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บทคัดยอ 

  การพัฒนาการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินโดยใชถังปฏิกรณ

ชีวภาพ มีความสําคัญอยางยิ่งเนื่องจากเปนระบบท่ีเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมซ่ึงในปจจุบันปญหาดานสิ่งแวดลอม

มีมากข้ึนเรื่อยๆตามความตองการของประชากรท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นการใชระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพจึงเปนอีก

ตัวเลือกหนึ่งท่ีสามารถแกปญหาทางสิ่งแวดลอมและไมสงผลกระทบตอระบบนิเวศน ซ่ึงจากงานวิจัยการพัฒนา

กระบวนการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิตกระดาษโดยการตรึงเซลลจุลนิทรียบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในถังปฎิกรณ

ชีวภาพแพคเบตเพ่ือกําจัดเซลลูโลสในน้ําเสีย ท่ีทางทีมผูวิจัยไดวิจัยไวนั้นสามารถแกปญหาทางสิ่งแวดลอมใน

การกําจัดสารอินทรียประเภทเซลลูโลสไดเปนอยางดีแตทวาในน้ําเสียนั้นมีองคประกอบของสารอินทรียท่ี

มากกวาเซลลูโลสทางผูวิจัยจึงนํางานวิจัยมาพัฒนาเติม โดยการยอยสลายสารจําพวกเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน

เพ่ิมอีกสองชนิด ซ่ึงสารอินทรียสองชนิดนี้มักอยูเปนกลุมและรวมตัวกับเซลลูโลส เรียกวา สารลิกโนเซลลูโลส  

อีกท้ังจุลินทรียท่ีเปนแบคทีเรียท่ีไดทําการคนหาไวในงานวิจัยกอนหนานั้น ไมสามารถรองรับน้ําเสียท่ีมีสารลิก

โนเซลลูโลสเขมขนได ทางผูวิจัยจึง เปลี่ยนมาใชจุลินทรียในกลุมของรา โดยมีจุลินทรีย Phanerocheate 

chysosporium ซ่ึงเปนราท่ีสามารถยอยสลายลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ รวมกับจุลินทรีย Trichoderma 

reesei ซ่ึงมีศักยภาพในการยอยสลายไดท้ังเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวาจุลินทรียท่ีเปน

แบคทีเรีย อีกท้ังยังสามารถอาศัยอยูรวมกันได ผูวิจัยไดทําการเลี้ยงจุลินทรียรวมกันสองชนิดคือ 

Phanerocheate chysosporium รวมกับ Trichoderma reesei ในอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar 

พบวาจุลินทรียท้ังสองชนิดสามารถอาศัยอยูรวมกันไดและไมสรางสารท่ีเปนปฏิปกษตอกัน จากนั้นนําจุลินทรีย 

ท้ังสองชนิดไปบําบัดน้ําเสียในถังปฏิกรณชีวภาพแบบกะเพ่ือกําหนดสภาวะเหมาะสมสําหรับการใชจุลินทรีย

รวมกัน พบวาการใสจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กอนใสจุลินทรีย Trichoderma reesei เปน

เวลา 72 ชั่วโมงนั้น สงเสริมใหจุลินทรีย Trichoderma reesei ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ ระยะเวลาในการ

ยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสหลังจากการเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei อยูท่ี 96 ชั่วโมง จึง

กําหนดเวลาสําหรับการบําบัดน้ําเสียในปฎิกรณแบบ CSTR ใหมีสภาวะเชนเดียวกับถังปฎิกรณแบบกะ ซ่ึงไดผล

การทดลอง ท่ี 96 ชั่วโมงพบวา สามารถลดปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได อีกท้ังสามารถยอยสลายลิกนิน

ได 73 เปอรเซ็นต โดยสรุปในน้ําเสียตัวอยางเริ่มตน มีปริมาณของสารแขวนลอย เริ่มตน 2751 มิลลิกรัมตอลิตร 

และมีคา COD 10,667 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงหลังจากการบําบัดน้ําเสียของทีมผูวิจัยแลวสามารถลดคา COD 

เหลือเพียง 4% (533 มิลลิกรัมตอลิตร) 
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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. ความสําคัญและที่มาของปญหา  

 ในปจจุบันประเทศไทยมีอัตราการเติบโตในภาคอุตสาหกรรมจํานวนมาก และยังคงมีอัตราท่ีเพ่ิมข้ึน

อยางตอเนื่อง หนึ่งในนั้นก็คือระเบียงเศรษฐกิจภาคตะวันออกซ่ึงเปนเขตเศรษฐกิจเพ่ือขับเคลื่อนอนาคต มี

แผนการในการสงเสริม 10 อุตสาหกรรมใน 3 จังหวัดทางภาคตะวันออกไดแก ระยอง ชลบุรี ฉะเชิงเทรา และ

ขยายครอบคลุมบางสวนของจังหวัดในภาคตะวันออก ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการขยายตัวอยางรวดเร็วและมีการตั้ง

โรงงานเปนจํานวนมาก โดยเปนไปตามนโยบายของ Thailand 4.0 ท่ีมีการปฏิวัติ อุตสาหกรรมใหมี

ความกาวหนายิ่งข้ึน แตในขณะท่ีอุตสาหกรรมกําลังกาวหนาเติบโตอยางแพรหลายนั้น สิ่งท่ีตามมาจากการ

เติบโตของอุตสาหกรรมก็  คือปญหาทางดานสิ่งแวดลอม เชน ทางดานอากาศ โรงงานอุตสาหกรรมใช

กระบวนการเผาไหมในการผลิต แลวปลอย ของเสียออกสูสิ่งแวดลอมภายนอก ทางภาคพ้ืนดิน โรงงานตองขน

ของเสียภายในโรงงานออกสูภายนอกไปยังหลุมฝงกลมของเสียอันตรายหรือแลนฟลล (Landfill)  และอีกดาน

ท่ีเปนปญหาอยูคูกับการเจริญเติบโตทางดานอุตสาหกรรมมาอยางยาวนานนั่นก็คือ ปญหาทางดานน้ําเสีย 

เนื่องจากในประเทศไทยมีอุตสาหกรรมท่ีทําใหเกิดปญหาทางสิ่งแวดลอมดานน้ําเสียมากมาย เชน อุตสาหกรรม

สียอม อุตสาหกรรมผลิตสารเคมี อุตสาหกรรมฟอกเครื่องหนัง อุตสาหกรรมอาหาร  และหนึ่งในนั้นคือ

อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ น้ําเสียท่ีออกจากอุตสาหกรรมทางดานการผลิตการดาษจะสงปญหาทางดานน้ํา

เนาเสียเปนสวนใหญ ซ่ึงเม่ือไมนานมานี้มีการรองเรียนปญหาน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษในประเทศไทย

โดยน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษไดเกิดการรั่วไหลออกจากโรงงานเปนบริเวณกวางและ สงกลิ่นเหม็นอยาง

รุนแรงสรางความเดือดรอนใหประชาชนท่ีอาศัยอยูใกลเคียงกับพ้ืนท่ีของโรงงานผลิตกระดาษ เนื่องจาก

อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษเปนอุตสาหกรรมท่ีใชน้ําในการเดินกระบวนการผลิตมากอยางมาก (ไทยรัฐ

ออนไลน 29 ก.ค. 2556)  ซ่ึงน้ําท่ีใชในกระบวนการการผลิตกระดาษมีหลายๆกระบวนการท่ีตองใชน้ําในการ

ผลิต เชน การเตรียมไม การลางเยื่อ การฟอกสี การทําความสะอาดเยื่อกระดาษ จนไปถึงกระบวนการข้ึนแผน

รูปเปนกระดาษอยางเสร็จสมบูรณ กระบวนการเหลานี้ลวนใชน้ําในเดินกระบวนการท้ังสิ้น ซ่ึงเปนท่ีทราบกัน

วาในเนื้อไมจะมีสารประกอบจําพวกเซลลูโลส เฮมิเซลูโลส และ ลิกนิน เปนสวนประกอบหลัก อีกท้ังสารเคมี

ตางๆท่ีใชในกระบวนการผลิตกระดาษ เชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ท่ีชวยกําจัดลิกนินในเนื้อไมซ่ึงมีสีดํา 

คลอรีน (Cl) ซ่ึงชวยใหเยื่อมีความสวาง เปนตน และสารเคมีอ่ืนๆท่ีใชในกระบวนการผลิต   โดยน้ําท่ีมี

สวนประกอบของสารอินทรียและสารเคมี เหลานี้จํานวนมากจะกอใหเกิดปญหาน้ําเนาเสีย โดยสงผลใหคา 

BOD (Biochemical Oxygen Demand) ซ่ึงเปนคาปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรียตองการใชในการยอยสลาย

สารอินทรียท่ีมีอยูในน้ํา และคา COD (Chemical Oxygen Demand) เปนคาท่ีบอกปริมาณออกซิเจนท้ังหมด

ท่ีตองการใชเพ่ือออกซิเดชันสารอินทรียในน้ําใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํามีคาสูงมาก คาความกระดาง 

(Hardness) คา VOC (Volatile Organic Compounds) และคาพารามิเตอรตางๆท่ีสงผลใหเกิดน้ําเสีย โดย

ทางกระทรวงอุตสาหกรรมอนุญาตใหปลอยน้ําลงสูแหลงน้ําธรรมชาติไดนั้นตองมีคา BOD ไมเกิน 20 mg/l 
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และคา COD ไมเกิน 120 mg/l คาความกระดาง ไมเกิน 300 mg/l เปนตน  น้ําจากกระบวนการผลิตกระดาษ

จะถูกสงไปบําบัดท่ีบอบําบัดของโรงงาน  

จากการศึกษาปญหาของน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษพบวาทุกข้ันตอนของการผลิตกระดาษกอใหเกิด

มลภาวะทางน้ําดังตอไปนี้ 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

รูปท่ี 1 มลพิษจากข้ันตอนตางๆของการผลิตกระดาษ 

ท่ีมา :ดัดแปลงจาก Pokhrel at el., 2004 

การเตรียมไม 

เปนการนําไมมาลางดินและฝุนท่ีมากับไมโดยใช

น้ําในการลาง พบวาน้ําจากกระบวนการนี้จะมีคา

ของสารแขวนลอย, BOD, มีกรวดและเสนใย

ปะปนอยู 

บอหมัก 

น้ําเสียจากการบอหมักนี้ เรียกวา “ black 

liquor” ซ่ึงน้ําเสียจากกระบวนการนี้จะมี เรซิน, 

กรดไขมัน,สี, BOD, COD, AOX, VOCs  

การลางเยื่อ 

น้ําเสียจากการลางเยื่อ พบวา มีคา pH สูง, BOD, 

COD, สารแขวนลอย และมีสีน้ําตาลท่ีเกิดจาก

การลางเยื่อ 

การฟอกสีเยื่อ 

น้ําจากการฟอกสีเยื่อจะมีการละลายของลิกนิน

, คารโบไฮเดรต, สี, COD, AOX, 

สารประกอบอนินทรียคลอรีน เชน chlorate 

(CIO3
-), สารประกอบอินทรียคลอรีน เชน 

dioxins, furans, chlorophenols, VOCs 

การข้ึนรูป

กระดาษ 

น้ําเสียจากการข้ึนรูปกระดาษจะ

ประกอบดวยอนุภาคของเสีย, สารประกอบ

อินทรีย, สารอนินทรียแหง, COD, 
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 เทคโนโลยีตางๆ ท่ีใชการบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษมักจะมุงเนนไปในทางท่ีจะปรับคา pH 

ของน้ําเสีย ลดปริมาณสารแขวนลอย (suspended solids, SS) เชน เสนใย นอกจากนี้ในกรณีท่ีใชเศษ

กระดาษเกาเปนวัตถุดิบในการผลิตเยื่อ จะมีน้ําเสียท่ีเกิดจากการลางหมึกของเศษกระดาษเดิม (de-inking 

process) ซ่ึงน้ําเสียสวนนี้จะมีคาของสารแขวนลอย และความสกปรกในรูป BOD และ COD สูง โดยน้ําเสียท่ี

เกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตกระดาษสวนหนึ่งไดมีการนํากลับไปใชใหมตามลําดับความสะอาด  

 จากงานวิจัยท่ีเก่ียวของเก่ียวกับปญหาน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ Viraraghavan และคณะ 

(Viraraghavan el., 2004) พบวา มลภาวะสวนใหญมาจากกระบวนการการผลิตตางๆ โดยเริ่มจากข้ันตอน

ดังนี้ การเตรียมไม การผลิตเยื่อ การลางเยื่อ การกรอง การลางทําความสะอาด การฟอกสี และ การเขาเครื่อง

ผลิตกระดาษ รวมไปถึง การเคลือบแบบตางๆ จากกระบวนการการผลิตเยื่อกระดาษเปนกระบวนการท่ีสราง

น้ําเสียท่ีสกปรกมากท่ีสุด ซ่ึงเปนการผลิตเยื่อโดยใชวิธีทางเคมี โดยการใสสารละลายเคมี ท่ีอุณหภูมิและความ

ดันสูง เพ่ือใหไมแตกออกมาเปนเสนใย โดยผลผลิตท่ีไดประมาณ 40-50 % สารเคมีท่ีใช คือ สารจําพวกแอล

คาไลน และ กรด โดยน้ําเสียจากการผลิตเยื่อนี้จะประกอบไปดวย เศษไม และสารละลายตางๆ ท่ีเปน

องคประกอบของไม ซ่ึงการบําบัดจะใชการบําบัดแบบผสมผสานระหวางการบําบัดโดยใช จุลินทรียท่ีใชอากาศ

และไมใชอากาศ พบวามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียท่ีละลายน้ําได นอกจากนี้ยังสามารถกําจัดสี

โดยการใชเชื้อรา การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและโอโซนเนชันของสารเคมี  และกําจัดสารประกอบประเภท

คลอรีนใหลดลงไดอยางมีประสิทธิภาพโดยวิธีการดูดซับโดยเทคนิคการใชเมมเบรน  

 นอกจากนี้การบําบัดน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโดยใชวิธีการดูดซับโดยเมมเบรนแลว ยังพบวา

การนําสารโพลิเมอรประจุบวกมาสรางตะกอนสามารถชวยลดคา COD ในน้ําเสียไดโดยคิดเปนรอยละ 87-90 

(สินีนาฏ ทิพยดนตรี, 2543) และมีการใชเทคโนโลยีสะอาดมาใชในการผลิตเยื่อกระดาษเพ่ือลดปญหาน้ําเสียท่ี

เกิดจากการกระบวนการผลิตโดยมีการนําเทคโนโลยีทางเอนไซมและกระบวนการทางเอนไซมมาใช เชน 

กระบวนการเยื่อคราฟออกจากเนื้อไมจะใชเอนไซม Xylanase มาแทนการลางดวยน้ําเพียงครั้งเดียว พบวา

สามารถกําจัดเยื่อคราฟออกไดงายและลดปริมาณการใชน้ําและท่ีสําคัญลดปริมาณสารเคมีท่ีใชดวย (ศิริรัตน 

ศิริพรวิศาล, 2010) 

 จากปญหาท่ีไดพบและเทคนิคการกําจัดการอินทรียท่ีปะปนอยูในน้ําเสีย ทางผูวิจัยจึงไดคิดหา

แนวทางเพ่ือพัฒนาการยอยสารอินทรียประเภท ลิกโนเซลลูโลสใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน และเปนมิตรตอ

สิ่งแวดลอม โดยมีแนวคิดจากการศึกษางานวิจัยของ J. Moore et al., 2001 ซ่ึงไดระบุวา ความเขนขนของ

ลิกนินซ่ึงเปนองคประกอบของสารลิกโนเซลลูโลสท่ีมีอยูในเนื้อไมและผนังเซลลมีปริมาณมากเทาไหร ยิ่งทําให

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารอินทรียประเภทเสนใย (เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส) ลดลงตามมาดวยและ
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จากงานวิจัย ซ่ึงเปนจุดกําเนิดในแนวคิดของการบําบัดน้ําเสียประเภทลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงน้ําเสียทางการเกษตร 

จะมีสารประกอบเหลานี้อยูมากในน้ําเสีย  

 จากงานวิจัยท่ีทางผูวิจัยไดทําไว เรื่อง การพัฒนากระบวนการบําบัดน้ําเสียโรงงานผลิตกระดาษโดย

การตรึงเซลลจุลินทรียบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในถังปฏิกรณชีวภาพแพคเบดเพ่ือกําจัดเซลลูโลสในน้ําเสียซ่ึงมี

จุลินทรียท้ังหมด 8 ชนิดท่ีเก็บตัวอยางมาจากบอบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพของโรงงานผลิตกระดาษท่ีมี

ความสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดี โดยเฉพาะจุลินทรีย CDB6 สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดเม่ือ

เทียบกับจุลินทรียตัวอ่ืนๆ เนื่องจากสามารถยอยสลายอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสวนผสมของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดแต

เม่ือนําไปทดสอบโดยวิธี DNS จึงพบวา จุลินทรีย CBD4 สามารถผลิตเอนไซมยอยเซลลูโลสไดดีกวา CBD6 จึง 

