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ABSTRACT 

This research aims to develop immobilized mixed culture of  Methylobacterium sp. 
NP3 and Acinetobacter sp. PK1 on oil palm residues for phenol degradation in carbon free mineral 
medium (CFMM) and palm oil mill effluent (POME). The oil palm residues such as empty fruit bunch 
(EFB) and pericarp fiber (PF) were selected as immobilizing materials in this study. The results 
showed that the optimum incubation period for cell immobilization on EFB and PF were 6 and 8 days, 
respectively. Comparing between these two immobilized bacteria, the phenol removal efficiencies 
were almost similar in which bacteria immobilized on EFB and PF were able to remove 98% of 30 
mg/L phenol in CFMM after  24 hr incubation. However, EFB immobilized bacteria had higher 
phenol degradation rate and was therefore selected for further experiment. High porous structure of 
EFB probably promoted the attachment of bacteria as well as reduced mass transfer limitations and 
phenol adsorption on supporting material. The phenol removal efficiency of EFB immobilized 
bacteria were examined with 10-5,000 mg/L phenol. It was found that bacteria immobilized on 
EFB had higher degradation ability than that of suspended cells when tested with 30-5,000 mg/L 
phenol.  The immobilized bacteria were later tested with POME contaminated with 30 mg/L phenols. 
Approximately 72% of phenol in POME was removed after immobilized bacteria were activated in 
CFMM containing phenol and acclimated in diluted POME prior to use, whereas non-activated and 
non-acclimated immobilized bacteria had lower removal efficiency of 35%  after 7-day incubation. 
The immobilized bacteria could reduce an initial COD of 10,296 mg/L by 87% and remove BOD of 
725 mg/L by 92%. Moreover, the immobilized bacteria could be repeatedly used at least 10 times in 
both CFMM and POME, and stored at 4 oC for 4 weeks with the phenol removal efficiency 
comparable to the freshly prepared inoculum.  
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EFB   = empty fruit bunch  

PF  = pericarp fiber 
POME  =  palm oil mill effluent 
N  = nitrogen 
P  = phosphorus 
K  = potassium 
Mg  = magnesium 
EPS  = extracellular polymeric substance ��R� exopolysaccharide  
CFMM  = carbon free mineral medium  
SEM  = scanning electron microscope 
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 ภาคผนวก ข วิธีวิเคราะห       80 

ภาคผนวก ค  การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide    82 
  ของเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

 ภาคผนวก ง การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย  85 
  Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบน EFB 

 ภาคผนวก จ การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  88 
 ภาคผนวก ฉ การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล   91 

  ของเซลลตรึงบน EFB ในอาหารเหลว 
 ภาคผนวก ช      การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล   98 

  ของเซลลตรึงบน EFB ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
ประวัติผูเขียน          102 
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รายการตาราง 
 

ตารางที่                  หนา 
1.1  ความเขมขนของฟนอลในน้ําเสียจากอุตสาหกรรมตาง ๆ   3 
1.2  คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของฟนอล      4 
1.3  คุณลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม     7 
1.4  ปริมาณสารอาหารโดยเฉลี่ยในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน   8 
1.5  จุลินทรียที่สามารถยอยสลายฟนอล      11 
1.6   การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล  Methylobacterium   12 
1.7   การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล Acinetobacter   13 
2.1  วิธีวิเคราะหคุณลักษณะของวัสดุ      27 
2.2  การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   36 
3.1  คุณสมบัติของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันที่ใชเปนวัสดุตรึงเซลล   43 
3.2  ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB และ PF      45 
 ที่ระยะเวลาการตรึงเซลล 6 และ 8 วัน  
3.3  อัตราการยอยสลายจําเพาะของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ   53 
3.4  องคประกอบของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอน    59 

 และหลังการบําบัดดวยเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอล 
3.5  ปริมาณฟนอลที่ลดลง (%) โดยใชเซลลตรึงดวยวิธีตางๆ   61 
ค.1  การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง    83 
 Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน EFB 
ค.2  ปริมาณการลดลงของสี alcian blue ของชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล  83 
ค.3  การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง    84 
 Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน PF 
ค.4  ปริมาณการลดลงของสี alcian blue ของชุดควบคุม PF ปราศจากเซลล  84 
ง.1  การผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3  86 
 ตรึงบน EFB  
ง.2  การผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1  87 
 ตรึงบน EFB 
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รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                      หนา 
จ.1  ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB    89 

 ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.2  ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน PF     89 
 ที่ความเขมขนฟนอล30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.3  ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล  90 
 ของ EFB ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.4  ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล  90 
 ของ PF ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.1  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM   92 
 ที่มีความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.2  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  92 
 ที่ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.3  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  93 
 ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.4  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  93 
 ที่ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.5  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  94 
 ที่ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.6  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  94 
 ที่ความเขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.7  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  95 
 ที่ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.8  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 96 
 30 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบ 
 การยอยสลายฟนอลแลว 
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รายการตาราง(ตอ) 
 

ตารางที่                     หนา 
ฉ.8 (ตอ)  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 97 
 30 มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบ 
 การยอยสลายฟนอลแลว 
ช. 1  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   99 
 ที่มีความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ช.2  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม    99 
 โดยการ Activation และ Acclimation เซลลตรึง 
ช.3   ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   100 
 โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
ช.3  (ตอ)  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   101 
 โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
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รายการรูป 
 

รูปท่ี                    หนา 
1.1  กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม       6 
1.2  ตนปาลมน้ํามัน (1) ผลปาลมและเมล็ดปาลมน้ํามันสําหรับการสกัดน้ํามัน (2) 8 

และวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน; ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (3) เสนใยปาลมน้ํามัน (4) 
1.3  วิถีการยอยสลายฟนอล (a) วิถีออโท (Ortho-Pathway)     10 
 (b) วิถีเมทา (Meta-Pathway)   
1.4  วิธีการตรึงเซลล        15 
2.1  ภาพรวมของการดําเนินวิจัย       23 
2.2  ลักษณะบอบําบัดน้ําเสีย (a)  และลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (b) 24 
2.3  แบคทีเรีย (a) Methylobacterium sp. NP3 และ (b) Acinetobacter sp. PK1   25 
 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 
2.4  วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน (a) ทะลายปาลมน้ํามัน (b) เสนใยปาลมน้ํามัน  28 
2.5  ทดสอบการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในขวดแกวฝาเกลียวแลวบมตัวอยาง 32 
 ที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
3.1  เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต  EPS    40 
 ของเซลลแบคทีเรีย Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  
 เพื่อเกาะติดบน EFB 
3.2  ลักษณะพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM    42 
 กําลังขยาย 250x-500x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
3.3  เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต EPS    44 
 ของเซลลแบคทีเรียระหวางการตรึงเซลลบน EFB และ PF เปรียบเทียบ 
 กับชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุเพียงอยางเดียวไมมีเซลล 
3.4  การเกาะติดของเซลลในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM    46 
 กําลังขยาย 3000x-10000x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
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รายการรูป (ตอ) 
 

รูปท่ี                      หนา 
3.5 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB  และ  PF 47 
 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (วัสดุตรึงที่ไมมีเซลล) ใชความเขมขนฟนอล 
 เร่ิมตน  30  มิลลิกรัมตอลิตร 
3.6  ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของสัดสวนเซลลตรึงบน EFB     49 
 ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 โดยมีความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
3.7 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB   51 

 เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ (free cells) โดยทดลองที่ความเขมขนฟนอล 10 และ  
 30 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
 ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 96 ช่ัวโมง 
  และความเขมขนฟนอล 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 120 ช่ัวโมง 
3.8  คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB     52 
 และเซลลอิสระที่ฟนอลความเขมขนตางๆ  
3.9  ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB      54 

หลังจากผานการใชแลว 10 คร้ังในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟนอล  
3.10  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของพื้นผิว EFB และเซลลที่ถูกตรึง    55 
 วิเคราะหดวยเทคนิค SEM ที่กําลังขยาย 10000x-15000x;  
 กอนการยอยสลายฟนอล (a) และหลังการนํากลับมาใชยอยสลาย 
 ฟนอลซ้ําจํานวน 5 คร้ัง (b) 
3.11  ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   57 
 ของเซลลตรึงบน EFB  โดยการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงที่สัดสวนตางๆ 
3.12  ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลาย โดยเซลลตรึงบน EFB  ที่ผานการใชซํ้า  63 
 10 คร้ัง ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม    
ฉ. 1  คาคงที่อัตราการยอยฟนอลของเซลลตรึงบน EFB    95 
  ที่ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร     
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คําอธิบายสัญลักษณ และคํายอ 
 

EFB   = empty fruit bunch  
PF  = pericarp fiber 
POME  =  palm oil mill effluent 
N  = nitrogen 
P  = phosphorus 
K  = potassium 
Mg  = magnesium 
EPS  = extracellular polymeric substance หรือ exopolysaccharide  
CFMM  = carbon free mineral medium  
SEM  = scanning electron microscope 
 



1 
 

บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

 ฟนอลเปนสารเคมีที่นํามาใชกันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน ใน
อุตสาหกรรมการผลิตยารักษาโรค อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันมะกอก อุตสาหกรรมผลิตเรซิน 
อุตสาหกรรมกระดาษ ฟอกเยื่อกระดาษ อุตสาหกรรมฟอกหนัง และอุตสาหกรรมปโตรเลียม (Leitao et 
al., 2007)  ฟนอลเปนสารที่มีความเปนพิษตอมนุษย และสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน  แมในปริมาณความ
เขมขนเพียงเล็กนอย (Van Schie and Young, 2000; Ahmaruzzaman, 2008) ฟนอลเปนสารพิษชนิด
หนึ่งที่ถูกกําหนดอยูใน priority pollutants ของ USEPA (U.S. Environmental Protection Agency)  โดย 
USEPA ไดกําหนดคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมใหมีปริมาณฟนอลสูงสุดไมเกิน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร  นอกจากอุตสาหกรรมดังกลาวขางตน ยังพบปญหาการปนเปอนของฟนอลในน้ํา
ทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงเปนอุตสาหกรรมหลักที่สําคัญในภาคใต โดยฟนอลเปน
สารประกอบอยูในผลของปาลมน้ํามัน  เมื่อผานกระบวนการนึ่งฆาเชื้อในการสกัดน้ํามันปาลมแบบ
ใชน้ําหรือแบบมาตรฐานฟนอลจึงถูกสกัดออกมาปนเปอนในน้ําเสีย นอกจากนี้ฟนอลยังเปนสาร
ตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลายลิกนินผานกระบวนการ wet oxidation (Kongjan et al., 2010) จาก
การศึกษาที่ผานมาพบการปนเปอนของสารประกอบฟนอลในน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามัน
ปาลมในระดับความเขมขนแตกตางกันตั้งแต 5 ถึง 1,200 มิลลิกรัมตอลิตร (ธรรมศักดิ์ ศรีสุขใส, 
2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ซ่ึงความเขมขนของสารประกอบฟนอลที่พบ
มีปริมาณสูงกวาคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งอุตสาหกรรม ตามประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร 
เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ.2539) กําหนดไวไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร อีกทั้ง
อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมยังมีการปลอยของเสียปริมาณมากในรูปของวัสดุเศษเหลือที่เกิดจาก
กระบวนการสกัดน้ํามัน เชน ทะลายปาลมเปลา (empty fruit bunch: EFB) เสนใยปาลมน้ํามัน (pericarp 
fiber: PF)  ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการพัฒนาวิธีการบําบัดฟนอลออกจากน้ําทิ้ง พรอมทั้งศึกษา
ทางเลือกในการใชประโยชนจากวัสดุเศษเหลือของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม  
 
 วิธีการบําบัดฟนอลทางชีวภาพนับเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสามารถยอยสลายสารมลพิษได
อยางสมบูรณ ประหยัด และเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม (Banerjee et al., 2001) เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการบําบัดทางกายภาพและเคมี อยางไรก็ตาม จากรายงานที่ผานมาพบวาจุลินทรียอิสระ (free 
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cells) สามารถทนตอความเขมขนของฟนอล หรือสารมลพิษอื่นๆ ที่ปนเปอนในน้ําเสียไดที่ความ
เขมขนต่ํา (Ruiz-Ordaz et al., 2001) จึงทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายสารมลพิษลดลง 
งานวิจัยนี้จึงสนใจนําเซลลตรึงมาใชในการบําบัดฟนอลที่ปนเปอนในน้ําเสีย  เนื่องจากเซลลตรึงมี
ความทนทานตอความเขมขนของสารพิษที่ปนเปอนในน้ําเสีย และมีอัตราการอยูรอดสูงแมใน
สภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม (Obuekwe et al., 2001) ทั้งนี้เลือกใชการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุ
เศษเหลือปาลมน้ํามัน ไดแก ทะลายปาลมเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน ซ่ึงเปนทางเลือกหนึ่งในการ
นําวัสดุเศษเหลือมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดวัสดุเศษเหลืออีกทางหนึ่งดวย  นอกจากนี้การ
นําวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมมาใชเปนวัสดุตรึง ยังเปนการลดคาใชจายในการ
ส่ังซื้อสารเคมี หรือการสังเคราะหวัสดุตรึงที่มีราคาแพง และลดความเสี่ยงจากความเปนพิษของ
สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหวัสดุตรึง รวมทั้งยังสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได ซ่ึงชวยลด
ระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม เพื่อเปนแนวทางในการศึกษาพัฒนาเทคโนโลยีที่
เหมาะสม มีประสิทธิภาพ งาย ราคาถูก และสามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัดสารฟนอลออก
จากน้ําเสีย และน้ําทิ้งจากภาคอุตสาหกรรมตอไป 
 
1.2 การตรวจเอกสาร และงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 1.2.1 แหลงกําเนิดฟนอล 

 ฟนอล  และอนุพันธของฟนอลเปนสารมลพิษหรือของเสียอันตราย  เมื่อโรงงาน
อุตสาหกรรมปลอยน้ําทิ้งสูส่ิงแวดลอม อาจสงผลกระทบตอมนุษย พืช และสัตว เชนเดียวกัน เมื่อ
มนุษยกินสัตว และพืชที่มีฟนอลปนเปอน อาจทําใหเกิดอาการคลื่นไส อาเจียน อัมพาตหรืออาจ
เสียชีวิตจากการลมเหลวของระบบทางเดินหายใจหรือหัวใจหยุดเตน โดยจะพบฟนอลในน้ําเสีย
โรงงานอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน ในน้ําเสียโรงกลั่นปโตรเลียม โรงงานปโตรเคมี โรงงานถาน
หิน โรงงานผลิตน้ํามันมะกอก โรงงานผลิตถานหิน (Aksu, 2005; Yan et al., 2006; Bai et al., 
2007) สารกําจัดศัตรูพืช อุตสาหกรรมผลิตยา เยื่อกระดาษ อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมสี 
เคลือบเงา และอื่นๆ (Diez et al., 1999; Jung et al., 2001; Aleksieva et al., 2002; Rao and 
Viraraghavan, 2002) ซ่ึงมักจะมีฟนอลปนเปอนในความเขมขนตั้งแต 1 มิลลิกรัมตอลิตร ถึงหลาย
รอยมิลลิกรัมตอลิตร (Prieto et al., 2002; Shetty et al., 2007; Nair et al., 2007; Pan and Kurumada, 
2008) (ตารางที่ 1.1) นอกจากนั้นยังพบการปนเปอนของฟนอลในน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมสกัด
น้ํามันปาลมความเขมขนแตกตางกันตั้งแต 5 ถึงมากกวา 1,200 มิลลิกรัมตอลิตร (ธรรมศักดิ์           
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ศรีสุขใส, 2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองกําจัดฟนอล
ใหอยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งกอนปลอยออกสูแหลงน้ําธรรมชาติ  
 
ตารางที่ 1.1 ความเขมขนของฟนอลในน้ําเสียจากอุตสาหกรรมตางๆ 
 

อุตสาหกรรม ความเขมขนฟนอล 
(มิลลิกรัมตอลิตร) อางอิง 

เยื่อกระดาษและกระดาษ 268 Sharma and Gupta (2012) 

ส่ิงทอ 12.3 Kunz et al. (2001) 

น้ํามันมะกอก 3,000-10,000 Knupp et al. (1996); Robards and Ryan (1998) 
ถานหิน 4-4780 Parkhurst et al. (1979) 
ผลิตเรซิน 1200->10,000 Patterson (1985);   

Kavitha and Palanivelu (2004) 
กล่ันน้ํามันปโตรเลียม 33.5 Pfeffer (1979) 

สกัดน้ํามันปาลม >1000 Alam et al. (2009) 
 
 1.2.2 คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี และความเปนพิษของฟนอล 

 ฟนอลเปนสารกึ่งของแข็งที่ปราศจากสี มีกล่ินฉุนเฉพาะตัว เมื่อละลายน้ําแลวมีฤทธิ์เปน
กรดออน อาจเรียกวา กรดคารบอลิก  ฟนอลละลายไดดีในเอทานอล  ไดเอทิลอีเทอร และ
คลอโรฟอรม ซ่ึงมีคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี ดังตารางที่ 1.2 โดยฟนอลมีความเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต
ทุกชนิด และตอระบบนิเวศน ในระดับความเขมขนฟนอลต่ําหรือเจือจางมากๆ จะมีผลยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Shetty et al., 2007) และในระดับความเขมขนที่เพิ่มขึ้นรอยละ 2-5 จะมี
ฤทธิ์ในการฆาเชื้อจุลินทรียในทันที ถาความเขมขนฟนอลเพิ่มสูงขึ้น จะทําใหเซลลจุลินทรียแตก 
โปรตีนในเซลลตกตะกอน สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม  และทําลายโครงสรางของเซลล 
ทําใหการผานเขาออกของสารในเซลลผิดปกติ เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเซลลจุลินทรียตาย           
(นงลักษณ สุวรรณพินิจ และคณะ, 2547; Seymour, 2001) สําหรับมนุษยเมื่อฟนอลโดนผิวหนังจะ
ถูกดูดซึมไดอยางรวดเร็ว หากสัมผัสรางกายจะเกิดการกัดกรอนเนื้อเยื่ออยางรุนแรง และเมื่อเขาสู
รางกายจะมีผลตอตับ ไต ปอด และระบบเลือด อาจทําใหถึงแกชีวิตได (Busca et al., 2008) ความ
เขมขนของฟนอลสูงกวา 50 ppb มีความเปนพิษตอสัตว พืช และสิ่งมีชีวิตที่อยูในน้ํา ทั้งนี้ฟนอลยัง
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มีผลตอระบบประสาท และอวัยวะที่สําคัญ เชน มาม ตับออน และไต (Manahan, 1994) 
นอกจากนี้ฟนอลยังสงผลกระทบตอความหลากหลายทางชีวภาพ (Gonzalez et al., 1990) 

ตารางที่ 1.2  คณุสมบัติทางกายภาพ-เคมีของฟนอล 

คุณสมบัต ิ คา 
 
สูตรโมเลกุล 
สูตรโครงสราง 
 
 
 
น้ําหนกัโมเลกลุ (กรัมตอโมล)  
จุดเดือด (˚C)  
จุดหลอมเหลว (˚C) 
ความสามารถในการละลายน้ํา (r.t.) 
คาการแตกตวัของกรด (pKa) 
ความสามารถในการติดไฟในอากาศ (vol%) 
 
จุดวาบไฟ (˚C) 
อุณหภูมิที่สารลุกติดไฟไดเอง(˚C) 

 

  
 

94.11 
40.9 
181.75 
9.3  gphenol/100  mLH2O 
9.89 
1.7 (ต่ําสุด) 
8.6 (สูงสุด) 
79 (closed cup) 
715 

 

ที่มา: Busca et al. (2008) 
 
 1.2.3 อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลม 

 อุตสาหกรรมการสกัดน้ํามันปาลมเปนหนึ่งในอุตสาหกรรมที่กอใหเกิดรายได  และการจาง
งานในภาคใตของประเทศไทย และมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศ ซ่ึงมีการขยายตัวอยาง
รวดเร็ว และมีการเพาะปลูกเพิ่มมากขึ้น จากขอมูลการสํารวจในป พ.ศ.2551 พบวามีพื้นที่ปลูกปาลม
น้ํามันรวมทั้งประเทศประมาณ 2,834,600 ไร (ศูนยวิจัยปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี, 2551) และมีโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลมทั้งหมดจํานวน 66 โรงงาน (กรมสงเสริมสหกรณ, 2555) กระบวนการสกัดน้ํามัน

