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บทคัดยอ 

  การพัฒนาการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินโดยใชถังปฏิกรณ

ชีวภาพ มีความสําคัญอยางยิ่งเนื่องจากเปนระบบท่ีเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมซ่ึงในปจจุบันปญหาดานสิ่งแวดลอม

มีมากข้ึนเรื่อยๆตามความตองการของประชากรท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นการใชระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพจึงเปนอีก

ตัวเลือกหนึ่งท่ีสามารถแกปญหาทางสิ่งแวดลอมและไมสงผลกระทบตอระบบนิเวศน ซ่ึงจากงานวิจัยการพัฒนา

กระบวนการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิตกระดาษโดยการตรึงเซลลจุลนิทรียบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในถังปฎิกรณ

ชีวภาพแพคเบตเพ่ือกําจัดเซลลูโลสในน้ําเสีย ท่ีทางทีมผูวิจัยไดวิจัยไวนั้นสามารถแกปญหาทางสิ่งแวดลอมใน

การกําจัดสารอินทรียประเภทเซลลูโลสไดเปนอยางดีแตทวาในน้ําเสียนั้นมีองคประกอบของสารอินทรียท่ี

มากกวาเซลลูโลสทางผูวิจัยจึงนํางานวิจัยมาพัฒนาเติม โดยการยอยสลายสารจําพวกเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน

เพ่ิมอีกสองชนิด ซ่ึงสารอินทรียสองชนิดนี้มักอยูเปนกลุมและรวมตัวกับเซลลูโลส เรียกวา สารลิกโนเซลลูโลส  

อีกท้ังจุลินทรียท่ีเปนแบคทีเรียท่ีไดทําการคนหาไวในงานวิจัยกอนหนานั้น ไมสามารถรองรับน้ําเสียท่ีมีสารลิก

โนเซลลูโลสเขมขนได ทางผูวิจัยจึง เปลี่ยนมาใชจุลินทรียในกลุมของรา โดยมีจุลินทรีย Phanerocheate 

chysosporium ซ่ึงเปนราท่ีสามารถยอยสลายลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ รวมกับจุลินทรีย Trichoderma 

reesei ซ่ึงมีศักยภาพในการยอยสลายไดท้ังเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวาจุลินทรียท่ีเปน

แบคทีเรีย อีกท้ังยังสามารถอาศัยอยูรวมกันได ผูวิจัยไดทําการเลี้ยงจุลินทรียรวมกันสองชนิดคือ 

Phanerocheate chysosporium รวมกับ Trichoderma reesei ในอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar 

พบวาจุลินทรียท้ังสองชนิดสามารถอาศัยอยูรวมกันไดและไมสรางสารท่ีเปนปฏิปกษตอกัน จากนั้นนําจุลินทรีย 

ท้ังสองชนิดไปบําบัดน้ําเสียในถังปฏิกรณชีวภาพแบบกะเพ่ือกําหนดสภาวะเหมาะสมสําหรับการใชจุลินทรีย

รวมกัน พบวาการใสจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กอนใสจุลินทรีย Trichoderma reesei เปน

เวลา 72 ชั่วโมงนั้น สงเสริมใหจุลินทรีย Trichoderma reesei ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ ระยะเวลาในการ

ยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสหลังจากการเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei อยูท่ี 96 ชั่วโมง จึง

กําหนดเวลาสําหรับการบําบัดน้ําเสียในปฎิกรณแบบ CSTR ใหมีสภาวะเชนเดียวกับถังปฎิกรณแบบกะ ซ่ึงไดผล

การทดลอง ท่ี 96 ชั่วโมงพบวา สามารถลดปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได อีกท้ังสามารถยอยสลายลิกนิน

ได 73 เปอรเซ็นต โดยสรุปในน้ําเสียตัวอยางเริ่มตน มีปริมาณของสารแขวนลอย เริ่มตน 2751 มิลลิกรัมตอลิตร 

และมีคา COD 10,667 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงหลังจากการบําบัดน้ําเสียของทีมผูวิจัยแลวสามารถลดคา COD 

เหลือเพียง 4% (533 มิลลิกรัมตอลิตร) 
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Abstract 

The development of organic-substance degradation, cellulose hemicellulose and 

lignin, by using bioreactor is promising the implementing environmentally friendly practices. 

Nowadays the environmental problem is increasing proportional with the increasing of human 

needed, so the biological waste water treatment is an option to resolve the problem and not 

affect to the ecosystem. From our previous research project was to develop the wastewater 

treatment of paper company by using bacterial immobilized in the alginate beads in packed 

bed bioreactor to remove cellulose in wastewater. These project was successful to remove 

the organic substance in term of cellulose. But in the real wastewater from industry is 

contained other organic substances beside cellulose which are hemicellulose and lignin. The 

cellulose hemicellulose and lignin often gather and are called lignocellulose. Moreover, our 

bacteria from previous research did not have the ability to remove lignocellulose. So, we 

decided to change the method from our bacteria to fungi by using Phanerocheate 

chysosporium which has the acceptably ability to remove lignin and using co-culture 

techniques with Trichoderma reesei which has the fine ability to degrade both cellulose and 

hemicellulose. Both fungi not only have the ability to remove lignocellulose better than 

bacteria but also can culture together. Phanerocheate chysosporium and Trichoderma reesei 

were co-culture in the potato dextrose agar and found that both can live together and not 

creating any substances that are antagonistic one another. Furthermore, the co-culture fungi 

were used in the batch bioreactor to find the suitable condition. We found that by culturing 

Phanerocheate chysosporium 72 hours before Trichoderma reesei increase the Trichoderma 

reesei activity. The best time-point to remove the cellulose and hemicellulose after add 

Trichoderma reesei was 96 hours. Then, we used the previous batch bioreactor condition in 

the CSTR bioreactor. In 96 hours, the cellulose hemicellulose and lignin were decreased 

especially lignin was 73% removed. From the initial wastewater we found that total suspension 

is 2751 mg/L and COD is 10,667 mg/L, after treated we can decrease the COD level as low as 

4% (533 mg/L). 
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1. ความสําคัญและที่มาของปญหา  

 ในปจจุบันประเทศไทยมีอัตราการเติบโตในภาคอุตสาหกรรมจํานวนมาก และยังคงมีอัตราท่ีเพ่ิมข้ึน

อยางตอเนื่อง หนึ่งในนั้นก็คือระเบียงเศรษฐกิจภาคตะวันออกซ่ึงเปนเขตเศรษฐกิจเพ่ือขับเคลื่อนอนาคต มี

แผนการในการสงเสริม 10 อุตสาหกรรมใน 3 จังหวัดทางภาคตะวันออกไดแก ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และ

ขยายครอบคลุมบางสวนของจังหวัดในภาคตะวันออก ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการขยายตัวอยางรวดเร็วและมีการตั้ง

โรงงานเปนจํานวนมาก โดยเปนไปตามนโยบายของ Thailand 4.0 ท่ีมีการปฏิวัติ อุตสาหกรรมใหมี

ความกาวหนายิ่งข้ึน แตในขณะท่ีอุตสาหกรรมกําลังกาวหนาเติบโตอยางแพรหลายนั้น สิ่งท่ีตามมาจากการ

เติบโตของอุตสาหกรรมก็  คือปญหาทางดานสิ่งแวดลอม เชน ทางดานอากาศ โรงงานอุตสาหกรรมใช

กระบวนการเผาไหมในการผลิต แลวปลอย ของเสียออกสูสิ่งแวดลอมภายนอก ทางภาคพ้ืนดิน โรงงานตองขน

ของเสียภายในโรงงานออกสูภายนอกไปยังหลุมฝงกลมของเสียอันตรายหรือแลนฟลล (Landfill)  และอีกดาน

ท่ีเปนปญหาอยูคูกับการเจริญเติบโตทางดานอุตสาหกรรมมาอยางยาวนานนั่นก็คือ ปญหาทางดานน้ําเสีย 

เนื่องจากในประเทศไทยมีอุตสาหกรรมท่ีทําใหเกิดปญหาทางสิ่งแวดลอมดานน้ําเสียมากมาย เชน อุตสาหกรรม

สียอม อุตสาหกรรมผลิตสารเคมี อุตสาหกรรมฟอกเครื่องหนัง อุตสาหกรรมอาหาร  และหนึ่งในนั้นคือ

อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ น้ําเสียท่ีออกจากอุตสาหกรรมทางดานการผลิตการดาษจะสงปญหาทางดานน้ํา

เนาเสียเปนสวนใหญ ซ่ึงเม่ือไมนานมานี้มีการรองเรียนปญหาน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษในประเทศไทย

โดยน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษไดเกิดการรั่วไหลออกจากโรงงานเปนบริเวณกวางและ สงกลิ่นเหม็นอยาง

รุนแรงสรางความเดือดรอนใหประชาชนท่ีอาศัยอยูใกลเคียงกับพ้ืนท่ีของโรงงานผลิตกระดาษ เนื่องจาก

อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษเปนอุตสาหกรรมท่ีใชน้ําในการเดินกระบวนการผลิตมากอยางมาก (ไทยรัฐ

ออนไลน 29 ก.ค. 2556)  ซ่ึงน้ําท่ีใชในกระบวนการการผลิตกระดาษมีหลายๆกระบวนการท่ีตองใชน้ําในการ

ผลิต เชน การเตรียมไม การลางเยื่อ การฟอกสี การทําความสะอาดเยื่อกระดาษ จนไปถึงกระบวนการข้ึนแผน

รูปเปนกระดาษอยางเสร็จสมบูรณ กระบวนการเหลานี้ลวนใชน้ําในเดินกระบวนการท้ังสิ้น ซ่ึงเปนท่ีทราบกัน

วาในเนื้อไมจะมีสารประกอบจําพวกเซลลูโลส เฮมิเซลูโลส และ ลิกนิน เปนสวนประกอบหลัก อีกท้ังสารเคมี

ตางๆท่ีใชในกระบวนการผลิตกระดาษ เชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ท่ีชวยกําจัดลิกนินในเนื้อไมซ่ึงมีสีดํา 

คลอรีน (Cl) ซ่ึงชวยใหเยื่อมีความสวาง เปนตน และสารเคมีอ่ืนๆท่ีใชในกระบวนการผลิต   โดยน้ําท่ีมี

สวนประกอบของสารอินทรียและสารเคมี เหลานี้จํานวนมากจะกอใหเกิดปญหาน้ําเนาเสีย โดยสงผลใหคา 

BOD (Biochemical Oxygen Demand) ซ่ึงเปนคาปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรียตองการใชในการยอยสลาย

สารอินทรียท่ีมีอยูในน้ํา และคา COD (Chemical Oxygen Demand) เปนคาท่ีบอกปริมาณออกซิเจนท้ังหมด

ท่ีตองการใชเพ่ือออกซิเดชันสารอินทรียในน้ําใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํามีคาสูงมาก คาความกระดาง 

(Hardness) คา VOC (Volatile Organic Compounds) และคาพารามิเตอรตางๆท่ีสงผลใหเกิดน้ําเสีย โดย

ทางกระทรวงอุตสาหกรรมอนุญาตใหปลอยน้ําลงสูแหลงน้ําธรรมชาติไดนั้นตองมีคา BOD ไมเกิน 20 mg/l 
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และคา COD ไมเกิน 120 mg/l คาความกระดาง ไมเกิน 300 mg/l เปนตน  น้ําจากกระบวนการผลิตกระดาษ

จะถูกสงไปบําบัดท่ีบอบําบัดของโรงงาน  

จากการศึกษาปญหาของน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษพบวาทุกข้ันตอนของการผลิตกระดาษกอใหเกิด

มลภาวะทางน้ําดังตอไปนี้ 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปท่ี 1 มลพิษจากข้ันตอนตางๆของการผลิตกระดาษ 

ท่ีมา :ดัดแปลงจาก Pokhrel at el., 2004 

การเตรียมไม 

เปนการนําไมมาลางดินและฝุนท่ีมากับไมโดยใช

น้ําในการลาง พบวาน้ําจากกระบวนการนี้จะมีคา

ของสารแขวนลอย, BOD, มีกรวดและเสนใย

ปะปนอยู 

บอหมัก 

น้ําเสียจากการบอหมักนี้ เรียกวา “ black 

liquor” ซ่ึงน้ําเสียจากกระบวนการนี้จะมี เรซิน, 

กรดไขมัน,สี, BOD, COD, AOX, VOCs  

การลางเยื่อ 

น้ําเสียจากการลางเยื่อ พบวา มีคา pH สูง, BOD, 

COD, สารแขวนลอย และมีสีน้ําตาลท่ีเกิดจาก

การลางเยื่อ 

การฟอกสีเยื่อ 

น้ําจากการฟอกสีเยื่อจะมีการละลายของลิกนิน

, คารโบไฮเดรต, สี, COD, AOX, 

สารประกอบอนินทรียคลอรีน เชน chlorate 

(CIO3
-), สารประกอบอินทรียคลอรีน เชน 

dioxins, furans, chlorophenols, VOCs 

การข้ึนรูป

กระดาษ 

น้ําเสียจากการข้ึนรูปกระดาษจะ

ประกอบดวยอนุภาคของเสีย, สารประกอบ

อินทรีย, สารอนินทรียแหง, COD, 
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 เทคโนโลยีตางๆ ท่ีใชการบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษมักจะมุงเนนไปในทางท่ีจะปรับคา pH 

ของน้ําเสีย ลดปริมาณสารแขวนลอย (suspended solids, SS) เชน เสนใย นอกจากนี้ในกรณีท่ีใชเศษ

กระดาษเกาเปนวัตถุดิบในการผลิตเยื่อ จะมีน้ําเสียท่ีเกิดจากการลางหมึกของเศษกระดาษเดิม (de-inking 

process) ซ่ึงน้ําเสียสวนนี้จะมีคาของสารแขวนลอย และความสกปรกในรูป BOD และ COD สูง โดยน้ําเสียท่ี

เกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตกระดาษสวนหนึ่งไดมีการนํากลับไปใชใหมตามลําดับความสะอาด  

 จากงานวิจัยท่ีเก่ียวของเก่ียวกับปญหาน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ Viraraghavan และคณะ 

(Viraraghavan el., 2004) พบวา มลภาวะสวนใหญมาจากกระบวนการการผลิตตางๆ โดยเริ่มจากข้ันตอน

ดังนี้ การเตรียมไม การผลิตเยื่อ การลางเยื่อ การกรอง การลางทําความสะอาด การฟอกสี และ การเขาเครื่อง

ผลิตกระดาษ รวมไปถึง การเคลือบแบบตางๆ จากกระบวนการการผลิตเยื่อกระดาษเปนกระบวนการท่ีสราง

น้ําเสียท่ีสกปรกมากท่ีสุด ซ่ึงเปนการผลิตเยื่อโดยใชวิธีทางเคมี โดยการใสสารละลายเคมี ท่ีอุณหภูมิและความ

ดันสูง เพ่ือใหไมแตกออกมาเปนเสนใย โดยผลผลิตท่ีไดประมาณ 40-50 % สารเคมีท่ีใช คือ สารจําพวกแอล

คาไลน และ กรด โดยน้ําเสียจากการผลิตเยื่อนี้จะประกอบไปดวย เศษไม และสารละลายตางๆ ท่ีเปน

องคประกอบของไม ซ่ึงการบําบัดจะใชการบําบัดแบบผสมผสานระหวางการบําบัดโดยใช จุลินทรียท่ีใชอากาศ

และไมใชอากาศ พบวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียท่ีละลายน้ําได นอกจากนี้ยังสามารถกําจัดสี

โดยการใชเชื้อรา การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและโอโซนเนชันของสารเคมี  และกําจัดสารประกอบประเภท

คลอรีนใหลดลงไดอยางมีประสิทธิภาพโดยวิธีการดูดซับโดยเทคนิคการใชเมมเบรน  

 นอกจากนี้การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโดยใชวิธีการดูดซับโดยเมมเบรนแลว ยังพบวา

การนําสารโพลิเมอรประจุบวกมาสรางตะกอนสามารถชวยลดคา COD ในน้ําเสียไดโดยคิดเปนรอยละ 87-90 

(สินีนาฏ ทิพยดนตรี, 2543) และมีการใชเทคโนโลยีสะอาดมาใชในการผลิตเยื่อกระดาษเพ่ือลดปญหาน้ําเสียท่ี

เกิดจากการกระบวนการผลิตโดยมีการนําเทคโนโลยีทางเอนไซมและกระบวนการทางเอนไซมมาใช เชน 

กระบวนการเยื่อคราฟออกจากเนื้อไมจะใชเอนไซม Xylanase มาแทนการลางดวยน้ําเพียงครั้งเดียว พบวา

สามารถกําจัดเยื่อคราฟออกไดงายและลดปริมาณการใชน้ําและท่ีสําคัญลดปริมาณสารเคมีท่ีใชดวย (ศิริรัตน 

ศิริพรวิศาล, 2010) 

 จากปญหาท่ีไดพบและเทคนิคการกําจัดการอินทรียท่ีปะปนอยูในน้ําเสีย ทางผูวิจัยจึงไดคิดหา

แนวทางเพ่ือพัฒนาการยอยสารอินทรียประเภท ลิกโนเซลลูโลสใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน และเปนมิตรตอ

สิ่งแวดลอม โดยมีแนวคิดจากการศึกษางานวิจัยของ J. Moore et al., 2001 ซ่ึงไดระบุวา ความเขนขนของ

ลิกนินซ่ึงเปนองคประกอบของสารลิกโนเซลลูโลสท่ีมีอยูในเนื้อไมและผนังเซลลมีปริมาณมากเทาไหร ยิ่งทําให

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียประเภทเสนใย (เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส) ลดลงตามมาดวยและ
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จากงานวิจัย ซ่ึงเปนจุดกําเนิดในแนวคิดของการบําบัดน้ําเสียประเภทลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงน้ําเสียทางการเกษตร 

จะมีสารประกอบเหลานี้อยูมากในน้ําเสีย  

 จากงานวิจัยท่ีทางผูวิจัยไดทําไว เรื่อง การพัฒนากระบวนการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิตกระดาษโดย

การตรึงเซลลจุลินทรียบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในถังปฏิกรณชีวภาพแพคเบดเพ่ือกําจัดเซลลูโลสในน้ําเสียซ่ึงมี

จุลินทรียท้ังหมด 8 ชนิดท่ีเก็บตัวอยางมาจากบอบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพของโรงงานผลิตกระดาษท่ีมี

ความสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดี โดยเฉพาะจุลินทรีย CDB6 สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดเม่ือ

เทียบกับจุลินทรียตัวอ่ืนๆ เนื่องจากสามารถยอยสลายอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสวนผสมของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดแต

เม่ือนําไปทดสอบโดยวิธี DNS จึงพบวา จุลินทรีย CBD4 สามารถผลิตเอนไซมยอยเซลลูโลสไดดีกวา CBD6 จึง 

ใชจุลินทรีย CBD4 เปนตัวแทนในการยอยสลายน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ ซ่ึงสามารถลดคา COD จาก 

1171 เหลือ 267 มิลลิตรกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวาเปนจลุินทรียท่ีมีคุณสมบัติในการกําจัดสารอินทรียไดอยางดี แต

สิ่งท่ีทางผูวิจัยพบระหวางทําการทดลองคือ การยอยสลายเพียง เซลลูโลสนั้น ไมสามารถลดคาพารามิเตอรได

อยางดีท่ีสุดและสีของน้ําเสียท่ีออกมานั้นยังคงมีสีเหลืองออกน้ําตาล จึงไดมีแนวคิดท่ีจะลดสารอินทรียชนิดอ่ืน

ท่ีอยูน้ําดวย นั่นก็คือ เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงลิกนินเปนตัวการสําคัญทําใหน้ํามีสีดําหรือน้ําตาลและยอย

สลายไดยากในธรรมชาติ ( Aldison et al. (2005)) หากทําการกําจัด สารลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเปนสารท่ี

ประกอบดวยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ออกพรอมกันท้ังหมด จะทําใหน้ําเสียมีคุณภาพท่ีดีข้ึนกวาการ

กําจัดเซลลูโลสเพียงชนิดเดียว นอกจากนี้ยังเพ่ิมศักยภาพใหสามารถใชงานไดใกลเคียงกับระบบจริงของโรงงาน

มากยิ่งข้ึน โดยใชถังปฏิกรณชีวภาพ แบบถังเติมอากาศหมุนวน (Air mixed flow bioreactor) ท่ีสามารถ

ประยุกตใชงานไดใกลเคียงกับระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงาน  

  งานวิจัยนี้ผูวิจัยจึงทําการทดลองในถังปฏิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศหมุนวนซ่ึงจะมีจุลินทรียท่ี

สามารถยอยสลายสารอินทรียรวมกัน 2 ชนิดระหวาง จุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium กับ 

Trichoderma reesei เนื่องจาก จุลินทรียเดิมซ่ึงเปนแบคทีเรียมีกิจกรรมการยอยสลายท่ีต่ํา ความคงทนของ

เซลลท่ีมีความแข็งแรงนอยกวาจุลินทรียประเภทเชื้อรา และจุลินทรียท่ีหาไดจากบอบําบัดทางชีวภาพนั้นไม

สามารถยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส โดยจุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium มีคุณสมบัติใน

การยอยสลายลิกนิน สวนจุลินทรีย Trichoderma reesei มีคุณสมบัติในการยอยสลายไดท้ังเซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลส อีกท้ังจุลินทรีย CBD4 ซ่ึงเปนแบคทีเรียไมสามารถอาศัยอยูรวมกับเชื้อรา งานวิจัยนี้จึงใชจุลินทรียท่ี

เปนเชื้อรา 2 ชนิดมาใชบําบัดน้ําเสียรวมกันโดยอาศัยอยูรวมกันภายในถังปฏิกรณ ซ่ึงมีการเดินระบบเลียนแบบ 

CSTR ซ่ึงเดินระบบไดตลอด 24 ชั่วโมง และเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมอีกท้ังจุลินทรียสามารถขยายพันธุไดเองใน

ธรรมชาติเนื่องจากยอยสลายสารอินทรียท่ีมากับน้ําเสียเพียงแคเติมสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับจุลินทรียก็
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สามารถเดินระบบไดตลอด ทําใหลดคาใชจายไดเม่ือเทียบกับระบบบําบัดท่ีใชสารเคมีเพียงอยางเดียว โดย

งานวิจัยนี้มุนเนนศึกษาผลของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดวาสามารถใหผลลัพธท่ีดีท่ีสุดในการยอยสลาย

สารประเภทลิกโนเซลลูโลสท่ีเวลาใดและเปรียบเทียบกับการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว โดยวัดประสิทธิภาพ

การยอยสลายสารลิกโนเซลลูโลสจาก ความเขมขนของลิกนิน คาอนุพันธน้ําตาลท่ีเกิดข้ึน และ คา COD ท่ีอยู

ในน้ําเสีย สําหรับงานวิจัยนี้อาจเปนตัวเลือกในอนาคตสําหรับโรงงานท่ีกําลังจะกอตั้งข้ึนและเปนแบบอยาง

ใหกับโรงงานท่ีมีของเสียท่ีมาสารอินทรียประเภทนี้ไดตัดสินใจในการเลือกใช 

 

2. วัตถุประสงค 

 2.1 เพ่ือศึกษาข้ันตอนการบําบัดน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียประเภท เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

2.2 เพ่ือเปนแบบอยางใหกับอุตสาหกรรมท่ีมีการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิ

เซลลูโลส และลิกนินสามารถนําไปประยุกตใชในโรงงานอุตสาหกรรม 

2.3 เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและ

ลิกนิน ระหวาการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียวกับการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด  

2.4 เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในน้ําเสีย 

 

3. ขอบเขตของการทําโครงงานวิจัย 

 3.1 ใชจุลินทรียท่ีไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทยและศูนยชีววัสดุแหง

ประเทศไทย 

 3.2 ใชน้ําเสียสังเคราะหท่ีจําลองคาพารามิเตอรจากน้ําเสียจริงโดยใชสารลิกโนเซลลูโลสเปนแหลง

คารบอนแทนเยื่อกระดาษในน้ําเสีย 

3.3 ใชถังปฏิกรณแบบกะท่ีมีการเติมอากาศแบบเปาหมุนวนเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารอินทรียในน้ําเสียและกําหนดเวลาสําหรับถังปฏิกรณแบบไหลตอเนื่อง   

 3.4 วิเคราะหความสามารถในการยอยสลายสารอินทรียโดยวัดจากพารามิเตอรท่ีลดลงท่ีสภาพวะและ

เวลาตางๆดังนี้ 
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  3.4.1 วัดการลดลงของสารลิกนินโดยใชเครื่องมือ Spectophotometer  

  3.4.2 วัดคา COD โดยใชวิธี Close reflux  

  3.4.3 วัดคา pH ของน้ําท่ีผานการบําบัดแลว 

  3.4.4  วัดคาสารแขนลอยโดยวิธี (APHA, AWWA and WEF, 1995) 

  3.4.5 วัดการยอยสลายสารเซลลูโลส และ เฮมิเซลลูโลส โดยแสดงผลเปนอนุพันธของ

น้ําตาลท่ีเกิดข้ึนโดยใชเครื่องมือ Thin-layer Chromatography  

 3.5 ใชถังปฏิกรณชีวภาพแบบ CSTR ในการยอยสลายสารอินทรีย 

4. ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 เนื่องจากวัตถุดิบท่ีใชในลมาจากตนไม และสิ่งท่ีพบมากท่ีสุด คือ เสนใย ซ่ึงเสนใยมีองคประกอบทาง

เคมีดังนี้ 

 

 

รูปท่ี 2 ลักษณะโครงสรางของเสนใย 

ท่ีมา : Smook, 1986 

 

4.1 เซลลูโลส (Cellulose) 

 เซลลูโลสเปนสารพอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เชิงเสนตรงท่ีประกอบดวยหนวยของกลูโคส 

(anhydroglucose unit) เชื่อมตอกันดวยพันธะเบตา-ไกลโคซิดิก ในตําแหนงท่ี 1 และตําแหนงท่ี 4 ของ

กลูโคสท่ีเปนองคประกอบในโมเลกุล (β-1,4 glycosidic linkage) โดยหนวยยอยของเซลลูโลสท่ีเกิดจาก

การรวมกันของหนวยกลูโคสจานวน 2 หนวย จะเรียกวา เซลโลไบโอส (Cellobiose unit) แสดงดังภาพท่ี 

3 ซ่ึงสวนปลายเซลโลไบโอสจะประกอบดวยสวนรีดิวซิงค (Reducing end group; C-1) ซ่ึงเปนสวนท่ีงาย
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ตอการเกิดปฏิกิริยา และสวนของนอนรีดิวซิงค (Non-Reducing end group; C-4) ซ่ึงเปนสวนท่ีไม

เกิดปฏิกิริยาโดยท่ัวไประดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น (degree of polymerization; DP) ของเซลลูโลสจะ

เกิดจากการรวมกันของหนวยกลูโคสจํานวนประมาณ 1000-3000 หรือ 4000 หนวย จึงมีสูตรโครงสราง

ทางเคมี คือ (C6H10O5)n ซ่ึงลักษณะการจัดเรียงตัวของโครงสรางโมเลกุลเซลลูโลสสามารถแบงออกได

เปน 2 ลักษณะ คือ 1) แบบผลึก (crystalline) 2) แบบอสัญรปู (amorphous) โดยท่ัวไปโครงสรางของ

เซลลูโลสจะมีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ จึงทําใหเซลลูโลสมีความเปนผลึกสูง อุณหภูมิในการหลอม

ตัวจึงสูงมาก มักจะเกิดการสลายตัวกอนถึงอุณหภูมิหลอมตัว โครงสรางแบบผลึกของเซลลูโลสจะทําให

การซึมผานของสารละลายเกิดไดยากกวาลักษณะโครงสรางแบบอสัญรูป จึงทําใหลักษณะโครงสรางแบ

บอสัญรูปมีความวองไวในการเกิดปฏิกิริยาเคมีไดงายข้ึน เซลลูโลสในธรรมชาติจะมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย

ตางกัน ซ่ึงการกระจายน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีความสําคัญตอสมบัติทางกายภาพ โดยเซลลูโลสท่ี

มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะมีสมบัติทางกายภาพท่ีไมดี (Gardner and Blackwell, 1974) 

 

 
 

รูปท่ี 3 โครงสรางเซลโลไบโอส (cellobiose) 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Helmenstine (2013) 

 เซลลูโลสเปนองคประกอบทางเคมีท่ีสําคัญของเนื้อไมซ่ึงมีปริมาณมากท่ีสุด คือ ประมาณรอยละ 40 

ของเนื้อไมท้ังในไมใบแคบหรือไมตระกูลสน (softwood) และไมใบกวาง (hardwood) โดยท่ัวไปจะพบ

เซลลูโลสอยูรวมกับลิกนิน เพนโตแซน กัม แทนนิน ไขมันและสารท่ีทาใหเกิดสีในตนไม โดยเซลลูโลสจะทํา

หนาท่ีเปนโครงสรางของเสนใยและใหความแข็งแรงกับตนไม เซลลูโลสสามารถแบงออกไดเปน 3 ประเภทตาม

ขนาดของโมเลกุลหรือระดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น คือ 

1. แอลฟา เซลลูโลส ( Alpha cellulose; DP > 90) 

2. เบตา เซลลูโลส (Beta cellulose; DP = 15-90) 

3. แกมมา เซลลูโลส (Gamma cellulose; DP < 15) 
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 คุณสมบัติท่ีสําคัญประการหนึ่งของเซลลูโลส คือ เซลลูโลสจะไมละลายในน้ําและตัวทําละลายอินทรีย

สะเทิน (neutral organic solvent) เชน เบนซีน (benzene) แอลกอฮอล (alcohol) และอีเธอร (Ether) แต

จะละลายไดดีในกรดเกลือและกรดกํามะถันเขมขน ซ่ึงความคงทนของเซลลูโลสตอกรดหรือเอนไซมจะข้ึนกับ

โครงสรางแบบอสัญรูป เม่ือนาเซลลูโลสไปทาปฏิกิริยาทางเคมีจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทําให

คุณสมบัติของเซลลูโลสเปลี่ยนไป จึงสามารถนําเซลลูโลสไปใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตพลาสติก น้ําตาล 

เจล ฟลม เสนใยชนิดใหม และสารเคลือบ เปนตน (Kadla and Gilbert, 2000) 

 

ตารางท่ี 1 องคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลกินินในวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

 ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก Reshamwala et al.,1995; Cheung and Anderson, 1997; Boopathy, 

1998; Dewes  and Hunsche, 1998. 

 

4.2 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

 เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิแซคคาไรดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตา มีลักษณะคลายเซลลูโลลแตจะประกอบ ดวย

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีแตกตางกัน 5 ประเภท คือ กลูโคส (glucose) กาแลกโตส (galactose) แมนโนส 

(mannose) อะราบิโนส (arabinose) ไซโลส (xylose) รวมท้ังกรดกลูคูโลนิก (gluculonic acid) และกรดกา

แลกทูโรนิก (galacturonic acid) (แสดงดังรูปท่ี 4) เฮมิเซลลูโลสมีสูตรทางเคมี คือ (C6H12O5)2n 

วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

 

รอยละของ

เซลลูโลส 

รอยละของเฮมิ 

เซลลูโลส 

รอยละของลิกนิน 

ไมเนื้อแข็ง 40-55 24-40 18-25 

ไมเนื้อออน 45-50 25-35 25-35 

เปลือกถั่ว 25-30 25-30 30-40 

ซังขาวโพด 45 35 15 

หญา 25-40 35-50 10-30 

ฟางขาว 30 50 15 

ใบไม 15-20 80-85 0 

ใยเมล็ดฝาย 80-95 5-20 0 

หญาคอสทอล เบอมิวดา 25 35.7 6.4 

หญาสวิซ 45 31.4 12 
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รูปท่ี 4 องคประกอบทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส 

ท่ีมา : Bajpai, (2016) 

 โดยปกติจะพบเฮมิเซลลูโลสอยูรวมปะปนกับเซลลูโลส และสารอ่ืนๆ เชน ลิกนิน เฮมิเซลลูโลสท่ีพบใน

ไมใบกวาง (Hardwood) ไดแก ไซเลน (Xylan) และเฮมิเซลลูโลสท่ีพบในไมใบแคบ (Softwood) ไดแก กลูโค

แมนแนน (Glucomannan) โดยเฮมิเซลลูโลสจะทาหนาท่ีเปนสารยึดเซลลูโลสไวดวยกันและทําหนาท่ีเสริม

ความแข็งแรงใหกับเสนใย เฮมิเซลลูโลสสามารถละลายในตัวทําละลายและทําปฏิกิริยาไดงายกวาเซลลูโลส 

ดังนั้นเฮมิเซลลูโลสจะเสื่อมสภาพไดงายและสลายตัวไดดีกวาเซลลูโลส ทําใหปริมาณของเฮมิเซลลูโลสในเนื้อไม

มีมากกวาในเยื่อกระดาษท่ีผานกระบวนการยอยดวยสารเคมีแลว ในระหวางท่ีเนื้อไมถูกยอยไปเปนเยื่อ

กระดาษนั้น ปริมาณและตําแหนงของเฮมิเซลลูโลสจะมีการเปลี่ยนแปลงไป 

  เฮมิเซลลูโลสจะมีบทบาทอยางมากในการสงเสริมใหกระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมสูงข้ึน ท้ังนี้เนื่องจาก

เฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเปนสารไฮโดรฟลิก (Hydrophillic materials) ซ่ึงชวยใหเสนใยท่ีแขวนลอยในน้ําเยื่อมี

การพองตัวและอุมน้ําไดดี เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางเปนอสัญรูปคือ อยูรวมกันอยางหลวมๆ นอกจากนี้

Galatoglucomannans 

Arabinoglucuronoxylan 

Xylan 
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ยังพบวา เม่ือนําเสนใยไปผานกระบวนการตีบดเยื่อเพ่ือทําใหผิวของเสนใยแตกออกเปนไมโครไฟบริล เฮมิ

เซลลูโลสเปนองคประกอบสําคัญท่ีทาใหไมโค-ไฟบริลระหวางเสนใยเกิดการประสานกันดวย พันธะไฮโดรเจน 

(Hydrogen bond) ทําใหกระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมมากข้ึน ( Sjöström, 1993) 

 

4.3 ลิกนิน (Lignin) 

 ลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอนอะโรมาติกท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (แสดงดังภาพท่ี 5) โดยประกอบดวย

หนวยพ้ืนฐานท่ีมีโครงสรางวงแหวนของฟนิลโพรเพน (phenylpropane) เชื่อมตอกันเปนลักษณะ 3 มิติกับ

กลุมของโพรเพน (Propane) และวงแหวนเบนซีน (Benzene ring) โดยมีการจัดเรียงตัวเปนแบบอสัญรูป 

(Higuchi, 1990) แมวาลิกนินในพืชหรือตนไมจะไมมีโครงสรางท่ีแนนอนชัดเจน แตลิกนินจะมีโครงสรางจาก

หนวยพ้ืนฐานหลัก 3 สวนคือ คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl alcohol) พารา-คูมาริล แอลกอฮอล (p-

coumaryl alcohol) และ ซินาพิล แอลกอฮอล (sinapyl alcohol) ดังแสดงในภาพท่ี 6 ลิกนินจะทําหนาท่ี

เปนสารยึดหรือทําหนาท่ีเปนกาวเชื่อมประสานระหวางเสนใยและใหความแข็งแรงกับเนื้อเยื่อของไม จึงมักพบ

ลิกนินอยูรวมกับเซลลูโลส โดยจะพบมากในสวนของมิดเดิล ลาเมลลา (Middle lamella)  

โดยท่ัวไปลิกนินจะไมละลายน้ํา ไมมีสมบัติดานความยืดหยุนแตจะมีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติก 

(Thermoplastic) คือ มีอุณหภูมิท่ีออนตัวอยูในชวง 120-200 องศาเซลเซียส เพราะฉะนั้นตนไมท่ีมีปริมาณ

ลิกนินสูงจึงมีความแข็งแรงทนทานมากกวาพืชหรือตนไมท่ีมีปริมาณลิกนินในเนื้อไมต่ํา ลิกนินจะถูกยอยสลาย

ไดดวยเอนไซมลิกเนส (Lignase) หรือ ลิกนินเนส (Ligninase) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญในเชื้อราไวท รอท 

(White rot)  

 ลิกนินสามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภท ตามลักษณะโครงสราง คือ (Lewin and Goldstein, 

1991) 

 1. G type (Guaiacyl lignin) ประกอบดวย คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl alcohol) พบใน

ไมใบแคบท่ัวไป 

 2. G-S type (Guaiacyl-Syringyl lignin) ประกอบดวย คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl 

alcohol) และ ซินาพิล แอลกอฮอล (sinapyl alcohol) พบในไมใบกวาง 

 3. H-G-S type (4-Hydroxylphenyl-Guaiacyl-Syringyl lignin) ประกอบดวยโมโนเมอร 

(monomer) ท้ัง 3 ชนิดอยูรวมกัน 
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 4. H-G type (Hydroxylphenyl-Guaiacyl lignin) ประกอบดวยคอนนิเฟอริล แอลกอฮอล 

(coniferyl alcohol) และ พารา-คูมารี แอลกอฮอล (p-coumaryl alcohol) โดยมากพบในไมท่ีผานการ

ดัดแปลงแลว เชน compression wood. 

