
ผลการทดลอง

4.1 ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของ S e r ra t ia  sp. สายพันธุ พ 4-01
4.1.1 ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในบํ้าเสียสังเคราะห์

ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองท่ีความเข้มข้น 10, 25 และ 50 กรัมต่อ 
ลิตร ของ Serratia sp-สายพันธุ พ4-01 พบว่ามีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองได้มากกว่า 95 
เปอร์เซ็นต์ ใบเวลา 7 วัน โดยในช่วงระดับความเข้มข้น 10 และ 25 กรัมต่อลิตร สามารถย่อยสลายน้ํามัน 
ถ่ัวเหลืองได้ประมาณ 98 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และจากการนับจำนวนแบคทีเรียในวันเร่ิมต้น 
และสุดท้ายของการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายบ้ํามันถ่ัวเหลือง พบว่าสายพันธุ พ4-01 สามารถ 
เจริญได้ดี

ตารางที่ 4.1 ประสิทธิภาพของ Serratia sp. สายพันธุ พ4-01 ในการย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลือง ความ 
เข้มข้น 10, 25 และ 50 กรัมต่อลิตร ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมต้นประมาณ 6 Log CFU ต่อมิลลิลิตร ความเร็ว 
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน

ความเข้มฃ้นบํ้ามับ 
ถั่วเหลือง (กรัมต่อลิตร) เปอร์เซ ็นต์การย่อยสลาย

S e r ra t ia  sp. สายพันธุ พ 4-01 
(Log CFU ต่อมิลลิลิตร)

วัน ที่ 0 วับ ที่ 7
1 0 98.97 ± 0.06 6.41 ± 0.58 8.51 ± 2.08
25 98.51 ± 0.27 6.41 ± 0.58 8.48 ± 0.58
50 95.67 ± 0.49 6.41 ± 0.58 7.45 ± 1.15

จากน้ันได้คัดเลือกความเข้มข้นน้ัามันถ่ัวเหลือง 1  ความเข้มข้น เพ่ือศึกษาระยะเวลา 
ย่อยสลายท่ีเหมาะสมซ่ีงได้พิจารผาจากเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายได้ดีท่ีสุด พบว่าสายพันธุ พ4-01 
ย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองความเข้มข้น 10 และ 25 กรัมต่อลิตรได้ดีท่ีสุด และเม่ือเปรียบเทียบ 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายกับงานวิจัยอ่ืน พบว่าความเข้มข้นต่ําท่ีสุดในงานวิจัยน้ี ยังมีความเข้มข้นไขมัน 
สูงกว่างานวิจัยอ่ืน ดังน้ันจึงได้คัดเลือกความเข้มข้น 1 0  กรัมต่อลิตรมาศึกษาหาระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
ต่อการย่อยสลายต่อไป

ผลการทดสอบระยะเวลาย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองท่ีเหมาะสมของสายพันธุ พ4-01 พบว่าใน 
ระยะเวลา 3 วัน สามารถย่อยสลายย่อยสลายน้ัามับถ่ัวเหลืองได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพย่อยสลาย 
เท่ากับ 94 เปอร์เซ็นต์ และมีจำนวนแบคทีเรียเพ่ิมช้ืนอย่างรวดเร็ว และภายหลังจาก 3 วัน จำนวน 
แบคทีเรียค่อนข้างคงท่ี ดังน้ันจึงได้เลือกใช้ระยะเวลาย่อยสลาย 3 วับ เพ่ือใช้ทดสอบประสิทธิภาพการ 
ย่อยสลายไขมันต่อไปดังแสดงในรูปท่ี 4.1
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รูปที่ 4.1 ประสิทธิภาพและจำนวนแบคทีเรียของสายพันธุ พ4-01ย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลือง 
ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมต่นประมาณ 6 Lo§ CFU ต่อมิลลิลิตร 

ความเร็ว 2 0 0  รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน

4.1.2 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันอื่นๆของ Serratia sp. สายพันธุ พ 4-01
การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันอ่ืน  ๆได้แก่ น้ํามันรำ1ข้าว น้ํามันปาล์ม น้ํามันดอก 

ทานตะวัน น้ํามันมะกอก และนามันหมู ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตรพบว่าสายพันธุ พ4-01สามารถย่อย 
สลายไขมันทุกชนิดได้มากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ในเวลา 3 วัน โดยสามารถย่อยสลายน้ํามันรำข้าวและน้ํามัน 
ปาล์มได้ดีท่ีสุดเท่ากับ 98 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันมะกอก และบามันหมู ย่อย 
สลายได้เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ และสายพันธุ พ4-01 สามารถเจริญได้ดี แสดงดังในตารางท่ี 4.2

ต าร างท ี่ 4 .2  ประสิทธิภาพและจำนวนแบคทีเรียของสายพันธุ พ4-01 ย่อยสลายไขมันอ่ืนๆ 
ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร ปริมาณหัวเช้ีอเร่ิมต้นประมาณ 6 Lo§ CFU ต่อมิลลิลิตร ความเร็ว 200 รอบ 
ต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน_______________________________
ชนิดไขมัน ความเข้มข้น 

1 0  กรัมต่อลิตร เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย
S e r ra t ia  sp. สายพันธุ พ4-01 

(1_๐§ CFU ต่อมิลลิลิตร)
วับ ท่ี 0 วับ ท่ี 3

น้ํามันรำข้าว 98.49 ± 0.28 6.16 ± 3.05 8.05 ± 1.52
'นามันปาล์ม 98.49 ± 0.14 6.16 ± 3.05 9.35 ± 0.57

น้ํามันดอกทานตะวัน 97.35 ± 0.99 6.16 ± 3.05 9.21 ± 1.52
'นามันมะกอก 97.47 ± 0.31 6.16 ± 0.57 9.00 ± 4.35

น้ํามันหมู 97.37 ± 0.90 6.16 ± 0.57 8.21 ± 1.15
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4.1.3 ตรวจหายีนประมวลรหัสเอนไซม่ไลเปส
สกัดดีเอ็นเอจากสายพันธุ พ4-01 มาใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบและนำไปทำปฏิกิริยาลูก 

โซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอริคู่ lipAF/R (Long และคณะ, 2007) โดยออกแบบจากลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของ S e r ro t io  m o rce scens  สายพันธุ้ รโ41 8000และ SILipF/R (Yao และคณะ, 2008) ซ่ีง 
เป็นไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากลำดับกรดอะมิโนของ S e rro t io  iiq u e fa c ie n s  สายพันธุ SM6 และ S e rro tio  
p ro te o m a c u ia n s  สายพันธุ 568 มีความจำเพาะต่อยีน //pA ของ S e rro tio  sp.

ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟรเรซิส พบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรส เม่ือใช้คู่ไพรเมอริ lipAF/R ตามขนาดท่ีคาดหวังคือ 1,860 คู่เบส แต่ไม่พบผลิตภัณฑ์เม่ือใช้คู่ 
ไพรเมอร์ SLLipF/R แสดงดังรูปท่ี 4.2

รูปที่ 4.2 แสดงผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
โดยใช้คู่ไพร๓อร์ lipAF/R และ SILipF/R

ซ่องว่ิงท่ี M คือ 
ซ่องว่ิงท่ี 1 คือ 
ซ่องว่ิงท่ี 2  คือ 
ซ่องว่ิงท่ี 3 คือ 
ซ่องว่ิงท่ี 4 คือ

1 kb DNA ladder
ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ lipAF/R 
Negative ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ lipAF/R 
ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ SlLipF/R 
Negative ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ SILipF/R

จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ lipAF/R ไปวิเคราะห์ 
นิวคลีโอไทดี(ภาคผนวก จ) แล้วเปรียบเทียบกับลำดับกรดอะมิโนกับข้อมูลท่ีมีในฐานข้อมูล GenBank โดย 
ใช้โปแกรม BLASTx พบว่ามีความคล้ายกับลำดับกรดอะมิโนของ Lipase (ยีน iipA ) ของ S e rro tio  
ดังแสดงในตารางท่ี 4.3