ใชจุลินทรีย CBD4 เปนตัวแทนในการยอยสลายน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ ซ่ึงสามารถลดคา COD จาก 

1171 เหลือ 267 มิลลิตรกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวาเปนจลุินทรียท่ีมีคุณสมบัติในการกําจัดสารอินทรียไดอยางดี แต

สิ่งท่ีทางผูวิจัยพบระหวางทําการทดลองคือ การยอยสลายเพียง เซลลูโลสนั้น ไมสามารถลดคาพารามิเตอรได

อยางดีท่ีสุดและสีของน้ําเสียท่ีออกมานั้นยังคงมีสีเหลืองออกน้ําตาล จึงไดมีแนวคิดท่ีจะลดสารอินทรียชนิดอ่ืน

ท่ีอยูน้ําดวย นั่นก็คือ เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงลิกนินเปนตัวการสําคัญทําใหน้ํามีสีดําหรือน้ําตาลและยอย

สลายไดยากในธรรมชาติ ( Aldison et al. (2005)) หากทําการกําจัด สารลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเปนสารท่ี

ประกอบดวยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ออกพรอมกันท้ังหมด จะทําใหน้ําเสียมีคุณภาพท่ีดีข้ึนกวาการ

กําจัดเซลลูโลสเพียงชนิดเดียว นอกจากนี้ยังเพ่ิมศักยภาพใหสามารถใชงานไดใกลเคียงกับระบบจริงของโรงงาน

มากยิ่งข้ึน โดยใชถังปฏิกรณชีวภาพ แบบถังเติมอากาศหมุนวน (Air mixed flow bioreactor) ท่ีสามารถ

ประยุกตใชงานไดใกลเคียงกับระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงาน  

  งานวิจัยนี้ผูวิจัยจึงทําการทดลองในถังปฏิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศหมุนวนซ่ึงจะมีจุลินทรียท่ี

สามารถยอยสลายสารอินทรียรวมกัน 2 ชนิดระหวาง จุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium กับ 

Trichoderma reesei เนื่องจาก จุลินทรียเดิมซ่ึงเปนแบคทีเรียมีกิจกรรมการยอยสลายท่ีต่ํา ความคงทนของ

เซลลท่ีมีความแข็งแรงนอยกวาจุลินทรียประเภทเชื้อรา และจุลินทรียท่ีหาไดจากบอบําบัดทางชีวภาพนั้นไม

สามารถยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส โดยจุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium มีคุณสมบัติใน

การยอยสลายลิกนิน สวนจุลินทรีย Trichoderma reesei มีคุณสมบัติในการยอยสลายไดท้ังเซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลส อีกท้ังจุลินทรีย CBD4 ซ่ึงเปนแบคทีเรียไมสามารถอาศัยอยูรวมกับเชื้อรา งานวิจัยนี้จึงใชจุลินทรียท่ี

เปนเชื้อรา 2 ชนิดมาใชบําบัดน้ําเสียรวมกันโดยอาศัยอยูรวมกันภายในถังปฏิกรณ ซ่ึงมีการเดินระบบเลียนแบบ 

CSTR ซ่ึงเดินระบบไดตลอด 24 ชั่วโมง และเปนมิตรตอสิ่งแวดลอมอีกท้ังจุลินทรียสามารถขยายพันธุไดเองใน

ธรรมชาติเนื่องจากยอยสลายสารอินทรียท่ีมากับน้ําเสียเพียงแคเติมสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับจุลินทรียก็



5 
 

 

สามารถเดินระบบไดตลอด ทําใหลดคาใชจายไดเม่ือเทียบกับระบบบําบัดท่ีใชสารเคมีเพียงอยางเดียว โดย

งานวิจัยนี้มุนเนนศึกษาผลของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดวาสามารถใหผลลัพธท่ีดีท่ีสุดในการยอยสลาย

สารประเภทลิกโนเซลลูโลสท่ีเวลาใดและเปรียบเทียบกับการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว โดยวัดประสิทธิภาพ

การยอยสลายสารลิกโนเซลลูโลสจาก ความเขมขนของลิกนิน คาอนุพันธน้ําตาลท่ีเกิดข้ึน และ คา COD ท่ีอยู

ในน้ําเสีย สําหรับงานวิจัยนี้อาจเปนตัวเลือกในอนาคตสําหรับโรงงานท่ีกําลังจะกอตั้งข้ึนและเปนแบบอยาง

ใหกับโรงงานท่ีมีของเสียท่ีมาสารอินทรียประเภทนี้ไดตัดสินใจในการเลือกใช 

 

2. วัตถุประสงค 

 2.1 เพ่ือศึกษาข้ันตอนการบําบัดน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียประเภท เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

2.2 เพ่ือเปนแบบอยางใหกับอุตสาหกรรมท่ีมีการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิ

เซลลูโลส และลิกนินสามารถนําไปประยุกตใชในโรงงานอุตสาหกรรม 

2.3 เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและ

ลิกนิน ระหวาการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียวกับการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด  

2.4 เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในน้ําเสีย 

 

3. ขอบเขตของการทําโครงงานวิจัย 

 3.1 ใชจุลินทรียท่ีไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทยและศูนยชีววัสดุแหง

ประเทศไทย 

 3.2 ใชน้ําเสียสังเคราะหท่ีจําลองคาพารามิเตอรจากน้ําเสียจริงโดยใชสารลิกโนเซลลูโลสเปนแหลง

คารบอนแทนเยื่อกระดาษในน้ําเสีย 

3.3 ใชถังปฏิกรณแบบกะท่ีมีการเติมอากาศแบบเปาหมุนวนเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารอินทรียในน้ําเสียและกําหนดเวลาสําหรับถังปฏิกรณแบบไหลตอเนื่อง   

 3.4 วิเคราะหความสามารถในการยอยสลายสารอินทรียโดยวัดจากพารามิเตอรท่ีลดลงท่ีสภาพวะและ

เวลาตางๆดังนี้ 
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  3.4.1 วัดการลดลงของสารลิกนินโดยใชเครื่องมือ Spectophotometer  

  3.4.2 วัดคา COD โดยใชวิธี Close reflux  

  3.4.3 วัดคา pH ของน้ําท่ีผานการบําบัดแลว 

  3.4.4  วัดคาสารแขนลอยโดยวิธี (APHA, AWWA and WEF, 1995) 

  3.4.5 วัดการยอยสลายสารเซลลูโลส และ เฮมิเซลลูโลส โดยแสดงผลเปนอนุพันธของ

น้ําตาลท่ีเกิดข้ึนโดยใชเครื่องมือ Thin-layer Chromatography  

 3.5 ใชถังปฏิกรณชีวภาพแบบ CSTR ในการยอยสลายสารอินทรีย 

4. ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 เนื่องจากวัตถุดิบท่ีใชในลมาจากตนไม และสิ่งท่ีพบมากท่ีสุด คือ เสนใย ซ่ึงเสนใยมีองคประกอบทาง

เคมีดังนี้ 

 

 

รูปท่ี 2 ลักษณะโครงสรางของเสนใย 

ท่ีมา : Smook, 1986 

 

4.1 เซลลูโลส (Cellulose) 

 เซลลูโลสเปนสารพอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เชิงเสนตรงท่ีประกอบดวยหนวยของกลูโคส 

(anhydroglucose unit) เชื่อมตอกันดวยพันธะเบตา-ไกลโคซิดิก ในตําแหนงท่ี 1 และตําแหนงท่ี 4 ของ

กลูโคสท่ีเปนองคประกอบในโมเลกุล (β-1,4 glycosidic linkage) โดยหนวยยอยของเซลลูโลสท่ีเกิดจาก

การรวมกันของหนวยกลูโคสจานวน 2 หนวย จะเรียกวา เซลโลไบโอส (Cellobiose unit) แสดงดังภาพท่ี 

3 ซ่ึงสวนปลายเซลโลไบโอสจะประกอบดวยสวนรีดิวซิงค (Reducing end group; C-1) ซ่ึงเปนสวนท่ีงาย
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ตอการเกิดปฏิกิริยา และสวนของนอนรีดิวซิงค (Non-Reducing end group; C-4) ซ่ึงเปนสวนท่ีไม

เกิดปฏิกิริยาโดยท่ัวไประดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น (degree of polymerization; DP) ของเซลลูโลสจะ

เกิดจากการรวมกันของหนวยกลูโคสจํานวนประมาณ 1000-3000 หรือ 4000 หนวย จึงมีสูตรโครงสราง

ทางเคมี คือ (C6H10O5)n ซ่ึงลักษณะการจัดเรียงตัวของโครงสรางโมเลกุลเซลลูโลสสามารถแบงออกได

เปน 2 ลักษณะ คือ 1) แบบผลึก (crystalline) 2) แบบอสัญรปู (amorphous) โดยท่ัวไปโครงสรางของ

เซลลูโลสจะมีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบ จึงทําใหเซลลูโลสมีความเปนผลึกสูง อุณหภูมิในการหลอม

ตัวจึงสูงมาก มักจะเกิดการสลายตัวกอนถึงอุณหภูมิหลอมตัว โครงสรางแบบผลึกของเซลลูโลสจะทําให

การซึมผานของสารละลายเกิดไดยากกวาลักษณะโครงสรางแบบอสัญรูป จึงทําใหลักษณะโครงสรางแบ

บอสัญรูปมีความวองไวในการเกิดปฏิกิริยาเคมีไดงายข้ึน เซลลูโลสในธรรมชาติจะมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย

ตางกัน ซ่ึงการกระจายน้ําหนักโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีความสําคัญตอสมบัติทางกายภาพ โดยเซลลูโลสท่ี

มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะมีสมบัติทางกายภาพท่ีไมดี (Gardner and Blackwell, 1974) 

 

 
 

รูปท่ี 3 โครงสรางเซลโลไบโอส (cellobiose) 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Helmenstine (2013) 

 เซลลูโลสเปนองคประกอบทางเคมีท่ีสําคัญของเนื้อไมซ่ึงมีปริมาณมากท่ีสุด คือ ประมาณรอยละ 40 

ของเนื้อไมท้ังในไมใบแคบหรือไมตระกูลสน (softwood) และไมใบกวาง (hardwood) โดยท่ัวไปจะพบ

เซลลูโลสอยูรวมกับลิกนิน เพนโตแซน กัม แทนนิน ไขมันและสารท่ีทาใหเกิดสีในตนไม โดยเซลลูโลสจะทํา

หนาท่ีเปนโครงสรางของเสนใยและใหความแข็งแรงกับตนไม เซลลูโลสสามารถแบงออกไดเปน 3 ประเภทตาม

ขนาดของโมเลกุลหรือระดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น คือ 

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

2. เบตา เซลลูโลส (Beta cellulose; DP = 15-90) 

3. แกมมา เซลลูโลส (Gamma cellulose; DP < 15) 
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 คุณสมบัติท่ีสําคัญประการหนึ่งของเซลลูโลส คือ เซลลูโลสจะไมละลายในน้ําและตัวทําละลายอินทรีย

สะเทิน (neutral organic solvent) เชน เบนซีน (benzene) แอลกอฮอล (alcohol) และอีเธอร (Ether) แต

จะละลายไดดีในกรดเกลือและกรดกํามะถันเขมขน ซ่ึงความคงทนของเซลลูโลสตอกรดหรือเอนไซมจะข้ึนกับ

โครงสรางแบบอสัญรูป เม่ือนาเซลลูโลสไปทาปฏิกิริยาทางเคมีจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทําให

คุณสมบัติของเซลลูโลสเปลี่ยนไป จึงสามารถนําเซลลูโลสไปใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตพลาสติก น้ําตาล 

เจล ฟลม เสนใยชนิดใหม และสารเคลือบ เปนตน (Kadla and Gilbert, 2000) 

 

ตารางท่ี 1 องคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลกินินในวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 

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

1998; Dewes  and Hunsche, 1998. 

 

4.2 เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

 เฮมิเซลลูโลสเปนพอลิแซคคาไรดท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตา มีลักษณะคลายเซลลูโลลแตจะประกอบ ดวย

น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวท่ีแตกตางกัน 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 

 

รอยละของ

เซลลูโลส 

รอยละของเฮมิ 

เซลลูโลส 

รอยละของลิกนิน 

ไมเนื้อแข็ง 40-55 24-40 18-25 

ไมเนื้อออน 45-50 25-35 25-35 

เปลือกถั่ว 25-30 25-30 30-40 

ซังขาวโพด 45 35 15 

หญา 25-40 35-50 10-30 

ฟางขาว 30 50 15 

ใบไม 15-20 80-85 0 

ใยเมล็ดฝาย 80-95 5-20 0 

หญาคอสทอล เบอมิวดา 25 35.7 6.4 

หญาสวิซ 45 31.4 12 
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รูปท่ี 4 องคประกอบทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส 

ท่ีมา : Bajpai, (2016) 

 โดยปกติจะพบเฮมิเซลลูโลสอยูรวมปะปนกับเซลลูโลส และสารอ่ืนๆ เชน ลิกนิน เฮมิเซลลูโลสท่ีพบใน

ไมใบกวาง (Hardwood) ไดแก ไซเลน (Xylan) และเฮมิเซลลูโลสท่ีพบในไมใบแคบ (Softwood) ไดแก กลูโค

แมนแนน (Glucomannan) โดยเฮมิเซลลูโลสจะทาหนาท่ีเปนสารยึดเซลลูโลสไวดวยกันและทําหนาท่ีเสริม

ความแข็งแรงใหกับเสนใย เฮมิเซลลูโลสสามารถละลายในตัวทําละลายและทําปฏิกิริยาไดงายกวาเซลลูโลส 

ดังนั้นเฮมิเซลลูโลสจะเสื่อมสภาพไดงายและสลายตัวไดดีกวาเซลลูโลส ทําใหปริมาณของเฮมิเซลลูโลสในเนื้อไม

มีมากกวาในเยื่อกระดาษท่ีผานกระบวนการยอยดวยสารเคมีแลว ในระหวางท่ีเนื้อไมถูกยอยไปเปนเยื่อ

กระดาษนั้น ปริมาณและตําแหนงของเฮมิเซลลูโลสจะมีการเปลี่ยนแปลงไป 

  เฮมิเซลลูโลสจะมีบทบาทอยางมากในการสงเสริมใหกระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมสูงข้ึน ท้ังนี้เนื่องจาก

เฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเปนสารไฮโดรฟลิก (Hydrophillic materials) ซ่ึงชวยใหเสนใยท่ีแขวนลอยในน้ําเยื่อมี

การพองตัวและอุมน้ําไดดี เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสมีโครงสรางเปนอสัญรูปคือ อยูรวมกันอยางหลวมๆ นอกจากนี้

Galatoglucomannans 

Arabinoglucuronoxylan 

Xylan 
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ยังพบวา เม่ือนําเสนใยไปผานกระบวนการตีบดเยื่อเพ่ือทําใหผิวของเสนใยแตกออกเปนไมโครไฟบริล เฮมิ

เซลลูโลสเปนองคประกอบสําคัญท่ีทาใหไมโค-ไฟบริลระหวางเสนใยเกิดการประสานกันดวย พันธะไฮโดรเจน 

(Hydrogen bond) ทําใหกระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมมากข้ึน ( Sjöström, 1993) 

 

4.3 ลิกนิน (Lignin) 

 ลิกนินเปนสารประกอบเชิงซอนอะโรมาติกท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลสูง (แสดงดังภาพท่ี 5) โดยประกอบดวย

หนวยพ้ืนฐานท่ีมีโครงสรางวงแหวนของฟนิลโพรเพน (phenylpropane) เชื่อมตอกันเปนลักษณะ 3 มิติกับ

กลุมของโพรเพน (Propane) และวงแหวนเบนซีน (Benzene ring) โดยมีการจัดเรียงตัวเปนแบบอสัญรูป 

(Higuchi, 1990) แมวาลิกนินในพืชหรือตนไมจะไมมีโครงสรางท่ีแนนอนชัดเจน แตลิกนินจะมีโครงสรางจาก

หนวยพ้ืนฐานหลัก 3 สวนคือ คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl alcohol) พารา-คูมาริล แอลกอฮอล (p-

coumaryl alcohol) และ ซินาพิล แอลกอฮอล (sinapyl alcohol) ดังแสดงในภาพท่ี 6 ลิกนินจะทําหนาท่ี

เปนสารยึดหรือทําหนาท่ีเปนกาวเชื่อมประสานระหวางเสนใยและใหความแข็งแรงกับเนื้อเยื่อของไม จึงมักพบ

ลิกนินอยูรวมกับเซลลูโลส โดยจะพบมากในสวนของมิดเดิล ลาเมลลา (Middle lamella)  

โดยท่ัวไปลิกนินจะไมละลายน้ํา ไมมีสมบัติดานความยืดหยุนแตจะมีสมบัติเปนเทอรโมพลาสติก 

(Thermoplastic) คือ มีอุณหภูมิท่ีออนตัวอยูในชวง 120-200 องศาเซลเซียส เพราะฉะนั้นตนไมท่ีมีปริมาณ

ลิกนินสูงจึงมีความแข็งแรงทนทานมากกวาพืชหรือตนไมท่ีมีปริมาณลิกนินในเนื้อไมต่ํา ลิกนินจะถูกยอยสลาย

ไดดวยเอนไซมลิกเนส (Lignase) หรือ ลิกนินเนส (Ligninase) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญในเชื้อราไวท รอท 

(White rot)  

 ลิกนินสามารถแบงออกไดเปน 4 ประเภท ตามลักษณะโครงสราง คือ (Lewin and Goldstein, 

1991) 

 1. G type (Guaiacyl lignin) ประกอบดวย คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl alcohol) พบใน

ไมใบแคบท่ัวไป 

 2. G-S type (Guaiacyl-Syringyl lignin) ประกอบดวย คอนนิเฟอริล แอลกอฮอล (coniferyl 

alcohol) และ ซินาพิล แอลกอฮอล (sinapyl alcohol) พบในไมใบกวาง 

 3. H-G-S type (4-Hydroxylphenyl-Guaiacyl-Syringyl lignin) ประกอบดวยโมโนเมอร 

(monomer) ท้ัง 3 ชนิดอยูรวมกัน 
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 4. H-G type (Hydroxylphenyl-Guaiacyl lignin) ประกอบดวยคอนนิเฟอริล แอลกอฮอล 

(coniferyl alcohol) และ พารา-คูมารี แอลกอฮอล (p-coumaryl alcohol) โดยมากพบในไมท่ีผานการ

ดัดแปลงแลว เชน compression wood. 

