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บทคัดยอ 
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต Polyhydroxyalkanoate (PHA) จากน้ําเสีย

โรงงานอาหารทะเล โดยใชแบคทีเรียท่ีแยกไดจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร จากการศึกษา
การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียจากกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท่ีสามารถสะสม PHA ไวภายในเซลล โดย
ทดสอบการติดสีของ Sudan Black B พบวาสามารถคัดเลือกเช้ือได 4 ไอโซเลท คือ PSU-I, PSU-M, 
PSU-V และ PSU-X หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีไดมาเทียบเคียงสายพันธุจุลินทรีย โดยใชเทคนิค 16s 
rDNA พบวา PSU-I และ PSU-M เทียบเคียงไดเปน Achromobacter xylosoxidans และ 
Achromobacters sp. ตามลําดับ สวน PSU-V และ PSU-X เทียบเคียงไดเปน Acinetobacter 
baumannii จากการศึกษาองคประกอบของน้ําเสียท่ีจะนาํมาใชในการผลิต PHA พบวามีปริมาณกรด
และมีปริมาณซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) เทากับ 207.46 และ 1,875 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ จากนั้นจึงนําเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทมาเล้ียงในนํ้าเสียจากถังสรางกรดของโรงงานอาหารทะเล 
ท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาเช้ือ A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ใหการผลิต PHA 
สูงสุด (0.45 และ 0.41 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) ยิ่งไปกวานัน้จากการศึกษาการผสมเช้ือจุลินทรีย 
พบวาการเล้ียงเช้ือผสมระหวาง A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ใหการผลิต 
PHA สูงสุด (0.52 กรัมตอลิตร) นอกจากนี้จากการศึกษาผลของอัตราการเขยาและปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
พบวาท่ีการเขยา 200 รอบตอนาที และปริมาณเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ให
การผลิต PHA สูงสุด (0.50 กรัมตอลิตร) หลังจากนั้นไดศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของ
แหลงคารบอน พบวาการใชกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร ใหการผลิต PHA สูงสุด (0.83 กรัมตอ
ลิตร) และเม่ือศึกษาการปรับพีเอชเร่ิมตนนํ้าเสีย พบวาท่ีพีเอชเร่ิมตนเทากับ 7 ใหการผลิต PHA 
สูงสุด (0.78 กรัมตอลิตร) หลังจากนั้นจากการศึกษาผลการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสีย พบวาการฆา
เช้ือน้ําเสียใหการผลิต PHA มากท่ีสุด เทากับ 0.78 กรัมตอลิตร (41.8 เปอรเซ็นต ของ PHA ตอ
น้ําหนกัเซลลแหง) 
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จากการศึกษาสภาวะการเล้ียงเชื้อท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA ในถังหมักขนาด 3 
ลิตร พบวาการใหอากาศ 1 vvm และการกวน 200 รอบตอนาที เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต 
PHA ของเช้ือ A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M โดยผลิต PHA ไดเทากับ 
2.29 กรัมตอลิตร และ 71.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง โดย PHA ท่ีไดนี้ เปนโคพอลิเมอรชนิด 
poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV) มีสัดสวนของ HB และ HV เทากับ 30.56 
และ 69.44 โมลเปอรเซ็นต 
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ABSTRACT 
The optimum conditions for production of polyhydroxyalkanoates (PHA) from 

seafood processing wastewater using bacterial strains isolated from SBR system were investigated. 
The isolated bacteria from consortium were screened for PHA accumulation in cell by staining 
with Sudan Black B. It was found that four isolates; PSU-I, PSU-M, PSU-V and PSU-X were 
positively stained. Afterward, the positive isolates were identified base on the 16s rDNA technique. 
The isolates PSU-I and PSU-M were Achromobacter xylosoxidans and Achromobacters sp., 
respectively, whereas PSU-V and PSU-X were Acinetobacter baumannii. Composition of 
wastewater used for PHA production in this research was composed of acid concentration and 
chemical oxygen demand (COD) about 207.46 and 1,875 mg/l, respectively. Furthermore, four 
isolates were cultivated in wastewater supplemented with 60 mM propionic acid under shaking 
flask (200 rpm) at room temperature. The cultivation of A. xylosoxidans PSU-I and 
Achromobacter sp. PSU-M gave the maximum PHA production (0.45 and 0.41 g/L, respectively). 
Moreover, the mixed culture was investigated. It was found that the mixed culture of A. 
xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M gave the maximum PHA production (0.52 
g/L). In addition, the effect of shaking rate and inoculum concentration were examined. It was 
found that shaking rate of 200 rpm and 10% (v/v) inoculum concentration gave the maximum 
PHA production (0.50 g/L). Afterwards, the effect of carbon source and its concentration were 
examined. It was found that the medium containing 60 mM of valeric acid gave the highest PHA 
concentration (0.83 g/L). Then, the effect of initial pH of wastewater was studied. It was found 
that the initial pH of 7 gave the maximum PHA production (0.78 g/L). Furthermore, the effect of 
sterilization of wastewater was investigated. It was found that the sterilized wastewater gave the 
highest PHA concentration of 0.78 g/L (41.8% g PHA/g dry cell weight). 
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The optimum condition for PHA production was also studied in 3 L-fermentor. It 
was found that the aeration rate of 1.0 vvm and the agitation rate at 200 rpm were the optimum 
conditions for PHA production by A. xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M. The 
PHA concentration was 2.29 g/L and PHA content was 71.5%. This PHA was copolymer of poly - 
(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV), consisting of 30.56 % HB fraction and 69.44 % 
HV fraction. 
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 2.4.1 การเตรียมเช้ือสําหรับเปนเช้ือเร่ิมตน      33 
 2.4.2 การคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย       34 
 2.4.3 ผลของอัตราการเขยา       34 

2.4.4 ผลของปริมาณเช้ือเร่ิมตน       34 
2.4.5 ผลของชนิดของแหลงคารบอน      34 
2.4.6 ผลความเขมขนของแหลงคารบอน      35 
2.4.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน        35 
2.4.8 ผลของการฆาเช้ือน้ําเสีย       35 

2.5 การศึกษาผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ  35 
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สารบัญ (ตอ) 
 

                                                                                                                                                   หนา 
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3  ผลการทดลอง          36 
3.1 องคประกอบของนํ้าเสีย         36 
3.2 ลักษณะการเจริญและการผลิต PHA ของกลุมจุลินทรียผสมจากระบบ SBR  37 
3.3 การแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR   39 
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ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากนํ้าเสียโดยกลุมเช้ือจุลินทรีย   3.4 
 ในขวดรูปชมพู          42 
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3.4.2 การคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย       49 
3.4.3 ผลของอัตราการเขยา       50 
3.4.4 ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตน       51 
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รายการตาราง 
 

ตารางท่ี                                    หนา 
 1 คุณสมบัติของ PHB เปรียบเทียบกับ PP        5 

2 เปรียบเทียบคุณสมบัติของพอลิเมอร        6 
3 การผลิต PHA ของจุลินทรียบริสุทธ์ิและใชกลุมจุลินทรียผสมจากระบบตะกอนเรง 

โดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน       14 
4 องคประกอบของน้ําเสียจากถังสรางกรด โรงงานอาหารทะเล บริษัททรอปคอล- 
 แคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน)       37 
5 คุณลักษณะของไอโซเลทในอาหารวุนสังเคราะห (GM1) ท่ีมีการเติมกรดอะซิติก 

30 มิลลิโมลาร         41 
6 ผลการเทียบเคียงแบคทีเรีย Achromobacter xylosoxidans PSU-I, Achromobacter sp. 

PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter baumannii PSU-X 
กับฐานขอมูลใน gene bank       44 

7 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถ 
 สะสม PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร  
 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง        48 
8 ผลของอัตราการเขยาตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง 
 เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp.  

PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ท่ีอัตราการเขยา 
ตางๆ เปนเวลา 72 ช่ัวโมง        52 

9 ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจาก 
การเล้ียงเชื้อจลิุนทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter  
sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา  
72 ช่ัวโมง         59 

10 ผลของแหลงคารบอนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง 
เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp.  
PSU-M ในน้ําเสีย เปนเวลา 72 ช่ัวโมง      57 
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รายการตาราง 
 

ตารางท่ี                                    หนา 
11 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม 

  Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสีย 
ท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ช่ัวโมง    63 

12 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง 
เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-  
M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 67 

13 ผลของการฆาเช้ือน้ําเสียตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจาก 
  การเล้ียงเชื้อจลิุนทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter  
  sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา  
  72 ช่ัวโมง              70 
14 ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวน ตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและ 
  ซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
   Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60  

มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง       73   
  15 การผลิต PHA โดยจุลินทรีย       75 
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รายการภาพ 
 
ภาพท่ี                      หนา 
 1 สูตรโครงสรางทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต       3 

2  ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของ (A) P(HB-co-HV) and (B) P(HB-co-HHx)     6   
3 ลักษณะ phaCBA cluster ของ Ralstonia eutropha H16      8 
4 วิถีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตและการยอยสลายในแบคทีเรีย    9 
5 การแสดงออกของ phaCBA cluster สําหรับการสังเคราะห PHB     9 
6 วิถีความสัมพนัธระหวางการสังเคราะห PHB และ PHBV    11 
7 วิถีการผลิต Propionyl-CoA จากกรดอะมิโน threonine    11 

กระบวนการสังเคราะห PHA ในระบบ PAO/GAO ภายใตสภาวะไรอากาศ  12 8 
9 กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) 23 

  10 แผนผังของระบบบําบัดน้ําเสีย       25 
  11 การเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากในอาหารสังเคราะห GM1โดยเติมกรด 

อะซิติกความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง  
สําหรับการใชเปนหวัเช้ือเร่ิมตน       39 

  12 ผลของอัตราการเขยาตอการเจริญจากการเล้ียงกลุมเช้ือจลิุนทรียในนํ้าเสียท่ีมี 
 การเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิหอง    39 
  13 ลักษณะของ PHA granule ภายในเซลล โดยใช transmission electron microscope 
 (a)  Achromobacter xylosoxidans PSU-I, (b) Achromobacter sp. PSU-M,    
  (c) Acinetobacter baumannii PSU-V และ (d)  Acinetobacter baumannii PSU-X 43 
  14 การเจริญของจุลินทรียท่ีผานการแยกเช้ือ เล้ียงในอาหารสังเคราะห GM1 โดยเติมกรด        

อะซิติกความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
 สําหรับการใชเปนหวัเช้ือเร่ิมตน       45 
  15 การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถ 
 สะสม PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบน 

เคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง     47 
  16 ผลของการเขยาตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง 

จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพโิอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา  

(13) 

  



  

(14) 

รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                       หนา 
200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง       51 

17 ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จาก 
การเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp.  
PSU-M ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบน 
เคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง     54 

18 ผลของแหลงคารบอนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จาก 
การเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp.  
PSU-M ในน้ําเสีย เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง  57 

19 การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสมระหวาง 
Achromobacter xylosoxidans (pha-I) และ Achromobacters sp. (pha-M) ในนํ้าเสียท่ีเติม 
กรดวาลิริกท่ีความเขมขนตางๆ เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 62 

20 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง 
จุลินทรียผสม  Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาลิริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200  
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง       66 

21 ผลของการฆาเช้ือตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง 
จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาลิริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง       69 

22 ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวนตอการเจริญ(a) การผลิต PHA (b) และ 
คาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ  
Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร 
เล้ียงในถังปฏิกรณ ท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา (200 รอบตอนาที) 72 

23 โครมาโตแกรมของ PHA ท่ีผลิตจากการเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter  
xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M    77 

24 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน PHA      77 
25 ตัวอยางการวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวย SPSS 16.0     91 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
บทนําตนเร่ือง 

พลาสติกมีประโยชนหลากหลาย เชนมีความทนทาน มีน้ําหนักเบา มีอายุการใช
งานนาน คงทนตอสภาวะตางๆจึงถือเปนสินคาท่ีอํานวยความสะดวกใหกับคนในยุคปจจุบันเปน
อยางมาก อุตสาหกรรมพลาสติกจึงมีความสําคัญ และใชทดแทนบรรจุภัณฑพวกแกวและกระดาษ 
ในปจจุบันพลาสติกทําจากพอลิเมอรสังเคราะหซ่ึงสะดวกในการเปล่ียนรูปราง มีความคงทนตอ  
สารเคมีสูง มีความยืดหยุนไดดี และสามารถนําไปข้ึนรูปเปนไฟเบอรหรือแผนฟลมบางใส ซ่ึง
คุณสมบัติตางๆของพลาสติกนี้ทําใหเปนท่ีนิยมใชเปนวัสดุบรรจุภัณฑ และปญหาท่ีตามมาก็คือ 
ปญหาพลาสติกท่ีสะสมเพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนปญหาส่ิงแวดลอมของโลก เนื่องจากพอลิเมอรสังเคราะห 
เปนขยะท่ียอยสลายไดยากมาก ตองใชเวลายาวนานเปนรอยๆปกวาท่ีจะสลายไดหมด แนวทางการ
แกไขปญหาการจัดการขยะพลาสติก ประกอบไปดวย การลดแหลงของพลาสติก การเผาทําลาย การ
รีไซเคิล การยอยดวยวิธีชีวภาพหรือดวยแสง อยางไรก็ตามการแกไขอาจเกิดปญหารวมได เชนการ
เผาทําลายอาจมีอันตรายและมีราคาแพง สําหรับการรีไซเคิลเนื่องจากพลาสติกมีหลายชนิดทําให
เสียเวลาในกระบวนการมาก ดังท่ีไดกลาวมา จึงไดมีการผลิตพอลิเมอรชนิดอ่ืนท่ีมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงพอลิเมอรสังเคราะห แตมีคุณสมบัติท่ีสามารถถูกยอยสลายหรือสลายตัวโดยวิธีธรรมชาติ
ได เรียกวา พอลิเมอรชีวภาพ ตัวอยางวัสดุเหลานี้ ไดแก Polyhydroxyalkanoate (PHA), Polylactide, 
Polysaccharide เปนตน  

Poly-β-hydroxyalkanoate (PHA) เปนพอลิเมอร ท่ีผลิตโดยเช้ือจุลินทรีย มี
คุณสมบัติเทียบเคียงไดกับพอลิเมอรสังเคราะหชนิดพอลิโพรพิลีน ซ่ึงขอดีของ PHA คือเปนพอลิ
เมอรท่ียอยสลายดวยกระบวนการทางธรรมชาติ PHA สามารถแบงไดตามลักษณะการเช่ือมตอกันของโม
โนเมอร ไดเปน 2 กลุมใหญ  ๆ คือ โฮโมพอลิเมอร ไดแก Polyhydroxybutyrate (PHB) และโคพอลิเมอร 
ไดแก Poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) [P(HB-co- HV) หรือ PHBV]) โดยสัดสวนของ 
HV ยิ่งสูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากข้ึน มีความยืดหยุนมากข้ึน คา elongation 
เพิ่มข้ึน (Madden et  al., 2000; Khanna and Srivastava, 2005) ดังนั้นการปรับปรุงเพิ่มคุณภาพของ         
พอลิเมอรชีวภาพ สามารถทําไดโดยการควบคุมสัดสวนของ HV ใหมีปริมาณสูง 

การวิจัยสวนใหญผลิต PHA โดยใชเช้ือจุลินทรียบริสุทธ์ิและอาหารสังเคราะห ซ่ึง
ทําใหตนทุนการผลิตสูง จึงไมคุมทุนในการนํามาผลิตเปนทางการคา ดังนั้นการใชของเสียท่ีไมมี
มูลคามาเปนสารอาหาร ทําใหตนทุนของวัตถุดิบลดลง แตการใชเช้ือจุลินทรียบริสุทธผลิตพอลิเมอร
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บทตรวจเอกสาร 
 

1. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) เปนพอลิเอสเทอรท่ีสะสมภายในเซลลของ          

จุลินทรียไดหลายชนิดในลักษณะเม็ดแกรนูล ลักษณะของ PHA นั้นจะประกอบดวยโมโนเมอรของ 
3-hydroxy-acid (HA) เชน poly-3-hydroxybutyric acid (PHB) พอลิเมอรท่ีเกิดข้ึนเพื่อเปนพลังงาน
สํารองสําหรับแบคทีเรีย และยังพบวามีสาร HAs มากกวา 80 ชนิด เปนสารประกอบของ PHA ซ่ึง
สารเทอรโมพลาสติกเหลานี้จะมีคุณสมบัติเชิงกลตางๆ ข้ึนอยูกับการรวมตัวกันของหนวยยอยของ
โมโนเมอร (Lee, 1996; Doi, 1990) 

สารประกอบพอลิเอสเทอรในกลุมของ PHA เปนสารประกอบพอลิเมอรท่ีจุลินทรีย

ผลิตข้ึน โดยมีองคประกอบของโครงสรางอยูในรูป R-(3)-hydroxy fatty acid หรือ R-β-hydroxy fatty 
acid โดยมีโครงสรางท่ัวไป ดงัภาพท่ี 1  
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ภาพที่ 1  สูตรโครงสรางทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
Figure 1.  Chemical structure of polyhydroxyalkanoates.  
ท่ีมา : Khanna และ Srivastava (2005) 
 

PHA สามารถแบงไดตามลักษณะการเชื่อมตอกันของโมโนเมอร ไดเปน 2 กลุมใหญ  ๆคือ 
1.1   โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) 
โฮโมพอลิเมอรเปนพอลิเมอรท่ีมีองคประกอบของโมโนเมอรเพียงชนิดเดียวมาตอ

รวมกันซึ่งในกรณีนี้จะยกตัวอยางของการเชื่อมตอกันของ R-β-hydroxy fatty acid ชนิด β-

hydroxybutyrate ซ่ึงมีหมูเมธิลมาตอกับสายพอลิเมอรหลักตรงตําแหนง β หรือตําแหนงท่ี 3 และมีโมโนเมอร
เช่ือมตอกันดวยพันธะเอสเทอรเกิดเปนสารประกอบพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยมีคุณสมบัติคลายกับพอลิ
เมอรสังเคราะหคือ พอลิโพรพิลีน 

1.2   โคพอลิเมอร (copolymer) 
โคพอลิเมอรเปนพอลิเมอรท่ีประกอบข้ึนดวยหนวยยอยของโมโนเมอรหลายชนิดมาตอ

รวมกัน ในกรณีของโคพอลิเมอรของสารพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโควารีเรต นอกจากโมโนเมอรท่ีเปน β-
hydroxybutyrate แลวจะมีการเช่ือมตอกับโมโนเมอรของไฮดรอกซีวารีเรตทําใหเกิดเปนโคพอลิเมอร 
P(3HB – 3HV) หรือท่ีเรียกวา poly (3- hydroxybutyrate-copolymer-3-hydroxyvalerate)  

 
2. Polyhydroxybutyrate (PHB) 
  PHB ไดคนพบคร้ังแรกในป 1926 จากแบคทีเรีย Bacillus megaterium จาก PHAs 
ท่ีมีจํานวนถึง 125 ชนิด คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของ PHB พบวามีความเหมือนกับพอลิ
โพรพิลีน แตยงัมีความเปราะกวา โดย PHB สามารถนําไปใชประโยชนไดดังน้ี (Jogdand, 2004) 

1. ใชเปนตวัหอหุมยาท่ียอยสลายได เพื่อคอย  ๆปลดปลอยยาท่ีบรรจุอยูภายในออกมาอยางชา  ๆ
2. ใชเปนสารกําจัดแมลง วัชพืชหรือใชเปนปุย 
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3. อุปกรณท่ีใชเพียงคร้ังเดียว ตัวอยางเชน มีดโกน เคร่ืองใชในครัวเรือน ผาออม ขวดแชมพู   
กลองบรรจุเคร่ืองสําอาง ถวยพลาสติก เปนตน 

4. ใชเปนสารต้ังตนสําหรับสังเคราะหสารพวก chiral compound 
5. การประยุกตใชในทางการแพทย  

 

PHB สามารถสังเคราะหไดถึง 80 เปอรเซ็นต ของนํ้าหนักแหงของแบคทีเรีย ซ่ึง
คุณสมบัติทางกายภาพท่ีเหมือนกับพอลิโพรพิลีน หรือพอลิเอทิลีน ยังสามารถนํามาอัด ปน ใหเปน
เสนใยเพื่อทําเปนแผนฟลมได แตมีขอเสียคือไมสามารถนํามาผลิตเปนระดับอุตสาหกรรมในจํานวน
มากไดเนื่องจากราคาสูงกวาพลาสติกสังเคราะห (Khanna and Srivastava, 2005) คุณสมบัติโดยท่ัวไป
ของ PHB สามารถสรุปไดดังนี้ (Jogdand, 2004)  

1. PHB ไมละลายนํ้าและสามารถตานทานตอปฏิกิริยาไฮโดรไรซีส ทําให PHB ตางจากพลาสติก
ท่ียอยสลายไดชนิดอ่ืน  ๆซ่ึงสามารถละลายนํ้าไดหรือมีความไวตอความชื้น 

2. PHB สามารถตานทานตอรังสีอัลตราไวโอเลตและออกซิเจนสามารถซึมผานไดดี แตมีความ
ตานทานตอกรดและเบสต่ํา 

3.  PHB ละลายไดในคลอโรฟอรมและสารประกอบคลอริเนตไฮโดรคารบอนอ่ืน  ๆ
4.  PHB มีความสามารถเขากันไดกับเซลลหรืออวัยวะของส่ิงมีชีวิต (biocompatible) และในขณะ

นี้มีการประยุกตใชในทางการแพทย 
5.  PHB มีจุดหลอมเหลวท่ี 175  องศาเซลเซียส มีอุณหภูมิทรานซิสชัน 15 องศาเซลเซียส และมีความ

ทนแรงดึง 40 MPa  
6. PHB  จมน้ําในขณะท่ีพอลิโพรพิรีนลอยตัว แตการจมตัวของ PHB กอใหเกิดการยอยสลายโดย

ไมใชอากาศในการตกตะกอนและไมมีความเปนพิษ  
นอกจากคุณสมบัติตางๆ ของสาร PHB ท่ีกลาวมานี้แลว PHB ยังมีคุณสมบัติทางเคมี

และกายภาพใกลเคียงกับพอลิโพรพิลีนซ่ึงเปนพลาสติกสังเคราะห ดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

 

3.  Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
Poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) [P(HB-co- HV)] เปนโคพอลิเมอรท่ี

เกิดแบบสุม ซ่ึงมีโอกาสเกิดไดสูง (~50 เปอรเซ็นต) โดยเฉพาะ 3-hydroxyvalerate (3-HV) เกิดได
ตั้งแต 0-95 เปอรเซ็นตโมล ระหวางการเกิดผลึกโมโนเมอรของ 3-hydroxybutyrate (3-HB) และ      
3-HV นอกจากนีย้ังมีการเกิดโคพอลิเมอรแบบสุมชนิดอ่ืนๆ ประกอบดวย 3-HB and 3-
hydroxyhexanoate (3-HHx) (ภาพท่ี 2)  ซ่ึงจะชวยปรับปรุงลักษณะทางกายภาพของพลาสติกชีวภาพ
ใหดีข้ึน 
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โครงสรางและคุณสมบัติของโคพอลิเมอรของ 3HB และ 3HV ไดมีการศึกษาอยาง
กวางขวาง โคพอลิเมอร P(3HB-co-3HV) มีจํานวนโฮโมพอลิเมอรท่ีใกลเคียงกันประมาณ 50-70
เปอรเซ็นต โคพอลิเมอรของ 3HB และ 3HV  เปนลักษณะ isodimorphic พบวาสัดสวนของ 3HV ยิ่ง
สูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากขึ้น มีความยืดหยุน ดังตารางท่ี 2 พบวาคา elongation 
จะเพิ่มข้ึน นอกจากนี้พบวาเม่ือเพ่ิมสัดสวนของ 3HV จุดหลอมเหลวจะลดลง ดังนัน้ สามารถเพ่ิม
คุณภาพของพอลิเมอรไดโดยการควบคุมสัดสวนของ 3HV ใหเหมาะสมได 
 

ตารางท่ี 1 คุณสมบัติของ PHB  เปรียบเทียบกับ  PP 
Table 1.   Comparison properties between PHB with PP. 
 
 

Parameter PHB Polypropylene (pp) 
Melting point Tm [0C] 171-182 171-186 
Glass Transition Temperature Tg [0C] 5-10 -15 
Crystallinity [%] 65-80 65-70 
Density [g cm-3] 1.23 - 1.25 0.905 - 0.94 
Molecular weight Mw (x10-5) 1 – 8 2.2 - 7 
Molecular weight distribution 2.2 – 3 5 - 12 
Flexural modulus [GPa] 3.5 – 4 1.7 
Tensile strength [MPa] 40 39 
Extension to break [%] 6 – 8 400 
UV resistance Good poor  
Solvent resistance Poor good  
Oxygen permeability [cm3m-2atm-1d-1] 45 1700 
Biodegradability Good -  
US Annual production M. tones not determined 1.8 

Other 
due to more density 
goes to the sediment 
in aquatic system. 

due to low density floats in 
aquatic system 

 

ท่ีมา : Jogdand (2004)   
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ภาพท่ี 2  ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของ (A) P(HB-co-HV) and (B) P(HB-co-HHx)  
Figure 2.  Chemical structure of (A) P(HB-co-HV) and (B) P(HB-co-HHx). 
ท่ีมา : Tian และคณะ (2002) 
 
ตารางท่ี 2  เปรียบเทียบคุณสมบัติของพอลิเมอร 
Table 2.  Comparison properties of polymer. 
 

