
เอ ก ส ารแ ล ะงาน ว ิจ ้ย ท ีเก ีย วข ้อ ง

2.1 ดูวมวลของพึช (Plant Biomass)

โครงสร ้างของซ ีวมวลพ ืชประกอบด ้วยเชลล ์หลายกล ุ่มท ี่ทำหน ้าท ี่แตกต ่างก ้น อาจเป ็น  

เซลล์ทีมีชีวิตอยู่หรือเซลล์ที่ตายแล้ว โดยแต่ละเซลล์จะม ีผน ังเซลล์ท ี่ประกอบด้วยช ั้นของผนังเชลล์ 

2 ช ั้น ได้แก่ ผน ังเซลล์ปฐมภูม ิ (Primary cell wall) และผนังเชลล์ท ุต ิยภ ูม ิ (Secondary cell wall) 

ซึ่งผนังเซลล์ปฐมภูม ิจะประกอบไปด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และอาจจะพบล ิกน ินได ้บ ้างในผนัง 

เซลล์ชั้นนี้ ซ ึ่งเซลล์เหล ่าน ี้จะเป ็นเซลล์ท ี่ย ังม ีช ีว ิตอยู่และอยู่ในระยะเจริญ โดยการแบ ่งต ัวจะพบใน 

ผนังเชลล์ช ั้นน ี้ซ ึ่งจะทำหน้าท ี่ในการส ังเคราะห ์ด ้วยแสง หายใจ และล ่งผ ่านสารอาหารต ่างๆ เป ็น 

ต้น ผน ังเซลล ์ท ุต ิยภ ูม ิจะเก ิดฃ ึ้นก ็ต ่อเม ื่อเซลล ์หย ุดเจริญแล ้ว ซ ึ่งจะประกอบด ้วย เซลลูโลส เฮมิ 

เซลลูโลส และจะพบลิกนินมากในผนังเซลล์ช ั้นน ี้ โดยผนังเซลล์ท ุต ิยภ ูม ิจะทำหน้าท ี่ในการให ้ความ 

แข็งแรงหรือลำเลียงนํ้าให้กับไม้ โดยผน ังเซลล์ท ุต ิยภ ูม ิจะแบ ่งออกเป ็น 3 ช ั้น โดยแต ่ละช ั้นน ั้นจะม ี 

องค์ประกอบของชีวมวลพืซที่แตกต่างกัน โดยจะแบ่งออกเป ็นเชลล์ท ุต ิยภ ูม ิช ั้นท ี่หน ึ่ง (Secondary 

wall, S1) โดย S1 ทำหน้าท ี่เป ็นผนังเซลล์ในช ั้นนอกสุดของผนังเซลล์ท ุต ิยภ ูม ิ ก ัดมาเป ็นช ั้นเซลล ์ 

ชั้นทุติยภูมิชั้นที่ลอง (Secondary wall, S2) โดยชั้น S2 ม ีความหนามากท ี่ส ุดและม ีการจ ัดเร ียงต ัว 

ของคาร์โบไฮเดรตและลิกน ินอย่างหนาแน่น ก ัดจากช ั้นเซลล์ท ุต ิยภ ูม ิช ั้นท ี่ลาม (Secondary wall, 

S3) โดยชั้น S3 จะเป ็นล ่วนท ี่ลำเล ียงน ั้า สารอาหาร หร ือสะสมอาหาร (Eriksson et al., 1990) 

แสดงดังภาพที่ 1

Secondary wall (S3)
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ภาพที่ 1 โครงสร้างของไม้เนื้ออ่อนและเนื้อแข็ง (Selvendran and Oneill, 1985)
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โดยท ั่วไปผน ังเซลล ์ของพ ืชประกอบไปด ้วยช ีวมวลพ ืชประนาท เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และล ิกน ิน รวมก ันประมาณ  70 เปอร์เซ ็นต ์ของซ ีวมวลพ ืชท ั้งหมดจ ับต ัวก ันแน ่นด ้วยโครงสร้างท ี่ 

ซ ับช้อนและแข็งแรง โดยม ีล ิกน ินทำหน ้าท ี่เป ็นกาวเช ื่อมต ่อช ่วยให ้เน ื้อไม ้คงรูปและป ้องก ันการเข ้า 

ทำลายของจุล ินทรีย ์และยังทำหน้าท ี่ในการเป็นเยื่อเล ือกผ่านในเนื้อไม้อ ีกด้วย

เซลลูโลส (Cellulose)

เซลลูโลส เป ็นคาร ์โบไฮเดรตชน ิดพอล ิแซคคาไรด ์ (polysaccharides) โมเลก ุลใหญ ่ 

ป ระกอบด ้วย  โมเลก ุลของน ํ้าตาลกล ูโคสท ี่จ ัด เร ียงต ัวเป ็นเล ์นยาวตรงท ี่เช ื่อมก ันแบบไม ่เป ็น  

ก ิ่งก ้านสาขา เช ื่อมต ่อก ันด ้วยพ ันธะป ีต ้า 1-4 ไกลโคซิดิค ((3-1,4 glycosidic linkage) โดยทั่วไป 

สายของเซลล ูโลสจะประกอบด ้วยน ํ้าตาลกล ูโคส 8,000-12,000 หน่วย (Saha and Bothast,

1997) และในพ ืชช ั้นส ูงอาจม ีมากถ ึง 14,000 หน่วย ในธรรมชาต ิจะไม ่พบเซลล ูโลสอย ู่เป ็นสาย 

เดี่ยว แต ่อย ู่เป ็นแบบผล ึกท ี่เร ียงต ัวก ันเป ็นระเบ ียบและจ ับต ัวก ัน เป ็นกล ุ่มแน ่นหนาและไม ่ละลาย 

นํ้า ทำหน้าที่ให้ความแข็งแรงกับผนังเซลล์ของพืช

เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose)

เฮมิเซลลูโลส เป็นพอลิแซคคาไรด์ชนิดหนึ่งซึ่งม ีโครงสร้างคล้ายเซลลูโลสแต่ประกอบด้วย 

น ํ้าตาลโมเลกุลเด ี่ยวหลายชนิดเช ่นแมนโนส ไซโลสกล ูโคสกาแลกโตสอะราบ ิโนส รวมท ั้งกรดกลู 

ค ูโรนิก และกาแลกท ูโรน ิก เฮม ิเซลล ูโลสม ีโครงสร ้างท ี่เป ็นก ิ่งก ้านสาขาจ ัด เร ียงต ัวแบบไม ่เป ็น  

ระเบ ียบ ส่วนที่เป ็นลายตรงของเฮมิเซลลูโลสส่วนใหญ่จะเป็นหน่วยของนํ้าตาลไซโลลที่เช ื่อมต่อกัน 

ตรงตำแหน่ง บ ีต ้า 1-4 (Bungay, 1981) ซึ่งเฮมิเซลลูโลสพบในเนื้อเย ื่อของพ ืชโดยรวมอยู่ก ับสาร 

อ ื่นๆ เช่น ล ิกน ิน และเซลลูโลส เป ็นต ้น เฮมิเซลลูโลสเป็นโครงสร้างของผนังเซลล์พ ืชทำหน้าที่ใน 

การเสร ิมสร ้างผน ังเซลล ์พ ืชให ้หนาและแข ็งแรงข ึ้นเม ื่อพ ืชเจร ิญ เต ิบโต เฮมิเซลลูโลสจำแนกได้ 2 

ป ระ๓ ท คือ เฮมิเซลลูโลสจากไม้เน ื้ออ ่อน (softwood hemicellulose) พบมากในพ ืชตระก ูลลน 

ต ัวอย ่างเช ่น  สนเม ืองหนาวชน ิดต ่างๆ ในไม ้เน ื้ออ ่อนม ีเฮม ิเซลล ูโลสประมาณ  25 เปอร์เซ ็นต ์ 

น ํ้าตาลท ี่เป ็นส ่วนประกอบของเฮมิเซลลูโลสจากไม้เน ื้ออ ่อนจะเป ็นน ํ้าตาลแมนโนสเป็นหลัก ส่วนเฮ 

ม ิเซลล ูโลสจากไม ้เน ื้อแข ็ง (hardwood hemicellulose) จะพบมากในพ ืชแองจ ิโอล เป ิร ์ม

(angiosperms) เช่น ไม ้ดอกชนิดต ่างๆ ในไม ้เน ื้อแข ็งจะม ีเฮม ิเซลล ูโลสประมาณ 30 เปอร์เซ ็นต ์ 

น ํ้าตาลที่เป ็นส่วนประกอบของเฮมิเซลลูโลสจากไม้เน ื้ออ่อนจะเป็นนํ้าตาลไซโลสเป็นหลัก
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ล ิกน ิน (Lignin)

ล ิกน ิน เป ็นสารประกอบฟ ืนอล โมเลก ุลของล ิกน ินจะแทรกและเช ื่อมอย ู่ระหว ่างโมเลก ุล 

ของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสลิกนินช่วยเพ ิ่มความแข็งแรงให้ก ับผนังเซลล์พ ืช (Reid, 1995)ซ่ึง 

