
                                               
สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-ไฮดรอกซีวาเลอเรตจากนํ้าเสีย

โรงงานอาหารทะเล โดยใชแบคทีเรียท่ีแยกไดจากระบบเอสบีอาร 

Optimization for Production of Poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) from 
Seafood Processing Wastewater Using Bacterial Strains Isolated from SBR System 

 
 
 
 
 

ศิริวรรณ  ระเดนอาหมัด 
Siriwan  Raden-Ahmad 

 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญา 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of  

Master of Science in Biotechnology 
Prince of Songkla University 

2552 
ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร       

(2) 

 



ชื่อวิทยานิพนธ สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 
จากน้ําเสียโรงงานอาหารทะเล โดยใชแบคทีเรียท่ีแยกไดจากระบบเอสบีอาร 

ผูเขียน นางศิริวรรณ  ระเดนอาหมัด 
สาขาวิชา                เทคโนโลยีชีวภาพ 
                                                                                                                                                                                          
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก                         คณะกรรมการสอบ 

 
....................................................................... 

 
..............................................ประธานกรรมการ 

(ดร.ปยะรัตน  บุญแสวง)                                       (รองศาสตราจารย ดร.พูนสุข  ประเสริฐสรรพ) 

 
 ............................................................กรรมการ 

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  (ดร.ปยะรัตน  บุญแสวง)  

 
.......................................................................        ............................................................กรรมการ 

(ผูชวยศาสตราจารย ดร. เบญจมาส  เชียรศิลป)      (ผูชวยศาสตราจารย ดร. เบญจมาส  เชียรศิลป) 

 
 ............................................................กรรมการ

 (ผูชวยศาสตราจารย ดร.สุชาดา  จันทรประทีป) 

  
  บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อนุมัติใหนับวิทยานิพนธฉบับนี้เปน
สวนหนึ่งของการศึกษา ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
                                               ................................................................ 

   (รองศาสตราจารย ดร.เกริกชัย  ทองหนู) 
         คณบดีบัณฑติวิทยาลัย  
 
 

 

(3) 



ชื่อวิทยานิพนธ สภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต-โค-ไฮดรอกซีวาเลอเรต 
จากน้ําเสียโรงงานอาหารทะเล โดยใชแบคทีเรียท่ีแยกไดจากระบบเอสบีอาร 

ผูเขียน นางศิริวรรณ  ระเดนอาหมัด 
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 
ปการศึกษา 2551 
 

บทคัดยอ 
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต Polyhydroxyalkanoate (PHA) จากน้ําเสีย

โรงงานอาหารทะเล โดยใชแบคทีเรียท่ีแยกไดจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบเอสบีอาร จากการศึกษา
การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียจากกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท่ีสามารถสะสม PHA ไวภายในเซลล โดย
ทดสอบการติดสีของ Sudan Black B พบวาสามารถคัดเลือกเช้ือได 4 ไอโซเลท คือ PSU-I, PSU-M, 
PSU-V และ PSU-X หลังจากนั้นนําเช้ือท่ีไดมาเทียบเคียงสายพันธุจุลินทรีย โดยใชเทคนิค 16s 
rDNA พบวา PSU-I และ PSU-M เทียบเคียงไดเปน Achromobacter xylosoxidans และ 
Achromobacters sp. ตามลําดับ สวน PSU-V และ PSU-X เทียบเคียงไดเปน Acinetobacter 
baumannii จากการศึกษาองคประกอบของน้ําเสียท่ีจะนาํมาใชในการผลิต PHA พบวามีปริมาณกรด
และมีปริมาณซีโอดี (Chemical Oxygen Demand; COD) เทากับ 207.46 และ 1,875 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ จากนั้นจึงนําเช้ือท้ัง 4 ไอโซเลทมาเล้ียงในนํ้าเสียจากถังสรางกรดของโรงงานอาหารทะเล 
ท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาเช้ือ A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ใหการผลิต PHA 
สูงสุด (0.45 และ 0.41 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) ยิ่งไปกวานัน้จากการศึกษาการผสมเช้ือจุลินทรีย 
พบวาการเล้ียงเช้ือผสมระหวาง A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ใหการผลิต 
PHA สูงสุด (0.52 กรัมตอลิตร) นอกจากนี้จากการศึกษาผลของอัตราการเขยาและปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
พบวาท่ีการเขยา 200 รอบตอนาที และปริมาณเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ให
การผลิต PHA สูงสุด (0.50 กรัมตอลิตร) หลังจากนั้นไดศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของ
แหลงคารบอน พบวาการใชกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร ใหการผลิต PHA สูงสุด (0.83 กรัมตอ
ลิตร) และเม่ือศึกษาการปรับพีเอชเร่ิมตนนํ้าเสีย พบวาท่ีพีเอชเร่ิมตนเทากับ 7 ใหการผลิต PHA 
สูงสุด (0.78 กรัมตอลิตร) หลังจากนั้นจากการศึกษาผลการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสีย พบวาการฆา
เช้ือน้ําเสียใหการผลิต PHA มากท่ีสุด เทากับ 0.78 กรัมตอลิตร (41.8 เปอรเซ็นต ของ PHA ตอ
น้ําหนกัเซลลแหง) 
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จากการศึกษาสภาวะการเล้ียงเชื้อท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA ในถังหมักขนาด 3 
ลิตร พบวาการใหอากาศ 1 vvm และการกวน 200 รอบตอนาที เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต 
PHA ของเช้ือ A. xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M โดยผลิต PHA ไดเทากับ 
2.29 กรัมตอลิตร และ 71.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักเซลลแหง โดย PHA ท่ีไดนี้ เปนโคพอลิเมอรชนิด 
poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV) มีสัดสวนของ HB และ HV เทากับ 30.56 
และ 69.44 โมลเปอรเซ็นต 
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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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บทที่ 1 
บทนํา 

 
บทนําตนเร่ือง 

พลาสติกมีประโยชนหลากหลาย เชนมีความทนทาน มีน้ําหนักเบา มีอายุการใช
งานนาน คงทนตอสภาวะตางๆจึงถือเปนสินคาท่ีอํานวยความสะดวกใหกับคนในยุคปจจุบันเปน
อยางมาก อุตสาหกรรมพลาสติกจึงมีความสําคัญ และใชทดแทนบรรจุภัณฑพวกแกวและกระดาษ 
ในปจจุบันพลาสติกทําจากพอลิเมอรสังเคราะหซ่ึงสะดวกในการเปล่ียนรูปราง มีความคงทนตอ  
สารเคมีสูง มีความยืดหยุนไดดี และสามารถนําไปข้ึนรูปเปนไฟเบอรหรือแผนฟลมบางใส ซ่ึง
คุณสมบัติตางๆของพลาสติกนี้ทําใหเปนท่ีนิยมใชเปนวัสดุบรรจุภัณฑ และปญหาท่ีตามมาก็คือ 
ปญหาพลาสติกท่ีสะสมเพ่ิมข้ึนซ่ึงเปนปญหาส่ิงแวดลอมของโลก เนื่องจากพอลิเมอรสังเคราะห 
เปนขยะท่ียอยสลายไดยากมาก ตองใชเวลายาวนานเปนรอยๆปกวาท่ีจะสลายไดหมด แนวทางการ
แกไขปญหาการจัดการขยะพลาสติก ประกอบไปดวย การลดแหลงของพลาสติก การเผาทําลาย การ
รีไซเคิล การยอยดวยวิธีชีวภาพหรือดวยแสง อยางไรก็ตามการแกไขอาจเกิดปญหารวมได เชนการ
เผาทําลายอาจมีอันตรายและมีราคาแพง สําหรับการรีไซเคิลเนื่องจากพลาสติกมีหลายชนิดทําให
เสียเวลาในกระบวนการมาก ดังท่ีไดกลาวมา จึงไดมีการผลิตพอลิเมอรชนิดอ่ืนท่ีมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงพอลิเมอรสังเคราะห แตมีคุณสมบัติท่ีสามารถถูกยอยสลายหรือสลายตัวโดยวิธีธรรมชาติ
ได เรียกวา พอลิเมอรชีวภาพ ตัวอยางวัสดุเหลานี้ ไดแก Polyhydroxyalkanoate (PHA), Polylactide, 
Polysaccharide เปนตน  

Poly-β-hydroxyalkanoate (PHA) เปนพอลิเมอร ท่ีผลิตโดยเช้ือจุลินทรีย มี
คุณสมบัติเทียบเคียงไดกับพอลิเมอรสังเคราะหชนิดพอลิโพรพิลีน ซ่ึงขอดีของ PHA คือเปนพอลิ
เมอรท่ียอยสลายดวยกระบวนการทางธรรมชาติ PHA สามารถแบงไดตามลักษณะการเช่ือมตอกันของโม
โนเมอร ไดเปน 2 กลุมใหญ  ๆ คือ โฮโมพอลิเมอร ไดแก Polyhydroxybutyrate (PHB) และโคพอลิเมอร 
ไดแก Poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) [P(HB-co- HV) หรือ PHBV]) โดยสัดสวนของ 
HV ยิ่งสูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากข้ึน มีความยืดหยุนมากข้ึน คา elongation 
เพิ่มข้ึน (Madden et  al., 2000; Khanna and Srivastava, 2005) ดังนั้นการปรับปรุงเพิ่มคุณภาพของ         
พอลิเมอรชีวภาพ สามารถทําไดโดยการควบคุมสัดสวนของ HV ใหมีปริมาณสูง 

การวิจัยสวนใหญผลิต PHA โดยใชเช้ือจุลินทรียบริสุทธ์ิและอาหารสังเคราะห ซ่ึง
ทําใหตนทุนการผลิตสูง จึงไมคุมทุนในการนํามาผลิตเปนทางการคา ดังนั้นการใชของเสียท่ีไมมี
มูลคามาเปนสารอาหาร ทําใหตนทุนของวัตถุดิบลดลง แตการใชเช้ือจุลินทรียบริสุทธผลิตพอลิเมอร

1 
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บทตรวจเอกสาร 
 

1. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) เปนพอลิเอสเทอรท่ีสะสมภายในเซลลของ          

จุลินทรียไดหลายชนิดในลักษณะเม็ดแกรนูล ลักษณะของ PHA นั้นจะประกอบดวยโมโนเมอรของ 
3-hydroxy-acid (HA) เชน poly-3-hydroxybutyric acid (PHB) พอลิเมอรท่ีเกิดข้ึนเพื่อเปนพลังงาน
สํารองสําหรับแบคทีเรีย และยังพบวามีสาร HAs มากกวา 80 ชนิด เปนสารประกอบของ PHA ซ่ึง
สารเทอรโมพลาสติกเหลานี้จะมีคุณสมบัติเชิงกลตางๆ ข้ึนอยูกับการรวมตัวกันของหนวยยอยของ
โมโนเมอร (Lee, 1996; Doi, 1990) 

สารประกอบพอลิเอสเทอรในกลุมของ PHA เปนสารประกอบพอลิเมอรท่ีจุลินทรีย

ผลิตข้ึน โดยมีองคประกอบของโครงสรางอยูในรูป R-(3)-hydroxy fatty acid หรือ R-β-hydroxy fatty 
acid โดยมีโครงสรางท่ัวไป ดงัภาพท่ี 1  
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ภาพที่ 1  สูตรโครงสรางทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 
Figure 1.  Chemical structure of polyhydroxyalkanoates.  
ท่ีมา : Khanna และ Srivastava (2005) 
 

PHA สามารถแบงไดตามลักษณะการเชื่อมตอกันของโมโนเมอร ไดเปน 2 กลุมใหญ  ๆคือ 
1.1   โฮโมพอลิเมอร (homopolymer) 
โฮโมพอลิเมอรเปนพอลิเมอรท่ีมีองคประกอบของโมโนเมอรเพียงชนิดเดียวมาตอ

รวมกันซึ่งในกรณีนี้จะยกตัวอยางของการเชื่อมตอกันของ R-β-hydroxy fatty acid ชนิด β-

hydroxybutyrate ซ่ึงมีหมูเมธิลมาตอกับสายพอลิเมอรหลักตรงตําแหนง β หรือตําแหนงท่ี 3 และมีโมโนเมอร
เช่ือมตอกันดวยพันธะเอสเทอรเกิดเปนสารประกอบพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยมีคุณสมบัติคลายกับพอลิ
เมอรสังเคราะหคือ พอลิโพรพิลีน 

1.2   โคพอลิเมอร (copolymer) 
โคพอลิเมอรเปนพอลิเมอรท่ีประกอบข้ึนดวยหนวยยอยของโมโนเมอรหลายชนิดมาตอ

รวมกัน ในกรณีของโคพอลิเมอรของสารพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโควารีเรต นอกจากโมโนเมอรท่ีเปน β-
hydroxybutyrate แลวจะมีการเช่ือมตอกับโมโนเมอรของไฮดรอกซีวารีเรตทําใหเกิดเปนโคพอลิเมอร 
P(3HB – 3HV) หรือท่ีเรียกวา poly (3- hydroxybutyrate-copolymer-3-hydroxyvalerate)  

 
2. Polyhydroxybutyrate (PHB) 
  PHB ไดคนพบคร้ังแรกในป 1926 จากแบคทีเรีย Bacillus megaterium จาก PHAs 
ท่ีมีจํานวนถึง 125 ชนิด คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของ PHB พบวามีความเหมือนกับพอลิ
โพรพิลีน แตยงัมีความเปราะกวา โดย PHB สามารถนําไปใชประโยชนไดดังน้ี (Jogdand, 2004) 

1. ใชเปนตวัหอหุมยาท่ียอยสลายได เพื่อคอย  ๆปลดปลอยยาท่ีบรรจุอยูภายในออกมาอยางชา  ๆ
2. ใชเปนสารกําจัดแมลง วัชพืชหรือใชเปนปุย 
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3. อุปกรณท่ีใชเพียงคร้ังเดียว ตัวอยางเชน มีดโกน เคร่ืองใชในครัวเรือน ผาออม ขวดแชมพู   
กลองบรรจุเคร่ืองสําอาง ถวยพลาสติก เปนตน 

4. ใชเปนสารต้ังตนสําหรับสังเคราะหสารพวก chiral compound 
5. การประยุกตใชในทางการแพทย  

 

PHB สามารถสังเคราะหไดถึง 80 เปอรเซ็นต ของนํ้าหนักแหงของแบคทีเรีย ซ่ึง
คุณสมบัติทางกายภาพท่ีเหมือนกับพอลิโพรพิลีน หรือพอลิเอทิลีน ยังสามารถนํามาอัด ปน ใหเปน
เสนใยเพื่อทําเปนแผนฟลมได แตมีขอเสียคือไมสามารถนํามาผลิตเปนระดับอุตสาหกรรมในจํานวน
มากไดเนื่องจากราคาสูงกวาพลาสติกสังเคราะห (Khanna and Srivastava, 2005) คุณสมบัติโดยท่ัวไป
ของ PHB สามารถสรุปไดดังนี้ (Jogdand, 2004)  

1. PHB ไมละลายนํ้าและสามารถตานทานตอปฏิกิริยาไฮโดรไรซีส ทําให PHB ตางจากพลาสติก
ท่ียอยสลายไดชนิดอ่ืน  ๆซ่ึงสามารถละลายนํ้าไดหรือมีความไวตอความชื้น 

2. PHB สามารถตานทานตอรังสีอัลตราไวโอเลตและออกซิเจนสามารถซึมผานไดดี แตมีความ
ตานทานตอกรดและเบสต่ํา 

3.  PHB ละลายไดในคลอโรฟอรมและสารประกอบคลอริเนตไฮโดรคารบอนอ่ืน  ๆ
4.  PHB มีความสามารถเขากันไดกับเซลลหรืออวัยวะของส่ิงมีชีวิต (biocompatible) และในขณะ

นี้มีการประยุกตใชในทางการแพทย 
5.  PHB มีจุดหลอมเหลวท่ี 175  องศาเซลเซียส มีอุณหภูมิทรานซิสชัน 15 องศาเซลเซียส และมีความ

ทนแรงดึง 40 MPa  
6. PHB  จมน้ําในขณะท่ีพอลิโพรพิรีนลอยตัว แตการจมตัวของ PHB กอใหเกิดการยอยสลายโดย

ไมใชอากาศในการตกตะกอนและไมมีความเปนพิษ  
นอกจากคุณสมบัติตางๆ ของสาร PHB ท่ีกลาวมานี้แลว PHB ยังมีคุณสมบัติทางเคมี

และกายภาพใกลเคียงกับพอลิโพรพิลีนซ่ึงเปนพลาสติกสังเคราะห ดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

 

3.  Poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
Poly - (hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) [P(HB-co- HV)] เปนโคพอลิเมอรท่ี

เกิดแบบสุม ซ่ึงมีโอกาสเกิดไดสูง (~50 เปอรเซ็นต) โดยเฉพาะ 3-hydroxyvalerate (3-HV) เกิดได
ตั้งแต 0-95 เปอรเซ็นตโมล ระหวางการเกิดผลึกโมโนเมอรของ 3-hydroxybutyrate (3-HB) และ      
3-HV นอกจากนีย้ังมีการเกิดโคพอลิเมอรแบบสุมชนิดอ่ืนๆ ประกอบดวย 3-HB and 3-
hydroxyhexanoate (3-HHx) (ภาพท่ี 2)  ซ่ึงจะชวยปรับปรุงลักษณะทางกายภาพของพลาสติกชีวภาพ
ใหดีข้ึน 
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โครงสรางและคุณสมบัติของโคพอลิเมอรของ 3HB และ 3HV ไดมีการศึกษาอยาง
กวางขวาง โคพอลิเมอร P(3HB-co-3HV) มีจํานวนโฮโมพอลิเมอรท่ีใกลเคียงกันประมาณ 50-70
เปอรเซ็นต โคพอลิเมอรของ 3HB และ 3HV  เปนลักษณะ isodimorphic พบวาสัดสวนของ 3HV ยิ่ง
สูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากขึ้น มีความยืดหยุน ดังตารางท่ี 2 พบวาคา elongation 
จะเพิ่มข้ึน นอกจากนี้พบวาเม่ือเพ่ิมสัดสวนของ 3HV จุดหลอมเหลวจะลดลง ดังนัน้ สามารถเพ่ิม
คุณภาพของพอลิเมอรไดโดยการควบคุมสัดสวนของ 3HV ใหเหมาะสมได 
 

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  ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของ (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 เปนสารกลุมพอลิเอสเทอรซ่ึงประกอบดวยโมโนเมอรของ (R)-3HA ซ่ึงสาร

จะอยูในรูป  R Configuration ทําใหมีความจําเพาะของสเตอริโอไอโซเมอรของการสังเคราะหพอลิ
เมอรของเอนไซม PHA synthase และมีเพียงสวนนอยท่ีมีลักษณะเปนสวนหนึ่งของเอสโมโนเมอรท่ี
ตรวจพบ โดยสวนใหญจะรูจักพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตกันดีในช่ือของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต
ประกอบข้ึนจากหนวยของ (R)-3HB โมโนเมอรจะถูกสังเคราะหไปเปนพอลิเมอรท่ีมีน้ําหนัก
โมเลกุลสูงอยูในชวง 200,000 – 3,000,000 ดาลตัน ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย และสภาวะในการ
เจริญของเช้ือ (Sudesh et  al., 2000) 

การควบคุมการผลิต PHA นั้นพบวามีความเกี่ยวของกับ phaCBA cluster ดังภาพท่ี 
3 ซ่ึงประกอบดวย phaA, phaB  และ phaC โดย phaA เปนสวนท่ีควบคุมสําหรับการผลิตเอนไซม       

β-ketothiolase โดยเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการเปล่ียนแปลง acetyl-coA ไปเปน acetoacetyl-coA สําหรับ 
phaB เปนสวนท่ีควบคุมการผลิตหรือสรางเอนไซม NADPH-oxidoreductase ซ่ึงทําการเปล่ียน 
acetoacetyl-coA ใหเปน R-3-hydroxybutyryl-coA และสําหรับ phaC เกี่ยวของกับการผลิตเอนไซม 
PHA polymerase โดยทําการสังเคราะหพอลิเมอรจาก R-3-hydroxybutyryl-coA สวน phaP ทําหนาท่ี
ผลิตโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับความคงตัว ของ PHA granule นั้นคือโปรตีน phasin ซ่ึงเปน low-
molecular weight protein โดยมีการสะสมเม่ือเกิดกระบวนการสังเคราะห และมีหนาท่ีสงเสริมการ
ผลิตดวยการเช่ือมกับ granule เพื่อทําการควบคุมขนาด จํานวน และพื้นท่ีผิวของ PHA inclusion  
การสังเคราะหและการสะสม phasin เปนกลไกท่ีเกิดข้ึนรวมกับ phaR ซ่ึงเปน autoregulate repressor 
อยางไรก็ตาม การควบคุมขนาด และจํานวนของ PHA inclusion ก็ยังข้ึนกับปริมาณของ phaC ท่ีมีอยู
ในเซลลอีกดวย และยังมี phaZ ซ่ึงมีหนาท่ีในการผลิตเอนไซม depolymerase เพื่อใชปลดปลอย R-3-
hydroxybutyrate เม่ือมีการขาดไฮดรอกซีบิวทิเรต  พบวา phaZ จะทําการผลิตเอนไซมออกมาในรูปท่ี
ไมสามารถกอใหเกิดกจิกรรมได ซ่ึงตองอาศัยตัวกระตุน เชน ทริปซิน เปนตัวกระตุนทําใหมีขอ 
สังเกตวา phaZ จะผลิตเอนไซมออกมาในรูปของ proenzyme ในขณะเดยีวกันการสลาย PHB granule 
จําเปนตองอาศัย proteolytic enzyme รวมเชนกัน มีการคาดการณวา depolymerase นาจะทํางาน
รวมกับเอนไซมอ่ืนๆ 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) 
 

วิถีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรต ดังแสดงในภาพท่ี 4 มีความเกีย่วของ
กับสารตัวกลางท่ีจะเขาสูวัฏจกัรเครปส (TCA cycle) โดยเร่ิมตนจากอะซิติลโคเอนไซมเอ เปล่ียนไป
เปนอะซิโตอะซิติลโคเอนไซมเอ และไฮดรอกซีบิวทิริลโคเอนไซมเอ ดวยการทํางานของเอนไซม 

เบตา – คีโตไธโอเลส (β-ketothiolase) และอะซิโตอะซิติลโคเอรีดกัเตส (acetoacetyl-coA reductase) 
ตามลําดับ หลังจากนัน้จะเกิดกระบวนการพอลิเมอรไรเซช่ัน (polymerization) ไฮดรอกซีบิวทิริล-โค
เอนไซมเอไปเปน PHB โดยเอนไซม PHB synthase อยางไรก็ตาม PHB ท่ีเกิดขึน้สามารถถูกยอย
สลายดวยเอนไซมกลุม PHA depolymerase (Sudesh et al., 2000) ซ่ึงการทํางานของเอนไซมของแต
ละข้ันตอนในการสังเคราะห PHB นั้นเกิดจากการแสดงออกของ phaCBA cluster (Reddy et  al., 2003) 
ดังแสดงในภาพท่ี 5 PHB ถูกสะสมไวภายใน granule ท่ีมีขนาดตางๆ กัน โดยถูกลอมรอบดวย 
phospholipid monolayer และ phasin รวมถึงเอนไซม polymerase และ depolymerase รวมถึง 
unknown protein สําหรับหนาท่ีของ phospholipid envelope คาดวาเพื่อหลีกเล่ียงการสัมผัสกับน้ํา 
ซ่ึงเปนการปองกันการเปล่ียนแปลงจาก amorphous lipid state ไปเปน crystalline form และแสดง
ใหเห็นถึงหนาท่ีในการเปน protective barrier ปองกันตัวเซลลถูกทําลายจากการมปีฏิสัมพันธกับ 
PHB และโครงสรางอ่ืนๆ รวมถึง cytosic protein (unknown protein) ถา phospholipid monolayer มี
ความจําเปนตอการปองกันตัวเซลลจากกระบวนการสราง PHB ในชวงเร่ิมตน แลวสามารถต้ัง
ขอสังเกตไดวา envelope ท่ีเกิดขึ้น จะถูกเพิ่มข้ึนรอบๆ PHB granule ดังนั้นเอนไซมท่ีเกี่ยวของใน
ารสังเคราะห monolayer กย็อมมีสวนรวมกับเอนไซม polymerase ก  
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ภาพท่ี 4  วิถีการสังเคราะหพอลิเบตาไฮดรอกซีบิวทิเรตและการยอยสลายในแบคทีเรีย 
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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สําหรับกระบวนการเกิดโคพอลิเมอรของ PHB เชน PHBV มีกระบวนการเกิดดัง
ภาพท่ี 6 สามารถเกิดข้ึนไดดวยการใชแหลงคารบอน 2 ชนิดเปนแหลงอาหารใหกบัจุลินทรีย ซ่ึงจะ

สงผลใหเกิดหนวยยอย 2 ชนิดตางกนั คือ β-hydroxybutyrate และ  β-hydroxyvalerate ในการเกิด
โคพอลิเมอรชนิด PHBV นั้นจําเปนตองอาศัยสารตัวกลางท่ีสําคัญคือ Propionyl-CoA โดยการผลิต 
Propionyl-CoA สามารถทําไดโดยการเติมกรดโพรพิโอนิก กรดวาเลอริก หรือกรดไขมันระเหยงาย
สายส้ันๆท่ีมีจํานวนคารบอนเลขค่ี รวมถึงสามารถใชกรดอะมิโนตัวอ่ืนไดเชนกัน ซ่ึงกรดอะมิโนท่ี
สามารถเปนสารต้ังตนไดนัน้ เชน isoleucine, valine, methionine และ threonine ซ่ึง isoleucine, 
valine และ methionine  ตองผานกระบวนการสลาย (catabolic step) หลายข้ันตอนในการเกิดเปน 
Propionyl-CoA ซ่ึงในทางตรงกันขามกับ threonine ท่ีเกิดเพยีง 2 ข้ันตอนใหญ โดยกระบวนการ
สังเคราะหเกดิข้ึนดังนี ้

- กระบวนการ Deamination ซ่ึงเปนการดึงหมูอะมโินออกจากโครงสรางของ 
threonine โดยอาศัยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม threonine dehydratase (TD, EC 4.2.1.16) เพือ่

เปล่ียน threonine ใหเกดิเปน α-ketobutyric acid (α-KB) 
- กระบวนการเกิด Propionyl-CoA ในข้ันตอนนี้ตองอาศัยกลุมเอนไซมในการ

เปล่ียน α-ketobutyric acid มาเปน Propionyl-CoA ซ่ึงกลุมเอนไซมดังกลาวเรียกวา α-ketoacid 

oxidative decarboxylase enzyme complexes อันประกอบดวย branced-chain α-ketoacid oxidative 

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

dehydrogenase complex (PD) ซ่ึงจะเปนตัวเรงกระบวนการการกําจัดหมูคารบอกซิลจาก α-

ketoacid และทําใหเกิดพนัธะ thioester bond ระหวาง CoA อิสระกับหมู ketoacyl ของ α-ketoacid 
วิถีการผลิต Propionyl-CoA จากกรดอะมิโน threonine แสดงดังภาพท่ี 7 (Eschenlauer et al., 1996) 
                         
5. เมตาบอลิซึมของกระบวนการสังเคราะห PHA ท่ีผลิตจากกลุมเชื้อจุลินทรีย     

PHA สามารถผลิตไดในกลุมเช้ือจุลินทรีย โดยเฉพาะกระบวนการบําบัดแบบไร
อากาศ-ใหอากาศ โดยมีจุลินทรีย 2 ชนิดท่ีสามารถสะสม PHA ในสภาวะไรอากาศคือจุลินทรียชนดิ
ท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต (polyphosphate-accumulating organisms; PAOs) และสะสมไกลโคเจน 
(glycogen-accumulating organisms; GAOs)  

จุลินทรียชนิดท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต (PAOs) ไดแก Accumulibacter phosphatis 
(Wikipedia, 2008), Rhodocyclus spp., Propionibacter pelophilus (Crocetti et al., 2000), 
Acinetobacter baumannii (Jorgensen and Pauli, 1995) 
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ภาพท่ี 6 วิถีความสัมพนัธระหวางการสังเคราะห 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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จุลินทรียชนิดท่ีสะสมไกลโคเจน (GAOs) ไดแก Acidobacteria subphylum 
(Crocetti et al., 2002), Defluviicoccus vanus (Dai et al., 2007) 

ในสภาวะไรอากาศจุลินทรียชนิดท่ีสะสมพอลิฟอสเฟต จะใชพอลิฟอสเฟตเปน
แหลงพลังงานและไกลโคเจนภายในเซลลเปนแหลงรีดวิซิงใหอิเล็กตรอน ในขณะท่ีจุลินทรียชนิดท่ี
สะสมไกลโคเจน จะใชไกลโคเจนภายในเซลลเปนแหลงพลังงานและแหลงรีดวิซิงใหอิเล็กตรอน 
ในการรับสารอินทรีย โดยเฉพาะกรดไขมันระเหยงายมาเก็บสะสมไวในรูปของ PHA จุลินทรีย     
ท้ังสองชนิดสามารถใชอะซิเตรต และกระตุนใหเกิด acetyl-CoA ซ่ึง acetyl-CoA ถูกใชในการ
สังเคราะห PHA โดย acetyl-CoA จะเปล่ียนเปน acetoacetyl-CoA (ใช NADPH) และเปล่ียนเปน 

hydroxyacyl-CoA สุดทายมีกระบวนการสังเคราะหพอลิเมอรไดเปน PHA ดังภาพท่ี 8 (Salehizadeh 
and Van Loosdrecht, 2004) 
 

 
ภาพท่ี 8   กระบวนการสังเคราะห PHA ในระบบ PAO/GAO ภายใตสภาวะไรอากาศ 
Figure 8 PHA synthesis pathways under anaerobic conditions for PAOs and GAOs. 

ท่ีมา : Salehizadeh และ Van Loosdrecht (2004) 
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6. ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิต PHA ของจุลินทรีย 
      การผลิตหรือสังเคราะหพอลิเมอร โดยใชกระบวนการทางชีวภาพนัน้จะตองคํานงึถึง
หลายๆปจจยัท่ีจะมีผลตอชนิดและคุณสมบัติของพอลิเมอรท่ีผลิตได เนื่องจากมีกลไกการสังเคราะหท่ีซับ 
ซอน ซ่ึงสามารถเปล่ียนแปลงตามสภาวะแวดลอม สําหรับสภาวะท่ีเหมาะสมตอการสังเคราะห PHA ท่ี
ตองการ มีปจจยัท่ีสําคัญดงันี ้
 

6.1 สายพันธุจุลินทรียและแหลงคารบอน 
สายพันธุจุลินทรียตางชนิดกนั มีผลใหชนิดและปริมาณของพอลิเมอรท่ีผลิตไดแตก 

ตางกนั จากตารางท่ี 3 (Punrattanasin,2001) เหน็ไดวาการใชจุลินทรียตางชนิดกนัคือ Rhodococcus sp. 
NCIMB 40126 และ Corynebacterium Hydrocarboxydans ATCC 21767 แตใชแหลงคารบอนชนิด
เดียวกันคืออะซิเตต 10 กรัมตอลิตร เพื่อผลิต PHA พบวามีจลิุนทรียท้ังสองมีความสามารถในการ
ผลิต PHA ในเซลลตางกันเทากับ 29 และ 21 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สัดสวนของ HB และ HV ใน 
PHA ก็แตกตางกันดวย เทากบั 31:69 และ 50:50 ตามลําดับ และเม่ือนาํเปรียบเทียบกับสัดสวน HB 
และ HV ในการผลิต PHA จากการใชอะซิเตตเปนแหลงคารบอนของเช้ือ Ralstonia eutropha H16 
พบวา PHA ท่ีผลิตไดมีเพียงสัดสวน HB (100 เปอรเซ็นต) เทานั้น 

จุลินทรียชนิดเดียวกันแตแหลงคารบอนตางกัน มีผลใหชนิดและปริมาณของพอลิ
เมอรท่ีผลิตไดแตกตางกนั เชนจากการเล้ียง Ralstonia eutropha H16 เพื่อผลิต PHA โดยใชอะซิเตต
เปรียบเทียบกบัโพรพิโอเนต อยางละ 22 กรัมตอลิตร พบวาความสามารถในการผลิต PHA ของ      
จุลินทรียแตกตางกัน เทากับ 53 และ 35 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้จะเหน็ไดวาชนิดของพอลิ
เมอรก็แตกตางกนัดวย โดยอะซิเตตจะสงเสริมใหผลิตโฮโมพอลิเมอร ซ่ึงมีสัดสวนของ HB และ 
HV ใน PHA เทากับ 100:0 สวนโพรพิโอเนตสงเสริมใหผลิตโคพอลิเมอร มีสัดสวน HB และ HV 
เทากับ 57:43 และเม่ือพจิารณาการใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืนของจุลินทรีย คือกรดบิวทิริก และ      
วาลิเรต พบวากรดบิวทิริก สงเสริมใหไดโฮโมพอลิเมอร ซ่ึงมีสัดสวน HB ใน PHA 100 เปอรเซ็นต 
สวนวาลิเรตเม่ือมีการใชรวมกับแหลงคารบอนชนิดอ่ืนเชนกลูโคส สงเสริมใหเกดิท้ังสัดสวน HB 
และ HV โดยสัดสวน HB และ HV ท่ีเกิดข้ึน ข้ึนกับความเขมขนของแหลงคารบอนดวย (ตารางท่ี 3) 

จุลินทรียชนิดเดียวกัน แหลงคารบอนชนิดเดียวกนั แตความเขมขนตางกันมีผลให
ปริมาณของพอลิเมอรแตกตางกันดังตารางท่ี 3 การเล้ียง Azotobacter beijerinckii โดยใชกลูโคสท่ี
ความเขมขนตางกันเปนแหลงคารบอน คือ 5 และ 10 กรัมตอลิตร พบวาจุลินทรียผลิต PHA ได
แตกตางกันเทากับ 35 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การเล้ียง Ralstonia eutropha H16 โดยการใช
โพรพิโอเนตท่ีความเขมขนตางกัน สงผลใหการผลิต PHA ในเซลล และสัดสวนของ HB และ HV ท่ี 
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ตารางที่ 3 การผลิต PHA ของจุลินทรียบริสุทธ์ิและใชกลุมจุลินทรียผสมจากระบบตะกอนเรง โดยใช
แหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

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 (ตอ)  
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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เกิดข้ึนก็แตกตางกันดวยเชนกัน ดังนั้นการศึกษาการผลิต PHA ของจุลินทรียแตละชนิด ตองมี
การศึกษาหาชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม เพื่อการผลิต PHA ใหไดมากท่ีสุด 

Lemos และคณะ (2006) ศึกษาการสังเคราะห PHA จากกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจาก
ระบบตะกอนเรง ในอาหารสังเคราะห โดยศึกษาในระบบ SBR  (Sequencing Batch Reactor) ศึกษา
เปรียบเทียบระหวางการเติมอะซิเตตและโพรพิโอเนตเพื่อเปนสับสเตรท พบวา กลุมเช้ือจุลินทรียท่ีมีการ
เล้ียงโดยเติมอะซิเตตเปนแหลงคารบอน ให PHA ท่ีเปนโฮโมพอลิเมอรชนิด HB สวนกลุมเช้ือจุลินทรียท่ี
เล้ียงโดยเติมโพรพิโอเนต ให PHA ท่ีเปนโคพอลิเมอรชนิด HB และ HV เม่ือเติมแหลงคารบอนอะซิ
เตตรวมกับโพรพิโอเนต จะไดโคพอลิเมอร คือ HB, HV และ hydroxymethylvalerate (HMV) แตคา
ผลผลิตและอัตราการผลิต PHA จากการใชอะซิเตตเปนสารอาหารจะสูงกวาการใชโพรพิโอเนต ท้ังนี้
เนื่องจากอะซิเตตประกอบดวยคารบอนสายส้ันกวา ทําใหงายตอการนําไปใชโดยจุลินทรีย 

Alias และ Tan (2005) ศึกษาการแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมเช้ือผสมใน
น้ําเสียโรงงานน้ํามันปาลม พบวาสามารถแยกเช้ือไดท้ังหมด 45 ไอโซเลท โดยการเกล่ียเช้ือใน
อาหารวุน เม่ือนํามาทดสอบการยอมสีดวย Sudan Black B ไดเชื้อ 10 ไอโซเลท ท่ีสามารถผลิต
ไขมันไวภายในเซลลได หลังจากนั้นนํามาเล้ียงในอาหารที่มีการจํากัดไนโตรเจน และมี palm olein 
(ไตรกลีเซอไรด) หรือ saponified palm olein (เกลือของกรดไขมัน) พบวาอาหารเล้ียงเชื้อท่ีมีการเติม 
palm olein เช้ือมีการเจริญดีกวาการเติม saponified palm olein และนําไอโซเลทเด่ียวๆที่ไดมา
ทดสอบดวย Nine Blue A เพื่อหาเช้ือท่ีผลิต PHA พบวาวิธีนี้ไมดพีอในการเลือกเช้ือท่ีผลิต PHA จึง
มีการศึกษาการแยกเช้ือโดยวิธี enrichment technique โดยศึกษาการใชอาหารเล้ียงเช้ือหลายแบบ 
พบวาการเติม palm olein (1 เปอรเซ็นต น้ําหนกัตอปริมาตร) เปนแหลงคารบอน และเติมน้ําเสียท่ี 
เปนแหลงของกลุมเช้ือท่ีใช (2.5 เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร) นําไปเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห พบจุลินทรียท้ังหมด 7 ไอโซเลท แตมี
เพียง 2 ไอโซเลทท่ีเจริญไดด ี(FLP1และ FLP2) โดยเช้ือ FLP1 สามารถเจริญและผลิต PHA ไดดีกวา
ในอาหารที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ เม่ือนําไปบงช้ีจุลินทรีย โดยวิธี BIOLOG พบวา 
FLP1 คือ Burkholderia cepacia เม่ือนํามาเล้ียงในอาหารท่ีมีการเติมโพรพิโอเนตหรือวาลิเรต           
จุลินทรียสามารถผลิตโคพอลิเมอรชนิด poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) 
  Dionisi และคณะ (2005) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําเสียโรงงานนํ้ามันโอลีฟท่ีผาน
การหมักแบบไรอากาศ เปรียบเทียบกับการใชอาหารสังเคราะห โดยใชกลุมจุลินทรียผสมเร่ิมตน 
300 มิลลิกรัม VSS ตอลิตร เล้ียงในระบบ SBR ควบคุมพีเอช 7.5 และควบคุมอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส จากการใชน้ําเสียท่ีผานการหมักแบบไรอากาศ เปนอาหารสําหรับการผลิต PHA พบวา     
จุลินทรียสามารถใช VFAs ท่ีมีอยูในน้ําเสียในการเจริญและสราง PHA โดยปริมาณ VFAs ท่ีมีอยูใน
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ปวรา บุตรวงศ (2546) ศึกษาผลของสารอินทรียคารบอนท่ีแตกตางกัน ไดแก 
กรดอะซิติกและกรดโอเลอิก ตอการสะสม PHA ของจุลินทรีย ในกระบวนการแอนแอโรบิก-แอโร
บิกเอสบีอาร โดยมีเวลาใน 1 วัฏจักรเทากับ 8 ช่ัวโมง เปนเวลาทําปฏิกิริยา 6.5 ช่ัวโมง โดยถัง
ปฏิกรณ A และ AA มีการปอนน้ําเสียสังเคราะหท่ีเติมกรดอะซิตกิ ควบคุมใหมีคาซีโอดี 500 
มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหมีสภาวะไรอากาศระหวางการหมักเปนเวลา 2.5 ช่ัวโมง และ 1.5 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ อายุสลัดจ 10 วนั สวนถังปฏิกรณ O และ OO มีการปอนน้ําเสียสังเคราะหท่ีเติมกรด  
โอเลอิก ควบคุมใหมีคาซีโอดี 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหมีสภาวะไรอากาศระหวางการหมักเปน
เวลา 2.5 ช่ัวโมง และ 1.5 ช่ัวโมง ตามลําดับ อายุสลัดจ 20 วัน ผลการทดลองพบวา ถังปฏิกรณ A 
และ AA มีผลผลิตเซลลเทากับ 0.304 และ 0.365 มิลลิกรัม MLSS ตอมิลลิกรัมซีโอดี ตามลําดับ สูง
กวาปฏิกรณ O และ OO ซ่ึงมีผลผลิตเซลลเทากับ 0.081 และ 0.094 มิลลิกรัม MLSS ตอมิลลิกรัมซี
โอดี ตามลําดับ  สําหรับการสะสม PHA พบวาปฏิกรณท่ีใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนจะสะสม
สัดสวน HB เปนองคประกอบหลัก (83-88 เปอรเซ็นต) ในขณะที่ปฏิกรณท่ีใชกรดโอเลอิกเปน
แหลงคารบอนจะสะสม PHBV โดยมีสัดสวน HV เปนสวนใหญ (78-84 เปอรเซ็นต) ดังนัน้การใช
กรดโอเลอิกจะมีการสังเคราะห PHAs ชนดิอ่ืนๆ นอกเหนือจาก PHB  คือ PHBV ซ่ึงเปนพอลิเมอรท่ี
มีสายยาวกวา ทําใหมีคุณสมบัติเชิงกลที่ดีกวา แตอยางไรก็ด ี ปฏิกรณท่ีใชกรดอะซิติกเปนแหลง
คารบอนจะมีผลผลิต PHA ท่ีสูงกวา คือ ปริมาณ PHA ตอปริมาณกรดอะซิติก เทากับ 2.99 และ 2.8 
มิลลิกรัมคารบอนตอมิลลิกรัมซีโอดี สําหรับถังปฏิกรณ A และ AA ตามลําดับ ในขณะท่ีถังปฏิกรณ 
O และ OO มีปริมาณ PHA ตอปริมาณกรดโอเลอิก เทากับ 2.78 และ 2.33 มิลลิกรัมคารบอนตอ
มิลลิกรัมซีโอดี ตามลําดับ 
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Yu (2001) ศึกษาการผลิต PHA จากน้ําเสียโรงงานแปง โดยศึกษาเปน 2 ข้ันตอน 
ข้ันตอนแรกใชจุลินทรียสรางกรดผลิตกรด และข้ันตอนท่ีสองใชจุลินทรียท่ีใชกรดเพื่อสังเคราะห
พอลิเมอร น้ําเสียท่ีใชทดลองข้ันตอนแรกใชน้ําเสียจากโรงงานแปงท่ีผานการบําบัดในถัง UASB 
ผลิตภัณฑท่ีไดในข้ันตอนแรกไดแก กรดอะซิติก (60-80 เปอรเซ็นต), กรดโพรพิโอนิก (10-30 
เปอรเซ็นต) และกรดบิวทีริก (5-40 เปอรเซ็นต) โดยมีกรดระเหยงายท้ังหมดเทากับ 4000 มิลลิกรัม
ตอลิตร เม่ือใชน้ําเสียท่ีมีภาระสารอินทรียปอนเทากับ 25-35 กรัมตอลิตรตอวัน อยางไรก็ตาม ชนิด
ของกรดท่ีผลิตในข้ันตอนท่ีหนึ่งข้ึนอยูกับภาระสารอินทรียท่ีปอนเขา โดยสามารถผลิตกรดโพรพิ
โอนิกไดสูงท่ีสุดท่ีภาระสารอินทรียเทากับ 9 กรัมตอลิตรตอวัน และไดกรดบิวทีริกสูงท่ีสุดท่ีภาระ
สารอินทรียเทากับ 26 กรัมตอลิตรตอวัน หลังจากนั้นนําน้ําหมักท่ีไดศึกษาการผลิต PHA โดยใชเช้ือ 
Alcaligenes eutropus พบวา 50 กรัมของ PHA ผลิตจาก 100 กรัม total organic carbon (TOC) ท่ีถูก
ใชไป และปริมาณ PHA ในเซลลคิดเปน 34 เปอรเซ็นต และจากการศกึษาการผลิต PHA แบบกึ่งกะ 
โดยปอนกรดโพรพิโอนิกและกรดบิวทีริกเขาสูถังหมักดวยอัตราการปอน 3 ระดับ คือ 0.5 0.75 และ 
1 กรัมตอลิตร และมีแหลงไนโตรเจน 80-100 มิลลิกรัมแอมโมเนียมตอลิตร สามารถผลิต PHA ได
สูงสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 45 ได PHA 48 เปอรเซ็นต เม่ือเติมกรดบิวทีริก และได PHA 53 เปอรเซ็นต เม่ือเติม
กรดโพรพิโอนิก PHA ท่ีมีการเติมกรดบิวทีริก จะได PHA ชนิด PHB สวนการเติมกรดโพรพิโอนิก 
จะได PHBV โดยมีสัดสวน HV เทากับ 38 เปอรเซ็นต 
 

