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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ปิยะมาศ คงแขม : การพัฒนาระบบการกรองชีวภาพส้าหรับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าท้ิงโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มและการผลิตมีเทนจากน้้าท้ิงท่ีผ่านการบ้าบัด (DEVELOPMENT OF BIOFILTRATION SYSTEM 
FOR TREATMENT OF PHENOLIC COMPOUNDS IN PALM OIL MILL EFFLUENT AND METHANE 
PRODUCTION FROM THE TREATED EFFLUENT) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. เอกวัล ลือพร้อม
ชัย, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. อรฤทัย ภิญญาคง, ดร. อมราวรรณ อินทศิริ, 192 หน้า. 

งานวิจัยน้ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อพัฒนาวิธีการผลิตหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาให้มีประสิทธิภาพสูง  และพัฒนา
ระบบการกรองชีวภาพท่ีใช้หัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเพื่อบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอล  รวมท้ังเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการผลิตก๊าซมีเทนโดยใช้น้้าเสียท่ีผ่านการก้าจัดสารประกอบฟีนอล  ท้ังน้ีใช้หัวเชื้อแบคทีเรียผสมระหว่าง 
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ซ่ึงพบว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้น
สูง การผลิตหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาท่ีเหมาะสม ท้าโดยใช้หัวเชื้อแบคทีเรียท่ีมีค่า OD578 เท่ากับ 3.0 และเตรียม
แบคทีเรียตรึงลักษณะสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5x0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร แบคทีเรียตรึงท่ีผลิตขึ้นมีจ้านวนเซลล์เริ่มต้น ~108 
CFU ต่อกรัมซิลิกา สามารถย่อยสลาย m-cresol, o-cresol, caffeic acid, ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid, 
catechol และ 3-methylcatechol รวมท้ังสามารถเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้ประมาณ 30 วัน จากน้ันได้
พัฒนาระบบการกรองชีวภาพขนาดเล็กแบบ Internal loop Airlift Bioreactor (ILALR) โดยใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ปริมาณ 25 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลากักเก็บน้้าท่ี 2.5 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียตรึงในระบบบ้าบัดการกรองชีวภาพสามารถ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลท่ีความเข้มข้นตั้งแต่ 5 - 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียสังเคราะห์ได้ 100% ระบบการกรอง
ชีวภาพน้ีสามารถใช้งานได้อย่างต่อเน่ืองเป็นระยะเวลาอย่างน้อย 3 เดือน ต่อมาได้ทดสอบประสิทธิภาพระบบการกรอง
ชีวภาพในการบ้าบัดรสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงของบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุ ดท้ายจากโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม 3 โรงงาน คือ จังหวัดสงขลา (โรงงาน A) จังหวัดสตูล (โรงงาน B) และจังหวัดสุราษฎร์ธานี (โรงงาน C) ท่ี
ระยะเวลากักเก็บน้้า 5.0 ชั่วโมง พบว่าระบบสามารถย่อยสลายรสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียท้ัง 3 แหล่งได้ 67-100 % และ
ระบบการกรองชีวภาพยังสามารถลดค่า COD และสีได้บางส่วน โดยไม่จ้าเป็นต้องเติมสารอาหารอื่นๆ เพิ่ม ในขั้นต่อมาได้
ทดลองน้าระบบการกรองชีวภาพไปบ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม ซ่ึงปกติใช้เป็นสารตั้งต้นของการผลิตก๊าซ
มีเทน แต่มีรายงานว่าสารประกอบฟีนอลเป็นอันตรายต่อแบคทีเรียกลุ่มท่ีสามารถผลิตก๊าซมีเทนและยับยั้งการผลิตก๊าซ
มีเทน  โดยงานวิจัยน้ีได้เปรียบเทียบการผลิตก๊าซมีเทนระหว่างน้้าเสียท่ีไม่ผ่านและผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล  พบว่า
ค่าศักยภาพการผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical Methane Potentials; BMP) ของน้้าเสียท่ีไม่ผ่านการบ้าบัด น้้าเสียท่ีผ่าน
การบ้าบัด น้้าเสียเจือจาง 4 เท่า ท่ีไม่ผ่านการบ้าบัด และน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า ท่ีผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเท่ากับ 
21, 302-534, 131, และ 347-508 mLCH4/gCOD ตามล้าดับ ดังน้ันระบบการกรองชีวภาพท่ีบรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
สามารถใช้เพื่อเพิ่มผลผลิตก๊าซมีเทนของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มได้ นอกจากน้ีสามารถตรวจนับจ้านวนชุดของยีนฟีนอลไฮด
รอกซิเลส (LmPH gene) ซ่ึงเป็นยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิด ตลอดระยะเวลาทดลอง 
แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดเกิดจากการย่อยสลายโดยแบคทีเรียตรึงจริง 
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This research aimed to develop a technique for producing high efficiency silica-immobilized bacteria 
and to develop a biofiltration system containing the immobilized bacteria for treatment of phenolic compounds 
contaminated wastewater as well as for enhancing biomethanation of wastewater after phenolic compounds 
removal. The inoculum used in this study was a co-culture of Methylobacterium sp. NP3 and Acinetobacter sp. 
PK1, which is known to degrade high concentrations of phenol. The optimum bacterial immobilization process 
was to use 3.0 OD578 inoculum and to prepare the immobilized silica in square shape with 0.5x0.5x0.5 cm3 
dimension, which led to the initial concentration of immobilized cells at 108 CFU/g silica. The immobilized 
bacteria could degrade m-cresol, o-cresol, caffeic acid, ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid, catechol and 3-
methylcatechol. In addition, the immobilized bacteria could be stored at 4°C for 30 days. The study later 
developed a small biofiltration unit consisted of an Internal loop Airlift Bioreactor with 25 g/L silica-immobilized 
bacteria at Hydraulic Retention Time (HRT) of 2.5 h. The immobilized bacteria in biofiltration unit could degrade 
100% of 5 – 300 mg/L other phenolic compounds in synthetic wastewater. This biofiltration could be applied 
continuously for at least 3 months. The following experiment investigated the efficiency of biofiltration system for 
the treatment of phenol phenolic compounds in wastewater from the final satabilization ponds of 3 factories in 
Songkhla (plant A), Satun provinces (plant B), and Surattani province (plant C) at HRT of 5.0 h. The biofiltration 
system could degrade 67-100% of phenolic compounds in wastewater from 3 factories and the biofiltration also 
partially reduced COD and color without further addition of nutrients. The study later used the biofiltration 
system for treatment of palm oil mill effluent (POME), which is normally used as substrate of biomethanation. It 
has been known that phenolic compounds cause harmful effects to methane-producing bacteria and inhibit 
methane production. This study compared biomethanation between untreated and dephenolized POME. 
Biochemical Methane Potentials (BMP) in systems with the undiluted untreated POME, untreated dephenolized 
POME, 4-folds diluted untreated POME, and 4-diluted dephenolized POME were 21, 302-534, 131, and 347-508 
mLCH4/gCOD, respectively. Therefore, the developed biofiltration system could be applied to increase methane 
yield in palm oil mills. In addition, LmPH genes, which involved in phenol degradation of both bacteria were 
found in the biofiltration system throughout the operation. The results confirmed that the immobilized cells were 
responsible for the treatment of phenolic compounds in wastewater. 
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วิชาการในต่างประเทศ บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท่ีให้เงินทุนสนับสนุนงานวิจัยและให้ความช่วยเหลือใน
หลายๆ ด้าน 

ขอขอบคุณหน่วยปฏิบัติการวิจัยการบ้าบัดมลพิษทางสิ่งแวดล้อมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ ท่ีให้เงินทุนส้าหรับงานวิจัยและการไปน้าเสนอผลงานในต่างประเทศ และขอขอบคุณส้านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหล่งชาติ และศูนย์ความเป็นเลิศแหล่งชาติด้านการจัดการสารและของเสียอันตราย (ศสอ.) ท่ีให้
เงินทุนสนับสนุนงานวิจัยและให้ความช่วยเหลือในหลายๆ ด้าน 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าท่ีในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่าน ท่ีให้ความช่วยแหลือ และค้าแนะน้าต่างๆ ตลอดมา  

ขอขอบคุณเพื่อนๆ ทุกคนและพี่ๆ น้องๆ ทุกคนท่ีมีส่วนช่วยเหลือในหลายๆ ด้าน 

สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา และน้องๆ ท่ีเป็นแรงบันดาลใจและก้าลังใจในการศึกษาตลอดมา 
รวมถึงคอยสนับสนุน ให้ความช่วยเหลือในด้านต่างๆ และให้ก้าลังใจแก่ผู้วิจัยเสมอมา 
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 บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 สารประกอบฟีนอล เป็นสารอินทรีย์ที่มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติก 
(aromatic ring) ที่มีจ้านวนหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหรือมากกว่าหนึ่งหมู่ในโมเลกุล สามารถ
ละลายในน้้าได้  ตัวอย่างสารประกอบฟีนอล เช่น caffeic acid, ferulic acid, lignin, 4-
hydroxybenzoic acid เป็นต้น สารเหล่านี้จัดเป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต หากมนุษย์หรือ
สัตว์ได้รับสารเหล่านี้เข้าไป แม้เพียงแค่การสัมผัสภายนอกหรือหายใจ  จะท้าให้เกิดการระคายเคืองใน
บริเวณที่สัมผัสทั้งผิวหนังและเยื่อบุอวัยวะต่างๆ ได้ และถ้าได้รับในปริมาณที่สูงจะเกิดการสะสมใน
ร่างกาย ซึ่งส่งผลให้เกิดความผิดปกติที่ระบบหมุนเวียนโลหิต (Gami และคณะ, 2014) สารประกอบ 
ฟีนอลเป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมเคมีหลายชนิด โดยถูกใช้เป็นส่วนผสมในเคมีภัณฑ์ชนิดต่างๆ เช่น 
สี ยาดับกลิ่น และยาฆ่าแมลง จะเห็นได้ว่ามีการน้าเอาผลิตภัณฑ์เหล่านี้มาใช้ในชีวิตประจ้าวันอย่าง
แพร่หลาย และยังเป็นส่วนประกอบของวัตถุดิบจากธรรมชาติหลายชนิด เช่น ผลปาล์ม ชา องุ่น และ
ยาสูบ จึงมีโอกาสที่สารเหล่านี้จะเกิดการปนเปื้อนสู่ดินและแหล่งน้้าได้ เนื่องจากสารเหล่านี้มีความ
เป็นขั้วสูงละลายน้้าได้ดี โดย US Environment Protection Agency (EPA) ได้เสนอให้มีการ
ควบคุมคุณภาพของน้้าโดยมีปริมาณสารประกอบฟีนอลได้สูงสุดไม่เกิน 1.0 ไมโครกรัมต่อลิตร และ
กระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ประเทศไทย ฉบับที่ 3 (พ.ศ.2539) ได้ก้าหนด
มาตรฐานควบคุมการระบายน้้าทิ้งจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรมให้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลไม่เกิน 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ก่อนปล่อยออกสู่แหล่งน้้า
ธรรมชาติ ดังนั้นจ้าเป็นต้องพัฒนาเทคโนโลยีที่มีประสิทธิภาพส้าหรับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 
เช่น การสกัดด้วยตัวท้าละลาย การดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ และการย่อยสลายทางชีวภาพ 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลที่
ปนเปื้อนในธรรมชาติ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ เป็นต้น ซึ่งสารประกอบฟีนอลสามารถย่อยสลาย
ได้ทั้งแบบอาศัยออกซิเจน และแบบไม่อาศัยออกซิเจน แต่งานวิจัยส่วนใหญ่สนใจการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลในภาวะที่มีออกซิเจน เนื่องจากระบบมีประสิทธิภาพสูงในการบ้าบัดน้้าเสีย อีกทั้ง
ใช้ระยะเวลาในการบ้าบัดสั้น โดยใช้ระยะเวลาการเก็บกักน้อยกว่า มีผลให้ถังปฏิกิริยามีปริมาตรน้อย
กว่า ซึ่งช่วยให้ประหยัดพ้ืนที่ในการก่อสร้างมากกว่า อัตราการเจริญของจุลินทรีย์จะเร็วกว่า และใช้
เวลาในการเริ่มเดินระบบ (start up) เร็วกว่าแบบไม่มีออกซิเจน (มั่นสิน ตัณฑุลเวศม์, 2542) 
จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในภาวะที่มีออกซิเจน ได้แก่ Acinetobacter sp. PK1, 
Acinetobacter calcoaceticus , Alcaligenes eutrophus, Arthrobacter sp., Bacillus 
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cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus , 
Burkholderia cepacia G4, Nocardia sp., Methylobacterium sp. NP3, Nocardioides sp., 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens PU1, Pseudomonas pickettii, 
Pseudomonas putida, Pseudomonas resinovorans, Ralstonia eutropha, Rhodococcus 
sp., Candida spp., Fusarium sp., Trichosporon cutaneum และ Streptococcus 
epidermis OCS-B เป็นต้น      (Shalaby และคณะ, 2003; Gayathri และคณะ, 2010; Mohite 
และคณะ, 2010; Khongkhaem และคณะ, 2011; Mahiudddin และคณะ, 2012; Krastanov 
และคณะ, 2013) โดยทั่วไปแบคทีเรียอิสระมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลได้ใน
ระดับที่มีความเข้มข้นสารประกอบฟีนอลประมาณ 100-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่จะไม่สามารถ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้นสูงกว่า 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ เนื่องจาก
สารประกอบฟีนอลเป็นสารเคมีอันตรายที่มีผลต่อเซลล์แบคทีเรียโดยจะท้าให้สูญเสียความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรบกวนการท้างานของเยื่อหุ้มเซลล์ รวมทั้งยับยั้งการท้าหน้าที่ของโปรตีนที่เยื่อ
หุ้มเซลล์ ส่งผลให้แบคทีเรียตายเมื่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลสูง (Heipieper และคณะ, 
1992) 

งานวิจัยต่อมาจึงศึกษาการตรึงเซลล์จุลินทรีย์บนวัสดุต่างๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อย
สลายสารประกอบฟีนอล เช่น Pazarlioglu และคณะ (2005) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดย 
Pseudomonas putida ที่ถูกตรึงบนหินพัมมิช พบว่า P. putida ที่ถูกตรึงเซลล์บนหินพัมมิช 
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรในเวลา 22 ชั่วโมง และสามารถใช้เซลล์
ตรึงซ้้าได้ Wang และคณะ (2007) ได้น้าแบคทีเรียมาตรึงเซลล์บนพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl 
alcohol) พบว่าท้าให้ทนต่อความเข้มข้นของฟีนอลได้สูงประมาณ 500 มิลลิกรัมต่อลิตรภายในเวลา 
9 ชั่วโมง และช่วยป้องกันแบคทีเรียเมื่อมีการเปลี่ยนอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และสามารถเก็บที่ 
4 องศาเซลเซียสได้นาน 50 วัน และ Santos และคณะ (2008) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดย 
Aureobasidium pullulans FE13 ที่คัดแยกเชื้อจากน้้าเสียที่ปล่อยจากโรงงานอุตสาหกรรมพบว่า
การตรึงเซลล์บนอัลจิเนตท้าให้แบคทีเรียมีอัตราการย่อยสลายฟีนอลได้สูงสุดประมาณ 18.35 
มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง โดยเซลล์อิสระจะทนและย่อยฟีนอลได้น้อยกว่าเซลล์ที่ถูกตรึงบนอัลจิ เนต 
ในปัจจุบันมีการศึกษาเกี่ยวกับการตรึงแบคทีเรียบนซิลิกา เนื่องจากซิลิกาเป็นวัสดุที่มีความเสถียรสูง 
ทนต่อแรงกระท้าทางกายภาพและทางเคมี สามารถใช้งานได้ในช่วง pH ที่กว้าง และมีสมบัติเป็น
ไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) ไม่บวมน้้า จึงสามารถใช้กับสารตัวอย่างที่มีน้้าเป็นตัวท้าละลายได้ดี จาก
การศึกษาของ Nassif และคณะ (2002) และ Alvarez และคณะ (2007) พบว่าการตรึงเซลล์
แบคทีเรียในซิลิกาสามารถเก็บเซลล์ที่ถูกตรึงในซิลิกาได้นาน ข้อดีของซิลิกาเมื่อใช้ตรึงเซลล์จะช่วยให้
แบคทีเรียทนต่อสภาพแวดล้อมที่มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ ความเป็นกรด-เบส และสามารถเก็บ
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แบคทีเรียที่ตรึงบนซิลิกาไว้ได้เป็นเวลานาน รวมทั้งอาจช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายสาร
มลพิษ นอกจากนี้เคยมีรายงานเกี่ยวกับการน้าซิลิกามาใช้ตรึงแบคทีเรียส้าหรับย่อยสลายฟีนอล 
ดังเช่นงานวิจัยของ ศึกษาการตรึงจุลินทรีย์เพ่ือย่อยสลายฟีนอล โดยเปรียบเทียบระหว่างการตรึง
เซลล์ในซิลิกาเจลชนิด prepolymerized TEOS กับการตรึงเซลล์ในพอลิยูริเทนโฟม พบว่า
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลเป็นดังนี้ เซลล์อิสระ < เซลล์ตรึงในพอลิยูริเทนโฟม < เซลล์ตรึง
ในซิลิกา แสดงว่าการตรึงเซลล์ในซิลิกาเจลสามารถน้าไปบ้าบัดฟีนอลได้ และงานวิจัยของ 
Khongkhaem และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตหัวเชื้อแบคทีเรียส้าหรับใช้บ้าบัดฟีนอลในน้้าเสีย
สังเคราะห์แบบระบบแบทช์ พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลที่
ความเข้มข้นสูงประมาณ 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ดี และสามารถน้าเซลล์ที่ถูกตรึงกลับมาใช้ซ้้าได้
เป็นเวลาอย่างน้อย 2 เดือน ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนและระยะเวลาในการเตรียมแบคทีเรียตรึง 

จากงานวิจัยข้างต้นแสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถบ้าบัดฟี
นอลได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงต้องการพัฒนาวิธีการผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา แล้ว
น้าแบคทีเรียตรึงไปใช้ในระบบการกรองชีวภาพส้าหรับการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย
ต่อไป ตัวอย่างงานวิจัยการใช้แบคทีเรียตรึงส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลใน
ระบบการกรองชีวภาพแบบต่างๆ มีดังต่อไปนี้ Branyik และ Kuncova (2000) ศึกษาการย่อย
สลายฟีนอลโดยการตรึงเซลล์ด้วยวิธี sol-gel ในซิลิกา (SG) พอลิยูรีเทนโฟม (PU) และเซรามิกโฟม 
(C) พบว่าแบคทีเรียตรึงในระบบการกรองชีวภาพมีอัตราการย่อยสลายฟีนอลโดยเรียงล้าดับจากมาก
ไปน้อยดังนี้ packed-bed reactor with ceramic form (PBRC) > PBR (PU) >  PBR (SG)>
fluidized-bed reactor with PU (FBRPU) > FBR (SG) และงานวิจัยของ El-Naas และคณะ 
(2010) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลแบบต่อเนื่องโดยใช้ Pseudomonas putida ตรึงบนพอลิไวนิล
แอลกอฮอล์ใน spouted bed bioreactor (SBBR) พบว่าอัตราการย่อยสลายจะเพ่ิมขึ้นเมื่อความ
เข้มข้นเริ่มต้นของฟีนอลเพ่ิมขึ้น  และอัตราการย่อยสลายลดลงเมื่อเพ่ิมอัตราการไหลของของเหลว 
(liquid flow rate) ขณะที่ระบบการกรองชีวภาพแบบ FBR เหมาะส้าหรับตัวกลางที่สามารถฟุ้ง
กระจายหรือตัวกลางที่สามารถลอยน้้าได้ดี และ PBR เหมาะส้าหรับตัวกลางที่เป็นเซลล์หรือเอนไซม์
ตรึง แต่ PBR มักเกิดปัญหาการสะสมความร้อนในเบด ซึ่งเป็นปัญหาที่มีผลกระทบต่อการ
เกิดปฏิกิริยาและผลผลิตของระบบ  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงต้องการพัฒนาระบบการกรองชีวภาพขนาด
เล็กแบบ airlift bioreactor (AR) ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเพ่ือใช้บ้าบัดสารประกอบฟีนอลใน
น้้าเสียสังเคราะห์และน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม  โดยมีการเพิ่ม Internal loop ซึ่งจะเป็นตัว
ช่วยให้เกิดการหมุนวนของของเหลวและตัวกลาง (เซลล์ตรึง) ภายใน รวมทั้งช่วยกระจายแรงเฉือนให้
ทั่วทั้งถังปฏิกรณ์ ท้าให้เกิดการเสียหายกับตัวกลาง (เซลล์ตรึง) ภายในน้อยลง  
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ต่อมาผู้วิจัยได้ทดสอบประสิทธิภาพระบบการกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
โดยใช้น้้าเสียจากอุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์มเป็นต้นแบบ โดยในปัจจุบันน้้าเสียจากโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มจัดเป็นปัญหาด้านสิ่งแวดล้อม เนื่องจากประเทศไทยจัดอยู่ในอันดับที่ 3 ของประเทศแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ที่สามารถผลิตน้้ามันปาล์มได้เป็นอันดับแรกๆ ของโลก เนื่องจากสภาพภูมิ
ประเทศ ภูมิอากาศเอ้ืออ้านวยต่อการปลูกปาล์มน้้ามันเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศ (Rupani และ
คณะ, 2010)  ซึ่งน้้าเสียส่วนใหญ่ที่เกิดจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มมีสารอินทรีย์สูง สีคล้้า และ
ปนเปื้อนสารอันตรายจ้าพวกสารประกอบฟีนอลในระดับความเข้มข้นสูง ทั้งนี้สารประกอบฟีนอลเป็น
สารที่สามารถยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ polyphenol oxidases ซึ่งเป็นสาเหตุให้สารประกอบฟี
นอลไม่ถูกย่อยสลายไป และปนเปื้อนออกมากับน้้าเสียจากกระบวนการสกัดน้้ามันปาล์ม (Sundram, 
2003) จากรายงานที่ผ่านมาพบปริมาณของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม
ตั้งแต่ 30-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (พนิดา โต๊ะสู, 2555; Sayadi และคณะ, 2000; Alam และคณะ, 
2009; Cordova-Rosa และคณะ, 2009; Limkhuansuwan และ Chaiprasert, 2010; Saifuddin 
และคณะ, 2014) ในประเทศไทยการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มส่วนใหญ่ยังคงใช้การ
บ้าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจนและบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียร ซึ่งประสิทธิภาพในการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลค่อนข้างต่้า 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจน้าระบบการกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ถูกพัฒนาขึ้น
ไปใช้บ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย
และน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดที่ใช้ทั่วไปของ
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม และแก้ปัญหาปริมาณสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานอุตสาหกรรมฯ นอกจากนี้ได้ติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับย่อยสลายฟีนอล
และยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตก๊าซมีเทนด้วยเทคนิค Real-time qPCR และศึกษาการเปลี่ยนแปลง
ของประชากรแบคทีเรียบนซิลิกาและแบคทีเรียอ่ืนๆ ในระบบการกรองชีวภาพระหว่างการบ้าบัดด้วย 
CLSM โดยข้อมูลที่ได้รับจะช่วยยืนยันว่าแบคทีเรียที่เติมลงไปสามารถท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ
ในระบบ ท้าให้ทราบถึงจ้านวนและความหลากหลายของชนิดจุลินทรีย์ที่ท้าหน้าที่ย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลในระบบ ซึ่งความรู้ที่ได้รับจะช่วยให้สามารถออกแบบระบบบ้าบัดสารประกอบฟี
นอลที่สัมพันธ์กับการท้างานของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในภาวะต่างๆ ได้ดียิ่งขึ้น รวมทั้งสามารถน้า
ระบบไปขยายขนาดและเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียตรึงตามอัตราส่วนที่เหมาะสม เพ่ือให้บ้าบัดน้้าเสีย
ปริมาณมากได้  

นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ทดลองน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลไปผลิตก๊าซชีวภาพ 
เนื่องจากในปัจจุบันโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มดิบหลายแหล่งน้าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตมาผลิตเป็น
ก๊าชชีวภาพ เพื่อน้าไปผลิตเป็นกระแสไฟฟ้าใช้ภายในโรงงานและจ้าหน่ายให้แก่การไฟฟ้าส่วนภูมิภาค 
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ซึ่งเป็นการเพ่ิมมูลค่าและแก้ปัญหาด้านสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าสารประกอบฟีนอล
สามารถยับยั้งการท้างานของจุลินทรีย์ที่ผลิตก๊าชมีเทน (methanogens) และสารประกอบกลุ่มนี้อาจ
ดูดซับในกากตะกอนของระบบก๊าชชีวภาพ ท้าให้การย่อยสลายทางชีวภาพลดลง ซึ่งส่งผลต่อปริมาณ
การผลิตก๊าชชีวภาพโดยรวมและปริมาณก๊าชมีเทนที่ผลิตขึ้น (Gharsallah และคณะ, 1999; Sayadi 
และคณะ, 2000; Dhouib และคณะ, 2005; Martinez-Garcia และคณะ, 2007; Hernandez และ
คณะ, 2008) จากการศึกษาที่ผ่านมายังไม่มีงานวิจัยที่ศึกษาผลกระทบของสารประกอบฟีนอลในน้้า
เสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่มีต่อแบคทีเรียที่ผลิตก๊าซมีเทนและปริมาณการผลิตก๊าช
ชีวภาพโดยรวม ซึ่งองค์ความรู้ดังกล่าวมีความจ้าเป็นอย่างยิ่งในการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน้้าเสียของกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มควบคู่กับการพัฒนา
เทคโนโลยีระบบการกรองชีวภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้นในน้้าเสีย (pretreatment) 
ก่อนน้าน้้าเสียเข้าสู่ระบบก๊าชชีวภาพต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยนี้  คือการ พัฒนาระบบการกรองชีวภาพเ พ่ือบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียและเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตมีเทน โดยใช้แบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลตรึงบนซิลิกา วัตถุประสงค์ย่อยของงานวิจัยนี้ 
ได้แก่ 

1.2.1 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ส้าหรับย่อยสลายสารประกอบฟี
นอลในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์ 

1.2.2 เพ่ือพัฒนาระบบการกรองชีวภาพที่ประกอบด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ส้าหรับบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย 

1.2.3 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น ส้าหรับบ้าบัดน้้าเสีย
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม และเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมีเทน 

1.2.4 เพ่ือตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลและประชากรแบคทีเรียใน
ระบบการกรองชีวภาพ 

 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วย
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบแบทช์และระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 และ
เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียส้าหรับน้าไปตรึงเซลล์ จากนั้นน้าหัวเชื้อแบคทีเรียมาผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิ
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กาด้วยวิธี sol-gel ท้าตามวิธีของ Khongkhaem และคณะ, 2011 เมื่อได้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ตามท่ีต้องการแล้ว ขั้นตอนต่อมาคือ ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย
สังเคราะห์ด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์ ที่ความเข้มข้น
สารประกอบฟีนอลตั้งแต่ 5 - 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร รวมทั้งหาระยะเวลาและภาวะที่เหมาะสมกับ
การเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาจากนั้นสร้างระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor ขนาดเล็ก และติดตั้งระบบการกรองชีวภาพที่สร้างขึ้นควบคู่กับหาภาวะที่เหมาะสมใน
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชี วภาพโดยใช้น้้าเสีย
สังเคราะห์ และทดสอบระบบการกรองชีวภาพที่มีแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในการบ้าบัดน้้าเสีย
สังเคราะห์ในระยะยาว ซึ่งข้อมูลที่ได้น้าไปประยุกต์ใช้ในการบ้าบัดน้้าเสียจริงของโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มต่อไป 

 
1.3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้ นในการบ าบัด

สารประกอบฟีนอลท่ีปนเปื้อนในน้ าเสียจริงจากบ่อบ าบัดน้ าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย 
ศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของน้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม

จ้านวน 2 แหล่ง คือ โรงงาน A จังหวัดสงขลาและโรงงาน B จังหวัดสตูล และทดสอบประสิทธิภาพ
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยใช้
น้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม จากนั้นทดสอบ
ประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพแบบ 
Internal loop Airlift Bioreactor โดยใช้น้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย
ของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม ที่ความเข้มข้นสารประกอบฟีนอล 6.8 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ควบคู่
กับการตรวจหาและตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการ
กรองชีวภาพ ติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากรและการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียบนซิลิกา
ระหว่างการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย 
 

1.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นในการบ าบัด
สารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตก๊าชชีวภาพ 

ศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มจ้านวน 2 แหล่ง คือ โรงงาน B จังหวัดสตูลและโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี และทดสอบ
ประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบทดลองขนาดเล็กแบบ
แบทช์โดยใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม จากนั้นทดสอบ
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ประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพโดย
ใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม และทดสอบระบบการกรอง
ชีวภาพที่มีแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในการบ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มในระยะยาว และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพระหว่างน้้าเสียที่ผ่าน
การบ้าบัดกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ซึ่งท้าควบคู่กับการตรวจติดตามและตรวจ
นับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการกรองชีวภาพและยีน 
mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพ อีกทั้งติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากรและการสร้างไบโอฟิล์ม
ของแบคทีเรียบนซิลิการะหว่างการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย  
 
1.4 ประโยชน์ที่ได้รับ 

1.4.1 ได้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้า
เสีย 

1.4.2 ได้ระบบการกรองชีวภาพที่สามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้นในน้้าเสียก่อน
น้าไปผลิตมีเทน 

1.4.3 พบว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลก่อนเข้าสู่ระบบก๊าชชีวภาพ จะช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมีเทน 

1.4.4 สามารถตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลและตรวจติดตามกลุ่ม
ประชากรของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่ใช้ใน
ระบบการกรองชีวภาพ 

 



บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

 
2.1 ปัญหาการปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลในสิ่งแวดล้อม 

สารประกอบฟีนอลเป็นส่วนประกอบของวัตถุดิบจากธรรมชาติหลายชนิด เช่น ผลปาล์ม ชา 
ไวน์ และยาสูบ จึงพบการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร 
นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลยังเป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมเคมีหลายชนิด และเป็นส่วนผสมใน
เคมีภัณฑ์ชนิดต่างๆ เช่น สี ยาดับกลิ่น และยาฆ่าแมลง จึงมีโอกาสที่สารประกอบฟีนอลจะปนเปื้อน
ในดินและแหล่งน้้าได้ กระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ประเทศไทย ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 
2539) ได้ก้าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้้าเสียจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรม
และนิคมอุตสาหกรรม ให้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลไม่เกิน 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ก่อนปล่อยออกสู่
แหล่งน้้าธรรมชาติ ดังนั้นจ้าเป็นต้องมีเทคโนโลยีที่มีประสิทธิภาพส้าหรับการก้าจัดสารประกอบฟี
นอล เช่น การสกัดด้วยตัวท้าละลาย การดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ และการย่อยสลายทางชีวภาพ  

2.1.1 สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds)  
สารประกอบฟีนอล (phenolic compounds หรือ phenolics) ได้แก่ สารประกอบที่มีวง

แอโรมาติกและไฮดรอกซิลอย่างน้อย 1 หมู่ และรวมไปถึงอนุพันธ์ของสารประกอบฟีนอล ซึ่งมีการ
แทนที่ด้วยหมู่เคมีต่างๆ ตัวอย่างสารประกอบฟีนอล ได้แก่ flavonoids, lignin, abscisic acid, 
cinnamic acid, caffeic acid, chlorogenic acid, tyrosine, phenylalanine และ dihydroxy-
phenylalanine (DOPA) สารประกอบฟีนอลเป็นตัวแทนของสารในธรรมชาติที่นับว่ามีปริมาณมาก
ชนิดหนึ่ง เนื่องจากท้าหน้าที่เก่ียวข้องกับสีและกลิ่นรส  

การแบ่งชนิดของสารประกอบฟีนอล แบ่งเป็น 3 ชนิด ตามจ้านวนวงของฟีนอล (phenol 
rings) ดังต่อไปนี้ 

1. Monocyclic phenols มี 1 phenol ring ที่พบทั่วไปในพืชได้แก่ phenol, catechol, 
hydro-quinone และ p-hydroxycinnamic acid 

2. Dicyclic phenols มี 2 phenol rings ได้แก่ flavonoids และ lignans 
3. Polycyclic phenols หรือ polyphenol ได้แก่ lignins, catechol melanins, 

flavolans (condensed tannins) 
สารประกอบฟีนอลมักพบเป็นองค์ประกอบอยู่ในน้้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมเสมอๆ เช่น 

โรงงานสกัดน้้ามันปาล์มและน้้ามันมะกอก อุตสาหกรรมผลิตเรซิน ยา ปิโตรเคมี เซรามิก สแตนเลส สี 
เครื่องหนัง และถ่านหิน เป็นต้น (Alam และคณะ, 2009; Dubey และ Hussain, 2014) เนื่องจาก
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สารประกอบฟีนอลมีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตสูง (Gami และคณะ, 2014) จึงจ้าเป็นต้องมีการบ้าบัด
น้้าเสียก่อนปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อม 

2.1.2 การจัดการน้ าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอล 
การก้าจัดสารประกอบฟีนอลออกจากน้้าที่ปนเปื้อน สามารถใช้วิธีการดั้งเดิม เช่น การสกัด

ด้วยตัวท้าละลาย การดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์  หรือการออกซิ ไดซ์ด้ วยสารเคมี  เป็ นต้น                     
(Godjevargova และคณะ, 2006) กระบวนการบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนฟีนอลในปริมาณสูง สามารถ
บ้าบัดโดยวิธีทางกายภาพ เช่น การสกัดด้วยตัวท้าละลาย หรือวิธีทางชีวภาพ เช่น การใช้ตะกอน
สลัดจ์ หรือหัวเชื้อผสมที่ไม่ต้องการอากาศ แต่วิธีทางกายภาพมีข้อเสียคือ ค่าใช้จ่ายสูง และเกิด
ผลิตภัณฑ์ที่มีอันตราย (Pazarlioglu และคณะ, 2005) นอกจากนี้แบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถทน
ต่อสารประกอบฟีนอลความเข้มข้นสูงได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟี
นอลโดยใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา เพื่อให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลายและทนต่อสารประกอบฟีนอลที่
ความเข้มข้นสูงได้ และไม่เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่เป็นอันตราย 
 
2.2 จุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลและยีนที่เกี่ยวข้อง 

2.2.1 จุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอล 
สารประกอบฟีนอลสามารถย่อยสลายได้ทั้งแบบอาศัยออกซิเจน และแบบไม่อาศัยออกซิเจน 

แต่งานวิจัยส่วนใหญ่สนใจการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในภาวะที่มีออกซิเจน  
จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายฟีนอลในภาวะที่มีออกซิเจน ได้แก่ Acinetobacter calcoaceticus, 

Alcaligenes eutrophus, Arthrobacter sp., Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, 
Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus, Burkholderia cepacia G4, Halomonas 
salina, Nocardia sp., Nocardioides sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
fluorescens PU1, Pseudomonas pickettii, Pseudomonas putida, Pseudomonas 
resinovorans, Ralstonia eutropha, Rhodococcus sp., Candida spp., Fusarium sp., 
Trichosporon cutaneum, และ Streptococcus epidermis OCS-B เป็นต้น (Shalaby และคณะ
, 2003; Gayathri และ Vasudevan, 2010; Mohite และคณะ, 2010; Mahiudddin และคณะ, 
2012) ส่วนจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลโดยใช้ออกซิเจน ได้แก่ Bacillus sp., 
Alcaligenes sp., Acinetobacter sp., Achromobacter sp., Pseudomonas putida 
Lactobacillus plantarum, Pleurotus ostreatus, Pseudomonas, Candida tropicalis, และ
Trichosporon cutaneum (Cho และคณะ, 2000; Aggelis และคณะ, 2003; Xiangchun และ
คณะ, 2003; Kargi และคณะ, 2005; Landete และคณะ, 2008; Krastanov และคณะ, 2013) จาก
ข้อมูลข้างต้นพบว่าจุลินทรีย์ย่อยสลายฟีนอลบางชนิด สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลได้ 
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โดยทั่วไปแบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลได้ในระดับที่มีความเข้มข้น
สารประกอบฟีนอลประมาณ 100-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่จะไม่สามารถย่อยสลายสารประกอบฟี
นอลที่ความเข้มข้นสูงกว่า 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ เนื่องจากสารประกอบฟีนอลเป็นสารเคมี
อันตรายที่มีผลต่อเซลล์แบคทีเรียโดยจะท้าให้สูญเสียความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรบกวนการ
ท้างานของเยื่อหุ้มเซลล์ รวมทั้งยับยั้งการท้าหน้าที่ของโปรตีนที่เยื่อหุ้มเซลล์ ส่งผลให้แบคทีเรียตาย
เมื่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลสูง (Heipieper และคณะ, 1992)  

2.2.2 กลไกการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลโดยจุลินทรีย์ 
งานวิจัยส่วนใหญ่สนใจการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในภาวะที่มีออกซิเจน ดังเช่น

งานวิจัยของ  Varga และคณะ (1970) ซึ่งคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากดิน เพ่ือศึกษาวิถีการย่อยสลายฟี
นอล พบว่าแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas และ Moraxella สามารถย่อยสลายฟีนอลโดยผลิต
เอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลส ที่สามารถเปลี่ยนฟีนอลให้เป็นเคติคอล (catechol) ซึ่งเป็นสารตัวกลาง
ของการย่อยสลาย และเปลี่ยนเคติคอลไปเป็น cis,cis-muconate โดย intradiol cleavage ด้วย

เอนไซม์ catechol-1,2-dioxygenase และสามารถเปลี่ยนเคติคอลไปเป็น α-hydroxy muconic 
semialdehyde โดย extradiol cleavage ด้วยเอนไซม์ catechol-2,3-dioxygenase จากนั้นจะ
เข้าสู่ key metabolites เพ่ือเข้าสู่วัฏจักรเครปต่อไป 

ส้าหรับกลไกการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลแบบอาศัยออกซิเจน งานวิจัยของ Hopper 
และ Taylor (1974) ศึกษาวิถีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลต่างๆ โดยแบคทีเรีย Pseudomonas 
putida พบว่าการย่อยสลาย 3,5-xylenol, m-cresol และ p-cresol เริ่มจากการเติมออกซิเจนเข้า
ไปในโมเลกุลเพื่อเปลี่ยนโครงสร้างเกิดเป็นเคติคอลโดยเอนไซม์ monooxygenase ต่อมาเกิดการแตก
วงของสารเคติคอลโดยเอนไซม์ 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase และ 2-
hydroxymuconic semialdehyde hydrolase ซึ่งสามารถเกิดได้ 2 ต้าแหน่ง คือ ต้าแหน่งออร์โท
และต้าแหน่งเมทา ซึ่งการแตกวงของเคติคอลที่ต้าแหน่งต่างกันนั้น ส่งผลให้เกิดสารผลิตภัณฑ์ที่
แตกต่างกัน ซึ่งสารต่างๆ ที่เกิดขึ้นจะเข้าสู่วัฏจักรเครปต่อไป หรือเกิดการย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ได้
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ดังรูปที่ 2.1 

 



 11 

 
 

รูปที่ 2.1 วิถีการย่อยสลาย 3,5-xylenol, m-cresol และ p-cresol โดยแบคทีเรีย 
Pseudomonas putida (ที่มา: Dong และคณะ, 1992) 

 
ซึ่งคาดว่า Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 อาจจะเกิดการ

ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลแบบใช้ออกซิเจน แสดงดังรูปที่ 2.2 และ 2.3 เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่
ต้องการออกซิเจนในการเจริญ ซึ่งจากวิถีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลคาดว่าจะไม่มีผลิตภัณฑ์ที่มี
ความเป็นพิษมากขึ้นจากกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ 
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รูปที่ 2.2 การย่อยสลายฟีนอลแบบใช้ออกซิเจน 

ที่มา: van Schie (2000) 

 
รูปที่ 2.3 การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลแบบใช้ออกซิเจน 

ที่มา: Devillers และคณะ (1990) 



 13 

Dong และคณะ (1992) พบว่า Bacillus stearothermophilus FDTP-3 มียีน pheA 
ส้าหรับการย่อยสลายของฟีนอลแบบอาศัยออกซิเจน และมีวิถีการย่อยสลายฟีนอลที่เริ่มต้นจากการ
เติมออกซิเจนเข้าไปในโมเลกุล โดยใช้เอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสเพ่ือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเกิด
เป็นเคติคอล ต่อมาก็เกิดการแตกวงของสารเคติคอล ซึ่งสามารถเกิดได้ 2 ต้าแหน่ง คือ ต้าแหน่งออร์
โทและต้าแหน่งเมทา ซึ่งการแตกวงของเคติคอลที่ต้าแหน่งต่างกันนั้น ส่งผลให้เกิดสารผลิตภัณฑ์ที่
แตกต่างกัน ซึ่งสารต่างๆ ที่เกิดข้ึนจะเข้าสู่วัฏจักรเครปต่อไป 

Merimaa และคณะ (2006) รายงานว่า Pseudomonas sp. ที่สามารถย่อยสลายฟีนอล
และ p-cresol มียีนที่ประมวลรหัสเอนไซม์ Large subunit of multicomponent phenol 
hydroxylase (LmPH) ทีส่ามารถเปลี่ยนฟีนอลเป็นเคติคอล และยีนประมวลรหัส C23O (catechol 

2,3-dioxygenase) ที่สามารถเปลี่ยนเคติคอลเป็น α-hydroxy muconic semialdehyde  
Omokoko และคณะ (2008) ศึกษาวิถีการย่อยสลายฟีนอลโดย Geobacillus 

stearothermophilus พบว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายฟีนอลเป็นเคติคอลโดยเอนไซม์ฟีนอลไฮ  
ดรอกซิเลส และเปลี่ยนเคติคอลเป็น 2-hydroxymuconic semialdehyde ผ่าน meta-cleavage 
ด้วยเอนไซม์ catechol-2,3-dioxygenase โดยสารผลิตภัณฑ์ต่างๆ ที่เกิดขึ้นจะเข้าสู่วัฏจักรเครปต่อ
ไป 

Mahiudddin และคณะ (2012 )  ศึกษาการย่อยสลาย ฟีนอล โดย Pseudomonas 
fluorescens PU1 ด้วยวิถีเมทา พบว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายฟีนอลเป็นเคติคอลโดยเอนไซม์  
ฟีนอลไฮดรอกซิเลส และเปลี่ยนเคติคอลเป็น 2-hydroxymuconic semialdehyde ผ่าน meta-
cleavage สุดท้ายได้สารผลิตภัณฑ์ 2 ชนิด คือ อะซิตัลดีไฮด์และไพรูเวท แสดงดังรูปที่ 2.4 
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ก.                                      ข. 

รูปที่ 2.4 การย่อยสลายฟีนอลแบบใช้ออกซิเจน ก.วิถีเมทา ข.วิถีออร์โท 
ที่มา: Mahiudddin และคณะ (2012) 

 
งานวิจัยนี้ศึกษาการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลโดยแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ 

Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ซึ่ง Khongkhaem, 2011 พบว่า
แบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด สามารถเจริญโดยใช้ฟีนอลเป็นแหล่งคาร์บอนชนิดเดียวในภาวะที่มีออกซิเจน 
เมื่อน้าแบคทีเรียนี้มาใช้ในรูปของเซลล์อิสระ พบว่าสามารถย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นสูงถึง 2.5 
กรัมต่อลิตร และเมื่อตรึงในซิลิกาสามารถย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นสูงขึ้นถึง 5.0 กรัมต่อลิตร 
และสามารถใช้งานได้อย่างต่อเนื่อง อย่างไรก็ดียังไม่เคยมีการศึกษาถึงวิถีการย่อยสลายฟีนอลโดย  
Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 และยังไม่เคยมีการศึกษา
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียนี้ในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลชนิดอื่นๆ 
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2.2.3 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอล 
ยีนที่ส้าคัญส้าหรับการย่อยสลายฟีนอล ได้แก่ ยีนประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลส 

ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ดังนี้  
1) ยีนกลุ่ม Single-component monooxygenase ได้แก่ pheA ประมวลรหัสเอนไซม์ที่

เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ Pseudomonas sp. EST1001 (Kivisaar และคณะ, 1990) 
และ tbuD ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ Pseudomonas pickettii 
PKOl (Kukor และ Olsewnm, 1991)  

2) ยีนกลุ่ม Two-component enzyme ได้แก่ pheA1 และ pheA2 ประมวลรหัสเอนไซม์
ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ B. thermoglucosidasius A7 (Duffner และคณะ, 2000) 
และ  phe  ประมวลรหัสเอนไซม์ที่ เกี่ ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิ เลสของ Geobaci l lus 
stearothermophilus (Omokoko และคณะ, 2008)  

3) ยีนกลุ่ม Multicomponent enzyme ประกอบด้วยระบบการท้างานของเอนไซม์หลาย
ชนิดร่วมกัน ได้แก่ dmpKLMNOP ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ์ CF600 (Nordlund และคณะ, 1990; Shingler และคณะ, 1989) 
phhKLMNOP ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ Pseudomonas putida 
P35X (Ng, 1994) pheAlA2A3A4A5A6 ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ 
P.putida BH (Takeo และคณะ, 1996), phlABCDEF จาก P. putida H (Herrmann และคณะ, 
1995), mopKLMNOP จาก Acinetobacter calcoaceticus NCIB 8250 (Ehrt และคณะ, 1995) 
aphKLMNOP ประมวลรหัสเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ Comamonas 
testosteroni TA441 (Arai และคณะ, 1998) mphN ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮด
รอกซิเลสของ Acinetobacter calcoaceticus PHEA-2 (Zhan และคณะ, 2009) และ LmPH 
ประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ Pseudomonas sp. สายพันธุ์ CF600 
(Basile, 2008) 

ส้าหรับแบคทีเรียจีนัส Acinetobacter ที่สามารถย่อยสลายฟีนอล มีรายงานการพบยีน 
mopN และ mphN ซึ่ งประมวลรหัสเอนไซม์ที่ เกี่ยวข้องกับฟีนอลไฮดรอกซิ เลสของ A. 
calcoaceticus NCIB8250 (Schirmer และคณะ, 1998) และ A. calcoaceticus PHEA-2 (Zhan 
และคณะ, 2009) ตามล้าดับ โดยวิธีคัดกรองจากห้องสมุดด้วย southern blot hybridization 
อย่างไรก็ดีในขณะนี้ยังไม่พบการรายงานของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลในแบคทีเรียจีนัส 
Methylobacterium 

ยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสสามารถใช้เป็นยีนเครื่องหมายในการตรวจติดตาม
แบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลได้ งานวิจัยนี้สนใจจะใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุล เพื่อติดตามการท้างานของ
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แบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ในระบบบ้าบัดน้้าเสีย
ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอล อย่างไรก็ตามเนื่องจากยังไม่เคยมีการศึกษาถึงยีนที่เกี่ยวข้องใน
กระบวนการวิถีการย่อยสลายฟีนอลโดย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 งานวิจัยนี้ จึง เริ่มจากการตรวจหายีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิ เลสในแบคที เรีย 
Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 โดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่งใช้ไพรเมอร์จากยีนที่มีรายงานแล้ว จากนั้นใช้เป็นข้อมูลใน
การตรวจติดตามเชิงปริมาณด้วยเทคนิค Real-time qPCR ต่อไป 
 
2.3 การบ าบัดน้ าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลด้วยวิธีทางชีวภาพ 

ในปัจจุบันการบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลด้วยวิธีทางชีวภาพเป็นวิธีที่ได้รับ
ความนิยมมากขึ้น เนื่องจากต้นทุนในการด้าเนินการค่อนข้างต่้า ปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม และสามารถ
เปลี่ยนสารประกอบฟีนอลให้เป็นสารไม่มีพิษหรือมีความเป็นพิษน้อยลงได้ โดยอาจใช้แบคทีเรียอิสระ
หรือแบคทีเรียตรึงบนวัสดุชนิดต่างๆ ส้าหรับย่อยสลายสารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้้าเสีย และใน
ต่างประเทศมีการใช้ระบบการกรองชีวภาพ เช่น ระบบ Fluidized bed reactor ระบบ Packed 
bed reactor และระบบ Airlift reactor เป็นต้น เพ่ือบ้าบัดสารมลพิษในน้้า ดิน และอากาศ อย่าง
แพร่หลาย อย่างไรก็ดีระบบการกรองชีวภาพจะมีรูปแบบแตกต่างกันไปตามลักษณะจ้าเพาะของการ
ใช้งาน และความต้องการของผู้ออกแบบ โดยในการเลือกรูปแบบของระบบ ส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นไปที่
ความสะดวกในการจัดหาวัสดุและก่อสร้าง ความประหยัด ความง่ายในการเดินระบบ และความ
สะดวกในการดูแลรักษา  

 
2.3.1 การบ าบัดน้ าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียอิสระในระบบการกรอง

ชีวภาพ 
ในปัจจุบันมีการใช้แบคทีเรียในรูปเซลล์อิสระย่อยสลายสารประกอบฟีนอล ทั้งนี้จะเห็นว่า

แบคทีเรียอิสระทั้งหมดมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลแตกต่างกัน ตัวอย่าง
งานวิจัยการใช้แบคทีเรียอิสระย่อยสลายสารประกอบฟีนอลส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียสังเคราะห์ในระบบ
การกรองชีวภาพแบบต่างๆ ดังตารางที่ 2.1 
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ตารางท่ี 2.1 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียอิสระส้าหรับย่อยสลายสารประกอบฟีนอล 
จุลินทรีย ์ ชนิดของระบบ

บ าบัด 
ระยะ 

เวลากัก
เก็บน้ า 
(ชั่วโมง) 

ความ
เข้มขน้
ของ 

ฟีนอล  
(กรัมตอ่
ลิตร) 

ความเข้มข้น
ของ

สารประกอบ 
ฟีนอล 

(มิลลิกรัมตอ่
ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การย่อย

สลาย (%) 

เอกสารอ้างองิ 

Pseudomonas 
stutzeri OX1 

Airlift 
bioreactor 

5.0-
0.83 

0.20-
0.45  

- 90 Viggiani และ
คณะ (2006) 

Pseudomonas 
spp. 

