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บทคัดย่อ 

การพัฒนาและปรับปรุงกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียโรงงานผลิตกระดาษ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการบ้าบัด

น ้าเสียแบบกระบวนการชีวภาพ มีความส้าคัญมากกับการด้าเนินการของโรงงานที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

กระบวนการแรก คือการคัดเลือกจุลินทรีย์จากบ่อบ้าบัดน ้าเสียของโรงงานผลิตกระดาษที่เป็นจุลินทรีย์ที่มี

ประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียและย่อยเซลลูโลสที่เป็นองค์ประกอบหลักของกระดาษได้ดี โดยใช้วิธ ีCongo 

red เมื่อเวลาครบ 48 ชั่วโมง พบว่ามีจุลินทรีย์ทั งหมด 8 ชนิดที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ดี โดยเฉพาะ

จุลินทรีย์ CDB6 สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับจุลินทรีย์ตัวอ่ืนๆ จากนั นน้าจุลินทรีย์ทั ง 8 

ชนิดไปวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เป็นผลผลิตของการย่อยสลายเซลลูโลส โดยใช้วิธี DNS ซ่ึงในการ

วิเคราะห์จะแบ่งเป็น 2 ขั นตอนหลักๆ โดยตอนท่ี 1 จะใช้สารละลาย CMC เป็นตัวกระตุ้นความสามารถของ

จุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือย่อยสลายเซลลูโลส ส่วนในตอนท่ี 2 จะใช้กระดาษ Whatman No.1 

เป็นตัวกระตุ้นความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือย่อยสลายเซลลูโลส พบว่าจุลินทรีย์ที่

มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสเพ่ือย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุดในทั งสองการทดลองคือ จุลินทรีย์ 

CDB 4 โดยมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 0.0533 และ 0.0456 IU/ml จากนั นวิเคราะห์ลักษณะเชิง

คุณภาพของการย่อยสลายเซลลูโลส ของจุลินทรีย์ CDB 4 โดยวิธ ีTLC (Thin-layer chromatography) 

พบว่าไม่เกิดจุดของน ้าตาลกลูโคส จากนั นน้าจุลินทรีย์ CDB 4 ไปตรึงบนเม็ดตรึงอัลจิเนต โดยมีขนาดของเม็ด

ตรึงเท่ากับ 4 มิลลิเมตร บรรจุลงในคอลัมน์แพคเบดเพ่ือบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษและท้าการเก็บ

ตัวอย่างน ้าที่ผ่านการบ้าบัดทุกๆ 4 ชั่วโมง จนครบ 48 ชั่วโมง มาตรวจวัดค่าซีโอดีพบว่า สามารถลดค่าซีโอดี

จาก 1171 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือ 267 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งแสดงให้เห็นว่าค่าซีโอดีลดลงอย่างต่อเนื่อง ส้าหรับ

ประสิทธิภาพของเม็ดตรึงที่มีอายุการใช้งานอยู่ที่ 48 ชั่วโมงพบว่ามีความแข็งแรงที่ลดลง 

 

 

 

 

 

 

 

 



ค 

 

Abstract 

The improvement of processes of wastewater treatment in paper mill especially the 

use of bioprocess is the key to make the green industry. First of all, the selection of the 

cellulose-degraded microorganism by Congo red plate assay method was used. At 48 hours, 

we found 8 microorganisms which could be degraded cellulose in the assay. Cellulose 

degradation bacteria (CDB) number 6 has the largest clear zone. Then we use Dinitro Salicylic 

Acid (DNS) method to test activity of all microorganism by measuring kinetic of degradation 

cellulose to glucose by using Carbon methyl Cellulose (CMC) and Filter paper (Whatman 

No.1) to induce cellulose enzyme expression. The result showed that “CDB4” had the best 

performance to degrade cellulose in both inducers which the enzyme activities were 0.0533 

and 0.0456 IU/ml, respectively. Thin-layer chromatography (TLC) method was the qualitative 

method to measure the cellulose biodegraded profile of CDB4. Moreover, we could not 

detect any glucose spot on TLC plate. Finally, CDB4 was immobilized in alginate and pack in 

Packbed Column, 4 mm. of immobilized alginate beads were formed. At 48 hours, the 

Chemical Oxygen Demand (COD) was decreased from 1171 ppm to 267 ppm. We found 

immobilized alginate beads were unstable after 48 hours of treatment wastewater.  
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1. ความส้าคัญและที่มาของปัญหา  

 ในปัจจุบันประเทศไทยมีอัตราการเติบโตของอุตสาหกรรมจ้านวนมาก แต่ในขณะที่อุตสาหกรรมก้าลัง

ก้าวหน้าเติบโตอย่างแพร่หลายนั น กลับเกิดปัญหาที่ตามมาจากการเติบโตของอุตสาหกรรมที่เป็นปัญหามา

นานหลายปี คือปัญหาสิ่งแวดล้อมทางด้านน ้าเสีย เนื่องจากในประเทศไทยมีอุตสาหกรรมที่ท้าให้เกิดปัญหา

ทางสิ่งแวดล้อมด้านน ้าเสียมากมาย เช่น อุตสาหกรรมสีย้อม อุตสาหกรรมผลิตสารเคมี อุตสาหกรรมฟอก

เครื่องหนัง  และหนึ่งในนั นคืออุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ อุตสาหกรรมเหล่านี จะส่งปัญหาทางด้านน ้าเน่า

เสียเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเมื่อไม่นานมานี มีการร้องเรียนปัญหาน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษในประเทศไทยโดยน ้า

เสียของโรงงานผลิตกระดาษได้ส่งกลิ่นเหม็นอย่างรุนแรงสร้างความเดือดร้อนให้ประชาชนที่อาศัยอยู่ใกล้เคียง

พื นที่ของโรงงานผลิตกระดาษ เนื่องจากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษเป็นอุตสาหกรรมที่ใช้น ้าในการเดิน

กระบวนการผลิตมากที่สุด โดยน ้าจากกระบวนการผลิตกระดาษ ไม่ว่าจะเป็นการเตรียมไม้ การล้างเยื่อ การ

ฟอกสี เรื่อยจนไปถึงการขึ นแผ่นจนเสร็จสมบูรณ์ กระบวนการเหล่านี ล้วนแล้วใช้น ้า ในเดินกระบวนการทั งสิ น 

ซึ่งเป็นที่รู้กันว่าในเนื อไม้จะมีสารประกอบจ้าพวกเซลลูโลสประกอบอยู่  ซึ่งน ้าที่มีส่วนประกอบของเซลลูโลส

จ้านวนมากจะก่อให้เกิดปัญหาน ้าเน่าเสีย ท้าให้ค่า BOD (Biochemical Oxygen Demand) ซึ่งเป็นค่า

ปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีอยู่ในน ้า และค่า COD (Chemical 

Oxygen Demand) เป็นค่าที่บอกปริมาณออกซิเจนทั งหมดที่ต้องการใช้เพ่ือออกซิเดชันสารอินทรีย์ในน ้าให้

เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้ามีค่าสูงมาก โดยทางกระทรวงอุตสาหกรรมอนุญาตให้ปล่อยน ้าลงสู่แหล่งน ้า

ธรรมชาติได้นั นค่า BOD จะต้องไม่เกิน 20 mg/l และค่า COD จะต้องไม่เกิน 120 mg/l  โดยน ้าจาก

กระบวนการผลิตกระดาษจะถูกส่งไปบ้าบัดที่บ่อบ้าบัดของโรงงาน โดยในน ้าเสียจะมีเยื่อกระดาษปะปนมาด้วย 

ซึ่งในเยื่อกระดาษนี มีโมเลกุลของเซลลูโลสประกอบอยู่ในเยื่อนั นๆ เนื่องจากเซลลูโลสเป็นสารอินทรีย์เมื่อมีอยู่

ในน ้าจ้านวนมากเกินกว่าที่จุลินทรีย์จะสามารถย่อยได้อาจจะท้าให้น ้าเน่าเสียได้หรือเกิดการน้าน ้ากลับไปใช้ใน

กระบวนการผลิตได้น้อยลงด้วย 

 ในปัจจุบันประเทศไทยมีอัตราการเติบโตของอุตสาหกรรมจ้านวนมาก แต่ในขณะที่อุตสาหกรรมก้าลัง

ก้าวหน้าเติบโตอย่างแพร่หลายนั น กลับเกิดปัญหาที่ตามมาจากการเติบโตของอุตสาหกรรมที่เป็นปัญหามา

นานหลายปี คือปัญหาสิ่งแวดล้อมทางด้านน ้าเสีย เนื่องจากในประเทศไทยมีอุตสาหกรรมที่ท้าให้เกิดปัญหา

ทางสิ่งแวดล้อมด้านน ้าเสียมากมาย เช่น อุตสาหกรรมสีย้อม อุตสาหกรรมผลิตสารเคมี อุตสาหกรรมฟอก

เครื่องหนัง  และหนึ่งในนั นคืออุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ อุตสาหกรรมเหล่านี จะส่งปัญหาทางด้านน ้าเน่า

เสียเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเมื่อไม่นานมานี มีการร้องเรียนปัญหาน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษในประเทศไทยโดยน ้า

เสียของโรงงานผลิตกระดาษได้ส่งกลิ่นเหม็นอย่างรุนแรงสร้างความเดือดร้อนให้ประชาชนที่อาศัยอยู่ใกล้เคียง

พื นที่ของโรงงานผลิตกระดาษ เนื่องจากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษเป็นอุตสาหกรรมที่ใช้น ้าในการเดิน

กระบวนการผลิตมากที่สุด โดยน ้าจากกระบวนการผลิตกระดาษ ไม่ว่าจะเป็นการเตรียมไม้ การล้างเยื่อ การ
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ฟอกสี เรื่อยจนไปถึงการขึ นแผ่นจนเสร็จสมบูรณ์ กระบวนการเหล่านี ล้วนแล้วใช้น ้าในเดินกระบวนการทั งสิ น 

ซึ่งเป็นที่รู้กันว่าในเนื อไม้จะมีสารประกอบจ้าพวกเซลลูโลสประกอบอยู่  ซึ่งน ้าที่มีส่วนประกอบของเซลลูโลส

จ้านวนมากจะก่อให้เกิดปัญหาน ้าเน่าเสีย ท้าให้ค่า BOD (Biochemical Oxygen Demand) ซึ่งเป็นค่า

ปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีอยู่ในน ้า และค่า  COD (Chemical 

Oxygen Demand) เป็นค่าที่บอกปริมาณออกซิเจนทั งหมดที่ต้องการใช้เพ่ือออกซิเดชันสารอินทรีย์ในน ้าให้

เป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้ามีค่าสูงมาก โดยทางกระทรวงอุตสาหกรรมอนุญาตให้ปล่อยน ้าลงสู่แหล่งน ้า

ธรรมชาติได้นั นค่า BOD จะต้องไม่เกิน 20 mg/l และค่า COD จะต้องไม่เกิน 120 mg/l  โดยน ้าจาก

กระบวนการผลิตกระดาษจะถูกส่งไปบ้าบัดที่บ่อบ้าบัดของโรงงาน โดยในน ้าเสียจะมีเยื่อกระดาษปะปนมาด้วย 

ซึ่งในเยื่อกระดาษนี มีโมเลกุลของเซลลูโลสประกอบอยู่ในเยื่อนั นๆ เนื่องจากเซลลูโลสเป็นสารอินทรีย์เมื่อมีอยู่

ในน ้าจ้านวนมากเกินกว่าที่จุลินทรีย์จะสามารถย่อยได้อาจจะท้าให้น ้าเน่าเสียได้หรือเกิดการน้าน ้ากลับไปใช้ใน

กระบวนการผลิตได้น้อยลงด้วย 

จากการศึกษาปัญหาของน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษพบว่าทุกขั นตอนของการผลิตกระดาษก่อให้เกิด

มลภาวะทางน ้าดังต่อไปนี  
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รูปที่ 1 มลพิษจากขั นตอนต่างๆของการผลิตกระดาษ 

ที่มา :ดัดแปลงจาก Pokhrel at el., 2004 

 

 เทคโนโลยีต่างๆ ที่ใช้การบ้าบัดน ้าเสียจากอุตสาหกรรมกระดาษมักจะมุ่งเน้นไปในทางที่จะปรับค่า 

pH ของน ้าเสีย ลดปริมาณสารแขวนลอย (suspended solids, SS) เช่น เส้นใย นอกจากนี ในกรณีท่ีใช้เศษ

การเตรียมไม้ 

เป็นการน้าไม้มาล้างดินและฝุ่นที่มากับไม้โดยใช้

น ้าในการล้าง พบว่าน ้าจากกระบวนการนี จะมีค่า

ของสารแขวนลอย, BOD, มีกรวดและเส้นใย

ปะปนอยู่ 

บ่อหมัก 

น ้าเสียจากการบ่อหมักนี  เรียกว่า “ black 

liquor” ซึ่งน ้าเสียจากกระบวนการนี จะมี เรซิน, 

กรดไขมัน,สี, BOD, COD, AOX, VOCs  

การล้างเยื่อ 
น ้าเสียจากการล้างเยื่อ พบว่า มีค่า pH สูง, BOD, 

COD, สารแขวนลอย และมีสีน ้าตาลที่เกิดจาก

การล้างเยื่อ 

การฟอกสีเยื่อ 

น ้าจากการฟอกสีเยื่อจะมีการละลายของลิกนิน

, คาร์โบไฮเดรต, สี, COD, AOX, 

สารประกอบอนินทรีย์คลอรีน เช่น chlorate 

(CIO3
-), สารประกอบอินทรีย์คลอรีน เช่น 

dioxins, furans, chlorophenols, VOCs 

การขึ นรูป

กระดาษ 

น ้าเสียจากการขึ นรูปกระดาษจะ

ประกอบด้วยอนุภาคของเสีย, สารประกอบ

อินทรีย์, สารอนินทรีย์แห้ง, COD, 

acetone,etc 
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กระดาษเก่าเป็นวัตถุดิบในการผลิตเยื่อ จะมีน ้าเสียที่เกิดจากการล้างหมึกของเศษกระดาษเดิม (de-inking 

process) ซึ่งน ้าเสียส่วนนี จะมีค่าของสารแขวนลอย และความสกปรกในรูป BOD และ COD สูง โดยน ้าเสียที่