6.2 แหลงอาหารอ่ืนๆ 
การสะสม PHA จะเกิดข้ึนภายในเซลล เม่ือจุลินทรียอยูในสภาวะท่ีสารอาหารขาด

ความสมดุล  แตมีแหลงคารบอนเพียงพอ แหลงคารบอนมีความสําคัญในการผลิต PHA กระบวนการ
สังเคราะหและสะสม PHA จะเกดิข้ึนสูงหลังจากแบคทีเรียเขาสูระยะการเจริญสูงสุดและภายใตสภาวะ
ท่ีมีสารอาหารไมสมดุล กลาวคือเม่ือมีแหลงคารบอนมากเกินพอแตมีการจํากดัปจจยับางชนิด เชน 
ออกซิเจน ไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัส เปนตน แตอยางไรก็ตาม สารอาหารท่ีตองจํากดันั้น จัดเปนแร
ธาตุหลัก (major element) สําหรับการเจริญของจุลินทรีย  เนื่องจากเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสราง และ
การถายเทพลังงานสําหรับจุลินทรีย ซ่ึงในการสังเคราะหพอลิเมอรจงึจําเปนตองมีปริมาณแรธาตุ
หลักเหลานี้ เพียงพอตอการเจริญของจุลินทรียเทานั้น เพื่อกระตุนใหเกิดการสะสมแหลงคารบอน 
และพลังงานอยูในเซลลในรูปพอลิเมอร ดังนั้นในการศึกษาถึงชนดิ และความเขมขนของแหลง
คารบอนท่ีเหมาะสม จงึจะทําใหการผลิตเกดิข้ึนไดดี นอกจากน้ีจุลินทรียแตละชนดิสามารถผลิต PHA 
ไดจากแหลงคารบอนท่ีแตกตางกนั ดังแสดงในตารางที่ 3 
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แบคทเีรียท่ีสามารถนาํมาใชผลิต  PHAs แบงเปน 2 กลุม (Lee, 1996) 
กลุมท่ี 1 แบคทีเรียท่ีใชสารอาหารในปรมิาณจํากัด คือไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

แมกนเีซียม     โปแทสเซียม ออกซิเจน หรือซัลเฟอร ในการสังเคราะห PHAs แตใชแหลงคารบอนเปน
แหลงอาหาร ไดแก Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens, Pseudomonas oleovorans 

กลุมท่ี 2 แบคทีเรียท่ีไมตองจํากดัปริมาณสารอาหารในการสังเคราะห PHAs และ
สามารถเพ่ิมปริมาณพอลิเมอรในระหวางการเติบโต ไดแก Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandi, 
ท่ีผานการทําใหกลายพนัธุ และ รีคอมบิแนนตเช้ือ E. coli ท่ีไดรับยีนจาก Alcaligenes eutrophus 
  Punrattanasin และ Randall (1999) ทดลองเล้ียงจุลินทรียในสภาวะ 
Microaerophilic-aerobic AS รวมท้ังสภาวะท่ีจํากดัธาตุอาหาร โดยทําการวัดปริมาณ PHA สะสมใน
เซลลของระบบ SBR แบบตอเนือ่งพบวาในสภาวะท่ีมีการจาํกัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส จุลินทรียจะมีการสะสม PHA สูงถึง 45 เปอรเซ็นตของ total suspension solids (TSS) 
และเมื่อจํากัดไนโตรเจนเพียงอยางเดียวพบวามีการสะสม PHA เทากบั 36 เปอรเซ็นตของ TSS แต
เม่ือเล้ียงจุลินทรียตอไปในสภาวะดังกลาว จะพบวาจุลินทรียในระบบจะคอยๆ ลดจํานวนลงและไม
ทําการสะสม PHA อีกตอไป สามารถสรุปไดวา จุลินทรียจะทําการสะสม PHA ในสภาวะจํากดัธาตุ
อาหารไดสูงข้ึนแตถาปลอยใหขาดธาตุอาหารตอไปเร่ือยๆ จุลินทรียจะตายเนื่องจากขาดธาตุอาหารที่
จําเปนสําหรับการเจริญเติบโต 
 

6.3 อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจน 
Kumar และคณะ (2004) ศึกษาการเพิ่มจํานวนจุลินทรียผสมเพื่อเปนเช้ือเร่ิมตนใน

อาหารสังเคราะห โดยใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนท่ีความเขมขน 500 ถึง 3000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร โดยเล้ียงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรการใชงาน 250 มิลลิลิตร โดยเติม           
จุลินทรียผสมเร่ิมตน 430 มิลลิกรัม/ลิตร ทําการเล้ียงเช้ือเปนเวลา 120 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 
ช่ัวโมง นํามาวิเคราะหปริมาณเซลลในรูปของ MLSS ผลการทดลองพบวา ท่ีการเติมกรดอะซิตกิ
เปนแหลงคารบอน 2000 มิลลิกรัมตอลิตร ใหปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 3150 มิลลิกรัมตอลิตร จาก
การทดลองนี้เพื่อเปนการเพิม่กลุมจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHB จึงไดศึกษาอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนที่ 24, 96, 120, 144 และ 168 ตามลําดับ โดยเล้ียงในอาหารสังเคราะห นํามา
วิเคราะหปริมาณ PHB และปริมาณเซลล และคํานวณในรูปของรอยละของการสะสม PHB ตอ
ปริมาณเซลล ท่ีเวลาตางๆ พบวาเม่ืออัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเพ่ิมข้ึน การสะสม 
PHB ตอปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน ชุดการทดลองท่ีมีการสะสม PHB สูงสุด คือชุดท่ีมีอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจน เทากับ 144  มีการสะสม PHB 33 เปอรเซ็นต 
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6.4 ออกซิเจน 
ปริมาณออกซิเจนมีผลตอการผลิต PHA เนือ่งจากสภาวะออกซิเจนมีจํากัด เอนไซม

ซิเตรทซินเทสและไอโอซิเตรทดีไฮโดรจีเนสถูกยับยั้งการทํางานโดย NADH ทําให Acetyl CoA ไม
เขาสู TCA cycle แตจะเปล่ียนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอเพื่อเขาสูกระบวนการสังเคราะห PHA โดย 
เอนไซมเบตาคีโตไธโอเลส (Luengo et  al., 2003) 
  Satoh และคณะ (1998) เล้ียงจุลินทรียในระบบแอคทิเวเต็ดสลัดจ 2 แบบ 
Anaerobic – Aerobic AS (A-A) และ Microanaerobic – Aerobic AS (M-A) แลวนาํสลัดจจากท้ัง 2 
ระบบมาทดสอบปริมาณ PHA ในปฏิกรณแบบกะ 2 แบบ คือ ไมมีการเติมออกซิเจน และแบบทีมี่
การเติมออกซิเจนในปริมาณจํากัด พบวาสลัดจจากระบบ A-A มีการสังเคราะห  PHA  ในการ
ทดสอบท่ีมีออกซิเจนสูงกวาในสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน เทากับ 33 เปอรเซ็นต และ 22 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สวนในสลัดจจากระบบ M-A สามารถสังเคราะห PHA ไดถึง 62 เปอรเซ็นต สรุปผลการ
ทดลองไดวา ออกซิเจนท่ีไมมากจนเกินไป อาจจะทําใหมีการทํางานของ TCA cycle ทําใหสามารถ
ผลิต NADH ไดมากข้ึน NADH สามารถยับยั้ง เอนไซม ซิเตรทซินเทส (Citrate synthase) และไอโซ
ซิเตรทดีไฮโรจีเนส (Isocitrate dehydrogenase) ทําใหอะซิติลโคเอนไซมเอ (Acetyl-CoA) ไมเขาสู 
TCA  cycle แตจะเปล่ียนไปเปนอะซิโตอะซิติลโคเอ (Acetoacetyl-CoA) เพื่อเขาสูกระบวนการ
สังเคราะห PHA สงผลใหสามารถสังเคราะห PHA ไดมากข้ึน 

 

6.5 พีเอช 
พีเอชเร่ิมตนมีผลตอการเจริญของจุลินทรียและการผลิต PHB พบวา เม่ือตองการ

ผลิต PHB ควรทําการควบคุมพีเอชไมใหต่าํกวา 7 เพื่อปองกันไมใหคาพีเอชลดลงอยูในสภาวะท่ีเปน
กรดมากเกินไปเม่ือส้ินสุดการเจริญ 

Kasemsap และ Wantawin (2007) ศึกษาผลของ PHA ตอศักยภาพในการ
สังเคราะห PHA โดยใชชุดทดลองในสภาวะไรอากาศ โดยใชกรดอะซิติกเปนสารอาหาร และ
เปรียบเทียบการสะสม PHA จากสลัดจสวนเกิน 2 กลุม คือ RP5 และ RP15 ท่ีมีปริมาณพอลิฟอสเฟต
ในเซลล   2 และ 6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ, ไกลโคเจนภายในเซลล 12 และ 15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ผลการทดลองพบวาการสลายสารท่ีเปนแหลงพลังงานไดแกไกลโคเจนและพอลิฟอสเฟตท่ีคาพีเอช 
6 จะนอยท่ีสุด และมากข้ึนตามลําดับเม่ือพีเอชสูงข้ึน มีผลทําใหมีการสะสม PHA ท่ีพีเอช 6 มาก
ท่ีสุด คือ 17 และ 29 เปอรเซ็นต ในรูปคารบอน สําหรับ RP5 และ RP15 ตามลําดับ แตการใช
พลังงานมากข้ึนและเปนพลังงานจากการสลายไกลโคเจนในการดึงสารอาหารเขาเซลลท่ีพีเอชสูงข้ึน
มีผลใหสัดสวน HV ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีดขีองพลาสติกประเภทนี้มีคาสูงข้ึน  ดังนั้นสลัดจ  RP5  จะมี 
สัดสวน HV/PHA ท่ีพีเอช 8 สูงกวาท่ีสะสมท่ีพีเอช 6 แตสัดสวนดังกลาวคอนขางคงที่สําหรับ RP15 
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  Chua และคณะ (2003) ศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการดําเนนิการ
ระบบแอคทิเวเต็ตสลัดจท่ีใชบําบัดน้ําเสียชุมชนใหสามารถสะสม PHA ได โดยปจจยัท่ีมีผลกระทบ
ตอการสะสม PHA ของจุลินทรียไดแก ความเขมขนของอะซิเตตในน้าํเสียขาเขา คาพีเอช และ SRT 
จากการทดลองพบวาสลัดจท่ีคุนเคยกับน้ําเสียชุมชนท่ีมีการเติมอะซิเตตเพ่ิม 1000 มิลลิกรัมคารบอน
ตอลิตร สามารถสะสม PHA ไดสูงสุด 30 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัแหง สวนสลัดจท่ีคุนเคยกับน้ําเสีย
ชุมชนซ่ึงไมไดเติมอะซิเตตจะสะสม PHA ไดเพียง 20 เปอรเซนตของนํ้าหนกัแหงเทานั้น และยังพบ
อีกวา อายุสลัดจท่ีส้ัน (3 วนั) จะใหการสะสม PHA ดีกวาอายุสลัดจท่ียาวนาน (10 วนั) ประมาณ 10 
เปอรเซนต สวนคาพีเอชจะไมคอยมีผลตอการสะสม PHA เทาใดนักในระบบแอคทิเวเต็ดสลัดจ โดย
พีเอช 7-8 ยังใหการสะสมพอลิเมอรท่ีไมตางกัน แตสําหรับการทดลองในระบบกะ พีเอชมีผล 
กระทบอยางมากตอการสะสมพอลิเมอร โดยคาพีเอชท่ีเหมาะสมสําหรับการสะสม PHA คือท่ี 8-9 
 

6.6 อุณหภูมิ 
โสภา ชินเวชกิจวานิชย (2547) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการผลิต PHA ดวย

เช้ือผสมโดยใชน้ําเสีย อุณหภูมิท่ีใชทดลองไดแก 10, 20, และ 30 องศาเซลเซียส โดยแตละอุณหภมิู
ไดทําการทดลองกับการจํากดัธาตุอาหาร 3 แบบ คือ จํากดัเฉพาะไนโตรเจน, จํากัดเฉพาะฟอสฟอรัส 
และจํากดัเฉพาะท้ังไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ใชรูปแบบการเดินระบบแบบสองข้ันตอน คือ
ข้ันตอนการเพิม่จํานวนแบคทีเรียท่ีผลิต PHA แลวตามดวยข้ันตอนการจํากัดธาตุอาหารเพื่อกระตุน
การผลิต PHA ใหมากข้ึน จากการทดลองพบวา อุณหภูมิสงผลตออัตราการผลิตและผลผลิตของ 
PHA อยางเหน็ไดชัด คืออัตราการผลิตและผลผลิต PHA จะเพิ่มข้ึนท่ีอุณหภูมิต่ํา การจํากดัธาตุ
อาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหผลการผลิต PHA ดีกวาการจํากดัธาตุอาหารแบบอ่ืน โดยชุด
การทดลองท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กับการจํากัดธาตุอาหารเฉพาะไนโตรเจน คาสัดสวน PHA 
ตอน้ําหนกัเซลลแหงมีคาสูงท่ีสุด เทากับ 40 เปอรเซ็นต โดยคาความเขนขนของ PHA ในระบบ คือ 
2,830 มิลลิกรัมตอลิตร ในการทดลองการจํากัดธาตุอาหารเฉพาะฟอสฟอรัส ท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส มีคาสัดสวน PHA ตอน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 52 เปอรเซ็นต คาความเขมขนของ
ระบบ คือ 1,491 มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับการทดลองจํากัดธาตุอาหารทั้งไนโตรเจนและฟอสฟอรัส 
ผลผลิต PHA ในการทดลองท่ี 10 และ 20 องศาเซลเซียส ไมแตกตางกัน โดยคาสัดสวน PHA ตอ
น้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดเทากับ 45 เปอรเซ็นต และความเขมขนของ PHA เทากับ 2,133 มิลลิกรัมตอ
ลิตร 
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7. การสกัด PHA และทําใหบริสุทธ์ิ 
ข้ันตอนปกติประกอบดวยการแยกเซลลจุลินทรียออกจากน้ําหมัก จากนั้นนําเซลล      

จุลินทรียท่ีเก็บรวบรวมไดไปเขากระบวนการยอยเซลลเพื่อทําใหเซลลแตกออก และปลดปลอย PHA ท่ี
สะสมไวหลุดออกมา หลังจากแยกเอากากชีวมวลออกจึงสงเขาสูกระบวนการทําใหบริสุทธ์ิตอไป 
ในข้ันตอนการแยกเซลลเช้ือจุลินทรียออกจากน้ําหมักใชวิธีการแยกเซลลตามปกติธรรมดาซ่ึงมัก
อาศัยกระบวนการแยกดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงหรืออาศัยเพียงการกรองก็สามารถแยกเซลลออกจากน้ํา
หมักได สําหรับในข้ันตอนถัดไปเปนการยอยใหเซลลแตกเพื่อแยกเอา PHA ท่ีอยูภายในออกมา 
สามารถทําไดหลายวิธีดังนี้ 
  - การยอยเซลล และสกัด PHA ออกดวยตัวทําละลาย ตัวทําละลายท่ีใช ไดแก 
คลอโรฟอรม (chloroform) เมทธิลีนคลอไรด (methylene Chloride) โพรพิลีนคารบอเนต 
(propylene Carbonate) และไดคลอโรอีเทน (dichloroethane) แตกระบวนการสกดั   PHA ออกดวย
ตัวทําละลายนี ้ จะไดสารละลายพอลิเมอรความเขมขนประมาณ 5 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักตอ
ปริมาตรของ PHA ซ่ึงมีความหนืดสูงมาก ทําใหกระบวนการแยกเศษชีวมวลออกไปทําไดยาก 
จําเปนตองใชตัวทําละลายในปริมาณมากจนใหผลไมคุมคากับการลงทุนถึงแมจะมีการหมุนเวยีนนํา
ตัวทําละลายกลับมาใชใหม  (Lee, 1996) 
  - การยอยเศษชีวมวลท่ีไมใช PHA ดวยโซเดียมไฮโปคลอไรทรวมกับการสกัดดวย
ตัวทําละลาย วธีินี้จะชวยยอยสลายเศษชีวมวลออกไปทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน แตวิธีนี้มีขอเสียคือ 
โซเดียมไฮโปคลอไรทจะไปยอยสลายสารพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตดวยเชนกนั และนอกจากน้ียงัมี
ผลทําให PHA ท่ีแยกสกัดไดมีคุณสมบัติท่ีไมเหมาะสมกับการประยกุตใชงานหลายๆดาน 

- การแยกสกัดและทําใหบริสุทธ์ิโดยใชเอนไซม กระบวนการนีป้ระกอบดวยการให
ความรอนกับชีวมวลแลวนําไปทําปฏิกิริยากับเอนไซม จากนั้นนําไปลางดวยสารละลายซ่ึงเปนสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดประจุลบ เพื่อละลายเอาเศษชีวมวลออกจาก PHA แตผลท่ีไดจากกระบวนการนี้
มักจะมีความบริสุทธ์ิท่ีไมสูงนัก ในกรณท่ีีตองความบริสุทธ์ิสูงๆ ตองใชรวมกับกระบวนการแยก
สกัดดวยตัวทําละลาย ซ่ึงสงผลใหคาใชจายในการดําเนนิการสูงข้ึน (Hocking and Marchessault,  
1992) 
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กระบวนการบําบัดน้าํเสีย 8. 
กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง มีผังกระบวนการดังนี้ 
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ภาพท่ี 9 กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) 
Figure 9. Wastewater treatment of Tropical Canning Public Company Limited, Thailand. 

 
กระบวนการบําบัดน้ําเสียของบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง แบงเปน 2 กระบวนการ

ใหญ ๆ ดังนี ้
8.1 การบําบัดทางกายภาพ 
เปนกระบวนการกําจัดอนภุาคแขวนลอยซ่ึงอยูในรูปของของแข็งท่ีไมละลายนํ้า

หรือไขมันออกจากน้ําเสีย  เพื่อปองกนัการอุดตันของทอหรือการต้ืนเขินของบอบําบัด ซ่ึงมักเปน
ข้ันตอนแรกของระบบบําบัดน้ําเสีย ไดแก 

- การดักดวยตะแกรง (Screening)  
- การตกตะกอน (Sedimentation) และการกวาดตะกอน (Skimming) 

   - การปรับสภาพ (Equalization) 
น้ําเสียจากแหลงตาง ๆ ของบริษัททรอปคอลแคนนิ่งจะถูกสงมาตามทอเพื่อมา

รวมกันในบอสูบ ซ่ึงภายในบอจะมีตะแกรงอยู 2 แบบ คือ ตะแกรงหยาบและตะแกรงละเอียด โดย
น้ําเสียจะไหลผานตะแกรงหยาบกอนเพื่อดักหรือแยกของแข็งขนาดใหญออกไป เชน เศษขยะ เศษ
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8.2  การบําบัดทางชีวภาพ 
เปนข้ันตอนการกําจัดหรือลดสารอินทรียตาง ๆ ท่ีละลายอยูในน้ําเสีย โดยอาศัยการ

ทํางานของจุลินทรียท่ีมีอยูในน้ําเสีย ซ่ึงมี 2 ระบบ คือแบบไมเติมอากาศ (UASB System) และแบบ
เติมอากาศ (SBR System)  
  ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมเติมอากาศ ประกอบดวย 2 ถัง ไดแกถังกรด และถัง 
UASB น้ําเสียจากบอ EQ ถูกสูบเขาสูถังกรด เพื่อการยอยสลายสารอินทรียและไขมันในน้ําเสียให
เปนกรดอินทรียในสภาวะไรอากาศ ดังสมการ 
                                  Acid forming bacteria 
                สารอินทรีย(BOD, COD)                                               กรดไขมันท่ีระเหยได (VFA) 
หลังจากนัน้น้ําเสียจากถังกรด จะผานเขาถัง UASB ทางดานลางโดยน้ําเสียจะไหลจากขางลางข้ึน
ขางบน (Upflow) ผานช้ันของจุลินทรียท่ีไมตองการออกซิเจนซ่ึงจะยอยกรดอินทรียจนกลายเปน
กาซชีวภาพ (มีเทน) ดังสมการ 

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

จากนั้นน้ําเสียจะเขาสูถังผสมเพ่ือเติมปูนขาว ซ่ึงเปนการปรับสภาพของน้ําใหเปนกลาง (พีเอช 6.8-
7.4) และเติมน้ําเสียท่ีออกจากถังสรางกรด ควบคุมใหน้ําเสียมีอัตราสวนท่ีเหมาะสม คือ บีโอดี:
ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส เทากับ 100:5:1 เพื่อใหจลิุนทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียไดอยาง
สมบูรณ ทําใหการเกดิ ปฏิกิริยา Nitrification ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบ SBR ซ่ึงมีท้ังสวนเติม
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  แทนเคร่ืองเติมอากาศ (Aerator) 
 
     

          
                                                                                                 
                                                                                                           
 
                     
 
 
     
 
 
ภาพท่ี 10 แผนผังของระบบบําบัดน้ําเสีย 
Figure 10. Schematic of wastewater treatment system. 
 
