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บทคัดย่อ 
สารประกอบฟีนอลิคมีความเป็นพิษและมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของจุลินทรีย ์การตกคา้ง

ของสารกลุ่มน้ีในน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์ม สามารถเป็นตวัยบัย ั้งกระบวนการสร้าง
กรดอินทรียแ์ละการสร้างก๊าซมีเทนในระบบก๊าซชีวภาพได ้การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการบ าบดัขั้นตน้ของสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มโดยใช้แบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2ในสภาวะใช้อากาศ และ
เปรียบเทียบการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียท่ีผ่านและไม่ผ่านการบ าบดั จากผลการทดลองพบว่า
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ A2 สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 
1,434 มิลลิกรัมต่อลิตรไดสู้งท่ีสุดร้อยละ 60 (อตัราการยอ่ยสลายเท่ากบั 3.56 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง) ในวนัท่ี 10 ของการทดลอง ภายใตอุ้ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และพีเอช 7 ในน ้ าเสียท่ีไม่มี
การเจือจาง การบ าบดัน ้ าเสียขั้นตน้เป็นเวลา 10 วนั สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคบางชนิดใน   
น ้ าเสียไดส้มบูรณ์ ไดแ้ก่ ferulic acid,  p-coumaric acid และ phenol แต่ยงัคงพบกลุ่มสารประกอบ 
ฟีนอลิคดงัน้ี gallic acid > 4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid > ผลรวมของ caffeic acid, 
syringic acid และ vanillic acid  การผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเป็นเวลา 2, 6 หรือ 
10 วนั  มีศกัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนเท่ากบั 18.78, 86.68  และ 123.04 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัม    
ซีโอดี และให้ปริมาณก๊าซมีเทนร้อยละ 49.3, 70.4 และ 64.9 ซ่ึงสูงกวา่ชุดการทดลองจากน ้ าเสียท่ี
ไม่ผา่นการบ าบดั (11.35 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี และร้อยละ 24.6)  นอกจากน้ีกระบวนการ
ผลิตก๊าซชีวภาพสามารถลดสารประกอบฟีนอลิคบางชนิดในน ้ าเสียไดส้มบูรณ์ แต่ยงัคงตรวจพบ
สาร  gallic acid ในทุกชุดการทดลอง และยงัคงเหลือสาร phenol อีกทั้งสาร protocatechuic acid ใน
น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดั 2 วนั และ 6 วนั (เฉพาะสาร phenol) ซ่ึงชนิดของหมู่อนุพนัธ์ุ
แทนท่ีในวงแหวนอะโรมาติก    และความเข้มข้นเร่ิมต้นของสารประกอบฟีนอลิคมีผลต่อ
ความสามารถในการยอ่ยสลายสารกลุ่มน้ี  
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ABSTRACT 

Phenolics exhibit toxicity and antimicrobial activity. The presence of these compounds in 

palm oil mill wastewater (POMW) can act as acetogenesis and methanogenesis inhibitors during 

biogas production. The objectives of this work were to study the optimum conditions for POMW 

pretreatment using the thermophilic Bacillus thermoleovorans strain A2 under aerobic condition 

and to compare the potential use of pre-treated and non-pretreated POMW as substrates for biogas 

production. According to the results, the maximum degradation efficiency (60%) and rate (3.56 

mg/L/h) from the initial of 1,434 mg/L phenolics was obtained when strain A2 was incubated 

with undiluted POMW at 60 oC and pH =7 for 10 days. The complete removal of some phenolics 

including ferulic acid, p-coumaric acid and  phenol was found in a 10-day pretreated POMW, 

while some of them (gallic acid > 4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid > caffeic acid + 

syringic acid + vanillic acid) still remained in this sample. The biogas production from  2-, 6- or 

10-day pretreated POMW gave BMP value of 18.78, 86.68 and 123.04 mL CH4 /g COD with 

methane content of 49.3%, 70.4% and 64.9%, respectively, which higher than that from non-

pretreated POMW (11.35 mL CH4 /g COD and 24.6%). In addition, the complete reduction of 

some phenolics was further observed during biogas production excluding gallic acid (still 

detected in all POMW samples), protocatechuic acid and phenol (still found in non-, 2-, and 6-day 

pretreated POMW (only phenol)). It was suggested that the extent of microbial degradability 

depended on the type of substitutions on aromatic ring and initial concentration of phenolics.       
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บทที ่1 

บทน า 
 

1.1 ทีม่าและความส าคัญ 

เน่ืองจากความตอ้งการน ้ามนัปาลม์เพื่อใชเ้ป็นอาหารและพลงังานในรูปของไบโอดีเซล ท า
ให้อุตสาหกรรมน ้ ามนัปาล์มขยายตวัเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะในภาคใตข้องประเทศไทย 
อยา่งไรก็ตามในกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบ (Crude palm oil) แบบใชน้ ้ าหรือแบบมาตรฐาน
ก่อให้เกิดปริมาณน ้ าเสียจ านวนมาก โดยทัว่ไปการสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบจ านวน 1 ตนั ตอ้งใช้น ้ า      
5-7.59 ตนั และปริมาณน ้ ามากกวา่ 50% ของน ้ าท่ีใชท้ั้งหมดกลายเป็นน ้ าเสีย (Najafpour et al., 
2006) ลกัษณะน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มมีสีน ้ าตาลคล ้ า ซ่ึงมีองค์ประกอบของ
สารอินทรียใ์นปริมาณสูง และยากแก่การก าจดั เช่น รงควตัถุพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน ลิกนิน 
สารประกอบพวกเมลานอยดิน (Melanoidin) กมั (Gum) แทนนิน และสารโพลีฟีนอล  (พูนสุข 
ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 2544)  จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่มีสารประกอบฟีนอลิคปนเป้ือนใน
น ้าเสียและน ้าทิ้ง (น ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดั) ของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มความเขม้ขน้ตั้งแต่ 5 -1,200 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ธรรมศกัด์ิ ศรีสุขใส, 2547; Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009; 
Limkhuansuwan et al., 2010 ) ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิคท่ีเป็นองคป์ระกอบในผลปาล์ม ไดแ้ก่  (1) 
gallic acid, (2) protocatechuic acid, (3) 4-hydroxybenzoic acid, (4) caffeic acid, (5) vanillic acid, 
(6) syringic acid, (7) p-coumaric acid  และ (8) ferulic acid (Neo et al., 2010) อยา่งไรก็ตามยงัไม่
เคยมีการศึกษาชนิดของสารประกอบฟีนอลิคท่ีถูกสกดัออกมาจากผลปาล์มระหว่างกระบวนการ
ผลิตและตกคา้งอยูใ่นน ้าเสียวา่ประกอบดว้ยสารชนิดใดบา้ง และมีการเปล่ียนแปลงหรือไม่หลงัจาก
ผา่นกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มแลว้  ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวมีความจ าเป็นอยา่งยิ่งในการศึกษาวิธีการ
บ าบดัน ้าเสียท่ีมีองคป์ระกอบของสารยอ่ยสลายยากกลุ่มดงักล่าว เน่ืองจากสารกลุ่มน้ีมีคุณสมบติัใน
การยบัย ั้งการเจริญและการท างานของจุลินทรีย ์(Antimicrobial activity) และมีความเป็นพิษกบัพืช
(Phytotoxicity) บางชนิดในส่ิงแวดลอ้ม (DellaGreca et al., 2001, Mekki et al., 2007, Estevinho    
et al., 2008)   

ในปัจจุบนัโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบส่วนใหญ่มีการน าระบบก๊าซชีวภาพมาใช้ในการ
บ าบดัน ้าเสีย โดยมีการใชร้ะบบก๊าซชีวภาพร่วมกบัการบ าบดัน ้าเสียดว้ยวิธีอ่ืนหลงัจากผา่นการผลิต
ก๊าซชีวภาพ เช่น การใชร้ะบบก๊าซชีวภาพร่วมกบับ่อปรับเสถียร (Stabilization pond) หรือการใช้
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ระบบก๊าซชีวภาพร่วมกบับ่อผึ่ง (Oxidation pond)  เพื่อน าก๊าซชีวภาพซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานทดแทน
ไปผลิตเป็นกระแสไฟฟ้าใชภ้ายในโรงงานและจ าหน่ายให้แก่การไฟฟ้าส่วนภูมิภาค โดยน ้ าเสียจาก
กระบวนการผลิตซ่ึงมีอุณหภูมิสูงประมาณ 70 - 80 องศาเซลเซียสจะถูกปล่อยพกัไวใ้นบ่อปรับ
อุณหภูมิเพื่อให้มีอุณหภูมิลดลงประมาณ 40 - 55 องศาเซลเซียสก่อนน าน ้ าเสียเขา้สู่ระบบก๊าซ
ชีวภาพ โดยทัว่ไปก๊าซชีวภาพสามารถผลิตไดป้ระมาณ 0.3 – 0.5 ลูกบาศก์เมตรต่อกิโลกรัมซีโอดีท่ี
ถูกก าจดั องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพ  ไดแ้ก่ ก๊าซมีเทน (CH4)   เป็นองคป์ระกอบหลกัอยูป่ระมาณ
ร้อยละ 50 – 80 (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษ์พลงังาน, 2555) ทั้งน้ีระบบก๊าซชีวภาพ
เป็นวิธีการจัดการน ้ าเสียท่ีมีประสิทธิภาพ และเป็นการเพิ่มรายได้ให้กับโรงงานอีกทางหน่ึง  
อย่างไรก็ตามสารประกอบฟีนอลิคสามารถย ับย ั้ งการท างานของจุลินทรีย์กลุ่มสร้างกรด                    
(Acidogen) จุลินทรียท่ี์ผลิตก๊าซมีเทน (Methanogen) และสารประกอบกลุ่มน้ีอาจถูกดูดซบัในกาก
ตะกอนของระบบก๊าซชีวภาพ ท าให้กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพลดลง  ซ่ึงส่งผลต่อปริมาณ
การผลิตก๊าซชีวภาพโดยรวมและปริมาณก๊าซมีเทนท่ีผลิตข้ึน (Sayadi et al., 2000; Dhouib et al., 
2005; Hernandez and Edyvean, 2008) ท่ีผา่นมายงัไม่มีรายงานวิจยัท่ีศึกษาปริมาณและชนิดของ
กลุ่มสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มใน
สภาวะไร้อากาศ ดังนั้ นจากปัญหาข้างต้นแสดงให้เห็นว่าสารประกอบฟีนอลิคส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการบ าบดัน ้ าเสีย และการผลิตก๊าซชีวภาพ ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นตอ้งศึกษาวิธีการ
ก าจดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนเขา้สู่ระบบก๊าซชีวภาพ 
รวมทั้งศึกษาผลของปริมาณและชนิดของสารกลุ่มน้ีท่ีมีต่อการผลิตก๊าซชีวภาพ 

การบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคโดยวิธีทางชีวภาพ ถือเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพเน่ืองจาก
สามารถย่อยสลายสารอินทรีย์ได้อย่างสมบูรณ์ ต้นทุนไม่สูง และไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อ
ส่ิงแวดล้อม งานวิจัยท่ีผ่านมาได้มีการน าแบคทีเรียทนร้อนมาใช้ในการบ าบัดสารมลพิษใน
ส่ิงแวดลอ้มเพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะกลุ่มแบคทีเรียส าคญัท่ีสามารถยอ่ยสลายสารมลพิษในสภาวะใช้
อากาศท่ีอุณหภูมิสูง ไดแ้ก่ Thermophilic bacilli ดว้ยแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถเจริญในส่ิงแวดลอ้มท่ี
มีความหลากหลาย มีศกัยภาพในการยอ่ยสลายสารมลพิษไดห้ลายชนิด และมีความทนทานในช่วง
อุณหภูมิกวา้ง (Mutzel et al., 1996)   ทั้งน้ีกระบวนการยอ่ยสลายทางชีวภาพท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 60 
องศาเซลเซียส สามารถลดการปนเป้ือนจากจุลินทรียช์นิดอ่ืนได้ดี และท าให้การแพร่ผ่านของ
ออกซิเจนดีข้ึน (Müller et al., 1998) งานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจศึกษาวิธีการบ าบดัขั้นตน้ของ
สารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ก่อนเขา้สู่ระบบการผลิตก๊าซชีวภาพ 
โดยใช้แบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 เน่ืองจากน ้ าเสียท่ีออกจาก
กระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มมีอุณหภูมิค่อนขา้งสูง จึงเลือกใชแ้บคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดใ้นช่วง
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อุณหภูมิสูงระหวา่ง 55-70 องศาเซลเซียส และมีความจ าเพาะเจาะจงในการยอ่ยสลายสารประกอบ 
ฟีนอลิค พร้อมทั้งศึกษาผลของปริมาณและชนิดของสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีต่อการผลิตก๊าซ
ชีวภาพโดยรวม และปริมาณก๊าซมีเทน ซ่ึงองค์ความรู้ดังกล่าวมีความจ าเป็นในการพัฒนา
เทคโนโลยีเพื่อบ าบัดน ้ าเสียท่ีมีองค์ประกอบของสารอินทรีย์ย่อยสลายยาก และเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียของกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์ม ซ่ึงสามารถใชเ้ป็น
ขอ้มูลประกอบการพฒันาพลงังานทดแทนในรูปก๊าซชีวภาพในภาคอุตสาหกรรมต่อไป  

 
1.2 การตรวจเอกสาร และงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

 1.2.1 ปาล์มน า้มัน 

 ปาลม์น ้ามนั (Elaeis guineensis Jacq.) จดัเป็นพืชน ้ามนัท่ีมีความส าคญัชนิดหน่ึงของโลก 
และเป็นพืชน ้ามนัท่ีส าคญัของประเทศไทย แหล่งปลูกปาลม์น ้ามนัท่ีส าคญัในปัจจุบนัอยูใ่นประเทศ
แถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ ซ่ึงไดแ้ก่ ประเทศมาเลเซีย อินโดนีเซีย และไทย มีพื้นท่ีปลูกประมาณ 
23, 22 และ 3 ลา้นไร่ ตามล าดบั ส าหรับประเทศไทยการขยายพื้นท่ีปลูกปาลม์น ้ามนัยงัคงถือเป็น
นโยบายหลกัของชาติ โดยรัฐบาลมีเป้าหมายใหมี้การขยายพื้นท่ีปลูกปาลม์น ้ามนัเพิ่มอีกประมาณ 5 
ลา้นไร่ เพื่อใหไ้ดป้ริมาณน ้ามนัปาลม์เพียงพอต่อความตอ้งการใชภ้ายในประเทศและการส่งออก 
ทั้งดา้นการบริโภค อุปโภค และพลงังาน (น ้าออ้ย ศรีประสมและคณะ, 2551) 
 
 1.2.2 กระบวนการสกดัน า้มันปาล์ม 

 กระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มแบ่งได้เป็น 3 รูปแบบ (พูนสุข ประเสริฐสรรพ์และคณะ , 
2554) ไดแ้ก่ 

  1) กระบวนการผลิตแบบไม่ใช้น ้ า หรือแบบแห้ง  โดยการใชค้วามร้อนในการอบ
ผลปาล์ม ซ่ึงวิธีน้ีจะใช้เวลานาน เหมาะสมกบัโรงงานขนาดเล็ก ผลิตภณัฑ์ท่ีได้ คือ น ้ ามนัดิบท่ี
เรียกว่า น ้ ามนักะเทย เป็นน ้ ามนัจากส่วนเปลือกและส่วนในของเมล็ดผสมกนั ฉะนั้นของเสียจาก
กระบวนการผลิตน้ี คือ กากปาลม์เพียงอยา่งเดียวไม่ก่อใหเ้กิดน ้าเสีย 

  2) กระบวนการผลิตแบบทอดผลปาล์ม โดยการทอดผลปาล์มในน ้ ามนัภายใต้
สภาวะสุญญากาศ จากนั้นน าผลปาล์มท่ีไดเ้ขา้เคร่ืองหีบแบบเกลียว ซ่ึงกระบวนการผลิตน้ีจะได้
น ้ามนัผสมกนัทั้งส่วนเปลือกและส่วนในของเมล็ด และไม่ก่อใหน้ ้าเสียเช่นกนั 
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  3) กระบวนการผลิตแบบใชไ้อน ้ า หรือแบบมาตรฐาน เป็นกระบวนการท่ีมีการใช้
กนัมากในอุตสาหกรรมการสกดัน ้ ามนัปาล์ม โดยการใชไ้อน ้ าในการอบทะลายปาล์มและผลปาล์ม 
ของเสียท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตประเภทน้ีมีทั้งของเสียในรูปของแข็ง ไดแ้ก่ กะลาปาล์ม เส้นใย
ปาล์ม และทะลายปาล์มเปล่า ของเสียเหล่าน้ีอาจน าไปใช้เป็นชีวมวล หรือเป็นเช้ือเพลิงใน
กระบวนการผลิต และน ้ าเสียซ่ึงส่วนใหญ่มาจาก 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ น ้ าทิ้งจากหมอ้น่ึงผลปาล์มและ
น ้ าทิ้งจากหมอ้ดีแคนเตอร์ น ้ าเสียท่ีไดจ้ากกระบวนการผลิตแบบน้ีจะมีปริมาณมากกว่าร้อยละ 50 
ของน ้ าท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต  และมีอุณหภูมิสูงกวา่ 60 องศาเซลเซียส โดยทัว่ไปการจดัการน ้ า
เสียเหล่าน้ีท าโดยการบ าบดัหรือน าไปใชใ้นกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัศกัยภาพใน
การจดัการน ้าเสียของแต่ละโรงงาน 

 

 1.2.3 น า้เสียจากกระบวนการสกดัน า้มันปาล์ม 

 แมว้า่กระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบไม่มีการเติมสารเคมี อยา่งไรก็ตามโรงงานเหล่าน้ีมี
การผลิตของเสียปริมาณมาก เช่น มลพิษอากาศ วสัดุเศษเหลือ และปัญหาน ้ าเสียท่ีมีปริมาณ
สารอินทรียสู์ง (รูปท่ี 1.1) ซ่ึงในกระบวนการผลิตแบบใชน้ ้ าพบวา่มีการใชน้ ้ าในกระบวนการสกดั
น ้ามนัประมาณ 1.0 -1.3 ลูกบาศก์เมตรต่อตนัทะลายปาล์มสด และก่อให้เกิดน ้ าเสียประมาณร้อยละ
50 -79 ของน ้าท่ีใชใ้นกระบวนการผลิตทั้งหมด (Chavalparit et al., 2006) ในปี 2005 ประเทศ
มาเลเซียมีผลผลิตจากปาลม์น ้ามนั 14.8 ลา้นตนั (โดยเฉล่ียต่อปี) ก่อให้เกิดน ้ าเสีย ประมาณ 53 ลา้น
ลูกบาศก์เมตร โดยน ้ าเสียส่วนใหญ่เกิดจาก 3 ขั้นตอน คือ clarification คิดเป็นร้อยละ 60, 
sterilization คิดเป็นร้อยละ 36 และ hydrocyclone คิดเป็นร้อยละ 4 ของน ้ าเสียทั้งหมดจาก
กระบวนการผลิต  (Singh et al., 2010) น ้ าเสียเหล่าน้ีจะมีองคป์ระกอบของเศษเส้นใยท่ีหลุดรอด
จากกระบวนการผลิต, คาร์โบไฮเดรต, ไนโตนเจน, กรดอินทรียอิ์สระ และแร่ธาตุต่างๆ  ลกัษณะน ้ า
เสียมีอุณหภูมิสูง มีความเป็นกรด และมีสีน ้ าตาลด า โดยทัว่ไปรายงานวา่มีค่า total suspended solid 
(TSS), oil and grease, chemical oxygen demand (COD) และ biochemical oxygen demand (BOD) 
สูง ดงัแสดงในตารางท่ี 1.1 สีน ้ าตาลคล ้ าของน ้ าเสีย เกิดจากมีองค์ประกอบของสารอินทรียใ์น
ปริมาณสูง และยากแก่การก าจดั เช่น รงควตัถุพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน ลิกนิน สารประกอบ
พวกเมลานอยดิน กมั แทนนิน และสารโพลีฟีนอล (พูนสุข ประเสริฐสรรพ์ และคณะ, 2544) 
สารประกอบฟีนอลิคเป็นองคป์ระกอบอยูใ่นผลปาลม์ และถูกสกดัออกมาระหวา่งกระบวนการผลิต 
เม่ือผ่านกระบวนการน่ึงฆ่าเช้ือในการสกดัน ้ ามนัปาล์มแบบใชน้ ้ าหรือแบบมาตรฐานจะมีผลยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซม ์polyphenol oxidase ท าใหส้ารประกอบฟีนอลิคไม่ถูกยอ่ยสลาย และตกคา้ง
ออกมากบัน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์ม (Sundram et al., 2003)  จากการศึกษาท่ีผา่นมา
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พบว่ามีสารประกอบฟีนอลิคปนเป้ือนในน ้ าเสียและน ้ าทิ้ง (น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั) ของโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาล์มความเขม้ขน้ตั้งแต่ 5 -1,200 มิลลิกรัมต่อลิตร (ธรรมศกัด์ิ ศรีสุขใส, 2547; Alam et 
al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009; Limkhuansuwan et al., 2010 ) ซ่ึงสาเหตุส่วนหน่ึงท่ีท าให้
เกิดสีในน ้าเสียมาจากกระบวนการโพลิเมอร์ไรซ์และปฏิกิริยาออโต-ออกซิเดชนัของสารประกอบฟี
นอลิคภายใตส้ภาวะใชอ้อกซิเจน (Sundram et al., 2003 ; Othman et al., 2008, Limkhuansuwan et 
al., 2010) 
 

 
 
รูปที่ 1.1 ปริมาณโดยเฉล่ียในการเกิดของเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ดิบ (ต่อตนัทะลายปาลม์
  สด) ขอ้มูลจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์จ านวน 5 โรงงานในประเทศไทย  
 ทีม่า : Chavalparit et al. (2006) 
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ปัจจยัท่ีส่งผลต่อความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากกระบวนการสกัด

น ้ามนัปาลม์ ไดแ้ก่ ปริมาณน ้าท่ีใชใ้นกระบวนการสกดัน ้ามนัจากผลปาลม์ ในกรณีท่ีโรงงานมีก าลงั
การผลิตเท่ากนั หากมีการใชน้ ้าปริมาณนอ้ยอาจมีผลท าใหค้วามเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคสูง
กว่าในกระบวนการท่ีมีการใช้น ้ าปริมาณมาก และชนิดของสายพนัธ์ุปาล์มน ้ ามนั ซ่ึงจะส่งผลต่อ
ปริมาณและชนิดของสารประกอบฟีนอลิคท่ีแตกต่างกนั รวมไปถึงฤดูกาลท่ีอาจส่งผลต่อปริมาณน ้ า
ในบ่อกกัเก็บน ้ าเสีย ตามประกาศของกระทรวงอุตสาหกรรมฉบบัท่ี 2 (พ.ศ. 2539) ออกตามความ
ในพระราชบัญญัติโรงงาน พ.ศ. 2535 เร่ือง ก าหนดคุณลักษณะของน ้ าทิ้งออกจากโรงงาน
อุตสาหกรรมตอ้งมีสารประกอบฟีนอลิคไม่เกิน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 2544) ทั้งน้ี
ลกัษณะน ้ าเสียท่ีมีสีคล ้าและก าจดัยาก ท าให้โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบโดยส่วนใหญ่ไม่สามารถ
ปล่อยน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัแลว้ลงสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติได ้และในฤดูฝนอาจเกิดปัญหาน ้ าท่ีผ่าน
การบ าบดัแลว้เอ่อลน้ลงสู่แหล่งน ้าตามธรรมชาติ  

 
ตารางที ่1.1 ลกัษณะน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ดิบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* หน่วยเป็น มก. /ล. ยกเวน้ pH 
ทีม่า: พนูสุข ประเสริฐสรรพ ์ และคณะ (2543), Singh et al. (2010), Alam et al. (2009) และ 
 Cordova-Rosa et al. (2009) 

พารามิเตอร์ ค่าเฉล่ีย* 
pH 4.05-4.62 
Oil and grease 15-25,00 
Biochemical oxygen demand (BOD) 50,000-60,000 
Chemical oxygen demand (COD) 80,000-150,000 
Total solids 49,000-88,500 
Suspended solid 18,500-52,000 
Total  volatile solids 4.200-82,000 
Ammonical nitrogen 23-61 
Organic carbon 550-1,400 
color 
Total phenolics 

Dark brown 
> 1,000 
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1.2.4 สารประกอบฟีนอลคิและความเป็นพษิ 

สารประกอบฟีนอลิค (Phenolic compounds, Phenolics, Phenols) เป็นสารอินทรียท่ี์พบได้
ในน ้าเสียจากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น การผลิตสี เรซ่ิน ปิโตรเคมี และ
พบมากในอุตสาหกรรมท่ีใชพ้ืชเป็นวตัถุดิบ เช่น อุตสาหกรรมสกดัน ้ ามนัมะกอก และอุตสาหกรรม
สกดัน ้ ามนัปาล์ม  สารในกลุ่มน้ีมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring) สร้างพนัธะ
กบัหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group, -OH-) เป็นโครงสร้างทางเคมีพื้นฐาน อาจแบ่งเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ ดงัน้ี (Bulasundrum et al., 2006) 

1) โมเลกุลฟีนอลิคอยา่งง่าย (Simple phenolic acid)  คือ สารประกอบฟีนอลิคท่ีมี
วงแหวนอะโรมาติก สร้างพนัธะกบัหมู่ไฮดรอกซิล  1 หมู่หรือมากกวา่นั้น หรือสร้างพนัธะกบัหมู่
คาร์บอกซิลิก (Carboxylic group,-COOH)  เช่น gallic acid, procatechuic acid และ vanillic acid 
เป็นตน้ 

2) โพลีฟีนอล (Polyphenols) คือ สารประกอบฟีนอลิคท่ีมีวงแหวนอะโรมาติก
มากกวา่ 2 วง มาสร้างพนัธะกนั อาจมีหมู่เคมีอ่ืนๆ มาแทนท่ีในวงแหวนอะโรมาติก มีโครงสร้าง
โมเลกุลซับซ้อนเกาะกนัจนเป็นสารประกอบโพลิเมอร์ขนาดใหญ่ มีน ้ าหนักโมเลกุลสูง (High 
molecular weight polymer) เช่น tannin, flavonoids, และ lignin เป็นตน้  โพลีฟีนอลยงัมีการจดักลุ่ม
ยอ่ย เช่น diphenol คือสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีวงอะโรมาติกสร้างพนัธะกนั 2 วง , triphenol คือ 
สารประกอบฟีนอลิคท่ีมีวงอะโรมาติกสร้างพนัธะกนั 3 วง   

นอกจากนั้นสารประกอบฟีนอลิคโดยเฉพาะท่ีพบในพืช ยงัสามารถแบ่งกลุ่มย่อยจากสูตร
โครงสร้างดงัแสดงในตารางท่ี 1.2  