Polymer 
Melting point  

(˚C) 
Young’s modulus 

(GPa) 
Tensile strength 

(MPa) 
Elongation to 

break (%) 
Glass transition 

temperature (˚C) 
P(3HB) 179 3.5 40 5 4 
P(3HB-co-3HV)      
  3 mol% 3HV 170 2.9 38 - - 
  9 mol% 3HV 162 1.9 37 - - 
  14 mol% 3HV 150 1.5 35 - - 
  20 mol% 3HV 145 1.2 32 - - 
  25 mol% 3HV 137 0.7 30 - - 
P(3HB-co-4HB)      
  3 mol% 4HB 166 - 28 45 - 
  10 mol% 4HB 159 - 24 242 - 
  16 mol% 4HB - - 26 444 - 
  64 mol% 4HB 50 30 17 591 - 
  90 mol% 4HB 50 100 65 1080 - 
P(4HB) 53 149 104 1000 - 
P(3HHx-co-3HO) 61 - 10 300 - 
P(3HB)-co-6mol% 3HA 133 0.2 17 680 -8 
P(3HB)-co-67mol% HP 44 - - - -19 
P(3HB)-co-3HHx 52 - 20 850 -4 
Polypropylene 170 1.7 34.5 400 45 

ท่ีมา : Khanna และ Srivastava (2005) 
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4. กระบวนการสังเคราะห PHA ท่ีผลิตจากเชื้อบริสุทธ์ิ 
PHA เปนสารกลุมพอลิเอสเทอรซ่ึงประกอบดวยโมโนเมอรของ (R)-3HA ซ่ึงสาร

จะอยูในรูป  R Configuration ทําใหมีความจําเพาะของสเตอริโอไอโซเมอรของการสังเคราะหพอลิ
เมอรของเอนไซม PHA synthase และมีเพียงสวนนอยท่ีมีลักษณะเปนสวนหนึ่งของเอสโมโนเมอรท่ี
ตรวจพบ โดยสวนใหญจะรูจักพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตกันดีในช่ือของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
ประกอบข้ึนจากหนวยของ (R)-3HB โมโนเมอรจะถูกสังเคราะหไปเปนพอลิเมอรท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงอยูในชวง 200,000 – 3,000,000 ดาลตัน ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย และสภาวะในการ
เจริญของเช้ือ (Sudesh et  al., 2000) 

การควบคุมการผลิต PHA นั้นพบวามีความเกี่ยวของกับ phaCBA cluster ดังภาพท่ี 
3 ซ่ึงประกอบดวย phaA, phaB  และ phaC โดย phaA เปนสวนท่ีควบคุมสําหรับการผลิตเอนไซม       

β-ketothiolase โดยเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการเปล่ียนแปลง acetyl-coA ไปเปน acetoacetyl-coA สําหรับ 
phaB เปนสวนท่ีควบคุมการผลิตหรือสรางเอนไซม NADPH-oxidoreductase ซ่ึงทําการเปล่ียน 
acetoacetyl-coA ใหเปน R-3-hydroxybutyryl-coA และสําหรับ phaC เกี่ยวของกับการผลิตเอนไซม 
PHA polymerase โดยทําการสังเคราะหพอลิเมอรจาก R-3-hydroxybutyryl-coA สวน phaP ทําหนาท่ี
ผลิตโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับความคงตัว ของ PHA granule นั้นคือโปรตีน phasin ซ่ึงเปน low-
molecular weight protein โดยมีการสะสมเม่ือเกิดกระบวนการสังเคราะห และมีหนาท่ีสงเสริมการ
ผลิตดวยการเช่ือมกับ granule เพื่อทําการควบคุมขนาด จํานวน และพื้นท่ีผิวของ PHA inclusion  
การสังเคราะหและการสะสม phasin เปนกลไกท่ีเกิดข้ึนรวมกับ phaR ซ่ึงเปน autoregulate repressor 
อยางไรก็ตาม การควบคุมขนาด และจํานวนของ PHA inclusion ก็ยังข้ึนกับปริมาณของ phaC ท่ีมีอยู
ในเซลลอีกดวย และยังมี phaZ ซ่ึงมีหนาท่ีในการผลิตเอนไซม depolymerase เพื่อใชปลดปลอย R-3-
hydroxybutyrate เม่ือมีการขาดไฮดรอกซีบิวทิเรต  พบวา phaZ จะทําการผลิตเอนไซมออกมาในรูปท่ี
ไมสามารถกอใหเกิดกจิกรรมได ซ่ึงตองอาศัยตัวกระตุน เชน ทริปซิน เปนตัวกระตุนทําใหมีขอ 
สังเกตวา phaZ จะผลิตเอนไซมออกมาในรูปของ proenzyme ในขณะเดยีวกันการสลาย PHB granule 
จําเปนตองอาศัย proteolytic enzyme รวมเชนกัน มีการคาดการณวา depolymerase นาจะทํางาน
รวมกับเอนไซมอ่ืนๆ อีกหลายชนิด (Luengo et  al., 2003) 
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ภาพท่ี  3    ลักษณะ phaCBA cluster ของ Ralstonia eutropha H16 
Figure 3. Characteristic of phaCBA cluster of Ralstonia eutropha H16. 
ท่ีมา :  Luengo และคณะ (2003) 
 

วิถีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต ดังแสดงในภาพท่ี 4 มีความเกีย่วของ
กับสารตัวกลางท่ีจะเขาสูวัฏจกัรเครปส (TCA cycle) โดยเร่ิมตนจากอะซิติลโคเอนไซมเอ เปล่ียนไป
เปนอะซิโตอะซิติลโคเอนไซมเอ และไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซมเอ ดวยการทํางานของเอนไซม 

เบตา – คีโตไธโอเลส (β-ketothiolase) และอะซิโตอะซิติลโคเอรีดกัเตส (acetoacetyl-coA reductase) 
ตามลําดับ หลังจากนัน้จะเกิดกระบวนการพอลิเมอรไรเซช่ัน (polymerization) ไฮดรอกซีบิวทิริล-โค
เอนไซมเอไปเปน PHB โดยเอนไซม PHB synthase อยางไรก็ตาม PHB ท่ีเกิดขึน้สามารถถูกยอย
สลายดวยเอนไซมกลุม PHA depolymerase (Sudesh et al., 2000) ซ่ึงการทํางานของเอนไซมของแต
ละข้ันตอนในการสังเคราะห PHB นั้นเกิดจากการแสดงออกของ phaCBA cluster (Reddy et  al., 2003) 
ดังแสดงในภาพท่ี 5 PHB ถูกสะสมไวภายใน granule ท่ีมีขนาดตางๆ กัน โดยถูกลอมรอบดวย 
phospholipid monolayer และ phasin รวมถึงเอนไซม polymerase และ depolymerase รวมถึง 
unknown protein สําหรับหนาท่ีของ phospholipid envelope คาดวาเพื่อหลีกเล่ียงการสัมผัสกับน้ํา 
ซ่ึงเปนการปองกันการเปล่ียนแปลงจาก amorphous lipid state ไปเปน crystalline form และแสดง
ใหเห็นถึงหนาท่ีในการเปน protective barrier ปองกันตัวเซลลถูกทําลายจากการมปีฏิสัมพันธกับ 
PHB และโครงสรางอ่ืนๆ รวมถึง cytosic protein (unknown protein) ถา phospholipid monolayer มี
ความจําเปนตอการปองกันตัวเซลลจากกระบวนการสราง PHB ในชวงเร่ิมตน แลวสามารถต้ัง
ขอสังเกตไดวา envelope ท่ีเกิดขึ้น จะถูกเพิ่มข้ึนรอบๆ PHB granule ดังนั้นเอนไซมท่ีเกี่ยวของใน
ารสังเคราะห monolayer กย็อมมีสวนรวมกับเอนไซม polymerase ก  



 

 9 

 

ภาพท่ี 4  วิถีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตและการยอยสลายในแบคทีเรีย 
Figure 4. Poly – hydroxybutyrate synthesis pathways and degradation in bacteria. 
ท่ีมา : Sudesh และคณะ (2000) 
 

 

ภาพท่ี  5   การแสดงออกของ phaCBA cluster สําหรับการสังเคราะห PHB 
Figure 5.  Expression of phaCBA cluster for poly – hydroxybutyrate synthesis. 
ท่ีมา :  Reddy และคณะ (2003) 
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สําหรับกระบวนการเกิดโคพอลิเมอรของ PHB เชน PHBV มีกระบวนการเกิดดัง
ภาพท่ี 6 สามารถเกิดข้ึนไดดวยการใชแหลงคารบอน 2 ชนิดเปนแหลงอาหารใหกบัจุลินทรีย ซ่ึงจะ

สงผลใหเกิดหนวยยอย 2 ชนิดตางกนั คือ β-hydroxybutyrate และ  β-hydroxyvalerate ในการเกิด
โคพอลิเมอรชนิด PHBV นั้นจําเปนตองอาศัยสารตัวกลางท่ีสําคัญคือ Propionyl-CoA โดยการผลิต 
Propionyl-CoA สามารถทําไดโดยการเติมกรดโพรพิโอนิก กรดวาเลอริก หรือกรดไขมันระเหยงาย
สายส้ันๆท่ีมีจํานวนคารบอนเลขค่ี รวมถึงสามารถใชกรดอะมิโนตัวอ่ืนไดเชนกัน ซ่ึงกรดอะมิโนท่ี
สามารถเปนสารต้ังตนไดนัน้ เชน isoleucine, valine, methionine และ threonine ซ่ึง isoleucine, 
valine และ methionine  ตองผานกระบวนการสลาย (catabolic step) หลายข้ันตอนในการเกิดเปน 
Propionyl-CoA ซ่ึงในทางตรงกันขามกับ threonine ท่ีเกิดเพยีง 2 ข้ันตอนใหญ โดยกระบวนการ
สังเคราะหเกดิข้ึนดังนี ้

- กระบวนการ Deamination ซ่ึงเปนการดึงหมูอะมโินออกจากโครงสรางของ 
threonine โดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม threonine dehydratase (TD, EC 4.2.1.16) เพือ่

เปล่ียน threonine ใหเกดิเปน α-ketobutyric acid (α-KB) 
- กระบวนการเกิด Propionyl-CoA ในข้ันตอนนี้ตองอาศัยกลุมเอนไซมในการ

เปล่ียน α-ketobutyric acid มาเปน Propionyl-CoA ซ่ึงกลุมเอนไซมดังกลาวเรียกวา α-ketoacid 

oxidative decarboxylase enzyme complexes อันประกอบดวย branced-chain α-ketoacid oxidative 

dehydrogenase complex (BCKD), α-ketoglutarate dehydrogenase complex (KGD) และ pyruvate 

dehydrogenase complex (PD) ซ่ึงจะเปนตัวเรงกระบวนการการกําจัดหมูคารบอกซิลจาก α-

ketoacid และทําใหเกิดพนัธะ thioester bond ระหวาง CoA อิสระกับหมู ketoacyl ของ α-ketoacid 
วิถีการผลิต Propionyl-CoA จากกรดอะมิโน threonine แสดงดังภาพท่ี 7 (Eschenlauer et al., 1996) 
                         
5. เมตาบอลิซึมของกระบวนการสังเคราะห PHA ท่ีผลิตจากกลุมเชื้อจุลินทรีย     

PHA สามารถผลิตไดในกลุมเช้ือจุลินทรีย โดยเฉพาะกระบวนการบําบัดแบบไร
อากาศ-ใหอากาศ โดยมีจุลินทรีย 2 ชนิดท่ีสามารถสะสม PHA ในสภาวะไรอากาศคือจุลินทรียชนดิ
ท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต (polyphosphate-accumulating organisms; PAOs) และสะสมไกลโคเจน 
(glycogen-accumulating organisms; GAOs)  

จุลินทรียชนิดท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต (PAOs) ไดแก Accumulibacter phosphatis 
(Wikipedia, 2008), Rhodocyclus spp., Propionibacter pelophilus (Crocetti et al., 2000), 
Acinetobacter baumannii (Jorgensen and Pauli, 1995) 
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ภาพท่ี 6 วิถีความสัมพนัธระหวางการสังเคราะห PHB และ PHBV 
Figure 6. The relationship pathway of PHB and PHBV biosynthesis. 
ท่ีมา : Eschenlauer และคณะ (1996) 

 

ภาพท่ี 7 วิถีการผลิต Propionyl-CoA จากกรดอะมิโน threonine 
Figure 7. The pathway of propinyl-CoA synthesis from L-threonine. 
ท่ีมา : Eschenlauer และคณะ (1996) 
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จุลินทรียชนิดท่ีสะสมไกลโคเจน (GAOs) ไดแก Acidobacteria subphylum 
(Crocetti et al., 2002), Defluviicoccus vanus (Dai et al., 2007) 

ในสภาวะไรอากาศจุลินทรียชนิดท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต จะใชพอลิฟอสเฟตเปน
แหลงพลังงานและไกลโคเจนภายในเซลลเปนแหลงรีดวิซิงใหอิเล็กตรอน ในขณะท่ีจุลินทรียชนิดท่ี
สะสมไกลโคเจน จะใชไกลโคเจนภายในเซลลเปนแหลงพลังงานและแหลงรีดวิซิงใหอิเล็กตรอน 
ในการรับสารอินทรีย โดยเฉพาะกรดไขมันระเหยงายมาเก็บสะสมไวในรูปของ PHA จุลินทรีย     
ท้ังสองชนิดสามารถใชอะซิเตรต และกระตุนใหเกิด acetyl-CoA ซ่ึง acetyl-CoA ถูกใชในการ
สังเคราะห PHA โดย acetyl-CoA จะเปล่ียนเปน acetoacetyl-CoA (ใช NADPH) และเปล่ียนเปน 

hydroxyacyl-CoA สุดทายมีกระบวนการสังเคราะหพอลิเมอรไดเปน PHA ดังภาพท่ี 8 (Salehizadeh 
and Van Loosdrecht, 2004) 
 

 
ภาพท่ี 8   กระบวนการสังเคราะห PHA ในระบบ PAO/GAO ภายใตสภาวะไรอากาศ 
Figure 8 PHA synthesis pathways under anaerobic conditions for PAOs and GAOs. 

ท่ีมา : Salehizadeh และ Van Loosdrecht (2004) 
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6. ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต PHA ของจุลินทรีย 
      การผลิตหรือสังเคราะหพอลิเมอร โดยใชกระบวนการทางชีวภาพนัน้จะตองคํานงึถึง
หลายๆปจจยัท่ีจะมีผลตอชนิดและคุณสมบัติของพอลิเมอรท่ีผลิตได เนื่องจากมีกลไกการสังเคราะหท่ีซับ 
ซอน ซ่ึงสามารถเปล่ียนแปลงตามสภาวะแวดลอม สําหรับสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสังเคราะห PHA ท่ี
ตองการ มีปจจยัท่ีสําคัญดงันี ้
 

6.1 สายพันธุจุลินทรียและแหลงคารบอน 
สายพันธุจุลินทรียตางชนิดกนั มีผลใหชนิดและปริมาณของพอลิเมอรท่ีผลิตไดแตก 

ตางกนั จากตารางท่ี 3 (Punrattanasin,2001) เหน็ไดวาการใชจุลินทรียตางชนิดกนัคือ Rhodococcus sp. 
NCIMB 40126 และ Corynebacterium Hydrocarboxydans ATCC 21767 แตใชแหลงคารบอนชนิด
เดียวกันคืออะซิเตต 10 กรัมตอลิตร เพื่อผลิต PHA พบวามีจลิุนทรียท้ังสองมีความสามารถในการ
ผลิต PHA ในเซลลตางกันเทากับ 29 และ 21 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สัดสวนของ HB และ HV ใน 
PHA ก็แตกตางกันดวย เทากบั 31:69 และ 50:50 ตามลําดับ และเม่ือนาํเปรียบเทียบกับสัดสวน HB 
และ HV ในการผลิต PHA จากการใชอะซิเตตเปนแหลงคารบอนของเช้ือ Ralstonia eutropha H16 
พบวา PHA ท่ีผลิตไดมีเพียงสัดสวน HB (100 เปอรเซ็นต) เทานั้น 

จุลินทรียชนิดเดียวกันแตแหลงคารบอนตางกัน มีผลใหชนิดและปริมาณของพอลิ
เมอรท่ีผลิตไดแตกตางกนั เชนจากการเล้ียง Ralstonia eutropha H16 เพื่อผลิต PHA โดยใชอะซิเตต
เปรียบเทียบกบัโพรพิโอเนต อยางละ 22 กรัมตอลิตร พบวาความสามารถในการผลิต PHA ของ      
จุลินทรียแตกตางกัน เทากับ 53 และ 35 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้จะเหน็ไดวาชนิดของพอลิ
เมอรก็แตกตางกนัดวย โดยอะซิเตตจะสงเสริมใหผลิตโฮโมพอลิเมอร ซ่ึงมีสัดสวนของ HB และ 
HV ใน PHA เทากับ 100:0 สวนโพรพิโอเนตสงเสริมใหผลิตโคพอลิเมอร มีสัดสวน HB และ HV 
เทากับ 57:43 และเม่ือพจิารณาการใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืนของจุลินทรีย คือกรดบิวทิริก และ      
วาลิเรต พบวากรดบิวทิริก สงเสริมใหไดโฮโมพอลิเมอร ซ่ึงมีสัดสวน HB ใน PHA 100 เปอรเซ็นต 
สวนวาลิเรตเม่ือมีการใชรวมกับแหลงคารบอนชนิดอ่ืนเชนกลูโคส สงเสริมใหเกดิท้ังสัดสวน HB 
และ HV โดยสัดสวน HB และ HV ท่ีเกิดข้ึน ข้ึนกับความเขมขนของแหลงคารบอนดวย (ตารางท่ี 3) 

จุลินทรียชนิดเดียวกัน แหลงคารบอนชนิดเดียวกนั แตความเขมขนตางกันมีผลให
ปริมาณของพอลิเมอรแตกตางกันดังตารางท่ี 3 การเล้ียง Azotobacter beijerinckii โดยใชกลูโคสท่ี
ความเขมขนตางกันเปนแหลงคารบอน คือ 5 และ 10 กรัมตอลิตร พบวาจุลินทรียผลิต PHA ได
แตกตางกันเทากับ 35 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การเล้ียง Ralstonia eutropha H16 โดยการใช
โพรพิโอเนตท่ีความเขมขนตางกัน สงผลใหการผลิต PHA ในเซลล และสัดสวนของ HB และ HV ท่ี 
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ตารางที่ 3 การผลิต PHA ของจุลินทรียบริสุทธ์ิและใชกลุมจุลินทรียผสมจากระบบตะกอนเรง โดยใช
แหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

Table 3. PHA production of pure microorganisms and mixed culture from activated sludge using 
different carbon source. 

 
PHA Composition of PHA 

Organisms Substrate, conc. 
(%w/w)   HB (%)      HV (%) 

Azotobacter 
beijerinckii 
 

G, 5g/L,  
G, 20 g/L 
 

35 
75 

 

NR 
NR 

NR 
NR 

Azotobacter vinelandii 
UWD 

 

V, 10mM + G, NR  
V, 20mM + G, NR 
V, 30mM + G, NR 
V, 10mM 
V, 20mM 
V, 30mM 

94 
64 
74 
67 
36 
29 

72 
78 
75 
84 
79 
72 

18 
22 
25 
16 
21 
28 

 
Rhodococcus sp. 
NCIMB 40126 
 

A, 10 g/L 
L, 10 g/L 
G, 10 g/L 

29 
25 
21 

31 
22 
25 

69 
78 
75 

 
Rhodococcus ruber 
NCIMB 40126 
 

G, NR 
VA, NR 
G+VA, NR 
 

16.2 
26.2 
27.7 

30.3 
18 

21.9 

69.7 
82 

78.1 
 

Corynebacterium 
hydrocarboxydans 
ATCC 21767 
 

A, 10 g/L 
L, 10 g/L 
G, 10 g/L 

21 
2 
8 

50 
61 
28 

50 
39 
72 

 
Alcaligenes 
Latus 

Sucrose, 20 g/L 
 

50 
 

100 
 

0 

Ralstonia eutropha 
Strain R3 
 

F, 0.5 g/L 
GL, 0.5 g/L 
A, 0.5 g/L 
S, 0.8 g/L 
L, 0.5 g/L 
F, NR 
F, NR 
GL,NR 
GL,NR 

47 
35.7 
29.5 
21.5 
43.2 
45 
47 
33 
38 

93 
94 
96 
93 
96 
93 
94 
95 
96 

7 
6 
4 
7 
4 
7 
6 
5 
4 

R. eutropha 
 

Digested sludge 
supernatant 

34 
 

NR NR 

R. eutropha H16 
 

A, 22 g/L 
A,22 g/L+P,10 g/L 
P, 22 g/L 

53 
51 
35 

100 
81 
57 

0 
19 
43 

 
 
 
 

 

A = acetate, B = butyric acid, F = fructose, G = glucose, GL = gluconate, M = methanol, L = lactate, 
P = propionate, S = succinate, V = valerate, VA = valine, NR = not reported 

ท่ีมา :    ดัดแปลงจาก Punrattanasin (2001) 
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ตารางที่ 3 (ตอ)  
Table 3. (Continued). 
 
 PHA Composition of PHA 

Organisms Substrate, conc. 
(%w/w)   HB (%)      HV (%) 

R. eutropha H16 
(ATCC 17699) 

B, 0.03g/L 
B, 0.3 g/L 
B, 3 g/L 
B,10 g/L 
B,1.8g/L+V,1.2g/L 
V, 3 g/L 

44 
55 
75 
63 
48 
38 

100 
100 
100 
100 
NR 
NR 

0 
0 
0 
0 

NR 
NR 

R. eutropha H16 A, 20 g/L 
A, 5 g/L 
A, 20 g/L + P, 1 g/L 
A, 20 g/L + P, 2 g/L 
A, 20 g/L + P, 4 g/L 
A, 5 g/L + P, 5 g/L 
A, 5 g/L + P, 10 g/L 
A, 5 g/L +P,20g/L 
P, 2 g/L 
P, 6 g/L 
P, 10 g/L 
P, 14 g/L 
P, 18 g/L 
P, 22 g/L 
P, 26 g/L 
P, 30 g/L 

51 
13 
46 
52 
51 
22 
38 
45 
12 
18 
28 
42 
56 
31 
40 
35 

 

100 
100 
98 
95 
91 
79 
74 
72 
78 
76 
72 
69 
73 
70 
56 
55 

 

0 
0 
2 
5 
9 

21 
26 
28 
22 
24 
28 
31 
27 
30 
44 
45 

 
R. eutropha 
NCIB 11599 

G, 10 g/L+P, 1 g/L  
G, 10 g/L+V, 1 g/L 
 

59 
60 

 

85 
78 

 

15 
22 

 
Alcaligenes faecalis 
NCIB 8156 
 

A, 10 g/L+P, 1 g/L 
A, 10 g/L+V, 1 g/L 
 

14 
5 
 

78 
52 

 

22 
48 

 
Pseudomonas 
extorquens MP4 
 

M, 10 g/L+P, 1 g/L 
M, 10g/L+V, 1 g/L 
 

26 
5 
 

95 
46 

 

5 
54 

 
Pseudomonas sp. K M, 1% (v/v) 52-57 100 0 

Pseudomonas 135 M, 0.5% (v/v) 34-42 100 0 

Activated sludge  A. NR 47 NR NR 

Activated sludge A. 0.6 g/L 51 NR NR 

Activated sludge A. 16.95 g/L 33 NR NR 

 

A = acetate, B = butyric acid, F = fructose, G = glucose, GL = gluconate, M = methanol, L = lactate, 
P = propionate, S = succinate, V = valerate, VA = valine, NR = not reported 

ท่ีมา :    ดัดแปลงจาก Punrattanasin (2001) 
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เกิดข้ึนก็แตกตางกันดวยเชนกัน ดังนั้นการศึกษาการผลิต PHA ของจุลินทรียแตละชนิด ตองมี
การศึกษาหาชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม เพื่อการผลิต PHA ใหไดมากท่ีสุด 

Lemos และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะห PHA จากกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจาก
ระบบตะกอนเรง ในอาหารสังเคราะห โดยศึกษาในระบบ SBR  (Sequencing Batch Reactor) ศึกษา
เปรียบเทียบระหวางการเติมอะซิเตตและโพรพิโอเนตเพื่อเปนสับสเตรท พบวา กลุมเช้ือจุลินทรียท่ีมีการ
เล้ียงโดยเติมอะซิเตตเปนแหลงคารบอน ให PHA ท่ีเปนโฮโมพอลิเมอรชนิด HB สวนกลุมเช้ือจุลินทรียท่ี
เล้ียงโดยเติมโพรพิโอเนต ให PHA ท่ีเปนโคพอลิเมอรชนิด HB และ HV เม่ือเติมแหลงคารบอนอะซิ
เตตรวมกับโพรพิโอเนต จะไดโคพอลิเมอร คือ HB, HV และ hydroxymethylvalerate (HMV) แตคา
ผลผลิตและอัตราการผลิต PHA จากการใชอะซิเตตเปนสารอาหารจะสูงกวาการใชโพรพิโอเนต ท้ังนี้
เนื่องจากอะซิเตตประกอบดวยคารบอนสายส้ันกวา ทําใหงายตอการนําไปใชโดยจุลินทรีย 