ข้ันตอนในบอใหอากาศแบบ SBR (Sequencing Batch Reactors) มีดังนี ้

- น้ําเสียจะเขาสูบอ SBR ทางบอ DN (Denitrification) จากนั้นน้ําเสียจะไหลเขาสู
ทางบอ CN (Nitrification) (มีเคร่ืองเติมอากาศอยู) โดยมีตัวบูตเตอร(Booster) เปน
ตัวบังคับทิศทางนํ้าใหไหลไปทางเดียวกนั และจะไหลวนไปเร่ือยๆจนกวาจะหยดุ
เคร่ืองเติมอากาศ 

- ขณะเปดเคร่ืองเติมอากาศ(กาํลังเติมอากาศ)จะเกิดปฏิกิริยา  Nitrification ดังสมการ 
  NH3       NO-

3 ⎯ →⎯ 2o

-  น้ําเสียท่ีมี NO-
3 จะไหลมาทาง DN และเกิดปฏิกิริยา Denitrification ดังสมการ 

NO-
3   N2 (ลอยสูบรรยากาศ) 

- หลังจากนัน้จะหยุดเคร่ืองเติมอากาศและปลอยใหตกตะกอน จะไดน้ําใสสวนบนท่ี
สามารถปลอยท้ิงออกได จากน้ันสามารถนําน้ําเสียชุดใหมเขามาบําบัดตอไป และ

 เขตกั้นระหวางบอ DN และ CN 

แทนบูตเตอร  (เคร่ืองบังคับทิศ 
ทางน้ําใหไหลไปทางเดียวกนั) 

CN 

  แทนทิศทางการไหล

ปลอยลงสูบอ Wetland 

DN 

น้ําเสีย 
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รอบการทํางานของบอ SBR ใน 1 รอบ (ใชเวลาท้ังหมด 8 ช่ัวโมง) จะมีการทํางาน 4 ชวงดังนี ้
1. ชวงเติมน้ําเสีย (Fill) นําน้ําเสียเขาระบบ ( คร่ึงช่ัวโมง) 
2. ชวงทําปฏิกิริยา(React) เปนการลดสารอินทรียในนํ้าเสีย ( 6 ช่ัวโมง) 
3. ชวงตกตะกอน (Settle) ทําใหตะกอนของจุลินทรียตกลงมาท่ีกนถังปฏิกิริยา  

(1 ช่ัวโมง) 
4. ชวงระบายน้ําออก (Draw) ระบายนํ้าท่ีผานการบําบัดแลวปลอยสูบอ Wetland 

(คร่ึงช่ัวโมง) 
 ในบอ SBR จะมีตะกอนจลิุนทรียมากเกนิพอ เม่ือบําบัดไปนานๆ จุลินทรียเหลานี้

จะดึงออกซิเจนในนํ้าเสีย ทําใหตองใชออกซิเจนมากข้ึน จึงมีการดึงตะกอนจุลินทรียออกบางสวน 
และเอาไปทําแหง 

สําหรับน้ําเสียท่ีผานบอ SBR แลวนัน้จะถูกปลอยลงสูบอ Wetland เปนเวลา 15 วัน 
ซ่ึงบอ Wetland เปนบอน้ําเสียข้ันสุดทายกอนท่ีจะปลอยลงสูลําคลอง โดยจะอาศัยพืชน้ําเชน จอก 
แหน ผักตบชวา บัว ซ่ึงพืชเหลานี ้

- สามารถชวยในการกรองและตกตะกอนของสารแขวนลอยและสารอินทรียท่ี
ตกตะกอนได เปนการลดสารแขวนลอยและคา BOD ได 

- นอกจากนี้มันยังเปนตัวดดูซับพวกธาตุอาหาร อันไดแก N , P ท่ีหลงเหลืออยูใน 
น้ําซ่ึงถาหากมีธาตุจําพวกนี้อยูในน้ําสูง มันจะสงผลใหพืชน้ําเจริญและเพ่ิมจํานวนอยางรวดเร็ว ซ่ึง
เปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหปริมาณออกซิเจนในน้ําลดลง 

- สามารถถายเทออกซิเจนลงในนํ้า ชวยเพิ่มปริมาณออกซิเจนลงในน้ําได 
- ปองกันการเจริญเติบโตของสาหราย โดยจะทําหนาท่ีในการกําบังแสงแดดท่ีสอง

ลงไปในน้ํา นอกจากนีย้ังชวยลดกล่ินของน้ําเสียไดอีกดวย 
กรมโรงงานอุตสาหกรรมกําหนดคามาตรฐานของนํ้ากอนท่ีจะปลอยลงสูลําคลอง มีคาดังนี ้

-   pH       มีคา     5.5-9.0 
-   Temp.  มีคา    < 400C 
-   COD    มีคา    < 120 mg/L 
-    BOD   มีคา    < 20  mg/L 
-   TKN     มีคา    < 100 mg/L as N 
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วัตถุประสงคของโครงการวจัิย 
1. เพื่อศึกษาการแยกเช้ือท่ีผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR   
2. เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากระบบ

ตะกอนเรงในขวดรูปชมพู 
2. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจาก

ระบบตะกอนเรง ในถังปฏิกรณ 
 
ขอบเขตงานวิจัย 

โครงการวิจัยนี้ทําการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดย
เช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากจากระบบ SBR โดยศึกษาการแยกเช้ือท่ีผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจาก
ระบบ SBR ศึกษาผลของอัตราการเขยา ชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอน เปรียบเทียบการ
ฆาเช้ือกับไมฆาเช้ือน้ําเสีย หลังจากนั้นมาศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 
โดยศึกษาผลของการใหอากาศกับการกวน 
 
ประโยชนท่ีไดรับจากการวิจัย 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวจิัย คือ สามารถทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต 
PHA จากน้ําเสีย โดยจุลินทรียจากกระบวนการบําบัดน้ําเสีย และทราบความเปนไปไดในการเพิ่ม
ศักยภาพในการผลิต PHA จากน้ําเสีย ซ่ึงเปนแนวทางหนึ่งในการลดตนทุนในการผลิต PHA เพื่อ
ผลิตเปนพลาสติกชีวภาพ 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 
วัสดุ 

จุลินทรีย 
ในการทดลองใชกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากตะกอนในระบบ sequencing batch 

activated sludge reactors (SBRs) ชวงตกตะกอนจุลินทรียของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศ
ไทย) จํากัด มหาชน 

อาหารเล้ียงเชือ้ 
อาหารสําหรับเตรียมหวัเช้ือจลิุนทรีย (Growth medium; GM1) ประกอบดวย (กรัม

ตอลิตร) NH4Cl2 0.180, KH2PO4 0.052, K2HPO4 0.067, MgSO4 0.50 และ mineral solution 1 
มิลลิลิตร ซ่ึง mineral solution ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) 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 เปนแหลงคารบอน 
(Kumar et al., 2004) 

น้ําเสีย 
น้ําเสียจากถังสรางกรด (acidification tank) จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัท

ทรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) (ภาพท่ี9) 
 
อุปกรณ 

- เคร่ืองเขยา (ยี่หอ New Brunswick รุน Model G25-KLG) 
-  เคร่ืองปนเหวีย่ง (ยี่หอ Hettich รุน Model UNIVERSAL.32) 
-  ตูถายเช้ือ (ยีห่อ Clean รุน V8) 
หมอนึ่งฆาเช้ือ (ยี่หอ Hirayama รุน HV-85) -  

-  เคร่ืองวัดพีเอช (ยี่หอ Mettler) 
-  ถังปฏิกรณขนาด 3 ลิตร (ยี่หอ EYELA รุน MDL-300) 
-  เคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง (ยี่หอ Mettler Toledo รุน 320) 

 -  โถดูดความชืน้ Model Gas Pak 150 
 -  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบทรานสมิชช่ัน (ยีห่อ JEOL รุน JEM-100CX II) 

28 
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- เคร่ือง Gas Chromatography – Flame Ionization Detector; GC-FID (ยี่หอ 
HEWLETTE PACKARD รุน HP 6850) 

 
วิธีการวิเคราะห 

1) การหาปริมาณกรดไขมัน  
การวิเคราะหปริมาณกรดโดยใช GC-FID โดยเก็บตัวอยางของเหลว นํามาปน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/วินาที เปนเวลา 10 นาที แลวนําตัวอยางท่ีปนเหวี่ยงแลว 1 มิลลิลิตร 
นํามาเติม 3-M phosphoric 1 มิลลิลิตร และ   4-Methyl-n-valeric acid 1 มิลลิลิตร (internal standard) 
และนําไปปนเหวีย่งอีกคร้ัง ท่ี 15000 รอบ/วินาที เปนเวลา  1 นาที และนําสวนใสมาฉีดเขา GC ซ่ึง
ใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) โดยกําหนดสภาวะของ GC ดังนี ้ มี
ความดันอากาศภายในเคร่ือง 50 psi, ความดันของกาซ helium 60 psi และ ความดนัของไฮโดรเจน 

40 psi  ตั้งคาของ 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 เพื่อเปนสารมาตรฐานท่ีใชเปรียบเทียบปริมาณกรดไขมันในตัวอยาง  สาร 
ละลายกรดไขมันผสมประกอบดวย  กรดฟอรมิก,  กรดอะซิติก,  กรดโพรพิโอนิก,  กรดไอโซบิวทิ
ริก,  กรดไอโซวาเลริก, กรดไอโซคาโพรอิก และกรดเฮปทาโนอิก (ดดัแปลงจาก Thanakoses et  al., 
2003) 

2) การหาปริมาณซีโอดี (COD Cell Test, MERCK) 
นําตัวอยางนํ้าเสีย 1 มิลลิลิตรใสในหลอดวัดคา COD (COD Cell Test, 

MERCK) ผสมกับสาร A 2.2 ml  และ B 1.8 ml  เขยาใหสารเคมีกับน้ําเสียตัวอยางผสมกัน ใสหลอด
วัดคา COD ในเคร่ือง Termoreactor ท่ีอุณหภูมิ 148 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 นาทีท้ิงไวใหเย็น
โดยไมใหโดนแสง นําหลอดไปวัดคา COD ดวยเคร่ืองวดัคา COD (MERCK) อานคาท่ีไดแลวนําไป
คํานวณหาคา COD (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 

3)  การวิเคราะหหาปริมาณไนโตรเจนโดยวิธี Kjeldahl method  
นําตัวอยางนํ้าเสียท่ีผานกันหมุนเหวี่ยง 15 มิลลิลิตร ใสใน Kjeldahl flask ขนาด 

800 มิลลิลิตร ใสสารผสม CuSO4 และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม เติมกรดซัลฟูริก 20 มิลลิลิตร ยอยใน
เตายอย ท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส 30 นาที เพิ่มอุณหภูมิเปน 380 องศาเซลเซียส 60 นาที จนได
สารละลายใส ท้ิงไวใหเย็น และปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตรและนํากล่ันในอุปกรณกล่ัน นํา
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และนํ้า
กล่ัน 5 มิลลิลิตรท่ีมีการเติมอินดิเคเตอรแลวไปรองรับของเหลวท่ีกล่ันได ดูดตัวอยาง 10 มิลลิลิตร 
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4)  การหาปริมาณฟอสเฟต (Ascorbic Acid Method) 
นําตัวอยางน้ําเสียท่ีผานการหมุนเหวี่ยง 50  มิลลิลิตร ใสขวดรูปชมพูขนาด 125 

มิลลิลิตร เติมฟนอลฟทาลีน 1 หยด ถาเกิดสีแดงใหหยด 5 N H2SO4 ลงไปจนกระท่ังสีแดงหายไปจงึ
เติมน้ํายารวม (ภาคผนวก ก) 8 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันต้ังท้ิงไว 10 – 30 นาที เพื่อใหเกดิสีกอนนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงโดยใช เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 880 นาโนเมตร นําคาท่ีได
ไปอานคาจากกราฟมาตรฐาน (APHA, AWWA and WPCF, 2001) 

5) การทดสอบกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA โดยใช sudan black B  
นํากลุมเช้ือจุลินทรีย มาเกล่ียในอาหารวุนสังเคราะห (GM1 agar) นําไปท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลซัยส บมจนเกิดเปนโคโลนี  นําโคโลนีท่ีไดมาเกล่ียในสไลดท่ีสะอาด รอให
แหง นํามาผานไฟ แลวยอมสีดวย sudan black B (เตรียมจากผง sudan black B 0.3 กรัมใน
เอทิลแอลกอฮอล (70%) 100 มิลลิลิตร) ท้ิงไวในอุณหภูมิหอง 5-10 นาที ลางใหน้ําไหลผาน และทํา
ใหสไลดแหง หยด xylene และหยด safranine ท้ิงไว 5-10 นาที ลางใหน้ําไหลผาน และรอใหแหง 
นําไปสองกลองจุลทรรศน จุลินทรียท่ีมีการผลิตลิพิดภายในเซลล ซ่ึงอาจจะเปน PHA จะติดสีดําของ 
sudan black B (Burdon, 1946) 

6) ปริมาณเซลล 
วัดปริมาณเซลลของเช้ือโดยใชวิธีการหาน้าํหนักเซลลแหง เร่ิมจากการเหว่ียง

แยกเซลลท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที    จากนั้นทํา
การลางดวยน้าํกล่ัน นําเซลลใสในจานเพาะเช้ือท่ีทราบน้ําหนกัแนนอน นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส อบจนแหงและน้ําหนักคงท่ี (Jung et al., 2000) 

7) การวิเคราะหปริมาณ PHA ในเซลลจุลินทรีย 
7.1) การวิเคราะหดวยวิธี Gravimetric method  

ทําการวิเคราะหโดยการเติม sodium dodecyl sulfate (SDS) 1% w/v 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีปรับพีเอชเปน 10 ลงในเซลลท่ีผานการวิเคราะหน้ําหนักแหง และบมบน
เคร่ืองเขยา (orbital shaker) เปนระยะเวลา 60 นาทีดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จากนั้นทําการปนเหวีย่งแยกเซลลดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่งใชความเร็ว 8,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาท้ิงไว 1 
ช่ัวโมงท่ี 30 องศาเซลเซียส แลวเจือจางใหได 5 มิลลิลิตร จากนั้นทําการปนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8,000 
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7.2) การวิเคราะหโดยใช GC-FID 
ทําการวิเคราะหหา PHA โดยการเติมคลอโรฟอรม 1 มิลลิลิตรและ

สารละลายเมทานอล-ซัลฟูริก (85:15) 1 มิลลิลิตร ลงใน PHA ผานการสกัดดวยวิธี Gravimetric 
method นําไปบมท่ีอุณหภมิู 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เพื่อเปล่ียนกรดไขมันให
กลายเปนเมธิลเอสเทอร ท้ิงตัวอยางใหเย็นในอุณหภูมิหอง เติมน้ํากล่ัน 0.5 มิลลิลิตร เพื่อแยกช้ันของ
คลอโรฟอรมและสารละลายเมทานอล-ซัลฟูริก แลวนําสวนของคลอโรฟอรมไปวิเคราะหดวยการ
ฉีดเขา GC-FID ซ่ึงใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) กําหนดอุณหภูมิของ 

injector และ detector เปน 250°C โดยกําหนดโปรแกรมอุณหภมิูของ oven ไวท่ี 80°C เปน

ระยะเวลา 5 นาที จากนัน้ปรับอุณหภูมิเพิ่มข้ึนเปน 200°C  ดวยอัตรา 7°C/min  และใชสาร PHA 
จาก Aldrich (USA) เปนสารมาตรฐานท่ีใชเพื่อเปรียบเทียบชนิดของ PHA (ดัดแปลงจาก Ganzeveld 
et al., 1999) 

8) การวิเคราะหทางสถิต ิ
 การวิเคราะหผลทางสถิติของขอมูลใชโปรแกรม SPSS 16.0 โดยนําขอมูลท่ี
ตองการเปรียบเทียบทางสถิติมาปอนใสในโปรแกรม เลือกหนาตาง Variable View เพื่อปอนช่ือและ
ลักษณะของขอมูล (ภาพท่ี 25 ภาคผนวก ข) เลือกหนาตาง Data View เพื่อปอนคาของขอมูลใหตรง
กับช่ือท่ีใสไวขางตน พรอมท้ังปอนเลขซํ้าจากขอมูลท่ีมีการทดลองหลายซํ้า และทําการวเิคราะห
โดยเลือก Analyze ท่ีแถบเมนู เลือก Compare Means และ One-Way ANOVA ทําใหเกิดหนาตาง 
One-Way ANOVA ข้ึน เลือกช่ือของขอมูลการทําซํ้าไวในชอง Factor และเลือกขอมูลท่ีตองการ
วิเคราะหไวในชอง Dependent List เลือก Post Hoc, Duncan เลือก Significance level เทากับ 0.5 กด 
Continue และเลือกท่ี Options, Descriptive กด Continue และ OK ทําใหเกดิหนาตาง Output 
แสดงผลการวเิคราะหทางสถิติ ข้ึนมา (ภาคผนวก ข) 
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วิธีการทดลอง 
 
2.1 การศึกษาลักษณะของนํ้าเสีย 

ทําการศึกษาลักษณะของน้ําเสียจากถังสรางกรด จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียของ
บริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากดั (มหาชน) (ภาพท่ี 9) โดยทําการวิเคราะหคาตางๆ 
ดังนี ้

- คาพีเอชโดย พเีอชมิเตอร 
-  คาซีโอดี (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 ของกลุมจุลินทรียผสมจากระบบ SBR ในอาหาร
สังเคราะห 

นํากลุมเช้ือจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียระบบ SBR มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห 
GM1 ท่ีมีการเติมกรดอะซิตกิ 1 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอน (ผานการฆาเช้ือ) เพื่อเพ่ิมจํานวน        
จุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA โดยใชสลัดจ 430 กรัม/ลิตร จากนั้นนําไปเขยาดวยความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหหาปริมาณ
เซลลโดยวิธีการหาน้ําหนกัวตัถุแหง เพื่อดกูารเติบโตของจุลินทรีย  
  หลังจากนัน้นาํกลุมเช้ือจุลินทรียมาทดสอบการผลิต PHA โดยทําการทดลอง
เปรียบเทียบอัตราการเขยา เพื่อดูสภาวะการใหอากาศท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA โดย
เล้ียงกลุมเช้ือจลิุนทรียในน้าํเสียท่ีไดทําการศึกษาองคประกอบเบ้ืองตนในขอ 2.1 ท่ีปนเหวี่ยงท่ี 
10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน 
ปรับพีเอชใหเปน 7 และผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทําการศึกษา
ผลของอัตราการเขยาโดยการเล้ียงแบบวางน่ิง เปรียบเทียบกับการเขยาท่ี 50, 100, 150, 200 และ   
250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิหอง ทําการเก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง 
และนํามาวิเคราะหหาปริมาณเซลลในรูปของน้ําหนักวตัถุแหง และปริมาณ PHA ท่ีผลิตไดดวยวิธี 
Gravimetric method (ดัดแปลงจาก Grothe and Chisti, 2000) 
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2.3 การศึกษาการแยกเชื้อท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR  
2.3.1  การแยกกลุมเช้ือจุลินทรียโดยวิธี enrichment technique 
นํากลุมเช้ือจุลินทรียท่ีไดจากระบบ SBR ของโรงงานทรอปคอลแคนนิ่ง ท่ีผานการ

เพิ่มจํานวนและกระตุนใหผลิต PHA (enrichment technique) ในอาหารสังเคราะห GM1 ท่ีมีการเติม
กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ทําการเจอืจาง (10-2-10-8) และเกล่ียในอาหารวุน ทํา
การบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน เปรียบเทียบสี, รูปราง, สวนเสนขอบของโคโลนี
ท่ีได ทําการเกล่ียซํ้าจนไดโคโลนีเดี่ยวๆ และทดสอบกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA โดยใช 
sudan black B (Burdon, 1946)  

2.3.2  เทียบเคียงสายพันธุจุลินทรียท่ีแยกได ดวยเทคนิค 16s rDNA  
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA โดยการเพิ่มจํานวนดวยเทคนิค 

PCR โดยนําสายพันธุท่ีตองการศึกษาไปเล้ียงใน GM medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใหมีการเจริญ
อยูในระยะกลางของ log phase จากนั้นนําไปหมุนเหวีย่งและนําเซลลท่ีตกตะกอนไปสกัด DNA และ
ใชไพรเมอร (primer) UFUL (5'-GCCTAACACATGCAAGTCGA-3') และ536R (5'-
GTATTACCGCGGCTGCTGG-3') โดยใชสภาวะในการเพ่ิมจํานวนคือ 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 นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการเพ่ิมจํานวนไปหาลําดับโดยใช cycle sequencing ready 
reaction kit (Perkin-Elmer) และ electrophoresis DNA sequencing นําขอมูลลําดับ 16S rDNA มา
เปรียบเทียบกบัลําดับของจุลินทรียใน Gene Bank (Nation Center for Biotechnology Information, 
2008) [สงวิเคราะหท่ีหนวยเคร่ืองมือกลาง (Central Instrument Facility; CIF) คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

 
2.4 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยกลุมเชื้อจุลินทรีย ในขวดรูปชมพู 

2.4.1  การเตรียมเช้ือสําหรับเปนเช้ือเร่ิมตน 
นํากลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากขอ 2.3.1 มาเล้ียงในอาหารสังเคราะห GM1 ท่ีมีการเติม

กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน (ผานการฆาเช้ือ)  โดยเล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีมี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  ในอุณหภมิูหอง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง เพือ่
วิเคราะหหาปริมาณเซลลในรูปของน้ําหนกัเซลลแหง เพื่อดูการเพิ่มจาํนวนของจุลินทรีย เลือกเวลา
ในการเล้ียงท่ีไดกลุมเช้ือท่ีมีการเจริญในชวงกลางของ log phase วัดความขุนดวยเคร่ืองสเปคโตร-
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2.4.2  การคัดเลือกเช้ือจุลินทรีย 
นําน้ําเสียท่ีไดทําการศึกษาคุณสมบัติของนํ้าเสียเบ้ืองตนในขอ 2.1 ไปปนเหวี่ยงท่ี 

10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน 
(เพื่อคัดเลือกจลิุนทรียกลุมสรางโคพอลิเมอร) ปรับพีเอชใหเปน 7 นําน้ําเสียท่ีเตรียมไปฆาเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที โดย มาเล้ียงกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดจากขอ 2.1 
โดยใชปริมาตรเช้ือเร่ิมตนท่ีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวยความเร็วรอบ 200 
rpm ท่ีอุณหภมิูหอง เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 12 ช่ัวโมง เพ่ือวัดพีเอช วิเคราะหหา
ปริมาณเซลลโดยวิธีการหาน้าํหนักเซลลแหง และปริมาณ PHA ท่ีผลิตได ดวยวิธี Gravimetric 
method (ดัดแปลงจาก Grothe and Chisti, 2000) เก็บตัวอยางกอนและส้ินสุดการหมัก นํามาปน
เหวีย่ง แลวนาํสวนใสมาวเิคราะหหา Soluble COD และปริมาณกรดระเหยงาย คํานวณหารอยละ
ของการลดลงของสารอินทรีย และเลือกชุดการทดลองท่ีใหปริมาณ PHA มากท่ีสุดไปใชในการ
ทดลองตอไป 

2.4.3  ผลของอัตราการเขยา 
นําเช้ือจุลินทรียท่ีมีการผลิต PHA มากท่ีสุด จากขอ 2.4.2 มาศึกษาผลของอัตราการ

เขยา โดยเปรียบเทียบการเขยาท่ี 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิหอง 
ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 

2.4.4  ผลของปริมาณเช้ือเร่ิมตน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.3 มาใชศึกษาผลของ

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน โดยศึกษาการเติมเช้ือเร่ิมตนที่ 5, 10 และ 20 เปอรเซ็นต ทําการเก็บตัวอยางและ
วิเคราะหเชนเดียวกับขอ 2.4.2 

2.4.5  ผลของชนิดของแหลงคารบอน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.4 มาใชศึกษาผลของ

ชนิดของแหลงคารบอน โดยศึกษาการเติมกรดโพรพิโอนิก และกรดวาเลอริกอยางละ 60 มิลลิโม
ลาร เปรียบเทียบกับการใชกรดท้ังสองชนิดรวมกนั อยางละ 50 เปอรเซ็นต เพื่อสงเสริมการสรางโค
พอลิเมอร ทําการเก็บตัวอยางและวเิคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
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2.4.6 ผลของความเขมขนของแหลงคารบอน 
ศึกษาผลของความเขมขนของแหลงคารบอน โดยการเติมกรดอินทรียท่ีใหการผลิต 

PHA สูงสุด จากขอ 2.4.5 ท่ีความเขมขน 0, 60, 100, 140, 180 และ 200 มิลลิโมลาร และคิดเปน
อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจน ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 

2.4.7  ผลของพีเอชเร่ิมตน 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.6 มาใชศึกษาผลของ

พีเอชเร่ิมตนท่ี 6, 6.5, 7 และ 8 ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
2.4.8  ผลของการฆาเช้ือน้ําเสีย 
เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุด จากขอ 2.4.7 มาใชเพื่อศึกษา

เปรียบเทียบระหวางการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสียท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกบัขอ 2.4.2 
 
2.5 การศึกษาผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 

เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหปริมาณ PHA สูงสุดจากขอ 2.4.8 ทําการหมักในถัง
ปฏิกรณขนาด 3 ลิตร ปริมาตรการใชงาน 2 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําการทดลอง
เปรียบเทียบการใหอากาศท่ี 0, 0.5 และ 1 vvm ท่ีแตละอัตราการกวน 2 ระดับคือการกวนท่ี 100 และ 
200 รอบตอนาที (ท้ังหมด 6 ชุดการทดลอง) ทําการเก็บตัวอยางและวิเคราะหเชนเดยีวกับขอ 2.4.2 
 
2.6 การศึกษาหนวยยอยของ PHA ดวย GC-FID 

การวิเคราะหหาหนวยยอยของพอลิเมอรทําไดโดยการเตรียมเมธิลเอสเทอรของ  
พอลิเมอรดวยการนําพอลิเมอร 4-10 มิลลิกรัมละลายในคลอโรฟอรมปริมาตร 1 มิลลิตร และเติม
กรดซัลฟูริก-เมทานอล (15:85) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตมในอางน้ําเดือด 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
4 ช่ัวโมง เพือ่ทําการเปล่ียนกรดไขมันใหกลายเปนเมธิลเอสเทอรแลววิเคราะหดวยการใช GC-FID 
ซ่ึงใช capillary column (Stabilwax-DA, model Restek 06313) กําหนดอุณหภูมิของ injector และ 

detector เปน 250°C โดยกําหนดโปรแกรมอุณหภูมิของ oven ไวท่ี 80°C เปนระยะเวลา 5 นาที 

จากนั้นปรับอุณหภูมิเพิ่มข้ึนเปน 200°C  ดวยอัตรา 7°C/min  และใชสาร PHA จาก Aldrich (USA) 
เปนสารมาตรฐานท่ีใชเพื่อเปรียบเทียบชนิดของ PHA (ดัดแปลงจาก Ganzeveld et al., 1999) 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
3.1 องคประกอบของน้ําเสีย 

จากการศึกษาองคประกอบของน้ําเสียจากถังสรางกรด (Acidification tank) จาก
กระบวนการบําบัดน้ําเสียบริษัททรอปคอลแคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) ดังแสดงใน 
ตารางท่ี 4 พบวาน้ําเสียมีคาพีเอชเทากับ 5.97 คาซีโอดีเทากับ 1875 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาณ
ไนโตรเจนเทากับ 35 มิลลิกรัมตอลิตร คาอัตราสวนระหวางซีโอดีตอไนโตรเจนเทากับ 53.57 
ปริมาณฟอสเฟตเทากับ 330 มิลลิกรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหชนิดของกรดไขมัน พบวาในนํ้า
เสียมีกรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทีริก และกรดวาเลอริก เทากบั 97.57, 59.61, 34.58 และ 15.70 
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงกรดท้ัง 4 ชนิดนี้เปนกรดไขมันท่ีสําคัญในการสรางและสะสม PHA 
ของเช้ือหลายชนิด ไดแก Ralstonia eutropha, Azotobacter vinelandii, Alcaligenes faecalis, 
Rhodococcus sp. และ Activated sludge เปนตน (Ganzeveld et al., 1999; Punrattanasin, 2001) 
นอกจากนี้จะเห็นไดวาในนํ้าเสียมีสารอาหารในปริมาณนอย คือมีไนโตรเจนและฟอสเฟตเพียง 35 
และ 330 มิลลิกรัมตอลิตร ซ่ึงเหมาะแกการนํามาใชเปนสารอาหารสําหรับผลิต PHA ซ่ึงปริมาณ
สารอาหารในน้ําเสียท่ีจํากัดนี้สอดคลองกับงานวิจยัของ ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) ท่ีไดศึกษาการ
ผลิต PHA จาก Ralstonia eutropha และใชน้ําหมักจากเสนใยปาลมเปนแหลงอาหาร โดยนํ้าหมักมี
ปริมาณไนโตรเจนและฟอสเฟตเทากับ 34 และ 270 มิลลิกรัมตอลิตร และเม่ือเติมกรดบิวทิริก 5 กรัม
ตอลิตรลงในน้ําหมักและเล้ียงเช้ือ พบวาสามารถใหการผลิต PHA สูงกวาชุดทดลองท่ีมีการเพิ่ม
แหลงไนโตรเจนและแหลงฟอสเฟสในนํ้าหมัก เพราะสภาวะท่ีจุลินทรียจะสามารถผลิต PHA ไดดี
คือตองมีสารอาหารนอยๆ แตมีปริมาณแหลงคารบอนท่ีมากพอท่ีจุลินทรียสามารถใชได และเม่ือ
พิจารณาถึงปริมาณกรดไขมันในน้ําเสีย (207 มิลลิกรัมตอลิตร) และคาซีโอดี (1,875 มิลลิกรัมตอ
ลิตร) จะเห็นวาแหลงคารบอนท่ีมีอยูมีนอยมาก ไมเพียงพอตอการสังเคราะห PHA ใหไดปริมาณ
มากพอ จากงานวิจยัของ Kumar และคณะ (2004) ทําการผลิต PHA จากกลุมเช้ือจุลินทรียในนํ้าเสีย
โรงงานอาหาร โดยศึกษาการเติมกรดอะซิติกท่ีความเขมขนตางๆ คือ 1.13, 4.52, 5.65, 6.78 และ 
7.91 กรัมตอลิตร ตามลําดับ พบวาการเติมกรดอะซิติกท่ี 6.78 กรัมตอลิตรใหการผลิต PHA ในเซลล
สูงสุด เทากับ 33 เปอรเซ็นต ดังนั้นเม่ือนําน้ําเสียนี้ไปใชเปนอาหารแกจลิุนทรีย ตองมีการศึกษาการ
เติมแหลงคารบอนท่ีเพียงพอตอการเจริญและผลิต PHA และตองมีการปรับคาพีเอชใหเปน 7 เพราะ
ถาใชน้ําเสียท่ีพีเอชเปนกรดอาจทําใหจุลินทรียกลุมท่ีสามารถผลิต PHA ไมสามารถเจริญได เพราะ
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ตารางท่ี 4  องคประกอบของน้ําเสียจากถังสรางกรด โรงงานอาหารทะเล บริษัททรอปคอลแคนนิ่ง 
(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 ของกลุมจุลินทรียผสมจากระบบ SBR ในอาหารสังเคราะห 
GM1 

จากการศึกษาลักษณะการเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากระบบตะกอนเรงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยใชอาหารสําหรับเตรียมหวัเช้ือจลิุนทรีย GM1 โดยมีการเติม
กรดอะซิติก 30 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน (Kumar et al., 2004) ทําการปรับพเีอชเร่ิมตนเปน 7 
และเล้ียงท่ีอุณหภูมิหอง เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที พบวากลุมจุลินทรียจากระบบ
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ทดสอบการผลิต PHA ของกลุมเช้ือจุลินทรีย โดยทําการทดลองเปรียบเทียบอัตรา
การเขยาเพื่อดสูภาวะการใหอากาศท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA โดยเล้ียงกลุมเช้ือจุลินทรีย
ในน้ําเสียท่ีไดทําการศึกษาองคประกอบเบ้ืองตนในขอ 3.1 ท่ีปนเหวี่ยงท่ี 10,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที โดยเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอนเพื่อชวยสงเสริมการผลิต 
โคพอลิเมอรชนิด PHBV (Yamane et al., 1996) ของกลุมจุลินทรียผสม เพราะแหลงคารบอนในน้าํ
เสียมีนอยเกินไป มีการปรับพีเอชใหเปน 7 และผานการฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที ทําการศึกษาผลของอัตราการเขยาโดยการเล้ียงแบบวางน่ิง เปรียบเทียบกับการเขยาท่ี 
50, 100, 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตามลําดับ ท่ีอุณหภูมิหอง พบวากลุม
เช้ือจุลินทรียเจริญไดดีในสภาวะท่ีมีการเขยาท่ีความเร็วรอบสูง คือ 250 รอบตอนาที โดยใหปริมาณ
เซลลสูงสุดคือเทากับ 1.43 กรัมตอลิตร ท่ี 36 ช่ัวโมง สวนท่ีการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ให
ปริมาณเซลลรองลงมา เทากบั 1.25 กรัมตอลิตร และท่ีอัตราการเขยานอยลงไป (100, 50 และ 0 รอบ
ตอนาที) พบวามีการเจริญนอยมาก โดยใหปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 0.88, 0.72 และ 0.74 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 12) ดังนั้นสรุปไดวา กลุมจุลินทรียผสมเหลานี้เจริญไดดใีนสภาวะท่ีมีอากาศ 
อยางไรก็ดีงานวิจยัเกีย่วกับการผลิต PHA ในขวดรูปชมพู และมีการเขยาดวยเคร่ืองเขยา พบวามีการ
เลือกใชอัตราการเขยาท่ี 150-200 รอบตอนาที (Ganzeveld et al., 1999; Du et al., 2001; Bhubalan et 
al., 2008) ท้ังนี้ข้ึนกับสภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียแตละชนิด 

 การสกัด PHA ทําโดยวิธี Gravimetric method โดย PHA ไมสามารถละลายใน
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท สวนเซลลจุลินทรียละลายไดในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 
ดังนั้นจึงตองทดสอบประสิทธิภาพการละลายไดของเซลลจุลินทรีย ดวยการทํา Negative control
โดยนําจุลินทรียท่ีเล้ียงในอาหาร NB ซ่ึงเปนอาหารท่ีสงเสริมการเจริญแตไมสงเสริมการผลิต PHA 
มาทดสอบการสกัด ดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทได พบวาเซลลจุลินทรียสามารถละลายได
หมดในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 

แตในการทดลองโดยใชกลุมเช้ือจุลินทรียผสมน้ี ยังพบวากลุมจุลินทรียมีการสราง
ผลิตภัณฑอ่ืน ซ่ึงมีลักษณะเปนวุนอยูนอกเซลล ซ่ึงไมสามารถแยกวุนออกจากเซลลไดหมด ทําให
เกิดปญหาในการวัดปริมาณเซลลและปริมาณ PHA จากเซลลจุลินทรีย และยังทําให PHA ท่ีไดมี
ปริมาณนอยมาก เพราะจุลินทรียท่ีไมสามารถผลิต PHA มีการใชแหลงคารบอนท่ีมีอยูในอาหาร เพือ่ 
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ภาพท่ี 11 การเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียผสมจากในอาหารสังเคราะห GM1 โดยเติมกรดอะซิก

ความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง สําหรับ
การใชเปนหัวเช้ือเร่ิมตน 

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 ผลของอัตราการเขยาตอการเจริญจากการเล้ียงกลุมเช้ือจลิุนทรียในนํ้าเสียท่ีมีการเติม
กรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภมิูหอง 

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 ทําใหแหลงคารบอนในอาหารไมเพยีงพอตอการเจริญและผลิต PHA 
ของจุลินทรียท่ีสามารถสะสม PHA เพ่ือเปนการแกปญหาการปนเปอนของเช้ือท่ีไมสามารถผลิต 
PHA จึงทําการศึกษาการแยกและคัดเลือกเช้ือจุลินทรียท่ีสามารถสะสม PHA จากระบบตะกอนเรง
เพื่อนํามาใชผลิต PHA 
 
3.3 การแยกเชื้อท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR 

3.3.1 การแยกกลุมเชื้อจุลินทรียโดยวิธี enrichment technique 
จากการศึกษาการแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR 

วิธี enrichment technique พบวาสามารถแยกเช้ือท่ีเหลือรอดอยูได 6 ไอโซเลท ท่ีมีลักษณะโคโลนี
ตางกัน โดยต้ังช่ือเปน PSU-I, PSU-M, PSU-T, PSU-V, PSU-X และ PSU-Y (ตารางท่ี 5) โดย PSU-I 
มีลักษณะโคโลนีสีขาวขุนทึบแสง มีรอยบุมตรงกลางโคโลนี เม่ือนําไปยอมแกรม พบวาจุลินทรียมี
ลักษณะเซลลเปนรูปแทง ตดิสีแกรมลบ, PSU-M โคโลนีมีสีขาวขุน ไมมันวาว จุลินทรียมีลักษณะ
เซลลเปนรูปแทง ติดสีแกรมลบ, PSU-T โคโลนีมีสีขาวขุน มันวาว ท่ีจุดตรงกลาง รอบโคโลนีมี
ลักษณะใส จลิุนทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ, PSU-Vโคโลนีมีลักษณะสีขาวขุน นูน 
มันวาว จุลินทรียมีลักษณะเซลลกลม ติดสีแกรมลบ, PSU-X โคโลนีมีสีขาวขุนตรงกลาง และมีการ
เคล่ือนท่ีเล็กนอยแผใสรอบๆโคโลนี จุลินทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ และ PSU-Y  
โคโลนีมีสีขาวขุนไมมันวาว จุลินทรียมีลักษณะเซลลเปนรูปไข ติดสีแกรมลบ หลังจากนัน้นํา          
จุลินทรียท้ัง 6 ไอโซเลทมาทดสอบการติดสี sudan black B (Burdon, 1946) เพื่อพิจารณาการผลิต 
พอลิเมอรภายในเซลลในกลุมของ lipophilic material ซ่ึง sudan black B (C26H24N4O) เปนสียอมสาร
ท่ีไมมีข้ัว ละลายในไขมันได ทําใหสามารถติดไขมันไดสูง จึงมีการใช sudan black B เพื่อยอม
ทดสอบไตรกลีเซอไรด, ลิพิด และไลโปโปรตีนบางตัว (Wikipedia, 2008) การทดลองพบวาเช้ือ 
PSU-I, PSU-M, PSU-V และ PSU-X สามารถยอมติดสีของ sudan black B แสดงวาจุลินทรียท้ัง 4       
ไอโซเลทนี้ สามารถผลิตพอลิเมอรกลุม PHA ได (Kango and Patel, 2003) นอกจากนี้สามารถสรุป
ไดวาจุลินทรียท่ีไมมีการติดสีของ sudan black B นั้นเปนจุลินทรียท่ีไมมีลิพิดแกรนูล ดังนัน้จึงไมมี 
PHA ในเซลลจุลินทรีย เพราะพอลิเอสเทอรคือลิพิด (Redzwan et al. 1997) นอกจากนี้มีการทํา 
Thin-section electron microscopy (TEM) เพื่อใหเหน็ลักษณะเซลลและการผลิตพอลิเมอรภายใน
เซลล พบวาเช้ือ PSU-I, PSU-M มีการเกบ็สะสมสาร PHA ในปริมาณท่ีมากกวาเช้ือ PSU-V และ 
PSU-X โดย PHA ท่ีจุลินทรียสะสมได เปนลักษณะของแกรนูลสีขาว (ภาพท่ี 13) ปริมาณของ
แกรนูลจะมากหรือนอยข้ึนกบัความสามารถในการผลิตของแบคทีเรียแตละชนิด และสภาวะในการ
ผลิตดวยเชนกนั 
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ตารางท่ี 5 คุณลักษณะของไอโซเลทในอาหารวุนสังเคราะห (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 เทียบเคียงสายพันธุจุลินทรียท่ีแยกได ดวยเทคนิค 16s rDNA 
จากการนําเช้ือแบคทีเรีย PSU-I, PSU-M, PSU-V และ PSU-X มาเทียบเคียงสาย

พันธุจุลินทรีย โดยวิธี 16S rDNA ดวยการใช forward primer คือ UFUL (5'-GCCTAACACATGCA 
AGT CGA-3') และ reverse primer คือ 536R (5'-GTATTACCG CGGCTGCTGG-3') โครมาโต   
แกรมของลําดบัเบสจากการแปลผลลําดับเบสของยีน 16S rDNA และนําลําดับเบสท่ีไดไปเทียบกับ 
gene bank พบวาเช้ือแบคทีเรีย PSU-I เทียบเคียงไดเปน Achromobacter xylosoxidans (99%) (กอน
หนานีใ้ชช่ือ Alcaligenes denitrificans subsp. xylosoxydans หรือ Alcaligenes xylosoxidans subsp. 
xylosoxidans) ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย Achromobacter xylosoxidans โดยท่ัวไปเปนแบคทีเรีย    
แกรมลบ มีรูปรางแบบแทงตรง การเจริญของเช้ือนี้เปนแบบอาศัยออกซิเจน สามารถใชและเจริญได
ดีในอาหารที่มีกลูโคส ไซโลส และซิเตรทเปนแหลงคารบอน นอกจากนี้ยังสามารถเปล่ียนไนเตรท
ใหเปนไนไตรทได (Yabuuchi and Yano, 1981) Achromobacter xylosoxidans พบโดยท่ัวไปใน
ระบบตะกอนเรง และสามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดประมาณ 18-23 เปอรเซ็นต เม่ือให
กลูโคส 10 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน (Renner et al. 1996) สวน PSU-M เทียบเคียงไดเปน 

 

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 ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยเชื้อจุลินทรียท่ีแยกไดในขวดรูปชมพู 

การเตรียมเชื้อสําหรับเปนเชื้อเร่ิมตน   3.4.1 
จากการศึกษาลักษณะการเจริญของกลุมเช้ือจุลินทรียท่ีแยกไดท้ังหมด 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  
เล้ียงบนเคร่ืองเขยาท่ีความเร็วรอบเทากับ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาจุลินทรียท้ัง 4 สาย
พันธุ มีการแบงตัวและการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (log phase) จนกระท่ังถึง ช่ัวโมงท่ี 30 การเจริญ
จะเร่ิมคงท่ี (stationary phase)โดยชวง mid-log phase อยูในชวง 10-16 ชวงโมง และหลังจาก 36 
ช่ัวโมงไปแลวเซลลจะคอยๆลดลง (death phase) ดังแสดงในภาพท่ี 14 จากการทดลองน้ี จึงเลือก
ช่ัวโมงท่ี 12 เปนชวงระยะเวลาท่ีใชในการเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน 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
ฐานขอมูลใน 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  การเจริญของจุลินทรียท่ีผานการแยกเช้ือ เล้ียงในอาหารสังเคราะห GM1 โดยเติมกรด        
อะซิติกความเขมขน 30 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
สําหรับการใชเปนหวัเช้ือเร่ิมตน 