เกิดขึ นจากกระบวนการผลิตกระดาษส่วนหนึ่งได้มีการน้ากลับไปใช้ใหม่ตามล้าดับความสะอาด 

 จากงานวิจัยที่เก่ียวข้องเกี่ยวกับปัญหาน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ Viraraghavan และคณะพบว่า 

มลภาวะส่วนใหญ่มาจากกระบวนการการผลิตต่างๆ โดยเริ่มจากขั นตอนดังนี  การเตรียมไม้ การผลิตเยื่อ การ

ล้างเยื่อ การกรอง การล้างท้าความสะอาด การฟอกสี และ การเข้าเครื่องผลิตกระดาษ รวมไปถึง การเคลือบ

แบบต่างๆ จากกระบวนการการผลิตเยื่อกระดาษเป็นกระบวนการที่สร้างน ้าเสียที่สกปรกมากที่สุด ซึ่งเป็นการ

ผลิตเยื่อโดยใช้วิธีทางเคมี โดยการใส่สารละลายเคมี ที่อุณหภูมิและความดันสูง เพ่ือให้ไม้แตกออกมาเป็นเส้น

ใย โดยผลผลิตที่ได้ประมาณ 40-50 % สารเคมีที่ใช้ คือ สารจ้าพวกแอลคาไลน์ และ กรด โดยน ้าเสียจากการ

ผลิตเยื่อนี จะประกอบไปด้วย เศษไม้ และสารละลายต่างๆ ที่เป็นองค์ประกอบของไม้ ซึ่งการบ้าบัดจะใช้การ

บ้าบัดแบบผสมผสานระหว่างการบ้าบัดโดยใช้ จุลินทรีย์ที่ใช้อากาศและไม่ใช้อากาศ พบว่ามีประสิทธิภาพใน

การย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ละลายน ้าได้ นอกจากนี ยังสามารถก้าจัดสีโดยการใช้เชื อรา การเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชันและโอโซนเนชันของสารเคมี  และก้าจัดสารประกอบประเภทคลอรีนให้ลดลงได้อย่างมี

ประสิทธิภาพโดยวิธีการดูดซับโดยเทคนิคการใช้เมมเบรน (Viraraghavan el., 2004) 

 นอกจากนี การบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโดยใช้วิธีการดูดซับโดยเมมเบรนแล้ว ยังพบว่า

การน้าสารโพลิเมอร์ประจุบวกมาสร้างตะกอนสามารถช่วยลดค่า COD ในน ้าเสียได้โดยคิดเป็นร้อยละ 87-

90% (สินีนาฏ ทิพย์ดนตรี, 2543) และมีการใช้เทคโนโลยีสะอาดมาใช้ในการผลิตเยื่อกระดาษเพ่ือลดปัญหาน ้า

เสียที่เกิดจากการกระบวนการผลิตโดยมีการน้าเทคโนโลยีทางเอนไซม์และกระบวนการทางเอนไซม์มาใช้ เช่น 

กระบวนการเยื่อคราฟออกจากเนื อไม้จะใช้เอนไซม์ Xylanase มาแทนการล้างด้วยน ้าเพียงครั งเดียว พบว่า

สามารถก้าจัดเยื่อคราฟออกได้ง่ายและลดปริมาณการใช้น ้าและท่ีส้าคัญลดปริมาณสารเคมีที่ใช้ด้วย (ศิริรัตน์ 

ศิริพรวิศาล, 2010) 

 จากการศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวกับปัญหาน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษพบว่าการปรับปรุงคุณภาพของ

น ้าเสียมีการใช้เทคนิคที่หลากหลาย ไม่ว่าจะเป็นเทคนิคการดูดซับโดยใช้เมมเบรน  การใช้เอนไซม์ในการลด

สารเคมีในน ้าเสีย  ซึ่งจากการศึกษางานวิจัยที่ผ่านมาผู้วิจัยพบว่ามีงานวิจัยส่วนน้อยที่ท้าการบ้าบัดน ้าเสียจาก

โรงงานผลิตกระดาษโดยวิธีทางชีวภาพ ซึ่งทางผู้วิจัยได้เล็งเห็นความส้าคัญของการน้าจุลินทรีย์มาตรึงในเม็ด

อัจจิเนตเพ่ือใช้ในการบ้าบัดน ้าเสียเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการบ้าบัดน ้าเสียให้มีประสิทธิภาพมากยิ่ง จึงได้

สนใจวิธีการบ้าบัดน ้าเสียโดยใช้การตรึงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสโดยการน้า

แบคทีเรียที่สามารถหาได้จากแหล่งของน ้าเสียโรงงานผลิตกระดาษเองไปตรึงในเม็ดอัลจิเนต เพ่ือเพ่ิมประสิทธิ

ในการลดปริมาณของเซลลูโลสในน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษให้ลดน้อยลง 
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2. วัตถุประสงค ์

 1.2.1 เพ่ือศึกษาขั้นตอนการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโยการใช้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถ

ในการย่อยสลายเซลลูโลส 

1.2.2 เพ่ือศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการใช้แบคทีเรียในการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ 

1.2.3 เพ่ือศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสโยการใช้วิธีการตรึงจุลินทรีย์ในเม็ด

ตรึงอัลจิเนตที่สภาวะต่างๆ 

1.2.4 เพ่ือศึกษาการประยุกต์การย่อยสลายในสารต่าง เพ่ือน าไปต่อยอดในการบ าบัดสารชนิดอ่ืนๆ 

เช่น Carbon methyl cellulose, Cellulose, Cellobiose เป็นต้น 

1.2.5 เพ่ือศึกษาการตรึงจุลินทรีย์เม็ดตรึงอัลจิเนตในการลดค่า พารามิเตอร์ทางน้ าเสีย 

3. ขอบเขตของการท้าโครงงานวิจัย 

 1.3.1 ใช้จุลินทรีย์ที่หาได้จากบ่อบ าบัดทางชีวภาพของโรงงานผลิตกระดาษเป็นวัตถุดิบในการตรึงใน

เม็ดอัลจิเนต 

 1.3.2 ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่เป็นอาหารเหลว CMC ในการเลี้ยงจุลินทรีย์ก่อนการน ามาตรึงเซลล์ 

1.3.3 ศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเซลล์แบคทีเรียด้วยสารละลายอัลจิเนตผสมกับสารละลายแคลเซียม

คลอไรด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือหาสภาวะเม็ดตรึงที่เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยก าหนดตัว

แปรต่างๆดังต่างท่ี 1.1  

 1.3.4 วิเคราะห์ความสามารถของเม็ดตรึงอัลจิเนตในการย่อยสลายเซลลูโลสโดยวัดจากพารามิเตอร์ที่

ลดลงที่สภาพวะต่างๆดังนี้ 

 1.3.4.1 วัดค่า BOD โดยใช้เครื่อง DO Meter 

 1.3.4.2 วัดค่า COD โดยวิธีทางเคมี 

 1.3.4.3 วัดค่า pH ของน้ าที่ผ่านการบ าบัดแล้ว 
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ตารางที่ 1 ตัวแปรต้น ตัวแปรตาม ตัวแปรควบคุมในการเลี ยงจุลินทรีย์และการหาสภาวะของเม็ดตรึงอัลจิเนต 

1.ขั นตอนการเลี ยงเชื อแบคทีเรียที่ความเข้มข้นต่างๆเพ่ือหาจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อย
สลายเซลลูโลส 
 
 
 
 

ตัวแปรต้น 

สภาวะในการเลี ยงเชื อได้แก่ 

 เลี ยงเชื อจุลินทรีย์โดยการเจือจางที่ความเข้มข้น 10-1  

 เลี ยงเชื อจุลินทรีย์โดยการเจือจางที่ความเข้มข้น 10-3  

 เลี ยงเชื อจุลินทรีย์โดยการเจือจางที่ความเข้มข้น 10-5  

 เลี ยงเชื อจุลินทรีย์โดยการเจือจางที่ความเข้มข้น 10-7  

 เลี ยงเชื อจุลินทรีย์โดยการเจือจางที่ความเข้มข้น 10-9  

 
ตัวแปรตาม  การเจริญเติบโตของเชื อจุลินทรีย์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

ตัวแปรควบคุม  บ่มเชื อที่อุณหภูมิ 37 ᵒc เวลา 48 ชั่วโมง 

 ใช้อาหารเหลว CMC 

 pH 7±1  
2.การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ที่ได้จาก ข้อ 1  

ตัวแปรต้น  จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสได้
ดีที่สุดจ้านวน 8  

ตัวแปรตาม  ประสิทธิภาพของการย่อยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย์
ทั ง 5 ชนิดโดยเปรียบเทียบจากค่าต่อไปนี  
-  ปริมาณน ้าตาลกลูโคส 
-  ค่า COD 
-  ขนาดวงใสของจุลินทรีย์ 

ตัวแปรควบคุม  เลี ยงจุลินทรีย์ที่คัดเลือกจากข้อที่ 1 ทั งหมด 8 ชนิดใน
อาหาร CMC 

3. การตรึงจุลินทรีย์ในเม็ดตรึงอัลจิเนต 
ตัวแปรต้น  จุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดเลือก 

 ความเข้มข้นของสารละลายอัลจิเนตความเข้มข้น 3 % 

 ความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ที่ความ
เข้มขน้ 0.05 M  
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ตัวแปรตาม  ความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย์
ในเม็ดตรึงอัจจิเนต 

ตัวแปรควบคุม  เลี ยงเชื อโดยใช้อุณหภูมิห้อง 

 ค่า pH ของน ้าที่ใช้เลี ยงเชื อ 

 ระยะเวลาในการเลี ยงเชื อ 

 

4. ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

เนื่องจากวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตกระดาษมาจากต้นไม้ และสิ่งที่พบในเยื่อกระดาษมากท่ีสุด คือ เส้นใย ซึ่ง

เส้นใยมีองค์ประกอบทางเคมีดังนี  

 
 

รูปที่ 2 ลักษณะโครงสร้างของเส้นใย 

ที่มา : Smook, 1986 

 

 

เซลลูโลส (Cellulose) 

 เซลลูโลสเป็นสารพอลิแซคคาไรด์ (Polysaccharides) เชิงเส้นตรงที่ประกอบด้วยหน่วยของกลูโคส 

(anhydroglucose unit) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า-ไกลโคซิดิก ในต้าแหน่งที่ 1 และต้าแหน่งที่ 4 ของ

กลูโคสที่เป็นองค์ประกอบในโมเลกุล (β-1,4 glycosidic linkage) โดยหน่วยย่อยของเซลลูโลสที่เกิดจาก

การรวมกันของหน่วยกลูโคสจานวน 2 หน่วย จะเรียกว่า เซลโลไบโอส (Cellobiose unit) แสดงดังภาพที่ 

3 ซึ่งส่วนปลายเซลโลไบโอสจะประกอบด้วยส่วนรีดิวซิงค์ (Reducing end group; C-1) ซึ่งเป็นส่วนที่ง่าย

ต่อการเกิดปฏิกิริยา และส่วนของนอนรีดิวซิงค์ (Non-Reducing end group; C-4) ซึ่งเป็นส่วนที่ไม่

เกิดปฏิกิริยาโดยทั่วไประดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น (degree of polymerization; DP) ของเซลลูโลสจะ
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เกิดจากการรวมกันของหน่วยกลูโคสจ้านวนประมาณ 1000-3000 หรือ 4000 หน่วย จึงมีสูตรโครงสร้าง

ทางเคมี คือ (C6H10O5)n ซึ่งลักษณะการจัดเรียงตัวของโครงสร้างโมเลกุลเซลลูโลสสามารถแบ่งออกได้

เป็น 2 ลักษณะ คือ 1) แบบผลึก (crystalline) 2) แบบอสัญรูป (amorphous) โดยทั่วไปโครงสร้างของ

เซลลูโลสจะมีการจัดเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบ จึงท้าให้เซลลูโลสมีความเป็นผลึกสูง อุณหภูมิในการหลอม

ตัวจึงสูงมาก มักจะเกิดการสลายตัวก่อนถึงอุณหภูมิหลอมตัว โครงสร้างแบบผลึกของเซลลูโลสจะท้าให้

การซึมผ่านของสารละลายเกิดได้ยากกว่าลักษณะโครงสร้างแบบอสัญรูป จึงท้าให้ลักษณะโครงสร้างแบ

บอสัญรูปมีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาเคมีได้ง่ายขึ น เซลลูโลสในธรรมชาติจะมีน ้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย

ต่างกัน ซึ่งการกระจายน ้าหนักโมเลกุลของเซลลูโลสจะมีความส้าคัญต่อสมบัติทางกายภาพ โดยเซลลูโลสที่

มีน ้าหนักโมเลกุลต่้าจะมีสมบัติทางกายภาพที่ไม่ดี (Gardner and Blackwell, 1974) 

 

 
รูปที่ 3 โครงสร้างเซลโลไบโอส (cellobiose) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Helmenstine (2013) 

 เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบทางเคมีที่ส้าคัญของเนื อไม้ซึ่งมีปริมาณมากท่ีสุด คือ ประมาณร้อยละ 40 

ของเนื อไม้ทั งในไม้ใบแคบหรือไม้ตระกูลสน (softwood) และไม้ใบกว้าง (hardwood) โดยทั่วไปจะพบ

เซลลูโลสอยู่ร่วมกับลิกนิน เพนโตแซน กัม แทนนิน ไขมันและสารที่ทาให้เกิดสีในต้นไม้ โดยเซลลูโลสจะท้า

หน้าที่เป็นโครงสร้างของเส้นใยและให้ความแข็งแรงกับต้นไม้ เซลลูโลสสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภทตาม

ขนาดของโมเลกุลหรือระดับการเกิดพอลิเมอไรเซชั่น คือ 

1. แอลฟา เซลลูโลส ( Alpha cellulose; DP > 90) 

2. เบต้า เซลลูโลส (Beta cellulose; DP = 15-90) 

3. แกมม่า เซลลูโลส (Gamma cellulose; DP < 15) 

 คุณสมบัติที่ส้าคัญประการหนึ่งของเซลลูโลส คือ เซลลูโลสจะไม่ละลายในน ้าและตัวท้าละลายอินทรีย์

สะเทิน (neutral organic solvent) เช่น เบนซีน (benzene) แอลกอฮอล์ (alcohol) และอีเธอร์ (Ether) แต่

จะละลายได้ดีในกรดเกลือและกรดก้ามะถันเข้มข้น ซึ่งความคงทนของเซลลูโลสต่อกรดหรือเอนไซม์จะขึ นกับ
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โครงสร้างแบบอสัญรูป เมื่อนาเซลลูโลสไปทาปฏิกิริยาทางเคมีจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างท้าให้

คุณสมบัติของเซลลูโลสเปลี่ยนไป จึงสามารถน้าเซลลูโลสไปใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับการผลิตพลาสติก น ้าตาล 

เจล ฟิล์ม เส้นใยชนิดใหม่ และสารเคลือบ เป็นต้น (Kadla and Gilbert, 2000) 

ตารางที่ 2 องค์ประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร 

 ที่มา : ดัดแปลงมาจาก Reshamwala et al.,1995; Cheung and Anderson, 1997; Boopathy, 

1998; Dewes  and Hunsche, 1998. 