ล ิกน ินจะเป ็นองค ์ป ระกอบท ี่สำค ัญ ในเน ื้อไม ้ ทำหน ้าท ี่เสม ือนต ัวเช ื่อมประลานเล ันใยเซลล ูโลส 

และเฮม ิเซลล ูโลสทำให ้เก ิดโครงสร ้างท ี่แข ็งแรงของเน ื้อไม ้และปกป ้องไม ่ให ้เซลล ูโลสและเฮม ิ 

เซลล ูโลสถูกทำลายจาก1จ ุต ิน ,ทรีย ์ (Jang et al., 2001) โดยท ั่วไปล ิกน ินในเน ื้อไม ้และเน ื้อเย ื่อ 

ลำเล ียงของพ ืชจะม ือย ู่ประมาณ  20-30 เปอร์เซ ็นต ์ (Kirk, 1987) ล ิกน ินม ืโมเลก ุลขนาดใหญ ่ต ั้งแต ่

8,000-11,000กิโลดาลตัน (Lara et at., 2003) ล ักษณะโครงสร้างของลิกน ิน ด ังแสดงในภาพที่ 2 

ล ิกน ินไม ่สามารถละลายน ํ้าได ้และไม ่ม ีค ุณสมบ ัต ิในการย ืดหย ุ่น ด ังน ั้นจ ึงทำให ้พ ืชท ี่ม ีล ิกน ินมากมี 

ความแข ็งแรงทนทานซ ึ่งไม ้แต ่ละชน ิดจะม ีอ ัตราส ่วนระหว่างเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินไม่ 

เท ่าก ัน และนอกจากน ี้ย ังพบว ่าพ ืชแต ่ละชน ิดหร ือแม ้แต ่ชน ิด เด ียวก ัน  แต ่อาย ุและการเจร ิญ ใน  

สภาพท ี่แตกต ่างก ันก ็ม ีผลทำให ้ม ีปร ิมาณล ิกน ินแตกต ่างก ันด ้วย โดยเม ื่อไม ้ม ีอาย ุมากข ึ้นปร ิมาณ  

ล ิกน ินก ็จะเพ ิ่มข ึ้นด ้วย
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ภาพที่ 2 โครงสร้างของลิกนินในเนื้อไม้ (Glazer, A.W., and Nikaido, H., 1995)

ประมาทของลึกนิ'น

ประเภทของล ิกน ินสามารถแบ ่งได ้ตามชน ิดท ี่พบในพ ืซท ี่นำมาใช ้เป ็นสารต ั้งต ้นจะแบ ่ง 

ออกเป ็น 3 กลุ่ม (Eugenia, Sanchez and Hernandez, 2000) คือ

1. ลิกนิน'จาก,ไม้เนื้ออ่อน (Soft wood lignin) ได้แก่ ล ิกน ินท ี่มาจากไม ้ท ี่ม ีล ักษณะใบ 

แคบ ซึ่งได้แก่ พ ืชตระก ูลสน เซ่น สนสองใบ สนสามใบ เป็นต้น

2. ล ิกนินจากไม้เน ื้อแข ็ง (Hard wood lignin) ได้แก่ ล ิกน ินจากไม ้ใบกว้าง ได้แก่ ไม้ 

เบญจพรรณต ่างๆ เซ่น ย ูคาลิปต ัส เป็นต้น

3. ล ิกน ินจากหญ ้าหรือพ ืชล ้มล ุก (Grass lignin) ได้แก่ ล ิกน ินจากพ ืชตระก ูลหญ ้าท ี่ 

ไม ่ม ีเน ื้อไม ้ เซ่น ฝืาย ปอ ฟางข้าว กก ซานอ้อย เป็นต้น
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กระบวนการส ังเคราะห ์ล ิกน ิน

กระบวนการส ังเคราะห ์ล ิกน ินในธรรมชาต ิ เก ิดจากสารต ั้งต ้น (precursors) 3 ชนิด ได้แก่ 

พารา-ค ูมารล แอลกอฮอล์ (p-coumaryl alcohol) โคนิเฟอริล แอลกอฮอล์ (coniferyl 'alcohol) 

และ ช ินนาป ีล  แอลกอฮอล ์ (sinapyl alcohol) (Kirk, 1999) โดยสารต ั้งต ้นท ั้ง 3 ชนิด ใน 

กระบวนการส ังเคราะห ์ล ิกน ินน ั้นจะม ีความแตกต ่างก ันของจำนวนหม ู่เมทอกซ ี (ทาethoxy) บนวง 

แหวนอะโรมาต ิกท ี่แตกต่างก ัน (Reid, 1995) ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3 โครงสร้างของสารตั้งต ้น phenyl propanoid ท้ัง 3 ชนิดของกระบวนการส ังเคราะห ์ล ิกน ิน 

(Wong, 2009)

นอกจากน ั้นแล ้วล ิกน ินย ัง เป ็นสารท ี่ไม ่ล ะลายน ํ้าจ ึงทำให ้กระบวนการย ่อยสลายล ิกน ิน  

เก ิดข ึ้นได ้ช ้าจ ึงม ีการค ิดค ้นกระบวนการย ่อยสลายล ิกน ินเพ ื่อให ้ได ้เซลล ูโลสและเฮม ิเซลล ูโลส 

ออกมาสามารถนำไปใช ้ประโยชน ์ต ่อไป ซ ึ่งกระบวนการย ่อยสลายล ิกน ินน ั้นอาจทำได ้หลายว ิธ ี 

เซ่น ก ารให ้ค วาม ร ้อนท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิส ูงห ร ือการใช ้ส ารเคม ีป ระเภท กรดห รอด ่าง  แต ่ก ระบ วนการ 

ด ังกล ่าวจะส ินเปล ืองพล ังงานและสารเคม ีเป ็นจำนวนมากในการย ่อยสลายล ิกน ินออก ดังนั้นจึงได้ 

ม ีการนำว ิธ ีการย ่อยสลายล ิกน ินด ้วยว ิธ ีการทางช ีวภาพมาส ืกษา ซ ึ่งส ิ่งม ีช ีว ิตท ี่ลามารถย ่อยสลาย 

ล ิกน ินได ้น ั้นล ่วนใหญ ่เป ็นเช ื้อราท ี่อย ู่ในกล ุ่ม Basidiomycetes และบางส ่วนจะเป ็นเช ื้อราท ี่อย ู่ใน 

กล ุ่ม Ascomycètes โดยเช ื้อราท ี่สามารถย ่อยสลายล ิกน ินได ้ด ี เร ืยกว ่าราฟอกขาว (White rot 

fungi)
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2.2 ราฟอกขาว หรือ White Rot Fungi

ราฟอกขาวเป ็นราท ี่สามารถย ่อยสลายองค ์ประกอบท ั้งหมดของเซลล ์พ ืชได ้ แต่โดยส่วน 

ใหญ ่ราในกลุ่มน ี้ม ักจะย ่อยสลายลิกน ินและเฮมิเซลลูโลสมากกว่าเซลลูโลส ด ังน ั้นหลังจากที่เน ื้อไม ้ 

เก ิดการย ่อยสลายโดยรากลุ่มน ี้แล ้วจะคงเหลือเซลลูโลสอยู่ซ ึ่งจะมองเห ็นเป ็นส ีขาวจึงเป ็นท ี่มาของ 

ช ื่อราฟอกขาว ราฟอกขาวเหล ่าน ี้ม ีความสามารถในการย ่อยสลายล ิกน ินได ้ เน ื่องจากลามารถผล ิต 

เอนไซมัในกลุ่มออกซิโดรืด ักเดส (Oxidoreductases) ท ีม ีช ือว ่า ล ิกน ิเนส (lignineses) โดยส ่วน 

ใหญ ่ราฟอกขาวจะเป ็นราในกล ุ่ม  Basidiomycetes แต ่บางชน ิดอาจจะพบในกล ุ่ม Ascomycètes 

ราฟอกขาวพบได ้ท ั่วไปในธรรมชาต ิ โดยเฉพาะบนผ ิวของเปล ือกไม ้ ท ่อนไม้ หร ือเศษไม ้ ซ ึ่งเป็น 

แหล ่งสำค ัญของล ิกน ิน ต ัวอย ่างราฟอกขาวได ้แก ่ Bjerkandera adusta Coriolus versicolor 

Ganoderma lucidum Phanerochaete chrysosporium Phlebia radiate Pleurotus ostreatus 

Pycnoporus sanguineus Schizophyllum commune และ Xylaria sp. เป ็นต ้น (Herpoel et al.,

2000)

ราฟ อกขาวม ีกลไกในการย ่อยสลายล ิกน ิน โดยการสร ้าง เอนไซ ม ์ล ิกน ิเนล  (ligninase) ♦

ล ิกน ินเนสเป ็นกล ุ่มของเอนไซม ์ท ี่ย ่อยสลายล ิกน ิน เน ื่องจากโครงสร้างโมเลก ุลของล ิกน ินเป ็นแบบ 

ไม ่ลมมาตร และม ีมอนอเมอร์ภายในโมเลกุลหลายชนิด ด ังน ั้นเอนไซม์ท ี่ย ่อยสลายลิกนินจึงม ีหลาย 