S e rro t io  sp. สายพันธุ พ4-01 มีความสามารถย่อยสลายไขมันอ่ืน  ๆ ได้แก่ บ้ํามันถ่ัวเหลือง 
น้ํามับปาล์ม น้ํามัน-รำ1ข้าว น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามับมะกอก และนามันหมู และสามารถย่อยสลายไขมัน 
ท่ีความเข้มข้นสูงได้ นอกจากน้ียังตรวจพบการมีอยู่ของยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายไขมัน แสดงให้เห็น 
ว่าสายพันธุ พ4-01 สามารถนำไปประยุกต็ใช้ในการผลิตเป็นหัวเช้ือแบคทีเรียในการบำบัดน้ีาเสียปนเปีอน 
ไขมับได้



ตารางท่ี 4,3 ผลการเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนจากฐานข้อมล (BLASTx)

ลำดับท่ี โปรตีน สายพันธุแบคทีเรีย Accession no.
Amino acid 
sequence 

Identity (%)
อ้างอิง

1 Extracellular lipase (UpA) S e rra tia  ทาarcescens  สายพันธุ WW4 YP_007406058 89 (346/388) Kuo และคณะ, 2013
2 Extracellular lipase (UpA) S e rro tio  m arcescens AAA81002 8 8  (342/388) ม และคณะ, 1995
3 Lipase (lipA) S e rra tia  m a rcescens ABI13521 87 (337/388) Lee และคณะ, 2006
4 Extracellular lipase (UpA) S e rra tia  m a rcescens ABI83633 79 (357/450) Long และคณะ, 2007
5 Extracellular lipase (UpA) S e rra tia  m a rcescens ADI77082 79 (356/450) พน และคณะ, 2 0 1 0

6 Lipase (lipA) S e rra tia  m arcescens BAA02519 71 (340/388) Akatsuka และคณะ, 
1994

7 Extracellular lipase (UpA) S e rra tia  p ro te a m a c u la n s  สายพันธุ 568 YPJ0O1478438 69 (267/389) Copeland และคณะ, 
2007

8 Extracellular lipase (UpA) S e rra tia  m a rcescens  สายพันธุ AS 12 YP_004500584 6 8  (265/387) Lucas และคณะ, 2011
9 Lipase (lipA) S e rra tia  p ly m u th ic a  สายพันธุ 4Rxl3 YP_008138205 6 8  (264/387) Thuermer และคณะ, 

2013
1 0 Lipase (SLlipA) S e rra tia  iiq ue fac ie n s  สายพันธุ S33 DB-1 ABP04234 6 6  (257/391) Yao และคณะ, 2006
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4.2 การผลิต เก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในนํ้าเลิยสังเคราะห์ของ 
แบคทีเรียอัดเม็ด Serratia sp. สายพันธุ พ 4-01

การผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีมีประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน ต้องพัฒนาวิธีการผลิตและเก็บ 
รักษา เพ่ือให้แบคทีเรียอัดเม็ดมีคุณสมบัติท่ีดี ซ่ึงพิจารณาจากการอยู่รอดของแบคทีเรียและเปอร์เซ็นต์ 
การย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียอัดเม็ด

4.2.1 การคัดเลือกสารป้องกันความเย็น
เพ่ือให้แบคทีเรียมีอัตราการอยู่รอดเพ่ิมมากข้ึน จำเป็นต้องใส่สารป้องกันความเย็นลงในข้ันตอน 

การผลิตหัวเช้ือแบคทีเรียแบบแห้ง จากการคัดเลือกสารป้องกันความเย็นได้แก่ 1 0  เปอร์เซ็นต์ (พ/v) 
หางนม และ 10 เปอร์เซ็นต์ (พ /ร /) หางนมท่ีเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โมโนโซเดียมกลูตาเมท 
(Monosodium gtutamate; MSG) ผลการทดลองพบว่าภายหลังผ่านกระบวนการไลโอพิไลซ์ปริมาณเช้ือ 
ลดลงจาก 14 เหลือ 12 Log CFU ต่อมิลลิลตร และเม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง เม่ือเวลาผ่านไป 21 วับ 
แบคทีเรียรูปแบบแห้งท่ีเติมหางนม 1 0  เปอร์เซ็นต์ ไม่มีแบคทีเรียรอดชีวิต ในขณะท่ีการเติมหางนม 1 0  

เปอร์เซ็นต์และ MSG 5 เปอร์เซ็นต์ ยังคงมีจำนวนแบคทีเรียเหลือรอดชีวิตจนส้ินสุดการทดลอง โดยมีอัตรา 
การรอดชีวิตเท่ากับ 58.22 เปอร์เซ็นต์ ดังน้ันจึงได้คัดเลือกสารป้องกันความเย็นท่ีทำให้แบคทีเรียมีอัตรา 
การรอดชีวิตได้สูงสุดคือ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนมท่ีเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) MSG นำไปใช้ในการ 
เตรียมแบคทีเรียแบบแห้งสำหรับผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01

รูปท่ี 4.3 แบคทีเรียรูปแบบแห้ง S e rra tia  sp. พ4-01 
ท่ีมีการใส่สารป้องกันความเย็นคือ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนมท่ีเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) MSG

4.2.2 ส่วนผสมของแบคทีเรียอัดเม็ดและการอัดเม็ด
การผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด ซ่ึงเตรียมจากแบคทีเรียรูปแบบแห้งและส่วนผสมต่างๆ ได้แก่ 

แอมโมเนียมซัลเฟต โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ซูโครส แมกนีเซียมสเตียเรต และแป้งข้าวโพดโดย 
ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนและแหล่งฟอสฟอรัสท่ีเติมลงไป จำเป็นต้องมีสารอาหารเพียงพอให้แบคทีเรีย 
เจริญและเพ่ิมจำบวบได้ นอกจากน้ีส่วนผสมอ่ืนท่ีได้เติมลงไป จะไปช่วยทำให้ผงของแบคทีเรียอัดเม็ดข้ึนรูป 
เป็นเม็ดแบคทีเรียรูปร่างเม็ดยาได้ง่ายคือ ซูโครส เป็นสารยึดเกาะและสารอาหาร โดยเพ่ิมแรงเกาะกันของ 
สารประกอบ และเม่ือได้รับแรงตอกอัดจะทำให้เป็นเม็ดได้ดีย่ิงข้ึน นอกจากน้ีทำให้เกิดการแตกตัวและการ 
ละลาย แต่ไม่ควรใช้ในปริมาณท่ีสูง เน่ืองจากสามารถดูดความช้ืนได้ง่าย ส่งผลให้แบคทีเรียอัดเม็ดมีความ 
แข็งเพ่ิมข้ึนเม่ือเก็บไว้เป็นเวลานานและมีความสามารถในการละลายน้ีาต่ํา แมกนีเซียมสเตรียเรต เป็นสาร
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ช่วยล่ืน สารกันติด และสารช่วยไหล ทำหน้าท่ีลดแรงเสียดทานท่ีเกิดข้ึนระหว่างผิวเม็ดกับผนังของเบ้าและ 
ผิวหน้าของสาก ขณะท่ีเกิดการตอกอัด โดยท่ัวไปจะใช้ในปริมาณท่ีต่ํามากคือ น้อยกว่าร้อยละ 1  และแป๋ง 
ข้าวโพด เป็นสารช่วยแตกตัว โดยอนุภาคของแป็งท่ีอยู่ในเม็ดแบคทีเรียจะเกิดการพองตัวเม่ือสัมผัสกับน้ํา 
แล้วทำให้เกิดการแตกตัวของเม็ดแบคทีเรีย ซ่ึงใช้ปริมาณร้อยละ 1-2 (กรีพล แม่นวิวัฒนกุล, 2555)

นำส่วนผสมในอัตราส่วนต่าง  ๆ ผสมกับแบคทีเรียรูปแบบแห้งตามอัตรส่วนในตารางท่ี 3.5 
จากน้ันนำไปอัดเม็ดด้วยเคร่ืองตอกเม็ดยาสากเดียว ผลท่ีได้คือ เม็ดแบคทีเรียรูปร่างกลมคล้ายเม็ดยา 
(tablet) สิชมพู และผิวหน้าเรียบสม่ําเสมอ แสดงดังในรูปท่ี 4.5 จากน้ันทดสอบหาปริมาณแบคทีเรีย 
น้ําหนักและความหนา และความสามารถการละลายน้ัา ดังแสดงในตารางท่ี 4.4

