
 
 

 

 

 

 

 

�����������	
������������� Methylobacterium sp. NP3 ��� 

Acinetobacter sp. PK1 � !"�#$%�&'�(�)*�+���,��-���.��'� 

Phenol Degradation by Mixed Culture of  Methylobacterium sp. NP3 and 

Acinetobacter sp. PK1 Immobilized on Oil Palm Residues 
 

 
 
 

G�H�  �"I��J 
Panida  Tosu 

 
 
 
 

&H����HG�L-� ��,M���&�+�#!$N�$���)#�*�"��+�'��J"�,�HOO�&H���)��"�
�+�%'PQH" 

��N�&H�����R'����H!$�&�S�� 
�+�&H����'��$N���T�H���- 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 
Master of Science in Environmental Management 

Prince of Songkla University 
2555 
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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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รายการตาราง 
 

ตารางที่                  หนา 
1.1  ความเขมขนของฟนอลในน้ําเสียจากอุตสาหกรรมตาง ๆ   3 
1.2  คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของฟนอล      4 
1.3  คุณลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม     7 
1.4  ปริมาณสารอาหารโดยเฉลี่ยในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน   8 
1.5  จุลินทรียที่สามารถยอยสลายฟนอล      11 
1.6   การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล  Methylobacterium   12 
1.7   การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล Acinetobacter   13 
2.1  วิธีวิเคราะหคุณลักษณะของวัสดุ      27 
2.2  การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   36 
3.1  คุณสมบัติของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันที่ใชเปนวัสดุตรึงเซลล   43 
3.2  ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB และ PF      45 
 ที่ระยะเวลาการตรึงเซลล 6 และ 8 วัน  
3.3  อัตราการยอยสลายจําเพาะของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ   53 
3.4  องคประกอบของน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอน    59 

 และหลังการบําบัดดวยเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอล 
3.5  ปริมาณฟนอลที่ลดลง (%) โดยใชเซลลตรึงดวยวิธีตางๆ   61 
ค.1  การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง    83 
 Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน EFB 
ค.2  ปริมาณการลดลงของสี alcian blue ของชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล  83 
ค.3  การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง    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 (ตอ) 
 

ตารางที่                      หนา 
จ.1  ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB    89 

 ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.2  ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน PF     89 
 ที่ความเขมขนฟนอล30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.3  ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล  90 
 ของ EFB ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
จ.4  ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล  90 
 ของ PF ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.1  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM   92 
 ที่มีความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.2  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  92 
 ที่ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.3  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  93 
 ที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.4  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  93 
 ที่ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.5  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  94 
 ที่ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.6  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  94 
 ที่ความเขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.7  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  95 
 ที่ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
ฉ.8  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 96 
 30 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบ 
 การยอยสลายฟนอลแลว 
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รายการตาราง(ตอ) 
 

ตารางที่                     หนา 
ฉ.8 (ตอ)  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 97 
 30 มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบ 
 การยอยสลายฟนอลแลว 
ช. 1  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   99 
 ที่มีความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ช.2  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม    99 
 โดยการ Activation และ Acclimation เซลลตรึง 
ช.3   ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   100 
 โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
ช.3  (ตอ)  ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   101 
 โดยการยอยสลายของเซลลตรึงที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
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รายการรูป 
 

รูปท่ี                    หนา 
1.1  กระบวนการสกัดน้ํามันปาลม       6 
1.2  ตนปาลมน้ํามัน (1) ผลปาลมและเมล็ดปาลมน้ํามันสําหรับการสกัดน้ํามัน (2) 8 

และวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน; ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (3) เสนใยปาลมน้ํามัน (4) 
1.3  วิถีการยอยสลายฟนอล (a) วิถีออโท (Ortho-Pathway)     10 
 (b) วิถีเมทา (Meta-Pathway)   
1.4  วิธีการตรึงเซลล        15 
2.1  ภาพรวมของการดําเนินวิจัย       23 
2.2  ลักษณะบอบําบัดน้ําเสีย (a)  และลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (b) 24 
2.3  แบคทีเรีย (a) Methylobacterium sp. NP3 และ (b) Acinetobacter sp. PK1   25 
 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 
2.4  วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน (a) ทะลายปาลมน้ํามัน (b) เสนใยปาลมน้ํามัน  28 
2.5  ทดสอบการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในขวดแกวฝาเกลียวแลวบมตัวอยาง 32 
 ที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
3.1  เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต  EPS    40 
 ของเซลลแบคทีเรีย Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  
 เพื่อเกาะติดบน EFB 
3.2  ลักษณะพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM    42 
 กําลังขยาย 250x-500x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
3.3  เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต EPS    44 
 ของเซลลแบคทีเรียระหวางการตรึงเซลลบน EFB และ PF เปรียบเทียบ 
 กับชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุเพียงอยางเดียวไมมีเซลล 
3.4  การเกาะติดของเซลลในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM    46 
 กําลังขยาย 3000x-10000x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
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รายการรูป (ตอ) 
 

รูปท่ี                      หนา 
3.5 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB  และ  PF 47 
 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (วัสดุตรึงที่ไมมีเซลล) ใชความเขมขนฟนอล 
 เร่ิมตน  30  มิลลิกรัมตอลิตร 
3.6  ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของสัดสวนเซลลตรึงบน EFB     49 
 ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 โดยมีความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
3.7 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB   51 

 เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ (free cells) โดยทดลองที่ความเขมขนฟนอล 10 และ  
 30 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
 ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 96 ช่ัวโมง 
  และความเขมขนฟนอล 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 120 ช่ัวโมง 
3.8  คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB     52 
 และเซลลอิสระที่ฟนอลความเขมขนตางๆ  
3.9  ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB      54 

หลังจากผานการใชแลว 10 คร้ังในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟนอล  
3.10  ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของพื้นผิว EFB และเซลลที่ถูกตรึง    55 
 วิเคราะหดวยเทคนิค SEM ที่กําลังขยาย 10000x-15000x;  
 กอนการยอยสลายฟนอล (a) และหลังการนํากลับมาใชยอยสลาย 
 ฟนอลซ้ําจํานวน 5 คร้ัง (b) 
3.11  ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม   57 
 ของเซลลตรึงบน EFB  โดยการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงที่สัดสวนตางๆ 
3.12  ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลาย โดยเซลลตรึงบน EFB  ที่ผานการใชซํ้า  63 
 10 คร้ัง ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม    
ฉ. 1  คาคงที่อัตราการยอยฟนอลของเซลลตรึงบน EFB    95 
  ที่ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร     
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คําอธิบายสัญลักษณ และคํายอ 
 

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 

 ฟนอลเปนสารเคมีที่นํามาใชกันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน ใน
อุตสาหกรรมการผลิตยารักษาโรค อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันมะกอก อุตสาหกรรมผลิตเรซิน 
อุตสาหกรรมกระดาษ ฟอกเยื่อกระดาษ อุตสาหกรรมฟอกหนัง และอุตสาหกรรมปโตรเลียม (Leitao et 
al., 2007)  ฟนอลเปนสารที่มีความเปนพิษตอมนุษย และสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน  แมในปริมาณความ
เขมขนเพียงเล็กนอย (Van Schie and Young, 2000; Ahmaruzzaman, 2008) ฟนอลเปนสารพิษชนิด
หนึ่งที่ถูกกําหนดอยูใน priority pollutants ของ USEPA (U.S. Environmental Protection Agency)  โดย 
USEPA ไดกําหนดคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมใหมีปริมาณฟนอลสูงสุดไมเกิน 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร  นอกจากอุตสาหกรรมดังกลาวขางตน ยังพบปญหาการปนเปอนของฟนอลในน้ํา
ทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม ซ่ึงเปนอุตสาหกรรมหลักที่สําคัญในภาคใต โดยฟนอลเปน
สารประกอบอยูในผลของปาลมน้ํามัน  เมื่อผานกระบวนการนึ่งฆาเชื้อในการสกัดน้ํามันปาลมแบบ
ใชน้ําหรือแบบมาตรฐานฟนอลจึงถูกสกัดออกมาปนเปอนในน้ําเสีย นอกจากนี้ฟนอลยังเปนสาร
ตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลายลิกนินผานกระบวนการ wet oxidation (Kongjan et al., 2010) จาก
การศึกษาที่ผานมาพบการปนเปอนของสารประกอบฟนอลในน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามัน
ปาลมในระดับความเขมขนแตกตางกันตั้งแต 5 ถึง 1,200 มิลลิกรัมตอลิตร (ธรรมศักดิ์ ศรีสุขใส, 
2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ซ่ึงความเขมขนของสารประกอบฟนอลที่พบ
มีปริมาณสูงกวาคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งอุตสาหกรรม ตามประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร 
เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ.2539) กําหนดไวไมเกิน 1 มิลลิกรัมตอลิตร อีกทั้ง
อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมยังมีการปลอยของเสียปริมาณมากในรูปของวัสดุเศษเหลือที่เกิดจาก
กระบวนการสกัดน้ํามัน เชน ทะลายปาลมเปลา (empty fruit bunch: EFB) เสนใยปาลมน้ํามัน (pericarp 
fiber: PF)  ดังนั้นจึงมีความจําเปนในการพัฒนาวิธีการบําบัดฟนอลออกจากน้ําทิ้ง พรอมทั้งศึกษา
ทางเลือกในการใชประโยชนจากวัสดุเศษเหลือของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม  
 
 วิธีการบําบัดฟนอลทางชีวภาพนับเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสามารถยอยสลายสารมลพิษได
อยางสมบูรณ ประหยัด และเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม (Banerjee et al., 2001) เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการบําบัดทางกายภาพและเคมี อยางไรก็ตาม จากรายงานที่ผานมาพบวาจุลินทรียอิสระ (free 
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cells) สามารถทนตอความเขมขนของฟนอล หรือสารมลพิษอื่นๆ ที่ปนเปอนในน้ําเสียไดที่ความ
เขมขนต่ํา (Ruiz-Ordaz et al., 2001) จึงทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายสารมลพิษลดลง 
งานวิจัยนี้จึงสนใจนําเซลลตรึงมาใชในการบําบัดฟนอลที่ปนเปอนในน้ําเสีย  เนื่องจากเซลลตรึงมี
ความทนทานตอความเขมขนของสารพิษที่ปนเปอนในน้ําเสีย และมีอัตราการอยูรอดสูงแมใน
สภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม (Obuekwe et al., 2001) ทั้งนี้เลือกใชการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุ
เศษเหลือปาลมน้ํามัน ไดแก ทะลายปาลมเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน ซ่ึงเปนทางเลือกหนึ่งในการ
นําวัสดุเศษเหลือมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดวัสดุเศษเหลืออีกทางหนึ่งดวย  นอกจากนี้การ
นําวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมมาใชเปนวัสดุตรึง ยังเปนการลดคาใชจายในการ
ส่ังซื้อสารเคมี หรือการสังเคราะหวัสดุตรึงที่มีราคาแพง และลดความเสี่ยงจากความเปนพิษของ
สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหวัสดุตรึง รวมทั้งยังสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได ซ่ึงชวยลด
ระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม เพื่อเปนแนวทางในการศึกษาพัฒนาเทคโนโลยีที่
เหมาะสม มีประสิทธิภาพ งาย ราคาถูก และสามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัดสารฟนอลออก
จากน้ําเสีย และน้ําทิ้งจากภาคอุตสาหกรรมตอไป 
 
1.2 การตรวจเอกสาร และงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 1.2.1 แหลงกําเนิดฟนอล 

 ฟนอล  และอนุพันธของฟนอลเปนสารมลพิษหรือของเสียอันตราย  เมื่อโรงงาน
อุตสาหกรรมปลอยน้ําทิ้งสูส่ิงแวดลอม อาจสงผลกระทบตอมนุษย พืช และสัตว เชนเดียวกัน เมื่อ
มนุษยกินสัตว และพืชที่มีฟนอลปนเปอน อาจทําใหเกิดอาการคลื่นไส อาเจียน อัมพาตหรืออาจ
เสียชีวิตจากการลมเหลวของระบบทางเดินหายใจหรือหัวใจหยุดเตน โดยจะพบฟนอลในน้ําเสีย
โรงงานอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน ในน้ําเสียโรงกลั่นปโตรเลียม โรงงานปโตรเคมี โรงงานถาน
หิน โรงงานผลิตน้ํามันมะกอก โรงงานผลิตถานหิน (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) ซ่ึงมักจะมีฟนอลปนเปอนในความเขมขนตั้งแต 1 มิลลิกรัมตอลิตร ถึงหลาย
รอยมิลลิกรัมตอลิตร (Prieto et al., 2002; Shetty et al., 2007; Nair et al., 2007; Pan and Kurumada, 
2008) (ตารางที่ 1.1) นอกจากนั้นยังพบการปนเปอนของฟนอลในน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมสกัด
น้ํามันปาลมความเขมขนแตกตางกันตั้งแต 5 ถึงมากกวา 1,200 มิลลิกรัมตอลิตร (ธรรมศักดิ์           
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ศรีสุขใส, 2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองกําจัดฟนอล
ใหอยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งกอนปลอยออกสูแหลงน้ําธรรมชาติ  
 
ตารางที่ 1.1 ความเขมขนของฟนอลในน้ําเสียจากอุตสาหกรรมตางๆ 
 

อุตสาหกรรม ความเขมขนฟนอล 
(มิลลิกรัมตอลิตร) อางอิง 

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) 
ถานหิน 4-4780 Parkhurst et al. (1979) 
ผลิตเรซิน 1200->10,000 Patterson (1985);   

Kavitha and Palanivelu (2004) 
กล่ันน้ํามันปโตรเลียม 33.5 Pfeffer (1979) 

สกัดน้ํามันปาลม >1000 Alam et al. (2009) 
 
 1.2.2 คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี และความเปนพิษของฟนอล 

 ฟนอลเปนสารกึ่งของแข็งที่ปราศจากสี มีกล่ินฉุนเฉพาะตัว เมื่อละลายน้ําแลวมีฤทธิ์เปน
กรดออน อาจเรียกวา กรดคารบอลิก  ฟนอลละลายไดดีในเอทานอล  ไดเอทิลอีเทอร และ
คลอโรฟอรม ซ่ึงมีคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี ดังตารางที่ 1.2 โดยฟนอลมีความเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต
ทุกชนิด และตอระบบนิเวศน ในระดับความเขมขนฟนอลต่ําหรือเจือจางมากๆ จะมีผลยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Shetty et al., 2007) และในระดับความเขมขนที่เพิ่มขึ้นรอยละ 2-5 จะมี
ฤทธิ์ในการฆาเชื้อจุลินทรียในทันที ถาความเขมขนฟนอลเพิ่มสูงขึ้น จะทําใหเซลลจุลินทรียแตก 
โปรตีนในเซลลตกตะกอน สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม  และทําลายโครงสรางของเซลล 
ทําใหการผานเขาออกของสารในเซลลผิดปกติ เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเซลลจุลินทรียตาย           
(นงลักษณ สุวรรณพินิจ และคณะ, 2547; Seymour, 2001) สําหรับมนุษยเมื่อฟนอลโดนผิวหนังจะ
ถูกดูดซึมไดอยางรวดเร็ว หากสัมผัสรางกายจะเกิดการกัดกรอนเนื้อเยื่ออยางรุนแรง และเมื่อเขาสู
รางกายจะมีผลตอตับ ไต ปอด และระบบเลือด อาจทําใหถึงแกชีวิตได (Busca et al., 2008) ความ
เขมขนของฟนอลสูงกวา 50 ppb มีความเปนพิษตอสัตว พืช และสิ่งมีชีวิตที่อยูในน้ํา ทั้งนี้ฟนอลยัง
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มีผลตอระบบประสาท และอวัยวะที่สําคัญ เชน มาม ตับออน และไต (Manahan, 1994) 
นอกจากนี้ฟนอลยังสงผลกระทบตอความหลากหลายทางชีวภาพ (Gonzalez et al., 1990) 

ตารางที่ 1.2  คณุสมบัติทางกายภาพ-เคมีของฟนอล 

คุณสมบัต ิ คา 
 
สูตรโมเลกุล 
สูตรโครงสราง 
 
 
 
น้ําหนกัโมเลกลุ (กรัมตอโมล)  
จุดเดือด (˚C)  
จุดหลอมเหลว (˚C) 
ความสามารถในการละลายน้ํา (r.t.) 
คาการแตกตวัของกรด (pKa) 
ความสามารถในการติดไฟในอากาศ (vol%) 
 
จุดวาบไฟ (˚C) 
อุณหภูมิที่สารลุกติดไฟไดเอง(˚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 อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลม 

 อุตสาหกรรมการสกัดน้ํามันปาลมเปนหนึ่งในอุตสาหกรรมที่กอใหเกิดรายได  และการจาง
งานในภาคใตของประเทศไทย และมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของประเทศ ซ่ึงมีการขยายตัวอยาง
รวดเร็ว และมีการเพาะปลูกเพิ่มมากขึ้น จากขอมูลการสํารวจในป พ.ศ.2551 พบวามีพื้นที่ปลูกปาลม
น้ํามันรวมทั้งประเทศประมาณ 2,834,600 ไร (ศูนยวิจัยปาลมน้ํามันสุราษฎรธานี, 2551) และมีโรงงาน
สกัดน้ํามันปาลมทั้งหมดจํานวน 66 โรงงาน (กรมสงเสริมสหกรณ, 2555) กระบวนการสกัดน้ํามัน