ตารางที1่.2 การแบ่งกลุ่มยอ่ยของสารประกอบฟีนอลิคท่ีพบไดใ้นพืช 

Class Structure 
Simple phenolics, benzoquinones 
Hydroxybenzoic acids 
Acethophenones, phenylacetic acids 
Hydroxycinnamic acids, 
phenylpropanoids 
(coumarins, isocoumarins, chromones, chromenes) 

C6 
C6–C1 
C6–C2 
 
C6–C3 
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ตารางที ่1.2 การแบ่งกลุ่มยอ่ยของสาประกอบฟีนอลิคท่ีพบไดใ้นพืช (ต่อ) 

Class Structure 
Napthoquinones 
Xanthones 
Stilbenes, anthraquinones 
Flavonoids, isoflavonoids 
Lignans, neolignans 
Biflavonoids 
Lignins 
Condensed tannins  
(proanthocyanidins or flavolans 

C6–C4 
C6–C1–C6 
C6–C2–C6 
C6–C3–C6 
(C6–C3)2 
(C6–C3–C6)2 
(C6–C3)n 
(C6–C3–C6)n 

ทีม่า : Balasundrum (2006) 

จากรายงานการศึกษาชนิดของสารประกอบฟีนอลิคซ่ึงเป็นโมเลกุลฟีนอลิคอยา่งง่ายในผล
ปาลม์น ้ามนัดว้ยวธีิการสกดัท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ วิธี soluble free โดยการสกดัสารประกอบฟีนอลิค
จากผลน ้ ามนัปาล์มดว้ย 70% เอทานอล:อะซิโตน ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) น าส่วนใสท่ีแยกไดไ้ป
ระเหยออกให้เหลือเพียงเล็กนอ้ยและปรับพีเอช 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก จากนั้นก าจดัไขมนัดว้ย   
เฮกเซนและสกดัอีกคร้ังดว้ย ไดเอทิล-เอทิลอะซิเตต ในอตัราส่วน 1:1 น าไปกรองด้วยโซเดียม
ซลัเฟตแอนไฮดรัส และระเหยท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ยเมทานอล 
5 มิลลิลิตร วิธี esterified โดยการน าเน้ือผลปาล์มไปไฮโดรไลซ์ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ
เขม้ขน้ 4 โมลาร์  ผา่นก๊าซไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิห้อง และปรับพีเอช 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก ก าจดั
ไขมนัดว้ยเฮกเซน และสกดัอีกคร้ังดว้ย เอทิล-เอทิลอะซิเตต เช่นเดียวกบัวิธี soluble free แต่น าไป
ระเหยภายใตสุ้ญญากาศ และปรับปริมาตรสุดทา้ยด้วยเมทานอล 5 มิลลิลิตร  และ วิธี insoluble-
bond น าเน้ือผลปาล์มไปสกดัดว้ย 70% เอทานอล:อะซิโตน ในอตัราส่วน 1:1(v/v)  เช่นเดียวกบัวิธี 
soluble free  และน าส่วนใสไปไฮโดรไลซ์ดว้ย โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 4 โมลาร์  ผา่น
ก๊าซไนโตรเจนท่ีอุณภูมิห้อง เช่นเดียวกบัวิธี esterified  และปรับพีเอช 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก 
และก าจดัไขมนัด้วยเฮกเซน และสกดัอีกคร้ังดว้ย เอทิล-เอทิลอะซิเตต ปรับปริมาตรสุดทา้ยดว้ย    
เมทานอล 5 มิลลิลิตร   ตรวจพบสารประกอบฟีนอลิคท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธี estrified และวิธี insoluble-
bond จากผลปาล์มน ้ ามนั 8 ชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 1.3  ไดแ้ก่ (1) gallic acid, (2) protpcatechuic 
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acid, (3) p-hydroxybenzoic acid, (4) caffeic acid, (5) vanillic acid, (6) syringic acid,                    
(7) p-coumaric acid  และ (8) ferulic acid (Neo et al., 2010)  

ตารางที ่1.3 ชนิดสารประกอบฟีนอลิคท่ีพบในผลปาลม์น ้ามนั 

สารประกอบฟีนอลิค สูตรโครงสร้างทางเคมี 

Gallic acid 

HO

HO

HO

O

OH

 

Protpcatechuic acid 

OH

OH

O

HO

 

4-Hydroxybenzoic acid 
O

HO

OH

 

Caffeic acid 
OH

OH

O

HO

 

Syringic acid 

O

OH

O

O

HO

 

Vanillic acid 
O

OH

O

HO

 

p-Coumaric acid 
OHO

HO

 

Ferulic acid 
O

HO

O

OH

 

ทีม่า : Neo et al, (2010) 
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สารประกอบฟีนอลิคบางชนิดจดัเป็น Priority pollutant ของ U.S. Enviromental Protection 

Agency (USEPA) มีความเป็นพิษกบัส่ิงมีชีวิตท่ีอยูใ่นน ้ าและระบบนิเวศน์ มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย และมีผลกระทบต่อสุขภาพมนุษย ์(Torrecilla, 2010; Assas et al., 2009; Othman et 
al., 2008; DeGraeve et al., 1980; Michalowicz et al., 2007; Gernjak et al, 2003) อยา่งไรก็ตามมี
รายงานวา่สารประกอบฟีนอลิคบางชนิดท่ีพบในพืช เช่น protocatechuic acid,  p-hydroxibenzoic 
acid, caffeic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, ellagic acid, cinnamic acid และ flavonoids  
มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย โดยทั่วไปแบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคได ้แต่แบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถทนทานความเขม้ขน้ของสารดงักล่าวท่ี
ระดบัความเขม้ขน้สูงได ้สารประกอบฟีนอลิคท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะเป็นอนัตรายต่อเซลล์แบคทีเรีย 
โดยจะท าใหสู้ญเสียความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรบกวนการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ รวมทั้ง
ยบัย ั้งการท าหนา้ท่ีของโปรตีนท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้แบคทีเรียตายเม่ือความเขม้ขน้ของประกอบ  
ฟีนอลิคสูง (Heipieper et al., 1992) จากรายงานท่ีผา่นมาพบวา่สารประกอบฟีนอลิคมีคุณสมบติัใน
การยบัย ั้ งการเจริญและการท างานของแบคทีเรียหลายชนิด (Antibacterial activity) เช่น         
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus lentus, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumonia และ Escherichia coli (Estevinho  et al., 2008) สารประกอบฟีนอลิคความ
เขม้ขน้ 0.25ไมโครโมลต่อลิตร สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิด Mesophile ได ้(Müller et 
al., 1998)  นอกจากนั้นพบวา่สารประกอบฟีนอลิคสามารถยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียท่ี์ผลิตก๊าซ
มีเทน (Methanogen) และจุลินทรียก์ลุ่มสร้างกรด (Acidogen)โดยสารประกอบฟีนอลิค เช่น  phenol 
และ caffeic acid เป็นพิษต่อกระบวนการยอ่ยสลายสับสเตรทของจุลินทรียท่ี์ไม่ใชอ้ากาศ ในระบบ
ก๊าซชีวภาพ และอาจเกิดการดูดซับในกากตะกอนของระบบก๊าซชีวภาพ ท าให้การย่อยสลายทาง
ชีวภาพลดลง  ส่งผลต่อปริมาณการผลิตก๊าซชีวภาพโดยรวมและปริมาณก๊าซมีเทนท่ีผลิตข้ึน 
(Sayadi et al., 2000; Dhouib et al., 2005; Hernandez and Edyvean, 2008)  

 นอกจากสารประกอบฟีนอลิคจะมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียแลว้ ยงัไดมี้การศึกษาความ
เป็นพิษต่อพืช Ankistrodesmsu braunii CCAP 202.7a ซ่ึงเป็นสาหร่ายสีเขียว (Green algae) ใน
อาหาร  bold basal medium (BBM) ท่ีมีส่วนผสมของน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก ซ่ึงมี
สารประกอบฟีนอลิค เช่น protocatechuic acid, vanillic acid, tyrosol, ferulic acid และ p-coumaric 
acid พบว่าสารประกอบฟีนอลิคความเข้มข้น 10-3 โมลาร์ มีการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ      
สาหร่ายหลงัจาก 4 วนัของการทดลอง (DellaGreca et al., 2001) จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่ 
สารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียมีความเป็นพิษต่อพืชทดลอง และอาจเกิดการซึมเป้ือนในชั้นใตดิ้น  
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มีการศึกษาผลกระทบจากการปล่อยน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอกท่ีไม่ได้ผ่านการบ าบดั 
พบวา่มีการปนเป้ือนของสารประกอบฟีนอลิคในดินท่ีความลึก 1.2 เมตร หลงัจากท่ีดินนั้นปนเป้ือน
น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอกเป็นเวลา 4 เดือน และหลงัจากนั้นเป็นเวลา 1 ปีพบวา่มีความ
เป็นพิษกบัพืช โดยการทดสอบความเป็นพิษท่ีมีต่อการงอกของเมล็ดวินเทอร์เครส (Winter cress)  
หรือ Crucuferae brassicaceae ซ่ึงเป็นพืชท่ีมีความอ่อนไหวต่อสารพิษเม่ือมีการสะสมในระยะยาว 
พบวา่การเจริญของเมล็ดในดินท่ีมีการปนเป้ือนสารประกอบฟีนอลิคจะเกิดหลงัจาก 72 ชัว่โมง ซ่ึง
ชา้กวา่ในดินท่ีไม่มีการปนเป้ือน ซ่ึงใชเ้วลาเพียงแค่ 24 ชัว่โมง (Mekki et al., 2007)   
 

1.2.5 การย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลคิ 

การบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคจากน ้ าเสียโรงงานอุตสาหกรรมเป็นปัญหาส าคญั เน่ืองจาก
เป็นสารมลพิษส าคัญท่ีพบได้ทั้ งในน ้ าและดิน โดยทั่วไปการย่อยสลายทางชีวภาพของสาร     
ดงักล่าวเป็นการยอ่ยสลายท่ีสมบูรณ์ไดส้ารประกอบอย่างง่าย เช่น คาร์บอนไดออกไซด์  น ้ า และ
สารอนินทรียอ่ื์นๆ และไม่เกิดสารตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม (Cordova-Rosa et al., 2009)  

การย่อยสลายสารฟีนอลโดยจุลินทรียใ์นสภาวะใช้อากาศ อาศยัการท างานของเอนไซม ์
phenol hydroxylase และการเติมหมู่ไฮ-ดรอกซิล (-OH) 1 หมู่ในต าแหน่งออร์โธในวงแหวนอะโร
มาติกเกิดเป็น catechol  จากนั้นจะเขา้สู่วิถีเมทา (รูปท่ี 1.2A) และวิถีออโท (รูปท่ี 1.2B)  จึงท าให้
สารประกอบฟีนอลิคท่ีมีหมู่อนุพนัธ์อ่ืนท่ีสร้างพนัธะกบัวงแหวนอะโรมาติกย่อยสลายไดย้ากข้ึน
เน่ืองจากเกิดการขดัขวางในขั้นตอนการย่อยสลายโดยเอนไซม์ phenol hydroxylase ท่ีมี               
การเติมหมู่ไฮดรอกซิลเพื่อเข้าสู่วิถีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล  การศึกษาท่ีผ่านของ 
Mahiuddin  et al. (2011) ไดศึ้กษาการยอ่ยสลายสารฟีนอลโดย Psudomonas fluorescens PU1 
พบวา่การยอ่ยสลายผา่นวถีิเมทาจะเกิดข้ึนไดเ้ร็วกวา่วถีิออโท  
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รูปที่ 1.2  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคโดยจุลินทรีย์ (A) การย่อยสลายสารประกอบ             
   ฟีนอลิคผ่านวิถีเมทา (Meta pathway)  (B) การยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคผา่นวิถี      
   ออโท (Ortho pathway) 
ทีม่า : Mahiuddin et al. (2011) 
 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาได้รายงานวิถีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคบางชนิด เช่น 
การศึกษาวิถีการยอ่ยสลายของไฮโดรควิโนน (Hydroquinone) ซ่ึงเป็นโมโนฟีนอลิคอย่างง่าย โดย
การใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นสารออกซิไดซ์ (Oxidizer) เพื่อเร่งปฏิกิริยาร่วมกบั
เอนไซมข์อง Serratia marcescens AB 90027 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบ    
ฟีนอลิค การย่อยสลายจะเกิดการกระตุน้ (Ring activation)  ข้ึนท่ีหมู่ไฮดรอกซิลก่อน ไดส้าร

A B

B 
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ผลิตภณัฑ์เป็นพารา-เบนโซควิโนน (p-Benzoquinone) จากนั้นจะเขา้สู่ปฏิกิริยาการแตกวงพารา-
เบนโซควิโนน ไดส้ารประกอบ 2 ตวั คือ กรดมาเลอิค (Maleic acid) และกรดออกซาลิค (Oxalic 
acid) ก่อนจะเขา้สู่เมแทบอลิซึมทัว่ไปของส่ิงมีชีวิต (Leitao et al, 2007; Nair et al., 2008) (รูปท่ี 
1.3) นอกจากนั้นพบวา่การทดลองขา้งตน้สามารถลดค่าซีโอดี ไดถึ้งร้อยละ 96 วิธีการดงักล่าวยงั
สามารถใชย้อ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคตวัอ่ืน ๆ เช่น โมเลกุลฟีนอลิคอยา่งง่าย ไดแ้ก่ phenol, p-
hydroxybenzaldehyde, vanillin, salicylic acid, p-cholorophenol, p-nitrophenol, o-aminophenol 
และ  p-aminophenol, diphenols ไดแ้ก่ catechol, hydroquinone and resorcinol  และ triphenols 
ไดแ้ก่ phloroglucinol ไดเ้ช่นกนั (Yao et al., 2006) 

 

 
รูปที่ 1.3 วถีิการยอ่ยสลายทางชีวภาพของไฮโดรควิโนน 
ทีม่า : Yao et al. (2006) 
 
 มีรายงานว่าจุลินทรีย์หลายชนิด ทั้ งแบคทีเรียและราสามารถย่อยสลายสารประกอบ           
ฟีนอลิคท่ีปนเป้ือนในน ้าเสียจากอุตสาหกรรมประเภทต่างๆ และในดินได ้ดงัเช่น  

การใช ้Psuedomonas pictorum (NCIM2077) ยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคจากโรงงาน
อุตสาหกรรม 3 โรงงาน คือ โรงงานปิโตรเคมี, โรงานผลิตเคร่ืองหนงั และโรงงานผลิตสารโพลิ -
เมอร์ โดยตรึงเซลลบ์น alginate พบวา่สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ 89.72, 90.18, และ 
91.95 จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 506, 489 และ 758 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะท่ีการตรึงเซลล์บน 
activated carbon ร่วมกบั alginate สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคได้ร้อยละ 97.43, 97.75 และ 
94.06 ตามล าดบั (Murugesan et al., 2005)   

มีรายงานวา่  Lactobacillus plantarum ใชใ้นการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสีย
โรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก  สามารถลดสัดส่วนของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่ม high molecular 
weight fraction และ low molecular weight fraction ไดร้้อยละ 58 และ ลดสีไดร้้อยละ 55 ตามล าดบั 
(Lamia et al., 2003) นอกจากนั้น Limkhuansuwan et al. (2010) รายงานการใชเ้ช้ือแบคทีเรียสาย
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พนัธ์ุน้ีในการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคและสีในน ้ าเสียจากโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์ พบวา่สามารถบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 33.64 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และสีไดร้้อยละ 34 และ 15.88 ตามล าดบั ภายใตอุ้ณหภูมิ 30 °C  

การศึกษาวิจยัโดยใช้ Arthrobacter chlorophenolicus A6 ในการยอ่ยสลายสารฟีนอลและ
สารอนุพันธ์ของฟีนอลในดินท่ีปนเป้ือน พบว่าแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถย่อยสลายสาร                    
4-nitrophenol > 4-chlorophenol > phenol ทั้งน้ีสารดงักล่าวถือเป็นปัญหามลพิษท่ีส าคญัในดินและ
ส่ิงแวดลอ้ม (Unell et al., 2008)  

การใช ้ Geotricum candidum ซ่ึงเป็นราท่ีมีการน ามาใชใ้นการยอ่ยสลายสารประกอบ          
ฟีนอลิคในน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัมะกอก พบวา่สามารถลดค่าซีโอดี ไดสู้งสุดร้อยละ 75 จาก
ค่าซีโอดี เร่ิมตน้ 45,000  มิลลิกรัมต่อลิตร และลดสีในน ้าเสียไดร้้อยละ 65 สามารถยอ่ยสลาย 
caffeic acid 2.6 มิลลิกรัมต่อลิตร และลด ferulic acid 1.7 มิลลิกรัมต่อลิตรไดอ้ยา่งสมบูรณ์ สามารถ
ยอ่ยสลายสาร hydroxytyrosol และ tyrosol จาก 3,450.7 มิลลิกรัมต่อลิตรและ 439.4 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  เหลือ 613.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 114.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  ตามล าดบั และยอ่ยสลาย vanillic 
acid ไดจ้ากความเขม้ขน้ 191 เหลือ 6.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายในระยะเวลา 6 วนั (Asses et al., 2009) 
 
 1.2.6 แบคทเีรียจีนัส Bacillus และการน ามาใช้ประโยชน์ด้านส่ิงแวดล้อม 

แบคทีเรียทนร้อน (Thermophilic bacteria) คือแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตไดใ้นช่วง
อุณหภูมิสูงตั้ งแต่ 55-70 องศาเซลเซียส ได้แก่ แบคทีเรียในจีนัส Bacillus, Thermus และ 
Clostridium สามารถคดัแยกเช้ือไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มหลากหลายประเภท เช่น ดิน, น ้ า, น ้ าทะเล, ดิน
ตะกอน และแหล่งท่ีมีอุณหภูมิสูง เช่น น ้ าพุร้อน (Mutzel et al, 1996; Markossian et al., 2000) และ
พื้นท่ีบริเวณทะเลทราย (Mohamed et al., 2006) ดงัแสดงในตารางท่ี 1.4  ขอ้ดีของการเพาะเล้ียง
แบคทีเรียทนร้อน คือ มีความเส่ียงน้อยต่อการปนเป้ือนโดยจุลินทรียช์นิดอ่ืนและมีความทนทาน
ในช่วงอุณหภูมิกวา้ง (Mutzel et al., 1996) กลุ่มแบคทีเรียส าคญัท่ีมีความสามารถในการยอ่ยสลาย
สารมลพิษในสภาวะใช้อากาศ ท่ีอุณหภูมิสูงท่ีมีการศึกษากนัอย่างแพร่หลาย ไดแ้ก่ Thermophilic 
bacilli ซ่ึงสามารถเจริญในส่ิงแวดลอ้มท่ีมีความหลากหลาย และมีศกัยภาพในการย่อยสลายสาร
มลพิษไดห้ลายชนิด จึงไดมี้การน าแบคทีเรียชนิดน้ีมาใชป้ระโยชน์ดา้นส่ิงแวดลอ้มในการศึกษาท่ี
ผา่นมา เช่น การยอ่ยสลายสารฟีนอลโดยแบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  
ซ่ึงคดัแยกได้จากบริเวณน ้ าพุร้อน พบว่าแบคทีเรียชนิดน้ีเจริญและย่อยสลายสารฟีนอลได้ดีท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส, พีเอช 6.5   (Feitkenhauer et al., 2001; Milo et al., 1999 ) แบคทีเรียทน
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ร้อน เช่น Bacillus thermoglucosidasius สายพนัธ์ุ A7 (Duffner et al., 2000) และ Bacillus 
thermoleovarans สายพนัธ์ุ A2 (Mutzel et al., 1996) สามารถยอ่ยสลายสารฟีนอลและครีซอลได้
อยา่งสมบูรณ์ท่ีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ภายในเวลา 12 ชัง่โมง  จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 5 มิลลิ-
โมลาร์  และ Mohamed et al. (2006) ไดค้ดัเลือกแบคทีเรียทนร้อนในจีนสั   Bacillus จากบริเวณท่ีมี
การปนเป้ือนน ้ ามนัและสารปิโตรเลียมในทะเลทรายในประเทศคูเวตซ่ึงมีอุณหภูมิสูงประมาณ 60 
องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถย่อยสลายสารประกอบพวก polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) และ heterocyclic NOS-polyaromatic ซ่ึงมีความสามารถในการละลายน ้ าต ่า 
ท าให้เกิดการดูดซับในเม็ดทรายไดสู้ง จึงเกิดปัญหาการปนเป้ือนของสารดงักล่าว ในขณะท่ีพบ 
mesophilic bacteria ในบริเวณนั้นเช่นกนัแต่พบวา่ไม่สามารถยอ่ยสลายการปนเป้ือนของผลิตภณัฑ์
ปิโตรเลียมได้  นอกจากแบคทีเรียจีนัส Bacillus ท่ีน ามาใช้ในการย่อยสลายสารพิษแล้ว ยงัมี
การศึกษาของ El-naas et al. (2009) ไดใ้ช้แบคทีเรีย Pseudomonas putida ท่ีตรึงบน polyvinyl 
alcohol (PVA) gel  พบว่าแบคทีเรียดงักล่าวสามารถย่อยสลายสารฟีนอลท่ีมีความเขม้ขน้สูงกว่า 
300 มิลลิกรัมต่อลิตร  ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7  ถึงแมจ้ะมีการใชแ้บคทีเรียในจีนสัอ่ืน
ในการยอ่ยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอ้มแต่ส่วนใหญ่ยงัเป็นการยอ่ยสลายท่ีอุณหภูมิปานกลาง  จาก
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียทนร้อนท่ีกล่าวมาขา้งตน้ จึงมีความน่าสนใจท่ีจะน ามาประยุกตใ์ช้ใน
การบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีมีอุณหภูมิ และองค์ประกอบ
ของสารอินทรียสู์ง 

 
ตารางที ่1.4 การใชแ้บคทีเรียจีนสั Bacillus เพื่อประโยชน์ทางดา้นส่ิงแวดลอ้ม 

ชนิดของแบคทีเรีย แหล่งท่ีคดัแยก สารพิษท่ียอ่ยสลาย อา้งอิง 
Bacillus thermoleovorans 
สายพนัธ์ุA2 

น ้าพุร้อน ฟีนอล Mutzel et al. (1996) 

Bacillus 
thermoglucosidasius      
สายพนัธ์ุ A7 

น ้าพุร้อน ฟีนอลและครีซอล Duffner et al. (2000) 

แบคทีเรียทนร้อนในจีนสั  
Bacillus 

ทะเลทราย polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAHs) 
และ heterocyclic 
NOS-polyaromatic 

Mohamed et al. (2006) 
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1.2.7 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิ 

สารประกอบฟีนอลิคเป็นปัญหาท่ีส าคญัของระบบบดัน ้ าเสีย และกระบวนการผลิตก๊าซ
ชีวภาพจากน ้ าเสีย เน่ืองจากมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย แต่มีแบคทีเรียหลายชนิดท่ีมีความ
ทนทานและสามารถยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคได ้อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพในการยอ่ยสลาย
ทางชีวภาพของสารประกอบกลุ่มน้ีข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ พีเอช ความเขม้ขน้ของสาร 
เป็นตน้  

 1.2.7.1  อุณหภูมิ  การย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลิค จะมี
ประสิทธิภาพดีนั้นข้ึนอยู่กบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ี์มีความจ าเพาะในการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิค ซ่ึงจุลินทรีย์ดังกล่าวมีทั้ งกลุ่มท่ีสามารถเจริญได้ในอุณหภูมิปานกลาง 
(Mesophile) และอุณหภูมิสูง (Thermophile) และบางชนิดสามารถปรับตวัไดใ้นช่วงอุณหภูมิกวา้ง 

 1.2.7.2  พีเอช  สภาวะความเป็นกรด-ด่าง เป็นปัจจยัส าคญัในการเจริญและยอ่ย
สลายสารประกอบฟีนอลิคของจุลินทรีย ์โดยจุลินทรียแ์ต่ละชนิดตอ้งการสภาวะกรด-ด่างท่ีต่างกนั  

 1.2.7.3  ความเข้มข้นเร่ิมต้นของสารประกอบฟีนอลิค  การใชจุ้ลินทรียย์อ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคนั้น ควรค านึงถึงความเขม้ขน้เร่ิมตน้ซ่ึงมีผลต่อการเจริญและการท างานของ
จุลินทรีย์ โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีความอ่อนไหวต่อระดับความเข้มข้นของสารประกอบ          
ฟีนอนิคท่ีแตกต่างกนั 

Suhaila et al. (2010) ไดท้  าการทดสอบในห้องปฏิบติัการ พบว่าแบคทีเรีย Rhodococcus 
UKM-P ยอ่ยสลายสารฟีนอลไดดี้และเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 30 – 40 องศาเซลเซียส แต่สามารถยอ่ย
สลายสารฟีนอลท่ีความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตรไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 
21 ชัว่โมง โดยมีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมเท่ากบั 7 ในขณะท่ีพีเอชต ่ากวา่ 6 และพีเอชสูงกวา่ 8 แบคทีเรีย
สามารถเจริญเติบโตได ้แต่ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารฟีนอลจะลดลง   

การย่อยสลายสารฟีนอลโดยแบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 
พบวา่แบคทีเรียชนิดน้ีเจริญและยอ่ยสลายสารฟีนอลไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 6 และ
ไม่พบการเจริญท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 45 องศาเซลเซียส และมากกวา่ 70 องศาเซลเซียส  (Feitkenhauer 
et al., 2001; Mutzel et al., 1996) รวมทั้งมีการศึกษาและรวมรวมขอ้มูลสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย Bacillus  thermoleovorans สายพนัธ์ุ IHI-91 เพื่อใช้ในการ
ไฮโดรไลซ์กรดไขมนัท่ีมีในน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
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เจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดน้ี คือ 65 องศาเซลเซียส และไม่เกิน 75 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตาม 
อุณหภูมิต ่าท่ีสามารถเจริญไดอ้ยูใ่นช่วง 37 – 50 องศาเซลเซียส (Becker, 2010) 

  Ayed and Hamdi (2003) ศึกษาการใช้แบคทีเรีย Lactobacillus plantarum ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียผลิตกรดแลคติก และคดัแยกไดจ้ากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก มาทดสอบการยอ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคและสีในน ้ าเสีย โดยการปรับสภาวะต่างๆ ในการย่อยสลายทางชีวภาพให้
เหมาะสม เช่น ค่าพีเอช ระยะเวลา เป็นตน้ พบวา่แบคทีเรียดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการก าจดัสีได้
ร้อยละ 58 ยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ  46 และลดค่าซีโอดีได ้ร้อยละ 55 ท่ีพีเอช 3.5 
ระยะเวลา 10 วนั นอกจากน้ี Tziotios et al. (2007) ศึกษาการใชแ้บคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากเน้ือ
มะกอกมายอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก พบวา่แบคทีเรีย
สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคและซีโอดีไดร้้อยละ 82-90 ในน ้ าเสียท่ีผ่านการเจือจางให้มีความ
เขม้ขน้เท่ากบัร้อยละ 20, 50 และ 100 ในระยะเวลา 11, 22 และ 30 วนั ตามล าดบั ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ี
ได้มีการประยุกต์ใช้จริงในโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอกโดยใช้ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 500 ลิตร 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 28 องศาเซลเซียส พบวา่สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ 60 และลดค่า
ซีโอดี ไดร้้อยละ 70 ในเวลา 27 ชัว่โมง ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นแนวทางหน่ึงในการบ าบดัสารประกอบ  
ฟีนอลิคในน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัมะกอกได ้

 มีรายงานการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคจากน ้ าเสียโรงงานถ่านหินในประเทศอินเดีย 
โดยใช้แบคทีเรียร่วมกนัสองชนิดคือ Alcaligenes faecalis และ Enterobacter species พบว่า
แบคทีเรียทั้งสองชนิดสามารถยอ่ยสลายสารฟีนอลไดท่ี้ 300 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการยอ่ยสลายตั้งแต่
ชัว่โมงท่ี 10 และยอ่ยสลายสารฟีนอลไดอ้ยา่งสมบูรณ์ภายในเวลา 45 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 35 องศา-
เซลเซียส ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน นอกจากนั้นยงัพบว่ามีสารประกอบฟีนอลิคชนิดอ่ืน   ไดแ้ก่   
p-hydroxybenzoic acid ท่ีมีการยอ่ยสลายระหวา่งการยอ่ยสลายสารฟีนอลอีกดว้ย (Thomas et al., 
2002)  

งานวิจยัของ Juárez et al. (2008) ศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจาก
โรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอก โดยใช้ Azobacter chroococcum พบว่าสารประกอบฟีนอลิคบางชนิด 
เช่น protocatetic acid และ p-hydroxybenzoic acid สามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญของ 
A. chroococcum ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของสารดงักล่าวเท่ากบั 0.3% (w/v) เม่ือท าการเก็บตวัอยา่งท่ี 
0, 24, 48, และ 72 ชั่วโมง พบการย่อยสลายของ protocatetic acid  ท่ี 48 ชั่วโมง และ                       
p-hydroxybenzoic acid ท่ี 72 ชัว่โมง โดยสารทั้งสองสามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งสมบูรณ์ ในขณะท่ี
สารประกอบฟีนอลิคชนิดอ่ืน เช่น syringic acid, p-coumaric acid, syringaldehyde ไม่มีการยอ่ย
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สลาย ทั้งน้ีอตัราในการย่อยสลายข้ึนอยู่กบัชนิด โครงสร้างและความเขม้ขน้ของสารประกอบ        
ฟีนอลิค โดยสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีโครงสร้างอย่างง่ายจะถูกแบคทีเรียใช้เป็นแหล่งคาร์บอนได้
ง่ายกวา่  

 
1.2.8 การใช้ประโยชน์น า้เสียเพือ่ผลติก๊าซชีวภาพ 

 ระบบบ าบดัน ้าเสียแบบชีวภาพของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์โดยทัว่ไปนิยมใชบ้่อหมกัแบบ
ไร้อากาศเรียงติดต่อกนัหลายบ่อ ในขณะท่ีบางโรงงานอาจมีการน าระบบบ าบดัแบบเติมอากาศมา
ใช้ร่วมกบัระบบแบบไร้อากาศ ในปัจจุบนัน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตถูกน าไปใช้ประโยชน์เพื่อ
ผลิตพลงังานทดแทนในรูปก๊าซชีวภาพ ตามความตอ้งการพลงังานทดแทนท่ีมากข้ึน เพื่อใช้เอง
ภายในโรงงานหรือจ าหน่ายซ่ึงถือเป็นการเพิ่มรายไดอี้กทางหน่ึง และเป็นการบ าบดัน ้ าเสียท่ีเป็น
มิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม (Angelidaki et al., 2009; Esposito et al., 2012) ผลผลิตจากการผลิตก๊าซ
ชีวภาพท่ีน ามาใช้ประโยชน์ คือ ก๊าซมีเทน (CH4) และก๊าซไฮโดรเจน (H2) นอกจากนั้นยงัมีก๊าซ
อ่ืนๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบในก๊าซชีวภาพ เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และ ก๊าซไนโตรเจน 
(N2) ซ่ึงมีปริมาณเพียงเล็กนอ้ย ของเสียท่ีน ามาผลิตก๊าซชีวภาพมีหลายประเภท เช่น ของเสียจากภาค
การเกษตร ขยะอินทรีย ์และน ้ าเสียท่ีมีค่าความสกปรกมากหรือค่าซีโอดี สูง ประมาณ 50,000-
150,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (Gelegenis et al., 2007) 

การยอ่ยสลายแบบไม่ใช้อากาศมีความส าคญัในการเปล่ียนสารอินทรียใ์ห้เป็นก๊าซชีวภาพ 
ซ่ึงจะเกิดเป็นก๊าซมีเทนร้อยละ 60-70  กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ (รูปท่ี 1.4) อาศยัปฏิกิริยา
ดงัต่อไปน้ี 

1) Hydrolysis ในขั้นแรกจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีอยูร่่วมกนัในระบบจะยอ่ยสลายสารอินทรีย์
เชิงซ้อนท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีมกัจะไม่ละลายน ้ าให้แตกตวัเป็นสารอินทรียเ์ชิงเด่ียวท่ีเป็นอนุมูล
เร่ิมตน้ (building blocks) ของชีวโมเลกุลต่าง ๆ ไดแ้ก่ คาร์โบไฮเดรต  โปรตีน ไขมนั โดยอาศยั
เอนไซม์ท่ีผลิตข้ึนโดยจุลินทรียใ์นระบบ เพื่อการเปล่ียนสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ให้เล็กลง และ
ละลายน ้าไดดี้ข้ึน 

 2) Acidogenesis ในขั้นตอนน้ีเแบคทีเรียประเภทสร้างกรด (Acidogenic bacteria) สามารถ
ย่อยสลายสารละลายอินทรียท่ี์ไดจ้ากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ให้เป็นกรดอินทรียโ์มเลกุลสั้ น ๆ ท่ี
ระเหยไดง่้าย หรือ  volatile fatty acid (VFA)  เช่น valeric acid,  butyric acid และ proprionic acid 
เป็นตน้ ขั้นตอนน้ีเป็นปฏิกิริยาการสร้างกรดอินทรีย ์ 
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3) Acetogenesis  จุลินทรียอี์กกลุ่มหน่ึงคือ กลุ่มสร้างกรดอะซิติก (Acetogenic bacteria) มา
ย่อยสลายกรดอินทรียจ์ากขน้ตอนปฏิกิริยาสร้างกรด ได้เป็น acetic acid, formic acid ขั้นตอนน้ี
เรียกวา่ ปฏิกิริยาการสร้างกรดอะซิติกเพื่อเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตก๊าซมีเทน ในข้ึนตอนน้ีหากเกิด
การสร้างกรดมากเกินจนน าไปใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตมีเทนไม่ทนั จะท าใหเ้กิดก๊าซไฮโดรเจน 

4) Methanogenesis ขั้นตอนการสร้างก๊าซมีเทน  โดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีผลิตก๊าซมีเทน
(Methanogens) จะใช้กรดอะซิติกท่ีไดจ้ากขั้นตอนการสร้างกรดอะซิติก เปล่ียนเป็นมีเทน (CH4) 
และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) การสร้างมีเทนจะเกิดข้ึนไดใ้นสภาวะไร้ออกซิเจน (Farhad et al., 
2010) 

 

 
รูปที ่1.4 ขั้นตอนการเกิดก๊าซชีวภาพจากสารอินทรีย ์
ทีม่า :  Appels et al. (2008) 
 

การศึกษาของ Sidik et al. (2013) ใช้กระบวนการหมกัร่วมของน ้ าเสียจากโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์กบัมูลววัในสภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobic digestion) ท่ีอุณหภูมิ 28-34 องสาเซลเซียส 
เป็นเวลา 21 วนั โดยการแปรผนัสัดส่วน น ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม : มูลววั ดงัน้ี 100 : 0, 0 
: 100, 60 : 40, 70 : 30 และ  80 : 20 พบวา่ การใชส้ัดส่วน 100 : 0 และสัดส่วน 0 : 100 จะเร่ิมผลิต
ก๊าซชีวภาพในวนัท่ี 10 และวนัท่ี 15 และเม่ือส้ินสุดการหมกัในวนัท่ี 21  มีประสิทธิภาพในการ
ก าจดัซีโอดี ไดร้้อยละ 46.3 และ  17.1  จากปริมาณซีโอดีเร่ิมตน้  8,215 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
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68,900 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสม 717 มิลลิลิตร และ 443 มิลลิลิตร มี
ประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซมีเทนร้อยละ  44.1 และ 40.5 ตามล าดบั และหมกัร่วมระหวา่งน ้ าเสีย
จากโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์ม: มูลววัในสัดส่วน 60 : 40 และ  80 : 20  พบว่าในวนัท่ี 21 มี
ประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี ไดร้้อยละ  21  และ 67 จากปริมาณซีโฮดีเร่ิมตน้ 30,300 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ 28,100 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมได้ 864 มิลลิลิตร และ        
1,504 มิลลิลิตร และมีประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซมีเทนไดร้้อยละ 46.1  และ 50 ตามล าดบั  การ
หมกัร่วมท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ในการศึกษาคือ การใชน้ ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาล์ม : มูล
ววัในสัดส่วน 70 : 30  ในวนัท่ี 21 ของการหมกัร่วมพบวา่มีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี  ไดร้้อย
ละ 75  จากปริมาณซีโอดี เร่ิมตน้ 29,100  มิลลิกรัมต่อลิตรและมีปริมาณก๊าซชีวภาพสะสม  1,875 
มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในผลิตก๊าซมีเทนร้อยละ 61.1 เม่ือวดัค่าอตัราส่วนคาร์บอน : ไนโตรเจน 
(C:N ratio) พบวา่ในการใชส้ัดส่วน 70 : 30 อยูใ่นช่วง 20 -30 : 1 ตามค่าแนะน า (Yadvika et al., 
2004)     

การศึกษาผลของสารยบัย ั้งการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้ากาศของระบบการผลิตก๊าซชีวภาพใน
น ้าเสียจากโรงงานผลิตไวน์และโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอกท่ีมีการปนเป้ือนน ้ ามนัมะกอกท่ีผา่นการ
เจือจางพบวา่ การปนเป้ือนของน ้ามนัมะกอกในน ้าเสียร้อยละ  0.5 โดยน ้าหนกั ไม่ส่งผลต่อการผลิต
ก๊าซชีวภาพ แต่เอทานอล 150 มิลลิกรัมต่อลิตร และฟีนอล 250 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าให้เกิดการยบัย ั้ง
การท างานของจุลินทรีย์สร้างกรดและจุลินทรีย์ท่ี ผลิตก๊าซมีเทน ท าให้การก าจัดซีโอดีและ
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพลดลง (Camarillo  and Rincon, 2009)  

การศึกษาการบ าบดัน ้าเสียของโรงงานสกดัน ้ามนัมะกอก ซ่ึงมีภาระบรรทุกสารอินทรียแ์ละ
สารประกอบฟีนอลิคปริมาณค่อนขา้งสูง จึงมีการน าระบบบ าบดัแบบสองขั้นตอนมาประยุกต์ใช ้
คือการบ าบดัแบบใชอ้ากาศและไม่ใชอ้ากาศควบคู่กนัโดยใชย้ีสต ์Candida tropicalis ATCC 32546 
และใช้หางน ้ านมซ่ึงเป็นของเสียจากกระบวนการผลิตชีสมาเป็นสับสเตรทร่วมในกระบวนการ
บ าบดัแบบใช้อากาศ ผลการทดลองพบวา่ สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียไดร้้อยละ 54 
จากความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคเร่ิมตน้ 700 มิลลิกรัมต่อลิตร และการบ าบดัแบบไม่ใช้
อากาศในระบบก๊าซชีวภาพท าใหมี้ผลผลิตก๊าซมีเทนเพิ่มข้ึนประมาณร้อยละ 68-75 และสามารถลด
ค่าซีโอดีไดร้้อยละ 93 (Martinez-Garzia et al., 2007)  

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาก าจดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัมะกอก
โดยใชร้าไวทร์อท Pleurotus ostreatus เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพภายใตส้ภาวะ
ไร้ออกซิเจน โดยท าการทดสอบดว้ย 1) การเจือจางน ้ าเสียให้ไดค้วามเขม้ขน้ร้อยละ 50 และน าไป
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ฆ่าเช้ือ  2) น ้ าเสียท่ีเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ร้อยละ 50 และน าไปให้ความร้อนท่ี 100 องศา
เซลเซียส และ 3) น ้าเสียท่ีไม่ไดผ้า่นการเจือจางและน าไปให้ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส พบวา่
ชุดการทดลองท่ี 1 สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคได ้ร้อยละ 66.66 ใชเ้วลา 19 วนั ชุดท่ี 2 สามารถ
ลดสารประกอบฟีนอลิคได้ร้อยละ 64.71 ใช้เวลา 21 วนั และชุดท่ี 3 สามารถลดสารประกอบ         
ฟีนอลิคไดร้้อยละ 78.3 ใช้เวลา 21 วนั โดยท่ีน ้ าเสียมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวม 1,035  
มิลลิกรัมต่อลิตร  การทดสอบค่าซีโอดีท่ีละลายน ้า (dissolved COD) ของน ้าเสียในแต่ละการทดลอง
พบว่าลดลง ร้อยละ 10, 12 และ 9 ตามล าดบั การศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพภายใตส้ภาวะไร้
ออกซิเจนในถงัปฏิกรณ์ขนาด 1 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส น ้ าเสียท่ีผ่านการให้ความร้อน
และผ่านการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคดว้ย P. ostreatus มีประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพ
โดยไดป้ริมาตรรวม 1,171 มิลลิลิตร เกิดก๊าซมีเทนร้อยละ 82ใชเ้วลา 14 วนั ส่วนน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการ
ปรับสภาพใดๆ สามารถผลิตก๊าซชีวภาพในปริมาตรรวมเพียงแค่ 221 มิลลิลิตร  เกิดก๊าซมีเทนร้อย
ละ 71 ใชเ้วลา 20 วนั ส่วนน ้ าเสียท่ีผา่นการให้ความร้อนแต่ไม่ไดผ้า่นกระบวนการทางชีวภาพโดย
ใช ้P. ostreatus สามารถผลิตก๊าซชีวภาพในปริมาตรรวม 1,162 มิลลิลิตร ใชเ้วลา 18 วนั เกิดก๊าซ
มีเทนเพียงร้อยละ 12 เท่านั้น (Fountoulakis et al., 2002)  จากงานวิจยัท่ีผา่นมาจะเห็นไดว้า่มีความ
จ าเป็นในการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคโดยวิธีทางชีวภาพก่อนการน าน ้ าเสียเขา้สู่กระบวนการ
ผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าชชีวภาพสะสมและก๊าซมีเทนใหสู้งข้ึน 

 
1.3 วตัถุประสงค์งานวจัิย 

 1)  เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคออกจากน ้ าเสียของ
กระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ โดยใชแ้บคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ใน
สภาวะใชอ้ากาศ  

  2)  เพื่อ ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใช้น ้ า เ สีย ท่ีผ่านการบ าบัด
สารประกอบฟีนอลิคขั้นตน้ดว้ยแบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 โดย
ศึกษาเปรียบเทียบกบัน ้าเสียท่ียงัไม่ผา่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิค 

 
1.4 ขอบเขตการวจัิย 

งานวิจยัน้ีศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมด (Total phenolics) และการ

จ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่นท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียของกระบวนการสกดัน ้ ามนั
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ปาล์มโดยใชว้ิธี Folin-Ciocalteau reagent และการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง High performance liquid 

chromatography (HPLC) ตามล าดบั ใชต้วัอย่างน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม 3 โรงงานใน

จงัหวดัสตูล , กระบ่ี และ สุราษฎร์ธานี  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายสารประกอบ      

ฟีนอลิคโดยใช้ตัวอย่างน ้ าเสียจากโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มท่ีมีความเข้มข้นของสารประกอบ           

ฟีนอลิคสูงท่ีสุด โดยใชแ้บคทีเรียทนร้อน  Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ศึกษาผลของ

ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิค  พีเอช และอุณหภูมิท่ีมีต่อประสิทธิภาพการบ าบัด

สารประกอบฟีนอลิคโดยแบคทีเรีย และศึกษาประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียท่ีผ่าน

การบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคขั้นตน้ให้คงเหลือความเขม้ขน้ต่างๆ กนั เปรียบเทียบกบัน ้ าเสียท่ียงั

ไม่ไดผ้า่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคโดยวิเคราะห์ปริมาณก๊าซชีวภาพสะสม และปริมาณก๊าซ

มีเทน   

 

1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1.5.1 ทราบถึงปริมาณและชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่นท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียจาก

กระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ 

1.5.2 ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียของ

กระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มโดยใชแ้บคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ใน

สภาวะใชอ้อกซิเจน 

1.5.3 ทราบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ และปริมาณก๊าซมีเทนโดยใช้น ้ าเสียของ

กระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ทั้งท่ีผา่นและไม่ผา่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคขั้นตน้ 

1.5.4 สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานให้กับโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มในการบ าบัด

สารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสีย และการเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้าเสีย 
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1.6  กรอบแนวคิดการวจัิย 

 งานวจิยัน้ีมีกรอบแนวคิดดงัแสดงในรูปท่ี 1.5                                                                                                                 

                          กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
ระบบบ าบดัน ้ าเสียของโรงงาน 
เช่น บ่อปรับเสถียร, บ่อผึ่ง 

ก๊าซชีวภาพ เ ช่น ก๊ าซมี เทน 
น าไปผลิตกระแสไฟฟ้าใช้ใน
โรงงาน,  จ  าหน่ายแก่การไฟฟ้า 

น ้ าเสียมีสารประกอบฟีนอลิคสูงมากกว่า 
1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และยบัย ั้งการ
ท างานของจุลินทรียใ์ชอ้ากาศและจุลินทรีย์
ท่ีสร้างกรดและก๊าซมีเทนในระบบการผลิต
ก๊าซชีวภาพ 

น ้ า เ สียจากโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มมี
อุณหภูมิสูงประมาณ 70-80 องศาเซลเซียส 

บ า บั ด น ้ า เ สี ย ขั้ น ต้ น ด้ ว ย Bacillus 

thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ซ่ึงเป็น

แบคทีเรียทนร้อนท่ีสามารถย่อยสลาย

สารประกอบฟีนอลิคได ้

น ้ า เ สี ย ท่ี ผ่ า น ก า ร บ า บั ด ขั้ น ต้น มี ค่ า

สารประกอบฟีนอลิค และค่าพารามิเตอร์

ต่ างๆลดลง  เ ช่น  ซี โอดี ,  ไนโตรเจน , 

ฟอสฟอรัส, ไขมนัและน ้ามนั เป็นตน้ 

เพิ่มการผลิตก๊าซชีวภาพสะสมและก๊าซ

มีเทนได้มากข้ึน ให้ค่า BMP สูงข้ึนกว่า

การใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัขั้นตน้ 

การบ าบดัน ้าเสียของโรงงาน

สกดัน ้ามนัปาลม์ทัว่ไป 

การบ าบดัน ้าเสียท่ีมีการ

บ าบดัสารประกอบฟีนอลิค 

รูปที ่1.5 กรอบแนวคิดการวิจยั 
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บทที ่2 

วสัดุ อปุกรณ์ และวธีิด าเนินการวจิัย 

2.1 ภาพรวมของวธีิด าเนินงานวจัิย 

งานวจิยัน้ีมีภาพรวมของวธีิด าเนินงานวจิยัดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2.1 ภาพรวมของวธีิการด าเนินงานวจิยั 

 ศึกษาลกัษณะสมบติัของน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ 
 

ศึกษาสมบติัของน ้าเสียพื้นฐาน ไดแ้ก่ 
พีเอช, อุณหภูมิ, บีโอดี, ซีโอดี, ไนโตรเจน, 
ฟอสฟอรัส, ของแขง็แขวนลอย, ไขมนัและ
น ้ามนั, กรดไขมนัระเหยง่าย, ความเป็นด่าง 

 

ศึกษาชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิค 
- ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
  (วธีิ   Folin-Ciocalteau) 
- ชนิดของสารประกอบฟีนอลิค (วธีิ HPLC) 

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคโดยใช ้            

แบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 

 

 แปรผนัความเขม้ขน้ของน ้าเสีย       
ไดแ้ก่ ร้อยละ 100, 50 และ 25 

แปรผนัอุณหภูมิ                                    
ไดแ้ก่ 50, 55, 60, 65 และ 70  องศา

เซลเซียส 
 

 

 

แปรผนัพีเอช              
ไดแ้ก่ 4, 5.5, 6.5

และ 7  
 

เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิค 
เพื่อเตรียมน ้าเสียไปผลิตก๊าซชีวภาพ 

 
 
 

ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้าเสียของกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ 
- การผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชน้ ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั 
- การผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชน้ ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 2, 6, และ 10 วนั 
- เปรียบเทียบปริมาณก๊าซชีวภาพสะสม, ปริมาณก๊าซมีเทนและค่า BMP 
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2.2 การเกบ็ตัวอย่างน า้เสียโรงงานสกัดน า้มันปาล์ม 

 เก็บตวัอยา่งน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์ม โรงงานละ 1 คร้ังโดยเก็บจากท่อของ
น ้ าเสียท่ีออกจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนจะปล่อยน ้ าเสียลงสู่ระบบบ าบดัน ้ าเสียของ
โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม 3 แห่ง โรงงานท่ี 1 จงัหวดัสตูล (Mill A) เก็บตวัอย่างในเดือนมีนาคม, 
โรงงานท่ี 2 จงัหวดักระบ่ี (Mill B) เก็บตวัอยา่งในเดือนกนัยายน และโรงงานท่ี 3 จงัหวดัสุราษฎร์-
ธานี (Mill C) เก็บตวัอยา่งในเดือนธนัวาคม ซ่ึงเป็นช่วงท่ีโรงงานก าลงัมีการผลิตน ้ ามนัปาล์มดิบ 
เก็บตวัอยา่งน ้ าเสียในขวดโพลีเอทิลีนขนาด 500 มิลลิลิตร และน าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -20 องศา-
เซลเซียสเพื่อยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียช์ัว่คราวและรักษาลกัษณะของน ้ าเสียให้คงท่ีตลอดการ
ทดลอง น าน ้าเสียมาผา่นการกรองดว้ยผา้ขาวบางเพื่อก าจดัตะกอนแขวนของแข็งท่ีอยูใ่นน ้ าเสียก่อน
น ามาทดลอง ลกัษณะทางกายภาพของน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์แสดงดงัรูปท่ี 2.2  
 

      

รูปที ่2.2 ลกัษณะทางกายภาพของน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ 

2.3 การวเิคราะห์ลกัษณะของน า้เสีย 

 2.3.1 การวเิคราะห์ลักษณะสมบัติทัว่ไปของน า้เสีย 

วเิคราะห์ลกัษณะสมบติัทัว่ไปของน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มทั้ง 3 แห่ง ตาม
วิธีการมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์น ้ าและน ้ าเสียใน Standard Methods for Examination of 
Water and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 2005) ดงัพารามิเตอร์ต่อไปน้ี: ออกซิเจน
ละลายในน ้ า (Dissolved oxygen, DO) บีโอดี (Biological oxygen demand, BOD) ซีโอดี (Chemical 
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oxygen demand, COD)                    ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (Total suspended 
solids, TSS) ไขมนัและน ้ ามนั (Oil and grease) ค่ากรดไขมนัระเหยง่าย (Volatile fatty acid, VFA) 
และค่าความเป็นด่าง (Alkalinity) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 

 
ตารางที ่2.1 วธีิการวเิคราะห์ลกัษณะสมบติัทัว่ไปของน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ 

พารามิเตอร์* วธีิวเิคราะห์ 
ออกซิเจนละลายในน ้า Azide Modification 
บีโอดี 5 – day BOD Test 
ซีโอดี Open Reflux Method 
         Kjeldahl Method 
         Persulfate / Ascorbic Acid Method 
ของแขง็แขวนลอยทั้งหมด Total Suspended Solids Dried at 103-105 °C 
น ้ามนัและไขมนั 
กรดไขมนัระเหยง่าย 
ค่าความเป็นด่าง 

Soxhlet extraction method 
Titration Method 
Titration Method 

* วเิคราะห์ท่ีศูนยป์ฏิบติัการดา้นส่ิงแวดลอ้ม คณะการจดัการส่ิงแวดลอ้ม 

2.3.2 การวเิคราะห์ปริมาณและการจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสีย 

  2.3.2.1 การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมด (Total phenolics) 

น าน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มของ 3 โรงงานทั้งก่อนและหลงัการ
ทดลองย่อยสลายทางชีวภาพ และการผลิตก๊าชชีวภาพมาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ                  
ฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีละลายอยูใ่นน ้ าเสียดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau  (ดดัแปลงจาก Ergul et al., 
2011) ตามวธีิการในขอ้ 2.7.1 

2.3.2.2  การจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่น 

  นอกจากการวิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดตามขอ้ 2.3.2.1 
แล้ว มีการจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่นในน ้ าเสียของกระบวนการสกดัน ้ ามนั
ปาลม์โดยใชเ้คร่ือง High performance liquid chromatography (HPLC) การเตรียมตวัอยา่งน ้ าเสียท า
โดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อก าจดัตะกอนของแข็ง และ
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เจือจาง 5 เท่า  ก่อนกรองดว้ย nylon syringe filter ขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร จากนั้นน าไป
วเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC ซ่ึงต่อดว้ย detector ชนิด diode array detector  ท่ีความยาวคล่ืน 280    นา
โนเมตร ตามวธีิการในขอ้ 2.7.2 จากนั้นน าปริมาณความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิด
ท่ีวิเคราะห์ไดด้ว้ยเคร่ือง HPLC มาคิดรวมกนัเพื่อค านวณว่าชนิดและปริมาณของสารท่ีวิเคราะห์
ดว้ยวิธีน้ีคิดเป็นร้อยละเท่าไหร่เม่ือเทียบจากการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดดว้ยวิธี 
Folin-Ciocalteau ในขอ้ 2.3.2.1  
 
2.4 การเพาะเลีย้งและเตรียมหัวเช้ือแบคทเีรีย 

งานวิจยัน้ีใชแ้บคทีเรียทนร้อนชนิด Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุ  A2 (รูปท่ี 2.3 A
และ B) ซ่ึงคดัแยกจากน ้ าพุร้อนในประเทศไอร์แลนด์ (Mutzel et al., 1996) ท าการเล้ียงเช้ือใน
อาหารเหลว carbon free mineral medium (CFMM) ท่ีมีการเติมฟีนอล 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย น าไปบ่มและเขยา่ดว้ยอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ 
เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเก็บเก่ียว
เซลล์ท่ีช่วง Late-log phase เพื่อให้ไดป้ริมาณเซลล์ท่ียงัมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด โดยน าแบคทีเรียมา
ป่ันแยกเซลล์ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000  รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที แยกส่วนใสทิ้ง แล้วล้างเซลล์ด้วยอาหาร CFMM 2 คร้ัง ละลายเซลล์ด้วยอาหาร 
CFMM และปรับความขุ่นของเช้ือ (Optical density, OD580) ให้ไดเ้ท่ากบั 1.0 ก่อนน าไปใชเ้ป็นหวั
เช้ือในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ามนัปาลม์ต่อไป 