รูปท่ี 4.4 แบคทีเรียอัดเม็ด S e rra tia  sp. สายพันธุ พ4-01

ด รวจ น ับ จ ำน วน แ บ ค ท ีเร ีย ก ายหลังจากทำเป็นแบคทีเรียอัดเม็ด พบว่ามีจำนวนแบคทีเรียอยู่ 
ระหว่าง 8-10 Log CFU ต่อกรัม โดยแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 9 มีจำนวนแบคทีเรียมากท่ีสุดคือ 10 Log CFU 
ต่อกรัม รองลงมาคือ สูตร 1 2  และ 1 ตามลำดับ

นํ้าหน ักและความ■ หนาของแบคท ีเร ียอ ัดเม ็ด พบว่ามีบ้ําหนักอยู่ระหว่าง 600-780 บิลลิกรัม และ 
มีความหนาโดยเฉล่ียท่ี 3.00 มิลลิเมตร

ความสามารถการละลายน ํ้าของแบคท ีเร ียอ ัด เม ็ด  พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดทุกสูตรใช้เวลาในการ 
ละลายน้ําอยู่ในช่วงระยะเวลา 6-11 นาที ซ่ึงแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 4 ละลายน้ัาได้เร็วท่ีสุด รองลงมาคือสูตร 
15 และ 1 ตามลำดับ ในขณะท่ีสูตร 7 ละลายน้ําได้ข้าท่ีสุด
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ตารางท่ี 4.4 จำนวนแบคทีเรีย ‘นาหนัก ความหนาและเวลาละลายของแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 ใน
สูตรอัดเม็ดต่างๆ

สูตร จำนวนแบคทีเรีย 
(Log CFU ต่อกรัม)

บํ้าหนัก 
(มิลลืกรัม)

ความหนา 
(มิลลิเมตร)

เวลาละลาย 
(นาที)

1 9.80 ± 0.05 626.83 ± 83.60 3.67 ± 0.29 8.33 ± 0.29
2 9.64 ± 1.15 649.40 ± 81.93 3.93 ± 0.23 22.08 ± 0.58
3 9.36 ± 0.26 701.03 ± 41.11 3.87 ± 0.23 19.50 ± 4.95
4 9.66 ± 0.63 718.17 ± 54.50 3.83 ± 0.06 6.67 ± 0.58
5 8.75 ± 0.05 741.67 ± 37.53 3.87 ± 0.06 11.92 ± 0.43
6 8.98 ± 0.09 782.33 ± 40.41 3.90 ± 0.10 25.77 ± 0.68
7 8.63 ± 0.16 745.60 ± 56.64 3.87 ± 0.12 61.67 ± 3.51
8 8.49 ± 0.09 715.40 ± 20.26 3.83 ± 0.15 36.33 ± 1.53
9 10.07 ± 0.06 728.13 ± 17.03 3.77 ± 0.06 10.00 ± 0.50

1 0 9.70 ± 0.11 677.97 ± 20.21 3.73 ± 0.06 10.92 ± 0.63
1 1 9.71 ± 0.02 662.33 ± 35.97 3.80 ± 0.00 8.77 ± 0.68
1 2 9.91 ± 0.24 645.23 ± 19.99 3.70 ± 0.00 9.95 ± 0.58
13 8.77 ± 0.08 694.00 ± 18.53 3.67 ± 0.06 7.65 ± 0.61
14 8.73 ± 0.07 697.23 ± 38.68 3.70 ± 0.00 8.65 ± 0.71
15 8.50 ± 0.12 621.57 ± 128.33 3.73 ± 0.06 7.88 ± 0.38
16 8.80 ± 0.05 740.13 ± 65.01 3.70 ± 0.00 11.10 ± 0.53

4.2.3 คัดเลือกสูตรท่ีเหมาะสมและประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ดในการย่อยสลายไขมัน
4.2.3.1 คัดเลือกสูตรแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีเหมาะสม
วัตถุประสงค์ของการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดคือ นำไปใช้เป็นหัวเช้ือในการบำบัดน้ีาเสียปนเปีอน 

ไขมันจากสถานีบริการน้ีามัน ดังน้ันจำเป็นต้องเพ่ิมจำนวนแบคทีเรียให้มีปริมาณมากพอก่อนนำไปใช้ใน 
ถังบำบัดซ่ืงมีแนวคิดการใช้แบคทีเรียอัดเม็ดคือ แบคทีเรียอัดเม็ด 1 เม็ดต่อน้ําประปา 1  ลิตร โดยนำ 
ผงแบคทีเรียอัดเม็ดปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) ใส'ใน'น้ําประปา เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากผลการทดลอง 
พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 12 มีการเพ่ิมจำนวนแบคทีเรียมากท่ีสุดคือ 39 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือสูตร 11 
และ 14 ตามลำดับ แสดงว่าอัตราส่วนระหว่างแหล่งไนโตรเจนและแหล่งฟอสฟอรัสเหมาะสม ทำให้ 
แบคทีเรียมีการเจริญและเพ่ิมจำนวนได้ดี แต่ในสูตรแบคทีเรียน้ีมีส่วนผสมของซูโครสสูง ทำให้ได้แบคทีเรีย 
อัดเม็ดมีลักษณะไม่สมบูรณ์คือ ผิวหน้าของแบคทีเรียอัดเม็ดไม่เรียบและไม่สม่ําเสมอ บอกจากน้ีเกิด 
ความช้ืนได้ง่าย และส่วนผสมติดท้ังเบ้าและสากของเคร่ืองตอกเม็ดยาในขณะอัดเม็ดแบคทีเรีย จึงไม่ได้ 
ถูกเลือกใช้ ในขณะท่ีแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 1 และ 3 ท่ีมีการเพ่ิมจำนวนเพียง 22 และ 20 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ แต่ได้เม็ดแบคทีเรียมีลักษณะสมบูรณ์ และมีปริมาณซูโครสน้อยกว่า ทำให้ไม่เกิดปืญหาความช้ืน 
ในขณะอัดเม็ดแบคทีเรีย นอกจากน้ีพบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 9 และ 10 ไม่ค่อยมีการเปล่ียนแปลง
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จำนวนแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปท่ี 4.6 ดังน้ันได้ดัดเลือกแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 1 และ 3 ท่ีผ่านการขยาย 
ส่วนไปใช้ทดสอบประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันต่อไป

รูปท่ี 4.5 จำนวนแบคทีเรียท่ีผ่านการขยายส่วนในน้ําประปา เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

4.2.3.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ดในการย่อยสลายไขมัน
โดยนำผงแบคทีเรียอัดเม็ดปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อน้ําหนักเม็ดแบคทีเรียของสูตร 1 และ 3 

เท่ากับ 62 และ 70 มิลลิกรัมตามลำดับ ใส่ในน้ัาประปา 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และทดสอบ 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ัามันถ่ัวเหลืองความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตรในน้ัาเสียสังเคราะห์ พบว่าแบคทีเรีย 
อัดเม็ดสูตร 1 สามารถย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองได้ดีกว่าสูตร 3 โดยมีเปอร์เซ็นต์ย่อยสลายเท่ากับ 87 และ 
70 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับในเวลา 3 วัน และมีจำนวนแบคทีเรียเพ่ิมข้ึน ดังแสดงในตารางท่ี 4.5 ดังน้ันจึงได้ 
ดัดเลือกแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 1 ไปใช้ทดสอบวิธีการเก็บรักษาระยะยาวต่อไป

ตารางท่ี 4.5 ประสิทธิภาพ1ของแบคทีเรียอัดเม็ด S e rro t io  sp. สายพันธุ พ4-01 สูตร 1 และ 3 ย่อยสลาย 
บ้ํามับถ่ัวเหลือง ความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน

สูตร
S e r ra t ia  sp. สายพันธุ พ 4-01 

(Log CFU ต่อมิลลิลิตร) จำนวนแบคทีเรีย 
ท่ีเพ่ิมข้ึน (%)

เปอร์เซ็นต์ 
การย่อยสลาย (%)วัน ท่ี 0 วัน ท่ี 3

1 8.24 ± 0.30 13.21 ± 0.19 37.60 87.27 ± 6.49
3 8.72 ± 0.12 12.75 ± 0.26 31.65 70.71 ± 7.10
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4.2.4 วิธีเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ด
ทดสอบวิธีการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 ใน4 สภาวะได้แก่ 1) สภาวะท่ีมีออกซิเจนและ 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2) สภาวะท่ีมีออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง 3) สภาวะไม่มิออกซิเจนและอุณหภูมิ
4 องศาเซลเซียส และ 4) สภาวะไม่มีออกซิเจนและอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6 เดือน พบว่า ในสภาะท่ี’ไม่มี 
ออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีอัตรารอดชีวิตสูงสุดเท่ากับ 63.96 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 
สภาวะมีออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สภาวะไม่มีออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง และสภาวะมี 
ออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง มีอัตรารอดชีวิตเท่ากับ 49.85, 29.75 และ 28.76 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 4.6

