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ยีสต5ส กัดร3อยละ 0 .05 ร� วมกับแอมโมเนียมคลอไรด5 ร3อยละ 0 .1 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเป?นวัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล5 โดย
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เหมาะสมท่ีสุด คือ กลูโคสและทริปโตนท่ีความเข3มข3นร3อยละ 0.1 และ 0.1 
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– 15000x 
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รูปท่ี 3.7 การลดลงของสารประกอบฟBนอลิกในน้ําเสียโดยเซลล5ตรึง ณ เวลาต�าง ๆ ท่ี
สภาวะเหมาะสมท่ีสุด คือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความ
เข3มข3นของสารประกอบฟBนอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม คือ วัสดุตรึงปราศจากเซลล5และเซลล5ตรึงท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ โดย
กําหนดให3 Material only = วัสดุตรึงปราศจากเซลล5, Autoclaved IC = 
เซลล5ตรึงท่ีผ�านการฆ�าเชื้อโดยวิธี Autoclave และ IC = เซลล5ตรึง 
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รูปท่ี 3.8 ความเข3มข3นของสารประกอบฟBนอลิกในระหว�างการบ�มน้ําเสียท่ีผ�าน/ไม�
ผ�านการฆ�าเชื้อและมีการเติม/ไม�เติมแบคทีเรียตรึง B. thermoleovorans 

สายพันธุ5 A2 เป?นระยะเวลา 10 วัน โดยกําหนดให3 non-sterile POME = 
น้ําเสียท่ีไม�ผ�านการฆ�าเชื้อ, sterile POME = น้ําเสียท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ และ 
IC = เซลล5ตรึง   
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รูปท่ี 3.9 ปริมาณสารประกอบฟBนอลิกท่ีลดลงโดยแบคทีเรียตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจาก
เถ3าแกลบท่ีผ�านการใช3ซํ้าจํานวน 8 ครั้ง ในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาล5ม 
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รูปท่ี 3.10 ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟBนอลิคในน้ําเสียจากโรงงานสกัด
น้ํามันปาล5มของเซลล5ตรึงในเม็ดวัสดุพรุนจากเถ3าแกลบ ในถังปฏิกรณ5
ชีวภาพ ขนาด 1 ลิตร ท่ีเดินระบบแบบต�อเนื่อง และใช3ระยะเวลากักเก็บน้ํา
เสีย 12 ชั่วโมง โดยกําหนดให3 Influent = น้ําเข3า, Effluent = น้ําออก 
และ DO = ค�าปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของงานวิจัย 
   
  น้ํามันปาล�มเป
นหนึ่งในน้ํามันท่ีมีการใช�ภายในประเทศสูง ท้ังต อการบริโภค เป
น
วัตถุดิบต้ังต�นในอุตสาหกรรม โดยเฉพาะการผลิตไบโอดีเซลซ่ึงเป
นแหล งพลังงานทดแทน อย างไรก็
ตามในกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มดิบต�องใช�น้ําในปริมาณมาก สําหรับอบทะลายปาล�มและสกัด
น้ํามันออกจากผลปาล�ม ซ่ึงก อให� เ กิดเป
นน้ํ าเสียจากการสกัดน้ํ ามันปาล�มในปริมาณมาก 
(Chavalparit et al., 2006) การสกัดน้ํามันปาล�มโดยใช�วัตถุดิบ 1 ตันทะลายปาล�มสดจะมีน้ําเสีย
เกิดข้ึนถึงประมาณ 1.0-1.3 ลูกบาศก�เมตร (พูนสุข ประเสริฐสรรพ� และอรัญ หันพงศ�กิตติกุล. 2554) 
ปJจจุบันการใช�บ อหมักไร�อากาศเพ่ือผลิตกLาซชีวภาพร วมกับบ อปรับเสถียรมีบทบาทสําคัญในการ
บําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม เนื่องจากสามารถรับอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย�ได�สูง 
รวมท้ังกLาซมีเทนท่ีผลิตได�สามารถนําไปใช�เป
นพลังงานทดแทนภายในโรงงานหรือจําหน ายได�อีกด�วย 
(Poh and Chong, 2009; Kaewmai et al., 2013) โดยท่ัวไปน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม
ปริมาตร 1 ลูกบาศก�เมตร สามารถผลิตกLาซชีวภาพได�ประมาณ 12-16 ลูกบาศก�เมตร (กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2549) มีกLาซมีเทน (CH4) เป
นองค�ประกอบหลักอยู ประมาณ 35-70% (Yacob et al., 
2006) โดยน้ําเสียจากกระบวนการผลิตจะถูกพักเพ่ือลดอุณภูมิประมาณ 50-55 องศาเซสเซียส ก อน
เข�าสู ระบบผลิตกLาซชีวภาพต อไป ท้ังนี้ในน้ําเสียเหล านี้มีองค�ประกอบของสารอินทรีย�ต าง ๆ เช น   
รงควัตถุจําพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน ลิกนิน แทนนิน และสารประกอบฟ̀นอลิก ซ่ึงก อให�เกิด      
สีน้ําตาลในน้ําเสีย (Barker et al., 1981; Zahrim et al., 2009) สารประกอบฟ̀นอลิกท่ีตกค�างอยู 
ในน้ําเสียเกิดจากเซลล�ผลปาล�มถูกทําลายในระหว างกระบวนการสกัดน้ํามัน (Hartley et al., 1977) 
พบสารกลุ มนี้ตกค�างในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มความเข�มข�นอยู ในช วงต้ังแต  1,000-1,661 
มิลลิกรัมต อลิตร (Alam et al., 2009; Cordova-Rosa et al., 2009; พันธ�ธิดา จันทร�โท, 2557; 
กุสุมาลย� ล องแก�ว, 2557)  
  กลุ มสารประกอบฟ̀นอลิกมีคุณสมบัติในการละลายน้ําได�ดี คงทนในสิ่งแวดล�อม และ
มีความเป
นพิษต อจุลินทรีย�และพืชบางชนิด (Ramos-Cormenzana  et al., 1996; D’Annibale  
et al., 2004; Bakhshi  et al., 2011; Kılıç et al., 2012) รวมถึงอาจส งผลกระทบต อสิ่งมีชีวิต
ชนิดอ่ืนๆ ในระบบนิเวศ และสุขภาพของมนุษย� (Ahamad and Kunhi, 2011) มีรายงานว า
สารประกอบฟ̀นอลิกมีผลในการยับยั้งการเจริญและการทํางานของแบคทีเรียท่ีสร�างกLาซมีเทน       
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จึงส งผลต อปริมาณการผลิตกLาชชีวภาพและปริมาณกLาชมีเทน ในระบบกLาซชีวภาพท่ีใช�น้ําเสียจาก
โรงงานสกัดน้ํามันมะกอก ซ่ึงมีองค�ประกอบของน้ําเสียใกล�เคียงกับน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม  
(Sayadi et al., 2000; Dhouib et al., 2005; Hernandez et al., 2008) จึงมีความจําเป
นอย างยิ่ง
ในการบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกออกจากน้ําเสีย เพราะจะช วยลดผลกระทบของสารประกอบฟ̀นอลิก 
ท่ีมีผลต อจุลินทรีย�ในระบบผลิตกLาชชีวภาพ โดยสามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตกLาชชีวภาพและกLาซ
มีเทน ช วยเพ่ิมรายได�ให�แก โรงงาน อีกท้ังยังช วยลดปริมาณสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีจะตกค�างไปยัง
ระบบบําบัดน้ําเสีย  
  การบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกทางชีวภาพเป
นวิธีการบําบัดท่ีมีประสิทธิภาพ 
สามารถเปลี่ยนสารต้ังต�นเป
นผลิตภัณฑ�สุดท�ายท่ีมีความเป
นพิษน�อยลงหรือไม มีพิษได�อย างสมบูรณ� 
(Ramírez et al., 2001) ราคาไม แพง และไม ก อให�เกิดผลกระทบต อสิ่งแวดล�อม การนําแบคทีเรีย 
ทนร�อนมาใช�ในการบําบัดน้ําเสียท่ีมีอุณหภูมิสูงเป
นทางเลือกท่ีน าสนใจ โดยเฉพาะแบคทีเรียกลุ ม 
Thermophilic bacilli ท่ีสามารถเจริญได�ในสิ่งแวดล�อมท่ีมีความหลากหลาย การศึกษาท่ีผ านมา
รายงานว าแบคทีเรีย Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 มีความจําเพาะเจาะจงในการย อย
สลายสารประกอบฟ̀นอลิกได�หลายชนิด และมีความทนทานอยู รอดในช วงอุณหภูมิสูงประมาณ 55-70 
องศาเซลเซียส และพีเอชต้ังแต  5-8 (Mutzel et al., 1996; Duffner and Müller, 1998) จึงมี
ความเหมาะสมท่ีจะนํามาประยุกต�ใช�บําบัดน้ําเสียท่ีมีอุณหภูมิค อนข�างสูงเช นเดียวกับน้ําเสียจาก
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม จากผลการวิจัยของ Chantho et al. (2013) รายงานว าเซลล�อิสระของ
แบคทีเรียทนร�อน B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 สามารถย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกใน 
น้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มได�ร�อยละ 44 จากความเข�มข�นเริ่มต�น 1,206 มิลลิกรัมต อลิตร 
และเม่ือนําน้ําเสียท่ีผ านการบําบัดข้ันต�นแล�วมาเป
นสับสเตรทในการผลิตกLาชชีวภาพพบว าปริมาณ
ของกLาซชีวภาพเพ่ิมข้ึนถึงร�อยละ 42 และมีองค�ประกอบของกLาซมีเทนประมาณร�อยละ 63 ในขณะท่ี
น้ําเสียซ่ึงไม ผ านการบําบัดมีปริมาณของกLาซมีเทนร�อยละ 36  
  ดังนั้นการบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกข้ันต�นในน้ําเสียก อนนําเข�าสู ระบบกLาชชีวภาพ 
สามารถเป
นแนวทางหนึ่งในการเพ่ิมปริมาณพลังงานทดแทนในโรงงานได� แต อย างไรก็ตามการนํา
เซลล�อิสระไปใช�ในการบําบัดน้ําเสียท่ีปนเปxyอนสารประกอบฟ̀นอลิกยังมีข�อจํากัดหลายประการ เช น 
ปJญหาความทนทานต อความเข�มข�นสูงของสารประกอบฟ̀นอลิกและการใช�งานซํ้าอย างต อเนื่อง      
ซ่ึงส งผลให�ความสามารถในการย อยสลายของจุลินทรีย�ลดลง ปJจจุบันมีการนําจุลินทรีย�ตรึงบน
ตัวกลางชนิดต างๆ มาใช�ในการบําบัดน้ําเสียเพราะเซลล�ท่ีถูกตรึงไว�ในวัสดุมีความทนทานต อความ
เข�มข�นของสารพิษต างๆ ท่ีปนเปxyอนในน้ําเสียได�ดีกว าเซลล�อิสระ เซลล�สามารถอยู รอดได�ภายใต�
สภาวะท่ีไม เหมาะสม รวมท้ังยังสามารถนําเซลล�ตรึงมาใช�ซํ้าได�หลายครั้ง (Obuekwe and Al-
Muttawa. 2001; Zhao et al., 2009)  ดังนั้นเพ่ือปรับปรุงเซลล�ให�มีความทนทานต อความเข�มข�น
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ของสารประกอบฟ̀นอลิก และคงประสิทธิภาพการย อยสลายในระยะยาว งานวิจัยนี้จึงสนใจใช�
แบคทีเรียทนร�อน B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ (Rice 
hush ash pellets) เพ่ือบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกข้ันต�นในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม โดย
วัสดุตรึงนี้มีความพรุนตัวสูงเหมาะกับการอยู อาศัยของจุลินทรีย�ท่ีเป
นประโยชน�ต อการบําบัดน้ําเสีย 
และราคาไม แพง คาดว าความรู�ท่ีได�จากการศึกษานี้จะสามารถใช�เซลล�ตรึงในการบําบัดสารประกอบ 
ฟ̀นอลิกได�อย างมีประสิทธิภาพและต อเนื่อง สามารถนํามาประยุกต�ใช�ในการบําบัดน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาล�มและอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ท่ีมีสารประสอบฟ̀นอลิกตกค�างได� 
 
1.2 ตรวจเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข�อง 
 

  1.2.1 กระบวนการสกัดน้ํามันปาล#ม 
 
  กระบวนการผลิตน้ํามันปาล�มสามารถแบ งได� 3 แบบ ได�แก  กระบวนการผลิตแบบ
ใช�น้ําหรือแบบมาตรฐาน กระบวนการผลิตแบบย างผลปาล�ม และกระบวนการผลิตแบบทอดผลปาล�ม 
(รณชัย ไชยศรี, 2550) ในกระบวนการผลิตท้ังหมดนี้มีเพียงกระบวนการผลิตแบบใช�น้ําเท านั้น        
ท่ีก อให�เกิดน้ําเสียข้ึน ในขณะท่ีกระบวนการผลิตแบบย างผลปาล�ม ซ่ึงจัดเป
นการผลิตแบบไม ใช�น้ํา
หรือแบบแห�ง โดยใช�ความร�อนในการอบผลปาล�ม ส วนการผลิตแบบทอดผลปาล�มนั้นจะใช�น้ํามัน
ปาล�มเป
นตัวสกัดน้ํามันออกจากผลปาล�มโดยตรงจึงไม ก อให�เกิดน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามัน  
  กระบวนการผลิตแบบใช�น้ําหรือแบบมาตรฐาน มีการใช�น้ําหรือไอน้ํา ในการอบ
ทะลายปาล�ม หรือผลปาล�ม ซ่ึงในกระบวนการผลิตนี้จะมีปริมาณน้ําเสียมาก สําหรับข้ันตอนท่ัวไป 
ของการสกัดน้ํามันปาล�ม แบบใช�น้ําเริ่มจากการอบทะลายปาล�มสดด�วยไอน้ําอุณหภูมิประมาณ 140 
องศาเซลเซียส ความดัน 40-60 ปอนด�ต อตารางนิ้ว ประมาณ 40-60 นาที ข้ันตอนนี้ช วยให�ผลปาล�ม
นุ มหลุดออกจากทะลายปาล�มได�ง าย และทําให�เนื้อเยื่อของผลปาล�มยุ ยง ายต อการสกัดน้ํามันปาล�ม 
และยังเป
นการยับยั้งปฏิกิริยาลิโปไลซิส (Lipolysis) ท่ีทําให�เกิดกรดไขมันอิสระในผลปาล�ม จากนั้นส ง
ทะลายปาล�มท่ีผ านการอบแล�วไปยังเครื่องแยกผลปาล�ม แล�วส งต อผลปาล�มเข�าเครื่องย อยผลปาล�ม 
ขณะย อยมีการเติมน้ําลงไปด�วยเล็กน�อย จากนั้นป}อนเข�าเครื่องหีบแบบอัดเกลียว (screw press) เพ่ือ
แยกน้ํามันออกจากเมล็ดในและเส�นใย น้ํามันท่ีได�จากเครื่องหีบ กรองแยกเส�นใยผ านตะแกรงแบบสั่น 
จากนั้นแยกกรวดทรายแบบไฮโดรไซโคลน น้ํามันส วนนี้จะเข�าสู เครื่องเหวี่ยงแยกความเร็วสูงเพ่ือ
กําจัดอนุภาคของแข็งก อนผ านการไล ความชื้นและนําไปเก็บในถังเก็บ เพ่ือรอการทําบริสุทธิ์หรือ
เตรียมจําหน ายโรงงานกลั่นน้ํามันบริสุทธิ์ต อไป (พูนสุข ประเสริฐสรรพ� และอรัญ หันพงศ�กิตติกุล. 2554) 
ดังแสดงในรูปท่ี 1.1 กระบวนการผลิตแบบนี้จัดเป
นกระบวนการท่ีมีประสิทธิภาพสูงสามารถ         
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ให�ผลผลิตของน้ํามันเท ากับ 0.2 ตันต อทะลายปาล�มน้ํามัน กระบวนการนี้มีกําลังการผลิตสูงได�น้ํามัน
ท่ีมีมาตรฐาน (รณชัย ไชยศรี, 2550)  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1.1 ไดอะแกรมแสดงกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม 
ท่ีมา :  Lam and Lee (2011) 
 
   1.2.2 น้ําเสียจากอุตสาหกรรมสกัดน้ํามันปาล#ม 

 
   ปาล�มน้ํามัน (Elaeis guineensis) เป
นหนึ่งในพืชท่ีมีประโยชน�หลากหลายใน
ประเทศเขตร�อน ในการผลิตน้ํามันปาล�มมีน้ําเสียเกิดข้ึนปริมาณมาก (Najafpour et al., 2006) โดย
กระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มจากผลปาล�มสดสําหรับการผลิตน้ํามันปาล�มดิบ 1 ตัน มีอัตราการใช�น้ํา
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ในกระบวนการผลิตประมาณ 5-7.5 ตัน และมีปริมาณน้ําเสียเกิดข้ึนประมาณร�อยละ 50 ของปริมาณ
น้ําท่ีใช�ในการผลิตท้ังหมด (Rupani et al., 2010) น้ําเสียท่ีเกิดข้ึนมาจาก 3 ข้ันตอน ได�แก  การนึ่งอบ
ผลปาล�ม (sterilization) การแยกน้ํามัน (clarification) และวิธี hydrocyclones โดยก อให�เกิดน้ํา
เสียประมาณร�อยละ 36, 60  และ 4 ตามลําดับ จากผลผลิตปาล�มน้ํามันในประเทศมาเลเซีย 14.8 
ล�านตัน (โดยเฉลี่ยต อป̀    ) (Sethupathi, 2004) น้ําเสียท้ังหมดจะไหลไปรวมกันเป
นน้ําเสียรวมใน    
บ อรวบรวมน้ําเสีย โดยลักษณะของน้ําเสียจากข้ันตอนต างๆ แสดงดังตารางท่ี 1.1  
 
ตารางท่ี 1.1 ลักษณะน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มดิบ  
 

พารามิเตอร� * น้ําเสียจาก 
หม�อนึ่งอบผลปาล�ม 

น้ําเสียจากเครื่อง 
สกัดแยกน้ํามัน 

บ อรวบรวม 
น้ําเสีย 

สี 
พีเอช  
อุณหภูมิ 

น้ําตาลดํา 
5.12 
30-88 

น้ําตาล 
4.61 
36-77 

น้ําตาลคล้ํา 
4.05-4.62 

30-75 
ซีโอดี 
บีโอดี 
ของแข็งท้ังหมด (Total solids) 
ของแข็งระเหย (Volatile solids) 
ของแข็งแขวนลอย 
(Suspended solids)  
แอมโมเนีย-ไนโตรเจน  
(Ammonia nitrogen) 
น้ํามันและไขมัน  
(Oil and grease)                                        

65,969 
31,620 
54,546 
44,354 
2,600 

 
43 
 

20-1,165 

38,246 
21,000 
25,634 
23,056 
2,900 

 
23 
 

4.7 

80,000-150,000 
50,000-60,000 
49,000-88,500 
4,200-82,000 
18,500-52,000 

 
23-61 

 
15-2,500 

สารประกอบฟ̀นอลิกท้ังหมด 
(Total phenolics) 

- - >1,000 

 
หมายเหตุ : * ค าทุกค ามีหน วยเป
น มิลลิกรัมต อลิตร ยกเว�น พีเอชและสี  
     - ไม พบรายงานการศึกษา  
ท่ีมา : พูนสุข ประเสริฐสรรพ� (2543); ธนาวัฒน� รักกมล (2549); Alam et al. (2009) และ   

Limkhuansuwan and Chaiprasert. (2010)  
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   ลักษณะของน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มจากกิจกรรมต างๆ เหล านี้ จะเห็นว า
น้ําเสียจากบ อรวบรวมน้ําเสียมีค าของแข็งท้ังหมด (Total solids) น้ํามันและไขมัน (Oil and grease) 
ซีโอดี (Chemical oxygen demand, COD)  บีโอดี (Biochemical oxygen demand, BOD) สูงและ
น้ําเสียจากทุกข้ันตอนมีอุณหภูมิค อนข�างสูง โดยน้ําเสียประกอบด�วยคอลลอยด�สีน้ําตาล น้ํามัน     
สารแขวนลอยอินทรีย�ความเข�มข�นสูง และมีค าเป
นกรดเนื่องจากมีกรดอินทรีย�รูปแบบซับซ�อน         
(Wu et al., 2010)  และมีองค�ประกอบของอินทรีย�วัตถุสูง เช น ลิกนิน แทนนิน และสารประกอบ    
ฟ̀นอลิก โดยสารประกอบฟ̀นอลิกเป
นส วนประกอบในผลปาล�ม ถูกสกัดออกมาในช วงกระบวนการ  
นึ่งอบผลปาล�ม ซ่ึงเกิดการยับยั้งการทํางานของเอนไซม�โพลีฟ̀นอลออกซิเดส (Polyphenoloxidases, 
PPO) ทําให�สารประกอบฟ̀นอลิกไม ถูกย อยสลาย จึงปนเปxyอนลงสู น้ําเสียท่ีเกิดข้ึนระหว างกระบวนการ
สกัดน้ํามันปาล�ม (Sundram et al., 2003) สารประกอบฟ̀นอลิกสามารถส งผลต อการเกิดสีในน้ําท้ิง 
ซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาออโตออกซิเดชัน (Autooxidation) และพอลิเมอร�ไรเซชัน (Polymerization) 
(Assas et al., 2002) โดยสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีปนเปxyอนในน้ําเสียเม่ือสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศ 
ทําให�เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยเอนไซม�โพลีฟ̀นอลออกซิเดส เปลี่ยนโมโนฟ̀นอล (Monophenols) 
เป
นออร�โท-ไดฟ̀นอล (o-diphenol) และออกซิเดชันต อไปเป
น ออร�โท-ควิโนน (o-quinones) ซ่ึง
ก อให�เกิดสีน้ําตาล และมีการรวมตัวกันเป
นพอลิเมอร�เกิดเป
นสารโมเลกุลใหญ  โครงสร�างซับซ�อน 
เรียกสารประกอบนี้ว า เมลานิน (Melanin) (Tomás-Barberán and Espín, 2001) 
 
  1.2.3 การผลิตก*าชชีวภาพจากน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล#ม 
 
  กระบวนการบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มท่ีนิยมใช�ในปJจจุบัน ได�แก  
ระบบบ อหมักไร�อากาศร วมกับบ อปรับเสถียร ระบบบ อหมักไร�อากาศร วมกับบ อเติมอากาศและบ อผึ่ง 
(Oxidation pond) การบําบัดทางกายภาพร วมกับเคมี และการกรองด�วยเมมเบรน (Membrane 
filtration) (Wu et al., 2009; Kaewmai et al., 2013) ในปJจจุบันโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มมีการนํา
ระบบรวบรวมกLาซชีวภาพจากบ อหมักไร�อากาศมาใช�เพ่ิมข้ึน เนื่องจากระบบดังกล าวช วยลดภาระ
ความสกปรกของสารอินทรีย�ในน้ําเสียได�อย างมีประสิทธิภาพ ซ่ึงมีส วนช วยในการลดผลกระทบ   
ด�านมลภาวะทางน้ําได�อีกทางหนึ่ง และกระบวนการหมักแบบไร�อากาศมีศักยภาพสูงในการย อยสลาย
อินทรียวัตถุเพ่ือสร�างกLาซชีวภาพ  โดยน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มซ่ึงมีอุณหภูมิสูงและมีน้ํามัน
ปนอยู ด�วย จะถูกกําจัดน้ํามันและไขมันออกก อน โดยใช�บ อดักไขมันซ่ึงกักน้ําเสียเอาไว�ทําให�อุณหภูมิ
ลดลง และทําให�ไขมันลอยตัวข้ึนสู ผิวบนของบ อ จากนั้นกวาดชั้นไขมันออกเป
นระยะๆ น้ําเสียท่ีผ าน
การแยกน้ํามันและลดอุณหภูมิลงแล�วจะนําเข�าสู บ อหมักไร�อากาศของระบบกLาซชีวภาพต อไป 
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  กระบวนการผลิตกLาซชีวภาพเริ่มต�นด�วยปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (Hydrolysis) ในข้ันแรก
จุลินทรีย�หลายชนิดท่ีอยู ร วมกันในระบบจะสลายสารอินทรีย�เชิงซ�อนท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ ท่ีมักจะไม 
ละลายน้ํา ให�แตกตัวเป
นสารอินทรีย�เชิงเด่ียวท่ีเป
นอนุมูลเริ่มต�น (Building blocks) ของชีวโมเลกุล
ต างๆ ได�แก  คาร�โบไฮเดรท โปรตีน ไขมัน โดยอาศัยเอนไซม�ท่ีผลิตข้ึนโดยจุลินทรีย�ในระบบ เพ่ือการ
เปลี่ยนสารอินทรีย�โมเลกุลใหญ ให�เล็กลง และละลายน้ําได�ดีข้ึน เพ่ือให�แบคทีเรียประเภทสร�างกรด 
(Acidogenic bacteria) สามารถย อยสลายสารละลายอินทรีย�ท่ีได�จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ให�เป
น
กรดอินทรีย�โมเลกุลสั้นท่ีระเหยได�ง าย หรือ volatile  fatty  acid  (VFA) เช น  valeric acid,  butyric acid 
และ proprionic acid เป
นต�น ข้ันตอนนี้เรียกว า Acidogenesis หรือปฏิกิริยาการสร�างกรดอินทรีย� 
และมีจุลินทรีย�อีกกลุ มหนึ่งคือ กลุ มสร�างกรดอะซิติก (Acetogenic bacteria) มาย อยสลายกรด
อินทรีย�เหล านี้ได�เป
น acetic acid และ formic acid ข้ันตอนนี้เรียกว า acetogenesis หรือปฏิกิริยา
การสร�างกรดอะซิติก เพ่ือเป
นสารต้ังต�นในการผลิตกLาซมีเทน และสุดท�ายแบคทีเรียสร�างมีเทน 
(Methanogens) มาเปลี่ยนเป
นมีเทน (CH4) และกLาซคาร�บอนไดออกไซด� (CO2) ข้ันตอนนี้อาศัย
ปฏิกิริยา methanogenesis  หรือปฏิกิริยาการสร�างมีเทน ปฏิกิริยานี้จะเกิดข้ึนได�จะต�องอยู ใน 
สภาวะไร�ออกซิเจน (Farhad et al., 2010) กLาซชีวภาพท่ีได�เกิดจากการย อยสลายสารอินทรีย�โดย
แบคทีเรียในสภาวะไร�อากาศ (anaerobic digestion) มีองค�ประกอบหลัก ได�แก  กLาซมีเทน (CH4) 
ประมาณร�อยละ 60-70 กLาซคาร�บอนไดออกไซด� (CO2) ประมาณร�อยละ 28-38 กLาซอ่ืนๆ เช น 
ไฮโดรเจนซัลไฟด� (H2S) และไนโตรเจน (N2) ประมาณร�อยละ 2 เป
นต�น จะเห็นว ากLาซชีวภาพจะ
ประกอบด�วยกLาซมีเทนเป
นหลัก ซ่ึงกLาซมีเทนเป
นกLาซท่ีให�ค าพลังงานความร�อนสูงโดยสามารถให�
พลังงานความร�อนได�สูงถึงประมาณ 9,000 กิโลแคลอรีต อลูกบาศก�เมตร ซ่ึงมีคุณสมบัติติดไฟได�     
จึงสามารถนํากLาซชีวภาพไปใช�ประโยชน�ในรูปของพลังงานได� เช น เผาเพ่ือใช�ประโยชน�จากความร�อน
โดยตรง หรือเป
นเชื้อเพลิงในการผลิตกระแสไฟฟ}า เป
นต�น (กรมอุตสาหกรรม, 2549; Linke, 2006) 

  อย างไรก็ตามมีรายงานว ากระบวนการย อยสลายแบบไร�อากาศ ถูกยับยั้งโดยสาร  
อะโรมาติกท่ีมีความเข�มข�นสูง เช น สารประกอบฟ̀นอลิก และกรดไขมัน ซึงเป
นองค�ประกอบของ    
น้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก (Camarillo and Rincon, 2009) ซ่ึงเป
นน้ําเสียท่ีมีคุณลักษณะ
ใกล�เคียงกับน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม แสดงให�เห็นว าสารประกอบฟ̀นอลิกซ่ึงปนเปxyอนในน้ําเสีย 
ส งผลต อประสิทธิภาพในการผลิตกLาซชีวภาพ จึงมีความจําเป
นต�องบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกใน   
น้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มก อนเข�าสู ระบบผลิตกLาซชีวภาพต อไป เพ่ือเป
นแนวทางในการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตกLาซชีวภาพ 
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  1.2.4 คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี และความเป2นพิษของสารประกอบฟ5นอลิก 
 

  สารประกอบฟ̀นอลิกมีโครงสร�างทางเคมีพ้ืนฐานประกอบด�วยวงแหวนอะโรมาติก  
ท่ีมีหมู แทนท่ีสําคัญคือ หมู ไฮดรอกซิลต ออยู อย างน�อยหนึ่งหมู  และอาจมีหมู แทนท่ีต างๆ แทนท่ีใน
ตําแหน งอ่ืนๆ ได�อีก โดยแบ งเป
น 2 กลุ มใหญ  ได�แก  กลุ มกรดฟ̀นอลิก (simple phenolic acid)  
เป
นสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีมีวงอะโรมาติกสร�างพันธะกับหมู ไฮดรอกซิล 1 หมู หรือมากกว านั้น เช น 
gallic acid, protocatechuic acid และ vanillic acid เป
นต�น กลุ มท่ีสอง คือ โพลีฟ̀นอล 
(polyphenols) เป
นสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีมีวงแหวนอะโรมาติกมากกว าสองวงมาสร�างพันธะกัน   
อาจมีหมู เคมีอ่ืนๆ มาแทนท่ีในวงอะโรมาติก จนเกิดเป
นโครงสร�างโมเลกุลซับซ�อนเกาะกันจนเป
น
สารประกอบพอลิเมอร�ขนาดใหญ  มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight polymer) 
(Balasundrum et al., 2006) ตัวอย างโครงสร�างของสารประกอบฟ̀นอลิก ดังรูปท่ี 1.2  
 