C6H5OH 
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ปาลมสามารถแบงตามการผลิตได 2 แบบ คือ 1) การผลิตแบบมาตรฐานหรือแบบใชน้ํา และ 2) การ
ผลิตแบบไมใชน้ํา หรือแบบแหง ซ่ึงกอใหเกิดวัสดุเศษเหลือจํานวนมาก ไดแก ทะลายปาลมเปลา 
(empty fruit bunch) กะลาผลปาลม (palm shell) เสนใยปาลม (pericarp fiber) และกากเนื้อปาลม 
(palm kernel cake) (รูปที่ 1.1) นอกจากนั้นการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานมีการใชน้ําในการ
ผลิตมาก มีรายงานวากระบวนการสกัดน้ํามันปาลมดิบ 1 ตันตองการใชน้ํา 5–5.7 ตัน และน้ําที่ใชใน
การผลิตมากกวารอยละ 50 กลายเปนน้ําทิ้ง (palm oil mill effluent, POME) (Wu et al., 2009) 
ปริมาณน้ําทิ้งสวนใหญมาจากขั้นตอนการอบทะลายปาลมในรูปน้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อ (sterilizer 
condensate) และน้ําทิ้งจากเครื่องดีแคนเตอร (decanter effluent) น้ําทิ้งจากหมอนึ่งฆาเชื้อมีประมาณ 
200 ลิตรตอ 10 ตันทะลายปาลม (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2533) โดยในน้ําทิ้งจะ
ประกอบดวย BOD, COD, ของแข็งแขวนลอย, น้ํามัน และไขมัน (oil and grease) ในปริมาณสูง 
และพบวาน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีความเขมขนของสารอินทรียสูง เชน รงควัตถุพวก
แอนโทไซยานิน แคโรทีน แทนนิน สารประกอบพวกเมลานอยดิน และสารประกอบพวกกัม เปน
ตน (พูนสุข ประเสริฐสรรพและคณะ, 2544)  ซ่ึงเปนรงควัตถุที่ทําใหน้ําทิ้งมีสีน้ําตาลเขมถึงน้ําตาล
ปนดํา (ตารางที่ 1.3) และเมื่อผานกระบวนการนึ่งฆาเชื้อผลปาลมที่ใชความรอนและความดันสูง จะ
เกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซม polyphenol oxidase เปนผลใหฟนอลไมถูกยอยสลาย และ
ปนเปอนออกมากับน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม (Sundram et al., 2003) นอกจากนี้       
ฟนอลยังเปนสารตัวกลางที่เกิดจากการยอยสลายลิกนินผานกระบวนการ wet oxidation อีกดวย 
(Kongjan et al., 2010) 
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หมายเหตุ * วัสดุที่นํามาใชตรึงเซลล 
รูปท่ี 1.1 กระบวนการสกดัน้ํามันปาลม 
ท่ีมา: ดัดแปลงจากพูนสุข ประเสริฐสรรพ และคณะ (2533) 
 
 

ผลปาลม 

ยอยผลปาลม 

หีบน้ํามันปาลม 

*ทะลายเปลา
ปาลมน้ํามัน 

ทะลายที่ยังมีผลปาลมติดอยู 

บอดักไขมัน 

ทะลายปาลม 

อบดวยไอน้ํา 

แยกผลปาลมออกจากทะลาย

น้ําทิ้งจากหมอฆาเชื้อ 

น้ํา น้ํามัน 

แยกเสนใย *เสนใย

กากผลปาลม น้ํามันจากสวนเปลือก 

เพาะเห็ด/เชื้อเพลิง
โรงงาน 

เมล็ด 

อบ

เมล็ดแหง 

เครื่องสกัดแยกน้ํามัน 
(Decanter) 

น้ํา สลัดจ น้ํามันปาลมดบิ

บอรวบรวมน้าํเสีย สวนปาลม
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ตารางที่ 1.3 คุณลักษณะน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 

พารามิเตอร คา 
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 เชน ทะลายเปลา และเสนใยปาลมน้ํามัน (รูปที่ 1.2)  มี
การผลิตประมาณ 40×106 ตันตอป โดยมีการนําวัสดุเศษเหลือนําไปเปนเชื้อเพลิงในหมอนึ่งไอน้ํา 
(Alam et al., 2007) นอกจากนั้นยังมีการนําไปใชประโยชนประเภทอื่นดวย เชน การเพาะเห็ด หรือ
การทําปุยหมัก เปนตน 

 
ทั้งนี้ในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันพบปริมาณสารอาหารตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 1.4 
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รูปท่ี 1.2 ตนปาลมน้ํามัน (1) ผลปาลมและเมล็ดปาลมน้ํามันสําหรับการสกัดน้ํามัน (2) และวัสดุเศษ
เหลือปาลมน้ํามัน; ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (3) เสนใยปาลมน้ํามัน (4) 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Sridhar et al. (2009) 
 
ตารางที่ 1.4 ปริมาณสารอาหารโดยเฉลี่ยในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  
 

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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งานวิจัยนี้สนใจนําวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม 2 ชนิด 
ไดแก ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) และเสนใยปาลมน้ํามัน (PF) มาใชเปนวัสดุตรึง โดยเปนทางเลือก
หนึ่งในการนําวัสดุเศษเหลือมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดวัสดุเศษเหลืออีกทางหนึ่งดวย  
นอกจากนี้การนําวัสดุเหลือใชจากอุตสาหกรรมสกัดน้ําปาลมมาใชเปนวัสดุตรึง เปนการลด
คาใชจายในการสั่งซื้อสารเคมี หรือการสังเคราะหวัสดุตรึงที่มีราคาแพง 

 
1.2.4 กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของฟนอล 

การยอยสลายทางชีวภาพของฟนอลโดยจุลินทรียสามารถเจริญไดภายใตสภาวะที่มีอากาศ 
(aerobic) และไมมีอากาศ (anaerobic) แตโดยทั่วไปพบวากระบวนการยอยสลายฟนอลภายใต
สภาวะที่มีอากาศเกิดขึ้นไดอยางแพรหลายมากกวา (Melo et al., 2005) ทั้งนี้เนื่องจากฟนอลสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียชนิดที่ไมใชอากาศไดงาย (Grady et al., 1999) ซ่ึงกระบวนการยอยสลายฟนอล
ภายใตสภาวะที่มีอากาศมี 2 วิถี คือ วิถีเมทา (meta-pathway) และวิถีออโธ (ortho-pathway) โดย
เร่ิมตนจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิจิเนชั่น (oxygenation) โดยเอนไซมฟนอลไฮดรอกซิเลส (phenol 
hydroxylase) เปลี่ยนฟนอลใหอยูในรูปของสารตัวกลาง คือ เคติคอล (catechol) จากนั้นจะเขาสู
ปฏิกิริยาการแตกวงของเคติคอล (ring cleavage) หากยอยสลายผานวิถีเมทาไดสารตัวกลางคือ 2-
ไฮดรอกซิมูโคนิคเอซิค (2-hydroxymuconic acid) โดยเอนไซมเคติคอล 1,2 ไดออกซิจีเนส (1,2-
dioxygenase) หรือผานวิถีออโธ (ortho-pathway) ไดสารตัวกลางเปน ซิส-ซิสมูโคนิคเอซิด (cis,cis-
muconic acid) โดยเอนไซมเคติคอล 2,3 ไดออกซิจีเนส (2,3 dioxygenase) ดังแสดงในรูปที่ 1.3 
กอนจะเขาสูวัฎจักร Krebs และเมทาบอลิซึมทั่วไปของสิ่งมีชีวิต (Van Schie และ Young, 2000) ใน
การยอยสลายทางชีวภาพที่สมบูรณไดสารประกอบอยางงาย เชน CO2, H2O และสารอนินทรียอ่ืนๆ 
(Nair et al., 2008)  
 



10 

 
           (a)                     (b) 
 

รูปท่ี 1.3 วิถีการยอยสลายฟนอล (a) วิถีออโธ (Ortho-pathway) (b) วิถีเมทา (Meta-pathway) 
ท่ีมา : Van Schie และ Young (2000) 

 
1.2.5 แบคทีเรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 

ฟนอลเปนสารพิษที่ยับยั้งการทํางานของจุลินทรีย โดยเฉพาะในระดับความเขมขนฟนอล
สูงๆ ซ่ึงมีจุลินทรียหลายชนิดที่ไวตอสารนี้  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียหลายชนิดที่มีความสามารถใน
การยอยสลายฟนอล และมีความทนทานตอฟนอล จากรายงานที่ผานมาพบวาแบคทีเรีย รา และยีสต 
สามารถยอยสลายฟนอลได ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้ใชฟนอลเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการ
เจริญ ตารางที่ 1.5 แสดงตัวอยางจุลินทรียที่สามารถยอยสลายฟนอลได ซ่ึงคัดแยกจากสิ่งแวดลอม 
ไดแก จีนัส Acinetobacter, Candida และ Pseudomonas เปนตน 
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ตารางที่ 1.5 จุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายฟนอล 
 

จุลินทรีย แหลงท่ีมาของจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
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 มีลักษณะโคโลนีเปนสีชมพูเขม จัดเปนแบคทีเรีย
ประเภท facultative methylothrops ที่สามารถเจริญไดงาย และพบในสิ่งแวดลอมโดยทั่วไป เชน ใน
ดิน และเนื้อเยื่อพืช (Aken et al., 2004; Lidstrom and Chistoserdova, 2002) ทั้งนี้พบไดงายบริเวณราก 
(rhizosphere) และในตนพืช (endosphere) ที่มีความสามารถในการดูดซับ หรือบําบัดสารมลพิษ 
(Dourado et al., 2011) แบคทีเรียชนิดนี้สามารถใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนในการเจริญได
หลายชนิด เชน เมทานอล (methanol ) และเมทิลเอมีน ( methylamine) รวมท้ัง C2, C3 และ C4 
(Lidstrom and Chistoserdova, 2002) นอกจากนั้นมีรายงานการนําแบคทีเรียชนิดนี้มาใชในการบําบัด
สารมลพิษตางๆ ในสิ่งแวดลอม เชน ไซยาไนด (Cyanide) ฟอรมาไมด (formamide) ฟอรมาลดีไฮด 
(formaldehyde) และฟนอล (phenol) เปนตนดังตัวอยางแสดงในตารางที่ 1.6 
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ตารางที่  1.6 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล  Methylobacterium  
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
Methylobacterium sp. RXM CCMI 908 
Methylobacterium organophilum  DSMZ 
760 
Methylobacterium mesophilicum Sr 
Methylobacterium sp. MF1 
Methylobacterium sp BJ 001 
 
เชื้อผสมระหวาง 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)  
 
ปยะมาศ คงแขม (2552) 

  
แบคทีเรียสกุล Acinetobacter พบไดแพรหลายในธรรมชาติ เชน ในน้ํา ดิน ส่ิงมีชีวิตตาม

ธรรมชาติ และจากผิวหนังมนุษย แบคทีเรียสกุลนี้มีความนาสนใจในการนํามาประยุกตใชทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ และในดานสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนที่รูจักในการยอยสลายสารมลพิษไดหลากหลาย
ชนิด (ตารางที่ 1.7) เนื่องจากมีความสามารถในการใชสารประกอบหลากหลายชนิดเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน เชน ฟนอล (phenol) และเบนโซเอท (benzoate) เปนตน ทําใหเพาะเลี้ยงได
งายในอาหารเหลว  (Caposio et al., 2002 ; Cui et al., 2008) รวมทั้งมีความสามารถในการผลิต 
emulsifying agents ทําใหสารมลพิษที่ละลายน้ําไดนอย (low solubility) ถูกยอยสลายไดงายขึ้น 
(Marin et al., 1995)   
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ตารางที่ 1.7 การยอยสลายสารมลพิษโดยแบคทีเรียสกุล Acinetobacter 
 

สายพันธุแบคทีเรีย สารมลพิษท่ียอยสลาย อางอิง 
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) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลของเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีตรึง
เซลลแบบกักขัง (entrapment) ในซิลิกาที่สังเคราะหขึ้นใหม พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย        
ฟนอลที่ความเขมขนเริ่มตน 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ได 80-85% ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอย
สลายฟนอลไดเกือบ 100% ที่ความเขมขนเริ่มตนนอยกวา 2,500 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนั้นยัง
พบวาเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  มีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลไดเปน 2 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุเดียวแตละชนิด ดังนั้นใน
การศึกษานี้จึงสนใจใชแบคทีเรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1ในการยอยสลายฟนอล 
 

1.2.7 การตรึงเซลล (Cell immobilization) 

การบํ าบั ดสารมลพิษด วยวิ ธีการ เติมจุ ลินทรี ย ลงไปในพื้นที่ ที่ มี ก ารปนเป อน 
(bioaugmentation) ถูกนํามาใชอยางกวางขวางในปจจุบัน โดยจุลินทรียที่เติมลงไปอาจเปนจุลินทรีย
ทองถ่ินที่มีในพื้นที่นั้น (indigenous microorganisms) หรือเรียกอีกอยางวาเทคนิค autochthonous 
bioaugmentation หรืออาจเปนจุลินทรียสายพันธุตางถิ่น (exogenous microorganisms) เพื่อเรง
กระบวนการยอยสลายสารมลพิษวิธีการนี้มีขอดี คือ สามารถควบคุมกระบวนการบําบัดสารมลพิษ 
โดยการกําหนดชนิด และปริมาณของจุลินทรียที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายสารมลพิษ
แตละชนิด และมีความทนทานตอสารมลพิษนั้นๆ โดยจุลินทรียที่ใชในการยอยสลายสารมลพิษ
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สวนใหญคัดแยกไดจากสิ่งแวดลอม และมีการศึกษากิจกรรมการยอยสลายสารมลพิษใน
หองปฏิบัติการแลว ที่ผานมามีรายงานการใชทั้งเซลลอิสระ และเซลลตรึงในการบําบัดสารมลพิษ 
อยางไรก็ตาม พบวาเซลลตรึงสามารถทนทานตอความเขมขนของสารมลพิษที่สูงกวา เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ และสามารถปองกันเซลลจากผลการเปลี่ยนแปลงของ pH และอุณหภูมิ 
ทั้งนี้ยังสามารถนํากลับมาใชซํ้าได และเก็บไวไดเปนเวลานาน ซ่ึงชวยลดระยะเวลา และคาใชจาย
ในการเตรียมหัวเชื้อใหม (Aksu and Bulbul, 1999; Kourkoutas et al., 2004) 

 
กระบวนการตรึงเซลลจุลินทรียสามารถแบงเปน 2 ประเภท คือ (1) การเกาะติด/ดูดซับของ

เซลลบนวัสดุดวยวิธีธรรมชาติ (self-attachment/adsorption immobilization) และ (2) การตรึงแบบ
สังเคราะห (artificial immobilization) เชน การกักขังเซลลในพอลิเมอร (entrapment within 
polymers) การสรางพันธะโควาเลนทระหวางเซลลกับวัสดุตรึง (covalent bonding) เปนตน (Cohen 
et al., 2001) (รูปที่ 1.4) การเกาะติด/ดูดซับ (self-attachment/adsorption) เปนวิธีการตรึงเซลลที่งาย 
โดยใหเซลลดูดซับกับวัสดุที่เปนตัวนําดวยแรง Electrostatic interactions, Covalent bond formation 
หรือ Hydrophobic interactions ซ่ึงมีแรงดูดซับคอนขางออน อาจมีการสูญเสียเซลลไดงายใน
ระหวางการใชงาน และเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-เบส อุณหภูมิ เปนตน (Cheetham et 
al., 1979) ดังนั้นการตรึงเซลลโดยใหจุลินทรียดูดซับ หรือยึดเกาะกับวัสดุ เซลลจะมีการสรางฟลม
ชีวภาพ (biofilm) ซ่ึงจะเกิดการรวมตัวกันอยูบนผิวหนาของวัสดุ เปนสารพอลิเมอรที่เซลลสรางขึ้น 
แลวขับออกภายนอกเซลล โดยสวนใหญจะเปนสารพวก extracellular polymeric substance หรือ 
exopolysaccharide (EPS) ซ่ึงมีองคประกอบ ไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน ซ่ึง
สัดสวนจะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย และสภาวะแวดลอม (Rosche et al., 
2009) โดย biofilm ดังกลาวมีสวนชวยใหจุลินทรียสามารถยึดเกาะกับผิวหนาของวัสดุไดดียิ่งขึ้น 
สําหรับจุลินทรียที่มีการสราง biofilm มีหลายชนิด สวนใหญ biofilm จะมีลักษณะเปนเสนสาย 
(filament) มีสวนชวยสําคัญที่ทําใหเซลลยึดเกาะกับวัสดุไดดียิ่งขึ้น (Davey et al., 1991) อยางไรก็
ตาม เทคนิคการเกาะติดของเซลลดวยวิธีธรรมชาติเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ และสามารถขยายขนาด
เพิ่มจํานวนเซลลตรึงไดงายกวาการตรึงแบบสังเคราะห นอกจากนั้นการตรึงเซลลแบบกักขังยังมี
ขอจํากัดเรื่องการแพรผานของสารไดนอยกวาอีกดวย  (Lee and Palsson, 1994) 
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รูปท่ี 1.4 วิธีการตรึงเซลล  
ท่ีมา: Cassidy et al. (1996) 

 
 ปจจัยที่สําคัญอีกประการหนึ่งที่ตองคํานึงถึงในการตรึงเซลลจุลินทรีย  คือ การคัดเลือก
วัสดุตรึงเซลล ซ่ึงตองเปนวัสดุที่มีความเปนรูพรุนสูง มีพื้นที่ผิวมาก เพื่อใชในการเกาะติด ไมละลาย
น้ํา มีความแข็งแรง ทนตอสภาพแวดลอมทางกายภาพ-เคมี การยอยสลายโดยจุลินทรีย และแรง
กระทบกระเทือน  เนื่องจาการตรึงเซลลตองทําในภาวะปลอดเชื้อ จึงตองทนตอความรอน ความดัน
ไดสูง นอกจากนั้นวัสดุที่ใชไมควรเปนอันตรายตอเซลล และสิ่งแวดลอม ไมดูดซับสารพิษที่
ปนเปอน และสามารถนํากลับมาใชซํ้าได วัสดุที่นํามาใชสามารถเตรียมไดงาย และมีเทคนิคการตรึง
ที่ไมยุงยาก ประหยัดคาใชจาย มีความคงทนในการนําไปใชงาน และเก็บรักษาไวไดนาน 
(Kourkoutas et al., 2004) ที่ผานมามีการนําวัสดุจากธรรมชาติ และวัสดุที่สังเคราะหขึ้นมาใชเปน
วัสดุตรึงเซลล ไดแก natural zeolite, แกลบ (rice chaff) ขี้เล่ือยไมยางพารา (rubber wood meal) 
กาบมะพราว (coconut husk meal) ฟางขาวสับ (chopped rice straw), ใยบวบ หรือวัสดุที่เปนโพลิ
เมอร เชน calcium alginate, polyvinyl alcohol (PVA) หรือวัสดุสังเคราะห เชน ซิลิกา เปนตน ซ่ึง
วัสดุแตละชนิดมีขอดีขอเสียแตกตางกัน มีรายงานวาการใชวัสดุจากธรรมชาติจําพวก organic 
material มีขอดี คือ วัสดุที่ใชไมมีความเปนพิษตอเซลล วัสดุสามารถยอยสลายไดตามกลไกทาง

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 ซ่ึงชวยลดคาใชจายในการกําจัดวัสดุที่มีการดูดซับสารมลพิษอีกทางหนึ่ง และมีราคา
ไมแพง 