ชน ิด  ล ิก น ิน เน ส ป ระก อ บ ไ ป ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ห ล ัก  3 ชน ิด  ค ือ ล ิก น ิน  เป อ ร ์อ อ ก ซ ิเด ล  (lignin 

peroxidase, E.C.1.11.1.14) แมงกาน ีส  เปอร ์ออกซ ิเดส (manganese peroxidase, 

E.C.1.11.1.7) และแลคเคส (laccase, E.C.1.10.3.2) การเร ่งปฏ ิก ิร ิยาของเอนไซม ์ล ิกน ินเนสจะ 

เก ิดข ึ้นโดยการสร้างโมเลก ุลอน ุม ูลอ ิสระ (free radical molecule) เพื่อใช้ในการออกซิไดซิโมเลกุล 

สารอ ินท ร ีย ์อ ื่นๆ หลายชน ิด โดยเฉพาะโมเลก ุลสารอ ินทร ีย ์ท ี่ม ีโครงสร ้างแบบอะโรมาต ิกซ ึ่งเป ็น  

องค ์'ประกอบของล ิกน ิน  ราฟอกขาวจะผล ิต เอนไซม ์ล ิกน ิเนสในช ่วงเมแทบอล ิซ ึมแบบท ุต ิยภ ูม ิ 

(secondary metabolism) และการผล ิตเอนไซม ์ไนกล ุ่มน ี้ข ึ้นอย ู่ก ับภาวะการเจร ิญ ของเช ื้อรา 

ต ัวอย ่างเช ่น  ล ัดส ่วนของคาร ์บอนก ับไนโตรเจนในอาหาร การจำก ัดปร ิมาณ แหล ่งคาร ์บอนหร ือ  

ไนโตรเจนไอออนของโลหะในอาหาร เช่น เหล็ก (Fe2+) แมงกานีส (Mn2+) และคอปเปอร ์ (Cu2+)

เป ็นต ้น หรือปริมาณตัวเหนี่ยวนำ (inducer) เช่น เวอราท ิลแอลกอฮอล์ (vertaryl alcohol; 3,4- 

dimethoxybenzyl alcohol) ABTS (2,2-Azino-di-(3-ethybenzothialozin-6-sulfonic acid) เป็น 

ต ้น และนอกจากภาวะท ี่กระต ุ้นให ้ม ีการผล ิตเอนไซม ์แล ้ว การย ่อยสลายล ิกน ินน ั้นจำเป ็นต ้องม ี 

ภาวะท ี่เหมาะลมก ับการเจร ิญ เต ิบโต แต ่การทำงานของเอนไซม์อาจจะไม ่ใช ่ภาวะเด ียวก ับการผล ิต 

เอนไซม์
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ป ัจจ ุบ ันม ีการค ืกษๆเช ื้อราในกล ุ่มราฟอกขาวก ันเป ็นจำนวนมากและพบว่าม ีหลายชน ิดท ี่ม ี 

ความสามารถในการผล ิตเอนไซม ์ล ิกน ิเนล โดยเฉพาะแลคเคสท ี่ม ีประส ิทธ ิภาพในการย ่อยสลาย 

ล ิกน ิน 'ในเน ื้อไม ้'ได ้ น อ ก จ าก น ี้แ ล ้วย ัง ม ีเช ื้อ ราฟ อ ก ข าวอ ีก ห ล าย ช น ิด  เช ่น Phanerocheate 

chrysosporium  ท ีม ีความสามารถในการย ่อยสลายล ิกน ินได ้อย ่างม ีประส ิทธ ิภาพ (Kennes and 

Lema, 1994) และพบว ่าราฟอกขาวบางชน ิดไม ่ได ้เพ ียงแต ่ย ่อยสลายล ิกน ินหร ือสารประกอบท ี่ม ี 

โครงสร ้างคล ้ายล ิกน ินเท ่าน ั้น  แต ่ย ังพบว ่าม ีการนำราฟอกขาวไปใช ้ประโยชน ์ทางด ้านอ ื่น  เซ่น G. 

lucidum  ท ี่ม ีสรรพค ุณทางยา เป ็นต ้น และนอกจากน ี้ย ังม ีอ ีกหลายสายพ ันธ ุท ี่ม ีความสำค ัญในเช ิง 

อ ุตสาหกรรมอาหาร เซ่น P. ostreatus L. edodes และ ร. commune เป ็นต้น (Ko et al., 2001)

ล ิกน ิน เปอร์ออกซิเดล (lignin peroxidase, E .c. 1.11.1.14)

ล ิกน ิน เปอร์ออกซิเดสเป ็นเอนไซม์ไนกลุ่มเปอร์ออกซิเดล (peroxidases) ภายในโมเลก ุล 

ของเอนไซม ์ม ีไอออนของเหล ็ก เป ็นองค ์ป ระกอบ  เอนไซม ์ชน ิดน ี้ม ีล ักษ ณ ะเด ่นค ือ  นอกจาก 

ออกซิไดซ์วงแหวนของโมเลกุลอะโรมาติก (aromatic ring) ได ้แล ้วย ังสามารถออกซิไดซ์หมู่เมทอก 

ซิล (ทาethoxyl group) ซ ึ่งเป ็นหมู่ฟ ังก ์ช ั่นของโมเลกุลอะโรมาต ิกได ้ด ้วย เอนไซม์ชน ิดน ี้สามารถ 

ทำงานได้ด ีในภาวะท ี,เป ็นกรดช ่วงค ่าความเป ็นกรดด ่างท ี่ (pH) 3.0 ในขณ ะเด ียวก ันความเสถ ียร 

ของเอนไซม์ม ีแนวโน ้มลดลงเม ื่อเอนไซม์น ี้อย ู่ในสภาพแวดล้อมท ี่เป ็นกรด (Tein and Kirk, 1988) 

ในธรรมชาต ิเน ื้อไม ้จะม ีสภาพเป ็นกรดท ี่ม ีค ่าความเป ็นกรดด ่างประมาณ 4.0 ซ ึ่งย ังไม ่เหมาะสมต่อ 

การทำงานของเอนไซม์ แต่เช ื้อราจะสร้างกรดออกซาลิก (oxalic acid) ออกมาลดค ่าความเป ็นกรด 

ด่าง เพ ื่อสน์บสนุนให้เอนไซม์ทำงานได้ด ีฃ ึ้น (Dutton et al. 1993; Dutton and Evans, 1996) มี 

การค ืกษาถ ึงการผล ิตล ิกน ิน  เปอร์ออกซ ิเดลจากเช ื้อราและพบว ่าเช ื้อราจะผล ิตเอนไซม ์น ี้ได ้ด ีใน 

ภาวะท ี่ม ีปร ิมาณไนโตรเจนอย ู่ในปริมาณจำก ัด

เน ื่องจากโมเลกุลของลิกน ิน เปอร์ออกซ ิเดสน ั้นม ีฃนาดใหญ ่จ ึงไม ่สามารถแทรกเข ้าไปใน 

เนื้อไม้เพ ื่อย่อยสลายลิกนินได้ ด ังน ั้นกลไกการย่อยสลายลิกนินในเนื้อไม้โดยเอนไซม์น ี้จ ึงเป ็นกลไก 

แบบทางอ้อม (indirect mechanism) โดยเช ือราจะผล ิตเวอราท ิลแอลกอฮอล์ (veratyl alcohol; 

3,4-dimethoxybenzyl alcohol) ซ ึ่งเป ็นสารประกอบอ ินทรีย ์โมเลก ุลเล ็กออกมา จากน ั้นเอนไซม์ 

จะออกซ ิไดซ ิโมเลก ุลเวอราท ิลแอลกอฮอล ์ไห ้กลายเป ็นโมเลก ุลอน ุม ูลอ ิสระท ี่ม ีประจ ุบวกซ ึ่งจะ 

ลามารถแทรกเข้าไปในเนื้อไม้เพื่อออกซิไดซ์ลิกนินต่อไป
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แมงกานีส เปอร์ออกซิเดล (Manganese peroxidase, E.c.1.11.1.7)

แมงกานีส เปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซมโนกลุ่มเปอร์ออกซิเดส ภายในโมเลกุลของเอนไซม์ม ี 

เหล็กไอออนเป็นองค์ประกอบเซ่นเดียวกับเอนไซม์ลิกนินเปอร์ออกซิเดส การทำงานของเอนไซม์น ี้ม ี 

กลไกคล้ายกับส ิกนิน เปอร์ออกซิเดสแต่ม ีข ้อแตกต่างก ันค ือ ในปฏ ิก ิร ิยาจะต ้องม ีไอออนแมงกาน ีส 

(Mn2+) ร ่วมอย ู่ด ้วย ม ีงานวิจ ัยพบว่าปฏ ิก ิร ิยาระหว ่างเอนไซม์ก ับส ับสเตรตบางชนิดเซ ่น ไดเมททอก 

ซีที!นอล (dimethoxyphenol) ไม ่ต ้องการแมงกาน ีสไอออนในการเก ิดปฏ ิก ิร ิยา (Archibald, 1990) 

ราฟอกขาวท ุกชน ิดจะผล ิตแมงกาน ีส เปอร์ออกซิเดล ในขณะท ี่บางชน ิดไม ่พบล ิกน ิน เปอร์ออกซิ 