 

 
 

A 
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 รูปที่ 2.3 ลกัษณะของโคโลนีและการเจริญของแบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ  A2 ใน
  อาหารแขง็ (A) และอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM (B) 
 

2.5  การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิขั้นต้นในน า้เสียโดย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  

การทดลองน้ีเลือกใช้น ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มเป็นน ้ าเสียตน้แบบท่ีมีการ
ปนเป้ือนของสารประกอบฟีนอลิค  เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิคถูกสกดัออกมาจากผลปาล์มใน
ระหว่างกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มแบบมาตรฐาน (แบบใช้น ้ า) จึงมีการตกคา้งของกลุ่มสาร
ดงักล่าวอยูใ่นน ้ าเสีย จากการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดในน ้ าเสีย
ของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มจ านวน 3 แห่ง ตรวจพบความเขม้ขน้สูงท่ีสุดในน ้ าเสียของโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์ในจงัหวดัสุราษฎร์ธานี ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 1,503 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะท่ีน ้ าเสียจาก
โรงงานในจงัหวดักระบ่ีและสตูลมีความเขม้ขน้อยู่ในช่วง1,206-1,280 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงเลือก
ตวัอย่างน ้ าเสียจากจงัหวดัสุราษฎร์ธานีเป็นตวัแทนในการศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของ
สารประกอบฟีนอลิค  การทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลาย
ทางชีวภาพขั้นตน้ของสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มโดยใชแ้บคทีเรียทน
ร้อนชนิด B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  โดยสภาวะท่ีสนใจศึกษา ไดแ้ก่  ความเขม้ขน้เร่ิมตน้
ของสารประกอบฟีนอลิค  อุณหภูมิ และพีเอช ซ่ึงการเปล่ียนแปลงของปัจจยัดังกล่าวส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพ ดงันั้นจึงมีการแปรผนัปัจจยัดงักล่าวให้มีความใกลเ้คียงกบั
การน าไปประยกุตใ์ชง้านจริง ดงัรายละเอียดดงัน้ี   

 

B 
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(1) ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิค  โดยการแปรผนัความเขม้ขน้ของน ้ าเสียท่ีใชใ้น
การทดลอง ท าการเปรียบเทียบผลของการใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นการเจือจาง ซ่ึงถือวา่มีความเขม้ขน้ของ
สารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 100 เปรียบเทียบกบัน ้ าเสียท่ีผ่านการเจือจางด้วยน ้ ากลัน่เพื่อให้ได้
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียร้อยละ 50 และร้อยละ 25  

(2) อุณหภูมิ โดยการแปรผนัอุณหภูมิในการศึกษา ไดแ้ก่ 50, 55, 60, 65 และ 70 องศา-
เซลเซียส   

(3) พีเอช โดยการแปรผนัค่าพีเอช ไดแ้ก่  พีเอช 4, พีเอช 5.5, พีเอช 6.5 และ พีเอช 7  

ในการศึกษาผลของปัจจัยดังกล่าว ด าเนินการทดลองในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด          
16 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุน ้ าเสียปริมาตร 4 มิลลิลิตร และหัวเช้ือ B.thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ท่ี
เตรียมไดจ้ากขอ้ 2.4  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ใชห้วัเช้ือร้อยละ 20 โดยปริมาตร) ท าการทดลองชุด
ตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 24 ชัว่โมง  น าประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอ
ลิคไปวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (One Way ANOVA) ดว้ยโปรแกรม SPSS 
Statistic base เวอร์ชนั 17.0 (S/N 5066845) เพื่อดูความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p < 95) 

เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมแลว้น ามาศึกษาผลของการมีและไม่มีจุลินทรียท์อ้งถ่ินในน ้ าเสีย
ร่วมกบัการเติมแบคทีเรียทนร้อนท่ีมีต่อประสิทธิภาพการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิค โดยบรรจุน ้ า
เสียท่ีผ่านและไม่ผ่านการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ทอ้งถ่ินปริมาตร 80 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร เติมหวัเช้ือ B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 2.4 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
บ่มตวัอยา่งในตูบ้่มตวัอยา่งท่ีให้อตัราเขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที (รูปท่ี 2.4 A และ B) ศึกษาภายใต้
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด ท าการทดลองชุดตวัอย่างละ 3 ซ ้ า เก็บตวัอย่างทุก ๆ 24 ชั่วโมง เพื่อ
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีเหลืออยูด่ว้ยวิธี Folin-Ciocalteau เก็บตวัอยา่ง
จนกวา่ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารดงักล่าวคงท่ี  



30 

  
 
รูปที ่2.4 การเล้ียง B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ร่วมกบัน ้ าเสีย (A) ลกัษณะทางกายภาพของน ้ า
เสียก่อนและหลงัการบ าบดัดว้ย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 (B) 
 

น าชุดตวัอย่างท่ีสามารถบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคไดสู้งท่ีสุดไปวิเคราะห์การลดลงของ
สารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่นแต่ละชนิดด้วยเคร่ือง HPLC นอกจากนั้นตรวจวดัค่าพารามิเตอร์
ลกัษณะน ้ าเสียอ่ืน ๆ เช่น พีเอช ซีโอดี ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส เป็นตน้ ดงัตารางท่ี 2.2 รวมทั้ง
วเิคราะห์จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดทั้งก่อนและหลงัการบ าบดัดว้ยวิธี total plate count ตามวิธีการใน
ขอ้ 2.7.3  

 
เตรียมชุดควบคุมการทดลองเพื่อศึกษาการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคโดยอาศัย

จุลินทรียท์อ้งถ่ินในน ้ าเสียแต่เพียงอยา่งเดียว (ไม่มีการเติมเช้ือทนร้อน) และชุดควบคุมการลดลง
โดยปัจจยัทางกายภาพ-เคมี (Abiotic losses) ประกอบดว้ยน ้ าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ (ไม่มีการเติมเช้ือ
ทนร้อน)   

 

 

 

 

 

A B 

ก่อนบ าบัด หลงับ าบัด 
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ตารางที่ 2.2 รายละเอียดการวิเคราะห์ลักษณะน ้ าเสียก่อน ระหว่าง และหลังการบ าบัด 
 สารประกอบฟีนอลิค 

พารามิเตอร์ 

ก่อนการ
บ าบดั

สารประกอบ      
ฟีนอลิค 

ระหวา่งการ
บ าบดั

สารประกอบ        
ฟีนอลิค 

หลงัการ
บ าบดั

สารประกอบ
ฟีนอลิค 

พีเอช √ - √ 
อุณภูมิ (องศาเซลเซียส) √ - √ 
บีโอดี (มก./ล.) √ - √ 
ซีโอดี (มก./ล.) √ - √ 
ของแขง็แขวนลอยทั้งหมด(มก./ล.) √ - √ 
ไนโตรเจน (มก./ล.) √ - √ 
ฟอสฟอรัส (มก./ล.) √ - √ 
สารประกอบฟีนอลิครวม (มก./ล.) √ √ √ 
ชนิดของสารประกอบฟีนอลิค (มก./ล.) √ - √ 

จ านวนจุลินทรีย ์(CFU/mL) √ - √ 

 
2.6  การผลติก๊าซชีวภาพโดยใช้น า้เสียทีผ่่านการบ าบัดสารประกอบฟีนอลคิขั้นต้น 

ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัสารประกอบ       
ฟีนอลิคขั้นตน้โดยการบ่มตวัอยา่งน ้ าเสียร่วมกบัแบคทีเรียทนร้อนในสภาวะท่ีมีพีเอช และอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากหัวขอ้ 2.5 เป็นระยะเวลา  2, 6 หรือ 10 วนั ท าให้ปริมาณสารประกอบ              
ฟีนอลิคท่ีคงเหลือในน ้ าเสียหลงัจากการบ าบดัมีค่าแตกต่างกนั คือ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ี
เหลืออยูป่ระมาณร้อยละ 80, 60 และ 40 ของความเขม้ขน้เร่ิมตน้ ตามล าดบั ทั้งน้ีเพื่อทดสอบวา่เม่ือ
มีความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคคงเหลือในน ้ าเสียท่ีใชเ้ป็นสับสเตรทแตกต่างกนั ส่งผลให้
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพแตกต่างกนัหรือไม่ โดยพิจารณาจากปริมาตรของก๊าซชีวภาพ
สะสม ร่วมกบัปริมาณมีเทนท่ีถูกผลิตข้ึน ชุดการทดลองขา้งตน้ถูกเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมซ่ึงเป็น
น ้าเสียท่ียงัไม่ผา่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิค  
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การผลิตก๊าซชีวภาพทดลองโดยน าน ้าเสียท่ีผา่นและไม่ผา่นการบ าบดัขั้นตน้มาผสมกบักาก
ตะกอนแอนแอโรบิคแบคทีเรียท่ีไดจ้ากระบบผลิตก๊าซชีวภาพของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มแห่ง
หน่ึงในจงัหวดัสุราษฎร์ธานี (รูปท่ี 2.5A) ท่ีผ่านการกระตุน้ด้วยการเขย่าท่ี 120 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชัว่โมงก่อนน ามาใชง้าน โดยกากตะกอนดงักล่าวมีค่าอตัราส่วนระหวา่ง 
MLSS : MLVSS ซ่ึงเป็นค่าของแข็งแขวนลอย (MLSS) และของแข็งแขวนลอยระเหย (MLVSS) 
ประมาณ 0.7 เป็นไปตามค่าแนะน าในระบบบ าบดัน ้ าเสียแบบตะกอนเร่ง (Activated sludge 
process) ในช่วง 0.7-0.9 (Jenkins et al., 2004) ระบบการผลิตก๊าชชีวภาพใช้กากตะกอนเร่ิมตน้     
ร้อยละ 30  ของน ้ าเสียทั้งหมด คิดเป็นปริมาตร 18 มิลลิลิตร ในปริมาตรรวมของระบบทั้งหมด 60 
มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์ และเติมโซเดียมไบคาร์บอเนต 0.24 กรัม 
(Beccari et al., 1996) ลงในขวดซีรัมปริมาตร 120 มิลลิลิตร ท่ีมีการไล่ก๊าซออกซิเจนออกให้หมด
ดว้ยการ flush ก๊าซไนโตรเจนประมาณ  1  นาที ปิดขวดให้สนิทดว้ยจุกยางและ Aluminum crimp 
cap น าไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส ดงัรูปท่ี 2.5 (B) จากนั้นวดัปริมาตรก๊าซชีวภาพสะสมท่ีเกิดข้ึน
โดยการแทนท่ีน ้าทุกๆ 2 วนั ดงัรูปท่ี 2.5 (C)  

การเก็บตวัอย่างก๊าซชีวภาพโดยใชห้ลอดเก็บก๊าซ ดงัรูปท่ี 2.5 (D) เพื่อน าไปวิเคราะห์
องค์ประกอบและปริมาณของก๊าชชีวภาพ ไดแ้ก่ ก๊าซมีเทน, ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์, และก๊าซ
ไนโตรเจนดว้ยเคร่ือง Gas chromatography-thermal conductitvity detector (GC-TCD) ทุกๆ 7 วนั 
ตามวิธีการในขอ้ 2.7.4 จากนั้นทดสอบศกัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical methane 
potential) โดยค านวณจากสูตรดงัน้ี 

BMP (มิลลิลิตรมีเทน/กรัมซีโอดี)   =   ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมสูงสุด (มิลลิตรมีเทน) 

                                                       
       ซีโอดีเร่ิมตน้ของน ้าเสีย (กรัมซีโอดีทั้งหมด)

 

น าค่า BMP ท่ีไดใ้นแต่ละระบบมาวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทางเดียว (One 
Way ANOVA) ดว้ยโปรแกรม SPSS Statistic base เวอร์ชนั 17.0 (S/N 5066845) เพื่อศึกษาความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p < 95) 
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รูปที ่2.5  ลกัษณะทางกายภาพของกากตะกอนแอนแอโรบิคแบคทีเรีย (A) ขวดซีรัมสีชาขนาด 120 
   มิลลิลิตรท่ีบรรจุน ้ าเสียและกากตะกอนแอนแอโรบิคแบคทีเรียปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปิด
   ดว้ยจุกยาง และ aluminum crimp cap (B) ระบบการผลิตก๊าซชีวภาพขนาดเล็กแบบกะซ่ึง
   มีการวดัปริมาตรก๊าซชีวภาพสะสมดว้ยการแทนท่ีน ้ า (C) และหลอดเก็บก๊าซชีวภาพ และ 
   Gas tight syringe เพื่อน าไปวเิคราะห์ดว้ย GC-TCD (D) 
 
 การผลิตก๊าซชีวภาพท าการทดลองตวัอย่างละ 3  ซ ้ า และวดัค่าพารามิเตอร์ เช่น ปริมาณ
ของแขง็ทั้งหมด ซีโอดี อุณหภูมิ พีเอช ความเป็นด่าง กรดไขมนัระเหยไดใ้นการผลิตก๊าซชีวภาพดงั
ตารางท่ี 2.3 
 
 

A B 

C D 
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ตารางที ่ 2.3 รายละเอียดการวเิคราะห์ลกัษณะสมบติัน ้าเสียก่อน ระหวา่ง และหลงัจากการผลิตก๊าซ
         ชีวภาพ 

พารามิเตอร์ 
ก่อนการผลิต
ก๊าซชีวภาพ 

ระหวา่งการผลิต
ก๊าซชีวภาพ 

หลงัการผลิต
ก๊าซชีวภาพ 

ของแขง็แขวนลอยทั้งหมด (มก./ล.) √ - √ 
ซีโอดี (มก./ล.) √ - √ 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) √ - √ 
พีเอช √ - √ 
ความเป็นด่าง (มก./ล.) √ - √ 
กรดไขมนัระเหยได ้(มก./ล.) √ - √ 
ปริมาณก๊าซท่ีเกิดข้ึน(มิลลิลิตร) √ √ √ 
องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพ (ร้อยละ) √ √ √ 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด(มก./ล.) √ - √ 
ชนิดของสารประกอบฟีนอลิค (มก./ล.) √ - √ 

 
2.7  วธีิวเิคราะห์ 

2.7.1 การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลคิรวมทั้งหมด (Total phenolics) 

วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้ งหมดในน ้ าเสียด้วยวิธี  Folin-Ciocalteau  
(ดดัแปลงจาก Ergul et al., 2011) โดยน าตวัอยา่งน ้ าทิ้งมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7,500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อก าจดัตะกอน ท าการเจือจาง 20 เท่า เติมตวัอยา่งน ้ าทิ้งท่ีเจือจางแลว้ 200 
ไมโครลิตร ลงในสารละลาย Folin–Ciocalteau’s phenol ท่ีเจือจาง 4 เท่า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้
5 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 200 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ทิ้งไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 725 nm น า
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลิค ท่ีความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 60, 100, 
120, 140, 160, 180 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ใช้น ้ ากลัน่ท่ีท าปฏิกิริยาเช่นเดียวกบั
ตวัอยา่งเป็น blank  และค านวณค่าความเขม้ขน้ท่ีไดโ้ดยการคูณดว้ยอตัราส่วนการเจือจาง (Dilution 
factor) 
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2.7.2  การจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่น 

 การจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคกลุ่มเด่นในน ้ าเสียโดยใช้เคร่ือง HPLC ต่อกบั 
Detector ชนิด Diode array detector (DAD) (Agilent 1100) ใชค้อลมัน์ RP-18  ขนาด 4.6 x 250 
มิลลิเมตร หนา 5 ไมโครเมตร โดยใชส้ภาวะการจ าแนกสารตามวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Asses et al. 
(2009) ดงัน้ี: ปริมาณตวัอย่างน ้ าเสีย 20 ไมโครลิตร ใช้เฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) 0.1% 
phosphoric acid ในน ้ า (A) และ 50%  acetonitrile ในน ้ า (B) เป็นเวลา 45 นาที  เป็นการรันแบบ
ปรับสัดส่วน เร่ิมท่ีตวัท าละลาย B 20% และเพิ่มเป็น 50% ในเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นชะดว้ยตวัท า
ละลาย A 50% ภายใน 10 นาที และลดลงเหลือ 20% จนกวา่จะส้ินสุดการรัน ใชอุ้ณหภูมิของ Oven 
เท่ากบั 40 องศาเซลเซียส อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 0.5  มิลลิลิตรต่อนาที ความยาวคล่ืนของ 
Detector 280 นาโนเมตร วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ซ่ึง
ประกอบดว้ย (1) gallic acid, (2) protocatechuic acid, (3) 4-hydroxybenzoic acid, (4) caffeic acid, 
(5) vanillic acid, (6) syringic acid, (7) p-coumaric acid  (8) ferulic acid และ (9) phenol ตรวจสอบ 
retention time ของสารแต่ละชนิดดว้ยวิธีการเติมสารมาตรฐานลงในตวัอยา่ง (Standard addition) 
จากนั้นน าปริมาณความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดท่ีวิเคราะห์ไดด้ว้ยเคร่ือง HPLC 
มาคิดรวมกนัเพื่อค านวณวา่ชนิดและปริมาณของสารท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธีน้ีคิดเป็นร้อยละเท่าไหร่เม่ือ
เทียบจากการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดดว้ยวธีิ Folin-Ciocalteau ในขอ้ 2.3.2.1 

 2.7.3 การวเิคราะห์จ านวนแบคทเีรีย  

วเิคราะห์จ านวนแบคทีเรียโดยวิธี total plate count โดยการน าตวัอยา่งน ้ าเสียไปเหวี่ยงแยก
เซลล์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งและ
แขวนลอยเซลล์ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ CFMM ก่อนน าไปวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรีย (CFU ต่อ 
มิลลิลิตร) โดยน าสารละลายเซลล์มาเจือจางโดยวิธี  10-fold dilution ท าการปิเปตสารละลายเซลล์
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง จากนั้นใชเ้ทคนิค Spread plate เกล่ียให้สารละลายเซลล์
ทัว่ถึงบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CFMM ท่ีมีการเติมกลูโคสร้อยละ 4 เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการ
เจริญของแบคทีเรีย น าตวัอยา่งไปบ่มในตูบ้่มเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นนบัจ านวนโคโลนีในช่วง 30-300 โคโลนี และค านวณจ านวนแบคทีเรียบนอาหารแข็งโดย
ใชสู้ตรดงัน้ี  
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จ านวนแบคทีเรีย (CFU/mL) =          จ  านวนโคโลนี x ระดบัการเจือจาง 

                                               
ปริมาตรสารละลายเซลลท่ี์ใส่ใน plate (mL) 

 2.7.4 การวเิคราะห์องค์ประกอบของก๊าซชีวภาพ 

 วเิคราะห์องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพดว้ย GC-TCD (Agilent รุ่น 7890)โดยใชค้อลมัน์ HP 
plot Q (0.53 mm. I.D.) ท่ีมีก๊าซฮีเลียมเป็นก๊าซตวัพาท่ีอตัราการไหล 9 psi ใชอุ้ณหภูมิของ Oven 
เท่ากบั  60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที  อุณหภูมิของ Detector เท่ากบั 250 องศาเซลเซียส  
 
 



 
 

 
 

บทที ่3 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

3.1 การศึกษาลกัษณะน า้เสียของโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม 

3.1.1 ข้อมูลทัว่ไปของโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม 

 การศึกษาน้ีสุ่มเก็บตวัอยา่งน ้ าเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนจะปล่อย

น ้าเสียลงสู่ระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงาน จ านวน 3 แห่ง ในภาคใตข้องประเทศไทย บริเวณจงัหวดั

สตูล (โรงงาน A) จงัหวดักระบ่ี (โรงงาน B) และจงัหวดัสุราษฎร์ธานี (โรงงาน C) ท่ีมีก าลงัการผลิต

อยู่ท่ี 20-60 ตนัทะลายปาล์มสดต่อชัว่โมง (ตารางท่ี 3.1) พบว่าทั้ง 3 โรงงาน ใช้ผลปาล์มสุกเป็น

วตัถุดิบในการสกัดน ้ ามนัปาล์มเช่นเดียวกัน แต่สามารถแบ่งผลผลิตได้เป็น 2 รูปแบบ นั่นคือ

โรงงาน A มีผลิตภณัฑ์เป็นน ้ ามนัปาล์มดิบเพียงอยา่งเดียว ในขณะท่ีโรงงาน B และ C มีผลิตภณัฑ์

เป็นน ้ ามนัปาล์มดิบและเมล็ดในปาล์มอบแห้ง  นอกจากน้ีทั้ง 3 โรงงานใช้กระบวนการสกดัน ้ ามนั

ปาล์มแบบมาตรฐานหรือแบบใช้น ้ า ซ่ึงมีปริมาณการใช้น ้ าในกระบวนการผลิตแตกต่างกนัตาม

ก าลงัการผลิต โดยโรงงาน C มีปริมาณการใชน้ ้า 4.33 ลูกบาศกเ์มตรต่อตนัทะลายปาลม์สด มากกวา่

โรงงาน A ท่ีใช้น ้ าเท่ากบั 1.18 ลูกบาศก์เมตรต่อตนัทะลายปาล์มสด ดว้ยวิธีการสกดัแบบใช้น ้ า

ก่อใหเ้กิดน ้าเสียออกมาปริมาณมาก โดยน ้ าเสียส่วนใหญ่มาจากการท าความสะอาดน ้ ามนัปาล์มดิบ 

(Clarification) และการน่ึงผลปาล์มสดเพื่อสกัดน ้ ามนั (Sterilization) ปริมาณน ้ าเสียของทั้ง 3 

โรงงานอยู่ในช่วง  240 ถึง 500 ลูกบาศก์เมตรต่อวนั ส าหรับระบบบ าบดัน ้ าเสียของโรงงานสกดั

น ้ามนัปาลม์ทั้ง 3 โรงงานสามารถแบ่งออกได ้2 แบบ  คือ บ่อปรับเสถียร ในโรงงาน A ลกัษณะเป็น

บ่อดินเรียงต่อเน่ืองกนั 4 บ่อ และอีกระบบหน่ึงคือ ระบบการยอ่ยสลายแบบไร้อากาศ (Anaerobic 

pond) ร่วมกบัระบบบ่อปรับเสถียร (Stabilization pond)  ซ่ึงพบในโรงงาน B และ C โดยน ้ าเสียจาก

กระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มจะถูกปล่อยลงบ่อพกั เพื่อลดอุณหภูมิน ้ าเสียก่อนจะเขา้สู่ระบบบ่อ

ยอ่ยสลายแบบไร้อากาศเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพไดพ้ร้อมกนั 2 บ่อ หลงัจากนั้นน ้ าเสียจะถูกปล่อยเขา้

ระบบบ่อปรับเสถียรอีก 4 บ่อต่อไป  
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ตารางที ่3.1  ขอ้มูลทัว่ไปของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ 

ข้อมูลทัว่ไป โรงงาน A โรงงาน B โรงงาน C 

ทีต่ั้ง (จังหวดั) สตูล กระบ่ี สุราษฎร์ธานี 

ก าลงัการผลติ 
(ตันทะลายปาล์มสด/ช่ัวโมง) 

20 60 45 

ชนิดวตัถุดิบ ผลปาลม์สุก ผลปาลม์สุก ผลปาลม์สุก 

ผลติภัณฑ์ น ้ามนัปาลม์ดิบ 
 

น ้ามนัปาลม์ดิบและ 
เมล็ดในปาลม์อบแหง้ 

น ้ามนัปาลม์ดิบและ 
เมล็ดในปาลม์อบแหง้ 

ปริมาณการใช้น า้ 
(ลบ.ม./ตันทะลายปาล์มสด) 

1.18 - 4.33 

ปริมาณน า้เสีย (ลบ.ม./ วนั) 350* 500* 240* 

ระบบบ าบัดน า้เสีย บ่อปรับเสถียร การยอ่ยสลายแบบไร้
อากาศ/บ่อปรับเสถียร 

การยอ่ยสลายแบบไร้
อากาศ/บ่อปรับเสถียร 

จ านวนบ่อบ าบัดน า้เสีย (บ่อ) 4 2/4 2/4 

- ไม่มีข้อมูล 

*ทีม่า: กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2554) 

3.1.2 ลกัษณะน า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม 

 การเก็บตวัอยา่งน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์นั้น ไดเ้ลือกจุดเก็บตวัอยา่งท่ีเหมือนกนั
ทั้ง 3 โรงงานคือ บริเวณจุดปล่อยน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบ โดยน ้ าเสียนั้นยงั
ไม่ไดผ้า่นการบ าบดัใดๆ ลกัษณะทัว่ไปของน ้ าเสียจะมีอุณหภูมิสูงมากกวา่ 70 องศาเซลเซียส มีสี
น ้าตาลเขม้ หลงัจากท่ีน ้ าเสียเหล่าน้ีถูกปล่อยจากกระบวนการผลิตจะมีบ่อพกัน ้ าเสียหรือส่งผา่นไป
ยงัหอระบายความร้อน เพื่อระบายความร้อนให้น ้ าเสียมีอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 40-55 องศา
เซลเซียส และส่งน ้าเสียเขา้สู่ระบบการยอ่ยสลายแบบไร้อากาศ ท่ีใชใ้นการผลิตก๊าซชีวภาพ ส าหรับ
โรงงาน A ซ่ึงไม่มีระบบการผลิตก๊าซชีวภาพ มีการระบายความร้อนโดยใชบ้่อกกัเก็บน ้ าเสีย จ านวน 
1 บ่อ ก่อนปล่อยลงสู่บ่อปรับเสถียรต่อไป  เม่ือน าน ้ าเสียทั้ง 3 โรงงาน มาวิเคราะห์ลกัษณะน ้ าเสีย
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ทัว่ไป และปริมาณสารประกอบฟีนอลิค พบวา่ทั้ง 3 โรงงานมีลกัษณะน ้าเสียท่ีแตกต่างกนั ดงัตาราง
ท่ี 3.2  โดยน ้าเสียจากโรงงาน A มีอุณหภูมิต ่าท่ีสุดประมาณ 56 องศาเซลเซียส  ในขณะท่ีโรงงาน B  
และ C มีอุณหภูมิใกลเ้คียงกนัคือ 72 องศาเซลเซียส  และ 76 องศาเซลเซียส  ตามล าดบั ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากการออกแบบระยะท่อส่งน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตลงสู่บ่อพกัน ้ าของโรงงาน A  มี
ระยะทางไกลกวา่โรงงาน B และ C ท  าใหน้ ้าเสียจากโรงงาน A มีอุณหภูมิต ่ากวา่อีก 2 โรงงาน ส่วน
ค่าพีเอชนั้นทั้ง 3 โรงงานมีความใกลเ้คียงกนัคืออยู่ระหว่าง 4.17 - 4.67  นอกจากน้ีน ้ าเสียจาก
โรงงาน A มีค่า ซีโอดี  สูงท่ีสุดเท่ากบั 91,626 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะท่ีโรงงาน B และโรงงาน C  
ท่ีมีค่าซีโอดี ใกลเ้คียงกนัคือ 78,261 และ 77,647 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส าหรับพารามิเตอร์
อ่ืนๆ เช่น บีโอดี ในโรงงาน A และโรงงาน B มีค่าใกลเ้คียงกนัคือ 35,655  และ 35,866 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั ซ่ึงค่าบีโอดีของโรงงาน C  มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 48,700 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่า
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมดของโรงงาน C มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากบั 29,183 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่
ค่าของแข็งแขวนลอยทั้งหมดในโรงงาน A และ B มีค่าเท่ากบั 22,600 และ 11,200 มิลลิกรัมต่อ ค่า
ไขมนัและน ้ามนัของโรงงาน A มีค่าสูงสุดเท่ากบั 17,380  มิลลิกรัมต่อลิตร มากกวา่โรงงาน C  มีค่า
เท่ากบั 13,370 มิลลิกรัมต่อลิตร และในโรงงาน B มีค่าไขมนัและน ้ ามนัน้อยสุดเท่ากบั 8,588 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยท่ีค่าซีโอดี บีโอดี ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด และค่าไขมนัและน ้ ามนัพบวา่มี
ความใกลเ้คียงกบังานวจิยัท่ีผา่นมาซ่ึงรายงานลกัษณะน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีค่าพีเอช
ในช่วง 4.05-4.62,  ค่าซีโอดีอยูใ่นช่วง 80,000-150,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าบีโอดีอยูใ่นช่วง 50,000-
60,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าของแข็งแขวนลอยทั้งหมดอยูใ่นช่วง 18,000-52,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และค่าไขมนัและน ้ ามนัอยู่ในช่วง 15-2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร  (พูนสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 
2543; Singh et al., 2010  และ Alam et al., 2009) ส่วนค่าฟอสฟอรัสของโรงงาน B   และ C  มีค่า
ใกลเ้คียงกนั คืออยูใ่นช่วง 320-348 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่ค่าฟอสฟอรัสของโรงงาน A เท่ากบั 
181 มิลลิกรัมต่อลิตร อยา่งไรก็ตามค่าไนโตรเจน ของโรงงาน A และ C มีค่าเท่ากบั 1,302 และ 
1,067 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่โรงงาน B  มีค่าเท่ากบั 571  มิลลิกรัมต่อลิตร 

 จากการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมด (Total phenolics) ใน
น ้ าเสียทั้ง 3 โรงงานดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau พบว่าน ้ าเสียของโรงงาน C มีค่าความเขม้ขน้ของ
สารประกอบฟีนอลิครวมสูงท่ีสุด คือ 1,503+51 มิลลิกรัมต่อลิตรในขณะท่ีโรงงาน A และ B มีค่า
ใกลเ้คียงกนัเท่ากบั 1,280+64 และ 1,206+26  มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงค่าความเขม้ขน้ท่ีตรวจ
พบในการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัรายงานท่ีผา่นมาของ Alam et al. (2009) ท่ีรายงานความเขม้ขน้
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ของสารประกอบฟีนอลิคมากกวา่ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรในน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ี
ตั้งอยูใ่นประเทศมาเลเซีย  

ตารางที ่3.2 ลกัษณะน ้าเสียของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีศึกษาในงานวจิยั 

พารามิเตอร์* โรงงาน A โรงงาน B โรงงาน C 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 56 72 76 
พีเอช 4.17 4.56 4.67 
ออกซิเจนละลายน ้า (มก./ล.) 0 0 0 
ซีโอดี (มก./ล.) 91,626 78,261 77,647 
บีโอดี (มก./ล.) 35,655 35,866 48,700 
ของแขง็แขวนลอยทั้งหมด (มก./ล.) 22,600 11,200 29,183 
ฟอสฟอรัส (มก./ล.) 181 348 320 
ไนโตรเจน (มก./ล.) 1,302 571 1,067 
น ้ามนัและไขมนั (มก./ล.) 17,380 8,588 13,370 
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (มก./ล.) 1,280+64 1,206+26 1,503+51 

* ทุกพารามิเตอร์ท าการวเิคราะห์ตวัอยา่ง 1 ซ ้ า ยกเวน้สารประกอบฟีนอลิคท าการวเิคราะห์ตวัอยา่ง 
3 ซ ้ า 

3.2 การศึกษาชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม 

เน่ืองจากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมในขอ้ 3.1.2 ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau
เป็นการวเิคราะห์ปริมาณทั้งหมดของกลุ่มสารประกอบฟีนอลิคท่ีตกคา้งในน ้ าเสีย แต่ยงัไม่สามารถ
ระบุชนิดและปริมาณความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดได้ ผูว้ิจยัจึงท าการศึกษา
รายละเอียดดงักล่าวเพิ่มเติมดว้ยเคร่ือง High performance liquid chromatography (HPLC) ผลการ
ทดลองพบวา่น ้ าเสียจาก 3 โรงงานให้ลกัษณะโครมาโตแกรมท่ีใกลเ้คียงกนั คือ ตรวจพบพีคท่ีมีค่า 
อตัราส่วนระหวา่งสัญญาณท่ีเกิดจากสารสนใจ (Analyte) กบัสัญญาณรบกวน (Noise) หรือ Signal 
to noise ratio เท่ากบั 3 ข้ึนไป จ านวน 15 พีค  แต่มีความแตกต่างกนัท่ีขนาดความสูงและพื้นท่ีใต้
กราฟ (รูปท่ี  3.1 A-C) เม่ือเปรียบเทียบต าแหน่ง retention time (RT) ของพีคท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
ตวัอย่างน ้ าเสียกบัสารละลายมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลิค สามารถระบุชนิดของสารได้
ทั้งหมด 9 ชนิด ไดแ้ก่  (1) gallic acid, (2) protocatechuic acid, (3) 4-hydroxybenzoic acid,           
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(4) caffeic acid, (5) vanillic acid, (6) syringic acid, (7) p-coumaric acid (8) ferulic acid และ (9) 
phenol โดยพีคของสาร(4) (5) และ (6) นั้น มี retention time ท่ีใกลเ้คียงกนัมากไม่สามารถแยกออก
จากกันภายใต้สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง นอกจากนั้นยงัมีพีคท่ีไม่สามารถระบุชนิดของสาร 
(Unknown)ได้อีกประมาณ 6 ชนิด (พีค) ซ่ึงพีค Unknown เหล่าน้ียงัไม่สามารถระบุได้ว่าเป็น
สารประกอบฟีนอลิคหรือไม่ เน่ืองจากเคร่ือง HPCL ท่ีต่อกบัดีเทคเตอร์ชนิด diode array detector 
(DAD) มีคุณสมบติัในการวิเคราะห์สารไดห้ลายประเภท เช่นสารประกอบท่ีมีหมู่ Amine (-NH2), 
Ethylene (-C=C-), Ketone (=C=O) และ Aldehyde (-CHO) เป็นตน้  

ทั้งน้ีสารประกอบฟีนอลิคทั้ง 9 ชนิดท่ีพบในน ้ าเสียจดัอยู่ในกลุ่ม simple phenolics acid
ทั้งหมด ซ่ึงเป็นสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีวงแหวนอะโรมาติก 1 วง สร้างพนัธะกบัหมู่ไฮดรอกซิล 1 
หมู่หรือมากกว่านั้น และสารข้างต้นยงัเป็นชนิดเดียวกบัท่ีเป็นองค์ประกอบในผลปาล์มน ้ ามนั 
ยกเวน้สารฟีนอล (Neo et al., 2010; Maisarah et al., 2013) จึงกล่าวไดว้า่สารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดท่ีตกคา้งในน ้าเสียเกิดข้ึนเน่ืองจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัจากผลปาล์มสดท าให้สารกลุ่มน้ี
ถูกสกดัออกมาดว้ย กอรปกบัคุณสมบติัของสารประกอบฟีนอลิคบางชนิด เช่น gallic acid, caffeic 
acid, protocatechuic acid, ferulic acid เป็นสารท่ีมีสี ไดแ้ก่ สีเหลือง หรือสีน ้ าตาล จึงเป็นสาเหตุ
หน่ึงท่ีท าให้น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีสีน ้ าตาลเขม้เม่ือรวมกบัสารสีอ่ืน ๆ เช่น แทนนิน 
แคโรทีนอยด์ แอนโทไซยานิน กัม เป็นต้น อย่างไรก็ตามการตรวจพบสารฟีนอลซ่ึงไม่เป็น
องคป์ระกอบของผลปาลม์ อาจมีสาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิค
เม่ือผ่านความร้อนในกระบวนการน่ึงผลปาล์ม นอกจากน้ีการยอ่ยสลายลิกนินซ่ึงเป็นสารท่ีพบใน
น ้ าเสียผ่านกระบวนการ wet oxidation ท  าให้เกิดสารตวักลางท่ีเป็นสารประกอบฟีนอลิคอีกดว้ย 
(Klinke et al., 2001)  

นอกจากการจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีนอลิคแล้ว ผู ้วิจ ัย ศึกษาปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิด ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่น ้ าเสียแต่ละโรงงานมีความเขม้ขน้
ของสารประกอบฟีนอลิคทั้ง 9 ชนิดแตกต่างกนั ดงัรูปท่ี 3.1 และรูปท่ี 3.2 ส าหรับสารประกอบ      
ฟีนอลิคท่ีพบมากท่ีสุดในน ้ าเสียจากทั้ง 3 โรงงาน ไดแ้ก่ gallic acid  ซ่ึงพบสูงสุดในโรงงาน C มี
ความเขม้ขน้ถึง 668 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่น ้ าเสียจากโรงงาน A  และโรงงาน B ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของ gallic acid ใกล้เคียงกนัคือ 535 และ 584 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคท่ีพบรองลงมาในแต่ละโรงงานนั้ นมีความแตกต่างกัน โดยสามารถ            
สรุปล าดบัชนิดและปริมาณ(มิลลิกรัมต่อลิตร) ท่ีพบในโรงงาน A ไดแ้ก่ gallic acid (535) >                    
4- hydroxybenzxoic acid (215) > phenol (74) > p-coumaric acid (52) > caffeic acid+syringic 
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acid+vanillic acid (50) > protocatechuic acid (34) > ferulic acid (9)   โรงงาน B ไดแ้ก่ gallic acid 
(584) > 4-hydroxybenzoic acid (190) > caffeic acid + syringic acid + vanillic acid (91) > phenol 
(82) > protocatechuic acid (56) > ferulic acid (9) > p-coumaric acid (7)  และโรงงาน C ไดแ้ก่  
gallic acid (668) > caffeic acid + syringic acid + vanillic acid (185) > 4- hydroxybenzoic acid (86) 
> phenol (78) > protocatechuic acid ( 72) > ferulic acid (23) > p- coumaic acid (20) 

 

รูปที ่ 3.1 โครมาโตแกรมของชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีพบในน ้าเสียของโรงงาน A 
(A), โรงงาน B (B)  และโรงงาน C (C)  
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ทั้งน้ีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคท่ีตรวจพบในน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มใน
งานวจิยัน้ีมีความแตกต่างจากรายงานการวิจยัของ Neo et al. (2010) ท่ีรายงานปริมาณ (โดยน ้ าหนกั
แห้งของผลปาล์มน ้ ามนั) ของสาร 4-hydroxybenzoic acid ในผลปาล์มน ้ ามนัมากท่ีสุดแต่กลบัพบ
สาร gallic acid ในผลปาล์มน ้ ามนันอ้ยท่ีสุด และมีสารประกอบฟีนอลิคอ่ืนๆ ตามล าดบัดงัน้ี;  4-
hydroxybenzoic acid > ferulic acid > p-coumaric acid > syringic acid > vanillic acid > caffeic 
acid > protocatechuic acid >  gallic acid อยา่งไรก็ตามในรายงานวิจยัของ Maisarah   et al. (2013) 
ศึกษาชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในผลปาล์มน ้ ามนัพนัธ์ุ เทเนอร่า 2 สายพนัธ์ุ คือ 
PP24 และ PP99 โดยแบ่งการศึกษาเป็น 2 ส่วน คือ ในเส้นใยของผลปาล์มน ้ ามนั (Mesocarp fiber) 
และในน ้ ามนัปาล์มดิบ (Crude palm oil) พบวา่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค   (โดยน ้ าหนกัแห้ง
ของผลปาล์มน ้ ามนั) ท่ีเป็นองคป์ระกอบในทั้ง 2 ส่วน มากท่ีสุดคือ  syringic acid   โดยท่ีสายพนัธ์ุ 
PP24 มีสารชนิดน้ีมากกวา่สายพนัธ์ุ PP99 ส่วนชนิดสารประกอบฟีนอลิคท่ี พบเป็นองคป์ระกอบ
นอ้ยท่ีสุด คือ p-coumaric acid ซ่ึงสามารถล าดบัปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีพบ ไดแ้ก่ syringic 
acid > vanillic acid > gallic acid > feruric acid > 4-hydroxybenzoic acid > caffeic acid >              
p-coumaricacid 
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รูปที่ 3.2 ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีพบในน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มทั้ง 3 
 แห่ง 
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ดังนั้ นสายพันธ์ุของปาล์มน ้ ามันจึงเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าให้ชนิดและปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิคท่ีพบในน ้ าเสียแตกต่างกนั ในกรณีของประเทศไทยพบว่ามีการปลูกปาล์ม
น ้ ามนัหลายสายพนัธ์ุ ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นลูกผสมขา้มสายพนัธ์ุ (Progeny test cross) เช่น ลูกผสม
ระหว่างสายพนัธ์ุเทเนอร่ากบัสายพนัธ์ุดูร่า (อรรัตน์ วงศ์ศรี และคณะ, 2548) จึงท าให้ผลปาล์ม
น ้ ามนัท่ีโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มใช้เป็นวตัถุดิบมีความหลากหลาย ส่งผลให้ชนิดและปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคท่ีพบในน ้าเสียของแต่ละโรงงานอาจแตกต่างกนั นอกจากน้ีความแตกต่างของ
ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิค อาจมีสาเหตุมาจากปัจจยัอ่ืน ๆ เช่น อายุของผลปาล์ม
น ้ามนั ฤดูกาลในการเก็บเก่ียว ปริมาณการใชน้ ้า วธีิการสกดัน ้ามนัปาลม์ ช่วงเวลาและอตัราการผลิต 
เป็นตน้ 

หากเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดท่ีวดัไดจ้ากเคร่ือง HPLC กบั
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีวดัไดจ้ากวิธีการ Folin-Ciocalteau ดงัตารางท่ี 3.3 พบวา่
โรงงาน A, B และ C มีปริมาณสาร gallic acid ท่ีวดัไดจ้ากเคร่ือง HPLC มากท่ีสุดเท่ากบั 535,      
584, และ 668 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั คิดเป็นร้อยละ 41.8, 48.4 และ 44.4 ของปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีวดัไดจ้ากวิธีการ Folin-Ciocalteau ซ่ึงพบความเขม้ขน้ 1,280, 
1,206 และ 1,503 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับสารประกอบฟีนอลิคชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบในโรงงาน A อยู่
ในช่วงร้อยละ 0.7-16.8 และปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดจาก HPLC คิดเป็นร้อยละ 73 
ของการวิเคราะห์ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau ส่วนโรงงาน B  พบสารประกอบฟีนอลิคชนิดอ่ืน ๆ อยู่
ในช่วงร้อยละ0.6-15.8 และเม่ือรวมปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดจาก HPLC คิดเป็นร้อยละ 
84.5 ของการวิเคราะห์ดว้ยวิธี  Folin-Ciocalteau ส าหรับโรงงาน C พบสารประกอบฟีนอลิคชนิด
อ่ืน ๆ อยูใ่นช่วงร้อยละ 1.5-12.3 และปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดจากการวิเคราะห์
ดว้ย HPLC คิดเป็นร้อยละ 75.4 ของการวเิคราะห์ดว้ยวธีิการ Folin-Ciocalteau 

  จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารประกอบ             
ฟีนอลิคดว้ยเทคนิค HPLC ภายใตส้ภาวะท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี สามารถจ าแนกชนิดและปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิคไดถึ้งร้อยละ 73.0 – 84.5 ของสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีวดัไดโ้ดย   
วิธี Folin-Ciocalteau ดงันั้นการใช้เทคนิค HPLC ในสภาวะน้ีจึงสามารถใช้ระบุชนิดเด่นของ
สารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียได ้
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ตารางที ่3.3 ปริมาณ (ร้อยละ) ของสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ย 
       เทคนิค HPLC เปรียบเทียบกบัการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดดว้ยวธีิ        
      Folin-Ciocalteau  

สารประกอบฟีนอลิค 
ปริมาณจาก HPLC เปรียบเทียบกบัวธีิ Folin-Ciocalteau*(ร้อยละ) 

โรงงาน A โรงงาน B โรงงาน C 
Gallic acid 41.8 48.4 44.4 
Protocatechuic acid 2.6 4.6 4.8 
4-Hydroxybenzoic acid 16.8 15.8 5.7 
Caffeic acid, Syringic acid 
และ Vanillic acid 

3.9 7.5 12.3 

p-Coumaric acid 4.0 0.6 1.5 
Ferulic acid 0.7 0.8 1.5 
Phenol 5.8 6.8 5.2 
รวมทั้งหมด 73.0 84.5 75.4 

*ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดท่ีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteau: โรงงาน A 
เท่ากบั 1,280 มิลลิกรัมต่อลิตร, โรงงาน B เท่ากบั 1,206 มิลลิกรัมต่อลิตร และโรงงาน C เท่ากบั 
1,503 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 การปนเป้ือนของสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียท่ีถูกปล่อยมาจากกระบวนการสกดัน ้ ามนั
ปาล์มถือเป็นปัญหาท่ีส าคญัเน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิคมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญและ
การท างานของแบคทีเรีย (Estevinho  et al., 2008) จากการศึกษาของ Müller et al. (1998) รายงาน
วา่สารประกอบฟีนอลิคความเขม้ขน้ 0.25 ไมโครกรัมต่อลิตร สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ชนิด mesophile ได ้นอกจากนั้นท าให้เกิดการยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียส์ร้างกรดและจุลินทรีย์
ท่ีผลิตก๊าซมีเทน ท าใหก้ารก าจดัซีโอดีและประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพลดลง (Camarillo  and 
Rincon, 2009)   เพราะฉะนั้นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคจึงมีความจ าเป็นอยา่งยิ่งโดยเฉพาะใน
โรงงานท่ีมีการน าน ้ า เสียจากกระบวนการสกัดน ้ ามันปาล์มมาผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพผลผลิตก๊าซชีวภาพโดยรวมและผลผลิตก๊าซมีเทนท่ีดีข้ึน 
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3.3 การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสียโดย Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุA2 

 เน่ืองจากน ้าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีปล่อยออกมาจากกระบวนการผลิตนั้น
มีอุณหภูมิสูง งานวิจยัน้ีจึงไดท้  าการศึกษาการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคออกจากน ้ าเสียโดยใช้
แบคทีเรียทนร้อน Bacillus thermoleovorans สายพนัธ์ุA2 ท่ีคดัแยกจากน ้ าพุร้อนในประเทศ
ไอร์แลนด์ (Mutzel et al., 1996) และเป็นแบคทีเรียท่ีเฉพาะเจาะจงในการย่อยสลายสารประกอบ   
ฟีนอลิค (Phenols-degrading bacteria) โดยเลือกตวัอย่างน ้ าเสียจากโรงงานท่ีมีความเขม้ขน้ของ
สารประกอบฟีนอลิคสูงท่ีสุดคือโรงงาน C เป็นตวัแทนในการศึกษาการยอ่ยสลายทางชีวภาพของ
สารดงักล่าว 
 
 3.3.1 สภาวะทีเ่หมาะสมในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสีย 

การทดลองน้ีศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียดว้ย 
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ  A2 โดยแปรผนัสภาวะต่างๆ ท่ีใกลเ้คียงกบัลกัษณะทัว่ไปของน ้ าเสีย
จากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์ม คือ มีอุณหภูมิสูงประมาณ 55-70 องศาเซลเซียส มีพีเอชในช่วง 
4.17-4.67 และสภาวะท่ี B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  เจริญไดดี้ ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 6.5 จึงไดมี้การแปรผนัปัจจยัในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 3 ปัจจยั คือ     
1) อุณหภูมิแบ่งเป็น 5 ช่วง คือ 50, 55, 60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส, 2) พีเอชแบ่งเป็น 4 ช่วง คือ    
พีเอช 4, พีเอช 5.5 พีเอช 6.5 และ พีเอช 7 และ 3) ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคใน
น ้ าเสียโดยการเจือจางน ้ าเสียดว้ยน ้ ากลัน่ให้ไดค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ของน ้ าเสียร้อยละ 100 (ไม่เจือ
จาง), ร้อยละ 50 และ ร้อยละ 25 ใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 1.23 x 105 CFU/มิลลิลิตร  ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ร่วมกบัน ้ าเสีย 4 มิลลิลิตร (หวัเช้ือร้อยละ 20 โดยปริมาตร) บ่มตวัอยา่งตามสภาวะท่ีแปร
ผนัขา้งตน้ เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 วนั ผลการทดลองจากชุดตวัอย่างถูกน ามา
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีการปรับสภาวะให้เหมือนกับชุดตัวอย่าง แต่ไม่มีการเติม B. 
thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 เพื่อศึกษาการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคท่ีเกิดจากจุลินทรีย์
ทอ้งถ่ินในน ้าเสียและปัจจยัทางกายภาพ-เคมี (Abiotic factors) อ่ืน ๆ  

 จากผลการทดลองในจากตารางท่ี 3.4 แสดงให้เห็นวา่สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการยอ่ย
สลายสารประกอบฟีนอลิค ไดแ้ก่ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการ     
เจือจาง ดงัจะเห็นไดจ้ากการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 61 หลงัจากการทดลอง 10 วนั 
ซ่ึงมากท่ีสุดเม่ือเทียบกบัชุดการทดลองอ่ืน ๆ โดยมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีความ
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เช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) ผลท่ีไดมี้ความใกลเ้คียงกบัการศึกษาท่ีผา่นมาของ Mutzel et al.(1996) 
และ  Müller et al.  (1998) รายงานวา่ B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 สามารถเจริญและยอ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลิค ไดแ้ก่ ฟีนอล และครีซอลในอาหารเหลว CFMM ไดดี้ท่ีท่ีสุดภายใตอุ้ณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส และพีเอช 6.5 อย่างไรก็ตามภายใตส้ภาวะดงักล่าวสายพนัธ์ุ A2 สามารถยอ่ย
สลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียไดเ้พียงร้อยละ 44 เน่ืองจากน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนั
ปาล์มประกอบดว้ยกลุ่มของสารประกอบฟีนอลิคหลายชนิด รวมทั้งสารประกอบอินทรียช์นิดอ่ืน 
จึงอาจส่งผลให้สภาวะท่ีเหมาะสมในการยอ่ยสลายแตกต่างจากการทดลองในอาหารเหลวท่ีมีการ
เติมสารประกอบฟีนอลิคเพียงชนิดเดียว นอกจากน้ีภายใตอุ้ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวา่ความ
เขม้ขน้ของน ้ าเสียมีผลต่อการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิค นั่นคือเม่ือเจือจางน ้ าเสียให้มีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 50 และร้อยละ 25 ท าใหก้ารยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิค (ร้อยละ 32-49) นอ้ยกวา่
น ้ าเสียท่ีไม่ไดเ้จือจาง (ร้อยละ 52-61) ในทุกค่าพีเอชท่ีแตกต่างกนั (4, 5.5 และ 7) เน่ืองจากการเจือ
จางน ้ าเสียท าให้ค่าสารอินทรีย์ลดลง ซ่ึงส่งผลต่อการเจริญและความสามารถในการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคของแบคทีเรียทนร้อน การปรากฏอยู่ของสารอินทรีย์ย่อยสลายง่ายท่ี   
แบคทีเรียสามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในปริมาณท่ีเหมาะสมช่วยในการลดกระบวนการยบัย ั้งการ       
ท  างานของแบคทีเรียอนัเกิดจากความเขม้ขน้สูงของสารประกอบฟีนอลิคได ้ (Basha et al., 2010)     
ในขณะท่ีการศึกษาของ Fountoulakis et al. (2002) ใชร้าไวทร์อท Pleurotus ostreatus ยอ่ยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามะกอก โดยเปรียบเทียบน ้ าเสียท่ีผ่านการให้
ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียสซ่ึงมีการเจือจางน ้ าเสียร้อยละ 50 และน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการเจือจาง 
พบว่าราไวท์รอทสามารถย่อยยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคไดใ้กลเ้คียงกนัคือร้อยละ 66.7 และ 
64.7 ภายในระยะเวลา 19 และ 21 วนัตามล าดบั อาจมีสาเหตุมาจากราสามารถขยายชีวมวลผา่นการ
เจริญของเส้นใยท าให้สามารถเจริญในสภาวะท่ีมีสารอาหารจ ากดัไดดี้กวา่แบคทีเรีย (Basha et al., 
2010) ดงันั้นการลดลงของสารอินทรียใ์นน ้ าเสียจึงไม่ส่งผลต่อการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิค
ในการศึกษาน้ีมากนกั  

 การศึกษาภายใตอุ้ณหภูมิ 50, 55 และ 70 องศาเซลเซียส พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าเสีย และ
พีเอชไม่มีผลต่อการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคในแต่ละชุดการทดลอง โดยท่ีอุณหภูมิขา้งตน้มี
การลดลงของสารประกอบฟีนอลิคในช่วงร้อยละ 21-30, 36 -51 และร้อยละ 30-39 ตามล าดบั
หลงัจากการทดลอง 10 วนั ซ่ึงไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อย
ละ 95 (p ≤ 0.05) (ยกเวน้ท่ี อุณหภูมิ 55 พีเอช 7 และน ้าเสียท่ีไม่เจือจาง) นอกจากนั้นยงัพบวา่ภายใต ้
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสมีการปนเป้ือนท่ีมีลกัษณะคลา้ยราลอยบนผิวหน้าของน ้ าเสียทั้งในชุด
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ตวัอย่างและชุดควบคุมหลงัจากบ่มตวัอย่าง 10 วนั เน่ืองจากอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส อาจมี
จุลินทรียอ่ื์นในน ้ าเสียท่ีสามารถเจริญไดดี้กวา่ B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  แสดงให้เห็นวา่ท่ี
สภาวะดังกล่าวไม่เหมาะสมต่อการเจริญและกิจกรรมการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคของ         
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2   

 ส าหรับชุดควบคุมทั้ ง 36 สภาวะ พบการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคคิดเป็น              
ร้อยละ 1.8 - 9.9 เห็นไดว้า่จุลินทรียท์อ้งถ่ินและปัจจยัทางกายภาพ-เคมีอ่ืน ๆ ส่งผลต่อการลดลงของ
สารประกอบฟีนอลิคนอ้ยมากเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดตวัอยา่ง 

ตารางที ่3.4  การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) โดย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ภายใต้
      สภาวะท่ี อุณหภูมิ, pH และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคท่ีแตกต่างกนั
      หลงัจากบ่มตวัอยา่งระยะเวลา 10 วนั 

สภาวะ อุณหภูมิ 

(ºC) 

pH ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ

สารประกอบฟีนอลิค 

ในน ้าเสีย (มก./ล.) 

การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) 

        ชุดควบคุม      ชุดตวัอยา่ง 

1 

50 

4 1,3441 3.2 22+1,g 

2  4982 4.8 21+8g 

3  2963 9.9 21+7 g 

4 5.5 1,3541 3.0 25+3f,g 

5  6602 7.8 28+1e,f 

6  3563 2.6 28+7e,f 

เจือจางน ้ าเสียให้ไดค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 1001(ไม่เจือจาง), ร้อยละ 
502, ร้อยละ 253  

หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัหมายความวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 3.4 การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) โดย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ภายใต้
      สภาวะท่ี อุณหภูมิ, pH และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคท่ีแตกต่างกนั
      หลงัจากบ่มตวัอยา่งระยะเวลา 10 วนั (ต่อ) 

สภาวะ อุณหภูมิ  

(ºC) 

pH ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ

สารประกอบฟีนอลิค 

ในน ้าเสีย (มก./ล.) 

การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) 

     ชุดควบคุม ชุดตวัอยา่ง 

7 

50 

7 13841 5.7 30+3 e 

8  6622 4.4 27+6 e,f 

9  3283 7.9 27+3 e,f 

10 

 

4 1,3571 4.9 39+1 d,e 

11  7652 7.5 39+2 d,e 

12  3893 6.0 33+6 d,e 

13 5.5 12921 4.9 41+1 d 

14 55 

 

 7802 3.6 39+5 d,e 

15  3593 7.8 38+1 d,e 

16 

 

7 12861 3.1 51+3 b,c 

17  7602 3.3 39+3 d 

18  3483 1.8 36+10 d,e 

19 

60 

4 14011 3.7 52+2 b,c 

20  7822 2.5 34+1 d,e 

21  4213 3.7 32+6 d,e 

เจือจางน ้ าเสียให้ไดค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 1001(ไม่เจือจาง), ร้อยละ 
502, ร้อยละ 253  
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัหมายความวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
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ตารางที ่3.4 การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) โดย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ภายใต้
      สภาวะท่ี อุณหภูมิ, pH และความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคท่ีแตกต่างกนั
      หลงัจากบ่มตวัอยา่งระยะเวลา 10 วนั (ต่อ) 

สภาวะ อุณหภูมิ  

(ºC) 

pH ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ

สารประกอบฟีนอลิค 

ในน ้าเสีย (มก./ล.) 

การลดลงของสารประกอบฟีนอลิค (%) 

     ชุดควบคุม ชุดตวัอยา่ง 

22 

60 

5.5 14281 6.5 52+1 b,c 

23  6792 7.7 48+3 b,c 

24  4223 3.2 44+11 c,d 

25 7 14151 4.8 61+2 a 

26  7782 8.7 49+3 b,c 

27  4013 8.0 46+10 c,d 

28 65 6.5 1,206 4.8 44+4c,d 

29 

70 

4 14091 3.2 28+5 e,f 

30  7672 3.8 30+6 e 

31  4393 6.1 37+3 d,e 

32 5.5 14571 3.0 36+3 d,e 

33  7882 4.2 34+2 d,e 

34  4903 4.0 29+6 e,f 

35 7 13951 3.0 39+4 d,e 

36  7872 4.5 28+5 e,f 

37  4603 1.8 30+14e 

เจือจางน ้ าเสียให้ไดค้วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคร้อย   1001(ไม่เจือจาง), ร้อยละ 
502, ร้อยละ 253  
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัหมายความวา่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
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 3.3.2 ประสิทธิภาพและอตัราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสีย 

 เน่ืองจากน ้าเสียท่ีใชใ้นการทดสอบการยอ่ยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลิคโดย
เช้ือทนร้อนขา้งตน้เป็นน ้าเสียท่ียงัไม่ไดผ้า่นการฆ่าเช้ือ ซ่ึงอาจมีการปนเป้ือนจากจุลินทรียท์อ้งถ่ินท่ี
มีอยู่ในน ้ าเสีย จึงมีการทดสอบโดยใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือเพื่อยืนยนัว่าการลดลงของ
สารประกอบฟีนอลิคเกิดจากการยอ่ยสลายโดยแบคทีเรียทนร้อน B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 
เป็นหลกั โดยมีชุดควบคุมคือน ้ าเสียท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือและไม่มีการเติมแบคทีเรียทนร้อน เพื่อ
ศึกษาการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคท่ีเกิดจากปัจจยัทางกายภาพ-เคมี (Abiotic factor) อ่ืน ๆ 
โดยเปรียบเทียบกบัชุดตวัอย่างท่ีใชน้ ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือท่ีมีการเติมและไม่เติมแบคทีเรียทน
ร้อน ซ่ึงศึกษาภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองก่อนหน้าน้ี คือ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
และพีเอช 7 บ่มตวัอยา่งท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 วนั จากรูปท่ี 3.3 พบวา่ในระยะเวลา 6 
วนัแรก น ้ าเสียทั้ ง 2 ชนิดท่ีมีการเติมเช้ือทนร้อน มีประสิทธิภาพและอัตราการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคใกล้เคียงกนั โดยท่ีน ้ าเสียท่ีผ่านและไม่ผ่านการฆ่าเช้ือจุลินทรียท์อ้งถ่ินลด
สารประกอบฟีนอลิคไดป้ระมาณร้อยละ 38 และ 40 ตามล าดบั และมีอตัราการย่อยสลายคิดเป็น 
3.79 และ 4.03 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั หลงัจากวนัท่ี  6 ของการทดลองพบการยอ่ย
สลายสารประกอบฟีนอลิคเพิ่มข้ึนในน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือมากกวา่น ้าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ โดย
ในวนัท่ี 10 พบวา่น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ คงเหลือสารประกอบฟีนอลิคประมาณ 578 มิลลิกรัม
ต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 60  และมีอตัราการย่อยสลายคิดเป็น 3.56 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
ในขณะท่ีน ้ าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือพบวา่มีสารประกอบฟีนอลิคคงเหลือประมาณ 791 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร คิดเป็นร้อยละ 44  ของการลดลง และมีอตัราการย่อยสลายคิดเป็น 2.65  มิลลิกรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง อาจมีสาเหตุมาจากกระบวนการน่ึงฆ่าเช้ือ ท าใหส้ารประกอบบางชนิดท่ีเป็นแหล่งอาหารใน
น ้ าเสียเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างหรือเกิดการท าลาย ส่งผลต่อการเจริญและความสามารถใน
การยอ่ยสลายของแบคทีเรียทนร้อน  B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ผลการทดลองสอดคลอ้งกบั
การศึกษาจ านวนแบคทีเรียในชุดตวัอยา่งน ้าเสียดงักล่าว ในวนัท่ี 10 ของการทดลอง ท่ีพบวา่จ านวน
แบคทีเรียท่ียอ่ยสลายฟีนอลในน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ (103 x 105 CFU/mL ) มีจ  านวนมากกวา่
น ้ าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ (80 x 105 CFU/mL) (ตารางท่ี 3.5) นอกจากน้ีจ านวนแบคทีเรียในอาหารท่ี
เ ติมก ลู โคสมากกว่ า อาหาร ท่ี เ ติม ฟีนอล เ ม่ื อ ส้ิน สุดการทดลอง  เ น่ื องจ ากแบคที เ รี ย                             
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 สามารถเจริญได้ดีในอาหารท่ีมีกลูโคสซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี
สามารถใชไ้ดง่้ายกวา่การใชส้ารฟีนอล  
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 อตัราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคท่ีได้จากการศึกษาน้ีมีค่าต ่ากว่ารายงานของ 
Mutzel  et al. (1996) พบว่า B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 มีอตัราการย่อยสลายสารฟีนอล
เท่ากบั 7.84 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 470 มิลลิกรัมต่อลิตรในอาหาร 
CFMM อตัราการย่อยสลายท่ีแตกต่างกนัมีผลมาจากองค์ประกอบในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มท่ีมีสารประกอบฟีนอลิคหลายชนิด รวมทั้งสารประกอบอ่ืน ๆ ในน ้ าเสียท่ีอาจเป็นตวัยบัย ั้ง 
(Inhibitor) กิจกรรมการยอ่ยสลายของสายพนัธ์ุ A2 ในขณะท่ีการทดลองของ Mutzel et al. (1996) 
ศึกษาเฉพาะสารฟีนอลเพียงชนิดเดียวในอาหารเหลว CFMM อีกทั้งความเขม้ขน้ของสารประกอบฟี
นอลิคในน ้ าเสียท่ีสูงกว่าการทดลองอ่ืน ๆ ก็ส่งผลต่ออตัราการยอ่ยสลายเช่นเดียวกนั จึงท าให้การ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพและอตัราการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคในแต่ละการทดลองเป็นไป
ไดย้าก 
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รูปที ่3.3  ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคในระหวา่งการบ่มน ้าเสียท่ีผา่น/ไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ
   และมีการเติม/ไม่เติมแบคทีเรียทนร้อน B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 เป็นระยะเวลา 
   10 วนั 
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ส าหรับชุดตวัอย่างท่ีเป็นน ้ าเสียไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ และไม่เติมแบคทีเรียทนร้อน ในวนัท่ี    
10 ของการทดลอง พบการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคนอ้ยมากประมาณร้อยละ 6.2  ผลการ
ทดลองสอดคล้องกบัตารางท่ี 3.5 ซ่ึงไม่พบจ านวนจุลินทรียช์นิดใดในชุดตวัอย่างดงักล่าวเม่ือ
ส้ินสุดการทดลอง แสดงว่าจุลินทรียท์อ้งถ่ินไม่สามารถเจริญไดภ้ายใตส้ภาวะท่ีใช้ในการศึกษาน้ี 
เช่นเดียวกบัชุดควบคุมซ่ึงเป็นน ้ าเสียท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ และไม่เติมแบคทีเรียทนร้อน พบการลดลง
ของสารประกอบฟีนอลิคประมาณร้อยละ 3.5 ซ่ึงอาจเกิดจากการลดลงของสารประกอบฟีนอลิค 
โดยปัจจยัทางกายภาพ-เคมี เช่น การออกซิเดชนัโดยแสง (Photooxidation) 

ตารางที่ 3.5 จ านวนจุลินทรียเ์ฉล่ียในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 10 เม่ือบ่มตวัอยา่งในอาหาร CFMM ท่ีมี 
      กลูโคสหรือฟีนอลเป็นแหล่งคาร์บอน ภายใตอุ้ณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24   
      ชัว่โมง 

ชุดตวัอยา่ง อาหารท่ีใชบ้่มเช้ือ* วนัท่ี  0                      
(x 105 CFU/mL) 

วนัท่ี 10                     
(x 105 CFU/mL) 

Non-sterile POMW CFMM+Glucose 0.9 0 

Non-sterile POMW+ Strain A2 CFMM+Glucose 1.66 123 

CFMM+Phenol 1.13 103 

Sterile POMW CFMM+Glucose 0 0 

Sterile POMW+ Strain A2 CFMM+Glucose 1.36 100 
CFMM+Phenol 1.03 80 

* 1)  อาหารแข็ง CFMM  ท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อศึกษาการเจริญของจุลินทรียท์ั้งหมด                     
2) อาหารแข็ง CFMM ท่ีมีฟีนอลเป็นแหล่งคาร์บอน เพื่อศึกษาการเจริญของจุลินทรีย์ท่ี          
 สามารถยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิค   
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3.4  การศึกษาปริมาณและชนิดสารประกอบฟีนอลคิในน ้าเสียทีผ่่านการบ าบัดด้วย     Bacillus -

thermoleovorans สายพนัธ์ุ  A2  

 จากสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียโดย                 
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ภายใตอุ้ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และพีเอช 7 จึงท าการบ าบดั
สารประกอบฟีนอลิคท่ีระยะเวลาแตกต่างกนั ไดแ้ก่ 2 วนั, 6 วนั หรือ 10 วนั เพื่อติดตามปริมาณและ
ชนิดของสารประกอบฟีนอลิค โดยวดัปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดด้วยวิธี Folin-
Ciocalteau และวดัปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดท่ีพบในน ้ าเสียดว้ยเทคนิค HPLC 
รวมทั้งวเิคราะห์ปริมาณซีโอดี และค่าพีเอช เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศึกษาประสิทธิภาพการ
ผลิตก๊าซชีวภาพในการทดลองต่อไป 

 3.4.1 ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลคิรวมทั้งหมดในน า้เสียด้วยวธีิ Folin-Ciocalteau  

 การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียเร่ิมตน้ก่อนบ าบดัมีค่าเท่ากบั 1,434 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เม่ือบ าบดัน ้ าเสียเป็นเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั พบวา่สารประกอบฟีนอลิคลดลงเหลือ 1,146 , 
854 และ  578 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปท่ี 3.4) ซ่ึงปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีลดลงคิดเป็นร้อยละ 
20, 40 และ 60  ตามล าดบั และการบ าบดัลดค่าซีโอดีจากเร่ิมตน้เท่ากบั 77,647 มิลลิกรัมต่อลิตร 
คงเหลือ 47,407, 28,519 และ 17,037 มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 39, 63  และ78 เน่ืองจาก       
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  ใชส้ารประกอบฟีนอลิคและสารอินทรียอ่ื์น ๆ ในน ้ าเสียเป็น
แหล่งคาร์บอน จึงส่งผลใหค้วามเขม้ขน้สารประกอบฟีนอลิคและซีโอดีลดลงตามระยะเวลาท่ีใชใ้น
การบ าบดั อยา่งไรก็ตามเม่ือระยะเวลาในการบ าบดัมากข้ึน ท าให้ค่าพีเอชในน ้ าเสียสูงข้ึนจากพีเอช  
7 เป็นพีเอช  7.2, 7.7  และ 8.1 ตามล าดบั ซ่ึงอาจเกิดจากสารประกอบฟีนอลิคส่วนใหญ่ท่ีพบในน ้ า
เสียเป็นกลุ่ม simple phenolics acid ถูกย่อยสลายเป็นผลิตภณัฑ์อ่ืน ๆ หรือถูกย่อยสลายอย่าง
สมบูรณ์ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้ า ท าให้ H+ ในน ้ าเสียลดลง ส่งผลให้ค่า 
OH- สูงกวา่ H+ ค่าพีเอชจึงสูงข้ึน 
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รูปที่ 3.4 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดในน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ าบดัด้วย          
 B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ท่ีระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั วิเคราะห์ด้วยวิธี         
 Folin-Ciocalteau  

  3.4.2 ศึกษาชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสียด้วยเทคนิค HPLC 

 การเปล่ียนแปลงชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียก่อนและหลงัจากการ
บ าบดัโดยใชแ้บคทีเรียทนร้อน วเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC แสดงในโครมาโตแกรมรูปท่ี 3.5  

   

A 
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รูปที ่3.5 โครมาโตแกรมของชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียก่อน (A) และหลงั
  ผา่นการบ าบดั 2(B), 6 (C), และ 10 (D) วนั  

 

B 

C 

D 



57 
 

 ก่อนการบ าบดัตรวจพบสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจ านวน 9 ชนิด ไดแ้ก่ gallic acid, 
protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, syringic acid, vanillic acid, p-coumaric 
acid, ferulic acid และ phenol  และหลงัจากการบ าบดัพบวา่สามารถแบ่งสารประกอบฟีนอลิคได ้2 
กลุ่ม ดงัแสดงในตารางท่ี 3.6 คือ กลุ่มท่ียอ่ยสลายไดแ้ต่ไม่สมบูรณ์ซ่ึงยงัคงตรวจพบสารกลุ่มน้ีหลงั
การบ าบดัน ้าเสียเป็นเวลา 10 วนัในปริมาณมากไปนอ้ยตามล าดบัดงัน้ี  gallic acid > protocatechuic 
acid > 4-hydroxybenzoic acid > caffeic acid+ syringic acid + vanillic acid ทั้งน้ีพบการลดลงของ
สารดงักล่าวอยูใ่นช่วงร้อยละ 28.0-76.2, 29.4-82.7 และ 65.3-93.5  หลงัจากการบ าบดัน ้ าเสียเป็น
เวลา 2, 6 หรือ 10 วนั ตามล าดบักลุ่มท่ี 2 คือ กลุ่มท่ีถูกยอ่ยสลายไดง่้ายซ่ึงไม่สามารถตรวจพบสาร
กลุ่มน้ีหลงัจากการบ าบดัน ้ าเสียเป็นเวลา  2–10 วนั เรียงล าดบัปริมาณท่ีตรวจพบจากมากไปน้อย 
ไดแ้ก่ phenol > p-coumaric acid > ferulic acid และพบการลดลงของสารดงักล่าวอยูใ่นช่วงร้อยละ 
48.1-100, 76.6-100 และ 100  หลงัจากการบ าบดัน ้ าเสียเป็นเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั ตามล าดบั โดย
เม่ือผา่นการบ าบดัน ้ าเสียไป 2 วนั ไม่สามารถตรวจพบสาร  p-coumaric acid และ ferulic acid  
ในขณะท่ียงัคงตรวจพบสาร phenol จนถึงวนัท่ี 6 ของการบ าบดัประมาณร้อยละ 76.6  แต่หลงัจาก
วนัท่ี 10 ของการทดลองไม่สามารถตรวจพบสารดงักล่าว 

ทั้ งน้ีประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดโดยแบคทีเรียทนร้อน          
B. thermoleovornas สายพนัธ์ุ A2 ท่ีมีความแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ เช่น ความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้และโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิค เป็นตน้ กระบวนการยอ่ยสลายสาร       
ฟีนอลภายใตส้ภาวะท่ีมีอากาศเร่ิมตน้จากการเกิดปฏิกิริยาออกซิจิเนชัน่ โดยอาศยัเอนไซม์ฟีนอล   
ไฮดรอกซิเลส เติมหมู่ไฮดรอกซิล (–OH) ท่ีต  าแหน่งเมทาเพื่อเปล่ียนฟีนอลให้อยู่ในรูปของสาร
ตวักลาง คือ เคติคอล (Catechol) จากนั้นจะเขา้สู่ปฏิกิริยาการแตกวง (Ring cleavage)  ซ่ึงมี 2 วิถี คือ 
วิถีเมทา และวิถีออโทท่ีได้ผลิตภณัฑ์สารตวักลางท่ีแตกต่างกัน ดังนั้นหากมีหมู่อนุพนัธ์อ่ืน ๆ 
แทนท่ีในวงแหวนอะโรมาติกจะท าให้การย่อยสลายทางชีวภาพเกิดไดย้ากข้ึน จากการศึกษาของ 
Basha et al. (2010) และ Hernandez and Edyvean (2008) รายงานวา่ชนิดของหมู่อนุพนัธ์แทนท่ีใน
วงแหวนอะโรมาติก มีส่วนส าคญัท่ีท าให้สารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดมีความเป็นพิษและส่งผล
ต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพของจุลินทรียแ์ตกต่างกนัตามล าดบั คือ COOH > OH > CH2-CH2-OH 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของผูว้ิจยั คือ เม่ือบ าบดัน ้ าเสียเป็นระยะเวลา 10 วนั ยงัคงการตรวจ
พบสารประกอบฟีนอลิคท่ีมีหมู่แทนท่ี –COOH ในวงแหวนอะโรมาติก เช่น gallic acid, 
protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid, syringic acid และ vanillic acid ในขณะท่ี
สารประกอบฟีนอลิคท่ีไม่มีหมู่แทนท่ีดงักล่าวในวงแหวนอะโรมาติก เช่น  เช่น  p-coumaric acid, 
ferulic acid และ phenol ถูกยอ่ยสลายไดง่้ายกวา่ 
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ตารางที่ 3.6 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิด หลงัจากบ าบดัด้วย  B. thermoleovorans      
         สายพนัธ์ุ A2 ท่ีระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั 

ชนิดและโครงสร้าง
สารประกอบฟีนอลิค 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิด (มก./ล.) 
Non-pretreated 

POMW 
2d-pretreated 

POMW 
6d-pretreated 

POMW 
10d-pretreated 

POMW 
Gallic acid 

HO

HO

HO

O

OH

 

668 196 192 74 

Protocatechuic  acid 
OH

OH

O

HO

 

72 33 36 24 

4-Hydroxybenzoic acid 
O

HO

OH

 

85 61 60 25 

Caffeic acid 

OH

OH

O

HO

 
Syringic acid 

O

OH

O

O

HO

 
Vanillic acid 

O

OH

O

HO

 

185 44 32 12 

Detection limit (มิลลิกรัมต่อลิตร) : Gallic acid, Caffeic acid +Syringic acid +Vanillic acid, p-
Coumaric acid และ Ferulic acid = 0.25 ; Protocatechuic acid = 0.5; Phenol = 1 
ND : Not detected 
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ตารางที่3.6 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดหลงัจากบ าบดัด้วย B. thermoleovorans       
        สายพนัธ์ุ A2 ท่ีระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั 

ชนิดและโครงสร้าง
สารประกอบฟีนอลิค 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิด (มก./ล.) 

Non-pretreated 
POMW 

2d-pretreated 
POMW 

6d-pretreated 
POMW 

10d-treated 
POMW 

p-Coumaric acid 

OHO

HO

  

20 ND ND ND 

Ferulic acid 

O

HO

O

OH

 

23 ND ND ND 

Phenol 

HO

 

77 40 18 ND 

Detection limit (มิลลิกรัมต่อลิตร) : Gallic acid, Caffeic acid +Syringic acid +Vanillic acid, p-
Coumaric acid และ Ferulic acid = 0.25 ; Protocatechuic acid = 0.5; Phenol = 1  
ND: Not detected 
 
3.5 ประสิทธิภาพการผลติก๊าซชีวภาพจากน า้เสียโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม 

 3.5.1 ปริมาตรก๊าซชีวภาพสะสมและร้อยละก๊าซมีเทน 

 สารประกอบฟีนอลิคสามารถยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียท่ี์สร้างกรด (Acidogen) และ

จุลินทรียท่ี์ผลิตก๊าซมีเทน (Methanogen) ในระบบก๊าซชีวภาพ และอาจเกิดการดูดซบัในกากตะกอน

แอนแอโรบิคของระบบก๊าซชีวภาพ ท าใหก้ารยอ่ยสลายทางชีวภาพลดลง  ส่งผลต่อปริมาณการผลิต
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ก๊าซชีวภาพสะสมและปริมาณก๊าซมีเทน (Sayadi et al., 2000; Dhouib et al., 2005; Hernandez and 

Edvean, 2008) ดงันั้นจึงน าน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัในระยะเวลาแตกต่างกนั ไดแ้ก่ 2, 6 หรือ 10 วนั 

ท่ีมีการลดลงของสารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 20, 40 และ 60 ตามล าดบั มาใชเ้ป็นสับสเตรทในการ

ผลิตก๊าซชีวภาพ โดยหมกัร่วมกบัหัวเช้ือแอนแอโรบิคท่ีเก็บมาจากระบบก๊าซชีวภาพของโรงงาน

สกดัน ้ามนัปาลม์ ซ่ึงมีค่าซีโอดีเท่ากบั 17,246  มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่า MLSS : MLSS ท่ีเหมาะสมใน

การใช้เป็นแอกทิเวเต็ดสลดัจ์ประมาณ 0.7 และตรวจพบสารประกอบฟีนอลิคตกคา้งในหัวเช้ือ

ประมาณ 263 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการวิเคราะห์ลกัษณะน ้ าเสียก่อนและหลงัผา่นการบ าบดัเป็น

ระยะเวลา  2, 6 หรือ 10 วนั และเติมหัวเช้ือแอนแอโรบิคในอตัราส่วนหัวเช้ือต่อน ้ าเสียร้อยละ 30 

(ปรับพีเอชเท่ากบั 7) ก่อนน าไปทดสอบการผลิตก๊าซชีวภาพ พบค่าซีโอดี ไนโตรเจน อตัราส่วน 

C:N กรดไขมนัระเหยง่าย (VFA) และค่าความเป็นด่าง (Alkalinity) ลดลงตามระยะเวลาในการ

บ าบดัท่ีเพิ่มข้ึน (ตารางท่ี 3.7) โดยมีค่าซีโอดีลดลงร้อยละ 16.7, 29.6 และ 58.3 เม่ือใชร้ะยะเวลา

บ าบดัเท่ากบั 2,6 หรือ 10 วนั ตามล าดบั จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 39,452 มิลลิกรัมต่อลิตร และลดค่า

ไนโตรเจนไดร้้อยละ 3.0,  20.9 และ 33.0 จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1,278 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงส่งผล

ต่ออตัราส่วน C : N ให้เปล่ียนแปลงจาก 30.9 ลดลงเหลือ 26.5, 27.5 และ 19.2 ตามล าดบั ซ่ึง

อตัราส่วนดงักล่าวอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมในการผลิตก๊าซชีวภาพท่ีเคยศึกษามาก่อนหน้าน้ีประมาณ 

20-30:1 (Yadvika et al., 2004) นอกจากน้ีพบค่ากรดไขมนัระเหยง่ายลดลงร้อยละ 25.9, 50.0  และ 

63.9 เม่ือใช้เวลาการบ าบดั 2, 6 หรือ 10 วนัตามล าดบั จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้เท่ากบั 2,660 

มิลลิกรัมต่อลิตร อีกทั้งน ้ าเสียมีค่าความเป็นด่างลดลงร้อยละ 3.6, 18.3 และ 24.4  ตามล าดบั จาก

ความเขม้ขน้เร่ิมตน้เท่ากบั 2,740 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งน้ีค่ากรดไขมนัระเหยง่ายท่ียงัคงเหลือในน ้ า

เสียก่อนและหลงัผา่นการบ าบดั ยงัคงมีค่าสูงกวา่รายงานท่ีผา่นมา ในขณะท่ีทุกชุดการทดลองมีค่า

ความเป็นด่างอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสม ดงัรายงานของ (Hammer, 1996) เสนอแนะวา่โดยทัว่ไประบบ

การผลิตก๊าซชีวภาพท่ีมีการย่อยสลายแบบไร้อากาศนั้น ควรมีค่ากรดไขมนัระเหยง่ายอยู่ในช่วง 

200-800 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่าความเป็นด่างอยูใ่นช่วง 2,000 -3,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ตารางที่ 3.7 ลกัษณะน ้ าเสียก่อนและหลงัผา่นการบ าบดัเป็นระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั และมีการ

      เติมหวัเช้ือแอนแอโรบิค ก่อนน าไปผลิตก๊าซชีวภาพ 

ระบบการผลิต      
ก๊าซชีวภาพ 

ค่าซีโอดี  
(มก./ล.) 

ไนโตรเจน 
(TKN, มก./ล.) 

อตัราส่วน 
C:N 

VFA         
(มก./ล.) 

Alkalinity 
(มก./ล.) 

