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บทคดัย่อ 
 

งานวจิยันีมุง่เน้นพฒันาวธิกีารตรงึเชอืแบคทเีรยีผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobactersp. PK1 เพอืกําจดัฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืเหลว carbon free mineral medium 
(CFMM) และในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาล์ม โดยเลอืกใชว้สัดุเศษเหลอืจากกระบวนการสกดันํามนั
ปาลม์ ไดแ้ก่ ทะลายเปล่า (Empty fruit bunches: EFB) และเสน้ใยปาลม์นํามนั (Pericarp fiber: PF) 
มาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์ จากผลการศกึษาการสงัเคราะห ์exopolysaccharide (EPS) พบว่าระยะเวลาที
เหมาะสมในการตรงึเซลลบ์น EFB และ PF คอื 6 และ 8 วนั ตามลําดบั เมอืเปรยีบเทยีบระหว่างวสัดุ
ตรงึเซลลท์งั  2  ชนิด  พบว่าเซลลต์รงึบน EFB และ PF สามารถลดปรมิาณฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติรในอาหารเลยีงเชอืเหลวไดใ้กลเ้คยีงกนัคอื 98% ภายในเวลา  24  ชวัโมง อยา่งไรกต็าม
เซลลต์รงึบน EFB มอีตัราการย่อยสลายฟีนอลสงูกว่า เนืองจากวสัดุมคีวามเป็นรพูรุนสงู เซลลเ์กาะตดิ
ไดด้ ีลดขอ้จาํกดัในการแพรผ่า่นของสาร และดดูซบัฟีนอลน้อยจงึเลอืกเซลลต์รงึบน EFB มาทดสอบการ
กําจดัฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ในช่วง 10 -5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าทคีวามเขม้ขน้ตํากว่า 30 มลิลกิรมั
ต่อลติร เซลลอ์สิระบําบดัฟีนอลไดส้งูกว่าเซลลต์รงึเลก็น้อย และทรีะดบัความเขม้ขน้ตงัแต่ 30 มลิลกิรมั
ต่อลติรขนึไปเซลลต์รงึสามารถกําจดัฟีนอลไดส้งูกว่าเซลลอ์สิระ จากผลการนําเซลลต์รงึมากําจดัฟีนอล
ในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ทมีฟีีนอลปนเปือนประมาณ 30 มลิลกิรมัต่อลติร พบวา่เซลลต์รงึทผีา่น
การกระตุ้นดว้ยฟีนอลและการปรบัตวัในนําทงิทถีูกเจอืจางสามารถกําจดัฟีนอลไดสู้งสุด 72% และ
สามารถลดสใีนนําทงิไดป้ระมาณ 25% ในขณะทเีซลลต์รงึทไีมผ่า่นวธิกีารดงักล่าวกําจดัฟีนอลไดเ้พยีง 
35% ภายในเวลา 7 นอกจากนีเซลลต์รงึบน EFB สามารถนํากลบัมาใชซ้าํไดอ้ยา่งน้อย 10 ครงั และเกบ็
ไวไ้ดน้าน 4 สปัดาห ์ทอุีณหภูม ิ4oC โดยมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลเท่ากบัเซลลต์รงึทเีพงิ
เตรยีมใหม ่ 
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ABSTRACT 
 

This research aims to develop an immobilized mixed of Methylobacterium sp. NP3 and 
Acinetobacter sp. PK on oil palm residues for phenol degradation in CFMM liquid medium 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 bacterial 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 liquid medium after 24 hr incubation. However, the bacteria 
immobilized on EFB provided higher phenol degradation rate and was selected as supporting 
material for further experiments, since its high porous structure could promote the attachment of 
bacteria as well as reduce mass transfer limitations and phenol adsorption on material. It was 
found that at lower phenol concentration than 30 mg/L, immobilized bacteria had lower 
degradation ability than those of suspended cells. Meanwhile the degradation ability of 
immobilized bacteria was greater at 30 mg/L or higher concentrations. The immobilized bacteria 
were later tested with POME contaminated with 30 mg/L phenols. Approximately 72% of 
phenols in POME was removed and 25% decolorization was obtained after immobilized 
bacteria were activated in CFMM containing phenol and acclimated in diluted POME, whereas 
non-activated and non-acclimated immobilized cells had lower removal efficiency of 35% after 7 
days incubation. Moreover, the immobilized bacteria could be repeatedly used at least 10 times 
both in CFMM and POME, and stored at 4 oC for 4 weeks with the comparable phenol removal 
efficiency comparing to the freshly prepared inoculums.  
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 กาํลงัขยาย 3000x-10000x; เสน้ใยปาลม์นํามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํามนั (c-d) 
รปูท ี13  ปรมิาณฟีนอลทเีหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB และ PF   39 
 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (วสัดุตรงึทไีมม่เีซลล)์ ใชค้วามเขม้ขน้ฟีนอล 
 เรมิตน้  30 มลิลกิรมัต่อลติร 
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สารบญัรปู (ต่อ) 
รปูที                               หน้า 
รปูท ี14  ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของสดัสว่นเซลลต์รงึบน EFB      40 
 ต่ออาหารเลยีงเชอืเหลว  CFMM 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 โดยมเีขม้ขน้ฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร 
รปูท ี15  ปรมิาณฟีนอลทเีหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB    42 
 เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ (free cells) โดยทดลองทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล  
 10 และ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 24 ชวัโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล  
 50 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 72 ชวัโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล  
 100 มลิลกิรมัต่อลติรทเีวลา 96 ชวัโมง และความเขม้ขน้ฟีนอล 500  
 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 120 ชวัโมง 
รปูท ี16  คา่คงทอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB     43 
 และเซลลอ์สิระทฟีีนอลความเขม้ขน้ต่างๆ 
รปูท ี17  ปรมิาณฟีนอลทถีูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB       45 

หลงัจากผา่นการใชง้านแลว้ 10 ครงัในอาหารเลยีงเชอื CFMM ทเีตมิฟีนอล 
รปูท ี18  ลกัษณะการเปลยีนแปลงของพนืผวิ EFB และเซลลท์ถีูกตรงึ วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค   46 
 SEM ทกีาํลงัขยาย 10000x-15000x; ก่อนการยอ่ยสลายฟีนอล (a) และหลงัการนํากลบั 

 มาใชย้อ่ยสลายฟีนอลซาํจาํนวน 5 ครงั (b) 
รปูท ี19  ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์   47 
 ของเซลลต์รงึบน EFB โดยการแปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึทสีดัสว่นต่างๆ 
รปูท ี20  ปรมิาณฟีนอลทถีูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB      53 
 ทผีา่นการใชซ้าํจาํนวน 10 ครงั ในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์   
รปูท ีข.1  คา่คงทอีตัราการยอ่ยฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB      69 
 ทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร 
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1. บทนํา 
 ฟีนอลเป็นสารเคมทีนํีามาใชก้นัอยา่งแพรห่ลายในอุตสาหกรรมหลายชนิด  เช่น ในอุตสาหกรรม
การผลิตยารกัษาโรค อุตสาหกรรมสกดันํามนัมะกอก อุตสาหกรรมผลิตเรซนิ อุตสาหกรรมกระดาษ 
ฟอกเยอืกระดาษ อุตสาหกรรมฟอกหนงั และอุตสาหกรรมปิโตรเลยีม (Leitao et al., 2007) ฟีนอลเป็น
สารทมีคีวามเป็นพษิต่อมนุษย์และสงิมชีวีติในระบบนิเวศน์ แมใ้นปรมิาณความเขม้ขน้เพยีงเล็กน้อย 
(Van-Schie and Young, 2000; Ahmaruzzaman, 2008) ฟีนอลเป็นสารพษิชนิดหนึงทถีูกกําหนดอยูใ่น 
priority pollutants ของ USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) โดย USEPA ไดก้ําหนดค่า
มาตรฐานคุณภาพนําทงิจากอุตสาหกรรมใหม้ปีรมิาณฟีนอลสงูสุดไมเ่กนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร นอกจาก
อุตสาหกรรมดงักล่าวขา้งตน้ ยงัพบปญัหาการปนเปือนของฟีนอลในนําทงิจากโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
ซงึเป็นอุตสาหกรรมหลกัทสีําคญัในภาคใต้ โดยฟีนอลเป็นสารประกอบอยู่ในผลของปาล์มนํามนั เมอื
ผา่นกระบวนการนึงฆา่เชอืในการสกดันํามนัปาลม์แบบใชนํ้าหรอืแบบมาตรฐานฟีนอลจงึถูกสกดัออกมา
ปนเปือนในนําเสยี นอกจากนีฟีนอลยงัเป็นสารตวักลางทเีกดิจากการย่อยสลายลกินินผ่านกระบวนการ 
wet oxidation (Kongjan et al., 2010) จากการศกึษาทผีา่นมาพบการปนเปือนของสารประกอบฟีนอล
ในนําทงิจากอุตสาหกรรมสกดันํามนัปาลม์ในระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนัตงัแต่ 5 ถงึ 1,200 มลิลกิรมั
ต่อลติร (ธรรมศกัด ิศรสีุขใส, 2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009) ซงึความเขม้ขน้
ของสารประกอบฟีนอลทีพบมปีรมิาณสูงกว่าค่ามาตรฐานคุณภาพนําทงิอุตสาหกรรม ตามประกาศ
กระทรวงวทิยาศาสตรเ์ทคโนโลยแีละสงิแวดลอ้ม ฉบบัท ี3 (พ.ศ.2539)  กาํหนดไวไ้มเ่กนิ 1 มลิลกิรมัต่อ
ลติร อกีทงัอุตสาหกรรมสกดันํามนัปาล์มยงัมกีารปล่อยของเสยีปรมิาณมากในรูปของวสัดุเศษเหลอืที
เกดิจากกระบวนการสกดันํามนั เช่น  ทะลายปาลม์เปล่า (Empty fruit  bunches: EFB) เสน้ใยปาลม์
นํามนั (Pericarp fiber: PF) ดงันนัจงึมคีวามจาํเป็นในการพฒันาวธิกีารบาํบดัฟีนอลออกจากนําทงิพรอ้ม
ทงัศกึษาทางเลอืกในการใชป้ระโยชน์จากวสัดุเศษเหลอืของโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 
 วธิกีารบาํบดัฟีนอลทางชวีภาพนบัเป็นวธิทีมีปีระสทิธภิาพสามารถยอ่ยสลายสารมลพษิไดอ้ยา่ง
สมบูรณ์ ประหยดั และเป็นมติรต่อสงิแวดลอ้ม (Banerjee et al., 2001) เมอืเปรยีบเทยีบกบัวธิกีาร
บาํบดัทางกายภาพและเคม ีอยา่งไรกต็ามจากรายงานทผีา่นมาพบว่าจุลนิทรยีอ์สิระ (Suspended cells) 
สามารถทนต่อความเขม้ขน้ของฟีนอล หรอืสารมลพษิอนื ๆ ทปีนเปือนในนําเสยีไดท้คีวามเขม้ขน้ตํา 
(Ruiz-Ordaz et al., 2001) จงึทาํใหป้ระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายสารมลพษิลดลง งานวจิยันีจงึสนใจนํา
เซลลต์รงึมาใชใ้นการบาํบดัฟีนอลทปีนเปือนในนําเสยี เนืองจากเซลลต์รงึมคีวามทนทานต่อความเขม้ขน้
ของสารพิษทีปนเปือนในนําเสีย และมีอัตราการอยู่รอดสูงแม้ในสภาวะแวดล้อมทีไม่เหมาะสม 
(Obuekwe et al., 2001) ทงันีเลอืกใชก้ารตรงึเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั ไดแ้ก่ EFB 
และ PF ซงึเป็นทางเลอืกหนึงในการนําของเสยีมาใชป้ระโยชน์และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึง
ดว้ย นอกจากนีการนําวสัดุเศษเหลอืจากอุตสาหกรรมสกดันําปาล์มมาใช้เป็นวสัดุตรงึ ยงัเป็นการลด
คา่ใชจ้่ายในการสงัซอืสารเคม ีหรอืการสงัเคราะหว์สัดุตรงึทมีรีาคาแพง และลดความเสยีงจากความเป็น
พษิของสารเคมทีใีชใ้นการสงัเคราะหว์สัดุตรงึ รวมทงัยงัสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ําได ้ซงึช่วยลด
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ระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการเตรยีมหวัเชอืใหม่ เพอืเป็นแนวทางในการศึกษาพฒันาเทคโนโลยทีี
เหมาะสม มปีระสทิธภิาพ งา่ย ราคาถูก และสามารถนําไปประยกุตใ์ชใ้นการบาํบดัสารฟีนอลออกจากนํา
เสยีและนําทงิจากภาคอุตสาหกรรมต่อไป 
 
2. วตัถปุระสงคข์องงานวิจยั 
 1. เพอืศกึษาวธิกีารตรงึเชอืผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน
วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั 
 2. เพอืศกึษาประสทิธภิาพของเชอืผสม Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ทตีรงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัในการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืเหลว และนําทงิจาก
โรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 
3. ขอบเขตการวิจยั 
 งานวจิยันีศกึษาวธิกีารตรงึเซลล์แบคทเีรยี ซงึใชแ้บคทเีรยีเชอืผสม Methylobacterium sp. 
NP3และ Acinetobacter sp. PK1 โดยตรงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั 2 ชนิด ไดแ้ก่ ทะลายปาลม์
นํามนัและเสน้ใยปาลม์นํามนั ศกึษาลกัษณะพนืผวิของวสัดุและการเกาะตดิของจุลนิทรยีใ์นวสัดุตรงึดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope : SEM) รวมทงัศกึษา
ระยะเวลาทเีหมาะสมในเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุตรงึ ดว้ยการวเิคราะหก์ารผลติ exopolysaccharide 
ของแบคทเีรยีศกึษาประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืเหลว เพอืคดัเลอืกวสัดุตรงึ
เซลลท์สีามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีสีุด นําเซลลต์รงึบนวสัดุทคีดัเลอืกไดไ้ปศกึษาผลของความเขม้ขน้
ของฟีนอลต่อประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอล รวมทงัศกึษาประสทิธภิาพของเซลล์ตรงึในการย่อย
สลายฟีนอลในนําทงิจากโรงงานสกดันํามนัปาลม์ โดยศกึษาผลของการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลและ
การปรบัตวัของเซลลต์รงึในนําทงิทเีจอืจางก่อนนําไปใชง้าน และการนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้าํ 
 
4. การตรวจเอกสารและงานวิจยัทีเกียวข้อง 
 
 4.1 แหล่งกาํเนิดฟีนอล 
 ฟีนอล และอนุพันธ์ของฟีนอล เป็นสารมลพิษหรือสารเคมีอันตรายทีพบในนําเสียของ
อุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น โรงกลนัปิโตรเลยีม โรงงานปิโตรเคม ีโรงงานถ่านหนิ โรงงานผลิต
นํามนัมะกอก โรงงานผลติถ่านหนิ (Aksu, 2005;  Yan et al., 2006; Bai et al., 2007) สารกําจดั
ศตัรูพชื อุตสาหกรรมผลติยา เยอืกระดาษ อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมสเีคลอืบเงา และอนื ๆ 
(Rao and Viraraghavan, 2002; Aleksieva et al., 2002; Jung et al., 2001; Diez et al., 1999) ซงึ
มกัจะมฟีีนอลปนเปือนในความเขม้ขน้ตงัแต่ 1 มลิลกิรมัต่อลติร ถงึหลายรอ้ยมลิลกิรมัต่อลติร (Prieto et 
al., 2002; Shetty et al., 2007; Nair et al., 2007; Pan and Kurumada, 2008) (ตารางท ี1) 
นอกจากนันยงัพบการปนเปือนของฟีนอลในนําทิงจากอุตสาหกรรมสกดันํามนัปาล์มความเข้มข้น
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แตกต่างกนัตงัแต่ 5 ถงึมากกวา่ 1,000 มลิลกิรมัต่อลติร (ธรรมศกัดศิร ีสุขใส, 2547; Alam et al., 2009; 
Cordova-Rosa et al., 2009) เมอืโรงงานอุตสาหกรรมปล่อยนําทงิสูส่งิแวดลอ้ม อาจสง่ผลกระทบต่อ
มนุษย์ พชืและสตัว์ เช่นเดียวกนัเมอืมนุษย์กินสตัว์และพชืทมีฟีีนอลปนเปือน อาจทําให้เกิดอาการ
คลนืไส ้อาเจยีน อมัพาตหรอือาจเสยีชวีติจากการลม้เหลวของระบบทางเดนิหายใจ หรอืหวัใจหยุดเต้น 
ดงันันจงึมคีวามจําเป็นต้องกําจดัฟีนอลใหต้ํากว่าเกณฑม์าตรฐานคุณภาพนําทงิก่อนปล่อยออกสู่แหล่ง
นําธรรมชาต ิ 
 
ตารางที 1  ความเขม้ขน้ของฟีนอลในนําเสยีจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ 
 

อตุสาหกรรม ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

อ้างอิง 

เยอืกระดาษและกระดาษ 268 Sharma and Gupta (2012) 
 

สงิทอ 12.3 Kunz et al. (2001) 

นํามนัมะกอก 3000-10,000 Knupp et al. (1996); Robards 
and Ryan (1998) 
 

ถ่านหนิ 4-4780 Parkhurst et al. (1979) 

ผลติเรซนิ 1200->10,000 Patterson (1985);   
Kavitha and Palanivelu (2004) 
 

กลนันํามนัปิโตรเลยีม 33.5 Pfeffer (1979) 

สกดันํามนัปาลม์ >1000 Alam et al. (2009) 
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 4.2 คณุสมบติัทางกายภาพ-เคมี และความเป็นพิษของฟีนอล 
 ฟีนอลเป็นสารกงึของแขง็ทปีราศจากส ีมกีลนิฉุนเฉพาะตวั เมอืละลายนําแล้วมฤีทธเิป็นกรด
อ่อน อาจเรยีกว่า กรดคารบ์อลกิ ฟีนอลละลายไดด้ใีนเอทานอล ไดเอทลิอเีทอรแ์ละคลอโรฟอรม์ ซงึมี
คุณสมบตัทิางกายภาพ-เคม ีดงัตารางท ี2  
 
ตารางที  2  คุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองฟีนอล 
 

คณุสมบติั                              ค่า 

สตูรโมเลกุล 
 
สตูรโครงสรา้ง 
 
นําหนกัโมเลกุล (กรมัต่อโมล)  
จุดเดอืด (˚C)  
จุดหลอมเหลว (˚C) 
ความสามารถในการละลายนํา (r.t.) 
คา่การแตกตวัของกรด (pKa) 
ความสามารถในการตดิไฟในอากาศ 
(vol%) 
จุดวาบไฟ (˚C) 
อุณหภมูทิสีารลุกตดิไฟไดเ้อง(˚C) 

                    C6H5OH 

                         
                    94.11 
                    40.9 
                  181.75 
                    9.3 g phenol/100 ml H2O 
                   9.89 
                   1.7 (ตําสดุ)  
                   8.6 (สงูสดุ) 
                   79 (closed cup) 
                  715 

 
ทีมา: Busca et al. (2008) 
 
   ฟีนอลมคีวามเป็นพษิต่อสงิมชีวีติทุกชนิดและต่อระบบนิเวศน์ ในระดบัความเขม้ขน้ฟีนอลตํา
หรอืเจอืจางมากๆ จะมผีลยบัยงัการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยี (Shetty et al., 2007) และในระดบัความ
เขม้ขน้ทเีพมิขนึรอ้ยละ 2-5 จะมฤีทธใินการฆา่เชอืจุลนิทรยีใ์นทนัท ีถา้ความเขม้ขน้ฟีนอลเพมิสงูขนึ จะ
ทาํใหเ้ซลลจุ์ลนิทรยีแ์ตก โปรตนีในเซลลต์กตะกอน ยบัยงัการทาํงานของเอนไซม ์ทาํลายโครงสรา้งของ
เซลล์ ทําใหก้ารผ่านเขา้ออกของสารในเซลล์ผดิปกต ิเป็นสาเหตุสําคญัททีําใหเ้ซลล์จุลนิทรยีต์าย (นง
ลกัษณ์ สุวรรณพนิิจและคณะ, 2547; Seymour, 2001) สาํหรบัมนุษยเ์มอืฟีนอลโดนผวิหนงัจะถูกดดูซมึ
ไดอ้ยา่งรวดเรว็ หากสมัผสัรา่งกายจะเกดิการกดักรอ่นเนือเยอือยา่งรุนแรง และเมอืเขา้สูร่า่งกายจะมผีล
ต่อตบั ไต ปอด และระบบเลอืด อาจทาํใหถ้งึแก่ชวีติได ้(Busca et al., 2008) ความเขม้ขน้ของฟีนอลสงู
กว่า 50 ppb มคีวามเป็นพษิต่อสตัว ์พชื และสงิมชีวีติทอียูใ่นนํา และหากมนุษยก์ลนื กนิฟีนอล 1 กรมั 
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ทาํใหเ้สยีชวีติได ้(Seetharam and Saville, 2003) และทรีะดบัความเขม้ขน้ฟีนอลระหว่าง 10 และ 240 
มลิลกิรมัต่อลติร ถา้บรโิภคฟีนอลอยา่งต่อเนืองเป็นเวลานาน อาจทาํใหท้อ้งเสยี ปสัสาวะมสีเีขม้ (Barker 
et al., 1978) ทงันีฟีนอลยงัมผีลต่อระบบประสาท และอวยัวะทสีาํคญั เช่น มา้ม ตบัอ่อน และไต 
(Manahan, 1994) นอกจากนีสารประกอบฟีนอลยงัส่งผลกระทบต่อความหลากหลายทางชวีภาพของ
สงิมชีวีติในระบบนิเวศน์ (Gonzalez et al., 1990) 
 