 

รูปท่ี 5 ลักษณะโครงสรางของลิกนิน 

ท่ีมา : Smook (1986) 

 

   

(A)       (B)           (C) 

รูปท่ี 6 หนวยพ้ืนฐานของลิกนิน (A) p-coumaryl alcohol (B) coniferyl alcohol (C) sinapyl alcohol 

ท่ีมา : บูรณาพากรุป จากัด (2552) 

 

 

 



12 
 

 

4.4 สารแทรก (Extractive) 

 สารแทรก คือ สวนประกอบในไมยืนตนหรือไมลมลุกท่ีสามารถละลายไดในตัวทาละลายอินทรีย 

(Organic solvents) เชน อะซีโตน (Acetone) แอลกอฮอล (Alcohol) และคลอโรฟอรม (Chloroform) เปน

ตน โดยท่ัวไปสารแทรกในพืชหรือตนไมจะประกอบดวยสารจาพวกกรดเรซิน (Resin acid) กรดไขมันอิสระ 

(Free fatty acid) น้ํามันระเหย (Volatile oil) สารประกอบเทอรฟนอย (Turphenoid compounds) และ

สารประกอบฟนอลิก (Phenolic compounds) เปนตน สารแทรกบางประเภทจะมีผลเสียตอการผลิตเยื่อ

กระดาษหากสภาวะการผลิตไมเหมาะสม (Smook, 1986) 

 

4.5 ปญหาน้ําเสียจากสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในประเทศไทย 

 ปญหาจากการรองเรียนกิจการการผลิตกระดาษและกิจการท่ีใชผลิตภัณฑทางการเกษตร ไดแก 

ปญหาน้ําเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตท่ีเกิดกลิ่นเหม็น และเม่ือปลอยลงสูแหลงน้ําสาธารณะ ทําใหเกิด

สภาพน้ําเสียในแหลงน้ํา มีผลกระทบตอชุมชนท่ีอาศัยอยูใกลเคียงและตอระบบนิเวศของแหลงน้ํา ดังเชนกรณี

ตอไปนี้  

 1. ในชวงป 2530 และหลังจากนั้น มีเกิดปญหาสําคัญจากโรงงานผลิตกระดาษของ บริษัท ฟนิคซ 

พัลพ แอนดเพเพอรจํากัด ท่ีจังหวัดขอนแกน ซ่ึงปลอยน้ําเสียท่ีมีกลิ่นเหม็นลงลําน้ําพอง เกิดผลกระทบตอ 

สุขภาพและสิ่งแวดลอมเปนอยางมาก แตหลังจากท่ีมีการปรับปรุงระบบการผลิตและการกําจัดน้ําเสียและ

มลพิษ ตางๆ จากโรงงานแลว ปญหาสามารถบรรเทาลงจนอยูในระดับท่ีควบคุมได 

 2. กลิ่นเหม็นของโรงงานผลิตกระดาษสีน้ําตาล มีสาเหตุของเรื่องรองเรียน กลิ่นเหม็นท่ีเกิดข้ึนมาจาก

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบ Stabilization Pond 

 3. การปลอยน้ําเสียจากโรงงานผลิตกระดาษใหไหลลงสูคลองชลองแวง มีสีดําเขมและกลิ่นฉุน ทําใหผู

สูดดมถึงกับวิงเวียนศีรษะ บางรายทนกลิ่นเหม็นไมได ตองอพยพออกจากพ้ืนท่ี 

 4. เกิดเหตุน้ําจากบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษแหงหนึ่งในจังหวัดปราจีนบุรีรั่วไหลออกมา

สงผลกระทบอยางรุนแรง ชาวบานเดือดรอนเนื่องจากกลิ่นเหม็นท่ีรุนแรงและน้ําสีดําท่ีปนเปอนมากับน้ําฝนท่ี

ไหลตามทาง 

 5.เกิดเหตุระบบกักเก็บน้ําเสียของโรงงานผลิตเอทานอลท่ีจังหวัดสุพรรณบุรีพังชํารุดเนื่องจากฝนตก

สงผลใหน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียอยูซ่ึงเปนสารตั้งตนในการผลิตเอทานอลไหลกระจายเปนวงกวางชาวบานไดรับ

ความเดือดรอนจากน้ําเสียท่ีเกิดข้ึน  



13 
 

 

4.6 มาตรฐานการปลอยน้ําลงสูแหลงธรรมชาติ 

ตารางท่ี 2 มาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม 

ดัชนีคุณภาพน้ํา คามาตรฐาน วิธีวิเคราะห 

1. คาความเปนกรด

และดาง (pH value) 

5.5-9.0 pH Meter 

2. คาทีดีเอส (TDS 

หรือ Total 

Dissolved Solids) 

 ไมเกิน 3,000 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตาง

แลวแตละประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือ

ประเภทของโรงงานอุตสาหกรรม ท่ี

คณะกรรมการควบคุมมลพิษเห็นสมควรแตไม

เกิน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร  

 น้ําท้ิงท่ีจะระบายลงแหลงน้ํากรอยท่ีมีคาความ

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

ลงสูทะเลคาทีดีเอสในน้ําท้ิงจะมีคามากกวาคาที

ดีเอส ท่ีมีอยูในแหลงน้ํากรอยหรือน้ําทะเลไดไม

เกิน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

ระเหยแหงท่ีอุณหภูมิ 

103-105oC เปนเวลา 

1 ชั่วโมง 

3. สารแขวนลอย 

(Suspended 

Solids) 

ไมเกิน 50 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแต

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม หรือประเภทของระบบบําบัดน้ําเสียตามท่ี

คณะกรรมการควบคุมมลพิษเห็นสมควรแตไมเกิน 150 

มิลลิกรัม/ลิตร 

กรองผานกระดาษ

กรองใยแกว (Glass 

Fiber Filter Disc) 

4. อุณหภูมิ 

(Temperature) 

ไมเกิน 40°C เครื่องวัดอุณหภูมิ วัด

ขณะทําการเก็บ

ตัวอยางน้ํา 

5. สีหรือกลิ่น ไมเปนท่ีพึงรังเกียจ ไมไดกําหนด 

6. ซัลไฟด (Sulfide 

as H2S) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร Titrate 

7. ไซยาไนด 

(Cyanide as HCN) 

ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร กลั่นและตามดวยวิธี 

Pyridine Barbituric 

Acid 

8. น้ํามันและไขมัน 

(Fat, Oil and 

Grease) 

ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือ ประเภทของโรงงาน

สกัดดวยตัวทําละลาย 

แลวแยกหาน้ําหนัก

ของน้ํามันและไขมัน 
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อุตสาหกรรมตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ

เห็นสมควรแตไมเกิน 15 มิลลิกรัม/ลิตร 

9. ฟอรมาลดีไฮด 

(Formaldehyde) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร Spectrophotometry 

10. สารประกอบ 

ฟนอล (Phenols) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร กลั่นและตามดวยวิธี 

4-Aminoantipyrine 

11. คลอรีนอิสระ 

(Free Chlorine) 

ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร lodometric Method 

12. สารท่ีใชปองกัน

หรือกําจัดศัตรูพืช

หรือสัตว 

(Pesticide) 

ตองตรวจไมพบตามวิธีตรวจสอบท่ีกําหนด Gas-

Chromatography 

13. คาบีโอดี (5 วันท่ี

อุณหภูมิ 20 °C 

(Biochemical 

Oxygen Demand : 

BOD) 

ไมเกิน 20 มิลลิกรัม/ลิตร หรือแตกตางแลวแตละประเภท

ของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ

เห็นสมควร แตไมเกิน 60 มิลลิกรัม/ลิตร 

Azide Modification 

ท่ีอุณหภูมิ 20°C เปน

เวลา 5 วัน 

14. คาทีเคเอ็น 

(TKN) หรือ Total 

Kjeldahl Nitrogen) 

ไมเกิน 100 มิลลิกรัม/ลิตร หรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ 

เห็นสมควร แตไมเกิน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 

Kjeldahl 

15. คาซีโอดี 

(Chemical Oxygen 

Demand : COD) 

ไมเกิน 120 มิลลิกรัม/ลิตรหรืออาจแตกตางแลวแตละ

ประเภทของแหลงรองรับน้ําท้ิง หรือประเภทของโรงงาน

อุตสาหกรรม ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ 

เห็นสมควร แตไมเกิน 400 มิลลิกรัม/ลิตร 

Potassium 

Dichromate 

Digestion 

16. โลหะหนัก 

(Heavy Metal) 

    

  1. สังกะสี (Zn) ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร  

 

 

Atomic Absorption 

Spectro 

  2. โครเมียมชนิด

เฮ็กซาวาเลนท 

(Hexavalent 

Chromium) 

ไมเกิน 0.25 มิลลิกรัม/ลิตร 
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  3. โครเมียมชนิด

ไตรวาเลนท 

(Trivalent 

Chromium) 

ไมเกิน 0.75 มิลลิกรัม/ลิตร Photometry ชนิด 

Direct Aspiration 

หรือวิธี Plasma 

Emission 

Spectroscopy ชนิด 

Inductively 

Coupled Plama : 

ICP 

  4. ทองแดง (Cu) ไมเกิน 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  5. แคดเมียม (Cd) ไมเกิน 0.03 มิลลิกรัม/ลิตร 

  6. แบเรยีม (Ba) ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  7. ตะก่ัว (Pb) ไมเกิน 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 

  8. นิคเกิล (Ni) ไมเกิน 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  9. แมงกานีส (Mn) ไมเกิน 5.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

  10. อารเซนิค (As) ไมเกิน 0.25 มิลลิกรัม/ลิตร Atomic Absorption 

Spectrophotometry 

ชนิด Hydride 

Generation หรือวิธี 

Plasma Emission 

Spectroscopy ชนิด 

Inductively 

Coupled Plasma : 

ICP 

   

 

 

11. เซเลเนียม (Se) 

 

 

 

ไมเกิน 0.02 มิลลิกรัม/ลิตร 

  12. ปรอท (Hg) ไมเกิน 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร Atomic Absorption 

Cold Vapour 

Techique 
 

แหลงท่ีมา : ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับท่ี 3 (พ.ศ. 2539) เรื่อง กําหนด

มาตรฐานควบคุมการระบายน้ําท้ิงจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม

อุตสาหกรรม ลงวันท่ี 3 มกราคม 2539 ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมท่ี 113 ตอนท่ี 13ง  ลง

วันท่ี 13 กุมภาพันธ 2539 
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4.7 แนวทางการสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในน้ําเสีย 

 การกําจัดสารประเภทลิกโนเซลลูโลส สามารแบงออกไดหลักๆ 4 แนวทางทางดังนี้ (ดัดแปลงจาก 

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

 4.7.1การบัดบัดทางกายภาพ (Physical treatment) 

  การบําบัดทางกายภาพ เปนกระบวนการบําบัดเบื้องตน ซ่ึงประกอบไปดวยการใชเครื่องจักร

ตางๆ เพ่ือลดขนาด การทําใหผลึกของลิกโนเซลลูโลสแตกตัว เพ่ือลดการเกาะตัวของพันธะและเพ่ิมการทํางาน

ของเอนไซมใหดียิ่งข้ึน สามารถทําไดโดย การตัด หรือบดใหละเอียด โดยจะมีขนาดของอนุภาคระหวาง 0.2-2 

มิลลิเมตร หลังจากการบดละเอียด การบําบัดทางกายภาพสามารถใชรวมกับการรบําบัดดวยวิธีอ่ืนไดอยาง

หลากหลายวิธี เชน การทําใหแตกออกจากกัน (Fragmentation) การใชคลื่นไมโครเวฟ (Microwave 

radiation) การใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง (Sonication) การพนแหงดวยรังสีแกมมา (Spray frying with gamma 

radiation) และการเผาไหมอุณหภูมิสูง (Pyrolysis) 

 4.7.2 การบําบัดทางเคมี (Chemical treatment) 

  การบําบัดทางเคมี คือการยอยสลายหรือแตกตัวพันธะ โดยใชสารเคมี ซ่ึงการบําบัดทางเคมี

สามารถกําจัดลิกนิน ออกจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดอยางงายดาย ซ่ึง สารเคมีท่ีใชในการยอยสลายลิกนิ

นจาก เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ไดแค สารละลายท่ีเปน Oxidizing agent, Alkali, Acid และเกลือ สารท่ี

เปน Oxidizing agent ท่ีมีคุณสมบัติสูงในการกําจัดลิกนินเชน โอโซน และ H2O2  สามารถทําไดและไมเปน

อันตรายในหองท่ีมีอุณหภูมิและความดันบรรยากาศปกติ การบําบัดทางเคมีมีหลายวิธีเชน การใชกรดแตก

พันธะ (Acid hydrolysis) การใชดางปรับสภาพ (Alkaline pretreatment) ปฎิกิริยาออกซิเดชั่นและโอโซน

เนชั่น (Oxidation and ozonation) การบําบัดโดยใชสารละลายไอออนิค (Ionic liquid treatment) และ

การบําบัดโดยใชสารละลายอินทรีย (Organic solvents treatment)  เปนตน 

 4.7.3 การบําบัดทางเคมีฟสิกส (Phisicochemical  treatment) 

  การบําบัดทางเคมีฟสิกส เปนการนํากระบวนการทางกายภาพผสานกับการบําบัดทางเคมี

โดยสามารถเพ่ิมขีดความสามารถในการกําจัดลิกนินใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน(Rabemanolontsoa & 

Saka, 2016) โดยการบําบัดทางเคมีฟสิกสท่ีนิยมใชในการบําบัดสารลิกโนเซลลูโลสไดแก การระเบิดดวยไอน้ํา

แรงดันสูง (Steam explosion) การเบิดดวยคารบอน ไดออกไซดแรงดันสูง (Carbon dioxide explosion) 

และ การใชแอมโมเนียเพ่ือใหเสนใยขยายตัว (Amonia-fiber expansion (AFEX)) 
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 4.7.4 การบําบัดทางชีวภาพ (Biological treatment) 

  การบําบัดทางชีวภาพเปนการใชจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย เชื้อรา เปนตน การยอยสลายโดย

ใชจุลินทรีย มีตนทุนท่ีคอนขางต่ํา เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม และเปนอันตรายนอยกวาเม่ือเทียบกับ วิธีการบําบัด

ดวยวิธีทางเคมีและเคมีฟสิกส  อยางไรก็ตามการบําบัดทางชีวภาพมีประสิทธิภาพในการบําบัดท่ีต่ํา ตองการ

พ้ืนท่ีและสารอาหารจํานวนมากในการเติบโต การยอยสลายสารลิกโนเซลลูโลส ใชเอนไซมของจุลินทรียในการ

แตกพันธะและยอยสลาย จนไดอนุพันธของสารท่ีจุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตและเพ่ิมปริมาณ

ได โดยมีการใชจุลินทรียในการบําบัดทางชีวภาพดังนี้ ราขาว (White rot) ราน้ําตาล (Brown rot) ราออน 

(Soft rot) การใชแบคทีเรียบําบัด (Bacterial treatment) การใชเอนไซมบําบัด (Enzymatic treatment) 

การแชในของเหลว (Pickling)  

ตารางท่ี 3 วิธีการบําบัดสารลิกโนเซลลูโลส  

วิธีการบําบัด ประเภทของการบําบัด กลไกการทํางาน 

 

 

 

Physical 

Fragmentation (hacking, 

grinding, milling, rolling) 

การตัดใหพันธะลิกโนเซลลูโลสสั้นลง

โดยการบดใหละเอียด 

Microwave radiation ลดการกอผลึกในเซลลูโลส 

Sonication (ultrasound) ปลดปลอยไฮโดรเจนในโครงสรางของ

ลิกโนเซลลูโลสเสีย 

Spray frying with  

gamma radiation 

คลายพันธะ beta-1,4 ไกลโคซิดิก 

Pyrolysis เกิดปรากฏการณคารบอนอัดตัวใน

เซลลูโลสท่ีอุณหภูมิสูงกวา 300 ๐C 

 

 

Chemical 

 

 

Acid hydrolysis คลายพันธะในโครงสรางเฮมิเซลลูโลส

และละลายสารลิกนนิ 

Alkaline pretreatment เกิดปฎิกิริยา สปอนนิฟเคชั่น กับโรง

สรางลิกโนเซลลูโลส 

Oxidation and ozonation ละลายสารลิกนินและเฮมิเซลลูโลส 

แยกเซลลูโลสออกจากผลึก 

Ionic liquid treatment แยกเซลลูโลสออกจากลิกโนเซลลูโลส 

Organic solvents treatment คลายพันธะเฮมิเซลลูโลสและละลาย

สารลิกนิน 
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Physicochemical 

Steam explosion ละลายสารเฮมิเซลลูโลสท่ีอุณหภูมิ 150 
๐C ละลายสารลิกนินท่ี 

อุณหภูมิ 180 ๐C 

Carbon dioxide explosion สลายโรงสรางของลิกนินและ 

เฮมิเซลลูโลส 

AFEX กําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสบางสวน 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biological 

White rot 

Phanerochete 

chrysosporium, 

Cyathus steercoreus, 

Pleurotus spp. 