 
1.2.8 การใชเซลลตรึงในการยอยสลายสารมลพิษ 
 

จากการศึกษาที่ผานมามีการนําเทคนิค self-attachment immobilization และวัสดุจาก
ธรรมชาติมาใชในการตรึงเซลลแบคทีเรีย เชน Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบวาเซลลแบคทีเรีย 
Arthrobacter sp. และแบคทีเรียแกรมลบ (ยังไมไดจําแนกชนิด) ซ่ึงคัดแยกจากบอน้ํามัน ในประเทศ
คูเวต ถูกตรึงบนขี้เล้ือย (sawdust) styroform และรําขาวสาลี (wheat bran) สามารถรักษาประสิทธิภาพ
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน หลังจากเก็บเซลลตรึงไวนาน 6 สัปดาหที่ 45 องศาเซลเซียส 
และพบวาเซลลมีการสราง extracellular structure เรียกวา เสนใย exopolysaccharide เพื่อใหเซลล
เกาะติดบนวัสดุไดดีขึ้น และชวยปองกันเซลลจากสารมลพิษ โดยเสนใยดังกลาวสามารถมองเห็น
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด นอกจากนั้นจากรายงานของ Pattanasupong et al. 
(2004) พบวากลุมจุลินทรียที่ตรึงบนใยบวบ (Loofa sponge) มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย และ
ขจัดความเปนพิษของยากําจัดศัตรูพืช ไดแก Carbendazim (MBC) และ 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) โดยสารทั้งสองชนิดสามารถยอยสลายไดอยางสมบูรณภายใน 5.5 และ 1.5 วัน 
ตามลําดับ พบวาเมื่อพีเอชอยูในชวง 6-9 และอุณหภูมิประมาณ 15-37 องศาเซลเซียส เซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายสารชนิดนี้ไมแตกตางกัน อีกทั้ง Suttinun et al. (2010) ศึกษาวิธีการยอย
สลายสารไตรคลอโรเอธิลีน (trichloroethylene: TCE) แบบโคเมทาบอลิซึม (co-metabolism) โดย 
Rhodococcus sp. L4 ตรึงบนวัสดุจากพืชที่มีน้ํามันหอมระเหย ไดแก เมล็ดยี่หรา เปลือกสม และใบ
ตะไคร พบวาเซลลที่ตรึงในเมล็ดยี่หรามีประสิทธิภาพในการยืดระยะการยอยสลาย TCE ไดดีกวาวัสดุ
ชนิดอื่น และสามารถทนตอ TCE ที่ความเขมขนสูง นอกจากนั้นยังพบวาเซลลตรึงสามารถนํากลับมา
ใชในการยอยสลาย TCE ไดใหม หลังนําไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salts นาน 12 ช่ัวโมงและ
จากรายงานของ Kasamsuk and Khanongnuch (2007) ใชเซลลแบคทีเรีย Coriolus versicolor RC3 ตรึง
บนแกลบ ขี้เล่ือยไมยางพารา กาบมะพราว และฟางขาวสับ ในการยอยสลายสีในน้ําเสียอุตสาหกรรม
ส่ิงทอ พบวาเซลลตรึงบนแกลบ  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสีไดดีที่สุด ซ่ึงยอยสลายสีได 80% 
ในเวลา 24 ช่ัวโมง และสามารถนํากลับมาใชซํ้าได 2 คร้ัง นอกจากนั้นมีการใช zeolite ตรึง 
Pseudomonas sp. ADP เพื่อใชยอยสลาย atrazine โดยสามารถยอยสลายสารดังกลาวไดอยางสมบูรณ
ภายใน 10 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Stelting et al., 2010) 
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1.2.9 การยอยสลายฟนอลโดยใชเซลลตรึง 

จากการศึกษาที่ผานมามีการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนฟนอล โดยใชเซลลตรึงบนวัสดุตางๆ  
เชน การใชโพลียูรีเทนโฟม (polyurethane foam) ตรึง Acinetobacter sp. พบวาเซลลที่มีการตรึงจะ
สามารถเจริญไดที่ความเขมขนของฟนอล 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถยอยสลายฟนอลได 
19.7 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่เซลลที่ไมไดตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม (เซลลอิสระ) ถูกยับยั้ง
การเจริญเติบโตที่ความเขมขนของฟนอล 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (Adav et al., 2007) 

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

ซ่ึงคัดแยกเชื้อจากกากตะกอนเรง (Activated sludge) ของระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานผลิตสารเคมี 
โดยศึกษาปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายฟนอล ไดแก ความเขมขนของฟนอล พีเอช และอุณหภูมิ 
พบวาพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายฟนอลคือ 7.2 และเซลลทนตอความเขมขนฟนอลไดสูงถึง 500 
มิลลิกรัมตอลิตร การตรึงเซลลชวยปองกันแบคทีเรีย เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ พีเอช และ
สามารถเก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดนาน 50 วัน 
  
 Liu et al. (2009) ทําการตรึงเซลล Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 
บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเชื้อที่แยกจากกากตะกอนเรง (Activated sludge) พบวาเซลลที่
ไมตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล (Phenol degradation rate) 0.95 มิลลิกรัมฟนอลตอ
ช่ัวโมง สวนเซลลที่ตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.20 มิลลิกรัมฟนอลตอช่ัวโมง และ
เซลลตรึงสามารถทนอุณหภูมิ และพีเอชไดในชวงกวางที่มากกวาเซลลอิสระ อุณหภูมิที่ใชในการ
ทดลองอยูในชวง 20-40 องศาเซลเซียส ที่ความเขมขนเริ่มตนของฟนอล 800 มิลลิกรัมตอลิตร  โดย
เซลลตรึงสามารถนํากลับมาใชใหมได ซ่ึงยังสามารถลดปริมาณฟนอลได 93% หลังจากเก็บไว 50 
วัน  แตเซลลอิสระจะมีอัตราการยอยสลายฟนอลลดลง หลังจากที่เก็บไว 10 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส อยางไรก็ตามการตรึงเซลลสายพันธุ XA05 และ FG03 สามารถนํากลับมาใชใหมไดอยาง
นอย 20 คร้ัง 
  
 Santos et al. (2009) ศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึง Aureobasidium  pullulans FE13 (คัด
แยกเชื้อไดจากน้ําเสียของโรงงานเหล็กกลา) ในอัลจิเนต  พบวาเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล
ได 20.45 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะที่เซลลอิสระมีอัตราการยอยสลายฟนอล 18.35 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง โดยเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดมากกวาเซลลอิสระ 
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 Lee et al. (2009) ใชเม็ดบีดตรึงกากตะกอนเรง (Activated sludge) ซ่ึงไดจากระบบบําบัดน้ํา
เสียของโรงงานเหล็ก พบวาเซลลตรึงมีการยอยสลายฟนอลไดที่ชวงพีเอชที่กวาง และที่ความเขมขน
ของฟนอลสูง โดยมีอัตราการยอยสลายมากกวา 95% ภายในเวลา 28 ช่ัวโมง โดยเซลลอิสระถูกยับยั้ง
การยอยสลายที่ความเขมขนของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะที่เซลลตรึงไมถูกยับยั้งที่
ความเขมขนดังกลาว 
  
 El-Naas et al. (2009) ศึกษาการตรึง Pseudomonas putida บน polyvinyl alcohol (PVA) พบวา
เซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอลไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7 ซ่ึงลดปริมาณฟนอล
ได 95% โดยเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอลไดจนถึงความเขมขนของฟนอล 75 มิลลิกรัมตอลิตร  

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

montmorillonite (OMMT-PSF capsule)  เปนวัสดุสําหรับตรึงจุลินทรีย  จากการศึกษาพบวาเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลสูงกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 342.4 
มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง สวนเซลลอิสระมีอัตราการยอยสลายฟนอล 208.4 มิลลิกรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง 
  
 Yordanova et al. (2009) ศึกษาการตรึง Aspergillus awamori สายพันธุ NRRL3112 บน 
polyacrylonitrile membrane  พบวาเซลลอิสระ และเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.16 และ 
6.25  มิลลิกรัมตอช่ัวโมง ตามลําดับ 
  
 Khongkhaem et al. (2011)  ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเชื้อผสม
ระหวาง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีตรึงเซลลแบบกักขัง 
(Entrapment) ในซิลิกาที่สังเคราะหขึ้นใหม พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน
เร่ิมตน 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ได 80-85 % ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอลไดเกือบ 
100%  ที่ความเขมขนเริ่มตนนอยกวา 2,500  มิลลิกรัมตอลิตร อยางไรก็ตาม เนื่องจากการสังเคราะห    
ซิลิกาตองมีคาใชจายในการซื้อสารเคมีเปนสารตั้งตน และมีขั้นตอนเฉพาะในการผลิต ดังนั้นจึงมี
ความจําเปนในการพัฒนาวิธีการตรึงเซลลที่งาย มีประสิทธิภาพ ราคาถูก และสามารถขยายขนาดเพิ่ม
จํานวนไดงาย เพื่อความสะดวกในการนําไปประยุกตใช  
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งานวิจัยนี้จึงสนใจใชเทคนิคการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน  เพื่อให
เซลลตรึงมีความทนทานตอฟนอลและอนุพันธของฟนอลที่ปนเปอนอยูในน้ําทิ้ง การใชวัสดุเศษ
เหลือดังกลาวเปนทางเลือกหนึ่งในการใชประโยชนของเสีย และการกําจัดของเสีย  อีกทั้งขั้นตอน
การตรึงเซลลไมยุงยาก และชวยลดคาใชจายในการผลิตวัสดุสังเคราะหได 
 
1.3 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1.3.1. เพื่อศึกษาวิธีการตรึงเชื้อผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 บนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

1.3.2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1 ที่ตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันในการยอยสลายฟนอลในอาหารเหลว และน้ําทิ้งจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรีย ซ่ึงใชแบคทีเรียเชื้อผสม Methylobacterium sp. 
NP3และ Acinetobacter sp. PK1 โดยตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด ไดแก ทะลายปาลม
น้ํามันและเสนใยปาลมน้ํามัน แลวศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุ และการเกาะติดของจุลินทรียใน
วัสดุตรึงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning electron microscope: SEM) รวมทั้ง
ศึกษาระยะเวลาที่ เหมาะสมในเกาะติดของเซลลบนวัสดุตรึง  ดวยการวิ เคราะหการผลิต 
exopolysaccharide ของแบคทีเรีย จากนั้นนําเซลลตรึงที่ไดไปศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลในอาหารเหลว เพื่อคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่สามารถยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด แลวนําเซลล
ตรึงบนวัสดุที่คัดเลือกไดไปศึกษาผลของความเขมขนของฟนอลตอประสิทธิภาพการยอยสลาย     
ฟนอลของเซลลตรึง รวมทั้งศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม และการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 
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1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.5.1. ทราบวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรียที่งายมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล และ
ราคาถูก 

 1.5.2. ไดเซลลตรึงที่สามารถยอยสลายฟนอลไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีความทนทาน
ตอความเขมขนฟนอล และอนุพันธของฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

1.5.3. สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได  ซ่ึงชวยลดระยะเวลา และคาใชจายในการ
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 
- แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- กลูโคส (C6H12O6) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) ของบริษัท AJEX Finechem, Australia 
- ฟนอล (C6H5OH) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- 4-อะมิโนแอนติไพรีน (4-Aminoantipyrine, 4-AAP) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
-  แอมโมเนียมไฮดรอกไซด (NH4OH) ของบริษัท Sigma-Aldrich, Inc 
- เฟอรริกไซยาไนด  (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 
-  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน RL 150 ของบริษัท Russell 
- เครื่องชั่งความละเอียด 2 ตําแหนง รุน PB-1502 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เครื่องชั่งความละเอียด 4 ตําแหนง รุน AB 204 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
- เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy, Japan 
- ตูเขี่ย laminar flow รุน Microflow ของบริษัท MDH Limited, England 
- เครื่องเขยา (Shaker)  รุน NB-101M/MS ของบริษัท N-Bio TEK  
- เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV 1601 ของบริษัท Shimadzu, 

Japan  
- เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน velocity 18R ของ
บริษัท Dynamica, Australia 

- ตูอบแหง ของบริษัท Cotherm, Newzealand 
- เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน D-78224 ของบริษัท Elma, 

Germany 
- ปมสุญญากาศและชุดกรอง (Filtrator) รุน ¼ แรงมา ของบริษัท GAST, USA  
- เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน vibramax 110 ของบริษัท Heldoiph 
- กระบอกฉีดยาพลาสติก ของบริษัท Nissho Nipro, Japan  
- ขวดแกวฝาเกลียว (vial with screw cap and Teflon liner) ขนาด 22 มิลลิลิตร บริษัท Lab 

System, Thailand 
- ไมโครปเปต ของบริษัท Denville Scientific, Inc 
- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2.2 น้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

เก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากบอบําบัดน้ําเสียบอสุดทายของโรงงานสกัดน้ํามันปาลมแหงหนึ่งใน
จังหวัดสตูล (รูปที่ 2.2) โดยระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานเปนแบบบอปรับเสถียร (บอดิน) ซ่ึงมี
จํานวน 4 บอ โดยจะนําตัวอยางน้ําทิ้งเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซ่ึงกรองดวยผาขาวบาง
กอนนํามาทดลอง  



 

2.3 วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แบคทีเรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium  sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 

วัสดุตรึงเซลลแบคทีเรีย ไดแก ทะลายปาลมน้ํามัน  
และเสนใยปาลมน้ํามัน 

ศกึษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลแบคทีเรีย 

ศกึษาวิธีการตรึงเซลลแบคทีเรีย 

คัดเลอืกวัสดุตรงึ 

ศกึษาลกัษณะพื้นผิววัสดุตรึง โดย SEM

ศกึษาลกัษณะสมบัติทางกายภาพ และเคมี เชน ปริมาตรรูพรุน 
พื้นที่ผิว  ปริมาณสารอาหาร 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (CFMM)  ที่เติมฟนอล น้ําทิ้งโรงงานสกัดน้าํมันปาลม 

Acclimation  

Activation 

วิธีรวมระหวาง Activation และ Acclimation  

ศึกษาการผลิต Exopolysaccharide     

ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) 

แปรผันปริมาณเซลลตรึง 

ผลของความเขมขนฟนอล 

แปรผันปริมาณเซลลตรึง 

การนาํเซลลตรึงกลับมาใชซ้าํ 

การนาํเซลลตรึงกลับมาใชซ้าํ รูปที่ 2.1 ภาพรวมของการดาํเนินวิจัย 
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   (a)          (b) 

รูปท่ี 2.2 ลักษณะบอบําบดัน้าํเสีย (a) และลักษณะน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม (b) 
 
2.4 การเพาะเลีย้งและเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย  

 งานวิจัยนี้ใชจุลินทรียเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. NP3 (รูปที่ 2.3a) ซ่ึงคัดแยกจาก
ดินที่ปนเปอนน้ํามัน (นันทธร เภาราช, 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 (รูปที่ 2.3b) คัดแยกจาก
อาหารที่มีการเจริญเติบโตของ Methylobacterium sp. NP3 (ปยะมาศ คงแขม, 2552) เล้ียงเชื้อ 2 ชนิด 
แยกกันในอาหารเหลว carbon free mineral medium (CFMM) ที่มีการเติมฟนอลความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย บมเชื้อที่ 30 องศา
เซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บเกี่ยวเซลลที่ชวง late-log phase 
เพื่อใหไดปริมาณเซลลที่ยัง active มากที่สุด โดยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมีการเจริญเทากัน หลังจาก
นั้นนําแบคทีเรียแตละชนิดมาปนแยกเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง จากนั้น
ละลายตะกอนเซลลดวยอาหาร CFMM นําเซลลที่ไดไปวัดคา OD578 ใหไดคา OD เทากับ 1.0 
(Khongkham et al., 2011) โดยมีจํานวนเซลลแบคทีเรียประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร ซ่ึงคา OD578 กับ
การนับจํานวนเซลลแบคทีเรียไมสัมพันธกับการผสมสัดสวนเซลล 1:1 ไมไดแตกตางกันทางสถิติ 
ทั้งนี้เซลลจุลินทรียที่ไดจะนําไปใชในการศึกษาขั้นตอนตอไปโดย 1) นําเซลลทั้งสองชนิดมาผสมกัน
ในสัดสวน 1:1 เพื่อนําไปใชในขั้นตอนการตรึงเซลล 
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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 ซ่ึงทําหนาที่เสมือนกาวชวยใหแบคทีเรียยึดติดกับวัสดุตรึงไดดี วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันที่
ใชเปนวัสดุตรึงเซลล คือ ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch: EFB) ทดลองโดยการนําหัวเชื้อ
แบคทีเรียแตละชนิด (ตรึงแยกแบคทีเรียแตละชนิด) ที่เตรียมไดจากขอ 2.4 มาบมรวมกับชิ้นสวน EFB 
ที่เตรียมตามขอ 2.6.1 ในอัตราสวน 1:10 (w/v) โดยไมมีการใหแหลงคารบอนใดๆ เพิ่ม เพื่อใหเซลลอยู
ในภาวะอดอาหาร (carbon starvation) ซ่ึงชวยกระตุนการสราง EPS ของเซลล (Sanin et al., 2003) ทั้งนี้
ใชหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร (OD578=1.0) มาบมรวมกับวัสดุปริมาณ 0.5 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว 
ขนาด 22 มิลลิลิตร สัดสวนปริมาณหัวเชื้อ และวัสดุตรึงดังกลาว ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของวัสดุตรึง
ไดอยางอิสระ และชวยใหวัสดุตรึงสัมผัสกับเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเหลวไดดี เตรียมชุดการ
ทดลองละ 3 ซํ้า (triplicate) จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 130  รอบตอนาที บมตัวอยางที่
อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 6 วัน จากนั้นแยกเซลลที่ถูกตรึงบนวัสดุแลวออก
จากเซลลอิสระท่ีเหลืออยูในอาหารเหลว โดยการกรองดวยกระดาษกรอง GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร 
ลางเซลลตรึงดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง หลังจากนั้นนํามาทดสอบการสราง EPS ดวยวิธี Alcian blue 
adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) ในหัวขอ 2.9.3 

 

PK1 NP3 
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เตรียมชุดควบคุมประกอบดวยวัสดุเศษเหลือ EFB ที่ผานการฆาเชื้อดวยการ Autoclave  
และไมมีการเติมเชื้อแบคทีเรีย 
 