C6H5OH 
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ปาลมสามารถแบงตามการผลิตได 2 แบบ คือ 1) การผลิตแบบมาตรฐานหรือแบบใชน้ํา และ 2) การ
ผลิตแบบไมใชน้ํา หรือแบบแหง ซ่ึงกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือจํานวนมาก ไดแก ทะลายปาลมเปลา 
(empty fruit bunch) กะลาผลปาลม (palm shell) เสนใยปาลม (pericarp fiber) และกากเนื้อปาลม 
(palm kernel cake) (รูปที่ 1.1) นอกจากนั้นการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานมีการใชน้ําในการ
ผลิตมาก มีรายงานวากระบวนการสกัดน้ํามันปาลมดิบ 1 ตันตองการใชน้ํา 5–5.7 ตัน และน้ําที่ใชใน
การผลิตมากกวารอยละ 50 กลายเปนน้ําทิ้ง (palm oil mill effluent, POME) (Wu et al., 2009) 
ปริมาณน้ําทิ้งสวนใหญมาจากขั้นตอนการอบทะลายปาลมในรูปน้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อ (sterilizer 
condensate) และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (decanter effluent) น้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อมีประมาณ 
200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2533) โดยในน้ําทิ้งจะ
ประกอบดวย BOD, COD, ของแข็งแขวนลอย, น้ํามัน และไขมัน (oil and grease) ในปริมาณสูง 
และพบวาน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความเขมขนของสารอินทรียสูง เชน รงควัตถุพวก
แอนโทไซยานิน แคโรทีน แทนนิน สารประกอบพวกเมลานอยดิน และสารประกอบพวกกัม เปน
ตน (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2544)  ซ่ึงเปนรงควัตถุที่ทําใหน้ําทิ้งมีสีน้ําตาลเขมถึงน้ําตาล
ปนดํา (ตารางที่ 1.3) และเมื่อผานกระบวนการนึ่งฆาเชื้อผลปาลมที่ใชความรอนและความดันสูง จะ
เกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซม polyphenol oxidase เปนผลใหฟนอลไมถูกยอยสลาย และ
ปนเปอนออกมากับน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม (Sundram et al., 2003) นอกจากนี้       
ฟนอลยังเปนสารตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลายลิกนินผานกระบวนการ wet oxidation อีกดวย 
(Kongjan et al., 2010) 
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หมายเหตุ * วัสดุที่นํามาใชตรึงเซลล 
รูปท่ี 1.1 กระบวนการสกดัน้ํามันปาลม 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
 
 

ผลปาลม 

ยอยผลปาลม 

หีบน้ํามันปาลม 

*ทะลายเปลา
ปาลมน้ํามัน 

ทะลายที่ยังมีผลปาลมติดอยู 

บอดักไขมัน 

ทะลายปาลม 

อบดวยไอน้ํา 

แยกผลปาลมออกจากทะลาย

น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ 

น้ํา น้ํามัน 

แยกเสนใย *เสนใย

กากผลปาลม น้ํามันจากสวนเปลือก 

เพาะเห็ด/เชื้อเพลิง
โรงงาน 

เมล็ด 

อบ

เมล็ดแหง 

เครื่องสกัดแยกน้ํามัน 
(Decanter) 

น้ํา สลัดจ น้ํามันปาลมดบิ

บอรวบรวมน้าํเสีย สวนปาลม
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ตารางที่ 1.3 คุณลักษณะน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

พารามิเตอร คา 
pH 4.7 
Biochemical Oxygen Demand (BOD5 ) (mgL-1) 25,000 
Chemical Oxygen Demand (COD) (mgL-1) 50,000 
Total Solids (T.S) (mgL-1) 40,500 
Total Suspended Solids (T.S.S) (mgL-1) 18,000 
Total Volatile Solids (T.V.S ) (mgL-1) 34,000 
Oil and Grease (O&G) (mgL-1) 4,000 
Ammonia-Nitrate (NH-N) (mgL-1) 35 
Total Kjeldahl nitrogen (TKN) (mgL-1) 750 
ท่ีมา : Ma et al. (2000) 
   
 สําหรับวัสดุเศษเหลือในรูปของแข็ง เชน ทะลายเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน (รูปที่ 1.2)  มี
การผลิตประมาณ 40×106 ตันตอป โดยมีการนําวัสดุเศษเหลือนําไปเปนเชื้อเพลิงในหมอนึ่งไอน้ํา 
(Alam et al., 2007) นอกจากนั้นยังมีการนําไปใชประโยชนประเภทอื่นดวย เชน การเพาะเห็ด หรือ
การทําปุยหมัก เปนตน 

 
ทั้งนี้ในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันพบปริมาณสารอาหารตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 1.4 
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รูปท่ี 1.2 ตนปาลมน้ํามัน (1) ผลปาลมและเมล็ดปาลมน้ํามันสําหรับการสกัดน้ํามัน (2) และวัสดุเศษ
เหลือปาลมน้ํามัน; ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (3) เสนใยปาลมน้ํามัน (4) 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Sridhar et al. (2009) 
 
ตารางที่ 1.4 ปริมาณสารอาหารโดยเฉลี่ยในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  
 

วัสดุเศษเหลือ ปริมาณความชื้น 
(%) 

N 
(kg/t dry 
residue) 

P 
(kg/t dry 
residue ) 

K 
(kg/t dry 
residue) 

Mg 
(kg/t dry 
residue) 

EFB 60 8 0.6 24.1 1.8 
PF 20 23 0.1 2 0.4 

ท่ีมา : Bureau of Industrial Environment Technology, Department of Industrial Works and 
Ministry of Industry (1997) 
 

2 1 

3 4 
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งานวิจัยนี้สนใจนําวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม 2 ชนิด 
ไดแก ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) และเสนใยปาลมน้ํามัน (PF) มาใชเปนวัสดุตรึง โดยเปนทางเลือก
หนึ่งในการนําวัสดุเศษเหลือมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดวัสดุเศษเหลืออีกทางหนึ่งดวย  
นอกจากนี้การนําวัสดุเหลือใชจากอุตสาหกรรมสกัดน้ําปาลมมาใชเปนวัสดุตรึง เปนการลด
คาใชจายในการสั่งซื้อสารเคมี หรือการสังเคราะหวัสดุตรึงที่มีราคาแพง 

 
1.2.4 กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของฟนอล 

การยอยสลายทางชีวภาพของฟนอลโดยจุลินทรียสามารถเจริญไดภายใตสภาวะที่มีอากาศ 
(aerobic) และไมมีอากาศ (anaerobic) แตโดยทั่วไปพบวากระบวนการยอยสลายฟนอลภายใต
สภาวะที่มีอากาศเกิดขึ้นไดอยางแพรหลายมากกวา (Melo et al., 2005) ทั้งนี้เนื่องจากฟนอลสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียชนิดที่ไมใชอากาศไดงาย (Grady et al., 1999) ซ่ึงกระบวนการยอยสลายฟนอล
ภายใตสภาวะที่มีอากาศมี 2 วิถี คือ วิถีเมทา (meta-pathway) และวิถีออโธ (ortho-pathway) โดย
เร่ิมตนจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิจิเนชั่น (oxygenation) โดยเอนไซมฟนอลไฮดรอกซิเลส (phenol 
hydroxylase) เปลี่ยนฟนอลใหอยูในรูปของสารตัวกลาง คือ เคติคอล (catechol) จากนั้นจะเขาสู
ปฏิกิริยาการแตกวงของเคติคอล (ring cleavage) หากยอยสลายผานวิถีเมทาไดสารตัวกลางคือ 2-
ไฮดรอกซิมูโคนิคเอซิค (2-hydroxymuconic acid) โดยเอนไซมเคติคอล 1,2 ไดออกซิจีเนส (1,2-
dioxygenase) หรือผานวิถีออโธ (ortho-pathway) ไดสารตัวกลางเปน ซิส-ซิสมูโคนิคเอซิด (cis,cis-
muconic acid) โดยเอนไซมเคติคอล 2,3 ไดออกซิจีเนส (2,3 dioxygenase) ดังแสดงในรูปที่ 1.3 
กอนจะเขาสูวัฎจักร Krebs และเมทาบอลิซึมทั่วไปของสิ่งมีชีวิต (Van Schie และ Young, 2000) ใน
การยอยสลายทางชีวภาพที่สมบูรณไดสารประกอบอยางงาย เชน CO2, H2O และสารอนินทรียอ่ืนๆ 
(Nair et al., 2008)  
 



10 

 
           (a)                     (b) 
 

รูปท่ี 1.3 วิถีการยอยสลายฟนอล (a) วิถีออโธ (Ortho-pathway) (b) วิถีเมทา (Meta-pathway) 
ท่ีมา : Van Schie และ Young (2000) 

 
1.2.5 แบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 

ฟนอลเปนสารพิษที่ยับยั้งการทํางานของจุลินทรีย โดยเฉพาะในระดับความเขมขนฟนอล
สูงๆ ซ่ึงมีจุลินทรียหลายชนิดที่ไวตอสารนี้  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียหลายชนิดที่มีความสามารถใน
การยอยสลายฟนอล และมีความทนทานตอฟนอล จากรายงานที่ผานมาพบวาแบคทีเรีย รา และยีสต 
สามารถยอยสลายฟนอลได ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้ใชฟนอลเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการ
เจริญ ตารางที่ 1.5 แสดงตัวอยางจุลินทรียที่สามารถยอยสลายฟนอลได ซ่ึงคัดแยกจากสิ่งแวดลอม 
ไดแก จีนัส Acinetobacter, Candida และ Pseudomonas เปนตน 
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ตารางที่ 1.5 จุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 
 

จุลินทรีย แหลงท่ีมาของจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Pseudomonas Putida Wastewater treatment plant Movahedyan et al. (2009) 
Candida parapsilopsis Industrial chemistry effluent Rigo and Alegre (2004) 
Acinetobacter,Kelibsiella, 
Citrobacter, Pseudomonas  
และ Shigella 

Lake Parishan Kafilzadeh et al. (2010) 

Streptococcus epidermis Oil contaminated soil Mohite et al. (2010) 
Proteobac Teria PH002 East River, New York, N.Y. Van Schie et al. (1998) 
Azoarcus CR23 Rain forest, Costa Rica 
Thauera FL05 Orange grove, Florida 
Candida tropicalis และ 
Alcaligenes faecalis 

Amazonian rain forest soil Bastos et al. (2000) 

Acinetobacter Activated sludge Hao et al. (2002) 
Rhizosphere of duckweed Yamaga et al. (2010) 
Wastewater treatment plant at 
Alexandria, Egypt 

Abd-El-Haleem et al. (2002) 

   
 1.2.6 แบคทีเรียสกุล  Methylobacterium และ Acinetobacter 

 แบคทีเรียสกุล Methylobacterium มีลักษณะโคโลนีเปนสีชมพูเขม จัดเปนแบคทีเรีย
ประเภท facultative methylothrops ที่สามารถเจริญไดงาย และพบในสิ่งแวดลอมโดยทั่วไป เชน ใน
ดิน และเนื้อเยื่อพืช (Aken et al., 2004; Lidstrom and Chistoserdova, 2002) ทั้งนี้พบไดงายบริเวณราก 
(rhizosphere) และในตนพืช (endosphere) ที่มีความสามารถในการดูดซับ หรือบําบัดสารมลพิษ 
(Dourado et al., 2011) แบคทีเรียชนิดนี้สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนในการเจริญได
หลายชนิด เชน เมทานอล (methanol ) และเมทิลเอมีน ( methylamine) รวมท้ัง C2, C3 และ C4 
(Lidstrom and Chistoserdova, 2002) นอกจากนั้นมีรายงานการนําแบคทีเรียชนิดนี้มาใชในการบําบัด
สารมลพิษตางๆ ในสิ่งแวดลอม เชน ไซยาไนด (Cyanide) ฟอรมาไมด (formamide) ฟอรมาลดีไฮด 
(formaldehyde) และฟนอล (phenol) เปนตนดังตัวอยางแสดงในตารางที่ 1.6 
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ตารางที่  1.6 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล  Methylobacterium  
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
Methylobacterium sp. RXM CCMI 908 
Methylobacterium organophilum  DSMZ 
760 
Methylobacterium mesophilicum Sr 
Methylobacterium sp. MF1 
Methylobacterium sp BJ 001 
 
เชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 

Cyanide และ formamide 
methanolic distillation 
residues  
dimethyl isophthalate 
formaldehyde 
nitro-substituted 
explosives 
phenol 

Campos et al. (2006) 
Stepnowski et al.(2004) 
 
Li and Gu  (2007) 
Mitsui et al. (2005) 
Aken  e t  a l . (2004)  
 
ปยะมาศ คงแขม (2552) 

  
แบคทีเรียสกุล Acinetobacter พบไดแพรหลายในธรรมชาติ เชน ในน้ํา ดิน ส่ิงมีชีวิตตาม

ธรรมชาติ และจากผิวหนังมนุษย แบคทีเรียสกุลนี้มีความนาสนใจในการนํามาประยุกตใชทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ และในดานสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนที่รูจักในการยอยสลายสารมลพิษไดหลากหลาย
ชนิด (ตารางที่ 1.7) เนื่องจากมีความสามารถในการใชสารประกอบหลากหลายชนิดเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน เชน ฟนอล (phenol) และเบนโซเอท (benzoate) เปนตน ทําใหเพาะเลี้ยงได
งายในอาหารเหลว  (Caposio et al., 2002 ; Cui et al., 2008) รวมทั้งมีความสามารถในการผลิต 
emulsifying agents ทําใหสารมลพิษที่ละลายน้ําไดนอย (low solubility) ถูกยอยสลายไดงายขึ้น 
(Marin et al., 1995)   
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ตารางที่ 1.7 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล Acinetobacter 
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
Acinetobacter radioresistens 
USTB-04 
Acinetobacter  calcoaceticus  MM5 
Acinetobacter calcoaceticus NCIM 
2890 
Acinetobacter calcoaceticum A-122 
Acinetobacter sp. HY-7 
Acinetobacter sp. PD12 

methyl parathion 
 
diesel  และ  heating  Oil 
diazo dye direct brown MR 
 
p-nitrophenol (PNP) 
carbamazepine 
phenol 

Fang-yao et al. (2007) 
 
Marin et al. (1995) 
Ghodake et al. (2009) 
 
Ignatov et al. (1999) 
Cui et al., (2008) 
Ying et al. (2007) 

 
 จากการศึกษาของ Khongkhaem et al. (2011) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลของเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีตรึง
เซลลแบบกักขัง (entrapment) ในซิลิกาที่สังเคราะหขึ้นใหม พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย        
ฟนอลที่ความเขมขนเริ่มตน 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ได 80-85% ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอย
สลายฟนอลไดเกือบ 100% ที่ความเขมขนเริ่มตนนอยกวา 2,500 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนั้นยัง
พบวาเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  มีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลไดเปน 2 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุเดียวแตละชนิด ดังนั้นใน
การศึกษานี้จึงสนใจใชแบคทีเรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1ในการยอยสลายฟนอล 
 

1.2.7 การตรึงเซลล (Cell immobilization) 

การบํ าบั ดสารมลพิษด วยวิ ธีการ เติมจุ ลินทรี ย ลงไปในพื้นที่ ที่ มี ก ารปนเป อน 
(bioaugmentation) ถูกนํามาใชอยางกวางขวางในปจจุบัน โดยจุลินทรียที่เติมลงไปอาจเปนจุลินทรีย
ทองถ่ินที่มีในพื้นที่นั้น (indigenous microorganisms) หรือเรียกอีกอยางวาเทคนิค autochthonous 
bioaugmentation หรืออาจเปนจุลินทรียสายพันธุตางถิ่น (exogenous microorganisms) เพื่อเรง
กระบวนการยอยสลายสารมลพิษวิธีการนี้มีขอดี คือ สามารถควบคุมกระบวนการบําบัดสารมลพิษ 
โดยการกําหนดชนิด และปริมาณของจุลินทรียที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายสารมลพิษ
แตละชนิด และมีความทนทานตอสารมลพิษนั้นๆ โดยจุลินทรียที่ใชในการยอยสลายสารมลพิษ
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สวนใหญคัดแยกไดจากสิ่งแวดลอม และมีการศึกษากิจกรรมการยอยสลายสารมลพิษใน
หองปฏิบัติการแลว ที่ผานมามีรายงานการใชทั้งเซลลอิสระ และเซลลตรึงในการบําบัดสารมลพิษ 
อยางไรก็ตาม พบวาเซลลตรึงสามารถทนทานตอความเขมขนของสารมลพิษที่สูงกวา เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ และสามารถปองกันเซลลจากผลการเปลี่ยนแปลงของ pH และอุณหภูมิ 
ทั้งนี้ยังสามารถนํากลับมาใชซํ้าได และเก็บไวไดเปนเวลานาน ซ่ึงชวยลดระยะเวลา และคาใชจาย
ในการเตรียมหัวเชื้อใหม (Aksu and Bulbul, 1999; Kourkoutas et al., 2004) 

 
กระบวนการตรึงเซลลจุลินทรียสามารถแบงเปน 2 ประเภท คือ (1) การเกาะติด/ดูดซับของ

เซลลบนวัสดุดวยวิธีธรรมชาติ (self-attachment/adsorption immobilization) และ (2) การตรึงแบบ
สังเคราะห (artificial immobilization) เชน การกักขังเซลลในพอลิเมอร (entrapment within 
polymers) การสรางพันธะโควาเลนทระหวางเซลลกับวัสดุตรึง (covalent bonding) เปนตน (Cohen 
et al., 2001) (รูปที่ 1.4) การเกาะติด/ดูดซับ (self-attachment/adsorption) เปนวิธีการตรึงเซลลที่งาย 
โดยใหเซลลดูดซับกับวัสดุที่เปนตัวนําดวยแรง Electrostatic interactions, Covalent bond formation 
หรือ Hydrophobic interactions ซ่ึงมีแรงดูดซับคอนขางออน อาจมีการสูญเสียเซลลไดงายใน
ระหวางการใชงาน และเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบส อุณหภูมิ เปนตน (Cheetham et 
al., 1979) ดังนั้นการตรึงเซลลโดยใหจุลินทรียดูดซับ หรือยึดเกาะกับวัสดุ เซลลจะมีการสรางฟลม
ชีวภาพ (biofilm) ซ่ึงจะเกิดการรวมตัวกันอยูบนผิวหนาของวัสดุ เปนสารพอลิเมอรที่เซลลสรางขึ้น 
แลวขับออกภายนอกเซลล โดยสวนใหญจะเปนสารพวก extracellular polymeric substance หรือ 
exopolysaccharide (EPS) ซ่ึงมีองคประกอบ ไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน ซ่ึง
สัดสวนจะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย และสภาวะแวดลอม (Rosche et al., 
2009) โดย biofilm ดังกลาวมีสวนชวยใหจุลินทรียสามารถยึดเกาะกับผิวหนาของวัสดุไดดียิ่งขึ้น 
สําหรับจุลินทรียที่มีการสราง biofilm มีหลายชนิด สวนใหญ biofilm จะมีลักษณะเปนเสนสาย 
(filament) มีสวนชวยสําคัญที่ทําใหเซลลยึดเกาะกับวัสดุไดดียิ่งขึ้น (Davey et al., 1991) อยางไรก็
ตาม เทคนิคการเกาะติดของเซลลดวยวิธีธรรมชาติเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ และสามารถขยายขนาด
เพิ่มจํานวนเซลลตรึงไดงายกวาการตรึงแบบสังเคราะห นอกจากนั้นการตรึงเซลลแบบกักขังยังมี
ขอจํากัดเรื่องการแพรผานของสารไดนอยกวาอีกดวย  (Lee and Palsson, 1994) 
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รูปท่ี 1.4 วิธีการตรึงเซลล  
ท่ีมา: Cassidy et al. (1996) 