 

ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Brown rot 

Gloeophyllum trabeum 

ยอยสลายลิกนิน 

Soft rot 

Ascomycota, 

Deuteromycota, 

Trichoderma reesei, 

Chaetomium sp., 

Ceretocystis sp. 

 

 

ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Bacterial treatment ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 

Enzymatic treatment ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลสและ

เซลลูโลส 

Pickling ยอยสลายสารเฮมิเซลลูโลส 

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

 เนื่องจากเซลลูโลสจัดไดวาเปนคารโบไฮเดรตชนิดหนึ่ง เม่ือจุลินทรียมายอยสลาย จะไดแนวทางดังนี้ 

 

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 เปนการแสดงกลไกการทํางานของเอนไซม เซลลูเลสโดยจากภาพท่ีจุด A เอนไซม endo-

β-glucanase เขามาตัดสายพันธะท่ีตําแหนง 1,4 ภายในสายของเซลลูโลส ท่ีจุด B เอนไซม Exo-β-

glucanase เขามาตัดสายพันธะท่ีตําแหนง 1,4 จากปลายสุดของสายพันธะเขามาเรื่อยๆ โดยทํางานรวมกันกับ 

เอนไซม endo-β-glucanase แสดงดังจุด C และเม่ือยอยสลายพันธะจนเหลือ Cellulobiose ดังจุด D 

เอนไซม β-glucosidase (Cellobiase) จะยอยสลายพันธะจนเหลือเพียงน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือน้ําตาล

กลูโคส  
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4.9 การบําบัดเฮมิเซลลูโลสในน้ําเสีย 

 เฮมิเซลลูโลสเปนสารก่ึงคารโบไฮเดรตซ่ึงโครงมีรูปรางโครงสรางเดียวกับ Xylan  เม่ือจุลินทรียทําการ

ยอยสลาย จะไดแนวทางดังนี้ 

 

รูปท่ี 9 Hemicellulose degradation pathway 

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

 ลิกนินจัดไดวาเปนสารอินทรียท่ีพบไดทุกสวนของตนไม และทําใหพืชแข็งแรงและมีหลากหลาย

ฟงกชันในโครงสราง ทําใหยอยสลายยาก เม่ือจุลินทรียทําการยอยสลายจะไดแนวทางดังนี ้

 

รูปท่ี 10 Lignin degradation pathway (Some functional) 

ท่ีมา : Gonzalo et al.,2016 
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4.11 ลักษณะของจุลินทรียในการยอยสลาย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ ลิกนิน 

 

รูปท่ี 11 ประเภทและลักษณะของจุลินทรีย 

ท่ีมา : Ayyappa kumar Sista Kameshwar.,2016 

 

4.12 จุลินทรียยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลสในธรรมชาติ 

 จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลสไดอยางมีประสิทธิภาพสามารถ

พบเจอไดในธรรมชาติ ซ่ึงอยูในกลุมของเชื้อราแสดงดังรูปท่ี 12 โดยสามารถแบงได 4 ชนิดดังนี้ 

1. ราสีขาว (White rot fungi) 

 ราสีขาวมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบของเซลลในเนื้อไมท้ังลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิ

เซลลูโลส มีคุณสมบัติในการฟอกสีจึงสามารถพบเจอวาไมท่ีถูกทําลายจะมีสีขาวและเปนหยอมๆ โดยจะมีเชื้อ

ราบางประเภทท่ีทําลายท้ัง เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในเวลาเดียวกัน บางชนิดก็ทําลายเฉพาะลิกนิน 

บางชนิดทําลายลิกนินกอนในระยะแรกแลวจึงทําลายเซลลูโลสและลิกนินพรอมกันในภายหลัง ตัวอยางของ

เชื้อราชนิดนี้ไดแก Pycnoporus sanguineus, Tramates lactinae, Phanerochete chrysosporium เปน

ตน 
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2. ราสีน้ําตาล (Brown rot fungi) 

 เปนเชื้อราท่ีมีชอบอยูบริเวณท่ีมีเซลลูโลสอยูมาก หากชิ้นไมถูกเชื้อราชนิดนี้เขามาอาศัยจะเขาไป

ทําลายแกนกลางของไมซ่ึงเปนท่ีอยูของเซลลูโลส จึงทําใหตัวเนื้อไมบุมลงไปเกิดรอยแตกเปนรูปสี่เหลี่ยมขนาด

ไมสมํ่าเสมอและมีสีน้ําตาลเขมกวาปกติ ตัวอยางของเชื้อราชนิดนี้ไดแก G. subferrugineum Trametes 

cervino-gilvus เปนตน 

 

3. ราออน (Soft rot fungi) 

 เปนเชื้อราท่ีอยูในคลาส Ascomycetes ซ่ึงเปนราท่ีอยูในชั้นเดียวกันกับราท่ีข้ึนบนผิวไม เปนราท่ีมี

การทําลายท่ีรุนแรงเพราะจะเขาจูโจมท่ีแกนกลางไมและทําใหออนนุมและเปนผุยผง โดยพบมากท่ีสุดคือ 

Chaetomium globosum และ Trichoderma reesei ดวยคุณสมบัติท่ีทําลายไมอยางรุนแรงจึงใชเปนเชื้อ

รามาตรฐานในการทดสอบการใชสารเคมีปองกันการรักษาเนื้อไม เพราะราออน ทนตอสภาพแวดลอมไดหลาย

รูปแบบ สามารถข้ึนไดท่ีอุณหภูมิสูงกวาเชื้อราชนิดอ่ืนๆได และทนความเปนกรดเปนดางสูงกวาเชื้อราชนิด

อ่ืนๆ  

 

4. ราผิวไม (Mold)  

เปนเชื้อราท่ีข้ึนบนผิวไมเทานั้นไมเจริญเขาไปในเนื้อไม ทําใหเห็นเปนสีหลากหลายชนิด ซ่ึงเกิดจากสปอรและ

เสนใยของเชื้อรา เชน Trichoderma sp., Aspergillus spp., penicilliumspp. Rhiopus sp. เปนตน ซ่ึง

เชื้อรเหลานี้เติบโตไดในสภาวะท่ีมีอากาศชื้น  



25 
 

 

 

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 (กรมปาไม, 2006) ) 

 

4.13 การคัดเลือกจุลินทรียท่ีใชในการทําการทดลอง 

 จากงานวิจัยของ (Dionisi, Anderson, Aulenta, McCue, & Paton, 2015)ไดแสดงถึงจุลินทรีย

ประเภทตางๆท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายสารประเภทลิกโนเซลลูโลส โดยจําแนกเปนจุลินทรีย ท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสดังตารางท่ี 4 

 

 

E 
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ตารางท่ี 4 ตารางจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายลิกนิน 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน รอยละการยอยสลาย 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 

ฟงไจ    

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 จะสังเกตไดวา มีท้ังแบคทีเรียและฟงไจมากมายในการยอยสลายลิกนินจากวัสดุ

ธรรมชาติ ซ่ึงจะสังเกตไดวาฟงไจมีการใช Phanerochaete chrysosporium มากถึง 3 การทดลองซ่ึงใชงาน

ไดท้ังการยอยสลายลิกนินจากธรรมชาติและสังเคราะหข้ึน อีกท้ังยังมีอัตราการยอยสลายท่ีดีกวาฟงไจชนิดอ่ืน

ดังตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 อัตราการยอยสลายลิกนินในจุลินทรียชนิดตางๆ 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน อัตราการยอยสลาย  

(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 

 

 สําหรับการเลือกจุลินทรียสําหรับการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสไดทําการคัดเลือกฟงไจ 

Trichoderma reesei เปนตัวแทนจุลินทรียชนิดอ่ืนๆเนื่องจากมีอัตราการยอยสลายท่ีสูงดังตารางท่ี 6 และ

ตารางท่ี 7 เ ม่ือเทียบกับจุลินทรียชนิด อ่ืนๆ อีกท้ังยังสามารถทําการยอยสลายและอาศัยรวมกับ 

Phanerochaete chrysosporium ไดอีกดวย (Bhavika & Albert, 2014) 

  

ตารางท่ี 6 ตารางจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน รอยละการยอยสลาย 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 

ฟงไจ    

Trichoderma viride BW 200 50-75 0.5-0.12 

Trichoderma reesei Solka Floc 200 100 7 

 

 

ตารางท่ี 7 อัตราการยอยสลายเซลลูโลสในจุลินทรียชนิดตางๆในสภาวะใชอากาศ 

ชนิดของจุลินทรีย สารตั้งตน อัตราการยอยสลาย  

(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 การใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดในการยอยสลายลิกโนเซลลูโลส 

 จากงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014)ไดทําการทดลองโดยการเลี้ยงจุลินทรียสองชนิดในถาด

อาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกันเพ่ือศึกษาวาจะมีจุลินทรียชนิดใดสามารถอยูรวมกันได โดยศึกษาจากแผนภาพดังนี้ 

 

รูปท่ี 13 แสดงประเภทของการอยูรวมกันของจุลินทรีย โดยภาพ A คือการอยูรวมกันแบบผสมอยูดวยกันได B 

เปนการอาศัยเขาไปอยูดวยกันเพียงสวนหนึ่ง C การแทนท่ีกันไมสามารถอยูดวยกันไดระยะตน D การแทนท่ี

กันไมสามารถอยูดวยกันไดระยะสุดทาย E เปนการอยูรวมกันไดแบบแยกชนิดกันและ F สามารถอยูดวยกันได

แตสรางเอนไซมแบงพ้ืนท่ีของกันและกัน 

 ในงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014) จุลินทรีย Phanerochaete chrysosporium 

สามารถอยูรวมกันไดกับ Trichoderma reesei ซ่ึงตรงกับลักษณะแบบ A โดยแสดงดังรูปท่ี 13  
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รูปท่ี 14 การอยูรวมกันของ Phanerochaete chrysosporium (ซาย) กับ Trichoderma reesei (ขวา) 

4.15 ถังปฎิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง (Continuous Air mixed flow bioreactor) 

 การทดลองบําบัดน้ําเสียโดยใชอากาศเปาหมุนวนแบบตอเนื่องเลียนแบบจากระบบ CSTR เนื่องจากมี

ขอดีอยางมากมายโดยสามารถเติมอากาศใหกับจุลินทรียเพ่ือใชในการเจริญเติบโตแลวสามารถทําใหเกิดการ

ผสมอยางท่ัวถึง (well mixed) โดยไมตองใชใบพัดอีกท้ัง จุลินทรียสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางท่ัวถึงสงผลให

จุลินทรียสามารถยอยสลายไดอยางมีประสิทธิภาพแตตองมีการกรองอากาศดวยแผนกรองอากาศเนื่องจาก

อากาศท่ีเติมเขาไปอาจมีจุลินทรียชนิดอ่ืนปะปนเขามาในถังปฎิกรณได 

    

                

รูปท่ี 15 ถังปฏิกรณชีวภาพแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง (Continuous Air mixed flow Bioreactor) 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Holland D.J, 2015 
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5. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

5.1 สามารถยอยสลายสารอินทรียประเภท เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงเปนสาเหตุท่ีทําให

เกิดน้ําเนาเสียได  

5.2 เพ่ือเปนทางเลือกของการใชจุลินทรียรวมกันในการยอยสลายสารอินทรียท่ีมีหลายองคประกอบ

ในน้ําเสียได 

5.3 สามารถนําไปประยุกตใชงานในโรงงานอุตสาหกรรมใหมีประสิทธิภาพท่ีดียิ่งข้ึน 

 

6. วิธีการทดลอง 

6.1 อุปกรณการทดลอง 

1. ตูเพาะเชื้อ 

2. หมอนึ่งฆาเชื้อแรงดันสูง (Auto Clave) 

3. ตูเข่ียเชื้อ  

4. เครื่องเขยาสาร 

5. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง 

6. ปมสุญญากาศ (Vacuum pump) 

7. ปเปตและปเปตขนาดจุลภาค (Micro pipette)  

8. หลอดเก็บสารขนาดเล็ก Micro tube   

9. เทอรโมมิเตอร 

10. ทอยาง 

11. บีกเกอร 

12. ขวดปรับปริมาตร 

13. แทงแกวคนสาร 

14. ชอนตักสาร 

15. ตะเกียงแอลกอฮอล 

16. เพลตเลี้ยงเชื้อ 

17. ใบมีดผาตัด 

18. แทงแกวสามเหลี่ยม 
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19. เข็มฉีดยา 

20. กระดาษกรอง GF/C  

21. ตะแกรงใสหลอดทดลอง 

22. เครื่อง Water bath 

23. เครื่องปนเหวี่ยง 

24. ขวดพลาสติก 

25. เครื่องเขยา  

26. เตาอบอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส 

27. เครื่องวัดคา pH (pH meter) 

28. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

29. แผน Thin-layer chromatography  

 

6.2 สารเคมี 

1. DI Water 

2. Alcohol 

3. Lignocellulose จากตนยางพารา 

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 

การเพาะจุลินทรียและการอาศัยอยูรวมกันของจุลินทรีย 

 เนื่องจากงานวิจัยของ Bhavika et al.,2014 ไดทํางานวิจัยเก่ียวกับการอาศัยอยูรวมกันของจุลินทรีย 

โดยหนึ่งในการทดลองนั้นคือการทดลองให Phanerocheate chysosporium ซ่ึงเปนราขาวมีคุณสมบัติใน

การยอยสลายลิกนิน อาศัยอยูรวมกันกับ Trichoderma reesei ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายเซลลูโลสและ

เฮมิเซลลูโลสในอาหาร Potato dextrose agar เพ่ือพิสูจนวาเปนไปตามงานวิจัยของ Bhavika จึงทําการ

ทดลองเลี้ยงจุลินทรียท้ังสองชนิดใหอยูรวมกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกัน โดยใชมีดผาตัดตัดชิ้นสวนจุลินทรีย

จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไดมาจาก สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติและศูนยชีววัสดุขนาด 0.5x1 

เซนติเมตรแลวนํามาวางในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar ในลักษณะแบงครึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อกันดัง

รูปตอไปนี้ 

 

     

รูปท่ี 16 ลักษณะการเลี้ยงจุลินทรียรวมกัน  

การเพาะจุลิทรียในอาหารเหลว 

 หลังจากทําการทดลองดังรูปท่ี 16 แลวนําชิ้นสวนจุลินทรีย Phanerocheate chysoporium และ 

Trichoderma reesei ใชมีดผาตัด ตัดชิ้นสวนจุลินทรียจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ

และศูนยชีววัสดุใหไดขนาด 0.5x1 เซนติเมตร ชนิดละ 1 ชิ้นนําใส ขวดลูกชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร

เหลว Potato dextrose broth จํานวน 150 มิลลิลิตร 2 ขวด ปดจุกดวยสําลีพันผากอซ จากนั้นนําเขาเครื่อง 

incubator shaker เพ่ือเพาะเลี้ยงจุลินทรียสําหรับนําไปใชในเครื่องปฎิกรณแบบเติมอากาศหมุนวน โดย



35 
 

 

จุลินทรีย Phanerocheate chysoporium ใชเวลาในการเพาะเลี้ยง 90 ชั่วโมงกอนนําไปใชงาน สวน 

จุลินทรีย Trichoderma reesei ใชเวลาในการเพาะเลี้ยง 60 ชั่วโมงกอนนําไปใชงาน  

 

6.5 การเตรียมน้ําเสียสังเคราะห (Yang et al.,2014)  