2.6 การตรึงเซลลแบคทีเรีย  
 2.6.1 การเตรียมวัสดุตรึงเซลล 

เตรียมวัสดุตรึงเซลลจากวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด ที่ไดจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลมในจังหวดัสตูล ไดแก เสนใยปาลมน้าํมัน (pericarp fiber: PF)  และทะลายเปลาปาลมน้ํามัน 
(empty fruit bunch : EFB) (รูปที่ 2.4) โดยนําวัสดุมาตากใหแหง แลวแบงขนาดของวสัดุตามการ
ทดลองดังนี้  

1) คัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่เหมาะสมในการยอยสลายฟนอล โดยนําวัสดุมาตัดหรือบด แลว
รอนผานตะแกรงรอนขนาด 500 ไมโครเมตรถึง 1 มิลลิเมตร เพื่อใหไดขนาดของวัสดุทั้ง 2 ชนิดที่มี
ความใกลเคียงกัน  

2) เลือกใช EFB เปนวัสดุตรึงเซลล ในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาลม เตรียมวัสดุโดยการตัดวัสดุใหมีขนาด 1×1×1 เซนติเมตร เพื่อความสะดวกในการนําไปใช 

 
จากนั้นนําวัสดุไปทําใหปลอดเชื้อดวยหมอนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวขามคืน แลวนํามานึ่งฆาเชื้อซํ้าอีก เพื่อตองการกําจัดเชื้อจุลินทรียที่
มีความคงทนในวัสดุกอนนําไปใชในขั้นตอนการตรึงเซลล นอกจากนั้นศึกษาคุณลักษณะอื่นๆ ของ
วัสดุดังตอไปนี้ (ตารางที่ 2.1) 
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ตารางที่ 2.1 วิธีวิเคราะหคุณลักษณะของวัสดุ 

 
 
 
 
 
 

พารามิเตอร วิธี/วิเคราะหโดย 

Nitrogen (%):  
Phosphorus (%):  

 อางอิงจาก Attanun และ Juncharoensuk (1999) 

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

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

Surface area analyzer (Quantachrome,Autosorb-1)/  
วิทยาลัยปโตรเลียม และปโตรเคมี, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

Zeta potential (mV) Zeta potential analyzer  (ZetaPALS, Brookhaven)/ 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

Scanning electron microscopy 
(SEM) 

WI-RES-SEM Quanta 400-001และ WI-RES-SEM-001/ 
ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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         (a)                                                                               (b) 

รูปท่ี 2.4 วัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน (a) ทะลายปาลมน้ํามัน (EFB) (b) เสนใยปาลมน้าํมัน (PF) 
 

2.6.2 การตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

 การตรึงแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน อาศัยเทคนิคการเกาะติดของเซลลบนวัสดุ
ดวยวิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization) โดยศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมของการตรึง
เซลลบน PF และ EFB ดวยการวิเคราะหปริมาณการสราง extracellular polymeric substance หรือ 
exopolysaccharide (EPS) ของแบคทีเรียบนวัสดุตรึงแตละชนิด ทั้งนี้เพื่อใหเกิดการเกาะติดของ
แบคทีเรียบนวัสดุอยางดีเพียงพอ และเซลลไมหลุดออกจากวัสดุ เมื่อมีการนํามาใชหรือใชซํ้าอยาง
ตอเนื่อง ขั้นตอนการตรึงเซลลอางอิงจาก Suttinun et al. (2010) โดยนําหัวเชื้อแบคทีเรียผสมที่
เตรียมไดจากขอ 2.4 บมรวมกับวัสดุแตละชนิดแยกกันในอัตราสวน 1:10 (w/v) โดยไมมีการให
แหลงคารบอนใดๆ เพิ่ม เพื่อใหเซลลอยูในภาวะขาดแคลนแหลงคารบอน (carbon starvation) ซ่ึง
ชวยกระตุนการสราง EPS ของเซลล (Sanin et al., 2003) ทั้งนี้ใชหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
(OD578=1.0) มาบมรวมกับวัสดุปริมาณ 0.5 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 มิลลิลิตร สัดสวน
ปริมาณหัวเชื้อและวัสดุตรึงดังกลาว ทําใหเกิดการเคลื่อนที่ของวัสดุตรึงไดอยางอิสระ และชวยให
วัสดุตรึงสัมผัสกับเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเหลวไดดี เตรียมชุดการทดลองละ 3 ซํ้า (triplicate) 
จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที บมตัวอยางที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 
ช่ัวโมง จากนั้นแยกเซลลที่ถูกตรึงบนวัสดุแลวออกจากเซลลอิสระที่เหลืออยูในอาหารเหลว โดยการ
กรองดวย GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร ลางเซลลตรึงดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง หลังจากนั้นนํามา
ทดสอบการสราง EPS ดวยวิธี Alcian blue adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก 
Vandevivere and Kirchman (1993) ในหัวขอ 2.9.3 เก็บตัวอยางจนกวาการสราง EPS จะคงที่ ซ่ึงถือ
เปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุแตละชนิด จากผลการทดลอง พบวา

EFB PF 
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ระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือ EFB คือ 6 วันและบน PF คือเวลา 8 วัน 
กอนนําเซลลตรึงไปทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในขั้นตอนตอไป เตรียมชุดควบคุม
ประกอบดวยวัสดุเศษเหลือ EFB และ PF ที่ผานการฆาเชื้อดวยการ Autoclave และไมมีการเติมเชื้อ
แบคทีเรีย 
 
 นอกจากนั้นนําเซลลตรึงที่เตรียมไดไปศึกษาลักษณะการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบน
วัสดุทั้งกอน และหลังการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยการวิเคราะหดวย SEM ดัง
รายละเอียดในภาคผนวก ข.1 พรอมทั้งคํานวณประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%) ดังตอไปนี้  
 
 
ประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%)  = 
 
 

ทั้งนี้นับจํานวนเซลลที่ถูกตรึงในวัสดุ และเซลลอิสระในอาหารเหลวโดยวิธี total plate 
count สําหรับการสกัดเซลลออกจากวัสดุตรึง ไดตามวิธีการดัดแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) 
โดยเติมอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกวที่บรรจุเซลลตรึงแบคทีเรีย ตั้งทิ้งไว 3 นาที เพื่อใหเซลล
สามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย นําไป sonicate ดวยเครื่อง Ultrasonic bath เปนเวลา 2 นาที และ
เขยาดวยเครื่อง vortex 2 นาที จากนั้นทําซ้ํา 2 คร้ัง หลังจากนั้นนําสารละลายตะกอนเซลลที่ไดไป
เหวี่ยงแยกเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลาง 
และแขวนลอยเซลลดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  กอนนําไปนับจํานวนแบคทีเรีย (CFU ตอกรัมวัสดุ
ตรึง) นําสารละลายเซลลมาเจือจางเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี 10-fold dilution และนับจํานวนเซลลดวยวิธี 
total plate count  
  
 2.6.3 คัดเลือกวัสดุตรึงเซลล  

 คัดเลือกวัสดุตรึงระหวางเซลลตรึงบน EFB และเซลลตรึงบน PF โดยนําเซลลตรึงแตละ
ชนิดที่เตรียมจากขอ 2.6.2  มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลตามวิธีการขอ 2.7 โดยใช
ความเขมขนของฟนอลเทากับ 30 มิลลิกรัมตอลิตร เตรียมชุดการทดลองละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 
24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 
ซ่ึงคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด โดยพิจารณาจากขอมูล

จน. เซลลทั้งหมดในวัสดุ (CFU) * 100% 

จน.เซลลทั้งหมดในอาหารเหลว (CFU)  + จน. เซลลทั้งหมดในวัสดุ (CFU) 
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การลดลงของฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อ ประกอบกับผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเซลล (%) 
และการวิเคราะหลักษณะเซลลตรึงบนวัสดุดวยกลอง SEM จากผลการทดลองพบวาชิ้นสวน EFB 
เปนวัสดุที่เหมาะสมมากกวา PF ในการตรึงเซลล จึงคัดเลือกเซลลตรึงบน EFB ไปใชในการศึกษา
ขั้นตอไป 
  
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล 
(abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวยช้ินสวนของ EFB  
และ PF ที่ผานการฆาเชื้อโดยวิธี Autoclave ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีฟนอลความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 
2.7 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ใช
เซลลตรึงบน EFB ที่ผานการตรึงเซลลเปนระยะเวลา 6 วัน โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 2.27 x1010 
CFU/กรัมวัสดุ 

 2.7.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

 ศึกษาผลของปริมาณเซลลตรึงบน EFB ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยแปรผัน
ปริมาณเซลลตรึง ดังนี้ 0.5, 1.5 และ 3.0 กรัม ซ่ึงคิดเปนสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลวเทากับ 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) เร่ิมตนเติมเซลลตรึงตามปริมาณขางตนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon 
Free Mineral Medium (CFMM) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีฟนอลความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
ในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 มิลลิลิตร ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า จากนั้นนําตัวอยางไปบมที่
ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณ    
ฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water 
and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอย
สลายฟนอลของเซลลตรึง จากผลการทดลองพบวาการเติมเซลลตรึงในปริมาณดังกลาวขางตน     
ใหประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลใกลเคียงกัน จึงเลือกเติมปริมาณเซลลตรึง 1 กรัม (1:10 
w/v) ไปใชศึกษาขั้นตอไป 
   
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของ      
ฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย 
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ช้ินสวนปาลมน้ํามันที่ผานการฆาเชื้อแลวเติมในอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM ที่มีฟนอลความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 
 2.7.2 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงท่ีความเขมขนตางๆ 

 นําเซลลตรึงบน EFB มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในระบบกะ (batch) ซ่ึง
ใช สัดสวนปริมาณเซลลตรึงตออาหารเหลว CFMM เทากับ 1:10 (w/v) โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตอเซลลตรึงบน EFB ปริมาณ 0.5 กรัม ทดสอบในขวดแกวฝาเกลียว ขนาด 22 
มิลลิลิตร (รูปที่ 2.5a) แปรผันความเขมขนของฟนอลตั้งแตความเขมขนต่ําไปจนถึงความเขมขนสูง 
ไดแก 10, 30, 50, 100, 500 และ5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า จากนั้นนํา
ตัวอยางไปบมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (รูปที่ 2.5b) เก็บตัวอยางทุกๆ 24 
ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีการของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณ
เปอรเซ็นต และอัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง ซ่ึงผลที่ไดจะนําไปเปรียบเทียบกับ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลอิสระ (108 CFU/มิลลิลิตร) (แบคทีเรียเชื้อผสมจากขอ 2.4)  
  
 เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของ     
ฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย 
ช้ินสวนปาลมน้ํามันที่ผานการฆาเชื้อแลวเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีการแปรผันปริมาณ      
ฟนอลตามที่ตองการศึกษา  
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รูปท่ี 2.5 ทดสอบการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงในขวดแกวฝาเกลียวแลวบมตัวอยางที่ความเร็ว
รอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง  
 
 2.7.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

นําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอล ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัม
ตอลิตร แลวจากขอ 2.7.1 มากรองดวย GF/C ขนาด 45 มิลลิเมตร ที่ผานการฆาเชื้อ ลางเซลลดวย 
0.85% NaCl  2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงที่ผานการใชงานแลวไปทดสอบการยอยสลายฟนอล
ซํ้า ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ช่ัวโมง 
เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือ จากนั้นทําการทดลองซ้ําขั้นตอนเดิม โดยนําเซลลตรึงกลับมาใช
ซํ้า 10 คร้ัง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง วาสามารถนํากลับมาใชงาน
ซํ้าอยางตอเนื่องไดหรือไม และประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลหลังการใชงานแลวลดลงหรือไม   
 
2.8 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

การทดลองนี้เลือกใชน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเปนน้ําเสียตนแบบที่มีการปนเปอน
ของฟนอล  เนื่องจากสารประกอบฟนอลถูกสกัดออกมาจากผลปาลมในระหวางกระบวนการสกัด
น้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบใชน้ํา) จึงมีการปนเปอนของกลุมสารดังกลาวอยูในน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลมในปริมาณมาก ซ่ึงเตรียมตัวอยางน้ําทิ้ง โดยนํามากรองดวยผาขาว
บาง เพื่อแยกเอาตะกอนดิน และเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก แลวนําไปนึ่งอบฆาเชื้อ 
(autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปใช 
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2.8.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

ศึกษาผลของปริมาณเซลลตรึงบน EFB ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดยการแปร
ผันปริมาณเซลลตรึง 3, 9 และ 18 กรัม (ขนาด 1×1×1 เซนติเมตร) ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ําทิ้ง 30 มิลลิลิตร ที่ผานการกรองดวยผาขาวบาง และฆาเชื้อจุลินทรีย
ในน้ําทิ้งดวยการ Autoclave เพื่อใหไดสัดสวน 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ซ่ึงน้ําทิ้งมีปริมาณฟนอ
ลปนเปอนประมาณ 30 มิลลิกรัมตอลิตร จากนั้นนําตัวอยางไปบมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยาง เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือในน้ํา
ทิ้งตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 
AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง 
จากผลการทดลองพบวาปริมาณเซลลตรึงที่สัดสวน 3:10 (w/v) มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย     
ฟนอลสูงที่สุด จึงเลือกใชสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสียดังกลาวในการทดลองตอไป  

 
เตรียมชุดควบคุม เพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมีตอการลดลงของฟนอล 

(abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวยช้ินสวน EFB ที่
ผานการฆาเชื้อแลวเติมในน้ําทิ้ง  

 
2.8.2 ศึกษาการกระตุน (Activation) และการปรับตัว (Acclimation) ของเซลลตรึง  

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึงบน EFB ในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง จึงนําเซลล
ตรึงไปผานขั้นตอนการกระตุนดวยฟนอล หรือ การปรับตัวดวยการเจือจางน้ําทิ้ง หรือวิธีการรวม
ระหวางการกระตุนและการปรับตัวดังนี้ 

2.8.2.1 การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 

เนื่องจากกระบวนการตรึงเซลลแบบเกาะติดที่นํามาใชในงานวิจัยนี้ ตองอาศัยระยะเวลาใน
การบมเซลลรวมกับวัสดุไวถึง 6 วัน เพื่อใหเกิดการสังเคราะหเสนใย EPS ในการยึดติดกับผนังของ
วัสดุตรึง EFB ซ่ึงในกระบวนการดังกลาว ไมมีการเติมแหลงคารบอนใดๆ ดังนั้น ทําใหเซลลอยูใน
ภาวะขาดอาหาร และอาจสงผลตอการเจริญ และการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลายฟนอล
ในน้ําทิ้ง จึงทดลองนําเซลลตรึงมากระตุนในอาหารเหลวที่มีการเติมฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเปนการชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซมภายในเซลลกอนนําไปใช จากนั้นนํา
เซลลตรึงมาทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ผานการกรองดวยผาขาวบาง เพื่อแยกเอาตะกอน
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ดินและเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก และผานการนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บตัวอยางเปนเวลา 7 วัน ซ่ึงเก็บตัวอยางที่เวลาเริ่มตน (T0) และเวลา
สุดทาย (T7) เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอย
สลายฟนอลของเซลลตรึงเปรียบเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวยฟนอล 

 
นอกจากนั้นทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ไมผานการนึ่งอบฆาเชื้อดวย (กรองดวย

ผาขาวบาง เพื่อแยกเอาตะกอนดิน และเศษวัสดุที่ปนเปอนในน้ําทิ้งออก) เก็บตัวอยางเปนเวลา 7 วัน 
เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอล
ของเซลลตรึง 

 
2.8.2.2 การปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําท้ิงท่ีผานการเจือจาง 

เพื่อลดความพิษจากกลุมของสารประกอบฟนอลที่เปนองคประกอบในน้ําทิ้ง ซ่ึงอาจมีผล
ยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียตรึง จึงทดลองนําเซลลตรึงมาเลี้ยงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยมี
การปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ทั้งนี้ เพื่อใหเวลาเซลลตรึงมีการปรับตัวกอน
นําไปทดสอบดวยน้ําทิ้งที่ไมผานการเจือจาง ใชสัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM  
25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ โดยบมตัวอยางที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า แลวเก็บตัวอยางในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอล
ตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 
AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงเปนชิ้นสวน EFB ที่ปราศจากเซลล 

 
2.8.2.3 วิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึง  

ใชวิธีการขอ 2.8.2.1 รวมกับวิธีการขอ 2.8.2.2 โดยนําเซลลตรึงมากระตุนในอาหารเหลวที่
มีการเติมฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงมาเลี้ยงในน้ําทิ้งที่
ผานการเจือจาง โดยมีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ ใชสัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อ
แลวตออาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ โดยบมตัวอยางที่ความเร็วรอบ 130 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า แลวเก็บตัวอยางในวันที่ 0, 5, 7 และ 10 
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เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหัวขอ 2.9.2 คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายฟนอล
ของเซลลตรึง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซ่ึงเปนชิ้นสวน EFB ที่ปราศจากเซลล 

 
จากการทดลอง 2.8.2.1 ถึง 2.8.2.3 เตรียมชุดควบคุมการทดลองทางกายภาพ และเคมีตอการ

ลดลงของฟนอล (abiotic controls) เชน การดูดซับของฟนอลบนวัสดุตรึง โดยชุดควบคุมประกอบดวย
ช้ินสวน EFB ที่ผานการฆาเชื้อแลว เติมในน้ําทิ้งที่ผานการฆาเชื้อ  

 
2.8.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

นําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่ความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร แลวจากขอ 2.8.2.1 มากรองดวย GF/C (ขนาด 45 มิลลิเมตร) ที่ผานการฆาเชื้อ ลาง
เซลลดวย 0.85% NaCl  2 คร้ัง หลังจากนั้นนําเซลลตรึงที่ผานการใชงานแลวไปทดสอบการยอย
สลายฟนอลซ้ําในน้ําทิ้งที่ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุน้ําทิ้ง 30 มิลลิลิตร และมีเซลลตรึงปริมาณ 9 กรัม จากนั้นนําตัวอยางไป
บมที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางทุกๆ 7 
วัน เพื่อวิเคราะหปริมาณฟนอลที่เหลือ จากนั้นทําการทดลองซ้ําขั้นตอนเดิมโดยนําเซลลตรึงกลับมาใช
ซํ้า 10 คร้ัง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชงานซ้ํา
อยางตอเนื่องไดหรือไม และประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลหลังการใชงานแลวลดลงหรือไม   
 

2.9 วิธีวิเคราะห 
  2.9.1 การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

  วิเคราะหลักษณะน้ําทิ้งดวยวิธีการมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหน้ําและน้ําเสียใน 
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) 
โดยวิเคราะหคาพารามิเตอรตอไปนี้ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 การวิเคราะหลักษณะสมบัติของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