 4.3 อตุสาหกรรมสกดันํามนัปาลม์ 
 อุตสาหกรรมการสกดันํามนัปาล์มเป็นหนึงในอุตสาหกรรมทกี่อใหเ้กดิรายได ้ และการจา้งงาน
ในภาคใต้ของประเทศไทย และมคีวามสําคญัต่อเศรษฐกจิของประเทศ ซงึมกีารขยายตวัอย่างรวดเรว็
และมกีารเพาะปลูกเพมิมากขนึ จากขอ้มูลการสํารวจในปี พ.ศ.2551 พบว่ามพีนืทปีลูกปาล์มนํามนั
รวมทงัประเทศประมาณ 2,834,600 ไร่ (ศูนยว์จิยัปาลม์นํามนัสุราษฎรธ์านี, 2551) และมโีรงงานสกดั
นํามนัปาล์มทงัหมดจํานวน 66 โรงงาน (กรมส่งเสรมิสหกรณ์, 2555) กระบวนการสกดันํามนัปาล์ม
สามารถแบ่งตามการผลติได ้2 แบบ คอื 1) การผลติแบบมาตรฐานหรอืแบบใชนํ้า และ 2) การผลติแบบ
ไมใ่ชนํ้าหรอืแบบแหง้ ซงึกระบวนการทงั 2 แบบก่อใหเ้กดิวสัดุเศษเหลอืจาํนวนมาก เช่น ทะลายปาลม์
เปล่า (empty fruit bunch) กะลาผลปาลม์ (palm shell) เสน้ใยปาลม์ (pericarp fiber) และกากเนือปาลม์ 
(palm kernel cake) (รปูท ี1) นอกจากนนัการสกดันํามนัปาลม์แบบมาตรฐานมกีารใชนํ้าในการผลติมาก 
มรีายงานว่ากระบวนการสกดันํามนัปาลม์ดบิ 1 ตนัตอ้งการใชนํ้า 5 – 5.7 ตนั และนําทใีชใ้นการผลติ
มากกว่ารอ้ยละ 50 กลายเป็นนําทงิ (palm oil mill effluent, POME) (Wu et al., 2009) ปรมิาณนําทงิ
สว่นใหญ่มาจากขนัตอนการอบทะลายปาลม์ในรปูนําทงิจากหมอ้นึงฆา่เชอื (sterilizer condensate) และ
นําทงิจากเครอืงดแีคนเตอร ์(decanter effluent) นําทงิจากหมอ้นึงฆ่าเชอืมปีระมาณ 200 ลติรต่อ 10 
ตนัทะลายปาลม์  (พนูสุข ประเสรฐิสรรพแ์ละคณะ, 2533) โดยในนําทงิจะประกอบดว้ย BOD, COD, 
ของแขง็แขวนลอย, นํามนั และไขมนั (oil and grease) ในปรมิาณสงู (ตารางท ี3) และพบว่านําเสยีจาก
โรงงานสกดันํามนัปาล์มมคีวามเขม้ขน้ของสารอนิทรยีส์ูง เช่น รงควตัถุพวกแอนโทไซยานิน แคโรทนี 
แทนนิน สารประกอบพวกเมลานอยดนิ สารประกอบพวกกมั และโพลฟีีนอล เป็นตน้ (พนูสุข ประเสรฐิ
สรรพแ์ละคณะ, 2544) ซงึเป็นรงควตัถุททีาํใหนํ้าทงิมสีนํีาตาลเขม้ถงึนําตาลปนดาํ ทงันีฟีนอลและสารที
เป็นอนุพนัธข์องฟีนอลเป็นสารทพีบเป็นองคป์ระกอบอยูใ่นผลปาลม์ปรมิาณ 0.006  มลิลกิรมัต่อลติรต่อ
กรมัผลปาล์ม เมอืผ่านกระบวนการนึงฆ่าเชอืผลปาล์มทใีชค้วามรอ้นและความดนัสูง จะเกดิการยบัยงั
การทํางานของเอนไซม ์polyphenol oxidase เป็นผลใหฟี้นอลไมถู่กย่อยสลายและปนเปือนออกมากบั
นําทงิจากกระบวนการสกดันํามนัปาลม์ (Sundram et al., 2003) นอกจากนีฟีนอลยงัเป็นสารตวักลางที
เกดิจากการยอ่ยสลายลกินินผา่นกระบวนการ wet oxidation อกีดว้ย (Kongjan et al., 2010) 
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หมายเหตุ * วสัดุทนํีามาใชต้รงึเซลล ์
รปูที 1 กระบวนการสกดันํามนัปาลม์ 
ทีมา: ดดัแปลงจากพนูสขุ ประเสรฐิสรรพ ์และคณะ (2533) 
 

แยกเส้นใย 

*ทะลายเปลา่

ปาล์มนํามนั 

ทะลายทียงัมีผลปาล์มตดิอยู ่

บอ่ดกัไขมนั 

ทะลายปาล์ม 

อบด้วยไอนํา     

แยกผลปาล์มออกจาก

นําทิงจากหม้อฆา่เชือ

นํา  นํามนั 

ผลปาล์ม 

ยอ่ยผล

หีบนํามนัปาล์ม 

*เส้นใย 

กากผลปาล์ม นํามนัจากสว่นเปลือก 

เพาะเห็ด/

เชือเพลงิโรงงาน 

เมลด็ 

อบ

เมลด็แห้ง 

เครืองสกดัแยกนํามนั  

(Decanter) 

นํา  สลดั นํามนัปาล์มดบิ 

บอ่รวบรวมนําเสีย  สวนปาล์ม
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ตารางที 3  คณุลกัษณะนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 

พารามิเตอร ์ ค่า 
Temperature (°C) 80-90 
pH 4.7 
Biochemical Oxygen Demand BOD3; 3days at 30 °C 
(mgL-1) 

25,000 

Chemical Oxygen Demand (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 
ทีมา : Rupani et al. (2010) 
 

สําหรบัวสัดุเศษเหลอืในรูปของแขง็ เช่น ทะลายเปล่า และเสน้ใยปาล์มนํามนั (รูปท ี2) มกีาร
ผลติประมาณ 40×106 ตนัต่อปี โดยมกีารนําวสัดุเศษเหลอืไปเป็นเชอืเพลงิในหมอ้นึงไอนํา (Alam et al., 
2007) นอกจากนนัยงัมกีารนําไปใชป้ระโยชน์ในดา้นอนืดว้ย เชน่ การเพาะเหด็ หมกัปุ๋ ย เป็นตน้ ทงันีใน
วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัพบปรมิาณสารอาหารต่างๆ ดงัแสดงในตารางท ี4 
 

          
             (a)     (b) 
 
รปูที 2 วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั (a) ทะลายเปล่าปาลม์นํามนั (b) เสน้ใยปาลม์นํามนั 
ทีมา : ดดัแปลงจาก Sridhar et al. (2009) 
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ตารางที  4 ปรมิาณสารอาหารโดยเฉลยีในวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั  
 

วสัดเุศษ
เหลือ 

Water content  
   (%) 

N 
 

P 
 (kg/tdry residue ) 

K 
 

Mg 
 

EFB 60 8   0.6     24.1     1.8 

PF 20 23   0.1       2     0.4 

 
ทีมา : Bureau of Industrial Environment Technology, Department of Industrial Works and  
Ministry of Industry (1997) 
 
 งานวจิยันีสนใจนําวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัจากกระบวนการสกดันํามนัปาลม์ 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
ทะลายปาลม์นํามนั และเสน้ใยปาลม์นํามนั ใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลลแ์บคทเีรยี โดยเป็นทางเลอืกหนึงในการ
นําของเสยีมาใชป้ระโยชน์และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึงดว้ย นอกจากนีการนําวสัดุเหลอืใช้
จากอุตสาหกรรมสกดันําปาล์มมาใชเ้ป็นวสัดุตรงึ ยงัเป็นการลดค่าใชจ้่ายในการสงัซอืสารเคมเีพอืการ
สงัเคราะหว์สัดุตรงึทมีรีาคาแพง  
 
 4.4 กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพของฟีนอล 
 การย่อยสลายทางชวีภาพของฟีนอลโดยจุลนิทรยี์สามารถเกดิขนึไดภ้ายใต้สภาวะทมีอีากาศ  
(aerobic condition)  และไม่มอีากาศ  (anaerobic condition) แต่โดยทวัไปพบว่ากระบวนการย่อย
สลายฟีนอลภายใตส้ภาวะทมีอีากาศเกดิขนึไดอ้ย่างแพร่หลายมากกว่า  (Melo et al., 2005) ทงันี
เนืองจากฟีนอลสามารถยบัยงักระบวนการย่อยสลายสารมลพษิของจุลนิทรยีช์นิดทไีม่ใชอ้ากาศไดง้่าย 
(Grady et al., 1999) ซงึกระบวนการยอ่ยสลายฟีนอลภายใตส้ภาวะทมีอีากาศพบได ้2 วถิ ีคอื วถิเีมทา 
(meta-pathway) และวิถีออโท (ortho-pathway) โดยเริมต้นจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิจิเนชัน 
(oxygenation) โดยเอนไซมฟี์นอล ไฮดรอกซเิลส (phenol hydroxylase) เปลยีนฟีนอลใหอ้ยู่ในรปูของ
สารตวักลาง คอื เคตคิอล (catechol) จากนันจะเขา้สูป่ฏกิริยิาการแตกวงของเคตคิอล (ring cleavage) 
หากยอ่ยสลายผา่นวถิเีมทาไดส้ารตวักลางคอื 2-ไฮดรอกซมิโูคนิคเอซคิ (2-hydroxymuconic acid) โดย
เอนไซมเ์คตคิอล 1,2 ไดออกซจิเีนส (1,2-dioxygenase) หรอืผา่นวถิอีอโธไดส้ารตวักลางเป็น ซสิ-ซสิมู
โคนิคเอซดิ (cis,cis-muconic acid) โดยเอนไซมเ์คตคิอล 2,3 ไดออกซจิเีนส (2,3 dioxygenase) ดงั
แสดงในรปูท ี3 ก่อนจะเขา้สูว่ฏัจกัร Krebs และเมทาบอลซิมึทวัไปของสงิมชีวีติ (Van-Schie และ Yung, 
2000)  ในการยอ่ยสลายทางชวีภาพทสีมบูรณ์ไดส้ารประกอบอยา่งงา่ย เช่น CO2, H2O และสารอนินท
รยีอ์นืๆ (Nair et al., 2008)  
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                               (a)            (b) 
 
รปูที 3 วถิกีารยอ่ยสลายฟีนอล (a) วถิอีอโท (Ortho-Pathway) (b) วถิเีมทา (Meta-Pathway) 
ทีมา : Van-Schie และ Yung  (2000) 
 
 4.5 แบคทีเรียทีสามารถย่อยสลายฟีนอล 
 ฟีนอลเป็นสารพษิทยีบัยงัการทํางานของจุลนิทรยี ์โดยเฉพาะในระดบัความเขม้ขน้ฟีนอลสงู ๆ 
ซงึมจุีลนิทรยี์หลายชนิดทไีวต่อสารนี อย่างไรก็ตามจุลินทรยี์หลายชนิดทมีคีวามสามารถในการย่อย
สลายและมคีวามทนทานต่อฟีนอล จากรายงานทผี่านมาพบว่าแบคทเีรยี รา และยสีต์ สามารถย่อย
สลายฟีนอลได ้ซงึจุลนิทรยีเ์หล่านีใชฟี้นอลเป็นแหล่งคารบ์อนและพลงังานในการเจรญิ ตารางท ี5 แสดง
ตวัอย่างจุลนิทรยีท์สีามารถย่อยสลายฟีนอลไดซ้งึคดัแยกจากสงิแวดลอ้ม ไดแ้ก่ จนีัส Acinetobacter, 
Candida และ Pseudomonas เป็นตน้ 
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ตารางที 5 จุลนิทรยีท์สีามารถยอ่ยสลายฟีนอล 
  

จลิุนทรีย ์ แหล่งทีมาของจลิุนทรีย ์ เอกสารอ้างอิง 
Pseudomonas Putida 
 

Wastewater treatment plant Movahedyan et al. (2009) 

Candida parapsilopsis 
 

Industrial chemistry effluent Rigo and Alegre (2004) 

ESDSPB1, ESDSPB2 
 and ESDSPB3 
 

Coke processing wastewater Chakraborty et al. (2010) 

Acinetobacter, Kelibsiella, 
Citrobacter, 
Pseudomonas and 
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 
 
RWC-Cr1 and ISC-Tra 

 
Wastewater treatment plant 
and industrial oil-
contaminated soil. 
 

 
Mailin and Firdausi (2006) 

Candida tropicalis and 
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) 
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4.6  แบคทีเรียสกลุ Methylobacterium และ Acinetobacter 
 แบคทเีรยีสกุล Methylobacterium มลีกัษณะโคโลนีเป็นสชีมพูเขม้ จดัเป็นแบคทเีรยีประเภท 
facultative methylotrophs ทสีามารถเจรญิเตบิโตไดง้า่ยและพบในสงิแวดลอ้มโดยทวัไป เช่น ในดนิและ
เนือเยอืพชื (Aken et al., 2004; Lidstrom and Chistoserdova, 2002) ทงันีพบไดง้า่ยบรเิวณราก 
(rhizosphere) และในตน้พชื (endosphere) ทมีคีวามสามารถในการดูดซบัหรอืบําบดัสารมลพษิ 
(Dourado et al., 2011) แบคทเีรยีชนิดนีสามารถใชส้ารอนิทรยีเ์ป็นแหล่งคารบ์อนในการเจรญิเตบิโตได้
หลายชนิด เช่น เมทานอล (methanol ) และเมทิลเอมีน (methylamine) รวมทัง C2, C3 และ C4 

(Lidstrom and Chistoserdova, 2002) นอกจากนนัมรีายงานการนําแบคทเีรยีชนิดนีมาใชใ้นการบําบดั
สารมลพษิต่างๆ ในสงิแวดลอ้ม เช่น  Cyanide, formamide, formaldehyde และ phenol เป็นตน้ ดงั
ตวัอยา่งแสดงในตารางท ี6 
 
ตารางที  6 การยอ่ยสลายสารมลพษิโดยแบคทเีรยีสกุล  Methylobacterium  
 
สายพนัธุแ์บคทีเรีย สารมลพิษทีย่อย

สลาย 
อ้างอิง 

Methylobacterium sp. RXM CCMI 
908 
Methylobacterium organophilum  
DSMZ 760 
Methylobacterium mesophilicum Sr 
 
Methylobacterium sp. MF1 
Methylobacterium sp BJ 001 
 
เชอืผสมระหวา่ง 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 et al.(2004) 
 
ปิยะมาศ คงแขม (2552) 

 
 แบคทีเรียสกุล Acinetobacter พบได้แพร่หลายในธรรมชาติ เช่น ในนํา ดิน สิงมีชีวิตตาม
ธรรมชาติ และจากผวิหนังมนุษย์  แบคทเีรยีสกุลนีมคีวามน่าสนใจในการนํามาประยุกต์ใช้ทางด้าน
เทคโนโลยชีวีภาพและในดา้นในสงิแวดลอ้ม ซงึเป็นทรีูจ้กัในการยอ่ยสลายสารมลพษิไดห้ลากหลายชนิด 
เช่น biphenyl, chlorinated biphenyl, amino acids (analine), phenol, benzoate, crude oil, 
acetonitrile, phosphate และ heavy metals (Abdel-El-Haleem, 2003) (ตารางท ี7) เนืองจากมี
ความสามารถในการใช้สารประกอบหลากหลายชนิดเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน เช่น ฟีนอล 
(phenol)  และเบนโซเอท (benzoate) เป็นตน้ ทาํใหเ้พาะเลยีงไดง้า่ยในอาหารเหลว (Caposio et al., 
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2002; Cui et al., 2008) รวมทงัมคีวามสามารถในการผลติ emulsifying agents ทําใหส้ารมลพษิที
ละลายนําไดน้้อย (low solubility) ถูกยอ่ยสลายไดง้า่ยขนึ (Marin et al., 1995)   
 
ตารางที  7 การยอ่ยสลายสารมลพษิโดยแบคทเีรยีสกุล Acinetobacter 
 

สายพนัธุแ์บคทีเรีย สารมลพิษทีย่อยสลาย อ้างอิง 
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) 

 
 จากการศกึษาของ Khongkhaem et al.(2011) การเพมิประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของ
เชอืผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวธิตีรงึเซลลแ์บบกกัขงั 
(entrapment) ในซิลิกาทีสงัเคราะห์ขนึใหม่ พบว่าเซลล์ตรงึสามารถย่อยสลายฟีนอลทีความเข้มข้น
เรมิตน้ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ไดถ้งึ 80-85 % ในขณะทเีซลลอ์สิระสามารถย่อยสลายฟีนอลทคีวาม
เขม้ขน้เรมิต้นน้อยกว่า 2,500 มลิลกิรมัต่อลติร ภายใน 10 วนันอกจากนันยงัพบว่าเชอืผสมระหว่าง 
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  มปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลไดเ้ป็น 
2 เทา่ เมอืเปรยีบเทยีบกบัเชอืบรสิทุธสิายพนัธุเ์ดยีวแต่ละชนิด ดงันนัในการศกึษานีจงึสนใจใชแ้บคทเีรยี
เชอืผสมระหวา่ง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ในการยอ่ยสลายฟีนอล 
 
 4.7 การตรึงเซลล ์(Cell immobilization) 
 การบําบดัสารมลพษิดว้ยวธิกีารเตมิจุลนิทรยีล์งไปในพนืททีมีกีารปนเปือน (bioaugmentation) 
ถูกนํามาใชอ้ย่างกวา้งขวางในปจัจุบนั โดยจุลนิทรยีท์เีตมิลงไปอาจเป็นจุลนิทรยีท์อ้งถนิทมีใีนพนืทนีัน 
(indigenous microorganisms) หรอืเรยีกอกีอยา่งวา่เทคนิค autochthonous bioaugmentation หรอือาจ
เป็นจุลนิทรยีส์ายพนัธุต่์างถนิ (exogenous microorganisms) เพอืเรง่กระบวนการยอ่ยสลายสารมลพษิ
วธิกีารนีมขีอ้ด ี คอื สามารถควบคุมกระบวนการบําบดัสารมลพษิ โดยการกําหนดชนิดและปรมิาณของ
จุลินทรยี์ทมีคีวามจําเพาะเจาะจงต่อการย่อยสลายสารมลพษิแต่ละชนิด และมคีวามทนทานต่อสาร
มลพษินันๆ โดยจุลินทรยี์ทใีช้ในการย่อยสลายสารมลพษิส่วนใหญ่คดัแยกได้จากสงิแวดล้อม และมี
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การศกึษากจิกรรมการยอ่ยสลายสารมลพษิในหอ้งปฎบิตักิารแลว้ (Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; 
Cunningham et al., 2000) ทผีา่นมามรีายงานการใชท้งัเซลลอ์สิระและเซลลต์รงึในการบําบดัสารมลพษิ 
อยา่งไรกต็ามพบวา่เซลลต์รงึสามารถทนทานต่อความเขม้ขน้ของสารมลพษิทสีงูกวา่เมอืเปรยีบเทยีบกบั
เซลลอ์สิระ และสามารถป้องกนัเซลลจ์ากผลการเปลยีนแปลงของ pH และอุณหภูม ิทงันียงัสามารถนํา
กลบัมาใชซ้ําไดแ้ละเกบ็ไวไ้ดเ้ป็นเวลานาน ซงึช่วยลดระยะเวลาและค่าใชจ้่ายในการเตรยีมหวัเชอืใหม ่
(Aksu and Bulbul, 1999; Kourkoutas et al., 2004) 
 
 กระบวนการตรงึเซลลจุ์ลนิทรยีส์ามารถแบ่งเป็น 2 ประเภท คอื (1) การเกาะตดิ/ดดูซบัของเซลล์
บนวสัดุดว้ยวธิธีรรมชาต ิ(self-attachment/adsorption immobilization) และ (2) การตรงึแบบสงัเคราะห ์
(artificial immobilization) เช่น การกกัขงัเซลลใ์นพอลเิมอร ์(entrapment within polymers) การสรา้ง
พนัธะโควาเลนทร์ะหว่างเซลลก์บัวสัดุตรงึ (covalent bonding) เป็นตน้ (Cohen et al., 2001) (รปูท ี4) 
การเกาะติด/ดูดซับเป็นวิธีการตรึงเซลล์ทีง่าย โดยให้เซลล์ดูดซับกับวัสดุทีเป็นตัวตรึงด้วยแรง 
Electrostatic interactions, Covalent bond formation หรอื Hydrophobic interactions ซงึมแีรงดดูซบั
คอ่นขา้งออ่น อาจมกีารสญูเสยีเซลลไ์ดง้า่ยในระหวา่งการใชง้าน และเมอืมกีารเปลยีนแปลงค่าความเป็น
กรด-เบส อุณหภูม ิเป็นตน้ (Cheetham et al., 1979) การตรงึเซลลโ์ดยใหจุ้ลนิทรยีด์ดูซบัหรอืยดึเกาะ
กบัวสัดุนนั เซลลจ์ะมกีารสรา้ง biofilm ซงึจะเกดิการรวมตวักนัอยูบ่นผวิหน้าของวสัดุ เป็นสารพอลเิมอร์
ทเีซลล์สรา้งขนึแลว้ขบัออกมาภายนอกเซลล์โดยส่วนใหญ่จะเป็นสารพวก extracellular polymeric 
substance หรอื exopolysaccharide (EPS) ซงึมอีงคป์ระกอบ ไดแ้ก่ คารโ์บไฮเดรต โปรตนี ดเีอน็เอ 
และไขมนัซงึสดัสว่นจะมคีวามแตกต่างกนัขนึอยูก่บัชนิดของจุลนิทรยี ์และสภาวะแวดลอ้ม (Rosche et 
al., 2009) โดย biofilm ดงักล่าวมสี่วนช่วยใหจุ้ลนิทรยีส์ามารถยดึเกาะกบัผวิหน้าของวสัดุไดด้ยีงิขนึ 
สาํหรบัจุลนิทรยีท์มีกีารสรา้ง biofilm มหีลายชนิด สว่นใหญ่ biofilm จะมลีกัษณะเป็นเสน้สาย (filament) 
มสีว่นช่วยสาํคญัททีาํใหเ้ซลลย์ดึเกาะกบัวสัดุไดด้ยีงิขนึ (Davey et al., 1991) อยา่งไรกต็ามเทคนิคการ
เกาะตดิของเซลลด์ว้ยวธิธีรรมชาตเิป็นวธิทีมีปีระสทิธภิาพ และสามารถขยายขนาดเพมิจาํนวนเซลลต์รงึ
ไดง้่ายกว่าการตรงึแบบสงัเคราะห ์นอกจากนันการตรงึเซลล์แบบกกัขงัยงัมขีอ้จํากดัเรอืงการแพร่ผ่าน
ของสารไดน้้อยกวา่อกีดว้ย (Lee and Palsson, 1994) 
 
