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บทคัดย่อ 

 น ้ ามนัและไขมนัท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียมกัเป็นปัญหาในการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศ  
ท าให้ประสิทธิภาพในการบ าบดัต ่า เน่ืองจากน ้ ามนัและไขมนัรบกวนการท างานของจุลินทรียใ์น
ระบบ อีกทั้งน ้ ามนัและไขมนัยอ่ยสลายตามธรรมชาติไดช้้า ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการก าจดัน ้ ามนั
และไขมนัเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศ ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชเ้อนไซมใ์นการบ าบดัเบ้ืองตน้ 
โดยเปรียบเทียบผลของเอนไซมต์รึงกบัเอนไซม์อิสระ จากการศึกษาพบว่าการใช้เอนไซม์ตรึงรูป
บ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้พบวา่น ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลลดลง 33.48 % และ 58.82 %  ซีโอดีทั้งหมดลดลง 36.41% และ 63.43 %  ตามล าดบั 
ส่วนการใช้เอนไซม์อิสระน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลลดลง 42.29 % และ 58.82 %  ซีโอดีทั้งหมดลดลง 44.56 % และ 66.12 % ตามล าดบั 
เม่ือศึกษาผลต่อการย่อยสลายทางชีวภาพและผลผลิตก๊าซชีวภาพพบวา่น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัดว้ย
เอนไซม์ตรึงรูปและเอนไซม์อิสระสามารถเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพและ
สามารถเพิ่มผลผลิตมีเทนได ้โดยปริมาณน ้ ามนัและไขมนัลดลง 54.74 % และ 61.31 %  ให้ผลผลิต
มีเทนเพิ่มข้ึน 31.24 % และ 38.65 %  ตามล าดบั ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลปริมาณน ้ ามนั
และไขมนัลดลง 59.01 % และ 65.29 %  ให้ผลิตมีเทนเพิ่มข้ึน 76.24 % และ 87.73 % การใช้
เอนไซมอิ์สระจะใหผ้ลการศึกษาท่ีดีกวา่แต่หากพิจารณาความคุม้ทุน การใชเ้อนไซมต์รึงรูปมีความ
เหมาะสมมากกว่าเพราะเอนไซม์ตรึงรูปสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ ซ่ึงในการศึกษาน้ีพบว่า 
เอนไซม์ท่ีท าการตรึงสามารถใช้งานซ ้ าได ้6 คร้ัง ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม และใช้
งานซ ้ าได ้5 คร้ัง ส าหรับน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล กิจกรรมของเอนไซมจึ์งจะลดลงเหลือ 50 % 
และแต่ละคร้ังของการใช้งานซ ้ าค่ากิจกรรมเอนไซม์ลดลงเพียงเล็กน้อยเท่านั้ น ดังนั้นการใช้
เอนไซม์ตรึงรูปในการบ าบดัเบ้ืองตน้น่าจะเป็นทางเลือกหน่ึงในการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและ
ไขมนัสูงโดยเฉพาะน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
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ABSTRACT 

  Oil and grease which contained in wastewater are the main problems of treatment in 
anaerobic systems. It also reduced the biodegradability and interfered the treatment efficiency by 
microorganism. Therefore, it is necessary to remove the oil and grease before treatment by 
anaerobic fermentation. This study used the immobilized lipase as a pre-treatment and it was 
found that it exhibits the oil and grease removal in the palm oil mill wastewater and also the 
biodiesel wastewater by 33.48% and 58.82%, COD decreasing by 36.41% and 63.43% 
respectively. Moreover, the free lipase pre-treatment process could remove oil and grease content 
in the palm oil mill effluent and biodiesel wastewater by 42.29% and 58.82%, and their COD 
contents were decreased by 44.56% and 66.12% respectively. These pre-treatment processes also 
effected on the biodegradation and biogas production abilities of treated wastewater. The removal 
efficiencies of oil and grease content in palm oil mill wastewater pretreated by immobilized and 
free lipase can be increased by 54.74 % and 61.31 % and the methane product also were increased 
by 31.24% and 38.65% respectively. For the wastewater from biodiesel production, oil and grease 
was reduced by 59.01 % and 65.29 %, and the increasing of the methane production is 76.24% 
and 87.73% respectively when this wastewater was pretreated by immobilized and free lipase 
before biogas fermentation. Although the result obtained from free lipase experiments were better 
than that of immobilized lipase is more appropriate when it can be reused. The study of 
immobilized lipase reuse found that the immobilized lipase can be reused six times for palm oil 
mill wastewater treatment and five times for wastewater from the biodiesel production while the 
reduction of enzyme activity at 50% was used as criteria. Each experiment that reused 
immobilized lipase, its activity was decreased. 
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   1-2 ลกัษณะของน ้าเสียในขั้นตอนต่างๆในการสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียรวม        25 
   ของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์  
   1-3 ลกัษณะน ้าเสียโดยเฉล่ียจากโรงงานน ้ามนัปาลม์ 4 โรงงาน        26 
   1-4 ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล         28 
   1-5 ความเขม้ขน้ของอิออนบวกท่ีกระตุน้และยบัย ั้งการท างานของจุลินทรีย ์            35 
  ในระบบหมกัไร้อากาศ  
   1-6  ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพดา้นต่างๆ             37 
   2-1 วธีิวเิคราะห์ ความถ่ีในการวเิคราะห์และสภาวะท่ีตอ้งระมดัระวงัในการ     69 
  วเิคราะห์พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใชท้ดสอบการตรึงเอนไซม ์  
   2-2 วธีิวเิคราะห์ ความถ่ีในการวเิคราะห์ และส่ิงท่ีตอ้งระมดัระวงัในการวเิคราะห์      70 
  พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใชศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสม (จ านวนแผน่เอนไซมต์รึงและ  
  ระยะเวลาสัมผสัของแผน่เอนไซมต์รึงกบัน ้าเสียตวัอยา่ง)  
   2-3 วธีิวเิคราะห์ ความถ่ีในการวเิคราะห์ และส่ิงท่ีตอ้งระมดัระวงัในการวเิคราะห์     73 
  พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใชศึ้กษาการผลิตก๊าซชีวภาพ  
   3-1 ลกัษณะสมบติัทางกายภาพและเคมีของน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และ    78 
  น ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
   3-2 ค่ากิจกรรมเอนไซมต์รึงรูป           89 
   3-3 สภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึงรูปยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสีย    90 
   3-4  ปริมาณน ้ามนัและไขมนัท่ีลดลงและปริมาณซีโอดีละลายน ้าท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือใช ้     91 
  ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 24 ชัว่โมง และใชแ้ผน่เอนไซมต์รึง  
  2 และ 3 แผน่ (1 แผน่ขนาด 1 ตร.ซม.) ต่อน ้าเสีย 120 ml ส าหรับน ้าเสียจากการ  
  ผลิตไบโอดีเซลและน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ ตามล าดบั  
   3-5 สภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึงยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนั      92 
  ในน ้าเสียตวัอยา่งท่ีเจือจางอตัราส่วนน ้าเสียต่อน ้ากลัน่ 1:6  

 

 



(12) 
 

รายการตาราง (ต่อ) 

ตารางที ่           หน้า        
   3-6 ปริมาณน ้ามนัและไขมนัท่ีลดลงและปริมาณซีโอดีละลายน ้าท่ีเพิ่มข้ึนของน ้าเสีย    93 
  ท่ีท  าการเจือจางอตัราส่วน 1:6 โดยใชร้ะยะเวลาท าปฏิกิริยา 24 ชัว่โมง และใชแ้ผน่  
  เอนไซม ์2 และ 3 แผน่ (1 แผน่ ขนาด 1 ตร.ซม.) ต่อปริมาตรน ้าเสีย 120 ml ส าหรับ  
  น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลและน ้าเสียจากโรงงานน ้ามนัปาลม์ ตามล าดบั  
   3-7  ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดั    95 
  เบ้ืองตน้ ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป  
   3-8 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีน ้าเสียของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่น     97 
  การทิ้งใหต้กตะกอนแลว้บ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป  
   3-9  ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล   101 
  ท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป    
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POME  =  Palm Oil Mill Effluent คือ น ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์  
BW   =  Biodiesel Wastewater คือ น ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
TCOD  = Total Chemical Oxygen Demand คือ ปริมาณออกซิเจนทั้งหมดท่ีใชใ้น 
    การออกซิไดซ์สารอินทรียด์ว้ยวิธีการทางเคมีทั้งในรูปของแข็งและในรูป 
    ท่ีละลายอยูใ่นน ้า  
SCOD  = Soluble Chemical Oxygen Demand คือ ปริมาณออกซิเจนทั้งหมดท่ีใชใ้น 
    การออกซิไดซ์สารอินทรียใ์นรูปท่ีละลายอยูใ่นน ้าดว้ยวธีิทางเคมี  
BOD5  = Biochemical Oxygen Demand คือ ปริมาณออกซิเจนท่ีจุลินทรียใ์ชใ้นการ 
    ยอ่ยสลายสารอินทรียช์นิดท่ียอ่ยสลายไดด้ว้ยวธีิทางชีวภาพ  
TS   =  Total Solid คือ ปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีอยูใ่นน ้า  
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FFA  = Free Fatty Acid คือ กรดไขมนัท่ีไม่ได้รวมอยู่เป็นองค์ประกอบใน 
    โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ์(triglyceride)  
TKN  = Total Kjeldahl Nitrogen คือ ปริมาณรวมทั้งหมดของไนโตรเจนอินทรีย ์
     และแอมโมเนีย-ไนโตรเจนท่ีอยูใ่นน ้า  
NH3-N  = ปริมาณแอมโมเนีย-ไนโตรเจน  
Alkalinity = ความสามารถของน ้ าในการรับอนุภาคโปรตอน ส่วนใหญ่เกิดจาก 
    องคป์ระกอบของสารละลายคาร์บอเนตและไบคาร์บอเนต  
VFA   = Volatile Fatty Acid คือ กรดอินทรียท่ี์มีคาร์บอนอะตอมไม่เกิน 6 สามารถ 
    ละลายน ้ าได้ น ้ าหนักโมเลกุลต ่า สามารถกลัน่ได้ท่ีความดนับรรยากาศ 
CPO  = Crude Palm Oil คือ น ้ามนัปาลม์ดิบ  
FTIR   = Fourier Transform Infrared Spectroscopy คือ เคร่ืองมือส าหรับวิเคราะห์ 
    หาชนิดและปริมาณสารโดยการวดัการดูดกลืนแสงในช่วงคล่ืนอินฟาเรด 
NMR    =  Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy คือ เคร่ืองมือระบุโครงสร้าง 
    ของสาร และระบุต าแหน่งอะตอมในโมเลกุล โดยอาศยักระบวนการ 
    ดูดกลืนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหมุนของนิวเคลียสในสนามแม่เหล็กภายนอก 
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บทที ่1 

บทน า 

 

1.1 บทน าต้นเร่ือง  
  น ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัปนเป้ือนอยูจ่ะมีแหล่งก าเนิดมาจากแหล่งชุมชน ซ่ึงส่วนใหญ่
มกัมาจากกิจกรรมในการประกอบอาหาร กิจกรรมซักลา้งและมาจากสถานีบริการน ้ ามนั เป็นตน้ 
โดยจะมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัร้อยละ 10 ของปริมาณสารอินทรียท์ั้งหมด (กรมควบคุมมลพิษ, 
2546) และมีแหล่งก าเนิดมาจากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น โรงงานอาหารแช่แข็ง โรงงานแปรรูป
อาหาร โรงงานผลิตอาหารสัตว ์โรงงานสกดัน ้ ามนัพืช เป็นตน้ โดยจะมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูง
มากและแตกต่างกนัไปในแต่ละอุตสาหกรรม ซ่ึงหากน ้ าเสียท่ีปนเป้ือนน ้ ามนัและไขมนัดงักล่าว
ไม่ไดรั้บการบ าบดัท่ีถูกตอ้งเหมาะสมจะส่งผลกระทบต่อแหล่งน ้ า เน่ืองจากน ้ ามนัและไขมนัท่ีอยู่
ในสถานะท่ีสามารถลอยน ้ าไดจ้ะลอยคลุมผิวน ้ า ท าให้ออกซิเจนในอากาศไม่สามารถละลายลงสู่
แหล่งน ้ าได ้ส่งผลให้ค่าออกซิเจนละลายน ้ า (DO) ลดลง เม่ือค่าออกซิเจนละลายน ้ าลดลงจะส่งผล
กระทบต่อส่ิงมีชีวิตท่ีอยู่ในน ้ าและท าให้แหล่งน ้ าเกิดการเน่าเสีย  ส่วนน ้ ามนัและไขมนัท่ีอยู่ใน
สถานะท่ีเป็นอิมลัชันเม่ือตกตะกอนลงไปในก้นแม่น ้ าอาจไปยบัย ั้งการย่อยสลายสารอาหารใน 
น ้ าเสียของจุลินทรียก์น้บ่อได ้ท าให้แหล่งน ้ าเน่าเสียเพิ่มข้ึน นอกจากน้ีน ้ ามนัและไขมนัท่ีปนเป้ือน
ในน ้าเสียอาจจะไปขดัขวางการท างานของระบบบ าบดัน ้าเสีย ซ่ึงเป็นสาเหตุให้ระบบบ าบดัน ้ าเสียมี
ประสิทธิภาพในการบ าบัดลดลง จึงควรได้รับการจัดการอย่างเหมาะสมเพื่อป้องกันและลด
ผลกระทบดงักล่าว ทั้งน้ีเพื่อให้ง่ายต่อการศึกษาวิธีการบ าบดัท่ีเหมาะสมจะใช้น ้ าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมเน่ืองจากน ้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมีปริมาณน ้ ามัน ไขมันและปริมาณ
สารอินทรียค์่อนขา้งคงท่ีเพราะกระบวนการผลิตแต่ละคร้ังเป็นแบบเดิม     
  โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มเป็นหน่ึงในอุตสาหกรรมทางการเกษตรท่ีส าคญัในภาคใตข้อง
ประเทศไทย ซ่ึงในกระบวนการผลิตมีการใชน้ ้ าในปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดน ้ าเสียในปริมาณมาก
ตามมาด้วย โดยน ้ าเสียดงักล่าวจะมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัปนเป้ือนอยู่สูงมาก ทั้งยงัมีปริมาณ
ของแข็งแขวนลอยและสารอินทรียใ์นรูปซีโอดีและบีโอดีสูง ขณะเดียวกนัในการผลิตไบโอดีเซล
มกัใชน้ ้ ามนัพืชดิบหรือน ้ ามนัพืชใช้แลว้เป็นวตัถุดิบในการผลิต ซ่ึงพืชเศรษฐกิจท่ีเป็นพืชน ้ ามนัท่ี
ส าคัญ คือ ปาล์มน ้ ามัน ดังนั้ นโรงงานทั้ งสองประเภทน้ีมักเป็นโรงงานท่ีเก่ียวเน่ืองกัน ซ่ึง
โรงงานผลิตไบโอดีเซลก่อให้เกิดน ้ าเสียท่ีมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูงเช่นกนั โดยมีปริมาณน ้ ามนั
และไขมนัอยูใ่นช่วงประมาณ 7,000-44,330 มิลลิกรัมต่อลิตร (จารุวรรณี เรืองคง และคณะ, 2551; 
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เอนก สาวะอินทร์, 2552; Suehara et al., 2005) ส่งผลให้มีปริมาณสารอินทรียท์ั้งในรูปของบีโอดี
และซีโอดีสูงตามไปดว้ย อีกทั้งน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอาหาร
ของจุลินทรียน์อ้ยมาก ส่งผลให้จุลินทรียไ์ม่สามารถเจริญเติบโตได ้เน่ืองจากองค์ประกอบของน ้ า
เสียไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์(Suehara et al., 2005) จึงเป็นสาเหตุให้น ้ าเสียจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลบ าบดัไดย้ากดว้ยวิธีการทางชีวภาพ แต่ทั้งน้ีคุณลกัษณะของน ้ าเสียทั้ง
สองชนิดมีคุณสมบัติท่ีสามารถน ามาผลิตเป็นก๊าซชีวภาพได้ ซ่ึงจะเป็นการช่วยลดปัญหา
ส่ิงแวดลอ้มและไดผ้ลพลอยไดเ้ป็นพลงังานทดแทน เป็นแหล่งเช้ือเพลิงเพื่อใชใ้นการผลิตพลงังาน
ความร้อน เช่น ใช้เป็นเช้ือเพลิงของหมอ้ตม้ไอน ้ าในโรงงาน และใชผ้ลิตพลงังานไฟฟ้าเพื่อใช้ใน
โรงงานหรือจ าหน่ายไฟฟ้าเขา้ระบบสายส่ง เป็นตน้  
  วธีิการบ าบดัน ้ามนัและไขมนัท่ีใชอ้ยูเ่ดิมมีหลายวิธีทั้งวิธีการทางกายภาพ เช่น การตกัออก
การใชถ้งัดกัไขมนั การท าใหล้อยดว้ยอากาศ (Dissolved-air flotation) เป็นตน้  วิธีการทางเคมี เช่น 
การใชส้ารเคมีสร้างและรวมตะกอนเพื่อให้น ้ ามนัและไขมนัรวมตวักนั และวิธีการทางชีวภาพโดย
การจุลินทรีย์มาใช้ในการบ าบดั แต่ทั้ งน้ีการบ าบัดด้วยวิธีการทางกายภาพเป็นวิธีการท่ีต้องมี
ค่าใชจ่้ายเก่ียวกบัการใชพ้ลงังานเน่ืองจากการเติมอากาศ ส่วนการใชว้ิธีการทางเคมีก็มีค่าใชจ่้ายใน
การบ าบดัค่อนขา้งสูงเน่ืองจากตอ้งใชส้ารเคมีค่อนขา้งสูง โดยท่ีประสิทธิภาพการบ าบดัก็ไม่ไดสู้ง
มากนักและตะกอนไขมนัท่ีเหลือจากการบ าบดัต้องมีการน าไปก าจดัต่อ การบ าบดัด้วยวิธีการ
ชีวภาพมีค่าใช้จ่ายในการบ าบดัค่อนขา้งต ่า ไม่มีของเสียท่ีตอ้งน าไปก าจดัต่อแต่การใชจุ้ลินทรียใ์น
การบ าบดัก็ยงัมีขอ้จ ากดัอีกเช่นกนั เพราะการใชจุ้ลินทรียต์อ้งมีการปรับสภาวะต่างๆให้เหมาะสม
กับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เ น่ืองจากถ้าสภาวะในระบบไม่เหมาะสมจุลินทรีย์จะไม่
เจริญเติบโตส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการบ าบดัลดลงหรือไม่สามารถบ าบดัได ้จึงไดมี้การน าเอนไซม์
มาใชใ้นการบ าบดัน ้าเสียท่ีมีน ้ามนัและไขมนัสูง ซ่ึงสามารถบ าบดัไดดี้ ให้ประสิทธิภาพค่อนขา้งสูง 
แต่อย่างไรก็ตามการใช้เอนไซม์อิสระ (Free lipase) ในการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัใน 
น ้าเสียมีขอ้จ ากดัหลายประการ เช่น เอนไซมม์กัหลุดไปกบัน ้ าเสียท่ีบ าบดั ท าให้ใชง้านไดเ้พียงคร้ัง
เดียว ซ่ึงส่งผลใหมี้ค่าใชจ่้ายในการบ าบดัสูงเพราะตอ้งมีการเติมเอนไซมบ์่อยๆ ส่งผลให้ไม่สามารถ
น ามาประยุกต์ใช้ในระบบบ าบดัแบบต่อเน่ืองไดแ้ละนอกจากน้ีเอนไซม์อิสระมีความทนทานต่อ
อุณหภูมิและพีเอชไดน้อ้ยกวา่เอนไซมต์รึงรูป (Chang and Juang, 2005) ดว้ยขีดจ ากดัดงักล่าว จึงมี
การคิดคน้การน าเทคโนโลยีของเอนไซม์ตรึงรูปมาใช้ในการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย        
  เอนไซมไ์ลเปสตรึงรูป (Immobilized lipase) เป็นเอนไซมไ์ลเปสท่ีถูกพฒันาข้ึนเพื่อการ
ประยุกตใ์ช้โดยการท าให้เอนไซม์อยู่ในขอบเขตท่ีก าหนด เพื่อท าให้เอนไซม์ละลายน ้ าไดย้ากข้ึน
หรือละลายน ้าไม่ไดเ้ลย มีผลใหเ้อนไซมเ์ปล่ียนจากสถานะตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของเหลวกลายเป็น
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ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของแขง็ ปัจจุบนัมีการน าเอนไซมไ์ลเปสตรึงรูปมาประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นต่างๆ 
เช่น การใช้เอนไซม์ไลเปสตรึงรูปเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล การใช้
เอนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและไขมนั เป็นตน้ เพราะเอนไซม์ตรึงรูปมี
เสถียรภาพสูง สามารถทนต่ออุณหภูมิไดสู้ง สามารถท างานไดใ้นช่วงพีเอชท่ีกวา้งข้ึนเม่ือเทียบกบั
เอนไซมอิ์สระ (Gonchar and Auslender 1996; Bayramoglu et al., 2002) และสามารถน ากลบัมาใช้
ซ ้ าได ้ซ่ึงเป็นการประหยดัค่าใช้จ่ายและสามารถน ามาใช้งานในระบบแบบต่อเน่ืองได ้นอกจากน้ี
การใชเ้อนไซมไ์ลเปสตรึงรูปในการยอ่ยสลายโมเลกุลของน ้ ามนัและไขมนัท าให้ความสามารถใน
การยอ่ยสลายทางชีวภาพดีข้ึน อาจส่งผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพได ้เพราะ
การใชเ้อนไซมไ์ลเปสตรึงรูปจะช่วยเพิ่มการยอ่ยสลายโมเลกุลของน ้ ามนัและไขมนัให้มีการแตกตวั
เป็นโมเลกุลเล็กๆ มากข้ึน ซ่ึงช่วยให้เกิดกระบวนการเปล่ียนสารโมเลกุลเล็กๆ เหล่าน้ีเป็นกรด
อินทรียท่ี์จะเปล่ียนไปเป็นมีเทนหรือก๊าซชีวภาพในกระบวนการของการเกิดก๊าซชีวภาพไดง่้ายข้ึน 
  การตรึงเอนไซมมี์หลายวธีิ เช่น การตรึงแบบดูดซบั การตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต ์การตรึง
แบบเช่ือมขวาง และการตรึงแบบห่อหุ้ม แต่การตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต์มีความเสถียรมากท่ีสุด 
เพราะการตรึงดว้ยวธีิน้ีมีแรงกระท าระหวา่งตวัรองรับกบัเอนไซมท่ี์แขง็แรงมาก ท าให้เอนไซมห์ลุด
ออกจากตวัรองรับไดย้าก อีกทั้งพนัธะโควาเลนตท่ี์เกิดข้ึนจะท าให้โครงสร้างของเอนไซมต์รึงรูป
แข็งแรงข้ึน ทนต่ออุณหภูมิและพีเอชท่ีแข็งแรงข้ึน ส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเพียง
เล็กนอ้ยเม่ือมีการน ากลบัมาใชซ้ ้ า (Huckel et al., 1996)   
  ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงท าการตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนตแ์ละน าเอนไซมไ์ลเปสตรึงรูป
มาใชใ้นการบ าบดัน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ี
เป็นอุตสาหกรรมต่อเน่ืองจากอุตสาหกรรมสกดัน ้ ามนัปาล์มในเบ้ืองตน้ก่อนน าไปหมกัย่อยใน
สภาวะไร้อากาศเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพ ทั้งน้ีเพื่อจะเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพใน
ตวัอย่างน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์ตรึงรูปกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้
และเปรียบเทียบน ้ าเสียท่ีมีสารอาหารสูงกบัน ้ าเสียท่ีมีสารอาหารนอ้ย ซ่ึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการ
เพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพหรือเพิ่มปริมาณก๊าซชีวภาพได ้และอาจเป็นแนวทางใน
การน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัสูงและเป็นแนวทางในการพฒันา
ระบบบ าบดัน ้าเสียส าหรับบ าบดัน ้ามนัและไขมนัในอนาคตต่อไป 

 
 
 



4 

 
 

1.2 การตรวจเอกสาร 

  1.2.1 เอนไซม์ไลเปส  
   เอนไซมไ์ลเปสมีช่ือตามระบบ (Systematic name) วา่ “ไตรเอซิลกลีเซอรอลเอซิล
ไฮโดรเลส (Triacylglycerol acyl hydrolase)” และมีช่ือตามรหัส (Code name) วา่ EC 3.1.1.3  
เอนไซมไ์ลเปสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolases) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) โมเลกุลของเอซิลกลีเซอรอลไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นไดเอซิลกลีเซอรอล โมโน 
เอซิลกลีเซอรอล กรดไขมนัและกลีเซอรอล ซ่ึงปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนสามารถเกิดแบบยอ้นกลับได ้
ข้ึนอยู่กบัการควบคุมสภาวะแวดลอ้มของสารต่างๆในปฏิกิริยา นอกจากน้ียงัสามารถเร่งปฏิกิริยา
การสังเคราะห์เอสเทอร์ (Synthesis of ester) และการยา้ยหมู่เอสเทอร์ (Transesterification)  
   เอนไซมไ์ลเปสมีความจ าเพาะกบัพนัธะเอสเทอร์ (RCOOR´) โดยยอ่ยเอสเทอร์ได้
เป็นกรดและแอลกอฮอล์ แต่จะมีความจ าเพาะกบัหมู่เอสเทอร์ท่ีมีสายโซ่คาร์บอนยาว เช่น การยอ่ย
ไตรกลีเซอไรด์ (Triglycerides) ท่ีมีสายโซ่คาร์บอนยาว เช่น น ้ ามนัพืช เอนไซมไ์ลเปสจะท างานได้
เฉพาะบริเวณท่ีน ้ ามนัสัมผสักบัน ้ าเท่านั้น เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสละลายอยู่ในน ้ าส่วนน ้ ามนัไม่
ละลายในน ้า ดงันั้นเอนไซมไ์ลเปสจะยอ่ยน ้ามนัท่ีละลายอยูใ่นน ้าไดดี้ (อรัญ หนัพงศกิ์ตติกูล, 2556) 
   ปัจจุบนัเอนไซม์ไลเปสถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการสังเคราะห์สารอินทรียต่์างๆ 
ทดแทนการสังเคราะห์ทางเคมีเพื่อผลิตสารท่ีส าคญั ได้แก่ การสังเคราะห์ตวัยาท่ีใช้ในดา้นเภสัช
กรรม การสังเคราะห์สารตวักลางและปรับปรุงโครงสร้างของไขมนัธรรมชาติและมีการประยุกตใ์ช้
ในอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางและยา 
อุตสาหกรรมเคร่ืองหนงั เป็นตน้ รวมทั้งน ามาใช้ในการบ าบดัน ้ าเสียจากชุมชนและอุตสาหกรรม
อาหาร (Sharma et al., 2001) นอกจากน้ียงัสามารถเกิดปฏิกิริยาอินเตอร์เอสเทอริฟิเคชัน 
(Interesterification) ของน ้ ามนัและไขมนัไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีมีคุณค่า เช่น Cocoa butter, Fatty acid ester 
(Berger et al., 1992; Bornsheuer, 1995)   

1.2.2  แหล่งทีพ่บเอนไซม์ไลเปส     
   เอนไซม์ไลเปสพบไดท้ั้งในพืช สัตว ์และจุลินทรีย ์เอนไซม์ไลเปสท่ีได้จากพืช 
ได้แก่ เอนไซม์ไลเปสจากเมล็ดละหุ่ง เมล็ดฝ้าย และจากธัญพืชพวกขา้วสาลี ขา้วไรย์และข้าว
บาร์เลย ์เอนไซม์ไลเปสจากสัตวจ์ะพบในเน้ือเยื่ออวยัวะ เช่น ตบัอ่อน หัวใจ สมอง ไต กลา้มเน้ือ
และซีร่ัม ซ่ึงเอนไซมไ์ลเปสจากสัตวท่ี์น ามาใชม้าก คือ เอนไซมไ์ลเปสจากตบัอ่อน เน่ืองจากมีความ
เขม้ขน้สูงและสามารถแยกสกดัออกมาได้ง่าย (Schwimmer, 1981) ส่วนเอนไซม์ไลเปสจาก
จุลินทรียไ์ดม้าจากจุลินทรียห์ลายชนิด ปัจจุบนัไดรั้บความสนใจอยา่งมากเน่ืองจากมีความคงตวัสูง
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กวา่เอนไซมไ์ลเปสจากพืชและสัตว ์(Malcata et al., 1992) สามารถผลิตเอนไซมไ์ดป้ริมาณมาก
เน่ืองจากจุลินทรียมี์การเติบโตอย่างรวดเร็วจึงใชร้ะยะเวลาในการผลิตสั้น ควบคุมสภาวะแวดลอ้ม
ในการผลิตได้ และคุณภาพของเอนไซม์มีความสม ่าเสมอ นอกจากน้ียงัสามารถเพิ่มผลผลิตต่อ
หน่วยโดยวิธีการปรับปรุงทางพนัธุกรรมของจุลินทรีย์ท  าให้ปัจจุบนัมีจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมไ์ลเปสทางการคา้ไดห้ลายชนิดทั้งยสีต ์ราและแบคทีเรีย ดงัแสดงในตารางท่ี 1-1  
    เอนไซม์ไลเปสมีคุณสมบัติท่ีแตกต่างกันข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และการ
ควบคุมสภาวะต่างๆ ในการผลิต ยีสต์ท่ีนิยมน ามาผลิตเอนไซม์ไลเปสทางการคา้ไดแ้ก่ Candida 
cylindracea หรือ Candida rugora ส าหรับราท่ีน าผลิตเอนไซม์ไลเปสทางการคา้จะอยู่ในกลุ่ม 
Rhizomucor และแบคทีเรียท่ีไดรั้บความนิยม ไดแ้ก่ แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas   

ตารางที ่1-1 ตัวอย่างเอนไซม์ไลเปสทีผ่ลติขายทางการค้า   

อกัษรย่อ แหล่งผลติ บริษทัที่จ าหน่าย 
 จากสัตว์เลีย้งลูกด้วยนม  
PPL ตบัอ่อนของหม ู( porcine pancreas) Amano, Sigma, Fluka, Boehring 

Mannheim 
CE (BSSL) เอสเทอโคเลสเตอรอลจากตบัอ่อน  Genzyme, Sigma 
 จากยสีต์และรา  
CRL เ ช้ื อ  Candida rugosa  

เช้ือ Candida cylindracea 
Altus Biologics, Sangyu, Amano, 
Boehring Mannheim 

CRL-A เช้ือ Candida antarctica A Boehring Mannheim, Novo Nordisk 
CRL-B เช้ือ Candida antarctica B Boehring Mannheim, Sigma 
CLL เช้ือ Candida lipolytica Amano 
GCL เช้ือ Geotrichum candidum Amano 
ANL เช้ือ Aspergillus niger Amano 
ProqL เช้ือ Penicillium roqueforti Amano 
 จากแบคทีเรีย  
PCL เช้ือ Pseudomanas cepacia Altus Biologics, Amano, Boehring 

Mannheim, Fluga, Sigma 
PCL-AH เช้ือ Pseudomanas cepacia Amano 
PFL เช้ือ Pseudomanas fluorescens Amano, Biocatalysts Ltd. 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Kazlausskas และ Borncheuer (1997)  



6 

 
 

   1.2.3 คุณสมบัติด้านเคมีและกายภาพของเอนไซม์ไลเปส   
   โดยทัว่ไปเอนไซมไ์ลเปสจะละลายไดดี้ในน ้ าแต่ไม่ละลายในตวัท าละลายอินทรีย์
ท่ีไม่มีขั้ว เอนไซมไ์ลเปสท่ีไดจ้ากสัตวส่์วนใหญ่จะมีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานในช่วงพีเอชท่ี
เป็นด่าง (pH 8-9) แต่ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของสับสเตรท (Substrates) ปริมาณเกลือและชนิดของสาร
อิมลัซิฟายเออร์ (Emulsifier) ท่ีใช ้ซ่ึงอาจส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชท่ีเหมาะสมให้อยูใ่นช่วง
ท่ีเป็นกรดได ้(Malcata et al., 1992) ส่วนเอนไซมไ์ลเปสท่ีท างานไดดี้ในช่วงพีเอชท่ีเป็นกรดจะพบ
มากในไลโซโซมในส่วนท่ีเป็นเน้ือเยื่อของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมหลายชนิด ส าหรับเอนไซม์ไลเปส
จากเช้ือจุลินทรียโ์ดยทัว่ไปจะท างานไดดี้ในช่วงพีเอช 5.6-8.5  และมีความคงตวัสูงในช่วงพีเอชท่ี
เป็นกลางและมีความคงตวัต่ออุณหภูมิสูงกว่าเอนไซม์ไลเปสจากพืชและสัตว ์(Yamane, 1987)
เอนไซมไ์ลเปสส่วนใหญ่ท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส  

1.2.4 โครงสร้างและบริเวณเร่งของเอนไซม์ไลเปส   
   โครงสร้างของเอนไซมไ์ลเปสจะประกอบดว้ยบริเวณท่ีไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic 
areas) มากกวา่บริเวณท่ีชอบน ้ า (Hydrophilic areas) และยงัมีส่วนท่ีเป็นฝาเปิดปิด เรียกวา่ ลิด (Lid) 
ซ่ึงภายในลิดจะมีบริเวณเร่ง (Active site) ของเอนไซม์อยู่  ลิดจะท าหน้าท่ีเปิดปิดให้สับสเตรท 
(Substrates) ของเอนไซมเ์ขา้มาท าปฏิกิริยาและปล่อยผลิตภณัฑ์ออกไปและภายในลิดจะเป็นส่วนท่ี
ไม่ชอบน ้า เม่ือสับสเตรทท่ีเป็นไขมนัซ่ึงมีความไม่ชอบน ้าสูงเขา้มาใกล้ๆ  ลิดจะท าให้ฝาลิดสามารถ
เปิดออกไดด้ว้ยแรงดึงดูดของบริเวณท่ีไม่ชอบน ้ า ท าให้สับสเตรทเขา้ไปในลิดไดแ้ละจะไปจบักบั
บริเวณเร่งภายในลิด จากนั้ นก็จะท าปฏิกิริยาจนได้เป็นผลิตภัณฑ์ออกมา ส่วนบริเวณเร่ง 
 (Active site) ของเอนไซมไ์ลเปสจะประกอบดว้ยกรดอะมิโน (Amino acid) 3 ตวัท่ีเรียงอยูใ่กลก้นั 
เรียกว่า “คะตะไลติกไทรแอด (Catalytic triad) ”  ซ่ึงกรดอะมิโนทั้ง 3 น้ี ไดแ้ก่ กรดแอสปาร์ติก 
(Aspartic acid)  ใชส้ัญลกัษณ์ Asp ฮิสทิดีน (Histidine) ใชส้ัญลกัษณ์ His และเซรีน (Serine) ใช้
สัญลกัษณ์ Ser โดยบริเวณคะตะไลติกไทรแอดน้ีเป็นบริเวณท่ีเกิดการท าปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซม์
กบัสับสเตรทท่ีเกิดข้ึนในบริเวณเร่ง (Wong, 1995)     

1.2.5 การท างานของเอนไซม์ไลเปส       
   ถา้แบ่งการท างานของเอนไซม์ไลเปสตามความจ าเพาะต่อต าแหน่งโมเลกุลของ
ไตรกลีเซอไรด์จะแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งบนโมเลกุลของ 
ไตรกลีเซอไรด ์กลุ่มท่ีมีความจ าเพาะกบัต าแหน่งท่ี 1 แล 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ และกลุ่ม
ท่ีมีความจ าเพาะต่อชนิดกรดไขมนับนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ์(Wong, 1995)  
   



7 

 
 

   กลุ่มที่ 1 เป็นเอนไซม์ไลเปสท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งบนโมเลกุลของ 
ไตรกลีเซอไรด์ ปฏิกิริยาจะเกิดแบบสุ่มและจะสามารถแลกเปล่ียนหมู่เอซิลได้ทุกต าแหน่งบน
โมเลกุลของน ้ ามนัและไขมนัหรือไตรกลีเซอไรด์ เอนไซมก์ลุ่มน้ีจะยอ่ยไตรกลีเซอไรด์ไดส้มบูรณ์ 
ดงันั้นจะไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนัอิสระ (Free Fatty Acid) และกลีเซอรอล (Glycerol) แต่อาจจะ
พบพวกไดกลีเซอไรด์และโมโนกลีเซอไรด์เป็นสารอินเตอร์มีเดียท (Intermediate) ในปฏิกิริยาได ้
ตวัอยา่งของเอนไซมก์ลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ Candida cylindracea, Corynebacterium 
acnes, Staphylococcus aureus และเช้ือ Pseudomanas fluorescens     
   กลุ่มที่ 2 เป็นเอนไซม์ไลเปสท่ีมีความจ าเพาะกบัต าแหน่งท่ี 1 และ 3  บนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด์ ซ่ึงไฮโดรไลส์ไตรกลีเซอไรด์ไดเ้ป็นกรดไขมนัอิสระ  และ 1, 2- หรือ 2, 3-ได
กลีเซอไรด์ และได ้ 2-โมโนกลีเซอไรด์ แต่เน่ืองจากกลีเซอไรด์ท่ีไดน้ี้เป็นสารประกอบท่ีไม่คงตวั 
ถ้ามีการบ่มไว้เป็นเวลานานก็จะเกิดการเคล่ือนย้ายหมู่ เอซิลท าให้ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น  
1,3- ไดกลีเซอไรด์และ 1- หรือ 3-โมโนกลีเซอไรด์ แต่ถา้ให้ปฏิกิริยาการยอ่ยเกิดอยา่งสมบูรณ์ก็จะ
ไดก้ลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ ตวัอย่างของเอนไซม์ไลเปสกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ เอนไซม์ไลเปสจาก
เช้ือ Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Mucor javanicus, Rhizopus arrhizus เป็นตน้
     กลุ่มที่ 3 เป็นเอนไซม์ไลเปสท่ีมีความจ าเพาะต่อชนิดของกรดไขมนับนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด์ ซ่ึงเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรียท์ัว่ไปไม่มีคุณสมบติัขอ้น้ี ยกเวน้เอนไซม ์
ไลเปสจากจุลินทรียบ์างพวก เช่น เอนไซม์ไลเปสจาก Penicillium cyclopium จะเร่งปฏิกิริยาได้
สูงสุดเม่ือสารตั้งตน้เป็นโมโนเอซิลกลีเซอรอล แต่ถา้มีไดเอซิลกลีเซอรอลหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล 
ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาจะลดต ่าลง เอนไซม์ไลเปสจาก Geotrichum candidum จะย่อย 
ไตรกลีไซด์ท่ีมีกรดไขมนัอิสระท่ีมีพนัธะคู่เป็น cis form ซ่ึงพบในธรรมชาติตรงต าแหน่งท่ี 9 ไดดี้ 
แต่ถ้าเป็นไตรกลีไซด์ท่ีมีกรดไขมนัอิสระอ่ิมตวัหรือกรดไขมนัอิสระไม่อ่ิมตวัท่ีไม่มีพนัธะคู่ท่ี
ต  าแหน่งท่ี 9 ก็จะยอ่ยไดไ้ม่ดี  

1.2.6 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส     
  ในการท างานของเอนไซม์ไลเปสมีปัจจัยท่ีเก่ียวข้องมากมาย ได้แก่ อุณหภูมิ 
(Temperature) พีเอช (pH) ตัวยบัย ั้ ง (Inhibitors) และความเข้มข้นของสับสเตรท (Substrate 
concentration) ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีลว้นมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมด์งัน้ี  
    1. อุณหภูมิ (Temperature) อุณหภูมิเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของ
เอนไซม ์(Enzyme activity) โดยจะมีผลให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลง ซ่ึงพบวา่เอนไซมไ์ลเปส
จากเช้ือ Rhizopus oryzae กิจกรรมของเอนไซมจ์ะลดลงอยา่งรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส
และกิจกรรมของเอนไซมจ์ะหายไปเกือบหมดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส หลงัจากบ่มไวเ้ป็นเวลา 
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30 นาที (Hiol et al., 2000) เอนไซมไ์ลเปสจาก Penicilium roqueforti จะมีกิจกรรมลดลงถึง 65 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที (Eitenmiller et al., 1970) 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสท่ีได้จาก Pseudomonas  fragi จะลดลง 27.1 เปอร์เซ็นต์ เม่ือบ่มท่ี
อุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (Lu and liska, 1969) และเอนไซม์ไลเปสจาก 
Aspergillus niger จะไม่ท างานท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (Fukumoto et al., 1963)   
  2. พีเอช (pH) ปัจจยัเร่ืองพีเอชก็เป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์
ไลเปส เน่ืองจากถา้พีเอชไม่เหมาะสมเอนไซมจ์ะเกิดการเส่ือมสภาพส่งผลให้เอนไซมมี์ค่ากิจกรรม
ลดลงหรืออาจท างานไม่ได ้เช่น เอนไซม์ไลเปสจากเช้ือ Rhizopus oryzae จะมีกิจกรรมลดลง
คร่ึงหน่ึง เม่ือบ่มไวท่ี้พีเอช 8.5 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง (Hiol et al., 2000) ส่วนเอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ 
Yarrowia lipolytica 681 กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงอย่างมีนัยส าคญัเม่ือพีเอชสูงกว่า 8.0 
(Destain et al., 1997) เอนไซม์ไลเปสจาก Penicilium roqueforti มีพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเกิด
กิจกรรมเท่ากบั 8.0   
   3. ตัวยบัยั้ง (Inhibitors) ไอออนของโลหะหนกับางชนิด เช่น Hg2+, Al3+ และ Fe2+ 
จะยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสท่ีผลิตจาก Bacillus sp. (Handelsman and Shoham, 1994) ส่วน
เอนไซมไ์ลเปสท่ีไดจ้าก Pseudomonas  fragi จะถูกยบัย ั้งการท างานเม่ือมีไอออนของ Fe2+, Fe3+, 
Zn2+, Co2+ และ Cu2+ (Lu and Liska, 1964) เอนไซมไ์ลเปสจาก Penicilium roqueforti S-86 จะถูก
ยบัย ั้งการท างานดว้ย K+ และ Na+ ท่ีความเขม้ขน้ 50 โมลาร์ (Petrovic et al., 1990)    
  สารซักฟอกก็ยงัสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ได้ ซ่ึงพบว่าสารซักฟอก
โซเดียมโดดีซิลซลัเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate; SDS) ท่ีความเขม้ขน้ 1-7 มิลลิโมลาร์จะยบัย ั้ง
กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส  (Hiol et al., 2000) นอกจากน้ีกรดโอลิอิก (Oleic acid) ความเขม้ขน้ 
14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะท าให้กิจกรรมของเอไซมไ์ลเปสจาก Chromobacterium ลดลงคร่ึงหน่ึง 
ส่วนกรดไขมนัท่ีช่ือวา่เดคาโนอิก (Decanoic) และดูเดคาโนอิก (Dodecanoic) จะยบัย ั้งกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปสท่ีได้จาก Clostidium viscosum และ Acinetobacter sp. OPA55 ตามล าดับ 
( Jenta et al., 1997)    
   4. ความเข้มข้นของสับสเตรท (Substrate concentration) ความเขม้ขน้ของ
สับสเตรท (Substrate) ก็สามารถท าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงไดด้ว้ยเช่นกนั เช่น เนยเหลว
และน ้ ามันมะกอกท่ีความเช้มข้นมากกว่า 5 และ 3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  จะลดกิจกรรมของ
เอนไซมไ์ลเปส (Eitenmiller et al., 1970) เอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ Achromobacter lipolyticum จะ
แสดงกิจกรรมลดลงเม่ือใช้กลีเซอไรด์สังเคราะห์ท่ีมีความเข้มข้นมากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์เป็น
สับสเตรท (Khan et al., 1967)   
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  1.2.7 ขีดจ ากดัของการใช้เอนไซม์อสิระ       
   การน าเอนไซม์อิสระ (Free enzyme) มาประยุกต์ใช้มีขีดจ ากัดมากมาย เช่น 
เอนไซม์อิสระไม่เสถียร มีความทนทานต่ออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงไดน้้อยกว่าเอนไซมต์รึงรูป 
(Chang and Juang, 2005) เอนไซม์อิสระใช้งานในลกัษณะต่อเน่ืองหรือใชซ้ ้ าไม่ไดแ้ละถา้จะให้
เอนไซม์อิสระมีกิจกรรมของเอนไซม์สูงตอ้งท าให้บริสุทธ์ิก่อนการใช้งาน เอนไซมอิ์สระจะผสม
ปนลงไปในสารละลายของสับสเตรท (Substrate) และผลผลิตซ่ึงแยกออกไดย้ากหรือไม่ไดเ้ลยและ
เน่ืองจากเอนไซม์เป็นโปรตีนจะเกิดการปนเป้ือนในลักษณะของสารปนเป้ือนโปรตีนได ้
(Proteineous contaminants) โดยเฉพาะถา้อยูใ่นอาหารจะเกิดเป็นตะกอนเม่ืออยูใ่นระดบัอุณหภูมิ
และพีเอชของโปรตีนชนิดนั้น จะแยกออกไดต้อ้งใชก้รรมวิธีเพิ่มเติม คือ ตอ้งผา่นหน่วยแยกอีกคร้ัง 
(ปราณี อ่านเปล่ือง, 2547) เอนไซมอิ์สระมีสภาวะท าปฏิกิริยาจ าเพาะ บางคร้ังอาจไม่เหมาะสมท่ีน า
เอนไซม์อิสระมาใช้ในกระบวนการแปรรูปอาหารหรืออุตสาหกรรมท่ีตอ้งใช้เอนไซม์ชนิดนั้นๆ 
เอนไซมอิ์สระส่วนใหญ่ละลายในน ้าหรือสารละลายได ้ฉะนั้นจะน ามาใชใ้นลกัษณะตวัเร่งปฏิกิริยา
ท่ีเป็นของแข็งไม่ได ้มีผลให้ไม่สามารถใชง้านกบัเคร่ืองปฏิกรณ์ประเภทต่างๆ เช่น ฟลูอิดไดซ์เบด 
(Fluidized bed) เบดบรรจุ (Packed bed) ท่ีเป็นระบบต่อเน่ืองไดแ้ละการใช้เอนไซม์อิสระใน
อุตสาหกรรมมีตน้ทุนสูง เพราะตอ้งมีการเติมเอนไซม์บ่อยๆ (ปราณี อ่านเปล่ือง, 2547) ด้วย
ขีดจ ากดัของเอนไซมอิ์สระดงักล่าวน้ี จึงมีการคิดคน้หาแนวทางแกไ้ขขอ้จ ากดัดงักล่าวโดยการน า
เทคโนโลยกีารตรึงเอนไซมม์าประยกุตใ์ชง้านในดา้นต่างๆทดแทนการใชเ้อนไซมอิ์สระ  

1.2.8 เอนไซม์ตรึงรูป (Immobilized enzymes)      
  เอนไซม์ตรึงรูป (Immobilized enzymes) คือ เอนไซม์ท่ีพฒันาข้ึนมา โดยการ
เปล่ียนสถานะจากตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของเหลวให้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของแข็งขณะท า
ปฏิกิริยา ซ่ึงจะมีคุณสมบติัท่ีไม่ละลายน ้าหรือละลายน ้าไดน้อ้ยมาก โดยการน าเอาเอนไซมอิ์สระมา
จ ากดัใหอ้ยูใ่นขอบเขตท่ีก าหนดไวห้รือน ามายดึไวก้บัตวักลางต่างๆ ท่ีมีคุณสมบติัไม่ละลายน ้ าหรือ
ท าใหโ้มเลกุลของเอนไซมเ์ช่ือมกนัเองโดยการเช่ือมพนัธะเคมี เพื่อท าให้การเร่งปฏิกิริยาท าไดอ้ยา่ง
ต่อเน่ืองและสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ไดอี้ก สามารถใชส้ภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างไปจาก
เอนไซม์อิสระได ้แต่ข้ึนอยู่กบัการเลือกชนิดของตวักลางท่ีใช้ วิธีการตรึงรูป จึงสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ไดก้วา้งขวางมากกวา่การใชเ้อนไซมอิ์สระ 
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  1.2.9 ข้อดีของเอนไซม์ตรึงรูป       
   ข้อดีของเอนไซม์ตรึงรูป คือ สามารถทนต่ออุณหภูมิได้สูงข้ึนและยงัสามารถ
ท างานไดใ้นช่วงพีเอช (pH) ท่ีกวา้งข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมอิ์สระ (Gonchar and Auslender 
1996; Bayramoglu et al., 2002) มีโอกาสเพิ่มกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซมไ์ดถ้า้วิธีท่ีใช้
เหมาะสม สามารถน าเอนไซมก์ลบัมาใชซ้ ้ าไดท้  าให้สามารถน าไปใชก้บัระบบแบบต่อเน่ืองได ้เช่น 
ระบบ Packed bed reactors (PBR) ระบบ Fluidized bed reactors และระบบ Continuous stirred tank 
reactor เป็นตน้ ทั้งน้ีข้ึนกบัรูปร่างตวัรองรับ (Supporter) และลกัษณะของสับสเตรท (Substrate) 
เอนไซม์ท่ีน ามาตรึงไม่ตอ้งท าให้บริสุทธ์ิก็สามารถท างานได้ดีเหมือนกบัเอนไซม์บริสุทธ์ิและมี
ราคาถูกกวา่เม่ือเทียบกบัการใชเ้อนไซมอิ์สระ (ปราณี อ่านเปล่ือง, 2547) นอกจากน้ีการใชเ้อนไซม์
ตรึงรูปในอุตสาหกรรมท าให้สามารถด าเนินการผลิตได้อย่างต่อเน่ืองและควบคุมการผลิตได้ดี 
สามารถแยกผลผลิตออกจากเอนไซม์ได้ง่ายและสามารถใช้เอนไซม์หลายชนิดร่วมกันใน
กระบวนการผลิตท่ีซบัซอ้น (อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลูม 2556) 

 1.2.10 วธีิการตรึงและวสัดุตัวกลางทีใ่ช้ในการตรึงเอนไซม์  
   วิธีการตรึงรูปเอนไซม์แบ่งเป็น 3 วิธีใหญ่ๆ คือ การเช่ือมกบัตวัรองรับ การเช่ือม
ขวางและการห่อหุม้ (ปราณี อ่านเปล่ือง, 2547) ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี  
   1. วธีิการเช่ือมกับตัวรองรับ (Carrier binding method) การตรึงเอนไซมด์ว้ยการ
เช่ือมกบัตวัรองรับ สามารถท าได ้3 วธีิ  คือ วธีิการดูดซบัทางกายภาพ (Physical adsorption method) 
วิธีการเช่ือมดว้ยพนัธะไอออนิก (Ionic binding method) และวิธีการเช่ือมดว้ยพนัธะโควาเลนต ์
(Covalent binding method)     
    1.1 วธีิการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) คือ การดูด
ซับของเอนไซม์บนพื้นผิวภายนอกของตัวรองรับท่ีไม่ละลายน ้ า วิธีการตรึงรูปวิธีน้ีจะไม่มี
ผลกระทบต่อโครงรูปสามมิติ เน่ืองจากไม่มีพนัธะเคมีเกิดข้ึนและแรงท่ียึดเกาะกนัระหวา่งเอนไซม์
กบัตวัรองรับอ่อนมาก ซ่ึงพนัธะท่ีเกิดข้ึนในวิธีน้ีจะเป็นพนัธะไฮโดรเจน (Hydrogen bonding) แรง
วนัเดอวาวส์ (Van der waals force) และแรงกระท าระหว่างส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic 
interaction) และวิธีน้ีอาจมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซมบ์า้งเล็กนอ้ยในลกัษณะของการหมุนตวัของ
เอนไซม์เพื่อจบักบัสับสเตรท (Stereospecific effect) การตรึงเอนไซม์ดว้ยวิธีน้ีท  าไดโ้ดยผสม
สารละลายเอนไซมก์บัตวัรองรับท่ีใชต้รึงภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมทิ้งไวเ้พื่อให้มีการจบักนั จากนั้น
แยกเอนไซม์ท่ีถูกตรึงออกด้วยการกรอง ตัวรองรับท่ีนิยมใช้ตรึงรูปเอนไซม์ด้วยวิธีน้ี ได้แก่ 
เบนโทไนต์ (Bentonite) ถ่านกมัมนัต์ (Activated carbon) เจลแคลเซียมฟอสเฟต (Calcium 
phosphate gel) แก้วพรุน (Porous glass) โคลนกรด (Acid clay) คาโอลิไนต์ (Kaolinite)  
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อะลูมินา (Alumina) และพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น แป้ง  คอลลาเจน วิธีการผลิตเอนไซมต์รึงรูปดว้ย
วิธีการดูดซบัทางกายภาพเป็นวิธีการท่ีง่ายท่ีสุด ราคาถูก แต่เอนไซมห์ลุดออกจากตวัรองรับไดง่้าย 
เน่ืองจากมีแรงกระท าระหวา่งโมเลกุลท่ีอ่อนมาก (Chaplin and Bucke, 1990; Murray et al., 1996)
   1.2 วิธีการเช่ือมด้วยพันธะไอออนิก (Ionic binding method) คือ การ
เช่ือมระหวา่งเอนไซมก์บัตวัรองรับท่ีไม่ละลายน ้ าโดยใช้พนัธะไอออนิก ตวัอย่างตวัรองรับท่ีนิยม
ใช้ตรึงรูปเอนไซม์ด้วยวิธี น้ี  ได้แก่ สารท่ีมีอนุมูลแลกเปล่ียนประจุ เช่น พอลิแซ็กคาไรด ์
(Polysaccharide) และพอลิเมอร์สังเคราะห์ เป็นตน้ ซ่ึงอนุมูลประจุในตวัรองรับและในเอนไซมต์อ้ง
ต่างกนั เช่น เอนไซม์มีอนุมูลประจุบวก (Anion) เช่น กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) และตวั
รองรับมีอนุมูลประจุลบ (Cationic) เช่น DEAE-cellulose และ DEAE-sephadex เป็นตน้  
    1.3 วิธีการเช่ือมด้วยพันธะโควาเลนต์ (Covalent binding method) คือ 
การเช่ือมพนัธะระหว่างเอนไซม์กบัตวัรองรับด้วยพนัธะโควาเลนต์ วิธีน้ีเป็นวิธีท่ีนิยมท ากนัมาก
ท่ีสุด เน่ืองจากวิธีน้ีมีแรงกระท าระหว่างตวัรองรับกบัเอนไซม์ท่ีแข็งแรงมาก ท าให้เอนไซม์หลุด
ออกจากตวัรองรับไดย้าก แต่จะมีการเตรียมท่ียุง่ยากและราคาสูง (Chaplin and Bucke, 1990) พนัธะ
โควาเลนตท่ี์เกิดข้ึนน้ีจะท าให้โครงสร้างของเอนไซมต์รึงรูปแข็งแรงข้ึน ทนต่ออุณหภูมิ และ pH ท่ี
รุนแรงไดม้ากข้ึนและความมีเสถียรภาพเหล่าน้ีจะส่งผลให้กิจกรรมเอนไซมล์ดลงเพียงแค่เล็กนอ้ย
เท่านั้นเม่ือมีการน ากลบัมาใชซ้ ้ า (Huckel et al., 1996) การตรึงรูปดว้ยวิธีน้ีสามารถท าได ้7 วิธีดงัน้ี 
    ก. วิธีไดอะโซ (Diazo method) คือ การสร้างพนัธะระหวา่งเอนไซมแ์ละ
ตัวรองรับท่ีมีอนุพันธ์ไดอะโซเนียม ( -N+=N) เรียกกระบวนการน้ีว่า ไดอะโซไทเซชั่น 
(Diazotization) เช่น ตวัรองรับท่ีมี Aromatic amino group (R-Y-NH2) แสดงดงัสมการท่ี 1  

                                                    สมการท่ี 1 ปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชัน่ 
 
   เอนไซม์ท่ีสามารถสร้างพนัธะโควาเลนต์โดยวิธีน้ีไดแ้ก่ เอนไซม์ท่ีมีหมู่อะมิโน
อิสระ เอนไซมท่ี์มีหมู่อิมิดาโซลหรือหมู่ฟีนอลิกไฮดรอกซิล     
    ข. วิธีการเช่ือมด้วยพันธะเปปไทด์ (Peptide binding method) คือ การ
เช่ือมระหวา่งโมเลกุลเอนไซมแ์ละตวัรองรับดว้ยพนัธะเปปไทด ์(-CO-NH-) ซ่ึงมี 2 ลกัษณะ คือ 



12 

 
 

    1) ตวัรองรับมีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) และหมู่อะมิโน (-NH2) ถูกท าให้
เป็นอนุพนัธ์ท่ีไวต่อปฏิกิริยา เช่น อนุพนัธ์ของ Acid azide, อนุพนัธ์ของคลอไรด์ไอโซไซยาเนต
และอนุพนัธ์ของคลอไรด์ เป็นตน้ แล้วเช่ือมกับหมู่อะมิโนของเอนไซม์ ตวัอย่างปฏิกิริยาท่ีตวั
รองรับถูกท าใหเ้ป็นอนุพนัธ์คลอไรด ์แสดงดงัสมการท่ี 2                                                               
                                       

 
    
  
สมการท่ี 2 ปฏิกิริยาท่ีตวัรองรับถูกท าใหเ้ป็นอนุพนัธ์คลอไรด ์
    
 

    2) ใช้สารควบแน่น ไดแ้ก่ คาร์โบไดอิไมด์ (Carbodiimide) Woodward’s 
reagent K เป็นตวักลางสร้างพนัธะเปปไทด ์เม่ือพนัธะเปปไทดเ์กิดข้ึนแลว้สารควบแน่นจะถูกปล่อย
กลบัคืนมาดงัเดิม      
    ค. วิธีการเติมหมู่อัลคิล (Alkylation method) คือ การเช่ือมดว้ยพนัธะ 
โควาเลนต์ระหว่างหมู่อะมิโน (Amino group) หมู่ฟีนอลิก (Phenolic) หรือหมู่ซัลไฟดริล 
(Sulfhydryl group) ของเอนไซม์กบัหมู่เฮไลด์ (Halide) ของตวัรองรับแบบ Alkylation แสดงดงั
สมการท่ี 3   

                                                       
                                                             

สมการท่ี 3 ปฏิกิริยาการเติมหมู่อลัคิล (Alkyl)   
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    ง. วิธีการเช่ือมพันธะด้วยสารมีหน้าที่คู่ (Bifunctional reagents ) เป็น
การเช่ือมตวัรองรับกบัเอนไซมด์ว้ยสารเช่ือมซ่ึงจะเช่ือมระหวา่งหมู่อะมิโนของตวัรองรับกบัหมู่อะ
มิโนของเอนไซม์ สารเช่ือมขวางอาจเป็นพวกสารมีหน้าท่ีคู่ เช่น กลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) 
ซ่ึงมีหมู่อลัดีไฮด ์2 หมู่ ท่ีสามารถเช่ือมกบัหมู่อะมิโนของตวัรองรับกบัเอนไซมด์ว้ยวิธีการสร้างชิฟ
เบส (Schiff base) แสดงดงัสมการท่ี 4             

                                               สมการท่ี 4 ปฏิกิริยาการสร้างชิฟเบส  
 
     จ. วิธีการเช่ือมกับตัวรองรับด้วยปฏิกิริยาอุงิ(Ugi reaction binding) เป็น
วิธีผสมของการท าให้สารประกอบในปฏิกิริยาซ่ึงประกอบด้วยหมู่ไวต่อปฏิกิริยา เช่น ไอโซ
ไซยาไนด์ (Isocyanide) อลัดีไฮด์ (Aldehyde) คีโตน (Ketone) คาร์บอกซิล (Carboxyl) และ 
เอมีน (Amine) ทั้งน้ีตวัรองรับและเอนไซมจ์ะตอ้งมีหมู่ไวต่อปฏิกิริยาเหล่าน้ีอยา่งใดอยา่งหน่ึงก็ได ้
เพื่อท าใหเ้กิด N-substituted amide เช่น การเช่ือมกบัตวัรองรับดว้ยปฏิกิริยาอุงิโดยท่ีตวัรองรับมีหมู่
คาร์บอกซิล (R-COOH) แสดงดงัสมการท่ี 5   

 
 
 
 
 
  
 
 
                                                              สมการท่ี 5 ปฏิกิริยาอุงิ 
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    ปฏิกิริยาขา้งตน้น้ี ตวัรองรับท่ีไม่ละลายน ้ ามีหมู่คาร์บอกซิลผสมรวมกบั
สารละลายเอนไซม์ซ่ึงมีหมู่อะมิโน (H2N-enzyme) จากนั้นเติมอะเซทลัดีไฮด์ (Acetaldehyde 
(CH3CHO) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide กวนสารละลายทั้งหมดเป็นเวลา 6 ชัว่โมงท่ี 
พีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอร์มอล (0.5 N HCl) จะไดเ้อนไซมต์รึงรูปใน
ลกัษณะ N-substituted amide   
      ฉ. วิธีการเช่ือมพันธะโดยการเปลี่ยนหมู่ไทออล (Thiol, -SH) เป็นได
ซัลไฟด์ (Disulfide) ซ่ึงเป็นวธีิการตรึงรูปแบบแลกเปล่ียนหมู่ไทออลของเอนไซมแ์ละตวัรองรับซ่ึง
การตรึงรูปวิธีน้ีค่อนขา้งจ ากดักบัเอนไซม์ยูริเอสเท่านั้นเน่ืองจากเอนไซม์ยูรีเอสมีหมู่ไทออล แต่
ปัจจุบนัก็มีการศึกษาการตรึงกบัเอนไซม์ท่ีไม่มีหมู่ไทออล เช่น แอลฟาอะไมเลส ซ่ึงตอ้งเติมหมู่ 
ไทออล (Thiolation) ใหก้บัเอนไซมก่์อน   
    ช. วธีิการเช่ือมพนัธะกบัตัวรองรับด้วยวธีิอืน่ๆ ไดแ้ก่   
    1) การใชแ้ป้งไดอลัดีไฮด์ (Dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเป็น
ตวัรองรับท่ีมีหมู่อลัดีไฮด ์2 หมู่ สามารถใชเ้ป็นตวัรองรับในการจบักบัหมู่อะมิโนของเอนไซมแ์บบ
ปฏิกิริยาชิฟเบส ไดแ้ก่ การตรึงรูปปาเปน         
    2) การใช ้Poly (4-formylmethoxyphenol) methacrylate) เป็นตวัรองรับท่ี
มีหมู่อลัดีไฮดท่ี์ไวต่อปฏิกิริยา จะท าปฏิกิริยากบัหมู่อะมิโนของเอนไซมเ์ช่นเดียวกบัขอ้ ก  
   3) วธีิการสร้างพนัธะกวัอะนิดีน (Guanidine)     
    4) วธีิการตรึงรูปเอนไซมร่์วมกบัโคแฟกเตอร์   
  2. วิธีการเช่ือมขวาง (Cross-linking method) การท าเอนไซมต์รึงรูปวิธีน้ีอาศยั
วธีิการสร้างพนัธะเคมีเหมือนกบัวธีิการสร้างพนัธะโควาเลนต ์แต่วธีิน้ีไม่ตอ้งใชต้วัรองรับ เอนไซม์
จะถูกตรึงรูปอยูไ่ดโ้ดยการสร้างพนัธะเช่ือมขวาง (Cross-linkers) ระหวา่งโมเลกุลของเอนไซม ์โดย
อาศยัสารเช่ือมขวางท าหนา้ท่ีเช่ือมระหวา่ง 2 โมเลกุลหรือมากกวา่ (Bi-or multifunctional reagents) 
ซ่ึงมีผลให้เอนไซม์หลายโมเลกุลเกาะกลุ่มกัน กลายเป็นโมเลกุลใหญ่ท่ีละลายน ้ าได้น้อยลง 
เน่ืองจากวิธีการตรึงน้ีก่อให้เกิดพนัธะโควาเลนต์ระหว่างโมเลกุลเอนไซม์ ตวัอย่างสารเช่ือมขวาง
(Crosslink agent) ได้แก่ กลูตารัลดีไฮด์ (Glutaraldehyde) อนุพนัธ์ไอโซไทโอไซยาเนต 
(Isothiocyanate derivative) และอนุพนัธ์ไอโซไซยาเนต (Isocyanate derivative) และไบซ์ไดอะโซ-
เบนซิดีน (Bisdiazobenzidine) เป็นตน้  
  3. วธีิการห่อหุ้ม (Entrapping method) เป็นวิธีการตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิ์สระ
ไวใ้นช่องวา่งของตาข่ายพอลิเมอร์ (Polymer) หรือห่อหุ้มเอนไซมอิ์สระไวด้ว้ยเยื่อบางท่ียอมให้มี
สารซึมผา่นได ้(Semipermeable membrane) การตรึงเอนไซมด์ว้ยวิธีน้ีแตกต่างจากการตรึงเอนไซม์
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ดว้ยวธีิแบบดูดซบัและวิธีเช่ือมขวาง เน่ืองจากการตรึงวิธีน้ีจะไม่มีการเช่ือมพนัธะเคมีใดๆ ระหวา่ง
เอนไซมก์บัพอลิเมอร์ (Polymer) หรือแผน่เมมเบรน (Membrane) ท่ีลอ้มรอบเอนไซมแ์ละเอนไซม์
ไม่ไดจ้บัยดึกบัตวัพยงุหรือจบัยดึกนัเอง แต่จะถูกขงัใหอ้ยูใ่นบริเวณท่ีจ ากดั ดงันั้นจึงสามารถใชต้รึง
เอนไซม์ได้ทุกชนิดรวมทั้งเซลล์และองค์ประกอบต่างๆ ของเซลล์ ทั้ งท่ีมีขนาดและคุณสมบติั
แตกต่างกนั การตรึงเอนไซมด์ว้ยวธีิน้ีท าใหค้วามสามารถในการกระตุน้ปฏิกิริยาของเอนไซมล์ดลง
เพียงเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัการตรึงเอนไซม์ท่ีใชพ้นัธะทางเคมี  ซ่ึงการตรึงดว้ยวิธีน้ีมีอยู ่2 แบบ คือ  
    3.1 Enzyme inclusion การตรึงแบบน้ีเอนไซม์จะถูกขงัหรือห่อหุ้มไว้
ภายในช่องตาข่ายของสารพอลิเมอร์ (Polymer) ท่ีไม่ละลายน ้าอยา่งสม ่าเสมอ ดงัแสดงในภาพท่ี 1-1
สารท่ีใชห่้อหุ้มเอนไซมว์ิธีน้ีอาจเป็นสารพอลิเมอร์ธรรมชาติ (Natural polymer) หรือสารพอลิเมอร์
สังเคราะห์ (Synthetic polymer) ก็ไดก้ารเตรียมเอนไซมว์ิธีน้ีจะตอ้งเลือกชนิดของสารพอลิเมอร์ให้
เหมาะสมกบัเอนไซมท่ี์ใช ้เน่ืองจากสารบางชนิดขณะเกิดเป็นพอลิเมอร์จะมีปฏิกริยารุนแรงจนท า
ใหเ้สถียรภาพของเอนไซมเ์สียหายไปได ้