1. ไมยางพาราอบแหงบดละเอียด 6 กรัมตอลิตร 

2. Ammonium sulfate 2 กรัมตอลิตร 

3. Potassium hydrogen phosphate 1.5 กรัมตอลิตร 

4. Magnesium sulfate 0.4 กรมัตอลิตร 

5. Calcium chloride 0.5 กรัมตอลิตร 

6. Ferrous sulfate 0.01 กรัมตอลิตร  

7. Manganese sulfate 0.0032 กรัมตอลิตร  

8. Tween-80 2 มิลลิลิตรตอลิตร 

ผสมสารเคมีกับไมยางพาราอบแหงบดละเอียดท้ังหมดกับน้ํากลั่นนําไปใหความรอนบน hot 

plate กอนเติมสาร Tween-80 เพ่ือปองกันสารจับตัวเปนกอนและไมละลายเขากัน ปรับปริมาณใหได 

1 ลิตร จากนั้นปรับ pH ดวย citrate buffer 0.5 โมลาร จนมีคา pH อยูท่ี 5 แลวนําเขาหมอนึ่งฆาเชื้อ

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ตั้งท้ิงไวจนอุณหภูมิลดลงมาเทาอุณหภูมิหองกอน

นําไปใชงานในถังปฎิกรณ  
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6.6 วิธีการดําเนินการเล้ียงจุลินทรียในถังปฎิกรณแบบกะ 

ทําการตออุปกรณดังภาพและแผนผังตอไปนี้ 

 

 

รูปท่ี 17 แสดงแผนผังและการตออุปกรณสําหรับถังปฏิกรณแบบกะ 
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 ตออุปกรดังภาพท่ี 17 แลว เติมน้ําเสียสังเคราะห 500 มิลลิลิตร จากนั้นเติมจุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium 5 มิลลิลิตร (5x105 สปอรตอมิลลิลิตร) แลวปดฝา เปดปมใหอากาศ เปน

เวลา 72 ชั่วโมงจากนั้น ถึงเติมเชื้อ Trichoderma reesei ลงไป เนื่องจากเปนเวลาท่ีเหมาะสมในการใช

จุลินทรียรวมกัน จากนั้นปลอยใหระบบเดินตอไปเรื่อยๆ แลวหาระยะเวลาท่ีจุลินทรียสามารถทํางานรวมกัน

แลวสามารถยอยสลายสารอินทรียไดมากท่ีสุดเพ่ือหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการกําหนดอัตราไหลในถัง

ปฏิกรณแบบ เติมอากาศไหลตอเนื่อง 

6.7 วิธีการดําเนินการเล้ียงจุลินทรียในถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

 

รูปท่ี 18 แสดงแผนผังและการตออุปกรณสําหรับถังปฏิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 
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 ทําการตออุปกรดังภาพท่ี 18  จากนั้นเติมน้ําเสียสังเคราะหลงในถังปฎิกรณถังละ 250 มิลลิลิตร 

จากนั้นเติมจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ถังละ 5 มิลลิลิตร (5x105 สปอรตอมิลลิลิตร)  เปด

ปมใหอากาศ เปนเวลา 72 ชั่วโมงจากนั้นเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei ถังละ 5 มิลลิลิตร (1x106 

สปอรตอมิลลิลิตร) ลงไป เก็บผลการทดลองบริเวณถังพัก ตามระยะเวลาท่ีเหมาะสมจากถังปฏิกรณแบบกะ 

จํานวน 6 ครั้ง ดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 19 แผนผังการดําเนินการเลี้ยงจุลินทรียในถังปฎิกรณชีวภาพเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

6.8 การหาสัดสวนของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินในเนื้อไม 

 เนื่องจากสารลิกโนเซลลูโลสท่ีใชเปนไมตนยางพารา จึงตองทําการหาสัดสวนใหไดกอนจะทําการยอย

สลายโดยจุลินทรียโดยมีข้ันตอนดังนี้ 

เติมน้ําเสียสังเคราะห 

เติมจุลินทรีย P.chysosporium 

เติมจุลินทรีย T.reesei 

เก็บผลการทดลอง 

เติมอากาศ 

รอ 72 ชั่วโมง 

ระยะเวลาท่ีหาไดจาก 

ถังปฏิกรณแบบกะ 

จัดเตรียมอุปกรณ 
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6.8.1 การหาปริมาณ เฮมิเซลลูโลส 

1. เตรียม Sodium hydroxide ความเขมขน 0.5 mol/L  

2. ชั่งไมยางพาราท่ีอบและบดละเอียด 5 กรัม ตอ อะซิโตน 120 ml 

3. ทําการสกัดดวยวิธีการ Soxhlet ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลสเซียส เปนเวลา 60 นาที 

4. หลังสกัดเสร็จแลวลางดวยอะซิโตนเล็กนอยแลว ปลอยใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 20 นาที 

5. ชั่งตัวอยางไมยางพาราบดละเอียด 0.3 กรัม (W1) ใสลงในหลอดทดลองขนาด 15 ml. เติม NaOH ท่ี

เตรียมในขอ 1 ปริมาณ 3 ml จากนั้นนําเขาตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา 3 ชั่วโมง 

6. หลังจากอบ นําตัวอยางมากรองดวยปมสุญญากาศ ลางดวยน้ํากลั่นจนมีคาเปนกลาง นําไปอบแหง 

จากนั้นใสโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก (W2) แลวคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

%Hemicellulose = �1−�2
�1

 X100  

  โดยท่ี  W1 คือน้ําหนักเริ่มตน (กรัม) 

   W2 คือน้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม)  

6.8.2 การหาปริมาณลิกนินและเซลลูโลส 

 1. ชั่งตัวอยางบดละเอียดประมาณ 1 กรัม ลงใน บีกเกอรขนาด 500 มิลลิลิตร 

 2. เติมสารละลาย Acid detergent 100 มิลลิลิตร และ Decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร 

 3. ใหความรอนจนน้ําเริ่มเดือดเปนเวลา 10 นามีแลวลดอุณหภูมิลงปลอยไว 60 นาที 

 4. นําไปกรองใน crucible ท่ีกรองและชั่งน้ําหนักแลว (w1) แลวลางตัวอยางดวยน้ํารอนใน crucible 

จากนั้นนํา crucible พรอมตัวอยางไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซสเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากอบนําเขา 

โถดูดความชื้นแลวชั่งจดบันทึกไว (w2) 

 5. นํา crucible ท่ีมีตัวอยาง อยูประมาณครึ่งถวย ใชแทงแกวกวนวนไปวนมาหากน้ําเริ่มแหงใหเติม

เรื่อยๆเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางดวยน้ํารอนจนกวากรดจะหมด 



40 
 

 

 6. นํา crucible ท่ีลางดวยน้ํารอนแลวนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซสเซียสเปนเวลา 8 ชั่วโมง

หลังจากอบเสร็จนําเขา โถดูดความชื้นแลวชั่งน้ําหนักแลวบันทึกไว (w3) 

 7. นําตัวอยางท่ีอยูใน crucible เขาเตาเผา muffle ท่ีอุณหภูมิ 500 องศาเซสเซียส นาน 2 ชั่วโมง 

 8 นําออกจากเตาเผาใสโถดูดความเชื้นแลวชั่งน้ําหนักบันทึกไว  จากนั้นคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

ADF = 
w2−w1

S
X100 

L = w3−w4
S

X100 

C = ADF – L 

 โดยกําหนดให 

  ADF = Acid detergent fiber (%) 

  L = ปรมิาณของลิกนิน (%) 

  C = ปริมาณเซลลูโลส (%) 

  W1 = น้ําหนักเริ่มตนของ crucible เปลา (กรัม) 

  W2 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลัง acid detergent (กรัม) 

  W3 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม) 

  W4 = น้ําหนัก crucible + น้ําหนักตัวอยางหลังการเผา (กรัม)  

  S = น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม) 
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6.9 การศึกษาการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสโดยใชวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 

 นําน้ําเสียจากขอ 6.7 มาทําการวิเคราะหหาอัตราการยอยสลายเซลลูโลสโดยข้ันตอนการวิเคราะหมี

ดังนี้ (Karima Srih Belghitha, 2011) 

1. นําตัวอยางน้ําเสียท่ีหลังจากการใสจุลินทรีย Trichoderma reesei 72 ชั่วโมงไปปนเหวี่ยงดวย

เครื่องปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 9100 G เวลา 5 นาที เพ่ือแยกเอาสวนท่ีเปนเอนไซมมาวิเคราะห 

2. หาความเขมขนของกลูโคส ฟรุสโตส ไซโลส เพ่ือใชเปนตัว Standard โดยการเปลี่ยนแปลงปรมิาณ

กลูโคสเพ่ือใหได Standard ท่ีเหมาะสม 

3. นําเอนไซมท่ีไดจากการปนเหวี่ยงมาหยดจุดละ 2 ไมโครลิตรและเปาใหแหง ทําเชนนี้ใหครบ 5ครั้ง 

และนําไปแชในสารละลายสําหรับวิเคราะห TLC โดยแชจนกวาสารละลายจะเคลื่อนท่ีไปสุดแผนท่ี

ใชวิเคราะห 

4. เม่ือแชสารละลายเสร็จใหใชสารเคลือบสําหรับวิเคราะห TLC พนลงบนแผนวิเคราะห จากนั้น

นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที   

5. ทําการเปรียบเทียบตัวอยางกับ Standard จะทําใหทราบการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส

ของจุลินทรีย 

 

6.10 การศึกษาการวัดคา Kinetic 

  คา Kinetic ท่ีทําการวัดคือคา COD ซ่ึงคา COD สามารถบงบอกถึงการยอยสลายของ

สารอินทรียได โดยจะทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 72 ชั่วโมง เปนเวลาท้ังหมด 432  ชั่วโมง ซ่ึงการวัดคา Kinetic 

จะทําท้ังหมด 2 ชุดเพ่ือใชในการเปรียบเทียบ จากนั้นนําไปวิเคราะหหาคา COD ดวยใชวิธีการรีฟลักซแบบ

ปด/การไตเตรท (Closed Reflux, Titrimetric Method) ดังนี้ (ไพฑูรย หมายม่ันสมสุข) 

1. ลางหลอดทดลอง (Digestion Tubes) และฝาจุกดวยกรดซัลฟวริกรอยละ 20 กอนนําไปใช เพ่ือ

ปองกันการปนเปอนดวยสารอินทรีย 

2. เลือกใชปริมาตรของตัวอยางน้ําและสารเคมีท่ีเหมาะสม ตามตารางท่ี 3.1    

3. นําตัวอยางน้ํามาใสหลอดทดลองท่ีเตรียมไว เติมสารละลาย digestion reagent  

4. คอยๆเทกรดซัลฟวริกรีเอเจนตลงไปในหลอดโดยใหกรดซัลฟวริกรีเอเจนตไหลลงกนหลอดแกว

เพ่ือใหชั้นของกรดอยูใตชั้นตัวอยางน้ําและ digestion reagent  

5. ปดจุกหลอดแกวใหแนนแลวคว่ําหลอดแกวไปมาหลาย ๆ ครั้งอยางท่ัวถึงกอนจะนําตัวอยางไปรีฟ

ลักซ เพ่ือปองกันไมใหเกิดความรอนสะสมอยูท่ีกนหลอด ซ่ึงอาจแตกไดในขณะทําการรีฟลักซ 
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6. ใหทํา blank โดยใชน้ํากลั่นแทนน้ําตัวอยางดวยวิธีการทดลองเชนเดียวกันกับการวิเคราะหน้ํา

ตัวอยาง ประมาณ 1-2 หลอด 

7. นําหลอดแกวท้ังหมดท่ีใสน้ําตัวอยางและ Blank วางบนท่ีตั้งหลอดทดลอง แลวเขาเตาอบท่ีทําให

อุณหภูมิสูงถึง 150 ± 2 องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลา 2 ชั่วโมง ใหนําตัวอยางออกมาท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองจนกระท่ังเย็น 

8. เทตัวอยางจากหลอดใสลงในขวดรูปชมพูแลวไทเทรตกับสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 

(FAS) เขมขน 0.1 N จนกระท้ังถึงจุดยุติ จะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเปนสีฟาอมเขียว

และเปนสีน้ําตาลแดงท่ีจุดยุติ อานปริมาตรท่ีไทเทรตตอนเริ่มเปลี่ยนสีเปนสีน้ําตาลแดงทันที  

 

ตารางท่ี 8 ปริมาณตัวอยางและรีเอเจนตท่ีใชสําหรับขนาดตางๆของภาชนะท่ีใชในการยอยสลาย 

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 การวัดการยอยสลายของลิกนิน 

 ทําการศึกษาการยอยสลายของลิกนินโดยการนําตัวอยางท่ีเก็บทุกๆ 72 ชัว่โมง เปรียบเทียบ กับ 

blank จากนั้นนําไปวัดกับเครื่อง spectophotpmeter ท่ีชวงความยาวคลื่นท่ี 350 นาโนเมตร จํานวน 6 ครั้ง

จากนั้นทํา standard curve เพ่ือเทียบการยอยสลายลิกนิน ท้ังนี้ตองทราบรอยละของลิกนินในเนื้อไมจากการ

ทดสอบในหัวขอท่ี 6.7 

6.12 การวัดคาสารแขวนลอย 

 ทําการวัดคาสารแขวนลอยเพ่ือบงบอกลักษณะของน้ําเสียโดยคํานวณดังสูตรตอไปนี้ 

  ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
�−�

������(��)
X106 

เม่ือ A เปนน้ําหนักของกระดาษกรองผสมกับของแขวนลอย (กรัม) 

 B เปนน้ําหนักของกระดาษกรอง (กรัม)  
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7. ผลการทดลองและอภิปรายผล 

7.1 การคัดเลือกจุลินทรียท่ีมีความสามารถท่ีดีท่ีสุดในการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชวิธี Congo red    

 นําจุลินทรียท่ีอยูในบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษมาทําการคัดเลือกโดยใชวิธี Spread 

plate บนอาหารแข็ง CMC เพ่ือเปนการคัดเลือกจุลินทรียเบื้องตน จากนั้นนําเชื้อจุลินทรียท่ีเติบโตบนอาหาร

แข็ง CMC มาทําการคัดเลือกโดยใชวิธี Streak plate นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Congo red CMC เพ่ือใหงาย

ตอการคัดเลือกเชื้อจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส จากการทดลองเลี้ยงเชื้อจุลินทรียบน

อาหารแข็ง Congo red CMC ท้ังหมด 30 ตัว พบวามีจุลินทรียท้ังหมด 8 ตัว ท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสได 

ซ่ึงไดแก ตัวท่ี C11, C12, C20, C21, C22, CRCMC4, CRCMC5, และCRCMC7 โดยจะสังเกตขนาดของวงใส

ท่ีเกิดข้ึนรอบจุดท่ีหยดเชื้อซ่ึงเรียกวา “Clear zone” ซ่ึง Clear zone เกิดจากการท่ีจุลินทรียเจริญแลวปลอย

เอนไซมเซลลูเลสไปทําปฏิกิริยากับสารอาหารท่ีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวเกิดเปนวงใสข้ึนซ่ึงวงใสนั้นอาจ

มองเห็นไดโดยตรงในอาหารหรืออาจตองเติมสารไปทําปฏิกิริยาบนอาหารจึงจะเห็นเปนวงใส  clear zone ทํา

การวัดขนาดวงใสโดยใชเวอรเนียรคาลิปเปอรคัดเลือกโคโลนีเชื้อจุลินทียท่ีมีขนาดวงใสกวางกวาโคโลนีอ่ืน 

แสดงวามีแนวโนมท่ีจะมีประสิทธิภาพสูงในการยอยเซลลูโลส ซ่ึงทําการวัดขนาดวงใสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว 

หลังจากเลี้ยงเชื้อภายใน 24 ชั่วโมง พบวามีขนาดเทากับ 8.33, 15.33, 23.50, 21.83, 27.33, 27.33, 17.57, 

และ15.33 มิลลิเมตร ตามลําดับ และเม่ือทําการเลี้ยงจนครบ 48 ชั่วโมงพบวาขนาดของวงใสของจุลินทรียท้ัง 

8 ตัว มีขนาดเทากับ 34.00, 38.33, 54.00, 51.67, 56.67, 61.33, 49.67 และ48.67 ตามลําดับ 

 จากงานวิจัยของ Juntakorn et al (2015) ไดทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธี Congo red พบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสไดท้ังหมด 21 ไอโซเลต วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (clear Zone) ตอโคโลนีของจุลินทรีย 

คัดเลือกโคโลนีท่ีมีขนาดวงใสกวาง 18 มิลลิเมตรข้ึนไป ซ่ึงมีท้ังหมด 8 ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด จากการศึกษาการคัดแยกเชื้อราจากตัวอยางลูกแปงขาวหมากและกอนเชื้อเห็ดของ 

Wittanalai, S.และคณะ (2015) สามารถคัดแยกจุลินทรียไดท้ังหมด 13 ไอโซเลท เม่ือนําเชื้อราท่ีคัดแยกไดมา

ทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลสโดยสังเกตการเกิดวงใสบนอาหาร CMC agar หลังจากการ

บมเชื้อเปนเวลา 3 วันแลวเททับดวย Congo red ผลการทดสอบพบวาเชื้อราท่ีมีความสามารถสรางวงใสไดนั้น