 ปจัจยัทสีาํคญัอกีประการหนึงทตีอ้งคํานึงถงึในการตรงึเซลลจุ์ลนิทรยี ์คอื การคดัเลอืกวสัดุตรงึ
เซลล์ ซงึต้องเป็นวสัดุทมีคีวามเป็นรูพรุนสูง มพีนืทผีวิมากเพอืใชใ้นการเกาะตดิ ไม่ละลายนํา มคีวาม
แขง็แรง ทนต่อสภาพแวดลอ้มทางกายภาพ-เคม ีการย่อยสลายโดยจุลนิทรยี ์และแรงกระทบกระเทอืน 
เนืองจาการตรงึเซลลต์อ้งทําในภาวะปลอดเชอื จงึตอ้งทนต่อความรอ้น ความดนัไดส้งู นอกจากนนัวสัดุ
ทใีชไ้ม่ควรเป็นอนัตรายต่อเซลลแ์ละสงิแวดลอ้ม ไม่ดูดซบัสารพษิทปีนเปือน และสามารถนํากลบัมาใช้
ซําได ้วสัดุทนํีามาใชส้ามารถเตรยีมไดง้า่ยและมเีทคนิคการตรงึทไีมยุ่ง่ยาก ประหยดัค่าใชจ้่าย  มคีวาม
คงทนในการนําไปใชง้าน และเกบ็รกัษาไวไ้ดน้าน (Kourkoutas et al., 2004) ทผีา่นมามกีารนําวสัดุจาก
ธรรมชาตแิละวสัดุทสีงัเคราะหข์นึมาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลลไ์ดแ้ก่ natural zeolite, rice chaff, rubber 
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wood meal, coconut husk meal, ฟางขา้ว, ใยบวบ หรอืวสัดุทเีป็นโพลเิมอร ์เช่น calcium alginate, 
polyvinyl alcohol (PVA) หรอืวสัดุสงัเคราะห ์เช่น ซลิกิา เป็นต้น ซงึวสัดุแต่ละชนิดมขีอ้ดขีอ้เสยี
แตกต่างกนั มรีายงานว่าการใช้วสัดุจากธรรมชาตจิําพวก organic material มขีอ้ด ีคอืปรมิาณ
สารอาหารในวสัดุอาจช่วยสง่เสรมิการเจรญิของเซลลต์รงึ (Santos et al., 2005) วสัดุทใีชไ้มม่คีวามเป็น
พษิต่อเซลล ์วสัดุสามารถยอ่ยสลายไดต้ามกลไกทางกายภาพ-เคม ีซงึช่วยลดค่าใชจ้่ายในการกําจดัวสัดุ
ทมีกีารดดูซบัสารมลพษิอกีทางหนึง และมรีาคาไมแ่พง 
 

 

 
รปูที 4 วธิกีารตรงึเซลล ์ 
ทีมา: Cassidy et al. (1996) 
 
 4.8 การใช้เซลลต์รึงในการย่อยสลายสารมลพิษ 
 จากการศกึษาทผีา่นมามกีารนําเทคนิค self-attachment immobilization และวสัดุจากธรรมชาติ
มาใชใ้นการตรงึเซลล์แบคทเีรยี เช่น Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบว่าเซลล์แบคทเีรยี 
Arthrobacter sp. และแบคทเีรยีแกรมลบ (ยงัไม่ไดจ้ําแนกชนิด) ซงึคดัแยกจากบ่อนํามนัในประเทศ
คูเวต ถูกตรงึบนขเีลอืย (sawdust), styroform และรําขา้วสาล ี(wheat bran) สามารถรกัษา
ประสทิธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลยีมไฮโดรคาร์บอน หลงัจากเก็บเซลล์ตรงึไว้นาน 6 สปัดาห์ท ี45 
องศาเซลเซยีส และพบว่าเซลลม์กีารสรา้ง extracellular structure เรยีกว่า เสน้ใย exopolysaccharide 
เพอืใหเ้ซลล์เกาะตดิบนวสัดุไดด้ขีนึ และช่วยป้องกนัเซลล์จากสารมลพษิ โดยเสน้ใยดงักล่าวสามารถ
มองเหน็ภายใตก้ลอ้ง SEM นอกจากนนัจากรายงานของ Pattanasupong et al. (2004) พบว่ากลุ่ม
จุลนิทรยีท์ตีรงึบนใยบวบ (Loofa sponge) มปีระสทิธภิาพสงูในการยอ่ยสลายและขจดัความเป็นพษิของ
ยากําจดัศตัรพูชื คอื Carbendazim (MBC) และ2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) โดยสารทงั

Flocculation  Adsorption to surfaces 

Entrapment in matrix 
Encapsulation in 
polymer‐gel

        Cross‐linking of cells 

Covalent bonding to 
carrier
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สองชนิดสามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายใน 5.5 และ 1.5 วนัตามลําดบั พบว่าทพีเีอชอยูใ่นช่วง 
6-9  และอุณหภมู ิ15-37 องศาเซลเซยีสเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายสารชนิดนีไมแ่ตกต่างกนั
อกีทงั Suttinun et al. (2010) ศกึษาวธิกีารยอ่ยสลายสารไตรคลอโรเอธลินี (trichloroethylene: TCE) 
แบบโคเมแทบอลซิมึ (co-metabolism) โดย Rhodococcus sp. L4 ตรงึบนวสัดุจากพชืทมีนํีามนัหอม
ระเหย ไดแ้ก่ เมลด็ยหีรา่ เปลอืกสม้ และใบตะไคร ้พบว่าเซลลท์ตีรงึในเมลด็ยหีรา่มปีระสทิธภิาพในการ
ยดืระยะการย่อยสลาย TCE ได้ดกีว่าวสัดุชนิดอนื และสามารถทนต่อ TCE ทคีวามเขม้ขน้สูง 
นอกจากนันยงัพบว่าเซลลต์รงึสามารถนํากลบัมาใชใ้นการย่อยสลาย TCE ไดใ้หม่ หลงันําไปเลยีงใน
อาหารเลยีงเชอื mineral salts นาน 12 ชวัโมง และจากรายงานของ Kasamsuk and Khanongnuch 
(2007) ใชเ้ซลลแ์บคทเีรยี Coriolus versicolor RC3 ตรงึบนแกลบ (rice chaff) ไมย้างพารา (rubber 
wood meal) กาบมะพรา้ว (coconut husk meal) และฟางขา้วสบั (chopped rice straw) ยอ่ยสลายสใีน
นําเสยีอุตสาหกรรมสงิทอ พบว่าเซลลต์รงึบนแกลบมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายสไีดด้ทีสีุด ซงึย่อย
สลายสไีด ้80% ในเวลา 24 ชวัโมง และสามารถนํากลบัมาใชซ้ําได ้2 ครงั นอกจากนนัมกีารใช ้zeolite 
ตรงึ Pseudomonas sp. ADP เพอืใชย้่อยสลาย atrazine โดยสามารถย่อยสลายสารดงักล่าวไดอ้ย่าง
สมบรูณ์ภายใน 10 สปัดาห ์ทอุีณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส (Stelting et al., 2010) 
 
 4.9 การย่อยสลายฟีนอลโดยใช้เซลลต์รึง 
 จากการศกึษาทผี่านมามกีารบําบดันําเสยีทปีนเปือนฟีนอลโดยใชเ้ซลล์ตรงึบนวสัดุต่าง ๆ เช่น 
การใชโ้พลยีรูเีทนโฟม (polyurethane foam) ตรงึ Acinetobacter sp. พบว่าเซลลท์มีกีารตรงึจะสามารถ
เจรญิไดท้คีวามเขม้ขน้ของฟีนอล 1,500 มลิลกิรมั/ลติร และสามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้19.7 มลิลกิรมั/
ลติร/ชวัโมง ในขณะทเีซลลท์ไีมไ่ดต้รงึบนโพลยีรูเีทนโฟม (เซลลอ์สิระ) ถูกยบัยงัการเจรญิเตบิโตทคีวาม
เขม้ขน้ของฟีนอล 1,000 มลิลกิรมั/ลติร (Adav et al., 2007) 
  
 Ying et al. (2007) ใช ้ polyvinyl alcohol (PVA) ตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์PD 
12 ซงึคดัแยกเชอืจากกากตะกอนเร่ง (Activated sludge) ของระบบบําบดันําเสยีจากโรงงานผลติ
สารเคมี โดยศึกษาปจัจยัทีมีผลต่อการย่อยสลายฟีนอล ได้แก่ ความเข้มข้นของฟีนอล พีเอช และ
อุณหภมู ิพบวา่พเีอชทเีหมาะสมในการยอ่ยสลายฟีนอลคอื 7.2 และเซลลท์นต่อความเขม้ขน้ฟีนอลไดส้งู
ถงึ 500 มลิลกิรมั/ลติร  การตรงึเซลลช์่วยป้องกนัแบคทเีรยีเมอืมกีารเปลยีนแปลงอุณหภูม ิพเีอช และ
สามารถเกบ็เซลลท์อุีณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ไดน้าน 50 วนั 
 
 Liu et al. (2009) ทาํการตรงึเซลล ์ Acinetobacter sp. XA05 และSphingomonas sp. FG03 
บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเ้ชอืทแียกจากกากตะกอนเรง่ (Activated sludge) พบว่าเซลลท์ไีม่
ตรงึบน PVA มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล (phenol degradation rate) 0.95 มลิลกิรมัฟีนอล/ชวัโมง สว่น
เซลลท์ตีรงึบน PVA มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.20 มลิลกิรมัฟีนอล/ชวัโมง และเซลลต์รงึสามารถทน
อุณหภูมแิละพเีอชได้ในช่วงกว้างทมีากกว่าเซลล์อิสระ อุณหภูมทิใีช้ในการทดลองอยู่ในช่วง 20-40 
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องศาเซลเซยีส ทคีวามเขม้ขน้เรมิตน้ของฟีนอล 800 มลิลกิรมั/ลติรโดยเซลลต์รงึสามารถนํากลบัมาใช้
ใหมไ่ด ้ซงึยงัสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้93% หลงัจากเกบ็ไว ้50 วนั แต่เซลลอ์สิระจะมอีตัราการยอ่ย
สลายฟีนอลลดลง หลงัจากทเีกบ็ไว ้10 วนั ทอุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส อยา่งไรกต็ามการตรงึเซลลส์าย
พนัธุ ์XA05 และ FG03 สามารถนํากลบัมาใชใ้หมไ่ดอ้ยา่งน้อย 20 ครงั 
  
 Santos et al. (2009) ศกึษาประสทิธภิาพของเซลลต์รงึ Aureobasidium pullulans FE13 (คดั
แยกเชอืไดจ้ากนําเสยีของโรงงานเหลก็กลา้) ในอลัจเินตพบว่าเซลลต์รงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอลได ้
20.45 มลิลกิรมั/ลติร/ชวัโมง ในขณะทเีซลลอ์สิระมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 18.35 มลิลกิรมั/ลติร/
ชวัโมง โดยเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายไดม้ากกวา่เซลลอ์สิระ 
  
 Lee et al. (2009) ใชเ้มด็บดีตรงึกากตะกอนเรง่ (Activated sludge) ซงึไดจ้ากระบบบําบดันํา
เสยีของโรงงานเหล็ก พบว่าเซลล์ตรงึมกีารย่อยสลายฟีนอลได้ทชี่วงพเีอชทกีว้างและทคีวามเขม้ขน้
ของฟีนอลสงู โดยมอีตัราการยอ่ยสลายมากกว่า 95% ภายในเวลา 28 ชวัโมง โดยเซลลอ์สิระถูกยบัยงั
การยอ่ยสลายทคีวามเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมั/ลติร แต่ในขณะทเีซลลต์รงึไม่ถูกยบัยงัทคีวาม
เขม้ขน้ดงักล่าว 
  
 El-Naas et al. (2009) ทาํการตรงึ Pseudomonas putida บน polyvinyl alcohol (PVA) พบว่า
เซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีอุีณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ทพีเีอช 7 ซงึลดปรมิาณฟีนอล
ได ้95% โดยเซลลต์รงึสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดจ้นถงึความเขม้ขน้ของฟีนอล 75 มลิลกิรมั/ลติร  
  
 Zhao et al. (2009) ศกึษาการใช ้ polyurethane foam (PUF) และ organic modified 
montmorillonite (OMMT-PSF capsule) เป็นวสัดุสาํหรบัตรงึจุลนิทรยี ์ จากการศกึษาพบว่าเซลลต์รงึมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลสูงกว่าเซลล์อสิระ โดยเซลล์ตรงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 342.4 
มลิลกิรมั/(ลติร-ชวัโมง) สว่นเซลลอ์สิระมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 208.4 มลิลกิรมั/(ลติร-ชวัโมง) 
  
 Yordanova et al. (2009) ศึกษาการตรงึ Aspergillus awamori สายพนัธุ์ NRRL3112 บน 
polyacrylonitrile membrane พบว่าเซลลอ์สิระและเซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.16 และ 6.25  
มลิลกิรมั/ชวัโมง ตามลาํดบั 
 
 Khongkhaem et al. (2011) ศกึษาการเพมิประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเชอืผสม
ระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  โดยวธิตีรงึเซลลแ์บบกกัขงั 
(entrapment) ในซิลิกาทีสงัเคราะห์ขนึใหม่ พบว่าเซลล์ตรงึสามารถย่อยสลายฟีนอลทีความเข้มข้น
เรมิตน้ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ไดถ้งึ 80-85 % ในขณะทเีซลลอ์สิระสามารถยอ่ยสลายฟีนอลทคีวาม
เขม้ขน้เรมิตน้น้อยกวา่ 2,500 มลิลกิรมัต่อลติร ภายใน 10 วนั  อยา่งไรกต็ามเนืองจากการสงัเคราะหซ์ลิิ
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กาต้องมคี่าใช้จ่ายในการซอืสารเคมเีป็นสารตงัต้น  และมขีนัตอนเฉพาะในการผลติ ดงันันจงึมคีวาม
จาํเป็นในการพฒันาวธิกีารตรงึเซลลท์งีา่ย มปีระสทิธภิาพ ราคาถูก และสามารถขยายขนาดเพมิจาํนวน
ไดง้า่ย เพอืความสะดวกในการนําไปประยกุตใ์ช ้  
 
 ดงันันงานวจิยันีจงึสนใจใชเ้ทคนิคการตรงึเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั เพอืให้
เซลลต์รงึมคีวามทนทานต่อสารฟีนอลและอนุพนัธข์องฟีนอลทปีนเปือนอยูใ่นนําทงิ การใชว้สัดุเศษเหลอื
ดงักล่าว เป็นทางเลอืกหนึงในการใช้ประโยชน์ของเสยี และการกําจดัของเสยี อกีทงัขนัตอนการตรงึ
เซลลไ์มยุ่ง่ยาก และชว่ยลดคา่ใชจ้า่ยในการผลติวสัดุสงัเคราะหไ์ด ้
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5.    ระเบียบวิธีดาํเนินการวิจยั 
  5.1 ภาพรวมของงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แบคทีเรียเชือผสมระหวา่ง Methylobacterium sp. NP3และ 

Acinetobacter sp. PK1 

วสัดตุรึงเซลล์แบคทีเรีย ได้แก่ ทะลายปาล์มนํามนั 

และเส้นใยปาล์มนํามนั 

ศกึษาระยะเวลาทีเหมาะสมในการตรึงเซลล์แบคทีเรีย 

ศกึษาวิธีการตรึงเซลล์แบคทีเรีย 

คดัเลือกวสัดตุรึง 

ศกึษาลกัษณะพืนผิววสัดตุรึง โดย SEM

ศกึษาลกัษณะสมบตัิทางกายภาพ และเคมีเช่น ปริมาตรรู

พรน พืนทีผิว ปริมาณสารอาหาร 

การนําเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ซํา 

อาหารเลียงเชือเหลว(CFMM)  ทีเติมฟีนอล นําทิงโรงงานสกดันํามนัปาล์ม 

Acclimation  

Activation 

วิธีร่วมระหวา่ง Activation และAcclimation  

ศกึษาการผลติ Exopolysaccharide  

ทะลายปาล์มนํามนั (EFB) 

แปรผนัปริมาณเซลล์ตรึง 

ผลของความเข้มข้นฟีนอล 

แปรผนัปริมาณเซลล์ตรึง 

การนําเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ซํา 
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 5.2 นําทิงโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 เกบ็ตวัอย่างนําทงิจากบ่อบําบดันําเสยีบ่อสุดท้ายของโรงงานสกดันํามนัปาล์มแห่งหนึงในจงัหวดั
สตูล (รปูท ี5) โดยระบบบําบดันําเสยีของโรงงานเป็นแบบบ่อปรบัเสถยีร (บ่อดนิ) ซงึมจีํานวน 4 บ่อ นํา
ตวัอยา่งนําทงิกรองดว้ยผา้ขาวบาง และเกบ็ไวท้อุีณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส จนกวา่จะนํามาทดลอง  
 

        
    (a)          (b) 
 
รปูที 5 ลกัษณะบ่อบาํบดันําเสยี (a)  และลกัษณะนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ (b) 
 
 5.3 การเพาะเลียงและเตรียมหวัเชือแบคทีเรีย  
 งานวจิยันีใชจุ้ลนิทรยีเ์ชอืผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 (รปูท ี6a) ซงึคดัแยกจากดนิที
ปนเปือนนํามนั (นนัทธ์ร เภาราช, 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 (รปูท ี6b) คดัแยกจากอาหารทมีกีาร
เจรญิเตบิโตของ Methylobacterium sp. NP3 (ปิยะมาศ คงแขม, 2552) เลยีงเชอื 2 ชนิด แยกกนัในอาหาร
เหลว carbon free mineral medium (CFMM) ทมีกีารเตมิฟีนอลความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นแหล่ง
คารบ์อนสาํหรบัการเจรญิเตบิโตของเชอืแบคทเีรยี บ่มเชอืท ี30 องศาเซลเซยีส เขยา่ท ี200 รอบต่อนาท ี เป็น
เวลา 48 ชวัโมง หลงัจากนนัเกบ็เกยีวเซลลท์ชี่วง late-log phase เพอืใหไ้ดป้รมิาณเซลลท์ยีงั active มากทสีุด 
โดยเชอืแบคทเีรยีทงั 2 ชนิดมกีารเจรญิเท่ากนั หลงัจากนันนําแบคทเีรยีแต่ละชนิดมาปนัแยกเซลลด์ว้ยเครอืง
ปนัเหวยีงทคีวามเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ีแยกสว่นนําใสทงิ แลว้
ลา้งเซลลด์ว้ย 0.85% NaCl 2 ครงั จากนนัละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหาร CFMM นําเซลลท์ไีดไ้ปวดัค่า OD578 
ใหไ้ดค้่า OD เทา่กบั 1.0 (Khongkham et al., 2011) โดยมจีาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีประมาณ 108 CFU/มลิลลิติร 
ซงึค่า OD578 กบัการนับจาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีไม่สมัพนัธก์บัการผสมสดัส่วนเซลล ์1:1 ไมไ่ดแ้ตกต่างกนัทาง
สถติ ิทงันีเซลล์จุลนิทรยีท์ไีดจ้ะนําไปใชใ้นการศกึษาขนัตอนต่อไปโดย 1) นําเซลลท์งัสองชนิดมาผสมกนัใน
สดัสว่น 1:1 เพอืนําไปใชใ้นขนัตอนการตรงึเซลล ์
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                        (a)                                     (b) 
รปูที 6 แบคทเีรยี (a) Methylobacteriumsp. NP3 และ (b) Acinetobactersp. PK1 ในอาหารเลยีงเชอืเหลว 
CFMM  
 
 5.4  ศึกษาการผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรีย 
 การทดลองนีมวีตัถุประสงค ์เพอืทดสอบประสทิธภิาพในการผลติ extracellular polymeric substance 
หรอื exopolysaccharide (EPS) ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ซงึ
ทาํหน้าทเีสมอืนกาวช่วยใหแ้บคทเีรยียดึตดิกบัวสัดุตรงึไดด้ ีวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัทใีชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์
คอื ทะลายเปล่าปาลม์นํามนั (empty fruit bunch: EFB) ทดลองโดยการนําหวัเชอืแบคทเีรยีแต่ละชนิด (ตรงึ
แยกแบคทเีรยีแต่ละชนิด) ทเีตรยีมไดจ้ากขอ้ 5.3 มาบ่มรว่มกบัชนิสว่น EFB ทเีตรยีมตามขอ้ 5.5.1 ใน
อตัราส่วน 1:10 (w/v) โดยไม่มกีารให้แหล่งคาร์บอนใดๆ เพิม เพอืให้เซลล์อยู่ในภาวะอดอาหาร (carbon 
starvation) ซงึช่วยกระตุน้การสรา้ง EPS ของเซลล ์(Sanin et al., 2003) ทงันีใชห้วัเชอืปรมิาตร 5 มลิลลิติร 
(OD578=1.0) มาบ่มรว่มกบัวสัดุปรมิาณ 0.5 กรมั ในขวดแกว้ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร สดัสว่นปรมิาณหวั
เชอื และวสัดุตรงึดงักล่าว ทาํใหเ้กดิการเคลอืนทขีองวสัดุตรงึไดอ้ยา่งอสิระ และช่วยใหว้สัดุตรงึสมัผสักบัเซลล์
ทแีขวนลอยอยูใ่นอาหารเหลวไดด้ ีเตรยีมชุดการทดลองละ 3 ซํา (triplicate) จากนันนําไปเขยา่ทคีวามเรว็รอบ 
130  รอบต่อนาท ีบ่มตวัอยา่งทอุีณหภูมหิอ้ง เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชวัโมง เป็นเวลา 6 วนั จากนนัแยกเซลลท์ี
ถูกตรงึบนวสัดุแลว้ออกจากเซลลอ์สิระทเีหลอือยูใ่นอาหารเหลว โดยการกรองดว้ยกระดาษกรอง GF/C ขนาด 
45 มลิลเิมตร ลา้งเซลลต์รงึดว้ย 0.85% NaCl 2 ครงั หลงัจากนนันํามาทดสอบการสรา้ง EPS ดว้ยวธิ ีAlcian 
blue adsorption assay ตามวธิกีารซงึดดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) ในหวัขอ้ 5.8.3 

เตรยีมชุดควบคุมประกอบดว้ยวสัดุเศษเหลอื EFB ทผีา่นการฆา่เชอืดว้ยการ Autoclave  และไม่มี
การเตมิเชอืแบคทเีรยี 

 

PK1 NP3 
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 5.5 การตรึงเซลลแ์บคทีเรีย  

  5.5.1 การเตรียมวสัดุตรึงเซลล์ 
  เตรยีมวสัดุตรงึเซลลจ์ากวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั 2 ชนิด ทไีดจ้ากโรงงานสกดันํามนั
ปาลม์ในจงัหวดัสตูล ไดแ้ก ่ เสน้ใยปาลม์นํามนั (pericarp fiber: PF)  และทะลายเปล่าปาลม์นํามนั (empty 
fruit bunch: EFB) (รปูท ี7) โดยนําวสัดุมาตากใหแ้หง้ แลว้เตรยีมขนาดของวสัดุทตีอ้งการโดย 1) นําวสัดุมา
ตดัหรอืบด แลว้รอ่นผา่นตะแกรงรอ่นขนาด 500 ไมโครเมตรถงึ 1 มลิลเิมตร เพอืใหไ้ดข้นาดของวสัดุทงั 2 
ชนิดทมีคีวามใกลเ้คยีงกนั 2) การทดลองยอ่ยสลายฟีนอลในนําเสยีจากโรงงานสกดันํามนัปาลม์ เลอืกใช้
วสัดุทะลายปาลม์นํามนั โดยการตดัวสัดุใหม้ขีนาด 1×1×1 เซนตเิมตร เพอืความสะดวกในการนําไปใชง้าน 