 

 
 
 
 
 
     
    ภาพท่ี 1-1 การตรึงเอนไซมด์ว้ยวธีิห่อหุม้แบบ Enzyme Inclusion  
     ท่ีมา : http://agri.npu.ac.th/publication/   
 

    3.2 Micro-capsulation แบบน้ีเอนไซม์จะถูกห่อหุ้มไวใ้นแคปซูลขนาด
เล็กท่ีมีคุณสมบติัยอมให้สารบางชนิดผ่านเขา้-ออกได ้แต่เอนไซม์ผ่านออกมาไม่ได้ ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 1-2 การเตรียมเอนไซม์วิธีน้ีจะตอ้งควบคุมสภาวะท่ีใช้ท าปฏิกิริยาขณะเกิดสารโพลีเมอร์ 
(Polymer) ใหดี้ มิฉะนั้นจะมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์(Enzyme activity) ท่ีได ้

 

http://agri.npu.ac.th/publication/
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ภาพท่ี 1-2 การตรึงเอนไซมด์ว้ยวธีิห่อหุม้แบบ Micro-capsulation                
ท่ีมา: http://agri.npu.ac.th/publication/ 

 

   อยา่งไรก็ตามการตรึงเอนไซมจ์ะตอ้งค านึงถึงปัจจยัหลายๆ ปัจจยัทั้งก่อนและหลงั
การตรึง เน่ืองจากปัจจยัเหล่าน้ีอาจส่งผลต่อการท างานของเอนไซมห์ลงัตรึงรูปทั้งส้ิน ดงัภาพท่ี 1-3 
ท่ีแสดงถึงภาพรวมของกระบวนการตรึงเอนไซมท่ี์ตอ้งพิจารณาตั้งแต่ตวัเอนไซมท่ี์จะใชใ้นการตรึง 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (Enzyme activity) ความคงตวั (Stability) และความจ าเพาะต่อการท า
ปฏิกิริยา (Selectivity) ตวัพยุงท่ีใช้ในการตรึง การปรับสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการตรึงเอนไซม ์
ตลอดจนขั้นตอนการปฏิบติัท่ีถูกตอ้งเก่ียวกบัการตรึง หลกัการตรึงเอนไซม์ เพื่อไม่ให้เอนไซม์ท่ี
ตรึงสูญเสียกิจกรรมหลงัการตรึงและมีความคงตวัต่อสภาวะท่ีจะน าไปใชใ้นอนาคต   
 

     
   
  
  
  
  
  
  
 
          ภาพท่ี 1-3 กระบวนการตรึงเอนไซม ์   
          ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Cao (2005) 

http://agri.npu.ac.th/publication/
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1.2.11 พอลฟิินิลซัลโฟน (Polyphenylsulfone)  
   พอลิฟินิลซัลโฟน (Polyphenylsulfone) เป็นพอลิเมอร์ชนิดหน่ึงท่ีสร้างข้ึนจาก
มอนอเมอร์ (Monomer) ของไบฟีนอล (Biphenol) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบท่ีท าให้พลาสติกมีความ
แข็งแรง ทนทานและคงรูป และ 4,4-ไดคลอโรไดฟีนิลซลัโฟน(4,4-Dichlorodiphenylsulfone) โดย
พอลิฟินิลซลัโฟนจดัเป็นเทอร์โมพลาสติกพอลิเมอร์ท่ีมีลกัษณะโปร่งใส มีความแข็ง เหนียว ทนต่อ
อุณหภูมิสูงและทนต่อสารเคมี พอลิฟินิลซัลโฟนท่ีใช้ในการศึกษามีช่ือทางการคา้ว่า “เรเดลอาร์- 
พอลิฟินิลซลัโฟน (RADEL® Polyphenylsulfone,)” ใชส้ัญลกัษณ์ยอ่วา่ PPSU มีสูตรโมเลกุลเป็น  
(-C6H4-4SO3C6H4-4OC6H4-4C6H4-4O-)n น ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ีย (Weight average molecular weight) 
เท่ากบั 63,000 ดชันีหลอมเหลวอยูท่ี่ 14-20 กรัมต่อ 10 นาที ดชันีหกัเหแสง n 20/D เท่ากบั 1.672 
อุณหภูมิกลาสทรานซิชัน (Glass transition temperature,Tg) 208 องศาเซลเซียส และมีความ
หนาแน่น 1.29 กรัมต่อมิลลิลิตร ท่ี 25 องศาเซลเซียส  

1.2.12 การเติมหมู่เอมีนให้กบัพอลฟิินิลซันโฟน  
   เอมีนพอลิเมอร์มีการใช้งานอย่างแพร่หลาย เช่น การใช้เป็นเรซินแลกเปล่ียน
ไอออน (Ion exchange resin) ใชใ้นการบ าบดัน ้าเสีย ใชใ้นทางเภสัชกรรม เป็นตน้ เอมีนพอลิเมอร์ท่ี
ไดจ้ากธรรมชาติสามารถท าหน้าท่ีเป็นกรด-เบส นิวคลีโอไฟด์ (Nucleophiles) ลิแกนด์ (Ligands) 
ของโลหะ และสารแลกเปล่ียนประจุ เอมีนพอลิเมอร์โดยทัว่ไป เช่น Polyvinyl amine จะเตรียมได้
ยากและการสังเคราะห์มีหลายขั้นตอน ปัจจุบนัจึงมีการเติมหมู่เอมีนให้กับพอลิเมอร์เพื่อการ
ประยุกต์ใช้ ซ่ึงการเติมหมู่เอมีนให้กับพอลิเมอร์จะประกอบด้วยกระบวนการ 2 ขั้นตอน คือ 
     1. ขั้นตอนการท าไนเตรช่ัน เป็นขั้นตอนการเติมหมู่ไนเตรตเขา้ไปท่ีสาย
โซ่ของพอลิเมอร์ ซ่ึงสารท่ีใชท้  าปฏิกิริยาไนเตรชัน่ (Nitrating agent) มกัเป็นสารละลายกรดผสม
ระหวา่งกรดไนตริกและกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ ปฏิกิริยาไนเตรชนันั้นมีประโยชน์มากในการเติมหมู่
ไนโตร (-NO2) ให้แก่สารประกอบอะโรมาติกและหมู่ไนโตร (-NO2) น้ีสามารถถูกเปล่ียนเป็นหมู่ 
อะมิโน (-NH2) ไดด้ว้ยปฏิกิริยารีดกัชนั ซ่ึงสามารถเปล่ียนให้เป็นเกลือไดอะโซเนียม และแทนท่ี
ดว้ยหมู่ต่างๆ ไดง่้าย ดงันั้น ปฏิกิริยาไนเตรชนัจึงเป็นวธีิหน่ึงในการเตรียมอนุพนัธ์ของสารประกอบ 
อะโรมาติก โดยเฉพาะอย่างยิ่งพวกท่ีไม่มีหมู่แทนท่ีใดๆ ซ่ึงสารประกอบไนโตรอะโรมาติกท่ีได้
มกัจะเป็นผลึกท่ีมีจุดหลอมเหลวท่ีแน่นอน จึงสามารถใชบ้่งบอกชนิดของสารประกอบอะโรมาติก
นั้นๆ ได้ เม่ือน าสารประกอบไนโตรอะโรมาติกไปรีดิวส์ต่อด้วยตัวรีดิวซ์ท่ีเหมาะสมจะได ้
อะโรมาติกเอมีนปฐมภูมิ นอกจากน้ีการเติมหมู่ไนโตรให้กับพอลิเมอร์จะท าให้วงฟีนิล  
(Phenyl ring) มีความไวต่อการท าปฏิกิริยากับนิวคลีโอไฟล์ (Nucleophile) อีกทั้งยงัท าให ้
พอลิเมอร์มีค่าอุณหภูมิกลาสทรานซิชัน่เพิ่มข้ึน (Ghosal et al., 2003)  
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    2. ขั้นตอนการท าปฏิกริิยารีดักช่ัน เป็นขั้นตอนการเปล่ียนจากหมู่ไนเตรต
เป็นหมู่เอมีน ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาต่อเน่ืองจากปฏิกิริยาไนเตรชัน่ ขั้นตอนการเปล่ียนจากหมู่ไนเตรตเป็น
หมู่เอมีนตอ้งใชรี้ดิวซ่ิงเอเจนต ์(Reducing agent) รีดิวซ่ิงเอเจนตท่ี์ใช ้ไดแ้ก่ ไดเมทิลฟอร์มเอมายด ์
(Dimethylformamide, DMF) ไดเมทิลอะเซตเอมายด์ (Dimethylacetamide, DMAc) ไดเมทิลซลั-
ฟอกไซด์ (Dimethylsulfoxide, DMSO) หรือเมทิลไพโรลิโดน (N-methylpyrrolidone, NMP) ซ่ึง
เม่ือพอลิเมอร์ผ่านการปรับปรุงแลว้จะสามารถน าไปใช้งานไดห้ลากหลายข้ึน (Jayaswal et al., 
2000; Sinha et al., 2002; Pugazhenthi and Kumar 2004; Hill et al., 2006) ทั้งน้ีในงานวิจยัจะใชพ้อ
ลิฟินิลซลัโฟนน ามาท าปฏิกิริยาดงักล่าวเพื่อเติมหมู่เอมีนและน าไปใชใ้นการตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะ 
โคเวเลนต ์ซ่ึงเป็นวิธีท่ีนิยมใชใ้นการตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโคเวเลนต ์โดยให้หมู่อลัดีไฮด์ท่ีปลาย
ขา้งหน่ึงของสารเช่ือมขวางท่ีใช้ในการตรึงแบบโคเวเลนต์จบักับหมู่เอมีนของเอมีนพอลิฟินิล
ซลัโฟนและใหห้มู่อลัดีไฮดข์องสารเช่ือมขวางท่ีปลายอีกขา้งหน่ึงจบักบัหมู่เอมีนของเอนไซม ์  

1.2.13 การตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วยพนัธะโควาเลนท์บนพอลฟิินิลซัลโฟน  
   การตรึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ยพนัธะโควาเลนตบ์นพอลิฟินิลซัลโฟนจะตอ้งท าการ
เติมหมู่เอมีนบนพอลิฟินิลซนัโฟนก่อนดว้ยการท าปฏิกิริยาไนเตรชัน่ (Nitration reaction) เพื่อเติม
หมู่ไนเตรตเขา้ไปท่ีสายโซ่พอลิเมอร์ของพอลิฟินิลซนัโฟนและท าปฏิกิริยารีดกัชัน่ เพื่อเปล่ียนหมู่
ไนเตรทเป็นหมู่เอมีน เม่ือท าการเติมหมู่เอมีนบนพอลิฟินิลซันโฟนเรียบร้อยแล้วจะท าการตรึง
เอนไซม์บนเอมีนบนพอลิฟินิลซันโฟนโดยใช้สารเช่ือมขวางเพื่อให้เกิดพนัธะโคเวเลนต์ ซ่ึงนิยม
ใชก้ลูตารัลดีไฮดเ์ป็นสารเช่ือมขวาง (Bryjak 2006; Magnan 2004; Desai 2005; Rocha 1998) โดยท่ี
ปลายทั้งสองข้างจะมีหมู่อลัดีไฮด์ ซ่ึงหมู่อลัดีไฮด์ท่ีปลายข้างหน่ึงจะจบักับหมู่เอมีนของเอมีน 
พอลิฟินิลซัลโฟนดว้ยพนัธะโควาเลนต์และหมู่อลัดีไฮด์ท่ีปลายอีกขา้งหน่ึงจะไปจบักบัหมู่เอมีน
ของเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนตเ์ช่นกนั ท าให้เกิดการยึดติดกนักนัระหวา่งพอลิฟินิลซนัโฟนและ
เอนไซมด์งัภาพท่ี 1-4 
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           ภาพท่ี 1-4 การตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนตโ์ดยใชก้ลูตาอลัดีไฮด์เป็นสารเช่ือมขวาง          
     ท่ีมา: อิสลาห์ ดือราแม (2551) 

 
  1.2.14 น า้มันและไขมัน           
  น ้ ามนัและไขมนัเป็นสารกลุ่มเดียวกนัท่ีเรียกวา่ “ลิพิด (Lipid)” โดยทั้งไขมนัและ
น ้ามนัเป็นสารท่ีมีสมบติัใกลเ้คียงกนั คือ เป็นสารท่ีมีองคป์ระกอบหลกัเป็นธาตุคาร์บอน ไฮโดรเจน
และออกซิเจน  ซ่ึงจะไม่ละลายในน ้า คือ เม่ืออยูใ่นน ้าจะแยกออกจากน ้าเป็นชั้นโดยลอยอยูเ่หนือน ้ า 
แต่น ้ ามนัและไขมนัจะสามารถละลายไดดี้ในสารท่ีเป็นน ้ ามนัหรือในสารตวัท าละลายอินทรียบ์าง
ชนิด  เช่น  แอลกอฮอล์ (Alcohol)  เป็นตน้ น ้ ามนัและไขมนัเป็นสารประกอบพวกแอลกอฮอล ์
(Alcohol)  หรือพวกกลีเซอรอล (Glycerol) รวมกบักรดไขมนัชนิดต่างๆ โดยส่วนท่ีเป็นของเหลว ณ 
อุณหภูมิปกติจะเป็นน ้ามนัและส่วนท่ีเป็นของแขง็จะเป็นไขมนั    

1.2.15 โมเลกุลและการแตกตัวของน า้มันและไขมัน     
   โมเลกุลของน ้ามนัและไขมนั ประกอบดว้ยกลีเซอรีน (Glycerine)  1 โมเลกุล และ
กรดไขมนั (Fatty acid) 3 โมเลกุล โดยเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะเอสเทอร์ ดงัภาพท่ี 1-5 ซ่ึงกลีเซอรีน 
(Glycerine) หรือกลีเซอรอล (Glycerol) เป็นสารจ าพวกแอลกอฮอล์ (Alcohol) ไม่มีสี ไม่มีกล่ินและ
มีรสหวาน มีสูตรโมเลกุลเป็น C3H8O3 ส่วนกรดไขมนัเป็นกรดอินทรียช์นิดหน่ึง ประกอบดว้ยโซ่
คาร์บอนท่ีมีจ านวนแตกต่างกนัและมีหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) เป็นหมู่ฟังก์ชัน่ ซ่ึงแบ่งเป็น 2 ชนิด 
คือ กรดไขมนัอ่ิมตวั (Saturated fatty acid) และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (Unsaturated fatty acid) ถา้กรด
ไขมนัอ่ิมตวัมากจะเป็นไขมนั (Lipids) ตวัอยา่งกรดไขมนัอ่ิมตวั เช่น กรดปาล์มิติก (Palmitic acid) 
กรดลอริก (Lauric acid) กรดไมริสติก (Myristic acid) กรดสเตียริก (Stearic Acid) แต่ถา้กรดไขมนั
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ไม่อ่ิมตวัมีมากจะเป็นน ้ ามนั เช่น กรดปาล์มิโตเลอิก (Palmitoleic acid) กรดโอเลอิก (Oleic acid) 
กรดไลโนเลอิก (Linoleic acid) ยิง่มีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัมากเท่าใด สถานะยิง่เหลวมากเท่านั้น  

 
   ภาพท่ี 1-5 ส่วนประกอบของโมเลกุลไขมนั  
    ท่ีมา: http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/triglyceride 

   

  โมเลกุลของน ้ ามันและไขมันเม่ือเกิดการย่อยสลายจะเกิดการแตกตัวเป็น 
กลีเซอรอล (Glycerol) และกรดไขมนั (Fatty acid) ดงัสมการในภาพท่ี 1-6 

 
  
  
  
  
  
  
  
 
   ภาพท่ี 1-6 การแตกตวัของน ้ามนัและไขมนั                                 
                       ท่ีมา: http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/triglyceride  

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/triglyceride
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  1.2.16 น า้มันและไขมันในน า้เสีย  
   โดยทัว่ไปในน ้ าเสียจะมีน ้ ามนัและไขมนัเป็นส่วนประกอบอยูร่ะหวา่ง 1 – 1,480 
มิลลิกรัมต่อลิตร ข้ึนอยู่กบัแหล่งท่ีผลิตน ้ าเสียออกมา (Kramer, 1971) น ้ ามนัและไขมนัท่ีพบใน 
น ้ าเสียนั้นเป็นสารอินทรียท่ี์มีเสถียรภาพและย่อยสลายโดยแบคทีเรียไดย้าก (เกรียงศกัด์ิ อุดมสิน
โรจน์, 2539) ซ่ึงน ้ ามนัและไขมนัประกอบด้วยสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Hydrocarbon) 
กลีเซอไรด์ (Glyceride) สเตียรอยด์ (Steroid) และกรดไขมนั (Fatty acid) ซ่ึงกรดไขมนัท่ีเป็น
ส่วนประกอบไขมนัท่ีพบในน ้ าเสียจะมีอยู่ด้วยกนั 2 พวก คือ กรดไขมนัอ่ิมตวั (Saturated fatty 
acid) เช่น กรดสเตียริค (Stearic acid) กรดปาล์มิติก (Palmitic acid) เป็นตน้ และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั 
(Unsaturated fatty acid) ซ่ึงพบว่าเป็นกรดโอเลอิกถึง 95 เปอร์เซ็นต์ (Kramer, 1971) ซ่ึง
ส่วนประกอบต่างๆ ของไขมนัจะไม่ละลายน ้า จึงท าใหส่้วนประกอบดงักล่าวเกิดการแยกชั้นกบัน ้า 

1.2.17 แหล่งทีม่าของน า้เสียทีม่ีน า้มันและไขมัน  
   น ้าเสียท่ีมีน ้ามนัและไขมนัสามารถแบ่งแหล่งท่ีมาได ้2 แหล่งใหญ่ คือ  
     1. น ้าเสียที่มีน ้ามันและไขมันจากแหล่งชุมชน น ้ ามนัและไขมนัเป็น
องคป์ระกอบหน่ึงท่ีพบในน ้าเสียชุมชน โดยน ้าเสียท่ีมีน ้ามนัและไขมนัจากแหล่งชุมชนจะมีปริมาณ
น ้ ามนัและไขมนัร้อยละ 10 ของปริมาณสารอินทรียท์ั้งหมด (กรมควบคุมมลพิษ, 2546) น ้ าเสีย
ชุมชนท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัปนเป้ือนส่วนใหญ่มกัมาจากกิจกรรมการประกอบอาหาร กิจกรรมการ
ซกัลา้ง และสถานีบริการน ้ามนั เป็นตน้ (กรมควบคุมมลพิษ, 2551)   
    2. น ้าเสียที่มีน ้ามันและไขมันจากโรงงานอุตสาหกรรม  เช่น โรงงาน
อาหารแช่แข็ง โรงงานอาหารแปรรูป โรงงานผลิตอาหารสัตว ์โรงงานสกดัน ้ ามนัพืช โรงงานสกดั
น ้ ามนัปาล์ม โรงงานท าสบู่ และโรงงานผลิตเคร่ืองหนงั เป็นตน้ ซ่ึงน ้ าเสียท่ีมีน ้ ามนัและไขมนัท่ีมี
แหล่งก าเนิดมาจากโรงงานอุตสาหกรรมจะมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัปนเป้ือนอยู่ในปริมาณท่ีสูง 
จึงมกัมีปัญหาส าคญัในการก าจดัไขมนัออกจากน ้าทิ้ง  เน่ืองจากไขมนัจะแผป่กคลุมผิวหนา้น ้ าเสมอ 
มีผลท าใหอ้อกซิเจนไม่สามารถละลายสู่น ้าได ้ก่อให้เกิดภาวะขาดออกซิเจน เกิดกล่ินเน่าเหม็นและ
ยงัท าใหป้ระสิทธิภาพของระบบการบ าบดัน ้าเสียลดลงอีกดว้ย (ปราณี พฒันพิพิธไพศาล, 2552) 

1.2.18 ประเภทของน า้มันและไขมันในน า้เสีย      
   น ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียสามารถแบ่งออกเป็นประเภทต่างๆ ไดห้ลายประเภท
โดยอาศยัหลกัการต่างๆ มากมาย แต่ส่วนใหญ่มกัใชก้ารแบ่งโดยใชห้ลกัเกณฑข์องความสามารถใน
การยอ่ยสลายทางชีววทิยา (Biodegradability) ซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ ยอ่ยสลายทางชีวภาพไดก้บั
ยอ่ยสลายทางชีวภาพไม่ได ้โดยน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียท่ีมาจากอุตสาหกรรมอาหารจะสามารถ
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ยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและจะกลายเป็นสารอินทรียใ์นกระบวนการบ าบดัน ้ าเสียทางชีวภาพ ส่วน
ของเสียท่ีมาจากปิโตรเลียมหรือแหล่งแร่ธาตุจะไม่สามารยอ่ยสลายทางชีวภาพไดแ้ละใชก้ารแบ่ง
โดยใชล้กัษณะทางฟิสิกส์ของน ้ามนัและไขมนั ซ่ึงจะแบ่งเป็น 2 ชนิดเช่นกนั คือ ไขมนัท่ีไม่ลอยตวั
กับไขมนัลอยตวั โดยไขมนัท่ีลอยตัวมกัจะพบได้โดยทัว่ไปแต่มกัไม่พบในน ้ าทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรม เน่ืองจากมกัจะไปสะสมอยูใ่นท่อน ้าเสียและเป็นสาเหตุใหเ้กิดการอุดตนั ส่วนไขมนัท่ี
ไม่ลอยตวัมกัจะถูกแยกออกในกระบวนการตกตะกอนเบ้ืองตน้ในระบบบ าบดัน ้ าเสียและถูกก าจดั
ออกโดยการตกัออกหรือการดูดซบั (Adsorption)  

 1.2.19 สถานะของน า้มันและไขมันในน า้เสีย   
   สถานะของน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียมีหลายสถานะ ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัปัจจยัหลายๆ 
ปัจจยั เช่น อุณหภูมิของน ้ าเสีย กรรมวิธีการผลิตของอุตสาหกรรมท่ีแตกต่างกนั เป็นตน้ สามารถ
แบ่งออกไดเ้ป็น 4 ประเภท (มัน่สินและมัน่รักษ ์ตณัฑุลเวศม,์ 2551) ดงัต่อไปน้ี   
    1. น ้ามันละลายน ้า โดยทัว่ไปมกัคิดและเขา้ใจกนัว่าน ้ ามนัไม่เขา้กบัน ้ า
หรือน ้ามนัไม่ละลายน ้า แทท่ี้จริงแลว้น ้ ามนัสามารถละลายในน ้ าได ้ความสามารถในการละลายน ้ า
ข้ึนอยูก่บัลกัษณะสมบติัประจ าตวัของน ้ ามนั ไฮโดรคาร์บอนท่ีระเหยไดง่้าย (มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า) 
มกัละลายได้ในน ้ า โมเลกุลท่ีไม่อ่ิมตวัโดยเฉพาะอย่างยิ่งไฮโดรคาร์บอนท่ีมีวงแหวนเบนซินจะ
ละลายน ้ าไดดี้ น ้ ามนัท่ีละลายน ้ ามกัจะมองไม่เห็นดว้ยตาเปล่าแต่อาจรู้ไดโ้ดยการดม นอกจากน้ียงั
พบวา่น ้ามนัละลายน ้ามกัเป็นพิษและเป็นสาเหตุใหเ้กิดมะเร็ง    
   2. น ้ามันลอยบนผิวน ้า น ้ ามนัหรือไฮโดรคาร์บอนส่วนใหญ่มกัมีความ
หนาแน่นต ่ากว่าน ้ าจึงเป็นเร่ืองปกติท่ีมกัพบว่ามีน ้ ามนัลอยอยู่เหนือผิวน ้ าในลกัษณะเป็นฝ้าหรือ
ฟิล์ม ซ่ึงน ้ ามนัประเภทน้ีจะขวางกั้นการถ่ายเทออกซิเจนลงสู่แหล่งน ้ าหรือบดบงัแสง โดยน ้ ามนั
เพียงเล็กน้อยก็สามารถสร้างฟิล์มปิดพื้นท่ีผิวน ้ าไดม้ากมาย เน่ืองจากฟิล์มเหล่าน้ีมกัเป็นโมเลกุล
เด่ียว โดยเฉพาะน ้ามนัท่ีมีความหนืดต ่า   
    3. น า้มันในรูปอมิัลชันทีไ่ม่มีสารลดแรงตึงผวิ (Surfactant) น ้ามนัท่ีอยูใ่น
รูปของอิมลัชัน (Emulsion) เป็นน ้ ามนัท่ีมีอนุภาคขนาดเล็กคล้ายคอลลอยด์ (Colloid) ดงันั้นจึง
มองเห็นเป็นความขุ่นในน ้ า ทั้งน้ีน ้ ามนัละลายน ้ าหรือลอยน ้ าอาจกลายเป็นน ้ ามนัท่ีอยู่ในรูปของ
อิมลัชนัไดเ้ม่ือถูกกระท าดว้ยแรงภายนอก เช่น ถูกอดัหรือบด เป็นตน้ ขนาดของเม็ดน ้ ามนัท่ีพบจะมี
ตั้ งแต่เล็กกว่า 20 ไมครอนจนถึงขนาดใหญ่กว่า 100 ไมครอน ทั้ งน้ีข้ึนอยู่กับประเภทของ
ไฮโดรคาร์บอน ถา้ไฮโดรคาร์บอนท่ีมีแรงตึงผิวสูงจะมีขนาดใหญ่ ส่วนเม็ดน ้ ามนัท่ีมีขนาดเล็กจะ
เป็นไฮโดรคาร์บอนท่ีมีแรงตึงผิวต ่า ในกระบวนการกลัน่น ้ ามนัจะพบไดท้ั้งน ้ ามนัอิสระและน ้ ามนั
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อิมลัชนั เช่น ในกระบวนการก าจดัสารละลายเกลือแร่ออกจากน ้ าดิบจะตอ้งล้างน ้ ามนัดิบดว้ยน ้ า
และมีการกวนผสมส่งผลให้เกิดอิมลัชันในน ้ าท่ีใช้ล้าง น ้ าเสียท่ีเกิดข้ึนจึงปนเป้ือนน ้ ามนัในรูป
อิมลัชนัท่ีตอ้งก าจดัออก ซ่ึงการก าจดัน ้ ามนัอิมลัชนัออกจากน ้ าเสียนั้นสามารถท าไดด้ว้ยวิธีท่ีคลา้ย
กบัการก าจดัตะกอนแขวนลอย เช่น การตกตะกอนท่ีใชห้รือไม่ใชส้ารโคแอกกูเลชนั (Coagulation)  
    4. น ้ามันในรูปอิมัลชันที่มีสารลดแรงตึงผิว (Surfactant) ในโรงงาน
อุตสาหกรรมบางประเภทมีการใชส้ารซกัฟอกในงานช าระลา้งน ้ ามนั ลกัษณะของน ้ ามนัท่ีพบในน ้ า
จึงอาจมีสารลดแรงตึงผวิละลายปนอยูอ่ยูด่ว้ย เมด็น ้ามนัอิมลัชนัชนิดน้ีเป็นเม็ดน ้ ามนัท่ีมีความคงตวั
สูงมาก ท าให้น ้ ามนัชนิดน้ีแยกออกจากน ้ าเสียได้ยาก สาเหตุท่ีอิมลัชนัมีความคงตวัมากเน่ืองจาก
สารลดแรงตึงผิวหรือสารซักฟอกท าให้เม็ดน ้ ามนัมีประจุชนิดเดียวกนัและลดแรงตึงผิวของเม็ด
น ้ามนัท าใหเ้มด็น ้ามนัมีขนาดอนุภาคเล็กมากจนแยกออกจากน ้าไดย้าก   

1.2.20 ผลกระทบจากน า้เสียทีม่ีไขมันและน า้มัน     
   น ้ามนัและไขมนัท่ีปนเป้ือนอยูใ่นน ้าเสีย หากถูกระบายลงสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติโดย
ไม่ไดผ้า่นการบ าบดัจะก่อให้เกิดผลกระทบต่อคุณภาพน ้ าในแหล่งน ้ า เน่ืองจากน ้ ามนัและไขมนัจะ
ลอยปิดผิวหน้าของพื้นผิวน ้ า ท าให้ออกซิเจนในอากาศไม่สามารถละลายและถ่ายเทลงสู่ผิวน ้ า
ดา้นล่างได ้ท าให้ปริมาณออกซิเจนละลาย (Dissolved oxygen) ลดลง ส่งผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตท่ี
อยูใ่นน ้ า ทั้งพืช สัตวน์ ้ าและส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ และนอกจากน้ียงัส่งผลให้แหล่งน ้ าและบริเวณโดยรอบ
เกิดความเส่ือมโทรมไดแ้ละก่อให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มโดยรอบขยายเป็นบริเวณกวา้งข้ึน 
นอกจากน้ีไขมนัและน ้ ามนัท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียยงัไปขดัขวางการท างานของโครงสร้างของระบบ
บ าบดัน ้าเสีย ท าใหเ้กิดการอุดตนัและขดัขวางการท างานของระบบ น ้ามนัและไขมนัท่ีตกตะกอนลง
กน้บ่อหรือสระน ้ าของระบบบ าบดัอาจไปยบัย ั้งการย่อยสลายตามปกติของจุลินทรียก์น้บ่อได ้ซ่ึง
เป็นสาเหตุใหร้ะบบบ าบดัน ้าเสีย มีประสิทธิภาพต ่าลงกวา่ท่ีไดรั้บการออกแบบไว ้  

1.2.21 น า้เสียโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม      
   น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มเป็นน ้ าเสียท่ีเกิดจากกระบวนการผลิตน ้ ามนั
ปาล์มซ่ึงจะมาจาก 2 ขั้นตอน คือ น ้ าเสียจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Sterilizer condensate) และน ้ าเสียจาก
เคร่ืองดีเคนเตอร์ (Decanter) หรือเคร่ืองแยก (Separator) โดยน ้ าเสียท่ีเกิดจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือจะมี
ประมาณ 200 ลิตรต่อ 10 ตันทลายปาล์ม หรือ 10% ของน ้ ามันท่ีผลิตได้ ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 2 
(ปริมาตรโดยน ้าหนกั) ของทะลายปาลม์น ้ามนั ( พนูสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ, 2533)   
    จุฑารัตน์ หนูสุข (2546) กล่าวว่า น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มจะมาจาก
แหล่งก าเนิด 5 แหล่งใหญ่ คือ น ้ าเสียจากการอบทะลายปาล์มดว้ยไอน ้ า น ้ าส่วนน้ีแมจ้ะมีน ้ ามนัอยู่
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แต่มีปริมาณสารแขวนลอยต ่าและไม่มีสภาพเป็นอิมลัชนั (Emulsion)  น ้ าเสียจากการแยกน ้ าและ
กากตะกอน (Sludge) ออกจากน ้ ามนั น ้ าเสียส่วนน้ีเกิดข้ึนมากท่ีสุดและเป็นน ้ าเสียท่ีมีของแข็ง
แขวนลอยปริมาณมาก น ้ าเสียจากการลา้งท าความสะอาดเคร่ืองมือต่างๆ เคร่ืองมือท่ีตอ้งท าความ
สะอาดบ่อย ไดแ้ก่ เคร่ืองแยกกรวดทราย ตอ้งท าการลา้งทุกคร่ึงชัว่โมงใช้น ้ าในการลา้งประมาณ 
0.05-0.1 ลูกบาศก์เมตร เคร่ืองแยกน ้ าและกากตะกอน (Sludge) ออกจากน ้ ามนัซ่ึงเม่ือใช้งานไป
ระยะหน่ึงตอ้งมีการลา้งท าความสะอาด โดยจะมีน ้าทิ้งเกิดข้ึนคร้ัง 0.2-0.5 ลูกบาศก์เมตร เคร่ืองแยก
เหวีย่งความเร็วสูง (Centrifuge) ตอ้งท าการลา้งทุกๆ 20-30 นาที ในการลา้งจะใชน้ ้ าคร้ังละประมาณ 
0.05-0.06 ลูกบาศก์เมตร นอกจากน้ียงัตอ้งลา้งท าความสะอาดพื้น ถงัพกัและภาชนะต่างๆ อีกดว้ย 
น ้ าเสียจากการหล่อเยน็หมอ้ตม้ไอน ้ าและเคร่ืองระเหย เป็นน ้ าเสียท่ีมีปริมาณของแข็งแขวนลอยต ่า
มากและยงัสะอาดอยู่ ส่วนใหญ่จะมีการหมุนเวียนกลับมาใช้ใหม่และน ้ าเสียจากกากตะกอน 
(Sludge) ท่ีมาจากเคร่ืองแยกเหวีย่งความเร็วสูง (Centrifuge)   

1.2.22 ลกัษณะของน า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม  
   น ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มจะมีลกัษณะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัแหล่งก าเนิด
หรือแหล่งท่ีมา ซ่ึงได้แก่ น ้ าเสียจากบ่อรวบรวมน ้ าเสีย น ้ าเสียจากหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือและน ้ าเสียจาก
เคร่ืองเหวีย่ง (Centrifuge) หรือเคร่ือง Decanter พูนสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ (2533) รายงานวา่ 
ลกัษณะน ้ าเสียส่วนใหญ่จากบ่อรวบรวมน ้ าเสียจะมีค่าบีโอดี 57.38 กรัมต่อลิตร มีค่าซีโอดี 73.23 
กรัมต่อลิตร ของแข็งทั้งหมด 68.98 กรัมต่อลิตร ของแข็งแขวนลอย 35.25 กรัมต่อลิตร น ้ ามนั  1.23 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงเฉล่ียจะสูงกวา่น ้ าทิ้งจากเคร่ือง Decanter  คือ น ้ าเสียจากเคร่ือง Decanter มีค่าต่างๆ 
เฉล่ียเท่ากบั 33.19, 52.91, 23.63, 11.60 และ 0.005 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีน ้ าทิ้งจาก
เคร่ือง Condensate มีค่าซีโอดี 75.60 กรัมต่อลิตร และของแข็งทั้งหมด 72.56 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมี
ค่าเฉล่ียสูงกวา่น ้าเสียจากบ่อบ าบดัน ้าเสียรวม แสดงในตารางท่ี 1-2 
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ตารางท่ี 1-2 ลกัษณะของน ้าเสียในขั้นตอนต่างๆในการสกดัน ้ามนัปาล์มและน ้ าเสียรวมของโรงงาน 
        สกดัน ้ามนัปาลม์  

หมายเหตุ หน่วยทุกหน่วยมีค่าเป็นมิลลิกรัมต่อลิตรยกเวน้สีและค่าพีเอช    
ท่ีมา: ดดัแปลงมาจากพนูสุข ประเสริฐสรรพ ์และคณะ (2533)   

 

   อรัญ หันพงศ์กิตติกูล และคณะ (2537) ศึกษาลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตต่างๆ 
ของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ 4 โรงงาน พบวา่ลกัษณะน ้ าเสียจากแต่ละโรงงานจะข้ึนอยูก่บัขั้นตอน
การผลิตต่างๆ ของโรงงาน ซ่ึงจากการศึกษาพบว่า น ้ าเสียจากหม้อน่ึงฆ่าเช้ือจะมีปริมาณสาร
แขวนลอยต ่า เฉล่ีย 10.30 กรัมต่อลิตร และมีน ้ ามนัค่อนขา้งสูงเฉล่ีย 14.57 กรัมต่อลิต น ้ าเสียจาก
เคร่ืองแยก (Separater) มีน ้ ามันอยู่ 12.78 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีน ้ าเสียจากเคร่ืองดีเคนเตอร์ 
(Decanter) มีน ้ ามนั 15.21 กรัมต่อลิตร น ้ าเสียจากบ่อพกัน ้ าทิ้งรวมและน ้ าเสียจากบ่อดักน ้ ามัน
สุดท้ายมีน ้ ามนั 9.45 และ 11.36 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยเฉล่ียโรงงานสกดัน ้ ามนัท่ีส ารวจมี
ปริมาณน ้ าเสีย 0.87 ลูกบาศก์เมตรต่อตนัทะลายปาล์มสด ซ่ึงมีค่าซีโอดี บีโอดี สารแขวนลอยและ

พารามเิตอร์ น า้เสียรวม น า้เสียจาก 
หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ 

น า้เสียจาก 
เคร่ือง Decanter 

สี น ้าตาลเขม้ น ้าตาล น ้าตาลด า 
พีเอช 4.05-4.62 4.84-5.35 4.61-4.89 
บีโอดี 54,750-60,000 22,800-41,985 21,000-45,375 
ซีโอดี 80,523-115,934 45,360-80,146 38,246-67,567 
กรดระเหย 3,128-5,870 998-7,125 1,838-2,773 
สภาพความเป็นด่าง 68-200 3.75-1.576 86.5-480 
น ้ามนั 16-2,449 20.9-1,103 4.7 
ของแขง็ทั้งหมด 49,053-88,508 26,367-76,733 25,634-47,242 
ของแขง็ระเหยง่าย 42,063-81,872 24,415-67,635 23,056-39,617 
ของแขง็แขวนลอย 18,500-52,000 2,600-6,100 2,900-20,300 
ไนโตรเจน 
 - แอมโมเนีย 
- สารอินทรีย ์

 
27-61 

551-1,172 

 
7.7-66.3 

22.4-1,287 

 
22.8-23.0 

518.5 
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น ้ ามนัเท่ากับ 52.45, 26.59, 12.84 และ 8.72 กิโลกรัมต่อตนัทะลายปาล์มสด ตามล าดับ ซ่ึง
รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 1-3 

ตารางท่ี 1-3 ลกัษณะน ้าเสียโดยเฉล่ียจากโรงงานน ้ามนัปาลม์ 4 โรงงาน 

หมายเหตุ a-using decanter, b-using separator and decanter, c- using separater   
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลู และคณะ (2537) 
 

  1.2.23 ปริมาณน า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม    
   อรัญ หันพงศ์กิตติกูล และคณะ (2537) ศึกษาการแยกน ้ ามนัออกจากน ้ าเสียท่ี
เกิดข้ึนจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม 4 โรงงาน ซ่ึงพบว่าในจ านวนโรงงานทั้ง 4 โรงงานมีการแยก
น ้ ามนั 3 แบบ คือ การแยกน ้ ามนัโดยใช้เคร่ืองดีเคนเตอร์ (Decanter) การแยกน ้ ามนัจากตะกอน
สลัดจ์โดยใช้เคร่ืองแยก (Separator) และการแยกน ้ ามันโดยใช้เคร่ืองแยกร่วมกับดีเคนเตอร์ 
(Decanter) พบวา่โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีใช ้Decanter ในการแยกน ้ ามนัโดยตรงจะมีปริมาณน ้ า
เสียนอ้ยท่ีสุด คือ 0.44 ลูกบาศกเ์มตรต่อตนัทะลายปาล์มสด ในขณะท่ีโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีใช ้
Separator หรือใช้  Separator ร่วมกบั Decanter มีปริมาณน ้ าเสีย 0.90-1.81 ลูกบาศก์เมตรต่อตนั
ทะลายปาล์มสด ทั้งน้ีเน่ืองจากการแยกน ้ ามนัโดยใชเ้คร่ือง Decanter มีการผสมน ้ าในปริมาณนอ้ย
มากประมาณ 1 ลูกบาศก์เมตรต่อตนัทะลายปาล์มสด ในขณะท่ีการแยกน ้ ามนัจากน ้ าและตะกอน
สลดัจโ์ดยใช้เคร่ือง Separator หรือใช้  Separator ร่วมกบั Decanter ตอ้งมีถงัลอย ซ่ึงตอ้งเติมน ้ า
เพื่อให้น ้ ามนัแยกตวัออกมาจากสารแขวนลอย ส่วนตะกอนสลดัจท่ี์จมอยูก่่อนสามารถแยกโดยใช ้
Separator ร่วมกบั Decanter แต่ตอ้งเติมน ้าเขา้ไป      

Mills pH Temp COD BOD COD/BOD SS O&G 

Asian Palm Oil Company Ltd. a 4.65 64.9 113,960 59,389 1.94 26.30 14.70 
Southern Palm Oil Company 
Ltd. b 

4.58 64.9 68,344 30,704 2.29 20.80 7.60 

Siam Palm Oil and industry 
Company Ltd.c 

4.67 63.4 42,644 21,450 2.00 5.20 14.20 

United Palm Oil Industry 
Company Ltd.b 

4.53 54.1 57,641 29,100 1.98 1.98 7.70 

Mean 4.61 66.3 70,647 35,160 2.05 17.50 11.10 
Std. Deviation 0.06 3.70 26,249 14,149 0.14 7.80 3.40 
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1.2.24 น า้เสียจากการผลติไบโอดีเซล       
    น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลส่วนใหญ่เกิดข้ึนจากขั้นตอนการลา้งไบโอดีเซล
เพื่อก าจดัส่ิงปนเป้ือน เช่น สบู่ท่ีเกิดจากการท าปฎิกิริยาระหว่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดไขมนั
อิสระหรือน ้ ามนั กลีเซอรอลท่ีละลายอยู่ในชั้นเมทิลเอสเทอร์และโซเดียมไฮดรอกไซด์ เป็นตน้  
(ดารินทร์ ภูก่ิงงาม, 2551) ซ่ึงโดยปกติใช้น ้ าลา้งในอตัราส่วนระหว่างน ้ าสะอาดต่อปริมาณน ้ ามนั 
ไบโอดีเซลในอตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร ดงันั้นปริมาณน ้ าเสียท่ีเกิดข้ึนจะเท่ากบัปริมาณน ้ ามนั 
ไบโอดีเซล น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีสภาพเป็นอิมลัชนั (Emulsion) เน่ืองจากการปนเป้ือน
สบู่ท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาสปอนนิฟิเคชัน (Saponification reaction) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาขา้งเคียงท่ี
เกิดข้ึนระหวา่งกระบวนการผลิต (Gerpen et al., 2004) และสบู่เป็นสารลดแรงตึงผิว (Surfactant) 
สามารถรวมตัวกับไขมันและน ้ ามันกลายเป็นโครงสร้างท่ีเรียกว่าไมเซลล์ (Micelle) ซ่ึง
ประกอบดว้ยส่วนท่ีชอบน ้าและไม่ชอบน ้า ส่วนท่ีไม่ชอบน ้าไวห้นัเขา้ดา้นใน และเอาส่วนท่ีชอบน ้ า
ไวด้า้นนอกเพื่อสัมผสักบัน ้ า (Wade, 2003; Jones, 2005) สารดงักล่าวสามารถแขวนลอยอยูใ่นน ้ า 
เกิดการตกจมหรือลอยแยกออกจากน ้าไดย้าก เป็นผลท าใหน้ ้าเสียมีสภาพเป็นอิมลัชนัแบบน ้ ามนัใน
น ้า (Zaki, 1997; Ichikawart et al., 2006; Calderon and Schmitt, 2008)  
   น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเป็นน ้ าเสียมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัอยู่สูงมาก 
(จารุวรรณี เรืองคง และคณะ, 2551; เอนก สาวะอินทร์, 2552; Suehara et al., 2005) ท าให้ปริมาณ
สารอินทรียท์ั้งในรูปของ COD และ BOD มีปริมาณสูงข้ึนตามไปดว้ย เน่ืองจากไขมนัและน ้ ามนั
เป็นสารอินทรีย ์(Wade, 2003; Jones, 2005) นอกจากน ้ ามนัและไขมนัแลว้ยงัมีองคป์ระกอบอ่ืนๆ 
อีก เช่น ของแข็งทั้งหมด ของแข็งแขวนลอย กรดไขมนัระเหยง่าย คาร์บอนไนโตรเจน เมทานอล 
เป็นตน้ (จารุวรรณี เรืองคง และคณะ, 2551; Suehara et al., 2005) ซ่ึงลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตไบ
โอดีเซลแสดงดงัตารางท่ี 1-4  
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ตารางท่ี 1-4 ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล  

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ หน่วย 
pH 8.40-8.59 - 
COD  175,000-545,000 mg/L 
BOD 105,000-300,000 mg/L 
Total Solid 15,750-49,050 mg/L 
Suspended Solid 10,224-28,790 mg/L 
Grease and Oil 37,580-44,330 mg/L 
Volatize Fatty Acid 200-400 mg/L as CaCO3 

Alkalinity 350-450 mg/L as CaCO3 
Nitrogen  268-420 mg/L 
Methanol 7,690-7,940 mg/L 
ท่ีมา: จารุวรรณี เรืองคง และคณะ (2551)  
Grease and Oil 7,00-1,5000 mg/L 
COD 60,000-150,000 mg/L 
BOD 30,000-60,000 mg/L 
Suspended Solid 1,500-5,000 mg/L 
ท่ีมา: เอนก สาวะอินทร์ (2552) 
pH 11 - 
Grease and Oil 15,100 mg/L 
Carbon 14,800 mg/L 
Nitrogen 64.7 mg/L 
Solid content 2,670 mg/L 
ท่ีมา: Suehara et al. (2005) 

 

  1.2.25 กลไกการย่อยไขมันของเอนไซม์ไลเปส     
   เอนไซม์ไลเปสจะท าปฏิกิริยากบัไขมนัโดยการยอ่ยสลายไขมนัหรือไตรกลีเซอ-
ไรด์ ซ่ึงปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดข้ึนอย่างสมบูรณ์หรือไม่สมบูรณ์ก็ได้ ในกรณีท่ีการย่อยสลาย
เกิดข้ึนไม่สมบูรณ์ไตรกลีเซอไรด์จะถูกย่อยเป็นกรดไขมนักบัโมโนกลีเซอไรด์หรือไดกลีเซอไรด ์
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ก็ได ้ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีไม่คงตวั ถา้บ่มไวเ้ป็นเวลาจะเกิดการยา้ยหมู่เอซิล แลว้ต่อมาจะถูกยอ่ย
สลายอยา่งสมบูรณ์ไดเ้ป็นกรดไขมนัอิสระกบักลีเซอรอล ซ่ึงโมโนกลีเซอไรด์หรือไดกลีเซอไรด์มี
ประโยชน์ในการน าไปใช้เป็นสารอิมลัซิฟายเออร์ในผลิตภณัฑ์อาหาร ยา และเคร่ืองส าอาง แต่ถา้
เกิดการย่อยอย่างสมบูรณ์จะได้ผลิตภณัฑ์เป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนัแต่อาจพบไดกลีเซอไรด์
และโมโนกลีเซอไรดเ์ป็นอินเตอร์มีเดียท (Intermediate) ในปฏิกิริยาได ้  

1.2.26 กระบวนการย่อยสลายสารอนิทรีย์ภายใต้สภาวะไร้อากาศ  
    การย่อยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะไร้อากาศเป็นกระบวนการทางชีววิทยา
ของแบคที เ รียในสภาวะ ท่ีไม่ มีออกซิ เจนเพื่ อ เป ล่ี ยนสารอินทรีย์ เ ป็นก๊ าซ มี เทน ก๊ าซ
คาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซอ่ืนๆ ดงัแสดงในสมการท่ี 6 ซ่ึงกระบวนการยอ่ยสลายแบบไร้อากาศ
จะมีแบคทีเรียท่ีส าคญัท างานร่วมกนัอยู ่2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียกลุ่มสร้างกรด (Acidogenic bacteria) 
และแบคทีเรียสร้างมีเทน (Methanogenic bacteria)   
 
                                                      Anaerobic digestion 

         Organic matter                        CH4 + CO2 + H2 + NH3 + H 2S 

            สมการท่ี 6 การยอ่ยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะไร้อากาศ 

 

   การยอ่ยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะไร้อากาศมีขั้นตอนการยอ่ยสลายดงัแสดง
ในภาพท่ี 1-7 ซ่ึงสามารถแบ่งขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาไดเ้ป็น 4 ขั้นตอน คือ  
    ขั้นตอนที่ 1 ขั้นการย่อยสลายสารอินทรีย์ (Hydrolysis) ในขั้นตอนน้ี 
สารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ทั้งท่ีละลายน ้ าและไม่ละลายน ้ า ไดแ้ก่ คาร์โบไฮเดรต ไขมนั และโปรตีน 
จะถูกแบคทีเรียย่อยสลายให้กลายเป็นสารอินทรียโ์มเลกุลเล็กละลายน ้ าได ้โดยใช้เอนไซม์ท่ีถูก
ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ (Extracellular enzyme) ซ่ึงความเร็วของกระบวนการยอ่ยสลายข้ึนอยู่
กบัเอนไซมท่ี์ถูกปล่อยออกมาจากแบคทีเรีย ความเขม้ขน้ของสารอินทรีย ์ความเขม้ขน้ของเอนไซม์
ท่ีถูกปล่อยออกมา อุณหภูมิ รวมถึงการสัมผสัระหวา่งเอนไซมก์บัสารอินทรีย ์เป็นตน้   
    ขั้นตอนที่ 2 ขั้นการหมักกรดอินทรีย์ระเหยง่าย (Acidogenesis) ใน
ขั้นตอนน้ีสารอินทรียโ์มเลกุลเล็กซ่ึงเป็นสารผลิตภณัฑ์ของการยอ่ยในขั้นท่ี 1 จะถูกเปล่ียนให้เป็น
กรดอินทรียท่ี์ระเหยง่าย เช่น กรดอะซิติก (Acitic acid) กรดโพรไพโอนิก (Propionic acid) กรด 
วาเลอริก (Valeric acid) และกรดแลคติก (Lactic acid) โดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างกรด ทั้งน้ีกรดท่ี
เกิดข้ึนส่วนใหญ่จะเป็นกรดอะซิติก นอกจากน้ีจะมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และไฮโดรเจน 
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(H2) เกิดข้ึนดว้ย โดยชนิดของแบคทีเรียสร้างกรดจะแตกต่างกนัไปข้ึนอยู่กบัชนิดของสารอินทรีย ์
ความเขม้ขน้ของสารอินทรียน์อกจากน้ียงัข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้มของปฏิกิริยาดว้ย  
    ขั้นตอนที่  3 ขั้ นการเปลี่ยนกรดอินทรีย์ระเหยง่ายเป็นกรดอะซิติก 
(Acetogenesis) ขั้นตอนน้ีกรดอินทรีย์ระเหยง่ายท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการอะซิโดเจเนซิส 
(Acidogenesis) จะถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติก (Acitic acid) โดยแบคทีเรียโฮโมอะซิโตเจนิก 
(Homoacetogenic bacteria) ดงัสมการท่ี 7 และ 8 และนอกจากน้ียงัเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
(CO2) และก๊าซไฮโดรเจน (H2) ดว้ย ซ่ึงเป็นสารประกอบส าคญัในการสร้างก๊าซมีเทน แต่หากก๊าซ
ไฮโดรเจนท่ีเกิดข้ึนมีปริมาณมากเกินไปจะมีผลในการยบัย ั้งกระบวนการสร้างก๊าซมีเทนไดเ้ช่นกนั  

 

                    CH3CH2COOH + 2H2O                                       CH3COOH + 3H2O  

 

                    CH3CH2 CH2COOH + 2H2O                                     CH3COOH + 2H2O 

                                        

               สมการท่ี 7 และ 8 การเปล่ียนกรดอินทรียร์ะเหยง่ายเป็นกรดอะซิติก 

 

    ขั้นตอนที่ 4 ขั้นการสร้างก๊าซมีเทน (Methanogenesis) ขั้นตอนน้ี
ผลิตภณัฑ์จากขั้นตอนการสร้างกรด คือ กรดอะซิติก ก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
จะถูกใช้เพื่อสร้างก๊าซมีเทนโดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างก๊าซมีเทน (Mathanogenic bacteria) ก๊าซท่ี
ส าคญั ไดแ้ก่ ก๊าซมีเทน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดแ์ละก๊าซไฮโดรเจน ทั้งน้ีการสร้างก๊าซมีเทนมีได ้2 
แบบ แบบแรกจะเกิดจากการเปล่ียนกรดอะซิติกเป็นก๊าซมีเทน โดยคิดเป็น 70% ของก๊าซมีเทนท่ี
เกิดข้ึนได้ในระบบ อีกแบบหน่ึงเกิดจากการรวมตวักันของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซ
ไฮโดรเจนให้กลายเป็นก๊าซมีเทน ซ่ึงแบคทีเรียท่ีเป็นตัวสร้างมีเทนเจริญเติบโตได้ช้าและ
สภาพแวดล้อมมีผลต่อการเจริญเติบโตค่อนขา้งมาก ช่วงค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ
แบคทีเรียแคบ สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงพีเอชประมาณ 6.8-7.2 นอกจากน้ีอุณหภูมิก็มีผลต่อ
อตัราการเจริญเติบโตเช่นกนั อีกทั้งแบคทีเรียในกลุ่มน้ีตอ้งการสารอาหารท่ีมีโครงสร้างไม่ซบัซ้อน
ในการด ารงชีพ ดงันั้นการเติบโตของแบคทีเรียท่ีเป็นตวัสร้างมีเทนจึงข้ึนอยู่กับการท างานของ
แบคทีเรียในขั้นตอนไฮโดรไลซีสและการสร้างกรด โดยตอ้งท างานอยา่งสัมพนัธ์กนั 

Acidogenic bacteria 

(Propionic acid) 

(Butyric acid) 

Acidogenic bacteria 
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ภาพท่ี 1-7 ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาการยอ่ยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะไร้อากาศ  
ท่ีมา: http://www.em-group.co.th/Technology_Theory%20of%20Biogas.html 

 

1.2.27 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการย่อยสลายสารอนิทรีย์ภายใต้สภาวะไร้อากาศ  
   กระบวนการหมกัแบบไร้อากาศอาศยัการท างานของจุลินทรีย ์2 กลุ่มท่ีมีความ
เก่ียวขอ้งกนัในการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์โดยจุลินทรีย ์2 กลุ่มน้ี คือ กลุ่มจุลินทรียผ์ลิตกรดและกลุ่ม
จุลินทรียผ์ลิตมีเทน ซ่ึงหากเกิดการเปล่ียนแปลงข้ึนในจุลินทรียก์ลุ่มใดกลุ่มหน่ึงยอ่มส่งผลกระทบ
ต่อประสิทธิภาพการท างานของทั้งระบบ ดงันั้นการควบคุมสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานและการเจริญเติบโตของจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มน้ีจึงมีความจ าเป็นเพื่อให้กระบวนการย่อย
สลายแบบไร้อากาศด าเนินไปอยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด โดยปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการท างานของ
จุลินทรีย์ในระบบไร้อากาศ ได้แก่ อุณหภูมิ (Temperature) พีเอช (pH) สภาพความเป็นด่าง 
(Alkalinity) กรดระเหยง่าย (Volatile Fatty Acid)  สารอาหารเสริม (Nutrient) สารพิษ (Toxic 
substance) อตัราส่วน C/N (C/N Ratio) อตัราการป้อนสารอินทรีย ์(Organic loading rate) 
ระยะเวลากกัเก็บ (Hydraulic retention time) และการกวนหรือการคลุกเคลา้ (Mixing) เป็นตน้   
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    1. อุณหภูมิ (Temperature) อุณหภูมิเป็นปัจจยัส าคญัในการควบคุมการ
ท างานและการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ ซ่ึงจุลินทรียแ์ต่ละชนิดสามารถท างานไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ
ท่ีแตกต่างกนั ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์บ่งไดเ้ป็น 3 ช่วงอุณหภูมิ 
คือ ช่วงอุณหภูมิต ่า (Psychrophilic) 10-30 องศาเซลเซียส ช่วงอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic)  
20-45 องศาเซลเซียส ช่วงอุณหภูมิสูง (Thermophilic) 35-75 องศาเซลเซียส (Zhanzhao, 2012) 
ส าหรับจุลินทรียใ์นระบบไร้อากาศจะสามารถท างานและเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงอุณหภูมิปานกลาง
และช่วงอุณหภูมิสูง แต่ในช่วงอุณหภูมิสูงสามารถท างานได้ดีกว่าในช่วงอุณหภูมิปานกลาง คือ 
ในช่วงอุณหภูมิสูงอตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร็วกว่า ประสิทธิภาพการย่อยสารอินทรียดี์กว่าและ
อตัราการผลิตมีเทนจะสูงกว่าในช่วงอุณหภูมิปานกลาง (Zabranska et al., 1999) นอกจากน้ีท่ี
อุณหภูมิสูงยงัสามารถลดความเขม้ขน้ของปรสิตและเช้ือก่อโรคไดด้ว้ย (Oropeza et al., 2000) แต่
อย่างไรก็ตามท่ีอุณหภูมิสูงมากๆ ก็มีโอกาสเกิด Thermal shock ไดม้ากกว่าในช่วงอุณหภูมิปาน
กลาง (Zhanzhao, 2012) จะเห็นไดว้า่เม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนอตัราการเกิดปฏิกิริยาเคมี อตัราการท างาน
และอตัราการเจริญเติบโตของจุลินทรียจ์ะเพิ่มข้ึนแต่ถา้อุณหภูมิเพิ่มข้ึนสูงเกินไปอตัราการท างาน
และอตัราการเจริญเติบโตของจุลินทรียจ์ะลดลงหรือหยุดชะงกัได ้ดงันั้นการควบคุมอุณหภูมิให้
สม ่าเสมอจึงมีความส าคญัมากกวา่การควบคุมให้ระบบมีอุณหภูมิอยูใ่นจุดท่ีให้อตัราการยอ่ยสลาย
สูงสุด โดยทัว่ไปจึงมกัจะออกแบบให้จุลินทรีย์ในระบบท างานในช่วงอุณหภูมิปานกลางและ
ป้องกนัไมใ่หอุ้ณหภูมิของระบบเปล่ียนแปลงมากกวา่ 10 องศาเซลเซียสต่อวนั (เฉลิมเดช ณ ล าพูน, 
2553 อา้งถึงโดย เมธิยา หมวดฉิม, 2555)     
    2. พีเอช (pH) พีเอชในระบบไร้อากาศเป็นค่าท่ีแสดงให้เห็นถึงผลท่ีจะ
กระทบต่อการท างานของจุลินทรียโ์ดยเฉพาะจุลินทรียก์ลุ่มผลิตมีเทน (Methanogens)  เน่ืองจาก
จุลินทรียก์ลุ่มน้ีมีความไวต่อค่าพีเอชเป็นอยา่งมาก ซ่ึงจุลินทรียก์ลุ่มผลิตมีเทนสามารถท างานไดดี้
ในช่วงพีเอช 6.7-7.4 แต่ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดจะอยูใ่นช่วง 7.0-7.2 โดยประสิทธิภาพของระบบ
จะลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือพีเอชมีค่าต ่ากว่า 6.0 ส่วนจุลินทรียท่ี์ผลิตกรดจะท างานไดดี้ในช่วงพีเอช 
4.0-6.5 (Speece, 1996) นอกจากน้ีค่าพีเอชยงัสามารถส่งผลกระทบทางออ้มต่อจุลินทรียก์ลุ่มผลิต
มีเทน โดยจะส่งผลต่อความเขม้ขน้หรืออิออนของสารต่างๆ เช่น กรดระเหยง่าย (Volatile Fatty 
Acid) แอมโมเนีย (NH3) และไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) ซ่ึงจะมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียแตกต่างกนั 
(ศาสตรา เช้ือวงศส์กุล, 2551) ดงันั้นการควบคุมค่าพีเอชในระบบจึงมีความส าคญัค่อนขา้งมากต่อ
การท างานของจุลินทรีย์ในระบบ  เพ็ญศิริ ประชากิตติกุล (2551) กล่าวว่า “การควบคุมพีเอช
สามารถควบคุมไดโ้ดยการควบคุมปริมาณของกรดระเหยง่ายและสภาพความเป็นด่าง” ซ่ึงปริมาณ
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ของกรดระเหยง่ายข้ึนอยู่กบัปริมาณของสารอินทรียท่ี์ป้อนเขา้ระบบ หากสารอินทรียถู์กป้อนเขา้
ระบบมากจะท าให้จุลินทรียใ์นกลุ่มผลิตมีเทนท าการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์ห้กลายเป็นกรดระเหย
ง่ายมากข้ึน เม่ือจุลินทรียก์ลุ่มท่ีผลิตมีเทนไม่สามารถยอ่ยสลายกรดระเหยง่ายไดท้นัจะท าให้เกิดการ
สะสมของกรดระเหยง่ายมากข้ึน ส่งผลให้ค่าพีเอชในระบบลดลง ในบางคร้ังการออกแบบระบบ
บ าบดัแบบไม่ใช้อากาศจึงมีการแยกขั้นตอนการผลิตกรดและผลิตมีเทนออกจากกนั เรียกระบบไร้
อากาศแบบน้ีวา่ “ Two-Stage Anaerobic Reactor” เพื่อง่ายต่อการควบคุมค่าพีเอชในระบบ   
    3. สภาพความเป็นด่าง (Alkalinity) สภาพความเป็นด่างในระบบไร้
อากาศท าหนา้ท่ีเป็นบฟัเฟอร์ในการควบคุมความเป็นกรด-ด่างของระบบ ในกระบวนการยอ่ยสลาย
แบบไร้อากาศสภาพความเป็นด่างส่วนใหญ่จะอยูใ่นรูปความเป็นด่างไบคาร์บอเนตท่ีเกิดมาจากการ
ท าปฏิกิริยาระหวา่งแอมโมเนีย (NH3) กบัคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ท่ีแบคทีเรียขบัออกมาและน ้ า
กลายเป็นแอมโมเนียมไบคาร์บอเนต (NH4HCO3) ซ่ึงจะท าให้ค่าความเป็นด่างเพิ่มข้ึนและช่วย
ควบคุมให้ค่าความเป็นกรด-ด่างอยูใ่นสภาวะสมดุลเพิ่มสูงข้ึน โดยทัว่ไปแลว้ระบบแบบไร้อากาศ
ควรมีสภาพความเป็นด่างอยูใ่นช่วง1,000-5,000 mg/L as CaCO3 (Metcalf and Eddy, 1991) แต่ใน
บางคร้ังในระบบจะมีปริมาณความเป็นด่างไม่เพียงพอท่ีจะควบคุมค่าพีเอช จึงตอ้งมีการเติมสารเคมี
เขา้ไปเพื่อให้ระบบมีความเป็นด่างสูงข้ึน ซ่ึงสารเคมีท่ีใช้มีหลายชนิด ได้แก่ ปูนขาว โซเดียมไบ
คาร์บอเนต โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) เป็นตน้  
   4. กรดระเหยง่าย (Volatile Fatty Acid) กรดอินทรียร์ะเหยง่ายเป็นกรด
อินทรียท่ี์เกิดข้ึนจากการย่อยสลายสารอินทรียใ์นขั้นตอนการไฮโดรไลซิสและการผลิตกรดของ
จุลินทรียผ์ลิตกรด เช่น กรดอะซิติก (Acetic acid) กรดโพรพิอิก (Propionic acid) และกรดบิวทาริก 
(Butyric acid) ซ่ึงจะถูกแบคทีเรียผลิตมีเทนน าไปใชเ้ป็นสารอาหารและพลงังาน ปริมาณกรดระเหย
ง่ายจะมีส่วนส าคญัต่อค่าความเป็นกรด-ด่างของระบบ ระบบท่ีท างานปกติจะมีค่าความเขม้ขน้กรด
ระเหยง่ายไม่เกิน 2,000 มิลลิกรัมต่อลิตร  แต่ถ้าปริมาณความเข้มข้นมีมากถึง 8,000-10,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร จะท าใหเ้ป็นอนัตรายต่อระบบโดยตรงหรือถา้ปริมาณความเขม้ขน้ของกรดระเหย
ง่ายมีการเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วจะเป็นสัญญาณแสดงถึงการเสียสมดุลท่ีจะเกิดข้ึนกบัระบบ และ
ปกติในระบบควรมีค่าความเขม้ขน้ของกรดอะซิติกประมาณ 50-500 mg/L ถา้ระดบัความเขม้ขน้
ของกรดอะซิติกมีค่าเกิน 800 mg/L หรืออตัราส่วนของกรดโพรพาโนอิกต่อกรดอะซิติกเกิน 1.4 จะ
ท าใหร้ะบบเกิดการลม้เหลวได ้(Marchaim and Krause, 1993)   
   5. สารอาหาร (Nutrient) ในการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นสภาวะไร้อากาศ
ร้อยละ 90 ของสารอินทรียท่ี์ถูกใชจ้ะเปล่ียนเป็นก๊าซชีวภาพและร้อยละ 10 จะถูกใชไ้ปในการสร้าง
เซลล์ใหม่ ซ่ึงการท่ีแบคทีเรียจะท างานไดดี้จ าเป็นตอ้งมีสารอาหารหลายชนิด สารอาหารสามารถ



34 

 
 

แบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ สารอาหารหลกั (Macronutrient) ได้แก่ คาร์บอน (Carbon) ไนโตรเจน 
(Nitrogen) ฟอสฟอรัส (Phosphorus)  และสารอาหารรอง (Micronutrient) ได้แก่ แคลเซียม 
(Calcium) แมกนีเซียม (Magnesium) แมงกานีส (Manganese) สังกะสี (Zinc) ทองแดง (Copper) 
โคบอลต์ (Cobalt) เหล็ก (Iron) นิกเกิล (Nickle) โดยทั่วไปน ้ าเสียท่ีเข้าสู่ระบบควรมีปริมาณ
สารอาหารท่ีเพียงพอต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ซ่ึงในระบบแบบไร้อากาศควรมีอตัราส่วน 
BOD:N:P เท่ากบั 100:1.1:0.2 และ COD:N:P เท่ากบั 150:1:0.2  
    6. สารพิษ (Toxic substance) สารพิษท่ีมีผลกระทบต่อกระบวนการยอ่ย
สลายแบบไร้อากาศอาจเกิดข้ึนจากการปนเป้ือนมากบัของเสียหรือจากผลของปฏิกิริยาชีวเคมีของ
แบคทีเรียในระบบ ซ่ึงอาจเป็นพิษโดยตรงต่อแบคทีเรียหรืออาจมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตหรือการ
ท างานของแบคทีเรีย ทั้งน้ีความรุนแรงข้ึนอยูก่บัปริมาณความเขม้ขน้ของสารพิษ แต่บางชนิดถา้มี
นอ้ยอาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการท างานของแบคทีเรีย สารพิษท่ีมีผลกระทบต่อกระบวนการ
ยอ่ยสลายแบบไร้อากาศ ไดแ้ก่ ซลัไฟด์ (Sulfind) แอมโมเนีย (Ammonia) อิออนบวกของโลหะเบา
บางชนิด (Light metal cation) และโลหะหนกั (Heavy metal)   
    - พิษของไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ไฮโดรเจนซลัไฟด์เป็นสารพิษตวัหน่ึง
ท่ีมีผลกระทบต่อการท างานของแบคทีเรียในกระบวนการย่อยสลายแบบไร้อากาศ ซ่ึงปกติ
ไฮโดรเจนซัลไฟด์จะไดจ้ากการย่อยสลายสารประกอบซัลเฟตท่ีละลายอยู่ในน ้ าและจากการย่อย
สลายสารอินทรีย์จ  าพวกโปรตีนท่ีปะปนมากับของเสีย สารประกอบซัลไฟด์ท่ีละลายน ้ าหากมี
ปริมาณมากกวา่ 200 mg/L จะมีผลกระทบต่อแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน หากมีมากกวา่ 300 mg/L จะ
มีผลกระทบต่อแบคทีเรียกลุ่มสร้างกรด ซ่ึงผลกระทบจากไฮโดรเจนซัลไฟล์ท่ีมีผลต่อแบคทีเรีย
กลุ่มสร้างมีเทนสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ ยบัย ั้งกระบวนการสร้างมีเทน และส่งผลให้
จ  านวนแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทนลดลง การยบัย ั้ งลักษณะน้ีจะเกิดข้ึนเม่ือความเข้มข้นของ
ไฮโดรเจนซลัไฟดสู์งกวา่ 200 mg/L (เพญ็ศิริ ประชากิตติกุล, 2551)  
     - พิษของแอมโมเนีย (Ammonia)  เป็นสารท่ีมาจากการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ท่ีประกอบด้วยไนโตรเจนภายใต้สภาวะไม่ใช้อากาศ เช่น โปรตีน เป็นแอมโมเนีย
ไนโตรเจน ซ่ึงอาจอยูใ่นในรูปของแอมโมเนียไอออน (NH4

+) และแอมโมเนีย (NH3) ซ่ึงถา้ค่าความ
เป็นกรด-ด่างต ่ากวา่ 7.2 จะมีแอมโมเนียไอออนมากกวา่แต่ถา้ค่าความเป็นกรด-ด่างสูงกวา่ 7.2 จะมี
แอมโมเนียมากกวา่ โดยแอมโมเนียท่ีอยูใ่นรูป NH3จะมีพิษต่อจุลินทรียม์ากกวา่ในรูปของ NH4

+ คือ 
แอมโมเนียท่ีอยูใ่นรูปของ NH3 จะมีเร่ิมความเป็นพิษเม่ือมีความเขม้ขน้ประมาณ 100 mg/L แต่จะ
เป็นพิษโดยตรงต่อจุลินทรียเ์ม่ือความเขม้ขน้มากกวา่ 3,000 mg/L ส่วนในรูปของ NH4

+ จะเป็นพิษ
เม่ือมีความเขม้ขน้ 7,000-9,000 mg/l (เมธิยา หมวดฉิม, 2555)  
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    - พิษของอิออนบวกของโลหะเบาบางชนิด (Light metal cation) อิออน 
บวกของโลหะเบาบางชนิดท่ีเกิดข้ึนมาจากการยอ่ยสลายสารอินทรียห์รือการเติมสารเคมีเพื่อปรับค่า
ความเป็นกรด-ด่างในระบบ เช่น อิออนของโซเดียม (Na+) อิออนของโพแทสเซียม (K+) แคลเซียม 
(Ca2+) และแมกนีเซียม (Mg2+) จะมีความเป็นพิษต่อจุลินทรียใ์นระบบหากอิออนบวกพวกน้ีมีความ
เขม้ขน้สูง แต่อย่างไรก็ตามท่ีความเขม้ขน้นอ้ยอิออนบวกพวกน้ีก็จะมีประโยชน์ในลกัษณะท่ีเป็น
ตวักระตุน้การเกิดปฏิกิริยาต่างๆได ้ซ่ึงความเขม้ขน้ของอิออนบวกแต่ละชนิดท่ีมีพิษต่อจุลินทรีย์
แสดงดงัตารางท่ี 1-5 

 ตารางท่ี 1-5 ความเขม้ขน้ของอิออนบวกท่ีกระตุน้และยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบหมกั
ไร้อากาศ 

         ท่ีมา: McCarty, 1964  
 

    - พิษของโลหะหนัก (Heavy metal) โลหะหนกั ไดแ้ก่ เหล็ก ตะกัว่ ดีบุก 
สังกะสี ทองแดง แคดเมียม โคบอลต ์โครเมียมและนิกเกิล เป็นตน้ ซ่ึงอิออนของโลหะหนกัเหล่าน้ี
เป็นพิษต่อจุลินทรีย ์โดยพิษของโลหะหนักก็ข้ึนอยู่กบัว่าเกลือของโลหะหนกันั้นจะละลายน ้ าได้
มากน้อยเพียงใดและพิษของโลหะหนักจะมากหรือน้อยข้ึนอยู่กับปริมาณความเข้มข้นของ
ไฮโดรเจนซลัไฟดท่ี์มีอยูใ่นของเสียนั้น (Grady et al., 1999)  
    7. อัตราส่วน C/N (C/N Ratio) อตัราส่วนของ C/N มีความส าคญัต่อการ
ยอ่ยสลายทางชีวภาพมากเพราะคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีมีอยูใ่นระบบจะถูกแบคทีเรียน าไปสร้าง
เซลลใ์หม่และสร้างบฟัเฟอร์ใหก้บัระบบ อตัราส่วนของ C/N ท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ยสลายในสภาพ
ไร้อากาศ จะอยูใ่นช่วง 20-30 ถา้อตัราส่วนของ C/N สูงเกินไปไนโตรเจนจะถูกใชใ้ห้หมดไปอยา่ง
รวดเร็ว ส่งผลใหอ้ตัราการเกิดเซลลแ์บคทีเรียลดลง ท าใหเ้กิดก๊าซชีวภาพไดน้อ้ยลง แต่ถา้อตัราส่วน
ของ C/N ต ่าเกินไปไนโตรเจนในระบบท่ีมีมากเกินความจ าเป็นของแบคทีเรียจะเปล่ียนรูปกลายเป็น
แอมโมเนียไนโตรเจน (NH3-N) ซ่ึงมีความเป็นพิษต่อจุลินทรียใ์นระบบ เน่ืองจากแอมโมเนีย

 
ชนิดของอิออนบวก 

ความเขม้ขน้ (mg/L) 
กระตุน้ ยบัย ั้งปานกลาง ยบัย ั้งมาก 

Na+ 100-200 3,500-5,500 > 8,000 
K+ 200-400 2,500-4,500 >12,000 

Ca2+ 100-200 2,500-4,500 >8,000 
Mg2 75-150 1,000-1,500 >3,000 
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ไนโตรเจน (NH3-N) เป็นตวัยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบให้ไม่สามารถท างานไดแ้ละอาจ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นระบบดว้ย  
    8. อัตราการป้อนสารอินทรีย์ (Organic loading rate, OLR) อตัราการ
ป้อนสารอินทรียเ์ป็นปัจจยัส าคญัท่ีใช้ในการก าหนดความสามารถของการย่อยสลายสารอินทรีย์
ภายใตส้ภาวะไร้อากาศ การปรับอตัราการป้อนสารอินทรียใ์ห้มีค่าแตกต่างกนั ท าไดโ้ดยการเปล่ียน
อตัราการไหลของของเสียท่ีไหลผ่านถงัหมกัหรือเปล่ียนค่าความเขม้ขน้ของของแข็งหรือความ
เขม้ขน้ของสารอินทรียท่ี์ใส่เขา้ไป ภาระบรรทุกสารอินทรียมี์หน่วยเป็น kg COD/m3/d  หรือ VSS/ 
m3/d  ถา้ระบบมีภาระบรรทุกสารอินทรียม์ากเกินไปจะท าให้กรดไขมนัระเหยง่ายเกิดมาก เม่ือกรด
ไขมนัระเหยง่ายจะ ท าใหค้่าพีเอชในระบบมีค่าต ่าลง แต่ถา้ภาระบรรทุกสารอินทรียต์  ่าเกินไปจะท า
ให้การเกิดก๊าซชีวภาพลดลง ซ่ึงการเปล่ียนอตัราการป้อนสารอินทรียมี์ผลต่อระยะเวลาเก็บกกัดว้ย 
     9. ระยะเวลากักเก็บ (Hydraulic retention time, HRT) ระยะเวลากกัเก็บ
เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีใชใ้นการควบคุมประสิทธิภาพของระบบแบบไร้อากาศ โดยอตัราเร็วของการยอ่ย
สลายสารอินทรีย์จะเพิ่มข้ึนตามระยะเวลากักพกัหรือกักเก็บสารอินทรียจ์นถึงค่าสูงสุดค่าหน่ึง 
หลงัจากนั้นอตัราการย่อยสลายก็จะลดลงจนถึงขั้นหน่ึงท่ีจุลินทรียถู์กล้างออกจากระบบก่อนท่ี
จุลินทรียจ์ะเพิ่มจ านวนข้ึน (Yilmazer and Yenigun, 1999) ซ่ึงอาจส่งผลให้ระบบลม้เหลวได ้แต่
สามารถแกไ้ขปัญหาท่ีจุลินทรียถู์กลา้งออกจากระบบก่อนการเพิ่มจ านวนไดโ้ดยการเพิ่มระยะเวลา
กกัเก็บสารอินทรียใ์ห้นานข้ึน (Wen et al., 1999) ซ่ึงระยะเวลากกัเก็บน ้ าเสียท่ีเหมาะสมข้ึนอยูก่บั
คุณสมบัติของน ้ าเสียและสภาพแวดล้อม โดยจะต้องมีระยะเวลานานพอท่ีจะสามารถเกิด
กระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียภายในระบบหรือถงัปฏิกรณ์ ระบบท่ีมีจุลินทรียเ์จริญอยู่
ภายในแบบยึดติดตวักลางจะมีระยะเวลากกัพกัน ้ าเสีย 1-10 วนั ระบบท่ีมีจุลินทรียเ์จริญเติบโตอยู่
ภายในแบบแขวนลอยระยะเวลากกัพกัน ้าเสีย 10-60 วนั ส่วนระบบท่ีมีอุณหภูมิสูงและอุณหภูมิปาน
กลางจะมีระยะเวลากกัเก็บน ้าเสียอยูใ่นช่วงระหวา่ง 25-35 วนั (ศาสตรา เช้ือวงศส์กุล, 2551)   
    10. การกวนหรือคลุกเคล้า (Mixing) การคลุกเคล้าตะกอน น ้ าและ
สารอินทรียใ์นระบบเป็นส่วนส าคญัอีกส่วนหน่ึงเน่ืองจากจะท าให้จุลินทรียส์ัมผสักบัสารอินทรีย์
ไดอ้ยา่งทัว่ถึง ท าให้แบคทีเรียในระบบท างานไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน ส่งผลให้เกิดก๊าซ
ชีวภาพเร็วข้ึนและมีปริมาณมากข้ึน วิธีการในการกวนมีหลายวิธี เช่น การใชเ้คร่ืองกวน การสูบอดั
ก๊าซไปทางดา้นกน้ของถงัหมกั เป็นตน้ (เมธิยา หมวดฉิม, 2555) 
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1.2.28 ก๊าซชีวภาพ (Biogas)  
   ก๊าซชีวภาพเป็นก๊าซท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไร้
ออกซิเจน (Anaerobic process) โดยท่ีก๊าซชีวภาพจะมีก๊าซมีเทน (CH4) เป็นองคป์ระกอบหลกัอยู่
ประมาณ 60-65% ซ่ึงเป็นก๊าซท่ีมีประโยชน์ทางเศรษฐกิจและสามารถน าไปใชเ้ป็นเช้ือเพลิงส าหรับ
การเผาไหม ้ก๊าซมีเทนบริสุทธ์ิให้ค่าความร้อนประมาณ 35,800 kJ/m3 ก๊าซชีวภาพท่ีมีสัดส่วนก๊าซ
มีเทน 65 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าความร้อนประมาณ 22,400 kJ/m3 ปริมาณความร้อนของก๊าซชีวภาพ
ข้ึนอยูก่บัปริมาณของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) หรือระดบัความบริสุทธ์ิของก๊าซชีวภาพ ส่วน
ก๊าซธรรมชาติท่ีมีส่วนผสมของก๊าซมีเทน (Methane) โพรเพน (Propane) และ บิวเทน (Butane) ให้
ค่าความร้อนประมาณ 37,300 kJ/m3 (Metcalf and Eddy, 2003) นอกจากนั้นจะเป็นก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ประมาณ 35- 38% และมีก๊าซ H2S, N2, H2 อีกเล็กนอ้ยประมาณ 2% ซ่ึง
สัดส่วนของก๊าซข้ึนอยู่กับปัจจยัด้านอุณหภูมิ องค์ประกอบของน ้ าเสีย พีเอช (pH) สภาพด่าง 
(Alkalinity) ระยะเวลากกัพกัน ้ าเสีย (Hydraulic retention time; HRT) ค่ากกัเก็บของแข็ง (Solid 
retention time; SRT) สารพิษ สารอาหารและธาตุอาหาร (Metcalf and Eddy, 2003; Gerardi, 2003) 
และก๊าซท่ีเกิดข้ึนจะข้ึนอยูก่บัลกัษณะของเสียท่ีป้อนเขา้ระบบหรือสารอินทรียเ์ร่ิมตน้ 

  1.2.29 ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพ  
   ก๊าซชีวภาพสามารถน ามาใชเ้ป็นพลงังานทดแทนในรูปแบบต่างๆ ไดห้ลากหลาย 
ดงันั้นก๊าซชีวภาพจึงสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดห้ลายประการดงัตารางท่ี 1-6  

ตารางท่ี 1-6 ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพดา้นต่างๆ  

ด้าน ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพ 
พลงังาน - ใชเ้ป็นเช้ือเพลิงเพื่อให้ความร้อนกบัหมอ้ตม้ไอน ้ า (boiler) ทดแทนการใช้

น ้ามนัเตา 
- ใชผ้ลิตกระแสไฟฟ้าเพื่อใชใ้นโรงงานหรือขายใหก้บัการไฟฟ้าส่วนภูมิภาค 
- ใช้ในรูปของพลงังานร่วม โดยใช้ในการผลิตไฟฟ้าและให้ความร้อนกบั
กระบวนการผลิตร่วมกนั (ก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ะตอ้งมีปริมาณมากพอ)  

ด้านเศรษฐกจิ 
 

- สามารถช่วยลดตน้ทุนในการผลิต 
- มีรายไดจ้ากการขายไฟฟ้า 
- มีรายไดจ้ากการขายคาร์บอนเครดิต (Carbon Cradit) 
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ตารางท่ี 1-6 ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพดา้นต่างๆ (ต่อ) 

ท่ีมา: กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน (2549)  
   
  1.2.30 การผลติก๊าซชีวภาพ  
   การผลิตก๊าซชีวภาพนั้นเป็นกระบวนการทางธรรมชาติ ท่ีอาศยัการท างานของ
จุลินทรียพ์วกท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน ซ่ึงจุลินทรียแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจนนั้นมี 2 พวก คือ พวกท่ีสร้างมีเทน 
(Methanogenic bacteria) และ พวกท่ีไม่สร้างมีเทน (Non-methanogenic bacteria) โดยจุลินทรียป์ระ
กลุ่มสร้างมีเทนน้ีจะใชส้ารอินทรียท่ี์มีโครงสร้างไม่ซบัซอ้นเป็นสารอาหาร และให้ผลผลิตเป็นก๊าซ
มีเทน (CH4) และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) เป็นหลกั โดยมีก๊าซอ่ืนๆในปริมาณเล็กนอ้ย เช่น 
ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) จุลินทรียก์ลุ่มน้ีไม่ชอบออกซิเจนอิสระ (O2) ดงันั้นในการผลิตก๊าซ
ชีวภาพนั้นจะตอ้งระวงัไม่ใหอ้อกซิเจนสามารถเขา้ไปสัมผสักบัจุลินทรียก์ลุ่มท่ีสร้างมีเทน เพราะจะ
ท าให้การผลิตก๊าซมีเทนด้อยประสิทธิภาพและเน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน สามารถใช้
สารอาหารท่ีมีโครงสร้างไม่ซับซ้อนเท่านั้น การผลิตก๊าซมีเทนจากสารอินทรีย์ท่ีมีโครงสร้าง
ซบัซอ้น จึงตอ้งอาศยัการท างานของแบคทีเรียกลุ่มไม่สร้างมีเทน เพื่อท าการยอ่ยสลายสารอินทรียท่ี์
มีความซับซ้อนสูงให้กลายเป็นสารอินทรียท่ี์มีความซับซ้อนต ่า เพื่อท่ีแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน
สามารถย่อยสลายได้ ดงันั้นในการผลิตก๊าซมีเทนจะตอ้งอาศยัการร่วมมือของแบคทีเรียหลายๆ 
กลุ่มเขา้ดว้ยกนั โดยทัว่ไปน ้าเสียและขยะท่ีมีสารอินทรียส์ามารถน ามาผลิตก๊าซชีวภาพได ้

   

ด้าน ประโยชน์ของก๊าซชีวภาพ 
ด้านส่ิงแวดล้อมและ
การจัดการของเสีย 

- ลดปัญหาของกล่ินและก๊าซพิษ 
- ลดการปล่อยก๊าซมีเทนสู่บรรยากาศ 
- ลดปัญหาต่อคุณภาพน ้าในแหล่งน ้าธรรมชาติ 
- ลดเขม่าจากการใชฟื้นในการหุงตม้ 
- ลดการตดัไมท้  าลายป่า 
- เป็นเทคโนโลยบี  าบดัขยะมูลฝอยท่ีเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 
- สามารถลดปัญหาสัตวพ์าหะน าโรค 
- สามารถลดปริมาณขยะมูลฝอยท่ีจะตอ้งก าจดัในขั้นตอนสุดทา้ย 

ด้านอืน่ๆ - น ้าท่ีผา่นการบ าบดัจากระบบสามารถน าไปใชเ้ป็นปุ๋ยน ้าได ้
- กากตะกอนท่ีผา่นการยอ่ยสลายสามารถน าไปใชเ้ป็นปุ๋ยอินทรียไ์ด ้
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  1.2.31 หลกัการผลติก๊าซชีวภาพ   
   หลกัการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์พื่อการผลิตก๊าซชีวภาพ คือ สารอินทรียจ์ะถูกยอ่ย
สลายโดยกลุ่มจุลินทรีย์ในสภาวะไร้อากาศ โดยสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ เช่น คาร์โบไฮเดรต 
โปรตีนและไขมนั จะถูกยอ่ยสลายโดยจุลินทรียก์ลุ่มท่ีเปล่ียนสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่ให้เป็นกรด
อินทรียข์นาดเล็กเช่น น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว กรดอะมิโน และกรดไขมนั เป็นตน้ กลุ่มแบคทีเรียท่ี
สร้างกรดจะเปล่ียนกรดอินทรีย์ขนาดเล็กให้เป็นกรดอะซิติกและก๊าซไฮโดรเจน และขั้นตอน
สุดทา้ยกล่มแบคทีเรียจะสร้างมีเทน โดยเปล่ียนกรดอะซติกและไฮโดรเจนให้กลายเป็นก๊าซมีเทน
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงก๊าซดงักล่าวท่ีเกิดข้ึนจะลอยตวัข้ึนเหนือผิวน ้ าและจะถูกรวบรวม
น าไปใชผ้ลิตพลงังานทดแทนต่อไป 

1.3 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง  
  1.3.1 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการตรึงเอนไซม์  
  การตรึงเอนไซมช่์วยลดการสูญเสียเอนไซมท่ี์มีราคาแพง เอนไซมต์รึงมีเสถียรภาพ
มากกว่าเอนไซม์อิสระสามารถท างานไดใ้นช่วงพีเอชและอุณหภูมิท่ีกวา้งกว่า สามารถใช้งานได้
หลายคร้ัง (Liu et al., 2013)  เอนไซมต์รึงรูปมีความสามารถในการจบักบัสับสเตรทไดม้ากกว่า
เอนไซมอิ์สระ (Chang and Juang, 2007; อิสลาห์ ดือราแม, 2551) หรือมีประสิทธิภาพในการท า
ปฏิกิริยามากกว่าเอนไซม์อิสระ (Zhao et al., 2012) การตรึงเอนไซม์ดว้ยพนัธะโคเวเลนต์เป็น
วิธีการตรึงท่ีเอนไซม์หลุดออกจากตวัรองรับไดย้าก พนัธะโคเวเลนต์ท่ีเกิดข้ึนจะท าให้โครงสร้าง
ของเอนไซมต์รึงรูปแขง็แรงข้ึน ทนต่ออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงไดม้ากข้ึน ส่งผลให้กิจกรรมของ
เอนไซมล์ดลงเพียงเล็กนอ้ยเม่ือมีการน ากลบัมาใชซ้ ้ า (Huckel et al., 1996) เน่ืองจากเกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยกวา่การตรึงดว้ยวิธีการดูดซบั (Hwang et al., 2004) โดยรายละเอียดของ
งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งมีดงัน้ี  
  Chang และ Juang (2007) ศึกษาเสถียรภาพและการท างานของเอนไซมต์รึงรูป
เปรียบเทียบกบัเอนไซม์อิสระ โดยตรึงเอนไซม์ฟอสฟาเทส (phosphatase) บนวสัดุคอมโพสิตท่ี
เตรียมจาก (1) สารผสมระหวา่งไคโตซานและเซอโคเนียมออกไซด์แบบแห้ง (DCZ) (2) สารผสม
ระหวา่งไคโตซานและเซอโคเนียมออกไซด์แบบเปียก (WCZ) (3) ไคโตซานแบบแห้ง (DC) (4)  
ไคโตซานแบบเปียก (WC) โดยมีสภาวะในการตรึงเอนไซม ์คือ ความเขม้ขน้ของเอนไซมเ์ป็น 0.4 
ถึง 0.5 กรัมต่อลิตร ซ่ึงให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุด โดยใช้ความเขม้ขน้ของกลูตาอลัดีไฮด์ 0.5 
เปอร์เซ็นต์ระยะเวลาในการกระตุน้ 90 นาที ในการศึกษาเสถียรภาพต่ออุณหภูมิและพีเอชพบว่า
เอนไซมต์รึงรูปทั้ง 4 ชนิด มีเสถียรภาพ ทนต่อค่าพีเอชท่ีมากกวา่เอนไซมอิ์สระ โดยค่ากิจกรรมของ
เอนไซมต์รึงรูปค่อนขา้งคงท่ีในช่วงพีเอชท่ีศึกษา ขณะท่ีเอนไซมอิ์สระค่ากิจกรรมจะสูงสุดท่ีพีเอช
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หน่ึงเท่านั้น (เป็นรูประฆงัคว  ่า) และทั้งเอนไซมต์รึงรูปและเอนไซมอิ์สระมีแนวโนม้ท่ีเหมือนกนัใน
การศึกษาเสถียรภาพต่ออุณหภูมิและจากการศึกษาจลนพลศาสตร์ พบวา่ เอนไซมต์รึงรูปทั้ง 4 ชนิด 
มีค่าความเร็วเร่ิมตน้สูงสุด (Vmax) สูงกว่าเอนไซม์อิสระ และค่าคงท่ี Michalis-Mentan (Km) ของ
เอนไซมต์รึงรูปนอ้ยกวา่เอนไซมอิ์สระ ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ เอนไซมต์รึงรูปมีความสามารถในการจบั
กบัสับสเตรทได้มากกว่าเอนไซม์อิสระและจากการศึกษาการเส่ือมสภาพด้วยความร้อน พบว่า 
เอนไซมต์รึงรูปมีค่าคงท่ีการเส่ือมสภาพ (Kd) นอ้ยกวา่ ค่าคร่ึงชีวิตท่ีสูงกวา่และค่าพลงังานในการ
ท าให้เอนไซมเ์ส่ือมสภาพต ่ากวา่เอนไซมอิ์สระ แสดงให้เห็นวา่เอนไซมต์รึงรูปมีความทนทานต่อ
อุณหภูมิมากกวา่เอนไซมอิ์สระ    
   Bayramoglu และคณะ (2011)  ศึกษาการตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วยพันธะ 
โคเวเลนต์บนแผ่นแมมแบรนพอลิโพรพิลีน ซ่ึงใช้หมู่เอมีนในการสร้างพนัธะโคเวเลนต์ โดยใช ้
กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเช่ือมขวาง ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีของแผน่แมมแบรนท่ีมีการเติมหมู่ 
เอมีนโดยเคร่ือง FTIR ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์ตรึงท่ี 
พีเอชในช่วง 4-9 อุณหภูมิในช่วง 40-60 องศาเซลเซียส โดยใช้น ้ ามนัมะกอกเป็นสับสเตรท ท า
ปฏิกิริยาท่ี 35 องศาเซลเซียล เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ศึกษาเสถียรภาพดา้นการทน
ต่อความร้อน โดยทดสอบท่ีอุณหภูมิ 55 และ 65 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที ซ่ึงดู
กิจกรรมเอนไซมค์งเหลือหลงัการทดสอบกบัสับสเตรทท่ีละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เป็นเวลา 15 
นาที จากการศึกษาพบวา่โครงสร้างทางเคมีของแมมแบรนท่ีมีการเติมหมู่เอมีน พบแบรนด์ของหมู่
เอมีนท่ีต าแหน่ง  3,404 และ 3,300 เซนติเมตร-1 และเกลือของเอมีนท่ีต าแหน่ง 1,628 เซนติเมตร-1 
จากการศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิ พบวา่ พีเอชท่ีเหมาะของการท างานของเอนไซมอิ์สระ คือ 
7 ส่วนเอนไซม์ตรึง คือ 7.5 จะเห็นว่าพีเอชหลงัการตรึงอาจเป็นเพราะวิธีการตรึง โครงสร้างของ
วสัดุตรึงและอาจเกิดกรดไขมนั (Fatty acid) รอบเอนไซมต์รึง ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 35 และ 
40 องศาเซลเซียส ส าหรับเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึง และจากการศึกษาการทนความร้อน 
พบวา่ยิ่งอุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนค่ากิจกรรมของเอนไซมอิ์สระลดลงอยา่งรวดเร็ว ส่วนเอนไซมต์รึงมีค่า
ลดลงเล็กนอ้ย แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมต์รึงทนต่ออุณหภูมิท่ีสูงข้ึนไดดี้กวา่  
  Zhao และคณะ (2012) ศึกษาการตรึงเอนไซม์ไลเปสจากเช้ือ Candida sp. สาย
พนัธ์ 99-125 บนซิลิเกต โดยศึกษาลกัษณะและการประยุกต์ใช้ ซ่ึงทดสอบกิจกรรมของเอนไซม ์
ความเสถียร และการน าไปประยุกต์ใช้ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส การประยุกต์ใช้ในการผลิต 
ไบโอดีเซล (ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัและปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชนั) ซ่ึงการศึกษาเสถียรภาพ
ของเอนไซม์ไลเปสประเมินโดยการบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสในเอทานอล (Ethanol) และ 
ไซโครเฮกเซน (Cyclohexane) โดยสารละลายทั้งสองเตรียมโดยใชอ้ตัราส่วน 1:1 กบัสารละลาย
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โซเดียมฟอสเฟต 0.1 โมลาร์ พีเอช 7 ส่วนการประยกุตใ์ชใ้นปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสใชเ้อทิลโอเลเอท 
(Ethyl oleate) เป็นสับสเตรท ผลการศึกษาพบว่าเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปท่ีถูกทดสอบความเสถียร
ดว้ยเอทานอลและไซโคลเฮกเซนให้ผลท่ีแตกต่างกนัคือค่ากิจกรรมคงเหลือของเอนไซม์เม่ือถูก
ทดสอบในสารละลายเอทานอลค่ากิจกรรมคงเหลือมีการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัและลดลง
อย่างรวดเร็วจนหมดเม่ือเวลาผ่านไป 168 ชั่วโมง ส่วนในสารละลายไซโคลเฮกเซนกิจกรรม
เอนไซมค์งเหลือค่อนขา้งสูงโดยท่ี 168 ชัว่โมง กิจกรรมคลเหลือ 105.1 เปอร์เซ็นต ์การประยุกตใ์ช้
ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบว่า เอนไซมไ์ลเปสท่ีท าการตรึงบนซิลิเกตให้ประสิทธิภาพในการท า
ปฏิกิริยามากกว่าเอนไซม์อิสระ เน่ืองจากพบการเปล่ียนแปลงของเอทิลโอเลเอตน้อยกว่า คือ มี
เปอร์เซ็นตก์ารเปล่ียนแปลงของเอทิลโอเลเอต 66.86 เปอร์เซ็นต ์ ส่วนในเอนไซมต์รึงมีเปอร์เซ็นต์
การเปล่ียนแปลง 68 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเวลาผา่นไป 10 ชัว่โมง ส่วนการทดสอบการประยุกตใ์ชใ้นการ
ผลิตไบโอดีเซล พบว่า ในการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปให้ผลผลิต 
เอทิลโอเลเอตสูงสุด 90.4 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเอนไซม์อิสระให้ผลผลิตเอทิลโอเลเอตสูงสุด 81.3 
เปอร์เซ็นต์ ท่ี 1 รอบของการท าปฏิกิริยา ส่วนในรอบท่ี 5 ของการท าปฏิกิริยาเอนไซม์อิสระให้
ผลผลิตเอทิลโอเลเอตสูงสุดแค่ 21.3 เปอร์เซ็นต ์ส่วนเอนไซมต์รึงยงัคงให้ผลผลิตเอทิลโอเลเอตสูง
สุด 78.6 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงลดลงเพียงเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัเอนไซมอิ์สระ ส่วนในการท าปฏิกิริยาทราน
เอสเทอริฟิเคชนัในรอบแรกของการผลิตให้ผลผลิตไบโอดีเซลสูงสุด 84.5 และ 77.6 เปอร์เซ็นต ์
และให้ผลผลิตสูงสุดในรอบท่ี 5 ของการท าปฏิกิริยา 67.0 และ 19.4 เปอร์เซ็นต ์ ส าหรับเอนไซม์
ตรึงและเอนไซม์อิสระ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ตรึงรูปเพิ่มกิจกรรมในการท าปฏิกิริยาไดม้ากข้ึน 
สามารถใชซ้ ้ าไดห้ลายคร้ัง ดงันั้นเอนไซมต์รึงจึงมีเสถียรภาพมากกวา่เอนไซมอิ์สระ  

    Lima และคณะ (2013)  ศึกษาการตรึงเอนไซมแ์ละเสถียรภาพของเอนไซมไ์ลเปส
จากเช้ือ Pseudomonas fluorescens โดยการตรึงแบบโคเวเลนตบ์นไกลออกซิล (Glyoxyl) ใชห้มู่เอ
มีนหรือหมู่อะมิโนในการตรึงแบบโคเวเลนต์ ซ่ึงท าการตรึงท่ีพีเอช 8 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อ
ทดสอบเสถียรภาพดา้นความร้อน โดยบ่มในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7 ท่ีมีความเขม้ขน้ 5 
มิลลิโมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส โดยท าการตรวจสอบเสถียรภาพจากค่ากิจกรรมคงเหลือ
ของเอนไซม์หลังการท าปฏิกิริยา และทดสอบเสถียรภาพด้านการทนทานต่อสารอินทรีย์ โดย
ทดสอบกบัสารละลาย Tert-amyl alcohol และ Cyclohexane ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์ ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาพบวา่เม่ือท าการบ่มในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ กิจกรรม
ของเอนไซม์ลดลงอย่างรวดเร็วและลดลงเป็น 0 เม่ือเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง ส่วนการทดสอบกบั
สารละลายอินทรีย ์พบวา่การทดสอบกบั Cyclohexane มีผลในการลดค่ากิจกรรมเอนไซมน์อ้ยกวา่
สารละลาย Tert-amyl alcohol โดย Cyclohexane ค่ากิจกรรมเอนไซมค์งเหลือ 75 เปอร์เซ็นต ์ส่วน
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Tert-amyl alcohol ค่ากิจกรรมเอนไซมค์งเหลือ 30  เปอร์เซ็นต ์ท่ีเวลา 100 ชัว่โมง สามารถสรุปได้
วา่เอนไซมต์รึงมีความทนทานต่อสารอินทรียเ์พราะตอ้งใชเ้วลานานในการท าปฏิกิริยาค่อนขา้งนาน
กวา่ค่ากิจกรรมเอนไซมจ์ะลดลง   
  Liu และคณะ (2013) ศึกษาการตรึงเอนไซม์ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ไลเอส 
(Hydroperoxide lyase) บนไคโตซานท่ีผสมไฮโดรเจลด้วยวิธีการสร้างพนัธะโคเวเลนต์ ซ่ึง
ท าการศึกษาโดยใชก้ลูตารัลดีไฮด ์(Glutaraldehyde) และ คาร์โบไดไอไมด์ (Carbodiimide) เป็นสาร
เช่ือมขวางในการสร้างพนัธะระหวา่งเอนไซมก์บัวสัดุตรึง ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิท่ีมีผลต่อ
กิจกรรมของเอนไซม์ โดยศึกษาพีเอชและอุณหภูมิในช่วง 4-9 และ 20-55 องศาเซลเซียส ศึกษา
ความจ าเพาะต่อสับสเตรทและจลศาสตร์ของเอนไซม์ (Km และ Vmax) ศึกษาเสถียรภาพของ
เอนไซมโ์ดยศึกษาความทนทานต่อความร้อนและการน ากลบัมาใชซ้ ้ า ผลการศึกษาพบวา่เอนไซมท่ี์
ตรึงโดยใช้สารเช่ือมคาร์โบไดไอไมด์ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่าการใช้กลูตารัลดีไฮด ์ 
ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมข้ึนอยูก่บักิจกรรมของเอนไซม ์โดยเอนไซมอิ์สระจะใหค้่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดท่ีพีเอช 6 ส่านเอนไซม์ตรึงจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดท่ีพีเอช 5 ซ่ึงลดลงจากเอนไซม์
อิสระ ส่วนอุณหภูมิมีผลอยา่งมีนยัส าคญัต่อกิจกรรมของเอนไซมท์ั้งเอนไซมต์รึงและเอนไซมอิ์สระ 
โดยท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเอนไซมอิ์สระจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดและเอนไซมต์รึงจะ
ให้ค่ากิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสและพบวา่เอนไซม์ท่ีผ่านการตรึงสามารถท างาน
ไดใ้นช่วงอุณหภูมิท่ีกวา้งกวา่เอนไซมอิ์สระเน่ืองจากค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงชา้กวา่เอนไซม์
อิสระมากเ ม่ืออุณหภูมิ เพิ่ม ข้ึน ส าหรับการศึกษาจลศาสตร์ของเอนไซม์พบว่า เอนไซม ์
ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ไลเอสอิสระมีค่า Km และ Vmax เท่ากบั 108.62 ไมโครโมล และ 51.51  
ไมโครโมลต่อนาที ตามล าดับ เอนไซม์ไฮโดรเปอร์ออกไซด์ไลเอสท่ีตรึงบน Chitosan-K-
Carragenan hydrogel มีค่า Km และ Vmax เท่ากบั 212.33 ไมโครโมล และ 67.02 ไมโครโมลต่อ
นาที ตามล าดบั เม่ือใช ้13-HPOD เป็นสับสเตรทในการศึกษา ส่วนการใช ้13-HPOT เป็นสับสเตรท 
พบวา่เอนไซมไ์ฮโดรเปอร์ออกไซด์ไลเอสอิสระมีค่า Km และ Vmax เท่ากบั 62.7 ไมโครโมล และ 
178.52 ไมโครโมลต่อนาที ตามล าดบั เอนไซมไ์ฮโดรเปอร์ออกไซด์ไลเอสท่ีตรึงบน Chitosan-K-
Carragenan hydrogel มีค่า Km และ Vmax เท่ากบั 92.65 ไมโครโมล และ 45.29 ไมโครโมลต่อนาที 
ตามล าดบั และเม่ือน ามาทดสอบความสามารถในการทนทานต่อความร้อนและการใชง้านซ ้ า พบวา่ 
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์อิสระจะลดลงอย่างรวดเร็วเม่ือมีการเพิ่มอุณหภูมิให้สูงข้ึนซ่ึงต่างกับ
เอนไซมต์รึงรูปท่ีค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลงเพียงเล็กนอ้ยแมจ้ะเพิ่มอุณหภูมิเป็น 55 องศาเซลเซียส 
คือ กิจกรรมของเอนไซม์ยงัคงเหลือ 78.13±0.98 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าเอนไซม ์
ไฮโดรเปอร์ออกไซดท่ี์ผา่นการตรึงมีความเสถียรต่ออุณหภูมิท่ีสูงข้ึนมากกวา่เอนไซมอิ์สระและเม่ือ
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ใช้งานไป 7 คร้ัง กิจกรรมของเอนไซม์คงเหลือ 92.09±2.15 เปอร์เซ็นต์ เม่ือใช้ 13-HPOD เป็น
สับสเตรท แต่เม่ือใช ้13-HPOT เป็นสับสเตรทกิจกรรมเอนไซม์คงเหลือ 73.73±3.13 เปอร์เซ็นต ์
  อิสลาห์ ดือราแม (2551) ศึกษาเก่ียวกับการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนพอลิ- 
ฟินิลซัลโฟนดว้ยพนัธะโควาเลนต ์โดยทดลองศึกษาการเติมหมู่เอมีนให้พอลิฟินิลซัลโฟนเพื่อใช้
ในการตรึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ยพนัธะโควาเลนตแ์ละศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซมไ์ล
เปส ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้ของกลูตารัลดีไฮด ์ระยะเวลาในการกระตุน้กลูตาดีไฮด์  อุณหภูมิ พีเอชและ
ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของเอนไซมท่ี์ใชใ้นการตรึงเอนไซม ์นอกจากน้ียงัศึกษาเสถียรภาพต่ออุณหภูมิ 
พีเอชและจลนพลศาสตร์ของเอนไซมต์รึงรูปเปรียบเทียบกบัเอนไซมอิ์สระ จากการทดลองท่ีสภาวะ
การแช่ดว้ยไฮดราซีนไฮเดรตความเขม้ขน้ 17 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ให้หมู่ 
เอมีนมากท่ีสุด คือ 0.48 มิลลิอิควิวาเลนตต่์อกรัม ซ่ึงสภาวะการตรึงเอนไซมท่ี์เหมาะสมน้ีจะใชใ้น
การศึกษาการท างานของเอนไซม์ต่อไป โดยในการศึกษาพบว่าการตรึงเอนไซม์สามารถเพิ่ม
เสถียรภาพต่ออุณหภูมิและพีเอชของเอนไซม์ได้ และการศึกษาจลนพลศาสตร์พบว่าการตรึง
เอนไซม์ส่งเสริมการจบักันระหว่างสับสเตรทกับเอนไซม์ได้ดีข้ึน แต่มีความเร็วสูงสุดต ่ากว่า
เน่ืองจากการเกิดเอนไซม์สับสเตรทคอมแพล็กซ์ของเอนไซม์ตรึงรูปน้อยกว่าเอนไซม์อิสระ และ
จากการศึกษาการเส่ือมสภาพดว้ยความร้อน พบวา่เอนไซม์ตรึงรูปมีความเสถียรมากกว่าเอนไซม์
อิสระ สามารถทนต่ออุณหภูมิไดสู้งข้ึน  

1.3.2 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการก าจัดน า้มันและไขมันในน า้เสียโดยใช้เอนไซม์ไลเปส   
   การก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียมีทั้งการบ าบดัด้วยวิธีการทางกายภาพ เคมี 
และชีวภาพ แต่ในปัจจุบนัการใช้เอนไซม์ในการบ าบดัก าลังได้รับความนิยม ไม่ว่าจะใช้เช้ือท่ี
สามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสไดห้รือใชเ้อนไซมไ์ลเปสท่ีสกดัออกมาเป็นผง เพราะการบ าบดัโดยใช้
เอนไซม์ให้ประสิทธิภาพการบ าบดัสูง สามารถลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัไดใ้นระดบัท่ีน่าพอใจ 
(Qamsari et al., 2012; Darocha et al., 2013)  โดยจากการศึกษางานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งพบวา่ใชเ้อนไซม์
ไลเปสในการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพได้ อีกทั้งสามารถลดค่าซีโอดีได้มากกว่าน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม ์
(Qamsari et al., 2012) อีกทั้งการใช้เอนไซม์ไลเปสในการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียยงั
สามารถลดสีและสารประกอบฟีนอลิกในน ้ าเสียได้อีกด้วย (Abrunhusa et al., 2013) ซ่ึงมี
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี  
   Qamsari และคณะ (2012) ศึกษาการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์
ไลเปสก่อนท าการหมกัย่อยในสภาวะไร้อากาศ โดยใช้น ้ าเสียสังเคราะห์อุตสาหกรรมนม ซ่ึงใน
การศึกษาใช้เอนไซม์ไลเปสท่ีท าการสกดัจากเช้ือ Pseudomonas aeruginosa โดยมีค่ากิจกรรม
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เอนไซม์ไลเปส 0.3 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้งานเอนไซม์ ซ่ึง
ประกอบดว้ยอุณหภูมิและพีเอช โดยอุณหภูมิและพีเอชท่ีทดสอบอยูใ่นช่วง 30-70 องศาเซลเซียส 
และ 3.0-12.0 ตามล าดบั เม่ือไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมก็น าสภาวะดงักล่าวมาทดสอบการก าจดัน ้ ามนั
และไขมนัเบ้ืองต้นก่อนเข้าระบบหมกัไร้อากาศ โดยใช้น ้ าเสียอุตสาหกรรมนมสังเคราะห์ท่ีมี
ปริมาณไขมนัรวม 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ใชค้วามเขม้ขน้ของเอนไซม ์10 และ 20 เปอร์เซ็นตโ์ดย
ปริมาตร ใช้เวลาในการเบ้ืองตน้ 48 ชัว่โมง ท าการตรวจสอบประสิทธิภาพการย่อยไขมนัโดยวดั
ปริมาณกรดไขมนัอิสระ จากนั้นน าน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้แลว้เขา้สู่ระบบหมกัไร้อากาศ
เพื่อศึกษาผลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงใช้ระบบแบบกะ ปริมาตรรวม 1,000 มิลลิลิตร  บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 50 รอบต่อนาที ผลการศึกษาพบวา่พีเอชท่ีเหมาะสมคือ พีเอช 
8 ซ่ึงให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์มากกว่า 65 เปอร์เซ็นต์ ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 45 องศา
เซลเซียส โดยท่ีอุณหภูมิดงักล่าวให้กิจกรรมเอนไซมค์งเหลือสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าทั้ง
สองความเข้มข้นของเอนไซม์ให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงความเข้มข้นเพิ่มข้ึนให้
ปริมาณกรดไขมนัอิสระท่ีเพิ่มข้ึนแต่ไม่ไดแ้ตกต่างกนัมากนกั ซ่ึงหากด าเนินการในระบบท่ีใหญ่ข้ึน
จะตอ้งเสียค่าใชจ่้ายในการเติมเอนไซมล์งไปโดยประสิทธิภาพการยอ่ยเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย ดงันั้น
ความเขม้ขน้ของเอนไซม์ท่ีเหมาะสม คือ 10 เปอร์เซ็นต์ และในส่วนของการบ าบดัในระบบไร้
อากาศท่ีใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์พบว่าสามารถลดปริมาณซีโอดีและให้ผล
ผลิตก๊าซชีวภาพไดม้ากกวา่การใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม ์โดยสามารถก าจดั
ซีโอดีไดร้้อยละ 90 ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 4,710 มิลลิลิตรต่อกรัมของแข็งระเหยง่าย ขณะท่ีการใช้
น ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์ให้ประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีร้อยละ 66 ให้
ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 2,330 มิลลิลิตรต่อกรัมของแขง็ระเหยง่าย  
   Darocha และคณะ (2013) ศึกษาการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ในน ้ าเสียจาก
กระบวนการลา้งไบโอดีเซลโดยท าการคดัเลือกจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสไดแ้ละแยก
ไอโซเลตโดยการบ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แต่ละไอโซเลตจากแต่ละจานเพาะ
เช้ือถูกทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสียจากค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ล
เปสท่ีผลิตออกมา เม่ือไดเ้ช้ือท่ีเหมาะสมก็จะน ามาทดสอบการย่อยน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียจาก
กระบวนการลา้งไบโอดีเซลในสภาวะท่ีน ้ าเสียมีค่าพีเอช 5.95 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 
180 รอบต่อนาที และมีแหล่งไนโตรเจนและแอมโมเนียซัลเฟต 3 กรัมต่อลิตร โดยศึกษาการท า
ปฏิกิริยาท่ีเวลา 24, 48, 72, 96 และ 120 ชัว่โมง และท าการระบุวา่เป็นเช้ือชนิดใด จากการศึกษา
พบวา่ มี 2 ไอโซเลตท่ีให้ค่ากิจกรรมเอนไซมสู์งสุดโดยวดัจากค่าดชันีเอนไซม ์ซ่ึงมีค่าเท่ากบั  0.56 
ส าหรับไอโซเลต A และ 0.57 ส าหรับไอโซเลต B เม่ือน าทั้งสองไอโซเลตมายอ่ยน ้ ามนัและไขมนั
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ในน ้ าเสีย พบวา่ ไอโซเลต A ก าจดัไขมนัไดม้ากกวา่ไอโซเลต B และเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ย
น ้ามนัและไขมนั คือ 120 ชัว่โมง ซ่ึงท่ีเวลา 120 ชัว่โมง ไอโซเลต A ก าจดัน ้ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย
ได ้87 เปอร์เซ็นต ์  ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม ์0.30 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อนาที ส่วนไอโซเลต B ก าจดั
ไขมนัได ้79 เปอร์เซ็นต ์ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม ์0.29 ยนิูตต่อมิลลิลิตรต่อนาที และเม่ือน าไอโซเลต
ทั้งสองชนิดมาท าการระบุวา่เป็นเช้ือชนิดใด พบวา่ เป็นเช้ือแบคทีเรีย ท่ีมีรูปร่างเป็นท่อน แกรมลบ 
ช่ือวา่ Klebsiella oxytoca  
  Abrunhusa และคณะ (2013) ศึกษาการลดค่าความสกปรกและลดสีในน ้ าเสีย
โรงงานผลิตน ้ ามนัมะกอก โดยการผลิตเอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ Aspergillus ibericus และใชน้ ้ าเสีย
โรงงานน ้ ามนัมะกอกเป็นอาหารให้กบัจุลินทรียใ์นการผลิตเอนไซมไ์ลเปส เร่ิมตน้ท าการทดสอบ
บนจานเพาะเช้ือท่ีมีส่วนประกอบของ OMW-based agar medium จากนั้นทดสอบในขวดรูปชมพู่
กบั Liquid OMG-based medium/media ผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่สายราเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
OMG ท่ีไม่มีการเจือจาง โดยให้โคโลนีท่ีมีเส้นผ่าศูนยก์ลาง 8.5 เซนติเมตร หลงัการบ่ม 5 วนั 
สามารถผลิตเอนไซมสู์งสุด 17.4±0.3 ยนิูตต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงให้ค่ากิจกรรมเอนไซม ์2,927±54  
ยนิูตต่อลิตร ส่วนการทดสอบในขวดรูปชมพู่กบั Liquid OMG-based medium/media ซ่ึงใชเ้วลาใน
การบ่ม 7 วนั แสดงให้เห็นวา่การเพิ่มชีวมวล (Biomass) จะช่วยลดค่าซีโอดีและสีไดม้ากข้ึน โดย
เม่ือใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ OMG ท่ีไม่มีการผสมอยา่งอ่ืนเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสามารถลดค่าซีโอดีและสี
ได ้45 และ 97 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส่วนการใช้อาหารเล้ียงเช้ือ OMG ท่ีมีการเจือจางเป็น 10 
เปอร์เซ็นต ์ เช้ือ Aspergillus ibericus ลดฟีนอลิก ( Phenolic) และสารประกอบอะโรมาติก 37 และ 
39 เปอร์เซ็นต ์ ตามล าดบั และเม่ือท าการหมกัในถงัปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร เช้ือ Aspergillus ibericus 
สามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสไดสู้งสุด 21.7±0.1 ยนิูตต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยให้ค่ากิจกรรมเอนไซม ์
8,319±33 ยนิูตต่อลิตรและสามารถลดซีโอดีและสีสูงสุด 57 และ 24 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  

1.3.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการก าจัดน ้ามันและไขมันในน ้าเสียโดยใช้เอนไซม์ไลเปสตรึง 
   การก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียโดยใช้เอนไซมท่ี์ท าการตรึงบนวสัดุตวักลาง
มกัเป็นการบ าบดัเบ้ืองตน้ก่อนบ าบดัอีกขั้นตอนหน่ึงในระบบหมกัไร้อากาศ ซ่ึงไดผ้ลพลอยไดเ้ป็น
ก๊าซชีวภาพ โดยเอนไซม์ตรึงรูปสามารถก าจดัน ้ ามนัและไขมนัออกจากน ้ าเสียและลดซีโอดีไดใ้น
ระดบัค่อนขา้งสูง (Jeganathan et al., 2007; Nilesh and Mukhopadhyay., 2012) และเม่ือบ าบดัต่อ
ในระบบหมักไร้อากาศประสิทธิภาพการก าจัดน ้ ามันและซีโอดีก็จะเพิ่มข้ึน แต่ทั้ งน้ีทั้ งนั้ น
ประสิทธิภาพการบ าบดัจะดีมากน้อยเพียงใดข้ึนอยู่กบัสภาวะการท างานท่ีเหมาะสมของเอนไซม์
ตรึงรูป นอกจากน้ีส่ิงท่ีน่าสังเกตคือแม้ค่าซีโอดีทั้งหมดจะลดลงแต่ซีโอดีละลายน ้ าจะเพิ่มข้ึน 
(Jeganathan et al., 2007) ซ่ึงมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี   
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   Jeganathan และคณะ (2007) ศึกษาการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียจาก
อุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตวโ์ดยใช้เอนไซม์ตรึงรูป ซ่ึงท าการประเมินการย่อยสลายน ้ ามนัและ
ไขมนัจากน ้ าเสียเบ้ืองตน้ก่อนบ าบดัต่อในระบบไร้อากาศท่ีท าการศึกษาในระบบแบบกะและ
แบบต่อเน่ือง ซ่ึงท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัเอนไซม์อิสระ โดยท าการตรึงเอนไซม์ดว้ย
กระบวนการโซลเจล (sol-gel) วิเคราะห์กิจกรรมการย่อยของเอนไซมอ์อกมาโดยการวดัปริมาณ
กรดไขมนัอิสระท่ีถูกปล่อยออกมา ท าการทดสอบหาสภาวะของการท างานท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ยอ่ยสลายน ้ ามนัท่ีค่าพีเอชในช่วง 4-9 อุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส ในระบบแบบกะใช้น ้ าเสีย
ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ใชเ้ม็ดเอนไซมต์รึง 0.04 กรัมเม็ดเอนไซมต์รึงต่อกรัมน ้ ามนั 
เขย่า 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นหมกัในระบบไร้
อากาศในขวดซีร่ัม ปริมาตรน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดั 70 มิลลิลิตร หวัเช้ือจุลินทรีย ์50 มิลลิลิตร ปรับ
พีเอชเป็นกลาง  บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ส่วนในระบบท่ีด าเนินการแบบต่อเน่ืองใชร้ะบบ
ร่วมระหวา่งระบบ PBR กบัระบบ UASB โดยใชเ้ม็ดเอนไซมต์รึง 12 กรัม ผลการศึกษาพบว่า
อตัราส่วนท่ีเหมาะสมของโซลเจลต่ออลัจีเนต คือ 1:2 ความเขม้ขน้ของเอนไซมต์รึง 20 กรัมต่อลิตร 
และปริมาณท่ีเหมาะสมของเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงในการย่อยน ้ ามนั คือ 0.02 และ 0.04 
กรัม ตามล าดบั หลงัผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมป์ริมาณน ้ ามนัและไขมนัลดลง 48 และ 32 
เปอร์เซ็นต์ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 17 และ 11 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับเอนไซม์อิสระและ
เอนไซมต์รึง ตามล าดบั เม่ือน าน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้มาเขา้ระบบหมกัไร้อากาศท่ีทดสอบ
แบบกะพบวา่ซีโอดีลดลง 49 และ 45 เปอร์เซ็นต ์น ้ ามนัและไขมนัลดลง 65 และ 64 เปอร์เซ็นต ์
ส าหรับเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึง ตามล าดบั ส่วนการทดสอบในระบบแบบต่อเน่ืองสามารถ
ลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดและน ้ ามนัและไขมนัไดม้ากกวา่ระบบ UASB อยา่งเดียว และให้ผลผลิต
ก๊าซชีวภาพมากกว่าด้วย โดยให้ปริมาณก๊าซชีวภาพ 0.46±0.08 และ 0.34±0.05 ลิตรมีเทนต่อ 
กรัมซีโอดีท่ีเติมลงไป  
  Nilesh และ Mukhopadhyay (2012) ศึกษาการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัโดยใช้
เอนไซม์ตรึงรูป ท าการศึกษาโดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากเช้ือ Aspergillus niger ซ่ึงมีค่ากิจกรรม
เอนไซม ์16 ยนิูตต่อมิลลิกรัม ตรึงแบบดูดซบับนไคโตซาน ซีไลต ์และ เซลลูโลสอะซิเตต โดยใช้
เอนไซม์ไลเปส 0.1 กรัม ละลายในโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7 ซ่ึงท าการทดสอบเวลาและ
ความเร็วรอบในการเขยา่ท่ีเหมาะสมในการตรึงในช่วง 0-12 ชัว่โมง และ 150-350 รอบต่อนาที เม่ือ
ไดส้ภาวะท่ีเหมาะสมน ามาทดสอบการยอ่ยน ้ ามนัและไขมนั โดยใชน้ ้ ามนั 10 มิลลิลิตร เจือจางเป็น 
100 มิลลิลิตร ท่ีพีเอช 7.2 เขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วนั ผลการศึกษาพบวา่ยิ่งเพิ่มเวลาใน
การตรึงปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ท่ียึดเกาะบนวสัดุตรึงจะยิ่งเพิ่มข้ึน คือ ท่ีเวลา 12 ชั่วโมง 
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ปริมาณของโปรตีนท่ียึดเกาะบนวสัดุตรึงมีมากท่ีสุด คือ 93.7, 90.2 และ 87.3 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับ 
ไคโตซาน ซีไลต ์และ เซลลูโลสอะซิเตต นอกจากน้ีพบวา่ยิ่งเพิ่มความเร็วรอบของการเขยา่ปริมาณ
โปรตีนก็จะยิ่งเพิ่มข้ึนดว้ย โดยพบวา่ท่ี 350 รอบต่อนาที ให้ปริมาณโปรตีนสูงสุด 90, 85 และ 70 
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับไคโตซาน ซีไลต์ และ เซลลูโลสอะซิเตต โดยท่ีไคโตซานเป็นวสัดุตรึงท่ี
เหมาะสมท่ีสุดส าหรับการตรึงเอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ Aspergillus niger และเม่ือน าสภาวะดงักล่าว
ขา้งตน้มาก าจดัน ้ ามนัและไขมนัท่ีมีความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อลิตร พบว่าสามารถก าจดัน ้ ามนัและ
ไขมนัได ้48 เปอร์เซ็นต ์และสามารถลดค่าซีโอดีได ้47 เปอร์เซ็นต ์  

1.3.4 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการบ าบัดน า้เสียโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม  
   งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบ าบดัน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมกัเป็นการใช้
วธีิการบ าบดัแบบไร้อากาศเน่ืองจากระบบหมกัไร้อากาศเป็นวธีิท่ีเป็นท่ียอมรับวา่มีประสิทธิภาพสูง
ส าหรับบ าบดัน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์แต่การใชร้ะบบหมกัไร้อากาศอยา่งเดียวยงัไม่สามารถ
ปล่อยน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัลงสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติได้ เน่ืองจากยงัมีสารอินทรียอ์ยู่ค่อนขา้งสูง
(Chan et al., 2010) ดงันั้นจ าเป็นตอ้งใชก้ารบ าบดั 2 ขั้นตอน เพื่อลดปริมาณสารอินทรียใ์ห้ไดม้าก
ท่ีสุดหรือจ าเป็นต้องมีการบ าบัดน ้ าเสียเบ้ืองต้นก่อนเข้าระบบหมกัไร้อากาศเพราะการบ าบัด
เบ้ืองตน้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการลดสารอินทรีย ์อีกทั้งสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพได้
ดว้ย (Leaño and Babel, 2012; Choi et al., 2013) ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี  
   Leaño และ Babel (2012) ศึกษาการบ าบดัน ้าเสียและผลิตก๊าซชีวภาพ (ไฮโดรเจน) 
จากน ้ าทิ้งจากโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์ม โดยศึกษาผลของเอนไซม์และสารลดแรงตึงผิวต่อ
ประสิทธิภาพในการบ าบดัและประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงด าเนินการศึกษาแบบกะ 
(Batch) โดยใช้น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์ท่ีความเขม้ข้น 0.05, 0.1 และ 0.2 
เปอร์เซ็นต ์และน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยสารลดแรงตึงผิวท่ีความเขม้ขน้ 0.05, 0.1, 0.2
และ 0.5 เปอร์เซ็นต ์และใชห้วัเช้ือจุลินทรียจ์ากระบบบ าบดัไร้อากาศท่ีผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 105 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที ในการหมกั ซ่ึงใชห้วัเช้ือจุลินทรีย ์10 มิลลิลิตร น ้ าเสีย 50 มิลลิลิตร ใน
ขวดซีร่ัม ปรับพีเอชเป็นกลาง ผลการศึกษาพบว่าการปรับสภาพหรือบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.20 % และท่ีค่าพีเอช 7 สามารถก าจดัซีโอดีไดร้้อยละ 58 ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 1.88 
โมลไฮโดรเจนต่อกรัมซีโอดี ส่วนน ้ าเสียท่ีปรับสภาพดว้ยสารลดแรงตึงผิวท่ีความเขม้ขน้และพีเอช
เดียวกนัสามารถก าจดัซีโอดีไดร้้อยละ 52 สามารถผลิตไฮโดรเจนได ้2.76 โมลไฮโดรเจนต่อกรัมซี
โอดี และพบวา่สามารถใหพ้ลงังานเฉล่ียสูงสุด 12,434 มิลลิโวลต ์และ 10,926 มิลลิโวลต ์เม่ือใชน้ ้ า
เสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมแ์ละสารลดแรงตึงผิวตามล าดบั นอกจากการใชเ้อนไซม์
และสารลดแรงตึงผิวสามารถลดปริมาณซีโอดีและเพิ่มผลผลิตก๊าซไฮโดรเจน 12.5, 18.3 และ 40.4 
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เปอร์เซ็นต ์และ 33.1, 43.5, 59.1 และ 77.0  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  
   Choi และคณะ (2013) ศึกษาการบ าบดัน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มโดยใช้
ระบบไร้อากาศท่ีเป็นถงัปฏิกรณ์ร่วมระหวา่งถงัหมกัไร้อากาศ (High-rate anaerobic reactor) และ
ระบบกรองไร้อากาศ ซ่ึงเป็นการบ าบดั 2 ขั้นตอน ด าเนินการท่ีอุณหภูมิ 36±1 องศาเซลเซียส ปรับพี
เอชในถงัหมกัไร้อากาศเป็น 7±0.5 ภาระบรรทุกสารอินทรีย ์0.91-23 กิโลกรัมซีโอดีต่อลบ.ม.ต่อวนั 
เติมน ้ าเสียทุก 6 ชัว่โมง เม่ือน ้ าเสียผ่านการบ าบดัในถงัหมกัไร้อากาศจะถูกส่งผ่านไปบ าบดัต่อใน
ระบบถังกรองไร้อากาศ ผลการศึกษาพบว่าในช่วงเริมต้นของการเดินระบบภาระบรรทุก
สารอินทรียเ์พิ่มข้ึนจาก 0.91 เป็น 13.73 กิโลกรัมซีโอดีต่อลบ.ม.ต่อวนั ในช่วง 2 สัปดาห์แรก ส่งผล
ใหป้ระสิทธิภาพการก าจดัซีโอดีลดลงอยา่งรวดเร็วเน่ืองจากเกิดภาวะ shock overload แต่เม่ือเปล่ียน
ภาระบรรทุกสารอินทรีย์เป็น 10-20 กิโลกรัมซีโอดีต่อลบ.ม.ต่อวนั ซีโอดีลดลง 75.8-93.3 
เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 9 สัปดาห์ ส่วนในช่วงท่ีระบบมีความเสถียร (Steady-state) หลงั 4 สัปดาห์
ระบบมีความเสถียรการก าจดัซีโอดีค่อนขา้งคงท่ีและให้ประสิทธิภาพการก าจดัซีโอดีสูงสุด 95.6 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีภาระบรรทุกสารอินทรีย ์13 กิโลกรัมซีโอดีต่อลบ.ม.ต่อวนั 