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 
สารประกอบฟนอล (phenols) Colorimetric method 

 
  2.9.2 การวิเคราะหปริมาณฟนอลดวยเทคนิค colorimetric method  

  วิเคราะหปริมาณฟนอลโดยใชวิธีมาตรฐานของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตัวอยางน้ําเสียที่
กรองเซลลตรึงออกดวยกระดาษกรอง  หรือตัวอยางน้ําเสียที่มีเซลลอิสระซึ่งผานการปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที มาเติมสารดังตอไปนี้ 0.5 นอรมอล สารละลาย
แอมโมเนียมไฮดรอกไซด 2.5 มิลลิลิตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร 2.5 มิลลิลิตร แลวเติม 4-อะมิโนแอนติ
ไพรีน 1 มิลลิลิตร และ โปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางที่ตองการวิเคราะห     
ฟนอล แลวตั้งทิ้งไว 15 นาที โดยจะเกิดปฏิกิริยาระหวาง ฟนอล และ 4-อะมิโนแอนติไพรีน ซ่ึงเปน 
color reagent ในสภาวะที่มีโปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด ไดผลิตภัณฑเปน antipyrine dye ที่มีสีแดง 
แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร เพื่อหาเปอรเซ็นตฟนอลที่เหลืออยูเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 

 
2.9.3 วิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย 

วิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย โดยใชเทคนิค Alcian blue 
adsorption assay เนื่องจากสี alcian blue จะยอมติดเฉพาะ exopolysaccharide ที่เซลลผลิต ซ่ึงไมยอมติด
เซลล และวัสดุตรึง ใชวิธีที่ดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)โดยการเติม 1% 
สารละลายสี alcian blue ลงในตัวอยางเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเหลว CFMM หลังจากนั้นเก็บตัวอยาง
เซลลตรึงที่บมทุก 24 ช่ัวโมง นําไปเขยาที่ 80 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และกรองเอาเซลลตรึง
ออกดวยกระดาษกรอง จากนั้นนําสวนที่เปนอาหารเหลว (supernatant) ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 606 
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นาโนเมตร คาดูดกลืนแสงที่ลดลงในอาหารเหลว หลังจากสี alcian blue ถูกดูดซับโดย 
exopolysaccharide จะแปรผันตามคา exopolysaccharide ที่เซลลผลิตขึ้น ณ เวลาตางนั้นๆ โดย
เปรียบเทียบกับคาดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยางในระยะเริ่มตนตรึงเซลล (T0) 

 
2.9.4 การนับจํานวนแบคทีเรีย และวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง 

การสกัดและนับจํานวนแบคทีเรียที่ถูกตรึงบนวัสดุเศษเหลือทะลายปาลมน้ํามัน 
ทําตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) ขั้นตอนแรกสกัดเซลลแบคทีเรียใหหลุด
ออกจากวัสดุตรึงกอนโดยเติมอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกวที่บรรจุเซลลตรึงแบคทีเรีย ตั้ง
ทิ้งไว 3 นาที เพื่อใหเซลลสามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย นําไป sonicate  ดวยเครื่อง 
Ultrasonic bath เปนเวลา 2 นาที และเขยาดวยเครื่อง vortex 2 นาที จากนั้นทําซ้ํา 2 คร้ัง หลังจากนั้น
นําสารละลายเซลลแขวนลอยที่ไดไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลางเซลลและแขวนลอยเซลลดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 
กอนนําไปวิเคราะหดังตอไปนี้ (1) นับจํานวนแบคทีเรีย (CFU ตอกรัมวัสดุตรึง) นําสารละลายเซลล
มาเจือจางเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี  10-fold  dilution และนับจํานวนเซลลดวยวิธี total plate count โดย
การ Spread plate ซ่ึงใชตัวอยาง 100 ไมโครลิตร เกลี่ยใหทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM หลังจาก
นั้นนําเซลลบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3-5 วัน มานับจํานวนโคโลนีในชวง 30-300 โคโลนี แลว
คํานวณคา CFU ตอกรัมวัสดุ และ (2) วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง โดยนําสารละลายเซลลใสใน 
crucible นําไปชั่งน้ําหนัก และอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส ขามคืนจนเซลลแหงและ
น้ําหนักคงที่ หลังจากนั้นปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวนํามาชั่งน้ําหนัก นําน้ําหนักเซลลที่
ไดมาหาสวนตางระหวางน้ําหนักของสารละลายเซลลกอนอบและน้ําหนักของสารละลายเซลลหลัง
อบ ซ่ึงจะไดเปนปริมาณน้ําหนักเซลลแหงทั้งหมด (Grothe et al., 1999) ผลการวิเคราะหน้ําหนัก
เซลลแหงมีคาประมาณ 1.09-1.13 กรัมตอมิลลิลิตร 

 
2.9.5 การวิเคราะหความเขมสีในน้ําท้ิง 

วิเคราะหความเขมสีโดยใชวิธีมาตรฐานของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตัวอยางน้ําทิ้ง
กอนและหลังบําบัด นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อกําจัด
ของแข็งแขวนลอย จนไดตัวอยางที่ใส นําตัวอยางสวนใสเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ความเจือจาง 5 เทา 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เพื่อคํานวณเปอรเซ็นตความเขมสีที่เหลืออยู
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โดยเปรียบเทียบกับความเขมสี ณ เร่ิมตนการทดลอง ไดตัวอยางที่ใส นําตัวอยางสวนใสเจือจางดวย
น้ํากลั่นที่ความเจือจาง 5 เทา วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 475 นาโนเมตร เพื่อคํานวณ
เปอรเซ็นตความเขมสีที่เหลืออยูโดยเปรียบเทียบกับความเขมสี ณ เร่ิมตนการทดลอง  
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

3.1 การผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรียแตละชนิด 

การศึกษานี้สนใจตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันโดยอาศัยการเกาะติดดวย
วิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization) โดยอาศัยการสังเคราะห EPS ของเซลล (Vandevivere 
and Kirchman, 1993; Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; Olofsson et al., 2003; Suttinun et al., 2010)   
ผูวิจัยจึงเริ่มจากการศึกษาความเปนไปไดในการผลิต EPS ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ในภาวะขาดแคลนแหลงคารบอน (carbon starvation) โดยนําแบคทีเรียแต
ละชนิดบมรวมกับชิ้นสวนทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch; EFB) เก็บตัวอยางทุก 24 
ช่ัวโมง เพื่อศึกษาปริมาณการผลิต EPS ของแบคทีเรียแตละชนิด ทั้งนี้วิเคราะหการผลิต EPS โดยใช
วิธี Alcian blue adsorption assay ตามวิธีการซึ่งดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)   
ปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นคิดจากการลดลงของคา absorbance ที่ 606 นาโนเมตร ในสารละลาย
ตัวอยาง  เนื่องจากสีจะถูกดูดซับโดย EPS ที่เซลลผลิตขึ้นมา กําหนดให A606  ของวันที่เร่ิมตน
ทดลอง (T0) มีคา baseline เทากับ 100% จากผลการทดลองในรูปที่ 3.1 แสดงใหเห็นวาในชวง 3 วัน
แรก คาสีที่ A606 ในสารละลายตัวอยางของแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด มีคาไมเปลี่ยนแปลง แตหลังจากวันที่ 3 
ถึงวันที่ 6 พบการลดลงของสีที่ A606  ประมาณ 70% ในตัวอยางของ Methylobacterium  sp. NP3 แสดง
วาเซลลมีการผลิต EPS เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง และรวดเร็วในชวง 3 วันดังกลาว  หลังจากนั้นเปอรเซ็นต
การลดลงของสีที่ A606 เร่ิมคงที่ ซ่ึงแสดงวาเซลลมีอัตราการผลิต EPS คงที่หลังจากวันที่ 6 ในขณะที่ 
Acinetobacter sp. PK1 สามารถลดสีไดประมาณ 50% ในชวงวันที่ 3 ถึง 6 และมีเปอรเซ็นตการลดลง
ของสีคงที่ประมาณ 70% หลังจากวันที่ 7 นอกจากนั้นพบวา Methylobacterium  sp. NP3 มีอัตราในการ
สังเคราะหเสนใย EPS ไดเร็วกวา Acinetobacter sp. PK1 อยางไรก็ตาม ชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุตรึง
เพียงอยางเดียว (ปราศจากเซลล) มีการลดลงของสี alcian blue นอยมาก ประมาณ 0-5%  ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic factors) อ่ืนๆ เชน การเกาะติดของสีบริเวณขวดทดลอง เปน
ตน 
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รูปท่ี 3.1 เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต  EPS ของเซลลแบคทีเรีย  
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพื่อเกาะติดบน EFB 
 

โดยทั่วไป EPS ทําหนาที่เสมือนกาวใหเซลลยึดติดกับพื้นผิวของวัสดุ และเปนสวนสําคัญ
ที่ชวยใหเกิดการปกคลุมเซลลในรูปแบบฟลมชีวภาพ (biofilm) องคประกอบของ EPS ไดแก 
คารโบไฮเดรต โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน ซ่ึงสัดสวนจะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของ
จุลินทรีย และภาวะแวดลอม (Rosche et al., 2009)  อยางไรก็ตามทั้งปริมาณ และองคประกอบของ 
EPS มีผลตอศักยภาพในการเกาะติดของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุ ทั้งนี้มีรายงานวาในภาวะขาด
แคลนแหลงคารบอน หรือมีไนโตรเจนเพียงพอ อาจสงผลตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติดาน 
hydrophobic ของพื้นผิวของแบคทีเรีย รวมถึงคุณสมบัติการเกาะติดพื้นผิววัสดุดวย โดยในภาวะนี้
เซลลจะเปลี่ยนไนโตรเจนไปเปนโปรตีน และ amino acid ใน EPS ทําใหคา hydrophobicity ของ
เซลลเพิ่มขึ้น ซ่ึงชวยเพิ่มการเกาะติดของเซลลบนวัสดุดวยเชนกัน (Sanin et al., 2003)  จาก
การศึกษาที่ผานมารายงานวาทั้งแบคทีเรียในจีนัส Acinetobacter และ Methylobacterium สามารถ
ผลิต EPS  ที่มีความหลากหลายขององคประกอบทางเคมี เชน จีนัส Acinetobacter อาจผลิต EPS ที่
มีองคประกอบ ไดแก 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 ที่มีลักษณะเปน slime สีชมพู ซ่ึงมีองคประกอบหลักจําพวก 
α-(1    3)-galactan polysaccharide (Verhoef et al., 2003) เปนตน 

 
3.2 การพัฒนาเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 

3.2.1 คุณสมบัติของวัสดุตรึงเซลล 

การทดลองนี้ใชวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 2 ชนิด เปนวัสดุตรึงเซลล ไดแก เสนใยปาลม
น้ํามัน (pericarp fiber: PF) และทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (empty fruit bunch: EFB) ซ่ึงเปนวัสดุเศษ
เหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาลม  การใชวัสดุตรึงเซลลดังกลาว เปนทางเลือกหนึ่งในการนํา
ของเสียมาใชประโยชน และยังเปนการกําจัดของเสียอีกทางหนึ่งดวย  นอกจากนี้ยังชวยลดคาใชจาย
ในการสั่งซื้อ หรือสังเคราะหวัสดุตรึงเซลลที่มีราคาแพง รวมทั้งมีวิธีการเตรียมวัสดุ และข้ันตอน
การตรึงเซลลที่ไมยุงยาก จากการศึกษาลักษณะพื้นผิวของวัสดุทั้ง 2 ชนิด โดยการสองดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) แสดงใหเห็นดังรูปที่ 3.2  พบวาลักษณะพื้นผิวของ
วัสดุทั้งสองชนิดประกอบดวยโครงสรางซับซอน พื้นผิวคอนขางขรุขระ มีลักษะเปนรูพรุนคลายรัง
ผ้ึงดังรูปที่ 3.2 (a-d) โดยสวนใหญพบจํานวนของรูพรุนในทะลายปาลมน้ํามัน (รูปที่ 3.2 c-d) 
มากกวาเสนใยปาลมน้ํามัน (รูปที่ 3.2 a-b) เล็กนอย 

 
จากการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของวัสดุดังกลาว (ตารางที่ 3.1) พบวาวัสดุ PF 

(2.16%) มีปริมาณสารอาหารไนโตรเจนมากกวา EFB (0.91%) ในขณะที่วัสดุทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณ
ฟอสฟอรัสใกลเคียงกัน คือประมาณ 0.21-0.22% อีกทั้งมีปริมาณคารบอนรวมทั้งหมด 35.93% ใน 
PF และ 41.49% ใน EFB  อยางไรก็ตาม ปริมาณสารอาหารที่มีในวัสดุ อาจสงผลโดยตรงตอ
ปริมาณการผลิต และองคประกอบของ EPS ที่เซลลสรางขึ้น ทั้งนี้ปริมาณและองคประกอบของ 
EPS มีผลตอศักยภาพในการเกาะติดของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุ นอกจากนั้นพบวาวัสดุทั้ง 2 ชนิด 
มีคุณสมบัติทางกายภาพ ไดแก เสนผานศูนยกลางรูพรุนเฉลี่ย (average pore diameter) และพื้นที่ผิว
จําเพาะ(specific surface area) ใกลเคียงกัน นั่นคือ มีคาประมาณ 4.24 (EFB) และ 5.01 (PF) nm 
และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) m2g-1 ตามลําดับ อยางไรก็ตาม EFB มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 
(total pore volume) มากกวา PF ถึง 64 เทา โดย EFB มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 0.44 cc g-1 
ในขณะที่ PF  มีคาปริมาตรรูพรุนทั้งหมดเทากับ 0.0068 cc g-1  ซ่ึงคาที่ไดเปนไปในทิศทางเดียวกับ
ภาพถาย  SEM  ซ่ึงเห็นวา EFB มีจํานวนรูพรุนสูงกวา PF และจากการศึกษาประจุของพื้นผิววัสดุ
ทั้งสองโดย zeta potential analyzer  พบวาใหคาประจุลบ ประมาณ -25.23 mV (EFB) และ -25.30 
mV (PF) 
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(a)      (b) 

     
(c)      (d) 

รูปท่ี 3.2 ลักษณะพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM กําลังขยาย 250x-500x; เสนใย
ปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
 

หากเปรียบเทียบกับวัสดุตรึงชนิดอื่นที่นํามาใชในการบําบัดน้ําเสีย เชน ทราย หรือ ผงกรอง 
(Celite) ซ่ึงมีปริมาตรรูพรุนทั้งหมดอยูในชวงระหวาง 0.055-1.050 cc g-1 และพ้ืนที่ผิวประมาณ 
3.690 (ผงกรอง) และ 0.755 (ทราย) m2g-1 (Wang et al., 2005) แสดงวา EFB มีปริมาตรรูพรุน
ทั้งหมดระดับปานกลาง ในขณะที่ PF มีคาดังกลาวคอนขางนอย อยางไรก็ตาม วัสดุเศษเหลือทั้ง
สองมีพื้นที่ผิวสูงกวาทราย และผงกรอง   นอกจากนั้น Ng et al. (2004)  ศึกษาการตรึง Thiomonas 
sp. บนถานกัมมันต (activated carbon) เพื่อกําจัด H2S จากระบบบําบัดน้ําเสีย พบวาปจจัยของพื้นที่
ผิว ปริมาตรของรูพรุน และการกระจายของรูพรุนมีผลตอการยึดเกาะ และการเจริญของเซลล ซ่ึงทํา
ใหเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัด H2S อยางไรก็ตาม หากเปรียบเทียบกับวัสดุสังเคราะห เชน ซิลิกา 
จะเห็นไดวัสดุที่สังเคราะหขึ้น มีขอไดเปรียบในเชิงสมบัติทางกายภาพดีกวาเศษวัสดุเหลือใช โดย 
Khongkheam et al. (2011) รายงานวาซิลิกาที่สังเคราะหเพื่อใชเปนวัสดุตรึงเซลล ในการยอยสลาย 
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ฟนอล มีปริมาตรรูพรุนทั้งหมด 0.87 cc g-1 เสนผานศูนยกลางรูพรุนเฉลี่ย 8.75 nm และพ้ืนที่ผิว 
397.79 m2g-1 ซ่ึงทําใหสามารถตรึงเซลลแบคทีเรียปริมาณมากไวในวัสดุไดดีกวาวัสดุจากธรรมชาติ  

 
ตารางที่ 3.1 คณุสมบัติของวสัดุเศษเหลือปาลมน้ํามันท่ีใชเปนวัสดุตรงึเซลล 

หมายเหตุ : Zeta potential ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 = -6.27 mV, Acinetobacter 
sp. PK1 = -6.90 mV 
 
 3.2.2 การตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 

การทดลองนี้จึงสนใจศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบน
วัสดุตรึง โดยพิจารณาจากการผลิต EPS ของเซลลแบคทีเรีย โดยใชวิธี Alcian blue adsorption 
assay  จากผลการทดลองในรูปที่ 3.3 แสดงใหเห็นวา ในชวง 3 วันแรก เซลลมีการผลิต EPS ใน
วัสดุทั้ง 2 ชนิด ในปริมาณนอยประมาณ 1-8% หลังจากวันที่ 3 พบวาเซลลแบคทีเรียผลิต EPS 
เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว โดยในวันที่ 6 มีปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นจากเซลลที่ตรึงบนวัสดุทั้ง 2 ประมาณ 
80% หลังจากนั้นเปอรเซ็นตการลดลงของสีที่ A606 เร่ิมคงที่ในตัวอยางเซลลตรึงบน EFB ซ่ึงแสดง
วาเซลลมีอัตราการผลิต EPS คงที่นับจากวันที่ 6 ในขณะที่เซลลตรึงบน PF ยังคงผลิต EPS อยาง
ตอเนื่องจนเริ่มคงที่ในวันที่ 8 อยางไรก็ตาม ชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุตรึงเพียงอยางเดียว (ปราศจาก
เซลล) มีการลดลงของสี Alcian blue นอยมากประมาณ 0-5% ทั้งนี้สีที่ลดลงอาจเนื่องมาจากปจจัย

องคประกอบ 
ชนิดของวัสด ุ

ทะลายเปลาปาลมน้ํามัน (EFB) เสนใยปาลมน้าํมัน (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) เชน การเกาะติดของสีบริเวณขวดทดลอง หรือเกิดจาก
กระบวนการโฟโตออกซิเดชัน (photo oxidation) เปนตน ดังนั้นจึงตรึงเซลลในชวงเวลา 6 และ 8 
วัน  สําหรับเซลลตรึงบน EFB และ PF ตามลําดับ กอนนําเซลลตรึงไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลในน้ําเสีย ซ่ึงชวยลดการหลุดของเซลลจากวัสดุตรึงระหวางการนําไปใช 

