์* 
ร้อยละการก าจัดซีโอดี 74.71±1.35A 

ในวันที่ 5 ของการทดลอง 
70.48±0.98A 

ในวันที่ 4 ของการทดลอง 
ร้อยละการก าจัดสี 58.18±0.75A 

ในวันที่ 4 ของการทดลอง 
53.84±0.13B 

ในวันที่ 4 ของการทดลอง 
ร้อยละการก าจัดความขุ่น 20.07±1.58A 

ในวันที่ 5  ของการทดลอง 
21.50±1.25A 

ในวันที่ 5 ของการทดลอง 
* ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากจ านวน 3 ซ  า และความแตกต่างของตัวยกก าลัง (A, B) ใน
ระหว่างคอลัมน์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%  
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4.7.3 การหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งสารอาหาร 

  จากผลการศึกษาแหล่งสารอาหารที่เหมาะสมของการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นจากการ
ทดลองที่ 4.7.2.2 พบว่า แหล่งอาหารที่เหมาะสมคือ กลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์ มาศึกษาความ
เข้มข้นที่เหมาะสม โดยปรับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนด้วยแผนการทดลอง
แบบ CCD โดยค่ามีร้อยละการก าจัดซีโอดี และสี เป็นค่าตอบสนอง โดยเลี ยงที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่อง
เขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน 

 เมื่อน าผลการทดลองที่ได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน กับร้อยละการก าจัดสีโดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 10 จะ
ได้ความสัมพันธ์ดังสมการ 

Y= = +8.00 +31.23X1 +575.5X2- 4.95X1
2-2107 X2

2 -41.6X1X2 

โดย  Y  คือ ร้อยละการก าจัดสี 
 X1 คือ ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 
 X2 คือ ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
และท่ี coefficient of determine หรือ R2 เท่ากับ 0.81 แสดงว่าสมการดังกล่าวอธิบายความ
แปรปรวนของตัวแปรได้ X ได้ 81% 

 จากค่าตอบสนอง สามารถสร้างแผนภาพพื นที่ผิวตอบสนอง (response surface plot) (รูปที่ 
38) เพ่ือหาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยเพ่ือให้ได้ร้อยละการก าจัดสีที่สูงที่สุด สามารถท านายได้ว่า
เมื่อใช้ค่าความเข้มข้นแหล่งกลูโคสที่ร้อยละ 2.68  (น  าหนักต่อปริมาตร) และแหล่งความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนที่ร้อยละ 0.11  (น  าหนักต่อปริมาตร) จะท าให้ได้ ร้อยละการก าจัดสีที่ 79.88 โดย เมื่อท า
การทดลองซ  าที่ภาวะดังกล่าว พบว่าร้อยละการก าจัดสีสูงสุดอยู่ที่ 80.12 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P=0.95) แสดงว่าค่าที่ได้จากสมการสามารถน ามาท านายร้อยละการก าจัดสีได้
อย่างแม่นย า 
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Color removal (Percentation)

Design points above predicted value
Design points below predicted value
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ตารางที่  14 แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) และผลการตอบสนองต่อ         
      ร้อยละการก าจัดสีต่อปัจจัยที่ศึกษา คือ ความเข้มข้นของกลูโคส และ ความเข้มข้น     
      ของแอมโมเนียมคลอไรด์ 

ชุดการทดลอง 

ปัจจัย รหัสปัจจัย  
ร้อยละการก าจดั

ส ี

ความเข้มข้นกลูโคส 
(เปอร์เซ็นต์ w/v) 

ความเข้มข้น
แอมโมเนียมคลอไรด์ 

(เปอร์เซ็นต์ w/v) 
X1 X2 

1 3 0.12 0 0 78.00 
2 0.171 0.12 -1.414 0 43 
3 3 0.204 0 +1.414 46 

4 3 0.12 0 0 81 
5 5.828 0.12 +1.414 0 23 
6 3 0.12 0 0 80 
7 3 0.12 0 0 81 
8 1 0.06 -1 -1 62 
9 5 0.18 +1 +1 51 
10 5 0.06 +1 -1 58 
11 3 0.12 0 0 82 
12 1 0.18 -1 +1 75 
13 3 0.035 0 -1.414 69 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  38 พื นผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นแหล่งคาร์บอน (กลูโคส) 
และความเข้มข้นแหล่งไนโตรเจน (แอมโมเนียมคลอไรด์) ต่อร้อยละการก าจัดสีที่เกิดขึ น 
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เมื่อน าผลการทดลองที่ได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจน กับร้อยละการก าจัดซีโอดีโดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 10 จะได้
ความสัมพันธ์ดังสมการ 

 

Y= = -47.26 +32.47X1 +1060.6X2- 4.41X1
2-4170X2

2 -33.3X1X2 

โดย  Y  คือ ร้อยละการก าจัดซีโอดี 

 X1 คือ ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 X2 คือ ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 

และท่ี Cofficient of determine หรือ R2 เท่ากับ 0.9895 แสดงว่าสมการดังกล่าวอธิบายความ
แปรปรวนของตัวแปรได้ X ได้ 98.9% 

 จากค่าตอบสนอง สามารถสร้างแผนภาพพื นที่ผิวตอบสนอง (Response surface plot) (รูปที่ 
39) เพ่ือหาค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยเพ่ือให้ได้ร้อยละการก าจัดสีที่สูงที่สุด สามารถท านายได้ว่า
เมื่อใช้ค่าความเข้มข้นแหล่งกลูโคสที่ร้อยละ 3.18 (น  าหนักต่อปริมาตร) และแหล่งความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนที่ร้อยละ 0.11  (น  าหนักต่อปริมาตร) จะท าให้ได้ร้อยละการก าจัดสีที่ 65.74 โดยเมี่อท า
การทดลองซ  าที่ภาวะดังกล่าว พบว่าร้อยละการก าจัดสีสูงสุดอยู่ที่ 64.0 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P=0.95) แสดงว่าค่าที่ได้จากสมการสามารถน ามาท านายร้อยละการก าจัดสีได้
อย่างแม่นย า 
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
COD Removal (Peecent )

Design points above predicted value
Design points below predicted value
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ตารางที่  15 แผนการทดลองแบบ Central composite design (CCD) และผลการตอบสนองต่อ         
      ร้อยละการก าจัดซีโอดีต่อปัจจัยที่ศึกษา คือ ความเข้มข้นของกลูโคส และ ความเข้มข้น
      ของแอมโมเนียมคลอไรด์ 

ชุดการทดลอง 

ปัจจัย รหัสปัจจัย  
ร้อยละการ  
ก าจัดซีโอด ี

ความเข้มข้น
กลูโคส 

(เปอร์เซ็นต์ w/v) 

ความเข้มข้น
แอมโมเนียมคลอไรด ์
(เปอร์เซ็นต์ w/v) 

X1 X2 

1 3 0.12 0 0 66 
2 0.171 0.12 -1.414 0 36 
3 3 0.204 0 +1.414 32 

4 3 0.12 0 0 62 
5 5.828 0.12 +1.414 0 38 
6 3 0.12 0 0 65 
7 3 0.12 0 0 58 
8 1 0.06 -1 -1 31 
9 5 0.18 0 +1 34 
10 5 0.06 1 -1 40 
11 3 0.12 -1 0 61.7 
12 1 0.18 0 +1 41.51 
13 3 0.035 1 -1.414 41 

 

 

 

 

 
 
รูปที่  39 พื นผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นแหล่งคาร์บอน (กลูโคส) 
และความเข้มข้นแหล่งไนโตรเจน (แอมโมเนียมคลอไรด์) ต่อร้อยละการก าจัดซีโอดีที่เกิดขึ น 
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4.8. การใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบาเพื่อก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นในรูปแบบการใช้เซลล์ซ  าใน
ระดับขวดเขย่า  

   จากการทดลองใช้ราเน่าขาวเพ่ือทดสอบหาร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น โดยท าการ
เลี ยงราเน่าขาวโดยเติมกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 3.0 (น  าหนักต่อปริมาตร) และแอมโมเนียมคลอ
ไรด์ ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.11 (น  าหนักต่อปริมาตร) โดยเป็นค่าความเข้มข้นที่อยู่ในพื นที่กราฟ 
contour plot แบบ overlaid contour plot จากการหาสภาวะที่เหมาะสมในการก าจัดซีโอดี และ
สี โดยผลการทดลองพบว่า ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา สามารถลดสี ได้ทั งหมด 4 ซ  า โดยให้ร้อยละ
การก าจัดสีดังนี  79.6, 65.4, 57.5, 51.8 และ 48.5 ตามล าดับ (รูปที่ 40) ให้ร้อยละการก าจัดซีโอดี
ทั งหมด 5 ซ  า 59.4, 55.4, 50.32, 49.34 และ 40.35 ตามล าดับ โดย 3 ซ  าแรกได้ผลร้อยละการ
ก าจัดซีโอดีมากกว่าร้อยละ 50 (รูปที่ 41) และให้ร้อยละการก าจัดความขุ่นที่ค่อนข้างคงที่ โดย
สามารถก าจัดได้ร้อยละ 7.8, 7.5, 6.8, 5.9 และ 5.0 ตามล าดับ (รูปที่ 42) และแสดงค่าแอคติวิตีของ
เอนไซม์แลคแคสในแต่ละรอบการใช้เซลล์ซ  าดังตารางที่ 16 

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที่  40 ผลการใช้ราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเพ่ือก าจัดสีในน  าด าในรูปแบบ
การใช้เซลล์ซ  า ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานไม่เกิน 0.05 
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รูปที่  41 ผลการใช้ราเน่าขาว T.polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเพื่อก าจัดซีโอดีในน  าด าในรูปแบบ
การใช้เซลล์ซ  า 

 

รูปที่  42 ผลการใช้ราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาเพ่ือก าจัดความขุ่นในน  าด า ใน
รูปแบบการใช้เซลล์ซ  า 
ตารางที่  16 แอคติวิตีแลคแคสของราเน่าขาวในแต่ละรอบการใช้เซลล์ซ  า 
 
แอคติวิตี 

รอบการใช้เซลล์ซ  า 
1 2 3 4 5 

เอนไซม์แลค
แคส (ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร) 

0.233±0.123  0.202±0.145 0.173±0.012 0.154±0.01 0.109±0.023 
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4.9 สมบัติน  าด าหลังผ่านกระบวนการ ก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นด้วยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน
ร่วมกับราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา  

ตารางที่  17 ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นเมื่อก าจัดด้วยขั นตอนต่าง ๆ 
 
 

วิธีการบ าบัด 

ซีโอดี สี ความขุ่น 

ก่อน
บ าบัด 

หลัง
บ าบัด 

ร้อยละ
ที่
บ าบัด
ได ้

ก่อน
บ าบัด 

หลัง
บ าบัด 

ร้อยละ
ที่
บ าบัด
ได ้

ก่อน
บ าบัด 

หลัง
บ าบัด 

ร้อย
ละที่
บ าบัด
ได ้

กระบวนการ
ตกตะกอน 

292,2
16 

11,688 96 873,777 34,951 96 1,330 942 29.1 

กระบวนการโค
แอ็คกูเลช่ัน 

11,68
8 

2,396 99.18 34,951 6,990 99.2 942 399 70 

กระบวนการ
สภาพที่เหมาะสม
โดยใช้ราเน่าขาว
ตรึงบนดินเบา (ค่า
ความเป็นกรดด่าง
ที ่6) 

 
 
 
8,145 

 
 
 
3,420 

 
 
 
98.8 

 
 
 
7,536 

 
 
 
2,743 

 
 
 
99.68 

 
 
 

293 

 
 
 

265 

 
 
 

80 

กระบวนการ
สภาพที่เหมาะสม
โดยใช้ราเน่าขาว
ตรึงบนดินเบา 
(สารอาหาร : 
แอมโมเนียมคลอ
ไรด์) 

 
 
8,034 

 
 
1,206 

 
 
99.4 

 
 
7,441 

 
 
2,001 

 
 
99.70 

 
 
319 

 
 
266 

 
 
   80 

กระบวนการ
สภาพที่เหมาะสม
โดยใช้ราเน่าขาว
ตรึงบนดินเบา 
(ความเข้มข้น
สารอาหาร) 

 
 
8,726 

 
 
1,496 

 
 
99.5 

 
 
7,621 

 
 