 นําวสัดุไปทําใหป้ลอดเชอืดว้ยหมอ้นึงอบฆ่าเชอื (autoclave) ทอุีณหภูม ิ 121 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีทงิไวข้า้มคนื แลว้นํามานึงฆ่าเชอืซําอกี เพอืตอ้งการกําจดัเชอืจุลนิทรยีท์มีี
ความคงทนในวสัดุก่อนนําไปใช้ในขนัตอนการตรงึเซลล์ นอกจากนันศกึษาคุณลกัษณะอนืๆ ของวสัดุดงั
ตารางท ี8 

ตารางที 8 วธีิวเิคราะห์คุณลักษณะของวัสดุ 

 

พารามเิตอร์ วธีิ/วเิคราะห์โดย 

Nitrogen (%):  

Phosphorus (%):  

 อ้างอิงจาก Attanun และ Juncharoensuk (1999) 

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

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

Surface area analyzer (Quantachrome,Autosorb-1)/  
วิทยาลยัปิโตรเลียม และปิโตรเคมี, จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

Zeta potential (mV) Zeta potential analyzer  (ZetaPALS, Brookhaven)/ 
ศนูย์เครืองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

Scanning electron microscopy 
(SEM) 

WI-RES-SEM Quanta 400-001และ WI-RES-SEM-001/ 
ศนูย์เครืองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
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(a)                                                    (b) 

 
รปูที 7 วสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั (a) ทะลายปาลม์นํามนั (EFB) (b) เสน้ใยปาลม์นํามนั (PF)  
   
  5.5.2 การตรงึเซลลบ์นวสัดเุศษเหลอืปาลม์นํามนั 
  การตรงึแบคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั อาศยัเทคนิคการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุ
ดว้ยวธิธีรรมชาต ิ(self-attachment immobilization) โดยศกึษาระยะเวลาทเีหมาะสมของการตรงึเซลลบ์น 
PF และ EFB ดว้ยการวเิคราะหป์รมิาณการสรา้ง extracellular polymeric substance หรอื 
exopolysaccharide (EPS) ของแบคทเีรยีบนวสัดุตรงึแต่ละชนิด ทงันีเพอืใหเ้กดิการเกาะตดิของแบคทเีรยี
บนวสัดุอย่างดเีพยีงพอ และเซลล์ไม่หลุดออกจากวสัดุ เมอืมกีารนํามาใชห้รอืใชซ้ําอย่างต่อเนือง ขนัตอน
การตรงึเซลลอ์า้งองิจาก Suttinun et al. (2010) โดยนําหวัเชอืแบคทเีรยีผสมทเีตรยีมไดจ้ากขอ้ 5.3 บ่ม
รว่มกบัวสัดุแต่ละชนิดแยกกนัในอตัราสว่น 1:10 (w/v) โดยไม่มกีารใหแ้หล่งคารบ์อนใดๆ เพมิ เพอืใหเ้ซลล์
อยูใ่นภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน (carbon starvation) ซงึชว่ยกระตุน้การสรา้ง EPS ของเซลล ์(Sanin et 
al., 2003) ทงันีใชห้วัเชอืปรมิาตร 5 มลิลลิติร (OD578=1.0) มาบ่มรว่มกบัวสัดุปรมิาณ 0.5 กรมั ในขวดแกว้
ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร สดัส่วนปรมิาณหวัเชอืและวสัดุตรงึดงักล่าว ทําใหเ้กดิการเคลอืนทขีองวสัดุ
ตรงึได้อย่างอิสระ และช่วยให้วสัดุตรงึสมัผสักบัเซลล์ทีแขวนลอยอยู่ในอาหารเหลวได้ดี เตรยีมชุดการ
ทดลองละ 3 ซํา (triplicate) จากนนันําไปเขยา่ทคีวามเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีบ่มตวัอยา่งทอุีณหภูมหิอ้ง 
เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชวัโมง จากนนัแยกเซลลท์ถูีกตรงึบนวสัดุแลว้ออกจากเซลลอ์สิระทเีหลอือยูใ่นอาหาร
เหลว โดยการกรองดว้ย GF/C ขนาด 45 มลิลเิมตร ลา้งเซลลต์รงึดว้ย 0.85% NaCl 2 ครงั หลงัจากนนั
นํามาทดสอบการสรา้ง EPS ดว้ยวธิ ีAlcian blue adsorption assay ตามวธิกีารซงึดดัแปลงจาก 
Vandevivere and Kirchman (1993) ในหวัขอ้ 5.8.3 เกบ็ตวัอยา่งจนกว่าการสรา้ง EPS จะคงท ีซงึถอืเป็น
ระยะเวลาทเีหมาะสมในการตรงึเซลล์แบคทเีรยีบนวสัดุแต่ละชนิด จากผลการทดลอง พบว่าระยะเวลาที
เหมาะสมในการตรงึเซลลบ์นวสัดุเศษเหลอื EFB คอื 6 วนัและบน PF คอืเวลา 8 วนั ก่อนนําเซลลต์รงึไป
ทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลในขนัตอนต่อไป เตรยีมชุดควบคุมประกอบด้วยวสัดุเศษเหลอื 
EFB และ PF ทผีา่นการฆา่เชอืดว้ยการ Autoclave และไมม่กีารเตมิเชอืแบคทเีรยี 
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  นอกจากนันนําเซลล์ตรงึทเีตรยีมได้ไปศกึษาลกัษณะการเกาะติดของเซลล์แบคทเีรยีบน
วัสดุทังก่อน และหลังการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล โดยการวิเคราะห์ด้วย SEM ดัง
รายละเอยีดในภาคผนวก ข.1 พรอ้มทงัคาํนวณประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%) ดงัต่อไปนี  
 
 
ประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%)  = 
 
 
  ทงันีนับจํานวนเซลล์ทถีูกตรงึในวสัดุ และเซลล์อสิระในอาหารเหลวโดยวธิ ีtotal plate 
count สาํหรบัการสกดัเซลลอ์อกจากวสัดุตรงึ ไดต้ามวธิกีารดดัแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) 
โดยเตมิอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแก้วทบีรรจุเซลล์ตรงึแบคทเีรยี ตงัทงิไว ้3 นาท ีเพอืใหเ้ซลล์
สามารถหลุดออกจากวสัดุตรงึไดง้า่ย นําไป sonicate ดว้ยเครอืง Ultrasonic bath เป็นเวลา 2 นาท ีและ
เขยา่ดว้ยเครอืง vortex 2 นาท ีจากนนัทาํซํา 2 ครงั หลงัจากนนันําสารละลายตะกอนเซลลท์ไีดไ้ปเหวยีง
แยกเซลลท์อุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 7,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี จากนันลา้ง และ
แขวนลอยเซลลด์ว้ยอาหารเลยีงเชอื CFMM  ก่อนนําไปนับจํานวนแบคทเีรยี (CFU ต่อกรมัวสัดุตรงึ) นํา
สารละลายเซลลม์าเจอืจางเชอืแบคทเีรยีโดยวธิ ี10-fold dilution และนับจํานวนเซลลด์ว้ยวธิ ีtotal plate 
count  
  
  5.5.3 คดัเลือกวสัดตุรงึเซลล ์ 
  คดัเลอืกวสัดุตรงึระหว่างเซลลต์รงึบน EFB และเซลล์ตรงึบน PF โดยนําเซลล์ตรงึแต่ละ
ชนิดทเีตรยีมจากขอ้ 5.5.2 มาทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลตามวธิกีารขอ้ 5.6 โดยใชค้วาม
เขม้ขน้ของฟีนอลเท่ากบั 30 มลิลกิรมัต่อลติร เตรยีมชุดการทดลองละ 3 ซํา เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชวัโมง 
เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทเีหลอืในอาหารเลยีงเชอืตามวธิกีารของ Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 ซงึคดัเลอืก
วสัดุตรงึเซลลท์มีปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดด้ทีสีุด โดยพจิารณาจากขอ้มลูการลดลงของฟีนอล
ในอาหารเลยีงเชอื ประกอบกบัผลการศกึษาประสทิธภิาพการตรงึเซลล ์(%) และการวเิคราะหล์กัษณะเซลล์
ตรงึบนวสัดุดว้ยกลอ้ง SEM จากผลการทดลองพบว่าชนิสว่น EFB เป็นวสัดุทเีหมาะสมมากกว่า PF ในการ
ตรงึเซลล ์จงึคดัเลอืกเซลลต์รงึบน EFB ไปใชใ้นการศกึษาขนัต่อไป 
  เตรยีมชุดควบคุม เพอืศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมต่ีอการลดลงของ     
ฟีนอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ยชนิส่วนของ 

จน. เซลล์ทงัหมดในวสัด ุ(CFU) * 100% 

จน.เซลล์ทงัหมดในอาหารเหลว (CFU)  + จน. เซลล์ทงัหมดในวสัด ุ(CFU) 
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EFB  และ PF ทผีา่นการฆา่เชอืโดยวธิ ีAutoclave ในอาหารเลยีงเชอื CFMM ทมีฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร  
 
 5.6 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในอาหารเลียงเชือเหลว 
 การทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในอาหารเลยีงเชอืเหลว ใชเ้ซลลต์รงึบน 
EFB ทผีา่นการตรงึเซลลเ์ป็นระยะเวลา 6 วนั โดยมจีาํนวนเซลลเ์รมิตน้ 2.27 x1010 CFU/กรมัวสัดุ 
 
  5.6.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  ศกึษาผลของปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอล โดยแปรผนั
ปรมิาณเซลลต์รงึ ดงันี 0.5, 1.5 และ 3.0 กรมั ซงึคดิเป็นสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลวเท่ากบั 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) เรมิตน้เตมิเซลลต์รงึตามปรมิาณขา้งตน้ในอาหารเลยีงเชอืเหลว Carbon Free Mineral 
Medium (CFMM) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร ทมีฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ในขวดแกว้ฝาเกลยีว 
ขนาด 22 มลิลลิติร ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํา จากนนันําตวัอยา่งไปบ่มทคีวามเรว็รอบ 130 รอบต่อ
นาท ีทอุีณหภมูหิอ้ง เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 24 ชวัโมง เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทเีหลอืในอาหารเลยีงเชอืตาม
วธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and 
WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ จากผลการทดลองพบว่า
การเตมิเซลลต์รงึในปรมิาณดงักล่าวขา้งตน้ใหป้ระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลใกลเ้คยีงกนั จงึเลอืกเตมิ
ปรมิาณเซลลต์รงึ 1 กรมั (1:10 w/v) ไปใชศ้กึษาขนัต่อไป 
  เตรยีมชุดควบคุม เพอืศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของฟี
นอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย ชนิสว่นปาลม์
นํามนัทผีา่นการฆา่เชอืแลว้เตมิในอาหารเลยีงเชอื CFMM ทมีฟีีนอลความเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  
 
  5.6.2 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึทีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
  นําเซลลต์รงึบน EFB มาทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในระบบกะ (batch) ซงึ
ใช ้สดัสว่นปรมิาณเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM เท่ากบั 1:10 (w/v) โดยใชอ้าหารเลยีงเชอืปรมิาตร 5 
มลิลลิติร ต่อเซลลต์รงึบน EFB ปรมิาณ 0.5 กรมั ทดสอบในขวดแกว้ฝาเกลยีว ขนาด 22 มลิลลิติร (รปูท ี8) 
แปรผนัความเขม้ขน้ของฟีนอลตงัแต่ความเขม้ขน้ตําไปจนถงึความเขม้ขน้สงู ไดแ้ก่ 10, 30, 50, 100, 500 
และ5,000 มลิลกิรมัต่อลติร  ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํา จากนนันําตวัอยา่งไปบ่มทคีวามเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทอุีณหภูมหิอ้ง (รูปท ี8) เกบ็ตวัอย่างทุกๆ 24 ชวัโมง เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทเีหลอืใน
อาหารเลยีงเชอืตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ต ์และอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของ
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เซลลต์รงึ ซงึผลทไีดจ้ะนําไปเปรยีบเทยีบกบัประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลอ์สิระ (108 CFU/
มลิลลิติร) (แบคทเีรยีเชอืผสมจากขอ้ 5.3)  
  เตรยีมชุดควบคุม เพอืศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของฟี
นอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย ชนิสว่นปาลม์
นํามนัทผีา่นการฆา่เชอืแลว้เตมิในอาหารเลยีงเชอื CFMM ทมีกีารแปรผนัปรมิาณฟีนอลตามทตีอ้งการศกึษา  
 
 

                                                           
 
 
รปูที 8 ทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึในขวดแกว้ฝาเกลยีวแลว้บ่มตวัอยา่งทคีวามเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทอุีณหภมูหิอ้ง 
 
  5.6.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลต์รงึกลบัมาใช้ซาํ 
  นําเซลลต์รงึบน EFB ทผี่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอล ทคีวามเขม้ขน้ 30 มลิลกิรมั
ต่อลติร แลว้จากขอ้ 5.6.1 มากรองดว้ย GF/C ขนาด 45 มลิลเิมตร ทผีา่นการฆา่เชอืลา้งเซลลด์ว้ย 0.85% 
NaCl  2 ครงั หลงัจากนันนําเซลลต์รงึทผี่านการใชง้านแลว้ไปทดสอบการย่อยสลายฟีนอลซํา ทคีวาม
เขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทําการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํา เกบ็ตวัอย่างทุกๆ 24 ชวัโมง เพอืวเิคราะห์
ปรมิาณฟีนอลทเีหลอื จากนันทําการทดลองซําขนัตอนเดมิ โดยนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ํา 10 ครงั เพอื
ทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรงึ ว่าสามารถนํากลบัมาใช้งานซําอย่างต่อเนืองได้
หรอืไม ่และประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลหลงัการใชง้านแลว้ลดลงหรอืไม ่  
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 5.7 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในนําทิงโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 การทดลองนีเลือกใช้นําทิงจากโรงงานสกดันํามนัปาล์มเป็นนําเสยีต้นแบบทมีกีารปนเปือนของ     
ฟีนอล  เนืองจากสารประกอบฟีนอลถูกสกดัออกมาจากผลปาล์มในระหว่างกระบวนการสกดันํามนัปาล์ม
แบบมาตรฐาน (แบบใชนํ้า) จงึมกีารปนเปือนของกลุ่มสารดงักล่าวอยูใ่นนําเสยีจากอุตสาหกรรมสกดันํามนั
ปาลม์ในปรมิาณมาก ซงึเตรยีมตวัอย่างนําทงิ โดยนํามากรองดว้ยผา้ขาวบาง เพอืแยกเอาตะกอนดนิ และ
เศษวสัดุทปีนเปือนในนําทงิออก แลว้นําไปนึงอบฆา่เชอื (autoclave) ทอุีณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 15 นาท ีก่อนนําไปใช ้
 
  5.7.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  ศกึษาผลของปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอล โดยการแปร
ผนัปรมิาณเซลลต์รงึ 3, 9 และ 18 กรมั (ขนาด 1×1×1 เซนตเิมตร) ในขวดรปูชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
ขนาด 250 มลิลลิติร ซงึบรรจุนําทงิ 30 มลิลลิติร ทผีา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบาง และฆา่เชอืจุลนิทรยีใ์นนํา
ทงิดว้ยการ Autoclave เพอืใหไ้ดส้ดัสว่น 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ซงึนําทงิมปีรมิาณฟีนอลปนเปือน
ประมาณ 30 มลิลกิรมัต่อลติร จากนนันําตวัอยา่งไปบ่มทคีวามเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีทอุีณหภูมหิอ้ง ทาํ
การทดลองตวัอย่างละ 3 ซํา เกบ็ตวัอย่าง เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลทเีหลอืในนําทงิตามวธิกีารของ 
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) 
ในหวัขอ้ 5.8.2 เพอืคาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ จากผลการทดลองพบว่าปรมิาณ
เซลลต์รงึทสีดัสว่น 3:10 (w/v) มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลสงูทสีุด จงึเลอืกใชส้ดัสว่นเซลลต์รงึต่อ
นําเสยีดงักล่าวในการทดลองต่อไป  
  เตรยีมชุดควบคุม เพอืศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพ และเคมต่ีอการลดลงของ   
ฟีนอล (abiotic controls) เชน่ การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ยชนิสว่น EFB ที
ผา่นการฆา่เชอืแลว้เตมิในนําทงิ  
 
  5.7.2 ศึกษาการกระตุ้น (Activation) และการปรบัตวั (Acclimation) ของเซลลต์รงึ  
  เพอืเพมิประสทิธภิาพของเซลลต์รงึบน EFB ในการย่อยสลายฟีนอลในนําทงิ จงึนําเซลล์
ตรงึไปผา่นขนัตอนการกระตุน้ดว้ยฟีนอล หรอื การปรบัตวัดว้ยการเจอืจางนําทงิ หรอืวธิกีารรว่มระหวา่งการ
กระตุน้และการปรบัตวัดงันี 
 
    5.7.2.1 การกระตุ้นเซลลต์รงึด้วยฟีนอล 
   เนืองจากกระบวนการตรงึเซลล์แบบเกาะติดทีนํามาใช้ในงานวิจยันี ต้องอาศยั
ระยะเวลาในการบ่มเซลลร์ว่มกบัวสัดุไวถ้งึ 6 วนั เพอืใหเ้กดิการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ในการยดึตดิกบัผนงั
ของวสัดุตรงึ EFB ซงึในกระบวนการดงักล่าว ไมม่กีารเตมิแหล่งคารบ์อนใดๆ ดงันนั ทาํใหเ้ซลลอ์ยูใ่นภาวะ
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ขาดอาหาร และอาจส่งผลต่อการเจรญิ และการผลติเอนไซมท์เีกยีวขอ้งในการยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิ จงึ
ทดลองนําเซลลต์รงึมากระตุน้ในอาหารเหลวทมีกีารเตมิฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชวัโมง 
เพอืเป็นการชกันํา และรกัษาการผลติเอนไซมภ์ายในเซลลก์่อนนําไปใช ้จากนนันําเซลลต์รงึมาทดสอบการ
ยอ่ยสลาย   ฟีนอลในนําทงิทผีา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบาง เพอืแยกเอาตะกอนดนิและเศษวสัดุทปีนเปือนใน
นําทงิออก และผา่นการนึงอบฆา่เชอื (Autoclave) ทอุีณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีเกบ็
ตวัอยา่งเป็นเวลา 7 วนั ซงึเกบ็ตวัอยา่งทเีวลาเรมิตน้ (T0) และเวลาสดุทา้ย (T7) เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอล
ตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA 
and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึเปรยีบเทยีบกบั
เซลลต์รงึทยีงัไมผ่า่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล 
  
  นอกจากนนัทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิทไีมผ่า่นการนึงอบฆา่เชอืดว้ย (กรองดว้ย
ผา้ขาวบาง เพอืแยกเอาตะกอนดนิ และเศษวสัดุทปีนเปือนในนําทงิออก) เกบ็ตวัอยา่งเป็นเวลา 7 วนั เพอื
วเิคราะหป์รมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอล
ของเซลลต์รงึ 
 
  5.7.2.2 การปรบัตวัของเซลลต์รงึด้วยนําทิงทีผา่นการเจือจาง 
  เพอืลดความพษิจากกลุ่มของสารประกอบฟีนอลทเีป็นองค์ประกอบในนําทงิ ซงึอาจมผีล
ยบัยงัการทาํงานของแบคทเีรยีตรงึ จงึทดลองนําเซลลต์รงึมาเลยีงในนําทงิทผีา่นการเจอืจาง โดยมกีารปรบั
ความเขม้ขน้ของนําทงิใหเ้พมิขนึอย่างชา้ๆ ทงันี เพอืใหเ้วลาเซลลต์รงึมกีารปรบัตวัก่อนนําไปทดสอบดว้ย
นําทงิทไีมผ่า่นการเจอืจาง ใชส้ดัสว่นนําทงิทฆีา่เชอืแลว้ต่ออาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) 
ตามลําดบั โดยบ่มตวัอยา่งทคีวามเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ีทอุีณหภูมหิอ้ง ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํา 
แลว้เกบ็ตวัอยา่งในวนัท ี0, 1, 3, 5 และ 7 เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods 
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 
คาํนวณเปอรเ์ซน็ต์การย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซงึเป็นชนิสว่น EFB ที
ปราศจากเซลล ์
 
  5.7.2.3 วิธีรว่มระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวัของเซลลต์รึง  
  ใชว้ธิกีารขอ้ 5.7.2.1 รว่มกบัวธิกีารขอ้ 5.7.2.2 โดยนําเซลลต์รงึมากระตุน้ในอาหารเหลวที
มกีารเตมิฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชวัโมง หลงัจากนนันําเซลลต์รงึมาเลยีงในนําทงิทผีา่น
การเจอืจาง โดยมกีารปรบัความเข้มขน้ของนําทิงให้เพมิขนึอย่างช้าๆ ใช้สดัส่วนนําทิงทฆี่าเชือแล้วต่อ
อาหารเหลว CFMM  25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั โดยบ่มตวัอยา่งทคีวามเรว็รอบ 130 รอบต่อนาท ี
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ทอุีณหภูมหิอ้ง ทําการทดลองตวัอย่างละ 3 ซํา แลว้เกบ็ตวัอย่างในวนัท ี0, 5, 7 และ 10 เพอืวเิคราะห์
ปรมิาณฟีนอลตามวธิกีารของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(APHA, AWWA and WEF, 2005) ในหวัขอ้ 5.8.2 คาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ 
เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม ซงึเป็นชนิสว่น EFB ทปีราศจากเซลล ์
 
  จากการทดลอง 5.7.2.1 ถงึ 5.7.2.3 เตรยีมชุดควบคุมการทดลองทางกายภาพ และเคมต่ีอ
การลดลงของฟีนอล (abiotic controls) เช่น การดดูซบัของฟีนอลบนวสัดุตรงึ โดยชุดควบคุมประกอบดว้ย
ชนิสว่น EFB ทผีา่นการฆา่เชอืแลว้ เตมิในนําทงิทผีา่นการฆา่เชอื  
 
