
 
การบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามันถั่วเหลืองโดยการเติมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส                     

ในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวพิชญนาฏ  สุทธิสมณ 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวิทยาศาสตรสิ่งแวดลอม  (สหสาขาวิชา)  
บัณฑิตวิทยาลัย   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2546 
ISBN 974-17-4793-4  

ลิขสิทธ์ิของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 



 
TREATMENT OF WASTEWATER CONTAINING SOYBEAN OIL BY ADDING  

LIPASE-PRODUCING BACTERIA IN ACTIVATED SLUDGE SYSTEM  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Pitchanart Suthisom 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements  

for the Degree of Master of Science in Environmental Science (Inter-department) 
Graduate School 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2003 
ISBN 974-17-4793-4 

 



หัวขอวิทยานิพนธ การบําบัดน้ําเสียที่มีนํ้ามันถั่วเหลืองโดยการเติมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม
ไลเปสในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 

โดย นางสาวพิชญนาฏ สุทธิสมณ 
สาขาวิชา วิทยาศาสตรสิ่งแวดลอม 
อาจารยท่ีปรึกษา ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชาญวิทย โฆษิตานนท  
 
 
  บัณฑิตวิทยาลัย  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวนหนึ่ง
ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 
   ………………………………………….. คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 
   (ศาสตราจารย ดร. สุชาดา กีระนันทน) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 
   ……………………………………………  ประธานกรรมการ 
   (รองศาสตราจารย ดร.สมใจ เพ็งปรีชา) 
 
   …………………………………………...  อาจารยท่ีปรึกษา 
   (ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชาญวิทย  โฆษิตานนท) 
 
   …………………………………………… กรรมการ 
   (ผูชวยศาสตราจารย ดร. สุธา ขาวเธียร) 
 
   …………………………………………… กรรมการ 
   (ดร.สรวิศ เผาทองศุข) 



 

 

ง 
 

 

พิชญนาฏ สุทธิสมณ: การบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามันถั่วเหลืองโดยการเติมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม
ไลเปสในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ. (TREATMENT OF WASTEWATER CONTAINING 
SOYBEAN OIL BY ADDING LIPASE-PRODUCING BACTERIA IN ACTIVATED SLUDGE SYSTEM) 
อ. ที่ปรึกษา: ผูชวยศาสตราจารย ดร. ชาญวิทย โฆษิตานนท; 77 หนา. ISBN 974-17-4793-4. 

 
 
              จากตัวอยางดินและน้ําเสียจากรานอาหาร ตลาด และบานเรือน สามารถแยกแบคทีเรียผลิต  
ไลเปสดวยอาหารที่ประกอบดวยน้ํามันมะกอกได 37 ไอโซเลท นํามาคัดเลือกแบคทีเรียที่สรางบริเวณ
ใสไดกวางในอาหาร tributyrin agar ได 10 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบความสามารถในการอยูรอดใน
อาหารผสมน้ํามันถั่วเหลือง ไดแบคทีเรียผสมกลุมสุดทายประกอบดวย 3 ไอโซเลท คือ L1, L2 และ L3 
จึงนํามาศึกษาการยอยสลายน้ํามันถั่วเหลืองในน้ําเสียสังเคราะหในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ
ตอไป  
             
              ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันถั่วเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ในระบบบําบัด
แบบแอคติเวตเต็ดสลัดจพบวา ชุดควบคุมสามารถลดคาน้ํามันถั่วเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ไดรอยละ 
90.9, 84.1 และ 85.2 ตามลําดับ ชุดที่มีการเติมแบคทีเรียที่คัดเลือกได L1, L2 และ L3 สามารถลดคา  
น้ํามันถั่วเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ไดรอยละ 97.5, 86.3 และ 87.8 ตามลําดับ ชุดที่มีการเติมแบคทีเรียที่
คัดเลือกได L1, L2, L3, Acinetobacter  และ Yarrowia สามารถลดคาน้ํามันถั่วเหลือง ซีโอดี และบีโอดี 
ไดรอยละ 97.5, 86.5 และ 87.6 ตามลําดับ   ผลจากการติดตามความสามารถในการคงอยูในระบบของ
แบคที เรียที่คัดเลือกได  L1, L2 และ  L3 รวมทั้ง Acinetobacter และ  Yarrowia โดยใชยาปฏิ ชีวนะ 
Chloramphenical พบวากลุมจุลินทรียดังกลาวสามารถเจริญอยูในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ
ไดตลอดการทดลอง แสดงวาจุลินทรียที่เติมลงไปนาจะใชในระบบบําบัดจริงได ทั้งนี้จะตองทดลองใน
ระดับขยายขนาดตอไป 
 

สหสาขาวิชา         วทิยาศาสตรส่ิงแวดลอม             ลายมือช่ือนิสิต.........................................................
สาขาวิชา              วิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม              ลายมือช่ืออาจารยที่ปรึกษา................................…....   
ปการศึกษา                            2546                          .                                                                        



  
  

 

            จ
 

## 4389085520: MAJOR   INTER-DEPARTMENT OF ENVIRONMENTAL SCIENCE 
KEY WORD:  LIPASE/ ACTIVATED SLUDGE/ OIL REMOVAL/ WASTEWATER TREATMENT 

PITCHANART SUTHISOM: TREATMENT OF WASTEWATER CONTAINING 
SOYBEAN OIL BY ADDING LIPASE-PRODUCING BACTERIA IN ACTIVATED 
SLUDGE SYSTEM. THESIS ADVISOR: ASST. PROF. CHARNWIT KOSITANON, Ph.D., 
77 pp. ISBN 974-17-4793-4. 
  

 
           From soil samples and wastewater samples collected from canteen, side-street market and 
domestic house, 37 isolates with lipase activity were obtained in a medium containing olive oil which 
then further screened in tributyrin agar. Ten isolates with the highest clear zone from tributyrin agar 
were test for sustainability in synthetic wastewater with soybean oil. Isolates L1, L2 and L3 were the 3 
most abundant bacteria sustained in the wastewater. Therefore, L1, L2 and L3 were used for further 
study in soybean oil degradation using activated sludge system. 
 
           The removal efficiency of soybean oil, COD, BOD in activated sludge system of the control unit 
was 90.9%, 84.1% and 85.2%, respectively. The removal efficiency of soybean oil, COD, BOD of the 
unit with addition of L1, L2 and L3 were 97.5%, 86.3% and 87.8%, respectively. The removal 
efficiency of soybean oil, COD, BOD of the unit adding L1, L2 , L3, Acinetobacter and Yarrowia were 
97.5%, 86.5% and 87.6%, respectively. The follow up for sustainability of selected bacteria L1, L2 , L3, 
Acinetobacter and the yeast Yarrowia by using chloramphenical was found that these microorganisms 
could be sustained in activated sludge system throughout the experiment. The microorganisms showed 
their potential for using in activated sludge system. However, the further tests in scaling up are need. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
การที่น้ําทิ้งจากบานเรือนหรือโรงงานอุตสาหกรรมบางประเภทมีไขมันปะปนอยู มักกอให

เกิดปญหาตอระบบบําบัดน้ําทิ้งทางชีววิทยาอยางมาก เนื่องจากการลอยตัวของไขมันเปนสาเหตุให
มีการดึงสารแขวนลอยอื่นๆ ขึ้นสูผิวทําใหตกตะกอนยาก (พัฒนา ขวัญสกุล, 2520) และไขมัน     
กอใหเกิดปญหาการอุดตันทําใหระบบบําบัดไมสามารถทํางานได (ธงชัย พรรณสวัสดิ์, 2530)   
นอกจากนี้ยังทําใหกระบวนการการยอยสลายน้ําทิ้งชามากเพราะจุลินทรียยอยไขมันไดชา ดวยเหตุ
ดังกลาวเมื่อมีการบําบัดน้ําทิ้งทางชีววิทยาจึงจําเปนตองคํานึงถึงไขมันที่อาจจะปะปนอยูในน้ําทิ้ง
บางประเภท  

 
การกําจัดไขมันในน้ําทิ้งนั้นสามารถกําจัดไดทั้งวิธีทางกายภาพ ไดแก การตักหรือกวาด 

(skimming) การทําใหลอย (flotation)  และวิธีทางเคมี ไดแก การใชสารเคมีชวยในการตกตะกอน 
(chemical precipitation) เปนตน  ซ่ึงโดยทั่วไปกระบวนการบําบัดน้ําทิ้งทางชีววิทยานั้นจะมีการ
กําจัดไขมันตามวิธีขางตนกอน เพราะไขมันที่มีอยูในน้ําทิ้งจะทําใหการบําบัดน้ําทิ้งทางชีววิทยา  
ไมไดผลดีเทาที่ควร ทําใหตองใชพื้นที่และตนทุนในการสรางถังดักไขมันและตองเสียคาแรงใน
การชอนตักไขมันจากบอทิ้งเพื่อไปกําจัดดวยวิธีอ่ืน ไดมีการศึกษาปริมาณไขมันจากโรงอาหาร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี (ขนาด 13 รานคา) พบวาน้ําทิ้งที่ออกมายังมีปริมาณไขมัน
สูงถึง 163 มิลลิกรัมตอลิตร จากเริ่มตน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร แมจะใชเวลากักพักในถังดักไขมัน
สูงถึง 6 ชั่วโมง แลวก็ตาม (อุดร จารุรัตน และจารุรัตน วรนิสรากุล, 2536)  ดังนั้นหากมีการนํา       
จุลินทรียที่สามารถสรางเอนไซมไลเปสเพื่อยอยสลายน้ํามันและไขมันในน้ําเสียมาทํางานพรอมกับ
กระบวนการบําบัดน้ําเสียทางชีววิทยาได นาจะเปนวิธีการที่ชวยลดขั้นตอนการบําบัดลงแตยัง
บําบัดน้ําเสียไดดี ในการศึกษานี้จะคัดเลือกแบคทีเรียที่สรางเอนไซมไลเปสเพื่อที่จะนํามาใชในการ
บําบัดน้ําเสียในระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ  

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

 1.2.1     คัดเลือกจุลินทรียที่ผลิต   extracellular  lipase   เพื่อใชในการบําบัดน้ําเสียที่มี 
  น้ํามัน 
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1.2.2     ศึกษาประสิทธิภาพของระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจที่เติมแบคทีเรียที่คัดเลือกได 
ในการบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามัน 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

1.3.1 จุลินทรียผสม (mixed culture) คือ แบคทีเรียผลิตไลเปสที่คัดเลือกได ผสมกับ 
 Acinetobacter และ Yarrowia ในการศึกษากับแบบจําลองของระบบบําบัด 
1.3.2 น้ําเสียที่ใช คือ น้ําเสียสังเคราะหที่เติมน้ํามันถ่ัวเหลือง (0.1%) 
1.3.3 แบบจําลองที่ใชของระบบบําบัดน้ําเสียเปนแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ  ในระดับหอง

ปฏิบัติการ 
1.3.4 ทําการตรวจวิเคราะหคา pH, COD, BOD, MLSS, DO และ น้ํามัน เพื่อประเมิน       

 ประสิทธิภาพของระบบที่เติมและไมเติมจุลินทรียผสม 
 
1.4  วิธีดําเนินการวิจัย 
  

การศึกษาครั้งนี้เร่ิมดําเนินการทดลองโดยทําการแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส 
และทําการคัดเลือกกลุมแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการยอยสลายน้ํามันถ่ัวเหลือง จากนั้นจึง
นําไปศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันในน้ําเสีย ในระบบบาํบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ  
 
1.5  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 
1.5.1 สามารถนําแบคทีเรียผลิตไลเปสที่คัดเลือกได ไปใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการ

ยอยสลายน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสียได 
1.5.2     เปนการชวยลดปญหามลพิษสิ่งแวดลอมทางน้ําที่เกิดจากน้ํามัน 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
 

2.1.1 น้ํามันและไขมันในน้ําท้ิง 
 
น้ํามันและไขมันที่ปะปนมากับน้ําทิ้งบานเรือน โรงงานอุตสาหกรรม ภัตตาคาร โรงแรม 

อาคารสูง นับเปนปญหาสําคัญที่กอใหเกิดสภาพมลภาวะการเนาเสียของลําน้ําสาธารณะโดยทั่วไป
สภาพน้ํามันและไขมันที่ปะปนออกมานั้นจะเคลือบที่ผิวหนาของน้ําทิ้งทําใหเกิดความไมนาดูและ
ยังทําใหดึงสารแขวนลอยอื่นๆ ขึ้นสูผิว ทําใหตกตะกอนยาก อีกทั้งยังปดกั้นผิวหนาไมใหอากาศ
ผานเขาไปผสมกับน้ําได  นอกจากนี้น้ํามันและไขมันอาจหอหุมจุลินทรียทําใหจุลินทรียไมสามารถ
กินอาหารหรือหายใจได การยอยสลายไขมันในน้ําทิ้งเกิดชามากเพราะจุลินทรียยอยน้ํามันและ    
ไขมันไดชา    ดวยเหตุดังกลาวเมื่อจะมีการบําบัดน้ําทิ้งทางชีววิทยาจําเปนตองคํานึงถึงน้ํามันและ
ไขมันที่อาจปะปนอยูในน้ําทิ้งบางประเภท 
 
 2.1.1.1 สภาพทางกายภาพของน้ํามันและไขมันในน้ําท้ิง   

 
น้ํามันและไขมันปะปนอยูในน้ําทิ้งในรูปตางๆ คือ 

 (1) สารแขวนลอย (as suspended fat or oil) มีเสนผานศูนยกลางของอนุภาคประมาณ 
10-3 ซม. บางทีเรียก catchable fat  
 (2) อีมัลช่ัน (as emulsified fat or oil) หมายถึง ไขมันที่อยูใน heterogenous system คือ
อนุภาคที่มีเสนผานศูนยกลางของอนุภาคประมาณ 10-5 ซม. กระจายอยูในน้ํา  

(3) สารละลาย (as dissolved fat or oil) เปนพวกกรดไขมัน (fatty acid) ซ่ึงประกอบ
ดวย oleophilic hydrocarbon chain และ hydrophilic head group ทําใหละลายอยูในน้ําได 

 
2.1.1.2 วิธีการกําจัดน้ํามันและไขมัน 
 
การกําจัดน้ํามันและไขมันทําไดโดยการแยกน้ํามันและไขมันออกจากน้ําเสียนั้นสามารถ

ทําไดโดยหลายวิธี ไดแก วิธีการทางดานกายภาพ วิธีการดานเคมี และวิธีการทางดานชีววิทยา    
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การจะเลือกวิธีใดนั้นขึ้นกับองคประกอบหลายประการ เชน ปริมาณ สภาพ ชนิด ของน้ํามันและ  
ไขมัน 

 
(1) วิธีการทางดานกายภาพ (physical method) เปนวิธีที่ไดรับความนิยมใชกันมาก

และแพรหลาย เนื่องจากทําไดรวดเร็ว คาใชจายในการดําเนินการต่ํา กระบวนการไมซับซอน ทั้งนี้
ยังขึ้นกับคุณสมบัติของน้ํามันและไขมันทางดานกายภาพ ซ่ึงแตกตางกันไปตามแหลงกําเนิด และ
ขนาดโมเลกุล ชนิดที่โมเลกุลใหญมีระยะเวลาเก็บกักนอยสามารถแยกชั้นไดรวดเร็วอาจใชถังดัก  
น้ํามันและไขมัน (oil & grease trap) แตถามีโมเลกุลขนาดเล็ก เชน ในรูปของคอลลอยด หรือ        
อีมัลช่ัน (colloid & emulsion) ซ่ึงโมเลกุลมีขนาดใกลเคียงกับโมเลกุลของน้ําหรือเล็กกวา ทําให
แยกออกมาไดยาก ตองใชกรรมวิธีอ่ืน เชน วิธีใชอากาศเปาลงไปในน้ําทิ้ง (air floatation) เปนวิธี
ทางกายภาพอีกวิธีหนึ่งที่ใชไดกับน้ํามันและไขมันเกือบทุกชนิด โดยเฉพาะที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก 
ความหนาแนนนอย การเปาอากาศลงไปในน้ําทิ้งจะเปนการแยกน้ํามันและไขมันออกจากน้ํา โดย
การอัดอากาศใหเปนฟองขนาดเล็กๆ ฟองเหลานี้จะเปนตัวชวย ยก พา แยก โมเลกุลของน้ํามันและ
ไขมันออกจากน้ําทิ้ง (วิทยา อยูสุข, 2537) 

 
(2) วิธีการทางเคมี (chemical method) สามารถทําไดดวยการเติมสารเคมี เชน คลอรีน 

แตวิธีการนี้มักไมคอยไดรับความนิยมเพราะจะกอใหเกิดการตกคางของสารเคมีในระบบ และยังไม
เหมาะกับระบบบําบัดน้ําเสียแบบเลี้ยงตะกอนเพราะสารเคมีจะไปทําลายจุลินทรียในระบบ 

 
 (3) วิธีการทางดานชีววิทยา (biological method) วิธีการนี้สามารถทําได 2 วิธี คือ  
  

(3.1) การสลายโดยจุลินทรียตามธรรมชาติ (biodegradation) เปนกระบวนการ
ที่ใชจุลินทรียที่มีอยูแลวตามธรรมชาติ เชน ยีสต รา แอคทิโนมัยซิส และแบคทีเรีย ชวยในการ   
ยอยสลายน้ํามันและไขมัน และนําเอาไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึมของตัวมันเอง ซ่ึงกระบวน
การนี้จะเปนไปอยางชาๆ และใชเวลานานกวาจะกําจัดไดหมด แตจะกอใหเกิดผลกระทบตอ        
ส่ิงแวดลอมนอย หรือแทบไมเกิดเลย (สมรัตน ยินดีพิธ, 2533) 
 

(3.2) การเรงธรรมชาติ (bioremediation) ทําได 2 วิธี ดังนี้ 
(3.2.1) การเติมธาตุอาหาร (nutrient enrichment or fertilization) เชน การ

เติมไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ลงในน้ําที่มีน้ํามันและไขมันเพื่อกระตุนหรือเพิ่มการเจริญเติบโต
ของเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยน้ํามันและไขมันที่มีอยูแลวตามธรรมชาติ ใหมีจํานวนเพิ่มขึ้นอยาง
รวดเร็ว 



 5

(3.2.2) การเติมเชื้อจุลินทรีย (seeding) เปนการเพิ่มจํานวนเชื้อจุลินทรียที่
สามารถยอยสลายน้ํามันและไขมันใหมากขึ้น เชื้อที่เติมยังแบงออกไดเปน 2 กลุม คือ เชื้อที่มีอยู
แลวตามธรรมชาติแลวแยกออกมา กับเชื้อที่ไดรับการปรับปรุงสายพันธุโดยทางพันธุวิศวกรรม    
(จิราภรณ สุขุมาวาลี และคณะ, 2536) 

 
2.1.2 ระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ (activated sludge) 

  
ระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ (activated sludge) เปนระบบบําบัดน้ําเสียทางชีววิทยา ซ่ึงอาศัย