จากผลการทดลองพบว่า การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แบคทีเรียมีอัตราการรอด 
ชีวิตสูงกว่าท่ีอุณหภูมิห้อง และการเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
มีผลต่อการอยู่รอดของแบคทีเรียสูงกว่าท่ีมีออกซิเจนในขณะท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง สภาวะท่ีมีและไม่มี 
ออกซิเจนไม่มิผลต่อการอยู่รอดของแบคทีเรีย นอกจากน้ีพบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มิความซ้ีบเท่ากับ 14.91 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้มีจำนวนแบคทีเรียเหลีอรอดชีวิต 
น้อยลง

นำแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 ท่ีผ่านการเก็บรักษา ณ เวลาต่างๆ มาทดสอบประสิทธิภาพ 
การย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลืองโดยนำผงแบคทีเรียอัดเม็ดปริมาณ 1 0  เปอร์เซ็นต์ต่อน้ีาหนักเม็ดแบคทีเรีย 
สูตร 1 เท่ากับ 62 มิลลิกรัมมาใส่ในน้ําประปา 100 มิลลืลิตร เพ่ือเพ่ิมจำนวนแบคทีเรีย เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายบ้ํามันถ่ัวเหลืองในน้ีาเสียสังเคราะห์ ท่ีมีความเข้มข้นเร่ิมด้น
5 กรัมต่อลิตรในน้ําเลืยสังเคราะห์พบว่า การเก็บรักษาเป็นเวลา 6 เดือน ท่ีสภาวะไม่มีออกซิเจนและ 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายสูงสุดเท่ากับ 62.32 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 
มีออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไม่มีออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง และมีออกซิเจนและ 
อุณหภูมิห้อง มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายเท่ากับ 48.30, 17.28 และ 13.25 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ ดังแสดง 
ในรูปท่ี 4.7 และ 4.8

การเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดในทุกสภาวะเป็นเวลา 6 สัปดาห์ มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายได้ 
มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ และหลังจากสัปดาห์ท่ี 8  ในทุกสภาวะ มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายลดลงอยู่ท่ี 
ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นท่ีสภาวะมีออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายลดลง 
เหลือประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ และประสิทธิภาพการย่อยสลายลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเพ่ิมมาก 
ข้ีน และพบว่าสามารทเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดได้ทุกสภาวะและยังคงมีประสิทธิภาพย่อยสลายน้ํามัน 
ถ่ัวเหลือง ท้ังน้ีหากต้องการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดเป็นเวลานาน สามารถเก็บได้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส และต้องการลดต้นทุนในการเก็บรักษา สามารถเก็บได้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 เดือน



มีออกซิเจ'นและอุณหภูมิ 4°ซ “ O -ม ิออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง
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รูปท่ี 4.6 จำนวนแบคทีเรียสายพันธ์ พ4-01 เม่ือเก็บรักษาในสภาวะต่าง  ๆ เป็นเวลา 6 เดือน
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ระยะเวลา (สัปดาห์)
รูปท่ี 4.7 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 ในการย่อยสลายน้ํามันถ่ัวเหลือง ความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร 

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน เม่ือผ่านการเก็บรักษาในสภาวะต่างๆ
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รูปท่ี 4.8 จ0านวนแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 ในนํ้าเสียสังเคราะห์ที่มีนํ้ามันถั่วเหลือง ความเข้ม,ข้น 5 กรัมต่อลิตรของวันที่ 0 และวันที่ 3

CO
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การพัฒนาสูตรแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 ที่บีประสิทธิภาพย่อยสลายไขมัน ประกอบด้วย 
แบคทีเรียรูปแบบแห้งที่มีสารป้องกันความเย็นคือ หางนม ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์(w/v) ที่เติมโมโน 
โซเดียมกลูตาเมท ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ ็นต์(w/v) 438 มิลลิกรัม แอมโมเนียมซัลเฟต 68 มิลลิกรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 68 มิลลิกรัม ซูโครส 32 มิลลิกรัม แมกนีเซียมสเตรียเรต 6 มิลลิกรัม 
และแป้งข้าวโพด 13 มิลลิกรัม สามารถเก็บรักษาในสภาวะไม่มีออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้ 
6 เดีอน โดยมีอัตราการรอดชีวิต 63 เปอร์เซ็นต์และยังคงมีประสิทธิภาพย่อยสลายไขมัน 60 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ในงานวิจัยนี้สามารถพัฒนาแบคทีเรียอัดเม็ดได้ประสบความสำเร็จ และมีประสิทธิภาพ 
ย่อยสลายไขมัน จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 
เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ในท้องตลาด เพื่อเปรียบเทียบความสามารถการย่อยสลายของแบคทีเรียอัดเม็ด 
สายพันธุ พ 4-01 กับผลิตภัณฑ์ในท้องตลาดในขั้นตอนต่อไป

4.3 เปร ียบเท ียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันระหว่างแบคทีเร ียอ ัดเม ็ด พ 4-01 กับผลิตภัณฑ์ใน 
ท้องตลาด

นับจำนวนแบคทีเรียผลิตกัณฑ์ A และผลิตภัณฑ์ B พบว่าจำนวนแบคทีเรียที่นับได้มีจำนวนน้อย 
กว่าที่ผลิตภัณฑ์แนะนำมา ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเมื่อเวลาผ่านไประยะเวลาหนึ่ง ทำให้แบคทีเรียลดจำนวนลง 
จึงทำให้แบคทีเรียที่นับได้มีจำนวนน้อยกว่าความเป็นจริง จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ้ามัน 
ถั่วเหลืองความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร โดยแน่งการทดลองเป ็น 2 ขุด พบว่าทั้งสองขุดการทดลองมี 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายนั้ามันถั่วเหลืองไม่แตกต่างกันคือ ผลิตภัณฑ์ B และแบคทีเรียอัดเม็ด พ 4-01 มี 
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ้ามันถั่วเหลืองสูงใกล้เคียงกันในขณะที่ผลิตภัณฑ์ A มีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 
ปานกลาง ดังแสดงในตารางที่ 4.8 และ 4.9

1 MMMMMNIMtMIttMMMIMIMIMCUai
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ตารางที่ 4.6 รายละเอียดของผลิตภัณฑ์ A และผลิตภัณฑ์ B

ผลิตภัณฑ์ ลักษณะ
จำนวนแบคทีเรียที่ 
ระบุใบผลิตภัณฑ์ 

(Los CFU ต่อกรัม)

นํ้าหนัก 
ต่อเม็ด (กรัม) สายพันธุแบคทีเรีย

จำนวนแบคทีเรีย 
ที่นับได้จริง 

(Log CFU ต่อ 
กรัม)

ว ิธ เข้ วันหมดอายุ

A
เม็ดกลม 
สีน้ําตาล 

อ่อน
9 1.62

แบคทีเรียรูปแบบ 
สปอร์ และเอนไซม์ 

3 ขนิด
7.95

ละลายผลิตภัณฑ์ A 
1 เม็ด ในนํ้า 1 ลิตร 
เป็นเวลา 24 •’ช่ัวโมง 

แล้วนำไปใช้งาน

31-07-14

B เม็ดกลม 
สีฟ้าอ่อน 8 5

แบคทีเรีย 7 สาย 
พันธุ และเอนไซม์ 

3 ขนิด
{Badนบ5 subtiüs)

7.79

ละลายผลิตภัณฑ์ B 
1 เม็ด ใบนํ้า 20 ลิตร 
เป็นเวลา 24 •ช่ัวโมง 

แล้วนำไปใช้งาน

ไม่ระบุ

-งO



71

ตารางท ี่ 4 . 7  ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ย ่อ ย ส ล า ย ไ ข ม ัน ใ น ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย น ํ้า ม ับ ถ ั่ว เห ล ือ ง  5  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร
ซ ึ่ง ม ีป ร ิม า ณ ห ัว เซ ี๋อ เร ิ่ม ต ้น เท ่า ก ัน ค ือ  ๙  C F U  ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ค ว า ม เร ็ว  2 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ็น
เว ล า  3  ว ัน