 
 

รูปท่ี 1.2 ตัวอย างโครงสร�างทางเคมีของสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีพบในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  
ต างๆ เช น อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันมะกอก การผลิตเยื่อกระดาษและกระดาษ และการผลิต
ไวน�  

ท่ีมา : Heredia et al. (2001) 

p-hydroxybenzoic acid p-coumaric acid  caffeic acid 

 ferulic acid  protocatechuic acid  vanillic acid 

 syringic acid  veratric acid  3-(4-hydroxyphenyl)-propionic acid 

 resorcylic acid  3,4,5-trimethoxybenzoic acid 
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   สารประกอบฟ̀นอลิกจัดเป
นสารมลพิษอินทรีย� ท่ีเกิดข้ึนในสิ่งแวดล�อมได�ตาม
ธรรมชาติหรือเกิดจากการกระทําของมนุษย� (Arutchelvan et al., 2005) แหล งท่ีมาหลักของการ
ปนเปxyอนสารประกอบฟ̀นอลิกในสิ่งแวดล�อมคือ น้ําเสียจากอุตสาหกรรมหลายประเภท เช น 
ป�โตรเลียม เภสัชกรรม การผลิตเยื่อกระดาษและกระดาษ (Pishgar et al., 2011) และพบมากใน
อุตสาหกรรมท่ีใช�พืชเป
นวัตถุดิบ เช น อุตสาหกรรมสกัดน้ํามันมะกอก และสกัดน้ํามันปาล�ม 
(Limkhuansuwan and Chaiprasert, 2010) ความเป
นพิษของสารประกอบฟ̀นอลิกส งผลต อ
สิ่งมีชีวิตท้ังต อมนุษย�และสิ่งมีชีวิตอ่ืนในระบบนิเวศแหล งน้ํา เช น สาหร าย แบคทีเรีย และสัตว�ท่ีมี
กระดูกสันหลัง อีกท้ังก อให�เกิดการเปลี่ยนแปลงต อปJจจัยต างๆ ในระบบนิเวศ เช น การละลายของ
ออกซิเจน ความเค็ม ความกระด�างของน้ํา อุณหภูมิ และมีผลต อองค�ประกอบท่ีมีชีวิต (biotic factor) 
ได�แก  การลดสภาวะเจริญพันธุ� ยับยั้งการเจริญเติบโตของตัวอ อน (Babich and Davis, 1981) เป
นต�น  
   สําหรับความเป
นพิษต อสุขภาพสามารถแพร เข�าสู ร างกายทางผิวหนังได�ง าย และ
สารประกอบฟ̀นอลิกบางชนิดยังจัดเป
นสารก อมะเร็ง (จุวัลณีย� แสงระวี, 2547) ดังนั้นสารประกอบ   
ฟ̀นอลิก จึงถูกจัดเป
นสารมลพิษท่ีอันตรายมากท่ีสุดประเภทหนึ่งท่ี USEPA (U.S. Environmental 
Protection Agency) ได�เสนอให�ควบคุมคุณภาพของน้ําท่ีใช�ตามครัวเรือนให�มีปริมาณสารประกอบ 
ฟ̀นอลิกท้ังหมดได�สูงสุดไม เกิน 1 ไมโครกรัมต อลิตร และมีรายงานว าสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีความ
เข�มข�น 0.25 ไมโครโมลต อลิตร ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดชอบอุณหภูมิปานกลางได� 
(mesophiles) (Mutzel et al., 1996) นอกจากนี้ในการบําบัดน้ําเสียท่ีปนเปxyอนสารประกอบ       
ฟ̀นอลิกโดยใช�จุลินทรีย�พบว ามีการชะลอตัวหรือยับยั้งการย อยสลายของสารดังกล าวเกิดข้ึน เช น    
น้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก (Feitkenhauer et al., 2001) ซ่ึงมีสาเหตุจากการยับยั้ง   
การเจริญของแบคทีเรีย เนื่องจากสารกลุ มนี้เกิดปฏิกิริยาของกับโปรตีนภายในเยื่อหุ�มเซลล� จึงส งผล
ให�กิจกรรมของเอนไซม�ภายในเซลล�ลดลง ดังนั้นทําให�ประสิทธิภาพในการบําบัดทางชีวภาพลดลง 
(Keweloh et al., 1990) เช นเดียวกับงานวิจัยของ Borja et al. (1996) ได�ศึกษาถึงผลกระทบของ
สารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันมะกอกท่ีมีต อกลุ มจุลินทรีย�สร�างกรดอะซิติกและ
มีเทน พบว าสารประกอบฟ̀นอลิกในกลุ ม Ortho-diphenols เช น caffeic และ protocatechuic 
acids กลุ ม monophenolic เช น p-coumaric และ p-hydroxybenzoic acids ซ่ึงพบในน้ําเสีย
ประเภทนี้ มีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย�ท้ังสองกลุ ม จึงส งผลให�ปริมาณการผลิตกLาซมีเทนลดลง
  
   1.2.5 การยPอยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟ5นอลิก 
 

  การบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกสามารถทําได�หลายวิธี ได�แก  วิธีการทางกายภาพ
และเคมี เช น การสกัดด�วยตัวทําละลาย (solvent extraction) การดูดซับ (adsorption) การเกิด
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ออกซิเดชันทางเคมี (chemical oxidation) เป
นต�น วิธีการเหล านี้มีค าใช�จ ายค อนข�างสูง และอาจมี
การก อตัวของสารอันตรายเกิดข้ึนเป
นผลิตภัณฑ� กระบวนการย อยสลายทางชีวภาพจึงเป
นอีก
ทางเลือกหนึ่ง เนื่องจากสามารถลดค าใช�จ ายในการดําเนินการ และสามารถเกิดกระบวนการเปลี่ยน
รูปของสารอินทรีย�ไปเป
นสารอนินทรีย�ได�อย างสมบูรณ� (mineralization) (Loh et al., 2000) 
จุลินทรีย�หลายชนิดสามารถใช�สารประกอบฟ̀นอลิกและอนุพันธ�เป
นแหล งคาร�บอน และพลังงาน
สําหรับการเจริญท่ีระดับความเข�มข�นท่ีแตกต างกันภายใต�สภาวะใช�และไร�ออกซิเจน (Ahamad and 
Kunhi, 2011) ซ่ึงการย อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบกลุ มนี้ยังข้ึนอยู กับปJจจัยต างๆ เช น 
อุณหภูมิ พีเอช และความเข�มข�นของสาร เป
นต�น แต โดยท่ัวไปกระบวนการย อยสลายสารฟ̀นอลซ่ึง
เป
นอนุพันธ�ชนิดหนึ่งท่ีมีโครงสร�างอย างง ายของสารประกอบฟ̀นอลิกภายใต�สภาวะใช�อากาศ เกิดข้ึน
ได�อย างแพร หลายมากกว า (Melo et al., 2005) กระบวนการย อยสลายทางชีวภาพของสารฟ̀นอล
ภายใต�สภาวะใช�อากาศมี 2 วิถี คือ วิถีเมตา (meta-pathway) และวิถีออร�โท (ortho-pathway) ดัง
แสดงในรูปท่ี 1.3 

 

 
          (a)                                                    (b)  
 
รูปท่ี 1.3 วิถีการย อยสลายฟ̀นอล (a) วิถีออโธ (Ortho-pathway) (b) วิถีเมทา (Meta-pathway)  
ท่ีมา : Van Schie et al. (2000) 
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  ในข้ันแรกของการย อยสลายสารดังกล าวภายใต�สภาวะใช�อากาศ โมเลกุลของ
ออกซิเจนจะถูกใช�โดยเอนไซม�ฟ̀นอลไฮดรอกซิเลส (phenol hydroxylase) เพ่ือเติมกลุ มไฮดรอกซิล 
(hydroxyl group) ในตําแหน งท่ีสอง และเปลี่ยนแปลงโครงสร�างเกิดเป
นเคติคอล (catechol) ต อมา
เกิดการแตกวงของเคติคอล (ring cleavage) ซ่ึงสามารถเกิดได� 2 ตําแหน งคือ ตําแหน งออร�โทและเมตา 
หากย อยสลายผ านวิถีเมตาได�สารตัวกลางคือ 2-ไฮดรอกซิมูโคนิคเอซิค (2-hydroxymuconic acid) 
โดยเอนไซม� 2,3 ไดออกซิจีเนส (2,3-dioxygenase) หรือผ านวิถีออร�โท (ortho-pathway) ได�สาร
ตัวกลางเป
น ซิส-ซิสมูโคนิคเอซิด (cis,cis-muconic acid) โดยเอนไซม� 1,2 ไดออกซิจีเนส (1,2 
dioxygenase) ก อนจะเข�าสู วัฏจักรเครบส� (krebs cycle) และเมแทบอลิซึมท่ัวไปของสิ่งมีชีวิต (Van 
Schie et al., 2000) เช นเดียวกับการย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกชนิดอ่ืน ๆ แบบอาศัยออกซิเจน
โดย Hopper and Taylor (1975) ได�ทําการศึกษาวิถีการย อยสลายสาร 3,5-xylenol, m-cresol 
และ p-cresol โดยแบคทีเรีย Pseudomonas putida พบว าวิถีการย อยสลายเริ่มจากการเติม
ออกซิเจนเข�าสู โมเลกุลเพ่ือเปลี่ยนโครงสร�างเกิดเป
นเคติคอล จากนั้นเอนไซม� 2-hydroxymuconic 
semialdehyde dehydrogenase และ 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase ทําให�
เกิดการแตกวงของสารเคติคอล ซ่ึงสามารถเกิดได� 2 ตําแหน ง คือ ตําแหน งออร�โทและเมตา ซ่ึงการ
แตกวงของเคติคอลท่ีตําแหน งต างกันนั้น ส งผลให�เกิดสารผลิตภัณฑ�ท่ีต างกัน ซ่ึงผลิตภัณฑ�ท่ีเกิดข้ึน 
จะเข�าสู วัฏจักรเครบส� และเกิดการย อยสลายอย างสมบูรณ�ได�กLาซคาร�บอนไดออกไซด� ดังรูปท่ี 1.4  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.4 วิถีการย อยสลายสาร 3, 5-xylenol, m-cresol และ p-cresol โดยแบคทีเรีย 
Pseudomonas putida 

ท่ีมา : Hopper and Taylor (1975) 
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1.2.6 แบคทีเรียทนร�อนจีนัส Bacillus และการใช�ประโยชน#ในด�านส่ิงแวดล�อม 
   
   จุลินทรีย�ทนร�อนสามารถแบ งกลุ มได�จากลักษณะการเจริญเติบโตท่ีช วงอุณหภูมิ 70 
ถึง 110 องศาเซลเซียส แยกได�เป
น 2 กลุ มคือ 1) กลุ มอาร�เคีย (archaea) เจริญเติบโตได�ท่ีอุณภูมิสูง
ถึง 103-110 องศาเซลเซียส เช น จีนัส Pyrobaculum และ Pyrodictium เป
นต�น และ 2) กลุ ม
แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญเติบโตได�ในช วงอุณหภูมิต้ังแต  55-70 องศาเซลเซียส เช น แบคทีเรียในจีนัส 
Bacillus Thermus และ Clostridium โดยแบคทีเรียกลุ มนี้สามารถคัดแยกได�จากสภาวะแวดล�อมท่ี
หลากหลาย เช น ดิน น้ําเสีย ทะเลสาบ น้ําทะเล ดินตะกอน และในสภาพแวดล�อมท่ีมีอุณหภูมิสูง เช น 
น้ําพุร�อน เป
นต�น (Müller et al., 1998) การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทนร�อน มีข�อดีในการช วยลดความ
เสี่ยงต อการปนเปxyอนโดยจุลินทรีย�ชนิดอ่ืน (Mutzel et al., 1996) และสภาวะการย อยสลายใน
อุณหภูมิสูงเป
นประโยชน�ต อการดูดซึมและการละลายของสารอินทรีย� ช วยให�อัตราเมแทบอลิซึมและ
เอนไซม�มีความเสถียรสูง (Duffner and Müller, 1998) จึงได�มีการนําแบคทีเรียทนร�อนมาใช�
ประโยชน�ด�านสิ่งแวดล�อมมากข้ึน แบคทีเรียกลุ มสําคัญท่ีโดดเด นด�านศักยภาพการย อยสลาย       
สารมลพิษในสิ่งแวดล�อม และมีการศึกษากันอย างแพร หลายได�แก  Thermophilic bacilli พบว ามี
ความสามารถในการย อยสลายสารพิษได�หลากหลายชนิด เช น สารฟ̀นอล สารเบนโซเอท สารครีซอล 
และกลุ มสารประกอบอะโรมาติกอ่ืนๆ (Ali et al., 1998)  
   ดังเช นการศึกษาท่ีผ านมาใช� B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ซ่ึงเป
นแบคทีเรีย
ท่ีคัดแยกจากตัวอย างน้ําและโคลนจากน้ําพุร�อนในประเทศไอซ�แลนด� เป
นเชื้อแกรมบวก รูปแท ง  
กลุ มใช�อากาศ เจริญเติบโตได�ในช วงพีเอช 5-8 และช วงอุณหภูมิ 55-70 องศาเซลเซียส จากการ
ทดลองพบว าแบคทีเรียสายพันธุ� A2 สามารถใช�ฟ̀นอลเป
นแหล งคาร�บอนและพลังงาน โดยสามารถ
ย อยสลายสารฟ̀นอลได�อย างสมบูรณ�ท่ีความเข�มข�น 94 มิลลิกรัมต อลิตร ภายในเวลา 12 ชั่งโมงท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลซียส ท่ีพีเอชเท ากับ 6 พร�อมท้ังสามารถเจริญเติบโตและย อยสลายไอโซเมอร�
ของสารครีซอลได� จากการทดสอบพบว าแบคทีเรีย A2 เกิดกระบวนการย อยสลายทางชีวภาพของ
สารฟ̀นอลผ านวิถีเมตา (meta-pathway) (Mutzel et al., 1996) โดยเอนไซม�ท่ีใช�ในการย อยสลาย
สารฟ̀นอลและครีซอล คือ phenol hydroxylase และ catechol 2,3-dioxygenase (Duffner and 
Müller, 1998) ในการย อยสลายสารฟ̀นอลซ่ึงเป
นหนึ่งในอนุพันธ�ของสารประกอบฟ̀นอลิก พบว า   
B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 มีอัตราการเจริญสูงกว าจุลินทรีย�กลุ มท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง 
(mesophiles) เช น Pseudomonas putida ถึง 4 เท า โดยมีอัตราการเจริญจําเพาะ (specific 
growth rates) ท่ี 2.8 ต อชั่วโมง ท่ีระดับความเข�มข�นของสารฟ̀นอล 15 มิลลิกรัมต อลิตร ในขณะท่ี
ความเข�มข�นของสารฟ̀นอล 100-500 มิลลิกรัมต อลิตร มีอัตราการเจริญจําเพาะอยู ท่ี 1 ต อชั่วโมง 
และพบว าในระบบหมักแบบก่ึงกะ (fed-batch) ที่ระดับความเข�มข�นของสารฟ̀นอล 470 มิลลิกรัม
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ต อลิตร แบคทีเรียจะเข�าสู ช วง lag phase ภายใน 1 วัน และระดับความเข�มข�นของสารฟ̀นอล     
94 มิลลิกรัมต อลิตร แบคทีเรียจะเข�าสู ช วง lag phase อย างรวดเร็วเพียงไม ก่ีชั่วโมง ดังนั้นในระบบ
หมักแบบก่ึงกะแบคทีเรียสามารถย อยสลายสารฟ̀นอลได�สูงข้ึนอย างรวดเร็ว และสอดคล�องกับปริมาณ
ความหนาแน นของเซลล�ท่ีสูงข้ึน และสารชีวมวลท่ีเซลล�ผลิตข้ึนนั้นเม่ือนํามาตรวจวัดด�วยวิธี      
Thin-layer chromatography พบการปล อย EPS โดยแบคทีเรีย A2 ซ่ึงประกอบด�วย โพลีแซคคาไรด� 
(polysaccharides) ในการศึกษาจลนพลศาสตร�ของเอนไซม� (enzyme kinetics) ในแบคทีเรียชนิดนี้ 
ซ่ึงใช�สารฟ̀นอลเป
นแหล งคาร�บอนและพลังงาน พบว ามีค าสัมประสิทธิ์ผลผลิต (yield coefficient, Yx/s) 
0.8-1 กรัมน้ําหนักเซลล�แห�งต อกรัมฟ̀นอล ซ่ึงสูงกว าผลผลิตของแบคทีเรียชนิดชอบอุณหภูมิปานกลาง 
(Yx/s เท ากับ 0.4-0.52 กรัมน้ําหนักเซลล�แห�งต อกรัมฟ̀นอล) (Feitkenhauer et al., 2001)  
   พันธ�ธิดา จันทร�โท (2557) ได�ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการบําบัดข้ันต�นของ
สารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มโดยใช�แบคทีเรียทนร�อน B. thermoleovorans 
สายพันธุ� A2 และเปรียบเทียบการผลิตกLาซชีวภาพจากน้ําเสียท่ีผ านและไม ผ านการบําบัด จากผลการ
ทดลองพบว า แบคทีเรียสายพันธุ� A2 (หัวเชื้อเริ่มต�นประมาณ OD580=1.0) สามารถย อยสลาย
สารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียจากความเข�มข�นเริ่มต�น 1,434 มิลลิกรัมต อลิตรได�สูงสุดท่ีร�อยละ 60 
ในวันท่ี 10 ของการทดลอง และมีอัตราการย อยสลายเท ากับ 3.56 มิลลิกรัมต อลิตรต อชั่วโมง ภายใต�
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 7 ในน้ําเสียท่ีไม มีการเจือจาง และน้ําเสียท่ีผ านการบําบัดข้ันต�น
เป
นเวลา 10 วัน สามารถลดสารประกอบฟ̀นอลิกบางชนิดในน้ําเสียได�สมบูรณ� ได�แก  ferulic acid, 
p-coumaric acid และ phenol แต ยังคงพบกลุ มสารประกอบฟ̀นอลิกดังนี้ gallic acid >           
4-hydroxybenzoic acid > protocatechuic acid > ผลรวมของ caffeic acid, syringic acid 
และ vanillic acid การผลิตกLาซชีวภาพจากน้ําเสียท่ีผ านการบําบัดเป
นเวลา 2, 6 หรือ 10 วัน        
มีศักยภาพในการผลิตกLาซมีเทนเท ากับ 18.78, 86.68 และ 123.04 มิลลิลิตรมีเทนต อกรัมซีโอดี  
และให�ปริมาณกLาซมีเทนร�อยละ 49.3, 70.4 และ 64.9 ซ่ึงสูงกว าชุดการทดลองจากน้ําเสียท่ีไม ผ าน
การบําบัด (11.35 มิลลิลิตรมีเทนต อกรัมซีโอดี และร�อยละ 24.6) 
   นอกจากนี้แบคทีเรียทนร�อน Bacillus thermoglucosidasius สายพันธุ� A7 
(Duffner et al., 2000) มีการศึกษาว าสามารถย อยสลายสารฟ̀นอลและสารครีซอลได� โดย 
Annweiler et al. (2000) ได�ศึกษาการย อยสลายสารเนพทาลีน (naphthalene) โดยแบคทีเรีย   
ทนร�อน Bacillus thermoleovorans ซ่ึงย อยสลายสารเนพทาลีนได�ดีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
และมีความสามารถในการย อยสลายได�ดีกว าแบคทีเรียกลุ มชอบอุณหภูมิปานกลาง ซ่ึงมีข�อจํากัดใน
การย อยสลายสารปนเปxyอนท่ีมีความสามารถในการละลายน้ําตํ่าในกลุ ม polycyclic aromatic 
hydrocarbon (PAHs) เช น เนพทาลีน เนื่องจากอุณหภูมิท่ีสูงช วยเพ่ิมค าสัมประสิทธิ์การถ ายเท
ออกซิเจน ซ่ึงช วยชดเชยออกซิเจนท่ีละลายลดลงเนื่องจากน้ําเสียมีค า BOD สูงหรือมีสารอินทรีย�มาก 
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(Margesin and Schinner, 2001) จากประสิทธิภาพของแบคทีเรียทนร�อนท่ีกล าวมาข�างต�น จึงมี
ความน าสนใจท่ีจะนํามาประยุกต�ใช�ในการบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามัน
ปาล�มท่ีมีอุณหภูมิ และองค�ประกอบของสารอินทรีย�สูง 

การนําแบคทีเรียทนร�อนจีนัส bacilli มาใช�ประโยชน�ในการย อยสลายสารมลพิษ
ต างๆ ในสิ่งแวดล�อม ดังเช นการศึกษาของ Hamed et al. (2013) ได�คัดแยกแบคทีเรียสี่สายพันธุ�
ในวงศ� Bacillaceae จากโคลนบริเวณแท นกลั่นน้ํามันในประเทศตูนิเซีย เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพ
ในการย อยสลายสารไฮโดรคาร�บอนท่ีปนเปxyอนอยู ในน้ําท้ิงจากโรงกลั่นน้ํามัน พบว าในระบบแบทซ�
ที่มีการเจือจางน้ําเสีย แบคทีเรียทั ้งสี ่สายพันธุ �ได�แก  Bacillus licheniformis STK08, 
Geobacillus stearothermophilus STM04, Lysinibacillus sphaericus STZ75 และ 

Bacillus firmus STS84  สามารถลดสารไฮโดรคาร�บอนได�สูงสุดภายใน 18 วันท่ีร�อยละ 98, 87, 
80 และ 72 ตามลําดับ และสามารถลดค าซีโอดีได�สูงสุดที่ร�อยละ 78, 78, 82 และ 75 ตามลําดับ 
จากการวิเคราะห�การเจริญเติบโตภายใต�สภาวะที่แตกต างกันแสดงให�เห็นว า B. licheniformis 

STK08 และ G. stearothermophilus STM04 สามารถเจริญเติบโตภายใต�ระดับความเค็ม 120 
กรัมต อลิตรที่ 55 องศาเซลเซียส ในขณะที่ Chebbi et al. (2014) ได�คัดแยกแบคทีเรียทนร�อน 
Bacillus licheniformis สายพันธุ� CAN55 จากตัวอย างน้ําเสียของอุตสาหกรรมผลิตฟอสเฟตใน
ประเทศตูนิเซีย พบว าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถย อยสลายสาร 1-decanethiol และ decyl disulfide 
ได�ท่ีร�อยละ 83 และ 39 ตามลําดับ ภายใน 14 วันที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และในสภาวะท่ี
ไม มีการเติมยีสต�สกัดสามารถย อยสลายสาร dodecanethiol ได�ที่ร�อยละ 70 ภายใน 14 วัน     
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และพบว ายังสามารถย อยสลายสาร 1-heptanethiol และ 
cyclohexylmercaptan ได� ซึ่งเชื้อที่คัดแยกได�นี้อาจเป
นประโยชน�สําหรับการบําบัดทางชีวภาพ
ในพ้ืนท่ีท่ีมีการปนเปxyอนสาร mercaptan 

 
  1.2.7 การตรึงเซลล#จุลินทรีย# และการใช�ประโยชน#ในการบําบัดสารมลพิษ 

 
 การบําบัดสารมลพิษในสิ่งแวดล�อมโดยวิธีทางชีวภาพเป
นทางเลือกหนึ่งท่ีได�รับ 

ความนิยม เนื่องจากสามารถลดสารปนเปxyอนได�อย างมีประสิทธิภาพ และได�ผลิตภัณฑ�สุดท�ายท่ีไม เป
น
อันตรายต อสิ่งแวดล�อม กระบวนการดังกล าวอาศัยความสามารถของจุลินทรีย�ในพ้ืนท่ี หรือจุลินทรีย� 
ท่ีเติมลงสู บริเวณปนเปxyอนเพ่ือลดความเป
นพิษของสารเหล านั้นในสิ่งแวดล�อม องค�ประกอบพ้ืนฐานท่ี
สําคัญในการบําบัดสารมลพิษทางชีวภาพ ได�แก  ชนิดและคุณสมบัติของจุลินทรีย� รวมไปถึงปJจจัย
ต างๆ ท่ีส งผลต อการเจริญและวิถีเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย�เหล านั้น (อลิสา วังใน, 2550) โดยท่ัวไปมี
จุลินทรีย�หลายสายพันธุ�สามารถย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกได� แต ท่ีระดับความเข�มข�นสูงอาจเกิด
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ปJญหาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย� (Prieto et al., 2002) ทําให�เซลล�จุลินทรีย�แตก โปรตีนใน
เซลล�ตกตะกอน ยับยั้งการทํางานของเอนไซม� ทําลายโครงสร�างของเซลล� ทําให�การผ านเข�าออกของ
สารในเซลล�ผิดปกติ อันเป
นสาเหตุสําคัญท่ีทําให�เซลล�จุลินทรีย�ตาย (นงลักษณ� สุวรรณพินิจ และ
ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2544) การใช�เทคนิคการตรึงเซลล� (cell immobilization) เป
นอีกวิธีการหนึ่ง 
ในการปกป}องเซลล�จากความเสียหายข�างต�นและรักษาอัตราการเจริญของเซลล�อย างต อเนื่อง ซ่ึงมีการ
นํามาใช�ในการบําบัดสารสารพิษท่ีปนเปxyอนในน้ําเสียอย างแพร หลาย พบว าข�อดีของการใช�เซลล�ตรึง
คือ เซลล�มีความคงทนต อสารพิษได�ดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระ ความหนาแน นของเซลล�สูง
ส งผลให�มีอัตราการย อยสลายสารพิษสูง อัตราการไหลภายในระบบเพ่ิมข้ึนส งผลดีต อการแลกเปลี่ยน
ออกซิเจนและการถ ายโอนมวล และการเร งปฏิกิริยามีความเสถียร (Lee et al., 1994) สามารถ
ป}องกันเซลล�จากการเปลี่ยนแปลงของพีเอช อุณหภูมิ และยังสามารถนํากลับมาใช�ซํ้าได� นอกจากนี้
สามารถเก็บไว�ได�เป
นเวลานาน ซ่ึงช วยลดระยะเวลา และค าใช�จ ายในการเตรียมหัวเชื้อใหม  
(Kourkoutas et al., 2004) เทคนิคในการตรึงเซลล�สามารถแบ งออกได�เป
น 4 ประเภท (รูปท่ี 1.5) 
ตามกลไกทางกายภาพ ได�แก  (เอ็ม นุ�ยเลิศ, 2555; Kourkoutas et al., 2004)  

 1) การยึดเกาะหรือดูดซับบนพ้ืนท่ีผิวพาหะท่ีไม ละลายน้ํา อาจแบ งได�เป
น 2 วิธี คือ 
กระบวนการดูดซับหรือยึดเกาะ (Adsorption/attachment method) เป
นวิธีการตรึงเซลล�โดย 
เซลล�มีการดูดซับพาหะด�วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) แรงแวนเดอร�วาลล� (van der 
waals force) และ hydrophobic interaction การตรึงวิธีนี้เป
นวิธีท่ีง าย แต มีข�อเสียคือ แรงดูดซับ
ค อนข�างอ อนทําให�สูญเสียเซลล�ได�ง าย อันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของ พีเอช ค าความแรงไอออน 
(ionic strength) การไหลของน้ํา การเกิดฟองอากาศ และการแบ งเซลล� รวมท้ังอัตราการดูดซับเซลล�
ต อหนึ่งหน วยของตัวนําค อนข�างตํ่า ตัวอย างสารหรือวัสดุท่ีใช�เป
นตัวดูดซับเซลล�ด�วยวิธีนี้ ได�แก          
โพลีแซคคาไรด�ท่ีไม ละลายน้ํา (เซลลูโลส) พอลิเมอร�สังเคราะห� วัสดุเซลลูโลส (ไม�และแกลบ) และสาร 
อนินทรีย� (เซรามิกพรุนและแก�วพรุน) เป
นต�น วิธีท่ีสอง คือ Covalent binding method เป
นวิธีการ
ตรึงเซลล�โดยการเชื่อมเซลล�โดยตรงกับ Activated support โดยสารพาหะจะเชื่อมต อกับหมู อะตอม
ซ่ึงเป
นส วนประกอบของผิวเซลล� เช น หมู อะมิโน หมู คาร�บอกซิล หมู ไฮดรอกซิล หรือหมู ฟ̀นอลของ
โปรตีน ข�อดีของวิธีนี้คือ เซลล�จะเชื่อมอยู กับผิวหน�าตัวพาหะอย างสมํ่าเสมอ มีความคงตัว และการ
รั่วไหลของเซลล�น�อย แต ข�อเสียคือ ในการสร�างพันธะโควาเลนท�จําเป
นต�องใช�สารตัวนําท่ีมีการ
ดัดแปลงโดยใช�สารเคมีในการทําปฏิกิริยา ซ่ึงมักเป
นพิษต อเซลล� ตัวอย างสารท่ีใช�เป
นตัวยึดเซลล�  
เช น activated porous silica bead, zirconia ceramic และ agarose bead เป
นต�น  