Alias และ Tan (2005) ศึกษาการแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมเช้ือผสมใน
น้ําเสียโรงงานน้ํามันปาลม พบวาสามารถแยกเช้ือไดท้ังหมด 45 ไอโซเลท โดยการเกล่ียเช้ือใน
อาหารวุน เม่ือนํามาทดสอบการยอมสีดวย Sudan Black B ไดเชื้อ 10 ไอโซเลท ท่ีสามารถผลิต
ไขมันไวภายในเซลลได หลังจากนั้นนํามาเล้ียงในอาหารที่มีการจํากัดไนโตรเจน และมี palm olein 
(ไตรกลีเซอไรด) หรือ saponified palm olein (เกลือของกรดไขมัน) พบวาอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีการเติม 
palm olein เช้ือมีการเจริญดีกวาการเติม saponified palm olein และนําไอโซเลทเด่ียวๆที่ไดมา
ทดสอบดวย Nine Blue A เพื่อหาเช้ือท่ีผลิต PHA พบวาวิธีนี้ไมดพีอในการเลือกเช้ือท่ีผลิต PHA จึง
มีการศึกษาการแยกเช้ือโดยวิธี enrichment technique โดยศึกษาการใชอาหารเล้ียงเช้ือหลายแบบ 
พบวาการเติม palm olein (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และเติมน้ําเสียท่ี 
เปนแหลงของกลุมเช้ือท่ีใช (2.5 เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร) นําไปเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห พบจุลินทรียท้ังหมด 7 ไอโซเลท แตมี
เพียง 2 ไอโซเลทท่ีเจริญไดด ี(FLP1และ FLP2) โดยเช้ือ FLP1 สามารถเจริญและผลิต PHA ไดดีกวา
ในอาหารที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ เม่ือนําไปบงช้ีจุลินทรีย โดยวิธี BIOLOG พบวา 
FLP1 คือ Burkholderia cepacia เม่ือนํามาเล้ียงในอาหารท่ีมีการเติมโพรพิโอเนตหรือวาลิเรต           
จุลินทรียสามารถผลิตโคพอลิเมอรชนิด poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
  Dionisi และคณะ (2005) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําเสียโรงงานนํ้ามันโอลีฟท่ีผาน
การหมักแบบไรอากาศ เปรียบเทียบกับการใชอาหารสังเคราะห โดยใชกลุมจุลินทรียผสมเร่ิมตน 
300 มิลลิกรัม VSS ตอลิตร เล้ียงในระบบ SBR ควบคุมพีเอช 7.5 และควบคุมอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส จากการใชน้ําเสียท่ีผานการหมักแบบไรอากาศ เปนอาหารสําหรับการผลิต PHA พบวา     
จุลินทรียสามารถใช VFAs ท่ีมีอยูในน้ําเสียในการเจริญและสราง PHA โดยปริมาณ VFAs ท่ีมีอยูใน
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ปวรา บุตรวงศ (2546) ศึกษาผลของสารอินทรียคารบอนท่ีแตกตางกัน ไดแก 
กรดอะซิติกและกรดโอเลอิก ตอการสะสม PHA ของจุลินทรีย ในกระบวนการแอนแอโรบิก-แอโร
บิกเอสบีอาร โดยมีเวลาใน 1 วัฏจักรเทากับ 8 ช่ัวโมง เปนเวลาทําปฏิกิริยา 6.5 ช่ัวโมง โดยถัง
ปฏิกรณ A และ AA มีการปอนน้ําเสียสังเคราะหท่ีเติมกรดอะซิตกิ ควบคุมใหมีคาซีโอดี 500 
มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหมีสภาวะไรอากาศระหวางการหมักเปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง และ 1.5 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ อายุสลัดจ 10 วนั สวนถังปฏิกรณ O และ OO มีการปอนน้ําเสียสังเคราะหท่ีเติมกรด  
โอเลอิก ควบคุมใหมีคาซีโอดี 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหมีสภาวะไรอากาศระหวางการหมักเปน
เวลา 2.5 ช่ัวโมง และ 1.5 ช่ัวโมง ตามลําดับ อายุสลัดจ 20 วัน ผลการทดลองพบวา ถังปฏิกรณ A 
และ AA มีผลผลิตเซลลเทากับ 0.304 และ 0.365 มิลลิกรัม MLSS ตอมิลลิกรัมซีโอดี ตามลําดับ สูง
กวาปฏิกรณ O และ OO ซ่ึงมีผลผลิตเซลลเทากับ 0.081 และ 0.094 มิลลิกรัม MLSS ตอมิลลิกรัมซี
โอดี ตามลําดับ  สําหรับการสะสม PHA พบวาปฏิกรณท่ีใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนจะสะสม
สัดสวน HB เปนองคประกอบหลัก (83-88 เปอรเซ็นต) ในขณะที่ปฏิกรณท่ีใชกรดโอเลอิกเปน
แหลงคารบอนจะสะสม PHBV โดยมีสัดสวน HV เปนสวนใหญ (78-84 เปอรเซ็นต) ดังนัน้การใช
กรดโอเลอิกจะมีการสังเคราะห PHAs ชนดิอ่ืนๆ นอกเหนือจาก PHB  คือ PHBV ซ่ึงเปนพอลิเมอรท่ี
มีสายยาวกวา ทําใหมีคุณสมบัติเชิงกลที่ดีกวา แตอยางไรก็ด ี ปฏิกรณท่ีใชกรดอะซิติกเปนแหลง
คารบอนจะมีผลผลิต PHA ท่ีสูงกวา คือ ปริมาณ PHA ตอปริมาณกรดอะซิติก เทากับ 2.99 และ 2.8 
มิลลิกรัมคารบอนตอมิลลิกรัมซีโอดี สําหรับถังปฏิกรณ A และ AA ตามลําดับ ในขณะท่ีถังปฏิกรณ 
O และ OO มีปริมาณ PHA ตอปริมาณกรดโอเลอิก เทากับ 2.78 และ 2.33 มิลลิกรัมคารบอนตอ
มิลลิกรัมซีโอดี ตามลําดับ 
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Yu (2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําเสียโรงงานแปง โดยศึกษาเปน 2 ข้ันตอน 
ข้ันตอนแรกใชจุลินทรียสรางกรดผลิตกรด และข้ันตอนท่ีสองใชจุลินทรียท่ีใชกรดเพื่อสังเคราะห
พอลิเมอร น้ําเสียท่ีใชทดลองข้ันตอนแรกใชน้ําเสียจากโรงงานแปงท่ีผานการบําบัดในถัง UASB 
ผลิตภัณฑท่ีไดในข้ันตอนแรกไดแก กรดอะซิติก (60-80 เปอรเซ็นต), กรดโพรพิโอนิก (10-30 
เปอรเซ็นต) และกรดบิวทีริก (5-40 เปอรเซ็นต) โดยมีกรดระเหยงายท้ังหมดเทากับ 4000 มิลลิกรัม
ตอลิตร เม่ือใชน้ําเสียท่ีมีภาระสารอินทรียปอนเทากับ 25-35 กรัมตอลิตรตอวัน อยางไรก็ตาม ชนิด
ของกรดท่ีผลิตในข้ันตอนท่ีหนึ่งข้ึนอยูกับภาระสารอินทรียท่ีปอนเขา โดยสามารถผลิตกรดโพรพิ
โอนิกไดสูงท่ีสุดท่ีภาระสารอินทรียเทากับ 9 กรัมตอลิตรตอวัน และไดกรดบิวทีริกสูงท่ีสุดท่ีภาระ
สารอินทรียเทากับ 26 กรัมตอลิตรตอวัน หลังจากนั้นนําน้ําหมักท่ีไดศึกษาการผลิต PHA โดยใชเช้ือ 
Alcaligenes eutropus พบวา 50 กรัมของ PHA ผลิตจาก 100 กรัม total organic carbon (TOC) ท่ีถูก
ใชไป และปริมาณ PHA ในเซลลคิดเปน 34 เปอรเซ็นต และจากการศกึษาการผลิต PHA แบบกึ่งกะ 
โดยปอนกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทีริกเขาสูถังหมักดวยอัตราการปอน 3 ระดับ คือ 0.5 0.75 และ 
1 กรัมตอลิตร และมีแหลงไนโตรเจน 80-100 มิลลิกรัมแอมโมเนียมตอลิตร สามารถผลิต PHA ได
สูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 45 ได PHA 48 เปอรเซ็นต เม่ือเติมกรดบิวทีริก และได PHA 53 เปอรเซ็นต เม่ือเติม
กรดโพรพิโอนิก PHA ท่ีมีการเติมกรดบิวทีริก จะได PHA ชนิด PHB สวนการเติมกรดโพรพิโอนิก 
จะได PHBV โดยมีสัดสวน HV เทากับ 38 เปอรเซ็นต 
 

6.2 แหลงอาหารอ่ืนๆ 
การสะสม PHA จะเกิดข้ึนภายในเซลล เม่ือจุลินทรียอยูในสภาวะท่ีสารอาหารขาด

ความสมดุล  แตมีแหลงคารบอนเพียงพอ แหลงคารบอนมีความสําคัญในการผลิต PHA กระบวนการ
สังเคราะหและสะสม PHA จะเกดิข้ึนสูงหลังจากแบคทีเรียเขาสูระยะการเจริญสูงสุดและภายใตสภาวะ
ท่ีมีสารอาหารไมสมดุล กลาวคือเม่ือมีแหลงคารบอนมากเกินพอแตมีการจํากดัปจจยับางชนิด เชน 
ออกซิเจน ไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัส เปนตน แตอยางไรก็ตาม สารอาหารท่ีตองจํากดันั้น จัดเปนแร
ธาตุหลัก (major element) สําหรับการเจริญของจุลินทรีย  เนื่องจากเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสราง และ
การถายเทพลังงานสําหรับจุลินทรีย ซ่ึงในการสังเคราะหพอลิเมอรจงึจําเปนตองมีปริมาณแรธาตุ
หลักเหลานี้ เพียงพอตอการเจริญของจุลินทรียเทานั้น เพื่อกระตุนใหเกิดการสะสมแหลงคารบอน 
และพลังงานอยูในเซลลในรูปพอลิเมอร ดังนั้นในการศึกษาถึงชนดิ และความเขมขนของแหลง
คารบอนท่ีเหมาะสม จงึจะทําใหการผลิตเกดิข้ึนไดดี นอกจากน้ีจุลินทรียแตละชนดิสามารถผลิต PHA 
ไดจากแหลงคารบอนท่ีแตกตางกนั ดังแสดงในตารางที่ 3 
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แบคทเีรียท่ีสามารถนาํมาใชผลิต  PHAs แบงเปน 2 กลุม (Lee, 1996) 
กลุมท่ี 1 แบคทีเรียท่ีใชสารอาหารในปรมิาณจํากัด คือไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

แมกนเีซียม     โปแทสเซียม ออกซิเจน หรือซัลเฟอร ในการสังเคราะห PHAs แตใชแหลงคารบอนเปน
แหลงอาหาร ไดแก Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens, Pseudomonas oleovorans 

กลุมท่ี 2 แบคทีเรียท่ีไมตองจํากดัปริมาณสารอาหารในการสังเคราะห PHAs และ
สามารถเพ่ิมปริมาณพอลิเมอรในระหวางการเติบโต ไดแก Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandi, 
ท่ีผานการทําใหกลายพนัธุ และ รีคอมบิแนนตเช้ือ E. coli ท่ีไดรับยีนจาก Alcaligenes eutrophus 
  Punrattanasin และ Randall (1999) ทดลองเล้ียงจุลินทรียในสภาวะ 
Microaerophilic-aerobic AS รวมท้ังสภาวะท่ีจํากดัธาตุอาหาร โดยทําการวัดปริมาณ PHA สะสมใน
เซลลของระบบ SBR แบบตอเนือ่งพบวาในสภาวะท่ีมีการจาํกัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส จุลินทรียจะมีการสะสม PHA สูงถึง 45 เปอรเซ็นตของ total suspension solids (TSS) 
และเมื่อจํากัดไนโตรเจนเพียงอยางเดียวพบวามีการสะสม PHA เทากบั 36 เปอรเซ็นตของ TSS แต
เม่ือเล้ียงจุลินทรียตอไปในสภาวะดังกลาว จะพบวาจุลินทรียในระบบจะคอยๆ ลดจํานวนลงและไม
ทําการสะสม PHA อีกตอไป สามารถสรุปไดวา จุลินทรียจะทําการสะสม PHA ในสภาวะจํากดัธาตุ
อาหารไดสูงข้ึนแตถาปลอยใหขาดธาตุอาหารตอไปเร่ือยๆ จุลินทรียจะตายเนื่องจากขาดธาตุอาหารที่
จําเปนสําหรับการเจริญเติบโต 
 

6.3 อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจน 
Kumar และคณะ (2004) ศึกษาการเพิ่มจํานวนจุลินทรียผสมเพื่อเปนเช้ือเร่ิมตนใน

อาหารสังเคราะห โดยใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนท่ีความเขมขน 500 ถึง 3000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร โดยเล้ียงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรการใชงาน 250 มิลลิลิตร โดยเติม           
จุลินทรียผสมเร่ิมตน 430 มิลลิกรัม/ลิตร ทําการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 120 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 
ช่ัวโมง นํามาวิเคราะหปริมาณเซลลในรูปของ MLSS ผลการทดลองพบวา ท่ีการเติมกรดอะซิตกิ
เปนแหลงคารบอน 2000 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 3150 มิลลิกรัมตอลิตร จาก
การทดลองนี้เพื่อเปนการเพิม่กลุมจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHB จึงไดศึกษาอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนที่ 24, 96, 120, 144 และ 168 ตามลําดับ โดยเล้ียงในอาหารสังเคราะห นํามา
วิเคราะหปริมาณ PHB และปริมาณเซลล และคํานวณในรูปของรอยละของการสะสม PHB ตอ
ปริมาณเซลล ท่ีเวลาตางๆ พบวาเม่ืออัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน การสะสม 
PHB ตอปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน ชุดการทดลองท่ีมีการสะสม PHB สูงสุด คือชุดท่ีมีอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจน เทากับ 144  มีการสะสม PHB 33 เปอรเซ็นต 
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6.4 ออกซิเจน 
ปริมาณออกซิเจนมีผลตอการผลิต PHA เนือ่งจากสภาวะออกซิเจนมีจํากัด เอนไซม

ซิเตรทซินเทสและไอโอซิเตรทดีไฮโดรจีเนสถูกยับยั้งการทํางานโดย NADH ทําให Acetyl CoA ไม
เขาสู TCA cycle แตจะเปล่ียนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอเพื่อเขาสูกระบวนการสังเคราะห PHA โดย 
เอนไซมเบตาคีโตไธโอเลส (Luengo et  al., 2003) 
  Satoh และคณะ (1998) เล้ียงจุลินทรียในระบบแอคทิเวเต็ดสลัดจ 2 แบบ 
Anaerobic – Aerobic AS (A-A) และ Microanaerobic – Aerobic AS (M-A) แลวนาํสลัดจจากท้ัง 2 
ระบบมาทดสอบปริมาณ PHA ในปฏิกรณแบบกะ 2 แบบ คือ ไมมีการเติมออกซิเจน และแบบทีมี่
การเติมออกซิเจนในปริมาณจํากัด พบวาสลัดจจากระบบ A-A มีการสังเคราะห  PHA  ในการ
ทดสอบท่ีมีออกซิเจนสูงกวาในสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน เทากับ 33 เปอรเซ็นต และ 22 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สวนในสลัดจจากระบบ M-A สามารถสังเคราะห PHA ไดถึง 62 เปอรเซ็นต สรุปผลการ
ทดลองไดวา ออกซิเจนท่ีไมมากจนเกินไป อาจจะทําใหมีการทํางานของ TCA cycle ทําใหสามารถ
ผลิต NADH ไดมากข้ึน NADH สามารถยับยั้ง เอนไซม ซิเตรทซินเทส (Citrate synthase) และไอโซ
ซิเตรทดีไฮโรจีเนส (Isocitrate dehydrogenase) ทําใหอะซิติลโคเอนไซมเอ (Acetyl-CoA) ไมเขาสู 
TCA  cycle แตจะเปล่ียนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอ (Acetoacetyl-CoA) เพื่อเขาสูกระบวนการ
สังเคราะห PHA สงผลใหสามารถสังเคราะห PHA ไดมากข้ึน 

 

6.5 พีเอช 
พีเอชเร่ิมตนมีผลตอการเจริญของจุลินทรียและการผลิต PHB พบวา เม่ือตองการ

ผลิต PHB ควรทําการควบคุมพีเอชไมใหต่าํกวา 7 เพื่อปองกันไมใหคาพีเอชลดลงอยูในสภาวะท่ีเปน
กรดมากเกินไปเม่ือส้ินสุดการเจริญ 

Kasemsap และ Wantawin (2007) ศึกษาผลของ PHA ตอศักยภาพในการ
สังเคราะห PHA โดยใชชุดทดลองในสภาวะไรอากาศ โดยใชกรดอะซิติกเปนสารอาหาร และ
เปรียบเทียบการสะสม PHA จากสลัดจสวนเกิน 2 กลุม คือ RP5 และ RP15 ท่ีมีปริมาณพอลิฟอสเฟต
ในเซลล   2 และ 6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ, ไกลโคเจนภายในเซลล 12 และ 15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ผลการทดลองพบวาการสลายสารท่ีเปนแหลงพลังงานไดแกไกลโคเจนและพอลิฟอสเฟตท่ีคาพีเอช 
6 จะนอยท่ีสุด และมากข้ึนตามลําดับเม่ือพีเอชสูงข้ึน มีผลทําใหมีการสะสม PHA ท่ีพีเอช 6 มาก
ท่ีสุด คือ 17 และ 29 เปอรเซ็นต ในรูปคารบอน สําหรับ RP5 และ RP15 ตามลําดับ แตการใช
พลังงานมากข้ึนและเปนพลังงานจากการสลายไกลโคเจนในการดึงสารอาหารเขาเซลลท่ีพีเอชสูงข้ึน
มีผลใหสัดสวน HV ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีดขีองพลาสติกประเภทนี้มีคาสูงข้ึน  ดังนั้นสลัดจ  RP5  จะมี 
สัดสวน HV/PHA ท่ีพีเอช 8 สูงกวาท่ีสะสมท่ีพีเอช 6 แตสัดสวนดังกลาวคอนขางคงที่สําหรับ RP15 
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  Chua และคณะ (2003) ศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการดําเนนิการ
ระบบแอคทิเวเต็ตสลัดจท่ีใชบําบัดน้ําเสียชุมชนใหสามารถสะสม PHA ได โดยปจจยัท่ีมีผลกระทบ
ตอการสะสม PHA ของจุลินทรียไดแก ความเขมขนของอะซิเตตในน้าํเสียขาเขา คาพีเอช และ SRT 
จากการทดลองพบวาสลัดจท่ีคุนเคยกับน้ําเสียชุมชนท่ีมีการเติมอะซิเตตเพ่ิม 1000 มิลลิกรัมคารบอน
ตอลิตร สามารถสะสม PHA ไดสูงสุด 30 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัแหง สวนสลัดจท่ีคุนเคยกับน้ําเสีย
ชุมชนซ่ึงไมไดเติมอะซิเตตจะสะสม PHA ไดเพียง 20 เปอรเซนตของนํ้าหนกัแหงเทานั้น และยังพบ
อีกวา อายุสลัดจท่ีส้ัน (3 วนั) จะใหการสะสม PHA ดีกวาอายุสลัดจท่ียาวนาน (10 วนั) ประมาณ 10 
เปอรเซนต สวนคาพีเอชจะไมคอยมีผลตอการสะสม PHA เทาใดนักในระบบแอคทิเวเต็ดสลัดจ โดย
พีเอช 7-8 ยังใหการสะสมพอลิเมอรท่ีไมตางกัน แตสําหรับการทดลองในระบบกะ พีเอชมีผล 
กระทบอยางมากตอการสะสมพอลิเมอร โดยคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการสะสม PHA คือท่ี 8-9 
 

6.6 อุณหภูมิ 
โสภา ชินเวชกิจวานิชย (2547) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการผลิต PHA ดวย

เช้ือผสมโดยใชน้ําเสีย อุณหภูมิท่ีใชทดลองไดแก 10, 20, และ 30 องศาเซลเซียส โดยแตละอุณหภมิู
ไดทําการทดลองกับการจํากดัธาตุอาหาร 3 แบบ คือ จํากดัเฉพาะไนโตรเจน, จํากัดเฉพาะฟอสฟอรัส 
และจํากดัเฉพาะท้ังไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ใชรูปแบบการเดินระบบแบบสองข้ันตอน คือ
ข้ันตอนการเพิม่จํานวนแบคทีเรียท่ีผลิต PHA แลวตามดวยข้ันตอนการจํากัดธาตุอาหารเพื่อกระตุน
การผลิต PHA ใหมากข้ึน จากการทดลองพบวา อุณหภูมิสงผลตออัตราการผลิตและผลผลิตของ 
PHA อยางเหน็ไดชัด คืออัตราการผลิตและผลผลิต PHA จะเพิ่มข้ึนท่ีอุณหภูมิต่ํา การจํากดัธาตุ
อาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหผลการผลิต PHA ดีกวาการจํากดัธาตุอาหารแบบอ่ืน โดยชุด
การทดลองท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กับการจํากัดธาตุอาหารเฉพาะไนโตรเจน คาสัดสวน PHA 
ตอน้ําหนกัเซลลแหงมีคาสูงท่ีสุด เทากับ 40 เปอรเซ็นต โดยคาความเขนขนของ PHA ในระบบ คือ 
2,830 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดลองการจํากัดธาตุอาหารเฉพาะฟอสฟอรัส ท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส มีคาสัดสวน PHA ตอน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 52 เปอรเซ็นต คาความเขมขนของ
ระบบ คือ 1,491 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับการทดลองจํากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
ผลผลิต PHA ในการทดลองท่ี 10 และ 20 องศาเซลเซียส ไมแตกตางกัน โดยคาสัดสวน PHA ตอ
น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 45 เปอรเซ็นต และความเขมขนของ PHA เทากับ 2,133 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 
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7. การสกัด PHA และทําใหบริสุทธ์ิ 
ข้ันตอนปกติประกอบดวยการแยกเซลลจุลินทรียออกจากน้ําหมัก จากนั้นนําเซลล      

จุลินทรียท่ีเก็บรวบรวมไดไปเขากระบวนการยอยเซลลเพื่อทําใหเซลลแตกออก และปลดปลอย PHA ท่ี
สะสมไวหลุดออกมา หลังจากแยกเอากากชีวมวลออกจึงสงเขาสูกระบวนการทําใหบริสุทธ์ิตอไป 
ในข้ันตอนการแยกเซลลเช้ือจุลินทรียออกจากน้ําหมักใชวิธีการแยกเซลลตามปกติธรรมดาซ่ึงมัก
อาศัยกระบวนการแยกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงหรืออาศัยเพียงการกรองก็สามารถแยกเซลลออกจากน้ํา
หมักได สําหรับในข้ันตอนถัดไปเปนการยอยใหเซลลแตกเพื่อแยกเอา PHA ท่ีอยูภายในออกมา 
สามารถทําไดหลายวิธีดังนี้ 
  - การยอยเซลล และสกัด PHA ออกดวยตัวทําละลาย ตัวทําละลายท่ีใช ไดแก 
คลอโรฟอรม (chloroform) เมทธิลีนคลอไรด (methylene Chloride) โพรพิลีนคารบอเนต 
(propylene Carbonate) และไดคลอโรอีเทน (dichloroethane) แตกระบวนการสกดั   PHA ออกดวย
ตัวทําละลายนี ้ จะไดสารละลายพอลิเมอรความเขมขนประมาณ 5 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักตอ
ปริมาตรของ PHA ซ่ึงมีความหนืดสูงมาก ทําใหกระบวนการแยกเศษชีวมวลออกไปทําไดยาก 
จําเปนตองใชตัวทําละลายในปริมาณมากจนใหผลไมคุมคากับการลงทุนถึงแมจะมีการหมุนเวยีนนํา
ตัวทําละลายกลับมาใชใหม  (Lee, 1996) 
  - การยอยเศษชีวมวลท่ีไมใช PHA ดวยโซเดียมไฮโปคลอไรทรวมกับการสกัดดวย
ตัวทําละลาย วธีินี้จะชวยยอยสลายเศษชีวมวลออกไปทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน แตวิธีนี้มีขอเสียคือ 
โซเดียมไฮโปคลอไรทจะไปยอยสลายสารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยเชนกนั และนอกจากน้ียงัมี
ผลทําให PHA ท่ีแยกสกัดไดมีคุณสมบัติท่ีไมเหมาะสมกับการประยกุตใชงานหลายๆดาน 

- การแยกสกัดและทําใหบริสุทธ์ิโดยใชเอนไซม กระบวนการนีป้ระกอบดวยการให
ความรอนกับชีวมวลแลวนําไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม จากนั้นนําไปลางดวยสารละลายซ่ึงเปนสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดประจุลบ เพื่อละลายเอาเศษชีวมวลออกจาก PHA แตผลท่ีไดจากกระบวนการนี้
มักจะมีความบริสุทธ์ิท่ีไมสูงนัก ในกรณท่ีีตองความบริสุทธ์ิสูงๆ ตองใชรวมกับกระบวนการแยก
สกัดดวยตัวทําละลาย ซ่ึงสงผลใหคาใชจายในการดําเนนิการสูงข้ึน (Hocking and Marchessault,  
1992) 
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กระบวนการบําบัดน้าํเสีย 8. 
กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง มีผังกระบวนการดังนี้ 
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ภาพท่ี 9 กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) 
Figure 9. Wastewater treatment of Tropical Canning Public Company Limited, Thailand. 

 
กระบวนการบําบัดน้ําเสียของบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง แบงเปน 2 กระบวนการ

ใหญ ๆ ดังนี ้
8.1 การบําบัดทางกายภาพ 
เปนกระบวนการกําจัดอนภุาคแขวนลอยซ่ึงอยูในรูปของของแข็งท่ีไมละลายนํ้า

หรือไขมันออกจากน้ําเสีย  เพื่อปองกนัการอุดตันของทอหรือการต้ืนเขินของบอบําบัด ซ่ึงมักเปน
ข้ันตอนแรกของระบบบําบัดน้ําเสีย ไดแก 

- การดักดวยตะแกรง (Screening)  
- การตกตะกอน (Sedimentation) และการกวาดตะกอน (Skimming) 

   - การปรับสภาพ (Equalization) 
น้ําเสียจากแหลงตาง ๆ ของบริษัททรอปคอลแคนนิ่งจะถูกสงมาตามทอเพื่อมา

รวมกันในบอสูบ ซ่ึงภายในบอจะมีตะแกรงอยู 2 แบบ คือ ตะแกรงหยาบและตะแกรงละเอียด โดย
น้ําเสียจะไหลผานตะแกรงหยาบกอนเพื่อดักหรือแยกของแข็งขนาดใหญออกไป เชน เศษขยะ เศษ
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8.2  การบําบัดทางชีวภาพ 
เปนข้ันตอนการกําจัดหรือลดสารอินทรียตาง ๆ ท่ีละลายอยูในน้ําเสีย โดยอาศัยการ

ทํางานของจุลินทรียท่ีมีอยูในน้ําเสีย ซ่ึงมี 2 ระบบ คือแบบไมเติมอากาศ (UASB System) และแบบ
เติมอากาศ (SBR System)  
  ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมเติมอากาศ ประกอบดวย 2 ถัง ไดแกถังกรด และถัง 
UASB น้ําเสียจากบอ EQ ถูกสูบเขาสูถังกรด เพื่อการยอยสลายสารอินทรียและไขมันในน้ําเสียให
เปนกรดอินทรียในสภาวะไรอากาศ ดังสมการ 
                                  Acid forming bacteria 
                สารอินทรีย(BOD, COD)                                               กรดไขมันท่ีระเหยได (VFA) 
หลังจากนัน้น้ําเสียจากถังกรด จะผานเขาถัง UASB ทางดานลางโดยน้ําเสียจะไหลจากขางลางข้ึน
ขางบน (Upflow) ผานช้ันของจุลินทรียท่ีไมตองการออกซิเจนซ่ึงจะยอยกรดอินทรียจนกลายเปน
กาซชีวภาพ (มีเทน) ดังสมการ 

 Methane forming bacteria  
                                          VFA             CH4+CO2+ ตัวcell 
              (เผาท้ิง)    (ตะกอน MLSS) 
 

จากนั้นน้ําเสียจะเขาสูถังผสมเพ่ือเติมปูนขาว ซ่ึงเปนการปรับสภาพของน้ําใหเปนกลาง (พีเอช 6.8-
7.4) และเติมน้ําเสียท่ีออกจากถังสรางกรด ควบคุมใหน้ําเสียมีอัตราสวนท่ีเหมาะสม คือ บีโอดี:
ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส เทากับ 100:5:1 เพื่อใหจลิุนทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียไดอยาง
สมบูรณ ทําใหการเกดิ ปฏิกิริยา Nitrification ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบ SBR ซ่ึงมีท้ังสวนเติม
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  แทนเคร่ืองเติมอากาศ (Aerator) 
 
     

          
                                                                                                 
                                                                                                           
 
                     
 
 
     
 
 
ภาพท่ี 10 แผนผังของระบบบําบัดน้ําเสีย 
Figure 10. Schematic of wastewater treatment system. 
 