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 
  จากการนําเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท้ัง 4 ไอโซเลท คือ Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I, Achromobacter sp. PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter 
baumannii PSU-X มาศึกษาการเจริญและผลิต PHA ในนํ้าเสียจากถังสรางกรด บริษัททรอปคอล 
แคนนิ่ง (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน) ท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลง
คารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 ซ่ึงผานการฆาเช้ือ โดยทําการเล้ียงเชื้อท้ัง 4 สายพันธุท่ีแยกได 
เปรียบเทียบแตละเช้ือกับการนําเช้ือท้ังหมดมารวมกนั และการรวมเช้ือท่ีสามารถผลิต PHA มาก
ท่ีสุด และรองลงมา โดยใชปริมาตรเช้ือเร่ิมตนท่ีความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวย
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือเปรียบเทียบเช้ือแตละสายพันธุ พบวาจุลินทรียมี
การผลิต PHA สูงสุดในช่ัวโมงท่ี 48 (ภาพท่ี 15 (b)) เทากับ 0.45, 0.41, 0.20 และ 0.24 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ สัดสวนการผลิต PHA ตอการเจริญท่ีได คิดเปน 29.0, 26.5, 16.2 และ 25.3 เปอรเซ็นต 
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  จากการเปรียบเทียบระหวางการผสมเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans PSU-I 
และ Achromobacter sp. PSU-M กับการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ พบวาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุมี
การเจริญท่ีมากกวาแตผลิต PHA นอยกวา ท้ังนี้เนื่องจากเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ สามารถเจริญไดดใีนน้าํ
เสีย แตความสามารถในการสะสม PHA ไดไมเทากัน โดยเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M สามารถสะสม PHA ไดดกีวา Acinetobacter baumannii 
PSU-V และ Acinetobacter baumannii PSU-X ทําใหสัดสวนการผลิต PHA ของจุลินทรียท้ังหมด
นอยลง เม่ือนาํมาเล้ียงรวมกนั ดังนั้นการผสมเช้ือ คือ Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M จึงมีผลผลิตมากกวาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ เม่ือพิจารณาการใช
แหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียท้ัง 4 สายพันธุสามารถใชกรด
โพรพิโอนิกท่ีเติมลงในน้ําเสียไดเปนอยางดี กรดโพรพิโอนิกถูกใชไปประมาณ 93.9-100 เปอรเซ็นต 
และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 81.6-89.0 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 7 
และเม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 15 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
พีเอชเพิ่มข้ึน อันเปนผลมาจากเช้ือแตละชนิดสามารถเจริญในน้ําเสีย และสามารถนําโมเลกุลของ
กรดไขมันระเหยผานเขาสูเซลลได ทําใหมีการลดลงของโมเลกุลของกรด ในขณะเดยีวกันเปนการ
ลดไฮโดรเจนไอออนในอาหารเชนกนั ซ่ึงความไมสมดลุของสารไฮโดรเจนไอออนตอไฮดรอกไซด
มีผลใหอาหารเล้ียงเช้ือมีความเปนเบสสูง (Luli and Strohl, 1990) ดังนั้นการเพ่ิมข้ึนของคาพีเอช 
สามารถเปนตัวช้ีวดัถึงการเจริญของเช้ือแตละชนิด 

Achromobacter sp. ช่ือเดิมคือ Alcaligenes sp. จากการรายงานการวิจยัท่ัวไป พบวา
เช้ือ Alcaligenes sp. มีความสามารถในการสะสม PHA ในเซลลไดด ี จากรายงานของ Boom และ
คณะ (1994)  พบวา  Alcaligenes  eutrophus  NCIM 1 1599 สามารถผลิต PHA จากการเล้ียงเช้ือเปน 
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ภาพท่ี 15  การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถสะสม 

PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 
200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

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  (ตอ) 
Figure 15. (continued)   
 
ตารางท่ี  7 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอด ี หลังจากการเล้ียงจุลินทรียท่ีสามารถสะสม 

PHA ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 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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แบบกึ่งกะดวยการใชน้ําตาลกลูโคส โดยทําการควบคุมความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสใหไดระดบัท่ี 
10-20 กรัมตอลิตร ไดประมาณ 76 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัแหง Kim และคณะ (2005) ศึกษาการผลิต 
PHBV จาก Ralstonia eutropha ATCC 17699 (ช่ือเดิม Alcaligenes eutrophus )โดยใชฟรุกโตสและ
แกรมมา-บิวทโิรแลคโตนเปนแหลงคารบอน พบวาท่ีการใชฟรุกโตสความเขนขน 14 กรัมตอลิตร 
และแกรมมา-บิวทิโรแลคโตน 6 กรัมตอลิตร ใหการผลิต PHA ในเซลลไดสูงสุด 60 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนกัเซลลแหง ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) ศึกษาการผลิต PHA จาก R. eutropha  TISTR 1095 
โดยเล้ียงแบบกึ่งกะ ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดจากการหมักเสนใยปาลมแบบไรอากาศ ท่ีมีการเติมกรด
โพรพิโอนิก 2.5 กรัมตอลิตร และ กรดบิวทิริก 6.5 กรัมตอลิตร พบวา R. eutropha  TISTR 1095 
สามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดประมาณ 77 เปอรเซ็นตของนํ้าหนักเซลลแหง 

3.4.3 ผลของอัตราการเขยา 
จากการนําจุลินทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองหาอัตราการเขยาท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิต PHA ท่ี
อัตราการเขยาท่ี 150, 200 และ 250 รอบตอนาที โดยเล้ียงเช้ือในน้าํเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 
มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 พบวาการเขยามีผลตอการเจริญ (ภาพท่ี 16 (a)) 
โดยการเจริญมีแนวโนมเพิม่ข้ึนเม่ือเพ่ิมอัตราการเขยา การเขยาท่ี 250 รอบตอนาที ใหปริมาณเซลล
สูงสุดคือเทากับ 1.59 กรัมตอลิตร ท่ี 24 ช่ัวโมง  แลวก็เขาสูสภาวะคงที่ (stationary phase)แสดงให
เห็นวาการท่ีออกซิเจนมากเกินไป ทําใหอะซิติลโคเอนไซมเอ (Acetyl-CoA) เขาสู TCA cycle ทําให
การเจริญเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และท่ีการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ใหปริมาณเซลล เทากับ 1.51 
และ 1.56 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในช่ัวโมงท่ี 48 เม่ือนําคาการเจริญท่ีไดมาเปรียบเทียบทางสถิติ 
พบวาการเจริญท่ีอัตราการเขยา 150 และ 200 รอบตอนาที ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 16 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
เพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสามารถเปนตัวช้ีวัดการเจริญของเช้ือจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณา 
การใชแหลงคารบอนของจุลินทรียท้ัง 2 สายพันธุเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียสามารถใช
กรดโพรพิโอนิกท่ีเติมลงในน้ําเสียไดเปนอยางดีท่ีอัตราการเขยาท้ัง 3 ชุดการทดลอง โดยกรดโพรพิ
โอนิกถูกใชไปประมาณ 96.4-97.3 เปอรเซ็นต และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียได
ประมาณ 81.9-82.7 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 8 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA (ภาพท่ี 16 (b)) 
ของจุลินทรีย พบวาชุดการทดลองท่ีมีการสะสม PHA มากท่ีสุดคือการเขยาท่ี 200 รอบตอนาที 
เทากับ 0.52 กรัมตอลิตร โดยสัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญ เทากับ 33.1 เปอรเซ็นต สวนท่ีการ
เขยา 150 และ 250 รอบตอนาที มีการผลิต PHA เทากับ 0.48 และ 0.47 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญ เทากับ 31.5 และ 29.7 
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3.4.4 ผลของการเติมเชื้อเร่ิมตน 
จากการเล้ียงจุลินทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองหาการเติมเช้ือเร่ิมตนตอการผลิต PHA ท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตน 5, 
10 (ชุดควบคุม) และ 20 เปอรเซ็นต โดยเล้ียงเช้ือในน้ําเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร 
เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชใหเปน 7 พบวาการเติมเช้ือท่ี 20 เปอรเซ็นต มีการเจริญสูงท่ีสุดใน
ช่ัวโมงท่ี 12–36 และเม่ือเวลาผานไป 48–72 ช่ัวโมง พบวาการเติมเช้ือท่ี 20 เปอรเซ็นต มีการเจริญ
ใกลเคียงกับการเติมเช้ือท่ี 10 เปอรเซ็นต และมีการเจริญสูงสุดโดยไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p 
< 0.05)ในช่ัวโมงท่ี 48 (1.59 และ 1.62 กรัมตอลิตร ตามลําดับ) และมีการเจริญมากกวาการเติมเช้ือ
เร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต (1.40 กรัมตอลิตร ในช่ัวโมงท่ี 60) การเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต             
จุลินทรียมีการเพิ่มจํานวนนอยกวา ทําใหเหลือแหลงคารบอนในอาหารมากกวา ทําใหหลังจาก
ช่ัวโมงท่ี 48 จุลินทรียสามารถเจริญไดอีก แตก็ยังนอยกวาการเติมเช้ือท่ีปริมาณมากกวา (ภาพท่ี 17 
(a)) เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 17 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนม
เพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใช
แหลงคารบอนของจุลินทรียท้ัง 2 สายพันธุเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาจุลินทรียสามารถใชกรด
โพรพิโอนิกท่ีเติมลงในนํ้าเสียไดเปนอยางดีท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตนท้ัง 3 ชุดการทดลอง โดยกรดโพรพิ
โอนิกถูกใชไปประมาณ 96.5-98.2 เปอรเซ็นต และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียได
ประมาณ 79.8-90.6 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางท่ี 9 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย 
พบวาท่ีการเติมเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต และ 20 เปอรเซ็นต มีการผลิต PHA เทากับ 0.50 และ 0.46 
กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) แตเม่ือ พิจารณาสัดสวนการผลิต 
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(b) 

ภาพท่ี 16  ผลของการเขยาตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง          
จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพโิอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิหอง 

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  ตอ 
Figure 16. (continued).   
 
ตารางท่ี 8  ผลของอัตราการเขยาตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร ท่ีอัตราการเขยาตางๆ 
เปนเวลา 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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 เปอรเซ็นต การผลิต PHA จะไมเพิ่มข้ึนหลังจากช่ัวโมงท่ี 36 และลดลงเร่ือยๆ เม่ือเวลาผานไป (ภาพ
ท่ี 17 (b)) ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณเช้ือเร่ิมตนท่ีมาก ทําใหมีการใชแหลงคารบอนในอาหารหมดอยาง
รวดเร็ว นอกจากนี้ชุดการทดลองน้ีมีสัดสวนของอาหารนอยกวาชุดการทดลองอ่ืน โดยมีสัดสวน
ของอาหารเพียง 80 เปอรเซ็นต และปริมาตรเช้ือเร่ิมตน 20 เปอรเซ็นต ทําใหจุลินทรียตองใชแหลง
พลังงานในเซลลเพื่อความอยูรอด ซ่ึงก็คือ PHA สวนการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 5 เปอรเซ็นต พบวามีการ
สะสม PHA เทากับ 0.38 กรัมตอลิตร สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญเทากับ 31.5 เปอรเซ็นต ซ่ึง
จุลินทรียมีการสะสม PHA ในเซลลสูง แตก็ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเทียบกับ
การทดลองการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 10 เปอรเซ็นต และนอกจากน้ีเปาหมายของการทดลองน้ี เพื่อ
ตองการเพิ่มจํานวนจุลินทรียใหมีปริมาณมากอยางรวดเร็ว เพื่อลดเวลาในการผลิต PHA แตชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติมเช้ือเร่ิมตน 5 เปอรเซ็นต ใหการเจริญและผลิต PHA นอยท่ีสุด จึงทําใหชุดการ
ทดลองนี้ไมเหมาะสมท่ีจะนําไปใชทดลองตอ ดังนั้นจึงเลือกการเติมเช้ือเร่ิมตนท่ี 10 เปอรเซ็นต ไป
ใชในการทดลองตอไป ซ่ึงในงานวจิัยเกี่ยวกับการผลิต PHA โดยท่ัวไป เลือกใชการเติมเร่ิมตนท่ี 10 
เปอรเซ็นต เชนกัน (Marangoni et al., 2002; Yan et al., 2003; Kemavongse et al., 2007) 

3.4.5 ผลของชนิดของแหลงคารบอน 
จากการเล้ียงจลิุนทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองการเติมชนิดของแหลงคารบอนในน้ําเสียตอการผลิต PHA 
โดยศึกษาการเติมกรดโพรพโิอนิกท่ีความเขมขน 60 มิลลิโมลาร, กรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 
มิลลิโมลาร เปรียบเทียบกับการผสมกรดท้ังสองชนิด อยางละ 30 มิลลิโมลาร ในนํ้าเสียท่ีทําการปรับ     
พีเอชใหเปน 7 ซ่ึงชวยแกปญหาความเปนพิษของปริมาณกรดในระบบ เพราะกรดท่ีใสไปทําให      
พีเอชลดลงเหลือประมาณ 4 การเลือกใชกรดวาเลอริกและกรดโพรพิโอนิกเพื่อเปนแหลงคารบอน 
เนื่องจากกรดวาเลอริกมีผลใหเกิดการสังเคราะหโมโนเมอรชนิด hydroxyvalerate (HV) โดยสัดสวน 
ของ HV ยิ่งสูงจะชวยใหโคพอลิเมอรมีความแข็งแรงมากข้ึน มีความยืดหยุนมากข้ึน และคา 
elongation ก็เพิ่มข้ึนดวย (Madden et  al., 2000; Khanna และ Srivastava, 2005) การผลิต 
hydroxyvalerate จากกรดวาเลอริกนั้นมีกลไกการเปล่ียนแปลงดังนี้ จากกรดวาเลอริกถูกเปล่ียนเปน 
Valeryl-CoA จากนัน้จะถูกเปล่ียนเปน L(+)3-hydroxyvaleryl-CoA และ 3-ketovaleryl-CoA 
ตามลําดับ จากน้ัน 3-ketovaleryl-CoA ถูกเปล่ียนเปน D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA ซ่ึงสารดังกลาว
เปนสารตัวกลางสําคัญในการท่ีจะเปล่ียนแปลงเปน 3-hydroxyvalerate หรือ 3HV unit (Eschenlauer 
et  al., 1996)  สวนกรดโพรพิโอนิกก็สามารถใชเปนแหลงคารบอนหรือสารตั้งตนสําหรับการผลิต 
hydroxyvalerate ไดเชนกัน ซ่ึงกลไกการเปล่ียนแปลงกรดโพรพิโอนิกนั้นมีความคลายคลึงกับการ 
เปล่ียนแปลงของกรดวาเลอริก โดยเร่ิมตนจากกรดโพรพโิอนิกจากนั้นถูกเปล่ียนไปเปน propionyl-
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ภาพท่ี 17  ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการ

เล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียโดยเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 
200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

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  (ตอ) 
Figure 17. (Continued).  
 
ตารางท่ี 9 ผลของการเติมเช้ือเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการ

เล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. 
PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 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 จากนั้นจะถูกเปล่ียนแปลงตอไปเปน 3-ketovaleryl-CoA ทายท่ีสุดจะถูกเปล่ียนใหอยูในรูปของ 
D(+)3-hydroxyvaleryl-CoA ซ่ึงเปนสารตัวกลางสําคัญในการท่ีจะเปล่ียนเปน 3-hydroxyvalerate 
หรือ 3HV unit (Yamane et al., 1996)  

การทดลองพบวาชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก จุลินทรียมีการเจริญ
นอยท่ีสุดตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 18 (a)) จุลินทรียเจริญไดสูงสุดเทากับ 1.62 กรัมตอลิตร ณ 
ช่ัวโมงท่ี 48 หลังจากนั้นการเจริญก็ลดลงเพราะแหลงคารบอนในอาหารเร่ิมหมดไป สวนชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก พบวาจุลินทรียมีการเจริญสูงสุดตลอดการทดลอง จุลินทรียเจริญได
สูงสุดเทากับ 2.12 กรัมตอลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 72 และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดท้ังสองชนิด พบวา
จุลินทรียมีการเจริญรองลงมา ท้ังนี้เนื่องจากชุดการทดลองน้ีมีสัดสวนของกรดโพรพิโอนิกอยูดวย 
โดย จุลินทรียเจริญไดสูงสุดเทากับ 1.93 กรัมตอลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 60 เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคา      
พีเอชตลอดการทดลองพบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุกชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ
ของจุลินทรีย นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาจุลินทรียสามารถใชกรดโพรพิโอนิกและกรดวาเลอริกท่ีเติมลงในนํ้าเสียไดเปนอยางดี โดยชุด
การทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร พบวากรดโพรพิโอนิกถูกใชไปประมาณ 
97.3 เปอรเซ็นต สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร พบวากรดวาเลอริกถูกใช
ไป 95.0 เปอรเซ็นต และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดไขมันท้ังสองชนิด พบวากรดไขมันท้ังสอง
ชนิดถูกใชไปจนหมด (100 เปอรเซ็นต) และยังชวยลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 
83.2, 84.6 และ 85.0 เปอรเซ็นต ตามลําดบั ดังแสดงในตารางท่ี 10 และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA 
ของจุลินทรีย พบวาการผลิต PHA ของจุลินทรียสอดคลองกับการเจริญ โดยชุดการทดลองท่ีมีการ
เติมกรดวาเลอริก และชุดทดลองท่ีมีการเติมกรดท้ังสองชนิด มีการผลิต PHA สูงสุดในช่ัวโมงท่ี 60 
เทากับ 0.84 และ 0.61 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สัดสวนระหวาง PHA ตอการเจริญเทากับ 40.9 และ 
31.8 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดโพรพิโอนิกมีการผลิต PHA นอยท่ีสุด 
เทากับ 0.48 กรัมตอลิตร และ 29.9 เปอรเซ็นต ณ ช่ัวโมงที่ 48 (ภาพท่ี 18 (b)) ซ่ึงสอดคลองกับการ
ทดลองของ Bhubalan และคณะ (2008) จากการศึกษาการผลิตโคพอลิเมอรจากรีคอมบิแนนต 
Cupriavidus necator PHB_4/ pBBREE32d13 ในอาหารสังเคราะห โดยใชน้ํามันจากเมล็ดในปาลม 
5 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน เปรียบเทียบการเติมโซเดียมวาเลอเรตและโซเดียมโพรพิโอเนต 
ซ่ึงเปนแหลงคารบอนท่ีสงเสริมการผลิตสัดสวน HV พบวาการเติมโซเดียมวาลิเรต จุลินทรียมีการ
เจริญและผลิต PHA ในเซลลอยูในชวง 5.5-7.9 กรัมตอลิตร และ 59-79 เปอรเซ็นต สวนการเติม
โซเดียมโพรพโิอเนต จุลินทรียมีการเจริญและผลิต PHA ในเซลลอยูในชวง 4.5-5.8 กรัมตอลิตร และ  
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ภาพท่ี 18 ผลของแหลงคารบอนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง

จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสีย เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิูหอง 

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 (ตอ) 
 

Figure 18. (Continued). 
 