 
 ปจจัยที่สําคัญอีกประการหนึ่งที่ตองคํานึงถึงในการตรึงเซลลจุลินทรีย  คือ การคัดเลือก
วัสดุตรึงเซลล ซ่ึงตองเปนวัสดุที่มีความเปนรูพรุนสูง มีพื้นที่ผิวมาก เพื่อใชในการเกาะติด ไมละลาย
น้ํา มีความแข็งแรง ทนตอสภาพแวดลอมทางกายภาพ-เคมี การยอยสลายโดยจุลินทรีย และแรง
กระทบกระเทือน  เนื่องจาการตรึงเซลลตองทําในภาวะปลอดเชื้อ จึงตองทนตอความรอน ความดัน
ไดสูง นอกจากนั้นวัสดุที่ใชไมควรเปนอันตรายตอเซลล และสิ่งแวดลอม ไมดูดซับสารพิษที่
ปนเปอน และสามารถนํากลับมาใชซํ้าได วัสดุที่นํามาใชสามารถเตรียมไดงาย และมีเทคนิคการตรึง
ที่ไมยุงยาก ประหยัดคาใชจาย มีความคงทนในการนําไปใชงาน และเก็บรักษาไวไดนาน 
(Kourkoutas et al., 2004) ที่ผานมามีการนําวัสดุจากธรรมชาติ และวัสดุที่สังเคราะหขึ้นมาใชเปน
วัสดุตรึงเซลล ไดแก natural zeolite, แกลบ (rice chaff) ขี้เล่ือยไมยางพารา (rubber wood meal) 
กาบมะพราว (coconut husk meal) ฟางขาวสับ (chopped rice straw), ใยบวบ หรือวัสดุที่เปนโพลิ
เมอร เชน calcium alginate, polyvinyl alcohol (PVA) หรือวัสดุสังเคราะห เชน ซิลิกา เปนตน ซ่ึง
วัสดุแตละชนิดมีขอดีขอเสียแตกตางกัน มีรายงานวาการใชวัสดุจากธรรมชาติจําพวก organic 
material มีขอดี คือ วัสดุที่ใชไมมีความเปนพิษตอเซลล วัสดุสามารถยอยสลายไดตามกลไกทาง

Flocculation Adsorption to surfaces 

Entrapment in matrix Encapsulation in polymer-gel Cross-linking of cells 

Covalent bonding to carrier 
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กายภาพ-เคมี ซ่ึงชวยลดคาใชจายในการกําจัดวัสดุที่มีการดูดซับสารมลพิษอีกทางหนึ่ง และมีราคา
ไมแพง 

 
1.2.8 การใชเซลลตรึงในการยอยสลายสารมลพิษ 
 

จากการศึกษาที่ผานมามีการนําเทคนิค self-attachment immobilization และวัสดุจาก
ธรรมชาติมาใชในการตรึงเซลลแบคทีเรีย เชน Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบวาเซลลแบคทีเรีย 
Arthrobacter sp. และแบคทีเรียแกรมลบ (ยังไมไดจําแนกชนิด) ซ่ึงคัดแยกจากบอน้ํามัน ในประเทศ
คูเวต ถูกตรึงบนขี้เล้ือย (sawdust) styroform และรําขาวสาลี (wheat bran) สามารถรักษาประสิทธิภาพ
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน หลังจากเก็บเซลลตรึงไวนาน 6 สัปดาหที่ 45 องศาเซลเซียส 
และพบวาเซลลมีการสราง extracellular structure เรียกวา เสนใย exopolysaccharide เพื่อใหเซลล
เกาะติดบนวัสดุไดดีขึ้น และชวยปองกันเซลลจากสารมลพิษ โดยเสนใยดังกลาวสามารถมองเห็น
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด นอกจากนั้นจากรายงานของ Pattanasupong et al. 
(2004) พบวากลุมจุลินทรียที่ตรึงบนใยบวบ (Loofa sponge) มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย และ
ขจัดความเปนพิษของยากําจัดศัตรูพืช ไดแก Carbendazim (MBC) และ 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) โดยสารทั้งสองชนิดสามารถยอยสลายไดอยางสมบูรณภายใน 5.5 และ 1.5 วัน 
ตามลําดับ พบวาเมื่อพีเอชอยูในชวง 6-9 และอุณหภูมิประมาณ 15-37 องศาเซลเซียส เซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายสารชนิดนี้ไมแตกตางกัน อีกทั้ง Suttinun et al. (2010) ศึกษาวิธีการยอย
สลายสารไตรคลอโรเอธิลีน (trichloroethylene: TCE) แบบโคเมทาบอลิซึม (co-metabolism) โดย 
Rhodococcus sp. L4 ตรึงบนวัสดุจากพืชที่มีน้ํามันหอมระเหย ไดแก เมล็ดยี่หรา เปลือกสม และใบ
ตะไคร พบวาเซลลที่ตรึงในเมล็ดยี่หรามีประสิทธิภาพในการยืดระยะการยอยสลาย TCE ไดดีกวาวัสดุ
ชนิดอื่น และสามารถทนตอ TCE ที่ความเขมขนสูง นอกจากนั้นยังพบวาเซลลตรึงสามารถนํากลับมา
ใชในการยอยสลาย TCE ไดใหม หลังนําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salts นาน 12 ช่ัวโมงและ
จากรายงานของ Kasamsuk and Khanongnuch (2007) ใชเซลลแบคทีเรีย Coriolus versicolor RC3 ตรึง
บนแกลบ ขี้เล่ือยไมยางพารา กาบมะพราว และฟางขาวสับ ในการยอยสลายสีในน้ําเสียอุตสาหกรรม
ส่ิงทอ พบวาเซลลตรึงบนแกลบ  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสีไดดีที่สุด ซ่ึงยอยสลายสีได 80% 
ในเวลา 24 ช่ัวโมง และสามารถนํากลับมาใชซํ้าได 2 คร้ัง นอกจากนั้นมีการใช zeolite ตรึง 
Pseudomonas sp. ADP เพื่อใชยอยสลาย atrazine โดยสามารถยอยสลายสารดังกลาวไดอยางสมบูรณ
ภายใน 10 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Stelting et al., 2010) 
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1.2.9 การยอยสลายฟนอลโดยใชเซลลตรึง 

จากการศึกษาที่ผานมามีการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนฟนอล โดยใชเซลลตรึงบนวัสดุตางๆ  
เชน การใชโพลียูรีเทนโฟม (polyurethane foam) ตรึง Acinetobacter sp. พบวาเซลลที่มีการตรึงจะ
สามารถเจริญไดที่ความเขมขนของฟนอล 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถยอยสลายฟนอลได 
19.7 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่เซลลที่ไมไดตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม (เซลลอิสระ) ถูกยับยั้ง
การเจริญเติบโตที่ความเขมขนของฟนอล 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (Adav et al., 2007) 

 
Ying et al. (2007) ใช  polyvinyl alcohol (PVA) ตรึงเซลล Acinetobacter sp. สายพันธุ PD12 

ซ่ึงคัดแยกเชื้อจากกากตะกอนเรง (Activated sludge) ของระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานผลิตสารเคมี 
โดยศึกษาปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายฟนอล ไดแก ความเขมขนของฟนอล พีเอช และอุณหภูมิ 
พบวาพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายฟนอลคือ 7.2 และเซลลทนตอความเขมขนฟนอลไดสูงถึง 500 
มิลลิกรัมตอลิตร การตรึงเซลลชวยปองกันแบคทีเรีย เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ พีเอช และ
สามารถเก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดนาน 50 วัน 
  
 Liu et al. (2009) ทําการตรึงเซลล Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 
บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเชื้อที่แยกจากกากตะกอนเรง (Activated sludge) พบวาเซลลที่
ไมตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล (Phenol degradation rate) 0.95 มิลลิกรัมฟนอลตอ
ช่ัวโมง สวนเซลลที่ตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.20 มิลลิกรัมฟนอลตอช่ัวโมง และ
เซลลตรึงสามารถทนอุณหภูมิ และพีเอชไดในชวงกวางที่มากกวาเซลลอิสระ อุณหภูมิที่ใชในการ
ทดลองอยูในชวง 20-40 องศาเซลเซียส ที่ความเขมขนเริ่มตนของฟนอล 800 มิลลิกรัมตอลิตร  โดย
เซลลตรึงสามารถนํากลับมาใชใหมได ซ่ึงยังสามารถลดปริมาณฟนอลได 93% หลังจากเก็บไว 50 
วัน  แตเซลลอิสระจะมีอัตราการยอยสลายฟนอลลดลง หลังจากที่เก็บไว 10 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส อยางไรก็ตามการตรึงเซลลสายพันธุ XA05 และ FG03 สามารถนํากลับมาใชใหมไดอยาง
นอย 20 คร้ัง 
  
 Santos et al. (2009) ศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึง Aureobasidium  pullulans FE13 (คัด
แยกเชื้อไดจากน้ําเสียของโรงงานเหล็กกลา) ในอัลจิเนต  พบวาเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล
ได 20.45 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่เซลลอิสระมีอัตราการยอยสลายฟนอล 18.35 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง โดยเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดมากกวาเซลลอิสระ 
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 Lee et al. (2009) ใชเม็ดบีดตรึงกากตะกอนเรง (Activated sludge) ซ่ึงไดจากระบบบําบัดน้ํา
เสียของโรงงานเหล็ก พบวาเซลลตรึงมีการยอยสลายฟนอลไดที่ชวงพีเอชที่กวาง และที่ความเขมขน
ของฟนอลสูง โดยมีอัตราการยอยสลายมากกวา 95% ภายในเวลา 28 ช่ัวโมง โดยเซลลอิสระถูกยับยั้ง
การยอยสลายที่ความเขมขนของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะที่เซลลตรึงไมถูกยับยั้งที่
ความเขมขนดังกลาว 
  
 El-Naas et al. (2009) ศึกษาการตรึง Pseudomonas putida บน polyvinyl alcohol (PVA) พบวา
เซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอลไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7 ซ่ึงลดปริมาณฟนอล
ได 95% โดยเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอลไดจนถึงความเขมขนของฟนอล 75 มิลลิกรัมตอลิตร  

 
Zhao et al. (2009)  ศึกษาการใช polyurethane foam (PUF) และ organic modified 

montmorillonite (OMMT-PSF capsule)  เปนวัสดุสําหรับตรึงจุลินทรีย  จากการศึกษาพบวาเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลสูงกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 342.4 
มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง สวนเซลลอิสระมีอัตราการยอยสลายฟนอล 208.4 มิลลิกรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง 
  
 Yordanova et al. (2009) ศึกษาการตรึง Aspergillus awamori สายพันธุ NRRL3112 บน 
polyacrylonitrile membrane  พบวาเซลลอิสระ และเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.16 และ 
6.25  มิลลิกรัมตอช่ัวโมง ตามลําดับ 
  
 Khongkhaem et al. (2011)  ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเชื้อผสม
ระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีตรึงเซลลแบบกักขัง 
(Entrapment) ในซิลิกาที่สังเคราะหขึ้นใหม พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน
เร่ิมตน 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ได 80-85 % ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอลไดเกือบ 
100%  ที่ความเขมขนเริ่มตนนอยกวา 2,500  มิลลิกรัมตอลิตร อยางไรก็ตาม เนื่องจากการสังเคราะห    
ซิลิกาตองมีคาใชจายในการซื้อสารเคมีเปนสารตั้งตน และมีขั้นตอนเฉพาะในการผลิต ดังนั้นจึงมี
ความจําเปนในการพัฒนาวิธีการตรึงเซลลที่งาย มีประสิทธิภาพ ราคาถูก และสามารถขยายขนาดเพิ่ม
จํานวนไดงาย เพื่อความสะดวกในการนําไปประยุกตใช  
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งานวิจัยนี้จึงสนใจใชเทคนิคการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  เพื่อให
เซลลตรึงมีความทนทานตอฟนอลและอนุพันธของฟนอลที่ปนเปอนอยูในน้ําทิ้ง การใชวัสดุเศษ
เหลือดังกลาวเปนทางเลือกหนึ่งในการใชประโยชนของเสีย และการกําจัดของเสีย  อีกทั้งขั้นตอน
การตรึงเซลลไมยุงยาก และชวยลดคาใชจายในการผลิตวัสดุสังเคราะหได 
 
1.3 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1.3.1. เพื่อศึกษาวิธีการตรึงเชื้อผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 บนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

1.3.2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1 ที่ตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันในการยอยสลายฟนอลในอาหารเหลว และน้ําทิ้งจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงใชแบคทีเรียเชื้อผสม Methylobacterium sp. 
NP3และ Acinetobacter sp. PK1 โดยตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด ไดแก ทะลายปาลม
น้ํามันและเสนใยปาลมน้ํามัน แลวศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุ และการเกาะติดของจุลินทรียใน
วัสดุตรึงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning electron microscope: SEM) รวมทั้ง
ศึกษาระยะเวลาที่ เหมาะสมในเกาะติดของเซลลบนวัสดุตรึง  ดวยการวิ เคราะหการผลิต 
exopolysaccharide ของแบคทีเรีย จากนั้นนําเซลลตรึงที่ไดไปศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลในอาหารเหลว เพื่อคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่สามารถยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด แลวนําเซลล
ตรึงบนวัสดุที่คัดเลือกไดไปศึกษาผลของความเขมขนของฟนอลตอประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลของเซลลตรึง รวมทั้งศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม และการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 
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1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.5.1. ทราบวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรียที่งายมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล และ
ราคาถูก 

 1.5.2. ไดเซลลตรึงที่สามารถยอยสลายฟนอลไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีความทนทาน
ตอความเขมขนฟนอล และอนุพันธของฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

1.5.3. สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได  ซ่ึงชวยลดระยะเวลา และคาใชจายในการ
เตรียมหัวเชื้อใหม 
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีดําเนินการ 
 

2.1 สารเคมี วัสดุ และอุปกรณ 
2.1.1 สารเคมี 
- แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท Merck, Germany 
-โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
- แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- กลูโคส (C6H12O6) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- ฟนอล (C6H5OH) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- 4-อะมิโนแอนติไพรีน (4-Aminoantipyrine, 4-AAP) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
-  แอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- เฟอรริกไซยาไนด  (K3Fe(CN)6) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- โมโนเบสิก โซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4) ของบริษัท Aldrich Chemical Company, Inc 
- ไดเบสิก โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- กรดอะซิติก (C2H4O2) ของบริษัท Merck, Germany 
- Alcian blue (C56H58Cl14CuN16S) ของบริษัท s.d. fine-chem  
- โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
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2.1.2 เคร่ืองมือ และอุปกรณ 
-  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน RL 150 ของบริษัท Russell 
- เครื่องชั่งความละเอียด 2 ตําแหนง รุน PB-1502 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เครื่องชั่งความละเอียด 4 ตําแหนง รุน AB 204 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy, Japan 
- ตูเขี่ย laminar flow รุน Microflow ของบริษัท MDH Limited, England 
- เครื่องเขยา (Shaker)  รุน NB-101M/MS ของบริษัท N-Bio TEK  
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV 1601 ของบริษัท Shimadzu, 

Japan  
- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน velocity 18R ของ
บริษัท Dynamica, Australia 

- ตูอบแหง ของบริษัท Cotherm, Newzealand 
- เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน D-78224 ของบริษัท Elma, 

Germany 
- ปมสุญญากาศและชุดกรอง (Filtrator) รุน ¼ แรงมา ของบริษัท GAST, USA  
- เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน vibramax 110 ของบริษัท Heldoiph 
- กระบอกฉีดยาพลาสติก ของบริษัท Nissho Nipro, Japan  
- ขวดแกวฝาเกลียว (vial with screw cap and Teflon liner) ขนาด 22 มิลลิลิตร บริษัท Lab 

System, Thailand 
- ไมโครปเปต ของบริษัท Denville Scientific, Inc 
- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2.2 น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากบอบําบัดน้ําเสียบอสุดทายของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมแหงหนึ่งใน
จังหวัดสตูล (รูปที่ 2.2) โดยระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานเปนแบบบอปรับเสถียร (บอดิน) ซ่ึงมี
จํานวน 4 บอ โดยจะนําตัวอยางน้ําทิ้งเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซ่ึงกรองดวยผาขาวบาง
กอนนํามาทดลอง  



 

2.3 วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แบคทีเรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium  sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 

วัสดุตรึงเซลลแบคทีเรีย ไดแก ทะลายปาลมน้ํามัน  
และเสนใยปาลมน้ํามัน 

ศกึษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลแบคทีเรีย 

ศกึษาวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรีย 

คัดเลอืกวัสดุตรงึ 

ศกึษาลกัษณะพื้นผิววัสดุตรึง โดย SEM

ศกึษาลกัษณะสมบัติทางกายภาพ และเคมี เชน ปริมาตรรูพรุน 
พื้นที่ผิว  ปริมาณสารอาหาร 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (CFMM)  ที่เติมฟนอล น้ําทิ้งโรงงานสกัดน้าํมันปาลม 

Acclimation  

Activation 

วิธีรวมระหวาง Activation และ Acclimation  

ศึกษาการผลิต Exopolysaccharide     

ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) 

แปรผันปริมาณเซลลตรึง 

ผลของความเขมขนฟนอล 

แปรผันปริมาณเซลลตรึง 

การนาํเซลลตรึงกลับมาใชซ้าํ 

การนาํเซลลตรึงกลับมาใชซ้าํ รูปที่ 2.1 ภาพรวมของการดาํเนินวิจัย 
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   (a)          (b) 

รูปท่ี 2.2 ลักษณะบอบําบดัน้าํเสีย (a) และลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (b) 
 
2.4 การเพาะเลีย้งและเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย  

 งานวิจัยนี้ใชจุลินทรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 (รูปที่ 2.3a) ซ่ึงคัดแยกจาก
ดินที่ปนเปอนน้ํามัน (นันทธร เภาราช, 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 (รูปที่ 2.3b) คัดแยกจาก
อาหารที่มีการเจริญเติบโตของ Methylobacterium sp. NP3 (ปยะมาศ คงแขม, 2552) เล้ียงเชื้อ 2 ชนิด 
แยกกันในอาหารเหลว carbon free mineral medium (CFMM) ที่มีการเติมฟนอลความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย บมเชื้อที่ 30 องศา
เซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บเกี่ยวเซลลที่ชวง late-log phase 
เพื่อใหไดปริมาณเซลลที่ยัง active มากที่สุด โดยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมีการเจริญเทากัน หลังจาก
นั้นนําแบคทีเรียแตละชนิดมาปนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง จากนั้น
ละลายตะกอนเซลลดวยอาหาร CFMM นําเซลลที่ไดไปวัดคา OD578 ใหไดคา OD เทากับ 1.0 
(Khongkham et al., 2011) โดยมีจํานวนเซลลแบคทีเรียประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงคา OD578 กับ
การนับจํานวนเซลลแบคทีเรียไมสัมพันธกับการผสมสัดสวนเซลล 1:1 ไมไดแตกตางกันทางสถิติ 
ทั้งนี้เซลลจุลินทรียที่ไดจะนําไปใชในการศึกษาขั้นตอนตอไปโดย 1) นําเซลลทั้งสองชนิดมาผสมกัน
ในสัดสวน 1:1 เพื่อนําไปใชในขั้นตอนการตรึงเซลล 
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  (a)                                              (b) 

รูปท่ี 2.3 แบคทีเรีย (a) Methylobacterium sp. NP3 และ (b) Acinetobacter sp. PK1 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว CFMM  
 
2.5 ศึกษาการผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรีย 

 การทดลองนี้มีวัตถุประสงค เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการผลิต extracellular polymeric 
substance หรือ exopolysaccharide (EPS) ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1 ซ่ึงทําหนาที่เสมือนกาวชวยใหแบคทีเรียยึดติดกับวัสดุตรึงไดดี วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันที่
ใชเปนวัสดุตรึงเซลล คือ ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch: EFB) ทดลองโดยการนําหัวเชื้อ
แบคทีเรียแตละชนิด (ตรึงแยกแบคทีเรียแตละชนิด) ที่เตรียมไดจากขอ 2.4 มาบมรวมกับชิ้นสวน EFB 
ที่เตรียมตามขอ 2.6.1 ในอัตราสวน 1:10 (w/v) โดยไมมีการใหแหลงคารบอนใดๆ เพิ่ม เพื่อใหเซลลอยู
ในภาวะอดอาหาร (carbon starvation) ซ่ึงชวยกระตุนการสราง EPS ของเซลล (Sanin et al., 2003) ทั้งนี้
ใชหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร (OD578=1.0) มาบมรวมกับวัสดุปริมาณ 0.5 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว 
ขนาด 22 มิลลิลิตร สัดสวนปริมาณหัวเชื้อ และวัสดุตรึงดังกลาว ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของวัสดุตรึง
ไดอยางอิสระ และชวยใหวัสดุตรึงสัมผัสกับเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเหลวไดดี เตรียมชุดการ
ทดลองละ 3 ซํ้า (triplicate) จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 130  รอบตอนาที บมตัวอยางที่
อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 วัน จากนั้นแยกเซลลที่ถูกตรึงบนวัสดุแลวออก
จากเซลลอิสระท่ีเหลืออยูในอาหารเหลว โดยการกรองดวยกระดาษกรอง GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร 
ลางเซลลตรึงดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง หลังจากนั้นนํามาทดสอบการสราง EPS ดวยวิธี Alcian blue 
adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) ในหัวขอ 2.9.3 