Batch stirred 
tank reactor 
(BSTR) และ 

Internal loop 
airlift reactor 

(ILALR) 

- 0.4-0.6 - 100 Saravanana 
และคณะ 
(2008) 

Indigenous 
mixed 

microbial 
culture 

predominantly 
Pseudomonas 

sp. 

Internal loop 
airlift reactor 

(ILALR) 

- 0.4-0.6 - 100 Saravanana 
และคณะ 
(2008) 

Pseudomonas 
spp. 

Internal loop 
airlift 

bioreactor 

8.3 และ 
4.1 

0.3-0.8 m-cresol  
0.3-0.8 

75-100 
 

Saravanan 
และคณะ 
(2009) 

Activated 
sludge 

Packed-bed 
bioreactor 

0.2-1.8 53 - 
201.4  
g m3/h 

- 82.9-100 Liu และคณะ 
(2009) 

Activated 
sludge 

Solid-liquid 
partitioning 
bioreactor 

- 0.25 2,4-dimethyl 
phenol และ  

4-nitrophenol 
0.25  

100 Tomei และ
คณะ (2011) 

Pseudomonas 
sp. 

Internal loop 
airlift 

bioreactor 

- - สารประกอบ 
ฟีนอล  
0.1034  

100 Saravanan 
และคณะ 
(2011a) 
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จุลินทรีย ์ ชนิดของระบบ
บ าบัด 

ระยะ 
เวลากัก
เก็บน้ า 
(ชั่วโมง) 

ความ
เข้มขน้
ของ 

ฟีนอล  
(กรัมตอ่
ลิตร) 

ความเข้มข้น
ของ

สารประกอบ 
ฟีนอล 

(มิลลิกรัมตอ่
ลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
การย่อย

สลาย (%) 

เอกสารอ้างองิ 

predominantly 
Pseudomonas 

sp. 

Internal loop 
airlift 

bioreactor 

8.3 และ 
4.1 

0.1-0.8  m-cresol  
0.1-0.8 

100 Saravanan 
และคณะ 
(2011b) 

 
จากงานวิจัยข้างต้น พบว่าปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดที่ใช้แบคทีเรียอิสระ 

ประกอบด้วย ชนิดของระบบการกรองชีวภาพ ชนิดของจุลินทรีย์ ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอล 
และระยะเวลากักเก็บน้้า  

 
 2.3.2 การย่อยสลายฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
การตรึงเซลล์แบคทีเรีย (Immobilization) หมายถึง เทคนิคที่ใช้ตรึงเซลล์ ออร์กาเนล เอนไซม์ หรือ
โปรตีนอื่นๆ ซึ่งอาจเป็นการตรึงทางกายภาพหรือเคมีไว้บนวัสดุช่วยพยุงท่ีเป็นของแข็ง หรือตรึงภายใน
เนื้อสารที่เป็นของแข็ง หรือถูกกักไว้โดยแผ่นเยื่อ เพ่ือเพ่ิมความคงตัวและท้าให้สามารถน้ากลับมาใช้
ใหม่หรือใช้อย่างต่อเนื่องได้  เทคนิคในการตรึงเซลล์มี 3 วิธี คือ การยึดด้วยตัวน้า (carrier-binding 
method) การเชื่อมขวาง (cross-linking method) และการกักขัง (entrapment method) 
(Chibata, 1978; Cassidy, 1996; Khongkhaem และคณะ, 2011) เนื่องจากการเตรียมเซลล์ที่ถูก
ตรึงมีหลายวิธี ดังนั้นสมบัติของสารพาหะที่เหมาะสมในการตรึงเซลล์แต่ละวิธีอาจแตกต่างกันไป แต่
โดยทั่วไปแล้วปัจจัยที่ส้าคัญในการพิจารณาจะคล้ายคลึงกันคื อ สมบัติเชิงกล (mechanical 
properties) สมบัติทางกายภาพ (physical properties) ความแข็งแรง ความชอบน้้า 
(hydrophilicity) สภาพให้ซึมผ่านได้ (permeability) ความทนต่อสภาวะแวดล้อมทางกายภาพ 
สารเคมี การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ และแรงกระทบ เนื่องจากการตรึงเซลล์ต้องท้าในภาวะปลอดเชื้อ 
จึงต้องเลือกสารพาหะท่ีทนต่อความร้อนและความดันได้สูง สารพาหะไม่ควรเป็นอันตรายต่อเซลล์และ
สิ่งแวดล้อม และไม่ควรกระทบกระเทือนต่อระบบเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ นอกจากนี้อาจพิจารณา
ในด้านราคา การยอมรับ และความสามารถในการน้ากลับมาใช้ (Khongkhaem และคณะ, (2011); 
Duarte และคณะ, 2013) 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาการใช้แบคทีเรียอิสระในการย่อยสลายฟีนอลจะสามารถย่อยสลายได้ที่
ความเข้มข้นต่้าๆ เท่านั้น จึงท้าให้มีความสนใจในการพัฒนาวิธีการตรึงเซลล์บนวัสดุต่างๆ อาทิเช่น 

1
9
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อัลจิเนต ไคโตซาน ถ่านกัมมันต์ และซิลิกา เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ให้ส ามารถ
ย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นสูงได้ อย่างไรก็ดีถ่านกัมมันต์มักจะดูดซับสารเคมีอันตราย ท้าให้มีผล
ต่อการอยู่รอดของเซลล์ ส่วนไคโตซานบางชนิดมีราคาแพง ในการทดลองนี้ได้เลือกใช้วิธีการตรึงเซลล์
แบบกักขัง (Encapsulation) บนซิลิกา ซึ่งซิลิกามีข้อดี คือ มีความเสถียรสูง ทนต่อแรงกระท้าทาง
กายภาพและทางเคมี สามารถใช้งานได้ในช่วง pH ที่กว้าง มีสมบัติเป็นไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) ไม่
บวมน้้า จึงสามารถใช้กับสารตัวอย่างที่มีน้้าเป็นตัวท้าละลายได้ดี และที่ส้าคัญค่าใช้จ่ายในการ
สังเคราะห์ไม่แพง เมื่อน้าซิลิกามาตรึงเซลล์จุลินทรีย์จะช่วยเ พ่ิมประสิทธิภาพการท้างานของเซลล์ 
โดยเพ่ิมกิจกรรมของเมแทบอลิซึม เพ่ิมปริมาณการสร้างสารเมแทบอไลท์ ช่วยเก็บรักษาและปกป้อง
เซลล์จากสารที่มีความเป็นพิษได้เป็นระยะเวลานาน เพ่ิมอัตราการอยู่รอดของเซลล์ให้สูงยิ่งขึ้น เพ่ิ ม
ความหนาแน่นของเซลล์ ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ และสามารถน้าเซลล์ตรึงกลับมาใช้ใหม่ได้อย่าง
ต่อเนื่อง (Alvarez และคณะ, 2007; Wang และคณะ, 2007; Zhou, 2010; Duarte และคณะ, 
2013) 

ส้าหรับงานวิจัยที่ใช้ซิลิกาเพ่ือตรึงจุลินทรีย์ แล้วน้าไปใช้ประโยชน์ในการย่อยสลายฟีนอล 
ดังเช่นงานวิจัยของ Branyik และคณะ (1998) ศึกษาการตรึงจุลินทรีย์ในซิลิกาเจล เพ่ือย่อยสลายฟี
นอลโดยการเปรียบเทียบระหว่างการตรึงเซลล์ในซิลิกาเจลกับการตรึงเซลล์ใน organic 
polyurethane ซึ่งประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลเป็นดังนี้ เซลล์อิสระ < เซลล์ตรึงในพอลิยูรีเท
นโฟม < เซลล์ตรึงในซิลิกา ซึ่งการตรึงเซลล์ในซิลิกาเจล สามารถน้าไปบ้าบัดฟีนอลได้ และงานวิจัย
ของ Khongkhaem และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตหัวเชื้อแบคทีเรียส้าหรับใช้บ้าบัดฟีนอลในน้้า
เสียสังเคราะห์แบบระบบแบทช์ พบว่าแบคทีเรียตรึงในซิลิกามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลที่
ความเข้มข้นสูงประมาณ 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ดี และสามารถน้าเซลล์ที่ถูกตรึงกลับมาใช้ซ้้าได้
เป็นเวลาอย่างน้อย 2 เดือน ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนและระยะเวลาในการเตรียมแบคทีเรียตรึง 

จากงานวิจัยข้างต้น จะเห็นว่าประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถบ้าบัดฟีนอล
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จุดมุ่งหมายของงานวิจัยนี้ จึงต้องการผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาโดยใช้ระบบ
ที่ไม่ซับซ้อนและมีราคาถูก และการน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาไปผลิตระบบการกรองชีวภาพส้าหรับ
การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียต่อไป  

2.3.3 การบ าบัดน้ าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงในระบบการกรอง
ชีวภาพ 

ตัวอย่างงานวิจัยการใช้แบคทีเรียตรึงส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลใน
ระบบการกรองชีวภาพแบบต่างๆ มีดังต่อไปนี้ 

Branyik และ Kuncova (2000) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดยการตรึงเซลล์ด้วยวิธี sol-gel 
ในซิลิกา (SG) พอลิยูรีเทนโฟม (PU) และเซรามิกโฟม (C) พบว่าแบคทีเรียตรึงในระบบการกรอง

1
8
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ชีวภาพมีอัตราการย่อยสลายฟีนอลโดยเรียงล้าดับจากมากไปน้อยดังนี้ packed-bed reactor with 
ceramic form (PBRC) > PBR (PU) > PBR (SG) > fluidized-bed reactor with PU (FBRPU) > 
FBR (SG) 

Quan และคณะ (2003) ศึกษาการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลโดยแบคทีเรีย 
Achromobacter sp. ตรึงบน honeycomb-like ceramic พบว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ 
Internal loop Airlift Bioreactor สามารถบ้าบัด 2,4-dichlorophenol ที่ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 94 - 99% 

Viggiani และคณะ (2006) ศึกษาการบ้าบัดฟีนอลโดยแบคทีเรีย Pseudomonas stutzeri 
OX1 ตรึงบน silica sand, alumina, porous alumina, tuff และ activated carbon พบว่าระบบ
การกรองชีวภาพแบบ airlift bioreactor สามารถบ้าบัดฟีนอลที่ความเข้มข้น 200 - 450 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ได้ 90% ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 5.0 - 0.83 ชั่วโมง 

Bajaj และคณะ (2008) ศึกษาการบ้าบัดฟีนอลโดยตะกอนจุลินทรีย์ตรึงบน Liapor clay 
beads พบว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ fixedbed reactor สามารถบ้าบัดฟีนอลที่ความเข้มข้น 
400 – 10,400มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 30 - 100% ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 22.8 – 144 ชั่วโมง 

Zhao และคณะ (2009) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลโดยใช้แบคทีเรีย
ตรึงบน organic modified montmorillonite (OMMT) ใน two-phase partitioning bioreactor 
ผลการศึกษาพบว่าอัตราการย่อยสลายฟีนอลลดลงตามล้าดับดังนี้ จุลินทรีย์ตรึงและ OMMT-PSF 
capsules ใน TPPB (342.4 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) > จุลินทรีย์ตรึงปราศจาก OMMT-PSF 
capsules (300 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) > จุลินทรีย์อิสระและ OMMT-PSF capsules in a 
TPPB (208.4 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) > จุลินทรีย์อิสระปราศจาก OMMT-PSF capsules (125.8 
มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 

Nikhitha และคณะ (2009) ก้าจัดฟีนอลจากน้้าเสียโดยใช้แบคทีเรียตรึงบน rubber foam 
ในระบบ Bed Biofilm Reactor (MBBR) ผลการศึกษาพบว่าแบคทีเรียตรึงสามารถก้าจัดฟีนอลที่
ความเข้มข้น 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ประมาณ 75% และ 60% ตามล้าดับ 

El-Naas และคณะ (2010) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลแบบต่อเนื่องโดยใช้ Pseudomonas 
putida ตรึงบนพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ใน spouted bed bioreactor (SBBR) ผลการศึกษาพบว่า
อัตราการย่อยสลายจะเพ่ิมข้ึนเมื่อความเข้มข้นเริ่มต้นของฟีนอลเพ่ิมขึ้นและอัตราการย่อยสลายลดลง
เมื่อเพ่ิมอัตราไหลของของเหลว (liquid flow rate) 

อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีงานวิจัยใดน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาไปใช้บ้าบัดสารประกอบฟีนอลใน
ระบบการกรองชีวภาพ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงต้องการผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาให้มีประสิทธิภาพสูง  
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รวมทั้งพัฒนาระบบการกรองชีวภาพขนาดเล็กที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเพ่ือใช้ย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์และน้้าเสียจากโรงงานสกัดปาล์มน้้ามัน  

ส้าหรับการออกแบบระบบการกรองชีวภาพส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียที่ประกอบด้วยตัวกลางซึ่งท้า
หน้าที่ให้แบคทีเรียยึดเกาะ ต้องพิจารณาถึงคุณสมบัติของตัวกลาง เช่น หากตัวกลางจมในของเหลว ก็
ควรจะใช้ถังปฏิกรณ์ที่มีการกวนผสมเพ่ือให้ตัวกลางฟุ้งกระจายอย่างทั่วถึง หรือหากตัวกลางที่ใช้ลอย 
ก็ควรเลือกใช้ถังปฏิกรณ์ชนิดที่เป็น fixed bed reactor โดยให้ของเหลวไหลผ่านตัวกลางและเกิดการ
บ้าบัดขณะที่ของเหลวไหลผ่าน (Rai University, 2004) ส้าหรับงานวิจัยนี้ ตัวกลางที่ใช้คือแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกา ที่มีคุณสมบัติจมน้้า ดังนั้นถังปฏิกรณ์ที่ใช้ต้องมีการกวนผสม พร้อมทั้งให้อากาศ 
เนื่องจากแบคทีเรียที่ใช้เป็นแบคทีเรียที่ต้องการอากาศ ซึ่งถังปฏิกรณ์ที่ใช้กันทั่วไปที่มีทั้งการกวนผสม
และการให้อากาศมี 3 ชนิด คือ Stirred tank reactor (STR), Bubble column reactor (BCR) 
และ airlift bioreactor (AR) แต่ทั้งนี้มีการรายงานว่า STR ไม่เหมาะสมกับการใช้กับแบคทีเรียตรึง 
เนื่องจากการเสียดสีกันระหว่างใบพัดกับแบคทีเรียตรึง ท้าให้เกิดการเสียหายกับแบคทีเรียตรึง 
นอกจากนี้แรงเฉือนที่เกิดจากใบพัดยังกระจายไม่ทั่วถึง กล่าวคือมีแรงมากบริเวณใบพัด ซึ่งก็คือ
ภายในถัง แตบ่ริเวณผิวของเหลวจะมีแรงเฉือนน้อย ในขณะเดียวกัน BCR และ AR มีการกระจายของ
แรงเฉือนอย่างทั่วถึง ท้าให้แรงที่แบคทีเรียตรึงจะได้รับมีค่าน้อยกว่าแรงจาก STR แต่ BCR มีข้อเสีย
คือ ตัวกลางบางส่วนจะเกิดการตกตะกอนอยู่บริเวณก้นถัง และการไหลเวียนของของเหลวภายในถัง
ไม่ทั่วถึง ส่งผลให้เกิด dead zone ขึ้น (ศิรินันท์ สุวรรณโมลี, 2547; Dubey และ Hussain, 2014) 
ดังนั้นจึงเลือกท่ีจะศึกษาเฉพาะ AR เทา่นั้น โดยมีการเพิ่ม Internal loop ซึ่งจะเป็นตัวช่วยให้เกิดการ
หมุนวนของของเหลวและตัวกลางภายใน รวมทั้งช่วยกระจายแรงเฉือนให้ทั่วทั้งถังปฏิกรณ์ ท้าให้เกิด
การเสียหายกับตัวกลางภายในน้อยลง 

 
2.3.4 การประยุกต์ใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการ

ย่อยสลายฟีนอลในระบบบ าบัด 
ในปัจจุบันมีการน้าเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล เช่น ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction; PCR) และ Real-time qPCR เป็นต้น มาใช้เพ่ือตรวจติดตามประชากรจุลินทรีย์ใน
ระบบบ้าบัด ศึกษาการกระจายตัวของยีนในกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม และตรวจติดตาม
ยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซม์ที่มีบทบาทในการย่อยสลายสารเคมีอันตราย โดยอาจใช้เทคนิคใด
เทคนิคหนึ่งหรือใช้หลายเทคนิคร่วมกัน ซึ่งวิธีการตรวจติดตามดังกล่าวมีความสะดวก รวดเร็ว ไม่ต้อง
ใช้เวลานานเหมือนการเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ สามารถวิเคราะห์ได้หลายยีนและหลายตัวอย่างใน
เวลาเดียวกัน และเป็นวิธีที่มีความไวสูงจึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมที่จะน้ามาใช้ติดตามประชากรและยีน
ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลในระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น  



ดังเช่นงานวิจัยของ Basile และ Erijman (2008) ได้ประเมินความหลากหลายของยีน
ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสเชิงปริมาณในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยใช้เทคนิค Real-time 
qPCR ในระดับดีเอ็นเอ พบจ้านวนชุดของยีน LmPH ประมาณ 0.05 - 0.07 จ้านวนชุดของยีน 
LmPH ต่อจ้านวนเซลล์ทั้งหมด ในระหว่างการบ้าบัดฟีนอล  

นอกจากนี้ยังสนใจศึกษาการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของซิลิกา โครงสร้าง
ของไบโอฟิล์มบนซิลิกา และการรอดชีวิตของแบคทีเรียบนซิลิกาในระบบบ้าบัด ด้วยเทคนิค 
Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) ซึ่งเป็นวิธีการที่ส้าคัญส้าหรับการศึกษาการยึด
เกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของวัสดุ โครงสร้างของไบโอฟิล์ม และการรอดชีวิตของแบคทีเรีย
โดยการย้อมด้วยฟลูออเรสเซนส์ รวมทั้งสามารถบอกรูปร่างของไบโอฟิล์มที่แบคทีเรียสร้างขึ้น ซึ่ง   
ไบโอฟิล์มที่แบคทีเรียสร้างขึ้นช่วยให้แบคทีเรียทนต่อการเปลี่ยนแปลงของความเป็นกรด -ด่าง 
อุณหภูมิ จากสิ่งแวดล้อม และท้าให้แบคทีเรียมีวิวัฒนาการในการปรับตัวอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่
รุนแรงกว่าเดิมได้ ดังเช่นงานวิจัยของ Wouters และคณะ (2010) ที่ศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มของ 
Mycobacterium ด้วย Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) ในระหว่างการย่อย
สลายสารอโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ท้าให้เข้าใจพฤติกรรมของกลุ่มแบคทีเรียในระหว่างการย่อยสลาย
สารอโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสิ่งแวดล้อมท่ีมีการปนเปื้อน  
 
2.4 การบ าบัดน้ าเสียของอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม 

2.4.1 ลักษณะน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม  
การผลิตน้้ามันปาล์มส่วนใหญ่พบในประเทศอินโดนีเซียเป็นอันดับหนึ่ง รองลงมาคือประเทศ

มาเลเซีย ส่วนประเทศไทยอยู่ในอันดับที่ 3 เหตุผลที่ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้สามารถ
ผลิตน้้ามันปาล์มได้เป็นอันดับแรกๆ ของโลก เนื่องจากสภาพภูมิประเทศ ภูมิอากาศเอ้ืออ้านวยต่อการ
ปลูกน้้ามันปาล์มเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศ โดยคุณภาพของผลผลิตน้้ามันปาล์มขึ้นอยู่กับการตัด
แต่งทางพันธุกรรมของสายพันธุ์น้้ามันปาล์ม และปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณน้้ามันปาล์มคือ ปัจจัยด้ าน
ภูมิอากาศ เช่น น้้า แสงแดด และอุณหภูมิเป็นต้น (Rupani และคณะ, 2010) ดังตารางที่ 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงปริมาณการผลิตน้้ามันปาล์มของแต่ละประเทศ (ที่มา: Rupani และคณะ, 2010) 

ประเทศ ส่วนแบ่ง (%) จ านวน (ตัน) 
อินโดนีเซีย 44 19,000 

มาเลเซีย 41 17,350 

ไทย 3 1,123 
ไนจีเรีย 2 850 

โคลัมเบีย 2 832 
อ่ืนๆ 8 3,556 

เกณฑ์มาตรฐานคุณภาพน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ที่ประกาศ
โดยกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
 
ตารางท่ี 2.3 มาตรฐานคุณภาพน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 

พารามิเตอร์ มาตรฐานคุณภาพน้ าเสีย* 

pH 5.5-9.0 

Temperature (°C) ไม่เกิน 40 °C 

BOD (mg/l) ไม่เกิน 60 mg/L 

COD (mg/l) ไม่เกิน 400 mg/L 

TKN (mg/l) ไม่เกิน 100 mg/L 

Phenol (mg/l) ไม่เกิน 1.0 mg/L 

TSS (mg/l) ไม่เกิน 50 mg/L 
แหล่งที่มา: *มาตรฐานคุณภาพน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ประกาศ
กระทรวงวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) เรื่องก้าหนดมาตรฐาน
ควบคุมการระบายน้้าเสียจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรมลงวันที่ 
3 มกราคม 2539 ตีพิมพ์ในราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 113 ตอนที่ 13ง ลงวันที่ 13 กุมภาพันธ์ 2539 
  

น้้าเสียส่วนใหญ่ของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มมาจากขั้นตอนการอบทะลายปาล์มในรูปน้้าเสีย
จากหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ และจากเครื่องเหวี่ยงแยกน้้ามันจากน้้าสลัดจ์ ปริมาณน้้าเสียคิดเป็น 2.5 ถึง 3.0 
เท่าของปริมาณน้้ามันที่ผลิตได้ (Cheah และคณะ, 1988) ลักษณะโดยทั่วไปของน้้าเสียมีสารอินทรีย์
สูง มีสีคล้้า และมีการปนเปื้อนของสารอันตรายจ้าพวกสารประกอบฟีนอลในระดับความเข้มข้นสูง สี

http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
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น้้าตาลในน้้าเสียโรงงานน้้ามันปาล์มมีส่วนประกอบของสารอินทรีย์ เช่น รงควัตถุพวกแอนโทไซยานิน
และแคโรทีน ซึ่งถูกสกัดออกมาพร้อมกับน้้ามันและไอน้้า นอกจากนี้ยังพบสารประกอบพวกเมลานอย
ดิน (melanoidin) กัม (gum) และสารพอลิฟีนอล ในผลปาล์มนอกจากจะมีน้้ามันเป็นองค์ประกอบ
หลักแล้ว ยังมีสารประกอบอ่ืนๆ ที่ละลายได้ดีในน้้ามันหรือน้้ารวมอยู่ด้วย (Sundram และคณะ, 
2003; Tan และคณะ, 2007) ทั้งนี้สารประกอบฟีนอลเป็นสารที่พบเป็นองค์ประกอบอยู่ในผลปาล์ม
ปริมาณ 0.006 มิลลิกรัม ต่อลิตร ต่อกรัมผลปาล์ม หรือ มี total phenolic content เท่ากับ 83.97 
กรัมต่อลิตร gallicacid equivalent (GAE) ต่อกรัมสารสกัดจากผลปาล์มซึ่งสารประกอบฟีนอลนี้จะ
ถูกปล่อยออกมาระหว่างกระบวนการนึ่งฆ่าเชื้อในการสกัดน้้ามันปาล์มแบบใช้น้้าหรือที่เรียกว่าแบบ
มาตรฐาน ในขั้นตอนนี้จะมีผลยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ polyphenoloxidases เป็นสาเหตุให้
สารประกอบฟีนอลไม่ถูกย่อยสลายไป และปนเปื้อนออกมากับน้้าเสียจากกระบวนการสกัดน้้ามัน
ปาล์ม (Sundram และคณะ, 2003)  

จากรายงานของ Alam, 2009พบว่ามีสารประกอบฟีนอลปนเปื้อนอยู่ในน้้าเสียจาก
อุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์มความเข้มข้นสูงกว่า 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนั้นจากการ
ตรวจหาปริมาณฟีนอลในน้้าเสียจากหม้อนึ่งฆ่าเชื้อและบ่อบ้าบัดน้้าเสียรวมขั้นต้นพบว่ามีปริมาณ
เท่ากับ 5.9 และ 7.1 มิลลิกรัมต่อลิตร (ธรรมศักดิ์ ศรีสุขใส, 2547) จากรายงานที่ผ่านมาพบปริมาณ
ของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแล้วของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มตั้งแต่ 30 - 1,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร (พนิดา โต๊ะสู, 2555; Alam และคณะ, 2009; Cordova-Rosa และคณะ, 2009; 
Limkhunsuwan และ Chaiprasert, 2010; US EPA, 2013) นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลยังมีส่วน
ท้าให้เกิดสีคล้้าในน้้าเสียและถูกบ้าบัดได้ยากด้วยการบ้าบัดทางชีวภาพ (Sayadi และคณะ, 2000; 
Neoh และคณะ, 2014; Saifuddin และคณะ, 2014) ซึ่งมีปริมาณสูงกว่าค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรม ตามประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ฉบับที่ 3 
(พ.ศ.2539) ที่  1 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั้นจึ งมีคว ามจ้าเป็นในการบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อน
สารประกอบฟีนอลความเข้มข้นสูง ก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้้าธรรมชาติจากข้อมูลข้างต้นกล่าวได้ว่าน้้า
เสียจากอุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์มสามารถใช้เป็นต้นแบบของการบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อน
สารประกอบฟีนอลโดยใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาได้เป็นอย่างดี  
 

2.4.2 วิธีการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
วิธีการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในปัจจุบัน แบ่งออกเป็น 3 กระบวนการ 

ประกอบด้วย กระบวนการบ้าบัดทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ (US EPA, 2013) 
2.4.2.1 กระบวนการบ าบัดน้ าเสียทางกายภาพ (Physical Treatment) เป็น

กระบวนการก้าจัดของแข็ง เศษวัสดุ กรวดทรายที่ปนมากับน้้าเสียและยังช่วยลดค่า BOD ของน้้าลง
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ได้บางส่วน วิธีการประกอบด้วย การแยกโดยใช้ตะแกรง (Screening)  การบดหรือตัด 
(Comminution) การกวาด (Skimming) การก้าจัดกรวด ทราย (Grit chamber) การดักไขมัน 
(Grease traps) การท้าให้ลอย (Flotation) และการตกตะกอนของแข็งขนาดเล็ก (Primary 
sedimentation) 

2.4.2.2 กระบวนการบ าบัดน้ าเสียทางเคมี (Chemical Treatment) เป็นการแยกสารอ
นินทรีย์ที่ละลายน้้าออกจากน้้าเช่น คลอไรด์ซัลเฟตโซเดียมไซยาไนด์ฯลฯเนื่องจากมีความเป็นพิษต่อ
สัตว์ในแหล่งน้้าที่ระบายน้้าเสียลงไปท้าให้น้้ามีสีกลิ่นรสที่ผิดปกติเกิดขึ้นหรือเป็นอันตรายจนไม่เหมาะ
กับการน้าไปใช้อุปโภคบริโภคหรืออาจท้าให้น้้ามีคุณสมบัติในการกัดกร่อนมีความกระด้างและตะกอน
เพ่ิมข้ึนการบ้าบัดทางเคมี ประกอบด้วย 

1. การสร้างตะกอนให้มีขนาดใหญ่ขึ้นเพ่ือให้สามารถตกตะกอนได้ง่ายขึ้น (Coagulation 
and Flocculation)  

2. ท้าให้มวลสารที่ละลายอยู่ในน้้าตกตะกอน (Precipitation) หรือท้าให้ไม่ละลายน้้า 
(Insolubilization)  

3. ปรับสภาพน้้าให้เหมาะกับความต้องการเช่นปรับค่าพีเอช 
4. ฆ่าเชื้อโรค (Disinfection)  
5. ปรับสภาพตะกอน (Sludge Conditioning) เพ่ือใช้ในกระบวนการย่อยหรือแยกเอาน้้า

ออกจากตะกอน 
วิธีการที่ใช้ในการบ้าบัดน้้าเสียทางเคมีได้แก่การสร้างตะกอนทางเคมี  (Chemical-

coagulation) การตกตะกอน (Precipitation) การให้และรับอิเล็กตรอน (Oxidation-Reduction) 
การท้าให้เป็นกลาง (Neutralization) และการฆ่าเชื้อโรค (Disinfection) โดยขึ้นกับคุณสมบัติทาง
เคมีของน้้าเสีย 

2.4.2.3 กระบวนการบ าบัดน้ าเสียทางชีวภาพ (Biological Treatment) เป็นการใช้
เชื้อจุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียในการย่อยสลายสารอินทรีย์ในน้้าเสียเพ่ือเป็นอาหารโดยมีภาวะที่
เหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรียตามอุณหภูมิอาหารออกซิเจนและค่าความเป็นกรดด่างของน้้า
เสีย (Chen และคณะ 2009; US EPA, 2013) ประกอบด้วย 
 1. กระบวนการบ้าบัดแบบใช้ออกซิเจนเป็นกระบวนการที่อาศัยการท้างานของเชื้อจุลินทรีย์
ประเภทที่ใช้ออกซิเจนในการด้ารงชีพ โดยเชื้อจุลินทรีย์จะใช้สารอินทรีย์เป็นอาหารและเปลี่ยนเป็น
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และเกิดเซลล์ใหม่สภาวะที่เหมาะสมส้าหรับเชื้อจุลินทรีย์ได้แก่อุณหภูมิไม่เกิน 
37 องศาเซลเซียส และสารอาหารที่เหมาะสม 

2. กระบวนการบ้าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจนเป็นกระบวนการที่อาศัยเชื้อแบคทีเรียแบบไม่ใช้
อากาศ (Anaerobic bacteria) ผลผลิตที่ได้จากการย่อยสลายสารอินทรีย์ขั้นสุดท้ายได้ก๊าซมีเทนนิยม
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ใช้กับน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีความเข้มข้นของ BOD ค่อนข้างสูงเพ่ือลดค่า BOD ลงระดับ
หนึ่งก่อนแล้วจึงต่อด้วยกระบวนการบ้าบัดทางชีวภาพแบบใช้อากาศ 

ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้กระบวนการบ้าบัดทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ เพ่ือบ้าบัดน้้าเสียจาก
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 

Perez และคณะ (2001) รายงานว่าการบ้าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจนเป็นวิธีที่เหมาะสม 
เนื่องจากน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มประกอบไปด้วยสารอินทรีย์ปริมาณสูง 

Onyia และคณะ (2001) ศึกษาการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานน้้ามันปาล์มในประเทศมาเลเซีย 
พบว่านิยมใช้บ่อปรับเสถียร (stabilization pond) เนื่องจากข้อดีของบ่อปรับเสถียรคือ ราคาถูก ง่าย
ต่อการควบคุม แต่ข้อเสียคือ ต้องใช้เงินจ้านวนมากในการซื้อที่ดินระยะเวลาในการเก็บกักน้้าค่อนข้าง
นานท้าให้บ้าบัดน้้าเสียได้ปริมาณน้อย ส่งกลิ่นเหม็น (Ng และคณะ, 1994; Chin และคณะ, 1996) 

จากการศึกษาข้างต้นพบว่ากระบวนการบ้าบัดที่นิยมใช้กับน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มคือ การบ้าบัดทางกายภาพ-เคมี และการบ้าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพแบบไม่ใช้ออกซิเจน ดังนั้น
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มควรน้าการบ้าบัดด้วยวิธีทาง
ชีวภาพแบบใช้ออกซิเจนมาใช้ร่วมด้วย ดังเช่นงานวิจัยของ Chen และคณะ (2009) ได้เปรียบเทียบ
การบ้าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพแบบใช้และไม่ใช้ออกซิเจน ดังตารางที่ 2.4 
 
ตารางท่ี 2.4 เปรียบเทียบการบ้าบัดด้วยวิธีชีวภาพแบบใช้และไม่ใช้ออกซิเจน  
                 (ที่มา: Chen และคณะ, 2009) 

ลักษณะ แบบใช้ออกซิเจน แบบไม่ใช้ออกซิเจน 
Organic removal efficiency สูง สูง 

Effluent quality Excellent Moderate to poor 
Organic loading rate ปานกลาง สูง 

Sludge production สูง ต้่า 

Nutrient requirement สูง ต้่า 
Alkalinity requirement ต้่า สูง 

Energy requirement สูง ต่้าถึงปานกลาง 

Temperature sensitivity ต้่า สูง 
Start up time 2-4 สัปดาห์ 2-4 เดือน 

Odor Less opportunity for odors Potential odor problems 

Bioenergy and nutrient ไม่ ใช่ 
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ลักษณะ แบบใช้ออกซิเจน แบบไม่ใช้ออกซิเจน 

recovery 
Mode of treatment Total (depending on 

feedstock characteristics) 
Essentially pretreatment 

 
Chan และคณะ (2012) รายงานว่าระบบบ้าบัดแบบ anaerobic–aerobic bioreactor 

(IAAB) สามารถบ้าบัดซีโอดี บีโอดี และของแข็งละลายน้้าทั้งหมด ในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มได้ประมาณ 99% 

อย่างไรก็ดีวิธีการเหล่านี้มักจะไม่ได้ค้านึงถึงประสิทธิภาพของระบบในการก้าจัด
สารประกอบฟีนอล มีเพียงงานวิจัยของ Limkhuansuwan และ Chaiprasert (2010) ที่ศึกษาการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลและความเข้มของสีในน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในประเทศ
มาเลเซีย โดย Lactobacillus plantarum SF5.6 ในภาวะที่ใช้และไม่ใช้ออกซิเจน พบว่าระบบ
สามารถย่อยสลายฟีนอล สารประกอบฟีนอลและความเข้มของสีได้ประมาณ 34%, 33.53% และ 
15.88% ตามล้าดับ (ตารางที่ 2.5) ซึ่งข้อดีของงานวิจัยนี้คือ เลือกใช้แบคทีเรียที่คัดแยกจากกาก
ตะกอนของโรงบ้าบัดน้้าเสียที่มีความสามารถในการก้าจัดสีในน้้าเสีย จึงสามารถก้าจัดสีได้ค่อนข้างดี 
แต่ข้อเสียคือ ใช้แบคทีเรียที่ไม่มีความจ้าเพาะในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล ท้าให้ประสิทธิภาพ
การย่อยสลายต่้า 
 
ตารางที่ 2.5 การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลและสีในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มโดย 
Laclobacillus plantarum SF5.6 (Limkhuansuwan และ Chaiprasert, 2010) 

พารามิเตอร์ คุณภาพน้ าเสียก่อนการบ าบัด คุณภาพน้ าเสียหลังการบ าบัด 

pH 6 4.19 

Cell mass (mg dry 
weight/mL) 

0.1 1.18 

Phenolic compounds 
(mg/L) 

33.64 22.36 

Phenol removal (%) - 34.00 

Decolorization yield (%) - 15.88 
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จากการศึกษาข้างต้นพบว่าการประยุกต์ ใช้ระบบการกรองชีวภาพส้าหรับบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มโดยใช้แบคทีเรียยังมีการศึกษาน้อยมาก แต่
งานวิจัยส่วนใหญ่นิยมศึกษาการย่อยสลาย COD, BOD, TKN, ไขมันและน้้ามันมากกว่าการศึกษาการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอล เนื่องจากลักษณะของน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มพบ COD, 
BOD, TKN, ไขมันและน้้ามันในปริมาณค่อนข้างสูง ดังเช่นงานวิจัยของ Vijayaraghavan และคณะ 
(2007) ศึกษาการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในประเทศมาเลเซียด้วยวิธีทางชีวภาพ
แบบใช้ออกซิเจนโดยใช้ activated sludge reactor ซึ่งเป็นการน้าน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดแบบไม่ใช้
ออกซิเจนมาบ้าบัดต่อด้วยระบบกรองชีวภาพแบบใช้ออกซิเจน พบว่าระบบการกรองชีวภาพสามารถ
ย่อยสลาย COD, BOD, TKN, ไขมันและน้้ามันได้ประมาณ 98%, 93%, 94.3%, 89.9% และ 52.7% 
ตามล้าดับ ส้าหรับการบ้าบัดด้วยวิธีการน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดโดยไม่ใช้ออกซิเจนมาบ้าบัดต่อแบบ
ใช้ออกซิเจนมีข้อดีคือน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจนมาบ้าบัดต่อด้วย  activated 
sludge reactor แบบใช้ออกซิเจนซึ่งเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายสารมลพิษ แต่ข้อเสีย
ของวิธีการนี้คือ การเตรียมหัวเชื้อค่อนข้างยุ่งยากซับซ้อน และระบบเกิดอุดตันได้ง่ายเนื่องจากใช้กาก
ตะกอนเป็นหัวเชื้อในกระบวนการบ้าบัด ระยะเวลาเก็บกักน้้า (HRT) ที่ใช้ในระบบค่อนข้างสูงอาจ
ส่งผลให้บ้าบัดน้้าเสียได้ปริมาณน้อยกว่าการใช้ระยะเก็บกักน้้าต่้า และที่ส้าคัญใช้แบคทีเรียประจ้าถิ่น
ที่ไม่มีความจ้าเพาะในการย่อยสลายสารมลพิษอาจส่งผลให้ประสิทธิภาพในการบ้าบัดต่้ากว่าการใช้
แบคทีเรียที่คัดแยกและมีความสามารถที่จ้าเพาะเจาะจงในการย่อยสลายสารมลพิษ 

ในประเทศไทยการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มส่วนใหญ่ยังคงใช้การบ้าบัดแบบ
ไม่ใช้ออกซิเจนและบ่อปรับเสถียร (Chan และคณะ, 2012; Chin และคณะ, 2013) ซึ่งประสิทธิภาพ
ในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลค่อนข้างต่้า ดังนั้นจึงสนใจน้าระบบการกรองชีวภาพที่เติมแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาไปใช้บ้าบัดน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดแบบบ่อปรับเสถียรและน้้าเสียจากกระบวนการผลิต เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดที่ใช้ทั่วไปของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม และแก้ปัญหาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานอุตสาหกรรม และ
สามารถเพ่ิมมูลค่าโดยการน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดไปผลิตก๊าซชีวภาพต่อไป 
 
2.5 การผลิตก๊าซชีวภาพโดยใช้น้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมสกัดน้ ามันปาล์ม 

2.5.1 ก๊าซชีวภาพ (Biogas) คือ ก๊าซที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติจากการย่อยสลายอินทรีย์โดย
จุลินทรีย์ภายใต้ภาวะที่ปราศจากออกซิเจน ก๊าซชีวภาพ ประกอบด้วย ก๊าซหลายชนิดส่วนใหญ่เป็น
ก๊าซมีเทน (CH4) ประมาณ 55 - 65% และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ประมาณ 35 - 45% ส่วน
ที่เหลือเป็นก๊าซชนิดอื่นๆ เช่น ไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 0 - 3% ไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) ประมาณ 0 
- 3%ไนโตรเจน (N2) ประมาณ 0-1% และไอน้้าและประโยชน์ของก๊าซชีวภาพ ประกอบด้วย 1) ด้าน
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พลังงาน ก๊าซชีวภาพมีคุณสมบัติเป็นเชื้อเพลิงที่สามารถทดแทนพลังงานเชื้อเพลิงจากแหล่งอ่ืนๆ เช่น 
ฟืน ถ่าน น้้ามัน ก๊าซถัง ไฟฟ้า ฯลฯ 2) ด้านการเกษตร กากมูลสัตว์ที่ได้จากการหมักก๊าซชีวภาพ
สามารถน้าไปใช้เป็นปุ๋ยได้ดีกว่าปุ๋ยพืชสด (ปุ๋ยคอก) ทั้งนี้เนื่องจากในขณะที่มีการหมักนั้นจะมีการ
เปลี่ยนแปลงสารประกอบไนโตรเจนในมูลสัตว์ให้กลายเป็นแอมโมเนียที่พืชสามารถน้าไปใช้ได้ง่ายกว่า 
และยังมีคุณสมบัติที่ดีกว่าปุ๋ยเคมีในการใช้ปรับปรุงดินเพ่ือการเกษตรให้มีสภาพดีขึ้นด้วย 3) ด้าน
ปรับปรุงสภาพแวดล้อม การน้ามูลสัตว์มาหมักในบ่อก๊าซชีวภาพเป็นการช่วยก้าจัดมูลสัตว์บริเวณที่
เลี้ยงสัตว์ ท้าให้กลิ่นเหม็นและแมลงวันในบริเวณนั้นลดลง ผลที่ได้จากการหมักมูลสัตว์ในบ่อก๊าซ
ชีวภาพที่ปราศจากออกซิเจนเป็นเวลานานท้าให้ไข่พยาธิและเชื้อโรคส่วนใหญ่ในมูลสัตว์ตายด้วย จึง
ท้าให้ผู้ที่อยู่อาศัยในบริเวณนั้นมีสุขภาพอนามัยดีขึ้น และยังเป็นการป้องกันมูลสัตว์ไม่ให้ถูกชะล้างลง
ไปในแหล่งน้้าธรรมชาติ (US ESCAP, 2007) 

2.5.2 ขั้นตอนและปฏิกิริยาการเกิดก๊าซชีวภาพ 
ก๊าซชีวภาพมาจากกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic biological) 
โดยเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสารอินทรีย์ในกระบวนการที่มี 3 ขั้นตอนหลัก (Rozzi และคณะ, 
2004; Sorathia และคณะ, 2012) สรุปได้ดังนี้   

ขั้นตอนที่ 1 จุลินทรีย์จะใช้เอนไซม์เปลี่ยนสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ให้เป็นสารอินทรีย์โมเลกุล
เล็กลง เช่น ไขมัน พอลิแซคคาร์ไรด์ และโปรตีน โดยจะเปลี่ยนให้อยู่ในรูปโมเลกุลของโมโนแซคคาร์
ไรด์ (น้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว) กรดอะมิโน และกรดไขมัน โดยขั้นตอนนี้เรียกว่า Hydrolysis โดยการ
ท้างานขั้นตอนนี้เกิดจากจุลินทรีย์กลุ่มไม่ใช้ออกซิเจนแบบ strictly anaerobe เช่น Bactericides, 
Clostridia และกลุ่ม facultative bacteria เช่น Streptococci 

ขั้นตอนที่ 2 เป็นขั้นตอนการเกิดกรด (acidgenesis) โดยเกิดจากจุลินทรีย์กลุ่มสร้างกรด 
(acid-producing bacteria) และสามารถหมักได้ โดยจะเปลี่ยนสารโมเลกุลเล็กๆ จากขั้นตอนแรกไป
เป็น กรดอะซิติก ไฮโดรเจน คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดอินทรีย์ระเหยง่าย (Volatile Organic 
Acid) เช่น กรดโพพิโอนิกและกรดบิวทาริกซึ่งสามารถเปลี่ยนไปเป็นกรดอะซิติกได้เช่นกัน 

ขั้นตอนที่ 3 กรดอะซิติกไฮโดรเจน และ CO2 จะเปลี่ยนไปเป็นก๊าซมีเทนและ CO2 โดย
จุลินทรีย์กลุ่ม Methanogenic bacteria. ส้าหรับก๊าซไฮโดรเจนและฟอร์เมตเกิดจากแบคทีเรียกลุ่ม 
Methanobacterium และ Methanococcus 

การทดสอบความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทน (Specific 
Methanogenic Activity; SMA) เป็นการทดสอบความสามารถในการสร้างมีเทนของตะกอน
จุลินทรีย์แอนแอโรบิกในระบบผลิตก๊าซชีวภาพ โดยการทดสอบนี้ท้าให้ทราบข้อมูลต่างๆ ของระบบ
ทั้งก่อนการด้าเนินระบบและหลังจากเดินระบบไปแล้ว โดยการท้า SMA ในแต่ล่ะช่วงจะน้าไป
วิเคราะห์ผลได้ดังนี้ การวิเคราะห์ก่อนด้าเนินระบบจะท้าให้ทราบว่าตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์แอนแอ
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โรบิกและน้้าเสียของเราสามารถผลิตก๊าซมีเทนได้จ้านวนเท่าไหร่ จากการย่อยของแบคทีเรียท้าให้
ออกแบบระบบได้อย่างมีประสิทธิภาพสุดสุด และท้าให้ทราบปริมาณก๊าซมีเทนที่สามารถน้าไปใช้ได้ 
อีกทั้งท้าให้ประเมินและออกแบบระบบที่จะน้ามีเทนไปใช้ต่อได้อย่างถูกต้อง ส่วนการวิเคราะห์
หลังจากเดินระบบ โดยวิเคราะห์น้้าเสียเปรียบเทียบกับสารที่แบคทีเรียสามารถย่อยได้ง่ายและ
เปลี่ยนไปเป็นมีเทนได้มากที่สุด เพ่ือดูว่าน้้าเสียให้ค่า SMA ใกล้เคียงกับสารที่ย่อยง่ายหรือไม่ ถ้าได้ค่า
ใกล้เคียงสามารถบอกได้ว่าระบบและแบคทีเรียยังคงมีคุณภาพดีท้างานได้ปกติ แต่ถ้าค่าที่ได้จากน้้า
เสียน้อยกว่าค่ามาตรฐานมาก จะท้าให้ทราบว่าระบบก้าลังเกิดปัญหา และต้องท้าการทดสอบต่อไปว่า
ปัญหานั้นๆ เกิดจากปัญหาใดหรือมีสารใดเข้ามาในระบบมากเกินไป จนท้าให้ระบบเกิดปัญหาได้  
(Sun และคณะ, 2012) ส้าหรับการทดสอบศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical Methane 
Potential, BMP) เป็นการหาศักยภาพการผลิตก๊าซมีเทนของของเสียที่น้ามาบ้าบัดด้วยระบบแบบไม่
ใช้ออกซิเจน แสดงในรูปของปริมาณก๊าซมีเทนที่เกิดขึ้นทั้งหมดต่อกรัมซีโอดี หรือกรัม VSS ของเสียที่
ป้อนเข้าไป ค่า BMP ที่ได้จะแสดงถึงศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนสูงสุดของของเสีย (Moody และ
คณะ, 2009) และการท้านายปริมาณก๊าซมีเทนโดยแบบจ้าลอง Gompertz เป็นแบบจ้าลองทาง
คณิตศาสตร์ เพ่ือท้านายอัตราการผลิตก๊าซมีเทน การใช้สารตั้ งต้น และการเจริญของจุลินทรีย์ใน
ระบบผลิตก๊าซชีวภาพ (Patil และคณะ, 2012)  

2.5.3 ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตก๊าซชีวภาพ 
การย่อยสลายสารอินทรีย์และการผลิตก๊าซชีวภาพมีปัจจัยต่างๆ เกี่ยวข้อง  (Sorathia และ

คณะ, 2012) ดังต่อไปนี้ 
1. อุณหภูมิ (Temperature) การย่อยสลายสารอินทรีย์และการผลิตก๊าซชีวภาพในภาวะ

ปราศจากออกซิเจนสามารถเกิดขึ้นในช่วงอุณหภูมิที่กว้างมากตั้งแต่ 4-60 องศาเซลเซียสขึ้นอยู่กับ
ชนิดของกลุ่มจุลินทรีย์ 

2. ความเป็นกรด-ด่าง (pH) มีความส้าคัญต่อการหมักมาก ช่วง pH ที่เหมาะสมอยู่ในระดับ 
6.6-7.5 ถ้า pH ต่้าเกินไปจะเป็นอันตรายต่อแบคทีเรียที่สร้างก๊าซมีเทน 

3. อัลคาลินิตี้ (Alkalinity) ค่าอัลคาลินิตี้ หมายถึงความสามารถในการรักษาระดับความเป็น
กรด-ด่างค่าอัลคาลินิตี้ที่เหมาะสมต่อการหมักมีค่าประมาณ 1,000-5,000 มิลลิกรัมต่อลิตรในรูปของ
แคลเซียมคาร์บอร์เนต (CaCO3)  

4. สารอาหาร (Nutrients) สารอินทรีย์ที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์มี
รายงานการศึกษาพบว่า มีสารอาหารในสัดส่วน C:N และ C:P ในอัตรา 25:1 และ 20:1 ตามล้าดับ 

5. สารยับยั้งและสารพิษ (Inhibiting and Toxic Materials) เช่น สารประกอบฟีนอล และ
สารอ่ืนๆ เช่น ซัลไฟด์ โลหะหนัก กรดไขมันระเหยได้ ไฮโดรเจน หรือแอมโมเนีย เป็นต้น สามารถท้า
ให้ขบวนการย่อยสลายในภาวะไม่มีออกซิเจนหยุดชะงักได้ 



 31 

6. สารอินทรีย์และลักษณะของสารอินทรีย์ส้าหรับขบวนการย่อยสลายซึ่งมีความแตกต่างกัน
ไป ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่างๆ ที่เข้าเกี่ยวข้อง 

 
 2.5.4 ผลของสารประกอบฟีนอลต่อการผลิตก๊าชชีวภาพ 

การน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลไปทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซ
ชีวภาพเปรียบเทียบกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลจะช่วยยืนยันว่าสารประกอบ    
ฟีนอลมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สร้างมีเทนหรือไม่ ดังเช่นงานวิจัยของ 