ส่ิงมีชีวิต อันไดแก พวกจุลินทรียทั้งหลายในการกิน ทําลาย ยอยสลาย ดูดซับ หรือเปลี่ยนรูปของ
มลสารตางๆ ที่อยูในน้ําเสียใหมีคาความสกปรกนอยลง ในการควบคุมการทํางานจึงเปนเรื่องที่ 
คอนขางซับซอนและละเอียดออน ตองเขาใจความตองการของจุลินทรียชนิดตางๆ รวมทั้งสภาวะ
แวดลอมและลักษณะทางกายภาพตางๆ ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตเพื่อใหระบบสามารถทํางาน
ไดดีที่สุด 
 

2.1.2.1 กลไกในการทํางานของระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
  

กระบวนการแอคติเวตเต็ดสลัดจประกอบดวยส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กมากมายหลายชนิดที่ถูก
ควบคุมใหเจริญเติบโตอยูในน้ํา ซ่ึงมีออกซิเจนอิสระละลายอยู และจะตองมีสารอินทรียที่สามารถ
ใชเปนอาหารและแหลงพลังงานในการดํารงชีพไดอีกดวย ปฏิกริยาทางชีวเคมีของกระบวนการ
สามารถเขียนไดดังนี้ 
        ออกซิเจน 
 มลสารอินทรีย + จุลินทรีย         จุลินทรียตัวใหม + คารบอนไดออกไซด  

       + น้ํา + พลังงาน 
 

 มลสาร (pollutant) ที่อยูในน้ําเสียจะถูกจุลินทรียใชเปนอาหารและเจริญเติบโตขยายพันธุ
ตอไป กาซคารบอนไดออกไซดจะลอยขึ้นไปในอากาศ สวนน้ําจะผสมออกไปกับน้ําที่บําบัดแลว 
พลังงานก็จะถูกจุลินทรียใชในการดําเนินชีวิต สรุปแลวมลสารซึ่งสวนใหญไดแก สารอินทรียตางๆ 
ในน้ําเสียจะถูกเปลี่ยนมาเปนจุลินทรียที่หนักกวาน้ํา สามารถแยกออกไดงายดวยการตกตะกอนใน
ถังตกตะกอน น้ําเสียที่ถูกจุลินทรียนําสารอินทรียตางๆ มาใชจนหมดแลวกจ็ะเปนน้ําสะอาดพอที่จะ
ปลอยทิ้งโดยไมเกิดการเนาเหม็น 
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ในการใชสารอาหารหรือในการยอยสลาย (break down) สารอินทรียอาจมีการทํางานรวม
กันหลายชนิดก็ได โดยจุลินทรียบางชนิดเริ่มทําการยอยสลายสารอินทรียที่ซับซอน (complex 
organics) กอน จากนั้นก็จะมีชนิดอื่นๆ ยอยสลายสวนที่เหลือ หรือมิฉะนั้นก็อาจจะเปนการนําเอา
ผลหรือของเสียที่เกิดจากการยอยสลายสารอินทรียของจุลินทรียชนิดอื่นๆ มาทําการยอยสลายตอ
จนเปนสารที่ไมสามารถยอยสลายตอไปไดอีก (end product) ลักษณะของการเปลี่ยนแปลงตางๆ 
ในการทํางานของกระบวนการแบบทํางานเปนครั้งคราว (batch process) สามารถแสดงไดตามรูป 
ที่ 2.1 

 
    รูปที่ 2.1 ปฏิกริยาและการเปลี่ยนแปลงตางๆ ที่เกิดขึ้นในกระบวนการบําบัดทางชีววิทยาแบบ 

     ไมตอเนื่อง (สุรพล สายพานิช, 2538: 151-153) 
 
เมื่อเริ่มการทํางานคาความเขมขนของสารอินทรียในน้ําเสียจะมีคาสูง สวนจุลินทรียจะมีคา

ความเขมขนต่ําและมีอัตราการใชออกซิเจนต่ํา ตอจากนั้นเมื่อจุลินทรียเร่ิมทําการยอยสลายสาร
อินทรียก็จะเริ่มใชออกซิเจนมากขึ้นและเจริญเติบโตเปนผลใหมีจํานวนจุลินทรยีเพิ่มขึ้นอยาง    
รวดเร็ว คร้ันเมื่ออาหารเริ่มขาดแคลนจนไมเพียงพอในการดํารงชีพของจุลินทรีย ปริมาณจุลินทรีย
และอัตราความตองการออกซิเจนก็จะลดลงตามลําดับ แตสําหรับในระบบบําบัดน้ําเสียจริงซึ่งมี     
น้ําเสียไหลเขาระบบอยางตอเนื่อง จุลินทรียก็จะยอยสลายสารอินทรียและเพิ่มปริมาณอยูตลอดเวลา
และมีอัตราการใชออกซิเจนสูงตลอดเวลาเชนเดียวกัน 

 
จุลินทรียตองนําออกซิเจนมาใชดวยเหตุผล 3 ประการ คือ 
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(1) ใชในการยอยสลายสารอินทรียไปเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงาน ตาม    
สมการ 

 
     จุลินทรีย 

สารอินทรีย + ออกซิเจน                    คารบอนไดออกไซด + น้ํา + พลังงาน  
        เอนไซม 
 

(2) ใชในการสรางเซลลใหม 
 

  จุลินทรีย 
  สารอินทรีย + ฟอสฟอรัส + ไนโตรเจน + ออกซิเจน                       เซลลใหม  +   น้ํา  

   พลังงาน        + คารบอนไดออกไซด 
 

(3) ใชในการยอยสลายจุลินทรียตัวอ่ืนที่ตายแลวเพื่อเปนอาหาร 
 

จุลินทรีย 
 จุลินทรียที่ตายแลว + ออกซิเจน                         คารบอนไดออกไซด + น้ํา + พลังงาน  

เอนไซม                 + (แอมโมเนียหรือไนเตรต) 
  

2.1.2.2 สวนประกอบและการทํางานของระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
 
 สวนประกอบของระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจประกอบดวยกระบวนการ
ยอยที่สําคัญหลายกระบวนการมารวมกัน แสดงดังรูปที่ 2.2 
 
Untreated                   Effluent 
Wastewater 
 
           Sludge  Return Sludge   Waste Sludge 
 

รูปที่ 2.2  สวนประกอบของระบบบําบัดน้ําเสียแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
           (วรรษา โชติชัยสถิตย, 2541) 

Primary 
Treatment

Aeration 
Tank

Settling 
tank
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 น้ําเสียเมื่อผานระบบบําบัดเบื้องตน (primary treatment) ซ่ึงเปนการบําบัดทางกายภาพเพื่อ
ขจัดของแข็งขนาดใหญ เชน เศษผา กระดาษ กรวด ทราย เปนตน แลวก็จะไหลเขาถังเติมอากาศ 
(aeration tank) ซ่ึงถังเติมอากาศถือวาเปนสวนที่สําคัญที่สุดของระบบนี้ โดยในถังเติมอากาศจะมี
เครื่องเติมอากาศเพื่อเพิ่มออกซิเจนใหแกน้ําเสีย และผสมน้ําเสียกับจุลินทรียใหทําปฏิกริยาดาน    
ชีวเคมีในการกําจัดส่ิงสกปรกในน้ําเสีย ทําใหระบบสามารถกําจัดส่ิงสกปรกที่อยูในน้ําเสียได
ประมาณ 90% ซ่ึงสวนที่ถูกกําจัดไปสวนใหญ ไดแก พวกสารอินทรีย 
 
 น้ําเสียที่ถูกบําบัดแลวจะไหลตอไปยังถังตกตะกอนเพื่อแยกตะกอนจุลินทรียออกจากน้ําใส 
หนาที่สําคัญของถังตกตะกอน คือ การขจัดของแข็งตกตะกอนไดหรือแยกจุลินทรียออกจากน้ําเสีย 
ทั้งนี้ เพื่อใหน้ําที่ผานถังตกตะกอนออกไปแลวมีคุณภาพที่ดี เชน มีความเขมขนของตะกอน
แขวนลอยตํ่า มีคาบีโอดีต่ํา เปนตน และหลังแยกตะกอนจุลินทรียโดยการตกตะกอนออกจากน้ําทิ้ง
แลวตะกอนที่แยกตัวอยูที่กนถังตกตะกอนสวนหนึ่งจะถูกสูบกลับ (return sludge) ไปเขายังถังเติม
อากาศเพื่อลดมลสารที่เขามาใหม และเพื่อรักษาปริมาณจุลินทรียในระบบใหมีคาคงที่ตลอดเวลา 
ซ่ึงจะมีผลทําใหการทํางานของระบบขึ้นอยูกับการหมุนเวียนจุลินทรียกลับสูระบบอยางเพียงพอ 
ตะกอนจุลินทรียอีกสวนหนึ่งจะเปนตะกอนจุลินทรียสวนเกินที่เปนผลจากการเจริญเติบโตซึ่งจะ
ตองนําไปบําบัด สําหรับน้ําใสสวนบนจะเปนน้ําที่ผานการบําบัดแลวทิ้งออกจากระบบได 
 
 สวนการนําตะกอนจุลินทรียสวนเกิน  (excess sludge) ที่ เกิดจากการเจริญเติบโตของ          
จุลินทรียออกจากระบบเปนสิ่งจําเปนที่จะตองกระทําอยางสม่ําเสมอเพื่อรักษาปริมาณตะกอน        
จุลินทรียในระบบใหมีคาพอเหมาะ ซ่ึงเปนหลักสําคัญในการควบคุมการทํางานของกระบวนการ
ตะกอนเรง ใหมีอัตราสวนของอาหารตอจุลินทรีย (F/M) ที่สมดุล อันจะยังผลใหอาหารหรือมลสาร
ที่มีอยูในน้ําเสียสามารถถูกกําจัดใหหมดไปหรือมีคาเหลืออยูนอย เพื่อใหอาหารเปนตัวจํากัดในการ
เจริญเติบโต (food limiting factor) 
 

2.1.2.3 จุลินทรียชนิดตางๆ ท่ีอยูในระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
  

ในการออกแบบและควบคุมระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจนั้นตองมีความเขาใจถึงจุลินทรีย
ชนิดตางๆ ที่อยูในระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ ซ่ึงจุลินทรียในระบบนี้แบงออกเปน 4 ประเภท คือ 

 
(1) จุลินทรียผูสรางฟลอค (floc former) สวนใหญจะเปนแบคทีเรียที่สามารถจับตัว

กันเปนกลุมฟลอค และตกตะกอนไดดี 
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(2) จุลินทรียผูสลาย (saprophyte) สวนใหญจะเปนแบคทีเรียที่ทําหนาที่ยอยสลายสาร
อินทรีย บางชนิดสรางฟลอคไดดวย 
 (3) จุลินทรียผูกิน (predator) คือ พวกที่กินจุลินทรียที่มีขนาดเล็กกวาเปนอาหาร กลุม
นี้ประกอบดวยโปรโตซัว (protozoa) อมีบา (ameoba) และ โรติเฟอร (rotifer) เปนตน 
 (4) จุลินทรียผูกอกวน (nuisance microorganism) เปนพวกที่กอกวนการทํางานของ
ระบบ เชน แบคทีเรียที่มีลักษณะเปนเสนใย (filamentous bacteria) ซ่ึงทําใหเกิดอาการตะกอนไม
จมตัว เปนตน 

 
ระบบบําบัดน้ําเสียจะทํางานไดดีเมื่อจุลินทรียทั้ง 4 ประเภท อาศัยอยูรวมกันในปริมาณที่

เหมาะสม  
 

2.1.2.4 การเกิดตะกอนแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
  

ตะกอนแบคทีเรียแอคติเวตเต็ดสลัดจเกิดขึ้นตอเนื่องกัน 3 ขั้นตอน ในถังเติมอากาศ คือ 
  

 (1) ขั้นสงถาย (transfer step) สารอินทรียในน้ําเสียจะถูกแบคทีเรียดูดมาติดที่ผนัง
เซลล และสงน้ํายอยออกมายอยสลายจนสารอินทรียเปล่ียนไปอยูในรูปโมเลกุลที่เล็กพอที่ซึมผาน
เขาในเซลลเพื่อใชเปนอาหารได ในขั้นตอนนี้จะใชเวลาประมาณ 15 ถึง 30 นาที จุลินทรียจะผลิต
น้ํายอยขึ้นมาไวภายในเซลลและในน้ําที่อยูรอบตัวของมัน 

(2)  ขั้นเปลี่ยนรูป (conversion step) เมื่อสารอินทรียในน้ําเสียถูกยอยใหมีโมเลกุลเล็ก
และสามารถละลายน้ําผานเขาไปในเซลลไดแลว ก็จะถูกจุลินทรียทําการเปลี่ยนรูปโดยกระบวน
การสลาย (catalysis) กระบวนการสังเคราะห (synthesis) และกระบวนการออกซิเดชั่น (oxidation) 
เพื่อสรางพลังงาน 
 (3) ข้ันรวมตะกอน (floculation step) เปนการรวมตัวของตะกอนแบคทีเรียโดย          
จุลินทรียจะถูกกวนผสมกันอยูในถังเติมอากาศ จับตัวเปนตะกอนใหญ ที่เรียกวา ฟลอค (floc) 
 

2.1.2.5 การเจริญเติบโตของจุลินทรียในระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
 

จุลินทรียที่อยูในถังปฏิกริยาสามารถแบงการเจริญเติบโตออกไดเปน 5 ชวง ดังแสดงในรูป
ที่ 2.3  
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รูปที่ 2.3   อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียในชวงตางๆ ในระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
    (เพ็ชรพร เชาวกิจเจริญ, 2537) 
 

จากรูปขางตนสามารถอธิบายไดดังนี้ 
 

ชวงท่ี 1 Lag Phase เปนระยะเริ่มใสจุลินทรียลงไปในอาหารหรือสารอินทรีย จะเปนระยะ
ปรับตัวมีอัตราการเพิ่มจํานวนของจุลินทรียต่ํา เนื่องจากจุลินทรียตองใชเวลาในการปรับตัวใหเขา
กับสภาพแวดลอม และเริ่มสรางเอนไซมที่จําเปนในการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสีย 

ชวงท่ี 2 Log Phase เปนระยะที่จุลินทรียปรับตัวเองไดแลว เมื่อมีอาหารสมบูรณจึงเติบโต
ไดรวดเร็ว เนื่องจากมีอาหารเหลือเฟอ ลักษณะของจุลินทรียจะเติบโตกระจายเปนเซลลอิสระไม
รวมกันเปนฟลอคที่ดี ถาระบบบําบัดน้ําเสียทํางานอยูในชวงนี้ตะกอนเรงจะตกตะกอนไมดี เปนผล
ใหน้ําทิ้งขุน เนื่องจากมีตะกอนจุลินทรียหลุดออกมามาก อีกทั้งยังมีมลสารอินทรียเหลืออยูเปน
จํานวนมากทําใหน้ําออกมีคาบีโอดสูีง 

ชวงท่ี 3 Stationary Phase เปนระยะที่อัตราการแบงตัวของจุลินทรียเทากับอัตราการตาย
ของจุลินทรียเนื่องจากปริมาณสารอาหารลดลง ทําใหการเจริญเติบโตถูกจํากัด 

ชวงท่ี 4 Declining Phase เปนระยะที่อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะลดลงเนื่องจาก
มีปริมาณอาหารเหลืออยูจํากัด จุลินทรียจะรวมกลุมกันเปนฟลอคที่ดีตกตะกอนไดงาย 
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ชวงท่ี 5 Endogenous Phase เปนระยะที่พวกจุลินทรียใชอาหารที่เก็บสะสมเอาไวภายในตัว
ของมันเองจนหมดแลวก็จะตายและเซลลแตก (lysis) กลายเปนอาหารของจุลินทรียตัวอ่ืนที่ยังมี
ชีวิตอยู เนื่องจากปริมาณอาหารที่มีในสิ่งแวดลอมลดนอยลงหรือเริ่มขาดแคลน หากไมมีอาหารเพิ่ม
ขึ้นจํานวนจุลินทรียก็จะลดลงและตายจนหมด 

 
ในถังเติมอากาศมักควบคุมใหจุลินทรียทํางานในชวงที่ 4 และ 5 เนื่องจากการเกิดตะกอน  

จุลินทรียนั้นจะเริ่มเกิดในระยะ Declining Phase และจะไดดีที่สุดที่ระยะ Endogenous Phase 
 

2.1.2.6 ปจจัยท่ีมีผลตอการเลี้ยงตะกอนจุลินทรีย 
  

การเลี้ยงตะกอนจุลินทรียตองคํานึงถึงปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการทํางานของระบบเพื่อให
ระบบทํางานอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด ปจจัยดังกลาว ไดแก 

 
(1) ความเขมขนของสารอินทรียในน้ําเสีย 
สารอินทรียในน้ําเสียเปนอาหารของจุลินทรียในระบบตะกอนเรง ดังนั้นหากความ  

เขมขนของสารอินทรียเปล่ียนแปลงมากจะมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียในระบบ การควบ
คุมการทํางานที่ดีจงึตองควบคุมอัตราสวนของอาหารตอจุลินทรียในระบบใหมีคาพอเหมาะ 

(2) อาหารเสริม 
จุลินทรียตองการอาหารเสริม (Nutrients) ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และเหล็ก 

นอกเหนือจากสารอินทรียตางๆ ซ่ึงนํามาใชเปนพลังงาน ปกติแรธาตุเหลานี้มีอยูครบในน้ําเสียชุม
ชน (Domestic Wastewater) แตอาจจะมีไมพอในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม จึงควรมีการเติม
ใหเหมาะสม 

(3) ออกซิเจนละลายน้ํา 
ในถังเติมอากาศควรมีคาออกซิเจนละลายน้ําระหวาง 1 ถึง 2 มิลลิกรัมตอลิตร จึงจะ

เหมาะสมสําหรับจุลินทรียในการบําบัดน้ําเสีย 
(4) ระยะเวลาในการบําบัด 
ระยะเวลาที่ใชในการบําบัดน้ําเสียในถังเติมอากาศ จะตองมีมากพอที่จุลินทรียจะใชใน

การยอยสลายมลสารตางๆ เพื่อใหระบบสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ 
(5) คาพีเอช 
คาพีเอชมีผลตอการทํางานของจุลินทรียมากในระบบบําบัดน้ําเสีย ดังนั้นควรควบคุม

ใหระบบมีคาพีเอชใกล 7 มากที่สุด และไมควรมีคาเกินชวง 6.5-8.5 
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(6) สารพิษ 
สารเปนพิษที่มีผลตอจุลินทรียและการทํางานของระบบ แบงออกเปน 2 จําพวก คือ 

แบบพิษเฉียบพลัน ซ่ึงจุลินทรียจะตายหมดภายในระยะเวลาอันสั้น และแบบพิษออกฤทธิ์ชา ซ่ึงใช
เวลานานและคอยๆ ตาย 

(7) อุณหภูมิ 
อุณหภูมิเปนปจจัยสําคัญในการทํางานและเจริญเติบโตของจุลินทรียในกระบวนการ

เล้ียงตะกอน เนื่องจากโดยทั่วไปการเพิ่มอุณหภูมิขึ้น 10 องศาเซลเซียส จะทําใหจุลินทรียเติบโต
เพิ่มขึ้นอีกเทาตัว 