 

PK1 NP3 
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เตรียมชุดควบคุมประกอบดวยวัสดุเศษเหลือ EFB ที่ผานการฆาเชื้อดวยการ Autoclave  
และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย 
 
2.6 การตรึงเซลลแบคทีเรีย  
 2.6.1 การเตรียมวัสดุตรึงเซลล 

เตรียมวัสดุตรึงเซลลจากวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด ที่ไดจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมในจังหวดัสตูล ไดแก เสนใยปาลมน้าํมัน (pericarp fiber: PF)  และทะลายเปลาปาลมน้ํามัน 
(empty fruit bunch : EFB) (รูปที่ 2.4) โดยนําวัสดุมาตากใหแหง แลวแบงขนาดของวสัดุตามการ
ทดลองดังนี้  

1) คัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่เหมาะสมในการยอยสลายฟนอล โดยนําวัสดุมาตัดหรือบด แลว
รอนผานตะแกรงรอนขนาด 500 ไมโครเมตรถึง 1 มิลลิเมตร เพื่อใหไดขนาดของวัสดุทั้ง 2 ชนิดที่มี
ความใกลเคียงกัน  

2) เลือกใช EFB เปนวัสดุตรึงเซลล ในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลม เตรียมวัสดุโดยการตัดวัสดุใหมีขนาด 1×1×1 เซนติเมตร เพื่อความสะดวกในการนําไปใช 

 
จากนั้นนําวัสดุไปทําใหปลอดเชื้อดวยหมอนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวขามคืน แลวนํามานึ่งฆาเชื้อซํ้าอีก เพื่อตองการกําจัดเชื้อจุลินทรียที่
มีความคงทนในวัสดุกอนนําไปใชในขั้นตอนการตรึงเซลล นอกจากนั้นศึกษาคุณลักษณะอื่นๆ ของ
วัสดุดังตอไปนี้ (ตารางที่ 2.1) 
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ตารางที่ 2.1 วิธีวิเคราะหคุณลักษณะของวัสดุ 

 
 
 
 
 
 

พารามิเตอร วิธี/วิเคราะหโดย 

Nitrogen (%):  
Phosphorus (%):  

 อางอิงจาก Attanun และ Juncharoensuk (1999) 

TOC (%):  TOC analyzer (Solid sample module-SSM-5000A,Shimadzu)/ 
NCE-EHWM, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

Total pore volume  (cc g-1)   
Specific surface area (m2g-1)  
Average pore diameter (nm)  

Surface area analyzer (Quantachrome,Autosorb-1)/  
วิทยาลัยปโตรเลียม และปโตรเคมี, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

Zeta potential (mV) Zeta potential analyzer  (ZetaPALS, Brookhaven)/ 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

Scanning electron microscopy 
(SEM) 

WI-RES-SEM Quanta 400-001และ WI-RES-SEM-001/ 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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         (a)                                                                               (b) 

รูปท่ี 2.4 วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน (a) ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) (b) เสนใยปาลมน้าํมัน (PF) 
 

2.6.2 การตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

 การตรึงแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน อาศัยเทคนิคการเกาะติดของเซลลบนวัสดุ
ดวยวิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization) โดยศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการตรึง
เซลลบน PF และ EFB ดวยการวิเคราะหปริมาณการสราง extracellular polymeric substance หรือ 
exopolysaccharide (EPS) ของแบคทีเรียบนวัสดุตรึงแตละชนิด ทั้งนี้เพื่อใหเกิดการเกาะติดของ
แบคทีเรียบนวัสดุอยางดีเพียงพอ และเซลลไมหลุดออกจากวัสดุ เมื่อมีการนํามาใชหรือใชซํ้าอยาง
ตอเนื่อง ขั้นตอนการตรึงเซลลอางอิงจาก Suttinun et al. (2010) โดยนําหัวเชื้อแบคทีเรียผสมที่
เตรียมไดจากขอ 2.4 บมรวมกับวัสดุแตละชนิดแยกกันในอัตราสวน 1:10 (w/v) โดยไมมีการให
แหลงคารบอนใดๆ เพิ่ม เพื่อใหเซลลอยูในภาวะขาดแคลนแหลงคารบอน (carbon starvation) ซ่ึง
ชวยกระตุนการสราง EPS ของเซลล (Sanin et al., 2003) ทั้งนี้ใชหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
(OD578=1.0) มาบมรวมกับวัสดุปริมาณ 0.5 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 มิลลิลิตร สัดสวน
ปริมาณหัวเชื้อและวัสดุตรึงดังกลาว ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของวัสดุตรึงไดอยางอิสระ และชวยให
วัสดุตรึงสัมผัสกับเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเหลวไดดี เตรียมชุดการทดลองละ 3 ซํ้า (triplicate) 
จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที บมตัวอยางที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 
ช่ัวโมง จากนั้นแยกเซลลที่ถูกตรึงบนวัสดุแลวออกจากเซลลอิสระที่เหลืออยูในอาหารเหลว โดยการ
กรองดวย GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร ลางเซลลตรึงดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง หลังจากนั้นนํามา
ทดสอบการสราง EPS ดวยวิธี Alcian blue adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก 
Vandevivere and Kirchman (1993) ในหัวขอ 2.9.3 เก็บตัวอยางจนกวาการสราง EPS จะคงที่ ซ่ึงถือ
เปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุแตละชนิด จากผลการทดลอง พบวา

EFB PF 
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ระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือ EFB คือ 6 วันและบน PF คือเวลา 8 วัน 
กอนนําเซลลตรึงไปทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในขั้นตอนตอไป เตรียมชุดควบคุม
ประกอบดวยวัสดุเศษเหลือ EFB และ PF ที่ผานการฆาเชื้อดวยการ Autoclave และไมมีการเติมเชื้อ
แบคทีเรีย 
 
 นอกจากนั้นนําเซลลตรึงที่เตรียมไดไปศึกษาลักษณะการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบน
วัสดุทั้งกอน และหลังการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยการวิเคราะหดวย SEM ดัง
รายละเอียดในภาคผนวก ข.1 พรอมทั้งคํานวณประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%) ดังตอไปนี้  
 
 
ประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%)  = 
 
 

ทั้งนี้นับจํานวนเซลลที่ถูกตรึงในวัสดุ และเซลลอิสระในอาหารเหลวโดยวิธี total plate 
count สําหรับการสกัดเซลลออกจากวัสดุตรึง ไดตามวิธีการดัดแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) 
โดยเติมอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกวที่บรรจุเซลลตรึงแบคทีเรีย ตั้งทิ้งไว 3 นาที เพื่อใหเซลล
สามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย นําไป sonicate ดวยเครื่อง Ultrasonic bath เปนเวลา 2 นาที และ
เขยาดวยเครื่อง vortex 2 นาที จากนั้นทําซ้ํา 2 คร้ัง หลังจากนั้นนําสารละลายตะกอนเซลลที่ไดไป
เหวี่ยงแยกเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลาง 
และแขวนลอยเซลลดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  กอนนําไปนับจํานวนแบคทีเรีย (CFU ตอกรัมวัสดุ
ตรึง) นําสารละลายเซลลมาเจือจางเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี 10-fold dilution และนับจํานวนเซลลดวยวิธี 
total plate count  
  
 2.6.3 คัดเลือกวัสดุตรึงเซลล  

 คัดเลือกวัสดุตรึงระหวางเซลลตรึงบน EFB และเซลลตรึงบน PF โดยนําเซลลตรึงแตละ
ชนิดที่เตรียมจากขอ 2.6.2  มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลตามวิธีการขอ 2.7 โดยใช
ความเขมขนของฟนอลเทากับ 30 มิลลิกรัมตอลิตร เตรียมชุดการทดลองละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 
24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 
ซ่ึงคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด โดยพิจารณาจากขอมูล

จน. เซลลทั้งหมดในวัสดุ (CFU) * 100% 

จน.เซลลทั้งหมดในอาหารเหลว (CFU)  + จน. เซลลทั้งหมดในวัสดุ (CFU) 
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การลดลงของฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ ประกอบกับผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%) 
และการวิเคราะหลักษณะเซลลตรึงบนวัสดุดวยกลอง SEM จากผลการทดลองพบวาชิ้นสวน EFB 
เปนวัสดุที่เหมาะสมมากกวา PF ในการตรึงเซลล จึงคัดเลือกเซลลตรึงบน EFB ไปใชในการศึกษา
ขั้นตอไป 
  
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล 
(abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวยช้ินสวนของ EFB  
และ PF ที่ผานการฆาเชื้อโดยวิธี Autoclave ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีฟนอลความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 
2.7 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ใช
เซลลตรึงบน EFB ที่ผานการตรึงเซลลเปนระยะเวลา 6 วัน โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 2.27 x1010 
CFU/กรัมวัสดุ 

 2.7.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

 ศึกษาผลของปริมาณเซลลตรึงบน EFB ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยแปรผัน
ปริมาณเซลลตรึง ดังนี้ 0.5, 1.5 และ 3.0 กรัม ซ่ึงคิดเปนสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลวเทากับ 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) เร่ิมตนเติมเซลลตรึงตามปริมาณขางตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon 
Free Mineral Medium (CFMM) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีฟนอลความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 มิลลิลิตร ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า จากนั้นนําตัวอยางไปบมที่
ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณ    
ฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water 
and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอย
สลายฟนอลของเซลลตรึง จากผลการทดลองพบวาการเติมเซลลตรึงในปริมาณดังกลาวขางตน     
ใหประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลใกลเคียงกัน จึงเลือกเติมปริมาณเซลลตรึง 1 กรัม (1:10 
w/v) ไปใชศึกษาขั้นตอไป 
   
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของ      
ฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย 



31 

  

ช้ินสวนปาลมน้ํามันที่ผานการฆาเชื้อแลวเติมในอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM ที่มีฟนอลความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 
 2.7.2 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงท่ีความเขมขนตางๆ 

 นําเซลลตรึงบน EFB มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในระบบกะ (batch) ซ่ึง
ใช สัดสวนปริมาณเซลลตรึงตออาหารเหลว CFMM เทากับ 1:10 (w/v) โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอเซลลตรึงบน EFB ปริมาณ 0.5 กรัม ทดสอบในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 
มิลลิลิตร (รูปที่ 2.5a) แปรผันความเขมขนของฟนอลตั้งแตความเขมขนต่ําไปจนถึงความเขมขนสูง 
ไดแก 10, 30, 50, 100, 500 และ5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า จากนั้นนํา
ตัวอยางไปบมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (รูปที่ 2.5b) เก็บตัวอยางทุกๆ 24 
ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณ
เปอรเซ็นต และอัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง ซ่ึงผลที่ไดจะนําไปเปรียบเทียบกับ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลอิสระ (108 CFU/มิลลิลิตร) (แบคทีเรียเชื้อผสมจากขอ 2.4)  
  
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของ     
ฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย 
ช้ินสวนปาลมน้ํามันที่ผานการฆาเชื้อแลวเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีการแปรผันปริมาณ      
ฟนอลตามที่ตองการศึกษา  
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รูปท่ี 2.5 ทดสอบการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในขวดแกวฝาเกลียวแลวบมตัวอยางที่ความเร็ว
รอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง  
 
 2.7.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

นําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอล ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัม
ตอลิตร แลวจากขอ 2.7.1 มากรองดวย GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร ที่ผานการฆาเชื้อ ลางเซลลดวย 
0.85% NaCl  2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงที่ผานการใชงานแลวไปทดสอบการยอยสลายฟนอล
ซํ้า ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง 
เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือ จากนั้นทําการทดลองซ้ําขั้นตอนเดิม โดยนําเซลลตรึงกลับมาใช
ซํ้า 10 คร้ัง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง วาสามารถนํากลับมาใชงาน
ซํ้าอยางตอเนื่องไดหรือไม และประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลหลังการใชงานแลวลดลงหรือไม   
 
2.8 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

การทดลองนี้เลือกใชน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเปนน้ําเสียตนแบบที่มีการปนเปอน
ของฟนอล  เนื่องจากสารประกอบฟนอลถูกสกัดออกมาจากผลปาลมในระหวางกระบวนการสกัด
น้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบใชน้ํา) จึงมีการปนเปอนของกลุมสารดังกลาวอยูในน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมในปริมาณมาก ซ่ึงเตรียมตัวอยางน้ําทิ้ง โดยนํามากรองดวยผาขาว
บาง เพื่อแยกเอาตะกอนดิน และเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก แลวนําไปนึ่งอบฆาเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปใช 
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2.8.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

ศึกษาผลของปริมาณเซลลตรึงบน EFB ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยการแปร
ผันปริมาณเซลลตรึง 3, 9 และ 18 กรัม (ขนาด 1×1×1 เซนติเมตร) ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ําทิ้ง 30 มิลลิลิตร ที่ผานการกรองดวยผาขาวบาง และฆาเชื้อจุลินทรีย
ในน้ําทิ้งดวยการ Autoclave เพื่อใหไดสัดสวน 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ซ่ึงน้ําทิ้งมีปริมาณฟนอ
ลปนเปอนประมาณ 30 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําตัวอยางไปบมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยาง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในน้ํา
ทิ้งตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 
AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง 
จากผลการทดลองพบวาปริมาณเซลลตรึงที่สัดสวน 3:10 (w/v) มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย     
ฟนอลสูงที่สุด จึงเลือกใชสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสียดังกลาวในการทดลองตอไป  

 
เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของฟนอล 

(abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวยช้ินสวน EFB ที่
ผานการฆาเชื้อแลวเติมในน้ําทิ้ง  

 
2.8.2 ศึกษาการกระตุน (Activation) และการปรับตัว (Acclimation) ของเซลลตรึง  

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึงบน EFB ในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง จึงนําเซลล
ตรึงไปผานขั้นตอนการกระตุนดวยฟนอล หรือ การปรับตัวดวยการเจือจางน้ําทิ้ง หรือวิธีการรวม
ระหวางการกระตุนและการปรับตัวดังนี้ 

2.8.2.1 การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 

เนื่องจากกระบวนการตรึงเซลลแบบเกาะติดที่นํามาใชในงานวิจัยนี้ ตองอาศัยระยะเวลาใน
การบมเซลลรวมกับวัสดุไวถึง 6 วัน เพื่อใหเกิดการสังเคราะหเสนใย EPS ในการยึดติดกับผนังของ
วัสดุตรึง EFB ซ่ึงในกระบวนการดังกลาว ไมมีการเติมแหลงคารบอนใดๆ ดังนั้น ทําใหเซลลอยูใน
ภาวะขาดอาหาร และอาจสงผลตอการเจริญ และการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายฟนอล
ในน้ําทิ้ง จึงทดลองนําเซลลตรึงมากระตุนในอาหารเหลวที่มีการเติมฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเปนการชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซมภายในเซลลกอนนําไปใช จากนั้นนํา
เซลลตรึงมาทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ผานการกรองดวยผาขาวบาง เพื่อแยกเอาตะกอน
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ดินและเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก และผานการนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บตัวอยางเปนเวลา 7 วัน ซ่ึงเก็บตัวอยางที่เวลาเริ่มตน (T0) และเวลา
สุดทาย (T7) เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอย
สลายฟนอลของเซลลตรึงเปรียบเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวยฟนอล 

 
นอกจากนั้นทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ไมผานการนึ่งอบฆาเชื้อดวย (กรองดวย

ผาขาวบาง เพื่อแยกเอาตะกอนดิน และเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก) เก็บตัวอยางเปนเวลา 7 วัน 
เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอล
ของเซลลตรึง 

 
2.8.2.2 การปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําท้ิงท่ีผานการเจือจาง 

เพื่อลดความพิษจากกลุมของสารประกอบฟนอลที่เปนองคประกอบในน้ําทิ้ง ซ่ึงอาจมีผล
ยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียตรึง จึงทดลองนําเซลลตรึงมาเลี้ยงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยมี
การปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ทั้งนี้ เพื่อใหเวลาเซลลตรึงมีการปรับตัวกอน
นําไปทดสอบดวยน้ําทิ้งที่ไมผานการเจือจาง ใชสัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM  
25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ โดยบมตัวอยางที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า แลวเก็บตัวอยางในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอล
ตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 
AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงเปนชิ้นสวน EFB ที่ปราศจากเซลล 

 
2.8.2.3 วิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึง  

ใชวิธีการขอ 2.8.2.1 รวมกับวิธีการขอ 2.8.2.2 โดยนําเซลลตรึงมากระตุนในอาหารเหลวที่
มีการเติมฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงมาเลี้ยงในน้ําทิ้งที่
ผานการเจือจาง โดยมีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ใชสัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อ
แลวตออาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ โดยบมตัวอยางที่ความเร็วรอบ 130 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า แลวเก็บตัวอยางในวันที่ 0, 5, 7 และ 10 
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เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอล
ของเซลลตรึง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงเปนชิ้นสวน EFB ที่ปราศจากเซลล 

 
จากการทดลอง 2.8.2.1 ถึง 2.8.2.3 เตรียมชุดควบคุมการทดลองทางกายภาพ และเคมีตอการ

ลดลงของฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย
ช้ินสวน EFB ที่ผานการฆาเชื้อแลว เติมในน้ําทิ้งที่ผานการฆาเชื้อ  

 
2.8.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

นําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร แลวจากขอ 2.8.2.1 มากรองดวย GF/C (ขนาด 45 มิลลิเมตร) ที่ผานการฆาเชื้อ ลาง
เซลลดวย 0.85% NaCl  2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงที่ผานการใชงานแลวไปทดสอบการยอย
สลายฟนอลซ้ําในน้ําทิ้งที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ําทิ้ง 30 มิลลิลิตร และมีเซลลตรึงปริมาณ 9 กรัม จากนั้นนําตัวอยางไป
บมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 7 
วัน เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือ จากนั้นทําการทดลองซ้ําขั้นตอนเดิมโดยนําเซลลตรึงกลับมาใช
ซํ้า 10 คร้ัง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชงานซ้ํา
อยางตอเนื่องไดหรือไม และประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลหลังการใชงานแลวลดลงหรือไม   
 

2.9 วิธีวิเคราะห 
  2.9.1 การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

  วิเคราะหลักษณะน้ําทิ้งดวยวิธีการมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหน้ําและน้ําเสียใน 
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) 
โดยวิเคราะหคาพารามิเตอรตอไปนี้ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

พารามิเตอร วิธีวิเคราะห 
Dissolved oxygen (DO) Azide modification 
Biological oxygen demand (BOD) 5 – day BOD test 
Chemical oxygen demand (COD) Open reflux method 
ไนโตรเจน Kjeldahl method 
ฟอสฟอรัส Persulfate / Ascorbic acid method 
สารประกอบฟนอล (phenols) Colorimetric method 

 
  2.9.2 การวิเคราะหปริมาณฟนอลดวยเทคนิค colorimetric method  

  วิเคราะหปริมาณฟนอลโดยใชวิธีมาตรฐานของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตัวอยางน้ําเสียที่
กรองเซลลตรึงออกดวยกระดาษกรอง  หรือตัวอยางน้ําเสียที่มีเซลลอิสระซึ่งผานการปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที มาเติมสารดังตอไปนี้ 0.5 นอรมอล สารละลาย
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด 2.5 มิลลิลิตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร 2.5 มิลลิลิตร แลวเติม 4-อะมิโนแอนติ
ไพรีน 1 มิลลิลิตร และ โปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางที่ตองการวิเคราะห     
ฟนอล แลวตั้งทิ้งไว 15 นาที โดยจะเกิดปฏิกิริยาระหวาง ฟนอล และ 4-อะมิโนแอนติไพรีน ซ่ึงเปน 
color reagent ในสภาวะที่มีโปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด ไดผลิตภัณฑเปน antipyrine dye ที่มีสีแดง 
แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร เพื่อหาเปอรเซ็นตฟนอลที่เหลืออยูเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 