1,571 

 
 
99.80 

 
 
319 

 
 
266 

 
 
   80 

ค่าซีโอดี สี ความ
ขุ่น สุดท้าย 

- 1,496 99.5 - 1,571 99.80 - 266    80 
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รูปที่  43 รูปแสดงลักษณะของน  าด าก่อนและหลังกระบวนการบ าบัด 
               ก. น  าด าก่อนบ าบัด 

      ข. น  าด าหลังบ าบัด 
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บทที่ 5 
การอภิปรายผลการวิจัย 

 

5.1 การคัดแยก การคัดเลือกราเน่าขาวและการระบุสายพันธุ์ 

 5.1.1 การเก็บตัวอย่างราเน่าขาว การแยกเส้นใยราเน่าขาวให้บริสุทธิ์และการตรวจสอบ
ความสามารถในการสร้างลิกนิโนไลติกเอนไซม์บนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง 

    จากการส ารวจและการเก็บตัวอย่างราเน่าขาวในพื นที่ต่างๆ ของประเทศไทยพบว่า

สามารถเก็บราเน่าขาวได้ทั งสิ น 42 ตัวอย่าง โดยสามารถเก็บราเน่าขาวได้จากไม้ผุ ตอไม้ หรือต้นไม้ 

ในบริเวณที่มีความชื นสูง เนื่องจากราเน่าขาวกลุ่มนี สามารถผลิตเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายลิกนินที่

เป็นองค์ประกอบของไม้ได้ (Cerniglia, 1997) เมื่อท าการคัดแยกราเน่าขาว จะได้เส้นใยบริสุทธิ์เพียง 

20 ไอโซเลต เนื่องจากมีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนบนดอกเห็ด รวมทั งตัวอย่างราเน่าขาวที่

เก็บได้บางตัวอย่าง มีลักษณะไม่สมบูรณ์ เช่น ดอกเห็ดมีความแห้งเกินไป มีการกัดแทะของแมลง 

เป็นต้น จึงไม่ประสบความส าเร็จในการแยกเส้นใยบริสุทธิ์ เมื่อน าตัวอย่างที่คัดแยกได้มาทดสอบ

ความสามารถในการสร้างเอนไซม์กลุ่ม ABTS oxidizing enzyme บนอาหารแข็ง พบว่ามีราเน่าขาว

จ านวน 19 ไอโซเลตที่สามารถผลิตวงสีเขียว และให้อัตราส่วนของเส้นผ่านศูนย์กลางวงสีเขียวต่อเส้น

ผ่านศูนย์กลางโคโลนีเส้นใยราเน่าขาว มากกว่า 2.0 คือ CBR04 SM10 KB4 CU07 โดยสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ ปวีณา ทองเกร็ด (2550) ซึ่งได้มีการคัดเลือกราเน่าขาวที่มีความสามารถสร้างลิกนิน

โนไลติกเอนไซม์โดยใช้สาร ABTS ผสมในอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) โดยพบว่า มี 3 

สายพันธุ์ที่ให้อัตราส่วนของเส้นผ่านศูนย์กลางของวงสีเขียวต่อเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีมากกว่า 1.5 

คือ Ganoderma austral PTN3, G. lobatum BK5, G. lobatum RED6 วงสีเขียวที่เกิดขึ นใน

อาหารแข็งดังกล่าวเกิดจากเอนไซม์แลคเคสสามารถออกซิไดซ์ ABTS ให้เป็นอนุมูลอิสระของ ABTS  

(ABTS radical) จึงท าให้เกิดวงสีเขียวบริเวณรอบเส้นใยราเน่าขาว ดังนั น คุณสมบัติในการผลิตวงสี

เขียวจึงบ่งชี ถึงความสามารถของราเน่าขาวในการผลิตแลคเคสได้  
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 5.1.2  การศึกษาความสามารถในการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิสูงของราเน่าขาว และการวัด
แอคติวิตีของเอนไซม์เชิงปริมาณ 

  จากการคัดเลือกราเน่าขาวที่สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิสูง พบว่ามี 3 ไอโซเลตคือ 

SM10 CU07 และ SK7 ที่มีคุณสมบัติเป็นราเน่าขาวทนร้อน เนื่องจากสามารถเจริญเติบโตได้ที่

อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส (Maheshwari และคณะ, 2000) ซึ่งคุณสมบัติการทนร้อนเป็น

หนึ่งในคุณสมบัติของราเน่าขาวที่ถูกน ามาใช้ในกระบวนการศึกษาทางเทคโนโลยีชีวภาพ  ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Prasongsuk และคณะ (2009) ได้แยกราเน่าขาวทนร้อนในประเทศไทย

เพ่ื อลดสี น  า เสี ยจากกระบวนการผลิ ต เยื่ อ แ ละกระดาษ  โดยพบว่ า  Daedaleopsis sp., 

Schizophyllum commune PT และ S. commune SL สามารถเจริญได้ที่ อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส โดยจากผลการทดลองในงานวิจัยนี พบว่า CU07 และ SM10 สามารถเจริญเติบโตที่ 45 

องศาเซลเซียสได้ โดยมีการรายงานถึงคุณสมบัติของราเน่าขาวทนร้อนที่มีความสามารถในการผลิต 

โปรตีนทนร้อน (Heat shock protein : HSPs) โดยโปรตีนดังกล่าวมักมีความสัมพันธ์กับลักษณะ

ความทนต่อลักษณะทางกายภาพของเชื อราอ่ืนๆ อาทิเช่น การทนอุณหภูมิเย็น การการทนค่าความ

เป็นกรดด่างที่ผิดปกติ ซึ่งเป็นงานวิจัยที่น่าสนใจที่จะท าการศึกษาต่อไป (Tiwari และคณะ, 2015) 

และราเน่าขาวที่สามารถเจรญที่อุณหภูมิสูงได้ดีมักจะสามารถผลิตเอนไซม์ที่อุณหภูมิห้องได้สูงกว่า 

เมื่อเทียบกับราเน่าขาวในชนืดเดียวกัน นอกจากนี มีการรายงานถึงการทนร้อนของราเน่าขาวกลุ่ม 

Fomes sp.ที่สามารถทนการเจริญได้ถึง 50 องศาเซลเซียส และด้วยคุณสมบัติการทนร้อนจึงเป็น

คุณสมบัติที่น่าสนใจในการน าประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมการย่อยสลายชีวมวลพืช (Ordaz และคณะ, 

2012)  และโดยเมื่อวัดกิจกรรมแลคแคสเชิงปริมาณ ปรากฏว่า ไอโซเลต CU07 ให้แอคติวิตีของ

เอนไซม์แลคแคสมากกว่าไอโซเลต SM10 และไอโซเลต SM10 เป็นราเน่าขาวที่ผลิตเม็ดสี (pigment) 

ซึ่งไม่สอดคล้องกับวัตถุประสงค์งานวิจัยที่ต้องการลดสีน  าด าจากโรงเยื่อกระดาษ ดังนั นจึงน าราเน่า

ขาวไอโซเลต CU07  มาระบุสายพันธุ์โดยวิธีทางสัณฐานวิทยาและชีววิทยาวิทยาโมเลกุล  

 5.1.3 การระบุสายพันธุ์ราเน่าขาว 

    จากการระบุสายพันธุ์ราเน่าขาวไอโซเลต CU07 โดยวิธกีาร ทางสัณฐานวิทยาและ

ชีววิทยาโมเลกุลพบว่า มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาจัดจ าแนกได้เป็น Trametes polyzona  ซ่ึง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Chairin และคณะ (2014)  โดยมีรายงานถึงการคัดแยกไอโซเลตของราเน่า

ขาวสายพันธุ์ Trametes polyzona WR710-1 ได้จากพื นที่ในประเทศไทยเช่นกัน และมีรายงาน
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ของ de KOKER และคณะ (2000)  ซึ่งได้ท าการทดสอบการผลิตเอนไซม์ กลุ่มลิกนินเนสของราเน่า

ขาวสายพันธุ์ Coriolopsis polyzona, Ganoderma sp., Merrulius sp., Phanarochaete 

chrysosporium และ Trametes sp.  พบว่ามีการสร้างเอนไซม์กลุ่มเพอร์ออกซิเดสและแลคเคสใน

การทดสอบสายพันธุ์ C. polyzona ; (Trametes polyzona) ให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยนี  

5.2 การตรวจวัดคุณสมบัติน  าด าเบื องต้น 

   ลักษณะน  าด าเบื องต้นมีสีด าเข้ม มีความหนืด มีสารแขวนลอยกระจายทั่วเนื่องจากมี

องค์ประกอบของลิกนินในปริมาณมาก ซึ่งลิกนินเป็นสารอินทรีย์ที่ท าให้น  ามีค่าซีโอดีที่สูง และมีสีเข้ม 

โดย  Fengal และ Wegener (1983) อธิบายไว้ว่า ในสภาวะที่เป็นด่างลิกนินสามารถละลายน  าได้ดี 

ซ่ึงน  าด าที่มาจากกระบวนต้มเยื่อโดยมีสารเคมีกลุ่มโซเดียมไฮดรอกไซด์  เช่น โซเดียมซัลไฟต์  

โซเดียมไฮดรอกไซด์ เพ่ือแยกเส้นใยเซลลูโลสออกจากสารประกอบอ่ืนๆ ในเนื อไม้ จึงท าให้น  าจาก

กระบวนการต้มเยื่อมีภาวะที่เป็นด่างแก่ส่งผลให้ลิกนินเกิดการละลาย จึงท าให้มีลักษณะสีด า  

5.3 การปรับสภาพน  าด าโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน 

 5.3.1 กระบวนการปรับสภาพน  าด าโดยการตกตะกอนด้วยกรดซัลฟิวริก 

  จากผลการทดลองพบว่าเมื่อท าการปรับลดระดับความเป็นกรดด่างจาก 13 (ภาวะด่าง) เป็น 

3 (ภาวะกรด) ร้อยละการก าจัดซีโอดีและสีมีค่าเพ่ิมขึ นจาก 0 เป็น 96.1 และ 96.2 ตามล าดับ 

เนื่องจากกรดซัลฟิวริกจะท าปฏิกิริยาซัลโฟเนชันกับอนุพันธุ์ของฟีนิลโพรเพน (phenylpropane) ซึ่ง

เป็นโครงสร้างหลักของลิกนินที่อยู่ในน  าด าท าให้ได้เป็นผลิตภัณฑ์เป็นลิกโนซัลโฟเนต ซึ่งมีคุณสมบัติ

การละลายต่ าเมื่ออยู่ในภาวะเป็นกรด โดยภาวะกรดนี จะท าให้เกิดการตกตะกอนของลิกนิน (Sun 

และคณะ, 1999) ส่งผลให้ร้อยละการก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่น ในน  าด ามีค่าสูงขึ น นอกจากนี 

ร้อยละการก าจัดสีก็มีแนวโน้มเหมือนกับร้อยละการก าจัดค่าซีโอดี เนื่องจากหลังจากที่ลิกนินท า

ปฏิกิริยากับกรดซัลฟิวริกเป็นลิกโนซัลโฟเนต ซึ่งจะแยกตัวออกจากน  า และมีลักษณะเป็นตะกอนสี

น  าตาลเข้มจมอยู่ด้านล่างของน  าด า เมื่อลิกนินแยกตัวออกจากน  าด าแล้วจะท าให้น  าด ามีการเปลี่ยนสี

ไปเป็นสีน  าตาลเมื่อสังเกตด้วยตาเปล่า และเมื่อน าไปวัดค่าสีพบว่าค่าสีค่าลดลงจาก 873,777 แพลท

ตินัมโคบอลต์เป็น 29,684 แพลทตินัมโคบอลต์ ซึ่งผลการทดลองนี สอดคล้องกับงานวิจัยของ

Gilarranz และคณะ (2000)  ที่ศึกษาการตกตะกอนของลิกนินด้วยกรดซัลฟิวริกออกจากน  าด าที่ได้



 105 

จากกระบวนการต้มเยื่อฟางข้าว ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3.5 สามารถลดค่าซี โอดีและสีได้ถึง

ร้อยละ 71 และ 82 ตามล าดับ และสามารถก าจัดค่าความขุ่นได้ร้อยละ 30 ของน  าด าเริ่มต้น 