Gharsallah และคณะ (1999) ศึกษาการก้าจัดซีโอดี และสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจาก
โรงงานสกัดน้้ามันมะกอก โดยรา P. chrysosporium พบว่าราสามารถลดปริมาณซีโอดีได้ แต่
สามารถก้าจัดสารประกอบฟีนอลได้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น ท้าให้สารประกอบฟีนอลยังคงอยู่ในน้้าเสีย
และมีผลยับยั้งการผลิตก๊าซชีวภาพ 

Fountoulakis และคณะ (2002) ศึกษาการก้าจัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันมะกอกด้วยรา Pleurotus ostreatus และน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
มาผลิตก๊าซชีวภาพ พบว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดและน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
สามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้ประมาณ 1,700 และ 1,200 มิลลิลิตร ซึ่งน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสามารถ
ผลิตก๊าซชีวภาพได้ดีกว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล โดยน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดและ
น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลสามารถผลิตก๊าซมีเทนได้ประมาณ 1,394 และ 852 
มิลลิลิตรมีเทน แสดงให้เห็นว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ผลิตมีเทนได้เพ่ิมข้ึนประมาณ 1.64 เท่าของน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

Martinez-Garcia และคณะ (2007) รายงานว่าการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย
จากโรงงานสกัดน้้ามันมะกอกแบบใช้อากาศก่อนน้าน้้าเสียไปผลิตก๊าซมีเทน ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
การผลิตก๊าซมีเทนเพ่ิมข้ึนประมาณ 23% 

Chen และคณะ (2008) ศึกษาการยับยั้งกระบวนการย่อยสลายแบบไร้อากาศ โดยกล่าวว่า
สารพิษที่พบในน้้าเสีย เช่น แอมโมเนียม ซัลไฟด์ และโลหะหนัก เป็นต้นมีผลท้าให้ระบบการกรอง
ชีวภาพล้มเหลวและยับยั้งการเจริญของกลุ่มจุลินทรีย์ในน้้าเสีย ส่งผลให้ผลิตก๊าซชีวภาพต่้าลงหรือไม่มี
การผลิตก๊าซชีวภาพ  
 จากงานวิจัยข้างต้นแสดงให้เห็นว่าการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้นในน้้าเสียก่อนน้าน้้า
เข้าสู่ระบบก๊าซชีวภาพ จะช่วยลดการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ผลิตก๊าซมีเทน (methanogens) 
ซึ่งส่งผลให้แบคทีเรียกลุ่มนี้มีความสามารถในการผลิตก๊าซมีเทนเพ่ิมขึ้น ถือเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพ
ในการผลิตก๊าซชีวภาพ และยังช่วยลดการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลในน้้า เสียอีกด้วย ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงสนใจจะน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผลิตขึ้นมาพัฒนาเป็นตัวกรองของระบบการกรอง
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ชีวภาพแบบ Internal loop airlift reactor เพ่ือใช้บ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนสารประกอบฟีนอล แล้ว
ทดสอบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นกับน้้าเสียสังเคราะห์และน้้าเสียของ
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์มอีกทั้งน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดไปใช้เพ่ือการผลิตก๊าซชีวภาพต่อไป 
นอกจากนี้จะติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับย่อยสลายฟีนอลด้วยเทคนิค Real-time qPCR และศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของประชากรแบคทีเรียบนซิลิกาและแบคทีเรียอ่ืนๆ ในระบบการกรองชีวภาพระหว่าง
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียด้วย CLSM โดยข้อมูลที่ได้รับจะช่วยยืนยันว่าแบคทีเรียที่เติม
ลงไปในระบบการกรองชีวภาพสามารถท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพในระบบ และท้าให้ทราบถึง
จ้านวนชุดยีนของจุลินทรีย์ที่ท้าหน้าที่ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในระบบ ซึ่งความรู้ที่ได้รับจะช่วย
ให้สามารถออกแบบระบบบ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่สัมพันธ์กับการท้างานของแบคทีเรียตรึงบน     
ซิลิกาในภาวะต่างๆ ได้ดียิ่งขึ้น รวมทั้งสามารถน้าระบบไปขยายขนาดและเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียตรึง
ตามอัตราส่วนที่เหมาะสม เพ่ือให้บ้าบัดน้้าเสียปริมาณมากๆ ได้ โดยระบบบ้าบัดที่พัฒนาขึ้นและ
ความรู้ที่ได้รับจะสามารถน้าไปปรับใช้ส้าหรับการบ้าบัดเชิงชีวภาพของสารประกอบฟีนอลหรือสาร
มลพิษชนิดอ่ืนๆ ที่ปนเปื้อนในน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ ที่มีสภาพแวดล้อมใกล้เคียงกัน 
และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพอีกด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วย 

แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบแบทช์และระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น 
 
3.1 บทน า 
 ในปัจจุบันมีการใช้สารประกอบฟีนอลอย่างแพร่หลายในอุตสากรรม เช่น เป็นน้้ายาฆ่าเชื้อ
โรค เป็นวัตถุดิบของการผลิตสี ยาง พลาสติก และสิ่งทอ เป็นตัวท้าละลายส้าหรับการกลั่นน้้ามันและ
การผลิตสารหล่อลื่น และเป็นรีเอเจนต์ของกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีสารประกอบฟีนอลยังเป็น
ส่วนประกอบของวัตถุดิบจากธรรมชาติหลายชนิด เช่น ผลปาล์ม ชา มะกอก ยาสูบ และผลิตภัณฑ์
อ่ืนๆ จึงพบการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลชนิดอ่ืนๆ ในน้้าเสียจากอุตสาหกรรมที่ความเข้มข้น
ต่างๆ เช่น โรงงานผลิตยา 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตรโรงกลั่นน้้ามันปิโตรเลียม 6 – 20,000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร กระบวนการผลิตถ่านหิน 9 – 6,800 มิลลิกรัมต่อลิตร และกระบวนการผลิตปิโตรเคมี 2.8 – 
1,220 มิลลิกรัมต่อลิตร(Dubey และ Hussain, 2014) นอกจากนี้ Alam และคณะ (2009) รายงาน
ว่าพบสารประกอบฟีนอลปนเปื้อนอยู่ในน้้าทิ้งจากอุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์มความเข้มข้นสูงกว่า 
1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เนื่องจากสารประกอบฟีนอลมีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตสูง โดยมีผลกระทบ
ต่อการท้างานของตับ ไต ปอด และระบบหมุนเวียนโลหิต (Gami และคณะ, 2014) ทางองค์การ
อนามัยโลก (WHO) ได้ก้าหนดให้มีสารประกอบฟีนอลอยู่ในน้้าดื่มได้ในปริมาณไม่เกิน 1.0 ไมโครกรัม
ต่อลิตร และกระทรวงวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ประเทศไทย ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) ได้
ก้าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้้าทิ้งจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรม และนิคม
อุตสาหกรรม ให้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลได้ไม่เกิน 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้อง
พัฒนาเทคโนโลยีที่มีประสิทธิภาพส้าหรับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าที่ปนเปื้อน สามารถใช้วิธีการดั้งเดิม เช่น การสกัดด้วยตัว
ท้าละลาย การดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ หรือการออกซิไดซ์ด้วยสารเคมี เป็นต้น แต่วิธีดังกล่าวมีข้อเสีย
คือ ค่าใช้จ่ายสูง และอาจเกิดผลิตภัณฑ์ที่มีอันตราย ในปัจจุบันการบ้าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพ เช่น การ
ใช้เซลล์อิสระ เซลล์ตรึง และตะกอนสลัดจ์เป็นวิธีที่ได้รับความสนใจมากขึ้น เนื่องจากมีราคาถูก 
ปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม และสามารถเปลี่ยนสารประกอบฟีนอลให้เป็นสารเคมีที่ไม่มีพิษได้ อย่างไรก็
ดีแบคทีเรียในระบบบ้าบัดน้้าเสียทั่วไปอาจมีข้อจ้ากัดในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล ซึ่งส่งผลให้
ยังคงตรวจพบปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานถึงแม้จะผ่านระบบบ้าบัดน้้าเสียของ
โรงงานแล้ว เนื่องจากสารประกอบฟีนอลเป็นสารเคมีอันตรายที่มีผลต่อเซลล์แบคทีเรีย โดยจะท้าให้
สูญเสียความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และยับยั้งการท้าหน้าที่ของโปรตีนที่เยื่อหุ้มเซลล์ส่งผลให้
แบคทีเรียตายเมื่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลสูง (Heipieper และคณะ, 1992) ดังนั้นจึง
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จ้าเป็นต้องเติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลลงในระบบ
บ้าบัด ในงานวิจัยนี้จึงสนใจปรับปรุงวิธีการผลิตหัวเชื้อแบคทีเรีย และพัฒนาวิธีใช้แบคทีเรียตรึงเป็น
ตัวกรองชีวภาพ (Biofilter) เพ่ือบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลจากโรงงานอุตสาหกรรม 
ทั้งนี้การตรึงแบคทีเรียบนวัสดุสังเคราะห์จะช่วยป้องกันแบคทีเรียจากสารเคมีอันตรายอ่ืนๆ ในระบบ
บ้าบัดน้้าเสียอีกด้วย (Pazarlioglu และ Telefoncu, 2005) 

ระบบการกรองชีวภาพ (Biofiltration) เป็นระบบที่ท้าให้สารมลพิษในรูปแก๊สหรือของเหลว 
เช่น น้้าเสียสัมผัสกับมวลจุลินทรีย์ที่เกาะติดอยู่กับตัวกลาง เพ่ือให้จุลินทรีย์ย่อยสลายสารมลพิษนั้นๆ 
ทั้งนี้ระบบจะต้องมีการปรับสภาพให้เหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรีย์  โดยทั่วไประบบการกรอง
ชีวภาพมีลักษณะเป็นถังปฏิกรณ์ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงไว้ภายใน การบ้าบัดน้้าเสียแบบระบบการกรอง
ชีวภาพ มีข้อดีคือ 1) มีปริมาณของจุลินทรีย์ในระบบสูง เนื่องจากจุลินทรีย์มีที่ยึดเกาะส้าหรับการ
เจริญ 2) อัตราการย่อยสลายสูงเนื่องจากมีสารอาหารสะสมที่ตัวกรองสูง 3) ทนต่อสารมลพิษที่
หลากหลาย เนื่องจากสารพอลิเมอร์ที่จุลินทรีย์ปล่อยออกมาระหว่างการสร้างไบโอฟิล์มช่วยป้องกัน
เซลล์ไม่ให้สัมผัสกับสารพิษโดยตรงและ 4) มีตะกอนจุลินทรีย์น้อย (Cohen, 2001) ปัจจุบันมีการใช้
ระบบการกรองชีวภาพเพ่ือบ้าบัดสารพิษในน้้าและอากาศอย่างแพร่หลายในต่างประเทศ อย่างไรก็ดี
ระบบการกรองชีวภาพจะมีรูปแบบแตกต่างกันไปตามลักษณะจ้าเพาะของการใช้งาน และความ
ต้องการของผู้ออกแบบ เช่น ระบบ Fluidized bed reactor ระบบ Packed bed reactor และ
ระบบ Airlift reactor เป็นต้น โดยในการเลือกรูปแบบของระบบ ส่วนใหญ่จะมุ่งเน้นไปที่ความสะดวก
ในการจัดหาวัสดุและก่อสร้าง ความประหยัด และความง่ายในการเดินระบบและการดูแลรักษา
ส้าหรับลักษณะการใช้งานตามปกติ  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจพัฒนาหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาส้าหรับเป็นตัวกรองของระบบ
การกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor เพ่ือใช้บ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนสารประกอบ 
ฟีนอลโดยทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบแบทช์และในระบบการ
กรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นกับน้้าเสียสังเคราะห์ ความรู้ที่ได้รับจะช่วยให้สามารถพัฒนาระบบการกรอง
ชีวภาพต้นแบบที่ประกอบด้วยหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อน
สารประกอบฟีนอลจากอุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์ม ซึ่งจัดเป็นอุตสาหกรรมทางการเกษตรที่ส้าคัญ
ทางภาคใต้ของประเทศไทย และอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ที่พบการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลในน้้า
เสียต่อไป 
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3.2 ขั้นตอนงานวิจัย 
3.2.1 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียส าหรับตรึง 

 3.2.2 การผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา  
 3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วย
ระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
  3.2.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาท่ีผลิตขึ้นใหม่    
  3.2.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์
โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 

 3.2.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย 
ตรึงบนซิลิกาเม่ือแปรผันอุณหภูมิ 
  3.2.3.4 การทดสอบระยะเวลาและภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง
บนซิลิกา 

3.2.4 การพัฒนาระบบการกรองชีวภาพที่ประกอบด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ส าหรับ
บ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ 

3.2.4.1 การสร้างระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor  
ขนาดเล็ก 

3.2.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบน  
ซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้้าเสียสังเคราะห์ 
 
3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 
 3.3.1 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียส าหรับตรึง 

เพาะเลี้ยง Methylobacterium sp. NP3 (เภาราช, 2550) และ Acinetobacter sp. PK1 
(คงแขม, 2552) แยกจากกัน เมื่อน้ามาทดลองจึงน้าหัวเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด มาผสมกันใน
อัตราส่วน 1:1 โดยใช้อาหารเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ปริมาณ 100 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมฟีนอลที่ความเข้มข้น 0.01 กรัมต่อลิตร บ่มโดยการ
เขย่าที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน หลังจากนั้นเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียส้าหรับตรึง โดยปั่นแยกเซลล์
ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แยกส่วนน้้าใสทิ้ง ล้างเซลล์ด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์จ้านวน 2 ครั้ง แล้วแขวนลอยเซลล์ด้วย
อาหารเหลว CFMM หลังจากนั้นปรับค่า OD เพ่ือให้มีจ้านวนเซลล์แบคทีเรียตามที่ต้องการ 
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 3.3.2 การผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
 การผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาใช้วิธี sol-gel ดังสมการที่ 3.1 โดยผสม tetraethoxysilane 
(TEOS) และกรดไฮโดรคลอริก ลงในขวดสังเคราะห์ขนาด 15 มิลลิลิตร คนแรงๆ จนได้สารละลายใส 
บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง หลังจากนั้นปรับค่าพี-เอช ของของผสมให้
เป็นกลางด้วยโปตัสเซียมไฮดรอกไซด์ (pH 8) แล้วเติมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยผสมของผสมที่
อุณหภูมิห้อง ประมาณ 2-3 นาที จนเกิดเป็นเจล (Khongkhaem และคณะ, 2011) ซึ่งผสมสารใน
ภาชนะท่ีเหมาะสม เช่น จานเลี้ยงเชื้อ หรือถาดหลุม (Microtiter plate) แล้วน้าเจลที่ได้มาผึ่งให้แห้ง
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-2 วัน แบคทีเรียจะฝังอยู่ในซิลิกา ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้แปรผันความเข้มข้น 
หัวเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ตรึงเซลล์ให้อยู่ระหว่าง 1.0 - 5.0 OD578 เพ่ือให้มีปริมาณแบคทีเรียต่อกรัมซิลิกา
มากขึ้น นอกจากนี้ได้แปรผันขนาดของซิลิกาที่ขึ้นรูปแล้ว เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ้าบัด   
ฟีนอลของซิลิกาที่มีขนาดและพ้ืนที่ผิวแตกต่างกันดังนี้ สี่เหลี่ยมขนาด  1.0x1.0x0.5 ลูกบาศก์
เซนติเมตร และขนาด 0.5X0.5X0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร และแผ่นกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตร หนา 0.3 เซนติเมตร โดยซิลิกาสี่เหลี่ยมท้าโดยตัดซิลิกาแผ่นหนา 0.5 เซนติเมตร ด้วย
มีดคัตเตอร์ ปลอดเชื้อให้เป็นชิ้นเล็กตามต้องการ ส่วนซิลิกาแผ่นกลมท้าโดยขึ้นรูปซิลิกาในถาดหลุม
ชนิด 96 หลุม เมื่อเจลขึ้นรูปจะสามารถเคาะซิลิกาออกจากหลุมได้ 
 

1 TEOS + HCl + KOH + H2O                  Si-O-Si + 4 EtOH                         (3.1) 
 

 3.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วย
ระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
 3.3.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาที่ผลิตขึ้นใหม่ 
 น้าแบคทีเรียที่ตรึงบนซิลิกาที่ผลิตขึ้นใหม่ 3 แบบ จากข้อ 3.3.2 มาเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร พร้อมกับเติมฟีนอลความเข้มข้น 
5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เก็บตัวอย่างที่เวลา
ต่างๆ เพื่อวิเคราะห์ปริมาณฟีนอล รวมทั้งจ้านวนแบคทีเรียในระบบ ท้าการทดลองแต่ละชุดทั้งหมด 3 
ซ้้าและมีชุดควบคุมเพ่ือศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของฟีนอล ประกอบด้วย
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ฟีนอล และซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง  
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 3.3.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์
โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
 น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 25 กรัม เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารประกอบฟีนอล เช่น m-cresol, o-cresol, 4-HBA, 
catechol, 3-methylcatechol, caffeic acid หรือ ferulic acid ที่ความเข้มข้น 10 - 500 มิลลิกรัม
ต่อลิตรเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เก็บตัวอย่างที่เวลาต่างๆ  จากนั้น
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอล และจ้านวนแบคทีเรียในระบบ ท้าการทดลองแต่ละชุดทั้งหมด 3 
ซ้้า และมีชุดควบคุมเพ่ือศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของสารประกอบฟีนอล 
ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM สารประกอบฟีนอล และซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง ซึ่งผล
การทดลองของระบบแบทช์จะเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการศึกษาต่อในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา เนื่องจากสารประกอบฟีนอลข้างต้นมีการปนเปื้อนในน้้าทิ้งจากโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม 
 

3.3.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาเมื่อแปรผันอุณหภูมิ 

น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 25 กรัม เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร พร้อมกับเติมฟีนอลความเข้มข้น 100 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร
เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที โดยแปรผันอุณหภูมิการบ่มดังต่อไปนี้อุณหภูมิห้อง 37, 40, 45 
และ 50 องศาเซลเซียส การแปรผันอุณหภูมิเพ่ือศึกษาว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ 
Methylobacterium sp. NP3 เมื่อถูกตรึงบนซิลิกาสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีที่อุณหภูมิเท่าใด 
เนื่องจากผู้วิจัยสนใจจะน้าแบคทีเรียตรึงดังกล่าวไปใช้บ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มซึ่งมีอุณหภูมิสูง จากนั้นเก็บตัวอย่างที่เวลาต่างๆ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ 
ฟีนอล รวมทั้งจ้านวนแบคทีเรียในระบบ ท้าการทดลองแต่ละชุดทั้งหมด 3 ซ้้าและมีชุดควบคุม เพ่ือ
ศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของฟีนอล ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ฟีนอล และซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง 

 
 3.3.3.4 การทดสอบระยะเวลาและภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง
บนซิลิกา 

น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาจากข้อ 3.3.2 มาทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษาเป็นเวลา 60 วัน 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง เก็บตัวอย่างทุก 15 วัน จากนั้นวิเคราะห์จ้านวน
แบคทีเรียในซิลิกา และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา เมื่อเก็บ
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รักษาที่ภาวะต่างๆ โดยเลือกความเข้มข้นที่แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถย่อยสลายฟีนอลได้สูงที่สุด 
ข้อมูลที่ได้จะท้าให้ทราบว่าควรเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ภาวะใด และทราบอายุการเก็บ 
(shelf life) ของหัวเชื้อที่ผลิตขึ้น 
 
 3.3.4 การพัฒนาระบบการกรองชีวภาพที่ประกอบด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาส าหรับ
บ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ 

3.3.4.1 การสร้างระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ขนาดเล็ก 

สร้างระบบ Internal loop Airlift Bioreactor ขนาดเล็ก ดังรูปที่ 3.1 โดยใช้คุณสมบัติและ
ค่าที่เหมาะสมในการออกแบบระบบตาม Khondee และคณะ (2012) ในเบื้องต้นจะใช้ถังปฏิกรณ์ที่
ท้าจากอะคริลิกสูง 45 เซนติเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 12 เซนติเมตร และ internal loop ท้าจาก
อะคริลิกสูง 26 เซนติเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 8 เซนติเมตร ความจุน้้า 3 ลิตร มีฝาปิดด้านบนและ
ฐานรองด้านล่าง โดยที่ฝาด้านบนมีการเจาะรูเพ่ือใช้เป็นช่องต่อสายยางให้น้้าเข้า และเจาะรูที่ฐาน 2 รู 
ใช้เป็นทางน้้าออกและให้อากาศที่ 2 vvm ติดตั้งปั๊มน้้าเพ่ือปั๊มน้้าเสียจากถังพักมายังถังปฏิกรณ์ การ
ให้อากาศท้าโดยใช้ปั๊มลมต่อกับหัวทรายทรงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.5 เซนติเมตร เพ่ือให้มี
แรงดันเพียงพอกับการให้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถเคลื่อนที่ในระบบได้ท้าการทดลองโดยแปร
ผันปริมาณแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาตั้งแต่ 25 - 150 กรัมต่อลิตร เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ที่เหมาะสม โดยดูจากการกวนผสมระหว่างแบคทีเรียตรึงบนซิลิกากับน้้าเสียอย่างทั่วถึง ทั้งนี้ควร ใช้
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาปริมาณน้อยๆ เพ่ือลดค่าใช้จ่ายในการติดตั้งระบบ 

 
รูปที่ 3.1 ลักษณะทั่วไปของระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 

12 cm 

26 cm 45 cm 

8 cm 
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 3.3.4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมในการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบน   
ซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้ าเสียสังเคราะห์ 

น้าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ขนาดเล็กที่สร้างขึ้นมา
ทดสอบประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดโดยใช้น้้าเสียสังเคราะห์  2 ชนิด คือ น้้ากลั่นกับฟีนอล และ
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM กับฟีนอลและ/หรือสารประกอบฟีนอล โดยจะแปรผันระยะเวลากักเก็บ
น้้าเสียและความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์จากนั้นเก็บตัวอย่างน้้าเสีย
สังเคราะห์ที่เวลาต่างๆ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอล และจ้านวนแบคที เรียในระบบ 
หลังจากนั้นท้าการทดลองแบบต่อเนื่อง เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้มาใช้ประเมินระยะเวลาที่แบคทีเรียตรึงบน 
ซิลิกายังคงประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 
 
3.3.5 วิธีการวิเคราะห์ 

3.3.5.1 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอล ใช้วิธีของ Greenberg และคณะ (1992) โดยเติมสาร
ดังต่อไปนี้ 0.5 N สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 2.5 มิลลิลิตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2.5 มิลลิลิตร 
4-อะมิโนแอนติไพรีน 1 มิลลิลิตร และ โปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างที่มี
ฟีนอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาที โดยจะเกิดปฏิกิริยาระหว่าง ฟีนอล และ 4 -อะมิ
โนแอนติไพรีน ซึ่งเป็น color reagent ในสภาวะที่มีโปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็น 
antipyrine dye ที่มีสีแดง แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตรเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์ฟีนอลที่
เหลือ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟีนอลที่ความเข้มข้นต่างๆ  ซึ่งวิธีนี้สามารถตรวจ
สารประกอบฟีนอลทุกตัว ยกเว้นสารที่มีหมู่แทนที่ในต้าแหน่งพารา 

3.3.5.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลใช้วิธีของ Bärlocher, 2005 โดยเติมสาร
ดังต่อไปนี้น้้ากลั่น 4 มิลลิลิตร ตัวอย่างที่มีสารประกอบฟีนอล 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 
vortex จากนั้นเติม 2% โซเดียมคาร์บอเนตใน 0.1N โซเดียมไฮดรอกไซด์ 200 ไมโครลิตรผสมให้เข้า
กันด้วย vortex ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เมื่อครบ 5 นาที เติม Folin-Ciocalteu reagent 20 ไมโครลิตรผสม
ให้เข้ากันด้วย vortex ตั้งทิ้งไว้ 120 นาที ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีสีน้้าเงิน แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 
นาโนเมตร เพ่ือหาเปอร์เซ็นต์ สารประกอบฟีนอลที่เหลือเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ
สารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้นต่างๆ 

3.3.5.3 การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลชนิดต่างๆ ด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้วิธีของ Asses 
และคณะ (2009) ที่ใช้คอลัมน์ C18 ขนาด 4.6 x 150 มิลลิเมตรที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อัตรา
การไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ตัวท้าละลายที่ใช้ในการชะตัวอย่าง 
(mobile phase) 0.1% phosphoric acid ในน้้า (A) กับ 70% acetonitrile ในน้้า (B) เป็นเวลา 
45 นาทีซึ่งเป็นการรันแบบแกรเดียน: ตัวท้าละลาย B เริ่มที่ 20% และเพ่ิมเป็น 50% ใน 30 นาที
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หลังจากนั้นสารถูกชะด้วยตัวท้าละลาย B50% ภายใน 5 นาทีสุดท้าย ตัวท้าละลาย B ลดลงเหลือ 
20% จนกว่าจะสิ้นสุดการท้างาน ทั้งนี้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลโดยเปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐาน 

3.3.5.4 การวิเคราะห์ความเข้มสี ใช้วิธีของ Aouidi และคณะ (2009) โดยน้าน้้าตัวอย่างก่อน
และหลังบ้าบัด น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นน้าตัวอย่างไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 390 นาโนเมตร และค้านวณเปอร์เซ็นต์ความเข้มสีที่เหลืออยู่ 

3.3.5.5 การวัดปริมาณแบคทีเรียใช้วิธี Dilution plate count ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
CFMM เติมฟีนอล 0.1 กรัมต่อลิตร หรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมกับแบคทีเรียแต่ละกลุ่ม ทั้งนี้
แบคทีเรียที่ตรึงบนซิลิกา จะต้องบดวัสดุให้ละเอียด และเขย่าให้แบคทีเรียหลุดออกจากตัวกลาง โดย
ใช้เครื่อง sonicator ก่อนน้ามาหาปริมาณแบคทีเรียด้วย ซึ่งสีโคโลนีของแบคทีเรียมีความแตกต่างกัน
คือ Methylobacterium sp. NP3 โคโลนีสีชมพู ส่วน Acinetobacter sp. PK1 โคโลนีสีขาวนวล  

3.3.5.6 การวิเคราะห์การเกาะติดของเซลล์บนพ้ืนผิววัสดุตรึง ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) ตรึงตัวอย่างและเคลือบด้วยอนุภาค
ทองก่อนการวิเคราะห์ 
 
3.4 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

3.4.1 การผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
3.4.1.1 การแปรผันความเข้มข้นหัวเชื้อแบคทีเรียระหว่างการตรึงแบคทีเรียบนซิลิกา 

 จากผลการทดลองเมื่อมีการแปรผันความเข้มข้นของหัวเชื้อแบคทีเรียส้าหรับการตรึง
แบคทีเรียให้อยู่ระหว่าง OD578 1.0 - 5.0 พบว่าเซลล์ตรึงที่ผลิตขึ้นมีจ้านวนแบคทีเรียดังตารางที่ 3.1 
 
ตารางท่ี 3.1 จ้านวนแบคทีเรียเริ่มต้นของหัวเชื้อและแบคทีเรียในเซลล์ตรึง  
OD578 จ านวนแบคทีเรียท่ีใช้เตรียมเซลล์ตรึง  

(CFU ต่อมิลลิลิตร) 
จ านวนแบคทีเรียในเซลล์ตรึง 

(CFU ต่อกรัมซิลิกา ) 
Methylobacterium 

sp. NP3 
Acinetobacter sp. 

PK1 
Methylobacterium 

sp. NP3 
Acinetobacter sp. 

PK1 

1.0 3.33±0.03 ×108 4.00±0.05 ×108 7.00±0.06 ×106 9.00±0.05 ×106 
2.0 5.00±0.06 ×109 6.67±0.03 ×109 2.20±0.06 ×107 2.47±0.01 ×107 

3.0 1.37±0.02 ×1011 1.40±0.03 ×1011 2.43±0.04 ×108 3.10±0.10 ×108 
4.0 1.53±0.05 ×1012 1.93±0.10 ×1012 3.67±0.13 ×108 4.33±0.13 ×108 
5.0 1.37±0.18 ×1013 1.53±0.09 ×1013 4.33±0.05 ×108 5.33±0.12 ×108 



 41 

  เมื่อใช้หัวเชื้อของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ที่ OD578 = 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 ซึ่งมีจ้านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 8 - 13 Log CFU ต่อ
มิลลิลิตร ในการตรึงแบคทีเรีย พบว่าจะได้เซลล์ตรึงที่มีจ้านวนแบคทีเรียรวม 7.20, 7.67, 8.74, 8.90 

และ 8.98 Log CFU ต่อกรัมซิลิกา ตามล้าดับ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการตรึงแบคทีเรีย
ด้วย sol-gel มีผลท้าให้แบคทีเรียตายประมาณ 68 - 85% จากจ้านวนแบคทีเรียเริ่มต้น 100% 
เนื่องจากระหว่างการตรึงแบคทีเรียด้วยปฏิกิริยา sol-gel จะมีแอลกอฮอล์เกิดขึ้น จึงมีผลท้าให้
แบคทีเรียที่ถูกตรึงบนซิลิกาตายไปเป็นจ้านวนมาก (Alvarez และคณะ, 2007) ซึ่งการทดลองนี้ได้
พยายามเพ่ิมจ้านวนของแบคทีเรียที่เหลืออยู่โดยเพ่ิมจ้านวนหัวเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น อย่างไรก็ดี พ้ืนที่
ในซิลิกาส้าหรับตรึงแบคทีเรียมีจ้ากัด ท้าให้ปริมาณแบคทีเรียสูงสุดที่พบในซิลิกา คือ ~10 8 CFUต่อ
กรัมซิลิกา ซึ่งได้จากการใช้หัวเชื้อของ Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ที่มีจ้านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 1011 CFU ต่อมิลลิลิตร ขึ้นไป 
 
 3.4.1.2 การแปรผันขนาดของซิลิกาที่สังเคราะห์ด้วยวิธีการกักขัง 

งานวิจัยนี้ได้ศึกษาลักษณะซิลิกาทั้งหมด 3 แบบ คือ สี่เหลี่ยมขนาด 1.0×1.0×0.5 ลูกบาศก์
เซนติเมตร และขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร และแผ่นกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตร (รูปที่ 3.2 และ 3.3) ซึ่งการแปรผันขนาดของซิลิกาคาดว่าจะท้าให้ประสิทธิภาพการย่อย
สลายฟีนอลดีขึ้น เนื่องจาก 

มีพ้ืนที่ผิวสัมผัสของซิลิกากับฟีนอลในอาหารเลื้ยงเชื้อเหลวมากขึ้น โดยซิลิกาขนาด 
1.0×1.0×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร มีพ้ืนที่ผิวประมาณ 4 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อซิลิกา 1 ก้อน และ
โดยเฉลี่ยแล้วซิลิกาจ้านวน 5 ก้อน เท่ากับ 1 กรัม ท้าให้มีอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรประมาณ 
8 ส้าหรับซิลิกาขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร มีพ้ืนที่ผิวประมาณ 1.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร
ต่อซิลิกา 1 ก้อน และโดยเฉลี่ยแล้วซิลิกาจ้านวน 9 ก้อน เท่ากับ 1 กรัม ท้าให้มีอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิว
ต่อปริมาตรประมาณ 12 และซิลิการูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร หนา 0.3 
เซนติเมตร มีพ้ืนที่ผิวประมาณ 3.14 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อซิลิกา 1 ก้อน และโดยเฉลี่ยแล้วซิลิกา
จ้านวน 12 ก้อน เท่ากับ 1 กรัม ท้าให้มีอัตราส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรประมาณ 16 เมื่อเขย่าซิลิกา
ทั้งสามชนิดเป็นเวลานานพบว่ามีการแตกหักบางส่วน ซึ่งส่วนที่หักมีจ้านวนโดยเฉลี่ยเท่าๆ กัน 
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ก.                          ข. 

 
รูปที่ 3.2 ซิลิกาที่มีขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยแสดงดังนี้ 

ก. ซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย และ ข. ซิลิกาท่ีมีแบคทีเรีย 
 
 

               
ก.                          ข. 

 
รูปที่ 3.3 ซิลิกาที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร โดยแสดงดังนี้ 

ก. ซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย และ ข. ซิลิกาท่ีมีแบคทีเรีย 
 

 3.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วย
ระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
 3.4.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาที่ผลิตขึ้นใหม่ 
 การศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรีย Methylobacterium sp. 
NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 แบบเซลล์ตรึง โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เป็นน้้าเสีย
สังเคราะห์และเติมฟีนอลที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งใช้เซลล์ตรึงที่มีปริมาณ
เซลล์เริ่มต้นตั้งแต่ 1.60×107–9.66×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา  และที่มีลักษณะแตกต่างกัน คือซิลิกา
รูปสี่เหลี่ยมขนาดต่างๆ และซิลิการูปแผ่นกลม โดยเก็บตัวอย่างทุก 2 วัน เป็นเวลา 15 วัน ผลการ
ทดลองพบว่าซิลิกาที่ปราศจากแบคทีเรีย (ชุดควบคุม ) สามารถดูดซับฟีนอลได้ประมาณ 10% ของ
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ปริมาณฟีนอลเริ่มต้น (ตารางที่ 3.2) ดังนั้นการลดลงของฟีนอลในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียตรึงส่วน
ใหญ่จะเกิดโดยแอคติวิตีของแบคทีเรียทั้งนี้เซลล์ตรึงในซิลิการูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตร ให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีกว่าซิลิกาสี่เหลี่ยมขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์
เซนติเมตร และ 1.0×1.0×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร โดยในวันที่ 10 ซิลิการูปร่างกลมสามารถย่อย
สลายฟีนอลได้ประมาณ 80 - 90% แต่ซิลิกาขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร สามารถย่อย
สลายฟีนอลได้ประมาณ 75 - 85% และซิลิกาขนาด 1.0×1.0×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร สามารถย่อย
สลายฟีนอลได้ประมาณ 70 - 75% ในเวลาเดียวกัน (ตารางที่ 3.2) เนื่องจากเซลล์ตรึงในซิลิการูปร่าง
กลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร มีพื้นที่ผิวในการสัมผัสกับฟีนอลสูงกว่าเซลล์ตรึงในซิลิกา
อีก 2 ชนิด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ McLoughlin และคณะ (1994) และ Mordocco และคณะ 
(1999) กล่าวว่าอัตราการย่อยสลายสารมลพิษจะลดลงเมื่อเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ตรึงเพ่ิมขึ้น ซึ่ง
จะส่งผลให้เกิด mass และ gas transfer ต่้า เพราะเป็นการเพ่ิมระยะห่างในเมทริกซ์ของเซลล์ตรึง
และท้าให้พ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรของเซลล์ตรึงลดลง และงานวิจัยของ Maniyam และคณะ (2012) 
รายงานว่าเซลล์ตรึงขนาดเล็ก(เส้นผ่านศูนย์กลาง 1.8 - 2.0 มิลลิเมตร) มีประสิทธิภาพในการก้าจัด
ไซยาไนด์ดีกว่าเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ (เส้นผ่านศูนย์กลาง 3.0 - 5.2 มิลลิเมตร) เนื่องจากเซลล์ตรึงขนาด
เล็กมี mass transfer และพ้ืนที่ผิวในการสัมผัสกับสารมลพิษมากกว่าเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ (Idris และ
คณะ, 2006) อย่างไรก็ดีการผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาให้มีลักษณะกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตร ท้าได้ยาก เพราะใช้เวลานานในการสังเคราะห์ซิลิกา โดยต้องค่อยๆ เติมซิลิกาตามสัดส่วน
ลงในถาดหลุมแต่ละหลุม นอกจากนี้ซิลิกายังแตกหักได้ง่ายเวลาเคาะซิลิกาออกจากถาดหลุม ดังนั้น
ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ซิลิกาสี่เหลี่ยมขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร ส้าหรับบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลในการทดลองต่อไป เนื่องจากกระบวนการสังเคราะห์ค่อนข้างสะดวก รวดเร็ว และให้
ประสิทธิภาพการบ้าบัดฟีนอลใกล้เคียงกับซิลิการูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร 
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ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ของแบคทีเรียตรึง และ
จ้านวนแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 

ลักษณะของซิลิกา OD578* ปริมาณฟีนอลที่เหลือ (%) จ านวนแบคทีเรีย 
เมื่อสิ้นสุดการทดลอง  

(Log CFU 
ต่อกรัมซิลิกา ) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

สี่เหลี่ยม 
1.0×1.0×0.5 

ลูกบาศก์เซนติเมตร 

1.0 93.55±5.19 30.59±5.58 7.34±0.06 

2.0 95.17±0.82 26.84±2.64 7.30±0.02 
3.0 94.77±0.52 25.30±1.09 8.42±0.01 

4.0 93.77±1.21 27.56±2.35 8.35±0.03 

5.0 93.02±1.53 28.20±2.55 8.34±0.05 
สี่เหลี่ยม 

0.5×0.5×0.5 
ลูกบาศก์เซนติเมตร 

1.0 91.64±2.21 17.85±0.51 7.10±0.10 

2.0 92.10±4.40 15.25±2.17 7.39±0.02 

3.0 90.06±1.65 13.69±1.23 8.51±0.08 
4.0 90.01±1.71 15.16±2.90 8.81±0.13 

5.0 91.54±2.35 19.41±0.96 8.84±0.06 
กลม เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง0.5 ซม. 
1.0 94.57±4.59 14.80±1.68 7.13±0.27 

2.0 92.24±5.23 14.99±2.40 7.66±0.49 

3.0 91.84±4.23 4.25±1.14 8.59±0.11 
4.0 94.55±8.56 8.77±2.64 8.86±0.03 

5.0 93.21±2.68 15.24±2.53 8.88±0.10 

หมายเหตุ : ชุดควบคุม: ชุดที่เติมซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย; ชุดทดลอง: ชุดที่เติมซิลิกาที่มีแบคทีเรีย 
  *OD578 ความเข้มข้นหัวเชื้อแบคทีเรียที่ใช้เตรียมเซลล์ตรึง 
 

นอกจากนี้ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียตรึงที่ผลิตจากหัวเชื้อที่มีปริมาณเซลล์
เริ่มต้นเป็น OD = 3.0 มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการย่อยสลายฟีนอล ซึ่งมีจ้านวนเซลล์เริ่มต้นใน
แบคทีเรียตรึง คือ ประมาณ 108 CFU ต่อกรัมซิลิกา (ตารางที ่3.2) จากการทดลองพบว่าลักษณะของ
ซิลิกาและจ้านวนเซลล์ในซิลิกามีผลต่อการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึง โดยซิลิกาที่มีแบคทีเรีย
มากเกินไปจะท้าให้พ้ืนที่ที่ใช้ในการเจริญมีจ้ากัด จึงคาดว่าแบคทีเรียจะปรับตัวให้อยู่ในระยะพัก
มากกว่าระยะการเจริญ ดังนั้นประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลจึงลดลง ดังนั้นในการทดลองต่อไป
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ผู้วิจัยจึงเลือกผลิตแบคทีเรียตรึงให้มีจ้านวนเซลล์เริ่มต้น 108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และใช้เซลล์ตรึงที่มี
ลักษณะสี่เหลี่ยมขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร เท่านั้นจากการศึกษาข้างต้นพบว่าเซลล์
ตรึงมีประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลสูง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ ดังตารางที่ 3.3 
 
ตารางท่ี 3.3 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดยใช้เซลล์ตรึง 

ชนิดของวัสดุตรึง ความเข้มข้นฟีนอล 
(มก./ล.) 

ประสิทธิภาพ 
การย่อยสลาย (%) 

เอกสารอ้างอิง 

Polyacrylamide 
(PAA) gel beads 

5,000 95 Chen และคณะ (2002) 

พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ 500 100 Wang และคณะ (2007) 
ไคโตซาน 100 100 Hsieh และคณะ (2008) 

ซิลิกา 2,500 100 Khongkhaem และคณะ 
(2011) 

อัลจิเนต 610 92.5 Sivasubramania และ 
Namasivayam (2014)  

ซิลิกา 5,000 95 งานวิจัยนี้ 

 
จากตารางที่ 3.3 จะเห็นว่าการตรึงแบคทีเรียบนซิลิกา ช่วยให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลาย  

ฟีนอลที่ความเข้มข้นสูงได้เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้วัสดุตรึงอ่ืนๆ เช่น อัลจิเนต พอลิไวนิล
แอลกอฮอล์ และไคโตซานและความสามารถในการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีค่า
ใกล้เคียงกับการใช้เซลล์ตรึงบน PAA gel beads ทั้งนี้ เนื่องจากเซลล์ถูกฝังอยู่ในซิลิกา ท้าให้ซิลิกา
ช่วยปกป้องเซลล์จากการสัมผัสกับสารมลพิษโดยตรง 
 
 3.4.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์
โดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
พบว่าซิลิกาที่ปราศจากแบคทีเรียสามารถดูดซับสารประกอบฟีนอลทุกชนิดได้เล็กน้อย โดยมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลเหลือในระบบประมาณ 97% (ตารางที่ 3.4) แต่แบคทีเรีย Methylobacterium 
sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลบางชนิดได้ ท้าให้
ปริมาณสารประกอบฟีนอลในระบบเหลือน้อยกว่า ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบการย่อยสลายสารประกอบ  
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ฟีนอลโดยแบคทีเรียอิสระและแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา โดยเลือกใช้ซิลิกาขนาด 0.5×0.5×0.5 ลูกบาศก์
เซนติเมตรเนื่องจากมีประสิทธิภาพค่อนข้างสูงเมื่อย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นสูง และมีจ้านวน
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเริ่มต้นประมาณ 8.69±0.03 Log CFUต่อกรัมซิลิกา ผลการทดลองพบว่า
อัตราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสูงกว่าแบคทีเรียอิสระ โดย o-
cresol ที่ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตรแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีอัตราการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลสูงสุดประมาณ 4.17 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (ตารางที่ 3.4) เนื่องจากเป็น
สารประกอบฟีนอลเหล่านี้มีหมู่ไฮดรอกซิลที่ต้าแหน่งออร์โทและพาราจึงใช้เวลาในการย่อยสลายเร็ว
กว่า caffeic acid และ ferulic acid ซึ่งเป็นสารที่มีหมู่ไฮดรอกซิลที่ต้าแหน่งเมทา นอกจากนี้พบว่า
แบคทีเรียมีจ้านวนค่อนข้างคงที่เมื่อไม่สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอล และมีจ้านวนเพ่ิมขึ้น
เล็กน้อยเม่ือมีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล (ตารางท่ี 3.4)  

 
ตารางที่ 3.4 อัตราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลและจ้านวนแบคทีเรียในชุดทดลองต่างๆ ของ
วันที่ 3  

สารประกอบ 
ฟีนอล 

ความ
เข้มขน้     

(มิลลิกรัม
ต่อลติร) 

อัตราการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอล 
(มิลลิกรัมตอ่ลติรตอ่ชั่วโมง) 

จ านวนแบคทเีรีย 

แบคทีเรยี
อิสระ 

ซิลิกา แบคทีเรยี
ตรึงบน 
ซิลิกา 

แบคทีเรยี
อิสระ 

(×109 ต่อ
มิลลิลิตร) 

แบคทีเรยี
ตรึงในซิลิ
กา (×109 
Log CFU
ต่อกรัม 
ซิลิกา) 

แบคทีเรยี
ในน้ า 
(×105  

Log CFU 
ต่อ

มิลลิลิตร 
o-cresol 

 

100 0.83±0.00 0.01±0.00 1.34±0.00 1.00±0.10 1.13±0.15 1.67±0.15 
200 1.19±0.00 0.02±0.00 2.74±0.00 1.20±0.26 1.30±0.20 1.83±0.12 
500 0.50±0.02 0.04±0.00 4.17±0.00 0.63±0.58 0.70±1.0 2.23±0.05 

m-cresol 

 

100 1.39±0.00 0.02±0.01 1.39±0.00 1.40±0.20 1.57±0.15 5.00±0.17 
200 0.13±0.01 0.04±0.02 1.62±0.00 0.93±0.58 0.97±1.53 6.67±0.25 
500 0.52±0.02 0.04±0.02 0.81±0.07 0.87±1.15 1.20±0.27 4.67±0.35 

4-HBA 

 

100 1.39±0.00 0.06±0.01 1.39±0.00 1.07±0.21 1.50±0.10 2.87±0.35 

Pyrocatechol

 

200 1.42±0.01 0.04±0.01 2.78±0.00 1.27±0.25 1.43±0.11 4.00±0.17 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:O-Kresol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f3/M-cresol.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-Hydroxybenzoic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Brenzcatechin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:O-Kresol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f3/M-cresol.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-Hydroxybenzoic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Brenzcatechin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:O-Kresol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f3/M-cresol.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-Hydroxybenzoic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Brenzcatechin.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:O-Kresol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f3/M-cresol.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-Hydroxybenzoic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Brenzcatechin.svg
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สารประกอบ 
ฟีนอล 

ความ
เข้มขน้     

(มิลลิกรัม
ต่อลติร) 

อัตราการยอ่ยสลายสารประกอบฟีนอล 
(มิลลิกรัมตอ่ลติรตอ่ชั่วโมง) 

จ านวนแบคทเีรีย 

แบคทีเรยี
อิสระ 

ซิลิกา แบคทีเรยี
ตรึงบน 
ซิลิกา 

แบคทีเรยี
อิสระ 

(×109 ต่อ
มิลลิลิตร) 

แบคทีเรยี
ตรึงในซิลิ
กา (×109 
Log CFU
ต่อกรัม 
ซิลิกา) 

แบคทีเรยี
ในน้ า 
(×105  

Log CFU 
ต่อ

มิลลิลิตร 
3-methyl 
catechol 

 

200 1.19±0.00 0.08±0.03 0.82±0.03 1.03±0.15 1.17±0.21 5.00±0.10 

Caffeic acid 

 

200 1.52±0.03 0.05±0.01 1.67±0.00 1.17±0.12 1.37±0.25 4.10±0.32 

Ferulic acid

 

200 1.19±0.00 0.06±0.02 1.57±0.01 0.93±0.12 1.10±0.20 3.50±0.33 

 
จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถย่อยสลาย  o-cresol, m-

cresol, 4-HBA, pyrocatechol, caffeic acid และ ferulic acid ได้ดีที่ความเข้มข้นประมาณ 100-
500 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Ettayebi และคณะ (2003) ศึกษาการย่อยสลาย
พอลิฟีนอลโดยเซลล์ตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตพบว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายโมโนฟีนอลและพอลิ 
ฟีนอลได้ประมาณ 69.2% และ 55.3% ตามล้าดับ และจากงานวิจัยของ Yao และคณะ (2006) 
อธิบายไว้ว่าต้าแหน่งของหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) มีผลต่อการย่อยสลายสารประกอบนั้นๆ โดย
สารประกอบที่มีหมู่ไฮดรอกซิลที่ต้าแหน่งออร์โทและพารา ได้แก่ o-cresol, pyrocatechol, 3-
methylcatechol และ 4-hydroxybenzoic acid จะถูกย่อยสลายได้เร็วกว่าที่ต้าแหน่งเมทา ได้แก่ 
caffeic acid ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองข้างต้น และงานวิจัยของ Liu และคณะ (2009) พบว่า
แบคทีเรียอิสระสายพันธุ์ Acinetobacter sp. XA05 สามรถใช้ benzophenone และ 4-
hydroxybenzoic acid เป็นแหล่งคาร์บอน โดยสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลจากมากไปหา
น้อยดังต่อไปนี้ phenol >benzophenone >4-hydroxybenzoicacid > cinnamic acid 
>resorcin ตามล้าดับ 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Caffeic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ferulic_acid_acsv.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Caffeic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ferulic_acid_acsv.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Caffeic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ferulic_acid_acsv.svg
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3.4.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาเมื่อแปรผันอุณหภูมิ 

ผู้วิจัยได้แปรผันอุณหภูมิส้าหรับการย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์ที่อุณหภูมิห้อง 37, 
40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เนื่องจากต้องการทราบว่าแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 
และ Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบนซิลิกา สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีที่อุณหภูมิเท่าใด 
นอกจากนี้ผู้วิจัยยังสนใจบ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามัน
ปาล์ม ซึ่งมีอุณหภูมิค่อนข้างสูง ผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกามีอัตราการย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 15.63 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
(ตารางที่ 3.5) ขณะที่ความเข้มข้นฟีนอล 100 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แบคทีเรียตรึงบนซิลิกามี
อัตราการย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 0.97 - 18.75 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37, 40 
และ 45 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ (ตารางที่ 3.5) เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 50 องศาเซลเซียส พบว่า
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีอัตราการย่อยสลายฟีนอลได้ที่ความเข้มข้นฟีนอล 100 - 1,000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ค่อนข้างต่้าประมาณ 0.22 - 1.94 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (ตารางที่ 3.5) ในขณะเดียวกันชุด
ควบคุม ประกอบด้วย ซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียและเติมฟีนอลที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 100 - 1,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าฟีนอลในน้้าเสียมีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อย ดังตารางที่ 3.5 ซึ่งน่าจะเกิดจาก
กระบวนการทางกายภาพ เช่น การระเหยของฟีนอล การดูดซับโดยซิลิกาบางส่วนและเกิดจากการ
ย่อยสลายโดยแสงในธรรมชาติ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าที่อุณหภูมิสูงกว่า 45 องศาเซลเซียส 
แบคทีเรียที่ถูกตรึงในซิลิกาไม่สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ เนื่องจากแบคทีเรียที่น้ามาตรึงบนซิลิกาเป็น
แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic bacteria) ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญคือ 
อุณหภูมิประมาณ 30 - 45 องศาเซลเซียส เท่านั้น ดังนั้นหากผู้วิจัยสนใจบ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่
ปนเปื้อนในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม ซึ่งมีอุณหภูมิค่อนข้างสูง อาจต้องเลือกใช้
แบคทีเรียทนร้อนที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลน้ามาตรึงบนซิลิกาหรือวัสดุ
อ่ืนๆ แล้วน้าไปบ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/แบคทีเรีย-bacteria
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ตารางท่ี 3.5 อัตราการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

อัตราการย่อยสลายฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 

ชุดทดลอง ชุดควบคุม 
100 37 4.08 0.21 

 40 2.08 0.42 

 45 0.97 0.29 
 50 0.22 0.19 

250 37 10.21 0.42 

 40 5.06 0.46 
 45 4.79 0.40 

 50 0.57 0.35 
500 37 9.79 1.04 

 40 9.38 0.94 

 45 8.54 0.96 
 50 0.00 0.81 

750 37 13.75 1.46 

 40 13.54 1.35 
 45 7.60 1.15 

 50 1.23 1.19 
1,000 อุณหภูมิห้อง 15.63 1.95 

 37 18.75 2.08 

 40 10.10 1.98 
 45 9.90 1.92 

 50 1.94 1.85 

 
ส้าหรับการศึกษาจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสีย (ตารางที่ 

3.6) พบว่าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเข้มข้นฟีนอลเป็น 100 - 1,000 มิลลลิกรัมต่อลิตร มี
แบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 อยู่ในระบบตลอดการ
ทดลอง เมื่ออุณหภูมิเป็น 40 และ 45 องศาเซลเซียส ที่ความเข้มข้นฟีนอล 100 - 1,000 มิลลิกรัมต่อ
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ลิตร มีเฉพาะแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 ที่อยู่ในระบบตลอดการทดลอง ขณะที่ 
Methylobacterium sp. NP3 ไม่สามารถรอดชีวิต แต่ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสที่ความเข้มข้น 
ฟีนอล 100-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium 
sp. NP3 ไม่สามารถรอดชีวิตในระหว่างการทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลาย      
ฟีนอล 

 
ตารางท่ี 3.6 จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดในระหว่างการย่อยสลายฟีนอลที่อุณหภูมิต่างๆ 
ความ
เข้มข้น 
ฟีนอล 
(มก./
ล.) 