 
2.9.3 วิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย 

วิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย โดยใชเทคนิค Alcian blue 
adsorption assay เนื่องจากสี alcian blue จะยอมติดเฉพาะ exopolysaccharide ที่เซลลผลิต ซ่ึงไมยอมติด
เซลล และวัสดุตรึง ใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)โดยการเติม 1% 
สารละลายสี alcian blue ลงในตัวอยางเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเหลว CFMM หลังจากนั้นเก็บตัวอยาง
เซลลตรึงที่บมทุก 24 ช่ัวโมง นําไปเขยาที่ 80 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และกรองเอาเซลลตรึง
ออกดวยกระดาษกรอง จากนั้นนําสวนที่เปนอาหารเหลว (supernatant) ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 606 
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นาโนเมตร คาดูดกลืนแสงที่ลดลงในอาหารเหลว หลังจากสี alcian blue ถูกดูดซับโดย 
exopolysaccharide จะแปรผันตามคา exopolysaccharide ที่เซลลผลิตขึ้น ณ เวลาตางนั้นๆ โดย
เปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยางในระยะเริ่มตนตรึงเซลล (T0) 

 
2.9.4 การนับจํานวนแบคทีเรีย และวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง 

การสกัดและนับจํานวนแบคทีเรียที่ถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือทะลายปาลมน้ํามัน 
ทําตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) ขั้นตอนแรกสกัดเซลลแบคทีเรียใหหลุด
ออกจากวัสดุตรึงกอนโดยเติมอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกวที่บรรจุเซลลตรึงแบคทีเรีย ตั้ง
ทิ้งไว 3 นาที เพื่อใหเซลลสามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย นําไป sonicate  ดวยเครื่อง 
Ultrasonic bath เปนเวลา 2 นาที และเขยาดวยเครื่อง vortex 2 นาที จากนั้นทําซ้ํา 2 คร้ัง หลังจากนั้น
นําสารละลายเซลลแขวนลอยที่ไดไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลางเซลลและแขวนลอยเซลลดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 
กอนนําไปวิเคราะหดังตอไปนี้ (1) นับจํานวนแบคทีเรีย (CFU ตอกรัมวัสดุตรึง) นําสารละลายเซลล
มาเจือจางเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี  10-fold  dilution และนับจํานวนเซลลดวยวิธี total plate count โดย
การ Spread plate ซ่ึงใชตัวอยาง 100 ไมโครลิตร เกลี่ยใหทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM หลังจาก
นั้นนําเซลลบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน มานับจํานวนโคโลนีในชวง 30-300 โคโลนี แลว
คํานวณคา CFU ตอกรัมวัสดุ และ (2) วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง โดยนําสารละลายเซลลใสใน 
crucible นําไปชั่งน้ําหนัก และอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส ขามคืนจนเซลลแหงและ
น้ําหนักคงที่ หลังจากนั้นปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก นําน้ําหนักเซลลที่
ไดมาหาสวนตางระหวางน้ําหนักของสารละลายเซลลกอนอบและน้ําหนักของสารละลายเซลลหลัง
อบ ซ่ึงจะไดเปนปริมาณน้ําหนักเซลลแหงทั้งหมด (Grothe et al., 1999) ผลการวิเคราะหน้ําหนัก
เซลลแหงมีคาประมาณ 1.09-1.13 กรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.9.5 การวิเคราะหความเขมสีในน้ําท้ิง 

วิเคราะหความเขมสีโดยใชวิธีมาตรฐานของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตัวอยางน้ําทิ้ง
กอนและหลังบําบัด นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อกําจัด
ของแข็งแขวนลอย จนไดตัวอยางที่ใส นําตัวอยางสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ความเจือจาง 5 เทา 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตความเขมสีที่เหลืออยู
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โดยเปรียบเทียบกับความเขมสี ณ เร่ิมตนการทดลอง ไดตัวอยางที่ใส นําตัวอยางสวนใสเจือจางดวย
น้ํากลั่นที่ความเจือจาง 5 เทา วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เพื่อคํานวณ
เปอรเซ็นตความเขมสีที่เหลืออยูโดยเปรียบเทียบกับความเขมสี ณ เร่ิมตนการทดลอง  
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

3.1 การผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรียแตละชนิด 

การศึกษานี้สนใจตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันโดยอาศัยการเกาะติดดวย
วิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization) โดยอาศัยการสังเคราะห EPS ของเซลล (Vandevivere 
and Kirchman, 1993; Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; Olofsson et al., 2003; Suttinun et al., 2010)   
ผูวิจัยจึงเริ่มจากการศึกษาความเปนไปไดในการผลิต EPS ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ในภาวะขาดแคลนแหลงคารบอน (carbon starvation) โดยนําแบคทีเรียแต
ละชนิดบมรวมกับชิ้นสวนทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch; EFB) เก็บตัวอยางทุก 24 
ช่ัวโมง เพื่อศึกษาปริมาณการผลิต EPS ของแบคทีเรียแตละชนิด ทั้งนี้วิเคราะหการผลิต EPS โดยใช
วิธี Alcian blue adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)   
ปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นคิดจากการลดลงของคา absorbance ที่ 606 นาโนเมตร ในสารละลาย
ตัวอยาง  เนื่องจากสีจะถูกดูดซับโดย EPS ที่เซลลผลิตขึ้นมา กําหนดให A606  ของวันที่เร่ิมตน
ทดลอง (T0) มีคา baseline เทากับ 100% จากผลการทดลองในรูปที่ 3.1 แสดงใหเห็นวาในชวง 3 วัน
แรก คาสีที่ A606 ในสารละลายตัวอยางของแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด มีคาไมเปลี่ยนแปลง แตหลังจากวันที่ 3 
ถึงวันที่ 6 พบการลดลงของสีที่ A606  ประมาณ 70% ในตัวอยางของ Methylobacterium  sp. NP3 แสดง
วาเซลลมีการผลิต EPS เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง และรวดเร็วในชวง 3 วันดังกลาว  หลังจากนั้นเปอรเซ็นต
การลดลงของสีที่ A606 เร่ิมคงที่ ซ่ึงแสดงวาเซลลมีอัตราการผลิต EPS คงที่หลังจากวันที่ 6 ในขณะที่ 
Acinetobacter sp. PK1 สามารถลดสีไดประมาณ 50% ในชวงวันที่ 3 ถึง 6 และมีเปอรเซ็นตการลดลง
ของสีคงที่ประมาณ 70% หลังจากวันที่ 7 นอกจากนั้นพบวา Methylobacterium  sp. NP3 มีอัตราในการ
สังเคราะหเสนใย EPS ไดเร็วกวา Acinetobacter sp. PK1 อยางไรก็ตาม ชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุตรึง
เพียงอยางเดียว (ปราศจากเซลล) มีการลดลงของสี alcian blue นอยมาก ประมาณ 0-5%  ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic factors) อ่ืนๆ เชน การเกาะติดของสีบริเวณขวดทดลอง เปน
ตน 



40 

 
รูปท่ี 3.1 เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต  EPS ของเซลลแบคทีเรีย  
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพื่อเกาะติดบน EFB 
 

โดยทั่วไป EPS ทําหนาที่เสมือนกาวใหเซลลยึดติดกับพื้นผิวของวัสดุ และเปนสวนสําคัญ
ที่ชวยใหเกิดการปกคลุมเซลลในรูปแบบฟลมชีวภาพ (biofilm) องคประกอบของ EPS ไดแก 
คารโบไฮเดรต โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน ซ่ึงสัดสวนจะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของ
จุลินทรีย และภาวะแวดลอม (Rosche et al., 2009)  อยางไรก็ตามทั้งปริมาณ และองคประกอบของ 
EPS มีผลตอศักยภาพในการเกาะติดของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุ ทั้งนี้มีรายงานวาในภาวะขาด
แคลนแหลงคารบอน หรือมีไนโตรเจนเพียงพอ อาจสงผลตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติดาน 
hydrophobic ของพื้นผิวของแบคทีเรีย รวมถึงคุณสมบัติการเกาะติดพื้นผิววัสดุดวย โดยในภาวะนี้
เซลลจะเปลี่ยนไนโตรเจนไปเปนโปรตีน และ amino acid ใน EPS ทําใหคา hydrophobicity ของ
เซลลเพิ่มขึ้น ซ่ึงชวยเพิ่มการเกาะติดของเซลลบนวัสดุดวยเชนกัน (Sanin et al., 2003)  จาก
การศึกษาที่ผานมารายงานวาทั้งแบคทีเรียในจีนัส Acinetobacter และ Methylobacterium สามารถ
ผลิต EPS  ที่มีความหลากหลายขององคประกอบทางเคมี เชน จีนัส Acinetobacter อาจผลิต EPS ที่
มีองคประกอบ ไดแก D-galactose,D-2-acetamido-2-deoxy-D-glucose, 3-(L-2-hydroxypropionamido)-
3,6-dideoxy-D-galactose,rhamnose,3-deoxy-3-(D-3-hydroxybutyramido)-D-quinovose,S-(+)-2-(4-
sobutylphenyl) proprionic acid หรือ lipopolysaccharide (Haseley et al., 1997; Kunii et al., 2001) 
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ในขณะที่ Methylobacterium ผลิต EPS ที่มีลักษณะเปน slime สีชมพู ซ่ึงมีองคประกอบหลักจําพวก 
α-(1    3)-galactan polysaccharide (Verhoef et al., 2003) เปนตน 

 
3.2 การพัฒนาเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

3.2.1 คุณสมบัติของวัสดุตรึงเซลล 

การทดลองนี้ใชวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด เปนวัสดุตรึงเซลล ไดแก เสนใยปาลม
น้ํามัน (pericarp fiber: PF) และทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch: EFB) ซ่ึงเปนวัสดุเศษ
เหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม  การใชวัสดุตรึงเซลลดังกลาว เปนทางเลือกหนึ่งในการนํา
ของเสียมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดของเสียอีกทางหนึ่งดวย  นอกจากนี้ยังชวยลดคาใชจาย
ในการสั่งซื้อ หรือสังเคราะหวัสดุตรึงเซลลที่มีราคาแพง รวมทั้งมีวิธีการเตรียมวัสดุ และข้ันตอน
การตรึงเซลลที่ไมยุงยาก จากการศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุทั้ง 2 ชนิด โดยการสองดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) แสดงใหเห็นดังรูปที่ 3.2  พบวาลักษณะพื้นผิวของ
วัสดุทั้งสองชนิดประกอบดวยโครงสรางซับซอน พื้นผิวคอนขางขรุขระ มีลักษะเปนรูพรุนคลายรัง
ผ้ึงดังรูปที่ 3.2 (a-d) โดยสวนใหญพบจํานวนของรูพรุนในทะลายปาลมน้ํามัน (รูปที่ 3.2 c-d) 
มากกวาเสนใยปาลมน้ํามัน (รูปที่ 3.2 a-b) เล็กนอย 

 
จากการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของวัสดุดังกลาว (ตารางที่ 3.1) พบวาวัสดุ PF 

(2.16%) มีปริมาณสารอาหารไนโตรเจนมากกวา EFB (0.91%) ในขณะที่วัสดุทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณ
ฟอสฟอรัสใกลเคียงกัน คือประมาณ 0.21-0.22% อีกทั้งมีปริมาณคารบอนรวมทั้งหมด 35.93% ใน 
PF และ 41.49% ใน EFB  อยางไรก็ตาม ปริมาณสารอาหารที่มีในวัสดุ อาจสงผลโดยตรงตอ
ปริมาณการผลิต และองคประกอบของ EPS ที่เซลลสรางขึ้น ทั้งนี้ปริมาณและองคประกอบของ 
EPS มีผลตอศักยภาพในการเกาะติดของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุ นอกจากนั้นพบวาวัสดุทั้ง 2 ชนิด 
มีคุณสมบัติทางกายภาพ ไดแก เสนผานศูนยกลางรูพรุนเฉลี่ย (average pore diameter) และพื้นที่ผิว
จําเพาะ(specific surface area) ใกลเคียงกัน นั่นคือ มีคาประมาณ 4.24 (EFB) และ 5.01 (PF) nm 
และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) m2g-1 ตามลําดับ อยางไรก็ตาม EFB มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 
(total pore volume) มากกวา PF ถึง 64 เทา โดย EFB มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 0.44 cc g-1 
ในขณะที่ PF  มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมดเทากับ 0.0068 cc g-1  ซ่ึงคาที่ไดเปนไปในทิศทางเดียวกับ
ภาพถาย  SEM  ซ่ึงเห็นวา EFB มีจํานวนรูพรุนสูงกวา PF และจากการศึกษาประจุของพื้นผิววัสดุ
ทั้งสองโดย zeta potential analyzer  พบวาใหคาประจุลบ ประมาณ -25.23 mV (EFB) และ -25.30 
mV (PF) 
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(a)      (b) 

     
(c)      (d) 

รูปท่ี 3.2 ลักษณะพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM กําลังขยาย 250x-500x; เสนใย
ปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
 

หากเปรียบเทียบกับวัสดุตรึงชนิดอื่นที่นํามาใชในการบําบัดน้ําเสีย เชน ทราย หรือ ผงกรอง 
(Celite) ซ่ึงมีปริมาตรรูพรุนทั้งหมดอยูในชวงระหวาง 0.055-1.050 cc g-1 และพ้ืนที่ผิวประมาณ 
3.690 (ผงกรอง) และ 0.755 (ทราย) m2g-1 (Wang et al., 2005) แสดงวา EFB มีปริมาตรรูพรุน
ทั้งหมดระดับปานกลาง ในขณะที่ PF มีคาดังกลาวคอนขางนอย อยางไรก็ตาม วัสดุเศษเหลือทั้ง
สองมีพื้นที่ผิวสูงกวาทราย และผงกรอง   นอกจากนั้น Ng et al. (2004)  ศึกษาการตรึง Thiomonas 
sp. บนถานกัมมันต (activated carbon) เพื่อกําจัด H2S จากระบบบําบัดน้ําเสีย พบวาปจจัยของพื้นที่
ผิว ปริมาตรของรูพรุน และการกระจายของรูพรุนมีผลตอการยึดเกาะ และการเจริญของเซลล ซ่ึงทํา
ใหเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัด H2S อยางไรก็ตาม หากเปรียบเทียบกับวัสดุสังเคราะห เชน ซิลิกา 
จะเห็นไดวัสดุที่สังเคราะหขึ้น มีขอไดเปรียบในเชิงสมบัติทางกายภาพดีกวาเศษวัสดุเหลือใช โดย 
Khongkheam et al. (2011) รายงานวาซิลิกาที่สังเคราะหเพื่อใชเปนวัสดุตรึงเซลล ในการยอยสลาย 
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ฟนอล มีปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 0.87 cc g-1 เสนผานศูนยกลางรูพรุนเฉลี่ย 8.75 nm และพ้ืนที่ผิว 
397.79 m2g-1 ซ่ึงทําใหสามารถตรึงเซลลแบคทีเรียปริมาณมากไวในวัสดุไดดีกวาวัสดุจากธรรมชาติ  

 
ตารางที่ 3.1 คณุสมบัติของวสัดุเศษเหลือปาลมน้ํามันท่ีใชเปนวัสดุตรงึเซลล 

หมายเหตุ : Zeta potential ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 = -6.27 mV, Acinetobacter 
sp. PK1 = -6.90 mV 
 
 3.2.2 การตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 

การทดลองนี้จึงสนใจศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบน
วัสดุตรึง โดยพิจารณาจากการผลิต EPS ของเซลลแบคทีเรีย โดยใชวิธี Alcian blue adsorption 
assay  จากผลการทดลองในรูปที่ 3.3 แสดงใหเห็นวา ในชวง 3 วันแรก เซลลมีการผลิต EPS ใน
วัสดุทั้ง 2 ชนิด ในปริมาณนอยประมาณ 1-8% หลังจากวันที่ 3 พบวาเซลลแบคทีเรียผลิต EPS 
เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว โดยในวันที่ 6 มีปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นจากเซลลที่ตรึงบนวัสดุทั้ง 2 ประมาณ 
80% หลังจากนั้นเปอรเซ็นตการลดลงของสีที่ A606 เร่ิมคงที่ในตัวอยางเซลลตรึงบน EFB ซ่ึงแสดง
วาเซลลมีอัตราการผลิต EPS คงที่นับจากวันที่ 6 ในขณะที่เซลลตรึงบน PF ยังคงผลิต EPS อยาง
ตอเนื่องจนเริ่มคงที่ในวันที่ 8 อยางไรก็ตาม ชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุตรึงเพียงอยางเดียว (ปราศจาก
เซลล) มีการลดลงของสี Alcian blue นอยมากประมาณ 0-5% ทั้งนี้สีที่ลดลงอาจเนื่องมาจากปจจัย

องคประกอบ 
ชนิดของวัสด ุ

ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (EFB) เสนใยปาลมน้าํมัน (PF) 
Nitrogen (%):  0.91  2.16  
Phosphorus (%):  0.22  0.21  
TOC (%):  41.49  35.93  
Total pore volume  (cc g-1)   0.44  0.0068  
Specific surface area (m2g-1)  4.17  5.45  
Average pore diameter (nm)  4.24  5.01  

Zeta potential (mV) Negative  
(-25.23) 

Negative  
(-25.30) 
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ทางกายภาพอื่นๆ (abiotic factor) เชน การเกาะติดของสีบริเวณขวดทดลอง หรือเกิดจาก
กระบวนการโฟโตออกซิเดชัน (photo oxidation) เปนตน ดังนั้นจึงตรึงเซลลในชวงเวลา 6 และ 8 
วัน  สําหรับเซลลตรึงบน EFB และ PF ตามลําดับ กอนนําเซลลตรึงไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลในน้ําเสีย ซ่ึงชวยลดการหลุดของเซลลจากวัสดุตรึงระหวางการนําไปใช 

 

รูปท่ี 3.3 เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต EPS ของเซลลแบคทีเรีย ระหวาง
การตรึงเซลลบน EFB และ PF เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุเพียงอยางเดียวไมมีเซลล 
  
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของการตรึงเซลล โดยการนับจํานวนเซลลแบคทีเรียที่เกาะติดกับ
วัสดุ และเซลลอิสระที่ยังคงหลงเหลืออยูในอาหารเหลว ดังตารางที่ 3.2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา 
ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB เทากับ 17% ในขณะที่การตรึงเซลลบน PF มีประสิทธิภาพ    
นอยกวา ซ่ึงมีคาประมาณ 6%  ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวย SEM ที่แสดงวาลักษณะ
แบคทีเรียที่ถูกตรึงบน EFB (รูปที่ 3.4 c-d) มีการจับตัวอยางหนาแนนมากกวาแบคทีเรียที่ถูกตรึงบน 
PF (รูปที่ 3.4 a-b)  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก EFB มีลักษณะพื้นผิวที่มีความซับซอน และมีความเปน      
รูพรุนสูง ซ่ึงชวยในการเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกาะติดของเซลลในวัสดุไดมากกวา PF ดังจะเห็นไดจาก
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คุณสมบัติคา total pore volume ที่สูงมากกวาหลายเทา (ตารางที่ 3.1) อยางไรก็ตาม ปริมาณ และ
อัตราการผลิต EPS ยังขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืนๆ อีกดวย เชน องคประกอบของวัสดุ เชน ปริมาณอินทรีย
คารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  
 
ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB และ PF ท่ีระยะเวลาการตรึงเซลล 6 และ 8 วัน  
 

ชนิดของเซลลตรึง 
จํานวนเซลลท้ังหมดใน

วัสดุ (0.5 กรัม) 
(x 1010CFU) 

จํานวนเซลลท้ังหมดใน
อาหารเหลว CFMM (5 mL) 

(x 1010CFU) 

ประสิทธิภาพการ
ตรึงเซลล (%) 

เซลลตรึงบน EFB 1.14 5.65 17 
เซลลตรึงบน PF 1.81 28.4 6 

 
จากผลการทดลองมีความสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมา ซ่ึงพบวาในระหวางกระบวนการ