 

รูปท่ี 5 ลักษณะโครงสรางของลิกนิน 

ท่ีมา : Smook (1986) 

 

   

(A)       (B)           (C) 

รูปท่ี 6 หนวยพ้ืนฐานของลิกนิน (A) p-coumaryl alcohol (B) coniferyl alcohol (C) sinapyl alcohol 

ท่ีมา : บูรณาพากรุป จากัด (2552) 
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4.4 สารแทรก (Extractive) 

 สารแทรก คือ สวนประกอบในไมยืนตนหรือไมลมลุกท่ีสามารถละลายไดในตัวทาละลายอินทรีย 

(Organic solvents) เชน อะซีโตน (Acetone) แอลกอฮอล (Alcohol) และคลอโรฟอรม (Chloroform) เปน

ตน โดยท่ัวไปสารแทรกในพืชหรือตนไมจะประกอบดวยสารจาพวกกรดเรซิน (Resin acid) กรดไขมันอิสระ 

(Free fatty acid) น้ํามันระเหย (Volatile oil) สารประกอบเทอรฟนอย (Turphenoid compounds) และ

สารประกอบฟนอลิก (Phenolic compounds) เปนตน สารแทรกบางประเภทจะมีผลเสียตอการผลิตเยื่อ

กระดาษหากสภาวะการผลิตไมเหมาะสม (Smook, 1986) 

 

4.5 ปญหาน้ําเสียจากสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในประเทศไทย 

 ปญหาจากการรองเรียนกิจการการผลิตกระดาษและกิจการท่ีใชผลิตภัณฑทางการเกษตร ไดแก 

ปญหาน้ําเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตท่ีเกิดกลิ่นเหม็น และเม่ือปลอยลงสูแหลงน้ําสาธารณะ ทําใหเกิด

สภาพน้ําเสียในแหลงน้ํา มีผลกระทบตอชุมชนท่ีอาศัยอยูใกลเคียงและตอระบบนิเวศของแหลงน้ํา ดังเชนกรณี

ตอไปนี้  

 1. ในชวงป 2530 และหลังจากนั้น มีเกิดปญหาสําคัญจากโรงงานผลิตกระดาษของ บริษัท ฟนิคซ 

พัลพ แอนดเพเพอรจํากัด ท่ีจังหวัดขอนแกน ซ่ึงปลอยน้ําเสียท่ีมีกลิ่นเหม็นลงลําน้ําพอง เกิดผลกระทบตอ 

สุขภาพและสิ่งแวดลอมเปนอยางมาก แตหลังจากท่ีมีการปรับปรุงระบบการผลิตและการกําจัดน้ําเสียและ

มลพิษ ตางๆ จากโรงงานแลว ปญหาสามารถบรรเทาลงจนอยูในระดับท่ีควบคุมได 

 2. กลิ่นเหม็นของโรงงานผลิตกระดาษสีน้ําตาล มีสาเหตุของเรื่องรองเรียน กลิ่นเหม็นท่ีเกิดข้ึนมาจาก

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบ Stabilization Pond 

 3. การปลอยน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษใหไหลลงสูคลองชลองแวง มีสีดําเขมและกลิ่นฉุน ทําใหผู

สูดดมถึงกับวิงเวียนศีรษะ บางรายทนกลิ่นเหม็นไมได ตองอพยพออกจากพ้ืนท่ี 

 4. เกิดเหตุน้ําจากบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษแหงหนึ่งในจังหวัดปราจีนบุรีรั่วไหลออกมา

สงผลกระทบอยางรุนแรง ชาวบานเดือดรอนเนื่องจากกลิ่นเหม็นท่ีรุนแรงและน้ําสีดําท่ีปนเปอนมากับน้ําฝนท่ี

ไหลตามทาง 

 5.เกิดเหตุระบบกักเก็บน้ําเสียของโรงงานผลิตเอทานอลท่ีจังหวัดสุพรรณบุรีพังชํารุดเนื่องจากฝนตก

สงผลใหน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียอยูซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลไหลกระจายเปนวงกวางชาวบานไดรับ

ความเดือดรอนจากน้ําเสียท่ีเกิดข้ึน  
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4.6 มาตรฐานการปลอยน้ําลงสูแหลงธรรมชาติ 

ตารางท่ี 2 มาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม 

ดัชนีคุณภาพน้ํา คามาตรฐาน วิธีวิเคราะห 

1. คาความเปนกรด

และดาง (pH value) 

5.5-9.0 pH Meter 

2. คาทีดีเอส (TDS 

หรือ Total 

Dissolved Solids) 

 ไมเกิน 3,000 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตาง

แลวแตละประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือ

ประเภทของโรงงานอุตสาหกรรม ท่ี

คณะกรรมการควบคุมมลพิษเห็นสมควรแตไม

เกิน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร  

 น้ําท้ิงท่ีจะระบายลงแหลงน้ํากรอยท่ีมีคาความ

เค็ม (Salinity) เกิน 2,000 มิลลิกรัม/ลิตร หรือ

ลงสูทะเลคาทีดีเอสในน้ําท้ิงจะมีคามากกวาคาที

ดีเอส ท่ีมีอยูในแหลงน้ํากรอยหรือน้ําทะเลไดไม

เกิน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

ระเหยแหงท่ีอุณหภูมิ 

103-105oC เปนเวลา 

1 ชั่วโมง 

3. สารแขวนลอย 

(Suspended 

Solids) 

ไมเกิน 50 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแต

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม หรือประเภทของระบบบําบัดน้ําเสียตามท่ี

คณะกรรมการควบคุมมลพิษเห็นสมควรแตไมเกิน 150 

มิลลิกรัม/ลิตร 

กรองผานกระดาษ

กรองใยแกว (Glass 

Fiber Filter Disc) 

4. อุณหภูมิ 

(Temperature) 

ไมเกิน 40°C เครื่องวัดอุณหภูมิ วัด

ขณะทําการเก็บ

ตัวอยางน้ํา 

5. สีหรือกลิ่น ไมเปนท่ีพึงรังเกียจ ไมไดกําหนด 

6. ซัลไฟด (Sulfide 

as H2S) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร Titrate 

7. ไซยาไนด 

(Cyanide as HCN) 

ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร กลั่นและตามดวยวิธี 

Pyridine Barbituric 

Acid 

8. น้ํามันและไขมัน 

(Fat, Oil and 

Grease) 

ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือ ประเภทของโรงงาน

สกัดดวยตัวทําละลาย 

แลวแยกหาน้ําหนัก

ของน้ํามันและไขมัน 
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อุตสาหกรรมตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ

เห็นสมควรแตไมเกิน 15 มิลลิกรัม/ลิตร 

9. ฟอรมาลดีไฮด 

(Formaldehyde) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร Spectrophotometry 

10. สารประกอบ 

ฟนอล (Phenols) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร กลั่นและตามดวยวิธี 

4-Aminoantipyrine 

11. คลอรีนอิสระ 

(Free Chlorine) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร lodometric Method 

12. สารท่ีใชปองกัน

หรือกําจัดศัตรูพืช

หรือสัตว 

(Pesticide) 

ตองตรวจไมพบตามวิธีตรวจสอบท่ีกําหนด Gas-

Chromatography 

13. คาบีโอดี (5 วันท่ี

อุณหภูมิ 20 °C 

(Biochemical 

Oxygen Demand : 

BOD) 

ไมเกิน 20 มิลลิกรัม/ลิตร หรือแตกตางแลวแตละประเภท

ของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ

เห็นสมควร แตไมเกิน 60 มิลลิกรัม/ลิตร 

Azide Modification 

ท่ีอุณหภูมิ 20°C เปน

เวลา 5 วัน 

14. คาทีเคเอ็น 

(TKN) หรือ Total 

Kjeldahl Nitrogen) 

ไมเกิน 100 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ 

เห็นสมควร แตไมเกิน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 

Kjeldahl 

15. คาซีโอดี 

(Chemical Oxygen 

Demand : COD) 

ไมเกิน 120 มิลลิกรัม/ลิตรหรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ 

เห็นสมควร แตไมเกิน 400 มิลลิกรัม/ลิตร 

Potassium 

Dichromate 

Digestion 

16. โลหะหนัก 

(Heavy Metal) 

    

  1. สังกะสี (Zn) ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร  

 

 

Atomic Absorption 

Spectro 

  2. โครเมียมชนิด

เฮ็กซาวาเลนท 

(Hexavalent 

Chromium) 

ไมเกิน 0.25 มิลลิกรัม/ลิตร 
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  3. โครเมียมชนิด

ไตรวาเลนท 

(Trivalent 

Chromium) 

ไมเกิน 0.75 มิลลิกรัม/ลิตร Photometry ชนิด 

Direct Aspiration 

หรือวิธี Plasma 

Emission 

Spectroscopy ชนิด 

Inductively 

Coupled Plama : 

ICP 

  4. ทองแดง (Cu) ไมเกิน 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  5. แคดเมียม (Cd) ไมเกิน 0.03 มิลลิกรัม/ลิตร 

  6. แบเรยีม (Ba) ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  7. ตะก่ัว (Pb) ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 

  8. นิคเกิล (Ni) ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  9. แมงกานีส (Mn) ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  10. อารเซนิค (As) ไมเกิน 0.25 มิลลิกรัม/ลิตร Atomic Absorption 

Spectrophotometry 

ชนิด Hydride 

Generation หรือวิธี 

Plasma Emission 

Spectroscopy ชนิด 

Inductively 

Coupled Plasma : 

ICP 

   

 

 

11. เซเลเนียม (Se) 

 

 

 

ไมเกิน 0.02 มิลลิกรัม/ลิตร 

  12. ปรอท (Hg) ไมเกิน 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร Atomic Absorption 

Cold Vapour 

Techique 
 

แหลงท่ีมา : ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับท่ี 3 (พ.ศ. 2539) เรื่อง กําหนด

มาตรฐานควบคุมการระบายน้ําท้ิงจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม

อุตสาหกรรม ลงวันท่ี 3 มกราคม 2539 ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมท่ี 113 ตอนท่ี 13ง  ลง

วันท่ี 13 กุมภาพันธ 2539 
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4.7 แนวทางการสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในน้ําเสีย 

 การกําจัดสารประเภทลิกโนเซลลูโลส สามารแบงออกไดหลักๆ 4 แนวทางทางดังนี้ (ดัดแปลงจาก 

(Dahiya & Goyal, 2018) และ (Kucharska et al., 2018)) (แสดงในตารางท่ี 3) 

 4.7.1การบัดบัดทางกายภาพ (Physical treatment) 

  การบําบัดทางกายภาพ เปนกระบวนการบําบัดเบื้องตน ซ่ึงประกอบไปดวยการใชเครื่องจักร

ตางๆ เพ่ือลดขนาด การทําใหผลึกของลิกโนเซลลูโลสแตกตัว เพ่ือลดการเกาะตัวของพันธะและเพ่ิมการทํางาน

ของเอนไซมใหดียิ่งข้ึน สามารถทําไดโดย การตัด หรือบดใหละเอียด โดยจะมีขนาดของอนุภาคระหวาง 0.2-2 

มิลลิเมตร หลังจากการบดละเอียด การบําบัดทางกายภาพสามารถใชรวมกับการรบําบัดดวยวิธีอ่ืนไดอยาง

หลากหลายวิธี เชน การทําใหแตกออกจากกัน (Fragmentation) การใชคลื่นไมโครเวฟ (Microwave 

radiation) การใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง (Sonication) การพนแหงดวยรังสีแกมมา (Spray frying with gamma 

radiation) และการเผาไหมอุณหภูมิสูง (Pyrolysis) 

 4.7.2 การบําบัดทางเคมี (Chemical treatment) 

  การบําบัดทางเคมี คือการยอยสลายหรือแตกตัวพันธะ โดยใชสารเคมี ซ่ึงการบําบัดทางเคมี

สามารถกําจัดลิกนิน ออกจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดอยางงายดาย ซ่ึง สารเคมีท่ีใชในการยอยสลายลิกนิ

นจาก เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ไดแค สารละลายท่ีเปน Oxidizing agent, Alkali, Acid และเกลือ สารท่ี

เปน Oxidizing agent ท่ีมีคุณสมบัติสูงในการกําจัดลิกนินเชน โอโซน และ H2O2  สามารถทําไดและไมเปน

อันตรายในหองท่ีมีอุณหภูมิและความดันบรรยากาศปกติ การบําบัดทางเคมีมีหลายวิธีเชน การใชกรดแตก

พันธะ (Acid hydrolysis) การใชดางปรับสภาพ (Alkaline pretreatment) ปฎิกิริยาออกซิเดชั่นและโอโซน

เนชั่น (Oxidation and ozonation) การบําบัดโดยใชสารละลายไอออนิค (Ionic liquid treatment) และ

การบําบัดโดยใชสารละลายอินทรีย (Organic solvents treatment)  เปนตน 

 4.7.3 การบําบัดทางเคมีฟสิกส (Phisicochemical  treatment) 

  การบําบัดทางเคมีฟสิกส เปนการนํากระบวนการทางกายภาพผสานกับการบําบัดทางเคมี

โดยสามารถเพ่ิมขีดความสามารถในการกําจัดลิกนินใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน(Rabemanolontsoa & 

Saka, 2016) โดยการบําบัดทางเคมีฟสิกสท่ีนิยมใชในการบําบัดสารลิกโนเซลลูโลสไดแก การระเบิดดวยไอน้ํา

แรงดันสูง (Steam explosion) การเบิดดวยคารบอน ไดออกไซดแรงดันสูง (Carbon dioxide explosion) 

และ การใชแอมโมเนียเพ่ือใหเสนใยขยายตัว (Amonia-fiber expansion (AFEX)) 

 



17 
 

 

 4.7.4 การบําบัดทางชีวภาพ (Biological treatment) 

  การบําบัดทางชีวภาพเปนการใชจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย เชื้อรา เปนตน การยอยสลายโดย

ใชจุลินทรีย มีตนทุนท่ีคอนขางต่ํา เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม และเปนอันตรายนอยกวาเม่ือเทียบกับ วิธีการบําบัด

ดวยวิธีทางเคมีและเคมีฟสิกส  อยางไรก็ตามการบําบัดทางชีวภาพมีประสิทธิภาพในการบําบัดท่ีต่ํา ตองการ

พ้ืนท่ีและสารอาหารจํานวนมากในการเติบโต การยอยสลายสารลิกโนเซลลูโลส ใชเอนไซมของจุลินทรียในการ

แตกพันธะและยอยสลาย จนไดอนุพันธของสารท่ีจุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณ

ได โดยมีการใชจุลินทรียในการบําบัดทางชีวภาพดังนี้ ราขาว (White rot) ราน้ําตาล (Brown rot) ราออน 

(Soft rot) การใชแบคทีเรียบําบัด (Bacterial treatment) การใชเอนไซมบําบัด (Enzymatic treatment) 

การแชในของเหลว (Pickling)  

ตารางท่ี 3 วิธีการบําบัดสารลิกโนเซลลูโลส  

วิธีการบําบัด ประเภทของการบําบัด กลไกการทํางาน 

 

 

 

Physical 

Fragmentation (hacking, 

grinding, milling, rolling) 

การตัดใหพันธะลิกโนเซลลูโลสสั้นลง

โดยการบดใหละเอียด 

Microwave radiation ลดการกอผลึกในเซลลูโลส 

Sonication (ultrasound) ปลดปลอยไฮโดรเจนในโครงสรางของ

ลิกโนเซลลูโลสเสีย 

Spray frying with  

gamma radiation 

คลายพันธะ beta-1,4 ไกลโคซิดิก 

Pyrolysis เกิดปรากฏการณคารบอนอัดตัวใน

เซลลูโลสท่ีอุณหภูมิสูงกวา 300 ๐C 

 

 

Chemical 

 

 

Acid hydrolysis คลายพันธะในโครงสรางเฮมิเซลลูโลส

และละลายสารลิกนนิ 

Alkaline pretreatment เกิดปฎิกิริยา สปอนนิฟเคชั่น กับโรง

สรางลิกโนเซลลูโลส 

Oxidation and ozonation ละลายสารลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

แยกเซลลูโลสออกจากผลึก 

Ionic liquid treatment แยกเซลลูโลสออกจากลิกโนเซลลูโลส 

Organic solvents treatment คลายพันธะเฮมิเซลลูโลสและละลาย

สารลิกนิน 



18 
 

 

 

 

 

Physicochemical 

Steam explosion ละลายสารเฮมิเซลลูโลสท่ีอุณหภูมิ 150 
๐C ละลายสารลิกนินท่ี 

อุณหภูมิ 180 ๐C 

Carbon dioxide explosion สลายโรงสรางของลิกนินและ 

เฮมิเซลลูโลส 

AFEX กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสบางสวน 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biological 

White rot 

Phanerochete 

chrysosporium, 

Cyathus steercoreus, 

Pleurotus spp. 

 

ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Brown rot 

Gloeophyllum trabeum 

ยอยสลายลิกนิน 

Soft rot 

Ascomycota, 

Deuteromycota, 

Trichoderma reesei, 

Chaetomium sp., 

Ceretocystis sp. 