 2) การกักขัง (Entrapment) จุลินทรีย�จะถูกกักไว�ในช องว างของวัสดุท่ีเป
นรูพรุน 
หรือการจํากัดจุลินทรีย�ไว�ภายในเมทริกซ�ท่ีเป
นของแข็งหรือมีรูพรุน เช น เมมเบรน เจลท่ีมีความเสถียร 
(Scott, 1987; Couto, 2009) เจลพอลิเมอร�ธรรมชาติ เช น คาราจีแนน (carrageenan) อัลจิเนต 
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(alginate) ไคโตซาน (chitosan) เป
นต�น และพอลิ เมอร�สังเคราะห�  เช น โพลีอะคริลาไมด� 
(polyacrylamide) โพลียูรีเทน (polyurethane) โพลีไวนิล (polyvinyl) เป
นต�น (Katzbauer et al., 
1995) ซ่ึงท้ังสองวิธีเป
นการกักขังเซลล�ภายใต�เครือข ายท่ีแข็งแรง เพ่ือป}องกันไม ให�เซลล�หลุดออกจาก
เมทริกซ�ในขณะท่ีมีการถ ายเทสารอาหารและเมแทบอไลต� (metabolite) การกักขังเซลล�ในวัสดุ        
พอลิเมอร�ธรรมชาติเป
นท่ีนิยมใช�ในการตรึงเซลล� แต พบว ามีข�อจํากัดเรื่องความแข็งแรงเชิงกลของวัสดุ 
และขาดพ้ืนท่ีรองรับการเจริญเติบโตของเซลล�ท่ีเพ่ิมจํานวนข้ึน ก อให�เกิดการแตกร�าวของวัสดุทําให�
เซลล�หลุดออกจากวัสดุตรึง (Couto, 2009) ในขณะท่ีวัสดุพอลิเมอร�สังเคราะห�อาจเกิดความเป
นพิษ
ต อจุลินทรีย� นอกจากนั้นการตรึงเซลล�แบบกักขังยังมีข�อจํากัดเรื่องการแพร ผ านของสาร การกระจาย
ของกLาซและของเหลวภายในวัสดุ ซ่ึงมีผลต อกิจกรรมเมแทบอลิซึมของเซลล� (Lee and Palsson, 
1994; Cassidy et al., 1996) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1.5 เทคนิคการตรึงเซลล�ในรูปแบบต างๆ 
ท่ีมา : Kourkoutas et al. (2004) 

 
 3) การรวมตะกอน (Aggregation) สามารถแบ งได�เป
น การรวมตะกอนเซลล�โดย

ธรรมชาติและการใช�สารช วยจับกลุ มอนุภาคทําให�เกิดตะกอน เช น การเชื่อมเซลล� (แบบไขว�)        
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เข�าด�วยกันโดยใช�สารพวกไบ (bi-) หรือมัลติฟJงก�ชันนอลรีเอเจนต� (multifunctional reagent) เช น 
glutaraldehyde และ toluene disocyanate เป
นต�น ซ่ึงเป
นการเชื่อมเซลล�ภายใต�สภาวะท่ี
ค อนข�างรุนแรงทําให�เซลล�ตายได� จึงเหมาะกับการตรึงในกรณีท่ีต�องการใช�ปฏิกิริยาเชิงเด่ียวเท านั้น 
  4) การกักไว�ในตัวก้ัน (Containment) เป
นการกักเซลล�ไว�ระหว างตัวก้ันท่ีสามารถ
เข�าถึงได� เช น ตัวกรองเมมเบรนท่ีมีรูพรุนระดับไมโครเมตร หรือการกักขังเซลล�ไว�ในไมโครแคปซูล 
(microcapsule) หรือการตรึงเซลล�บนพ้ืนผิวท่ีเกิดปฏิกิริยาของของเหลวสองชนิดท่ีไม ผสมเป
นเนื้อ
เดียวกัน การตรึงประเภทนี้เหมาะต อสภาวะท่ีมีการถ ายโอนสารค อนข�างตํ่า 

 จากเทคนิคการตรึงเซลล�ข�างต�น พบว ากระบวนการดูดซับหรือยึดเกาะของเซลล�ด�วย
วิธีธรรมชาติเป
นวิธีการตรึงเซลล�ท่ีง าย  มีประสิทธิภาพ สามารถขยายขนาดเพ่ิมจํานวนเซลล�ได�ง าย
กว าการตรึงแบบกักขัง การเจริญเติบโตของเซลล�และกิจกรรมทางชีวเคมีสูง เนื่องจากเซลล�มีการสร�าง
ฟ�ล�มชีวภาพ (Biofilms) ยึดเกาะบนวัสดุซ่ึงเป
นสารพอลิเมอร�ท่ีเซลล�สร�างข้ึนแล�วขับออกภายนอกเซลล� 
โดยส วนใหญ จะเป
นสารพวก extracellular polymeric substances หรือ exopolysaccharides 
(EPS) ซ่ึงมีองค�ประกอบ ได�แก  คาร�โบไฮเดรต โปรตีน ดีเอ็นเอ และไขมัน (Lee and Palsson, 1994; 
Rosche et al., 2009; Robledo-Ortíz et al., 2010) ท้ังนี้สภาวะในการผลิต EPS ของเซลล�
จุลินทรีย�มีผลต อปริมาณและองค�ประกอบท่ีทําให�ศักยภาพในการเกาะติดของเซลล�บนวัสดุแตกต างกัน 
(รูปท่ี 1.6) และจากรายงานการศึกษาท่ีผ านมาพบว าแหล งคาร�บอนและไนโตรเจน เป
นหนึ่งในปJจจัยท่ี
มีผลต อปริมาณการผลิต EPS โดยแบคทีเรีย ซ่ึงคาร�บอนเป
นแหล งพลังงานท่ีสําคัญต อจุลินทรีย�เพ่ือใช�
ในการเจริญและการสร�าง EPS โดยแหล งคาร�บอนท่ีเหมาะสมต อการผลิต EPS โดยจุลินทรีย�ชนิด
ต างๆ จะแตกต างกันข้ึนกับสายพันธุ�ของจุลินทรีย�และความสามารถในการใช�แหล งคาร�บอนชนิดนั้นๆ 
นอกจากนี้ไนโตรเจนจําเป
นต อการเจริญและการสังเคราะห�เอนไซม�ท่ีเก่ียวข�องกับการสังเคราะห� EPS 
(Gandhi et al., 1997; วรารัตน� วงศ�ศุภชาติ, 2551) โดยมีการศึกษาถึงสภาวะของแหล งคาร�บอน
และไนโตรเจนท่ีมีผลต อการผลิต EPS ของแบคทีเรียดังนี้ 

 การผลิต EPS ของแบคทีเรียทนร�อน Geobacillus สายพันธุ� 4004 พบว ามีการ
ผลิต EPS สูงถึง 90 มิลลิกรัมต อลิตร ภายใต�สภาวะท่ีมี sucrose หรือ trehalose เป
นแหล งคาร�บอน
โดยไม มีการเติมไนโตรเจน และในระหว างการเจริญเติบโตพบว าเซลล�มีการเพ่ิมผลผลิตของ 
biopolymer เพ่ือใช�ในการสังเคราะห� EPS (Moriello et al., 2003) 

 การศึกษาแหล งไนโตรเจนท่ีมีผลต อการผลิต EPS มีรายงานการศึกษาถึงการใช�ท้ัง
แหล งไนโตรเจนอินทรีย�และอนินทรีย� เช น การศึกษาของ Himanslm et al. (1997) ศึกษาการผลิต 
EPS ของ Bacillus megaterium โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารท่ีมีแหล งไนโตรเจนชนิดต างๆ ได�แก  
แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรด�  แอมโมเนียมออกซาเลต แอมโมเนียมไนเตรต              
ไตรแอมโมเนียมซิเตรต ไดแอมโมเนียมฟอสเฟส โซเดียมไนเตรต โพแทสเซียมไนเตรต และยูเรีย 
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พบว า Bacillus megaterium สามารถผลิต EPS ได�สูงสุดเม่ือใช� แอมโมเนียมไนเตรต เป
นแหล ง
ไนโตรเจน โดยสามารถผลิต EPS ได� 11.70 กรัมต อลิตร ในขณะท่ี Ko et al. (2000) ศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิต EPS โดยจุลินทรีย� Hahella chejuensis โดยศึกษาอิทธิพลของแหล งไนโตรเจน
ดังต อไปนี้ เปปโตน, ยีสต�สกัด, ผงมอลต�, ทริปโตน, ซอยโตน (soytone), เคซีน (casein), NH4NO3, 
NaNO3, NH4CI และ (NH4)2PO4 ในอาหาร yeast extract malt extract glucose (YMG) พบว าผล
การผลิต EPS ของเชื้อในสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย�มีค าสูงกว าในสารอนินทรีย� โดยพบว า       
ทริปโตนให�ค าการผลิต EPS สูงท่ีสุดประมาณ 8 มิลลิกรัมต อลิตร  

 Liu et al. (2009) ศึกษาการผลิต EPS ของแบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa 

EJS-3 ภายใต�อุณภูมิ 24 องศาเซลเซียส พีเอช 8 ระยะเวลา 60 ชั่วโมง พบว าท่ีสภาวะอาหารท่ีมีการ
เติมซูโครสร�อยละ 3 และยีสต�สกัดร�อยละ 1 เป
นแหล งคาร�บอนและไนโตรเจนสามารถผลิต EPS ได�
สูงสุด ประมาณ 22.82 กรัมต อลิตร 

 แต ท้ังนี้มีรายงานการศึกษาของ Obuekwe and Al-Muttawa (2001) ทําการตรึง
เซลล�แบคทีเรียด�วยวิธีธรรมชาติเพ่ือประยุกต�ใช�ในการบําบัดทางชีวภาพของสารมลพิษป�โตรเลียม  
โดยใช�แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย อยสลายสารไฮโดรคาร�บอนคือ Arthrobacter sp. และ 
เชื้อจีนัส Bacillus ซ่ึงคัดแยกจากบ อน้ํามันในประเทศคูเวต ซ่ึงผลการศึกษาคุณสมบัติด�านไฮโดรโฟบิก 
ของพ้ืนผิวแบคทีเรีย และการผลิต EPS บนวัสดุตรึง ได�แก  ทราย พบว าแบคทีเรียท้ังสองไม สามารถ
ผลิต EPS ในระดับท่ีสามารถตรวจสอบได�ภายใต�สภาวะอาหาร nutrient broth (NB) และ 
proteose peptone/yeast extract/glucose broth (PYG) แต พบการผลิต EPS ในอาหาร 
mineral salts ท่ีไม มีการเติมแหล งคาร�บอนใดๆ 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.6 วัฏจักรการสร�างฟ�ล�มชีวภาพ  
ท่ีมา : Rosche et al., (2009)  
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  จากการศึกษาท่ีผ านมามีการนําเทคนิคการตรึงเซลล�แบบยึดเกาะมาใช�ในการตรึง
เซลล�แบคทีเรีย เช น Jimenez et al. (2012) พบว าเซลล�แบคทีเรีย Delftia tsuruhatensis BM90 
ซ่ึงคัดแยกจากทะเล Tyrrhenian ในประเทศอิตาลี มีความสามารถในการย อยสลายสารประกอบ    
ฟ̀นอลิกได�หลากหลาย จากการตรึงบนเซลลูโลสท่ีผ านการดัดแปลงทางเคมีจนมีรูพรุนระดับมาโคร
เป
นเวลา 8 ชั่วโมง พบว าเซลล�มีการสร�าง extracellular structure เรียกว า เส�นใย EPS เช น พิไล
หรือฟ�มเบรีย เพ่ือให�เซลล�เกาะติดบนวัสดุได�ดีข้ึน โดยเส�นใยดังกล าวสามารถมองเห็นภายใต�กล�อง 
Scanning electron microscope (SEM) จากนั้นได�มีการทดสอบความสามารถในการย อยสลาย
สารประกอบฟ̀นอลิกในระบบแบบกะพบว าเซลล�ตรึงสามารถย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกได�ถึง 
ร�อยละ 90 ใน 48 ชั่วโมง ซ่ึงประสิทธิภาพในการลดสารประกอบฟ̀นอลิกมากกว าเซลล�อิสระถึง 2 เท า  

 ปJจจัยสําคัญอีกประการหนึ่งท่ีต�องคํานึงถึงในการตรึงเซลล�จุลินทรีย� คือ การคัดเลือก
วัสดุตรึงเซลล� โดยวัสดุต�องมีความเป
นรูพรุนสูง พ้ืนท่ีผิวมาก เพ่ือให�เซลล�ใช�ในการเกาะติด ไม ละลาย
น้ํา ไม เกิดการย อยสลายทางชีวภาพ ทนต อสภาพแวดล�อมทางกายภาพ-เคมี เนื่องจากการตรึงเซลล�
ต�องเตรียมในสภาวะปลอดเชื้อ จึงต�องทนต อความร�อน ความดันได�สูง ไม ก อเกิดอันตรายต อเซลล� 
และสิ่งแวดล�อม วัสดุท่ีนํามาใช�สามารถเตรียมได�ง ายเพ่ือประสิทธิภาพในการตรึง มีเทคนิคการตรึงท่ี
ไม ยุ งยาก ประหยัดค าใช�จ าย คงทนต อการนําไปใช�งานและเก็บรักษาไว�ได�นาน (Brányik et al., 
2000; Kourkoutas et al., 2004) สําหรับวัสดุตรึงเซลล� มีการเลือกใช�วัสดุท่ีหลากหลายซ่ึงแต ละ
ชนิดมีข�อดีและข�อเสียแตกต างกัน โดยวัสดุจากธรรมชาติเป
นวัสดุท่ีมีข�อดีในส วนท่ีไม มีความเป
นพิษ
ต อเซลล� และราคาไม แพง ตัวอย างชนิดและคุณสมบัติของวัสดุตรึงท่ีนํามาใช�ในการบําบัดน้ําเสีย
โดยท่ัวไปดังแสดงในรูปท่ี 1.7 และตารางท่ี 1.2 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 1.7 ตัวอย างวัสดุท่ีใช�บําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ ได�แก  ไบโอบอล (A) และ เซรามิกส�ริง (B) 
ท่ีมา : http://www.aliexpress.com 

A B 
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ตารางท่ี 1.2 คุณสมบัติของวัสดุตรึงชนิดต างๆท่ีใช�ในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ 
  

คุณสมบัติ ไบโอบอล ปะการัง เซรามิกส�ริง 

ความหนาแน น (g/cm3) 0.2 1.2 0.7 
พ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต อน้ําหนัก (m2/kg) 1.3-1.4 18 23 
พ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต อปริมาตร (m2/litre) 0.2-0.3 13 17.6 
พ้ืนท่ีผิว (m2/g) 0.004 6 1.3 

 
ท่ีมา : สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร�และเทคโนโลยีแห งชาติ (2556) 
 
   1.2.8 การยPอยสลายสารประกอบฟ5นอลิกโดยใช�เซลล#ตรึง 
 
   งานวิจัยท่ีเก่ียวข�องกับการบําบัดน้ําเสียท่ีปนเปxyอนสารประกอบฟ̀นอลิกโดยการใช�
เซลล�ตรึงพบว ามีท้ังการตรึงเซลล�โดยการกักขังเซลล�บนเมทริกซ�ต างๆ และการเกาะติดของเซลล�ด�วย
วิธีธรรมชาติ โดยงานวิจัยส วนใหญ เน�นการทดสอบสารฟ̀นอลซ่ึงเป
นอนุพันธ�ชนิดหนึ่ งของ
สารประกอบฟ̀นอลิก ดังตัวอย างเช น Chung et al. (2003) เปรียบเทียบการย อยสลายสารฟ̀นอล
โดยใช�เซลล�อิสระและเซลล�ตรึง Pseudomonas putida CCRC14365 บนแคลเซียมอัลจิเนตเจล 
พบว าเซลล�อิสระสามารถย อยสลายสารฟ̀นอลได�ไม เกิน 600 มิลลิกรัมต อลิตร ในขณะท่ีการตรึงเซลล�
จุลินทรีย�สามารถทนต อระดับความเข�มข�นท่ีสูงข้ึนของฟ̀นอลได�ถึง 1,000 มิลลิกรัมต อลิตร และพบ
การยับยั้งการทํางานของเซลล�อิสระโดยสารฟ̀นอลภายในถังปฏิกรณ�ชีวภาพในช วงความเข�มข�น 100-
150 มิลลิกรัมต อลิตร Wang et al. (2007) ศึกษาการย อยสลายฟ̀นอลโดย Acinetobacter sp. ท่ีได�
จากการคัดแยกจากระบบบําบัดน้ําเสียในประเทศจีน พบว าการตรึงบนพอลิไวนิลแอลกอฮอล�ทําให�
แบคทีเรียสามารถย อยสลายสารฟ̀นอลได�สูงประมาณ 500 มิลลิกรัมต อลิตร ภายในเวลา 9 ชั่วโมง 
และช วยป}องกันแบคทีเรียเม่ือมีการเปลี่ยนอุณหภูมิและพีเอช อีกท้ังสามารถนํากลับมาใช�ซํ้าได�สูงสุด 
20 ครั้ง สามารถเก็บเซลล�ตรึงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสได�นาน 50 วัน และ Ahmad et al. (2012) 
ศึกษาการย อยสลายสารฟ̀นอลโดยใช�เซลล�อิสระและเซลล�ตรึง Acinetobacter sp. AQ5NOL 1 ใน
เจลแลนกัม พบว าเซลล�ตรึงมีอัตราการย อยสลายฟ̀นอลอย างสมบูรณ�ภายใน 5, 9 และ 10 วัน ท่ีความ
เข�มข�นของฟ̀นอล 1,100, 1,500 และ 1,900 มิลลิกรัมต อลิตร ตามลําดับ ในขณะท่ีเซลล�อิสระย อย
สลายสารฟ̀นอลท่ีความเข�มข�น 1,100 มิลลิกรัมต อลิตร ได�สมบูรณ�ภายใน 10 วันท่ีส วนความเข�มข�นท่ี
สูงข้ึนไม สามารถย อยสลายได�อย างสมบูรณ� 
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   นอกจากนี้มีการศึกษาการย อยสลายสารฟ̀นอลโดยการตรึงเซลล� Candida sp. และ 
Pseudomonas sp. บนถ านกัมมันต� พบว าจุลินทรีย�ท่ีไม ได�ตรึงบนถ านกัมมันต�ไม สามารถทนต อ
ความเข�มข�นของฟ̀นอลท่ีสูงกว า 1.5 กรัมต อลิตร แต เซลล�ตรึงสามารถมีชีวิตรอดท่ีความเข�มข�นของ  
ฟ̀นอลสูงประมาณ 15 กรัมต อลิตร (Ehrhardt and Rehm, 1985) Pazarlioglu et al. (2005)  
ศึกษาการย อยสลายฟ̀นอลโดย Pseudamonas putida ท่ีถูกตรึงบนหินพัมมิช พบว าเซลล�ตรึงบน
หินพัมมิชสามารถย อยสลายฟ̀นอลได�ประมาณ 1 กรัมต อลิตร ในเวลา 22 ชั่วโมงและสามารถใช�  
เซลล�ตรึงซํ้าได� และ Adav et al. (2007) ได�ศึกษาการย อยสลายสารฟ̀นอลโดยแบคทีเรียสายพันธุ� 
Acinetobacter sp. ซ่ึงคัดแยกจากตะกอนจุลินทรีย� ผลจากการทดสอบแบบกะ เซลล�อิสระมี
ประสิทธิภาพในการย อยสลายฟ̀นอลท่ีความเข�มข�น 1,000 มิลลิกรัมต อลิตร และเซลล�ถูกยับยั้งการ
เจริญเติบโตท่ีความเข�มข�น 1,500 มิลลิกรัมต อลิตร แต เซลล�ท่ีทําการตรึงบนวัสดุโพลียูลีเทนโฟม   
โดยวิธีตรึงเซลล�แบบเกาะติด พบว าเซลล�สามารถเจริญได�ท่ีความเข�มข�นของสารฟ̀นอล 1,500 
มิลลิกรัมต อลิตร ท่ีระดับการย อยสลาย 19.7 มิลลิกรัมต อลิตรต อชั่วโมง และเม่ือจบการทดสอบ    
พบว ามีความเข�มข�นของชีวมวลบนพ้ืนผิวโพลียูลีเทนโฟมเพ่ิมข้ึนถึง 925 มิลลิกรัมต อลิตร อีกทั้ง 
Khongkhaem et al. (2011) ศึกษาการตรึงแบคทีเรียผสมระหว าง Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 โดยวิธีการตรึงเซลล�แบบกักขัง ในซิลิกาที่สังเคราะห�ขึ้นใหม  เพื่อ
เพ่ิมประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงให�สามารถย อยสลายสารฟ̀นอลท่ีความเข�มข�นสูงได� พบว าเซลล�ตรึง
สามารถย อยสลายฟ`นอลที่ความเข�มข�นเริ่มต�นระหว าง 7,500 และ 10,000 มิลลิกรัมต อลิตร 
ในขณะท่ีเซลล�อิสระสามารถย อยสลายสารฟ`นอลได�ที่ความเข�มข�นเริ่มต�นน�อยกว า 5,000 มิลลิกรัม
ต อลิตร นอกจากนี้เซลล�ตรึงยังสามารถย อยสลายสารฟ̀นอลอย างต อเนื่องได�ถึง 55 วัน 
   สําหรับการย อยสลายฟ̀นอลโดยแบคทีเรียจีนัส Bacillus พบว ายังไม มีการศึกษา
มากนัก ตัวอย างเช น การย อยสลายสารฟ̀นอลโดยเซลล�อิสระ และเซลล�ตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตโดย 
Bacillus Cereus AKG1 MTCC9817 และ AKG2 MTCC 9818 พบว าเซลล�ตรึง AKG1 และ AKG2 
สามารถย อยสลายสารฟ̀นอลได�มากกว าร�อยละ 50 ท่ี 2,000 มิลลิกรัมต อลิตรภายใน 26 และ 36 วัน
ตามลําดับ ในขณะท่ีเซลล�อิสระมีการย อยสลายฟ̀นอลได�เพียงร�อยละ 32 และ 20 ท่ี 22 วันและ 30 วัน
ตามลําดับ ซ่ึงเซลล�ตรึงมีประสิทธิภาพในการย อยสลายได�มากกว าเซลล�อิสระ แสดงให�เห็นถึงความ 
ทนต อพิษของสารดังกล าวท่ีความเข�มข�นสูงของเซลล�ตรึง และสามารถเก็บเซลล�ตรึงท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสได�นาน 30 วัน โดยท่ีประสิทธิภาพในการย อยสลายไม ลดลง (Banerjee and 
Ghoshal, 2011)  
   ส วนงานวิจัยท่ีเก่ียวข�องกับการย อยสลายสารอนุพันธ�อ่ืนๆของสารประกอบฟ̀นอลิก
ท้ังในน้ําเสียสังเคราะห�และน้ําเสียจริง มีดังต อไปนี้ การย อยสลายสาร 4-chlorophenol โดยเซลล�
อิสระและเซลล�ตรึง Alcaligenes sp. บนแคลเซียมอัลจิเนต พบว าเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของ          
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4-chlorophenol ในช วง 0.4-0.55 มิลลิโมลาร� เซลล�ตรึงมีประสิทธิภาพในการย อยสลายได�เร็วกว า
เซลล�อิสระ (Westmeier and Rehm, 1985) และ Ettayebi et al. (2003) ศึกษาการย อยสลาย
ทางชีวภาพของสารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันมะกอกโดยเซลล�ตรึง candida 

tropicalis YMEC14 ในแคลเซียมอัลจิเนต พบว าสามารถลดโมโนฟ̀นอลและโพลีฟ̀นอลได�ถึงร�อยละ 
69.2 และ 55.3 ตามลําดับภายใน 24 ชั่วโมง  
  Khongkhaem et al. (2014) ศึกษาการกําจัดสารประกอบฟ̀นอลิกออกจากน้ําท้ิง
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�มโดยใช�แบคทีเรียผสมระหว าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบนซิลิกา การศึกษาในระบบแบทซ�โดยใช�น้ําเสียสังเคราะห� พบว าเซลล�
ตรึงมีประสิทธิภาพในการย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิค ได�แก  caffeic acid, ferulic acid,         
4-hydroxybenzoic acid, catechol และ 3-methylcatechol ท่ีความเข�มข�น 100-500 มิลลิกรัม     
ต อลิตรได�ดี และสามารถกําจัดสารฟ̀นอลและสารประกอบฟ̀นอลิกในตัวอย างน้ําเสียจากโรงงานสกัด
น้ํามันปาล�มได�อย างสมบูรณ�ท่ีความเข�มข�นสูงถึง 1,000 มิลลิกรัมต อลิตร จากนั้นนําเซลล�ตรึงมาศึกษา
ต อในระบบตัวกรองชีวภาพขนาดเล็กแบบ Internal loop airlift bioreactor โดยใช�แบคทีเรียตรึง
ปริมาณ 25 กรัมต อลิตร ท่ีระยะเวลากักเก็บน้ํา 5 ชั่วโมง พบว าแบคทีเรียตรึงสามารถย อยสลาย
สารประกอบฟ̀นอลิกท่ีความเข�มข�นเริ่มต�น 26.7 และ 112 มิลลิกรัมต อลิตร ได�ท่ีร�อยละ 83 และ 60 
ตามลําดับ นอกจากนี้ระบบตัวกรองชีวภาพสามารถใช�งานได�อย างต อเนื่องเป
นระยะเวลา 1,200 ชั่วโมง 
และจากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาท่ีผ านการบําบัดสารประกอบ
ของฟ̀นอลิกในน้ําเสีย โดยใช�เทคนิค SEM พบการเกาะติดของแบคทีเรียภายในซิลิกาตลอดการ
ทดลอง 
   Tosu et al. (2015) ศึกษาการตรึงแบคทีเรียย อยสลายฟ̀นอล (phenol-degrading 
bacteria) ระหว าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บนทะลายปาล�มเปล า
ซ่ึงเป
นวัสดุเศษเหลือจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม เพ่ือกําจัดสารฟ̀นอลในน้ําท้ิงจากโรงงานสกัด
น้ํามันปาล�ม พบว าเซลล�แบคทีเรียมีการสร�างเส�นใย EPS เกาะติดบนทะลายปาล�มเปล าในระหว าง
กระบวนการตรึง จากผลการกําจัดสารฟ`นอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว carbon free mineral 
medium (CFMM) พบว าเซลล�ตรึงมีประสิทธิภาพและอัตราการย อยสลายฟ`นอลสูงกว าเซลล�อิสระ
ท่ีทุกความเข�มข�นของสารฟ̀นอล โดยเซลล�ตรึงสามารถกําจัดสารฟ̀นอลได�ท่ีความเข�มข�นสูงถึง 5,000 
มิลลิกรัมต อลิตร จากการศึกษาวิธีการเพิ่มประสิทธิภาพเซลล�ตรึงบนทะลายปาล�มเปล า ด�วยวิธีการ
กระตุ�นด�วยฟ`นอล การปรับตัว (Acclimatization) และใช�วิธีการร วมระหว างการกระตุ�นและการ
ปรับตัว พบว าการกระตุ�นเซลล�ตรึงด�วยฟ̀นอลในอาหาร CFMM เป
นเวลา 24 ชั่วโมง ก อนนํามาย อย
สลายสารฟ`นอลในน้ําทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม สามารถลดสารดังกล าวได�ถึงร�อยละ 63.4 จาก
ความเข�มข�นเริ่มต�น 30 มิลลิกรัมต อลิตร ในขณะที่เซลล�ตรึงที่ไม ผ านการกระตุ�นด�วยฟ`นอลสามารถ
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กําจัดได�เพียงร�อยละ 35 นอกจากนี้เซลล�ตรึงสามารถนํากลับมาใช�ซํ้าได�อย างน�อย 10 ครั้ง และเก็บ
ไว�ได�นาน 4 สัปดาห�ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยประสิทธิภาพในการย อยสลายฟ̀นอลยังคงเดิม  
   ในการศึกษาผลของปริมาณเซลล�ตรึงที่แตกต างกันต อประสิทธิภาพการบําบัด
สารประกอบฟ̀นอลิกในอาหาร CFMM และในน้ําท้ิงจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม พนิดา โตLะสู (2555) 
ได�ทําการแปรผันปริมาณเซลล�ตรึงของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 