  1.3.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการบ าบัดน ้ามันและไขมันในน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล  
  การบ าบดัน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสียท่ีเกิดจากการผลิตไบโอดีเซลจ าเป็นตอ้งบ าบดั
เบ้ืองต้นก่อนท่ีจะมีการบ าบดัต่อในระบบไร้อากาศ เน่ืองจากน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมี
สารอินทรียสู์งมากแต่มีแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอาหารของจุลินทรียน์้อย ส่งผลให้จุลินทรียไ์ม่
สามารถเจริญเติบโตได้ เป็นสาเหตุให้น ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลบ าบดัได้ยากด้วย
วิธีการทางชีวภาพ เน่ืองจากน ้ าเสียมีองคป์ระกอบของน ้ าเสียไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์(Suehara et al., 2005) จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวขอ้งมกัจะใชก้ารบ าบดัเบ้ืองตน้
ดว้ยกรด การสร้างและรวมตะกอนดว้ยสารเคมี และใชก้ารสร้างและรวมตะกอนดว้ยไฟฟ้า (เอนก  
สาวะอินทร์, 2552; Ngamlerdpokin et al., 2011) ซ่ึงสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัน ้ ามนั
และไขมนัสารอินทรียไ์ด้สูง และเม่ือน าน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ไปบ าบดัต่อในระบบไร้
อากาศ นอกจากจะได้ผลพลอยได้เป็นก๊าซชีวภาพแลว้ยงัเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีได้
ดว้ย (ดารินทร์ ภูก่ิงงาม, 2551)  โดยรายละเอียดมีดงัน้ี  
  Ngamlerdpokin และคณะ (2011) ศึกษาเปรียบเทียบการบ าบดัน ้ าเสียจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลด้วยกระบวนการแอกกูเลชัน (Cagulation) ด้วยสารเคมีกับ
กระบวนการอิเล็กโตรโคแอกกูเลชนั (Electro-Coagulation) ในการศึกษาด าเนินการโดยใชส้ารเคมี 
3 ชนิด คือ กรดซลัฟิวริก (H2SO4), กรดไนตริก (HNO3 ) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) โดยศึกษาท่ี
ค่าพีเอชแตกต่างกนัในการก าจดักรดไขมนัอิสระและเป็นการบ าบดัเบ้ืองต้นก่อนน าไปด าเนิน
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การศึกษาในกระบวนการสร้างและการรวมตะกอนด้วยสารเคมีและทางเคมีไฟฟ้าในการก าจดั
น ้ ามนัและไขมนัออกจากน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล การศึกษาพบว่าในส่วนของการใช้กรด
ซลัฟิวริก (H2SO4)  กรดไนตริก (HNO3) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ในการบ าบดัเบ้ืองตน้ท่ีพีเอช 
2.5 มีประสิทธิภาพในการก าจดักรดไขมนัอิสระ 24.5, 15.1 และ 21.2 มิลลิลิตรต่อลิตร ตามล าดบั 
ในส่วนของการใชส้ารเคมีในการสร้างตะกอน พบวา่มีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี บีโอดี และ
น ้ ามนัและไขมนัไดเ้กือบสมบูรณ์ คือ มีประสิทธิภาพการก าจดัซีโอดี บีโอดี และน ้ ามนัและไขมนั 
เท่ากับ 97.5, 97.2 และ 98.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และในส่วนของการสร้างตะกอนด้วย
กระบวนการทางไฟฟ้าพบวา่ประสิทธิภาพการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัสูงสุด 99.5% ท่ีพีเอชสูงกวา่ 4   
   ดารินทร์ ภูกิ่งงาม (2551) ศึกษาเ ก่ียวกับการบ าบัดน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลโดยใช้ระบบแผ่นกั้นไร้ออกซิเจน ซ่ึงน ้ าเสียท่ีใช้เป็นน ้ าเสียจากกระบวนการผลิต 
ไบโอดีเซลท่ีใช้ด่างเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของน ้ ามนัพืชใช้แลว้ท่ี
ผา่นการบ าบดัขั้นตน้ดว้ยการตกตะกอนทางเคมี ในการศึกษาด าเนินการโดยใช้ถงัปฏิกรณ์แผน่กั้น
ไร้ออกซิเจนท่ีมีจ านวนห้อง 5 ห้อง ขนาดปริมาตรน ้ าในระบบ 22 ลิตร เดินระบบแบบต่อเน่ืองท่ี
อุณหภูมิหอ้งท่ีเวลากกัพกัน ้าคงท่ี 10 วนั ผลการศึกษาพบวา่ท่ีอตัราภาระซีโอดี 0.5-3.0 กก.ซีโอดีต่อ
ลบ.ม.-วนั ประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีทั้งหมด ซีโอดีละลายน ้ า เมทานอล กลีเซอรอลและ
น ้ามนัและไขมนัมีค่าเฉล่ียอยูใ่นช่วงร้อยละ 98.45-99.05, 99.01-99.41, 79.05-100.00, 69.86-100.00 
และ 41.79-83.82 ตามล าดบั พบวา่ระบบมีศกัยภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพไดเ้ป็นอยา่งดี โดยพบวา่
ปริมาณก๊าซชีวภาพต่อปริมาณซีโอดีท่ีถูกก าจดัและปริมาณก๊าซมีเทนต่อปริมาณซีโอดีท่ีถูกก าจดัมี
ค่าเฉล่ียอยูใ่นช่วง 0.19-0.38 และ 0.12-0.28 ลิตรต่อกรัมซีโอดีท่ีถูกก าจดั ตามล าดบั โดยก๊าซชีวภาพ
ท่ีผลิตไดมี้ค่าเฉล่ียของปริมาณก๊าซมีเทนท่ีเป็นองค์ประกอบอยูใ่นช่วงร้อยละ 63.78-74.45  พบว่า
การเพิ่มอตัราภาระซีโอดีให้สูงข้ึนในช่วงอตัราภาระซีโอดีเท่ากบั 0.5-1.5 กก.ซีโอดีต่อลบ.ม.ต่อวนั 
จะส่งผลให้ประสิทธิภาพการก าจดัมลสารต่างๆในน ้ าเสีย ปริมาณก๊าซชีวภาพต่อซีโอดีท่ีถูกก าจดั
และร้อยละของปริมาณก๊าซมีเทนในก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดเ้พิ่มสูงข้ึน โดยท่ีอตัราภาระซีโอดีเท่ากบั 
15 กก.ซีโอดีต่อลบ.มต่อวนั มีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี ปริมาณก๊าซชีวภาพต่อปริมาณซีโอดี
ท่ีถูกก าจดัและปริมาณก๊าซมีเทนต่อปริมาณซีโอดีท่ีถูกก าจดัสูงสุด เท่ากบัร้อยละ 99.41, 0.38 และ 
0.28 ลิตรต่อกรัมซีโอดีท่ีถูกก าจดั ตามล าดบั และจากการศึกษาพบวา่ประสิทธิภาพการก าจดัซีโอดี
เกิดข้ึนสูงสุดในห้องท่ี 1 จากนั้นประสิทธิภาพการก าจดัมีแนวโนม้ลดลงตามระยะทางของระบบ 
   เอนก  สาวะอินทร์ (2552) ศึกษาการบ าบดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ในน ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซลโดยใช้วิธีการทางกายภาพ คือ ใชก้ระบวนการตะกอนลอยแบบอดัอากาศและ
วธีิการทางเคมี คือ วธีิการปรับพีเอชดว้ยกรดและกระบวนการโคแอกกเูลชนั (Coagulation) ดว้ยการ
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เติมสารช่วยรวมตะกอนและใชก้ระบวนการร่วมระหวา่งการบ าบดัดว้ยวิธีการทางกายภาพและเคมี
ซ่ึงในการปรับพีเอชดว้ยกรดทดสอบโดยใช้กรดไฮโดรคลอริก (HCl) และ กรดซัลฟิวริก (H2SO4) 
1 นอร์มลั ปรับพีเอชเป็น 1, 3, 5 และ 7 ส่วนกระบวนการโคแอกกูเลชนัท าการทดสอบหาชนิดและ
ปริมาณของสารช่วยรวมตะกอนและค่าพีเอชท่ีเหมาะสม ซ่ึงสารช่วยรวมตะกอนท่ีใชท้ดสอบไดแ้ก่ 
สารส้ม เฟอริกคลอไรด์ ไดตซาน พอลิอะลูมิเนียมคลอไรด์และน ้ าทะเล ในการใช้วิธีการร่วมจะ
ศึกษากระบวนการอดัอากาศร่วมกบัการปรับพีเอชและกระบวนการอดัอากาศร่วมกบัการปรับพีเอช
และกระบวนการโคแอกกูเลชัน ผลการศึกษาพบว่าการเติมกรดมีผลให้น ้ ามันและไขมนัเกิด
พฤติกรรมรวมตวักนัโดยยิ่งค่าพีเอชต ่าลงน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียจะรวมตวัและลอยสู่ผิวน ้ ามาก
ข้ึนและเม่ือน ามาส่องกลอ้งจุลทรรศน์พบวา่ค่าพีเอชต ่าจะมีหยดน ้ ามนัขนาดใหญ่กว่าท่ีค่าพีเอชสูง
และมีปริมาณน ้ ามันมากกว่าด้วย สามารถก าจัดน ้ ามันและไขมันได้มากกว่าร้อยละ 80 ส่วน
กระบวนการโคแอกกูเลชนัพบว่าสารส้มและเฟอริกคลอไรด์จะตอ้งควบคุมพีเอชให้อยูใ่นช่วง 5-7 
การใช้พอลิอะลูมีเนียมคลอไรด์จะตอ้งควบคุมให้อยู่ในช่วง 6-7 จึงจะสามารถท าให้เกิดการรวม
ตะกอนน ้ ามนัและลอยข้ึนสู่ผิวน ้ าไดดี้ ส่วนน ้ าทะเลสามารถใชเ้ป็นสารช่วยรวมตะกอนไดแ้ต่มีผล
ให้ค่าของแข็งละลายน ้ าสูงข้ึนหลงัผา่นการบ าบดั แต่ท่ีพีเอช 6 สารทั้ง 3 ชนิดให้ประสิทธิภาพการ
ก าจดัน ้ ามนัและไขมนัสูงสุด โดยปริมาณท่ีเหมาะสมของสารช่วยรวมตะกอน คือ ความเขม้ขน้ 1 
กรัมต่อลิตร ส่วนน ้ าทะเลร้อยละ 50 โดยปริมาตร ซ่ึงสารช่วยรวมตะกอนทุกชนิดท่ีสภาวะดงักล่าว
ใหป้ระสิทธิภาพการบ าบดัมากกวา่ร้อยละ 95 ในส่วนของการใชก้ารปรับพีเอชร่วมกบักระบวนการ
ลอยแบบอดัอากาศพบว่ามีประสิทธิภาพการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัต ่าและอาจมีผลให้เกิดการกดั
กร่อนเคร่ืองมืออุปกรณ์ท่ีเป็นโลหะได ้และในส่วนการใชก้ารปรับพีเอชร่วมกบัการอดัอากาศและ
กระบวนการโคแอกกูเลชันท่ีใช้ระบบ recycle-stream Pressurization สามารถก าจดัน ้ ามนัและ
ไขมนัไดสู้งสุดร้อยละ 98-99.6  

  1.3.6 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้องกบัการผลติก๊าซชีวภาพและศักยภาพในการผลติมีเทน  
   งานวจิยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัการผลิตก๊าซชีวภาพและศกัยภาพในการผลิตมีเทนจากน ้ า
ทิ้งท่ีศึกษามีทั้งระบบแบบกะและแบบก่ึงต่อเน่ือง ส่วนใหญ่ด าเนินการหมกัภายใตอุ้ณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส (Siles et al., 2010; Domingues et al., 2015; เมธิยา หมวดฉิม, 2555, นฤมล เซาะกระโทก, 
2556) และค่าพีเอชเป็นกลาง คือ พีเอช 7 ซ่ึงเป็นพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพ 
(Nabarlatz et al., 2013) การผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้าทิ้งท่ีมีการตรึงเช้ือจุลินทรียจ์ะมีเขยา่ดว้ย เพื่อให้
จุลินทรียท่ี์ท าการตรึงสัมผสักบัน ้ าเสียมากท่ีสุด (Singh et al., 2013) นอกจากน้ีพบวา่การบ าบดั
เบ้ืองตน้และการตรึงเช้ือบนตวักลางสามารถช่วยเพิ่มการผลิตก๊าซชีวภาพได ้(Singh et al., 2013; 
Domingues et al.,  2015) อยา่งไรก็ตามการใชส้ารตั้งตน้ท่ีแตกต่างกนั ความเขม้ขน้ของสารอินทรีย์
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ท่ีแตกต่างกนัของวสัดุหมกัจะใหผ้ลผลิตก๊าชชีวภาพท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงรายละเอียดมีดงัน้ี  
   Siles และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพและศกัยภาพในการผลิตมีเทน
จากการหมกัร่วมของน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลกบักลีเซอรอลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้าก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีใช้มีการบ าบดัเบ้ืองตน้
ดว้ยกระบวนการสร้างและรวมตะกอนดว้ยไฟฟ้า (Electrocoagulation) ส่วนกลีเซอรอลปรับพีเอช
เป็นกลางและศึกษาอตัราส่วนของหวัเช้ือจุลินทรียต่์อสารตั้งตน้ในช่วง 1.48-5.02 กรัมวีเอสเอสต่อ
กรัมซีโอดี และใชอ้ตัราภาระบรรทุกสารอินทรีย ์(Organic loading rates) ในช่วง 0.27–0.36 กรัมซี
โอดีต่อกรัมวีเอสเอสต่อวนั ด าเนินการทดลองแบบกะ (Batch) ในระดบัห้องปฏิบติัการ ด าเนินการ
หมักท่ี 35 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาพบว่าการหมักร่วมระหว่างน ้ าเสียกับกลีเซอรอลจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพ โดยสามารถให้ผลผลิต
มีเทนไดสู้งสุดในช่วงระยะเวลาการหมกั 20 วนั เท่ากบั 310 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีท่ีถูกก าจดั 
มีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีร้อยละ 81 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่การหมกัร่วมในสภาวะไร้
อากาศของกลีเซอรอลกบัน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพได ้ 
   Nabarlatz และคณะ (2013) ศึกษาเก่ียวกบัการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชน้ ้ าเสียจาก
โรงงานน ้ามนัปาลม์ ซ่ึงด าเนินการทดลองแบบกะ (Batch) โดยประเมินผลของพีเอชและอตัราส่วน
ของหัวเช้ือจุลินทรียต่์อน ้ าเสีย โดยศึกษาหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้หมกั 2 ชนิด คือ กากตะกอนจากบ่อ
บ าบดัของโรงงานผลิตน ้ ามนัปาล์มกบัมูลสุกร ทั้งน้ีการประเมินค่าพีเอชจะใชพ้ีเอช 4.8 และ 7 ใช้
อตัราส่วนของหวัเช้ือจุลินทรียต่์อสารตั้งตน้ 0.5 กรัมของแข็งระเหยง่ายของหวัเช้ือจุลินทรียต่์อกรัม
ของแขง็ระเหยง่ายของน ้าเสีย โดยใชน้ ้าเสียปริมาณ 300 ml ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีขนาด 500 ml หมกั 30 
วนั ท่ี 37±2 องศาเซลเซียส ส่วนการประเมินผลของอตัราส่วนหวัเช้ือจุลินทรียต่์อน ้ าเสียด าเนินการ
ประเมินท่ี 1, 1.5 และ 2 กรัมของแข็งระเหยง่ายของหวัเช้ือจุลินทรียต่์อกรัมของแข็งระเหยง่ายของ
น ้ าเสีย โดยใชน้ ้ าเสียปริมาณ 300 ml ในถงัปฏิกรณ์ท่ีมีขนาด 500 ml หมกั 20 วนั ท่ี 37±2 องศา
เซลเซียส ผลการศึกษาพบว่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการหมกั คือ พีเอช 7 เน่ืองจากให้ผลผลิตมีเทน
สะสมสูงกวา่พีเอช 4.8 โดยให้ผลผลิตมีเทนสะสม 778 มิลลิลิตร ส าหรับการหมกัท่ีใชมู้ลสุกรเป็น
หวัเช้ือจุลินทรียแ์ละ 786 มิลลิลิตร ส าหรับการใชก้ากตะกอนจากบ่อบ าบดัของโรงงานผลิตน ้ ามนั
ปาล์ม ตามล าดับ ดังนั้ นค่าพีเอชท่ีเหมาะสมของการหมัก คือ พีเอช 7 และพบว่าอัตราส่วนท่ี
เหมาะสมท่ีสุดของหัวเช้ือจุลินทรียต่์อน ้ าเสีย คือ อตัราส่วน 2:1 ท่ีค่าพีเอช 7 โดยให้ผลผลิตก๊าซ
มีเทนสะสมสูงสุด 2,740 มิลลิลิตรของปริมาตรมีเทนสะสม ส าหรับการหมกัท่ีใช้มูลสุกรเป็นหัว
เช้ือจุลินทรียแ์ละ 1,411 มิลลิลิตรของปริมาตรมีเทนสะสม ส าหรับการใชก้ากตะกอนจากบ่อบ าบดั
ของโรงงานผลิตน ้ามนัปาลม์     
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   Singh และคณะ (2013) ศึกษาเก่ียวกบัการผลิตก๊าซชีวภาพจากน ้ าทิ้งโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาล์มโดยการตรึงเช้ือ Clostridium butyricum EB6 ในโพลีเอทิลีนไกลคอล (Polyethylene 
glycol) เปรียบเทียบกบัการใชเ้ซลล์อิสระ โดยในการศึกษาใชน้ ้ าทิ้งโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มดิบ 1 
ลิตร ใชห้วัเช้ือจุลินทรียท่ี์ตรึงแบบห่อหุ้มในพอลิเมอร์ 300 กรัม ในถงัปฏิกรณ์ขนาด 2 ลิตร ภายใต้
สภาวะไร้อากาศและเก็บไวท่ี้อุณหภูมิคงท่ี 37 ◦C และ pH 5.5 ท่ีอตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที ผล
การศึกษาพบวา่สามารถผลิตก๊าซชีวภาพ (ไฮโดรเจน) ไดสู้งสุด 510 มิลลิลิตรH2ต่อลิตรต่อชัว่โมง 
(22.7 มิลลิโมลต่อลิตรต่อชัว่โมง) ท่ีภาระบรรทุกสารอินทรีย ์60,000 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร โดย
ขนาดของเม็ดพอลิเมอร์ท่ีตรึงเซลล์จุลินทรียอ์ยู่ภายในท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
คือ ขนาด 3.0 มิลลิเมตร  และพบวา่การใชเ้ช้ือ Clostridium butyricum EB6 ตรึงในโพลีเอทิลีนไกล
คอลใหผ้ลผลิตก๊าซชีวภาพ (ไฮโดรเจน) ไดดี้กวา่การใชเ้ซลล์อิสระ คือ สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจน
ได ้22.7 มิลลิโมลต่อลิตรต่อชัว่โมงขณะท่ีการใชเ้ซลล์อิสระผลิตก๊าซไฮโดรเจนไดเ้พียง 12.3 มิลลิ
โมลต่อลิตรต่อชัว่โมง ดงันั้นตรึงเช้ือ Clostridium butyricum EB6 ในโพลีเอทิลีนไกลคอลสามารถ
ใชเ้ป็นทางเลือกส าหรับการเร่งการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสียไดเ้ป็นอยา่งดี  
    Domingues  และคณะ (2015) ศึกษาผลของการใชเ้อนไซมบ์ าบดัเบ้ืองตน้ต่อการ
หมกัยอ่ยไร้อากาศของไขมนันมในน ้ าเสียอุตสาหกรรมนมเพื่อศึกษาศกัยภาพในการผลิตมีเทน ซ่ึง
ใชเ้อนไซม์ไลเปสจากเช้ือ Candida rugosa โดยท าการศึกษาค่าพีเอชและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อ
การท างาน ซ่ึงศึกษาพีเอชในช่วง 6-9 อุณหภูมิ 35-45 องศาเซลเซียส และเม่ือไดส้ภาวะการท างานท่ี
เหมาะสมน ามายอ่ยไขมนัเบ้ืองตน้และเขา้สู่กระบวนการหมกัไร้อากาศท่ีท าการศึกษาแบบกะ หมกั
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และใช้มูลววัเป็นหัวเช้ือในการหมกั ผลการศึกษาพบว่า
เอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ C. rugosa ท างานไดท่ี้สุดท่ีค่าพีเอช 6.6 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยให้
ปริมาณกรดไขมนัอิสระมากท่ีสุดและเม่ือน าน ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้มาศึกษาศกัยภาพในการ
ผลิตมีเทนพบว่าให้ศกัยภาพในการผลิตมีเทน 417.9 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีท่ีเติมลงไป ซ่ึง
มากกวา่การใชน้ ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัถึง 2 เท่า  
   เมธิยา หมวดฉิม (2555) ศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพและศกัยภาพในการผลิตมีเทน
จากการหมกัร่วมของน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัขั้นตน้แล้วกบักาก
ตะกอนดีเคนเตอร์จากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ซ่ึงน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีใชใ้น
การศึกษาผ่านการบ าบดัขั้นตน้ดว้ยกระบวนการร่วมระหว่างการปรับค่าพีเอช กระบวนการสร้าง
ตะกอนและกระบวนการตะกอนลอยแบบอดัอากาศ ทั้งน้ีไดด้ าเนินการศึกษาแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส พีเอช 7 เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที  ใชค้่าของแข็งกากตะกอนดีเคนเตอร์เท่ากบั 0, 1, 
2.5, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์น ้ าหนกัต่อปริมาตร ปริมาตรรวมของการหมกั 0.50 ลิตร ใชต้ะกอน
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จุลินทรียเ์ร่ิมตน้ 50 มิลลิลิตร ผลการทดลองพบว่าในช่วงแรกมีอตัราการผลิตสูงทั้งปริมาณก๊าซ
ชีวภาพสะสมและก๊าซมีเทนแต่จะลดลงตามระยะเวลาการทดลอง ซ่ึงการหมกัท่ี 5 เปอร์เซ็นตข์อง 
น ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลกับตะกอนดีเคนเตอร์สามารถผลิตก๊าซมีเทนตลอด
ระยะเวลาการหมกั 45 วนั เฉล่ียเท่ากบั 1,069.41, 2604.86, 1,743.89 และ 1,422.45 มิลลิลิตร 
ตามล าดบั  
   นฤมล เซาะกระโทก (2556) ศึกษาศกัยภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพท่ีใชก้ากตะกอน
ดีแคนเตอร์ของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีอตัราส่วนต่างๆ ร่วมกบัน ้ าเสียโรงงานอาหารทะเลแช่
แขง็โดยกระบวนการหมกัยอ่ยในสภาวะไร้อากาศ โดยใชก้ารทดลองแบบกะในการศึกษาอตัราส่วน
ท่ีเหมาะสม ด าเนินการหมกัท่ีอุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส เขยา่ 180 รอบต่อนาที เม่ือไดอ้ตัราส่วน
ท่ีเหมาะสมก็ด าเนินการหมกัในระบบ CSTR ท่ีศึกษาระยะเวลากกัพกัและระยะเวลาการกวนผสมท่ี
แตกต่างกนัผลการศึกษาพบว่าการหมกัร่วมมีอตัราการผลิตก๊าซชีวภาพสูงกวา่การหมกัดว้ยน ้ าเสีย
จากโรงงานอาหารทะเลแช่แข็งเพียงอยา่งเดียว โดยอตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับหมกัร่วมน ้ า
เสียจากโรงงานอาหารทะเลแช่แข็งกบักากตะกอนดีเคนเตอร์ ในชุดทดลองแบบกะ คือ น ้ าเสีย 180 
มิลลิลิตร การกตะกอนดีเคนเตอร์ 10 กรัม  ซ่ึงใหศ้กัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทน 0.351 ลิตรมีเทนต่อ
กรัมซีโอดีท่ีถูกก าจดั และให้ประสิทธิภาพในการบ าบดั ซีโอดีทั้งหมด ซีโอดีละลายน ้ า ของแข็ง
ทั้งหมดและของแข็งระเหย 76.2, 83.6, 43.2 และ 56.8 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วนในถงัปฏิกรณ์ 
CSTR พบวา่ ท่ีระยะเวลากกัพกัน ้าเสีย 20 วนั ระยะเวลาการกวน  24 ชัว่โมง ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ
สูงสุด 2.88 ลิตรต่อวนั องคป์ระกอบก๊าซมีเทน 64.6 เปอร์เซ็นต ์ ให้ศกัยภาพในการผลิตก๊าซมีเทน 
0.292 ลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีท่ีถูกก าจดั 

  1.3.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับผลของการใช้เอนไซม์ไลเปสบ าบัดเบื้องต้นต่อการเพิ่ม
ศักยภาพในการผลติก๊าซชีวภาพ  
   การใช้เอนไซม์บ าบัดเบ้ืองต้นช่วยให้ศักยภาพการผลิตก๊าซชีวภาพเพิ่มข้ึน  
(Mandes et al., 2010; Cherif et al., 2014; Meng et al.,2015) เน่ืองจากเอนไซมจ์ะช่วยยอ่ยโมเลกุล
ของน ้ ามนัและไขมนัให้เป็นกรดไขมนัท่ีจะถูกเปล่ียนเป็นกรดและเปล่ียนเป็นมีเทนได้ง่ายข้ึน  
นอกจากเพิ่มปริมาณก๊าซชีวภาพแลว้ยงัช่วยเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพไดด้ว้ย 
คือ สามารถลดซีโอดีและสีไดด้ว้ย (Mandes et al., 2010)  
   Mandes และคณะ (2010) ศึกษาการยอ่ยสลายทางชีวภาพของน ้ าเสียอุตสาหกรรม
นมท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์ไลเปสเปรียบเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ 
ซ่ึงก่อนการศึกษาศกัยภาพของการยอ่ยสลายทางชีวภาพท าการทดสอบการยอ่ยน ้ามนัและไขมนัของ
เอนไซม์ โดยใช้น ้ าเสีย 250 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 8 เติมเอนไซม์ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 และ 0.5 
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เปอร์เซ็นต์น ้ าหนกัต่อปริมาตร เขย่า 200 รอบต่อนาที ท าปฏิกิริยาท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง ทดสอบการย่อยโดยวดัปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล ส่วนการทดสอบการยอ่ย
สลายทางชีวภาพ ทดสอบแบบกะในขวดแกว้ขนาด 500 มิลลิลิตร ใชห้ัวเช้ือจุลินทรีย ์50 มิลลิลิตร 
น ้ าเสีย 200 มิลลิลิตร ด าเนินการหมกัท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั ผลการศึกษาพบวา่ หลงั
การใชเ้อนไซมบ์ าบดัน ้าเสียเบ้ืองตน้น ้ามนัและไขมนัจะแตกตวัเป็นกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล 
โดยท่ีความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลมากกว่าการใช้
เอนไซม์ท่ีความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งให้เปอร์เซ็นต์การย่อยไขมนัสูงกว่าดว้ย โดยย่อย
ไขมนัได ้27.7 เปอร์เซ็นต ์ส่วนการทดสอบการยอ่ยสลายทางชีวภาพท่ีตรวจสอบจากประสิทธิภาพ
ในการก าจดัซีโอดี สี และผลผลิตก๊าซชีวภาพ พบวา่น ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมค์วามเขม้ขน้ 
0.05 และ 0.5 เปอร์เซ็นต ์สามารถลดซีโอดีได ้58.1 และ 69.1 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ลดสีได ้71.1 
และ 75.8 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 359 และ 403 มิลลิลิตร โดยท่ีน ้ าเสียท่ี
ไม่ผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมล์ดซีโอดีและสีได ้38.2 และ13.9 เปอร์เซ็นต์ และผลิตก๊าซ
ชีวภาพ 209 มิลลิลิตร  
   Cherif และคณะ (2014) ศึกษาการใชเ้อนไซมไ์ลเปสในการบ าบดัเบ้ืองตน้เพื่อเพิ่ม
การย่อยสลายไขสบู่จากอุตสาหกรรมกลัน่น ้ ามนัและเพิ่มศกัยภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพ โดยใช้
เอนไซมไ์ลเปสจากเช้ือ Staphylococcus haemolyticus ในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไขมนั ซ่ึง
ด าเนินการท่ีความเขม้ขน้ของไขสบู่ท่ีแตกต่างกนั คือ ความเขม้ขน้ 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต ์
ด าเนินการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลามากกวา่ 48 ชัว่โมง 
ตรวจสอบประสิทธิภาพการบ าบดัเบ้ืองตน้โดยตรวจสอบการย่อยสลายของไขสบู่เปรียบเทียบ
ระหวา่งไขสบู่ท่ีไม่ผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้กบัไขสบู่ท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ จากนั้นน าน ้ าเสียท่ีผา่น
การบ าบดัเบ้ืองตน้มาทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงด าเนินการทดสอบแบบกะ 
(Batch) ปริมาตรการหมกั 500 มิลลิลิตร หมกัท่ีอุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียส ผลการศึกษาพบวา่ ท่ี
ความเขม้ขน้ของไขสบู่ 10 เปอร์เซ็นต ์อตัราการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมก์บัไขสบู่เป็น 
90 เปอร์เซ็นต ์หลงัการท าปฏิกิริยา 24 ชัว่โมง ในขณะท่ียิ่งเพิ่มความเขม้ขน้ของไขสบู่อตัราการท า
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสยิ่งลดลง แต่เม่ือเพิ่มเวลาการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเป็น 36 และ 48 ชัว่โมง 
ส าหรับความเขม้ขน้ 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั อตัราการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ
เอนไซม์กับไขสบู่ก็เพิ่มข้ึนเป็น 90 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าการใช้เอนไซม์ไลเปสบ าบัดน ้ าเสีย
เบ้ืองตน้สามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพได ้คือ น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมไ์ลเปส
ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 800-900 มิลลิลิตร ส่วนน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ให้ผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพ 400 มิลลิลิตร   
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   Meng และคณะ (2015) ศึกษาผลของการเติมเอนไซม์ไลเปสในน ้ าเสียจาก
ร้านอาหารจีนต่อการย่อยสลายและการผลิตมีเทน โดยใช้เอนไซม์ไลเปสแบบผงท่ีผลิตจากเช้ือ 
Aspergillus niger ซ่ึงค่ากิจกรรมเอนไซม ์50 ยนิูตต่อมิลลิกรัม ท างานไดดี้ท่ีพีเอช 6-13 อุณหภูมิ  
20-45 องศาเซลเซียส ในการศึกษาแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีใช้เอนไซมบ์ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้เพื่อ
เปล่ียนไขมนัเป็นกรดไขมนัก่อนเข้าสู่ระบบหมกัไร้อากาศ และกลุ่มท่ีมีการเติมเอนไซม์ลงไป
โดยตรงในถงัยอ่ยไร้อากาศ ซ่ึงในการศึกษาใชเ้อนไซมท่ี์มีความเขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์
น ้ าหนกัต่อปริมาตร  ทดสอบในขวดซีร่ัมโดยใช้ปริมาตร 150  มิลลิลิตร ภาระบรรทุกสารอินทรีย ์
20 กรัมวเีอสต่อลิตร บ่มท่ี 35±1 องศาเซลเซียส วดัปริมาณก๊าซและองคป์ระกอบมีเทนทุกวนัตลอด
ระยะเวลาการหมกั ซ่ึงใช้สมการกอมเพิทส (Gompertz) อธิบายและท านายประสิทธิภาพการผลิต
มีเทน จากการศึกษาพบวา่หลงัการเติมเอนไซมล์งไปกรดไขมนัระเหย (VFA) จะเพิ่มข้ึนในขณะท่ี
กรดไขมนัสายโซ่ยาว (LCFAs) ลดลง เน่ืองจากกรดไขมนัสายโซ่ยาวถูกเปล่ียนเป็นกรดไขมนั
ระเหย โดยพบวา่การใชเ้อนไซมบ์ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศให้ผลผลิตมีเทน
ในแต่ละวนัและปริมาณมีเทนสูงกวา่การเติมเอนไซมล์งไปในระบบหมกัโดยตรง ซ่ึงท่ีความเขม้ขน้
ของเอนไซม ์0.5 เปอร์เซ็นตน์ ้ าหนกัต่อปริมาตรให้ผลดีท่ีสุด คือ ให้ผลผลิตมีเทน 500.1 มิลลิลิตร
ต่อกรัมวีเอสท่ีเติมลงไป ซ่ึงมากกว่าการเติมเอนไซม์ลงไปในระบบหมักโดยตรง 4.97-26.50 
เปอร์เซ็นต์ และเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) แสดงให้เห็นว่า
เอนไซมช่์วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเปล่ียนกรดไขมนัสายโซ่ยาวใหเ้ป็นกรดไขมนัสายโซ่สั้น 

1.4 วตัถุประสงค์ของการศึกษา  
  1. เพื่อทดสอบการตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วยพนัธะโคเวเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซันโฟน 
      พร้อมทดสอบความทนทานและอายกุารใชง้าน      
  2. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้เอนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการย่อยสลายน ้ ามนั 
      และไขมนัในตวัอยา่งน ้าเสีย  
  3. เพื่อศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพจากตวัอยา่งน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม ์
      ไลเปสตรึงรูป       

1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  

  1. ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปส าหรับการย่อย 

      สลายน ้ามนัและไขมนัของน ้าเสียตวัอยา่ง  

  2. ทราบถึงความทนทานและอายุการใชง้านของเอนไซมไ์ลเปสตรึงรูปเพื่อเป็นประโยชน์ 

     ในการน าไปประยกุตใ์ช ้  
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  3. ทราบถึงประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพของน ้ าเสียผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ย 

      เอนไซมต์รึงรูปและไดก้๊าซชีวภาพไปใชป้ระโยชน์   

  4. ลดปัญหาน ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล  

  5. เป็นแนวทางในการพฒันาและประยุกต์ใช้ส าหรับการจดัการน ้ าเสียท่ีมีปริมาณน ้ ามนั 

      และไขมนัสูงใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน  

1.6 ขอบเขตของการศึกษา  
   1. การตรึงเอนไซมจ์ะท าการตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนตบ์นเอมีนพอลิฟินิลซลัโฟน 
โดยใช้เอนไซม์ทางการคา้ท่ีผลิตจากเช้ือ Pseudomonas fluorescens ซ่ึงในส่วนของการตรึงจะ
ประกอบดว้ยการสังเคราะห์พอลิเมอร์และการตรึงเอนไซมด์ว้ยพนัธะโควาเลนต์ โดยในส่วนของ
การสังเคราะห์พอลิเมอร์จะประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการท าไนเตรชัน่ซ่ึงเป็นการเติมหมู่ 
ไนเตรตเขา้ไปท่ีสายโซ่พอลิเมอร์และขั้นตอนการท ารีดกัชัน่ท่ีเป็นการเปล่ียนหมู่ไนเตรตให้เป็นหมู่
เอมีนส่วนการตรึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ยพนัธะโคเวเลนตบ์นเอมีนพอลิฟินิลซลัโฟน ก่อนตรึงตอ้งท า
การกระตุน้แผน่เอมีนพอลิฟินิลซลัโฟนโดยแช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ี
ความเขม้ขน้ 0.075 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัต่อปริมาตร (อิสลาห์ ดือราแม, 2551)   
  2. การทดสอบการตรึงเอนไซม ์ในส่วนน้ีจะวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมต์รึงรูปและปริมาณ
โปรตีนท่ียึดเกาะบนพอลิเมอร์เพื่อทดสอบว่าเอนไซม์ท่ีท าการตรึงมีการยึดเกาะบนพอลิเมอร์
หรือไม่ โดยเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมของเอนไซม์อิสระและปริมาณโปรตีนของเอนไซม์อิสระ 
ซ่ึงค่ากิจกรรมของเอนไซมว์ดัตามวธีิการของ Winkler และ Stuckmann (1979) ส่วนปริมาณโปรตีน
ของเอนไซมว์ดัตามวธีิการของ Bradford (1976)  
  3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการย่อยสลายน ้ ามนั
และไขมนัของน ้ าเสียตวัอยา่งจะท าการศึกษาจ านวนแผน่เอนไซมต์รึงรูป ระยะเวลาการสัมผสัของ
เอนไซม์ตรึงรูปกบัตวัอย่างน ้ าเสียท่ีเวลาต่างๆ เพื่อทดสอบดูว่าเอนไซม์ท่ีท าการตรึงสามารถย่อย
สลายน ้ามนัและไขมนัไดสู้งสุดเม่ือใชแ้ผน่เอนไซมต์รึงรูปก่ีแผน่และใชร้ะยะเวลาการสัมผสัใด ซ่ึง
ความสามารถในการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัจะวดัจากปริมาณกรดไขมนัอิสระ (Free fatty acid) 
และกลีเซอรอล (Glycerol) ท่ีเพิ่มข้ึน นอกจากน้ีจะศึกษาปริมาณซีโอดีละลายน ้ า (SCOD) และ 
ปริมาณน ้ ามนัและไขมนั (Oil and Grease) ดว้ย เพื่อดูว่าการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัโดยใช้
เอนไซม์ไลเปสท่ีท าการตรึงรูปท าให้ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึนและท าให้ปริมาณน ้ ามนัและ
ไขมนัลดลงหรือไม่   
   



57 

 
 

  4. การทดสอบความทนทานและอายกุารใชง้านจะน าเอนไซมท่ี์ท าการตรึงรูปไปท าการยอ่ย
สลายน ้ามนัและไขมนัในตวัอยา่งน ้ าเสียจ านวนหลายๆ คร้ังจนกิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือ 50 
เปอร์เซ็นต ์โดยจะน าสภาวะต่างๆ ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากการศึกษาก่อนหนา้มาทดสอบ   
  5. การศึกษาผลท่ีเกิดข้ึนจากการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัในตวัอย่างน ้ าเสียท่ีผ่านการ
บ าบดัเบ้ืองต้นด้วยเอนไซม์ตรึงรูป ในส่วนน้ีจะน าน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม ์
ตรึงรูป เอนไซมอิ์สระ และผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรด (น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล) และการทิ้ง
ใหต้กตะกอน (น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาล์ม) มาหมกัในขวดหมกัเพื่อดูประสิทธิภาพในการผลิต
ก๊าซชีวภาพเปรียบเทียบกบัน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั โดยท าการศึกษาสัดส่วนของปริมาณน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรียใ์นหน่วยปริมาตรโดยปริมาตร และศึกษาระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกัซ่ึงจะศึกษาจน
ปริมาณก๊าซชีวภาพหมด วดัปริมาณก๊าซชีวภาพดว้ยการแทนท่ีน ้ าและตรวจสอบองคป์ระกอบก๊าซ
ชีวภาพดว้ยเคร่ือง Gas Chromatography  
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บทที ่2 

วธิีการด าเนินการศึกษา 

   

  งานวจิยัน้ีเป็นการศึกษาเชิงทดลองในห้องปฏิบติัการ (Experimental study) ด าเนินการวิจยั
ในห้องปฏิบติัการทางวิทยาศาสตร์ของคณะการจดัการส่ิงแวดลอ้ม มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
ซ่ึงศึกษาเก่ียวกบัการตรึงเอนไซม์ไลเปสดว้ยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซัลโฟน โดยใช้
เอนไซมท์างการคา้ท่ีผลิตจากเช้ือ Pseudomonas fluorescens  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการน า
เอนไซมไ์ลเปสท่ีท าการตรึงมาใช้ในการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียในขั้นตอนการบ าบดั
เบ้ืองตน้เพื่อน าน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดงักล่าวมาศึกษาประสิทธิภาพการบ าบดัน ้ าเสียและ
เพิ่มความสามารถในการผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 

2.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี   
  2.1.1 ตัวอย่างน า้เสีย   
   ตวัอยา่งน ้าเสียท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี คือ น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ท่ีไดรั้บ
การสนบัสนุนจากบริษทั พิทกัษ์ปาล์มออยล์ จ  ากดั และน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ี
ไดรั้บการสนบัสนุนจากสถานวิจัยและพฒันาพลงังานทดแทนจากน ้ ามนัปาล์มและพืชน ้ ามนั คณะ
วิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ (ภาพท่ี 2-1) ซ่ึงก่อนการใช้งานตอ้งเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและเม่ือจะใชง้านปรับอุณหภูมิของน ้าเสียใหเ้ท่ากบัอุณหภูมิหอ้ง  
  
  
 
 
 
 
 
                                           (ก)                                                (ข) 
            ภาพท่ี 2-1 (ก) ลกัษณะน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
     (ข) ลกัษณะน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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  2.1.2 ตะกอนจุลินทรีย ์(Inoculums) ไดรั้บการอนุเคราะห์จากบริษทั พิทกัษ์ปาล์มออยล ์
จ ากดั ซ่ึงเป็นตะกอนจุลินทรียท่ี์ทางโรงงานใช้เป็นหัวเช้ือจุลินทรียส์ าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพ  
(ภาพท่ี 2-2) โดยเก็บจากถงัหมกัไร้อากาศของระบบ UASB เก็บรักษาตะกอนจุลินทรียท่ี์อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ในถงัโพลิเอทิลีน (Polyethylene tank) จนกวา่จะใชง้าน 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
            ภาพท่ี 2-2 ลกัษณะตะกอนจุลินทรีย ์ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
    
   
  2.1.3 วสัดุอุปกรณ์  
   วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาประกอบดว้ยวสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการตรึงเอนไซม์
วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมและโปรตีนของเอนไซม์ วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ใน
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการน าเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปมาใช้บ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ วสัดุ
อุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดสอบความทนทานและอายุการใช้งาน วสัดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการหมกัก๊าซ
ชีวภาพและวสัดุอุปกรณ์ท่ีใชส้ าหรับการวเิคราะห์คุณภาพน ้า ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี  
   (1) วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการตรึงเอนไซม์ ประกอบดว้ย    
    - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)      
    - ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)  
    - เคร่ืองจ่ายไนโตรเจน  
    - เคร่ืองเขยา่ (Shaker)  
    -ไมโครปิเปตต ์(Micropipette)  
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - ลูกยางดูดสาร  
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    - เคร่ืองแกว้ท่ีใชใ้นการตรึงเอนไซม ์ไดแ้ก่ ขวดรูปชมพู ่หลอดหยด   
      ปิเปตต ์บีกเกอร์ ขวดปรับปริมาตร กระจกนาฬิกา เป็นตน้  
    - เคร่ือง Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR  
    - เคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, NMR   
   (2) วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ (Enzyme activity) และ  
         ปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ (Protein of enzyme) ประกอบดว้ย  
    - อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)   
    - สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer)   
    - กระดาษกรองเบอร์ 41  
    - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  
    - ปากคีบ (Forceps)  
    - ลูกยางดูดสาร  
    - ท่ีวางหลอดทดลอง (Rank)  
    - เคร่ืองแกว้ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมและโปรตีนของเอนไซม ์    
      ได้แก่ บีกเกอร์ ขวดรูปชมพู่ ขวดปรับปริมาตร หลอดทดลอง ปิเปตต ์  
       แท่งแกว้คนสาร เป็นตน้   
   (3) วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการน าเอนไซม์ตรึงรูปมา 
         ใช้บ าบัดน า้เสียเบือ้งต้น ประกอบดว้ย  
    - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  
    - เคร่ืองเขยา่ (Shaker)  
    - ปากคีบ (Forceps)  
    - แผน่เอนไซมต์รึง   
    - ขาตั้งและมือจบั (Stand and Camp)   
    - ลูกยางดูดสาร   
    - เคร่ืองแกว้ท่ีใชใ้นการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึง   
      ไดแ้ก่ บีกเกอร์ กระบอกตวง ขวดรูปชมพู ่เป็นตน้  
   (4) วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดสอบความทนทานและอายุการใช้งาน ประกอบดว้ย 
     - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  
    - เคร่ืองเขยา่ (Shaker)  
    - ปากคีบ  
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    - ลูกยางดูดสาร  
    - แผน่เอนไซมต์รึง  
    - เคร่ืองแกว้ท่ีใชใ้นการทดสอบความทนทานและอายุการใชง้าน ไดแ้ก่  
      บีกเกอร์ กระบอกตวง เป็นตน้  
    (5) วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการศึกษาการหมักก๊าซชีวภาพและตรวจวัดปริมาณก๊าซ 
    - ขวดเซร่ัม (Serum bottle ) 
    - จุกยางปิดฝาขวด  
    - พาราฟิ ลม์ (Parafilm)  
     - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  
    - สายน ้าเกลือ  
    - เขม็ฉีดยา  
    - ขาตั้งและมือจบั (Stand and Camp)  
    - หลอดเก็บก๊าซ (ใชห้ลอดเก็บเลือดท่ีมีสภาพสุญญากาศ)  
    - เคร่ืองแก้วอ่ืนๆ ท่ีใช้ในการศึกษาการหมกัก๊าซชีวภาพและตรวจวดั 
          ปริมาณก๊าซไดแ้ก่ บีกเกอร์ กระบอกตวง เป็นตน้  
   (6) วสัดุอุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการวเิคราะห์คุณภาพน า้ ประกอบดว้ย  
    1. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์ซีโอดี (COD) ซ่ึงมีดงัน้ี  
    - หลอดยอ่ยซีโอดีพร้อมฝาเกลียว  
    - ฮีตติงบล็อค (Heating block)  
    - เคร่ืองใหค้วามร้อน (Block heater)  
    - ตะแกรงส าหรับใส่หลอดทดลอง (Test Tube Rack)  
    - ปิเปตต ์(Pipette)  
    - บิวเรตต ์(Burette)  
    - ชุดขาตั้งและมือจบั (Stand & Clamp)  
   2. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์บีโอดี (BOD) ซ่ึงมีดงัน้ี  
    - ขวดบีโอดี ขนาด 300 มิลลิลิตร พร้อมจุกปิดขวด  
    - ปิเปตต ์(Pipette)  
    - บิวเรตต ์(Burette)  
    - ชุดขาตั้งและมือจบั (Stand & Clamp)  
    - กระบอกตวงพลาสติกขนาด 1,000 มิลลิลิตร  
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    - เคร่ืองจ่ายลม (Air pump) พร้อมหวัฟู่   
    - ตูค้วบคุมอุณหภูมิ (Air incubator)  
   3. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์น า้มันและไขมัน (Oil & grease) ซ่ึงมีดงัน้ี  
    - ชุดสกัดน ้ ามันและไขมัน ( Soxhlet apparatus) ซ่ึงประกอบด้วย ขวดก้น 
        กลม  (Round bottom flask)  ซอกเลต (Soxhlet) อุปกรณ์ควบแน่น (Condenser)  
       และเตาใหค้วามร้อน (Heating mantles)  
    - หลอดใส่ตวัอยา่ง (Extraction thimble)  
    - กระดาษกรอง เบอร์ 42  
    - ถว้ยระเหย (Crucible)  
    - ตูอ้บความร้อน (Hot air oven)   
    - อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) |  
    - เคร่ืองระเหย (Evaporator)  
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator)  
   4. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์กรดไขมันอสิระ (Free fatty acid) ซ่ึงมีดงัน้ี   
    -  เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)   
    - เคร่ืองใหค้วามร้อน (Hot plate)   
    - ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask)  
    - กระบอกตวง (Cylinder)  
    - หลอดหยด (Dropper)  
    - บิวเรตต ์(Burette)  
    - ชุดขาตั้งและแคลมป์จบั (Stand & Clamp)  
   5. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์กลเีซอรอล (glycerol) ซ่ึงมีดงัน้ี  
    - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  
    - เคร่ืองกวนสาร (Stirrer)  
    - แท่งแม่เหล็กกวนสาร (Magnetic bar )  
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - บีกเกอร์ (Beaker)  
    - กระจกนาฬิกา (Watch glass)  



63 

 
 

    - ปิเปตต ์(Pipette)  
    - ลูกยางดูดสาร  
    - บิวเรตต ์(Burette)  
    - ชุดขาตั้งและมือจบั (Stand & Clamp)  
   6. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์ของแข็งทั้งหมด (Total Solid) ซ่ึงมีดงัน้ี  
    - ถว้ยระเหย  
    - ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)  
    - ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator)  
    - อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) |  
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - กระบอกตวง (Cylinder)  
   7. วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์ของแข็งแขวนลอย (Suspended Solid)  
    - ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)  
    - กระดาษกรอง GF/C เส้นผา่นศูนยก์ลาง 47 มิลลิเมตร     
   - ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator)  
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - กระบอกตวง (Cylinder)  
    - ปากคีบ (Forceps)  
    - อุปกรณ์ชุดกรองบุชเนอร์ (Buchner funnel)  
   - ป๊ัมสุญญากาศ (Suction pump)  
    - ขวดดูดสุญญากาศ  
   8.  วสัดุอุปกรณ์วเิคราะห์ของแข็งระเหย (Volatile Solid)  
    - ถว้ยระเหย  
    - ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)  
    - ตูดู้ดความช้ืน (Desiccator)  
    - อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)   
    - เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง  
    - กระบอกตวง (Cylinder)    
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  2.1.4 สารเคมี ประกอบดว้ย  
   (1) สารเคมีทีใ่ช้ในการตรึงเอนไซม์ มีดงัน้ี  
    - เอนไซมไ์ลเปสทางการคา้ชนิดผงจาก Pseudomonas fluorescens   
    - พอลิฟินิลซลัโฟน (Polyphenylsulfone)     
   - ไนโตรเบนซีน (Nitrobenzene, C6H5NO2)    
    - เมทานอล (Methanol, CH3OH)   
    - กรดไนตริก (Nitric acid, HNO3) 65 %     
   - กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid, H2SO4) 96 %  
   - ไดเมทิลอะเซทามายด ์(Dimethylacetamide, DMAc)   
    - ไฮดราซีนไฮเดรต (Hydrazine hydrate, H4N2H2O)    
    - กลูตารัลดีไฮด ์(Glutaraldehyde, C5H8O2) 50 %   
    - ไดเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Dibasic sodium phosphate, Na2HPO4 )  
    - โมโนเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Monobasic sodium phosphate, NaH2PO4) 
   (2) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ มีดงัน้ี  
    - พ-ีไนโตรฟีนิลปาลม์มิเตท (p-Nitrophenyl palmitate, C22H35NO4)   
    - พ-ีไนโตรฟีนอล (p-Nitrophenol, C6H5NO3)     
    - 2-โพรพานอล (2-propanol, (CH3)2CHOH)    
    - ไตรตอนเอก็ซ์ 100 (Triton X-100)     
    - กมัอารบิก (Gum Arabic)      
    - โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium Carbonate, Na2CO3)  
    - ไดเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Dibasic sodium phosphate, Na2HPO4 )  
    - โมโนเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Monobasic sodium phosphate, NaH2PO4) 
    (3) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์โปรตีนของเอนไซม์ มีดงัน้ี  
    - เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) 99.5%     
    - คูมาซีบิลเลียนบลู (Coomassie brilliant blue G-250)   
    - กรดฟอสฟอริกเขม้ขน้ (Phosphoric acid, H3PO4) 85 %   
    - สารมาตรฐานโปรตีน BSA (Bovine serum albumin)   
    - ไดเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Dibasic sodium phosphate, Na2HPO4 )  
    - โมโนเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Monobasic sodium phosphate, NaH2PO4) 
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    (4) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์ซีโอดี (COD) มีดงัน้ี     
    - กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4)   
     - เมอร์คิวรีซลัเฟต (Mercury sulfate, HgSO4)    
     - ซิลเวอร์ซลัเฟต (Silver sulfate, Ag2SO4)   
     - ฟีแนนโทรลีน (1,10-phenanthroline)   
    -โปแตสเซียมไดโครเมต (Potassium dichromate, K2Cr2O7)   
    - เฟอรัสซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (Ferrous sulfate heptahydrate, FeSO4)  
    - เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต (Ferrous ammonium sulfate, Fe (NH4)2  
      (SO4)2 . 6 H2O)  
   (5) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์บีโอดี (BOD) มีดงัน้ี  
    - แมงกานีสซลัเฟต (Maganese Sulfate, MnSO4 .4H2O)   
    - โซเดียมเอไซด ์(Sodium azide, NaN3)  
    - กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Conc. H2SO4)  
    - โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium Hydroxide, NaOH)  
    - โซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium thiosulfate, Na2S2O3)    
    - โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphat,  
      KH2PO4)  
    -ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Di-potassium hydrogen phosphat,  
       K2HPO4)      
    - แป้ง (Soluble starch)  
    - แอมโมเนียมคลอไรด ์(Ammonium chloride, NH4Cl)  
    - ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Di-sodium hydrogen 
       phosphate heptahydrate, Na2HPO4.7H2O ) 
    - กรดซาลิไซลิก (Salicylic acid, C2H6O3)  
    - แคลเซียมคลอไรด ์(Calcium chloride,CaCl2)  
    - แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (Magnesium sulfate heptahydrate,  
      MgSO4.7H2O) 
    - สารละลายกรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid solution) 1 N  
    - เฟอริกคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต (Ferric chloride hexahydrate, FeCl3)  
     - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide solution) 1 N  
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   (6) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์น า้มันและไขมัน (Oil and Grease) มีดงัน้ี  
    - กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Conc. Sulfuric acid, H2SO4)  
    - ดินไดอะตอม (Diatomaceous earth)  
    - เฮกเซน (Hexane)  
   (7) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์กรดไขมันอสิระ  (Free  Fatty Acid) มีดงัน้ี  
    - เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) 95%  
    - ฟีนอลฟ์ธาลีน (Phenolphthalein)  
    - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide solution) 0.1 N  
    - สารละลายกรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid solution) 0.1 N   
   (8) สารเคมีทีใ่ช้วเิคราะห์กลเีซอรอล (Glycerol) มีดงัน้ี  
    - เอทิลีนไกลคอล (Ethylene glycol, C2H6O2)  
    - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide solution) 0.05 N  
    - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide solution) 0.1 N 
    - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide solution) 0.125 N    
    - สารละลายกรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid solution) 0.1 N  
    - สารละลายโซเดียมฟอร์มเมต (Sodium formate solution) 1 N  
    - โปแตสเซียม ไฮโดรเจนพทาเลต (Potassium hydrogenphthalate, KHP) 
    -ไดโซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต (Disodium tetraborate  
      decahydrate, Na2B4O7 .10H2O)  
    - ฟีนอลฟ์ธาลีน (Phenolphthalein, C20H14O4)  
   (9) สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์กรดระเหยและสภาพด่าง (VFA and Alkalinity) มีดงัน้ี 
    - สารละลายกรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid solution) 0.1 N  
    - สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide solution) 0.1 
 
  2.1.5 ถังปฏิกรณ์ในการเดินระบบ  
   ถงัปฏิกรณ์ (reactor) ท่ีใชใ้นงานวิจยัเป็นถงัปฏิกรณ์แบบกะท าจากขวดแกว้ขนาด 
1 ลิตร ปริมาตรการหมกั 0.5 ลิตร ปิดปากขวดด้วยจุกยาง (Septum) แล้วพนัด้วยพาราฟิล์มเพื่อ
ป้องกนัการร่ัวไหลของก๊าซท่ีเกิดข้ึน ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเขยา่วนัละ 1 คร้ัง 
โดยเขยา่ท่ีอตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนภายในขวดหมกัจะ
ถูกส่งผา่นสายยางซิลิโคนไปยงัขวดแกว้ท่ีบรรจุน ้า ก๊าซจะแทนท่ีน ้ าในขวดและดนัให้น ้ าในขวดให้
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ไหลลงสู่ภาชนะรองรับ ปริมาตรน ้าท่ีถูกแทนท่ีดงักล่าวคือปริมาณของก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในแต่ละ
วนั (ภาพท่ี 2-3) ท าการเก็บก๊าซชีวภาพใส่หลอดเก็บเพื่อน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซ
ชีวภาพดว้ยเคร่ือง Gas Chromatography (GC) ซ่ึงค่าท่ีไดจ้ากเคร่ือง GC จะเป็นเปอร์เซ็นตมี์เทนท่ี
ตอ้งน าไปคูณกบัปริมาณก๊าซชีวภาพท่ีตรวจวดัไดใ้นแต่ละวนัจึงจะไดค้่าปริมาณก๊าซชีวภาพ 
 
             
  
  
  
              
  
  
  
  ภาพท่ี 2-3 ลกัษณะชุดอุปกรณ์ การควบคุมอุณหภูมิและการวดัปริมาณก๊าซท่ีเกิดข้ึน  
 

2.2 วธีิด าเนินการวจัิย  
  2.2.1 การทดลองที ่1 การศึกษาสมบัติทางกายภาพและเคมีของน า้เสีย  
   ท าการวิเคราะห์สมบติัทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์และน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยวิเคราะห์ pH, TCOD, SCOD, BOD, TS, SS, 
VS, O&G, TKN, NH3-N, FFA และกลีเซอรอล ตามวิธีการใน Standard Method for the 
Examination of water and wastewater 21st (APHA, AWWA and WEF, 2012)  
  2.2.2 การทดลองที ่2 การตรึงเอนไซม์ไลเปสบนพอลฟีินิลซันโฟน   
   ท าการตรึงเอนไซม์ด้วยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซัลโฟน โดยใช้
เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตขายทางการค้าท่ีผลิตจากเช้ือ Pseudomonas fluorescens ซ่ึงการตรึง
ประกอบดว้ยการสังเคราะห์พอลิเมอร์และการตรึงเอนไซมบ์นวสัดุตรึง (เอมีนพอลิฟินิลซัลโฟน) 
ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี   
     (1) การสังเคราะห์พอลิเมอร์ ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือขั้นตอนการท า
ปฏิกิริยาไนเตรชั่น (การเติมหมู่ไนโตรเข้าไปท่ีสายโซ่พอลิเมอร์) และขั้นตอนการท าปฏิกิริยา 
รีดกัชัน่ (เปล่ียนจากหมู่ไนโตรเป็นหมู่เอมีน) ซ่ึงรายละเอียดในแต่ละขั้นตอนเป็นดงัน้ี  
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    - กระบวนการไนเตรชัน่ โดยละลายพอลิฟินิลซลัโฟนดว้ยไนโตรเบนซีน
ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้ไดส้ารละลายพอลิเมอร์ท่ีมีความเขม้ขน้เป็น 10 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร จากนั้นหยดกรดผสม (กรดซัลฟิวริก 96 เปอร์เซ็นต์ และกรดไนตริก 65
เปอร์เซ็นต)์ ลงไป อตัราส่วนกรดผสมกบัพอลิเมอร์ คือ 0.3 มิลลิลิตรต่อ 1 กรัม ภายใตอุ้ณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และท าปฏิกิริยาภายใตส้ภาวะท่ีมีไนโตรเจน จากนั้นตกตะกอน 
พอลิเมอร์ดว้ยเมทานอลและลา้งดว้ยเมทานอลผสมน ้ า (อตัราส่วน 80:20 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร) 
จากนั้นอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก็จะได้พอลิเมอร์ท่ีเรียกว่า 
 “ไนเตรตพอลิฟินิลซลัโฟน (Nitrated polyphenylsulfone, NPPSU)”      
    - การท าปฏิกิริยารีดกัชั่นบนไนเตรตพอลิฟินิลซัลโฟน เป็นการข้ึนรูป
แผ่นพอลิเมอร์โดยการละลายพอลิเมอร์ไนเตรตพอลิฟีนิลซัลโฟนในไดเมทิลอะซิทาไมด ์
(Dimethyl acetamide, DMAc) จากนั้นน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จะไดแ้ผน่พอลิเมอร์ท่ีหนา 200 ไมครอน จากนั้นท าการตดัแผน่พอลิเมอร์ท่ีไดน้ี้ให้มีขนาดประมาณ 
2×2 เซนติเมตร จากนั้นท าการแช่แผ่นพอลิเมอร์ไนเตรตพอลิฟินิลซัลโฟนท่ีได้ ในสารละลาย
ไฮดราซีนไฮเดรตท่ีความเขม้ขน้ 17 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ย
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 ชั่วโมง ลา้งแผ่นพอลิเมอร์ท่ีได้ดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจาก
ไอออนจ านวน 3 คร้ัง ทิ้งให้แห้ง จากนั้นตดัแผ่นพอลิเมอร์ท่ีได้ให้มีขนาด 1×1 เซนติเมตร จะได้
แผน่พอลิเมอร์ท่ีเรียกวา่ “เอมีนพอลิฟินิลซลัโฟน (Amine polyphenylsulfone, APPSU”  
      (2) การตรึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ยพนัธะโควาเลนต ์ก่อนตรึงเอนไซมไ์ลเปส
ดว้ยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซันโฟน ตอ้งท าการกระตุน้แผ่นเอมีนพอลิฟินิลซัลโฟน
โดยแช่ในสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 0.075 เปอร์เซ็นต์โดย
น ้ าหนกัต่อปริมาตร เขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง จากนั้นลา้งเอมีนพอลิฟินิลซลัโฟนท่ีไดด้ว้ยน ้ากลัน่ปราศจากไอออน ตั้งทิ้งไวใ้หแ้ห้ง เร่ิมท า
การตรึงเอนไซมโ์ดยแช่แผน่ดงักล่าวในสารละลายเอนไซมไ์ลเปสท่ีมีความเขม้ขน้ 140 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ (พีเอช 7) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยา่
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ล้างเมมเบรนท่ีได้ด้วยบฟัเฟอร์ดงักล่าว (ชนนิกานต์ ตนัสุริยวงศ์, 
2550; อิสลาห์ ดือราแม, 2551) แลว้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมแ์ละปริมาณโปรตีนของเอนไซม์
ท่ียึดเกาะบนพอลิเมอร์ เพื่อทดสอบวา่เอนไซม์ท่ีท าการตรึงมีการยึดเกาะบนพอลิเมอร์หรือไม่ ซ่ึง
การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมท์ าโดยการน าแผน่เอนไซมต์รึงรูปดงักล่าวมาใส่ลงไปในสารละลาย 
(p-nitrophenyl palmitate ท่ีละลายใน 2-propanol มา 0.2 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย Triton-x 100 



69 

 
 

และ gum Arabic ท่ีละลายใน phosphate buffer 1.8 มิลลิลิตร)  แลว้อุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หยดุปฏิกิริยากบัโซเดียมคาร์บอเนต ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร เขยา่ให้
เขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้5 นาที แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร วิเคราะห์ตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า 
ส่วนการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ท าโดยการน าแผ่นเอนไซม์ตรึงมา 1 แผ่น ใส่ใน
หลอดทดลอง จากนั้นเติมน ้ ากลัน่ปราศจากไอออน ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ดึงมา 6 มิลลิลิตร ใส่ใน
หลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลายสี 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ทิ้งไว ้5 นาที แลว้น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 585 นาโนเมตร  
 
ตารางท่ี 2-1 วิธีวิเคราะห์ ความถ่ีในการวิเคราะห์และสภาวะท่ีตอ้งระมดัระวงัในการวิเคราะห์  
         พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใชท้ดสอบการตรึงเอนไซม ์ 

 

  2.2.3 การทดลองที ่3  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการใช้เอนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการ
ย่อยสลายน า้มันและไขมันของน า้เสียตัวอย่าง  
    ในการศึกษาน้ีจะท าการศึกษาจ านวนแผ่นเอนไซม์ตรึงรูป ระยะเวลาการสัมผสั
ของเอนไซม์ตรึงรูปกบัตวัอย่างน ้ าเสียท่ีเวลาต่างๆ เพื่อทดสอบดูว่าเอนไซม์ท่ีท าการตรึงสามารถ
ยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัไดสู้งสุดเม่ือใชแ้ผน่เอนไซมต์รึงรูปก่ีแผน่และใชร้ะยะเวลาการสัมผสัใด 
ซ่ึงความสามารถในการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัวดัจากปริมาณของกรดไขมนัอิสระ (Free Fatty 
Acid) และกลีเซอรอล (Glycerol) ท่ีเพิ่มข้ึนมากท่ีสุด  ซ่ึงจ านวนแผน่เอนไซมท่ี์ใชใ้นการศึกษา คือ 
จ านวน 1, 2 และ 3 แผน่ ส่วนระยะเวลาการสัมผสั คือ 12, 24 และ 48 ชัว่โมง และใชน้ ้ าเสียปริมาตร 
120 ml นอกจากน้ีจะศึกษาปริมาณ SCOD และ O&G ดว้ยเพื่อดูวา่การยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนั
โดยใชเ้อนไซมไ์ลเปสตรึงรูปน้ีท าให้ปริมาณ SCOD เพิ่มข้ึนและท าให้ปริมาณ O&G ลดลงหรือไม่ 
ซ่ึงวธีิการวเิคราะห์ ความถ่ีในการวเิคราะห์และส่ิงท่ีตอ้งระมดัระวงัในการวเิคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 
2-2 ทั้งน้ีในการศึกษาจะใช้ตวัอย่างน ้ าเสียท่ีไม่เจือจางและน ้ าเสียท่ีท าการเจือจางอตัราส่วน 1:6  

พารามิเตอร์ท่ี 
ท าการวเิคราะห์ 

เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ ความถ่ีการ
วเิคราะห์ 

สภาวะท่ีตอ้ง
ควบคุม 

ปริมาณโปรตีนเอนไซม ์
          (µg/ml) 

Bradford protein assay (1976)  
หลงัการตรึง
ทุกคร้ัง 

 - การจบัเวลาก่อน
วดัค่าการดูดกลืน
แสงของแต่ละ
ตวัอยา่งตอ้งเท่ากนั 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม ์
       (U/g protein) 

Winkler and Stuckmann assay (1979) 
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(ใชอ้ตัราการเจือจางเดียวกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2006)) ปริมาตร 120 มิลลิลิตร ใส่
ในขวดรูปชมพู่ (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้เป็น 8 และปรับอุณหภูมิเป็น 40 องศา
เซลเซียส ท าการเติมแผ่นเอนไซม์ตรึงลงไปตามจ านวนท่ีต้องการศึกษาและท าการย่อยตาม
ระยะเวลาท่ีตอ้งการศึกษา และในระหว่างท าการย่อยจะเขย่าท่ีอตัราการเขย่า 150 รอบต่อนาที 
(Jeganathan et al., 2006; Nilesh and Mukhopadhyay, 2012) ทั้งน้ีในการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ จะ
ท าการทดสอบซ ้ าตวัอยา่งละ 2 ซ ้ า  

ตารางท่ี 2-2 วิธีวิเคราะห์ ความถ่ีในการวิเคราะห์และส่ิงท่ีต้องระมัดระว ังในการวิเคราะห์    
          พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใช้ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (จ านวนแผ่นเอนไซม์ตรึงรูปและ 
          ระยะเวลาสัมผสัของแผน่เอนไซมต์รึงกบัน ้าเสียตวัอยา่ง)  

   

  2.2.4 การทดลองที ่4 การทดสอบความทนทานและอายุการใช้งาน  
     การทดสอบความทนทานและอายุการใช้งานของเอนไซม์ตรึงรูปด าเนินการโดย
การน าเอนไซมท่ี์ท าการตรึงรูปไปท าการยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัในตวัอยา่งน ้าเสียจ านวนหลายๆ 
คร้ังจนกิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือ 50 เปอร์เซ็นต ์โดยจะน าสภาวะต่างๆ ท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้าก
การทดลองท่ี 4 มาทดสอบ คือ น าน ้าเสียท่ีไม่เจือจางและน ้าเสียท่ีเจือจางอตัราส่วน 1:6 (ใชอ้ตัราการ
เจือจางเดียวกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2006)) ปริมาตร 120 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 8 และอุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส แล้วเติมแผ่น
เอนไซมต์รึงลงไป และเขยา่ 150 รอบต่อนาที ตามระยะเวลาท่ีให้ประสิทธิภาพการยอ่ยดีท่ีสุดท่ีได้
จากการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้เอนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการย่อยสลายน ้ ามนัและ
ไขมนัจากน ้าเสียตวัอยา่ง จากนั้นท าการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมต์ามวิธีการของ Winkler และ 

พารามิเตอร์ท่ี 
ท าการวเิคราะห์ 

เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ ความถ่ีการ
วเิคราะห์ 

สภาวะท่ีตอ้ง
ควบคุมใน
การศึกษา 

กรดไขมนัอิสระ (%) Titrimetric method  
 
  ทุกชุดการ 
    ทดลอง 

 
พีเอช, อุณหภูมิ,
อตัราส่วนการ, 
เจือจาง และ
อตัราการเขยา่ 

กลีเซอรอล (%) Titrimetric method 

SCOD (mg/L) วธีิรีฟลกัซ์แบบปิด  
(Close Reflux Method) 

Oil and Grease (mg/L) วธีิซอกฮเ์ลต (Soxhlet Extraction) 
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Struckmann (1979) และด าเนินการทดสอบแบบเดิมไปเร่ือยๆ จนกวา่ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะ
ลดลงไปเหลือ 50 เปอร์เซ็นต ์โดยใชแ้ผน่เอนไซมต์รึงแผน่ใหม่ แต่ท าการยอ่ยน ้ ามนัและไขมนัเป็น
ระยะเวลาเพิ่มข้ึนให้ครบตามจ านวนรอบของการใชง้านซ ้ า คือ ถา้ 2 รอบของการใชง้านซ ้ าจะตอ้ง
ให้แผน่เอนไซมต์รึงรูปสัมผสักบัน ้ าเสียเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ถา้ 3 รอบของการใชง้านซ ้ าจะตอ้งให้
แผน่เอนไซมต์รึงรูปสัมผสักบัน ้ าเสียเป็นเวลา 72 ชัว่โมง เป็นตน้ ทั้งน้ีในการวิเคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซมท์ั้งหมดจะท าการวเิคราะห์ตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า  

 2.2.5 การทดลองที่ 5 การบ าบัดเบือ้งต้นของน ้าเสียโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มก่อนการหมัก
ภายใต้สภาวะไร้อากาศ  
   การบ าบัดเบ้ืองต้นของน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มท่ีใช้ในการศึกษาน้ีใช ้ 
(1) การทิ้งใหต้กตะกอนโดยทิ้งใหต้กตะกอนท่ีอุณหภูมิห้องและแยกตะกอนออก เอาเฉพาะน ้ าส่วน
ท่ีอยูด่า้นบนตะกอน (2) การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์อิสระ (3) การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์
ตรึงรูป (4) การน าน ้ าเสียท่ีผา่นการทิ้งให้ตกตะกอนโดยเอาน ้ าเสียส่วนดา้นบนมาบ าบดัอีกคร้ังดว้ย
เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูป ซ่ึงแต่ละวิธีใช้ระยะเวลาในการบ าบดั 24 ชั่วโมง โดยในการ
บ าบดัดว้ยเอนไซมต์อ้งปรับพีเอชน ้ าเสียให้เป็น 8  และปรับอุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็น
สภาวะท่ีเหมาะสมของการท างานของเอนไซม์ ใช้เอนไซม์ท่ีความเขม้ขน้ 140 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส าหรับเอนไซม์อิสระ ส่วนการบ าบดัดว้ยเอนไซม์ตรึงใช้แผ่นเอนไซม์ตรึง 3 แผ่น ท่ี
ระยะเวลาการสัมผสัของแผ่นเอนไซม์กับน ้ าเสีย 24 ชั่วโมง (สภาวะได้จากการศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมของการใช้เอนไซม์ตรึงในการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนั) ท าการวิเคราะห์ TCOD, 
SCOD TS, SS, O&G VFA และ Alkalinity ก่อนและหลงัการบ าบดั จากนั้นเก็บรักษาโดยการแช่
เยน็ท่ี 4 องศาเซลเซียสก่อนน าไปใชใ้นการศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพ 