 

 

ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Bacterial treatment ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Enzymatic treatment ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและ

เซลลูโลส 

Pickling ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลส 

ท่ีมา : (Kucharska et al., 2018) 
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4.8 การบําบัดเซลลูโลสในน้ําเสีย  

 เนื่องจากเซลลูโลสจัดไดวาเปนคารโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง เม่ือจุลินทรียมายอยสลาย จะไดแนวทางดังนี้ 

 

รูปท่ี 7 Cellulose degradation pathway 

 (1) endoβ1,4 glucanase; (2) Exoβ1,4 glucanase (β1,4 glucanase glucohydrolase); (3) 

exoβ1,4 glucanase (β1,4 glucan cellobiohydrolase); (4) glucosidase (Cellobiase) 

ท่ีมา : (ดัดแปลงจาก) T.K. Ghose and P. Ghosh, 1978 
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รูปท่ี 8 กลไกการทํางานของเอนไซม เซลลูเลส 

ท่ีมา: Reese et al.,1950 

 จากรปู 8 เปนการแสดงกลไกการทํางานของเอนไซม เซลลูเลสโดยจากภาพท่ีจุด A เอนไซม endo-

β-glucanase เขามาตัดสายพันธะท่ีตําแหนง 1,4 ภายในสายของเซลลูโลส ท่ีจุด B เอนไซม Exo-β-

glucanase เขามาตัดสายพันธะท่ีตําแหนง 1,4 จากปลายสุดของสายพันธะเขามาเรื่อยๆ โดยทํางานรวมกันกับ 

เอนไซม endo-β-glucanase แสดงดังจุด C และเม่ือยอยสลายพันธะจนเหลือ Cellulobiose ดังจุด D 

เอนไซม β-glucosidase (Cellobiase) จะยอยสลายพันธะจนเหลือเพียงน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือน้ําตาล

กลูโคส  
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4.9 การบําบัดเฮมิเซลลูโลสในน้ําเสีย 

 เฮมิเซลลูโลสเปนสารก่ึงคารโบไฮเดรตซ่ึงโครงมีรูปรางโครงสรางเดียวกับ Xylan  เม่ือจุลินทรียทําการ

ยอยสลาย จะไดแนวทางดังนี้ 

 

รูปท่ี 9 Hemicellulose degradation pathway 

ท่ีมา : (ดัดแปลงจาก) Bhaumik and Dhepe.,2014 
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4.10 การบําบัดลิกนินในน้ําเสีย 

 ลิกนินจัดไดวาเปนสารอินทรียท่ีพบไดทุกสวนของตนไม และทําใหพืชแข็งแรงและมีหลากหลาย

ฟงกชันในโครงสราง ทําใหยอยสลายยาก เม่ือจุลินทรียทําการยอยสลายจะไดแนวทางดังนี ้

 

รูปท่ี 10 Lignin degradation pathway (Some functional) 

ท่ีมา : Gonzalo et al.,2016 
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4.11 ลักษณะของจุลินทรียในการยอยสลาย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน 

 

รูปท่ี 11 ประเภทและลักษณะของจุลินทรีย 

ท่ีมา : Ayyappa kumar Sista Kameshwar.,2016 

 

4.12 จุลินทรียยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลสในธรรมชาติ 

 จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลสไดอยางมีประสิทธิภาพสามารถ

พบเจอไดในธรรมชาติ ซ่ึงอยูในกลุมของเชื้อราแสดงดังรูปท่ี 12 โดยสามารถแบงได 4 ชนิดดังนี้ 

1. ราสีขาว (White rot fungi) 

 ราสีขาวมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบของเซลลในเนื้อไมท้ังลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลส มีคุณสมบัติในการฟอกสีจึงสามารถพบเจอวาไมท่ีถูกทําลายจะมีสีขาวและเปนหยอมๆ โดยจะมีเชื้อ

ราบางประเภทท่ีทําลายท้ัง เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในเวลาเดียวกัน บางชนิดก็ทําลายเฉพาะลิกนิน 

บางชนิดทําลายลิกนินกอนในระยะแรกแลวจึงทําลายเซลลูโลสและลิกนินพรอมกันในภายหลัง ตัวอยางของ

เชื้อราชนิดนี้ไดแก Pycnoporus sanguineus, Tramates lactinae, Phanerochete chrysosporium เปน

ตน 
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2. ราสีน้ําตาล (Brown rot fungi) 

 เปนเชื้อราท่ีมีชอบอยูบริเวณท่ีมีเซลลูโลสอยูมาก หากชิ้นไมถูกเชื้อราชนิดนี้เขามาอาศัยจะเขาไป

ทําลายแกนกลางของไมซ่ึงเปนท่ีอยูของเซลลูโลส จึงทําใหตัวเนื้อไมบุมลงไปเกิดรอยแตกเปนรูปสี่เหลี่ยมขนาด

ไมสมํ่าเสมอและมีสีน้ําตาลเขมกวาปกติ ตัวอยางของเชื้อราชนิดนี้ไดแก G. subferrugineum Trametes 

cervino-gilvus เปนตน 

 

3. ราออน (Soft rot fungi) 

 เปนเชื้อราท่ีอยูในคลาส Ascomycetes ซ่ึงเปนราท่ีอยูในชั้นเดียวกันกับราท่ีข้ึนบนผิวไม เปนราท่ีมี

การทําลายท่ีรุนแรงเพราะจะเขาจูโจมท่ีแกนกลางไมและทําใหออนนุมและเปนผุยผง โดยพบมากท่ีสุดคือ 

Chaetomium globosum และ Trichoderma reesei ดวยคุณสมบัติท่ีทําลายไมอยางรุนแรงจึงใชเปนเชื้อ

รามาตรฐานในการทดสอบการใชสารเคมีปองกันการรักษาเนื้อไม เพราะราออน ทนตอสภาพแวดลอมไดหลาย

รูปแบบ สามารถข้ึนไดท่ีอุณหภูมิสูงกวาเชื้อราชนิดอ่ืนๆได และทนความเปนกรดเปนดางสูงกวาเชื้อราชนิด

อ่ืนๆ  

 

4. ราผิวไม (Mold)  

เปนเชื้อราท่ีข้ึนบนผิวไมเทานั้นไมเจริญเขาไปในเนื้อไม ทําใหเห็นเปนสีหลากหลายชนิด ซ่ึงเกิดจากสปอรและ

เสนใยของเชื้อรา เชน Trichoderma sp., Aspergillus spp., penicilliumspp. Rhiopus sp. เปนตน ซ่ึง

เชื้อรเหลานี้เติบโตไดในสภาวะท่ีมีอากาศชื้น  
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รูปท่ี 12 แสดงเชื้อราประเภทของเชื้อราดังนี้ A (Soft rot fungi) , B (Brown rot fungi)  

C,D (White rot fungi and E (Mold) (ดัดแปลงจาก(Sigoillot et al., 2012) และ (กรมปาไม, 2006) ) 

 

4.13 การคัดเลือกจุลินทรียท่ีใชในการทําการทดลอง 

 จากงานวิจัยของ (Dionisi, Anderson, Aulenta, McCue, & Paton, 2015)ไดแสดงถึงจุลินทรีย

ประเภทตางๆท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยจําแนกเปนจุลินทรีย ท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดังตารางท่ี 4 

 

 

E 
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ตารางท่ี 4 ตารางจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน รอยละการยอยสลาย เวลา(วัน) 

แบคทีเรีย 

Psedomonas spp. Kraft lignin 39 52 

Acinetobactor spp. Poplar wood 47-57 30 

Pseudomonas spp. Poplar wood 40-52 30 

Xanthomonas spp. Poplar wood 39-48 30 

Mixed culture Wood flour 80 40-60 

Psedomonas spp. Wood flour 20 40-60 

Streptomyces badius  Indulin lignin 3-4 35 

Streptomyces viridosporous Indulin lignin 3-4 35 

Streptomyces cyaneus Barley straw 29-52 21 

Thermomonospora mesophila Barley straw 36-48 21 

ฟงไจ    

Pleurotus ostreatus Cotton stalks 40 30 

Phanerochaete chrysosporium Cotton stalks 60 30 

Phanerochaete chrysosporium Cotton stalks 28 14 

Echinodontium taxodii 2538 Bamboo culms 24 28 

Trametes versicolor spp. Bamboo culms 9-24 28 

Ganoderma spp. Bamboo culms 5-16  

Phanerochaete chrysosporium Synthetic lignin 38 35 

Ceriporia lacerata Red pine 13 56 

Stereum hirsutum Red pine 15 56 

Polyporus brumalis Red pine 12 56 

  

 จากตารางท่ี 4 จะสังเกตไดวา มีท้ังแบคทีเรียและฟงไจมากมายในการยอยสลายลิกนินจากวัสดุ

ธรรมชาติ ซ่ึงจะสังเกตไดวาฟงไจมีการใช Phanerochaete chrysosporium มากถึง 3 การทดลองซ่ึงใชงาน

ไดท้ังการยอยสลายลิกนินจากธรรมชาติและสังเคราะหข้ึน อีกท้ังยังมีอัตราการยอยสลายท่ีดีกวาฟงไจชนิดอ่ืน

ดังตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 อัตราการยอยสลายลิกนินในจุลินทรียชนิดตางๆ 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน อัตราการยอยสลาย  

(g L-1h-1) 

Irpex lacteus Wood chips of Pinus strobes 0.007 

Irpex lacteus Wood chips of Liriodendron 

tulipifera 

0.014 

Trametes versicolor MrP 1 Wood chips of Pinus strobes 0.004 

Trametes versicolor MrP 1 Wood chips of Liriodendron 

tulipifera 

0.020 

Streptomyces cyaneus. Barley straw 0.0045 

Thermonosporamesophila Barley straw 0.004 

Pleurotus ostreatus Cotton stalks 0.05 

Phanerochaete chrysosporium Cotton stalks 0.1 

Echinodontium taxodii 2538 Bamboo culms 0.04 

Trametes versicolor G20 Bamboo culms 0.04 

Ganoderma sp En3 Bamboo culms 0.03 

Phanerochaete chrysosporium Cotton stalks 0.04-0.06 

Acinetobacter spp. Poplar wood 0.0001-0.0002 

 

 สําหรับการเลือกจุลินทรียสําหรับการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดทําการคัดเลือกฟงไจ 

Trichoderma reesei เปนตัวแทนจุลินทรียชนิดอ่ืนๆเนื่องจากมีอัตราการยอยสลายท่ีสูงดังตารางท่ี 6 และ

ตารางท่ี 7 เ ม่ือเทียบกับจุลินทรียชนิด อ่ืนๆ อีกท้ังยังสามารถทําการยอยสลายและอาศัยรวมกับ 

Phanerochaete chrysosporium ไดอีกดวย (Bhavika & Albert, 2014) 

  

ตารางท่ี 6 ตารางจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน รอยละการยอยสลาย เวลา(วัน) 

แบคทีเรีย 

Cellulomonas uda JC3 Avicel 15 5 

Cellulomonas uda JC3. Solka-Floc 20 5 

Cellulomonas uda JC3 CC31 (Whatman no 1) 30 5 
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Cellulomonas uda JC3 Filter paper (Whatman no.1) 35 5 

Cellulomonas uda JC3 MN300 45 5 

Cellulomonas uda JC3 Amorphous cellulose 75 5 

Cellulomonas uda JC3 Chromatography paper 70 5 

Cellulomonas fermentans MN300 60 28 

Cytophaga sp. LX-7 Whtaman CF11 100 4 

ฟงไจ    

Trichoderma viride BW 200 50-75 0.5-0.12 

Trichoderma reesei Solka Floc 200 100 7 

 

 

ตารางท่ี 7 อัตราการยอยสลายเซลลูโลสในจุลินทรียชนิดตางๆในสภาวะใชอากาศ 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน อัตราการยอยสลาย  

(g L-1h-1) 

Trichoderma reesei Solka Floc 200 0.30 

Trichoderma viride BW 200 0.12-0.3 

Cellulomonas uda JC3 Chromatography paper 0.25 

Avicel 0.04 

Solka-Floc 0.044 

CC31 (Whatman no 1) 0.05 

Filter paper (Whatman no.1) 0.055 

MN300 0.105 
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4.14 การใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดในการยอยสลายลิกโนเซลลูโลส 

 จากงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014)ไดทําการทดลองโดยการเลี้ยงจุลินทรียสองชนิดในถาด

อาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกันเพ่ือศึกษาวาจะมีจุลินทรียชนิดใดสามารถอยูรวมกันได โดยศึกษาจากแผนภาพดังนี้ 

 

รูปท่ี 13 แสดงประเภทของการอยูรวมกันของจุลินทรีย โดยภาพ A คือการอยูรวมกันแบบผสมอยูดวยกันได B 

เปนการอาศัยเขาไปอยูดวยกันเพียงสวนหนึ่ง C การแทนท่ีกันไมสามารถอยูดวยกันไดระยะตน D การแทนท่ี

กันไมสามารถอยูดวยกันไดระยะสุดทาย E เปนการอยูรวมกันไดแบบแยกชนิดกันและ F สามารถอยูดวยกันได

แตสรางเอนไซมแบงพ้ืนท่ีของกันและกัน 

 ในงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014) จุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium 

สามารถอยูรวมกันไดกับ Trichoderma reesei ซ่ึงตรงกับลักษณะแบบ A โดยแสดงดังรูปท่ี 13  
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รูปท่ี 14 การอยูรวมกันของ Phanerochaete chrysosporium (ซาย) กับ Trichoderma reesei (ขวา) 

4.15 ถังปฎิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง (Continuous Air mixed flow bioreactor) 

 การทดลองบําบัดน้ําเสียโดยใชอากาศเปาหมุนวนแบบตอเนื่องเลียนแบบจากระบบ CSTR เนื่องจากมี

ขอดีอยางมากมายโดยสามารถเติมอากาศใหกับจุลินทรียเพ่ือใชในการเจริญเติบโตแลวสามารถทําใหเกิดการ

ผสมอยางท่ัวถึง (well mixed) โดยไมตองใชใบพัดอีกท้ัง จุลินทรียสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางท่ัวถึงสงผลให

จุลินทรียสามารถยอยสลายไดอยางมีประสิทธิภาพแตตองมีการกรองอากาศดวยแผนกรองอากาศเนื่องจาก

อากาศท่ีเติมเขาไปอาจมีจุลินทรียชนิดอ่ืนปะปนเขามาในถังปฎิกรณได 

    

                

รูปท่ี 15 ถังปฏิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง (Continuous Air mixed flow Bioreactor) 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Holland D.J, 2015 
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5. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

5.1 สามารถยอยสลายสารอินทรียประเภท เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงเปนสาเหตุท่ีทําให

เกิดน้ําเนาเสียได  

5.2 เพ่ือเปนทางเลือกของการใชจุลินทรียรวมกันในการยอยสลายสารอินทรียท่ีมีหลายองคประกอบ

ในน้ําเสียได 

5.3 สามารถนําไปประยุกตใชงานในโรงงานอุตสาหกรรมใหมีประสิทธิภาพท่ีดียิ่งข้ึน 

 

6. วิธีการทดลอง 

6.1 อุปกรณการทดลอง 

1. ตูเพาะเชื้อ 

2. หมอนึ่งฆาเชื้อแรงดันสูง (Auto Clave) 

3. ตูเข่ียเชื้อ  

4. เครื่องเขยาสาร 

5. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

6. ปมสุญญากาศ (Vacuum pump) 

7. ปเปตและปเปตขนาดจุลภาค (Micro pipette)  

8. หลอดเก็บสารขนาดเล็ก Micro tube   

9. เทอรโมมิเตอร 

10. ทอยาง 

11. บีกเกอร 

12. ขวดปรับปริมาตร 

13. แทงแกวคนสาร 

14. ชอนตักสาร 

15. ตะเกียงแอลกอฮอล 

16. เพลตเลี้ยงเชื้อ 

17. ใบมีดผาตัด 

18. แทงแกวสามเหลี่ยม 
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19. เข็มฉีดยา 

20. กระดาษกรอง GF/C  

21. ตะแกรงใสหลอดทดลอง 

22. เครื่อง Water bath 

23. เครื่องปนเหวี่ยง 

24. ขวดพลาสติก 

25. เครื่องเขยา  

26. เตาอบอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส 

27. เครื่องวัดคา pH (pH meter) 

28. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

29. แผน Thin-layer chromatography  

 

6.2 สารเคมี 

1. DI Water 

2. Alcohol 

3. Lignocellulose จากตนยางพารา 

4. Acetone  

5. Calcium chloride 

6. Trytone  

7. Sodium nitrate 

8. Dipotassium phosphate 

9. Potassium chloride 

10. Magnesium sulphate 

11. Furrous sulphate 

12. Yeast extract 

13. Agar  

14. Methanol 

15. Acetic acid       
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16. Sodium potassium tartrate 

17. Sodium hydroxide 

18. Sodium citrate buffer 

19. Acetonitrile   

20. Phenolphthalein  

21. Digestion reagent  

22. Sulfuric acid reagent 

23. Ferrous ammonium sulfate (FAS)        

24. Ferroin อินดิเคเตอร 

25. Chloroform 

26. Acetic acid 

27. Acid detergent reagent  

 

6.3 จุลินทรีย 

1. Phanerocheate chysosporium 

2. Trichoderma reesei  
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6.4 ข้ันตอนการทดลอง 

การเพาะจุลินทรียและการอาศัยอยูรวมกันของจุลินทรีย 

 เนื่องจากงานวิจัยของ Bhavika et al.,2014 ไดทํางานวิจัยเก่ียวกับการอาศัยอยูรวมกันของจุลินทรีย 

โดยหนึ่งในการทดลองนั้นคือการทดลองให Phanerocheate chysosporium ซ่ึงเปนราขาวมีคุณสมบัติใน

การยอยสลายลิกนิน อาศัยอยูรวมกันกับ Trichoderma reesei ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายเซลลูโลสและ

เฮมิเซลลูโลสในอาหาร Potato dextrose agar เพ่ือพิสูจนวาเปนไปตามงานวิจัยของ Bhavika จึงทําการ

ทดลองเลี้ยงจุลินทรียท้ังสองชนิดใหอยูรวมกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกัน โดยใชมีดผาตัดตัดชิ้นสวนจุลินทรีย

จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดมาจาก สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติและศูนยชีววัสดุขนาด 0.5x1 

เซนติเมตรแลวนํามาวางในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar ในลักษณะแบงครึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อกันดัง

รูปตอไปนี้ 

 

     

รูปท่ี 16 ลักษณะการเลี้ยงจุลินทรียรวมกัน  

การเพาะจุลิทรียในอาหารเหลว 

 หลังจากทําการทดลองดังรูปท่ี 16 แลวนําชิ้นสวนจุลินทรีย Phanerocheate chysoporium และ 

Trichoderma reesei ใชมีดผาตัด ตัดชิ้นสวนจุลินทรียจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ

และศูนยชีววัสดุใหไดขนาด 0.5x1 เซนติเมตร ชนิดละ 1 ชิ้นนําใส ขวดลูกชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร

เหลว Potato dextrose broth จํานวน 150 มิลลิลิตร 2 ขวด ปดจุกดวยสําลีพันผากอซ จากนั้นนําเขาเครื่อง 

incubator shaker เพ่ือเพาะเลี้ยงจุลินทรียสําหรับนําไปใชในเครื่องปฎิกรณแบบเติมอากาศหมุนวน โดย
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จุลินทรีย Phanerocheate chysoporium ใชเวลาในการเพาะเลี้ยง 90 ชั่วโมงกอนนําไปใชงาน สวน 

จุลินทรีย Trichoderma reesei ใชเวลาในการเพาะเลี้ยง 60 ชั่วโมงกอนนําไปใชงาน  

 

6.5 การเตรียมน้ําเสียสังเคราะห (Yang et al.,2014)  

1. ไมยางพาราอบแหงบดละเอียด 6 กรัมตอลิตร 

2. Ammonium sulfate 2 กรัมตอลิตร 

3. Potassium hydrogen phosphate 1.5 กรัมตอลิตร 

4. Magnesium sulfate 0.4 กรมัตอลิตร 

5. Calcium chloride 0.5 กรัมตอลิตร 

6. Ferrous sulfate 0.01 กรัมตอลิตร  

7. Manganese sulfate 0.0032 กรัมตอลิตร  

8. Tween-80 2 มิลลิลิตรตอลิตร 

ผสมสารเคมีกับไมยางพาราอบแหงบดละเอียดท้ังหมดกับน้ํากลั่นนําไปใหความรอนบน hot 

plate กอนเติมสาร Tween-80 เพ่ือปองกันสารจับตัวเปนกอนและไมละลายเขากัน ปรับปริมาณใหได 

1 ลิตร จากนั้นปรับ pH ดวย citrate buffer 0.5 โมลาร จนมีคา pH อยูท่ี 5 แลวนําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อ

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ตั้งท้ิงไวจนอุณหภูมิลดลงมาเทาอุณหภูมิหองกอน

นําไปใชงานในถังปฎิกรณ  
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6.6 วิธีการดําเนินการเล้ียงจุลินทรียในถังปฎิกรณแบบกะ 

ทําการตออุปกรณดังภาพและแผนผังตอไปนี้ 

 

 

รูปท่ี 17 แสดงแผนผังและการตออุปกรณสําหรับถังปฏิกรณแบบกะ 
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 ตออุปกรดังภาพท่ี 17 แลว เติมน้ําเสียสังเคราะห 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมจุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium 5 มิลลิลิตร (5x105 สปอรตอมิลลิลิตร) แลวปดฝา เปดปมใหอากาศ เปน

เวลา 72 ชั่วโมงจากนั้น ถึงเติมเชื้อ Trichoderma reesei ลงไป เนื่องจากเปนเวลาท่ีเหมาะสมในการใช

จุลินทรียรวมกัน จากนั้นปลอยใหระบบเดินตอไปเรื่อยๆ แลวหาระยะเวลาท่ีจุลินทรียสามารถทํางานรวมกัน

แลวสามารถยอยสลายสารอินทรียไดมากท่ีสุดเพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการกําหนดอัตราไหลในถัง

ปฏิกรณแบบ เติมอากาศไหลตอเนื่อง 

6.7 วิธีการดําเนินการเล้ียงจุลินทรียในถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

 

รูปท่ี 18 แสดงแผนผังและการตออุปกรณสําหรับถังปฏิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 
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 ทําการตออุปกรดังภาพท่ี 18  จากนั้นเติมน้ําเสียสังเคราะหลงในถังปฎิกรณถังละ 250 มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ถังละ 5 มิลลิลิตร (5x105 สปอรตอมิลลิลิตร)  เปด

ปมใหอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมงจากนั้นเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei ถังละ 5 มิลลิลิตร (1x106 

สปอรตอมิลลิลิตร) ลงไป เก็บผลการทดลองบริเวณถังพัก ตามระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากถังปฏิกรณแบบกะ 

จํานวน 6 ครั้ง ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 19 แผนผังการดําเนินการเลี้ยงจุลินทรียในถังปฎิกรณชีวภาพเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

6.8 การหาสัดสวนของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในเนื้อไม 

 เนื่องจากสารลิกโนเซลลูโลสท่ีใชเปนไมตนยางพารา จึงตองทําการหาสัดสวนใหไดกอนจะทําการยอย

สลายโดยจุลินทรียโดยมีข้ันตอนดังนี้ 

เติมน้ําเสียสังเคราะห 

เติมจุลินทรีย P.chysosporium 

เติมจุลินทรีย T.reesei 

เก็บผลการทดลอง 

เติมอากาศ 

รอ 72 ชั่วโมง 

ระยะเวลาท่ีหาไดจาก 

ถังปฏิกรณแบบกะ 

จัดเตรียมอุปกรณ 



39 
 

 

6.8.1 การหาปริมาณ เฮมิเซลลูโลส 

1. เตรียม Sodium hydroxide ความเขมขน 0.5 mol/L  

2. ชั่งไมยางพาราท่ีอบและบดละเอียด 5 กรัม ตอ อะซิโตน 120 ml 

3. ทําการสกัดดวยวิธีการ Soxhlet ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลสเซียส เปนเวลา 60 นาที 

4. หลังสกัดเสร็จแลวลางดวยอะซิโตนเล็กนอยแลว ปลอยใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที 

5. ชั่งตัวอยางไมยางพาราบดละเอียด 0.3 กรัม (W1) ใสลงในหลอดทดลองขนาด 15 ml. เติม NaOH ท่ี

เตรียมในขอ 1 ปริมาณ 3 ml จากนั้นนําเขาตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา 3 ชั่วโมง 

6. หลังจากอบ นําตัวอยางมากรองดวยปมสุญญากาศ ลางดวยน้ํากลั่นจนมีคาเปนกลาง นําไปอบแหง 

จากนั้นใสโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก (W2) แลวคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

%Hemicellulose = �1−�2
�1

 X100  

  โดยท่ี  W1 คือน้ําหนักเริ่มตน (กรัม) 

   W2 คือน้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม)  

6.8.2 การหาปริมาณลิกนินและเซลลูโลส 

 1. ชั่งตัวอยางบดละเอียดประมาณ 1 กรัม ลงใน บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร 

 2. เติมสารละลาย Acid detergent 100 มิลลิลิตร และ Decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร 

 3. ใหความรอนจนน้ําเริ่มเดือดเปนเวลา 10 นามีแลวลดอุณหภูมิลงปลอยไว 60 นาที 

 4. นําไปกรองใน crucible ท่ีกรองและชั่งน้ําหนักแลว (w1) แลวลางตัวอยางดวยน้ํารอนใน crucible 

จากนั้นนํา crucible พรอมตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซสเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากอบนําเขา 

โถดูดความชื้นแลวชั่งจดบันทึกไว (w2) 

 5. นํา crucible ท่ีมีตัวอยาง อยูประมาณครึ่งถวย ใชแทงแกวกวนวนไปวนมาหากน้ําเริ่มแหงใหเติม

เรื่อยๆเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางดวยน้ํารอนจนกวากรดจะหมด 
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 6. นํา crucible ท่ีลางดวยน้ํารอนแลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซสเซียสเปนเวลา 8 ชั่วโมง

หลังจากอบเสร็จนําเขา โถดูดความชื้นแลวชั่งน้ําหนักแลวบันทึกไว (w3) 

 7. นําตัวอยางท่ีอยูใน crucible เขาเตาเผา muffle ท่ีอุณหภูมิ 500 องศาเซสเซียส นาน 2 ชั่วโมง 

 8 นําออกจากเตาเผาใสโถดูดความเชื้นแลวชั่งน้ําหนักบันทึกไว  จากนั้นคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

ADF = 
w2−w1

S
X100 

L = w3−w4
S

X100 

C = ADF – L 

 โดยกําหนดให 

  ADF = Acid detergent fiber (%) 

  L = ปรมิาณของลิกนิน (%) 

  C = ปริมาณเซลลูโลส (%) 

  W1 = น้ําหนักเริ่มตนของ crucible เปลา (กรัม) 

  W2 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลัง acid detergent (กรัม) 

  W3 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม) 

  W4 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลังการเผา (กรัม)  

  S = น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม) 
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6.9 การศึกษาการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสโดยใชวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 

 นําน้ําเสียจากขอ 6.7 มาทําการวิเคราะหหาอัตราการยอยสลายเซลลูโลสโดยข้ันตอนการวิเคราะหมี

ดังนี้ (Karima Srih Belghitha, 2011) 

1. นําตัวอยางน้ําเสียท่ีหลังจากการใสจุลินทรีย Trichoderma reesei 72 ชั่วโมงไปปนเหวี่ยงดวย

เครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 9100 G เวลา 5 นาที เพ่ือแยกเอาสวนท่ีเปนเอนไซมมาวิเคราะห 

2. หาความเขมขนของกลูโคส ฟรุสโตส ไซโลส เพ่ือใชเปนตัว Standard โดยการเปลี่ยนแปลงปรมิาณ

กลูโคสเพ่ือใหได Standard ท่ีเหมาะสม 

3. นําเอนไซมท่ีไดจากการปนเหวี่ยงมาหยดจุดละ 2 ไมโครลิตรและเปาใหแหง ทําเชนนี้ใหครบ 5ครั้ง 

และนําไปแชในสารละลายสําหรับวิเคราะห TLC โดยแชจนกวาสารละลายจะเคลื่อนท่ีไปสุดแผนท่ี

ใชวิเคราะห 

4. เม่ือแชสารละลายเสร็จใหใชสารเคลือบสําหรับวิเคราะห TLC พนลงบนแผนวิเคราะห จากนั้น

นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   

5. ทําการเปรียบเทียบตัวอยางกับ Standard จะทําใหทราบการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

ของจุลินทรีย 

 

6.10 การศึกษาการวัดคา Kinetic 

  คา Kinetic ท่ีทําการวัดคือคา COD ซ่ึงคา COD สามารถบงบอกถึงการยอยสลายของ

สารอินทรียได โดยจะทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 72 ชั่วโมง เปนเวลาท้ังหมด 432  ชั่วโมง ซ่ึงการวัดคา Kinetic 

จะทําท้ังหมด 2 ชุดเพ่ือใชในการเปรียบเทียบ จากนั้นนําไปวิเคราะหหาคา COD ดวยใชวิธีการรีฟลักซแบบ

ปด/การไตเตรท (Closed Reflux, Titrimetric Method) ดังนี้ (ไพฑูรย หมายม่ันสมสุข) 

1. ลางหลอดทดลอง (Digestion Tubes) และฝาจุกดวยกรดซัลฟวริกรอยละ 20 กอนนําไปใช เพ่ือ

ปองกันการปนเปอนดวยสารอินทรีย 

2. เลือกใชปริมาตรของตัวอยางน้ําและสารเคมีท่ีเหมาะสม ตามตารางท่ี 3.1    

3. นําตัวอยางน้ํามาใสหลอดทดลองท่ีเตรียมไว เติมสารละลาย digestion reagent  

4. คอยๆเทกรดซัลฟวริกรีเอเจนตลงไปในหลอดโดยใหกรดซัลฟวริกรีเอเจนตไหลลงกนหลอดแกว

เพ่ือใหชั้นของกรดอยูใตชั้นตัวอยางน้ําและ digestion reagent  

5. ปดจุกหลอดแกวใหแนนแลวคว่ําหลอดแกวไปมาหลาย ๆ ครั้งอยางท่ัวถึงกอนจะนําตัวอยางไปรีฟ

ลักซ เพ่ือปองกันไมใหเกิดความรอนสะสมอยูท่ีกนหลอด ซ่ึงอาจแตกไดในขณะทําการรีฟลักซ 
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6. ใหทํา blank โดยใชน้ํากลั่นแทนน้ําตัวอยางดวยวิธีการทดลองเชนเดียวกันกับการวิเคราะหน้ํา

ตัวอยาง ประมาณ 1-2 หลอด 

7. นําหลอดแกวท้ังหมดท่ีใสน้ําตัวอยางและ Blank วางบนท่ีตั้งหลอดทดลอง แลวเขาเตาอบท่ีทําให

อุณหภูมิสูงถึง 150 ± 2 องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลา 2 ชั่วโมง ใหนําตัวอยางออกมาท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองจนกระท่ังเย็น 

8. เทตัวอยางจากหลอดใสลงในขวดรูปชมพูแลวไทเทรตกับสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 

(FAS) เขมขน 0.1 N จนกระท้ังถึงจุดยุติ จะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเปนสีฟาอมเขียว

และเปนสีน้ําตาลแดงท่ีจุดยุติ อานปริมาตรท่ีไทเทรตตอนเริ่มเปลี่ยนสีเปนสีน้ําตาลแดงทันที  

 

ตารางท่ี 8 ปริมาณตัวอยางและรีเอเจนตท่ีใชสําหรับขนาดตางๆของภาชนะท่ีใชในการยอยสลาย 

Digestion Tubes Sample  

(ml) 

Digestion 

reagent (ml) 

Sulfuric acid 

reagent (ml) 

Total  

(ml) 

16×100 mm 2.5 1.5 3.5 7.5 

20×150 mm 5.0 3.0 7.0 15.0 

25×150 mm 10.0 6.0 14.0 30.0 

Standard 10 mL ampule 2.5 1.5 3.5 7.5 

 

6.11 การวัดการยอยสลายของลิกนิน 

 ทําการศึกษาการยอยสลายของลิกนินโดยการนําตัวอยางท่ีเก็บทุกๆ 72 ชัว่โมง เปรียบเทียบ กับ 

blank จากนั้นนําไปวัดกับเครื่อง spectophotpmeter ท่ีชวงความยาวคลื่นท่ี 350 นาโนเมตร จํานวน 6 ครั้ง

จากนั้นทํา standard curve เพ่ือเทียบการยอยสลายลิกนิน ท้ังนี้ตองทราบรอยละของลิกนินในเนื้อไมจากการ

ทดสอบในหัวขอท่ี 6.7 

6.12 การวัดคาสารแขวนลอย 

 ทําการวัดคาสารแขวนลอยเพ่ือบงบอกลักษณะของน้ําเสียโดยคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

  ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
�−�

������(��)
X106 

เม่ือ A เปนน้ําหนักของกระดาษกรองผสมกับของแขวนลอย (กรัม) 

 B เปนน้ําหนักของกระดาษกรอง (กรัม)  
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7. ผลการทดลองและอภิปรายผล 

7.1 การคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีความสามารถท่ีดีท่ีสุดในการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชวิธี Congo red    

 นําจุลินทรียท่ีอยูในบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษมาทําการคัดเลือกโดยใชวิธี Spread 

plate บนอาหารแข็ง CMC เพ่ือเปนการคัดเลือกจุลินทรียเบื้องตน จากนั้นนําเชื้อจุลินทรียท่ีเติบโตบนอาหาร

แข็ง CMC มาทําการคัดเลือกโดยใชวิธี Streak plate นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Congo red CMC เพ่ือใหงาย

ตอการคัดเลือกเชื้อจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส จากการทดลองเลี้ยงเชื้อจุลินทรียบน

อาหารแข็ง Congo red CMC ท้ังหมด 30 ตัว พบวามีจุลินทรียท้ังหมด 8 ตัว ท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสได 

ซ่ึงไดแก ตัวท่ี C11, C12, C20, C21, C22, CRCMC4, CRCMC5, และCRCMC7 โดยจะสังเกตขนาดของวงใส

ท่ีเกิดข้ึนรอบจุดท่ีหยดเชื้อซ่ึงเรียกวา “Clear zone” ซ่ึง Clear zone เกิดจากการท่ีจุลินทรียเจริญแลวปลอย

เอนไซมเซลลูเลสไปทําปฏิกิริยากับสารอาหารท่ีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวเกิดเปนวงใสข้ึนซ่ึงวงใสนั้นอาจ

มองเห็นไดโดยตรงในอาหารหรืออาจตองเติมสารไปทําปฏิกิริยาบนอาหารจึงจะเห็นเปนวงใส  clear zone ทํา

การวัดขนาดวงใสโดยใชเวอรเนียรคาลิปเปอรคัดเลือกโคโลนีเชื้อจุลินทียท่ีมีขนาดวงใสกวางกวาโคโลนีอ่ืน 

แสดงวามีแนวโนมท่ีจะมีประสิทธิภาพสูงในการยอยเซลลูโลส ซ่ึงทําการวัดขนาดวงใสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว 

หลังจากเลี้ยงเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง พบวามีขนาดเทากับ 8.33, 15.33, 23.50, 21.83, 27.33, 27.33, 17.57, 

และ15.33 มิลลิเมตร ตามลําดับ และเม่ือทําการเลี้ยงจนครบ 48 ชั่วโมงพบวาขนาดของวงใสของจุลินทรียท้ัง 

8 ตัว มีขนาดเทากับ 34.00, 38.33, 54.00, 51.67, 56.67, 61.33, 49.67 และ48.67 ตามลําดับ 

 จากงานวิจัยของ Juntakorn et al (2015) ไดทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธี Congo red พบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสไดท้ังหมด 21 ไอโซเลต วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (clear Zone) ตอโคโลนีของจุลินทรีย 

คัดเลือกโคโลนีท่ีมีขนาดวงใสกวาง 18 มิลลิเมตรข้ึนไป ซ่ึงมีท้ังหมด 8 ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด จากการศึกษาการคัดแยกเชื้อราจากตัวอยางลูกแปงขาวหมากและกอนเชื้อเห็ดของ 

Wittanalai, S.และคณะ (2015) สามารถคัดแยกจุลินทรียไดท้ังหมด 13 ไอโซเลท เม่ือนําเชื้อราท่ีคัดแยกไดมา

ทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลสโดยสังเกตการเกิดวงใสบนอาหาร CMC agar หลังจากการ

บมเชื้อเปนเวลา 3 วันแลวเททับดวย Congo red ผลการทดสอบพบวาเชื้อราท่ีมีความสามารถสรางวงใสไดนั้น

มีท้ังหมด 9 ไอโซเลท (Figure 1) ซ่ึงเสนผาศูนยกลางของบริเวณวงใสเฉลี่ยของไอโซเลท S1-3 มีขนาดมากท่ีสุด 

(57.00 มิลลิเมตร) รองลงมา คือ ไอโซเลท M1-4 (31.17 มิลลิเมตร) และไอโซเลท S2-1 (18.33 มิลลิเมตร) 