ข้ันตอนในบอใหอากาศแบบ SBR (Sequencing Batch Reactors) มีดังนี ้

- น้ําเสียจะเขาสูบอ SBR ทางบอ DN (Denitrification) จากนั้นน้ําเสียจะไหลเขาสู
ทางบอ CN (Nitrification) (มีเคร่ืองเติมอากาศอยู) โดยมีตัวบูตเตอร(Booster) เปน
ตัวบังคับทิศทางนํ้าใหไหลไปทางเดียวกนั และจะไหลวนไปเร่ือยๆจนกวาจะหยดุ
เคร่ืองเติมอากาศ 

- ขณะเปดเคร่ืองเติมอากาศ(กาํลังเติมอากาศ)จะเกิดปฏิกิริยา  Nitrification ดังสมการ 
  NH3       NO-

3 ⎯ →⎯ 2o

-  น้ําเสียท่ีมี NO-
3 จะไหลมาทาง DN และเกิดปฏิกิริยา Denitrification ดังสมการ 

NO-
3   N2 (ลอยสูบรรยากาศ) 

- หลังจากนัน้จะหยุดเคร่ืองเติมอากาศและปลอยใหตกตะกอน จะไดน้ําใสสวนบนท่ี
สามารถปลอยท้ิงออกได จากน้ันสามารถนําน้ําเสียชุดใหมเขามาบําบัดตอไป และ

 เขตกั้นระหวางบอ DN และ CN 

แทนบูตเตอร  (เคร่ืองบังคับทิศ 
ทางน้ําใหไหลไปทางเดียวกนั) 

CN 

  แทนทิศทางการไหล

ปลอยลงสูบอ Wetland 

DN 

น้ําเสีย 
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รอบการทํางานของบอ SBR ใน 1 รอบ (ใชเวลาท้ังหมด 8 ช่ัวโมง) จะมีการทํางาน 4 ชวงดังนี ้
1. ชวงเติมน้ําเสีย (Fill) นําน้ําเสียเขาระบบ ( คร่ึงช่ัวโมง) 
2. ชวงทําปฏิกิริยา(React) เปนการลดสารอินทรียในนํ้าเสีย ( 6 ช่ัวโมง) 
3. ชวงตกตะกอน (Settle) ทําใหตะกอนของจุลินทรียตกลงมาท่ีกนถังปฏิกิริยา  

(1 ช่ัวโมง) 
4. ชวงระบายน้ําออก (Draw) ระบายนํ้าท่ีผานการบําบัดแลวปลอยสูบอ Wetland 

(คร่ึงช่ัวโมง) 
 ในบอ SBR จะมีตะกอนจลิุนทรียมากเกนิพอ เม่ือบําบัดไปนานๆ จุลินทรียเหลานี้

จะดึงออกซิเจนในนํ้าเสีย ทําใหตองใชออกซิเจนมากข้ึน จึงมีการดึงตะกอนจุลินทรียออกบางสวน 
และเอาไปทําแหง 

สําหรับน้ําเสียท่ีผานบอ SBR แลวนัน้จะถูกปลอยลงสูบอ Wetland เปนเวลา 15 วัน 
ซ่ึงบอ Wetland เปนบอน้ําเสียข้ันสุดทายกอนท่ีจะปลอยลงสูลําคลอง โดยจะอาศัยพืชน้ําเชน จอก 
แหน ผักตบชวา บัว ซ่ึงพืชเหลานี ้

- สามารถชวยในการกรองและตกตะกอนของสารแขวนลอยและสารอินทรียท่ี
ตกตะกอนได เปนการลดสารแขวนลอยและคา BOD ได 

- นอกจากนี้มันยังเปนตัวดดูซับพวกธาตุอาหาร อันไดแก N , P ท่ีหลงเหลืออยูใน 
น้ําซ่ึงถาหากมีธาตุจําพวกนี้อยูในน้ําสูง มันจะสงผลใหพืชน้ําเจริญและเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว ซ่ึง
เปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหปริมาณออกซิเจนในน้ําลดลง 

- สามารถถายเทออกซิเจนลงในนํ้า ชวยเพิ่มปริมาณออกซิเจนลงในน้ําได 
- ปองกันการเจริญเติบโตของสาหราย โดยจะทําหนาท่ีในการกําบังแสงแดดท่ีสอง

ลงไปในน้ํา นอกจากนีย้ังชวยลดกล่ินของน้ําเสียไดอีกดวย 
กรมโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดคามาตรฐานของนํ้ากอนท่ีจะปลอยลงสูลําคลอง มีคาดังนี ้

-   pH       มีคา     5.5-9.0 
-   Temp.  มีคา    < 400C 
-   COD    มีคา    < 120 mg/L 
-    BOD   มีคา    < 20  mg/L 
-   TKN     มีคา    < 100 mg/L as N 
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วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
1. เพื่อศึกษาการแยกเช้ือท่ีผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR   
2. เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากระบบ

ตะกอนเรงในขวดรูปชมพู 
2. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจาก

ระบบตะกอนเรง ในถังปฏิกรณ 
 
ขอบเขตงานวิจัย 

โครงการวิจัยนี้ทําการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดย
เช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากจากระบบ SBR โดยศึกษาการแยกเช้ือท่ีผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจาก
ระบบ SBR ศึกษาผลของอัตราการเขยา ชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอน เปรียบเทียบการ
ฆาเช้ือกับไมฆาเช้ือน้ําเสีย หลังจากนั้นมาศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 
โดยศึกษาผลของการใหอากาศกับการกวน 
 
ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวจิัย คือ สามารถทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต 
PHA จากน้ําเสีย โดยจุลินทรียจากกระบวนการบําบัดน้ําเสีย และทราบความเปนไปไดในการเพิ่ม
ศักยภาพในการผลิต PHA จากน้ําเสีย ซ่ึงเปนแนวทางหนึ่งในการลดตนทุนในการผลิต PHA เพื่อ
ผลิตเปนพลาสติกชีวภาพ 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
วัสดุ 

จุลินทรีย 
ในการทดลองใชกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากตะกอนในระบบ sequencing batch 

activated sludge reactors (SBRs) ชวงตกตะกอนจุลินทรียของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศ
ไทย) จํากัด มหาชน 

อาหารเล้ียงเชือ้ 
อาหารสําหรับเตรียมหวัเช้ือจลิุนทรีย (Growth medium; GM1) ประกอบดวย (กรัม

ตอลิตร) NH4Cl2 0.180, KH2PO4 0.052, K2HPO4 0.067, MgSO4 0.50 และ mineral solution 1 
มิลลิลิตร ซ่ึง mineral solution ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) CoCl2.6H2O 0.008, CaCl2 0.010, 
MnCl2.2H2O 0.0003, FeCl3 0.010, H3BO3 0.004, NaMoO4.2H2O 0.002, CuSO4.5H2O 0.002, ZnSO4 
.7H2O 0.002 และ NiCl2.6H2O 0.002 ใช NaCH3COO.3H2O 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน 
(Kumar et al., 2004) 

น้ําเสีย 
น้ําเสียจากถังสรางกรด (acidification tank) จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัท

ทรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) (ภาพท่ี9) 
 
อุปกรณ 

- เคร่ืองเขยา (ยี่หอ New Brunswick รุน Model G25-KLG) 
-  เคร่ืองปนเหวีย่ง (ยี่หอ Hettich รุน Model UNIVERSAL.32) 
-  ตูถายเช้ือ (ยีห่อ Clean รุน V8) 
หมอนึ่งฆาเช้ือ (ยี่หอ Hirayama รุน HV-85) -  

-  เคร่ืองวัดพีเอช (ยี่หอ Mettler) 
-  ถังปฏิกรณขนาด 3 ลิตร (ยี่หอ EYELA รุน MDL-300) 
-  เคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง (ยี่หอ Mettler Toledo รุน 320) 

 -  โถดูดความชืน้ Model Gas Pak 150 
 -  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบทรานสมิชช่ัน (ยีห่อ JEOL รุน JEM-100CX II) 
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- เคร่ือง Gas Chromatography – Flame Ionization Detector; GC-FID (ยี่หอ 
HEWLETTE PACKARD รุน HP 6850) 

 
วิธีการวิเคราะห 

1) การหาปริมาณกรดไขมัน  
การวิเคราะหปริมาณกรดโดยใช GC-FID โดยเก็บตัวอยางของเหลว นํามาปน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 10 นาที แลวนําตัวอยางท่ีปนเหวี่ยงแลว 1 มิลลิลิตร 
นํามาเติม 3-M phosphoric 1 มิลลิลิตร และ   4-Methyl-n-valeric acid 1 มิลลิลิตร (internal standard) 
และนําไปปนเหวีย่งอีกคร้ัง ท่ี 15000 รอบ/วินาที เปนเวลา  1 นาที และนําสวนใสมาฉีดเขา GC ซ่ึง
ใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) โดยกําหนดสภาวะของ GC ดังนี ้ มี
ความดันอากาศภายในเคร่ือง 50 psi, ความดันของกาซ helium 60 psi และ ความดนัของไฮโดรเจน 

40 psi  ตั้งคาของ Oven temperature = 50°C, Inlet temperature= 230°C, Det temperature = 250 °C,  

Ramp = 20 °C/min, H2 flow = 40 mL/min, Air flow=400 mL/min, He flow=179 mL/min และใช
สารละลายกรดไขมันผสม เพื่อเปนสารมาตรฐานท่ีใชเปรียบเทียบปริมาณกรดไขมันในตัวอยาง  สาร 
ละลายกรดไขมันผสมประกอบดวย  กรดฟอรมิก,  กรดอะซิติก,  กรดโพรพิโอนิก,  กรดไอโซบิวทิ
ริก,  กรดไอโซวาเลริก, กรดไอโซคาโพรอิก และกรดเฮปทาโนอิก (ดดัแปลงจาก Thanakoses et  al., 
2003) 

2) การหาปริมาณซีโอดี (COD Cell Test, MERCK) 
นําตัวอยางนํ้าเสีย 1 มิลลิลิตรใสในหลอดวัดคา COD (COD Cell Test, 

MERCK) ผสมกับสาร A 2.2 ml  และ B 1.8 ml  เขยาใหสารเคมีกับน้ําเสียตัวอยางผสมกัน ใสหลอด
วัดคา COD ในเคร่ือง Termoreactor ท่ีอุณหภูมิ 148 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาทีท้ิงไวใหเย็น
โดยไมใหโดนแสง นําหลอดไปวัดคา COD ดวยเคร่ืองวดัคา COD (MERCK) อานคาท่ีไดแลวนําไป
คํานวณหาคา COD (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 

3)  การวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl method  
นําตัวอยางนํ้าเสียท่ีผานกันหมุนเหวี่ยง 15 มิลลิลิตร ใสใน Kjeldahl flask ขนาด 

800 มิลลิลิตร ใสสารผสม CuSO4 และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม เติมกรดซัลฟูริก 20 มิลลิลิตร ยอยใน
เตายอย ท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส 30 นาที เพิ่มอุณหภูมิเปน 380 องศาเซลเซียส 60 นาที จนได
สารละลายใส ท้ิงไวใหเย็น และปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตรและนํากล่ันในอุปกรณกล่ัน นํา
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และนํ้า
กล่ัน 5 มิลลิลิตรท่ีมีการเติมอินดิเคเตอรแลวไปรองรับของเหลวท่ีกล่ันได ดูดตัวอยาง 10 มิลลิลิตร 



 

30 

4)  การหาปริมาณฟอสเฟต (Ascorbic Acid Method) 
นําตัวอยางน้ําเสียท่ีผานการหมุนเหวี่ยง 50  มิลลิลิตร ใสขวดรูปชมพูขนาด 125 

มิลลิลิตร เติมฟนอลฟทาลีน 1 หยด ถาเกิดสีแดงใหหยด 5 N H2SO4 ลงไปจนกระท่ังสีแดงหายไปจงึ
เติมน้ํายารวม (ภาคผนวก ก) 8 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันต้ังท้ิงไว 10 – 30 นาที เพื่อใหเกดิสีกอนนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 880 นาโนเมตร นําคาท่ีได
ไปอานคาจากกราฟมาตรฐาน (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 

5) การทดสอบกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA โดยใช sudan black B  
นํากลุมเช้ือจุลินทรีย มาเกล่ียในอาหารวุนสังเคราะห (GM1 agar) นําไปท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลซัยส บมจนเกิดเปนโคโลนี  นําโคโลนีท่ีไดมาเกล่ียในสไลดท่ีสะอาด รอให
แหง นํามาผานไฟ แลวยอมสีดวย sudan black B (เตรียมจากผง sudan black B 0.3 กรัมใน
เอทิลแอลกอฮอล (70%) 100 มิลลิลิตร) ท้ิงไวในอุณหภูมิหอง 5-10 นาที ลางใหน้ําไหลผาน และทํา
ใหสไลดแหง หยด xylene และหยด safranine ท้ิงไว 5-10 นาที ลางใหน้ําไหลผาน และรอใหแหง 
นําไปสองกลองจุลทรรศน จุลินทรียท่ีมีการผลิตลิพิดภายในเซลล ซ่ึงอาจจะเปน PHA จะติดสีดําของ 
sudan black B (Burdon, 1946) 

6) ปริมาณเซลล 
วัดปริมาณเซลลของเช้ือโดยใชวิธีการหาน้าํหนักเซลลแหง เร่ิมจากการเหว่ียง

แยกเซลลท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที    จากนั้นทํา
การลางดวยน้าํกล่ัน นําเซลลใสในจานเพาะเช้ือท่ีทราบน้ําหนกัแนนอน นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส อบจนแหงและน้ําหนักคงท่ี (Jung et al., 2000) 

7) การวิเคราะหปริมาณ PHA ในเซลลจุลินทรีย 
7.1) การวิเคราะหดวยวิธี Gravimetric method  

ทําการวิเคราะหโดยการเติม sodium dodecyl sulfate (SDS) 1% w/v 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีปรับพีเอชเปน 10 ลงในเซลลท่ีผานการวิเคราะหน้ําหนักแหง และบมบน
เคร่ืองเขยา (orbital shaker) เปนระยะเวลา 60 นาทีดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จากนั้นทําการปนเหวีย่งแยกเซลลดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่งใชความเร็ว 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาท้ิงไว 1 
ช่ัวโมงท่ี 30 องศาเซลเซียส แลวเจือจางใหได 5 มิลลิลิตร จากนั้นทําการปนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 
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7.2) การวิเคราะหโดยใช GC-FID 
ทําการวิเคราะหหา PHA โดยการเติมคลอโรฟอรม 1 มิลลิลิตรและ

สารละลายเมทานอล-ซัลฟูริก (85:15) 1 มิลลิลิตร ลงใน PHA ผานการสกัดดวยวิธี Gravimetric 
method นําไปบมท่ีอุณหภมิู 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เพื่อเปล่ียนกรดไขมันให
กลายเปนเมธิลเอสเทอร ท้ิงตัวอยางใหเย็นในอุณหภูมิหอง เติมน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร เพื่อแยกช้ันของ
คลอโรฟอรมและสารละลายเมทานอล-ซัลฟูริก แลวนําสวนของคลอโรฟอรมไปวิเคราะหดวยการ
ฉีดเขา GC-FID ซ่ึงใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) กําหนดอุณหภูมิของ 

injector และ detector เปน 250°C โดยกําหนดโปรแกรมอุณหภมิูของ oven ไวท่ี 80°C เปน

ระยะเวลา 5 นาที จากนัน้ปรับอุณหภูมิเพิ่มข้ึนเปน 200°C  ดวยอัตรา 7°C/min  และใชสาร PHA 
จาก Aldrich (USA) เปนสารมาตรฐานท่ีใชเพื่อเปรียบเทียบชนิดของ PHA (ดัดแปลงจาก Ganzeveld 
et al., 1999) 

8) การวิเคราะหทางสถิต ิ
 การวิเคราะหผลทางสถิติของขอมูลใชโปรแกรม SPSS 16.0 โดยนําขอมูลท่ี
ตองการเปรียบเทียบทางสถิติมาปอนใสในโปรแกรม เลือกหนาตาง Variable View เพื่อปอนช่ือและ
ลักษณะของขอมูล (ภาพท่ี 25 ภาคผนวก ข) เลือกหนาตาง Data View เพื่อปอนคาของขอมูลใหตรง
กับช่ือท่ีใสไวขางตน พรอมท้ังปอนเลขซํ้าจากขอมูลท่ีมีการทดลองหลายซํ้า และทําการวเิคราะห
โดยเลือก Analyze ท่ีแถบเมนู เลือก Compare Means และ One-Way ANOVA ทําใหเกิดหนาตาง 
One-Way ANOVA ข้ึน เลือกช่ือของขอมูลการทําซํ้าไวในชอง Factor และเลือกขอมูลท่ีตองการ
วิเคราะหไวในชอง Dependent List เลือก Post Hoc, Duncan เลือก Significance level เทากับ 0.5 กด 
Continue และเลือกท่ี Options, Descriptive กด Continue และ OK ทําใหเกดิหนาตาง Output 
แสดงผลการวเิคราะหทางสถิติ ข้ึนมา (ภาคผนวก ข) 
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วิธีการทดลอง 
 
2.1 การศึกษาลักษณะของนํ้าเสีย 

ทําการศึกษาลักษณะของน้ําเสียจากถังสรางกรด จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียของ
บริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากดั (มหาชน) (ภาพท่ี 9) โดยทําการวิเคราะหคาตางๆ 
ดังนี ้

- คาพีเอชโดย พเีอชมิเตอร 
-  คาซีโอดี (COD Cell Test, MERCK) 
- ชนิดและปริมาณของกรดระเหย โดยใช GC-FID (ดัดแปลงจาก Thanakoses et al., 

2003) 
-  ปริมาณไนโตรเจน โดยวิธี Kjeldahl method (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 
-  ปริมาณฟอสเฟต โดยวิธี Ascorbic Acid method (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 

 
2.2 การศึกษาลักษณะการเจริญและการผลิต PHA ของกลุมจุลินทรียผสมจากระบบ SBR ในอาหาร
สังเคราะห 

นํากลุมเช้ือจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียระบบ SBR มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห 
GM1 ท่ีมีการเติมกรดอะซิตกิ 1 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอน (ผานการฆาเช้ือ) เพื่อเพ่ิมจํานวน        
จุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA โดยใชสลัดจ 430 กรัม/ลิตร จากนั้นนําไปเขยาดวยความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ
เซลลโดยวิธีการหาน้ําหนกัวตัถุแหง เพื่อดกูารเติบโตของจุลินทรีย  
  หลังจากนัน้นาํกลุมเช้ือจุลินทรียมาทดสอบการผลิต PHA โดยทําการทดลอง
เปรียบเทียบอัตราการเขยา เพื่อดูสภาวะการใหอากาศท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA โดย
เล้ียงกลุมเช้ือจลิุนทรียในน้าํเสียท่ีไดทําการศึกษาองคประกอบเบ้ืองตนในขอ 2.1 ท่ีปนเหวี่ยงท่ี 
10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน 
ปรับพีเอชใหเปน 7 และผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทําการศึกษา
ผลของอัตราการเขยาโดยการเล้ียงแบบวางน่ิง เปรียบเทียบกับการเขยาท่ี 50, 100, 150, 200 และ   
250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิหอง ทําการเก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง 
และนํามาวิเคราะหหาปริมาณเซลลในรูปของน้ําหนักวตัถุแหง และปริมาณ PHA ท่ีผลิตไดดวยวิธี 
Gravimetric method (ดัดแปลงจาก Grothe and Chisti, 2000) 
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2.3 การศึกษาการแยกเชื้อท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR  
2.3.1  การแยกกลุมเช้ือจุลินทรียโดยวิธี enrichment technique 
นํากลุมเช้ือจุลินทรียท่ีไดจากระบบ SBR ของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่ง ท่ีผานการ

เพิ่มจํานวนและกระตุนใหผลิต PHA (enrichment technique) ในอาหารสังเคราะห GM1 ท่ีมีการเติม
กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ทําการเจอืจาง (10-2-10-8) และเกล่ียในอาหารวุน ทํา
การบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เปรียบเทียบสี, รูปราง, สวนเสนขอบของโคโลนี
ท่ีได ทําการเกล่ียซํ้าจนไดโคโลนีเดี่ยวๆ และทดสอบกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA โดยใช 
sudan black B (Burdon, 1946)  

2.3.2  เทียบเคียงสายพันธุจุลินทรียท่ีแยกได ดวยเทคนิค 16s rDNA  
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA โดยการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค 

PCR โดยนําสายพันธุท่ีตองการศึกษาไปเล้ียงใน GM medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหมีการเจริญ
อยูในระยะกลางของ log phase จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งและนําเซลลท่ีตกตะกอนไปสกัด DNA และ
ใชไพรเมอร (primer) UFUL (5'-GCCTAACACATGCAAGTCGA-3') และ536R (5'-
GTATTACCGCGGCTGCTGG-3') โดยใชสภาวะในการเพ่ิมจํานวนคือ denature ท่ี 94 องศา
เซลเซียส 60 วินาที, annealing ท่ี 48 องศาเซลเซียส 60 วินาที และ  extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส 
120 วินาที จํานวน 30 รอบ และ final extension 1 รอบ ท่ี 48 องศาเซลเซียส 60 วินาที และท่ี 72 องศา
เซลเซียส 300 วินาที นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการเพ่ิมจํานวนไปหาลําดับโดยใช cycle sequencing ready 
reaction kit (Perkin-Elmer) และ electrophoresis DNA sequencing นําขอมูลลําดับ 16S rDNA มา
เปรียบเทียบกบัลําดับของจุลินทรียใน Gene Bank (Nation Center for Biotechnology Information, 
2008) [สงวิเคราะหท่ีหนวยเคร่ืองมือกลาง (Central Instrument Facility; CIF) คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

 
2.4 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยกลุมเชื้อจุลินทรีย ในขวดรูปชมพู 

2.4.1  การเตรียมเช้ือสําหรับเปนเช้ือเร่ิมตน 
นํากลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากขอ 2.3.1 มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห GM1 ท่ีมีการเติม

กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน (ผานการฆาเช้ือ)  โดยเล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีมี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  ในอุณหภมิูหอง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง เพือ่
วิเคราะหหาปริมาณเซลลในรูปของน้ําหนกัเซลลแหง เพื่อดูการเพิ่มจาํนวนของจุลินทรีย เลือกเวลา
ในการเล้ียงท่ีไดกลุมเช้ือท่ีมีการเจริญในชวงกลางของ log phase วัดความขุนดวยเคร่ืองสเปคโตร-
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2.4.2  การคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย 
นําน้ําเสียท่ีไดทําการศึกษาคุณสมบัติของนํ้าเสียเบ้ืองตนในขอ 2.1 ไปปนเหวี่ยงท่ี 

10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน 
(เพื่อคัดเลือกจลิุนทรียกลุมสรางโคพอลิเมอร) ปรับพีเอชใหเปน 7 นําน้ําเสียท่ีเตรียมไปฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที โดย มาเล้ียงกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากขอ 2.1 
โดยใชปริมาตรเช้ือเร่ิมตนท่ีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวยความเร็วรอบ 200 
rpm ท่ีอุณหภมิูหอง เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง เพ่ือวัดพีเอช วิเคราะหหา
ปริมาณเซลลโดยวิธีการหาน้าํหนักเซลลแหง และปริมาณ PHA ท่ีผลิตได ดวยวิธี Gravimetric 
method (ดัดแปลงจาก Grothe and Chisti, 2000) เก็บตัวอยางกอนและส้ินสุดการหมัก นํามาปน
เหวีย่ง แลวนาํสวนใสมาวเิคราะหหา Soluble COD และปริมาณกรดระเหยงาย คํานวณหารอยละ
ของการลดลงของสารอินทรีย และเลือกชุดการทดลองท่ีใหปริมาณ PHA มากท่ีสุดไปใชในการ
ทดลองตอไป 

2.4.3  ผลของอัตราการเขยา 
นําเช้ือจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA มากท่ีสุด จากขอ 2.4.2 มาศึกษาผลของอัตราการ

เขยา โดยเปรียบเทียบการเขยาท่ี 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 
ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 

2.4.4  ผลของปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.3 มาใชศึกษาผลของ

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน โดยศึกษาการเติมเช้ือเร่ิมตนที่ 5, 10 และ 20 เปอรเซ็นต ทําการเก็บตัวอยางและ
วิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.4.2 

2.4.5  ผลของชนิดของแหลงคารบอน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.4 มาใชศึกษาผลของ

ชนิดของแหลงคารบอน โดยศึกษาการเติมกรดโพรพิโอนิก และกรดวาเลอริกอยางละ 60 มิลลิโม
ลาร เปรียบเทียบกับการใชกรดท้ังสองชนิดรวมกนั อยางละ 50 เปอรเซ็นต เพื่อสงเสริมการสรางโค
พอลิเมอร ทําการเก็บตัวอยางและวเิคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
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2.4.6 ผลของความเขมขนของแหลงคารบอน 
ศึกษาผลของความเขมขนของแหลงคารบอน โดยการเติมกรดอินทรียท่ีใหการผลิต 

PHA สูงสุด จากขอ 2.4.5 ท่ีความเขมขน 0, 60, 100, 140, 180 และ 200 มิลลิโมลาร และคิดเปน
อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจน ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 

2.4.7  ผลของพีเอชเร่ิมตน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.6 มาใชศึกษาผลของ

พีเอชเร่ิมตนท่ี 6, 6.5, 7 และ 8 ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
2.4.8  ผลของการฆาเช้ือน้ําเสีย 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.7 มาใชเพื่อศึกษา

เปรียบเทียบระหวางการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสียท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 
 
2.5 การศึกษาผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 

เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุดจากขอ 2.4.8 ทําการหมักในถัง
ปฏิกรณขนาด 3 ลิตร ปริมาตรการใชงาน 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง
เปรียบเทียบการใหอากาศท่ี 0, 0.5 และ 1 vvm ท่ีแตละอัตราการกวน 2 ระดับคือการกวนท่ี 100 และ 
200 รอบตอนาที (ท้ังหมด 6 ชุดการทดลอง) ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
 
2.6 การศึกษาหนวยยอยของ PHA ดวย GC-FID 

การวิเคราะหหาหนวยยอยของพอลิเมอรทําไดโดยการเตรียมเมธิลเอสเทอรของ  
พอลิเมอรดวยการนําพอลิเมอร 4-10 มิลลิกรัมละลายในคลอโรฟอรมปริมาตร 1 มิลลิตร และเติม
กรดซัลฟูริก-เมทานอล (15:85) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตมในอางน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
4 ช่ัวโมง เพือ่ทําการเปล่ียนกรดไขมันใหกลายเปนเมธิลเอสเทอรแลววิเคราะหดวยการใช GC-FID 
ซ่ึงใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) กําหนดอุณหภูมิของ injector และ 

detector เปน 250°C โดยกําหนดโปรแกรมอุณหภูมิของ oven ไวท่ี 80°C เปนระยะเวลา 5 นาที 