 

เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

 เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิแซคคาไรด์ที่มีน ้าหนักโมเลกุลต่า มีลักษณะคล้ายเซลลูโลลแต่จะประกอบ ด้วย

น ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่แตกต่างกัน 5 ประเภท คือ กลูโคส (glucose) กาแลกโตส (galactose) แมนโนส 

(mannose) อะราบิโนส (arabinose) ไซโลส (xylose) รวมทั งกรดกลูคูโลนิก (gluculonic acid) และกรดกา

แลกทูโรนิก (galacturonic acid) (แสดงดังรูปที่ 4) เฮมิเซลลูโลสมีสูตรทางเคมี คือ (C6H12O5)2n 

วัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร 
 

ร้อยละของ
เซลลูโลส 

ร้อยละของเฮมิ 
เซลลูโลส 

ร้อยละของลิกนิน 

ไม้เนื อแข็ง 40-55 24-40 18-25 

ไม้เนื ออ่อน 45-50 25-35 25-35 

เปลือกถ่ัว 25-30 25-30 30-40 

ซังข้าวโพด 45 35 15 

หญ้า 25-40 35-50 10-30 

ฟางข้าว 30 50 15 

ใบไม้ 15-20 80-85 0 

ใยเมล็ดฝ้าย 80-95 5-20 0 

หญ้าคอสทอล เบอมิวดา 25 35.7 6.4 

หญ้าสวิซ 45 31.4 12 
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รูปที่ 4 องค์ประกอบทางเคมีของเฮมิเซลลูโลส 

ที่มา : บูรณาพากรุ๊ป จากัด (2552) 

 

 โดยปกติจะพบเฮมิเซลลูโลสอยู่รวมปะปนกับเซลลูโลส และสารอื่นๆ เช่น ลิกนิน เฮมิเซลลูโลสที่พบใน

ไม้ใบกว้าง (Hardwood) ได้แก ่ไซเลน (Xylan) และเฮมิเซลลูโลสที่พบในไม้ใบแคบ (Softwood) ได้แก่ กลูโค

แมนแนน (Glucomannan) โดยเฮมิเซลลูโลสจะทาหน้าที่เป็นสารยึดเซลลูโลสไว้ด้วยกันและท้าหน้าที่เสริม

ความแข็งแรงให้กับเส้นใย เฮมิเซลลูโลสสามารถละลายในตัวท้าละลายและท้าปฏิกิริยาได้ง่ายกว่าเซลลูโลส 

ดังนั นเฮมิเซลลูโลสจะเสื่อมสภาพได้ง่ายและสลายตัวได้ดีกว่าเซลลูโลส ท้าให้ปริมาณของเฮมิเซลลูโลสในเนื อไม้

มีมากกว่าในเยื่อกระดาษที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยสารเคมีแล้ว ในระหว่างที่เนื อไม้ถูกย่อยไปเป็นเยื่อ

กระดาษนั น ปริมาณและต้าแหน่งของเฮมิเซลลูโลสจะมีการเปลี่ยนแปลงไป 

  เฮมิเซลลูโลสจะมีบทบาทอย่างมากในการส่งเสริมให้กระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมสูงขึ น ทั งนี เนื่องจาก

เฮมิเซลลูโลสมีลักษณะเป็นสารไฮโดรฟิลิก (Hydrophillic materials) ซึ่งช่วยให้เส้นใยที่แขวนลอยในน ้าเยื่อมี

การพองตัวและอุ้มน ้าได้ดี เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสมีโครงสร้างเป็นอสัญรูปคือ อยู่ร่วมกันอย่างหลวมๆ นอกจากนี 

ยังพบว่า เมื่อน้าเส้นใยไปผ่านกระบวนการตีบดเยื่อเพ่ือท้าให้ผิวของเส้นใยแตกออกเป็นไมโครไฟบริล เฮมิ

เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบส้าคัญท่ีทาให้ไมโค-ไฟบริลระหว่างเส้นใยเกิดการประสานกันด้วย พันธะไฮโดรเจน 

(Hydrogen bond) ท้าให้กระดาษมีความแข็งแรงเพ่ิมมากขึ น ( Sjöström, 1993) 
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ปัญหาน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษในประเทศไทย 

 ปัญหาจากการร้องเรียนกิจการการผลิตกระดาษ ได้แก่ ปัญหาน ้าเสียที่เกิดขึ นจากกระบวนการผลิตที่

เกิดกลิ่นเหม็น และเมื่อปล่อยลงสู่แหล่งน ้าสาธารณะ ท้าให้เกิดสภาพน ้าเสียในแหล่งน ้า มีผลกระทบต่อชุมชนที่

อาศัยอยู่ใกล้เคียงและต่อระบบนิเวศของแหล่งน ้า ดังเช่นกรณีต่อไปนี   

 1. ในช่วงปี 2530 และหลังจากนั น มีเกิดปัญหาส้าคัญจากโรงงานผลิตกระดาษของ บริษัท ฟินิคซ์ 

พัลพ แอนด์เพเพอร์จ้ากัด ที่จังหวัดขอนแก่น ซึ่งปล่อยน ้าเสียที่มีกลิ่นเหม็นลงล้าน ้าพอง เกิดผลกระทบต่อ 

สุขภาพและสิ่งแวดล้อมเป็นอย่างมาก แต่หลังจากท่ีมีการปรับปรุงระบบการผลิตและการก้าจัดน ้าเสียและ

มลพิษ ต่างๆ จากโรงงานแล้ว ปัญหาสามารถบรรเทาลงจนอยู่ในระดับที่ควบคุมได้ 

 2. กลิ่นเหม็นของโรงงานผลิตกระดาษสีน ้าตาล มีสาเหตุของเรื่องร้องเรียน กลิ่นเหม็นที่เกิดขึ นมาจาก

ระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบ Stabilization Pond 

 3. การปล่อยน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษให้ไหลลงสู่คลองชลองแวง มีสีด้าเข้มและกลิ่นฉุน ท้าให้ผู้

สูดดมถึงกับวิงเวียนศีรษะ บางรายทนกลิ่นเหม็นไม่ได้ ต้องอพยพออกจากพื นที่ 

 

มาตรฐานการปล่อยน ้าลงสู่แหล่งธรรมชาติ 

ตารางที่ 3 มาตรฐานคุณภาพน ้าทิ งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม 

ดัชนีคุณภาพน ้า ค่ามาตรฐาน วิธีวิเคราะห์ 
1. ค่าความเป็นกรด
และด่าง (pH value) 

5.5-9.0 pH Meter 

2. ค่าทีดีเอส (TDS 
หรือ Total 
Dissolved Solids) 

 ไม่เกิน 3,000 มก/ล. หรืออาจแตกต่างแล้วแต่ละ
ประเภทของแหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือประเภท
ของโรงงานอุตสาหกรรม ที่คณะกรรมการ
ควบคุมมลพิษเห็นสมควรแต่ไม่เกิน 5,000 มก./
ล.  

 น ้าทิ งที่จะระบายลงแหล่งน ้ากร่อยที่มีค่าความ
เค็ม (Salinity) เกิน 2,000 มก./ล. หรือลงสู่
ทะเลค่าทีดีเอสในน ้าทิ งจะมีค่ามากกว่าค่าทีดี
เอส ที่มีอยู่ในแหล่งน ้ากร่อยหรือน ้าทะเลได้ไม่
เกิน 5,000 มก.ล. 

 
ระเหยแห้งที่อุณหภูมิ 
103-105oC เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง 
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3. สารแขวนลอย 
(Suspended 
Solids) 

ไม่เกิน 50 มก./ล. หรืออาจแตกต่างแล้วแต่ประเภทของ
แหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือประเภทของโรงงานอุตสาหกรรม 
หรือประเภทของระบบบ้าบัดน ้าเสียตามที่คณะกรรมการ
ควบคุมมลพิษเห็นสมควรแต่ไม่เกิน 150 มก./ล. 

กรองผ่านกระดาษ
กรองใยแก้ว (Glass 
Fiber Filter Disc) 

4. อุณหภูมิ 
(Temperature) 

ไม่เกิน 40°C เครื่องวัดอุณหภูมิ วัด
ขณะท้าการเก็บ
ตัวอย่างน ้า 

5. สีหรือกลิ่น ไม่เป็นที่พึงรังเกียจ ไม่ได้ก้าหนด 
6. ซัลไฟด์ (Sulfide 
as H2S) 

ไม่เกิน 1.0 มก./ล. Titrate 

7. ไซยาไนด์ 
(Cyanide as HCN) 

ไม่เกิน 0.2 มก./ล. กลั่นและตามด้วยวิธี 
Pyridine Barbituric 
Acid 

8. น ้ามันและไขมัน 
(Fat, Oil and 
Grease) 

ไม่เกิน 5.0 มก./ล. หรืออาจแตกต่างแล้วแต่ละประเภท
ของแหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือ ประเภทของโรงงาน
อุตสาหกรรมตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษ
เห็นสมควรแต่ไม่เกิน 15 มก./ล. 

สกัดด้วยตัวท้าละลาย 
แล้วแยกหาน ้าหนัก
ของน ้ามันและไขมัน 

9. ฟอร์มาลดีไฮด์ 
(Formaldehyde) 

ไม่เกิน 1.0 มก./ล. Spectrophotometry 

10. สารประกอบ 
ฟีนอล (Phenols) 

ไม่เกิน 1.0 มก./ล. กลั่นและตามด้วยวิธี 
4-Aminoantipyrine 

11. คลอรีนอิสระ 
(Free Chlorine) 

ไม่เกิน 1.0 มก./ล. lodometric Method 

12. สารที่ใช้ป้องกัน
หรอืก้าจัดศัตรูพืช
หรือสัตว์ 
(Pesticide) 

ต้องตรวจไม่พบตามวิธีตรวจสอบที่ก้าหนด Gas-
Chromatography 

13. ค่าบีโอดี (5 วันที่
อุณหภูมิ 20 °C 
(Biochemical 
Oxygen Demand : 
BOD) 

ไม่เกิน 20 มก./ล. หรือแตกต่างแล้วแต่ละประเภทของ
แหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือประเภทของโรงงานอุตสาหกรรม 
ตามท่ีคณะกรรมการควบคุมมลพิษเห็นสมควร แต่ไม่เกิน 
60 มก./ล. 

Azide Modification 
ที่อุณหภูมิ 20°C เป็น
เวลา 5 วัน 
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14. ค่าทีเคเอ็น 
(TKN) หรือ Total 
Kjeldahl Nitrogen) 

ไม่เกิน 100 มก./ล. หรืออาจแตกต่างแล้วแต่ละประเภท
ของแหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือประเภทของโรงงาน
อุตสาหกรรม ตามที่คณะกรรมการควบคุมมลพิษ 
เห็นสมควร แต่ไม่เกิน 200 มก./ล. 

Kjeldahl 

15. ค่าซีโอดี 
(Chemical Oxygen 
Demand : COD) 

ไม่เกิน 120 มก./ล.หรืออาจแตกต่างแล้วแต่ละประเภท
ของแหล่งรองรับน ้าทิ ง หรือประเภทของโรงงาน
อุตสาหกรรม ตามที่คณะกรรมการควบคุมมลพิษ 
เห็นสมควร แต่ไม่เกิน 400 มก./ล. 

Potassium 
Dichromate 
Digestion 

16. โลหะหนัก 
(Heavy Metal) 

    

  1. สังกะสี (Zn) ไม่เกิน 5.0 มก./ล.   
 
 
Atomic Absorption 
Spectro 
Photometry ชนิด 
Direct Aspiration 
หรือวิธี Plasma 
Emission 
Spectroscopy ชนิด 
Inductively 
Coupled Plama : 
ICP 

  2. โครเมียมชนิด
เฮ็กซาวาเล้นท์ 
(Hexavalent 
Chromium) 

ไม่เกิน 0.25 มก./ล. 

  3. โครเมียมชนิด
ไตรวาเล้นท์ 
(Trivalent 
Chromium) 

ไม่เกิน 0.75 มก./ล. 