(8) การกวน 
การกวนภายในถังเติมอากาศตองทั่วถึง เพื่อทําใหระบบมีประสิทธิภาพในการกําจัด

มลสารสูงเพราะจุลินทรียไดสัมผัสกับน้ําเสียที่สงเขามาบําบัดไดทั่วถึง 
(9) อัตราการไหลของน้ําเสีย 
การเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของน้ําเสียที่สงเขามาในระบบบําบัด  มีผลโดยตรงตอ

การทํางานของกระบวนการทางชีววิทยา ดังนั้นควรมีการควบคุมใหมีการสงน้ําเสียเขามาบําบัด
อยางสม่ําเสมอในอัตราที่ใกลเคียงกับที่ไดออกแบบเอาไว 
 

2.1.3 จุลินทรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 
 
2.1.3.1 เอนไซมไลเปส 
 
เอนไซมไลเปสมีชื่อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry วา กลีเซอรอล 

เอสเทอร ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) (E.C. 3.1.1.3) เปนเอนไซมที่ยอยสลายโมเลกุลของ
ไตรกลีเซอไรด  ไดผลิตภัณฑเปนกลีเซอรอลกับกรดไขมันดังรูปที่ 2.4  พบวาไดกลีเซอไรดและ  
โมโนกลีเซอไรดอาจเปนสารตัวกลางในปฏิกริยาได  โดยธรรมชาติสับสเตรทของไลเปสเปน    
ไตรกลีเซอไรดซ่ึงเปนกรดไขมันโมเลกุลยาวที่ไมละลายน้ํา ไลเปสจะเรงปฏิกริยาการยอยสลาย
พันธะเอสเทอรที่อยูระหวางสวนที่ไมละลายน้ําและสวนที่สามารถละลายน้ําได ซ่ึงจะเกิดปฏิกริยา
ดังกลาวไดเมื่อไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพ oil-water interface (Macrae, 1983) 
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Triglyceride 
↓↑ 

Diglyceride + free fatty acid 
↓↑ 

Monoglyceride + free fatty acid 
↓↑ 

Glycerol + free fatty acid 
 

รูปที่ 2.4  ปฏิกริยาไฮโดรไลซิสของไลเปส (Macrae, 1983) 
 

2.1.3.2  แหลงของจุลินทรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 
 

เอนไซมไลเปสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด ซ่ึงแตละชนิดจะใหเอนไซมไลเปส
ที่มีคุณสมบัติในการทํางานแตกตางกันไป เอนไซมไลเปสที่ไดจากจุลินทรียนั้นมี 2 รูปแบบดวยกัน
คือ extracellular lipase  และ intracellular lipase จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสสามารถพบได    
ทั่วไปในธรรมชาติ โดยเฉพาะในบริเวณที่มีน้ํามันและไขมันปนเปอน เชน Sztajar และ 
Maliszewska (1988) ไดคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจากดินที่มีน้ํามันปนเปอน หรือ
สามารถพบจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดในดินนา ดินจากสวนผัก และดินในสวนปา (Kojima 
และคณะ, 1994) และยังพบไดในระบบบําบัดน้ําเสีย (Chappe และคณะ, 1995) นอกจากนี้ยัง
สามารถพบไดในอาหาร โดย Talon และคณะ (1995) พบจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสได
จากไสกรอก (French dry sausages)  

 
2.1.3.3 จุลินทรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 
 
จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดนั้นมีหลายจําพวก เชน  
 
(1) เชื้อรา มีเชื้อราหลายจีนัสที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสได เชน Rhizopus sp. ที่แยกได

จากอุตสาหกรรมน้ํามันพืช พบวามีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 84 unitตอลิตร เมื่อใชน้ํามัน
มะกอกเปนสับสเตรท (Sztajar และ Maliszewska, 1988)  Gluyamova และ Davranov (1994) ได
ศึกษาการผลิตเอนไซมไลเปสจาก Mucor miehei พบวาสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดทั้งแบบ 
extracellular lipase  และ intracellular lipase 
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(2) ยีสต Miller และคณะ (1991) ไดศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสซึ่งไดจาก Candida 
rugosa เปนยีสตที่สามารถนํามาผลิตเอนไซมไลเปสในระดับการคาได 

 
(3) แบคทีเรีย Sugihara และคณะ (1992) คัดเลือกจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ทน

อุณหภูมิสูงจากดินได  คือ Pseudomonas cepacia  และ Schuepp และคณะ (1995) ไดศึกษาการผลิต 
การทําใหบริสุทธิ์ และลักษณะการทํางานเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Pseudomonas  fragi 
 
 2.1.3.4 กลไกการยอยสลายไขมันของจุลินทรีย 
  

 ไขมันสวนใหญเปนไตรกลีเซอไรดเมื่อถูกยอยสลายดวยไลเปส ผลิตภัณฑสุดทายที่ได คือ 
กลีเซอรอล และกรดไขมัน ซ่ึงในสวนของกรดไขมันที่ไดจะเขาสูกระบวนการยอยสลายภายใน
เซลลตอไป โดยผานกระบวนการ beta หรือ omega oxidation จนไดเปน acetyl-CoA และเขาสูวิถี
ของ tricarboxylic acid ตอไป จนไดพลังงานออกมา ในสวนของกลีเซอรอลที่เหลือจะถูกยอยสลาย
ตอจนเขาวิถีของ EMP ไดเปน phophenolpyruvate และเขาสูวิถีของ tricarboxylic acid (Rehm และ 
Reed, 1981)  
 
2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 
2.2.1 การศึกษาเกี่ยวกับการคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 
 
Peppler และ Perlman (1976) พบวาการแยกจุลินทรียที่มี เอนไซมยอยสลายไขมันนั้น 

สามารถแยกไดจากแหลงดินทั่วไป โรงงานเนื้อสัตว แหลงบําบัดน้ําเสีย (sewage treatment plants) 
จากโรงอาหาร และระบบบําบัดน้ําเสียตามบาน (septic tank) การคัดแยกจากดิน เชนSztajar และ 
Maliszewska (1988) ไดคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสไดจากดินที่มีน้ํามันปนเปอน พบวา
มีแบคทีเรียหลายชนิด คือ Pseudomonas fluorescens, Bacillus circulans, Bacillus licheniformis, 
Bacillus subtilis และ Bacillus sp. Takeshi และคณะ (2001) ทําการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิต
ไลเปสจากดินที่ Siberian tunda เจริญที่ 4 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงเหมาะ
ในการนําไปใชบําบัดของเสียที่เปนพวกไขมันในสภาวะที่หนาวเย็น อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
ทํางานคือ 20 องศาเซลเซียส แบคทีเรียนี้มีลักษณะ cocciod rod และเปนแกรมลบ 
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นอกจากจะสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจากดินที่มีอยูในธรรมชาติ 
หรือดินที่มีน้ํามันปนเปอนแลว ยังสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจากอาหารได
เชนกัน Norris และ Ribbons (1971) คัดเลือกแบคทีเรียที่สรางไลเปสจากคุณสมบัติการสราง pearly 
layer เมื่อเล้ียงบนอาหารที่มีนม หรือไขแดงเปนสวนประกอบ คือ Clostridia และ Staphylococci 
ซ่ึงยอยสารประกอบเชิงซอนของไขมันที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อมาเปนกรดไขมันอิสระ และสามารถ
ทดสอบความจําเพาะในการยอยสลายกลีเซอรอลไตรบิวทีเรทโดยนํามาเลี้ยงในอาหาร tributyrin 
agar แลวบมเชื้อเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการผลิตไลเปสโดยจะเกิดสวนใสรอบๆ โคโลนี 
Talon และคณะ (1995) สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจากไสกรอก (French 
dry sausages) ซ่ึงเชื้อแบคที เรียที่ไดคือ  Staphylococcus warneri โดยเอนไซมที่ผลิตไดนี้ เปน
เอนไซมไลเปสประเภท extracellular lipase นอกจากนี้ Haba และคณะ (2000) คัดแยกแบคทีเรียที่
ผลิตไลเปสโดยใชน้ํามันที่ผานการทอดแลวเปนสับสเตรท ไดเชื้อแบคทีเรีย คือ Pseudomonas sp., 
Bacillus sp. และ  Staphylococcus sp. โด ย เชื้ อ แบคที เรี ยที่ ส าม ารถผลิ ต ไล เปส ได สู งคื อ 
Pseudomonas sp. 3AT (2,748 หนวยตอลิตร) และ  Pseudomonas aeruginosa ATCC 11 (1,703.8 
หนวยตอลิตร) 

 
ภายหลังการคัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมไลเปส จะนําไปศึกษาตามวัตถุประสงคที่แตก

ตางกันไป ดังเชน Mitsuda และคณะ (1988) คัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสเพื่อใชในการ
ศึกษาการสังเคราะห pyrethroids พบวาแบคทีเรียที่คัดเลือกไดคือ Alcaligenes faecalis FO-1211, 
Bacillus badius ATCC-14574, Bacillus megaterium IFO-12108, Chromobacterium 
chocolatumIFO-3758 และ Flavabacterium arborescen IFO-3750 และ Gerhardt และคณะ (1994) 
คัดเลือกเชื้อ Pseudomonas auruginosa เพื่อศึกษาความสามารถยอยสลายไขมันที่มีโมเลกุลยาว เชน 
tweens ผสมลงในอาหารความเขมขน 1% และใส CaCl2 0.01% หลังจากถายเชื้อลงในอาหารแลว
บมไวเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจสอบการผลิตไลเปสโดยจะเกิดผลึกของ calcium soap รอบๆ   
โคโลนี ซ่ึงเกิดจากการที่กรดไขมันรวมตัวกับแคลเซียม 

 
2.2.2 การศึกษาเกี่ยวกับการบําบัดน้ําเสียท่ีมีน้ํามันและไขมัน 
 
การบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามันและไขมันนั้นไดมีการบําบัดหลายวิธีดวยกัน เชน บําบัดดวยบอ

กรองไรอากาศ โดย ธงชัย พรรณสวัสดิ์ (2532) ไดทําการศึกษาที่หาดกระรน จังหวัดภูเก็ต พบวา
คุณภาพของน้ําที่ออกจากระบบไมไดมาตรฐานพอที่จะระบายออกสูแหลงน้ํา โดยเฉพาะคา บีโอดี 
และซีโอดี มีคาสูงถึง 440 และ 818 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ซ่ึงสูงมากกวาน้ําเสียออกจากบาน
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เรือนในชุมชน นอกจากนี้คาน้ํามันและไขมันสูงถึง 103 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงสูงกวามาตรฐานน้ําทิ้ง
ของสํานักงานคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติกําหนด และยังกอใหเกิดปญหาการอุดตันของ
เศษอาหารและขยะตางๆ ที่มาจากภัตตาคารอีกดวย สวน Hanaki (1990) ซ่ึงบําบัดดวยวิธีเดียวกัน
สามารถลดคาซีโอดีลงไดถึงรอยละ 80 จากน้ําเสียโรงอาหารซึ่งประกอบดวยไขมันประมาณรอยละ 
30 ของซีโอดี   โดยไดเปรียบเทียบระหวางระบบซิงเกิลเฟส (single-phase) และ ทูเฟส (two-phase) 
พบวาการใชระบบซิงเกิลเฟสสามารถลดปริมาณซีโอดีไดดีกวาทูเฟส เพราะมีการดักจับไขมัน 
(entrapment) พวกของแข็งที่เปนสารอินทรียไดดีกวา สวนการกําจัดไขมันในระบบทูเฟสจะดีกวา 

 
นอกจากนี้ยังมีการบําบัดโดยใชเชื้อ Candida tropicalis S001 ที่คัดเลือกไดจาก sludge เพื่อ

กําจัดไขมันออกจากน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรม โดย Rydin และคณะ (1990) ซ่ึงพบวา            
จุลินทรียดังกลาวสามารถใชไขมันเปนแหลงคารบอนและพลังงานได และยังสามารถสรางกาซ
มีเทนไดถึง 0.3 m3 ตอ 1 กิโลกรัมของ COD ดวย และการบําบัดโดยใชถังดักไขมัน  โดย อุดร     
จารุรัตน (2536) ไดทําการศึกษาปริมาณไขมันจากโรงอาหาร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาธน
บุรี (ขนาด 13 รานคา) คาน้ํามันและไขมันเริ่มตน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร แมจะใชเวลาในถัง         
ดักไขมันสูงถึง 6 ชั่วโมง แลวก็ตาม น้ําทิ้งที่ออกมาก็ยังมีปริมาณไขมันสูงถึง 163 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซ่ึงสูงเกินกวาคามาตรฐานที่พระราชบัญญัติสงเสริมและรักษาคุณภาพสิ่งแวดลอมแหงชาติ พ.ศ. 
2535 ไดกําหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาดไว สําหรับ
ภัตตาคารและรานอาหารที่มีพื้นที่ใหบริการตั้งแต 100 ตารางเมตรขึ้นไป ปริมาณน้ํามันและไขมัน
ตองไมเกิน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

 
2.2.3 การศึกษาเกี่ยวกับการบําบัดน้ําเสียท่ีมีน้ํามันและไขมันโดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบ 

แอคติเวตเต็ดสลัดจ 
 

การบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามันและไขมันโดยระบบบาํบัดน้ําเสียแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจนั้นมีผู
ไดศึกษาไวมากมาย และมักจะมีการเติมจุลินทรียจากแหลงอื่น หรือแยกมาจากแหลงบําบัดเดิมเติม
ลงไป เชน Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas putida และ Aeromonas (Chappe และ 
Mourey, 1994) ซ่ึงพบวาเปนแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันไดดี ทําใหระบบ
สามารถบําบัดน้ําเสียไดดีขึ้น การศึกษาการบําบัดน้ําเสียที่มีน้ํามันและไขมันสามารถศึกษาไดจาก
น้ําเสียสังเคราะห เชน Hsu และคณะ (1983) ไดทดลองนําสลัดจมาใชสําหรับศึกษาการยอยสลาย 
ไขมันในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ พบวาสลัดจที่ใชสามารถยอยสลายไขมันได ซ่ึง
ประกอบไปดวย 3 กระบวนการดวยกัน คือ hydrolysis oxidation และ adsorption ซ่ึงยอยสลาย    
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ไขมันไดดีเมื่อมีความเขมขนของไขมันต่ํากวา 800 มิลลิกรัมตอลิตร Wakelin และ Forster (1997) 
เปรียบเทียบการยอยสลายน้ํามันมะกอกดวย activated sludge กับ acclimatized activated sludge 
พบวา acclimatized activated sludge สามารถยอยสลายน้ํามันมะกอกไดรวดเร็วกวา มีประสิทธิภาพ
การยอยสลายมากกวา 90% ในขณะที่การใช activated sludge มีประสิทธิภาพการยอยสลายเพียง 
90% ซ่ึงเกิดเนื่องจากการเจริญของจุลินทรียใน acclimatized activated sludge ไมมีระยะ lag phase 
จุลินทรียสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดทันที แตการใช activated sludge  จุลินทรียมีระยะ 
lag phase นานถึง 24 ช่ัวโมง และศึกษาจากน้ําเสียจริง เชน Becker และคณะ (1999) ศึกษาพบวา 
การยอยสลายทางชีวภาพของน้ํามันมะกอก และการบําบัดน้ําเสียจากการลางขนสัตวที่มีไขมันสูง
ภายใตสภาวะ aerobic thermophilic (65°C) โดยใช Bacillus thermolevorans  IHI-91 ในถัง        
ปฏิกริยาแบบกวนอยางตอเนื่องนั้น น้ํามันมะกอกถูกยอยสลายไปมากกวา 90% ที่ residence time 2   
ชั่วโมง และอัตราการยอยสลายสูงสุดเทากับ 900 mg/l/h คามวลชีวภาพสูงสุดที่ได คือ 1.05 g ของ
น้ําหนักเซลลแหงตอกรัมของน้ํามันมะกอกที่ถูกใชไป และสัมประสิทธิ์การคงตัว 0.04 g ของน้ํามัน
มะกอก g DCW/h สวนการกําจัดไขมันในน้ําเสียของการลางขนสัตว (COD เทากับ 77000 mg/l) 
เปน 20-30% ที่ residence time 10-20 ชั่วโมง ในขณะที่การกําจัด COD อยูที่ 15-20% Borja และ 
Alba (1995) ไดทําการศึกษาน้ําที่ปลอยออกจากการลางในกระบวนการผลิต virgin olive oil ซ่ึงถูก
บําบัดโดยการใช mixed activated sludge ผลการทดลองแสดงวา COD ของน้ําที่ปลอยออกสัมพันธ
กับ feed strength ที่ใสเขาไป  Wakelin และ Forster (1996) ไดศึกษาโดยใช pure cultures และ 
mixed cultures ทดสอบกับน้ํามันพืช ไขมันสัตว และ grease จาก grease-trap ของรานอาหาร fast-
food โดย pure cultures ที่ใช คือ Acinetobacter sp., Rhodococcus rubra, Nocardia amarae และ 
Microthix parvicella นํามาเปรียบเทียบกับ mixed cultures ซ่ึงแยกไดจาก grease-trap, MC1 และ 
activated sludge จากการศึกษาพบวา Acinetobacter เปนเชื้อที่มีประสิทธิภาพที่สุด สามารถกําจัด
ไขมันได 60-65% จากความเขมขนเริ่มตน 8 g/l สวน mixed culture, MC1 แปรผันในชวง 29-73% 
และ activated sludge มีประสิทธิภาพการกําจัดดีกวา 90% และ Chigusa และคณะ (1996) ไดทําการ
ศึกษาโดยแยก yeast ได 9 สายพันธุ ซึ่งมีคุณสมบัติในการยอยน้ํามันได เพื่อที่จะใชบําบัดน้ําเสียจาก
โรงงานผลิตน้ํามันโดยไมมีการบําบัดเบื้องตนกอน ซ่ึงความสามารถในการยอยน้ํามันไดนี้ จะ
ประเมินในดาน lipase activity และ β-oxidation activity จากการศึกษาพบวา mixed strains ที่ได
มาจากโรงงานน้ํามันถ่ัวเหลืองมีอัตราการกําจัดน้ํามันดีกวา single strain และพบวา 10,000 mg/l 
ของน้ํามันในน้ําเสียดิบลดลงโดยการบําบัดดวย yeast ทําใหความเขมขนเหลือเปน 100 mg/l และ
ถูกบําบัดตอไปโดย activated sludge ใหเหลือ 2 mg/l 
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นอกจากนี้ Mkhize และคณะ (2000) ไดทําการศึกษาพบวา หลังการวิเคราะห parameter 
ของน้ําเสียดิบ ความสามารถในการบําบัดโดยใช aerobic/aerobic sequencing batch reactor (SBR) 
มีคา COD    ลดลง 75% และน้ํามันและสารแขวนลอยถูกกําจัดไปมากกวา 90% และ Dueholm และ
คณะ (2001) ไดทําการทดลองพบวา อัตราการใชไปของออกซิเจนและไนโตรเจน (OUR และ 
NUR) ของ long-chain fatty acid ในการเปลี่ยนรูปของไขมันภายใตสภาวะ aerobic และ anoxic มี
คาสูงสุดอยูในระดับเดียวกับ acetate แสดงวา long-chain fatty acid ถูกใชไดโดยงาย แต adsorption 
ของ long-chain fatty acid ตอพื้นผิวของ activated sludge วัดคาไดยาก กระบวนการ hydrolysis 
ของ triacylglyceride ไมสามารถบอกไดเพราะชามาก 
 
 

 
 
 

 



บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1  เคร่ืองมือท่ีใชในการวิจัย 

 
1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmental incubator shaker) บริษัท New 

Brunswick Scientific, USA. 
2. ตูบมควบคุมอุณหภูมิ (cooled incubator) บริษัท Scientific Promotion Co., Ltd., Thailand. 
3. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน Avantirm J-30I บริษัท 

Beckman Coulter, USA. 
4. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (digital pH meter) รุน Cyberscan 2000 บริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore.  
5. เครื่องวัดความเปนกรดดาง (digital pH meter) บริษัท EDT direct ION Ltd. 
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 บริษัท Spectronic 

Instrument, USA. 
7. เครื่องชั่งไฟฟา (balance)  

ชนิดอานละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง บริษัท Sartorius, Germany. 
ชนิดอานละเอียดทศนิยม 2 ตําแหนง รุน PB 3002 บริษัท Mettler Toledo, 
Switzerland.  