อุณหภูม ิ
(องศาเซล 

เซียส) 

เวลาที่ 0 ชั่วโมง เวลาที่ 168 ชั่วโมง 

Acinetobacter 
sp. PK1 

Methylobacterium 
sp. NP3 

Acinetobacter sp. 
PK1 

Methylobacteriumsp. 
NP3 

CFU ต่อกรัมซิลิกา CFUต่อ
กรัม 
ซิลิกา 

CFU ต่อ
มิลลิลิตร 

CFU 
ต่อกรัม 
ซิลิกา 

CFU ต่อ
มิลลิลิตร 

100 37 4.3x108 3.3x106 7.0x108 6.0x105 4.3x106 5.0x104 
40 4.7x108 3.7x106 7.3x107 5.7x104 - - 

45 5.0x108 4.0x106 9.0x106 7.7x104 - - 
50 5.3x108 3.3x106 - - - - 

250 37 3.7x108 4.3x106 7.7x108 6.3x105 6.7x106 4.0x104 
40 3.3x108 3.3x106 4.0x107 3.7x104 - - 

45 4.0x108 4.7x106 9.3x106 5.3x104 - - 
50 5.0x108 3.7x106 - - - - 

500 37 5.7x108 3.3x106 5.0x109 5.3x105 4.7x106 4.7x104 
40 4.3x108 4.0x106 5.0x107 5.3x104 - - 

45 4.7x108 4.3x106 5.0x106 5.7x104 - - 
50 5.3x108 4.0x106 - - - - 

750 37 5.3x108 3.3x106 5.3x109 5.7x105 5.0x106 3.3x104 

40 4.0x108 4.3x106 6.3x107 4.3x104 - - 
45 6.0x108 3.3x106 3.7x106 3.7x104 - - 

50 6.3x108 4.3x106 - - - - 
1,00

0 
 

อุณหภูมิ 
ห้อง 

4.7x108 2.7x106 4.4×109 3.3 x105 6.1x106 5.6x104 

37 4.7x108 3.3x106 4.3x109 4.7x105 5.7x106 5.3x104 

40 3.7x108 4.7x106 6.0x107 5.0x104 - - 
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ความ
เข้มข้น 
ฟีนอล 
(มก./
ล.) 

อุณหภูม ิ
(องศาเซล 

เซียส) 

เวลาที่ 0 ชั่วโมง เวลาที่ 168 ชั่วโมง 

Acinetobacter 
sp. PK1 

Methylobacterium 
sp. NP3 

Acinetobacter sp. 
PK1 

Methylobacteriumsp. 
NP3 

CFU ต่อกรัมซิลิกา CFUต่อ
กรัม 
ซิลิกา 

CFU ต่อ
มิลลิลิตร 

CFU 
ต่อกรัม 
ซิลิกา 

CFU ต่อ
มิลลิลิตร 

45 5.7x108 4.3x106 4.3x106 4.0x104 - - 

50 5.7x108 4.7x106 - - - - 

   
 3.2.4 การทดสอบระยะเวลาและภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบน 
ซิลิกา 
 เมื่อทดสอบการอยู่รอดของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาหลังจากเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล โดยเก็บตัวอย่างในวันที่ 
0, 7, 14, 21, 30, 42 และ 60 พบว่าแบคทีเรียสามารถมีชีวิตรอดได้ดีเป็นเวลา 30 วัน และ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลยังคงที่เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 (ตารางที่ 3.7) แต่ในเดือนที่ 2 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลลดลงอย่างชัดเจน นอกจากนี้เมื่อเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน พบว่าแบคทีเรียตรึงที่เก็บไว้มีการปนเปื้อนโดยเชื้อรา และขนาดของ    
ซิลิกาเล็กลงเรื่อยๆ เนื่องจากน้้าภายในซิลิกาเกิดการระเหยออก ดังนั้นควรเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อยังไม่น้าไปใช้งาน ดังเช่นงานวิจัยของ Liu และคณะ (2009) พบว่า
แบคทีเรีย Acinetobacter sp. XA05 และ Sphingomonas sp. FG03 ตรึงบนพอลิไวนิล
แอลกอฮอล์มีอัตราการย่อยสลายฟีนอลคงที่ และสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 93% หลังจากเก็บ
แบคทีเรียตรึงเป็นเวลา 50 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขณะที่แบคทีเรียอิสระมีอัตราการย่อย
สลายฟีนอลลดลง เมื่อเก็บเซลล์ไว้นาน 10 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และสูญเสียแอคทิวิตีเมื่อ
เก็บเซลล์ไว้นาน 50 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แสดงให้เห็นแบคทีเรียตรึงสามารถเก็บและยังคง
มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารมลพิษได้นานกว่าแบคทีเรียอิสระ   
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ตารางที่ 3.7 การอยู่รอดและแอคทิวิตีของแบคทีเรียที่ถูกตรึงในซิลิกาเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4             
องศาเซลเซียส 

ระยะเวลาในการ
เก็บรักษา (วัน) 

จ านวนแบคทีเรียในซิลิกา 
ที่ผ่านการเก็บรักษา 

(Log CFUต่อกรัมซิลิกา ) 

ปริมาณฟีนอลที่เหลือ (%) ในระบบ* 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 8.35±0.48 93.55±5.20 13.69±1.23 
7 8.29±0.58 ND ND 

14 8.48±0.45 ND ND 

21 8.32±0.55 ND ND 
30 8.36±0.51 92.81±1.09 17.66±4.34 

42 7.47±0.64 ND ND 
50 7.29±0.62 ND ND 

60 6.95±0.05 91.80±0.15 43.37±2.78 

หมายเหตุ : *ทดสอบแอคทิวิตีของแบคทีเรียในซิลิกาที่ผ่านการเก็บรักษา โดยใช้ฟีนอลความเข้มข้น
เริ่มต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และบ่มเป็นเวลา 10 วัน 
  ชุดควบคุม: ชุดที่เติมซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย 
  ชุดทดลอง: ชุดที่เติมซิลิกาที่มีแบคทีเรีย 
  ND หมายถึง Not Determined 
 

อย่างไรก็ดีมีรายงานเกี่ยวกับการเก็บรักษาเซลล์ตรึงบนซิลิกา ดังเช่นงานวิจัยของ 
Desimone และคณะ (2005) พบว่า Escherichia coli ที่ถูกตรึงในซิลิกอนออกไซด์ สามารถเก็บที่
อุณหภูมิ 4 และ 20 องศาเซลเซียส ได้เป็นเวลา 60 วัน งานวิจัยของ Nassif และคณะ (2002)  
สามารถเก็บรักษา Escherichia coli B (CIP-54125) ในซิลิกาแบบ wet gels ได้หลายสัปดาห์ที่
อุณหภูมิห้อง โดยปราศจากอาหาร และ Fennouh และคณะ (2000) พบว่าการตรึง Escherichia 
coli K12 ภายในซิลิกา สามารถรักษากิจกรรมของเอนไซม์ได้ และเซลล์สามารถด้ารงชีพอยู่ในซิลิกา
ได้มากกว่า 1 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิห้องทั้งนี้คาดว่าการอยู่รอดและประสิทธิภาพของแบคทีเรียในซิลิกา
หลังการเก็บรักษาจะข้ึนอยู่กับชนิดของแบคทีเรีย 
 
 



 53 

 3.4.3 การพัฒนาระบบการกรองชีวภาพที่ประกอบด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ส าหรับ
บ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ 

3.4.3.1 การสร้างระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ขนาดเล็ก 

การออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียที่ประกอบด้วยตัวกลางซึ่งท้าหน้ าที่ให้
แบคทีเรียยึดเกาะ ต้องพิจารณาถึงคุณสมบัติของตัวกลาง เช่น หากตัวกลางจมในของเหลว ก็ควรจะ
ใช้ถังปฏิกรณ์ที่มีการกวนผสมเพ่ือให้ตัวกลางฟุ้งกระจายอย่างทั่วถึง หรือหากตัวกลางที่ใช้ลอยตัว ก็
ควรเลือกใช้ถังปฏิกรณ์ชนิดที่เป็น fixed bed reactor โดยให้ของเหลวไหลผ่านตัวกลางและเกิดการ
บ้าบัดขณะที่ของเหลวไหลผ่าน (Rai University, 2004) ในกรณีของงานวิจัยนี้ ตัวกลางที่ใช้คือ
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่มีคุณสมบัติจมน้้า ดังนั้นถังปฏิกรณ์ที่ใช้ต้องมีการกวนผสมพร้อมทั้งให้อากาศ 
เนื่องจากแบคทีเรียที่ใช้เป็นแบคทีเรียที่ต้องการอากาศส้าหรับการเจริญซึ่งถังปฏิกรณ์ที่ใช้กันทั่วไปมี
ทั้งการกวนผสมและการให้อากาศ 3 ชนิด คือ Stirred tank reactor (STR), Bubble column 
reactor (BCR) และ Airlift bioreactor (AR) แต่ทั้งนี้มีการรายงานว่า STR ไม่เหมาะสมกับการใช้กับ
แบคทีเรียตรึง เนื่องจากการเสียดสีกันระหว่างใบพัดกับแบคทีเรียตรึง อาจท้าให้เกิดความเสียหายกับ
แบคทีเรียตรึง นอกจากนี้แรงเฉือนที่เกิดจากใบพัดยังกระจายไม่ท่ัวถึง กล่าวคือมีแรงมากบริเวณใบพัด 
ซึ่งก็คือภายในถัง แต่บริเวณผิวของเหลวจะมีแรงเฉือนน้อย ในขณะเดียวกัน BCR และ AR มีการ
กระจายของแรงเฉือนอย่างทั่วถึง ท้าให้แรงที่แบคทีเรียตรึงจะได้รับมีค่าน้อยกว่าแรงจาก STR แต่ 
BCR มีข้อเสียคือ ตัวกลางบางส่วนจะเกิดการตกตะกอนอยู่บริเวณก้นถัง และการไหลเวียนของ
ของเหลวภายในถังไม่ทั่วถึง ส่งผลให้เกิด dead zone ขึ้น (ศิรินันท์ สุวรรณโมลี, 2547; Rai 
University, 2004; Dubey และ Hussain, 2014) ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกที่จะศึกษาเฉพาะ AR เท่านั้น 

ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ขนาดเล็กที่สร้างขึ้นมีการ
เพ่ิม Internal loop ซึ่งจะเป็นตัวช่วยให้เกิดการหมุนวนของของเหลวและตัวกลางภายใน รวมทั้งช่วย
กระจายแรงเฉือนให้ทั่วทั้งถังปฏิกรณ์ท้าให้เกิดการเสียหายกับตัวกลางภายในน้อยลง (รูปที่ 3.4) 
หลังจากนั้นบรรจุแบคทีเรียตรึงลงในถังปฏิกรณ์ โดยแปรผันปริมาณตั้งแต่ 25 - 150 กรัมต่อลิตร 
พบว่าปริมาณแบคทีเรียตรึงที่เหมาะสมที่สุด คือ 25 กรัมต่อลิตร โดยแบคทีเรียตรึงสามารถหมุนวนอยู่
ในถังปฏิกรณ์ได้ดีที่สุด (ตารางที่ 3.8) โดยไม่มีการตกอยู่ด้านล่างของระบบการกรองชีวภาพแบบ 
Internal loop Airlift Bioreactor ดังรูปที่ 3.5 ดังนั้นจึงน้าระบบที่ได้ไปทดสอบการบ้าบัดน้้าเสีย
สังเคราะห์และน้้าเสียจริงที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลต่อไป 
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รูปที่ 3.4 ลักษณะของระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่สร้างขึ้น 
 
 
ตารางท่ี 3.8 การแปรผันปริมาณเซลล์ตรึงส้าหรับบรรจุลงในถังปฏิกรณ์ 

ปริมาณแบคทีเรียตรึง (กรัมต่อลิตร) ความสามารถในการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียตรึง 

25 +++++ 

50 +++ 
100 + 

150 - 

หมายเหตุ:  + หมายถึง แบคทีเรียตรึงสามารถหมุนวนอยู่ในถังปฏิกรณ์ได้โดยความเร็วของการ
เคลื่อนที่เพ่ิมจาก + ถึง +++++ 

      - หมายถึง แบคทีเรียตรึงไม่สามารถเคลื่อนที่ในถังปฏิกรณ์ได้ 
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รูปที่ 3.5 ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 25 กรัมต่อลิตร 

 
3.4.3.2 การหาภาวะที่เหมาะสมในการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบน   

ซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้ าเสียสังเคราะห์ 
การทดลองนี้ใช้น้้าเสียสังเคราะห์ 2 ชนิด คือ น้้ากลั่น และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่

เติมสารประกอบฟีนอลความเข้มข้นต่างๆ เนื่องจากต้องการทราบว่าการท้างานของแบคทีเรียตรึงบน
ซิลิกาจ้าเป็นต้องมีสารอาหารอื่นๆ ด้วยหรือไม่ จึงศึกษาน้้าเสียสังเคราะห์ 2 ชนิด 

3.4.3.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพ
โดยใช้น้ ากลั่นเติมฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้ า 5.0 ชั่วโมง 

ในการทดลองส่วนนี้ทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดฟีนอลในน้้ากลั่น โดยแบคทีเรียตรึงบน  
ซิลิกาใน internal loop airlift bioreactor แบบต่อเนื่อง รวมทั้งศึกษาหาระยะเวลากักเก็บน้้า 
(Hydraulic Retention Time; HRT) ที่น้อยที่สุดที่ Internal loop Airlift Bioreactor สามารถ
บ้าบัดฟีนอลในน้้ากลั่นได้มากที่สุด โดยใช้ฟีนอลความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ไม่มีการเติม
สารอาหารลงในน้้ากลั่น และเลือกใช้ปริมาณแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ 25 กรัมต่อลิตร เพราะเป็น
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ปริมาณแบคทีเรียตรึงที่สามารถเคลื่อนที่ในถังปฏิกรณ์ได้ดีที่สุด ส่วนระยะเวลากักเก็บน้้าที่ศึกษา คือ 
5 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่าเมื่อให้น้้าเสียสังเคราะห์ไหลเข้าและออกจากถังปฏิกรณ์อย่างต่อเนื่อง 
ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ต้องใช้ระยะเวลาช่วงแรกในการ
ปรับตัวก่อนที่ความเข้มข้นฟีนอลจะลดลงในเวลาต่อมา นอกจากนี้ยังพบว่าระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลในน้้ากลั่นได้ประมาณ 
60% (รูปที่ 3.6) ซึ่งในการทดลองต่อไปมีการเปลี่ยนชนิดของน้้าเสียสังเคราะห์ (น้้ากลั่น) เป็นอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor 

 
รูปที่ 3.6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้น้้ากลั่นเติม 

ฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 
 

ส้าหรับการศึกษาจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดในวัสดุตรึงและน้้าเสียสังเคราะห์ พบว่ามี
แบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้งระบบประมาณ 
2.14±0.52×1010 CFU ต่อชุดทดลอง โดยในขณะเริ่มต้นการทดลอง (ชั่วโมงที่ 0) มีจ้านวนแบคทีเรีย
ในซิลิกาประมาณ 4.67±1.15×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 181 ชั่วโมง มีจ้านวน
แบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยเป็น 8.57±0.21×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรีย
ในน้้าเสีย 1.07±0.15x105 CFU ต่อมิลลิลิตร 
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3.4.3.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพ
โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมฟีนอลท่ีระยะเวลากักเก็บน้ า 5.0 ชั่วโมง 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้นิยมใช้แบคทีเรียอิสระเป็นหัวเชื้อ ดังนั้นการทดลองส่วนนี้ใช้ระบบ
การกรองชีวภาพที่บรรจุด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเป็นหัวเชื้อ โดยเปลี่ยนชนิดของน้้าเสียสังเคราะห์
จากน้้ากลั่นมาเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM และใช้ฟีนอลความเข้มข้น 5 - 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซึ่งเป็นช่วงความเข้มข้นฟีนอลที่พบในน้้าเสียจริงจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่ผ่านการบ้าบัดด้วย
ระบบบ่อปรับเสถียร ส้าหรับการทดลองในส่วนนี้เริ่มจากน้าน้้าเสียสังเคราะห์ไหลเข้า-ออกถังปฏิกรณ์
อย่างต่อเนื่อง จนกระทั่งความเข้มข้นของฟีนอลที่เหลืออยู่ในน้้าเสียที่ออกจากถังปฏิกรณ์คงที่ จากนั้น
จึงเปลี่ยนระยะเวลากักเก็บน้้าไปเป็นค่าที่จะด้าเนินการศึกษาต่อไป ส้าหรับการวิเคราะห์หา
ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ท้าได้โดยวิเคราะห์
หาความเข้มข้นฟีนอลในน้้าเสียที่เข้าและออกจากถังปฏิกรณ์ที่ระยะเวลาต่างๆผลการทดลองพบว่า
เมื่อเริ่มปล่อยให้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมฟีนอลไหลเข้าและออกจากถังปฏิกรณ์อย่าง
ต่อเนื่อง แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาไม่ต้องใช้ระยะเวลาช่วงแรกในการปรับตัว และฟีนอลมีความเข้มข้น
ลดลงอย่างรวดเร็วและคงที่ในเวลาต่อมา (รูปที่ 3.7) ซึ่งต่างจากการบ้าบัดฟีนอลในน้้ากลั่นที่ใช้
ระยะเวลาช่วงแรกของการบ้าบัดปรับตัวนานกว่า นอกจากนี้ยังพบว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ  
Internal loop Airlift Bioreactor มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 5 - 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร สูงถึง 100 % (ตารางที่ 3.9) ซึ่งมีอัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุดเท่ากับ 20 
มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงที่ความเข้มข้นฟีนอล 100 มิลลิกรัมต่อลิตรส้าหรับการศึกษาจ้านวน
แบคทีเรียที่อยู่รอดในวัสดุตรึงและน้้าเสียสังเคราะห์ พบว่ามีแบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง 
และมีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้งระบบประมาณ 6.43±0.63×1010 CFU ต่อชุดทดลอง โดย
ในขณะเริ่มต้นการทดลอง (ชั่วโมงที่ 0) มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาประมาณ 4.33±1.53×108 CFU 
ต่อกรัมซิลิกา เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 94 ชั่วโมง มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเป็น 
2.57±0.25×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 1.30±0.27×105 CFU ต่อ
มิลลิลิตรพบว่าระบบที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM มีจ้านวนแบคทีเรียมากกว่าเมื่อใช้น้้ากลั่น 
เนื่องจากสารอาหารช่วยให้แบคทีเรียเจริญและท้าให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีขึ้นดังนั้น
จึงสรุปได้ว่าแบคทีเรียตรึงมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลได้ดีกว่าแบคทีเรียอิสระ และ
สารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลของ
แบคทีเรียตรึงใน Internal loop Airlift Bioreactor ได้ ดังเช่นงานวิจัยของ Pishgara และคณะ 
(2012) ศึกษาการบ้าบัดฟีนอลร่วมกับกลูโคสด้วยแบคทีเรียที่คัดแยกจากน้้าเสียโรงงานเผาถ่านหินใน
ประเทศอิหร่านในระบบแบบแบทช์ พบว่าระบบสามารถบ้าบัดฟีนอลและกลูโคสได้อย่างสมบูรณ์ที่
ความเข้มข้น 600 และ 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใน 18 และ 7 วัน ตามล้าดับ ซึ่งมีอัตราการย่อย
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สลายฟีนอลและกลูโคสสูงสุดเท่ากับ 0.71 และ 15.63 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ แต่เมื่อ
ระบบบ้าบัดฟีนอลที่ความเข้มข้น 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับกลูโคสที่ความเข้มข้น 1,800 มิลลิกรัม
ต่อลิตร พบว่าอัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุดเพ่ิมขึ้นเป็น 0.84 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง จาก
การศึกษาแสดงให้เห็นว่ากลูโคสช่วยเพ่ิมอัตราการย่อยสลายฟีนอลได้ เนื่องจากเกิด uncompetitive 
cross-inhibition (Wang และคณะ, 1996) ซึ่งในการทดลองต่อไปจะมีการลดระยะเวลากักเก็บน้้า 
เพ่ือให้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
สามารถบ้าบัดน้้าเสียได้ปริมาณมากขึ้น  

 

 
 

รูปที่ 3.7 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้ 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 
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ตารางท่ี 3.9 ประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 
(HRT) 5.0 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ประสิทธิภาพในการบ าบัด 
ฟีนอล(%)* 

ความเข้มข้นฟีนอลสุดท้าย     
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

5 100 0 

10 100 0 
25 100 0 

50 100 0 

100 100 0 
* ประสิทธิภาพในการบ้าบัดเมื่อระบบเข้าสู่ Steady state 
 

3.4.3.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพ
โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมฟีนอลท่ีระยะเวลากักเก็บน้ า 2.5 ชั่วโมง 

จากการทดลองข้างต้นพบว่าระยะเวลากักเก็บน้้าที่เหมาะสมส้าหรับการบ้าบัดฟีนอลในน้้า
เสียสังเคราะห์ (อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM) โดยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor คือ 5.0 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะเวลากักเก็บน้้าที่ใช้เวลาค่อนข้างนานในการบ้าบัดฟีนอล 
ดังนั้นในการทดลองส่วนนี้จึงเปลี่ยนระยะเวลากักเก็บน้้าจาก 5.0 ชั่วโมง มาเป็น 2.5 ชั่วโมง ปริมาณ
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ใช้เท่ากับ 25 กรัมต่อลิตรน้้าเสียที่ใช้ในการทดลองเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM เติมฟีนอลที่ความเข้มข้น 5 - 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ส้าหรับการทดลองในส่วนนี้เริ่มจากน้าน้้า
เสียสังเคราะห์ไหลเข้า-ออกถังปฏิกรณ์อย่างต่อเนื่อง จนกระทั่งความเข้มข้นของฟีนอลที่เหลืออยู่ในน้้า
เสียที่ออกจากถังปฏิกรณ์คงที่ จากนั้นจึงเปลี่ยนระยะเวลากักเก็บน้้าไปเป็นค่าที่จะด้าเนินการศึกษา
ต่อไป ส้าหรับการวิเคราะห์หาประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor ท้าได้โดยวิเคราะห์หาความเข้มข้นฟีนอลในน้้าเสียที่เข้าและออกจากถังปฏิกรณ์ที่
ระยะเวลาต่างๆผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียตรึงสามารถบ้าบัดฟีนอลได้ทันที (รูปที่ 3.8) นอกจากนี้
ยังพบว่าที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 2.5 ชั่วโมง ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลสูงถึง 100 % (ตารางที่ 3.10) โดยมีอัตราการย่อย
สลายฟีนอลสูงสุดเท่ากับ 40 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่ความเข้มข้นฟีนอล 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงกว่าการบ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์ (อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM) ที่
ระยะเวลากักเก็บน้้า 5.0 ชั่วโมง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ 
Internal loop Airlift Bioreactor สามารถลดระยะเวลากักเก็บน้้าเหลือ 2.5 ชั่วโมง ท้าให้สามารถ
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บ้าบัดน้้าเสียได้ในปริมาณมากขึ้นดังเช่นงานวิจัยของ Saravanan และคณะ (2011b) ที่ศึกษาการ
บ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์ชนิด MSM ด้วยแบคทีเรียอิสระสายพันธุ์ Pseudomonas sp. ใน
ระบบแบบ Internal loop Airlift Bioreactor (ILALR) แบบต่อเนื่องโดยเปรียบเทียบระยะเวลากัก
เก็บน้้า (HRT) ระหว่าง 8.3 และ 4.1 ชั่วโมง พบว่าอัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุดที่ระยะเวลากักเก็บ
น้้า (HRT) 8.3 ชั่วโมง เท่ากับ 36.14 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง แต่เมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้้าเป็น 
4.1 ชั่วโมง พบว่าอัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุดเพ่ิมเป็น 73.17 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง แสดงให้
เห็นว่าเมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้้า ท้าให้ประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารมลพิษของระบบแบบ 
Internal loop Airlift Bioreactor (ILALR) สูงขึ้นและสามารถบ้าบัดน้้าเสียได้ปริมาณมากข้ึน 

 
 

รูปที่ 3.8 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้ 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 3.10 ประสิทธิภาพในการบ้าบัดฟีนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ระยะเวลากักเก็บ
น้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 

ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ประสิทธิภาพในการบ าบัด 
ฟีนอล (%)* 

ความเข้มข้นฟีนอลสุดท้าย 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

5 100 0 

10 100 0 
25 100 0 

50 100 0 

100 100 0 
200 100 0 

300 100 0 

* ประสิทธิภาพในการบ้าบัดเมื่อระบบเข้าสู่ Steady state 
 

ส้าหรับการศึกษาจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดในแบคทีเรียตรึงและน้้าเสียสังเคราะห์ พบว่ามี
แบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้งระบบประมาณ 
6.68±0.63×1010 CFU ต่อชุดทดลอง ในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาประมาณ 
4.00±0.63×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 196 ชั่วโมง มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกา
เพ่ิมขึ้นเป็น 2.67±0.25×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 1.40±0.25×105 

CFU ต่อมิลลิลิตร 
 
3.4.3.2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมสารประกอบฟีนอลชนิดต่างๆ ที่ระยะเวลากักเก็บน้ า 2.5 
ชั่วโมง 

จากการทดลองข้างต้นพบว่าระยะเวลากักเก็บน้้าที่เหมาะสมส้าหรับการบ้าบัดฟีนอลใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM โดยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor คือ 
2.5 ชั่วโมง ปริมาณแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ใช้เท่ากับ 25 กรัมต่อลิตร ต่อมาได้ทดสอบประสิทธิภาพ
ของระบบการกรองชีวภาพ โดยใช้น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีสารประกอบฟีนอลหลายชนิด โดยใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมฟีนอล, catechol, caffeic acid และ ferulic acid ความเข้มข้น 30, 
29, 47 และ 82 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ทั้งนี้อ้างอิงจากงานวิจัยของ (Aresta และคณะ, 2010) 
ซึ่งจ้าลองมาจากน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันมะกอก ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
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สามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลทั้งหมดได้ภายใน 21 ชั่วโมง (รูปที่ 3.9) นอกจากนี้ยังพบว่า
สารประกอบฟีนอลแต่ละชนิดถูกย่อยสลายได้เกือบหมด โดยมีประสิทธิภาพการบ้าบัดสูงถึง 100% 
(ตารางที่ 3.11) ซึ่งอัตราการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลสูงสุดเท่ากับ 75.2 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อ
ชั่วโมง และสามารถลดความเข้มของสีที่เกิดจากสารประกอบฟีนอลได้ประมาณ 50% (รูปที่ 3.10) 
จากตารางที่ 3.12 แสดงให้เห็นว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ ILALR ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงมีอัตรา
การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลสูงกว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ ILALR ที่บรรจุแบคทีเรียอิสระ  

ส้าหรับการศึกษาจ้านวนแบคทีเรียในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียสังเคราะห์ พบว่ามี
แบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้งระบบประมาณ 
3.50±0.54×1010 CFU ต่อชุดทดลอง ในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาประมาณ 
4.67±1.15×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 45 ชั่วโมง มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกา
เพ่ิมขึ้นเป็น 1.40±0.20×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 1.53±0.32×105 
CFU ต่อมิลลิลิตร 

 

 
 

รูปที่ 3.9 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้ 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมสารประกอบฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 3.11 ประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่
ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 

สารประกอบ 
ฟีนอล* 

ความเข้มข้น
สารประกอบฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ประสิทธิภาพในการบ าบัด
สารประกอบฟีนอล (%)** 

ความเข้มข้น
สารประกอบฟีนอล

สุดท้าย 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ฟีนอล 30 100 0 

Catechol 29 100 0 
Caffeic acid 47 100 0 

Ferulic acid 82 99.99 0.003 

* แหล่งที่มา: Aresta และคณะ (2010) 
** ประสิทธิภาพในการบ้าบัดเมื่อระบบเข้าสู่ Steady state 
***สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วย 4-อะมิโนแอนติไพรีน และ HPLC 
 

 
 

รูปที่ 3.10 ความเข้มของสีที่เหลืออยู่ (%) เมื่อสารประกอบฟีนอลถูกย่อยสลายด้วยแบคทีเรียตรึงบน
ซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM 

ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 
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ตารางท่ี 3.12 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์ด้วยระบบ
การกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ชนิดของแบคทีเรีย เซลล์

อิสระ 
หรือ
เซลล์
ตรึง 

ระยะ 
เวลากัก
เก็บน้ า 

(ชั่วโมง) 

ชนิดของสาร
มลพิษ 

ความ
เข้มข้น
ของสาร
มลพิษ  

(มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

ประสิท
ธิภาพ

การย่อย
สลาย 
(%) 

อัตรา
การย่อย
สลาย  

(มิลลิกรั
มต่อลิตร

ต่อ
ชั่วโมง) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

Achromobacter 
sp. 

เซลล์
ตรึง 

8 2,4 
dichlorophenol 

100  94-99 11.75 Quan และ
คณะ (2003) 

Achromobacter 
sp. 

เซลล์
ตรึง 

8 ฟีนอล 
2,4 

dichlorophenol 

200  
10  

100  
98 

25 
1.25 

Quan และ
คณะ (2004)  

Pseudomonas 
stutzeri OX1 

เซลล์
อิสระ 
และ
เซลล์
ตรึง 

5.0-
0.83 

ฟีนอล 450  90 90 Viggiani และ
คณะ (2006) 

Pseudomonas 
spp. 

เซลล์
อิสระ 

47 ฟีนอล 600  100 12.77 Saravanan 
และคณะ 
(2008a) 

Indigenous mixed 
microbial 
culture 

predominantly 
Pseudomonas sp. 

เซลล์
อิสระ 

8.3 
4.1 

ฟีนอล 
m-cresol 

 

100 
100  

100 
100 

18.18 
16.67 

Saravanan 
และคณะ 
(2008b) 

predominantly 
Pseudomonas sp. 

เซลล์
อิสระ 

8.3  
4.1 

ฟีนอล 
m-cresol 

300 
300  

100 
100 

36.14 
24.39 

Saravanan 
และคณะ 
(2011a) 

Pseudomonas sp. เซลล์
อิสระ 

- ฟีนอล 
m-cresol 

50-125  100 7.69-
33.33 

Saravanan 
และคณะ 
(2011b) 

Methylobacterium 
sp. NP3 และ 

Acinetobacter sp. 
PK1 

เซลล์
ตรึง 

2.5 ฟีนอล 
สารประกอบฟีนอล 

188-300  99-100 
 

75.2-
120 

งานวิจัยน้ี 
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ในการทดลองส่วนนี้พบว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
สามารถท้างานได้อย่างต่อเนื่อง โดยเมื่อศึกษาการย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์เป็นเวลา 89 
วัน ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 2.5 ชั่วโมง พบว่าระบบมีประสิทธิภาพคงที่ในการย่อยสลายฟีนอลที่ความ
เข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้เกือบ 100% (รูปที่ 3.11) และเมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 89 วัน มี
จ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเป็น 1.37±0.25×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียใน
น้้าเสีย 5.67±0.25×105 CFU ต่อมิลลิลิตร  

  

 
รูปที่ 3.11 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว CFMM เติมฟีนอลที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมงแบบต่อเนื่องเป็นเวลา 89 วัน 
 
จากการน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาท่ีผ่านการบ้าบัดฟีนอลไปศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช้

เครื่อง Scanning Electron Microscope (SEM) จากรูปที่ 3.12(ก) วันที่ 0 (ข) 94 ชั่วโมง และ (ค) 
89 วัน สังเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายในซิลิกาตลอดการทดลอง  
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ก.0 วัน                ข. 94 ชั่วโมง           ค. 89 วัน 

รูปที่ 3.12 ลักษณะของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า เมื่อย่อยสลายฟีนอล 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 

 
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์แบบต่อเนื่องเป็นเวลา 50 วัน พบว่าระบบ

การกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor มีประสิทธิภาพคงที่เกือบ 100% ในการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอล (รูปที่ 3.13) เมื่อศึกษาลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียตรึงโดยใช้
เครื่อง Scanning Electron Microscope (SEM) สังเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายในซิลิกาตลอดการ
ทดลอง (รูปที่ 3.14) นอกจากนี้พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยโดยในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวน
แบคทีเรียในซิลิกาประมาณ 4.67±0.12×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 50 วัน มี
จ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเป็น 1.10±0.26×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียใน
น้้าเสีย 2.57±0.21×105 CFU ต่อมิลลิลิตร 
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รูปที่ 3.13 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้ 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เติมสารประกอบฟีนอล ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 
แบบต่อเนื่องเป็นเวลา 50 วัน 

 

         
 ก. 45 ชั่วโมง                       ข. 50 วัน 
 

รูปที่ 3.14 ลักษณะของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า เมื่อย่อยสลายสารประกอบ 
ฟีนอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 2.5 ชั่วโมง 
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3.4.3.2.5 การประเมินต้นทุนของระบบบ าบัด 
การประเมินต้นทุนของระบบบ้าบัดขนาดความจุ 3 ลิตร ประกอบด้วย ต้นทุนการผลิต

แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 75 กรัม ซึ่งเตรียมมาจากหัวเชื้อ 1 ลิตร (ตารางที่ 3.13) ต้นทุนระบบการ
กรองชีวภาพ และค่าไฟฟ้าในการเดินระบบ (ตารางที่ 3.14)  

 
ตารางท่ี 3.13 ต้นทุนการผลิตแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 75 กรัม 

รายการ ปริมาณ หน่วย ต้นทุนต่อหน่วย 
(บาท) 

รวมต้นทุน 
(บาท) 

สารเคมีส้าหรับเตรียมหัวเชื้อ 1 ลิตร 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)  3 กรัม 1.712 5.14 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) 2.2 กรัม 3.638 8.00 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(Na2HPO4.12H2O) 0.8 กรัม 2.568 2.05 

เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) 0.05 กรัม 1.926 0.09 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 0.62 0.03 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 1 กรัม 1.926 1.93 

น้้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 0.001 1 

ฟีนอล (phenol) 0.01 กรัม 4.4  0.04  

รวมค่าใช้จ่ายสารเคมีส้าหรับ 
เตรียมหัวเชื้อ       18.25 

สารเคมีส้าหรับเตรียมซิลิกา 75 กรัม 

TEOS 21.87 มิลลิลิตร 2.8 61.24 

 HCl 17.49 มิลลิลิตร 0.18 18.36 

KOH 5.01 มิลลิลิตร 0.45 2.25 

รวมค่าใช้จ่ายสารเคมีส้าหรับ 
เตรียมซิลิกา       81.85 

ค่าไฟฟ้า   

Shaker (10 flasks) 1 วัน 0.054 กิโลวัตต์ 2.5 3.24 
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รายการ ปริมาณ หน่วย ต้นทุนต่อหน่วย 
(บาท) 

รวมต้นทุน 
(บาท) 

ชม. 

รวมค่าไฟฟ้า       3.24 

รวมต้นทุนขั้นตอนการเตรียมหัวเชื้อ       103.34 

ที่มา: พ.ศ. 2554 
 
ตารางท่ี 3.14 ต้นทุนการผลิตระบบการกรองชีวภาพและค่าไฟฟ้าในการเดินระบบ 

รายการ ปริมาณ หน่วย ต้นทุนต่อหน่วย 
(บาท) 

รวมต้นทุน 
(บาท) 

ค่าระบบการกรองชีวภาพ  

Internal loop Airlift Bioreactor 1 เครื่อง 3,000 3,000 

ปั๊มลม 1 เครื่อง 280 280 

ปั๊มน้้า (ปั๊มเคมี)  1 เครื่อง 1,000 1,000 

รวมค่าระบบการกรองชีวภาพ    4,280 

ค่าไฟฟ้าส้าหรับเดินระบบต่อวัน   

ปั๊มอากาศ 0.0036 
กิโลวัตต์

ชม. 2.5 0.22 

ปั๊มน้้า 0.08 
กิโลวัตต์

ชม. 2.5 4.8 

รวมค่าไฟฟ้าต่อวัน       5.02 

รวมค่าใช้จ่ายในการบ้าบัดน้้าเสีย 1 
ลิตร ที่ HRT 5 ชั่วโมง  

เป็นเวลา 4 เดือน    0.003 

ที่มา: พ.ศ. 2554 
 

เมื่อรวมค่าใช้จ่ายทั้งหมดแล้ว พบว่าต้นทุนในการผลิตหัวเชื้อและระบบบ้าบัดการกรอง
ชีวภาพส้าหรับบ้าบัดน้้าเสีย คือ 103 และ 4,280 บาท ตามล้าดับ ส่วนค่าใช้จ่ายในการบ้าบัดน้้าเสีย 
คือ 0.35 บาทต่อลิตร ทั้งนี้การขยายขนาดของระบบสามารถใช้คุณสมบัติและค่าที่เหมาะสมในการ
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ออกแบบระบบตาม Khondee และคณะ (2012) และอาจจะใช้ถังพลาสติกส้าหรับเก็บน้้ามาประยุกต์
เป็นถังบ้าบัด ซึ่งสามารถเลือกขนาดของถังบ้าบัดตามปริมาณน้้าเสียที่ต้องการบ้าบัด โดยฝาของถัง
ด้านบนมีการเจาะรูเพ่ือใช้เป็นช่องต่อสายยางให้น้้าเข้า และเจาะรูที่ฐาน 2 รู ใช้เป็นทางน้้าออกและ
ให้อากาศ แล้วติดตั้งปั๊มน้้าที่มีแรงดันเพียงพอกับการให้แบคทีเรียตรึงสามารถเคลื่อนที่ในระบบได้ 
ส้าหรับการให้อากาศท้าโดยใช้ปั๊มลมต่อกับจานพ่นอากาศส่วน Internal loop สามารถท้าจากแผ่น
อะคริลิกหรือแผ่นโลหะ การสูบน้้าไปยังถังบ้าบัดนั้นใช้ปั๊มเคมีเป็นตัวควบคุม หลังจากนั้นบรรจุ
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาปริมาณ 25 กรัมต่อลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ แล้วเดินระบบโดยให้มีระยะเวลากัก
เก็บน้้าตามต้องการ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นในการบ าบัดสารประกอบฟีนอล 

ที่ปนเปื้อนในน้ าเสียจากบ่อบ าบัดน้ าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย 
 

4.1 บทน า 
อุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์มดิบแบบใช้น้้าหรือแบบมาตรฐานก่อให้เกิดของเสียจาก

กระบวนการผลิตทั้งวัสดุเศษเหลือในรูปของแข็ง ได้แก่ ทะลายปาล์มเปล่า เส้นใย และกะลาปาล์ม
น้้ามัน นอกจากนี้ยังมีน้้าเสียซึ่งมีรายงานว่าในการผลิตน้้ามันปาล์มดิบ 1 ตัน ต้องใช้น้้าประมาณ 5 - 
5.7 ตัน และน้้าที่ใช้ในการผลิตมากกว่า 50% กลายมาเป็นน้้าเสีย น้้าเสียส่วนใหญ่เกิดจาก
กระบวนการผลิตในขั้นตอนการอบทะลายปาล์มในรูปน้้าเสียจากหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ และน้้าเสียจากเครื่อง
เหวี่ยงแยกน้้ามันจากน้้าสลัดจ์ ซึ่งมีปริมาณสารอินทรีย์สูงและมีสีน้้าตาลคล้้า อันเกิดจากสารประกอบ
จ้าพวกแอนโทไซยานิน แคโรทีน เมลานอยดิน ลิกนิน แทนนินและพอลิฟีนอล (Hartley, 1977; 
Hwang และคณะ, 1978; Baker และ Worgan, 1981) สีคล้้าของน้้าเสียโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มมี
ผลท้าให้ออกซิเจนที่สัมผัสผิวหน้าของน้้าลดลง ขัดขวางการเจริญของสิ่งมีชีวิตในน้้าที่มีการใช้
ออกซิเจน และสีของน้้าเสียโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มยังท้าลายทัศนียภาพอีกด้วย (Park และคณะ, 
2007) นอกจากนี้ยังพบว่าในน้้าเสียโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มมีการปนเปื้อนของสารประกอบฟีนอลซึ่ง
เป็นสารอินทรีย์ที่พบในผลปาล์ม สารประกอบฟีนอลยังเป็นสารตัวกลางที่เกิดจากการย่อยสลาย
ลิกนินผ่านกระบวนการ wet oxidation อีกด้วย (Kongjan และคณะ, 2010) จากรายงานที่ผ่านมา
พบปริมาณของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแล้วของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มตั้งแต่ 
30-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (พนิดา โต๊ะสู, 2555; Alam และคณะ, 2009; Cordova-Rosa และคณะ
, 2009; Limkhunsuwan และ Chaiprasert, 2010; Bunrung และคณะ, 2014; Khongkhaem 
และคณะ, 2014) นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลยังมีส่วนท้าให้เกิดสีคล้้าในน้้าเสียและถูกบ้าบัดได้ยาก
ด้วยการบ้าบัดทางชีวภาพ (Sayadi และคณะ, 2000; Neoh และคณะ, 2014; Saifuddin และคณะ, 
2014) 

น้้าเสียที่เกิดจากระบวนการสกัดน้้ามันปาล์ม และผ่านการบ้าบัดด้วยบ่อปรับเสถียรจะถูก
เรียกว่า treated palm oil mill effluent (Treated POME) จากการศึกษาที่ผ่านมายังมีงานวิจัยที่
ศึกษาการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรของโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์มน้อยมาก เนื่องจากงานวิจัยส่วนใหญ่มุ่งเน้นการบ้าบัดซีโอดี บีโอดี น้้ามันและไขมัน และสีในน้้า
เสียจากบ่อปรับเสถียรของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม (Lam และ Lee, 2011; Neoh และคณะ, 2014) 
และในทางปฏิบัติโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มยังไม่มีเทคโนโลยีในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้น
ก่อนปล่อยน้้าเสียออกสู่แหล่งน้้าธรรมชาติ นอกจากนี้จุลินทรีย์ท้องถิ่นในระบบบ้าบัดน้้าเสียอาจไม่มี
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ความจ้าเพาะเจาะจงในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลจึงสามารถตรวจพบปริมาณสารประกอบ   
ฟีนอลในน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสูงเกินกว่าค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมตาม
ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) ซึ่งก้าหนดให้น้้าเสีย
จากโรงงานมีสารประกอบฟีนอลได้ไม่เกิน 1 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนี้สารประกอบฟีนอลบางชนิด
มีความเป็นพิษต่อมนุษย์และสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศน์ (Barron และคณะ, 2002) การปนเปื้อนของ
สารประกอบฟีนอลยังท้าให้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดมีค่าซีโอดี และสีเกินกว่าค่าท่ีก้าหนดในมาตรฐาน 
 การจัดการปัญหาน้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในปัจจุบันยังคง
ด้าเนินการโดยอาศัยประสบการณ์ของผู้ควบคุมระบบบ้าบัด เช่น น้าน้้าเสียไปรดสวนปาล์มน้้ามัน 
และปล่อยให้เกิดการระเหยเองตามธรรมชาติ วิธีดังกล่าวก่อให้เกิ ดปัญหาสิ่งแวดล้อมตามมา        
การแก้ปัญหาอย่างยั่งยืนควรเน้นการแก้ไขที่แหล่งก้าเนิด ตั้งแต่ปัญหาการปนเปื้อนของสารประกอบ 
ฟีนอลในน้้าเสีย ลดปัญหาความเข้มของสี บีโอดี และซีโอดี นอกจากนี้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแล้วจึง
จะสามารถปล่อยออกสู่แหล่งน้้าธรรมชาติ หรือน้าน้้าที่บ้าบัดแล้วกลับมาใช้ใหม่ ในปัจจุบันเทคโนโลยี
ที่ใช้ในการก้าจัดสีและสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมสามารถท้าได้หลายวิธี 
เช่น การกรองด้วยเมมเบรน การดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ และการตกตะกอนด้วยสารเคมี แต่วิธีเหล่านี้
มีความยุ่งยากในการใช้งานและการดูแลรักษา รวมทั้งค่าใช้จ่ายในการด้าเนินงานค่อนข้างสูง 
(Hameed และคณะ, 2003; Hojjat และ Salleh, 2009) วิธีการทางชีวภาพจึงเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่
ได้รับความสนใจและนิยมน้ามาใช้ในการบ้าบัดน้้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรมที่มีสีจากสารประกอบ 
ฟีนอล เนื่องจากสามารถก้าจัดสารที่ย่อยสลายยากได้อย่างมีประสิทธิภาพ ต้นทุนด้าเนินการไม่สูงมาก 
และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม (Limkhuansuwan และ Chaiprasert, 2010) การน้าเทคนิคการตรึง
เซลล์มาใช้เพ่ือเพ่ิมความทนทานให้แก่จุลินทรีย์ที่ถูกตรึงบนตัวกลางต่างๆ มีความเหมาะสมที่จะ
น้ามาใช้บ้าบัดสารมลพิษที่มีความเข้มข้นสูง อย่างไรก็ตามความส้าเร็จของวิธีการบ้าบัดทางชีวภาพ
ค่อนข้างเฉพาะเจาะจงขึ้นอยู่กับชนิดของสารมลพิษ ประเภทของจุลินทรีย์ และเทคนิควิธีการที่
เลือกใช้ จึงมีความจ้าเป็นต้องศึกษาและพัฒนาวิธีการที่มีความเหมาะสมกับลักษณะน้้าเสียจากบ่อ
ปรับเสถียรในอุตสาหกรรมสกัดน้้ามันปาล์ม 

จากการศึกษาบทที่ 3 พบว่าระบบการกรองชีวภาพขนาดเล็กแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter 
sp. PK1 ปริมาณ 25 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า 5.0 และ 2.5 ชั่วโมง สามารถก้าจัด
สารประกอบฟีนอลความเข้มข้นตั้งแต่ 5 - 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียสังเคราะห์ ได้ และสามารถ
ใช้งานได้อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลาอย่างน้อย 3 เดือนทั้งนี้สามารถลดค่าซีโอดีและสีได้บางส่วน โดย
ไม่จ้าเป็นต้องเติมสารอาหารอ่ืนๆ เพ่ิม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงน้าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal 
loop Airlift Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามาใช้บ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามัน
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ปาล์มที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลโดยจะใช้น้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม2 แหล่ง คือ จังหวัดสงขลา และจังหวัดสตูลเพ่ือศึกษาและเปรียบเทียบคุณลักษณะของ
แหล่งน้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรที่แตกต่างกัน ควบคู่กับการตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA 
และ LmPH ในระบบการกรองชีวภาพในการบ้าบัดน้้าเสีย เพ่ือยืนยันว่าประสิทธิภาพการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลเกิดจากแบคทีเรียตรึงในซิลิกา ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มียีนย่อยสลายฟีนอล ในปัจจุบัน
งานวิจัยส่วนใหญ่นิยมใช้เชื้อราส้าหรับการบ้าบัดสีที่เกิดจากสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงจากบ่อ
ปรับเสถียรบ่อสุดท้าย (Neoh และคณะ, 2014) ยังไม่มีงานวิจัยใดศึกษาเกี่ยวกับการน้าแบคทีเรียตรึง
บนซิลิกามาใช้เพื่อการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงจากบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มซึ่งแบคทีเรียใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงน้อยกว่าและแพร่กระจายในสิ่งแวดล้อมได้
ค่อนข้างยากกว่าเชื้อรา แบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมส้าหรับน้ามาใช้เป็นหัวเชื้อเพ่ือการบ้าบัดสาร
มลพิษในสิ่งแวดล้อม 

 
4.2 ขั้นตอนงานวิจัย 

4.2.1 การศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
 4.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
  4.2.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียจริงจากโรงงาน A 
จังหวัดสงขลา  

