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บทค ัด ย ่อ ภาษาไทย 

พลิศา มหาชัย : การย่อยสลายทางชีวภาพของไขมันและน้้ามันในบ่อดักไขมันโดยแบคทีเรีย

ตรึ งบนพอลิ ยูริ เทนโฟม  (BIODEGRADATION OF FOG IN GREASE TRAP BY 
IMMOBILIZED BACTERIA ON POLYURETHANE FOAM) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : 

รศ. ดร. เอกวัล ลือพร้อมชัย {, 100 หน้า. 

การปล่อยไขมันและน้้า มันลงแหล่งน้้าหรือท่อระบายน้้า  ท้าให้เกิดความเสียหายต่อ
สภาพแวดล้อม   งานวิจัยนี้จึงสนใจน้าวิธีทางชีวภาพมาใช้ร่วมกับบ่อดักไขมัน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ

ของระบบและปรับปรุงคุณภาพของน้้าทิ้งให้ดีขึ้น โดยการทดลองประกอบด้วยการคัดเลือกแบคทีเรีย
ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมัน การตรึงแบคทีเรียผสมบนพอลิยูรีเทนโฟม และการศึกษา
ประสิทธิภาพการย่อยไขมันของแบคทีเรียตรึงในขวดทดลองและถังดักไขมันแบบจ้าลอง   ทั้งนี้ คัด

กรองแบคทีเรียจากทั้งหมด 17 สายพันธุ์  โดยดูจากความสามารถการย่อยสลายน้้า มันปาล์มที่ความ
เข้มข้น 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้้าเสียสังเคราะห์ ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์  คือ 

Bacillus thuringiensis สา ย พัน ธุ์  SBO1, Bacillus subtilis ส าย พันธุ์  URBO1  และ 
Paenibacillus elgii  RO3  มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้า มันปาล์มมากกว่า  80 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นแบคทีเรียไม่ก่อโรคและไม่เป็นปฏิปักษ์ต่อกัน เม่ือน้าแบคทีเรียผสมทั้ง 3 สายพันธุ์มาตรึงบนพอลิ

ยูรีเทนโฟม โดยให้จ้านวนเซลล์ตรึงเริ่มต้นมีค่าประมาณ 11.2 log CFU ต่อกรัม พบว่าแบคทีเรียตรึง
สามารถย่อยสลายไขมันในน้้า เสียสังเคราะห์ที่ อัตรา  0.32 กรัมน้้า มันต่อกรัมแบคทีเรียต่อชั่วโมง 

จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดน้้าเสียโดยใช้น้้าเสียจริงจากร้านอาหารที่มีความเข้มข้นของ
ไขมัน 1200-3000  มิลลิกรัมต่อลิตร ในบ่อดักไขมันจ้าลองมีปริมาตร 4 ลิตร และระยะเวลาในการกัก
เก็บ 12 ชั่วโมง พบว่าชุดการทดลองที่เติมแบคทีเรียตรึงและอากาศ มีประสิทธิภาพการย่อยสลาย

ไขมัน 61 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 21 วัน และสามารถลดค่าบีโอดี และซีโอดี ได้ 38 และ 
39 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้เซลล์ตรึงเพ่ือลดปริมาณน้้า มัน ค่าบี

โอดี และค่าซีโอดี ในน้้าทิ้งของบ่อดักไขมันได้ 
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The disposing of fat, oil and grease into water resources and drains can 

cause environmental problems. This study focused on the application of biological 
treatment with grease trap to improve the quality of effluent as well as the efficiency 
of wastewater treatment system. The experiments included the selection of oil 

degrading bacteria, the immobilization of mixed bacterial strains on polyurethane 
foam, and the investigation of their oil biodegradation efficiency in shake flask and 

grease trap model. Seventeen isolated bacteria were screened from oil biodegrading 
activity in synthetic wastewater containing 1500 mg/L of palm oil. Three isolated 
bacteria including Bacillus thuringiensis SBO1, Bacillus subtilis URBO1 and 

Paenibacillus elgii RO3 showed the positive results with more than 80% in palm oil 
biodegradation. In addition, they are non-pathogenic bacteria and did not posed 

antagonistic effect. The bacteria were mixed and immobilized on polyurethane at 
approximately 11.2 log CFU/g of initial cells.  The oil biodegradation rate of 
immobilized bacteria in oil containing wastewater was 0.32 g of oil/g of bacteria/hour. 

The oil removal efficiency was later carried out in a grease trap model containing real 
wastewater from a restaurant with 1200-3000 mg/L of oil. The total volume of model 

was 4 liters with a hydraulic retention time of 12 hours. The system was operated for 
21 days, the oil removal was decreased to 61%, while BOD and COD were decreased 
to 38% and 39%, respectively. This study showed that the immobilized bacteria can 

be used to reduce the oil concentration, BOD and COD in the effluent from grease 
trap. 
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บทที ่1  
บทน า 

1.1 ความเปน็มาและความส าคญัของปัญหา 

การน้าน้้ามันพืชมาใช้ท้าอาหารทั้งในครัวเรือนและสถานประกอบการร้านอาหารอย่าง
กว้างขวาง ท้าให้มีการปนเปื้อนของน้้า มันลงในแหล่งน้้า  น้้า เสี ยส่วนใหญ่ที่ปล่อยจากโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหาร ร้านอาหาร และแหล่งชุมชน  มีส่วนประกอบของน้้า มันและไขมันจ้านวนมาก 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2546) น้้ามันและไขมันที่ปนเปื้อนอยู่ในน้้าเสีย หากถูกระบายลงสู่ธรรมชาติโดย

ไม่ได้ผ่านการบ้าบัด  จะก่อให้เกิดผลกระทบต่อคุณภาพน้้าในแหล่งน้้า เนื่องจากชั้นไขมันจะลอยปิด
ผิวหน้าของระดับพ้ืนผิวน้้า ท้าให้ออกซิเจนจากอากาศ ไม่สามารถละลายถ่ายเทลงสู่ชั้นผิวน้้า ด้านล่าง
ได้ (พรรษวรรณ ศรีนาค, 2556) ท้าให้ค่าปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยู่ในน้้ามีระดับลดลง ก่อให้เกิด

ความเสื่อมโทรมลงส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมโดยรอบขยายเป็นบริเวณกว้าง (กรมควบคุมมลพิษ , 
2551) 

บ่อดักไขมันเป็นวิธีการบ้าบัดน้้าเสียมาตรฐานส้าหรับจัดการน้้า เสียปนเปื้อนไขมัน (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2551) บ่อดักไขมันเป็นอุปกรณ์ส้าหรับแยกไขมันไม่ให้ไหลปนไปกับน้้าทิ้งเพ่ือช่วย
รักษาสภาพน้้าในขั้นต้น ก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้้าสาธารณะหรือท่อระบายน้้าทิ้ง (พรรษวรรณ ศรีนาค , 

2556) น้้าทิ้งจากบ่อดักไขมันยังคงมีไขมันหลงเหลือปนอยู่ กับน้้า เสีย ดังนั้นเพ่ือลดปัญหาและเพ่ิ ม
ประสิทธิภาพของระบบบ้าบัดน้้าเสียที่มีอยู่  การประยุกต์ใช้ระบบบ้าบัดทางชีวภาพร่วมด้วยจึงมีความ

จ้าเป็น เพ่ือปรับปรุงคุณภาพของน้้าทิ้งให้ดีขึ้น และสามารถบ้าบัดน้้า เสียปนเปื้อนไขมันได้อย่าง
สมบูรณ์ (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2548) 

การบ้าบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เป็นวิธีการใช้สิ่งมีชีวิตช่วยบ้าบัดในระบบบ้าบัดน้้าเสีย 

ซ่ึงหมายถึง การน้าแบคทีเรียมาใช้ก้าจัดหรือลดสารอินทรีย์ต่างๆในน้้าเสียลงให้ได้มากที่สุด (สุบัณฑิต 
นิ่มรัตน์, 2548)  เนื่องจากแบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์เพ่ือเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ของไตรกลีเซอไรด์ ซ่ึงเป็นองค์ประกอบที่ส้าคัญของไขมัน  ไปเป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล (วีระ ปิย
ธีรวงศ์, 2555) จึงน้าไปสู่การย่อยสลายไขมันอย่างสมบูรณ์  การคัดแยกแบคทีเรียเพ่ือน้ามาทดสอบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันและน้าไปใช้ต่อนั้น  โดยส่วนมากมักคัดแยกแบคทีเรียในบริเวณที่

ปนเปื้อนเพ่ือให้ได้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพที่ดี หากแบคทีเรียที่คัดแยกมีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตรึงผิวทางชีวภาพและมีความไม่ชอบน้้าของเซลล์สูงจะช่วยเพ่ิมโอกาสในการย่อยสลาย

ไขมัน  สถานที่การผลิต หรือใช้ไขมันหรือน้้ามัน เช่น โรงงานอุตสาหกรรมที่ใช้น้้ามันเป็นส่วนประกอบ 
ร้านอาหาร และครัวเรือน มีแนวโน้มที่จะพบแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโต ย่อยสลายไขมัน และ
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ผลิตเอนไซม์ไลเปส  ได้มากกว่าบริเวณอ่ืนๆ  (Cammarota และ Freire, 2006)  ดังตัวอย่างรายงาน
วิจัยของกิจจา จิตรภิรมย์และปธานิน แสงอรุณ (2555) ที่ได้คัดแยกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติ

ได้แก่น้้าเสียจากถังดักไขมัน (4 ตัวอย่าง) น้้าหมักชีวภาพ (2 ตัวอย่าง) น้้าจากคลองรวบรวมน้้า เสีย (2 
ตัวอย่าง) และตะกอนดินป่าชายเลน (3 ตัวอย่าง) แล้วทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันโดยใช้

น้้ามันปาล์ม พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากถังดักไขมัน ไอโซเลท T3/2 สามารถย่อยน้้า เสียไขมันใน
สังเคราะห์ได้ดีกว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากแหล่งอ่ืน  คือ สามารถย่อยไขมันได้ร้อยละ 52.0 อัตราการ
ย่อยไขมัน 0.025 มิลลิลิตรต่อวัน ในช่วงเวลาทดสอบ 21 วัน ที่อุณหภูมิห้อง 

การตรึงเซลล์ (immobilization) หมายถึง การเกาะติดของเซลล์จุลินทรีย์บนวัสดุ  ซ่ึงเ กิด
โดยสมบัติเฉพาะของเซลล์และการท้าให้เซลล์ตรึงอยู่บนวัสดุ (Cohen, 2001)  การตรึงเซลล์ช่วย

ปกป้องเซลล์จากความเป็นพิษของสารพิษมากขึ้นกว่าการใช้เซลล์อิสระ  (Karel และ Robertson, 
1989)  ดัง เช่น งานวิ จัยของ Gentili และคณะ (2006) ได้ทดสอบประสิทธิภา พแบคทีเรี ย 
Rhodococcus corynebacterioides ชนิดเซลล์อิสระเทียบกับเซลล์ตรึงที่ตรึงลงบนผงไคตินและผง

ไคโตซาน พบว่าหลังจากผ่านไป 15 วัน เซลล์ตรึงทั้ง 2 ชนิด มีความสามารถในการลดปริมาณ
น้้ามันดิบได้ดีกว่าเซลล์อิสระ 

นอกจากนี้ การศึกษาของ Terng-Jou Wan และคณะ (2013) ได้ทดสอบประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายน้้ามันถั่วเหลือง (Soybean oil) ของแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa แยกทดสอบ
โดยใช้เซลล์แขวนลอยอิสระ เซลล์ตรึงบนเซรามิกที่มีรูพรุน (Porous ceramic) และเซลล์ตรึงบนโฟม 

พอลิยูรีเทน (polyurethane foam; PUF) พบว่าเซลล์แบคทีเรียที่ตรึงอยู่บน PUF มีประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายน้้ามันสูงสุด โดยมีอัตราการย่อยสลายสูงกว่าเซลล์แขวนลอย และเซลล์ตรึงบนเซรามิกที่
มีรูพรุน 43% และ 29% ตามล้าดับ และมีเวลาการย่อยสลายของน้้า มัน ( kinetic parameter, half-

life; t1/2) น้อยที่สุด และจากงานวิจัยของ Oh และคณะ (2000) พบว่าพอลิยูริเทนโฟม สามารถ
ลอยตัวได้ดี ดูดซับน้้ามันได้มาก มีรูพรุนค่อนข้างสูงท้าให้มีพ้ืนที่ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ได้มาก

และยังมีมีความยืดหยุ่นและเสถียร  งานวิจัยนี้จึงสนใจน้าพอลิยูริเทนโฟมมาใช้เป็นวัสดุตรึงแบคทีเรีย
ทั้งแบบเด่ียวและแบบผสมเพ่ือบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนไขมัน  ซ่ึงในงานวิจัยก่อนนี้ส่วนใหญ่ใช้แบคทีเรีย
เด่ียว  แล้วน้าแบคทีเรียตรึงมาใช้ในบ่อดักไขมัน เพ่ือให้การบ้าบัดน้้าเสียมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาประสิทธิภาพการย่อยไขมันของแบคทีเรียในรูปแบบเซลล์ตรึงบน 
พอลิยูริเทนโฟม โดยจะคัดกรองแบคที เรียที่ คัดแยกจากบริเวณที่ปนเปื้อนไขมัน  แล้วคัดเลือก

แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการย่อยไขมันดีมาทดสอบการย่อยสลายไขมันในรูปแบบเซลล์ตรึง  โดย
เปรียบเทียบทั้งแบคทีเรียแบบเด่ียวและแบคทีเรียผสมหลายไอโซเลท  หลังจากนั้นน้าแบคทีเรียตรึงที่
มีประสิทธิภาพมากที่สุดมาทดสอบในถังดักไขมันแบบจ้าลอง   เพ่ือทดสอบวิธีการใช้งานของ

แบคทีเรียตรึงส้าหรับลดภาระของระบบบ้าบัดน้้าเสียต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงคข์องงานวจิยั 

1.2.1 เพ่ือคัดกรองแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมัน 

1.2.2 เพ่ือ ศึกษา ประ สิทธิภ าพกา รย่อย ไขมันของแบคที เรียผสม หลังจ ากที่ตรึงบน 
Polyurethane foam (PUF)  

1.2.3 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการย่อยไขมันของแบคทีเรียตรึงบน PUF ในถังดักไขมัน
แบบจ้าลอง 

 

1.3 สมมติฐานของงานวจิัย 

1.3.1 แบคทีเรียที่คัดแยกจากบ่อดักไขมันและบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ที่ มีการปนเปื้อนของ

ไขมัน จะสามารถย่อยสลายน้้ามันพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
1.3.2 แบคทีเรียผสมจะมีประสิทธิภาพสูงกว่าแบคทีเรียเด่ียวในการย่อยสลายไขมัน เนื่อง 
จากแบคทีเรียผสมจะใช้น้้ามันได้หลากหลายชนิดกว่าแบคทีเรียเด่ียวและท้างานได้ในช่วง

ความเข้มข้นของน้้ามันที่กว้างกว่าแบคทีเรียเด่ียว 
1.3.3 แบคทีเรียที่ตรึงบนพอลิยูริเทนโฟมเพ่ิมประสิทธิภาพการก้าจัดไขมันของถังดักไขมัน

ได้ เนื่องจากพอลิยูริเทนโฟมสามารถเก็บรักษาเซลล์และยังคงความสามารถของเซลล์ไว้ มี
พ้ืนที่ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ได้มาก  

 

1.4 ขอบเขตการวจิยั  

1.4.1 น้าตัวอย่างแบคทีเรีย18 ไอโซเลท ที่ คัดแยกจากบ่อดักไขมันและบ่อแอคติเวทเต็ด
สลัดจ์ที่มีการปนเปื้อนของไขมัน มาศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันเบื้องต้น 

เพ่ือคัดกรองแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ   
14.2 จัดจ้าแนกชนิดแบคทีเรียที่คัดกรองจากข้อ 1.4.1 เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่น้ามาใช้ท้า

แบคทีเรียผสม 
1.4.3 ตรึงเซลล์แบคทีเรียในพอลิยูริเทนโฟม ขนาด 2x1x1 เซนติเมตร เพ่ือหาระยะเวลาการ

ตรึงเซลล์ท่ีเหมาะสมในการน้าไปใช้ 

1.4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการก้าจัดน้้ามันของเซลล์ตรึงบน PUF โดยแบคทีเรียที่ คัดแยกได้ 
โดยการท้าจลนพลศาสตร์การย่อยสลายน้้ามันพืชในน้้าเสียสังเคราะห์ 

1.4.5 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยไขมันของเซลล์ตรึงบนพอลิยูริเทนโฟมในถังดักไขมัน
แบบจ้าลองขนาด 4 ลิตร โดยมีชุดควบคุม คือ ถังดักไขมันที่ไม่มีเซลล์ตรึง ระยะเวลา
กักเก็บ 12 ชั่วโมง 
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1.5 ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บั 

 ได้หัวเชื้อแบคทีเรียในรูปแบบเซลล์ตรึงที่ มีความสามารถในการก้าจัดไขมันในน้้า เสีย ซ่ึง

สามารถน้าไปประยุกต์ในถังดักไขมันเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการบ้าบัดน้้า เสียปนเปื้อนไขมันได้



 

 

บทที ่2  
ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจ ัยที่เ กี่ยวข้อ ง 

2.1 ไขมันและน้ ามัน (Fat and Oil)  

ไขมัน คือ กลุ่มของสารประกอบอินทรีย์ที่ไม่ละลายน้้า เป็นลิพิด (lipid) ประเภทไตรกลีเซอ

ไรด์ เกิดจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั่น (Esterification) ระหว่าง ไตรไฮ-ดริกแอลกอฮอล์ (เอสเทอร์ที่
เกิดจากกลีเซอรอล) กับกรดไขมัน (รูปที่ 2.1) ไขมันที่เป็นของแข็งที่ อุณหภูมิห้อง มักเป็นเอสเทอร์ 
(ester) ของกลีเซอรอลกับกรดอินทรีย์ชนิดอ่ิมตัวที่ มีคาร์บอนอะตอมต้ังแต่ 10 อะตอมขึ้นไป เช่น 

กรดปาล์มิติก (plamitic) และกรดสเตียริก (stearic) ไขมันที่เป็นของเหลวที่ อุณหภูมิห้องหรือน้้า มัน 
(oil) เช่น น้้ามันหมู น้้ามันมะพร้าว จะเป็นเอสเทอร์ที่มีจ้านวนคาร์บอนอะตอมน้อยกว่า 10 อะตอม  

หรือเป็นเอสเทอร์ของกลีเซอรอลกับกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว เช่น กรดโอเลอิก (oleic) และกรดลิโนเล
อิก (linoleic) เป็นส่วนมาก (รูปที่ 2.2) (ประดิษฐ์ มีสุข, 2548; Jaeger และ Reetz, 1998)  

 
ร ูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาการเกิดไขมันและน้้ามัน 

(http://www.rmutphysics.com, 15 มิถุนายน 2558) 

 
ร ูปที่ 2.2 โครงสร้างของไขมันและน้้ามัน 

(http://www.foodnetworksolution.com, 15 มิถุนายน 2558) 
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กรดไขมันประกอบไปด้วยธาตุคาร์บอน (C) ไฮโดรเจน (H) และออกซิเจน (O) โดยการเรียง

ตัวของสายคาร์บอนจะต่อกันเป็นสายยาว (C10-C24) ปลายด้านหนึ่งเป็นหมู่คาร์บอกซิล (-COOH) 

และปลายอีกด้านเป็นหมู่เมทิล (-CH3) โดยมีชื่อของกรดไขมันชนิดต่างๆ ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบไขมันชนิดต่างๆ 

Common name Carbon 

atoms 

Double 

bonds 

Scientific name Source 

Butyric acid 4 0 Butanoic acid Butter fat 

Caproic acid 6 0 Hexanoic acid Butter fat 

Palmitic acid 16 0 Hexadecanoic acid Palm oil 

Palmitoleic acid 16 1 9- Hexadecanoic acid Animals fat 

Stearic acid 18 0 Octadecanoic acid Animals fat 

Oleic acid 18 1 9- Octadecanoic acid Olive oil 

Vaccenic acid 18 1 11- Octadecanoic acid Butter fat 

ที่มา:  Ramwong (2007) 

น้้ามันที่ใช้ประกอบอาหารทั่วๆไปมี 2 ชนิดหลักๆ คือ น้้า มันพืชและน้้า มันสัตว์ เนื่องจาก

น้้ามันสัตว์ได้รับความนิยมลดลงและน้้ามันพืชสะดวกต่อการเลือกซ้ือใช้งาน จึงมีการหันมาใช้น้้า มันพืช

กันอย่างกว้างขวาง  ในประเทศไทยมีพืชที่สามารถน้ามาผลิตน้้า มันเพ่ือใช้บริ โภคและใช้ใน

อุตสาหกรรมต่างๆหลายชนิด ได้แก่ ถั่วเหลือง  ปาล์มน้้ามัน มะพร้าว  ร้าข้าว เมล็ดทานตะวัน เป็น

ต้น (กรมการค้าภายใน, 2556)  

 ในประเทศไทย น้้ามันพืชที่ครองตลาดสูงสุด คือ น้้ามันปาล์ม และน้้ามันถั่วเหลือง (กรมการ

ค้าภายใน, 2556 ) เนื่องจากเป็นการใช้ในครัวเรือนหรือสถานประกอบการร้านอาหาร  
 น ้า มันถั่วเหลือง เป็นน้้า มันที่สกัดจากเมล็ ดถั่วเหลือง เป็นน้้า มันพืชที่มีกรดลิโนเลอิก