  2.2.6 การทดลองที่ 6 การบ าบัดเบือ้งต้นของน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลก่อน
การหมักภายใต้สภาวะไร้อากาศ  
   การบ าบดัเบ้ืองตน้ของน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี
ใช้ (1) การปรับพีเอชด้วยกรดไฮโดรคลอริก 1 นอร์มลั ให้ค่าพีเอชน ้ าเสียเท่ากบั 3 ตั้งทิ้งไว ้24 
ชัว่โมงแยกตะกอนไขมนัและน ้ ามนัออก น าเฉพาะน ้ าส่วนใสมาท าการศึกษา (อเนก สาวะอินทร์, 
2552; เมธิยา หมวดฉิม, 2555) (2) การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระ (3) การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ย
เอนไซมต์รึงรูป (4) การน าน ้ าเสียท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรด แยกตะกอนไขมนัออกแลว้เอาน ้ า
ส่วนใสมาบ าบดัอีกคร้ังด้วยเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูป ซ่ึงแต่ละวิธีใช้ระยะเวลาในการ
บ าบดั 24 ชัว่โมง โดยในการบ าบดัดว้ยเอนไซม์ตอ้งปรับพีเอชน ้ าเสียให้เป็น 8  และปรับอุณหภูมิ
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เป็น 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมของการท างานของเอนไซม ์ ใช้เอนไซม์ท่ีความ
เขม้ขน้ 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับเอนไซมอิ์สระ ส่วนการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงใชแ้ผน่
เอนไซมต์รึง 2 แผน่ ท่ีระยะเวลาการสัมผสัของแผ่นเอนไซม์กบัน ้ าเสีย 24 ชัว่โมง (สภาวะไดจ้าก
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้เอนไซม์ตรึงในการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนั) ท าการ
วิเคราะห์ TCOD, SCOD TS, SS, O&G VFA และ Alkalinity ก่อนและหลงัการบ าบดั จากนั้นเก็บ
รักษาโดยการแช่เยน็ท่ี 4 o C ก่อนน าไปใชใ้นการผลิตก๊าซชีวภาพ 

  2.2.7 การทดลองที่ 7 การศึกษาผลที่เกิดขึน้ (ก๊าซชีวภาพ) จากการย่อยสลายน ้ามันและ
ไขมันในน า้เสียตัวอย่างทีผ่่านการบ าบัดเบือ้งต้น  
   การศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในการหมกัภายใตส้ภาวะไร้อากาศ ด าเนิน
การศึกษาโดยใช้น ้ าเสียดงัน้ี (1) น ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ (2) น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองตน้ดว้ยการทิ้งให้ตกตะกอน (น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม) (3) น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองต้นด้วยการทิ้งให้ตกตะกอนแล้วบ าบดัต่อด้วยเอนไซม์อิสระ (4) น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองตน้ดว้ยการทิ้งให้ตกตะกอนแลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซมต์รึงรูป (5) น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ย
กรด (น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล) (6) น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยกรดแลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซม์
อิสระ (7) น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัดว้ยกรดแลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซม์ตรึงรูป (8) น ้ าเสียท่ีเจือจาง
อตัราส่วน 1:6 ท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมต์รึงรูป (9) น ้ าเสียท่ีแช่แผน่พอลิเมอร์ท่ียงัไม่ท า
การตรึงเอนไซม์เพื่อศึกษาผลของสารเคมีท่ีใช้สังเคราะห์แผ่นพอลิเมอร์ว่ามีผลต่อการผลิตก๊าซ
ชีวภาพหรือไม่  โดยท าการศึกษาสัดส่วนของปริมาณน ้าเสียต่อตะกอนจุลินทรียแ์ละศึกษาระยะเวลา
ท่ีใชใ้นการหมกั ซ่ึงการศึกษาสัดส่วนน ้ าเสียต่อตะกอนจุลินทรียใ์นแต่ละชุดการทดลอง (9 ชุด) จะ
ศึกษาในอตัราส่วน 480:20, 450:50, 400:100, 350:150, 300:200, 250:250 และ 200:300 ml/ml 
(อตัราส่วนโดยปริมาตร) ซ่ึงในแต่ละชุดการทดลองจะมีชุดควบคุม 1 ชุด ซ่ึงหมกัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่าน
การบ าบดัเบ้ืองตน้ น ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิการต่างๆ โดยไม่มีการเติมหวัเช้ือจุลินทรีย ์
ส่วนระยะเวลาท่ีใช้ในการหมกัท าการศึกษาจนกว่าจะไม่สามารถวดัปริมาณก๊าซชีวภาพได ้ทั้งน้ี
ด าเนินการหมกัในขวดแกว้ ขนาด 1 ลิตร ปริมาตรด าเนินการ 0.5 ลิตร ตามอตัราส่วนท่ีศึกษา ปรับพี
เอชให้เป็น 7.0 (Siles et al., 2010; Nabarlatz et al., 2013; เมธิยา หมวดฉิม, 2555)  ด าเนินการหมกั
ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (Iscia and Demirer, 2007; Siles et al., 2010; Dechrugsa et al., 2013; 
เมธิยา หมวดฉิม, 2554) และเขยา่ 150 รอบต่อนาที (Singh et al., 2013; เมธิยา หมวดฉิม, 2554) ท า
การวดัปริมาณก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในแต่ละวนัท่ีอุณหภูมิห้องโดยใช้หลกัการแทนท่ีน ้ าและหา
องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพ โดยเก็บตวัอยา่งในหลอดเก็บก๊าซแลว้น าไปฉีดเขา้เคร่ือง GC (ภาพท่ี 
2-4) โดยเคร่ือง GC ท่ีใชเ้ป็นของ Hewlett-Packard รุ่น 6890 ใช้ TCD (Thermal Conductivity 
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Detector) เป็นดีเทคเตอร์ ใชค้อลมัน์ HP Plot Q (0.53 mm I.D.) ซ่ึงวิธีวิเคราะห์ ความถ่ีในการ
วิเคราะห์และส่ิงท่ีตอ้งระมดัระวงัในการวิเคราะห์ แสดงดงัตารางท่ี 2-3 โดยจะท าการทดสอบ
ตวัอยา่งละ 2 ซ ้ า 

 

 

 

 

   

 

 

 

  
  ภาพท่ี 2-4 การเก็บก๊าซชีวภาพและเคร่ืองวเิคราะห์องคป์ระกอบก๊าซชีวภาพ (GC) 

 

ตารางท่ี 2-3 วิธีวิเคราะห์ ความถ่ีในการวิเคราะห์ และส่ิงท่ีต้องระมัดระวงัในการวิเคราะห์ 
           พารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใชศึ้กษาการผลิตก๊าซชีวภาพ 

พารามิเตอร์ท่ี 
ท าการวเิคราะห์ 

เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ ความถ่ีการ
วเิคราะห์ 

สภาวะท่ีตอ้ง
ควบคุมใน
การศึกษา 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) ใชห้ลกัการแทนท่ีก๊าซดว้ยน ้ า 
 (Fluid displacement method) 

ทุกวนั - การปิดฝา
ขวดใหส้นิท 

-อุณหภูมิ 
 

องคป์ระกอบก๊าซ (ml CH4)  ใชเ้คร่ือง Gas chromatography สัปดาห์ละ1 
คร้ัง  
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2.3 การวเิคราะห์คุณภาพน า้หลงัผ่านการบ าบัดในระบบหมักไร้อากาศ  
   คุณภาพน ้ าเสียหลงัผา่นการหมกัในระบบไร้อากาศใชว้ิธีการตามใน Standard Method for 
the Examination of water and wastewater 21st (APHA, AWWA and WEF, 2012) โดยวิเคราะห์  
ซีโอดีทั้งหมด (TCOD)  ซีโอดีละลายน ้ า (SCOD) น ้ ามนัและไขมนั (O&G) ของแข็งทั้งหมด (TS) 
ของแข็งแขวนลอย (SS) ของแข็งระเหย (VS) กรดไขมนัระเหย (VFA) สภาพความเป็นด่าง
(Alkalinity) และ พีเอช pH   

2.4 การวเิคราะห์ผลการศึกษา  
  น าผลการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์และปริมาณโปรตีนของเอนไซม์ท่ีได้จาก
การศึกษามาวิเคราะห์ดูว่าเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปท่ีท าการศึกษามีความทนทานและอายุการใชง้าน
ไดม้ากน้อยเพียงใด สามารถใช้ได้ก่ีคร้ัง โดยใช้ค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ในส่วนของ
การศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพจะพิจารณาดูวา่การบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้สามารถเพิ่มปริมาณการเกิด
ก๊าซชีวภาพไดห้รือไม่และเพิ่มข้ึนเท่าไร มีองคป์ระกอบของก๊าซมีเทนเท่าไร โดยแสดงในรูปของ
ร้อยละ ค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน นอกจากน้ีพิจารณาดูว่าสารเคมีท่ีใช้การสังเคราะห์ 
พอลิเมอร์เพื่อตรึงเอนไซมมี์ผลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพหรือไม่ โดยแสดงในรูปของค่าเฉล่ียและส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน พิจารณาความแตกต่างของคุณภาพน ้ าก่อนการบ าบดัและหลังการบ าบดัว่า
สามารถลด TCOD, SCOD, SS, O&G ในรูปร้อยละ ค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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บทที ่3 

ผลการศึกษาและวจิารณ์ผลการศึกษา 

 

3.1 บทน า  
  3.1.1 ความเกี่ยวเน่ืองของอุตสาหกรรมสกัดน ้ามันปาล์มกับอุตสาหกรรมผลิตไบโอดีเซล
  โรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์เป็นอุตสาหกรรมท่ีส าคญัในภาคใตข้องประเทศไทย เป็น
อุตสาหกรรมท่ีก าลงัไดรั้บการพฒันาอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงการขยายตวัของอุตสาหกรรมปาล์มน ้ ามนัมี
แนวโน้มเพิ่มมากข้ึน เพราะอุตสาหกรรมปาล์มน ้ ามนัมีความเก่ียวเน่ืองกบัอุตสาหกรรมอีกหลาย
ประเภททั้งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริโภคและใช้เป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ  เช่น อุตสาหกรรม
ผลิตสบู่ เนยเทียม นมขน้หวาน บะหม่ีก่ึงส าเร็จรูป รวมทั้งอุตสาหกรรมผลิตไบโอดีเซล เพื่อใชเ้ป็น
พลงังานทดแทน โดยการใชน้ ้ ามนัปาล์มดิบ (Crude Palm Oil) ท่ีมาจากอุตสาหกรรมสกดัน ้ ามนั
ปาล์มเป็นวตัถุดิบในการผลิต น ้ าเสียท่ีเกิดข้ึนมีความเขม้ขน้ของปริมาณสารอินทรีย ์น ้ ามนัและ
ไขมนัสูงมาก ซ่ึงจากการศึกษามีปริมาณสารอินทรียใ์นรูปของซีโอดี 61,333 mg/l และ 161,333 
mg/l และมีปริมาณน ้ามนัและไขมนั 2,270 mg/l และ 17,140 mg/l ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ตามล าดบั ท าให้ยอ่ยสลายไดย้ากดว้ยวิธีการทางชีวภาพ 
ซ่ึงในระบบไร้อากาศสามารถก าจดัซีโอดีได ้39.37 % และ 37.88 % ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ตามล าดบั หากไม่ไดรั้บการจดัการท่ีดีจะเป็นแหล่ง
มลพิษทางน ้ าท่ีส าคญั งานวิจยัน้ีจึงศึกษาการบ าบดัเบ้ืองตน้ทั้งน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและ
น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเพื่อใหก้ารจดัการน ้าเสียมีความสมบูรณ์ตั้งแต่ตน้ทางจนปลายทาง 

3.2 น า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์มและน า้เสียจากการผลติไบโอดีเซล  
  น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีความเขม้ขน้ของ
สารอินทรียสู์งทั้งในรูปของซีโอดีและบีโอดี มีปริมาณน ้ามนัและไขมนัสูง ซ่ึงน ้ ามนัในน ้ าเสียอยูใ่น
สถานะน ้ ามนัในน ้ า รวมทั้งมีปริมาณของแข็งสูงดว้ย แต่อย่างไรก็ตามน ้ าเสียทั้งสองชนิดมีความ
แตกต่างกนั โดยเฉพาะเร่ืองของปริมาณไนโตรเจนท่ีเป็นแหล่งอาหารของจุลินทรีย ์ซ่ึงลกัษณะ
สมบติัต่างๆ ของน ้ าเสียจากโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีดังน้ี   
  3.2.1 ลกัษณะน า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม (Palm Oil Mill Effluent, POME)  
   น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีลกัษณะเป็นของเหลวหนืด สีน ้ าตาลเขม้ ซ่ึงสี
ของน ้ าเสียประกอบดว้ยสารอินทรียต่์างๆ เช่น สารก าเนิดสี (รงควตัถุ) พวกแอนโทไซยานินและ 
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แคโรทีน ท่ีถูกสกัดออกมาพร้อมกับน ้ ามันและไอน ้ าเน่ืองจากเซลล์ของผลปาล์มถูกท าลาย 
สารประกอบโพลีฟีนอล (Polyphenol) แพคติน  (Pectin) แทนนิน (Tannin) และโพลิแอลกอฮอล ์
(Polyalcohol) สารประกอบพวกเมลาโทนิน (Melatonin) ซ่ึงเป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาท่ีไม่ใช้
เอนไซม์ของน ้ าตาลกบักรดอะมิโนภายใตส้ภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง สารประกอบพวกกมั (Gum) เม่ือ
ถูกความร้อนในขั้นตอนการสกดัน ้ามนัปาลม์ จึงท าใหเ้กิดสีน ้ าตาลคล ้าและสามารถรวมตวักบัเกลือ
ของโลหะท าใหเ้กิดความคงตวัของสี (ปาริชาติ หม่ืนสีทา, 2547 อา้งโดย อมรภคั ชูทอง, 2551) มีค่า
พีเอชค่อนขา้งเป็นกรด มีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนั (Oil and Grease) สารอินทรียใ์นรูปของ
ซีโอดี (COD) และของแข็งแขวนลอย (Suspended Solids) สูง ซ่ึงลกัษณะทางกายภาพของน ้ าเสีย
โรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์แสดงดงัภาพท่ี 3-1 

 

 

 

 

    

              
  ภาพท่ี 3-1 ลกัษณะทางกายภาพของน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
 
    จากการวิเคราะห์สมบติัทางเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มพบว่ามีค่า 
พีเอชเป็นกรด คือ พีเอช 4.6 ซ่ึงสภาวะความเป็นกรดอาจเกิดจากปริมาณกรดไขมนัท่ีปนอยู่ใน 
น ้ าเสียเพราะในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีปริมาณกรดไขมนัสูง โดยส่วนใหญ่เป็นกรด 
ปาล์มมิติก (Palmitic acid) และโอเลอิก (Oleic acid ) คิดเป็นร้อยละ 44.71 และ 40.36  ตามล าดบั 
(ญาใจ วิทยะพงศ์, 2548)  มีปริมาณน ้ ามนัและไขมนั 2,270 mg/l ซีโอดี 61,333 mg/l  ของแข็ง
แขวนลอย 11,530 mg/l ดงัแสดงในตารางท่ี 3-1 โดยผลการศึกษาใกล้เคียงกบังานวิจยัของ 
พูนสุข  ประเสริฐสรรพ์ และคณะ (2533) บุษยมาศ เหมณี (2552)  ธญัลกัษณ์ หลกัแหลม (2553) 
Puetpaiboon และ Chotwattanasak (2004) อา้งโดย อมรภคั ชูทอง (2551) Chin และคณะ (1996) 
อา้งโดย Oswal และคณะ (2002) และ Mohammadi และคณะ (2011)  
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 3.2.2 ลกัษณะน า้เสียจากการผลติไบโอดีเซล (Biodiesel Wastewater , BW)   
   น ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีใชใ้นการศึกษาเป็นน ้ าเสียซ่ึงเกิดจากการ
ผลิตไบโอดีเซลท่ีใช้น ้ ามนัพืชใช้แล้วและน ้ ามนัปาล์มดิบด้วยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 
(Trans esterification) ซ่ึงน ้ าเสียส่วนใหญ่เกิดจากขั้นตอนการลา้งเพื่อก าจดัส่ิงปนเป้ือน โดยน ้ าเสีย
จะมีลกัษณะสีขาวขุ่น มีสภาพเป็นอิมลัชนั (Emulsion) พีเอชเป็นด่างสูงมากเน่ืองจากมีการใช้ด่าง
เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน
กระบวนการผลิต มีการปนเป้ือนน ้ ามนัและไขมนัในปริมาณสูง ท าให้มีปริมาณสารอินทรียสู์งดว้ย 
เน่ืองจากผลของสารอินทรียท่ี์มีองคป์ระกอบเป็นพวกไฮโดรคาร์บอน (Wade, 2003; Jones, 2005)
ถึงแมว้า่น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลจะมีปริมาณสารอินทรียสู์งแต่น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล
บ าบดัไดย้ากดว้ยวิธีการทางชีวภาพเพราะองคป์ระกอบน ้ าเสียไม่เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์ทั้งน้ีเพราะมีแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอาหารแก่จุลินทรียน์อ้ย (Suehara et al., 2005) 
นอกจากน้ีน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีการปนเป้ือนสบู่เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยา 
สะปอนนิฟิเคชัน (Saponification) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาข้างเคียงของการท าปฏิกิริยาทรานส์ 
เอสเทอริฟิเคชนัอนัมีสาเหตุมาจากการปนเป้ือนกรดไขมนัอิสระ (Free Fatty Acid) ในน ้ ามนัท่ีใช้
เป็นสารตั้งตน้ในการผลิตและการใชด่้างเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Gerpen et al., 2004) โดยน ้ าท่ีมีการ
ปนเป้ือนสบู่ น ้ ามนัและไขมนั จะเกิดการจดัเรียงโครงสร้างท่ีเรียกว่าไมเซลล์ (Micells) (Wade, 
2003; Jones, 2005; Hartley, 1936; Turro et al., 1978; Seddon and Templer, 1995; Baeurle and 
Kroener, 2004) สารดงักล่าวสามารถแขวนลอยอยูใ่นน ้าไดโ้ดยไม่ลอยหรือตกจม   
  จากการวิเคราะห์สมบติัทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล
พบว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีสีขาวขุ่นคลา้ยน ้ านม มีของแข็งแขวนลอยสูง เน่ืองจากการ
จดัเรียงตวัของน ้ ามนัและไขมนัเป็นโครงสร้างไมเซลล์ และมีกลีเซอรอลตกตะกอนอยู่ด้านล่าง 
นอกจากน้ีมีกล่ินเมทานอล ซ่ึงลกัษณะทางกายของน ้ าเสียแสดงดงัภาพท่ี 3-2  ส่วนสมบติัทางเคมี
พบวา่มีปริมาณสารอินทรียใ์นรูปของซีโอดี (COD) และบีโอดี (BOD) 161,333 mg/l และ 46,500 
mg/l ตามล าดบั มีปริมาณน ้ ามนัและไขมนั 17,140 mg/l มีปริมาณไนโตรเจนในรูป TKN และ  
NH3-N  490 mg/l และ 14.5 mg/l ตามล าดบั ผลการศึกษาสมบติัทางเคมีมีความใกลเ้คียงกบังานวิจยั
ของเอนก สาวะอินทร์ (2552)  เมธิยา หมวดฉิม (2555) และ Suehara et al (2005) ดงัแสดงใน 
ตารางท่ี 3-1    
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                        ชั้นกลีเซอรอล  
  
     ภาพท่ี 3-2 ลกัษณะทางกายภาพของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

 

ตารางท่ี 3-1 ลกัษณะสมบติัทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสีย 
        จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล   

หมายเหตุ: TKN และ NH3-N เป็นค่าจากการส่งวเิคราะห์ตวัอยา่ง  

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ 

น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
    pH 4.60±0.12 12±0.15 
    TCOD (mg/l) 61,333±1,154.70 161,333±3,265.99 
    SCOD (mg/l) 49,000±6,387.49 118,889±10,478.93 
    TS (mg/l) 35,380± 989.95 110,900 ±100.00 
    SS (mg/l) 11,530±127.28 39,890±42.43 
    VS (mg/l) 18,135± 2,091.79 39,113± 392.47 
    O&G (mg/l) 2,270±4.00 17,140±4.00 
    BOD (mg/l) 28,350±606.22 46,500±20 
    FFA (%) 6.66±0.04 3.60±0.03 
    TKN (mg/l) 710 490 
    NH3-N (mg/l) 42 14.5 
   Alkalinity (mg/las CaCO3) 1,100±7.07 6,159±12.02 
   VFA (mg CaCO3 /l) 5,735±403.05 952±8.84 
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   จากตารางจะเห็นว่าแมน้ ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลจะมีปริมาณสารอินทรีย ์น ้ ามนัและไขมนัสูงเหมือนกนัแต่ก็มีความแตกต่างกนัในหลาย
ลกัษณะ คือมีค่าความเป็นกรด-ด่าง ต่างกนั คือ น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีลกัษณะค่อนขา้ง
เป็นกรด ซ่ึงเป็นผลมาจากกรดไขมนัในน ้ าเสียเพราะน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีปริมาณ
กรดไขมนัสูงกวา่น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีความเป็นด่าง
สูงมากเน่ืองจากมีการใชด่้างในกระบวนการผลิต มีปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายต่างกนั โดยน ้ าเสีย
จากการผลิตไบโอดีเซลมีสภาพความเป็นด่าง (Alkalinity) สูงกวา่มาก แต่จะมีกรดไขมนัระเหยง่าย
ต ่ากว่ามากเช่นกนั ท่ีส าคญัน ้ าเสียจากการผลิตไอดีเซลมีปริมาณไนโตรเจนทั้งในรูปไนโตรเจน
ทั้งหมดและแอมโมเนียไนโตรเจนน้อยมากทั้งท่ีมีปริมาณสารอินทรียสู์งกว่า ซ่ึงไนโตรเจนเป็น
สารอาหารหลกัของจุลินทรียน์อกเหนือจากคาร์บอน นอกจากน้ีอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดี ปริมาณ
ของของแขง็ทั้งหมดต่อของแขง็ระเหยก็มีความแตกต่างกนั ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 

  

 

  
     
  
  
  
  
  
  
  
   ภาพท่ี 3-3 ความแตกต่างของกรดไขมนัระเหยของน ้าเสียโรงงานปาลม์และน ้าเสียไบโอดีเซล      
    

   จากภาพท่ี 3-3 จะเห็นวา่น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีปริมาณกรดไขมนั
ระเหย (VFA) สูงกว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมาก เน่ืองจากในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มมีปริมาณกรดไขมันสูงทั้ งกรดไขมันอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว ซ่ึงกรดไขมันไม่อ่ิมตัวจะถูก
ออกซิไดซ์ดว้ยออกซิเจนในอากาศเกิดเป็นโมเลกุลขนาดเล็กท่ีระเหยได ้ท าให้ปริมาณกรดไขมนั
ระเหยในน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีปริมาณสูง ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลแมจ้ะมี
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การน าน ้ามนัปาลม์ดิบ (CPO) มาใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตแต่ในกระบวนการผลิตจะมีการก าจดั
ปริมาณกรดไขมนัอิสระให้มีนอ้ยกวา่ 1% ก่อนเขา้ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท าใหป้ริมาณของกรดไขมนัระเหยในน ้าเสียไบโอดีเซลมีนอ้ย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  ภาพท่ี 3-4 ความแตกต่างของอตัราส่วนของของแข็งระเหยต่อของแข็งทั้งหมดของน ้ าเสีย 
            โรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 

    

   อตัราส่วนของของแข็งระเหยง่ายกบัของแข็งทั้งหมด (VS/TS) เป็นค่าท่ีบ่งบอกถึง
สัดส่วนของส่วนท่ีเป็นสารท่ีสามารถยอ่ยสลายได ้จากภาพท่ี 3-4 จะเห็นวา่อตัราส่วน VS/TS ของ
น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาล์มมีค่าสูงกวา่น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ท าให้น ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาล์มยอ่ยสลายไดง่้ายกวา่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่าอตัราส่วน BOD5/COD ท่ีพบวา่น ้ าเสียโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์มีค่าอตัราส่วน BOD5/COD ท่ีสูงกวา่ ซ่ึงยอ่ยสลายทางชีวภาพไดง่้ายกวา่น ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซล นอกจากน้ีพบวา่ TS ของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม มีค่าเป็น 2 เท่า ของ 
VS ส่วน TS ของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีค่าเป็น 3 เท่า ซ่ึงมากกวา่น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มเพราะน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีกลีเซอรอลปนเป้ือนสูง ส่งผลให้ของแข็งแขวนลอย
และของแขง็ทั้งหมดมีปริมาณสูง 
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 ภาพท่ี 3-5 ความแตกต่างของอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีทั้งหมดของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม 
      และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล  
 

   
   อตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดี (BOD5 /COD) เป็นค่าท่ีบ่งบอกถึงความสามารถในการ
ถูกยอ่ยสลายทางชีวภาพดว้ยจุลินทรีย ์ซ่ึงถา้ค่าน้อยกว่า 0.1 น ้ าเสียนั้นย่อยสลายไดย้ากทางชีวภาพ 
ถา้อยูใ่นช่วง 0.3-0.6 น ้าเสียนั้นยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพโดยตอ้งการปริมาณจุลินทรียท่ี์มากข้ึน และ
ถา้มากกว่า 0.6 แสดงว่าน ้ าเสียนั้นย่อยสลายได้ง่ายดว้ยจุลินทรียห์รือย่อยสลายทางชีวภาพไดง่้าย
(Larson et al., 2000; Badawy and Ali, 2006)   
   จากการศึกษาพบว่าน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีค่า 0.46 แสดงว่าน ้ าเสีย
โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มย่อยสลายได้ทางชีวภาพในระดบัท่ีค่อนขา้งดี ส่วนน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลมีค่า 0.29 ซ่ึงมีแนวโนม้ค่อนขา้งต ่าและมีค่าเขา้ใกล ้0.1 แสดงให้เห็นวา่น ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลยอ่ยสลายไดค้่อนขา้งยากทางชีวภาพ แสดงในภาพท่ี 3-5   
   จากภาพจะเห็นว่าน ้ า เสียทั้ งสองชนิดมีความแตกต่างกันมากในส่วนของ
ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ โดยน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีค่าสูงกว่าและอยู่
ในช่วงท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพแต่ตอ้งการจุลินทรียเ์พิ่มข้ึน ส่วนน ้ าเสียไบโอดีเซลมีค่าต ่า
มากและอยูใ่นช่วงท่ียอ่ยสลายไดย้ากทางชีวภาพ เน่ืองจากน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีปริมาณ
ไนโตรเจนท่ีเป็นอาหารของจุลินทรีย์น้อย ซ่ึงไนโตรเจนเป็นสารอาหารหลักท่ีจ  าเป็นต่อการ
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เจริญเติบโตของจุลินทรียเ์ช่นเดียวกบัคาร์บอน เม่ือจุลินทรียไ์ม่สามารถเจริญเติบโตได้ส่งผลให้
ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพต ่า  
  3.2.3 การจัดการน ้าเสียจากโรงงานสกัดน ้ามันปาล์มและน ้าเสียจากกระบวนการผลิต  
ไบโอดีเซลในปัจจุบันและปัญหาทีพ่บ  
   การจดัการน ้ าเสียทั้งสองชนิดโดยส่วนใหญ่เนน้การก าจดัสารอินทรีย ์น ้ ามนัและ
ไขมนั โดยลกัษณะน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มเหมาะส าหรับการบ าบดัแบบไร้อากาศและ
ไดผ้ลผลิตเป็นก๊าซชีวภาพ การบ าบดัส่วนใหญ่เลยใชก้ระบวนการหมกัในระบบไร้อากาศ แต่ก่อน
การบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศจะมีการใช้บ่อแยกไขมนัและตกตะกอนของแข็งแขวนลอยก่อน 
ซ่ึงเป็นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิการทางกายภาพ ก่อนใชว้ธีิการทางชีวภาพ แต่อยา่งไรก็ตามการใช้
วิธีการบ าบดัดงักล่าวปริมาณสารอินทรีย ์น ้ ามนัและไขมนัยงัคงมีปริมาณสูงมาก โดยการศึกษา
พบวา่ปริมาณซีโอดีหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศมีค่า 57,500 mg/l ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัมีค่า 
3,510 mg/l ซ่ึงยงัไม่สามารถปล่อยทิ้งสู่ส่ิงแวดลอ้ม ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมกัจะเน้น
การก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย ซ่ึงวิธีการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัท่ีใชก้นัในปัจจุบนัมีหลายวิธี
ทั้งวธีิการทางกายภาพ เช่น การตกัออก การใชถ้งัดกัไขมนั การท าให้ลอยดว้ยอากาศ (Dissolved-air 
flotation) เป็นตน้ วธีิการทางเคมี เช่น การใชส้ารเคมีในการสร้างและรวมตะกอน การปรับพีเอชให้
เป็นกรดเพื่อให้น ้ ามนัและไขมนัรวมตวักนั และวิธีการทางชีวภาพโดยการน าจุลินทรียม์าใชใ้นการ
บ าบดั แต่ทั้งน้ีการบ าบดัดว้ยวธีิการดงักล่าวยงัมีขอ้จ ากดัในหลายๆ ประการ เช่น มีค่าใชจ่้ายในการ
บ าบดัค่อนขา้งสูง ประสิทธิภาพการบ าบดัค่อนขา้งต ่า ตะกอนไขมนัท่ีเหลือจากการบ าบดัตอ้งมีการ
น าไปก าจดัต่อ และขอ้จ ากดัเก่ียวกบัสภาวะท่ีเหมาะสมของการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์จึงได้มี
การน าเอนไซมม์าใชใ้นการบ าบดัน ้าเสียท่ีมีน ้ามนัและไขมนัสูง ซ่ึง ใหป้ระสิทธิภาพค่อนขา้งสูง แต่
เอนไซมอิ์สระละลายน ้าและไม่เสถียร เอนไซมจึ์งปนอยูใ่นน ้ าเสียและหลุดไปกบัน ้ าเสียท่ีบ าบดั ท า
ให้ใชง้านไดเ้พียงคร้ังเดียว ส่งผลให้ค่าใช้จ่ายในการบ าบดัสูง ดงันั้นการใช้เอนไซมต์รึงรูปจึงเป็น
ทางเลือกท่ีดีส าหรับการประยุกต์ใช้บ  าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ เน่ืองจากช่วยลดค่าใช้จ่ายในการบ าบดั
เพราะสามารถแยกเอนไซมท่ี์ตรึงออกมาไดแ้ละสามารถน ากลบัมาใช้ซ ้ าหรือใชใ้หม่ได ้(อรัญ หัน
พงศ์กิตติกูล, 2556) มีความทนทานต่ออุณหภูมิและพีเอชไดดี้กว่า (Chang and Juang, 2005; 
Bayramoglu et al., 2011; Liu et al., 2013) และประสิทธิภาพการบ าบดัท่ีไดจ้ากการศึกษาก็แตกต่าง
เพียงเล็กน้อย คือเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปให้ประสิทธิภาพการบ าบดัน ้ ามนัและไขมนั 
46.70 % และ 42.29 % ตามล าดบั การใชเ้อนไซมต์รึงรูปจึงมีความคุม้ทุนมากกวา่  
   จากปัญหาดงักล่าวขา้งตน้จะเห็นวา่มีความจ าเป็นตอ้งมีการบ าบดัในหลายขั้นตอน
เพื่อให้ผ่านมาตรฐานน ้ าทิ้งโรงงาน ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกการบ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยการทิ้งให้
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ตกตะกอน การใชเ้อนไซมอิ์สระ และเอนไซมต์รึงรูป ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ส่วน
น ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเลือกใช้การปรับพีเอชดว้ยกรด การใช้เอนไซม์อิสระและ
เอนไซมต์รึงรูป  ซ่ึงจะเป็นการช่วยลดความสกปรกในน ้ าเสียก่อนการบ าบดัในระบบไร้อากาศ เพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพในการบ าบดัสารอินทรีย ์โดยเฉพาะน ้ามนัและไขมนั ซ่ึงยอ่ยสลายยากทางชีวภาพ
และมีปนเป้ือนอยูใ่นน ้ าเสียมากกวา่ 2,000 mg/l และเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงรายละเอียดต่างๆ 
ของการบ าบดัเบ้ืองตน้แต่ละวธีิจะกล่าวในหวัขอ้ถดัไป ซ่ึงเนน้การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม ์  

3.3 การตรึงเอนไซม์  
 ปัจจุบนัมีการน าเอนไซม์มาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย เช่น อาหาร เคร่ืองด่ืม ยา 
และเคร่ืองส าอาง เป็นตน้ แต่การใช้เอนไซม์ในภาคอุตสาหกรรมยงัมีขอ้จ ากดั เน่ืองจากเอนไซม์มี
ราคาแพง มีความคงตวัต ่า และโดยส่วนใหญ่จะใชเ้อนไซมใ์นรูปท่ีละลายน ้ า (Soluble enzyme) ใน
การท าการปฏิกิริยาต่างๆ ซ่ึงเม่ือท าปฏิกิริยาแลว้ไม่สามารถแยกเอนไซมอ์อกมาใชใ้หม่ไดจึ้งท าให้
ตน้ทุนสูง ซ่ึงมีการแกปั้ญหาเหล่าน้ีโดยใชเ้อนไซมต์รึงรูปแทน ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นรูปท่ีไม่ละลายน ้ า 
(Insoluble enzyme) เน่ืองจากสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้สามารถแยกผลิตภณัฑ์ออกจากเอนไซม์
ได้ง่าย สามารถด าเนินการผลิตได้อย่างต่อเน่ืองและควบคุมการผลิตได้ดี ในบางกรณีการตรึง
เอนไซมท์ าใหเ้อนไซมมี์กิจกรรมและมีความคงตวัดีข้ึน (อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลู, 2556)  
  3.3.1 วธีิการตรึงเอนไซม์  
   การตรึงเอนไซมมี์หลายวิธี เช่น การตรึงแบบดูดซบั การตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต ์
การตรึงแบบเช่ือมขวางและการตรึงแบบห่อหุม้ แต่การตรึงท่ีมีความเสถียรมากท่ีสุดคือ การตรึงดว้ย
พนัธะโควาเลนตเ์พราะการตรึงวธีิน้ีมีแรงกระท าระหวา่งตวัรองรับกบัเอนไซมท่ี์แข็งแรงมาก ท าให้
เอนไซม์หลุดออกจากตวัรองรับได้ยาก อีกทั้งพนัธะโควาเลนต์ท่ีเกิดข้ึนจะท าให้โครงสร้างของ
เอนไซม์ตรึงรูปแข็งแรงข้ึน ทนต่ออุณหภูมิและพีเอชท่ีรุนแรงได้มากข้ึน ส่งผลให้กิจกรรมของ
เอนไซม์ลดลงเพียงเล็กน้อยเม่ือมีการน ากลบัมาใช้ซ ้ า (Huckel et al., 1996) นอกจากน้ีการตรึง
เอนไซม์บนวสัดุท่ีไม่ละลายน ้ าเป็นการเปล่ียนคุณสมบติัของตวัเร่งปฏิกิริยาด้วย โดยเปล่ียนจาก
ตวัเร่งท่ีเป็นของเหลวใหก้ลายเป็นตงัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของแขง็ (Adriano et al., 2008)  
  3.3.2 การตรึงเอนไซม์ด้วยพนัธะโควาเลนต์ (Covalent bond)  
   การตรึงเอนไซม์ดว้ยวิธีน้ีตอ้งมีการท าให้ตวัพยุงหรือวสัดุตรึงมีหมู่เอมีน (NH2) 
เพื่อใหส้ามารถจบักบัหมู่อะมิโนของเอนไซม ์(NH2) เน่ืองจากการจบักนัดว้ยพนัธะโควาเลนตอ์าศยั
โครงสร้างและสมบติัของกรดอะมิโน (Amino acid) ของเอนไซมท่ี์มีต่อตวัพยุง โดยเร่ิมจากการท า
ปฏิกิริยาระหว่างตวัพยุงกบัสารประกอบท่ีมีหมู่ฟังค์ชนั 2 หมู่ แล้วจึงไปท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์
(อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลู, 2556) ซ่ึงการท าให้วสัดุตรึงมีสมบติัดงักล่าวประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ (1) 
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ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาไนเตรชัน่ (Nitration reaction) ซ่ึงเป็นการเติมหมู่ไนโตรเขา้ไปท่ีสายโซ่ 
พอลิเมอร์ และ (2) ขั้นตอนการท าปฏิกิริยารีดกัชัน่ (Reduction reaction) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการเปล่ียน
หมู่ไนโตรใหเ้ป็นหมู่เอมีน โดยผลการศึกษามีรายละเอียดดงัน้ี  
   3.3.2.1 ผลการท าปฏิกริิยาไนเตรช่ัน (Nitration reaction)  
    การท าปฏิกิริยาไนเตรชัน่เป็นการเติมหมู่ไนโตร (NO2) ให้กบัสายโซ่ 
พอลิเมอร์ โดยการละลายในไนโตรเบนซีนและท าปฏิกิริยาในสภาวะท่ีมีไนโตรเจน พอลิเมอร์ท่ีได้
จากการท าปฏิกิริยาเรียกวา่ไนเตรตพอลิฟินิลซัลโฟน (Nitrated polyphenylsulfone) ซ่ึงมีลกัษณะ
เป็นแผน่ฟิล์มบางๆ ผิวเรียบ มนัวาวและมีสีเหลือง แสดงในภาพท่ี 3-6 ซ่ึงการวิเคราะห์หมู่ไนโตร
ในแผ่นพอลิเมอร์พิจารณาจากสเปกตรัมของไนเตรตพอลิฟินิลซัลโฟนท่ีได้จากเคร่ือง FTIR 
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy) โดยพบแบนด์หมู่ไนโตรท่ีต าแหน่ง 1,530.30 cm-1 
ส าหรับโครงสร้างท่ีไม่สมมาตร และ 1,347.05 cm-1 ส าหรับโครงสร้างท่ีสมมาตร แสดงในภาพท่ี 3-
7 การพบหมู่ไนโตรในแผน่พอลิเมอร์แสดงวา่ท าปฏิกิริยาเติมหมู่ไนโตรลงไปในแผน่พอลิเมอร์ได้
ส าเร็จ โดยการศึกษาให้ค่าสเปกตรัมของหมู่ไนโตรใกล้เคียงกับงานวิจยัของ อิสลาห์ ดือราแม 
(2551) ซ่ึงพบแบนด์หมู่ไนโตรท่ีต าแหน่ง 1,528.60 cm-1 ส าหรับโครงสร้างท่ีไม่สมมาตร และ 
1,293.60 cm-1 ส าหรับโครงสร้างท่ีสมมาตร 

 

 

 

  
             
        
  ภาพท่ี 3-6 ไนเตรทพอลิฟินิลซนัโฟน (ซา้ย) เอมีนพอลิฟินิลซนัโฟน (ขวา) 
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          ภาพท่ี 3-7 แบนด์หมู่ไนโตรของไนเตรทพอลิฟินิลซันโฟน (แผ่นพอลิเมอร์สังเคราะห์)  
        ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง FTIR Spectroscopy ช่วงความถ่ี 4,000-400 cm-1 

 

   3.2.2.2 ผลการท าปฏิกริิยารีดักช่ัน (Reduction reaction)  
    การท าปฏิกิริยารีดกัชัน่เป็นการเปล่ียนหมู่ไนโตรใหเ้ป็นหมู่เอมีน โดยการ
ใชส้ารละลายไฮดราซีนไฮเดรต (Hydrazine hydrate) ในการท าปฏิกิริยา ซ่ึงการท าปฏิกิริยารีดกัชัน่
โดยใช้สารละลายไฮดราซีนไฮเดรตเพื่อเปล่ียนหมู่ไนโตรให้กลายเป็นหมู่เอมีนได้มีผูศึ้กษาเป็น
จ านวนมากทั้งท่ีใชต้วัเร่งปฏิกิริยา (Lauwiner et al., 1998 อา้งโดย อิสลาห์ ดือราแม, 2551) และไม่
ใชต้วัเร่งปฏิกิริยา (Chowdhury et al., 2001; Jayaswal et al., 2001; Sinha et al., 2003; Pugazhenthi 
and Kumar, 2004 อา้งโดย อิสลาห์ ดือราแม, 2551) ในงานวิจยัน้ีใชก้ารท าปฏิกิริยารีดกัชัน่แบบไม่
ใชต้วัเร่งปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนเม่ือแผน่พอลิเมอร์สัมผสักบัสารละลายไฮดราซีนไฮเดรต
โดยไม่ตอ้งใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา ซ่ึงปฏิกิริยาการเปล่ียนหมู่ไนโตรให้เป็นหมู่เอมีนโดยใช้ไฮดราซีน 
ไฮเดรตแสดงในภาพท่ี 3-8  แผน่พอลิเมอร์ท่ีไดเ้รียกวา่ เอมีนพอลิฟินิลซันโฟน ซ่ึงมีลกัษณะเป็น
แผน่ฟิลม์บางๆ ผวิเรียบ มนัวาว และมีสีเหลือง เช่นเดียวกบัไนเตรทพอลิฟินิลซลัโฟนแต่มีสีเขม้กวา่
เล็กน้อย สาเหตุเพราะในการท าปฏิกิริยารีดกัชั่นมีการกวนผสม ท าให้เกิดก๊าซออกซิเจน ซ่ึงก๊าซ
ออกซิเจนสามารถท าปฏิกิริยากบัก๊าซไนโตรเจนท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาของไฮดราซีนไฮเดรตเกิด
เป็นก๊าซไนตริกออกไซด ์(NO) โดยก๊าซไนตริกออกไซด์เม่ือท าปฏิกิริยากบัก๊าซออกซิเจนต่อจะเกิด
เป็นก๊าซไนโครเจนไดออกไซด(์NO2) ซ่ึงมีสีน ้าตาลแกมแดงหรือเหลืองแกมน ้ าตาล ท าให้พอลิเมอร์
ท่ีไดมี้สีเขม้ขน้ แสดงภาพท่ี 3-6 
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    ภาพท่ี 3-8 ปฏิกิริยาการเปล่ียนหมู่ไนโตรใหเ้ป็นหมู่เอมีนโดยใชไ้ฮดราซีนไฮเดรต     
    ท่ีมา อิสลาห์ ดือราแม (2551)  

   เม่ือพิจารณาสเปกตรัมของแผ่นพอลิเมอร์เอมีนพอลิฟินิลซันโฟนจาก
เคร่ือง FTIR พบแบนด์ของหมู่เอมีนท่ีต าแหน่ง 3,349.56 cm-1 ซ่ึงเม่ือดูจากการยืดและงอของพนัธะ 
N-H พบวา่เป็นเอมีนทุติยภูมิเน่ืองจากมีแถบการยืดเพียง 1 แถบ แถบการงอแคบ และพบแบนด์ของ
เอมีนท่ีต าแหน่ง 1618.20 cm-1 ซ่ึงเป็นแถบการดูดกลืนของการยืดของพนัธะ N-H ท่ีมีความเขม้ต ่า 
(พิมพจิ์ต ดามพวรรณ และ วชัรินทร์ รุกขไชยศิริกุล, 2542) แสดงในภาพท่ี 3-9 และเม่ือวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิค NMR (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) ท่ีใชใ้นการหาโครงสร้างโมเลกุล
ของสารพบวา่มีสูตรโครงสร้างของหมู่เอมีนหรือพนัธะ N-H จึงเป็นการยืนยนัวา่บนแผน่พอลิเมอร์
ท่ีท าการสังเคราะห์มีหมู่เอมีนอยูจ่ริง   
    เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ อิสลาห์ ดือราแม 
(2551) และงานวิจยัของ Bayramoğlu และคณะ (2011) ท่ีท าการสังเคราะห์พอลิเมอร์ให้มีหมู่เอมีน
เพื่อใช้ในการตรึงเอนไซม์ดว้ยพนัธะโควาเลนต์พบว่ามีผลการศึกษาใกลเ้คียงกนั โดยในงานวิจยั
ของ อิสลาห์ ดือราแม (2551) พบแบนด์ของหมู่เอมีนท่ีต าแหน่ง 3,423.62 cm-1 และต าแหน่ง 
1,621.78 cm-1 ส่วนในงานวจิยัของ Bayramoğlu และคณะ (2011) พบแบนด์ของหมู่เอมีนท่ีต าแหน่ง 
3,300 cm-1 ส าหรับเอมีนปฐมภูมิ พบแบนด์เอมีนท่ีต าแหน่ง 3,404 cm-1 และ 1,628 cm-1 ส าหรับ 
เอมีนทุติยภูมิท่ีความเขม้ขน้สูงและต ่า ตามล าดบั  
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       ภาพท่ี 3-9 แบนด์หมู่เอมีนของเอมีนพอลิฟินิลซนัโฟน (แผน่พอลิเมอร์สังเคราะห์) … 
             ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง FTIR Spectroscopy ช่วงความถ่ี 4,000-400 cm-1 

 

  3.2.2.3 ผลการตรึงเอนไซม์บนเอมีนพอลฟิินิลซันโฟนด้วยพนัธะโควาเลนต์  
    การตรึงเอนไซมใ์นงานวิจยัน้ีใชเ้อนไซมไ์ลเปสทางการคา้ท่ีผลิตจากเช้ือ 
Pseudomonas fluorescens และใชพ้อลิฟินิลซลัโฟน (Polyphenylsulfone) เป็นวสัดุในการตรึง ซ่ึง
ตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต ์(Covalent bond) โดยก่อนตรึงมีการสังเคราะห์พอลิฟินิลซนัโฟนให้มีหมู่
เอมีน (NH2) เพื่อให้สามารถจบักบัหมู่อะมิโนของเอนไซม์ เม่ือสังเคราะห์พอลิเมอร์ได้ส าเร็จจึง
น ามาตรึงเอนไซมด์ว้ยวิธีการดงักล่าว โดยใชแ้ผน่เอนไซม์ขนาด 1x1 ซม. และใช้กลูตารัลดีไฮด ์
(Glutaraldehyde) เป็นสารเช่ือมขวางซ่ึงเป็นสารเช่ือมขวางท่ีนิยมใช ้(Bryjak, 2006; Magnan, 2004; 
Desai, 2005; Rocha 1998 อา้งโดย อิสลาห์ ดือราแม, 2554; Bayramoğlu et al., 2011; Lima et al., 
2013; Liu et al., 2013) เพราะกลูตารัลดีไฮด์สามารถท าปฏิกิริยาไดดี้กบัหมู่อะมิโน (NH2-R) ของ
โปรตีนของเอนไซม์เน่ืองจากหมู่อะมิโนเป็น Nucleophiles หรือ อะตอมท่ีจะให้อิเล็กตรอนคู่ 
(Bayramoğlu et al., 2011) โดยปลายทั้งสองขา้งของกลูตารัลดีไฮด์มีหมู่อลัดีไฮด์ (C-H=O) ซ่ึง
หมู่อัลดีไฮด์ท่ีปลายข้างหน่ึงจะท าพนัธะโควาเลนต์กับหมู่เอมีนของเอมีนพอลิฟินิลซันโฟน 
(พอลิเมอร์ท่ีท าการสังเคราะห์) และหมู่อลัดีไฮด์ท่ีปลายอีกขา้งหน่ึงจะจบักบัหมู่เอมีนของเอนไซม์
ดว้ยพนัธะโควาเลนตเ์ช่นกนั (อิสลาห์ ดือราแม, 2551) จากการสังเกตดว้ยตาเปล่าพบวา่หลงัการตรึง
เอนไซม์ท่ีผ่านการตรึงด้วยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซันโฟนไม่มีการเปล่ียนแปลง
ลกัษณะทางกายภาพแต่อย่างใด คือ สีของแผ่นเอนไซม์ตรึงก็มีสีเหลืองเขม้เช่นเดียวกบัแผ่นเอมีน
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พอลิฟินิลซลัโฟน และผวิของแผน่เอนไซมต์รึงก็มีลกัษณะเรียบและมนัวาวเช่นเดิม แสดงในภาพท่ี 
3-10 ส่วนการทดสอบการตรึงวา่ตรึงไดส้ าเร็จหรือไม่จะกล่าวในหวัขอ้การทดสอบเอนไซม ์

     

 

 

 

 

  
  ภาพท่ี 3-10 แผน่เอนไซมต์รึงรูปท่ีใชใ้นการบ าบดัน ้าเสียเบ้ืองตน้ ขนาด 1x1 cm ตรึงดว้ย 
        ความเขม้ขน้เอนไซม ์140 µg/ml  

 

3.4 การทดสอบเอนไซม์  
  การทดสอบเอนไซมป์ระกอบดว้ยการทดสอบการตรึงเอนไซม ์เพื่อดูวา่สามารถท าการตรึง
เอนไซมด์ว้ยวธีิการท่ีศึกษาไดส้ าเร็จหรือไม่และเพื่อทดสอบผลหลงัการตรึงวา่เอนไซมมี์ค่ากิจกรรม
ลดลงหรือไม่หลงัการตรึงและการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของการใช้งานเอนไซม ์ซ่ึงสภาวะท่ี
เหมาะสมของการใชง้านส่งผลต่อประสิทธิภาพการบ าบดัโดยตรง จึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษา โดยผล
การศึกษามีดงัต่อไปน้ี  
  3.4.1 การทดสอบการตรึงเอนไซม์  
   การทดสอบว่าสามารถตรึงเอนไซม์ไดส้ าเร็จหรือไม่ส่วนใหญ่จะตรวจสอบโดย
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะบนวสัดุตรึง กิจกรรมของเอนไซม์หลงัการตรึงเปรียบเทียบ
กบัเอนไซมอิ์สระ การตรวจสอบจนพนศาสตร์ของเอนไซม ์และการตรวจสอบเสถียรภาพดา้นการ
ทนต่อความร้อน เพราะบางกรณีหลงัการตรึงกิจกรรมเอนไซม ์การจบัหรือท าปฏิกิริยากบัสับสเตรท 
(Substrate) เสถียรภาพและของเอนไซมมี์การเปล่ียนแปลงแต่บางกรณีท าให้กิจกรรมเอนไซมดี์ข้ึน
และมีความคงตวัมากข้ึน ซ่ึงการเปล่ียนแปลงเหล่าน้ีข้ึนอยูก่บัแหล่งท่ีมาหรือชนิดของเอนไซม ์ชนิด
ของตวัพยุง และวิธีการตรึง (Bayramoğlu et al., 2011) แต่ในงานวิจยัน้ีศึกษาเฉพาะกิจกรรมของ
เอนไซมแ์ละปริมาณโปรตีนของเอนไซม ์  
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   จากการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ตรึงรูปและปริมาณโปรตีนท่ียึดเกาะบน 
พอลิเมอร์ของเอนไซม์ตรึงรูปพบวา่หลงัการตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซันโฟน 
เอนไซมต์รึงรูปดงักล่าวมีกิจกรรมเอนไซมล์ดลง ดงัตารางท่ี 3-2 อาจเป็นเพราะในสภาวะการตรึง
เอนไซมด์ว้ยวิธีการตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต์มีความรุนแรงเอนไซม์จึงอาจเกิดการสูญเสียกิจกรรม
ระหวา่งการตรึง (Tan et al., 2010) นอกจากน้ีหลงัการตรึงปริมาณโปรตีนของเอนไซมก์็ลดลงดว้ย 
ซ่ึงลดลงค่อนขา้งสูง อาจเป็นเพราะในระหวา่งการตรึงมีการใชอุ้ณหภูมิค่อนขา้งสูง ท าให้ปริมาณ
โปรตีนของเอนไซม์ท่ีทนความร้อนได้ต ่าเกิดการเส่ือมสภาพและอาจเป็นเพราะโปรตีนของ
เอนไซมเ์กิดการละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีใช้ละลายเอนไซมใ์ห้เป็นของเหลว ซ่ึงตวั
ท าละลายดงักล่าวเป็นสารประเภทเกลือโซเดียมท่ีมีน ้ าเป็นตวัท าละลาย ซ่ึงโปรตีนสามารถละลาย
ได ้ส่งผลใหป้ริมาณโปรตีนลดลง ดงัตารางท่ี 3-2 

ตารางท่ี 3-2 ค่ากิจกรรมเอนไซมต์รึงรูป 

กิจกรรมเอนไซม ์(U/mg protein) ปริมาณโปรตีนของเอนไซม ์(µg/ml) 
เอนไซมอิ์สระ เอนไซมต์รึง เอนไซมอิ์สระ เอนไซมต์รึง 

845.57±0.03 772.01±0.24 50.78±0.27 27.09±0.18 

 

 3.4.2 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของการใช้งานเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปในการย่อยสลาย
น า้มันและไขมันของน า้เสียตัวอย่าง  
   ในการศึกษาน้ีท าการศึกษาจ านวนแผ่นเอนไซมต์รึงรูป (1, 2 และ 3 แผน่) และ 
ระยะเวลาการสัมผสัของเอนไซมต์รึงรูปกบัตวัอยา่งน ้ าเสียท่ีเวลาต่างๆ (12, 24 และ 48 ชัว่โมง) เพื่อ
ทดสอบดูวา่เอนไซม์ท่ีท าการตรึงสามารถยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัไดสู้งสุดเม่ือใชแ้ผน่เอนไซม์
ตรึงรูปก่ีแผน่และใชร้ะยะเวลาการสัมผสัใด โดยซ่ึงความสามารถในการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนั
ประเมินจากปริมาณกรดไขมนัอิสระ (Free Fatty Acid) และกลีเซอรอล (Glycerol) ท่ีเพิ่มข้ึน ผล
การศึกษาพบว่าน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลต้องใช้แผ่น
เอนไซมต์รึงจ านวน 3 และ 2 แผน่ ตามล าดบั ต่อปริมาตรน ้ าเสีย 120 ml (แต่ละแผน่ขนาด 1x1 ซม.) 
และพบวา่ท่ีระยะเวลาสัมผสั 24 ชัว่โมงจึงจะให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลสูงสุด โดย
กรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลเพิ่มข้ึน 28.69 และ 29.83 % ส าหรับน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม 
กรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลเพิ่มข้ึน 31.17 และ 32.90 % ส าหรับน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
ผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 3-3  
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ตารางท่ี 3-3 สภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึงรูปยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสีย 

จ านวน
แผน่

เอนไซม ์
(แผน่) 

ระยะเวลา
สัมผสั 
(ชม.) 

น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียโรงงานผลิตไบโอดีเซล 
กรดไขมนัอิสระ 

(%) 
กลีเซอรอล 

(%) 
กรดไขมนัอิสระ 

(%) 
กลีเซอรอล 

(%) 

 
1 

12 7.68±0.07 5.12±0.08 3.70±0.02 7.08±0.08 
24 8.40±0.07 5.60±0.49 4.07±0.03 8.06±0.33 
48 7.70±0.02 5.37±0.08 3.62±0.05 8.12±0.08 

 
2 

12 8.17±0.04 5.35±0.08 4.03±0.09 7.94±0.16 
24 9.38±0.05 5.75±0.16 5.23±0.02 9.18±0.16 
48 8.29±0.04 5.54±0.16 4.18±0.02 8.86±0.16 

 
3 

12 8.56±0.09 5.40±0.08 4.01±0.16 7.37±0.16 
24 9.34±0.07 5.90±0.16 4.63±0.11 8.40±0.16 
48 8.60±0.22 5.82±0.33 4.04±0.07 8.23±0.24 

น ้าเสียดิบ 6.66±0.05 4.14±0.33 3.60±0.03 6.16±0.08 
 

 
   เม่ือวิเคราะห์ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย พบว่าปริมาณน ้ ามนัและไขมนั
ลดลง 41.59 % และ 61.27 %  ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซล ตามล าดบั แสดงในตารางท่ี 3-4 แสดงให้เห็นว่ากรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลมี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณน ้ ามนัและไขมนัท่ีลดลง ซ่ึงถา้ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัลดลงปริมาณกรด
ไขมนัอิสระและกลีเซอรอลจะเพิ่มข้ึน เพราะผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนั คือ 
กรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล และยงัพบวา่ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน ซ่ึงเป็นผลมาจากการ
ยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียท่ีไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนัอิสระสายโซ่ยาว (Long chain 
free fatty acid, LCFAs) และกลีเซอรอลท่ีละลายอยูใ่นน ้ าท าให้ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 
(Jeganathane et al., 2007) โดยปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 9.26 % และ 18.01 % ซ่ึงอาจมีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพเน่ืองจากน ้ ามนัท่ีเป็นสารโมเลกุลใหญ่ถูกเปล่ียนเป็นกรด
ไขมนัท่ีเป็นสารโมเลกุลเล็ก ซ่ึงง่ายต่อการน าไปใชข้องจุลินทรียใ์นระบบหมกัไร้อากาศ 
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ตารางท่ี 3-4 ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัท่ีลดลงและปริมาณซีโอดีละลายน ้ าท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือใชร้ะยะเวลา 
                    ในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 24 ชัว่โมง และใชแ้ผน่เอนไซมต์รึงรูป 2 และ 3 แผ่น    
         (1 แผน่ขนาด 1 ตร.ซม.) ต่อน ้ าเสีย 120 ml ส าหรับน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลและ 
        น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ ตามล าดบั 

น ้าเสีย น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
ค่า SCOD (mg/l) ค่า O&G (mg/l) ค่า SCOD (mg/l) ค่า O&G (mg/l) 

ก่อนใชเ้อนไซม ์ 49,000±6,387.49 2,270±4.00 118,889±10,478.93 17,140±4.00 
หลงัใชเ้อนไซม ์ 54,000±4,242.64 1,326±9.90 145,000 ±7,071.07 6,638±10.61 

% (เพิ่ม/ลด) + 9.26 - 41.59 + 18.01 - 61.27 
     
                การท างานของเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัปัจจยัหลายปัจจยั ถา้ปัจจยัดงักล่าวไม่เหมาะสม
กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงหรือไม่สามารถท างานได ้ซ่ึงนอกจากปัจจยัดา้นพีเอชและอุณหภูมิ 
ความเขม้ขน้ของสับสเตรท (Substrate) ก็เป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึง เน่ืองจากสับสเตรทท่ีมี
ความเขม้ขน้มากเกินไปสามารถท าใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงได ้โดยจากการทบทวนเอกสาร
ท่ีเก่ียวขอ้ง พบวา่ เนยเหลวและน ้ามนัมะกอกท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 5 % และ 3 % ตามล าดบั จะลด
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส (Eitenmiller et al., 1970) เอนไซม์ไลเปสจากเช้ือ Achromobacter 
lipolyticum จะแสดงกิจกรรมลดลงเม่ือใชก้ลีเซอไรด์สังเคราะห์ท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ 10 % เป็น
สับสเตรท (Khan et al., 1967) ซ่ึงการลดลงของกิจกรรมเอนไซมส่์งผลให้ความสามารถในการ
ก าจดัน ้ามนัและไขมนัลดลง ท าใหป้ระสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีลดลงดว้ย ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึง
ศึกษากบัน ้ าเสียท่ีท าการเจือจางดว้ย โดยใช้อตัราส่วนน ้ าเสียต่อน ้ ากลัน่ 1:6 (ใช้อตัราการเจือจาง
เดียวกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2006) เน่ืองจากปริมาณความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและ
ไขมนัของน ้าเสียมีลกัษณะใกลเ้คียงกนั) ผลการศึกษา พบวา่ ใหผ้ลการศึกษาในลกัษณะเดียวกนั คือ 
น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลตอ้งใชแ้ผน่เอนไซมต์รึง 3 แผน่ 
และ 2 แผน่ (1 แผน่ขนาด 1 ตร. ซม.) ต่อน ้าเสีย 120 ml ท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง จึงจะให้ปริมาณกรด
ไขมนัอิสระและกลีเซอรอลสูงสุด โดยกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลเพิ่มข้ึน 37.13 % และ 35.92 
% ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม กรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลเพิ่มข้ึน 54.24 % และ 
54.76  % ส าหรับน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงปริมาณของกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล
เพิ่มข้ึนมากกวา่น ้าเสียท่ีไม่ท าการเจือจาง แสดงวา่ความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียท่ีมาก
เกินไปมีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์โดยผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 3-5 
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ตารางท่ี 3-5 สภาวะท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึงยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียตวัอยา่ง  
        ท่ีเจือจางอตัราส่วนน ้าเสียต่อน ้ากลัน่ 1:6 

จ  านวนแผน่
เอนไซม ์
(แผน่) 

ระยะเวลา
สัมผสั 
(ชม.) 