sp. PK1 บนทะลายปาล�มเปล า คือ 0.5, 1.5 และ 3.0 กรัม เพื่อให�ได�สัดส วนเซลล�ตรึงต ออาหาร
เหลวเท ากับ 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) ผลการทดลองแสดงให�เห็นว าการเติมเซลล�ตรึง 0.5 กรัม 
(1:10 w/v) มีประสิทธิภาพในการย อยสลายฟ̀นอลสูงถึงร�อยละ 98 จากความเข�มข�นของสารฟ`นอล
เริ่มต�นเท ากับ 30 มิลลิกรัมต อลิตร ภายใน 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการทดสอบการแปรผันปริมาณ
เซลล�ตรึงต อสัดส วนน้ําท้ิงเพ่ิมเติม เนื่องจากองค�ประกอบของน้ําทิ้งมีปริมาณสารอินทรีย�ค อนข�างสูง 
เม่ือเปรียบเทียบกับในอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมท้ังมีการเพ่ิมขนาดของวัสดุท่ีใช�ตรึงให�มีขนาดใหญ ขึ้นเพื่อ
สะดวกต อการนําไปใช�งานบําบัดน้ําเสีย โดยทําการแปรผันปริมาณเซลล�ตรึงต อน้ําทิ้ง 1:10, 3:10 
และ 6:10 (w/v) ทดสอบในน้ําท้ิงท่ีผ านการทําให�ปราศจากเชื้อจุลินทรีย� เพ่ือศึกษาอัตราส วนเซลล�ตรึง
ต อน้ําทิ้งที่มีประสิทธิภาพในการย อยสลายสารประกอบฟ`นอลิกที่ดีที่สุด ผลการทดลองพบว าท่ี
สัดส วน 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) สามารถลดฟ`นอลได�ร�อยละ 40, 64 และ 54 ตามลําดับ ทั้งนี้
เม่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองสัดส วนเซลล�ตรึงต ออาหาร CFMM พบว าสัดส วนของเซลล�ตรึงท่ี
เหมาะสมของน้ําทิ้งมีปริมาณมากกว าในอาหารเหลว อาจเพราะการเพิ่มขนาดของวัสดุตรึงมีผลต อ
ปริมาณการเกาะติดของเซลล�บนวัสดุ อัตราการแพร ผ านของสาร และองค�ประกอบของน้ําทิ้งอาจมี
ผลต อประสิทธิภาพการย อยสลายฟ`นอลของเซลล�ตรึง สําหรับชุดควบคุมคือ ทะลายปาล�มเปล า
ปราศจากเซลล� เพื่อศึกษาผลทางกายภาพและเคมีต อการลดลงของฟ`นอล (abiotic controls) 
พบว าท่ีสัดส วน 1:10, 3:10 และ 6:10 (w/v) มีการดูดซับฟ̀นอลเพียงเล็กน�อยที่ร�อยละ 3, 7 และ 9 
ตามลําดับ  
   อนุกูล เกียรติขวัญบุตร (2556) ศึกษาการคัดเลือกราไวท�รอท 10 สายพันธุ�ท่ีมี
ศักยภาพในการกําจัดสีและสารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําท้ิงของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มท่ีผ านการบําบัด
แล�วท้ังในอาหารแข็งและอาหารเหลว จากผลการคัดเลือกพบว า Trametes hirsute สายพันธุ� AK4 
มีอัตราการกําจัดสี และทนทานต อสารประกอบฟ̀นอลิกความเข�มข�นสูงท่ีปนเปxyอนในน้ําท้ิงโรงงาน 
สกัดน้ํามันปาล�มได�ดีท่ีสุด จึงคัดเลือกราสายพันธุ�นี้มาตรึงบนเส�นใยปาล�มน้ํามันซ่ึงเป
นวัสดุเศษเหลือ
จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม ทําการศึกษาในระบบบําบัดแบบสองข้ันตอน โดยย อยสลาย
สารประกอบฟ̀นอลิกข้ันต�นด�วยแบคทีเรียผสมระหว าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 แล�วจึงบําบัดต อโดยใช�ราตรึง พบว าวิธีการนี้สามารถกําจัดสีและสารประกอบ 
ฟ̀นอลิคได�สูงสุดถึงร�อยละ 87 และ 82 ตามลําดับ หลังจากการบ มเป
นระยะเวลา 8 วัน  โดยไม จําเป
น 
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ต�องมีการเจือจางน้ําเสียและไม ต�องเติมสารอาหารอ่ืนๆ แต อย างใด และสามารถตรวจพบกิจกรรมของ
เอนไซม� 2 ชนิด ได�แก  Laccase และ Manganese peroxidase  
   Kietkwanboot et al. (2015) ได�ศึกษาการคัดเลือกราไวท�รอทท่ีมีศักยภาพในการ
กําจัดสีและสารประกอบฟ`นอลิกในน้ําทิ้งของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มที่ผ านการบําบัดแล�ว และ
นํามาตรึงบนวัสดุเศษเหลือปาล�มน้ํามัน พบว าราไวท�รอทท่ีถูกตรึงบนเส�นใยปาล�มน้ํามัน เป
นเวลา 6 วัน 
สามารถกําจัดสารประกอบฟ`นอลิกและสีในน้ําทิ้งที่เจือจาง 2 เท าได�สูงสุดที่ร�อยละ 80.6 และ 94 
ตามลําดับ หลังวันที่ 8 ของการทดลอง อีกทั้งมีการทดสอบการดูดซับของสารประกอบฟ`นอลิกโดย
วัสดุตรึงเซลล�และในเส�นใยของรา พบว าทะลายปาล�มเปล ามีการดูดซับสารประกอบฟ̀นอลิกและสีไว�
ร�อยละ 13 และ 14.6 ตามลําดับ ในขณะท่ีทะลายปาล�มท่ีมีราตรึงและผ านการฆ าเชื้อ (heat-killed 
cells) ซ่ึงเป
นตัวแทนปริมาณสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีลดลงเป
นผลมาจากการดูดซับโดยทะลายปาล�ม
เปล า และ/หรือการดูดซับโดยเส�นใยของรา มีการดูดซับสารประกอบฟ`นอลิกและสีไว�ร�อยละ 21.5 
และ 18.4 ตามลําดับ สอดคล�องกับการศึกษาของ Lakhtar et al. (2010) ซึ่งทดลองกําจัดสีในน้ํา
ทิ้งโรงงานสกัดน้ํามันมะกอก โดยใช�เส�นใยของราไวท�รอท Lentinus edodes ที่ผ านการฆ าเชื้อ
พบว ามีการสะสมของสารประกอบอินทรีย�ท่ีทําให�เกิดสีในเส�นใยของราไวท�รอทประมาณร�อยละ 10 
ของสีเริ่มต�น 
  จากผลการศึกษาท่ีผ านมาข�างต�น สามารถยืนยันข�อดีและประสิทธิภาพของเซลล�
ตรึงในการบําบัดสารประกอบฟ̀นอลิกได�เป
นอย างดี งานวิจัยนี้จึงสนใจใช�เทคนิคการตรึงเซลล�
แบคทีเรียแบบเกาะติดบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ เพ่ือให�เซลล�ตรึงมีความทนทานต อความเข�มข�น
ของสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีปนเปxyอนในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม การเลือกใช�วัสดุดังกล าวเพ่ือ
เป
นการเพ่ิมทางเลือกหนึ่งในการใช�ประโยชน� ลดค าใช�จ ายในการสั่งซ้ือสารเคมี และวัสดุสังเคราะห� 
และมีข้ันตอนการตรึงเซลล�ท่ีไม ยุ งยากสามารถนําเซลล�กลับมาใช�ซํ้าได� ซ่ึงช วยลดระยะเวลาและ
ค าใช�จ ายในการเตรียมหัวเชื้อใหม  
 
1.3 วัตถุประสงค#ของงานวิจัย 
 

1.3.1 ศึกษาผลของแหล งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจน ต อประสิทธิภาพการตรึง
แบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 บนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ   

1.3.2 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงและสภาวะท่ีเหมาะสมในการย อยสลาย
สารประกอบฟ̀นอลิกออกจากน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มโดยใช�แบคทีเรียทนร�อน B. 

thermoleovorans สายพันธุ� A2 ท่ีถูกตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ 
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1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 
 
  งานวิจัยนี้ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงแบคทีเรียทนร�อน Bacillus สายพันธุ� 
A2 บนวัสดุตรึง คือ เม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ โดยศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุ การเกาะติดของ
แบคทีเรียในวัสดุตรึงด�วยกล�องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบส องกราด  ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมใน
การเกาะติดของเซลล�บนวัสดุตรึง ด�วยการวิเคราะห�การผลิต  EPS ของแบคทีเรีย โดยศึกษาผลของ
แหล งคาร�บอนและไนโตรเจนชนิดต างๆ ท่ีมีต อการผลิต EPS ในระหว างการตรึงเซลล� นําเซลล�ตรึงมา
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
โดยศึกษาผลของอุณหภูมิ พีเอชและค าความเข�มข�นของสารประกอบฟ̀นอลิกท่ีมีต อประสิทธิภาพใน
การย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกโดยเซลล�ตรึงในระบบกะ  ตลอดจนศึกษาความเป
นไปได�ในการ
ประยุกต�ใช�ระบบกรองชีวภาพท่ีบรรจุเซลล�ตรึง ในการย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกในน้ําเสียของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม โดยทําการแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย (Hydraulic retention Time; 
HRT) ในระบบต อเนื่อง โดยใช�สภาวะท่ีมีความเหมาะสมท่ีสุดจากการศึกษาข้ันตอนก อนหน�านี้ 
 
1.5 ประโยชน#ท่ีคาดวPาจะได�รับ 
 
  1.5.1 ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมต อการตรึงเซลล�แบคทีเรียทนร�อนบนเม็ดวัสดุพรุน
จากเถ�าแกลบ 
  1.5.2 ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการย อยสลายสารประกอบฟ̀นอลิกออกจากน้ํา
เสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มโดยเซลล�ตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ 
  1.5.3 ทราบประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบในระบบกรอง
ชีวภาพแบบต อเนื่อง ในการกําจัดสารประกอบฟ̀นอลิกออกจากน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
  1.5.4 เพ่ือเป
นแนวทางในการนําเซลล�ตรึงไปประยุกต�ใช�ในระบบบําบัดน้ําเสียของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
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บทที่ 2 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
2.1 ภาพรวมข้ันตอนวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
  งานวิจัยนี้ศึกษาสภาวะการตรึงเซลล�แบคทีเรีย Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� 
A2 โดยศึกษาผลของแหล)งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนต)อปริมาณการสร0าง exopolysaccharides 
(EPS) ของเซลล�แบคทีเรีย รวมท้ังระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเกาะยึดของแบคทีเรียบนวัสดุตรึง    
ทําการวิเคราะห�ปริมาณการผลิต EPS ของแบคทีเรีย โดยใช0วิธี Alcian blue adsorption assay 
จากนั้นนําเซลล�ตรึงท่ีสภาวะของแหล)งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนท่ีส)งเสริมการผลิต EPS ได0ดีท่ีสุด
และระยะเวลาการตรึงเซลล�ท่ีเหมาะสมไปใช0ในการทดลองถัดไป คือ ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิก โดยเซลล�ตรึงเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระในระบบแบบกะ ด0วยการ
วิเคราะห�สารประกอบฟMนอลิกรวม (Total phenolics) ทําการแปรผันปOจจัยท่ีศึกษา ได0แก) อุณหภูมิ 
พีเอช และความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม และเลือก
สภาวะอุณหภูมิ พีเอชและความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกท่ีให0ประสิทธิภาพการบําบัด
สารประกอบฟMนอลิกสูงท่ีสุดในระบบกะ มาทําการทดลองต)อในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพชนิด Packed 
bed bioreactor ท่ีบรรจุเซลล�ตรึงในเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบ เพ่ือศึกษาความเปTนไปได0ในการ
บําบัดน้ําเสียของกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มในระบบต)อเนื่อง โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 
(Hydraulic retention time, HRT) ให0ครอบคลุมระยะเวลาท่ีเหมาะสมในระบบกะ ทําการศึกษา
ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟMนอลิก รวมท้ังพารามิเตอร�น้ําเสียอ่ืนๆ ซ่ึงสามารถแสดง
ภาพรวมข้ันตอนวิธีดําเนินงานวิจัยดังรูปท่ี 2.1 
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รูปท่ี 2.1 ภาพรวมของวิธีการดําเนินงานวิจัย 

ศึกษาลักษณะสมบัติของนํ้าเสยีจากกระบวนการสกัดนํ้ามันปาล�ม 

ศึกษาสภาวะการตรึงเซลล�แบคทีเรียทนร0อน Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 
บนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบ 

ศึกษาลักษณะพ้ืนผิววัสดุตรึงและเส0นใย 
EPS ท่ีเซลล�สร0างเเกาะยดึวัสดโุดย SEM 

ศึกษาผลของแหล)ง
คาร�บอนและ/หรือ

ไนโตรเจน 

ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
ในการตรึงเซลล� 

แบคทีเรียทนร0อน 

เลือกแหล)งคาร�บอน/ไนโตรเจนท่ีมีผลต)อการผลติ EPS และระยะเวลาการตรึงเซลล�ท่ีเหมาะท่ีสุด 

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิก 
โดยเซลล�ตรึงเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระในระบบแบบกะ 

อุณหภูม ิ
60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส 

พีเอช 
4 และ 7 

ความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกเริ่มต0น 
ได0แก) 1,500, 2,500 และ 5,000 มก. ต)อ ล. 

เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิก 

ทดลองเดินระบบแบบต)อเน่ืองในถังปฏิกรณ�ชีวภาพท่ีบรรจุเซลล�ตรงึบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบในการ
กําจัดสารประกอบฟMนอลิคออกจากนํ้าเสียของโรงงานสกัดนํ้ามันปาล�ม 

แปรผันระยะเวลากักเก็บนํ้าเสีย 



28 

2.2 การเก็บตัวอย!างน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล%ม 
 

 เก็บตัวอย)างน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มของโรงงานในจังหวัดสตูล
จํานวน 1 แห)ง โดยเก็บจากบ)อรวบรวมน้ําเสียท่ีออกจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มก)อนปล)อยลงสู)
ระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม (รูปท่ี 2.2 A) นําตัวอย)างน้ําเสียกรองตะกอนด0วยผ0า
ขาวบางเพ่ือกําจัดตะกอนแขวนลอยและของแข็งออกจากน้ําเสียก)อนนําไปใช0ในการทดลอง (รูปท่ี 2.2 B) 
และเก็บตัวอย)างน้ําเสียท้ังหมดไว0ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาลักษณะของน้ําเสียให0คงท่ี
ตลอดการ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.2 บ)อรวบรวมน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม (A) และลักษณะสีของน้ําเสียจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มท่ีนํามาใช0ในการทดลอง (B) 

 
2.3 การวิเคราะห%ลักษณะของน้ําเสีย 

 
 วิเคราะห�ลักษณะสมบัติท่ัวไปของน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม ตามวิธีการ

มาตรฐานสําหรับการวิเคราะห�น้ําและน้ําเสียใน Standard methods for examination of water 
and wastewater (APHA et al., 2005) ดังพารามิเตอร�ต)อไปนี้: พีเอช (pH) ซีโอดี (Chemical 
oxygen demand, COD) ของแข็งแขวนลอยท้ังหมด (Total suspended solids, TSS) ไขมันและ
น้ํามัน (Oil and grease) ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส และสารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด (Folin-
Ciocalteau) ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 

 
 

A B 
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ตารางท่ี 2.1 วิธีวิเคราะห�ลักษณะสมบัติท่ัวไปของน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
 

พารามิเตอร� วิธีวิเคราะห� 

พีเอช   pH meter 
ซีโอดี Open reflux method 
ของแข็งแขวนลอยท้ังหมด Total suspended solids dried at 103-105°C 
ฟอสฟอรัส Persulfate / Ascorbic acid method 
ไนโตรเจน Kjeldahl method 
น้ํามันและไขมัน 
สารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด* 

Soxhlet extraction method 
Folin-Ciocalteau 

 
หมายเหตุ : *วิธีการดัดแปลงจาก Ergul et al. (2011) 
 
2.4 การเพาะเล้ียงและเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรีย 

 
 งานวิจัยนี้ใช0แบคทีเรียทนร0อน Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 ซ่ึงคัดแยก

จากน้ําพุร0อนในประเทศไอร�แลนด� ซ่ึงเปTนแบคทีเรียท่ีสามารถย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิก เช)น   
ฟMนอล และครีซอลได0 (Mutzel et al., 1996) ทําการเพ่ิมปริมาณหัวเชื้อ จากการเลี้ยงหัวเชื้อเริ่มต0น 
(Pre-inoculum) ในอาหารเหลว carbon free mineral medium (CFMM) ท่ีมีการเติมกลูโคส
ความเข0มข0นร0อยละ 0.2 ทริปโตนและยีสต�สกัดความเข0มข0นร0อยละ 0.1 เปTนแหล)งคาร�บอนและ
ไนโตรเจนสําหรับการเจริญของแบคทีเรีย ดังภาคผนวก ก (Mutzel et al., 1996) บ)มและเขย)าท่ี 
150 รอบต)อนาที ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปTนเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง เพ่ือให0เชื้ออยู)ในระยะ 
Late-log phase ซ่ึงเปTนช)วงท่ีเซลล�มีการเจริญเติบโตอย)างรวดเร็วและมีปริมาณชีวมวลของเซลล�สูง 
(พันธ�ธิดา จันทร�โท, 2557) จากนั้นนําแบคทีเรียมาปOuนแยกเซลล�ด0วยเครื่องปOuนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8,000 รอบต)อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปTนเวลา 10 นาที แยกส)วนใสท้ิงแล0วล0างเซลล�ด0วย
สารละลาย NaCI เข0มข0นร0อยละ 0.85 2 ครั้ง จากนั้นละลายตะกอนเซลล�ด0วยอาหาร CFMM และ
เติมฟMนอลให0ได0ความเข0มข0นเท)ากับ 10 มิลลิกรัมต)อลิตร เพ่ือใช0เปTนตัวชักนําการผลิตเอนไซม�ท่ี
เก่ียวข0องกับการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิก บ)มเชื้อเปTนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปOuนและล0าง
เซลล�ด0วยวิธีการตามข0างต0น สําหรับหัวเชื้อท่ีใช0ในการตรึงเซลล� ทําการละลายเซลล�ในอาหารตาม
สภาวะท่ีศึกษาผลของแหล)งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนต)อการสร0าง EPS ของแบคทีเรียโดยปรับ
ความขุ)นของเชื้อ (Optical density, OD) ท่ี 580 นาโนเมตร ให0ได0เท)ากับ 1.0  ส)วนหัวเชื้อชุดการ
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ทดลองเซลล�อิสระ ทําการละลายตะกอนเซลล�ในสารละลาย NaCl เข0มข0นร0อยละ 0.85 ก)อนนําไปใช0
ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกในน้ําเสีย   

 
2.5 ศึกษาวิธีการตรึงเซลล%แบคทีเรีย 

 
2.5.1 การเตรียมวัสดุตรึงเซลล% 

 
 เตรียมเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบ (Rice hush ash pellets) (รูปท่ี 2.3) ซ่ึงผลิตโดย

ศูนย�เทคโนโลยีโลหะและวัสดุแห)งชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร�และเทคโนโลยีแห)งชาติ  และการ
สนับสนุนจากสํานักงานนวัตกรรมแห)งชาติร)วมกับบริษัทสิ่งแวดล0อมพลังงานและเทคโนโลยี จํากัด 
โดยนําเถ0าแกลบมาผ)านกระบวนการข้ึนรูปเปTนเม็ด โดยใช0น้ํา ไม)ใช0สารเคมี  กรด หรือตัวเชื่อม
ประสานใดๆ อบไล)น้ํา แล0วนําไปเผาท่ีอุณหภูมิสูง 1,100 องศาเซลเซียส ได0เม็ดวัสดุท่ีมีลักษณะพรุน
ซ่ึงคุณสมบัติของวัสดุตรึงดังตารางท่ี 2.2 ก)อนการทดลองนําวัสดุตรึงขนาด 0.5 เซนติเมตร มาล0างทํา
ความสะอาดเพ่ือกําจัดฝุzนผงท่ีตกค0างอยู)ในวัสดุตรึง นําไปอบจนแห0ง และทําให0ปลอดเชื้อด0วยเครื่อง
หม0อนึ่งอบฆ)าเชื้อ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปTนเวลา 15 นาที ก)อนนําไปใช0ใน
ข้ันตอนการตรึงเซลล� และนําไปศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุด0วยกล0องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบ 
ส)องกราด (Scanning electron microscope, SEM) 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.3 เม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบขนาด 0.5 เซนติเมตร 
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ตารางท่ี 2.2 คุณสมบัติของเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบท่ีใช0ในการศึกษา 
  

คุณสมบัติ ค)าท่ีวิเคราะห�ได0 

ความหนาแน)น (g/cm3) 0.8 
พ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต)อน้ําหนัก (m2/kg) 50* 
พ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต)อปริมาตร (m2/litre) 110* 
พ้ืนท่ีผิว (m2/g) 10** 

 
หมายเหตุ : * คํานวณโดยใช0ขนาดเม็ด ~1.20 เซนติเมตร รูปร)างเปTนทรงกลม กําหนดว)าพ้ืนท่ีท่ี
จุลินทรีย�สามารถเข0าอยู)ได0มากท่ีสุด ระดับความลึกจากผิวประมาณ 1 มิลลิเมตร 
** ค)าวิเคราะห�พ้ืนท่ีผิวด0วยวิธี Surface area porosity analyzer (BET) 
ท่ีมา : สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร�และเทคโนโลยีแห)งชาติ (2556) 

 
 2.5.2 ศึกษาผลของแหล!งคาร%บอนและ/หรือแหล!งไนโตรเจนต!อการสร<าง EPS 

ของแบคทีเรีย 
 

 ศึกษาผลของแหล)งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนต)อการสร0าง EPS ของแบคทีเรีย   
B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 บนวัสดุตรึงเซลล� คือ เม็ดวัสดุพรุนขนาด 0.5 เซนติเมตร     
โดยอาศัยเทคนิคการเกาะติดของเซลล�บนวัสดุตรึงด0วยวิธีธรรมชาติ (self-attachment immobilization) 
ทําการเปรียบเทียบสภาวะต)าง ๆ ดังนี้ 1) อาหาร CFMM ท่ีมีการเติมเฉพาะแหล)งไนโตรเจนไม)มีการ
เติมแหล)งคาร�บอน 2) สภาวะอาหาร CFMM ท่ีมีการเติมแหล)งคาร�บอนไม)มีการเติมแหล)งไนโตรเจน 
3) สภาวะอาหาร CFMM ท่ีมีการเติมแหล)งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากข0อ 1 และ 
2 และ 4) สภาวะอาหาร CFMM ท่ีไม)มีการเติมแหล)งไนโตรเจนและคาร�บอน โดยเลือกใช0ชนิดของ
แหล)งไนโตรเจนและคาร�บอนซ่ึงเปTนองค�ประกอบท่ีใช0ในอาหารเลี้ยงเชื้อ B. thermoleovorans  
สายพันธุ� A2 มาใช0ในการศึกษาดังนี้ แหล)งคาร�บอน ได0แก) กลูโคส (glucose) สําหรับอาหารท่ีมีแหล)ง
ไนโตรเจน ซ่ึงจุลินทรีย�แต)ละชนิดมีความสามารถในการใช0แหล)งไนโตรเจนท้ังท่ีเปTนสารอินทรีย�และ
สารอนินทรีย�แตกต)างกัน จึงแปรผันชนิดของแหล)งไนโตรเจนท้ังอินทรีย�ไนโตรเจนและอนินทรีย�
ไนโตรเจน ได0แก) ทริปโตน (tryptone), ยีสต�สกัด (yeast extract) และแอมโมเนียมคลอไรด� (NH4CI) 
โดยแปรผันชนิดของคาร�บอนและไนโตรเจน ให0มีค)าอยู)ในช)วงร0อยละ 0.01, 0.05 และ 0.1 (w/v) 
(Mutzel et al., 1996; Lin and Sung, 2006) เพ่ือศึกษาชนิดและปริมาณของแหล)งอาหารท่ี
เหมาะสมต)อการสร0าง EPS  
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 การทดลองเริ่มต0นโดยนําหัวเชื้อแบคทีเรียท่ีเตรียมได0จากข0อ 2.4 มาบ)มร)วมกับวัสดุ
ตรึงท่ีเตรียมตามข0อ 2.5.1 ในสภาวะอาหารต)างๆ (รูปท่ี 2.4 A) ดังตารางท่ี 2.3 ท้ังนี้ใช0หัวเชื้อปริมาตร 
20 มิลลิลิตร บ)มร)วมกับวัสดุตรึงปริมาณ 1 กรัม ในฟลาสก�ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีสัดส)วนดังกล)าว
วัสดุตรึงมีการเคลื่อนท่ีได0อย)างอิสระ ช)วยให0เม็ดวัสดุพรุนสัมผัสกับเซลล�ท่ีแขวนลอยในอาหารได0อย)าง
ท่ัวถึง เตรียมชุดการทดลองละ 2 ซํ้า นําไปบ)มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย)างทุกๆ 24 ชั่วโมง 
จากนั้นแยกเซลล�ท่ีถูกตรึงบนวัสดุแล0วออกจากเซลล�อิสระท่ีเหลืออยู)ในอาหารเหลวด0วยการกรอง โดย
ใช0กระดาษกรอง GF/C ขนาดเส0นผ)าศูนย�กลาง 47 มิลลิเมตร ล0างเซลล�ตรึงด0วยสารละลาย NaCI 
เข0มข0นร0อยละ 0.85 2 ครั้ง จากนั้นนํามาทดสอบการสร0าง EPS ด0วยวิธี Alcian blue adsorption assay 
(รูปท่ี 2.4 B) ตามวิธีการซ่ึงดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) ดังรายละเอียด
หัวข0อ 2.8.2 เก็บตัวอย)างจนกว)าการสร0าง EPS จะคงท่ี ซ่ึงถือเปTนระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการตรึง
เซลล�แบคทีเรียร)วมกับเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบ เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมแล0วจึงนําชุดตัวอย)างท่ี
สามารถสร0าง EPS บนเม็ดวัสดุพรุนได0ดีท่ีสุดไปใช0ในการทดลองข้ันตอนต)อไป 

 ชุดควบคุมการทดลองประกอบด0วยวัสดุตรึงจากเถ0าแกลบท่ีผ)านการฆ)าเชื้อด0วยวิธี 
Autoclaving บ)มร)วมกับอาหารท่ีแปรผันตามสภาวะท่ีทําการศึกษา โดยไม)มีการเติมแบคทีเรียเพ่ือ
ศึกษาการดูดซับของสารละลายสี Alcian blue บนเม็ดวัสดุพรุน เซลล�ตรึงท่ีเตรียมได0นําไปศึกษา
ลักษณะการเกาะติดของเซลล�แบคทีเรียโดยการส)องด0วยกล0องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบส)องกราด 
(SEM) 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 2.4 เม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบในอหารเลี้ยงเชื้อ (A) การย0อมสี EPS ของเซลล�ตรึงด0วยวิธี 

Alcian blue adsorption assay (B) 
 

A B 
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ตารางท่ี 2.3 สภาวะของแหล)งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนท่ีใช0ในการศึกษาการสร0าง EPS ของเซลล�
แบคทีเรีย Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 
 

แหล)งคาร�บอนและ/หรือแหล)งไนโตรเจน % ความเข0มข0น (w/v) 

C กลูโคส 
0.01 
0.05 
0.1 

N ทริปโตน 
ยีสต�สกัด 
แอมโมเนียมคลอไรด� 

2N ทริปโตนและยีสต�สกัด 0.1/0.05 
ทริปโตนและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.1/0.1 
ยีสต�สกัดและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.05/0.1 

C+N กลูโคสและทริปโตน 0.1/0.1 
กลูโคสและยีสต�สกัด 0.1/0.05 
กลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.1/0.1 

Without C/N 
C/N 

ไม)เติม C และ N - 
  

2.6 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย!อยสลายสารประกอบฟCนอลิกโดยเซลล%ตรึงในระบบกะ 
 

 การทดลองนี้เลือกใช0น้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มเปTนน้ําเสียต0นแบบท่ีมี
การปนเป��อนของสารประกอบฟMนอลิก เนื่องจากสารประกอบฟMนอลิกเปTนส)วนประกอบในผลปาล�ม 
ถูกสกัดออกมาในระหว)างกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มแบบมาตรฐาน (แบบใช0น้ํา) จึงมีการปนเป��อน
ลงสู)น้ํ า เสียในปริมาณมาก เ พ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย)อยสลายทางชีวภาพของ
สารประกอบฟMนอลิกในน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มในระบบกะ (Batch) โดยใช0เซลล�ตรึง
ของแบคทีเรียทนร0อน B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 จึงแปรผันสภาวะท่ีสนใจศึกษา ได0แก) 
อุณหภูมิ พีเอช และ ความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิก ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของปOจจัยเหล)านี้มีผล
ต)อประสิทธิภาพการย)อยสลายทางชีวภาพ ดังนั้นจึงมีการแปรผันปOจจัยดังกล)าวให0มีความใกล0เคียงกับ
การนําไปประยุกต�ใช0งานจริง ดังรายละเอียดดังนี้ 

(1) อุณหภูมิ โดยการแปรผันอุณหภูมิในการศึกษา ได0แก) 60, 65 และ 70 องศา-
เซลเซียส 

(2) พีเอช โดยการแปรผันค)าพีเอช ได0แก) พีเอช 4 และ พีเอช 7  
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(3) ความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิก โดยใช0ความเข0มข0นของน้ําเสียจริงเปTน
ค)าเริ่มต0น และทําการเติมสารฟMนอลซ่ึงเปTนตัวแทนของสารประกอบฟMนอลิกพ้ืนฐานท่ีพบในน้ําเสีย
ของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มจากการศึกษาท่ีผ)านมา (กุสุมาลย� ล)องแก0ว, 2557 และChantho et al., 
2013) เพ่ือให0ค)าความเข0มข0นเริ่มต0นของสารดังกล)าวในน้ําเสียอยู)ในช)วงท่ีต0องการศึกษา ได0แก) 
1,500, 2,500 และ 5,000 มิลลิกรัมต)อลิตร  

 ในการศึกษาผลของปOจจัยดังกล)าว ดําเนินการทดลองในฟลาสก�ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ท่ีบรรจุน้ําเสียปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมเซลล�ตรึง (น้ําหนักวัสดุตรึงเซลล�) ปริมาณ 5 กรัม เพ่ือศึกษา
ผลของปOจจัยข0างต0น บ)มตัวอย)างในตู0บ)มตัวอย)างท่ีให0อัตราเขย)าท่ี 80 รอบต)อนาที ทดลองชุด  
ตัวอย)างละ 3 ซํ้า เก็บตัวอย)างทุก ๆ 48 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห�ปริมาณสารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด 
(Total phenolic compounds) เก็บตัวอย)างจนกว)าอัตราการย)อยสลายสารดังกล)าวคงท่ี และทํา
การวิเคราะห�จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดบนวัสดุตรึงท้ังก)อนและสิ้นสุดการทดลองด0วยวิธี Total plate 
count ตามวิธีการในข0อ 2.8.3 นําผลการศึกษาเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการย)อยสลาย
สารประกอบฟMนอลิกโดยเซลล�อิสระ (ใช0หัวเชื้อความขุ)นท่ี OD580 เท)ากับ 0.5 ท่ีปริมาตรน้ําเสีย 50 
มิลลิลิตร) เพ่ือตรวจสอบว)าการใช0เซลล�ตรึงช)วยลดสารประกอบฟMนอลิกท่ีระดับความเข0มข0นสูง และ
เซลล�มีความทนทานต)อการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดล0อมได0ดีกว)าเซลล�อิสระหรือไม)  

 การเตรียมชุดควบคุมการทดลอง สําหรับเซลล�ตรึงเพ่ือศึกษาการลดลงของ
สารประกอบฟMนอลิกโดยปOจจัยอ่ืน ๆ ท่ีไม)เก่ียวข0องกับกิจกรรมของแบคทีเรีย  (Abiotic loss) 
ประกอบด0วย เม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบท่ีปราศจากเซลล� (Material only) เพ่ือศึกษาการดูดซับของ
สารประกอบฟMนอลิกโดยตัวเม็ดวัสดุพรุนและเซลล�ตรึงท่ีผ)านการฆ)าเชื้อโดยวิธี Autoclave (Heat-
killed cells) เพ่ือศึกษาการดูดซับของสารประกอบฟMนอลิกโดยเส0นใย EPS ท่ีเซลล�ผลิตข้ึนรวมท้ังการ
ดูดซับโดยตัวเซลล�แบคทีเรีย สําหรับชุดควบคุมของเซลล�อิสระ ใช0น้ําเสียเพียงอย)างเดียวท่ีไม)มีการเติม
เชื้อทนร0อน ดําเนินการทดลองและทําการศึกษาภายใต0ปOจจัยข0างต0น และเก็บตัวอย)างทุก ๆ 48 ชั่วโมง 
เพ่ือวิเคราะห�ปริมาณสารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด (Total phenolic compounds) 