เดล การทำงานของล ิกน ิน เปอร์ออกซ ิเดลและแมงกาน ีส เปอร์ออกซิเดล ต ้องการไฮโดรเจนเปอร์ 

ออกไซม์ (H20 2) ร ่วมด ้วยในปฏ ิก ิร ิยา

แลคเคส (Laccase, E.c. 1.10.3.2)

แลคเคสเป็นเอนไซม์,โนกลุ่มพอลิที!นอลออกซิเดล (polyphenol oxidases) ท ี่สามารถเร ่ง 

ปฏ ิก ิร ิยาออกซ ิเดช ันและรีด ักช ันของซ ับสเตรตในสารประกอบอะโรมาต ิก (aromatic compound) 

หลายชนิด หร ืออะโรมาต ิกเอม ีน (aromatic amine) (Duran et al., 2002) ทำหน้าท ี่เร ่งปฏ ิก ิร ิยา 

ออกซิเดชันของสารประกอบที!นอล ให ้กลายเป็นอนุม ูลอิสระของที!นอล (phenol radical) แลคเคส 

เป ็นค ิวโปรโปรต ีน (cuproprotein) ที่ม ีทองแดง (copper) เป ็นองค ์ประกอบในเอนไซม ์โดยท ั่วไป 

โมเลกุลของแลคเคสมีคอปเปอริไอออนเป ็นองค ์ประกอบอยู่ 4 อะตอม ตรงบริเวณเร่ง (active site) 

และแบ ่งออกเป ็น  3 ชนิด โดยการท ำงานของแลค เคลน ั้นจะต ้องอาศ ัยต ัวช ่วย  (mediator) 

ปฏ ิก ิร ิยาจ ึงเก ิดได ้ด ี (Camarero et al., 2007) แลคเคสม ีค ่าความเป ็นกรดด ่างท ี่เหมาะสมในการ 

ทำงานอยู่ในช ่วงระหว่าง 3.5-7 (Salas et al., 1995)

2.3 เอนไซม์และเซลล์ตรึงรูป (Enzyme and Cell immobilizations)

เอนไซม์ตรึงรูป หมายถึง เอนไซม์ท ี่ถ ูกกำหนดหรือทำให้อยู่ในขอบเขตที่กำหนดไว้ อาจม ี 

โมเลก ุลใหญ ่ข ึ้นด ้วยการเช ื่อมพ ันธะ หรือไม ่ม ีพ ันธะเคม ี ละลายน ํ้าได ้อยากข ึ้น หรือไม่ละลายเลย 

มีผลทำให้เอนไซม์ เปล ี่ยนจากสถานะต ัวเร ่งปฏ ิก ิร ิยาท ี่เป ็นของเหลวกลายเป ็นต ัวเร ่งปฏ ิก ิร ิยาท ี่เป ็น 

ของแข็งขณะที่ทำปฏิก ิร ิยา
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เซลล์ตรึงรูป ได ้ม ีการด ัดแปลงมาจากการตรึงร ูป เอนไซม ์โดยเป ็นการกำจ ัดขอบเขตของ 

เซลล ์ให ้อย ู่ในบร ิเวณ ท ี่กำหนด แต ่เซลล ์ย ังคงร ักษาสมบ ัต ิในการเป ็นแหล ่งผล ิต เอนไซม ์ให ้ม ี 

ความลามารถในการเป ็นต ัวเร ่งปฏ ิก ิร ิยาและสามารถนำกล ับมาใช ้ซ ํ้าและใช ้อย ่างต ่อเน ื่องได ้โดย 

เซลล ์ท ี่นำมาทำการตร ึงร ูปน ี้จะเป ็นเซลล ์ท ี่อย ู่ในช ่วงการเจร ิญ  ระยะพ ัก  หร ือตายแล ้ว (Chibaya 

and Wingard, 1983) ซ ึ่งว ิธ ีการตรึงร ูปเซลล ์จะช ่วยลดข ั้นตอนในการสก ัดเอนไซม์และการทำ 

เอนไซม์ให้บริล ุทธิ้ได้โดยไม่ทำให้เส ียความสามารถในการทำปฏิก ิริยา

ข้อจำกัดของการใช้เซลล์และเอนไซม์อิสระ (ปราณ ี อ ่านเปรื่อง, 2547)

1. เอนไซม์หรือเซลล็อิสระไม่เสถียร

2. เอนไซม์หรือเซลลํอิสระใช่ได้ครั้งเดียว

3. เอนไซม์อิสระ ถ ้าจะให ้แอคติว ิต ีส ูงต ้องทำให ้บริส ุทธก่อนนำมาใช ้งาน

4. เอนไซม์อ ิสระในอุตสาหกรรมมีต ้นท ุนการใช ้งานสูง

ประโยชน์ของเอนไซม์และเชลล์ตรึงรูป

1. ม ีโอกาสเพ ิ่มค ่าก ิจกรรมของเอนไซม ์และความเสถ ียรของเอนไซม ์ได ้ถ ้าใช ่ว ิธ ีการท ี่ 

เหมาะสม

2. สามารถใช้งานกับระบบของเอนไซม์และเซลล์หลายชนิด

3. ลามารถใช้ซํ้า ใช้ต่อเนื่อง และใช้เป ็นเครื่องมือวิเคราะห์ได้

4. ใช ้ภาวะการทำงานท ี่แตกต ่างจากเอนไซม์หรือเซลล ์อ ิสระได ้ ท ั้งน ี้จะข ึ้นอย ู่ก ับชน ิดของ 

ต ัวพยุงและวิธ ีการตรึงร ูป

5. เอนไซม์หรือเซลล์ที่นำมาตรึงรูป ไม่ต ้องทำให้บริส ุทธี้ก ็สามารถทำงานได้ด ี

กระบวนการตรึงรูปเอนไซม์และเซลล์

ว ิธ ีการตร ึงร ูป  แบ่งเป็น 3 ว ิธ ีใหญ ่ (Kennedy and Cabral, 1987)

1. การเช ื่อมก ับต ัวพยุง (Carrier binding) หมายถึง การเช ื่อมพ ันธะระหว่างเอนไซม ์หรือ 

เซลล์ก ับตัวพยุงท ี่ไม่ละลายนํ้า และอาจไม ่ละลายในตัวทำละลายบางชนิด

1.1 ว ิธ ีการด ูดซ ับทางช ีวภาพ (physical adsorption method) เป ็นวิธ ีการตรึงโดยใช ้ 

ต ัวด ูดซ ับก ับสารเคม ีท ี่เป ็นต ัวนำด ้วยพ ันธะไอออน ิก หรือพ ันธะไฮโดรเจน โดยอาศ ัยหล ักธรรมชาต ิ

เคมี (Cheetham,1980)
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1.2 การใช ้พ ันธะโควาเลนต ์ (Covalent binding) เป ็นวิธ ีการเช ื่อมเซลล์หรือเอนไซม์ 

โดยตรงก ับลารพาหะ โดยสารที่ใช้เชื่อมต่อกับเซลล์หรือเอนไซม์ได้แก่ กล ุ่มอะม ิโน กล ุ่มคาร์บอกซิล 

กลุ่มซัลพัรล กลุ่มไฮดรอกซิล หรือ กลุ่มอิมิดาโซล (Cheetham,1979)

2. การเช ือมขวาง (Cross-linking) หมายถึงการเช ื่อมเซลล์เช ้าด ้วยก ัน โดยใช้ลารพวกไบ 

หรือลารม ัลต ิฟ ังช ันนอลรืเอเจนต ์ (bi or multifunctional reagent) เช่น กลูทาอัลด ีไฮด์ และโทลูอีน 

(Chibata et al-, 1978)

3. การกักชัง (Entrapment)

การตรืงเซลล์ด ้วยวิธ ีน ี้จะต ่างจากการตรึงด ้วยวิธ ีการทางเคม ีโดยท ี่ไม ่ได ้ม ีการเช ื่อมต ิด 

ห ร ือไม ่ม ีพ ันธะเก ิดข ึ้น ระหว ่างเซลล ์ห ร ือ เอนไซม ์ก ับพาหะ ลามารถใช ้ได ้ก ับการตร ึงเชลล ์และ 

เอนไซม์ทุกชนิด แบ่งออกเป็น 2 ว ิธ ี คือ

3.1 การตรึงแบบไมโครแคปซูล (Micro capsulation type) หมายถ ึงการก ักช ังเชลล ์ 

หรือเอนไซม์ไว ้ในเย ื่อก ึ่งเล ือกผ ่าน ซ ึ่งป ้องก ันการซ ึมผ ่านของของเซลล์และเอนไซม์ได ้ แต ่ยอมให ้ 

ส ับเลตรต และผลผลิตซึมผ่านได้อย่างอิสระ (Cheetham, 1980)

3.2 การตรึงแบบแลตทิช (Lattic type) หมายถึงการตรึงเซลล์เดยการกักชังไว้ใน 

เจลของสารพอล ิเมอร์ช ึ่งเป ็นว ิธ ีท ี่น ิยมและประลบความสำเร ็จมากท ี่ส ุด (Cheetham, 1980)