Non-pretreated POMW 39,452 1,278 30.9 2,660 2,740 

2d-pretreated POMW 32,877 1,239 26.5 1,970 2,640 

6d-pretreated POMW 27,763 1,010 27.5 1,330 2,240 

10d-pretreated POMW 16,438 857 19.2 960 2,070 

 เม่ือน าน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคเป็นระยะเวลา 2 วนั, 6 วนั 
หรือ 10 วนัมาผลิตก๊าซชีวภาพ โดยศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพสะสมทุก ๆ 2 วนั และวิเคราะห์
ปริมาณก๊าซมีเทนดว้ย GC-TCD ทุก ๆ 7 วนั สามารถตรวจพบพีคของก๊าชไนโตรเจน ก๊าซมีเทน 
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ท่ี retention time เท่ากบั 1.144 + 0.011 นาที, 1.210 + 0.010 นาที 
และ 1.410 + 0.009 นาที ตามล าดบั  ซ่ึงมีชุดควบคุมคือการใชห้วัเช้ือแอนแอโรบิคผสมกบัน ้ ากลัน่
แทนการใช้น ้ าเสีย พบการผลิตก๊าซชีวภาพสะสมได ้14.3 มิลลิลิตร ในช่วงเวลา 14 วนัของการ
ทดลองและไม่มีการผลิตก๊าซชีวภาพเพิ่มข้ึนอีกตลอดระยะเวลาการทดลอง (รูปท่ี 3.6) ส าหรับชุด
การทดลองท่ีใชน้ ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัและผา่นการบ าบดัเป็นระยะเวลา 2 วนั มีประสิทธิภาพ
การผลิตก๊าซชีวภาพใกล้เคียงกนั นัน่คือ สามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมได ้ 104.4 และ 81.3 
มิลลิลิตร ตามล าดบั และมีปริมาณก๊าซมีเทนเป็นองคป์ระกอบสูงสุดร้อยละ 24.6 และ 49.3 ในวนัท่ี 
14 ของการทดลอง (รูปท่ี 3.6 และ 3.7) อยา่งไรก็ตามหลงัจากวนัท่ี 16 และ 18 พบค่าพีเอชลดลง
เหลือเท่ากบั 5.1 และ 5.3 ซ่ึงอตัราการสร้างกรดจากแบคทีเรียกลุ่ม acidogen สูงกวา่การเปล่ียนจาก
กรดเป็นก๊าซมีเทนโดยแบคทีเรียกลุ่ม methanogen  เน่ืองจากปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีตกคา้ง
ในน ้ าเสียยงัมีปริมาณสูงและมีฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของแบคทีเรียกลุ่มน้ี ท าให้ไม่มีการผลิตก๊าช
ชีวภาพเพิ่มข้ึนอีกในทั้งสองชุดการทดลอง  เน่ืองจากค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการผลิตก๊าชชีวภาพ
ควรอยูใ่นช่วง 6.7-7.4  ( Hammer, 1996) ส่วนชุดการทดลองท่ีใชน้ ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเป็นระยะ 6 
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หรือ 10 วนัมีประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพไม่แตกต่างกันและดีกว่าสองชุดการทดลอง     
ขา้งตน้ โดยท่ีสามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมตลอดการทดลอง (63 วนั) ไดเ้ท่ากบั 294.3 และ    
263.5 มิลลิลิตร และมีปริมาณก๊าซมีเทนเป็นองคป์ระกอบสูงสุดถึงร้อยละ 70.4 และ 64.9 ตามล าดบั
ในวนัท่ี 35 ของการทดลอง จากนั้นปริมาณก๊าซมีเทนค่อย ๆ ลดลงเหลือประมาณร้อยละ 36.0 และ 
54.8 ตามล าดบั และทั้งสองระบบมีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยเท่ากบั 7.7 เม่ือส้ินสุดการทดลอง   
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รูปที ่3.6 ปริมาณการผลิตก๊าซชีวภาพสะสมของระบบท่ีใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดัท่ี  

 ระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั (n=2) 

 จากผลการทดลองมีความสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Martinez-Garzia et al. (2007) ใช้

ยีสต์  Candida tropicails สายพนัธ์ุ ATTCC 32456 บ าบดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจาก

โรงงานสกดัน ้ ามะกอกไดร้้อยละ 54 จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 700 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือน าน ้ าเสียท่ี

ผ่านการบ าบัดไปผลิตก๊าซชีวภาพสามารถเพิ่มปริมาณก๊าซมีเทนได้ถึงร้อยละ 68-75 และ 

Fountoulakis et al. (2002) ใชร้าไวทร์อท Pleurotus ostreatus บ าบดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสีย

จากโรงงานสกดัน ้ ามนัมะกอกเช่นกนั สามารถลดสารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ 78.3 จากความ

เขม้ขน้เร่ิมตน้ 1,035 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมไดท้ั้งหมด 1,171 มิลลิลิตร 
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และให้ปริมาณก๊าซมีเทนร้อยละ 82 ในขณะท่ีน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัให้การผลิตก๊าซชีวภาพ

สะสมไดเ้พียง 221 มิลลิลิตร และมีปริมาณก๊าซมีเทนเป็นองคป์ระกอบร้อยละ 71  จากการศึกษาน้ี

และรายงานท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นว่าเม่ือใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคเป็น 

สับสเตรทในการผลิตก๊าซชีวภาพ ท าให้ปริมาณการผลิตก๊าชชีวภาพสะสม รวมทั้งปริมาณก๊าซ

มีเทนเพิ่มสูงข้ึนมากกวา่การใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั    
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รูปที ่3.7 ปริมาณ (ร้อยละ) ก๊าซมีเทนท่ีเป็นองคป์ระกอบในก๊าซชีวภาพท่ีผลิตจากน ้าเสียท่ีไม่ผา่น

  และผา่นการบ าบดัท่ีระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั (n=2) 

ส าหรับผลของสารประกอบฟีนอลิคต่อการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียของโรงงานสกดั

น ้ ามนัปาล์มยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อน แต่มีรายงานการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียของโรงงาน

สกดัน ้ ามนัปาล์มแห่งหน่ึงในประเทศมาเลเซีย ใชบ้่อท่ีมีขนาด (กวา้ง x ยาว x ลึก ) เท่ากบั 29.6 x 

60.0 x 5.8 เมตร  บรรจุน ้ าเสียปริมาตร 7,500 ลูกบาศก์เมตร มีระยะเวลากกัเก็บน ้ าเสีย 40 วนั 

สามารถผลิตก๊าซมีเทนโดยเฉล่ียอยูใ่นช่วงร้อยละ 35-70  (Yacob et al., 2006)   
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3.5.2 ศักยภาพการผลติก๊าซมีเทนโดยการทดสอบค่า Biochemical methane potential  

(BMP) 

 การรายงานค่า BMP เป็นการทดสอบศกัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนของสารตั้งตน้ โดย

ค านวณจากปริมาณกรัมของซีโอดีท่ีสามารถเปล่ียนเป็นก๊าซมีเทนได้ การเปรียบเทียบค่า BMP 

ระหวา่งชุดการทดลองต่าง ๆ ท่ีใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดัเป็นระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 วนั 

ดงัแสดงในตารางท่ี 3.8 หลงัจากการผลิตก๊าซชีวภาพพบวา่ชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการ

บ าบดัมีประสิทธิภาพการก าจดัซีโอดีเร่ิมตน้จาก 39,452 มิลลิกรัมต่อลิตร ลดลงเหลือ 36,436 

มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 7.6 ของการลดลง ในขณะท่ีชุดการทดลองจากน ้ าเสียท่ีผ่านการ

บ าบดัเป็นระยะเวลา 2 วนั, 6 วนั หรือ 10 วนั พบวา่มีค่าซีโอดีลดลงเหลือ 26,535, 13,465 และ 9,307 

มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีร้อยละ 19.2, 51.4  และ 76.0  ตามล าดบั 

และเม่ือน าค่าซีโอดีเร่ิมตน้ก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพ (ตารางท่ี 3.7) มาค านวณร่วมกบัปริมาตรก๊าซ

มีเทนของแต่ละชุดการทดลอง เพื่อวิเคราะห์ค่า BMP พบวา่น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดัเป็น

ระยะเวลา 2 วนั มีค่า BMP เท่ากบั 11.35 และ 19.20 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี ส่วนน ้ าเสียท่ีผา่น

การบ าบดัเป็นระยะเวลา 6  วนั หรือ 10 วนัมีค่า BMP เท่ากบั 86.68 และ 123.03 มิลลิลิตรมีเทนต่อ

กรัมซีโอดี  ตามล าดบั เม่ือน าค่าท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ทางสถิติพบวา่ค่า BMP ในชุดการทดลองจากน ้ า

เสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดั 2 วนัมีความแตกต่างกบัชุดการทดลองท่ีใชน้ ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 6 

วนั หรือ 10 วนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05)  

จากการทดสอบค่า BMP แสดงให้เห็นว่าชุดการทดลองจากน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบัด

สารประกอบฟีนอลิค 10  วนั แมมี้การผลิตก๊าซชีวภาพสะสมและปริมาณก๊าซมีเทนนอ้ยกวา่ แต่ให้

ค่าศกัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนต่อกรัมซีโอดีสูงกว่าชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั      

6 วนั เน่ืองจากมีปริมาณซีโอดีเร่ิมต้นต ่ากว่านั่นเอง จากผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าถึง               

แมค้่าซีโอดีในน ้ าเสียลดลง และในชุดการทดลงท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั 10 วนั มีอตัราส่วน               

C:N ต  ่ากว่าค่าแนะน าเพียงเล็กน้อย แต่สารประกอบฟีนอลิคซ่ึงมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียใน

กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพถูกบ าบดัออกไปมากกวา่ชุดการทดลองอ่ืนๆ จึงท าให้ประสิทธิภาพ

การผลิตก๊าซชีวภาพดีท่ีสุด และค่า BMP  จากน ้ าเสียทั้ง 2 ชุดการทดลองมีค่าสูงกวา่รายงานท่ีผา่น
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มาของ Fountoulakis et al. (2002)  ศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนั

มะกอกท่ีผ่านการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคโดยใช้ราไวท์รอท Pleurotus ostreatus พบว่ามีค่า 

BMP เท่ากบั 52.37 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี ทั้งน้ีค่า BMP ท่ีแตกต่างกนัมีสาเหตุมาจากค่าซีโอดี

เร่ิมตน้ของน ้ าเสีย ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียท่ีแตกต่างกนั หากมีค่า

ดงักล่าวสูงจะส่งผลใหค้่า BMP  ต ่าลง 

ตารางที ่3.8 ประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซมีเทนโดยการทดสอบจากค่า BMP 

ชนิดของน ้าเสีย ก๊าซชีวภาพ
สะสม (มล.) 

ร้อยละ
มีเทน 

ปริมาตร
มีเทน(มล.) 

ซีโอดี
เร่ิมตน้* 
(กรัม.ซีโอดี) 

BMP 
(มล.มีเทน/ 
กรัม.ซีโอดี) 

Non-pretreated POMW 109.5 24.6 26.9 2.37 11.35a 

2d-pretreated POMW 75.0 49.3 37.0 1.97 18.78 a 

6d-pretreated POMW 204.4 70.4 143.9 1.66 86.68 b 

10d-pretreated POMW 187.6 64.9 121.8 0.99 123.03 c 

* ค่าซีโอดีเร่ิมตน้ (กรัม.ซีโอดี) ของแต่ละชุดการทดลอง มีท่ีมาจากการน าขอ้มูลในตารางท่ี 3.7 มา 
ค านวณกบัปริมาตรน ้าเสียท่ีใชเ้ป็นสับสเตรทในการผลิตก๊าซชีวภาพเท่ากบั 60 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัในสดมภ์เดียวกนัหมายความว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
 

3.5.3 การศึกษาชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลคิหลงัจากการผลติก๊าซชีวภาพ 

การผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ าบัดด้วยแบคทีเรียทนร้อนท่ี
ระยะเวลาแตกต่างกนั คือ 2, 6 หรือ 10 วนั ท าใหส้ารประกอบฟีนอลิคเร่ิมตน้ในน ้ าเสียก่อนการผลิต
ก๊าซชีวภาพมีความเขม้ขน้แตกต่างกนั จากการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิครวม
ทั้งหมดดว้ยวธีิ Folin-Ciocalteau พบวา่ชุดการทดลองท่ีใชน้ ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเป็นระยะเวลานาน
ข้ึน มีความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิคเร่ิมตน้ก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพลดลงตามระยะในการ
บ าบดั และเม่ือส้ินสุดกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพพบปริมาณสารประกอบฟีนอลิคลรวมลดลงใน
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ทุกชุดการทดลอง แสดงว่ากระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพสามารถลดปริมาณสารประกอบ                
ฟีนอลิครวมในน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ าบดัไดอี้ก โดยการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าเสียท่ีไม่
ผ่านการบ าบดั มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดเม่ือเร่ิมตน้การผลิตก๊าซชีวภาพ 1,080       
มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือส้ินสุดการผลิตก๊าซชีวภาพลดลงเหลือ 772 มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 
28.5 ส่วนในชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเป็นระยะเวลา 2 วนั , 6 วนั หรือ 10 วนั มี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดเม่ือเร่ิมตน้การผลิตก๊าซชีวภาพ 805, 572  และ 428  
มิลลิกรัมต่อลิตร และเม่ือส้ินสุดการผลิตก๊าซชีวภาพมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมด
ลดลงเหลือ 683, 354 และ 269  มิลลิกรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ  15.2, 38.1 และ 37.1 (ตารางท่ี 3.9) 
การศึกษาท่ีผ่านมาของ Hernandez and Edyvean (2008) รายงานว่าการผลิตก๊าซชีวภาพใน
สับสเตรทสังเคราะห์ท่ีมีการเติมสารประกอบฟีนอลิค เช่น  phenol, catechol, gallic acid, caffeic 
acid, 4-hydroxybenzoic acid, tyrosol และ protocatechuic acid และใช้หวัเช้ือแอนแอโรบิคจาก
ระบบบ าบดัน ้ าเสีย  พบการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลิคร้อยละ 63.85 ใน
ระยะเวลาการทดลอง 40 วนั จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 800 - 1600 
มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนสารประกอบฟีนอลิคท่ีเหลือส่วนหน่ึงถูกออกซิเดชันเม่ือสัมผสัอากาศ 
(Autoxidation) และถูกดูดซบัโดยตะกอนแอนแอโรบิค 

ตารางที่ 3.9 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดก่อนและหลงัการผลิตก๊าซชีวภาพวิเคราะห์
      โดยวธีิ Folin-Ciocalteau 

ชนิดของน ้าเสีย 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (มก./ล.) 

เร่ิมตน้ผลิตก๊าซชีวภาพ หลงัการผลิตก๊าซชีวภาพ 

Non-pretreated POMW 1,080 772 

2d-pretreated POMW 805 683 

6d-pretreated POMW 572 354 

10d-pretreated POMW 427 269 
  

จากการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคแต่ละชนิดในน ้ าเสียดว้ยเทคนิค  HPLC  ทั้ง
ก่อนและหลงัการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใช้น ้ าเสียท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ าบดัเป็นระยะเวลา 2, 6    
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หรือ 10 วนั พบว่าก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพในชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัมี
สารประกอบฟีนอลิค (มิลลิกรัมต่อลิตร) ทั้งหมด 9 ชนิด ดงัน้ี gallic acid (200) >  caffeic acid + 
syrigic aicd + vanillic acid (109)> phenol (76) > 4-hydroxybenzoic acid (74) > protocatechuic 
acid (47) > ferulic acid (20) > p-coumaric acid (18) และหลงัจากผลิตก๊าซชีวภาพไม่สามารถตรวจ
พบสารประกอบฟีนอลิค 6 ชนิด ไดแ้ก่ 4-hydroxybenzoic aicd, caffeic acid, syringic acid, vanillic 
acid, ferulic acid และ p-coumaric acid แสดงวา่สารดงักล่าวถูกย่อยสลายผ่านกระบวนการไร้
อากาศในระหว่างการผลิตก๊าชชีวภาพไดอ้ย่างสมบูรณ์ อย่างไรก็ตามยงัมีสารประกอบฟีนอลิคท่ี
ยงัคงเหลืออยูใ่นน ้าเสียตามล าดบั คือ phenol > gallic acid > protocatechuic acid โดยสารทั้ง 3 ชนิด
มีการลดลงร้อยละ 19.7, 64.6, และ 78.0 ตามล าดบั ดงัรูปท่ี  3.8 A   

ในชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 2 หรือ 6 วนั ก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพพบ
สารประกอบฟีนอลิค (มิลลิกรัมต่อลิตร) 7 ชนิดท่ีเหมือนกนั (ไม่พบสาร p-coumaric acid และ 
ferulic acid) โดยในน ้ าเสียบ าบดั 2 วนัพบปริมาณสารประกอบฟีนอลิค (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ตามล าดบั ไดแ้ก่ gallic acid (124) > 4-hydroxybenzoic acid (43) > caffeic acid + syring acid + 
vanillic acid (39) > phenol (38) > protocatechuic acid (31) และในน ้ าเสียบ าบดั 6 วนั ไดแ้ก่ gallic 
acid (124) > phenol (37) > 4-hydroxybenzoic acid (33) > caffeic acid + syringic acid + vanillic 
acid (19) > protocatechuic acid (9) เม่ือผ่านกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพสามารถลดสาร    
ประกอบฟีนอลิคบางชนิดในน ้ า เ สียดังก ล่าวได้สมบู รณ์และไม่สามารถตรวจพบได ้                      
คือ 4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, syringic acid และ vaillic acid  อีกทั้งไม่ตรวจ               
พบสาร protocatechuic acid ในน ้ าเสียบ าบดั 6 วนั ทั้งน้ียงัมีสารประกอบฟีนอลิคท่ียงัคงเหลือ       
อยูใ่นน ้ าเสียบ าบดั 2 วนั ตามล าดบั คือ gallic acid > phenol > protocatechuic acid โดยสารทั้ง 3 
ชนิดมีการลดลงร้อยละ 67.7, 1.4 และ 70.0 ตามล าดบั ส่วนในน ้าเสียบ าบดั 6 วนัคงเหลือ gallic acid 
และ phenol ซ่ึงสารทั้ง 2 ชนิดมีการลดลงร้อยละ 78.2 . และ 0.5 ตามล าดบั ดงัรูปท่ี  3.8 B-C   

ส าหรับชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั 10 วนั ก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพพบ
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค (มิลลิกรัมต่อลิตร) 3 ชนิด (ไม่พบสาร p-coumaric acid, ferulic acid, 
caffeic acid, syringic acid, vanillic acid และ phenol) ไดแ้ก่ gallic acid (32) > 4-hydroxybenzoic 
acid (9) > protocatechuic acid (8) หลงัการผลิตก๊าซชีวภาพไม่สามารถตรวจพบสารประกอบ          
ฟีนอลิคขา้งตน้ ยกเวน้ gallic acid ซ่ึงมีการลดลงร้อยละ 44.5 ดงัรูปท่ี 3.8 D   
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รูปที่ 3.8 ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียเม่ือก่อนและหลงัการผลิตก๊าซชีวภาพ
 วิเคราะห์โดย HPLC โดยท่ี (A) น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั; (B) น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 2 
 วนั;  (C) น ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 6 วนั  และ (D) น ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 10 วนั 
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 จากผลการศึกษาพบวา่หลงัการผลิตก๊าซชีวภาพยงัคงตรวจพบสาร gallic acid ในทุกชุดการ
ทดลอง และยงัคงเหลือสาร protocatechuic acid  ในชุดการทดลองจากน ้ าท่ีไม่ผา่นการบ าบดัและ
บ าบดั 2 วนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคโดยแบคทีเรียทนร้อน 
B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2  ในหวัขอ้ 3.4.2 แสดงให้เห็นวา่สารทั้ง 2 ชนิดท่ีมีโครงสร้าง
ประกอบดว้ยหมู่อนุพนัธ์ุคาร์บอกซิลิก (-COOH) แทนท่ีในวงแหวนอะโรมาติก ส่งผลต่อการเจริญ
และท างานของจุลินทรียท่ี์ใชอ้ากาศ (แบคทีเรียทนร้อนสายพนัธ์ุ A2) และจุลินทรียท่ี์ไม่ใชอ้ากาศใน
ระบบก๊าซชีวภาพ ท าให้การย่อยสลายทางชีวภาพภายใต ้2 สภาวะน้ีลดลง นอกจากน้ียงัพบความ
เขม้ขน้ของสาร phenol คงเหลือใกลเ้คียงกบัก่อนการผลิตก๊าซชีวภาพในชุดการทดลองจากน ้ าเสียท่ี
ไม่ผา่นและผา่นการบ าบดั 2 หรือ 6 วนั เน่ืองจากสาร phenol มีผลยบัย ั้งกระบวนการยอ่ยสลายแบบ
ไม่ใช้ออกซิเจนโดยรวม โดยมีความเป็นพิษต่อจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งในระดบัท่ีแตกต่างกนัทั้งใน
กระบวนการ hydrolysis คือย่อยสลายสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่เป็นสารโมเลกุลเล็ก และขั้นตอน 
acetogenesis ซ่ึงจุลินทรียส์ร้างกรดเปล่ียนสารอินทรียเ์ป็นกรดอินทรียโ์มเลกุลเล็ก รวมถึงขั้นตอน 
methanogenesis ท่ีใชจุ้ลินทรียส์ร้างมีเทน (Hernandez and Edyvean, 2008) 

3.5.4 ลักษณะน ้าเสียก่อนและหลังผ่านการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคและการผลิตก๊าซ
ชีวภาพ  

น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคดว้ยแบคทีเรียทนร้อน B. thermoleovorans 
สายพนัธ์ุ A2 ภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และเขยา่ 150 รอบต่อนาที ท่ีเวลา
แตกต่างกนั คือ 2, 6 หรือ 10 วนั จากนั้นน าไปใช้เป็นสับสเตรทในการผลิตก๊าซชีวภาพ ส่งผลให้
ลกัษณะน ้ าเสียแตกต่างไปจากเดิม ดงัแสดงในตารางท่ี 3.10  จากการวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ 
ไดแ้ก่ ค่าของแขง็แขวนลอยในน ้ าเสียก่อนบ าบดัเท่ากบั 29,183 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือผา่นการบ าบดั
และการผลิตก๊าซชีวภาพลดลงคิดเป็นร้อยละ 69.7-81.9  ค่าไขมนัและน ้ ามนัในน ้ าเสียก่อนบ าบดัมี
ค่าเท่ากบั 13,370 เม่ือผ่านการบ าบดัและส้ินสุดการผลิตก๊าซชีวภาพสามารถลดลงคิดเป็นร้อยละ 
91.0 – 98.3 ซ่ึงจะส่งผลดีต่อการบ าบดัหลงัจากกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพเน่ืองจากไขมนัและ
น ้ ามนัก็เป็นปัญหาหน่ึงในการบ าบดัน ้ าเสีย  ส่วนค่าฟอสฟอรัสและค่าไนโตรเจนในน ้ าเสียก่อน
บ าบดัเท่ากบั 320 และ 1,067 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือผา่นการบ าบดัและส้ินสุดการผลิตก๊าซชีวภาพมี
ค่าเพิ่มข้ึนในชุดการทดลองท่ีใชน้ ้ าเสียไม่ผ่านและผา่นการบ าบดั 2 วนั โดยมีค่าเท่ากบั  507 และ 
381, 1,159 และ 1,107  มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนในชุดการทดลองท่ีใชน้ ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 6 วนั  
และ 10 วนั มีค่าลดลงคิดเป็นร้อยละ 30.0 และ 38.4, 32.5 และ 39.1 ตามล าดบั ค่าไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัสท่ีเพิ่มข้ึนอาจเกิดจากการผสมหวัเช้ือแอนแอโรบิคในการผลิตก๊าซชีวภาพ 
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ตารางที่ 3.10 ลกัษณะน ้ าเสียจากกระบวนการสกดัน ้ ามนัปาล์มเปรียบเทียบกบัลกัษณะน ้ าเสียหลงั
        การผลิตก๊าซชีวภาพ  

พารามิเตอร์* POMW  น ้าเสียหลงัการผลิตก๊าซชีวภาพ 

Non-pretreated 
POMW 

2d-pretreated 
POMW 

6d-pretreated 
POMW 

10d-pretreated 
POMW 

ซีโอดี 77,647 36,436 26,535 13,465 9,307 

ของแขง็แขวนลอย
ทั้งหมด 

29,183 8,825 8,325 5,610 5,283 

ฟอสฟอรัส (TP)  320 507 381 224 197 

ไนโตรเจน(TKN) 1,067 1,159 1,107 720 650 

ไขมนัและน ้ามนั 13,370 1,208 812 440 224 

ความเป็นด่าง 1,730 3,960 3,340 2,910 2,540 

กรดไขมนัระเหยง่าย 3,600 4,200 3,400 2,670 1,980 

พีเอช 4.67 5.1 5.3 7.7 7.7 

* หน่วย : มิลลิกรัมต่อลิตร ยกเวน้พีเอช 

เม่ือพิจารณาค่าซีโอดี ของน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนบ าบดัเท่ากบั 77,647 
มิลลิกรัมต่อลิตร และหลงัส้ินสุดการผลิตก๊าซชีวภาพพบวา่ค่าซีโอดีในชุดการทดลองต่าง ๆ ลดลง
ตามระยะเวลาในการบ าบดัน ้าท่ีเพิ่มข้ึน โดยน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัมีค่าลดลงคิดเป็นร้อยละ  53.0  
และน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัท่ีระยะ 2  วนั, 6 วนั หรือ 10 วนั  มีค่าลดลงคิดเป็นร้อยละ 65.8 - 88.0  
ซ่ึงในน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัท่ีระยะเวลา 10 วนั ยงัคงเหลือค่าซีโอดี 9,307 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึง
สามารถน าไปเป็นสับสเตรทในผลิตก๊าซชีวภาพในคร้ังต่อไป และน ้ าเสียก่อนบ าบดัมีค่าพีเอช
เท่ากบั  4.67  เม่ือผา่นการบ าบดัและน าไปผลิตก๊าซชีวภาพในชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีไม่ผา่น
และผา่นการบ าบดั 2  วนั มีค่าพีเอชลดลงเท่ากบั 5.1 และ 5.3 ตามล าดบั ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีไม่เหมาะสม
ในการสร้างก๊าซมีเทน ตามรายงานของ Hammer (1996) ซ่ึงเสนอวา่ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการผลิต
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ก๊าซชีวภาพควรอยูใ่นช่วง 6.7-7.4  นอกจากน้ีทั้ง 2 ชุดการทดลองมีค่าความเป็นด่างเท่ากบั  3,960 
และ 3,340 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่พบการสะสมของกรดไขมนัระเหยง่ายเท่ากบั 4,200 และ 3,400 
มิลลิกรัมต่อลิตร จึงไม่สามารถควบคุมสมดุลของบฟัเฟอร์ท าใหค้่าพีเอชลดลง และส่งผลกระทบต่อ
การท างานของระบบก๊าซชีวภาพ และอาจท าใหร้ะบบลม้เหลวในท่ีสุด (Schoen et al., 2009) จึงเป็น
สาเหตุให้ชุดการทดลองขา้งตน้ผลิตก๊าซชีวภาพได้น้อยกว่าชุดการทดลองท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการ
บ าบดั 6  วนั หรือ 10  วนั (รูปท่ี 3.6 และ 3.7) ซ่ึงมีค่าพีเอชของระบบเท่ากบั 7.7  มีค่าความเป็นด่าง
เท่ากบั 2,910  และ 2,540 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่ากรดไขมนัระเหยง่าย 2,670  และ 1,980 
มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั 