(linoleic) สูง จึงเป็นวัตถุดิบในการผลิตเนยเทียม มาร์การีน เนยขาว มายองเนสและผสมกับน้้า มัน
สลัดอ่ืนๆ จะเกิดการออกซิเดชันง่ายเม่ือสัมผัสกับอากาศและความร้อนสูง เป็นไตรกลีเซอไรด์  
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ที่ประกอบด้วยกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว ได้แก่ กรดลิโอเลอิก (linoleic acid) และกรดไขมัน ซ่ึงพันธะคู่
มากกว่า 1 ต้าแหน่ง (polyunsaturated fatty acid) (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2548) เนื่องด้วย ประเทศ

ไทยผลิตถั่วเหลืองได้ไม่เพียงพอต่อการใช้ ถั่วเหลืองส่วนใหญ่จึงมีการน้าเข้ามาจากต่างประเทศ ดัง
แสดงในตารางที่ 2.2 

 
 ตารางที่ 2.2 สถิติการน้าเข้าและส่งออกถั่วเหลืองของประเทศไทยปี พ.ศ. 2553-2557   

ปี พ.ศ. น าเข้า ส่งออก 

 ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า 

 (ตัน) (ล้านบาท) (ตัน) (ล้านบาท) 
2553 1,819,105 25,799 954 47 

2554 1,997,372 34,406 2,629 56 
2555 2,119,941 39,987 1,918 50 
2556 1,678,678 31,232 1,989 56 

2557 1,898,295 34,996 11,594 234 

ที่มา:  ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2558) 
 

น ้ามันปาล์ม เป็นน้้ามันที่น้าไปใช้ในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์อาหารและใช้ในการประกอบ

อาหารมากที่สุด มีกรดปาล์มิติก (palmitic acid) (รูปที่ 2.3) เป็นกรดไขมัน (fatty acid) ประเภท
กรดไขมันชนิดอ่ิมตัว (saturated fatty acid) ที่ มีจ้านวนคาร์บอนในโมเลกุล 16 อะตอมเป็น
องค์ประกอบ มีคุณสมบัติทนความร้อนได้สูง ไม่ท้าให้เกิดสารก่อมะเร็ง และยังมีราคาต้่ากว่าน้้า มันพืช

ชนิดอ่ืนและยังเป็นอุตสาหกรรมน้้ามันพืชที่มีการผลิตมากที่สุดในประเทศไทย  อุตสาหกรรมน้้า มัน
ปาล์มนับว่าเป็นสินค้าที่มีการผลิตเป็นจ้านวนมาก และมีปริมาณการส่งออกสูงขึ้นเพ่ิมมากขึ้นในแต่ละ

ปี ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
 

 
 

ร ูปที่ 2.3 โครงสร้างของกรดปาล์มิติก 
(http://www.foodnetworksolution.com, 15 มิถุนายน 2558) 
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ตารางที่ 2.3 สถิติการน้าเข้าและส่งออกน้้ามันปาล์มของประเทศไทยปี พ.ศ. 2553-2557   

ปี พ.ศ. น าเข้า         ส่งออก 

 ปริมาณ มูลค่า ปริมาณ มูลค่า 

 (ตัน) (ล้านบาท) (ตัน) (ล้านบาท) 

2553 48,012 1,867 226,111 6,717 

2554 132,847 6,239 487,942 16,272 
2555 157,722 5,849 411,900 13,957 

2556 109,772 3,235 725,217 17,646 
2557 127,025 4,810 355,323 11,298 

   ที่มา:  ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2558) 

2.2 การปนเปื้อนของไขมันและน้ ามัน  

เนื่องจากไขมันและน้้ามันพบได้ทั้งในพืชและสัตว์และมีการน้าน้้า มันมาใช้ประโยชน์ในด้าน

ต่างๆทั้งในครัวเรือน สถานประกอบการร้านอาหารอย่างกว้างขวาง จึงมีการปนเปื้อนลงในแหล่งน้้า 

น้้าเสียส่วนใหญ่ที่ปล่อยจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร ร้านอาหาร และแหล่งชุมชนมีส่วนประกอบ

ของน้้ามันและไขมันจ้านวนมาก จากสมบัติทั่วไปของน้้า มัน ไขมันและไข ( Fat Oil and Grease; 

FOG) คือ ละลายน้้าได้ไม่ดี ย่อยสลายได้ยาก สลายตัวช้าท้าให้เกิดกลิ่น ไข สามารถอุดตันในท่อ ปั๊ม 

หรืออุปกรณ์ในหน่วยบ้าบัด (พรรษวรรณ ศรีนาค, 2556) น้้ามันและไขมันจะลอยปิดผิวหน้าของน้้า

ปิดก้ันการละลายของออกซิเจนจากอากาศ ท้าให้ออกซิเจนจากอากาศ ไม่สามารถละลายถ่ายเทลงสู่

ชั้นผิวน้้าด้านล่าง ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมโดยรอบ (Cipinyte และคณะ, 2009)  

องค์ประกอบน ้ามันและไขมันในน ้าเสีย ค่าความเข้มข้นของน้้ามันและไขมันเพ่ิมขึ้นตามขนาด

พ้ืนที่ของแหล่งก้าเนิดน้้าเสีย โดยลักษณะน้้า เสียจากครัวของบ้านพักอาศัยกรณีที่ไม่ผ่านตะแกรง 

จะมีน้้ามันและไขมันประมาณ 2,700 มิลลิกรัม/ลิตร หากผ่านตะแกรงจะมีน้้ามันและไขมันประมาณ 

500 มิลลิกรัม/ลิตร ส้าหรับลักษณะน้้าเสียจากครัวของภัตตาคารจะมีน้้ามันและไขมัน เฉลี่ยประมาณ 

1,500 มิลลิกรัม/ลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 2546) ดัชนีคุณภาพน้้าและ ค่าความเข้มข้นองค์ประกอบ

น้้ามันและไขมันในประเทศไทยได้จากการเก็บตัวอย่างน้้าเสียและวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการภาควิชา

วิศวกรรมและการจัดการด้านสิ่งแวดล้อม สถาบันเทคโนโลยีแห่งเอเซีย ( AIT) พ.ศ.2551 (ตารางที่ 

2.4) 
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ตารางที่ 2.4 ค่าความเข้มข้นองค์ประกอบน้้ามันและไขมันน้้าเสียในประเทศไทย 

ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ (2546) 

2.3 การบ าบดัน้ าเสยีปนเปือ้นไขมันในน้ า  

การก้าจัดน้้ามันและไขมันในน้้านั้นมีอยู่ด้วยกันหลายวิธีด้วยกัน โดยทั่วไปแล้วจะนิยมใช้วิธี 
ทางเคมี กายภาพ และชีวภาพ (พรรษวรรณ ศรีนาค, 2556) ส้าหรับวิธีทางกายภาพและทางเคมีนั้น 

งานวิจัยส่วนใหญ่ในปัจจุบันมุ่งเน้นการออกแบบโครงสร้างแบบจ้าลองและปรับปรุงเทคโนโลยีที่ใช้ 
ส้าหรับวิธีทางชีวภาพนั้น มีการพยายามที่จะหาเชื้อแบคทีเรียที่มีศักยภาพส้าหรับการย่อยสลาย ไขมัน
และน้้ามัน การใช้แบคทีเรียผสม หรือใช้งานทางชีวภาพร่วมกับกายภาพ (Fan, 2014) 

2.3.1 วิธ ีการทางเคมี  

คือการท้าให้ไขมันตกตะกอนโดยสารเคมีโดยท้าลายเสถียรภาพของไขมันโดยใช้สารสร้าง

ตะกอนรวม (coagulant) ท้าให้เกิดฟล็อคและตกตะกอน (Eckenfelder, 1989) เช่น การเติมคลอรีน
หรือเติมคลอรีนร่วมกับการเป่าอากาศ เนื่องจากคลอรีนสามารถละลายได้ดีในน้้าและท้าปฏิกิริย า
อย่างรุนแรงกับไขมัน จับตัวกับไขมันท้าให้ไขมันรวมตัวเป็นก้อนและตกตะกอน และยังมีการปรับปรุง

ประสิทธิ ภาพใน การแยกตะกอนออกจา กระบบ  โดยเ ติมกรด (pH=3) และ การเติมสารส้ ม 

 

 

ดัชนีค ุณภาพน้ า 

   

 

หน่วย 

ความเข้มข้น 

น้ าเสียจาก

บ้านเร ือน 

สถานีบร ิการ

น้ ามันเช ื้อเพลิง 

สถาน

ประกอบการ

ร ้านอาหาร  

ค่าความเป็นกรดด่าง - 5-7 5-8 5-7 

สี (color) ADMI 60-700 55-400 60-700 

ซีโอดี (Chemical 

Oxygen Demand) 

มก./ล. - 230-280 - 

ไนโตรเจนทั้งหมด มก./ล. 9-106 - 9-106 

น้้ามันและไขมัน(FOG) มก./ล. 14-38,000 90-63,000 14-38,000 

ฟอสฟอรัสรวม มก./ล. 0.13-100 2-13 0.13-100 
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โพลีอะลูมินัมคลอไรด์ เฟอริคคลอไรด์ (Rattanapanและคณะ, 2011) แต่วิธีการทางเคมีนั้นมักจะก่อ
มลพิษ เหลือสารตกค้างในน้้า (Haritash และ Kaushik, 2009)  

2.3.2 วิธกีารทางกายภาพ 

 วิธีที่เป็นที่นิยมใช้และเป็นมาตรฐานทั่วไปในการก้าจัดไขมัน ง่ายที่สุดในการก้าจัด เช่น  

การท้าให้ลอย (Flotation) แล้วเก็บกวาดออกจากผิวน้้า , การเพ่ิมอุณหภูมิ เพ่ือช่วยลดค่าความ
ถ่วงจ้าเพาะของน้้ามันหรือไขมันท้าให้ลอยขึ้น, การขัด ใช้ส้าหรับพวกน้้ามันหรือไขมันเกาะตามถังหรือ
เครื่องมือต่างๆ, การเป่าอากาศเพ่ือให้ฟองอากาศพาน้้ามันหรือไขมันลอยขึ้นมา ( Cammarota และ 

Freire, 2006)  หรือท้าระบบก้าจัด ไขมันหรือน้้า มันที่ มีลักษณะ เป็นถัง มีแผ่น ขวางอยู่ในบ่ อ  
เพ่ือ ดัก ไข มัน ไว้ไห้ ไ ด้ปริมา ณมาก แ ต่ ไข มันที่ เหลื อจ า กกา รฝั งกลบ  อาจ เ กิดกลิ่ น เห ม็น   

(Matsumiya และคณะ, 2007) จึงมักมีการน้าวิธีทางชีวภาพเข้ามาช่วยเป็นขั้นตอนสุดท้ายในการ
บ้าบัด 

2.3.3 วิธทีางชวีภาพ  

วิธีนี้ท้าโดยการกระบวนการทางชีวภาพหรือใช้จุลินทรีย์ ระบบทางชีวภาพจะมีค่าใช้จ่ ายที่
น้อยกว่าทางเคมีและทางกายภาพและยังเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม (Fosso-Kankeua และ คณะ 2014)  

จุลินทรีย์จะก้าจัดสิ่งเจือปนในน้้าเสียโดยเฉพาะสารคาร์บอนอินทรีย์ ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส  สาร
เหล่านี้จะถูกใช้เป็นอาหารและเป็นแหล่งพลังงานของจุลินทรีย์ในถังเลี้ยงเชื้อเพ่ือการเจริญเติบโต ท้า
ให้น้้าเสียมีค่าความสกปรกลดลง (สุบัณฑิต นิ่มรัตน์, 2548)  ดังเช่น การน้าน้้า เสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรมมาผลิตแก๊สชีวภาพโดยผ่านกระบวนการหมักเพ่ือให้เกิดการย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
สภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobic Digestion) โดยใช้แบคทีเรียหลายชนิด แต่เนื่องจากปริมาณผลผลิต
แก๊สชีวภาพที่ได้ขึ้นอยู่กับปริมาณของสารอินทรีย์ในน้้าเสียที่ป้อนเข้าและขึ้นกับเทคโนโลยีที่ใช้ เหมาะ

กับโรงงานขนาดใหญ่ (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2553) หรือการใช้จุลินทรีย์
ร่วมกับถังบ้าบัดแบบต่างๆ  เช่น การเติมแบคทีเรียอิสระลงบ่อแอนแอโรบิก (Anaerobic Pond) และ

ระบบแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ (Activated Sludge) หรือการใช้ระบบบ้าบัดที่จุลินทรีย์เกาะติดผิวตัวกลาง 
(ม่ันสิน ตัณฑุลเวศม์, 2542) 
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2.5 แบคทีเรยียอ่ยสลายไขมัน  

แบคทีเรียแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ แอโรบิคแบคทีเรีย (aerobic bacteria) และแอนแอ-

โรบิคแบคทีเรีย (anaerobic bacteria) บางชนิดสามารถใช้ไขมันเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

พลังงานโดยกระบวนการย่อยสลายไขมัน ปัจจุบันมีงานวิจัยจ้านวนมากได้คัดแยกแบคทีเรียที่ มี

ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันจากตัวอย่างในสิ่งแวดล้อม ( WakelinและForster, 1998; 

Prasad และ Manjunath, 2011; Affandi และคณะ, 2014) โดยส่วนมากแบคทีเรียจะสามารถหลั่ง

ไลเปสซ่ึงเป็นเอนไซม์ส้าคัญในการย่อยสลายไขมัน (Serikovna และคณะ, 2013) โดยส่วนมากนั้นมัก

คัดแยกแบคทีเรียในบริเวณที่ปนเปื้อนเพ่ือให้ได้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพที่ดี สถานที่การผลิตหรือใ ช้

ไขมันหรือน้้ามัน เช่น โรงงานอุตสาหกรรมที่ใช้น้้า มันเป็นส่วนประกอบ ร้านอาหาร ครัวเรือน  

มีแนวโน้มที่จะพบแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโต ย่อยสลายไขมันและผลิตเอนไซม์ไลเปสได้มากกว่า

บริเวณอ่ืนๆ  (Cammarota และ Freire, 2006) ตัวอย่างสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลาย

ไขมัน ซ่ึงใช้ไขมันจากพืชและสัตว์เป็นสารต้ังต้น ตารางที่ 2.5 

2.5.1 กลไกการย่อยไขมันทางชวีภาพ  

กระบวนการย่อยสลายไขมันทางชีวภาพ เกิดจากการหลั่งเอนไซม์ไลเปส ซ่ึง เป็นเอนไซม์ที่

เก่ี ยวข้ อง กับกา รย่ อยสลา ย ไข มัน  ท้ าหน้ าที่ เร่ งปฏิ กิ ริย า กา ร ย่อยสลายน้้ า มันและ ไข มัน 

 (Lin และคณะ, 1995; Borkar และคณะ, 2009)  ท้าให้ไตรกลีเซอไรด์เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่

พันธะเอสเตอร์แล้วแตกตัวเป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล  หลังจากนั้นกรดไขมันจะผ่านเข้าวิถีบีตา -

ออกซิเดชัน (β-oxidation) เปลี่ย นเป็นอะซิทิล-โคเอ (Acetyl-CoA) และเข้าสู่วัฎจักรเครบ ส์ 

 (Kreb’s cycle) และได้พลังงานในการเจริญของเซลล์ออกมา ส่วนกลีเซอรอลจะถูกย่อยสลาย

จนกระ ทั่ ง เข้ า สู่ วิ ถี ไ กล โค ไล ซีส  ( Glycolysis pathway) ไ ด้ เป็ นฟอส โฟอีนอล ไพรู เ ว ท 

(phosphoenolpyruvate) และเข้าวัฏจักรเครบส์ต่อไป (Matsui และคณะ, 2005) 
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ร ูปที่ 2.4 กระบวนการย่อยสลายไขมันด้วยแบคทีเรีย 

(Matsui และคณะ, 2005) 

 

2.5.2 ชนิดของแบคทเีรยี  

การน้าแบคทีเรียมาใช้ในการบ้าบัดนั้น มีจุลินทรีย์หลากหลายชนิดที่สามารถผลิตเอนไซม์ 

ไลเปส เพ่ือใช้ในการย่อยสลายไขมัน เช่น Candida rugose (Jeganathan และคณะ, 2006) 

Acinetobacter sp. (Tanaka แ ละ คณะ ,  2 0 1 0 )  Serratia marcescens, Aeromonas 

hydrophila, และ Bacillus cereus (Affandi และคณะ, 2014) การใช้แบคทีเรียใช้การบ้าบัดน้้า เสีย

ถือว่ามีประสิทธิภาพสูง ปลอดภัย และเนื่องจากความปลอดภัยในการแบคทีเรีย ท้าให้สามารถใช้ใน

พ้ืนที่ปนเปื้อนไขมันทั่วไปและแหล่งน้้าตามธรรมชาติได้ (Glazer และ Nikaido 1995)  

อย่างไรก็ดีงานวิจัยบางเรื่องพบว่าแบคทีเรียผสมมีความสามารถในการย่อยสลายมากกว่า

แบคทีเรียเด่ียวในระยะเวลาที่รวดเร็วกว่าแบคทีเรียชนิดเด่ียว เนื่องจากแบคทีเรียผสมเกิดจากการ

ผสมการของแบคทีเรียหลายชนิดท้าให้มีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในการบ้าบัดน้้า เสียจาก

แหล่งไขมันที่แตกต่างกัน (Wakelin และForster, 1997) การผสมแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เข้า

ด้วยกันเพ่ือใช้ในการบ้าบัดไขมันนั้น ท้าให้มีประสิทธิภาพที่มากขึ้น เนื่องจากหัวเชื้อแบคทีเรียผสมจะ

พลังงานในการเจริญของเซลล์ 
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สามารถใช้งานได้ในอุณหภูมิช่วงกว้างกว่าและเติบโตได้ในช่วงเวลาแตกต่างกันกว่าแบคทีเรียเพียง

ชนิดเดียว (Tano-Debrah และคณะ, 1999) 

 การประยุกต์น้าแบคทีเรียมาใช้ในระบบบ้าบัดน้้าเสียเชิงพาณิชย์ จุดที่ควรค้านึงมากที่สุดคือ 

แบคทีเรียที่ใช้ต้องไม่ก่ออันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์และมีผลต่อสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้แบคทีเรียยัง

ต้องสามารถใช้บ้าบัดได้ตามปกติ จากเง่ือนไขดังกล่าว ท้าให้เราจ้ากัดสายพันธุ์ที่จะน้ามาปร ะยุกต์ใช้

ในผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์  ผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์หลายอย่างในปัจจุบันนิยมใช้  Bacillus sp. หรือ

แบคทีเรียที่ใกล้เคียง (Brooksbank และคณะ, 2006) 

 จุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) หมายถึงจุลินทรีย์ที่อาจเป็นสาเหตุของการเกิดโรคในมนุษย์

และสัตว์ ซ่ึงสามารถตรวจสอบรายชื่อแบคทีเรียที่ก่อโรคได้จากพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจาก

สัตว ์พ.ศ. 2558  ประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เรื่องระดับความเสี่ยงของเชื้อโรคและพิษจาก

สัตว์  และCenters for disease control and prevention (CDC) เช่น Bacillus cereus, 

Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Enterobacter 

sakazakii, Listeria monocytogenes, Salmonella, Shigella, และ  Staphylococcus aureus 

เป็นต้น 
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  2.5.3 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการยอ่ยสลายไขมนั 

 เนื่องจากในธรรมชาติประกอบไปด้วยหลายปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและความสามารถของ

แบคทีเรียในการย่อยสลายของไขมัน หรือมีผลต่อความสามารถในการปรับตัวของแบคทีเรีย
นอก เหนื อจ ากชนิดของแบคทีเ รีย แล้วยัง มีปัจ จัยภายนอก ต่า งๆ ที่ส่ งผล  เช่น สา รอา หา ร  
ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และสารลดแรงตึงผิว 

สารอาหาร คือหนึ่งในปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรีย เนื่องจาก
คาร์บอนและไนโตรเจนจะมีบทบาทส้าคัญต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส   แหล่งคาร์บอนหรือแหล่งไขมัน

จะช่วยเป็นตัวชักน้าให้เกิดการท้างานของเอนไซม์ไลเปส  ไนโตรเจนมีความเก่ียวข้องกับกิจกรรมของ
แบคทีเรีย (Gupta และคณะ, 2004)  อัตราการก้าจัดไขมันที่แตกต่างกันของแต่ละชนิดน้้ามัน 
เนื่องจากน้้ามันจะแยกย้ายกันไปเพ่ือการเจริญเติบโตของเซลล์และกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ 

(Brooksbank และคณะ, 2006) รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ เช่น ค่าความเป็นกรดด่าง 
อุณหภูมิและออกซิเจน สามารถส่งผลกระทบต่อกิจกรรมของแบคทีเรียท้าให้เกิดผลกระทบต่อการ

ผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรียด้วย (Fan, 2014)  แบคทีเรียส่วนใหญ่จะเจริญเติบโตได้ดีที่ค่าความ
เป็นกรดด่างตามธรรมชาติ ช่วงค่าความเป็นกรดด่างที่ 6-9 มีออกซิเจนที่เพียงพอ การเปลี่ยนแปลงค่า
ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิที่สูงหรือต้่าเกินไป  ท้าให้เกิดผลกระทบต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสของ

แบคทีเรีย ท้าให้แบคทีเรียย่อยสลายไขมันและน้้ามันลดลง (Immanuel และคณะ, 2008; Mahdi 
และคณะ, 2012) นอกเหนือจากนี้สารลดแรงตึงผิวยังมีส่วนช่วยในการละลายโมเลกุลของไขมันหรือ

น้้ามัน ท้าให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลายได้ง่ายขึ้น (Fan, 2014) 