น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียโรงงานผลิตไบโอดีเซล 
กรดไขมนัอิสระ 

(%) 
กลีเซอรอล 

(%) 
กรดไขมนัอิสระ 

(%) 
กลีเซอรอล 

(%) 
 

1 
12 1.02±0.07 0.92±0.08 0.58±0.02 3.63±0.08 
24 1.23±0.07 1.05±0.08 1.08±0.07 2.53±1.96 
48 0.78±0.02 1.05±0.08 0.73±0.09 3.68±0.16 

 
2 

12 1.13±0.02 1.11±0.16 0.90±0.04 4.37±0.33 
24 1.36±0.04 1.20±0.08 1.18±0.07 7.25±0.16 
48 1.06±0.05 1.05±0.08 0.99±0.02 4.55±0.24 

 
3 

12 1.18±0.07 1.27±0.08 0.72±0.07 4.49±0.16 
24 1.67±0.02 1.42±0.16 0.97±0.04 5.81±0.08 
48 0.96±0.13 1.03±0.16 0.79±0.04 4.72±0.16 

น ้าเสียดิบ 1.05±0.39 0.91±0.16 0.54±0.04 3.28±0.24 
   
 
   เม่ือวิเคราะห์ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย พบว่าปริมาณน ้ ามนัและไขมนั
ลดลง 58.48 % และ 69.67 %  ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซล ตามล าดบั แสดงในตารางท่ี 3-6 นอกจากน้ีปริมาณซีโอดีละลายน ้ าก็เพิ่มข้ึนดว้ยเช่นกนั 
โดยซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 17.5 %  และ 22.30 % ซ่ึงเป็นผลมาจากกรดไขมนัอิสระและ 
กลีเซอรอลท่ีเป็นผลิตภณัฑ์จากการยอ่ยน ้ ามนัและไขมนัละลายอยูใ่นน ้ าท าให้ปริมาณซีโอดีละลาย
น ้าเพิ่มข้ึนและจากการศึกษาจะเห็นวา่ท่ีจ  านวนแผน่เอนไซมต์รึง 3 แผน่ และ 2 แผน่ (1 แผน่ขนาด 1 
ตร.ซม.) ต่อน ้ าเสีย 120 ml และระยะเวลาสัมผสัระหวา่งแผน่เอนไซมก์บัน ้ าเสีย 24 ชัว่โมงเท่ากนั
กบัน ้ าเสียท่ีไม่ท าการเจือจาง พบวา่การเจือจางท่ีอตัราส่วน 1:6 ช่วยให้เอนไซมท์ างานไดดี้ข้ึน อาจ
เป็นเพราะน ้ าเสียท่ีไม่ท าการเจือจางมีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัสูง ซ่ึงอาจยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม์ เพราะความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัท่ีมากเกินไปสามารถยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมไ์ด ้(Khan et al., 1967; Eitenmiller et al., 1970) แต่อยา่งไรก็ตามควรมีการศึกษาจ านวน
แผน่เอนไซมต์รึงและอตัราการเจือจางเพิ่มเติม 
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ตารางท่ี 3-6 ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัท่ีลดลงและปริมาณซีโอดีละลายน ้ าท่ีเพิ่มข้ึนของน ้ าเสียท่ีท า 
         การเจือจางอตัราส่วน 1:6 โดยใชร้ะยะเวลาท าปฏิกิริยา 24 ชัว่โมง และใชแ้ผน่เอนไซม ์ 
         2 และ 3 แผน่ (1 แผน่ ขนาด 1 ตร.ซม.) ต่อปริมาตรน ้ าเสีย 120 ml ส าหรับน ้ าเสียจาก 
        การผลิตไบโอดีเซลและน ้าเสียจากโรงงานน ้ามนัปาลม์ ตามล าดบั 

น ้าเสีย น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
ค่า SCOD (mg/l) ค่า O&G (mg/l) ค่า SCOD (mg/l) ค่า O&G (mg/l) 

ก่อนใชเ้อนไซม ์ 16,500±707.11 997±82.02 54,000±2,828.43 6,215±7.07 
หลงัใชเ้อนไซม ์ 20,000±1,414.21 414±35.36 69,500±4,242.64 1,885±5.66 

% (เพิ่ม/ลด) + 17.5 - 58.48 + 22.30 - 69.67 
   
 
   นอกจากน้ียงัพบว่าในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ปริมาณกรด
ไขมนัอิสระ กลีเซอรอล และซีโอดีละลายน ้ าของน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเพิ่มข้ึน
มากกวา่น ้าเสียของโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ทั้งน ้าเสียท่ีไม่เจือจางและน ้าเสียท่ีเจือจาง อีกทั้งปริมาณ
น ้ามนัและไขมนัก็ลดลงมากกวา่ดว้ย  อาจเป็นเพราะลกัษณะน ้ าเสียท่ีมีความแตกต่างกนั โดยน ้ าเสีย
จากการผลิตไบโอดีเซลมีสภาพเป็นอิมลัชนัแบบน ้ าในน ้ า (Oil in water emulsion) เน่ืองจากการ
ปนเป้ือนสบู่ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาขา้งเคียงของการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ท่ีใช้ด่างเป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา ส่วนน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมีสถานะเป็นน ้ ามนัในน ้ า  แสดงให้เห็นว่า
น ้ าเสียท่ีมีสภาพเป็นอิมลัชนัมีความเหมาะสมท่ีจะใชเ้อนไซม์บ าบดัเบ้ืองตน้มากกว่าน ้ าเสียท่ีไม่มี
สภาพเป็นอิมลัชัน แมว้่าการใช้เอนไซม์ย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียเหมาะกบัน ้ าเสียท่ีมี
สถานะเป็นน ้ามนัในน ้าหรือยอ่ยน ้ามนัในน ้าไดดี้ (อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลู, 2556)  

3.5 ผลของการใช้เอนไซม์บ าบัดน า้เสียเบือ้งต้น  
  การใช้ตวัเร่งทางชีวภาพ (Biocatalyst) หรือเอนไซม์ส าหรับก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ า
เสียเป็นทางเลือกท่ีมีประสิทธิภาพ แมใ้นน ้ าเสียจะมีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัสูง เม่ือเทียบ
กบัเทคนิคหรือวิธีการท่ีมีอยู่เดิม เช่น การใชก้ระบวนการโคแอกกูเลชนั กระบวนการตะกอนลอย
แบบอดัอากาศ และกระบวนการดูดซบั เป็นตน้ (Woolard and Irvine, 1995) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึง
เลือกใชเ้อนไซมอิ์สระเพื่อก าจดัน ้ามนัและไขมนัออกจากน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสีย
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยเปรียบเทียบกบัเอนไซมต์รึงรูป โดยผลการศึกษามีดงัต่อไปน้ี 
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   3.5.1 ผลการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงบ าบัดเบือ้งต้นน ้าเสียโรงงานน ้ามันปาล์ม 
   จากการทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใช้เอนไซมบ์ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้พบว่า
เอนไซมมี์ประสิทธิภาพค่อนขา้งสูงในการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสีย (Sharma et al., 2001; 
Nakhla et al., 2003; Jeganathan et al., 2006; Jeganathan et al., 2007; Mobarak et al., 2012; 
Domingues et al., 2015; Meng et al., 2015) จึงสนใจศึกษาการใชเ้อนไซมบ์ าบดัน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์เบ้ืองตน้เน่ืองจากเป็นอุตสาหกรรมท่ีส าคญัในภาคใตข้องประเทศไทย ซ่ึงผลการศึกษา
พบว่าลกัษณะสมบติัทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผ่านการบ าบดัดว้ย
เอนไซมอิ์สระมีสีจางลงเล็กนอ้ย มีค่าซีโอดีทั้งหมด 34,000 mg/l มีปริมาณน ้ ามนัและไขมนั 1,210 
mg/l ซ่ึงการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระสามารถลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้44.56 % ลดน ้ ามนัและ
ไขมนัได้ 46.70 % ดงัแสดงในตารางท่ี 3-7 แสดงให้เห็นว่าการบ าบดัด้วยเอนไซม์อิสระมี
ประสิทธิภาพค่อนขา้งสูงส าหรับก าจดัน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสีย แต่หลงัการยอ่ยดว้ยเอนไซมอิ์สระ
ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายและปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 16.28 % และ 21.31 % ตามล าดบั 
เป็นผลมาจากการยอ่ยน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสียโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมใ์ห้กลายเป็น
กรดไขมนัและกลีเซอรอล โดยความสัมพนัธ์ของการลดลงของซีโอดีทั้งหมดกบัซีโอดีละลายน ้ า
แสดงในภาพท่ี3-11 ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของกรดไขมนัและกลีเซอรอลน่าจะเป็นผลดีต่อการเพิ่มผลผลิต
ก๊าซชีวภาพและอาจจะช่วยลดระยะเวลาการในการหมกัเพราะกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลจะ
ถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติกและก๊าซไฮโดรเจนและเปล่ียนเป็นมีเทนได้เร็วข้ึน นอกจากน้ีปริมาณ
ของแขง็ทั้งหมดและของแขง็แขวนลอยก็เพิ่มข้ึนดว้ยเป็นเพราะสบู่ซ่ึงเกิดจากการท่ีน ้ ามนัและไขมนั
ในน ้ าเสียท าปฏิกิริยากบัด่างท่ีเดิมลงไปเพื่อปรับพีเอชน ้ าเสียก่อนใช้เอนไซม์บ าบดัรวมตวักนัเป็น
โครงสร้างท่ีเรียกว่าไมเซลล์ โดยส่วนหางของโมเลกุลสบู่รวมตวักบัหยดน ้ ามนัหรือรวมตวักนัเอง
กลายเป็นแกนน ้ ามนัของโครงสร้างไมเซลล์ ส่วนหัวของโมเลกุลสบู่จะอยู่บริเวณโดยรอบแกน
น ้ ามนัและสร้างพนัธะกับน ้ า ส่งผลให้แขวนลอยอยู่ในน ้ าได้ ท  าให้ปริมาณของแข็งแขวนลอย
เพิ่มข้ึนและเม่ือของแขง็แขวนลอยเพิ่มข้ึนปริมาณของแขง็ทั้งหมดก็เพิ่มข้ึนดว้ย   
   โดยทัว่ไปเอนไซมอิ์สระละลายน ้ าและไม่เสถียร เอนไซมจึ์งปนอยูใ่นน ้ าเสียและ
หลุดไปกบัน ้ าเสียท่ีบ าบดั ท าให้ใชง้านไดเ้พียงคร้ังเดียว ส่งผลให้ค่าใช้จ่ายในการบ าบดัสูง ดงันั้น
การใช้เอนไซม์ตรึงรูปจึงเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการประยุกต์ใช้บ  าบดัน ้ าเสีย เน่ืองจากช่วยลด
ค่าใชจ่้ายในการบ าบดัเพราะสามารถแยกเอนไซมท่ี์ตรึงออกมาไดแ้ละสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้
(อรัญ หนัพงศกิ์ตติกูล, 2556) มีความทนทานต่ออุณหภูมิและพีเอชไดดี้กวา่ (Chang and Juang, /จ
2005; Bayramoglu et al., 2011; Liu et al., 2013) นอกจากน้ีเอนไซมต์รึงรูปสามารถใชง้านได้
หลากหลาย สามารถควบคุมปฏิกิริยาได ้และทนต่อความร้อน (Knezevic et al., 2002; Matsumoto 
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and Ohashi, 2003; Chiou and Wu, 2004 อา้งโดย Jeganathan et al., 2007) ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึง
ศึกษาการใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มด้วย เพื่อเป็นแนวทางในการ
ประยุกตใ์ชส้ าหรับบ าบดัน ้ าเสียในขั้นตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพ ซ่ึงจาก
การศึกษาพบว่าน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มท่ีผ่านการบ าบดัด้วยเอนไซม์ตรึงรูปมีค่าซีโอดี 
38,000 mg/l น ้ ามนัและไขมนั 1,310 mg/l  ของแข็งทั้งหมด 40,450 mg/l ซ่ึงการบ าบดัดว้ยเอนไซม์
ตรึงรูปสามารถก าจดัซีโอดีทั้งหมดได้ 38.04 % ก าจดัน ้ ามนัและไขมนัได้ 42.29 % ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3-7 แสดงให้เห็นว่าการบ าบดัด้วยเอนไซม์ตรึงรูปมีประสิทธิภาพสูงส าหรับก าจดัน ้ ามนั
และไขมนัในน ้ าเสียแต่นอ้ยกวา่เอนไซม์อิสระเล็กนอ้ย โดยเอนไซม์อิสระให้ประสิทธิภาพในการ
ก าจดัซีโอดีทั้งหมด 44.56 % ลดน ้ ามนัและไขมนัได ้46.70 % นอกจากน้ีพบว่าน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาล์มท่ีทิ้งให้ตกตะกอนแล้วผ่านการบ าบดัดว้ยเอนไซม์ตรึงรูปให้ปริมาณซีโอดีละลายน ้ า
เพิ่มข้ึน 14.29 %  และใหป้ริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายเพิ่มข้ึน 11.77 %   

ตารางท่ี 3-7 ลักษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มท่ีผ่านการบ าบดั 
         เบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ 
น ้าเสียท่ีไม่ผา่น
การบ าบดั 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
บ าบดัดว้ย

เอนไซมอิ์สระ 

% การ
เพิ่มข้ึน 
 ลดลง 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
บ าบดัดว้ย

เอนไซมต์รึงรูป 

% การ
เพิ่มข้ึน 
 ลดลง 

pH 4.60±0.12 7.49±0.05 - 7.68±0.04 - 
TCOD  61,333±1,154.70 34,000±2,828.43 - 44.56 38,000±1,414.21 - 38.04 
SCOD  24,000±1,673.32 30,500±2,121.32 + 21.31 28,000±1,414.21 + 14.29 
TS  35,380±989.95 40,965±77.78 + 13.63 40,450±636.40 + 12.53 
SS  11,530±127.28 12,770±70.71 + 9.71 12,490±155.56 + 7.69 
O&G  2,270±4.00 1,210±109.60 - 46.70 1,310±7.07 - 42.29 
BOD  28,350±606.22 18,500±707.11 - 34.74 18,800±707.11 - 33.69 
Alkalinity  1,100±7.07 970±28.28 - 11.82 960±84.85 - 12.73 
VFA  5,735±403.05 6,850±70.71 + 16.28 6,500±42.43 + 11.77 

หมายเหตุ: ทุกพารามิเตอร์มีหน่วยเป็น mg/l ยกเวน้ pH 
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   แต่อยา่งไรก็ตามหลงัผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปปริมาณ
ซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัและปริมาณของแข็งยงัคงมีค่าสูงมาก ผูศึ้กษาจึงเล็งเห็นถึงความจ าเป็นของ
การบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ก่อนการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซม์ตรึงรูปเพื่อเป็นการช่วยลด
ความสกปรกในน ้ าเสียโดยเฉพาะน ้ ามนั เน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัท่ีมากเกินไป
อาจยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบ จากการทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบ าบดัน ้ าเสีย
โรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มพบว่าการบ าบัดน ้ าเสียจากโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มจะใช้การทิ้งให้
ของแข็งแขวนลอยตกตะกอนก้นบ่อ ดงันั้นจึงใช้การทิ้งให้ตกตะกอนบ าบดัน ้ าเสียโรงงานสกัด
น ้ ามันปาล์มเบ้ืองต้นก่อนใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปด้วย โดยทิ้งให้ตกตะกอนท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วเอาเฉพาะน ้ าเสียด้านบนมาบ าบดัด้วยเอนไซม์อิสระและ
เอนไซม์ตรึงรูปตามสภาวะการท างานท่ีเหมาะสมของเอนไซม์  ซ่ึงเม่ือท าการวิเคราะห์ลกัษณะ
สมบติัทางเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผ่านการทิ้งให้ตกตะกอนแล้วบ าบดัต่อด้วย
เอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปพบวา่มีค่าซีโอดีทั้งหมด 30,000 mg/l และ 33,000 mg/l มีปริมาณ
น ้ ามนัและไขมนั 780 mg/l และ 820 mg/l ซ่ึงสามารถลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้ 49.15 % และ 
44.07 % ลดน ้ ามนัและไขมนัได ้55.63 % และ 53.34 %  ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-8 และ
หลงัการยอ่ยดว้ยเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายเพิ่มข้ึน 18.94 % 
และ 17.11 % ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 32.08 %  และ 21.74 % ตามล าดบั ซ่ึงความสัมพนัธ์
ของปริมาณซีโอดีทั้งหมดและปริมาณซีโอดีละลายน ้ ามีลกัษณะเช่นเดียวกนักบัน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ ามนัปาล์มท่ีไม่ผ่านการทิ้งให้ตกตะกอน แสดงในภาพท่ี 3-11 การเพิ่มข้ึนของกรดไขมนัระเหย
เป็นผลมาจากการย่อยน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ไลเปสให้
กลายเป็นกรดไขมนัและกลีเซอรอล ซ่ึงน่าจะเป็นผลดีต่อการเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพเพราะกรด
ไขมนัอิสระและกลีเซอรอลจะถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติกและก๊าซไฮโดรเจนและเปล่ียนเป็นมีเทน
ไดเ้ร็วข้ึน นอกจากน้ีปริมาณของแข็งทั้งหมดและของแข็งแขวนลอยก็เพิ่มข้ึนดว้ยเช่นเดียวกนัเป็น
เพราะสบู่ท่ีเกิดจากการท่ีน ้ามนัและไขมนัในน ้าเสียท าปฏิกิริยากบัด่าง (NaOH) ท่ีเดิมลงไปเพื่อปรับ
พีเอชน ้ าเสียก่อนท่ีจะใช้เอนไซม์บ าบดั โดยส่วนหางของโมเลกุลสบู่รวมตวักบัหยดน ้ ามนัหรือ
รวมตวักนัเองกลายเป็นแกนน ้ ามนัของโครงสร้างไมเซลล์ ส่วนหัวของโมเลกุลสบู่จะอยู่บริเวณ
โดยรอบแกนน ้ามนัและสร้างพนัธะกบัน ้ า ส่งผลให้แขวนลอยอยูใ่นน ้ าได ้ท าให้ของแข็งแขวนลอย
เพิ่มข้ึน 
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ตารางท่ี 3-8 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียของโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผา่นการทิ้งให ้
       ตกตะกอนแลว้บ าบดัดว้ย เอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
ทิ้งใหต้กตะกอน 

น ้าเสียท่ีทิ้งให้
ตกตะกอน+
เอนไซมอิ์สระ 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

น ้าเสียท่ีทิ้งให้
ตกตะกอน+

เอนไซมต์รึงรุป 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

   pH     4.59±0.05 7.48±0.06 - 7.74±0.11 - 
  TCOD  59,000± 4,242.61 30,000±1,414.21 - 49.15 33,000±1,414.21 - 44.07 
  SCOD  18,000± 1,414.21 26,500± 707.11 + 32.08 23,000±1,414.21 + 21.74 
  TS  23,480± 579.83 27,425±982.88 + 14.38 26,580±806.10 +  11.66 
  SS  8,610±240.42 9,710±127.28 + 11.33 9,590±14.14 + 10.22 
  O&G   1,758±50.91   780±31.82 - 55.63 820±24.75 - 53.34 
  BOD  27,000±1,414.21 17,000±1,060.66 - 37.04 18,000±1,414.21 - 34.55 
  Alkalinity  1073±10.61 830±14.142 - 22.65 845±35.36 - 21.25 
  VFA  5,715±49.50 7,050±28.28 + 18.94 6,895±49.50 + 17.11 

หมายเหตุ: ทุกพารามิเตอร์มีหน่วยเป็น mg/l ยกเวน้ pH 

 

   เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ ก่อนการใช้เอนไซม์
อิสระและเอนไซมต์รึงรูป พบวา่ น ้าเสียท่ีทิ้งให้ตกตะกอนก่อนแลว้ใชเ้อนไซมอิ์สระบ าบดัสามารถ
ลดซีโอดีทั้งหมด บีโอดี น ้ ามนัและไขมนัได้สูงกว่า เน่ืองจากปริมาณน ้ ามนัท่ีเขม้ขน้มากไปมีผล
ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์ซ่ึงการทิ้งให้ตกตะกอนสามารถลดความเขม้ขน้ของน ้ ามนัในน ้ าเสีย
ไดเ้พราะตะกอนท่ีตกตะกอนก็มีปริมาณน ้ ามนัเจือปนอยูด่ว้ย ท าให้ปริมาณน ้ ามนัลดลงหลงัการทิ้ง
ให้ตกตะกอน ส่งผลให้น ้ าเสียท่ีผ่านการตกตะกอนสามารถลดซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัไดม้ากกว่า
เม่ือใชเ้อนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปบ าบดัอีกคร้ัง 
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ภาพท่ี 3-11 ความสัมพนัธ์ของการลดลงของซีโอดีทั้งหมดกบัซีโอดีละลายน ้ าหลงัการใช้……..… 
                   เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบัดเบ้ืองต้นของน ้ าเสียโรงงานสกัด………. 
                   น ้ามนัปาลม์และน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการทิ้งใหต้กตะกอน….  

 
   จากภาพท่ี 3-11 จะเห็นวา่หลงัการใชเ้อนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงบ าบดัน ้ าเสีย
เบ้ืองตน้ปริมาณซีโอดีทั้งหมดลดลงแต่ปริมาณซีโอดีละลายน ้ ากลบัเพิ่มข้ึน ซ่ึงการท่ีปริมาณซีโอดี
ละลายน ้ าเพิ่มข้ึนเป็นเพราะผลจากการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ไลเปสกบัน ้ ามนัและ
ไขมนัในน ้าเสียไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนัอิสระสายโซ่ยาวและกลีเซอรอลท่ีละลายอยูใ่นน ้ า  เม่ือ
พิจารณาถึงปริมาณน ้ามนัและไขมนัท่ีลดลงกบัปริมาณซีโอดีละลายน ้าท่ีเพิ่มข้ึนจะเห็นวา่น ้ ามนัและ
ไขมนัลดลงสูงแต่ปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย ทั้งน้ีเพราะน ้ ามนัและไขมนัท่ีอยูใ่น
น ้ าเสียถูกเปล่ียนเป็นสบู่ดว้ยในบางส่วน ซ่ึงเกิดจากการใช้ด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ในการปรับพี
เอชก่อนการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระเพื่อให้น ้ าเสียมีสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์
อิสระ นอกจากน้ีกรดไขมนัอิสระท่ีเกิดข้ึนสามารถถูกออกซิไดซ์ดว้ยออกซิเจนเป็นกรดไขมนัท่ีมี
โมเลกุลขนาดเล็กและระเหยไดง่้าย ซ่ึงส่งผลให้ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่าย (VFA) เพิ่มข้ึนดว้ย
  เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีใช้เอนไซม์อิสระบ าบัด
เบ้ืองตน้พบวา่ผลการศึกษาสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2007) และ Qamsari 
และคณะ (2012) ท่ีพบวา่หลงัผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึนและ
พบวา่สามารถลดซีโอดีทั้งหมด (TCOD) ไดใ้กลเ้คียงกนัมากกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ 
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(2007) และใกลเ้คียงกบังานวิจยัของ Abrunhusa และคณะ (2013) ท่ีลดซีโอดีทั้งหมดได ้48 % และ 
45 % ตามล าดบั โดยในงานวิจยัน้ีสามารถลดซีโอดีทั้งหมดได ้44.56 % และ 49.15 % ส าหรับน ้ า
เสียท่ีไม่ทิ้งให้ตกตะกอนและน ้ าเสียท่ีทิ้งให้ตกตะกอนก่อนใช้เอนไซม์อิสระบ าบัดเบ้ืองต้น 
ตามล าดบั ส่วนความสามารถในการลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัใกลเ้คียงกนัเฉพาะกบังานวิจยัของ 
Abrunhusa และคณะ (2013) ท่ีลดปริมาณน ้ามนัและไขมนัได ้48 % และงานวิจยัน้ีลดปริมาณน ้ ามนั
และไขมนัได ้46.70 % และ 55.63 % ส าหรับน ้ าเสียท่ีไม่ทิ้งให้ตกตะกอนและน ้ าเสียท่ีทิ้งให้
ตกตะกอนก่อนแลว้ใชเ้อนไซมอิ์สระบ าบดัเบ้ืองตน้ก่อนผลิตก๊าซชีวภาพ ตามล าดบั แต่แตกต่างกบั
งานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2007) ท่ีสามารถลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัไดสู้งถึง 65 %  
ทั้งน้ีเป็นเพราะลกัษณะน ้าเสียท่ีใชข้องงานวจิยัน้ีกบังานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งค่อนขา้งแตกต่างกนั  
   เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีท าการศึกษาเก่ียวกับการใช้
เอนไซมต์รึงรูปบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้พบวา่หลงัการใชเ้อนไซมต์รึงรูปบ าบดัเบ้ืองตน้น ้ าเสียโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์ปริมาณซีโอดีทั้งหมดลดลงไดสู้งกวา่งานวจิยัของ Kanmani และคณะ (2015) เพียง
เล็กน้อย คือ ในงานวิจยัน้ีลดซีโอดีทั้งหมดได ้38.04 % โดยท่ีงานวิจยัของ Kanmani และคณะ 
(2015) ลดซีโอดีทั้งหมดได ้32 % แต่ค่อนขา้งแตกต่างกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2007) 
ท่ีลดซีโอดีทั้งหมดได ้45 % ส่วนปริมาณน ้ามนัและไขมนัลดลงนอ้ยกวา่งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งเล็กนอ้ย
ถา้เทียบกบังานวิจยัของ Nilesh และ Mukhopadhyay (2012) ท่ีลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้47 % 
ซ่ึงในงานวิจยัน้ีลดน ้ ามนัและไขมนัได ้42.29 % แต่ถา้เทียบกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ 
(2007) และงานวิจยัของ Kanmani และคณะ (2015) ในงานวิจยัน้ีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัลดลง
นอ้ยกวา่มาก ซ่ึงลดไดเ้พียง 42.29 % โดยท่ีงานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2007) และงานวิจยั
ของ Kanmani และคณะ (2015) ลดน ้ามนัและไขมนัได ้62 และ 52 % ตามล าดบั ส่วนน ้ าเสียโรงงาน
สกัดน ้ าปาล์มท่ีทิ้งให้ตกตะกอนก่อนแล้วบ าบัดด้วยเอนไซม์ตรึงรูปอีกคร้ัง สามารถลดซีโอดี
ทั้งหมดได ้44.07 % ซ่ึงใกลเ้คียงกบังานวิจยัของ ของ Jeganathan และคณะ (2007) ท่ีลดปริมาณซี
โอดีทั้งหมด 45 % ส่วนความสามารถในการลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัพบวา่ใกลเ้คียงกบังานวิจยั
ของ Kanmani และคณะ (2015) ท่ีลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้53 % ซ่ึงงานวิจยัน้ีสามารถลด
ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได้ 53.34 % แต่แตกต่างกนัมากกบังานวิจยัของ Jeganathan และคณะ 
(2007) ซ่ึงงานวจิยัน้ีลดปริมาณน ้ามนัและไขมนัได ้62 % ซ่ึงเกิดจากการใชว้ิธีการตรึงท่ีแตกต่างกนั 
การใชเ้อนไซมท่ี์ผลิตจากจุลินทรียท่ี์ต่างชนิดกนัและการใชส้ภาวะของการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนั
  เม่ือน าผลวิเคราะห์ซีโอดีและบีโอดีท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์มาค านวณหาอตัราส่วน
ของบีโอดีต่อซีโอดี (BOD5 /COD) พบวา่หลงัผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระอตัราส่วนของบีโอดี
ต่อซีโอดีเพิ่มข้ึนทั้งน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัใดๆ ก่อนการใชเ้อนไซมอิ์สระและน ้าเสียท่ีผา่นการทิ้ง
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ให้ตกตะกอนก่อนแลว้ใชเ้อนไซมอิ์สระ ซ่ึงเพิ่มข้ึนเป็น 0.49 และ 0.57 ตามล าดบั ส่วนอตัราส่วน 
บีโอดีต่อซีโอดีของน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มท่ีผ่านการบ าบัดด้วยเอนไซม์ตรึงรูปมีค่า
อตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีเพิ่มข้ึนจากน ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ 
เล็กนอ้ย โดยเพิ่มข้ึนจาก 0.46 เป็น  0.49 การเพิ่มข้ึนของอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีน้ีหมายถึงการ
เพิ่มความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ เน่ืองจากการใช้เอนไซม์ช่วยลดปริมาณน ้ ามนัและ
ไขมนั ซ่ึงย่อยสลายไดช้้าตามธรรมชาติและเป็นตวัการท่ีน าให้น ้ าเสียย่อยสลายไดย้ากทางชีวภาพ 
ส่วนน ้ าเสียท่ีผ่านการทิ้งให้ตกตะกอนแลว้ใช้เอนไซมต์รึงรูปบ าบดัอีกคร้ัง พบว่าอตัราส่วนบีโอดี
ต่อซีโอดีเพิ่มข้ึนมากจากน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ โดยเพิ่มข้ึนจาก 
0.46 เป็น 0.55 จะเห็นวา่น ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัหลายขั้นตอนสามารถเพิ่มความสามารถในการยอ่ย
สลายทางชีวภาพ เน่ืองจากการทิ้งให้ตกตะกอนก็เป็นการช่วยลดน ้ ามนัท่ีอยู่ในตะกอนออกไปได้
บางส่วนแลว้เม่ือน ามาบ าบดัต่อดว้ยเอนไซม์ตรึงรูป น ้ ามนัและไขมนัก็จะถูกย่อยเพิ่มข้ึนส่งผลให้
ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพเพิ่มข้ึน แต่อย่างไรก็ตามการใช้เอนไซม์อิสระสามารถ
เพิ่มความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพไดม้ากกวา่เพราะเอนไซมอิ์สระลดน ้ ามนัและไขมนั
ไดม้ากกวา่เอนไซมต์รึงรูป แต่เพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น 

 3.5.2 ผลการใช้เอนไซม์อสิระและเอนไซม์ตรึงบ าบัดเบือ้งต้นน า้เสียจากการผลิตไบโอดีเซล
  หลงัการใช้เอนไซม์อิสระบ าบดัน ้ าเสียไบโอดีเซลเบ้ืองตน้ พบวา่ น ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลมีลกัษณะขุ่นข้ึนเล็กนอ้ย เม่ือตรวจวเิคราะห์ทางเคมีพบวา่มีค่าซีโอดีทั้งหมด 54,667 
mg/l น ้ ามนัและไขมนั 5,465 mg/l  ของแข็งทั้งหมด 135,080 mg/l ซ่ึงการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ
สามารถก าจดัสารอินทรียใ์นรูปซีโอดีทั้งหมดได ้66.12 %  ก าจดัน ้ ามนัและไขมนัได ้ 68.12 % ดงั
แสดงในตารางท่ี 3-9 และพบว่าหลงัผ่านการบ าบดัดว้ยเอนไซม์อิสระปริมาณซีโอดีละลายน ้ า 
ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายเพิ่มข้ึน 13.58 % และ 27.49 % ตามล าดบั ส่วนน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีผา่น
การบ าบดัดว้ยเอนไซม์ตรึงรูปมีปริมาณซีโอดีทั้งหมด 61,000 mg/l น ้ ามนัและไขมนั 5,958 mg/l  
ของแข็งทั้งหมด 126,225 mg/l ซ่ึงการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูปสามารถลดซีโอดีทั้งหมด 62.19 % 
ลดน ้ ามนัและไขมนั 65.24 % ดงัแสดงในตารางท่ี 3-9 นอกจากน้ีหลงัการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์รึงรูป
ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายและปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 16.12 % และ 11.22 % ตามล าดบั 
ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของกรดไขมนัอิสระและปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเป็นผลมาจากการย่อยน ้ ามนัและ
ไขมันในน ้ าเสียโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ไลเปสให้กลายเป็นกรดไขมันและ 
กลีเซอรอล ทั้งน้ีกรดไขมนัอิสระท่ีเกิดข้ึนสามารถถูกออกซิไดซ์ดว้ยออกซิเจนเป็นกรดไขมนัท่ีมี
โมเลกุลขนาดเล็กและระเหยไดง่้าย ซ่ึงส่งผลให้ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่าย (VFA) เพิ่มข้ึน ซ่ึง
น่าจะเป็นผลดีต่อการผลิตก๊าซชีวภาพเน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถน าไปใช้ได้ง่ายและเปล่ียนเป็น
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มีเทนไดเ้ร็วข้ึน แต่หากมีมากเกินไปก็สามารถยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียไ์ด ้โดยระบบท่ีท างาน
ปกติจะมีค่าความเขม้ขน้กรดระเหยง่ายไม่เกิน 2,000 mg/l  แต่ถ้าปริมาณความเขม้ขน้มีมากถึง 
8,000-10,000 mg/l จะท าให้เป็นอนัตรายต่อระบบโดยตรง นอกจากน้ีปริมาณของแข็งทั้งหมดและ
ของแขง็แขวนลอยก็เพิ่มข้ึนดว้ยเพราะมาจากกลีเซอรอลท่ีเพิ่มข้ึนหลงัการยอ่ยน ้ ามนัและเป็นเพราะ
การเติมกรดเพื่อปรับพีเอชน ้ าเสียให้เหมาะสมกบัการท างานของเอนไซมมี์ผลท าให้เสถียรภาพของ
อิมลัชนัถูกท าลาย ซ่ึงสัมพนัธ์กบัค่าพีเอช คือ เม่ือปรับพีเอชให้ต ่ากวา่ 4 จะเกิดการเปล่ียนสถานะ
เป็นหยดน ้ ามนัและลอยข้ึนสู่ผิวน ้ า (Fujiia et al., 2007) แต่ในการปรับพีเอชเพื่อให้มีสภาวะท่ี
เหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม ์มีการปรับพีเอชเป็น 8 สถานะของอิมลัชนัมีการเปล่ียนแปลง
เป็นโมเลกุลท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนยงัไม่เกิดการรวมตวักนัเป็นหยดน ้ ามนั ส่งผลให้ของแข็งแขวนลอย
เพิ่มข้ึน  

ตารางท่ี 3-9 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการ 
         บ  าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป  

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ 

น ้าเสียท่ีไม่ผา่นการ
บ าบดั 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
บ าบดัดว้ย

เอนไซมอิ์สระ 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
บ าบดัดว้ย

เอนไซมต์รึงรูป 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

   pH     12.00±0.15 6.98±0.04 - 7.18±0.11 - 

  TCOD  161,333±3,265.99 54,667± 2,309.40 - 66.12 61,000±1,414.21 - 62.19 

  SCOD  43,500±3,563.71 50,333±2,081.67 +13.58 49,000±2,228.43 + 11.22 

  TS  110,980 ±84.85 135,080±6,731.66 + 17.84 126,225±5,267.95 + 12.08 

  SS  39,890±42.43 45,410± 325.27 + 12.16 43,110± 127.28 + 9.27 

  O&G  17,140±4.00 5,465±169.71 - 68.12 5,958±10.61 - 65.24 

  BOD  46,500±20 24,500± 707.11 - 47.31 25,850± 1,767.77 - 44.41 

  Alkalinity  6,159±12.02 3,450±106.07 - 43.98 3,660±339.41 - 40.57 

  VFA   952±8.84 1,313±53.03 + 27.49 1,135±91.92 + 16.12 

หมายเหตุ: ทุกพารามิเตอร์มีหน่วยเป็น mg/l ยกเวน้ pH 

   แต่อยา่งไรก็ตามหลงัผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปปริมาณ
ซีโอดี บีโอดี น ้ ามนัและไขมนั รวมทั้งปริมาณของแข็งยงัคงมีค่าสูงมาก ผูศึ้กษาจึงเล็งเห็นถึงความ
จ าเป็นของการปรับสภาพน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลก่อนน าไปบ าบดัดว้ยเอนไซม์อิสระ และ
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เอนไซม์ตรึงรูปเน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนัท่ีมากเกินไปอาจยบัย ั้งการท างานของ
จุลินทรีย์ในระบบ โดยจากการทบทวนเอกสารท่ีเก่ียวข้องพบว่าวิธีการปรับพีเอชด้วยกรดมี
ประสิทธิภาพสูงในการก าจดัน ้ ามันและไขมนัเพราะการเติมกรดลงไปในน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลท าให้โครงสร้างโมเลกุลเกลือของกรดคาร์บอกซิลิกหรือสบู่ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาสะปอน
นิฟิเคชนั (Saponification) ระหว่างกรดคาร์บอกซิลิก (Carboxylic acid) กบัด่างท่ีใช้เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (Trans esterification) เกิดปฏิกิริยาปลดปล่อยกรดคาร์บอกซิลิก 
หรือกรดไขมนัอิสระ (Pattherson, 1975; EPAP, 2002; G.P.A., 2009) และรวมตวักนักลายเป็นหยด
น ้ ามนั ดงันั้นจึงใชว้ิธีน้ีในการปรับสภาพน ้ าเสียเบ้ืองตน้ก่อนใชเ้อนไซมด์ว้ย โดยปรับพีเอชน ้ าเสีย
ให้เป็น 3 ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 1 นอร์มลั แลว้ทิ้งไว ้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
เพื่อใหน้ ้ามนัและตะกอนไขมนัลอยข้ึนเหนือผวิน ้า จากนั้นตกัออกและเอาเฉพาะน ้ าส่วนใสดา้นล่าง
ไปบ าบดัต่อดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป   
   เม่ือน าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยกรดไฮโดรคลอริกให้มี
ค่าพีเอชเท่ากบั 3 แลว้แยกตะกอนไขมนัออกมาบ าบดัต่อดว้ยเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูป
พบวา่ มีค่าซีโอดีทั้งหมด 15,500 mg/l และ 17,000 mg/l น ้ ามนัและไขมนั 356 mg/l และ 470 mg/l 
ของแขง็ทั้งหมด 16,040 mg/l และ 14,485 mg/l ซ่ึงการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป
น ้ าเสียท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดสามารถก าจดัสารอินทรียใ์นรูปซีโอดีทั้งหมด  46.95 %  และ 
37.80 % ก าจดัปริมาณน ้ ามนัและไขมนั 56.05 % และ 41.98 % ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 3-10 
นอกจากน้ีหลงัผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปปริมาณซีโอดีละลายน ้ าเพิ่มข้ึน 
15.20 % และ 12.12 % ปริมาณกรดไขมนัระเหยง่ายเพิ่มข้ึน 25.95 % และ 23.73 % ตามล าดบั ซ่ึง
เป็นผลมาจากผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีละลายอยู่ในน ้ า อีกทั้งของแข็งแขวนลอยก็
เพิ่มข้ึนเช่นเดียวกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึง
รูป นอกจากน้ีปริมาณกรดไขมนัอิสระท่ีเกิดข้ึนสามารถถูกออกซิไดซ์ดว้ยออกซิเจนเป็นกรดไขมนั
ท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กและระเหยไดง่้าย ซ่ึงส่งผลใหป้ริมาณกรดไขมนัระเหยง่าย (VFA) เพิ่มข้ึนดว้ย 
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ตารางท่ี 3-10 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอช 
           ดว้ยกรดไฮโดรคลอริกแลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

พารามิเตอร์ ค่าจากการวเิคราะห์ 

น ้าเสียท่ีผา่นการ
บ าบดัดว้ยกรด 

น ้าเสียท่ีปรับ 
พีเอชดว้ยกรด+
เอนไซมอิ์สระ 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

น ้าเสียท่ีปรับ 
พีเอชดว้ยกรด+
เอนไซมต์รึง 

% การ
เพิ่มข้ึน
ลดลง 

    pH     3 6.41±0.01 - 7.68±0.07 - 
   TCOD  27,333±8,164.97 15,500±1,914.85 - 46.95 17,000±2,828.43 - 37.80 
   SCOD  12,083.33±1,675.82 14,250±1,060.66 + 15.20 13,750± 1,060.66 +12.12  
   TS  12,170±466.69 16,040±56.57 + 24.13 14,485± 685.89 +15.98 
   SS  400±20 570±84.85 + 29.82 530±28.28 +24.53 
   O&G  810±5 356±31.82 - 56.05 470±14.14 - 41.98 
   BOD  15,500±707.11  10,800± 353.55 - 33.87 11,525± 530.33 - 25.65 
  Alkalinity  ไม่มีสภาพด่าง 265±21.21 - 125±35.36 -  
   VFA  1,350±70.71 1,823±31.82 + 25.95 1,770±42.43 +23.73 

หมายเหตุ: ทุกพารามิเตอร์มีหน่วยเป็น mg/l ยกเวน้ pH 

 

   เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีเก่ียวข้องพบว่าน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัด้วยเอนไซม์อิสระให้ประสิทธิภาพลดซีโอดีทั้งหมดได้สูงกว่า
งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง ซ่ึงในการศึกษาน้ีสามารถลดซีโอดีทั้งหมดได ้66.12 % โดยท่ีงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง
สามารถลดซีโอดีทั้งหมดไดเ้พียง 48 % และ 45 % ส าหรับงานวิจยัของ Jeganathan และคณะ 
(2007)  และงานวิจัยของ Abrunhusa และคณะ (2013) ตามล าดับ ส่วนน ้ ามันและไขมัน
ประสิทธิภาพการลดลงใกลเ้คียงกนั คือ สามารถลดน ้ ามนัและไขมนัได ้68.12 %  ซ่ึงใกลเ้คียงกบั
งานวิจยัของ Jeganathan และคณะ (2007) ท่ีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัลดลง 65 %  ส่วนน ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช้เอนไซม์อิสระบ าบดัเบ้ืองตน้สามารถลด 
ซีโอดีทั้งหมดไดใ้กลเ้คียงกนักบังานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งทั้งสองงานวิจยั คือ สามารถลดซีโอดีทั้งหมด 
46.95 % แต่น ้ ามนัและไขมนัลดลงนอ้ยกวา่ โดยลดลงเพียง 56.05 % เน่ืองจากหลงัการปรับพีเอช
น ้ ามนัและไขมนัถูกก าจดัออกไปค่อนขา้งสูงท าให้ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัเหลือน้อยมากโดยท่ี
เอนไซม์อิสระยงัคงมีปริมาณเท่าเดิมและเป็นเพราะการใช้เอนไซม์ท่ีผลิตมาจากแหล่งผลิตท่ี
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แตกต่างกนั ใช้น ้ าเสียต่างชนิดกนั และใชส้ภาวะในการท าปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนัซ่ึงเป็นผลมาจาก
การใช้เอนไซม์ต่างกนั และเม่ือน าผลการศึกษาของน ้ าเสียทั้งชนิดท่ีไม่ปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช้
เอนไซม์ตรึงรูปและชนิดท่ีปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช้เอนไซม์ตรึงรูปมาเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ี
เก่ียวขอ้ง พบว่า น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซม์ตรึงรูปเพียงอย่างเดียว
สามารถลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดไดสู้งกวา่งานวจิยัท่ีน ามาเปรียบเทียบ ซ่ึงสามารถลดปริมาณซีโอดี
ทั้งหมดได ้62.19 % โดยงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งลดปริมาณซีโอดีไดเ้พียง 45 และ 32 % ส าหรับงานวิจยั
ของ Jeganathan และคณะ (2007) และงานวิจยัของ Kanmani และคณะ (2015)  ตามล าดบั ทั้งน้ี
เน่ืองจากน ้ าเสียท่ีน ามาใช้ในการศึกษาน้ีมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูงกวา่มาก ซ่ึงเป็นสารอินทรีย์
หลกัในน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล เม่ือยอ่ยน ้ ามนัและไขมนัไดสู้งปริมาณซีโอดีทั้งหมดก็ลดลง
ไดสู้งดว้ย ส่วนการลดลงของปริมาณน ้ ามนัและไขมนัมีความใกลเ้คียงกบังานวิจยัของ Jeganathan 
และคณะ (2007)  ท่ีสามารถลดปริมาณน ้ามนัและไขมนัได ้62 % และในงานวิจยัน้ีลดปริมาณน ้ ามนั
และไขมนัได ้65.24 % ส่วนน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนแลว้ใช้
เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัอีกคร้ัง พบว่า สามารถลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดไดใ้กลเ้คียงกบังานวิจยัของ 
Kanmani และคณะ (2015) ท่ีลดปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้32% โดยในงานวิจยัน้ีลดปริมาณซีโอดี
ทั้งหมดได้ 37.80 % ส่วนการลดลงของปริมาณน ้ ามนัและไขมนัพบว่าน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชด้วยกรดก่อนแล้วใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัอีกคร้ังสามารถลด
ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้41.98 % ซ่ึงใกลเ้คียงกบังานวิจยัของ Nilesh และ Mukhopadhyay 
(2012) ท่ีลดปริมาณน ้ามนัและไขมนัได ้48 % จะเห็นวา่การใชน้ ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลโดยไม่
ผา่นการปรับพีเอชสามารถลดปริมาณซีโอดี น ้ามนัและไขมนัไดม้ากกวา่น ้ าเสียท่ีผา่นการปรับพีเอช 
เน่ืองจากในการปรับพีเอชดว้ยกรดมีการแยกน ้ ามนัและตะกอนไขมนัออกไปเกือบจะหมด ท าให้
เม่ือใชเ้อนไซมต์รึงรูปบ าบดัอีกคร้ังความสามารถในการลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนั รวมทั้งซีโอดี
ไดน้อ้ยกวา่น ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัดว้ยวธีิการใดๆ มาก่อน     
   เม่ือน าผลซีโอดีและบีโอดี (BOD5 /COD) ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์มาค านวณหา
อตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดี (BOD5 /COD) พบว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์อิสระมีค่าอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีเพิ่มข้ึนมากกว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอ
ดีเซลท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ  ซ่ึงมีค่า 0.45 โดยท่ีอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีของน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลท่ีไม่ผา่นการบ าบดัใดๆ มีค่า 0.29 แสดงให้เห็นวา่การบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์
อิสระสามารถเพิ่มความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพได ้โดยเพิ่มจากช่วงท่ียอ่ยสลายไดย้าก
ทางชีวภาพเป็นย่อยสลายไดท้างชีวภาพท่ีตอ้งการจุลินทรียม์ากข้ึน ส่วนน ้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชด้วยกรดก่อนแล้วใช้เอนไซม์อิสระบ าบัดอีกคร้ัง พบว่า 
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อตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีมีค่า 0.70 ซ่ึงเพิ่มข้ึนสูงมากเม่ือเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ 
และเพิ่มข้ึนจากน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัดว้ยเอนไซม์อิสระเพียงอย่างเดียวสูงเช่นกนั จะเห็นว่าการ
ปรับพีเอชดว้ยกรดแลว้ใช้เอนไซม์อิสระบ าบดัต่ออีกคร้ังท าให้ความสามารถในการยอ่ยสลายทาง
ชีวภาพเพิ่มข้ึนมากกวา่การใชเ้อนไซมอิ์สระเพียงอยา่งเดียว เน่ืองจากการปรับพีเอชดว้ยกรดปริมาณ
น ้ ามันและไขมันถูกก าจัดออกไปสูงมาก ซ่ึงเป็นผลดีต่อการย่อยสลายทางชีวภาพเพราะโดย
ธรรมชาติน ้ ามนัและไขมนัยอ่ยสลายไดช้า้มากส่งผลให้น ้ าเสียมีความสามารถในการยอ่ยสลายทาง
ชีวภาพไดย้าก ส่วนอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดีของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดั
ดว้ยเอนไซมต์รึงรูปเพียงอยา่งเดียวมีค่าอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดี 0.45 ซ่ึงเพิ่มข้ึนจากน ้ าเสียดิบท่ีไม่
ผา่นการบ าบดั โดยเพิ่มจากช่วงท่ียอ่ยสลายไดย้ากทางชีวภาพมาอยูใ่นช่วงท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ
แต่ตอ้งการตอ้งการปริมาณจุลินทรียท่ี์มากข้ึน แสดงให้เห็นว่าการบ าบดัน ้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์ตรึงรูปช่วยเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพ 
ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนแลว้ใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัอีกคร้ัง
พบว่าอตัราส่วนบีโอดีต่อซีโอดี 0.68 เพิ่มข้ึนจากน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัและน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป โดยเพิ่มจากช่วงท่ียอ่ยสลายไดย้ากทางชีวภาพ
มาอยูใ่นช่วงท่ียอ่ยสลายไดง่้ายทางชีวภาพ    

   3.5.3 ความแตกต่างของผลการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบัดน ้าเสียโรงงาน
สกดัน า้มันปาล์มและน า้เสียจากกระบวนการผลติไบโอดีเซลเบือ้งต้น  
  การใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ให้ผลการศึกษาท่ี
แตกต่างกัน โดยเอนไซม์อิสระให้ประสิทธิภาพในการบ าบัดมากกว่าเอนไซม์ตรึงรูป เพราะ
เอนไซมต์รึงรูปเกิดการสูญเสียกิจกรรมเอนไซมใ์นขั้นตอนการตรึง แสดงในภาพท่ี 3-12 แต่อยา่งไร
ก็ตามเอนไซมอิ์สระใหป้ระสิทธิภาพการบ าบดัมากกวา่เอนไซมต์รึงเพียงเล็กนอ้ย ซ่ึงเป็นผลมาจาก
กิจกรรมเอนไซมท่ี์ลดลงเล็กน้อยหลงัการตรึง ท าให้ประสิทธิภาพการบ าบดัต่างกนัเพียงเล็กนอ้ย 
เพราะการท างานของเอนไซมข้ึ์นอยูก่บักิจกรรมของเอนไซม ์  
   เม่ือพิจารณาถึงความคุม้ทุนในการประยุกต์ใช้ การใช้เอนไซม์ตรึงรูปมีความคุม้
ทุนมากกวา่ เน่ืองจากถา้ใชเ้อนไซมอิ์สระค่าใชจ่้ายในการบ าบดัจะสูงมากเพราะเอนไซมจ์ะปนอยู่
ในน ้าเสีย ไม่สามารถแยกออกมาไดห้ลงัการบ าบดั เม่ือจะบ าบดัน ้ าเสียรอบใหม่ตอ้งเติมเอนไซมล์ง
ไปใหม่ ซ่ึงเอนไซม์มีราคาแพง ท าให้ค่าใชจ่้ายในการบ าบดัสูง แต่หากใชเ้อนไซมต์รึงรูปสามารถ
แยกเอนไซม์ท่ีตรึงออกมาใชใ้หม่ไดซ่ึ้งสามารถลดค่าใชจ่้ายในการบ าบดัได ้ดงันั้นการประยุกตใ์ช้
เอนไซม์ตรึงรูปน่าจะเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูง 
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   นอกจากน้ีจะเห็นว่าการใช้เอนไซม์บ าบดัน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเบ้ืองตน้
ให้ประสิทธิภาพการบ าบดัซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัมากกว่าน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ซ่ึง
ให้ประสิทธิภาพการบ าบดัซีโอดีแตกต่างกนั 32.61 %  และ 38.83 %  ให้ประสิทธิภาพการบ าบดั
น ้ ามนัและไขมนัแตกต่างกนั 31.44 %  และ 35.19 % ส าหรับการใชเ้อนไซมอิ์สระและตรึงรูป 
ตามล าดบั แสดงให้เห็นว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเหมาะกบัการใช้เอนไซม์บ าบดัมากกว่า 
น ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์เพราะปริมาณน ้ ามนัและไขมนั รวมทั้งปริมาณซีโอดีทั้งหมดถูก
ก าจดัไดม้ากกวา่   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพท่ี 3-12 ความแตกต่างของผลการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียโรงงาน 
        สกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเบ้ืองตน้ 

 

3.6 ผลของการใช้เอนไซม์บ าบัดน า้เสียเบือ้งต้นต่อการย่อยสลายทางชีวภาพและผลผลิตก๊าซชีวภาพ
 การย่อยในระบบไร้อากาศเป็นการบ าบดัท่ีน่าสนใจและมีการใช้กนัแพร่หลาย ส าหรับ
บ าบดัน ้ าเสียท่ีมีปริมาณสารอินทรียสู์ง เพราะจะไดผ้ลพลอยไดเ้ป็นก๊าซชีวภาพ (Biogas) แต่การ
ยอ่ยในระบบไร้อากาศท่ีใชน้ ้ าเสียท่ีมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูงค่อนขา้งท าไดย้ากเน่ืองจากน ้ ามนั
และไขมนัในน ้ าเสียยอ่ยสลายทางชีวภาพตามธรรมชาติไดช้า้ (Kundo and Mishra, 2013) ตะกอน
ไขมนัจะลอยเป็นฟ้าหรือเป็นคราบติดท่ีผิวของถงัปฏิกรณ์ นอกจากน้ีสารมธัยนัตร์ (Intermediate 
compounds) คือ กรดไขมนัอิสระสายโซ่ยาวท่ีเกิดข้ึนจากการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัท่ีมาก
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เกินไปเป็นพิษหรือยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบหมกัไร้อากาศ (Gembert et al., 1999; 
Jung et al., 2002 อา้งโดย Cherif et al., 2014; Vidal et al., 2000) ดงันั้นการยอ่ยสลายน ้ ามนัและ
ไขมนัในน ้ าเสียเบ้ืองตน้เป็นกรดไขมนัและกลีเซอรอลก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศน่าจะกระตุน้
กิจกรรมของจุลินทรียช์นิดท่ีไม่ใชอ้ากาศและท าให้การยอ่ยและกระบวนการยอ่ยแบบไม่ใชอ้ากาศ
เกิดเร็วข้ึน (Cherif et al., 2014) และปรับปรุงการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัทางชีวภาพในน ้ าเสีย 
(Biodegradable) ช่วยเร่งการบ าบดัและลดเวลาในการบ าบดั (Qamsari et al., 2012) ซ่ึงในการศึกษา
ผลของการใชเ้อนไซมบ์ าบดัน ้าเสียเบ้ืองตน้ท่ีมีต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพและการผลิตก๊าซชีวภาพ
มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาว่าการใช้เอนไซม์บ าบดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้
อากาศสามารถท าให้กระบวนการย่อยแบบไม่ใช้อากาศเกิดไดเ้ร็วข้ึนหรือไม่ สามารถเพิ่มปริมาณ
ก๊าซมีเทนไดห้รือไม่และสามารถลดระยะเวลาในการบ าบดัไดห้รือไม่   
  การศึกษาด าเนินการหมกัแบบกะ (Batch) ใช้ปริมาตรการหมกั 0.5 ลิตร หมกัภายใต้
อุณหภูมิ 35 oC กวนผสมโดยการเขยา่ 150 รอบต่อนาที วนัละ 1 คร้ัง ท าการวดัปริมาณก๊าซชีวภาพท่ี
เกิดข้ึนทุกวนัโดยใชห้ลกัการแทนท่ีน ้ า (Fluid displacement method) วดัองค์ประกอบก๊าซชีวภาพ
ดว้ย Gas Chromatography และวเิคราะห์ลกัษณะน ้าเสียหลงัผา่นการบ าบดั ซ่ึงในส่วนของการศึกษา
น้ีท าการศึกษาน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการ
บ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยวธีิการต่างๆ ท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ซ่ึงรายละเอียดผลการศึกษามีดงัต่อไปน้ี  
  3.6.1 น า้เสียจากโรงงานสกดัน า้มันปาล์ม  
   ในส่วนของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม มีการศึกษาน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซม์ตรึงรูปโดยตรงและน ้ าเสียท่ีทิ้งให้ตกตะกอนก่อนแลว้ใช้
เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัอีกคร้ัง ทั้งน้ีก่อนการศึกษาผลของการใช้เอนไซม์อิสระ
จ าเป็นตอ้งมีการหาอตัราส่วนของน ้ าเสียต่อหัวเช้ือจุลินทรียท่ี์เหมาะสมในการหมกัก่อน ซ่ึงใน
การศึกษาน้ีใชอ้ตัราส่วนน ้ าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์ 480:20, 450:50, 400:100, 350:150, 300:200, 
250:250 และ 200:300 โดยปริมาตรซ่ึงจากการศึกษาพบวา่อตัราส่วนของการหมกัท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม คือ อตัราส่วนน ้ าเสียต่อหัวเช้ือจุลินทรีย ์350:150 โดย
ปริมาตร  ซ่ึงให้ปริมาณมีเทนสูงสุด โดยให้ปริมาณมีเทนสะสม 1,549.29 ml ทั้งน้ีสามารถก าจดั
ปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้39.37 % ก าจดัปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้31.21 % โดยประสิทธิภาพการ
บ าบดัอ่ืนๆ แสดงในภาคผนวก ก ดงันั้นจึงเลือกใช้อตัราส่วนน ้ าเสียต่อหัวเช้ือจุลินทรีย ์350:150 
โดยปริมาตร ในการศึกษาการผลิตมีเทนแบบกะท่ีใช้น ้ าเสียโรงงานสกัดน ้ ามันปาล์มท่ีทิ้งให้
ตกตะกอน น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีใช้เอนไซม์และน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีทิ้ง
ตกตะกอนและใชเ้อนไซมบ์ าบดัอีกคร้ังดว้ย   
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   เม่ือน าน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมาทิ้งให้ตกตะกอนแลว้แยกตะกอนออกมา
หมกัในระบบไร้อากาศตามอตัราส่วนน ้ าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากการศึกษาพบวา่การบ าบดั
ดว้ยการทิ้งใหต้กตะกอนให้ปริมาณมีเทนใกลเ้คียงกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัใดๆ  ซ่ึงให้ผลผลิต
มีเทนสะสม 1,249.26 ml โดยก าจดัปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้42.40 %  ก าจดัปริมาณน ้ ามนัและ
ไขมนัได้ 40.44 %  เม่ือน าน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์
อิสระมาหมกัในระบบไร้อากาศพบว่าให้ผลผลิตมีเทนสะสม 2,525.42 ml สามารถก าจดัปริมาณ 
ซีโอดีทั้งหมดได ้50.94 %  ก าจดัปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้61.31 % ส่วนน ้ าเสียท่ีผา่นการทิ้งให้
ตกตะกอนแลว้น าเฉพาะน ้ าส่วนบนมาบ าบดัต่อดว้ยเอนไซม์อิสระให้ผลผลิตมีเทน 1,746.54 ml 
สามารถก าจดัปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้52.68 % และก าจดัน ้ ามนัและไขมนัได ้66.51 % และเม่ือน า
น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบัดด้วยเอนไซม์ตรึงรูปมาหมักในระบบไร้อากาศพบว่าให้ผลผลิตมีเทน 
2,253.21 ml และ 1,469.80 ml ส าหรับน ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูปและน ้ าเสียท่ีทิ้งให้
ตกตะกอนก่อนแลว้บ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป ตามล าดบั โดยสามารถก าจดัปริมาณซีโอดีได ้ 47.85 
และ 49.14% และสามารถก าจดัปริมาณน ้ามนัและไขมนัได ้54.74 และ 58.09 % ตามล าดบั แสดงใน
ตารางท่ี 3-11ส่วนปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นตมี์เทนแสดงในภาคผนวก ก 
 
ตารางท่ี 3-11 ปริมาณมีเทนสะสมและความสามารถในการก าจดัซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัของ 
          น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยวธีิการต่างๆ 

น ้าเสีย ปริมาณมีเทน
สะสม 
 (ml) 

ปริมาณ COD  
ท่ีถูกก าจดั (%) 

ปริมาณ O&G  
ท่ีถูกก าจดั 

(%) 
น ้าเสียโรงงานน ้ามนัปาลม์ 1,549.29 39.37 31.21 
น ้าเสียโรงงานน ้ามนัปาลม์ทิ้งตกตะกอน 1,249.26 42.40 40.44 
น ้ าเสียโรงงานน ้ ามันปาล์มท่ีผ่านการ
บ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ 

2,525.42 50.94 61.31 

น ้าเสียโรงงานน ้ ามนัปาล์มทิ้งตกตะกอน
แลว้บ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ 

1,746.54 52.68 66.51 

น ้ าเสียโรงงานน ้ ามันปาล์มท่ีผ่านการ
บ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 

2,253.21 47.85 54.74 

น ้าเสียโรงงานน ้ ามนัปาล์มทิ้งตกตะกอน
แลว้บ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 

1,508.42 49.14 58.09 
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   จากตารางท่ี 3-11 จะเห็นว่าการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดั
เบ้ืองตน้สามารถท าให้ปริมาณมีเทนเพิ่มข้ึน ซ่ึงเพิ่มข้ึน 38.65 %  และ 31.24 % ตามล าดบั ส่วนน ้ า
เสียท่ีทิ้งตกตะกอนก่อนใชเ้อนไซมผ์ลผลิตมีเทนเพิ่มข้ึน 28.47 % และ 17.18 % ส าหรับเอนไซม์
อิสระและเอนไซมต์รึง ตามล าดบั เน่ืองจากเอนไซมไ์ปช่วยยอ่ยน ้ ามนัและไขมนัท่ีเป็นสารโมเลกุล
ใหญ่ใหก้ลายเป็นกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลท่ีจุลินทรียส์ามารถน าไปใชไ้ดง่้ายข้ึนและมีผลต่อ
การเพิ่มก๊าซมีเทนเพราะการเพิ่มข้ึนของกรดไขมนัอิสระจะท าให้ปริมาณมีเทนเพิ่มข้ึน แต่ควร
ระมดัระวงัอยา่ใหป้ริมาณกรดไขมนัอิสระมากเกินไปเพราะจะเป็นอนัตรายต่อจุลินทรียใ์นระบบได ้
ตอ้งเฝ้าระวงัอยา่ให้ค่าสภาพความเป็นด่าง (Alkalinity) ต ่าเกินไป ควรอยูใ่นช่วง 1,000-5,000 mg/l 
as CaCO3 เพราะสภาพความเป็นด่างท าหนา้ท่ีเป็นบฟัเฟอร์ในการควบคุมความเป็นกรด-ด่างของ
ระบบไร้อากาศ   โดยทัว่ไประบบไร้อากาศควรมีสภาพความเป็นด่างอยู่ในช่วง ควรอยู่ในช่วง 
1,000-5,000 mg/l as CaCO3  (Metcalf and Eddy, 1991) ซ่ึงในการศึกษาพบวา่ค่าสภาพด่างมีค่า 
1,090 mg/l CaCO3  และ 1,235 mg/l CaCO3  ส าหรับน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผา่นการบ าบดั
ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป ตามล าดบั ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมกบัระบบหมกัไร้อากาศ 
นอกจากน้ีการใชเ้อนไซมอิ์สระสามารถเพิ่มความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพไดโ้ดยเฉพาะ
ความสามารถในการยอ่ยน ้ ามนัและไขมนั แต่อยา่งไรก็ตามการทิ้งให้น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ตกตะกอนก่อนแลว้แยกตะกอนออกก่อนการใชเ้อนไซมอิ์สระบ าบดัสามารถให้ผลผลิตมีเทน
ไดม้ากกวา่การใช้น ้ าเสียท่ีบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระเพียงอย่างเดียว เน่ืองจากตะกอนท่ีปนเป้ือนอยู่
ในน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาล์มก็มีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัปนเป้ือนอยูด่ว้ย คงยากท่ีเอนไซมจ์ะ
เขา้ไปท าปฏิกิริยากบัภายในกอ้นไขมนัไดแ้ละปริมาณน ้ามนัและไขมนัจึงสูงกวา่เป็นไปไดว้า่น ้ ามนั
และไขมนัมีปริมาณมากเกินไปจึงยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์เพราะความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและ
ไขมนัท่ีมากเกินไปมีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ได้ นอกจากน้ีจากการศึกษาพบว่าการใช้
เอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปยงัท าใหร้ะยะเวลาการหมกัลดลงดว้ย โดยลดลงจาก 22 วนั เหลือ 
18 วนั ส าหรับน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระเม่ือเทียบกบัน ้ าเสีย
ท่ีไม่ผา่นการบ าบดั และลดลงจาก 18 วนั เหลือ 15 วนั ส าหรับน ้าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผา่น
การทิ้งให้ตกตะกอนก่อนแลว้ใช้เอนไซม์อิสระบ าบดั เม่ือเทียบกบัน ้ าเสียท่ีทิ้งให้ตกตะกอนเพียง
อยา่งเดียว  ส่วนการใช้เอนไซม์ตรึงรูประยะเวลาการหมกัลดลงจาก 22 วนั เป็น 20 วนั และลดลง
จาก 18 วนั เป็น 16 วนั ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป
และน ้าเสียท่ีทิ้งใหต้กตะกอนแลว้ใชเ้อนไซมบ์ าบดั เม่ือเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดัใดๆ และ
เทียบกบัน ้ าเสียท่ีทิ้งให้ตกตะกอนเพียงอยา่งเดียว ตามล าดบั ทั้งน้ีการลดลงของระยะเวลาการหมกั
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Qamsari และคณะ (2012) ท่ีพบวา่การใชเ้อนไซมบ์ าบดัก่อนเขา้ระบบไร้
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อากาศท าใหร้ะยะเวลาหมกัลดลง ทั้งน้ีระยะเวลาการหมกัลดลงเพราะกรดไขมนัอิสระท่ีมีอยูสู่งถูก
เปล่ียนไปเป็นกรดไขมนัระเหยง่ายและเปล่ียนเป็นมีเทนไดเ้ร็วข้ึน ท าให้ระยะเวลาการหมกัลดลง 
แต่อย่างไรก็ตามการใช้เอนไซม์ตรึงรูประยะเวลาการหมกัลดลงน้อยกว่าการใช้เอนไซม์อิสระ 
เน่ืองจากเม่ือบ าบดัเบ้ืองตน้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (สภาวะท่ีไดจ้ากการศึกษา)  เอนไซมต์รึงรูปก็จะถูก
แยกออกมา ซ่ึงสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้แต่เอนไซมอิ์สระไม่สามารถแยกออกมาไดแ้ละปนอยู่
ในน ้ าเสียท าให้เอนไซมท์ างานต่อไดอี้ก ส่งผลให้ย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัไดเ้พิ่มข้ึน ท าให้การ
ยอ่ยสลายทางชีวภาพเร็วข้ึนอีกและเป็นสาเหตุใหผ้ลผลิตมีเทนเพิ่มข้ึนดว้ย  
   เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีมีลกัษณะการศึกษาใกลเ้คียงกนั
พบว่าการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศเพื่อผลิต
ก๊าซชีวภาพให้ผลการศึกษาในเชิงบวกต่อการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัและประสิทธิภาพในการ
ก าจดัซีโอดี รวมทั้งสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพเหมือนกนั แต่อยา่งไรก็ตามความสามารถในการ
เพิ่มศกัยภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพและประสิทธิภาพในการลดปริมาณซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัมี
ความแตกต่างกันบา้งเน่ืองจากความแตกต่างของเอนไซม์ ทั้ งความเข้มข้น กิจกรรมเอนไซม์ท่ี
ต่างกนั แหล่งท่ีมาของเอนไซม ์ความแตกต่างของน ้ าเสีย แหล่งท่ีมาของน ้ าเสีย ลกัษณะของน ้ าเสีย 
ระยะเวลาในการใช้เอนไซม์บ าบดัเบ้ืองตน้และสภาวะในการหมกัแบบไร้อากาศ ซ่ึงงานวิจยัของ 
Mendes และคณะ (2010) ลดซีโอดีได ้69.1 % ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 403 ml โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่
บ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์ลดซีโอดีได ้38.2 % ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 209 ml งานวิจยัของ 
Qamsari และคณะ (2012) ลดซีโอดีได ้90 % ใหผ้ลผลิตก๊าซชีวภาพ 4,710 ml  โดยท่ีน ้าเสียท่ีไม่ผา่น
การบ าบดัปริมาณซีโอดีลดลงเพียง 66 % และให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 2,330 ml งานวิจยัของ Cherif 
และคณะ (2014) ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 800-900 ml งานวิจยัของ Dominguez และคณะ (2015) ให้
ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 417.9 ml  และ Meng และคณะ (2015) ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 500.1 ml / g VS 

added ซ่ึงสาเหตุของการเพิ่มข้ึนของปริมาณก๊าซชีวภาพอาจเป็นเพราะน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียถูก
ยอ่ยเป็นกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลไดม้ากข้ึน โดยเฉพาะกรดไขมนัอิสระสายโซ่ยาวท่ีเป็นสาร 
มธัยนัตร์หลกั ซ่ึงกรดไขมนัและกลีเซอรอลจะถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติก (Acetic acid) และก๊าซ
ไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างกรด (Acetogenic bacteria) และสุดทา้ยจะเปล่ียนเป็นมีเทนโดย
แบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างมีเทน (Methanogenic bacteria) แมว้่าในส่วนของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาล์มท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยวิธีการต่าง ๆ จะเพิ่มความสามารถในการลดซีโอดี น ้ ามนัและ
ไขมนั และเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพเหมือนกบังานวิจยัอ่ืนๆ ท่ีศึกษา แต่อย่างไรก็ตามผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพท่ีเพิ่มข้ึนก็ยงัไม่ไดเ้พิ่มข้ึนมากอย่างเป็นนัยเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัอ่ืนๆ ทั้งน้ีอาจเป็น
เพราะน ้าเสียท่ีใชต่้างกนัซ่ึงในงานท่ีศึกษาเป็นน ้าเสียท่ีมีสภาพเป็นอิมลัชนัโดยส่วนใหญ่ คือ น ้ าเสีย
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จากอุตสาหกรรมนม หรืออาจเป็นเพราะความเขม้ขน้ของกรดไขมนัอิสระท่ีเกิดข้ึนมากเกินไปมีผล
ยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบดงัท่ีไดก้ล่าวไปแลว้  
  3.6.2 น า้เสียจากกระบวนการผลติไบโอดีเซล  
   ในส่วนของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล มีการศึกษาน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดั
เบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์โดยตรง (เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึง) และน ้ าเสียท่ีปรับพีเอชด้วยกรด
ก่อนแลว้ใช้เอนไซม์ (เอนไซม์อิสระและเอนไซมต์รึง) บ าบดัอีกคร้ัง ทั้งน้ีก่อนการศึกษามีการหา
อตัราส่วนของน ้าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรียท่ี์เหมาะสมในการหมกัก่อน ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชอ้ตัราส่วน
น ้ าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์ 480:20, 450:50, 400:100, 350:150, 300:200, 250:250  และ 200:300 
โดยปริมาตร ซ่ึงจากการศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของการหมกัพบวา่อตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
คือ อตัราส่วนน ้ าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์250:250 โดยปริมาตร ส าหรับน ้ าเสียท่ีปรับพีเอชดว้ยกรด 
โดยใหมี้เทนสะสม 606.95 ml ส่วนน ้าเสียท่ีปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนแลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซมอิ์สระ
และเอนไซม์ตรึงรูป น ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีไม่ผ่านการบ าบดัใดๆ และน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีผ่านการ
บ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปพบวา่อตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ อตัราส่วนน ้ าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์200:300 โดยปริมาตร โดยให้มีเทนสะสม 1,835.98 ml, 1,479.94 ml, 35.59 ml, 
289.94 ml และ 149.82 ml ตามล าดบั (แสดงในตารางท่ี 3-12) ส่วนปริมาณก๊าซชีวภาพและ
เปอร์เซ็นต์มีเทนแสดงในภาคผนวก ก จากการศึกษาจะเห็นว่าการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์
ตรึงรูปบ าบดัเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบไร้อากาศสามารถเพิ่มผลผลิตมีเทนไดห้ลายเท่าตวัทั้งท่ีน ้ าเสีย
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอาหารของจุลินทรีย์น้อยมาก 
เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของกรดไขมนัอิสระท่ีจะถูกเปล่ียนกรดระเหยง่าย (VFA) และเป็นกรดอะซิติก 
(Acetic acid) แลว้เปล่ียนเป็นมีเทนในท่ีสุดดว้ยกระบวนการ Decarboxylation ซ่ึงเป็นกระบวนการ
เกิดมีเทนจากสับสเตรท (COOH- ท่ี เ กิดจากการแตกตัวของสบู่  ซ่ึง จะถูกเปล่ียนเป็นก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซไฮโดรเจนและจะถูกเปล่ียนเป็นมีเทนในท่ีสุด) (ภาวินี ชยัประเสริฐ, 
2541) เป็นเพราะลกัษณะของน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีมีการปนเป้ือนสบู่ ซ่ึงโครงสร้างโมเลกุลของสบู่
เป็นเกลือโซเดียม (RCOO-Na+) เม่ือละลายในน ้ าจะแตกตวัเป็นประจุบวก (Na+) และประจุลบ 
(RCOO-) ซ่ึงประจุบวกของโซเดียมสามารถกระตุน้การท างานของจุลินทรียใ์นระบบท าให้ผลผลิต
ก๊าซชีวภาพสูงข้ึน ( Mccarty, 1964 อา้งโดย เมธิยา หมวดฉิม) ส่วนน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีปรับพีเอช
ดว้ยกรดแมจ้ะไม่มีสบู่ปนเป้ือนแต่จะมีกรดคาร์บอกซิลิก (COOH-) ซ่ึงเป็นกรดอินทรียท่ี์สามารถ
เปล่ียนไปเป็นกรดอะซิติกและมีเทนไดด้ว้ย อีกทั้งกรดคาร์บอกซิลิกเม่ือท าปฏิกิริยากบัด่างท่ีเติมลง
ไปเพื่อปรับพีเอชน ้ าเสียให้เหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์ได้เป็นผลิตภณัฑ์เป็นสบู่ ซ่ึงเม่ือ
แตกตวัจะเกิด Na+ ซ่ึงไปกระตุ้นการท างานของจุลินทรีย์ และเป็นเพราะจุลินทรีย์ใช้แหล่ง
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ไนโตรเจนจากก๊าซแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาการหมกัในระบบไร้อากาศ ซ่ึงแอมโมเนีย
ไนโตรเจนมีผลต่อการสร้างก๊าซไฮโดรเจน มีเทน และการลดลงของของแข็งระเหยง่ายในระบบ 
(Sterling et al., 2001)  
  จากการศึกษาการเพิ่มความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพพบวา่น ้าเสียท่ีผา่น
การบ าบดัดว้ยเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปสามารถเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายทาง
ชีวภาพได ้โดยลดปริมาณซีโอดี น ้ามนัและไขมนัไดสู้งกวา่น ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั ซ่ึงลดปริมาณ
ซีโอดี 69.68 % ลดน ้ามนัและไขมนั 65.29 % ส าหรับน ้าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ และ
ลดปริมาณซีโอดี 64.81%  ลดน ้ ามนัและไขมนั 59.01% ส าหรับน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซม์
ตรึงรูป โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัลดปริมาณซีโอดีได ้37.88 % และลดปริมาณน ้ ามนัและ
ไขมนัได้ 29.97 % ส่วนน ้ าเสียท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดและเอนไซม์ทั้งเอนไซม์อิสระและ
เอนไซมต์รึงรูปก็ให้ผลการศึกษาในลกัษณะเดียวกนัคือลดซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัไดสู้งกวา่น ้ าเสีย
ท่ีปรับพีเอชดว้ยกรดเพียงอยา่งเดียว โดยลดปริมาณซีโอดี  76.61% ลดน ้ ามนัและไขมนั 68.74 % 
ส าหรับเอนไซมอิ์สระและลดปริมาณซีโอดี  68.99 % ลดน ้ ามนัและไขมนั 61.19 %  โดยท่ีน ้ าเสียท่ี
ผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดเพียงอยา่งเดียวลดซีโอดีได ้ 47.31 %  ลดน ้ ามนัและไขมนัได ้42.27 %  
(แสดงในตารางท่ี 3-12) ทั้งน้ีประสิทธิภาพการก าจดัพารามิเตอร์อ่ืนๆ แสดงในภาคผนวก ก 