ตามลําดับ  
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 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีศึกษาการคัดเลือกจุลินทรียโดยวัดจากขนาดวงใสท่ีเกิดข้ึนพบวา

จากการทดลองไดขนาดใกลเคียงกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียท่ี

คัดแยกไดมีความแตกตางกันเนื่องจากความสามารถของจุลินทรียในการใชสารอาหารโดยเฉพาะแหลงคารบอน

และแหลงไนโตรเจนเพ่ือใชในการเจริญเติบโตจึงสงผลใหจุลินทรียแตละตัวเกิดการยอยสลายเซลลูโลสท่ีตางกัน

ไปดวย   

 

รูปท่ี 20 ตัวอยางวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลนิทรยี 

 
รูปท่ี 21 กราฟแสดงความกวางของวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย ณ วันท่ี 1 

หมายเหตุ * คือแสดงระยะหางท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 
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 จากรูปท่ี 20 พบวาจุลินทรีย C22 และ CRCMC4 มีขนาดวงใสกวางท่ีสุด ซ่ึงแสดงถึงการเกิดกิจกรรม

ของจุลินทรียในการยอยสลายเซลลูโลส เม่ือเทียบกับจุลินทรียตัวอ่ืนๆ จากกราฟจะแสดงใหเห็นความแตกตาง

ของขนาดวงใสของจุลินทรียแตละตัว อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลการทดลองพบวาจุลินทรีย C22 และ 

CRCMC4 มีขนาดวงใสใกลเคียงกันมากจึงทําการเปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญดวยวิธีทางสถิติโดยใชการเทียบ 

T-test ท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 พบวาจุลินทรียท้ังสองตัวมีขนาดวงใสท่ีเทากันทําใหไมสามารถคัดจุลินทรียท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด  

 

รูปท่ี 22 กราฟแสดงความกวางของวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย ณ วันท่ี 2 

  หมายเหตุ * คือแสดงระยะหางท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 

 จากรูปท่ี 22 พบวาเม่ือทําการเลี้ยงจุลินทรียตอจนครบ 48 ชั่วโมง พบวาขนาดของวงใสของจุลินทรีย 

CRCMC4 มีขนาดวงใสท่ีกวางท่ีสุดเทากับ 61.33 มิลลิเมตร เม่ือเทียบกับจุลินทรีย C22 และจุลินทรียตัวอ่ืนๆ 

จะเห็นไดวาขนาดของวงใสมีขนาดท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยใชการเปรียบเทียบดวยวิธี T-test 

ท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 อยางไรก็ตามการทดสอบดวยวิธี Congo red เปนเพียงแนวทางในการคัดเลือก

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือไปใชในข้ันตอนถัดไปเทานั้น 
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7.2 วิเคราะหปริมาณกลูโคสท่ีเกิดจากการยอยสลายเซลลูโลสโดยวิธี DNS เพ่ือคัดเลือกจุลินทรียท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย 

7.2.1 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS 

 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสดวยวิธี DNS เปนการวัดหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนจากกิจกรรม

ของจุลินทรีย ข้ันตอนนี้เปนการคัดเลือกหาจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดอีกวิธี

หนึ่ง โดยการนําจุลินทรียท่ีคัดเลือกไดท้ังหมด 8 ตัว โดยใหแตละตัวชื่อวา CDB1, CDB2, CDB3, CDB4, 

CDB5, CDB6, CDB7 และCDB8 มาทําการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ซ่ึงกระบวนการวัด DNS จะแบง

ออกเปน 2 ตอนหลักๆ โดยตอนท่ี 1 เปนการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS  ซ่ึง Blank ท่ีใชจะเปน สารละลาย 

DNS 3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จํานวน 0.5 มิลลิลิตร และ 2% CMC ใน Sodium citrate เขมขน 

0.05 M จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงการวิเคราะหในตอนท่ี 1 จะเปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการ

เลี้ยงเชื้อท้ัง 8 ตัว วาจุลินทรียเหลานี้มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมาก

นอยเพียงใด ซ่ึงการทดลองในตอนท่ี 1 นี้เอนไซมจะยอยอนุพันธุของเซลลูโลสนั่นก็คือ CMC จากการทดลอง

พบวา CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5,CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสไดดังตารางท่ี   

 

ตารางท่ี 9 แสดงคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดโดยวิธี DNS ตอนท่ี 1 

ชื่อจุลินทรีย ปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม (IU/ml) 

CDB1 0.0615 

CDB2 0.0453 

CDB3 0.0494 

CDB4 0.0533 

CDB5 0.0607 

CDB6 0.0560 

CDB7 0.0538 

CDB8 0.0489 
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  จากตารางท่ี 9 เปนคาท่ีไดจากการวัดปริมาณน้ําตาลของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว ในหนวยของ IU/ml ซ่ึง 

IU หรือ International unit เปนการบอกถึงเอนไซม 1 หนวย ซ่ึงเปนปริมาณเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาใหเกิดผล

ผลิต 1 ไมโครโมล/นาที ใตภาวะท่ีกําหนด ดังนั้นจากการทดลองพบวาจุลินทรีย CDB1 มีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงมีคาเทากับ 0.0615 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย 

CDB5 เทากับ 0.0607 IU/ml  และจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดนอยท่ีสุดคือ CDB2 

เทากับ 0.0453 IU/ml 

 สวนการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ในตอนท่ี 2 ซ่ึง Blank ท่ีใชจะเปน สารละลาย DNS 3 

มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Sodium citrate เขมขน 0.05 M จํานวน 

0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงการวิเคราะหในตอนท่ี 2 จะตางจากตอนท่ี 1 คือจะมีการใสกระดาษ Whatman No.1 

จํานวน 50 มิลลิกรัม แทนการใสสารละลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลส ซ่ึงการทดลองตอนท่ี 2 นี้จะ

เปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท้ัง 8 ตัว วาจุลินทรียเหลานี้มีความสามารถ

ในการยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมากนอยเพียงใด ซ่ึงเอนไซมจะทําการยอยเซลลูโลสท่ีอยู

ในเนื้อกระดาษใหเปนน้ําตาลกลูโคสนั่นเอง จากการทดลองพบวา CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5, 

CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดังตารางท่ี  

 

ตารางท่ี 10 แสดงคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดโดยวิธี DNS ตอนท่ี 2 

ชื่อจุลินทรีย ปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม (IU/ml) 

CDB1 0.0319 

CDB2 0.0366 

CDB3 0.0449 

CDB4 0.0456 

CDB5 0.0305 

CDB6 0.0356 

CDB7 0.0282 

CDB8 0.0179 
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 จากตารางท่ี 10 พบวาจุลินทรีย CDB4 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของ

เซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงมีคาเทากับ 0.0456 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย CDB3 เทากับ 0.0449 IU/ml  และ

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดนอยท่ีสุดคือ CDB8 เทากับ 0.0179 IU/ml 

 จากงานวิจัยของ Pratima Gupta และคณะ(2011) ไดทําการวิจัยเก่ียวกับการแยกแบคทีเรียท่ียอย

สลายเซลลูโลสจากธรรมชาติและหาศักยภาพของเซลลูลาไลติก ซ่ึงในการวิจัยไดทําการวัดกิจกรรมของ

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท้ังหมด 8 ตัว โดยการทดลองแบงเปน 2 ตอน การ

ทดลองตอนท่ี 1 เปนการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชสารละลาย CMC พบวามีจุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลส

และอนุพันธของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดอยูท่ี 0.400 IU/ml และจุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลสนอยท่ีสุดอยูท่ี 

0.1622 IU/ml ในตอนท่ี 2 เปนการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชกระดาษ Whatman No.1 พบวามีจุลินทรียท่ี

ยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดอยู ท่ี 0.196 IU/ml และจุลินทรียท่ียอยสลาย

เซลลูโลสนอยท่ีสุดอยูท่ี 0.012 IU/ml ซ่ึงเม่ือนําคาจากการทดลองมาเปรียบเทียบกับงานวิจัย พบวาคาปริมาณ

การยอยสลายเซลลูโลสหรือปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนมีคานอยกวาเม่ือเทียบกับงานวิจัย ท้ังนั้นเปนเพราะ

ความแข็งแรงและความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสเนื่องจากการในการทดลองไดคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย

มาจากบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษจึงทําใหเชื้อจุลินทรียไมแข็งแรงเทากับจุลินทรียท่ีอยูตาม

ธรรมชาติ 

 อยางไรก็ตามเพ่ือใหทราบวาปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีวัดไดนั้นเกิดจากความสามารถของจุลินทรียใน

การยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลส ในการทดลองจึงมีการวัดปริมาณน้ําตาลกลูโคสของเอนไซม

โดยนําเอนไซมของจุลินทรียชนิดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Citrate buffer 0.5 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหดวย

วิธี DNS พบวาคาท่ีวัดไดนั้นมีคานอยมากเม่ือเทียบกับการทดลองในตอนท่ี 1 และตอนท่ี 2 ดังนั้นจากการ

ทดลองพบวาคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดในตอนท่ี 1 และตอนท่ี 2 เปนปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากการยอย

สลายเซลลูโลสจรงิซ่ึงตารางท่ี 11 

 

ตารางท่ี 11 ปริมาณน้ําตาลท่ีเกิดข้ึน 

ชื่อจุลินทรีย ใสสารละลาย CMC 

(IU/ml) 

ไมใสสารละลาย CMC 

(IU/ml) 

ปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ี

เกิดข้ึน (IU/ml) 

CDB1 0.0615 0.0277 0.0338 

CDB2 0.0453 0.0404 0.0046 
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CDB3 0.0494 0.0370 0.0124 

CDB4 0.0533 0.0224 0.0309 

CDB5 0.0607 0.0401 0.0206 

CDB6 0.0560 0.0293 0.0267 

CDB7 0.0538 0.0254 0.0284 

CDB8 0.0489 0.0229 0.0260 

 

 
 

รูปท่ี 23 กราฟเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากยอยสลายเซลลูโลสท่ีมาจาก CMC และ กระดาษ 

Whatman No.1 

 จากรูปท่ี 23 เม่ือทําการเปรียบเทียบระหวางการทดลองตอนท่ี 1 และการทดลองตอนท่ี 2 พบวา

จุลินทรีย CDB4 มีความสามรถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด เทากับ 0.0533 IU/ml และ 0.0456 IU/ml 

ท้ังสองการทดลอง เม่ือเทียบกับจุลินทรีย CDB 3 มีคาเทากับ 0.0494 IU/ml และ 0.0449 IU/ml และ CDB2 

มีคาเทากับ 0.0453 IU/ml และ 0.0366 IU/ml ซ่ึงความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสก็ใกลเคียงกัน

เชนเดียวกับจุลินทรีย CDB4 แตจากกราฟสังเกตไดวาจุลินทรีย CDB4 มีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสและอนุพันธุของเซลลูโลสไดดีกวาจุลินทรีย CDB3 และ CDB2 ดังนั้นจากการทดลองวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลกลูโคสดวยวิธี DNS พบวาจุลินทรีย CDB4 เปนตัวท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดในท้ังการ
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ทดลองตอนท่ี 1 และ 2  ซ่ึงในการทดลองนี้ไดนําสถิติเขามาชวยในการตัดสินใจ โดยการใชวิธีการเทียบ T-test 

ปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนของ จุลินทรียแตละตัวนั่นเอง 

7.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย CDB4 ดวยกลองจุลทรรศน 

 ภาพถายจากกลองจุลทรรศน แสดงดังรูปท่ี 24 ซ่ึงเปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

จุลินทรีย CBD4 ซ่ึงจากการศึกษาพบวาลักษณะภายนอกของจุลินทรีย CDB4 มีสีเขียวอมเหลือง โปรงแสง ผิว

เปนรอยยน ไมสามารถระบุรูปรางได เม่ือทําการยอมแกรมแลวนําไปสองดวยกลองจุลทรรศนพบวามีลักษณะ

เปนทอนตอๆกันเรียกวา “Streptobacilli” มีสีแดงซ่ึงแสดงใหทราบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ จากงานวิจัย

ของ ทิพยนภา วงษคูณและคณะ (2556) ไดทําการศึกษาการคัดแยกจุลินทรียยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือกระตุน

การงอกของเมล็ดพันธุขาวและขาวโพดหวาน จากการทดลองพบแบคทีเรียจํานวน 26 ไอโซเลท แตมีเพียง 4 

ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสไดดี ไดแก ACSI, BDS31, BFC8 และ FFC2  จาก

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาจุลินทรีย BDS31 และBFC8 มีลักษณะของจุลินทรีย รูปรางทอน

ตอๆกัน แต BDS31 ยอมแกรมติดสีมวงซ่ึงมีความใกลเคียงกับเชื้อ Bacillus licheniformis สวน BFC8 ยอม

ติดสีแดง มีความใกลเคียงกับ Cronobacter sakazakii ดังนั้นเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของจุลินทรีย CDB 4 พบวามีลักษณะคลายกับจุลินทรีย BFC8 

 

 

รูปท่ี 24 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย CDB4 สองดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100X 
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7.2.3 การวิเคราะหลักษณะการยอยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย CDB 4 ท่ีระยะเวลาตางๆ  

 จากการวิเคราะหการผลิตปริมาณน้ําตาลกลูโคสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว พบวาจุลินทรียท้ัง 8 ตัวมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงในข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสดวยวิธ ีDNS ไมทํา

ใหทราบวาจุลินทรียมีการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีเวลาเทาไร จึงทําการวัดอัตราการยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธี 

Thin-layer chromatography (TLC) ซ่ึงการวิเคราะหดวยวิธี TLC จําเปนจะตองทํา Standard นั่นคือการ

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกลูโคส เพ่ือใชสําหรับเปรียบเทียบกับตัวอยางท่ีวิเคราะห ซ่ึงในการทดลองได

เลือกใช Standard ท่ีความเขมขน 1% 2% 3% และ4% เปนตัวเปรียบเทียบ การวิเคราะหนี้จะทําใหทราบ

อัตราการยอยสลายเซลลูโลสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว จากการทดลองพบวาจุลินทรียท้ัง 8 ตัว ไมสามารถยอย

สลายเซลลูโลสหรือยอยสลายไดนอยทําใหเม่ือทดสอบดวยวิธี TLC ไมพบปริมาณกลูโคสท่ีเกิดข้ึน ดังนั้นการ

วิเคราะหหาอัตราการยอยสลายดวยวิธี TLC ไมทําใหทราบถึงอัตราการยอยสลายของเซลลูโลสท่ีแทจริง ท้ังนี้

อาจเปนเพราะความเขมขนของเอนไซมท่ีมีความเขมขนนอย จึงทําใหการทดสอบไมพบปริมาณน้ําตาลกลูโคส  

 

รูปท่ี 25 การวิเคราะหอัตราการยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธ ีTLC 

 จากงานวิจัยของ Kyeong Hwan Kang และคณะ(2015) ไดทําการวิจัยเก่ียวกับการยอยสลาย

เอนไซมของ Bacillus licheniformis สายพันธุ TK3-Y สําหรับบําบัดน้ําเสียท่ีมีสวนผสมของสาหรายสีเขียว

พบวาในการทดลองไดใชวิธีการวิเคราะห TLC มาวิเคราะหลักษณะการยอยสลายของเอนไซมท่ีมีความสามารถ

ในการยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลส ในการทดลองใชเอนไซมของ Bacillus licheniformis 

สายพันธุ TK3-Y ไปปนเหวี่ยงแลวน้ํามาหยดทุกๆ 1ชั่วโมง พบวาท่ีเวลา 3-4 ชั่วโมง ปรากฏจุดการยอยสลาย

เซลลูโลสหรือปริมาณน้ําตาลกลูโคส เม่ือนําไปเทียบกับผลทดลอง รูปท่ี 25 พบวาจุลินทรีย CDB4 เม่ือนําไป
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วิเคราะหดวยวิธี TLC ไมปรากฏจุดของน้ําตาลกลูโคสท่ีเวลา 1-4 ชั่วโมง ท้ังนี้อาจเปนเพราะความแข็งแรงของ

เชื้อจุลินทรียและชนิดของจุลินทรียท่ีนํามาเปนตนแบบในการวิเคราะห 

7.3 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย 

 จากการวิเคราะหในข้ันตอนท่ีผานมาพบวาจุลินทรีย CDB4 ซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด จึงไดนําจุลินทรีย CDB4 มาทําการตรึงบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในคอลัมนแพคเบด ซ่ึง

หลักการทํางานของคอลัมนแพคเบดจะมีการปมน้ําเปนระบบวนน้ําโดยน้ําจะถูกปมจากถังน้ําเสียเขาไปยัง

คอลัมนแพคเบคซ่ึงภายในคอลลัมนแพคเบดมีเม็ดตรึงบรรจุอยูเม่ือน้ําเสียสัมผัสกับเม็ดตรึงก็จะเกิดกิจกรรม

ของจุลินทรียท่ีอยูภายในเม็ดตรึงจากนั้นน้ําท่ีผานการบําบัดก็จะไหลไปยังถังน้ําท่ีผานการบําบัด ซ่ึงน้ําท่ีผาน

การบําบัดจะมีคา COD ลดลง กระบวนการนี้เปนการบําบัดน้ําเสียอีกกระบวนการหนึ่ง ในการทดลองไดทํา

การตรึงเม็ดตรึงอัลจิเนตโดยผสมเชื้อจุลินทรีย CDB4ลงไปกับอัลจิเนตดวย จากนั้นนําไปใสในคอลัมนแพคเบค 

โดยการทดลองนี้จะเก็บตัวอยางน้ําท่ีผานกิจกรรมของจุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนตแลว โดยการเก็บจะเก็บทุกๆ 

4 ชั่วโมง เปนเวลาท้ังหมด 48 ชั่วโมง จากรูปท่ี 26 จะเห็นไดวาคาซีโอดีท่ีมีเชื้อผสมอยูจะคอยๆลดลงอยาง

ตอเนื่อง โดยคา COD เริ่มตนอยูท่ี 1171 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือผานการบําบัดจนครบเวลา 48 ชั่วโมง พบวา

สามารถลดคา COD ไดเทากับ 267 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะเดียวกันก็จะตองทําการเก็บตัวอยางน้ําท่ีผาน