8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co., Ltd., Japan. 
9. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS-3020 บริษัท Sanyo Electric Co., Ltd., Japan. 
10. ตูเขี่ยเชื้อแบบ Larminar flow รุน J2-21 บริษัท ISSCO, USA. 
11. ตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส รุน F0535 บริษัท Sanyo Electric Co., 

Ltd., Japan. 
12. เครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer) รุน 502P-2 บริษัท PMC, USA. 
13. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน TW 20 บริษัท Julabo Labortechnik GMBH, 

Germamy. 
14. เครื่องผสมสาร (vortex) รุน VSM-3 บริษัท Snelton Scientific Inc., USA. 
15. กลองถายภาพดิจิตอล (digital camera) รุน Marvica บริษัท Sony, Japan. 
16. เครื่องสูบชนิดรีดสาย (peristaltic pump) รุน 505U บริษัท Watson-Marlow Limited, 

England. 
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17. เครื่องสูบชนิดรีดสาย (peristaltic pump) รุน SJ-1211H บริษัท ATTO Corporation. 
18. เครื่องเติมอากาศ (air pump) รุน ACO-9901 บริษัท Hailea Group, Co., Ltd., Thailand. 
19. กลองจุลทรรศน (light microscope) รุน CH 30 บริษัท Olympus Optical Co., Ltd., Japan. 
20. ตูอบ (oven) บริษัท Memmert, Germany. 
21. เครื่องวิเคราะหคาออกซิเจนละลาย (DO meter) รุน YSI 55 บริษัท Incorporated, USA. 
22. เครื่องเขยา (shaker) รุน 3016 บริษัท GFL, Germany. 
23. เครื่องวิเคราะหปริมาณไขมัน รุน 2055 Soxtec บริษัท Foss Tecator, Sweden. 
24. เครื่องดูดอากาศ (vacuum pump) รุน A-35 บริษทั Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan. 
 

3.2  เคมีภัณฑท่ีใชในการวิจัย 
 
1. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท J.T. Baker, USA. 
2. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
3. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต   (Na2HPO4⋅7H2O)   บริษัท  E. Merck  
 Darmstadt, Germany. 
4. แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Ajax Chemicals, Australia. 
5. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
6. แคลเซียมคลอไรด (anhydrous CaCl2) บริษัท Ajax Chemicals, Australia. 
7. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3⋅6H2O) บริษัท BDH Laboratories Chemicals Ltd., 

England. 
8. แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4⋅H2O) E. Merck Darmstadt, Germany. 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Famitalia Carlo Erba, Italy. 
10. โปแตสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
11. โซเดียมไอโอไดด (NaI) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
12. โซเดียมเอไซด (NaN3) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
13. โปแตสเซียมไอโอไดด (KI) บริษัท J.T. Baker, USA. 
14.  กรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4) บริษัท J.T. Baker, USA. 
15.  กรดซาลิไซลิค (Salicylic Acid) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
16. โซเดียมไธโอซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (Na2S2O3⋅5H2O) บริษัท Fatimalia Carlo Erba, Italy. 
17. เมอรคิวริกซัลเฟต (HgSO2) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
18. ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
19. โปแตสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
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20. โปแตสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (KHP) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 
21. กรดเกลือเขมขน (conc. HCl) บริษัท Fatimalia Carlo Erba, Italy. 
22. เฮกเซน (C6H14) บริษัท J.T. Baker, USA. 
23. น้ํามันถ่ัวเหลือง (soybean oil) บริษัท มรกตอินดัสตรี้ส จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย. 
24. เมธิลเทิรตบิวทิลอีเธอร (C5H12O) บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand. 
25. ไตรบูไทริน (tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland. 
26. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท BDH Laboratories Chemicals Ltd., England. 
27. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Fatimalia Carlo Erba, Italy. 
28. สารสกัดจากยีสต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
29. สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
30. น้ํามันมะกอก (olive oil) บริษัท Bertolli, Italy. 
31. วุน (agar) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
32. แบคโตเปปโตน (bacto-peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
33. แบคโตทริปโตน (bacto-tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
34. แบคโตซอยโตน (bacto-soytone) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
35. แลคโทส (lactose) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
36. มอลโทส (maltose) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
37. เกลือน้ําดี (bile salt) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
38. บรอมคลีซอลเพอเพิล (bromcresol purple) บริษัท Fluka, Switzerland. 
39. มูลเลอรฮินตัน (mueller hinton agar) บริษัท Difco Laboratories, USA. 

 
3.3  วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.3.1  การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอย
สลายน้ํามันถั่วเหลือง 
 

3.3.1.1  การแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสดวยวิธี double layer technique ตาม
วิธีของ กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย (2532) 
 
 1. เก็บตัวอยางดินและน้ําเสียจากแหลงตางๆ  เชน ดินบริเวณที่ประกอบอาหารจากโรง
อาหาร  น้ําเสียจากบอพักน้ําเสียจากรานอาหาร จากนั้นนําตัวอยางกลับมายังหองปฏิบัติการ 
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 2.   นําตัวอยางดินหรือน้ําเสีย 2 ลูป ใสลงในน้ํากลั่นผานการฆาเชื้อแลว 5 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันดวยเครื่องผสม จากนั้นใชพาสเจอรปเปตที่ผานการฆาเชื้อแลวดูดน้ําตัวอยางขางตน 1 - 2 
หยด ถายลงในอาหารเหลวที่มีน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนและพลังงาน (ตามภาคผนวก ก 
หมายเลข 1) ซ่ึงบรรจุอยูในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร ปริมาณหลอดละ 5 มิลลิลิตร นํา
ไปเขยาดวยเครื่องเขยา (incubator shaker) ที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1-3 วัน เมื่อพบการเจริญของแบคทีเรียใหดูดเชื้อที่ไดปริมาณ 1 หยด ใสลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดเดิม ทําเชนเดียวกับตอนแรก เมื่อพบการเจริญใหทําซ้ําอีกครั้ง 
 
 3. เจือจางเชื้อจากขอ 2 ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ดูดเซลลจากหลอดที่มีความเจือจางที่ตองการ
ใสลงในหลอดทดสอบที่บรรจุอาหารที่มีน้ํามันมะกอกและวุน 1.5 เปอรเซ็นต (ตามภาคผนวก ก 
หมายเลข 2) ที่หลอมละลายแลว (อาหารบรรจุในหลอดปริมาณเทากับ 6 มิลลิลิตร) และอยูใน 
water bath อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส  เขยาดวยเครื่องผสมใหเชื้อกระจาย จากนั้นเทอาหารเลี้ยง
เชื้อลงบนจานเพาะเลี้ยงที่มีอาหาร basal medium บรรจุอยูกอนแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 4 - 7 วัน แบคทีเรียที่สามารถสรางไลเปสได จะใหบริเวณใสรอบโคโลนี 
 
 4. แยกแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวที่มีรูปรางแตกตางกันที่เจริญไดรวดเร็ว และสรางบริเวณใส
ไดกวางจากจานเพาะเลี้ยงขอ 3 มาทําซ้ําเชนเดยีวกับขอ 2 - 3 ภายหลังไดโคโลนีเดี่ยวจะนําไปเลี้ยง
ในอาหาร nutrient agar slant  (ตามภาคผนวก ก หมายเลข 3) 
 

3.3.1.2 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสไดสูง โดยการดูบริเวณใส (clear zone) 
ตามวิธีของ Chappe และคณะ (1994) 
 

นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากขอ 3.3.1.1 มาตรวจสอบโดยวิธีการวัดปริมาณเอนไซมที่ผลิต
ขึ้นบนอาหาร emulsion tributyrin agar (ตามภาคผนวก ก หมายเลข 5) โดยวิธี point inoculum และ
บมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 – 48 ชั่วโมง คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถสราง
บริเวณใสรอบๆ โคโลนี ที่มีอัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางบริเวณใสกับเสนผานศูนยกลาง 
โคโลนีสูงมาเพียง 10 โคโลนี เพื่อทําการศึกษาตอ 

 
 
 



 23

3.3.1.3 การคัดเลือกแบคทีเรียกลุมท่ีสามารถอยูรอดไดในภาวะเชื้อผสม ตามวิธีของ 
Venkateswaran และคณะ (1995) 

 
การทดลองในขั้นนี้เปนการนําแบคทีเรียทั้งหมดที่ได 10 สายพันธุ จากตัวอยางน้ําเสียตาม

การคัดเลือกในขอ 3.3.1.1 และ 3.3.1.2 มาทําการคัดเลือกอีกครั้ง โดยอาศัยหลักการคัดเลือกดวยวิธี
ธรรมชาติ (natural selection) ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เพื่อหากลุมเชื้อผสม (mixed culture) ที่ดีที่สุด
คือจุลินทรียตัวใดเจริญไดเร็วกวาก็จะสามารถใชน้ํามันพืชซ่ึงเปนแหลงคารบอนไดเร็วกวา ทําให        
จุลินทรียที่เจริญชาไมสามารถใชแหลงคารบอนได และถูกกําจัดออกไปในที่สุด (Venkateswaran 
และคณะ, 1995) 

 
วิธีการคัดเลือกเริ่มตนจากการนําเชื้อที่แยกไดจากตัวอยางที่ 1 เชื้อละ 1 โคโลนี มาเลี้ยงรวม

กันในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีน้ํามันพืช 1 เปอรเซ็นต เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที วัดคาความขุนโดยใชความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร   
จนพบวาเชื้อเริ่มเจริญเขาสูระยะ early stationary จึงนําเชื้อผสมที่ไดจากตัวอยางที่ 1 ไปผสมกับเชื้อ
ที่ไดจากตัวอยางแหลงที่ 2  ซ่ึงเตรียมดวยวิธีเดียวกัน ผสมดวยปริมาตรเทาๆ กัน แลวนํา                  
1 เปอรเซ็นต ของเชื้อที่ผสมแลวถายลงสูอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีน้ํามันพืช  1 เปอรเซ็นต เล้ียงเชื้อที่
ภาวะเดิม จนเชื้อเจริญเขาสูระยะ early stationary จึงนําไปผสมกับเชื้อผสมจากตัวอยางแหลง    
อ่ืนๆ ตอ จนกระทั่งไดเชื้อผสมกลุมสุดทาย นํามาเกลี่ยบน nutrient agar บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  เพื่อแยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์ที่เหลือจากการคัดเลือกตามธรรมชาติ โดยไดจากโคโลนีเดี่ยวๆ 
ที่เจริญบน nutrient agar เก็บรักษาเชื้อไวเพื่อทําการทดลองตอไป 
 

3.3.1.4 การเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีแยกไดบนอาหาร nutrient agar slant 
 

นําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมาเขี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar slant บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง จึงนําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองตอไป 
 

3.3.2 การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดไปใชในระบบบําบัด 
 

1. ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดทั้ง 3 ชนิด โดยแตละชนิดนํามาชนิดละ 1 โคโลนี 
ใสลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว nutrient broth อยู 5 มิลลิลิตร (ตามภาคผนวก ก หมายเลข 4) 
นําไปเขยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นถายเชื้อจากแตละหลอดมาหลอดละ 3 
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มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว nutrient broth อยู 100 มิลลิลิตร 
นําไปเขยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24  ชั่วโมง  
 

2. นําเชื้อที่ไดในขอ 1 มา 3 เปอรเซ็นต แบงใสขวดรูปชมพูแตละขวดที่มีอาหารเหลว 
nutrient broth 100 มิลลิลิตร อีกครั้ง แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24  ช่ัวโมง นําเชื้อที่
เพาะเลี้ยงไดมาปนเหวี่ยงใหตกตะกอนโดยใชความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที       
เทสวนน้ําใสทิ้ง  นําเชื้อที่ตกตะกอนมาชนิดละ 200 mg/l ใสลงในถังเติมอากาศเพื่อเพาะเลี้ยงรวม
กับสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย โดยเติมอากาศและน้ําเสียสังเคราะหเพื่อปรับใหเชื้อมีความคุนเคย
กับน้ําเสีย 
 

3.3.3  การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อ Yarrowia และ Acinetobacter ไปใชในระบบ
บําบัด 
  
 ปฏิบัติเชนเดียวกับแบคทีเรียที่คัดแยกไดในขอ 3.3.2 
 

3.3.4 ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันถั่วเหลือง ซีโอดี และ บีโอดี ในน้ําเสียของ
ระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 

  
การทดลองทั้งหมดกระทําที่หองปฏิบัติการของสหสาขาวิชาวิทยาศาสตรสภาวะแวดลอม   

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชน้ําเสียสังเคราะหซ่ึงเตรียมขึ้นดังนี้ 
 
การเตรียมน้ําเสียสังเคราะห (synthetic waste preparation) 
  
น้ําเสียสังเคราะหที่ใชในการทดลองนี้มี COD ประมาณ 500 mg/l เตรียมขึ้นโดยมีสวน

ประกอบตางๆ ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.1 โดยจะเตรียมสวนประกอบเหลานี้ใหอยูในรูป       
สารละลายที่มีความเขมขน 100 เทา แลวทําการแบงใสหลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร นําไป
แชแข็งในตูแชที่มีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เมื่อจะนํามาใชจึงนําออกมาแลวผสมกับน้ําตาม 
อัตราสวน 
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ตารางที่ 3.1 สวนประกอบของน้ําเสียสังเคราะห  
 

COD, mg/L Components 
(mg/L) 1,000 2,000 3,000 

   
  Bacto-peptone      
  Sugar 
  MgSO4 

  FeCl3 

  KH2PO4 

  K2HPO4 

  NaHCO3 

 

 
220.34 
658.6 
56.25 
13.12 
293 

372.7 
400 

 
440.68 
1,317.2 
112.5 
26.24 
586 

745.4 
400 

 
660.9 

1,975.4 
168.7 
39.4 

878.4 
1,117.8 

400 

 
การศึกษาจะแบงการทดลองออกเปน 3 ชุด คือ  
 
1. ชุดทดลองควบคุม (control) มีเฉพาะหัวเชื้อจากระบบบําบัดน้ําเสียเดิม 
2. เหมือนชุดที่ 1 และมีการเติมแบคทีเรียที่คัดเลือกได 
3.  เหมือนชุดที่ 2 และมีการเติม  Acinetobacter  และ Yarrowia 
 

 3.3.4.1  ขั้นเตรียมการทดลอง 
   

การทดลองชุดท่ี 1  
  
 การทดลองชุดที่ 1 เร่ิมตนโดยนําหัวเชื้อตะกอนจากโรงบําบัดน้ําเสียส่ีพระยา เติมลงใน
สวนที่เปนถังเติมอากาศประมาณ 0.1 ลิตร แลวเติมน้ําเสียสังเคราะหที่มี COD ประมาณ 500 
มิลลิกรัมตอลิตร ลงไป 0.2 ลิตร และน้ําประปาจนเต็มปริมาตร 0.8 ลิตร แลวเติมอากาศทิ้งไว      
คางคืน วันรุงขึ้นจึงหยุดเติมอากาศเพื่อดึงน้ําใสสวนบนทิ้งออกประมาณ 0.3 ลิตร แลวเติมน้ําเสียลง
ไปอีกจนเต็มปริมาตรจึงเติมอากาศตอ ทําเชนนี้เร่ือยไปเพื่อใหหัวเชื้อตะกอนที่นํามาใชไดคอยๆ 
ปรับตัวใหมีความคุนเคยกับน้ําเสียชนิดใหมที่ใชในการวิจัย จนกระทั่งปริมาณน้ําใสสวนบนที่ดึง
ออกและปริมาณน้ําเสียที่เติมเปน 0.6 ลิตร จึงเริ่มปอนน้ําเสียอยางตอเนื่อง หลังจากนั้นประมาณ     
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1 สัปดาห เมื่อสังเกตไดวามีปริมาณตะกอนเพิ่มขึ้นมากพอประมาณ จึงทําการควบคุมคาอายุตะกอน
โดยระบายน้ําตะกอนทิ้งจากถังเติมอากาศ และเริ่มทดลองโดยติดตามวัดคาความเขมขนของน้ํา
ตะกอนในถังเติมอากาศเพียงอยางเดียวกอน      เพื่อใชตรวจสอบวาระบบเริ่มจะมีการเขาสูสภาวะ
คงที่ (steady state) แลวหรือยัง เมื่อสังเกตไดวาคาความเขมขนของน้ําตะกอนเริ่มมีคาคงที่ โดยไม
แปรปรวนมากแลว (อยูในชวง 1,425-1,575 mg/l)  จึงเริ่มตนเก็บผลขอมูลอยางตอเนื่อง จากการ
วิเคราะหน้ําตัวอยางที่จุดตางๆ ตามแผนการวิจัย ซ่ึงเวลาที่ใชตั้งแตตอนเริ่มตนเลี้ยงจุลินทรียจนถึง
เวลาเริ่มเก็บผลขอมูลของชวงสภาวะคงที่นั้น นานพอที่หัวเชื้อตะกอนซึ่งไดมาจากโรงบําบัดน้ําเสีย
ส่ีพระยาที่ใชในการวิจัยคร้ังนี้สามารถปรับตัวใหมีความคุนเคยกับน้ําเสียชนิดใหมไดแลว และมี
เสถียรภาพเพียงพอที่จะสามารถปรับตัวเขาสูสภาวะคงที่ 
  
 ในการทดลองชุดที่ 1 นี้ ไดทําการทดลองเพื่อเก็บผลขอมูลของระบบที่มีคาอายุตะกอน    
15 วัน โดยการควบคุมคาอายุตะกอนใหมีคาอยูในชวงตามที่ตองการ ทําไดโดยปรับและควบคุม
อัตราการระบายน้ําตะกอนทิ้งจากถังเติมอากาศ ระยะเวลาที่ใชในการเก็บขอมูลผลการทดลองใน
ชวงสภาวะคงที่ในการวิจัยคร้ังนี้กําหนดไววาตองใชเวลานาน 7 วัน ตอเนื่องกัน 
 