ตารางท่ี 3-12 ปริมาณมีเทนสะสมและความสามารถในการก าจดัซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัของ 
          น ้าเสียไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยวธีิการต่างๆ 

น ้าเสีย ปริมาณมีเทนสะสม 
 (ml) 

ปริมาณ COD  
ท่ีถูกก าจดั (%) 

ปริมาณ O&G  
ท่ีถูกก าจดั (%) 

น ้าเสียไบโอดีเซล 35.59 37.88 29.97 
น ้าเสียไบโอดีเซลปรับ pH กบักรด 606.95 47.31 42.27 
น ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดั
ดว้ยเอนไซมอิ์สระ 

289.94 69.68   65.29 

น ้ าเสียไบโอดีเซลปรับ pH กบักรด
แลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซมอิ์สระ 

1,835.98 76.61 68.74 

น ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดั
ดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 

149.82 64.81 59.01 

น ้ าเสียไบโอดีเซลปรับ pH กบักรด
แลว้บ าบดัต่อดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 

1,479.94 68.99 61.19 
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   นอกจากน้ีจากการศึกษาจะเห็นว่าน ้ าเสียท่ีปรับพีเอชด้วยกรดก่อนแล้วจึงใช้
เอนไซม์อิสระและเอนไซมต์รึงรูปบ าบดัอีกคร้ังให้ผลผลิตมีเทนสูงกวา่น ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัดว้ย
เอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปเพียงอยา่งเดียวเน่ืองจากการปรับพีเอชดว้ยกรดเป็นการลดสภาพ
อิมลัชันในน ้ าเสียไบโอดีเซล ท าให้เอนไซม์ท าปฏิกิริยากบัน ้ ามนัและไขมนัท่ีเหลือจากการแยก
น ้ามนัท่ีลอยข้ึนสู่ผวิน ้าและตะกอนไขมนัออกไดดี้ยิ่งข้ึนเพราะน ้ ามนัและไขมนัท่ีเหลืออยูใ่นน ้ าเสีย
เป็นหยดน ้ามนัท่ีมีขนาดเล็กจ านวนมากเอนไซมจึ์งท าปฏิกิริยาไดดี้เพราะพื้นท่ีผิวสัมผสัเพิ่มข้ึน อีก
ทั้งความเขม้ขน้ของน ้ามนัและไขมนันอ้ยลง ซ่ึงความเขม้ขน้ของปริมาณน ้ามนัและไขมนัท่ีสูงท าให้
กิจกรรมเอนไซมล์ดลง (Khan et al., 1967; Eitenmiller et al., 1970) ส่งผลให้ยอ่ยสลายน ้ ามนัและ
ไขมนัไดน้้อยลงและอาจเป็นเพราะกรดไขมนัอิสระท่ีเกิดข้ึนจากการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัมี
มากเกินไปส่งผลใหย้บัย ั้งการท างานของจุลินทรียใ์นระบบหมกัไร้อากาศ ท าให้ปริมาณก๊าซชีวภาพ
เกิดนอ้ย (Gembert et al., 1999; Jung et al., 2002 อา้งโดย Cherif et al., 2014; Vidal et al., 2000) 
ดงันั้นจึงท าการศึกษากบัน ้ าเสียท่ีท าการเจือจางในอตัราส่วน 1:6 โดยใชน้ ้ าเสีย 100 ml ต่อ น ้ ากลัน่ 
500 ml ปริมาตรรวมเป็น 600 ml หลงัจากนั้นจึงใชเ้อนไซมต์รึงรูปบ าบดัเบ้ืองตน้ตามสภาวะท่ีได้
จากการศึกษาก่อนหนา้ ซ่ึงผลการศึกษาพบวา่น ้ าเสียท่ีท าการเจือจางให้ผลผลิตก๊าซมีเทนสูงกวา่น ้ า
เสียท่ีไม่เจือจาง ซ่ึงให้ผลผลิตมีเทนสะสม 211.77ml ซ่ึงลดปริมาณซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัได ้
57.35% และ 64.52 % ตามล าดบั โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่เจือจางให้ผลผลิตมีเทน 149.84 ml ลดปริมาณ 
ซีโอดีได ้64.81 % ลดน ้ ามนัและไขมนัได ้59.01 % แต่หากพิจารณาถึงการใชง้านการเจือจางน ้ าเสีย
คงท าไดค้่อนขา้งยากเพราะน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตเดิมก็มีปริมาณมากแลว้หากเจือจาง
อีกคงตอ้งมีแหล่งรองรับน ้าเสียเพิ่มข้ึน   
   นอกจากน้ีพบว่าการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัเบ้ืองตน้ท าให้
ระยะเวลาในการหมกัเพิ่มข้ึน โดยเพิ่มข้ึนจาก 12 วนั เป็น 15วนั และเพิ่มข้ึนจาก 10 วนั เป็น 21 วนั 
ส าหรับน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัดว้ยเอนไซม์อิสระและน ้ าเสียท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช้
เอนไซม์อิสระ เม่ือเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผ่านการบ าบดัและน ้ าเสียท่ีผ่านปรับพีเอชเพียงอย่างเดียว
ตามล าดบั และเพิ่มข้ึนจาก 12 วนั เป็น 15 วนั ส าหรับน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
เม่ือเทียบกบัน ้าเสียท่ีไม่ผา่นการบ าบดั สาเหตุอาจมาจากน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลมีสมบติัท่ีไม่
เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของจุลินทรียเ์พราะมีแหล่งไนโตรเจนน้อยมาก อตัราส่วน C/N สูง
ไนโตรเจนถูกใชห้มดอยา่งรวดเร็วหรือไม่ถูกน ามาใช้ ท าให้อตัราการเกิดเซลล์แบคทีเรียลดลง ท า
ให้ระยะเวลาการหมกัสั้นและผลผลิตก๊าซชีวภาพลดลง แต่เม่ือผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระจะ
เกิดกรดไขมันอิสระและกลีเซอรอลมากข้ึน แม้มีไนโตรเจนน้อยก็สามารถเกิดมีเทนได้ด้วย
กระบวนการ Decarboxylation และ Na+ มีผลกระตุน้การท างานของจุลินทรีย ์แต่ถา้มากเกินไปก็มี
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ผลยบัย ั้งการท างานของจุลินทรียเ์ช่นกนั  
    เม่ือน าผลการศึกษามาเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีมีลกัษณะการศึกษาใกลเ้คียงกนั
พบว่าการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศเพื่อผลิต
ก๊าซชีวภาพให้ผลการศึกษาในเชิงบวกต่อการย่อยสลายน ้ ามนัและไขมนัและประสิทธิภาพในการ
ก าจดัซีโอดี รวมทั้งสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพเหมือนกนั แต่อยา่งไรก็ตามความสามารถในการ
เพิ่มศกัยภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพและประสิทธิภาพในการลดปริมาณซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัมี
ความแตกต่างกันบา้งเน่ืองจากความแตกต่างของเอนไซม์ ทั้ งความเข้มข้น กิจกรรมเอนไซม์ท่ี
ต่างกนั แหล่งท่ีมาของเอนไซม ์ความแตกต่างของน ้ าเสีย แหล่งท่ีมาของน ้ าเสีย ลกัษณะของน ้ าเสีย 
ระยะเวลาในการใช้เอนไซม์บ าบดัเบ้ืองตน้และสภาวะในการหมกัแบบไร้อากาศ ซ่ึงงานวิจยัของ 
Mendes และคณะ (2010) ลดซีโอดีได ้69.1 % ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 403 ml โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่
บ าบดัเบ้ืองตน้ด้วยเอนไซม์ลดซีโอดีได ้38.2 % ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 209 ml งานวิจยัของ 
Qamsari และคณะ (2012) ลดซีโอดีได ้90 % ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 4,710 ml โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่ผา่น
การบ าบดัปริมาณซีโอดีลดลงเพียง 66 % และให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 2,330 ml งานวิจยัของ Cherif 
และคณะ (2014) ให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 800-900 งานวิจยัของ Domingues และคณะ (2015) ให้
ผลผลิตก๊าซชีวภาพ 417.9 ml  และ Meng และคณะ (2015) ให้ก๊าซชีวภาพ 500.1 ml / g VS added จะ
เห็นวา่เม่ือใชเ้อนไซมบ์ าบดัเบ้ืองตน้ก่อนเขา้ระบบหมกัไร้อากาศสามารถเพิ่มผลผลิตก๊าซชีวภาพได้
เป็นเท่าตวัหรือมากกว่า ซ่ึงสาเหตุของการเพิ่มข้ึนของปริมาณก๊าซชีวภาพเป็นเพราะน ้ ามนัและ
ไขมนัในน ้าเสียถูกยอ่ยเป็นกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลมากข้ึน ซ่ึงกรดไขมนัและกลีเซอรอลจะ
ถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติกและก๊าซไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างกรด (Acetogenic bacteria) 
และสุดทา้ยจะเปล่ียนเป็นมีเทนโดยแบคทีเรียกลุ่มท่ีสร้างมีเทน (Methanogenic bacteria) 

 3.6.3 ความแตกต่างของผลการใช้เอนไซม์อสิระกบัเอนไซม์ตรึงรูปบ าบัดน ้าเสียต่อการย่อย
สลายทางชีวภาพและผลผลติก๊าซชีวภาพ  
   ในการศึกษาผลของการใชเ้อนไซม์ทั้งเอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปต่อการ
ยอ่ยสลายทางชีวภาพพบวา่เอนไซมอิ์สระมีผลต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพไดม้ากกวา่เอนไซมต์รึง
รูป คือ สามารถก าจดัปริมาณสารอินทรียใ์นรูปของซีโอดี น ้ ามนัและไขมนั ไดสู้งกวา่เอนไซมต์รึง
รูปทั้งน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล แต่อย่างไรก็ตามความ
แตกต่างดงักล่าวไม่ไดแ้ตกต่างกนัมากนกั ส่วนผลของการใชเ้อนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปต่อ
การเพิ่มปริมาณก๊าซชีวภาพก็ให้ผลการศึกษาเหมือนกนัหรือลกัษณะเดียวกนั คือ เอนไซมอิ์สระให้
ผลผลิตก๊าซชีวภาพสูงกวา่เล็กนอ้ย แสดงในรูปท่ี 3-13 แต่ส าหรับน ้ าเสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้
ด้วยกรดแล้วตามด้วยเอนไซม์อิสระพบว่าในช่วงอตัราส่วนน ้ าเสียต่อหัวเช้ือจุลินทรีย์ 480:20, 
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480:50  และ 480:100 โดยปริมาตร จะให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพนอ้ยกวา่เอนไซมต์รึงรูปและน ้ าเสียท่ี
ไม่ผา่นการบ าบดัดว้ยซ ้ า เน่ืองจากความเขม้ขน้ของกรดไขมนัอิสระท่ีมากเกินไปท าให้เกิดการยบัย ั้ง
ของจุลินทรียใ์นระบบ และกรดไขมนัท่ีมากเม่ือเปล่ียนเป็นกรดไขมนัระเหยก็ท าให้ปริมาณกรด
ไขมนัระเหยมากดว้ยเช่นกนั ซ่ึงถา้กรดไขมนัระเหยง่ายสูงเกินไปจะท าให้ระบบเสียสมดุล และอาจ
เป็นพิษต่อจุลินทรียใ์นระบบ อยา่งไรก็ตามหากพิจารณาความคุม้ค่าในการบ าบดัการใชเ้อนไซมต์รึง
รูปจะคุม้ค่ากว่ามาก เพราะสามารถแยกออกมาใช้ใหม่ได้ ท  าให้ประหยดัค่าใช้จ่ายในการบ าบดั 
(รายละเอียดเร่ืองความทนทานและการใชง้านซ ้ าจะกล่าวในหวัขอ้ 3.8)  

 
 
 
  

 

 

 

 

 

  ภาพท่ี 3-13 ปริมาณมีเทนสะสม เปรียบเทียบเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

………………….. 

3.7 ผลการทดสอบสารเคมีทีใ่ช้ในการสังเคราะห์วสัดุตรึงต่อการผลติก๊าซชีวภาพ  
 วสัดุในการตรึงเอนไซม์มีหลายชนิด แต่ละชนิดจะเหมาะสมกบัวิธีการตรึงท่ีแตกต่างกนั 
ซ่ึงในการศึกษาน้ีจะใชพ้อลิฟินิลซนัโฟนเป็นวสัดุในการตรึง โดยตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนต ์ซ่ึงการ
ตรึงดว้ยวิธีน้ีจ  าเป็นตอ้งมีการสังเคราะห์วสัดุตรึงให้มีหมู่เอมีนเพื่อไปจบัหมู่อะมิโนของเอนไซม ์
ทั้งน้ีในการสังเคราะห์วสัดุตรึงมีการใช้สารเคมีหลายชนิดและใช้สารเคมีท่ีค่อนขา้งท าปฏิกิริยาท่ี
รุนแรง ดงันั้นจึงท าการศึกษาว่าวสัดุตรึงท่ีผ่านการสังเคราะห์มีผลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพหรือไม่ 
ซ่ึงจากการศึกษาท่ีด าเนินการโดยให้น ้ าเสียสัมผสักบัวสัดุตรึงท่ีใช้สภาวะต่างๆ เหมือนกบัการใช้
เอนไซมต์รึงรูปบ าบดัน ้าเสียเบ้ืองตน้ แลว้น าน ้ าเสียดงักล่าวไปท าการหมกัในระบบไร้อากาศพบวา่
สารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์ว ัสดุตรึงไม่มีผลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพส าหรับน ้ าเสียจาก
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีไม่ผ่านการบ าบดั เน่ืองจากให้เปอร์เซ็นต์มีเทนและปริมาณก๊าซ
ชีวภาพใกลเ้คียงกนั ซ่ึงให้ปริมาณมีเทนสะสม 32.30 ml โดยท่ีน ้ าเสียท่ีไม่ทดสอบกบัวสัดุตรึงให้
ปริมาณมีเทนสะสม 35.59 ml แต่สารเคมีท่ีใชใ้นการสังเคราะห์วสัดุตรึงมีผลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพ
ส าหรับน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยกรดและน ้ าเสียจากโรงงานสกดั
น ้ ามันปาล์มทั้ งท่ีผ่านการบ าบัดด้วยการทิ้งตกตะกอนและไม่ผ่านการบ าบัด เน่ืองจากท าให้
เปอร์เซ็นต์มีเทนและปริมาณก๊าซมีเทนสะสมลดลง ซ่ึงน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยกรด 
น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยการทิ้งตกตะกอนและน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีไม่ผา่นการบ าบดัให้ปริมาณมีเทนสะสม 392.99, 785.75 และ 1,446.89 ml ตามล าดบั ซ่ึงน ้ า
เสียท่ีไม่ได้ท  าการทดสอบกับวสัดุตรึงให้ปริมาณมีเทน 606.95, 1,249.26  และ 1,549.29 ml 
ตามล าดบั (แสดงในภาพท่ี 3-14) จะเห็นวา่สารเคมีท่ีใชใ้นการสังเคราะห์วสัดุตรึงมีผลต่อการผลิต
ก๊าซชีวภาพกับน ้ าเสียท่ีมีกรดปนเป้ือนอยู่ในน ้ า ซ่ึงเม่ือกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ท่ีปนอยู่ในน ้ า
เสียไบโอดีเซลเน่ืองจากการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยกรดท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ท่ี
เติมลงไปปรับพีเอชน ้าเสียใหสู้งถึง 8 ใหไ้ดพ้ีเอชท่ีคลา้ยคลึงกบัการทดสอบกบัแผน่เอนไซมต์รึงท า
ใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นเกลือโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ซ่ึงเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ม่ือท าปฏิกิริยากบัเอมีน 
(NH2) ท่ีอยู่บนวสัดุตรึงจะเกิดสารประกอบพวกคลอรามีน (NH2Cl) ซ่ึงเป็นสารท่ีสามารถฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียไดอ้าจส่งผลให้ปริมาณมีเทนลดลงเน่ืองจากเช้ือจุลินทรียใ์นระบบถูกท าลาย ส่วนน ้ าเสีย
จากโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ก็มีเกลือของกรดท่ีเกิดจากกรดปาลมิ์ติก เสตียริกท าฏิกิริยากบัด่างท่ีเติม
ลงไปเม่ือสารประกอบเกลือเหล่านั้นท าปฏิกิริยากบัเอมีนท่ีอยูบ่นวสัดุตรึงจะเกิดสารพวกเมทิลแอม
โมเนียมไนเตรท (Methyl ammonium nitrate) ซ่ึงน่าจะมีผลในการท าลายเช้ือในระบบเช่นกนั  
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           ภาพท่ี 3-14 ปริมาณมีเทนสะสมเปรียบเทียบระหว่างน ้ าเสียท่ีแช่แผ่น………. 
                     พอลิเมอร์สังเคราะห์และน ้าเสียท่ีไม่แช่แผน่พอลิเมอร์สังเคราะห์ 

 

 3.8 ผลการทดสอบความทนทานและอายุการใช้งาน   
   ขอ้ไดเ้ปรียบของเอนไซมต์รึงรูปก็คือการใชง้านไดห้ลายคร้ัง เพราะช่วยลดค่าใชจ่้ายในการ
บ าบดั สามารถใชใ้นระบบแบบต่อเน่ืองได ้เช่น ระบบ Packed bed reactors (PBR) ระบบ Fluidized 
bed reactors (FBR) และระบบ Continuous stirred tank reactor (CSTR) เป็นตน้ โดยจ านวนคร้ัง
ของการใช้งานหรือความคงตวัของเอนไซมข้ึ์นอยูก่บัสมบติัของเอนไซม ์วสัดุท่ีใชก้ารตรึง วิธีการ
ตรึง สภาวะต่างๆ ในการตรึงและการจดัการหลงัการตรึง (อรัญ หันพงศ์กิตติกูล, 2554) ซ่ึงการ
ทดสอบความทนทานและอายกุารใชง้านของเอนไซมต์รึงรูปด าเนินการโดยการน าเอนไซมท่ี์ท าการ
ตรึงรูปไปท าการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนัหรือท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis) ในตวัอยา่ง
น ้ าเสียจ านวนหลายๆ คร้ังจนกิจกรรมของเอนไซม์มีค่าลดลงเหลือ 50 % โดยใช้สภาวะต่างๆ ท่ีได้
จากการศึกษาก่อนหนา้  คือ ใชร้ะยะเวลาการยอ่ยสลายน ้ ามนัและไขมนั 24 ชัว่โมง ปริมาตรน ้ าเสีย 
120 มิลลิลิตร เขยา่ 150 รอบต่อนาที จ  านวนแผน่เอนไซมต์รึง  3 แผน่ ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์ และ 2 แผน่ ส าหรับน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล  ผลการศึกษาพบวา่เอนไซมต์รึงรูป
สามารถใชง้านซ ้ าได ้6 คร้ัง ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและใชง้านซ ้ าไดง้าน 5 คร้ัง 
ส าหรับน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล กิจกรรมเอนไซมจึ์งจะลดลงเหลือ 50 % แสดงวา่น ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซลเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดี้กวา่น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัประสิทธิภาพการก าจดัน ้ ามนัและไขมนั รวมทั้งปริมาณซีโอดีละลายน ้ าท่ีเพิ่มข้ึนจากการท า



118 

 
 

ปฏิกิริยาท่ีมากกว่าน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม นอกจากน้ีในแต่ละคร้ังของการใช้งานซ ้ าค่า
กิจกรรมจะลดลงเพียงเล็กน้อยและค่อนขา้งสม ่าเสมอ (แสดงในตารางท่ี 3-13)  เพราะการตรึง
เอนไซม์ดว้ยพนัธะโควาเลนตมี์แรงกระท าระหว่างเอนไซมก์บัตวัรองรับท่ีแข็งแรง ท าให้เอนไซม์
หลุดออกจากตวัรองรับไดย้าก (Huckel et al., 1996;Tan et al., 2010) ส่งผลให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์
ลดลงเพียงเล็กนอ้ยเม่ือมีการน ากลบัมาใชซ้ ้ า ดงันั้นการประยุกตใ์ชเ้อนไซมต์รึงรูปส าหรับบ าบดัน ้ า
เสียในอุตสาหกรรมน่าจะประสบความส าเร็จเน่ืองจากช่วยลดค่าใชจ่้าย สามารถน าไปใชป้ระโยชน์
ไดก้วา้งขวางมากกวา่การใชเ้อนไซมอิ์สระ 

ตารางท่ี 3-13 จ านวนคร้ังของการใชง้านเอนไซมต์รึงรูปซ ้ า 

จ  านวนคร้ัง
การใชง้าน 

ค่ากิจกรรมเอนไซม ์ (U/mg protein) 
น ้าเสียโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์ 

% การลดลงของ
กิจกรรมเอนไซม ์

น ้าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซล 

% การลดลงของ
กิจกรรมเอนไซม ์

เร่ิมตน้ 758.88±10.82  763.00±11.81  
1 661.91±8.75 12.78 670.13±2.77 12.31 
2 595.98±9.38 9.96 597.95±76.42 10.77 
3 513.33±8.61 13.87 518.25±21.54 13.33 
4 452.46±16.26 11.86 446.05±18.82 13.93 
5 420.24±4.81 7.12 387.22±12.59 13.19 
6 380.30±8.08 9.50   

 

3.9 จุดเด่น-จุดด้อยและการประยุกต์ใช้ของการใช้เอนไซม์ไลเปสบ าบัดน ้ามันและไขมันในน ้าเสีย
โรงงานสกดัน า้มันปาล์มและน า้เสียจากการผลติไบโอดีเซล  
  3.9.1 ในส่วนของการใช้เอนไซม์บ าบดัเบ้ืองตน้พบว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล
สามารถก าจดัซีโอดี น ้ ามนัและไขมนัไดม้ากกว่าน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มแต่เม่ือน าน ้ า
เสียท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซม์น ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มให้ผลผลิตมีเทนมากกว่า 
  3.9.2 การใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปในการบ าบัด น ้ า เสียในขั้ นต้นให้
ประสิทธิภาพการบ าบดัแตกต่างกนัเล็กนอ้ย ดงันั้นการใชเ้อนไซมต์รึงรูปช่วยประหยดัค่าใชจ่้ายได้
มากกวา่เพราะเอนไซมต์รึงรูปสามารถใชง้านซ ้ าไดห้ลายคร้ัง  
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  3.9.3 ในส่วนของการน าน ้ าเสียท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมม์าผลิตก๊าซชีวภาพ
พบว่าการใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองต้นก่อนเข้าระบบหมกัไร้อากาศให้ผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพแตกต่างกนัเล็กนอ้ยกบัการใชเ้อนไซมอิ์สระ ดงันั้นการใชเ้อนไซมต์รึงรูปจึงจึงช่วยประหยดั
ค่าใช้จ่ายในการบ าบดัและพบว่าน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มให้ผลผลิตก๊าซชีวภาพได้
มากกวา่น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะวา่น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มมี
สารอาหารท่ีจ าเป็นต่อจุลินทรียม์ากกว่าน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีมีปริมาณคาร์บอนสูงมาก
แต่ขาดสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อจุลินทรีย ์  
  3.9.4 น ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดแลว้ใชเ้อนไซมบ์ าบดัอีก
คร้ังใหผ้ลผลิตก๊าซชีวภาพดีข้ึนและไดน้ ้ามนักลบัไปเป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลใหม่ แมจ้ะมี
ค่าใช้จ่ายในการใช้กรดและเอนไซม์ตรึงรูป (ประมาณ 32,400 บาท/ลูกบาศก์เมตรน ้ าเสีย) แต่
สามารถแกปั้ญหาปริมาณน ้ ามนัและไขมนัท่ีสูง เพิ่มประสิทธิภาพการบ าบดัก าจดัน ้ ามนัและไขมนั
น ้าเสียใหสู้งข้ึนได ้( 92.11 %) และเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจในการศึกษาระบบบ าบดัและการจดัการ
น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



120 

 
 

บทที ่4 

สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 

 
4.1 สรุปผลการศึกษา   
  อุตสาหกรรมปาลม์น ้ ามนัมีความเก่ียวเน่ืองกบัอุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซลท่ีใชน้ ้ ามนั
ปาล์มดิบเป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิต น ้ าเสียท่ีเกิดข้ึนจากอุตสาหกรรมทั้งสองแมจ้ะมีลกัษณะของ
น ้ าเสียท่ีแตกต่างกนั แต่น ้ าเสียทั้งสองชนิดมีปริมาณสารคาร์บอนสูง ซ่ึงนิยมบ าบดัน ้ าเสียท่ีมีสาร
คาร์บอนสูงในระบบไร้อากาศ แต่อย่างไรก็ตามน ้ ามนัและไขมนัท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียทั้งสองชนิด
มกัเป็นปัญหาในการบ าบดัในระบบไร้อากาศ  ท าให้ประสิทธิภาพในการบ าบดัต ่า เน่ืองจากน ้ ามนั
และไขมนัรบกวนการท างานของจุลินทรียใ์นระบบไร้อากาศ อีกทั้งน ้ ามนัและไขมนัยอ่ยสลายตาม
ธรรมชาติไดช้า้ ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการก าจดัน ้ ามนัและไขมนัเบ้ืองตน้ก่อน ซ่ึงในการศึกษาน้ีใช้
เอนไซม์ในการบ าบดั โดยเปรียบเทียบผลของเอนไซม์ตรึงกบัเอนไซม์อิสระ ซ่ึงสามารถสรุปผล
การศึกษาไดด้งัต่อไปน้ี  
    1) การตรึงเอนไซม์ด้วยพนัธะโควาเลนต์อาศยัสมบติัและโครงสร้างของกรด 
อะมิโนของเอนไซมท่ี์มีต่อตวัพยงุ จึงตอ้งท าใหต้วัพยงุหรือวสัดุตรึงมีหมู่เอมีนเพื่อจบักบัหมู่อะมิโน
ของเอนไซม ์โดยประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการเติมหมู่ไนโตร ซ่ึงพบแบนด์หมู่ไนโตรท่ี
ต าแหน่ง 1,530.30 cm-1 และ 1,347.05 cm-1 ส าหรับโครงสร้างท่ีไม่สมมาตรและโครงสร้างท่ี
สมมาตร ตามล าดบั และขั้นตอนการเปล่ียนหมู่ไนโตรให้เป็นหมู่เอมีน ซ่ึงพบแบนด์หมู่เอมีนท่ี
ต าแหน่ง 3,349.56 cm-1 และ 1,618.20 cm-1 เม่ือวสัดุตรึงมีหมู่เอมีนก็ท าการตรึงเอนไซม ์โดยใช ้
กลูตารัลดีไฮด์เป็นสารเช่ือมขวาง ซ่ึงพบวา่มีเอนไซมจ์บัอยู่กบัวสัดุตรึง แต่ค่ากิจกรรมและปริมาณ
โปรตีนของเอนไซมล์ดลง เน่ืองจากการตรึงดว้ยพนัธะโควาเลนตส์ภาวะการท าปฏิกิริยารุนแรงจึง
เกิดการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมบ์างส่วนในระหวา่งการตรึง  
    2) การทดสอบสภาวะในการท างานท่ีเหมาะสมของการใชเ้อนไซมต์รึงรูปในการ
ยอ่ยสลายน ้ ามนัไขมนัในน ้ าเสีย พบวา่ จ  านวนแผน่เอนไซมต์รึงท่ีเหมาะสม คือ 3 แผน่ (3 ตร.ซม.) 
และ 2 แผน่ (2 ตร.ซม.) ท่ีปริมาตรน ้าเสีย 120 ml ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสีย
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ส่วนระยะเวลาการสัมผสัของแผ่นเอนไซม์ตรึงกับน ้ าเสียท่ี
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คือ 24 ชัว่โมง ทั้งน ้ าเสียโรงงานปาล์มและน ้ าเสียจากการ
ผลิตไบโอดีเซล จึงจะให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลเพิ่มข้ึนสูงสุด โดยให้ปริมาณกรด
ไขมนัอิสระและกลีเซอรอล 28.69 % และ 29.83 % ตามล าดบั ส าหรับน ้ าเสียโรงงานน ้ ามนัปาล์ม 
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และใหป้ริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล 31.17 % และ 32.90 % ตามล าดบัส าหรับน ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอลมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณน ้ ามนั
และไขมนัท่ีลดลง ซ่ึงน ้ ามนัและไขมนัลดลง 41.59 % และ 61.27 % ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ตามล าดบั แต่อยา่งไรก็ตามการท างานของเอนไซม์
ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของน ้ามนัและไขมนัดว้ยเช่นกนักล่าวคือถา้ความเขม้ขน้ของน ้ ามนัและไขมนั
มากเกินไปก็จะยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ด ้จึงไดท้  าการทดสอบการใชเ้อนไซม์กบัน ้ าเสียท่ีเจือ
จางด้วย โดยเง่ือนไขการทดลองเดียวกนัคือพื้นท่ีของเอนไวม์ตรึงและระยะเวลาการท าปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสเท่ากนั พบวา่น ้ าเสียท่ีท าการเจือจางอตัราส่วน 1:6 จะให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและ
กลีเซอรอลเพิ่มข้ึนมากกว่า รวมทั้งลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัไดม้ากกว่าหลงัการท าปฏิกิริยาดว้ย
เอนไซม ์โดยให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล 37.13 % และ 35.92 % ส าหรับน ้ าเสีย
โรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและให้ปริมาณกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล 54.24 % และ 54.76 %  
ส าหรับน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล ลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนั 58.48 % และ 69.67 % ส าหรับ
น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ตามล าดบั  
    3) น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลไม่
เหมาะสมท่ีจะน ามาบ าบดัดว้ยเอนไซม์โดยตรงเน่ืองจากมีปริมาณน ้ ามนัและไขมนัสูงมากจึงควร
น ามาปรับปรุงคุณภาพในขั้นต้นก่อนไม่ว่าจะเป็นวิธีการทางกายภาพหรือทางเคมีก็ตาม ซ่ึงใน
การศึกษาน้ีใช้การทิ้งตกตะกอนส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม ซ่ึงเป็นวิธีท่ีทางโรงงาน
สกดัน ้ามนัปาลม์ใชเ้พื่อการปรับปรุงคุณภาพขั้นตน้ก่อนเขา้สู่ระบบผลิตก๊าซชีวภาพและใชก้ารปรับ
พีเอชดว้ยกรดเพื่อลดสภาพอิมลัชนัส าหรับน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลและแยกน ้ ามนั
ออกบางส่วนเพื่อน ากลบัมาใช้ใหม่ได ้โดยหลงัการบ าบดัดว้ยวิธีการดงักล่าวพบวา่น ้ าเสียโรงงาน
สกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีใชเ้อนไซมอิ์สระบ าบดัสามารถลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัลงได ้55.63 %  ลด
ปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้49.15 % ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีใช้กรดปรับปรุงคุณภาพ
เบ้ืองตน้ก่อนท่ีผ่านการใช้เอนไซม์อิสระสามารถลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได้ 56.05 %  ลด
ปริมาณซีโอดีทั้งหมดได ้46.95 %   
   4) ผลของการใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัน ้ าเสียในขั้นต้นซ่ึงผ่านการปรับปรุง
คุณภาพขั้นตน้ดว้ยการทิ้งให้ตกตะกอนส าหรับน ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มและการปรับค่า
พีเอชดว้ยกรดส าหรับน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลพบวา่สามารถลดปริมาณน ้ ามนัและ
ไขมนัได ้53.34 %  ลดปริมาณซีโอดีทั้งหมด 44.06 % ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการ
บ าบดัด้วยเอนไซม์ตรึงรูปสามารถลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้41.98 %  ลดปริมาณซีโอดี
ทั้งหมดได ้37.80 %     
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   5) ผลของการใชเ้อนไซมอิ์สระบ าบดัน ้ าเสียเบ้ืองตน้ต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพ
และการผลิตก๊าซชีวภาพพบวา่น ้ าเสียจากโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีทิ้งให้ตกตะกอนและผา่นการ
บ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระสามารถลดปริมาณซีโอดีได้ 52.68 % และลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้
66.51 %  ให้ผลผลิตมีเทนสะสม 1,746.54 ml ซ่ึงให้ผลผลิตมีเทนเพิ่มข้ึน 28.47 % เม่ือเทียบกบัน ้ า
เสียท่ีทิ้งตกตะกอนเพียงอยา่งเดียวโดยไม่ผา่นเอนไซม์ (เป็นกรณีท่ีทางโรงงานส่วนใหญ่ใช้บ าบดั
ขั้นตน้)  ส่วนน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดเพื่อลดสภาพอิมลัชนัและ
แยกน ้ ามนับางส่วนกลบัมาใช้ใหม่ได้และบ าบดัต่อด้วยเอนไซม์อิสระพบว่าสามารถลดปริมาณ 
ซีโอดีได ้ 76.61 % ลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได ้68.74 % ให้ผลผลิตมีเทนสะสม 1,835.98 ml 
สามารถเพิ่มผลผลิตมีเทนข้ึนถึง 66.94 % เม่ือเทียบกบัน ้ าเสียท่ีไม่ผา่นการปรับพีเอช จะเห็นไดว้่า
ส าหรับน ้ าเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลวิธีการดงักล่าวเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจในด้าน
ประสิทธิภาพการบ าบดั   
   6) ผลของการใช้เอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัเบ้ืองตน้ต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพและ
ผลผลิตก๊าซชีวภาพพบวา่น ้าเสียจากโรงงานสกดัน ้ามนัปาล์มท่ีทิ้งตกตะกอนและผา่นการบ าบดัดว้ย
เอนไซมต์รึงรูปสามารถลดปริมาณซีโอดี 49.14 % และลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัเพิ่มข้ึน 58.09 % 
ใหป้ริมาณมีเทนสะสม 1,508.42 ml หรือสามารถเพิ่มผลผลิตมีเทนได ้17.18 %  เม่ือเทียบกบัน ้ าเสีย
ท่ีทิ้งตกตะกอนเพียงอย่างเดียว (กรณีท่ีทางโรงงานสกัดน ้ ามนัปาล์มส่วนใหญ่ใช้ในการบ าบดั
ขั้นตน้) ส่วนน ้าเสียไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดและบ าบดัต่อดว้ยเอนไซมต์รึงรูปพบวา่
สามารถลดปริมาณซีโอดีได้ 68.99 % ลดปริมาณน ้ ามนัและไขมนัได้ 61.19 %  ให้ผลผลิตมีเทน
สะสม  1,479.94 ml ซ่ึงเพิ่มผลผลิตมีเทนไดถึ้ง 58.99 %  เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ าเสียท่ีผา่นการปรับ
ค่าพีเอชโดยใชก้รดเพียงอยา่งเดียวโดยไม่ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซม ์ 
    7) ความแตกต่างของการใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปต่อผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพพบวา่ เอนไซมอิ์สระเพิ่มผลผลิตมีเทนไดม้ากกวา่เอนไซมต์รึงรูปเพียงเล็กนอ้ย คือ 38.65 % 
กบั 31.24 % ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม และ 87.73 % กบั 76.23 % ส าหรับน ้ าเสียจาก
การผลิตไบโอดีเซล ตามล าดับ ดังนั้นเอนไซม์ตรึงรูปเหมาะกับการน าไปประยุกต์ใช้มากกว่า
เน่ืองจากเอนไซมต์รึงรูปสามารถแยกออกมาใชบ้  าบดัน ้าเสียใหม่ไดห้ลายคร้ัง  
   8) ผลของการใช้สารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์วสัดุตรึงต่อการผลิตมีเทนพบว่า
ส่งผลต่อการผลิตมีเทนเพิ่มข้ึนแต่จะมีผลในทางตรงกนัขา้มเม่ือปรับพีเอชของน ้ าเสียให้มีค่าลดลง
เพื่อท าลายสภาพอิมลัชันในกรณีของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลเน่ืองจากกรดไฮโดรคลอริก 
(HCl) ท่ีปนอยูใ่นน ้ าเสียท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ท่ีเติมลงไปปรับพีเอชน ้ าเสีย
อีกคร้ังเพื่อให้ไดพ้ีเอชท่ีคลา้ยคลึงกบัการทดสอบกบัแผน่เอนไซมต์รึงท าให้ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นเกลือ
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โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ซ่ึงเกลือโซเดียมคลอไรด์เม่ือท าปฏิกิริยากบัเอมีน (NH2) ท่ีอยูบ่นวสัดุตรึง
จะเกิดสารประกอบพวกคลอรามีน (NH2Cl) ซ่ึงเป็นสารท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดอ้าจส่งผลให้
ปริมาณมีเทนลดลงเน่ืองจากเช้ือจุลินทรียใ์นระบบถูกท าลาย  
    9) เอนไซม์ท่ีท าการตรึงด้วยพนัธะโควาเลนต์บนเอมีนพอลิฟินิลซันโฟนจะมี
กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือ 50 % และแต่ละคร้ังของการน ามาใชซ้ ้ าค่ากิจกรรมเอนไซมล์ดลง
เพียงเล็กนอ้ย เม่ือใชง้านซ ้ าได ้6 คร้ัง ส าหรับน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์ม และใช้งานซ ้ าได ้5 
คร้ัง ส าหรับน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 

4.2 ข้อเสนอแนะ  
  1. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมกรณีพื้นท่ีของแผ่นเอนไซมต์รึงรูปต่อความเขม้ขน้ของน ้ าเสีย 
เช่น ปริมาณน ้ ามนัและไขมนัในน ้ าเสียหรือค่าซีโอดี เป็นตน้ เพื่อให้สามารถออกแบบจ านวนแผ่น
เอนไซมท่ี์จะใชใ้หเ้หมาะสมกบัความเขม้ขน้ของน ้ าเสียมากท่ีสุดและควรมีการศึกษาระยะเวลาการ
สัมผสัของแผน่เอนไซมต์รึงกบัน ้าเสียเพิ่มเติม   
  2. จากประเด็นเสนอแนะในขอ้ท่ี 1 ในทางกลบักนัควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเร่ืองอตัราการ
เจือจางน ้ าเสียเพื่อหาอตัราการเจือจางน ้ าเสียท่ีเหมาะสมท่ีสุดทั้งน้ีเพื่อประสิทธิภาพการบ าบดัท่ีดี
ท่ีสุดในระยะเวลาท่ีเหมาะสมและคุม้ค่าทางดา้นเศรษฐศาสตร์ใหม้ากท่ีสุด  
  3. ควรมีการศึกษาปริมาณไอออนของโซเดียม (Na+) ในน ้ าเสียไบโอดีเซลท่ีเกิดจากการ
แตกตวัของสบู่ท่ีปนเป้ือนในน ้ าเสียและท่ีเกิดจากกรดคาร์บอกซิลิกท่ีท าปฏิกิริยากบั NaOH ท่ีเติม
เพื่อปรับพีเอชเพื่อศึกษาปริมาณของโซเดียมต่อความสามารถกระตุน้หรือยบัย ั้งการท างานของ
จุลินทรียใ์นระบบหมกัไร้อากาศ   
  4. ควรมีการศึกษาต่อไปในประเด็นรูปแบบและการเพิ่มประสิทธิภาพการบ าบดัด้วย
เอนไซมแ์ละค านึงถึงจุดคุม้ทุนทั้งในแง่ของตวัเงิน ซ่ึงตอ้งแยกเป็นค่าลงทุนและค่าใชจ่้ายรวมถึงผล
พลอยได้จากการได้น ้ ามันกลับคืนมาและในแง่ของผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมท่ีลดลงจาก
กระบวนการบ าบดัดงักล่าวดว้ยเช่นกนั  
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ภาคผนวก ก 
ผลการวเิคราะห์ลกัษณะทางเคมีของน า้เสียก่อนและหลังผ่านการบ าบัดในระบบหมักไร้อากาศ 

ตารางภาคผนวกท่ี ก-1 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อนและ 
             หลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์

 (V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ประสิทธิภาพ
การบ าบดั 
 (%) 

 
 
 
 

480:20 

pH 4.75±0.01 5.18±0.01 - 
TCOD (mg/l) 68,000±2,828.43 54,500±4,949.75 19.85 
SCOD (mg/l) 52,500±707.11 31,250±353.55 40.48 
O&G (mg/l) 3,032±21.21 2,600±91.92 14.25 
TS (mg/l) 41,110±113.14 40,445±700.04 1.62 
SS (mg/l) 17,980±565.69 15,390±155.56 14.40 
VS (mg/l) 20,910±395.98 19,895±219.20 4.85 
Alkalinity (mg/l)   1,265±7.07 1,010±7.07 20.16 
VFA (mg/l) 6,535±21.21 1,967.5±17.68 69.82 

 
 
 
 

450:50 

pH 4.82±0.01 5.31±0.00 - 
TCOD (mg/l) 74,250±353.55 57,250±1,767.76 22.90 
SCOD (mg/l) 57,000±1,414.21 31,000±1,414.21 45.61 
O&G (mg/l) 3,492±7.07 2,865±7.07 17.96 
TS (mg/l) 42,950±70.71 41,460±240.42 3.47 
SS (mg/l) 19,450±183.85 16,010±240.42 17.69 
VS (mg/l) 22,030±42.43 20,295±289.91 7.88 
Alkalinity (mg/l)   1,317.5±17.68 1,012.5±17.68 23.15 
VFA (mg/l) 6,797.5±272.24 1,972.5±10.61 70.98 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-1 (ต่อ)  ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อน  
          และหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ประสิทธิภาพ
การบ าบดั (%) 

 
 
 
 

400:100 

pH 5.25±0.02 5.45±0.01 - 
TCOD (mg/l) 84,000±2,828.43 62,750±1,060.66 25.30 
SCOD (mg/l) 60,250±353.55 29,000±1,414.21 51.87 
O&G (mg/l) 4,049.5±10.61 3,157.5±187.38 22.03 
TS (mg/l) 46,215±148.49 42,295±586.90 4.15 
SS (mg/l) 21,010±1,400.07 16,910±381.84 19.51 
VS (mg/l) 23,065±106.07 21,035±162.63 8.80 
Alkalinity (mg/l)   1,492.5±3.54 1,020±21.21 31.66 
VFA (mg/l)   6,912±207.89 1,895±7.07 72.58 

 
 
 
 

350:150 

pH 5.53±0.00 5.57±0.05 - 
TCOD (mg/l)   87,000±1,414.21 52,750±1,060.66 39.37 
SCOD (mg/l)   66,000±2,828.43 29,500±2,828.43 55.30 
O&G (mg/l)   4,484.5±10.61 3,085±91.92 31.21 
TS (mg/l)   49,050±84.85 45,592.5±123.74 7.05 
SS (mg/l)   24,340±84.85 19,400±113.14 20.30 
VS (mg/l)   25,520±84.85 22,480±608.11 11.91 
Alkalinity (mg/l)   1,557.5±10.61 1,027.5±10.61 34.03 
VFA (mg/l)   7,210±127.28 1,800±14.14 75.03 

 
 
 
 

300:200 

pH 5.79±0.01 5.76±0.05 - 
TCOD (mg/l)   92,000±5,656.85 57,500±353.55 37.5 
SCOD (mg/l)   72,000±0.00 34,000±2,828.43 52.78 
O&G (mg/l)   4,809.5±10.61 3,510±197.99 27.02 
TS (mg/l)   53,620±113.14 50,085±21.21 6.59 
SS (mg/l)   22,010±42.43 25,770±70.71 14.59 
VS (mg/l)   26,345±134.35 24,095±35.36 8.54 
Alkalinity (mg/l)   1,697.5± 10.61 1,167.5± 10.61 31.22 
VFA (mg/l)   7,597.5± 152.03 2,255±21.21 70.32 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-1 (ต่อ)  ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มก่อน 
          และหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงั หมกั  

ประสิทธิภาพ
การบ าบดั 
 (%) 

 
 
 
 

250:250 

pH 5.90±0.00 5.91±0.02 - 
TCOD (mg/l) 95,000±7,071.07 60,750±1,060.66 36.05 
SCOD (mg/l) 84,000±0.00 48,000±5,656.85 42.86 
O&G (mg/l) 5,284.5± 38.89 3,972.5± 95.50 24.83 
TS (mg/l) 56,765±134.35 53,720±141.42 5.36 
SS (mg/l) 26,630±466.69 24,110±268.70 9.46 
VS (mg/l) 27,380±169.71 25,895±63.64 5.42 
Alkalinity (mg/l)  1,905±21.21 1,365±7.07  28.35 
VFA (mg/l) 7,672.5± 3.54 2,755±21.21 64.09 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 6.02±0.02 5.95±0.04 - 
TCOD (mg/l) 102,000±7,071.07 68,000±2,828.43 33.33 
SCOD (mg/l) 99,000±4,242.64 62,000±2,828.43 37.37 
O&G (mg/l)   5,414.5± 38.89 4,232.5± 31.82 21.83 
TS (mg/l) 59,995±205.06 56,895±417.19 5.12 
SS (mg/l) 31,010±6,972.07 28,550±296.98 7.93 
VS (mg/l) 28,085±91.92 26,585±106.07 5.34 
Alkalinity (mg/l) 2,052.5± 3.54 1,517.5± 10.61 26.01 
VFA (mg/l) 7,890±84.85 3,087.5± 17.68 60.87 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-2 ลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มท่ีผา่นการ 
             บ  าบดัเบ้ืองตน้ดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูปก่อนและหลงับ าบดัใน 
             ระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนน ้าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์350:150 V/V 

รูปแบบเอนไซมท่ี์
ใชบ้ าบดัเบ้ืองตน้ 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ประสิทธิภาพ
การบ าบดั (%) 

 
 
 
 

เอนไซมอิ์สระ 
 
 

pH 6.75±0.08 6.52±0.20 - 
TCOD (mg/l) 79,500±4,242.64 39,000±707.11 50.94 
SCOD (mg/l) 66,000±2,828.43 25,500±3,535.53  61.36 
O&G (mg/l) 1,680±88.39 650±24.75 61.31 
TS (mg/l) 57,925±1,039.45 43,970±14.14 24.09 
SS (mg/l) 35,280±311.13 27,370±608.11 22.42 
VS (mg/l) 34,700±678.82 29,010±1,173.80 16.40 
Alkalinity (mg/l) 1,090±14.14 520±42.43 52.29 
VFA (mg/l) 7,990±14.14 1,635±21.21 79.54 

 
 
 

 
เอนไซมต์รึงรูป 

pH 6.85±0.08 6.65±0.08 - 
TCOD (mg/l) 81,500±2,828.43 42,500±1,414.21 47.85 
SCOD (mg/l) 78,000±2,828.43 34,500±2,121.32 55.77 
O&G (mg/l) 1,772±42.43 802±7.07 54.74 
TS (mg/l) 59,960±84.85 46,985±49.50 21.63 
SS (mg/l) 32,840±197.99  27,690±240.42 15.68 
VS (mg/l) 24,700±424.26 21,070±1,286.93 14.69 
Alkalinity (mg/l)  1,235±35.35 725±35.35 41.30 
VFA (mg/l) 7,515±21 1,780±42.43 76.31 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-3 ลกัษณะของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนัปาล์มทิ้งตกตะกอนแลว้ใชเ้อนไซม ์
             อิสระและเอนไซม์ตรึงรูปบ าบดัอีกคร้ังก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้ 
             อากาศท่ีอตัราส่วนน ้าเสียต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์350:150 V/V  

น ้าเสีย พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนการหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ประสิทธิภาพ
การบ าบดั (%) 

 
 
 
 

น ้าปาลม์ท้ิง
ตกตะกอน 

 
 

pH 5.84±0.07 6.68±0.04 - 
TCOD (mg/l) 62,500±1,414.21 36,000±2,121.32 42.40 
SCOD (mg/l) 60,000±5,656.85 35,500±707.11 43.22 
O&G (mg/l) 1,595±130.81 950±3.54 40.44 
TS (mg/l) 30,975±2,736.50 25,805±2,467.80 16.69 
SS (mg/l) 26,180±2,347.59 22,640±876.81 13.52 
VS (mg/l) 27,880±254.56 25,040±311.13 10.19 
Alkalinity (mg/l) 1,705±21.21 825±35.36 51.61 
VFA (mg/l) 2,845±63.64 1,030±56.57 63.80 

 
 

 
น ้าปาลม์ท้ิง
ตกตะกอน 

+ 
เอนไซมอิ์สระ 

pH 7.28±0.04 6.44±0.01 - 
TCOD (mg/l) 56,000±2,828.43 26,500±1,414.21 52.68 
SCOD (mg/l) 55,000±2,828.43 22,000±2,828.43 60.00 
O&G (mg/l) 1,254±53.03 420±17.68 66.51 
TS (mg/l) 43,680±3,026.42 34,125±1,124.30 21.88 
SS (mg/l) 20,170±240.42 17,350±466.69 13.98 
VS (mg/l) 26,650±353.55 24,710±834.39 14.78 
Alkalinity (mg/l) 1,295±42.43 465±21.21 64.09 
VFA (mg/l) 4,155±21.21 1,190±56.57 71.36 

 
 

น ้าปาลม์ท้ิง
ตกตะกอน 

+ 
เอนไซมต์รึงรูป 

pH 7.50±0.04 6.44±0.01 - 
TCOD (mg/l) 58,000±2,828.43 29,500±2,121.32 49.14 
SCOD (mg/l) 50,000±2828.43 23,500±707.11 53.00 
O&G (mg/l) 1,279±81.32 536±14.14 58.09 
TS (mg/l) 38,485±799.03 30,970±480.83 19.53 
SS (mg/l) 19,980±141.42 17,150±353.55 14.16 
VS (mg/l) 25,970±42.43 22,890±692.96 11.86 
Alkalinity (mg/l) 1,480±70.71 695±21.21 53.04 
VFA (mg/l) 4,090±14.14 1,380±42.43 66.26 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-4 ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบ     
             หมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห ์

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

 ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

480:20 
 

pH 8.49±0.02 4.77±0.01 - 
TCOD (mg/l) 173,333±5,773.50 164,333±2,081.67 5.19 
SCOD (mg/l) 159,000±4,242.64 132,000±6,000.00 16.98 
O&G (mg/l) 17,425±106.07 16,200±282.84 7.03 
TS (mg/l) 126,500±707.11 124,100±1,979.90 1.90 
SS (mg/l) 43,300±485.39 43,033±75.72 0.62 
VS (mg/l) 43,450±777.82 42,700±282.84 1.73 
Alkalinity (mg/l) 6,400±70.71 5,963±53.03 6.83 
VFA (mg/l) 1,093.75±44.19 956.25±26.52 12.57 

 
 
 
 

450:50 
 

pH 8.05±0.03 5.45±0.11 - 
TCOD (mg/l) 183,000±5,773.50 171,000±2,000.00 6.73 
SCOD (mg/l) 162,000±9,165.15 134,000±5,656.85 17.28 
O&G (mg/l) 17,630±56.57 15,965±21.21 9.44 
TS (mg/l) 135,800±282.84 131,750±1,060.66 2.98 
SS (mg/l) 45,200±1,436.80 44,567±547.84 1.41 
VS (mg/l) 45,390±707.11 43,550±2,050.61 4.05 
Alkalinity (mg/l) 6,813±88.39 6,013±53.03 11.74 
VFA (mg/l) 1,112.5±17.68 912.5±53.03 17.98 

 
 
 
 

400:100 

pH 7.81±0.02 6.16±0.01 - 
TCOD (mg/l) 200,000±7,320.51 181,667±2,081.67 9.17 
SCOD (mg/l) 172,000±4,618.80 138,000±5,656.85 19.77 
O&G (mg/l) 17,710±14.14 15,390±70.71 13.10 
TS (mg/l) 141,750±1,060.66 138,000±1,555.63 3.35 
SS (mg/l) 51,133±957.98 50,040±60.00 2.14 
VS (mg/l) 47,700±565.69 45,105±459.62 5.44 
Alkalinity (mg/l) 7,075±35.36 5,800±282.84 18.02 
VFA (mg/l) 1,237.5± 17.68 937.5±53.03 24.24 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-4 (ต่อ)  ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลก่อนและหลงัการบ าบดัใน 
          ระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ
การ
บ าบดั 

 
 
 
 

350:150 
 

pH 7.70±0.02 6.13±0.06 - 
TCOD (mg/l) 204,000±9,000.00 180,000±7,081.67 11.76 
SCOD (mg/l) 184,000±8,000.00 144,000±2,000.00 21.74 
O&G (mg/l) 17,875±106.07 15,075±106.07 15.66 
TS (mg/l) 148,800±282.84 141,100±848.53 5.17 
SS (mg/l) 52,000±310.48  49,987±90.18 3.87 
VS (mg/l) 49,100±141.42 45,595±1,704.13 7.14 
Alkalinity (mg/l) 7,482±26.16 5,431±203.29 27.41 
VFA (mg/l) 1,450±35.36 950±1,031.25 34.48 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 7.65±0.04 6.06±0.04 - 
TCOD (mg/l) 208,000±6,928.20 175,000±5,686.24 15.87 
SCOD (mg/l) 192,000±9,618.80 147,000±14,142.14 23.44 
O&G (mg/l) 17,950±141.42 14,750±70.71 17.83 
TS (mg/l) 158,350±494.97 148,600±565.69 6.16 
SS (mg/l) 54,213±331.26 51,793±384.36 4.46 
VS (mg/l) 53,840±1,923.33 49,050±212.13 8.90 
Alkalinity (mg/l)  7,663±123.74 5,075±35.35 33.77 
VFA (mg/l) 1,400±70.71 1,055±70.71 37.94 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-4 (ต่อ)  ลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลก่อนและหลงัการบ าบดัใน 
                      ระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละการ
บ าบดั 

 
 
 

250:250 
 

pH 7.44±0.05 5.78±0.14 - 
TCOD (mg/l) 212,000± 6,928.20 165,667± 7,094.60 21.86 
SCOD (mg/l) 196,000± 12,220.20 140,000± 14,142.14 28.57 
O&G (mg/l) 18,025±35.36 13,885±35.36 22.97 
TS (mg/l) 164,500± 707.11 151,250± 1,060.66 8.05 
SS (mg/l) 60,500±220.00 56,333±366.79 6.89 
VS (mg/l) 59,300±424.26 53,500±141.42 9.78 
Alkalinity (mg/l) 7,782±115.26 4,781±44.19 38.56 
VFA (mg/l) 1,468.8± 8.84 862.5± 88.39 41.28 

 
 
 

200:300 

pH 7.44±0.05 5.78±0.14 - 
TCOD (mg/l) 225,000± 7,071.07 141,000± 5,773.50 37.33 
SCOD (mg/l) 220,000±6,928.20 125,000±8,000.00 43.18 
O&G (mg/l) 18,135±63.64 12,700±282.84 29.97 
TS (mg/l) 168,550± 777.82 150,100± 1,272.79 10.94 
SS (mg/l) 61,807±277.37 56,847±352.33 8.02 
VS (mg/l) 60,700±989.95 51,150±6,858.94 15.73 
Alkalinity (mg/l) 8,225±70.71 4,763±88.39 42.09 
VFA (mg/l) 1,629±26.52 937.5±17.68 42.45 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-5 ลกัษณะน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ย เอนไซม ์
             อิสระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละการ
บ าบดั 

 
 
 
 

480:20 
 

pH 6.94±0.04 6.02±0.00 - 
TCOD (mg/l) 60,333±1,527.53 49,667±3,214.55 17.68 
SCOD (mg/l) 27,333±2,516.61 20,000±1,414.21 26.82 
O&G (mg/l) 6,008±116.67 5,100±110.31 15.11 
TS (mg/l) 136,055±77.78 131,055±289.91 3.40 
SS (mg/l) 49,180±395.98 47,740±1,583.92 2.93 
VS (mg/l) 67,280±28.28 65,640±254.56 2.43 
Alkalinity (mg/l)  4,338±300.52 3,131±8.84 27.82 
VFA (mg/l) 1,419±26.87 956.25±26.52 32.61 

 
 
 

450:50 
 
 
 

pH 6.84±0.04 5.82±0.03 - 
TCOD (mg/l) 63,167±2,254.62 48,833±763.76 22.69  
SCOD (mg/l) 29,500±500.00 18,000±7,071.07 38.98 
O&G (mg/l) 6,353±470.23 4,956±31.11 21.99 
TS (mg/l) 138,275±1,513.21 131,640±954.59 4.80 
SS (mg/l) 52,960±141.42 51,240±1,103.09 3.25 
VS (mg/l) 70,370±438.41 67,520±226.27 4.05 
Alkalinity (mg/l)  4,525±35.34 3,138±53.03 30.65 
VFA (mg/l) 1,595±70.71 962.5±17.68 39.66 

 
 
 

400:100 

pH 6.73±0.01 5.72±0.01 - 
TCOD (mg/l) 66,500±1,802.78 43,000±1,732.05 35.34 
SCOD (mg/l) 31,000±2,000.00 17,000±1,414.21 45.16 
O&G (mg/l) 6,718±208.60 4,278±39.60 36.32 
TS (mg/l) 138,490±664.68 139,085±247.49 8.34 
SS (mg/l) 54,640±1,866.76 55,000±141.42 7.93 
VS (mg/l) 73,070±664.68 71,960±197.99 6.99 
Alkalinity (mg/l)  4,938±88.39 3,538±53.03 38.48 
VFA (mg/l) 1,688±53.03 993.75±61.87 44.31 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-5 (ต่อ) ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้    
         ดว้ยเอนไซม์อิสระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 
 

350:150 
 
 

pH 6.63±0.03 5.48±0.02 - 
TCOD (mg/l) 69,833±1,040.83 42,000±1,000.00 39.86 
SCOD (mg/l) 34,000±2,000.00 17,000±2,828.43 50.00 
O&G (mg/l) 6,378±173.24 3,697±46.67 42.04 
TS (mg/l) 141,100±1,555.63 128,175±35.36 9.16 
SS (mg/l) 61,230±834.37 56,740±1,329.36 7.33 
VS (mg/l) 76,790±1,088.94 72,940±1,244.51 5.01 
Alkalinity (mg/l)  5,438±88.39 3,200±35.36 41.15 
VFA (mg/l) 1,890±17.68 1,000±990.00 47.09 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 6.85±0.06 5.43±0.02 - 
TCOD (mg/l) 73,833±3,329.16 39,333±1,527.53 46.73 
SCOD (mg/l) 37,333±2,516.61 14,000±8,485.28 62.50 
O&G (mg/l) 6,313±236.88 3,251±4.24 48.50 
TS (mg/l) 143,380±3,210.26 142,355±360.62 11.18 
SS (mg/l) 64,380±339.41 63,810±551.54 7.10 
VS (mg/l) 82,550±806.10 79,120±1,103.09 4.16 
Alkalinity (mg/l)  5,513±194.45 2,975±35.36 46.04 
VFA (mg/l) 1,900±35.36 900±35.36 52.63 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-5 (ต่อ) ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ 
         ดว้ยเอนไซม์อิสระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

250:250 
 
 

pH 6.58±0.03 5.41±0.01 - 
TCOD (mg/l) 79,833±1,443.38 32,500±2,291.29 59.29 
SCOD (mg/l) 41,333±2,929.73 12,500±8,485.28 69.76 
O&G (mg/l) 6,038±180.31 2,895±60.81 52.05 
TS (mg/l) 146,590±2,177.89 127,800±1,060.66 12.82 
SS (mg/l) 67,350±2,531.44 60,470±466.69 10.22 
VS (mg/l) 84,380±1,753.62 80,530±692.96 9.30 
Alkalinity (mg/l)  5,725±35.36 3,031±26.52 47.06 
VFA (mg/l) 2,088±53.03 993.5±9.19 52.42 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 6.43±0.06 5.315±0.01 - 
TCOD (mg/l) 84,000±763.76 25,000±2,081.67 69.68 
SCOD (mg/l) 45,333±3,329.16 9,500±2,121.32 79.04 
O&G (mg/l) 5,805±127.28 2,015±24.04 65.29 
TS (mg/l) 149,110±1,583.92 125,425±445.48 15.88 
SS (mg/l) 72,710±466.69 62,760±1,753.62 13.68 
VS (mg/l) 91,080±1,753.62 80,440±509.12 11.68 
Alkalinity (mg/l)  5,988±88.39 2,806±44.19 53.14 
VFA (mg/l) 2,144±8.84 987.5±3.54 65.87 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-6 ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ดว้ย 
              เอนไซมต์รึงรูปก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 

480:20 
 

pH 7.19±0.04 6.62±0.05 - 
TCOD (mg/l) 62,000±2,828.43 55,500±707.11 10.48 
SCOD (mg/l) 40,750±3,181.98 29,000±12,727.92 28.83 
O&G (mg/l) 6,893±3.54 6,232±120.21 9.59 
TS (mg/l) 133,080±169.71 129,400±1,979.90 2.77 
SS (mg/l) 48,640±593.97 47,520±848.53 2.30 
VS (mg/l) 61,610±834.39 60,390±127.28 1.98 
Alkalinity (mg/l)   6,400±70.71 5,463±53.03 14.64 
VFA (mg/l) 1,335±21.21 1,120±14.14 16.10 

 
 
 
 

450:50 

pH 7.15±0.05 6.47±0.04 - 
TCOD (mg/l) 65,500±707.11 54,250±1,767.77 16.54 
SCOD (mg/l) 43,000±707.11 27,000±1,414.21 37.21 
O&G (mg/l) 7,005±28.28 5,885±137.89 15.99 
TS (mg/l) 137,900±197.99 132,935±1,209.15 3.60 
SS (mg/l) 51,550±636.40 49,820±622.25 3.36 
VS (mg/l) 63,750±1,060.66 60,370±3,068.84 2.16 
Alkalinity (mg/l) 3,960±56.57 3,180±84.85 19.70 
VFA (mg/l) 1,460±56.57 1,165±7.07 20.21 

 
 
 

400:100 

pH 7.04±0.06 6.12±0.16 - 
TCOD (mg/l) 69,250±1,060.66 50,500±707.11 27.08 
SCOD (mg/l) 46,000±2,828.43 24,500±10,606.60 46.74 
O&G (mg/l) 7,240±353.55 5,292±148.49 26.91 
TS (mg/l) 140,335±968.74 130,285±615.18 7.16 
SS (mg/l) 54,020±989.95 50,990±70.71 5.61 
VS (mg/l) 67,630±3,379.97 64,310±1,937.47 4.91 
Alkalinity (mg/l) 4,145±63.63961031 3,095±7.07 25.33 
VFA (mg/l) 1,590±28.28 1,005±14.14 36.79 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-6 (ต่อ) ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ 
         ด้วยเอนไซม์ตรึงรูปก่อนและหลังการบ าบัดในระบบไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