 5.3.2 การรวมตะกอนโดยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน 

  5.3.2.1 ปริมาตรสารละลายไคโตซานและปริมาตรสารแคตไออนพอลิอะคริลาไมด์ 

กระบวนการโคแอกูเลชันเป็นกระบวนการปรับสภาพน  าเสียโดยใช้กระบวนการทางเคมี

กายภาพโดยระบบการก าจัด ซีโอดี สี และความขุ่นในงานวิจัยนี  เป็นกระบวนการใช้กระบวนการโค

แอ็คกูเลชันร่วมกับราเน่าขาว ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ  SangHi และ Bhattacharya (2015)  ที่

ได้ใช้กระบวนการโคแอ็คกูเลชันเป็นการบ าบัดขั นต้น และจึงน ามาใช้กระบวนการทางชีวภาพ ซึ่ง

กระบวนการโคแอ็คกูเลชันในงานวิจัยนี มุ่งเน้นให้ลดซีโอดี สี และความขุ่น ก่อนเข้าสู่กระบวนการ

บ าบัดทางชีวภาพ เนื่องจากน  าด าที่เข้าสู่ระบบไม่สามารถใช้กระบวนการทางชีวภาพโดยตรงได้ 

เนื่องจากน  าด าดังกล่าวมีความเป็นพิษสูง มีสารอินทรีย์ และสารเคมีจากแหล่งก าเนิดในปริมาณที่มาก 

(Stigsson และBernard, 1998) กระบวนการโคแอ็คกูเลชันในงานวิจัยนี ได้น าสารละลายไคโตซาน

เนื่องจากไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ที่มีประจุบวกซึ่งสามารถท าลายประจุลบของตะกอนน  า

เสียโดยวิธีการใช้แรงดึงดูดระหว่างประจุ (electrostatic force) และเกิดการสร้างแกนตะกอน

คอลลอยด์เพ่ือให้เกิดตะกอนขนาดใหญ่ (Bratby, 2006) และนอกจากความสามารถดังกล่าวแล้ว 

สลัดจ์ (sludge) ที่ออกจากระบบบ าบัดดังกล่าวที่ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมเมื่อเปรียบเทียบกับสารโค

แอกูแลนท์กลุ่มอ่ืนๆ เช่น เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3) หรือพอลิเมอร์สังเคราะห์อื่นๆ เช่น พอลิอะลูมิเนียม

คลอไรด์ (Polyaluminium; PAC)  (Bolto และGregory, 2007) จากผลการศึกษาการใช้ปริมาณ

ของสารละลายไคโตซานต่อการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น พบว่าที่ปริมาณไคโตซาน 0.07 กรัมในน  า

ด า 200 มิลลิลิตร สามารถก าจัดซีโอดี และสี ได้ที่ร้อยละ 99 และสามารถก าจัดความขุ่นที่ร้อยละ 30  

โดยเมื่อท าการทดลองพบว่าตะกอนที่เกิดการไคโตซานเป็นตะกอนที่มีลักษณะหนักและเป็นตะกอน

ขนาดเล็ก และใช้ระยะเวลาในการตกตะกอนนาน และเมื่อท าการทดลองพบว่าสารโพลีเมอร์กลุ่ม 

แคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ พบว่าได้ตะกอนที่ เป็นลักษณะเยื่อเมือกเหลว (slurry) โดยมี

ความสามารถในการลดค่าความขุ่นได้สูง โดยสามารถลดค่าความขุ่นได้ถึงร้อยละ 60 แต่โดยข้อจ ากัด

การใช้สารกลุ่มโพลีเมอร์ในระบบ มักพบว่าท าให้ค่าสารอินทรีย์ในระบบเพ่ิมสูงขึ น โดยไม่จ าเป็นและ

ลักษณะทางกายภาพของน  าด าจะเปลี่ยนแปลงไป เมื่อใส่สารกลุ่มโพลีเมอร์ในระบบมากเกินจ าเป็น 
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โดยน  าด าจะมีลักษณะหนืดและเหนียวมากขึ นซึ่งไม่เป็นผลดีในระบบบ าบัดน  าเสีย จึงได้น าสารกลุ่มโพ

ลีเมอร์แคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์มาใช้ร่วมกันกับไคโตซาน พบว่าตะกอนของไคโตซานร่วมกับสาร

ช่วยตกตะกอนแคตไออนพอลิอะคริลาไมด์ มีลักษณะเป็นตะกอนหนัก และ ตะกอนของโพลีเมอร์แคต

ไออนพอลิอะคริลาไมด์มีส่วนช่วยจับตะกอนที่เกิดจากไคโตซานให้ตกลงมาโดยระยะอันสั น โดย

คุณสมบัติ bridge formation จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น มากกว่า

การแยกใช้เพียงอย่างเดียว  และนอกจากนั นโดยคุณสมบัติของพอลิอะคริลาไมด์ เช่น ความสามารถ

ในการท าลายประจุไฟฟ้าของอนุภาคคอลลอยด์ ท าลายประจุอนุภาคที่เหลือในน  าที่นอกเหนือการ

ท างานของไคโตซานได้อีกทางหนึ่งด้วย จากคุณสมบัติดังกล่าวจึงท าให้สารโคแอ็คกูแลนท์ผสมชนิดนี มี

ความน่าสนใจ และจึงน าไปศึกษาถึงอัตราส่วนที่เหมาะสมต่อไป  

 5.3.2.2 อัตราส่วนที่เหมาะสมของสารละลายไคโตซานต่อสารละลายแคตไอออนพอลิอะคริ
ลาไมด์ 

 สารช่วยสร้างตะกอนเป็นสารที่ใช้ในกระบวนการโคแอ็คกูเลชันเพ่ือช่วยให้ประสิทธิภาพของ

การก าจัดซีโอดี สี สูงขึ น แต่อย่างไรก็ตามจากใช้สารเคมีดังกล่าวเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้แก่ระบบ และ

เมื่อเติมสารช่วยสร้างตะกอนเข้าสู่ระบบมากเกินพอ อาจท าให้เกิดการเพ่ิมของค่าสารอินทรีย์ในระบบ

มากเกินความจ าเป็น ดังนั นจึงท าการศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของสารช่วยสารตะกอนดังกล่าว ซึ่ง

ในงานวิจัยโดยใช้ สารแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ โดยพบว่าที่อัตราส่วนกรัมต่อกรัมไคโตซาน และ

แคตไออนพอลิอะคริลาไมด์ที่ 0.07 : 0.021 (3:1) สามารถก าจัดค่าร้อยซีโอดี สี ได้ที่ร้อยละ 98.85, 

98.84  และความขุ่นที่ร้อยละ 70 ซึ่งไม่แตกต่างกันกับการใช้อัตราส่วนกรัมต่อกรัมไคโตซาน และ

แคตไออนพอลิอะคริลาไมด์ที่ 0.7 : 0.035 (2:1) อย่างมีนัยส าคัญ และสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Morrow และ Rausch (1974) รายงานวาพอลิเมอรประจุบวก (cationic polymer) สามารถใช

เปนสารช่วยสรางตะกอนที่เป็นสารอนินทรีย (inorganic coagulants) ใหแกน  าดิบที่มีความขุนสูง ท า

ให้ได้ตะกอนที่มีปริมาตรต่ า จึงง่ายต่อการน าไปก าจัด นอกจากนี ตะกอนที่เกิดขึ นจะหนัก และมีความ

หนาแน่นมากกวาตะกอนที่ เกิดขึ นจากการใช้สารสร้างตะกอนที่เป็นสารอินทรีย์ จึงท าให้การ

ตกตะกอนและการรวมตัวกันของตะกอนที่ดีกว่า 
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 5.3.2.3 ความเร็วในการกวนผสม 

 ความเร็วในการกวนผสมเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญในกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน เนื่องจาก

ความเร็วในการกวนเป็นพารามิเตอร์ที่ก าหนดลักษณะความปั่นป่วนของน  า โดยที่น  าในถังกวนเร็ว

จะต้องมีความปั่นป่วนสูง ทั งนี เพ่ือให้การผสมระหว่างสารเคมีกับน  า เกิดขึ นอย่างรวดเร็วและพร้อม

กันในทุกจุด (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม์, 2542) จากผลการทดลองพบว่า ที่ความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที 

สามารถก าจัดซีโอดี กับสี ที่ร้อยละ 99.12 และ 99.13 ตามล าดับ และเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบที่ 160 

รอบต่อนาที ร้อยละการก าจัดซีโอดีกับสีมีค่าคงที่และลดลงเพียงเล็กน้อย ซึ่ง เมื่อเปรียบเทียบกับ

ความเร็วรอบที่เหมาะสมส าหรับสารโคแอ็คกูแลนทืประเภทไคโตซานพบว่าต้องใช้ความเร็วรอบ

ประมาณ 100 รอบต่อนาที อันเนื่องมาจากลักษณะตะกอนเป็นตะกอนขนาดเล็กท่ีเกิดมาจากอนุภาค

ของไคโตซานจึงยึดเหนี่ยวกับอนุภาคของน  าด า เมื่อเพ่ิมความเร็วรอบมากขึ นปรากฏว่าตะกอนที่เกิด

จากไคโตซาน แตก ซึ่งสังเกตเห็นได้จากการลอย และไม่ตกตะกอนเมื่อทิ งไว้ในระยะเวลานาน และ

เมื่อพิจารณากับความเร็วรอบที่เหมาะสมของสารกลุ่มโพลีเมอร์ พบว่าต้องใช้ความเร็วรอบถึง 160 

รอบต่อนาที เพ่ือให้ลักษณะโพลีเมอร์กระจายตัวได้ดี เนื่องจากถ้าใช้ความเร็วรอบต่ าจะพบว่า โพลี

เมอร์จะไม่เกิดการกระจายตัว  ซึ่งก็จะปรากฏว่าไม่จับกับอนุภาคในน  าด า แต่เมื่อน าสารทั ง 2 ชนิดคือ 

ไคโตซานและโพลีเมอร์ กลุ่มแคตไออนพอลิอะคริลาไมด์มาผสมกันในอัตราส่วนที่เหมาะสมพบว่าที่ 

140 รอบต่อนาทีเป็น ความเร็วรอบที่เหมาะสม เนื่องมาจาก ในงานวิจัยนี เป็นตะกอนขนาดใหญ่อัน

เนื่องมาจากมีการเติมสารช่วยในการตกตะกอนกลุ่มโพลีเมอร์โดยสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ali และ

คณะ (2014) ได้ศึกษาผลของความเร็วและระยะเวลาการกวนต่อการก าจัดสีของน  าเสียจากโรงงานสี

ย้อมผ้าด้วยอะลูมิเนียมซัลเฟตและสารกลุ่มโพลีเมอร์ประจุบวกปรากฏว่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อ

นาทีสามารถก าจัดสีได้ร้อยละ 70.3 และเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบเป็น 200 ก็ปรากฏว่าร้อยละการก าจัด

สีเพิ่มเพียงเล็กน้อยเท่านั น 
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 5.3.2.4 เวลาในการกวนผสม 

 เวลาในการกวนผสมคือเวลาที่สารเคมีมีโอกาสสัมผัสกับอนุภาคคอลลอยด์ในน  าซึ่งเป็นหนึ่ง

ในปัจจัยส าคัญในการควบคุมกระบวนโคแอ็คกูเลชันโดยวิธีการจาร์เทรสต์ (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม์ , 

2537) ในการศึกษาครั งนี พบว่า เวลาในการกวนที่เหมาะสมคือ 12 นาที โดยเมื่อเพ่ิมเวลาในการผสม

จาก 2 เป็น 12 นาที จะให้ค่าร้อยละการก าจัดซีโอดีและร้อยละการก าจัดสีเพ่ิมขึ นเป็นร้อยละ 99.12 

เป็น 99.2 ตามล าดับ และเมื่อเพ่ิมเวลาในการกวนผสมจาก 12 นาทีเป็น 20 นาที พบว่าค่าร้อยละ

การก าจัดค่าซีโอดี และร้อยละการก าจัดสีมีค่าคงที่  ส่วนร้อยละการก าจัดความขุ่นมีแนวโน้ม

เช่นเดียวกันกับร้อยละการก าจัดซีโอดีและร้อยละการก าจัดสี เนื่องจากการเพิ่มเวลาในการกวนจาก 2 