จากนั้นปรับอุณหภูมิเพิ่มข้ึนเปน 200°C  ดวยอัตรา 7°C/min  และใชสาร PHA จาก Aldrich (USA) 
เปนสารมาตรฐานท่ีใชเพื่อเปรียบเทียบชนิดของ PHA (ดัดแปลงจาก Ganzeveld et al., 1999) 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
3.1 องคประกอบของน้ําเสีย 

จากการศึกษาองคประกอบของน้ําเสียจากถังสรางกรด (Acidification tank) จาก
กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) ดังแสดงใน 
ตารางท่ี 4 พบวาน้ําเสียมีคาพีเอชเทากับ 5.97 คาซีโอดีเทากับ 1875 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 35 มิลลิกรัมตอลิตร คาอัตราสวนระหวางซีโอดีตอไนโตรเจนเทากับ 53.57 
ปริมาณฟอสเฟตเทากับ 330 มิลลิกรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหชนิดของกรดไขมัน พบวาในนํ้า
เสียมีกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทีริก และกรดวาเลอริก เทากบั 97.57, 59.61, 34.58 และ 15.70 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงกรดท้ัง 4 ชนิดนี้เปนกรดไขมันท่ีสําคัญในการสรางและสะสม PHA 
ของเช้ือหลายชนิด ไดแก Ralstonia eutropha, Azotobacter vinelandii, Alcaligenes faecalis, 
Rhodococcus sp. และ Activated sludge เปนตน (Ganzeveld et al., 1999; Punrattanasin, 2001) 
นอกจากนี้จะเห็นไดวาในนํ้าเสียมีสารอาหารในปริมาณนอย คือมีไนโตรเจนและฟอสเฟตเพียง 35 
และ 330 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเหมาะแกการนํามาใชเปนสารอาหารสําหรับผลิต PHA ซ่ึงปริมาณ
สารอาหารในน้ําเสียท่ีจํากัดนี้สอดคลองกับงานวิจยัของ ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) ท่ีไดศึกษาการ
ผลิต PHA จาก Ralstonia eutropha และใชน้ําหมักจากเสนใยปาลมเปนแหลงอาหาร โดยนํ้าหมักมี
ปริมาณไนโตรเจนและฟอสเฟตเทากับ 34 และ 270 มิลลิกรัมตอลิตร และเม่ือเติมกรดบิวทิริก 5 กรัม
ตอลิตรลงในน้ําหมักและเล้ียงเช้ือ พบวาสามารถใหการผลิต PHA สูงกวาชุดทดลองท่ีมีการเพิ่ม
แหลงไนโตรเจนและแหลงฟอสเฟสในนํ้าหมัก เพราะสภาวะท่ีจุลินทรียจะสามารถผลิต PHA ไดดี
คือตองมีสารอาหารนอยๆ แตมีปริมาณแหลงคารบอนท่ีมากพอท่ีจุลินทรียสามารถใชได และเม่ือ
พิจารณาถึงปริมาณกรดไขมันในน้ําเสีย (207 มิลลิกรัมตอลิตร) และคาซีโอดี (1,875 มิลลิกรัมตอ
ลิตร) จะเห็นวาแหลงคารบอนท่ีมีอยูมีนอยมาก ไมเพียงพอตอการสังเคราะห PHA ใหไดปริมาณ
มากพอ จากงานวิจยัของ Kumar และคณะ (2004) ทําการผลิต PHA จากกลุมเช้ือจุลินทรียในนํ้าเสีย
โรงงานอาหาร โดยศึกษาการเติมกรดอะซิติกท่ีความเขมขนตางๆ คือ 1.13, 4.52, 5.65, 6.78 และ 
7.91 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาการเติมกรดอะซิติกท่ี 6.78 กรัมตอลิตรใหการผลิต PHA ในเซลล
สูงสุด เทากับ 33 เปอรเซ็นต ดังนั้นเม่ือนําน้ําเสียนี้ไปใชเปนอาหารแกจลิุนทรีย ตองมีการศึกษาการ
เติมแหลงคารบอนท่ีเพียงพอตอการเจริญและผลิต PHA และตองมีการปรับคาพีเอชใหเปน 7 เพราะ
ถาใชน้ําเสียท่ีพีเอชเปนกรดอาจทําใหจุลินทรียกลุมท่ีสามารถผลิต PHA ไมสามารถเจริญได เพราะ
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ตารางท่ี 4  องคประกอบของน้ําเสียจากถังสรางกรด โรงงานอาหารทะเล บริษัททรอปคอลแคนนิ่ง 
(ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน)  

Table 4.  Composition of seafood processing industrial wastewater in Tropical Canning Public 
Company Limited (Thailand). 

 

Composition Concentration  
pH 
Chemical Oxygen Demand (COD)  
Nitrogen 
COD/N ratio 
Phosphate 
Acetic acid 
Propionic acid  
Butyric acid 
Valeric acid  
Total acid 

5.97 
1875 mg/l 
35 mg/l 
53.57 

330 mg/l 
97.57 mg/l (1.62 mM) 
59.61 mg/l (0.80 mM) 
34.58 mg/l (0.39 mM) 
15.70 mg/l (0.15 mM) 

207.46 mg/l 
 

3.2 ลักษณะการเจริญและการผลิต PHA ของกลุมจุลินทรียผสมจากระบบ SBR ในอาหารสังเคราะห 
GM1 

จากการศึกษาลักษณะการเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากระบบตะกอนเรงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชอาหารสําหรับเตรียมหวัเช้ือจลิุนทรีย GM1 โดยมีการเติม
กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน (Kumar et al., 2004) ทําการปรับพเีอชเร่ิมตนเปน 7 
และเล้ียงท่ีอุณหภูมิหอง เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที พบวากลุมจุลินทรียจากระบบ
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ทดสอบการผลิต PHA ของกลุมเช้ือจุลินทรีย โดยทําการทดลองเปรียบเทียบอัตรา
การเขยาเพื่อดสูภาวะการใหอากาศท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA โดยเล้ียงกลุมเช้ือจุลินทรีย
ในน้ําเสียท่ีไดทําการศึกษาองคประกอบเบ้ืองตนในขอ 3.1 ท่ีปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอนเพื่อชวยสงเสริมการผลิต 
โคพอลิเมอรชนิด PHBV (Yamane et al., 1996) ของกลุมจุลินทรียผสม เพราะแหลงคารบอนในน้าํ
เสียมีนอยเกินไป มีการปรับพีเอชใหเปน 7 และผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที ทําการศึกษาผลของอัตราการเขยาโดยการเล้ียงแบบวางน่ิง เปรียบเทียบกับการเขยาท่ี 
50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิหอง พบวากลุม
เช้ือจุลินทรียเจริญไดดีในสภาวะท่ีมีการเขยาท่ีความเร็วรอบสูง คือ 250 รอบตอนาที โดยใหปริมาณ
เซลลสูงสุดคือเทากับ 1.43 กรัมตอลิตร ท่ี 36 ช่ัวโมง สวนท่ีการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ให
ปริมาณเซลลรองลงมา เทากบั 1.25 กรัมตอลิตร และท่ีอัตราการเขยานอยลงไป (100, 50 และ 0 รอบ
ตอนาที) พบวามีการเจริญนอยมาก โดยใหปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 0.88, 0.72 และ 0.74 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 12) ดังนั้นสรุปไดวา กลุมจุลินทรียผสมเหลานี้เจริญไดดใีนสภาวะท่ีมีอากาศ 
อยางไรก็ดีงานวิจยัเกีย่วกับการผลิต PHA ในขวดรูปชมพู และมีการเขยาดวยเคร่ืองเขยา พบวามีการ
เลือกใชอัตราการเขยาท่ี 150-200 รอบตอนาที (Ganzeveld et al., 1999; Du et al., 2001; Bhubalan et 
al., 2008) ท้ังนี้ข้ึนกับสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียแตละชนิด 

 การสกัด PHA ทําโดยวิธี Gravimetric method โดย PHA ไมสามารถละลายใน
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท สวนเซลลจุลินทรียละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 
ดังนั้นจึงตองทดสอบประสิทธิภาพการละลายไดของเซลลจุลินทรีย ดวยการทํา Negative control
โดยนําจุลินทรียท่ีเล้ียงในอาหาร NB ซ่ึงเปนอาหารท่ีสงเสริมการเจริญแตไมสงเสริมการผลิต PHA 
มาทดสอบการสกัด ดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทได พบวาเซลลจุลินทรียสามารถละลายได
หมดในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 

แตในการทดลองโดยใชกลุมเช้ือจุลินทรียผสมน้ี ยังพบวากลุมจุลินทรียมีการสราง
ผลิตภัณฑอ่ืน ซ่ึงมีลักษณะเปนวุนอยูนอกเซลล ซ่ึงไมสามารถแยกวุนออกจากเซลลไดหมด ทําให
เกิดปญหาในการวัดปริมาณเซลลและปริมาณ PHA จากเซลลจุลินทรีย และยังทําให PHA ท่ีไดมี
ปริมาณนอยมาก เพราะจุลินทรียท่ีไมสามารถผลิต PHA มีการใชแหลงคารบอนท่ีมีอยูในอาหาร เพือ่ 
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ภาพท่ี 11 การเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากในอาหารสังเคราะห GM1 โดยเติมกรดอะซิก

ความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับ
การใชเปนหัวเช้ือเร่ิมตน 

Figure 11. Growth curve of consortium cultivated in synthetic medium (GM1) supplemented 
with 30 mM acetic acid under shaking flask (200 rpm) at room temperature for used 
as inoculum. 
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ภาพท่ี 12 ผลของอัตราการเขยาตอการเจริญจากการเล้ียงกลุมเช้ือจลิุนทรียในนํ้าเสียท่ีมีการเติม
กรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภมิูหอง 

Figure 12. Effect of shaking rate on growth of consortium cultivated in wastewater 
supplemented with 60 mM propionic acid at room temperature. 
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การเจริญและผลิตผลิตภัณฑ ทําใหแหลงคารบอนในอาหารไมเพยีงพอตอการเจริญและผลิต PHA 
ของจุลินทรียท่ีสามารถสะสม PHA เพ่ือเปนการแกปญหาการปนเปอนของเช้ือท่ีไมสามารถผลิต 
PHA จึงทําการศึกษาการแยกและคัดเลือกเช้ือจุลินทรียท่ีสามารถสะสม PHA จากระบบตะกอนเรง
เพื่อนํามาใชผลิต PHA 
 
3.3 การแยกเชื้อท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR 

3.3.1 การแยกกลุมเชื้อจุลินทรียโดยวิธี enrichment technique 
จากการศึกษาการแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR 

วิธี enrichment technique พบวาสามารถแยกเช้ือท่ีเหลือรอดอยูได 6 ไอโซเลท ท่ีมีลักษณะโคโลนี
ตางกัน โดยต้ังช่ือเปน PSU-I, PSU-M, PSU-T, PSU-V, PSU-X และ PSU-Y (ตารางท่ี 5) โดย PSU-I 
มีลักษณะโคโลนีสีขาวขุนทึบแสง มีรอยบุมตรงกลางโคโลนี เม่ือนําไปยอมแกรม พบวาจุลินทรียมี
ลักษณะเซลลเปนรูปแทง ตดิสีแกรมลบ, PSU-M โคโลนีมีสีขาวขุน ไมมันวาว จุลินทรียมีลักษณะ
เซลลเปนรูปแทง ติดสีแกรมลบ, PSU-T โคโลนีมีสีขาวขุน มันวาว ท่ีจุดตรงกลาง รอบโคโลนีมี
ลักษณะใส จลิุนทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ, PSU-Vโคโลนีมีลักษณะสีขาวขุน นูน 
มันวาว จุลินทรียมีลักษณะเซลลกลม ติดสีแกรมลบ, PSU-X โคโลนีมีสีขาวขุนตรงกลาง และมีการ
เคล่ือนท่ีเล็กนอยแผใสรอบๆโคโลนี จุลินทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ และ PSU-Y  
โคโลนีมีสีขาวขุนไมมันวาว จุลินทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ หลังจากนัน้นํา          
จุลินทรียท้ัง 6 ไอโซเลทมาทดสอบการติดสี sudan black B (Burdon, 1946) เพื่อพิจารณาการผลิต 
พอลิเมอรภายในเซลลในกลุมของ lipophilic material ซ่ึง sudan black B (C26H24N4O) เปนสียอมสาร
ท่ีไมมีข้ัว ละลายในไขมันได ทําใหสามารถติดไขมันไดสูง จึงมีการใช sudan black B เพื่อยอม
ทดสอบไตรกลีเซอไรด, ลิพิด และไลโปโปรตีนบางตัว (Wikipedia, 2008) การทดลองพบวาเช้ือ 
PSU-I, PSU-M, PSU-V และ PSU-X สามารถยอมติดสีของ sudan black B แสดงวาจุลินทรียท้ัง 4       
ไอโซเลทนี้ สามารถผลิตพอลิเมอรกลุม PHA ได (Kango and Patel, 2003) นอกจากนี้สามารถสรุป
ไดวาจุลินทรียท่ีไมมีการติดสีของ sudan black B นั้นเปนจุลินทรียท่ีไมมีลิพิดแกรนูล ดังนัน้จึงไมมี 
PHA ในเซลลจุลินทรีย เพราะพอลิเอสเทอรคือลิพิด (Redzwan et al. 1997) นอกจากนี้มีการทํา 
Thin-section electron microscopy (TEM) เพื่อใหเหน็ลักษณะเซลลและการผลิตพอลิเมอรภายใน
เซลล พบวาเช้ือ PSU-I, PSU-M มีการเกบ็สะสมสาร PHA ในปริมาณท่ีมากกวาเช้ือ PSU-V และ 
PSU-X โดย PHA ท่ีจุลินทรียสะสมได เปนลักษณะของแกรนูลสีขาว (ภาพท่ี 13) ปริมาณของ
แกรนูลจะมากหรือนอยข้ึนกบัความสามารถในการผลิตของแบคทีเรียแตละชนิด และสภาวะในการ
ผลิตดวยเชนกนั 
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ตารางท่ี 5 คุณลักษณะของไอโซเลทในอาหารวุนสังเคราะห (GM1) ท่ีมีการเติมกรดอะซิติก 30 
มิลลิโมลาร  

Table 5. Characteristics of isolates in synthetic agar medium (GM1) supplemented with 30 
mM acetic acid. 

 

Isolates Characteristics of colonies Cell shape Gram staining 
Staining with  
sudan black B 

PSU-I 
turbid white, dented in the 
middle colony 

rod negative positive 

PSU-M turbid white, glitter rod negative positive 

PSU-T 
turbid white, glitter in the middle 
colony 

circle negative negative 

PSU-V turbid white, swell, glitter coccus negative positive 

PSU-X 
turbid white in the middle colony, 
motility   

circle negative positive 

PSU-Y turbid white circle negative negative 
 

3.3.2 เทียบเคียงสายพันธุจุลินทรียท่ีแยกได ดวยเทคนิค 16s rDNA 
จากการนําเช้ือแบคทีเรีย PSU-I, PSU-M, PSU-V และ PSU-X มาเทียบเคียงสาย

พันธุจุลินทรีย โดยวิธี 16S rDNA ดวยการใช forward primer คือ UFUL (5'-GCCTAACACATGCA 
AGT CGA-3') และ reverse primer คือ 536R (5'-GTATTACCG CGGCTGCTGG-3') โครมาโต   
แกรมของลําดบัเบสจากการแปลผลลําดับเบสของยีน 16S rDNA และนําลําดับเบสท่ีไดไปเทียบกับ 
gene bank พบวาเช้ือแบคทีเรีย PSU-I เทียบเคียงไดเปน Achromobacter xylosoxidans (99%) (กอน
หนานีใ้ชช่ือ Alcaligenes denitrificans subsp. xylosoxydans หรือ Alcaligenes xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans) ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย Achromobacter xylosoxidans โดยท่ัวไปเปนแบคทีเรีย    
แกรมลบ มีรูปรางแบบแทงตรง การเจริญของเช้ือนี้เปนแบบอาศัยออกซิเจน สามารถใชและเจริญได
ดีในอาหารที่มีกลูโคส ไซโลส และซิเตรทเปนแหลงคารบอน นอกจากนี้ยังสามารถเปล่ียนไนเตรท
ใหเปนไนไตรทได (Yabuuchi and Yano, 1981) Achromobacter xylosoxidans พบโดยท่ัวไปใน
ระบบตะกอนเรง และสามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดประมาณ 18-23 เปอรเซ็นต เม่ือให
กลูโคส 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน (Renner et al. 1996) สวน PSU-M เทียบเคียงไดเปน 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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3.4 ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเชื้อจุลินทรียท่ีแยกไดในขวดรูปชมพู 

การเตรียมเชื้อสําหรับเปนเชื้อเร่ิมตน   3.4.1 
จากการศึกษาลักษณะการเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดท้ังหมด 4 สายพันธุ คือ 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I, Achromobacter sp. PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-
V และ Acinetobacter baumannii PSU-X ในอาหาร GM1 ท่ีมีการเติมกรดอะซิตกิ 30 มิลลิโมลาร  
เล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาจุลินทรียท้ัง 4 สาย
พันธุ มีการแบงตัวและการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (log phase) จนกระท่ังถึง ช่ัวโมงท่ี 30 การเจริญ
จะเร่ิมคงท่ี (stationary phase)โดยชวง mid-log phase อยูในชวง 10-16 ชวงโมง และหลังจาก 36 
ช่ัวโมงไปแลวเซลลจะคอยๆลดลง (death phase) ดังแสดงในภาพท่ี 14 จากการทดลองน้ี จึงเลือก
ช่ัวโมงท่ี 12 เปนชวงระยะเวลาท่ีใชในการเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน ตลอดการวิจยันี ้
 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Alcaligenaceae
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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(a) (b) 

(d) 

X40 K                 
160.0 KV      200 nm 

X60 K                 
160.0 KV      100 nm 

X50 K                 

X50 K                 
160.0 KV      100 nm 

160.0 KV      100 nm 

(c) 

 

ภาพท่ี 13 ลักษณะของ PHA granule ภายในเซลล โดยใช transmission electron microscope 
 (a)  Achromobacter xylosoxidans PSU-I,    (b) Achromobacter sp. PSU-M,    
  (c) Acinetobacter baumannii PSU-V และ (d)  Acinetobacter baumannii PSU-X  
Figure 13. Characteristic of PHA granule in isolated cell by using transmission electron 

microscope.     
 (a) Achromobacter xylosoxidans PSU-I,  (b) Achromobacter sp. PSU-M,   
 (c) Acinetobacter baumannii PSU-V and (d)  Acinetobacter baumannii PSU-X  
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ตารางท่ี 6 ผลการเทียบเคียงแบคทีเรีย Achromobacter xylosoxidans PSU-I, Achromobacter sp. 
PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter baumannii PSU-X กับ
ฐานขอมูลใน gene bank 

Table 6. Identification of Achromobacter xylosoxidans PSU-I, Achromobacter sp. PSU-M, 
Acinetobacter baumannii PSU-V and Acinetobacter baumannii PSU-X with database 
in gene bank. 

 

Strain Sequences producing significant alignments 
Identity 

(%) 
Score 
(bits) 

E 
Value 

PSU-I Alcaligenes sp. IS-J2 16S ribosomal RNA 99 1044 0.0 
 Achromobacter xylosoxidans B8l 16S ribosomal RNA  99 1044 0.0 
 Achromobacter xylosoxidans JSl-l 16S ribosomal RNA 99 1044 0.0 

 Achromobacter xylosoxidans gene for 16S ribosomal RNA 99 1044 0.0 

 
Unculture Achromobacters sp. Clone SC006B63 16S 
ribosomal RNA 

99 1044 0.0 

PSU-M Pannonibacter sp. W1 16S ribosomal RNA 100 935 0.0 
 Pannonibacter phragmitetus LMG5421 16S RNA 100 935 0.0 
 Pannonibacter phragmitetus LMG5412 16S RNA 100 935  0.0 
 Achromobacter sp. LM5430 16S ribosomal RNA 100 935 0.0 
 Achromobacter sp. LM5431 16S ribosomal RNA  100 935 0.0 

PSU-V Acinetobacter baumannii MMC28 16S ribosomal RNA 99 1070 0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC26 16S ribosomal RNA 99 1070  0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC19 16S ribosomal RNA 99 1070  0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC16 16S ribosomal RNA 99 1070  0.0 
 Bacterium CR150 16S ribosomal RNA 99 1070  0.0 

PSU-X Acinetobacter baumannii MMC28 16S ribosomal RNA 99 1002 0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC26 16S ribosomal RNA 99 1002  0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC19 16S ribosomal RNA 99 1002  0.0 
 Acinetobacter baumannii MMC16 16S ribosomal RNA 99 1002  0.0 
 Bacterium CR150 16S ribosomal RNA 99 1002  0.0 
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ภาพท่ี 14  การเจริญของจุลินทรียท่ีผานการแยกเช้ือ เล้ียงในอาหารสังเคราะห GM1 โดยเติมกรด        
อะซิติกความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
สําหรับการใชเปนหวัเช้ือเร่ิมตน 

Figure 14.  Growth curve of isolated microbial cultures cultivated in synthetic medium (GM1) 
supplemented with 30 mM acetic acid under shaking flask (200 rpm) at room 
temperature for used as inoculum. 

 

3.4.2 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย 
  จากการนําเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท้ัง 4 ไอโซเลท คือ Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I, Achromobacter sp. PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter 
baumannii PSU-X มาศึกษาการเจริญและผลิต PHA ในนํ้าเสียจากถังสรางกรด บริษัททรอปคอล 
แคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) ท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลง
คารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 ซ่ึงผานการฆาเช้ือ โดยทําการเล้ียงเชื้อท้ัง 4 สายพันธุท่ีแยกได 
เปรียบเทียบแตละเช้ือกับการนําเช้ือท้ังหมดมารวมกนั และการรวมเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA มาก
ท่ีสุด และรองลงมา โดยใชปริมาตรเช้ือเร่ิมตนท่ีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวย
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือเปรียบเทียบเช้ือแตละสายพันธุ พบวาจุลินทรียมี
การผลิต PHA สูงสุดในช่ัวโมงท่ี 48 (ภาพท่ี 15 (b)) เทากับ 0.45, 0.41, 0.20 และ 0.24 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ สัดสวนการผลิต PHA ตอการเจริญท่ีได คิดเปน 29.0, 26.5, 16.2 และ 25.3 เปอรเซ็นต 
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  จากการเปรียบเทียบระหวางการผสมเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans PSU-I 
และ Achromobacter sp. PSU-M กับการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ พบวาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุมี
การเจริญท่ีมากกวาแตผลิต PHA นอยกวา ท้ังนี้เนื่องจากเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ สามารถเจริญไดดใีนน้าํ
เสีย แตความสามารถในการสะสม PHA ไดไมเทากัน โดยเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M สามารถสะสม PHA ไดดกีวา Acinetobacter baumannii 
PSU-V และ Acinetobacter baumannii PSU-X ทําใหสัดสวนการผลิต PHA ของจุลินทรียท้ังหมด
นอยลง เม่ือนาํมาเล้ียงรวมกนั ดังนั้นการผสมเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M จึงมีผลผลิตมากกวาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ เม่ือพิจารณาการใช
แหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียท้ัง 4 สายพันธุสามารถใชกรด
โพรพิโอนิกท่ีเติมลงในน้ําเสียไดเปนอยางดี กรดโพรพิโอนิกถูกใชไปประมาณ 93.9-100 เปอรเซ็นต 
และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 81.6-89.0 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 7 
และเม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 15 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
พีเอชเพิ่มข้ึน อันเปนผลมาจากเช้ือแตละชนิดสามารถเจริญในน้ําเสีย และสามารถนําโมเลกุลของ
กรดไขมันระเหยผานเขาสูเซลลได ทําใหมีการลดลงของโมเลกุลของกรด ในขณะเดยีวกันเปนการ
ลดไฮโดรเจนไอออนในอาหารเชนกนั ซ่ึงความไมสมดลุของสารไฮโดรเจนไอออนตอไฮดรอกไซด
มีผลใหอาหารเล้ียงเช้ือมีความเปนเบสสูง (Luli and Strohl, 1990) ดังนั้นการเพ่ิมข้ึนของคาพีเอช 
สามารถเปนตัวช้ีวดัถึงการเจริญของเช้ือแตละชนิด 

Achromobacter sp. ช่ือเดิมคือ Alcaligenes sp. จากการรายงานการวิจยัท่ัวไป พบวา
เช้ือ Alcaligenes sp. มีความสามารถในการสะสม PHA ในเซลลไดด ี จากรายงานของ Boom และ
คณะ (1994)  พบวา  Alcaligenes  eutrophus  NCIM 1 1599 สามารถผลิต PHA จากการเล้ียงเช้ือเปน 
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ภาพท่ี 15  การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถสะสม 

PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 
200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 15. Time course of growth (a), PHA production (b) and pH (c) from PHA-accumulating 
bacteria cultivated in wastewater supplemented 60 mM propionic acid under shaking 
flask (200 rpm) at room temperature. 
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ภาพท่ี 15  (ตอ) 
Figure 15. (continued)   
 
ตารางท่ี  7 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอด ี หลังจากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถสะสม 

PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
Table 7.  Carbon source and COD removal after 72 h cultivation of PHA-accumulating bacteria 

in wastewater supplemented 60 mM propionic acid. 
 

valeric acid  COD  
Stain 0 h 

(mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
0 h 

(mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
Achromobacter xylosoxidans PSU-I 48.61 0 100 12,500 1,685 86.5 
Achromobacter sp. PSU-M 48.61 1.25 93.9 12,950 2,380 89.0 
Acinetobacter baumannii PSU-V 48.61 2.96 97.4 11,050 1,220 81.6 
Acinetobacter baumannii PSU-X 48.61 1.07 97.8 12900 1,915 85.2 
combination of  4 strain 48.61 1.29 97.9 12,550  1,975 84.3 
combination of Achromobacter 
xylosoxidans PSU-I and 
Achromobacter sp. PSU-M 