  5.7.3 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลต์รึงกลบัมาใช้ซาํ 
  นําเซลล์ตรงึบน EFB ทผี่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอลในนําทงิทคีวามเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร แลว้จากขอ้ 5.7.2.1 มากรองดว้ย GF/C (ขนาด 45 มลิลเิมตร) ทผี่านการฆา่เชอื ลา้งเซลล์
ดว้ย 0.85% NaCl  2 ครงั หลงัจากนนันําเซลลต์รงึทผีา่นการใชง้านแลว้ไปทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลซํา
ในนําทงิทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร ในขวดรปูชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 มลิลลิติร 
ซงึบรรจุนําทงิ 30 มลิลลิติร และมเีซลลต์รงึปรมิาณ 9 กรมั จากนนันําตวัอยา่งไปบ่มทคีวามเรว็รอบ 130 
รอบต่อนาท ีทอุีณหภมูหิอ้ง ทาํการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซํา เกบ็ตวัอยา่งทุกๆ 7 วนั เพอืวเิคราะหป์รมิาณฟี
นอลทเีหลอื จากนันทําการทดลองซําขนัตอนเดมิโดยนําเซลล์ตรงึกลบัมาใชซ้ํา 10 ครงั เพอืทดสอบ
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึว่าสามารถนํากลบัมาใชง้านซําอยา่งต่อเนืองไดห้รอืไม่ และ
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลหลงัการใชง้านแลว้ลดลงหรอืไม ่  
 
 5.8 วิธีวิเคราะห ์
  5.8.1 การวิเคราะหล์กัษณะสมบติัของนําทิงโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
  วเิคราะหล์กัษณะนําทงิดว้ยวธิกีารมาตรฐานสาํหรบัการวเิคราะหนํ์าและนําเสยีใน Standard 
Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยวเิคราะห์
คา่พารามเิตอรต่์อไปนีดงัแสดงในตารางท ี9 
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ตารางที 9 การวิเคราะหล์กัษณะสมบติัของนําทิงโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 

พารามเิตอร ์ วธิวีเิคราะห ์
Dissolved oxygen (DO) Azide modification 
Biological oxygen demand (BOD) 5 – day BOD test 
Chemical oxygen demand (COD) Open reflux method 
ไนโตรเจน Kjeldahl method 
ฟอสฟอรสั Persulfate / Ascorbic acid method 
สารประกอบฟีนอล (phenols) Colorimetric method 

 
  5.8.2 การวิเคราะหป์ริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค colorimetric method  
  วเิคราะหป์รมิาณฟีนอลโดยใชว้ธิมีาตรฐานของ Standard Methods for the Examination 
of Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตวัอยา่งนําเสยีทกีรองเซลลต์รงึออก
ดว้ยกระดาษกรอง  หรอืตวัอย่างนําเสยีทมีเีซลลอ์สิระซงึผ่านการปนัเหวยีงทคีวามเรว็รอบ 7,500 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีมาเตมิสารดงัต่อไปนี 0.5 นอรม์อล สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด ์ 2.5 
มลิลลิติร ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์2.5 มลิลลิติร แลว้เตมิ 4-อะมโินแอนตไิพรนี 1 มลิลลิติร และ โปแตสเซยีมเฟอ
รกิไซยาไนด ์1 มลิลลิติร ลงในตวัอยา่งทตีอ้งการวเิคราะหฟี์นอล แลว้ตงัทงิไว ้15 นาท ีโดยจะเกดิปฏกิริยิา
ระหวา่ง ฟีนอล และ 4-อะมโินแอนตไิพรนี ซงึเป็น color reagent ในสภาวะทมีโีปแตสเซยีมเฟอรกิไซยาไนด ์
ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็น antipyrine dye ทมีสีแีดง แลว้วดัค่าการดูดกลนืแสงท ี 500 นาโนเมตร เพอืหา
เปอรเ์ซน็ตฟี์นอลทเีหลอือยูเ่ปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานของฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ต่างๆ 
 
  5.8.3 วิเคราะหก์ารผลิต exopolysaccharide ของแบคทีเรีย 
  วเิคราะหก์ารผลติ exopolysaccharide ของแบคทเีรยี โดยใชเ้ทคนิค Alcian blue 
adsorption assay เนืองจากส ีalcian blue จะยอ้มตดิเฉพาะ exopolysaccharide ทเีซลลผ์ลติ ซงึไมย่อ้มตดิ
เซลล ์และวสัดุตรงึ ใชว้ธิทีดีดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)โดยการเตมิ 1% สารละลายส ี
alcian blue ลงในตวัอยา่งเซลลต์รงึทเีลยีงในอาหารเหลว CFMM หลงัจากนนัเกบ็ตวัอยา่งเซลลต์รงึทบ่ีมทุก 
24 ชวัโมง นําไปเขยา่ท ี80 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีและกรองเอาเซลลต์รงึออกดว้ยกระดาษกรอง 
จากนนันําสว่นทเีป็นอาหารเหลว (supernatant) ไปวดัค่าการดดูกลนืแสงท ี606 นาโนเมตร ค่าดดูกลนืแสง
ทลีดลงในอาหารเหลว หลงัจากส ีalcian blue ถูกดูดซบัโดย exopolysaccharide จะแปรผนัตามค่า 
exopolysaccharide ทเีซลลผ์ลติขนึ ณ เวลาต่างนันๆ โดยเปรยีบเทยีบกบัค่าดูดกลนืแสงของสารละลาย
ตวัอยา่งในระยะเรมิตน้ตรงึเซลล ์(T0) 
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  5.8.4 การนับจาํนวนแบคทีเรีย และวิเคราะหนํ์าหนักเซลลแ์ห้ง 
  การสกดัและนับจํานวนแบคทเีรยีทถีูกตรงึบนวสัดุเศษเหลือทะลายปาล์มนํามนั ทําตาม
วธิกีารทดีดัแปลงจาก Pattanasupong et al. (2004) ขนัตอนแรกสกดัเซลลแ์บคทเีรยีใหห้ลุดออกจากวสัดุ
ตรงึก่อนโดยเตมิอาหารเหลว CFMM ลงในหลอดแกว้ทบีรรจุเซลลต์รงึแบคทเีรยี ตงัทงิไว ้3 นาท ีเพอืให้
เซลลส์ามารถหลุดออกจากวสัดุตรงึไดง้า่ย นําไป sonicate  ดว้ยเครอืง Ultrasonic bath เป็นเวลา 2 นาท ี
และเขยา่ดว้ยเครอืง vortex 2 นาท ีจากนนัทาํซํา 2 ครงั หลงัจากนนันําสารละลายเซลลแ์ขวนลอยทไีดไ้ป
เหวยีงแยกเซลลท์อุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 7,500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ี จากนนัลา้ง
เซลล์และแขวนลอยเซลล์ดว้ยอาหารเลยีงเชอื CFMM ก่อนนําไปวเิคราะหด์งัต่อไปนี (1) นับจํานวน
แบคทเีรยี (CFU ต่อกรมัวสัดุตรงึ) นําสารละลายเซลลม์าเจอืจางเชอืแบคทเีรยีโดยวธิ ี 10-fold dilution และ
นบัจาํนวนเซลลด์ว้ยวธิ ีtotal plate count โดยการ Spread plate ซงึใชต้วัอยา่ง 100 ไมโครลติร เกลยีใหท้วั
อาหารเลยีงเชอืแขง็ CFMM หลงัจากนนันําเซลลบ์่มทอุีณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 3-5 วนั มานบัจาํนวนโคโลนี
ในช่วง 30-300 โคโลนี แลว้คํานวณค่า CFU ต่อกรมัวสัดุ และ (2) วเิคราะหนํ์าหนักเซลลแ์หง้ โดยนํา
สารละลายเซลลใ์สใ่น crucible นําไปชงันําหนกั และอบทอุีณหภมู ิ103-105 องศาเซลเซยีส ขา้มคนืจนเซลล์
แหง้และนําหนกัคงท ีหลงัจากนนัปล่อยใหเ้ยน็ในโถดดูความชนืแลว้นํามาชงันําหนกั นํานําหนกัเซลลท์ไีดม้า
หาสว่นต่างระหวา่งนําหนกัของสารละลายเซลลก์่อนอบและนําหนกัของสารละลายเซลลห์ลงัอบ ซงึจะไดเ้ป็น
ปรมิาณนําหนกัเซลลแ์หง้ทงัหมด (Grothe et al., 1999) ผลการวเิคราะหนํ์าหนักเซลลแ์หง้มคี่าประมาณ 
1.09-1.13 กรมัต่อมลิลลิติร 
 
  5.8.5 การวิเคราะหค์วามเข้มสีในนําทิง 
  วเิคราะหค์วามเขม้สโีดยใชว้ธิมีาตรฐานของ Standard Methods for the Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) โดยนําตวัอยา่งนําทงิก่อนและหลงับําบดั 
นํามาปนัเหวยีงทคีวามเรว็รอบ 10,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเพอืกําจดัของแขง็แขวนลอย จนได้
ตวัอย่างทใีส นําตวัอย่างส่วนใสเจอืจางดว้ยนํากลนัทคีวามเจอืจาง 5 เท่า วดัค่าการดดูกลนืแสงทคีวามยาว
คลนื 475 นาโนเมตร เพอืคาํนวณเปอรเ์ซน็ตค์วามเขม้สทีเีหลอือยูโ่ดยเปรยีบเทยีบกบัความเขม้ส ีณ เรมิตน้
การทดลอง ไดต้วัอยา่งทใีส นําตวัอย่างส่วนใสเจอืจางดว้ยนํากลนัทคีวามเจอืจาง 5 เท่า วดัค่าการดดูกลนื
แสงทคีวามยาวคลนื 475 นาโนเมตร เพอืคาํนวณเปอรเ์ซน็ต์ความเขม้สทีเีหลอือยูโ่ดยเปรยีบเทยีบกบัความ
เขม้ส ีณ เรมิตน้การทดลอง  
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6. ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 6.1 การผลิต extracellular polymeric substance (EPS) ของแบคทีเรียแต่ละชนิด 
 การศกึษานีสนใจตรงึเซลล์แบคทเีรยีบนวสัดุเศษเหลือปาล์มนํามนัโดยอาศยัการเกาะติดด้วยวธิี
ธรรมชาต ิ(self-attachment immobilization) โดยอาศยัการสงัเคราะห ์EPS ของเซลล ์(Vandevivere and 
Kirchman, 1993; Obuekwe and Al-Muttawa, 2001; Olofsson et al., 2003; Suttinun et al., 2010)   
ผูว้จิยัจงึเรมิจากการศกึษาความเป็นไปไดใ้นการผลติ EPS ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ในภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน (carbon starvation) โดยนําแบคทเีรยีแต่ละชนิด
บ่มรว่มกบัชนิสว่นทะลายเปล่าปาลม์นํามนั (empty fruit bunch; EFB) เกบ็ตวัอยา่งทุก 24 ชวัโมง เพอื
ศกึษาปรมิาณการผลติ EPS ของแบคทเีรยีแต่ละชนิด ทงันีวเิคราะหก์ารผลติ EPS โดยใชว้ธิ ีAlcian blue 
adsorption assay ตามวธิกีารซงึดดัแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993)   ปรมิาณ EPS ทผีลติ
ขนึคดิจากการลดลงของค่า absorbance ท ี606 นาโนเมตร ในสารละลายตวัอยา่ง  เนืองจากสจีะถูกดดูซบั
โดย EPS ทเีซลล์ผลติขนึมา กําหนดให ้A606  ของวนัทเีรมิตน้ทดลอง (T0) มคี่า baseline เท่ากบั 100% 
จากผลการทดลองในรูปท ี9 แสดงใหเ้หน็ว่าในช่วง 3 วนัแรก ค่าสที ีA606 ในสารละลายตวัอย่างของ
แบคทเีรยีทงั 2 ชนิด มคีา่ไมเ่ปลยีนแปลง แต่หลงัจากวนัท ี3 ถงึวนัท ี6 พบการลดลงของสที ีA606  ประมาณ 
70% ในตวัอยา่งของ Methylobacterium  sp. NP3 แสดงวา่เซลลม์กีารผลติ EPS เพมิขนึอยา่งต่อเนือง และ
รวดเรว็ในชว่ง 3 วนัดงักล่าว  หลงัจากนนัเปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสที ีA606 เรมิคงท ีซงึแสดงวา่เซลลม์อีตัรา
การผลติ EPS คงทหีลงัจากวนัท ี6 ในขณะท ีAcinetobacter sp. PK1 สามารถลดสไีดป้ระมาณ 50% 
ในช่วงวนัท ี3 ถงึ 6 และมเีปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสคีงทปีระมาณ 70% หลงัจากวนัท ี7 นอกจากนันพบว่า 
Methylobacterium  sp. NP3 มอีตัราในการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ไดเ้รว็กว่า Acinetobacter sp. PK1 
อยา่งไรกต็าม ชุดควบคุมซงึเป็นวสัดุตรงึเพยีงอยา่งเดยีว (ปราศจากเซลล)์ มกีารลดลงของส ี alcian blue 
น้อยมาก ประมาณ 0-5%  ทงันีอาจเนืองมาจากปจัจยัทางกายภาพ (abiotic factors) อนืๆ เช่น การเกาะตดิ
ของสบีรเิวณขวดทดลอง เป็นตน้ 
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รปูที 9 เปอรเ์ซน็ต์การลดลงของส ีAlcian blue ท ีA606 จากการผลติ  EPS ของเซลล์แบคทเีรยี  
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 เพอืเกาะตดิบน EFB 
  
  โดยทวัไป EPS ทาํหน้าทเีสมอืนกาวใหเ้ซลลย์ดึตดิกบัพนืผวิของวสัดุ และเป็นสว่นสาํคญัที
ชว่ยใหเ้กดิการปกคลุมเซลลใ์นรปูแบบฟิลม์ชวีภาพ (biofilm) องคป์ระกอบของ EPS ไดแ้ก่ คารโ์บไฮเดรต 
โปรตนี ดเีอน็เอ และไขมนั ซงึสดัสว่นจะมคีวามแตกต่างกนัขนึอยูก่บัชนิดของจุลนิทรยี ์และภาวะแวดลอ้ม 
(Rosche et al., 2009)  อยา่งไรกต็ามทงัปรมิาณ และองคป์ระกอบของ EPS มผีลต่อศกัยภาพในการ
เกาะตดิของแบคทเีรยีบนพนืผวิวสัดุ ทงันีมรีายงานวา่ในภาวะขาดแคลนแหล่งคารบ์อน หรอืมไีนโตรเจน
เพยีงพอ อาจสง่ผลต่อการเปลยีนแปลงคณุสมบตัดิา้น hydrophobic ของพนืผวิของแบคทเีรยี รวมถงึ
คุณสมบตักิารเกาะตดิพนืผวิวสัดุดว้ย โดยในภาวะนีเซลลจ์ะเปลยีนไนโตรเจนไปเป็นโปรตนี และ amino 
acid ใน EPS ทาํใหค้า่ hydrophobicity ของเซลลเ์พมิขนึ ซงึชว่ยเพมิการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุดว้ย
เชน่กนั (Sanin et al., 2003)  จากการศกึษาทผีา่นมารายงานวา่ทงัแบคทเีรยีในจนีสั Acinetobacter และ 
Methylobacterium สามารถผลติ EPS ทมีคีวามหลากหลายขององคป์ระกอบทางเคม ีเชน่ จนีสั 
Acinetobacter อาจผลติ EPS ทมีอีงคป์ระกอบ ไดแ้ก่ 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)proprionicacid หรอื lipopolysaccharide 
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(Haseley et al.,1997; Kunii et al., 2001) ในขณะท ีMethylobacterium ผลติ EPS ทมีลีกัษณะเป็น slime 
สชีมพ ูซงึมอีงคป์ระกอบหลกัจาํพวก α-(1,3)-galactan polysaccharide (Verhoef et al., 2003) เป็นตน้ 
 
 6.2 การพฒันาเซลลต์รึงบนวสัดเุศษเหลือปาลม์นํามนั 
  6.2.1 คณุสมบติัของวสัดตุรงึเซลล ์

 การทดลองนีใชว้สัดุเศษเหลอืปาล์มนํามนั 2 ชนิด เป็นวสัดุตรงึเซลล์ ไดแ้ก่ เสน้ใยปาล์ม
นํามนั (pericarp fiber: PF) และทะลายเปล่าปาลม์นํามนั (empty fruit bunch: EFB) ซงึเป็นวสัดุเศษเหลอื
จากกระบวนการสกดันํามนัปาล์ม  การใชว้สัดุตรงึเซลลด์งักล่าว เป็นทางเลอืกหนึงในการนําของเสยีมาใช้
ประโยชน์ และยงัเป็นการกําจดัของเสยีอกีทางหนึงดว้ย  นอกจากนียงัช่วยลดค่าใชจ้่ายในการสงัซอื หรอื
สงัเคราะหว์สัดุตรงึเซลลท์มีรีาคาแพง รวมทงัมวีธิกีารเตรยีมวสัดุ และขนัตอนการตรงึเซลลท์ไีมยุ่่งยาก จาก
การศกึษาลกัษณะพนืผวิของวสัดุทงั 2 ชนิด โดยการส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 
(SEM) แสดงใหเ้หน็ดงัรปูท ี 10  พบว่าลกัษณะพนืผวิของวสัดุทงัสองชนิดประกอบดว้ยโครงสรา้งซบัซอ้น 
พนืผวิค่อนขา้งขรุขระ มลีกัษะเป็นรพูรุนคลา้ยรงัผงึดงัรปูท ี 10 (a-d) โดยสว่นใหญ่พบจาํนวนของรพูรุนใน
ทะลายปาลม์นํามนั (รปูท ี10 c-d) มากกวา่เสน้ใยปาลม์นํามนั (รปูท ี10 a-b) เลก็น้อย 

 
 จากการวเิคราะหค์ุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองวสัดุดงักล่าว (ตารางท ี10) พบวา่วสัดุ PF 

(2.16%) มปีรมิาณสารอาหารไนโตรเจนมากกว่า EFB (0.91%) ในขณะทวีสัดุทงั 2 ชนิด มปีรมิาณ
ฟอสฟอรสัใกลเ้คยีงกนั คอืประมาณ 0.21-0.22% อกีทงัมปีรมิาณคารบ์อนรวมทงัหมด 35.93% ใน PF และ 
41.49% ใน EFB  อยา่งไรกต็าม ปรมิาณสารอาหารทมีใีนวสัดุ อาจสง่ผลโดยตรงต่อปรมิาณการผลติ และ
องคป์ระกอบของ EPS ทเีซลลส์รา้งขนึ ทงันีปรมิาณและองคป์ระกอบของ EPS มผีลต่อศกัยภาพในการ
เกาะตดิของแบคทเีรยีบนพนืผวิวสัดุ นอกจากนนัพบว่าวสัดุทงั 2 ชนิด มคีุณสมบตัทิางกายภาพ ไดแ้ก่ เสน้
ผา่นศูนยก์ลางรพูรุนเฉลยี (average pore diameter) และพนืทผีวิจาํเพาะ(specific surface area) ใกลเ้คยีง
กนั นันคอื มคี่าประมาณ 4.24 (EFB) และ 5.01 (PF) nm และ 4.17 (EFB) และ 5.45 (PF) m2g-1 
ตามลําดบั อยา่งไรกต็าม EFB มคี่าปรมิาตรรพูรุนทงัหมด (total pore volume) มากกว่า PF ถงึ 64 เท่า 
โดย EFB มคี่าปรมิาตรรพูรุนทงัหมด 0.44 cc g-1 ในขณะท ีPF  มคี่าปรมิาตรรพูรุนทงัหมดเท่ากบั 0.0068 
cc g-1  ซงึค่าทไีดเ้ป็นไปในทศิทางเดยีวกบัภาพถ่าย  SEM  ซงึเหน็ว่า EFB มจีาํนวนรพูรุนสงูกว่า PF และ
จากการศกึษาประจุของพนืผวิวสัดุทงัสองโดย zeta potential analyzer  พบว่าใหค้่าประจุลบ ประมาณ -
25.23 mV (EFB) และ -25.30 mV (PF) 
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                (a)      (b) 

        
            (c)      (d) 
 
รปูที 10 ลกัษณะพนืผวิของวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัสอ่งโดย SEM กาํลงัขยาย 250x-500x; เสน้ใยปาลม์
นํามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํามนั (c-d) 
 
  หากเปรยีบเทยีบกบัวสัดุตรงึชนิดอนืทนํีามาใชใ้นการบาํบดันําเสยี เชน่ ทราย หรอื ผงกรอง 
(Celite) ซงึมปีรมิาตรรูพรุนทงัหมดอยู่ในช่วงระหว่าง 0.055-1.050 cc g-1 และพนืทผีวิประมาณ 3.690 
(ผงกรอง) และ 0.755 (ทราย) m2g-1 (Wang et al., 2005) แสดงว่า EFB มปีรมิาตรรพูรุนทงัหมดระดบัปาน
กลาง ในขณะท ีPF มคี่าดงักล่าวค่อนขา้งน้อย อย่างไรกต็าม วสัดุเศษเหลอืทงัสองมพีนืทผีวิสูงกว่าทราย 
และผงกรอง  นอกจากนนั Ng et al. (2004)  ศกึษาการตรงึ Thiomonas sp. บนถ่านกมัมนัต ์(activated 
carbon) เพอืกําจดั H2S จากระบบบําบดันําเสยี พบว่าปจัจยัของพนืทผีวิ ปรมิาตรของรูพรุน และการ
กระจายของรพูรุนมผีลต่อการยดึเกาะ และการเจรญิของเซลล ์ซงึทําใหเ้พมิประสทิธภิาพในการกําจดั H2S 
อย่างไรกต็าม หากเปรยีบเทยีบกบัวสัดุสงัเคราะห ์เช่น ซลิกิา จะเหน็ไดว้สัดุทสีงัเคราะหข์นึ มขีอ้ไดเ้ปรยีบ
ในเชงิสมบตัทิางกายภาพดกีว่าเศษวสัดุเหลอืใช ้โดย Khongkheam et al. (2011) รายงานว่าซลิกิาที
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สงัเคราะหเ์พอืใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล ์ในการยอ่ยสลาย ฟีนอล มปีรมิาตรรพูรุนทงัหมด 0.87 cc g-1 เสน้ผา่น
ศนูยก์ลางรพูรุนเฉลยี 8.75 nm และพนืทผีวิ 397.79 m2g-1 ซงึทาํใหส้ามารถตรงึเซลลแ์บคทเีรยีปรมิาณมาก
ไวใ้นวสัดุไดด้กีวา่วสัดุจากธรรมชาต ิ 
 
ตารางที 10 คณุสมบติัของวสัดเุศษเหลือปาลม์นํามนัทีใช้เป็นวสัดตุรึงเซลล ์

 
หมายเหต ุ: Zeta potential ของแบคทเีรยี Methylobacterium sp. NP3 = -6.27 mV, Acinetobacter sp. 
PK1 = -6.90 mV 
 