เป็น 12 นาที เป็นการเพ่ิมเวลาสัมผัสระหว่างโคแอกุแลนท์ผสมระหว่างไคโตแซนกับแคตไอออนพอ

ลิอะคริลาไมด์กับตะกอน ดังนั นจ านวนครั งที่สารโคแอกูแลนท์รวมกับก้อนตะกอนมีมากขึ น  จึงส่งผล

ให้ร้อยละการก าจัดความขุ่นมีค่าสูงขึ น 

 5.3.2.5 เวลาในการตกตะกอน 

 เวลาในการตกตะกอนเป็นหนึ่งในปัจจัยส าคัญที่ระบบบ าบัดน  าเสียโดยกระบวนการโคแอ็ค

กูเลชันค านึงถึง เนื่องจากในระบบโรงงานขนาดใหญ่มักต้องการให้ใช้เวลาในการตกตะกอนที่เร็ว ซึ่ง

ระยะเวลาดังกล่าวเป็นผลมาจากขนาดและชนิดตะกอนที่เกิดขึ นหลังกระบวนการกวนผสม  โดยจาก

การศึกษาในพารามิเตอร์ที่ผ่านมาพบว่า ได้ทิ งไว้ในตกตะกอนอย่างสมบูรณ์ ซึ่งใช้ระยะเวลาประมาณ 

90 นาที แต่ด้วยสารโคแอกูแลนท์ผสมประเภทไคโตซานและพอลิอะคริลาไมด์เป็นสารที่ผสมที่ยังไม่

เคยมีรายงานวิจัยใดรายงานมาก่อน และต้องการหาเวลาในการตกตะกอนที่เหมาะสม ซึ่งพบว่าที่

ระยะเวลา 60 นาที เป็นระยะเวลาที่เหมาะสม โดยสามารถก าจัดค่าซีโอดีและสีได้ถึง 99.19 และ 

99.20 ตามล าดับ เมื่อทิ งไว้ถึง 120 นาทีพบว่าร้อยละการก าจัดค่าซีโอดี สี ไม่เปลี่ยนแปลง ซึ่ง

หมายความว่า ตะกอนจากสารโคแอกูแลนท์ผสมใช้เวลาในการตกตะกอนที่ 60 นาทีก็เพียงพอแล้ว 

และเมื่อท าการวัดที่ระยะเวลาในการตกตะกอนที่ 20 และ 40 พบว่า ตะกอนยังอยู่ในกระบวนการ

ตกตะกอนโดยตะกอนดังกล่าวเป็นตะกอนที่เกิดขึ นจากสารโพลีเมอร์ทั ง 2 ประเภทคือ โพลีเมอร์ไคโต

ซานโดยท าการจับกับอนุภาคในน  าด า  และ โพลีเมอร์กลุ่มแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ท าหน้าที่เพ่ิม

น  าหนักให้แก่ขนาดตะกอน   
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5.4 ศึกษาการลดซีโอดี สี และความขุ่นโดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 

 5.4.1 การเตรียมราเน่าขาวบนดินเบา 

 ราเน่าขาวสามารถเจริญเติบโตได้บนดินเบา โดยมีลักษณะกลม เส้นใยหนา สีขาว 

และลักษณะของเส้นใยราเน่าขาวไอโซเลต T. polyzona CU07 อีกทั ง ดินเบาเป็นสารจ าพวกที่มีธาตุ

หลักเป็นสารจ าพวกซิลิกา (ธัญรัศม์ เลิศโฆษิตพงศ์, 2553 อ้างถึงใน ดรุณี สายสุทฺธิชัย, 2542) ซึ่งเป็น

แร่ธาตุที่ยากต่อการท าปฏิกิริยากับสารต่างๆ และไม่เสียสภาพที่อุณหภูมิสูง และดินเบาที่น ามาใช้ใน

การศึกษาครั งนี เป็นดินเบาที่มาจากจังหวัดล าปาง ซึ่งได้มีรายงานถึง แร่ธาตุหลักและแร่ธาตุรองของ

ดินเบาในพื นที่ดังกล่าว โดยพบว่า มีสารกลุ่มโลหะบางประเภท ที่ส่งผลต่อเอนไซม์กลุ่มลิกนิเนสของรา

เน่าขาว (Murugesan และคณะ, 2009) ซึ่งได้สอดคล้องกับผลการทดลอง ซึ่งได้ตรวจวัดเอนไซม์รา

เน่าขาว ดังแสดงภาคผนวก และการตรึงราเน่าขาวบนดินเบาในงานวิจัยนี เป็นการตรึงแบบ Carrier 

binding โดยเส้นใยราเน่าขาวเจริญเติบโตบนดินเบา โดยการเกี่ยวพันและหุ้มดินเบา เพ่ือเพ่ิมพื นที่ผิว

ในการเจริญเติบโต (Couto, 2009) และด้วยสภาวะที่ท าการลดสีน  าเสียโดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดิน

เบา ท าให้สภาวะกึ่งแข็ง (semi-soild) ท าให้ราเน่าขาวมีประสิทธิภาพในการกลดสีมากขึ น 

(Kahraman และYeşilada, 2003) และดินเบาเป็นวัสดุใหม่ที่ไม่เคยมีงานวิจัยใดน ามาตรึงราเน่าขาว

มาก่อน  

 5.4.2 การศึกษาระดับค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม 

 ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นเป็นปัจจัยหนึ่งซึ่งสามารถส่งผลกระทบต่อการ

เจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม์ของราเน่าขาว ซึ่งมีผลต่อการลดสี  ดังนั นในการศึกษาครั งนี ท าการ

แปรฝันค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นในสูตรอาหารโดยมีค่าความเป็นกรดด่างตั งแต่ 3-7 โดยค่าความ

เป็นกรดด่างของน  าด าสุดท้ายจากกระบวนการโคแอ็คกูเลชันมีค่าที่ 3 ซึ่งจากการทดลองเบื องต้นของ

งานวิจัยนี  ปรากฏว่าราเน่าขาวไม่สามารถเจริญเติบโตได้ โดยจากการทดลองพบว่า ที่ค่าความเป็น

กรดด่าง 6 ราเน่าขาวสามารถลดสีได้ดีที่สุดที่ร้อยละการก าจัดสีที่ 65.96 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Cerron และคณะ (2015)  ที่ศึกษาการลดสีย้อมผ้าของราเน่าขาว T. polyzona ที่ตรึงบนฟิล์ม

ชีวภาพ พบว่า สามารถลดได้มากกว่าร้อยละ 50 โดยค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการลดสี

ย้อมผ้าเท่ากับ 6 ภายในเวลา 24 ชั่วโมง และในท านองเดียวกันได้มีรายงานว่าแลคแคสจากราเน่า

ขาว T. polyzona WR710-1 มีสภาวะเหมาะสมที่ช่วงความเป็นกรด (Chairin และคณะ, 2014) 
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โดยเมื่อวัดแอคติวิตีแลคแคสในน  าเสียที่ค่าความเป็นกรดด่าง ปรากฏว่า แอคติวิตีแลคแคสในน  าด าที่

ปรับค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่ 6 มีค่าสูงที่สุดที่ 0.323 ยูนิตต่อมิลลิลิตรเมื่อเปรียบเทียบค่าความ

เป็นกรดด่างเริ่มต้นต่างๆ  ซึ่งเมื่อท าการศึกษาผลของความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่มีการผลิตเอนไซม์

แลคแคสของรานั น พบว่าราส่วนใหญ่จะสามารถเจริญเติบโตได้ดี และสามารถผลิตเอนไซม์แลคแคส

ในช่วงที่ความเป็นกรดด่าง 5-6 และเมื่อพบว่าค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นสูงขึ นจะมีผลท าให้การ

เติบโตและการผลิตแลคแคสลดลง เช่นการ ศึกษาที่พบว่า Trametes trogii สามารถผลิตแลคแค

สได้ดีที่ช่วงความเป็นกรดด่างที่ช่วง 5-6.5 แต่เมื่อค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเริ่มต้นสูงขึ นจะมี

ผลท าให้การเติบโตและการผลิตแลคแคสลดลง และเมื่อตรวจวัดค่าความเป็นกรดด่างหลัง

กระบวนการบ าบัดพบว่าค่าความเป็นกรดด่างลดต่ าลงโดยมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4 โดยมี

รายงานวิจัยหลายงานในผลการทดลองที่สอดคล้องเช่นเดียวกัน (More และคณะ, 2010) โดยเป็น

ผลมาจากการเจริญเติบโตของราเน่าขาวและกระบวนการเมตาบอลิซึมของราเน่าขาวที่ ให้

สารอินทรีย์ที่เป็นกรดของรา และเป็นลักษณะในการปรับตัวเพ่ือให้ราสามารถอยู่รอดได้ โดยเชื อร่า

มักจะผลิตการก 

 5.4.3 การศึกษาแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักในอาหารเลี ยงเชื อและ

เป็นปัจจัยหลักในการเจริญเติบโต (Rajput และคณะ , 2014) โดยคาร์บอนมีความส าคัญใน

กระบวนการเมเทบอลิซึม ส่วนไนโตรเจนเป็นสารตั งต้นในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน (Leung 

และStephen, 2002) และเมื่อพิจารณาลิกนินที่เป็นองค์ประกอบในน  าด าไม่สามารถน ามาเป็นแหล่ง

คาร์บอนส าหรับเชื อราได้เพราะว่าลิกนินมีโครงสร้างที่ขนาดใหญ่และซับซ้อน จึงท าให้ยากต่อการย่อย

สลายของเชื อรา (Krick และคณะ ,1976) ด้วยเหตุผลดังกล่าว การประยุกต์ใช้ราเน่าขาวใน

กระบวนการบ าบัดทางชีวภาพ จึงจ าเป็นต้องเติมสารอาหารเข้าไปในระบบบ าบัดเพ่ือให้ราเน่าขาว

เจริญเติบโตและเกิดกระบวนการย่อยสลายสารมลพิษต่อไป  โดยมีงานวิจัยรายงานถึงการใช้ สาร 

Asparagine–glucose medium และ Malt Extract agar เป็นแหล่งอาหารของราเน่าขาวกลุ่ม 

Trametes sp. ในการบ าบัดน  าด าจากกระบวนการต้มเยื่อและกระดาษ (Da Re และPapinutti, 

2011) ซึ่งสารดังกล่าวเป็นสารที่ค่อนข้างมีราคาสูง ไม่คุ้มทุนเมื่อด าเนินการในระบบบ าบัดน  าเสีย

ขนาดใหญ่  
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 เมื่อท าการแปรผันแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในน  าด า เพ่ือให้ราเน่าขาว

สามารถเจริญเติบโตได้ในน  าด าที่มีสารอาหารประเภทกลูโคสและเปปโตนเป็นองค์ประกอบหลัก 

พบว่า ราเน่าขาวT. polyzona ที่ตรึงบนดินเบาสามารถก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นได้ที่ร้อยละ 

58.17, 78.24 และ 18.03 ตามล าดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับน  าด าที่มีสารอาหารประเภทกลูโคส

และแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นองค์ประกอบหลัก พบว่า ราเน่าขาว T. polyzona ที่ตรึงบนดินเบา

สามารถก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่นได้ที่ ร้อยละ 54.54, 77.18 และ 20.07 ตามล าดับ เมื่อน ามา

พิจารณาแล้วปรากฏว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จึงท าการเลือกแหล่งไนโตรเจน คือ แอมโมเนีย

คลอไรด์ เนื่องจากราคาในท้องตลาดของแอมโมเนียมคลอไรด์  มีราคาถูกกว่าเปปโตน โดยเปปโตน 1 

กิโลกรัมราคา 5,800 บาท และเมื่อเปรียบทียบกับแอมโมเนียมคลอไรด์ 1 กิโลกรัมราคา 500 บาท 

(Sigma, 2014)  และผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ Prasongsuk และคณะ 

(2009) ที่ใช้กลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นสารอาหารให้การลดสีน  าเสียจากโรงงานเยื่อกระดาษ 

เมื่อพิจารณาผลของกลูโคสต่อการเจริญเติบโตของราเน่าขาว พบว่า กลูโคสเป็นแหล่งสารอาหารที่

ส าคัญของราเน่าขาวในกระบวนการเจริญเติบโต โดยมีการรายงานว่า การใส่กลูโคสที่ความเข้นข้นต่ า