4.2.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียจริงจากโรงงาน B 
จังหวัดสตูล   

4.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor โดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 

4.2.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงจาก 
โรงงาน A จังหวัดสงขลา  

4.2.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงจาก 
โรงงาน B จังหวัดสตูล 

4.2.4 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรอง
ชีวภาพในการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม A จังหวัดสงขลา และโรงงาน B จังหวัด
สตูล 

4.2.4.1 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการ 
กรองชีวภาพด้วยวิธี PCR 
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4.2.4.2 การตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัส 16S rRNA และ LmPH ด้วย 
เทคนิค Real-time qPCR 
 
4.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 

4.3.1 การศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
 การทดสอบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพในการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม โดยจะใช้น้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง คือ จังหวัดสงขลา และจังหวัดสตูล 
โดยศึกษาข้อมูลการผลิต ลักษณะของโรงงาน ระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มและ
วิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม เพ่ือเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการน้าน้้าเสียดังกล่าว
มาใช้เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบ
ทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์และระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ขนาดเล็กต่อไป 
 

4.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิ 
กาในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
  น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 25 กรัม (มีแบคทีเรียประมาณ 4.33×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา) 
เติมลงในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม100 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
พร้อมกับเติมฟีนอลความเข้มข้น 25 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งความเข้นข้นฟีนอลที่เติมลงไปใน
ระบบแบทช์เป็นความเข้มข้นของฟีนอลที่ตรวจพบในน้้าเสียโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม จากนั้นเขย่าที่
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ท้าการทดลองแต่ละชุดทั้งหมด 3 ซ้้า และมีชุด
ควบคุมเพ่ือศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของสารประกอบฟีนอลประกอบด้วย
น้้าเสียฟีนอลและซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา เก็บตัวอย่างที่เวลาต่างๆ จากนั้นวิเคราะห์
ปริมาณฟีนอล สี และจ้านวนแบคทีเรียในระบบเพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล
ระหว่างระบบแบทช์โดยใช้น้้าเสียจริงกับน้้าเสียสังเคราะห์ หลังจากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มาประเมิน
ระยะเวลากักเก็บน้้าส้าหรับระบบการกรองชีวภาพที่จะใช้บ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม
ต่อไป 
 
 4.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
 เลือกภาวะที่ระบบการกรองชีวภาพมีประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบฟีนอลได้ดีที่สุด
มาใช้กับน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม จังหวัดสงขลาและจังหวัดสตูล โดยอาจจะเพ่ิมระยะเวลา
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กักเก็บน้้า ถ้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจริงต่้า
กว่าเมื่อใช้น้้าเสียสังเคราะห์ เก็บตัวอย่างน้้าเข้า-ออก และแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่เวลาต่างๆ จากนั้น
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอล สารประกอบฟีนอล สี ค่าซีโอดี จ้านวนแบคทีเรียในระบบ ตรวจนับจ้านวน
ชุดของยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสด้วยวิธี Real-time qPCR และตรวจติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของประชากรของแบคทีเรียบนซิลิกาด้วย Confocal Laser Scanning Microscopy 
(CLSM) ตามวิธีข้อ 4.3.5 เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้มาใช้ประเมินระยะเวลาที่แบคทีเรียตรึงยังคงประสิทธิภาพ
ในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล และเป็นข้อมูลในการน้าไปศึกษาต่อในระยะยาว ส้าหรับการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มต่อไป 
 

4.3.4 การตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีนอลและประชากรแบคทีเรียใน
ระบบการกรองชีวภาพ 

4.3.4.1 การตรวจหายีน 16S rRNA และ LmPH ในแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
PK1, Methylobacterium sp. NP3 ตรึงบนซิลิกาและแบคทีเรียในน้ าเสีย 

4.3.4.1.1 การตรวจหายีน 16S rRNA 
สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Acinetobacter sp.PK1 และ Methylobacterium sp.NP3 ใน

ซิลิกาและแบคทีเรียในน้้าเสียด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่
ระบุในคู่มือ แล้ววิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ตรวจหายีน  16S rRNA ด้วยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีทดลองของ Muangchinda และคณะ, (2013) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
968 forward กับ 1401 reverse เพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอ ได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มีขนาดประมาณ 433 bp 
โดยใช้ชุด Go-Taq® Green Master Mix (Promega, USA) ส้าหรับท้า PCR ซึ่งเติม reaction 
mixtures ในหลอด PCR ที่วางอยู่ในน้้าแข็ง ดังนี้ 
  Go-Taq® Green Master Mix, 2X 15 µL 
  ไพรเมอร์ 968 F (20 พิโคโมล)   1 µL 
  ไพรเมอร์ 1401 R (20 พิโคโมล)   1 µL 
  DNA-template (25 ng)   2 µL 
  Nuclease-Free Water   11 µL 

รวมส่วนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 30 µL ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศและ
ด้าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 
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Initial denaturation step อุณหภูมิ 96oซ   เวลา 2 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 96 oซ   เวลา 30 วนิาที 
 Annealing step   อุณหภูมิ 55 oซ   เวลา 30 วนิาที     30 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 1 นาที 
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 6 นาที 
ตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้โดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE 

ความเข้มข้น 1 เท่า โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% (ภาคผนวก ค) โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

4.3.4.1.2 การตรวจหายีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลส 
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่ เติมฟีนอลเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
Acinetobacter sp.PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 แบคทีเรียในซิลิกา และแบคทีเรียใน
น้้าเสียด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ แล้ววิเคราะห์
ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ตรวจหายีนประมวลรหัส Largest subunit of 
multicomponent phenolhydroxylase (LmPH) ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีทดลอง
ของ Basile และ Erijman (2010) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ LmPH forward U1+U2+U3 กับ LmPH U 
reverse โดยผู้วิจัยคาดว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp.PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 
น่าจะมียีน LmPH ดังนั้นจึงเลือกไพรเมอร์ข้างต้นซึ่งเป็น Universal primers ที่จ้าเพาะต่อกลุ่ม
แบคทีเรียที่มียีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลส และเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอได้ผลิตภัณฑ์ PCR ที่มี
ขนาดประมาณ 620 bp โดยใช้ชุด Go-Taq® Green Master Mix (Promega, USA) ส้าหรับท้า 
PCR ซ่ึงเติม reaction mixtures ในหลอด PCR ที่วางอยู่ในน้้าแข็ง ดังนี้ 
  Go-Taq® Green Master Mix, 2X 15 µL 
  ไพรเมอร์ U1+U2+U3 F (20 พิโคโมล) 1 µL 
  ไพรเมอร์ UR (20 พิโคโมล)  1 µL 
  DNA-template (25 ng)   4 µL 
  Nuclease-Free Water   9 µL 

รวมส่วนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 30 µL ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศและ
ด้าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 
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Initial denaturation step อุณหภูมิ 94oซ   เวลา 10 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 oซ   เวลา 1 นาท ี
 Annealing step   อุณหภูมิ 55 oซ   เวลา 1 นาท ี     30 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 1 นาที 
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 10 นาท ี
ตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้โดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE 

ความเข้มข้น 1 เท่า โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% (ภาคผนวก ค) โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder และเพ่ือยืนยันว่าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้เป็นยีนประมวลรหัสฟีนอล 
ไฮดรอกซิเลสจริงของเชื้อแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 
จึงน้าผลิตภัณฑ์ PCR ไปท้าให้บริสุทธิ์ด้วย QIA quick PCR purification kit (Qiagen, Germany) 
ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ หลังจากนั้นโคลนชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy 
ด้วย ไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ และทรานสฟอร์มรีคอมบีแนนท์พ
ลาสมิด (recombinant plasmid) เข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. coli JM109 และคัดเลือกทราน
ฟอร์แมนท์ (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต้องการด้วยวิธี Blue/White selection 
(Sambrook และ Russell, 2001) และสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM-T Easy ด้วยชุดสกัดพ
ลาสมิดปริมาณน้อย QIA prep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ 
หลังจากนั้นตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ (Eco RI) เพ่ือตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรก และวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์โดยส่งวิเคราะห์ที่ First BASE Laboratories SdnBhd, 
Malaysia ผ่านทางบริษัท Ward Medic Ltd., Part เมื่อได้ข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรกแล้ว น้าไปวิเคราะห์ล้าดับเบสและจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) และเมื่อยืนยัน
ได้ว่าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้เป็นยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสจริงจึงเลือกไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับ
ยี นประมวลรหั ส ฟีนอล ไฮดรอกซิ เ ลส ในแบคที เ รี ย  Ac ine tobac te r  sp .  PK1  และ 
Methylobacterium sp. NP3 ไปทดสอบในระบบการกรองชีวภาพและน้้าเสียต่อไป 

4.3.4.2 การตรวจนับจ านวนชุดของยีนประมวลรหัส 16S rRNA และฟีนอลไฮดรอก     
ซิเลสด้วยเทคนิค Real-time qPCR 

น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดที่เวลาต่างๆ จากการเก็บตัวอย่างมา
สกัดดีเอ็นเอด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ แล้ว
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ จากนั้นตรวจนับจ้านวนชุดของยีน  16S rRNA 
ด้วยเทคนิค Real-time qPCR โดยใช้ SYBR Green ซึ่งดัดแปลงวิธีจาก Muangchinda และคณะ 
(2013) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 968 forward กับ 1401 reverse อุปกรณ์ส้าหรับ Real-time qPCR 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ประกอบด้วย MJ Mini Thermal Cycler, MiniOpticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad 
Laboratories Inc.) ด้วยโปรแกรม MJ Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-
Rad Laboratories Inc.) โดยใช้ชุดทดสอบ 1× MaximaTM SYBR Green qPCR Master Mix 
(Fermentas Life Sciences, Hanover, MD, USA) และด้าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 

Initial denaturation step อุณหภูมิ 95oซ    เวลา 10 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 oซ   เวลา 1นาที 
 Annealing step   อุณหภูมิ 56-57 oซ  เวลา 1 นาท ี     40 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 1 นาที 
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 6 นาที 
และวิเคราะห์ melting curve ส้าหรับกราฟมาตรฐานสร้างโดยใช้พลาสมิดที่มียีน 16S rRNA 

ที่ถูกเจือจางที่จ้านวนชุดยีนระดับต่างๆ 
น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดที่เวลาต่างๆ จากการเก็บตัวอย่างมา

สกัดดีเอ็นเอด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ แล้ว
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากนั้นตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัส 
Largest subunit of multicomponent phenolhydroxylase (LmPH) ด้วยเทคนิค Real-time 
qPCR โดยใช้ SYBR Green ซึ่งดัดแปลงวิธีจาก Basile และ Erijman (2010) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
LmPH forward U1+U2+U3 กับ LmPH U reverse อุปกรณ์ส้าหรับ Real-time qPCR 
ประกอบด้วย MJ Mini Thermal Cycler, MiniOpticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad 
Laboratories Inc.) ด้วยโปรแกรม MJ Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-
Rad Laboratories Inc.) โดยใช้ชุดทดสอบ 1× MaximaTM SYBR Green qPCR Master Mix 
(Fermentas Life Sciences, Hanover, MD, USA) และด้าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 

Initial denaturation step อุณหภูมิ 95oซ    เวลา 10 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 oซ   เวลา 1นาที 
 Annealing step   อุณหภูมิ 59 oซ   เวลา 1 นาท ี     40 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 1 นาที 
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 10 นาท ี
และวิเคราะห์ melting curve ส้าหรับกราฟมาตรฐานสร้างโดยใช้พลาสมิดที่มียีนประมวล

รหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสที่ถูกเจือจางที่จ้านวนชุดยีนระดับต่างๆ 
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4.3.5 วิธีการวิเคราะห์ 
4.3.5.1 การวิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในจังหวัดสงขลา และสตูล 

แล้วน้ามาวิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียโดยใช้วิธีการมาตรฐานส้าหรับการวิเคราะห์น้้าและน้้าเสีย (APHA, 
AWWA, and WEF, 2005) เพ่ือหาค่าพารามิเตอร์ต่อไปนี้ pH, chemical oxygen demand 
(COD), Dissolved Oxygen (DO), total suspended solids (TSS), total phosphorus, total 
nitrogen และ oil&grease พร้อมทั้งวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียตามวิธีในข้อ 
4.3.5.2 

4.3.5.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.1 
และ 3.3.5.2   

4.3.5.3 การวิเคราะห์ความเข้มสีตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.4 
4.3.5.4 การวัดปริมาณแบคทีเรียใช้วิธี Dilution plate count ตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 

3.3.5.5 
4.3.5.5 การวิเคราะห์การเกาะติดของเซลล์บนพื้นผิววัสดุตรึงตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.6 
4.3.5.6 การติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากรของแบคทีเรียบนซิลิการะหว่างการบ้าบัด

สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียด้วย Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) โดยน้า
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการบ้าบัดจากการเก็บตัวอย่างมาติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากร
และการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียบนซิลิกาด้วย Confocal Laser Scanning Microscopy 
(CLSM) ตามวิธีของ Wouters และคณะ (2010) ด้วยเครื่องรุ่น Confocal Microscope Carl Zeiss 
LSM 700 เพ่ือยืนยันว่าแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบยังคงมีชีวิตตลอดการทดลอง 
 
4.4 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

4.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นส าหรับบ าบัดน้ า
เสียจากบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม  

4.4.1.1 การศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของน้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
 การทดสอบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพในการบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์ม โดยใช้น้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง คือ โรงงาน A จังหวัดสงขลา และ
โรงงาน B จังหวัดสตูล ซึ่งโรงงาน A มีก้าลังการผลิตต่อวัน สูงกว่าโรงงาน B (ตารางที่ 4.1) ส้าหรับ
ลักษณะโรงงาน เป็นอาคารเปิดโล่ง ไม่มีผนัง ภายในตัวอาคารมีเครื่องจักรที่ใช้ส้าหรับสกัดน้้ามัน
ปาล์ม ส่วนบริเวณรอบๆ โรงงานมีลานโล่งๆ ส้าหรับเตรียมทะลายปาล์มเข้าสู่กระบวนการผลิต และ
เป็นที่เก็บกากปาล์มน้้ามันที่เหลือจากกระบวนการผลิต ด้านหลังของโรงงานมีบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อ
ปรับเสถียร (บ่อดิน) (รูปที่ 4.1 ก และ ข) ซึ่งน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดแล้วและยังคงไม่ผ่านค่ามาตรฐาน
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ท้าให้ไม่สามารถปล่อยน้้าเสียออกสู่แหล่งน้้าภายนอกได้ โรงงานก็จะน้าน้้าเสียบางส่วนไปใช้รดน้้าสวน
ปาล์มน้้ามัน และปล่อยให้ระเหยเองตามธรรมชาติ 
  ส้าหรับวิธีการเก็บตัวอย่างน้้าเสีย ใช้ถังน้้าตักน้้าเสียบริเวณผิวหน้าน้้าจากบ่อบ้าบัดน้้าเสีย 
แล้วน้าน้้าเสียดังกล่าวเทใส่ถังพลาสติกขนาด 25 ลิตร เหตุผลที่เก็บน้้าเสียที่บริเวณผิวหน้าน้้า 
เนื่องจากถ้าตักลงไปลึกมากจะพบแต่กากตะกอนและดินตะกอน ท้าให้ได้ส่วนที่เป็นน้้าเสียน้อยมาก 
(รูปที่ 4.2ก) และลักษณะน้้าเสียที่เก็บมาจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียมีสีน้้าตาลเข้ม ซึ่งเมื่อดูด้วยตาเปล่าสีไม่
ผ่านเกณฑ์มาตรฐานฯ (รูปที่ 4.2ข) 
 
ตารางท่ี 4.1 ข้อมูลการผลิต และระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 

รายละเอียด โรงงาน A จังหวัดสงขลา โรงงาน B จังหวัดสตูล 

ก้าลังการผลิต (ตัน/ชั่วโมง) 25 15 

ระบบบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียร บ่อดิน บ่อดิน 
จ้านวนบ่อบ้าบัดน้้าเสีย (บ่อ) 6 4 

เดินระบบ (วัน/สัปดาห์) 6 5 

ความลึกของบ่อ (เมตร) 3 3 
ชนิดวัตถุดิบ ปาล์มทะลาย ปาล์มทะลาย 

ผลิตภัณฑ์ น้้ามันปาล์มดิบ น้้ามันปาล์มดิบ 
 

 
     ก.                                           ข. 

 
รูปที่ 4.1 บ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรของโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) 

และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 
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     ก.            ข. 

 
รูปที่ 4.2 การเก็บน้้าเสีย (ก) และลักษณะน้้าเสียที่เก็บมาจากบ่อบ้าบัดน้้าเสีย (ข) 

 
จากการเก็บตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าเสียบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มทั้ง 2 แหล่ง มา

ตรวจวิเคราะห์คุณภาพ พบว่าค่าความเป็นกรด - ด่าง (pH), BOD, COD, TKN และปริมาณ
สารประกอบฟีนอลของน้้าเสียจากทั้ง 2 โรงงาน มีค่าสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานคุณภาพน้้าเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม (ตารางที่ 4.2) ที่ประกาศโดยกระทรวงวิทยาศาสตร์ 
เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ส่งผลให้น้้าเสียที่ปล่อยออกจากโรงงาน A และ B ต้องได้รับการบ้าบัดให้
ผ่านเกณฑ์มาตรฐานก่อนปล่อยออกสู่แหล่งน้้าธรรมชาติ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงน้าน้้าเสียเหล่านี้มาใช้เพ่ือ
ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบขวดเขย่า
ขนาดเล็กแบบแบทช์และระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ขนาดเล็ก
ต่อไป  

 
ตารางท่ี 4.2 ลักษณะน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 

พารามิเตอร์ 
 

มาตรฐานคุณภาพน้ าเสีย* 
 

โรงงาน A  
จังหวัดสงขลา** 

โรงงาน B  
จังหวัดสตูล** 

DO (mg/l) - 0 0 

pH 5.5-9.0 8.4 8.1 

Temperature (°C) ไม่เกิน 40 °C 28 38 

BOD (mg/l) ไม่เกิน 60 mg/L 160 120 

COD (mg/l) ไม่เกิน 400 mg/L 846 890 

TKN (mg/l) ไม่เกิน 100 mg/L 154 321 
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พารามิเตอร์ 
 

มาตรฐานคุณภาพน้ าเสีย* 
 

โรงงาน A  
จังหวัดสงขลา** 

โรงงาน B  
จังหวัดสตูล** 

NH4-N (mg/l) - 105 118 

Phenols (mg/l)*** ไม่เกิน 1.0 mg/L 6.8 10.7 

TSS (mg/l) ไม่เกิน 50 mg/L 562 815 

TOC (mg/l) - 240 301 

TP (mg/l) - 24.4 61.5 
แหล่งที่มา: *มาตรฐานคุณภาพน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ประกาศ
กระทรวงวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) เรื่องก้าหนดมาตรฐาน
ควบคุมการระบายน้้าเสียจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรมลงวันที่ 
3 มกราคม 2539 ตีพิมพ์ในราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 113 ตอนที่ 13ง ลงวันที่ 13 กุมภาพันธ์ 2539 
**เก็บตัวอย่างน้้าเสียจากโรงงาน A และ B ในวันที่ 20 สิงหาคม 2553 และ 30 มีนาคม 2554 
ตามล้าดับ 
*** สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วยวิธี 4-อะมิโนแอนติไพรีน 
 
 4.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์โดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 
 4.4.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดฟีนอลในน้ าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา 
ที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อและผ่านการฆ่าเชื้อ 

เนื่องจากฟีนอลที่ปนเปื้อนอยู่ในน้้าเสียโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มจากโรงงาน A มีความเข้มข้น
ประมาณ 6.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณต่้ามากเมื่อเปรียบเทียบกับน้้าเสียปนเปื้อนฟีนอลใน
อุตสาหกรรมประเภทอ่ืนๆ เช่น Zhou และคณะ (2005) พบฟีนอลปริมาณ 131.8 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในน้้าเสียจากอุตสาหกรรมถ่านหิน Ramakrishnan และ Gapta (2008) พบฟีนอลปริมาณ 490 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียจากอุตสาหกรรมถ่านหิน Alam และคณะ (2009) พบฟีนอลปริมาณ > 
1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม Aresta และคณะ (2010) พบฟีนอล
ปริมาณ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียจากโรงงานน้้ามันมะกอก Bunrung และคณะ (2014) พบ    
ฟีนอลปริมาณ 965 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม Neoh และคณะ (2014) 
พบฟีนอลปริมาณ 292 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่ผ่านการฆ่าเชื้อ การ
ทดลองในส่วนนี้จึงเติมฟีนอลเพ่ิมที่ความเข้มข้น 25 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือจ้าลองความ
เข้มข้นฟีนอลให้มีค่าใกล้เคียงกับน้้าเสียที่เคยมีการรายงานมาก่อน และเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพสูงสุด

http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://www.pcd.go.th/count/lawdl.cfm?FileName=3_4_water.pdf&BookName=%E0%B8%81%E0%B8%8E%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%A9%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
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ของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในการบ้าบัดฟีนอล ผลการทดลองพบว่าอัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุด
ของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในน้้าเสียที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อและผ่านการฆ่าเชื้อจากโรงงาน A จังหวัด
สงขลา เท่ากับ 25.5 และ 20.8 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ ดังรูปที่ 4.3ก ขณะที่อัตราการย่อยสลายฟีนอลสูงสุดของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในน้้าเสียที่
ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อและผ่านการฆ่าเชื้อจากโรงงาน B จังหวัดสตูลเท่ากับ 28.2 และ 29.2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง ที่ความเข้มข้น 1,000 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ดังรูปที่ 4.3ข ใน
ขณะเดียวกันชุดควบคุมซ่ึงเติมซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย พบว่าที่ความเข้มข้นต่างๆ ฟีนอลมีปริมาณลดลง
เพียงเล็กน้อย ดังรูปที ่4.3 ซึ่งน่าจะเกิดจากกระบวนการทางกายภาพ เช่นการดูดซับของฟีนอลบนซิลิ
กา การระเหยของฟีนอล และเกิดจากการย่อยสลายโดยแสงในธรรมชาติ แสดงให้เห็นว่าน้้าเสียที่ไม่
ผ่านการฆ่าเชื้อ ซึ่งมีจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นที่ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการบ้าบัดฟีนอลในระบบบ้าบัดแบบ
แบทช์ได้ดีกว่าในระบบบ้าบัดที่ใช้น้้าเสียที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และน้้าเสียที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยอุณหภูมิสูง
อาจส่งผลให้โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลเปลี่ยนแปลง ซึ่งท้าให้แบคทีเรียอาจจะย่อยสลายได้
ยากกว่าเดิม ดังเช่นงานวิจัยของ Neoh และคณะ (2014) กล่าวว่าการบ้าบัดสารมลพิษในน้้าเสียจาก
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ ซึ่งมีจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น พบว่าจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นในน้้า
เสียที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการบ้าบัดสารมลพิษได้ดีกว่าน้้าเสียที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 
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ข. 

รูปที่ 4.3 อัตราการย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียจริงที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อและผ่านการฆ่าเชื้อจาก 
โรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 

 
การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียที่ถูกตรึงบนซิลิกา พบว่าในชั่วโมงที่ 0 ของการทดลอง 

จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเข้มข้นฟีนอล 6.8 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าเริ่มต้นประมาณ 
6.0×108-9.67×108 CFU ต่อชุดทดลอง ตามล้าดับ เมื่อสิ้นสุดการบ้าบัด พบว่าจ้านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดมีจ้านวนเป็น 9.00×108-1.67×109 CFU ต่อชุดทดลอง ตามล้าดับ โดยจ้านวนแบคทีเรียในน้้า
เสียที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อมีจ้านวนมากกว่าน้้าเสียที่ผ่านการฆ่าเชื้อ ดังรูปที่ 4.4 ซึ่งการเพ่ิมขึ้นของ
จ้านวนของแบคทีเรียในระบบสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลที่ลดลงอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ เมื่อ
เปรียบเทียบกับการทดลองที่ใช้น้้าเสียสังเคราะห์ปนเปื้อนฟีนอล พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาใน
ระบบที่ใช้น้้าเสียจริงมีประสิทธิภาพสูงกว่า แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถใช้ฟีนอลใน
น้้าเสียเป็นแหล่งพลังงาน และแหล่งคาร์บอนในการเจริญ อีกทั้งน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มมี
สารอาหารอื่นๆ ที่สามารถส่งเสริมการเจริญและการท้างานของแบคทีเรียได้ 
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ก. 

 
ข. 

รูปที่ 4.4 จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดในระบบบ้าบัดแบบแบทช์เมื่อใช้น้้าเสียจาก 
โรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 
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4.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor โดยใช้น้ าเสียจากโรงงานสกัด
น้ ามันปาล์ม A จังหวัดสงขลา และโรงงาน B จังหวัดสตูล 

เมื่อน้าน้้าเสียจริงจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา และโรงงาน B จังหวัดสตูลที่มีสารประกอบ  
ฟีนอลหลายชนิด มาบ้าบัดด้วยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่
ระยะเวลากักเก็บน้้า 5.0 ชั่วโมง และปริมาณแบคทีเรียตรึง 25 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.5) พบว่า
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถบ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน A และ B ได้ 100% เมื่อระบบเข้าสู่ 
steady state ดังรูปที่ 4.6 และมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน 
A และ B ได้ 75.7% และ 70.5% เมื่อระบบเข้าสู่ steady state ตามล้าดับ (รูปที่ 4.6 ก และ ข ) 
ขณะที่ระบบสามารถบ้าบัดปริมาณ COD ในน้้าเสียจากโรงงาน A และ B ได้ 32.6% และ 77.5% 
เมื่อระบบเข้าสู่ steady state ตามล้าดับ (รูปที่ 4.7 ) ซึ่งงานวิจัยนี้ใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในการ
บ้าบัดสี พบว่าสามารถลดความเข้มของสีได้ประมาณ 10% (รูปที่ 4.8) ซึ่งอาจเกิดจากการดูดซับของ 
ซิลิกา แต่จากงานวิจัยที่ผ่านมาใช้แบคทีเรียอิสระส้าหรับบ้าบัดสีในน้้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
เช่น Streptomycetes sp. (Zhou และ Zimmermann, 1993), Saccharomyces cerevisiae 
(Aksu และ Donmez, 2003), Lactobacillus plantarum (Limkhuansuwan และChaiprasert, 
2010), และ Bacillus sp. (Nakajima-Kambe และคณะ, 1999; Dawkar และคณะ, 2009) พบว่า
แบคทีเรียอิสระบางสายพันธุ์มีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสีได้ดีกว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ทั้งนี้อาจ
เกิดจากแบคทีเรียที่น้ามาตรึงบนซิลิกาไม่ได้ถูกคัดแยกมาเพ่ือการบ้าบัดสี ส่งผลให้ประสิทธิภาพการ
บ้าบัดสีค่อนข้างต่้า จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor สามารถบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลได้ และสามารถลดปริมาณ COD 
รวมทั้งความเข้มของสีในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มได้ 
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  ก.        ข. 

 
รูปที่ 4.5 ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียตรึง 

25 กรัมต่อลิตร และน้้าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 
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ข. 

รูปที่ 4.6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้บ้าบัด
สารประกอบฟีนอล* ในน้้าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 

ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 
หมายเหตุ: *สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วย 4-อะมิโนแอนติไพรีน และ HPLC 
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ข. 

รูปที่ 4.7 COD ที่เหลืออยู่เมื่อสารประกอบฟีนอลถูกบ้าบัดด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบการ
กรองชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 

ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 
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ข. 

รูปที่ 4.8 ความเข้มของสีที่เหลืออยู่ (%) เมื่อสารประกอบฟีนอลถูกบ้าบัดด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียจากโรงงาน A จังหวดัสงขลา (ก) 
และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 

 
ส้าหรับจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสีย พบว่ามีแบคทีเรียอยู่

ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้ านวนแบคที เ รี ย เ พ่ิมขึ้น เล็ กน้อยทั้ ง ระบบประมาณ 
9.75±0.54×1010-1.60±0.25×1011 CFU ต่อชุดทดลอง ในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกา
ประมาณ 3.67±0.58×108 -4.00±1.00×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา เมื่อสิ้นสุดการบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอล มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเป็น 1.30±0.25×109-2.13±0.10×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา 
และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 1.23±0.12×105-1.47±0.06×105 CFU ต่อมิลลิลิตร เมื่อน้า
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียไปศึกษาลักษณะทางกายภาพโดย
ใช้เครื่อง Scanning Electron Microscope (SEM) จากรูปที่ 4.9 สังเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายใน    
ซิลิกาตลอดการทดลอง 
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ก.70 ชั่วโมง    ข. 450 ชั่วโมง 
 

รูปที่ 4.9 ลักษณะของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า เมื่อบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ในน้้าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก) และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข)  

ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 5.0 ชั่วโมง 
 
การตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพื้นผิวของซิลิกาท่ีผ่านการใช้งานในระบบ

การกรองชีวภาพที่เติมน้้าเสียจากโรงงาน A และโรงงาน B เป็นเวลา 70 และ 450 ชั่วโมง ตามล้าดับ 
ท้าโดยย้อมเซลล์แบคทีเรียบนวัสดุตรึงโดยตรงด้วยสีย้อม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm 
Viability Kit ซึ่งประกอบด้วย SYTO® 9 fluorescent stain และ propidium iodide fluorescent 
stain และส่องด้วยกล้อง CLSM ผลการทดลองแสดงให้เห็นการยึดเกาะของเซลล์และการมีชีวิตของ
เซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง (ซิลิกา) โดยเซลล์สีเขียวที่ถูกย้อมติดสีด้วย  SYTO®9 
fluorescent stain คือเซลล์ที่มีชีวิต ส่วนเซลล์สีแดงที่ถูกย้อมติดสีด้วย propidium iodide 
fluorescent stain คือเซลล์ตาย ดังในรูปที่ 4.10 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้เป็นเวลา 70 
ชั่วโมง และ 450 ชั่วโมง พบแบคทีเรียที่มีชีวิตจ้านวนมาก ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพของเซลล์ตรึง
ในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลตลอดการทดลอง 
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ก.               ข. 

รูปที่ 4.10 ภาพถ่ายการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้งานในระบบ
การกรองชีวภาพเพ่ือย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน A เป็นเวลา 70 ชั่วโมง (ก) 

และโรงงาน B เป็นเวลา 450 ชั่วโมง (ข) โดยกล้อง CLSM ที่ก้าลังขยาย 20 เท่า 
 

นอกจากนี้จากการติดตามการยึดเกาะของเซลล์โดยสร้างไบโอฟิล์มและการมีชีวิตของ
แบคทีเรียด้วยกล้อง CLSM สามารถหาค่าการมีชีวิตของแบคทีเรียได้ โดยค้านวณหาค่าการมีชีวิตของ
แบคทีเรียด้วยโปรแกรม image J พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการใช้งานในระบบการกรอง
ชีวภาพเพ่ือย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน A เป็นเวลา 70 ชั่วโมง และโรงงาน B 
เป็นเวลา 450 ชั่วโมง มีค่าการมีชีวิตประมาณ 87.64% และ 90.65% ของจ้านวนเซลล์ที่ถูกย้อมติดสี
ทั้งหมด ตามล้าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.10 แสดงให้เห็นว่าวิธีดังกล่าวเป็นวิธีที่สะดวกรวดเร็วโดยไม่ต้อง
อาศัยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการ และสามารถนับจ้านวนเซลล์ได้โดยตรงจากการส่อง
กล้อง CLSM ดังเช่นงานวิจัยของ Nopcharoenkul และคณะ (2013) ศึกษาการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย Pseudoxanthomonas sp. RN402 ตรึงบน plastic pellets โดยใช้ CLSM พบว่า
แบคทีเรียตรึงมีการรอดชีวิตประมาณ 60.09 ± 6.57% ซึ่งสัมพันธ์กับความเสถียรของไบโอฟิล์ม และ
เซลล์ตรึงยังคงประสิทธิภาพในการบ้าบัดน้้ามันดีเซล และงานวิจัยของ Sivan และคณะ (2006) 
พบว่าหลังจาก 60 วัน ของการบ้าบัด Rhodococcus ruber ที่ถูกตรึงยังคงมีการรอดชีวิตสูงอยู่ใน  
ไบโอฟิล์ม และยังคงมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายพอลิเอทิลีน 
 

4.4.3.3 การเปรียบเทียบคุณภาพน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยระบบ
การกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor  
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ใน
การบ้าบัดน้้าเสียระหว่างโรงงาน A และ B (ตารางที่ 4.3) โดยพิจารณาจากคุณภาพของน้้าเสียก่อน
และหลังการบ้าบัดของโรงงาน A และโรงงาน B พบว่าระบบสามารถก้าจัด COD ได้ประมาณ 32.6% 
และ 77.5% ตามล้าดับ และสามารถก้าจัดสารประกอบฟีนอลได้ประมาณ 75.7% และ 70.5% 
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ตามล้าดับ อย่างไรก็ดีทั้ง 2 ระบบ มีประสิทธิภาพในการก้าจัดฟีนอลและสีได้เท่ากัน คือ 100% และ 
10% ตามล้าดับ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าระบบการกรองชีวภาพสามารถบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มได้ ทั้งนี้ประสิทธิภาพของระบบอาจขึ้นอยู่กับคุณภาพของน้้าเสียที่เข้าสู่ระบบ 
อย่างไรก็ดีระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นสามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มทั้ง 2 แหล่ง ได้อย่างต่อเนื่อง และจากงานวิจัยที่ผ่านมายังไม่พบงานวิจัยใดบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มโดยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal 
loop Airlift Bioreactor ที่บรรจุด้วยเซลล์ตรึง ดังตารางที่ 4.4 
 
ตารางท่ี 4.3 คุณภาพของน้้าเสียก่อนและหลังการบ้าบัดด้วยระบบการกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกา 

พารามิเตอร์ 
 

โรงงาน A 
จังหวัดสงขลา 

โรงงาน B 
จังหวัดสตูล 

ก่อนบ าบัด หลังบ าบัด ก่อนบ าบัด หลังบ าบัด 

COD (mg/l) 846 570 890 200 

TKN (mg/l) 154 ND 321 ND 

Phenol (mg/l)* 6.8 0 10.7 0 

Phenolic compounds (mg/l)** 26.7 6.5 112 33.1 

Caffeic acid 11.5 6.5 43.2 31.6 

Ferulic acid 0.9 0 24 1.5 

3-HBA 0.4 0 14.9 0 

4-HBA 0.3 0 4.1 0 

Catechol 1.5 0 4.2 0 

TP (mg/l) 24.4 ND 61.5 ND 

Color (%) 100 90 100 90 

Oil & grease (mg/l) ND ND 230 20 

หมายเหตุ: ND หมายถึง Not Determined 
*ฟีนอลวิเคราะห์ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu reagent 
**สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วย Folin-Ciocalteu reagent และ HPLC 
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ตารางท่ี 4.4 ตัวอย่างงานวิจัยที่ศึกษาการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลโดยใช้ระบบการกรองชีวภาพ
แบบต่างๆ 
ชนิดของแบคทเีรีย ชนิดของ 

น้ าเสยี 
ชนิดของ
ระบบการ

กรอง
ชีวภาพ 

เซลล์
อิสระ 
หรือ
เซลล์
ตรึง 

ระยะ 
เวลา

กักเก็บ
น้ า 

(ชม.) 

ความเข้มข้น
ของสาร
มลพิษ 

(มิลลิกรัม 
ต่อลติร) 

ประสิทธิ 
ภาพการ
ย่อยสลาย  

(%) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

Pseudomonas 
putida 

Phenolic 
resins 

industrial 
wastewater 

Fluidized-
bed 

bioreactor 
(FBR) 

เซลล์ตรึง - สารประกอบ 
ฟีนอล 
1,000  

>90 Gonzalez 
และคณะ 
(2001) 

Activated sludge Industrial 
oil refinery 
wastewater 

Fixed-film 
bioreactor 

เซลล์
อิสระ 

8 ฟีนอล 36  100 Jou และ 
Huang 
(2003) 

COD 900  85-90 

predominantly 
Pseudomonas sp. 

Saline 
industrial 

wastewater 

Submerged 
fixed-film 
reactor 

เซลล์
อิสระ 

10-15 ฟีนอล 1,000  100 Ramos 
และคณะ 
(2007) 

COD 30,000  96 

 Industrial 
wastewater 

Continuous 
stirred tank 

reactors 
(CSTR’s) 

เซลล์
อิสระ 

- สารประกอบ 
ฟีนอล  
10-500  

>80 Abu-
Reesh, 
(2010) 

Methylobacteriu
m sp. NP3 และ 

Acinetobacter sp. 
PK1 

Treated 
palm oil 

mill 
effluent 
(treated 
POME) 

Internal 
loop airlift 
bioreactor 

เซลล์ตรึง 5.0  สารประกอบ 
ฟีนอล 

6.8-123  

75-100 งานวิจัยน้ี 
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4.4.4 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรอง
ชีวภาพในการบ าบัดน้ าเสียจากบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงาน  A จังหวัดสงขลา และ
โรงงาน B จังหวัดสตูล 

4.4.4.1 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรอง
ชีวภาพด้วยวิธี PCR 

จากการตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR โดยน้าดีเอ็นเอที่สกัดจาก
แบคทีเรียในซิลิกา น้้าเสียก่อนและหลังบ้าบัดในระบบการกรองชีวภาพ น้ามาเพ่ิมจ้านวนชิ้นส่วน     
ดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียโดยใช้คู่ไพรเมอร์ 1401F และ 968R (Muangchinda 
และคณะ 2013) จากผลการทดลองพบผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 433 bp ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 
และน้้าเสียก่อนและหลังการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในระบบการกรองชีวภาพ แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียในซิลิกาและแบคทีเรียดั้งเดิมในน้้าเสียสามารถปรับตัวในระหว่างการบ้าบัด ท้าให้จ้านวน
แบคทีเรียในซิลิกาและแบคทีเรียดั้งเดิมในน้้าเสียเพ่ิมขึ้นมากพอที่จะตรวจพบยีน  16S rRNA โดยวิธี 
PCR ดังรูปที่ 4.11 

 
 

รูปที่ 4.11 การมีอยู่ของยีน 16S rRNA ในระบบการกรองชีวภาพด้วยวิธี PCR ช่องวิ่งที่ 1: marker 
100 bp ช่องวิ่งที่ 2: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาก่อนใช้งาน ช่องวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิ

ลิกาหลังใช้งานของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 4: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาหลังใช้งานของโรงงาน B 
ช่องวิ่งที่ 5: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียก่อนบ้าบัดของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 6: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียก่อนบ้าบัด

ของโรงงาน B ช่องวิ่งที่ 7: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียหลังบ้าบัดของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 8: ดีเอ็นเอจากน้้าเสีย
หลังบ้าบัดของโรงงาน B 

8 7 6 5 4 3 2 

433 bp 500 bp 

1 

95 



 96 

ยีน LmPH มีหน้าที่ในการประมวลรหัสหน่วยย่อยของฟีนอลไฮดรอกซิเลสซึ่งเป็นเอนไซม์
เริ่มต้นของวิถีการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียจากการตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน  
LmPH ด้วยวิธี PCR ในการจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์เพ่ือยืนยันว่าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้เป็นยีน
ประมวลรหัส ฟีนอลไฮดรอกซิ เลสของเชื้ อแบคที เ รี ย  Ac inetobacte r  sp .  PK1  และ 
Methylobacterium sp. NP3 เมื่อใช้คู่ไพรเมอร์ U1+U2+U3-F และ U-R (Basile และคณะ, 
2010) จากนั้นน้าชิ้นดีเอ็นเอโคลนเข้าพลาสมิด และตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก โดยวิเคราะห์
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ เมื่อได้ข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกแล้ว น้าไปวิเคราะห์
ล้าดับเบสและจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม 
BLASTn ผลการศึกษาพบว่าชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ 
Methylobacterium sp. NP3 เป็นยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสจริง แสดงในภาคผนวก ง 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสในแบคทีเรีย 
Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 ไปทดสอบกับแบคทีเรียในซิลิกาและ
ในน้้าเสียต่อไป 

เมื่อน้าดีเอ็นเอที่สกัดจากแบคทีเรียในซิลิกาและน้้าเสียก่อนและหลังบ้าบัดด้วยระบบการ
กรองชีวภาพมาเพ่ิมจ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน LmPH ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิ
เลสของแบคทีเรียโดยใช้คู่ไพรเมอร์ U1+U2+U3F และ UR (Basile และคณะ, 2010) พบผลิตภัณฑ์ 
PCR ขนาด 620 bp ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียก่อนและหลังการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ด้วยระบบการกรองชีวภาพ ดังรูปที่ 4.12 
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รูปที่ 4.12 การมีอยู่ของยีน LmPH ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการกรอง
ชีวภาพด้วยวิธี PCR ช่องวิ่งที่ 1: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาก่อนใช้งาน ช่องวิ่งที่ 2: ดีเอ็นเอจาก

แบคทีเรียในซิลิกาหลังใช้งานของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาหลังใช้งานของ
โรงงาน B ช่องวิ่งที่ 4: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียก่อนบ้าบัดของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 5: ดีเอ็นเอจากน้้าเสีย

หลังบ้าบัดของโรงงาน A ช่องวิ่งที่ 6: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียก่อนบ้าบัดของโรงงาน B ช่องวิ่งที่ 7: ดีเอ็นเอ
จากน้้าเสียหลังบ้าบัดของโรงงาน B ช่องวิ่งที่ 8: marker 100 bp ช่องวิ่งที่ 9: Negative 

 
4.4.4.2 การตรวจนับจ านวนชุดของยีน16S rRNA และยีน LmPH ในระบบการกรอง

ชีวภาพด้วยเทคนิค Real-time qPCR เมื่อบ าบัดน้ าเสียจากโรงงาน Aจังหวัดสงขลา และโรงงาน 
B จังหวัดสตูล 

จากการตรวจนับจ้านวนชุดของยีน 16S rRNA และยีน LmPH ในระบบการกรองชีวภาพ
ด้วยวิธี Real-time qPCR โดยน้าดีเอ็นเอที่สกัดจากซิลิกาและน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพก่อน
และหลังการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล แล้วน้ามาเพ่ิมจ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอโดยใช้คู่ไพรเมอร์ 1401F 
กับ 968R และไพรเมอร์ U1+U2+U3F กับ UR ตามล้าดับ โดยน้าค่า Ct ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน เพื่อค้านวณเป็นจ้านวนแบคทีเรียจากผลการนับจ้านวนชุดของยีน 16S rRNA และยีน 
LmPH ในระบบการกรองชีวภาพที่ใช้บ้าบัดน้้าเสียจากโรงงาน A และ B ด้วยวิธี Real-time qPCR 
พบว่าแบคทีเรียที่มียีน 16S rRNA ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพ
ก่อนบ้าบัดมีจ้านวนน้อยกว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพหลังบ้าบัด 
ขณะที่จ้านวนชุดของยีน LmPH ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาก่อนบ้าบัดของโรงงาน A มีจ้านวนมากกว่า
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาหลังบ้าบัด (รูปที่ 4.13ก) แต่โรงงาน B มีจ้านวนชุดของยีน LmPH ใน
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาหลังบ้าบัดมากกว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาก่อนบ้าบัด (รูปที่ 4.13ข) เมื่อ
พิจารณาจ้านวนชุดของยีน LmPH ในน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพก่อนบ้าบัดของโรงงาน A และ 

500 bp 

2000 bp 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

620 bp 
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B มีจ้านวนน้อยกว่าน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพหลังบ้าบัด ดังแสดงในรูปที่ 4.13ก และ ข     
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการเพ่ิมจ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียดั้งเดิมที่สามารถย่อย
สลายสารประกอบฟีนอลที่อยู่ในซิลิกาและในน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลโดยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถอยู่รอดได้ในระบบการกรอง
ชีวภาพตลอดระยะเวลาการทดลอง ทั้งนี้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีประสิทธิภาพในการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียและมีการเจริญของแบคทีเรียต่้ากว่าแบคทีเรียอิสระ เนื่องจากแบคทีเรีย
ตรึงมีพ้ืนที่ในการเพ่ิมจ้านวนค่อนข้างน้อย ท้าให้มีปริมาณสลัดจ์ในระบบการกรองชีวภาพต่้าและไม่
เพ่ิมค่าซีโอดีของระบบ (Gonzalez และคณะ, 2001; Pazarlioglu และคณะ, 2005; Wu และคณะ, 
2005; Liu และคณะ, 2009) 
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ข. 
 