 การทดลองชุดที่ 2 
  
 การทดลองชุดที่ 2 ไดเร่ิมตนเล้ียงตะกอนจุลินทรียหลังจากที่ไดเก็บผลขอมูลของการ
ทดลองชุดที่ 1 เสร็จสิ้นแลว โดยนําน้ําตะกอนซึ่งไดเล้ียงเตรียมไวมาใสในถังเติมอากาศ พรอมทั้ง
ทําการเติมแบคทีเรียที่คัดแยกไดทั้ง 3 ชนิดๆ ละ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ลงไป แลวเร่ิมปอนน้ําเสีย
อยางตอเนื่อง 
  
 หลังจากที่ไดปอนน้ําเสียอยางตอเนื่อง และทําการควบคุมคาอายุตะกอนในระบบโดย
ระบายน้ําตะกอนทิ้งจากถังเติมอากาศ และทําการวิเคราะหน้ําตัวอยางเพื่อติดตามวัดคาความเขมขน
ของน้ําตะกอนใหมีคาคงที่นานประมาณ 1 สัปดาห เมื่อสังเกตไดวาคาดังกลาวมีคาไมแปรปรวน
มากแลว (อยูในชวง 1,425-1,575 mg/l) จึงเริ่มตนเก็บขอมูลอยางตอเนื่อง จากการวิเคราะหน้ําที่จุด
ตางๆ ตามแผนการวิจัย ระยะเวลาที่ใชในการเก็บขอมูลผลการทดลองในชวงสภาวะคงที่ในการ
ทดลองชุดที่ 2 นี้ ใชเวลานาน 7 วัน ตอเนื่องกัน เชนเดียวกับการทดลองชุดที่ 1 
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 การทดลองชุดท่ี 3 
 
 การทดลองชุดที่ 3 ไดเร่ิมตนเล้ียงตะกอนจุลินทรียหลังจากที่ไดเก็บผลขอมูลของการ
ทดลองชุดที่ 2 เสร็จสิ้นแลว โดยนําน้ําตะกอนซึ่งไดเล้ียงเตรียมไวมาใสในถังเติมอากาศ พรอมทั้ง
ทําการเติมแบคทีเรียที่คัดเลือกไดทั้ง 3 ชนิดๆ ละ 200 มิลลิกรัมตอลิตร ลงไป เชนเดียวกับการ
ทดลองชุดที่ 2 แตในการทดลองชุดที่ 3 นี้ จะมีการเติม Acinetobacter  และ Yarrowia เพิ่มลงไป
ดวยในปริมาณเดียวกัน 
  
 หลังจากที่ไดปอนน้ําเสียอยางตอเนื่อง และทําการควบคุมคาอายุตะกอนในระบบโดย
ระบายน้ําตะกอนทิ้งจากถังเติมอากาศ และทําการวิเคราะหน้ําตัวอยางเพื่อติดตามวัดคาความเขมขน
ของน้ําตะกอนใหมีคาคงที่นานประมาณ 1 สัปดาห เมื่อสังเกตไดวาคาดังกลาวมีคาไมแปรปรวน
มากแลว (อยูในชวง 1,425-1,575 mg/l) จึงเริ่มตนเก็บขอมูลอยางตอเนื่อง จากการวิเคราะหน้ําที่จุด
ตางๆ ตามแผนการวิจัย ระยะเวลาที่ใชในการเก็บขอมูลผลการทดลองในชวงสภาวะคงที่ในการ
ทดลองชุดที่ 3 นี้ ใชเวลานาน 7 วัน ตอเนื่องกัน เชนเดียวกับการทดลองชุดที่ 1 และ 2 ที่ผานมา 
 

3.3.4.2  ขั้นดําเนินการทดลอง 
 
ใชแบบทดลองตามแบบของ พิษณุ บุณยภักดิ์ (2539) ที่มีถังเติมอากาศใบเดียว (แสดงในรูป

ที่ 3.1) ขนาด 0.8 ลิตร  ปอนน้ําเสียอยางตอเนื่องดวยอัตราคงที่ 0.08 ลิตรตอช่ัวโมง (เวลากักน้ํา 10 
ชั่วโมง) คาอายุตะกอน 15 วัน อัตราน้ําทิ้งตะกอน 0.05 ลิตรตอวัน เก็บตัวอยางน้ําที่จุดตางๆ เพื่อนํา
ไปวิเคราะห โดยควบคุม pH ในถังเติมอากาศใหมีคา 6.5 – 8.5 คา DO ไมต่ํากวา 2 mg/l และอัตรา
การสูบตะกอนกลับใหมีคาคงที่ประมาณ 0.08 ลิตรตอช่ัวโมง  

 
 
 
 
 

 
1 : Aeration Tank 2 : Clarifier  

 
รูปที่ 3.1 FLOW DIAGRAM ของการทดลอง 

 2  P                   1

P
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เมื่อทําการทดลองเดินระบบแลวจะเก็บตัวอยางนํามาวิเคราะหปริมาณของของแข็ง
แขวนลอยในถังเติมอากาศ เพื่อตรวจสอบคาอายุตะกอนวาไดตามที่ตองการหรือไม  ถาหากมีคาที่
ผิดไปจากคาที่ตองการ (1,425-1,575 mg/l) ก็จะปรับอัตราการทิ้งน้ําตะกอนใหม จนกระทั่งไดคา
อายุตะกอนใกลเคียงกับคาที่ตองการ เมื่อสังเกตไดวาระบบเขาสูสภาวะคงที่แลว จึงเก็บตัวอยางน้ํา 
เพื่อนําไปวิเคราะหคาพารามิเตอรตางๆ  

 
 
3.3.4.3  เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในระบบบําบัด 
 
เม่ือติดตั้งระบบของการทดลองตาม FLOW DIAGRAM ที่แสดงในรูปที่ 3.1 แลว จะมี

ลักษณะของระบบดังแสดงในรูปที่ 3.2 โดยเครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการทดลองมีดังตอไปนี้ 
 

 
รูปที่ 3.2   ระบบบําบัดแอคติเวตเต็ดสลัดจที่ใชในการทดลอง 

 
 
 
 

1 

2 

3

45
67 

8
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1. ถังพักน้ําเสีย  
 
เปนถุงพลาสติกทนรอนที่มีความจุประมาณ 10 ลิตร มัดปดปากถุงปองกันการปนเปอนจาก

ภายนอก และมีทอตอออกมาเพื่อใชสูบน้ําเสียเขาระบบ มีภาชนะรองรับอยูภายนอกซึ่งสามารถนํา
เขาเครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ได เนื่องจากตองผานการฆาเชื้อกอน เพื่อใหแนใจวาไมมี          
จุลินทรียอ่ืนอยูในระบบที่จะสามารถใชน้ําเสียสังเคราะหเปนแหลงอาหารได เพราะจะทําใหผลการ
ทดลองผิดพลาดได 

 
2. เครื่องสูบน้ําเสียเขาระบบ 
 
เปนเครื่องสูบชนิดรีดสาย (peristatic pump) ใชสูบน้ําจากถังพักน้ําเสียเขาสูถังเติมอากาศ 

โดยควบคุมอัตราการสูบน้ําใหมีคาคงที่ประมาณ 0.08 ลิตรตอช่ัวโมง และสามารถทํางานไดตลอด 
24 ชั่วโมง 

 
3. ถังเติมอากาศ 
 
ใชถังพลาสติกซึ่งดัดแปลงมาจากขวดน้ําอัดลม มีปริมาตรความจุ 0.8 ลิตร  
 
4. ถังตกตะกอน  
 
ใชถังพลาสติกซึ่งดัดแปลงมาจากขวดน้ําอัดลม มีปริมาตรความจุ 0.4 ลิตร ตรงบริเวณกน

ถังเปนรูปกรวยเพื่อใหสลัดจตกตะกอนไดดี 
 
5. ถังรับน้ําใสจากถังตกตะกอน 

 
ใชถังพลาสติกซึ่งดัดแปลงมาจากขวดน้ําอัดลม มีปริมาตรความจุประมาณ 1 ลิตร และมีทอ

น้ําลนระบายน้ําออก 
 
6. เครื่องเติมอากาศ 
 
ใชเครื่องเติมอากาศ (air pump) รุน ACO-9901 บริษัท Hailea Group Co., Ltd. 
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7. เครื่องสูบเวียนตะกอน 
 

เปนเครื่องสูบชนิดรีดสาย (peristatic pump) ใชสูบตะกอนจากกนถังตกตะกอนแลวปอน
กลับเขาสูถังเติมอากาศ โดยควบคุมอัตราการสูบน้ําใหมีคาคงที่ประมาณ 0.08 ลิตรตอช่ัวโมง และ
ตองสามารถทํางานไดตลอด 24 ชั่วโมง 
 

8.   เครื่องกวาดตะกอน 
 
ทําจากมอเตอรขนาดเล็ก ตอกับโครงลวดซึ่งดัดใหแนบไปกับกนถังตกตะกอน เพื่อปองกัน

มิใหจุลินทรียไปเกาะติดจนอาจเกิดการอุดตันของระบบบําบัดได เนื่องจากอัตราการสูบตะกอน
กลับมีคาต่ํามาก 

 
 
3.3.4.4   การเก็บตัวอยางน้ําเพื่อทําการวิเคราะห 

 
 การเก็บขอมูลจากการวิเคราะหตัวอยางน้ําในแตละชุดการทดลองใชเวลา  1 สัปดาห ซ่ึงจะ
ใชขอมูลในชวงเวลาที่ระบบเขาสูสภาวะคงที่แลวเทานั้น  โดยการเก็บตัวอยางแลวทําการวิเคราะห
ของการทดลองแตละชุดเมื่อระบบเขาสูสภาวะคงที่สามารถสรุปไดดังตารางที่ 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 แผนการเก็บตัวอยางน้ําของการทดลองแตละชุด 
 

การวิเคราะห ถังพักน้ําเสีย ถังเติมอากาศ ถังรับน้ําใส 
pH A A - 
DO A A - 
MLSS - A - 
COD A - A 
BOD A - A 
น้ํามัน A - A 

 
 หมายเหตุ: A หมายถึง ทําการเก็บตัวอยาง-วิเคราะหทุกวัน 
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3.3.4.5  วิธีท่ีใชวิเคราะหตัวอยางน้ํา 
 

วิธีที่ใชวิเคราะหตัวอยางน้ําสรุปไดดังตารางที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.3 วิธีที่ใชวิเคราะหตัวอยางน้ํา 
 

พารามิเตอร วิธีที่ใชวิเคราะห 
พีเอช (pH) เครื่องวัดพีเอช รุน Cyberscan 2000 
ออกซิเจนละลายน้ํา (DO) เครื่องวัดดีโอ รุน YSI 55 
ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (MLSS) อบแหงที่ 103 องศาเซลเซียส ตามวิธี Standard Method 
ซีโอดี (COD) รีฟลักซปดแบบเทียบสี ตามวิธี Standard Method 
บีโอดี (BOD) เอไซดโมดิฟเคชั่น ตามวิธี Standard Method 
น้ํามัน เครื่องวิเคราะหไขมัน Soxtec Avanti 2055 

 
ปจจัยอ่ืนๆ ที่ตองควบคุมใหคงที่ตลอดการทดลอง 

 
(1) พีเอชในถังเติมอากาศ รักษาระดับใหมีคาอยูในชวง 6.5-8.5 ตลอดที่ทําการทดลองทั้ง   

3 ชุด 
(2) คาออกซิเจนละลาย (DO) ในถังเติมอากาศ ตองมีคาไมต่ํากวา 2 มิลลิกรัมตอลิตร เสมอ 
 
 
3.3.5  การตรวจสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได โดยใช

คุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 
 
3.3.5.1  การแยกเชื้อแบคทีเรียจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน 
 
นําตะกอนสลดัจของหัวเชื้อระบบบําบัดในถังเติมอากาศ มาผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม

สาร ทําใหเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวใหมีความเขมขนลดลงตามลําดับครั้งละ 10 
เทา (10 – fold serial dilution) ใชปเปตดูดเชื้อในแตละความเขมขนมา 0.1 มิลลิลิตร     มาใสจาน
เพาะเชื้อซ่ึงมีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Herellea Agar ตามสูตรในภาคผนวก ก หมายเลข 6 จากนั้น
กระจายเชื้อ (spread) ใหทั่วผิวหนาอาหารโดยวิธีปราศจากเชื้อ (aseptic technique) นําไปบมที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยโคโลนีของเชื้อที่เจริญไดมาทําให
บริสุทธิ์ โดยเขี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิมและบมที่ภาวะเดิม เล้ียงโคโลนีเดี่ยวที่ไดบนอาหารแข็ง
เอียงชนิด NA (ตามภาคผนวก ก หมายเลข 3) บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บเชื้อที่ 
4 องศาเซลเซียส 
 
 3.3.5.2  การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน 
และแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท้ัง 3 ชนิด 
 

นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากขอ 3.3.5.1 รวมทั้ง แบคทีเรียที่คัดแยกไดทั้ง 3 ชนิด ในตอน
ตน  มาเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวชนิด NB (ตามภาคผนวก ก หมายเลข 4) บมที่ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 ช่ัวโมง จากนั้นใชไมพันสําลีที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวจุมในอาหารเหลว NB ที่มีเชื้อ
บริสุทธิ์แตละชนิดเจริญอยู นํามากระจายเชื้อบนผิวหนาอาหารแข็ง Mueller Hinton Agar (ภาค
ผนวก ก หมายเลข 7) ใหทั่วผิวหนาอาหารโดยทํา 3 ระนาบ จากนั้นนําแผนยาทดสอบตางๆ มาวาง
ดวยวิธีปราศจากเชื้อ นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาอานผลการไวและการ
ตานตอยาปฏิชีวนะตางๆ 
 

 3.3.5.3  การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 
ชนิด (การทดลองชุดท่ี 2) โดยใชคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 

 
นําตัวอยางน้ําจากถังเติมอากาศในการทดลองชุดที่ 2 มา 1 ลูป ใสลงในอาหารเหลว NB 

(ตามภาคผนวก ก หมายเลข 4) บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นใชไมพันสําลีที่
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวจุมในอาหารเหลว NB ที่มีเชื้อเจริญอยู นํามากระจายเชื้อบนผิวหนาอาหาร
แข็ง Herellea Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 6) ใหทั่วผิวหนาอาหารโดยทํา 3 ระนาบ จากนั้นนํา
แผนยาทดสอบ Chloramphenical มาวางดวยวิธีปราศจากเชื้อ นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง  

 
นํามาอานผลการทดลองโดยใชปากคีบที่ผานการฆาเชื้อแลวมาคีบไมพันสําลีที่ผานการนึ่ง

ฆาเชื้อแลวเชนกัน ปายเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะ แลวนําไมพันสําลีใสลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเหลว NB อยู นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นเขี่ยเชื้อที่
ขึ้นใหไดโคโลนีเดี่ยว แลวนําเชื้อแตละชนิดที่แยกไดมาทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะเชนเดียวกับ
วิธีในขอ 3.3.5.2 เพื่อดูวาเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะเปนเชื้อชนิดใด โดยดูผลเปรียบ
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เทียบกับผลที่ไดในขอ 3.3.5.2 ปฏิบัติเชนนี้ทุกวันเพื่อดูวาเชื้อแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบบําบัด
สามารถอยูในระบบไดหรือไม 
 
 3.3.6 การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 ชนิด  
Acinetobacter  และ Yarrowia  (การทดลองชุดท่ี 3) โดยใชคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 
 
 การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียที่เติมลงไปในระบบทั้งหมด
ในการทดลองชุดที่ 3 นั้น ปฏิบัติเชนเดียวกับขอ 3.3.5 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
4.1  การแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตไลเปส 
  

เมื่อทําการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสจากตัวอยางดินและน้ําจํานวน 6 
ตัวอยาง (รายละเอียดดังตารางที่ 4.1) พบวาสามารถแยกแบคทีเรียที่เจริญไดในอาหารที่มีน้ํามัน
มะกอกเปนแหลงคารบอนโดยวิธี double layer technique ไดจํานวนเชื้อทั้งสิ้น 37 ไอโซเลท       
(ตารางที่ 4.2)  

 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะและสถานที่เก็บของตัวอยางที่นํามาทําการทดลอง 
 
ตัวอยางที่  ลักษณะตัวอยาง สถานที่เก็บ อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 
pH 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

ดิน 
น้ํา 
น้ํา 
น้ํา 
ดิน 
น้ํา 

รานอาหาร 
โรงอาหาร 

บาน 
รานอาหาร 
รานอาหาร 
ตลาด 

30 
29 
28 
31 
30 
32 

7.42 
6.90 
6.76 
7.05 
7.20 
6.81 

 
ตารางที่ 4.2 จํานวนไอโซเลทของแบคทีเรียที่แยกไดจากแตละตัวอยาง 
  
ตัวอยางที่ สถานที่เก็บ จํานวนไอโซเลทที่แยกได รหัสที่ใชกับแตละไอโซเลท 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

รานอาหาร 
โรงอาหาร 

บาน 
รานอาหาร 
รานอาหาร 
ตลาด 

6 
8 
5 
4 
5 
9 

A1-A6 
B1-B8 
C1-C5 
D1-D4 
E1-E5 
F1-F9 

รวม 37 
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ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสในขั้นแรกนี้ เลือกใชน้ํามันมะกอกซึ่งเปน 
complex triglyceride เปนแหลงคารบอนในการแยกเชื้อโดยวิธี double layer technique เพราะ 
Sztajar และ Maliszewska (1988) ไดศึกษาผลของน้ํามันชนิดตางๆ ตอการเจริญของแบคทีเรีย       
ที่ผลิตเอนไซมไลเปสพบวา เมื่อใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนไดปริมาณเซลลที่สูงกวาการ    
ใชน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน จึงคาดวาแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสจะเจริญไดดีทําใหแยกได     
งายขึ้น 
 
4.2  การคัดเลือกแบคทเีรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสไดสูง  

 
นําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 37 ไอโซเลท ที่แยกไดนํามาเลี้ยงบนอาหาร tributyrin agar เพื่อคัด    

ไอโซเลทที่ผลิตไลเปสไดสูง โดยดูการเกิดสวนใสรอบๆ โคโลนี ตามวิธีของ Chappe และคณะ 
(1994) การคัดเลือกวิธีนี้เปนการใชสับสเตรทในอาหารเลี้ยงเชื้อคือ tributyrin แบคทีเรียผลิตไลเปส
จะยอยสลาย tributyrin จึงทําใหเห็นพื้นที่ใสรอบๆ โคโลนี ผลการทดลองพบเชื้อที่สามารถสราง
เอนไซมไลเปสได 22 ไอโซเลท ดังแสดงในตารางที่ 4.3  
 
ตารางที่   4.3   อัตราสวนระหวางเสนผานศนูยกลางสวนใสกับเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ 