  4. ทองแดง (Cu) ไม่เกิน 2.0 มก./ล. 
  5. แคดเมียม (Cd) ไม่เกิน 0.03 มก./ล 
  6. แบเรียม (Ba) ไม่เกิน 1.0 มก./ล 
  7. ตะกั่ว (Pb) ไม่เกิน 0.2 มก./ล. 
  8. นิคเกิล (Ni) ไม่เกิน 1.0 มก./ล. 
  9. แมงกานีส (Mn) ไม่เกิน 5.0 มก./ล. 
  10. อาร์เซนิค (As) ไม่เกิน 0.25 มก./ล. Atomic Absorption 

Spectrophotometry 
ชนิด Hydride 
Generation หรือวิธี 
Plasma Emission 
Spectroscopy ชนิด 
Inductively 

   
 
 
11. เซเลเนียม (Se) 

 
 
 
ไม่เกิน 0.02 มก./ล. 
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Coupled Plasma : 
ICP 

  12. ปรอท (Hg) ไม่เกิน 0.005 มก./ล. Atomic Absorption 
Cold Vapour 
Techique 

 

แหล่งที่มา : ประกาศกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) เรื่อง ก้าหนด

มาตรฐานควบคุมการระบายน ้าทิ งจากแหล่งก้าเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคม

อุตสาหกรรม ลงวันที่ 3 มกราคม 2539 ตีพิมพ์ในราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 113 ตอนที่ 13ง  ลง

วันที่ 13 กุมภาพันธ์ 2539 

 

แนวทางการบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษแบบต่างๆ 

 1.  การบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษวิธีการดูดซับโดยเมมเบรน 

  เป็นการก้าจัดสีโดยการใช้เชื อรา การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและโอโซนเนชัน ของสารเคมี  

และก้าจัดสารประกอบประเภทคลอรีนให้ลดลงได้อย่างมีประสิทธิภาพโดย วิธีการดูดซับโดยเทคนิคการใช้

เมมเบรน (Viraraghavan el., 2004) 

 

 2  .การบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโดยวิธีใช้สารโพลิเมอร์ประจุบวก 

  ในการบ้าบัดน ้าเสียโดยใช้สารโพลิเมอร์ประจุบวกในการมาช่วยสร้างตะกอน ซึ่ง สามารถลด

ค่า COD ในน ้าเสียได้ โดยลดได้ถึงร้อยละ 87-90 (สินีนาฏ ทิพย์ดนตรี, 2543) 

 

การบ้าบัดเซลลูโลสในน ้าเสียของโรงงานผลิตกระดาษ 

 เนื่องจากเซลลูโลสจัดได้ว่าเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหนึ่ง เมื่อจุลินทรีย์มาย่อยสลาย จะได้แนวทางดังนี  
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รูปที่ 5 Cellulose degradation pathway 

 (1) endoβ1,4 glucanase; (2) Exoβ1,4 glucanase (β1,4 glucanase glucohydrolase); (3) 

exoβ1,4 glucanase (β1,4 glucan cellobiohydrolase); (4) glucosidase (Cellobiase) 

ที่มา : (ดัดแปลงจาก) T.K. Ghose and P. Ghosh, 1978 
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รูปที่ 6 กลไกการท้างานของเอนไซม์ เซลลูเลส 

ที่มา: Reese et al.,1950 

 จากรูป 6 เป็นการแสดงกลไกการท้างานของเอนไซม์ เซลลูเลสโดยจากภาพที่จุด A เอนไซม์ endo-

β-glucanase เข้ามาตัดสายพันธะที่ต้าแหน่ง 1,4 ภายในสายของเซลลูโลส ที่จุด B เอนไซม์ Exo-β-

glucanase เข้ามาตัดสายพันธะที่ต้าแหน่ง 1,4 จากปลายสุดของสายพันธะเข้ามาเรื่อยๆ โดยท้างานร่วมกันกับ 

เอนไซม์ endo-β-glucanase แสดงดังจุด C และเม่ือย่อยสลายพันธะจนเหลือ Cellulobiose ดังจุด D 

เอนไซม์ β-glucosidase (Cellobiase) จะย่อยสลายพันธะจนเหลือเพียงน ้าตาลโมเลกุลเดี่ยวหรือน ้าตาล

กลูโคส  
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การบ้าบัดน ้าเสียโดยตรึงเซลล์แบคทีเรียในเม็ดอัลจิเนต 

อัลจิเนต (Alginate) 

 อัลจิเนตหรืออัลจินเป็นสารที่สกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีน ้าตาล (Phaeophyceae) ในการผลิตอัลจิ

เนตเป็นอุตสาหกรรมสาหร่ายทะเลที่ใช้ ได้แก่ Macrocystis pyrifera มีอัลจิเนตประมาณ 14-19 %, 

Laminaria cloustoni และ Laminaria digitata มีอัลจินประมาณ 15-40 % ปริมาณที่พบจะขึ นกับชนิดของ

สาหร่าย ฤดูกาล และแหล่งที่สาหร่ายเจริญเติบโต สาหร่ายเหล่านี พบได้ทั่ว ๆไปในโลก ประเทศที่ผลิตอัลจิเนต 

มาก คือ อเมริกา อังกฤษ ฝรั่งเศส สเปน นอร์เวย์ แคนนาดา และญี่ปุ่น 

 

รูปที่ 7 โครงสร้างของอัลจิเนต (Alginate) ชนิดต่างๆ 
ที่มา : Phillips and Williams, 2000 

 อัลจิเนตเป็น unbranched binary copolymer ของ 1,4-b-D-manuronic acid (M) และ L-

guluronic acid (G) ในโมเลกุลประกอบด้วย homopolymeric regions ของ G และ M ที่เรียกว่า G- และ 

M-blocks ตามล้าดับและยังมีบางส่วนของโมเลกุลเป็น MG-blocks ดังรูปที่ 7 สัดส่วนของ copolymer และ

โครงสร้างเหล่านี จะเป็นตัวก้าหนดสมบัติของอัลจิเนต เช่น ถ้าโพลีเมอร์มี G ในปริมาณที่สูงจะมี สมบัติเป็นเจล

ที่แข็งที่ความเข้มข้นของโลหะประจุบวกเฉพาะ (polyvalent metal cation) แต่ถ้า โพลิเมอร์มี M ปริมาณสูง

จะมีแนวโน้มที่จะเกิดเจลที่อ่อนนุ่ม และมีสภาวะในการเกิดเจล ที่กว้างกว่า อัลจิเนตที่ผลิตจ้าหน่ายเป็นการค้า

มีหลายอนุพันธ์จึงมีสมบัติการละลายในน ้าที่แตกต่างกัน เช่น อนุพันธ์ ของเกลือ Ca2+, K+, Na+, NH4+ และ

ยังผลิตในรูปของ propylene glycol alginate ซึ่งได้จากปฏิกิริยาของ alginic acid กับ propylene oxide 
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ภายใต้ความดัน อนุพันธ์เหล่านี จะละลายได้ทั งในน ้าร้อนและน ้าเย็น ความหนืดของสารละลายอัลจิเนตที่ได้

ขึ นอยู่กับ อุณหภูมิ ความเข้มข้น น ้าหนักโมเลกุล และการมีโลหะประจุบวก 

 

 

รูปที่ 8 กลไกการเกิดเจลของ calcium alginate (Egg-box model) 

ที่มา : Isabelle Braccini and Serge Pérez,2001 

 

 อัลจิเนตไม่ทุกชนิดมีคุณสมบัติเป็นเจลและจะเกิดเจลได้เมื่อท้าปฏิกิริยากับ Ca2+โครงสร้าง ของเจลมี
ลักษณะคล้ายกล่องไข่ (egg box) โดยมี Ca2+ เกาะอยู่กับสายโพลิเมอร์ดังรูปที่ 8 คุณสมบัติที่ดีของอัลจิเนต
คือ ท้าให้เกิด Irreversible gel ในน ้าเย็นเมื่อมี Ca2+รวมอยู่ด้วย ซึ่งคุณสมบัติในการเกิดเจลที่อุณหภูมิต่้านี ท้า
ให้อัลจิเนตแตกต่างจากไฮโดรคอลลอยด์ที่ได้จากสาหร่ายสีแดง 

 

 

 

 

 



19 
 

ตารางที่ 4 แสดงจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลส 

 Microorganism   

 

 

Fungi 

Acremonium cellulolyticus  

 

Bacteria 

Clostridium 
thermocellum 

Aspergillus 

acculeatus 

 

 

Ruminococcus albus 

Aspergillus fumigatus Streptomyces sp. 
Aspergillus niger 
Fusarium solani 
Irpex lacteus 
Penicillium funmiculosum 

Phanerochaete  

Actinomycetes 

Streptomyces sp. 
chrysosporium Thermoactinomyces sp. 
Schizophyllum commune Thermomonospora 

curvata 
Sclerotium rolfsii  
Sporotrichum cellulophilum 
Talaromyces emersonii 
Thielavia terrestris 
Trichoderma koningii 
Trichoderma reesei 
Trichoderma viride 
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ถังปฎิกรณ์ชีวภาพแพคเบด (Pack bed bioreactor) 

 การบ้าบัดน ้าเสียในการทดลองนั นได้น้าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแพคเบดมาใช้ในการบ้าบัดโดยการน้าเม็ด
ตรึงอัลจิเนตที่ตรึงด้วยจุลินทรีย์แล้วนั นมาอัดให้อยู่คอลัมน์แล้วให้น ้าเสียไหลผ่านโดยมีการเติมอากาศให้กับ
จุลินทรีย์ 

 

รูปที่ 9 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแพคเบด (Pack bed Bioreactor) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Eduardo et al, 2011 

 

5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.5.1 สามารถพัฒนาการบ าบัดน้ าเสียโดยใช้วิธีการตรึงจุลินทรีย์ในเม็ดตรึงอัลจิเนต เพ่ือน าไปปรับใช้

ในการบบ าบัดน้ าเสียจากแหล่งอื่นๆได้ 

1.5.2 สามารถเพ่ือประสิทธิภาพในการลดค่าพารามิเตอร์ทางน้ าเสีย จากการใช้ประโยชน์จากเม็ด

ตรึงอัลจิเนต 

1.5.3 สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ชนิดอ่ืนได้  
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6. วิธีการทดลอง 
อุปกรณ์การทดลอง 

1. ตู้อบเพาะเชื อ 

2. หม้อนึ่งฆ่าเชื อแรงดันสูง (Auto Clave) 

3. ตู้เขี่ยเชื อ  

4. เครื่องเขย่าสาร 

5. เครื่องชั่ง 4 ต้าแหน่ง 

6. ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) 

7. ปิเปตและปิเปตขนาดจุลภาค (Micro pipette)  

8. หลอดเก็บสารขนาดเล็ก Micro tube   

9. เทอร์โมมิเตอร์ 

10. ท่อยาง 

11. บีกเกอร์ 

12. ขวดปรับปริมาตร 

13. แท่งแก้วคนสาร 

14. ช้อนตักสาร 

15. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

16. เพลตเลี ยงเชื อ 

17. Loop เขี่ยเชื อ 

18. แท่งแก้วสามเหลี่ยม 

19. เข็มฉีดยา 

20. กระดาษกรองแมนเบรน 

21. ตะแกรงใส่หลอดทดลอง 

22. เครื่อง Water bath 

23. เครื่องปั่นเหวี่ยง 

24. ขวดพลาสติก 

25. เครื่องเขย่า  

26. เตาอบอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส 
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27. เครื่องวัดค่า pH (pH meter) 

28. เครื่องวัดการดูดกลือนแสง (Spectrophotometer) 

 

สารเคมี 

1. DI Water 

2. Alcohol 
3. Carbon Methyl Cellulose 

4. Congo red 

5. Calcium chloride 

6. Cellulose 

7. Sodium nitrate 

8. Dipotassium phosphate 

9. Potassium chloride 

10. Magnesium sulphate 

11. Furrous sulphate 

12. Yeast extract 

13. Agar  

14. Gelatin 

15. Dinitrosalicylic acid (DNS)       

16. Sodium potassium tartrate 

17. Sodium hydroxide 

18. Sodium citrate buffer 

19. Alginic acid   

20. Sodium alginate  
21. Digestion reagent  

22. Sulfuric acid reagent 

23. Ferrous ammonium sulfate (FAS)        

24. Ferroin อินดิเคเตอร์ 
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25. Chloroform 

26. Acetic acid 

 

ขั นตอนการทดลอง 

คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส  จากบ่อบ้าบัดน ้าเสีย และ/หรือ แหล่งที่มี

เซลลูโลสในธรรมชาติ 

 คัดเลือกจุลินทรีย์ที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลสบนอาหารแข็ง โดยเชื อที่น้ามาเพาะได้จากน ้าในบ่อบ้าบัด

ทางชีวภาพจากโรงงานผลิตกระดาษ บริษัท เบอร์ลี่ ยุคเกอร์ เซลล็อกซ์ จ้ากัด จังหวัดสมุทรปราการ เนื่องจาก

เชื อที่น้ามาเลี ยงมีในน ้าเสียจ้านวนมาก จึงท้าการเจือจางตัวอย่างด้วยวิธี serial dilution ความเข้มข้น 10-1 ถึง 

10-9 ซึ่งการเจือจางเชื อเป็นการหาเชื อที่แน่นอนเพียงโคโลนีเดียว เมื่อเจือจางเสร็จก็จะน้ามาเลี ยงในอาหารแข็ง 

CMC ซึ่งอาหาร CMC เป็นอาหารที่จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยเซลลูโลสจะเจริญเติบโตได้ดี  และ

วิธีการเลี ยงจะใช้วิธี spread plate เลี ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 

รูปที่ 10 ลักษณะของบ่อบ้าบัดทางชีวภาพ 

 คัดเลือกเชื อจุลินทรีย์โดยตรวจสอบการย่อยสลาย CMC โดยราดสารละลาย Congo red ความ

เข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ลงบนผิวหน้าอาหารที่มีโคโลนีของเชื อเจริญอยู่ ทิ งไว้นาน 30 นาที เทสารละลาย 

Congo red ที่อยู่บนผิวอาหารทิ งแล้วล้างออกด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 2-3 ครั ง 

จากนั นตรวจสอบผลโดยวัดขนาดวงใส (clear zone) (สีส้มอ่อน) ที่เกิดขึ นรอบโคโลนี และค้านวณค่า

ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย CMC 
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      ประสิทธิภาพในการย่อย CMC = 
ความยาวเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใส (มิลลิเมตร)

ความยาวเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร)
 

 

รูปที่ 11 ตัวอย่างการคัดเลือกจุลินทรีย์โดยใช้สี Congo red  

ที่มา: Sarojini Johri, 2013 

 ซึ่งจากการทดสอบด้วยสี Congo red จะท้าให้ทราบถึงความสามารถของการย่อยสลายเซลลูโลสของ

จุลินทรีย์แต่ละตัว โดยเราจะเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามรถในการย่อยสลายเซลลูโลสที่ดีที่สุดมาประมาณ 5-6 

โคโลนี เพ่ือน้าไปเลี ยงในอาหารเหลวในขั นตอนต่อไป 

คัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายเซลลโลสในอาหารเหลว 

  เลี ยงจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสในหลอดทดลอง 

ขนาดเล็กประมาณ 5 x 50 mm. ภายในบรรจุอาหารเหลว NB (Nutrient Broth) เมื่อบรรจุอาหารเรียบร้อย

แล้วปิดฝาให้สนิท เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนของจุลินทรีย์อ่ืนๆ ซึ่งในการเลี ยงจุลินทรีย์ในขั นตอนนี จะใช้เพ่ือเป็น

หัวเชื อ โดยจะน้าเข้าเครื่องเขย่าขนาดเล็ก เลี ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-20 ชั่วโมง  

 

คัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายเซลลูโลสโดยวิธี DNS  

  น้าจุลินทรีย์ที่คัดได้ในการทดลองขั นต้นมาทดสอบโดยจะน้าจุลินทรีย์จากข้อที่ 3.4.1.2 มา

เลี ยงในหลอดเลี ยงเชื อขนาด 10 มิลลิลิตร โดยใส่อาหารเหลว CMC 4 มิลลิลิตรและจุลินทรีย์ 1 มิลลิลิตร 

จากนั นท้าการเลี ยงเชื อในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 
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การวัดปริมาณน ้าตาลกลูโคสจะใช้สาร Dinitrosalicylic acid (DNS) (Chaplin,1986)   

ตอนที่ 1 กราฟมาตรฐาน 

 1. ดูดสารละลายมาตรฐานกลูโคสใส่หลอดเพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของกลูโคสในระดับต่างๆตั งแต่ 0-

1000 ไมโครลิตร  

 2.  เติมสาร DNS 3 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดกลูโคสมาตรฐานทุกหลอด และต้มในน ้าเดือด 10 นาที จะ

เกิดสีน ้าตาลตามระดับปริมาณกลูโคสในแต่ละหลอด จากนั นน้าไปแช่ในน ้าเย็นทันที 

 3. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ที่ 570 นาโมเมตร และน้าค่าได้มาพลอต กราฟเป็น

กราฟมาตรฐานโดยให้แกน Y เป็นค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร และ แกน X เป็นปริมาณกลูโคส   

 

ตอนที่ 2 วิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสในจุลินทรีย์ 

 1.  ใช้ DNS 3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร และ 2% CMC ใน 

 Sodium citrate เข้มข้น 0.05 M จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เป็น Blank 

  1.1 น้าจุลินทรีย์ที่ เลี ยงด้วยอาหารเหลว CMC มาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่

 ความเร็วรอบ 5000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที เพ่ือแยกเอาส่วนที่เป็น

 เอนไซม์ที่เรียกว่า “Supernatant”ด้านบนมาวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส 

  1.2 น้า Supernatant ไปวิ เคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยใส่ Supernatant ลงในหลอด

 เลี ยงเชื อขนาด 10 มิลลิลิตร จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร และใส่  2% CMC ใน Sodium citrate 

 buffer เข้มข้น 0.05 M จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปให้ความร้อนด้วยเครื่อง Water 

 bath ที ่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เวลา 1 ชั่วโมง 

  1.3 น้าเชื อจากข้อ 1.2 จ้านวน 1 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลาย DNS จ้านวน 3 

 มิลลิลิตร ใส่ลงในคิวเวทท์เพ่ือน้าไปวัดปริมาณกลูโคสด้วยเครื่อง Spectrophotometer  

  1.4 น้าค่าที่ได้จากการวัดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ซึ่งจะท้าให้ทราบปริมาณ ก ลู โ ค ส ที่

แท้จริง 

1. ใช้ DNS 3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จ้านวน 0.5 และ Sodium citrate เข้มข้น 0.05 

M จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เป็น Blank  
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  1.1 น้าจุลินทรีย์ที่ เลี ยงด้วยอาหารเหลว CMC มาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่

 ความเร็วรอบ 5000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที เพ่ือแยกเอาส่วนที่เป็น

 เอนไซม์ที่เรียกว่า “Supernatant”ด้านบนมาวิเคราะห์ปริมาณกลูโคส 

  1.2 น้า Supernatant ไปวิ เคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยใส่ Supernatant ลงในหลอด

 เลี ยงเชื อขนาด 10 มิลลิลิตร จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร และใส่  Sodium citrate เข้มข้น 0.05 M 

 จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร แต่ในขั นตอนนี จะใส่กระดาษ Whatman No.1 ขนาด 1.0×6.0 เ ซนติ เ มต ร 

จ้านวน 50 มิลลิกรัมและจากนั นน้าไปให้ความร้อนด้วยเครื่อง Water bath ที ่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

เวลา 2 ชั่วโมง 

  1.3 น้าเชื อจากข้อ 1.2 จ้านวน 1 มิลลิ ลิตร มาผสมกับสารละลาย DNS จ้านวน 3 

 มิลลิลิตร ใส่ลงในคิวเวทท์เพ่ือน้าไปวัดปริมาณกลูโคสด้วยเครื่อง Spectrophotometer  

  1.4 น้าค่าที่ได้จากการวัดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ซึ่งจะท้าให้ทราบปริมาณ ก ลู โ ค ส ที่

แท้จริง 

 หมายเหตุ ขั นตอนนี จะได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสมากที่สุด 

 

การศึกษาอัตราการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้วิธี Thin-layer chromatography (TLC) 

 น้าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.4.2 มาท้าการวิเคราะห์หาอัตราการย่อยสลายเซลลูโลสโดยขั นตอน

การวิเคราะห์มีดังนี  (Karima Srih Belghitha, 2011) 

1. น้าจุลินทรีย์ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9100 G เวลา 5 นาที เพ่ือแยกเอา

ส่วนที่เป็นเอนไซม์มาวิเคราะห์ 

2. หาความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ือใช้เป็นตัว Standard โดยการเปลี่ยนแปลงปริมาณกลูโคสเพ่ือให้ได้ 

Standard ที่เหมาะสม 

3. น้าเอนไซม์ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมาหยดจุดละ 10 ไมโครลิตรและเป่าให้แห้ง ท้าเช่นนี ให้ครบ 24 

ชั่วโมง และน้าไปแช่ในสารละลายส้าหรับวิเคราะห์ TLC โดยแช่จนกว่าสารละลายจะเคลื่อนที่ไป

สุดแผ่นที่ใช้วิเคราะห์ 

4. เมื่อแช่สารละลายเสร็จให้ใช้สารเคลือบส้าหรับวิเคราะห์ TLC พ่นลงบนแผ่นวิเคราะห์ จากนั น

น้าไปอบที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   

5. ท้าการเปรียบเทียบตัวอย่างกับ Standard จะท้าให้ทราบอัตราการย่อยสลายเซลลูโลสของ

จุลินทรีย์ 
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การตรึงเซลล์จุลินทรีย์ในเม็ดอัลจิเนต 

การตรึงเซลล์จุลินทรีย์ในเม็ดอัลจิเนต 

 1. น้าจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดเลือกโดยดูจากการวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสด้วยวิธี DNS และการ

วิเคราะห์อัตราการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธี TLC ที่ดีที่สุดมาท้าการกรองด้วย ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  Whatman 

Sterile Membrane Filters ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45  ไมโครเมตร ส้าหรับกรองเชื อโดยใช้วิธีการกรอง

ด้วยปั๊มสุญญากาศ 

 2. เตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตจ้านวน 9 กรัม ผสมกับอาหารเหลว CMC จ้านวน 300 มิลลิลิตร 

ต่อจ้านวนจุลินทรีย์ที่กรอง 250 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั นผสมให้เข้ากัน (สารละลาย

โซเดียมอัลจิเนตเข้มข้น 3%/W) (Nam Sun Wang, 1987) 

 3. ในการตรึงเม็ดอัลจิเนตจะต้องเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ที่ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ ลง

ในบีกเกอร์ขนาด 1000 มิลลิลิตร จากนั นท้าการตรึงเม็ดโดยใช้เข็มฉีดยาในการขึ นรูปเม็ดอัลจิเนต ซึ่งขนาด

ของเม็ดที่ขึ นรูปจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 4มิลลิเมตร  

 4. จากนั นเมื่อท้าการตรึงเม็ดอัลจิเนตเสร็จแล้วก็แช่ไว้ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เป็นเวลา 1-2 

ชั่วโมง เพ่ือให้เม็ดตรึงแข็งแรง จากนั นน้าไปล้างด้วยน ้ากลั่นก่อนจะน้าไปใส่ในแบบจ้าลองแพคเบค 

 5. ท้าการตรึงเม็ดอัลจิเนตโดยไม่มีเชื อจุลินทรีย์ผสม ท้าเช่นเดียวกับการตรึงเม็ด อัลจิเนตที่มี

เชื อจุลินทรีย์ผสม เพ่ือใช้ส้าหรับเปรียบเทียบค่า COD  

 

         ผสม 

 

 

            
          หยด 
 

 

 

 

รูปที่ 12 ขั นตอนการตรึงจุลินทรีย์ในเม็ดอัลจิเนต 

 

จุลินทรีย์ กรอง 
โซเดียมอัลจิเนต 3% 

ผสม อาหารCMC 

แคลเซียมคลอไรด์ 

0.05M 
แบบจ้าลองแพคเบด ล้างน ้ากลั่น 
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ศึกษาการเลี ยงเม็ดตรึงอัลจิเนตแบบแพคเบด  

 1. น้าจุลินทรีย์ที่ผ่านการตรึง ไปใส่ในคอลัมน์แบบแพคเบดขนาด เส้นผ่าศูนย์กลางเท่ากับ 7.0 

เซนติเมตร และสูงเท่ากับ 30.0 เซนติเมตร โดยมีการไหลผ่านของน ้าเสียแบบต่อเนื่อง 

 2. ระหว่างการเลี ยงเชื อต้องมีการเติมอากาศเป็นระยะๆทางด้านบนและในขณะเดียวกันแก๊สที่เกิดขึ น

ภายในคอลัมน์จะถูกระบายออกทางด้านบนเช่นกัน 

 3. การเลี ยงเม็ดตรึงแบบไม่มีจุลินทรีย์ก็ท้าเช่นเดียวกันกับการเลี ยงเม็ดตรึงแบบมีจุลินทรีย์ 

 

รูปที่ 13 แบบจ้าลองระบบการบ้าบัดแบบแพดเบดคอลัมน์ 

การศึกษาการวัดค่า Kinetic 

  ค่า Kinetic ที่ท้าการวัดคือค่า COD ซึ่งค่า COD สามารถบ่งบอกถึงการย่อยสลายของ
สารอินทรีย์ได้ โดยจะท้าการเก็บตัวอย่างทุกๆ 4 ชั่วโมง เป็นเวลาทั งหมด 48 ชั่วโมง ซึ่ง การวัดค่า Kinetic จะ
ท้าทั งหมด 2 ชุดเพ่ือใช้ในการเปรียบเทียบ จากนั นน้าไปวิเคราะห์หา ค่า COD ด้วยใช้วิธีการรีฟลักซ์แบบปิด/
การไตเตรท (Closed Reflux, Titrimetric  Method) ดังนี  (ไพฑูรย ์หมายมั่นสมสุข) 

1. ล้างหลอดทดลอง (Digestion Tubes) และฝาจุกด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 20 ก่อนน้าไปใช้ เพ่ือ

ป้องกันการปนเปื้อนด้วยสารอินทรีย์ 

2. เลือกใช้ปริมาตรของตัวอย่างน ้าและสารเคมีท่ีเหมาะสม ตามตารางท่ี 3.1    

3. น้าตัวอย่างน ้ามาใส่หลอดทดลองที่เตรียมไว้ เติมสารละลาย digestion reagent  

4. ค่อยๆเทกรดซัลฟิวริกรีเอเจนต์ลงไปในหลอดโดยให้กรดซัลฟิวริกรีเอเจนต์ไหลลงก้นหลอดแก้ว

เพ่ือให้ชั นของกรดอยู่ใต้ชั นตัวอย่างน ้าและ digestion reagent  
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5. ปิดจุกหลอดแก้วให้แน่นแล้วคว่้าหลอดแก้วไปมาหลาย ๆ ครั งอย่างทั่วถึงก่อนจะน้าตัวอย่างไปรีฟ

ลักซ์ เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดความร้อนสะสมอยู่ที่ก้นหลอด ซึ่งอาจแตกได้ในขณะท้าการรีฟลักซ์ 

6. ให้ท้า blank โดยใช้น ้ากลั่นแทนน ้าตัวอย่างด้วยวิธีการทดลองเช่นเดียวกันกับการวิเคราะห์น ้า

ตัวอย่าง ประมาณ 1-2 หลอด 

7. น้าหลอดแก้วทั งหมดที่ใส่น ้าตัวอย่างและ Blank วางบนที่ตั งหลอดทดลอง แล้วเข้าเตาอบที่ท้าให้

อุณหภูมิสูงถึง 150 ± 2 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลา 2 ชั่วโมง ให้น้าตัวอย่างออกมาทิ งไว้ที่

อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเย็น 

8. เทตัวอย่างจากหลอดใส่ลงในขวดรูปชมพู่แล้วไทเทรตกับสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 

(FAS) เข้มข้น 0.1 N จนกระทั งถึงจุดยุติ จะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียว

และเป็นสีน ้าตาลแดงท่ีจุดยุติ อ่านปริมาตรที่ไทเทรตตอนเริ่มเปลี่ยนสีเป็นสีน ้าตาลแดงทันที  
 

ตารางที่ 5 ปริมาณตัวอย่างและรีเอเจนต์ที่ใช้ส้าหรับขนาดต่างๆของภาชนะท่ีใช้ในการย่อยสลาย 

Digestion Tubes Sample  

(ml) 

Digestion 
reagent (ml) 

Sulfuric acid 

reagent (ml) 

Total  

(ml) 

16×100 mm 2.5 1.5 3.5 7.5 

20×150 mm 5.0 3.0 7.0 15.0 

25×150 mm 10.0 6.0 14.0 30.0 

Standard 10 mL ampule 2.5 1.5 3.5 7.5 

 

 

 

          

 

 

 

 

รูปที่ 14 จ้าลองการวัดค่า Kinetic ต่างๆ 

แบบจ้าลองแพคเบดเม็ด

ตรึงไม่มีจุลินทรีย์ 

แบบจ้าลองแพคเบดเม็ด

ตรึงมีจุลินทรีย์ 

 

วัดค่าCOD วัดค่าCOD 

 

แสดงผลเป็นกราฟ 
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การวัดประสิทธิภาพของเม็ดตรึงอัลจิเนตและเปรียบเทียบประสิทธิภาพของระบบบ้าบัด 

 1. วัดประสิทธิภาพของเม็ดตรึงจะใช้วิธีสุ่มตรวจขนาด และสุ่มตรวจจุลินทรีย์ในเม็ดตรึง  

 2. วัดค่า COD ในน ้าที่ผ่านการบ้าบัดแล้วและยังไม่ผ่านการบ้าบัดเพ่ือเป็นการ เปรียบเทียบคุณภาพ

ของน ้าที่ออกมาและเป็นการตรวจสอบถึงความสามารถในการย่อย สลายเซลลูโลสของจุลินทรีย์ 

 

7. ผลการทดลองและอภิปรายผล 

การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถท่ีดีที่สุดในการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้วิธี Congo red    

 น้าจุลินทรีย์ที่อยู่ในบ่อบ้าบัดน ้าเสียของโรงงานผลิตกระดาษมาท้าการคัดเลือกโดยใช้วิธี Spread 

plate บนอาหารแข็ง CMC เพ่ือเป็นการคัดเลือกจุลินทรีย์เบื องต้น จากนั นน้าเชื อจุลินทรีย์ที่เติบโตบนอาหาร

แข็ง CMC มาท้าการคัดเลือกโดยใช้วิธี Streak plate น้ามาเลี ยงบนอาหารแข็ง Congo red CMC เพ่ือให้ง่าย

ต่อการคัดเลือกเชื อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส จากการทดลองเลี ยงเชื อจุลินทรีย์บน

อาหารแข็ง Congo red CMC ทั งหมด 30 ตัว พบว่ามีจุลินทรีย์ทั งหมด 8 ตัว ที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ 

ซึ่งได้แก่ ตัวที่ C11, C12, C20, C21, C22, CRCMC4, CRCMC5, และCRCMC7 โดยจะสังเกตขนาดของวงใส

ที่เกิดขึ นรอบจุดที่หยดเชื อซึ่งเรียกว่า “Clear zone” ซึ่ง Clear zone เกิดจากการที่จุลินทรีย์เจริญแล้วปล่อย

เอนไซม์เซลลูเลสไปท้าปฏิกิริยากับสารอาหารที่อยู่ในอาหารเลี ยงเชื อ แล้วเกิดเป็นวงใสขึ นซึ่งวงใสนั นอาจ

มองเห็นได้โดยตรงในอาหารหรืออาจต้องเติมสารไปท้าปฏิกิริยาบนอาหารจึงจะเห็นเป็นวงใส  clear zone ท้า

การวัดขนาดวงใสโดยใช้เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์คัดเลือกโคโลนีเชื อจุลินทีย์ที่มีขนาดวงใสกว้างกว่าโคโลนีอ่ืน  

แสดงว่ามีแนวโน้มที่จะมีประสิทธิภาพสูงในการย่อยเซลลูโลส  ซึ่งท้าการวัดขนาดวงใสของจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว 

หลังจากเลี ยงเชื อภายใน 24 ชั่วโมง พบว่ามีขนาดเท่ากับ 8.33, 15.33, 23.50, 21.83, 27.33, 27.33, 17.57, 

และ15.33 มิลลิเมตร ตามล้าดับ และเมื่อท้าการเลี ยงจนครบ 48 ชั่วโมงพบว่าขนาดของวงใสของจุลินทรีย์ทั ง 

8 ตัว มีขนาดเท่ากับ 34.00, 38.33, 54.00, 51.67, 56.67, 61.33, 49.67 และ48.67 ตามล้าดับ 

 จากงานวิจัยของ Juntakorn et al (2015) ได้ท้าการคัดเลือกเชื อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ

ย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธี Congo red พบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย

เซลลูโลสได้ทั งหมด 21 ไอโซเลต วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส (clear Zone) ต่อโคโลนีของจุลินทรีย์ 

คัดเลือกโคโลนีที่มีขนาดวงใสกว้าง 18 มิลลิเมตรขึ นไป ซึ่งมีทั งหมด 8 ไอโซเลต ที่มีความสามารถในการย่อย

สลายเซลลูโลสได้ดีที่สุด จากการศึกษาการคัดแยกเชื อราจากตัวอย่างลูกแป้งข้าวหมากและก้อนเชื อเห็ดของ 

Wittanalai, S.และคณะ (2015) สามารถคัดแยกจุลินทรีย์ได้ทั งหมด 13 ไอโซเลท เมื่อน้าเชื อราที่คัดแยกได้มา



31 
 

ทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสโดยสังเกตการเกิดวงใสบนอาหาร CMC agar หลังจากการ

บ่มเชื อเป็นเวลา 3 วันแล้วเททับด้วย Congo red ผลการทดสอบพบว่าเชื อราที่มีความสามารถสร้างวงใสได้นั น

มีทั งหมด 9 ไอโซเลท (Figure 1) ซึ่งเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณวงใสเฉลี่ยของไอโซเลท S1-3 มีขนาดมากที่สุด 

(57.00 มิลลิเมตร) รองลงมา คือ ไอโซเลท M1-4 (31.17 มิลลิเมตร) และไอโซเลท S2-1 (18.33 มิลลิเมตร) 

ตามล้าดับ  

 เมื่อท้าการเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ศึกษาการคัดเลือกจุลินทรีย์โดยวัดจากขนาดวงใสที่เกิดขึ นพบว่า

จากการทดลองได้ขนาดใกล้เคียงกัน ทั งนี ขึ นอยู่กับความสามารถในการสร้างเอนไซม์เซลลูเลสของจุลินทรีย์ที่

คัดแยกได้มีความแตกต่างกันเนื่องจากความสามารถของจุลินทรีย์ในการใช้สารอาหารโดยเฉพาะแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจนเพื่อใช้ในการเจริญเติบโตจึงส่งผลให้จุลินทรีย์แต่ละตัวเกิดการย่อยสลายเซลลูโลสที่ต่างกัน

ไปด้วย   

 

รูปที่ 15 ตัวอย่างวงใสที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ 
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รูปที่ 16 กราฟแสดงความกว้างของวงใสที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ ณ วันที่ 1 

หมายเหตุ * คือแสดงระยะห่างที่ความเชื่อมั่น p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 

 จากรูปที่ 16 พบว่าจุลินทรีย์ C22 และ CRCMC4 มีขนาดวงใสกว้างที่สุด ซึ่งแสดงถึงการเกิดกิจกรรม

ของจุลินทรีย์ในการย่อยสลายเซลลูโลส เมื่อเทียบกับจุลินทรีย์ตัวอ่ืนๆ จากกราฟจะแสดงให้เห็นความแตกต่าง

ของขนาดวงใสของจุลินทรีย์แต่ละตัว อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาผลการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ C22 และ 

CRCMC4 มีขนาดวงใสใกล้เคียงกันมากจึงท้าการเปรียบเทียบอย่างมีนัยส้าคัญด้วยวิธีทางสถิติโดยใช้การเทียบ 

T-test ที่ความเชื่อมั่น p≤0.05 พบว่าจุลินทรีย์ทั งสองตัวมีขนาดวงใสที่เท่ากันท้าให้ไม่สามารถคัดจุลินทรีย์ที่มี

ความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุด  
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รูปที่ 17 กราฟแสดงความกว้างของวงใสที่เกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ ณ วันที่ 2 

  หมายเหตุ * คือแสดงระยะห่างที่ความเชื่อมั่น p≤0.05 โดยการเทียบ t-test 

 จากรูปที่ 17 พบว่าเมื่อท้าการเลี ยงจุลินทรีย์ต่อจนครบ 48 ชั่วโมง พบว่าขนาดของวงใสของจุลินทรีย์ 

CRCMC4 มีขนาดวงใสที่กว้างที่สุดเท่ากับ 61.33 มิลลิเมตร เมื่อเทียบกับจุลินทรีย์ C22 และจุลินทรีย์ตัวอ่ืนๆ 

จะเห็นได้ว่าขนาดของวงใสมีขนาดที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยใช้การเปรียบเทียบด้วยวิธี T-test 

ที่ความเชื่อมั่น p≤0.05 อย่างไรก็ตามการทดสอบด้วยวิธี Congo red เป็นเพียงแนวทางในการคัดเลือก

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสเพ่ือไปใช้ในขั นตอนถัดไปเท่านั น 

วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสที่เกิดจากการย่อยสลายเซลลูโลสโดยวิธี DNS เพ่ือคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามรใน

การย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุด และการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์ 

การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS 

 การวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสด้วยวิธี DNS เป็นการวัดหาปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดขึ นจากกิจกรรม

ของจุลินทรีย์ ขั นตอนนี เป็นการคัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุดอีกวิธี

หนึ่ง โดยการน้าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ทั งหมด 8 ตัว โดยให้แต่ละตัวชื่อว่า CDB1, CDB2, CDB3, CDB4, 

CDB5, CDB6, CDB7 และCDB8 มาท้าการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ซึ่งกระบวนการวัด DNS จะแบ่ง

ออกเป็น 2 ตอนหลักๆ โดยตอนท่ี 1 เป็นการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS  ซึ่ง Blank ที่ใช้จะเป็น สารละลาย 
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DNS 3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร และ 2% CMC ใน Sodium citrate เข้มข้น 

0.05 M จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร ซึ่งการวิเคราะห์ในตอนที่ 1 จะเป็นการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้จากการ

เลี ยงเชื อทั ง 8 ตัว ว่าจุลินทรีย์เหล่านี มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลสได้มาก

น้อยเพียงใด ซึ่งการทดลองในตอนที่ 1 นี เอนไซม์จะย่อยอนุพันธุ์ของเซลลูโลสนั่นก็คือ CMC จากการทดลอง

พบว่า  CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5,CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการย่อยสลาย

เซลลูโลสได้ดังตารางที่   

 

ตารางที่ 6 แสดงค่าปริมาณน ้าตาลที่วัดได้โดยวิธี DNS ตอนที่ 1 

ชื่อจุลินทรีย์ ปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ (IU/ml) 

CDB1 0.0615 

CDB2 0.0453 

CDB3 0.0494 

CDB4 0.0533 

CDB5 0.0607 

CDB6 0.0560 

CDB7 0.0538 

CDB8 0.0489 

 

  จากตารางที่ 6 เป็นค่าที่ได้จากการวัดปริมาณน ้าตาลของจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว ในหน่วยของ IU/ml ซึ่ง 

IU หรือ International unit เป็นการบอกถึงเอนไซม์ 1 หน่วย ซึ่งเป็นปริมาณเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาให้เกิดผล

ผลิต 1 ไมโครโมล/นาที ใต้ภาวะที่ก้าหนด ดังนั นจากการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ CDB1 มีความสามารถในการ

ย่อยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธ์ของเซลลูโลสได้ดีที่สุดซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.0615 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย์ 

CDB5 เท่ากับ 0.0607 IU/ml  และจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้น้อยที่สุดคือ CDB2 

เท่ากับ 0.0453 IU/ml 
 ส่วนการวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธี DNS ในตอนที่ 2 ซึ่ง Blank ที่ใช้จะเป็น สารละลาย DNS 3 

มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว CMC จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Sodium citrate เข้มข้น 0.05 M จ้านวน 

0.5 มิลลิลิตร ซึ่งการวิเคราะห์ในตอนที่ 2 จะต่างจากตอนที่ 1 คือจะมีการใส่กระดาษ Whatman No.1 

จ้านวน 50 มิลลิกรัม แทนการใส่สารละลายเซลลูโลสหรืออนุพันธ์ของเซลลูโลส ซึ่งการทดลองตอนที่ 2 นี จะ
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เป็นการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้จากการเลี ยงเชื อจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว ว่าจุลินทรีย์เหล่านี มีความสามารถ

ในการย่อยสลายเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลสได้มากน้อยเพียงใด ซึ่งเอนไซม์จะท้าการย่อยเซลลูโลสที่อยู่

ในเนื อกระดาษให้เป็นน ้าตาลกลูโคสนั่นเอง จากการทดลองพบว่า CDB1, CDB2, CBD3, CDB4, CDB5, 

CDB6, CDB7 และCBD8 มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดังตารางที่  

 

ตารางที่ 7 แสดงค่าปริมาณน ้าตาลที่วัดได้โดยวิธี DNS ตอนที่ 2 

ชื่อจุลินทรีย์ ปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ (IU/ml) 

CDB1 0.0319 

CDB2 0.0366 

CDB3 0.0449 

CDB4 0.0456 

CDB5 0.0305 

CDB6 0.0356 

CDB7 0.0282 

CDB8 0.0179 

 

 จากตารางที่ 7 พบว่าจุลินทรีย์ CDB4 มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธ์ของ