รูปที่ 4.13 การตรวจนับจ้านวนชุดของยีน 16S rRNA และ LmPH ด้วยเทคนิค Real-time qPCR 
ในระบบการกรองชีวภาพเมื่อบ้าบัดน้้าเสียจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา (ก)  

และโรงงาน B จังหวัดสตูล (ข) 
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บทที่ 5 
ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นในการบ าบัดสารประกอบฟีนอล 

ที่ปนเปื้อนในน้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์ม 
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าชชีวภาพ 

 
5.1 บทน า 

น้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม ประกอบด้วย น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม
และน้้าเสียจากระบบบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรในปัจจุบันโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มดิบหลาย
แหล่งนิยมน้าระบบก๊าชชีวภาพมาใช้ในการบ้าบัดน้้าเสียกันมากขึ้นจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม
ก๊าซชีวภาพที่ได้สามารถเป็นแหล่งพลังงานทดแทนไปผลิตเป็นกระแสไฟฟ้าใช้ภายในโรงงานและ
จ้าหน่ายให้แก่การไฟฟ้าส่วนภูมิภาค (Ng และคณะ, 2012; Chin และคณะ, 2013) มีรายงานว่า
สารประกอบฟีนอลสามารถยับยั้งการท้างานของจุลินทรีย์ที่ผลิตก๊าชมีเทน  (methanogen) และ
สารประกอบกลุ่มนี้อาจดูดซับในกากตะกอนของระบบก๊าชชีวภาพ ท้าให้การย่อยสลายด้วยวิธีทาง
ชีวภาพลดลง ซึ่งส่งผลต่อปริมาณการผลิตก๊าชชีวภาพโดยรวมและปริมาณก๊าชมีเทนที่ผลิตขึ้นซึ่งใช้น้้า
เสียจากโรงงานสกัดน้้ามันมะกอกเป็นสารตั้งต้นในการผลิต (Gharsallah และคณะ, 1999; Sayadi 
และคณะ, 2000; Fountoulakis และคณะ, 2002; Dhouib และคณะ, 2005; Martinez-Garcia 
และคณะ, 2007; Chen และคณะ, 2008; Hernandez และคณะ, 2008) ที่ผ่านมายังไม่มีงานวิจัยใด
ที่ศึกษาผลกระทบของสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มต่อกลุ่ม
แบคทีเรียที่สามารถสร้างก๊าซมีเทนและการท้างานของแบคทีเรียกลุ่มสร้างกรด รวมทั้งปริมาณการ
ผลิตก๊าชชีวภาพโดยรวม ซึ่งองค์ความรู้ดังกล่าวมีความจ้าเป็นอย่างยิ่งในการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน้้าเสียกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม ในทางปฏิบัติโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มยังไม่มีเทคโนโลยีส้าหรับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้นก่อนน้าน้้าเสียเข้าสู่ระบบ
ก๊าชชีวภาพ ซึ่งสารดังกล่าวสามารถยับยั้งการผลิตก๊าซชีวภาพหรือส่งผลให้ได้ปริมาณก๊าซชีวภาพ
ค่อนข้างต่้า  

จากการศึกษาบทที่ 4 พบว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
ที่บรรจุแบคทีเรียผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ตรึง
บนซิลิกาท่ีพัฒนาขึ้นสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอล สี และซีโอดีในน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสีย
แบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มได้อย่างมีประสิทธิภาพและสามารถใช้งาน
ได้อย่างต่อเนื่องเป็นเวลานาน ดังนั้นในบทนี้จึงน้าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 
Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามาใช้บ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่
ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลในปริมาณที่สูงกว่าน้้าเสียจากบ่อปรับเสถียรมาก หลังจากนั้นน้าน้้าเสียที่
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ผ่านการบ้าบัดไปผลิตก๊าซชีวภาพ เพ่ือยืนยันว่าการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียก่อนน้าเข้าสู่
ระบบผลิตก๊าซชีวภาพสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพได้ทั้งนี้ได้ทดสอบประสิทธิภาพ
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาท้ังในระบบทดลองขนาดเล็กแบบแบทช์ และ
ในระบบการกรองชีวภาพโดยใช้ตัวอย่างน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง ในจังหวัดสตูล 
และจังหวัดสุราษฎร์ธานีแล้วเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพระหว่างน้้าเสียที่ผ่านการ
บ้าบัดกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ในระหว่างการทดลองยังได้ตรวจติดตามและ
ตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการกรองชีวภาพและยีน 
methyl coenzyme M reductase A (mcrA) ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพ ซึ่งยีน mcrA เกี่ยวข้องกับ
การผลิตก๊าซมีเทนในกลุ่มจุลินทรีย์สิ่งแวดล้อมที่สามารถผลิตก๊าซมีเทนที่พบในสิ่งแวดล้อมได้ 
(Hallam และคณะ, 2003) เพ่ือยืนยันการท้างานของจุลินทรีย์ในระบบโดยผลการศึกษาในงานวิจัยนี้
สามารถเป็นอีกช่องทางหนึ่งที่ช่วยในการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ
เมื่อใช้น้้าเสียจากกระบวนผลิตน้้ามันปาล์ม ซึ่งช่วยเพิ่มรายได้และมูลค่าให้แก่บริษัท  
 
5.2 ขั้นตอนงานวิจัย 

5.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตน้ ามันปาล์ม 

5.2.1.1 น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน B จังหวัดสตูล โดย  
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบแบทช์ 

5.2.1.2 น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี โดย 
ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 

5.2.1.3 การตรวจติดตามยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรองชีวภาพ 
5.2.2 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์ม 

5.2.2.1 การคัดเลือกหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกส าหรับการผลิตก๊าช 
ชีวภาพ 

5.2.2.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนด้วยวิธีการทดสอบ  
Specific Methanogenic Activity (SMA)  

5.2.2.1.2 การตรวจติดตามยีน mcrA ที่เก่ียวข้องกับการผลิตก๊าซชีวภาพ 
5.2.2.2 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน B  

จังหวัดสตูลและโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี  
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5.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 
5.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียจากกระบวนการ

ผลิตน้ ามันปาล์ม 
5.3.1.1 น้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน B จังหวัดสตูลโดยแบคทีเรียตรึง

บนซิลิกาในระบบแบบแบทช์ 
 น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 25 กรัม เติมลงในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม 100 
มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง ท้าการทดลองแต่ละชุดทั้งหมด 3 ซ้้า และมีชุดควบคุม เพ่ือศึกษาผลของกระบวนการ
ทางกายภาพต่อการลดลงของสารประกอบฟีนอล ประกอบด้วยน้้าเสีย สารประกอบฟีนอล และซิลิกา
ที่ไม่มีแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา เก็บตัวอย่างที่เวลาต่างๆ จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอล
และจ้านวนแบคทีเรียในระบบ เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล 
หลังจากนั้นน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลไปศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซ
ชีวภาพโดยเปรียบเทียบกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ตามวิธีด้าเนินงานวิจัยข้อ 
5.3.2.2 

5.3.1.2 น้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี โดย
ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 

เมื่อทราบปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพแล้ว ผู้วิจัยจึงเลือกภาวะที่
มีประสิทธิภาพในการก้าจัดสารประกอบฟีนอลได้สูงที่สุดจากการทดลองข้อ 4.3.3 โดยท้าการทดลอง
เช่นเดียวกับข้อ 4.3.3 เพ่ือหาอายุการใช้งานของระบบการกรองชีวภาพ โดยใช้น้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลอย่างน้อย 1 แหล่ง ท้าการทดลองเป็น
ระยะเวลาประมาณ 4 เดือน จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอล ค่าซีโอดี และจ้านวน
แบคทีเรียในระบบ ตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสด้วยวิธี Real-time 
qPCR และติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากรและการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียบนซิลิกาด้วย 
ConfocalLaser Scanning Microscopy (CLSM) ตามวิธีวิเคราะห์ข้อ 5.3.5 เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้มาใช้
ประเมินระยะเวลาที่แบคทีเรียตรึงบนซิลิกายังคงมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
หลังจากนั้นน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลไปศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซ
ชีวภาพโดยเปรียบเทียบกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ตามวิธีด้าเนินงานวิจัยข้อ 
5.3.2.2 
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5.3.1.3 การตรวจติดตามยีน16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรองชีวภาพ 
5.3.1.3.1 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรอง

ชีวภาพ 
สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Acinetobacter sp. PK1 และ Methylobacterium sp. NP3 

ในซิลิกาและแบคทีเรียในน้้าเสียด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่
ระบุในคู่มือ แล้ววิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอตรวจหายีนประมวลรหัส 16S 
rRNA ด้วยวิธีวิเคราะห์ข้อ 4.3.4.1.1 

การตรวจหายีนประมวลรหัส Largest subunit of multicomponent phenol 
hydroxylase (LmPH) ด้วยวิธีวิเคราะห์ข้อ 4.3.4.1.2 

5.3.1.3.2 การตรวจนับจ านวนชุดของยีนประมวลรหัส 16S rRNA และ LmPH ด้วย
เทคนิค Real-time qPCR 

น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดที่เวลาต่างๆ จากการเก็บตัวอย่างมา
สกัดดีเอ็นเอด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ แล้ว
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากนั้นตรวจนับจ้านวนชุดของยีน 16S rRNA 
ด้วยเทคนิค Real-time qPCR ตามวิธีวิเคราะห์ข้อ 4.3.4.2 

 
5.3.2 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์ม 
5.3.2.1 การคัดเลือกหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกส าหรับการผลิตก๊าชชีวภาพ 

5.3.2.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนด้วยวิธีการทดสอบ 
Specific Methanogenic Activity (SMA)  

ทดสอบความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทนเพ่ือหาหัว
เชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกที่ดีที่สุดส้าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพและ/หรือก๊าซมีเทน โดย
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของตะกอนจุลินทรีย์จากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง คือ โรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มในอ้าเภอพุนพิน และอ้าเภอท่าชนะ จังหวัดสุราษฎร์ธานี ทั้งนี้ใช้สารตั้งต้นเป็นน้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มจากโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานีที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
เบื้องต้นด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา และน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
ผลิตก๊าซมี เทนเมื่อใช้ตะกอนจุลินทรีย์ต่างแหล่งกันโดยน้าตัวอย่างน้้าเสียมาวิ เคราะห์หา
ค่าพารามเิตอร์เบื้องต้น ประกอบด้วย alkalinity, MLSS, MLVSS, VFA, sCOD, และ COD ก่อนที่จะ
น้าไปใช้การผลิตก๊าซมีเทนตามวิธีข้อ 5.3.2.2 จากนั้นเก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 81 วันและวิเคราะห์
ปริมาณก๊าซชีวภาพ รวมทั้งน้าก๊าซชีวภาพไปวิเคราะห์หาปริมาณสัดส่วนของก๊าซมีเทนในก๊าซชีวภาพ
ทั้งหมดด้วยเครื่องวิเคราะห์องค์ประกอบก๊าซ (Gas chromatography) โดยมีการค้านวณหาค่า
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ความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ (SMA) ตามวิธีของ Sun และคณะ (2012) ดังสมการ
ดังต่อไปนี้ 

 
SMA = Slope / biomass 

 
เมื่อ  Slope   = ค่าความชันสูงสุดของเส้นกราฟ 

Biomass  = ปริมาณตะกอนชีวภาพในระบบ (gVSS) 
ส้าหรับชุดควบคุม: ใช้น้้าประปา ตะกอนจุลินทรีย์ และโซเดียมไบคาร์บอเนต ให้มีปริมาตร

รวมเท่ากับ 80 มิลลิลิตร 
 

5.3.2.1.2 การตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตก๊าซชีวภาพ 
5.3.2.1.2.1 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพ 

ด้วยวิธี PCR 
สกัดดีเอ็นเอด้วย Fast DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่

ระบุในคู่มือ จากตะกอนแบคทีเรียและน้้าเสียในระบบผลิตก๊าซชีวภาพในวันที่ 0, 7 และ 14 ซึ่งในช่วง 
14 วันแรก ระบบสามารถผลิตก๊าซมีเทนได้อย่างรวดเร็ว และจะเริ่มผลิตได้คงที่หลังจากวันที่ 14แล้ว
น้าดีเอ็นเอที่สกัดไปวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และความเข้มข้นของดีเอ็นเอตรวจหายีนประมวลรหัส 
methyl coenzyme M reductase A (mcrA) ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ซึ่งดัดแปลงวิธีจาก 
Hallam และคณะ (2003) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ mcrA forward กับ mcrA reverse ซึ่งผู้วิจัยคาดว่า
แบคทีเรียในระบบผลิตก๊าซชีวภาพน่าจะมียีน mcrA โดยใช้ชุด Go-Taq® Green Master Mix 
(Promega, USA) ส้าหรับท้า PCR ซึ่งเติม reaction mixtures ในหลอด PCR ที่วางอยู่ในน้้าแข็ง 
ดังนี้ 
  Go-Taq® Green Master Mix, 2X 15 µL 
  ไพรเมอร์ mcrA F (20 พิโคโมล)   1 µL 
  ไพรเมอร์ mcrA R (20 พิโคโมล)   1 µL 
  DNA-template (25 ng)    4 µL 
  Nuclease-Free Water     9 µL 

รวมส่วนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 30 µL ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้เกิดฟอง     
อากาศและด้าเนินปฏิกิริยา PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 
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Initial denaturation step อุณหภูมิ 95oซ   เวลา 5 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 95 oซ   เวลา 1 นาท ี
 Annealing step   อุณหภูมิ 55 oซ   เวลา 1 นาท ี     25 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 1 นาที 
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 10 นาท ี

ตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้โดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสใน
บัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% (ภาคผนวก ข) โดยเปรียบเทียบกับ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

5.3.2.1.2.2 การตรวจนับจ านวนแบคทีเรียท่ีมียีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซ 
ชีวภาพด้วยเทคนิค Real-time qPCR 

น้าตะกอนแบคทีเรียและน้้าเสียจากระบบผลิตก๊าซชีวภาพมาสกัดดีเอ็นเอด้วย Fast  
DNA spin kit (BIO 101 kit, Qbiogene, USA) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ แล้ววิเคราะห์ความบริสุทธิ์และ
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากนั้นตรวจนับจ้านวนชุดของยีนประมวลรหัส methyl coenzyme M 
reductase A (mcrA) ด้วยเทคนิค Real-time qPCR โดยใช้ SYBR Green ซึ่งดัดแปลงวิธีจาก 
Hallam และคณะ (2003) อุปกรณ์ส้าหรับ real-time PCR ประกอบด้วย MJ Mini Thermal 
Cycler, Mini Opticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad Laboratories Inc.) ด้วยโปรแกรม 
MJ Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-Rad Laboratories Inc.) โดยใช้ชุด
ทดสอบ 1X MaximaTM SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas Life Sciences, Hanover, 
MD, USA) และด้าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) โดยตั้ง
โปรแกรมดังนี ้

Initial denaturation step อุณหภูมิ 94oซ   เวลา 3 นาที  
 Denaturation step  อุณหภูมิ 94oซ   เวลา 40 วิาที 
 Annealing step   อุณหภูมิ 55 oซ   เวลา 1.5 นาท ี     36 รอบ 
 Extension step   อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 2 นาท ี
 Final extension  อุณหภูมิ 72 oซ   เวลา 10 นาท ี

และวิเคราะห์ melting curve ส้าหรับกราฟมาตรฐานสร้างโดยใช้พลาสมิดที่มียีน 
ประมวลรหัส methyl coenzyme M reductase A (mcrA) ที่ถูกเจือจางที่จ้านวนชุดยีนระดับต่างๆ 
 

5.3.2.2 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์ม  
น้าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลเบื้องต้นด้วย

แบคทีเรียตรึงบนซิลิกามาวิเคราะห์หาค่าพารามิเตอร์เบื้องต้น ประกอบด้วย alkalinity, MLSS, 
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MLVSS, VFA, sCOD และ COD ในการหาศักยภาพการผลิตก๊าซมีเทนเริ่มจากน้าตะกอนจุลินทรีย์
จากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใส่ในขวดซีรั่ม หลังจากนั้นเติมน้้าเสียจริงที่ผ่าน
การบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 60 มิลลิลิตร (รูปที่ 5.1) โดยเปรียบเทียบกับน้้าเสียจริงที่ไม่ผ่านการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลและเติมโซเดียมไบคาร์บอเนต 0.24 กรัม เพ่ือควบคุมค่าพีเอชในระบบให้
เป็นกลาง สุดท้ายปรับพีเอชให้มีค่าประมาณ 7.0 ด้วย 1N NaOH หรือ 1N HCl น้าขวดซีรั่มไปไล่
อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา 1 นาที แล้วปิดฝาขวดซีรั่มทันที น้าขวดซีรั่มตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
โดยเขย่าขวดซีรั่มทุกวันเพ่ือกวนผสมระหว่างจุลินทรีย์และของเหลว จากนั้นเก็บตัวอย่างทุกวันเป็น
เวลา 81 วัน และวิเคราะห์ปริมาณก๊าซชีวภาพด้วยหลักการแทนที่น้้า (รูปที่ 5.2) , pH, COD, MLSS, 
และ MLVSS รวมทั้งน้าก๊าซชีวภาพไปวิเคราะห์หาปริมาณสัดส่วนของก๊าซมีเทนในก๊าซชีวภาพทั้งหมด
ด้วยเครื่องวิเคราะห์องค์ประกอบก๊าซ (Gas chromatography) (รูปที่ 5.3)  

 

 
 

รูปที่ 5.1 ลักษณะระบบผลิตก๊าซชีวภาพแบบขวดซีรั่มประกอบด้วย น้้าเสีย ตะกอนจุลินทรีย์แอนแอ
โรบิกและโซเดียมไบคาร์บอเนต ที่มีการไล่ก๊าซออกซิเจนออกจนหมดและปิดขวดจนสนิท 

 

 
 

รูปที่ 5.2 การเก็บปริมาณก๊าซชีวภาพด้วยวิธีการแทนที่น้้า 
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รูปที่ 5.3 โครมาโตแกรมแสดงปริมาณสัดส่วนของก๊าซมีเทนในก๊าซชีวภาพทั้งหมด 
ด้วยเครื่องวิเคราะห์องค์ประกอบก๊าซ (Gas chromatography) 

 
โดยมีการค้านวณหาค่าศักยภาพการผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical Methane Potential; 

BMP) ตามวิธีของ Moody และคณะ (2009) ดังสมการดังต่อไปนี้ 
 

BMP (mLCH4/gCOD) = x / gCOD 
 

เมื่อ BMP = ศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนของของเสีย (มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีทั้งหมด) 
 x = ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมสูงสุด (มิลลิลิตรมีเทน) 
 gCOD = ซีโอดีเริ่มต้นของของเสีย (กรัมซีโอดีทั้งหมด) 

ส้าหรับชุดควบคุม: ใช้น้้าประปา ตะกอนจุลินทรีย์ และโซเดียมไบคาร์บอเนต ให้มีปริมาตร
รวมเท่ากับ 80 มิลลิลิตร 

 
 และการท้านายปริมาณก๊าซมีเทนโดยแบบจ้าลอง Gompertz   
 แบบจ้าลอง Gompertz เป็นแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ เพ่ือท้านายอัตราการผลิตก๊าซ
มีเทน การใช้สารตั้งต้น และการเจริญของจุลินทรีย์ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพ ซึ่งผู้วิจัยดัดแปลง
แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ Gompertz model ตามวิธีของ Patil และคณะ (2012) ดังสมการ
ดังต่อไปนี้ 
 

1. H
2
 

2. CH4 

3. CO
2
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เมื่อ M  = ปริมาณก๊าซมีเทนสะสม  (มิลลิลิตร),   
 Rm  = อัตราการผลิตก๊าซมีเทนสูงสุด (มิลลิลิตรต่อชั่วโมง),  
 P   = ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมสูงสุด (มิลลิลิตร),  

 λ   = Lag time (ชั่วโมง)  
 t    = เวลาการบ่มระบบผลิตก๊าซชีวภาพ (ชั่วโมง) 
 ค่าคงที่ e = 2.71828 
 
 5.3.3 วิธีวิเคราะห์ 

5.3.3.1 การวิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มในจังหวัดสงขลา และ
สตูล แล้วน้ามาวิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียโดยใช้วิธีการมาตรฐานส้าหรับการวิเคราะห์น้้าและน้้าเสีย 
(APHA, AWWA and WEF, 2005) เพ่ือหาค่าพารามิเตอร์ต่อไปนี้ pH, alkalinity, MLSS, MLVSS, 
VFA, sCOD, และ CODพร้อมทั้งวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียตามวิธีในข้อ 5.3.5.2 

5.3.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลทั้งหมดตามวิธีวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.2   
5.3.3.3 การวัดปริมาณแบคทีเรียใช้วิธี Dilution plate count ตามวิธีวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.5  
5.3.3.4 การวิเคราะห์การเกาะติดของเซลล์บนพื้นผิววัสดุตรึง ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) ตามวิธีวิเคราะห์ข้อ 3.3.5.6   
5.3.3.5 การติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากรของแบคทีเรียบนซิลิการะหว่างการบ้าบัด

สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียด้วย Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) ตามวิธี
วิเคราะห์ข้อ 4.3.5.6  

 
5.4 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

5.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตน้ ามันปาล์ม 

5.4.1.1 น้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน B จังหวัดสตูล โดยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาในระบบแบบแบทช์ 

ในการศึกษาเบื้องต้นผู้วิจัยได้วิเคราะห์คุณภาพน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม โดย
พิจารณาที่ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลและ COD พบว่าในน้้าเสียมีสารประกอบฟีนอล
ประมาณ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณ COD ค่อนข้างสูง (ตารางที่ 5.1) ซึ่งอาจจะส่งผลต่อ
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ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาดังนั้นในการทดลองส่วนนี้จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลระหว่างน้้าเสียที่กรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือแยกเอาตะกอนของแข็งออกกับน้้า
เสียที่ไม่ผ่านการกรอง เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการบ้าบัดและลดความเป็นพิษต่อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในการทดลองนี้ใช้ปริมาณแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา 250 กรัมต่อลิตร เพราะเป็นปริมาณแบคทีเรียตรึงที่
เหมาะสมที่สุดในการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียอย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด และปรับ pH 
ให้เป็นกลาง เนื่องจากเป็นภาวะที่เหมาะสมต่อการอยู่รอดของแบคทีเรีย โดยเก็บตัวอย่างที่เวลาต่างๆ 
จากนั้นน้าไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอล pH และ COD ผลการทดลองพบว่าเมื่อเวลาผ่าน
ไป 7 วัน แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียที่กรองผ่านผ้าขาวบาง
และไม่ผ่านการกรองได้ประมาณ 59.27% และ 36.90% ตามล้าดับ (ดังรูปที่ 5.4 และ 5.5) เมื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเมื่อใช้น้้าเสียจาก
บ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายในบทที่ 4 ซึ่งสามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลได้ 
73.02% แสดงให้เห็นว่าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา ส่งผล
ให้ประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลลดลง ซึ่งสอดคล้องกับจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดใน
แบคทีเรียตรึงและน้้าเสียจริง พบว่ามีแบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้านวนแบคทีเรีย
เพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้งระบบประมาณ 1.61±0.11×109 CFU ต่อชุดทดลอง ในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวน
แบคทีเรียในซิลิกาประมาณ 4.00±1.00×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 
9.00±2.00×105 CFU ต่อมิลลิลิตร เมื่อบ้าบัดฟีนอลผ่านไป 7 วัน มีจ้านวนแบคทีเรียในซิลิกาเพ่ิมขึ้น
เป็น 4.03±1.53×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสีย 1.30±0.20×106 CFU 
ต่อมิลลิลิตร ขณะที่จ้านวนแบคทีเรียในระบบบ้าบัดแบบแบทช์ในบทที่ 4 เมื่อใช้น้้าเสียจากบ่อบ้าบัด
น้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายและมีการเติมฟีนอลเพ่ิมที่ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
มีจ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดในระบบเป็น 9.00×108-1.67×109 CFU ต่อชุดทดลอง และจากงานวิจัย
ของ Khongkhaem และคณะ (2011) พบจ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดมีจ้านวนเป็น 9.00×108-
1.67×109 CFU ต่อชุดทดลอง เมื่อใช้น้้าเสียสังเคราะห์ที่เติมฟีนอลความเข้มข้น 2 ,500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส้าหรับน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาด้วยระบบทดลอง
ขนาดเล็กแบบแบทช์จะถูกน้าไปใช้ส้าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพในขั้นตอนต่อไป โดยเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

จากการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลโดยใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน B 
จังหวัดสตูลด้วยระบบแบทช์ ท้าให้ทราบว่าการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ในระบบแบทช์มีประสิทธิภาพไม่ดีเท่าที่ควร เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้น้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสีย
แบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย เนื่องจากน้้าเสียดังกล่าวมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียตรึง ส่งผลให้
แบคทีเรียต้องใช้เวลาในการปรับตัว จึงท้าให้ระบบใช้เวลานานในการบ้าบัด ดังนั้นในการทดลองขั้น
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ต่อไปจะบ้าบัดน้้าเสียในระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor โดยจะ
เปลี่ยนแหล่งน้้าเสียเป็นโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี ซึ่งเป็นโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มขนาดใหญ่ มี
ก้าลังการผลิตต่อวันสูง และที่ส้าคัญคือโรงงานนี้มีการผลิตน้้ามันปาล์มตลอดทั้งปีจึงมีน้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มตลอดทั้งปี สะดวกในการขอความอนุเคราะห์น้้าเสียและการขนส่งน้้า
เสียมาใช้ในการทดลอง อย่างไรก็ตาม อาจจะต้องเจือจางน้้าเสียให้มีความเข้มข้นของสารประกอบฟี
นอลและค่าซีโอดีต่้าลง และอาจจะต้องกรองเอาน้้ามัน ไขมันและของแข็งบางส่วนในน้้าเสียออก เพ่ือ
ลดปัญหาการหมุนวนของแบคทีเรียตรึงและลดการเกิดภาวะ shock load ภายในระบบการกรอง
ชีวภาพ 

 
ตารางท่ี 5.1 ลักษณะของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม B จังหวัดสตูล  

พารามิเตอร์ น้ าเสียที่ยังไม่ผ่านการบ าบัด* 
pH 4.02 

Phenolic compounds (mg/L)* 1,500-1,700 

COD (mg/L) 81,233 
sCOD (mg/L) 35,067 

MLSS (mg/L) 46,700 

MLVSS (mg/L) 42,200 
MLVSS/MLSS 0.90 

VFA (mg CaCO3/L) 1,269 

Alkalinity (mg CaCO3/L) 4,130 
หมายเหตุ: *เก็บตัวอย่างน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในวันที่ 12 มีนาคม 2555 
*สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วย Folin-Ciocalteu reagent 
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รูปที่ 5.4 ปริมาณสารประกอบฟีนอลที่เหลืออยู่ในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มจาก
โรงงาน B ที่ผ่านการกรองในชุดที่เติมซิลิกาที่มีแบคทีเรียตรึง 25 กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกับ 

ชุดควบคุมท่ีประกอบด้วย น้้าเสียและซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง 
 

 
รูปที่ 5.5 ปริมาณสารประกอบฟีนอลที่เหลืออยู่ในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มจาก
โรงงาน B ที่ไม่ผ่านการกรองในชุดที่เติมซิลิกาที่มีแบคทีเรียตรึง 25 กรัมต่อลิตร เปรียบเทียบกับ 

ชุดควบคุมท่ีประกอบด้วย น้้าเสียและซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง 
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เมื่อน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการบ้าบัดฟีนอลในน้้าเสียไปศึกษาลักษณะทางกายภาพ
โดยใช้เครื่อง Scanning Electron Microscope (SEM) จากรูปที่ 5.6 (ก) ด้านในซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัด
เป็นเวลา 7 วัน (ข) ด้านนอกซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดน้้าเสียที่ผ่านการกรองเป็นเวลา 7 วัน และ (ค) ด้าน
นอกซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดน้้าเสียที่ไม่ผ่านการกรองเป็นเวลา 7 วัน สังเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายในซิลิกา
และมีแบคทีเรียดั้งเดิมจากน้้าเสียตลอดการทดลอง 
 

     
                   ก.ด้านในซิลิกา             ข.ด้านนอกซิลิกา             ค. ด้านนอกซิลิกา 

  (น้้าเสียที่ผ่านการกรอง)   (น้้าเสียที่ไม่ผ่านการกรอง) 
 
รูปที่ 5.6 ลักษณะของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า เมื่อย่อยสลาย 
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนผลิตน้้ามันปาล์มจากโรงงาน B จังหวัดสตูล 

 
การตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้งานใน

ระบบการกรองชีวภาพเพ่ือย่อยสลายน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงาน B เป็นเวลา 
7 วันด้วยกล้อง CLSM โดยการย้อมเซลล์แบคทีเรียบนวัสดุตรึงโดยตรงด้วยสีย้อม FilmTracer™ 
LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ซึ่งประกอบด้วย SYTO® 9 fluorescent stain และ 
propidium iodide fluorescent stain และส่องด้วยกล้อง CLSM แสดงให้เห็นการยึดเกาะของ
เซลล์และการมีชีวิตของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง (ซิลิกา) โดยเซลล์สีเขียวที่ถูกย้อมติดสี
ด้วย SYTO® 9 fluorescent stain คือเซลล์ที่มีชีวิต ส่วนเซลล์สีแดงที่ถูกย้อมติดสีด้วย propidium 
iodide fluorescent stain คือเซลล์ตาย ดังแสดงในรูปที่ 5.7 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้
บ้าบัดน้้าเสียที่ผ่านการกรอง (ก) และไม่ผ่านการกรอง (ข) เป็นเวลา 7 วัน ตรวจพบแบคทีเรียที่มีชีวิต
จ้านวนมาก ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลตลอดการ
ทดลอง 



 113 

    
                                          ก.                                                ข.  

รูปที่ 5.7 การยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้บ้าบัดน้้าเสียจาก
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่ผ่านการกรอง (ก) และไม่ผ่านการกรอง (ข) เป็นเวลา 7 วัน 

โดยกล้อง CLSM ที่ก้าลังขยาย 20 เท่า 
 

นอกจากนี้จากการติดตามการยึดเกาะของเซลล์และการมีชีวิตของแบคทีเรียด้วยกล้อง 
CLSM สามารถหาค่าการมีชีวิตของแบคทีเรียได้ โดยค้านวณหาค่าการมีชีวิตของแบคทีเรียด้วย
โปรแกรม image J พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการใช้บ้าบัดน้้าเสียที่ผ่านการกรองและไม่ผ่าน
การกรองมีค่าการมีชีวิตประมาณ 87.79% และ 89.40% ของจ้านวนเซลล์ที่ถูกย้อมติดสีทั้งหมด 
ตามล้าดับ ดังแสดงในรูปที่ 5.7 ซึ่งวิธีดังกล่าวเป็นวิธีที่สะดวกรวดเร็วแม่นย้าโดยไม่ต้องอาศัยการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการและสามารถนับจ้านวนเซลล์ได้โดยตรงจากการส่องกล้อง  
CLSM 

 
5.4.1.2 น้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี โดย

ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
การศึกษาเบื้องต้นได้ทดสอบหาความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลที่ปนเปื้อนอยู่ในน้้าเสีย

จากกระบวนการผลิตของโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี พบว่าในน้้าเสียมีสารประกอบฟีนอล
มากกว่า 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่า COD ประมาณ 57,300 มิลลิกรัมต่อลิตร (ตารางที่ 5.2) 
และจากการทดลองข้อ 5.4.4.1 แสดงให้เห็นว่าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มมีความเป็น
พิษ ท้าให้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาใช้เวลานานในการปรับตัวภายในระบบ ดังนั้นเพ่ือลดความเป็นพิษ
ของน้้าเสียต่อแบคทีเรียในระบบจึงเจือจางน้้าเสีย 4 เท่า และเพ่ิมระยะเวลากักเก็บน้้าเป็น 24 ชั่วโมง 
เพ่ือให้น้้าเสียอยู่ในระบบการกรองชีวภาพนานขึ้น ซึ่งจะช่วยให้ระบบบ้าบัดสารประกอบฟีนอลได้
สูงขึ้น แต่ยังคงใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาเท่าเดิมคือ 25 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 5.8) และปรับ pH ของน้้า
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เสียให้เป็นกลางเพ่ือให้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถรอดชีวิต และเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลาย
สารประกอบฟีนอลของระบบการกรองชีวภาพ ผลการทดลองพบว่าเมื่อเข้าสู่ระยะ steady state 
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกามีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล  71.1 % (รูปที่ 5.9) และ
สามารถลดปริมาณ COD จากความเข้มข้นเริ่มต้นประมาณ 15,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือประมาณ 
5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 5.10) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล
ในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มกับน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อ
สุดท้ายในบทที่ 4 ด้วยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor พบว่าอัตรา
การย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มและน้้าเสียจากบ่อบ้าบัด
น้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายเป็น  8.00 และ 17.92 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ 
(ตารางท่ี 5.3) ซึ่งการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มท้าให้ระบบ
การกรองชีวภาพมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลลดลงประมาณ 2.24 เท่า ของน้้าเสีย
จากบอ่บ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย แสดงให้เห็นว่าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามัน
ปาล์มแม้จะเจือจางแล้ว ก็ยังคงมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียตรึง จึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอล แต่เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ ดังตารางที่ 5.3 พบว่าระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่พัฒนาขึ้นมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ในน้้า เสียจริงได้ใกล้ เคียงกับระบบการกรองชีวภาพแบบเดียวกันและชนิดอ่ืนๆ ซึ่ งบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียสังเคราะห์จึงสรุปได้ว่าระบบการกรองชีวภาพแบบ  Internal loop 
Airlift Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอล
และสามารถลดปริมาณ COD ได ้
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ตารางท่ี 5.2 ลักษณะของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มจังหวัดสุราษฎร์ธานี 

พารามิเตอร์ น้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตที่ไม่เจือจาง 

น้ าเสียจากกระบวนการ
ผลิตที่เจือจาง 4 เท่า 

pH 4.95 7.63 
Phenolic compounds (mg/L)* 1,000 270 

COD (mg/L) 57,300 15,300 

sCOD (mg/L) 21,147 3,700 
MLSS (mg/L) 18,800 3,400 

MLVSS (mg/L) 18,000 3,000 

MLVSS/MLSS 0.96 0.88 
VFA (mg CaCO3/L) 3,055 353 

Alkalinity (mg CaCO3/L) 61,950 16,220 
หมายเหตุ: *สารประกอบฟีนอลวิเคราะห์ด้วย Folin-Ciocalteu reagent 
 
 

 
 

รูปที่ 5.8 ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบน  
ซิลิกา 25 กรัมต่อลิตรและน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า จากกระบวนการผลิตของโรงงาน C 

จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
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รูปที่ 5.9 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงในระบบการกรองชีวภาพเมื่อใช้ย่อยสลายสารประกอบ    

ฟีนอลในน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า จากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 24 ชั่วโมง 

 
รูปที่ 5.10 ปริมาณซีโอดีที่เหลืออยู่เมื่อสารประกอบฟีนอลถูกย่อยสลายด้วยแบคทีเรียตรึงในระบบ

การกรองชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียเจือจาง 4 เท่า จากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงาน C 
จังหวัดสุราษฎร์ธานี ที่ระยะเวลากักเก็บน้้า (HRT) 24 ชั่วโมง 
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ส้าหรับการศึกษาจ้านวนแบคทีเรียที่อยู่รอดในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียจริง พบว่ามี
แบคทีเรียอยู่ในระบบตลอดการทดลอง และมีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยทั้ งระบบประมาณ
1.04±0.27×1011 CFU ต่อชุดทดลอง ในชั่วโมงที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลในซิลิกา
ประมาณ 4.67±0.58×108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสีย 
8.67±2.08×105 CFU ต่อมิลลิลิตร เมื่อบ้าบัดสารประกอบฟีนอลผ่านไป 4 เดือน มีจ้านวนแบคทีเรีย
ย่อยสลายฟีนอลในซิลิกาเพ่ิมขึ้นเป็น 1.30±0.36×109 CFU ต่อกรัมซิลิกา และมีจ้านวนแบคทีเรีย
ย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียเป็น 2.00±0.26×106 CFU ต่อมิลลิลิตร เมื่อน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่
ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียไปศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช้เครื่อง Scanning 
Electron Microscope จากรูปที่ 5.11 (ก) ด้านในซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือนและ (ข) ด้าน
นอกซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือน สังเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายในซิลิกาและมีแบคทีเรียดั้งเดิม
จากน้้าเสียตลอดการทดลอง 
 

                    
ก. ด้านในซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือน  ข. ด้านนอกซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือน 

 
รูปที่ 5.11 ลักษณะของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ก้าลังขยาย 5,000 เท่า เมื่อย่อยสลาย 

สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า จากกระบวนผลิตของโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี  
(ก) ด้านในซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือน (ข) ด้านนอกซิลิกาเมื่อใช้บ้าบัดเป็นเวลา 4 เดือน 
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ตารางที่ 5.3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลของระบบขวดเขย่าแบบ
แบทช์และระบบการกรองชีวภาพ 
ชนิดแบคทีเรียท่ีถูก

ตรึงบนซิลิกา 
ชนิดของ
ระบบ
บ าบัด 

ชนิดของ 
น้ าเสีย 

ความเข้มขน้
สารประกอบ 

ฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) 

ประสิทธ ิ
ภาพ 

การย่อย
สลาย
สาร 

ประกอบ 
ฟีนอล 
(%) 

อัตราการ
ย่อยสลาย

สารประกอบ 
ฟีนอล 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตรต่อ
ชั่วโมง) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

ตรึงตะกอนจลุินทรีย์
ในซิลิกา (SG)  

Packed-
bed 

reactor 
และ 

Fluidized-
bed 

reactor 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

350 100 14.58 Branyik 
และ 

Kuncova 
(2000) 

Achromobacter 
sp. ตรึงบน 

honeycomb-like 
ceramic 

Internal 
loop 
Airlift 

Bioreactor 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

2,4 
dichlorophenol 

100-400 

94-99 2-10 Quan 
และคณะ 
(2003) 

Achromobacter 
sp. ตรึงบน 

honeycomb-like 
ceramic 

Internal 
loop 
Airlift 

Bioreactor 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

ฟีนอล 200 และ 
2,4 

dichlorophenol 
10 

98-100 1.25-25 Quan 
และคณะ 
(2004) 

Pseudomonas 
stutzeri OX1 ตรึง
บน silica sand, 

alumina, porous 
alumina, tuff และ 
activated carbon 

Airlift 
bioreactor 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

ฟีนอล 
200-450 

90 36-81 Viggiani 
และคณะ 
(2006) 

ตะกอนจุลินทรีย์ตรึง
บน Liapor clay 

beads 

Fixed bed 
reactor 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

400-10,400 30-100 2.78-21.67 Bajaj 
และคณะ 
(2009) 
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ชนิดแบคทีเรียท่ีถูก
ตรึงบนซิลิกา 

ชนิดของ
ระบบ
บ าบัด 

ชนิดของ 
น้ าเสีย 

ความเข้มขน้
สารประกอบ 

ฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) 

ประสิทธ ิ
ภาพ 

การย่อย
สลาย
สาร 

ประกอบ 
ฟีนอล 
(%) 

อัตราการ
ย่อยสลาย

สารประกอบ 
ฟีนอล 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตรต่อ
ชั่วโมง) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

แบคทีเรียตรึงบน 
rubber foam 

Bed 
Biofilm 
Reactor 
(MBBR) 

น้้าเสีย
สังเคราะห ์

200-400 60-75  Nikhitha 
และ 

Shibu 
(2009) 

Acinetobacter sp. 
PK1 และ 

Methylobacterium 
sp. NP3  

ตรึงบนซิลิกา 

ระบบขวด
เขย่าแบบ

แบทช์ 

น้้าเสียจาก
กระบวนการ
ผลิตน้า้มัน

ปาล์ม 

1,050 65.9 4.12 งานวิจัยนี ้

Acinetobacter sp. 
PK1 และ 

Methylobacterium 
sp. NP3  

ตรึงบนซิลิกา 

Internal 
loop 
Airlift 

Bioreactor 

น้้าเสียเจือ
จาง 4 เท่า

จาก
กระบวน 
การผลิต

น้้ามันปาลม์ 

270 71.1 8.00 งานวิจัยนี ้

1
22
 



 120 

การตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล์และการมีชีวิตของแบคทีเรียในไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวของ
เซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้เป็นเวลา 4 เดือน ด้วยการย้อมเซลล์แบคทีเรียบนวัสดุตรึงโดยตรงด้วยสีย้อม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ซึ่งประกอบด้วย SYTO® 9 fluorescent stain 
และ propidium iodide fluorescent stain และส่องด้วยกล้อง CLSM แสดงให้เห็นการยึดเกาะ
ของเซลล์และการมีชีวิตของเซลล์แบคทีเรียบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง โดยเซลล์สีเขียวที่ถูกย้อมติดสีด้วย  
SYTO® 9 fluorescent stain คือเซลล์ที่มีชีวิต ส่วนเซลล์สีแดงที่ถูกย้อมติดสีด้วย propidium 
iodide fluorescent stain คือเซลล์ตาย ดังรูปที่ 5.12 แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้เป็นเวลา 
4 เดือน ตรวจพบแบคทีเรียที่มีชีวิตจ้านวนมากอยู่ในไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวของเซลล์ตรึง ซึ่งสอดคล้อง
กับประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามัน
ปาล์มตลอดการทดลอง 

 

 
 

รูปที่ 5.12 ภาพถ่ายการยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียในไบโอฟิล์มบนพื้นผิวของเซลล์ตรึงที่ผ่านการใช้
งานในระบบการกรองชีวภาพเพ่ือย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามัน

ปาล์มเป็นเวลา 4 เดือน โดยกล้อง CLSM ที่ก้าลังขยาย 20 เท่า 
 

นอกจากนี้จากการติดตามการยึดเกาะของเซลล์และการมีชีวิตของแบคทีเรียด้วยกล้อง 
CLSM สามารถหาค่าการมีชีวิตของแบคทีเรียได้ โดยค้านวณหาค่าการมีชีวิตของแบคทีเรียด้วย
โปรแกรม image J พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการใช้งานมีค่าการมีชีวิตประมาณ 86.89% 
ของจ้านวนเซลล์ที่ถูกย้อมติดสีทั้งหมดลดลงเล็กน้อย ดังแสดงในรูปที่ 5.12 เมื่อพิจารณาจากผลการ
ทดลองในบทที่ 4 ที่ใช้น้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายจากโรงงาน A จังหวัด
สงขลา และโรงงาน B จังหวัดสตูล พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการใช้งานมีค่าการมีชีวิต
ประมาณ 87.64% และ 90.65% ของจ้านวนเซลล์ที่ถูกย้อมติดสีทั้งหมด ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่า

1
23
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น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียสูงกว่าน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสีย
แบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย โดยท้าให้แบคทีเรียตรึงมีอัตราการรอดชีวิตน้อยลง 

 
5.4.1.3 การตรวจติดตามยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรองชีวภาพ 
5.4.1.3.1 การตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA และ LmPH ในระบบการกรอง 

ชีวภาพ  
จากการตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน 16S rRNA ด้วยวิธี PCR โดยน้าดีเอ็นเอที่สกัดจาก

แบคทีเรียในซิลิกาน้้าเสียโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานีก่อนและหลังบ้าบัดด้วยระบบการกรอง
ชีวภาพ จากนั้นน้ามาเพ่ิมจ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNAของแบคทีเรียโดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
1401F และ 968R (Muangchinda และคณะ, 2013) จากผลการทดลองพบผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 
433 bp ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาโดยวิธี PCR ดังรูปที่ 5.13 ซึ่งสอดคล้องกับการเพ่ิมขึ้นของจ้านวน
แบคทีเรียทั้งหมดในระบบการกรองชีวภาพ 

 

 
 

รูปที่ 5.13 การมีอยู่ของยีน 16S rRNA ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการกรอง
ชีวภาพด้วยวิธี PCR ช่องวิ่งที่ 1: marker 100 bp ช่องวิ่งที่ 2: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาก่อนใช้
งาน ช่องวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาหลังใช้งาน ช่องวิ่งที่ 4: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 

25% ก่อนบ้าบัดวันที่ 0 ช่องวิ่งที่ 5: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 0 ช่องวิ่งที่ 6: 
ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 2 ช่องวิ่งที่ 7: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% 
หลังบ้าบัดวันที่ 29 ช่องวิ่งที่8: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 67 ช่องวิ่งที่ 9:     

ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 103 
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ยีน LmPH มีหน้าที่ในการประมวลรหัสฟีนอลไฮดรอกซิเลสซึ่งเป็นเอนไซม์เริ่มต้นของวิถีการ
ย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียจากการตรวจติดตามการมีอยู่ของยีน LmPH ด้วยวิธี PCR โดยน้าดี
เอ็นเอที่สกัดจากแบคทีเรียในซิลิกาน้้าเสียก่อนและหลังบ้าบัดด้วยระบบการกรองชีวภาพ จากนั้น
น้ามาเพ่ิมจ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน LmPH ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสของ
แบคทีเรียโดยใช้คู่ไพรเมอร์ U1+U2+U3F และ UR (Basile และคณะ, 2010) จากผลการทดลองพบ
ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 620 bp ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาโดยวิธี PCR ดังรูปที่ 5.14 ซึ่งสอดคล้องกับ
การเพ่ิมข้ึนของจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในระบบการกรองชีวภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5.14 การมีอยู่ของยีน LmPH ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ฟีนอลไฮดรอกซิเลสในระบบการกรอง
ชีวภาพด้วยวิธี PCR ช่องวิ่งที่ 1: marker 100 bp ช่องวิ่งที่ 2: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาก่อนใช้
งาน ช่องวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในซิลิกาหลังใช้งาน ช่องวิ่งที่ 4: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 

25% ก่อนบ้าบัดวันที่ 0 ช่องวิ่งที่ 5: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 0 ช่องวิ่งที่ 6: 
ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 2 ช่องวิ่งที่ 7: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% 
หลังบ้าบัดวันที่ 29 ช่องวิ่งที่ 8: ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 67 ช่องวิ่งที่ 9:    

ดีเอ็นเอจากน้้าเสียที่เจือจาง 25% หลังบ้าบัดวันที่ 103 
 
 5.4.1.3.2 การตรวจนับจ านวนแบคทีเรียที่มียีน 16S rRNA และยีน LmPH ในระบบการ
กรองชีวภาพด้วยเทคนิค Real-time qPCR 

จากการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน 16S rRNA และยีน LmPH ในระบบการกรอง
ชีวภาพด้วยวิธี Real-time qPCR โดยน้าดีเอ็นเอของแบคทีเรียที่สกัดจากซิลิกาและน้้าเสียโรงงาน C 
จังหวัดสุราษฎร์ธานี จากระบบการกรองชีวภาพก่อนและหลังการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลน้ามาเพ่ิม
จ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA และยีน LmPH โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 1401F กับ 968R 
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และไพรเมอร์ U1+U2+U3F กับ UR ตามล้าดับ โดยน้าค่า Ct ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานเพ่ือค้านวณเป็นจ้านวนแบคทีเรียจากผลการทดลองพบว่าจ้านวนชุดของยีน  16S rRNA 
และ LmPH ในแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาและน้้าเสียจากระบบการกรองชีวภาพก่อนบ้าบัดมีจ้านวนน้อย
กว่าหลังบ้าบัดที่เวลาต่างๆ (รูปที่ 5.15) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการเพ่ิมจ้านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดและแบคทีเรียดั้งเดิมท่ีสามารถย่อยสลายฟีนอลและสารประกอบฟีนอลที่อยู่ในซิลิกาและในน้้า
เสียที่ผ่านการบ้าบัด ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลและสารประกอบฟีนอลโดย
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถอยู่รอดได้ในระบบการกรองชีวภาพตลอดระยะเวลาการทดลองโดย
จ้านวนสัดส่วนของยีน LmPH ต่อ 16S rRNA ของซิลิกาและน้้าเสียก่อนบ้าบัดเท่ากับ 0.84 และ 0.59 
และหลังบ้าบัดเพิ่มข้ึนเป็น 1.04 และ 0.56 - 0.73 ตามล้าดับ 
 

 
รูปที่ 5.15 การตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน LmPH และ 16S rRNA ด้วยเทคนิค Real-time 

qPCR ในระบบการกรองชีวภาพเมื่อบ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม C 
จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
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5.4.2 การคัดเลือกหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกส าหรับการผลิตก๊าชชีวภาพ 
5.4.2.1 การหาค่าความสามารถจ าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทนด้วย

วิธีการทดสอบ Specific Methanogenic Activity (SMA)  
ในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกที่ดีที่สุดส้าหรับการ

ผลิตก๊าซชีวภาพ จึงเลือกตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มในจังหวัดสุราษฎร์
ธานี 2 โรงงาน จาก 2 อ้าเภอ คือ อ้าเภอพุนพิน และอ้าเภอท่าชนะ (ตารางที่ 5.4) เพ่ือใช้ในการ
ทดสอบความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซชีวภาพและ/หรือก๊าซมีเทน สาเหตุ
ที่ไม่เลือกหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากโรงงาน A จังหวัดสงขลา เนื่องจากโรงงานไม่มี
ระบบผลิตก๊าซชีวภาพจึงไม่มีหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิก โดยน้าหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอน
แอโรบิกมาผสมกับน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานีเมื่อ
พิจารณาลักษณะของน้้าเสีย พบว่าค่า pH ของน้้าเสียไม่เหมาะสมส้าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพและ/
หรือก๊าซมีเทน ดังนั้นจึงปรับค่า pH ประมาณ 7 เนื่องจากเป็น pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญของกลุ่ม
แบคทีเรียที่ผลิตก๊าซมีเทน โดยท้าการทดลองในขวดซีรั่มที่มีการไล่ก๊าซออกซิเจนออกให้หมดก่อนจึง
ปิดขวดให้สนิท จากนั้นท้าการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซมีเทนดังรูปที่ 5.16 ชุดควบคุมคือ ใช้น้้าประปา
เป็นสารตั้งต้น ซึ่งไม่มีสารอาหารแทนน้้าเสียจริงจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม เพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพที่เกิดขึ้นจริงของหัวเชื้อตะกอนจุลิทรีย์ในการผลิตก๊าซชีวภาพ และจากรูปที่ 5.16 น้าค่า
ความชันของกราฟมาค้านวณหาค่าความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกในการ
ผลิตก๊าซมีเทนด้วยวิธีการทดสอบ Specific Methanogenic Activity (SMA) พบว่าตะกอนจุลินทรีย์
แอนแอโรบิกจากอ้าเภอท่าชนะ และอ้าเภอพุนพิน มีค่าความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ใน
การผลิตก๊าซมีเทนประมาณ 0.11 และ 0.30 gCOD CH4/g VSS/d ตามล้าดับ เมื่อน้าค่า SMA คูณ
กับ 433 mL/g COD (Sun และคณะ, 2012) จะได้เท่ากับ 47.63 และ 129.90 mL CH4/g VSS/d 
ตามล้าดับ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอพุนพินมีค่า
ความสามารถจ้าเพาะในการผลิตก๊าซมีเทนสูงกว่าตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอท่าชนะ 
ดังนั้นจึงเลือกตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอพุนพินเพ่ือเป็นหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอ
โรบิกส้าหรับการผลิตก๊าซมีเทน 
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ตารางท่ี 5.4 ลักษณะทั่วไปของหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิก 

พารามิเตอร์ 
 

โรงงานจังหวัดสุราษฎร์ธาน ี
อ าเภอพุนพิน 

โรงงานจังหวัดสุราษฎร์ธานี 
อ าเภอท่าชนะ 

pH 6.40 6.78 

COD (mg/L) 31,967 17,426 

sCOD (mg/L) 8,433 1,188 

MLSS (mg/L) 33,200 16,875 

MLVSS (mg/L) 26,800 12,080 

MLVSS/MLSS 0.81 0.72 

Phenolic compounds (mg/L) 120 80 

SMA (gCOD CH4/g VSS/d) 0.30 0.11 
mcrA gene (Log copies 
number/mL) 

6.23±0.08 5.90±0.07 

 

 
รูปที่ 5.16 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมเมื่อใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี 

ซึ่งใช้หัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์จากอ้าเภอพุนพินและอ้าเภอท่าชนะ 
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5.4.2.2 การตรวจนับจ านวนแบคทีเรียที่มียีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพด้วย
เทคนิค Real-time qPCR 

จากการทดลองในข้อ 5.4.2.1 แสดงให้เห็นว่าระบบผลิตก๊าซชีวภาพที่ใช้หัวเชื้อตะกอน
จุลินทรีย์จากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม สามารถผลิตก๊าซมีเทนได้อย่างรวดเร็วในช่วง 14 วันแรก และ
จะเริ่มคงที่ในช่วงหลังจากวันที่ 14 ดังนั้นในการทดลองส่วนนี้จะตรวจติตามจ้านวนชุดยีน mcrA 
ภายใน 14 วัน เท่านั้น โดยการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพด้วย
เทคนิค Real-time qPCR ซึ่งน้าดีเอ็นเอที่สกัดจากแบคทีเรียในระบบผลิตก๊าซชีวภาพน้ามาเพ่ิม
จ้านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีน mcrA โดยใช้คู่ไพรเมอร์ mcrA-F กับ mcrA-R โดยน้าค่า Ct ของ
ตัวอย่างเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือค้านวณเป็นจ้านวนแบคทีเรีย จากผลการนับจ้านวน
แบคทีเรียที่มียีน mcrA ด้วยวิธี Real-time qPCR พบว่าในวันที่ 0 แบคทีเรียที่มียีน mcrA ในระบบ
ผลิตก๊าซชีวภาพที่ใช้ตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอพุนพินและอ้าเภอท่าชนะบรรจุน้้าเสียที่
ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลมีจ้านวนมากกว่าแบคทีเรียในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อผลิตก๊าซ
ชีวภาพเป็นเวลา 7 วัน ขณะที่ในวันที่ 7 แบคทีเรียที่มียีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพที่บรรจุน้้า
เสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลมีจ้านวนมากกว่าแบคทีเรียในระบบผลิตก๊าซชีวภาพวันที่ 0 
คือเพ่ิมขึ้นจาก 6.22 เป็น 6.37 และเพ่ิมขึ้นจาก 5.32 เป็น 5.69 Log copies number ต่อมิลลิลิตร 
ตามล้าดับ ในวันที่ 0 พบว่ายีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพที่ใช้หัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์จากอ้าเภอ
พุนพินสูงกว่าหัวเชื้อตะกอนจุลินทรีย์จากอ้าเภอท่าชนะ ซึ่งสอดคล้องกับค่า SMA จากงานวิจัยของ 
Steinberg และ Regan (2009) สามารถตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน mcrA ในตะกอนจุลินทรีย์
แอนแอโรบิกด้วยวิธี Real-time qPCR ได้ประมาณ 4.38 Log copies number ต่อมิลลิลิตร แสดง
ให้เห็นว่าจ้านวนยีน mcrA เริ่มต้นในระบบน่าจะมีเพียงพอต่อการผลิตก๊าซชีวภาพและเมื่อเวลาผ่าน
ไป 14 วัน พบว่าแบคทีเรียที่มียีน mcrA ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพที่บรรจุน้้าเสียที่ไม่ผ่านและผ่านการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลมีจ้านวนเพ่ิมขึ้นจากวันที่ 7 โดยสามารถตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน 
mcrA เมื่อใช้ตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอพุนพินผสมกับน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า (25% 
dephenolized POME) ที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล น้้าเสียเจือจาง 4 เท่า (25% POME) ที่
ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล และน้้าเสีย (100% POME) ที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ   
ฟีนอลได้เท่ากับ 7.51, 7.62 และ 7.69 Log copies number ต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ (รูปที่ 5.17ก) 
และเมื่อใช้ตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากอ้าเภอท่าชนะผสมกับน้้าเสียเจือจาง 4 เท่า (25% 
dephenolized POME) ที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล น้้าเสียเจือจาง 4 เท่า (25% POME) ที่
ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล และน้้าเสีย (100% POME) ที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ   
ฟีนอลได้เท่ากับ 7.97, 7.87 และ 7.83 Log copies number ต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ (รูปที่ 5.17ข) 
การที่จ้านวนยีนในระบบการผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้ตะกอนจุลินทรีย์ของอ้าเภอพุนพินมีจ้านวนยีน
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น้อยกว่าอ้าเภอท่าชนะในวันที่ 14 แต่ค่า SMA กลับมีค่ามากกว่า ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับค่าซีโอดีในระบบผลิต
ก๊าซชีวภาพ และเมื่อทดสอบด้วยค่าทางสถิติ พบว่าจ้านวนยีนในทั้งสองระบบในวันที่ 14 ไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าในระยะแรกของการผลิตก๊าซชีวภาพ
เมื่อใช้น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล แบคทีเรียที่มียีน mcrA ซึ่งเกี่ยวข้องกับการผลิต
ก๊าซมีเทนถูกยับยั้งแอคทิวิตีโดยสารประกอบฟีนอลแต่เมื่อเวลาผ่านไปแบคทีเรียที่มียีน mcrA ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการผลิตก๊าซมีเทนสามารถปรับตัวให้ทนต่อความเป็นพิษของสารประกอบฟีนอลได้  
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ข. 