2.6 เซลลต์รงึ 

การตรึงเซลล์ (immobilization) หมายถึง การเกาะติดของเซลล์จุลินทรีย์บนวัสดุ ซ่ึงเกิดโดย

สมบัติเฉพาะของเซลล์และการท้าให้เซลล์ตรึงอยู่บนวัสดุ (Cohen, 2001) หรือ การจ้ากัดที่อยู่ของ
เซลล์ให้อยู่บนวัสดุที่ เหมาะสมและยังคงมีกิจกรรมหรือประสิทธิภาพตามต้องการ ( Leskosek-

Aukalovia และ Nedovic, 2005) เป็นการเก็บรักษาเซลล์ ป้องกันและคงความสามารถของเซลล์ไว้ 
และช่วยปกป้องเซลล์จากความเป็นพิษของสารพิษมากขึ้นกว่าการใช้เซลล์อิสระ  (Karel และ 
Robertson, 1989; Cipolatti และคณะ, 2015) ข้อดีของเซลล์ตรึงที่ได้เปรียบกว่าเซลล์ อิสระ คือ  

เซลล์มีเสถียรภาพมากขึ้นกว่าเดิมถ้าวิธีการตรึงนั้นเหมาะสม ใช้สภาวะการท้าปฏิ กิริยาที่แตกต่าง
ออกไปจากเซลล์อิสระได้ สามารถน้าเซลล์กลับมาใช้ซ้้าและต่อเนื่องกันได้หลายครั้งและลดต้นทุนการ

ผลิต สามารถแบ่งเซลล์ตรึงได้เป็น 4 ประเภทตามกลไกทางกายภาพ คือ (1) การเกาะและการดูดซึม 
บนพ้ืนผิวแข็งจะถูกยึดโดยแรงทางกายภาพ นอกจากนี้ไบโอฟิล์มที่ เซลล์แบคทีเรียสร้างขึ้นจะมีส่วน
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ช่วยในการตรึงเซลล์ เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมสูงเนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก ข้อเสียของการตรึงเซลล์
ตามกลไกนี้คือเซลล์ขาดการป้องกันตัวจากสารละลายภายนอกท้าให้หลุดเป็นเซลล์อิส ระได้ง่าย (2) 

การกักเซลล์ในวัสดุที่มีรูพรุน เป็นการตรึงเซลล์เข้าไปในวัสดุที่ เป็นรูพรุน เพ่ือป้องการการหลุดของ
เซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และคงความสามารถในการแลกเปลี่ยนสารอาหารในการเจริญเติบโตของ

เซลล์ได้ ปัจจัยที่มีผลต้องการตรึงเซลล์ตามกลไกนี้ คือ ความสามารถในการกระจายตัวของเซลล์ใน
วัสดุ ปริมาณเซลล์ท่ีสามารถกักขังไว้ได้ ปริมาณออกซิเจน (3) การเกาะกลุ่มของเชื้อ อาจเกิดตาม
ธรรมชาติ หรือเหนี่ยวน้าให้เกิดโดยใช้สารมวลโมเลกุลต้่าบางชนิด ปัจจัยที่ มีผล คือ ค่า pH คุณสมบัติ

ของผนังเซลล์ ออกซิเจนในอาหาร สารอาหาร (4) การบรรจุเซลล์ไว้ภายในวัสดุ การตรึงด้วยวิธีนี้ยังคง
เป็นอุดมคติ เนื่องจากมีข้อจ้ากัดมาก เช่น เกิดของเสียสะสมภายใน ข้อจ้ากัดในการแลกเปลี่ยน

สารอาหารของเซลล์ (Kourkoutas และคณะ, 2004) ปัจจัยอีกประการที่มีผลต่อการเซลล์ตรึงคือ 
วัสดุที่น้ามาใช้ส้าหรับให้จุลินทรีย์ยึดเกาะ ได้แก่ วัสดุธรรมชาติ เช่น แอลจิเนต วุ้น ไคโตซาน และวัสดุ
สังเคราะห์ เช่น พอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide) โฟมพอลิยูรีเทน (polyurethane foam; 

PUF) และพอลิโพรพิลีน  (Rahman และคณะ, 2006; Dumore และMukhopadhyay, 2012)  
อย่างไรก็ตาม พอลิยูริเทนโฟม ได้รับความนิยมในการน้ามาใช้ในอุตสาหกรรม เนื่องด้วย มีศักยภาพ

อย่างมากในงานด้านสิ่งแวดล้อม เช่น การใช้งานในการควบคุมและป้องกันมลพิษ (Urgun-Demirtas 
และคณะ, 2007) นอกจากนี้ PUF  ยังถูกใช้เป็นเครื่องมือในการตรึงเอนไซม์และเซลล์จุลินทรีย์
เนื่องจาก PUF มีกลไกที่แข็งแรง และเกิดปฏิกริยาทางชีวเคมีได้ยาก  (Biochemically inert 

characteristics) (Klein และ Kluge, 1981; Wang และ Ruchenstein, 1993; Bang และคณะ, 
2001) และจากสมบัติของ PUF ที่สามารถลอยตัวได้ดี ดูดซับได้มาก มีรูพรุนค่อนข้างสูง ท้าให้มีพ้ืนที่
ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ (Oh และคณะ, 2000; Sivertsen, 2007) จึงมีความสนใจการน้า PUF 

มาใช้บ้าบัดมลพิษทางน้้า 

2.7 บ่อดักไขมัน 

วิธีการดักไขมันนั้นเป็นเทคนิคหลักในการใช้แยกไขมันและน้้า มันจากน้้า เสีย (Cammarota 

และFreire, 2006) การท้าบ่อดักไขมันเป็นวิธีทางกายภาพ  การออกแบบบ่อดักไขมันส้าหรับประเทศ

ไทยนั้น เนื่องจากการจับตัวของไขมันช้าเพราะอากาศที่มีอุณหภูมิสูง   ดังนั้นเวลาที่น้้า เสียอยู่ในถัง

ทั่วไป (Hydraulic Retention Time: HRT) ของบ่อดักไขมันจึงไม่ควรน้อยกว่า 6 ชั่วโมง เพ่ือให้

น้้ามันและไขมันมีโอกาสแยกตัวและลอยขึ้นมาสะสมกันอยู่บนผิวน้้าและตักออกไปก้าจัด (กรมควบคุม

มลพิษ, 2551) 
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บ่อดักไขมันอย่างง่ายตามมาตรฐานโดยทั่วไปนั้น  จะประกอบด้วยตะแกรงดักเศษอาหาร 

และส่วนแยกไขมันเป็นหลัก แต่ขนาดและวัสดุที่ท้านั้น ขึ้นอยู่กับการใช้ประโยชน์และความเหมาะสม

ของสถานที่  บ่อดักไขมันสามารถก้าจัดไขมันได้มากกว่าร้อยละ 60 มีทั้งแบบส้าเร็จรูปที่สามารถซ้ือ

และติดต้ังได้ง่ายหรือสามารถสร้างเอง โดยใช้วงขอบซีเมนต์หรือถังซีเมนต์หินขัด ซ่ึงประหยัดค่าใช้จ่าย

กว่าแบบส้าเร็จรูป และสามารถปรับให้เหมาะสมกับพ้ืนที่และปริมาณน้้าที่ใช้ (กรมควบคุมมลพิษ, 

2553)  

 
 

ร ูปที่ 2.5 แผนภูมิการท้างานทั่วไปของบ่อดักไขมัน (กรมควบคุมมลพิษ, 2551) 
 

ลักษณะของบ่อดักไขมันนั้น ขึ้นกับปริมาตรเก็บกักตามที่ได้ค้านวณไว้ โดยทางน้้าเข้าและทาง

น้้าออกของบ่อดักไขมันอาจจะใช้ท่อรูปตัวที (T) หรือแผ่นก้ัน (Baffle) ส้าหรับในกรณีที่น้้า เสียมี

ปริมาณมากอาจก่อสร้างจ้านวนสองบ่อหรือมากกว่าตามความเหมาะสมแล้วแบ่งน้้า เสียไหลเข้าแต่ละ

บ่อในอัตราเท่า ๆ กัน (กรมควบคุมมลพิษ, 2537)  
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ก. 

 

 

 

 

 

 

ข. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 2.6 ลักษณะของบ่อดักไขมัน 

 ก.) บ่อดักไขมันอย่างง่ายตามมาตรฐานทั่วไป (เกรียงศักด์ิ อุดมสินโรจน์, 2539)  

 ข.) บ่อดักไขมันแบบวงขอบซีเมนต์ (กรมควบคุมมลพิษ, 2551)   

เนื่องจากการใช้บ่อดักไขมันเพ่ือให้น้้ามันและไขมันทีมี่โอกาสแยกตัวและลอยขึ้นมาสะสมกัน

อยู่บนผิวน้้า  จ้าเป็นต้องตักไขมันออกไปก้าจัดตามวิธีทางกายภาพเป็นระยะๆ  ดังนั้นการก้าจัดไขมัน

ที่ไม่ถูกต้องหรือทิ้งเวลาตักที่นานเกินไปอาจท้าให้เกิดกลิ่นเหม็น การน้าวิธีทางชีวภาพเข้ามาช่วย โดย

การเติมแบคทีเรียย่อยสลายไขมันเพ่ิมเข้าไปในระบบ อาจมีส่วนช่วยในการย่อยสลายไขมันในระบบ

ท้าให้เกิดการสะสมของไขมันบริเวณผิวหน้าของน้้าช้าลง ลดปริมาณไขมันที่ส่งต่อไปก้าจัด ลดการอุด

ตัน และยังเป็นการลดภาระในระบบบ้าบัดขั้นตอนต่อๆไป  
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2.8 มาตรฐานน้ าทิง้จากอาคารบางประเภทและบางขนาด  

ในประกาศกระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม เรื่อง ก้าหนดมาตรฐานควบคุม 

การระบายน้้าทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ลงวันที่ 7 พฤศจิกายน 2548 ประกาศในราช

กิจจานุเบกษา เล่มที่ 122 ตอนที่ 125ง วันที่ 29 ธันวาคม 2548 และประกาศกระทรวงฯ ฉบับใหม่

ก้าหนดให้ระบบบ้าบัดน้้าเสียรวมของชุมชนเป็นแหล่งก้าเนิดมลพิษที่จะต้องถูกควบคุมการปล่อยน้้า

เสียลงสู่แหล่งน้้าสาธารณะหรือออกสู่สิ่งแวดล้อม ตามราชกิจจานุเบกษา เล่ม 127 ตอนพิเศษ 69ง 

ลว.2 มิถุนายน 2553 บังคับใช้ต้ังแต่วันที่ 3 มิถุนายน 2553 เป็นต้นไป โดย ข้อ 3 ของประกาศฯ 

ห้ามมิให้เจ้าของหรือผู้ครอบครองระบบบ้าบัดน้้า เสียรวมของชุมชน ปล่อยน้้า เสียลงสู่แหล่งน้้า

สาธารณะหรือออกสู่สิ่งแวดล้อม เว้นแต่จะบ้าบัดน้้าเสียให้เป็นไปตามมาตรฐาน ควบคุมการระบายน้้า

ทิ้งจากระบบบ้าบัดน้้าเสียรวมของชุมชน  พารามิเตอร์มาตรฐานในการตรวจสอบน้้าทิ้ง โดยทั่วไป 

ได้แก่ ความเป็นกรดและด่าง (pH) , บีโอดี (Biochemical Oxygen Demand), ของแข็งแขวนลอย 

(Suspended Solids),  น้้า มันและไขมัน (Fat Oil and Grease), ฟอสฟอรัสทั้งหมด (Total 

Phosphorus), ไนโตรเจนทั้งหมด (Total Nitrogen) (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) โดยมาตรฐานน้้าทิ้ง

ในแต่ละแหล่งมีรายละเอียดดังตาราง 2.6 

 
ตารางที่ 2.6 ค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าทิ้งในประเทศไทย 

 

 

ด ัช นีค ุณภาพน้ า 

   

 

หน่วย 

เกณฑก์ าหนดสงูสดุ ตามประเภทมาตรฐาน 
ค วบค ุมการระบายน้ าทิ้ง  

 

 

วิธ ีว ิเค ราะห์ ระบบ

บ าบัดน้ า

เสีย

ช ุมชน 

สถานี

บร ิการ

น้ าม ัน

เช ื้อเพลิง 

สถาน

ประกอบการ

ร ้านอาหาร  

ค ่าความเป็นกรด

ด ่าง 

- 5.5-9 5.5-9 5.0-9 pH Meter 

BOD (Biological 

Oxygen 

Demand) 

มก./ล. ไม่เกิน 20 - ไม่เกิน 20 วิธีการ Azide 

Modification  

ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 วัน ติดต่อกัน  
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  ที่มา : กรมควบคุมมลพิษ (2553) 

 

2.9 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 2.9.1 การคดัแยกแบคทเีรยียอ่ยสลายไขมันจากสิ่งแวดลอ้ม 

  2.9.1.1 แบคทเีรยีเดี่ยว 

กิจจา จิตรภิรมย์  และปธานิน แสงอรุณ (2555) คัดแยกแบคทีเรียจากแหล่ง

ธรรมชาติได้แก่น้้าเสียจากถังดักไขมัน (4 ตัวอย่าง) น้้าหมักชีวภาพ (2 ตัวอย่าง) น้้าจากคลองรวบรวม

น้้าเสีย (2 ตัวอย่าง)  และตะกอนดินป่าชายเลน (3 ตัวอย่าง) และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย

ไขมันโดยใช้น้้ามันปาล์ม พบว่า แบคทีเรียที่คัดแยกมาจากถังดักไขมัน ไอโซเลท T3/2 สามารถย่อยน้้า

เสียไขมันในสังเคราะห์ได้ดีกว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากแหล่งอ่ืนคือสามารถย่อยไขมันได้ร้อยละ 52.0 

อัตราการย่อยไขมัน 0.025 มิลลิลิตรต่อวัน  ในช่วงเวลาทดสอบ 21 วัน ที่อุณหภูมิห้อง 

Matsumiya และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียจากดินในบ่อดักไขมันได้แบคทีเรีย 

Burkholderia sp. สายพันธุ์ DW2-1 พบว่าสามารถย่อยสลายน้้า มันสลัด น้้า มันมะกอก น้้า มันงา 

และไขมันวัว ที่ความเข้มข้น 10000 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ 96.7, 92.3, 90.1 และ 7.4 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล้าดับ ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

Rahman และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียจากน้้าทิ้งอุตสาหกรรมการผลิตน้้า มัน

ปาล์มได้แบคทีเรีย Geobacillus zalihae สายพันธุ์ T1 ที่สามารถย่อยสลายน้้า มันมะกอก ความ

เข้มข้น 2,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

ปร ิมาณของแขง็  มก./ล. ไม่เกิน 30 ไม่เกิน 60 ไม่เกิน 30 กรองผ่านกระดาษกรองใย
แก้ว  

(Glass Fibre Filter Disc) 

ซ ีโอด ี(Chemical 

Oxygen 

Demand) 

มก./ล. - ไม่เกิน 200 - Potassium Dichromate 

Digestion 

น้ าม ันและไขมนั 

(FOG) 

มก./ล. ไม่เกิน 25 ไม่เกิน 15 ไม่เกิน 20 วิธีการสกัดด้วยตัวท้าละลาย

แล้วแยกหาน้้าหนักของน้้ามัน

และไขมัน 
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Tanaka และคณะ (2010) คัดแยกแบคทีเรียมาจากตัวอย่างน้้าทะเลปนเปื้อนน้้า มัน

ได้แบคทีเรีย Acinetobacter sp. สายพันธุ์ Ud-4 ศึกษาการย่อยสลายไขมัน  พบว่าแบคทีเรีย

สามารถย่อยสลายน้้ามันคาโนลา น้้ามันมะกอก น้้ามันงา น้้ามันถั่วเหลือง และน้้า มันหมู ได้ 96 , 48, 

60, 60 และ 67เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ ในระยะเวลา 7 วัน ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร และยัง

สามารถย่อยสลายน้้ามันหล่อลื่นความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 67 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา  

7 วัน 

  Kanmani และคณะ (2015) คัดแยกแบคทีเรียจากโรงงานน้้า มัน  ได้แบคทีเรีย 

Staphylococcus pasteuri และ Bacillus subtilis และเม่ือเลี้ยงเชื้อในอาหารผสมน้้า เสียจาก

โรงงานน้้ามันมะพร้าว พบว่า Staphylococcus pasteuri สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ความเข้มข้นน้้า

เสียจากโรงงานน้้ามันมะพร้าวถึง 20 กรัมต่อลิตร และยังสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสและเอนไซม์

ส้าคัญอ่ืนๆได้ 

2.9.1.2 แบคทเีรยีกลุ่ม 

Wakelin และ Forster (1996) ศึกษาแบคทีเ รียในน้้า เสียปนเปื้อนไขมันจา ก

ร้านอาหารฟาสต์ฟู้ด โดยคัดแยกออกมาเป็นเชื้อเด่ียวคือ Acinetobacter sp., Rhodococcus 

rubra, Nocardia amarae แล ะ  Microthrix parvicella และ เชื้ อกลุ่ ม  MC1 พ บว่ า 

Acinetobacter sp. มีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันดีที่สุดเม่ือเทียบกับเชื้อเด่ียวกลุ่มอ่ืนๆ ซ่ึงมี

สามารถย่อยสลายไขมันได้ 60-65% จากปริมาณไขมันเริ่มต้น 8 กรัมต่อลิตร และเชื้อกลุ่ม MC1 

สามารถย่อยสลายไขมันได้หลายชนิด มีประสิทธิภาพการย่อยที่ดีที่สุดคือสามารถย่อยน้้า มันที่มาจาก

ร้านอาหารได้ 73%  

El-Bestawy และคณะ (2005) คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย

ไขมันและน้้า มันในน้้า เสีย  Pseudomonas sp. (L1), P. diminuta (L2), P. pseudoalcaligenes 

(L3) และ Escherichia sp. (L5) จากน้้าเสียโรงงานอุตสาหกรรมน้้า มันพืช และวัดเปอร์เซ็นต์ free 

fatty acid ที่เกิดขึ้นจากจากย่อยสลายไขมันในน้้า เสียที่ มีการเติมน้้า มันปาล์มความเข้มข้น 1% ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ของเชื้อเด่ียวและผสมเชื้อ 3 กลุ่ม คือ M1 (P. 

diminuta และ  P. pseudoalcaligenes) M2 (P.diminuta, P. pseudoalcaligenes และ 

Pseudomonas sp.) M3 (P. diminuta, Escherichia sp., P. pseudoalcaligenes และ 

Pseudomonas sp.) พบว่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายของเชื้อกลุ่มมีประสิทธิภาพดีกว่าเชื้อเด่ียวคือ 

98.2, 99.0 และ 86.3% ตามล้าดับ 
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Fadile และคณะ (2011) ท้าการศึกษาการย่อยสลายไขมันในน้้า เสียโดยใช้

แบคทีเรียกลุ่ม มาท้าการทดสอบในน้้าเสียจากร้านอาหาร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 

วัน พบว่า แบคทีเรียกลุ่มสามารถลดค่าซีโอดีในน้้าเสียได้ 83.3 เปอร์เซ็นต์ และสามารถลดปริมาณ

ไขมันในน้้าเสียร้านอาหารได้ถึง 81 เปอร์เซ็นต์  

  จากงานวิจัยข้างต้น เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรีย 
พบว่าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้เม่ือน้าไปทดสอบโดยการท้าเป็นเชื้อผสมเทียบกับเชื้อเด่ียว แบคทีเรีย
ผสมมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันได้ดีกว่าแบคทีเรียเด่ียว 

2.9.2 การเลือกวสัดุในการตรงึเซลล์ 

 Gentili และ คณะ  (2006) ท้ ากา รทดลองโดย ทดสอบประ สิ ทธิภ า พแบคที เ รี ย 

Rhodococcus corynebacterioides เซลล์ อิ ส ร ะ เที ยบ กับ เซลล์ ตรึ งบนผงไค ตินและ ผง 
ไคโตซาน พบว่าหลังจากผ่านไป 15 วัน เซลล์ตรึงทั้งสองมีความสามารถในการลดปริมาณน้้า มันดิบได้
ดีกว่าเซลล์อิสระLan และคณะ (2009) ใช้ระบบเซลล์ตรึง โดยตรึง Yarrowia lipolytica W29 บน

แคลเซียมแอลจิเนต (calcium alginate) เปรียบเทียบกับการใช้เซลล์อิสระ ในการบ้าบัดน้้า เสีย
ปนเปื้อนปิโตรเลียม โดยปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นทั้งเซลล์ตรึงและเซลล์อิสระเท่ากับ 6.65  × 106 CFU 

ต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นเริ่มต้นของน้้ามัน และค่า ซีโอดี เท่ากับ 2000 มิลลิกรัมต่อลิตร  pH  7.0 
และอัตราการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เขย่าเป็นเวลา 50 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่า 
การตรึง Yarrowia lipolytica W29 บนแคลเซียมแอลจิเนต มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้า มัน

สูงกว่า 80% และสามารถทนต่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิภายในระบบได้ดีกว่าการใช้ Yarrowia 
lipolytica W29 ในรูปเซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงยังคงประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้ามัน เม่ือเก็บไว้
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน น้ากลับมาใช้ใหม่ได้ทั้งสิ้น 12 ครั้ง  

Mostafa และคณะ (2015) ได้ศึกษาความสามารถในการบ้าบัดน้้าเสียที่ปนเปื้อนน้้า มันจาก

อุตสาหกรรมโดยใช้ Rhodotorula mucilaginosa 2 และ Candida utilis ระหว่างเซลล์อิสระและ