มีท้ังหมด 9 ไอโซเลท (Figure 1) ซ่ึงเสนผาศูนยกลางของบริเวณวงใสเฉลี่ยของไอโซเลท 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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 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีศึกษาการคัดเลือกจุลินทรียโดยวัดจากขนาดวงใสท่ีเกิดข้ึนพบวา

จากการทดลองไดขนาดใกลเคียงกัน ท้ังนี้ข้ึนอยูกับความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียท่ี

คัดแยกไดมีความแตกตางกันเนื่องจากความสามารถของจุลินทรียในการใชสารอาหารโดยเฉพาะแหลงคารบอน

และแหลงไนโตรเจนเพ่ือใชในการเจริญเติบโตจึงสงผลใหจุลินทรียแตละตัวเกิดการยอยสลายเซลลูโลสท่ีตางกัน

ไปดวย   

 

รูปท่ี 20 ตัวอยางวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลนิทรยี 

 
รูปท่ี 21 กราฟแสดงความกวางของวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย ณ วันท่ี 1 

หมายเหตุ * คือแสดงระยะหางท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 



45 
 

 

 จากรูปท่ี 20 พบวาจุลินทรีย C22 และ CRCMC4 มีขนาดวงใสกวางท่ีสุด ซ่ึงแสดงถึงการเกิดกิจกรรม

ของจุลินทรียในการยอยสลายเซลลูโลส เม่ือเทียบกับจุลินทรียตัวอ่ืนๆ จากกราฟจะแสดงใหเห็นความแตกตาง

ของขนาดวงใสของจุลินทรียแตละตัว อยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลการทดลองพบวาจุลินทรีย C22 และ 

CRCMC4 มีขนาดวงใสใกลเคียงกันมากจึงทําการเปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญดวยวิธีทางสถิติโดยใชการเทียบ 

T-test ท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 พบวาจุลินทรียท้ังสองตัวมีขนาดวงใสท่ีเทากันทําใหไมสามารถคัดจุลินทรียท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด  

 

รูปท่ี 22 กราฟแสดงความกวางของวงใสท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย ณ วันท่ี 2 

  หมายเหตุ * คือแสดงระยะหางท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 

 จากรูปท่ี 22 พบวาเม่ือทําการเลี้ยงจุลินทรียตอจนครบ 48 ชั่วโมง พบวาขนาดของวงใสของจุลินทรีย 

CRCMC4 มีขนาดวงใสท่ีกวางท่ีสุดเทากับ 61.33 มิลลิเมตร เม่ือเทียบกับจุลินทรีย C22 และจุลินทรียตัวอ่ืนๆ 

จะเห็นไดวาขนาดของวงใสมีขนาดท่ีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยใชการเปรียบเทียบดวยวิธี T-test 

ท่ีความเชื่อม่ัน p≤0.05 อยางไรก็ตามการทดสอบดวยวิธี Congo red เปนเพียงแนวทางในการคัดเลือก

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือไปใชในข้ันตอนถัดไปเทานั้น 

 



46 
 

 

7.2 วิเคราะหปริมาณกลูโคสท่ีเกิดจากการยอยสลายเซลลูโลสโดยวิธี DNS เพ่ือคัดเลือกจุลินทรียท่ีมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย 

7.2.1 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS 

 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสดวยวิธี DNS เปนการวัดหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนจากกิจกรรม

ของจุลินทรีย ข้ันตอนนี้เปนการคัดเลือกหาจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดอีกวิธี

หนึ่ง โดยการนําจุลินทรียท่ีคัดเลือกไดท้ังหมด 8 ตัว โดยใหแตละตัวชื่อวา CDB1, CDB2, CDB3, CDB4, 

CDB5, CDB6, CDB7 และCDB8 มาทําการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ซ่ึงกระบวนการวัด DNS จะแบง

ออกเปน 2 ตอนหลักๆ โดยตอนท่ี 1 เปนการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS  ซ่ึง Blank ท่ีใชจะเปน สารละลาย 

DNS 3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จํานวน 0.5 มิลลิลิตร และ 2% CMC ใน Sodium citrate เขมขน 

0.05 M จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงการวิเคราะหในตอนท่ี 1 จะเปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการ

เลี้ยงเชื้อท้ัง 8 ตัว วาจุลินทรียเหลานี้มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมาก

นอยเพียงใด ซ่ึงการทดลองในตอนท่ี 1 นี้เอนไซมจะยอยอนุพันธุของเซลลูโลสนั่นก็คือ CMC จากการทดลอง

พบวา CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5,CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสไดดังตารางท่ี   

 

ตารางท่ี 9 แสดงคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดโดยวิธี 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 เปนคาท่ีไดจากการวัดปริมาณน้ําตาลของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว ในหนวยของ IU/ml ซ่ึง 

IU หรือ International unit เปนการบอกถึงเอนไซม 1 หนวย ซ่ึงเปนปริมาณเอนไซมท่ีเรงปฏิกิริยาใหเกิดผล

ผลิต 1 ไมโครโมล/นาที ใตภาวะท่ีกําหนด ดังนั้นจากการทดลองพบวาจุลินทรีย CDB1 มีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงมีคาเทากับ 0.0615 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย 

CDB5 เทากับ 0.0607 IU/ml  และจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดนอยท่ีสุดคือ CDB2 

เทากับ 0.0453 IU/ml 

 สวนการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ในตอนท่ี 2 ซ่ึง Blank ท่ีใชจะเปน สารละลาย DNS 3 

มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Sodium citrate เขมขน 0.05 M จํานวน 

0.5 มิลลิลิตร ซ่ึงการวิเคราะหในตอนท่ี 2 จะตางจากตอนท่ี 1 คือจะมีการใสกระดาษ Whatman No.1 

จํานวน 50 มิลลิกรัม แทนการใสสารละลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลส ซ่ึงการทดลองตอนท่ี 2 นี้จะ

เปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซมท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท้ัง 8 ตัว วาจุลินทรียเหลานี้มีความสามารถ

ในการยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมากนอยเพียงใด ซ่ึงเอนไซมจะทําการยอยเซลลูโลสท่ีอยู

ในเนื้อกระดาษใหเปนน้ําตาลกลูโคสนั่นเอง จากการทดลองพบวา CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5, 

CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดังตารางท่ี  

 

ตารางท่ี 10 แสดงคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดโดยวิธี 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 พบวาจุลินทรีย CDB4 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของ

เซลลูโลสไดดีท่ีสุดซ่ึงมีคาเทากับ 0.0456 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย CDB3 เทากับ 0.0449 IU/ml  และ

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสไดนอยท่ีสุดคือ CDB8 เทากับ 0.0179 IU/ml 

 จากงานวิจัยของ Pratima Gupta และคณะ(2011) ไดทําการวิจัยเก่ียวกับการแยกแบคทีเรียท่ียอย

สลายเซลลูโลสจากธรรมชาติและหาศักยภาพของเซลลูลาไลติก ซ่ึงในการวิจัยไดทําการวัดกิจกรรมของ

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท้ังหมด 8 ตัว โดยการทดลองแบงเปน 2 ตอน การ

ทดลองตอนท่ี 1 เปนการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชสารละลาย CMC พบวามีจุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลส

และอนุพันธของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดอยูท่ี 0.400 IU/ml และจุลินทรียท่ียอยสลายเซลลูโลสนอยท่ีสุดอยูท่ี 

0.1622 IU/ml ในตอนท่ี 2 เปนการยอยสลายเซลลูโลสโดยใชกระดาษ Whatman No.1 พบวามีจุลินทรียท่ี

ยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลสไดมากท่ีสุดอยู ท่ี 0.196 IU/ml และจุลินทรียท่ียอยสลาย

เซลลูโลสนอยท่ีสุดอยูท่ี 0.012 IU/ml ซ่ึงเม่ือนําคาจากการทดลองมาเปรียบเทียบกับงานวิจัย พบวาคาปริมาณ

การยอยสลายเซลลูโลสหรือปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนมีคานอยกวาเม่ือเทียบกับงานวิจัย ท้ังนั้นเปนเพราะ

ความแข็งแรงและความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสเนื่องจากการในการทดลองไดคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย

มาจากบอบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตกระดาษจึงทําใหเชื้อจุลินทรียไมแข็งแรงเทากับจุลินทรียท่ีอยูตาม

ธรรมชาติ 

 อยางไรก็ตามเพ่ือใหทราบวาปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีวัดไดนั้นเกิดจากความสามารถของจุลินทรียใน

การยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลส ในการทดลองจึงมีการวัดปริมาณน้ําตาลกลูโคสของเอนไซม

โดยนําเอนไซมของจุลินทรียชนิดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Citrate buffer 0.5 มิลลิลิตร นําไปวิเคราะหดวย

วิธี DNS พบวาคาท่ีวัดไดนั้นมีคานอยมากเม่ือเทียบกับการทดลองในตอนท่ี 1 และตอนท่ี 2 ดังนั้นจากการ

ทดลองพบวาคาปริมาณน้ําตาลท่ีวัดไดในตอนท่ี 1 และตอนท่ี 2 เปนปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากการยอย

สลายเซลลูโลสจรงิซ่ึงตารางท่ี 11 

 

ตารางท่ี 11 ปริมาณน้ําตาลท่ีเกิดข้ึน 

ชื่อจุลินทรีย ใสสารละลาย CMC 

(IU/ml) 

ไมใสสารละลาย 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 กราฟเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดจากยอยสลายเซลลูโลสท่ีมาจาก CMC และ กระดาษ 

Whatman No.1 

 จากรูปท่ี 23 เม่ือทําการเปรียบเทียบระหวางการทดลองตอนท่ี 1 และการทดลองตอนท่ี 2 พบวา

จุลินทรีย CDB4 มีความสามรถในการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด เทากับ 0.0533 IU/ml และ 0.0456 IU/ml 

ท้ังสองการทดลอง เม่ือเทียบกับจุลินทรีย CDB 3 มีคาเทากับ 0.0494 IU/ml และ 0.0449 IU/ml และ CDB2 

มีคาเทากับ 0.0453 IU/ml และ 0.0366 IU/ml ซ่ึงความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสก็ใกลเคียงกัน

เชนเดียวกับจุลินทรีย CDB4 แตจากกราฟสังเกตไดวาจุลินทรีย CDB4 มีความสามารถในการยอยสลาย

เซลลูโลสและอนุพันธุของเซลลูโลสไดดีกวาจุลินทรีย CDB3 และ CDB2 ดังนั้นจากการทดลองวิเคราะหปริมาณ

น้ําตาลกลูโคสดวยวิธี DNS พบวาจุลินทรีย CDB4 เปนตัวท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุดในท้ังการ
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ทดลองตอนท่ี 1 และ 2  ซ่ึงในการทดลองนี้ไดนําสถิติเขามาชวยในการตัดสินใจ โดยการใชวิธีการเทียบ T-test 

ปริมาณน้ําตาลกลูโคสท่ีเกิดข้ึนของ จุลินทรียแตละตัวนั่นเอง 

7.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย CDB4 ดวยกลองจุลทรรศน 

 ภาพถายจากกลองจุลทรรศน แสดงดังรูปท่ี 24 ซ่ึงเปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

จุลินทรีย CBD4 ซ่ึงจากการศึกษาพบวาลักษณะภายนอกของจุลินทรีย CDB4 มีสีเขียวอมเหลือง โปรงแสง ผิว

เปนรอยยน ไมสามารถระบุรูปรางได เม่ือทําการยอมแกรมแลวนําไปสองดวยกลองจุลทรรศนพบวามีลักษณะ

เปนทอนตอๆกันเรียกวา “Streptobacilli” มีสีแดงซ่ึงแสดงใหทราบวาเปนแบคทีเรียแกรมลบ จากงานวิจัย

ของ ทิพยนภา วงษคูณและคณะ (2556) ไดทําการศึกษาการคัดแยกจุลินทรียยอยสลายเซลลูโลสเพ่ือกระตุน

การงอกของเมล็ดพันธุขาวและขาวโพดหวาน จากการทดลองพบแบคทีเรียจํานวน 26 ไอโซเลท แตมีเพียง 4 

ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเซลลูโลสไดดี ไดแก ACSI, BDS31, BFC8 และ FFC2  จาก

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาจุลินทรีย BDS31 และBFC8 มีลักษณะของจุลินทรีย รูปรางทอน

ตอๆกัน แต BDS31 ยอมแกรมติดสีมวงซ่ึงมีความใกลเคียงกับเชื้อ Bacillus licheniformis สวน BFC8 ยอม

ติดสีแดง มีความใกลเคียงกับ Cronobacter sakazakii ดังนั้นเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของจุลินทรีย CDB 4 พบวามีลักษณะคลายกับจุลินทรีย BFC8 

 

 

รูปท่ี 24 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย CDB4 สองดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100X 
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7.2.3 การวิเคราะหลักษณะการยอยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย CDB 4 ท่ีระยะเวลาตางๆ  

 จากการวิเคราะหการผลิตปริมาณน้ําตาลกลูโคสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว พบวาจุลินทรียท้ัง 8 ตัวมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงในข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลกลูโคสดวยวิธ ีDNS ไมทํา

ใหทราบวาจุลินทรียมีการยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีเวลาเทาไร จึงทําการวัดอัตราการยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธี 

Thin-layer chromatography (TLC) ซ่ึงการวิเคราะหดวยวิธี TLC จําเปนจะตองทํา Standard นั่นคือการ

เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกลูโคส เพ่ือใชสําหรับเปรียบเทียบกับตัวอยางท่ีวิเคราะห ซ่ึงในการทดลองได

เลือกใช Standard ท่ีความเขมขน 1% 2% 3% และ4% เปนตัวเปรียบเทียบ การวิเคราะหนี้จะทําใหทราบ

อัตราการยอยสลายเซลลูโลสของจุลินทรียท้ัง 8 ตัว จากการทดลองพบวาจุลินทรียท้ัง 8 ตัว ไมสามารถยอย

สลายเซลลูโลสหรือยอยสลายไดนอยทําใหเม่ือทดสอบดวยวิธี TLC ไมพบปริมาณกลูโคสท่ีเกิดข้ึน ดังนั้นการ

วิเคราะหหาอัตราการยอยสลายดวยวิธี TLC ไมทําใหทราบถึงอัตราการยอยสลายของเซลลูโลสท่ีแทจริง ท้ังนี้

อาจเปนเพราะความเขมขนของเอนไซมท่ีมีความเขมขนนอย จึงทําใหการทดสอบไมพบปริมาณน้ําตาลกลูโคส  

 

รูปท่ี 25 การวิเคราะหอัตราการยอยสลายเซลลูโลสดวยวิธ ีTLC 

 จากงานวิจัยของ Kyeong Hwan Kang และคณะ(2015) ไดทําการวิจัยเก่ียวกับการยอยสลาย

เอนไซมของ Bacillus licheniformis สายพันธุ TK3-Y สําหรับบําบัดน้ําเสียท่ีมีสวนผสมของสาหรายสีเขียว

พบวาในการทดลองไดใชวิธีการวิเคราะห TLC มาวิเคราะหลักษณะการยอยสลายของเอนไซมท่ีมีความสามารถ

ในการยอยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธของเซลลูโลส ในการทดลองใชเอนไซมของ Bacillus licheniformis 

สายพันธุ TK3-Y ไปปนเหวี่ยงแลวน้ํามาหยดทุกๆ 1ชั่วโมง พบวาท่ีเวลา 3-4 ชั่วโมง ปรากฏจุดการยอยสลาย

เซลลูโลสหรือปริมาณน้ําตาลกลูโคส เม่ือนําไปเทียบกับผลทดลอง รูปท่ี 25 พบวาจุลินทรีย CDB4 เม่ือนําไป
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วิเคราะหดวยวิธี TLC ไมปรากฏจุดของน้ําตาลกลูโคสท่ีเวลา 1-4 ชั่วโมง ท้ังนี้อาจเปนเพราะความแข็งแรงของ

เชื้อจุลินทรียและชนิดของจุลินทรียท่ีนํามาเปนตนแบบในการวิเคราะห 

7.3 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย 

 จากการวิเคราะหในข้ันตอนท่ีผานมาพบวาจุลินทรีย CDB4 ซ่ึงเปนจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการ

ยอยสลายเซลลูโลสไดดีท่ีสุด จึงไดนําจุลินทรีย CDB4 มาทําการตรึงบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในคอลัมนแพคเบด ซ่ึง

หลักการทํางานของคอลัมนแพคเบดจะมีการปมน้ําเปนระบบวนน้ําโดยน้ําจะถูกปมจากถังน้ําเสียเขาไปยัง

คอลัมนแพคเบคซ่ึงภายในคอลลัมนแพคเบดมีเม็ดตรึงบรรจุอยูเม่ือน้ําเสียสัมผัสกับเม็ดตรึงก็จะเกิดกิจกรรม

ของจุลินทรียท่ีอยูภายในเม็ดตรึงจากนั้นน้ําท่ีผานการบําบัดก็จะไหลไปยังถังน้ําท่ีผานการบําบัด ซ่ึงน้ําท่ีผาน

การบําบัดจะมีคา COD ลดลง กระบวนการนี้เปนการบําบัดน้ําเสียอีกกระบวนการหนึ่ง ในการทดลองไดทํา