48.61 1.03 97.3 12,400 2,170 82.5 
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แบบกึ่งกะดวยการใชน้ําตาลกลูโคส โดยทําการควบคุมความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสใหไดระดบัท่ี 
10-20 กรัมตอลิตร ไดประมาณ 76 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัแหง Kim และคณะ (2005) ศึกษาการผลิต 
PHBV จาก Ralstonia eutropha ATCC 17699 (ช่ือเดิม Alcaligenes eutrophus )โดยใชฟรุกโตสและ
แกรมมา-บิวทโิรแลคโตนเปนแหลงคารบอน พบวาท่ีการใชฟรุกโตสความเขนขน 14 กรัมตอลิตร 
และแกรมมา-บิวทิโรแลคโตน 6 กรัมตอลิตร ใหการผลิต PHA ในเซลลไดสูงสุด 60 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนกัเซลลแหง ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) ศึกษาการผลิต PHA จาก R. eutropha  TISTR 1095 
โดยเล้ียงแบบกึ่งกะ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจากการหมักเสนใยปาลมแบบไรอากาศ ท่ีมีการเติมกรด
โพรพิโอนิก 2.5 กรัมตอลิตร และ กรดบิวทิริก 6.5 กรัมตอลิตร พบวา R. eutropha  TISTR 1095 
สามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดประมาณ 77 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักเซลลแหง 

3.4.3 ผลของอัตราการเขยา 
จากการนําจุลินทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองหาอัตราการเขยาท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA ท่ี
อัตราการเขยาท่ี 150, 200 และ 250 รอบตอนาที โดยเล้ียงเช้ือในน้าํเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 
มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 พบวาการเขยามีผลตอการเจริญ (ภาพท่ี 16 (a)) 
โดยการเจริญมีแนวโนมเพิม่ข้ึนเม่ือเพ่ิมอัตราการเขยา การเขยาท่ี 250 รอบตอนาที ใหปริมาณเซลล
สูงสุดคือเทากับ 1.59 กรัมตอลิตร ท่ี 24 ช่ัวโมง  แลวก็เขาสูสภาวะคงที่ (stationary phase)แสดงให
เห็นวาการท่ีออกซิเจนมากเกินไป ทําใหอะซิติลโคเอนไซมเอ (Acetyl-CoA) เขาสู TCA cycle ทําให
การเจริญเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และท่ีการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ใหปริมาณเซลล เทากับ 1.51 
และ 1.56 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในช่ัวโมงท่ี 48 เม่ือนําคาการเจริญท่ีไดมาเปรียบเทียบทางสถิติ 
พบวาการเจริญท่ีอัตราการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 16 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
เพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสามารถเปนตัวช้ีวัดการเจริญของเช้ือจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณา 
การใชแหลงคารบอนของจุลินทรียท้ัง 2 สายพันธุเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียสามารถใช
กรดโพรพิโอนิกท่ีเติมลงในน้ําเสียไดเปนอยางดีท่ีอัตราการเขยาท้ัง 3 ชุดการทดลอง โดยกรดโพรพิ
โอนิกถูกใชไปประมาณ 96.4-97.3 เปอรเซ็นต และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียได
ประมาณ 81.9-82.7 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 8 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA (ภาพท่ี 16 (b)) 
ของจุลินทรีย พบวาชุดการทดลองท่ีมีการสะสม PHA มากท่ีสุดคือการเขยาท่ี 200 รอบตอนาที 
เทากับ 0.52 กรัมตอลิตร โดยสัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญ เทากับ 33.1 เปอรเซ็นต สวนท่ีการ
เขยา 150 และ 250 รอบตอนาที มีการผลิต PHA เทากับ 0.48 และ 0.47 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญ เทากับ 31.5 และ 29.7 
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3.4.4 ผลของการเติมเชื้อเร่ิมตน 
จากการเล้ียงจุลินทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองหาการเติมเช้ือเร่ิมตนตอการผลิต PHA ท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตน 5, 
10 (ชุดควบคุม) และ 20 เปอรเซ็นต โดยเล้ียงเช้ือในน้ําเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร 
เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 พบวาการเติมเช้ือท่ี 20 เปอรเซ็นต มีการเจริญสูงท่ีสุดใน
ช่ัวโมงท่ี 12–36 และเม่ือเวลาผานไป 48–72 ช่ัวโมง พบวาการเติมเช้ือท่ี 20 เปอรเซ็นต มีการเจริญ
ใกลเคียงกับการเติมเช้ือท่ี 10 เปอรเซ็นต และมีการเจริญสูงสุดโดยไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p 
< 0.05)ในช่ัวโมงท่ี 48 (1.59 และ 1.62 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) และมีการเจริญมากกวาการเติมเช้ือ
เร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต (1.40 กรัมตอลิตร ในช่ัวโมงท่ี 60) การเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต             
จุลินทรียมีการเพิ่มจํานวนนอยกวา ทําใหเหลือแหลงคารบอนในอาหารมากกวา ทําใหหลังจาก
ช่ัวโมงท่ี 48 จุลินทรียสามารถเจริญไดอีก แตก็ยังนอยกวาการเติมเช้ือท่ีปริมาณมากกวา (ภาพท่ี 17 
(a)) เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 17 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
เพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใช
แหลงคารบอนของจุลินทรียท้ัง 2 สายพันธุเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียสามารถใชกรด
โพรพิโอนิกท่ีเติมลงในนํ้าเสียไดเปนอยางดีท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตนท้ัง 3 ชุดการทดลอง โดยกรดโพรพิ
โอนิกถูกใชไปประมาณ 96.5-98.2 เปอรเซ็นต และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียได
ประมาณ 79.8-90.6 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 9 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย 
พบวาท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต และ 20 เปอรเซ็นต มีการผลิต PHA เทากับ 0.50 และ 0.46 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตเม่ือ พิจารณาสัดสวนการผลิต 
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(b) 

ภาพท่ี 16  ผลของการเขยาตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง          
จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพโิอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 16. Effect of shaking rate on growth (a), PHA production (b) and pH (c) from the mixed 
culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
cultivated in wastewater supplemented 60 mM propionic acid at room temperature.  
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ภาพท่ี 16  ตอ 
Figure 16. (continued).   
 
ตารางท่ี 8  ผลของอัตราการเขยาตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ท่ีอัตราการเขยาตางๆ 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

Table 8.  Effect of shaking rate on carbon source and COD removal after 72 h cultivation of the 
mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
in wastewater supplemented 60 mM propionic acid 

 

propionic acid  COD  
Shaking rate 

(rpm) 
0 h 

 (mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
0 h 

 (mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
150 48.61 1.75 96.4 12,400 2,240 81.9 

200 48.61 1.30 97.3 12,400 2,170 82.5 

250 48.68 1.45 97.0 12,400 2,145 82.7 
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 เปอรเซ็นต การผลิต PHA จะไมเพิ่มข้ึนหลังจากช่ัวโมงท่ี 36 และลดลงเร่ือยๆ เม่ือเวลาผานไป (ภาพ
ท่ี 17 (b)) ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณเช้ือเร่ิมตนท่ีมาก ทําใหมีการใชแหลงคารบอนในอาหารหมดอยาง
รวดเร็ว นอกจากนี้ชุดการทดลองน้ีมีสัดสวนของอาหารนอยกวาชุดการทดลองอ่ืน โดยมีสัดสวน
ของอาหารเพียง 80 เปอรเซ็นต และปริมาตรเช้ือเร่ิมตน 20 เปอรเซ็นต ทําใหจุลินทรียตองใชแหลง
พลังงานในเซลลเพื่อความอยูรอด ซ่ึงก็คือ PHA สวนการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต พบวามีการ
สะสม PHA เทากับ 0.38 กรัมตอลิตร สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญเทากับ 31.5 เปอรเซ็นต ซ่ึง
จุลินทรียมีการสะสม PHA ในเซลลสูง แตก็ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับ
การทดลองการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 10 เปอรเซ็นต และนอกจากน้ีเปาหมายของการทดลองน้ี เพื่อ
ตองการเพิ่มจํานวนจุลินทรียใหมีปริมาณมากอยางรวดเร็ว เพื่อลดเวลาในการผลิต PHA แตชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติมเช้ือเร่ิมตน 5 เปอรเซ็นต ใหการเจริญและผลิต PHA นอยท่ีสุด จึงทําใหชุดการ
ทดลองนี้ไมเหมาะสมท่ีจะนําไปใชทดลองตอ ดังนั้นจึงเลือกการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 10 เปอรเซ็นต ไป
ใชในการทดลองตอไป ซ่ึงในงานวจิัยเกี่ยวกับการผลิต PHA โดยท่ัวไป เลือกใชการเติมเร่ิมตนท่ี 10 
เปอรเซ็นต เชนกัน (Marangoni et al., 2002; Yan et al., 2003; Kemavongse et al., 2007) 

3.4.5 ผลของชนิดของแหลงคารบอน 
จากการเล้ียงจลิุนทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองการเติมชนิดของแหลงคารบอนในน้ําเสียตอการผลิต PHA 
โดยศึกษาการเติมกรดโพรพโิอนิกท่ีความเขมขน 60 มิลลิโมลาร, กรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 
มิลลิโมลาร เปรียบเทียบกับการผสมกรดท้ังสองชนิด อยางละ 30 มิลลิโมลาร ในนํ้าเสียท่ีทําการปรับ     
พีเอชใหเปน 7 ซ่ึงชวยแกปญหาความเปนพิษของปริมาณกรดในระบบ เพราะกรดท่ีใสไปทําให      
พีเอชลดลงเหลือประมาณ 4 การเลือกใชกรดวาเลอริกและกรดโพรพิโอนิกเพื่อเปนแหลงคารบอน 
เนื่องจากกรดวาเลอริกมีผลใหเกิดการสังเคราะหโมโนเมอรชนิด hydroxyvalerate (HV) โดยสัดสวน 
ของ HV ยิ่งสูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากข้ึน มีความยืดหยุนมากข้ึน และคา 
elongation ก็เพิ่มข้ึนดวย (Madden et  al., 2000; Khanna และ Srivastava, 2005) การผลิต 
hydroxyvalerate จากกรดวาเลอริกนั้นมีกลไกการเปล่ียนแปลงดังนี้ จากกรดวาเลอริกถูกเปล่ียนเปน 
Valeryl-CoA จากนัน้จะถูกเปล่ียนเปน L(+)3-hydroxyvaleryl-CoA และ 3-ketovaleryl-CoA 
ตามลําดับ จากน้ัน 3-ketovaleryl-CoA ถูกเปล่ียนเปน D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA ซ่ึงสารดังกลาว
เปนสารตัวกลางสําคัญในการท่ีจะเปล่ียนแปลงเปน 3-hydroxyvalerate หรือ 3HV unit (Eschenlauer 
et  al., 1996)  สวนกรดโพรพิโอนิกก็สามารถใชเปนแหลงคารบอนหรือสารตั้งตนสําหรับการผลิต 
hydroxyvalerate ไดเชนกัน ซ่ึงกลไกการเปล่ียนแปลงกรดโพรพิโอนิกนั้นมีความคลายคลึงกับการ 
เปล่ียนแปลงของกรดวาเลอริก โดยเร่ิมตนจากกรดโพรพโิอนิกจากนั้นถูกเปล่ียนไปเปน propionyl-
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ภาพท่ี 17  ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการ

เล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 
200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 17. Effect of inoculation on growth (a), PHA production (b) and pH (c) from the mixed 
culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
cultivated in wastewater supplemented 60 mM propionic acid under shaking flask 
(200 rpm) at room temperature. 
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ภาพท่ี 17  (ตอ) 
Figure 17. (Continued).  
 
ตารางท่ี 9 ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการ

เล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. 
PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง 

Table 9. Effect of inoculation on carbon source and COD removal after 72 h cultivation of the 
mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
in wastewater supplemented 60 mM propionic acid. 

 

propionic acid  COD  
Inoculation 

(%) 
0 h 

(mM) 
72 h 

(mM) 
removal (%) 

0 h 
(mM) 

72 h 
(mM) 

removal 
(%) 

5 51.30 0.90 98.2 13,080 2.635 79.8 
10 48.60 1.31 97.3 12,400 2,170 82.5 
20 43.20 1.50 96.5 12,030 1,135 90.6 
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CoA จากนั้นจะถูกเปล่ียนแปลงตอไปเปน 3-ketovaleryl-CoA ทายท่ีสุดจะถูกเปล่ียนใหอยูในรูปของ 
D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA ซ่ึงเปนสารตัวกลางสําคัญในการท่ีจะเปล่ียนเปน 3-hydroxyvalerate 
หรือ 3HV unit (Yamane et al., 1996)  

การทดลองพบวาชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก จุลินทรียมีการเจริญ
นอยท่ีสุดตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 18 (a)) จุลินทรียเจริญไดสูงสุดเทากับ 1.62 กรัมตอลิตร ณ 
ช่ัวโมงท่ี 48 หลังจากนั้นการเจริญก็ลดลงเพราะแหลงคารบอนในอาหารเร่ิมหมดไป สวนชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก พบวาจุลินทรียมีการเจริญสูงสุดตลอดการทดลอง จุลินทรียเจริญได
สูงสุดเทากับ 2.12 กรัมตอลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 72 และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดท้ังสองชนิด พบวา
จุลินทรียมีการเจริญรองลงมา ท้ังนี้เนื่องจากชุดการทดลองน้ีมีสัดสวนของกรดโพรพิโอนิกอยูดวย 
โดย จุลินทรียเจริญไดสูงสุดเทากับ 1.93 กรัมตอลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 60 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคา      
พีเอชตลอดการทดลองพบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ
ของจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาจุลินทรียสามารถใชกรดโพรพิโอนิกและกรดวาเลอริกท่ีเติมลงในนํ้าเสียไดเปนอยางดี โดยชุด
การทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร พบวากรดโพรพิโอนิกถูกใชไปประมาณ 
97.3 เปอรเซ็นต สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร พบวากรดวาเลอริกถูกใช
ไป 95.0 เปอรเซ็นต และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดไขมันท้ังสองชนิด พบวากรดไขมันท้ังสอง
ชนิดถูกใชไปจนหมด (100 เปอรเซ็นต) และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 
83.2, 84.6 และ 85.0 เปอรเซ็นต ตามลําดบั ดังแสดงในตารางท่ี 10 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA 
ของจุลินทรีย พบวาการผลิต PHA ของจุลินทรียสอดคลองกับการเจริญ โดยชุดการทดลองท่ีมีการ
เติมกรดวาเลอริก และชุดทดลองท่ีมีการเติมกรดท้ังสองชนิด มีการผลิต PHA สูงสุดในช่ัวโมงท่ี 60 
เทากับ 0.84 และ 0.61 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญเทากับ 40.9 และ 
31.8 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิกมีการผลิต PHA นอยท่ีสุด 
เทากับ 0.48 กรัมตอลิตร และ 29.9 เปอรเซ็นต ณ ช่ัวโมงที่ 48 (ภาพท่ี 18 (b)) ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Bhubalan และคณะ (2008) จากการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอรจากรีคอมบิแนนต 
Cupriavidus necator PHB_4/ pBBREE32d13 ในอาหารสังเคราะห โดยใชน้ํามันจากเมล็ดในปาลม 
5 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน เปรียบเทียบการเติมโซเดียมวาเลอเรตและโซเดียมโพรพิโอเนต 
ซ่ึงเปนแหลงคารบอนท่ีสงเสริมการผลิตสัดสวน HV พบวาการเติมโซเดียมวาลิเรต จุลินทรียมีการ
เจริญและผลิต PHA ในเซลลอยูในชวง 5.5-7.9 กรัมตอลิตร และ 59-79 เปอรเซ็นต สวนการเติม
โซเดียมโพรพโิอเนต จุลินทรียมีการเจริญและผลิต PHA ในเซลลอยูในชวง 4.5-5.8 กรัมตอลิตร และ  
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ภาพท่ี 18 ผลของแหลงคารบอนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง

จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสีย เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิูหอง 

Figure 18. Effect of carbon source on growth (a), PHA production (b) and pH (c) from the 
mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
cultivated in wastewater under shaking flask (200 rpm) at room temperature. 
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ภาพท่ี 18 (ตอ) 
 

Figure 18. (Continued). 
 
60-79   เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยการเจริญและการผลิต PHA ในเซลลสูงสุดเกิดข้ึนจากการเติมกรด
แตละชนดิท่ี 10 กรัมตอลิตร ในช่ัวโมงท่ี 36 

Kemavongse และคณะ (2007) ไดศึกษาเปรียบเทียบการใชกรดโพรพิโอนิกและ
กรดวาเลอริกตอการเล้ียง Rhodobacter sphaeroides U7 เพื่อผลิต PHA โดยเล้ียงในอาหาร GA 
(glutamate-acetate medium) ซ่ึงมีอะซิเตต 40 มิลลิโมลาร พบวาการใชกรดโพรพิโอนิกท่ีความ
เขมขน 40 มิลลิโมลาร จุลินทรียสามารถผลิต PHA ภายในเซลลไดเทากับ 1.88 กรัมตอลิตร (77.7 
เปอรเซ็นต) PHA ท่ีไดมีสัดสวน HB และ HV เทากับ 80.9 และ 19.1 โมลเปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน
การใชกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 40 มิลลิโมลาร พบวาจุลินทรียสามารถผลิต PHA ภายในเซลลได 
1.93 กรัมตอลิตร (77.4 เปอรเซ็นต) มีสัดสวน HB และ HV เทากับ 15.2 และ 84.8 โมลเปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา การใชกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอน ทําใหเกิดการสงเสริมการผลิต 
HV มากกวาการใชกรดโพรพิโอนิก ดังนัน้จึงเลือกการเติมกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอน ไปใชใน
การทดลองตอไป 
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ตารางท่ี  10 ผลของแหลงคารบอนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง
เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสีย เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

Table 10. Effect of carbon source on carbon source and COD removal after 72 h cultivation of 
the mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. 
PSU-M in wastewater. 

 

carbon source 
60 mM 

propionic acid 
60 mM valeric 

acid 
30 mM propionic acid 
+ 30 mM valeric acid 

propionic acid 
0 h (mM) 
72 h (mM) 
removal (%) 

 
48.2 
1.29 
97.3 

 
 
- 

 
25.65 

0 
100.0 

valeric acid 
0 h (mM) 
72 h (mM) 
removal (%) 

 
 
- 
 

 
50.56 
2.51 
95.0 

 
24.79 

0 
100.0 

COD 
0 h (mM) 
72 h (mM) 
removal (%) 

 
12,900 
2,170 
83.2 

 
15560 
2,390 
84.6 

 
15,500 
2,325 
85.0 

 
หมายเหตุ : ท่ีช่ัวโมงท่ี 0 มีการเติมหวัเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ลงในนํ้าเสียท่ีมีการเติมกรดชนิด

ตางๆ จึงสงผลใหปริมาณกรดท่ีวัดไดมีคาลดลง
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  จากการเล้ียงจลิุนทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขนตางๆ คือ 0, 30, 60, 100, 
140 และ 180 มิลลิโมลาร ในน้ําเสียตอการผลิต PHA (คิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 0.1, 51, 102, 171, 240, 308 ตามลําดับ) ทําการปรับพีเอชใหเปน 7 ซ่ึงชวย
แกปญหาความเปนพิษของปริมาณกรด การทดลองพบวาทุกชุดการทดลองการเจริญของจุลินทรียมี
แนวโนมเดยีวกัน (ภาพท่ี 19 (a)) การเจริญเขาสูชวงการเจริญคงท่ีในช่ัวโมงท่ี 48-60 และมีการเจริญ
ข้ึนเล็กนอย ไปเร่ือยๆ เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารยังไมหมด ยกเวนชุดการทดลองท่ีไมมีการ
เติมกรดวาเลอริก (0 มิลลิโมลาร) และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิ
โมลาร โดยชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมกรดวาเลอริก จุลินทรียมีการเจริญเพิ่มเล็กนอยในช่ัวโมงท่ี 
24 เทากับ 0.48 กรัมตอลิตร หลังจากนัน้การเจริญก็ลดลงและคงท่ี ท้ังนี้เนื่องจากแหลงคารบอนท่ีมี
อยูในน้ําเสียมีปริมาณท่ีนอยมาก ทําใหการเจริญเกิดข้ึนไดนอย ชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอ
ริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิโมลาร จุลินทรียมีการเจริญไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 48 เทากับ 1.55 กรัมตอ
ลิตร หลังจากนั้นการเจริญกล็ดลงเร่ือยๆ เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารหมดไป ทําใหจุลินทรีย
ไมมีอาหารเพือ่ความอยูรอด สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 และ 100 
มิลลิโมลาร จลิุนทรียสามารถเจริญไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 1.97 และ 2.02 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 140 และ 180 มิลลิโมลาร        
จุลินทรียมีการเจริญนอยกวาการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 และ 100 มิลลิโมลาร เนื่องจาก
ความเขมขนของกรดวาเลอริกมีมากเกินไปทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล และมีการยับยั้งของ
สับสเตรท โดยจุลินทรียมีการเจริญสูงสุดเทากับ 1.52 และ 1.51 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เม่ือพิจารณา
การเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 19 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุกชุด
การทดลอง และชุดการทดลองท่ีมีการเจริญมากกวา พบวามีความเปนดางมากกวาดวยเชนกนั ซ่ึง
สอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 19 
(b)) พบวาชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 มิลลิโมลาร มีการผลิต PHA มาก
ท่ีสุดในชั่วโมงท่ี 60 เทากับ 0.83 กรัมตอลิตร และ 45.2 เปอรเซ็นต ของปริมาณเซลล ซ่ึงใหการผลิต 
PHA มากกวาชุดการทดลองที่มีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (0.67 กรัมตอ
ลิตร และ 36.1 เปอร เซ็นตของปริมาณเซลล) ท้ังท่ีท้ังสองชุดการทดลองนี้มีการเจรญิไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ท้ังนี้เนื่องจากความเขมขนของกรดวาเลอริก 100 มิลลิโมลาร มีมากเกิน
กวาท่ีจุลินทรียจะใชได ทําใหปริมาณกรดท่ีเกินความตองการกอใหเกิดความเปนพษิ ทําใหความ 
สามารถในการสะสม PHA ของจุลินทรียนอยลง และนอกจากนี้อาจเปนผลเนื่องจากอัตราสวน
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และสวนชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมกรดวาเลอริก และชุดการทดลองท่ีมีการเติม
กรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิโมลาร พบวามีการผลิต PHA นอยกวาการเติมกรดวาเลอริกท่ี
ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เพราะมีปริมาณแหลงคารบอนนอยเกินไป ไมเพยีงพอตอการเจริญ ทํา
ใหการสะสม PHA ก็ตองหยุด เม่ือไมมีการเจริญของจุลินทรีย เม่ือเวลาผานไปจุลินทรียจึงใช PHA 
ซ่ึงเปนพลังงานสํารองในเซลล เพื่อความอยูรอด และเม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรีย
เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาความสามารถในการใชกรดวาเลอริกของจุลินทรียสอดคลองกับการ
เจริญและการผลิต PHA โดยชุดการทดลองท่ีเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 0 และ 30 มิลลิโมลาร 
พบวากรดวาเลอริกถูกใชไปจนหมด (100 เปอรเซ็นต) ลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 
95.0 และ 95.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนท่ีความเขมขนของกรดวาเลอริก 60, 100, 140 และ 180 
มิลลิโมลาร กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 95.0, 66.2, 33.7 และ 30.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และลด
ปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 84.6, 70.4, 36.0 และ 33.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดง
ในตารางท่ี 11 ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกชุดการทดลองที่มีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 
มิลลิโมลาร เพื่อเปนแหลงคารบอนไปใชในการทดลองตอไป 
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ภาพท่ี 19 การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสม 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีเติม
กรดวาเลอริกท่ีความเขมขนตางๆ เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 19. Time course of growth (a), PHA production (b) and pH (c) from the mixed culture of 
Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M cultivated in 
wastewater supplemented with different concentrations of valeric acid under shaking 
flask (200 rpm) at room temperature.  
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ภาพท่ี 19 (ตอ) 
Figure 19. (Continued). 
 