สามารถสนับสนุนให้ราเน่าขาวหลั่งเอนไซม์กลุ่มลิกนินเนสออกมาได้มากขึ น  (Wu และคณะ, 2005) 

เนื่องมาจากกลูโคสท าหน้าที่เป็นสารตั งต้นเพ่ือผลิตเอนไซม์กลุ่มเพอร์ออกซิเดสประเภทหลั่งออกนอก

เซลล์ โดยเอนไซม์กลุ่มดังกล่าว สามารถออกซิไดส์สารกลุ่มโคมาโตฟอร์ (chromophores) และก าจัด

สีน  าเสียได้ (Raj และคณะ, 2014) และเมื่อพิจารณาแหล่งคาร์บอนประเภทซูโครส พบว่าราเน่าขาวให้

ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ที่ต่ า และไม่สามารถวัดกิจกรรมเอนไซม์แลคแคสได้ อันเนื่องมาจากการใช้

น  าตาบโมเลกุลคู่ราเน่าขาวจะต้องเอนไซม์ในการย่อยน  าตาลโมเลกุลคู่ให้ได้น่ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 

เพ่ือให้น ามาใช้ในกระบวนการเมตาบอลิซึมได้ และเมื่อพิจารณางานวิจัยเกี่ยวกับเอนไซม์ซูเครสพบว่า

ไม่มีงานวิจัยใดรายงานถึงการพบเอนไซม์นี ในราเน่าขาวมากก่อน และผลการวิจัยนี มีความคล้ายคลึง

กับงานวิจัย Seatang และ Babel S (2010) ได้ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการลดซีโอดี สีของน  า

ชะขยะ(leachate) โดยใช้ราเน่าขาว Tramates vesicolor BCC 8725  พบว่า กลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอนที่ดีที่สุดโดยสามารถลดซีโอดีได้ที่ร้อยละ 58 ในกระบวนการบ าบัดน  าเสียโดยใช้ราเน่าขาว 

และพบว่าการใช้ราเน่าขาวในการก าจัดสีน  าเสียสามารถลดค่าความเป็นพิษได้ โดยแสดงถึงรายงาน

วิจัย เช่น รายงานของ Font และ คณะ (2003) รายงานไว้ว่าเอนไซม์แลคแคสราเน่าขาวมี

ความสามารถในลดความเป็นพิษของน  าด า โดยในงานวิจัยนี น  าด าหลังกระบวนการบ าบัดสามารถวัด
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แอคติวิตีแลคแคสที่วันที่ 0.324±0.15 ยูนิตต่อมิลลิลิตร จึงอาจเป็นไปได้ค่าความเป็นพิษลดลงอัน

เนื่องจากเอนไซม์แลคแคสได้ท าแตกโครงสร้างของสารกลุ่มอะโรมาติกออก เป็นโครงสร้างอนุพันธ์

ต่างๆของลิกนิน 

 5.4.4 ศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม 

   อัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน (C/N Ratio) เป็นปัจจัยหลักใน

การเจริญเติบโตของราเน่าขาว ซึ่งมีผลต่อการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น (Karthikeyan และคณะ, 

2010) ในการศึกษาครั งนี  พบว่า กลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจนที่เหมาะสม ส าหรับการน ามาศึกษาการหาความเข้มข้น ด้วยวิธีพื นที่ผิวตอบสนอง 

(response surface methodology ; RSM) โดยวางแผนการทดลองแบบ central composite 

design (CCD) ซึ่งวิธี RSM เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์และสถิติที่น ามาใช้ในการสร้างแบบจ าลอง 

และวิเคราะห์ปัญหาที่เกิดจากความสัมพันธ์ของตัวแปรหลายตัวแปรโดยวิธีวิเคราะห์การถดถอยแบบ

พหุคูณ (multiple regression) และวิธีการสหสัมพันธ์ (correlation) เพ่ือหาค่าที่ดีที่สุดของ

ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร (Montgomery, 2008) โดยสามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างตัว

แปรต้นกับค่าการตอบสนอง สามารถแสดงให้เห็นแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของผลตอบสนอง เมื่อ

ระดับของปัจจัยเชิงปริมาณเปลี่ยนแปลง และหาระดับของปัจจัยเชิงปริมาณที่เหมาะสม (optimum 

value) ที่จะท าให้ได้ผลตอบสนองที่ดีที่สุด โดยมีชุดการทดลองที่น้อยกว่าการออกแบบธรรมดา ท า

ให้ประหยัดเวลาและทรัพยากรที่ใช้ในการทดลอง (Jeong และPark, 2009) จากการวิเคราะห์ด้วย

วิธี RSM สามารถท านายได้ว่า แหล่งสารอาหารในน  าด าที่ประกอบไปด้วยกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อย

ละ 2.74  (น  าหนักต่อปริมาตร) และ แอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.11  (น  าหนักต่อ

ปริมาตร)  โดย ราเน่าขาวสามารถก าจัดสีสูงสุดได้ที่ร้อยละ 79.88 และเม่ือวิเคราะห์ด้วยวิธี RSM ต่อ

ผลตอบสนองคือร้อยละการก าจัดซีโอดี สามารถท านายได้ว่ากลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 3.11 

(น  าหนักต่อปริมาตร) และ แอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.11  (น  าหนักต่อปริมาตร) 

ก าจัดซีโอดีสูงสุดได้ที่ร้อยละ 57.68  โดยเมื่อพิจารณาค่าสภาวะที่เหมาะสมของสารอาหารกลุ่ม

คาร์บอน (กลูโคส) และ ไนโตรเจน (แอมโมเนียมคลอไรด์) พบว่าอยู่ในช่วงความเข้มข้นที่ท าการ

ก าหนดช่วงการศึกษาไว้ดังนี  คือ ความเข้มข้นคาร์บอนอยู่ในช่วงร้อยละ 1.00 – 5.00 (น  าหนักต่อ

ปริมาตร) และ ความเข้มข้นของไนโตรเจนอยู่ในช่วงร้อยละ 0.06 – 0.18 ( น  าหนักต่อปริมาตร) และ

เมื่อพิจารณาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนดังกล่าว พบว่าใกล้เคึยงกับงานวิจัยของ Karthikeyan 
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และคณะ (2010) โดยได้ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นแหล่งคาร์บอนประเภทกลูโคสในการลดสี

น  าเสียโดยใช้รา Aspergillus niger HM11 ที่ความเข้มข้น 3 กรัมต่อลิตร และความเข้นข้นของ

แหล่งไนโตรเจนมีค่าใกล้เคียงกับ รายงานของ Esposito และคณะ (1991) กล่าวว่า ผลก าจัดสีจาก

น  าเสียโรงงานเยื่อกระดาษมีผลโดยตรงอย่างมีนัยส าคัญกับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจน และแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้นที่ให้ร้อยละการก าจัดซีโอดี และสี ที่สูงที่สุดร้อยละ 

0.18  (น  าหนักต่อปริมาตร)  และสอดคล้องกับงานวิจัยรายงานไว้ว่าผลของแหล่งไนโตรเจนในอาหาร

เลี ยงเชื อมีผลต่อการย่อยสลายลิกนิน โดยที่ความเข้มข้นต่ าเพ่ิมความสามารถในการย่อยสลายลิกนิน 

และเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นปรากฏว่าการย่อยสลายลิกนินลดลงอย่างเห็นได้ชัด (Kirk และคณะ, 1978) 

 5.4.5 การศึกษาการลดซีโอดี สี และความขุ่น โดยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบาในรูปแบบการใช้
เซลล์ซ  า 

 จากการศึกษาการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นโดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา ในการ

ทดลองครั งนี  พบว่าเมื่อน าราเน่าขาว T. polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบากลับมาใช้ซ  าใน

กระบวนการลดซีโอดี สี และความขุ่นได้ทั งหมด 5 ซ  า โดยพบว่าร้อยละการก าจัดซีโอดีและสี ทั ง 4 

ครั ง มีร้อยละการก าจัดมากกว่า 50 ซึ่งร้อยละการก าจัดสีในรอบการใช้เซลล์ซ  าที่ 1 สามารถก าจัดได้

ถึงร้อยละ 79.6 และลดลงตามล าดับ และร้อยละการก าจัดซีโอดีรอบการใช้เซลล์ซ  าที่  1 สามารถ

ก าจัดได้ถึงร้อยละ 59.4  โดยครั งที่ 5 ของการใช้เซลล์ซ  า ปรากฏว่าร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ต่ ากว่า

ร้อยละ 40 ของค่าซีโอดี สี และเริ่มต้น และร้อยละการก าจัดความขุ่น พบว่า เซลล์ตรึงรูปราเน่าขาว 

T. polyzona CU07 ไม่สามารถก าจัดได้ โดยผลการทดลองเกือบมีค่าคงที่ โดยให้ร้อยละการก าจัดอยู่

ในช่วงร้อยละ 8 ตลอดการใช้เซลล์ซ  า ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยหลายงานวิจัยเช่น  ชามา เยี่ยงมานิต

(2556) ได้ศึกษาการใช้ราเน่าขาว Phanaerochaete sorida ในรูปแบบ cell cycle พบว่าสามารถ

ลดสีน  าด าได้ร้อยละ 52, 50 และ 48.4 ตามล าดับ และสามารถลดซีโอดีได้ร้อยละ 55.5 , 53.9 และ 

51.6 ตามล าดับ และงานวิจัยของ Park และคณะ มีการศึกษาการลดสี acid black 52  ด้วยราเน่า

ขาว  Funalia trogii  ด้วยอัลจิเนต พบว่าสามารถใช้เซลล์ตรึงรูปได้ซ  า 2 ครั ง โดยประสิทธิภาพการ

ลดลงของสีเท่ากับ 93.8 และ88 ตามล าดับ ในวันที่ 10 ของการทดลอง โดยการน าเส้นใยราดังกล่าว

มาใช้ในการลดสี  น  าเสียจากกระบวนการต่างๆ นั นสามารถน าราเน่าขาวมาใช้ซ  าได้  ท าให้

อุตสาหกรรมสามารถประหยัดต้นทุนในการบ าบัดสีของน  าเสียได้ (Couto, 2009) เมื่อเปรียบเทียบผล

การทดลองของงานวิจัยนี กับรายงานการวิจัยที่ผ่านมาปรากฏว่า เซลล์ตรึงรูปราเน่าขาว T. 
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polyzona CU 07 สามารถก าจัดซีโอดี และสี ได้มากกว่า  P. sorida และมีระยะเวลาการเลี ยงที่สั น

กว่า F. trogii  และจากการทดลองการตรวจวัดเอนไซม์แลคแคสในน  าเสียระหว่างการใช้เซลล์ซ  า 

ปรากฏว่าแนวโน้มที่ลดลงตามแนวโน้มของร้อยละการลดสีน  าเสียโดยเป็นไปตามรายงานการวิจัยของ 

Sumathi และ Phatak (1999) ซึ่งได้ใช้เชื อรากลุ่ม Asperillus foelidus ลดสีน  าด าที่ความเข้มข้น

พบว่าโดยพบว่าเอนไซม์แลคแคสมีแนวโน้มมีความสัมพันธ์กับการลดสีน  าเสียเช่นกัน 

 5.4.6 กลไกกระบวนการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นโดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา 

 เมื่อพิจารณาความเป็นไปได้ของกลไกการก าจัดซีโอดี  สี และความขุ่นในงานวิจัยนี  

โดยใช้ราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา โดยเป็นไปได้ว่าอาจเกิดกระบวนการดูดซับสีโดยเส้นใยราเน่าขาว 

(biosorption) กระบวนการย่อยสลายโดยเอนไซม์กลุ่มลิกนิ โนไลติก (ligninolytic enzyme 

degradation) และกระบวนการจับอนุภาคคอยลอยด์ในระบบโดยเซลล์ตรึงราเน่าขาว โดยสามารถ  

โดยสามารถได้อธิบายจากงานวิจัยดังนี ต่างๆดังนี  ผลงานวิจัยของ Balan และ Monteiro (2001) ที่

ได้ศึกษาการลดสีน  าเสียโดยใช้เชื อรากลุ่มลิกนิโนไลติกเอนไซม์  และได้อธิบายกลไกดังนี  ที่เวลา 24 

ชั่วโมงแรก พบว่าค่าดูดกลืนแสงมีค่าลดลง ที่ความยาวคลื่น 580 และ 680 นาโนเมตร โดยกลไกการ