  นอกจากนี้เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกใน   
น้ําเสียแล0ว จึงทดลองเพ่ือยืนยันว)าการลดลงของสารประกอบฟMนอลิกในการศึกษาข0างต0น เปTนผลมา
จากกิจกรรมของแบคทีเรียทนร0อนท่ีถูกตรึงเปTนหลัก ไม)ใช)การย)อยสลายจากจุลินทรีย�ท0องถ่ิน 
(Indigenous microorganisms) ท่ีเจริญอยู)ในน้ําเสีย จึงเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย)อยสลาย
สารประกอบฟMนอลิกของเซลล�ตรึงในน้ําเสียท่ีผ)านและไม)ผ)านการฆ)าเชื้อจุลินทรีย�ท0องถ่ินปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เติมเซลล�ตรึงท่ีเตรียมได0จากข0อ 2.6 ปริมาณ 5 กรัม ในฟลาสก�ขนาด 250 มิลลิลิตร บ)ม
ตัวอย)างในตู0บ)มตัวอย)างท่ีให0อัตราการเขย)าท่ี 80 รอบต)อนาที ศึกษาภายใต0สภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกโดยเซลล�ตรึง คือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความ
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เข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต)อลิตร ทําการทดลองชุดตัวอย)างละ 3 ซํ้า      
เก็บตัวอย)างทุก ๆ 48 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห�ปริมาณสารประกอบฟMนอลิกรวมท้ังหมดท่ีเหลือด0วยวิธี 
Folin-Ciocalteau เก็บตัวอย)างจนกว)าประสิทธิภาพการย)อยสลายสารดังกล)าวคงท่ี 

 
2.6.1 ศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลล%ตรึงกลับมาใช<ซํ้า 
 
นําเซลล�ตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบปริมาณ 5 กรัม ท่ีผ)านการทดสอบการ

ย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกในน้ําเสียท่ีมีพีเอช อุณหภูมิ และความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิก
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ได0แก) อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข0มข0นของสารประกอบ       
ฟMนอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต)อลิตร มากรองด0วยกระดาษกรองชนิด GF/C ท่ีผ)านการฆ)าเชื้อ ล0างเซลล�
ด0วยสารละลาย NaCI เข0มข0นร0อยละ 0.85 2 ครั้ง นําเซลล�ตรึงท่ีผ)านการใช0งานแล0วมาทดสอบการ
ย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกซํ้าในน้ําเสียชุดใหม)ภายใต0สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด ดําเนินการทดลอง
ในฟลาสก�ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุน้ําเสียปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําตัวอย)างไปบ)มท่ีความเร็วรอบ 
80 รอบต)อนาที ทําการทดลองตัวอย)างละ 3 ซํ้า เก็บตัวอย)างทุกๆ 6 วัน เพ่ือวิเคราะห�ปริมาณ
สารประกอบฟMนอลิกท่ีเหลือ และทําการทดลองซํ้าข้ันตอนเดิมโดยนําเซลล�ตรึงกลับมาใช0ซํ้าเพ่ือ
ทดสอบประสิทธิภาพการย)อยสลายสารประกอบฟMนอลิกของเซลล�ตรึงว)าสามารถนํากลับมาใช0งานซํ้า
ได0ต)อเนื่องหรือไม) และประสิทธิภาพการย)อยสลายฟMนอลิกหลังการใช0งานแล0วลดลงหรือไม) ทดลองซํ้า
จนกว)าประสิทธิภาพการบําบัดจะลดลงประมาณร0อยละ 50 ของการใช0งานครั้งแรก 
 
2.7 การทดลองเดินระบบต!อเนื่องในการบําบัดสารประกอบฟCนอลิก 

 
ศึกษาประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงในการบําบัดสารประกอบฟMนอลิกในระบบ        

ถังปฏิกรณ�ชีวภาพชนิด Packed bed (รูปท่ี 2.5 A) ท่ีมีปริมาตรรวมของถังขนาด 1.5 ลิตร และมี
ปริมาตรการใช0งาน 1 ลิตร ตัวถังทําจากแก0วทรงกระบอกทนความร0อนได0สูงสุด 85 องศาเซลเซียส  
ถังมีความสูง 55 เซนติเมตร ตัวถังแบ)งออกเปTน 2 ชั้น โดยถังชั้นในเปTนส)วนท่ีบรรจุวัสดุตรึงเพียง    
ชั้นเดียว (a single large bed) มีเส0นผ)าศูนย�กลาง 7 มิลลิเมตร ความหนาของแก0วชั้นใน 2.2 มิลลิเมตร 
และชั้นนอกเปTนส)วนท่ีใช0ควบคุมอุณหภูมิ โดยการหล)อด0วยน้ําร0อน มีขนาดเส0นผ)าศูนย�กลาง 145 
มิลลิเมตร ความหนาของแก0ว 3 มิลลิเมตร การให0อากาศทําโดยปO�มลมผ)านแผ)นแก0วกระจายอากาศ
จากด0านล)างของระบบ การเคลื่อนท่ีของน้ําเสียจะไหลจากด0านล)างข้ึนสู)ด0านบนของตัวถัง ซ่ึงจะถูก
ควบคุมโดยปO�ม จัดเตรียมระบบดังรูปท่ี 2.5 B ทําการทดลองโดยใช0น้ําเสียของกระบวนการสกัดน้ํามัน
ปาล�มในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิ พีเอชและความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกท่ีเหมาะสมท่ีสุดจาก
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ระบบกะ ได0แก) อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข0มข0นของสารประกอบฟMนอลิกท่ี 
1,500 มิลลิกรัมต)อลิตร บรรจุเซลล�ตรึงปริมาณ 100 กรัม ในน้ําเสียจากกระบวนสกัดน้ํามันปาล�ม
ปริมาตร 1 ลิตร ควบคุมค)าปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน้ํา (Dissolved Oxygen, DO) ให0อยู)ในช)วง  
2-2.5 มิลลิกรัมต)อลิตร โดยทําการแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย (hydraulic retention time, 
HRT) ให0ครอบคลุมระยะเวลาท่ีเหมาะสมในระบบกะ คือ 12 ชั่วโมง ท่ีอัตราการไหล 1.39 มิลลิลิตร
ต)อนาที เก็บตัวอย)างน้ําท่ีระยะเวลา 12 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห�ปริมาณสารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด 
(total phenolic compounds)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 2.5 ลักษณะท่ัวไปของถังปฏิกรณ�ชีวภาพชนิด Packed bed (A) และถังปฏิกรณ�ท่ีบรรจุเซลล�
ตรึงปริมาณ 100 กรัมและน้ําเสียจากกระบวนสกัดน้ํามันปาล�มปริมาตร 1 ลิตร (B) 

B 

A 
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2.8 วิธีการวิเคราะห% 
   
2.8.1 การวิเคราะห%สารประกอบฟCนอลิกท้ังหมด (Total phenolics) 
 
การวิเคราะห�ปริมาณสารประกอบฟMนอลิกท้ังหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteau ตาม

วิธีการท่ีดัดแปลงจาก Ergul et al. (2011) โดยนําตัวอย)างน้ําเสียมาปOuนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7,500 
รอบต)อนาที เปTนเวลา 10 นาที เพ่ือกําจัดตะกอน ทําการเจือจางตามความเข0มข0นท่ีเหมาะสม เติม
ตัวอย)างน้ําเสียท่ีเจือจางแล0ว 200 ไมโครลิตร ลงใน Folin–Ciocalteau phenol reagents ท่ีเจือจาง 
4 เท)า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท้ิงไว0 5 นาที จากนั้นจึงเติม 1 มิลลิลิตร ของสารละลายโซเดียม
คาร�บอเนต (Na2CO3) เข0มข0น 200 กรัมต)อลิตร ท้ิงไว0 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห0อง นําไปวัดค)าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 725 nm นําค)าการดูดกลืนแสงท่ีได0มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
(Gallic acid) ท่ีความเข0มข0นต้ังแต) 0-200 มิลลิกรัมต)อลิตร ตามลําดับ ใช0น้ํากลั่นท่ีทําปฏิกิริยา
เช)นเดียวกับตัวอย)างเปTน blank และคํานวณค)าความเข0มข0นท่ีได0ด0วยการคูณ Dilution factor 

 
2.8.2 การวิเคราะห%การผลิต EPS ของแบคทีเรีย 
 
การวิเคราะห�การผลิต EPS ของแบคทีเรีย ใช0เทคนิค Alcian blue adsorption 

assay ท่ีดัดแปลงจาก Vandevivere and Kirchman (1993) โดยการเติมสารละลายสี Alcian blue 
ร0อยละ 1 ลงในตัวอย)างเซลล�ตรึงท่ีอาหารเหลว CFMM (หลังจากเก็บตัวอย)างเซลล�ตรึงท่ีบ)มใน
ระยะเวลาแตกต)างกัน) หลังจากนั้นนําไปเขย)าท่ี 80 รอบต)อนาที เปTนเวลา 15 นาที และกรองเอา
เซลล�ตรึงออกด0วยกระดาษกรองชนิด GF/C จากนั้นนําส)วนท่ีเปTนของเหลว (Supernatant) ไปวัดค)า
การดูดกลืนแสงท่ี 606 นาโนเมตร ค)าดูดกลืนแสงท่ีลดลงในอาหารเหลวหลังจากสี Alcian blue ถูก
ดูดซับโดย EPS จะแปรผันตามปริมาณ EPS ท่ีเซลล�ผลิตข้ึน ณ เวลาต)าง ๆ  โดยเปรียบเทียบกับค)า
ดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย)างในระยะเริ่มต0นตรึงเซลล� (สารละลายสี Alcian blue เตรียมโดย
ละลาย Alcian blue 0.2 กรัม ในกรดอะซิติกท่ีความเข0มข0นร0อยละ 3 ปรับปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรับพีเอชเปTน 2.5) 

 
2.8.3 การวิเคราะห%จํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถย!อยสลายฟCนอล  
 
การสกัดและวิเคราะห�จํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถย)อยสลายฟMนอลได0 (phenol-

degrading bacteria) ท่ีถูกตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ0าแกลบ ทําโดยวิธีการดัดแปลงจาก 
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Pattanasupong et al. (2004) ข้ันตอนการสกัดเซลล�แบคทีเรียออกจากวัสดุโดยเติมอาหารเหลว 
CFMM (ไม)มีการเติมแหล)งคาร�บอนและไนโตรเจน) ลงในหลอดแก0วท่ีบรรจุเซลล�ตรึง ต้ังท้ิงไว0 3 นาที 
เพ่ือให0เซลล�ดูดซับความชื้นและสามารถหลุดออกจากวัสดุตรึงได0ง)าย นําไป sonicate  ด0วยเครื่อง 
Ultrasonic bath เปTนเวลา 2 นาที และเขย)าด0วยเครื่อง vortex 2 นาที ทําซํ้า 2 ครั้ง จากนั้นนํา
สารละลายตะกอนเซลล�ท่ีได0ไปเหวี่ยงแยกเซลล�ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 7,500 รอบต)อ
นาที เปTนเวลา 10 นาที แล0วล0างตะกอนเซลล�และแขวนลอยเซลล�ด0วย 0.85% NaCI ก)อนนําไป
วิเคราะห�การนับจํานวนแบคทีเรีย (CFU ต)อกรัมวัสดุตรึง) ด0วยวิธี Total plate count โดยนํา
สารละลายเซลล�มาเจือจางจํานวนแบคทีเรียโดยวิธี  10-fold  dilution ทําการป�เปตสารละลาย
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง จากนั้นใช0เทคนิค Spread plate เกลี่ยสารละลายเซลล�
ให0ท่ัวบนหน0าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ท่ีมีการเติมสารฟMนอลเปTนแหล)งคาร�บอนสําหรับการเจริญ
ของแบคทีเรีย นําตัวอย)างไปบ)มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปTนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนับจํานวน
โคโลนีในช)วง 30-300 โคโลนี และคํานวณแบคทีเรียบนอาหารแข็งต)อกรัมวัสดุ  

 
2.8.4 การวิเคราะห%ทางสถิติ 
 
ศึกษาเปรียบเทียบความแตกต)างทางสถิติของแต)ละชุดการทดลองโดยใช0โปรแกรม 

SPSS Statistic base ซ่ึงนําข0อมูลท่ีได0จากการทดลองมาวิเคราะห�ความแปรปรวนแบบจําแนกทาง
เดียว (One Way ANOVA) เพ่ือศึกษาความแตกต)างอย)างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน
ร0อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลองและวิจารณ�ผลการทดลอง 
 

3.1 ผลของแหล�งคาร�บอนและ/หรือแหล�งไนโตรเจนต�อการสร$าง exopolysaccharide (EPS) 
ของแบคทีเรีย 
 
   การศึกษาผลของแหล�งคาร�บอนและ/หรือไนโตรเจนต�อการสร�าง EPS ของเซลล�
แบคทีเรีย Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 โดยอาศัยเทคนิคการเกาะติดของเซลล�ด�วยวิธี
ธรรมชาติ (self-attachment immobilization) เพ่ือทําให�ทราบชนิดและปริมาณของแหล�งคาร�บอน
และ/หรือไนโตรเจนท่ีส�งเสริมให�เกิดการสร�างเส�นใย EPS ดีท่ีสุด รวมท้ังระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการ
เกาะยึดของแบคทีเรียบนวัสดุตรึง ทําการเปรียบเทียบระหว�าง 4 ชุดการทดลอง ดังนี้ 1)  สภาวะของ
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการเติมแหล�งคาร�บอนแต�ไม�มีแหล�งไนโตรเจน 2) สภาวะท่ีมีเฉพาะแหล�ง
ไนโตรเจนไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอน 3) สภาวะที่มีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมท่ีสุดจากข�อ 1) และ 2) และ 4) สภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งอาหารท้ัง 2 ชนิด โดยชนิดของ
แหล�งคาร�บอนท่ีใช�ในการศึกษา ได�แก� กลูโคส (glucose) และแหล�งไนโตรเจน ได�แก� แหล�งไนโตรเจน
อินทรีย�และอนินทรีย�จําพวก ทริปโตน (tryptone), ยีสต�สกัด (yeast extract) และแอมโมเนียมคลอไรด� 
(NH4CI) ซ่ึงชนิดของแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ีศึกษานั้นเปYนองค�ประกอบท่ีมีอยู�ในอาหารท่ีใช�
เลี้ยงเชื้อ B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 (Mutzel et al., 1996) ทําการแปรผันชนิดของ
คาร�บอนและไนโตรเจน ให�มีค�าอยู�ในช�วงร�อยละ 0.01, 0.05 และ 0.1 (w/v)  ในระหว�างการตรึง
เซลล�นําหัวเชื้อแบคทีเรียบ�มร�วมกับวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย�าง
ทุก 48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาปริมาณการผลิต EPS ของแบคทีเรีย โดยใช�วิธี Alcian blue adsorption assay 
(Vandevivere and Kirchman, 1993) ซ่ึงเปYนวิธีการวิเคราะห�ก่ึงปริมาณ (semi-quantitative assay) 
โดยอาศัยการย�อมติดสี Acian blue ซ่ึงสีจะเกาะติดกับประจุลบบน EPS วิธีนี้เปYนการประมาณการ
ปริมาณของ EPS โดยพบว�าความสัมพันธ�ระหว�างปริมาณสีท่ีถูกดูดซับจะแปรผันตามปริมาณ EPS ท่ี
เซลล�ผลิตข้ึนซ่ึงทําหน�าท่ีห�อหุ�มเซลล�ไว� โดยหลักการนี้คล�ายคลึงกับการดูดซับสี Ruthenium red 
ของ EPS ในตะกอนสลัดจ� (Figueroa and Silverstein, 1989) ซ่ึงปริมาณ EPS คิดจากการลดลง
ของค�า absorbance ท่ีความยาวคลื่น 606 นาโนเมตร (A606) ของสารละลายตัวอย�างท่ีเกิดจากสี 
Alcian blue ถูกดูดซับโดย EPS ท่ีเซลล�ผลิตข้ึน แต�จะไม�ถูกดูดซับโดยส�วนอ่ืนๆ ของเซลล� 
(Vandevivere and Kirchman, 1993) กําหนดให� A606 ของวันท่ีเริ่มต�นการทดลอง (T0) มีค�า 
baseline เท�ากับร�อยละ 100  
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   3.1.1 สภาวะท่ีมีการเติมเฉพาะแหล�งคาร�บอน 
 
  จากผลการทดลองพบว�าสภาวะท่ีมีการเติมกลูโคส ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) 
โดยไม�มีการเติมแหล�งไนโตรเจน ให�ค�าการลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.1) 
โดยค�าสีลดลงต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 2 คิดเปYนร�อยละ 22 แสดงว�าท่ีสภาวะดังกล�าว
แบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 สามารถสร�าง EPS ได�อย�างรวดเร็วและสูงท่ีสุด      
แต�หลังจากวันท่ี 2 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงเปYนระยะเวลาท่ีการสร�าง 
EPS คงท่ี จึงถือว�าระยะเวลา 2 วัน มีความเหมาะสมท่ีจะใช�เปYนช�วงเวลาในการตรึงเซลล�ท่ีทําให�การ
ยึดเกาะมีความแข็งแรง และเซลล�ไม�หลุดง�ายในขณะใช�งาน  ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีความเข�มข�น
ของกลูโคสร�อยละ 0.05 และ 0.01 ไม�พบการลดลงของสีในช�วง 4 วันแรก และมีการลดลงของสี
ประมาณร�อยละ 17 และ 14 ตามลําดับ เม่ือสิ้นสุดการทดลองในวันท่ี 8  ส�วนชุดการทดลองควบคุม 
ซ่ึงเปYนวัสดุตรึงจากเถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�) บ�มในสภาวะอาหารเหมือนกับชุด
ตัวอย�าง พบการลดลงของสีเพียงเล็กน�อยไม�เกินร�อยละ 5 แสดงว�าวัสดุพรุนมีการดูดซับสีเพียง
เล็กน�อย   
  จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว�าการเติมกลูโคสท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 ส�งผลให�
มีการผลิต EPS มากท่ีสุด เนื่องมาจากสภาวะดังกล�าวส�งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได�ดี จึงทํา
ให�มีการผลิต EPS เพ่ิมข้ึน สอดคล�องกับการศึกษาของ Fleming and Wingender (2001) รายงาน
ว�ากระบวนการผลิต EPS มีแนวโน�มเพ่ิมข้ึน เม่ือแบคทีเรียถูกเลี้ยงในอาหารท่ีมีส�วนประกอบของ
กลูโคสสูง ทําให�จุลินทรีย�มีคาร�บอนในปริมาณท่ีมากเกินพอ เพ่ือใช�ในการเจริญเติบโต โดยคาร�บอนใน
ส�วนท่ีเหลือจะถูกนําไปใช�ในการผลิต EPS ของเซลล� (Ye et al., 2011) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการ
เติมแหล�งคาร�บอนเพ่ือส�งเสริมการผลิต EPS ของเซลล� ได�แก� Maugeri et al. (2002) รายงานว�า
แบคทีเรียทนร�อน Bacillus licheniformis สายพันธุ� B3-15 ซ่ึงคัดแยกจากน้ําพุร�อนบนเกาะ 
Vulcano ในประเทศอิตาลี สามารถผลิต EPS ได�ถึง 165 มิลลิกรัมต�อลิตร ในอาหาร MD 162 
mineral medium ท่ีมีการเติมกลูโคสร�อยละ 0.6 (w/v) เปYนแหล�งคาร�บอน เช�นเดียวกับการทดลอง
ของ Cerning et al. (1994) ท่ีศึกษากระบวนการผลิต EPS ของ Lactobacillus casei CG11 ใน
อาหารท่ีมีแหล�งคาร�บอนชนิดต�างๆ คือ กลูโคส กาแลกโทส แลกโทส ซูโครส มอลโทส และเมลลิไบโอส 
(Melibiose) ท่ีความเข�มข�น 2, 5, 10 และ 20 กรัมต�อลิตร พบว�าชนิดและปริมาณของแหล�งคาร�บอน
มีผลต�อปริมาณการผลิต EPS โดยกลูโคสท่ีความเข�มข�น 20 กรัมต�อลิตร เปYนแหล�งคาร�บอนท่ีดีท่ีสุด 
และเชื้อสามารถผลิต EPS ได�สูงท่ีสุดท่ี 160 กรัมต�อลิตร ในขณะท่ีน้ําตาลกาแลกโทสและแลกโทสให�
ผลผลิต EPS ตํ่าท่ีสุด และเม่ือวิเคราะห�องค�ประกอบของ EPS ในสภาวะอาหารท่ีเติมกลูโคสเปYนแหล�ง
คาร�บอน พบว�ามีกลูโคสเปYนองค�ประกอบมากกว�าร�อยละ 86 ในขณะท่ี EPS ท่ีได�จากการใช�แลกโทส
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เปYนแหล�งคาร�บอนมีกลูโคสเปYนองค�ประกอบเพียงร�อยละ 63 ท้ังนี้ EPS เปYนสารประกอบพอลิเมอร�
ชีวภาพท่ีประกอบด�วยโพลีแซคคาไรด� โปรตีน ไขมัน และกรดนิวคลีอิกท่ีสร�างโดยจุลินทรีย� (Makoto 
et al., 2006; More et al., 2014) ซ่ึงสัดส�วนขององค�ประกอบของ EPS มีความแตกต�างกัน ข้ึนอยู�
กับสภาวะแวดล�อมและชนิดของจุลินทรีย�เปYนปuจจัยสําคัญ (Rosche et al., 2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1 เปอร�เซ็นต�การลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 จากการผลิต EPS ของ B. thermoleovorans 

สายพันธุ� A2 ในสภาวะท่ีมีการเติมแหล�งคาร�บอน ได�แก� กลูโคส ในปริมาณร�อยละ 0.01, 
0.05 และ 0.1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปYนวัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล� โดย
กําหนดให� IC = เซลล�ตรึงแบคทีเรีย A2, Glc = กลูโคส และ Material only = วัสดุเพียง
อย�างเดียวไม�มีเซลล�จุลินทรีย� 

 
   3.1.2 สภาวะท่ีมีการเติมเฉพาะแหล�งไนโตรเจน  
 
   สําหรับสภาวะท่ีมีการเติมเฉพาะแหล�งไนโตรเจนไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอน พบว�า
จากการเติมแหล�งไนโตรเจน 3 ชนิดท่ีแตกต�างกันท่ีความเข�มข�น 3 ระดับ การเติมทริปโตนท่ีความ
เข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) ให�ค�าเปอร�เซ็นต�การลดลงของสีท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.2 A) โดยค�าสีเริ่ม
ลดลงอย�างต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 41 แสดงว�า ณ สภาวะดังกล�าว
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แบคทีเรียมีการสร�าง EPS ได�สูงท่ีสุด แต�หลังจากวันท่ี 6 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการ
ทดลอง ซ่ึงเปYนระยะเวลาท่ีการสร�าง EPS คงท่ี จึงถือว�าระยะเวลา 6 วัน มีความเหมาะสมท่ีจะใช�เปYน
ช�วงเวลาในการตรึงเซลล� ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีความเข�มข�นของทริปโตนร�อยละ 0.05 และ 0.01 
พบการลดลงของค�าสีต�อเนื่องในช�วง 6 วัน และมีการลดลงของสีเท�ากันท่ีร�อยละ 30 ท้ังสองชุดการ
ทดลองเม่ือสิ้นสุดการทดลองในวันท่ี 8  

 การเติมยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 (w/v) ให�ค�าเปอร�เซ็นต�การลดลงของสี
ท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.2 B)  ซ่ึงค�าสีเริ่มลดลงอย�างต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 
คิดเปYนร�อยละ 36 และหลังจากวันท่ี 6 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ส�วนชุด
การทดลองยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.01 (w/v) ค�าสีเริ่มลดลงเล็กน�อยในช�วงเริ่มต�นการ
ทดลองและลดลงอย�างต�อเนื่องจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 33 แต�หลังจากวันท่ี 6 พบว�าการลดลง
ของค�าสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ในขณะท่ีชุดการทดลองยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 
(w/v) ไม�พบการลดลงของสีในช�วง 2 วันแรกและมีการลดลงของสีประมาณร�อยละ 26 เม่ือสิ้นสุดการ
ทดลอง  

 การเติมแอมโมเนียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) ให�ค�าเปอร�เซ็นต�   
การลดลงของสีท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.2 C) โดยค�าสีเริ่มลดลงอย�างต�อเนื่องหลังวันท่ี 2 ของการ
ทดลองและมีการลดลงของสีประมาณร�อยละ 32 เม่ือสิ้นสุดการทดลอง ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ี  
ความเข�มข�นของแอมโมเนียมคลอไรด�ท่ี ร�อยละ 0.05 และ 0.01 พบการลดลงของสีอย�างต�อเนื่อง
ต้ังแต�เริ่มต�นการทดลอง และมีการลดลงของสีประมาณร�อยละ 26 และ 22 ตามลําดับ เม่ือสิ้นสุดการ
ทดลองในวันท่ี 8 แต�ในสภาวะนี้พบว�าการลดลงของค�าสียังไม�คงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง  

 ส�วนชุดควบคุม ซ่ึงเปYนวัสดุตรึงจากเถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�) พบ
การลดลงของสี alcian blue เพียงเล็กน�อยไม�เกินร�อยละ 5 แสดงว�าปuจจัยท่ีเปYน Abiotic มีผลต�อ
การดูดซับของสีน�อยมาก  
  เม่ือเปรียบเทียบการผลิต EPS จากแหล�งไนโตรเจนท้ัง 3 ชนิด พบว�าชนิดและความ
เข�มข�นของแหล�งไนโตรเจนท่ีเติมในอาหารมีผลต�อการผลิต EPS ของแบคทีเรีย B. thermoleovorans 

สายพันธุ� A2 โดยทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) ส�งผลให�มีการสร�าง EPS มากท่ีสุด      
อาจเนื่องจากทริปโตนเปYนแหล�งไนโตรเจนอินทรีย�ซ่ึงมีกรดอะมิโนท่ีจําเปYนบางชนิด ท่ีแบคทีเรีย     
ไม�สามารถสังเคราะห�ได�จากส�วนประกอบในอนินทรีย�ไนโตรเจน จึงทําให�แบคทีเรียเติบโตได�      
อย�างเต็มท่ี และมีการผลิต EPS ได�ดี (Wu et al., 2008) เช�นเดียวกับรายงานของ Liu et al. (2009) 
ศึกษาแหล�งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตและการสร�าง EPS ของ Endophytic 
bacterium ชนิด Paenibacillus polymyxa EJS-3 ซ่ึงชนิดของแหล�งไนโตรเจนท่ีศึกษาได�แก� beef 
extract, meat peptone, ยีสต�สกัด, NaNo3, KNO3, (NH4)SO4, NH4CI และ glutamine พบว�า
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ยีสต�สกัดเปYนชนิดของแหล�งไนโตรเจนท่ีแบคทีเรียมีการสร�าง EPS สูงท่ีสุด (7.98 กรัมต�อลิตร) 
เนื่องจากยีสต�สกัดอุดมไปด�วยโปรตีน กรดอะมิโน และวิตามิน ซ่ึงช�วยกระตุ�นการสร�าง EPS  
(Pokhrel 2007) อีกท้ังแหล�งไนโตรเจนเชิงซ�อนยังช�วยส�งเสริมอัตราการเจริญจําเพาะของแบคทีเรีย
ให�สูงข้ึน อันเนื่องมาจากการเติมปuจจัยท่ีส�งเสริมการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน นอกจากนี้คาร�บอนบางชนิด
ในกรดอะมิโน และสารต้ังต�นคาร�โบไฮเดรตถูกนํามาใช�เปYนส�วนประกอบหรือสารต้ังต�นในกระบวนการ
ผลิตโพลีแซคคาไรด� (Farres et al., 1997) ท้ังนี้ Sanin et al. (2003) รายงานว�าในภาวะขาดแคลน
แหล�งคาร�บอน และมีไนโตรเจนเพียงพอ ส�งผลต�อการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติด�าน hydrophobic ของ
พ้ืนผิวแบคทีเรีย โดยเม่ือแบคทีเรียอยู�ในภาวะขาดแคลนคาร�บอน เซลล�จึงเปลี่ยนไนโตรเจนไปเปYน
โปรตีน และกรดอะมิโน ซ่ึงเปYนกลุ�มไม�ชอบน้ําท่ีเปYนองค�ประกอบใน EPS ทําให�ค�า hydrophobicity 
ของเซลล�เพ่ิมข้ึน และช�วยเพ่ิมการเกาะติดของเซลล�บนวัสดุด�วยเช�นกัน 

 จากผลการศึกษาปริมาณการผลิต EPS ท่ีสูงท่ีสุดในสภาวะท่ีมีการเติมเฉพาะแหล�ง
ไนโตรเจนไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอนในการศึกษานี้ มีปริมาณ EPS ใกล�เคียงกับการศึกษาของ 