ตารางท่ี 11 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีมีการ
เติมกรดวาเลอริก ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  

Table 11. Carbon source and COD removal after 72 h cultivation of the mixed culture of 
Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M in wastewater 
supplemented with different concentrations of valeric acid. 

 
valeric acid  COD  wastewater supplemented 

with different concentrations 
of valeric (mM) 

0 h 
 (mM) 

72 h 
(mM) 

removal 
(%) 

0 h 
 (mM) 

72 h 
(mM) 

removal 
(%) 

0 mM 0.15 0 100.0 1,875 95 94.7 
30 mM 24.56 0 100.0 10,600 505 95.2 
60 mM 50.55 2.50 95.0 15,500 2,480 84.6 

100 mM 88.67 29.9 66.2 21,450 6,340 70.4 
140 mM 120.45 79.82 33.7 32,650 20,900 36.0 
180 mM 160.20 111.74 30.2 38,100 25,435 33.2 
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  3.4.7 ผลของพีเอชเร่ิมตน 
ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการเจริญและการผลิต PHA โดยทําการปรับน้ําเสียท่ีใชเปน

อาหารเล้ียงเช้ือ โดยมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลารใหพีเอชมีคาเปน 6, 6.5, 7 
และ 8 ตามลําดับ จากการทดลองพบวาการเจริญของเช้ือผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.5, 7 และ 8 
มีแนวโนมไปในทางเดียวกนั โดยมีการเจริญเขาสูระยะการเจริญคงที่ในช่ัวโมงท่ี 60 เทากับ 1.80, 
1.87 และ 1.99 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 20 (a)) สวนอาหารทีมี่การปรับพีเอชเปน 6 พบวา      
จุลินทรียไมสามารถเจริญได อันเปนผลสืบเนื่องจากการขาดความสมดุลระหวางปริมาณไฮโดรเจน
ไอออนกับปริมาณไฮดรอกไซด ซ่ึงจะสงผลตอการผานเขาออกของสารอาหาร เซลลจึงไมสามารถ
นําสาร อาหารเขาสูเซลลได หรืออีกนยัหนึ่งเปนผลมาจากความเปนพิษของปริมาณกรดในระบบ 
เนื่องจากในอาหารเล้ียงเช้ือมีการเติมกรดวาเลอริก โดยกรดวาเลอริกทําใหเกิดการยับยัง้การเจริญ ซ่ึง
ปกติจะมีการปรับคาพีเอชเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเช้ือเปน 7 เพื่อเปนการปรับปริมาณไฮโดรเจน
ไอออนอิสระท่ีแสดงประจุบวกใหลดลงดวยไฮดรอกไซด ซ่ึงมีประจุลบ จึงทําใหไฮโดรเจนไอออน
ไมสามารถสง ผลกระทบโดยตรงตอเซลล (Du et al., 2001) ทําใหน้ําหนกัเซลลแหงท่ีไดจากการ
เล้ียงในอาหารที่มีการปรับพีเอชเปน 6 ไมมีการเปล่ียนแปลง และพีเอชไมมีการเปล่ียนแปลงตลอด
การทดลอง (ภาพท่ี 20 (c))   ซ่ึงสามารถใชเปนตัวบงช้ีถึงการเจริญของเช้ือจุลินทรียได   ดังนัน้        
จุลินทรียก็ไมมีการผลิต PHA ดวยเชนกัน โดยพบวาชุดการทดลองท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6 
ปริมาณ PHA แทบจะไมเปล่ียนแปลงจากเร่ิมตน (ภาพท่ี 20 (b)) ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญขางตน 
โดยตางจากชุดการทดลองท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.5, 7 และ 8 การผลิต PHA จะเกดิข้ึนควบคูกับการ
เจริญ อันเปนผลจาก PHA เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสํารอง จึงมีการสะสมควบคูกับการ
เจริญและจดัเปนสารกลุม primary metabolite หรือ growth-associated substance การสะสม PHA 
เกิดข้ึนสูงสุดเม่ือเช้ือมีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase และจะเพิ่มเล็กนอยหรือคอนขางคงท่ี 
เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน จุลินทรียสามารถสะสม PHA ในเซลลไดสูงสุดเทากับ 0.70, 0.78 และ 0.80 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ ท่ีพีเอชเร่ิมตน 6.5, 7 และ 8 และเห็นไดวาท่ีพีเอชเร่ิมตนเทากับ 8 ใหการผลิต PHA 
สูงสุด แตเม่ือเทียบกับชุดการทดลองอ่ืนพบวาคาท่ีไดไมแตกตางกันกบัการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 7 
อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) และเม่ือคิดเปนการผลิต PHA ภายในเซลล พบวาการปรับเอชเร่ิมตน
เทากับ 7 ใหการผลิต PHA ตอน้ําหนกัเซลลแหงมากกวา การปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.5 และ 8 เทากับ 
41.8, 39.1 และ 40.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเนื่องดวยการปรับพีเอชเร่ิมตนตองอาศัยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด จึงไมจําเปนตองส้ินเปลืองสารเคมีเพื่อใชในการปรับพีเอชเร่ิมตนใหอาหาร
เล้ียงเช้ือมีความเปนเบส ดังนั้นจึงเลือกใชการปรับพีเอชเทากับ 7 ไปใชในการทดลองตอไป ซ่ึง
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3.4.7 ผลของการฆาเชื้อน้ําเสีย 
การเล้ียงเชื้อผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M เปรียบเทียบระหวางการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิ  
โอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 7 เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวยความ 
เร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาการฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียมีการเจริญมากกวาการไม
ฆาเช้ือน้ําเสีย (ภาพท่ี 21 (a)) โดยการฆาเช้ือน้ําเสียมีการเจริญเขาสูระยะการเจริญคงท่ีในช่ัวโมง 60 
เทากับ 1.87 กรัมตอลิตร และเจริญไดดีท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 72 เทากับ 1.98 สวนการไมฆาเช้ือน้ําเสียให
การเจริญสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 1.80 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงการเจริญของท้ังสองชุดการ
ทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการ
ทดลอง (ภาพท่ี 21 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนท้ังสองชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 21 (b)) พบวาจุลินทรีย
สามารถผลิต PHA ไดสูงสุดเทากับ 0.78 และ 0.70 กรัมตอลิตร ในชุดการทดลองท่ีฆาเช้ือและไมฆา
เช้ือน้ําเสีย ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) คิดเปน 41.8 และ 39.1 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเซลล ดังนั้นการเล้ียงเช้ือโดยการฆาเช้ือน้ําเสียใหการผลิต PHA มากกวาการไมฆาเช้ือ 
น้ําเสีย เนื่องจากนํ้าเสียท่ีไมผานการฆาเช้ือมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืนท่ีมีอยูในน้ําเสียและ
เกิดการปนเปอนจากส่ิงแวดลอมระหวางการเตรียมน้ําเสีย ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Sangkharak 
(2007) จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ Rhodobacter sphaeroides สายพันธุ N20 ในน้ําเสียโรงงานนํ้ามัน
ปาลมจากระบบบําบัดแบบไรอากาศ โดยเปรียบเทียบการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสีย พบวาการฆา
เช้ือน้ําเสีย จุลินทรียสามารถเจริญและผลิต PHA ในเซลลไดดีกวาการไมฆาเช้ือน้ําเสีย เทากับ 8 กรัม
ตอลิตร (87.9 เปอรเซ็นต) และ 7.88 กรัมตอลิตร (86.4 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 20 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง    
จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 20. Effect of initial pH on growth (a), PHA production (b) and pH (c) from the mixed 
culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
cultivated in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid under shaking flask 
(200 rpm) at room temperature.  
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ภาพท่ี 20 (ตอ) 
Figure 20. (Continued). 
 
ตารางท่ี 12   ผลของพีเอชเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

Table 12. Effect of initial pH on carbon source and COD removal after 72 h cultivation of the 
mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. PSU-M 
in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid. 

 
valeric acid  COD  

Initial pH 
0 h (mM) 

72 h 
(mM) 

removal 
(%) 

0 h (mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
6 50.06 31.92 36.2 15,530 10,710 31.0 

6.5 51.84 6.10 88.2 15,500 2,825 81.8 
7 50.55 2.50 95.0 15,550 2,390 84.6 
8 51.05 0.49 99.0 15,570 1,375 91.2 
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 นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาชุดการทดลองท่ีไมฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียใชกรดวาเลอริกหมด 100 เปอรเซ็นต ลดปริมาณ
สารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 97.6 เปอรเซ็นต ซ่ึงมากกวาชุดการทดลองท่ีฆาเช้ือน้ําเสีย ท้ังนี้
เนื่องจากชุดการทดลองท่ีไมฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียท่ีมีอยูเดิมในน้ําเสียมีการแยงใชแหลงคารบอน 
ทําใหแหลงคารบอนหมดเร็วกวา โดยชุดการทดลองท่ีมีการฆาเช้ือน้ําเสีย กรดวาเลอริกถูกใชและลด
ปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 95.0 และ 84.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 
13 ดังนั้นในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชการฆาเช้ือน้ําเสียนําไปศกึษาตอ เพื่อเปนการลดความ
แปรปรวนจากส่ิงแวดลอม แตถาตองการผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม และตองการลดตนทุนใน
การทําระบบฆาเช้ือน้ําเสีย การผลิต PHA โดยใชน้ําเสียท่ีไมฆาเช้ือ ยังมีศักยภาพที่สามารถกระทําได  
    

3.5 ผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 
ทําการทดลองหาผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณขนาด 3 

ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ 3.2 คือ เติมกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร ในนํ้าเสีย ปรับพีเอช
เร่ิมตนใหเปน 7 เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

การทดลองลองพบวา การเจริญของเช้ือผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในถังหมักจากการศึกษาผลของการใหอากาศและการกวน 
ซ่ึงเปรียบ เทียบการใหอากาศท่ี 0, 0.5 และ 1 vvm กับการกวนท่ี 100 และ 200 รอบตอนาที พบวาชุด
การทดลองท่ีไมมีการใหอากาศ ท้ังท่ีมีการกวนที ่ 100 และ 200 รอบตอนาที จุลินทรียไมมีการเจริญ
เพิ่มข้ึน (ภาพท่ี 22 (a)) แสดงใหเห็นวาการกวนท่ี 100 และ 200 รอบตอนาที ไมสามารถชวยเพิ่ม 
ปริมาณอากาศในถังหมักได ซ่ึงการไมมีออกซิเจนเพือ่ใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย ทําให
กระบวนการเจริญเกิดข้ึนไมสมบูรณ แตเม่ือมีการใหอากาศพบวามีการเจริญเพิ่มข้ึนอยางเหน็ไดชัด 
ซ่ึงเม่ือเพ่ิมการใหอากาศเปน 0.5 vvm และการกวน 100 รอบตอนาที พบวาจุลินทรียมีการเจริญมาก 
ข้ึนกวาการไมใหอากาศ จุลินทรียเจริญสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 72 มีคาประมาณ 1.00 กรัมตอลิตร แตเม่ือ
ใหการกวนเพิม่ข้ึนเปน 200 รอบตอนาที พบวาการเจริญเพิ่มมากข้ึนเปนสองเทา เทากับ 2.10 กรัมตอ 
ลิตร ท้ังนี้เนื่องจากการกวนท่ี 200 รอบตอนาที สามารถกวนผสมอาหารใหจุลินทรียสามารถใช
แหลงคารบอนในอาหาร และดูดซับออกซิเจนไดดีกวา เม่ือเปรียบเทียบการใหอากาศ 0.5 vvm/การ
กวน 200 รอบตอนาที กับ การใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอนาที พบวาการเจริญไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอนาที จุลินทรีย
มีการเจริญเทากับ 1.97 กรัมตอลิตร และเม่ือใหอากาศ 1 vvm/การกวน 200 รอบตอนาที พบวา         
จุลินทรียมีการเจริญสูงสุดเทากับ 3.20 กรัมตอลิตร เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการ
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ภาพท่ี 21  ผลของการฆาเช้ือน้ําเสียตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการ

เล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

Figure 21. Effect of sterilization of wastewater on growth (a), PHA production (b) and pH (c) 
from the mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter sp. 
PSU-M cultivated in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid under 
shaking flask (200 rpm) at room temperature.  
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ภาพท่ี 21 (ตอ) 
Figure 21. (Continued). 
 
ตารางท่ี 13 ผลของการฆาเช้ือน้ําเสียตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 

Table 13. Effect of sterilization of wastewater on carbon source and COD removal after 72 h 
cultivation of the mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and 
Achromobacter sp. PSU-M in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid. 

 

valeric acid  COD  
Condition 0 h 

 (mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
0 h (mM) 

72 h 
(mM) 

removal 
(%) 

Sterilized 
wastewater 

50.55 2.50 95.0 15.550 2350 84.6 

Not sterilized 
wastewater 

49.89 0 100.0 17,600 430 97.6 
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ทดลอง (ภาพท่ี 22 (c))  พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชุดการทดลองท่ีจุลินทรียมีการเจริญ และ
ชุดการทดลองที่มีการเจริญมากกวา พบวามีความเปนดางมากกวาดวยเชนกัน สวนชุดการทดลองท่ี
ไมมีการใหอากาศ คาพีเอชไมมีการเปล่ียน ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือ
พิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 22 (b)) พบวาชุดการทดลองท่ีไมใหอากาศ ไมมีการ
ผลิต PHA เพิ่มข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ สวนชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 0.5 vvm/การกวน 
200 รอบตอนาที เม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอ
นาที ซ่ึงใหปริมาณเซลลไมแตกตางกัน พบวาชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 
รอบตอนาที สงเสริมการผลิต PHA มากกวา ชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 0.5 vvm/การกวน 200 
รอบตอนาที เทากับ 1.32 และ 1.14  กรัมตอลิตร ตามลําดับ (67.0 และ 51.9 เปอรเซ็นต ของปริมาณ
เซลล ตามลําดับ) แสดงใหเหน็วาการใหอากาศท่ีเหมาะสม จะสงเสริมการผลิต PHA มากกวา  ถึงแม 
จะมีการกวนนอยกวา และเม่ือมีการใหอากาศ และการกวนท่ีเหมาะสมที่ 1 vvm และ 200 รอบตอ
นาที ตามลําดับ พบวาจุลินทรียมีการผลิต PHA สูงสุดเทากับ 2.29 กรัมตอลิตร คิดเปน 71.5 
เปอรเซ็นตของปริมาณเซลล ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) เกี่ยวกับการ
ใหอากาศในการผลิต PHA โดยใชเช้ือ Ralstonia eutropha TISTR 1095 โดยควบคุมการใหอากาศที่ 
0.5, 1 และ 2 vvm มีการกวนท่ี 200 รอบตอนาที และมีการเติมโพรพโิอเนต 2.5 กรัมตอลิตร, กรด
บิวทิริก 6.5 กรัมตอลิตรในน้ําหมัก พบวาการใหอากาศ 0.5 vvm ใหการเจริญและผลิต PHA นอย
ท่ีสุด สวนท่ีการใหอากาศ 1 และ 2 vvm พบวาการใหอากาศ 2 vvm มีอัตราการเจริญท่ีเร็วกวาและ
มากกวาท่ี 1 vvm แตเม่ือพิจารณาการผลิต PHA พบวาการใหอากาศ 1 vvm มีการผลิต PHA มากกวา
ท่ี 2 vvm เทากบั 51.30 และ 40.23 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัเซลล ตามลําดับ 

ภายใตสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสม และมีปริมาณคารบอนมากเกนิพอ 
พบวากจิกรรมของเอนไซม NADPH oxidase จะลดลงทําใหเกิดการสะสมของ NADPH มากข้ึน 
สงผลใหเกิดการยับยั้งเอนไซม citrate synthase และเอนไซม isocitrate dehydrogenase ทําใหเกิดการ
สะสมของ Acetyl-CoA เพิ่มมากข้ึนจนถึงระดับความเขมขนหนึ่ง ซ่ึงทําใหเกดิกระบวนการยับยั้ง 
เอนไซม   Acetyl-CoA   transferase   ข้ึนดวยกระบวนการ   feedback inhibition   ในทํานองเดียวกนั 
การสะสมของ NADPH ในปริมาณมากข้ึนหรืออีกนยัหนึ่งสัดสวนของ NADPH/NAD มีคาสูง ใน
สภาวะมีปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสม จะสงเสริมใหเกดิวิถีการผลิต PHA โดยพบวา PHA จะมี
บทบาทในการเปนตัวรับอิเล็กตรอนทางเลือก (Arunpan, 1998) 
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ภาพท่ี 22 ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคา
พีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เล้ียงในถัง
ปฏิกรณท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

Figure 22 Effect of aeration rate and agitation rate on growth (a), PHA production (b) and pH 
(c) from the mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and Achromobacter 
sp. PSU-M cultivated in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid in 
fermenter at 30 °C. 
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ภาพท่ี 22 (ตอ) 
Figure 22. (Continued). 
 

ตารางท่ี 14  ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวน ตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและ   
ซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีเติมกรดโพรพโิอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง 

Table 14. Effect of aeration rate and agitation rate on carbon source and COD removal after 72 
h cultivation of the mixed culture of Achromobacter xylosoxidans PSU-I and 
Achromobacter sp. PSU-M in wastewater supplemented with 60 mM valeric acid. 

 

valeric acid  COD  Aeration rate 
and Agitation 

rate 
0 h  

(mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
0 h  

(mM) 
72 h 

(mM) 
removal 

(%) 
0 vvm, 100 rpm 49.57 33.11 33.2 15,590 10,970 29.6 
0 vvm, 200 rpm 49.88 32.36 35.1 15,490 10,550 31.9 
0.5 vvm, 100 rpm 40.06 27.52 45.0 15,600 8,550 45.2 
0.5 vvm, 200 rpm 50.07 21.79 56.5 15,630 7,277 53.4 
1 vvm, 100 rpm 49.83 22.42 55.0 15,550 7,215 53.6 
1 vvm, 200 rpm 49.96 0.76 98.5 15,600 2,025 87.0 
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และจากการศกึษาเกีย่วกับอัตราการกวนขางตน พบวาใหผลแตกตางจากผลการ 
ศึกษาของ ธงชัย  วงศสุวรรณ (2550) ท่ี 100, 200 และ 300 รอบตอนาที โดยควบคุมการใหอากาศ
เทากับ 1 vvm พบวาการเพิ่มอัตราการกวนจะมีผลทําใหเพิ่มอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชวงแรก
และลดลงอยางรวดเร็วหลังจากช่ัวโมงท่ี 60 ทําใหการผลิต PHA สูงในชวงแรก และลดลงอยาง
รวดเร็วหลังจากช่ัวโมงท่ี 54 ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ ทําใหท่ีอัตราการกวน 100 รอบตอนาที 
ใหผลการเจริญและการผลิต PHA มากกวาท่ี 200 และ300 รอบตอนาที ซ่ึงมีการผลิต PHA ไวภายใน 
เซลลท่ีช่ัวโมงท่ี 66 เทากับ 74.11, 74.22 และ 60.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ของนํ้าหนักเซลลแหง 
และช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 77.11, 66.29 และ 59.86 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ของนํ้าหนักเซลลแหง ซ่ึง
ใหผลแตกตางจากผลการศึกษาของ Arunpan (1998) โดยทําการศึกษาการผลิต PHA จากเชื้อ R. 
meliloti TISTR 078 ใชฟรุคโตสรอยละ 2 เปนแหลงคารบอน ศึกษาอัตราการกวนตั้งแต 200, 300 
และ 400 rpm และควบคุมอัตราการใหอากาศเทากับ 0.4 vvm พบวาการใชความเร็วในการกวนท่ี
ความเร็ว 300 rpm จะใหการเจริญสูงสุดหลังจากการเพาะเล้ียงผานไป 45 ช่ัวโมง และมีการเกบ็
สะสม  PHA  สูงสุดในชวงระยะการเจริญคงท่ีหลังจากการเพาะเล้ียงผานไป  48  ช่ัวโมง ดังนัน้แสดง
ใหเห็นวา การใหอากาศและการกวนท่ีเหมาะสมนัน้ข้ึนกับชนดิของจุลินทรียและสภาวะในการเล้ียง  
จุลินทรีย โดยการใหอากาศจะชวยสงเสริมการเจริญและผลิต PHA สวนการกวนจะชวยผสมอาหารกบั
เซลล ทําใหจุลินทรียสามารถดูดซึมอาหารและอากาศไดด ี 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาความสามารถในการใชกรดวาเลอริกของจุลินทรียสอดคลองกับการเจริญและการผลิต PHA 
โดยชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 0 vvm พบวากรดวาเลอริกถูกใชไปนอยท่ีสุด เทากับ 33.2 และ 
35.1 เปอรเซ็นต ท่ีการกวน 100 และ 200 รอบตอนาที ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียได
ประมาณ 29.6 และ 31.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 0.5 vmm ท่ี
การกวน 100 และ 200 รอบตอนาที กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 45.0 และ 56.5 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียไดประมาณ 45.2 และ 53.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และชุด
การทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 1 vvm ท่ีการกวน 100 และ 200 รอบ กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 
55.0 และ 98.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียไดประมาณ 53.6 และ 87.0 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 14  

จากการเจริญและการผลิต PHA ของการเล้ียงเชื้อผสมระหวาง Achromobacter 
xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M เปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ (ตารางท่ี 15) จะ
เห็นไดวาจุลินทรียสามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดสูง แตการเจริญยังเกิดข้ึนไดนอย ทําให
ปริมาณ PHA เกิดข้ึนไดนอยดวยเชนกัน ดังนั้นควรมีการปรับปรุงน้ําเสียท่ีใช อาจจะมีการหมักน้ํา
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ตารางที่ 15  การผลิต PHA โดยจุลินทรีย 
Table 15. PHA production by microorganisms. 
 

Composition 
of PHA (%) Organisms Substrate, conc. Condition 

Dry cell 
weight 

(g/l) 

PHA 
concentration 

(g/l) 

PHA 
content 

(%) HB HV 

Reference 

Ralstonia eutropha TISTR 1095 fermented palm pressed fiber water + B 
(6.5 g/L) + P(2.5 g/L) 

1.0 vvm, 100 
rpm, 30˚C 

5.25 4.05 77.11 81.7 18.3 ธงชัย  วงศสุวรรณ, 
2550 

R. eutropha TISTR 1095 seafood industrial wastewater 
(acidification tank)+  B(5 g/L) + P(5 g/L) 

1.0 vvm, 100 
rpm, 30˚C 

4.48 1.34 29.9 78.0 22.0 ดวงนภา แซลิ่ม, 
2550 

R. eutropha ATCC 17699 SM + G(20 g/L) + B(3 g/L) + P(3 g/L) +  
A(1 g/L)  + L(1 g/L) 

0.5 vvm, 400 
rpm 30˚C 

3.89 1.45 37.3 NR NR Yan et al., 2003 

Rhodobacter sphaeroides U7 GM + A(40 mM) + V(40 mM) +  
Y(2 g/L) 

1.0 vvm, 200 
rpm, 30˚C 

5.10 2.70 52.9 15.2 84.8 Kemavongse et 
al., 2008 

R. sphaeroides N20 GM +A(3.9 g/L) 1.0 vvm, 150 
rpm, 37˚C 

9.18 8.76 95.4 100 - Sangkharak and 
Prasertsan, 2007 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I 
and Achromobacter sp. PSU-M  

seafood industrial wastewater 
(acidification tank)+ V (60 mM) 

1.0 vvm, 200 
rpm, 30˚C 

3.20 2.29 71.5 30.6 69.4 This study 

 

A = acetic acid, B = butyric acid, G= glucose, GM= glutamate medium, L= lactic acid, P= propionic acid, SM= synthetic medium (Yan et al., 2003), Y= yeast extract  
NR = not reported 75 
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เสียแบบไรอากาศกอนการนํามาใชเล้ียงจุลินทรีย เพื่อใหมีปริมาณกรดไขมันท่ีเพียงพอตอความ
ตองการของจุลินทรีย นอกจากนี้ยังสามารถเปล่ียนแหลงของน้ําเสียท่ีใช โดยเลือกน้ําเสียท่ีมีคาซีโอดี
สูง.และกระบวนการการบําบัดในขั้นตอนผลิตกรดมีการผลิตกรดไขมันในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงยังเปน
การลดตนทุน ถาหากไมมีการเพิ่มแหลงคารบอนในน้ําเสีย 
 
3.6 ผลการวิเคราะหองคประกอบของ PHA ดวย Gas chromatography; GC 

หลังจากการเตรียม methyl ester ของพอลิเมอรท่ีไดจากการสกัดเซลลแบคทีเรีย 
Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ท่ีเล้ียงในนํ้าเสียท่ีมีการเติม
กรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร และเม่ือทดสอบดวย GC พบวาปรากฏโครมาโตแกรมซ่ึงแสดงถึง methyl 
ester ของโมโนเมอร พีคเดนเพียง 2 พีค ไดแก methyl hydroxybutyrate ท่ี retention time เทากับ 
17.87 นาที และ methyl hydroxyvaleraterate ซ่ึงมี retention time เทากับ 19.31 นาที ดังแสดงในภาพ
ท่ี 23 จากผลของโครมาโตแกรมสามารถคํานวณพื้นทีใ่ตกราฟเปนเปอรเซ็นตของพ้ืนท่ี ซ่ึง PHA ท่ี
ไดประกอบดวยหนวยยอยของ hydroxybutyrate (HB) 30.56 โมลเปอรเซ็นต และหนวยยอยของ 
hydroxyvalerate (HV) 69.44 โมลเปอรเซ็นต ดังนัน้ PHA ท่ีผลิตไดจาก Achromobacter 
xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในการทดลองนี้จัดอยูในกลุมโคพอลิเมอร 
ชนิด polyhydroxybutyrate-co-polyhydroxyvalerate (PHBV) โดยแหลงคารบอนภายนอกเซลลมีผล
โดย ตรงตอโมโนเมอรท่ีเกดิข้ึนภายในเซลล ทําใหเอนไซม PHA synthase ซ่ึงเปนเอนไซมในการ
เช่ือมตอหนวยยอยหรือโมโนเมอร ใหเกดิเปนพอลิเมอรดวยการเรงการเกิดพันธะเอสเทอรระหวาง
หนวยยอยท่ีเกดิข้ึน ถาแหลงคารบอนดังกลาวเปนกรดไขมันท่ีมีจาํนวนคารบอนในสาย หรือ
โครงสรางเปนเลขค่ีจะมีผลใหเกิดพอลิเมอรชนิดโคพอลิเมอรมากกวาโฮโมพอลิเมอร (Ganzeveld et 
al., 1999) ดังนั้นการใชกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอนรวมกับกรดตางๆท่ีมีอยูในน้ําเสีย เม่ือ
เกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคช่ันดวยเอนไซม PHA synthase ทําใหเกิดโคพอลิเมอรชนิด PHBV เกิดข้ึน 
ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Sangkharak (2007) ท่ีศึกษาการเล้ียง Rhodobacter sphaeroides N20 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก 40 มิลลิโมลารเปนแหลงคารบอน  พบวา PHA ท่ีจุลินทรียผลิตได 
มีสัดสวน HB และ HV เทากับ 30.05 และ 69.95 โมลเปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้สัดสวน HV 
ท่ีสูงจะทําใหโคพอลิเมอรท่ีไดมีความแข็งแรงและมีความยืดหยุนมากข้ึนดวย (Madden et  al., 2000; 
Khanna and Srivastava, 2005) 
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ภาพท่ี 23 โครมาโตแกรมของ PHA ท่ีผลิตจากการเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter 

xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
Figure 23.  Chromatogram of PHA produced from the mixed culture of Achromobacter 

xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M cultivation. 
 

 
 
ภาพท่ี 24 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน PHA  
Figure 24.  Chromatogram of standard PHA. 