 

 

   



 
 

 
 

 



บทที ่4 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง  
 4.1.1 ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสียจากกระบวนการสกดัน า้มันปาล์ม 

การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมทั้งหมดในน ้ าเสียของโรงงาน A, B และ C ดว้ย
วิธี Folin-Ciocalteau มีความเขม้ขน้เท่ากบั 1,280+64, 1,206+26 และ 1,503+51 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ซ่ึงสามารถระบุชนิดของสารประกอบฟีนอลิในน ้ าเสียดว้ยเทคนิค HPLC ไดจ้  านวน 9 
ชนิด ตามล าดบัปริมาณ ไดแ้ก่  gallic acid > caffeic acid + syringic acid + vanillic acid > 4- 
hydroxybenzoic acid > phenol > protocatechuic acid > ferulic acid > p- coumaic acid  

 4.1.2 การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคิในน า้เสียโดย B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟีนอลิคด้วย
แบคทีเรียทนร้อน B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 โดยการแปรผนั 1) อุณหภูมิ ไดแ้ก่ 50, 55, 60 
และ 70 องศาเซลเซียส 2) ค่าพีเอชเท่ากบั 4, 5.5 และ 7 และ 3) ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ
สารประกอบฟีนอลิคในน ้าเสียร้อยละ 100 (ไม่เจือจาง), 50 และ 25 พบวา่สภาวะท่ีให้ประสิทธิภาพ
ในการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคสุงท่ีสุด คือ การใช้อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และ
การใช้น ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการเจือจางและไม่ได้ฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ในน ้ าเสียก่อนทดลอง ซ่ึงลด
สารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ 60 และมีอตัราการย่อยสลายเท่ากบั 3.56  มิลลิกรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1,434  มิลลิกรัมต่อลิตร หลงัจากวนัท่ี 10 ของการทดลอง ในขณะท่ี
น ้ าเสียท่ีผ่านการฆ่าเช้ือพบว่ามีสารประกอบฟีนอลิคลดลงร้อยละ 44  และมีอตัราการย่อยสลาย  
2.65  มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองสอดคลอ้งกบัจ านวนแบคทีเรียในน ้ าเสียท่ีพบว่าจ านวน
แบคทีเรียท่ียอ่ยสลายฟีนอลในน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการฆ่าเช้ือ (103 x 105 CFU/mL ) มีจ  านวนมากกวา่
น ้ าเสียท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ (80 x 105 CFU/mL) ส่วนชุดตวัอยา่งน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการฆ่าเช้ือแต่
ไม่เติมเช้ือทนร้อนลดสารประกอบฟีนอลิคไดน้อ้ยมากประมาณร้อยละ 3.5-6.2  และไม่พบการ
เจริญของจุลินทรียท์อ้งถ่ินในน ้ าเสีย แสดงว่าปัจจยัทางกายภาพ-เคมีอ่ืน ๆ ส่งผลต่อการลดลงของ
สารประกอบฟีนอลิคนอ้ย  
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การบ าบดัน ้าเสียดว้ยแบคทีเรียทนร้อนภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมเป็นระยะเวลา 2, 6 หรือ 10 
วนั ลดสารประกอบฟีนอลิคไดร้้อยละ 20, 40 และ 60 ตามล าดบั โดยกลุ่มสารท่ียอ่ยสลายไดแ้ต่ไม่
สมบูรณ์ซ่ึงยงัคงตรวจพบสารกลุ่มน้ีหลงัการบ าบดัน ้ าเสียเป็นเวลา 10 วนัในปริมาณมากไปน้อย
ดงัน้ี  gallic acid > 4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid > caffeic acid+ syringic acid + 
vanillic acid  มีการลดลงอยูใ่นช่วงร้อยละ  66.7-93.5 ส่วนกลุ่มสารท่ีถูกยอ่ยสลายไดง่้ายซ่ึงไม่
สามารถตรวจพบสารกลุ่มน้ีหลงัจากการบ าบดัน ้ าเสียเป็นเวลา 2 – 10 วนั เรียงตามปริมาณท่ีตรวจ
พบ ไดแ้ก่ phenol >  p-coumaric acid > ferulic acid  มีการลดลงอยูใ่นช่วงร้อยละ 87.0-100 เม่ือน ้ า
เสียถูกบ าบดั 2 วนั ไม่สามารถตรวจพบสาร  p-coumaric acid และ ferulic acid ในขณะท่ียงัคงตรวจ
พบสาร phenol จนถึงวนัท่ี 6 แต่หลงัจากวนัท่ี 10 ของการทดลองไม่สามารถตรวจพบสารดงักล่าว 

 4.1.3  ปริมาณก๊าซชีวภาพสะสมและศักยภาพในการผลติก๊าซมีเทน 

 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดัดว้ยแบคทีเรียทนร้อน พบวา่ชุด
การทดลองจากน ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคเป็นเวลา  6  วนั ให้ปริมาตรก๊าซชีวภาพ
สะสมสูงสุดคือ  204.4 มิลลิลิตร ประกอบดว้ยปริมาณก๊าซมีเทนสูงสุดร้อยละ 70.4  ในวนัท่ี 35 ของ
การทดลอง และมีค่า BMP เท่ากบั  86.68 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี รองลงมาคือ น ้ าเสียท่ีผา่น
การบ าบดั  10  วนั  ให้ปริมาตรก๊าซชีวภาพสะสมสูงสุด 187.6 มิลลิลิตร มีองคป์ระกอบของก๊าซ
มีเทนร้อยละ 64.9 แต่ให้ค่า BMP สูงท่ีสุดเท่ากบั 123.03  มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี  ส่วนน ้ าเสีย
ท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคเป็นเวลา 2  วนั ให้ปริมาตรก๊าซชีวภาพสะสม 
110.4  และ 81.3 มิลลิลิตรตามล าดบั มีปริมาณก๊าซมีเทนร้อยละ 24.6 และ 49.3 และให้ค่า BMP 
นอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 11.35 และ 18.78   มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี ตามล าดบั  ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ี
ใชน้ ้ากลัน่แทนน ้าเสียสามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมสูงสุดไดเ้พียง 14.3  มิลลิลิตร  

4.1.4  ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิก่อนและหลงัการผลติก๊าซชีวภาพ 

 กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพสามารถลดปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวมในน ้ าเสียท่ีไม่
ผา่นและผา่นการบ าบดั 2, 6 หรือ 10 วนัไดร้้อยละ 28.5, 15.2, 38.1 และ 37.1 จากความเขม้ขน้
เร่ิมตน้ 1,080, 805, 572 และ 428  มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ก่อนการผลิตก๊าชชีวภาพในชุดการ
ทดลองจากน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัมีสารประกอบฟีนอลิค ดงัน้ี gallic acid  >  caffeic acid + 
syrigic aicd + vanillic acid > phenol > 4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid > ferulic acid 
> p-coumaric acid  ในขณะท่ีน ้ าเสียบ าบดั 2 วนัพบสารประกอบฟีนอลิค ไดแ้ก่ gallic acid >          
4-hydroxybenzoic acid > caffeic acid + syring acid + vanillic acid > phenol > protocatechuic acid 
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และในน ้ าเสียบ าบดั 6 วนั ไดแ้ก่ gallic acid  > phenol > 4-hydroxybenzoic acid > caffeic acid + 
syringic acid + vanillic acid > protocatechuic acid ส่วนน ้ าเสียบ าบดั 10 วนั ไดแ้ก่ gallic acid >    
4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid หลงัการผลิตก๊าซชีวภาพในระบบไร้อากาศยงัคง
ตรวจพบสาร gallic acid ในทุกชุดการทดลอง และยงัคงเหลือสาร phenol อีกทั้งสาร protocatechuic 
acid ในน ้าเสียท่ีไม่ผา่นและผา่นการบ าบดั 2 วนั และ 6 วนั (เฉพาะสาร phenol) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล
การศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอลิคโดยแบคทีเรียทนร้อนในสภาวะใชอ้ากาศ  

4.2 ข้อเสนอแนะและแนวทางประยุกต์ใช้ 

 1) เน่ืองจากการวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลิคดว้ยเทคนิค HPLC สามารถจ าแนกชนิดและ
ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคไดป้ระมาณร้อยละ 73.0 – 84.5 ของสารประกอบฟีนอลิครวม
ทั้งหมดท่ีวดัได้โดยวิธี Folin-Ciocalteau โดยยงัคงพบสาร unknown ในโครมาโตแกรม           
ภายใต้สภาวะท่ีใช้ในการทดลองน้ี การศึกษาต่อไปอาจมีการตรวจสอบพีค unknown ว่าเป็น
สารประกอบฟีนอลิคชนิดอ่ืน ๆ หรือไม่ หรืออาจใช้เทคนิค Liquid chromatography – mass 
spectrometry (LC-MS) เพื่อใหว้เิคราะห์ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคมากข้ึน  

 2) การศึกษาน้ีไดท้  าการทดลองในระบบกะ (Batch system) ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดย   
ใช้ระบบท่ีมีความต่อเน่ือง (Continuous system) ในการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลิคขั้นตน้และการผลิตก๊าซชีวภาพ  เพื่อประโยชน์ในการน าไปใช้จริงในระบบ
บ าบดัน ้าเสียของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ 

 3) ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมว่าระบบบ าบดัน ้ าเสียประเภทใดท่ีใช้ร่วมกบัระบบการผลิต    
ก๊าซชีวภาพและมีประสิทธิภาพในการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคท่ีเหลือไดดี้ 

 4) ควรมีการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลิคโดย
แบคทีเ รียทนร้อนโดยใช้น ้ า เ สีย ท่ี มีลักษณะแตกต่างกัน โดยเฉพาะน ้ า เ สีย ท่ี มีชนิดของ
สารประกอบฟีนอลิคแตกต่างกนัหรือมีความเขม้ขน้สูงข้ึน และใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัในการ
ผลิตก๊าชชีวภาพ เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการพฒันาเทคโนโลยีบ าบดัน ้ าเสียและการใชป้ระโยชน์
จากน ้าเสียในการผลิตก๊าชชีวภาพต่อไป 
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 5)  แนวทางการประยุกตใ์ชแ้บคทีเรียทนร้อน B. thermoleovorans สายพนัธ์ุ A2 ในการ
บ าบดัสารประกอบฟีนอลิคในน ้ าเสียจากโรงงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนเขา้สู่ระบบการผลิตก๊าซ
ชีวภาพและระบบบ่อปรับเสถียรท าไดโ้ดยเพิ่มปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้และจ านวนถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
(R1-R3) เพื่อลดระยะเวลาในการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคและรองรับปริมาณน ้ าเสียให้มีความ
เหมาะสมในแต่ละโรงงาน ซ่ึงโรงงานอาจมีการน ากระแสไฟฟ้าท่ีไดจ้ากการผลิตก๊าซชีวภาพมาใช้
เป็นพลงังานในการควบคุมอุณหภูมิของถงัปฏิกรณ์ใหอ้ยูใ่นช่วง 60 - 70 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.1) 
 

 
 
 

รูปที ่4.1  แนวทางการประยุกตใ์ชแ้บคทีเรียทนร้อนในการบ าบดัสารประกอบฟีนอลิคออกจากน ้า
   เสียของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ 
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ภาคผนวก ก 
สูตร และวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
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ภาคผนวก ก 

สูตร และวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM (Carbon free mineral salt medium) ประกอบด้วยสารอาหาร
ดงัต่อไปน้ี (ต่อ 1 ลิตรอาหารเหลว) ไดแ้ก่ 
 - แอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl)                                                                             1.0 กรัม 
 -โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                                                              0.42 กรัม 
 -โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (NaH2PO4.H2O)                            0.18 กรัม 
 - แมกนีเซียมคลอไรดเ์ฮปตะไฮเดรต (MgCl2.7H2O)                                              0.1 กรัม 
 - แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)                                                        0.1 กรัม 
 - โปแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)                                                                                0.4 กรัม 
 - เฟอรัสซลัเฟตเฮกซะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                                    1 มิลลิกรัม 

 

น าอาหารเหลวดงักล่าวน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา       
15 นาที และแหล่งธาตุอาหาร (Trace elements)  10 มิลลิลิตร  ซ่ึง  1 ลิตรประกอบดว้ย 
  - nitrilotriacetic acid                                                                                                1.5 กรัม 
   - แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O                                                 3.0 กรัม 
  - แมงกานีสซลัเฟตไดไฮเดรต  (MnSO4.2H2O)                                                      0.5 กรัม 
  -โซเดียมคลอไรด ์(NaCl)                                                                                         1.0 กรัม 
  - เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                                                       0.19 กรัม 
  -โคบอลตซ์ลัเฟตหรือโคบอลตค์ลอไรด ์(CoSO4 or CoCl2)                                    0.1 กรัม 
  - แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)                                                         0.1 กรัม 
  - ซิงตซ์ลัเฟต (ZnSO4)                                                                                             0.1 กรัม 
   - คอปเปอร์ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4,5H2O)                                                  0.1 กรัม 
  - อะลูมิเนียมโพแทสเซียไดซลัเฟต (AlK(SO4)2)                                                   0.01 กรัม 
  - กรดบอริก (H3BO3)                                                                                             0.01 กรัม 
  - โซเดียมโมลิบเดทไดไฮเดรต (Na2MoO3.2H2O)                                               0.01 กรัม 

โดยละลายใน nitrilotriacetic acid ปรับ pH  6.5 ดว้ย โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
เติมสารละลายวติามิน (Vitamin solution) 10 มิลลิลิตร ซ่ึง  1 ลิตรประกอบดว้ย 

 - Biotin 2 มิลลิกรัม, folic acid                                                                              2 มิลลิกรัม 



87 

- pyridoxine.HCl    10  มิลลิกรัม 
- thiamine HCl                                                                                        5  มิลลิกรัม 
- riboflavine                                                                                            5  มิลลิกรัม 
- nicotinic acid                                                                                    5  มิลลิกรัม 
- calcium panthothenate,                                                                 5  มิลลิกรัม 
- B12                                                                                                   0.01 มิลลิกรัม 
- p-aminobenzoic acid                                                                             5 มิลลิกรัม 
- thioctic acid                                                                                          1  มิลลิกรัม 

 
 เตรียมอาหาร CFMM ไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตค้วามดนั 15 

ปอนดต่อตารางน้ิว ทิ้งไวใ้ห้เยน็  จากนั้นเติมแหล่งธาตุอาหารและวิตามินท่ีปราศจากเช้ือโดยการ

กรองดว้ยชุดกรองส าเร็จรูป micro filter  อยา่งละ 10 มิลลิลิตร ต่ออาหาร CFMM 1ลิตร 
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ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐานเพือ่การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลคิ Folin–Ciocalteau 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานเพือ่การวเิคราะห์สารประกอบฟีนอลคิทั้งหมดด้วยวธีิ Folin–Ciocalteau 
 

ข.1 กราฟมาตรฐานเพือ่การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลคิทั้งหมดด้วยวธีิ Folin–Ciocalteau 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 เตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิค ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชัง่  
gallic acid monohydrate (Sigma) 0.55 กรัม ละลายในน ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร ดว้ยน ้ า
กลัน่ในขวดปรับปริมาตร จากนั้นน าสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิค มาเจือจางให้ได้ความ
เขม้ขน้ 20 -200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยการปิเปตสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิค ความเขม้ขน้ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร และเติมน ้ากลัน่ตามปริมาตรดงัแสดงในตารางภาคผนวกท่ี ข.1 

 

ตารางภาคผนวกที่ ข.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค ความเขม้ขน้ 20-200 มิลลิกรัม
          ต่อลิตร 

     ความเข้มข้น (มก./ล.)              ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน (มล.)       ปริมาตรน า้กลัน่ (มล.) 

  20    0.2   4.8 
  40    0.4   4.6 
  60    0.6   4.4 
  80    0.8   4.2 
             100    1.0   4.0 
            120    1.2   3.8 
            140    1.4   3.6 
            160    1.6   3.4 
            180    1.8   3.2 
            200    2.0   3.0 
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การสร้างกราฟมาตรฐาน 

ปิเปตสารละลายกรดแกลลิค ความเข้มข้น 20-200 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงใน Folin–Ciocalteau phenol reagents ท่ีเจือจาง 4 เท่า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว ้5 
นาที จากนั้นจึงเติม 1 มิลลิลิตร ของสารละลายโซเดียมคาร์บอนเนต ความเขม้ขน้ 200 กรัมต่อลิตร 
ทิ้งไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 725 นาโนเมตร ใช้
น ้ ากลัน่ท่ีท าปฏิกิริยาเช่นเดียวกบัตวัอยา่งเป็น blank น าค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีไดม้าสร้างกราฟ
มาตรฐานของกรดแกลลิค  (รูปภาคผนวกท่ี ข.1) 

y = 0.0108x
R² = 0.9985

0
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รูปภาคผนวกที ่ ข.1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิคเพื่อวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิครวม 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐานเพือ่การวเิคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิ                     

ด้วยเทคนิค HPLC 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานเพือ่การวเิคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิโดยเทคนิค HPLC 

ค.1  กราฟมาตรฐานเพือ่การวเิคราะห์ชนิดและปริมาณสารประกอบฟีนอลคิโดยเทคนิค HPLC 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายเขม้ขน้ (Stock solution) ของ Gallic acid   1,000  มิลลิกรัมต่อลิตร โดย
ชัง่ Gallic acid  10 มิลลิกรัม ละลายในตวัท าละลาย  Methanol:DI water (60:40)  และเตรียม
สารละลายเขม้ขน้ของ Protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, syringic acid, 
vanillic acid, p-coumaric acid, Feruic acid และ Phenol ดว้ยวธีิเดียวกนั  

เตรียมสารละลายมาตรฐานรวมโดยการปิเปตสารละลายเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรของ
สารทุกตวัปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติม Methanol:DI water (60:40) จนครบ 10 มิลลิลิตร  จะได้
ละลายมาตรฐานรวมความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และสามารถค านวณไดจ้ากสูตร  

                                                    C1V1 = C2V2                                                     (1) 

C1  คือ ความเขม้ขน้ของสารละลายเขม้ขน้ของสารแต่ละชนิด (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

V1  คือ ปริมาตรของสารละลายเขม้ขน้ (มิลลิลิตร) 

C2   คือ ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานรวม (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

V2  คือ ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานรวม (มิลลิลิตร) 

การสร้างกราฟมาตรฐานโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานรวม 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ 
Gallic acid , Protocatechuic acid, 4-hydroxybenzoic acid, caffeic acid, syringic acid, vanillic acid, 
p-coumaric acid, Feruic acid และ Phenol ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 5, 20, 50, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรปริมาตร 2 มิลลิลิตรโดยค านวณจากสมการ (1) ดงัแสดงในตารางภาคผนวกท่ี ค.1  
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ตารางภาคผนวกที ่ค.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานรวม ความเขม้ขน้ 5-100 มิลลิกรัมต่อลิตร  

ความเขม้ขน้ (มก./ล.) ปริมาตรสารละลายมาตรฐานรวม (มล.) ปริมาตรตวัท าละลาย (มล.) 
5 0.1 1.9 

20 0.4 1.6 
50 1.0 1.0 
80 1.6 0.4 

100 2 0 
 

เน่ืองจากเม่ือท าการวดัตวัอย่างดว้ย HPLC ความเขม้ขน้ของ Gallic acid สูงกว่ากราฟ
มาตรฐานจึงเพิ่มระดบัความเขม้ขน้ ของ Gallic acid  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 120, 150, 180 และ 200  
มิลลิกรัมต่อลิตร จะไดก้ราฟมาตรฐานรวมดงัแสดงในรูปภาคผนวกท่ี ค.1-ค.9 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.1 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid 
 
 

y = 110.58470x 
R2 = 0.99914 
RT : 7.424 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.2 กราฟมาตรฐานของ Protocatechuic acid 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.3 กราฟมาตรฐานของ 4-Hydroxybenzoic acid 
 
 

y = 78.35130x 
R2 = 0.99956 
RT : 12.957 
 

y = 71.90450x 
R2 = 0.99956 
RT : 18.579 
 



95 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

0 20 40 60 80 100

Ar
ea

Caffeic acid concentration (mg/L)
 

รูปภาคผนวกที ่ ค.4  กราฟมาตรฐานของ Caffeic acid 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.5 กราฟมาตรฐานของ Syringic acid 
 
 

y = 110.13792x 
R2 = 0.99964 
RT : 21.100 
 

y = 225.18981x 
R2 = 0.99947 
RT : 21.418 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.6  กราฟมาตรฐานของ Vanillic acid 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.7 กราฟมาตรฐานของ p-Coumaric acid 
 
 

y = 148.91575x 
R2 = 0.99955 
RT : 21.891 
 

y = 182.64058x 
R2 = 0.99956 
RT : 28.000 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.8 กราฟมาตรฐานของ Ferulic acid 
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รูปภาคผนวกที ่ ค.9 กราฟมาตรฐานของ Phenol 
 
 
 
 
 
 

y = 160.92995x 
R2 = 0.99955 
RT : 30.800 
 

y = 17.91953x 
R2 = 0.99931 
RT : 33.100 
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ภาคผนวก ง 
สารเคม ีเคร่ืองมอื และอปุกรณ์ 
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ภาคผนวก ง 
สารเคมี เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ 

ง.1 สารเคมี 
 -  Ammonium chloride (NH4Cl)       บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
 -  Ammonium hydroxide (NaOH)     บริษทั Merck (Germany) 

-  Sodium chloride (NaCl)      บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Potassium hydroxide(KOH)       บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Sulfuric acid (H2SO4)       บริษทั J.T. Baker (U.S.A) 

 -  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)            บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Sodium dihydrogen phospahte (NaH2PO4.H2O)     บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Magnesium chlorideheptahydrate (MgCl2.7H2O)   บริษทั Ajax Finechem (Australia) 

 -  Calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O)     บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Potassium chloride (KCl)        บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O)     บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Nitrilotriacetic acid (C6H9NO6)       บริษทั Sigma-Aldrich  (Germany) 
-  Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4.7H2O)   บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Manganese(II) sulfate dehydrate (MnSO4.2H2O)   บริษทั Ajax Finechem (Australia)  
-  Cobalt(II) sulfate (CoSO4)         บริษทั Ajax Finechem  (Australia)  
-  Zinc sulfate (ZnSO4)                       บริษทั Ajax Finechem (Australia)  
-  Copper(II) sulfate pentahydrate (CuSO4.5H2O)      บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Aluminum potassium sulfate (AlK(SO4)2)       บริษทั Ajax Finechem (Australia)  
-  Boric acid (H3BO3)          บริษทั Ajax Finechem (Australia)  
-  Sodium molybdate dihydrate (Na2MoO3.2H2O)      บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Biotin(C10H16N2O3S)          บริษทั Sigma-Aldrich  (U.S.A.) 
-  Folic acid (C19H19N7O6)       บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A.) 
-  Pyridoxine(C8H11NO3..HCl)            บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A.) 
-  Thiamine (C12H17ClN4OS.HCl)      บริษทั Sigma-Aldrich (Germany) 
-  Riboflavin (C17H20N4O6)        บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A.) 
-  Nicotinic acid (C6H5NO2 )       บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Panthothenic acid (C9H17NO5)      บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
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-  Vitamin B12 (C63H88CoN14O14P)   บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A) 
-  Anthranilic acid (C7H7NO2)     บริษทั Fluka Analytical (China) 
-  Lipoic acid (C8H14O2S2)     บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Phenol (C6H5OH)       บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A.) 
-  Glucose (C6H12O6)       บริษทั Ajax Finechem (Australia) 
-  Gallic acid  (C7H6O5)       บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  4- Hydroxybenzoic acid (C7H6O3)    บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Protocatechuic acid (C7H6O4)       บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Caffeic acid (C9H8O4)       บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Vanillic acid (C8H8O4)     บริษทั Sigma-Aldrich  (Singapore) 
-  p-Coumaric acid (C9H8O3)     บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore) 
-  Syringic acid (C9H10O5)      บริษทั Sigma-Aldrich (Singapore)  
-  Ferulic acid (C10H10O4)     บริษทั Sigma-Aldrich  (Singapore) 
-  Folin-ciocalteau’s phenol     บริษทั Sigma-Aldrich (U.S.A.) 
-  Yeast Extract       บริษทั Becton Dickinson and  
      Company (France) 
-  Tryptone        บริษทั Becton Dickinson and  
      Company (France) 
-  Methanol (CH3OH)      บริษทั J.T.Baker (China) 
-  Acetronitrile (CH3CN)     บริษทั J.T.Baker (China) 
-  Phosphoric acid (H3PO4)     บริษทั J.T.Baker (China) 
-  Sodium carbonate (NaHCO3)     บริษทั Fisher Chemical (U.S.A.) 
 

ง.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์   

-  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง รุ่น RL 150   บริษทั Russell 
-  เคร่ืองชัง่ความละเอียด 2 ต าแหน่ง รุ่น PB-1502   บริษทั Mettler Toledo (Switzerland) 
-  เคร่ืองชัง่ความละเอียด 4 ต าแหน่ง รุ่น AB 204   บริษทั Mettler Toledo (Switzerland) 
-  เคร่ืองน่ึงอบฆ่าเช้ือ (Autoclave) รุ่น SS-325  บริษทั Tomy (Japan) 
-  ตูเ้ข่ียเช้ือ laminar flow รุ่น Microflow   บริษทั MDH Limited (England) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Cobalt
http://en.wikipedia.org/wiki/Cobalt
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphorus
http://th.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://th.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://th.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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-  เคร่ือง HPLC รุ่น Agilent 1100      บริษทั Agilent (Germany) 
-  เคร่ือง Gas chromatograpy รุ่น Agilent 7890   บริษทั Agilent (Germany) 
-  เคร่ืองเขยา่ (Shaker)  รุ่น NB-101M/MS    บริษทั N-Bio TEK  
-  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  บริษทั Shimadzu  (Japan) 
    รุ่น UV 1601       
-  เคร่ืองป่ันเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภมิู รุ่น velocity 18R บริษทั Dynamica (Australia) 
-  ตูอ้บแหง้                   บริษทั Cotherm (Newzealand) 
-  ป๊ัมสุญญากาศและชุดกรอง (Filtrator) รุ่น ¼ แรงมา้  บริษทั GAST (U.S.A .) 
-  เคร่ืองป่ันผสม (Vortex mixer) รุ่น vibramax 110   บริษทั Heldoiph 
-  กระบอกฉีดยาพลาสติก     บริษทั Nissho Nipro (Japan) 
-  ขวดแกว้ฝาเกลียว      บริษทั Lab System (Thailand) 
 ขนาด 22 มิลลิลิตร 
-  ไมโครปิเปต       บริษทั Denville Scientific          

        ( Inc.) 
-  ตูแ้ช่แขง็จุดเยอืกแขง็ต ่า (Deep freezer) อุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส  

 