Suttinun et al. (2010) ทําการตรึง Rhodococcus sp. สายพันธุ� L4 บนวัสดุจากพืชท่ีมีองค�ประกอบ
ของน้ํามันหอมระเหย เช�น เมล็ดยี่หร�า ในสภาวะอาหารท่ีมีเฉพาะแหล�งไนโตรเจน คือ Calcium nitrate 
และ Iron (III) nitrate โดยไม�มีการให�แหล�งคาร�บอนใดๆ จากการวิเคราะห�ปริมาณการสร�าง EPS 
ด�วยวิธี Alcian blue adsorption assay พบการลดลงของสี ร�อยละ 50 ในวันท่ี 4 ของการตรึงเซลล� 
หลังจากนั้นการสร�าง EPS มีปริมาณคงท่ีตลอดการทดลอง จึงตรึงเซลล�เปYนระยะเวลา 4 วัน ซ่ึงถือ
เปYนเวลาท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล� และสามารถตรวจพบเส�นใย EPS มีลักษณะเปYนโครงข�าย       
ไบโอฟ|ล�มเกาะติดบนวัสดุภายใต� SEM ทําให�เซลล�ยึดเกาะได�ดี เม่ือนําเซลล�ตรึงไปศึกษาการย�อยสลาย 
Trichloroethylene (TCE) แบบโคเมแทบอลิซึม (Cometabolic degradation) พบว�าเซลล�ตรึง
ย�อยสลายสารดังกล�าวอยู�ท่ีร�อยละ 50  ในขณะท่ีการศึกษาท่ีผ�านมาของพนิดา โต}ะสู (2555) ได�
พัฒนาวิธีการตรึงเชื้อผสมระหว�าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 
ในอาหาร carbon free mineral (CFMM) โดยใช�วัสดุตรึงเซลล� 2 ชนิดได�แก� ทะลายเปล�า (empty 
fruit bunch: EFB) และเส�นใยปาล�มน้ํามัน (pericarp fiber: PF) ทําการศึกษาโดยนําหัวเชื้อ
แบคทีเรียผสมบ�มร�วมกับวัสดุแยกชนิด ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเฉพาะแหล�งไนโตรเจน คือ แอมโมเนียม
ไนเตรตและไม�มีการให�แหล�งคาร�บอน เพ่ือให�แบคทีเรียอยู�ในสภาวะขาดแคลนแหล�งคาร�บอน จากผล
การทดสอบการสร�าง EPS ด�วยวิธี Alcian blue adsorption assay พบว�าในวันท่ี 6 เซลล�ท่ีตรึงบน
วัสดุท้ังสองชนิด มีปริมาณ EPS สูงท่ีสุดถึงร�อยละ 80 ท้ังนี้การผลิต EPS ในปริมาณสูงอาจเปYนผลมา
จากคุณสมบัติของวัสดุท่ีใช�ซ่ึงเปYนประเภทวัสดุอินทรีย� (organic material) ท่ีเซลล�สามารถใช�เปYน
แหล�งอาหารได� นอกจากนี้ชนิดของแบคทีเรีย และชนิดของแหล�งไนโตรเจนท่ีใช�ในการตรึงเซลล�      
ก็เปYนสาเหตุหนึ่งท่ีทําให�ปริมาณ EPS แตกต�างกัน   
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รูปท่ี 3.2 เปอร�เซ็นต�การลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 จากการผลิต EPS ของเซลล�แบคทีเรีย    

B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ในสภาวะท่ีเติมแหล�งไนโตรเจน คือ ทริปโตน (A)  
ยีสต�สกัด (B) และแอมโมเนียมคลอไรด� (C) โดยแปรผันให�มีค�าอยู�ในช�วงร�อยละ 0.01, 0.05 
และ 0.1 โดย IC = เซลล�ตรึงแบคทีเรีย A2, Try = ทริปโตน, YE = ยีสต�สกัด, (NH4)CI = 
แอมโมเนียมคลอไรด� และ Material only = วัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล�จุลินทรีย� 
 

 จากนั้นนําความเข�มข�นท่ีเหมาะสมของแหล�งไนโตรเจนแต�ละชนิด ซ่ึงทําให�เกิดการ
สร�าง EPS มากท่ีสุด ได�แก� ทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) ยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 
0.05 (w/v)  และแอมโมเนียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) มาศึกษาผลของแหล�งอาหารร�วม 
พบว�าชุดการทดลองท่ีมียีสต�สกัดร�วมกับแอมโมเนียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 และ 0.1 
(w/v) ให�ค�าเปอร�เซ็นต�การลดลงของสีท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.3) โดยค�าสีลดลงต้ังแต�เริ่มต�นการ
ทดลองจนถึงวันท่ี 2 คิดเปYนร�อยละ 42 แสดงว�า ณ สภาวะดังกล�าวแบคทีเรียมีการสร�าง EPS ได�อย�าง
รวดเร็วและสูงท่ีสุด แต�หลังจากวันท่ี 2 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงเปYน
ระยะเวลาท่ีการสร�าง EPS คงท่ี จึงถือว�าระยะเวลา 2 วัน มีความเหมาะสมท่ีจะใช�เปYนช�วงเวลาในการ
ตรึงเซลล�ท่ีทําให�การยึดเกาะมีความแข็งแรง และเซลล�ไม�หลุดง�ายในขณะใช�งาน ในขณะท่ีชุดการ
ทดลองท่ีเติมทริปโตนร�วมกับยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 และ 0.05 (w/v), ทริปโตนและ
แอมโมเนียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 และ 0.1 (w/v) พบการลดลงของค�าสีอย�างต�อเนื่อง

IC + (NH4)CI 0.01% 
IC + (NH4)CI 0.05% 
IC + (NH4)CI 0.1% 
Material only + (NH4)CI 0.1% 
 

C 
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ต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 38 และ 39 ตามลําดับ และหลังจากวันท่ี 6 
พบว�าการลดลงของค�าสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ในขณะท่ีชุดควบคุมมีซ่ึงเปYนวัสดุตรึงจาก    
เถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�) มีการลดลงของสีเพียงเล็กน�อยประมาณร�อยละ 5 ซ่ึง
ยืนยันได�ว�าการลดลงของสีโดยส�วนใหญ�มาจากการดูดซับของ EPS ท่ีเซลล�ผลิตข้ึน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.3 เปอร�เซ็นต�การลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 จากการผลิต EPS ของเซลล�แบคทีเรีย    
 B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ในสภาวะท่ีมีการเติมแหล�งไนโตรเจนร�วม ได�แก�      
 ทริปโตน ร�อยละ 0.1 ร�วมกับยีสต�สกัดร�อยละ 0.05, ทริปโตนร�อยละ 0.1 ร�วมกับ
 แอมโมเนียมคลอไรด�ร�อยละ 0.1 และ ยีสต�สกัดร�อยละ 0.05 ร�วมกับแอมโมเนียมคลอไรด�
 ร�อยละ 0.1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปYนวัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล� โดยกําหนดให� 
 IC = เซลล�ตรึงแบคทีเรีย A2, Try = ทริปโตน, YE = ยีสต�สกัด, (NH4)CI = แอมโมเนียม
 คลอไรด� และ Material only = วัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล�จุลินทรีย� 

 
   McKellar et al. (2003) ศึกษาอิทธิพลของแหล�งไนโตรเจนท่ีมีผลต�อองค�ประกอบ
ของ EPS ท่ีผลิตโดยเชื้อ Agrobacterium radiobacter ทําการเปรียบเทียบในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Mineral salts medium (MSM) ท่ีมีการเติมยีสต�สกัดร�วมกับเปปโตน และอาหารท่ีมียีสต�สกัดเพียง
อย�างเดียว พบว�าในอาหารท่ีมีการเติมแหล�งไนโตรเจนร�วมระหว�างยีสต�สกัดและเปปโตน ส�งผลให�

IC + Try 0.1% + YE 0.05% 
IC + Try 0.1% + (NH4)CI 0.1% 
IC + YE 0.05% + (NH4)CI 0.1% 
Material only + Try 0.1% + YE 0.05% 
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องค�ประกอบของ EPS มีน้ําตาลหลัก 2 ชนิด ได�แก� กลูโคสและกาแลกโทส แต�อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี 
ยีสต�สกัดเพียงอย�างเดียว พบว�า EPS มีแมนโนสเปYนองค�ประกอบเพียงอย�างเดียว และเม่ือทําการ
เปรียบเทียบการผลิต EPS ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการเติมและไม�เติมยีสต�สกัด พบว�าแบคทีเรียมีการ
ผลิต EPS ในอาหารท่ีมีการเติมยีสต�สกัดได�มากกว�าอาหารท่ีไม�เติมแหล�งไนโตรเจนดังกล�าว          
แต�อย�างไรก็ตามยังไม�มีการรายงานผลของแหล�งไนโตรเจนร�วมต�อปริมาณการผลิต EPS 
 
  3.1.3 สภาวะท่ีมีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน 
 
  เม่ือทราบชนิดและความเข�มข�นของแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต�อการ
สร�าง EPS ของแบคทีเรีย ได�แก� กลูโคสท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 ทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 
ยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 และแอมโมเนียมคลอไรด�ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) จึงทํา
การตรึงเซลล�ในอาหารท่ีมีการเติมท้ังแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ีระดับความเข�มข�นท่ีคัดเลือกได� 
พบว�าชุดการทดลองท่ีเติมแหล�งอาหารร�วมระหว�างกลูโคสและทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 
และ 0.1 (w/v) ให�ค�าเปอร�เซ็นต�การลดลงของสีท่ี A606 มากท่ีสุด (รูปท่ี 3.4) โดยค�าสีเริ่มลดลงอย�าง
ต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 45 แสดงว�า ณ สภาวะดังกล�าวแบคทีเรีย
มีการสร�าง EPS อย�างต�อเนื่องและสูงท่ีสุด แต�หลังจากวันท่ี 6 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุด
การทดลอง ซ่ึงเปYนระยะเวลาท่ีการสร�าง EPS คงท่ี จึงถือว�าระยะเวลา 6 วัน มีความเหมาะสมท่ีจะใช�
เปYนช�วงเวลาในการตรึงเซลล� สําหรับชุดการทดลองแหล�งอาหารร�วมกลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด�  
ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 และ 0.1 (w/v) กลูโคสและยีสต�สกัดท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 และ 0.05 
(w/v) พบการลดลงของค�าสีอย�างต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 42 และ 
24 ตามลําดับ และหลังจากวันท่ี 6 พบว�าการลดลงของค�าสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ส�วนชุด
ควบคุม ซ่ึงเปYนวัสดุตรึงจากเถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�) พบการลดลงของสีประมาณ
ร�อยละ 6 แสดงว�าปuจจัยด�าน Abiotic อ่ืนๆ ไม�มีผลต�อการลดลงของสี 
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IC + Glc 0.1% + Try 0.1%
IC + Glc 0.1% + (NH4)CI 0.01%
IC + Glc 0.1% + YE 0.05%
Material only + Glc 0.1% + Try 0.1% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.4 เปอร�เซ็นต�การลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 จากการผลิต EPS ของเซลล�แบคทีเรีย    

B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ในสภาวะท่ีมีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน    
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ได�แก� กลูโคสร�อยละ 0.1 ร�วมกับทริปโตนร�อยละ 0.1, กลูโคสร�อยละ 0.1 
ร�วมกับแอมโมเนียมคลอไรด�ร�อยละ 0.1 และกลูโคสร�อยละ 0.1 ร�วมกับยีสต�สกัดร�อยละ 
0.05 (w/v) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปYนวัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล� โดยกําหนดให� 
IC = เซลล�ตรึงแบคทีเรีย A2, Glc คือ กลูโคส, Try = ทริปโตน YE = ยีสต�สกัด (NH4)CI = 
แอมโมเนียมคลอไรด� และ Material only = วัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล�จุลินทรีย� 

 
  Breedveld et al. (1993) รายงานว�าในอาหารท่ีมีอัตราส�วนของคาร�บอนและ
ไนโตรเจนสูง พบการสร�าง EPS ในอัตราท่ีสูงข้ึน ซ่ึงอิทธิพลขององค�ประกอบในอาหารมีผล          
ต�อกระบวนการสร�าง EPS และอัตราการเจริญเติบโตของเซลล� ดังเช�น แบคทีเรีย Rhizobium 

leguminosarum biovar Trifolii สายพันธุ� TA-1 พบว�าเจริญเติบโตในอาหารซ่ึงประกอบด�วย   
แมนนิทอล (mannitol) 10 กรัมต�อลิตร และกรดกลูตามิก (glutamic acid) 1 กรัมต�อลิตร มีการ
สร�าง EPS ได�สูงถึง 2 กรัมต�อลิตร และภายใต�สภาวะอาหารท่ีมีเฉพาะแมนนิทอลไม�มีการเติมกรด 
กลูตามิก พบว�าแบคทีเรียไม�มีการเจริญเติบโตและมีการสร�าง EPS เพียง 0.8 กรัมต�อลิตร 
เช�นเดียวกับงานวิจัยของ Mukherjee et al. (2011) ศึกษาผลของแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนชนิด
ต�างๆ ท่ีมีผลต�อการผลิต EPS ของ Rhizobium sp. ท่ีคัดแยกจากปมรากถ่ัวสายพันธุ� Crotalaria 

saltiana ซ่ึงชนิดของแหล�งคาร�บอนท่ีศึกษาได�แก� xylose, galactose, fructose, arabinose, 

IC + Glc 0.1% + Try 0.1%  
IC + Glc 0.1% + (NH4)CI 0.1% 
IC + Glc 0.1% + YE 0.05% 
Material only + Glc 0.1% + Try 0.1% 
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myo-inositol, sucrose, lactose, mannose, mannitol และ glucose ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 1 
และชนิดของไนโตรเจนท่ีศึกษาได�แก� KNO3, NaNO3, L-asparagine และ Glycine ท่ีความเข�มข�น
ร�อยละ 0.1 ในอาหาร Yeast extract mineral (YEM) พบว�าชนิดของแหล�งคาร�บอนท่ีเชื้อผลิต EPS 
มากท่ีสุด (81 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร) คือ glucose เม่ือเทียบกับชุดควบคุมในอาหาร YEM ท่ีไม�เติม
แหล�งคาร�บอน พบการผลิต EPS อยู�ท่ี 23 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร และจากชนิดของแหล�งคาร�บอนท่ี
เหมาะสมท่ีสุดได�นํามาศึกษาความเข�มข�นท่ีเหมาะสมต�อการสร�าง EPS โดยแปรผันความเข�มข�นท่ี  
ร�อยละ 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 พบว�า glucose ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 2 เชื้อสามารถผลิต EPS 
สูงสุดท่ี 96 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร ต�อมานํากลูโคสความเข�มข�นร�อยละ 2 มาเติมร�วมกับแหล�งไนโตรเจน
ท่ีต�องการศึกษา พบว�าเม่ือเติม glycine ร�วมกับกลูโคส มีการผลิต EPS อยู�ท่ี 108 ไมโครกรัมต�อ
มิลลิลิตร หลังจากนั้นแปรผันความเข�มข�นของ glycine ท่ีร�อยละ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 พบว�า
ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 เชื้อสามารถผลิต EPS สูงสุดท่ี 108 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร และได�ทําการ
จําแนกองค�ประกอบของ EPS ท่ีเชื้อผลิตข้ึนพบว�าประกอบด�วยหน�วยโมโนเมอร�ของกลูโคส กาแลคโตส 
ไซโลส และแมนโนส เปYนต�น นอกจากนี้ Seo et al. (2014) ได�ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิต EPS ของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. CS101 พบว�าสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการเติม
ซูโครสร�อยละ 5 และยีสต�สกัดร�อยละ 0.25 แบคทีเรียสามารถผลิต EPS ได�มากท่ีสุด คือ 17.2 กรัม
ต�อลิตร ในวันท่ี 4 ของการทดลอง และมีองค�ประกอบท่ีเปYนน้ําตาลกลูโคส แมนโนส ฟรุกโตส และ
แรมโนส ในอัตราส�วน 2.1:1.1:1.0:0.1 โดยการศึกษาท่ีผ�านมารายงานถึงองค�ประกอบของ EPS ของ
แบคทีเรียทนร�อนในจีนัส Bacillus ท่ีมีความหลากหลายขององค�ประกอบทางเคมี ได�แก� 1,2-linked 
mannose, 1,4-linked glucose, 1,3-linked mannose, 1,6-linked mannose, 1,3,4-linked 
glucose และ 1,2,6-linked mannose หรือ 1,2-linked mannose, 1,4-linked mannose และ 
1,6-linked mannose (Manca et al., 1996) 
 

 3.1.4 สภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน 
 
  สําหรับสภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งอาหารท้ัง 2 ชนิด พบว�าค�าเปอร�เซ็นต�การลดลง
ของสีท่ี A606 เริ่มลดลงอย�างต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 6 คิดเปYนร�อยละ 21 แสดงว�า 
ณ สภาวะดังกล�าวแบคทีเรียมีการสร�าง EPS ได�อย�างรวดเร็วและสูงท่ีสุด (รูปท่ี 3.5) แต�หลังจากวันท่ี 
6 พบว�าการลดลงของสีมีค�าคงท่ีจนสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงเปYนระยะเวลาท่ีการสร�าง EPS คงท่ี จึงถือว�า
ระยะเวลา 6 วัน มีความเหมาะสมท่ีจะใช�เปYนช�วงเวลาในการตรึงเซลล� ส�วนชุดควบคุมซ่ึงเปYนวัสดุตรึง
จากเถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�) เพ่ือศึกษาการดูดซับของสารละลายสีโดยวัสดุพรุน 
พบการลดลงของสีเพียงร�อยละ 4 จากสภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งอาหารท้ัง 2 ชนิดพบว�าเซลล�มี   
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IC without C/N Material only without C/N

การสร�าง EPS ในระหว�างการทดลองอาจเนื่องมาจากในอาหาร CFMM ท่ีใช�ในการศึกษามี
องค�ประกอบของแร�ธาตุ วิตามิน และสารประกอบชนิดอ่ืนๆ ท่ีเซลล�สามารถใช�ในการเจริญเติบโตได� 
เช�น วิตามินสามารถถูกใช�เปYน co-factor สําหรับการเจริญเติบโตของเซลล� (Alexander, 1977) 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.5 เปอร�เซ็นต�การลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 จากการผลิต EPS ของเซลล�แบคทีเรีย    
 B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ในสภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน
 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเปYนวัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล� โดยกําหนดให� IC without 
 C/N = เซลล�ตรึงแบคทีเรีย A2 ในสภาวะท่ีไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนและ 
 Material only without C/N = วัสดุเพียงอย�างเดียวไม�มีเซลล�จุลินทรีย�ในสภาวะท่ีไม�มี
 การเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน 
 
  สรุปผลการศึกษาการตรึงเซลล�โดยการสร�าง EPS ของเซลล�แบคทีเรีย                

B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 พบว�าสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีผลต�อการสร�าง EPS ได�สูง
ท่ีสุด คือ สภาวะท่ีมีการเติมแหล�งอาหารร�วมระหว�างคาร�บอนและไนโตรเจน ได�แก� การเติมกลูโคส
และทริปโตนท่ีความเข�มข�นเท�ากัน คือ ร�อยละ 0.1 ซ่ึงให�ค�าการลดลงของสีมากท่ีสุด อยู�ท่ีร�อยละ 45 

ซ่ึงมีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันร�อยละ 95 (p ≤ 0.05) ในระยะเวลา 6 วัน 
รองลงมาคือสภาวะการเติมแหล�งไนโตรเจนร�วม 2 ชนิด ได�แก� การเติมยีสต�สกัดและแอมโมเนียมคลอไรด�
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ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 และ 0.1 ให�ค�าการลดลงของสี Alcian blue ท่ี A606 มากท่ีสุดอยู�ท่ีร�อยละ 
42 ท่ีระยะเวลา 2 วัน และสภาวะท่ีมีเฉพาะแหล�งไนโตรเจนไม�มีการเติมแหล�งคาร�บอน พบว�าชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติมทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 ให�ค�าการลดลงของสีมากท่ีสุดอยู�ท่ีร�อยละ 41 
และระยะเวลา 6 วัน ในขณะท่ีสภาวะการเติมเฉพาะแหล�งคาร�บอนแต�ไม�มีแหล�งไนโตรเจน พบว�าชุด
การทดลองท่ีมีการเติมกลูโคสท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 ให�ค�าการลดลงของสีท่ี A606 มากท่ีสุดอยู�ท่ี
ร�อยละ 22 ในระยะเวลา 2 วัน ส�วนสภาวะท่ีให�การลดลงของสีน�อยท่ีสุด ได�แก� สภาวะท่ีไม�มีการเติม
แหล�งอาหารท้ัง 2 ชนิด พบว�าให�ค�าการลดลงของสีร�อยละ 21 ในระยะเวลา 6 วัน (ตารางท่ี 3.1)  
จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว�าชนิดและปริมาณของแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสม   
ช�วยส�งเสริมให�มีการผลิต EPS ได�เพ่ิมข้ึน (Degeest and De vuyst, 2000) ซ่ึงเปYนคุณสมบัติใน    
การยึดเกาะบนพ้ืนผิวของวัสดุในรูปแบบฟ|ล�มชีวภาพ เปรียบเสมือนกาวยึดเซลล�ให�ติดกับพ้ืนผิวนั้น  
(Rosche et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีปuจจัยต�างๆ ท่ีมีอิทธิพลต�อการสังเคราะห� EPS ของแบคทีเรีย 
ได�แก� อุณหภูมิ พีเอช แร�ธาตุ และระดับออกซิเจน (Finore et al., 2014) 
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ตารางท่ี 3.1 การลดลงของสี Alcian blue (%) ในขณะตรึงเซลล�ภายใต�สภาวะท่ีมีแหล�งอาหาร
เฉพาะคาร�บอนหรือไนโตรเจนเพียงอย�างเดียว สภาวะท่ีมีแหล�งไนโตรเจนร�วมกับแหล�งคาร�บอน และ
ไม�เติมแหล�งอาหารท้ัง 2 ประเภท 

 

แหล�งคาร�บอนหรือแหล�งไนโตรเจน ความเข�มข�นของแหล�งอาหาร 
(% w/v) 

การลดลงของสี  
Alcian blue (%) 

กลูโคส 0.01 14k 
 0.05 17j 
 0.1 22hi 
ทริปโตน 0.01 30b 
 0.05 30f 
 0.1  41b 
ยีสต�สกัด 0.01 33e 
 0.05 36d 
 0.1 26g 
แอมโมเนียมคลอไรด� 0.01 22i 
 0.05 26g 
 0.1 32ef 
ทริปโตนและยีสต�สกัด 0.1/0.05 38cd 

ทริปโตนและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.1/0.1  39c 

ยีสต�สกัดและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.05/0.1  42b 
กลูโคสและทริปโตน 0.1/0.1 45a 

กลูโคสและยีสต�สกัด 0.1/0.05 24gh 
กลูโคสและแอมโมเนียมคลอไรด� 0.1/0.1 42b 

ไม�เติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน - 21i 
 
หมายเหตุ : ตัวอักษรพิมพ�เล็กท่ีแตกต�างกันแสดงถึงความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเชื่อม่ันร�อยละ 95 (p ≤ 0.05) เม่ือเปรียบเทียบระหว�างชุดการทดลองต�างๆ 
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3.2 วัสดุตรึงเซลล� 
 
  ผลการศึกษาลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุ และการเกาะติดของเซลล�บนวัสดุตรึง โดยการ
ส�องด�วยกล�องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบส�องกราด (Scanning Electron Microscope) พบว�า
ลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุขรุขระไม�สมํ่าเสมอ มีความซับซ�อนของพ้ืนผิว และความเปYนรูพรุนสูง        
โดยเม็ดวัสดุพรุนนั้นมีพ้ืนท่ีผิวประมาณ 10 ตารางเมตรต�อกรัม และมีพ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต�อ
ปริมาตรประมาณ 110 ตารางเมตรต�อลิตร (รูปท่ี 3.6 A) ซ่ึงช�วยเพ่ิมพ้ืนท่ีในการยึดเกาะของจุลินทรีย�
ได�ดีและหลังผ�านกระบวนการตรึงเซลล�โดยการบ�มเซลล�ร�วมกับวัสดุในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด ได�แก� 
การเติมแหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน ท่ีประกอบด�วยกลูโคสและทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 
และ 0.1 (w/v) ตามลําดับ เปYนเวลา 6 วัน พบว�าเซลล�มีการผลิตเส�นใยจําพวก EPS เกาะติดบนวัสดุ 
(รูปท่ี 3.6 B) ซ่ึงผลการทดลองสอดคล�องกับการศึกษาการตรึงเซลล�แบคทีเรีย Delftia tsuruhatensis 

BM90 บนเซลลูโลสท่ีผ�านการดัดแปลงทางเคมีจนมีโครงสร�างรูพรุนแบบ Macropore คือรูพรุนท่ีมี
ระดับความกว�างต้ังแต� 50 นาโนเมตรข้ึนไป หลังผ�านกระบวนการตรึง 8 ชั่วโมงพบว�าเซลล�มีการสร�าง 
extracellular structure เช�น พิไลหรือฟ|มเบรีย เพ่ือให�เซลล�เกาะติดบนวัสดุได�ดีข้ึน โดยสามารถ
มองเห็นภายใต�กล�อง SEM (Ergul et al., 2011) และเม่ือเปรียบเทียบกับวัสดุตรึงชนิดอ่ืนๆ ท่ี
นํามาใช�ตรึงเซลล�เพ่ือใช�ในการบําบัดน้ําเสีย เช�น เซรามิกส�ริง และ ไบโอบอล ซ่ึงมีพ้ืนท่ีผิวประมาณ 
1.3 และ 0.004 ตารางเมตรต�อกรัม และพ้ืนท่ีสําหรับจุลินทรีย�ต�อปริมาตรอยู�ท่ี 17.6 และ 0.3   
ตารางเมตรต�อลิตรตามลําดับ (สํานักงานพัฒนาวิทยาศาตร�และเทคโนโลยีแห�งชาติ, 2556) แสดงว�า
วัสดุตรึงเซลล�จากเถ�าแกลบมีพ้ืนท่ีผิวสูงกว�าเซรามิกส�ริงและไบโอบอล ด�วยคุณสมบัติดังกล�าวทําให�
เม็ดพรุนจากเถ�าแกลบสามารถนํามาใช�เปYนวัสดุตรึงเซลล�ท่ีมีประสิทธิภาพได� ดังงานวิจัยของ     
Quek et al. (2006) ศึกษาการตรึง Rhodococcus sp. F29 บนโพลียูรีเทนโฟมเพ่ือย�อยสลาย
ผลิตภัณฑ�จากป|โตรเลียม รายงานว�าพ้ืนท่ีผิวและปริมาตรของรูพรุนของวัสดุเปYนปuจจัยสําคัญของ   
การตรึงเซลล� โดยส�งผลต�อการเจริญเติบโตและการสร�างชีวมวลของเซลล� รวมท้ังอัตราการย�อยสลาย
สารป|โตรเลียม ซ่ึงการมีรูพรุนสูงนั้นส�งผลดีต�อการกระจายตัวของสารอาหารและก}าซให�กับเซลล�บน
วัสดุตรึงเซลล�  
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รูปท่ี 3.6 ลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุก�อนการตรึงเซลล� (A) และการเกาะติดของแบคทีเรีย        

 Bacillus thermoleovorans สายพันธุ� A2 บนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ โดยการสร�าง
 เส�นใย EPS (ดังแสดงโดยลูกศร) ในสภาวะอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ กลูโคสและ     
 ทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 และ 0.1 (w/v) ณ วันท่ี 6 ของการทดลอง (B) เม่ือ 
 ส�องด�วย SEM กําลังขยาย 500x – 15000x 

 
3.3 การย�อยสลายสารประกอบฟ[นอลิกในน้ําเสียของกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มดิบโดยเซลล�
ตรึงในระบบกะ 
 
  3.3.1 ลักษณะน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
  
  เก็บตัวอย�างน้ําเสียจากบ�อรวบรวมน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มดิบ    
ซ่ึงน้ําเสียยังไม�ผ�านกระบวนการบําบัดใดๆ ลักษณะท่ัวไปของน้ําเสียมีสีน้ําตาลเข�ม ขุ�น อุณหภูมิ
ประมาณ 76 องศาเซลเซียส จากการวิเคราะห�ลักษณะน้ําเสียท่ัวไป พบว�าค�าพีเอชเท�ากับ 4.7 ค�าซีโอดี
เท�ากับ 77,647 มิลลิกรัมต�อลิตร ค�าของแข็งแขวนลอยท้ังหมดเท�ากับ 29,183 มิลลิกรัมต�อลิตร     
ค�าฟอสฟอรัสเท�ากับ 320 มิลลิกรัมต�อลิตร ค�าไนโตรเจนเท�ากับ 1,067 มิลลิกรัมต�อลิตร และค�าน้ํามัน
และไขมันเท�ากับ 13,370 มิลลิกรัมต�อลิตร (ตารางท่ี 3.3) โดยท่ีค�าพารามิเตอร�ต�างๆ ของน้ําเสีย
พบว�ามีค�าใกล�เคียงกับงานวิจัยท่ีผ�านมาซ่ึงรายงานลักษณะน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม พบว�ามี
อุณหภูมิสูงอยู�ในช�วง 55-90 องศาเซลเซียส ค�าพีเอชอยู�ในช�วง 3.4-5.2, ค�าซีโอดีอยู�ในช�วง    
15,000-128,000 มิลลิกรัมต�อลิตร, ค�าของแข็งแขวนลอยท้ังหมดอยู�ในช�วง 5,000-54,000 มิลลิกรัม

(A) (B) 
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ต�อลิตร, ค�าฟอสฟอรัสอยู�ในช�วง 94-131 มิลลิกรัมต�อลิตร, ค�าไนโตรเจนอยู�ในช�วง 80-1,400 
มิลลิกรัมต�อลิตร และค�าน้ํามันและไขมันอยู�ในช�วง 130-18,000 มิลลิกรัมต�อลิตร เนื่องจากน้ําเสียท่ี
เกิดจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มดิบมีการปนเป��อนสารอินทรีย�ปริมาณสูง และมีสีน้ําตาลเข�ม 
ดังนั้นโรงงานจะดําเนินการบําบัดน้ําเสียเหล�านี้ โดยการปล�อยเข�าสู�บ�อพักน้ําเสียหรือส�งผ�านไปยัง   
หอระบายความร�อน เพ่ือลดอุณหภูมิของน้ําเสียลงเหลือประมาณ 45-55 องศาเซลเซียส ก�อนเข�าสู�
ระบบการย�อยสลายแบบไร�อากาศท่ีใช�ในการผลิตก}าซชีวภาพ (พันธ�ธิดา จันทร�โท, 2557) 
 