          แบคทีเรียทั้ง 37 ไอโซเลท 
 

ไอโซเลท สวนใส 
(mm) 

โคโลนี 
(mm) 

อัตราสวนเสนผานศูนยกลางสวนใส 
ตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

A1 
A2 
A3 
A4 
A5 
A6 

13.58 
17.06 
13.96 

- 
12.58 

- 

6.92 
7.12 
8.30 

- 
5.36 

- 

1.96 
2.40 
1.68 

- 
2.35 

- 
B1 
B2 
B3 
B4 
B5 

- 
- 

16.20 
12.08 

- 

- 
- 

5.62 
7.00 

- 

- 
- 

2.88 
1.73 

- 



 36

ตารางที่   4.3   อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางสวนใสกับเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ 
                    แบคทีเรียทั้ง 37 ไอโซเลท (ตอ) 
 

ไอโซเลท สวนใส 
(mm) 

โคโลนี 
(mm) 

อัตราสวนเสนผานศูนยกลางสวนใส 
ตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

B6 
B7 
B8 

5.64 
4.96 
13.38 

4.88 
2.00 
6.82 

1.16 
2.48 
1.96 

C1 
C2 
C3 
C4 
C5 

10.24 
3.26 
7.88 
14.50 
7.86 

4.58 
1.10 
4.40 
5.60 
4.90 

2.24 
2.96 
1.79 
2.59 
1.60 

D1 
D2 
D3 
D4 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

E1 
E2 
E3 
E4 
E5 

10.48 
6.40 
33.78 

- 
- 

3.68 
4.52 

11.12 
- 
- 

2.85 
1.42 
3.04 

- 
- 

F1 
F2 
F3 
F4 
F5 
F6 
F7 
F8 
F9 

16.02 
- 

9.92 
13.06 

- 
- 

7.28 
- 

7.92 

7.28 
- 

3.90 
6.80 

- 
- 

3.06 
- 

4.40 

2.20 
- 

2.54 
1.92 

- 
- 

2.38 
- 

1.80 
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การเปลี่ยนมาใช tributyrin ในการคัดเลือกเชื้อที่ผลิตเอนไซมไลเปสในภายหลัง เนื่องจาก
น้ํามันมะกอกใหผลการทดลองที่ตัดสินใจยาก เพราะมีบริเวณใสหลายชนิด บริเวณใสบางชนิดใส
มากแตแคบ บางชนิดขุนแตกวาง และบางชนิดมีทั้งขุนและใสอยูดวยกัน คือ สวนที่ใสจะอยูแคบๆ 
ภายใน และสวนที่ขุนอยูภายนอก (กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย, 2532) ขณะที่ tributyrin จะใหบริเวณ
ใสเพียงชนิดเดียวที่สามารถเห็นไดชัดเจนสะดวกแกการวัดขนาดเสนผานศูนยกลาง จากการที่
แบคทีเรีย 37 ไอโซเลท ที่คัดเลือกไดในขั้นแรก สามารถยอย tributyrin ไดเพียง 22 ไอโซเลท ทําให
ยืนยันไดวา การใช complex triglyceride ทําใหการอานผลคลาดเคลื่อนไปได การทดลองนี้สอด
คลองกับ Lawrance และคณะ (1967) ที่พบวา triglyceride ที่มีความซับซอน เชน butter fat จะไม
เหมาะสมสําหรับใชเปน triglyceride ที่ใชคัดเลือกและทดสอบการผลิตเอนไซมไลเปส  เพราะ 
triglyceride พวกนี้จะใหบริเวณใสที่ขุนทําใหตัดสินใจยาก และเพื่อคัดแบคทีเรียที่มีความสามารถ
สูงในการยอยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองตามวธีิของ Venkateswaran และ Harayama (1995) สําหรับใช
ในระบบบําบัดน้ําเสีย จากแบคทีเรีย 22 ไอโซเลท จะคัดเลือกไอโซเลทที่มีอัตราสวนระหวางเสน
ผานศูนยกลางสวนใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนีที่สูงที่สุดเพียง 10 ไอโซเลท มาทําการศึกษาการ
อยูรอดในระบบตอเนื่อง แบคทีเรีย 10 ไอโซเลท ที่ผานการคัดเลือกไดแสดงไวในตารางที่ 4.4 
 
ตารางที่ 4.4  อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางสวนใสกับเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเชื้อ 

       แบคทีเรีย 10 ไอโซเลท ท่ีผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหาร tributyrin agar 
 

ไอโซเลท          อัตราสวนเสนผานศูนยกลางสวนใส 
ตอเสนผานศูนยกลางโคโลนี 

A2 
A5 
B3 
B7 
C2 
C4 
E1 
E3 
F3 
F7 

2.40 
2.35 
2.88 
2.48 
2.96 
2.59 
2.85 
3.04 
2.54 
2.38 
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4.3  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถอยูรอดไดในภาวะเชื้อผสม 
  

นําแบคทีเรียทั้งหมด 10 ไอโซเลท ที่ไดในขอ 4.2 มาทําการคัดเลือกดวยวิธีการตาม    
ธรรมชาติ (natural selection) ในอาหารเหลว เพื่อหากลุมเชื้อ (mixed culture) ที่มีความสามารถใน
การอยูรอดในภาวะเชื้อผสมและสามารถยอยสลายน้ํามันไดดีที่สุด โดยเพาะเลี้ยงตามวิธีขอ 3.3.1.3 
ซ่ึงอาศัยหลักการคัดเลือกตามธรรมชาติคือ แบคทีเรียชนิดใดสามารถใชน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลง
คารบอนสําหรับการเจริญไดรวดเร็วกวา จะกลายเปนแบคทีเรียสวนใหญของประชากร สวน
แบคทีเรียที่เจริญชาโตไมทัน จะถูกกําจัดออกไปในที่สุด (Venkateswaran และ Harayama, 1995)  
และเมื่อไดเชื้อผสมกลุมสุดทายแลวจึงนํามาเกลี่ยบนอาหารแข็งนิวเทรียนทบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เพื่อแยกเชื้อบริสุทธิ์ที่เหลือจากการคัดเลือกตามวิธีดังกลาว พบวามีแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท 
คงอยูในระบบไดนานกวาแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ แสดงวานาจะเปนแบคทีเรียกลุมที่เจริญและใช
น้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอนไดเร็วที่สุดในภาวะที่ใชคัดเลือก (Ijah, 1998) ดังนั้นจึงเลือก
แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท คือ L1, L2 และ L3 ซ่ึงติดสียอมแกรมไดเปนแกรมลบ แกรมบวก และ   
แกรมลบ ตามลําดับ (รูปที่ 4.1, 4.2 และ 4.3)  มาศึกษาการยอยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองในน้ําเสีย
สังเคราะหในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจตอไป การคัดเลือกการอยูรอดนี้คลายกับการ
ทดลองของ ปญจพล ชิโนดม (2543) ที่คัดเลือกกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถสูงในการยอยสลาย
น้ํามันดิบ  
 
 

 
 
รูปที่ 4.1 ลักษณะของ L1 เมื่อยอมสีแกรม ถายจากกลองจุลทรรศนดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย x100 
 

          10 µm
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รูปที่ 4.2 ลักษณะของ L2 เมื่อยอมสีแกรม ถายจากกลองจุลทรรศนดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย x100 
 

 
รูปที่ 4.3 ลักษณะของ L3 เมื่อยอมสีแกรม ถายจากกลองจุลทรรศนดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย x100  
 
4.4  ผลการศึกษาการยอยสลายน้ํามันถั่วเหลืองของระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจ 
  
 ทําการเดินระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจตามวิธีที่อธิบายในหัวขอ 3.3.4.1 และ 3.3.4.2 จน
ระบบคงที่โดยพิจารณาจากคาความเขมขนของจุลินทรีย (MLSS) คงที่ แลวเก็บตัวอยางทุกวันเปน
เวลา 1 สัปดาห มาวิเคราะห การทดลองแบงออกเปน 3 ชุด ไดแก  

 
ชุดที่ 1     เปนชุดควบคุม ใชตะกอนจุลินทรียจากโรงบําบัดน้ําเสียส่ีพระยา 
ชุดที่ 2    ใชตะกอนจุลินทรียจากโรงบําบัดน้ําเสียส่ีพระยา  และเติมเชื้อที่คัดไดจากขอ   4.3 
   จํานวน 3 ไอโซเลท คือ L1, L2 และ L3 

         10 
µm 

          10 µm

          10 µm
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ชุดที่ 3   ใชตะกอนจุลินทรียจากโรงบําบัดน้ําเสียส่ีพระยา เชื้อที่คัดไดจากขอ 4.3 จํานวน  3  
ไอโซเลท คือ L1, L2 และ L3 และมีการเติม  Acinetobacter  และ Yarrowia 

  
ผลการทดลองที่ไดทั้ง 3 ชุด มีดังนี้ 

 
4.4.1 พีเอช 
 

 การวัดคาพีเอชของน้ําตัวอยางกระทําเปนอันดับแรกโดยทันทีที่เก็บตัวอยางน้ําจากถังเติม
อากาศ เพื่อมาทําการวิเคราะหในแตละวัน โดยในการทดลองทุกชุดพบวา คาพีเอชของน้ําเสียที่เขา
สูระบบมีคา 8.40 ซ่ึงมีคาคงที่ เนื่องจากเปนน้ําเสียสังเคราะหที่เตรียมขึ้นดวยความเขมขนที่เทากัน 
และมิไดมีการปรับคาใหเปนกลาง เนื่องจากคาพีเอชดังกลาวยังอยูในชวง (6.5-8.5) ที่ระบบแอคติ
เวตเต็ดสลัดจยังสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ (สุรพล สายพานิช, 2531) แสดงใหเห็นวา
แบคทีเรียที่เติมลงไปสามารถอยูไดในภาวะที่เปนเบส สวนคาพีเอชในถังเติมอากาศของการทดลอง
ทั้ง 3 ชุด โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 7.69 (อยูในชวง 7.55-7.81),  7.70 (อยูในชวง 7.47-7.97) และ 7.68 
(อยูในชวง 7.45-7.96) ตามลําดับ เปนที่สังเกตวาทั้ง 3 การทดลองพีเอชมีแนวโนมลดลงตามเวลา 
แมวาจะยังอยูในชวงพีเอชเปนกลางก็ตาม ผลการวัดระดับคาพีเอชของน้ําเสียในถังเติมอากาศใน
ชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน ของการทดลองทั้ง 3 ชุด นี้ สามารถแสดงเปนกราฟไดดังรูปที่ 4.4  
(ขอมูลแสดงผลการวิเคราะหคาพีเอชในถังเติมอากาศในชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน แสดงใน
ตารางที่ ค.1 ค.2 และ ค.3 ในภาคผนวก ค) 
 

ระดับคาพีเอชในถังเติมอากาศของการทดลองแตละชุดนั้น ระบบสามารถรักษาระดับให
อยูในชวงที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของกลุมจุลินทรียในระบบได และจัดวาเปนระดับที่ไมสง
ผลกระทบใดๆ ตอการทํางานของกลุมจุลินทรียที่มีในระบบเชนกัน โดยที่ระดับพีเอชดังกลาวเกิด
ขึ้นไดเองโดยไมตองทําการปรับคาดวยการเติมสารเคมี ระบบแอคติเวตเต็ดสลัดจจะสามารถทํางาน
ไดอยางมีประสิทธิภาพไดก็ตอเมื่อมีคาพีเอชอยูในชวง 6.5-8.5 ถาพีเอชต่ํากวา 6.5 รา (fungi) จะ
เจริญไดดีกวาแบคทีเรียทําใหประสิทธิภาพของระบบต่ําลง และสลัดจตกตะกอนไดไมดี สวนคา   
พีเอชที่สูงจะทําใหฟอสฟอรัสแยกตัวออกมาจากน้ํา (precipitate) และจุลินทรียไมสามารถนําไปใช
ประโยชนได ทําใหระบบทํางานไดไมดีเชนกัน หากพีเอชมีคาสูงหรือต่ํามาก จุลินทรียก็จะตายหมด
ไมสามารถดํารงชีพตอไปได (สุรพล สายพาณิช, 2531) 
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รูปที่ 4.4  ระดับพีเอชของน้ําเสียในถังเติมอากาศ ในชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน ของการทดลอง

ทั้ง 3 ชุด 
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4.4.2  ปริมาณออกซิเจนละลาย (DO) 
 
 การเติมอากาศในถังเติมอากาศของการทดลองทั้ง 3 ชุด ตองทําการเติมอากาศในปริมาณที่ 
มากเกินพอ เพื่อใหภายในถังเติมอากาศของทุกๆ การทดลองมีปริมาณออกซิเจนละลายน้ําอยางมาก
เพียงพอตลอดเวลา (รักษาสภาพแวดลอมภายในถังใหเปนแบบแอโรบิก) โดยทั่วไปแลวในถังเติม
อากาศจะตองมีคาออกซิเจนละลายน้ําระหวาง 1-2 มิลลิกรัมตอลิตร (สุรพล สายพาณิช, 2531) และ
เพื่อใหเกิดการกวนผสม (mixing) อยางทั่วถึงสม่ําเสมอเปนเนื้อเดียวกันตลอดทั้งถัง ซ่ึงไดผลดัง     
ที่แสดงไวในรูปที่ 4.5 (ขอมูลแสดงผลการวิเคราะหคาออกซิเจนละลายในถังเติมอากาศในชวงเก็บ
ผลการทดลองทั้ง 7 วัน แสดงในตารางที่ ค.1 ค.2 และ ค.3ในภาคผนวก ค) 
 
 จากรูปจะเห็นไดวา สามารถรักษาคาดีโอหรือปริมาณออกซิเจนละลายภายในถังเติมอากาศ
ใหอยูในระดับที่สูงไดตลอดเวลาที่ทําการวิจัย นั่นคือสามารถควบคุมระบบโดยไมใหปริมาณ
ออกซิเจนละลายน้ําเปนตัวจํากัดอัตราการเกิดปฏิกิริยา และการเจริญเติบโตของจุลินทรียในระบบ
ไดตามขอบเขตการวิจัย 
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รูปที่ 4.5   ระดับออกซิเจนละลายของน้ําเสียในถังเติมอากาศ ในชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน  
                 ของการทดลองทั้ง 3 ชุด ณ อุณหภูมิหอง 
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 4.4.3  ของแข็งแขวนลอยในถังเติมอากาศ 
 
 ระดับปริมาณของแข็งแขวนลอยในถังเติมอากาศ หรือคาความเขมขนของจุลินทรียในถัง
เติมอากาศในชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน ของการทดลองทั้ง 3 ชุด แสดงไดดังรูปที่ 4.6 (ขอมูล
แสดงผลการวิเคราะหปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดในถังเติมอากาศในชวงเก็บผลการทดลอง
ทั้ง 7 วัน แสดงในตารางที่ ค.1 ค.2 และ ค.3 ในภาคผนวก ค) สามารถวิเคราะหไดดังนี้  
 
 ปริมาณของแข็งแขวนลอยในถังเติมอากาศของการทดลองชุดที่ 1 มีคาเฉลี่ยเทากับ 1,499 
มิลลิกรัมตอลิตร (อยูในชวง 1,443-1,567 มิลลิกรัมตอลิตร) สวนการทดลองชุดที่ 2 มีคาเฉลี่ยเทากับ 
1,479 มิลลิกรัมตอลิตร  (อยูในชวง 1,430-1,557 มิลลิกรัมตอลิตร) และในการทดลองชุดที่ 3 มีคา
เฉลี่ยเทากับ 1,495 มิลลิกรัมตอลิตร (อยูในชวง 1,430-1,567 มิลลิกรัมตอลิตร) จะเห็นไดวาปริมาณ
ของแข็งแขวนลอยในถังเติมอากาศ หรือคาความเขมขนของจุลินทรียในถังเติมอากาศในชวงเก็บผล
การทดลองทั้ง 7 วัน ของการทดลองทั้ง 3 ชุด นั้น สามารถควบคุมใหมีคาอยูในชวงที่แผนการวิจัย
กําหนดไวไดซ่ึงถือวาระบบคงที่ และมีปริมาณจุลินทรียมากพอที่จะจับรวมตัวกันเพื่อการตก
ตะกอน แตจากการสังเกตพบวาน้ําสวนบนจะมีลักษณะขุนทั้งนี้เนื่องมาจากน้ํามันถ่ัวเหลืองที่เติม
ลงไปในระบบบําบัดซึ่งมีคุณสมบัติความหนาแนนนอยกวาน้ํา ทําใหเกิดการลอยตัวที่ผิวหนาน้ํา    
จุลินทรียในระบบบําบัดไมสามารถยอยสลายไดหมดทาํใหมีผลตอการตกตะกอน โดยการลอยตัว
ของน้ํามันเปนสาเหตุใหมีการดึงสารแขวนลอยอื่นๆ รวมทั้งจุลินทรียขึ้นสูผิวทําใหตกตะกอนยาก
ขึ้น 
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รูปที่ 4.6  ระดับของแข็งแขวนลอยในถังเติมอากาศ ในชวงเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน ของการ 

      ทดลองทั้ง 3 ชุด 
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 4.4.4 ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันถั่วเหลือง (Soybean oil) 
  

จากการศึกษาพบวาน้ําเสียจากโรงอาหารและหางสรรพสินคาซึ่งเปนสวนหนึ่งของน้ําเสีย
ชุมชน มีคาน้ํามันและไขมันไมเกิน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร อุดร จารุรัตน (2536) และ วรรษา      
โชติชัยสถิตย (2541) พบวาน้ําเสียจากโรงอาหารมีคาน้ํามันและไขมันเริ่มตน 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร จึงเลือกใชน้ําเสียสังเคราะหที่มีน้ํามันถ่ัวเหลือง 0.1% เมื่อเติมในระบบบําบัดจะทําใหระบบ
บําบัดมีความเขมขนของน้ํามันเริ่มตน  963   มิลลิกรัมตอลิตร   ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการศึกษาขางตน
เพราะสลัดจที่ใชในการทดลองเปนสลัดจที่นํามาจากโรงบําบัดน้ําเสียชุมชน โดยผลการทดลองที่
ไดทั้ง 3 ชุด พบวามีคาเฉลี่ยของน้ํามันที่เหลือออกมาหลังผานการบําบัดเทากับ 87.4, 23.4 และ 23.6 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันคิดเปนรอยละ   90.9 ± 7.3, 97.5 
± 0.7 และ 97.5 ± 0.7 ตามลําดับ แสดงไดดังรูปที่ 4.7 และ 4.8 (ขอมูลแสดงผลการวิเคราะห
ปริมาณน้ํามันถ่ัวเหลืองของน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัดแลว แสดงในตารางที่ ง.1, ง.2 และ 
ง.3 ในภาคผนวก ง)  

 
เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด จะเห็นไดวา ชุดที่ 2 และ 3 คือชุดที่มีการเติม