การตรึงเม็ดตรึงอัลจิเนตโดยผสมเชื้อจุลินทรีย CDB4ลงไปกับอัลจิเนตดวย จากนั้นนําไปใสในคอลัมนแพคเบค 

โดยการทดลองนี้จะเก็บตัวอยางน้ําท่ีผานกิจกรรมของจุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนตแลว โดยการเก็บจะเก็บทุกๆ 

4 ชั่วโมง เปนเวลาท้ังหมด 48 ชั่วโมง จากรูปท่ี 26 จะเห็นไดวาคาซีโอดีท่ีมีเชื้อผสมอยูจะคอยๆลดลงอยาง

ตอเนื่อง โดยคา COD เริ่มตนอยูท่ี 1171 มิลลิกรัมตอลิตร เม่ือผานการบําบัดจนครบเวลา 48 ชั่วโมง พบวา

สามารถลดคา COD ไดเทากับ 267 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะเดียวกันก็จะตองทําการเก็บตัวอยางน้ําท่ีผาน

กิจกรรมของเม็ดตรึงอัลจิเนตท่ีไมมีเชื้อจุลินทรีย CDB4 ผสมอยูเชนกัน เพ่ือใชสําหรับเปรียบเทียบคาซีโอดีของ

แบบจําลองท้ังสอง โดยคาซีโอดีของน้ําตัวอยางท่ีผานเม็ดตรึงอัลจิเนตท่ีไมมีจุลินทรีย CDB4 ผสมอยูมีคาซีโอดี

ข้ึนลงอยางไมสมํ่าเสมอเฉลี่ยอยูท่ี 1178 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเม่ือเทียบกับคาซีโอดีของการทดลองแบบเม็ดตรึง

ท่ีมีเชื้อแลวจะแสดงใหเห็นวาคาซีโอดีท่ีลดลงนั้นเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียในเม็ดตรึงจึงสงผลใหคา COD 

ของน้ําตัวอยางลดลงอยางตอเนื่องและเม่ือทําการนําคา COD ท่ีวัดไดไปเปรียบเทียบกับคามาตรฐานของ

โรงงานอุตสาหกรรมพบวาโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดคา COD ของน้ําเสียท่ีสามารถปลอยสูธรรมชาติไดอยูท่ี

ไมเกิน 400 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดลองสามารถลดคา COD ไดอยูท่ี 267 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงไมเกินคา

มาตรฐานท่ีโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดไวสามารถปลอยสูธรรมชาติหรือนํากลับไปใชในกระบวนการผลิตตอไป  
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รูปท่ี 26 คาซีโอดีของการบําบัดแบบไมมีจุลินทรีย CDB4 และมีจุลินทรีย CDB4 

 ท้ังนี้ในการบําบัดน้ําจําเปนจะตองวัดคาพีเอชกอนการบําบัดและหลังจากการบําบัดเพ่ือใหทราบถึง

ความเหมาะสมแกการปลอยออกธรรมชาติ ซ่ึงคาพีเอชท่ีไดจากการวัดพบวามีชวงของพีเอช อยูท่ี 6.5-7 ซ่ึงคา

พีเอชท่ีวัดไดนั้นสอดคลองกับมาตรฐานของโรงงานอุตสาหกรรมดังแสดงในรูป 27 

 

รูปท่ี 27 คาพีเอชกอน-หลังบําบัด 
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 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาจุลินทรีย CBD4 มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสซ่ึงสงผลให

คา COD ลดลง เทียบไดจากรูปท่ี 26 ซ่ึง เปรียบเทียบคา COD ระหวางมีจุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนตกับไมมี

จุลินทรียในเม็ดตรึงอัลจิเนต และคุณสมบัติการผลิตเอนไซมเซลลูเลสท่ีโดดเดนกวาจุลินทรียชนิดอ่ืนๆเม่ือ

ทดสอบดวยวิธี DNS แตทวาในน้ําเสียนั้นไมไดมีแคสารเซลลูโลสเพียงชนิดเดียว แตยังมีสารอ่ืนๆ อีกเชน เฮมิ

เซลลูโลส ลิกนินเปนตน ซ่ึงสารอินทรีย 3 ชนิดนี้เม่ืออยูรวมกันจะเรียกวา สารลิกโนเซลลูโลส ซ่ึงเปนสารท่ี

สามารถพบไดท่ัวไปในน้ําเสียท่ีมีสารอินทรียจากพืช เนื่องจากสารลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบท่ีมีอยูในพืช

ทุกชนิด อีกท้ัง ในการทดลองใชจุลินทรียจากบอบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพของโรงงานผลิตกระดาษมาใชในการ

กําจัดเซลลูโลสในน้ําเสียไมเพียงพอตอการกําจัดของเสียในน้ําหากมีปริมาณท่ีมากข้ึน ดวยคุณสมบัติเฉพาะตัว 

ความคงทนของเซลล และจํานวนเอนไซมท่ีไมสามารถปลดปลอยเอนไซมเซลลูเลสออกมามากพอท่ีจะยอย

สลายเซลลูโลสสําหรับการทดสอบดวยวิธีทาง TLC ได  

 ในงานวิจัยนี้ทางผูวิจัยจึงไดเปลี่ยนจากจุลินทรียเดิมท่ีมีเปนแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายไดเพียง

เซลลูโลส มาเปนจุลินทรียจากเชื้อรา โดยใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ท่ีมีคุณสมบัติ ในการ

ยอยสลายลิกนินซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติจากตารางท่ี 4 และตารางท่ี 5 พบวา จุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium มีคุณสมบัติโดดเดนกวาจุลินทรียชนิดอ่ืน รอยละการยอยสลายลิกนินและ

อัตราการยอยสลายลิกนินท่ีมีประสิทธิภาพกวาจุลินทรียชนิดอ่ืนๆท่ีสามารถยอยสลายลิกนินไดเชนกัน อีกท้ัง

การใช จุลินทรีย Trichoderma ressei ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายไดท้ัง เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส โดย

เทียบจากตาราง 6 และ 7 แมวา ประสิทธิภาพอาจไมเทียบเทา Trichoderma viride ท่ีสามารถยอยสลายได

รวดเร็วกวา แตมีจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma ressei สามารถอยูรวมกัน

ไดตามงานวิจัยของ (Bhavika & Albert, 2014)  ซ่ึงเปนผลดีในการนําจุลินทรียท้ังสองชนิดมารวมมือในการ

กําจัดสารอินทรียท้ัง 3 ชนิด ไดแก เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน เพ่ือบําบัดใหน้ําเสียมีคุณภาพท่ีดีกวา

การใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว  

 

7.4 การทดสอบการเล้ียงจุลินทรียรวมกัน 2 ชนิด  

 จากการทดลองการเลี้ยงจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium Trichoderma ressei และ

เลี้ยงรวมกันในอาหารเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar สามารถอธิบายลักษณะการเติบโต

ของจุลินทรียดังรูปตอไปนี้ 
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รูปท่ี 28 ลักษณะของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium 

 จากรูปท่ี 28 แสดงใหเห็นลักษณะของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium ท่ีมีลักษณะเปน

ราเสนใยสีขาวกระจายตัวท่ัวอาหารเลี้ยงเชื้อ สวน จุลินทรีย Trichoderma ressei มีลักษณะดังรูปท่ี 29 

 

รูปท่ี 29 ลักษณะของจุลินทรีย Trichoderma ressei 

 จากรูปท่ี 29 แสดงใหเห็นลักษณะของจุลินทรีย Trichoderma ressei ท่ีมีลักษณะเปนราออนสีเขียว

กระจายอยูท่ัวอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นทําการทดลองเลี้ยงจุลินทรียสองชนิดระหวาง Phanerocheate 

chysosporium กับ Trichoderma ressei รวมกันปรากฎวาสามารถอยูรวมกันได และไมเปนปฎิปกษตอกัน 

ซ่ึงสามารถแสดงการอยูรวมกันดังรูปท่ี 30 
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รูปท่ี 30 แสดงการอยูรวมกันของจุลินทรียท้ังสองชนิด 

 จากรูปท่ี 30 แสดงถึงลักษณะการอยูรวมกันของจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กับ 

Trichoderma ressei ซ่ึงสามารถอยูรวมกันได ท้ังนี้ในรูปท่ี  จุลินทรีย Trichoderma ressei มีการ

เจริญเติบโตท่ีเร็วกวาจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium จึงทําใหบริเวณของเชื้อมากกวา ดังนั้นการ

ทดลองเลี้ยงจุลินทรียรวมกันระหวางจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium กับ Trichoderma ressei 

เปนไปตามงานวิจัยของ  (Bhavika & Albert, 2014) ซ่ึงสามารถใชอาศัยอยูรวมกันได  

7.5 การวิเคราะหองคประกอบรอยละของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 

 เนื่องจากสารท่ีลิกโนเซลลูโลสท่ีนํามาใชทําน้ําเสียสังเคราะหนั้นเปนวัสดุธรรมชาติในประเทศไทยจึง

ตองทําการหารอยละขององคประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึง เฮมิเซลลูโลส ใชวิธีการสกัด

แบบ soxhlet extraction รวมกับการใช Soduim hydroxide ในการวัดปริมาณซ่ึงไดคาดังนี้  

น้ําหนักเริ่มตน 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 คือน้ําหนักเริ่มตน (กรัม) 

   W2 คือน้ําหนักตัวอยางหลังการอบ (กรัม)  
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%Hemicellulose = 0.3000−0.2062
0.3000

 X100 = 31.27% 

การคํานวณหารอยละของลิกนินและเซลลูโลสในเนื้อไม 

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% 

 สัดสวนของ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินของเนื้อไมยางพารา พบวามี ปริมาณตามลําดับดังนี้ 

39.68% 31.27% 21.25% สวนท่ีเหลือเปนเถาถานและสารประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงเม่ือทราบรอยละของสารอินทรีย

ในเนื้อไม จะสามารถนําคารอยละของสารอินทรียนําไปคํานวณในการยอยสลายได  
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7.6 การวิเคราะหการทํางานของถังปฎิกรณเติมอากาศแบบกะ 

 

รูปท่ี 31 แสดงรายละเอียดถังปฏิกรณแบบกะ 

 การทํางานของถังปฏิกรณ เริ่มจากอากาศเขาท่ีกรองแบบหยาบ (1) ซ่ึงตอเขากับปมสองตัว (2) โดย

ปมสองตัวจะมีวาลวควบคุมการปลอยแรงลมซ่ึงจะตอรวมเปนเสนเดียว (3) สลับการเปดใชงานทุก 24 ชั่วโมง

เพ่ือปองการปมลมชํารุดจากการทํางานหนัก ซ่ึงหากปมตัวใดหยุดการทํางานจะทําการปดวารวตัวนั้นเพ่ือใหลม

สามารถเขาไปเติมอากาศในถังปฎิกรณได โดยหลังจากตอทอรวมเปนเสนเดียวกันแลวจะทําการกรองอากาศ

ผานท่ีกรองแบบละเอียด (4) ท่ีสามารถกรองไดถึง 0.45 ไมครอน ซ่ึงสามารถกรองแบคทีเรียและเชื้อราใน

อากาศได กอนจะตอเขาถังปฏิกรณ (5) ซ่ึงใชขวดท่ีทนแรงดันไดเนื่องจากการทดลองนี้อยูในระดับ

หองปฎิบัติการจึงใชขนาดของขวดท่ี 1 ลิตร ซ่ึงภายในขวดจะมีการตอสายยางลงถึงกนขวดเพ่ือใหอากาศผสม

สารท่ีไมละลายน้ํา (ไมยางพาราอบแหง) กับทําใหจุลินทรียไมนอนกนดังรูปท่ี  เพ่ือใหจุลินทรียไดรับอากาศ

สําหรับการเจริญเติบโตและสามารถสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางเต็มประสิทธิภาพ ท้ังนี้การตั้งถังปฎิกรณไวใน

ตูสําหรับเข่ียเชื้อเพ่ือลดโอกาสสัมผัสเชื้อโรคและแบคทีเรียทางอากาศโดยตรงท่ีอาจเปนอันตรายตอจุลินทรียท่ี

ใชการทดลองไดและยังควบคุมอุณหภูมิใหคงท่ี เนื่องจากบริเวณหองทดลองนั้นอยูในหองปฏิบัติการแบบปดซ่ึง

บางชวงเวลามีการเปดเครื่องปรับอากาศ ทําใหอุณหภูมิไมคงท่ีหากไมทําการทดลองในตูเข่ือเชื้อ เม่ือมีการเติม

1 

2 

3 

4 

5 

6 7 
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อากาศเขาก็ตองมีชองทางสําหรับระบายอากาศออกนอกจากเปนระบบปด โดยสายยางจากถังปฏิกรณจะตอ

เขากับขวดขนาดเล็กดานขาง (6) ซ่ึงมีสายยางจุมลงไปใน Hydrogen peroxide เพ่ือเปนการฆาสปอรท่ีอาจ

หลุดลอยออกมาจากถังปฎิกรณได จากนั้นทําการกรองซํ้าอีกครั้งเพ่ือความปลอดภัยและเพ่ิมความม่ันใจวา

สปอรและสิ่งแปลกปลอมจะไมออกมาสูสิ่งแวดลอมภายนอกและไมเปนอันตรายตอผูวิจัยจึงนําสายยางระบาย

อากาศจากขวดท่ีบรรจุ Hydrogen peroxide พันดวยสําลี(7) เพ่ือเปนการกรองข้ันสุดทาย กอนอากาศจะ

ระบายสูสิ่งแวดลอม 

7.7 การวิเคราะหการทํางานของถังปฎิกรณเติมอากาศแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

รูปท่ี 32 แสดงถังปฏิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 การทํางานของถังปฏิกรณ เริ่มจากอากาศเขาท่ีกรองแบบหยาบ (1) ซ่ึงตอเขากับปมสองตัว (2) โดย

ปมสองตัวจะมีวาลวควบคุมการปลอยแรงลมซ่ึงจะตอรวมเปนเสนเดียว (3) สลับการเปดใชงานทุก 24 ชั่วโมง

ตอทอรวมเปนเสนเดียวกันแลวจะทําการกรองอากาศผานท่ีกรองแบบละเอียด (4) ท่ีความละเอียด 0.45 

ไมครอน ตอเขาถังปฏิกรณ (5) ซ่ึงภายในแตละขวดจะมีการตอสายยางลงถึงกนขวดเพ่ือใหอากาศผสมสารท่ีไม

ละลายน้ํา (ไมยางพาราอบแหง) กับทําใหจุลินทรียไมนอนกนดังรูปท่ี  เพ่ือใหจุลินทรียไดรับอากาศสําหรับการ

เจริญเติบโตและสามารถสัมผัสกับสารอินทรียไดอยางเต็มประสิทธิภาพ และดานลางของขวดแตละขวดจะมี

กอกสําหรับควบคุมอัตราการไหลเขาสูแตละถัง ในขณะท่ีขวดสุดทายจะปลอยน้ําเสียหลังจากผานการบําบัดลง

1 

2 4

3 

5 6
7

8
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ในขวดพัก (6) ซ่ึงมีสายยางจุมลงไปในขวดเพ่ือทําการดึงตัวอยาง(7) ไปวิเคราะห สวนตะกอนกอนขวดดังรูปท่ี 

จะทําการปม(8) กลับเขาสูถังปฏิกรณขวดแรกเพ่ือเปนการนําจุลินทรียกลับเขาสูระบบเพ่ือรองรับการบําบัดน้ํา

เสียชุดใหมตอไป  

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 33 แผนผังการทํางานของถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่อง 

 

 

รูปท่ี 34 ลักษณะของจุลินทรียนอนกนระหวางอยูในถังพัก 

 

กรองหยาบ ปมลม กรองละเอียด ถังปฏิกรณ 

ถังพัก ปมตะกอน 

1 2 
3 

4 5 

6 8 

เก็บตัวอยาง 

7 
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7.8 การวัดการยอยสลายของสารเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสโดยวิธีการแยกสารแบบ Thin-layer 

chromatography  

 

รูปท่ี 35 แสดงชนิดของคารโบไฮเดรตโดยวิธีการแยกสารโดยใช Thin-layer chromatography 

 จากรูปท่ี 35 แสดงการแยกสารคารโบไฮเดรตโดยวิธี TLC ซ่ึงสามารถเรียงลําดับสารท่ีใชในการแยกได

ดังนี้ (จากซายไปขวา) Galactose(Gal), Glucose(Glu), Fructose(Fru), Arabinose(Ara), Xylose(Xy), 

Sucrose(Su), ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium (P.para), 

ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย Trichoderma reesei (T.para) และ ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma reesei (P+T para)  โดยตั้งแตน้ําตาล 

galactose ถึง น้ําตาล sucrose ใชเปนสารตัวอยางมาตรฐานในการตรวจวัดชนิดของน้ําตาลท่ีผานการยอย

สลาย ของการใชจุลินทรียในการบําบัดน้ําเสีย ปรากฏวา ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 

Phanerocheate chysosporium สามารถยอยสลายสารไดเล็กนอยโดยพบน้ําตาล Sucrose อยูบางซ่ึง