2.4 วิธ ีการตรึงเอนไซม์และเซลล์ไนแคลเธียมอ้ลจึเนต (Enzyme and Cells Entrapment in 

Calcium Alginate)

การกักชังเอนไซม์หรือเซลล์เดยใช้อ ัลจิเนตเป็นวิธ ีการท ี่เร ียบง่าย สารอ ัลจ ิเนตท ี่น ิยมใช ้ก ัน 

มากสำหรับการตรึงเอนไซม์และการตรึงเซลล์ค ือ โซเดียมอัลจิเนต (Sodium alginate) ซึ่งเป็นพอลิ 

แอนไอออน (polyanion) ท ั้งน ี้เน ื่องจากลามารถทำการทดลองได ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้องและสามารถ 

ละลายน ํ้าได ้ ไม ่ม ีพ ิษ ม ีความเสถ ียรต ่อสารเคม ีส ูง ทนต ่อความเป ็นกรดด ่าง และเป ็นท ี่ยอมรับใน 

กานนำมาใช ้ในอ ุตสาหกรรมอาหารและยามายาวนาน (Fraser and Bickerstaff, 1997)

อิเลจิเนต (Alginate)

อ ัลจ ิเนตหรืออ ัลจ ินเป ็นสารท ี่สก ัดได ้จากสาหร่ายทะเลส ีน ํ้าตาล (Phaeophyceae) ในการ 

ผล ิตอ ัลจ ิเนตเป ็นอ ุตสาหกรรมสาหร่ายทะเลท ี่ใช ้ได ้แก ่ Macrocystis pyrifera ม ีอ ัลจ ินประมาณ  

14-19 เปอร์เซ ็นต ์ Laminaria cloustoni และ Laminaria digitata ม ีอ ัล จ ินป ระมาณ  15-40
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เปอร์เซ ็นต ์ ปร ิมาณ ท ี่พบจะข ึ้นก ับชน ิดของสาหร ่าย ฤดูกาล และแหล ่งท ี่สาหร่ายเจร ิญ เต ิบโต 

สาหร่ายเหล ่าน ี้พบได ้ท ั่วๆ ไปในโลก ประเทศท ี่ผล ิตอ ัลจ ิเนตมาก คือ อเมร ิกา อ ังกฤษ ฝรั่งเศส 

ส เปนนอร ์เวย ์ แคนนาดา และญ ี่ป ้น

อ ัลจ ิ เนต มี โครง สร ้าง  ทาง เคม ี เป ็น  พอ ลิ เม อ ร ์ ร ่วม  ของกรด  บ ีต า -ด ี-แม น  น ูโร น ิค  (J3-D- 

manuronic acid, M) และ กรดแอล-กลูโคโรนิค (L-guluronic acid, G) ในโมเลก ุลต ่อก ันแบบ 

พ ันธะ 1-4 ประกอบด ้วยบร ิเวณ ของออมอพอล ิเมอร ํรค (homopolymeric) ของ G และ M ท่ี 

เร ียกว่า G- และ M-blocks ตามลำด ับและย ังม ีบางล ่วนของโมเลก ุลเป ็น MG-blocks ดังภาพที่ 4 

ส ัดล ่วนของโคพอลิเมอร์ (copolymer) และโครงสร้างเหล ่าน ีจะเป ็นต ัวกำหนดสมบ ัต ิของอ ัลจ ิเนต 

เซ่น ถ ้าโพลีเมอร์ม ี G  ในปริมาณท ี่ส ูงจะม ีสมบ ัต ิเป ็นเจลท ี่แข ็งท ี่ความเข ้มข ้นของโลหะประจ ุบวก 

เฉพาะ (polyvalent metal cation) แต่ถ ้าพอลิเมอร์ม ี M ปริมาณส ูงจะม ีแนวโน ้มท ี่จะเก ิดเจลท ี่อ ่อน 

น ุ่ม และม ีภาวะในการเก ิดเจลท ี่กว ้างกว ่าอ ัลจ ิเนตท ี่ผล ิตจำหน ่ายเป ็นการค ้าม ีหลายอน ุพ ันธ ์จ ึงม ี 

สมบ ัต ิการละลายในน ํ้าท ี่แตกต ่างก ัน เซ่น อน ุพ ันธ ์ ของเกลือ Ca2+ K+ Na+ NH4+ และย ังผล ิตในรูป 

ของอัลจิเนต โพรพิล ีน ไกลคอล (propyleneglycol alginate) ซ ึงได ้จากปฏ ิก ิร ิยาของกรดอ ัลจ ีน ิค 

(alginic) กับ โพรพิลีนออกไซด์ (propylene oxide) ภายใต ้ความด ันอน ุพ ันธ ์เหล ่าน ีจะละลายได ้ท ัง 

ในน ํ้า ร ้อนและน ํ้า เย ็น  ความหน ืดของสารละลายอ ัลจ ิเนตท ี่ได ้ข ึ้นอย ู่ก ับ  อ ุณ หภ ูม ิ ความเข ้มข ้น 

น ํ้าหน ักโมเลก ุลและการม ีโลหะประจ ุบวก

อัลจ ิเนตไม ่ท ุกชนิดม ีสมบัต ิเป ็นเจลและจะเก ิดเจลได้เม ื่อทำปฏิก ิร ิยาก ับ Ca2+โครงสร้างของ 

เจลมีล ักษณะคล้ายกล่องไข่ (egg box) โดยมี Ca2+ เกาะอย ู่ก ับสายพอลิเมอร์ ดังภาพที่ 5 สมบัต ิท ี 

ดี-ของอัลจิเนตคือ ทำให ้เก ิดเป ็นเจลท ี่ไม ่ลามารถเปล ี่ยนกล ับไปเป ็นอ ัลจ ิเนตในน ํ้าเย ็นเม ื่อม ี Ca2+ 

รวมอย ู่ด ้วย ซ ึ่งสมบัต ิ1ในการเกิดเจลที่อ ุณหภูม ิต ํ่านี้ทำ1ให้1อัลจิเนต แตกต่างจากไฮโดรคอลลอยด์ท ี่ 

ได ้จากสาหร่ายส ีแดง อ ัลจ ิเนตถูกนำไปใข ้ในผล ิตภ ัณฑ ์อาหารหลายชนิดต ั้งแต ่ป ี ค.ศ. 1920 โดย 

เต ิมในอาหารกระป ๋องบางชน ิด ใช ้เป ็นสารเพ ิ่มความหน ืด สารเพ ิ่มความคงต ัว ทำให ้อ ีม ัลช ันคงตัว

สารทำให้เกิดเจล
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£ -o -m annu rona te  (M) a -L -gu lu rona te  (G)

M M M M M G G G G G G M G M G G G G G G G G M G M G M G M G  

M-block G-block G-b lock MG-block

ภาพที่ 4 โครงสร้างของอัลจิเนตชนิดต่างๆ (Phillips and Williams, 2000)

ภาพท 5 กลไกการเก ิดเจลของแคลเซียมอ้ลจ ิเนต (Egg-box model) (Phillips and Williams,

2000)
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การตรึงเซลล์ด ้วยแคลเซียมอัลจิเนต ทำไดโดยการผสมเอนไซม์หรือเชลล์ลงในสารละลาย 

โซเด ียมอ ัลจ ิเนตความเข ้มข ้น 2-4 เปอร์เซ ็นต ์ (w/v) โดยหยดลงในสารละลายแคลเซ ียมคลอไรต ์ 

เข้มข้น 0.05-0.2 โมลาร์จะเก ิดเป ็นเจลของแคลเซ ียมอ ัลจ ิเนตข ึ้นท ันท ี หล ังจากน ั้นทำการแช ่เม ็ด 

เจลที,ได ้ไว้ไนสารละลายแคลเซ ียมคลอไรด์อย่างน้อย 20 นาที เพ ื่อให ้เม ็ดเจลเก ิดข ึ้นอย ่างสมบ ูรณ ์ 

สมบ ัต ิของเจลท ี,ได ้จะข ึ้นอย ู่ก ับปร ิมาณ และชน ิดของอ ัลจ ิเนตท ี่ใช ้ นอกจากน ี้ย ังข ึ้นอย ู่ก ับชน ิด  

ความเข ้มข ้น ของไอออนโลหะและปริมาณเซลล์ที่ใช้

2.5 หลักการและกระบวนการบำบัดนํ้าเสิย (เกรียงศ ักด ิ้อ ุดมสินโรจน์, 2539)

น ํ้า เล ียจากโรงงานอ ุตสาหกรรมม ีล ักษณ ะท ี่แตกต ่างก ันข ึ้นก ับกระบวนการผล ิต  อาจม ี 

ความเข ้มข ้นหรือเจ ือจาง และอาจประกอบด ้วยสารอ ินทร ีย ์และอน ินทร ืย ์จ ึงทำให ้ว ิธ ีการบำบ ัดน ํ้า 

เล ียท ี่เหมาะสมข ึ้นก ับล ักษณ ะสมบ ัต ิของน ํ้าเล ียน ั้น  การล ัดการน ํ้า เล ียอาจแบ ่ง เป ็น2 ว ิธ ีการค ือ  