ตรึงเซลลแบบเกาะติด (Attachment immobilization)  เซลลแบคทีเรียที่ถูกดูดซับบนผิววัสดุจะมีการ
สังเคราะหโครงสรางขึ้นมาภายนอกเซลลจําพวก EPS  เชน Quek et al. (2006) รายงานวาเซลลตรึง 
Rhodococcus sp. F92 บน polyurethane foam สามารถยอยสลายอัลเคนในผลิตภัณฑปโตรเลียมไดดี 
โดยเซลลมีการผลิตเสนใยจําพวก EPS ซ่ึงสามารถตรวจพบโดยการสองดวย SEM เสนใยเหลานี้ทํา
หนาที่ในการสราง monolayer ที่แข็งแรงคงทน และบางเซลลถูกหอหุมไวภายในเสนใย ซ่ึงชวยให
เกิดการเกาะติดกับพื้นผิววัสดุตรึงไดดีขึ้น จากการศึกษาของ Obuekwe and Muttawa (2001) รายงาน
วาเซลล  Arthrobacter sp. ที่ตรึงบนรําขาว  สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนใน
น้ํามันดิบได และพบวาเซลลมีการสราง  EPS  ในการยึดเกาะกับวัสดุตรึง นอกจากนั้นจากการศึกษา
ของ Prieto et al. (2002) รายงานวาเซลลตรึง Rhodococcus erythropolis UPV-1 บน Biolite® และ 
diatomaceous earth ในระบบ packed-bed reactor สามารถยอยสลายฟนอลในน้ําเสียสังเคราะหและ
น้ําเสียโรงงานผลิตเรซินไดดี และพบวาเซลลมีการสราง EPS เปนโครงขายของเสนใยที่มีลักษณะ
เปนไบโอฟลม  เพื่อหอหุมเซลล และยึดเกาะกับวัสดุตรึง  

 
ทั้งนี้กระบวนการดูดซับ (Adsorption) ของเซลลแบคทีเรียระหวางการเกาะติดบนวัสดุตรึง

เกิดขึ้นไดจากหลายกระบวนการ เชน โดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางกลุม hydrophobic บนพื้นผิวของวัสดุ 
และโครงสรางพื้นผิวของเซลลแบคทีเรีย (Cohen, 2001) และ/หรือความแตกตางของประจุบนพื้นผิว 
(Surface charge) ของวัสดุและแบคทีเรีย จากผลการวิเคราะหประจุในการทดลองนี้ (ตารางที่ 3.1) 
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พบวาพื้นผิวของแบคทีเรียและวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิด มีประจุลบ  อยางไรก็ตาม คาระดับประจุที่
แตกตางกันอาจเปนสาเหตุหนึ่งของกลไกการดูดซับที่เกิดขึ้นระหวางการตรึงเซลล  

 

     
(a)      (b) 

     
   (c)         (d)         
รูปท่ี 3.4 การเกาะติดของเซลลในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM กําลังขยาย 3000x-
10000x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
  
 3.2.3 การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลล 

การคัดเลือกชนิดของวัสดุตรึงระหวาง EFB และ PF เพื่อเลือกเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด  พบวาเซลลตรึงบน EFB และเซลลตรึงบน PF สามารถลด
ปริมาณฟนอล ที่ความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ไดประมาณ 98% ภายในเวลา 8 
และ 12 ช่ัวโมง ตามลําดับ (รูปที่ 3.5)  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเซลลตรึงบน EFB มีอัตราการกําจัดฟนอล
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สูงกวาเซลลตรึงบน PF  นอกจากนั้นเมื่อเปรียบเทียบชุดควบคุม ซ่ึงประกอบดวยวัสดุตรึงแตละ
ชนิดที่ปราศจากเซลล  พบวาชิ้นสวน EFB ดูดซับฟนอลไดนอยกวาชุดควบคุม PF ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของวัสดุที่แตกตางกัน เชน ปริมาณรูพรุนทั้งหมด พื้นที่ผิว 
ปริมาณคารบอน อาจมีผลตอการดูดซับปริมาณฟนอลที่แตกตางกัน ซ่ึงการดูดซับของฟนอลโดย
วัสดุตรึงนี้ อาจสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลทางชีวภาพโดยแบคทีเรียต่ําลง  เนื่องจาก
มวลของสารที่ถูกดูดซับไว ทําใหสารถูกกําจัดไดยากขึ้น  เพราะฉะนั้น จากผลการทดลองขางตนจึง
เลือกใชเซลลตรึงบน EFB มาใชทดสอบในขั้นตอนตอไป   เนื่องจากวัสดุดังกลาวมีประสิทธิภาพ
ในการตรึงเซลลสูงกวา PF ซ่ึงชวยสงเสริมการยอยสลายฟนอลโดยจุลินทรียไดดี และดูดซับฟนอล
นอย จึงมีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใช เพื่อยอยสลายฟนอลในน้ําเสีย 

 

 
รูปท่ี 3.5 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB และ PF เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม (วัสดุตรึงที่ไมมีเซลล) ใชความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
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3.3 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 
3.3.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

ศึกษาปริมาณเซลลตรึงที่เหมาะสม ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด โดย
แปรผันปริมาณเซลลตรึงบน EFB 0.5, 1.5 และ 3.0 กรัม  เพื่อใหไดสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
CFMM เทากับ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) และใชความเขมขนของฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร จาก
ผลการทดลอง แสดงใหเห็นวาการเติมเซลลตรึง 0.5 กรัม (1:10 w/v) ใหประสิทธิภาพในการยอย
สลายฟนอลสูงถึง 98% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง (รูปที่ 3.6)  ดังนั้นการเติมเซลลตรึงเพิ่มขึ้นเปน 1.5 
และ 3.0 กรัม จึงไมมีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลอยางมีนัยสําคัญ ทั้งนี้อาจ
กลาวไดวาปริมาณเซลล 0.5 กรัม หรือสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 1:10 มีปริมาณเซลล
แบคทีเรียเพียงพอในการยอยสลายมวลของฟนอลที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ อีกทั้งปริมาณเซลล
ที่มากเกินไป อาจทําใหเกิดขอจํากัดในการแพรผานของสารฟนอล และออกซิเจนเขาสูเซลลตรึง 
รวมถึงการเติมปริมาณเซลลตรึงเพิ่มขึ้น อาจทําใหเกิดการดูดซับของฟนอลในเซลล และวัสดุตรึง
มากขึ้น  ซ่ึงสงผลตอความยั่งยืนในการยอยสลายฟนอลทางชีวภาพได  ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งเปน
วัสดุปราศจากเซลลมีฟนอลลดลงประมาณ 3-7% ซ่ึงเกิดจากปจจัยทาง abiotic  จะเห็นวาเมื่อมี
ปริมาณวัสดุมากขึ้นจะทําใหปริมาณฟนอลถูกกําจัดมากขึ้น  และสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
1:10 (w/v) มีการกําจัดฟนอลลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
3:10 และ 6:10 (w/v)   

 
เพราะฉะนั้นจึงเลือกใชสัดสวนของเซลลตรึงตออาหารเหลวที่ 1:10 (w/v) มาศึกษา

ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ ในขั้นตอนตอไป  อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
การทดลองนี้ไมไดมีการศึกษาการใชเซลลตรึงตออาหารเหลวในปริมาณนอยกวาสัดสวน 1:10 
(w/v)  ซ่ึงอาจเปนไปไดวาถาใชปริมาณเซลลตรึงนอยกวานี้ ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล
อาจยังมีคาใกลเคียงกับสัดสวนขางตน ซ่ึงแสดงวาเซลลตรึงมีความสามารถในการยอยสลายฟนอล
ไดดีถึงแมจะใชในปริมาณนอย 
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รูปท่ี 3.6 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของสัดสวนเซลลตรึงบน EFB ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) โดยมีความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลลตรึงบน EFB มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน, เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวาง
เซลลตรึงบน EFB และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลในแตละสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน และ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษร
ภาษาไทยแตกตางกัน (ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05) 
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 3.3.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 

นําเซลลตรึงบน EFB มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีการแปรผันความเขมขนฟนอลตั้งแต  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ (108 CFU/มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนฟนอลดังกลาวขางตน ในดาน
ประสิทธิภาพของเปอรเซ็นตการลดลงของฟนอล (% phenol removal)  คาคงที่อัตราการยอยสลาย   
ฟนอล (first-order degradation rate constant: k1) และอัตราการยอยสลายฟนอลจําเพาะสูงสุด 
(maximum specific degradation rate: k2)  ซึ่ง k1 และ k2 เปนพารามิเตอรที่ชวยใหสามารถ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางสองระบบไดชัดเจนขึ้น ในกรณีปริมาณเซลลเร่ิมตนของเซลล
ตรึง และเซลลอิสระอาจไมเทากัน  จากผลการทดลอง (รูปที่ 3.7 และตารางที่ 3.3) แสดงใหเห็นวาที่
ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระสามารถบําบัดฟนอลไดดีกวาเซลลตรึง ซ่ึงมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยสามารถลดปริมาณฟนอลได 95% และ 80% 
ตามลําดับ ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง มีคา k1 เทากับ 0.38 และ 0.31 h-1 และมีคา k2 เทากับ 0.0010 และ 
0.0013 มิลลิกรัมฟนอลตอมิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ  อยางไรก็ตามเมื่อความเขมขนฟนอล
เพิ่มขึ้นตั้งแต 30–5,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดฟนอลไดดีกวาเซลลอิสระซ่ึง
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยเซลลตรึงมีคาการยอยสลายฟนอลประมาณ 70-98% 
มีคา k1 และคา k2 อยูในชวงระหวาง 0.0019-0.048 h-1  และ 0.0007–0.0360 มิลลิกรัมฟนอลตอ
มิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ  ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอลไดประมาณ 17-
52% ซ่ึงมีคา k1และคา k2  อยูในชวงระหวาง 0.0017–0.03 h-1 และ 0.0001–0.0060 มิลลิกรัมฟนอล
ตอมิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ   
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รูปท่ี 3.7 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB เปรียบเทียบกับเซลล
อิสระ (free cells) โดยทดลองที่ความเขมขนฟนอล 10 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 100  มิลลิกรัมตอลิตร
ที่เวลา 96 ช่ัวโมง และความเขมขนฟนอล 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 120 ช่ัวโมง 
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางเซลลตรึงบน EFB และเซลล
อิสระในแตละความเขมขนฟนอล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%, P<0.05) เมื่อตัวอักษรแตกตางกัน 
 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ประสิทธิภาพของเซลลตรึง และเซลลอิสระในการ
กําจัดฟนอลในเชิง % การกําจัด  คา k1และ k2 มีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกัน นั่นคือ เมื่อความ
เขมขนฟนอลต่ําประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระมีคาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลสูงกวา
เซลลตรึง อาจเปนไปไดวาที่ความเขมขนดังกลาวมวลของฟนอลจะแพรผานเขาสูเซลลตรึงไดนอย
และชา  เนื่องจากเซลลตรึงมีขอจํากัดในการแพรผานของสาร (Wang et al., 2007; Passos et al., 
2010) ในขณะที่เซลลอิสระสามารถสัมผัสกับฟนอลไดโดยตรง จึงทําใหการกําจัดฟนอลที่ความ
เขมขนดังกลาวเกิดขึ้นไดดีกวา แตเมื่อความเขมขนฟนอลสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระมี
คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลต่ํากวาเซลลตรึง (รูปที่ 3.8)  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากฟนอลที่ความ
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เขมขนสูงมีผลยับยั้งการเจริญหรือการทํางานหรือมีความเปนพิษตอเซลลอิสระ ทําใหประสิทธิภาพ
ในการกําจัดฟนอลลดลง ในขณะที่เซลลตรึงมีวัสดุตรึงทําหนาที่ปกปองเซลลจากความเขมขน       
ฟนอลสูงได จึงทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลไดดีกวาเซลลอิสระ 
 

 

รูปท่ี 3.8 คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB และเซลลอิสระที่ฟนอลความเขมขน
ตางๆ 

 ผลการศึกษามีความสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมา ซ่ึงรายงานวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายฟนอลความเขมขนสูงไดดีกวาเซลลอิสระ เชน จากการศึกษาการใชโพลียูรีเทน 
โฟม (polyurethane foam) ตรึง Acinetobacter sp. พบวาเซลลที่มีการตรึงจะสามารถเจริญไดที่ความ
เขมขนของฟนอล 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถยอยสลายฟนอลได 19.7 มิลลิกรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง  ในขณะที่เซลลที่ไมไดตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม (เซลลอิสระ) ถูกยับยั้งการเจริญเติบโตที่
ความเขมขนของฟนอล 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (Adav et al., 2007) จากการตรึงเซลล Acinetobacter 
sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเชื้อที่แยกจากกาก
ตะกอนเรง (Activated sludge) ซ่ึงไดทําการศึกษาการยอยสลายฟนอลเปรียบเทียบระหวางเซลล
อิสระ และเซลลตรึง พบวาเซลลที่ไมตรึงบน PVA (เซลลอิสระ) มีอัตราการยอยสลายฟนอล 0.95 
มิลลิกรัมฟนอลตอช่ัวโมง สวนเซลลที่ตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.20 มิลลิกรัมฟนอล
ตอช่ัวโมง (Liu et al., 2009) และจากรายงานการใชเม็ดบีดตรึงกากตะกอนเรง พบวาเซลลตรึงมีการ
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ยอยสลายฟนอลไดที่ชวงความเขมขนของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายมากกวา 95% ในเวลา 28 ช่ัวโมง  ทั้งนี้เซลลอิสระถูกยับยั้งการยอยสลายที่ความเขมขน
ของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะที่เซลลตรึงไมถูกยับยั้งที่ความเขมขนดังกลาว (Lee et 
al.,2009) จากรายงานการตรึง Aspergillus awamori สายพันธุ NRRL 3112 บน polyacrylonitrile 
membrane พบวาเซลลอิสระ และเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.16 และ 6.25  มิลลิกรัมตอ
ช่ัวโมง ตามลําดับ (Yordanova et al., 2009) นอกจากนั้นจากรายงานการศึกษาของ Ahmad et al. 
(2012) พบวาเซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถยอยฟนอล
ไดอยางสมบูรณภายในเวลา 108, 216 และ 240 ช่ัวโมง ที่ความเขมขนฟนอล 1,100, 1,500 และ 
1,900 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  ในขณะที่เซลลอิสระยอยสลายฟนอลไดสมบูรณภายในเวลา 240 
ช่ัวโมง ที่ความเขมขนฟนอล 1,100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ตารางที่ 3.3 อัตราการยอยสลายจําเพาะของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 
 

ความเขมขนฟนอล  
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

อัตราการยอยสลายฟนอลจาํเพาะ 
(มิลลิกรัมฟนอลตอมิลลิกัมเซลลตอชั่วโมง) 

เซลลตรึงบน EFB เซลลอิสระ 
10 0.0013 0.0010 
30 0.0360 0.0012 
50 0.0013 0.0004 
100 0.0007 0.0001 
500 0.0029 0.0007 

5,000 0.0250 0.0060 
 

3.3.3 การนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

เมื่อนําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร มาทดสอบการนํากลับมาใชซํ้า  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของ
เซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดกี่คร้ัง พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล
คอนขางคงที่ประมาณ  98% ภายใน 24 ช่ัวโมง  เมื่อผานการใชซํ้า 10 คร้ัง (รูปที่ 3.9)  ทั้งนี้เซลลตรึง
ยังคงประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดเทากับเซลลตรึงที่เพิ่งใชงานครั้งแรก ซ่ึงชวยลด
ระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม และจากการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ
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พื้นผิววัสดุและเซลลตรึงหลังจากการใชซํ้า ดวยเทคนิค SEM แสดงใหเห็นวาวัสดุมีลักษณะ
เปลี่ยนแปลงไปเล็กนอย และยังมีปริมาณเซลลที่ ถูกตรึงหลงเหลืออยูบนวัสดุ ดังรูปที่ 3.10 
นอกจากนั้นผลการทดสอบการเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห พบวาเซลล
ตรึงที่เก็บไวสามารถยอยสลายฟนอลได 90% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  แสดงวาเซลลตรึงที่เก็บรักษา
ไวยังคงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดใกลเคียงกับเซลลตรึงที่เพิ่งเตรียมใหม  อาจมี
สาเหตุมาจากเซลลตรึงมีความเสถียร และวัสดุตรึงสามารถปกปองเซลลแบคทีเรียจากสภาวะที่ไม
เหมาะสม รวมทั้งจากการปนเปอนไดดี ในขณะที่การเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิหองอาจมีความเสี่ยง
ตอการปนเปอนจุลินทรียชนิดอื่นไดงาย เนื่องจากแบคทีเรีย และเชื้อราหลายชนิดสามารถเจริญไดดี
ในสภาวะอุณหภูมิหอง  

 

 
 

รูปท่ี 3.9 ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB  หลังจากผานการใชงานแลว 10 คร้ัง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟนอล  
 
 จากการศึกษาของ Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบวาเซลลแบคทีเรีย Arthrobacter 
sp. ตรึงบนขี้เล่ือย Styrofoam และรําขาวสาลี  สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน หลังจากเก็บเซลลตรึงไวนาน 6 สัปดาหที่ 45 องศาเซลเซียส  Liu et al. (2009) 
รายงานวาเซลลตรึง  Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน  polyvinyl alcohol 
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(PVA) สามารถนําเซลลกลับมาใชใหมได ซ่ึงยังสามารถลดปริมาณฟนอลได 93% หลังจากเก็บไว 
50 วัน  แตเซลลอิสระจะมีอัตราการยอยสลายฟนอลลดลงหลังจากที่เก็บไว 10 วัน ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  อยางไรก็ตามการตรึงเซลลสายพันธุ XA05 และ FG03 สามารถนํากลับมาใชใหมได
อยางนอย 20 คร้ัง  จากรายงานของ Ying et al. (2007) ใช polyvinyl alcohol (PVA) ในการตรึงเซลล 
Acinetobacter sp. สายพันธุ PD 12 พบวาสามารถเก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล ไดนาน 50 
วัน นอกจากนี้การศึกษาของ Ahmad et al. (2012) พบวาเซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ 
AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลโดยนําเซลลตรึง
กลับมาใชซํ้าไดอยางนอย 45 คร้ัง 

  

 (a)      (b) 

รูปท่ี 3.10 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของพื้นผิว EFB และเซลลที่ถูกตรึงวิเคราะหดวยเทคนิค SEM ที่
กําลังขยาย 10000x-15000x; กอนการยอยสลายฟนอล (a) และหลังการนํากลับมาใชยอยสลาย          
ฟนอลซ้ําจํานวน 5 คร้ัง (b) 
 
3.4 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

การทดลองนี้เลือกใชน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเปนน้ําเสียตนแบบที่มีการปนเปอน
ของฟนอล   ปาลมน้ํามันถือเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย อุตสาหกรรมสกัดน้ํามัน
ปาลมดิบกอใหเกิดน้ําเสียที่มีสารอินทรียสูง มีสีคลํ้า  ซ่ึงสวนหนึ่งมีสาเหตุมาจากสารประกอบ       
ฟนอลที่เปนองคประกอบในน้ําเสีย  ซ่ึงสารประกอบฟนอลถูกสกัดออกมาจากผลปาลมในระหวาง
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบใชน้ํา) จึงมีความจําเปนในการพัฒนาเทคโนโลยี
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ที่มีประสิทธิภาพ ราคาถูก และไมกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมในการจัดการปญหาน้ําเสีย
จากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลม 