รูปที่ 5.17 การตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่มียีน mcrA ด้วยเทคนิค Real-time qPCR ในน้้าเสียจาก
ระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
อ้าเภอพุนพิน และตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากจังหวัดสุราษฎร์ธานี อ้าเภอพุนพิน (ก)  

และอ้าเภอท่าชนะ (ข) 
 

 5.4.3 การผลิตก๊าซชีวภาพจากน้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์ม 
ในการทดลองส่วนนี้ต้องการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่มี

ลักษณะและองค์ประกอบแตกต่างกันว่าส่งผลต่อประสิทธิภาพการผลิตและปริมาณการผลิตก๊าซ
ชีวภาพหรือไม่ อีกทั้งต้องการพิสูจน์ว่าสารประกอบฟีนอลมีผลยับยั้งแบคทีเรียกลุ่มที่ผลิตก๊าซมีเทน
หรอืไม่ ซึ่งจะใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง 
คือ โรงงาน B จังหวัดสตูล และโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี จากข้อ 5.4.1 และน้้าเสียที่ไม่ผ่านการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอล โดยองค์ความรู้ที่ได้จากงานวิจัยส่วนนี้จะถูกน้าไปประยุกต์ใช้กับน้้าเสีย
กระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มต่างๆ เพื่อเพ่ิมศักยภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ
รวมทั้งสามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับโรงงานอ่ืนๆ ที่น้้าเสียมีลักษณะคล้ายกับน้้าเสียจากกระบวนการ
ผลิตน้้ามันปาล์มต่อไป 
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 5.4.3.1 น้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน B จังหวัดสตูล 
ในการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ โดยเปรียบเทียบกับปริมาณก๊าชชีวภาพ

ระหว่างน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลจากข้อ 5.4.1.1 มาเปรียบเทียบกับน้้าเสียที่ยังไม่
ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ซึ่งลักษณะของน้้าเสียจากกระบวนการบ้าบัดของโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มก่อนและหลังบ้าบัดสารประกอบฟีนอลแสดงดังตารางที่ 5.5 เมื่อพิจารณาลักษณะของน้้า
เสียพบว่าค่า pH ของน้้าเสียทั้ง 3 ชนิด ไม่เหมาะสมส้าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพ ดังนั้นจึงปรับค่า pH 
เป็น 7 เนื่องจากเป็น pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญของกลุ่มแบคทีเรียที่ผลิตก๊าซมีเทน จากนั้นน้าน้้า
เสียมาผสมกับตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจากระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม ท้า
การทดลองในขวดซีรั่มที่มีการไล่ก๊าซออกซิเจนออกให้หมดก่อนจึงปิดขวดให้สนิทจากนั้นท้าการวัด
ปริมาตรก๊าซชีวภาพที่เกิดข้ึนโดยใช้หลักการแทนที่น้้าพบว่าปริมาณก๊าซชีวภาพสะสมที่เกิดขึ้นจากน้้า
เสียที่กรองเอาของแข็งออกแล้วน้ามาบ้าบัด น้้าเสียที่ไม่ได้กรองเอาของแข็งออกแล้วน้ามาบ้าบัด และ
น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดประมาณ 225.17, 471.57 และ 216.17 มิลลิลิตร ตามล้าดับ (ดังรูปที่ 
5.18) และน้าตัวอย่างไปวิเคราะห์ปริมาณก๊าซมีเทนด้วยเครื่อง GC-TCD พบว่าปริมาณก๊าซมีเทน
สะสมที่เกิดขึ้นจากน้้าเสียที่กรองเอาของแข็งออกแล้วน้ามาบ้าบัด น้้าเสียที่ไม่ได้กรองเอาของแข็งออก
แล้วน้ามาบ้าบัด และน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดประมาณ 186.89, 208.50 และ 78.47 มิลลิลิตรมีเทน 
ตามล้าดับ (ดังรูปที่ 5.19 และตารางที่ 5.6) ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณก๊าซมีเทนสะสมที่เกิดจาก
แบบจ้าลองของ Gompertz (ดังรูปที่ 5.20 และตารางที่ 5.6) จากผลการทดลองสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Fountoulakis และคณะ (2002) ศึกษาการก้าจัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจาก
โรงงานสกัดน้้ามันมะกอกด้วยร Pleurotus ostreatus และน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลมาผลิตก๊าซชีวภาพ พบว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดและน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ   
ฟีนอลสามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้ประมาณ 1,700 และ 1,200 มิลลิลิตร ตามล้าดับ และน้้าเสียที่ผ่าน
การบ้าบัดและน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลสามารถผลิตก๊าซมีเทนได้ประมาณ 1,394 
และ 852 มิลลิลิตรมีเทน ตามล้าดับ ซึ่งน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสามารถผลิตก๊าซชีวภาพและก๊าซมีเทน
ได้ดีกว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล โดยน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลมี
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพและก๊าซมีเทนเพ่ิมขึ้นประมาณ 1.42 และ 1.64 เท่าของน้้าเสียที่ไม่
ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล งานวิจัยของ Martinez-Garcia และคณะ (2007) รายงานว่าการ
ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียแบบใช้อากาศก่อนน้าน้้าเสียไปผลิตก๊าซมีเทน สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนเพ่ิมขึ้นประมาณ 23% และงานวิจัยของ Chen และคณะ (2008) 
กล่าวว่าสารมลพิษที่พบในน้้าเสีย เช่น แอมโมเนียม ซัลไฟด์ โลหะหนัก และสารอินทรีย์ เป็นต้น มีผล
ท้าให้ระบบการกรองชีวภาพล้มเหลวและยับยั้งการเจริญของกลุ่มจุลินทรีย์ในน้้าเสีย ส่งผลให้ผลิตก๊าซ
ชีวภาพต่้าลงหรือไม่มีการผลิตก๊าซชีวภาพ และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนด้วยการ
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ทดสอบค่า Biochemical Methane Potential (BMP) พบว่าน้้าเสียที่กรองเอาของแข็งออกแล้ว
น้ามาบ้าบัด น้้าเสียที่ไม่ได้กรองเอาของแข็งออกแล้วน้ามาบ้าบัด และน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดมี
ศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนประมาณ 533.97, 301.97 และ 21.44 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี
ทั้งหมด ตามล้าดับ ดังตารางที่ 5.6 ซึ่งค่า BMP แสดงถึงศักยภาพในการผลิตมีเทนสูงสุดของของเสีย
จากงานวิจัยของ Moody และคณะ (2009) ศึกษาศักยภาพการผลิตก๊าซมีเทนโดยการทดสอบค่า 
Biochemical Methane Potential (BMP) เพ่ือท้านายและเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายแบบไม่
ใช้ออกซิเจนของน้้าเสียจากการเกษตรในระบบทดลองแบบแบตซ์ พบว่าระบบมีศักยภาพในการผลิต
ก๊าซมีเทนประมาณ 290 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีทั้งหมด และงานวิจัยของ Hafez และคณะ 
(2010) ศึกษาการผลิตก๊าซมีเทนในระหว่างการบ้าบัดน้้าเสียจากระบบฝังกลบขยะ พบว่าระบบมี
ศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนสูงสุดประมาณ 426 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีทั้งหมด จากการศึกษา
แสดงให้เห็นว่าการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียก่อนเข้าสู่ระบบผลิตก๊าซชีวภาพ สามารถช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพและก๊าซมีเทนของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตของโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มได้จริง (ตารางท่ี 5.8) 
 
ตารางที่ 5.5  ลักษณะของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม B จังหวัดสตูล ที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอล 

พารามิเตอร์ น้ าเสียที่ผ่านการบ าบัด* น้ าเสียที่ผ่านการบ าบัด** 
pH 8.83 7.79 

COD (mg/L) 7,767 21,967 

sCOD (mg/L) 1,800 5,567 
MLSS (mg/L) 31,000 33,400 

MLVSS (mg/L) 8,400 8,600 
MLVSS/MLSS 0.27 0.26 

VFA (mg CaCO3/L) 70.5 79.9 

Alkalinity (mg CaCO3/L) 30,975 68,400 
หมายเหตุ:  * หมายถึง น้้าเสียที่น้ามากรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือกรองเอาตะกอนออก 
      ** หมายถึง น้้าเสียที่ไม่ได้ผ่านการกรองเพ่ือแยกเอาตะกอนออก 
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รูปที่ 5.18 ปริมาณก๊าซชีวภาพสะสมที่เกิดจากน้้าเสียจากโรงงาน B จังหวัดสตูล 

ผสมกับตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิก 

 
รูปที่ 5.19 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมที่เกิดจากน้้าเสียจากโรงงาน B จังหวัดสตูล 

ผสมกับตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิก 
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รูปที่ 5.20 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมจากน้้าเสียกระบวนการผลิตโรงงาน B จังหวัดสตูล 
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 ตารางท่ี 5.6 ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากการทดลองและแบบจ้าลองของ Gompertz 
ชนิดของน้ า

เสีย 
หัวเชื้อ ปริมาณ

ก๊าซ
ชีวภาพ
สะสม

(มิลลิลิตร) 

%
ก๊าซ
มีเทน 

ปริมาณ
ก๊าซ
มีเทน
สะสม 

(มิลลิลิตร
มีเทน) 

Modified Gompertz parameters 
(model) 

R2 BMP 
(mLCH4/ 
gCOD) M 

(mLCH4) 
P 

(mLCH4) 
Rm 

(mL/h) 
λ 
(h) 

น้้าเสียที่ไม่
ผ่านการ
บ้าบัด 

ตะกอน
สลัดจ์ 

216.17 36.30 78.47 78.47 78.47 0.64 4.82 0.968 21.44 

น้้าเสียที่ผ่าน
การบ้าบัด 
(กรอง) 

ตะกอน
สลัดจ์ 

225.17 83.00 186.89 186.89 186.89 0.47 17.65 0.982 533.97 

น้้าเสียที่ผ่าน
การบ้าบัด 
(ไม่กรอง) 

ตะกอน
สลัดจ์ 

471.57 63.30 298.50 296.57 298.50 0.34 2.45 0.971 301.97 
 

 
5.4.3.2 น้ าเสียกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มโรงงาน C จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ โดยน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ   

ฟีนอลด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่บรรจุในระบบการกรองชีวภาพ Internal loop Airlift 
Bioreactor จากข้อ 5.4.1.2 มาผลิตก๊าซชีวภาพ และลักษณะน้้าเสีย แสดงในตารางที่ 5.7 จากผล
การศึกษาพบว่าปริมาณก๊าซชีวภาพสะสมที่เกิดขึ้นจากน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (100%) น้้าเสียที่ไม่
ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) และน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) มีค่า  216.17, 260.37, 
และ 150.17-205.17 มิลลิลิตร ตามล้าดับ (รูปที่ 5.21) เมื่อน้าตัวอย่างไปวิเคราะห์ปริมาณก๊าซมีเทน
ด้วยเครื่อง GC-TCD พบว่าปริมาณก๊าซมีเทนสะสมที่เกิดขึ้นจากน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (100%) 
น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) และน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) ประมาณ 
78.47, 120.42 และ 83.06 - 149.28 มิลลิลิตรมีเทน ตามล้าดับ (รูปที่ 5.22) เมื่อน้าแบบจ้าลอง 
Gompertz ซึ่งเป็นแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์มาท้านายอัตราการผลิตก๊าซมีเทนในระบบผลิตก๊าซ
มีเทน ซึ่งผู้วิจัยดัดแปลงแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ Gompertz model ตาม Patil และคณะ 
(2012) พบว่าปริมาณก๊าซมีเทนจากการค้านวณโดยใช้แบบจ้าลอง Gompertz ให้ผลการทดลอง
สอดคล้องกับปริมาณก๊าซมีเทนที่วัดได้จากการทดลองจริง (รูปที่ 5.23 และตารางที่ 5.8) และเมื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนด้วยการทดสอบค่า Biochemical Methane Potential 
(BMP) พบว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (100%) น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) และน้้า
เสียที่ผ่านการบ้าบัด (เจือจาง 4 เท่า) มีศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนประมาณ 21.23, 131.12 และ 

1
36
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346.47-507.77 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีทั้งหมด ตามล้าดับ (ตารางที่ 5.8) แสดงให้เห็นว่าน้้าเสีย
ที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล (เจือจาง 4 เท่า) มีศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนเพ่ิมขึ้นประมาณ 
3 - 4 และ 16 - 24 เท่าของน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล (เจือจาง 4 เท่า) และน้้า
เสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด (ไม่เจือจาง) ตามล้าดับ  

ผลการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซมีเทนเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ    
ฟีนอลนี้สอดคล้องกับการใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลจาก
โรงงาน B จังหวัดสตูล และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Fountoulakis และคณะ (2002), Martinez-
Garcia และคณะ (2007) และ Chen และคณะ (2008) ส้าหรับผลการทดสอบค่า Biochemical 
Methane Potential (BMP) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Moody และคณะ (2009) และ Hafez และ
คณะ (2010) ดังที่กล่าวไว้ในข้อ 5.4.3.1 จากตารางที่ 5.9 แสดงให้เห็นว่าปริมาณก๊าซชีวภาพที่เกิด
ขึ้นอยู่กับแหล่งน้้าเสียที่น้ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิต 

จากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่บรรจุ
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกา สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพและท้าให้ได้ปริมาณก๊าซมีเทน
สูง แต่ถ้าเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยราจากงานวิจัยข้างต้น พบว่า
การใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาอาจจะมีประสิทธิภาพต่้ากว่า เนื่องจากรามีความทนทานต่อภาวะ
แวดล้อมที่รุนแรง และความเป็นพิษของสารมลพิษในน้้าเสียได้ดีกว่าแบคทีเรีย ดังนั้นเราสามารถ
แก้ปัญหาดังกล่าวโดยเพ่ิมระบบบ้าบัดเป็น 2 เฟส ประกอบด้วย เฟสที่ 1 บ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ด้วยราก่อน โดยใช้ระบบการกรองชีวภาพแบบ Packed bed bioreactor หรือระบบการกรอง
ชีวภาพแบบอ่ืนๆ จากนั้นน้าน้้าเสียดังกล่าวมาบ้าบัดต่อในเฟสที่ 2 ด้วยแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาใน
ระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor ซึ่งข้อดีของระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor ที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถขยายขนาดระบบให้ใหญ่ขึ้นได้ ท้าให้
สามารถรองรับปริมาณน้้าเสียของโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่มีปริมาณมากได้ ควบคุมระบบได้ง่าย 
และข้ันตอนการด้าเนินการไม่ยุ่งยาก จากนั้นจึงน้าน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่ผ่านการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลเข้าสู่ระบบผลิตก๊าซชีวภาพต่อไป 

เมือ่พิจารณาที่ความเข้มข้นซีโอดีในระบบ พบว่าเมื่อใช้น้้าเสียที่ไม่ผ่านการเจือจางซึ่งมีค่าซีโอ
ดีประมาณ 61,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ปริมาณก๊าซมีเทนเพียง 78.47 มิลลิลิตรมีเทน ขณะที่น้้าเสียที่
เจือจางมีค่าซีโอดีประมาณ 15,300 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ปริมาณก๊าซมีเทน 120.37 มิลลิลิตรมีเทน
แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นซีโอดีมีผลต่อการผลิตก๊าซมีเทน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sun และ
คณะ (2012) ศึกษาความเข้มข้นของซีโอดีที่มีผลต่อการผลิตก๊าซมีเทน พบว่าปริมาณการผลิตก๊าซ
มีเทนลดลงจาก 150 มิลลิลิตร เป็น 61 มิลลิลิตร เมื่อความเข้มข้นซีโอดีในน้้าเสียเพ่ิมจาก 4,000 เป็น 
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10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของซีโอดีสูงมีผลยับยั้งการ
ท้างานของตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิก (anaerobic sludge) ส่งผลให้ระบบผลิตก๊าซมีเทนได้
น้อยลงจากการศึกษาข้างต้นสามารถน้าองค์ความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้กับน้้าเสียกระบวนการผลิต
น้้ามันปาล์มเพ่ือการผลิตก๊าซมีเทนควบคู่กับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลและซีโอดี โดยสามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนได้ดังต่อไปนี้ ใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มแบบไม่ต้อง
เจือจาง แต่ต้องบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียด้วยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop 
Airlift Bioreactor ก่อน แล้วจึงน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดไปผลิตก๊าซมีเทน แต่วิธีนี้น้้าเสียอาจจะเป็น
พิษต่อจุลินทรีย์ในระบบ และส่งผลให้ระบบล้มเหลวได้ หรือใช้น้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามัน
ปาล์มที่เจือจาง เพ่ือให้ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลและค่าซีโอดีลดลง แล้วจึงน้าไปผลิตก๊าซ
มีเทน ซึ่งวิธีนี้ไม่สามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียได้ แต่ถ้าต้องการให้ได้ปริมาณก๊าซมีเทน
สูงควบคู่กับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลอย่างมีประสิทธิภาพ ควรเจือจางน้้าเสียก่อน แล้วน้าไป
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift Bioreactor 
หลังจากนั้นจึงน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลไปผลิตก๊าซมีเทนต่อไป 
 
ตารางที่ 5.7 ลักษณะของน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์ม C จังหวัดสุราษฎร์ธานีก่อนและ
หลังบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

พารามิเตอร์ น้ า
เสีย
ไม่
เจือ
จาง 

น้ า
เสีย
เจือ
จาง 

4 เท่า 
 

น้ าเสียเจือจาง 4 เท่าและผ่านการบ าบดัสารประกอบฟีนอล 

 
วันที่  
9 
 

วันที่ 
14 

วันที่ 
25 

วันที่ 
34 

วันที่  
48 

วันที่  
61 

วันที่  
76 

วันที่  
88 

วันที่  
95 

วันที่ 
107 

pH 3.97 7.63 7.86 7.75 7.81 7.38 8.54 8.35 8.54 8.36 8.04 8.73 

Phenolic 
compounds 
(mg/L) 

1,000 270 166 182 134 106 98 73 156 108 54 118 

COD (mg/L) 61,500 15,300 4,900 4,800 6,500 6,133 4,667 3,567 3,533 4,300 4,000 4,633 

sCOD (mg/L) 34,567 3,700 1,180 1,060 440 423 610 820 420 750 247 1,833 

MLSS (mg/L) 17,400 3,400 600 100 500 800 100 400 300 100 400 100 

MLVSS (mg/L) 15,400 3,000 300 60 400 500 50 300 120 60 300 50 

MLVSS/MLSS 0.89 0.88 0.50 0.60 0.80 0.63 0.50 0.75 0.40 0.60 0.75 0.50 

VFA (mg 
CaCO3/L) 

3,055 353 359 470 705 588 130 118 940 588 350 410 

Alkalinity (mg 
CaCO3/L) 

61,950 16,220 20,355 20,650 11,800 10,325 10,915 13,865 7,375 17,700 11,800 16,255 

 

1
22
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รูปที่ 5.21 ปริมาณก๊าซชีวภาพสะสมที่ผลิตจากน้้าเสียกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน C  

จังหวัดสุราษฎร์ธานี ที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

 
รูปที่ 5.22 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมที่ผลิตจากน้้าเสียกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน C 

จังหวัดสุราษฎร์ธานี ที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 
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25% dephenolized POME day 34
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รูปที่ 5.23 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมจากน้้าเสียกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มโรงงาน C  

จังหวัดสุราษฎร์ธานีที่ค้านวณจากแบบจ้าลองของ Gompertz 
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ตารางท่ี 5.8 ปริมาณก๊าซมีเทนสะสมที่ได้จากการค้านวณด้วยแบบจ้าลอง Gompertz และศักยภาพ
การผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical Methane Potential; BMP) 

ชนิดของน้ าเสีย 

% 
ก๊าซ
มีเทน 

 

Modified Gompertz parameters (model) BMP 
(mLCH4/gCOD) M 

(mLCH4) 
P 

(mLCH4) 
Rm 

(mL/h) 
λ 
(h) 

R2 
 

25% POMEวันท่ี 0 46.23 
 

120.27 120.42 
 

0.19 4.79 0.990 131.09 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 9 

72.73 
 

149.24 149.28 
 

0.37 7.98 0.994 507.77 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 14 

60.50 
 
 

121.43 121.41 
 
 

0.30 5.71 0.995 421.56 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 25 

75.13 
 
 

150.98 150.77 
 
 

0.33 5.11 0.933 386.58 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 34 

75.37 
 

147.89 148.49 
 

0.34 4.73 0.997 403.52 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 48 

65.43 
 
 

111.22 111.22 
 
 

0.28 3.33 0.997 397.17 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 61 

57.70 
 
 

86.65 86.40 
 
 

0.24 4.86 0.994 403.69 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 76 

64.83 
 

107.14 107.01 
 
 

0.23 5.71 0.990 504.80 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 88 

57.20 
 

100.52 100.84 
 

0.13 2.78 0.986 390.85 

25% Dephenolized 
POME 
วันท่ี 95 

54.80 
 

99.46 99.50 
 
 

0.19 4.89 0.985 414.57 

25% Dephenolized 
POME 

วันท่ี 107 

61.20 
 

116.26 116.28 
 
 

0.21 4.93 0.984 418.34 
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ตารางท่ี 5.9 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ไม่ผ่านและผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอล 
ชนิดของน้ าเสีย หัวเชื้อ ปริมาณ

ก๊าซ
ชีวภาพ
สะสม
(มิลลิลิ
ตร) 

%
ก๊าซ
มี 

เทน 

ปริมาณ
ก๊าซ
มีเทน
สะสม 

(มิลลิลิต
รมีเทน) 

Modified Gompertz 
parameters (model) 

R2 BM
P 

(mL 
CH4

/ 
gCO
D) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

M 
(mLC
H4) 

P 
(mLC
H4) 

Rm 
(mL/
h) 

λ 
(h) 

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันมะกอกท่ี
ไม่ผ่านการบ้าบัด 

(100% untreated 
OWM) 

ตะกอน
สลัดจ ์

1,200 - 852 - - - - - - Fountoula
kis และ
คณะ 

(2002) 

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันมะกอกท่ี

ผ่านการบ้าบัด 
(100% treated 

OWM) 

ตะกอน
สลัดจ ์

1,700 - 1,394 - - - - - - 

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มที่
ไม่ผ่านการบ้าบัด 

มูลวัว
สด 

150 47 70.50 - - - - - - Abubakar 
และ Ismail 

(2012) 

น้้าเสียจากฟาร์มหมู
ที่ไม่ผ่านการบ้าบัด 

มูลสุกร - - 167.62-
312.47 

168.39
-

314.08 

168.0
2-

313.2
7 

15.98
-

19.77 

3.00 0.94
-

0.99 

- Kwak และ
คณะ 

(2013) 

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มที่
ไม่ผ่านการบ้าบัด 

(ไม่เจือจาง) 

- - 44.
17 

- - - - - - - Sidik และ
คณะ 

(2013)  

- มูลวัว 
100% 

- 40.
59 

- - - - - - - 

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มที่
ไม่ผ่านการบ้าบัด 

(60%POME) 

มูลวัว 
40% 

- 46.
12 

- - - - - - -  

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มที่
ไม่ผ่านการบ้าบัด 

(80%POME) 

มูลวัว 
20% 

- 50.
56 

- - - - - - -  

น้้าเสียจากโรงงาน
สกัดน้้ามันปาล์มที่

มูลวัว 
30% 

1,875 61.
13 

1,146.1
9 

- - - - - -  
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ชนิดของน้ าเสีย หัวเชื้อ ปริมาณ
ก๊าซ

ชีวภาพ
สะสม
(มิลลิลิ
ตร) 

%
ก๊าซ
มี 

เทน 

ปริมาณ
ก๊าซ
มีเทน
สะสม 

(มิลลิลิต
รมีเทน) 

Modified Gompertz 
parameters (model) 

R2 BM
P 

(mL 
CH4

/ 
gCO
D) 

เอกสาร 
อ้างอิง 

M 
(mLC
H4) 

P 
(mLC
H4) 

Rm 
(mL/
h) 

λ 
(h) 

ไม่ผ่านการบ้าบัด 
(70%POME) 

น้้าเสียที่ไม่ผ่านการ
บ้าบัด  

ตะกอน
สลัดจ ์

216.17 36.
30 

78.47 78.47 78.47 0.64 4.82 0.96
8 

21.4
4 

งานวิจัยน้ี 

น้้าเสียที่ผ่านการ
บ้าบัด (กรอง) 

 

ตะกอน
สลัดจ ์

225.17 83.
00 

186.89 186.89 186.8
9 

0.47 17.65 0.98
2 

533.
97 

งานวิจัยน้ี 

น้้าเสียที่ผ่านการ
บ้าบัด  

(ไม่กรอง) 
 

ตะกอน
สลัดจ ์

471.57 63.
30 

298.50 296.57 298.5
0 

0.34 2.45 0.97
1 

301.
97 
 

งานวิจัยน้ี 

น้้าเสียที่ไม่ผ่านการ
บ้าบัด (เจือจาง 4 

เท่า) 

ตะกอน
สลัดจ ์

260.37 46.
23 
 

120.42  120.27 120.4
2 
 

0.19 4.79 0.99
0 

131.
12 

งานวิจัยน้ี 

น้้าเสียที่ผ่านการ
บ้าบัด (เจือจาง 4 

เท่า) 

ตะกอน
สลัดจ ์

150.17-
205.17 

54.
80-
75.
37 

83.06-
149.28 

86.65-
150.98 

86.40-
150.7
7 

 

0.24-
0.34 

4.86-
7.98 

0.93
3-

0.99
7 

346.
47-
507.
77 

งานวิจัยน้ี 

   

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 6 
ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
6.1 ข้อสรุป  

6.1.1 ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลในน้ าเสียสังเคราะห์ด้วยแบคทีเรีย
ตรึงบนซิลิกาในระบบแบทช์และระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น 

การผลิตหัวเชื้อแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้นท้าได้ดังนี้คือ ใช้หัวเชื้อ
แบคทีเรียผสมของ Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ที่มีค่า OD578 
เท่ากับ 3.0 ซึ่งท้าให้ได้แบคทีเรียตรึงให้มีจ้านวนเซลล์เริ่มต้น ~108 CFU ต่อกรัมซิลิกา และใช้
แบคทีเรียตรึงที่มีลักษณะสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5x0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร  โดยแบคทีเรียตรึงที่ผลิต
ขึ้นใหม่นี้มีปริมาณเซลล์แบคทีเรียต่อกรัมซิลิกาสูง ท้าให้ลดระยะเวลาในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ชนิดอ่ืนๆ เช่น m-cresol, o-cresol, caffeic acid, ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid, 
catechol และ 3-methylcatechol อีกทั้งสามารถลดปริมาณแบคทีเรียตรึงในระบบได้ จึงส่งผลให้
ต้นทุนของระบบโดยรวมลดลง นอกจากนี้ผลการศึกษาพบว่าสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้ประมาณ 30 วัน จึงไม่จ้าเป็นต้องเตรียมแบคทีเรียตรึงใหม่บ่อยครั้ง 
ท้าให้สะดวกต่อการน้าไปใช้งานกับน้้าเสียจริง ซึ่งมีสารเคมีอันตรายปนเปื้อนหลากหลายชนิด 

การน้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาไปพัฒนาเป็นระบบการกรองชีวภาพส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียที่
ปนเปื้อนสารประกอบฟีนอลในระดับห้องปฏิบัติการสามารถท้าได้ดังนี้ สร้างระบบการกรองชีวภาพ
แบบ Internal loop Airlift Bioreactor ขนาดเล็กความจุ 3 ลิตร และเติมแบคทีเรียตรึงบนซิลิกา
ปริมาณ 25 กรัมต่อลิตร พบว่าแบคทีเรียตรึงสามารถเคลื่อนที่ในถังปฏิกรณ์ได้ดี หลังจากนั้นทดสอบ
ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพโดยใช้น้้ากลั่น และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปรับระบบ
ให้มีระยะเวลากักเก็บน้้าที่ 2.5 - 5.0 ชั่วโมง และให้อากาศอย่างต่อเนื่อง พบว่าแบคทีเรียตรึงบน     
ซิลิกาสามารถย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้นตั้งแต่ 5 - 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 100% และสามารถ
ย่อยสลายฟีนอลผสมกับสารประกอบฟีนอลอ่ืนๆ ได้ 100% ซึ่งสอดคล้องกับการเจริญของแบคทีเรีย  
โดยพบว่าจ้านวนแบคทีเรียในระบบที่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM มีจ้านวนสูงกว่าในระบบที่ใช้น้้า
กลั่น แสดงว่าสารอาหารช่วยให้แบคทีเรียเจริญและย่อยสลายสารประกอบฟีนอลได้ดีขึ้น นอกจากนี้
ระบบการกรองชีวภาพนี้ยังสามารถใช้งานได้อย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน ส้าหรับต้นทุนในการ
ผลิตหัวเชื้อและระบบการกรองชีวภาพขนาดความจุ 3 ลิตร ส้าหรับบ้าบัดน้้าเสีย คือ 103 และ 4,280 
บาท ตามล้าดับ และค่าใช้จ่ายในการบ้าบัดน้้าเสีย คือ 0.003 บาทต่อลิตร  
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6.1.2 ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นในการบ าบัดสารประกอบ    
ฟีนอลท่ีปนเปื้อนในน้ าเสียจากบ่อบ าบัดน้ าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้าย 

ในการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบบ้าบัดขวดเขย่าขนาดเล็ก
แบบแบทช์โดยใช้น้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์ม 2 แหล่ง คือ โรงงาน A จังหวัดสงขลา และ
โรงงาน B จังหวัดสตูล พบว่าปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงเกินเกณฑ์มาตรฐานฯ ก้าหนด การศึกษา
เบื้องต้นทดลองในระบบบ้าบัดขวดเขย่าขนาดเล็กแบบแบทช์โดยใช้น้้าเสียทั้งที่เติมและไม่เติมฟีนอล
เพ่ิม พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาสามารถย่อยสลายฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มทั้ง 2 
แหล่ง ได้ 100% ที่ความเข้มข้นฟีนอลเริ่มต้น 6.8 - 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่ง
ประกอบด้วยซิลิกาที่ไม่มีแบคทีเรีย พบว่าฟีนอลมีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อย นอกจากนี้พบว่า
แบคทีเรียในซิลิกามีจ้านวนเพ่ิมขึ้น แสดงว่าแบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 ตรึงบนซิลิกาสามารถเจริญโดยใช้ฟีนอลและสารอินทรีย์อ่ืนๆ ในน้้าเสียจาก
โรงงานสกัดน้้ามันปาล์มได้  

เมื่อน้าน้้าเสียจากโรงงาน A มาบ้าบัดโดยระบบการกรองชีวภาพ พบว่าแบคทีเรียตรึง
สามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 6.8 และ 26.7 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 
100% และ 75.7% ตามล้าดับ และเม่ือใช้น้้าเสียจากโรงงาน B จังหวัดสตูล พบว่าแบคทีเรียตรึงบนซิ
ลิกาสามารถย่อยสลายสารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 10.7 และ 112.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ได้ 100% และ 70.5% ตามล้าดับ ระบบการกรองชีวภาพยังสามารถลดค่าซีโอดี และสีได้บางส่วน 
โดยไม่จ้าเป็นต้องเติมสารอาหารอ่ืนๆ เพ่ิม โดยประสิทธิภาพการย่อยสลายสารประกอบฟีนอล
สอดคล้องกับการเจริญของแบคทีเรีย ดังนั้นระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถใช้บ้าบัด
สารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มได้อย่างมีประสิทธิภาพ และการตรึงเซลล์
แบคทีเรียในซิลิกายังเป็นการปกป้องแบคทีเรียจากภาวะแวดล้อมที่รุนแรง และสารเคมีอันตรายชนิด
อ่ืนๆ ในน้้าเสีย รวมทั้งระบบมีค่าใช้จ่ายในการด้าเนินระบบค่อนข้างต่้าและสะดวกในการด้าเนินการ 
ผู้วิจัยคาดว่าจะใช้ระบบการกรองชีวภาพนี้ส้าหรับบ้าบัดน้้าเสียจากอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ที่มี
สารประกอบฟีนอลปนเปื้อนได้ 
 

6.1.3 ประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นในการบ าบัดสารประกอบ    
ฟีนอลที่ปนเปื้อนในน้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันปาล์มเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าช
ชีวภาพ 
 ผู้วิจัยได้น้าแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามาบ้าบัดน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มซึ่งมี
สารประกอบฟีนอลความเข้มข้นสูงมาก ทั้งนี้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าชชีวภาพของน้้าเสียนี้ 
ในการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในระบบบ้าบัดขวดเขย่าขนาดเล็กแบบแบทช์ที่
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บรรจุน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มของโรงงาน B จังหวัดสตูล พบว่าแบคทีเรียตรึงบน     
ซิลิกาสามารถบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียที่กรองผ่านผ้าขาวบางและไม่ผ่านการกรองได้
ประมาณ 59.27% และ 36.90% ภายใน 7 วัน ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามพบว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลเป็นเวลานาน ส่งผลให้ค่า pH ไม่เหมาะสมต่อการน้าไปผลิตก๊าซชีวภาพโดยเฉพาะ
ก๊าซมีเทน จากนั้นได้น้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดไปผลิตก๊าซชีวภาพเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับน้้าเสีย
ที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล โดยการทดสอบค่า Biochemical Methane Potential 
(BMP) พบว่าน้้าเสียที่กรองเอาของแข็งออกแล้วน้ามาบ้าบัด น้้าเสียที่ไม่ได้กรองเอาของแข็งออกแล้ว
น้ามาบ้าบัด และน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด มีศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนประมาณ 534, 301 และ 
21 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดีทั้งหมด ตามล้าดับ เมื่อน้าไปประยุกต์ใช้จริงในโรงงานสกัดน้้ามัน
ปาล์ม การกรองน้้าเสียก่อนแล้วน้ามาบ้าบัดสารประกอบฟีนอล และน้าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดไปผลิต
ก๊าซชีวภาพอาจจะไม่เหมาะสม แต่โดยทั่วไปโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มจะมีบ่อพักน้้าเสีย ซึ่งช่วย
ตกตะกอนของแข็งบางส่วนได้ ดังนั้นน้้าเสียที่ออกจากบ่อพักอาจถือว่าผ่านการกรองเอาของแข็งออก
บางส่วนแล้ว ในการทดลองต่อไปจึงน้าน้้าเสียจากบ่อพักมาบ้าบัดสารประกอบฟีนอลแล้วน้าไปผลิต
ก๊าซชีวภาพ อย่างไรก็ดีการศึกษาข้างต้นแสดงให้เห็นว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพได้ดีกว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด 
 เมื่อผู้วิจัยน้าระบบการกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกามาใช้บ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลในน้้าเสียจากกระบวนการผลิตน้้ามันปาล์มที่เก็บจากบ่อพัก โดยท้าการทดลองแบบต่อเนื่อง  
พบว่าระบบการกรองชีวภาพมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล โดยมีอัตราการย่อย
สลายสารประกอบฟีนอลเมื่อใช้น้้าเสียที่เจือจาง 4 เท่า ประมาณ 8.0 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง  
อย่างไรก็ตามพบว่าการย่อยสลายสารประกอบฟีนอลเป็นเวลานานส่งผลให้ค่า pH ไม่เหมาะสมต่อ
การน้าไปผลิตก๊าซชีวภาพโดยเฉพาะก๊าซมีเทน ดังนั้นจึงปรับค่า pH ให้เหมาะสมก่อน จากนั้นน้าน้้าที่
ผ่านการบ้าบัดที่เวลาต่างๆ ไปผลิตก๊าซชีวภาพเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอล โดยทดสอบความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทนด้วย
วิธีการทดสอบ Specific Methanogenic Activity (SMA) พบว่าตะกอนจุลินทรีย์แอนแอโรบิกจาก
อ้าเภอพุนพินเมื่อน้ามาเป็นหัวเชื้อส้าหรับผลิตก๊าซมีเทน โดยใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดมีความสามารถ
จ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทนประมาณ 0.2 - 0.3 gCOD CH4/(g VSS d) และมี
ศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทน (Biochemical Methane Potential; BMP) ประมาณ 347 - 508 
มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี ในขณะที่น้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดมีศักยภาพในการผลิตก๊าซมีเทนเพียง 
131 มิลลิลิตรมีเทนต่อกรัมซีโอดี แสดงว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลมีศักยภาพในการ
ผลิตก๊าซมีเทนเพ่ิมขึ้นประมาณ 3 - 4 เท่าของน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล ผลจาก
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การศึกษายืนยันให้เห็นว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
ก๊าซมีเทนได้ดีกว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล  
 

6.1.4 สรุปผลการศึกษา 
ในปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยใดน้าระบบการกรองชีวภาพแบบ Internal loop Airlift 

Bioreactor (ILALR) ที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาไปใช้บ้าบัดสารมลพิษในน้้าเสียจริง ซึ่งงานวิจัยนี้
ได้น้าระบบการกรองชีวภาพที่บรรจุแบคทีเรียตรึงบนซิลิกาที่พัฒนาขึ้นไปใช้บ้าบัดสารประกอบฟีนอล
ที่ปนเปื้อนในน้้าเสียจากบ่อบ้าบัดน้้าเสียแบบบ่อปรับเสถียรบ่อสุดท้ายและน้้าเสียจากกระบวนการ
สกัดน้้ามันปาล์ม ผลการศึกษาพบว่าระบบบ้าบัดมีประสิทธิภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้า
เสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มต่างๆ ได้ทั้ง 2 ประเภท ระบบที่พัฒนาขึ้นจึงสามารถน้ามาใช้เพ่ือ
แก้ปัญหาปริมาณสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียจากโรงงานสกัดน้้ามันปาล์มที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน
อุตสาหกรรมฯ และเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนเมื่อใช้น้้ าเสียที่ปนเปื้อนด้วย
สารประกอบฟีนอลเป็นสารตั้งต้นได้ นอกจากนี้การตรวจติดตามยีนที่เกี่ยวข้องกับย่อยสลายฟีนอล
ด้วยเทคนิค Real-time qPCR ช่วยยืนยันว่าแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบสามารถท้างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซึ่งท้าให้ทราบถึงจ้านวนยีนของชนิดจุลินทรีย์ที่ท้าหน้าที่ย่อยสลายสารประกอบฟีนอล 
ความรู้ที่ได้รับจะช่วยให้ออกแบบระบบบ้าบัดสารประกอบฟีนอลที่สัมพันธ์กับการท้างานของ
แบคทีเรียตรึงบนซิลิกาในภาวะต่างๆ ได้ดียิ่งขึ้น รวมทั้งสามารถน้าระบบไปขยายขนาดและเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรียตรึงตามอัตราส่วนที่เหมาะสม เพ่ือให้บ้าบัดน้้าเสียปริมาณมากได้  

ข้อดีของระบบการกรองชีวภาพแบบ ILALR ที่พัฒนาขึ้น สรุปได้ดังนี้ 
1) ระบบมีประสิทธิภาพสูงในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลในน้้าเสีย 
2) แรงเฉือนต่้าเหมาะสมต่อการใช้แบคทีเรียตรึงบนซิลกาเป็นตัวกลาง  

 3) ระบบมี internal loop ท้าให้ตัวกลางหมุนวนในระบบได้ดี และช่วยให้ออกซิเจนละลาย
ได้ดียิ่งขึ้น  

4) สามารถออกแบบให้ถังมีขนาดใหญ่ขึ้น จึงสามารถบ้าบัดน้้าเสียได้ในปริมาณมาก  
5) ต้นทุนในการบ้าบัดค่อนข้างต่้า 
อย่างไรก็ดีระบบการกรองชีวภาพแบบ ILALR ที่พัฒนาขึ้นมีข้อเสียบางประการ สรุปได้ดังนี้ 
1) ระบบใช้แบคทีเรีย Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ซึ่งไม่ 

สามารถก้าจัดสีในน้้าเสียได้ และอาจจะเป็นสาเหตุให้พบสารประกอบฟีนอลตกค้าง 
2) ระบบไม่สามารถเพ่ิมปริมาณตัวกลางให้หนาแน่นมากกว่านี้ เพราะตัวกลางจะไม่สามารถ 

หมุนวนได้ จ้าเป็นต้องพัฒนาตัวกลางที่มีน้้าหนักเบาข้ึน 
3) การผสมจะมีประสิทธิภาพต่้าลงเมื่อจุลินทรีย์มีการเจริญเพิ่มจ้านวนมากขึ้น ท้าให้สาร  
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อาหารและออกซิเจนภายในถังกระจายตัวไม่สม่้าเสมอ จึงมีผลต่อการเกิดภาวะจ้ากัดของสารอาหาร
และออกซิเจนได้งา่ย  

ผลการศึกษายังท้าให้ทราบว่าสารประกอบฟีนอลในน้้าเสียมีผลต่อแบคทีเรียที่ผลิตก๊าซมีเทน
จริง และพบว่าน้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบฟีนอลสามารถช่วยเพ่ิมปริมาณการผลิตก๊าช
ชีวภาพโดยรวมและปริมาณก๊าซมีเทนได้สูงกว่าน้้าเสียที่ไม่ผ่านการบ้าบัด ซึ่งองค์ความรู้ที่ได้รับ
สามารถน้าไปพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากน้้าเสียของโรงงานสกัด
น้้ามันปาล์มควบคู่กับการพัฒนาเทคโนโลยีระบบการกรองชีวภาพในการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล
เบื้องต้นในน้้าเสียก่อนน้าน้้าเสียเข้าสู่ระบบก๊าชชีวภาพต่อไป 

 
6.2 ข้อเสนอแนะ 

6.2.1 ควรปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบให้สามารถก้าจัดสารประกอบฟีนอลที่ยังคง
เหลืออยู่ในน้้าเสีย โดยอาจจะเพ่ิมหัวเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ที่คัดแยกจากแหล่งน้้าเสีย อาทิเช่น 
Saccharomyces cerevisiae (Aksu และ Donmez, 2003), Bacillus sp. (Dawkar และคณะ, 
2009), Lactobacillus plantarum (Limkhuansuwan และ Chaiprasert, 2010), 
Phanerochaete chrysosporium (Kissi และคณะ, 2001; Guimaraes และคณะ, 2005; 
Asamudo และคณะ, 2005; Rakamthong และ Prasertsan, 2011) เป็นต้น ที่มีประสิทธิภาพสูงใน
การก้าจัดสารประกอบฟีนอล  

6.2.2 ควรศึกษาประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพในระดับน้าร่อง ส้าหรับบ้าบัดน้้า
เสียจากโรงงานสกัดปาล์มน้้ามัน โดยเพ่ิมขนาดของถังปฏิกรณ์และเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียตรึงตาม
อัตราส่วน  

6.2.3 เนื่องจากสียังเป็นปัญหาส้าคัญของน้้าเสียจากโรงงานสกัดปาล์มน้้ามัน จึงอาจน้ารา
สายพันธุ์ต่างๆ อาทิเช่น Phanerochaete chrysosporium (Kissi และคณะ, 2001; Guimareas 
และคณะ, 2005; Asamudo และคณะ, 2005; Rakamthong และ Prasertsan, 2011), 
Curvularia clavata (Neoh และคณะ, 2014) ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสีมาตรึงเพ่ิมในซิลิ
กาหรือวัสดุอ่ืนๆ เช่น โฟม (Srikanlayanukul และคณะ, 2008) อัลจิเนต (Daâssi และคณะ, 2014) 
เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการก้าจัดสีไปพร้อมกับการบ้าบัดสารประกอบฟีนอล 

6.2.4 ควรศึกษาประสิทธิภาพของระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้น ในการบ้าบัดน้้าเสีย
จากอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ที่มีสารประกอบฟีนอลปนเปื้อน 

6.2.5 ระบบการกรองชีวภาพที่พัฒนาขึ้นยังคงมีปัญหาเกี่ยวกับค่าไฟฟ้า ซึ่งส่วนใหญ่มาจาก
ปั๊มลมซึ่งมีหน้าที่ให้อากาศและหมุนเวียนเซลล์ตรึง วิธีหนึ่งในการแก้ไขปัญหาอาจท้าโดยพัฒนาเซลล์
ตรึงบนซิลิกาให้มีขนาดบางและเบากว่าเดิม โดยดัดแปลงวิธีการสังเคราะห์แบบโซล -เจล อาทิเช่น 
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เปลี่ยนชนิดของสารตั้งต้น pH และอุณหภูมิ เป็นต้น (Barbé และคณะ, 2005; Milea และคณะ, 
2011) เพ่ือให้ซิลิกาสามารถลอยตัวและหมุนเวียนในระบบได้ดี จึงไม่จ้าเป็นต้องใช้ปั๊มลมที่มีก้าลังสูง 
ส่งผลให้ค่าไฟฟ้าในการเดินระบบลดลงได้ หรืออาจจะเปลี่ยนชนิดของวัสดุตรึงเป็นวัสดุที่เบาและลอย
น้้าได้ดี เช่น ไคโตซาน (Khondee และคณะ, 2012) โฟม (Patil และคณะ, 2006; Chanthamalee 
และ Luepromchai, 2012; Martins และคณะ, 2013) เป็นต้น  
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ภาคผนวก ก 
 
กราฟมาตรฐานของฟีนอลและสารประกอบฟีนอล  

ก.1 กราฟมาตรฐานของฟีนอลท่ีความเจือจาง 10,000 เท่า

 
รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐานของฟีนอลที่ความเจือจาง 10,000 เท่า โดย UV-Visible 

 
วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐานของฟีนอลตามวิธีของ Greenberg และคณะ (1992) 

ชั่งฟีนอลหนัก 10,000, 5,000, 2,500, 1,250, และ 625 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเติมสาร
ดังต่อไปนี้ 0.5 N สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 2.5 มิลลิลิตร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2.5 มิลลิลิตร 
4-อะมิโนแอนติไพรีน 1 มิลลิลิตร และ โปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างที่มี
ฟีนอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วตั้งทิ้งไว้ 15 นาที โดยจะเกิดปฏิกิริยาระหว่างฟีนอล และ 4 -อะมิ
โนแอนติไพรีน ซึ่งเป็น color reagent ในสภาวะที่มีโปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็น 
antipyrine dye ที่มีสีแดง แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตรเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์ ฟีนอลที่
เหลือ เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของฟีนอลที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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 ก.2 กราฟมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลที่ความเจือจาง 52 เท่า 

 
รูปที่ ก.2 กราฟมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลที่ความเจือจาง 52 เท่า โดย UV-Visible 

 
วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลตามวิธีของ Barlocher และ Graca 
(2005) 

ชั่งสารประกอบฟีนอล (tannic acid) หนัก 1,000, 500,400, 300, 200,และ 100 มิลลิกรัม
ต่อลิตร โดยเติมสารดังต่อไปนี้น้้ากลั่น 4 มิลลิลิตร ตัวอย่างที่มีสารประกอบฟีนอล 10 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันด้วย vortex จากนั้นเติม 2% โซเดียมคาร์บอเนตใน 0.1N โซเดียมไฮดรอกไซด์ 200 
ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วย vortex ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที เมื่อครบ 5 นาที เติม Folin-Ciocalteu 
reagent 20 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันด้วย vortex ตั้งทิ้งไว้ 120 นาที ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีสีน้้าเงิน แล้ว
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตรเพื่อหาเปอร์เซ็นต์ สารประกอบฟีนอลที่เหลือ เปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลที่ความเข้มข้นต่างๆ 

y = 0.082x 
R² = 0.9999 
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ภาคผนวก ข 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM)  

สารละลาย A 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)    3.0 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2.2 กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O)  0.8 กรัม 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้าย 1,000 มิลลิลิตร  น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 1210C  เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย B 
เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O)    0.05 กรัม ต่อมิลลิลิตร 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)    0.05 กรัม ต่อมิลลิลิตร 
แมกนีเซียมซัลเฟต(MgSO4.7H2O)    0.1 กรัม ต่อมิลลิลิตร 
ท้าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรองผ่านกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร 
 
ผสมสารละลาย B ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย A ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ค 
สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

 
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 M 
  EDTA (C10H14O8Na2.2H2O)  186.1 กรัม 
  NaOH     20 กรัม 
 ละลาย EDTA ในน้้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ คน
ให้เข้ากัน รอให้เย็นลง แล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด -ด่างให้เท่ากับ 8.0 เติมน้้าปลอดประจุให้มี
ปริมาตรเป็น 1,000 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 50เท่า 
  Tris-HCl    242 กรัม 
  EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 M  100  มล. 
  กรดอะซิติกเข้มข้น   57.1 มล. 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แล้วเติมน้้าปลอดประจุให้มี
ปริมาตร 1,000 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 1เท่า 
  บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เท่า  20 มล. 
  น้้ากลั่น     980 มล. 
 