  6.2.2 การตรงึเซลลแ์บคทีเรียบนวสัดเุศษเหลือปาลม์นํามนั 
  การทดลองนีจงึสนใจศกึษาระยะเวลาทเีหมาะสมในการเกาะตดิของเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุ
ตรงึ โดยพจิารณาจากการผลติ EPS ของเซลลแ์บคทเีรยี โดยใชว้ธิ ีAlcian blue adsorption assay จากผล
การทดลองในรปูท ี11 แสดงใหเ้หน็ว่า ในช่วง 3 วนัแรก เซลลม์กีารผลติ EPS ในวสัดุทงั 2 ชนิด ในปรมิาณ
น้อยประมาณ 1-8% หลงัจากวนัท ี3 พบว่าเซลลแ์บคทเีรยีผลติ EPS เพมิขนึอยา่งรวดเรว็ โดยในวนัท ี6 มี
ปรมิาณ EPS ทผีลติขนึจากเซลลท์ตีรงึบนวสัดุทงั 2 ประมาณ 80% หลงัจากนนัเปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของสที ี
A606 เรมิคงทใีนตวัอย่างเซลล์ตรงึบน EFB ซงึแสดงว่าเซลล์มอีตัราการผลติ EPS คงทนีับจากวนัท ี6 
ในขณะทเีซลลต์รงึบน PF ยงัคงผลติ EPS อยา่งต่อเนืองจนเรมิคงทใีนวนัท ี8 อยา่งไรกต็าม ชุดควบคุมซงึ
เป็นวสัดุตรงึเพยีงอยา่งเดยีว (ปราศจากเซลล)์ มกีารลดลงของส ีAlcian blue น้อยมากประมาณ 0-5% ทงันี
สทีลีดลงอาจเนืองมาจากปจัจยัทางกายภาพอนืๆ (abiotic factor) เช่น การเกาะตดิของสบีรเิวณขวดทดลอง 

องคป์ระกอบ 

ชนิดของวสัด ุ

ทะลายเปล่าปาลม์นํามนั 
(EFB) 

เส้นใยปาลม์นํามนั 
(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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หรอืเกดิจากกระบวนการโฟโตออกซเิดชนั (photo oxidation) เป็นตน้ ดงันนัจงึตรงึเซลลใ์นช่วงเวลา 6 และ 
8 วนั  สําหรบัเซลล์ตรงึบน EFB และ PF ตามลําดบั ก่อนนําเซลล์ตรงึไปทดสอบประสทิธภิาพการย่อย
สลายฟีนอลในนําเสยี ซงึชว่ยลดการหลุดของเซลลจ์ากวสัดุตรงึระหวา่งการนําไปใช ้
 

 
รปูที 11 เปอรเ์ซน็ตก์ารลดลงของส ีAlcian blue ท ีA606 จากการผลติ EPS ของเซลลแ์บคทเีรยี ระหว่างการ
ตรงึเซลลบ์น EFB และ PF เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุมซงึเป็นวสัดุเพยีงอยา่งเดยีวไมม่เีซลล ์
 
  จากการศกึษาประสทิธภิาพของการตรงึเซลล ์โดยการนับจํานวนเซลลแ์บคทเีรยีทเีกาะตดิ
กบัวสัดุ และเซลล์อสิระทยีงัคงหลงเหลอือยู่ในอาหารเหลว ดงัตารางท ี11 ผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า 
ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์น EFB เทา่กบั 17% ในขณะทกีารตรงึเซลลบ์น PF มปีระสทิธภิาพน้อยกว่า ซงึ
มคี่าประมาณ 6%  ซงึสอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะหด์ว้ย SEM ทแีสดงว่าลกัษณะแบคทเีรยีทถูีกตรงึบน 
EFB (รปูท ี12 c-d) มกีารจบัตวัอยา่งหนาแน่นมากกว่าแบคทเีรยีทถีูกตรงึบน PF (รปูท ี12 a-b)  ทงันีอาจ
เนืองมาจาก EFB มลีกัษณะพนืผวิทมีคีวามซบัซอ้น และมคีวามเป็นรพูรุนสงู ซงึช่วยในการเพมิพนืทผีวิใน
การเกาะตดิของเซลลใ์นวสัดุไดม้ากกว่า PF ดงัจะเหน็ไดจ้ากคุณสมบตัคิ่า total pore volume ทสีงูมากกว่า
หลายเท่า (ตารางท ี10) อยา่งไรกต็าม ปรมิาณ และอตัราการผลติ EPS ยงัขนึอยู่กบัปจัจยัอนืๆ อกีดว้ย 
เชน่ องคป์ระกอบของวสัดุ เชน่ ปรมิาณอนิทรยีค์ารบ์อน ไนโตรเจน และฟอสฟอรสั  
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ตารางที 11 ประสทิธภิาพการตรงึเซลลบ์น EFB และ PF ทรีะยะเวลาการตรงึเซลล ์6 และ 8 วนั  
 

ชนิดของเซลล์
ตรึง 

จาํนวนเซลลท์งัหมด
ในวสัด ุ(0.5 กรมั) 

(x 1010CFU) 

จาํนวนเซลลท์งัหมดใน
อาหารเหลว CFMM (5 

mL) (x 1010CFU) 

ประสิทธิภาพ
การตรงึเซลล ์

(%) 

เซลลต์รงึบน EFB 1.14 5.65 17 
เซลลต์รงึบน PF 1.81 28.4 6 

 
  จากผลการทดลองมคีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัทผี่านมา ซงึพบว่าในระหว่างกระบวนการ
ตรงึเซลล์แบบเกาะตดิ (Attachment immobilization) เซลล์แบคทเีรยีทถีูกดูดซบับนผวิวสัดุจะมกีาร
สงัเคราะหโ์ครงสรา้งขนึมาภายนอกเซลลจ์ําพวก EPS เช่น Quek et al. (2006) รายงานว่าเซลลต์รงึ 
Rhodococcus sp. F92 บน polyurethane foam สามารถยอ่ยสลายอลัเคนในผลติภณัฑปิ์โตรเลยีมไดด้ ีโดย
เซลลม์กีารผลติเสน้ใยจาํพวก EPS ซงึสามารถตรวจพบโดยการสอ่งดว้ย SEM เสน้ใยเหล่านีทาํหน้าทใีน
การสรา้ง monolayer ทแีขง็แรงคงทน และบางเซลลถู์กหอ่หุม้ไวภ้ายในเสน้ใย ซงึช่วยใหเ้กดิการเกาะตดิกบั
พนืผวิวสัดุตรงึไดด้ขีนึ จากการศกึษาของ Obuekwe and Muttawa (2001) รายงานว่าเซลล ์ Arthrobacter 
sp. ทตีรงึบนรําขา้ว  สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคารบ์อนในนํามนัดบิได ้และพบว่าเซลล์มกีาร
สรา้ง  EPS  ในการยดึเกาะกบัวสัดุตรงึ นอกจากนันจากการศกึษาของ Prieto et al. (2002) รายงานว่า
เซลลต์รงึ Rhodococcus erythropolis UPV-1 บน Biolite® และ diatomaceous earth ในระบบ packed-
bed reactor สามารถยอ่ยสลายฟีนอลในนําเสยีสงัเคราะหแ์ละนําเสยีโรงงานผลติเรซนิไดด้ ีและพบวา่เซลลม์ี
การสรา้ง EPS เป็นโครงขา่ยของเสน้ใยทมีลีกัษณะเป็นไบโอฟิลม์  เพอืหอ่หุม้เซลล ์และยดึเกาะกบัวสัดุตรงึ  
 
  ทงันีกระบวนการดดูซบั (Adsorption) ของเซลลแ์บคทเีรยีระหว่างการเกาะตดิบนวสัดุตรงึ
เกดิขนึไดจ้ากหลายกระบวนการ เช่น โดยอาศยัปฏกิริยิาระหว่างกลุ่ม hydrophobic บนพนืผวิของวสัดุ และ
โครงสรา้งพนืผวิของเซลลแ์บคทเีรยี (Cohen, 2001) และ/หรอืความแตกต่างของประจุบนพนืผวิ (Surface 
charge) ของวสัดุและแบคทเีรยี จากผลการวเิคราะหป์ระจุในการทดลองนี (ตารางท ี10) พบว่าพนืผวิของ
แบคทเีรยีและวสัดุตรงึทงั 2 ชนิด มปีระจุลบ  อยา่งไรกต็าม ค่าระดบัประจุทแีตกต่างกนัอาจเป็นสาเหตุหนึง
ของกลไกการดดูซบัทเีกดิขนึระหวา่งการตรงึเซลล ์
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(a)                 (b) 

         
(c)                  (d) 

 
รปูที 12 การเกาะตดิของเซลลใ์นวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนัสอ่งโดย SEM กําลงัขยาย 3000x-10000x; เสน้
ใยปาลม์นํามนั (a-b) และทะลายปาลม์นํามนั (c-d)  
 
  6.2.3 การคดัเลือกวสัดตุรึงเซลล ์
  การคดัเลอืกชนิดของวสัดุตรงึระหว่าง EFB และ PF เพอืเลอืกเซลลต์รงึทมีปีระสทิธภิาพใน
การยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ทีสีุด  พบว่าเซลลต์รงึบน EFB และเซลลต์รงึบน PF สามารถลดปรมิาณฟีนอล ที
ความเขม้ขน้ฟีนอลเรมิตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ไดป้ระมาณ 98% ภายในเวลา 8 และ 12 ชวัโมง ตามลําดบั 
(รูปท ี13)  ซึงแสดงใหเ้หน็ว่าเซลล์ตรงึบน EFB มอีตัราการกําจดัฟีนอลสูงกว่าเซลล์ตรงึบน PF  
นอกจากนนัเมอืเปรยีบเทยีบชุดควบคุม ซงึประกอบดว้ยวสัดุตรงึแต่ละชนิดทปีราศจากเซลล ์ พบว่าชนิสว่น 
EFB ดูดซบัฟีนอลไดน้้อยกว่าชุดควบคุม PF ทงันีอาจเนืองมาจากคุณสมบตัทิางกายภาพ-เคมขีองวสัดุที
แตกต่างกนั เช่น ปรมิาณรูพรุนทงัหมด พนืทผีวิ ปรมิาณคารบ์อน อาจมผีลต่อการดูดซบัปรมิาณฟีนอลที
แตกต่างกนั ซึงการดูดซบัของฟีนอลโดยวสัดุตรงึนี อาจส่งผลให้ประสทิธิภาพการย่อยสลายฟีนอลทาง
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ชวีภาพโดยแบคทเีรยีตําลง  เนืองจากมวลของสารทถีูกดดูซบัไว ้ทาํใหส้ารถูกกําจดัไดย้ากขนึ  เพราะฉะนนั 
จากผลการทดลองขา้งตน้จงึเลอืกใชเ้ซลลต์รงึบน EFB มาใชท้ดสอบในขนัตอนต่อไป  เนืองจากวสัดุดงักล่าว
มปีระสทิธภิาพในการตรงึเซลล์สูงกว่า PF ซงึช่วยส่งเสรมิการย่อยสลายฟีนอลโดยจุลนิทรยีไ์ดด้ ีและดูด
ซบัฟีนอลน้อย จงึมคีวามเหมาะสมในการนําไปประยกุตใ์ช ้เพอืยอ่ยสลายฟีนอลในนําเสยี 
 

 
รปูที 13 ปรมิาณฟีนอลทเีหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB และ PF เปรยีบเทยีบกบัชุด
ควบคุม (วสัดตุรงึทไีมม่เีซลล)์ ใชค้วามเขม้ขน้ฟีนอลเรมิตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร 
  
 6.3 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน  EFB ในอาหารเลียงเชือ CFMM 
  6.3.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
   ศกึษาปรมิาณเซลลต์รงึทเีหมาะสม ซงึมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดด้ทีสีุด โดย
แปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB 0.5, 1.5 และ 3.0 กรมั  เพอืใหไ้ดส้ดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM 
เท่ากบั 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) และใชค้วามเขม้ขน้ของฟีนอล 30 มลิลกิรมัต่อลติร จากผลการทดลอง 
แสดงใหเ้หน็ว่าการเตมิเซลลต์รงึ 0.5 กรมั (1:10 w/v) ใหป้ระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลสงูถงึ 98% 
ภายในเวลา 24 ชวัโมง (รปูท ี14)  ดงันนัการเตมิเซลลต์รงึเพมิขนึเป็น 1.5 และ 3.0 กรมั จงึไมม่ผีลในการ
เพมิประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลอย่างมนีัยสําคญั ทงันีอาจกล่าวไดว้่าปรมิาณเซลล์ 0.5 กรมั หรอื
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สดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10 มปีรมิาณเซลลแ์บคทเีรยีเพยีงพอในการย่อยสลายมวลของฟีนอลที
เติมลงไปในอาหารเลยีงเชอื อกีทงัปรมิาณเซลล์ทมีากเกนิไป อาจทําใหเ้กดิขอ้จํากดัในการแพร่ผ่านของ
สารฟีนอล และออกซเิจนเขา้สู่เซลล์ตรงึ รวมถงึการเตมิปรมิาณเซลล์ตรงึเพมิขนึ อาจทําใหเ้กดิการดูดซบั
ของฟีนอลในเซลล์ และวสัดุตรงึมากขนึ  ซึงส่งผลต่อความยงัยนืในการย่อยสลายฟีนอลทางชวีภาพได ้ 
ในขณะทชีุดควบคุมซงึเป็นวสัดุปราศจากเซลลม์ฟีีนอลลดลงประมาณ 3-7% ซงึเกดิจากปจัจยัทาง abiotic  
จะเหน็ว่าเมอืมปีรมิาณวสัดุมากขนึจะทําใหป้รมิาณฟีนอลถูกกําจดัมากขนึ  และสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหาร
เหลว 1:10 (w/v) มกีารกําจดัฟีนอลลดลงอย่างมนีัยสําคญั เมอืเทยีบกบัสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลว 
3:10 และ 6:10 (w/v)   
 
  เพราะฉะนันจงึเลอืกใชส้ดัส่วนของเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลวท ี1:10 (w/v) มาศกึษา
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ต่างๆ ในขนัตอนต่อไป  อยา่งไรกต็าม เนืองจากการทดลอง
นีไมไ่ดม้กีารศกึษาการใชเ้ซลลต์รงึต่ออาหารเหลวในปรมิาณน้อยกว่าสดัสว่น 1:10 (w/v)  ซงึอาจเป็นไปได้
ว่าถ้าใชป้รมิาณเซลล์ตรงึน้อยกว่านี ประสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลอาจยงัมคี่าใกล้เคยีงกบัสดัส่วน
ขา้งตน้ ซงึแสดงวา่เซลลต์รงึมคีวามสามารถในการยอ่ยสลายฟีนอลไดด้ถีงึแมจ้ะใชใ้นปรมิาณน้อย 
 

 
รปูที 14 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของสดัสว่นเซลลต์รงึบน EFB ต่ออาหารเลยีงเชอืเหลว CFMM 
1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) โดยมคีวามเขม้ขน้ฟีนอลเรมิตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  
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หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างสดัส่วนเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v) ของเซลล์ตรงึบน EFB มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิเมอืตวัอกัษร
ภาษาองักฤษตวัใหญ่แตกต่างกนั, เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลระหว่างเซลลต์รงึบน EFB 
และชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลล์ในแต่ละสดัส่วนเซลล์ตรงึต่ออาหารเหลว มคีวามแตกต่างอย่างมี
นัยสาํคญัทางสถติ ิ เมอืตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั และเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อย
สลายฟีนอลระหว่างสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล ์
มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ เมอืตวัอกัษรภาษาไทยแตกต่างกนั (ทรีะดบัความเชอืมนั 95%, 
P<0.05) 
 
  6.3.2 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลทีความเข้มขน้ต่าง ๆ 
  นําเซลลต์รงึบน EFB โดยใชอ้าหารเลยีงเชอืปรมิาตร 5 มลิลลิติร ต่อเซลลต์รงึบน EFB 
ปรมิาณ 0.5 กรมั มาทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืเหลว CFMM ทมีกีารแปร
ผนัความเขม้ขน้ฟีนอลตงัแต่ 10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ 
(108 CFU/มลิลลิติร) ทคีวามเขม้ขน้ฟีนอลดงักล่าวขา้งต้น ในดา้นประสทิธภิาพของเปอรเ์ซน็ต์การลดลง
ของฟีนอล (% phenol removal)  ค่าคงทอีตัราการย่อยสลายฟีนอล (first-order degradation rate 
constant: k1) และอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลจาํเพาะสงูสุด (maximum specific degradation rate: k2)  ซงึ 
k1 และ k2 เป็นพารามเิตอรท์ชี่วยใหส้ามารถเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพระหว่างสองระบบไดช้ดัเจนขนึ ใน
กรณีปรมิาณเซลลเ์รมิตน้ของเซลลต์รงึ และเซลลอ์สิระอาจไมเ่ท่ากนั  จากผลการทดลอง (รปูท ี15, 16 และ
ตารางท ี12) แสดงใหเ้หน็ว่าทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระสามารถบําบดัฟีนอลได้
ดกีว่าเซลลต์รงึ ซงึมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P < 0.05) โดยสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้95% และ 
80% ตามลําดบั ภายในเวลา 24 ชวัโมง มคี่า k1 เท่ากบั 0.38 และ 0.31 h-1 และมคี่า k2 เท่ากบั 0.0010 
และ 0.0013 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลลต่์อชวัโมง ตามลําดบั  อย่างไรกต็ามเมอืความเขม้ขน้ฟีนอล
เพมิขนึตงัแต่ 30–5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าเซลลต์รงึสามารถกําจดัฟีนอลไดด้กีว่าเซลลอ์สิระซงึมคีวาม
แตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั (P < 0.05) โดยเซลลต์รงึมคีา่การยอ่ยสลายฟีนอลประมาณ 70-98% มคี่า k1  และ
คา่ k2 อยูใ่นชว่งระหวา่ง 0.0019-0.048 h-1  และ 0.0007–0.0360 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลลต่์อชวัโมง 
ตามลําดบั  ในขณะทเีซลลอ์สิระสามารถย่อยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 17-52% ซงึมคี่า k1 และค่า k2  อยู่
ในช่วงระหว่าง 0.0017–0.03 h-1 และ 0.0001–0.0060 มลิลกิรมัฟีนอลต่อมลิลกิรมัเซลล์ต่อชวัโมง 
ตามลาํดบั   
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รปูที 15 ปรมิาณฟีนอลทเีหลอืหลงัจากถูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB เปรยีบเทยีบกบัเซลลอ์สิระ (free 

cells) โดยทดลองทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 10 และ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 24 ชวัโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล 

50 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 72 ชวัโมง ความเขม้ขน้ฟีนอล 100  มลิลกิรมัต่อลติรทเีวลา 96 ชวัโมง และ

ความเขม้ขน้ฟีนอล 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร ทเีวลา 120 ชวัโมง 

หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลระหวา่งเซลลต์รงึบน EFB และเซลลอ์สิระในแต่ละ
ความเขม้ขน้ฟีนอล มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(ทรีะดบัความเชอืมนั 95%, P<0.05) เมอื
ตวัอกัษรแตกต่างกนั 
   
  จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่า ประสทิธภิาพของเซลล์ตรงึ และเซลล์อสิระในการกําจดั 
ฟีนอลในเชงิ % การกําจดั ค่า k1และ k2 มแีนวโน้มเป็นไปในทศิทางเดยีวกนั นนัคอื เมอืความเขม้ขน้ฟีนอล
ตําประมาณ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระมคี่าคงทอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลสงูกว่าเซลลต์รงึ อาจเป็นไป
ได้ว่าทคีวามเขม้ขน้ดงักล่าวมวลของฟีนอลจะแพร่ผ่านเขา้สู่เซลล์ตรงึไดน้้อยและชา้ เนืองจากเซลล์ตรงึมี
ขอ้จาํกดัในการแพรผ่า่นของสาร (Wang et al., 2007; Passos et al., 2010) ในขณะทเีซลลอ์สิระสามารถ
สมัผสักบัฟีนอลได้โดยตรง จงึทําใหก้ารกําจดัฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ดงักล่าวเกดิขนึไดด้กีว่า แต่เมอืความ
เขม้ขน้ฟีนอลสงูกวา่ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เซลลอ์สิระมคีา่คงทอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลตํากว่าเซลลต์รงึ (รปู
ท ี16) ทงันีอาจเนืองมาจากฟีนอลทคีวามเขม้ขน้สงูมผีลยบัยงัการเจรญิหรอืการทํางานหรอืมคีวามเป็นพษิ
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ต่อเซลล์อสิระ ทําใหป้ระสทิธภิาพในการกําจดัฟีนอลลดลง ในขณะทเีซลล์ตรงึมวีสัดุตรงึทําหน้าทปีกป้อง
เซลลจ์ากความเขม้ขน้ฟีนอลสงูได ้จงึทาํใหม้ปีระสทิธภิาพในการกาํจดัฟีนอลไดด้กีวา่เซลลอ์สิระ 
 

 
รปูที 16 คา่คงทอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB และเซลลอ์สิระทฟีีนอลความเขม้ขน้ต่างๆ 
 
  ผลการศกึษามคีวามสอดคลอ้งกบังานวจิยัทผี่านมา ซงึรายงานว่าเซลลต์รงึมปีระสทิธภิาพ
ในการย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้นสูงได้ดีกว่าเซลล์อิสระ เช่น จากการศึกษาการใช้โพลียูรเีทน โฟม 
(polyurethane foam) ตรงึ Acinetobacter sp. พบว่าเซลลท์มีกีารตรงึจะสามารถเจรญิไดท้คีวามเขม้ขน้
ของฟีนอล 1,500 มลิลกิรมัต่อลติร และสามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้19.7 มลิลกิรมัต่อลติรต่อชวัโมง  ในขณะ
ทเีซลลท์ไีมไ่ดต้รงึบนโพลยีรูเีทนโฟม (เซลลอ์สิระ) ถูกยบัยงัการเจรญิเตบิโตทคีวามเขม้ขน้ของฟีนอล 1,000 
มลิลกิรมัต่อลติร (Adav et al., 2007) จากการตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. 
FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) โดยใชเ้ชอืทแียกจากกากตะกอนเร่ง (Activated sludge) ซงึได้
ทําการศกึษาการย่อยสลายฟีนอลเปรยีบเทยีบระหว่างเซลล์อสิระ และเซลล์ตรงึ พบว่าเซลล์ทไีม่ตรงึบน 
PVA (เซลลอ์สิระ) มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 0.95 มลิลกิรมัฟีนอลต่อชวัโมง สว่นเซลลท์ตีรงึบน PVA มี
อตัราการยอ่ยสลายฟีนอล 1.20 มลิลกิรมัฟีนอลต่อชวัโมง (Liu et al., 2009) และจากรายงานการใชเ้มด็บดี
ตรงึกากตะกอนเรง่ พบว่าเซลลต์รงึมกีารยอ่ยสลายฟีนอลไดท้ชี่วงความเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมั
ต่อลติร โดยมปีระสทิธภิาพการยอ่ยสลายมากกว่า 95% ในเวลา 28 ชวัโมง  ทงันีเซลลอ์สิระถูกยบัยงัการ
ยอ่ยสลายทคีวามเขม้ขน้ของฟีนอล 3,000 มลิลกิรมัต่อลติร แต่ในขณะทเีซลลต์รงึไมถู่กยบัยงัทคีวามเขม้ขน้
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ดงักล่าว (Lee et al.,2009) จากรายงานการตรงึ Aspergillus awamori สายพนัธุ์ NRRL 3112 บน 
polyacrylonitrile membrane พบว่าเซลลอ์สิระ และเซลลต์รงึมอีตัราการย่อยสลายฟีนอล 1.16 และ 6.25  
มลิลกิรมัต่อชวัโมง ตามลําดบั (Yordanova et al., 2009) นอกจากนนัจากรายงานการศกึษาของ Ahmad et 
al. (2012) พบวา่เซลลต์รงึ Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์AQ5NOL 1 ใน gellan gum สามารถยอ่ยฟีนอลได้
อยา่งสมบูรณ์ภายในเวลา 108, 216 และ 240 ชวัโมง ทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 1,100, 1,500 และ 1,900 
มลิลกิรมัต่อลติร ตามลําดบั  ในขณะทเีซลล์อสิระย่อยสลายฟีนอลไดส้มบูรณ์ภายในเวลา 240 ชวัโมง ที
ความเขม้ขน้ฟีนอล 1,100 มลิลกิรมัต่อลติร 
 