60-79   เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยการเจริญและการผลิต PHA ในเซลลสูงสุดเกิดข้ึนจากการเติมกรด
แตละชนดิท่ี 10 กรัมตอลิตร ในช่ัวโมงท่ี 36 

Kemavongse และคณะ (2007) ไดศึกษาเปรียบเทียบการใชกรดโพรพิโอนิกและ
กรดวาเลอริกตอการเล้ียง Rhodobacter sphaeroides U7 เพื่อผลิต PHA โดยเล้ียงในอาหาร GA 
(glutamate-acetate medium) ซ่ึงมีอะซิเตต 40 มิลลิโมลาร พบวาการใชกรดโพรพิโอนิกท่ีความ
เขมขน 40 มิลลิโมลาร จุลินทรียสามารถผลิต PHA ภายในเซลลไดเทากับ 1.88 กรัมตอลิตร (77.7 
เปอรเซ็นต) PHA ท่ีไดมีสัดสวน HB และ HV เทากับ 80.9 และ 19.1 โมลเปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน
การใชกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 40 มิลลิโมลาร พบวาจุลินทรียสามารถผลิต PHA ภายในเซลลได 
1.93 กรัมตอลิตร (77.4 เปอรเซ็นต) มีสัดสวน HB และ HV เทากับ 15.2 และ 84.8 โมลเปอรเซ็นต 
ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา การใชกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอน ทําใหเกิดการสงเสริมการผลิต 
HV มากกวาการใชกรดโพรพิโอนิก ดังนัน้จึงเลือกการเติมกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอน ไปใชใน
การทดลองตอไป 
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ตารางท่ี  10 ผลของแหลงคารบอนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง
เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสีย เปนเวลา 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 มีการเติมหวัเช้ือเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ลงในนํ้าเสียท่ีมีการเติมกรดชนิด

ตางๆ จึงสงผลใหปริมาณกรดท่ีวัดไดมีคาลดลง
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  จากการเล้ียงจลิุนทรียผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M มาทดลองการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขนตางๆ คือ 0, 30, 60, 100, 
140 และ 180 มิลลิโมลาร ในน้ําเสียตอการผลิต PHA (คิดเปนอัตราสวนระหวางคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 0.1, 51, 102, 171, 240, 308 ตามลําดับ) ทําการปรับพีเอชใหเปน 7 ซ่ึงชวย
แกปญหาความเปนพิษของปริมาณกรด การทดลองพบวาทุกชุดการทดลองการเจริญของจุลินทรียมี
แนวโนมเดยีวกัน (ภาพท่ี 19 (a)) การเจริญเขาสูชวงการเจริญคงท่ีในช่ัวโมงท่ี 48-60 และมีการเจริญ
ข้ึนเล็กนอย ไปเร่ือยๆ เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารยังไมหมด ยกเวนชุดการทดลองท่ีไมมีการ
เติมกรดวาเลอริก (0 มิลลิโมลาร) และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิ
โมลาร โดยชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมกรดวาเลอริก จุลินทรียมีการเจริญเพิ่มเล็กนอยในช่ัวโมงท่ี 
24 เทากับ 0.48 กรัมตอลิตร หลังจากนัน้การเจริญก็ลดลงและคงท่ี ท้ังนี้เนื่องจากแหลงคารบอนท่ีมี
อยูในน้ําเสียมีปริมาณท่ีนอยมาก ทําใหการเจริญเกิดข้ึนไดนอย ชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอ
ริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิโมลาร จุลินทรียมีการเจริญไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 48 เทากับ 1.55 กรัมตอ
ลิตร หลังจากนั้นการเจริญกล็ดลงเร่ือยๆ เนื่องจากแหลงคารบอนในอาหารหมดไป ทําใหจุลินทรีย
ไมมีอาหารเพือ่ความอยูรอด สวนชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 และ 100 
มิลลิโมลาร จลิุนทรียสามารถเจริญไดดีท่ีสุดในช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 1.97 และ 2.02 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ และชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 140 และ 180 มิลลิโมลาร        
จุลินทรียมีการเจริญนอยกวาการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 และ 100 มิลลิโมลาร เนื่องจาก
ความเขมขนของกรดวาเลอริกมีมากเกินไปทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล และมีการยับยั้งของ
สับสเตรท โดยจุลินทรียมีการเจริญสูงสุดเทากับ 1.52 และ 1.51 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เม่ือพิจารณา
การเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการทดลอง (ภาพท่ี 19 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนทุกชุด
การทดลอง และชุดการทดลองท่ีมีการเจริญมากกวา พบวามีความเปนดางมากกวาดวยเชนกนั ซ่ึง
สอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 19 
(b)) พบวาชุดการทดลองท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 มิลลิโมลาร มีการผลิต PHA มาก
ท่ีสุดในชั่วโมงท่ี 60 เทากับ 0.83 กรัมตอลิตร และ 45.2 เปอรเซ็นต ของปริมาณเซลล ซ่ึงใหการผลิต 
PHA มากกวาชุดการทดลองที่มีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 100 มิลลิโมลาร (0.67 กรัมตอ
ลิตร และ 36.1 เปอร เซ็นตของปริมาณเซลล) ท้ังท่ีท้ังสองชุดการทดลองนี้มีการเจรญิไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ท้ังนี้เนื่องจากความเขมขนของกรดวาเลอริก 100 มิลลิโมลาร มีมากเกิน
กวาท่ีจุลินทรียจะใชได ทําใหปริมาณกรดท่ีเกินความตองการกอใหเกิดความเปนพษิ ทําใหความ 
สามารถในการสะสม PHA ของจุลินทรียนอยลง และนอกจากนี้อาจเปนผลเนื่องจากอัตราสวน
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และสวนชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมกรดวาเลอริก และชุดการทดลองท่ีมีการเติม
กรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 30 มิลลิโมลาร พบวามีการผลิต PHA นอยกวาการเติมกรดวาเลอริกท่ี
ความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เพราะมีปริมาณแหลงคารบอนนอยเกินไป ไมเพยีงพอตอการเจริญ ทํา
ใหการสะสม PHA ก็ตองหยุด เม่ือไมมีการเจริญของจุลินทรีย เม่ือเวลาผานไปจุลินทรียจึงใช PHA 
ซ่ึงเปนพลังงานสํารองในเซลล เพื่อความอยูรอด และเม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรีย
เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง พบวาความสามารถในการใชกรดวาเลอริกของจุลินทรียสอดคลองกับการ
เจริญและการผลิต PHA โดยชุดการทดลองท่ีเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 0 และ 30 มิลลิโมลาร 
พบวากรดวาเลอริกถูกใชไปจนหมด (100 เปอรเซ็นต) ลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 
95.0 และ 95.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนท่ีความเขมขนของกรดวาเลอริก 60, 100, 140 และ 180 
มิลลิโมลาร กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 95.0, 66.2, 33.7 และ 30.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และลด
ปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 84.6, 70.4, 36.0 และ 33.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดง
ในตารางท่ี 11 ดังนั้นการทดลองนี้จึงเลือกชุดการทดลองที่มีการเติมกรดวาเลอริกท่ีความเขมขน 60 
มิลลิโมลาร เพื่อเปนแหลงคารบอนไปใชในการทดลองตอไป 
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ภาพท่ี 19 การเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสม 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีเติม
กรดวาเลอริกท่ีความเขมขนตางๆ เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

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 (ตอ) 
Figure 19. (Continued). 
 
ตารางท่ี 11 คาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม 

Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีมีการ
เติมกรดวาเลอริก ท่ีความเขมขนตางๆ เปนเวลา 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 ผลของพีเอชเร่ิมตน 
ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการเจริญและการผลิต PHA โดยทําการปรับน้ําเสียท่ีใชเปน

อาหารเล้ียงเช้ือ โดยมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลารใหพีเอชมีคาเปน 6, 6.5, 7 
และ 8 ตามลําดับ จากการทดลองพบวาการเจริญของเช้ือผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.5, 7 และ 8 
มีแนวโนมไปในทางเดียวกนั โดยมีการเจริญเขาสูระยะการเจริญคงที่ในช่ัวโมงท่ี 60 เทากับ 1.80, 
1.87 และ 1.99 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาพท่ี 20 (a)) สวนอาหารทีมี่การปรับพีเอชเปน 6 พบวา      
จุลินทรียไมสามารถเจริญได อันเปนผลสืบเนื่องจากการขาดความสมดุลระหวางปริมาณไฮโดรเจน
ไอออนกับปริมาณไฮดรอกไซด ซ่ึงจะสงผลตอการผานเขาออกของสารอาหาร เซลลจึงไมสามารถ
นําสาร อาหารเขาสูเซลลได หรืออีกนยัหนึ่งเปนผลมาจากความเปนพิษของปริมาณกรดในระบบ 
เนื่องจากในอาหารเล้ียงเช้ือมีการเติมกรดวาเลอริก โดยกรดวาเลอริกทําใหเกิดการยับยัง้การเจริญ ซ่ึง
ปกติจะมีการปรับคาพีเอชเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเช้ือเปน 7 เพื่อเปนการปรับปริมาณไฮโดรเจน
ไอออนอิสระท่ีแสดงประจุบวกใหลดลงดวยไฮดรอกไซด ซ่ึงมีประจุลบ จึงทําใหไฮโดรเจนไอออน
ไมสามารถสง ผลกระทบโดยตรงตอเซลล (Du et al., 2001) ทําใหน้ําหนกัเซลลแหงท่ีไดจากการ
เล้ียงในอาหารที่มีการปรับพีเอชเปน 6 ไมมีการเปล่ียนแปลง และพีเอชไมมีการเปล่ียนแปลงตลอด
การทดลอง (ภาพท่ี 20 (c))   ซ่ึงสามารถใชเปนตัวบงช้ีถึงการเจริญของเช้ือจุลินทรียได   ดังนัน้        
จุลินทรียก็ไมมีการผลิต PHA ดวยเชนกัน โดยพบวาชุดการทดลองท่ีมีการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6 
ปริมาณ PHA แทบจะไมเปล่ียนแปลงจากเร่ิมตน (ภาพท่ี 20 (b)) ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญขางตน 
โดยตางจากชุดการทดลองท่ีมีการปรับพีเอชเปน 6.5, 7 และ 8 การผลิต PHA จะเกดิข้ึนควบคูกับการ
เจริญ อันเปนผลจาก PHA เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสํารอง จึงมีการสะสมควบคูกับการ
เจริญและจดัเปนสารกลุม primary metabolite หรือ growth-associated substance การสะสม PHA 
เกิดข้ึนสูงสุดเม่ือเช้ือมีการเจริญเขาสูระยะ stationary phase และจะเพิ่มเล็กนอยหรือคอนขางคงท่ี 
เม่ือเวลาเพิ่มข้ึน จุลินทรียสามารถสะสม PHA ในเซลลไดสูงสุดเทากับ 0.70, 0.78 และ 0.80 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ ท่ีพีเอชเร่ิมตน 6.5, 7 และ 8 และเห็นไดวาท่ีพีเอชเร่ิมตนเทากับ 8 ใหการผลิต PHA 
สูงสุด แตเม่ือเทียบกับชุดการทดลองอ่ืนพบวาคาท่ีไดไมแตกตางกันกบัการปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 7 
อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) และเม่ือคิดเปนการผลิต PHA ภายในเซลล พบวาการปรับเอชเร่ิมตน
เทากับ 7 ใหการผลิต PHA ตอน้ําหนกัเซลลแหงมากกวา การปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.5 และ 8 เทากับ 
41.8, 39.1 และ 40.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเนื่องดวยการปรับพีเอชเร่ิมตนตองอาศัยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด จึงไมจําเปนตองส้ินเปลืองสารเคมีเพื่อใชในการปรับพีเอชเร่ิมตนใหอาหาร
เล้ียงเช้ือมีความเปนเบส ดังนั้นจึงเลือกใชการปรับพีเอชเทากับ 7 ไปใชในการทดลองตอไป ซ่ึง
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3.4.7 ผลของการฆาเชื้อน้ําเสีย 
การเล้ียงเชื้อผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 

Achromobacter sp. PSU-M เปรียบเทียบระหวางการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสียท่ีมีเติมกรดโพรพิ  
โอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 7 เล้ียงบนเคร่ืองเขยาดวยความ 
เร็วรอบ 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง พบวาการฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียมีการเจริญมากกวาการไม
ฆาเช้ือน้ําเสีย (ภาพท่ี 21 (a)) โดยการฆาเช้ือน้ําเสียมีการเจริญเขาสูระยะการเจริญคงท่ีในช่ัวโมง 60 
เทากับ 1.87 กรัมตอลิตร และเจริญไดดีท่ีสุดในชัว่โมงท่ี 72 เทากับ 1.98 สวนการไมฆาเช้ือน้ําเสียให
การเจริญสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 1.80 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซ่ึงการเจริญของท้ังสองชุดการ
ทดลองมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการ
ทดลอง (ภาพท่ี 21 (c)) พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนท้ังสองชุดการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือพิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 21 (b)) พบวาจุลินทรีย
สามารถผลิต PHA ไดสูงสุดเทากับ 0.78 และ 0.70 กรัมตอลิตร ในชุดการทดลองท่ีฆาเช้ือและไมฆา
เช้ือน้ําเสีย ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) คิดเปน 41.8 และ 39.1 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเซลล ดังนั้นการเล้ียงเช้ือโดยการฆาเช้ือน้ําเสียใหการผลิต PHA มากกวาการไมฆาเช้ือ 
น้ําเสีย เนื่องจากนํ้าเสียท่ีไมผานการฆาเช้ือมีการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืนท่ีมีอยูในน้ําเสียและ
เกิดการปนเปอนจากส่ิงแวดลอมระหวางการเตรียมน้ําเสีย ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Sangkharak 
(2007) จากการศึกษาการเล้ียงเช้ือ Rhodobacter sphaeroides สายพันธุ N20 ในน้ําเสียโรงงานนํ้ามัน
ปาลมจากระบบบําบัดแบบไรอากาศ โดยเปรียบเทียบการฆาเช้ือและไมฆาเช้ือน้ําเสีย พบวาการฆา
เช้ือน้ําเสีย จุลินทรียสามารถเจริญและผลิต PHA ในเซลลไดดีกวาการไมฆาเช้ือน้ําเสีย เทากับ 8 กรัม
ตอลิตร (87.9 เปอรเซ็นต) และ 7.88 กรัมตอลิตร (86.4 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 20 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการเล้ียง    
จุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เล้ียงบนเคร่ืองเขยา 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

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 (ตอ) 
Figure 20. (Continued). 
 
ตารางท่ี 12   ผลของพีเอชเร่ิมตนตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 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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 นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาชุดการทดลองท่ีไมฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียใชกรดวาเลอริกหมด 100 เปอรเซ็นต ลดปริมาณ
สารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 97.6 เปอรเซ็นต ซ่ึงมากกวาชุดการทดลองท่ีฆาเช้ือน้ําเสีย ท้ังนี้
เนื่องจากชุดการทดลองท่ีไมฆาเช้ือน้ําเสีย จุลินทรียท่ีมีอยูเดิมในน้ําเสียมีการแยงใชแหลงคารบอน 
ทําใหแหลงคารบอนหมดเร็วกวา โดยชุดการทดลองท่ีมีการฆาเช้ือน้ําเสีย กรดวาเลอริกถูกใชและลด
ปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสียไดประมาณ 95.0 และ 84.6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 
13 ดังนั้นในการทดลองข้ันตอไปจึงเลือกใชการฆาเช้ือน้ําเสียนําไปศกึษาตอ เพื่อเปนการลดความ
แปรปรวนจากส่ิงแวดลอม แตถาตองการผลิต PHA ในระดับอุตสาหกรรม และตองการลดตนทุนใน
การทําระบบฆาเช้ือน้ําเสีย การผลิต PHA โดยใชน้ําเสียท่ีไมฆาเช้ือ ยังมีศักยภาพที่สามารถกระทําได  
    

3.5 ผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณ 
ทําการทดลองหาผลของการใหอากาศและการกวนตอการผลิต PHA ในถังปฏิกรณขนาด 3 

ลิตร โดยใชสภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ 3.2 คือ เติมกรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร ในนํ้าเสีย ปรับพีเอช
เร่ิมตนใหเปน 7 เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

การทดลองลองพบวา การเจริญของเช้ือผสมระหวาง Achromobacter xylosoxidans 
PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในถังหมักจากการศึกษาผลของการใหอากาศและการกวน 
ซ่ึงเปรียบ เทียบการใหอากาศท่ี 0, 0.5 และ 1 vvm กับการกวนท่ี 100 และ 200 รอบตอนาที พบวาชุด
การทดลองท่ีไมมีการใหอากาศ ท้ังท่ีมีการกวนที ่ 100 และ 200 รอบตอนาที จุลินทรียไมมีการเจริญ
เพิ่มข้ึน (ภาพท่ี 22 (a)) แสดงใหเห็นวาการกวนท่ี 100 และ 200 รอบตอนาที ไมสามารถชวยเพิ่ม 
ปริมาณอากาศในถังหมักได ซ่ึงการไมมีออกซิเจนเพือ่ใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทาย ทําให
กระบวนการเจริญเกิดข้ึนไมสมบูรณ แตเม่ือมีการใหอากาศพบวามีการเจริญเพิ่มข้ึนอยางเหน็ไดชัด 
ซ่ึงเม่ือเพ่ิมการใหอากาศเปน 0.5 vvm และการกวน 100 รอบตอนาที พบวาจุลินทรียมีการเจริญมาก 
ข้ึนกวาการไมใหอากาศ จุลินทรียเจริญสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 72 มีคาประมาณ 1.00 กรัมตอลิตร แตเม่ือ
ใหการกวนเพิม่ข้ึนเปน 200 รอบตอนาที พบวาการเจริญเพิ่มมากข้ึนเปนสองเทา เทากับ 2.10 กรัมตอ 
ลิตร ท้ังนี้เนื่องจากการกวนท่ี 200 รอบตอนาที สามารถกวนผสมอาหารใหจุลินทรียสามารถใช
แหลงคารบอนในอาหาร และดูดซับออกซิเจนไดดีกวา เม่ือเปรียบเทียบการใหอากาศ 0.5 vvm/การ
กวน 200 รอบตอนาที กับ การใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอนาที พบวาการเจริญไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอนาที จุลินทรีย
มีการเจริญเทากับ 1.97 กรัมตอลิตร และเม่ือใหอากาศ 1 vvm/การกวน 200 รอบตอนาที พบวา         
จุลินทรียมีการเจริญสูงสุดเทากับ 3.20 กรัมตอลิตร เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงคาพีเอชตลอดการ
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ภาพท่ี 21  ผลของการฆาเช้ือน้ําเสียตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคาพีเอช (c) จากการ

เล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร บนเคร่ืองเขยา 200 
รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

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 (ตอ) 
Figure 21. (Continued). 
 
ตารางท่ี 13 ผลของการฆาเช้ือน้ําเสียตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและซีโอดี หลังจากการเล้ียง

เช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-
M ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริกความเขมขน 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 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))  พบวาคาพีเอชมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชุดการทดลองท่ีจุลินทรียมีการเจริญ และ
ชุดการทดลองที่มีการเจริญมากกวา พบวามีความเปนดางมากกวาดวยเชนกัน สวนชุดการทดลองท่ี
ไมมีการใหอากาศ คาพีเอชไมมีการเปล่ียน ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย และเม่ือ
พิจารณาการผลิต PHA ของจุลินทรีย (ภาพท่ี 22 (b)) พบวาชุดการทดลองท่ีไมใหอากาศ ไมมีการ
ผลิต PHA เพิ่มข้ึน ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ สวนชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 0.5 vvm/การกวน 
200 รอบตอนาที เม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 รอบตอ
นาที ซ่ึงใหปริมาณเซลลไมแตกตางกัน พบวาชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 1 vvm/การกวน 100 
รอบตอนาที สงเสริมการผลิต PHA มากกวา ชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศ 0.5 vvm/การกวน 200 
รอบตอนาที เทากับ 1.32 และ 1.14  กรัมตอลิตร ตามลําดับ (67.0 และ 51.9 เปอรเซ็นต ของปริมาณ
เซลล ตามลําดับ) แสดงใหเหน็วาการใหอากาศท่ีเหมาะสม จะสงเสริมการผลิต PHA มากกวา  ถึงแม 
จะมีการกวนนอยกวา และเม่ือมีการใหอากาศ และการกวนท่ีเหมาะสมที่ 1 vvm และ 200 รอบตอ
นาที ตามลําดับ พบวาจุลินทรียมีการผลิต PHA สูงสุดเทากับ 2.29 กรัมตอลิตร คิดเปน 71.5 
เปอรเซ็นตของปริมาณเซลล ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ ธงชัย วงศสุวรรณ (2550) เกี่ยวกับการ
ใหอากาศในการผลิต PHA โดยใชเช้ือ Ralstonia eutropha TISTR 1095 โดยควบคุมการใหอากาศที่ 
0.5, 1 และ 2 vvm มีการกวนท่ี 200 รอบตอนาที และมีการเติมโพรพโิอเนต 2.5 กรัมตอลิตร, กรด
บิวทิริก 6.5 กรัมตอลิตรในน้ําหมัก พบวาการใหอากาศ 0.5 vvm ใหการเจริญและผลิต PHA นอย
ท่ีสุด สวนท่ีการใหอากาศ 1 และ 2 vvm พบวาการใหอากาศ 2 vvm มีอัตราการเจริญท่ีเร็วกวาและ
มากกวาท่ี 1 vvm แตเม่ือพิจารณาการผลิต PHA พบวาการใหอากาศ 1 vvm มีการผลิต PHA มากกวา
ท่ี 2 vvm เทากบั 51.30 และ 40.23 เปอรเซ็นตของนํ้าหนกัเซลล ตามลําดับ 

ภายใตสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสม และมีปริมาณคารบอนมากเกนิพอ 
พบวากจิกรรมของเอนไซม NADPH oxidase จะลดลงทําใหเกิดการสะสมของ NADPH มากข้ึน 
สงผลใหเกิดการยับยั้งเอนไซม citrate synthase และเอนไซม isocitrate dehydrogenase ทําใหเกิดการ
สะสมของ Acetyl-CoA เพิ่มมากข้ึนจนถึงระดับความเขมขนหนึ่ง ซ่ึงทําใหเกดิกระบวนการยับยั้ง 
เอนไซม   Acetyl-CoA   transferase   ข้ึนดวยกระบวนการ   feedback inhibition   ในทํานองเดียวกนั 
การสะสมของ NADPH ในปริมาณมากข้ึนหรืออีกนยัหนึ่งสัดสวนของ NADPH/NAD มีคาสูง ใน
สภาวะมีปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสม จะสงเสริมใหเกดิวิถีการผลิต PHA โดยพบวา PHA จะมี
บทบาทในการเปนตัวรับอิเล็กตรอนทางเลือก (Arunpan, 1998) 
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ภาพท่ี 22 ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวนตอการเจริญ (a) การผลิต PHA (b) และคา
พีเอช (c) จากการเล้ียงจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M ในน้ําเสียท่ีเติมกรดโพรพิโอนิก 60 มิลลิโมลาร เล้ียงในถัง
ปฏิกรณท่ีอุณหภูมิ 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 (ตอ) 
Figure 22. (Continued). 
 