อะกาโรสเจลเข้มข้น 0.9% 
  อะกาโรสเจล    0.9 กรัม 
  บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 1 เท่า  100 มล. 

หลอมให้เข้ากันโดยการต้มให้ความร้อน 
 
อะกาโรสเจลเข้มข้น 2.0% 
  อะกาโรสเจล    2.0 กรัม 
  บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 1 เท่า  100 มล. 

หลอมให้เข้ากันโดยการต้มให้ความร้อน 
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บัฟเฟอร์ TE 
  Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 mM  10 มล. 
  EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.1 mM  0.2 มล. 
 เติมน้้าปลอดประจุปริมาตร 1,000 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาที 
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์เข้มข้น 10 µg/ml 
  เอธิเดียมโบรไมด์    0.1 มก. 
  น้้ากลั่น     10 มล. 
 ละลายให้เข้ากัน และเก็บในภาชนะปิดสนิท ในที่มืด 
 
20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต   20 กรัม 
 ค่อยๆ ละลาย SDS ในน้้าปลอดประจุปลอดเชื้ออุณหภูมิ 60 oซ ปริมาตร 80 มล. เมื่อ
สารละลายหมด เติมน้้าปลอดประจุปลอดเชื้อจนได้ปริมาตร 100 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาที 
 
20% สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 
  โปรตีนเนสเค    20 มก. 
  น้้าปลอดประจุปลอดเชื้อ    1 มล. 
 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เข้มข้น 10 mM 
  Trizma base (C4H11NO3)  1.2 กรัม 
 ละลายสารในน้้าปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 800 มล. ปรับค่าความเป็นกรด -ด่าง ด้วย
กรดไฮโดรคลอริก เติมน้้าปลอดประจุจนได้ปริมาตร 1,000 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาที 
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สารละลาย CTAB/NaCl 
  CTAB      10 กรัม 
  NaCl      4.1 กรัม 
 ละลาย CTAB ในน้้าปลอดประจุอุณหภูมิ 65 oซ ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเติม NaCl เข้มข้น 
0.7 M เมื่อสารละลายหมด เติมน้้าปลอดประจุจนได้ปริมาตร 100 มล. น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ 15 นาที 
 
สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
 ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ ในอัตราส่วน 24 : 1 (v/v) เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 oซ 
 
สารละลายฟีนอล/คลอโรฟอร์ม 
 เตรียมสารละลายฟีนอลอ่ิมตัวในบัฟเฟอร์ Tris-HCl โดยละลายฟีนอลในอ่างน้้าอุณหภูมิ 68 
oซ และเติมผง hydroxyquinoline ให้ได้ความเข้มข้น 0.1%(w/w) จากนั้นเติมสารละลาย Tris-HCl 
pH 8.0 ความเข้มข้น 0.5 M  ปริมาตร 1 เท่า คนสารละลายเป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้แยกชั้น และดูด
ชั้นน้้าส่วนบนออก เติมสารละลาย Tris-HClpH 8.0 ความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 1 เท่า ผสมด้วย
แท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 15 นาที ทิ้งให้แยกชั้น ดูดชั้นน้้าส่วนบนออก ท้าข้ันนี้ซ้้าหลายๆ ครั้ง จนค่า pH 
ของฟีนอลมากกว่า 7.8 ขั้นสุดท้ายเติมสารละลาย Tris-HCl pH 8.0 ความเข้มข้น 0.1 M ที่ผสม ß-
mercaptoethanol (0.2 %w/v) ปริมาตร 0.1 เท่าของสารละลายฟีนอลที่เตรียมได้ เก็บ
สารละลายฟีนอลในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 oซ ผสมสารละลายฟีนอลที่เตรียมได้กับคลอโรฟอร์ม ใน
อัตราส่วน 1:1 (v/v) เก็บในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 oซ   
 
สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampicillin) 
  แอมพิซิลิน     100  มก. 
  น้้าปลอดประจุ         1  มล.  
 ท้าให้ปราศจากเชื้อ โดยกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 µm 
 
2% 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactoside (X-gal) 
  X-gal      20  มก. 
  Dimethylformamide (DMF)     1  มล. 
 ท้าให้ปราศจากเชื้อโดยกรองผ่านชุดกรองส้าเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 µm 
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Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG) เข้มข้น 1 M 
  IPTG      238  มก. 
  น้้าปลอดประจุ         1  มล. 
 ท้าให้ปราศจากเชื้อ โดยกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 µm 
 
สารละลาย TfbI 
  โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK)   0.295  กรัม 
  รูบิเดียมคลอไรด์ (RbCl)    1.21  กรัม 
  แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรท (CaCl2.2H2O)  0.148  กรัม 
  แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2)   0.99  กรัม  
  กลีเซอรอล     15  มล. 
 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่นปริมาตร 70 มล. ปรับค่า pH ด้วยกรดอะซีติกเข้มข้น 0.2 M 
จนได้ค่า pH เท่ากับ 5.8 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มล. ท้าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรอง
ผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 µm 
 
สารละลาย TfbII 
  2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES) 0.29  กรัม 
  รูบิเดียมคลอไรด์ (RbCl)    0.121  กรัม 
  แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรท (CaCl2.2H2O) 1.103  กรัม 
  กลีเซอรอล     15  มล. 
 ละลายสารทั้งหมดในน้้ากลั่นปริมาตร 70 มล. เมื่อสารละลายหมด ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 
100 มล. ท้าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 µm 



 

 

ภาคผนวก ง 
ข้อมูลดิบ 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีนฟีนอลไฮดรอกซิเลส (LmPH gene) ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ 
Methylobacterium sp. NP3 
ง.1 NP3_3 
GATTGTGGCCATGTCGCCATTGAGCTTGAGCGGGGAGTTCGCCGGGATCTGGGCGTAGGCCTC
GTTCGAGCGCTCGGTCTGCTTCATCCGGTCGAGGGTGTCGGCGAGCGTGAGGCGCGCCACCGC
GTGCTCGGGAGCGAGGTAGAGGGCGAGCCGGAGATAGACGACCGCCGGCAGCTCATCGCCTTG
CGTCGAGCCGGCGGAGCCGAGCCCGTAGAGCACTTCGGCCGCGCCCTCCTGCGCCGACGCGAT
CAGCGGCGGCAGGGGCTTGCCGGCCTTGAGCTTGTCGAGGGCGTCCACCACCATCGGGTGGCG
CGGCATCGCCTTCTCGAACTGGCTGTAGGCATCGATGGCGAGATCGGTGCGACAGAT 
 
ง.2 NP3_4 
GATTGTGGCCATGTCGCCATTGAGCTTGAGCGGGGAGTTCGCCGGGATCTGGGCGTAGGCCTC
GTTCGAGCGCTCGGTCTGCTTCATCCGGTCGAGGGTGTCGGCGAGCGTGAGGCGCGCCACCGC
GTGCTCGGGAGCGAGGTAGAGGGCGAGCCGGAGATAGACGACCGCCGGCAGCTCATCGCCTTG
CGTCGAGCCGGCGGAGCCGAGCCCGTAGAGCACTTCGGCCGCGCCCTCCTGCGCCGACGCGAT
CAGCGGCGGCAGGGGCTTGCCGGCCTTGAGCTTGTCGAGGGCGTCCACCACCATCGGGTGGCG
CGGCATCGCCTTCTCGAACTGGCTGTAGGCATCGATGGCGAGATCGGTGCGACCGAT 
 
ง.3 NP3_5 
GCGGGAATTCGATTCCAGTCCGAAAAAGAGCGCAAGTTGAAGGCGGCGTTCGACGCCGACCAC
AACACCCTGCGCATCGTCGATGCCTATGCCCGCTTCGAGGCCGGGATCGGTCGCACCGATCTCG
CCATCGATGCCTACAGCCAGTTCGAGAAGGCGATGCCGCGCCACCCGATGGTGGTGGACGCCC
TCGACAAGCTCAAGGCCGGCAAGCCCCTGCCGCCGCTGATCGCGTCGGCGCAGGAGGGCGCGG
CCGAAGTGCTCTACGGGCTCGGCTCCGCCGGCTCGACGCAAGGCGATGAGCTGCCGGCGGTCG
TCTATCTCCGGCTCGCCCTCTACCTCGCTCCCGAGCACGCGGTGGCGCGCCTCACGCTCGCCGA
CACCCTCGACCGGATGAAGCAGACCGAGCGCTCGAACGAGGCCTACGCCCACATCCCGGCGAA
CTCCCCGCTCAAGCTCACTGGCGACATGG 
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ง.4 NP3_6 
CGATTCCAGTCTGAAAAGGAGCGCAAGTTGAAGGCGGCGTTCGACGCCGACCACAACACCCTG
CGCATCGCCGATGCCTATGCCCGCTTCGAGGCCGGGATCGGTCGCACCGATCTCGCCATCGAT
GCCTACAGCCAGTTCGAGAAGGCGATGCCGCGCCACCCGATGGTGGTGGACGCCCTCGACAAG
CTCAAGGCCGGCAAGCCCCTGCCGCCGCTGATCGCGTCGGCGCAGGAGGGCGCGGCCGAAGTG
CTCTACGGGCTCGGCTCCGCCGGCTCGACGCAAGGCGATGAGCTGCCGGCGGTCGTCTATCTC
CGGCTCGCCCTCTACCTCGCTCCCGAGCACGCGGTGGCGCGCCTCACGCTCGCCGACACCCTC
GACCGGATGAAGCAGACCGAGCGCTCGAACGAGGCCTACGCCCAGAT 
 
ง.5 NP3_7 
CTTCATCCGGTCGAGGGTGTCGGCGAGCGTGAGGCGCGCCACCGCGTGCTCGGGAGCGAGGTA
GAGGGCGAGCCGGAGATAGACGACCGCCGGCAGCTCATCGCCTTGCGTCGAGCCGGCGGAGCC
GAGCCCGTAGAGCACTTCGGCCGCGCCCTCCTGCGCCGACGCGATCAGCGGCGGCAGGGGCTT
GCCGGCCTTGAGCTTGTCGAGGGCGTCCACCACCATCGGGTGGCGCGGCATCGCCTTCTCGAA
CTGGCTGTAGGCATCGATGGCGAGATCGGTGCGACCGATCCCGGCCTCGAAGCGGGCA 
 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีนฟีนอลไฮดรอกซิเลส (LmPH gene) ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ 
Acinetobacter sp. PK1 
ง.6 PK1_1 
TCTTCATGCTGTTCGAGCAAGAATTTCACGATTTCAAGACCAAGCGTCATGTGACGAGCTTCAT
CTGACTGCGCACTAAAACCAAAGGTCACGGTTGCCATATCGCCGTTATAAGCTGCACCCGACAT
AAACGGCACAAACAGCAAGTTGGTAAGTACATATTCAAAAGCAAAACTAATGGCTAATAAAAAT
TCGAAAGGGCCAGCAGAACGGGCGTCTTCAAAAAATGATTTAGGTACAGACAAATACCAAACGC
GGTCATGCATGTGCGCCCAGTCCTGAAAACCATCAAAGAACTTGTTGTAATGGCTCATGGCATG
AATTTGGGTCTGTACATGACGCAGCTCATCAATCGACTGCATCTGAGAAGCAATACGTGCTCCA
ATACCACTAAATTGGCGACCTACATGGGCATAGCCTTGATAAGCCTGATATTCAAGTGGAGTCA
CCGCTGTTAAAAAGAGTTTGATCGCATTTAAGTAGCGTTCATTGCTGACATTCATCTGACCATTG
TTTTGAGCAAACGCATCAAAAATGGCAT 
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ง.7 PK1_2 
TATGCCATTTTTGATGCGTTTGCTCAAAACAATGGTCAGATGAATGTCAGCAATGAACGCTACTT
AAATGCGATCAAACTCTTTTTAACAGCGGTGACTCCACTTGAATATCAGGCTTATCAAGGCTAT
GCCCATGTAGGTCGCCAATTTAGTGGTATTGGAGCACGTATTGCTTCTCAGATGCAGTCGATTG
ATGAGCTGCGTCATGTACAGACCCAAATTCATGCCATGAGCCATTACAACAAGTTCTTTGATGG
TTTTCAGGACTGGGCGCACATGCATGACCGCGTTTGGTATTTGTCTGTACCTAAATCATTTTTTG
AAGACGCCCGTTCTGCTGGCCCTTTCGAATTTTTATTAGCCATTAGTTTTGCTCTTGAATATGTA
CTTACCAACTTGCTGTTTGTGCCGTTTATGTCGGGTGCAGCTTATAACGGCGATATGGCAACCG
TGACCTTTGGTTTTAGTGCGCAGTCAGATGAAGCTCGTCACATGACGCTTGGTCTTGAAATCGT
GAAATTCTTGCTCGAACAGCATG 
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ตารางท่ี ง.1 การจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์ย่อยสลายฟีนอล 
ตัว 

อย่าง 
โปรตีน ยีน สายพันธุ์แบคทีเรีย Substrate % 

amino 
acid 

identity 

Accession 
no. 

เอกสาร 
อ้างอิง 

NP3_3 
 

hypothetical 
protein 

Mpop_3305 Methylobacterium 
populi BJ001 

- 93 YP_001925
991.1 

Copeland
และคณะ  
(2008) 

NP3_4 
 

hypothetical 
protein 

Mpop_3305 Methylobacterium 
populi BJ001 

- 94 YP_001925
991.1 

Copeland 
และคณะ 
(2008) 

NP3_5 hypothetical 
protein 

Mpop_3305 Methylobacterium 
populi BJ001 

- 91 YP_001925
991.1 

Copeland 
และคณะ 
(2008) 

NP3_6 hypothetical 
protein 

Mpop_3305 Methylobacterium 
populi BJ001 

- 93 YP_001925
991.1 

Copeland 
และคณะ 
(2008) 

NP3_7 hypothetical 
protein 

Mpop_3305 Methylobacterium 
populi BJ001 

- 96 YP_001925
991.1 

Copeland 
และคณะ 
(2008) 

PK1_1 Phenol 
hydroxylase 

large subunit 
of a 

multicompone
nt phenol 

hydroxylase 
(mPH) 

Acinetobacter 
lwoffii 

phenol 99 ACJ38077.
1 

Sandhu 
และคณะ 
(2009) 
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ตัว 
อย่าง 

โปรตีน ยีน สายพันธุ์แบคทีเรีย Substrate % 
amino 
acid 

identity 

Accession 
no. 

เอกสาร 
อ้างอิง 

PK1_2 Phenol 
hydroxylase 

large subunit 
of a 

multicompone
nt phenol 

hydroxylase 
(mPH) 

Acinetobacter 
lwoffii 

phenol 99 ACJ38077.
1 

Sandhu 
และคณะ 
(2009) 

1
75
 



 

 

ตารางที่  ง.2 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 9 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 10.20 8.50 10.90 9.87 1.23 
4 26.20 24.50 27.10 25.93 1.32 

6 51.20 51.50 53.10 51.93 1.02 
8 61.20 64.00 66.10 63.77 2.46 

10 86.20 90.00 91.10 89.10 2.57 
13 99.20 99.50 104.10 100.93 2.75 

15 117.70 116.50 123.10 119.10 3.52 
18 131.70 137.80 137.10 135.53 3.34 

20 146.70 150.80 149.10 148.87 2.06 
22 160.70 162.10 160.10 160.97 1.03 
24 162.70 165.10 164.10 163.97 1.21 
27 164.70 168.10 167.10 166.63 1.75 
29 167.40 172.10 171.30 170.27 2.51 

32 170.40 175.40 174.30 173.37 2.63 
36 174.40 179.40 178.50 177.43 2.67 

39 177.30 182.40 181.50 180.40 2.72 
43 180.30 185.10 184.40 183.27 2.59 

47 182.80 188.10 187.50 186.13 2.90 
53 185.10 190.60 190.20 188.63 3.07 
60 186.80 192.40 192.10 190.43 3.15 

67 189.50 195.40 195.10 193.33 3.32 
74 194.50 198.40 200.90 197.93 3.23 

81 203.50 200.90 211.10 205.17 5.30 
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ตารางท่ี ง.3 ปริมาณก๊าซมีเทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ 
ฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 9 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 

1 2 3 1 2 3 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.40 8.29 8.72 8.47 0.22 
2 7.42 6.18 7.93 7.18 0.90 18.61 18.36 19.30 18.76 0.48 
4 19.06 17.82 19.71 18.86 0.96 33.06 32.62 34.28 33.32 0.86 
6 37.24 37.46 38.62 37.77 0.74 50.08 49.42 51.93 50.48 1.30 

8 44.51 46.55 48.07 46.38 1.79 67.62 66.73 70.12 68.16 1.75 
10 62.69 65.46 66.26 64.80 1.87 84.02 82.92 87.12 84.69 2.18 
13 72.15 72.37 75.71 73.41 2.00 104.52 103.15 108.38 105.35 2.71 
15 85.60 84.73 89.53 86.62 2.56 115.10 113.59 119.35 116.02 2.99 
18 95.79 100.22 99.71 98.57 2.43 126.83 125.17 131.51 127.84 3.29 
20 106.69 109.68 108.44 108.27 1.50 132.39 130.65 137.28 133.44 3.44 
22 116.88 117.90 116.44 117.07 0.75 136.55 134.76 141.60 137.64 3.54 
24 118.33 120.08 119.35 119.25 0.88 139.65 137.82 144.81 140.76 3.62 
27 119.79 122.26 121.53 121.19 1.27 142.83 140.96 148.11 143.97 3.71 
29 121.75 125.17 124.59 123.83 1.83 144.26 142.37 149.59 145.41 3.74 
32 123.93 127.57 126.77 126.09 1.91 145.71 143.80 151.10 146.87 3.78 
36 126.84 130.48 129.82 129.05 1.94 146.83 144.90 152.25 148.00 3.81 
39 128.95 132.66 132.00 131.20 1.98 147.30 145.37 152.74 148.47 3.82 

43 131.13 134.62 134.11 133.29 1.89 147.66 145.73 153.12 148.84 3.83 
47 132.95 136.81 136.37 135.37 2.11 147.85 145.92 153.31 149.03 3.84 

53 134.62 138.62 138.33 137.19 2.23 147.98 146.04 153.45 149.16 3.84 
60 135.86 139.93 139.71 138.50 2.29 148.03 146.10 153.50 149.21 3.84 

67 137.82 142.11 141.90 140.61 2.42 148.05 146.11 153.52 149.23 3.84 
74 141.46 144.30 146.11 143.96 2.35 148.06 146.12 153.53 149.23 3.84 

81 148.01 146.11 153.53 149.22 3.85 148.06 146.12 153.53 149.24 3.84 
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ตารางที่  ง.4 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 14 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 12.50 11.20 12.90 12.20 0.89 
4 29.30 27.20 29.50 28.67 1.27 

6 49.80 51.20 51.50 50.83 0.91 
8 60.80 61.70 56.00 59.50 3.06 

10 82.80 87.70 79.00 83.17 4.36 
13 100.80 101.20 96.00 99.33 2.89 

15 120.30 120.40 115.50 118.73 2.80 
18 133.30 133.40 130.50 132.40 1.65 

20 148.30 144.20 140.50 144.33 3.90 
22 164.30 157.20 153.50 158.33 5.49 
24 166.30 161.20 156.50 161.33 4.90 
27 168.80 164.20 159.50 164.17 4.65 
29 171.30 168.40 163.20 167.63 4.10 

32 175.80 172.40 166.50 171.57 4.71 
36 180.30 176.40 170.50 175.73 4.93 

39 183.80 180.20 174.70 179.57 4.58 
43 187.00 183.70 178.20 182.97 4.45 

47 190.50 186.90 182.20 186.53 4.16 
53 193.50 190.30 186.20 190.00 3.66 
60 195.80 192.60 188.80 192.40 3.50 

67 198.80 195.80 192.00 195.53 3.41 
74 201.20 198.60 194.90 198.23 3.17 

81 203.20 201.20 197.70 200.70 2.78 
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ตารางที่ ง.5 ปริมาณก๊าซมีเทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 14 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 7.31 7.24 7.11 7.22 0.10 
2 7.56 6.78 7.80 7.38 0.54 15.73 15.58 15.31 15.54 0.22 
4 17.73 16.46 17.85 17.34 0.77 27.50 27.23 26.76 27.17 0.38 
6 30.13 30.98 31.16 30.75 0.55 41.31 40.90 40.19 40.80 0.57 
8 36.78 37.33 33.88 36.00 1.85 55.56 55.01 54.05 54.87 0.76 
10 50.09 53.06 47.80 50.32 2.64 68.94 68.26 67.07 68.09 0.95 
13 60.98 61.23 58.08 60.10 1.75 85.81 84.96 83.48 84.75 1.18 
15 72.78 72.84 69.88 71.83 1.69 94.61 93.68 92.05 93.45 1.30 
18 80.65 80.71 78.95 80.10 1.00 104.47 103.44 101.64 103.18 1.43 
20 89.72 87.24 85.00 87.32 2.36 109.19 108.12 106.24 107.85 1.50 
22 99.40 95.11 92.87 95.79 3.32 112.77 111.66 109.71 111.38 1.55 

24 100.61 97.53 94.68 97.61 2.97 115.45 114.31 112.32 114.02 1.58 
27 102.12 99.34 96.50 99.32 2.81 118.23 117.06 115.02 116.77 1.62 

29 103.64 101.88 98.74 101.42 2.48 119.49 118.31 116.25 118.02 1.64 
32 106.36 104.30 100.73 103.80 2.85 120.78 119.59 117.51 119.30 1.66 
36 109.08 106.72 103.15 106.32 2.99 121.79 120.59 118.49 120.29 1.67 
39 111.20 109.02 105.69 108.64 2.77 122.22 121.02 118.91 120.72 1.68 
43 113.14 111.14 107.81 110.69 2.69 122.56 121.35 119.24 121.05 1.68 

47 115.25 113.07 110.23 112.85 2.52 122.74 121.53 119.41 121.23 1.68 
53 117.07 115.13 112.65 114.95 2.21 122.86 121.65 119.53 121.35 1.68 

60 118.46 116.52 114.22 116.40 2.12 122.91 121.70 119.58 121.40 1.69 
67 120.27 118.46 116.16 118.30 2.06 122.93 121.72 119.60 121.42 1.69 

74 121.73 120.15 117.91 119.93 1.92 122.94 121.73 119.61 121.42 1.69 

81 122.94 121.73 119.61 121.42 1.68 122.94 121.73 119.61 121.43 1.69 
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ตารางที่  ง.6 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 25 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 12.50 12.50 12.20 12.40 0.17 
4 28.80 28.50 28.20 28.50 0.30 

6 52.30 54.50 53.20 53.33 1.11 
8 58.30 60.30 58.70 59.10 1.06 

10 79.80 83.30 81.70 81.60 1.75 
13 88.80 87.80 86.70 87.77 1.05 

15 108.80 107.50 106.20 107.50 1.30 
18 126.30 137.00 136.20 133.17 5.96 

20 136.30 148.00 149.20 144.50 7.13 
22 149.30 160.00 161.20 156.83 6.55 
24 153.30 164.40 164.50 160.73 6.44 
27 166.60 166.90 167.80 167.10 0.62 
29 171.10 171.90 171.00 171.33 0.49 

32 174.50 176.20 175.30 175.33 0.85 
36 178.50 180.20 179.80 179.50 0.89 

39 181.00 183.70 182.60 182.43 1.36 
43 183.00 186.70 185.50 185.07 1.89 

47 185.00 189.70 188.00 187.57 2.38 
53 186.50 191.70 189.00 189.07 2.60 
60 187.50 192.60 189.70 189.93 2.56 

67 189.00 194.10 191.40 191.50 2.55 
74 190.20 195.50 192.90 192.87 2.65 

81 191.70 196.90 214.30 200.97 11.84 
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ตารางที่ ง.7 ปริมาณก๊าซมีเทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 25 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 8.75 8.99 9.78 9.17 0.54 
2 9.39 9.39 9.17 9.32 0.13 17.40 17.87 19.45 18.24 1.07 
4 21.64 21.41 21.19 21.41 0.23 29.24 30.03 32.68 30.65 1.81 
6 39.29 40.95 39.97 40.07 0.83 43.25 44.42 48.35 45.34 2.67 
8 43.80 45.30 44.10 44.40 0.80 58.11 59.68 64.96 60.92 3.59 
10 59.95 62.58 61.38 61.31 1.32 72.61 74.58 81.17 76.12 4.48 
13 66.72 65.96 65.14 65.94 0.79 91.94 94.44 102.78 96.39 5.68 
15 81.74 80.76 79.79 80.76 0.98 102.65 105.44 114.75 107.61 6.34 
18 94.89 102.93 102.33 100.05 4.48 115.36 118.49 128.96 120.94 7.12 
20 102.40 111.19 112.09 108.56 5.35 121.82 125.12 136.18 127.71 7.52 
22 112.17 120.21 121.11 117.83 4.92 126.93 130.37 141.89 133.07 7.84 

24 115.17 123.51 123.59 120.76 4.84 130.93 134.48 146.36 137.26 8.08 
27 125.17 125.39 126.07 125.54 0.47 135.30 138.97 151.25 141.84 8.35 

29 128.55 129.15 128.47 128.72 0.37 137.39 141.12 153.59 144.03 8.48 
32 131.10 132.38 131.70 131.73 0.64 139.64 143.43 156.10 146.39 8.62 
36 134.11 135.38 135.08 134.86 0.67 141.51 145.35 158.19 148.35 8.74 
39 135.99 138.01 137.19 137.06 1.02 142.37 146.24 159.16 149.25 8.79 
43 137.49 140.27 139.37 139.04 1.42 143.08 146.96 159.95 150.00 8.83 

47 138.99 142.52 141.24 140.92 1.79 143.48 147.38 160.40 150.42 8.86 
53 140.12 144.02 142.00 142.05 1.95 143.79 147.69 160.74 150.74 8.88 

60 140.87 144.70 142.52 142.70 1.92 143.93 147.84 160.90 150.89 8.89 
67 142.00 145.83 143.80 143.87 1.92 143.99 147.90 160.96 150.95 8.89 

74 142.90 146.88 144.93 144.90 1.99 144.01 147.92 160.99 150.97 8.89 

81 144.02 147.93 161.00 150.99 8.89 144.02 147.93 160.99 150.98 8.89 
 

 

 



 

 

176 

ตารางที่  ง.8 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 34 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 13.30 12.00 13.50 12.93 0.81 
4 28.50 27.50 28.60 28.20 0.61 

6 53.50 52.00 49.60 51.70 1.97 
8 61.00 57.00 60.60 59.53 2.20 

10 86.00 82.50 80.60 83.03 2.74 
13 100.00 92.50 88.60 93.70 5.79 

15 118.50 112.50 106.60 112.53 5.95 
18 129.50 122.00 122.90 124.80 4.10 

20 140.50 132.00 134.90 135.80 4.32 
22 152.50 145.00 145.40 147.63 4.22 
24 154.50 148.00 148.90 150.47 3.52 
27 157.50 151.00 150.90 153.13 3.78 
29 161.00 161.50 164.90 162.47 2.12 

32 164.80 164.90 168.30 166.00 1.99 
36 168.80 168.90 172.70 170.13 2.22 

39 171.70 172.20 175.20 173.03 1.89 
43 174.20 175.20 178.20 175.87 2.08 

47 176.70 178.70 181.20 178.87 2.25 
53 188.70 182.20 183.70 184.87 3.40 
60 190.20 183.70 183.70 185.87 3.75 

67 192.50 186.20 186.70 188.47 3.50 
74 194.30 188.10 188.50 190.30 3.47 

81 205.60 194.20 190.20 196.67 7.99 
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ตารางที่ ง.9 ปริมาณก๊าซมีเทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ  
ฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 34 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 9.43 8.91 8.67 9.00 0.39 
2 10.02 9.04 10.17 9.75 0.61 19.35 18.28 17.77 18.47 0.80 
4 21.48 20.73 21.56 21.25 0.46 33.01 31.18 30.32 31.50 1.37 
6 40.32 39.19 37.38 38.97 1.48 49.09 46.37 45.10 46.85 2.04 
8 45.98 42.96 45.67 44.87 1.66 65.94 62.28 60.57 62.93 2.74 
10 64.82 62.18 60.75 62.58 2.06 82.11 77.56 75.43 78.37 3.41 
13 75.37 69.72 66.78 70.62 4.37 103.15 97.43 94.75 98.44 4.29 
15 89.31 84.79 80.34 84.82 4.48 114.51 108.16 105.19 109.29 4.76 
18 97.60 91.95 92.63 94.06 3.09 127.65 120.57 117.26 121.83 5.31 
20 105.89 99.49 101.67 102.35 3.26 134.16 126.73 123.25 128.05 5.58 
22 114.94 109.29 109.59 111.27 3.18 139.22 131.50 127.89 132.87 5.79 

24 116.45 111.55 112.23 113.41 2.65 143.10 135.17 131.46 136.57 5.95 
27 118.71 113.81 113.73 115.42 2.85 147.25 139.09 135.27 140.54 6.12 

29 121.35 121.72 124.29 122.45 1.60 149.19 140.92 137.05 142.39 6.20 
32 124.21 124.29 126.85 125.11 1.50 151.24 142.86 138.93 144.34 6.29 
36 127.22 127.30 130.16 128.23 1.68 152.89 144.42 140.45 145.92 6.36 
39 129.41 129.79 132.05 130.42 1.43 153.63 145.12 141.13 146.63 6.39 
43 131.29 132.05 134.31 132.55 1.57 154.22 145.68 141.67 147.19 6.41 

47 133.18 134.69 136.57 134.81 1.70 154.55 145.99 141.98 147.51 6.42 
53 142.22 137.32 138.45 139.33 2.57 154.79 146.21 142.20 147.73 6.43 

60 143.35 138.45 138.45 140.09 2.83 154.90 146.31 142.30 147.84 6.44 
67 145.09 140.34 140.72 142.05 2.64 154.94 146.35 142.33 147.87 6.44 

74 146.44 141.77 142.07 143.43 2.62 154.95 146.36 142.34 147.89 6.44 

81 154.96 146.37 143.35 148.23 6.02 154.96 146.37 142.35 147.89 6.44 
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ตารางที่ ง.10  ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 48 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 12.70 12.50 13.50 12.90 0.53 
4 25.20 26.30 25.50 25.67 0.57 

6 46.20 52.30 47.50 48.67 3.21 
8 57.20 56.30 59.50 57.67 1.65 

10 77.20 82.30 79.00 79.50 2.59 
13 87.20 92.80 89.00 89.67 2.86 

15 101.20 109.30 105.40 105.30 4.05 
18 109.20 115.30 109.90 111.47 3.34 

20 116.20 125.20 117.90 119.77 4.78 
22 121.70 130.20 130.90 127.60 5.12 
24 130.70 133.20 132.90 132.27 1.37 
27 133.70 135.20 134.90 134.60 0.79 
29 137.20 140.33 138.90 138.81 1.57 

32 145.70 143.33 141.90 143.64 1.92 
36 148.70 147.83 144.90 147.14 1.99 

39 151.00 149.63 147.10 149.24 1.98 
43 153.30 152.13 149.60 151.68 1.89 

47 155.80 154.63 152.10 154.18 1.89 
53 158.80 157.43 154.40 156.88 2.25 
60 161.30 159.33 156.10 158.91 2.63 

67 164.30 162.33 159.00 161.88 2.68 
74 166.80 164.83 161.70 164.44 2.57 

81 168.80 171.93 169.20 169.98 1.70 
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ตารางที่  ง.11 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 48 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.85 6.97 6.86 6.90 0.07 
2 8.31 8.18 8.83 8.44 0.35 14.88 15.16 14.92 14.99 0.15 
4 16.49 17.21 16.68 16.79 0.37 26.04 26.52 26.10 26.22 0.26 
6 30.23 34.22 31.08 31.84 2.10 38.98 39.70 39.07 39.25 0.39 
8 37.43 36.84 38.93 37.73 1.08 52.13 53.09 52.25 52.49 0.52 
10 50.51 53.85 51.69 52.02 1.69 64.29 65.47 64.44 64.73 0.65 
13 57.05 60.72 58.23 58.67 1.87 79.31 80.77 79.49 79.86 0.80 
15 66.22 71.51 68.96 68.90 2.65 86.99 88.60 87.19 87.59 0.87 
18 71.45 75.44 71.91 72.93 2.18 95.43 97.20 95.66 96.10 0.96 
20 76.03 81.92 77.14 78.36 3.13 99.41 101.24 99.64 100.10 1.00 
22 79.63 85.19 85.65 83.49 3.35 102.37 104.26 102.61 103.08 1.03 

24 85.52 87.15 86.96 86.54 0.89 104.57 106.50 104.81 105.29 1.05 
27 87.48 88.46 88.27 88.07 0.52 106.81 108.78 107.06 107.55 1.07 

29 89.77 91.82 90.88 90.82 1.03 107.81 109.81 108.07 108.56 1.08 
32 95.33 93.78 92.85 93.99 1.26 108.83 110.84 109.09 109.58 1.09 
36 97.29 96.73 94.81 96.28 1.30 109.60 111.63 109.86 110.37 1.10 
39 98.80 97.90 96.25 97.65 1.29 109.93 111.96 110.19 110.70 1.11 
43 100.30 99.54 97.88 99.24 1.24 110.18 112.22 110.44 110.95 1.11 

47 101.94 101.17 99.52 100.88 1.24 110.31 112.35 110.57 111.08 1.11 
53 103.90 103.01 101.02 102.64 1.47 110.40 112.44 110.66 111.16 1.11 

60 105.54 104.25 102.14 103.97 1.72 110.43 112.47 110.69 111.20 1.11 
67 107.50 106.21 104.03 105.92 1.75 110.44 112.48 110.70 111.21 1.11 

74 109.14 107.85 105.80 107.60 1.68 110.45 112.49 110.71 111.21 1.11 

81 110.45 112.49 110.71 111.22 1.11 110.45 112.49 110.71 111.22 1.11 
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ตารางที่  ง.12 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 61 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 8.30 8.00 7.50 7.93 0.40 
4 16.30 17.50 16.90 16.90 0.60 

6 39.30 41.50 37.90 39.57 1.81 
8 52.30 54.50 54.40 53.73 1.24 

10 71.80 74.50 79.40 75.23 3.85 
13 83.80 86.00 89.90 86.57 3.09 

15 93.80 95.70 101.90 97.13 4.24 
18 97.80 100.00 106.20 101.33 4.36 

20 112.80 104.00 110.60 109.13 4.58 
22 117.80 120.00 117.60 118.47 1.33 
24 120.10 122.80 119.80 120.90 1.65 
27 122.10 125.80 131.80 126.57 4.90 
29 125.10 128.80 133.80 129.23 4.37 

32 128.10 131.80 137.50 132.47 4.74 
36 131.10 134.70 140.50 135.43 4.74 

39 132.90 136.80 142.50 137.40 4.83 
43 134.90 139.00 144.40 139.43 4.76 

47 136.40 140.50 145.70 140.87 4.66 
53 137.40 142.50 147.50 142.47 5.05 
60 139.40 143.70 148.70 143.93 4.65 

67 141.10 145.60 150.80 145.83 4.85 
74 142.50 147.10 153.80 147.80 5.68 

81 144.30 148.90 157.30 150.17 6.59 
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ตารางที่  ง.13 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 61 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.97 5.13 5.42 5.17 0.23 
2 4.79 4.62 4.33 4.58 0.23 11.58 11.95 12.63 12.05 0.53 
4 9.41 10.10 9.75 9.75 0.35 20.94 21.61 22.82 21.79 0.96 
6 22.68 23.95 21.87 22.83 1.05 31.69 32.70 34.54 32.98 1.45 
8 30.18 31.45 31.39 31.00 0.72 42.35 43.70 46.16 44.07 1.93 
10 41.43 42.99 45.81 43.41 2.22 51.87 53.53 56.55 53.98 2.37 
13 48.35 49.62 51.87 49.95 1.78 63.11 65.13 68.80 65.68 2.88 
15 54.12 55.22 58.80 56.05 2.44 68.59 70.78 74.76 71.38 3.13 
18 56.43 57.70 61.28 58.47 2.51 74.33 76.70 81.02 77.35 3.39 
20 65.09 60.01 63.82 62.97 2.64 76.90 79.36 83.83 80.03 3.51 
22 67.97 69.24 67.86 68.36 0.77 78.76 81.27 85.85 81.96 3.60 

24 69.30 70.86 69.12 69.76 0.95 80.08 82.64 87.30 83.34 3.66 
27 70.45 72.59 76.05 73.03 2.82 81.38 83.98 88.72 84.70 3.72 

29 72.18 74.32 77.20 74.57 2.52 81.94 84.56 89.32 85.28 3.74 
32 73.91 76.05 79.34 76.43 2.73 82.49 85.12 89.92 85.84 3.77 
36 75.64 77.72 81.07 78.15 2.74 82.88 85.53 90.35 86.25 3.79 
39 76.68 78.93 82.22 79.28 2.79 83.04 85.69 90.52 86.42 3.79 
43 77.84 80.20 83.32 80.45 2.75 83.15 85.81 90.64 86.53 3.80 

47 78.70 81.07 84.07 81.28 2.69 83.21 85.86 90.70 86.59 3.80 
53 79.28 82.22 85.11 82.20 2.91 83.24 85.90 90.74 86.63 3.80 

60 80.43 82.91 85.80 83.05 2.69 83.25 85.91 90.75 86.64 3.80 
67 81.41 84.01 87.01 84.15 2.80 83.26 85.92 90.76 86.65 3.80 

74 82.22 84.88 88.74 85.28 3.28 83.26 85.92 90.76 86.65 3.80 

81 83.26 85.92 90.76 86.65 3.80 83.26 85.92 90.76 86.65 3.80 
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ตารางที่  ง.14 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 76 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

3 16.20 17.00 16.30 16.50 0.44 
6 27.20 29.00 27.30 27.83 1.01 

10 51.20 52.00 51.30 51.50 0.44 
12 71.20 73.50 72.30 72.33 1.15 

14 92.20 93.50 92.30 92.67 0.72 
20 120.20 129.50 107.80 119.17 10.89 

27 137.20 149.10 125.40 137.23 11.85 
34 151.70 164.60 140.70 152.33 11.96 

41 155.20 168.60 144.50 156.10 12.08 
48 158.20 171.90 149.50 159.87 11.29 
55 161.50 174.90 152.40 162.93 11.32 
81 164.00 170.40 161.40 165.27 4.63 
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ตารางที่  ง.15 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 76 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.40 6.65 6.30 6.45 0.18 
3 10.50 11.02 10.57 10.70 0.28 16.78 17.44 16.52 16.91 0.47 
6 17.63 18.80 17.70 18.04 0.66 31.61 32.85 31.11 31.86 0.89 
10 33.19 33.71 33.26 33.39 0.28 53.18 55.26 52.34 53.60 1.50 
12 46.16 47.65 46.87 46.89 0.75 62.99 65.45 61.99 63.48 1.78 
14 59.77 60.62 59.84 60.08 0.47 71.58 74.38 70.45 72.14 2.02 
20 77.93 83.95 69.89 77.26 7.06 89.63 93.13 88.22 90.33 2.53 
27 88.95 96.66 81.30 88.97 7.68 99.72 103.62 98.15 100.50 2.81 
34 98.35 106.71 91.22 98.76 7.76 103.80 107.85 102.16 104.60 2.93 
41 100.62 109.30 93.68 101.20 7.83 105.37 109.48 103.70 106.18 2.97 
48 102.56 111.44 96.92 103.64 7.32 105.96 110.10 104.29 106.78 2.99 

55 104.70 113.39 98.80 105.63 7.34 106.19 110.33 104.51 107.01 3.00 
81 106.32 110.47 104.64 107.14 3.00 106.32 110.47 104.64 107.14 3.00 
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ตารางที่  ง.16 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 88 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

3 14.50 14.90 16.60 15.33 1.12 
6 24.50 25.90 28.60 26.33 2.08 

10 39.50 39.90 41.60 40.33 1.12 
12 51.50 52.90 56.60 53.67 2.64 

14 88.20 78.50 84.10 83.60 4.87 
20 111.20 106.50 116.60 111.43 5.05 

27 120.20 134.50 125.90 126.87 7.20 
34 147.70 140.50 141.60 143.27 3.88 

41 158.20 165.00 161.60 161.60 3.40 
48 163.50 170.00 165.10 166.20 3.39 
55 168.90 174.50 169.30 170.90 3.12 
81 179.90 176.50 172.30 176.23 3.81 
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ตารางที่  ง.17 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 88 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมเีทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างที ่ ตัวอย่างที ่
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.61 6.49 6.33 6.48 0.14 
3 8.29 8.52 9.50 8.77 0.64 12.24 12.01 11.73 12.00 0.26 
6 14.01 14.81 16.36 15.06 1.19 19.75 19.38 18.92 19.35 0.42 
10 22.59 22.82 23.80 23.07 0.64 31.75 31.15 30.41 31.10 0.67 
12 29.46 30.26 32.38 30.70 1.51 38.14 37.42 36.53 37.36 0.81 
14 50.45 44.90 48.11 47.82 2.79 44.52 43.69 42.65 43.62 0.94 
20 63.61 60.92 66.70 63.74 2.89 62.18 61.01 59.56 60.92 1.31 
27 68.75 76.93 72.01 72.57 4.12 77.91 76.44 74.62 76.32 1.65 
34 84.48 80.37 81.00 81.95 2.22 88.24 86.58 84.52 86.44 1.86 
41 90.49 94.38 92.44 92.44 1.94 94.52 92.74 90.54 92.60 2.00 
48 93.52 97.24 94.44 95.07 1.94 98.18 96.33 94.04 96.19 2.07 

55 96.61 99.81 96.84 97.75 1.79 100.27 98.38 96.04 98.23 2.12 
81 102.90 100.96 98.56 100.81 2.18 102.61 100.67 98.28 100.52 2.17 
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ตารางที่  ง.18 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 95 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

3 15.00 14.50 14.60 14.70 0.26 
6 37.00 39.50 39.60 38.70 1.47 

10 47.00 48.50 48.60 48.03 0.90 
12 57.00 57.50 59.60 58.03 1.38 

14 87.50 87.00 89.30 87.93 1.21 
20 125.50 122.50 125.30 124.43 1.68 

27 144.30 139.50 141.30 141.70 2.42 
34 168.80 164.80 166.50 166.70 2.01 

41 172.30 168.80 170.40 170.50 1.75 
48 174.80 171.80 173.90 173.50 1.54 
55 177.80 175.10 176.70 176.53 1.36 
81 182.80 180.10 181.70 181.53 1.36 
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ตารางที่  ง.19 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 95 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.17 6.08 6.13 6.13 0.05 
3 8.22 7.95 8.00 8.06 0.14 14.55 14.34 14.46 14.45 0.11 
6 20.28 21.65 21.70 21.21 0.81 26.35 25.96 26.19 26.17 0.20 
10 25.76 26.58 26.63 26.32 0.49 44.22 43.57 43.96 43.92 0.33 
12 31.24 31.51 32.66 31.80 0.76 52.83 52.05 52.51 52.46 0.39 
14 47.95 47.68 48.94 48.19 0.66 60.72 59.82 60.35 60.30 0.45 
20 68.77 67.13 68.66 68.19 0.92 78.81 77.64 78.34 78.26 0.59 
27 79.08 76.45 77.43 77.65 1.33 90.49 89.15 89.95 89.86 0.67 
34 92.50 90.31 91.24 91.35 1.10 95.95 94.53 95.37 95.28 0.71 
41 94.42 92.50 93.38 93.43 0.96 98.36 96.90 97.77 97.68 0.73 
48 95.79 94.15 95.30 95.08 0.84 99.40 97.93 98.80 98.71 0.74 

55 97.43 95.95 96.83 96.74 0.74 99.84 98.37 99.24 99.15 0.74 
81 100.17 98.69 99.57 99.48 0.74 100.16 98.68 99.56 99.46 0.74 
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ตารางที่ ง.20 ปริมาณก๊าซชีวภาพในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 107 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซชีวภาพ (มิลลลิิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

3 25.00 25.00 22.00 24.00 1.73 
6 30.00 30.20 30.30 30.17 0.15 

10 51.00 55.20 50.30 52.17 2.65 
12 71.00 79.70 75.30 75.33 4.35 

14 96.50 106.80 100.30 101.20 5.21 
20 134.50 132.30 132.30 133.03 1.27 

27 161.50 159.30 161.30 160.70 1.22 
34 169.40 167.80 170.30 169.17 1.27 

41 173.90 173.00 175.40 174.10 1.21 
48 178.00 183.00 179.40 180.13 2.58 
55 182.00 196.70 182.80 187.17 8.27 
81 184.50 196.70 188.80 190.00 6.19 
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ตารางที่  ง.21 ปริมาณก๊าซมี เทนในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้ า เสียที่ผ่ านการบ้าบัด
สารประกอบฟีนอลด้วยระบบการกรองชีวภาพในวันที่ 107 

เวลา (วัน) 
 

ปริมาณก๊าซมีเทน (มิลลลิิตร) 
 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

Gompertz model 
(มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี ตัวอย่างท่ี 
1 2 3 1 2 3 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 6.97 7.43 7.13 7.18 0.23 
3 15.30 15.30 13.46 14.69 1.06 16.02 17.08 16.40 16.50 0.54 
6 18.36 18.48 18.54 18.46 0.09 28.72 30.62 29.39 29.58 0.96 
10 31.21 33.78 30.78 31.93 1.62 48.14 51.32 49.26 49.57 1.61 
12 43.45 48.78 46.08 46.10 2.66 57.61 61.43 58.96 59.33 1.93 
14 59.06 65.36 61.38 61.93 3.19 66.39 70.79 67.95 68.38 2.23 
20 82.31 80.97 80.97 81.42 0.78 86.97 92.73 89.01 89.57 2.92 
27 98.84 97.49 98.72 98.35 0.74 100.75 107.42 103.11 103.76 3.38 
34 103.67 102.69 104.22 103.53 0.77 107.43 114.54 109.94 110.64 3.60 
41 106.43 105.88 107.34 106.55 0.74 110.48 117.79 113.07 113.78 3.71 
48 108.94 112.00 109.79 110.24 1.58 111.84 119.24 114.46 115.18 3.75 

55 111.38 120.38 111.87 114.55 5.06 112.44 119.88 115.07 115.80 3.77 
81 112.91 120.38 115.55 116.28 3.79 112.89 120.36 115.53 116.26 3.79 
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ตารางที่ ง.22 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดยการทดสอบค่า Biochemical 
Methane Potential (BMP) ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการบ้าบัดสารประกอบ    
ฟีนอลจากระบบการกรองชีวภาพในระยะยาว 

เวลา (วัน) 
 

BMP test (mLCH4/gCOD) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 

1 2 3 
9 
 

553.74 
 

448.27 
 

521.29 
 

507.77 
 

54.02 
 14 

 
448.03 

 
380.74 

 
435.90 

 
421.56 35.86 

25 
 

393.23 
 

367.04 
 

399.48 
 

386.58 
 

17.21 
 34 

 
446.98 

 
409.53 

 
354.06 

 
403.52 

 
46.75 

 48 
 

406.30 
 

399.09 
 

386.11 
 

397.17 
 

10.23 
 61 

 
 

417.35 
 
 

418.13 
 
 

375.57 
 
 

403.69 
 
 

24.35 
 
 

76 
 

558.58 
 

466.23 
 

489.58 
 

504.80 
 

48.02 
 88 

 
405.12 

 
396.78 

 
370.65 

 
390.85 

 
17.99 

 95 450.15 411.23 382.33 414.57 34.03 
107 

 
415.49 

 
440.84 

 
398.68 

 
418.34 

 
21.22 
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ตารางท่ี ง.23 การทดสอบความสามารถจ้าเพาะของตะกอนจุลินทรีย์ในการผลิตก๊าซมีเทนด้วยวิธีการ
ทดสอบ Specific Methanogenic Activity (SMA) ในระบบผลิตก๊าซชีวภาพเมื่อใช้น้้าเสียที่ผ่านการ
บ้าบัดสารประกอบฟีนอลจากระบบการกรองชีวภาพในระยะยาว 

เวลา (วัน) 
 

SMA test (gCODCH4/gVSS/d) 

ค่าเฉลี่ย 
 

SD 
 

ตัวอย่างท่ี 

1 2 3 
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นางสาวปิยะมาศ คงแขม เกิดเมื่อวันท่ี 17 ธันวาคม 2527 จบการศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาวิชาจุล
ชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ในปีการศึกษา 2550 จบการศึกษา
ระดับปริญญาโท สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม และระดับปริญญาเอก สาขาวิชาจุลชีววิทยา จากภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี 2552 และ 2557 ตามล้าดับ  
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