ดูดซับสีน  าเสียมีความสามารถในการลดสีอย่างสูงถึงประมาณร้อยละ 74 และงานวิจัยของ Daâssi 

และคณะ (2013) ได้ศึกษาการใช้ราเน่าขาวสายพันธุ์ Trametes versicolor และ Trametes trogii 

ตรึงบนแคลเซียมอัลจิเนต พบว่าเมื่อใช้เซลล์ที่ตายแล้ว ในร้อยละการก าจัดสีเท่ากับ 40 และ 25 

ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปรากฏมีการดูดซับสีโดยเส้นใยราเน่าขาว โดยกระบวนการดูดซับโดย

โครงสร้างของสารอินทรีย์ประเภทไคติน โดยโครงสร้างของประเภทไคตินเป็นสารองค์ประกอบหลัก

ของผนังเซลล์เชื อรา โดยไคตินมีหมู่โครงสร้างประเภท เอมีน ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอน จึง

สามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีน สีย้อมผ้า และไอออน ของโลหะได้  และ กระบวนการที่ส าคัญในกลไก

การก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่น คือ การย่อยสลายโครงสร้างของสารประเภท อะโรมาติก โดย

กระบวนการใช้เอนไซม์ (enzymatic degradation) กับเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยจึงมีความเป็นไป

ไดว่าอาจจะเกิดกระบวนการคล้ายคลึงกับ งานวิจัยของ Permpornsakul และคณะ (2015) โดยได้

ศึกษาการบ าบัดทางชีวภาพของสีย้อมกลุ่ม RB5 โดยใช้ราเน่าขาวสายพันธุ์ Phanerochaete 

sordida PBU 0057 โดยผลการศึกษาปรากฏว่าราเน่าขาวสามารถย่อยสลายสีย้อมโดยใช้เวลา 72 

ชั่วโมง โดยการย่อยสลายสีย้อมมีความสัมพันธ์กับกิจกรรมเอนไซม์ของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกเอน

ไซม์ และได้ยืนยันโครงสร้างโดย เครื่องโครมาโท กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) เพ่ือตรวจสอบ



 115 

โครงสร้างสาร พบว่าสารเมตาบอไลต์ของสีย้อมกลุ่ม RB5 ว่ามีย่อยสลายของธาตุไนโตรเจนที่ต าแหน่ง

พันธะคู่ (azo bond) และสารเมตาบอไลต์ในงานวิจัยนี เมื่อทดสอบโดยวิธีความเป็นพิษในพืชโดยน า

สารเมตาบอไลต์มาทดสอบการงอกโดย ถั่วแขก (Phaseolus vulgaris L.) ข้าวฟ่าง (Sorghum 

bicolor L.) และ ข้าวโพด (Zea mays L) พบว่าความเป็นพิษต่ าเมื่อพิจารณา ร้อยละการงอกของ

พืชดังกล่าวใกล้เคียงกับชุดการทดลองควบคุม (น  ากลั่น) โดยถั่วแขก ในร้อยละการงอกเท่ากับ 100 

(เมื่อใช้สีย้อมให้ร้อยละการงอกที่ 80) และ ข้าวฟ่าง ข้าวโพด ร้อยละการงอกเท่ากับร้อยละ 90 (เมื่อ

ใช้สีย้อมให้ร้อยละการงอกที่ 40 และ 65 ตามล าดับ)  และกระบวนที่ส าคัญในกระบวนการก าจัด

ความขุ่นอาจจะเกิดกระบวนการก าจัดค่าความขุ่นโดยเส้นใยราเน่าขาวที่ตรึงบนดินเบา  โดยเมื่อ

พิจารณาปรากฏว่าเซลล์ตรึงราเน่าขาวโดยดินเบา ลักษณะของเซลล์ตรึงราเน่าขาวบนดินเบามี

ลักษณะการตรึงแบบ Carrier binding โดยเจริญเติบใยราเน่าขาวโดยเส้นใยของราเน่าขาวที่ตรึงบน

ดินเบามีการเจริญ และฟอร์มเซลล์ตรึงให้มีขนาดใหญ่ขึ นโดยเส้นใยท าหน้าที่ จับสารคอยลอยด์ใน

ระบบเข้าสู่ก้อนเซลล์ตรึง ท าให้ส่งผลให้ร้อยละการก าจัดความขุ่นเพ่ิมขึ น 

 โดยกระบวนการดูดซับด้วยชีวมวล (biosoption) การย่อยสลายโดยใช้เอนไซม์ (enzymatic 

degradation) และกระบวนการจับอนุภาคคอยลอยด์ในระบบโดยเซลล์ตรึงราเน่าขาว เป็น

กระบวนการที่เกิดขึ นเพื่อก าจัดสี ซีโอดี และความขุ่น โดยในงานวิจัยนี เกิดได้ทั ง 3  กระบวนการ โดย

ทั ง 3 กระบวนการมีข้อดี และข้อจ ากัดแตกต่างกันออกไป เช่น การดูดซับสีโดยเส้นใยราเน่าขาว เป็น

กระบวนการที่เกิดขึ นได้เร็ว โดยใช้ระยะเวลาเพียงประมาณ 24 ชั่วโมงแต่อย่างไรก็ตามกระบวนการ

ดูดซับด้วยชีวมวลเส้นใยรา มีข้อจ ากัดคือ สีที่เส้นใยดูดซับไว้สามารถกลับออกสู่สภาวะแวดล้อมอีกครั ง

ได้เมื่อเส้นใยราเน่าขาวเกิดการย่อยสลายตามธรรมชาติ (Ali, 2010 และ Gao และคณะ, 2010)  

กระบวนการย่อยสลายโดยใช้เอนไซม์เป็นกระบวนทางชีวเคมีโดยใช้เอนไซม์ โดยเอนไซม์มี

ความสามารถในการเปลี่ยนสารตั งต้นเป็นสารเมตาบอไลต์ที่ถาวร ไม่กลับมาเป็นสารตั งต้นเดิมอีก แต่

อย่างไรก็ตาม ข้อจ ากัดของการย่อยสลายโดยใช้เอนไซม์ คือ ต้องใช้เวลานานเพ่ือให้ราเน่าปรับสภาพ

ในระบบเพ่ือที่ปล่อยเอนไซม์ออกมาสู่กระบวนย่อยสลาย และราเน่าขาวในบางสายพันธุ์อาจจะต้องใช้

โคแฟ็คเตอร์เพ่ือช่วยให้เอนไซม์ท างานได้ยิ่งขึ น  และกระบวนการก าจัดความขุ่นโดยการจับสาร

ประเภทคอยลอยด์โดยเส้นใยราเน่าขาว โดยจากการศึกษาในงานวิจัยนี  พบว่าให้ร้อยละการก าจัดการ

ก าจัดความขุ่นที่โดยสูงสุดที่ร้อยละ 21.5 อันเนื่องมาจากการเจริญเติบโตของราเน่าขาวใช้ท าให้เพ่ิม

พื นที่ผิวของราน่าขาว และในข้อก าจัดในกระบวนการนี คือ ระยะเวลานานเนื่องจากราเน่าขาวต้องใช้
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ระยะเวลาในการปรับสภาพ ซึ่งสอดคล้องกับ ผลการทดลองที่ 4.7.2.1 ในขั นตอนการก าจัดความขุ่น

พบว่าเมื่อเลี ยงราเน่าขาวที่วัดที่ 6 ให้ร้อยละการก าจัดความขุ่นท่ีสูงที่สุด  

 

  

 

 



 

 

บทที่ 6 
สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 

 

  งานวิจัยนี สามารถแยกเส้นใยราเน่าขาวบริสุทธิ์ได้ทั งสิ น 20 ไอโซเลต โดยทั ง 20 ไอโซเลต

สามารถเกิดวงสีเขียวบนอาหารเลี ยงเชื อแข็งได้จ านวน 19 ไอโซเลต โดยไอโซเลต CU07 และ SM10 

สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และไอโซเลตให้แอคติวิตีของเอนไซม์แลคแคสของไอโซ

เลต CU07 เท่ากับ 0.363±0.012 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเมื่อท าการระบุสายพันธุ์โดยวิธีการทาง

สัณฐานวิทยาพบว่าสามารถจัดจ าแนกได้คือ Trametes polyzona เมื่อยืนยันการจัดจ าแนกด้วยการ

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ (ITS1-5.8S-ITS4) มีความคล้ายคลึงกับ Trametes polyzona 

WR710-1 โดยมีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเท่ากับ 99%  โดยน  าด าที่ใช้ในงานวิจัยนี มีคุณสมบัติทาง

กายภาพมีค่าดังนี คือ ซีโอดีค่าเท่ากับ 292,216  มิลลิกรัมต่อลิตร สีมีค่าเท่ากับ 873,777 แพลทตินัม

โคบอลต์ยูนิต ความขุ่นมีค่า 1,330 เอ็นทียู และมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 13 จากนั นจึงน าน  าด า

เข้าสู้การปรับสภาพน  าด าโดยกรดซัลฟิวริก และการรวมตะกอนด้วยกระบวนการโคแอ็คกูเลชัน คือผล

การทดลองพบว่าค่าความเป็นกรดด่างที่ เหมาะสมคือ ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 3 โดยสามารถ

ก าจัดซีโอดี สี ได้ที่ 96.1 และ96.2 ตามล าดับ และความขุ่นสามารถก าจัดได้ร้อยละ 30 ของน  าด า

เริ่มต้น และเมื่อเติมสารโคแอกูแลนท์ที่เหมาะสมคือ ไคโตซานที่ความเข้มข้น 0.07 กรัม (น  าหนักต่อ

ปริมาตร) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ต่อ สารละลายแคตไอออนพอลิอะคริลาไมด์ที่ความเข้มข้น 0.021กรัม

(น  าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร โดยสามารถกวนที่ความเร็วรอบ 140 รอบต่อนาที เวลาใน

การกวน 12 นาที ทิ งให้ตกตะกอนเป็นเวลา 60 นาที แสดงค่าร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น

ที่  99.18 99.20 และ 70 หลังจากนั นจึงน าเข้าสู่กระบวนการปรับสภาพด้วยราเน่าขาวต่อไป  

หลังจากนั นจึงน าน  าด าเข้าสู่กระบวนการปรับสภาพด้วยราเน่าขาว โดยพบว่าราเน่าขาว T. 

polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบาสามารถใช้ดินเบาเป็นตัวค  าจุนได้ และเมื่อท าการศึกษาสภาวะที่

ความเหมาะสม โดยเติมน  าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 (น  าหนักต่อปริมาตร) และแอมโมเนียม

คลอไรด์ ที่ความเข้มข้นที่ร้อยละ 0.12  (น  าหนักต่อปริมาตร) ค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นที่เหมาะสม

ต่อการเจริญเติบโตของราเน่าขาวคือค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6 โดยสามารถแสดงร้อยละการ

ก าจัดซีโอดี สี และความขุ่นเท่ากับ 51.68  65.96 และ 10.06  จากค่าสีเริ่มต้นที่ 8,145 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร และ 7,536 แพลทตินัมโคบอลต์ยูนิท และ 293 เอ็นทียู ตามล าดับ ที่วันที่ 4 ของการเลี ยงราเน่า
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ขาว และเมื่อศึกษาแหล่งสารอาหารที่ เหมาะสมพบว่า กลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เป็น

สารอาหารที่เหมาะสมต่อการน าไปศึกษาต่อ โดยสามารถแสดงร้อยละการก าจัดซีโอดี สี และความขุ่น

เท่ากับ 54.54, 77.18 และ 20.07 ที่วันที่ 4 จากค่าสีเริ่มต้นที่ 8,034 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 7,441 

แพลทตินัมโคบอลต์ยูนิต และ 266 เอ็นทียู ตามล าดับ ของการเลี ยงราเน่าขาว และเมื่อศึกษาความ

เข้มข้นของสารอาหารกลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด์พบว่าค่าตอบสนองร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ที่

สูงที่สุดพบว่ามีค่าเท่ากับ น  าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 3.00 (น  าหนักต่อปริมาตร) และ 

แอมโมเนียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.11 (น  าหนักต่อปริมาตร) สามารถก าจัดร้อยละซีโอดี สี