 
3.4.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

เนื่องจากองคประกอบของน้ําทิ้งมีปริมาณสารอินทรียคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งมีการเพิ่มขนาดของวัสดุที่ใชตรึงใหมีขนาดใหญขึ้น  เพื่อความ
สะดวกในการนําไปใชงานบําบัดน้ําเสีย จึงตองทําการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงตอสัดสวนน้ํา
ทิ้งเพิ่มเติม โดยการแปรผันปริมาณเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ทดสอบในน้ําทิ้ง
ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อจุลินทรีย เพื่อศึกษาวาปริมาณเซลลตรึงตอน้ําทิ้งที่อัตราสวนใดมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด  ผลการทดลองพบวาสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) สามารถยอยสลายฟนอลไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ คือ 40%, 64% 
และ 53% ตามลําดับ (รูปที่ 3.11)  ทั้งนี้อาจกลาวไดวาปริมาณเซลลตรึง 3 กรัม หรือสัดสวนเซลล
ตรึงตอน้ําทิ้ง 3:10 (w/v) มีปริมาณเซลลแบคทีเรียเหมาะสมเพียงพอในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองสัดสวนเซลลตรึงตออาหาร CFMM  พบวาสัดสวนเซลลตรึงที่
เหมาะสมสําหรับน้ําทิ้งมีปริมาณมากกวาความตองการในอาหารเหลว ซ่ึงใชเพียงสัดสวน 1:10 
(w/v)  ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาในการทดลองนี้มีการเพิ่มขนาดของวัสดุตรึงที่ใชจาก 0.5-1 มิลลิเมตร
เปน 1x1x1 เซนติเมตร ซ่ึงขนาดที่เพิ่มขึ้นอาจมีผลตอปริมาณการเกาะติดของเซลลบนวัสดุ และ
อัตราการแพรผานของสารเขาสูเซลลตรึง และอีกปจจัยหนึ่ง ไดแก องคประกอบของน้ําทิ้ง อาจมีผล
ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง  ดังนั้นจึงนําอัตราสวนของเซลลตรึงตอน้ําทิ้งที่ 
3:10 (w/v) มาศึกษาในการทดลองตอไป  สําหรับชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทาง
กายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล (abiotic controls)  พบวาชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล
ดูดซับฟนอลไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่สัดสวน EFB ตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) 
คือ 3, 7 และ 9% ตามลําดับ (รูปที่ 3.11)  ซ่ึงที่สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10 (w/v) มีการกําจัด      
ฟนอลลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 3:10 และ 6:10 (w/v)   
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รูปท่ี 3.11 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมของเซลลตรึงบน EFB 
โดยการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงที่สัดสวนตางๆ 
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลลตรึงบน EFB มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน, เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางเซลลตรึง
บน EFB และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลในแตละสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง มีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน และเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) 
ของ EFB ปราศจากเซลล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาไทยแตกตาง
กัน (ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05) 
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 3.4.2  ผลการกระตุน (Activation) และการปรับตัว (Acclimation) ของเซลลตรึง 
 3.4.2.1 การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 

 ศึกษาผลการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง 
โดยการนําเซลลตรึงบน EFB มากระตุนดวยฟนอลที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหาร 
CFMM เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ทั้งนี้การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลจะเปนการชักนํา และรักษาการ
ผลิตเอนไซมภายในเซลลกอนนําไปใช  เนื่องจากในขั้นตอนการตรึงเซลลจุลินทรียตองอาศัย
ระยะเวลาในการบมเซลลรวมกับวัสดุไวถึง 6 วัน เพื่อใหเกิดการสังเคราะหเสนใย EPS ในการยึดติด
กับผนังของวัสดุตรึง  ซ่ึงในกระบวนการดังกลาวไมมีการเติมแหลงคารบอนใดๆ ดังนั้นทําใหเซลล
อยูในภาวะขาดแคลนอาหาร และอาจสงผลตอการเจริญ และการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอย
สลายฟนอลในน้ําทิ้ง  จากการทดลองพบวาเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอลสามารถ
ลดปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งได 64% ภายในเวลา 7 วัน ซ่ึงมีความสามารถในการกําจัดฟนอลไดสูง
กวาเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวยฟนอลอยางมีนัยสําคัญ  ซ่ึงลดฟนอลไดเพียง 35% (ตาราง
ที่ 3.5)    

 
 นอกจากนั้นผลการทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่

ไมผานการฆาเชื้อจุลินทรีย พบวาเซลลตรึงบน EFB ยังสามารถยอยสลายฟนอลไดประมาณ 71% 
ภายในเวลา 7 วัน ซ่ึงสูงกวาการใชน้ําทิ้งที่ผานการฆาเชื้อเล็กนอย  อาจเปนผลเสริมมาจากจุลินทรีย
ที่สามารถยอยสลายฟนอลไดที่มีอยูเดิมในน้ําทิ้ง 

 
 จากการนับจํานวนเซลลแบคทีเรียในวันเริ่มตนและหลังการบําบัดพบวา ในวันที่ 0 ของการ

ทดลอง เซลลตรึงมีจํานวนแบคทีเรีย 2.27×1010 CFU/กรัมวัสดุ และหลังการทดลองผานไป 7 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียมีจํานวนเพิ่มขึ้น ซ่ึงมีจํานวนเทากับ 4.83×1010 CFU/กรัมวัสดุ และพบวามี
จํานวนแบคทีเรียในน้ําทิ้งเทากับ 2.0×1010 CFU/มิลลิลิตร โดยพบวาเซลลตรึงมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้น 
ในขณะที่ปริมาณฟนอล และสารอินทรียในรูป BOD และ COD ในน้ําทิ้งลดลง แสดงใหเห็นวา
เซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอล โดยใชฟนอล รวมทั้งสารอินทรียอ่ืนๆ ในน้ําทิ้งเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในการเจริญเติบโต   
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ตารางที่ 3.4 องคประกอบของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอน และหลังการบําบัดดวยเซลลตรึงบน 
EFB ท่ีผานการกระตุนดวยฟนอล 
 

พารามิเตอร *คามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง **กอนบําบัด หลังบําบัด 

pH  5.5-9.0 8.2 7.9 
BOD (มก./ล.) ไมเกิน 60 มก./ล. 725 61.5 
COD (มก./ล.) ไมเกิน 400 มก./ล. 10,296 1,355 
TKN (มก./ล.) ไมเกิน 200 มก./ล. 210 64 
TP (มก./ล.)  - 17.2 16.2 
Oil & Grease (มก./ล.) ไมเกิน 15 มก./ล. 30 5 
Phenols (มก./ล.) ไมเกิน 1.0 มก./ล. 30 8 
Color (%)  - 100 75 

ท่ีมา: *ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) ลงวันที่ 3 
มกราคม 2539 เร่ืองกําหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงาน
อุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมที่ 113 ตอนท่ี 13 ลงวันที่ 13 
กุมภาพันธ 2539 
** น้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จังหวัดสตูลเก็บตัวอยางวันที่ 29 มีนาคม 2554 
 

 จากการวิเคราะหองคประกอบของน้ําทิ้งกอนและหลังการบําบัดดังตารางที่ 3.4 พบวา
ปริมาณ COD ลดลงประมาณ 87 % จากความเขมขนเริ่มตน 10,296 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือประมาณ 
1,355 มิลลิกรัมตอลิตร และปริมาณ BOD ลดลงประมาณ 92% จาก 725 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือ 
61.5 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปนขอดีของการบําบัดน้ําทิ้งดวยเซลลตรึงบน EFB ดวยวิธีการนี้ ทั้งนี้
พบวาคา pH หลังการบําบัดเทากับ 7.94 คา TKN, TP และ Oil & Grease หลังการบําบัดเทากับ 64, 
16.2 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  ดังนั้น นอกจากคา COD แลว พบวาคาพารามิเตอรอ่ืนมีคา
อยูในเกณฑคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้ง  นอกจากนั้นพบวาหลังการบําบัดสามารถลดความเขมของสี
ที่เกิดจากสารประกอบฟนอลลงไดประมาณ 25% (ตารางที่ 3.4)  อยางไรก็ตามพบวาประสิทธิภาพ
ของเซลลตรึงในการบําบัดฟนอลลดลง เมื่อเทียบกับการศึกษาในอาหารเหลว CFMM เนื่องจากใน
องคประกอบของน้ําทิ้งยังมีสารประกอบในกลุมฟนอลิกชนิดอื่นๆ รวมอยูดวย ซ่ึงอาจมีผลตอการ
ทํางานของเซลลตรึง ในขณะที่การศึกษาในอาหารเหลวมีเฉพาะฟนอลเพียงชนิดเดียว  
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 3.4.2.2 การปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําท้ิงท่ีผานการเจือจาง 

 ศึกษาผลการปรับตัวของเซลลตรึงดวยการเลี้ยงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยการนําเซลล
ตรึงบน EFB มายอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่มีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ 
เพื่อใหเวลาเซลลตรึงมีการปรับตัวกอนนําไปทดสอบดวยน้ําทิ้งที่ไมผานการเจือจาง  เนื่องจากในน้ํา
ทิ้งยังมีอนุพันธของฟนอลเปนองคประกอบดวย ซ่ึงอนุพันธของฟนอลบางชนิดแมวาจะมีความ
เขมขนต่ํา ก็อาจมีความเปนพิษตอเซลลตรึง และสามารถยับยั้งการทํางานของเซลลได โดยใช
สัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ จากการ
ทดลองพบวาที่สัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 25% เซลลตรึงลดฟนอลได 13, 23 และ 29% 
ที่เวลา 1, 3 และ 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% เซลลตรึงลดฟนอลได 29, 50 
และ 51% ที่เวลา 1, 3 และ 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM  100% เซลลตรึงสามารถ
ลดฟนอลได 30, 41, 52 และ 54% ภายในระยะเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน (ตารางที่ 3.5)  ซ่ึงที่สัดสวน้ํา
ทิ้งตออาหารเหลว 25% มีประสิทธิภาพการกําจัดฟนอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับ
สัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% ณ วันสิ้นสุดการทดลอง  และเมื่อใชเซลล
ตรึงที่ไมผานการปรับตัว พบวาเซลลตรึงลดฟนอลได 35% ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารประกอบฟนอล
ที่เปนองคประกอบในน้ําทิ้งมีผลยับยั้งการทํางานของเซลลตรึง จึงทําใหเซลลตรึงที่ไมผานการ
ปรับตัว มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลนอยกวาเซลลตรึงที่ผานการปรับตัวดวยการเลี้ยงใน
น้ําทิ้งเจือจางกอน 

  
จากการศึกษาที่ผานมารายงานวาจุลินทรียที่ผานขั้นตอนการปรับตัว จะมีความสามารถใน

การยอยสลายมลพิษเพิ่มขึ้น ดังรายงานของ Lu et al. (2009) ซ่ึงใชเชื้อราผุขาว (white rot fungus)
ตรึงบนเศษไม เพื่อยอยสลายสารประกอบฟนอลิกจากน้ําทิ้งโรงงานผลิตโคก โดยทําการปรับสภาพ
เชื้อราในน้ําทิ้งเจือจาง 50% กอน  พบวาเชื้อราสามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลิกได 87% 
ภายในเวลา 6 วัน และจากการศึกษาของ Gonzalez et al. (2001) รายงานการยอยสลายฟนอลในน้ํา
เสียโรงงานผลิตเรซินโดย Psuedomonas putida ATCC 17484 ตรึงบน calcium alginate gel ซ่ึงมี
ความเขมขนฟนอลประมาณ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงลดปริมาณฟนอลจาก 340 
ช่ัวโมง (ปรับสภาพเซลลคร้ังที่ 1) เหลือ 260 ช่ัวโมง หลังจากการปรับสภาพเซลลคร้ังที่ 2 ดวยการ
เจือจางน้ําเสีย 
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ตารางที่ 3.5 ปริมาณฟนอลที่ลดลง (%) โดยใชเซลลตรึงดวยวิธีตางๆ 

วิธี 
สัดสวนน้ําท้ิงตอ

อาหารเหลว CFMM 
*ปริมาณฟนอลที่

ลดลง (%) 
เวลาท่ีใชในการยอย
สลายฟนอล (วัน) 

Non activation 100: 0 35A 7 
Activation 100: 0 64B 7 

Acclimation 25:75 29a 5 
50: 50 51b 5 
100:0 53Cb 7 

Activation  
and 

Acclimation 

25: 75 52 
a 5 

50: 50 65 
b 7 

100: 0 72D
 
b 10 

* เปรียบเทียบระหวางวิธีไมผานการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล (Non activation) และวิธีการ
กระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล (Activation) วิธีการปรับตัวของเซลลตรึงดวยการเจือจางน้ําทิ้ง 
(Acclimation) และวิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําทิ้งที่ผานการเจือ
จาง (Activation and Acclimation) มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%, P<0.05) เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน และเปรียบเทียบระหวางวิธีการปรับตัว
ของเซลลตรึงดวยการเจือจางน้ําทิ้ง (Acclimation) และวิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัว
ของเซลลตรึงดวยน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง (Activation and Acclimation) ที่สัดสวนน้ําทิ้งตออาหาร
เหลว CFMM 25%, 50% และ 100% ที่ชุดการทดลองเดียวกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน  
 

 3.4.2.3 ผลการกระตุนรวมกับการปรับตัวของเซลลตรึง 

 ศึกษาผลการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึง โดยการนําเซลลตรึงบน EFB มา 
กระตุนดวยฟนอลที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลตรึงมา
เล้ียงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยมีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหมากขึ้นอยางชาๆ ใช
สัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ จากการ
ทดลอง พบวาหลังการกระตุนดวยฟนอล แลวนําเซลลตรึงไปปรับตัวในน้ําทิ้งที่เจือจางตั้งแต 25-
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100%  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลไดเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยในสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 
25% เซลลตรึงลดฟนอลได 52% ภายในเวลา 5 วัน จากนั้นเลี้ยงในสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว 
CFMM 50% เซลลตรึงลดฟนอลได 66% เปนเวลา 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 
100% เซลลตรึงลดฟนอลได 72% ภายในระยะเวลา 10 วัน (ตารางที่ 3.5)  ในขณะที่สัดสวนน้ําทิ้ง
ตออาหารเหลว 25% มีประสิทธิภาพการกําจัดฟนอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวน
น้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% และเมื่อใชเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวย      
ฟนอล และไมผานการปรับตัวดวยการเจือจางน้ําทิ้ง  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลได 35% อาจ
เนื่องมาจากเซลลตรึงขาดการกระตุนเพื่อชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซมภายในเซลล  จึงทําให
เซลลตรึงมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลนอยกวาเซลลตรึงที่ผานการกระตุน และการปรับตัว 
จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว โดยใชสถิติ one way-ANOVA เปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางวิธีการเตรียมเซลลตรึงกอนนําไปใชดวยวิธีตางๆ ไดแก 1) ไมผานการกระตุนและ
การปรับตัว (Non-activation and non-acclimation) 2) วิธีการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 
(Activation) 3) วิธีการปรับตัวเซลลตรึงในน้ําทิ้งเจือจาง (Acclimation) และ 4) วิธีรวมระหวางการ
กระตุนและการปรับตัว (Activation and acclimation) มีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  

 
 อยางไรก็ตาม จะเห็นไดวาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงที่ถูกกระตุนหรือ
ปรับตัวแลวในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีคาต่ํากวาการบําบัดฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ฟนอล   ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีทั้งฟนอล อนุพันธของฟนอล และ
สารมลพิษอื่นๆ ที่ปนเปอนในน้ําทิ้งดวย  ซ่ึงอาจสงผลตอการเจริญและกิจกรรมการยอยสลายฟ
นอลของเซลลตรึง  จากงานวิจัยนี้พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลในอาหาร
เหลวเกือบ 100% ในขณะที่สามารถยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งไดประมาณ 64-72% ซ่ึงมีประสิทธิภาพ
สูงกวาการศึกษากอนหนานี้  โดย Limkhuansuwan and Chaiprasert (2010) รายงานวาพบการ
ปนเปอนของสารประกอบฟนอลิก 33.64 มิลลิกรัมตอลิตร ในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
และพบวา lactic acid bacteria สามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลิกไดประมาณ 44%  จากผล
การศึกษาการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยเซลลตรึงบน EFB ในงานวิจัยนี้  
พบวาความเขมขนฟนอลที่เหลือในน้ําทิ้งยังมีคาสูงกวาคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรม 
ซ่ึงกําหนดใหมีปริมาณฟนอลสูงสุดไมเกิน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  อยางไรก็ตาม สามารถนําน้ําทิ้งที่
ผานการบําบัดแลว มาผานการบําบัดซ้ําอีกครั้ง หรืออาจมีการศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดฟนอล
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ในระบบบําบัดแบบกึ่งกะ (Fed batch system) หรือระบบที่มีความตอเนื่อง (Continuous system) ซ่ึง
อาจทําใหคาความเขมขนฟนอลในน้ําทิ้งลดลงอยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งได  

 
 3.4.3 การนําเซลลตรึงมาใชซํ้าเพื่อบําบัดน้ําท้ิง 

 เมื่อนําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอล มาทดสอบการยอยสลายฟนอลใน
น้ําทิ้งซ้ํา  เพื่อดูประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดกี่คร้ัง 
และยังคงมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลไดเหมือนกับการใชคร้ังแรกหรือไม ซ่ึงจะทําใหชวย
ลดระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม  พบวาสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได
อยางนอย 10 คร้ัง โดยเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดประมาณ 50-68% ภายใน
เวลา 7 วัน (รูปที่ 3.12) โดยพบวาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้ายอยสลายฟนอลในน้ํา
ทิ้งมีประสิทธิภาพต่ํากวาการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าในการยอยสลายฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ฟนอล  อาจเนื่องมาจากองคประกอบตางๆ ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม สงผลตอการเจริญ
และกิจกรรมการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง  รวมทั้งสงผลตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
พื้นผิววัสดุตรึง ซ่ึงอาจทําใหเซลลตรึงเกิดความเสียหาย และหลุดออกจากวัสดุได เมื่อมีการนํามาใช
ซํ้าหลายๆ คร้ัง 

 

 
รูปท่ี 3.12 ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน  EFB  ที่ผานการใชซํ้า 10 คร้ัง ในน้ําทิ้ง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม   
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง  
 4.1.1 การผลิต EPS ของแบคทีเรีย 

 แบคทีเรีย Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ทั้ง 2 ชนิด มีการผลิต 
EPS ในระหวางการตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ซ่ึงพบวา Methylobacterium sp. NP3 มี
อัตราในการสังเคราะหเสนใย EPS ไดเร็วกวา Acinetobacter sp. PK1  และเมื่อนําแบคทีเรียผสม 2 
ชนิด มาตรึงบนวัสดุ EFB และ PF พบวาเซลลแบคทีเรียผลิต EPS บน EFB และ PF ไดคงที่ในวันที่ 
6 และวันที่ 8 ตามลําดับ โดยปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นมีจํานวนเพิ่มขึ้นประมาณ 80% เมื่อเทียบกับ
เร่ิมตนทดลอง ดังนั้นจึงทําการตรึงเซลลที่ระยะเวลา 6 และ 8 วัน บน EFB และ PF ตามลําดับ 
เพื่อใหเซลลมีการเกาะติดกับวัสดุไดดีเพียงพอ และปองกันการหลุดของเซลลตรึง เมื่อมีการ
นําไปใช 
 
 4.1.2 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของแบคทีเรียตรึงในอาหารเหลว 

 จากการคัดเลือกวัสดุตรึงระหวาง EFB และ PF  โดยดูจากประสิทธิภาพของเซลลตรึงใน
การกําจัดฟนอลที่ความเขมขนเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาเซลลตรึงทั้ง 2 ชนิด สามารถยอย
สลายฟนอลไดเกือบสมบูรณ (98%) โดยเซลลตรึงบน EFB มีอัตราการกําจัดฟนอลสูงกวาเซลลตรึง
บน PF และมีการดูดซับฟนอลนอยกวา  ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลตรึงบน EFB มาใชทดสอบการยอย
สลายฟนอลตอไป 
  
 จากการแปรผันปริมาณเซลลตรึงบน EFB ที่สัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว CFMM 
เทากับ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)  พบวาการเติมเซลลตรึงสัดสวน 1:10 (w/v) มีประสิทธิภาพใน
การยอยสลายฟนอลสูงถึง 98% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  เพราะฉะนั้นจึงเลือกใชสัดสวนของเซลล
ตรึงตออาหารเหลวที่ 1:10 (w/v) มาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ ใน
ขั้นตอนตอไป 
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 จากการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลดวยเซลลตรึงบน EFB  ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวที่ความเขมขนตางๆ ไดแก  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาที่ความ
เขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร  เซลลอิสระสามารถบําบัดฟนอลไดดีกวาเซลลตรึง โดยสามารถ
ลดปริมาณฟนอลได 95% และ 80% ตามลําดับ ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  อยางไรก็ตาม เมื่อความ
เขมขนฟนอลเพิ่มขึ้นตั้งแต 30–5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดฟนอลไดดีกวา
เซลลอิสระ ซ่ึงมีคาการยอยสลายประมาณ 70-98%  ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอล
ไดประมาณ 17-52%  และผลการทดลองยังแสดงวาเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอลสูงกวา
เซลลอิสระที่ทุกความเขมขนของฟนอล  นอกจากนั้นเซลลตรึงยังสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดอยาง
นอย 10 คร้ัง  โดยมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ถึง 99% 
ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  รวมทั้งสามารถเก็บเซลลตรึงไวไดนาน 1 เดือน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลยังคงเดิม 
 
 4.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของแบคทีเรียตรึงในน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 

 จากการศึกษาผลของการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมได 64% ภายในเวลา 7 
วัน  ในขณะที่เซลลตรึงที่ไมผานการกระตุนดวยฟนอลสามารถกําจัดฟนอลไดเพียง 35%  และจาก
การศึกษาผลของการปรับตัวเซลลตรึงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจางกอนนําไปใช  พบวาเซลลตรึงหลัง
การปรับสภาพสามารถลดปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งที่ไมไดเจือจางได 54% ภายในเวลา 7 วัน  
นอกจากนั้นจากการยอยสลายฟนอลดวยวิธีรวมระหวางการกระตุน และการปรับตัวของเซลลตรึง  
พบวาลดปริมาณฟนอลได 72% ภายในเวลา 10 วัน และสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าในการ
บําบัดน้ําทิ้งไดอยางนอย 10 คร้ัง ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดประมาณ 50–69% 
  
 ดังนั้นผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการเตรียมเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน EFB 
และ PF สามารถทําไดโดยการบมเซลลแบคทีเรียรวมกับวัสดุ  โดยใหอัตราการเขยาประมาณ 130 
รอบตอนาที เปนระยะเวลา 6 และ 8 วัน ตามลําดับ  อยางไรก็ตาม เซลลตรึงที่เตรียมไดควรนําไป
ผานการกระตุนดวยฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว หรือผานการปรับตัวในน้ําทิ้งที่เจือจาง หรือวิธี
รวมระหวาง 2 วิธีการดังกลาว  เพื่อชักนําและรักษาการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลาย    
ฟนอล  รวมทั้งใหเซลลปรับตัวมีความทนทานตอสารประกอบฟนอล และอนุพันธของฟนอลในน้ํา



66 

ทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนนําไปใชงาน  นอกจากนั้นยังสามารถนําเซลลตรึงกับมาใชซํ้าได
อยางนอย 10 คร้ัง ซ่ึงชวยประหยัดเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม 
 
4.2 ขอเสนอแนะ 

 1.ควรศึกษาหรือคัดเลือกวัสดุชนิดอื่นๆ มาใชเปนวัสดุตรึงเซลลเพิ่มเติม หรือศึกษาการ
ปรับปรุงสภาพพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน เชน สมบัติในเชิง hydrophobic interaction เพื่อ
เพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบนวัสดุ 
 2. จากการศึกษานี้ไดทําการทดลองในระบบกะ (batch system) เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลเบื้องตน   ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยระบบที่มีความตอเนื่อง (continuous 
system) เพื่อประโยชนในการนําไปใชจริงในระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 3. ควรศึกษาแนวทางการนําเซลลตรึงไปประยุกตใชบําบัดน้ําทิ้ง เชน เตรียมเซลลตรึงใสใน
ภาชนะ ซ่ึงทําเปนลักษณะทุนลอยในบอน้ําทิ้ง หรือพัฒนาเปนระบบถังปฏิกรณชีวภาพที่บรรจุเซลล
ตรึง เปนตน 
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สูตร และวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ภาคผนวก ก 

สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM (Carbon free mineral salt medium) ประกอบดวย
สารอาหารดังตอไปนี้ (ตอ 1 ลิตรอาหารเหลว) ไดแก  

- แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3.0 กรัม  
- ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   2.2 กรัม  
- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรัม  
 

นําอาหารเหลวดังกลาวนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที และเติมสารละลายความเขมขนสูง (Stock solution)ของสารตอไปนี้อยางละ 1 มิลลิลิตร ที่
ปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูป micro filter 

 

-  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)   0.1 กรัมตอมิลลิลิตร 
-  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)   0.05 กรัมตอมิลลิลิตร 
-  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)   0.05 กรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

วิธีวิเคราะห 
 

 ข.1 ศึกษาลักษณะพื้นผิววัสดุตรึง และเซลลตรึง โดย SEM 

การศึกษาลักษะพื้นผิววัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ทําโดยนําชิ้นสวนของวัสดุมาติดบนแทน
วางตัวอยาง Stub) แลวนําตัวอยางไปฉาบทองดวยเครื่อง Sputter coater และสองดูดวยเครื่อง SEM 
สําหรับการศึกษาลักษณะเซลลตรึงทั้งกอนและหลังทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดย
ดองรักษาสภาพตัวอยางกอนฉาบทองดวย 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
หรือ 4% formaldehyde เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 2-3 คร้ัง นําตัวอยางมา Fix 
คร้ังที่ 2 ดวย 1% OsO4 เปนเวลา 2 ช่ัวโมงแลวลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง ขจัดน้ําออกดวยเอทานอล
เปนเวลา 10 นาที  นําไปทําใหแหงดวยวิธี critical point drying (การวิเคราะหในขั้นตอนนี้
ดําเนินการโดยศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

 
ข.2 ศึกษาพื้นท่ีผิวเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของรูพรุน และปริมาตรรูพรุนของวัสดุโดยเครื่อง 

Surface area analyzer 

การศึกษาพื้นที่ผิว เสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของรูพรุน และปริมาตรของรูพรุน ทําโดยนํา
ช้ินสวนของวัสดุ 0.25 กรัม outgas ที่อุณหภูมิ  150 0 C ในสูญญากาศ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เพื่อเอา
ความชื้นหรือสารปนเปอนที่อาจดูดซับอยูบนผิววัสดุออก หลังจากนั้นนําตัวอยางวางในหลอด
ตัวอยางที่เชื่อมตอกับเครื่องวิเคราะห ซ่ึงตัวอยางดูดซับ N2 ที่ 77 K ดวยเครื่อง BelsorpII mini (BEL 
Japan, Inc., Osaka, Japan) ทั้งนี้พื้นที่ผิว BET (specific surface area) คํานวณตามวิธี Brunauer–
Emmett–Teller (BET) และ Langmuir plot methods และการกระจายตัวของรูพรุน (pore size 
distribution) คํานวณตามวิธี Barrer–Joyner–Halenda (BJH) (การวิเคราะหในขั้นตอนนี้ดําเนินการ
วิทยาลัยปโตรเลียม และปโตรเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 
 

ตารางท่ี ค.1 การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน EFB 
 

เวลา 
(วัน) 

เซลลตรึงบน EFB 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.159 0.173 0.181 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
1 0.159 0.173 0.181 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.159 0.173 0.181 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
3 0.148 0.173 0.183 93.00 100.00 101.00 98.20 4.360 
4 0.137 0.147 0.153 86.00 84.00 84.00 85.28 1.150 
5 0.082 0.082 0.082 51.00 47.00 45.00 48.13 3.06 
6 0.024 0.025 0.026 15.00 14.00 14.00 14.80 0.58 
7 0.022 0.025 0.027 13.00 14.00 14.00 14.35 0.58 
8 0.022 0.023 0.026 13.00 13.00 14.00 13.69 0.58 
9 0.023 0.023 0.025 14.00 13.00 13.00 14.01 0.58 

ตารางที่ ค.2 ปริมาณการลดลงของสี alcian blue ของชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล 
 

เวลา 
(วัน) 

EFB ปราศจากเซลล 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.024 0.024 0.024 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.029 0.023 0.025 123.40 97.50 102.48 107.79 13.75 
4 0.025 0.025 0.026 105.53 105.42 107.02 105.99 0.90 
6 0.025 0.026 0.026 106.81 107.08 107.85 107.25 0.54 
8 0.023 0.024 0.024 99.15 99.17 100.00 99.44 0.49 
9 0.023 0.024 0.025 98.30 98.33 101.65 99.43 1.93 
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ตารางท่ี ค.3 การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ  Acinetobacter sp. PK1 บน PF 
 

เวลา 
(วัน) 

เซลลตรึงบน PF 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.178 0.199 0.200 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
1 0.178 0.199 0.200 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.193 0.196 0.200 108.53 98.24 99.90 102.22 5.52 
3 0.162 0.182 0.184 90.85 91.37 92.09 91.44 0.62 
4 0.087 0.088 0.093 49.05 43.98 46.30 46.44 2.54 
5 0.059 0.070 0.082 32.94 34.99 40.94 36.29 4.16 
6 0.030 0.036 0.048 16.84 18.12 24.12 19.69 3.89 
7 0.029 0.034 0.037 16.50 17.07 18.62 17.40 1.10 
8 0.022 0.026 0.027 12.12 12.80 13.31 12.75 0.60 
9 0.025 0.025 0.026 13.92 12.75 13.16 13.28 0.59 

 
ตารางที่ ค.4 ปริมาณการลดลงของสี alcian blue ของชุดควบคุม PF ปราศจากเซลล 
 

เวลา 
(วัน) 

PF ปราศจากเซลล 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.032 0.033 0.034 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.035 0.035 0.037 106.79 105.69 109.38 107.29 1.90 
4 0.036 0.036 0.037 110.80 108.68 109.68 109.72 1.06 
6 0.033 0.039 0.039 102.78 115.27 113.49 110.51 6.76 
8 0.031 0.034 0.036 94.75 100.90 104.11 99.92 4.75 
9 0.031 0.032 0.037 94.14 94.61 108.80 99.18 8.33 
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 

และ Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบน EFB 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบน EFB 
 
ตารางที่ ง.1 การผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 ตรึงบน EFB 
 

เวลา 
(วัน) 

Methylobacterium sp. NP3 
ตรึงบน EFB (A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.083 0.131 0.145 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
1 0.083 0.131 0.145 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.083 0.131 0.145 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
3 0.083 0.131 0.145 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
4 0.078 0.105 0.118 94.20 80.44 81.80 85.48 7.58 
5 0.062 0.074 0.090 75.00 56.46 62.35 64.60 9.47 
6 0.032 0.032 0.033 38.41 24.37 22.63 28.47 8.65 
7 0.031 0.032 0.032 37.80 24.06 22.01 27.96 8.59 
8 0.032 0.031 0.031 39.13 23.38 21.73 28.08 9.61 
9 0.032 0.031 0.032 38.41 23.99 22.08 28.16 8.93 
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ตารางที่ ง.2 การผลิต exopolysaccharide  ของแบคทีเรีย  Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบน EFB 
 

เวลา 
(วัน) 

Acinetobacter sp. PK1ตรึงบน 
EFB (A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.106 0.113 0.118 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
1 0.106 0.113 0.118 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
2 0.106 0.113 0.118 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
3 0.106 0.113 0.118 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
4 0.090 0.112 0.119 84.45 99.47 100.59 94.84 9.01 
5 0.072 0.102 0.107 68.14 91.02 90.75 83.30 13.13 
6 0.051 0.062 0.064 48.16 55.11 54.41 52.56 3.83 
7 0.030 0.033 0.035 28.37 29.07 30.05 29.16 0.84 
8 0.030 0.032 0.036 28.56 28.09 30.22 28.96 1.12 
9 0.030 0.031 0.032 28.28 27.11 26.99 27.46 0.71 
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ภาคผนวก จ 
การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
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ภาคผนวก จ 

การคัดเลือกวัสดุตรงึเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 
 

ตารางที่ จ.1 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความเขมขน        
ฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.425 0.431 0.432 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
4 0.181 0.183 0.186 42.61 42.40 42.96 42.65 0.28 
8 0.009 0.009 0.010 2.10 2.09 2.22 2.13 0.07 
12 0.008 0.010 0.010 1.86 2.27 2.27 2.13 0.24 
16 0.009 0.009 0.009 2.07 2.00 1.99 2.02 0.05 
24 0.008 0.008 0.008 1.93 1.81 1.78 1.84 0.08 

 
ตารางที่ จ.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน PF ท่ีความเขมขน          
ฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

เซลลตรึงบน PF  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.425 0.431 0.432 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
4 0.254 0.255 0.256 59.89 59.09 59.10 59.36 0.46 
8 0.134 0.131 0.133 31.57 30.33 30.70 30.87 0.64 
12 0.009 0.009 0.009 2.05 2.07 1.99 2.03 0.04 
16 0.009 0.009 0.009 2.05 2.02 2.08 2.05 0.03 
24 0.007 0.008 0.009 1.58 1.90 2.06 1.85 0.25 
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ตารางที่ จ.3 ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอลของ EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

EFB ปราศจากเซลล 
 (A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.423 0.423 0.417 100 100 100 100 0.00 
4 0.452 0.424 0.424 106.98 100.27 101.75 103.00 3.52 
8 0.442 0.424 0.426 104.58 100.23 102.10 102.30 2.18 
12 0.405 0.412 0.424 95.72 97.47 101.57 98.25 3.01 
16 0.412 0.424 0.424 97.49 100.14 101.59 99.74 2.08 
24 0.402 0.402 0.402 95.11 95.08 96.47 95.55 0.79 

 
ตารางที่ จ.4 ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอลของ PF ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

PF ปราศจากเซลล 
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1 2 3 1 2 3 
0 0.423 0.424 0.425 100 100 100 100 0.00 
4 0.423 0.424 0.424 100.11 99.91 99.84 99.96 0.14 
8 0.413 0.412 0.424 97.58 97.23 99.84 98.22 1.41 
12 0.346 0.345 0.346 81.71 81.35 81.50 81.52 0.18 
16 0.325 0.354 0.355 76.75 83.47 83.56 81.26 3.91 
24 0.331 0.319 0.333 78.32 75.15 78.40 77.29 1.85 
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ภาคผนวก ฉ 
การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในอาหารเหลว 
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ภาคผนวก ฉ 

การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในอาหารเหลว 
 

ตารางที่ ฉ.1 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ท่ีมีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร 
 

สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสีย 
(w/v) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 1 2 3 

1:10 1.86 1.87 2.20 1.98 0.19 
3:10 2.08 2.12 2.20 2.13 0.06 
6:10 2.08 2.12 2.20 2.31 0.06 

 
ตารางที่ ฉ.2 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.227 0.232 0.233 100 100 100 100 0 
2 0.206 0.217 0.221 90.49 93.79 94.90 93.06 2.29 
6 0.042 0.042 0.047 18.49 18.29 19.93 18.90 0.90 
10 0.044 0.044 0.045 19.37 19.07 19.20 19.21 0.15 
14 0.042 0.048 0.049 18.35 20.58 21.09 20.01 1.45 
18 0.046 0.048 0.048 20.03 20.66 20.62 20.44 0.36 
24 0.042 0.044 0.047 18.35 18.81 19.97 19.05 0.84 
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ตารางที่ ฉ.3 ปริมาณฟนอลท่ีเหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.425 0.431 0.432 100.00 100.00 100.00 100.00 0.00 
4 0.181 0.183 0.186 42.61 42.40 42.96 42.65 0.28 
8 0.009 0.009 0.010 2.10 2.09 2.22 2.13 0.07 
12 0.008 0.010 0.010 1.86 2.27 2.27 2.13 0.24 
16 0.009 0.009 0.009 2.07 2.00 1.99 2.02 0.05 
24 0.008 0.008 0.008 1.93 1.81 1.78 1.84 0.08 

 
ตารางที่ ฉ.4 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB 
 (A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ  (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.152 0.154 0.155 100 100 100 100 0.00 
2 0.101 0.101 0.114 66.45 65.71 73.55 68.57 4.33 
24 0.038 0.039 0.040 25.07 25.31 25.68 25.35 0.31 
48 0.028 0.028 0.029 18.62 18.35 18.58 18.52 0.15 
72 0.025 0.025 0.026 16.51 16.33 16.52 16.45 0.11 
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ตารางที่ ฉ.5 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.905 0.906 0.989 100 100 100 100 0.00 
24 0.457 0.659 0.660 50.49 72.71 66.70 63.30 11.49 
48 0.316 0.424 0.424 34.93 46.82 42.87 41.54 6.06 
72 0.216 0.197 0.191 23.84 21.75 19.32 21.63 2.26 
96 0.120 0.121 0.248 13.30 13.36 25.06 17.24 6.78 
120 0.015 0.014 0.012 1.69 1.50 1.18 1.46 0.26 

 
ตารางที่ ฉ.6 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.502 0.497 0.496 100 100 100 100 0.00 
24 0.398 0.422 0.426 79.26 84.74 85.86 83.29 3.53 
48 0.364 0.367 0.374 72.58 73.72 75.34 73.88 1.39 
72 0.382 0.309 0.333 76.11 62.14 67.10 68.45 7.08 
96 0.168 0.167 0.164 33.45 33.55 32.94 33.31 0.33 
120 0.068 0.104 0.102 13.53 20.89 20.61 18.34 4.17 
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ตารางที่ ฉ.7 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

1 2 3 1 2 3 
0 0.452 0.451 0.445 100 100 100 100 0.00 
24 0.402 0.411 0.418 88.91 91.26 93.78 91.31 2.44 
48 0.333 0.338 0.349 73.67 74.93 78.30 75.64 2.39 
72 0.293 0.296 0.298 64.79 65.55 66.89 65.74 1.06 
96 0.237 0.256 0.265 52.57 56.83 59.55 56.32 3.52 
120 0.124 0.136 0.139 27.35 30.08 31.15 28.71 1.93 

 
ตัวอยางการคาํนวณคาคงท่ีอัตราการยอยสลายฟนอล (phenol degradation rate constant: k) 

 
รูปท่ี ฉ.1 คาคงท่ีอัตราการยอยฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัม
ตอลิตร 

Slope =  -k 
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ตารางท่ี ฉ.8 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า (คร้ัง) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
1 0.61 0.68 0.06 

0.73   
0.69   

2 0.15 0.35 0.19 
0.38   
0.52   

3 0.53 0.78 0.23 
0.85   
0.97   

4 0.61 0.68 0.12 
0.62   
0.82   

5 0.84 0.85 0.02 
0.85   
0.87   

6 0.73 0.77 0.04 
0.75   
0.82   
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ตารางที่ ฉ.8 (ตอ) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า (คร้ัง) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
7 0.84 0.84 0.02 

0.83   
0.87   

8 0.60 0.68 0.12 
0.62   
0.82   

9 0.75 0.78 0.04 
0.77   
0.82   

10 0.75 0.78 0.04 
0.77   
0.82   
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ภาคผนวก ช 
การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB                                        

ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
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ภาคผนวก ช 

การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB                                            
ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามนัปาลม 

 
ตารางที่ ช.1 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีความเขมขนฟนอล 
30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสีย 
(w/v) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 1 2 3 

1:10 59.17 59.21  61.59 59.99 1.38 
3:10 36.81 36.80 36.09 36.42 0.42 
6:10 46.55 46.51 47.92 46.99 0.80 

 

ตารางที่ ช.2 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการ Activation และ 
Acclimation เซลลตรึง 
 

เซลลตรึง ปริมาณฟนอลลดลง  (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

Non activation 36.85 
33.33 
34.55 

35.00 1.78 

Activation 63.19 
63.20 
63.91 

63.43 0.42 

Acclimation 54.88 
57.54 
48.20 

53.54 4.81 

Activation และ
Acclimation 

75.64 
73.20 
68.49 

72.44 3.64 
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ตารางที่ ช.3 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการยอยสลายของ
เซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า 
(คร้ัง) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
(%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

1 44.39 44.32 0.72 
43.57   
45.01   

2 30.97 35.53 6.63 
32.47   
43.13   

3 31.92 32.93 1.61 
32.08   
34.78   

4 31.99 32.96 1.58 
32.10   
34.78   

5 29.23 31.47 2.72 
30.70   
34.49   

6 44.92 49.14 0.48 
46.83   
55.66   
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ตารางที่ ช.3  (ตอ) ปริมาณฟนอลท่ีเหลือ (%) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการยอยสลายของ
เซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใช
ซํ้า (คร้ัง) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

7 46.19 46.72 0.48 
47.12   
46.86   

8 50.42 49.89 0.50 
49.80   
49.44   

9 51.06 51.67 0.53 
52.03   
51.93   

10 49.27 51.06 3.17 
49.19   
54.72   
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ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ  สกุล     นางสาวพนิดา  โตะสู 
รหัสประจําตัวนักศึกษา    5210920014 
วุฒิการศึกษา  

 วุฒิ      ชื่อสถาบัน    ปท่ีสําเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบัณฑิต      มหาวิทยาลัยทักษิณ   2551 

  (เคมี) 
 

การตีพิมพเผยแพร ผลงาน 
พนิดา โตะสู เอกวัล ลือพรอมชัย และอรมาศ สุทธินุน. 2554. การยอยสลายฟนอลโดยเชื้อผสม 
 Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ตรึงบนวัสดุเหลือใชปาลมน้ํามัน.               
 ในเอกสารประกอบงานประชุมวิชาการสิ่งแวดลอมแหงชาติ คร้ังที่ 10 จัดโดยสมาคมวิศวกรรม
 ส่ิงแวดลอมแหงประเทศไทย ระหวางวันที่ 23-25 มีนาคม 2554 ณ จังหวัดสงขลา. 
 
 