 

 



บทท่ี 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกเชื้อและเทียบเคียงจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR  
   เม่ือแยกเช้ือจุลินทรียดวย วิธี enrichment technique และทดสอบการติดสี sudan 
black B ของจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA ได สามารถแยกเช้ือได 4 ไอโซเลท คือ PSU-I, PSU-M, 
PSU-V และ PSU-X เม่ือนํามาเทียบเคียงดวยเทคนิค 16S rDNA พบวาสายพันธุ PSU-I เทียบเคียงได
เปน Achomobacter xylosoxidans (99%), PSU-M เทียบเคียงไดเปน Achomobacters sp. (100%) 
สวน PSU-V และ PSU-X เทียบเคียงไดเปน Acinetobacter baumannii (99%) 
4.2 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย 
  จากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท้ัง 4 ไอโซเลท คือ Achomobacter xylosoxidans 
PSU-I, Achomobacter spp. PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter 
baumannii PSU-X พบวา Achomobacter xylosoxidans PSU-I และ Achomobacter spp. PSU-M มี
การเจริญและผลิต PHA มากท่ีสุด ท้ังนี้ไดศึกษาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ และเช้ือ 2 สายพันธุ ท่ี
ใหการผลิต PHA มากท่ีสุด มาเล้ียงเปรียบเทียบกับการเล้ียงเชื้อบริสุทธขางตน พบวาการผสมเชื้อ
ระหวาง Achomobacter xylosoxidans (PSU-I) และ Achomobacters sp. (PSU-M) มีการผลิต PHA 
มากท่ีสุด 
4.3  ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยกลุมเชื้อจุลินทรีย 

การเติมเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสม คือ การเตมิเช้ือท่ี 10 เปอรเซ็นต โดยเล้ียงในน้ําเสียท่ี
มีการเติมแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม คือการเติมกรดวาลิริก 60 มิลลิโมลาร ซ่ึงผานการฆาเช้ือ 
ในขณะท่ีสภาวะส่ิงแวดลอมท่ีเหมาะสม คือ ปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเช้ือเปน 7 บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหอากาศในอัตรา 1.0 vvm รวมกับการกวนท่ี 200 รอบตอนาที พบวา
เช้ือผสมระหวาง Achomobacter xylosoxidans PSU-I และ Achomobacter spp. PSU-M สามารถ
เจริญและผลิต PHA ไดสูงสุดเทากับ 3.20 และ 2.29 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปน 71.5 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเซลล และจากการใหอากาศในอัตรา 1.0 vvm รวมกับการกวนที่ 200 รอบตอนาทีนี ้
พบวาสามารถเพิ่มการผลิต PHA จากการใชน้ําเสียอยางเดียวไดประมาณ 32.71 เทา 
4.4 องคประกอบของพอลิเมอร 

PHA ท่ีผลิตไดเปนโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับพอลิไฮดรอกซี     
วารีเรต มีสัดสวนหนวยยอยของ HB และ HV เทากับ 30.56 และ 69.44 โมลเปอรเซ็นต 
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ขอเสนอแนะ 
1. เพื่อเปนการเพิม่ศักยภาพในการผลิตโคพอลิเมอรของเช้ือ ควรมีการปรับปรุงสายพันธุโดย

ใชเทคนิคพันธุวิศวกรรม  
2. การพัฒนาการหมักเพื่อผลิตโคพอลิเมอร นอกจากจะเล้ียงเช้ือแบบกะหรือกึ่งกะ สามารถทํา 

แบบกะสองข้ันตอน, แบบกึ่งตอเนื่อง, แบบตอเนื่องข้ันตอนเดยีว และแบบตอเนือ่งสอง
ข้ันตอน 

3. ควรปรับปรุงน้ําเสียท่ีใชในการหมัก อาจจะมีการหมักน้ําเสียแบบไรอากาศกอนการนํามาใช
เล้ียงจุลินทรีย เพ่ือใหมีปริมาณกรดไขมันท่ีเพียงพอตอความตองการของจุลินทรีย หรือ
เปล่ียนแหลงของน้ําเสียท่ีใช โดยเลือกน้ําเสียท่ีมีคาซีโอดีสูง และกระบวนการการบําบัดใน
ข้ันตอนผลิตกรดมีการผลิตกรดไขมันในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงยังเปนการลดตนทุน ถาหากไมมี
การเพิ่มแหลงคารบอนในน้าํเสีย 



 
80 

เอกสารอางอิง 
 
คมกฤช ดลอารมย. 2542. การสกัดพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตจาก Alcaligenes eutrophus NCIMB 

11599 ดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทและคลอโรฟอรม. วิทยานิพนธวศิวกรรม
ศาสตรมหาบัณฑิต จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

ดวงนภา แซล่ิม. 2550. การผลิตและการยอยสลายพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากน้ําเสียโดยใช 
Ralstonia eutropha TISTR 1095 วิทยานพินธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลา 
นครินทร. 

ธงชัย  วงศสุวรรณ. 2550. การผลิตพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใชกรดคารบอกซิลิกท่ีไดจากการ
หมักเสนใยปาลม. วิทยานิพนธวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร. 

ปวรา บุตรวงศ. 2546. การสังเคราะห PHA จากกระบวนการแอนแอโรบิกขแอโรบิกแอคทิเวเต็ด
สลัดจท่ีใชบําบัดน้ําเสียตางชนิด. วิทยานิพนธวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี. 

โสภา ชินเวชกิจวานิชย. 2547. อิทธิพลของอุณหภูมิตอการผลิตพีเอชเอเช้ือผสมโดยนํ้าเสีย. 
วิทยานิพนธวศิวกรรมศาสตรดุษฎีบัณฑิต จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

Alias, Z. and Tan I.K.P. 2005. Isolation of palm oil-utilising, polyhydroxyalkanoate (PHA) 
producing  bacteria by an enrichment technique. Bioresource Technol. 96 : 1229-1234. 

APHA, AWWA and WPCF. 2001. Standard Method of the Examination of the Water and 
Wastewater 20thed. American Public Health Association, Wastington, DC. 

Argelier S, Delgenes J.H. and Moletta R. 1998. Design of acidogenic reactors for the anaerobic 
treatment of the organic fraction of solid food waste. Bioprocess Eng.18 : 309-315. 

Arunpan, N. 1998. Production of Poly-ß-hydroxyalkanoate from Microorganism. Master of 
Science Thesis in Biotechnology. Prince of Songkla University. 

Bhubalan, K., Lee, W., Loo, C., Yamamoto, T., Tsuge, T., Doi, Y. and Sudesh, K. 2008. 
Controlled biosynthesis and characterization of poly(3-hydroxybutyrateco-3-hydroxy 
valerate-co-3-hydroxyhexanoate) from mixtures of palm kernel oil and 3HV-precursors. 
Pol. Degrad. Stab. 93 : 17-23. 

Boom, S. K., Seung, C. L., Sang, Y. L., Ho, N. C., Yong, K. C. and Seong, I. W. 1994. Production 
of poly (3-hydroxybutyric acid) by fed batch culture of Alcaligenes eutrophus with 
glucose concentration control. Biotechnol. Bioeng. 43(9): 892-898 



 
81 

Borsodi, A.K., Micsinai, A., Kovács, G., Tóth, E., Schumann, P., Kovács, A.L., Böddi, B. and 
Márialigeti1, K. 2003. Pannonibacter phragmitetus gen. nov., sp. nov., a novel 
alkalitolerant bacterium isolated from decomposing reed rhizomes in a Hungarian soda 
lake. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 53 : 555-561. 

Bouvet, P.J.M. and Grimont, P.A.D. 1986. Taxonomy of the genus Acinetobacter with the 
recognition of Acinetobacter baumannii sp. nov. Acinetobacter haemolyticus sp. nov. 
Acinetobacter johnsonii sp. nov. and Acinetobacter junii sp. nov. and emended 
descriptions of Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter lwofii. Inter J. Syst 
Bacterio. 36(2) : 228-240. 

Burdon, K.L. 1946. Fatty materials in bacteria and fungi revealed by staining dried fixed slide 
preparations. J. Bacterio. 52 : 665–668. 

Chua, A.S.M., Takabatake, H.,Satoh, H. and Mino, T. 2003. Production of polyhydroxyalkanoates 
(PHA) by activated sludge treating municipal wastewater: effect of pH, sludge retention 
time (SRT), and acetate concentration in influent. Water Res. 37 : 3602-3611. 

Crocetti, G.R., Hugenholtz, P., Bond, P.L., Schuler, A. Keller, J., Jenkins, D. and Blackall, L.L. 
2000. Identification of polyphosphate-accumulating organisms and design of 16S rRNA-
directed Probes for their detection and quantitation. Appl. Environ. Microbiol. 66 : 1175-
1182. 

Crocetti, G.R., Banfield, J.F., Keller, J., Bond, P.L., and Blackall, L.L. 2002. Glycogen-
accumulating organisms in laboratory-scale and full-scale wastewater treatment 
processes. Microbiol. 148 : 3353-3364. 

Dai, Y., Yuan, Z., Wang, X., Oehmen, A. and Keller, J. 2007. Anaerobic metabolism of 
Defluviicoccus vanus related glycogen accumulating organisms (GAOs) with acetate and 
propionate as carbon sources. Water res. 41(9) : 1885-1896. 

Dionisi, D., Carucci, G., Petrangeli Papini, M., Riccardi, C., Majone, M. and Carrasc, F. 2005. 
Olive oil mill effluents as a feedstock for production of biodegradable polymers. Water 
Res. 39 : 2076–2084. 

Doi, Y.  1990.  Microbial polyester.  VCH, New York.  156 pp. 



 
82 

Du, G., Si, Y. and Yu, J. 2001. Inhibitory effect of medium-chain-length fatty acids on 
 synthesis of polyhydroxyalkanoates from volatile fatty acids by Ralstonia eutropha. 
 Biotechniol. Lett. 23: 1613–1617. 
Eschenlauer, A. C., Stoup, S. K. Srience, F. and Somers, D. A. 1996. Production of 

heteropolymeric polyhydroxyalkanoate in Escherichia coli from a single carbon source. 
Int. J.  Biol Macromol. 19 (2) : 121-130. 

Ganzeveld, K. J., Hagen, A. V., Agteren, M. H. V., Koning, W. D. and Uiterkamp, A. J. M. S. 
1999. Upgrading of organic waste: production of copolymer poly-3-hydroxybutyrate-co-
valerate by Ralstonia eutrophus with organic waste as sole carbon source. J. Clean. Prod. 
7 (6): 413-419. 

Grothe, E. and Chisti, Y. 2000. Poly (β-hydroxybutyric acid) thermoplastic production by 
Alcaligenes latus : Behavior of fed-batch cultures. Bioprocess. Eng. 22: 441-449. 

Hocking, P.J. and Marchessault R.H. 1994. Biopolyesters. In Chemistry and Technology of 
biodegradable polymers.  (Griffin, G. J. L. ed.). p. 48–95. Chapman and Hall, London. 

Jogdand, S.N. 2004. Welcome to the Eco-Friendly Plastic (online). Available :                 
http://www.biotechsupportindae.com/jogsn/.html (2004, March). 

Jorgensen, K.S. and Pauli, A.S.L. 1995. Polyphosphate accumulation among denitrifying bacteria 
in activated sludge. Anaerobe Environ. Microb. 1 : 161-168. 

Jung, Y.M., Park, J. S. and Lee, Y. H. 2000. Metabolic engineering of Alcaligenes eutrophus 
through the transformation of cloned phbCAB genes for the investigation of the 
regulatory mechanism of polyhydroxyalkanoate biosynthesis. Enzyme. Microb. Technol. 
26 (2): 201-208. 

Kango, S. and Patel, B. K. C. 2003. Microvirgo subterranean gen. nov., sp. Nov., a moderate 
thermophile from a deep subsurface australian thermal aquifer. Int. J. Syst Baceriol. 53 : 
401-406. 

Kasemsap, C. and Wantawin, C. 2007. Batch production of polyhydroxyalkanoate by low 
polyphosphate content activated sludge at varying pH. Bioresource. Technol. 98 : 1020-
1027. 

Kemavongse, K., Prasertsan, P. Upaichit, A. and Methacanon, P. 2007. Effect of co-substrate on 

production of poly-β-hydroxybutyrate (PHB) and copolymer PHBV from newly 



 
83 

identified mutant Rhodobacter sphaeroides U7 cultivated under aerobic-dark condition. 
Songklanakarin J. Sci. Technol. 29(4) : 1101-1113. 

Kemavongse, K., Prasertsan, P. Upaichit, A. and Methacanon, P. 2008. Poly-β-hydroxyalkanoate 
production by halotolerant Rhodobacter sphaeroides U7. World J Microbiol Biotechnol. 
24 : 2073–2085. 

Khanna, S. and Srivastava, A.K.  2005.  Recent advances in microbial polyhydroxyalkanoates.  
Process Biochem.  40(2) : 607-619. 

Kim, J.S, Lee, B.H. and Kim, B.S. 2005. Production of poly(3-hydroxybutyrate-co-4-
hydroxybutyrate) by Ralstonia eutropha. Biochem. Eng. J. 23 : 169–174. 

Kumar, M.S., Mudliar, S.N., Reddy, K.M.K. and Chakrabarti, T. 2004. Production of 
biodegradable plastics from activated sludge generated from a food processing industrial 
wastewater treatment plant. Bioresource Technol. 95 : 327-330. 

Lageveen, R.G., Huisman, G.W., Preusting, H., Ketelaar, P., Eggink. G. And Witholt, B. 1988. 
Formation of polyesters by Pseudomonas oleovorans: Effect of substrates on formation 
and composition of poly-(R)- 3-hydroxyalkanoates and poly-(R)-3-hydroxyalkenoates. 
Appl. Environ. Microbiol. 54 : 2924–32. 

Lee, S.Y.  1996.  Bacterial Polyhydroxyalkanoates. Biotechnol. Bioeng.  49 : 1 –14. 
Lemos, P.C., Serafim, L.S. and Reis, M.A.M. 2006, Synthesis of polyhydroxyalkanoates from 

different short-chain fatty acids by mixed cultures submitted to aerobic dynamic feeding. 
J. Biotechnol. 122 : 226-238. 

Luengo, J.M., Garcia, B., Sandoval, A., Noharro, G. and Olivera, E.R. 2003. Bioplastics from 
microorganisms. Curr. Opin Microbiol. 6 : 256-260. 

Luli, G. W. and Strohl, W. R. 1990. Comparison of Growth, acetate production, and acetate 
inhibition of Escherichia coli strains in batch and fed-batch fermentations. Appl Environ 
Microbiol. 56 (4):1004-1011. 

Madden, L.A., Andersona, A.J., Asrar, J., Berger, P. and Garrett, P. 2000. Production and 
characterization of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate-co-4-hydroxybutyrate) 
synthesized by Ralstonia eutropha in fed-batch cultures. Polymer. 41: 3499–3505. 



 
84 

Marangoni, C. Furigo, A. Jr., and Aragão, G.M.F. 2002. Production of poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate) by Ralstonia eutropha in whey and inverted sugar with propionic 
acid feeding. Process Biochem. 38 : 137-141. 

Nation Center for Biotechnology Information. 2008. Gene Bank (online). Available : 
htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov (2008, July). 

Pozo, C., Martinez-Toledo, M. V., Rodelas, B. and Gonzalez-Lopez, J. 2002. Effect of culture 
conditions on the production of polyhydroxyalkanoates by Azotobacter chroococcum H23 
in media containing a high concentration of alpechin (wastewater from olive oil mills) as 
primary carbon source. J. Biotechnol. 97: 125-131. 

Punrattanasin, W. 2001. The utilization of activated sludge polyhydroxyalkanoates for the 
production of biodegradable plastics. Ph.D. Dissertation. Virginia Polytechnic Institute 
and State University. 

Punrattanasin, W. and Randall, C.W. 1999. Factors affecting the production and storage of 
polyhydroxyalkanoates in activated sludge biomass. Msc. Thesis. Virginia Polytechnic 
Institute and State University. 

Redzwan, G., Gan, S.N. and Tan, I.K.P. 1997. Isolation of polyhydroxyalkanoate-producing 
bacteria from an integrated-farming pond and palm-oil mill effluent ponds.  J. Microbiol. 
Biotechnol. 13 : 707-709.    

Renner, G., Haage, G. and Braunegg, G. 1996. Production of short-side-chain polyhydroxy 
alkanoates by various bacteria from the rRNA superfamily III. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 46 : 268-272. 

Salehizadeh, H. and Van Loosdrecht, M.C.M. 2004. Production of polyhydroxyalkanoates by 
mixed culture: recent trends and biotechnological importance. Biotechnol. Adv. 24 : 261-
279. 

Sangkharak, K. 2007. Production and application of Polyhydroxybutyrate (PHB) from Mutant 
Strain of Rhodobacter sphaeroides ES 16. Ph.D. Dissertation. Prince of Songkla 
University. 

Sangkharak, K. and Prasertsan, P. 2007. Optimization of polyhydroxybutyrate production from a 
wild type and two mutant strains of Rhodobacter sphaeroides using statistical method. J. 
Biotechnol. 132 : 331-340. 



 
85 

Satoh, H., Iwamoto, Y., Mino, T. and Matsuo, T. 1998. Activated sludge as a possible source of 
biodegradable plastic. Water Sci. Technol. 38(2) : 103-109. 

Shimisu, H., Shioya, S. and Suga, K. I. 1990. Cultivation condition for production of 

biodegradable poly-β-hydroxybutyric acid (PHB) production in Alcaligenes eutrophus 
H16 and Myoplans ruba R14 with respect to the dissolved oxygen tension in ammonium 
limited batch cultures. Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 7: 1-10. 

Sudesh, H., Abe, H. and Doi, Y.  2000.  Synthesis, structure and properties of 
polyhydroxyalkanoates : biological polyesters.  Prog. in Polym. Sci.   25 : 1503 –1555. 

Thanakoses, P., Black, A.S. and Holtzapple, M.T. 2003. Fermentation of corn stover to carboxylic 
acids. Biotechnol. Bioeng. 83(2) : 191-200. 

Tian, Q.W., Suqin S., Isao, N.  and  Guo, Q. C. 2002. Two-dimensional fourier transform infrared 
spectroscopy study of biosynthesized poly(hydroxybutyrate-cohydroxyhexanoate) and 
poly(hydroxybutyrateco- hydroxyvalerate).  J.  Pol. Sci . Polym. Phys. 40 : 649–656. 

Wikipedia. 2008. Polyphosphate-accumulating organisms. Available : http://en.wikipedia.org/ 
wiki/Polyphosphate-accumulating_organisms (2008, December). 

Wikipedia. 2008. Sudan Black B. Available : htpp://en.wikipedia.org/wiki/Sudan_Black_B (2008, 
October). 

Yabuuchi, E. and Yano, I. 1981. Achromobacter gen. nov. and Achromobacter xylosoxidans (ex 
Yabuuchi and Ohyama 1971) norn. rev. Inter J. Syst Bacterio. 31(4) : 477-478. 

Yamane, T., Chen, X. and Ueda, S. 1996. Growth associated production of poly(3-
hydroxyvalerate) from n-pentanol by a methylotrophic bacterium, Paracoccus 
denitrificans. Appl. Environ. Microbiol. 62 : 380-384. 

Yan, Q., Du, G. and Chen, J. 2003. Biosynthesis of polyhydroxyalkanoates (PHAs) with 
continuous feeding of mixed organic acids as carbon sources by Ralstonia eutropha. 
Process Biochem. 39 :  387-/391. 

Yu, J. 2001. Production of PHA from starchy wastewater via organic acids. J. Biotechnol. 86 : 
105-112. 

 

http://aem.asm.org/


 
86 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



 
87 

ภาคผนวก ก 
การวิเคราะหตัวอยางน้าํเสีย 

1. การวิเคราะหหาอินทรียสารไนโตรเจน 
 วิธีวิเคราะห (ดัดแปลงจาก APHA, AWWA and WPCF, 2001) 
 ขั้นตอนการยอย 

1. ตัวอยางปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสใน Kjeldahl flask ขนาด 800 มิลลิลิตร 
2. ใสสารผสม CuSO4 และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริก 20 มิลลิลิตร 
4. วางหลอดยอยแลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ ขวดใสดางและเคร่ืองดักจับไอ

กรดใหเรียบรอย 
5. เปดสวิทซเคร่ืองดักจับไอกรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ท่ี 30 

นาที จากนัน้ปรับอุณหภูมิเปน 380 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลาย
ใส 

6. ปลอยท้ิงไวใหเย็น 
7. นํามาถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชน้าํกล่ันลางหลอดยอยให

หมดสารละลายตัวอยาง และปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตรเก็บไวกล่ันตอไป 
ขั้นตอนการกล่ันและไตเตรต 
1. จัดอุปกรณกล่ัน แลวเปดสวทิซใหความรอนและเปดน้ําหลอเย็นเคร่ืองควบแนนดวย 
2. นําขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 5 มิลลิลิตร ซ่ึงเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรับรองของเหลว
ท่ีกล่ันได โดยใหปลายของอุปกรณควบแนนจมในสารละลายกรดนี ้

3. ดูดตัวอยางดวยปเปตแบบกระเปาะความจ ุ 10 มิลลิลิตร ใสในชองตัวอยาง และเติม
โซเดียมไฮดรอกไซดลงไป 20 มิลลิลิตร 

4. กล่ันประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยน้าํกล่ันในขวดรองรับ 
5. ไตเตรตสารละลายท่ีกล่ันไดดวยกรดกาํมะถันที่มีความเขมขน 0.2 N จนสีของ

สารละลายเปนสีมวง 
6. คํานวณหาปริมาณอินทรียสารไนโตรเจนจากสูตร 

 

( ) ( )
( )mlsample
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 เม่ือ D คือ มิลลิลิตรของกรดกํามะถันท่ีใชในการไตเตรต 
  E คือ มิลลิลตรของกรดกํามะถันท่ีใชในการไตเตรตแบลงค 
 

2. การวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตในนํ้า : Ascorbic Acid Method (APHA, AWWA and WPCF, 
2001) 

สารเคมี 
1. สารละลายกรดกํามะถัน 5 นอรมัล 
เตรียมโดยเติมกรดกํามะถันเขมขน (Conc. H2SO4) 70 มิลลิลิตร ลงในน้ํากล่ัน เติมน้ํากล่ัน
จนครบ 500 มิลลิลิตร  

2. สารละลายแอนติโมนีโพแตสเซียมทาเทรท 
 เตรียมโดยละลายแอนติโมนีโพแตสเซียมทาเทรท (K(SbO)C4H4O6.1/2H2O) 1.3715 กรัม 
ในน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดแกว 

3. สาราละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท  
เตรียมโดยละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท (NH4)6Mo7O24.4H2O 20 กรัม ในน้ํากล่ันจนครบ 
500 มิลลิลิตร เก็บในขวดพลาสติกท่ี 4 องศาเซลเซียส 

4. สารละลายกรดแอสคอรบิค 0.1 โมลาร 
เตรียมโดยละลายกรดแอสคอรบิค 1.76 กรัม ในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร ซ่ึงสารจะอยูตวั 1 
อาทิตย ถาเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

5. น้ํายารวม (Combined reagent) 100 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 - 50 มิลลิลิตร 5 นอรมอล กรดกํามะถัน 
 - 5 มิลลิลิตร สารละลายแอนติโมนีโพแทสเซียมทาเตรท 
 - 15 มิลลิลิตร สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 
 - 30 มิลลิลิตร สารละลายกรดแอสคอรบิค 
น้ํายาเคมีเหลานี้ผสมกันท่ีอุณหภูมิหอง ถามีความขุนเกิดข้ึนหลังจากการเติมแอนติโมนี
โพแทสเซียมทาเตรท หรือแอมโมเนียมโมลิบเดท ใหเขยาแลวท้ิงไวประมาณ 2-3 นาที 
น้ํายารวมจะอยูตัว 4 ช่ัวโมง 
6. สารละลายสต็อคฟอสเฟต 
เตรียมโดยนําโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต KH2PO4 anhydrous 219.5 มิลลิกรัม 
เติมน้ํากล่ันจนครบ 1000 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตรของสารละลายเทากับ 50 ไมโครกรัม PO4-P 
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7. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 
เตรียมโดยนําสารละลายสต็อคฟอสเฟต 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนได 1000 มิลลิลิตร ซ่ึง 
1 มิลลิลิตรของสารละลายเทากับ 2.5 ไมโครกรัม PO4-P 

วิธีการ 
1.  เตรียมกราฟมาตรฐานของฟอสเฟตเขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 0.8 และ 1.2 มิลลิกรัม

ฟอสฟอรัสตอลิตร โดยปเปตสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 2, 6, 10, 16 และ 24 
มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนถึงขีดท่ีกําหนด เขยา
ใหเขากันแลวเทสารละลายใสขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เติมฟนอลฟทาลีนอิน-
ดิเคเตอร 1 หยด ถาเกิดสีแดงใหหยด 5 นอรมอล H2SO4 ลงไปจนกระท่ังสีแดงหายไป 
เติมน้ํายารวม (Combine reagent) 8 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันต้ังท้ิงไว 10-30 นาที เพื่อให
เกิดสี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 880 นาโนเมตร เขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางปริมาณฟอสเฟตและคาการดูดกลืนแสง 

2.  วิเคราะหตัวอยางโดยใชตัวอยางท่ีเจือจางไดเหมาะสม 50 มิลลิลิตร แลววเิคราะหตาม
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของฟอสเฟต 

การคํานวณ 
 

( ) ( )mlsample
mgPlmgP 1000/ ×

=  

 
ถาตองการผลในรูปฟอสเฟตใหใชสูตร 

 

( ) ( ) 06.3//4 ×= lmgPlmgPO  
 

3. การวิเคราะหคา COD (COD Cell Test, MERCK) 
 วิธีเตรียมตัวอยาง 

1. เก็บตัวอยางน้าํเสียจากโรงงานนํ้ามันปาลมท่ีผานกระบวนการบําบัดแบบไรอากาศ 
2. ตกตะกอนโดยการปรับ pH เปน 12.0 ดวย NaOH แลวกรองตะกอนออก 
3. ปรับ pH เปน 7.0 ดวย สารละลาย HCl 
4. เก็บในถังพลาสติกท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
5. ทําการเจือจางตัวอยางเพ่ือใหคา COD อยูในชวง 500-10000 มิลลิกรัมตอลิตร 
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6. ปเปตน้ําเสียตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสในหลอดวัดคา COD (COD Cell Test, MERCK) 
เขยาใหสารเคมีกับน้ําเสียตัวอยางผสมกัน 

วิธีวัดคา COD 
1. ใสหลอดวัดคา COD ในเคร่ือง Termoreator ท่ีอุณหภูมิ 148 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

120 นาที 
2. ท้ิงไวใหเย็นโดยไมใหโดนแสง 
3. นําหลอดไปวดัคา COD ดวยเคร่ืองวัดคา COD (MERCK) อานคาท่ีไดแลวนําไป

คํานวณหาคา COD 
 
4. การสกัดและตกตะกอน PHA (คมกฤช ดลอารมย, 2542) 

1. นําเซลล 5 กรัมละลายน้ํา 100 มิลลิลิตร ดึงตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดแกวท่ีมีฝาเกลียวปดขนาด 10 มิลลิลตร ปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที  

2. เก็บสวนของเซลลไวแลวเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท หรือ คลอรอกซ 1 
มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 ช่ัวโมงท่ี 30 องศาเซลเซียส เติมน้ํากล่ันลงไป 4 มิลลิลิตรผสมใหเขา
กันแลวนําไปปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที  

3. เก็บสวนท่ีเปนตะกอนมาลางดวยอะซีโตน 5 มิลลิลิตร ปนท่ีความเร็วและเวลาเทาเดิม 
นําสวนของตะกอนมาลางดวยเอทธานอลบริสุทธ์ิ 99.8% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปปนท่ีความเร็วและเวลาเทาเดิม  

4. เก็บสวนของตะกอนไว เติมคลอโรฟอรม 5 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือด 30 วินาที ท้ิงไวให
เย็นนําไปปนเก็บสวนใสไว  

5. นําสวนท่ีเปนตะกอนขางตนไปสกัด PHA อีกคร้ัง  
6. รวมสวนใสท่ีไดแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 โดยมีหลอดท่ีมีขีดบอกปริมาตร 

10 มิลลิลิตรรองรับ เติมคลอโรฟอรมลงในหลอดแกวจนปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร ซ่ึง 
PHA จะละลายอยูในคลอโรฟอรม  

7. นําสารละลายดังกลาวมาตกตะกอนดวยเฮกเซน แลวกรองจะไดตะกอน PHA จากนั้น
นําไปอบใหแหงท่ี 80 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ข 
ภาพตัวอยางการวิเคราะหทางสถิต ิ

 

 
 

 
 
ภาพท่ี 25  ตัวอยางการวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวย SPSS 16.0 
Figure 25. Sample of statistic analysis by SPSS 16.0. 
 

 



 
92 

 
 

  
 

ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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