 

รูปท่ี 3.3 เปอรเซ็นตการลดลงของสี Alcian blue ที่ A606 จากการผลิต EPS ของเซลลแบคทีเรีย ระหวาง
การตรึงเซลลบน EFB และ PF เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเปนวัสดุเพียงอยางเดียวไมมีเซลล 
  
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของการตรึงเซลล โดยการนับจํานวนเซลลแบคทีเรียที่เกาะติดกับ
วัสดุ และเซลลอิสระที่ยังคงหลงเหลืออยูในอาหารเหลว ดังตารางที่ 3.2 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา 
ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB เทากับ 17% ในขณะที่การตรึงเซลลบน PF มีประสิทธิภาพ    
นอยกวา ซ่ึงมีคาประมาณ 6%  ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิเคราะหดวย SEM ที่แสดงวาลักษณะ
แบคทีเรียที่ถูกตรึงบน EFB (รูปที่ 3.4 c-d) มีการจับตัวอยางหนาแนนมากกวาแบคทีเรียที่ถูกตรึงบน 
PF (รูปที่ 3.4 a-b)  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก EFB มีลักษณะพื้นผิวที่มีความซับซอน และมีความเปน      
รูพรุนสูง ซ่ึงชวยในการเพิ่มพื้นที่ผิวในการเกาะติดของเซลลในวัสดุไดมากกวา PF ดังจะเห็นไดจาก
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คุณสมบัติคา total pore volume ที่สูงมากกวาหลายเทา (ตารางที่ 3.1) อยางไรก็ตาม ปริมาณ และ
อัตราการผลิต EPS ยังขึ้นอยูกับปจจัยอ่ืนๆ อีกดวย เชน องคประกอบของวัสดุ เชน ปริมาณอินทรีย
คารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  
 
ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพการตรึงเซลลบน EFB และ PF ท่ีระยะเวลาการตรึงเซลล 6 และ 8 วัน  
 

ชนิดของเซลลตรึง 
จํานวนเซลลท้ังหมดใน

วัสดุ (0.5 กรัม) 
(x 1010CFU) 

จํานวนเซลลท้ังหมดใน
อาหารเหลว CFMM (5 mL) 

(x 1010CFU) 

ประสิทธิภาพการ
ตรึงเซลล (%) 

เซลลตรึงบน EFB 1.14 5.65 17 
เซลลตรึงบน PF 1.81 28.4 6 

 
จากผลการทดลองมีความสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมา ซ่ึงพบวาในระหวางกระบวนการ

ตรึงเซลลแบบเกาะติด (Attachment immobilization)  เซลลแบคทีเรียที่ถูกดูดซับบนผิววัสดุจะมีการ
สังเคราะหโครงสรางขึ้นมาภายนอกเซลลจําพวก EPS  เชน Quek et al. (2006) รายงานวาเซลลตรึง 
Rhodococcus sp. F92 บน polyurethane foam สามารถยอยสลายอัลเคนในผลิตภัณฑปโตรเลียมไดดี 
โดยเซลลมีการผลิตเสนใยจําพวก EPS ซ่ึงสามารถตรวจพบโดยการสองดวย SEM เสนใยเหลานี้ทํา
หนาที่ในการสราง monolayer ที่แข็งแรงคงทน และบางเซลลถูกหอหุมไวภายในเสนใย ซ่ึงชวยให
เกิดการเกาะติดกับพื้นผิววัสดุตรึงไดดีขึ้น จากการศึกษาของ Obuekwe and Muttawa (2001) รายงาน
วาเซลล  Arthrobacter sp. ที่ตรึงบนรําขาว  สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนใน
น้ํามันดิบได และพบวาเซลลมีการสราง  EPS  ในการยึดเกาะกับวัสดุตรึง นอกจากนั้นจากการศึกษา
ของ Prieto et al. (2002) รายงานวาเซลลตรึง Rhodococcus erythropolis UPV-1 บน Biolite® และ 
diatomaceous earth ในระบบ packed-bed reactor สามารถยอยสลายฟนอลในน้ําเสียสังเคราะหและ
น้ําเสียโรงงานผลิตเรซินไดดี และพบวาเซลลมีการสราง EPS เปนโครงขายของเสนใยที่มีลักษณะ
เปนไบโอฟลม  เพื่อหอหุมเซลล และยึดเกาะกับวัสดุตรึง  

 
ทั้งนี้กระบวนการดูดซับ (Adsorption) ของเซลลแบคทีเรียระหวางการเกาะติดบนวัสดุตรึง

เกิดขึ้นไดจากหลายกระบวนการ เชน โดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางกลุม hydrophobic บนพื้นผิวของวัสดุ 
และโครงสรางพื้นผิวของเซลลแบคทีเรีย (Cohen, 2001) และ/หรือความแตกตางของประจุบนพื้นผิว 
(Surface charge) ของวัสดุและแบคทีเรีย จากผลการวิเคราะหประจุในการทดลองนี้ (ตารางที่ 3.1) 
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พบวาพื้นผิวของแบคทีเรียและวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิด มีประจุลบ  อยางไรก็ตาม คาระดับประจุที่
แตกตางกันอาจเปนสาเหตุหนึ่งของกลไกการดูดซับที่เกิดขึ้นระหวางการตรึงเซลล  

 

     
(a)      (b) 

     
   (c)         (d)         
รูปท่ี 3.4 การเกาะติดของเซลลในวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามันสองโดย SEM กําลังขยาย 3000x-
10000x; เสนใยปาลมน้ํามัน (a-b) และทะลายปาลมน้ํามัน (c-d) 
  
 3.2.3 การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลล 

การคัดเลือกชนิดของวัสดุตรึงระหวาง EFB และ PF เพื่อเลือกเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด  พบวาเซลลตรึงบน EFB และเซลลตรึงบน PF สามารถลด
ปริมาณฟนอล ที่ความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ไดประมาณ 98% ภายในเวลา 8 
และ 12 ช่ัวโมง ตามลําดับ (รูปที่ 3.5)  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเซลลตรึงบน EFB มีอัตราการกําจัดฟนอล
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สูงกวาเซลลตรึงบน PF  นอกจากนั้นเมื่อเปรียบเทียบชุดควบคุม ซ่ึงประกอบดวยวัสดุตรึงแตละ
ชนิดที่ปราศจากเซลล  พบวาชิ้นสวน EFB ดูดซับฟนอลไดนอยกวาชุดควบคุม PF ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของวัสดุที่แตกตางกัน เชน ปริมาณรูพรุนทั้งหมด พื้นที่ผิว 
ปริมาณคารบอน อาจมีผลตอการดูดซับปริมาณฟนอลที่แตกตางกัน ซ่ึงการดูดซับของฟนอลโดย
วัสดุตรึงนี้ อาจสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลทางชีวภาพโดยแบคทีเรียต่ําลง  เนื่องจาก
มวลของสารที่ถูกดูดซับไว ทําใหสารถูกกําจัดไดยากขึ้น  เพราะฉะนั้น จากผลการทดลองขางตนจึง
เลือกใชเซลลตรึงบน EFB มาใชทดสอบในขั้นตอนตอไป   เนื่องจากวัสดุดังกลาวมีประสิทธิภาพ
ในการตรึงเซลลสูงกวา PF ซ่ึงชวยสงเสริมการยอยสลายฟนอลโดยจุลินทรียไดดี และดูดซับฟนอล
นอย จึงมีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใช เพื่อยอยสลายฟนอลในน้ําเสีย 

 

 
รูปท่ี 3.5 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB และ PF เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม (วัสดุตรึงที่ไมมีเซลล) ใชความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
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3.3 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 
3.3.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

ศึกษาปริมาณเซลลตรึงที่เหมาะสม ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด โดย
แปรผันปริมาณเซลลตรึงบน EFB 0.5, 1.5 และ 3.0 กรัม  เพื่อใหไดสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
CFMM เทากับ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) และใชความเขมขนของฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร จาก
ผลการทดลอง แสดงใหเห็นวาการเติมเซลลตรึง 0.5 กรัม (1:10 w/v) ใหประสิทธิภาพในการยอย
สลายฟนอลสูงถึง 98% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง (รูปที่ 3.6)  ดังนั้นการเติมเซลลตรึงเพิ่มขึ้นเปน 1.5 
และ 3.0 กรัม จึงไมมีผลในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลอยางมีนัยสําคัญ ทั้งนี้อาจ
กลาวไดวาปริมาณเซลล 0.5 กรัม หรือสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 1:10 มีปริมาณเซลล
แบคทีเรียเพียงพอในการยอยสลายมวลของฟนอลที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ อีกทั้งปริมาณเซลล
ที่มากเกินไป อาจทําใหเกิดขอจํากัดในการแพรผานของสารฟนอล และออกซิเจนเขาสูเซลลตรึง 
รวมถึงการเติมปริมาณเซลลตรึงเพิ่มขึ้น อาจทําใหเกิดการดูดซับของฟนอลในเซลล และวัสดุตรึง
มากขึ้น  ซ่ึงสงผลตอความยั่งยืนในการยอยสลายฟนอลทางชีวภาพได  ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งเปน
วัสดุปราศจากเซลลมีฟนอลลดลงประมาณ 3-7% ซ่ึงเกิดจากปจจัยทาง abiotic  จะเห็นวาเมื่อมี
ปริมาณวัสดุมากขึ้นจะทําใหปริมาณฟนอลถูกกําจัดมากขึ้น  และสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
1:10 (w/v) มีการกําจัดฟนอลลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
3:10 และ 6:10 (w/v)   

 
เพราะฉะนั้นจึงเลือกใชสัดสวนของเซลลตรึงตออาหารเหลวที่ 1:10 (w/v) มาศึกษา

ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ ในขั้นตอนตอไป  อยางไรก็ตาม เนื่องจาก
การทดลองนี้ไมไดมีการศึกษาการใชเซลลตรึงตออาหารเหลวในปริมาณนอยกวาสัดสวน 1:10 
(w/v)  ซ่ึงอาจเปนไปไดวาถาใชปริมาณเซลลตรึงนอยกวานี้ ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล
อาจยังมีคาใกลเคียงกับสัดสวนขางตน ซ่ึงแสดงวาเซลลตรึงมีความสามารถในการยอยสลายฟนอล
ไดดีถึงแมจะใชในปริมาณนอย 
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รูปท่ี 3.6 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของสัดสวนเซลลตรึงบน EFB ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) โดยมีความเขมขนฟนอลเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลลตรึงบน EFB มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน, เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวาง
เซลลตรึงบน EFB และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลในแตละสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว มี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน และ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษร
ภาษาไทยแตกตางกัน (ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05) 
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 3.3.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 

นําเซลลตรึงบน EFB มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีการแปรผันความเขมขนฟนอลตั้งแต  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ (108 CFU/มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนฟนอลดังกลาวขางตน ในดาน
ประสิทธิภาพของเปอรเซ็นตการลดลงของฟนอล (% phenol removal)  คาคงที่อัตราการยอยสลาย   
ฟนอล (first-order degradation rate constant: k1) และอัตราการยอยสลายฟนอลจําเพาะสูงสุด 
(maximum specific degradation rate: k2)  ซึ่ง k1 และ k2 เปนพารามิเตอรที่ชวยใหสามารถ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางสองระบบไดชัดเจนขึ้น ในกรณีปริมาณเซลลเร่ิมตนของเซลล
ตรึง และเซลลอิสระอาจไมเทากัน  จากผลการทดลอง (รูปที่ 3.7 และตารางที่ 3.3) แสดงใหเห็นวาที่
ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระสามารถบําบัดฟนอลไดดีกวาเซลลตรึง ซ่ึงมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยสามารถลดปริมาณฟนอลได 95% และ 80% 
ตามลําดับ ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง มีคา k1 เทากับ 0.38 และ 0.31 h-1 และมีคา k2 เทากับ 0.0010 และ 
0.0013 มิลลิกรัมฟนอลตอมิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ  อยางไรก็ตามเมื่อความเขมขนฟนอล
เพิ่มขึ้นตั้งแต 30–5,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดฟนอลไดดีกวาเซลลอิสระซ่ึง
มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยเซลลตรึงมีคาการยอยสลายฟนอลประมาณ 70-98% 
มีคา k1 และคา k2 อยูในชวงระหวาง 0.0019-0.048 h-1  และ 0.0007–0.0360 มิลลิกรัมฟนอลตอ
มิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ  ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอลไดประมาณ 17-
52% ซ่ึงมีคา k1และคา k2  อยูในชวงระหวาง 0.0017–0.03 h-1 และ 0.0001–0.0060 มิลลิกรัมฟนอล
ตอมิลลิกรัมเซลลตอช่ัวโมง ตามลําดับ   
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รูปท่ี 3.7 ปริมาณฟนอลที่เหลือหลังจากถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB เปรียบเทียบกับเซลล
อิสระ (free cells) โดยทดลองที่ความเขมขนฟนอล 10 และ 30 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนฟนอล 100  มิลลิกรัมตอลิตร
ที่เวลา 96 ช่ัวโมง และความเขมขนฟนอล 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เวลา 120 ช่ัวโมง 
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางเซลลตรึงบน EFB และเซลล
อิสระในแตละความเขมขนฟนอล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%, P<0.05) เมื่อตัวอักษรแตกตางกัน 
 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ประสิทธิภาพของเซลลตรึง และเซลลอิสระในการ
กําจัดฟนอลในเชิง % การกําจัด  คา k1และ k2 มีแนวโนมเปนไปในทิศทางเดียวกัน นั่นคือ เมื่อความ
เขมขนฟนอลต่ําประมาณ 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระมีคาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลสูงกวา
เซลลตรึง อาจเปนไปไดวาที่ความเขมขนดังกลาวมวลของฟนอลจะแพรผานเขาสูเซลลตรึงไดนอย
และชา  เนื่องจากเซลลตรึงมีขอจํากัดในการแพรผานของสาร (Wang et al., 2007; Passos et al., 
2010) ในขณะที่เซลลอิสระสามารถสัมผัสกับฟนอลไดโดยตรง จึงทําใหการกําจัดฟนอลที่ความ
เขมขนดังกลาวเกิดขึ้นไดดีกวา แตเมื่อความเขมขนฟนอลสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลอิสระมี
คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลต่ํากวาเซลลตรึง (รูปที่ 3.8)  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากฟนอลที่ความ
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เขมขนสูงมีผลยับยั้งการเจริญหรือการทํางานหรือมีความเปนพิษตอเซลลอิสระ ทําใหประสิทธิภาพ
ในการกําจัดฟนอลลดลง ในขณะที่เซลลตรึงมีวัสดุตรึงทําหนาที่ปกปองเซลลจากความเขมขน       
ฟนอลสูงได จึงทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลไดดีกวาเซลลอิสระ 
 

 

รูปท่ี 3.8 คาคงที่อัตราการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB และเซลลอิสระที่ฟนอลความเขมขน
ตางๆ 

 ผลการศึกษามีความสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมา ซ่ึงรายงานวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายฟนอลความเขมขนสูงไดดีกวาเซลลอิสระ เชน จากการศึกษาการใชโพลียูรีเทน 
โฟม (polyurethane foam) ตรึง Acinetobacter sp. พบวาเซลลที่มีการตรึงจะสามารถเจริญไดที่ความ
เขมขนของฟนอล 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร และสามารถยอยสลายฟนอลได 19.7 มิลลิกรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง  ในขณะที่เซลลที่ไมไดตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม (เซลลอิสระ) ถูกยับยั้งการเจริญเติบโตที่
ความเขมขนของฟนอล 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร (Adav et al., 2007) จากการตรึงเซลล Acinetobacter 
sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเชื้อที่แยกจากกาก
ตะกอนเรง (Activated sludge) ซ่ึงไดทําการศึกษาการยอยสลายฟนอลเปรียบเทียบระหวางเซลล
อิสระ และเซลลตรึง พบวาเซลลที่ไมตรึงบน PVA (เซลลอิสระ) มีอัตราการยอยสลายฟนอล 0.95 
มิลลิกรัมฟนอลตอช่ัวโมง สวนเซลลที่ตรึงบน PVA มีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.20 มิลลิกรัมฟนอล
ตอช่ัวโมง (Liu et al., 2009) และจากรายงานการใชเม็ดบีดตรึงกากตะกอนเรง พบวาเซลลตรึงมีการ
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ยอยสลายฟนอลไดที่ชวงความเขมขนของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยมีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายมากกวา 95% ในเวลา 28 ช่ัวโมง  ทั้งนี้เซลลอิสระถูกยับยั้งการยอยสลายที่ความเขมขน
ของฟนอล 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร แตในขณะที่เซลลตรึงไมถูกยับยั้งที่ความเขมขนดังกลาว (Lee et 
al.,2009) จากรายงานการตรึง Aspergillus awamori สายพันธุ NRRL 3112 บน polyacrylonitrile 
membrane พบวาเซลลอิสระ และเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอล 1.16 และ 6.25  มิลลิกรัมตอ
ช่ัวโมง ตามลําดับ (Yordanova et al., 2009) นอกจากนั้นจากรายงานการศึกษาของ Ahmad et al. 
(2012) พบวาเซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถยอยฟนอล
ไดอยางสมบูรณภายในเวลา 108, 216 และ 240 ช่ัวโมง ที่ความเขมขนฟนอล 1,100, 1,500 และ 
1,900 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  ในขณะที่เซลลอิสระยอยสลายฟนอลไดสมบูรณภายในเวลา 240 
ช่ัวโมง ที่ความเขมขนฟนอล 1,100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
ตารางที่ 3.3 อัตราการยอยสลายจําเพาะของฟนอลที่ความเขมขนตางๆ 
 

ความเขมขนฟนอล  
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

อัตราการยอยสลายฟนอลจาํเพาะ 
(มิลลิกรัมฟนอลตอมิลลิกัมเซลลตอชั่วโมง) 

เซลลตรึงบน EFB เซลลอิสระ 
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 การนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้า 