เท่ากับ 57.65 , 80.12 จากค่าสีเริ่มต้นที่ 8,726 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 7,624 แพลทตินัมโคบอลต์ยู

นิต ตามล าดับ และเมื่อศึกษาการใช้เซลล์ซ  าพบว่า เซลล์ตรึงราเน่าขาว T. polyzona CU07 สามารถ

ใช้เซลล์ซ  าได้ถึง 4 รอบเซลล์ซ  าโดยให้ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี มากกว่าร้อยละ 50 ของค่าซีโอดี และ

สี เริ่มต้น  

  และเมื่อพิจารณาค่าซีโอดี สี และความขุ่นสุดท้ายหลังกระบวนการก าจัดในงานวิจัยนี มีค่าซีโอดี 

1,496 มิลลิกรัมต่อลิตร (ร้อยละการก าจัด 99.5)  ค่าสีมีค่าเท่ากับ 1,571 แพลทตินัมโคบอลต์ (ร้อยละการ

ก าจัด99.8)  ค่าความขุ่น 260 เอ็นทียู (ร้อยละการก าจัด 80)   

ข้อเสนอแนะ 

 กระบวนการก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่นในงานวิจัยนี  เมื่อเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานน  า

ทิ งในโรงงานอุตสาหกรรมแล้วพบว่า 

 ค่าซีโอดีหลังจากการบ าบัดมีค่าเท่ากับ 1,496 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับค่า

มาตรฐานน  าทิ งในโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งอุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษเป็นอุตสาหกรรมที่

ก าหนดค่ามาตรฐานน  าทิ ง ตามประกาศก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน  าทิ งจากแหล่งก าเนิด 

ประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม โดยก าหนดเป็นโรงงานอุตสาหกรรม จ าพวกที่ 3 

ก าหนดค่าซีโอดีผ่านเกณฑ์มาตรฐานไว้ที่ 400  มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งจะเห็นได้ว่าค่าซีโอดีสุดท้ายจาก

งานวิจัยนี ยังไม่ผ่านมาตรฐานดังกล่าว  

 ค่าสีตามมาตรฐานน  าทิ ง จากประกาศก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน  าทิ งจาก

แหล่งก าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรมให้โรงงานอุตสาหกรรมจ าพวกที่ 3  
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ไว้ว่า ไม่เป็นที่พึงรังเกียจ และเมื่อพิจารณาลักษณะของน  าเสียสุดท้ายที่ได้จากการก าจัดมีสีเหลือง ใส 

หรือมีค่าแพลตินัม-โคบอลต์ยูนิตเท่ากับ 1,571 แพลตินัมโคบอลต์ยูนิต โดยทางผู้วิจัยเห็นว่าควรมี

กระบวนการบ าบัดสีของน  าด าเพิ่มเติม 

 เมื่อพิจารณาค่าความขุ่น ในมาตรฐานน  าทิ งตามประกาศก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบาย

น  าทิ งจากแหล่งก าเนิด ประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรมในโรงงานอุตสาหกรรม 

จ าพวกที่ 2 และจ าพวกที่ 3  ปรากฏว่าค่าความขุ่นไม่ได้ถูกก าหนดค่ามาตรฐานไว้ อย่างไรก็ตาม 

ความขุ่นเป็นตัวแปรที่บ่งบอกถึงลักษณะทางกายภาพ ที่แสดงถึงความสะอาดของน  า จึงสมควรได้รับ

การก าจัดความขุ่นของน  าด าก่อนทิ งลงสู่สิ่งแวดล้อม โดยเมื่อพิจารณาค่าความขุ่นสุดท้ายมีค่า 260 

เอ็นทียู ซึ่งค่อนข้างมีความใส แต่ยังมีตะกอนขนาดเล็กหลงเหลือยู่ 

 ดังนั นเพ่ือให้ค่าซีโอดี สี และความขุ่น ผ่านเกณฑ์มาตรฐานและไม่เป็นที่พึงรังเกียจ จึงอาจจะ

เพ่ิมกระบวนการดูดซับในกระบวนการก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่น  โดยงานวิจัยของ  ชามา เยี่ยง

มานิต (2555) พบว่า กระบวนการดูดซับโดยใช้ถ่านกัมมันต์ เป็นกระบวนการที่มีประสิทธิภาพในการ

ก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่น 

  แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการการก าจัดค่าซีโอดี สี และความขุ่นในงานวิจัยนี  เป็นระบบ

บ าบัดที่มีประสิทธิภาพ โดยเหมาะส าหรับโรงงานอุตสาหกรรมผลิตเยื่อกระดาษขนาดกลางและขนาด

เล็ก หรือในกรณีที่ระบบกู้คืนสารเคมี (recovery process) ไม่สามารถด าเนินการได้  และเป็นระบบ

บ าบัดเพื่อลดภาระของระบบบ าบัดน  าเสียหลัก ในโรงงานอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษได้   
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ภาคผนวก ก 

1. ศึกษาผลของความเร็วรอบในการกวนที่เหมาะสมต่อสารละลายไคโตซานเพื่อก้าจัดซีโอดี สี 

 

รูปที่ ก.1 ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ที่ต่อความเร็วรอบในการกวนผสมที่เหมาะสมของสารโคแอกู

แลนท์ไคโตซาน โดยใช้สารโคแอกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ความเข้มข้นร้อยละ 1  (น  าหนักต่อ

ปริมาตร) 

จากรูปที่ ก.1 พบว่าเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบในการกวนผสมที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาทีให้ร้อยละ

การก าจัดซีโอดีและสีเท่ากับร้อยละ 99.16 และ 99.15 ตามล าดับ และเม่ือเพ่ิมความเร็วรอบในการกวน

ผสมพบว่าร้อยละก าจัดซีโอดี สี มีแนวโน้มลดลง คาดว่าน่าจะเป็นผลมาจากความเร็วรอบในการกวนที่

สูงขึ นท าให้ตะกอรไคโตซานมีขนาดที่แตกออก และ ฟุ้งกระจายในระบบ จึงท าให้ผลการก าจัดลดลง 
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2. ศึกษาผลของความเร็วรอบในการกวนที่เหมาะสมผสมต่อสารแคตไออนพอลิอะคริลาไมด์ เพื่อ

ก้าจัดซีโอดี สี 

 

รูปที่ ก.2 ร้อยละการก าจัดซีโอดี สี ที่ต่อความเร็วรอบในการกวนผสมที่เหมาะสมของสาระลายพอ

ลิอะคริลาไมด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยใช้สารโคแอกูแลนท์ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ความเข้มข้น 1 

เปอรฺเซนต์ (น  าหนักต่อปริมาตร) 

จากรูปที่ ก.2  พบว่าเมื่อเพิ่มความเร็วรอบในการกวนผสมที่ความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาทีให้ร้อยละ

การก าจัดซีโอดีและสีเท่ากับร้อยละ 99.17 ตามล าดับ และเมื่อเพ่ิมความเร็วรอบในการกวนผสมพบว่า

ร้อยละก าจัดซีโอดี สี คงท่ีที่ความเร็วรอบที่ 180 รอบต่อนาที  
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ภาคผนวก ข 

กราฟแสดงแอคติวิตีเอนไซม์แลคแคสของราเน่าขาว T.polyzona CU07 ที่ตรึงบนดินเบา 

 

รูปที่ ข.2  กราฟแสดงแอคติวิตีเอนไซม์แลคแคสที่ตรึงบนดินเบา  

 จากผลการทดลองข้างต้นจะเห็นค่ากิจกรรมเอนไซม์แลคแคสสูงขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับการ

วัดแอคติวิจีแลคแคสในสภาะปกติ โดยค่าสูงสุดในค่าปกติอยู่ที่ 0.363±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และเมื่อวัด

กิจกรรมเอนไซม์แลคแคสโดยราเน่าขาวตรึงบนดินเบา ค่าสูงสุด 1.092±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 

อาหารเลี ยงเชื อและวิธีเตรียม 

1. อาหารสูตร Potato dextrose agar (PDA) 

 มั่นฝรั่ง 200  กรัม 
 น  าตาลกลูโคส 20   กรัม 
 ผงวุ้น  18   กรัม 
 น  ากลั่น  1000  มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม 

 1. ปอกเปลือกมันฝรั่งออกแล้วหั่นมันฝรั่งเป็นสี่เหลี่ยมลูกเต๋า 
 2. น ามันฝรั่งที่หั่นแล้วน าไปต้มกับน  ากลั่น 500 มิลลิลิตร ด้วยไฟปานกลางเป็นเวลา 20 
นาทีหรือจนกว่ามันฝรั่งนิ่ม แล้วกรองเนื อมันฝรั่งออกเอาแต่น  า 
 3. เติมน  าตาลกลูโคสและผงวุ้นคนให้เข้ากันแล้วปรับปริมาตรด้วยน  ากลั่นให้เป็น  1000 
มิลลิลิตร 
 4. เทใส่ขวดอาหารขวดละประมาณ 100 มิลลิลิตร  
  5. น าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอสูง (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส                
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 
2. อาหารสูตร Malt Extract Broth (MEB) 

  Malt Extract  20   กรัม 
 เปปโตน 10   กรัม 
 น  าตาลกลูโคส 20   กรัม 
 น  ากลั่น 1000  มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม 

 1. ละลาย malt extract ในน  ากลั่น 500 มิลลิลิตร 
 2. เติมเปปโตนและน  าตาลกลูโคสคนให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วยน  ากลั่นให้ได้ 1 ลิตร  
 3. เทใส่ขวดอาหารขวดละประมาณ 100 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดให้สนิท 
 4. น าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยเครื่องนึ่งความดันไอสูง (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส                
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารสูตร Lignin Modified Basal medium (LMB) 
 
 Glucose 20   กรัม 
 KH2PO4 1.0   กรัม 
 MgSO4.7H20 0.5   กรัม 
 CaCl2 0.01  กรัม  
 FeSO4.7H20 0.01 กรัม 
 MnSO4.4H20 0.001 กรัม 
 ZnSO4.7H20 0.001 กรัม 
 CuSO4.5H20 0.002 กรัม 
 H20 1000 มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม 

1. ละลายส่วนผสมทั งหมดในน  ากลั่น 900 มิลลิลิตรจากนั นปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5  
2. เติม ABTS ที่ความเข้มข้น 0.001 กรัมต่อลิตร เติมน  ากลั่นปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร น าไปฆ่าเชื อ
ด้วยเครื่องนึ่งความดันไอน  า   
3. อาหารสูตร Production (Glucose Yeast Peptone medium) 
  Glucose 40 กรัม 
  Yeast extract 5 กรัม 
  เปปโตน 5 กรัม 
  KH2PO4 0.46 กรัม 
  K2HPO4 1 กรัม 
  MgSO4.7H20 0.5 กรัม 
  น  ากลั่น 500 มิลลิลิตร 
วิธีเตรียม 
. น าส่วนผสมทั งหมดละลายในน  ากลั่นตามสัดส่วนข้างต้น ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้ได้ 5.5.ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1 N น าไปนึ่งฆ่าเชื อที่ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว 
15 นาที 



 

 

 
ภาคผนวก ง 

          การวัดแอคติวิตีของเอนไซม์ 

1. การวัดกิจกรรมเอนไซม์แลคแคส (Madhavi and LeLe, 2006) 
 1.1 การเตรียม reaction mixture ปริมาตร 1.2 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
  0.1 M Sodium acetate (pH 5.5)  0.6 มิลลิลิตร 
  10 mM ABTS  0.2 มิลลิลิตร 
  Enzyme   0.4 มิลลิลิตร 
 1.2 น า reaction mixture ในข้อ 1.1 มาผสมกันในคิวเวต โดยเติมเอนไซม์เป็นอันดับ
สุดท้าย 
 1.3 ท าการวัด reaction mixture ในข้อ 3.2 ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 420 นาโนเมตร เวลาท าปฏิกิริยา 1 นาที โดยมีชุดควบคุมเป็น reaction ที่ไม่มีการเติมเอนไซม์ 
 1.4 การค านวณหาแอคติวิตีของแลคแคส (Wolfenden and Wilson, 1982; Childs and 
Bardasley, 1975) 
  1 หน่วยแอคติวิตีของแลคแคส คือปริมาณของแลคแคสที่สามารถออกซิไดซ์ 1                       
ไมโครโมลของ ABTS ใน 1 นาที เมื่อได้ค่าดูดกลืนแสงที่ 420 นาโนเมตรแล้วน ามาแทนค่าตามสูตร 
 