การกำจ ัดน ํ้าเล ียและการบำบ ัดน ํ้าเล ีย

การกำจ ัดน ํ้าเล ียหรือ Disposal คือ การขจัดน ํ้าเล ียให ้หมดไปดังน ั้นน ํ้าท ี่ปล ่อยท ิ้งออกมา 

จะไม ่ม ีน ํ้าเล ียปนออกมาอ ีก เช่น การตากแห้ง การปล ่อยท ิ้งทะเล การปล ่อยลงด ินโดยตรง ซึ่งแต่ 

ละว ิธ ีก ็จะเหมาะสมก ับอ ุตสาหกรรมแต ่ละชน ิด เช่นโรงงานผลิตแป้งมันสำปะหลัง เป ็นต ้น

การบำบ ัดน ํ้าเล ียหรือ Wastewater treatment คือ การทำให ้น ํ้าเล ียม ีค ุณภาพด ีข ึ้นและด ี 

เพ ียงพอท ี่จะปล ่อยท ิ้งลงแหล ่งน ํ้าธรรมชาต ิ โดยไม ่ล ่งผลกระทบต ่อค ุณ ภาพน ํ้าในแหล ่งร ับน ํ้า  

ธรรมชาต ิ การบำบ ัดน ี้าเล ียเป ็นการลดสารพ ิษในน ํ้าเล ียให ้ต ํ่าลง โดยผ ่านกระบวนการบำบ ัดต ่างๆ 

แบ ่งกระบวนการบำบ ัดน ํ้าเล ียได ้ 3 กลุ่มคือ

- กระบวนการบำบ ัดทางเคม ี (Chemical treatment)

- กระบวนการบำบ ัดทางกายภาพ (Physical treatment)

- กระบวนการบำบ ัดทางช ีวภาพ (Biological treatment)

•นาเสิยจากโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษ

น ํ้าเล ียจากโรงงานผล ิต เย ื่อกระดาษม ักก ่อให ้เก ิดป ัญ หาในด ้านส ิ่งแวดล ้อม เน ื่องจากล ี 

และความเป ็นพ ิษของน ํ้าเล ีย เพราะในระบบบำบ ัดน ํ้าเล ียไม ่สามารถกำจ ัดหร ือแยกล ีออกจากน ํ้า 

เล ีย ได ้ท ังห มด ในก ระบวนการผ ล ิต เย ื่อ แล ะก ระด าษ  โด ย เฉ พ าะใน ก ระบ วน ก ารผ ล ิต เย ื่อ น ั้น
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โครงลร ้างทางเคม ีของล ิกน ินจะถ ูกทำลายและจะเก ิด เป ็นสารอน ุพ ันธ ์ต ่างๆ ของล ิกน ิน ซึ่งนํ้าทิ้ง 

จากกระบวนการผล ิตเย ื่อจะม ีสารเหล ่าน ีเจ ือปนอย ู่ ทำให ้นำท ิ้งม ีส ีน ํ้าตาลเข ้มและม ีความเป ็นพ ิษ 

สูง แหล่งของนํ้าเส ียท ี่ม ีล ิกน ินเจือปนอยู่ในโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษดังนี้

1. น ํ้าท ิ้งจากการย่อยเย ื่อและการล ้างเย ื่อ (Digester and washer)

นำท ิงน ีจะเรียกอีกอย่างว่า black liquor เพราะเป็นน ํ้าท ี่ม ีส ีดำเข ้ม หร ือม ีส ีน ํ้าตาลเข ้ม1จาก 

การเกิด amophoric group ของลิกนิน

2. นํ้า white water จากการแยกเย ื่อ ทำความละอาดเย ื่อและการล ้างเย ื่อให ้ข ้น (screening, 

cleaning and thickening)

น ํ้าจากแหล ่งน ี้ม ีปร ิมาณมาก ในกระบวนการผล ิตเย ื่อกระดาษแบบคราฟท ์ น ํ้าท ิ้งล ่วนน ี้จะ 

เป ็นส ่วนท ี่ไม ่สามารถนำกล ับมาใชใหม ่ได ้ สารล ิกน ินจากกระบวนการน ี้จะข ึ้นอย ู่ก ับประส ิทธ ิภาพ 

ในการล ้างเย ื่อ

3. น ํ้าท ิ้งจากเครื่องล ้างเย ื่อในกระบวนการฟอกเย ื่อ (Bleach plant washer)

น ํ้าท ิ้งจากการฟอกเย ื่อจะม ีปร ิมาณ สารอ ินทร ีย ์ประ๓ ท Chlorinated aromatic อย ู่มาก 

ซ ึ่งข ้นตอนท ี่ก ่อให ้เก ิดอ ินทรีย ์สารเหล่าน ีมาจากข ้นตอน chlorination และ Alkaline extraction นำ 

ทิ้งจากขั้นตอนทั้งสองนี้จะม ีค ่า บีโอดี ซีโอดี และ ค่าความเข้มของสีสูงมาก

ผลเสียของสีในแหล่งนํ้าธรรมชาติ (เกรียงลักด ิ้ อุดมสินโรจน์, 2539)

1. กั้นหรือขวางแสงแดดไม่ให้ล่องลงไปในนํ้า ทำให้การลังเคราะห์แลงลดลง

2. ทำให้แหล่งนํ้านั้นไม่น ่ามอง เพราะสีเป ็นสิ่งท ี่มองเห็นได้ด ้วยตาเปล่า

3. สีส่วน'โ'หญ่เกิด'จากสารอินทรีย์ประเภท Dissolved และ Colloidal ซ ึ่งจะใช้ออกซิเจนในนํ้า

สิของนํ้ามี 2 ประเภท คีอ (เป ียมลักดิ้ เมนะเศวต, 2539)

1. สีที่แท้จริง (True color) เก ิดจากสารประกอบของสารแขวนลอยท ี่ม ีในน ํ้า

2. ส ีท ี่ปรากฏ (Apparent color) เก ิดจากการสะท ้อนของส ิ่งสกปรกท ี่แขวนลอยอยู่ในน ํ้า 

การที่จะทราบสีท ี่แท้จริงของนํ้า อาจทำได้โดยการเก็บต ัวอย่างนํ้ากรองสิ่งท ี่แขวนลอยออก โดยการ 

ปันเหวี่ยงด ้วยเครื่องป ่นเหวี่ยงแยกสารแขวนลอยออก แล ้วนำส่วนใสที่ได ้ไปวัดสีท ี่แท ้จริงแล้วนำมา 

เปรียบเท ียบกับส ีมาตรJP น
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2.6 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

การผลิตแลคเคสและการประยุกpft?ใ,นเ?งเทคโนโลยี?วภาพ

แลคเคสถ ูกค ้นพบครังแรกในนำของต ้นแลคเกอร์ และถ ูกค ้นพบเร ื่อยๆ ใน เชื้อรา แมลง 

และแบคท ีเร ีย แต ่การผล ิตแลคเคสจากเช ือราน ันได ้ร ับความสนใจมากกว ่าการผล ิตแลคเคสจาก 

เช ื้อจ ุล ินทรีย ์กล ุ่มอ ื่นๆ (มน et al., 2009) และการผล ิตแลคเคลจากเช ื้อราน ั้นพบว่าการผล ิตแลค 

เคสท ี่ได ้ร ับความน ิยมน ั้น ค ือการผล ิตจากราฟอกขาว เน ื่องจากเช ื้อราในกล ุ่มน ี้ม ีความสามารถใน 

การย ่อยสลายล ิกน ินได ้ด ีเม ื่อเปรียบเท ียบก ับเช ื้อรากล ุ่มอ ื่นโดยเฉพาะการนำเอนไซม์และเช ื้อราใน 

กล ุ่มราฟอกขาวไปประย ุกต ํใช ้ในอ ุตสาหกรรมต ่างๆ เช่น การบำบ ัดน ํ้าเส ียในอ ุตสาหกรรมเย ื่อและ 

ก ร ะด าษ  ก า รก ำจ ัด ส ีล ัง เค ราะห ์จ าก โรงงาน ส ิ่งท อ  ก ารก ำจ ัด ส า รพ ิษ ใน ส ิ่ง แ วด ล ้อ ม  โดย 

อ ุตสาหกรรมท ี่ได ้ร ับความนิยมมากได้แก ่ อ ุตสาหกรรมการลดสีน ํ้าเส ียจากโรงงานเย ื่อกระดาษ

Fahy et al. (1997) คืกษาการลดลงของสี Molasses spent wash (MSW) โดยใช้เซือรา

P. chrysosporium  ในระด ับขวดเขย ่าโดยว ิธ ีการตร ึงด ้วยแคลเซ ียมอ ัลจ ิเนต ในอ ัตราส ่วนเซลล ์

0.45 กรัม (นํ้าหนักเซลล์แห้ง) ต ่อล ิตรของสารละลายโซเดียมอัลจ ิเนต ท ี่ความเข ้มข ้น 2 เปอร์เซ ็นต ์ 

พบว่าสามารถลดส ีของ MSW ได้ 85 เปอร์เซ ็นต ์ เม ื่อทำการเล ี้ยงเช ื้อราตรึงร ูปใน MSW ท ี่ม ีการ 