เมื่อนําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอลิตร มาทดสอบการนํากลับมาใชซํ้า  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของ
เซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดกี่คร้ัง พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล
คอนขางคงที่ประมาณ  98% ภายใน 24 ช่ัวโมง  เมื่อผานการใชซํ้า 10 คร้ัง (รูปที่ 3.9)  ทั้งนี้เซลลตรึง
ยังคงประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดเทากับเซลลตรึงที่เพิ่งใชงานครั้งแรก ซ่ึงชวยลด
ระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม และจากการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของ
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พื้นผิววัสดุและเซลลตรึงหลังจากการใชซํ้า ดวยเทคนิค SEM แสดงใหเห็นวาวัสดุมีลักษณะ
เปลี่ยนแปลงไปเล็กนอย และยังมีปริมาณเซลลที่ ถูกตรึงหลงเหลืออยูบนวัสดุ ดังรูปที่ 3.10 
นอกจากนั้นผลการทดสอบการเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห พบวาเซลล
ตรึงที่เก็บไวสามารถยอยสลายฟนอลได 90% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  แสดงวาเซลลตรึงที่เก็บรักษา
ไวยังคงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดใกลเคียงกับเซลลตรึงที่เพิ่งเตรียมใหม  อาจมี
สาเหตุมาจากเซลลตรึงมีความเสถียร และวัสดุตรึงสามารถปกปองเซลลแบคทีเรียจากสภาวะที่ไม
เหมาะสม รวมทั้งจากการปนเปอนไดดี ในขณะที่การเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิหองอาจมีความเสี่ยง
ตอการปนเปอนจุลินทรียชนิดอื่นไดงาย เนื่องจากแบคทีเรีย และเชื้อราหลายชนิดสามารถเจริญไดดี
ในสภาวะอุณหภูมิหอง  

 

 
 

รูปท่ี 3.9 ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน EFB  หลังจากผานการใชงานแลว 10 คร้ัง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟนอล  
 
 จากการศึกษาของ Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบวาเซลลแบคทีเรีย Arthrobacter 
sp. ตรึงบนขี้เล่ือย Styrofoam และรําขาวสาลี  สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน หลังจากเก็บเซลลตรึงไวนาน 6 สัปดาหที่ 45 องศาเซลเซียส  Liu et al. (2009) 
รายงานวาเซลลตรึง  Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน  polyvinyl alcohol 
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(PVA) สามารถนําเซลลกลับมาใชใหมได ซ่ึงยังสามารถลดปริมาณฟนอลได 93% หลังจากเก็บไว 
50 วัน  แตเซลลอิสระจะมีอัตราการยอยสลายฟนอลลดลงหลังจากที่เก็บไว 10 วัน ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  อยางไรก็ตามการตรึงเซลลสายพันธุ XA05 และ FG03 สามารถนํากลับมาใชใหมได
อยางนอย 20 คร้ัง  จากรายงานของ Ying et al. (2007) ใช polyvinyl alcohol (PVA) ในการตรึงเซลล 
Acinetobacter sp. สายพันธุ PD 12 พบวาสามารถเก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล ไดนาน 50 
วัน นอกจากนี้การศึกษาของ Ahmad et al. (2012) พบวาเซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ 
AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลโดยนําเซลลตรึง
กลับมาใชซํ้าไดอยางนอย 45 คร้ัง 

  

 (a)      (b) 

รูปท่ี 3.10 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของพื้นผิว EFB และเซลลที่ถูกตรึงวิเคราะหดวยเทคนิค SEM ที่
กําลังขยาย 10000x-15000x; กอนการยอยสลายฟนอล (a) และหลังการนํากลับมาใชยอยสลาย          
ฟนอลซ้ําจํานวน 5 คร้ัง (b) 
 
3.4 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 

การทดลองนี้เลือกใชน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลมเปนน้ําเสียตนแบบที่มีการปนเปอน
ของฟนอล   ปาลมน้ํามันถือเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย อุตสาหกรรมสกัดน้ํามัน
ปาลมดิบกอใหเกิดน้ําเสียที่มีสารอินทรียสูง มีสีคลํ้า  ซ่ึงสวนหนึ่งมีสาเหตุมาจากสารประกอบ       
ฟนอลที่เปนองคประกอบในน้ําเสีย  ซ่ึงสารประกอบฟนอลถูกสกัดออกมาจากผลปาลมในระหวาง
กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐาน (แบบใชน้ํา) จึงมีความจําเปนในการพัฒนาเทคโนโลยี
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ที่มีประสิทธิภาพ ราคาถูก และไมกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมในการจัดการปญหาน้ําเสีย
จากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาลม 

 
3.4.1 ผลของปริมาณเซลลตรึงตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล  

เนื่องจากองคประกอบของน้ําทิ้งมีปริมาณสารอินทรียคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับ
การศึกษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมทั้งมีการเพิ่มขนาดของวัสดุที่ใชตรึงใหมีขนาดใหญขึ้น  เพื่อความ
สะดวกในการนําไปใชงานบําบัดน้ําเสีย จึงตองทําการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงตอสัดสวนน้ํา
ทิ้งเพิ่มเติม โดยการแปรผันปริมาณเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ทดสอบในน้ําทิ้ง
ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อจุลินทรีย เพื่อศึกษาวาปริมาณเซลลตรึงตอน้ําทิ้งที่อัตราสวนใดมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดดีที่สุด  ผลการทดลองพบวาสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) สามารถยอยสลายฟนอลไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ คือ 40%, 64% 
และ 53% ตามลําดับ (รูปที่ 3.11)  ทั้งนี้อาจกลาวไดวาปริมาณเซลลตรึง 3 กรัม หรือสัดสวนเซลล
ตรึงตอน้ําทิ้ง 3:10 (w/v) มีปริมาณเซลลแบคทีเรียเหมาะสมเพียงพอในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองสัดสวนเซลลตรึงตออาหาร CFMM  พบวาสัดสวนเซลลตรึงที่
เหมาะสมสําหรับน้ําทิ้งมีปริมาณมากกวาความตองการในอาหารเหลว ซ่ึงใชเพียงสัดสวน 1:10 
(w/v)  ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาในการทดลองนี้มีการเพิ่มขนาดของวัสดุตรึงที่ใชจาก 0.5-1 มิลลิเมตร
เปน 1x1x1 เซนติเมตร ซ่ึงขนาดที่เพิ่มขึ้นอาจมีผลตอปริมาณการเกาะติดของเซลลบนวัสดุ และ
อัตราการแพรผานของสารเขาสูเซลลตรึง และอีกปจจัยหนึ่ง ไดแก องคประกอบของน้ําทิ้ง อาจมีผล
ตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง  ดังนั้นจึงนําอัตราสวนของเซลลตรึงตอน้ําทิ้งที่ 
3:10 (w/v) มาศึกษาในการทดลองตอไป  สําหรับชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทาง
กายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอล (abiotic controls)  พบวาชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล
ดูดซับฟนอลไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ที่สัดสวน EFB ตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) 
คือ 3, 7 และ 9% ตามลําดับ (รูปที่ 3.11)  ซ่ึงที่สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10 (w/v) มีการกําจัด      
ฟนอลลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 3:10 และ 6:10 (w/v)   
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รูปท่ี 3.11 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมของเซลลตรึงบน EFB 
โดยการแปรผันปริมาณของเซลลตรึงที่สัดสวนตางๆ 
 
หมายเหตุ: เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลลตรึงบน EFB มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อตัวอักษร
ภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน, เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางเซลลตรึง
บน EFB และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลในแตละสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง มีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน และเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลระหวางสัดสวนเซลลตรึงตอน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) 
ของ EFB ปราศจากเซลล มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาไทยแตกตาง
กัน (ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, P<0.05) 
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 3.4.2  ผลการกระตุน (Activation) และการปรับตัว (Acclimation) ของเซลลตรึง 
 3.4.2.1 การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 

 ศึกษาผลการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลตอประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้ง 
โดยการนําเซลลตรึงบน EFB มากระตุนดวยฟนอลที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตรในอาหาร 
CFMM เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ทั้งนี้การกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลจะเปนการชักนํา และรักษาการ
ผลิตเอนไซมภายในเซลลกอนนําไปใช  เนื่องจากในขั้นตอนการตรึงเซลลจุลินทรียตองอาศัย
ระยะเวลาในการบมเซลลรวมกับวัสดุไวถึง 6 วัน เพื่อใหเกิดการสังเคราะหเสนใย EPS ในการยึดติด
กับผนังของวัสดุตรึง  ซ่ึงในกระบวนการดังกลาวไมมีการเติมแหลงคารบอนใดๆ ดังนั้นทําใหเซลล
อยูในภาวะขาดแคลนอาหาร และอาจสงผลตอการเจริญ และการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอย
สลายฟนอลในน้ําทิ้ง  จากการทดลองพบวาเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอลสามารถ
ลดปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งได 64% ภายในเวลา 7 วัน ซ่ึงมีความสามารถในการกําจัดฟนอลไดสูง
กวาเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวยฟนอลอยางมีนัยสําคัญ  ซ่ึงลดฟนอลไดเพียง 35% (ตาราง
ที่ 3.5)    

 
 นอกจากนั้นผลการทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่

ไมผานการฆาเชื้อจุลินทรีย พบวาเซลลตรึงบน EFB ยังสามารถยอยสลายฟนอลไดประมาณ 71% 
ภายในเวลา 7 วัน ซ่ึงสูงกวาการใชน้ําทิ้งที่ผานการฆาเชื้อเล็กนอย  อาจเปนผลเสริมมาจากจุลินทรีย
ที่สามารถยอยสลายฟนอลไดที่มีอยูเดิมในน้ําทิ้ง 

 
 จากการนับจํานวนเซลลแบคทีเรียในวันเริ่มตนและหลังการบําบัดพบวา ในวันที่ 0 ของการ

ทดลอง เซลลตรึงมีจํานวนแบคทีเรีย 2.27×1010 CFU/กรัมวัสดุ และหลังการทดลองผานไป 7 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียมีจํานวนเพิ่มขึ้น ซ่ึงมีจํานวนเทากับ 4.83×1010 CFU/กรัมวัสดุ และพบวามี
จํานวนแบคทีเรียในน้ําทิ้งเทากับ 2.0×1010 CFU/มิลลิลิตร โดยพบวาเซลลตรึงมีจํานวนเซลลเพิ่มขึ้น 
ในขณะที่ปริมาณฟนอล และสารอินทรียในรูป BOD และ COD ในน้ําทิ้งลดลง แสดงใหเห็นวา
เซลลตรึงสามารถยอยสลายฟนอล โดยใชฟนอล รวมทั้งสารอินทรียอ่ืนๆ ในน้ําทิ้งเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในการเจริญเติบโต   
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ตารางที่ 3.4 องคประกอบของน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอน และหลังการบําบัดดวยเซลลตรึงบน 
EFB ท่ีผานการกระตุนดวยฟนอล 
 

พารามิเตอร *คามาตรฐานคุณภาพน้ําท้ิง **กอนบําบัด หลังบําบัด 

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

ท่ีมา: *ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) ลงวันที่ 3 
มกราคม 2539 เร่ืองกําหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงาน
อุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมที่ 113 ตอนท่ี 13 ลงวันที่ 13 
กุมภาพันธ 2539 
** น้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม จังหวัดสตูลเก็บตัวอยางวันที่ 29 มีนาคม 2554 
 

 จากการวิเคราะหองคประกอบของน้ําทิ้งกอนและหลังการบําบัดดังตารางที่ 3.4 พบวา
ปริมาณ COD ลดลงประมาณ 87 % จากความเขมขนเริ่มตน 10,296 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือประมาณ 
1,355 มิลลิกรัมตอลิตร และปริมาณ BOD ลดลงประมาณ 92% จาก 725 มิลลิกรัมตอลิตร เหลือ 
61.5 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปนขอดีของการบําบัดน้ําทิ้งดวยเซลลตรึงบน EFB ดวยวิธีการนี้ ทั้งนี้
พบวาคา pH หลังการบําบัดเทากับ 7.94 คา TKN, TP และ Oil & Grease หลังการบําบัดเทากับ 64, 
16.2 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ  ดังนั้น นอกจากคา COD แลว พบวาคาพารามิเตอรอ่ืนมีคา
อยูในเกณฑคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้ง  นอกจากนั้นพบวาหลังการบําบัดสามารถลดความเขมของสี
ที่เกิดจากสารประกอบฟนอลลงไดประมาณ 25% (ตารางที่ 3.4)  อยางไรก็ตามพบวาประสิทธิภาพ
ของเซลลตรึงในการบําบัดฟนอลลดลง เมื่อเทียบกับการศึกษาในอาหารเหลว CFMM เนื่องจากใน
องคประกอบของน้ําทิ้งยังมีสารประกอบในกลุมฟนอลิกชนิดอื่นๆ รวมอยูดวย ซ่ึงอาจมีผลตอการ
ทํางานของเซลลตรึง ในขณะที่การศึกษาในอาหารเหลวมีเฉพาะฟนอลเพียงชนิดเดียว  
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 3.4.2.2 การปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําท้ิงท่ีผานการเจือจาง 

 ศึกษาผลการปรับตัวของเซลลตรึงดวยการเลี้ยงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยการนําเซลล
ตรึงบน EFB มายอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งที่มีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหเพิ่มขึ้นอยางชาๆ 
เพื่อใหเวลาเซลลตรึงมีการปรับตัวกอนนําไปทดสอบดวยน้ําทิ้งที่ไมผานการเจือจาง  เนื่องจากในน้ํา
ทิ้งยังมีอนุพันธของฟนอลเปนองคประกอบดวย ซ่ึงอนุพันธของฟนอลบางชนิดแมวาจะมีความ
เขมขนต่ํา ก็อาจมีความเปนพิษตอเซลลตรึง และสามารถยับยั้งการทํางานของเซลลได โดยใช
สัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ จากการ
ทดลองพบวาที่สัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 25% เซลลตรึงลดฟนอลได 13, 23 และ 29% 
ที่เวลา 1, 3 และ 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% เซลลตรึงลดฟนอลได 29, 50 
และ 51% ที่เวลา 1, 3 และ 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM  100% เซลลตรึงสามารถ
ลดฟนอลได 30, 41, 52 และ 54% ภายในระยะเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน (ตารางที่ 3.5)  ซ่ึงที่สัดสวน้ํา
ทิ้งตออาหารเหลว 25% มีประสิทธิภาพการกําจัดฟนอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับ
สัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% ณ วันสิ้นสุดการทดลอง  และเมื่อใชเซลล
ตรึงที่ไมผานการปรับตัว พบวาเซลลตรึงลดฟนอลได 35% ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารประกอบฟนอล
ที่เปนองคประกอบในน้ําทิ้งมีผลยับยั้งการทํางานของเซลลตรึง จึงทําใหเซลลตรึงที่ไมผานการ
ปรับตัว มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลนอยกวาเซลลตรึงที่ผานการปรับตัวดวยการเลี้ยงใน
น้ําทิ้งเจือจางกอน 

  
จากการศึกษาที่ผานมารายงานวาจุลินทรียที่ผานขั้นตอนการปรับตัว จะมีความสามารถใน

การยอยสลายมลพิษเพิ่มขึ้น ดังรายงานของ Lu et al. (2009) ซ่ึงใชเชื้อราผุขาว (white rot fungus)
ตรึงบนเศษไม เพื่อยอยสลายสารประกอบฟนอลิกจากน้ําทิ้งโรงงานผลิตโคก โดยทําการปรับสภาพ
เชื้อราในน้ําทิ้งเจือจาง 50% กอน  พบวาเชื้อราสามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลิกได 87% 
ภายในเวลา 6 วัน และจากการศึกษาของ Gonzalez et al. (2001) รายงานการยอยสลายฟนอลในน้ํา
เสียโรงงานผลิตเรซินโดย Psuedomonas putida ATCC 17484 ตรึงบน calcium alginate gel ซ่ึงมี
ความเขมขนฟนอลประมาณ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงลดปริมาณฟนอลจาก 340 
ช่ัวโมง (ปรับสภาพเซลลคร้ังที่ 1) เหลือ 260 ช่ัวโมง หลังจากการปรับสภาพเซลลคร้ังที่ 2 ดวยการ
เจือจางน้ําเสีย 
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ตารางที่ 3.5 ปริมาณฟนอลที่ลดลง (%) โดยใชเซลลตรึงดวยวิธีตางๆ 

วิธี 
สัดสวนน้ําท้ิงตอ

อาหารเหลว CFMM 
*ปริมาณฟนอลที่

ลดลง (%) 
เวลาท่ีใชในการยอย
สลายฟนอล (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 

* เปรียบเทียบระหวางวิธีไมผานการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล (Non activation) และวิธีการ
กระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล (Activation) วิธีการปรับตัวของเซลลตรึงดวยการเจือจางน้ําทิ้ง 
(Acclimation) และวิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึงดวยน้ําทิ้งที่ผานการเจือ
จาง (Activation and Acclimation) มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%, P<0.05) เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญแตกตางกัน และเปรียบเทียบระหวางวิธีการปรับตัว
ของเซลลตรึงดวยการเจือจางน้ําทิ้ง (Acclimation) และวิธีรวมระหวางการกระตุนและการปรับตัว
ของเซลลตรึงดวยน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง (Activation and Acclimation) ที่สัดสวนน้ําทิ้งตออาหาร
เหลว CFMM 25%, 50% และ 100% ที่ชุดการทดลองเดียวกัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  เมื่อตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กแตกตางกัน  
 

 3.4.2.3 ผลการกระตุนรวมกับการปรับตัวของเซลลตรึง 

 ศึกษาผลการกระตุนและการปรับตัวของเซลลตรึง โดยการนําเซลลตรึงบน EFB มา 
กระตุนดวยฟนอลที่ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลตรึงมา
เล้ียงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจาง โดยมีการปรับความเขมขนของน้ําทิ้งใหมากขึ้นอยางชาๆ ใช
สัดสวนน้ําทิ้งที่ฆาเชื้อแลวตออาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดับ จากการ
ทดลอง พบวาหลังการกระตุนดวยฟนอล แลวนําเซลลตรึงไปปรับตัวในน้ําทิ้งที่เจือจางตั้งแต 25-
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100%  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลไดเพิ่มขึ้นเปนลําดับ โดยในสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 
25% เซลลตรึงลดฟนอลได 52% ภายในเวลา 5 วัน จากนั้นเลี้ยงในสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว 
CFMM 50% เซลลตรึงลดฟนอลได 66% เปนเวลา 5 วัน และสัดสวนน้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 
100% เซลลตรึงลดฟนอลได 72% ภายในระยะเวลา 10 วัน (ตารางที่ 3.5)  ในขณะที่สัดสวนน้ําทิ้ง
ตออาหารเหลว 25% มีประสิทธิภาพการกําจัดฟนอลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเทียบกับสัดสวน
น้ําทิ้งตออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% และเมื่อใชเซลลตรึงที่ยังไมผานการกระตุนดวย      
ฟนอล และไมผานการปรับตัวดวยการเจือจางน้ําทิ้ง  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลได 35% อาจ
เนื่องมาจากเซลลตรึงขาดการกระตุนเพื่อชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซมภายในเซลล  จึงทําให
เซลลตรึงมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลนอยกวาเซลลตรึงที่ผานการกระตุน และการปรับตัว 
จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว โดยใชสถิติ one way-ANOVA เปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางวิธีการเตรียมเซลลตรึงกอนนําไปใชดวยวิธีตางๆ ไดแก 1) ไมผานการกระตุนและ
การปรับตัว (Non-activation and non-acclimation) 2) วิธีการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอล 
(Activation) 3) วิธีการปรับตัวเซลลตรึงในน้ําทิ้งเจือจาง (Acclimation) และ 4) วิธีรวมระหวางการ
กระตุนและการปรับตัว (Activation and acclimation) มีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05  