เซลล์ตรึง โดยใช้วัสดุตรึง 2 ชนิด ได้แก่ แคลเซียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบว่า เซลล์ตรึง มี

ประสิทธิภาพในการบ้าบัดน้้าเสียสูงกว่าเซลล์อิสระ และ R. mucilaginosa 2 มีความสามารถในการ

บ้าบัดน้้าเสียได้ดีกว่า C. utilis โดย R. mucilaginosa 2  ที่ตรึงบนไคโตซานมีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

โดยลดค่า ไขมันและน้้ามัน ค่าซีโอดี ได้ 70% และ 77% ตามล้าดับ  

Oh และคณะ (2000) พบว่า PUF สามารถลอยตัวได้ดี ดูดซับน้้ามันได้มาก มีรูพรุนค่อนข้าง

สูงท้าให้มีพ้ืนที่ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ได้มาก และยังมีมีความยืดหยุ่นและเสถียร จึงนิยมน้า 
PUF มาใช้ในการบ้าบัดกันอย่างกว้างขวาง 
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Manohar และ คณะ  (2001) ทดสอบประ สิ ทธิ ภ า พกา รย่ อยสลา ย แนพทา ลี น 
(Naphthalene) ของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. NGK ที่ความเข้มข้น 25mM โดยการตรึงเซลล์

แบคทีเรีย Pseudomonas sp. NGK บนวัสดุตรึง 4 ชนิดคือ แอลจิเนต วุ้น พอลิอะคริลาไมด์ 
(polyacrylamide) และ โฟมพอลิยู รีเทน  (PUF)  พบว่ าเซลล์ แบคทีเ รียที่ตรึ งอยู่บน PUF มี

ประสิทธิภาพในการย่อยสลายแนพทาลีนได้สูงสุด คือย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ในการน้าเซลล์ตรึง
กลับมาใช้ซ้้า 40 ครั้ง 
 Patil และคณะ (2006) เปรียบเทียบการใช้แบคทีเรีย Bacillus sp. โดยตรึงแบคทีเรียบน

แอลจิเนต PUF และใช้เซลลอิ์สระ เพ่ือทดสอบการย่อยสลาย Phthalate ความเข้มข้น 10mM และ 
20mM ในเครื่องปฏิกรณ์แบบแพ็คเบด (Packed bed reactor: PBR) ผลการทดสอบพบว่า

แบคทีเรียที่ตรึงลงบน PUF สามารถย่อยสลายได้ดีที่สุดเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอิสระและ
แบคทีเรียตรึงในแอลจิเนต โดยสามารถย่อยสลาย Phthalate ที่ความเข้มข้น 10 mM และ 20 mM 
ได้หมดที่เวลา 36 ชั่วโมง และ 60 ชั่วโมง ตามล้าดับ และยังสามารถน้ากลับมาใช้ซ้้าได้ถึง 24 รอบ 

Tallur และคณะ  ( 2009) ทดลองใช้แบคทีเรี ย Bacillus sp. PHN1 เ พ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย p-cresol ที่ความเข้มข้น 20 mM และ 40 mM โดยการตรึงแบคทีเรียลง

บนวัสดุ 4 ชนิดคือ แอลจิเนต วุ้น พอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide) และโฟมพอลิยูรีเทน (PUF) 
และใช้เซลล์อิสระ พบว่า PUF มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย p-cresol ได้ดีที่สุด คือ สามารถย่อย
สลาย p-cresol ที่ความเข้มข้น 20 mM และ 40 mM ได้ภายใน 120 ชั่วโมง 

2.9.3 การน าเซลล์ตรงึไปใช ้

Quek และคณะ (2005) ตรึง Rhodococcus sp. สายพันธุ์ F92 Candida sp. สายพันธุ์
F43 Rhodococcus sp. สายพันธุ์ P12 และ Arthrobacter sp. ในพอลิยูลิเทนโฟม ขนาด 1x1x1 

เซนติเมตร เพ่ือทดสอบการย่อยสลายน้้ามันปิโตรเลียมความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตรในน้้าทะเล 
โดยท้าขวดรูปชมพู่ โดยใส่เซลล์ตรึงปริมาณ 1 ชิ้นต่อ 100 มิลลิลิตร พบว่า Rhodococcus sp. สาย

พันธุ์ F92 สามารถย่อยสลาย n-alkanes ของน้้ามันปิโตรเลียมได้ถึง 90 เปอร์เซนต์ ภายในระยะเวลา 
7 วัน 

Chantamalee และคณะ (2013) ได้ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยน้้า มันหล่อลื่นของ

แบคทีเรีย Gordoria sp. สายพันธุ์ JC11 พบว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยน้้ามันหล่อลื่นชนิดที่ใช้งาน
แล้วและยังไม่ใช้งาน น้ามาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายคราบน้้า มันบริเวณใต้ท้องเรือประมง

ขนาดเล็ก ทดสอบในระบบจ้าลองที่ไม่เติมสารอาหารพบว่าเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพดีกว่าเชื้อประจ้า
ถิ่นในน้้าขังใต้ท้องเรือ มีประสิทธิภาพ 48 เปอร์เซ็นต์ และ 12 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ หลังจากนั้น
ตัวอย่างเซลล์ตรึงพ้ืนที่ผิวขนาด 40 ตารางซม.ต่อชิ้น โดยบรรจุในถุงตาข่าย แล้วพอลิยูริเทนโฟมลอย
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อยู่บริเวณผิวหน้าน้้าขัง พบว่าโฟมสามารถดูดซับน้้ามันได้อย่างรวดเร็ว จากการดูดซับเริ่มต้นที่ 200 
มิลลิกรัมน้้ามันต่อกรัมพอลิยูริเทนโฟม  เป็นมากที่สุดที่  25,967 มิลลิกรัมน้้า มันต่อกรัมพอลิยูริเท

นโฟม ในเวลา 24 ชั่วโมง แต่เม่ือผ่านไป 96 ชั่วโมง ปริมาณน้้ามันบนชิ้นโฟมเซลล์ตรึงมีค่าไม่ต่างจาก
ชุดควบคุมพอลิยูริเทนโฟม 

 
 
 

 
 

 
 

 



 

 

บทที ่3  
วิธ ีการด าเนินการ วิจ ัย 

3.1 อุปกรณ ์

1. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX, USA 

2. ขวดแก้ว ฝาเกลียว (Vial) ปริมาตร 22 มิลลิลิตร (Screw Cap with Teflon Liner) 
บริษัท Lab System, Thailand 
3. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 125, 200, 1000 มิลลิลิตร บริษัท PYREX, 

USA 
4. เครื่องก้าเนิดเสียงความถี่สูง (Sonicator) ชนิดอ่าง รุ่น FS400 บริษัท

DecanUltrasonics, England  
5.  เครื่องเขย่า รุ่น PNP, Green SSeriker 2 บริษัท pana polytech.co.th 

 6.  เครื่องชั่ง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

 7.  เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
8.  เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท 

Kubota, Japan 
9.  เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-Vis spectrophotometer) รุ่น Biomate 3S-Thermal 

บริษัท Thermo Scientific, USA 
11.  ตู้เขี่ยเชื้อแบบ ISSCO รุ่น BV-124 บริษัท International Scientific supply Co., 

Ltd., Thailand 
 12. ตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ Memmert รุ่น BE800, Germany 

13. ตู้อบฆ่าเชื้อ (Hot air oven) รุ่น 06063 บริษัท Memmert, Germany 

14. ไมโครปิเปต  (Micropipette)  ขนาด  20,  100,  200,  1000  และ5000  ไมโครลิตร  
บริษัท Eppendof  AG,  Germany    

15. เครื่อง TLC-FID รุ่น IATROSCAN MK-6s ของบริษัท Mitsubishi Kagaku Iatron, Inc., 
Japan 

16. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ของบริษัท PYREX, USA 

17. ตะแกรงอลูมิเนียม รูปทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้า ขนาด 2x15x17 เซนติเมตร 
18. ตู้ดูดควัน (Fumehood) รุ่น Airone 12009s ของบริษัท Safelab systems, England 
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19. แท่งโครโมรอด (Chromarod) ของบริษัท Mitsubishi Kagaku latron, Inc., Japan 
20. บีกเกอร์ (Beaker) ของบริษัท PYREX, USA 

21. พาสเจอร์ปิเปต (Pasteur pipette) บริษัท Hirshmann Laborgerate, Germany 
22. ลูปเขี่ยเชื้อ (Loop) 

24. แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (spreader) 
25. วัสดุตรึง พอลิยูริเทนโฟม (Polyurethane foam) บริษัท Chiang Mai Foam Factory 

Co., Ltd., Thailand 

26. อุปกรณ์ประกอบถังปฏิกรณ์ 
27. หลอดเอพเพนดอร์ฟ (Eppendorf tube) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร บริษัท AXYGEN, 

INC., USA 
28. เครื่องวัดมาตรความตึง (tensionmeter, DAtaphysics, Germany) 
29. ตู้แช่เย็น (Refrigerated showcase) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รุ่น SPE-0753D11A  

บริษัท Sanden Intercool, Thailand 
30. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง รุ่น MP125 บริษัท Mettler Toledo Co.,Ltd., 

Switzerland 
31. Peristaltic pump 
32. ถังน้้าสีขุ่นขนาด 6 ลิตร 

33. เครื่องวัดค่าออกซิเจน รุ่น PDO-520 บริษัท Lutron 
3.2 เคมีภ ัณฑ ์

1. กรดบอริก (H3BO4) บริษัท Merck, Germany 

2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 
3. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) บริษัท RCI Labscan, Thailand 

 4. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
5. แบคโตอะการ์ (Bacto agar) บริษัท Difco Laboratories, USA 
6. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

7. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 
8. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

9. อาหาร LB ส้าเร็จรูป (Luria-Bertani) บริษัท Hardy Diagnostics, USA 
10. ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) บริษัท Merck, Germany 
11. เปปโตน (peptone) 
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12. Beef extract 
13. ยูเรีย (urea) บริษัท Merck, Germany 

14. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
15. สารละลายแอมโมเนีย 25 เปอร์เซ็นต์ (Ammonia solution 25%) บริษัท Merck, 

Germany 
16. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
17. น้้ามันปาล์ม ตราแวว 

18. น้้าเสียปนเปื้อนไขมันจากร้านอาหารและร้านกาแฟในสถานีบริการน้้า มันปตท. วิภาวดี
รังสิต 
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3.3 แผนผังของงานวจิยั 

 แผนผังของงานวิจัย แบ่งออกเป็น  3  ช่วง  ดังนี้ 

 

รูป
ที่ 

 3
.1

  แ
ผน

ผัง
ขอ

งง
าน

วิจ
ัย 
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3.4 วิธ ีด าเนนิงานวจิัย 

 3.4.1 การคดักรองแบคทีเรยีย่อยสลายไขมันทีค่ดัแยกจากตัวอยา่งน้ าทิ้งและดนิบรเิวณ

บ่อดักไขมัน 

 แบคทีเรียย่อยสลายไขมันที่ใช้ในงานวิจัยนี้  ได้คัดแยกโดยนางสาวนันท์ธร เภาราช  ภาควิชา

จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยใช้ตัวอย่างดินในและรอบบ่อดักไขมัน
และบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ น้้าทิ้งในบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ ของระบบบ้าบัดน้้า เสียร้านอาหาร ใน
กรุงเทพมหานคร ทั้งหมด 17 สายพันธุ์ (ตารางที่ 3.1)  การแยกเชื้อใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM  ที่

เกลี่ยด้วยน้้ามันแต่ละชนิดได้แก่ น้้า มันถั่วเหลือง น้้า มันร้าข้าว น้้า มันร้าข้าวใช้แล้ว น้้า มันดอก
ทานตะวัน น้้ามันปาล์ม และน้้ามันปาล์มใช้แล้ว ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง  บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน จนสังเกตพบการเจริญของโคโลนี  คัดเลือกโคโลนีเด่ียว 
ท้าให้เชื้อบริสุทธ์ิโดยการขีดเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ โดยเลือก
คัดเลือกแบคทีเรียที่มีลักษณะเหมือนแบคทีเรีย Bacillus sp. หรือแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ใกล้เคียง เพ่ือ

สามารถน้าประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์เชิงพาณิชย์  เนื่องจากมีแนวโน้มไม่ก่ออันตรายต่อสุขภาพของ
มนุษย์และมีผลต่อสิ่งแวดล้อม (Brooksbank และคณะ, 2006) และ  Bacillus sp. บางชนิดยัง

สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว (Al-Bahry และคณะ, 2013) ที่ช่วยในการท้าลายโมเลกุลของไขมันหรือ
น้้ามันให้เล็กลง ท้าให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลายได้ง่ายขึ้น (Fan, 2014) 
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ตารางที่ 3.1 แบคทีเรียย่อยสลายไขมันที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ตัวอย่าง 
 

สถานที่เก็บตัวอย่าง 
 

การติดสีแกรมและรูปร่าง 
SGT UPO1 
 

SGT URBO1 
SGT SBO1 
 

SGT URBO2 
 
SAS URBO1 

SAS SFO1 
 

SAS RBO1 
SAS PO1 
 

SAGT SBO2 
SAGT URBO1 

SAGT RBO1 
SAGT PO1 
SAGT SBO1 

WAS URBO1 
 

WAS PO1 
WAS SFO1 
WAS UPO1 

ดินในบ่อดักไขมัน 
 

ดินในบ่อดักไขมัน 
ดินในบ่อดักไขมัน 
 

ดินในบ่อดักไขมัน 
 
ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
 

ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
 

ดินรอบบ่อดักไขมัน 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 

ดินรอบบ่อดักไขมัน 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 

น้้าบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์  
 

น้้าบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
น้้าบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์  
น้้าบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน 
สร้างสปอร์ 

แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่  
แกรมบวก ท่อนขนาดเล็ก  
สร้างสปอร์ 

แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่ 
สร้างสปอร์ 
แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่ 

แกรมบวก ท่อนต่อกันเป็นสาย 
สร้างสปอร์ 

แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่ 
แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน 
สร้างสปอร์ 

แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน  
แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน 

แกรมบวก ท่อนต่อกันเป็นสาย  
แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน 
แกรมบวก ท่อนต่อกันสองท่อน 

แกรมบวก ท่อนขนาดเล็ก 
สร้างสปอร์ 

แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่ 
แกรมบวก ท่อนขนาดใหญ่ 
แกรมบวก ท่อนต่อกันเป็นสาย 

สร้างสปอร์ 
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  3.4.1.1 ทดสอบค ุณสมบัติการย่อยสลายน้ ามันปาล์ม 
  เลี้ยงแบคทีเรียในน้้าเสียสังเคราะห์ที่ไม่มีแหล่งคาร์บอนโดยเติมน้้า มันปาล์ม 1500 

มิลลิกรัมต่อลิตร  เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน เก็บตัวอย่างวันที่ 0 และ 3 สังเกตความขุ่น ของเชื้อ
และปริมาณน้้ามันที่ลอยอยู่บนผิว เพ่ือหาเชื้อที่มีความสามารถในการย่อยสลายไขมันได้ในเวล าที่

รวดเร็ว เพ่ือหาอัตราการเจริญของแบคทีเรียในน้้าเสียสังเคราะห์ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ท้าซ้้า 3 ซ้้า และหาประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้ามันโดยน้า
ตัวอย่างมาสกัดไขมันโดยเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดชั้นล่างที่เป็นส่วนของคลอโรฟอร์มลงในหลอดทดลองใหม่ ท้า ซ้้า 2 ครั้ง 
แล้วระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยสารจนเหลือปริมาตรคลอโรฟอร์มประมาณ 1 มิลลิลิตร และน้ามา

วิเคราะห์หาปริมาณไขมันด้วยวิธี TLC-FID โดยใช้เครื่อง TLC/FID Analyzer รุ่น IATROSCAN MK-
6s (Mitsubishi Kagaku Iatron, Inc., Japan) ตามวิธีของ Solaesa และคณะ (2015) ซ่ึงเป็นวิธีที่ใช้
วิเคราะห์ไขมันและน้้า มันที่ มีความนิยม เนื่องจากสามารถใช้แยกสารพิสูจน์ชนิดของสารและ

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิเบื้องต้น โดยเฉพาะในกรณีที่สารมีจ้านวนน้อย  มีความแม่นย้าและรวดเร็ว
มากกว่าวิธีการชั่งน้้าหนัก โดยการใชห้ลักการเดียวกับโครมาโตกราฟีแต่ใช้แท่งโครมารอดซ่ึงเคลือบ

ด้วยของแข็งในการดูดซับจุดสารตัวอยาง แล้วน้าไปบ่มในโหลแก้วท่ีบรรจุตัวท้าละลาย(คลอโรฟอร์ม) 
และอ่ิมดวยไอของมัน เม่ือใหเวลาในการเคลื่อนที่ของตัวท้าละลายและสารตัวอยางเพียงพอแล ว  น้า
แท่งโครมารอดไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง TLC/FID Analyzer เม่ือสารตัวอย่างและ carrier gas ผ่านเข้า

สู่เปลวไฟจะท้าใหส้ารเหล่านั้นเกิดไอออนไนเซชั่นได้เป็นอิเลคตรอนและไอออนบวก อิเลคตรอนจะวิ่ ง
ไปยัง flame jet ส่วนไอออนบวกจะเคลื่อนทีไปยังอิเลคโทรด  แล้วเกิดเป็นสัญญาณขึ้น โดยจะสังเกต
สัญญา ณพีคที่ เด่นชั ดในช่ วงเวลา 0.05-0.12 นาที เนื่องจากกราฟโครมา โตแกรม TLC/FID 

(ภาคผนวก  ค) ในช่วงเวลาดังกล่าว คือ ไขมันทรานส์  ไตรกลีเซอไรด์ และกรดไขมัน ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบหลักของน้้ามัน โดยค้านวณความเข้มข้นน้้ามันจากกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ค1) แทน x= 

peak area มีชุดควบคุม คือ น้้าเสียสังเคราะห์ที่เติมน้้ามันปาล์มแต่ไม่เติมแบคทีเรียวันที่ 0 และ 3 

    

  3.4.1.2 การจดัจ าแนกชนดิทางอนกุรมวธิานของแบคทเีรยีทีม่ีประสทิธภิาพใน
การย่อยไขมัน 

  คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการกระจายน้้า มัน ความไม่ชอบน้้าของเยื่อ
หุ้มเซลล์ (%) สูง ค่าความสามารถในการลดแรงตึงผิวสูงและมีประสิทธิภาพในการย่อยน้้า มันมากกว่า 

80% แล้วส่งแบคทีเรียไปจัดจ้าแนกอนุกรมวิธานโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA 
ยังบริษัท  Macrogen  ประเทศเกาหลี และน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะห์ BLAST เพ่ือดู 
%identity ของแบคทีเรียที่ใกล้เคียงที่สุด และน้าข้อมูลไปตรวจสอบการก่อโดยจาก เว็บไซต์



 

 

33 

www.dmsc.moph.go.th/dmscnew/upload/regulations/29_58all.pdf พระราชบัญญัติเชื้อโรค
และพิษจากสั ตว์  พ .ศ. 2558 และเว็ บไซ ต์  http://www.bpat.in.th/doc/jobs.pdf ป ร ะ กา ศ

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เรื่องระดับความเสี่ยงของเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรีย
ที่เป็นเชื้อที่ไม่ก่อโรค น้าไปศึกษาต่อ 

 3.4.2 การตรงึเซลลข์องแบคทเีรยีผสมในพอลยิรูเิทนโฟม (Polyurethane foam; PUF) 

  3.4.2.1 ทดสอบความเปน็ปฏปิักษ์ของแบคทีเรยีทีค่ดัเลือก 

  ท้าโดยน้าแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB โดยท้าการขีด

เชื้อแต่ละชนิดให้ตัดผ่านกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB เพ่ือดูการเจริญเติบโตว่าทั้งสามชนิดสามารถ
เจริญเติบโตร่วมกันได้หรือไม่ จากนั้นเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เหลว 

LB น้าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นปั่นแยก
เซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที และล้างเซลล์ด้วยน้้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ท้าขั้นตอนดังกล่าวซ้้า 2 ครั้ง แล้วจึงน้าเซลล์ที่ได้มา

ละลายในน้้าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีค่า
เท่ากับ 1.0 แล้วน้าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ เนื่องจากแบคทีเรียที่ท้าการคัดเลือกมานั้นมีเพียงสอง

สายพันธุ์ท่ีตรวจพบแล้วว่าไม่ก่อโรค แต่เนื่องด้วยจีนัสที่ เหมือนกันจะมีกลไกการย่อยสลายไขมัน
คล้ายคลึงกัน  จึงท้าการผสมแบคทีเรียชนิดอ่ืนเพ่ือเพ่ิมการท้างานในระบบ โดย ผสมในสัดส่วนที่
เทา่กัน มาตรึงในพอลิยูริเทนโฟม ขนาด 2x1x1 เซนติเมตร โดยชั่งโฟมปริมาณ 2.5 กรัม ใส่ในขวดรูป

ชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมน้้า มันปาล์ม
ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เติมสารแขวนลอยเซลล์ให้มีค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร เท่ากับ 0.1 

  3.4.2.2 ทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรงึเช ือ้ในพอลยิรูเิทนโฟม 
(Polyurethane foam) 

  น้าหัวเชื้อแบคทีเรียผสมมาตรึงในพอลิยูริเทนโฟมขนาด  2x1x1 เซนติเมตร อ้างอิง
ตามงานวิจัยของจิรภัทร จันทมาลี (2553) โดยชั่งพอลิยูริเทนโฟมปริมาณ 0.25 กรัม ใส่ในขวดรูป
ชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมน้้า มันปาล์ม