ผลิตกัณฑ์ เปอร์เซ ็นต์การย่อยสลาย
จำนวนแบคทีเรีย 

(Log CFL^'อมิลสิลิตร)
วับ ที่ 0 วับ ที่ 3

แบคทีเรียอัดเม็ด 
พ 4-01 87.27 ± 6.49 8.24 ± 0.30 13.21 ± 0.19

ผลิตกัณฑ์ A 40.13 ± 4.50 8.05 ± 0.58 9.43 ± 5.77
ผลิตกัณฑ์ B 90.00 ± 0.40 8.06 ± 2.08 10.04 ± 2.08

ตารางที่ 4.8 ประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ย่อยสลายไขมันในการย่อยสลายนํ้ามันถั่วเหลือง 5 กรัมต่อลิตร 
ซึ่งมีปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นไม่เท่ากัน ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน

ผลิตกัณฑ์ เปอร์เซ ็นต์การย่อยสลาย
จำนวนแบคทีเรีย 

(Log CFLMอมิลสิลิตร)
วับ ที่ 0 วับ ที่ 3

แบคทีเรียอัดเม็ด 
พ 4-01 87.27 ± 6.49 8.24 ± 0.30 13.21 ± 0.19

ผลิตกัณฑ์ A 55.73 ± 0.62 10.01 ± 3.46 11.15 ± 2.08
ผลิตกัณฑ์ B 93.42 ±0.11 9.27 ± 2.08 10.50 ± 6.66

แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 มีประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันสูงหรือเทียบเท่าผลิตภัณฑ์ที่ 
นำเข้าจากต่างประเทศ จึงนำไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในนํ้าเสียสังเคราะห์และนํ้าเสีย 
จริงในบ่อดักไขมันจำลองต่อไป

4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียอัดเม็ด Serratia s p -สายพันธุ พ 4-01 ใน 
นํ้าเส ีย

งานวิจ ัยของช ื้นตอนน ี้เป ็นการทดสอบประส ิทธ ิภาพการบำบ ัดน ํ้าเส ียปนเป ีอนไขม ันของ 
แบ คท ีเร ียอ ัด เม ็ดสายพ ันธ ุ พ 4-01 ในบ ่อด ักไขม ันจำลอง โดยเร ิ่มจากทดสอบ ป ระส ิทธ ิภ าพ
การย่อยสลายเบื้องต้นในนํ้าเสียจริงระดับห้องปฏิบัติการ ทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดไขมันใบนํ้าเสีย 
สังเคราะห์ในปอดักไขมันจำลอง และทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดนี้าเสิยจริงในบ่อดักไขมันจำลอง

4.4.1 หดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันระดับห้องปฏิบัติการ 
การวิเคราะห์ปริมาณไขมันในนี้าเส ียจริงจากร้านค ้า 3 ประเภทด้วยวิธ ี TLC-FID พบว่า 

ร้านอาหารมีปริมาณไขมันสูงสุดเท่ากับ 14,634 มิลสิกรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ร้านของทอดและร้านกาแฟ 
มีปริมาณไขมันเท่ากับ 7,692 และ 1,719 มิลลิกรัมต่อลิตรตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.9 ดังนั้น 
ระยะเวลาในการย่อยสลายที่เหมาะสมของนํ้าเสียจากร้านกาแฟเป็นเวลา3 วัน ร้านของทอดและร้านอาหาร
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เป็นเวลา 9 วัน จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด พ 4-01 พบว่ามี 
ประสิทธิภาพย่อยสลายไขมันจากร้านของทอดและร้านอาหารใกล้เคียงกันเท่ากับ 64 และ 61 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับในเวลา 9 วัน และสามารถย่อยสลายไขมันจากร้านกาแฟได้ประมาฌ 50 เปอร์เซ็นต์ในเวลา 3 
วัน ดังแสดงในตารางที่ 4.10

ตารางที่ 4.9 ปริมาณไขมันของร้านอาหาร ร้านของทอด และร้านกาแฟ
แหล่งบํ้าเสีย ปริมาณไขมัน (มิลลิกรัมต่อลิตร)
ร้านอาหาร 14,634.53 ± 4,840.26
ร้านของทอด 7,692.33 ± 963.08
ร้านกาแฟ 1,719.01 ± 669.49

ตารางที่ 4 .10 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ด พ 4-01 ในการย่อยสลายนํ้าเสียจริง ความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาทีอุณหภูมิห้อง ตามระยะเวลาที่เหมาะสม

แหล่ง'นาเสีย เปอร์เซ็นต์ 
การย่อยสลาย

ระยะเวลา 
ย่อยสลาย 

(วัน)

สายพันธุ พ 4-01 
(Lo§ CFU ต่อมิลลิลิตร)

วัน ที่ 0 วัน ที่ 3 วัน ที่ 9
ร้านอาหาร 61.10 ± 1.07 3 9.43 ± 0.03 9.78 ± 0.88 7.04 ± 0.40
ร้านของทอด 64.02 ± 0.12 9 8.86 ± 0.24 8.90 ± 0.42 8.17 ± 0.46
ร้านกาแฟ 49.92 ± 2.19 9 9.19 ± 0.10 11.87 ± 0.24 ND

หมายเหตุ: ND ไม่ได้ทดลอง

แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 มีความสามารถย่อยสลายไขมันจากร้านของทอด ร้านอาหาร 
และร้านกาแฟได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงได้นำแบคทีเรียอัดเม็ดไปทดสอบการบำบัดนํ้าเสียปนเปีอนไขมัน 
ในบ่อดักไขมันจำลองต่อไป

4.4.2 หดสอบประสิทธิภาพการบำบัดนํ้าเสียสังเคราะห์ปบเปีอนไขมันโดยระบบบำบัดขนาด 
จำลองระดับห้องปฏิบัติการ

ประสิทธิภาพการบำบัดนั้าเสียสังเคราะห์ปนเปีอบนํ้ามันปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อ 
ลิตร โดยนํ้าเสียสังเคราะห์เป็นแบบนํ้ามันในนํ้าอิมัลชันในระบบบำบัดขนาดจำลอง ปริมาตรในการบำบัด 
เท่ากับ 4 ลิตร ที่ระยะเวลาเก็บกักนํ้าเท่ากับ 12 ชั่วโมง และเติมแบคทีเรียที่ผ่านการเพิ่มปริมาณหัวเชื้อ 
แบคทีเรียในปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อปริมาตรถังบำบัด 4 ลิตรเท่ากับ 400 มิลลิลิตรทุกวัน พบว่า 
เมื่อเริ่มระบบบำบัดใน 7 วันแรก เกิดการรวมตัวของไขมันเป็นฟิล์มแผ่นบางลอยอยู่เหนือนั้าในซ่องที่สอง 
ของระบบบำบัด (ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ของวันที่ 7) จึงได้ติดตั้งเครื่องปัม เพื่อเพิ่มการไหลวนของนํ้าให้เพิ่ม 
มากชื้น และพบว่าแผ่นฟิล์มไขมันได้ลดหายไป แตกยังมีแผ่นฟิล์มไขมันบ้างเล็กน้อยจนสิ้นสุดการทดลอง 
ประสิทธิภาพย่อยสลายนํ้ามันปาล์มใช้แล้วในนํ้าเสียสังเคราะห์หลังผ่านระบบบำบัดเป็นเวลา 21 วัน ลดลง 
70.95 เปอร์เซ็นต์เมื่อเปรียบเทียบกับนั้าเสียขาเข้า ดังแสดงในรูปที่ 4.10 และในชุดควบคุมที่ไม่มีการเติม



7 3

แบคทีเรีย พบว่าไม่มีการลดลงของไขมัน จำนวนแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 มีจำนวนค่อนข้างใกล้เคียงกัน 
ตลอดการทดลองในทั้งสองซ่องของระบบบำบัด ดังแสดงในรูปที่ 4.11 มีประสิทธิภาพลดค่า COD ได ้ 55 
เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 และค่า pH มีค่าเป็นกลางตลอดการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.13

วับ ท ี่14 วัน ที่ 21
รูปที่ 4.9 ถังดักไขมันแบบจำลองของชุดที่เติมแบคทีเรีย Serratia  sp. สายพันธุ พ 4-01 