 
 อยางไรก็ตาม จะเห็นไดวาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงที่ถูกกระตุนหรือ
ปรับตัวแลวในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม มีคาต่ํากวาการบําบัดฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ฟนอล   ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมมีทั้งฟนอล อนุพันธของฟนอล และ
สารมลพิษอื่นๆ ที่ปนเปอนในน้ําทิ้งดวย  ซ่ึงอาจสงผลตอการเจริญและกิจกรรมการยอยสลายฟ
นอลของเซลลตรึง  จากงานวิจัยนี้พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลในอาหาร
เหลวเกือบ 100% ในขณะที่สามารถยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งไดประมาณ 64-72% ซ่ึงมีประสิทธิภาพ
สูงกวาการศึกษากอนหนานี้  โดย Limkhuansuwan and Chaiprasert (2010) รายงานวาพบการ
ปนเปอนของสารประกอบฟนอลิก 33.64 มิลลิกรัมตอลิตร ในน้ําทิ้งจากโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
และพบวา lactic acid bacteria สามารถยอยสลายสารประกอบฟนอลิกไดประมาณ 44%  จากผล
การศึกษาการยอยสลายฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมดวยเซลลตรึงบน EFB ในงานวิจัยนี้  
พบวาความเขมขนฟนอลที่เหลือในน้ําทิ้งยังมีคาสูงกวาคามาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรม 
ซ่ึงกําหนดใหมีปริมาณฟนอลสูงสุดไมเกิน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร  อยางไรก็ตาม สามารถนําน้ําทิ้งที่
ผานการบําบัดแลว มาผานการบําบัดซ้ําอีกครั้ง หรืออาจมีการศึกษาประสิทธิภาพการบําบัดฟนอล



63 

ในระบบบําบัดแบบกึ่งกะ (Fed batch system) หรือระบบที่มีความตอเนื่อง (Continuous system) ซ่ึง
อาจทําใหคาความเขมขนฟนอลในน้ําทิ้งลดลงอยูในเกณฑมาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งได  

 
 3.4.3 การนําเซลลตรึงมาใชซํ้าเพื่อบําบัดน้ําท้ิง 

 เมื่อนําเซลลตรึงบน EFB ที่ผานการกระตุนดวยฟนอล มาทดสอบการยอยสลายฟนอลใน
น้ําทิ้งซ้ํา  เพื่อดูประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดกี่คร้ัง 
และยังคงมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลไดเหมือนกับการใชคร้ังแรกหรือไม ซ่ึงจะทําใหชวย
ลดระยะเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม  พบวาสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าได
อยางนอย 10 คร้ัง โดยเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดประมาณ 50-68% ภายใน
เวลา 7 วัน (รูปที่ 3.12) โดยพบวาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้ายอยสลายฟนอลในน้ํา
ทิ้งมีประสิทธิภาพต่ํากวาการนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าในการยอยสลายฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ฟนอล  อาจเนื่องมาจากองคประกอบตางๆ ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม สงผลตอการเจริญ
และกิจกรรมการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง  รวมทั้งสงผลตอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
พื้นผิววัสดุตรึง ซ่ึงอาจทําใหเซลลตรึงเกิดความเสียหาย และหลุดออกจากวัสดุได เมื่อมีการนํามาใช
ซํ้าหลายๆ คร้ัง 

 

 
รูปท่ี 3.12 ปริมาณฟนอลที่ถูกยอยสลายโดยเซลลตรึงบน  EFB  ที่ผานการใชซํ้า 10 คร้ัง ในน้ําทิ้ง
โรงงานสกัดน้ํามันปาลม   
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง  
 4.1.1 การผลิต EPS ของแบคทีเรีย 

 แบคทีเรีย Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ทั้ง 2 ชนิด มีการผลิต 
EPS ในระหวางการตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ซ่ึงพบวา Methylobacterium sp. NP3 มี
อัตราในการสังเคราะหเสนใย EPS ไดเร็วกวา Acinetobacter sp. PK1  และเมื่อนําแบคทีเรียผสม 2 
ชนิด มาตรึงบนวัสดุ EFB และ PF พบวาเซลลแบคทีเรียผลิต EPS บน EFB และ PF ไดคงที่ในวันที่ 
6 และวันที่ 8 ตามลําดับ โดยปริมาณ EPS ที่ผลิตขึ้นมีจํานวนเพิ่มขึ้นประมาณ 80% เมื่อเทียบกับ
เร่ิมตนทดลอง ดังนั้นจึงทําการตรึงเซลลที่ระยะเวลา 6 และ 8 วัน บน EFB และ PF ตามลําดับ 
เพื่อใหเซลลมีการเกาะติดกับวัสดุไดดีเพียงพอ และปองกันการหลุดของเซลลตรึง เมื่อมีการ
นําไปใช 
 
 4.1.2 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของแบคทีเรียตรึงในอาหารเหลว 

 จากการคัดเลือกวัสดุตรึงระหวาง EFB และ PF  โดยดูจากประสิทธิภาพของเซลลตรึงใน
การกําจัดฟนอลที่ความเขมขนเริ่มตน 30 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาเซลลตรึงทั้ง 2 ชนิด สามารถยอย
สลายฟนอลไดเกือบสมบูรณ (98%) โดยเซลลตรึงบน EFB มีอัตราการกําจัดฟนอลสูงกวาเซลลตรึง
บน PF และมีการดูดซับฟนอลนอยกวา  ดังนั้นจึงเลือกใชเซลลตรึงบน EFB มาใชทดสอบการยอย
สลายฟนอลตอไป 
  
 จากการแปรผันปริมาณเซลลตรึงบน EFB ที่สัดสวนเซลลตรึงตออาหารเหลว CFMM 
เทากับ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)  พบวาการเติมเซลลตรึงสัดสวน 1:10 (w/v) มีประสิทธิภาพใน
การยอยสลายฟนอลสูงถึง 98% ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  เพราะฉะนั้นจึงเลือกใชสัดสวนของเซลล
ตรึงตออาหารเหลวที่ 1:10 (w/v) มาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขนตางๆ ใน
ขั้นตอนตอไป 
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 จากการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลดวยเซลลตรึงบน EFB  ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวที่ความเขมขนตางๆ ไดแก  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาที่ความ
เขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร  เซลลอิสระสามารถบําบัดฟนอลไดดีกวาเซลลตรึง โดยสามารถ
ลดปริมาณฟนอลได 95% และ 80% ตามลําดับ ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  อยางไรก็ตาม เมื่อความ
เขมขนฟนอลเพิ่มขึ้นตั้งแต 30–5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดฟนอลไดดีกวา
เซลลอิสระ ซ่ึงมีคาการยอยสลายประมาณ 70-98%  ในขณะที่เซลลอิสระสามารถยอยสลายฟนอล
ไดประมาณ 17-52%  และผลการทดลองยังแสดงวาเซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายฟนอลสูงกวา
เซลลอิสระที่ทุกความเขมขนของฟนอล  นอกจากนั้นเซลลตรึงยังสามารถนํากลับมาใชซํ้าไดอยาง
นอย 10 คร้ัง  โดยมีประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ถึง 99% 
ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  รวมทั้งสามารถเก็บเซลลตรึงไวไดนาน 1 เดือน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลยังคงเดิม 
 
 4.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของแบคทีเรียตรึงในน้ําท้ิงโรงงานสกัด
น้ํามันปาลม 

 จากการศึกษาผลของการกระตุนเซลลตรึงดวยฟนอลความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  พบวาเซลลตรึงลดฟนอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมได 64% ภายในเวลา 7 
วัน  ในขณะที่เซลลตรึงที่ไมผานการกระตุนดวยฟนอลสามารถกําจัดฟนอลไดเพียง 35%  และจาก
การศึกษาผลของการปรับตัวเซลลตรึงในน้ําทิ้งที่ผานการเจือจางกอนนําไปใช  พบวาเซลลตรึงหลัง
การปรับสภาพสามารถลดปริมาณฟนอลในน้ําทิ้งที่ไมไดเจือจางได 54% ภายในเวลา 7 วัน  
นอกจากนั้นจากการยอยสลายฟนอลดวยวิธีรวมระหวางการกระตุน และการปรับตัวของเซลลตรึง  
พบวาลดปริมาณฟนอลได 72% ภายในเวลา 10 วัน และสามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซํ้าในการ
บําบัดน้ําทิ้งไดอยางนอย 10 คร้ัง ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลไดประมาณ 50–69% 
  
 ดังนั้นผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการเตรียมเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน EFB 
และ PF สามารถทําไดโดยการบมเซลลแบคทีเรียรวมกับวัสดุ  โดยใหอัตราการเขยาประมาณ 130 
รอบตอนาที เปนระยะเวลา 6 และ 8 วัน ตามลําดับ  อยางไรก็ตาม เซลลตรึงที่เตรียมไดควรนําไป
ผานการกระตุนดวยฟนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว หรือผานการปรับตัวในน้ําทิ้งที่เจือจาง หรือวิธี
รวมระหวาง 2 วิธีการดังกลาว  เพื่อชักนําและรักษาการผลิตเอนไซมที่เกี่ยวของในการยอยสลาย    
ฟนอล  รวมทั้งใหเซลลปรับตัวมีความทนทานตอสารประกอบฟนอล และอนุพันธของฟนอลในน้ํา



66 

ทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลมกอนนําไปใชงาน  นอกจากนั้นยังสามารถนําเซลลตรึงกับมาใชซํ้าได
อยางนอย 10 คร้ัง ซ่ึงชวยประหยัดเวลา และคาใชจายในการเตรียมหัวเชื้อใหม 
 
4.2 ขอเสนอแนะ 

 1.ควรศึกษาหรือคัดเลือกวัสดุชนิดอื่นๆ มาใชเปนวัสดุตรึงเซลลเพิ่มเติม หรือศึกษาการ
ปรับปรุงสภาพพื้นผิวของวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน เชน สมบัติในเชิง hydrophobic interaction เพื่อ
เพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียบนวัสดุ 
 2. จากการศึกษานี้ไดทําการทดลองในระบบกะ (batch system) เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟนอลเบื้องตน   ดังนั้นควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยระบบที่มีความตอเนื่อง (continuous 
system) เพื่อประโยชนในการนําไปใชจริงในระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
 3. ควรศึกษาแนวทางการนําเซลลตรึงไปประยุกตใชบําบัดน้ําทิ้ง เชน เตรียมเซลลตรึงใสใน
ภาชนะ ซ่ึงทําเปนลักษณะทุนลอยในบอน้ําทิ้ง หรือพัฒนาเปนระบบถังปฏิกรณชีวภาพที่บรรจุเซลล
ตรึง เปนตน 
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ภาคผนวก ก 

สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM (Carbon free mineral salt medium) ประกอบดวย
สารอาหารดังตอไปนี้ (ตอ 1 ลิตรอาหารเหลว) ไดแก  

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

นําอาหารเหลวดังกลาวนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที และเติมสารละลายความเขมขนสูง (Stock solution)ของสารตอไปนี้อยางละ 1 มิลลิลิตร ที่
ปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูป micro filter 

 

-  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)   0.1 กรัมตอมิลลิลิตร 
-  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)   0.05 กรัมตอมิลลิลิตร 
-  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)   0.05 กรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

วิธีวิเคราะห 
 

 ข.1 ศึกษาลักษณะพื้นผิววัสดุตรึง และเซลลตรึง โดย SEM 

การศึกษาลักษะพื้นผิววัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน ทําโดยนําชิ้นสวนของวัสดุมาติดบนแทน
วางตัวอยาง Stub) แลวนําตัวอยางไปฉาบทองดวยเครื่อง Sputter coater และสองดูดวยเครื่อง SEM 
สําหรับการศึกษาลักษณะเซลลตรึงทั้งกอนและหลังทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอล โดย
ดองรักษาสภาพตัวอยางกอนฉาบทองดวย 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 
หรือ 4% formaldehyde เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 2-3 คร้ัง นําตัวอยางมา Fix 
คร้ังที่ 2 ดวย 1% OsO4 เปนเวลา 2 ช่ัวโมงแลวลางดวยน้ํากลั่น 2-3 คร้ัง ขจัดน้ําออกดวยเอทานอล
เปนเวลา 10 นาที  นําไปทําใหแหงดวยวิธี critical point drying (การวิเคราะหในขั้นตอนนี้
ดําเนินการโดยศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

 
ข.2 ศึกษาพื้นท่ีผิวเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของรูพรุน และปริมาตรรูพรุนของวัสดุโดยเครื่อง 

Surface area analyzer 

การศึกษาพื้นที่ผิว เสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของรูพรุน และปริมาตรของรูพรุน ทําโดยนํา
ช้ินสวนของวัสดุ 0.25 กรัม outgas ที่อุณหภูมิ  150 0 C ในสูญญากาศ เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เพื่อเอา
ความชื้นหรือสารปนเปอนที่อาจดูดซับอยูบนผิววัสดุออก หลังจากนั้นนําตัวอยางวางในหลอด
ตัวอยางที่เชื่อมตอกับเครื่องวิเคราะห ซ่ึงตัวอยางดูดซับ N2 ที่ 77 K ดวยเครื่อง 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) (การวิเคราะหในขั้นตอนนี้ดําเนินการ
วิทยาลัยปโตรเลียม และปโตรเคมี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 
 

ตารางท่ี ค.1 การผลิต exopolysaccharide ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน EFB 
 

เวลา 
(วัน) 

เซลลตรึงบน EFB 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 ของเซลลตรึงเชื้อผสมระหวาง Methylobacterium sp. 
NP3 และ  Acinetobacter sp. PK1 บน PF 
 

เวลา 
(วัน) 

เซลลตรึงบน PF 
(A606) 

ปริมาณการลดลงของสี
alcian blue (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 

 
 



85 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ง 
การวิเคราะหการผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 

และ Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบน EFB 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหการผลิต 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 (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 (%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 
การคัดเลือกวัสดุตรึงเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามัน 
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ภาคผนวก จ 

การคัดเลือกวัสดุตรงึเซลลบนวัสดุเศษเหลือปาลมน้ํามนั 
 

ตารางที่ จ.1 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความเขมขน        
ฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน PF ท่ีความเขมขน          
ฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

เซลลตรึงบน PF  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 

 



90 

ตารางที่ จ.3 ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอลของ EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

EFB ปราศจากเซลล 
 (A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 ชุดควบคุมกระบวนการทางกายภาพและเคมีตอการลดลงของฟนอลของ PF ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

เวลา 
(ชม.) 

PF ปราศจากเซลล 
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 
การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในอาหารเหลว 
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ภาคผนวก ฉ 

การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ในอาหารเหลว 
 

ตารางที่ ฉ.1 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ท่ีมีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร 
 

สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสีย 
(w/v) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 10 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) 

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 ปริมาณฟนอลท่ีเหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 30 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) 

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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 50 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB 
 (A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ  (%) 

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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 100 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 500 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) ในการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความ
เขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

 
เวลา 
(ชม.) 

ความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร  
คาเฉล่ีย 

 
คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

เซลลตรึงบน EFB  
(A500) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
 (%) 

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 

 
ตัวอยางการคาํนวณคาคงท่ีอัตราการยอยสลายฟนอล (phenol degradation rate constant: k) 

 
รูปท่ี ฉ.1 คาคงท่ีอัตราการยอยฟนอลของเซลลตรึงบน EFB ท่ีความเขมขนฟนอล 5,000 มิลลิกรัม
ตอลิตร 

Slope =  -k 
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ตารางท่ี ฉ.8 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า (คร้ัง) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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 (ตอ) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีความเขมขนฟนอล 30 
มิลลิกรัมตอลิตร  โดยการยอยสลายของเซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า (คร้ัง) ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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 
การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB                                        

ในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาลม 
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ภาคผนวก ช 

การทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟนอลของเซลลตรึงบน EFB                                            
ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามนัปาลม 

 
ตารางที่ ช.1 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลมท่ีมีความเขมขนฟนอล 
30 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

สัดสวนเซลลตรึงตอน้ําเสีย 
(w/v) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบน
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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการ Activation และ 
Acclimation เซลลตรึง 
 

เซลลตรึง ปริมาณฟนอลลดลง  (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

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 ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%)  ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการยอยสลายของ
เซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใชซํ้า 
(คร้ัง) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ 
(%) 

คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

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  (ตอ) ปริมาณฟนอลท่ีเหลือ (%) ในน้ําท้ิงโรงงานสกัดน้ํามันปาลม โดยการยอยสลายของ
เซลลตรึงท่ีผานการทดสอบการยอยสลายฟนอลแลว 
 

จํานวนการใช
ซํ้า (คร้ัง) 

ปริมาณฟนอลที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

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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ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ  สกุล     นางสาวพนิดา  โตะสู 
รหัสประจําตัวนักศึกษา    5210920014 
วุฒิการศึกษา  

 วุฒิ      ชื่อสถาบัน    ปท่ีสําเร็จการศึกษา 
วิทยาศาสตรบัณฑิต      มหาวิทยาลัยทักษิณ   2551 

  (เคมี) 
 

การตีพิมพเผยแพร ผลงาน 
พนิดา โตะสู เอกวัล ลือพรอมชัย และอรมาศ สุทธินุน. 2554. การยอยสลายฟนอลโดยเชื้อผสม 
 Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ตรึงบนวัสดุเหลือใชปาลมน้ํามัน.               
 ในเอกสารประกอบงานประชุมวิชาการสิ่งแวดลอมแหงชาติ คร้ังที่ 10 จัดโดยสมาคมวิศวกรรม
 ส่ิงแวดลอมแหงประเทศไทย ระหวางวันที่ 23-25 มีนาคม 2554 ณ จังหวัดสงขลา. 
 
 