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เติมสารแขวนลอยเซลล์โดยวิธีจากข้อ 1 ให้มีค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าที่ มีความเร็ว 150 รอบต่อ

นาที เก็บตัวอย่างเซลล์ตรึงบนพอลิยูริเทนโฟมทุกๆ 1 วัน เป็นเวลา 5 วัน มานับจ้านวนแบคทีเรีย โดย
หยิบโฟม 1 ชิ้น มาชั่งน้้าหนัก ตัดให้เป็นชิ้นส่วนที่เล็กลง เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ในของเซลล์ที่จะสัมผัสกับ 

http://www.dmsc.moph.go.th/dmscnew/upload/regulations/29_58all.pdf
http://www.bpat.in.th/doc/jobs.pdf
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PUM buffer ใส่ในขวดทดลองขนาด 22 มิลลิลิตร แล้วเติม PUM buffer ให้ได้ความเจือจางเริ่มต้นที่ 
10-1 โดยค้านวณจากน้้าหนักโฟม น้าไป sonicate ด้วยเครื่องก้าเนิดเสียงความถี่สูง เป็นเวลา 5 นาที 

และเขย่าด้วยเครื่องผสมสาร (vortex) เป็นเวลา 2 นาที ท้าซ้้า ทั้งหมด 2 ครั้ง เพ่ือให้เซลล์ที่ เกาะอยู่
บนพอลิยูริเทนโฟมหลุดออกมา  จากนั้นน้าเชื้อแบคทีเรียที่หลุดออกจากวัสดุตรึงมาเจือจางโดยวิธี 

10-fold dilution แล้ววิเคราะห์หาจ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดโดยการ  spread plate  หาระยะเวลา
ตรึงเซลล์ท่ีเหมาะสมโดยพิจารณาจากปริมาณเซลล์มีชีวิตที่เกาะบนวัสดุตรึงมากที่สุดในระยะเวลาที่
น้อย 

 

ร ูปที่ 3.1 เซลล์ตรึงในวันที่ 1 (ซ้ายมือ) และวันที่ 5 (ขวามือ) 
3.4.2.3 ทดสอบปรมิาณเช ือ้แบคทเีรยีในรปูแบบเซลลต์รงึกอ่นน ามาใชจ้รงิ 

ทดสอบปริมาณแบคทีเรียในรูปแบบเซลล์ตรึงก่อนน้้ามาใช้จริง โดยการตรึงเซลล์
ตามวิธีข้อ 1.1 เก็บเซลล์ตรึงในตู้แช่เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน แล้วน้าเซลล์
ตรึงที่เก็บมานับจ้านวนแบคทีเรียที่ มีชีวิตที่ เกาะอยู่บนวัสดุตรึง โดยนับแบคทีเรียที่ระยะเวลาที่

ระยะเวลา 0-15 วัน 30 วัน และ 60 วัน และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน โดยใช้
แบคทีเรียเซลล์ตรึงปริมาณ 1000 มิลลิกรัม ต่อน้้าเสียสังเคราะห์ 1 ลิตร และใช้น้้า มันปาล์มความ

เข้มข้น 1.5 กรัมต่อลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที บ่มที่ อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 30 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วิเคราะห์ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้ามันปาล์มโดยวิธี TLC-FID 

3.4.2.4 ทดสอบประสิทธภิาพเซลล์ตรงึของแบคทเีรยีผสม โดยศกึษา

จลนพลศาสตรก์ารย่อยสลายน้ ามันพชืในน้ าเสียสังเคราะห ์

ท้าโดยน้าเซลล์ตรึงอายุ 10 วัน ของแบคทีเรียผสม มาทดสอบการย่อยสลายน้้า มัน
ปาล์มในน้้าเสียสังเคราะห์ ซ่ึงความเข้มข้นน้้ามันปาล์มที่น้ามาศึกษาจลนพลศาสตร์มี 6 ความเข้มข้น 

ได้แก่ ความเข้มข้น 1.5, 5, 15, 40, 60 และ 100 กรัมต่อลิตร โดยใช้แบคทีเรียเซลล์ตรึงปริมาณ 
1000 มิลลิกรัม ต่อน้้าเสียสังเคราะห์ 1 ลิตร เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที บ่มที่ อุณหภูมิห้อง 

(ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอย่างชั่วโมงที่ 0, 6, 12, 24, 48 และ 72 เพ่ือหาอัตราการอยู่
รอดและการเจริญของแบคทีเรียในน้้าเสียสังเคราะห์ นับจ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดจากพอลิยูริเทนโฟม
จากวิธีข้อ 1.1 และจากน้้าเสียสังเคราะห์  น้ามาเจือจางโดยวิธี 10-fold dilution แล้ววิเคราะห์หา
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จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดโดยการ spread plate และหาประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้า มันปาล์มโดย
วิธี TLC-FID  โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือน้้าเสียสังเคราะห์ที่ไม่มีการเติมแบคทีเรีย และน้ามา

คิดอัตราการย่อยสลายน้้ามันแต่ละความเข้มข้น โดยคิดเป็นปริมาณน้้า มันต่อน้้าหนักแบคทีเรียต่อ
เวลา (กรัมน้้ามัน/กรัมแบคทีเรีย/ชั่วโมง) เพ่ือศึกษาความเร็วของการย่อยสลายน้้ามันของแบคทีเรีย 

              
       ก   ข 

ร ูปที่ 3.2 (ก) ชุดควบคุม และ (ข) การย่อยสลายน้้ามันปาล์มในน้้าเสียสังเคราะห์ความเข้มข้น 
 60 กรัมต่อลิตร ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

 
 3.4.3 ศ ึกษาประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมันในน้ าเสียจรงิในระบบบ าบัดจ าลองระดบั

ห้องปฏบิัตกิาร 

  3.4.3.1 เก็บตัวอยา่งน้ าเสยีมาวเิคราะหค์า่เบือ้งต้น 

  เก็บตัวอย่างน้้าเสียจากแหล่งน้้าเสียปนเปื้อนจากร้านอาหาร ท้าโดยการเก็บน้้า เสีย

จากบ่อน้้าเสียปนเปื้อนไขมันในร้านกาแฟอะเมซอนและร้านอาหาร McDonald ของสถานีบริการ
น้้ามันปตท. วิภาวดีรังสิต(รูปที่ 3.4) โดยเก็บลึกจากผิวน้้า  30 เซนติเมตร ปริมาณ 200 มิลลิลิตร 

น้ามาปั่นเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อนาที 10 นาที เพ่ือก้าจัด
ตะกอนอาหารขนาดใหญ่ออก จากนั้นน้ามาวัดค่า pH ค่าซีโอดี และน้าตัวอย่างน้้า เสีย  20 มิลลิลิตร 
จากทั้งสองแหล่งมาสกัดหาปริมาณไขมันในน้้าเสีย โดยเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าที่

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดชั้นล่างที่ เป็นส่วนของคลอ โรฟอร์มลงใน
หลอดทดลองใหม่ ท้าซ้้า 2 ครั้ง แล้วระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยสารจนเหลือปริมาตรคลอโรฟอร์ม
ประมาณ 1 มิลลิลิตร และน้ามาวิเคราะห์หาปริมาณไขมันด้วยวิธี TLC-FID วิเคราะห์ค่า pH ค่าซีโอดี 

ค่าบีโอดี และปริมาณไขมันของน้้าเสีย เพ่ือเปรียบเทียบค่าจากทั้งสองแหล่ง   เพ่ือคัดเลือกแหล่งของ
น้้าเสียส้าหรับน้ามาใช้ในระบบบ้าบัดจ้าลองระดับห้องปฏิบัติการ และเก็บตัวอย่างน้้า เสียจริงในทุกๆ 

สัปดาห์เพ่ือหาปริมาณไขมันของน้้าเสียในแต่ละเดือน 
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       ก           ข 
 

 
 

    
 

 
       ค           ง 

ร ูปที่ 3.3 ตัวอย่างบ่อน้้าเสียปนเปื้อนไขมันใน (ก) ร้านกาแฟอะเมซอน (ข) ร้านอาหาร Mc Donald 

(ค) ตัวอย่างน้้าเสียปนเปื้อนไขมันในร้านกาแฟอะเมซอน และ (ง) ร้านอาหาร Mc Donaldของสถานี
บริการน้้ามันปตท. วิภาวดีรังสิต  

 
 3.4.3.2 ทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมันของแบคทีเรยีผสมในรปูแบบเซลลต์รงึ
ร ะดับห้องปฏบิตัิการ 

เลือกน้้าเสียจากแหล่งน้้าเสียในข้อ 3.4.3.1 โดยการพิจารณาจากค่า pH ค่าซีโอดี
และปริมาณไขมันของน้้าเสีย ทดสอบการย่อยสลายน้้ามันของแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงโดย

น้าเซลล์ตรึงอายุ 10 วัน ของแบคทีเรียผสม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุน้้าเสียจริงในอัตราส่วนเซลล์
ตรึง 1 กรัมต่อน้้าเสีย 1 ลิตร จากนั้นน้าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา  
5 วัน เก็บตัวอย่างน้้าเสียและเซลล์ตรึงบนพอลิยูริเทนโฟม มานับจ้านวนแบคทีเรียตามข้อ 1.1 และหา

ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้ามันปาล์มโดยวิธี TLC-FID วิเคราะห์ค่า pH ค่าซีโอดี โดยเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมคือน้้าเสียจริงที่ไม่มีการเติมแบคทีเรียในรูปแบบเซลล์ตรึง 
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  3.4.3.3 ทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมันโดยระบบบ าบดัจ าลองระดับ
ห้องปฏบิัตกิาร 

  น้าแบคทีเรียเซลล์ตรึงในระยะเวลาที่เหมาะสมมาทดสอบการบ้าบัดน้้า เสียจริง
ปนเปื้อนไขมันที่เก็บจากร้านอาหาร ปริมาณ 20 ลิตร สัปดาห์ละ 2 ครั้ง เพ่ือความต่อเนื่องในการ

ทดลอง น้าตัวอย่างน้้าเก็บ ในตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพน้้าไม่ให้เกิดกลิ่น
เหม็นเน่าตลอดระยะเวลาการทดลอง วิเคราะห์ค่า pH ค่าซีโอดี ค่าดีโอ ปริมาณแบคทีเรียและ
ปริมาณไขมันของน้้าเสีย ก่อนเข้าบ้าบัดเพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการเปรียบเทียบคุณภาพน้้า เสียหลังจาก

ผ่านกระบวนการบ้าบัดด้วยระบบตัวกรองชีวภาพ  โดยแบ่งการทดลองเป็น 3 ชุด คือ ชุดควบคุมถัง
ดักไขมันเปล่า ชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงเปล่าเติมอากาศ และชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสม

ในรูปแบบเซลล์ตรึงเติมอากาศ  การเติมเซลล์ตรึงใช้เซลล์ตรึงบนพอลิยูริเทนโฟมโดยดูจากอัตราการ
ย่อยสลายน้้า มันกรัมน้้า มันต่อกรัมแบคทีเรียต่อชั่วโมง ใส่ตะแกรงลวดสี่ เหลี่ยมขนาด 10x17 
เซนติเมตร น้าไปใส่ลงในถังดักไขมันแบบจ้าลองขนาด 4 ลิตร (รูป 3.5ข) โดยใส่ตะแกรงในแนวต้ัง

ขนานกับผนังก้ัน เพ่ือให้เซลล์ตรึงสามารถสัมผัสกับไขมันที่ละลายในน้้าและที่อยู่บนผิวน้้าได้ บรรจุน้้า
เสียจริงปนเปื้อนไขมัน การเติมอากาศจากปั๊มน้้า  lifetech ลงในช่องที่ 2 ของถังดักไขมันให้ค่าดีโอ

เท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือไม่ให้อากาศดันเซลล์ตรึงไปกองไว้ท่ีด้านในด้านหนึ่งของถังดักไขมัน มี
การควบคุมค่า HRT 12 ชั่วโมง (รูปที่ 3.5ก) เพ่ือจ้าลองกิจกรรมการใช้บ่อดักไขมันจริงของร้านอาหาร 
โดยการปั๊มน้้าเข้าในถังดักไขมัน 4 ลิตรต่อวัน เก็บตัวอย่างน้้าขาเข้าจากตัวอย่างน้้า เสียก่อนปั๊มเข้าใน

ระบบ น้้าขาออกจากตัวอย่างน้้าเสียที่ออกจากถังดักไขมันจ้าลองแล้ว และเซลล์ตรึงของแต่ละชุดการ
ทดลอง เพ่ือวิเคราะห์ค่า pH ค่าซีโอดี ค่าดีโอ ค่าบีโอดี และปริมาณไขมันของน้้าเสียที่ เหลืออยู่โดยวิธี 
TLC-FID รวมทั้งหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมัน โดยวิธี  

spread plate บนอาหารแข็ง LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ส่งตัวอย่างพอลิยูริเทนโฟมที่ผ่านการ
ใช้ในระบบไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด สังเกตลักษณะของไขมันหรือ

น้้ามันในบ่อดักไขมัน เดินระบบและเก็บตัวอย่างเป็นเวลา 3 สัปดาห์ ดูประสิทธิภาพของระบบและ
อายุการใช้งานของเซลล์ตรึง 
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ร ูปที่ 3.4 (ก) ระบบถังดักไขมันแบบจ้าลอง ขนาด 4 ลิตร ต่อกับ Peristaltic pump โดยควบคุมค่า 
HRT 12 ชั่วโมง และ(ข) ระบบถังดักไขมันแบบจ้าลอง ขนาด 4 ลิตร  

 

ร ูปที่ 3.5 ตะแกรงลวดอลูมิเนียมทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าที่บรรจุเซลล์ตรึงบนวัสดุตรึง 
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บทที ่4  
ผลการทดลอง 

4.1 การคดักรองแบคทเีรยียอ่ยสลายไขมันทีค่ดัแยกจากตวัอยา่งน้ าทิ้งและดนิบรเิวณบ่อดักไขมัน 

 แบคทีเรียย่อยสลายไขมันที่ใช้ในงานวิจัยนี้  ได้คัดแยกโดยนางสาวนันท์ธร เภาราช  คัดเลือก

โคโลนีเด่ียวท่ีมีลักษณะเหมือนกับแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus และ Lactobacillus ท้าให้เชื้อบริสุทธิ์
โดยการขีดเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ความเข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์ ได้ทั้งหมด 17 ไอโซเลท 
(ตารางที่ 4.1)   

 4.1.1 ผลการทดสอบคณุสมบตัิเบือ้งต้นของแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืก 17 ไอโซเลท 

ทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของแบคทีเรียพบว่า การย่อยสลายน้้ามันปาล์มความเข้มข้น 1500 

มิลลิกรัมต่อลิตร ของเชื้อทั้ง 17 ไอโซเลท พบว่า มี 4 ไอโซเลท  ที่ มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น้้ามันปาล์มมากกว่า 80% คือ WAS URBO1(97%), WAS UPO1(93%), SAGT SBO2(92%) และ 
SAGT SBO1(89%) (รูปที ่4.1) ซ่ึงเม่ือน้าไปพิจารณากับจ้านวนแบคทีเรียที่เพ่ิมขึ้น  พบว่าทั้ง 4 ไอโซ

เลท มีเปอร์เซ็นต์การเพ่ิมของจ้านวนแบคทีเรียในกลุ่มที่สูงที่สุด คือ มากกว่า 10% (รูปที ่4.2) 
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ตารางที่ 4.1 ความขุ่นของเชื้อเม่ือเวลาผ่านไป 3 วัน 
 

ตัวอย่าง สถานที่เก็บตัวอย่าง ความขุ่นของเชื้อ 

ชุดควบคุม 

SGT UPO1 
SGT URBO1 

SGT SBO1 
SGT URBO2 
SAS URBO1 

SAS SFO1 
SAS RBO1 

SAS PO1 
SAGT SBO2 
SAGT URBO1 

SAGT RBO1 
SAGT PO1 

SAGT SBO1 
WAS URBO1 
WAS PO1 

WAS SFO1 
WAS UPO1 

 

ดินในบ่อดักไขมัน 
ดินในบ่อดักไขมัน 

ดินในบ่อดักไขมัน 
ดินในบ่อดักไขมัน 
ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

ดินในแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 

ดินรอบบ่อดักไขมัน 
ดินรอบบ่อดักไขมัน 

ดินรอบบ่อดักไขมัน 
น้้าทิ้งบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์  
น้้าทิ้งบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

น้้าทิ้งบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์  
น้้าทิ้งบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 

 

++ 
++ 

++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 

+ 
+++ 
+++ 

++ 
++ 

+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 

* + คือขุ่นเล็กน้อย ++ คือขุ่นปานกลาง +++ คือขุ่นมาก 
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ร ูปที่ 4.1 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้ามันปาล์ม (%) 
 

 
ร ูปที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์แบคทีเรียที่เพ่ิมขึ้นใน 3 วัน 
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 4.1.2 ผลการจัดจ าแนกชนดิทางอนกุรมวธิานของแบคทีเรยีที่มีประสทิธภิาพในการยอ่ย
ไขมัน 

 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้ามันปาล์มมากกว่า 80%  มีแนวโน้มในการผลิต
สารแรงตึงผิว และมีความสามารถในการกระจายน้้า มัน คือ WAS URBO1, WAS UPO1, SAGT 

SBO2 และ SAGT SBO1   จึงส่งตัวอย่างแบคทีเรียไปจัดจ้าแนกอนุกรมวิธานโดยการวิเคราะห์ล้าดับ
นิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ได้ตามตารางที่ 4.2  แล้วน้ามาตรวจสอบการก่อโรคจากเว็บไซต์
พระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558 และประกาศกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เรื่อง

ระดับควา มเสี่ย งของเชื้อ โรคและพิษจา กสัตว์ พบว่าแบคทีเ รียที่ ไม่ก่อ โรคได้แก่   Bacillus 
thuringiensis สายพันธุ์ SBO1 และ Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 

ตารางที่ 4.2 การจัดจ้าแนกอนุกรมวิธานของแบคทีเรียโดยล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA  

ตัวอย่าง 
Accession 
number  

ชนิดของแบคทีเรียใกล้เคียง 
ความยาว
ดีเอ็นเอ  

% ความ
เหมือน 

WAS URBO1 

WAS UPO1 

SAGT SBO2 

SAGT SBO1 

HM469385.1  

KF601957.1 

KM248376.1 

KT358972.1 

Bacillus subtilis 

 Bacillus cereus 

Bacillus cereus 

Bacillus thuringiensis 

1046 bp 

1557 bp 

1572 bp 

985 bp 

99 

98 

98 

99  

 

4.2 การตรงึเซลลข์องแบคทเีรยีผสมในพอลยิรูเิทนโฟม (Polyurethane foam; PUF) 

 4.2.1 ผลการทดสอบความเปน็ปฏปิักษ์ 

 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ 

SBO1, Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และเพ่ิมเชื้อ Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  ที่ คัด
แยกมาจากดินรอบในบ่อ Grease trap   ซ่ึงได้ท้าการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของ 
Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  ในภายหลัง พบว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้า มันปาล์ม

ความเข้มข้น 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร ในระยะเวลา 3 วัน เท่ากับ 89% และมีปริมาณเชื้อเพ่ิมขึ้น 11%  
ไม่พบว่าเป็นเชื้อก่อโรค Paenibacillus elgii เป็นแบคทีเรียใช้อากาศ แกรมลบ เจริญเติบโตอย่าง

รวดเร็ว นิยมน้ามาใช้ในอุตสาหกรรม การเกษตรและยังเป็นแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ต่างๆ เช่น 
เอนไซม์ไลเปส เอนไซม์ย่อยสลายพอลิแซคคาไรด์ (Piuri และคณะ, 1998) จากการทดสอบความเป็น
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ปฏิปักษ์พบว่าเชื้อทั้งสามสามารถเจริญเติบโตด้วยกันได้ ตามตารางที่ 4.3 ซ่ึงในงานวิจัยนี้พบว่า
แบคทีเรีย Bacillus sp. ที่คัดแยกได้สามารถย่อยสลายไขมันได้ดีกว่า งานวิจัยของ Bala และคณะ 

(2014) ที่คัดแยกแบคทีเรียจากน้้าทิ้งโรงงานน้้ามันปาล์ม  โดยได้น้าแบคทีเรีย Bacillus cereus สาย
พันธุ์ 103PB และ Bacillus cereus สายพันธุ์ 106 PB  มาทดสอบในน้้าเสียจากโรงงานน้้า มันปาล์ม

ที่มีความเข้มข้นไขมันเริ่มต้น 190.6 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 85.14 เปอร์เซ็นต์และ 83.04 เปอร์เซ็นต์ ใน 
5 วัน ตามล้าดับ  โดยทั่วไป Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ที่ เก่ียวข้องกับ
การย่อยสลายไขมัน ท้าหน้าที่ เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายน้้า มันและไขมัน ท้าให้ไตรกลีเซอไรด์

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่พันธะเอสเตอร์แล้วแตกตัวเป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล  ไปใช้เป็นพลังงาน
ในการเจริญของเซลล์ ส่วนกลีเซอรอลจะถูกย่อยสลายจนกระทั่ งเข้าสู่วิถีไกลโคไลซีส (Glycolysis 

pathway) ได้เป็นฟอสโฟอีนอลไพรูเวท (phosphoenolpyruvate) และเข้าวัฏจักรเครบส์ต่อไป  

ตารางที่ 4.3 การเจริญเติบโตของแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB แบบแข็ง 

ชื่อสายพันธุ์ 

ผลการเจริญเติบโต  

Bacillus subtilis  
สายพันธุ์ URBO1 

Paenibacillus elgii 
สายพันธุ์ RO3 

Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1 

  

Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 N 

 
n  ไม่ได้ท้าการทดสอบ 

 4.2.2 ผลการทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรงึเช ือ้ในพอลยิรูเิทนโฟม 

เม่ือทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเชื้อในพอลิยูริเทนโฟมของแบคทีเรียผสม 3 สาย
พันธุ์ ได้แก่    Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1, Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ 

Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  พบว่าจ้านวนแบคทีเรียมีปริมาณมากที่ สุดและใกล้เคียงกันใน
วันที่ 4 และวันที่ 5 ดังรูปที่ 4.3 และเม่ือพิจารณาจากปริมาณแบคทีเรียที่มีจ้านวนใกล้เคียงกันของทั้ง
สองวันดังกล่าว ท้าให้ระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเชื้อแบคทีเรียผสมในพอลิยูริเทนโฟมที่จะได้

จ้านวนแบคทีเรียปริมาณมากที่สุดในระยะเวลาที่สั้นคือ 4 วัน ซ่ึงมีการเกาะติดของเซลล์บนพอลิยูริเท



 

 

44 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 2 3 4 5

จ า
นว

นแ
บค

ทีเ
รยี

 lo
gC

FU
ต่อ

กร
มั 

วันท่ี 

นโฟม 13.9 logCFUต่อกรัม เนื่องจากลักษณะที่เป็นรูพรุนของพอลิยูริเทนโฟม รูพรุนค่อนข้างสูงท้า
ให้มีพ้ืนที่ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ได้มาก (Oh และคณะ, 2000) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ร ูปที่ 4.3 จ้านวนแบคทีเรีย (logCFUต่อกรัม) ของแบคทีเรียผสมจากพอลิยูริเทนโฟมวันที่ 1 ถึง 5 

 

 4.2.3 การเก็บรกัษาและปรมิาณเช ือ้แบคทเีรยีในรปูแบบเซลล์ตรงึกอ่นน ามาใชจ้รงิ  

เม่ือน้าเซลล์ตรึงของแบคทีเรียผสม 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ 

SBO1, Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ Paenibacillus elgii สายพันธุ ์RO3  ที่เก็บในตู้แช่
เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 0-15 วัน 30 วัน และ 60 วัน มานับจ้านวนเซลล์ที่ มี
ชีวิตที่อยู่บนพอลิยูริเทนโฟม พบว่าเซลล์ที่มีชีวิตบนพอลิยูริเทนโฟม มีจ้านวนเซลล์เริ่มคงที่ในช่วงวันที่ 

10-13 ซ่ึงมีจ้านวนเซลล์อยู่ที่ 11.18-11.23 logCFUต่อกรัม และเม่ือเวลา 30 วัน หรือ 1 เดือน มี
เซลล์ท่ีมีชีวิตบนพอลิยูริเทนโฟมจ้านวน 10.17 logCFUต่อกรัม (รูปที่ 4.4) ประสิทธิภาพการย่อย
สลายไขมันของเซลล์ตรึง มีค่าในช่วง 72-88% (ตารางที่ 4.5) เม่ือน้าไปวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบเซลล์แบคทีเรียปริมาณมากบนโครงสร้างของพอลิยูริเทนโฟม (รูปที่ 4.5
ข)  แสดงว่าเซลล์ตรึงบนพอลิยูรีเทน โฟมสามารถเก็บรักษาเป็นเวลา 30 วัน  โดยมีปริมาณแบคทีเรีย

ลดลงเพียง 26% เม่ือเทียบกับการเตรียมใหม่ ช่วยให้มีความสะดวกในการจัดเก็บและขนส่งในการใช้
จริง 
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ร ูปที่ 4.4 ปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่บนเซลล์ตรึงหลังจากเก็บเซลล์ตรึงที่ 4 องศาเซลเซียส เป็น

ระยะเวลา 0-15 วัน 30 วัน และ 60 วัน  

ตารางที่ 4.4 การย่อยไขมันจากน้้ามันปาล์มความเข้มข้น 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 24 

ชั่วโมง ของแบคทีเรียผสมบนพอลิยูริเทนโฟม โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใช้วัสดุตรึงซ่ึงเก็บที่
ระยะเวลาต่างๆ 
 

ระยะเวลาในการเก็บรักษาทีอุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียส (วัน) 

เปอร์เซนต์การย่อยสลายน้้ามันปาล์มโดยแบคทีเรียผสม

แบบเซลล์ตรึงในน้้าเสียสังเคราะห์  

5 88.5±2.1 

10 83.0±0.6 

15 76.0±2.3 

30 72.1±1.4 

60 68.9±3.9 

ชุดควบคุม 1.81±4.0 

 

 
 
 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 30 60

จ า
นว

นแ
บค

ทีเ
รีย

 lo
g c

fu
ต่อ

กรั
ม 

วัน ท่ี 



 

 

46 
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ร ูปที่ 4.5 ลักษณะของพอลิยูริเทนโฟมผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(ก) พอลิยูริเทนโฟมที่ก้าลังขยาย 20 เท่า และ (ข) 65 เท่า 

(ค) แบคทีเรียบนพอลิยูริเทนโฟมก่อนการใช้งานก้าลังขยาย 65 เท่า และ (ง) 5000 เท่า 
ตามล้าดับ 

 

 4.2.4 ผลการทดสอบการยอ่ยสลายน้ ามันพชืทีค่วามเข้มขน้ตา่งๆในน้ าเสียสังเคราะหข์อง
เซลล์ตรงึของแบคทเีรยีผสม 

การศึกษาจลนพลศาสตร์ในการย่อยสลายไขมันในน้้าเสียปนเปื้อนไขมันของแบคทีเรียผสม 3 
สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1, Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ 

Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  โดยทดสอบแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเท
นโฟม ใช้น้้ามันปาล์มเป็นต้นแบบในการศึกษา โดยศึกษาทั้งหมด 6 ความเข้มข้น คือ 1.5, 5, 15, 40, 
60 และ 100 กรัมต่อลิตร ทดสอบการย่อยสลายน้้ามันในน้้า เสียสังเคราะห์และมีการให้ออกซิเจน 
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เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ซ่ึงแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟมสามารถเจริญได้ค่อนข้างดีใน
น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์มทั้ง 6 ความเข้มข้น และสามารถย่อยสลายน้้า มันปาล์มความเข้มข้น 

1.5 และความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร ได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 24 น้้า มันปาล์มความ
เข้มข้น 15 กรัมต่อลิตร แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟมย่อยสลายได้มากกว่า 80 

เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 72 ชั่วโมง และน้้ามันปาล์มความเข้มข้น 40 และ 60 กรัมต่อลิตร ย่อยสลาย
น้้ามันปาล์มได้มากกว่า 40 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 72 ชั่วโมง ซ่ึงปริมาณน้้า มันที่เหลืออยู่ของการ
ย่อยสลายน้้ามันปาล์มแต่ละความเข้มข้นแสดงดังรูปที่ 4.7 

การทดสอบการย่อยสลายน้้ามันปาล์มของแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึง พบว่าแบคทีเรีย
เจริญได้ค่อนข้างดีในน้้าเสียสังเคราะห์ที่ มีน้้า มันปาล์มทั้ง 6 ความเข้มข้น โดยมีแบคทีเรียเริ่มต้น

จ้านวนประมาณ 21 กรัม (รูปที่ 4.6) อย่างไรก็ตามกราฟการย่อยสลายน้้ามันปาล์มของแบคทีเรียผสม
แบบเซลล์ตรึง แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึง มีประสิทธิภาพเม่ือน้้า มันปาล์มมีความ
เข้มข้น 1.5-15 กรัมต่อลิตร แต่ที่ความเข้มข้นต้ังแต่ 40-100 กรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพจะค่อยๆลดลง 
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ร ูปที่ 4.6 จ้านวนแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึงในน้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันความเข้มข้นต่างๆ  

(ก) น้้ามันปาล์ม 1.5 กรัมต่อลิตร (ข) น้้ามันปาล์ม 5 กรัมต่อลิตร (ค) น้้ามันปาล์ม 15 กรัมต่อลิตร (ง) 
น้้ามันปาล์ม 40 กรัมต่อลิตร (จ) น้้ามันปาล์ม 60 กรัมต่อลิตร และ (ฉ) น้้ามันปาล์ม 100 กรัมต่อลิตร 
 

 
ก. ข. 

 
ค. ง. 

 
จ. ฉ. 
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ก. ข. 

 
ค. ง. 

 
จ. 

 
ฉ. 

ร ูปที่ 4.7 ปริมาณน้้ามันปาล์มความเข้มข้นต่างๆที่ย่อยสลายโดยแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึงในน้้าเสีย

สังเคราะห์ (ก) น้้ามันปาล์ม 1.5 กรัมต่อลิตร (ข) น้้ามันปาล์ม 5 กรัมต่อลิตร (ค) น้้ามันปาล์ม 15 กรัม
ต่อลิตร (ง) น้้ามันปาล์ม 40 กรัมต่อลิตร (จ) น้้ามันปาล์ม 60 กรัมต่อลิตร และ (ฉ) น้้ามันปาล์ม 100 
กรัมต่อลิตร 
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 4.2.5 ผลการศกึษาจลนพลศาสตรใ์นการยอ่ยสลายไขมันในน้ าเสียปนเปื้อนไขมันของ
เซลล์ตรงึของแบคทเีรยีผสม 

 เม่ือคิดเป็นอัตราการย่อยสลายน้้ามันปาล์มทั้ง 6 ความเข้มข้น พบว่าอัตราการย่อยสลาย
น้้ามันปาล์มของการย่อยสลายน้้ามันปาล์มของแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึงเริ่มคงที่  เม่ือน้้า มันปาล์ม

ความเข้มข้นเริ่มต้นมากกว่า 60 กรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.8)  แสดงถึงความเข้มข้นของน้้ามันปาล์มสูงสุดที่
เซลล์สามารถใช้ได้ ปริมาณเซลล์ท่ี stationary phase จะเพ่ิมขึ้นในอัตราที่ลดลงตามล้าดับ เนื่องจาก
การสะสมพิษที่เกิดจากการเจริญของเซลล์เองและการสะสมสารพิษนี้ เม่ือเพ่ิมขึ้นมากถึงจุดหนึ่งแล้ว

จะท้าให้เซลล์ไม่สามารถเพ่ิมจ้านวนต่อไปได้ แม้จะเพ่ิมความเข้มข้นของน้้า มันปาล์มอีกก็ตาม โดย
แบคทีเรียตรึงมีอัตราการย่อยสลายน้้ามัน เท่ากับ 0.32 กรัมน้้ามันต่อกรัมแบคทีเรียต่อชั่วโมง เกิดจาก

การท้างานร่วมกันของแบคทีเรียหลายชนิด โดยแบคทีเรียที่น้ามาเป็นแบคทีเรียที่ คัดเลือกจากแหล่ง
ธรรมชาติ จากตัวอย่างดินในและรอบบ่อดักไขมันและบ่อแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ น้้าทิ้งในบ่อแอคติเวท
เต็ดสลัดจ์ ของระบบบ้าบัดน้้าเสียร้านอาหาร ท้าให้เม่ือน้าไปใช้จริงจะเป็นการเพ่ิมแบคทีเรียในแหล่ง

เดิม ท้าให้เกิดการย่อยสลายน้้ามันได้เร็วขึ้น ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาจลนพลศาสตร์ของการย่อย
สลายนี้ จะเป็นประโยชน์อย่างมากในการควบคุมปัจจัยต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับการน้าไปใช้บ้าบัดไขมัน

ในน้้าเสียในบ่อดักไขมัน รวมทั้งการจัดการระบบบ้าบัดให้เป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ 

 

ร ูปที่ 4.8 อัตราการย่อยสลายน้้ามันปาล์มของแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึง 
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4.3 ศ ึกษาประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมนัในน้ าเสียจรงิในระบบบ าบัดจ าลองระดับ
ห้องปฏบิัตกิาร 

 4.3.1 ผลการเกบ็ตวัอยา่งน้ าเสยี 

   การวิเคราะห์ค่า pH ค่าซีโอดีและปริมาณไขมันในน้้า เสียจากแหล่งน้้า เสียสองแหล่ง คือ 

ร้านอาหาร Mc Donald และ ร้านกาแฟพบว่า ค่า pH และค่าซีโอดี ของทั้งสองแหล่งมีค่าใกล้เคียง
กัน (ตารางที่ 4.5) ต่างจากปริมาณไขมันในน้้าเสียผ่านการปั่นเหวี่ยงและไม่ผ่านการปั่นเหวี่ยง  เพ่ือ
ก้าจัดเศษตะกอนหนักขนาดใหญ่ที่สามารถจมตัวเม่ือผ่านการบ้าบัดโดยถังดักไขมัน ให้ได้น้้า เสียที่ เป็น

เนื้อเดียวกัน พบว่าปริมาณไขมันในน้้าเสียของร้านอาหารมีค่าประมาณ 2300 และ 2700 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล้าดับ ซ่ึงมากกว่าปริมาณไขมันในน้้าเสียของร้านกาแฟที่มีค่า 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือ

ผ่านการปั่นเหวี่ยง และ 1700 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือไม่ผ่านการปั่นเหวี่ยง (รูปที่  4.9)  ดังนั้นจึงเลือก
น้้า เสียในร้านอาหาร Mc Donald มาใช้ในการทดลองในร ะบบบ้าบัดขนาดจ้าลองในระดับ
ห้องปฎิบัติการ โดยดูจากปริมาณไขมันที่มีค่ามากกว่าร้านกาแฟ เม่ือท้าการเก็บน้้า เสีย บ่อน้้า เสีย

ปนเปื้อนไขมันในร้านอาหารโดยเก็บลึกจากผิวน้้า   30 เซนติเมตร ปริมาณ   200 มิลลิลิตร  มา
วิเคราะห์ค่าปริมาณไขมันในระยะท้าการทดลองในขั้นที่ต่อไปต้ังแต่เดือนพฤษภาคมถึงเดือนสิงหาคม 

พบว่าค่าปริมาณไขมันในน้้าเสียของในแต่ละสัปดาห์ในเดือนเดียวกันจะมีค่าปริมาณไขมันใกล้เคียงกัน
แต่จะลดน้อยลง(รูปที่ 4.10)  แสดงว่าคุณภาพของน้้าเสียเก่ียวข้องกับฤดูกาลและจากการสอบถามน้้า
เสียร้านอาหาร Mc Donald มีแหล่งก้าเนิดน้้าเสียจากน้้ามันปาล์มที่ใช้แล้ว และน้้า มันจากการทอด 

นมและครีม ซอส น้้าอัดลมและการชะล้างภาชนะต่างๆโดยผลิตภัณฑ์ท้าความสะอาด   

ตารางที่ 4.5 ค่า pH และ ค่าซีโอดีจากแหล่งตัวอย่างน้้าเสีย 

แหล่งน้้าเสีย 
ผ่านการปั่นเหวี่ยง ไม่ผ่านการปั่นเหวี่ยง 
COD pH COD pH 

Mc Donald 2517 6.2 2850 6.2 

ร้านกาแฟ 2467 6.14 2767 6.14 
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ร ูปที่ 4.9 ปริมาณไขมันในแหล่งน้้าเสีย 

(ก.) ปริมาณไขมันในน้้าเสียจากร้าน Mc Donald และร้านกาแฟที่ไม่ผ่านการปั่นเหวี่ยง 
(ข.) ปริมาณไขมันในน้้าเสียจากร้าน Mc Donald และร้านกาแฟที่ผ่านการปั่นเหวี่ยง 
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  ร ูปที่ 4.10 ปริมาณไขมันจากร้านอาหาร Mc Donald ในแต่ละสัปดาห์  
(week 1-2 คือเดือนพฤษภาคม week 3-6 คือเดือนมิถุนายน week 7-10 คือเดือนกรกฎาคม   

week 11-12 คือเดือนสิงหาคม)  

 4.3.2 ผลการทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมนัของแบคทีเรยีผสมในรปูแบบเซลล์

ตร ึงระดบัหอ้งปฏบิตัิการ 

 การทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในขวดรูปชมพู่ โดยเขย่าต่อเนื่องเป็นเวลา 5 วัน  กับ
น้้าเสียจากร้านอาหาร Mc Donald ปริมาณเชื้อที่มีชีวิตของชุดควบคุมเม่ือผ่านไป 5 วัน มีค่าเท่ากับ 

13.21 logCFUต่อลิตร และปริมาณเชื้อที่มีชีวิตที่อยู่บนพอลิยูริเทนโฟมของชุดทดลองเม่ือผ่านไป 5 
วันมีค่าเท่ากับ 13.90  logCFUต่อกรัม และค่า pH ของชุดการทดลองที่มีเซลล์ตรึงมีค่าเท่ากับ 4.7 

กับชุดควบคุมน้้าเสียจากร้านอาหาร Mc Donaldที่ไม่มีเซลล์ตรึงมีค่าเท่ากับ 4.54 ค่า pH เริ่มต้นเท่า 
4.45 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันพบว่า ปริมาณไขมันเริ่มต้นของน้้า เสียจริงมี
ค่าประมาณ 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร ชุดควบคุมมีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันใน 5 วัน เท่ากับ 

19 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้คาดว่าลดลงเนื่องด้วยปริมาณเชื้อเดิมที่ มีอยู่ในน้้า เสีย (13.51 logCFUต่อลิตร)
และชุดทดลองที่มีการใส่แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน ใน 5 

วันเท่ากับ 46 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.6) 
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ตารางที่ 4.6 ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันที่ระยะเวลา 5 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมน้้าเสีย
จากร้านอาหาร Mc Donaldที่ไม่มีเซลล์ตรึงโดยปริมาณไขมันในน้้าเสียเริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 1500 

มิลลิกรัมต่อลิตร 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ประสิทธิภาพการ

ย่อยสลายไขมันใน 5 

วัน (เปอร์เซ็นต์) วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 

ชุดทดลอง  1230.23±15.27 515.49±99.49  500.86±38.61 59 

ชุดควบคุม 1327.58±12.32 1067.56±16.28 989.63±7.56 19 

 4.3.3 ผลการทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายไขมนัโดยระบบบ าบดัขนาดจ าลองระดบั
ห้องปฏบิัตกิาร 

   ในการทดลองนี้ได้ท้าการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียผสมใน
รูปแบบเซลล์ตรึงในน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันความเข้มข้นเฉลี่ยประมาณ 1200-3000  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร จากร้านอาหาร Mc Donald  โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 3 ชุด ได้แก่ ชุดควบคุม ชุดการ

ทดลองใช้วัสดุตรึงที่มีการเติมอากาศ และชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึง
และเติมอากาศโดยการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงโดยค้านวณจากอัตราการย่อยสลาย

น้้ามัน เท่ากับ 0.32 กรัมน้้ามันต่อกรัมแบคทีเรียต่อชั่วโมง ซ่ึงในการเปิดระบบ 12 ชั่วโมง ในการย่อย
สลายไขมันประมาณ 3000 มิลลิกรัมต่อลิตรต้อง ใช้แบคทีเรีย 0.96 กรัม ในเซลล์ตรึง 1 กรัม มี
ปริมาณ 0.25 กรัม จึงต้องใช้ปริมาณแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงประมาณ 3.84 กรัม 

  เม่ือเปรียบเทียบปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ในระบบของชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่ มีการเติม
อากาศกับชุดควบคุม ค่า pH ของระบบอยู่ในช่วง 4.4 ถึง 5.3 อาจเกิดจากน้้า เสียจากร้านอาหาร

สารอินทรีย์ปนเปื้อนเป็นจ้านวนมาก และการที่น้้า เสียเกิดการทิ้งไว้ไม่บ้าบัดโดยเร็วท้าให้เกิด
กระบวนการย่อยสลายโดยแบคทีเรีย เช่น การย่อยโปรตีนท้าให้ไนโตรเจนและก้ามะถันในโปรตีน
เปลี่ยนเป็น แอมโมเนีย และก๊าซไข่เน่า (H2S) ท้าให้เกิดกลิ่นเหม็นและน้้า เสียมีสภาพเป็นกรด (รูปที่ 

4.13ก และ 4.13ข) พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน ในชุดการทดลองมีความเข้มข้นของไขมันเหลืออยู่
ประมาณ 1630 มิลลิกรัมต่อลิตร จากความเข้มข้นไขมันประมาณ 2200 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่  4.11

ก) ซ่ึงประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันคิดเป็น 23 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่  4.11ข) และในชุดควบคุมมี
ปริมาณไขมันเหลืออยู่ประมาณ 1470 มิลลิกรัมต่อลิตร จากความเข้มข้นไขมันประมาณ 1520 
มิลลกิรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.12ก) ซ่ึงประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันคิดเป็น 3 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเทียบ

กับน้้าขาเข้า (รูปที่ 4.12ข) เช่นเดียวกับค่าซีโอดีทั้งของชุดควบคุมและชุดทดลองใช้วัสดุเซลล์ตึงที่ มี
การเติมอากาศมีค่าลดลงเพียง  3 เปอร์เซ็นต์ และ 28 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ (รูปที่ 4.14) ค่าบีโอดีของ
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ชุดควบคุมมีค่าลดลงจาก 649 มิลลิกรัมต่อลิตรเหลือ 399 มิลลิกรัมต่อลิตร และการทดลองใช้วัสดุ
ตรึงที่มีการเติมอากาศมีค่าลดลงจาก 867 มิลลิกรัมต่อลิตรเหลือ 433 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามตารางที่ 

4.7 และชุด และค่า pH ในน้้าขาเข้าและขาออกของน้้าเสียจริงในชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่มีการเติม
อากาศและชุดควบคุมไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ ค่าดีโอของชุดการทดลองมีการปรับให้อยู่ในช่วง 

2.0-2.3 ตลอดการทดลอง ทั้งนี้การเติมอากาศให้ระบบจะช่วยลดค่า ซีโอดีในระบบเพ่ิมมากขึ้น  ดัง
งานวิจัยของ Devi และ Dahiya (2005) และงานวิจัยของ Becker และคณะ (1999) ที่ มีเติมอากาศ 
0.3 ลิตรต่อนาที ในถังปฏิกิริยาแบบกวนอย่างต่อเนื่องของ Bacillus thermoleovorans สายพันธุ์ 

IHI-91 ขนาด 2 ลิตร พบว่าปริมาณไขมันลดลง 20 ถึง 30 เปอร์เซ็นต์ใน 10 ชั่วโมง  และลดค่าซีโอดี
ได้ 15 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบกับค่าซีโอดีเริ่มต้น  ดังนั้นในชุดการทดลองที่เติมเแบคทีเรีย

ตรึงได้มีการเติมอากาศ ให้ค่าดีโออยู่ในช่าง 2.0 เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมัน และลด
ค่าซีโอดีในระบบ 
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 ร ูปที่ 4.11 ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ในระบบของชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่มีการเติมอากาศ  

 (ก) ความเข้มข้นไขมันของน้้าเสียขาเข้าและขาออก (ข) ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน(%) 
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ก. 