แบคทีเรียจากแหลงอื่นเพิ่มลงไปมีประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันใกลเคียงกัน และสามารถกําจัด   
นํ้ามันไดดีกวาชุดที่ไมมีการเติมแบคทีเรียจากแหลงอื่น ดังจะเห็นไดจากรูปที่ 4.7 และ 4.8 ซ่ึง
เปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด ของน้ํามันหลังผานการบําบัด และรอยละของประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามัน ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียที่เติมลงไปสามารถสรางเอนไซมไลเปสมาชวยยอย
สลายน้ํามันในน้ําเสียสังเคราะห ทําใหสามารถกําจัดน้ํามันไดมากขึ้น และชวยเพิ่มประสิทธิภาพ
การยอยสลายน้ํามันไดดียิ่งขึ้นจากจุลินทรยีที่มีอยูเดิมในระบบ เชนเดียวกับผลการทดลองของ 
วรรษา โชติชัยสถิตย (2541) โดยประสิทธิภาพของการเติมแบคทีเรียสําเร็จรูป SLB 100 เพื่อกําจัด
น้ํามันเพิ่มขึ้นจากชุดควบคุมจากรอยละ 75.5  เปนรอยละ 86 และ อัจฉรา  คอประเสริฐศักดิ์  (2542) 
ซ่ึงพบวา เชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท สามารถยอยสลายไขมันไดสูงกวาการทดลองชุดควบคุม โดย
ยอยสลายไปคิดเปนรอยละ 70-88 ขณะที่ชุดควบคุมยอยสลายไขมันไดเพียงรอยละ 63 และเมื่อนํา
มาเปรียบเทียบกับการทดลองของ อุดร จารุรัตน (2536) ที่ไดทําการกําจัดน้ํามันและไขมันจาก    
โรงอาหารโดยวิธีทางกายภาพคือใชถังดักไขมัน น้ําทิ้งที่ออกมาก็ยังมีปริมาณน้ํามันและไขมันสูงถึง 
163 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเปนการกําจัดเฉพาะไขมันออกจากน้ําเสีย ตองทําการบําบัดน้ําเสียเพื่อลด
คาซีโอดีโดยวิธีอ่ืนอีก ในขณะที่ผลจากการทดลองในครั้งนี้สามารถกําจัดน้ํามันและลดคาซีโอดี  
ไดในขั้นตอนเดียวเปนการลดขั้นตอนการบําบัดลงแตยังสามารถบําบัดน้ําเสียไดดี แตการยอยสลาย
ไขมันในน้ําเสียไมไดเกิดจากการทํางานของแบคทีเรียที่เติมเขาไปเพียงอยางเดียว ยังเปนการทํางาน 
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รูปที่  4.7    ปริมาณของน้ํามันถ่ัวเหลืองในน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัด ที่มีความเขมขน 
                   ของน้ํามันเริ่มตน 963 มิลลิกรัมตอลิตร ของการทดลองทั้ง 3 ชุด 

 

 
รูปที่  4.8    ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันถ่ัวเหลืองในน้ําเสียสังเคราะห ที่มีความเขมขนของน้ํามัน  
                   เร่ิมตน 963 มิลลิกรัมตอลิตร ของการทดลองทั้ง 3 ชุด 
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รวมกันของจุลินทรียที่มีอยูเดิมในน้ําเสียดวย  ซ่ึงมีทั้งยีสต  แบคทีเรีย  และโปรโตซัว  (Bailey  และ 
Ollis, 1986; Metcalf และ Eddy, 1991) ดังนั้นจึงจําเปนตองคํานึงถึงความสัมพันธในการอยูรวมกัน
ของจุลินทรียที่เติมลงไปในการบําบัดน้ําเสียดวย 
 
 สําหรับการทดลองชุดที่  3 นั้น เมื่อคิดเปนรอยละของประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันไมแตก
ตางจากผลการทดลองชุดที่ 2 แมวาจะมีรายงานวา Acinetobacter  เปนแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายไขมันไดดี (Chappe และ Mourey, 1994) และ Yarrowia เปนยีสตซ่ึงมีความ
สามารถในการยอยสลายน้ํามันดิบไดสูง (ปญจพล ชิโนดม, 2543) แตทั้ง Acinetobacter และ 
Yarrowia ที่มีอยูในหองปฏิบัติการที่นํามาใชในการทดลองนี้ อาจเปนแบคทีเรียคนละสายพันธุ  
และแหลงคารบอนที่ใชในการทดลองเปลี่ยนไปจากเดิม ทําใหประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันที่ไดใน
การทดลองชุดที่ 3 ไมแตกตางจากการทดลองชุดที่ 2  
 
 4.4.5 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี (COD) 
 
 ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัดซีโอดีซ่ึงมีคาเริ่มตน 712 มิลลิกรัมตอลิตร
ในน้ําเสียสังเคราะหที่มีน้ํามันถ่ัวเหลืองโดยเปรียบเทียบผลการทดลองกัน 3 ชุด พบวามีคาเฉลี่ยของ
ซีโอดีหลังผานการบําบัดเทากับ 113, 97 และ 95.9 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพ
ในการกําจัดซีโอดีคิดเปนรอยละ 84.1 ± 6.8, 86.3 ± 6.8 และ 86.5 ± 6.8 ตามลําดับ แสดงไดดังรูป
ที่ 4.9 และ 4.10 (ขอมูลแสดงผลการวิเคราะหปริมาณซีโอดีของน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัด
แลว แสดงในตารางที่ ง.1, ง.2 และ ง.3 ในภาคผนวก ง) 
 
 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด จะเห็นไดวา การทดลองชุดที่ 2 และ 3 ที่มีการเติม
เชื้อจุลินทรียจากแหลงอื่นเพิ่มลงไป ทําใหประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีเพิ่มขึ้นไมแตกตางกัน   
มากนัก ดังจะเห็นไดจากรูปที่ 4.9 และ 4.10  ซ่ึงเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด  ของซีโอดีหลัง
ผานการบําบัด และรอยละของประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี ตามลําดับ ผลการทดลองเปนเชนเดียว
กับ วรรษา โชติชัยสถิตย (2541) โดยเมื่อเติมแบคทีเรียสําเร็จรูป SLB 100 สามารถกําจัดซีโอดีเพิ่ม
ขึ้นจากชุดควบคุมไดเพียงเล็กนอย โดยเพิ่มขึ้นจากรอยละ 93 เปนรอยละ 94 
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รูปที่  4.9  คาซีโอดีในน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัด ของการทดลองทั้ง 3 ชุด 
 

0 

 
รูปที่  4.10  ประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีในน้ําเสียสังเคราะห ของการทดลองทั้ง 3 ชุด 
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4.4.6  ผลการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดบีโอดี (BOD) 
 
 ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัดบีโอดีในน้ําเสียสังเคราะหที่มีน้ํามัน         
ถ่ัวเหลือง โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกัน 3 ชุด พบวามีคาเฉลี่ยของบีโอดีหลังผานการบําบัดเทา
กับ 76, 63 และ 63.9 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพในการกําจัดบีโอดีคิดเปน  
รอยละ 85.2 ± 6.9, 87.8 ± 6.6 และ 87.6 ± 7.8 ตามลําดับ แสดงไดดังรูปที่ 4.11 และ 4.12 (ขอมูล
แสดงผลการวิเคราะหปริมาณบีโอดีของน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัดแลว แสดงในตารางที่ 
ง.1, ง.2 และ ง.3 ในภาคผนวก ง) 

 
เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด จะเห็นไดวา การทดลองชุดที่ 2 และ 3 ที่มีการเติม

เชื้อจุลินทรียจากแหลงอื่นเพิ่มลงไป ทําใหประสิทธิภาพการกําจัดบีโอดีมากกวาการทดลองชุดที่ 1 
ไมแตกตางกันมากนัก ดังจะเห็นไดจากรูปที่ 4.11 และ 4.12  ซ่ึงเปรียบเทียบผลการทดลองทั้ง 3 ชุด  
ของบีโอดีหลังผานการบําบัด และรอยละของประสิทธิภาพการกําจัดบีโอดี ตามลําดับ  
 
 จากผลการทดลองทั้ง 3 ชุด จะเห็นไดวา เมื่อเติมจุลินทรียจากแหลงอื่นลงไปในระบบ   
ประสิทธิภาพการกําจัดคาน้ํามัน ซีโอดี และบีโอดี ไมแตกตางกันมาก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสลัดจที่
นํามาจากระบบน้ําเสียเดิมไดมีการปรับใหมีความคุนเคยกับน้ําเสียสังเคราะหเปนเวลานาน ทําให   
จุลินทรียที่มอียูในระบบบําบัดน้ําเสียเดิมมีการปรับตัว สามารถสังเคราะหเอนไซมที่เกี่ยวของใน
การเจริญ จึงใชสับสเตรทในน้ําเสียชนิดใหมไดเร็ว (Brock และคณะ, 1994) แมวาผลการทดลองใน
คร้ังนี้จะใหประสิทธิภาพการกําจัดไมเพิ่มขึ้นมากนัก แตหากนําไปใชกับน้ําเสียจริงอาจใหผลที่ 
แตกตางออกไป เนื่องจากมีรายงานของ อัจฉรา คอประเสริฐศักดิ์ (2542) ศึกษาการยอยสลายไขมัน
ในน้ําเสีย โดยใชแบคทีเรียที่คัดเลือกได 4 ไอโซเลท พบวาสามารถยอยสลายไขมันในน้ําเสียจาก
โรงงานขนมอบไดสูงกวาน้ํามันพืชในน้ําเสียสังเคราะห โดยน้ํามันพืชถูกยอยสลายไปเพียง 27-30 
เปอรเซ็นต  แตไขมันในน้ําเสียโรงงานขนมอบยอยสลายไป 50-70 เปอรเซ็นต จากการศึกษาการ
ยอยสลายน้ํามันพืช อาหารที่ใชเล้ียงเชื้อเปนอาหารจําพวก minimal ที่มีน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนแหลง
คารบอน สวนแหลงไนโตรเจน ฟอสเฟต และแรธาตุอาหารไดจากสารประกอบอนินทรีย ซ่ึงเปน
อาหารที่พอเพียงสําหรับการเจริญของจุลินทรีย  ในขณะที่น้ําเสียประกอบดวยสารอินทรียหลาย
ชนิด เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน ซ่ึงเปน complex media (Tchobanoglous และ Burton, 
1991) สารประกอบเหลานี้มีความสําคัญตอการเจริญของเชื้อ โดยเฉพาะจุลินทรียประเภท 
chemoheterotrophs ที่ตองการพลังงานและคารบอนสําหรับการเจริญของเซลล จุลินทรียสามารถได
พลังงานเหลานี้จากแปง  น้ําตาล  และไขมันที่อยูในน้ําเสีย  สวนแหลงไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส  และ  
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รูปที่  4.11  คาบีโอดีในน้ําเสียสังเคราะหหลังผานการบําบัด ของการทดลองทั้ง 3 ชุด 
 
 

 
รูปที่  4.12  ประสิทธิภาพการกําจัดบีโอดีในน้ําเสียสังเคราะหของการทดลองทั้ง 3 ชุด 
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ซัลเฟต ไดจากการยอยสลายโปรตีน (Bailey และ Ollis,1986) สารอินทรียที่อยูในน้ําเสียชวย        
สงเสริมใหจุลินทรียเจริญไดดีกวาในอาหารสังเคราะห จึงทําใหการยอยสลายไขมันมีปริมาณ     
เพิ่มขึ้น 
 

 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน ซีโอดี และบีโอดี ของการทดลองทั้ง 3 ชุด จะ
เห็นไดวามีแนวโนมที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดที่ลดลง ทั้งที่นาจะมีคาคอนขางคงที่ ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากระบบยังไมอยูในสภาวะคงที่ที่แทจริง เนื่องจากตามแผนการทดลองกําหนดไววาเมื่อ
ควบคุมคาความเขมขนของน้ําตะกอนไดคงที่จะถือวาระบบคงที่ หรืออาจเกิดเนื่องจากปริมาณ     
น้ํามันที่ปอนเขาสูระบบนั้นมีคามากเกินไประบบไมสามารถกําจัดไดหมด สงผลใหประสิทธิภาพ
การกําจัดมีแนวโนมที่ลดลง ซ่ึงในการศึกษาตอไปนั้นควรมีการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน 
ซีโอดี และบีโอดี ที่มีคาความเขมขนของน้ํามันเริ่มตนคาตางๆ และผลการทดลองครั้งนี้สังเกตพบ
วาน้ําเสียสวนบนในถังตกตะกอนมีลักษณะขุน ซ่ึงอาจเกิดเนื่องจากกระบวนการดูดซับไขมันโดย
เซลลของจุลินทรีย จากการทดลองของ Hsu และคณะ (1983) พบวาอัตราการดูดซับไขมันโดย
สลัดจเพิ่มขึ้นเมื่อความเขมขนของไขมันเพิ่มขึ้น จนกระทั่งถึง 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร แตเมื่อความ
เขมขนสูงกวานี้อัตราการดูดซับไขมันจะคงที่ ประกอบกับน้ํามันที่มีอยูดึงตะกอนจุลินทรียขึ้นสูผิว 
น้ําเสียหลังการบําบัดจึงมีลักษณะขุน เมื่อนําไปวิเคราะหทําใหปริมาณสารอินทรียที่วิเคราะหไดมี
ปริมาณสูงขึ้น (Hemer และคณะ, 1985) หรือความขุนอาจเกิดจากการเกิด emulsion เนื่องจาก         
จุลินทรียสราง surfactant ก็ได นอกจากประเด็นที่กลาวมาแลวความสัมพันธในการอยูรวมกันของ 
จุลินทรียเปนสิ่งที่ตองคํานึงถึงดวย เนื่องจากจุลินทรียที่เติมลงไปอาจมีการสรางสารยับยั้งการ
ทํางานของจุลินทรียเดิมหรือเปนไปในทางกลับกัน จึงตองศึกษาความสามารถในการคงอยูใน
ระบบของจุลินทรียที่เติมลงไปดวย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 53

4.5 ความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดในการทดลองชุดท่ี 2 โดยใชคุณ
สมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 

4.5.1 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียท่ีแยกไดจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน 
และแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท้ัง 3 ชนิด 

 
เนื่องจากระบบบําบัดน้ําเสียมีจุลินทรียอยูอยางหนาแนน การติดตามดูวายังคงมีจุลินทรียที่

เติมลงไปอยูหรือไมจึงคอนขางลําบาก วิโรจน ประเทืองสวัสดิ์ (2541) จึงใชคุณสมบัติความไวตอ
ยาปฏิชีวนะเปนตัวบงชี้ซ่ึงทําใหงายตอการติดตาม ผลการแยกเชื้อจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตนพบ
ลักษณะจุลินทรียที่แตกตางกัน 5 ชนิด จึงนํามาทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะกับยา 23 ชนิด พบวา
มียาปฏิชีวนะเพียงชนิดเดียวที่เชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิดไวตอการทดสอบ ในขณะที่แบคทีเรียที่คัด
แยกไดทั้ง 3 ชนิด สามารถตานยานั้นได  ซ่ึงก็คือ Chloramphenical ตัวอยางลักษณะการตานยา
แสดงในรูปที่ 4.13 , 4.14 และ 4.15 ดังนั้นจึงใชยาชนิดนี้เปนตัวทดสอบในการติดตามความ
สามารถในการคงอยูในระบบของเชื้อที่แยกไดทั้ง 3 ชนิด ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะ
ของแบคทีเรียที่แยกไดจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน (S1-S5) และแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสทั้ง 3 
ชนิด  (L1-L3) แสดงในตารางที่ 4.5 
 

 
รูปที่ 4.13  ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะ Chloramphenical ของ S1   
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รูปที่ 4.14  ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะ Chloramphenical ของ L1  
 

 
รูปที่ 4.15  ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะ Chloramphenical ของ L2  
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ตารางที่ 4.5 ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะของแบคทีเรียที่แยกไดจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน   
                    และแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสทั้ง 3 ชนิด 
 

ช่ือยา S1 S2 S3 S4 S5 L1 L2 L3 
Norfloxain 
Chloramphenical 
Nitrofurantoin 
SXT 
Erythromycin 
Cefamandole 
Augmentin 
Cefoperazone 
Ciprofloxacin 
Ceftazidime 
Gentamycin 
Tetracycline 
Imipenem 
Netilmicin 
Kanamycin 
Penicillin 
Amikacin 
Clindamycin 
Oxacillin 
Ampicillin 
Ceftriaxone 
Cefotaxime 
Vancomycin 

S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
S 
S 
R 

S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
S 
S 
R 

S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
S 
S 
R 

S 
S 
R 
S 
R 
R 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
S 

S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
S 
S 
S 
R 

S 
R 
R 
S 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
S 
S 
R 

R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 

R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 

 
หมายเหตุ: S = ไมสามารถทนยาปฏิชีวนะ  S1-S5 = เชื้อจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตน 
     R = ทนตอยาปฏิชีวนะ   L1-L3 = เชื้อที่ผลิตเอนไซมไลเปส 
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4.5.2 การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 ชนิด 
โดยใชคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 

 
 เมื่อนําตัวอยางน้ําจากถังเติมอากาศในการทดลองชุดที่ 2 มาทดสอบความไวตอยา 
Chloramphenical ของจุลินทรียในตัวอยางน้ํา พบวามีเชื้อจุลินทรียที่ตานตอยาไดแตไมทราบวาเปน
จุลินทรียชนิดใด จึงปายเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะมาแยกใหไดโคโลนีเดี่ยว แลวนํา
เชื้อแตละชนิดที่แยกไดมาทดสอบความไวตอยาปฏิชวีนะ เมื่อนําผลการทดสอบความไวตอยา
ปฏิชีวนะไปเปรียบเทียบกับตารางที่ 4.5 และเปรียบเทียบลักษณะเซลลจากการยอมสีแกรม พบวา
เชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะเปนเชื้อ L1, L2 และ L3  แสดงวาแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม
ไลเปสที่แยกไดนั้นสามารถคงอยูในระบบได เปนเชนนี้ตลอดการเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน 
 
4.6 การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 ชนิด  
Acinetobacter  และ Yarrowia   ในการทดลองชุดท่ี 3 โดยใชคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ  
 

4.6.1 การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะของ Acinetobacter  และ Yarrowia 
 
เมื่อนํา Acinetobacter  และ Yarrowia มาตรวจสอบคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะทั้ง 23 

ชนิด พบวามียาปฏิชีวนะเพียงชนิดเดียวที่เชื้อแบคทีเรียซ่ึงแยกจากหัวเชื้อสลัดจตั้งตนทั้ง 5 ชนิด   
ไวตอการทดสอบ และ Acinetobacter และ Yarrowia สามารถตานตอยานั้นได  ซ่ึงก็คือ 
Chloramphenical  เชนเดียวกับแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสที่แยกได ดังนั้นจึงใชยาชนิดนี้เปนตัวทดสอบ
ในการติดตามความสามารถในการคงอยูในระบบของเชื้อที่แยกไดทั้ง 3 ชนิด Acinetobacter  และ 
Yarrowia ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะของ Acinetobacter  และ Yarrowia แสดงในตาราง
ที่ 4.6  
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ตารางที่ 4.6 ผลการทดสอบความไวตอยาปฏีชีวนะของ Acinetobacter  และ Yarrowia 
 