เต ิมน ั้าตาลกล ูโคส 25 กร ัมต ่อล ิตร เป ็นแหล ่งคาร ์บอน ท ี่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด ้วย 

ความเร ็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 ว ัน  พบว่าการใช ้แคลเซ ียมอ ัลจ ิเนตสามารถลดสีของ 

MSW ได้เร็วกว่าการ'ใช้เซลล์อิสระ

Nagarathnamma and Bajpai. (1999) ได ้ทำการด ัดแยกเร ือราจำนวน 110 สายพ ันธ ุ 

โดยทำการเล ี้ยงในอาหารส ูตร Potato Dextros Broth (PDB) โดยทำการค ืกษาซน ิดและความ 

ความเข ้มข ้นของแหล่งอาหารคาร์บอนและไนโตรเจน ท ี่ค ่าความเป ็นกรดด ่างท ี่ 3-7 และอ ุณหภ ูม ิ 

ในช ่วง 25-50 องศาเซลเซียส พบว ่าภาวะท ี่เหมาะลมค ือ  กลูโคส 1 กรัม แคลเซ ียมคลอ'ไรด ์1.5 

กรัม แมกนีเซียมซัลเฟต 2 กรัม โพแตสเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัม และแอมโมเน ียมคลอ 

ไ รด ์0.15 กรัม ในน ํ้าท ิ้งจากข ั้นตอนการผล ิตเย ื่อกระดาษ ปร ิมาณ  1 ล ิตร ท ี่ม ีค ่าความเป ็นกรดด ่าง 

3-4 โดยมีการเขย่า 200 รอบต่อนาที ท ี่อ ุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าเม ื่อ 

ใส ่นำตาลกล ูโคส 0.1 เปอร์เซ ็นต ์ เช ื้อ ราม ีความสามารถในการลดส ีได ้ 92 เปอร์เซ ็นต ์ เมื่อ 

เปรียบเทียบกับที่ไม่ได้ใส่นํ้าตาลกลูโคสลดสีได้ 78 เปอร์,ซ็นต์
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Hongman et al. (2003) ทำการทดลองเพ ิ่มปริมาณแลคเคสจากเช ื้อ P. ostreatus ใน 

การลดส ีแอนท ราคว ินโนน  (anthraquinone dye) โดยทำการส ีกษาชน ิดของแหล ่งคาร์บอน 

ไนโตรเจน สารประกอบอะโรมาต ิก และตัวช ักนำอื่นๆ พบว่า เมื่อใช้เซลโลไบโอสและเปปโตนทำให้ 

ค ่าก ิจกรรมแลคเคลสูงฃ ึนและเม ื่อใช ้ ABTS เป ็นต ัวช ักนำทำให ้ค ่าการลดลงของลีแอนทราควินโนน 

ลดลง 90 เปอร์เซ ็นต์

Chairattanamanokorn et al. (2004) ได้สีกษาการลดสีนำเส ียจากกระบวนการกล ั่น  

แอลกอฮอล์โดยราฟอกขาวทนร้อน โดยทำการคัดแยกเชื้อราสายพันธุท ี่ทนร้อนได้ เพื่อใช้ในการลด 

ส ีน ํ้าเส ียจากกระบวนการกล ั่นแอลกอฮอล ์โดยทำการส ีกษาเช ื้อรา 38 ลายพ ันธ ุ ทำการเลี้ยงท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ35 แ ล ะ43 องศาเซลเซ ียสบนอาหาร’ที่ม ีล ่1วนผสมของ ABTS และแมงกาน ีสคลอไรด ์ 

พบว่าท ี่ 43 องศาเซลเซียส P. coccineus 4 สายพันธุ สามารถลดส ีน ํ้าเส ียได ้ท ั้งบนอาหารแข ็งและ 

ในอาหารเหลว และเม ื่อนำเล ์นใยเช ื้อราไปทำการตริงร ูปโดยใช้ polyurethane พบว ่า สามารถลด 

โครงสร ้างสามม ิต ิของท ีเนอลได ้มากกว ่าการใช ้เล ์นใยอ ิสระภายใต ้ภาวะการเล ี้ยงแบบท ี่ม ีการให ้ 

อากาศท ี่อ ุณหภูม ิ 43 องศาเซลเซียส และการใช ้เล ์นใยตรึงรูปสามารถลดสีน ํ้าเส ียได ้ 50 เปอร์เซ ็นต์

Maximo and Ferreira. (2004) ทำการส ีกษาการลดลงของส ีในอ ุตสาหกรรมส ิ่งทอ โดย 

เชื้อรา Irpex lacteus และการปรับเปล ี่ยนเอนไซม์ล ิกน ิน นำเช ื้อรา I. lacteus มาลดสีย ้อมส ิ่งทอ 2 

ซนิด คือ Reactive Blue 19 (RBBR) และ Reactive Black 5 พบว่าเม ื่อทำการเล ี้ยง I. lacteus 2 

ว ัน  สี RBBR เหลืออยู่น ้อยกว่า 10 เปอร์เซ ็นต์ แต่ Reactive Black 5 ลดสีลงได้ช ้ากว่าโดยใช้เวลา 

10ว ัน  ถ ึงจะลดส ีได ้ 90 เปอร์เซ ็นต ์ และในการทดลองครั้งน ี้ไม ่สามารถตรวจพบล ิกน ินเปอร์ออกซ ิ 

เดลในอาหารเล ี้ยง ส ่วนแมงกาน ีส เปอร์ออกซ ิเดสและแลคเคสสามารถตรวจพบในปริมาณท ี่น ้อย 

และตรวจพบหลังจากที่ม ีการลดลงของสีย ้อมสิ่งทอแล้ว

Silva et al. (2005) ทำการสีกษาการผล ิตล ิกน ิโนไลต ิกเอนไซม์จากเช ื้อรา Ganodeerma 

spp. โดยทำการส ีกษาเอนไซม ์3 ชนิดคือ ล ิกน ิน เปอร์ออกซิเดส แมงกานีส เปอร์ออกซิเดล และ 

แลคเคส โดยทำการส ีกษาจากเช ื้อรา 4 ชนิด ในการย ่อยส ีล ังเคราะห ์ Remazol Brilliant Blue R 

(RBBR) พบว ่าม ี 2 ลายพ ันธ ุท ี่ม ีความสามารถในการย ่อยส ีล ังเคราะห ์ RBBR ได้ดีค ือ GASI3.4 

และ CBB209 เม ื่อทำการเล ี้ยงในอาหารส ูตร production โดยม ีการเต ิมและไม ่ม ีการเต ิมรำข ้าว 

(4.5 กรัม) และ โพรพานิล (2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตร) โดยทำการเล ี้ยงเป ็นเวลา 7 ว ัน  ท่ี 30 องศา 

เซลเซียส หล ังจากน ั้นทำการเก ็บต ัวอย ่างและว ัดค ่าก ิจกรรมของล ิกน ิน เปอร์ออกซิเดล แมงกานีส
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เปอร์ออกซิเดล และแลคเคล พบว่าม ี Ganoderma sp. 2 ลายพันธุท ี่ให ้ค ่ากิจกรรมของเอนไซม์ท ี่ 

แตกต ่างก ันข ึ้นอย ู่ก ับภาวะการเล ี้ยงเช ื้อรา พบว่าเม ื่อใช ้รำข ้าวจะให ้ค ่าก ิจกรรมของแลคเคสเพ ิ่มข ึ้น 

และเม ือม ีการใส ่ยาปราบว ัชพ ืชลงใปในอาหารเล ียงเช ื้อราจะไปย ับย ั้งการลร้างล ิกน ิน เปอร์ออกชิ 

เดสและแมงกานีส เปอร์ออกซิเดล

พน et al. (2005) ทำการค ืกษาการย ่อยสลายล ิกน ินในน ํ้าเล ียจากกระบวนการผล ิตเย ื่อ 

กระดาษโดยราฟอกขาวและทำการเล ี้ยงบนพลาสต ิกโดยม ีการเต ิมน ํ้าจากกระบวนการฟอกเย ื่อ  

พบว ่า เชื้อรา 5 ลายพ ันธ ุ ท ี่ลามารถเจริญเต ิบโตได ้ คือ p. chrysosporium P. ostreatus L. 

edodes T. versicolor และ S22 และพบว่า p. chrysosporium p. ostreatus และ S22 มี 

ความสามารถในการย ่อยสลายล ิกน ินใด ้ท ี่ภาวะการทำงานท ี่ค ่าความเป ็นกรดด ่างท ี่ 9-11 โดยเติม 

กลูโคส 1 กร ัมต ่อล ิตร และ แอมโมเน ียมทาร์เทรต 0.2 กร ัมต ่อล ิตร พบว ่าให ้ผลการย ่อยสลาย 

ล ิกน ินในนํ้าเล ียได้ด ี

Madhavi and Lee. (2005) ทำการแยกราฟอกขาวจากเปล ือกไม ้และนำมาทำการค ัด 

แยกและจ ัดจำแนกสายพ ันธ ุ พบว ่าเป ็น  ลายพ ันธ ุ Ganoderma sp. หลัง1จากน ั้นนำมาค ืกษาหา 