ตารางที 12 อตัราการย่อยสลายจาํเพาะของฟีนอลทีความเขม้ข้นต่างๆ 
 

ความเขม้ขน้ฟีนอล 
(มิลลิกรมัต่อลิตร) 

อตัราการย่อยสลายฟีนอลจาํเพาะ 
(มิลลิกรมัฟีนอลต่อมิลลิกมัเซลลต่์อชวัโมง) 

เซลลต์รงึบน EFB เซลลอิ์สระ 

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 
 
  6.3.3 การนําเซลลต์รงึกลบัมาใช้ซาํ 
  เมอืนําเซลล์ตรงึบน EFB ทผี่านการทดสอบการย่อยสลายฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ 30 
มลิลกิรมัต่อลติร มาทดสอบการนํากลบัมาใชซ้ํา  เพอืศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลล์ตรงึ
ว่าสามารถนํากลบัมาใช้ซําได้กคีรงั พบว่าเซลล์ตรงึมปีระสทิธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลค่อนขา้งคงที
ประมาณ  98% ภายใน 24 ชวัโมง  เมอืผา่นการใชซ้ํา 10 ครงั (รปูท ี17)  ทงันีเซลลต์รงึยงัคงประสทิธภิาพ
ในการย่อยสลายฟีนอลไดเ้ท่ากบัเซลล์ตรงึทเีพงิใชง้านครงัแรก ซงึช่วยลดระยะเวลา และค่าใชจ้่ายในการ
เตรยีมหวัเชอืใหม่ และจากการศกึษาลกัษณะการเปลยีนแปลงของพนืผวิวสัดุและเซลล์ตรงึหลงัจากการใช้
ซํา ดว้ยเทคนิค SEM แสดงใหเ้หน็ว่าวสัดุมลีกัษณะเปลยีนแปลงไปเลก็น้อย และยงัมปีรมิาณเซลลท์ถีูกตรงึ
หลงเหลอือยูบ่นวสัดุ ดงัรปูท ี18 นอกจากนันผลการทดสอบการเกบ็เซลลต์รงึทอุีณหภูม ิ4  องศาเซลเซยีส 
นาน 4 สปัดาห ์พบว่าเซลลต์รงึทเีกบ็ไวส้ามารถยอ่ยสลายฟีนอลได ้90% ภายในเวลา 24 ชวัโมง  แสดงว่า
เซลลต์รงึทเีกบ็รกัษาไวย้งัคงมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลไดใ้กลเ้คยีงกบัเซลลต์รงึทเีพงิเตรยีมใหม ่ 
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อาจมสีาเหตุมาจากเซลล์ตรงึมคีวามเสถียร และวสัดุตรงึสามารถปกป้องเซลล์แบคทเีรยีจากสภาวะทไีม่
เหมาะสม รวมทงัจากการปนเปือนไดด้ ีในขณะทกีารเกบ็เซลล์ตรงึทอุีณหภูมหิอ้งอาจมคีวามเสยีงต่อการ
ปนเปือนจุลินทรยี์ชนิดอนืได้ง่าย เนืองจากแบคทเีรยี และเชอืราหลายชนิดสามารถเจรญิได้ดใีนสภาวะ
อุณหภมูหิอ้ง  
 

 
รปูที 17 ปรมิาณฟีนอลทถีูกยอ่ยสลายโดยเซลลต์รงึบน EFB  หลงัจากผา่นการใชง้านแลว้ 10 ครงัในอาหาร
เลยีงเชอื CFMM ทเีตมิฟีนอล 
 
  จากการศกึษาของ Obuekwe and Al-Muttawa (2001) พบว่าเซลลแ์บคทเีรยี Arthrobacter 
sp. ตรงึบนขเีลอืย Styrofoam และราํขา้วสาล ี สามารถรกัษาประสทิธภิาพการย่อยสลายปิโตรเลยีม
ไฮโดรคารบ์อน หลงัจากเกบ็เซลลต์รงึไวน้าน 6 สปัดาหท์ ี45 องศาเซลเซยีส  Liu et al. (2009) รายงานว่า
เซลลต์รงึ  Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 บน polyvinyl alcohol (PVA) สามารถ
นําเซลลก์ลบัมาใชใ้หมไ่ด ้ซงึยงัสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้93% หลงัจากเกบ็ไว ้50 วนั  แต่เซลลอ์สิระจะ
มอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลลดลงหลงัจากทเีกบ็ไว ้10 วนั ทอุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส  อยา่งไรกต็ามการ
ตรงึเซลลส์ายพนัธุ ์XA05 และ FG03 สามารถนํากลบัมาใชใ้หมไ่ดอ้ยา่งน้อย 20 ครงั  จากรายงานของ Ying 
et al. (2007) ใช ้ polyvinyl alcohol (PVA) ในการตรงึเซลล ์Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์PD 12 พบว่า
สามารถเกบ็เซลลท์อุีณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีล ไดน้าน 50 วนั นอกจากนีการศกึษาของ Ahmad et al. 
(2012) พบว่าเซลลต์รงึ Acinetobacter sp. สายพนัธุ ์AQ5NOL1 ใน gellan gum สามารถรกัษา
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลโดยนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้าํไดอ้ยา่งน้อย 45 ครงั 
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                                  (a)                                                                (b) 
 
รปูที 18 ลกัษณะการเปลยีนแปลงของพนืผวิ EFB และเซลล์ทถีูกตรงึวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค SEM ที
กําลงัขยาย 10000x-15000x; ก่อนการย่อยสลายฟีนอล (a) และหลงัการนํากลบัมาใชย้อ่ยสลายฟีนอลซํา
จาํนวน 5 ครงั (b) 
  
 6.4 ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลลต์รึงบน EFB ในนําทิงโรงงานสกดันํามนั
ปาลม์ 
 การทดลองนีเลือกใช้นําทิงจากโรงงานสกดันํามนัปาล์มเป็นนําเสยีต้นแบบทมีกีารปนเปือนของ     
ฟีนอล  ปาล์มนํามนัถือเป็นพืชเศรษฐกิจทีสําคัญของประเทศไทย อุตสาหกรรมสกัดนํามันปาล์มดิบ
ก่อให้เกิดนําเสียทีมีสารอินทรีย์สูง มีสีคลํา  ซึงส่วนหนึงมีสาเหตุมาจากสารประกอบฟีนอลทีเป็น
องคป์ระกอบในนําเสยี  ซงึสารประกอบฟีนอลถูกสกดัออกมาจากผลปาลม์ในระหว่างกระบวนการสกดันํามนั
ปาลม์แบบมาตรฐาน (แบบใชนํ้า) จงึมคีวามจาํเป็นในการพฒันาเทคโนโลยทีมีปีระสทิธภิาพ ราคาถูก และ
ไมก่่อใหเ้กดิผลกระทบต่อสงิแวดลอ้มในการจดัการปญัหานําเสยีจากอุตสาหกรรมสกดันํามนัปาลม์ 
 
  6.4.1 ผลของปริมาณเซลลต์รงึต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล  
  เนืองจากองค์ประกอบของนําทิงมีปริมาณสารอินทรีย์ค่อนข้างสูง เมือเปรียบเทียบกบั
การศกึษาในอาหารเลยีงเชอื รวมทงัมกีารเพมิขนาดของวสัดุทใีชต้รงึใหม้ขีนาดใหญ่ขนึ  เพอืความสะดวกใน
การนําไปใชง้านบําบดันําเสยี จงึตอ้งทําการแปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึต่อสดัส่วนนําทงิเพมิเตมิ โดยการ
แปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึต่อนําทงิ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ทดสอบในนําทงิทผี่านการทําใหป้ราศจาก
เชอืจุลนิทรยี ์เพอืศกึษาวา่ปรมิาณเซลลต์รงึต่อนําทงิทอีตัราสว่นใดมปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลได้
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ดทีสีดุ  ผลการทดลองพบวา่สดัสว่นเซลลต์รงึต่อนําทงิ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) สามารถยอ่ยสลายฟีนอล
ไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั คอื 40%, 64% และ 53% ตามลาํดบั (รปูท ี19)  ทงันีอาจกล่าวไดว้่าปรมิาณ
เซลลต์รงึ 3 กรมั หรอืสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนําทงิ 3:10 (w/v) มปีรมิาณเซลลแ์บคทเีรยีเหมาะสมเพยีงพอใน
การยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิ เมอืเปรยีบเทยีบกบัผลการทดลองสดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหาร CFMM  พบว่า
สดัสว่นเซลลต์รงึทเีหมาะสมสาํหรบันําทงิมปีรมิาณมากกว่าความตอ้งการในอาหารเหลว ซงึใชเ้พยีงสดัสว่น 
1:10 (w/v)  ทงันีอาจเป็นไปไดว้่าในการทดลองนีมกีารเพมิขนาดของวสัดุตรงึทใีชจ้าก 0.5-1 มลิลเิมตรเป็น 
1x1x1 เซนตเิมตร ซงึขนาดทเีพมิขนึอาจมผีลต่อปรมิาณการเกาะตดิของเซลลบ์นวสัดุ และอตัราการแพร่
ผ่านของสารเขา้สู่เซลลต์รงึ และอกีปจัจยัหนึง ไดแ้ก่ องคป์ระกอบของนําทงิ อาจมผีลต่อประสทิธภิาพการ
ยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ  ดงันันจงึนําอตัราสว่นของเซลลต์รงึต่อนําทงิท ี3:10 (w/v) มาศกึษาในการ
ทดลองต่อไป  สาํหรบัชุดควบคุมเพอืศกึษาผลของกระบวนการทางกายภาพและเคมต่ีอการลดลงของฟีนอล 
(abiotic controls)  พบว่าชุดควบคุม EFB ปราศจากเซลลด์ดูซบัฟีนอลไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญั ที
สดัสว่น EFB ต่อนําทงิ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) คอื 3, 7 และ 9% ตามลําดบั (รปูท ี19)  ซงึทสีดัสว่น
เซลลต์รงึต่อนําทงิ 1:10 (w/v) มกีารกําจดัฟีนอลลดลงอยา่งมนียัสาํคญั เมอืเทยีบกบัสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนํา
ทงิ 3:10 และ 6:10 (w/v)   
 

 
รปูที 19 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ของเซลลต์รงึบน EFB โดยการ
แปรผนัปรมิาณของเซลลต์รงึทสีดัสว่นต่างๆ 
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หมายเหตุ: เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างสดัส่วนเซลลต์รงึต่อนําทงิ 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) ของเซลลต์รงึบน EFB มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิเมอืตวัอกัษรภาษาองักฤษ
ตวัใหญ่แตกต่างกนั, เปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่างเซลล์ตรงึบน EFB และชุด
ควบคุม EFB ปราศจากเซลลใ์นแต่ละสดัสว่นเซลลต์รงึต่อนําทงิ มคีวามแตกต่างอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ 
เมอืตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั และเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลระหว่าง
สดัสว่นเซลลต์รงึต่อนําทงิ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ของ EFB ปราศจากเซลล ์มคีวามแตกต่างอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถติ ิ เมอืตวัอกัษรภาษาไทยแตกต่างกนั (ทรีะดบัความเชอืมนั 95%, P<0.05) 
 
  6.4.2 ผลการกระตุ้น (Activation) และการปรบัตวั (Acclimation) ของเซลลต์รงึ 
    
  6.4.2.1 การกระตุ้นเซลลต์รงึด้วยฟีนอล 
  ศกึษาผลการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลต่อประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลในนําทงิ โดย
การนําเซลลต์รงึบน EFB มากระตุน้ดว้ยฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติรในอาหาร CFMM เป็น
เวลา 24 ชวัโมง  ทงันีการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลจะเป็นการชกันํา และรกัษาการผลติเอนไซมภ์ายใน
เซลล์ก่อนนําไปใช ้ เนืองจากในขนัตอนการตรงึเซลล์จุลนิทรยีต์้องอาศยัระยะเวลาในการบ่มเซลล์ร่วมกบั
วสัดุไวถ้งึ 6 วนั เพอืใหเ้กดิการสงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ในการยดึตดิกบัผนงัของวสัดุตรงึ  ซงึในกระบวนการ
ดงักล่าวไมม่กีารเตมิแหล่งคารบ์อนใดๆ ดงันนัทาํใหเ้ซลลอ์ยูใ่นภาวะขาดแคลนอาหาร และอาจสง่ผลต่อการ
เจรญิ และการผลติเอนไซมท์เีกยีวขอ้งในการย่อยสลายฟีนอลในนําทงิ  จากการทดลองพบว่าเซลลต์รงึบน 
EFB ทผี่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลสามารถลดปรมิาณฟีนอลในนําทงิได ้64% ภายในเวลา 7 วนั ซงึมี
ความสามารถในการกําจดัฟีนอลไดส้งูกว่าเซลลต์รงึทยีงัไม่ผ่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลอย่างมนีัยสาํคญั  ซงึ
ลดฟีนอลไดเ้พยีง 35% (ตารางท ี13)    
 
  นอกจากนันผลการทดสอบประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการย่อยสลายฟีนอลในนําทงิทไีม่
ผา่นการฆา่เชอืจุลนิทรยี ์พบวา่เซลลต์รงึบน EFB ยงัสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 71% ภายในเวลา 
7 วนั ซงึสูงกว่าการใชนํ้าทงิทผี่านการฆ่าเชอืเลก็น้อย  อาจเป็นผลเสรมิมาจากจุลนิทรยีท์สีามารถย่อย
สลายฟีนอลไดท้มีอียูเ่ดมิในนําทงิ 
 
  จากการนบัจาํนวนเซลลแ์บคทเีรยีในวนัเรมิตน้และหลงัการบําบดัพบว่า ในวนัท ี0 ของการ
ทดลอง เซลลต์รงึมจีาํนวนแบคทเีรยี 2.27×1010 CFU/กรมัวสัดุ และหลงัการทดลองผา่นไป 7 วนั พบว่า
จํานวนแบคทเีรยีมจีํานวนเพมิขนึ ซึงมจีํานวนเท่ากบั 4.83×1010 CFU/กรมัวสัดุ และพบว่ามจีํานวน
แบคทเีรยีในนําทงิเท่ากบั 2.0×1010 CFU/มลิลลิติร โดยพบว่าเซลล์ตรงึมจีํานวนเซลล์เพมิขนึ ในขณะที
ปรมิาณฟีนอล และสารอนิทรยีใ์นรปู BOD และ COD ในนําทงิลดลง แสดงใหเ้หน็ว่าเซลลต์รงึสามารถยอ่ย
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สลายฟีนอล โดยใช้ฟีนอล รวมทังสารอินทรีย์อืนๆ ในนําทิงเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานในการ
เจรญิเตบิโต 
   
ตารางที 13 องคป์ระกอบของนําทิงโรงงานสกดันํามนัปาลม์ก่อน และหลงัการบาํบดัด้วยเซลลต์รึง
บน EFB ทีผา่นการกระตุ้นด้วยฟีนอล 
 

พารามิเตอร ์ *ค่ามาตรฐานคณุภาพนําทิง **ก่อนบาํบดั หลงับาํบดั 

pH  5.5-9.0 8.2 7.9 
BOD (มก./ล.) ไมเ่กนิ 60 มก./ล. 725 61.5 

COD (มก./ล.) ไมเ่กนิ 400 มก./ล. 10,296 1,355 

TKN (มก./ล.) ไมเ่กนิ 200 มก./ล. 210 64 

TP (มก./ล.)  - 17.2 16.2 
Oil & Grease (มก./
ล.) 

ไมเ่กนิ 15 มก./ล. 30 5 

Phenols (มก./ล.) ไมเ่กนิ 1.0 มก./ล. 30 8 
Color (%)  - 100 75 

 
ทีมา: *ประกาศกระทรวงวทิยาศาสตร ์เทคโนโลยแีละสงิแวดลอ้ม ฉบบัท ี3 (พ.ศ. 2539) ลงวนัท ี3 มกราคม 
2539 เรอืงกาํหนดมาตรฐานควบคุมการระบายนําทงิจากแหล่งกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรม ตพีมิพใ์นราชกจิจานุเบกษา เล่มท ี113 ตอนท ี13 ลงวนัท ี13 กุมภาพนัธ ์2539 
** นําทงิจากโรงงานสกดันํามนัปาลม์ จงัหวดัสตูลเกบ็ตวัอยา่งวนัท ี29 มนีาคม 2554 
 
  จากการวเิคราะห์องค์ประกอบของนําทงิก่อนและหลงัการบําบดัดงัตารางท ี13 พบว่า
ปรมิาณ COD ลดลงประมาณ 87 % จากความเขม้ขน้เรมิตน้ 10,296 มลิลกิรมัต่อลติร เหลอืประมาณ 1,355 
มลิลกิรมัต่อลติร และปรมิาณ BOD ลดลงประมาณ 92% จาก 725 มลิลกิรมัต่อลติร เหลอื 61.5 มลิลกิรมัต่อ
ลติร ซงึเป็นขอ้ดขีองการบําบดันําทงิดว้ยเซลลต์รงึบน EFB ดว้ยวธิกีารนี ทงันีพบว่าค่า pH หลงัการบําบดั
เท่ากบั 7.94 ค่า TKN, TP และ Oil & Grease หลงัการบําบดัเท่ากบั 64, 16.2 และ 5 มลิลกิรมัต่อลติร 
ตามลาํดบั  ดงันนั นอกจากค่า COD แลว้ พบว่าค่าพารามเิตอรอ์นืมคี่าอยูใ่นเกณฑค์่ามาตรฐานคุณภาพนํา
ทงิ  นอกจากนนัพบว่าหลงัการบําบดัสามารถลดความเขม้ของสทีเีกดิจากสารประกอบฟีนอลลงไดป้ระมาณ 
25% (ตารางท ี13)  อยา่งไรกต็ามพบว่าประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการบําบดัฟีนอลลดลง เมอืเทยีบกบั
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การศกึษาในอาหารเหลว CFMM เนืองจากในองคป์ระกอบของนําทงิยงัมสีารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิชนิด
อนืๆ รวมอยู่ดว้ย ซงึอาจมผีลต่อการทาํงานของเซลลต์รงึ ในขณะทกีารศกึษาในอาหารเหลวมเีฉพาะฟีนอล
เพยีงชนิดเดยีว  
  6.4.2.2 การปรบัตวัของเซลลต์รงึด้วยนําทิงทีผา่นการเจือจาง 
  ศกึษาผลการปรบัตวัของเซลลต์รงึดว้ยการเลยีงในนําทงิทผีา่นการเจอืจาง โดยการนําเซลล์
ตรงึบน EFB มาย่อยสลายฟีนอลในนําทงิทมีกีารปรบัความเขม้ขน้ของนําทงิใหเ้พมิขนึอย่างชา้ๆ เพอืให้
เวลาเซลลต์รงึมกีารปรบัตวัก่อนนําไปทดสอบดว้ยนําทงิทไีมผ่า่นการเจอืจาง  เนืองจากในนําทงิยงัมอีนุพนัธ์
ของฟีนอลเป็นองคป์ระกอบดว้ย ซงึอนุพนัธข์องฟีนอลบางชนิดแมว้่าจะมคีวามเขม้ขน้ตํา กอ็าจมคีวามเป็น
พษิต่อเซลลต์รงึ และสามารถยบัยงัการทาํงานของเซลลไ์ด ้โดยใชส้ดัสว่นนําทงิทฆีา่เชอืแลว้ต่ออาหารเหลว 
CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั จากการทดลองพบว่าทสีดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 
25% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้13, 23 และ 29% ทเีวลา 1, 3 และ 5 วนั และสดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว 
CFMM 50% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้29, 50 และ 51% ทเีวลา 1, 3 และ 5 วนั และสดัสว่นนําทงิต่ออาหาร
เหลว CFMM  100% เซลลต์รงึสามารถลดฟีนอลได ้30, 41, 52 และ 54% ภายในระยะเวลา 1, 3, 5 และ 7 
วนั (ตารางท ี14)  ซงึทสีดัส่วนําทงิต่ออาหารเหลว 25% มปีระสทิธภิาพการกําจดัฟีนอลแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญั เมอืเทยีบกบัสดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% ณ วนัสนิสุดการทดลอง  และ
เมอืใชเ้ซลล์ตรงึทไีม่ผ่านการปรบัตวั พบว่าเซลลต์รงึลดฟีนอลได ้35% ทงันีอาจเนืองมาจากสารประกอบ   
ฟีนอลทเีป็นองคป์ระกอบในนําทงิมผีลยบัยงัการทาํงานของเซลลต์รงึ จงึทาํใหเ้ซลลต์รงึทไีมผ่า่นการปรบัตวั 
มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลน้อยกวา่เซลลต์รงึทผีา่นการปรบัตวัดว้ยการเลยีงในนําทงิเจอืจางก่อน 
  