กิจกรรมของเม็ดตรึงอัลจิเนตท่ีไมมีเชื้อจุลินทรีย CDB4 ผสมอยูเชนกัน เพ่ือใชสําหรับเปรียบเทียบคาซีโอดีของ

แบบจําลองท้ังสอง โดยคาซีโอดีของน้ําตัวอยางท่ีผานเม็ดตรึงอัลจิเนตท่ีไมมีจุลินทรีย CDB4 ผสมอยูมีคาซีโอดี

ข้ึนลงอยางไมสมํ่าเสมอเฉลี่ยอยูท่ี 1178 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเม่ือเทียบกับคาซีโอดีของการทดลองแบบเม็ดตรึง

ท่ีมีเชื้อแลวจะแสดงใหเห็นวาคาซีโอดีท่ีลดลงนั้นเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียในเม็ดตรึงจึงสงผลใหคา COD 

ของน้ําตัวอยางลดลงอยางตอเนื่องและเม่ือทําการนําคา COD ท่ีวัดไดไปเปรียบเทียบกับคามาตรฐานของ

โรงงานอุตสาหกรรมพบวาโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดคา COD ของน้ําเสียท่ีสามารถปลอยสูธรรมชาติไดอยูท่ี

ไมเกิน 400 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดลองสามารถลดคา COD ไดอยูท่ี 267 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงไมเกินคา

มาตรฐานท่ีโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดไวสามารถปลอยสูธรรมชาติหรือนํากลับไปใชในกระบวนการผลิตตอไป  
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รูปท่ี 26 คาซีโอดีของการบําบัดแบบไมมีจุลินทรีย CDB4 และมีจุลินทรีย CDB4 

 ท้ังนี้ในการบําบัดน้ําจําเปนจะตองวัดคาพีเอชกอนการบําบัดและหลังจากการบําบัดเพ่ือใหทราบถึง

ความเหมาะสมแกการปลอยออกธรรมชาติ ซ่ึงคาพีเอชท่ีไดจากการวัดพบวามีชวงของพีเอช อยูท่ี 6.5-7 ซ่ึงคา

พีเอชท่ีวัดไดนั้นสอดคลองกับมาตรฐานของโรงงานอุตสาหกรรมดังแสดงในรูป 27 

 

รูปท่ี 27 คาพีเอชกอน-หลังบําบัด 
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 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาจุลินทรีย CBD4 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึงสงผลให

คา COD ลดลง เทียบไดจากรูปท่ี 26 ซ่ึง เปรียบเทียบคา COD ระหวางมีจุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนตกับไมมี

จุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนต และคุณสมบัติการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท่ีโดดเดนกวาจุลินทรียชนิดอ่ืนๆเม่ือ

ทดสอบดวยวิธี DNS แตทวาในน้ําเสียนั้นไมไดมีแคสารเซลลูโลสเพียงชนิดเดียว แตยังมีสารอ่ืนๆ อีกเชน เฮมิ

เซลลูโลส ลิกนินเปนตน ซ่ึงสารอินทรีย 3 ชนิดนี้เม่ืออยูรวมกันจะเรียกวา สารลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงเปนสารท่ี

สามารถพบไดท่ัวไปในน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียจากพืช เนื่องจากสารลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบท่ีมีอยูในพืช

ทุกชนิด อีกท้ัง ในการทดลองใชจุลินทรียจากบอบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพของโรงงานผลิตกระดาษมาใชในการ

กําจัดเซลลูโลสในน้ําเสียไมเพียงพอตอการกําจัดของเสียในน้ําหากมีปริมาณท่ีมากข้ึน ดวยคุณสมบัติเฉพาะตัว 

ความคงทนของเซลล และจํานวนเอนไซมท่ีไมสามารถปลดปลอยเอนไซมเซลลูเลสออกมามากพอท่ีจะยอย

สลายเซลลูโลสสําหรับการทดสอบดวยวิธีทาง TLC ได  

 ในงานวิจัยนี้ทางผูวิจัยจึงไดเปลี่ยนจากจุลินทรียเดิมท่ีมีเปนแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายไดเพียง

เซลลูโลส มาเปนจุลินทรียจากเชื้อรา โดยใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ท่ีมีคุณสมบัติ ในการ

ยอยสลายลิกนินซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติจากตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 พบวา จุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium มีคุณสมบัติโดดเดนกวาจุลินทรียชนิดอ่ืน รอยละการยอยสลายลิกนินและ

อัตราการยอยสลายลิกนินท่ีมีประสิทธิภาพกวาจุลินทรียชนิดอ่ืนๆท่ีสามารถยอยสลายลิกนินไดเชนกัน อีกท้ัง

การใช จุลินทรีย Trichoderma ressei ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายไดท้ัง เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส โดย

เทียบจากตาราง 6 และ 7 แมวา ประสิทธิภาพอาจไมเทียบเทา Trichoderma viride ท่ีสามารถยอยสลายได

รวดเร็วกวา แตมีจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma ressei สามารถอยูรวมกัน

ไดตามงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014)  ซ่ึงเปนผลดีในการนําจุลินทรียท้ังสองชนิดมารวมมือในการ

กําจัดสารอินทรียท้ัง 3 ชนิด ไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เพ่ือบําบัดใหน้ําเสียมีคุณภาพท่ีดีกวา

การใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว  

 

7.4 การทดสอบการเล้ียงจุลินทรียรวมกัน 2 ชนิด  

 จากการทดลองการเลี้ยงจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium Trichoderma ressei และ

เลี้ยงรวมกันในอาหารเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar สามารถอธิบายลักษณะการเติบโต

ของจุลินทรียดังรูปตอไปนี้ 
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รูปท่ี 28 ลักษณะของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium 

 จากรูปท่ี 28 แสดงใหเห็นลักษณะของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ท่ีมีลักษณะเปน

ราเสนใยสีขาวกระจายตัวท่ัวอาหารเลี้ยงเชื้อ สวน จุลินทรีย Trichoderma ressei มีลักษณะดังรูปท่ี 29 

 

รูปท่ี 29 ลักษณะของจุลินทรีย Trichoderma ressei 

 จากรูปท่ี 29 แสดงใหเห็นลักษณะของจุลินทรีย Trichoderma ressei ท่ีมีลักษณะเปนราออนสีเขียว

กระจายอยูท่ัวอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นทําการทดลองเลี้ยงจุลินทรียสองชนิดระหวาง Phanerocheate 

chysosporium กับ Trichoderma ressei รวมกันปรากฎวาสามารถอยูรวมกันได และไมเปนปฎิปกษตอกัน 

ซ่ึงสามารถแสดงการอยูรวมกันดังรูปท่ี 30 
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รูปท่ี 30 แสดงการอยูรวมกันของจุลินทรียท้ังสองชนิด 

 จากรูปท่ี 30 แสดงถึงลักษณะการอยูรวมกันของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กับ 

Trichoderma ressei ซ่ึงสามารถอยูรวมกันได ท้ังนี้ในรูปท่ี  จุลินทรีย Trichoderma ressei มีการ

เจริญเติบโตท่ีเร็วกวาจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium จึงทําใหบริเวณของเชื้อมากกวา ดังนั้นการ

ทดลองเลี้ยงจุลินทรียรวมกันระหวางจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กับ Trichoderma ressei 

เปนไปตามงานวิจัยของ  (Bhavika & Albert, 2014) ซ่ึงสามารถใชอาศัยอยูรวมกันได  

7.5 การวิเคราะหองคประกอบรอยละของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

 เนื่องจากสารท่ีลิกโนเซลลูโลสท่ีนํามาใชทําน้ําเสียสังเคราะหนั้นเปนวัสดุธรรมชาติในประเทศไทยจึง

ตองทําการหารอยละขององคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึง เฮมิเซลลูโลส ใชวิธีการสกัด

แบบ soxhlet extraction รวมกับการใช Soduim hydroxide ในการวัดปริมาณซ่ึงไดคาดังนี้  

น้ําหนักเริ่มตน 0.3000 กรัม  

น้ําหนักหลังการอบ 0.2063 , 0.2061 , 0.2062 เฉลี่ย 
0.2063+0.2061+0.2062

3
= 0.2062 กรัม 

จากสูตร %Hemicellulose = �1−�2
�1

 X100  

  โดยท่ี  W1 คือน้ําหนักเริ่มตน (กรัม) 

   W2 คือน้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม)  
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%Hemicellulose = 0.3000−0.2062
0.3000

 X100 = 31.27% 

การคํานวณหารอยละของลิกนินและเซลลูโลสในเนื้อไม 

จากสูตร %ADF = 
w2−w1

S
X100 

%L = w3−w4
S

X100 

C = ADF – L 

น้ําหนักของ w1 = 10.5240 กรัม 

น้ําหนักของ w2 = 11.1333 กรัม 

น้ําหนักของ w3 = 10.4989 กรัม 

น้ําหนักของ w4 = 10.2864 กรัม  

%ADF = 
11.1333−10.5240

1
X100 = 60.93% 

%L = 10.4989−10.2864
1

X100 = 21.25% 

C = ADF – L = 60.93-21.25 = 39.68% 

 สัดสวนของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินของเนื้อไมยางพารา พบวามี ปริมาณตามลําดับดังนี้ 

39.68% 31.27% 21.25% สวนท่ีเหลือเปนเถาถานและสารประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงเม่ือทราบรอยละของสารอินทรีย

ในเนื้อไม จะสามารถนําคารอยละของสารอินทรียนําไปคํานวณในการยอยสลายได  
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7.6 การวิเคราะหการทํางานของถังปฎิกรณเติมอากาศแบบกะ 

 

รูปท่ี 31 แสดงรายละเอียดถังปฏิกรณแบบกะ 

 การทํางานของถังปฏิกรณ เริ่มจากอากาศเขาท่ีกรองแบบหยาบ (1) ซ่ึงตอเขากับปมสองตัว (2) โดย

ปมสองตัวจะมีวาลวควบคุมการปลอยแรงลมซ่ึงจะตอรวมเปนเสนเดียว (3) สลับการเปดใชงานทุก 24 ชั่วโมง

เพ่ือปองการปมลมชํารุดจากการทํางานหนัก ซ่ึงหากปมตัวใดหยุดการทํางานจะทําการปดวารวตัวนั้นเพ่ือใหลม

สามารถเขาไปเติมอากาศในถังปฎิกรณได โดยหลังจากตอทอรวมเปนเสนเดียวกันแลวจะทําการกรองอากาศ

ผานท่ีกรองแบบละเอียด (4) ท่ีสามารถกรองไดถึง 0.45 ไมครอน ซ่ึงสามารถกรองแบคทีเรียและเชื้อราใน

อากาศได กอนจะตอเขาถังปฏิกรณ (5) ซ่ึงใชขวดท่ีทนแรงดันไดเนื่องจากการทดลองนี้อยูในระดับ

หองปฎิบัติการจึงใชขนาดของขวดท่ี 1 ลิตร ซ่ึงภายในขวดจะมีการตอสายยางลงถึงกนขวดเพ่ือใหอากาศผสม

สารท่ีไมละลายน้ํา (ไมยางพาราอบแหง) กับทําใหจุลินทรียไมนอนกนดังรูปท่ี  เพ่ือใหจุลินทรียไดรับอากาศ

สําหรับการเจริญเติบโตและสามารถสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางเต็มประสิทธิภาพ ท้ังนี้การตั้งถังปฎิกรณไวใน

ตูสําหรับเข่ียเชื้อเพ่ือลดโอกาสสัมผัสเชื้อโรคและแบคทีเรียทางอากาศโดยตรงท่ีอาจเปนอันตรายตอจุลินทรียท่ี

ใชการทดลองไดและยังควบคุมอุณหภูมิใหคงท่ี เนื่องจากบริเวณหองทดลองนั้นอยูในหองปฏิบัติการแบบปดซ่ึง

บางชวงเวลามีการเปดเครื่องปรับอากาศ ทําใหอุณหภูมิไมคงท่ีหากไมทําการทดลองในตูเข่ือเชื้อ เม่ือมีการเติม

1 

2 

3 

4 

5 

6 7 
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อากาศเขาก็ตองมีชองทางสําหรับระบายอากาศออกนอกจากเปนระบบปด โดยสายยางจากถังปฏิกรณจะตอ

เขากับขวดขนาดเล็กดานขาง (6) ซ่ึงมีสายยางจุมลงไปใน Hydrogen peroxide เพ่ือเปนการฆาสปอรท่ีอาจ

หลุดลอยออกมาจากถังปฎิกรณได จากนั้นทําการกรองซํ้าอีกครั้งเพ่ือความปลอดภัยและเพ่ิมความม่ันใจวา

สปอรและสิ่งแปลกปลอมจะไมออกมาสูสิ่งแวดลอมภายนอกและไมเปนอันตรายตอผูวิจัยจึงนําสายยางระบาย

อากาศจากขวดท่ีบรรจุ Hydrogen peroxide พันดวยสําลี(7) เพ่ือเปนการกรองข้ันสุดทาย กอนอากาศจะ

ระบายสูสิ่งแวดลอม 

7.7 การวิเคราะหการทํางานของถังปฎิกรณเติมอากาศแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

รูปท่ี 32 แสดงถังปฏิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 การทํางานของถังปฏิกรณ เริ่มจากอากาศเขาท่ีกรองแบบหยาบ (1) ซ่ึงตอเขากับปมสองตัว (2) โดย

ปมสองตัวจะมีวาลวควบคุมการปลอยแรงลมซ่ึงจะตอรวมเปนเสนเดียว (3) สลับการเปดใชงานทุก 24 ชั่วโมง

ตอทอรวมเปนเสนเดียวกันแลวจะทําการกรองอากาศผานท่ีกรองแบบละเอียด (4) ท่ีความละเอียด 0.45 

ไมครอน ตอเขาถังปฏิกรณ (5) ซ่ึงภายในแตละขวดจะมีการตอสายยางลงถึงกนขวดเพ่ือใหอากาศผสมสารท่ีไม

ละลายน้ํา (ไมยางพาราอบแหง) กับทําใหจุลินทรียไมนอนกนดังรูปท่ี  เพ่ือใหจุลินทรียไดรับอากาศสําหรับการ

เจริญเติบโตและสามารถสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางเต็มประสิทธิภาพ และดานลางของขวดแตละขวดจะมี

กอกสําหรับควบคุมอัตราการไหลเขาสูแตละถัง ในขณะท่ีขวดสุดทายจะปลอยน้ําเสียหลังจากผานการบําบัดลง

1 

2 4

3 

5 6
7

8
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ในขวดพัก (6) ซ่ึงมีสายยางจุมลงไปในขวดเพ่ือทําการดึงตัวอยาง(7) ไปวิเคราะห สวนตะกอนกอนขวดดังรูปท่ี 

จะทําการปม(8) กลับเขาสูถังปฏิกรณขวดแรกเพ่ือเปนการนําจุลินทรียกลับเขาสูระบบเพ่ือรองรับการบําบัดน้ํา

เสียชุดใหมตอไป  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 33 แผนผังการทํางานของถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

 

รูปท่ี 34 ลักษณะของจุลินทรียนอนกนระหวางอยูในถังพัก 

 

กรองหยาบ ปมลม กรองละเอียด ถังปฏิกรณ 

ถังพัก ปมตะกอน 

1 2 
3 

4 5 

6 8 

เก็บตัวอยาง 

7 
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7.8 การวัดการยอยสลายของสารเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสโดยวิธีการแยกสารแบบ Thin-layer 

chromatography  

 

รูปท่ี 35 แสดงชนิดของคารโบไฮเดรตโดยวิธีการแยกสารโดยใช Thin-layer chromatography 

 จากรูปท่ี 35 แสดงการแยกสารคารโบไฮเดรตโดยวิธี TLC ซ่ึงสามารถเรียงลําดับสารท่ีใชในการแยกได

ดังนี้ (จากซายไปขวา) Galactose(Gal), Glucose(Glu), Fructose(Fru), Arabinose(Ara), Xylose(Xy), 

Sucrose(Su), ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium (P.para), 

ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Trichoderma reesei (T.para) และ ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma reesei (P+T para)  โดยตั้งแตน้ําตาล 

galactose ถึง น้ําตาล sucrose ใชเปนสารตัวอยางมาตรฐานในการตรวจวัดชนิดของน้ําตาลท่ีผานการยอย

สลาย ของการใชจุลินทรียในการบําบัดน้ําเสีย ปรากฏวา ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium สามารถยอยสลายสารไดเล็กนอยโดยพบน้ําตาล Sucrose อยูบางซ่ึง

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium นอกจากจะยอยสลายลิกนินไดแลวยังมีคุณสมบัติปลอยเอนไซม

เซลลูเลสเล็กนอยตามงานวิจัยของ (Kerem, Friesem, & Hadar, 1992) สวนตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Trichoderma reesei สามารถยอยสลายน้ําตาลไดบางแมไมมีจุลินทรีย Phanerocheate 

chysosporium ในการกําจัดลิกนินออกจากโครงสรางกอนแตก็สามารถยอยสลายสวนท่ีถูกบดทางกลจนได
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น้ําตาล Sucrose และ น้ําตาล Glucose ผสมกับ Fructose เล็กนอย  ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma reesei สามารถยอยสารเซลลูโลสและเอฮ

มิเซลลูโลสไดอยางมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดเนื่องจากสามารถผลิตน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวจากสารโพลีแซคคาไรดได 

โดยปรากฏน้ําตาล Sucrose Glucrose Fructose และ Xylose ซ่ึงแสดงถึงประสิทธิภาพของการใชจุลินทรีย

รวมกันสองชนิดมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว อีกท้ัง ตัวอยางท่ีนํามาทดสอบดวยวิธี 

TLC เก็บตัวอยางท่ีชั่วโมงท่ี 288 หรือประมาณ วันท่ี 12 นับจากวันท่ีเริ่มเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei  

ซ่ึง หากนําตัวอยางหลังจากนี้มาทดสอบ ปรากฏวาไมพบน้ําตาลบางชนิดหรือพบนอยมากจนไมสามารถ

ตรวจวัดน้ําตาลได ทดลองนําจุลินทรียชนิดเดี่ยวทําการทดลองโดยวิธี TLC ในชั่วโมงตางๆปรากฎวาไมพบ

น้ําตาลข้ึนในแผนกระดาษสําหรับวัด TLC  คาดวาเม่ือน้ําตาลถูกปลดปลอยออกมาในน้ําเสียจากสารลิกโน

เซลลูโลสแลว จลุินทรียทําการดึงน้ําตาลไปเผาผลาญเพ่ือใชในการเจริญเติบโตของเซลลตอไป  

 