ตารางท่ี 3.2 ลักษณะน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มดิบเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีผ�านมา 
 

พารามิเตอร� งานวิจัยนี้ 
งานวิจัยท่ีผ�านมา* 

(1) (2) 

สี น้ําตาลเข�ม น้ําตาลแดง สีน้ําตาล 
อุณภูมิ  76 - 55-90 
พีเอช 4.7 4.4-5.2 3.4-5.2 
ซีโอดี 77,647 87,748-128,000 15,000-100,000 
ของแข็งแขวนลอยท้ังหมด 29,183 21,000-51,900 5,000-54,000 
ฟอสฟอรัส 320 - 94-131 
ไนโตรเจน 1,067 80-152 180-1,400 
น้ํามันและไขมัน 13,370 10,793-17,267 130-18,000 
สารประกอบฟ�นอลิกท้ังหมด 1,503 1,274-1,661 - 

 
หมายเหตุ :  ค�าทุกค�ามีหน�วยเปYน มิลลิกรัมต�อลิตร ยกเว�นค�าพีเอชและสี, - ไม�ได�ทําการวิเคราะห� 
ท่ีมา : (1) กุสุมาลย� ล�องแก�ว (2557) และ (2) Ahmed et al., (2015)  
 
  จากการวิเคราะห�ความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกรวมท้ังหมด (Total 
phenolics) ในตัวอย�างน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มด�วยวิธี Folin-Ciocelteau ซ่ึงสามารถ
ตรวจวัดกลุ�มสารประกอบฟ�นอลิกท้ังหมดท่ีมีการปนเป��อนในน้ําเสีย พบว�ามีค�าความเข�มข�นของ
สารประกอบฟ�นอลิกท้ังหมดเท�ากับ 1,503 มิลลิกรัมต�อลิตร ซ่ึงสอดคล�องกับงานวิจัยท่ีผ�านมาตรวจ
พบปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม มีค�าสูงอยู�ในช�วง 1,206-1,503 
มิลลิกรัมต�อลิตร (พันธ�ธิดา จันทร�โท, 2557) และการศึกษาของ กุสุมาลย� ล�องแก�ว (2557) สํารวจ
การตกค�างของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม พบว�าน้ําเสียจากโรงงาน
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สกัดน้ํามันปาล�มมีการปนเป��อนของสารประกอบฟ�นอลอยู�ท่ี 1,274 และ 1,661 มิลลิกรัมต�อลิตร 
นอกจากนี้ Alam et al. (2009) รายงานความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียจากโรงงาน
สกัดน้ํามันปาล�มในประเทศมาเลเซียซ่ึงมีค�ามากกว�า 1,000 มิลลิกรัมต�อลิตร เนื่องจากสารประกอบ 
ฟ�นอลิกท่ีปนเป��อนอยู�ในน้ําเสียท่ีปล�อยออกจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
การเจริญและการทํางานของแบคทีเรีย ทําให�มีการย�อยสลายทางชีวภาพเกิดข้ึนได�น�อย (Torrecilla, 
2010) และแบคทีเรียส�วนใหญ�ไม�สามารถทนทานความเข�มข�นของสารดังกล�าวท่ีระดับความเข�มข�น 
สูงได� เนื่องจากทําให�สูญเสียความสมบูรณ�ของเยื่อหุ�มเซลล� และยับยั้งการทําหน�าท่ีของโปรตีน       

ซ่ึงส�งผลต�อการเจริญของจุลินทรีย� (Heipieper et al. , 1992) เพ่ือท่ีจะปกป�องเซลล�จากความ    
เปYนพิษของสารประกอบฟ�นอลิกท่ีความเข�มข�นสูง และรักษาการเจริญของเซลล�อย�างต�อเนื่องในการ
ย�อยสลายทางชีวภาพ เซลล�ตรึงจึงเปYนอีกวิธีการหนึ่งในการบําบัดน้ําเสียท่ีปนเป��อนสารประกอบฟ�นอลิก 
การใช�เซลล�ตรึงช�วยให�เซลล�มีความคงทนต�อสารพิษได�ดี ข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระ        
ความหนาแน�นของเซลล�สูงส�งผลให�มีอัตราการย�อยสลายสารพิษสูง (Basak et al., 2014) และจาก
การศึกษาของ Mutzel et al. (1996) ได�คัดเลือกแบคทีเรียทนร�อน Bacillus thermoleovorans 

สายพันธุ� A2 ซ่ึงคัดแยกได�จากบริเวณน้ําพุร�อน พบว�าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถย�อยสลายสารฟ�นอล
และครีซอลได�อย�างสมบูรณ�ท่ีความเข�มข�น 94 และ 108 มิลลิกรัมต�อลิตร ภายในเวลา 12 ชั่งโมง  
โดยแบคทีเรียชนิดนี้เจริญและย�อยสลายสารฟ�นอลในอาหาร Luria Bertani broth ได�ดีท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส ท่ีพีเอช 6 (Feitkenhauer et al., 2001) งานวิจัยนี้จึงได�ทําการศึกษาการใช�
แบคทีเรียทนร�อน B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 ซ่ึงสามารถเจริญได�ในช�วงอุณหภูมิสูง และยัง
มีความจําเพาะเจาะจงในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิก มาตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ 
เพ่ือบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสีย และเหมาะสมต�อการนํามาประยุกต�ใช�กับน้ําเสียจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มซ่ึงมีอุณหภูมิสูง  
 

3.3.2 สภาวะท่ีเหมาะสมในการย�อยสลายสารประกอบฟ[นอลิกในน้ําเสียจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม 

 
  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสีย (น้ําเสียไม�
ผ�านการฆ�าเชื้อ) ด�วยเซลล�ตรึงของ B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 โดยแปรผันสภาวะต�างๆ ท่ี
ใกล�เคียงกับลักษณะท่ัวไปของน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม คือ อุณหภูมิสูงประมาณ 55-76 
องศาเซลเซียส ค�าพีเอชอยู�ในช�วง 3.4-5.2 รวมท้ังสภาวะท่ีเหมาะสมของ B. thermoleovorans  
สายพันธุ� A2 เจริญและสามารถย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกได�ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียสและพีเอช 6 จากการศึกษาท่ีผ�านมาของ Feitkenhauer et al. (2001) จึงได�มีการ
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แปรผันปuจจัยการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกท้ังหมด 3 ปuจจัย คือ 1) อุณหภูมิ 60, 65 และ 70 
องศาเซลเซียส 2) พีเอช 4 และ 7 และ 3) ความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกเริ่มต�นในน้ําเสียท่ีมี
การเติมสารฟ�นอลให�ได�ความเข�มข�นเท�ากับ 1,500, 2,500 และ 5,000 มิลลิกรัมต�อลิตร บ�มตัวอย�าง
ตามสภาวะท่ีแปรผันข�างต�น เปYนระยะเวลา 10 วัน โดยมีชุดควบคุมท่ีปรับสภาวะให�เหมือนกับ      
ชุดตัวอย�าง ได�แก� เม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบเพียงอย�างเดียว ซ่ึงใช�ศึกษาการลดลงของสารประกอบ 
ฟ�นอลิกจากดูดซับของวัสดุพรุน  และผลการศึกษานําไปเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการบําบัดของ
เซลล�อิสระ ใช�ความเข�มข�นของแบคทีเรียเริ่มต�นท้ัง 2 ระบบให�มีค�าใกล�เคียงกันประมาณ ~6.7 x 105 
CFU ต�อกรัมวัสดุตรึง (ในกรณีเซลล�ตรึง) หรือต�อมิลลิลิตรอาหารเหลว (ในกรณีเซลล�อิสระ) หรือมี
ความขุ�นของเชื้อ (Optical density; OD580) ประมาณ 0.5   

จากผลการทดลองในตารางท่ี 3.3 แสดงให�เห็นว�าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการย�อย
สลายสารประกอบฟ�นอลิกของชุดตัวอย�างเซลล�ตรึง ได�แก� อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และ
ความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร โดยมีการลดลงของสารประกอบ    
ฟ�นอลิกร�อยละ 59 หลังจากการทดลอง 10 วัน ซ่ึงมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอ่ืนๆ 

ซ่ึงมีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีความเชื่อม่ันร�อยละ 95 (p ≤ 0.05) ผลท่ีได�มีความ                                                                                                                             
ใกล�เคียงกับการศึกษาของ Mutzel et al. (1996) และ Feitkenhauer et al.  (2001)  พบว�าเซลล�
อิสระของ B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 เจริญและย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิก ได�แก� ฟ�นอล
และครีซอล ได�ดีในอาหาร Luria Bertani broth ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอชเท�ากับ 6  
นอกจากนี้ภายใต�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พบว�าความเข�มข�นเริ่มต�นของสารประกอบฟ�นอลิก    
ในน้ําเสียมีผลต�อการบําบัด โดยเม่ือความเข�มข�นเริ่มต�นเพ่ิมข้ึนจาก 1,500 – 5,000 มิลลิกรัมต�อลิตร 
ประสิทธิภาพในการย�อยสลายมีค�าลดลงจากร�อยละ 55 เปYนร�อยละ 37 และร�อยละ 59 เปYนร�อยละ 
39 ท่ีพีเอช 4 และ 7 ตามลําดับ สําหรับอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบว�าประสิทธิภาพการบําบัด 
น้ําเสียท่ีพีเอช 7 (ร�อยละ 39-42) สูงกว�าน้ําเสียท่ีพีเอช 4 (ร�อยละ 28-33) ในวันท่ี 10 ของการทดลอง 
และความเข�มข�นเริ่มต�นของสารประกอบฟ�นอลิกท่ีแตกต�างกันมีผลต�อการเปลี่ยนแปลงของ
ประสิทธิภาพการบําบัดเพียงเล็กน�อย ในขณะท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พบว�าความเข�มข�นเริ่มต�น
ของสารประกอบฟ�นอลิกท่ีเพ่ิมข้ึนมีผลทําให�ประสิทธิภาพการบําบัดสูงข้ึนตามไปด�วย โดยน้ําเสียท่ี   
พีเอช 4 และ 7 มีประสิทธิภาพการบําบัดอยู�ในช�วงร�อยละ 15-35 และ 22-39 ตามลําดับ  

อย�างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระ พบว�าประสิทธิภาพในการบําบัด
สารประกอบฟ�นอลิกตํ่ากว�าการใช�เซลล�ตรึงเกือบทุกสภาวะการทดลอง (ยกเว�นท่ีอุณหภูมิ พีเอชและ
ความเข�มข�นดังนี้: 60/4/1,500, 70/4/1,500, 70/4/2,500 และ 70/7/1,500) โดยบําบัดได�อยู�
ในช�วงร�อยละ 15-35 โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการบําบัดโดยเซลล�อิสระ ได�แก� อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข�มข�นเริ่มต�นของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียท่ี 1,500 มิลลิกรัม
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ต�อลิตร ซ่ึงสามารถลดสารดังกล�าวได� 35% ซ่ึงสภาวะดังกล�าวสอดคล�องกับการศึกษาของเซลล�ตรึง 
จะเห็นได�ว�าเม่ือความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียสูงข้ึน ประสิทธิภาพการบําบัดของ
เซลล�อิสระมีค�าน�อยลง ในเกือบทุกชุดการทดลอง ผลการศึกษาแสดงให�เห็นว�าเซลล�อิสระถูกยังยั้งด�วย
สารประประกอบฟ�นอลิกท่ีความเข�มข�นสูงในขณะท่ีเซลล�ตรึง (ยกเว�นท่ีอุณหภูมิ 65 พีเอช 4, 7 ความ
เข�มข�น 1,500-5,000) ทนต�อความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกได�ถึง 5,000 มิลลิกรัมต�อลิตร    
ซ่ึงการตรึงเซลล�ช�วยป�องกันความเปYนพิษจากสารประกอบฟ�นอลิก โดยไบโอฟ|ล�มท่ีเซลล�สร�างข้ึนและ
วัสดุตรึงเซลล� ทําหน�าท่ีเปรียบเสมือนกันชนป�องกันแบคทีเรียจากการสัมผัสกับความเข�มข�นสูงของ
สารประกอบฟ�นอลิก ทําให�เซลล�ดูดซับสารประกอบฟ�นอลิกมาใช�ในการย�อยสลายอย�างช�าๆ และ
ต�อเนื่อง (Kindzierski et al., 1995) 
  สําหรับประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกของเซลล�ตรึง ซ่ึงตํ่ากว�าการ
ใช�เซลล�อิสระในบางสภาวะการทดลอง อาจเนื่องมาจากเซลล�อิสระมีการเกาะกลุ�มกันเปYนตะกอน
เซลล�โดยการสร�างไบโอฟ|ล�ม ซ่ึงส�งผลต�อประสิทธิภาพโดยรวมของการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิก
ในน้ําเสีย ดังเช�นรายงานของ Giti et al. (2005) ตรวจสอบการเจริญเติบโตและกิจกรรมของเอนไซม�
ในการย�อยสลายสารฟ�นอลของแบคทีเรียสายพันธุ� Pseudomonas putida ซ่ึงทดลองใน 
microwell plate พบว�าท่ีความเข�มข�น 0.5-0.6 กรัมต�อลิตร เซลล�มีการสร�างไบโอฟ|ลม�เกาะตัว
รวมกันเปYนตะกอนเซลล� และพบกิจกรรมของเอนไซม�ในการย�อยสลายสารฟ�นอลเกิดข้ึนในระบบ 
นอกจากนี้แม�ว�าประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกของเซลล�ตรึง B. thermoleovorans 

สายพันธุ� A2 ท่ีสูงท่ีสุดในการศึกษานี้ (ร�อยละ 59) มีค�าใกล�เคียงกับการศึกษาท่ีผ�านมาของ พันธ�ธิดา 
จันทร�โท (2557) ท่ีทดสอบบําบัดน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มโดยเซลล�อิสระของแบคทีเรียดังกล�าว 
ภายใต�อุณหภูมิ 60 องศาเซสเซียส พีเอช 7 ท่ีความเข�มข�นเริ่มต�นของสารประกอบฟ�นอลิก 1,415 
มิลลิกรัมต�อลิตร ซ่ึงลดสารประกอบฟ�นอลิกได�ร�อยละ 61 แต�ท้ังนี้พบว�าปริมาณหัวเชื้อเริ่มต�นท่ีใช�ใน
การศึกษามีค�าต�างกัน โดยการศึกษานี้ใช�ความเข�มข�นของหัวเชื้อเริ่มต�นตํ่ากว�า 2 เท�า จึงสามารถ
ยืนยันข�อดีของการตรึงเซลล�ท่ีมีต�อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและช�วยในการบําบัดสารประกอบ  
ฟ�นอลิกได�ดีกว�าเซลล�อิสระ   

ส�วนชุดควบคุมท่ีประกอบด�วยวัสดุตรึงเพียงอย�างเดียว (ปราศจากเซลล�แบคทีเรีย) 
พบการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกเพียงร�อยละ 3-9 แสดงว�าการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิก
ผ�านการดูดซับด�วยวัสดุตรึงมีปริมาณน�อย ซ่ึงยืนยันว�ากลไกหลักในการบําบัดสารดังกล�าวเกิดจาก
กิจกรรมของแบคทีเรียตรึง 
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ตาราง 3.3 การลดลงของสารประกอบฟ�นอลิก (%) หลังบ�มเซลล�ตรึงและเซลล�อิสระของแบคทีเรีย B. 

thermoleovorans สายพันธุ� A2 ร�วมกับน้ําเสียเปYนระยะเวลา 10 วัน ณ อุณหภูมิ พีเอช และความ
เข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิคท่ีแตกต�างกัน  
 

สภาวะ อุณหภูมิ 

(°C) 

pH ความเข�มข�นของ

สารประกอบฟ�นอลิก 

ในน้ําเสีย (มก./ล.) 

การลดลงของสารประกอบฟ�นอลิก (%) 

เซลล�ตรึง เซลล�อิสระ 

1  

 

60 

 

 

4 

1,500 28±5 efgA 29±0cA 

2 2,500 32±2 defA 23±0eB 

3 5,000 33±7 defA 15±1 gB 

4  

7 

1,500 39±16 cdA 29±0cB 

5 2,500 42±1 cdA 30±1 cB 

6 5,000 42±2 cdA 26±1dB 

7  

 

65 

 

4 

1,500 55±6 abA 30±1cB 

8 2,500 46±13 bcA 27±1dB 

9 5,000 37±1 cdfA 26±1dB 

10  

7 

1,500 59±4 aA 35±1aB 

11 2,500 32±3 defA 27±1dA 

12 5,000 39±1 cdA 29±2cB 

13  

 

70 

 

4 

1,500 15±1 hB 23±1eA 

14 2,500 19±2 ghA 26±1dA 

15 5,000 35±2 deA 20±0fB 

16  

7 

1,500 22±8 fghB 32±1bA 

17 2,500 37±0cdeA 26±2dB 

18 5,000 39±0cdA 23±1eB 

 
หมายเหตุ : การเปรียบเทียบระหว�างชุดการทดลองท้ังหมดในคอลัมน�เดียวกันของเซลล�อิสระและ
เซลล�ตรึง มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ�เล็กแตกต�างกัน 
ส�วนตัวอักษรพิมพ�ใหญ�ท่ีแตกต�างกันแสดงถึงการเปรียบเทียบระหว�างเซลล�ตรึงและเซลล�อิสระมีความ

แตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ันร�อยละ 95 (p ≤ 0.05)  
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  จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว�าเซลล�ตรึงลดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียได�ดีกว�า
เซลล�อิสระ อีกท้ังยังรักษาความสามารถในการบําบัดได�ดีแม�ว�าจะมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล�อม 
เช�น อุณหภูมิ พีเอช หรือความเข�มข�นของน้ําเสีย เปYนต�น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากความเปYนพิษของ
สารประกอบฟ�นอลิกท่ีความเข�มข�นสูงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล�อิสระและส�งผลให�
ประสิทธิภาพในการย�อยสลายลดลง ในขณะท่ีการตรึงเซลล�บนวัสดุช�วยป�องกันเซลล�จากความเปYนพิษ
ของสารดังกล�าว และยังช�วยเพ่ิมประสิทธิภาพการทํางานของเซลล�ท่ีตรึงบนวัสดุ เช�น กระตุ�นการ
สังเคราะห�เอนไซม� (Chung et al., 2003) และยังสามารถป�องกันเซลล�จากผลของการเปลี่ยนแปลงพี
เอชและอุณหภูมิ (Aksu and Bulbul, 1999) ดังเช�นการศึกษาท่ีผ�านมาของ Ying et al. (2007) ได�
ทําการตรึงเซลล� Acinetobacter sp. สายพันธุ� PD12 ซ่ึงคัดแยกจาก activated sludge ท่ีได�จาก
ระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานในประเทศจีน ทําการตรึงบน polyvinyl alcohol (PVA) และศึกษา
ปuจจัยท่ีมีผลต�อการย�อยสลายสารฟ�นอลโดยเซลล�ตรึงเปรียบเทียบกับเซลล�อิสระ ได�แก� ความเข�มข�น
ของสารฟ�นอล พีเอช และอุณหภูมิ ผลการศึกษาพบว�าท่ีความเข�มข�นเริ่มต�นของสารฟ�นอลมากกว�า 
300 มิลลิกรัมต�อลิตร เซลล�ตรึงมีประสิทธิภาพในการย�อยสลายมากกว�าเซลล�อิสระ และเซลล�ตรึงทน
ต�อความเข�มข�นสารฟ�นอลได�สูงถึง 500 มิลลิกรัมต�อลิตร พีเอชท่ีเหมาะสมในการย�อยสลายฟ�นอลคือ 
7.2 และเม่ือค�าพีเอชลดตํ่ากว�า 7.2 อัตราการย�อยสลายของท้ังเซลล�ตรึงและเซลล�อิสระลดตํ่าลง 
โดยเฉพาะอย�างยิ่งเม่ือค�าพีเอชอยู�ท่ี 5.5 ซ่ึงอยู�ในสภาวะเปYนกรด กิจกรรมการย�อยสลายสารฟ�นอลถูก
ยับยั้ง แต�เซลล�ตรึงยังสามารถทนต�อช�วงอุณหภูมิท่ีกว�างกว�าเซลล�ท่ีไม�ถูกตรึง โดยท่ีอุณหภูมิสูง 45 
องศาเซลเซียส เซลล�อิสระสูญเสียกิจกรรมในการย�อยสลายแต�เซลล�ตรึงยังคงรักษาอัตราการย�อย
สลายได�อย�างต�อเนื่อง  
  Lee et al. (2009) ศึกษาเทคนิคการตรึงจุลินทรีย�จาก activated sludge เพ่ือการ
ย�อยสลายสารฟ�นอล  พบว�าเซลล�ท่ีตรึงในเรซินสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลได�ถึงร�อยละ 95 สามารถ
ทนต�อค�าพีเอช ในช�วงท่ีกว�างกว�าเซลล�อิสระ การย�อยสลายสารฟ�นอลในเซลล�อิสระจะถูกยับยั้งเม่ือมี
ปริมาณฟ�นอล 3,000 มิลลิกรัมต�อลิตร ในขณะท่ีเซลล�ท่ีถูกตรึงไม�ถูกยับยั้งท่ีความเข�มข�นดังกล�าว
เช�นเดียวกับ Khongkhaem et al. (2011) ศึกษาการตรึงเซลล�แบบกักขัง (Entrapment) ในซิลิกาท่ี
สังเคราะห�ข้ึนใหม� ของเชื้อผสมระหว�าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการย�อยสลายฟ�นอล พบว�าเซลล�ตรึงสามารถย�อยสลายสารฟ�นอล       
ท่ีความเข�มข�นสูงได�ดีกว�าเซลล�อิสระ โดยท่ีสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลท่ีความเข�มข�นเริ่มต�น 5,000 
มิลลิกรัมต�อลิตรได�ถึงร�อยละ 80-85 ในขณะท่ีเซลล�อิสระสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลได�สูงสุดท่ีความ
ความเข�มข�น 2,500 มิลลิกรัมต�อลิตร 
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 3.3.3 อัตราการย�อยสลายสารประกอบฟ[นอลิกในน้ําเสียโดยเซลล�ตรึง  
 
 จากสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกโดยเซลล�ตรึง คือ 
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร 
พบว�าแบคทีเรียตรึงลดสารประกอบฟ�นอลิกได�อย�างต�อเนื่องต้ังแต�เริ่มต�นการทดลองจนถึงวันท่ี 10 
จากความเข�มข�นเริ่มต�น 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร คงเหลือประมาณ 648 มิลลิกรัมต�อลิตร (รูปท่ี3.7) 
คิดเปYนประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียได�ร�อยละ 59 และมีอัตราการย�อยสลาย
คิดเปYน 3.55 มิลลิกรัมต�อลิตรต�อชั่วโมง อัตราการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกท่ีได�จากการศึกษานี้
มีค�าตํ่ากว�ารายงานของ Mutzel et al. (1996) พบว�าแบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพันธุ� 
A2 ท่ีความเข�มข�นเริ่มต�นของสารฟ�นอล 470 มิลลิกรัมต�อลิตรในอาหาร CFMM มีอัตราการย�อยสลาย
เท�ากับ 7.84 มิลลิกรัมต�อลิตรต�อชั่วโมง ซ่ึงจากอัตราการย�อยสลายท่ีแตกต�างกันนี้ อาจมีผลมาจากท่ี
การทดลองของ Mutzel et al. (1996) ศึกษาในอาหาร CFMM ท่ีม่ีสารฟ�นอลเพียงชนิดเดียว 
แตกต�างจากองค�ประกอบของน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม ท่ีมีความเข�มข�นของสารประกอบ       
ฟ�นอลิกสูงรวมท้ังมีสารประกอบฟ�นอลิกหลากหลายชนิด สารประกอบตัว อ่ืนๆ อาจเปYน              
ตัวยับยั้ง (Inhibitor) กิจกรรมการย�อยสลายของสายพันธุ� A2 จึงทําให�การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
และอัตราการย�อยสลายในแต�ละการทดลองเปYนไปได�ยาก ท้ังนี้การลดลงของสารประกอบฟ�นอลิก 
เปYนผลมาจากความสามารถในการย�อยสลายทางชีวภาพของแบคทีเรียสายพันธุ� A2 เปYนหลัก 
เนื่องจากชุดควบคุมท่ีเปYนวัสดุเพียงอย�างเดียวซ่ึงเปYนตัวแทนของการดูดซับโดยวัสดุตรึง และเซลล�ตรึง
ท่ีผ�านการฆ�าเชื้อโดยวิธี Autoclave เปYนตัวแทนของการดูดซับโดยไบโอฟ|ล�มท่ีแบคทีเรียผลิตข้ึนนั้น 
ลดสารประกอบฟ�นอลิกได�เพียงเล็กน�อยเท�านั้นอยู�ในช�วงร�อยละ 3-8 (รูปท่ี 3.7) ผลการศึกษา
สอดคล�องกับจํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถย�อยสลายฟ�นอลได� (phenol-degrading bacteria) ในเซลล�
ตรึงก�อนและหลังการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสีย โดยบ�มตัวอย�างในอาหาร CFMM ท่ีมี
การเติมฟ�นอลเปYนแหล�งคาร�บอน ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปYนเวลา 24 ชั่วโมง พบว�าจํานวน
แบคทีเรียในเซลล�ตรึง มีจํานวนเพ่ิมข้ึนจากวันท่ี 0 ของการทดลองซ่ึงมีประมาณ 6.7 x 105             
CFU/กรัมวัสดุ เปYน 11.8 x 105 CFU/กรัมวัสดุ หลังสิ้นสุดการทดลองในวันท่ี 10 แสดงว�าแบคทีเรีย
บนวัสดุตรึงสามารถใช�สารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียเปYนแหล�งคาร�บอนในการเจริญเติบโต ซ่ึง
สอดคล�องกับการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสีย ท่ีนําเสนอข�างต�น  
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รูปท่ี 3.7 การลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียโดยเซลล�ตรึง ณ เวลาต�าง ๆ ท่ีสภาวะเหมาะสม

ท่ีสุด คือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกท่ี 
1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ วัสดุตรึงปราศจากเซลล�และ    
เซลล�ตรึงท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ โดยกําหนดให� Material only = วัสดุตรึงปราศจากเซลล�, 
Autoclaved IC = เซลล�ตรึงท่ีผ�านการฆ�าเชื้อโดยวิธี Autoclave และ IC = เซลล�ตรึง 

 
3.3.4 การย�อยสลายสารประกอบฟ[นอลิกโดยเซลล�ตรึงในน้ําเสียท่ีผ�านการฆ�าเช้ือ

และไม�ฆ�าเช้ือ 
 

ในการทดสอบการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกโดยเซลล�ตรึง B. thermoleovorans   

สายพันธุ� A2 ในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มข�างต�นในข�อ 3.2.2 และ 3.2.3 เปYนน้ําเสียท่ียัง
ไม�ได�ผ�านการฆ�าเชื้อ ซ่ึงอาจมีการปนเป��อนจากจุลินทรีย�ท�องถ่ินในน้ําเสีย จึงมีการทดสอบโดยใช�    
น้ําเสียท่ีผ�านการนึ่งฆ�าเชื้อเพ่ือยืนยันว�าการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกนั้นเกิดจากการย�อยสลาย
โดยเซลล�ตรึง B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 เปYนหลัก ซ่ึงศึกษาภายใต�สภาวะท่ีเหมาะสมจาก
การศึกษาก�อนหน�านี้ คือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข�มข�นของสารประกอบ    
ฟ�นอลิกเริ่มต�น 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร บ�มตัวอย�างท่ี 80 รอบต�อนาที เปYนระยะเวลา 10 วัน จากรูป
ท่ี 3.8 พบการย�อยสลายของสารประกอบฟ�นอลิกโดยเซลล�ตรึงในน้ําเสียท่ีไม�ผ�านการฆ�าเชื้อและ    
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น้ําเสียท่ีผ�านการฆ�าเชื้อต้ังแต�เริ่มต�นการทดลอง โดยในวันท่ี 10 พบว�าเซลล�ตรึงลดสารประกอบ      
ฟ�นอลิกในน้ําเสียท่ีไม�ผ�านการฆ�าเชื้อ คงเหลือประมาณ 630 มิลลิกรัมต�อลิตร คิดเปYนร�อยละ 59 และ
มีอัตราการย�อยสลายคิดเปYน 3.55 มิลลิกรัมต�อลิตรต�อชั่วโมง ในขณะท่ีเซลล�ตรึงลดสารประกอบ     
ฟ�นอลิกในน้ําเสียท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ คงเหลือประมาณ 1,055 มิลลิกรัมต�อลิตร คิดเปYนร�อยละ 27 และ
มีอัตราการย�อยสลายคิดเปYน 1.60 มิลลิกรัมต�อลิตรต�อชั่วโมง และชุดควบคุมซ่ึงเปYนตัวอย�างน้ําเสียท่ี
ไม�ผ�านการฆ�าเชื้อและไม�เติมแบคทีเรียตรึง ไม�พบการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกตลอดการทดลอง 
สอดคล�องกับผลการศึกษาท่ีไม�พบจํานวนแบคทีเรียทนร�อนท่ีสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลได� 
(phenol-degrading bacteria) ในน้ําเสียนี้ เม่ือบ�มตัวอย�างท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.8 ความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกในระหว�างการบ�มน้ําเสียท่ีผ�าน/ไม�ผ�านการฆ�าเชื้อและ

มีการเติม/ไม�เติมแบคทีเรียตรึง B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 เปYนระยะเวลา 10 วัน 
โดยกําหนดให� non-sterile POME = น้ําเสียท่ีไม�ผ�านการฆ�าเชื้อ, sterile POME = น้ําเสีย
ท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ และ IC = เซลล�ตรึง 