ในบํ้าเสียสังเคราะห์รูปแบบบํ้ามันใบนํ้าอิมัลชันที่มีนํ้ามันปาล์มใช้แล้ว 
ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร

วับ ที่ 0 วับ ที่ 3 วัน ที่ 7

นํ้าเข้า “ ร-น าอ อ ก  “ A—นํ้าเข้า(ชุดควบคุม) —ะ>-นํ้าออก(ชุดควบคุม)

รูปที่ 4.10 ปริมาณไขมันในนํ้าเสียสังเคราะห์ในระบบบำบัดจำลอง
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ถังบำบัด'ซ่อง 1 ถังบำบัดช่อง 2

I
«(Gà:«ร
• ร ิะวน_บ
0/1๐

รูปที่ 4.11 จำนวนแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 (Log CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ในนํ้าเสียสังเคราะห์ในระบบบำบัดจำลอง

-ไ^ร-นํ้าเข้า -•■ “ บาออก
1200 า

รูปที่ 4.12 ค่า COD (มิลลิกรัมตอลิตร)ในนํ้าเสียสังเคราะห์ในระบบบำบัดจำลอง
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ในระบบบำบัด “ ■ “ ■ นาออก

รูปที่ 4.13 ค่า pH ใน'นาเสียสังเคราะห์ในระบบบำบัดจำลอง

การบำบัดนํ้าเสียสังเคราะห์ใบปอดักไขมันจำลอง โดยเลือกใช้บํ้ามันปาล์มใช้แล้วให้เป็นตัวแทน 
ไขมันจากร้านอาหารและร้านของทอดด้วยแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 สามารถบำบัดได้อย่างมี 
ประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตามในขั้นตอนต่อไปได้เลือกนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟเป็นต้นแบบใบการทดสอบการ 
ใช้แบคทีเรียอัดเม็ดบำบัด,นาเสียจริง เนื่องจากมีปริมาณไขมันไม่สูงเกินไป ทำให้น่าจะเห็นผลการบำบัดโดย 
ใช้ระยะเวลาสั้นกว่า

4.4.3 ลักษณะสมบัติของนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟ
ผลการว ิเคราะห ์ค ุณ ภาพ 'นาเส ียจร ิงจากร ้านกาแฟอเมซอน ตามว ิธ ีมาตรฐาน เพ ื่อหา 

ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ค่าpH ค่า FOG ค่า COD ปริมาณ'นามันที่มีอยู่ ค่าไนโตรเจนทั้งหมด และค่า 
ฟอสฟอรัสทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 4.11 โดยเก็บตัวอย่างนํ้าเสียจำนวน 3 ครั้ง ได้แก่ ในวันที่ 27 
มีนาคม 2556 วันที่ 2 เมษายน 2556 และวันที่ 9 เมษายน 2556
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ดารางที่ 4.11 ผลการวิเคราะห์บํ้าเสีย
ค่าพารามิเตอร์ ผลการวิเคราะห์๓ มาตรฐานคุณภาพบํ้าทิ้ง(2>
ค่า pH 6.14 - 6.56 5.5 - 9.0
ค่า FOG (มิลลิกรัมต่อลิตร) 155 - 316 ไม ่เก ิน 15
ค่า COD (ม ิลลิกรัมต่อล ิตร) 1,050 - 2,703 ไม่เก ิน 200
ค่า DO (มิลลิกรัมต่อลิตร) 6.10 - 7.30 -

ปริมาณนั้ามันที่ม ีอยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 641 - 691 -

ไนโตรเจนทิ้งหมด (ม ิลลิกรัมต่อล ิตร) 2 - 4.5 -

ฟอสฟอรัสท ิ้งหมด(ม ัลล ิกรัมต่อล ิตร) <0.03 -

หมายเหตุ(1) วิเคราะห์โดยบริษัท บางกอก เอ็นจิเปียริ่ง เซอร์วิสแอนด์เทคโนโลยี จำกัด
(2)มาตรฐานนํ้าทิ้งจากสถานีบริการนํ้ามันเชื้อเพลิง ประกาศกระทรวงวิทยาคาสตร์ เทคโนโลยีและ 

สิ่งแวดล้อม (พ.ศ. 2549) เรื่อง กำหนดมาตรฐานควบคุมการระบายบื้าทิ้งจากสถานีบริการนํ้ามันเชื้อเพลิง 
ลงวันที่ 8 พฤศจิกายน 2549 ตีพิมพในราชกิจจาบุเบกษา เล่ม 123 ตอนพิเศษ 129 ง วันที่ 15 ธันวาคม 
2549

(ก) (ข) (ค)
รูปที่ 4.14 นํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟอเมซอน เก็บตัวอย่างครั้งที่ 1 (ก) ครั้งที่ 2 (ช) และครั้งที่ 3 (ค)

วิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เพื่อให้ทราบคุณลักษณะเบื้องต้นของนํ้าเสียจริงในการเก็บตัวอย่าง 
ครั้งที่ 1 และ 2 นํ้าเสียมีสี'นาตาลคล้ายสี'ของกาแฟ และมีกลิ่นค่อนข้างเหม็น ส่วนการเก็บตัวอย่างครั้งที่ 3 
นาเสียมีสีขาวขุ่นคล้ายสีนม และมีกลิ่นเหม็นน้อยกว่า ผลจากการวิเคราะห์พบว่านํ้าเสียมีค่า pH เท่ากับ 
6.14 - 6.56 ปริมาณสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสทิ้งหมด มีปริมาณค่อนข้างน้อยมีค่า FOG อยู่ 
ในช่วง 155-316 มิลลิกรัมต่อลิตร ซี่งเกินมาตรฐานที่กระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม 
กำหนดคือ ไม่เกิน 15 มิลลิกรัมต่อลิตรค่า COD อยู่ในช่วง 1,050-2,703 มิลลิกรัมต่อลิตร ซี่งเกินมาตรฐาน 
ที่กำหนดไว้คือไม่เกิน 2 0 0 มิลลิกรัมต่อลิตรเมื่อวิเคราะห์ปริมาณนํ้ามันด้วยเครื่อง TLC-FID พบว่ามีค่าอยู่ 
ในช่วง 641-691 มิลลิกรัมต่อลิตรจากผลการวิเคราะห์คุณภาพนํ้าเสียแสดงให้เห็นว่า นํ้าเสียจากปอดัก 
ไขม ันนั้นยังคงมีไขมันหลงเหลือปนอยู่ ด ังน ั้นการบำบัดทางชีวภาพจึงเป็นวิธีการหนี่งที่เข ้ามาช่วยเพิ่ม 
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันในระบบบำบัดได้มากขึ้น เพื่อปรับปรุงคุณภาพนํ้าให้ดีขึ้นและอยู่ใน 
เกณฑ์มาตรฐานที่ถูกกำหนดไว้
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4.4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ําเสิยร้านกาแฟระดับห้องปฏิบัติการ
ผลการทดสอบประสิทธิภาพยอยสลายนํ้าเสียร้านกาแฟอเมซอนที่มีปริมาณไขมันเริ่มต้นเท่ากับ 3 

กรัมต่อลิตรพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายเพิ่มขึ้นตลอดการทดลอง และเมื่อสิ้นสุดการทดลองสามารถ 
ย่อยสลายได้ 85.39 เปอร์เซ็นต์ในเวลา 6 วับ จากผลการทดลองนับจำนวนเชื้อแบคทีเรียพบว่า จำนวน 
แบคทีเรียมีจำนวนเพิ่มขึ้นและมีจำนวนสูงสุดในวันที่ 2 หลังจากบั้นจำนวนแบคทีเรียเริ่มลดจำนวนลงและ 
ลดจำนวนลงจนสิ้นสุดการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.15 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าถึงแม้ว่าจำนวน 
แบคทีเรียมีจำนวนลดลงแต่ยังคงมีจำนวนเพียงพอที่จะย่อยสลายไขมันได้ เนื่องจากเปอร์เซ็นต์การย่อย 
สลายมีแนวโน้มเพิ่มชื้นที่จะสามารถย่อยสลายได้มากกว่า 85 เปอร์เซ็นต์ ถ้าเพิ่มระยะเวลาการบำบัด 
มากกว่า 6 วัน

* "• “ เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย พ >-จ ํ,านวนแบคทีเรีย