7.9 การวัดการยอยสลายสารลิกนิน 

 การวัดการยอยสลายลิกนนิทําการเปรียบเทียบ 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium (P.para)  ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 

Trichoderma reesei (T.para) และ จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma 

reesei (P+T para) ซ่ึงจะทําการเปรียบเทียบโดยอิงคารอยละของลิกนินท่ีไดจากการทดลอง เทียบกับกราฟ

มาตรฐานในภาคผนวก ก โดยคา ดังนั้นจึงศึกษาการยอยสลายของสารลิกนินโดยใชเครื่อง 

spectophotpmeter ท่ีความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร รอยละของลิกนินอยูท่ี 21.25% เก็บผลทุก 72 ชั่วโมง

เปนจํานวน 6 ครั้ง โดยคาท่ีไดจากการทดลองมีดังนี้ 

ตารางท่ี 12 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium (P.para) 

  

 

 

 

 

 

 

Abs. P. para X %Lignin 

1.122 6.1377753 100 

1.007 5.4884246 89.420423 

0.935 5.0818746 82.796688 

0.7 3.7549407 61.177553 

0.638 3.404856 55.473781 

0.529 2.7893845 45.446182 

0.492 2.580463 42.042318 
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รูปท่ี 36 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium 

 จากรูปท่ี 36 แสดงการยอยสลายลิกนินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 

57.9577% หรือ 3.5573 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสารลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร 

 

 ตารางท่ี 13 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Trichoderma reesei (T.para) 

Abs. T.para X %Lignin 

1.122 6.1377753 100 

1.099 6.0079051 97.884085 

1.087 5.9401468 96.780129 

1.085 5.9288538 96.596136 

1.088 5.9457933 96.872125 

1.085 5.9288538 96.596136 

1.086 5.9345003 96.688132 
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รูปท่ี 37 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรีย Trichoderma reesei 

 จากรูปท่ี 37 แสดงการยอยสลายลิกนินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 

3.3119% หรือ 0.2037 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสารลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร  

 ตารางท่ี 14 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายลิกนินดวยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ 

Trichoderma reesei (P+T para) 

Abs. P+T para at 350 

nm 
X(กรัม) %Lignin 

1.122 6.137775268 100 

0.991 5.398080181 87.948482 

0.912 4.952004517 80.680773 

0.77 4.150197628 67.617295 

0.584 3.099943535 50.50598 

0.397 2.044042914 33.302668 

0.322 1.62055336 26.402944 
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รูปท่ี 38 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

 จากรูปท่ี 38 จะเห็นไดวาทุกๆ 72 ชั่วโมงนั้นมีการลดลงของลิกนิน แสดงการยอยสลายลิกนินโดย

เทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 73.5971% หรือ 4.5172 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสาร

ลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร ซ่ึงการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดใหผลการทดลองท่ีสามารถยอยสลายสาร

ลิกนินไดดีกวาการใชจุลินทรียชนิดเดียว 

7.10 การหาคาซีโอดีของน้ําเสีย 

 การวิเคราะหคา COD สามารถบงบอกถึงประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรียได ซ่ึงไดทําการทดลอง 

3 ชุด โดยแบงเปน การใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium , Trichoderma reesei และใช

จุลินทรียท้ังสองชนิดรวมกันในถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่องซ่ึงไดผลการทดลองดังนี้ 

 ตารางท่ี 15 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium 
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Time 

(Hr.) 

Average 

(ml) 

Blank 

(ml) 

Molarlity 

(FAS) 

COD 

(mg/L) 

0 1.833333 2.5 0.1 10666.67 

72 1.85 2.5 0.1 10400 

144 1.916667 2.5 0.1 9333.333 

216 2.033333 2.5 0.1 7466.667 

288 2.083333 2.5 0.1 6666.667 

360 2.083333 2.5 0.1 6666.667 

432 2.116667 2.5 0.1 6133.333 

504 2.116667 2.5 0.1 6133.333 
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รูปท่ี 39 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมงของการใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium  

 จากรูปท่ี 39 สังเกตไดวาคา COD ของการใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium สามารถ

ลดคา COD ลงมาไดจาก 10666.67 มิลลิกรัมตอลิตร ลงมาเหลือ 6133.33 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวามี

ประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรียไดพอสมควร  

 ตารางท่ี 16 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรีย Trichoderma reesei 

Time 

(Hr.) 

Average 

(ml) 

Blank 

(ml) 

Molarlity 

(FAS) 

COD 

(mg/L) 

0 1.833333 2.5 0.1 10666.67 

72 1.816667 2.5 0.1 10933.33 

144 1.833333 2.5 0.1 10666.67 

216 1.833333 2.5 0.1 10666.67 

288 1.883333 2.5 0.1 9866.667 

360 1.883333 2.5 0.1 9866.667 

432 1.883333 2.5 0.1 9866.667 

504 1.916667 2.5 0.1 9333.333 
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รูปท่ี 40 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมงของการใชจุลินทรีย Trichoderma reesei  

 จากรูปท่ี 40 สังเกตไดวาคา COD ของการใชจุลินทรีย Trichoderma reesei สามารถลดคา COD 

ลงมาไดจาก 10666.67 มิลลิกรัมตอลิตร ลงมาเหลือ 9333.33 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวามีประสิทธิภาพในการ

กําจัดสารอินทรียไดคอนขางต่ํา  

ตารางท่ี 17 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

Time 

(Hr.) 

Average 

(ml) 

Blank 

(ml) 

Molarlity 

(FAS) 

COD 

(mg/L) 

0 1.8333 2.5 0.1 10666.6667 

72 1.9333 2.5 0.1 9066.6667 

144 2.0333 2.5 0.1 7466.6667 

216 2.2167 2.5 0.1 4533.3333 

288 2.3167 2.5 0.1 2933.3333 

360 2.400 2.5 0.1 1600 

432 2.4333 2.5 0.1 1066.6667 

504 2.4667 2.5 0.1 533.33333 
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รูปท่ี 41 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมง ของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

 จากรูปท่ี 41 แสดงคา COD ของการใชจุลินทรียรวมกันระหวาง Phanerocheate chysosporium 

และ Trichoderma reesei ซ่ึงสามารถลดคา COD จาก 10,666.6667 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือ 533.3333 

มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวาสามารถลดคา COD ไดอยางมีประสิทธิภาพอยางมากดังนั้นแสดงวาการใชจุลินทรีย

รวมกันสองชนิด สามารถยอยสลายสารอินทรียไดเปนอยางดี  

7.11 การวิเคราะหหาคาปริมาณน้ําตาลกลูโคสโดยเครื่องมือ High performance liquid 

chromatography 

 

รูปท่ี 42 กราฟแสดงความเขมขนของน้ําตาลกลูของของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 
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 จากรูปท่ี 42 แสดงปริมาณของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสจากการยอยสลายของเซลลูโลสและเฮ

มิเซลลูโลสจากสารลิกโนเซลลูโลสท่ีเวลาตางๆ โดยใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด สามารถบงบอกถึง

ประสิทธิภาพของจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายสารอินทรียได โดยไดคาความเขนสูงสุด 7.196 กรัมตอลิตรท่ี

เวลา 360 ชั่วโมง  

8. สรุปผลการทดลอง 

 จากการทดลองการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน พบวาสามารถ

ยอยสลายสารอินทรียไดท้ัง 3 ชนิด จากน้ําเสียสังเคราะหท่ีเลียนแบบจากโรงงาน โดยพบวามีคาของแข็ง

แขวนลอยเทากับ 2751 มิลลิกรัมตอลิตรซ่ึงสูงมากเม่ือเทียบกับเกณฑมาตรฐานน้ําท้ิงของกรมควบคุมมลพิษท่ี

สามารถปลอยไดไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนคา pH วัดไดท่ี 6.7 ซ่ึงยังอยูในเกณฑปกติของน้ําท้ิง การวัด

การยอยสลายโดยวิธี TLC นั้นเปนวิธีข้ันตนท่ีไววิเคราะหวาจุลินทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียใหมีโมเลกุล

หรืออนุพันธเล็กลไดหรือไมโดยอาศัย หลักการของโครมาโทกราฟ ในการทดสอบ ซ่ึงปรากฎวามีน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวเกิดข้ึน ยอมแสดงวา เกิดการยอยสลายของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เนื่องจาก เซลลูโลสเม่ือ

ยอยสลายแลวจะไดน้ําตาลกลูโคส สวนเฮมิเซลลูโลสเม่ือยอยสลายแลวจะไดน้ําตาล ไซโลส อะราบิโนส หรือ

แมนโนส ซ่ึงข้ึนอยูกับองคประกอบของพืชท่ีนํามาใชในการทดสอบ ท้ังนี้ นอกจากจะยอยสลายเซลลูโลสและเฮ

มิเซลลูโลสแลวยังสามารถยอยสลาย ลิกนินซ่ึงเปนคารโบไฮเดรตวงแหวนท่ียอยสลายยากและเปนสาเหตุหลัก

ของน้ําเนาเสีย โดยจุลินทรียไดยอยสลายลิกนินลงไดโดยใชความถ่ี 350 นาโนเมตร ซ่ึงหากมองดวยสายตา

เปลาอาจมองถึงความแตกตางไดอยางไมชัดเจนเทาการใชเครื่องมือวัด อีกท้ังการยอยสลายของลิกนิน 

เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสนั้นสงผลตอคา COD โดยตรงเนื่องจากเปนสารอินทรียท่ีอยูในน้ํา ทําใหคา COD 

ลดลงตามลงไปดวยโดยคา COD ในวันแรกนั้นมีคา 10667 มิลลิกรัมตอลิตรและสามารถลดคา COD ลงไดใน

วันเก็บผลครั้งสุดทายคือ 533 มิลลิกรัมตอลิตร แตก็ยังไมสามารถลดไดถึงเกณฑน้ําท้ิงของกรมควบคุมมลพิษ 

 อยางไรก็ตามการพัฒนาจากโครงการเดิมท่ีใชแบคทีเรียในการยอยสลายเซลลูโลสมาใชเชื้อราในการ

ยอยสลายสารเพ่ิมเติมอยางเฮมิเซลลูโลสและลิกนินยอมมีขอดีขอเสียท่ีแตกตางกันไป และการทดลองยังอยูใน

ข้ันหองปฏิบัติการ อาจจะยังนําไปใชไมไดจริง ในระดับโรงงานอุตสาหกรรมแตเปนทางเลือกในการนําไป

ประยุกตใชใหเหมาะกับประเภทของน้ําเสียในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ 

9. ขอเสนอแนะ  

1. ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในใสเชื้อ Trichoderma reesei คอนขางคาดเดายากเนื่องจากถังปฏิกรณ

เม่ือดําเนินการเดินระบบแลวในวันแรกๆเม่ือใสเชื้อเขาไปพบวาเชื้อตายอันเนื่องมากจากความเขมขนของ
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ลิกนินและไมสามารถยอยสลายเซลลูโลสท่ีถูกปกคลุมโดยลิกนินได จึงตองรอใหเชื้อ Phanerocheate 

chysosporium ยอยสลายลิกนินออกจากตัวสารลิกโนเซลลูโลสเสียกอน 

2. ในการทดลองยอยสลายสารอินทรียหากอยากใหเห็นผลท่ีชัดเจนกวานี้ควรขยายขนาดของ

ถังปฎิกรณเพ่ือใหเทียบเคียงกับระบบจริงของโรงงานอุตสาหกรรมท่ีจะนําไปประยุกตใช 

3. เนื่องจากจุลินทรียเปนเชื้อราซ่ึงปญหาท่ีตามมาคือการฟุงของสปอรทําใหตองทําการทดลองใน

ระบบปดหากจะนําไปใชจรงิอาจมีความยากลําบากในการดักกรองสปอรของจุลินทรีย 

4. สืบเนื่องจากแบคทีเรียท่ีไดทําการคนหาในบอบําบัดทางชีวภาพของระบบแอคติเวเต็ดสลัดจ ไม

แข็งแรงและมีประสิทธิภาพพอท่ีจะทําการยอยสลายสารอินทรียท้ัง 3 ชนิด จึงใชจุลินทรียจากสถาบันวิจัยวิ

ทศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และศูนยชีววัสดุแทน  
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ผลผลิต (Output) 

- รายงานฉบับสมบูรณ 

- อยูในระหวางการตีพิมพลงวารสารวิชาการระดับชาติ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก วิธีการคํานวณและกราฟ 

การคํานวณหาคาสารแขวนลอย 

 

รูปท่ี 1ก แสดงน้ําหนักหลังอบของสารแขวนลอยท้ังหมด 

 ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
�−�

������(��)
X106 

กระดาษเปลาหนัก 0.0893 กรัม 

 ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
0.3644−0.0893

100
X106 = 2751 mg/L 

 

วิธีเตรียมสารสําหรับวัดคาซีโอด ี

1.       สารละลาย  digestion reagent ละลาย  K2Cr2O7 4. 913 กรั ม ซ่ึ งอบแห ง ท่ี  103 oC เป น

เวลา 2 ชม.ในน้ํา กลั่ น  500 มิลลิ ลิ ตร .ค อยๆเติม  conc.H2SO4 167 มิลลิ ลิ ตร  เติม  HgSO4 ลง

ไป 33.3 กรัม คนใหละลายตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 

2.       กรด Sulfuric เขมขนท่ีผสม AgSO4 (Sulfuric Acid reagent) ละลาย AgSO4 22 กรัมใน Conc. 

H2SO4 ซ่ึงมีน้ําหนัก 4.1 กิโลกรัม (2.5 ลิตร) แลวตั้งท้ิงไว 1-2 วันเพ่ือใหละลาย 

3.    เตรียมสารละลาย FAS 
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วิธีการเตรียม  

 ละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต [Fe (NH4)2(SO4)2.6H2O] 39.2 กรัม ใน

น้ํากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 20 มิลลิลิตร คนใหละลาย ท้ิงใหเย็น แลว

เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร สารละลายนี้ตองเทียบมาตรฐานกับสารละลาย 

มาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใชในการยอยสลายทุกครั้งท่ีนํามาใช 

วิธีการหาความเขมขนของเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate)  

 เติมสารเคมีตามตารางดังกลาวขางบนนี้ในภาชนะยอยสลาย แตใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง น้ํา 

ท้ิงใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวไทเทรตดวยเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate

) ใชเฟอโรอินเปนอินดิเคเตอร 0.05 - 0.1 มิลลิลิตร ทําประมาณ 1 - 2 หลอด ไทเทรต จนถึงจุดยุติสี

จะเปลี่ยนจากฟาอมเขียวเปนสีน้ําตาลแดง  

การคํานวณ 

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) คํานวณไดจาก 

    สมการ Mf = (6VpMp)/Vf 

เม่ือ Mf = ความเขมขนของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เปนโมลาร  

Vf = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช เปนมิลลิลิตร 

 Vp = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใช เปนมิลลิลิตร  

Mp = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต เปนโมลาร 

4.    สารละลาย ferroin อินดิเคเตอร     

 สามารถหาซ้ือไดโดยท่ัวไปหรืออาจจะเตรียมข้ึนเองโดยละลาย 1,10 – Phenanthroline 

Monohydrate ( C12H8N2 . H2O)  หนั ก  1 . 4 8  ก รั ม แล ะ  Ferrous Sulfate Heptahydrate 

(FeSO4.7H2O) หนัก 0.7 กรัม ในน้ํากลั่นแลวทําใหเจือจางเปน 100 มิลลิลิตร 

 

วิธีการคํานวณคาซีโอด ี

  จากสูตร  COD = (A-B) (8000M)/C 

โดย 

   COD = คาซีโอดี หนวยเปนมิลลิกรัมออกซิเจนตอลิตร 
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   A = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใชในการไตเตรทBlank  

  หนวยเปนมิลลิลิตร 

   B = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใชในการไตเตรทตัวอยาง  

  หนวยเปนมิลลิลิตร 

   M = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต            

  หนวยเปนโมลาร 

   C = ปริมาตรตัวอยางท่ีใช หนวยเปนมิลลิลิตร 

การคํานวณ 

 ยกตัวอยางตัวอยางน้ําเริ่มตน ใชปริมาณ FAS ในการไตเตรท 1.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณน้ําตัวอยาง 5 มิลลิลิตร 

 ปริมาตรของ FAS ท่ีใชในการไตเตรทBlank 2.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณ Digestion reagent 3 มิลลิลิตร 

  COD = ( ) 5/8000
3.1
0167.033.13.2 






 ×

×
−   = 1171.569 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

การคํานวณรอยละของลิกนิน 

กราฟมาตรฐานในการคํานวณคาลิกนิน 

ตารางท่ี 1ก แสดงความเขมขนของสารลิกโนเซลลูโลส 

Std. Calibration of Total 

Lignocellulose 

Conc. (g/ L) Abs. @ 350 nm 

0 0.000 

1 0.245 

2 0.429 

3 0.568 

4 0.688 

5 0.912 

6 1.122 
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รูปท่ี 2ก แสดงกราฟมาตรฐานในการคํานวณปริมาณลิกนิน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.1771x + 0.035
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ภาคผนวก ข รูปภาพการทดลอง 

         

รูปท่ี 1ข การเตรียมไมสําหรับทําน้ําเสียสังเคราะห            

 

รูปท่ี 2ข ลักษณะการเลี้ยงจุลินทรียท้ังสองชนิดดวยกันเพ่ือทดสอบการอาศัยอยูรวมกัน 
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รูปท่ี 3ข ทดสอบปริมาณลิกนินดวยเครื่อง Spectrophotometer 

 

รูปท่ี 4ข การทดสอบหาชนิดน้ําตาลโดยวิธีแยกสารแบบ Thin-layer chromatography 
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รูปท่ี 5ข การสกัดสารแทรกเพ่ือหารอยละของเฮมิเซลลูโลสในเนื้อไมยางพารา 

 

รูปท่ี 6ข การเตรียมอาหาร potato dextrose agar สําหรบัเลี้ยงจุลินทรีย 
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รูปท่ี 7ข ลักษณะของจุลินทรีย Phanerocheate crysosporium ขณะเลี้ยงในอาหารเหลว 

 

รูปท่ี 8ข ลักษณะของจุลินทรีย Trichoderma reesei  ขณะเลี้ยงในอาหารเหลว 
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รูปท่ี 9ข การเตรียมตัวอยางสําหรับการวัดคา COD  
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