ภาวะท ี่เหมาะสมในการผล ิตแลคเคส จากการทดลองพบว่าเม ื่อทำการเล ี้ยงเช ื้อราในอาหารส ูตรท ี่ 

มี กล ูโคสให ้ค ่าก ิจกรรมของแลคเคส 124 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร และเม ื่อทำการเล ี้ยงในอาหารท ี่ม ีการ 

ปร ับปรุงโดยใช ้แป ้ง 2 เปอร์เซ ็นต ์ พบว ่าให ้ค ่าก ิจกรรมของแลคเคสเพ ิ่มข ึ้น เป ็น 288 ย ูน ิตต ่อ 

ม ิลล ิล ิตร และเมื่อ'ใช้คอปเปอร์ซัลเฟต 1 ม ิลล ิโมลาร์ ทำให ้ค ่าก ิจกรรมของแลคเคลเพ ิ่มข ึ้นเป ็น 410 

ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร และพบว่าเมื่อมีต ัวซักนำ (inducer) เซ่น 2,ร-ไซลีดีน (2,5-xylidine) กรดเฟอรูล ิค 

(ferulic acid) พารา-อะน ิซ ิด ีน (p-anisidine) เป ็นต ้น พบว่าเม ื่อใช ้ 2,ร-ใซลีด ีน 0.8 ม ิลล ิโมลาร์ 

ทำให้ค ่าก ิจกรรมของแลคเคสเพ ิ่มข ึ้น 692 ยูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร

Park et al. (2006) ค ืกษาการลดลงของลี acid black 52 โดยใช้เชื้อรา F. trogii และ 

ค ืกษาการนำเช ื้อราตรึงร ูปกล ับมาใช ้ใหม ่ด ้วย โดยเช ื้อราลามารถผลิตเอนไซม์ 3 ชนิด คือ แลคเคล 

ล ิกน ิน เปอร์ออกซิเดล (LÏP) และ แมงกานีส เปอร์ออกซิเดล (MnP) และม ีรายงานว่าเอนไซม์กล ุ่มน ี้ 

สามารถลดส ี acid black 52 ภายใต ้ภาวะท ี่ม ีการตรึงเช ื้อราและการใช ้เล ันใยอ ิสระ และเม ื่อตรึง 

เชื้อรา F. trogii ด ้วยแคลเซ ียมอ ัลจ ิเนตความสามารถในการเจร ิญ เต ิบโตของเช ื้อราจะเพ ิ่มมากข ึ้น 

เม ื่อความเข ้มข ้นของอ ัลจ ิเนตเพ ิ่มข ึ้นและแม ้ว ่าจะใช ้เช ื้อราน ้อยลงและความเข ้มข ้นของอ ัลจ ิเนตท ี่ 

เหมาะสมค ือ 4 เปอร์เซ ็นต ์ การลดลงของส ีเม ื่อใช ้เซลล ์ตรึงร ูปจะม ีค ่าการลดลงของส ีมากกว่าเม ื่อ
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เท ียบก ับการใช ้เซลล ์อ ิสระและสามารถนำกล ับมาใช ้ใหม ่ได ้และสามารถเก ็บร ักษาได ้นานกว่าการ 

ใช้เซลล์อิสระ

Marie étal. (2007) ศ ึกษาความเป็นไปได้ของแลคเคลจากเชื้อรา P. sanguineus MUCL 

41582 พบว ่าม ีการสร ้าง ไอโซไซม์ LAC-1 ที่เข้มข้น ในการบำบ ัดน ํ้าเส ียและกลไกการย ่อยสลาย 

ของสี anthraquinonic acid พบว ่าความสามารถของราฟอกขาวในการลดส ีและลดความเป ็นพ ิษ  

ของส ีน ํ้าเส ียท ี่ไหลออกมาเก ิดจากแลคเคสท ี่ผล ิตมาจากเช ื้อรา p. sanguineus สายพ ันธ ุ MUCL 

41582 จากการสำรวจพบว่าโรงงานส ิ่งทอจะปล ่อยน ํ้าเส ียท ี่ม ีการปนเป ีอนของโซเด ียมซ ัลไฟด์และ 

โซเด ียมคลอไรด ์ในปร ิมาณท ี่ส ูง และจากการศ ึกษาโครงสร ้างของส ี anthraquinonic Abu62 

พบว่าเป ็นซ ับสเตรตท ี่ด ีสำหรับแลคเคล LAC-1 นอกจากน ี้แล ้วน ั้นพฤต ิกรรมของ LAC-1 น ั้นย ังม ี 

การแสดงออกที่แตกต่างออกไปเมื่อนำมาเปรยบเทียบกับแลคเคสชนิดอื่นท ี,มีการออกซิไดช์ ABTS

Veronica et al. (2008) ได ้ศ ึกษากระบวนการฟอกเย ื่อกระดาษแบบคราฟท ์ด ้วย 

กระบวนการทางช ีวภาพโดยใซ ้แลคเคลจากเช ื้อรา Trametes trogii โดยว ัตถ ุประสงค ์ของ 

ง าน ว ิจ ัย น ี้ไ ด ้ด ีก ษ าถ ึงส ม บ ัต ิข อ ง เอ น ไซ ม ์ใน ก า รฟ อ ก เย ื่อ ก ระด าษ ค ราฟ ท ์ จ าก ไม ้ส น ด ้วย  

กระบวนการทางช ีวภาพ พบว่า T. trogii ให ้ผลในการฟอกเย ื่อกระดาษแบบคราฟท ็ได ้ด ีท ี่ส ุด เมื่อ 

ทำการเล ี้ยงเป ็นเวลา 21 ว ัน ในอาหารล ังเคราะห ์ท ี่ม ีกล ูโคสและแอสพาราจ ีนเป ็นแหล ่งคาร ์บอน 

และไนโตรเจน โดยม ีการเต ิม 1 ม ิลล ิโมลาร ์ คอปเปอร์ซ ัลเฟต พบว ่า 7". trogii สามารถผล ิต 

แมงกานีส เปอร์ออกซิเดสได้ 0.25 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร และ แลคเคส 44 ย ูน ิตต ่อม ิลล ิล ิตร และเมื่อนำ 

แลค เคสไปใช ้ในกระบวนการฟอกเย ื่อพบว ่าม ีค ่าความขาวสว ่างเพ ิ่มข ึ้นหล ังจากการฟอกด ้วย  

เอนไซม์

Teerapatsakul et al. (2008) ศ ึกษาการลดส ีน ํ้าเส ียโดยใช ้แลคเคสลตรึงร ูปในคอปเปอร์ 

อ ัลจ ิเนต ซ ึ่งเป ็นว ิธ ีการตรึงร ูปเอนไซม ์แบบใหม ่ท ี่นำมาใช ้ในกระบวนการลดส ีน ํ้าเส ียด ้วยแลคเคส 

จากเช ื้อราฟอกขาว Ganoderma sp. KU-Alk4 เอนไซม ์จะม ีประส ิทธ ิภาพส ูงในการลดส ีน ํ้าเส ีย 

เม ื่อม ีการตรึงใน Cu-AI และ Cu-alginate พบว ่าสามารถลดส ี indigo carmine ได้ 96 เปอร์เซ ็นต์ 

ในการทดลองซํ้าต ่อเน ื่อง ได้ 6 ครั้ง เป ็นเวลา 12 ว ัน

Prasongsuk et al. (2009) ทำการศ ึกษาการลดส ีน ํ้าเส ียจากโรงงานเย ื่อกระดาษโดยใช ้รา 

ฟอกขาวท ี่ม ีสามารถทนร้อน1ได้ พบว่าเช ื้อราท ั้ง 12 ตัวอย่าง ท ี่ทำการค ัดแยกจากจ ังหวัดต ่างๆ ใน
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ประเทศไทย พบว่าม ี 8 ต ัวอย่างท ี่สามารถทนร้อนและสามารถผลิตเอนไซม์ล ิกน ิโนไลติกได ้ โดยใช้ 

เซือรา p. chrysosporium  เป ็นต ัวเปร ียบเท ียบ และพบว ่าจาก 8 ต ัวอย ่างม ี 3 สายพ ันธ ุ คือ 

Daedaleopsis sp. ร. commune PT และ ร. commune SL ท ี่สามารถเจร ิญได ้ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 40 

องศาเซลเซียส และได้นำเซือราทัง 3 สายพันธ ุ มาทำการทดสอบบนอาหารแข ็งท ี่ม ีการเต ิม ABTS 

เพ ื่อทำการทดสอบการสร้างแลคเคส และพบว่า p. chrysosporium เพ ียงสายพ ันธ ุเด ียวท ี่ลามารถ 

ออกช ไิดซ์แมงกาน ีสได้ โดยทำการทดสอบบนอาหารแข ็งท ี่ม ีล ํวนผสมของแมงกาน ีสคลอไรต ์และ 

พบว ่า p. chrysosporium  และ Daedaleopsis sp. สามารถลดส ีน ํ้าเส ียได ้เม ื่อทำการทดสอบใน 

อาหารเหลวและอาหารแข็ง ลามารถลดสีน ํ้าเส ีย1ได้ 52 และ 86 เปอร์เซ ็นต์ ตามลำด ับ
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