I«KG
(เ̂

(น้ี5
Z)LLน
00๐

รูปท่ี 4.15 ประสิทธิภาพของ Serrotia  sp. สายพันธุ พ 4-01 ในการย่อยสลายนํ้าเสียร้านกาแฟ 
ปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นประมาณ 8 Lo§ CFU ต่อมิลลิลิตร 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 วัน

4.4.5 ทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดน้ําเสียจริงจากร้านกาแฟด้วยระบบบำบัดขนาดจำลอง
งานวิจัยในขั้นตอนนี้ได้พัฒนาวิธีตรวจติดตามและตรวจนับแบคทีเรียที่ย่อยสลายไขมันในระบบ 

บำบัดนํ้าเสียจริงด้วยการออกแบบไพร์เมอร์สำหรับ real-time PCR จากบั้นทดสอบประสิทธิภาพการ 
บำบัดนํ้าเส ียจริงจากร้านกาแฟด้วยบ่อดักไขมันจำลอง ติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างประชาคม 
แบคทีเรียด้วยวิธี PCR-DGGE และทดสอบความเป็นพิษของบํ้าที่ผ่านการบำบัดแล้ว
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4.4.5.1 ความจำเพาะของไพรเมอร์ UpA rF และ UpA rR สำหรับ real-time qPCR 
การทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ lip A rF  และ lipA rR ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

โด ยใช ้ด ีเอ ็น เอแม ่แบ บ จากแบ คท ีเร ียด ังน ี้แบ คท ีเร ียสามารกย ่อยสลายไขม ัน  Gordonio sp.
สายพันธุ GY40 แบคทีเรียย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นได้แก่ Acinetobacter sp. สายพันธุ R2 (สิทธิ 
ทาทอง, 2550) แบคทีเรียย่อยสลายพอฺลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbons; PAHs) ได ้แก ่ Novosphingobium pentoromativorans สายพันธุ PCY 
(Wongwongsee และคณะ, 2013), Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402, Diophorobocter 
sp. สายพันธุ KOTLB (Klankeo และคณะ, 2009) และ Sphinçomonas sp. สายพันธุ A4 (Kouzuma 
และคณะ, 2006) และแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายทั้ง PAHs และนํ้ามันปาล์มได้แก่ Sphinçobium sp. 
สายพันธุ P2 (Pinyakong และคณะ, 2003)

ผลการตรวจสอบผล ิตภ ัณ ฑ ์โดยว ิธ ิอะกาโรสเจลอ ิเลคโทรโฟรเรซ ิส พบว่าค ู่,ไพรเมอร์น ี้ม ี 
ความจำเพาะต่อดีเอ็นเอของสายพันธุ พ 4-01 เท่าบั้น ซึ่งตรวจพบผลิตภัณฑ์ตามขนาดที่คาดหวัง 403 คู่ 
เบส ในขณะที่คู่ไพรเมอร์น้ีไม่มีความจำเพาะต่อดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอื่น ดังแสดงในรูปที่ 4.16

จากบ ั้นนำผล ิตภ ัณ ฑ ์ปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่พอล ิเมอเรสของค ู่ไพรเมอร ์ lipA_rF/R ไปว ิเคราะห ์ 
น ิวคล ีโอไทด ้ แล ้วเปร ียบเท ียบก ับลำด ับกรดอะม ิโนก ับข ้อม ูลท ี่ม ีในฐานข้อม ูล GenBank โดยใช ้ 
โปแกรม BLASTx พบว่ามีความคล้ายกับลำดับกรดอะมิโนของ Lipase (ยีน UpA) ของ Serrotia ดังแสดง 
ในตารางที่ 4.12 ดังบั้นคู่ไพรเมอร์นี้เหมาะสำหรับนำไปใช้ตรวจติดตามแบคทีเรียที่ม ียีน UpA ในระบบ 
บำบัดนํ้าเสียปนเป้อนไขมัน
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ซ่องวิ่งที่ M 100 bp ladder
ซ่องวิ่งที่ 1 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Serrotio sp. สายพันธุ พ 4-01
ซ่องวิ่งที่ 2 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Gordonia sp. สายพันธุ GY40
ซ่องวิ่งที่ 3 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Novosphingbium

pentaromativorans สายพันธุ PCY
ซ่องวิ่งที่ 4 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Pseudoxanthomonos sp. สายพันธุ RN402
ซ่องวิ่งที่ 5 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Diaphorobacter sp. สายพันธุ KOTLB
ซ่องวิ่งที่ 6 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Sphingobium sp. สายพันธุ P2
ซ่องวิ่งที่ 7 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Acinetobocter sp. สายพันธุ R2
ซ่องวิ่งที่ 8 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ Sphingomonas sp. สายพันธุ A4
ซ่องวิ่งที่ 9 Negative ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของคู่ไพรเมอริ lipA rF/R



ตารางที่ 4.12 ผลการเปรียบเทียบลำดับกรดอะมิโนจากฐานข้อมล (BLASTx)

ลำดับที่ โปรตีน สายพันธุแบคทีเรีย A ccession
no .

A m ino acid 
s e q u e n c e  

Id en tity  (% )
อ้างอิง

1 Extracellular lipase {UpA) Serratia marcescens สายพันธุ้ WW4 YP_007406058 88 (113/129) Kuo และคณะ, 2013
2 Extracellular lipase {lipA) Serrotio marcescens AAA81002 88 (113/129) Li และคณะ, 1995
3 Extracellular lipase {lipA) Serratia marcescens ADI77082 87 (112/129) พน และคณะ, 2010
4 Extracellular lipase {UpA) Serratia marcescens ABI83633 87 (112/129) Lon§ และคณะ, 2007

5 Lipase {lipA) Serratia marcescens BAA02519 86 (111/129) Akatsuka 
และคณะ, 1994

6 Lipase {lipA) Serratia marcescens AGT95802 86 (111/129) Mohammadi 
และคณะ, ยังไม่ตีพิมพ์

7 Lipase {lipA) Serratia marcescens ABI13521 85 (110/129) Lee และคณะ, 2006

8 Extracellular lipase IlipA) Serratia proteamaculans สายพันธุ 568 YP_001478438 63 (81/129) Copeland และคณะ, 
2007

9 Extracellular lipase {lipA) Serratia marcescens สายพันธุ AS12 YP_004500584 59 (265/129) Lucas และคณะ, 2011

10 Lipase {lipA) Serratia plymuthica สายพันธุ 4Rxl3 YP_008138205 58 (75/129) Thuermer 
และคณะ, 2013
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4.4.5.2 การตรวจนับจำนวนยีน 16S rRNA และยีน ปpA ในนํ้าเสียจากร้านกาแฟ 
การตรวจนับจำนวนยีน 16S rRNA และยีน lip/\ ของแบคทีเร ียในนํ้าเส ียจากร้านกาแฟด้วยวิธี 

rea l-tim e qPCR โดยนำค่า Q  ของตัวอย่างเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) เพื่อคำนวณ 
เป็นจำนวนแบคทีเรียพบว่าในนํ้าเสียมีจำนวนแบคทีเรียเท่ากับ 6  ๒§ co p ies nu m b ers ซึ่งสอดคล้องกับ 
ผลการนับจำนวนแบคทีเรียที่เพาะบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (p la te  co u n t) พบว่ามีจำนวนแบคทีเรีย 6  Log 
CFU ต่อมีลลิลิตร และพบลักษณะโคโลบี 2 แบบได้แก่ โคโลนีขาว กลม ขอบเรียบ และโคโลนีขาว กลม 
ขอบหยัก และสอดคล้องกับผล PCR-DGGE ที่พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ แสดงว่ามีแบคทีเรียหลักๆ ในนํ้าเสีย 
เพียง 2 ชนิดเท่านั้น ดังแสดงในรูปที่ 4.22 และมีจำนวนแบคทีเรียที่มียีน lipA ซึ่งสามารถย่อยสลายไขมัน 
ได้เท่ากับ 2  log cop ies nu m b ers แสดงว่ามีจำนวนแบคทีเรียที่มีสามารถย่อยสลายไขมันได้น้อย ดังแสดง 
ในตารางที่ 4.13 ดังนั้นในระบบบำบัดจำลองต้องเติมสายพันธุ พ 4-01 ให้มีปริมาณมากเกินพอ เพื่อให้มี 
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมัน

ตารางที่ 4.13 จำนวนยีน 16S rRNA และยีน lipA  (Log copies numbers) ของนั้าเสียจากร้านกาแฟที่ 
ไม่ได้ผ่านการเจือจาง