เซลลูโลสได้ดีที่สุดซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.0456 IU/ml รองลงมาคือ จุลินทรีย์ CDB3 เท่ากับ 0.0449 IU/ml  และ

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้น้อยที่สุดคือ CDB8เท่ากับ 0.0179 IU/ml 
 จากงานวิจัยของ Pratima Gupta และคณะ(2011) ได้ท้าการวิจัยเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียที่ย่อย

สลายเซลลูโลสจากธรรมชาติและหาศักยภาพของเซลลูลาไลติก ซึ่งในการวิจัยได้ท้าการวัดกิจกรรมของ

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสทั งหมด 8 ตัว โดยการทดลองแบ่งเป็น 2 ตอน การ

ทดลองตอนที่ 1 เป็นการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้สารละลาย CMC พบว่ามีจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายเซลลูโลส

และอนุพันธ์ของเซลลูโลสได้มากที่สุดอยู่ที่ 0.400 IU/ml และจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายเซลลูโลสน้อยที่สุดอยู่ที่ 

0.1622 IU/ml ในตอนที่ 2 เป็นการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้กระดาษ Whatman No.1 พบว่ามีจุลินทรีย์ที่

ย่อยสลายเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลสได้มากที่สุดอยู่ที่ 0.196 IU/ml และจุลินทรีย์ที่ย่อยสลาย

เซลลูโลสน้อยที่สุดอยู่ที่ 0.012 IU/ml ซึ่งเมื่อน้าค่าจากการทดลองมาเปรียบเทียบกับงานวิจัย พบว่าค่าปริมาณ

การย่อยสลายเซลลูโลสหรือปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดขึ นมีค่าน้อยกว่าเมื่อเทียบกับงานวิจัย ทั งนั นเป็นเพราะ
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ความแข็งแรงและความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสเนื่องจากการในการทดลองได้คัดเลือกเชื อจุลินทรีย์

มาจากบ่อบ้าบัดน ้าเสียของโรงงานผลิตกระดาษจึงท้าให้เชื อจุลินทรีย์ไม่แข็งแรงเท่ากับจุลินทรีย์ที่อยู่ตาม

ธรรมชาติ 

 อย่างไรก็ตามเพ่ือให้ทราบว่าปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่วัดได้นั นเกิดจากความสามารถของจุลินทรีย์ใน

การย่อยสลายเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลส ในการทดลองจึงมีการวัดปริมาณน ้าตาลกลูโคสของเอนไซม์

โดยน้าเอนไซม์ของจุลินทรีย์ชนิดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Citrate buffer 0.5มิลลิลิตร น้าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี 

DNS พบว่าค่าที่วัดได้นั นมีค่าน้อยมากเมื่อเทียบกับการทดลองในตอนที่ 1 และตอนที่ 2 ดังนั นจากการทดลอง

พบว่าค่าปริมาณน ้าตาลที่วัดได้ในตอนที่ 1 และตอนที่ 2 เป็นปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดจากการย่อยสลาย

เซลลูโลสจริงซึ่งตารางที่ 8 

ตารางที่ 8 ปริมาณน ้าตาลที่เกิดขึ น 

ชื่อจุลินทรีย์ ใส่สารละลาย CMC 

(IU/ml) 

ไม่ใส่สารละลาย CMC 

(IU/ml) 

ปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่

เกิดขึ น (IU/ml) 

CDB1 0.0615 0.0277 0.0338 

CDB2 0.0453 0.0404 0.0046 

CDB3 0.0494 0.0370 0.0124 

CDB4 0.0533 0.0224 0.0309 

CDB5 0.0607 0.0401 0.0206 

CDB6 0.0560 0.0293 0.0267 

CDB7 0.0538 0.0254 0.0284 

CDB8 0.0489 0.0229 0.0260 
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รูปที่ 18 กราฟเปรียบเทียบปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดจากย่อยสลายเซลลูโลสที่มาจาก CMC และ กระดาษ 

Whatman No.1 

 จากรูปที่ 18 เมื่อท้าการเปรียบเทียบระหว่างการทดลองตอนที่ 1 และการทดลองตอนที่ 2 พบว่า

จุลินทรีย์ CDB4 มีความสามรถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุด เท่ากับ 0.0533 IU/ml และ 0.0456 IU/ml 

ทั งสองการทดลอง เมื่อเทียบกับจุลินทรีย์ CDB 3 มีค่าเท่ากับ 0.0494 IU/ml และ 0.0449 IU/ml และ CDB2 

มีค่าเท่ากับ 0.0453 IU/ml และ 0.0366 IU/ml ซึ่งความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสก็ใกล้เคียงกัน

เช่นเดียวกับจุลินทรีย์ CDB4 แต่จากกราฟสังเกตได้ว่าจุลินทรีย์ CDB4 มีความสามารถในการย่อยสลาย

เซลลูโลสและอนุพันธุ์ของเซลลูโลสได้ดีกว่าจุลินทรีย์ CDB3 และ CDB2 ดังนั นจากการทดลองวิเคราะห์ปริมาณ

น ้าตาลกลูโคสด้วยวิธี DNS พบว่าจุลินทรีย์ CDB4 เป็นตัวที่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุดในทั งการ

ทดลองตอนที่ 1 และ 2  ซึ่งในการทดลองนี ได้น้าสถิติเข้ามาช่วยในการตัดสินใจ โดยการใช้วิธีการเทียบ T-test 

ปริมาณน ้าตาลกลูโคสที่เกิดขึ นของ จุลินทรีย์แต่ละตัวนั่นเอง 

 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์ CDB4 ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์ แสดงดังรูปที่ 19 ซึ่งเป็นการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

จุลินทรีย์ CBD4 ซึ่งจากการศึกษาพบว่าลักษณะภายนอกของจุลินทรีย์ CDB4 มีสีเขียวอมเหลือง โปร่งแสง ผิว

เป็นร่อยย่น ไม่สามารถระบุรูปร่างได้ เมื่อท้าการย้อมแกรมแล้วน้าไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่ามีลักษณะ
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เป็นท่อนต่อๆกันเรียกว่า “Streptobacilli” มีสีแดงซึ่งแสดงให้ทราบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ จากงานวิจัย

ของ ทิพย์นภา วงษ์คูณและคณะ (2556) ได้ท้าการศึกษาการคัดแยกจุลินทรีย์ย่อยสลายเซลลูโลสเพ่ือกระตุ้น

การงอกของเมล็ดพันธุ์ข้าวและข้าวโพดหวาน จากการทดลองพบแบคทีเรียจ้านวน 26 ไอโซเลท แต่มีเพียง 4 

ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดี ได้แก่ ACSI, BDS31, BFC8 และ FFC2  จาก

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าจุลินทรีย์ BDS31 และBFC8 มีลักษณะของจุลินทรีย์ รูปร่างท่อน

ต่อๆกัน แต่ BDS31 ย้อมแกรมติดสีม่วงซึ่งมีความใกล้เคียงกับเชื อ Bacillus licheniformis ส่วน BFC8 ย้อม

ติดสีแดง มีความใกล้เคียงกับ Cronobacter sakazakii ดังนั นเมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของจุลินทรีย์ CDB 4 พบว่ามีลักษณะคล้ายกับจุลินทรีย์ BFC8 

 

 

รูปที่ 19 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์ CDB4 ส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 100X 

 
การวิเคราะหล์ักษณะการย่อยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย์ CDB 4 ที่ระยะเวลาต่างๆ  

 จากการวิเคราะห์การผลิตปริมาณน ้าตาลกลูโคสของจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว พบว่าจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัวมี

ความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ ซึ่งในขั นตอนการวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคสด้วยวิธี DNS ไม่ท้า

ให้ทราบว่าจุลินทรีย์มีการย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่เวลาเท่าไร จึงท้าการวัดอัตราการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธี 

Thin-layer chromatography (TLC) ซึ่งการวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC จ้าเป็นจะต้องท้า Standard นั่นคือการ

เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกลูโคส เพ่ือใช้ส้าหรับเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่วิเคราะห์ ซึ่งในการทดลองได้

เลือกใช้ Standard ที่ความเข้มข้น 1% 2% 3% และ4% เป็นตัวเปรียบเทียบ การวิเคราะห์นี จะท้าให้ทราบ



39 
 

อัตราการย่อยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว จากการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ทั ง 8 ตัว ไม่สามารถย่อย

สลายเซลลูโลสหรือย่อยสลายได้น้อยท้าให้เมื่อทดสอบด้วยวิธี TLC ไม่พบปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ น ดังนั นการ

วิเคราะห์หาอัตราการย่อยสลายด้วยวิธี TLC ไม่ท้าให้ทราบถึงอัตราการย่อยสลายของเซลลูโลสที่แท้จริง ทั งนี 

อาจเป็นเพราะความเข้มข้นของเอนไซม์ที่มีความเข้มข้นน้อย จึงท้าให้การทดสอบไม่พบปริมาณน ้าตาลกลูโคส  

 

รูปที่ 20 การวิเคราะห์อัตราการย่อยสลายเซลลูโลสด้วยวิธ ีTLC 

 จากงานวิจัยของ Kyeong Hwan Kang และคณะ(2015) ได้ท้าการวิจัยเกี่ยวกับการย่อยสลาย

เอนไซม์ของ Bacillus licheniformis สายพันธุ์ TK3-Y ส้าหรับบ้าบัดน ้าเสียที่มีส่วนผสมของสาหร่ายสีเขียว

พบว่าในการทดลองได้ใช้วิธีการวิเคราะห์ TLC มาวิเคราะห์ลักษณะการย่อยสลายของเอนไซม์ที่มีความสามารถ

ในการย่อยสลายเซลลูโลสหรืออนุพันธ์ของเซลลูโลส ในการทดลองใช้เอนไซม์ของ Bacillus licheniformis 

สายพันธุ์ TK3-Y ไปปั่นเหวี่ยงแล้วน ้ามาหยดทุกๆ 1ชั่วโมง พบว่าที่เวลา 3-4 ชั่วโมง ปรากฏจุดการย่อยสลาย

เซลลูโลสหรือปริมาณน ้าตาลกลูโคส เมื่อน้าไปเทียบกับผลทดลอง รูปที่ 20 พบว่าจุลินทรีย์ CDB4 เมื่อน้าไป

วิเคราะห์ด้วยวิธี TLC ไม่ปรากฏจุดของน ้าตาลกลูโคสที่เวลา 1-4 ชั่วโมง ทั งนี อาจเป็นเพราะความแข็งแรงของ

เชื อจุลินทรีย์และชนิดของจุลินทรีย์ที่น้ามาเป็นต้นแบบในการวิเคราะห์ 

การวิเคราะห์ค่าซีโอดีของน ้าเสีย 

 จากการวิเคราะห์ในขั นตอนที่ผ่านมาพบว่าจุลินทรีย์ CDB4 ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการ

ย่อยสลายเซลลูโลสได้ดีที่สุด จึงได้น้าจุลินทรีย์ CDB4 มาท้าการตรึงบนเม็ดตรึงอัลจิเนตในคอลัมน์แพคเบด ซึ่ง

หลักการท้างานของคอลัมน์แพคเบดจะมีการปั๊มน ้าเป็นระบบวนน ้าโดยน ้าจะถูกปั๊มจากถังน ้าเสียเข้าไปยัง

คอลัมน์แพคเบคซึ่งภายในคอลลัมน์แพคเบดมีเม็ดตรึงบรรจุอยู่เมื่อน ้าเสียสัมผัสกับเม็ดตรึงก็จะเกิดกิจกรรม
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ของจุลินทรีย์ที่อยู่ภายในเม็ดตรึงจากนั นน ้าที่ผ่านการบ้าบัดก็จะไหลไปยังถังน ้าที่ผ่านการบ้าบัด ซึ่งน ้าที่ผ่าน

การบ้าบัดจะมีค่า COD ลดลง กระบวนการนี เป็นการบ้าบัดน ้าเสียอีกกระบวนการหนึ่ง ในการทดลองได้ท้า

การตรึงเม็ดตรึงอัลจิเนตโดยผสมเชื อจุลินทรีย์ CDB4ลงไปกับอัลจิเนตด้วย จากนั นน้าไปใส่ในคอลัมน์แพคเบค 

โดยการทดลองนี จะเก็บตัวอย่างน ้าที่ผ่านกิจกรรมของจุลินทรีย์ในเม็ดตรึงอัลจิเนตแล้ว โดยการเก็บจะเก็บทุกๆ 

4 ชั่วโมง เป็นเวลาทั งหมด 48 ชั่วโมง จากรูปที่ 20 จะเห็นได้ว่าค่าซีโอดีที่มีเชื อผสมอยู่จะค่อยๆลดลงอย่าง

ต่อเนื่อง โดยค่า COD เริ่มต้นอยู่ที่ 1171 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อผ่านการบ้าบัดจนครบเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า

สามารถลดค่า COD ได้เท่ากับ 267 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ในขณะเดียวกันก็จะต้องท้าการเก็บตัวอย่างน ้าที่ผ่าน

กิจกรรมของเม็ดตรึงอัลจิเนตที่ไม่มีเชื อจุลินทรีย์ CDB4 ผสมอยู่เช่นกัน เพ่ือใช้ส้าหรับเปรียบเทียบค่าซีโอดีของ

แบบจ้าลองทั งสอง โดยค่าซีโอดีของน ้าตัวอย่างที่ผ่านเม็ดตรึงอัลจิเนตที่ไม่มีจุลินทรีย์ CDB4 ผสมอยู่มีค่าซีโอดี

ขึ นลงอย่างไม่สม่้าเสมอเฉลี่ยอยู่ที่ 1178 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเมื่อเทียบกับค่าซีโอดีของการทดลองแบบเม็ดตรึง

ที่มีเชื อแล้วจะแสดงให้เห็นว่าค่าซีโอดีที่ลดลงนั นเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรีย์ในเม็ดตรึงจึงส่งผลให้ค่า  COD 

ของน ้าตัวอย่างลดลงอย่างต่อเนื่องและเมื่อท้าการน้าค่า COD ที่วัดได้ไปเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานของ

โรงงานอุตสาหกรรมพบว่าโรงงานอุตสาหกรรมก้าหนดค่า COD ของน ้าเสียที่สามารถปล่อยสู่ธรรมชาติได้อยู่ที่

ไม่เกิน 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการทดลองสามารถลดค่า COD ได้อยู่ที่ 267 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งไม่เกินค่า

มาตรฐานที่โรงงานอุตสาหกรรมก้าหนดไว้สามารถปล่อยสู่ธรรมชาติหรือน้ากลับไปใช้ในกระบวนการผลิตต่อไป  

 

รูปที่ 21 ค่าซีโอดีของการบ้าบัดแบบไม่มีจุลินทรีย์ CDB4 และมีจุลินทรีย์ CDB4 
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 ทั งนี ในการบ้าบัดน ้าจ้าเป็นจะต้องวัดค่าพีเอชก่อนการบ้าบัดและหลังจากการบ้าบัดเพ่ือให้ทราบถึง

ความเหมาะสมแก่การปล่อยออกธรรมชาติ ซึ่งค่าพีเอชที่ได้จากการวัดพบว่ามีช่วงของพีเอช อยู่ที่ 6.5-7 ซึ่งค่า

พีเอชที่วัดได้นั นสอดคล้องกับมาตรฐานของโรงงานอุตสาหกรรมดังแสดงในรูป 22 

 

รูปที่ 22 ค่าพีเอชก่อน-หลังบ้าบัด 

8. สรุปผลการทดลอง 

จากการทดลองการบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษโดยการตรึงจุลินทรีย์บนเม็ดตรึงอัลจิเนตใน

แบบจ้าลองแพคเบด เนื่องจากน ้าเสียที่ใช้มาจากโรงงานผลิตกระดาษ ดังนั นจึงจ้าเป็นต้องคัดเลือกหาจุลินทรีย์

ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสมาใช้ในการทดลอง ซึ่งในขั นตอนการทดลองได้ใช้วิธีการคัดเลือก

จุลินทรีย์ได้ใช้วิธี Congo red และวิธีวัดปริมาณน ้าตาลกลูโคสโดยวิธี DNS พบว่าวิธีทั งสองนี สามารถคัดเลือก

จุลินทรีย์ที่มีสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสได้ ท้าให้ได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลส

ได้ดีที่สุดมาเป็นตัวแทนในการใช้ตรึงบนเม็ดตรึงอัลจิเนต เมื่อน้าเม็ดตรึงมาท้าการบ้าบัดน ้าเสียพบว่า

ประสิทธิภาพของเม็ดตรึงอัลจิเนตสามารถบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษได้ ซึ่งได้น้าน ้าตัวอย่างที่ผ่าน

การบ้าบัดมาท้าการตรวจสอบค่า COD ทุกๆ 4 ชั่วโมง พบว่าค่า COD ลดลงอย่างต่อเนื่องเมื่อเทียบกับ

แบบจ้าลองที่ไม่มีจุลินทรีย์  จากการทดลองวัดค่า COD พบว่าน ้าเสียมีค่า COD เริ่มต้นอยู่ที่ 1171 มิลลิกรัม

ต่อลิตร แต่หลังจากการบ้าบัดจนครบ 48 ชั่วโมง พบว่าน ้าเสียมีค่า COD อยู่ที่ 267 มิลลิกรัมต่อลิตรและได้ค่า 

DO 2.32 ซึ่งค่าที่ได้ยังคงอยู่ในมาตรฐานน ้าทิ งของโรงงานอุตสาหกรรม      

           อย่างไรก็ตามการลดลงของค่า COD มาจากการย่อยสลายของสารอินทรีย์ในน ้าเสีย ซึ่งถ้าในน ้าเสียมี

ปริมาณสารอินทรีย์มากก็จะท้าให้เกิดการออกซิไดซ์ที่สูงท้าให้น ้าเสียมีค่า COD สูงไปด้วย ดังนั นเมื่อ

สารอินทรีย์เกิดการย่อยสลายจึงท้าให้มีปริมาณสารอินทรีย์ต่้าลงจึงส่งผลให้ค่า COD ที่วัดได้มีค่าต่้าลง 
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9. ข้อเสนอแนะ  

1. จุลินทรีย์สร้างเอนไซม์เซลลูเลสได้น้อยอาจเนื่องมาจากจุลินทรีย์ที่คัดจากธรรมชาติมีความแข็งแรง

ไม่เพียงพอหรือสภาวะที่เกิดขึ นในห้องทดลองแตกต่างจากในธรรมชาติที่เชื อจุลินทรีย์อาศัยอยู่ 

2. ในการทดสอบการย่อยสลาย CMC เกิดกิจกรรมได้ช้าท้าให้เมื่อน้าไปปั่นเหวี่ยงได้เอนไซม์ท่ีมีกลูโคส

เป็นส่วนประกอบอยู่เป็นจ้านวนน้อย ส่งผลให้การน้าไปวัดค่าน ้าตาลน้อยลงไปด้วย  

3. การเพ่ิมความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตให้มีความเข้มข้นมากขึ น เนื่องจากในการทดลองใช้

โซเดียมอัลจิเนตเข้มข้น 3% ส่งผลให้เมื่อน้าไปใช้งานพบว่ามีอายุการใช้งานที่สั น เนื่องจากในน ้าเสียมีของเสีย

ประเภทไอออนสูงอยู่จ้านวนมากซึ่งส่งผลต่อความแข็งแรงของโครงสร้างของเม็ดตรึงอัลจิเนต 

4. ค่า BOD ที่ระยะสั นไม่สามารถบ่งบอกได้เนื่องจากในการทดลองจริงเป็นระบบที่ไหลเวียนตลอด 

ค่าที่ได้จึงไม่แตกต่างกัน ค่าที่วัดได้จะอยู่ในรูปของค่าที่อ๊อกซิเจนละลายอยู่ในน ้าหรือ DO และเนื่องจากเป็น

ระบบบ้าบัดที่ใช้จุลินทรีย์ในการบ้าบัดค่า BOD จึงไม่เหมาะที่จะมาเป็นพารามิเตอร์ในการใช้ระบบบ้าบัดทาง

ชีวภาพ 
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ผลผลิต (Output) 

- รายงานฉบับสมบูรณ์ 

- อยู่ในระหว่างการตีพิมพ์ลงวารสารวิชาการระดับชาติ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก สูตรอาหารและวิธีการค้านวณ 

การเตรียมสูตรอาหาร 

 สูตรการเตรียมอาหารแข็งเลี ยงเชื อ Congo red CMC 

  KH2PO4   0.5   g 

  MgSO4   0.25  g  

  CMC   2  g 

  Agar   15  g 

  Congo red  0.2  g 

  Gelatin   2  g   

  Distilled water  1  l 

 สูตรการเตรียมอาหารเหลวเลี ยงเชื อ CMC 

  KH2PO4   0.5   g 

  MgSO4   0.25  g  

  CMC   2  g 

  Gelatin   2  g   

  Distilled water  1  l 

 

 การเตรียมสารเคมีส้าหรับวิเคราะห์ DNS 

  DNS   10  g 

  KNaC4H4O6·4H2O 300  g 

  NaOH 0.5 N  800  ml 

  Distilled water  1  l 
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 วิธีเตรียมสารส้าหรับวัดค่าซีโอดี 

1.      สารละลาย digestion reagent ละลาย K2Cr2O7 4.913 กรัมซ่ึงอบแห้งที่ 103 oC เป็นเวลา 2 ชม.

ในน ้า กลั่น 500 มิลลิลิตร.ค่อยๆเติม conc.H2SO4 167 มิลลิลิตร เติม HgSO4 ลงไป 33.3 กรัม คน

ให้ละลายตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 1 ลิตรด้วยน ้ากลั่น 

2.       กรด Sulfuric เข้มข้นที่ผสม AgSO4 (Sulfuric Acid reagent) ละลาย AgSO4 22 กรัมใน Conc. 

H2SO4 ซึ่งมีน ้าหนัก 4.1 กิโลกรัม (2.5 ลิตร) แล้วตั งทิ งไว้ 1-2 วันเพื่อให้ละลาย 

3.    เตรียมสารละลาย FAS 

วิธีการเตรียม  

 ละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเฮกซะไฮเดรต [Fe (NH4)2(SO4)2.6H2O] 39.2 กรัม ใน

น ้ากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 20 มิลลิลิตร คนให้ละลาย ทิ งให้เย็น แล้ว

เติมน ้ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น  1000 มิลลิลิตร สารละลายนี ต้องเทียบมาตรฐานกับสารละลาย 

มาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใช้ในการย่อยสลายทุกครั งที่น้ามาใช้ 

วิธีการหาความเข้มข้นของเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous Ammonium Sulfate)  

 เติมสารเคมีตามตารางดังกล่าวข้างบนนี ในภาชนะย่อยสลาย แต่ใช้น ้ากลั่นแทนตัวอย่าง น ้า 

ทิ งให้เย็นที่ อุณหภูมิห้อง  แล้วไทเทรตด้วยเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  (Ferrous Ammonium 

Sulfate) ใช้เฟอโรอินเป็นอินดิเคเตอร์ 0.05 - 0.1 มิลลิลิตร ท้าประมาณ 1 - 2 หลอด ไทเทรต จนถึง

จุดยุติสีจะเปลี่ยนจากฟ้าอมเขียวเป็นสีน ้าตาลแดง  

การค้านวณ 

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) ค้านวณได้จาก 

    สมการ Mf = (6VpMp)/Vf 

เมื่อ Mf = ความเข้มข้นของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต เป็นโมลาร์  

Vf = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ เป็นมิลลิลิตร 

 Vp = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตท่ีใช้ เป็นมิลลิลิตร  

Mp = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต เป็นโมลาร์ 

4.    สารละลาย ferroin อินดิเคเตอร์     

 สามารถหาซื อได้โดยทั่วไปหรืออาจจะเตรียมขึ นเองโดยละลาย 1,10 – Phenanthroline 

Monohydrate (C12H8N2 . H2O) หนั ก  1 . 4 8  ก รั ม แล ะ  Ferrous Sulfate Heptahydrate 

(FeSO4.7H2O) หนัก 0.7 กรัม ในน ้ากลั่นแล้วท้าให้เจือจางเป็น 100 มิลลิลิตร 



49 
 

ตัวอย่างการค้านวณ 

วิธีค้านวณปริมาณน ้าตาล 

 

  จากกราฟแสดงสมการดังนี   y = 0.064x-0.0002 

  จากสมการค่า y คือค่าที่ได้จากการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

  จากสมการค่า x คือค่าปริมาณน ้าตาลที่เกิดขึ น หน่วยเป็น IU/ml 

การค้านวณ  

  จากการทดลองครั งที่ 1 y = 0.0387 mg/ml 

  แทนค่า y ลงในสมการจะได้ 0.0387 = 0.064x-0.0002 

      X= 0.6045 mg/ml 

  เปลี่ยนหน่วยให้เป็น IU/ml จะได้ 

  
min60

10

1000

1

180

6045.0 6 


mg

g

g

mole

ml

mg = 0.0559 µmole/ml.min 

  ดังนั นค่าปริมาณน ้าตาลเท่ากับ 0.0559 IU/ml 
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วิธีการค้านวณค่าซีโอดี 

  จากสูตร  COD = (A-B) (8000M)/C 

โดย 

   COD = ค่าซีโอดี หน่วยเป็นมิลลิกรัมออกซิเจนต่อลิตร 

   A = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรทBlank  

  หน่วยเป็นมิลลิลิตร 

   B = ปริมาตรของสารละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้ในการไตเตรทตัวอย่าง  

  หน่วยเป็นมิลลิลิตร 

   M = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต            

  หน่วยเป็นโมลาร์ 

   C = ปริมาตรตัวอย่างที่ใช้ หน่วยเป็นมิลลิลิตร 

การค้านวณ 

 ยกตัวอย่างตัวอย่างน ้าเริ่มต้น ใช้ปริมาณ FAS ในการไตเตรท 1.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณน ้าตัวอย่าง 5 มิลลิลิตร 

 ปริมาตรของ FAS ที่ใช้ในการไตเตรทBlank 2.3 มิลลิลิตร 

 ปริมาณ Digestion reagent 3 มิลลิลิตร 

   

  COD =   5/8000
3.1

0167.03
3.13.2 











   = 1171.569 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ภาคผนวก ข รูปภาพการทดลอง 

        

รูปที่ ข.1 การเตรียมอาหารลี ยงเชื อแบบแข็ง            

 

รูปที่ ข.2 ลักษณะการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถย่อยสลายเซลลูโลสบนอาหารเหลว 
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รูปที่ ข.3 ทดสอบปริมาณน ้าตาลกลูโคสด้วยเครื่อง Spectrophotometer 

 

รูปที่ ข.4 ลักษณะเม็ดตรึงใน Packed bed reactor 
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ประวัตินักวิจัยและคณะ พร้อมหน่วยงานสังกัด 

1. ผู้รับผิดชอบ ประกอบด้วย 

1.1 หัวหน้าโครงการ (ภาษาไทย) นายวิทวัส แจ้งเอี่ยม 

   (ภาษาอังกฤษ) Mr.Witawat Jangiam 

 หน่วยงานหลัก ภาควิชาวิศวกรรมเคมี 

   คณะวิศวกรรมศาสตร์ 

   มหาวิทยาลัยบูรพา 

   โทรศัพท์ : 038-102222 (ต่อ 3350) 

   แฟกซ์ : 038-102222 (ต่อ 3351) 

1.2 ผู้ร่วมวิจัย  (ภาษาไทย) นางสาว ธิดา สุพัฒนาศิริ  

   (ภาษาอังกฤษ) Mrs. Thida Supattanasiri 

 หน่วยงานหลัก บริษัท เบอร์ลี่ ยุคเกอร์ เซลล็อกซ์ จ ากัด 

   โทรศัพท์ : 02-312-6115 

   แฟกซ์ : 02-312-6173



 
 

 