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium นอกจากจะยอยสลายลิกนินไดแลวยังมีคุณสมบัติปลอยเอนไซม

เซลลูเลสเล็กนอยตามงานวิจัยของ (Kerem, Friesem, & Hadar, 1992) สวนตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Trichoderma reesei สามารถยอยสลายน้ําตาลไดบางแมไมมีจุลินทรีย Phanerocheate 

chysosporium ในการกําจัดลิกนินออกจากโครงสรางกอนแตก็สามารถยอยสลายสวนท่ีถูกบดทางกลจนได
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น้ําตาล Sucrose และ น้ําตาล Glucose ผสมกับ Fructose เล็กนอย  ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium และ Trichoderma reesei สามารถยอยสารเซลลูโลสและเอฮ

มิเซลลูโลสไดอยางมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดเนื่องจากสามารถผลิตน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวจากสารโพลีแซคคาไรดได 

โดยปรากฏน้ําตาล Sucrose Glucrose Fructose และ Xylose ซ่ึงแสดงถึงประสิทธิภาพของการใชจุลินทรีย

รวมกันสองชนิดมีประสิทธิภาพท่ีดีกวาการใชจุลินทรียเพียงชนิดเดียว อีกท้ัง ตัวอยางท่ีนํามาทดสอบดวยวิธี 

TLC เก็บตัวอยางท่ีชั่วโมงท่ี 288 หรือประมาณ วันท่ี 12 นับจากวันท่ีเริ่มเติมจุลินทรีย Trichoderma reesei  

ซ่ึง หากนําตัวอยางหลังจากนี้มาทดสอบ ปรากฏวาไมพบน้ําตาลบางชนิดหรือพบนอยมากจนไมสามารถ

ตรวจวัดน้ําตาลได ทดลองนําจุลินทรียชนิดเดี่ยวทําการทดลองโดยวิธี TLC ในชั่วโมงตางๆปรากฎวาไมพบ

น้ําตาลข้ึนในแผนกระดาษสําหรับวัด TLC  คาดวาเม่ือน้ําตาลถูกปลดปลอยออกมาในน้ําเสียจากสารลิกโน

เซลลูโลสแลว จลุินทรียทําการดึงน้ําตาลไปเผาผลาญเพ่ือใชในการเจริญเติบโตของเซลลตอไป  

 

7.9 การวัดการยอยสลายสารลิกนิน 

 การวัดการยอยสลายลิกนนิทําการเปรียบเทียบ 3 ตัวอยาง คือ ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวย

จุลินทรีย Phanerocheate chysosporium (P.para)  ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 

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

reesei (P+T para) ซ่ึงจะทําการเปรียบเทียบโดยอิงคารอยละของลิกนินท่ีไดจากการทดลอง เทียบกับกราฟ

มาตรฐานในภาคผนวก ก โดยคา ดังนั้นจึงศึกษาการยอยสลายของสารลิกนินโดยใชเครื่อง 

spectophotpmeter ท่ีความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร รอยละของลิกนินอยูท่ี 21.25% เก็บผลทุก 72 ชั่วโมง

เปนจํานวน 6 ครั้ง โดยคาท่ีไดจากการทดลองมีดังนี้ 

ตารางท่ี 12 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 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 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium 

 จากรูปท่ี 36 แสดงการยอยสลายลิกนินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 

57.9577% หรือ 3.5573 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสารลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร 

 

 ตารางท่ี 13 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายดวยจุลินทรีย 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 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรีย Trichoderma reesei 

 จากรูปท่ี 37 แสดงการยอยสลายลิกนินโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 

3.3119% หรือ 0.2037 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสารลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร  

 ตารางท่ี 14 ตัวอยางน้ําเสียท่ียอยสลายลิกนินดวยจุลินทรีย 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 กราฟแสดงการยอยสลายลิกนินโดยจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

 จากรูปท่ี 38 จะเห็นไดวาทุกๆ 72 ชั่วโมงนั้นมีการลดลงของลิกนิน แสดงการยอยสลายลิกนินโดย

เทียบกับกราฟมาตรฐานสามารถลดคาลิกนินลงได 73.5971% หรือ 4.5172 กรัมจากตัวอยางน้ําเสียท่ีมีสาร

ลิกโนเซลลูโลส 6 กรัมตอลิตร ซ่ึงการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิดใหผลการทดลองท่ีสามารถยอยสลายสาร

ลิกนินไดดีกวาการใชจุลินทรียชนิดเดียว 

7.10 การหาคาซีโอดีของน้ําเสีย 

 การวิเคราะหคา COD สามารถบงบอกถึงประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรียได ซ่ึงไดทําการทดลอง 

3 ชุด โดยแบงเปน การใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium , Trichoderma reesei และใช

จุลินทรียท้ังสองชนิดรวมกันในถังปฎิกรณแบบเติมอากาศไหลตอเนื่องซ่ึงไดผลการทดลองดังนี้ 

 ตารางท่ี 15 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรีย 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 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมงของการใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium  

 จากรูปท่ี 39 สังเกตไดวาคา COD ของการใชจุลินทรีย Phanerocheate chysosporium สามารถ

ลดคา COD ลงมาไดจาก 10666.67 มิลลิกรัมตอลิตร ลงมาเหลือ 6133.33 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวามี

ประสิทธิภาพในการกําจัดสารอินทรียไดพอสมควร  

 ตารางท่ี 16 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรีย 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 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมงของการใชจุลินทรีย Trichoderma reesei  

 จากรูปท่ี 40 สังเกตไดวาคา COD ของการใชจุลินทรีย Trichoderma reesei สามารถลดคา COD 

ลงมาไดจาก 10666.67 มิลลิกรัมตอลิตร ลงมาเหลือ 9333.33 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวามีประสิทธิภาพในการ

กําจัดสารอินทรียไดคอนขางต่ํา  

ตารางท่ี 17 การวิเคราะหคาซีโอดีของน้ําเสีย ของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

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 แสดงคา COD จากการเก็บผลทุก 72 ชั่วโมง ของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 

 จากรูปท่ี 41 แสดงคา COD ของการใชจุลินทรียรวมกันระหวาง Phanerocheate chysosporium 

และ Trichoderma reesei ซ่ึงสามารถลดคา COD จาก 10,666.6667 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือ 533.3333 

มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงถือวาสามารถลดคา COD ไดอยางมีประสิทธิภาพอยางมากดังนั้นแสดงวาการใชจุลินทรีย

รวมกันสองชนิด สามารถยอยสลายสารอินทรียไดเปนอยางดี  

7.11 การวิเคราะหหาคาปริมาณน้ําตาลกลูโคสโดยเครื่องมือ High performance liquid 

chromatography 

 

รูปท่ี 42 กราฟแสดงความเขมขนของน้ําตาลกลูของของการใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด 
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 จากรูปท่ี 42 แสดงปริมาณของความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสจากการยอยสลายของเซลลูโลสและเฮ

มิเซลลูโลสจากสารลิกโนเซลลูโลสท่ีเวลาตางๆ โดยใชจุลินทรียรวมกันสองชนิด สามารถบงบอกถึง

ประสิทธิภาพของจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายสารอินทรียได โดยไดคาความเขนสูงสุด 7.196 กรัมตอลิตรท่ี

เวลา 360 ชั่วโมง  

8. สรุปผลการทดลอง 

 จากการทดลองการยอยสลายสารอินทรียประเภทเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน พบวาสามารถ

ยอยสลายสารอินทรียไดท้ัง 3 ชนิด จากน้ําเสียสังเคราะหท่ีเลียนแบบจากโรงงาน โดยพบวามีคาของแข็ง

แขวนลอยเทากับ 2751 มิลลิกรัมตอลิตรซ่ึงสูงมากเม่ือเทียบกับเกณฑมาตรฐานน้ําท้ิงของกรมควบคุมมลพิษท่ี

สามารถปลอยไดไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนคา pH วัดไดท่ี 6.7 ซ่ึงยังอยูในเกณฑปกติของน้ําท้ิง การวัด

การยอยสลายโดยวิธี TLC นั้นเปนวิธีข้ันตนท่ีไววิเคราะหวาจุลินทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียใหมีโมเลกุล

หรืออนุพันธเล็กลไดหรือไมโดยอาศัย หลักการของโครมาโทกราฟ ในการทดสอบ ซ่ึงปรากฎวามีน้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวเกิดข้ึน ยอมแสดงวา เกิดการยอยสลายของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เนื่องจาก เซลลูโลสเม่ือ

ยอยสลายแลวจะไดน้ําตาลกลูโคส สวนเฮมิเซลลูโลสเม่ือยอยสลายแลวจะไดน้ําตาล ไซโลส อะราบิโนส หรือ

แมนโนส ซ่ึงข้ึนอยูกับองคประกอบของพืชท่ีนํามาใชในการทดสอบ ท้ังนี้ นอกจากจะยอยสลายเซลลูโลสและเฮ

มิเซลลูโลสแลวยังสามารถยอยสลาย ลิกนินซ่ึงเปนคารโบไฮเดรตวงแหวนท่ียอยสลายยากและเปนสาเหตุหลัก

ของน้ําเนาเสีย โดยจุลินทรียไดยอยสลายลิกนินลงไดโดยใชความถ่ี 350 นาโนเมตร ซ่ึงหากมองดวยสายตา

เปลาอาจมองถึงความแตกตางไดอยางไมชัดเจนเทาการใชเครื่องมือวัด อีกท้ังการยอยสลายของลิกนิน 

เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสนั้นสงผลตอคา COD โดยตรงเนื่องจากเปนสารอินทรียท่ีอยูในน้ํา ทําใหคา COD 

ลดลงตามลงไปดวยโดยคา COD ในวันแรกนั้นมีคา 10667 มิลลิกรัมตอลิตรและสามารถลดคา COD ลงไดใน

วันเก็บผลครั้งสุดทายคือ 533 มิลลิกรัมตอลิตร แตก็ยังไมสามารถลดไดถึงเกณฑน้ําท้ิงของกรมควบคุมมลพิษ 

 อยางไรก็ตามการพัฒนาจากโครงการเดิมท่ีใชแบคทีเรียในการยอยสลายเซลลูโลสมาใชเชื้อราในการ

ยอยสลายสารเพ่ิมเติมอยางเฮมิเซลลูโลสและลิกนินยอมมีขอดีขอเสียท่ีแตกตางกันไป และการทดลองยังอยูใน

ข้ันหองปฏิบัติการ อาจจะยังนําไปใชไมไดจริง ในระดับโรงงานอุตสาหกรรมแตเปนทางเลือกในการนําไป

ประยุกตใชใหเหมาะกับประเภทของน้ําเสียในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวของ 

9. ขอเสนอแนะ  

1. ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในใสเชื้อ Trichoderma reesei คอนขางคาดเดายากเนื่องจากถังปฏิกรณ

เม่ือดําเนินการเดินระบบแลวในวันแรกๆเม่ือใสเชื้อเขาไปพบวาเชื้อตายอันเนื่องมากจากความเขมขนของ
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ลิกนินและไมสามารถยอยสลายเซลลูโลสท่ีถูกปกคลุมโดยลิกนินได จึงตองรอใหเชื้อ Phanerocheate 

chysosporium ยอยสลายลิกนินออกจากตัวสารลิกโนเซลลูโลสเสียกอน 

2. ในการทดลองยอยสลายสารอินทรียหากอยากใหเห็นผลท่ีชัดเจนกวานี้ควรขยายขนาดของ

ถังปฎิกรณเพ่ือใหเทียบเคียงกับระบบจริงของโรงงานอุตสาหกรรมท่ีจะนําไปประยุกตใช 

3. เนื่องจากจุลินทรียเปนเชื้อราซ่ึงปญหาท่ีตามมาคือการฟุงของสปอรทําใหตองทําการทดลองใน

ระบบปดหากจะนําไปใชจรงิอาจมีความยากลําบากในการดักกรองสปอรของจุลินทรีย 

4. สืบเนื่องจากแบคทีเรียท่ีไดทําการคนหาในบอบําบัดทางชีวภาพของระบบแอคติเวเต็ดสลัดจ ไม

แข็งแรงและมีประสิทธิภาพพอท่ีจะทําการยอยสลายสารอินทรียท้ัง 3 ชนิด จึงใชจุลินทรียจากสถาบันวิจัยวิ

ทศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และศูนยชีววัสดุแทน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

 

ผลผลิต (Output) 

- รายงานฉบับสมบูรณ 

- อยูในระหวางการตีพิมพลงวารสารวิชาการระดับชาติ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก วิธีการคํานวณและกราฟ 

การคํานวณหาคาสารแขวนลอย 

 

รูปท่ี 1ก แสดงน้ําหนักหลังอบของสารแขวนลอยท้ังหมด 

 ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
�−�

������(��)
X106 

กระดาษเปลาหนัก 0.0893 กรัม 

 ของแขวนลอยท้ังหมด (มิลลิกรัมตอลิตร) = 
0.3644−0.0893

100
X106 = 2751 mg/L 

 

วิธีเตรียมสารสําหรับวัดคาซีโอด ี

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 คนใหละลายตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น 

2.       กรด Sulfuric เขมขนท่ีผสม AgSO4 (Sulfuric Acid reagent) ละลาย AgSO4 22 กรัมใน Conc. 

H2SO4 ซ่ึงมีน้ําหนัก 4.1 กิโลกรัม (2.5 ลิตร) แลวตั้งท้ิงไว 1-2 วันเพ่ือใหละลาย 

3.    เตรียมสารละลาย FAS 
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วิธีการเตรียม  

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

น้ํากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 20 มิลลิลิตร คนใหละลาย ท้ิงใหเย็น แลว

เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร สารละลายนี้ตองเทียบมาตรฐานกับสารละลาย 

มาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใชในการยอยสลายทุกครั้งท่ีนํามาใช 

วิธีการหาความเขมขนของเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate)  

 เติมสารเคมีตามตารางดังกลาวขางบนนี้ในภาชนะยอยสลาย แตใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง น้ํา 

ท้ิงใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวไทเทรตดวยเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate

) ใชเฟอโรอินเปนอินดิเคเตอร 0.05 - 0.1 มิลลิลิตร ทําประมาณ 1 - 2 หลอด ไทเทรต จนถึงจุดยุติสี

จะเปลี่ยนจากฟาอมเขียวเปนสีน้ําตาลแดง  

การคํานวณ 

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) คํานวณไดจาก 

    สมการ Mf = (6VpMp)/Vf 

เม่ือ Mf = ความเขมขนของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เปนโมลาร  

Vf = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใช เปนมิลลิลิตร 

 Vp = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใช เปนมิลลิลิตร  

Mp = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต เปนโมลาร 

4.    สารละลาย ferroin อินดิเคเตอร     

 สามารถหาซ้ือไดโดยท่ัวไปหรืออาจจะเตรียมข้ึนเองโดยละลาย 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 ในน้ํากลั่นแลวทําใหเจือจางเปน 100 มิลลิลิตร 

 

วิธีการคํานวณคาซีโอด ี

  จากสูตร  COD = (A-B) (8000M)/C 

โดย 

   COD = คาซีโอดี หนวยเปนมิลลิกรัมออกซิเจนตอลิตร 
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   A = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใชในการไตเตรทBlank  

  หนวยเปนมิลลิลิตร 

   B = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีใชในการไตเตรทตัวอยาง  

  หนวยเปนมิลลิลิตร 

   M = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต            

  หนวยเปนโมลาร 

   C = ปริมาตรตัวอยางท่ีใช หนวยเปนมิลลิลิตร 

การคํานวณ 

 ยกตัวอยางตัวอยางน้ําเริ่มตน ใชปริมาณ FAS ในการไตเตรท 1.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณน้ําตัวอยาง 5 มิลลิลิตร 

 ปริมาตรของ FAS ท่ีใชในการไตเตรทBlank 2.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณ Digestion reagent 3 มิลลิลิตร 

  COD = ( ) 5/8000
3.1
0167.033.13.2 






 ×

×
−   = 1171.569 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

การคํานวณรอยละของลิกนิน 

กราฟมาตรฐานในการคํานวณคาลิกนิน 

ตารางท่ี 1ก แสดงความเขมขนของสารลิกโนเซลลูโลส 

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 
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ภาคผนวก ข รูปภาพการทดลอง 

         

รูปท่ี 1ข การเตรียมไมสําหรับทําน้ําเสียสังเคราะห            

 

รูปท่ี 2ข ลักษณะการเลี้ยงจุลินทรียท้ังสองชนิดดวยกันเพ่ือทดสอบการอาศัยอยูรวมกัน 
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รูปท่ี 3ข ทดสอบปริมาณลิกนินดวยเครื่อง Spectrophotometer 

 

รูปท่ี 4ข การทดสอบหาชนิดน้ําตาลโดยวิธีแยกสารแบบ Thin-layer chromatography 
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รูปท่ี 5ข การสกัดสารแทรกเพ่ือหารอยละของเฮมิเซลลูโลสในเนื้อไมยางพารา 

 

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 การเตรียมตัวอยางสําหรับการวัดคา COD  
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