ช่ือยา Acinetobacter    Yarrowia 
Norfloxacin 
Chloramphenical 
Nitrofurantoin 
SXT 
Erythromycin 
Cefamandole 
Augmentin 
Cefoperazone 
Ciprofloxacin 
Ceftazidime 
Gentamycin 
Tetracycline 
Imipenem 
Netilmicin 
Kanamycin 
Penicillin 
Amikacin 
Clindamycin 
Oxacillin 
Ampicillin 
Ceftriaxone 
Cefotaxime 
Vancomycin 

S 
R 
R 
R 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
R 
R 
S 
S 
R 

R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 

 
 หมายเหตุ: S = ไมสามารถทนยาปฏิชีวนะ   
          R = ทนตอยาปฏิชีวนะ    
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4.6.2 การทดสอบความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 ชนิด  
ของ Acinetobacter  และ Yarrowia โดยใชคุณสมบัติความไวตอยาปฏิชีวนะ 

 
 เมื่อนําตัวอยางน้ําจากถังเติมอากาศในการทดลองชุดที่ 3 มาทดสอบความไวตอยา 
Chloramphenical ของจุลินทรียในตัวอยางน้ํา พบวามีเชื้อจุลินทรียที่ตานตอยาไดแตไมทราบวาเปน
จุลินทรียชนิดใด (รูปที่ 4.16) จึงปายเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะมาแยกใหไดโคโลนี
เดี่ยว ดังรูปที่ 4.17 แลวนําเชื้อแตละชนิดที่แยกไดมาทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ เมื่อนําผลการ
ทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะไปเปรียบเทียบกับตารางที่ 4.5 พบวาเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไว    
ตอยาปฏิชีวนะเปนเชื้อ L1, L2, L3 (ลักษณะเมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนแสดงในขอ 4.3), 
Acinetobacter  และ Yarrowia (ลักษณะเมื่อสองดวยกลองจุลทรรศนแสดงดังรูปที่ 4.18 และ 4.19) 
เนื่องจากผลการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ ตรงตามที่ทดสอบขางตน และเมื่อนํามาสองดูดวย
กลองจุลทรรศนพบวามีลักษณะตรงตามที่เคยตรวจสอบ แสดงวาแบคทเีรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่
แยกไดนั้นสามารถคงอยูในระบบได เปนเชนนี้ตลอดการเก็บผลการทดลองทั้ง 7 วัน 
 
 

 
รูปที่ 4.16 เชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะ Chloramphenical 
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รูปที่ 4.17 โคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่ขึ้นไดในบริเวณที่ไวตอยาปฏิชีวนะ 
 
 
 

   
รูปที่ 4.18  ลักษณะของ Yarrowia ถายจากกลองจุลทรรศนดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย x40 
 
 

          10 µm
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รูปที่ 4.19  ลักษณะของ Acinetobacter ถายจากกลองจุลทรรศนดวยเลนสวัตถุกําลังขยาย x100 
 
 
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวากลุมจุลินทรีย คือ แบคทีเรียที่แยกได คือ L1, L2 และ L3 
รวมทั้ง Acinetobacter  และ Yarrowia สามารถมีชีวิตอยูไดตลอดการทดลองทั้ง 7 วัน แตจํานวน
ประชากรของกลุมจุลินทรียที่เติมลงไปนั้นไมสามารถทราบไดแนชัด และหากเดินระบบตอไปมาก
กวาระยะเวลาที่ทําการศึกษา กลุมจุลินทรียดงักลาวจะสามารถอยูไดหรือไม เนื่องจากมีแนวโนม
ประสิทธิภาพการกําจัดคาน้ํามัน ซีโอดี และบีโอดี ที่ลดลง เพราะคาประสิทธิภาพการกําจัดที่ลดลง
นั้น อาจเกิดเนื่องจากกลุมจุลินทรียที่เติมลงไป หรือสลัดจที่นํามาจากระบบบําบัดน้ําเสียเดิมมี
ประชากรที่ลดลง เพราะผลผลิตจากการยอยสับสเตรตของจุลินทรียชนิดหนึ่งอาจไปยับยั้งการ
ทํางานของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง เชน กลูโคส ยับยั้งการผลิตโปรติเอส และเซลลูเลส ได เปนการ
ยับยั้งแบบ catabolite represssion (อรพิน ภูมิภมร, 2526) ความสัมพันธในการอยูรวมกันของกลุม  
จุลินทรียจึงเปนเรื่องที่นาสนใจในการศึกษาตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          10 µm



บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 
 

จากตัวอยางดินและน้ําเสียจากรานอาหาร ตลาด และบานเรือน สามารถแยกแบคทีเรียดวย
อาหารที่ประกอบดวยน้ํามันมะกอกได 37 ไอโซเลท นํามาคัดเลือกแบคทีเรียที่สรางบริเวณใสได
กวางในอาหาร tributyrin agar ได 10 ไอโซเลท เพื่อนํามาทดสอบความสามารถในการอยูรอดใน
อาหารผสมน้ํามันถ่ัวเหลือง ไดแบคทีเรียผสมกลุมสุดทายประกอบดวย 3 ไอโซเลท คือ L1, L2 และ 
L3 จึงนํามาศึกษาการยอยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองในน้ําเสียสังเคราะหในระบบบําบัดแบบแอคติเวต
เต็ดสลัดจตอไป 
 

ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันถ่ัวเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ในระบบ
บําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจสามารถสรุปไดดังนี้ 

 
 ชุดที่ 1 ชุดทดลองควบคุม (control) มีเฉพาะหัวเชื้อจากระบบบําบัดน้ําเสียเดิม ผลการศึกษา
พบวา สามารถลดคาน้ํามันถ่ัวเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ไดรอยละ 90.9 ± 7.3, 84.1 ± 6.8 และ 85.2 
± 6.9 ตามลําดับ 
 
 ชุดที่ 2 เหมือนชุดที่ 1 และมีการเติมแบคทีเรียที่คัดเลือกได L1, L2 และ L3 ผลการศึกษา
พบวา สามารถลดคาน้ํามันถ่ัวเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ไดรอยละ 97.5 ± 0.7, 86.3 ± 6.8 และ 87.8 
±   6.6 ตามลําดับ 
 

ชุดที่ 3  เหมือนชุดที่ 2 และมีการเติม  Acinetobacter  และ Yarrowia ผลการศึกษาพบวา
สามารถลดคาน้ํามันถ่ัวเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ไดรอยละ 97.5 ± 0.7, 86.5 ± 6.8 และ 87.6 ± 7.8 
ตามลําดับ  

 
ผลจากการติดตามความสามารถในการคงอยูในระบบของแบคทีเรียที่คัดเลือกได L1, L2 

และ L3 รวมทั้ง Acinetobacter และ Yarrowia โดยใชยาปฏิชีวนะ Chloramphenical พบวากลุม      
จุลินทรียดังกลาวสามารถเจริญอยูในระบบบําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจไดตลอดการทดลอง 
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แสดงวาจุลินทรียที่เติมลงไปนาจะใชในระบบบําบัดจริงได ทั้งนี้จะตองทดลองในระดับขยายขนาด
ตอไป  
 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรมีการศึกษาวิจัยเพื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม
ไลเปสไดสูงจากแหลงอื่นในประเทศไทย เพื่อนํามาประยุกตใชตอไป 

 
2. ควรมีการศึกษาวิจัยเมื่อเดินระบบบําบัดโดยใชระยะเวลาที่นานมากขึ้น เนื่องจากระบบ

บําบัดแบบแอคติเวตเต็ดสลัดจที่ควบคุมคาอายุตะกอนนั้น ควรใชระยะเวลาในการเก็บผลการ
ทดลองนาน 2-3 เทา ของคาอายุตะกอน 
 

3. ควรจะมีการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันถ่ัวเหลือง ซีโอดี และบีโอดี ในระบบ
บําบัดที่ใชน้ําเสียจริง  
 

4. ควรมีการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน ซีโอดี และบีโอดี ที่มีคาความเขมขนของ
น้ํามันเริ่มตนคาตางๆ 
 

5. ควรมีการศึกษาดานความสัมพันธในการอยูรวมกันของจุลินทรียที่เติมลงไปในระบบ
บําบัด 
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ภาคผนวก ก 
 
1. สูตรอาหารเหลวสําหรับคัดเลือกเชื้อ 
 

(NH4)2SO4     5.0  กรัม 
K2HPO4      0.5  กรัม 
MgSO4⋅7H2O   0.3  กรัม 
น้ํามันถ่ัวเหลือง   20.0  มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

 
ผสมองคประกอบทั้งหมดยกเวนน้ํามันถ่ัวเหลืองใหเขากัน นําไปปรับพีเอชใหไดเทากับ 

7.0 กอนที่จะนําไปอุนใหรอน จากนั้นจึงถายใสหลอดทดลองในปริมาณหลอดละ 4.9 มิลลิลิตร 
แลวจึงเติมน้ํามันถ่ัวเหลือง 0.1 มิลลิลิตร (2 เปอรเซ็นตน้ํามันถ่ัวเหลือง) ลงไป 
 
2. สูตรอาหารแข็งสําหรับคัดเลือกเชื้อ 
 

2.1 Basal medium 
 
สูตรอาหารเหมือนขอ 1 แตเติม  agar 2 เปอรเซ็นต และไมใสน้ํามันถ่ัวเหลือง 
 
2.2 สูตรอาหารแข็งสําหรับเททับหนา 
 
สูตรเหมือนขอ 1 แตมีการเพิ่ม  agar 15 กรัม (1.5 เปอรเซ็นต) เขามาดวย และลดน้ํามัน   

ถ่ัวเหลืองเหลือ 5 มิลลิลิตร (0.5 เปอรเซ็นต) 
 
การเตรียมอาหารขอ 2.2 จะทําโดยผสมสวนผสมทั้งหมด ยกเวนน้ํามันถ่ัวเหลืองและ agar 

ละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน จากนั้นจึงนําไปปรับพีเอช แลวเติม agar กอนที่จะนําไปหลอมละลาย
ดวยความรอน เมื่อ agar หลอมละลายเปนเนื้อเดียวกันกับสารละลายแลว จึงนําสารละลายรอนนี้มา
เขยาใหเขากันเปนเวลา 10 นาที จากนั้นจะถายสารละลายดังกลาวสูหลอดทดลองหลอดละ 6 
มิลลิลิตร กอนที่จะนําไปฆาเชื้อที่ 121 องศเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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3. สูตรอาหารแข็ง  Nutrient Agar สําหรับเก็บเชื้อ 
 
Beef Extract   3  กรัม 
Peptone    5   กรัม 
Agar    15  กรัม 
น้ํากลั่น    1  ลิตร 
 
ละลาย beef extract และ peptone ในน้ํากลั่น นําไปทําใหรอนบนแผนความรอนจนได

อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส ใส agar ทีละนอย คนสารละลายจน agar ละลายหมด จากนั้น
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1 ลิตร แบงใสหลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หลังจากฆาเชื้อเรียบรอยแลว เอียงหลอดรอจนแข็งตัวจะได  slant 
สําหรับเก็บเชื้อจุลินทรีย 
 
4. สูตรอาหารเหลว  Nutrient Broth สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ 

 
เชนเดียวกับสูตรอาหารแข็ง nutrient agar แตไมตองเติม agar  ละลาย beef extract และ 

peptone ในน้ํากลั่น นําไปแบงใสขวดรูปชมพูตามปริมาณที่ตองการ แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
5. สูตรอาหาร Emulsion Tributyrin Agar 
 

Yeast Extract   3  กรัม 
Peptone    5   กรัม 
Agar    12  กรัม 
Tributyrin   10   มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น    1  ลิตร 
 
หากไมไดใชอาหารสําเร็จ ใหนําสวนผสมทั้งหมดยกเวนน้ํามัน tributyrin มาผสมใหความ

รอนจน agar ละลาย จากนั้นจึงนํา tributyrin มาผสมโดยเขยาใหเขากันเปนเวลา 10 นาที นําไป    
ฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (กอนเทลงจานเพาะเชื้อควรเขยาใหเม็ดน้ํามัน
กระจายตัวใหทั่วกอน) 
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6. สูตรอาหารแข็ง Herrellea Agar 
 

Tryptone   15.0  กรัม 
Soytone    5.0  กรัม 
Lactose    10.0  กรัม 
Maltose    10.0  กรัม 
Bile salt    1.25  กรัม 
Bromcresol purple  0.02  กรัม 
NaCl    5.0  กรัม 
Agar    16.0  กรัม 
น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 
 

ผสมสารประกอบทั้งหมดใหเขากัน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 15 
นาที 

 
7. สูตรอาหารแข็ง Mueller Hinton Agar 
 

Beef extract   5.0  กรัม 
Casein    17.5  กรัม 

 Strach    1.5  กรัม 
Agar    12.5  กรัม 

  
 ผสมสารประกอบทั้งหมดใหเขากัน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส 

15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 
  

  

รูปที่ ข.1  กราฟมาตรฐานสําหรับหาซีโอดี 
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ภาคผนวก ค 
 
ตารางที่ ค.1  ผลการวิเคราะหคาความเปนกรด-ดาง (pH)  คาออกซิเจนละลาย (DO) และคาความ    

       เขมขนของตะกอนจุลินทรีย(MLSS) ในถังเติมอากาศ ของการทดลองชุดที่ 1 
 

ผลการทดลองชุดที่ 1 วันที่เก็บตัวอยาง วันที่ 
pH DO (mg/l) MLSS (mg/l)  

 
22/06/46 
23/06/46 
24/06/46 
25/06/46 
26/06/46 
27/06/46 
28/06/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

 
7.81 
7.71 
7.71 
7.74 
7.55 
7.65 
7.68 

 
6.98 
6.99 
6.87 
6.99 
7.14 
7.01 
7.12 

 
1,510 
1,450 
1,530 
1,445 
1,547 
1,443 
1,567 

 
ตารางที่ ค.2  ผลการวิเคราะหคาความเปนกรด-ดาง (pH)  คาออกซิเจนละลาย (DO) และคาความ    

       เขมขนของตะกอนจุลินทรีย(MLSS) ในถังเติมอากาศ ของการทดลองชุดที่ 2 
 

ผลการทดลองชุดที่ 2 วันที่เก็บตัวอยาง วันที่ 
pH DO (mg/l) MLSS (mg/l)  

 
18/07/46 
19/07/46 
20/07/46 
21/07/46 
22/07/46 
23/07/46 
24/07/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

 
7.60 
7.87 
7.80 
7.97 
7.60 
7.58 
7.47 

 
7.02 
7.05 
7.01 
6097 
6.95 
7.04 
7.01 

 
1,453 
1,467 
1,557 
1,460 
1,537 
1,430 
1,450 
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ตารางที่ ค.3  ผลการวิเคราะหคาความเปนกรด-ดาง (pH)  คาออกซิเจนละลาย (DO) และคาความ    
       เขมขนของตะกอนจุลินทรีย(MLSS) ในถังเติมอากาศ ของการทดลองชุดที่ 3 

 
ผลการทดลองชุดที่ 3 วันที่เก็บตัวอยาง วันที่ 

pH DO (mg/l) MLSS (mg/l)  
 

02/08/46 
03/08/46 
04/08/46 
05/08/46 
06/08/46 
07/08/46 
08/08/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

 
7.96 
7.87 
7.80 
7.71 
7.51 
7.49 
7.45 

 
6.99 
6.92 
6.97 
7.01 
7.04 
7.09 
7.08 

 
1,510 
1,467 
1,567 
1,460 
1,547 
1,430 
1,487 
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ภาคผนวก ง 
 
ตารางที่ ง.1  ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี (COD) บีโอดี (BOD) และน้ํามัน   

       ถ่ัวเหลือง (Soybean oil) ของการทดลองชุดที่ 1 
 

ผลการทดลองชุดที่ 1  
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
วันที่ COD 

(mg/l) 
% removal 

 
BOD 
(mg/l) 

% removal 
 

Soybean Oil 
(mg/l) 

% removal 
 

 
22/06/46 
23/06/46 
24/06/46 
25/06/46 
26/06/46 
27/06/46 
28/06/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
 

 
59 
68 
73 
99 
132 
167 
193 

 
91.7 
90.4 
89.7 
86.1 
81.5 
76.5 
72.9 

 
37 
43 
48 
66 
89 

118 
133 

 
92.9 
91.6 
90.8 
87.3 
82.8 
77.1 
74.2 

 
12.5 
15.4 
24.0 
67.1 
135 
160 
198 

 
98.7 
98.4 
97.5 
93.0 
86.0 
83.4 
79.4 

 
ตารางที่ ง.2  ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี (COD) บีโอดี (BOD) และน้ํามัน   

       ถ่ัวเหลือง (Soybean oil) ของการทดลองชุดที่ 2 
 

ผลการทดลองชุดที่ 2  
วันที่เก็บตัวอยาง 

 
วันที่ COD 

(mg/l) 
% removal 

 
BOD 
(mg/l) 

% removal 
 

Soybean Oil 
(mg/l) 

% removal 
 

 
18/07/46 
19/07/46 
20/07/46 
21/07/46 
22/07/46 
23/07/46 
24/07/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
 

 
34 
47 
66 
90 
126 
152 
168 

 
95.2 
93.4 
90.7 
87.3 
82.3 
78.6 
76.4 

 
17 
30 
42 
60 
78 

103 
113 

 
96.8 
94.6 
91.9 
88.4 
84.9 
80.1 
78.2 

 
16.0 
18.4 
20.6 
20.9 
22.1 
27.5 
38.3 

 
98.3 
98.1 
97.9 
97.8 
97.7 
97.1 
96.0 
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ตารางที่ ง.3  ผลการทดลองศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี (COD) บีโอดี (BOD) และน้ํามัน   
       ถ่ัวเหลือง (soybean oil) ของการทดลองชุดที่ 3 

 
ผลการทดลองชุดที่ 3  

วันที่เก็บตัวอยาง 
 

วันที่ COD 
(mg/l) 

% removal 
 

BOD 
(mg/l) 

% removal 
 

Soybean Oil 
(mg/l) 

% removal 
 

 
02/08/46 
03/08/46 
04/08/46 
05/08/46 
06/08/46 
07/08/46 
08/08/46 

 

 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
 

 
37 
41 
63 
89 
123 
149 
169 

 
94.8 
94.2 
91.2 
87.5 
82.7 
79.1 
76.3 

 
9 

18 
41 
64 
87 

107 
121 

 
98.2 
96.5 
92.1 
87.7 
83.1 
79.2 
76.6 

 
15.9 
16.1 
20.9 
21.9 
23.1 
28.8 
38.8 

 
98.3 
98.3 
97.8 
97.7 
97.6 
97.0 
96.0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
นางสาว พิชญนาฏ สุทธิสมณ เกิดเมื่อวันที่ 13 มีนาคม 2520 สําเร็จการศึกษาระดับปริญญา

ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หลังจาก
นั้นไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร  
ส่ิงแวดลอม (สหสาขาวิชา) บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2543 จนกระทั่ง
สําเร็จการศึกษาในภาคเรยีนที่ 2  ปการศึกษา 2546 
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