  จากการศกึษาทผี่านมารายงานว่าจุลนิทรยีท์ผีา่นขนัตอนการปรบัตวั จะมคีวามสามารถใน
การยอ่ยสลายมลพษิเพมิขนึ ดงัรายงานของ Lu et al. (2009) ซงึใชเ้ชอืราผุขาว (white rot fungus) ตรงึบน
เศษไม ้เพอืย่อยสลายสารประกอบฟีนอลกิจากนําทงิโรงงานผลติโคก้ โดยทําการปรบัสภาพเชอืราในนําทงิ
เจอืจาง 50% ก่อน  พบวา่เชอืราสามารถยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลกิได ้87% ภายในเวลา 6 วนั และจาก
การศกึษาของ Gonzalez et al. (2001) รายงานการย่อยสลายฟีนอลในนําเสยีโรงงานผลติเรซนิโดย 
Psuedomonas putida ATCC 17484 ตรงึบน calcium alginate gel ซงึมคีวามเขม้ขน้ฟีนอลประมาณ 
1,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าเซลลต์รงึลดปรมิาณฟีนอลจาก 340 ชวัโมง (ปรบัสภาพเซลลค์รงัท ี1) เหลอื 
260 ชวัโมง หลงัจากการปรบัสภาพเซลลค์รงัท ี2 ดว้ยการเจอืจางนําเสยี 
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ตารางที 14 ปริมาณฟีนอลทีลดลง (%) โดยใช้เซลลต์รงึด้วยวิธีต่างๆ 

วิธี 
สดัส่วนนําทิงต่อ

อาหารเหลว CFMM 
*ปริมาณฟีนอลที

ลดลง (%) 
เวลาทีใช้ในการยอ่ย
สลายฟีนอล (วนั) 

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 

 
* เปรยีบเทยีบระหว่างวธิไีมผ่า่นการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอล (Non activation) และวธิกีารกระตุน้เซลล์
ตรงึด้วยฟีนอล (Activation) วธิกีารปรบัตวัของเซลล์ตรงึดว้ยการเจอืจางนําทงิ (Acclimation) และวธิรี่วม
ระหว่างการกระตุน้และการปรบัตวัของเซลลต์รงึดว้ยนําทงิทผีา่นการเจอืจาง (Activation and Acclimation) 
มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(ทรีะดบัความเชอืมนั 95%, P<0.05) เมอืตวัอกัษรภาษาองักฤษ
ตัวใหญ่แตกต่างกัน และเปรียบเทียบระหว่างวิธีการปรับตัวของเซลล์ตรึงด้วยการเจือจางนําทิง 
(Acclimation) และวิธีร่วมระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวัของเซลล์ตรงึด้วยนําทิงทีผ่านการเจือจาง 
(Activation and Acclimation) ทสีดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 25%, 50% และ 100% ทชีุดการ
ทดลองเดยีวกนั มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ เมอืตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็แตกต่างกนั  
   
  6.4.2.3 ผลการกระตุ้นรว่มกบัการปรบัตวัของเซลลต์รงึ 
  ศกึษาผลการกระตุน้และการปรบัตวัของเซลลต์รงึ โดยการนําเซลลต์รงึบน EFB มากระตุน้
ดว้ยฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 ชวัโมง จากนันนําเซลลต์รงึมาเลยีงในนําทงิที
ผา่นการเจอืจาง โดยมกีารปรบัความเขม้ขน้ของนําทงิใหม้ากขนึอย่างชา้ๆ ใชส้ดัส่วนนําทงิทฆี่าเชอืแลว้ต่อ
อาหารเหลว CFMM 25, 50 และ 100% (v/v) ตามลําดบั จากการทดลอง พบว่าหลงัการกระตุน้ดว้ยฟีนอล 
แลว้นําเซลลต์รงึไปปรบัตวัในนําทงิทเีจอืจางตงัแต่ 25-100%  พบว่าเซลลต์รงึลดฟีนอลไดเ้พมิขนึเป็นลําดบั 
โดยในสดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 25% เซลล์ตรงึลดฟีนอลได ้52% ภายในเวลา 5 วนั จากนัน
เลยีงในสดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 50% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้66% เป็นเวลา 5 วนั และสดัสว่น
นําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 100% เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้72% ภายในระยะเวลา 10 วนั (ตารางท ี14)  
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ในขณะทสีดัส่วนนําทงิต่ออาหารเหลว 25% มปีระสทิธภิาพการกําจดัฟีนอลแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญั เมอื
เทยีบกบัสดัสว่นนําทงิต่ออาหารเหลว CFMM 50% และ 100% และเมอืใชเ้ซลลต์รงึทยีงัไมผ่า่นการกระตุน้
ดว้ยฟีนอล และไมผ่า่นการปรบัตวัดว้ยการเจอืจางนําทงิ  พบวา่เซลลต์รงึลดฟีนอลได ้35% อาจเนืองมาจาก
เซลล์ตรึงขาดการกระตุ้นเพือชักนํา และรักษาการผลิตเอนไซม์ภายในเซลล์  จึงทําให้เซลล์ตรึงมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลน้อยกว่าเซลล์ตรงึทผี่านการกระตุ้น และการปรบัตวั จากการวเิคราะห์
ความแปรปรวนทางเดยีว โดยใชส้ถติ ิone way-ANOVA เปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างวธิกีารเตรยีม
เซลลต์รงึก่อนนําไปใชด้ว้ยวธิต่ีางๆ ไดแ้ก่ 1) ไมผ่า่นการกระตุน้และการปรบัตวั (Non-activation and non-
acclimation) 2) วธิกีารกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอล (Activation) 3) วธิกีารปรบัตวัเซลลต์รงึในนําทงิเจอืจาง 
(Acclimation) และ 4) วธิรี่วมระหว่างการกระตุ้นและการปรบัตวั (Activation and acclimation) มี
ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติทิรีะดบั 0.05  
 
  อยา่งไรกต็าม จะเหน็ไดว้่าประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึทถีูกกระตุน้หรอื
ปรบัตวัแลว้ในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ มคี่าตํากว่าการบําบดัฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืทมีฟีีนอล  ทงันี
อาจเนืองมาจากในนําทิงโรงงานสกดันํามนัปาล์มมทีงัฟีนอล อนุพนัธ์ของฟีนอล และสารมลพษิอืนๆ ที
ปนเปือนในนําทิงด้วย  ซึงอาจส่งผลต่อการเจริญและกิจกรรมการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึง จาก
งานวจิยันีพบว่าเซลล์ตรงึมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลในอาหารเหลวเกอืบ 100% ในขณะที
สามารถย่อยสลายฟีนอลในนําทงิไดป้ระมาณ 64-72% ซงึมปีระสทิธภิาพสงูกว่าการศกึษาก่อนหน้านี โดย 
Limkhuansuwan and Chaiprasert (2010) รายงานว่าพบการปนเปือนของสารประกอบฟีนอลกิ 33.64 
มลิลกิรมัต่อลติร ในนําทงิจากโรงงานสกดันํามนัปาลม์ และพบว่า lactic acid bacteria สามารถยอ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลกิไดป้ระมาณ 44%  จากผลการศกึษาการย่อยสลายฟีนอลในนําทงิโรงงานสกดันํามนั
ปาล์มด้วยเซลล์ตรงึบน EFB ในงานวิจยันี  พบว่าความเข้มข้นฟีนอลทีเหลือในนําทิงยงัมคี่าสูงกว่าค่า
มาตรฐานคุณภาพนําทงิจากอุตสาหกรรม ซงึกําหนดใหม้ปีรมิาณฟีนอลสงูสุดไม่เกนิ 0.1 มลิลกิรมัต่อลติร  
อย่างไรก็ตาม สามารถนํานําทิงทีผ่านการบําบดัแล้ว มาผ่านการบําบดัซําอีกครงั หรอือาจมีการศึกษา
ประสทิธภิาพการบําบดัฟีนอลในระบบบําบดัแบบกงึกะ (Fed batch system) หรอืระบบทมีคีวามต่อเนือง 
(Continuous system) ซงึอาจทาํใหค้า่ความเขม้ขน้ฟีนอลในนําทงิลดลงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานคุณภาพนําทงิ
ได ้ 
   
  6.4.3 การนําเซลลต์รงึมาใช้ซาํเพือบาํบดันําทิง 
  เมอืนําเซลลต์รงึบน EFB ทผีา่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล มาทดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลในนํา
ทงิซาํ  เพอืดปูระสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึว่าสามารถนํากลบัมาใชซ้ําไดก้คีรงั และยงัคงมี
ประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลได้เหมอืนกบัการใช้ครงัแรกหรอืไม่ ซงึจะทําใหช้่วยลดระยะเวลา และ
ค่าใชจ้่ายในการเตรยีมหวัเชอืใหม ่ พบว่าสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ําไดอ้ยา่งน้อย 10 ครงั โดยเซลล์
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ตรงึมปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 50-68% ภายในเวลา 7 วนั (รปูท ี20) โดยพบว่า
ประสทิธภิาพการนําเซลล์ตรงึกลบัมาใชซ้ําย่อยสลายฟีนอลในนําทงิมปีระสทิธภิาพตํากว่าการนําเซลล์ตรงึ
กลบัมาใชซ้ําในการยอ่ยสลายฟีนอลในอาหารเลยีงเชอืทมีฟีีนอล  อาจเนืองมาจากองคป์ระกอบต่างๆ ในนํา
ทงิโรงงานสกดันํามนัปาลม์ สง่ผลต่อการเจรญิและกจิกรรมการยอ่ยสลายฟีนอลของเซลลต์รงึ  รวมทงัสง่ผล
ต่อการเปลยีนแปลงคุณสมบตัขิองพนืผวิวสัดุตรงึ ซงึอาจทาํใหเ้ซลลต์รงึเกดิความเสยีหาย และหลุดออกจาก
วสัดุได ้เมอืมกีารนํามาใชซ้าํหลายๆ ครงั 
 

 
รปูที 20 ปรมิาณฟีนอลทถีูกย่อยสลายโดยเซลล์ตรงึบน EFB ทผี่านการใชซ้ําจํานวน 10 ครงั ในนําทงิ
โรงงานสกดันํามนัปาลม์   
 
7. สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
 7.1 สรปุผลการทดลอง  
 การผลิต EPS ของแบคทีเรีย 
 แบคทเีรยี Methylobacterium  sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ทงั 2 ชนิด มกีารผลติ EPS 
ในระหว่างการตรงึเซลลบ์นวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั ซงึพบว่า Methylobacterium sp. NP3 มอีตัราในการ
สงัเคราะหเ์สน้ใย EPS ไดเ้รว็กว่า Acinetobacter sp. PK1  และเมอืนําแบคทเีรยีผสม 2 ชนิด มาตรงึบน
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วสัดุ EFB และ PF พบว่าเซลล์แบคทเีรยีผลติ EPS บน EFB และ PF ไดค้งทใีนวนัท ี6 และวนัท ี8 
ตามลาํดบั โดยปรมิาณ EPS ทผีลติขนึมจีาํนวนเพมิขนึประมาณ 80% เมอืเทยีบกบัเรมิตน้ทดลอง ดงันนัจงึ
ทาํการตรงึเซลลท์รีะยะเวลา 6 และ 8 วนั บน EFB และ PF ตามลําดบั เพอืใหเ้ซลลม์กีารเกาะตดิกบัวสัดุได้
ดเีพยีงพอ และป้องกนัการหลุดของเซลลต์รงึ เมอืมกีารนําไปใช ้
 
 การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรงึในอาหารเลียงเชือเหลว 
 จากการคดัเลอืกวสัดุตรงึระหว่าง EFB และ PF  โดยดจูากประสทิธภิาพของเซลลต์รงึในการกําจดั 
ฟีนอลทคีวามเขม้ขน้เรมิตน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร  พบว่าเซลล์ตรงึทงั 2 ชนิด สามารถย่อยสลายฟีนอลได้
เกอืบสมบูรณ์ (98%) โดยเซลลต์รงึบน EFB มอีตัราการกําจดัฟีนอลสงูกว่าเซลลต์รงึบน PF และมกีารดดู
ซบัฟีนอลน้อยกวา่  ดงันนัจงึเลอืกใชเ้ซลลต์รงึบน EFB มาใชท้ดสอบการยอ่ยสลายฟีนอลต่อไป 
  
 จากการแปรผนัปรมิาณเซลลต์รงึบน EFB ทสีดัสว่นเซลลต์รงึต่ออาหารเหลว CFMM เท่ากบั 1:10, 
3:10 และ 6:10 (w/v)  พบว่าการเตมิเซลลต์รงึสดัสว่น 1:10 (w/v) มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลสงู
ถงึ 98% ภายในเวลา 24 ชวัโมง  เพราะฉะนนัจงึเลอืกใชส้ดัสว่นของเซลลต์รงึต่ออาหารเหลวท ี1:10 (w/v) 
มาศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลทคีวามเขม้ขน้ต่างๆ ในขนัตอนต่อไป 
  
 จากการทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยสลายฟีนอลดว้ยเซลลต์รงึบน EFB  ในอาหารเลยีงเชอืเหลวที
ความเขม้ขน้ต่างๆ ไดแ้ก่  10, 30, 50, 100, 500 และ 5,000 มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 
10 มลิลกิรมัต่อลติร  เซลล์อสิระสามารถบําบดัฟีนอลได้ดกีว่าเซลล์ตรงึ โดยสามารถลดปรมิาณฟีนอลได ้
95% และ 80% ตามลาํดบั ภายในเวลา 24 ชวัโมง  อยา่งไรกต็าม เมอืความเขม้ขน้ฟีนอลเพมิขนึตงัแต่ 30–
5,000 มลิลกิรมัต่อลติร  พบว่าเซลล์ตรงึสามารถกําจดัฟีนอลไดด้กีว่าเซลล์อสิระ ซงึมคี่าการย่อยสลาย
ประมาณ 70-98%  ในขณะทเีซลลอ์สิระสามารถยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 17-52%  และผลการทดลอง
ยงัแสดงวา่เซลลต์รงึมอีตัราการยอ่ยสลายฟีนอลสงูกว่าเซลลอ์สิระททีุกความเขม้ขน้ของฟีนอล  นอกจากนนั
เซลลต์รงึยงัสามารถนํากลบัมาใชซ้ําไดอ้ย่างน้อย 10 ครงั  โดยมปีระสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอลทคีวาม
เขม้ขน้ 30 มลิลกิรมัต่อลติร ถงึ 99% ภายในเวลา 24 ชวัโมง  รวมทงัสามารถเกบ็เซลลต์รงึไวไ้ดน้าน 1 
เดอืน ทอุีณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส โดยประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายฟีนอลยงัคงเดมิ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึงในนําทิงโรงงานสกดันํามนั
ปาลม์ 
 จากการศกึษาผลของการกระตุน้เซลลต์รงึดว้ยฟีนอลความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร เป็นเวลา 24 
ชวัโมง  พบว่าเซลล์ตรงึลดฟีนอลในนําทงิโรงงานสกดันํามนัปาล์มได้ 64% ภายในเวลา 7 วนั  ในขณะที
เซลล์ตรงึทไีม่ผ่านการกระตุน้ดว้ยฟีนอลสามารถกําจดัฟีนอลไดเ้พยีง 35%  และจากการศกึษาผลของการ
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ปรบัตวัเซลล์ตรงึในนําทงิทผี่านการเจอืจางก่อนนําไปใช้  พบว่าเซลล์ตรงึหลงัการปรบัสภาพสามารถลด
ปรมิาณฟีนอลในนําทงิทไีมไ่ดเ้จอืจางได ้54% ภายในเวลา 7 วนั  นอกจากนนัจากการยอ่ยสลายฟีนอลดว้ย
วธิรี่วมระหว่างการกระตุน้ และการปรบัตวัของเซลล์ตรงึ  พบว่าลดปรมิาณฟีนอลได ้72% ภายในเวลา 10 
วนั และสามารถนําเซลลต์รงึกลบัมาใชซ้ําในการบําบดันําทงิไดอ้ย่างน้อย 10 ครงั ซงึมปีระสทิธภิาพในการ
ยอ่ยสลายฟีนอลไดป้ระมาณ 50–69% 
  
 ดงันนั ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่าการเตรยีมเซลลต์รงึบนวสัดุเศษเหลอืปาลม์นํามนั EFB และ PF 
สามารถทาํไดโ้ดยการบ่มเซลลแ์บคทเีรยีรว่มกบัวสัดุ  โดยใหอ้ตัราการเขยา่ประมาณ 130 รอบต่อนาท ีเป็น
ระยะเวลา 6 และ 8 วนั ตามลําดบั  อยา่งไรกต็าม เซลลต์รงึทเีตรยีมไดค้วรนําไปผา่นการกระตุน้ดว้ยฟีนอล
ในอาหารเลยีงเชอืเหลว หรอืผ่านการปรบัตวัในนําทงิทเีจอืจาง หรอืวธิรีว่มระหว่าง 2 วธิกีารดงักล่าว  เพอื
ชกันําและรกัษาการผลติเอนไซมท์เีกยีวขอ้งในการย่อยสลายฟีนอล  รวมทงัใหเ้ซลลป์รบัตวัมคีวามทนทาน
ต่อสารประกอบฟีนอล และอนุพันธ์ของฟีนอลในนําทิงโรงงานสกัดนํามันปาล์มก่อนนําไปใช้งาน  
นอกจากนนัยงัสามารถนําเซลลต์รงึกบัมาใชซ้ําไดอ้ย่างน้อย 10 ครงั ซงึช่วยประหยดัเวลา และค่าใชจ้่ายใน
การเตรยีมหวัเชอืใหม ่
 
 7.2 ข้อเสนอแนะ 
 1) ควรศกึษาหรอืคดัเลอืกวสัดุชนิดอนืๆ มาใชเ้ป็นวสัดุตรงึเซลล์เพมิเตมิ หรอืศกึษาการปรบัปรุง

สภาพพนืผวิของวสัดุเศษเหลอืปาล์มนํามนั เช่น สมบตัิในเชงิ hydrophobic interaction เพอืเพมิ

ความสามารถในการเกาะตดิของเซลลแ์บคทเีรยีบนวสัดุ 

 2) จากการศกึษานีไดท้าํการทดลองในระบบกะ (batch system) เพอืศกึษาประสทิธภิาพการยอ่ย
สลายฟีนอลเบอืงตน้  ดงันนัควรมกีารศกึษาเพมิเตมิโดยระบบทมีคีวามต่อเนือง (continuous system) เพอื
ประโยชน์ในการนําไปใชจ้รงิในระบบบาํบดันําเสยีของโรงงานสกดันํามนัปาลม์ 
 
 3) ควรศกึษาแนวทางการนําเซลลต์รงึไปประยุกต์ใชบ้ําบดันําทงิ เช่น เตรยีมเซลลต์รงึใส่ในภาชนะ 
ซงึทาํเป็นลกัษณะทุน่ลอยในบ่อนําทงิ หรอืพฒันาเป็นระบบถงัปฏกิรณ์ชวีภาพทบีรรจุเซลลต์รงึ เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ก 
สตูร และวิธีการเตรียมอาหารเลียงเชือ 

 
อาหารเลยีงเชอืเหลว CFMM (Carbon free mineral salt medium) ประกอบดว้ยสารอาหารดงัต่อไปนี 

(ต่อ 1 ลติรอาหารเหลว) ไดแ้ก่  
- แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    3.0 กรมั  
- ไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   2.2 กรมั  
- โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรมั  
 

นําอาหารเลยีงเชอืเหลวดงักล่าว ซงึมคี่า pH 7 นึงฆา่เชอื (autoclave) ทอุีณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ีและเตมิสารละลายความเขม้ขน้สงู (Stock solution)ของสารต่อไปนีอย่างละ 1 
มลิลลิติร ทปีราศจากเชอืโดยการกรองดว้ยชุดกรองสาํเรจ็รปู micro filter 

 

-  แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)  0.1 กรมัต่อมลิลลิติร 
-  เฟอรกิคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)   0.05 กรมัต่อมลิลลิติร 
-  แคลเซยีมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)   0.05 กรมัต่อมลิลลิติร 
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ภาคผนวก ข 

วิธีวิเคราะห ์
 

 1. ศึกษาลกัษณะพืนผิววสัดตุรึง และเซลลต์รึง โดย Scanning electron microscopy 

การศกึษาลกัษะพนืผวิวสัดุเศษเหลอืปาล์มนํามนั ทําโดยนําชนิส่วนของวสัดุมาตดิบนแท่นวาง
ตวัอย่าง Stub) แลว้นําตวัอย่างไปฉาบทองดว้ยเครอืง Sputter coater และส่องดูดว้ยเครอืง SEM 
สาํหรบัการศกึษาลกัษณะเซลลต์รงึทงัก่อนและหลงัทดสอบประสทิธภิาพการย่อยสลายฟีนอล โดยดอง
รกัษาสภาพตวัอยา่งก่อนฉาบทองดว้ย 2.5% glutaraldehyde (C5H8O2) ในฟอสเฟตบฟัเฟอร ์หรอื 4% 
formaldehyde เป็นเวลา 1-2 ชวัโมง ลา้งดว้ยฟอสเฟตบฟัเฟอร ์2-3 ครงั นําตวัอย่างมา Fix ครงัท ี2 
ดว้ย 1% OsO4 เป็นเวลา 2 ชวัโมงแลว้ลา้งดว้ยนํากลนั 2-3 ครงั ขจดันําออกดว้ยเอทานอลเป็นเวลา 10 
นาท ี นําไปทําใหแ้หง้ดว้ยวธิ ีcritical point drying (การวเิคราะหใ์นขนัตอนนีดําเนินการโดยศูนย์
เครอืงมอืวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร)์ 

 
2. ศึกษาพืนทีผิวเส้นผา่ศนูยก์ลางเฉลียของรพูรนุ และปริมาตรรพูรนุของวสัดโุดยเครือง 

Surface area analyzer 

การศกึษาพนืทผีวิ เสน้ผ่าศูนยก์ลางเฉลยีของรูพรุน และปรมิาตรของรูพรุน ทําโดยนําชนิส่วน
ของวสัดุ 0.25 กรมั outgas ทอุีณหภมู ิ 150 0 C ในสญูญากาศ เป็นเวลา 3 ชวัโมง เพอืเอาความชนืหรอื
สารปนเปือนทอีาจดูดซบัอยู่บนผวิวสัดุออก หลงัจากนันนําตวัอย่างวางในหลอดตวัอย่างทเีชอืมต่อกบั
เครอืงวเิคราะห ์ซงึตวัอยา่งดดูซบั N2 ท ี77 K ดว้ยเครอืง BelsorpII mini (BEL Japan, Inc., Osaka, 
Japan) ทงันีพนืทผีวิ BET (specific surface area) คาํนวณตามวธิ ีBrunauer–Emmett–Teller (BET) 
และ Langmuir plot methods และการกระจายตวัของรพูรุน (pore size distribution) คาํนวณตามวธิ ี
Barrer–Joyner–Halenda (BJH) (การวเิคราะหใ์นขนัตอนนีดาํเนินการวทิยาลยัปิโตรเลยีม และปิโตรเคม ี
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 

 
3. ตวัอย่างการคาํนวณค่าคงทีอตัราการย่อยสลายฟีนอล (phenol degradation rate 

constant: k
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รปูที ข.1 ค่าคงทอีตัราการยอ่ยฟีนอลของเซลลต์รงึบน EFB ทคีวามเขม้ขน้ฟีนอล 5,000 มลิลกิรมัต่อ
ลติร 
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