ตัวอย่างบํ้าเสีย Log c o p ie s  n u m b e rs
ยีน 16S rRNA ยีน iipA

นํ้าที่ไม่ได้ผ่านการเจือจาง 6.46 ±0.18 2.65 ± 0.02

4.4.5.3 ประสิทธิภาพการบำบัดนั้าเสียจริงจากร้านกาแฟที่เจือจาง 5 เท่าด้วยระบบบำบัดขนาด
จำลอง

นำนั้าเสียจากร้านกาแฟมาเจือจาง 5 เท่า เนื่องจากนํ้าเสียที่นำมาบำบัด ได้นำมาจากบ่อดักไขมัน 
ซี่งมีการสะสมของไขมันทุกวัน ทำให้มีปริมาณไขมันสูงกว่าไขมันใบนํ้าเสียที่ถูกปล่อยออกมาก่อนเข้าสู่ 
บ่อดักไขมัน ดังนั้นต้องเจือจางนํ้าเสียจากร้านกาแฟ เพื่อทำให้มีปริมาณไขมันในนํ้าเสิยที่ต้องการบำบัด 
เท่ากับปริมาณไขมันในนั้าเสียที่ถูกปล่อยออกมาก่อนเข้าสู่บ่อดักไขมัน โดยเติมแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 
ให้มากเกินพอใน 7 วันแรกเท่ากับ 13 Log CFU ต่อมีลลิลิตรด้วยการเติมแบคทีเรียวันละ 2 ครั้ง และห่าง 
กัน 10 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมสายพันธุ พ 4-01 วันละ 1 ครั้งเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดพบว่า 
ประสิทธิภาพการบำบัดนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟลดลงอย่างเห็บได้ซัด สามารถย่อยสลายไขมันได้สูงถึง 70 
เปอร์เซ็นต์เมื่อเปรียบเทียบกับนั้าเสียขาเข้าดังแสดงในรูปที่ 4.18 และในชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมแบคทีเรีย 
พบว่าไม่มีการลดลงของไขมัน จำนวนแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 มีจำนวนค่อนข้างใกล้เคียงกันตลอดการ 
ทดลองในทั้งสองซ่องของระบบบำบัดดังแสดงในรูปที่ 4.19 และประสิทธิภาพการลด COD ได ้ 45 
เปอร์เซ็นต์ดังแสดงในรูปที่ 4.20 และพบค่า pH อยู่ในช่วงเป็นกลางจนสิ้นสุดการทดลองตังแสดงในรูปที่ 
4.21
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วันที่ 1

วัน ที่ 13 วัน ที่ 21
รูปที่ 4 .17 ถังดักไขมันแบบจำลองของชุดที่เติมแบคทีเรีย Serra tia  sp. พ 4-01 

ในนํ้าเสียจากร้านกาแฟ เจือจาง 5 เท่า

- O -ข า เข้า “ ร"*■ ขาออก “รV•ขาเข้า(ชุดควบคุม) ขาออก(ชุดควบคุม)
500

0 1 3 5 7 9 11 13 15 18 21
ระยะเวลา (วัน)

รูปที่ 4 .18 ปริมาณไขมันที่เหลีออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร)
ใบนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟ เจือจาง 5 เท่า
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-z V -ถังบำบัดซ่อง 1 ถังบำบัดซ่อง 2
16
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รูปที่ 4.19 จำนวนแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 (Lo§ CFU ต่อมิลลิลิตร)
ใน'นาเสียจริงจากร้านกาแฟ เจือจาง 5 เท่า
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- A - นาเข้า - ® “ นาออก

■ ร:
2  ๆ -

0 4 — .... : ------ ;------------------- ---------  ------T-------- ๆ--— -----------:---------ๆ
0 1 3 5 7 9 11 13 15 18 21

ระยะเวลา (วัน)

รูปที่ 4.21 ค่า pH ในนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟ เจือจาง 5 เท่า

4.4.5.4 ติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี PCR-Denaturin§ 
Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ในระบบบำบัดนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟที่เจือจาง 5 เท่า

การต ิดตามการเปล ี่ยนแปลงโครงสร้างประซาคมแบคทีเร ียด ้วยวิธ ี PCR-DGGE พบแถบ 
ดีเอ็นเอเด,นของสายพันธุ้ พ 4-01 อยู่ตลอดช่วงการทดลอง แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ พ 4-01 เป็นประชากร 
หลักในโครงสร้างประชาคมแบคทีเรีย และเป็นแบคทีเรียที่มบทบาทต่อการย่อยสลายไขมันในระบบบำบัด 
ซึ่งสอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลายที่เพิ่มชิ้น (ดังแสดงในรูปที่ 4.18 และ 4.22) นอกจากนี้ยังพบ 
แบคทีเรียประจำท้องถิ่นหลังผ่านการบำบัด แสดงว่าแบคทีเรียประจำท้องถิ่นสามารถปรับตัวและสามารถ 
ใช้ไขมันเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานได้
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รูปที่ 4.22 แผนภาพ PCR-DGGE ของนํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟ เจิอจาง 5 เท่า 
ในระบบบำบัด เป็นเวลา 21 วับ

ซ่องวิ่งที่ 1 ดีเอ็นเอของ Serratia  sp. สายพันธุ W4-01
ซ่องวิ่งที่ 2 นํ้าเสียจริงจากร้านกาแฟ ที่ไม่ได้เจือจาง
ซ่องวิ่งที่ 3 นํ้าเสียจริงขาออกวันที่ 0
ซ่องวิ่งที่ 4 นํ้าเสียจริงขาออกวันที่ 3
ซ่องวิ่งที่ 5 นํ้าเสียจริงขาออกวันที่ 7
ซ่องวิ่งที่ 6 นํ้าเสียจริงขาออกวันที่ 15
ซ่องวิ่งที่ 7 นํ้าเสียจริงขาออกวันที่ 21
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4.4.9 ทดสอบความเป็นพิษ
ทดสอบความเป็นพิษโดยวิธี Phytotoxicity ด้วยเมล็ดพันธุถั่วเขียว หัวไซเท้า และแตงกวา โดยมี 

นํ้าประปาเป็นชุดควบคุมมีเกณฑ์พิจารผาคือ มีค่าดัชนีการงอก (Germination Index; GI) มากกว่าหรือ 
เท่ากับ 80 เปอร์เซ็นต์ บ่งบอกว่าไม่มีความเป็นพิษ พบว่านํ้าเสียที่ผ่านการบำบัดในระบบบำบัดสามารถลด 
ความเป็นพิษของนํ้าเสียได้ดังแสดงในรูปที่ 4.23

ร  แตงกวา 5S ถั่วเขียว ^  หัวไซเท้า

นํ้าเสืยขาออกวันที่ 21 

นํ้าเสียขาออกวันที่ 13 

บํ้าเสียขาออกวับที่ 7 

บ ํ้าเสียขาออกวับที่ 1 

บํ้าเสียขาออกวันที่ 0 

ไม,ได้ผ ่านการเจือจาง

0 20 40 60 80 100
ค่า GI (% )

รูปที่ 4.23 ค่าGI (%) ของถั่วเขียวหัวไซเท้าและแตงกวาของวันที่ 0, 1, 13 และ 21

การทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดนํ้าเสียปนเปีอนไขมันด้วยแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ พ 4-01 
สามารถบำบัดนํ้าเสียจากร้านของทอด ร้านอาหาร และร้านกาแฟในระดับห้องปฏิบัติการได้ และสามารถ 
บำบัดนํ้าเสียสังเคราะห์ปบเปีอนนํ้ามันปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร และสามารถบำบัดนํ้า 
เสียจากร้านกาแฟ ความเข้มข้นไขมัน 350 มิลลิกรัมต่อลิตร'ได้ 70 เปอร์เซ็นต์ในระยะเวลา 21 วันใบ 
บ่อดักไขมันจำลอง ระบบแบบต่อเนื่อง ปริมาตร 4 ลิตร ที่มีระยะเวลาเก็บกักนาเสีย 12 ชั่วโมง และมี 
การเติมแบคทีเรียสายพันธุ พ 4-01 ทุกวัน บอกจากนี้ นี้าเสียที่ผ่านการบำบัดในระบบบำบัด ไม่มีความเป็น 
พิษต่อเมล็ดพันธุพืชถั่วเขียว หัวไซเท้า และแตงกวา
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