 
 

 

ร ูปที่ 4.12 ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ในระบบของชุดควบคุม (ก) ความเข้มข้นไขมันของน้้าเสียขาเข้า

และขาออก (ข) ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน (%) 
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ก. ข. 

 
 

ร ูปที่ 4.13 ค่า pH ของน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันขาเข้าและขาออก (ก) ชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่มี

การเติมอากาศ และ(ข) ชุดควบคุม  
 

ก. ข. 

  
 

ร ูปที่ 4.14 ค่าซีโอดีของน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันขาเข้าและขาออก (ก) ชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่มี

การเติมอากาศ และ(ข) ชุดควบคุม  
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ตารางที่ 4.7 ค่าบีโอดีในระบบที่ระยะเวลา 7 วัน เปรียบเทียบชุดการทดลองใช้วัสดุตรึงที่มีการเติม
อากาศกับชุดควบคุม 

ชุดการทดลอง 
ค่าบีโอดี (มิลลิกรัมต่อลิตร) การลดลงของค่าบีโอดี 

(เปอร์เซ็นต์) วันที่ 0 วันที่ 7 

ชุดควบคุม 649 399 25 

ชุดทดลอง  วัสดุตรึง 867 433 50 

ชุดทดลอง  แบคทีเรียตรึง 742 359 52 

 
  อย่างไรก็ตาม เม่ือน้ามาเทียบกับชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงที่

เติมอากาศ จ้านวนเซลล์ตรึง เริ่มต้นบนพอลิยูริเทนโฟมในชุดการทดลอง มีค่าประมาณ 11.65 
LogCFU ต่อกรัม เม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน เพ่ิมขึ้นเป็น 13.88 LogCFU ต่อกรัม (ตารางที่ 4.8) โดย
จ้านวนแบคทีเรียในน้้าเสียเริ่มต้น มีค่าประมาณ 12.86 LogCFU ต่อกรัม ส้าหรับปริมาณไขมันที่

เหลืออยู่ในระบบ พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน ในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบ
เซลล์ตรึงทีเ่ติมอากาศมีความเข้มข้นของไขมันเหลืออยู่ ประมาณ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.15ก) 

ซ่ึงประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันคิดเป็น 61.5 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 4.15ข) ซ่ึงมีประสิทธิภาพ
มากกว่าชุดควบคุมถึง 17 เท่า และชุดการทดลองที่เติมวัสดุตรึงถึง 2.5 เท่า ส่วนค่า pH ในช่วง 7 วัน
แรกพบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 4.55 ถึง 5.2 ชุดทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงที่ เติม

อากาศ สามารถย่อยสลายไขมันได้อย่างมีประสิทธิภาพเป็นเวลา 7 วัน ในขณะชุดควบคุมและชุดการ
ทดลองใช้วัสดุตรึงที่มีการเติมอากาศมีประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันได้ไม่ดี ดังตารางที่ 4.9 

ตารางที่ 4.8 จ้านวนแบคทีเรียในเซลล์ตรึงในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์

ตรึงทีเ่ติมอากาศเม่ือเวลาผ่านไป 21 วัน 

ชุดการทดลอง จ้านวนแบคทีเรียในเซลล์ตรึง LogCFUต่อกรัม  

วันที่ 0 วันที่ 7 วันที่ 14 วันที่ 21 

ชุดการทดลอง 
ที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึง 

11.65 13.88 13.09 13.37 
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ร ูปที่ 4.15 ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ในการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติม

อากาศเม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน  (ก) ความเข้มข้นไขมันของน้้าเสียขาเข้าและขาออก (ข) ประสิทธิภาพ
การย่อยสลายไขมัน (%) 
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ตารางที่ 4.9 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันในน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันโดยแบคทีเรียผสม 3 
สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1, Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ 

Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  บนพอลิยูริเทนโฟม ที่ระยะเวลา 7 วัน ในแต่ละชุดการทดลอง 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ประสิทธิภาพ 

การย่อยสลายไขมัน 

(เปอร์เซ็นต์)* วันที่ 0 วันที่ 3  วันที่ 7 

ชุดควบคุม 1606.9± 109.5 1502.3±72.1 1464.9±62.3 3 

ชุดทดลอง (วัสดุตรึง) 2995.5±107.5 2104.6±85.9 1639.9±75.1 23 

ชุดทดลอง (เซลล์ตรึง) 1495.8±149.5 474.1±75.5 500.9±38.6 62 

  หมายเหตุ * ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันคิดในวันที่ 7 ของทุกชุดการทดลอง 

  จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในน้้า เสียจริงพบว่าชุดทดลองที่มีการเติม

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติมอากาศ  สามารถคงประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในระบบ
ได้ถึง 13 วัน ก่อนจะเกิดกลิ่นและการสะสมจับตัวของไขมัน ซ่ึงอาจเกิดจากปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ใน
ระบบ และสารอินทรีย์บางส่วนที่ไม่ถูกย่อยสลาย  จึงเกิดการจับตัวกันและเกิดเป็นฟิล์มไขมันในระบบ

บนผิวหน้าน้้าเต็มพ้ืนที่ในบ่อดักไขมันทั้งสองช่อง ดังรูปที่ 4.16  
 

     
 

   
 

 
 

ร ูปที่ 4.16 ลักษณะการสะสมของชั้นไขมันบริเวณผิวน้้าเม่ือระยะเวลาผ่านไป 13 วัน 
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  ต่อมาจึงทดลองเปลี่ยนเซลล์ตรึงในระบบ และเปิดระบบต่อไปเป็นเวลา 21 วัน ค่า pH ก่อน
เข้าระบบ มีค่าเป็นกรด อาจเกิดจากน้้าเสียจากร้านอาหารสารอินทรีย์ปนเปื้อนเป็นจ้านวนมากและ

การที่น้้าเสียเกิดการทิ้งไว้ไม่บ้าบัดโดยเร็วท้าให้เกิดกระบวนการย่อยสลายโดยแบคทีเรีย เช่น การย่อย
โปรตีนท้าให้ไนโตรเจนและก้ามะถันในโปรตีนเปลี่ยนเป็น แอมโมเนีย และก๊าซไข่เน่า (H2 S) ท้าให้เกิด

กลิ่นเหม็นและน้้าเสียมีสภาพเป็นกรด แต่เม่ือผ่านการบ้าบัดค่า pH อยู่ในช่วง 5-6.7 คือมีค่าเป็นกลาง
ขึ้น  (รูปที่ 4.17) ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันพบว่าในช่วงวันที่1-13 ชุดการทดลองมีความ
เข้มข้นของไขมันเหลืออยู่ประมาณ 180-475 มิลลิกรัมต่อลิตร จากความเข้มข้นไขมันประมาณ 

1000-1500 มิลลิกรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันคิดโดยเฉลี่ยเท่ากับ 55 เปอร์เซ็นต์ 
และลดลงเม่ือเปลี่ยนเซลล์ตรึง กลับมามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันได้ใกล้เคียงกับในช่วงแรก

ในวันที่ 17-21 คือ 60 เปอร์เซ็นต์ (รูปที ่4.18ก และ 4.18ข) เช่นเดียวกับค่าซีโอดีและค่าบีโอดี โดย
ค่าซีโอดีที่ลดลงแปรผันตรงกับค่าปริมาณไขมันในน้้าเสีย (รูปที่ 4.19)  

 

 
ร ูปที่ 4.17 ค่า pH ของน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันขาเข้าและขาออกของชุดทดลองที่มีการเติม
แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติมอากาศเป็นเวลา 21 วัน 
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ร ูปที่ 4.18 ปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ในการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติม

อากาศเป็นเวลา 21 วัน (ก) ความเข้มข้นไขมันของน้้าเสียขาเข้าและขาออก (ข) ประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายไขมัน (%) 
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ร ูปที่ 4.19 ปริมาณซีโอดีที่เหลืออยู่ในการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติม

อากาศเป็นเวลา 21 วัน 
 
ค่าบีโอดีในระบบมีค่าลดลงจาก 895 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือ 398 มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 

4.20) ความเข้มข้นของไขมันเหลืออยู่จะค่อยๆลดลงเม่ือผ่านไปเป็นเวลา 3 วัน หลังการเปลี่ยนเซลล์
ตรึงใหม่  

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

ร ูปที่ 4.20 ค่าบีโอดี ของน้้าเสียจริงปนเปื้อนไขมันขาเข้าและขาออกของชุดทดลองที่มีการเติม
แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงทีเ่ติมอากาศเป็นเวลา 21 วัน 
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  เม่ือน้าเซลล์ตรึงจากระบบในวันที่ 14  ไปวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด พบเซลล์แบคทีเรียบนโครงสร้างของพอลิยูริเทนโฟมจ้านวนมาก (รูปที่ 4.21ก) และสามารถ

สังเกตเห็นทั้งแบคทีเรียที่มีลักษณะคล้ายกับแบคทีเรียผสมที่ใช้ในการทดลองและแบคทีเรียอ่ืน และยัง
สังเกตเห็นเซลล์แบคทีเรียที่ตายแล้ว ซ่ึงพบรูเล็กๆ บริเวณผิวเซลล์ (รูปที่ 4.21ข)  ปริมาณแบคทีเรีย

ในเซลล์ตรึงเริ่มต้นมีค่า 11.7 logCFUต่อกรัม มีค่าเพ่ิมขึ้นในวันที่ 3 จนถึงวันที่ 9 คือ มีค่าในช่วง 
12.9 -14 logCFUต่อกรัม และลดลงในวันที่ 12 ซ่ึงสอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน 
และการวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เม่ือเปลี่ยนแบคทีเรียเซลล์ตรึงใน

ระบบในวันที่ 15-21 มีค่าปริมาณแบคทีเรียในพอลิยูริเทนโฟม 11.6-13.9 logCFUต่อกรัม แสดงให้
เห็นว่ามีแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่อยู่ในระบบมีการเกาะติดเข้าไปในพอลิยูริเทนโฟมเพ่ิมขึ้นมากขึ้น 

 

ก        ข 

 
 
 

                            
 
 

 
ร ูปที่ 4.21 ลักษณะของแบคทีเรียบนพอลิยูริเทนโฟมหลังการใช้งานผ่านกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ที่ (ก) ก้าลังขยาย 2500 เท่า และ (ข) 5000 เท่า ตามล้าดับ 

 
ร ูปที่ 4.21 ปริมาณแบคทีเรียในพอลิยูริเทนโฟมในวันที่ 0-21   
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บทที ่5  
สร ุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยไขมันของแบคทีเรียในรูปแบบเซลล์ตรึงบนพอลิยูริเทน 
โฟม โดยการตรึงเซลล์เข้าไปในพอลิยูริเทนโฟมซ่ึงเป็นวัสดุที่มีรูพรุน เพ่ือป้องการการหลุดของเซลล์ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ และคงความสามารถในการแลกเปลี่ยนสารอาหารในการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ 
ปัจจัยที่มีผลต่อการตรึงเซลล์ตามกลไกนี้ คือ ความสามารถในการกระจายตัวของเซลล์ในวัสดุ ปริมาณ
เซลล์ท่ีสามารถกักขังไว้ได้ ปริมาณออกซิเจน (Kourkoutas และคณะ, 2004) และจากสมบัติของพอ

ลิยูริเทนโฟมที่สามารถลอยตัวได้ดี ดูดซับน้้ามันได้มาก 7-9 เท่าของน้้าหนักของพอลิยูริเทนโฟมเอง มี
รูพรุนค่อนข้างสูง ท้าให้มีพ้ืนที่ผิวในการเกาะติดของจุลินทรีย์ และเหมาะสมในการน้ามาประยุกต์ใช้

กับงานด้านสิ่งแวดล้อม (Bang และคณะ, 2001) 
ในงานวิจัยนี้เริ่มจากการคัดกรองแบคทีเรียที่คัดแยกจากบริเวณที่ปนเปื้อนไขมันทั้งหมด 17 

ไอโซเลท เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการย่อยไขมันดีมาทดสอบการย่อยสลายไขมันใน

รูปแบบเซลล์ตรึง  ต่อมาได้เลือกแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ 
SBO1  Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3  มาผสมกัน  

แล้วหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงและระยะเวลาในการเก็บรักษาเซลล์ตรึง  พบว่าแบคทีเรีย
สามารถเกาะติดกับพ้ืนผิวของพอลิยูริเทนโฟมจ้านวนมาก   จึงสามารถคงจ้านวนแบคทีเรียอยู่ใน
ระบบการบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนไขมันในบ่อดักไขมันจ้าลองได้  นอกจากนี้แบคทีเรียผสมแบบเซลล์

ตรึงมีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในถังดักไขมันขนาดจ้าลอง ปริมาณไขมันที่ออกจากระบบมี
จ้านวนลดลงมาก จึงเป็นการลดภาระของระบบการบ้าบัดล้าดับต่อไป  ทัง้นี้มีรายละเอียดของผลการ

ทดลองแต่ละขั้น ดังต่อไปนี้ 

5.1 การคดักรองแบคทเีรยีทีม่ีประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายไขมัน 

การคัดกรองแบคทีเรียย่อยสลายไขมันที่คัดแยกจากตัวอย่างน้้าทิ้งและดินบริเวณบ่อดักไขมัน 

ทั้งหมด 17 ไอโซเลท โดยทดสอบการย่อยสลายน้้ามันปาล์มที่มีความเข้มข้น 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในระยะเวลา 3 วัน พบว่ามีแบคทีเรียจ้านวน 4 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้า มันปาล์ม

มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียที่ มีผลของแรงตึงผิวเป็นบวก คือ WAS URBO1, WAS UPO1, 
SAGT SBO2 และ SAGT SBO1 เม่ือน้าไปแบคทีเรียเหล่านี้ไปจัดจ้าแนกชนิดทางอนุกรมวิธาน  พบว่า
มีเพียง 2 ไอโซเลท ที่ไม่เป็นเชื้อก่อโรค นั่นคือ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1  Bacillus 
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subtilis สายพันธุ์ URBO1 ซ่ึงประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้้า มันปาล์ม 89 และ 97 เปอร์เซ็นต์
ตามล้าดับ  

5.2 การศกึษาประสทิธภิาพการย่อยไขมนัของแบคทีเรยีเดีย่วและผสม หลังจากทีต่รงึบน 
Polyurethane foam (PUF) 

การตรึงเซลล์ของแบคทีเรียผสมในพอลิยูริเทนโฟม ได้เพ่ิมเชื้อ Paenibacillus elgii สาย
พันธุ์ RO3 อีก 1 ชนิด เม่ือทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงเชื้อใน พอลิยูริเทนโฟมของ
แบคทีเรียผสม 3 สายพันธุ์  พบว่าระยะเวลาที่มีปริมาณของแบคทีเรียปริมาณมากที่สุดคือ 4 วัน ซ่ึงมี

การเกาะติดของเซลล์บนพอลิยูริเทนโฟม 13.9 log CFUต่อกรัม จากการเปรียบเทียบปริมาณ
แบคทีเรียผสมที่จ้านวนแบคทีเรียเกาะติดบนเซลล์ตรึงของงานวิจัยนี้  กับการวิจัยอ่ืนพบว่า  โฟมมี

ปริมาณแบคทีเรียมากกว่าการเตรียมในวัสดุอ่ืน (ตารางที่ 5.1)   
 

ตารางที่ 5.1 การเปรียบเทียบจ้านวนแบคทีเรียที่เกาะติดบนเซลล์ตรึงชนิดต่างๆ 

ช่ือสายพันธ์ุ 
วัสดุใช้การ

ตรึง 
จ้านวนแบคทีเรีย  

(log CFU ต่อกรัม) 
 

อ้างอิง 

เช้ือผสมในงานวิจัยนี้ 
 

พอลิยูริ 
เทนโฟม 

13.9 งานวิจัยนี้ 

- Gordonia sp. สายพันธ์ุ JC11 
พอลิยูริ 
เทนโฟม 

8.6 
Chantamalee และ

Luepromchai (2012) ; 
Chantamalee และคณะ(2013) 

- Rhodococcus 
corynebacterioides  

ผงไคติน 
ผงไคโตซาน 

1.82 
7.69 

Gentili และคณะ (2006) 

- Yarrowia lipolytica สายพนัธ์ุ 
W29 

แคลเซียมแอล
จิเนต 

6.82 Lan และคณะ (2009) 

- Acinetobacter juni  
- Escherichia coli  
- Enterococcus faecalis  

ซีโอไลต์จาก
ธรรมชาติ 

10.10 
8.66 
7.1 

Hrenovic และคณะ (2012) 

 

เม่ือเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในเวลา  1 เดือน พบว่าแบคทีเรีย
ตรึงยังคงประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันไม่ต้่ากว่า  70 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณแบคทีเรียลดลง
เพียง 26 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเทียบกับการเตรียมใหม่  การตรึงเซลล์ในวิธีนี้จึงช่วยให้มีความสะดวกในการ

จัดเก็บและขนส่งในการใช้จริง 
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การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน้้ามันพืชในน้้าเสียสังเคราะห์  ของแบคทีเรียผสม 3 
สายพันธุ์ ในรูปแบบเซลล์ตรึงบนพอลียูรีเทนโฟม  โดยใช้น้้า มันปาล์มเป็นต้นแบบในการศึกษา 

ทั้งหมด 6 ความเข้มข้น คือ 1.5, 5, 15, 40, 60 และ 100 กรัมต่อลิตร  ในสภาวะที่ ให้อากาศ เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียผสมแบบเซลล์ตรึงมีอัตราการย่อยสลายน้้า มัน เท่ากับ 0.32 กรัม

น้้ามันต่อกรัมแบคทีเรียต่อชั่วโมง 

5.3 การศกึษาประสทิธภิาพการย่อยไขมนัของแบคทีเรยีตรงึบน PUF ในถังดักไขมันแบบจ าลอง 

การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในน้้า เสียจริงในระบบบ้าบัดจ้าลอ งระดับ

ห้องปฏิบัติการ  โดยคัดเลือกน้้าเสียจริงจากร้านอาหาร Mc Donald เป็นตัวแทนน้้าเสียที่ใช้ในระบบ 
พบว่าแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนพอลียูรีเทนโฟม สามารถย่อยสลายไขมันในน้้า เสียจริงได้

มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ที่ความเข้มข้นของไขมัน เท่ากับ 1500 มิลลิกรัมต่อลิตร ในเวลา 3 วัน ซ่ึงเม่ือ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียเซลล์ตรึงในน้้าเสียจริงและน้้าเสียสังเคราะห์ที่
มีปริมาณไขมันในน้้าใกล้เคียงกันพบว่า ประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียเซลล์ตรึงในน้้า เสีย

จริงมีค่าน้อยกว่าประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันในน้้าเสียสังเคราะห์ คาดว่าเนื่องจากสารปนเปื้อนอ่ืนๆ 
ในน้้าเสียจริง และ ค่า pH ที่แตกต่างกันของน้้าเสียจริงและน้้าเสียสังเคราะห์ 

   การทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดน้้า เสียจริงที่ มีความเข้มข้นของไขมัน 1200-3000  
มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยบ่อดักไขมันจ้าลองปริมาตร 4 ลิตร พบว่า ชุดควบคุมและชุดทดลองที่ มีแค่วัสดุ
ตรึงและเติมอากาศ มีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันเพียง 3 และ 23 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ ค่าบีโอ

ดีลดลงกว่าชุดควบคุมกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และค่าซีโอดีจากการเติมวัสดุตรึงและอากาศ ลดลงกว่าชุด
ควบคุมกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 7 วัน จากการทดลองพบว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
ไขมันประมาณ 61 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 21 วัน เม่ือเปรียบเทียบชุดควบคุมที่มีการลดลงของ

ไขมันเพียงเล็กน้อย แสดงว่าปริมาณไขมันที่หายไปเกิดจากกิจกรรมการย่อยสลายของแบคทีเรียเซลล์
ตรึงในงานวิจัยนี้  นอกจากนี้การใช้แบคทีเรียตรึงยังลดค่าบีโอดีได้ 38 เปอร์เซ็นต์ และลดค่า COD ได้ 

39 เปอร์เซ็นต์ ทั้งยังปรับค่า pH ในระบบให้อยู่ในช่วง 5.0-6.7   ซ่ึงในทางปฏิบัติน้้าเสียที่ผ่านจากบ่อ
ดักไขมันจะบ้าบัดต่อด้วยระบบบ้าบัดแบบตะกอนเร่ง  (Activated sludge) ต่อไป   
 ทั้งนี้แบคทีเรียตรึงบนพอลียู รีเทนโฟมที่มีแบคทีเรียผสม 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus 

thuringiensis สายพันธุ์ SBO1  Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ Paenibacillus elgii 
สายพันธุ์ RO3 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน เม่ือพิจารณาการกราฟการวิเคราะห์ TLC ของน้้า