350:150 
 
 

pH 6.95±0.01 5.96±0.05 - 
TCOD (mg/l) 72,750±1,060.66 46,000±1,414.21 36.78 
SCOD (mg/l) 49,750±353.55 24,500±707.11 50.75 
O&G (mg/l) 7,460±91.92 4,757±28.28 36.23 
TS (mg/l) 144,590±3,507.25 131,600±1,979.90 8.98 
SS (mg/l) 58,320±141.42 54,330±919.24 6.84 
VS (mg/l) 71,650±919.24 67,920±2,291.03 5.21 
Alkalinity (mg/l)   4,625±106.07 3,030±197.99 34.49 
VFA (mg/l) 1,700±14.14 995±106.07 41.47 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 6.79±0.15 5.76±0.01 - 
TCOD (mg/l) 76,000±2,828.43 38,000±2,828.43 50.00 
SCOD (mg/l) 50,000±1,414.21 23,500±3,535.53 53.00 
O&G (mg/l) 7,570±14.14 3,797±56.57 49.84 
TS (mg/l) 149,510±3,521.39 132,905±1,421.28 11.11 
SS (mg/l) 62,470±1,767.77 56,660±791.96 9.30 
VS (mg/l) 76,000±3,111.27 71,740±650.54 5.61 
Alkalinity (mg/l)   4,950±84.85 3,130±183.85 36.77 
VFA (mg/l) 1,715±49.50 870±28.28 49.27 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-6 (ต่อ) ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการบ าบดัเบ้ืองตน้ 
         ดว้ยเอนไซม์ตรึงรูปก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

250:250 
 
 

pH 6.52±0.04 5.53±0.03 - 
TCOD (mg/l) 80,750±1,060.66 35,000±1,414.21 56.66 
SCOD (mg/l) 57,500±3,535.53 23,000±2,828.43 60.00 
O&G (mg/l) 7,523±639.93 3,537±28.28 52.98 
TS (mg/l) 154,520±721.25 134,555±2,199.10 12.92 
SS (mg/l) 66,970±42.43 60,210±1,258.65 10.12 
VS (mg/l) 80,650±2,333.45 74,350±1,173.80 7.81 
Alkalinity (mg/l)  5,200±113.14 3,165±21.21 39.13 
VFA (mg/l) 1,885±49.50 960±28.28 49.07 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 6.46±0.02 5.42±0.02 - 
TCOD (mg/l) 85,250±1,767.77 28,500±707.11 64.81 
SCOD (mg/l) 59,750±1,060.66 19,000±4,242.64 68.20 
O&G (mg/l) 7,648±60.10 3,135±31.82 59.01 
TS (mg/l) 160,600±820.24 146,965±799.03 14.09 
SS (mg/l) 71,260±480.83 62,400±961.67 12.43 
VS (mg/l) 85,710±410.12 79,240±1,301.08 8.72 
Alkalinity (mg/l)  5,730±197.99 3,625±120.21 47.21 
VFA (mg/l) 2,100±28.28 1,100±42.43 55.87 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-7 ลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดก่อนใช ้
           เอนไซมบ์ าบดัขั้นตน้ก่อนและหลงับ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

480:20 
 

pH 4.07±0.07 6.19±0.11 - 
TCOD (mg/l) 34,000±3,098.39 29,667±2,081.67 12.74 
SCOD (mg/l) 18,333±1,527.53 14,667±2,081.67 20.00 
O&G (mg/l) 788.3±2.89 711±29.70 9.81 
TS (mg/l) 13,025±106.07 12,050±70.71 7.49 
SS (mg/l) 2,230±172.43 2,090±80 6.28 
VS (mg/l) 7,985±190.92 7,295±233.35 8.64 
Alkalinity (mg/l)  631±132.58 505±7.07 19.97 
VFA (mg/l) 1,045±35.36 795±21.21 23.92 

 
 
 
 

450:50 
 

pH 5.19±0.02 6.40±0.03 - 
TCOD (mg/l) 38,000±4,898.98 31,667±2,516.61 16.67 
SCOD (mg/l) 20,333±2,081.67 14,667±3,055.05 27.87 
O&G (mg/l) 760±8.66 646±33.94 11.05 
TS (mg/l) 13,435±21.21 12,100±14.14 9.94 
SS (mg/l) 3,090±111.36 2,820±20.00 8.74 
VS (mg/l) 8,895±77.78 8,090±127.28 9.05 
Alkalinity (mg/l)  1,418.8± 150.26 1,075±35.36 24.23 
VFA (mg/l) 1,225±35.36 905±49.50 26.12 

 
 
 
 

400:100 

pH 5.92±0.03 6.60±0.06 - 
TCOD (mg/l) 43,333±1,154.70 33,333±1,527.53 23.08 
SCOD (mg/l) 24,667±2,516.61 15,667±2,081.67 36.49 
O&G (mg/l) 741.7±2.89 596±33.94 19.64 
TS (mg/l) 13,905±7.07 12,385±21.21 10.93 
SS (mg/l) 4,130±131.15 3,740±468.61 9.44 
VS (mg/l) 9,880±28.28 8,980±169.71 9.11 
Alkalinity (mg/l)  2,356.3±26.52 1,750±141.42 25.73 
VFA (mg/l) 1,350±35.36 970±21.21 28.15 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-7 (ต่อ) ลกัษณะทางเคมีของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอช 
        ด้วยกรดก่อนใช้เอนไซม์บ าบดัเบ้ืองต้นก่อนและหลังการบ าบัดใน 
        ระบบหมกัไร้อากาศท่ีอตัราส่วนการหมกัต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

350:150 
 
 

pH 6.14±0.16 6.73±0.03 - 
TCOD (mg/l)  55,000±5,000.00 37,000±1,000.00 32.73 
SCOD (mg/l) 28,000±3,605.55 15,667±2,081.67 44.05 
O&G (mg/l) 723.3±5.77 546±22.63 24.48 
TS (mg/l) 14,435±49.50 12,035±49.50 16.63 
SS (mg/l) 5,210±253.25 4,413±30.55 15.30 
VS (mg/l) 11,150±212.13 9,510±28.28 14.71 
Alkalinity (mg/l)  2,796±277.19 2,045±35.36 26.86 
VFA (mg/l) 1,476±17.68 1,010±35.36 31.57 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 6.81±0.01 6.90±0.10 - 
TCOD (mg/l) 58,500±3,331.67 35,167±763.76 39.89 
SCOD (mg/l) 32,500±1,802.78 15,333±3,055.05 52.82 
O&G (mg/l) 691.7±2.89 475±35.36 31.33 
TS (mg/l) 14,990±14.14 11,810±14.14 21.21 
SS (mg/l) 6,290±291.43 5,0320±363.87 20.19 
VS (mg/l) 13,085±21.21 10,525±728.32 19.56 
Alkalinity (mg/l)  3,302±35.36 2,175±21.21 34.13 
VFA (mg/l) 1,650±35.36 1,080±0.00 34.55 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-7 (ต่อ) ลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรด 
         ก่อนใชเ้อนไซม์บ าบดัขั้นตน้ก่อนและหลงับ าบดัในระบบไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห ์

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

250:250 
 
 

pH 7.24±0.01 7.05±0.07 - 
TCOD (mg/l) 62,000±6,000.00 32,667±2,081.67 47.31 
SCOD (mg/l) 32,500±1,802.78 14,333±2,516.61 55.90 
O&G (mg/l) 693±2.52 400±7.07 42.27 
TS (mg/l) 15,545±63.64 10,345±63.64 33.45 
SS (mg/l) 7,430±253.25 5,193±197.32 30.11 
VS (mg/l) 14,450±636.40 10,425±671.75 27.85 
Alkalinity (mg/l)  4,125±59.40 2,263±53.03 45.14 
VFA (mg/l) 1,575±35.36 832±67.18 47.17 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 7.75±0.06 7.2±0.11 - 
TCOD (mg/l) 63,667±3,881.58 35,000±1,000.00 45.03 
SCOD (mg/l)  36,333±3,214.55 17,000±2,309.40 53.21 
O&G (mg/l) 658.3±7.64 430±14.14 34.68 
TS (mg/l) 16,070±42.43 10,770±56.57 32.98 
SS (mg/l) 8,620±192.18 6,740±260.00 21.81 
VS (mg/l) 17,000±141.42 12,650±735.39 25.59 
Alkalinity (mg/l)  4,625±59.40  2,753±10.61 40.48 
VFA (mg/l) 1,763±53.03 970±14.14 44.98 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-8 ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดและ 
             เอนไซมอิ์สระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 

480:20 
 

pH 7.35±0.02 4.66±0.00 - 
TCOD (mg/l) 20,500±707.11 14,750±353.55 28.05 
SCOD (mg/l)  14,000±26,000.00 9,500±2,121.32 32.14 
O&G (mg/l) 728±21.21 574±10.61 21.15 
TS (mg/l) 23,825±190.92 21,760±197.99 8.67 
SS (mg/l) 6,230±98.99 5,820±226.27 6.58 
VS (mg/l) 13,058 ±10.61 11,985±14.14 8.22 
Alkalinity (mg/l)  1,513±53.03 1,018±17.68 32.72 
VFA (mg/l) 1,098±3.54 700±7.071 36.23 

 
 
 

450:50 
 

pH 7.33±0.01 4.62±0.00 - 
TCOD (mg/l) 23,000±1,414.21 15,500±707.11 32.61 
SCOD (mg/l)  17,000± 0.00 11,000±0.00 35.29 
O&G (mg/l) 816±10.61 579±24.75 29.04 
TS (mg/l) 24,160±141.42 21,870±169.71 9.48 
SS (mg/l) 8,570±212.13 7,930±466.69 7.47 
VS (mg/l) 13,983±3.54 12,800±21.21 8.46 
Alkalinity (mg/l)  1,603±3.54 1,008±10.61 37.12 
VFA (mg/l) 1,298±10.61 775±3.54 40.29 

 
 
 
 

400:100 

pH 7.33±0.03 4.53±0.00 - 
TCOD (mg/l) 24,000±1,414.21 14,250±353.55 40.63 
SCOD (mg/l)  19,500±1,414.21 11,000±1,414.21 43.59 
O&G (mg/l) 973±14.14 629±3.54 35.35 
TS (mg/l) 27,290±254.56 24,265±374.77 11.08 
SS (mg/l) 10,820±169.71 9,940±84.85 8.13 
VS (mg/l) 14,635±28.28 13,315±49.50 9.02 
Alkalinity (mg/l)  1,693±10.61 990±10.61 41.52 
VFA (mg/l) 1,935±14.14 1,053±3.54 45.58 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-8 (ต่อ) ลกัษณะน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรด 
                      และเอนไซม์อิสระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบหมกัไร้อากาศท่ี 
          อตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 
 

350:150 
 
 

pH 7.23±0.01 4.48±0.04 - 
TCOD (mg/l) 26,500±2,121.32 13,550±353.55 48.87 
SCOD (mg/l)  21,000±2,828.43 10,000±1,414.21 52.38 
O&G (mg/l) 1,103±28.28 591±21.21 46.42 
TS (mg/l) 29,975±21.21 25,900±42.43 13.59 
SS (mg/l) 14,400±254.56 12,550±155.56 12.85 
VS (mg/l) 15,270±42.43 13,508±74.25 11.54 
Alkalinity (mg/l)  1,778±31.82 965±7.07 45.73 
VFA (mg/l) 1,473±10.61 730±14.14 50.44 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 7.19±0.02 5.89±0.08 - 
TCOD (mg/l) 27,500±707.11 11,750±353.55 57.27 
SCOD (mg/l)  23,500±2,121.32 9,500±2,828.43 59.57 
O&G (mg/l) 1,531±123.74 711±28.28 53.56 
TS (mg/l) 33,195±120.21 27,100±70.71 18.36 
SS (mg/l) 18,790±127.28 16,120±1,612.20 14.21 
VS (mg/l) 16,658±17.68 14,068±31.82 15.55 
Alkalinity (mg/l)  1,868±10.61 890±14.14 52.36 
VFA (mg/l) 1,575±7.07 695±49.50 55.87 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-8 (ต่อ) ลกัษณะของน ้ าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ย 
         กรดและเอนไซม์อิสระก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ี 
         อตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 
 

250:250 

pH 7.08±0.07 6.08±0.00 - 
TCOD (mg/l) 28,000±1,414.21 8,900±141.42 68.21 
SCOD (mg/l)  25,000±1,414.21 7,000±2,828.43 72.00 
O&G (mg/l) 1,691±38.89 580±38.89 65.70 
TS (mg/l) 32,725±247.49 25,605±21.21 21.76 
SS (mg/l) 22,970±42.43 18,600±113.14 19.02 
VS (mg/l) 18,970±7.07 15,475±42.43 18.42 
Alkalinity (mg/l)  2,015±7.07 860±14.14 57.32 
VFA (mg/l) 1,770±21.21 535±49.50 69.77 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 7.03±0.01 6.55±0.01 - 
TCOD (mg/l) 29,500±707.11 6,900±141.42 76.61 
SCOD (mg/l)  27,500±3,535.53 5,500±707.11 80.00 
O&G (mg/l) 2,021±31.82 632±28.28 68.73 
TS (mg/l) 35,715±219.20 26,200±127.30 26.64 
SS (mg/l) 25,790±14.14 19,830±98.99 23.11 
VS (mg/l) 20,090±21.21 15,058±17.68 25.05 
Alkalinity (mg/l)  2,093±3.54 720±10.61 65.60 
VFA (mg/l) 2,090±7.07 525±10.61 74.88 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-9 ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผา่นการปรับพีเอชดว้ยกรดและ 

              เอนไซมต์รึงรูปก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสียต่อ
หวัเช้ือจุลินทรีย ์(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั 

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 

480:20 
 

pH 7.34±0.07 6.94±0.02 - 
TCOD (mg/l) 25,000±1,414.21 19,500±2,121.32 22.00 
SCOD (mg/l)  19,500±707.11 16,000±1,414.21 17.95 
O&G (mg/l) 909±14.14 773±24.75 14.96 
TS (mg/l) 18,775±332.34 17,425±190.92 7.19 
SS (mg/l) 2,890±155.56 2,720±268.70 5.88 
VS (mg/l) 12,325±813.17 11,705±289.91 5.03 
Alkalinity (mg/l)  1,425±49.50 1,215±49.50 14.74 
VFA (mg/l) 2,215±162.63 1,760±28.28 20.54 

 
 
 

450:50 
 

pH 7.13±0.03 6.82±0.02 - 
TCOD (mg/l) 26,500±2,121.32 19,500±707.11 26.42 
SCOD (mg/l)  21,000±1,414.21 14,500±707.11 30.95 
O&G (mg/l) 964±14.14 768±17.68 20.33 
TS (mg/l) 20,225±91.92 18,550±70.71 8.28 
SS (mg/l) 4,220±254.56 3,940±226.27 6.64 
VS (mg/l) 15,115±162.63 13,920±523.26 7.91 
Alkalinity (mg/l)  2,160±56.57 1,480±28.28 31.48 
VFA (mg/l) 2,440±84.85 1,475±35.36 39.55 

 
 
 

400:100 

pH 6.99±0.01 6.70±0.08 - 
TCOD (mg/l) 28,000±1,414.21 18,750±353.55 33.04 
SCOD (mg/l)  24,500±707.11 15,500±707.11 36.73 
O&G (mg/l) 1,029±14.14 773±45.96 24.88 
TS (mg/l) 22,995±63.64 20,695±544.47 10.00 
SS (mg/l) 5,940±197.99 5,490±466.69 7.58 
VS (mg/l) 17,230±169.71 15,890±509.12 7.78 
Alkalinity (mg/l)  2,825±21.21 1,740±42.43 38.41 
VFA (mg/l) 2,575±21.21 1,380±28.28 46.41 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-9 (ต่อ) ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดและ 
      เอนไซมต์รึงรูปก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 

350:150 
 
 

pH 6.69±0.08 6.53±0.04 - 
TCOD (mg/l) 30,500±707.11 17,750±1,767.77 41.80 
SCOD (mg/l)  27,500±707.11 15,500±707.11 43.62 
O&G (mg/l) 1,134±28.28 803±3.54 29.19 
TS (mg/l) 23,865±63.64 20,765±190.92 12.99 
SS (mg/l) 8,320±141.42 7,510±834.39 9.74 
VS (mg/l) 19,185±106.07 17,470±523.26 8.94 
Alkalinity (mg/l)  3,480±28.28 1,925±21.21 44.68 
VFA (mg/l) 2,705±21.21 1,415±7.07 47.69 

 
 
 
 

300:200 
 

pH 6.55±0.01 6.28±0.03 - 
TCOD (mg/l) 33,750±1,060.66 17,250±1767.77 48.89 
SCOD (mg/l)  31,500±707.11 13,500±2,121.32 57.14 
O&G (mg/l) 1,264±42.43 758±3.54 40.03 
TS (mg/l) 24,320±183.85 20,530±183.85 15.58 
SS (mg/l) 14,220±226.274 12,260±197.99 13.78 
VS (mg/l) 21,030±113.14 18,020±28.28 14.31 
Alkalinity (mg/l)  4,535±49.50 2,380±28.28 47.52 
VFA (mg/l) 2,825±35.36 1,420±127.28 49.73 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-9 (ต่อ) ลกัษณะของน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ยกรดและ 
                                         เอนไซมต์รึงรูปก่อนและหลงัการบ าบดัในระบบไร้อากาศท่ีอตัราส่วนต่างๆ 

อตัราส่วนน ้าเสีย
ต่อหวัเช้ือจุลินทรีย ์

(V/V) 

พารามิเตอร์ท่ี
วิเคราะห์ 

ลกัษณะน ้าเสีย 
ก่อนหมกั  

ลกัษณะน ้าเสีย 
หลงัหมกั  

ร้อยละ 
การบ าบดั 

 
 
 
 
 

250:250 

pH 6.24±0.30 5.95±0.07 - 
TCOD (mg/l) 36,500±2,121.32 15,000±1414.21 58.90 
SCOD (mg/l)  35,500±3,535.53 12,750±353.55 64.08 
O&G (mg/l) 1,411±101.82 740±28.28 47.55 
TS (mg/l) 25,200±42.43 20,565±275.77 18.39 
SS (mg/l) 18,530±155.56 15,230±268.70 17.81 
VS (mg/l) 22,135±106.07 18,015±162.63 18.61 
Alkalinity (mg/l)  5,070±56.57 2,448±31.11 51.72 
VFA (mg/l) 2,960±14.14 995±21.21 66.39 

 
 
 
 

200:300 
 

pH 5.90±0.01 5.73±0.04 - 
TCOD (mg/l) 39,500±707.11 12,250±353.55 68.99 
SCOD (mg/l)  42,500±2,121.32 13,000±1,414.21 69.41 
O&G (mg/l) 1,559±14.14 605±28.28 61.19 
TS (mg/l) 26,790±254.56 20,470±113.14 23.59 
SS (mg/l) 21,810±155.56 17,160±480.83 21.32 
VS (mg/l) 24,815±77.78 20,285±63.64 18.26 
Alkalinity (mg/l)  5,965±63.64 2,170±56.57 63.62 
VFA (mg/l) 3,125±91.92 925±35.36 70.40 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-10 ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั 
                ปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีไม่ผา่นการบ าบดั   

วนัท่ี น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

1 120 28.82124 265 0.055498 
 120 24.73627 265 0.087261 

2 200 33.34604 350 0.233526 
 200 30.64637 350 0.236044 

3 198 46.37999 127 1.20982 
 198 50.50335 127 1.789545 

4 245 54.57748 285 1.37315 
 245 55.46998 285 1.27914 

5 380 21.89403 190 3.3464 
 380 28.61688 190 4.15297 

6 290 36.40927 200 3.65623 
 290 39.50241 200 3.64038 

7 290 44.95264 149 5.37772 
 290 42.59431 149 4.61764 

8 336 38.46033 195 3.23503 
 336 37.49119 195 1.456511 

9 258 50.46469 155 1.07244 
 258 46.91989 155 1.34734 

10 230 41.16515 32 2.4664 
 230 43.61561 32 2.54145 

11 165 39.65968 70 0.035975 
 165 37.05219 70 0.03456 

12 90 46.03501 25 0.11552 
 90 37.84177 25 0.117 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-10 (ต่อ) ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียโรงงานสกัด
น ้ามนัปาลม์และน ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซลท่ีไม่ผา่นการบ าบดั 

 
ตารางภาคผนวกท่ี ก-11 ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

 

วนัท่ี น ้าเสียโรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์ น ้าเสียจากการผลิตไบโอดีเซล 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

13 39 61.64320 - - 
 39 60.19258 - - 

14 10 26.43839 - - 
 10 26.13894 - - 

15 5 19.83265 - - 
 5 32.01928 - - 

วนัท่ี ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

1 300 32.31671 300 27.83942 
 300 32.01837 300 27.00912 

2 650 41.10783 450 33.66488 
 650 41.85923 450 29.56098 

3 500 49.50115 600 26.37000 
 500 48.77913 600 26.35044 

4 620 39.53203 480 33.52838 
 620 38.57275 480 30.14068 

5 800 24.50645 570 29.53357 
 800 23.45128 570 27.30826 

6 500 25.38397 735 20.16105 
 500 25.09445 735 28.43902 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-11 (ต่อ) ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียโรงงานสกดั
น ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

 

วนัท่ี ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

7 480 28.60332 485 38.82999 
 480 29.60189 485 44.99125 

8 585 56.85005 845 23.17748 
 585 53.0326 845 24.57788 

9 311 44.03113 465 47.23618 
 311 40.89646 465 42.51143 

10 345 32.38505 800 21.32276 
 345 29.95754 800 28.92481 

11 299 31.89641 505 36.62272 
 299 30.45922 505 37.81239 

12 425 34.09601 375 34.76219 
 425 32.7022 375 33.29841 

13 500 22.88283 290 28.21109 
 500 21.63395 290 28.94162 

14 325 32.78818 215 26.69616 
 325 24.27659 215 25.35383 

15 185 33.85701 125 28.30667 
 185 32.11759 125 25.45084 

16 250 27.87166 95 34.63937 
 250 24.30678 95 36.68372 

17 210 24.06488 60 33.28275 
 210 24.56412 60 36.97811 

18 150 25.22484 45 29.82639 
 150 26.38047 45 28.10475 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-11 (ต่อ) ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียโรงงานสกัด
น ้ามนัปาลม์ท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

 
ตารางภาคผนวกท่ี ก-12 ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นต์มีเทนของน ้ าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

 

วนัท่ี ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

19 - - 50 15.21879 
 - - 50 13.21790 

20 - - 10 15.91468 
 - - 10 15.03119 

วนัท่ี ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

1 40 0.519174 80 2.12344 
 40 0.557673 80 2.00110 

2 25 10.60882 120 4.73450 
 25 10.50648 120 4.48989 

3 50 10.00394 140 6.54290 
 50 10.3929 140 5.54300 

4 155 8.80634 180 3.54053 
 155 9.59369 180 3.61090 

5 110 12.42653 190 6.01076 
 110 12.71952 190 6.10210 

6 155 18.98019 170 10.18688 
 155 20.18377 170 9.10806 

7 200 19.31834 225 8.72171 
 200 18.64788 225 8.90222 
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ตารางภาคผนวกท่ี ก-12 (ต่อ) ปริมาณก๊าซชีวภาพและเปอร์เซ็นตมี์เทนของน ้าเสียจากการผลิต 
ไบโอดีเซลท่ีผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระและเอนไซมต์รึงรูป 

 
 
 
 
 

วนัท่ี ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมอิ์สระ ผา่นการบ าบดัดว้ยเอนไซมต์รึงรูป 
ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน ปริมาณก๊าซชีวภาพ (ml) % มีเทน 

8 210 18.55915 163 12.32655 
 210 19.22918 163 11.90657 

9 190 7.1619 135 14.82130 
 190 7.7421 135 14.57000 

10 340 6.87041 118 17.55763 
 340 5.9849 118 15.89294 

11 155 15.96184 110 10.2389 
 155 15.60304 110 9.50436 

12 120 34.56037 75 7.33924 
 120 33.00516 75 8.02877 

13 70 42.38214 35 8.47248 
 70 41.94258 35 7.64494 

14 55 10.322849 15 7.63290 
 55 10.335455 15 7.90031 

15 35 14.43133 8 3.81051 
 35 16.0451 8 4.92529 

16 32 10.71044 - - 
 32 11.37099 - - 

17 15 8.49 - - 
 15 6.84331 - - 
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                            ภาคผนวก ข  
       วธีิวเิคราะห์เอนไซม์  

 
1. วธีิการวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ตรึงรูป (Winkler and Struckmann, 1979) 
   1.1 การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
    เจือจางสารละลาย p-nitrophenol (pNP) ความเขม้ขน้ 10 µmol/ml ดว้ยสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 M พีเอช 8 ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 0.25 µmol/ml จากนั้นเจือจางต่อ
ดว้ยบฟัเฟอร์เดียวกนัให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 0-0.045 µmol/ml จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 410 nm  
   1.2 วธีิการเตรียมสารเคมีในการวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ไลเปส 
    1.2.1 ละลาย p-nitrophenoyl palmitate 30 mg ใน 2-โพรพานอลปริมาตร 10 ml
             1.2.2 ละลาย Triton-x 100 ปริมาณ 0.4 g และ Gum arabic 0.1 g ในสารละลาย 
           โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.05 M พีเอช 8 ปริมาตร 90 ml 
    1.2.3 ละลายโซเดียมคาร์บอเนตปริมาณ 211.8 mg ในน ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 
                                  รวม 1,000 ml  
   1.3 วธีิการวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ไลเปสอสิระ  
    1.3.1 ให้เตรียมสารละลายเอนไซมท่ี์ทราบความเขม้ขน้ท่ีแน่นอน ในท่ีน้ีใชค้วาม 
            เขม้ขน้ของสารละลายเอนไซมอิ์สระ 140 µg/ml  
   1.3.2 เติมสารละลายในขอ้ 1.2.1 ปริมาตร 0.2 ml ผสมกบัสารละลายในขอ้ 
                                 1.2.2 ปริมาตร 1.8 ml ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเขย่าให้เขา้กนั เติม 
                                 เอนไซมต์รึงรูปท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 1.3.1 จากนั้นเขยา่ให้เขา้กนัอีกรอบ แลว้น า 
                                 หลอดทดลองดงักล่าวไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น 
                                 เวลา 15 นาที 
  1.4 วธีิการวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ไลเปสตรึงรูป 
    1.4.1 ให้เตรียมสารละลายเอนไซม์ตรึงรูปท่ีถูกตรึงลงบนแผน่เมมเบรน ขนาด 
             กวา้ง 1 cm ยาว 1 cm จ านวน 1 แผน่ 
    1.4.2 เติมสารละลายในขอ้ 1.2.1 ปริมาตร 0.2 ml ผสมกบัสารละลายในขอ้ 
                                   1.2.2 ปริมาตร 1.8 ml ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเขย่าให้เขา้กนั เติม 
                                    เอนไซมต์รึงรูปท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 1.4.1 จากนั้นเขยา่ให้เขา้กนัอีกรอบ แลว้ 
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             น าหลอดทดลองดงักล่าวไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส  
             เป็นเวลา 15 นาที 
    1.4.3 เม่ือครบเวลา หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายในขอ้ 1.2.3 ปริมาตร 2.9  
                                    ml เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ทิ้งไว ้5 นาที 
    1.4.4 หาปริมาณ p-nitrophenol โดยน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
                                    410 nm แลว้น าค่าท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน  
                                     p-nitrophenol  
 
   ก าหนดให้ 1 หน่วยของกิจกรรมเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย  
p-nitrophenylpalmitate แลว้ให ้p-nitrophenol เกิดข้ึน 1 µmol ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะทดสอบ 
 
การค านวณ 
กิจกรรมของเอนไซมต์รึงรูป (หน่วยต่อกรัมโปรตีน)  =  4.9 (มล.) x ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 410 nm 
                                                                                         ความชนัของกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
                                                                              (15 นาที)(ปริมาณโปรตีนท่ีติดบนเมมเบรน, กรัม) 
 
2. วธีิการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม์ไลเปส (Bradford, 1976) 
   2.1 วธีิการเตรียมสารเคมีในการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

2.1.1 สารละลายสี เตรียมโดยละลายสารสี Coomassie brilliant blue G-250 100  
         mg ในเอธานอล (99.5%) ปริมาตร 50 ml เติมกรดฟอสฟอริก (85%) ลงไป  
         100 ml ผสมให้เขา้กนั แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ า DI ให้ไดเ้ท่ากบั 200 ml  
         แลว้น าไปกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 41 

    2.1.2 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA  
             (bovine serum albumin) ความเขม้ขน้ 500 µg/ml โดยชัง่ BSA 50 mg ปรับ 
             ปริมาตรด้วยน ้ าปราศจากประจุให้ได้ 100 ml จากนั้นเจือจางด้วยน ้ า 
             ปราศจากไอออน ให้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 0-30 µg/ml เพื่อสร้างกราฟ 
             มาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA  
    
 
 



168 

 
 

 2.2 วธีิการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนในเอนไซม์  
   2.2.1 ปิเปตตวัอย่างเอนไซมท่ี์เจือจางดว้ยบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการตรึงเอนไซม์มา 10  
             ml (กรณีเป็นเอนไซมอิ์สระ) ส่วนเอนไซมต์รึงรูปใหน้ าสารละลายเอนไซม ์
             ท่ีถูกตรึงลงบนแผน่พอลิเมอร์ 1x1 cm มาจ านวน 1 แผน่      
   2.2.2 เติมน ้ ากลัน่ปราศจากไอออน 15 มิลลิลิตร (ปริมาตรรวมจะเป็น 25 ml) 
   2.2.3 ดึงมา 6 ml ใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลายสี 1.5 ml ลงในหลอด 
            ทดลองท่ีมีตวัอยา่งอยู ่ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไว ้5 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสง 
            ของสารตวัอยา่งและสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 585 nm  
   2.2.4 น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย 
            โปรตีนเพื่อหาความเขม้ขน้ของโปรตีนของตวัอยา่ง  
การค านวณ  
  ความเขม้ขน้ของโปรตีน (µg/ml)  =  25 ml x ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 585 nm x 7.5  ml  
         ความชนัของกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA x 6 ml 
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      ภาคผนวก ข  
                      วธีิการวเิคราะห์คุณภาพน า้เสีย 

1. การวเิคราะห์ซีโอดีทั้งหมดและซีโอดีละลายน า้ (Chemical Oxygen Demand)  
  โดยวธีิรีฟลกัซ์แบบปิด (Close Reflux Method)  
หลกัการทัว่ไป   
  การวเิคราะห์หาค่าซีโอดีเป็นการวดัความสกปรกของน ้ าเสีย โดยคิดเปรียบเทียบในรูปของ
ปริมาณออกซิเจนท่ีต้องการใช้ในการออกซิไดส์สารอินทรีย์ โดยใช้สารเคมีซ่ึงมีอ านาจในการ 
ออกซิไดส์สูงในสารละลายท่ีเป็นกรดแก่ ในการวิเคราะห์หาค่าซีโอดีวิธีรีฟลกัซ์โดยใชไ้ดโครเมท 
(Dichromate) เป็นท่ีนิยมใชก้นัมากกวา่การใชส้ารออกซิแดนซ์ชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากความสามารถใน
กาออกซิไดซ์ใช้ได้กับตวัอย่างชนิดต่างๆ และวิธีวิเคราะห์ง่าย ออกซิไดซ์สารอินทรีย์ต่างๆ ได้
ประมาณ 95  ถึง 100 %   
ส่ิงรบกวนการวเิคราะห์  
  สารประกอบ diphatic ท่ีกลายเป็นไอไดจ้ะไม่ถูกออกซิไดส์ดว้ยวิธีน้ี เน่ืองจากสารอินทรีย์
ท่ีกลายเป็นไอไดท่ี้มีอยู่ในช่องว่างของไอน ้ า (vapor space) จะไม่สัมผสักบัตวัออกซิไดส์ท่ีเป็น
ของเหลว สารประกอบ diphatic จะถูกออกซิไดส์ไดม้ากเม่ือเติมซิลเวอร์ซลัเฟต (Ag2SO4) ซ่ึงเป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา (catalyst) ลงไป อยา่งไรก็ตามซิลเวอร์ซลัเฟตจะท าปฏิกิริยากบัคลอไรด์ โบรไมด ์
และไอโอไดด์เกิดตะกอนซ่ึงจะถูกออกซิไดส์เพียงบางส่วน แต่อุปสรรคส่วนใหญ่เกิดจากการท่ีมี 
halide อยูใ่นน ้ าตวัอยา่ง ไดแ้ก่ คลอไรด์ ดงันั้นเพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ก่อนท าการรีฟลกัซ์ควร
เติม HgSO4 ลงไปในน ้าตวัอยา่งและไม่ควรหาซีโอดีในน ้ าตวัอยา่งท่ีมีคลอไรด์มากกวา่ 2,000 mg/L 
การเกบ็ตัวอย่างและการเกบ็รักษาสภาพตัวอย่าง  
  เก็บน ้าตวัอยา่งใส่ในขวดแกว้ ในกรณีท่ีไม่มีการปนเป้ือนจากสารอินทรียท่ี์มีอยูใ่นขวดเก็บ
ตวัอย่างอาจใช้ขวดพลาสติกก็ได้ ถ้าไม่สามารถวิเคราะห์ไดท้นัทีควรเติมกรดซัลฟูริกให้มีพีเอช
ประมาณ 2 แลว้เก็บตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
  1. หลอดทดลองท่ีเป็นบอกโรซิลิเคต ขนาด 16x100 มม. หรือ 20x150 มม. หรือ 25x150 
มม. พร้อมทั้งฝาจุกท่ีบุดว้ย TFE หรือใชบ้อโรซิลิเคตแอมพลู (borosilicate ampules)   
 2. ฮีตติงบล็อค (heating block) เป็นอลูมิเนียมหล่อ (cast aluminum) มีช่องหลายๆ ช่องซ่ึงมี
ความลึก 45-50 มม. เป็นช่องท่ีจะใหห้ลอดตั้งอยูไ่ดพ้อดี  
  3. เคร่ืองใหค้วามร้อนหรือเตาอบ (block heater or oven) 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์และวธีิการเตรียม  
  1. สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (Potassiumdicromate) 0.05 N  
   ละลายโปแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ท่ีอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 103-105 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 4.903 กรัม ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 167 
มิลลิลิตร และเติมปรอทซลัเฟต (Hg2SO4) 33.3 กรัม แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร  
  2. กรดซัลฟิวริกรีเอเจนต์ (Sulfuric reagent)  
   เติมสารละลายซิลเวอร์ซัลเฟต (Ag2SO4) (reagent grade) ลงในกรดซัลฟิวริก
เขม้ขน้ ดว้ยอตัราส่วนของซิลเวอร์ซัลเฟต 8.8 กรัม ต่อกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 1 ลิตร ทิ้งไว ้2 วนั 
เพื่อใหซิ้ลเวอร์ซลัเฟตละลาย  
  3. สารละลายเฟอโรอนีอนิดิเคเตอร์ (Ferroin indicator)  
   ละลายฟีแนนโธลีนโมโนไฮเดรต 1.485 กรัม และเฟอรัสซัลเฟตโมโนไฮเดรต 
(FeSO4.H2O) 0.695 กรัม ในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร   
  4. สารมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate) 0.025 N  
   ละลายไดแอมโมเนียมเฟอรัสไดซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต (Fe(NH4)2(SO4)2.H2O) 
39.00 กรัม ในน ้ ากลัน่ เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตร ทิ้งไวใ้ห้เยน็ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
  ความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตหาได้
โดยการไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตดงัน้ี   
    (1) ดูดสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตมา 10 มิลลิลิตร เติม 
         น ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร  
    (2) เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 30 มิลลิลิตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็   
    (3) ไตเตรตกบัสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตโดยใช้ 
          สารละลายเฟอโรอีนเป็นอินดิเคเตอร์     
การค านวณ  
         ความเขม้ขน้ของ FAS (N) = ปริมาตร K2Cr2O7 ท่ีใช ้(mL) x ความเขม้ขน้ของ K2Cr2O7  (N) 
             ปริมาตร FAS ท่ีใชไ้ทเทรต (mL)   
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วธีิวเิคราะห์  
  1. เลือกใชป้ริมาตรน ้าตวัอยา่งและสารเคมีท่ีเหมาะสม ตามตารางภาคผนวกท่ี ข-1  

ตารางภาคผนวกท่ี ข-1 ขนาดของหลอดแกว้ ปริมาตรตวัอยา่งน ้าและสารเคมีท่ีเหมาะสม 

ขนาดหลอดยอ่ย 
(มม.) 

ตวัอยา่งน ้ า 
 (mL) 

สารละลาย K2Cr2O7 
(mL) 

ซลัฟิวริกรีเอเจนต ์
(mL) 

ปริมาตรทั้งหมด 
(mL) 

16x100 2.5 1.5 3.5 7.5 
20x150 5.0 3.0 7.0 15.0 
25x150 10.0 6.0 14.0 30.0 

  
  2. ปิเปตตวัอย่างน ้ าใส่ในหลอดย่อย เติมสารละลายท่ีใช้ในการย่อย คือ สารละลาย
มาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 3 มิลลิลิตร  
  3. ค่อยๆ เทกรดซัลฟิวริกรีเอเจนต์ 7 มิลลิลิตร ปิดจุกหลอดแกว้ให้แน่น เขย่าให้เขา้กนั 
  4. น าหลอดย่อยไปย่อยท่ี 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งไวใ้ห้เย็นท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  
  5. เปิดฝาจุก หยดเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ประมาณ 2-3 หยด เขย่าให้เขา้กนั ไทเทรตด้วย
เฟอรัสแอมโมเนียมซลัเฟต จนสารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลแดง 

 การค านวณ  
   COD (mg/L) =  (A-B)xNx80000  
               V 
  เม่ือ  A =  ปริมาตรของ FAS ท่ีใชใ้นการไทเทรตแบลงค ์(mL)  
   B   = ปริมาตรของ FAS ท่ีใชใ้นการไทเทรตตวัอยา่งน ้า (mL)  
   N  =  ความเขม้ขน้ของ FAS ท่ีใชใ้นการไทเทรต (N)  
   V  = ปริมาตรน ้าตวัอยา่งท่ีใช ้(mL)  

2. ของแข็งแขวนลอย (Suspended Solid, SS)  
  โดยวธีิ Gravimetric method  
หลกัการทัว่ไป  
  กรองตวัอยา่งน ้ าผ่านกระดาษกรอง GF/C แลว้น าไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 103-105 oC ละ
ท าให้เย็นในโถท าแห้ง แล้วชั่งน ้ าหนักท่ีเพิ่มข้ึน คือ น ้ าหนักของของแข็งแขวนลอยทั้งหมดต่อ
ปริมาตรตวัอยา่งน ้าท่ีใช ้  
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ส่ิงรบกวนการวเิคราะห์  
  - อนุภาคส่วนท่ีลอยน ้ าหรือก่ึงลอยน ้ าท่ีจบัตวัเป็นกอ้นใหญ่และไม่ผสมเป็นเน้ือเดียวกนั ท่ี
มีในตวัอยา่งน ้า ซ่ึงอาจท าใหไ้ดค้่าไม่ถูกตอ้งนกั เน่ืองจากไม่เป็นตวัแทนท่ีดีของตวัอยา่งน ้า  
  - ตวัอยา่งท่ีมีของแขง็ละลายน ้ าอยูสู่ง เม่ือกรองตวัอยา่งพวกวตัถุท่ีละลายน ้ าต่างๆ จะท าให้
ใชเ้วลาในการกรองนาน เน่ืองจากวตัถุจะจบัติดท่ีกระดาษกรอง ท าให้ไดค้่าเกินจริง เน่ืองจากอุดตนั
บนกระดาษกรอง  
ข้อควรระวงั  
  - ในการวิเคราะห์สารแขวนลอยในตวัอยา่งท่ีมีสารท่ีละลายไดม้าก อาจจะท าให้มีปริมาณ
สารท่ีละลายไดติ้ดอยูก่บัตะกอน/สารแขวนลอยหรือกระดาษกรองดว้ย ดงันั้นจะตอ้งท าการลา้งสาร
ท่ีละลายได ้ใหห้มดก่อนน าไปอบแหง้  
  - ในกรณีท่ีมีของแขง็ขนาดใหญ่แขวนลอยหรือจมอยูใ่นตวัอยา่งน ้ า ซ่ึงเป็นของแข็งท่ีท าให้
ตวัอย่างน ้ าไม่ผสมเขา้กนัดี เช่น เศษไม ้เศษผา้ กอ้นหิน ถุงพลาสติก หรือเศษวสัดุอ่ืนใดในท านอง
เดียวกนัท่ีมีขนาดใหญ่ เป็นตน้ ควรก าจดัออกก่อนการวเิคราะห์  
  - การใชเ้วลาในการกรองนานเกินไป ซ่ึงเกิดจากการอุดตนัของกระดาษกรอง อาจจะท าให ้          
มีปริมาณของแข็งท่ีละลายไดถู้กจบัติดบนกระดาษกรองได ้ท าให้ปริมาณสารแขวนลอยท่ีไดจ้าก
การวเิคราะห์มีค่าไม่ถูกตอ้ง โดยจะท าใหมี้ค่ามากกวา่ความเป็นจริง จึงควรหลีกเล่ียงให้มากท่ีสุด ถา้
พบวา่กระดาษกรอง เกิดการอุดตนัและกรองไดช้า้มาก ควรท าการวเิคราะห์ใหม่  
เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
  1. กระดาษกรอง GF/C  
  2. เคร่ืองมือส าหรับกรอง  
   2.1 filter older ใช ้grouch crucible adapter  หรือ membrane funnel  
   2.2 ถว้ยกรองความจุ 25 มิลลิลิตร ส าหรับ Glass Filter ขนาด 2.2 เซนติเมตร  
  3. Suction flask ความจุ 500 มิลลิลิตร  
  4. เคร่ืองดูดสุญญากาศ  
วธีิการวเิคราะห์  
  1.  อบกระดาษกรองท่ีวางในอะลูมิเนียมฟรอยดท่ี์อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียสให้แห้ง 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ทิ้งใหเ้ยน็ในเดสิคเคเตอร์ประมาณ 30 นาที แลว้ชัง่หาน ้าหนกั  
  2. เลือกปริมาณน ้ าตวัอย่างท่ีไดป้ริมาณของแข็งแขวนลอยไม่นอ้ยกวา่ 1.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
  3. วางกระดาษกรองบนกรวยท่ีต่อกบัเคร่ืองดูดสุญญากาศ 
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  4. ใชน้ ้ ากลัน่ฉีดกระดาษกรองให้เปียก แลว้เปิดเคร่ืองดูดสุญญากาศ เพื่อให้กระดาษกรอง
ติดกบักรวย  
  5. กรองตวัอยา่งท่ีผสมเขา้กนัดีแลว้ โดยอาศยัแรงดึงจากเคร่ืองดูดอากาศ  
  6. ปิดเคร่ืองดูดสุญญากาศ ใชคี้มคีบกระดาษกรอง แลว้น าใส่อะลูมิเนียมฟรอยดอ์นัเดิมจาก 
นั้นน าไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ l03-105 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
  7. ทิ้งใหเ้ยน็ในเดสิคเคเตอร์ประมาณ 30 นาที แลว้ชัง่หาน ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึน 

การค านวณ 

Suspended Solid (mg/L)   =  [(A-B) x 1000]       
          ml sample  

เม่ือ  A  = น ้าหนกักระดาษกรองก่อนการวเิคราะห์ (mg)  
B  = น ้าหนกักระดาษกรองหลงัการวเิคราะห์ (mg) 

3. กรดไขมันระเหยง่ายและสภาพด่าง (Volatile Fatty Acid and Alkalinity)  
   โดยวธีิ Titration Method  
อุปกรณ์และเคร่ืองมือเคร่ืองวดั pH  
  1. เคร่ืองวดัพีเอช  
  2. บิวเรต ขนาด 25 มิลลิลิตร  
  3. เตาไฟฟ้า (Hot plate)  
  4. เคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า (Magnetic Sterrer)  
  5. บีกเกอร์ ขนาด 100 มิลลิลิตร  
สารเคมีและการเตรียม  
  1. สารละลายกรดซัลฟิวริก (H2SO4) 0.02 N  
   เติมน ้ าในขวดปรับปริมาตรค่อนขวด เติมกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 28 มิลลิลิตร จะได้
ความเขม้ขน้ 1 นอร์มลั น ากรดซลัฟิวริก 1 นอร์มลั มา 20 มิลลิลิตร เจือจางให้ไดป้ริมาตร 1 ลิตร 
  2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์  
   ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์4 กรัม ในน ้ากลั้น ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร  
วธีิวเิคราะห์  
  1. น าตวัอยา่งน ้ าปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการเหวี่ยง centrifuge รินเฉพาะส่วนใส ตวง
ใส่บีกเกอร์ใบละ 50 มิลลิลิตร  
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  2. น ามาไทเทรตดว้ยกรดซลัฟิวริก 0.02 นอร์มลั จนมีพีเอชเท่ากบั 4.5 บนัทึกปริมาตรท่ีใช้
แลว้ไทเทรตต่อจนพีเอชเท่ากบั 3.0  
  3. น าไปตม้ให้เดือด (อยา่ให้เหลือปริมาตรน้อย ให้ปริมาตรใกลเ้คียงกบัท่ีเร่ิมตน้) แลว้ทิ้ง
ไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
  4. ไทเทรตกบัโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.02 นอร์มลั จนพีเอชเท่ากบั 4.0 จนปริมาตรเร่ิมตน้
และไทเทรตต่อจนพีเอชเท่ากบั 7 จดปริมาตรส้ินสุด  

การค านวณ  

   VFA (mg CaCO3/L)  = ปริมาตร NaOH ท่ีใช้ในการไทเทรต (mL) x N x 50,000 
              V 
 
    เม่ือ N  =  ความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชใ้นการไทเทรต (N)  
     V  =  ปริมาตรน ้าตวัอยา่งท่ีใช ้(mL)  

  Alkalinity (mg CaCO3/L)  =  ปริมาตรกรดซลัฟิวริกท่ีใชไ้ทเทรต (mL) x N x 50,000 
         V 

   เม่ือ   N  =  ความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริกท่ีใชใ้นการไทเทรต (N)  
     V  =  ปริมาตรน ้าตวัอยา่งท่ีใช ้(mL)  

4. น า้มันและไขมัน (Oil and Grease)  
  โดยวธีิ Soxhlet extraction method  
เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
   1. ชุดสกดัซอกฮเ์ลต  
  2. เคร่ืองดูดสุญญากาศ  
  3. เคร่ืององัน ้า  
  4. ขวดสกดั (Extraction flask)  
  5. กระดาษกรองเบอร์ 40  
  6. กระดาษทิมเบิล (Extraction thimble paper)  
  7. ผา้มสัลินตดัเป็นวงกลม เส้นผา่นศูนยก์ลาง 11 เซนติเมตร  
  8. Glass beads  
  9. Electric heating mante  
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สารเคมี  
  1. กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้  
  2. เฮกเซน (n-Hexane)   
  3. Diatomaceous-silica filter acid suspension, 10 กรัมต่อลิตรของน ้ากลัน่  
วธีิวเิคราะห์  
  1. เก็บตัวอย่างน ้ า 1 ลิตร หรือปริมาณน้อยกว่า แล้วปรับ pH ให้น้อยกว่า 2 ด้วยกรด
ซลัฟิวริก ในอตัราประมาณ 5 มิลลิลิตรต่อน ้าตวัอยา่ง 1 ลิตร  
  2. เตรียมแผ่นกรองดูดซับน ้ ามนัโดยวางผา้มสัลินบนท่ีกรอง แลว้ปูทบัดว้ยกระดาษกรอง 
เบอร์ 40 ในกรวยบุชเนอร์ แลว้จึงเท Diatomaceous-silica filter acid suspension ท่ีละลาย 10 กรัม
ต่อลิตรของน ้ ากลัน่ จ  านวน 100 มิลลิลิตร ลงไป ใชเ้คร่ืองดูดสุญญากาศดูดน ้ าออกแลว้ลา้งดว้ยน ้ า
กลัน่ประมาณ 1 ลิตร ดูดน ้าออกจนแหง้  
  3. กรองน ้าตวัอยา่งท่ีเตรียมจากขอ้ 1 ผา่นบนกระดาษกรอง (ขอ้ 2) ดูดน ้าออกจนแหง้  
  4. ใช้คีมคีบกระดาษกรอง น าไปใส่ในทิมเบิล ใช้ส าลีชุบเฮกเซน เช็ดไขมนัท่ีติดถ้วย 
บุชเนอร์ใหห้มด แลว้น าส าลีใส่ในทิมเบิลดว้ย  
  5. น าทิมเบิลไปอบใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ใส่ Glass beads 
ลงไป 3-5 เมด็ เพื่อป้องกนัการเดือดท่ีรุนแรง  
  6. ชัง่น ้ าหนกัถว้ยคูสิเบิล ซ่ึงไดท้  าให้แห้งและมีน ้ าหนกัคงท่ี (อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 103 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สมมุติน ้าหนกั A กรัม)  
  7. น าทิมเบิลใส่ในชุดซอกฮ์เลต ท าการสกดัโดยใช้เฮกเซนเป็นตวัท าละลายดว้ยอตัรา 20 
รอบ/ชัว่โมง เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  
  8. กลัน่เฮกเซนจากขวดสกดัในเคร่ืองกลัน่ให้เหลือปริมาตรเล็กน้อยแลว้น าไปองัไอน ้ าท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ออกจนแหง้  
  9. อบถ้วยคูลิเบิลท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นในตูดู้ด
ความช้ืน (Desiccator) 30 นาที จากนั้นน าไปชัง่น ้าหนกั สมมุติ B กรัม)  

การค านวณ  
   Oil and Grease (mg/L)  =  [(B-A)x103]/mL Samble 
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5. บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand: BOD)  
  โดยวธีิ 5-Days BOD test  
หลกัการทัว่ไป  
  บีโอดี คือ ปริมาณออกซิเจนท่ีแบคทีเรียใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรียท่ี์ยอ่ยสลายไดใ้นน ้ า 
ค่าบีโอดีจะบอกถึงคุณลกัษณะของน ้ าว่ามีสารอินทรียป์นอยูม่ากน้อยแค่ไหน การหาค่าบีโอดีเป็น
วธีิการทางชีววเิคราะห์ (Bioassay) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการวดัค่าออกซิเจนท่ีแบคทีเรียใชย้อ่ยสารอินทรีย์
ในน ้ าภายใตส้ภาวะท่ีเหมือนกบัท่ีเกิดในธรรมชาติมากท่ีสุด เพื่อท่ีจะให้การวิเคราะห์เป็นปริมาณ
วเิคราะห์จึงตอ้งท าให้ปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีอิทธิพลต่ออตัราการยอ่ยสลายคงท่ี นัน่คือค่าบีโอดีมาตรฐาน
จะใช้บ่มท่ีอุณหภูมิ 20±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั สาเหตุท่ีใช้อุณหภูมิและเวลาดงักล่าวก็
เพราะท่ีอุณหภูมิ 20 น้ี nitrifying bacteria เจริญเติบโตไดช้า้ท่ีอุณหภูมิน้ี ส่วนการเลือกใชเ้วลาบ่ม 5 
วนั ก็เพราะถ้าใช้เวลามากกว่าน้ี การย่อยสลายสารอินทรีย์โดยแบคทีเรียจะเกิดข้ึนน้อยมาก  
การเกบ็รักษาตัวอย่าง  
  - ตวัอย่างน ้ าประเภท grab samples หากวิเคราะห์หาค่าบีโอดีได้ภายในเวลา 2 ชั่วโมง 
หลงัจากเก็บตวัอย่างไม่จ  าเป็นตอ้งแช่เย็นตวัอย่าง ถ้าวิเคราะห์ไม่ทนัภายในเวลาดงักล่าวให้เก็บ
รักษาตวัอยา่งน ้าไวด้ว้ยการแช่เยน็อุณหภูมิ 4 oC ซ่ึงสามารถเก็บตวัอยา่งไวไ้ดน้าน 6-24 ชัว่โมง และ
ก่อนจะท าการวิเคราะห์จะตอ้งวางตวัอยา่งน ้ าทิ้งไวใ้ห้มีอุณหภูมิใกลเ้คียงกบัอุณหภูมิห้องเสียก่อน 
  - ตวัอย่างน ้ าประเภท composite samples ในการเก็บรักษาตวัอย่างน ้ าประเภทน้ีให้เก็บ
รักษาตวัอย่างแต่ละตวัอย่างก่อนท่ีจะน าผสมรวมกนัดว้ยการแช่เยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึง
สามารถเก็บตวัอยา่งไวไ้ดน้าน 24 ชัว่โมง เม่ือน าตวัอยา่งมาผสมกนัแลว้ควรวเิคราะห์ทนัที  
เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
  1. Incubation Bottle ขนาด 250-300 มิลลิลิตร พร้อมจุกปิด  
  2. บิวเรต ขนาด 50 มิลลิลิตร และขาตั้งบิวเรต  
  3. กระบอกตวงพลาสติก ขนาด 1 ลิตร  
  4. ปิเปต   
  5. ตูค้วบคุมอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  
สารเคมี  
  1. น ้ ากลั่นท่ีมีคุณภาพสูง เพื่อใช้ส าหรับเตรียมน ้ าเจือจาง ควรมีทองแดงน้อยกว่า 0.01 
มิลลิกรัม/ลิตร และปราศจากคลอรีน คลอรามีน  สารอินทรียแ์ละกรด  
  2. สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เตรียมโดยการละลาย KH2PO4 8.5 กรัม Na2HPO4.7H2O 
33.4 กรัม K2HPO4 21.75 กรัม และ NH4Cl 1.7 กรัม ในน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร แลว้ท าการปรับ
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ปริมาตรเป็น 1 ลิตร สารละลายน้ีมีค่า pH เท่ากบั 7.2  
  3. สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต เตรียมโดยละลาย MgSO4.7H2O 22.5 กรัม ในน ้ ากลัน่ 
แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  4. สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ เตรียมโดยละลาย anhydrous CaCl2 27.5 กรัม ในน ้ ากลัน่ 
แลว้ท าการปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  5. สารละลายเฟอริคคลอไรด์ เตรียมโดยละลาย FeCl3.6H2O 0.25 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้ท า
การปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  6. สารละลายกรดและด่าง 1 นอร์มลั เพื่อใชป้รับพีเอช  
   6.1 กรด เตรียมโดยค่อยๆ เติม กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Conc. H2SO4) 28 มิลลิลิตร 
ลงไปในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
   6.2 ด่าง เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 40 กรัม ในน ้ ากลัน่ แลว้
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  7. สารละลายโซเดียมซลัไฟด์ 0.025 นอร์มลั เตรียมโดยละลาย Na2SO3 1.575 กรัม ในน ้ า
กลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร (สารละลายน้ีไม่อยูต่วัตอ้งเตรียมวนัท่ีจะใช)้  
วธีิวเิคราะห์  
  1. การเตรียมน า้ส าหรับใช้เจือจาง  
   1.1 ตวงน ้ากลัน่ใหม้ากกวา่ปริมาตรท่ีจะใช ้1 ลิตร ใส่ลงภาชนะท่ีสะอาด  
   1.2 เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ แมกนีเซียมซัลเฟต แคลเซียมคลอไรด ์ 
        เฟอร์ริคคลอไรด ์โดยเติมสารละลายแต่ละชนิด 1 มิลลิลิตร ต่อน ้ าส าหรับใชเ้จือ 
        จาง 1 ลิตร  
   1.3 เป่าอากาศท่ีสะอาดเพื่อเพิ่มปริมาณออกวิเจนในน ้ าอย่างน้อย 1 ชั่วโมง 
  2. การเตรียมตัวอย่างน า้ทีว่เิคราะห์  
   2.1 ตวัอยา่งน ้าท่ีเป็นด่างหรือกรด ตอ้งปรับ pH ใหเ้ป็น 6.5-7.5 ก่อน  
   2.2 ตวัอยา่งน ้ าท่ีมีสารประกอบคลอรีนตกคา้ง โลหะหนกัหรือสารท่ีเป็นพิษชนิด 
         อ่ืนเจือปนอยู ่จะตอ้งศึกษาและก าจดัเสียก่อนเป็นพิเศษ  
  3. วธีิการท าเจือจาง  
   3.1 เลือกเปอร์เซ็นตต์วัอยา่งมาท าการเจือจางท่ีคาดวา่จะให้ค่า BOD5 อยูใ่นช่วงท่ี 
        ก าหนดแล้วเลือกเปอร์เซ็นต์ท่ีสูงกว่าและต ่ ากว่า ท่ีอยู่ติดกันตามตาราง 
        ภาคผนวก ข-2 ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งรู้ค่า BOD5 โดยประมาณก่อน  
   3.2 ค่อยๆ รินน ้า ส าหรับการเจือจาง 700-800 มิลลิลิตร ลงในกระบอกตวงขนาด 1  
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         ลิตร พยายามอยา่ใหมี้ฟองอากาศ  
   3.3 เติมตวัอย่างน ้ าตามจ านวนท่ีตอ้งการแล้วเติมน ้ าส าหรับการท าเจือจางจนได ้
         ปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
   3.4 คนให้เจา้กนัโดยใช้แท่งแก้วเสียบจุกยางไวท่ี้ปลาย ชกัข้ึนลงเบาๆ โดยระวงั 
             อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ  
   3.5 ค่อยๆ รินน ้ าตวัอย่างท่ีผสมเขา้กนัดีแล้ว ใส่ในขวดบีโอดี ท่ีแห้งและสะอาด  
         จนเต็ม 3 ขวด ปิดจุกให้สนิท น าไปเก็บในตู ้Incubator ท่ี 20 oC 2  ขวด ส่วน 
         ขวดท่ีเหลือน าไปหาค่า DO ทนัที เพื่อทราบค่า DO ท่ีจุดเร่ิมตน้  
   3.6 ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 3.2-3.5 ส าหรับเปอร์เซ็นตต์วัอยา่งน ้ าท่ีเจือจางท่ีต ่ากวา่และ 
         สูงกวา่ ตามล าดบั  
  4. การหาค่า DO ท่ีจุดเร่ิมตน้ (D1) โดยใชว้ธีิ Azide Modification  
  5. การเพาะเล้ียง  
   เพาะเล้ียวโดยเก็บ 2 ขวด ของแต่ละเปอร์เซ็นต์ตวัอย่างเจือจางในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 
20±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จึงน ามาหาปริมาณ DO (D2)  

ตารางภาคผนวก ข-2 ช่วงของค่า BOD5 และวธีิการเจือจางน ้า  

ช่วงค่าบีโอดี % น า้ตัวอย่าง 

20,000-70,000 0.01 
10,000-35,000 0.02 
4,000-14,000 0.05 
2,000-7,000 0.1 
1,000-3,500 0.2 
400-1,400 0.5 
200-700 1.0 
100-350 2.0 
40-140 5.0 
20-70 10.0 
10-35 20.0 
4-14 50.0 
0-7 100.0 
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การควบคุมคุณภาพ  
  1. การตรวจสอบคุณภาพน ้ าผสมเจือจาง (dilution water control) น าน ้ าผสมเจือจางมา
ทดสอบหาค่าบีโอดี โดยเติมน ้าตวัอยา่งท่ีไม่ไดใ้ส่หวัเช้ือลงในขวด BOD 2 ขวด แลว้น า 1 ขวดบ่มท่ี 
20 องศาเซลเซียส ส่วนอีกหน่ึงขวดทดสอบหาค่า DO ทนัที ถา้คุณภาพน ้ าดี จะให้ค่า DO0- DO5ไม่
ควรมากกวา่ 0.2 mg/L  
  2. การตรวจสอบเพื่อควบคุมคุณภาพ ตรวจสอบการลดลงของออกซิเจนและปริมาณ
ออกซิเจนคงเหลือ เม่ือผ่านการบ่มมาเป็นระยะเวลา 5 วนั ตอ้งมีค่าออกซิเจนลดลง (DO0- DO5) 
อยา่งนอ้ย 2.0 mg/L และค่าออกซิเจนท่ีเหลืออยูอ่ยา่งนอ้ย 1.0 mg/L  

6. การวเิคราะห์กรดไขมันอสิระ (Free Fatty Acid)  
  โดยวธีิ Titration Method 
สารเคมีและการเตรียม  
  1. เอทานอล  95%  
  2. สารละลาย NaOH 0.1 M เตรียมโดยละลาย NaOH 0.4 กรัม ในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
  3. ฟีนอล์ฟธาลีนอินดิเคเตอร์ (Phenolphthalein Indicator) 0.5 % เตรียมโดยการละลาย 
ฟีนอลฟ์ธาลีนอินดิเคเตอร์ 0.5 กรัม ในเอทานอล (50%) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
วธีิการวเิคราะห์  
  1. ชัง่ตวัอยา่ง 5 กรัม  ลงใน flask  ขนาด 250 มิลลิลิตร  
  2. ใหค้วามร้อนเอทานอล  100 มิลลิลิตร ท่ีอยูใ่น flask อีกใบ  
  3. เม่ืออุณหภูมิสูงกวา่ 70 องศาเซลเซียส ท าให้เป็นกลางดว้ยสารละลาย NaOH เทลงใน 
flask ใบท่ี 1 เติมฟีนอล์ฟธาลีน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าตวัอย่างกบัสารละลายให้เขา้กนั และควบคุม
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  
  4. ไทเทรตด้วยสารละลาย NaOH บนัทึกปริมาตรสารละลาย NaOH ท่ีใช้แล้วน าไป
ค านวณหาปริมาณกรดไขมนัอิสระ  

การค านวณ  
   ปริมาณกรดไขมนัอิสระ (%)  =  V x M x 0.01   
              m 
    เม่ือ V  =  ปริมาตร (ml) ของ NaOH ท่ีใชไ้ทเทรต  
   M  =  มวลโมเลกุล (256)  
   m  =  น ้าหนกั (g) ของตวัอยา่ง 
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7. การวเิคราะห์กลเีซอรอล (Glyceral)  
  โดยวธีิ Titration Method  
 สารเคมีและการเตรียม  
  1. สารละลายเอทีลีนไกคอล (Ethylene glycol) เตรียมโดย น า Ethylene glycol ใส่ในน ้ า
กลัน่ปราศจาก CO2 อตัราส่วน 1:1 V/V  
  2. สารละลายกรดซัลฟิวริก (Sulfuric acid) 0.1 N เตรียมโดย ละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 
2.8 มิลลิลิตร เจือจางในน ้ากลัน่ปราศจากคาร์บอนไดออกไซด ์แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 0.05 N เตรียมโดย ละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) จ านวน 0.2 กรัม ในน ้ากลัน่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
  4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 0.125 N เตรียมโดยละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) จ านวน 0.5 กรัม ในน ้ากลัน่  100 มิลลิลิตร  
  5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide) 0.1 N เตรียมโดยละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) จ านวน 4 กรัม ในน ้ากลัน่  ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  6. สารละลายโซเดียมเมทาเพอริโอเดต (Sodium  metaperiodate)   
เตรียมโดย  (1) ละลาย Sodium metaperiodate 5 กรัม ในน ้ากลัน่ปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์  150  
           มิลลิลิตร ใน flask เติมสารละลาย ethylene glycol ลงไป 5 มิลลิลิตรทิ้งไวใ้นท่ีมืดท่ี    
           ปราศจาก CO2 เป็นเวลา 30 นาที   
       (2) ชัง่ Soduim metaperiodate มา 60 กรัม ละลายในสารละลายกรดซัลฟิวริก 0.1 N   
           120 มิลลิลิตร ในท่ีเยน็ เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ปราศจาก CO2 ใหเ้ป็น 500  มิลลิลิตร   
       (3) น าขอ้ 1 และ ขอ้ 2 มาผสมกนั แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  7. สารละลายโซเดียมฟอร์เมต (Sodium formate) 0.1 N เตรียมโดยละลายโซเดียมฟอร์เมต 
0.68 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร  
  8. สารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนธาเลท (Potassium hydrogenphthalate) 0.05 M 
เตรียมโดยชัง่โพแทสเซียมไฮโดรเจนธาเลทมา 10.12 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปราศจาก CO2 แลว้
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  9. สารละลาย Disodium tetraborate decahydrate 0.01 M เตรียมโดยชัง่ Disodium 
tetraborate decahydrate มา 3.81 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร  
  10. ฟีนอลฟ์ธาลีนอินดิเคเตอร์ (Phenolphthalein indicator) เตรียมโดยละลาย 
Phenolphthalein 5 กรัม ในเอทานอล 95% ปรับปริมาตร 1 ลิตร  
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วธีิวเิคราะห์  
  1. ตวัอยา่งน ้า : กรณีท่ีมีกลีเซอรอลนอ้ยกวา่ 75% ใชต้วัอยา่งน ้า 0.30-0.50 กรัม  
             : กรณีท่ีมีกลีเซอรอลมากกวา่ 75% ใชต้วัอยา่งน ้ า 5 กรัม เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่
ปราศจาก CO2 ให้ได้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นปิเปตมา 50 มิลลิลิตร ใส่ 
บีกเกอร์ส าหรับวเิคราะห์  
  2. เจือจางตวัอย่างในบีกเกอร์ ดว้ยน ้ ากลัน่ปราศจาก CO2 ให้ไดป้ริมาตร 250 มิลลิลิตร 
  3. จุ่มหวั Electrode ของเคร่ืองวดั pH ใส่ magnetic bar ลงไปแลว้เขยา่  
  4. ปรับ pH เป็นกลางดว้ย NaOH 0.05 N ใหมี้ pH เป็น 7.9±0.01  
  5. เติม Sodium metaperiodate 50 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  
  6. ปิดบีกเกอร์ดว้ยกระจกนาฬิกา เก็บในท่ีมืด อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
  7. เติม ethylene glycol 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั และเก็บในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
  8. เติม Sodium formate 5 ml ดว้ย graduated pipette  
  9. น าไปไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐาน NaOH ความเขม้ขน้ 0.125 N จน pH 7.9±0.2 
การค านวณ  
    ปริมาณกลีเซอรอล % (m/m)  =  [(V1-V2) x T x 0.0921] x 100/m 

  เม่ือ V1  =  ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน NaOH ท่ีใชไ้ทเทรตตวัอยา่ง  
   V2  =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน NaOH ท่ีใชไ้ทเทรต blank  
   T    =  นอร์มลัของสารละลายมาตรฐาน NaOH   
   m   =  มวลในหน่วยกรัมของกลีเซอรอลท่ีท าปฏิกิริยากบั Sodium metaperiodate  
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