 
เช�นเดียวกับผลการศึกษาของพันธ�ธิดา จันทร�โท (2557) ท่ีไม�พบจํานวนแบคทีเรีย

ทนร�อนท่ีสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลได�ในน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม ภายใต�สภาวะอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส พีเอช 7 แสดงว�าจุลินทรีย�ท�องถ่ินไม�สามารถเจริญได�ภายใต�สภาวะท่ีใช�ในการ
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ทดลองนี้ ดังนั้นจึงสรุปได�ว�าการลดลงของสารประกอบฟ�นอลิกเกิดข้ึนจากการทํางานของเซลล�ตรึง
เปYนหลัก และประสิทธิภาพในการบําบัดท่ีลดลง เม่ือใช�น้ําเสียท่ีผ�านการฆ�าเชื้อ อาจมีสาเหตุจาก
กระบวนการฆ�าเชื้อ ทําให�ลักษณะของสารประกอบบางชนิดท่ีเปYนแหล�งอาหารในน้ําเสียถูกทําลาย
หรือเปลี่ยนแปลงโครงสร�าง ส�งผลให�แบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 นําไปใช�ได�ยาก
ข้ึน (พันธ�ธิดา จันทร�โท, 2557) 
 
3.4 การนําเซลล�ตรึงกลับมาใช$ซํ้า 
 
  ศึกษาประสิทธิภาพการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกของเซลล�ตรึงในการนํา
กลับมาใช�ซํ้าหลังจากการใช�บําบัดน้ําเสียครั้งแรก โดยนําเซลล�ตรึงท่ีผ�านการใช�งานแล�ว กรองแยกออก
จากน้ําเสียท่ีผ�านการบําบัด จากนั้นล�างเซลล�ตรึงด�วย 0.85% NaCl ก�อนนําไปใส�ในน้ําเสียจาก
กระบวนการสกัดน้ํามันปาล�มชุดใหม�ท่ียังไม�ผ�านการบําบัด (ไม�ผ�านการฆ�าเชื้อ) ทําการทดสอบภายใต�
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และความเข�มข�นของสารประกอบ 
ฟ�นอลิกท่ี 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร เพ่ือศึกษาว�าสามารถนําเซลล�ตรึงมามาใช�ซํ้าได�ก่ีครั้ง ซ่ึงการใช�ซํ้า
ของเซลล�ตรึงเปYนการช�วยลดระยะเวลา ค�าใช�จ�ายในการเตรียมหัวเชื้อใหม� ผลการทดลองพบว�าเม่ือนํา
เซลล�ตรึงกลับมาใช�ซํ้าจํานวน 8 ครั้ง สามารถลดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียได�ร�อยละ 40, 27, 31, 
27, 27, 22, 16 และ 15 ตามลําดับ (รูปท่ี 3.9) ภายในระยะเวลา 6 วันของการทดลอง จะเห็นได�ว�า
เซลล�ตรึงสามารถใช�งานซํ้าได�ประมาณ 6 ครั้ง โดยท่ียังคงประสิทธิภาพการบําบัดได�มากกว�าร�อยละ 
50 ของการใช�ซํ้าครั้งแรก ประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียท่ี
ลดลงหลังจากการนํามาใช�ซํ้า มีสาเหตุเนื่องมาจากเซลล�ตรึงเกิดการหลุดออกจากวัสดุ หลังจาก
นํามาใช�ซํ้าหลายๆ ครั้ง ซ่ึงสอดคล�องกับการตรวจสอบจํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถย�อยสลายฟ�นอลได�
ในน้ําเสียหลังการใช�ซํ้าของเซลล�ตรึงในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิก เม่ือบ�มตัวอย�างบนอาหาร
แข็ง CFMM ท่ีมีสารฟ�นอลเปYนแหล�งคาร�บอน ภายใต�อุณหภูมิ 65 องศาเซสเซียส เปYนเวลา 24 ชั่วโมง 
พบการเจริญของแบคทีเรียดังกล�าวจํานวนแตกต�างกัน หลังการใช�ซํ้าครั้งท่ี 2, 4, 5, 6, 7 ต้ังแต� 
5x103–1x 107 CFU/มิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.4) นอกจากนี้จากการตรวจสอบตัวอย�างน้ําเสียก�อนการ
ทดลองบนอาหารแข็ง CFMM ท่ีมีกลูโคสเปYนแหล�งคาร�บอน ไม�พบการเจริญของแบคทีเรีย แสดงว�า
จุลินทรีย�ท�องถ่ินไม�สามารถเจริญได�ภายใต�สภาวะท่ีใช�ในการศึกษานี้ ดังนั้นผลการลดลงของ
สารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียจึงเกิดจากการทํางานของแบคทีเรียตรึง นอกจากนี้พบว�าลักษณะของ
วัสดุตรึงยังคงสภาพเดิมหลังผ�านการใช�งานซํ้าทุกครั้งของการทดลอง 
 



65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปท่ี 3.9 ปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกท่ีลดลงโดยแบคทีเรียตรึงบนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบท่ีผ�าน
 การใช�ซํ้าจํานวน 8 ครั้ง ในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
 
ตารางท่ี 3.4 จํานวนแบคทีเรียท่ีสามารถย�อยสลายสารฟ�นอลได�ท่ีตรวจพบในน้ําเสีย ณ วันท่ี 6 ของ
การบําบัด หลังจากการนําเซลล�ตรึงมาใช�ซํ้าในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียของ
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม  
 

 
หมายเหตุ: -, Not detected. 
 
 
 

 การนํามาใช�ซํ้า (ครั้ง) 

1 2 3 4 5 6 7 8 
จํานวนแบคทีเรียในน้ํา
เสีย (CFU/มิลลิลิตร) 

- 5x103 - 19.5x106 1x107 1.5x106 6.5x105 - 
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3.5 การทดลองเดินระบบแบบต�อเนื่องในถังปฏิกรณ�ชีวภาพท่ีบรรจุเซลล�ตรึงในการบําบัดน้ําเสีย
จากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม 
   

 3.5.1 ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ช่ัวโมง  
 
  การทดลองนี้เปYนแนวทางในการทดลองเดินระบบแบบต�อเนื่องในการย�อยสลาย
สารประกอบฟ�นอลิกในน้ํ า เสีย โ รงงานสกัดน้ํ า มันปาล�ม โดยใช� เซลล�ตรึ งของแบคที เรี ย                   
B. thermoleovorans สายพันธุ� A2  ในถังปฏิกรณ�ชีวภาพแบบ Packed bed ซ่ึงเปYนรูปแบบชั้น
บรรจุหรือชั้นตัวกลางท่ีช�วยป�องกันการแตกหักของเม็ดวัสดุพรุนขณะใช�งาน ตัวถังมีปริมาตรใช�งาน   
1 ลิตร โดยศึกษาภายใต�สภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองในระบบกะก�อนหน�านี้ ได�แก� อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส และพีเอชของน้ําเสียเท�ากับ 7 ใช�เซลล�ตรึง 100 กรัมต�อลิตร ซ่ึงเปYนสัดส�วนเดียวกับ  
ท่ีขยายขนาดจากกับระบบกะ และมีการแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย (Hydraulic retention 
time, HRT) ท่ีแตกต�างกัน เริ่มต�นกําหนดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียท่ี 12 ชั่วโมง โดยทําการป�อนน้ําเสีย
โรงงานสกัดน้ํามันปาล�มท่ีพีเอชเท�ากับ 7 และควบคุมค�าปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน้ํา (Dissolved 
Oxygen, DO) ให�อยู�ในช�วง 2-2.5 มิลลิกรัมต�อลิตรตลอดการทดลอง เข�าสู�ระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพท่ี
บรรจุเซลล�ตรึงด�วยอัตราการไหล 1.39 มิลลิลิตรต�อนาที และควบคุมอุณหภูมิของระบบท่ี 65 องศา
เศลเซียส พบว�าในช�วง 12 ชั่วโมงแรกเซลล�ตรึงสามารถย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียได�
ร�อยละ 13  จากความเข�มข�นของสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียเริ่มต�น 1,553 มิลลิกรัมต�อลิตร ดัง
แสดงในภาพท่ี 3.10 อาจเนื่องมาจากเซลล�ตรึงยังมีประสิทธิภาพสูงในการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิก 
แต�เม่ือดําเนินการบําบัดกับน้ําเสียในระบบดังกล�าวเปYนเวลา 24 ชั่วโมง ประสิทธิภาพในการย�อยสลาย
สารประกอบฟ�นอลิกของเซลล�ตรึงลดเหลือร�อยละ 11 และลดลงเหลือเพียงร�อยละ 3 เม่ือบําบัดอย�าง
ต�อเนื่องเปYนระยะเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นประสิทธิภาพในการย�อยสลายสารประกอบฟ�นอลิกของ
เซลล�ตรึงค�อยๆ เพ่ิมข้ึนเล็กน�อยจนถึงร�อยละ 7 ในระยะเวลา 108 ชั่วโมง ของการเดินระบบอย�าง
ต�อเนื่อง (ภาพท่ี 3.10) ซ่ึงหลังจากชั่วโมงท่ี 84 พบว�าประสิทธิภาพในการบําบัดมีค�าลดลงและคงท่ี 
จนถึงชั่วโมงท่ี 108 ของการทดลอง  
  เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิก พบว�าหลังการบําบัดมี
ค�าลดลงเล็กน�อย ซ่ึงมีความจําเปYนต�องศึกษาเพ่ิมเติมปuจจัยต�างๆ ท่ีมีผลต�อการย�อยสลายทางชีวภาพ 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม โดย
แนวทางการพัฒนาให�ระบบบําบัดมีศักยภาพมากข้ึน อาจทําได�โดยศึกษาอัตราส�วนของเซลล�ตรึงต�อ
น้ําเสียท่ีเหมาะสม อัตราการให�อากาศท่ีเหมาะสม และการเพ่ิมระยะเวลาการกักเก็บน้ําเสีย เพ่ือเพ่ิม
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รูปท่ี 3.10 ประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบฟ�นอลิกในน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มของ

เซลล�ตรึงในเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ ในถังปฏิกรณ�ชีวภาพ ขนาด 1 ลิตร ท่ีเดินระบบ
แบบต�อเนื่อง และใช�ระยะเวลากักเก็บน้ําเสีย 12 ชั่วโมง โดยกําหนดให� Influent = น้ําเข�า, 
Effluent = น้ําออก และ DO = ค�าปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา 

 
  อย�างไรก็ตามผลการศึกษาจากงานวิจัยนี้ท้ังในระบบกะและการทดลองเดินระบบ
แบบต�อเนื่องแสดงให�เห็นความเปYนไปได�ในการนําแบคทีเรียตรึงบนวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบมาใช�ในการ
บําบัดสารประกอบฟ�นอลิกออกจากน้ําเสียของโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม โดยการตรึงเซลล�แบบเกาะติด
เปYนวิธีการท่ีไม�ซับซ�อน สามารถเพ่ิมจํานวนเซลล�และรักษาการทํางานของเซลล�ได�ดีอย�างต�อเนื่อง    
อีกท้ังการขยายขนาดเพ่ิมจํานวนได�ง�ายกว�าการตรึงแบบกักขังในวัสดุสังเคราะห� นอกจากนี้วัสดุท่ีใช�
เปYนวัสดุเหลือท้ิงหรือผลพลอยได�จากการเกษตรท่ีหาได�ภายในประเทศ ราคาไม�แพง ไม�ก�อให�เกิด
สารเคมีท่ีเปYนพิษต�อแบคทีเรีย จึงมีความน�าสนใจในการนําไปศึกษาต�อยอดเพ่ือประยุกต�ใช�ในการ
บําบัดน้ําเสียท่ีปนเป��อนสารประกอบฟ�นอลิกจากอุตสาหกรรมต�อไป 
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บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลองและข�อเสนอแนะ 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง 
 
4.1.1 ผลของแหล�งคาร�บอนและ/หรือแหล�งไนโตรเจนต�อการสร�าง EPS ของ

แบคทีเรีย 
 
จากการศึกษาผลของแหล�งคาร�บอนและ/หรือแหล�งไนโตรเจนต�อการสร�างเส�นใย 

EPS และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล�แบคทีเรีย B. thermoleovorans สายพันธุ� A2     
บนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ พบว�าแบคทีเรียมีการผลิต EPS ได�ดีท่ีสุดในสภาวะอาหารท่ีมีการเติม
แหล�งคาร�บอนและไนโตรเจน ท่ีประกอบด�วยกลูโคสและทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v)  
โดยแบคทีเรียสังเคราะห�ปริมาณ EPS เพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาในการทดลองและคงท่ีในวันท่ี 6 ซ่ึง
ปริมาณ EPS เพ่ิมข้ึนประมาณร�อยละ 45 เม่ือเทียบกับเริ่มต�นการทดลอง ดังนั้นระยะเวลา 6 วัน    
จึงเปCนช�วงเวลาท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล� เพ่ือให�เซลล�มีการเกาะยึดกับวัสดุได�ดี และปEองกันการ
หลุดของเซลล�ตรึงขณะนําไปใช�บําบัดน้ําเสีย ส�วนสภาวะท่ีมีปริมาณการสังเคราะห� EPS รองลงมา 
ได�แก� การเติมแหล�งไนโตรเจน 2 ชนิดร�วมกัน คือ การเติมยีสต�สกัดร�วมกับแอมโมเนียมคลอไรด�      
ท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.05 และ 0.1 (w/v) มีการสังเคราะห� EPS ร�อยละ 42 ภายในระยะเวลา 2 วัน 
ซ่ึงการผลิตเส�นใย EPS มีค�าใกล�เคียงกับสภาวะท่ีมีการเติมเฉพาะแหล�งไนโตรเจนไม�มีการเติมแหล�ง
คาร�บอน คือ การเติมทริปโตนท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) แบคทีเรียสร�างเส�นใย EPS เพ่ิมข้ึน
ร�อยละ 41 ภายในระยะเวลา 6 วัน ส�วนสภาวะท่ีมีการเติมแหล�งคาร�บอนแต�ไม�มีแหล�งไนโตรเจน 
ได�แก� การเติมกลูโคสท่ีความเข�มข�นร�อยละ 0.1 (w/v) แบคทีเรียมีการสังเคราะห�เส�นใย EPS เพ่ิมข้ึน
จากเริ่มต�นการทดลองเพียงร�อยละ 22 ภายในระยะเวลา 2 วัน ซ่ึงไม�แตกต�างจากสภาวะท่ีไม�มีการ
เติมแหล�งอาหารท้ัง 2 ชนิด ท่ีพบการสร�างเส�นใย EPS ร�อยละ 21 ภายในระยะเวลา 6 วัน แสดงให�
เห็นว�าปริมาณการสังเคราะห�เส�นใย EPS ท่ีแตกต�างกันข้ึนอยู�กับชนิดและความเข�มข�นของแหล�ง
คาร�บอนและแหล�งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
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4.1.2 การย�อยสลายสารประกอบฟ*นอลิกในน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามัน
ปาล�มดิบโดยใช�เซลล�ตรึงในระบบกะ 

 
 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการย�อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบฟJนอลิก

โดยเซลล�ตรึงของแบคทีเรียทนร�อน B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 โดยการแปรผันปKจจัยในการ
ย�อยสลายสารประกอบฟJนอลิกท้ังหมด 3 ปKจจัย คือ 1) อุณหภูมิ 60, 65 และ 70 องศาเซลเซียส 2) 
พีเอช 4 และ 7 และ 3) ความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิกเริ่มต�นในน้ําเสียท่ีมีการเติมสารฟJนอล
ให�ได�ความเข�มข�นเท�ากับ 1,500, 2,500 และ 5,000 มิลลิกรัมต�อลิตร พบว�าสภาวะท่ีให�ประสิทธิภาพ
ในการย�อยสลายสารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสียท่ีสูงท่ีสุดโดยเซลล�ตรึง ได�แก� อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
พีเอช 7 และความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิคเริ่มต�นในน้ําเสียเท�ากับ 1,500 มิลลิกรัมต�อลิตร  
ซ่ึงลดสารประกอบฟJนอลิกได�ร�อยละ 59 หลังจากวันท่ี 10 ของการทดลอง และมีอัตราการย�อยสลาย
เท�ากับ 3.55 มิลลิกรัมต�อลิตรต�อชั่วโมง ผลการทดลองสอดคล�องกับจํานวนแบคทีเรียทนร�อนท่ี
สามารถย�อยสลายฟJนอลได� (phenol-degrading bacteria) ก�อนและหลังการย�อยสลาย
สารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสีย โดยพบว�าจํานวนแบคทีเรียดังกล�าวในเซลล�ตรึงมีค�าเพ่ิมข้ึนจากวันท่ี 0 
คือ 6.7 x 105 CFU/กรัมวัสดุ เปCน 11.8 x 105 CFU/กรัมวัสดุ เม่ือสิ้นสุดการทดลอง แสดงว�า
แบคทีเรียบนวัสดุตรึงมีการใช�สารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสียเปCนแหล�งคาร�บอนในการเจริญเติบโตได�  

ในขณะท่ีเซลล�อิสระบําบัดสารประกอบฟJนอลิกได�สูงสุดร�อยละ 35 ภายใต�สภาวะท่ี
เหมาะสมเช�นเดียวกับเซลล�ตรึง และพบว�าความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิกท่ีเพ่ิมข้ึน ส�งผลให�
ประสิทธิภาพการบําบัดโดยเซลล�อิสระลดลง ในขณะท่ีประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงมีแนวโน�มเพ่ิมข้ึน 
ตามความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิกท่ีเพ่ิมข้ึน อีกท้ังประสิทธิภาพการบําบัดสารประกอบ       
ฟJนอลิกโดยเซลล�ตรึงสูงกว�าเซลล�อิสระเกือบทุกสภาวะการทดลอง แสดงว�าเซลล�ตรึงทํางานได�ดีกว�า
ภายใต�สภาวะแวดล�อมท่ีมีการเปลี่ยนแปลง ดังนั้นเซลล�ตรึงจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนําไปใช�งานใน
การบําบัดสารประกอบฟJนอลิกท่ีปนเปcdอนในน้ําเสียท่ีมีคุณลักษณะแตกต�างกันได�โดยเฉพาะน้ําเสีย 
จากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�ม นอกจากนั้นยังสามารถนําเซลล�ตรึงกลับมาใช� ซํ้าเพ่ือการบําบัด
สารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มได�หลายครั้ง แม�ว�าหลังจากการใช�ซํ้าพบว�า
ประสิทธิภาพการบําบัดลดลง โดยหลังการใช�ซํ้าจํานวน 6 ครั้งพบว�าประสิทธิภาพการบําบัดลดลง
มากกว�าร�อยละ 50 ของการใช�งานครั้งแรก  

อย�างไรก็ตามจากผลการศึกษาแสดงให�เห็นว�าเซลล�ตรึงสามารถทํางานได�ในช�วง
อุณหภูมิ พีเอช และความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิกท่ีกว�างและมีกิจกรรมอย�างต�อเนื่อง จึงมี
ความเปCนไปได�ท่ีจะนําเซลล�ตรึงไปใช�งานบําบัดน้ําเสียในระบบขยายขนาดต�อไป 
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  4.1.3 การทดลองเดินระบบแบบต�อเนื่องในถังปฏิกรณ�ชีวภาพท่ีมีเซลล�ตรึงใน
การบําบัดน้ําเสียจากกระบวนการสกัดน้ํามันปาล�ม 
 
  การศึกษาประสิทธิภาพของเซลล�ตรึงในเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบในการย�อยสลาย
สารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มในถังปฏิกรณ�ชีวภาพแบบ Packed bed ขนาด 
1 ลิตร ท่ีบรรจุเซลล�ตรึงปริมาณ 100 กรัมต�อลิตร ทําการปEอนน้ําเสียอย�างต�อเนื่อง และใช�ระยะเวลา
กักเก็บน้ําท่ี 12 ชั่วโมง โดยทดลองท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 พบว�าเซลล�ตรึงย�อยสลาย
สารประกอบฟJนอลิกได�ร�อยละ 13 จากความเข�มข�นของสารประกอบฟJนอลิกเริ่มต�น 1,553 มิลลิกรัม
ต�อลิตร  
 
4.2 ข�อเสนอแนะ  
 
  4.2.1 เนื่องจากการศึกษานี้ตรวจวัดเฉพาะปริมาณในการสังเคราะห� EPS เท�านั้น ซ่ึง
อาจจะเปCนเพียงปKจจัยหนึ่งในการยึดเกาะของแบคทีเรียในวัสดุตรึง จึงทําให�ในระหว�างการใช�งานและ
หลังจากการนําเซลล�ตรึงกลับมาใช�ซํ้าตรวจพบแบคทีเรียบางส�วนหลุดออกจากวัสดุตรึง จึงควรศึกษา
ปKจจัยอ่ืนๆ ท่ีมีผลต�อกระบวนการตรึงเซลล�เพ่ิมเติม เพ่ือให�มีการยึดเกาะบนวัสดุอย�างแข็งแรงมากข้ึน 
เช�น ศึกษาการเปลี่ยนแปลงค�า hydrophobicity บริเวณพ้ืนผิวเซลล�ในสภาวะท่ีมีแหล�งอาหารต�างๆ 
หรือ ศึกษาองค�ประกอบของเส�นใย EPS ท่ีเชื้อผลิตข้ึนว�าส�งผลต�อระดับในการเกาะติดของแบคทีเรีย
บนวัสดุอย�างไร เปCนต�น     
  4.2.2 การใช�แบคทีเรียร�วม (co-culture) หรือกลุ�มแบคทีเรีย (bacterial consortium) 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการบําบัดสารประกอบฟJนอลิกในน้ําเสียของโรงงงานสกัดน้ํามันปาล�ม 
เนื่องจากในน้ําเสียมีสารอินทรีย�และสารประกอบฟJนอลิกหลากหลายชนิด อาจทําให�อัตราการ     
ย�อยสลายสารดังกล�าวเพ่ิมข้ึน และสามารถเพ่ิมปริมาณการสร�างเส�นใย EPS ในการยึดเกาะวัสดุ
ได�มากข้ึนกว�าการใช�แบคทีเรียสายพันธุ�เดียว อันเนื่องมาจากการส�งเสริมเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย
ร�วมกัน (Simova et al., 2004) 
  4.2.3 แนวทางการประยุกต�ใช�แบคทีเรียตรึง B. thermoleovorans สายพันธุ� A2 
บนเม็ดวัสดุพรุนจากเถ�าแกลบ ร�วมกับระบบบําบัดน้ําเสียจากโรงงานสกัดน้ํามันปาล�มท่ีมีอยู�ก�อนเข�า 
สู�ระบบการผลิตกlาซชีวภาพและระบบบ�อปรับเสถียร ทําได�โดยเพ่ิมถังปฏิกรณ�ชีวภาพ เพ่ือบําบัด
สารประกอบฟJนอลิกเบ้ืองต�นก�อนเข�าสู�ระบบการผลิตกlาซชีวภาพ โดยอาจนํากระแสไฟฟEาท่ีผลิตได�
จากระบบกlาซชีวภาพมาใช�เปCนพลังงานในการควบคุมอุณหภูมิของถังปฏิกรณ�ในระหว�างการทํางาน 
ให�อยู�ในช�วง 60-70 องศาเซลเซียส ซ่ึงการบําบัดสารประกอบฟJนอลิกเบ้ืองต�นทําให�การผลิต       
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กlาซชีวภาพเพ่ิมข้ึน โดยระบบเก็บกักกlาซชีวภาพ (Biogas capture system) เปCนวิธีการหนึ่งท่ีช�วย
ลดการปล�อยกlาซเรือนกระจกออกสู�สิ่งแวดล�อมได�ประมาณร�อยละ 30 เม่ือเปรียบเทียบกับระบบ
บําบัดน้ําเสียท่ีไม�มีระบบการผลิตกlาซชีวภาพ (Kaewmai et al., 2013) และปริมาณกlาซมีเทนท่ี
เพ่ิมข้ึน ช�วยเพ่ิมรายได�ให�แก�โรงงานอีกด�วย ดังเช�นการศึกษาของ González-González and 
Cuadros (2015) พบว�าการบําบัดสารประกอบฟJนอลิกข้ันต�นร�อยละ 78 ในน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามัน
มะกอกแบบให�อากาศ ก�อนเข�าสู�กระบวนการบําบัดแบบไร�อากาศ (aerobic-anaerobic treatment) 
ช�วยเพ่ิมปริมาณการผลิตกlาซมีเทนจาก 0.16  เปCน 0.39 ลูกบาศก�เมตรต�อกิโลกรัมซีโอดีท่ีถูกกําจัด 
ซ่ึงมีความคุ�มค�าในเชิงเศรษฐศาสตร� โดยมีระยะเวลาคืนทุน (the Period of Return of 
Investment; PRI) อยู�ท่ีประมาณ 5.82 ปJ และอัตราผลตอบแทนภายใน (Internal rate of return, 
IRR) อยู�ท่ีร�อยละ 15   
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

ก.1 สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
   
  อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดของเหลว carbon free mineral medium (CFMM) 
ประกอบด,วยสารเคมีดังนี้ (ต2อ 1 ลิตรอาหารเหลว) ได,แก2 
  - แอมโมเนียมคลอไรด8 (NH4Cl)          1.0 กรัม
  - โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)        0.42 กรัม 
  - โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตโมโนไฮเดรต (NaH2PO4•H2O)      0.18 กรัม 
  - แมกนีเซียมคลอไรด8เฮปตะไฮเดรต (MgCl2•7H2O)        0.1 กรัม
  - แคลเซียมคลอไรด8ไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O)        0.1 กรัม
  - โปแทสเซียมคลอไรด8 (KCl)          0.4 กรัม
  - เฟอรัสซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต (FeSO4•7H2O)     1 มิลลิกรัม
  แหล2งธาตุอาหารประกอบด,วยสารเคมีดังนี้ (ต2อ 1 ลิตรอาหารเหลว) ได,แก2 
  - nitrilotriacetic acid           1.5 กรัม
  - แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4•7H2O)        3.0 กรัม
  - แมงกานีสซัลเฟตไดไฮเดรต (MnSO4•2H2O)        0.5 กรัม
  - โซเดียมคลอไรด8 (NaCl)           1.0 กรัม
  - เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)       0.19 กรัม 
  - โคบอลต8ซัลเฟตหรือโคบอลต8คลอไรด8 (CoSO4 or CoCl2)       0.1 กรัม
  - แคลเซียมคลอไรด8ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)        0.1 กรัม
  - ซิงต8ซัลเฟต (ZnSO4)           0.1 กรัม
  - คอปเปอร8ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4,5H2O)        0.1 กรัม
  - อะลูมิเนียมโพแทสเซียไดซัลเฟต (AlK(SO4)2)                0.01 กรัม
  - กรดบอริก (H3BO3)                   0.01 กรัม
  - โซเดียมโมลิบเดทไดไฮเดรต (Na2MoO3.2H2O)       0.01 กรัม 
  โดยละลายใน nitrilotriacetic acid ปรับ pH = 6.5 ด,วย โพแทสเซียมไฮดรอกไซด8 
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  สารละลายวิตามินประกอบด,วยสารเคมีดังนี้ (ต2อ 1 ลิตรอาหารเหลว) ได,แก2 
  - Biotin          2 มิลลิกรัม
  - folic acid         2 มิลลิกรัม
  - 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 โดยนึ่งฆ2าเชื้อด,วยหม,อต,มน้ําแรงดันสูง (Autoclave) ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปeนเวลา 15 นาที ท้ิงไว,ให,เย็น จากนั้นเติมแหล2งธาตุอาหารและ
สารละลายวิตามินท่ีปราศจากเชื้อโดยการกรองด,วยชุดกรองสําเร็จรูป micro filter อย2างละ 10 
มิลลิลิตร ต2ออาหาร CFMM 1 ลิตร                                                                                  
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ภาคผนวก ข 

 
กราฟมาตรฐานเพ่ือการวิเคราะห#สารประกอบฟ&นอลิกท้ังหมด 

 
ข.1 กราฟมาตรฐานเพ่ือการวิเคราะห#สารประกอบฟ&นอลิกท้ังหมด 
 
  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานของ Gallic acid ท่ีความเข,มข,น 500 มิลลิกรัมต2อลิตร 
โดยชั่งสาร Gallic acid monohydrate ปริมาณ 0.55 กรัม นํามาละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตร
ให,เปeน 1 ลิตร ด,วยน้ํากลั่นในขวดปรับปริมาตร จากนั้นนํามาเจือจางด,วยน้ํากลั่นให,ได,ความเข,มข,น
ต้ังแต2 20-100 มิลลิกรัมต2อลิตร ตามสัดส2วน ดังแสดงในตารางผนวกท่ี ข.1 
 
ตารางผนวกท่ี ข.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ Gallic acid ความเข,มข,น 20-100 มิลลิกรัม
ต2อลิตร 
 

ความเข,มข,น 
(มิลลิกรัมต2อลิตร) 

ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน 
(มิลลิลิตร) 

ปริมตารน้ํากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

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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y = 0.0113x
R² = 0.9957
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ความเข<มข<นของ Gallic acid (มิลลิกรัมตDอลิตร)

  การสร<างกราฟมาตรฐาน 
   
  ปjเปตสารละลายมาตรฐานของ Gallic acid ความเข,มข,น 20-100 มิลลิกรัมต2อลิตร 
ปริมาตรความเข,มข,นละ 20 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองจากนั้นเติม Folin-Coicalteau phenol 
reagents ท่ีเจือจาง 4 เท2า ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว, 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Sodium 
carbonate ท่ีมีความเข,มข,น 200 กรัมต2อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว,ในท่ีมืด เวลา 30 นาที ท่ี
อุณหภูมิห,อง จากนั้นนําไปวัดค2าดูดกลืนคลื่นแสงท่ี 725 นาโนเมตร โดนใช,น้ํากลั่นเปeน blank นํา
ข,อมูลท่ีได,มาสร,างกราฟมาตรฐาน (รูปภาคผนวกท่ี ข.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกท่ี ข.1 กราฟมาตรฐานของ Gallic acid 
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