เสียก่อนเข้าระบบและหลังออกจากระบบของน้้าเสียจริงและน้้าเสียสังเคราะห์ (ภาคผนวก ง) พบว่า 
peak ของกราฟในน้้าเสียจริงทั้งขาเข้าและขาออกจะอยู่ในช่วงเวลา 0.08-0.120 นาที ซ่ึงเป็น peak 
ของไตรกลีเซอไรด์ โดยน้้าเสียหลังเข้าระบบมี peak area ที่ต้่าลง แสดงถึงการลดลงของปริมาณไตร
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กลีเซอไรด์ในระบบ ซ่ึงสอดคล้องกับ peak area ของน้้าเสียสังเคราะห์ที่มี peak area อยู่ในช่วงเวลา
เดียวกัน จึงแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียในระบบสามารถย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ในน้้ามันปาล์มทั้งในน้้า

เสียจริงและน้้าเสียสังเคราะห์  
  จากข้อมูลข้างต้นแสดงว่าแบคทีเรียตรึงจากงานวิจัยนี้  สามารถลดปริมาณไขมันปนเปื้อนใน

ระบบและค่าซีโอดีได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถเก็บรักษาได้นาน และยังคงมีประสิทธิภาพในการ
บ้าบัด ไขมัน  ไม่เป็นพิษ ต่อสิ่งแวดล้ อม แสดงให้เห็น ถึงแนวโน้มในกา ร ใช้เซลล์ตรึง เ พ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของบ่อดักไขมันในการบ้าบัดน้้าเสียปนเปื้อนไขมันจากร้านอาหาร  และเพ่ือลดภาระของ

ระบบบ้าบัดน้้าเสียวิธีอ่ืนๆ ต่อไป  
 

5.4 ข้อเสนอแนะ 

  1) เนื่องจากแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนพอลียูรีเทนโฟมของแบคทีเรียผสม 3 สาย
พันธุ์ ได้แก่ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1  Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 และ 

Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3 สามารถบ้าบัดไขมันได้ในพ้ืนที่จริงในระยะเวลาหนึ่งเท่านั้น จึง
จ้าเป็นต่อเปลี่ยนชิ้นโฟมอย่างสม้่าเสมอ  นอกจากนี้เพ่ือให้พอลิยูรีเทนไม่ลอยอยู่เพียงบริเวณผิวน้้า เสีย 

หรือเกิดการดันของการเติมอากาศ  ควรเลือกตะแกรงหรือวัสดุที่ใส่พอลิยูริเทนโฟมที่สามารถเปลี่ยน
รูปทรงตามบ่อดักไขมันนั้นๆ มีน้้าหนัก สามารถเปลี่ยนเข้าออกได้ง่าย ไม่หนักเกินไปเม่ือเกิดการซับน้้า
ของพอลิยูริเทนโฟม เพ่ือความสะดวกในการใช้งาน เช่น ตาข่ายไนลอน  

 2) ควรปรับปรุงวิธีการเติมอากาศเพ่ือเพ่ิมปริมาณออกซิเจนในระบบ เนื่องจากระบบใน
งานวิจัยนี้มีขนาดเล็ก เม่ือเติมออกซิเจนเพ่ือให้แบคทีเรียเจริญเติบโต และสามารถย่อยสลายไขมันได้ 
กระบวนการย่อยสลายไขมันด้วยแบคทีเรีย จ้าเป็นต้องใช้ออกซิเจน เพ่ือจะให้ได้คาร์บอนไดออกไซด์

และน้้าเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Lowry, 1994)  อย่างไรก็ดีการเปิดอากาศจากปั๊มน้้าของถังดักไขมัน
เพ่ือให้ค่าดีโอเท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร จะเกิดการดันของน้้าท้าให้ตะกอนในระบบกวนมาติด

บริเวณช่องน้้าออก  จึงควรเลือกการเติมอากาศโดยการใช้การเติมจากอุปกรณ์อ่ืนๆ ที่ไม่มีผลต่อการ
กวนระบบ 
 3) ควรตรวจวัดค่า pH ในระบบก่อนการบ้าบัด และปรับให้มีค่า pH ไม่เกินค่าความเป็นกรด

ด่างตามธรรมชาติ คือ ที ่ 6-9 ซ่ึงแบคทีเรียส่วนใหญ่จะเจริญเติบโตได้ดี (Immanuel และคณะ, 
2008; Mahdi และคณะ, 2012) เพ่ือลดผลกระทบของค่า pH ที่จะเกิดกับการเจริญเติบโตและอาจ

ส่งผลกระทบกับการย่อยสลายไขมันที่จะเกิดภายในของระบบ
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ภาคผนวก ก  
สูตรและวิธ ีการ เตร ียมอาหาร เลี้ยงเช ื้อ  

อาหาร เลีย้งเช ือ้เหลว Luria Bertani (LB) เจือจาง 4 เท่า 
อาหารส้าเร็จรูป LB      6.25  กรัม 

ละลายอาหารส้าเร็จรูป 6.25 กรัม ในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

อาหาร เลีย้งเช ือ้แข็ง Luria Bertani (LB) เจือจาง 4 เท่า 
ละลายอาหารส้าเร็จรูป 6.25 กรัมและ ผงวุ้นหรือแบคโตอะการ์ 15 กรัม ในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 

น้ าเสียสังเคราะห์ (The synthetic wastewater medium; SWO) (Matsumiya และคณะ, 
2007) 

เปปโตน (peptone)     0.6  กรัม 
ผงสกัดจากเนื้อ (Beef extract)    0.4  กรัม 
ยูเรีย (urea)       0.1  กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   0.1 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.03  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)     0.014  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)     0.014  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     0.014  กรัม 

ปรับปริมาตรสุดท้าย 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้วอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข  
สูตรและวิธ ีการ เตร ียมสารละลาย 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85 เปอรเ์ซน็ต ์
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      8.5  กรัม 

ละลาย โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 8.5 กรัมในน้้าปลอดประจุปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

บัฟเฟอร ์PUM 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)     16.9 กรัม  

 โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   7.3 กรัม 
 ยูเรีย (urea)       1.8 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     0.2 กรัม 

ละลายในน้้าปลอดประจุปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค  
กราฟมาตรฐาน 

 

 
รูปท่ี ค1 กราฟมาตรฐานของน ้ามันปาล์มความเข้มข้น 100-5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

โดย TLC-FID แต่ละจุดในกราฟมาจากค่าเฉลี่ย 3 ซ ้า 
 

 
รูปท่ี ค2 กราฟมาตรฐานน ้าหนักแห้งของแบคทีเรียผสมที่ OD 0.3-1.5 

แต่ละจุดในกราฟมาจากค่าเฉลี่ย 3 ซ ้า 
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รูปท่ี ค3 TLC/FID โครมาโตแกรมของน ้ามันและองค์ประกอบของน ้ามันจากคู่ มือการใช้งานของ

เครื่อง TLC/FID Analyzer รุ่น IATROSCAN MK-6s (Mitsubishi Kagaku Iatron, Inc., Japan) 
HC คือ ไฮโดรคาร์บอน StEs คือ ไขมันทรานส์ TG คือ ไตรกลีเซอไรด์ FFA คือ กรดไขมัน  

1,3-DG คือ  1,3 ไดกลีเซอไรด์ Chol คือ คอเลสเตอรอล 1,2-DG คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด์  

MG คือ โมโนกลีเซอไรด์ PL คือ กรดปาล์มิติก 
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ภาคผนวก ง  
ข้อมูลดิบ 

ตารางที่ ง.1 ค่าแรงตึงผิวของเชื้อ 17 สายพันธุ์ น้้าหนักเซลล์แห้งและความสามารถในการกระจาย
น้้ามัน 

  

ค่า surface tension 

ที่วัดได้  

น้้าหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 

oil 

displacement 

CONTROL 40.773     

SGT UPO1 44.916 0.880 - 

SGT URBO1 40.800 0.840 - 

SGT SBO1 40.894 0.980 - 

SGT URBO2 42.511 0.500 - 

SAS URBO1 45.928 0.900 - 

SAS SFO1 42.068 0.700 - 

SAS RBO1 42.411 0.680 - 

SAS PO1 45.027 0.600 - 

SAGT SBO2 46.649 0.940 - 

SAGT URBO1 43.646 0.340 - 

SAGT RBO1 45.717 0.380 - 

SAGT PO1 42.904 0.520 - 

SAGT SBO1 46.231 0.760 - 

WAS URBO1 36.009 1.140 + 

WAS PO1 46.739 0.680 - 

WAS SFO1 43.1205 0.600 - 

WAS UPO1 44.607 0.640 - 
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ตารางที่ ง.2 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วย Bacillus sp. สายพันธุ์ SBO1 ทีค่วามเข้มข้น 1500 

มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 
น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

Bacillus sp. สายพันธุ์ SBO1 ชุดควบคุม 

0 1574.57±63.73 1631.94±58.01 

3 176.96±8.40 1556.70±110.92 

 น้้ามันที่หายไป (%) 

0 3 

3 89 

 

ตารางที่ ง.3 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วย Bacillus sp. สายพันธุ์ URBO1 ทีค่วามเข้มข้น 1500 
มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 
น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

Bacillus sp. สายพันธุ์ URBO1 ชุดควบคุม 

0 1573.31±148.84 1631.94±58.01 

3 50.23±2.84 1556.70±110.92 

 น้้ามันที่หายไป (%) 

0 3 

3 97 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 



 

 

87 

ตารางที่ ง.4 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วย Paenibacillus elgii สายพันธุ์ RO3 ทีค่วามเข้มข้น 
1500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

Paenibacillus elgii  
สายพันธุ์ RO3 

ชุดควบคุม 

0 1579.40±71.20 1631.94±58.01 

3 164.35±9.90 1556.70±110.92 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 3 

3 89 

 

ตารางที่ ง.5 จ้านวนแบคทีเรีย(logCFUต่อกรัม) ของแบคทีเรียผสมจากพอลิยูริเทนโฟมวันที่ 1 ถึง 5 

เวลา (วัน) 
จ้านวนแบคทีเรีย 
(logCFUต่อกรัม) 

1 10.68±0.23 

2 10.48±0.05 

3 11.57±0.28 

4 13.91±0.07 

5 13.89±0.08 

 

ตารางที่ ง.6 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 
ด้วยในน้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 1.5 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์
ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 1550.82±52.65 1554.81±65.44 

6 499.78±11.37 1497.86±14.66 

12 440.09±7.64 1490.50±19.20 

24 258.93±9.90 1374.28±18.94 

48 103.40±5.46 1292.53±10.92 



 

 

88 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 0 

6 66 

12 70 

24 81 

48 91 

 
 

ตารางที่ ง.7 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม ใน
น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์

ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 5119.03±202.68 5110.41±45.65 

12 1370.92±11.11 4595.71±33.21 

24 495.57±8.67 4129.14±185.16 

48 466.57±4.37 3909.73±88.54 

72 156.57±14.87 3682.12±53.01 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 0 

12 70 

24 88 

48 88 

72 95 
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ตารางที่ ง.8 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม ใน
น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 15 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์
ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 15526.69±236.62 16705.10±83.45 

12 13575.51±983.40 16761.84±96.18 

24 6093.36±168.44 13761.71±744.62 

48 5100.11±367.42 12883.64±362.58 

72 1991.12±304.55 10504.55±398.94 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 3 

12 19 

24 56 

48 60 

72 81 
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ตารางที่ ง.9 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม ใน
น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 40 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์
ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 40239.14±1206.29 39673.58±83.00 

12 34326.94±1122.92 40123.34±155.63 

24 31670.44±1158.71 37453.80±630.41 

48 24429.98±940.90 36176.41±241.40 

72 18150.83±160.81 34464.39±390.39 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 0 

12 14 

24 15 

48 32 

72 47 
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ตารางที่ ง.10 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 
ในน้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์
ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 58691.35±340.98 58929.68±660.90 

12 55391.53±439.70 58020.50±558.45 

24 41298.17±1396.14 46353.10±1013.87 

48 28023.83±193.08 42533.74±636.49 

72 22013.28±127.90 40078.36±185.34 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 0 

12 5 

24 11 

48 34 

72 45 
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ตารางที่ ง.11 ปริมาณน้้ามันปาล์มที่ลดลงด้วยแบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 
ในน้้าเสียสังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์ม ความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 

น้้ามันที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

แบคทีเรียผสมในรูปแบบเซลล์
ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม 

ชุดควบคุม 

0 108378.54±2343.90 108915.09±1038.07 

12 106202.05±5542.13 106419.57±2557.29 

24 95030.64±1611.52 96119.73±954.48 

48 87652.32±1130.66 92525.24±1868.33 

72 83513.93±1624.06 89179.81±924.51 

เวลา (วัน) น้้ามันที่หายไป (%) 

0 0 

12 0 

24 1 

48 5 

72 6 

ตารางที่ ง.12 จ้านวนแบคทีเรีย (logCFUต่อกรัม) ของแบคทีเรียผสมที่อยู่บนจากพอลิยูริเทนโฟมในที่
ผ่านการท้าจลนพลศาสตร์การย่อยสลายน้้ามันโดยมีจ้านวนเริ่มต้นประมาณ 11.2-11.6 logCFUต่อ
กรัม 
เวลา (ช่ัวโมง) จ้านวนแบคทีเรีย (logCFUต่อกรัม) 

ความเข้มข้นน้้ามันปาล์ม (กรัมต่อลิตร) 
 1.5 5 15 40 60 100 

6 9.67±0.57 - - - - - 

12 11.65±0.06 11.60±0.11 11.63±0.10 11.52±0.06 11.46±0.07 10.88±0.03 

24 12.21±0.09 12.63±0.07 12.90±0.05 12.32±0.17 12.52±0.07 12.97±0.03 
48 13.19±0.05 13.44±0.14 13.58±0.08 13.48±0.06 12.52±0.04 12.53±0.05 

72 - 13.57±0.08 13.40±0.10 13.31±0.36 13.32±0.08 13.29±0.09 
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ตารางที่ ง.13 ปริมาณไขมันในน้้าเสียจริงจากร้าน Mc Donald โดยชุดควบคุม ในบ่อดักไขมันจ้าลอง
ขนาด 4 ลิตร 

ระยะเวลา (วัน) 

ปริมาณไขมัน(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ชุดควบคุม 
น้้ามันที่หายไป (%) 

น้้าเข้า น้้าออก 

0 1606.93±109.48 1606.90± 109.47 0 

1 1796.29±15.53 1837.91±55.22 2 

3 1502.27±72.09 1554.81±65.44 3 

5 1455.82±95.82 1495.80±105.40 3 

7 1464.86±62.32 1517.61±20.04 3 

 
ตารางที่ ง.14 ปริมาณไขมันในน้้าเสียจริงจากร้าน Mc Donald โดยชุดทดลองวัสดุตรึงและอากาศ ใน

บ่อดักไขมันจ้าลองขนาด 4 ลิตร 

ระยะเวลา (วัน) 

ปริมาณไขมัน(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ชุดควบคุม 
น้้ามันที่หายไป (%) 

น้้าเข้า น้้าออก 

0 2995.51±107.54 2955.78±173.77  0 

1 2782.19±113.55 2230.71±119.65 19 

3 2668.91±122.76 2104.61±85.86 21 

5 2876.97±166.48 2238.28±185.69 22 

7 2161.56±268.66 1639.93±75.07 23 
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ตารางที่ ง.15 ปริมาณไขมันในน้้าเสียจริงจากร้าน Mc Donald โดยชุดทดลองใส่แบคทีเรียเซลล์ตรึง
และอากาศในบ่อดักไขมันจ้าลองขนาด 4 ลิตร 

ระยะเวลา (วัน) 

ปริมาณไขมัน(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ชุดทดลอง 
น้้ามันที่หายไป (%) 

น้้าเข้า น้้าออก 

0 1495.80±105.40 1495.79±149.40 0 

1 1418.96±94.06 1005.19±149.53 29 

3 1100.77±43.76 474.13±75.50 57 

5 1242.17±172.84 519.11±61.57 58 

7 1291.18±163.12 500.86±38.60 61 

9 1276.05±50.48 181.75±28.90 86 

11 1359.86±107.65 399.48±50.16 70 

13 1511.94±135.63 459.76±53.37 69 

15 1235.28±22.19 972.90±34.56 21 

17 1331.62±73.16 547.61±55.26 59 

19 1413.83±83.48 569.22±65.83 60 

21 1517.99±124.42 583.09±58.61 62 
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ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ Bacillus thuringiensis สายพันธุ์ SBO1  
>Contig-0 

TACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTG
CCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGG
AGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT
TTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAAGCCAGCCGCTTAGGGGGGAACAAATAATTGGGGTGC
AAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGC
GCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGA
GTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTC
CCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGC
TACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACA
GCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGT
TATCCCAGTCTTATGGGCAG 

 

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ Bacillus subtilis สายพันธุ์ URBO1 

>Contig-0 
GCTGCACGGTACTCCAGCGGATGCTTATGCGTTAGCTGCGTCACTAAAGGGCGGAACCCCCTAACACTTAACA
CTCCTCGTTTTAGCGCGTGGAATACCGGGGTATCTAATCGTGTTCTCTCCCCACGCTTTTCGCTCCTCAGTGTC
AGTTAAAGACCAAAGAGTCCCCCTCCCCAGTGGTGTTCCTCCATATCTCTACCATTTCACCGCTACACGTAGAA
TTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAATTTCCAATGACCCTCCGCGGGAGACCCGGGGACTTTTCAC
CTCACACTTAAAAAACCCCCCGCGAGCCTTTTACCCCCAATAATTCAGGAAAACGCTTGCCACCTACATAATAC
CGCGGGTGGTGGCAAATATATAGCCGTGGTTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCCCCCTATTCGAATTTT
ACTTTTTCTTCACTAACAACATACATTTACGATGCGAAAACCTTCATCACTCACGTTGCGTTGCACTGTCAGAT
GTTCCTCCATTGAGGAATATTCCCTACTGCTGACTCCCGTAGGAGTCTGGGACGCGTCTCAATCACATAGTGA
TCGATCACCCTCTCAGGTCGGATACCAATAATTACCTTGGTGAACCATTACCTCACCAACTACCATATGTGTCT
CGGGTCAATGTGAAAGTGGTAGTCAAAGCCACCTTTTATGATCGAATCATAAGGTTCAAACAAGTATCCACGT
AGTAACTCACGGTTTCCCGGACTTATCCCAATCGTACAGGTAGATTAGCCAGTTGTAACTCAGCCGTCAGCCG
TTAATATCAGGAGAGACAAACCTAAATAGCCCGCTCGACTTGCATGTATTAGAAACGCCGCTAGAGTTCGTCC
TGAGCTGTAAAAAAAACCCTAAAAAAAAACCTTTACAAAATCTTTTAGGGGCAAAGTTTT 
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ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ Bacillus cereus  สายพันธุ์ SBO2 
>Contig-0 

AGTAACACGTGGGTAACCTGCCCGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTG
TGAACCTCATGGTTCGAGATTGAAAGATGGCTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTATTTGAAT
AAGCTGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
CCGCCCTTTAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTTGGGAGGACAG
AGAGAGGGGGGGCGTGGGGGTGTCCACCTCTCGTGTCGAGATGTGGGGGGAAATCCCCCAACGAGAGCACCC
CTTTTGATTTTTTGCGCCCATTTTCTTGGGGGCTCTCTAGGGAGAGTCTAATCTTCTTGTGCCTTTTGAGATGT
GGGATACACGTGTGCTACTGTGGGGGGCACAGAGATGCGCGACACCGAGGGGGGGATCTTCTCTTATAACAG
CGCTCTCTTCTCATAGTGGGCGGTGCCTCTCCTCTATGCGGTGC 

 

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ Bacillus cereus  สายพันธุ์ UPO1 
>Contig-0 

GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAG
TGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG
TAACTGACACTCGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCG
TTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTT 



 

 

97 

 

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ peanibacillus elgii สายพันธุ์ RO3 
>Contig-0 

AAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGA
CCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAA
CTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAAAGCGACTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
TGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAAGAAAGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTTCAACCAGG
GGTACCACCGGCCTACATGAATTGTTTTTTACAAAAAAAA 
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รูปที่ ง1 ตัวอย่าง TLC-FID โครมาโตแกรมของน้้าเสียจริงจากบ่อดักไขมันจ้าลอง 

ก.น้้าเสียจริงก่อนเข้าระบบ Retention time=0.088 peak area=6383 

 ข.น้้าเสียจริงหลังเข้าระบบ Retention time=0.087 peak area=4468 
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  ข 

 
 

รูปที่ ง 2 ตัวอย่าง TLC-FID โครมาโตแกรมของน้้าเสียสังเคราะห์หลังจากเติมแบคทีเรียตรึง 

ก. น้้าเสียสังเคราะห์ชั่วโมงที่ 0 Retention time=0.093 peak area=10984 

 ข. น้้าเสียสังเคราะห์ชั่วโมงที่ 72 Retention time=0.090 peak area=5254 
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ปร ะ ว ัต ิผ ู้เข ียนว ิทยา น ิพนธ ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์ 

 

นางสาวพลิศา มหาชัย  เกิดเม่ือวันที่  3  พฤศจิกายน  พ.ศ.2533  ที่จังหวัดพิษณุโลก  
ส้าเร็จการศึกษาปริญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาพฤกษศาสตร์ สาขาพันธุศาสตร์ คณะ
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