ตารางท่ี 14  ผลของอัตราการใหอากาศและอัตราการกวน ตอคาการลดลงของแหลงคารบอนและ   
ซีโอดี หลังจากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียผสม Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ 
Achromobacter sp. PSU-M ในนํ้าเสียท่ีเติมกรดโพรพโิอนิก 60 มิลลิโมลาร เปนเวลา 
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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และจากการศกึษาเกีย่วกับอัตราการกวนขางตน พบวาใหผลแตกตางจากผลการ 
ศึกษาของ ธงชัย  วงศสุวรรณ (2550) ท่ี 100, 200 และ 300 รอบตอนาที โดยควบคุมการใหอากาศ
เทากับ 1 vvm พบวาการเพิ่มอัตราการกวนจะมีผลทําใหเพิ่มอัตราการเจริญอยางรวดเร็วในชวงแรก
และลดลงอยางรวดเร็วหลังจากช่ัวโมงท่ี 60 ทําใหการผลิต PHA สูงในชวงแรก และลดลงอยาง
รวดเร็วหลังจากช่ัวโมงท่ี 54 ซ่ึงสอดคลองกับการเจริญ ทําใหท่ีอัตราการกวน 100 รอบตอนาที 
ใหผลการเจริญและการผลิต PHA มากกวาท่ี 200 และ300 รอบตอนาที ซ่ึงมีการผลิต PHA ไวภายใน 
เซลลท่ีช่ัวโมงท่ี 66 เทากับ 74.11, 74.22 และ 60.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ของนํ้าหนักเซลลแหง 
และช่ัวโมงท่ี 72 เทากับ 77.11, 66.29 และ 59.86 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ของนํ้าหนักเซลลแหง ซ่ึง
ใหผลแตกตางจากผลการศึกษาของ Arunpan (1998) โดยทําการศึกษาการผลิต PHA จากเชื้อ R. 
meliloti TISTR 078 ใชฟรุคโตสรอยละ 2 เปนแหลงคารบอน ศึกษาอัตราการกวนตั้งแต 200, 300 
และ 400 rpm และควบคุมอัตราการใหอากาศเทากับ 0.4 vvm พบวาการใชความเร็วในการกวนท่ี
ความเร็ว 300 rpm จะใหการเจริญสูงสุดหลังจากการเพาะเล้ียงผานไป 45 ช่ัวโมง และมีการเกบ็
สะสม  PHA  สูงสุดในชวงระยะการเจริญคงท่ีหลังจากการเพาะเล้ียงผานไป  48  ช่ัวโมง ดังนัน้แสดง
ใหเห็นวา การใหอากาศและการกวนท่ีเหมาะสมนัน้ข้ึนกับชนดิของจุลินทรียและสภาวะในการเล้ียง  
จุลินทรีย โดยการใหอากาศจะชวยสงเสริมการเจริญและผลิต PHA สวนการกวนจะชวยผสมอาหารกบั
เซลล ทําใหจุลินทรียสามารถดูดซึมอาหารและอากาศไดด ี 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณาการใชแหลงคารบอนของจุลินทรียเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง 
พบวาความสามารถในการใชกรดวาเลอริกของจุลินทรียสอดคลองกับการเจริญและการผลิต PHA 
โดยชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 0 vvm พบวากรดวาเลอริกถูกใชไปนอยท่ีสุด เทากับ 33.2 และ 
35.1 เปอรเซ็นต ท่ีการกวน 100 และ 200 รอบตอนาที ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียได
ประมาณ 29.6 และ 31.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนชุดการทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 0.5 vmm ท่ี
การกวน 100 และ 200 รอบตอนาที กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 45.0 และ 56.5 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียไดประมาณ 45.2 และ 53.4 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และชุด
การทดลองท่ีมีการใหอากาศท่ี 1 vvm ท่ีการกวน 100 และ 200 รอบ กรดวาเลอริกถูกใชไปประมาณ 
55.0 และ 98.5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ลดปริมาณสารอินทรียในน้ําเสียไดประมาณ 53.6 และ 87.0 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 14  

จากการเจริญและการผลิต PHA ของการเล้ียงเชื้อผสมระหวาง Achromobacter 
xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M เปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ (ตารางท่ี 15) จะ
เห็นไดวาจุลินทรียสามารถผลิต PHA ไวภายในเซลลไดสูง แตการเจริญยังเกิดข้ึนไดนอย ทําให
ปริมาณ PHA เกิดข้ึนไดนอยดวยเชนกัน 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  วงศสุวรรณ, 
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 แซลิ่ม, 
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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เสียแบบไรอากาศกอนการนํามาใชเล้ียงจุลินทรีย เพื่อใหมีปริมาณกรดไขมันท่ีเพียงพอตอความ
ตองการของจุลินทรีย นอกจากนี้ยังสามารถเปล่ียนแหลงของน้ําเสียท่ีใช โดยเลือกน้ําเสียท่ีมีคาซีโอดี
สูง.และกระบวนการการบําบัดในขั้นตอนผลิตกรดมีการผลิตกรดไขมันในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงยังเปน
การลดตนทุน ถาหากไมมีการเพิ่มแหลงคารบอนในน้ําเสีย 
 
3.6 ผลการวิเคราะหองคประกอบของ PHA ดวย Gas chromatography; GC 

หลังจากการเตรียม methyl ester ของพอลิเมอรท่ีไดจากการสกัดเซลลแบคทีเรีย 
Achromobacter xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ท่ีเล้ียงในนํ้าเสียท่ีมีการเติม
กรดวาเลอริก 60 มิลลิโมลาร และเม่ือทดสอบดวย GC พบวาปรากฏโครมาโตแกรมซ่ึงแสดงถึง methyl 
ester ของโมโนเมอร พีคเดนเพียง 2 พีค ไดแก methyl hydroxybutyrate ท่ี retention time เทากับ 
17.87 นาที และ methyl hydroxyvaleraterate ซ่ึงมี retention time เทากับ 19.31 นาที ดังแสดงในภาพ
ท่ี 23 จากผลของโครมาโตแกรมสามารถคํานวณพื้นทีใ่ตกราฟเปนเปอรเซ็นตของพ้ืนท่ี ซ่ึง PHA ท่ี
ไดประกอบดวยหนวยยอยของ hydroxybutyrate (HB) 30.56 โมลเปอรเซ็นต และหนวยยอยของ 
hydroxyvalerate (HV) 69.44 โมลเปอรเซ็นต ดังนัน้ PHA ท่ีผลิตไดจาก Achromobacter 
xylosoxidans PSU-I และ Achromobacter sp. PSU-M ในการทดลองนี้จัดอยูในกลุมโคพอลิเมอร 
ชนิด polyhydroxybutyrate-co-polyhydroxyvalerate (PHBV) โดยแหลงคารบอนภายนอกเซลลมีผล
โดย ตรงตอโมโนเมอรท่ีเกดิข้ึนภายในเซลล ทําใหเอนไซม PHA synthase ซ่ึงเปนเอนไซมในการ
เช่ือมตอหนวยยอยหรือโมโนเมอร ใหเกดิเปนพอลิเมอรดวยการเรงการเกิดพันธะเอสเทอรระหวาง
หนวยยอยท่ีเกดิข้ึน ถาแหลงคารบอนดังกลาวเปนกรดไขมันท่ีมีจาํนวนคารบอนในสาย หรือ
โครงสรางเปนเลขค่ีจะมีผลใหเกิดพอลิเมอรชนิดโคพอลิเมอรมากกวาโฮโมพอลิเมอร (Ganzeveld et 
al., 1999) ดังนั้นการใชกรดวาเลอริกเปนแหลงคารบอนรวมกับกรดตางๆท่ีมีอยูในน้ําเสีย เม่ือ
เกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคช่ันดวยเอนไซม PHA synthase ทําใหเกิดโคพอลิเมอรชนิด PHBV เกิดข้ึน 
ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Sangkharak (2007) ท่ีศึกษาการเล้ียง Rhodobacter sphaeroides N20 
ในน้ําเสียท่ีมีการเติมกรดวาเลอริก 40 มิลลิโมลารเปนแหลงคารบอน  พบวา PHA ท่ีจุลินทรียผลิตได 
มีสัดสวน HB และ HV เทากับ 30.05 และ 69.95 โมลเปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้สัดสวน HV 
ท่ีสูงจะทําใหโคพอลิเมอรท่ีไดมีความแข็งแรงและมีความยืดหยุนมากข้ึนดวย (Madden et  al., 2000; 
Khanna and Srivastava, 2005) 
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ภาพท่ี 23 โครมาโตแกรมของ PHA ท่ีผลิตจากการเล้ียงจุลินทรียผสม 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 การแยกเชื้อและเทียบเคียงจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA จากกลุมจุลินทรียจากระบบ SBR  
   เม่ือแยกเช้ือจุลินทรียดวย วิธี enrichment technique และทดสอบการติดสี sudan 
black B ของจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PHA ได สามารถแยกเช้ือได 4 ไอโซเลท คือ PSU-I, PSU-M, 
PSU-V และ PSU-X เม่ือนํามาเทียบเคียงดวยเทคนิค 16S rDNA พบวาสายพันธุ PSU-I เทียบเคียงได
เปน Achomobacter xylosoxidans (99%), PSU-M เทียบเคียงไดเปน Achomobacters sp. (100%) 
สวน PSU-V และ PSU-X เทียบเคียงไดเปน Acinetobacter baumannii (99%) 
4.2 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย 
  จากการเล้ียงเช้ือจุลินทรียท่ีแยกได ท้ัง 4 ไอโซเลท คือ Achomobacter xylosoxidans 
PSU-I, Achomobacter spp. PSU-M, Acinetobacter baumannii PSU-V และ Acinetobacter 
baumannii PSU-X พบวา Achomobacter xylosoxidans PSU-I และ Achomobacter spp. PSU-M มี
การเจริญและผลิต PHA มากท่ีสุด ท้ังนี้ไดศึกษาการผสมเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ และเช้ือ 2 สายพันธุ ท่ี
ใหการผลิต PHA มากท่ีสุด มาเล้ียงเปรียบเทียบกับการเล้ียงเชื้อบริสุทธขางตน พบวาการผสมเชื้อ
ระหวาง Achomobacter xylosoxidans (PSU-I) และ Achomobacters sp. (PSU-M) มีการผลิต PHA 
มากท่ีสุด 
4.3  ปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการผลิต PHA จากน้ําเสียโดยกลุมเชื้อจุลินทรีย 

การเติมเช้ือเร่ิมตนท่ีเหมาะสม คือ การเตมิเช้ือท่ี 10 เปอรเซ็นต โดยเล้ียงในน้ําเสียท่ี
มีการเติมแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม คือการเติมกรดวาลิริก 60 มิลลิโมลาร ซ่ึงผานการฆาเช้ือ 
ในขณะท่ีสภาวะส่ิงแวดลอมท่ีเหมาะสม คือ ปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเล้ียงเช้ือเปน 7 บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหอากาศในอัตรา 1.0 vvm รวมกับการกวนท่ี 200 รอบตอนาที พบวา
เช้ือผสมระหวาง Achomobacter xylosoxidans PSU-I และ Achomobacter spp. PSU-M สามารถ
เจริญและผลิต PHA ไดสูงสุดเทากับ 3.20 และ 2.29 กรัมตอลิตร ตามลําดับ คิดเปน 71.5 เปอรเซ็นต
ของปริมาณเซลล และจากการใหอากาศในอัตรา 1.0 vvm รวมกับการกวนที่ 200 รอบตอนาทีนี ้
พบวาสามารถเพิ่มการผลิต PHA จากการใชน้ําเสียอยางเดียวไดประมาณ 32.71 เทา 
4.4 องคประกอบของพอลิเมอร 

PHA ท่ีผลิตไดเปนโคพอลิเมอรของพอลิไฮดรอกซีบิวทีเรตกับพอลิไฮดรอกซี     
วารีเรต มีสัดสวนหนวยยอยของ HB และ HV เทากับ 30.56 และ 69.44 โมลเปอรเซ็นต 
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ขอเสนอแนะ 
1. เพื่อเปนการเพิม่ศักยภาพในการผลิตโคพอลิเมอรของเช้ือ ควรมีการปรับปรุงสายพันธุโดย

ใชเทคนิคพันธุวิศวกรรม  
2. การพัฒนาการหมักเพื่อผลิตโคพอลิเมอร นอกจากจะเล้ียงเช้ือแบบกะหรือกึ่งกะ สามารถทํา 

แบบกะสองข้ันตอน, แบบกึ่งตอเนื่อง, แบบตอเนื่องข้ันตอนเดยีว และแบบตอเนือ่งสอง
ข้ันตอน 

3. ควรปรับปรุงน้ําเสียท่ีใชในการหมัก อาจจะมีการหมักน้ําเสียแบบไรอากาศกอนการนํามาใช
เล้ียงจุลินทรีย เพ่ือใหมีปริมาณกรดไขมันท่ีเพียงพอตอความตองการของจุลินทรีย หรือ
เปล่ียนแหลงของน้ําเสียท่ีใช โดยเลือกน้ําเสียท่ีมีคาซีโอดีสูง และกระบวนการการบําบัดใน
ข้ันตอนผลิตกรดมีการผลิตกรดไขมันในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงยังเปนการลดตนทุน ถาหากไมมี
การเพิ่มแหลงคารบอนในน้าํเสีย 
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ภาคผนวก ก 
การวิเคราะหตัวอยางน้าํเสีย 

1. การวิเคราะหหาอินทรียสารไนโตรเจน 
 วิธีวิเคราะห (ดัดแปลงจาก APHA, AWWA and WPCF, 2001) 
 ขั้นตอนการยอย 

1. ตัวอยางปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสใน Kjeldahl flask ขนาด 800 มิลลิลิตร 
2. ใสสารผสม CuSO4 และ K2SO4 ปริมาณ 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริก 20 มิลลิลิตร 
4. วางหลอดยอยแลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ ขวดใสดางและเคร่ืองดักจับไอ

กรดใหเรียบรอย 
5. เปดสวิทซเคร่ืองดักจับไอกรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส ท่ี 30 

นาที จากนัน้ปรับอุณหภูมิเปน 380 องศาเซลเซียส ยอยตออีก 60 นาที จนไดสารละลาย
ใส 

6. ปลอยท้ิงไวใหเย็น 
7. นํามาถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และใชน้าํกล่ันลางหลอดยอยให

หมดสารละลายตัวอยาง และปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตรเก็บไวกล่ันตอไป 
ขั้นตอนการกล่ันและไตเตรต 
1. จัดอุปกรณกล่ัน แลวเปดสวทิซใหความรอนและเปดน้ําหลอเย็นเคร่ืองควบแนนดวย 
2. นําขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุกรดบอริก (เขมขนรอยละ 4) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร และนํ้ากล่ัน 5 มิลลิลิตร ซ่ึงเติมอินดิเคเตอรเรียบรอยแลวไปรับรองของเหลว
ท่ีกล่ันได โดยใหปลายของอุปกรณควบแนนจมในสารละลายกรดนี ้

3. ดูดตัวอยางดวยปเปตแบบกระเปาะความจ ุ 10 มิลลิลิตร ใสในชองตัวอยาง และเติม
โซเดียมไฮดรอกไซดลงไป 20 มิลลิลิตร 

4. กล่ันประมาณ 10 นาที ลางปลายอุปกรณควบแนนดวยน้าํกล่ันในขวดรองรับ 
5. ไตเตรตสารละลายท่ีกล่ันไดดวยกรดกาํมะถันที่มีความเขมขน 0.2 N จนสีของ

สารละลายเปนสีมวง 
6. คํานวณหาปริมาณอินทรียสารไนโตรเจนจากสูตร 

 

( ) ( )
( )mlsample

EDlmgorganicN 280/ ×−
=  
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 เม่ือ D คือ มิลลิลิตรของกรดกํามะถันท่ีใชในการไตเตรต 
  E คือ มิลลิลตรของกรดกํามะถันท่ีใชในการไตเตรตแบลงค 
 

2. การวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตในนํ้า : Ascorbic Acid Method (APHA, AWWA and WPCF, 
2001) 

สารเคมี 
1. สารละลายกรดกํามะถัน 5 นอรมัล 
เตรียมโดยเติมกรดกํามะถันเขมขน (Conc. H2SO4) 70 มิลลิลิตร ลงในน้ํากล่ัน เติมน้ํากล่ัน
จนครบ 500 มิลลิลิตร  

2. สารละลายแอนติโมนีโพแตสเซียมทาเทรท 
 เตรียมโดยละลายแอนติโมนีโพแตสเซียมทาเทรท (K(SbO)C4H4O6.1/2H2O) 1.3715 กรัม 
ในน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บในขวดแกว 

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

4. สารละลายกรดแอสคอรบิค 0.1 โมลาร 
เตรียมโดยละลายกรดแอสคอรบิค 1.76 กรัม ในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร ซ่ึงสารจะอยูตวั 1 
อาทิตย ถาเก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

5. น้ํายารวม (Combined reagent) 100 มิลลิลิตร ประกอบดวย 
 - 50 มิลลิลิตร 5 นอรมอล กรดกํามะถัน 
 - 5 มิลลิลิตร สารละลายแอนติโมนีโพแทสเซียมทาเตรท 
 - 15 มิลลิลิตร สารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 
 - 30 มิลลิลิตร สารละลายกรดแอสคอรบิค 
น้ํายาเคมีเหลานี้ผสมกันท่ีอุณหภูมิหอง ถามีความขุนเกิดข้ึนหลังจากการเติมแอนติโมนี
โพแทสเซียมทาเตรท หรือแอมโมเนียมโมลิบเดท ใหเขยาแลวท้ิงไวประมาณ 2-3 นาที 
น้ํายารวมจะอยูตัว 4 ช่ัวโมง 
6. สารละลายสต็อคฟอสเฟต 
เตรียมโดยนําโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต KH2PO4 anhydrous 219.5 มิลลิกรัม 
เติมน้ํากล่ันจนครบ 1000 มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตรของสารละลายเทากับ 50 ไมโครกรัม PO4-P 
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7. สารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 
เตรียมโดยนําสารละลายสต็อคฟอสเฟต 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนได 1000 มิลลิลิตร ซ่ึง 
1 มิลลิลิตรของสารละลายเทากับ 2.5 ไมโครกรัม PO4-P 

วิธีการ 
1.  เตรียมกราฟมาตรฐานของฟอสเฟตเขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 0.8 และ 1.2 มิลลิกรัม

ฟอสฟอรัสตอลิตร โดยปเปตสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต 2, 6, 10, 16 และ 24 
มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันจนถึงขีดท่ีกําหนด เขยา
ใหเขากันแลวเทสารละลายใสขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เติมฟนอลฟทาลีนอิน-
ดิเคเตอร 1 หยด ถาเกิดสีแดงใหหยด 5 นอรมอล H2SO4 ลงไปจนกระท่ังสีแดงหายไป 
เติมน้ํายารวม (Combine reagent) 8 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันต้ังท้ิงไว 10-30 นาที เพื่อให
เกิดสี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 880 นาโนเมตร เขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางปริมาณฟอสเฟตและคาการดูดกลืนแสง 

2.  วิเคราะหตัวอยางโดยใชตัวอยางท่ีเจือจางไดเหมาะสม 50 มิลลิลิตร แลววเิคราะหตาม
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของฟอสเฟต 

การคํานวณ 
 

( ) ( )mlsample
mgPlmgP 1000/ ×

=  

 
ถาตองการผลในรูปฟอสเฟตใหใชสูตร 

 

( ) ( ) 06.3//4 ×= lmgPlmgPO  
 

3. การวิเคราะหคา COD (COD Cell Test, MERCK) 
 วิธีเตรียมตัวอยาง 

1. เก็บตัวอยางน้าํเสียจากโรงงานนํ้ามันปาลมท่ีผานกระบวนการบําบัดแบบไรอากาศ 
2. ตกตะกอนโดยการปรับ pH เปน 12.0 ดวย NaOH แลวกรองตะกอนออก 
3. ปรับ pH เปน 7.0 ดวย สารละลาย HCl 
4. เก็บในถังพลาสติกท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
5. ทําการเจือจางตัวอยางเพ่ือใหคา COD อยูในชวง 500-10000 มิลลิกรัมตอลิตร 
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6. ปเปตน้ําเสียตัวอยาง 1 มิลลิลิตรใสในหลอดวัดคา COD (COD Cell Test, MERCK) 
เขยาใหสารเคมีกับน้ําเสียตัวอยางผสมกัน 

วิธีวัดคา COD 
1. ใสหลอดวัดคา COD ในเคร่ือง Termoreator ท่ีอุณหภูมิ 148 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

120 นาที 
2. ท้ิงไวใหเย็นโดยไมใหโดนแสง 
3. นําหลอดไปวดัคา COD ดวยเคร่ืองวัดคา COD (MERCK) อานคาท่ีไดแลวนําไป

คํานวณหาคา COD 
 
4. การสกัดและตกตะกอน PHA (คมกฤช ดลอารมย, 2542) 

1. นําเซลล 5 กรัมละลายน้ํา 100 มิลลิลิตร ดึงตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสใน
หลอดแกวท่ีมีฝาเกลียวปดขนาด 10 มิลลิลตร ปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที  

2. เก็บสวนของเซลลไวแลวเติมสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท หรือ คลอรอกซ 1 
มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 ช่ัวโมงท่ี 30 องศาเซลเซียส เติมน้ํากล่ันลงไป 4 มิลลิลิตรผสมใหเขา
กันแลวนําไปปนท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที  

3. เก็บสวนท่ีเปนตะกอนมาลางดวยอะซีโตน 5 มิลลิลิตร ปนท่ีความเร็วและเวลาเทาเดิม 
นําสวนของตะกอนมาลางดวยเอทธานอลบริสุทธ์ิ 99.8% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปปนท่ีความเร็วและเวลาเทาเดิม  

4. เก็บสวนของตะกอนไว เติมคลอโรฟอรม 5 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือด 30 วินาที ท้ิงไวให
เย็นนําไปปนเก็บสวนใสไว  

5. นําสวนท่ีเปนตะกอนขางตนไปสกัด PHA อีกคร้ัง  
6. รวมสวนใสท่ีไดแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 โดยมีหลอดท่ีมีขีดบอกปริมาตร 

10 มิลลิลิตรรองรับ เติมคลอโรฟอรมลงในหลอดแกวจนปริมาตรครบ 10 มิลลิลิตร ซ่ึง 
PHA จะละลายอยูในคลอโรฟอรม  

7. นําสารละลายดังกลาวมาตกตะกอนดวยเฮกเซน แลวกรองจะไดตะกอน PHA จากนั้น
นําไปอบใหแหงท่ี 80 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ข 
ภาพตัวอยางการวิเคราะหทางสถิต ิ

 

 
 

 
 
ภาพท่ี 25  ตัวอยางการวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวย SPSS 16.0 
Figure 25. Sample of statistic analysis by SPSS 16.0. 
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  

 



 
94 

 
 

 
 

ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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ภาพท่ี 25  (ตอ) 
Figure 25. (Continued).  
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