 แลคแคสแอควิตี(U/ml) = ∆A/ml* Volume reaction mixture *1000 
   36,000*1*Volume enzyme solution  

  ε  420 นาโนเมตร = 36000M-1.cm-1 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะห์ค่าซีโอดี 

วิธี Close Reflux Tritrimetric Method (AOAC Official Method 2000) 
 เครื่องมือและอุปกรณ์ 
          1. หลอดทดลองชนิดฝาปิด ขนาด 25 x 150 มิลลิลิตร 
  2. ที่ใส่หลอดทดลอง 
          3. เตาอบที่อุณหภูมิ 150±2 องศาเซลเซียส 
   4. ปิเปตขนาด 1, 10 มิลลิลติร 
          5. บิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร 
          6. ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 
 สารเคมี  
 1. สารละลาย (Digestion reagent): ละลายสาร K2Cr2O7 4.913 กรัม ที่ผ่านการอบแห้งที่ 
103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ในน  ากลั่น 500 มิลลิลิตรค่อยๆเติมกรดซัลฟิวริก เข้มข้น 167 
มิลลิลิตรเติม HgSO4 ลงไป 33.3 กรัม คนให้ละลายตั งทิ งไว้ให้เย็นที่ อุณหภูมิห้องแล้วปรับปริมาตร
เป็น 1ลิตร  
 2. กรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่ผสม AgSO4 (Sulfuric acid reagent): AgSO4 22 กรัมในกรด 
ซัลฟิวริกเข้มข้น น  าหนัก 4.1กิโลกรัม (2.5 ลิตร) แล้วตั งทิ งไว้ 1-2 วันเพื่อให้ละลาย  
 3. สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous acid reagent: FAS) 0.1 
นอร์มอล: ละลาย (NH4)2SO4 .FeSO4 .6H2O 39 กรัม ในน  ากลั่นแล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นลงไป 
20 มิลลิลิตร ท าให้เย็นแล้วเติมน  ากลั่นลงไปจนปริมาตร 1ลิตร สารละลายนี ต้องน ามาหาความเข้มข้น 
ที่ แน่นอนด้วยสารละลาย Digest reagent ดังนี เติมน  า กลั่น 10 มิลลิลิตร สารละลาย Digest 
reagent 14 มิลลิลิตรจากนั นใช้ ปิเปตค่อยๆเติม Sulfuric sufate (FAS) โดยใช้ Ferroin จ านวน 2-
3 หยด เป็นอินดิเคเตอร์ สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีเขียวอมเขียวและเป็นสีน  าตาลแดงท่ี
จุดยุติ 
         ความเข้มข้น (นอร์มอล) = ปริมาณสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร) X 0.05 
                                       ปริมาณสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มิลลิลิตร) 
 4. สารละลาย Ferroin อินดิ เคเตอร์ : ละลาย 1-10 Phenantroline monohydrate 
1.485 กรัม และ FeSO4 .7H2O 695 มิลลิลิตรในน  ากลั่น แล้วเติมน้า กลั่น จนมีปริมาตรครบ 100 
มิลลิลิตร 
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  วิธีการทดลอง  
 1. ล้างหลอดทดลองและฝาจุกด้วยกรดซัลฟูริกร้อยละ 20 ปริมาตรต่อปริมาตร ก่อนเพ่ือ
ป้องกันการปนเปื้อนจากสารอินทรีย์  
 2. ปิเปตตัวอย่างน  า มา 10 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองแล้วเติม Digestion reagent ลง 
ไป 6 มิลลิลิตร  
 3. ค่อยๆเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น ที่ผสม AgSO4ลงไป 14 มิลลิลิตรให้ไหลลงก้นหลอดแก้ว
เพ่ือให้ชั นของกรดอยู่ ในชั นของน  า ตัวอย่างและ Digestion reagent 
หมายเหตุ ภายหลังการเติมกรดซัลฟูริกให้สังเกตสีของตัวอย่างดังต่อไปนี  
 - ถ้าได้สีเขียวแสดงว่า ปริมาณ K2Cr2O7 เหลืออยู่มากใช้ปริมาณน  าตัวอย่างน้อยเกินไปต้อง
เพ่ิมปริมาณน  าตัวอย่างอีก 
 - ถ้าได้สีเขียวอมเหลืองแสดงว่า น  าตัวอย่างเหมาะสมสามารถนา ตัวอย่างไปรีฟลักซ์ได้ 
 - ถ้าได้สีเขียวอมฟ้าแสดงว่าปริมาณน  าตัวอย่างมากเกินไป ต้องการเจือจางน  าตัวอย่าง 
    ให้มีความเข้มข้น น้อยกว่านี  
    โดยจะใช้อัตราส่วนระหว่างน  าตัวอย่าง : น  ากลั่นเท่าไหร่ก็ได้แต่ผลรวมของปริมาตรน  า
ตัวอย่าง   ต้องเท่ากับ 10 มิลลิลิตร 
 4. ปิดจุกหลอดทดลองให้แน่นแล้วคว่ า หลอดไปมาหลาย ๆ ครั งอย่างทั่วถึงก่อนจะน  า
ตัวอย่างไปรีฟลักซ์ เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดความร้อนสะสมอยู่ที่ก้นหลอดซึ่งอาจแตกได้ในขณะท าการรีฟ
ลักซ ์
 5. ให้ท าแบลงค์โดยใช้น  า กลั่นแทนน  า ตัวอย่างด้วยวิธิีการทดลองเช่นเดียวกับการวิเคราะห์
น  าตัวอยาีงประมาณ 1-2 หลอด 
 6. น าหลอดทดลองทั งหมดที่ใส่น  าตัวอย่างและแบลงค์วางบนที่ตั งหลอดทดลองแล้วเข้าเตา
อบที่ท าให้อุณหภูมิสูงถึง 150±2 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 2 ชั่วโมง ให้น  าตัวอย่างออกมาทิ งไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนเย็น 
 7. เทตัวอย่างจากหลอดใส่ลงขวดรูปชมพู่ไทเทรตด้วยสารละลายFAS จนกระทั่งถึงจุติจะ
เห็นการเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียวและเป็นสีน  าตาลแดงที่จุดยุติอ่านปริมาตรที่ไทเทรต
ตอนเริ่มเปลี่ยนน  าตาลแดง 
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 การค้านวณ 
                       COD (mg/L) = (a-b) x N x 8000 
                                                          mL sample 
        a = mL ของ Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ไทเทรตแบลงค์ 
        b = mL ของ Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ไทเทรตน  าตัวอย่าง 
        N = Normality ของ Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใช้ 
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ภาคผนวก ฉ 
การวิเคราะห์วัดสีโดยวิธีการเปรียบเทียบแพลตินัมโคบอลต์มาตรฐาน (Platinium coblalt 
standard) (APHA AWWA and WEF, 1998) 
 
สารเคมี 
 การเตรียมสารละลายสะลายสต็อคสีมาตรฐาน โดยละลายโพแทสเซียมคลอโรแพลติเนต 
(K2PtCl6) 1.246 กรัม และโคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2.6H20) 1.00 กรัม ในน  ากลั่นซึ่งเติมกรดไฮโดร
คลอริก 100 มิลลิลิตร แล้วเจอืจางด้วยน  ากลั่นจนมีปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ซึ่งจะได้สารละลายที่มี
ความเข้มของสีเท่ากับ 500 หน่วย 
 
ตารางท่ี ง.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มสี 0-500 หน่วยสี 

สารละลายความเข้มสีมาตรฐาน (หน่วยสี) ปริมาตรของสารละลายสีมาตรฐาน (มิลลิลิตร) 
0 - 
10 0.5 
20 1.0 
30 1.5 
40 2.0 
50 2.5 
100 5.0 
150 7.5 
200 10.0 
250 12.5 
300 15.0 
350 17.5 
400 20.0 
450 22.5 
500 25.0 
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การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
 เตรียมสารละลายที่มีความเข้มข้นที่มีความเข้มข้นสีระหว่าง 0-500 หน่วยสีจากสารละลาย
มาตรฐานได้ตามตารางภาคผนวกที ฉ เตรียมสารละลายสีมาตรฐานเข้มข้นต่างๆ โดยปิเปตสารละลาน
สีมาตรฐาน (500 หน่วยส)ี ตามปริมาตรที่ก าหนดในแต่ละความเข้มข้นปรับปริมาตรให้เป็น 25 
มิลลิลิตรด้วยน  ากลั่น วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร 
 
วิธีการ  
 น าตัวอย่างน  า วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร โดยใช้น  ากลั่นเป็น blank 
น าค่าดูดกลืนแสงที่ 475 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือทราบค่าของตัวอย่าง  
 

 
 
รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายสีมาตรฐานด้วยวิธี Platinium cobalt standard 
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ภาคผนวก ช 
การเตรียมสารเคมีสกัดดีเอ็นเอ 

 
1. Tris – HCl Buffer (50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5) 
 TrisBase 6.1   กรัม 
 น  ากรอง 800   มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ให้ได้ 7.5 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น และปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน  า
กลั่น 
 
2. 2X CTAB lysis buffer 
 CTAB 4   กรัม 
 1M Tris-HCl (pH 8.0) 20   มิลลิลิตร 
 0.5 M EDTA 8   มิลลิลิตร 
 NaCl 16.36   กรัม 
 2-mercaptoethanol 1   มิลลิลิตร 
 เติมน  ากลั่นที่ฆ่าเชื อจนได้เป็นปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 
3. TE buffer 
 Tris-Cl (pH8) 1 M 10   มิลลิลิตร 
 EDTA  (pH8) 0.5 M 2  มิลลิลิตร 
 น  ากลั่น 1   ลิตร 
 เติมน  ากลั่นลงในส่วนผสมของ Tris-Cl และ EDTA น าไปฆ่าเชื อหม้อนึ่งฆ่าเชื อความดันไอ
น  าที่อุณหภูมิห้อง 121 องศาเซลเซียล ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา  15 นาที เก็บไว้ที่ 
อุณหภูมิห้อง 
 
4. สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
 MTT 50  มิลลิลิตร 
 PBS 10   มิลลิลิตร 
 ละลาย MTT ใน PBS กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโคเมตร แบ่งใส่หลอดไมโคร
ทิวปลอดเชื อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุ้มแผ่นฟอยล์เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียล 
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5. สารละลาย 0.04 N HCl ใน isopropanol 
 เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol ปรับปริมาตรให้ได้ 100 
มิลลิลิตรด้วย isopropanol เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง 
 
 
6. Washing buffer 
 PVP (polyvinylpyrrolidone) 2  กรัม 
 Ascorbic acid 1.76  กรัม 
 1 M Tris HCl (pH 8.0) 20  มิลลิลิตร 
 2-mercaptoethanol 4  มิลลิลิตร 
 เติมน  ากลันที่ฆ่าเชื อ (Autoclave water) จนได้ปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
7. Choloroform/isoamyl alcohol (24:1 v/v) 
 Choloroform 192  มิลลิลิตร 
 Isoamyl alcohol 8  มิลลิลิตร 
 
8. Polyelthylene glycol (PEG) 20% 
 โพลีเอธีลีนไกลคอน 20  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ 14.61 กรัม 
 น  ากลั่น 200  มิลลิลิตร 
 ละลาย PEG และ NaCl ด้วยน  ากลั่นปราศจากเชื อปริมาตร 200 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
 
9. 10X TBE buffer (10X Tris-boric acid EDTA) 
 ทริสเบส (Tris-base) 54  กรัม 
 บอริก (H2BO3) 27.5 กรัม 
 EDTA 4.65  กรัม 
 น  ากลั่น 500  มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั งหมดในน  ากลั่นปราศจากเชื อปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
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10. Ethidium bromide, 10 mg/ml 
 เติมน  ากลั่นปราศจากเชื อปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในเอทีเดียมโบรไมด์ (C2H20BrN3) 0.2 
กรัม ผสมให้เข้ากันเก็บไว้ขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
11 Agarose gel 1.5% (w/v) 
 อะกาโรส (agarose) 1.65  กรัม 
 TBE 110  มิลลิลิตร 
 เอทีเดียมโบรไมด์ 4 ไมโครลิตร 
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