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วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่ง จากหลายๆฝายขอกราบ
ขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.ชาญวิทย โฆษิตานนท อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู คําปรึกษา ขอแนะนํา จนมีผลใหวิทยานิพนธเลมนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
นอกจากนี้ยังไดกรุณาใหขอคิดตางๆ และทักษะในการทํางาน ตลอดจนอบรมส่ังสอนการดําเนิน
ชีวิตในสังคมอันเปนประโยชนอยางยิ่ง 

ขอกราบขอบพระคุณ ดร. ธนาวดี ล้ีจากภัย อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม ซึ่งกรุณาให
คําปรึกษาในการแกไขปญหาและอุปสรรคที่เกิดข้ึนระหวางการวิจัยดวยดีตลอดมา รวมทั้งขอกราบ
ขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.สมใจ เพ็งปรีชา ที่กรุณาใหความอนุเคราะหเปนประธาน
กรรมการสอบวิทยานิพนธ รวมถึงผูชวยศาสตราจารย ดร.อาจอง ประทัตสุนทรสารและ 
รองศาสตราจารย ดร.จินต อโณทัย ที่กรุณาเสียสละเวลาเปนกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ 
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บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่ไดมอบทุนอุดหนุนวิจัย สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร
ส่ิงแวดลอม บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยและศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความอนุเคราะห
เคร่ืองมือและหองปฏิบัติการ 

ขอขอบคุณคุณโยษิตา ฤดีกิจ เจาหนาที่หองปฏิบัติการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ 
ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC) ที่กรุณาใหคําปรึกษาและเก็บตัวอยางในการศึกษา
คร้ังนี้ 

ขอขอบคุณรุนพี่ เพื่อนๆและนองๆ ทุกคนที่คอยชวยเหลือและใหกําลังใจที่ดีมาโดยตลอด 
สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดารวมทั้งสมาชิกทุกคนในครอบครัวที่คอยใหการ

สนับสนุน ใหโอกาสและใหกําลังใจอยางดียิ่งเสมอมา 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันการเพิ่มข้ึนของประชากรและการพัฒนาทางดานเศรษฐกิจกอใหเกิดความตองการ
ใชทรัพยากรมากข้ึน วัสดุหรือผลิตภัณฑที่อํานวยความสะดวกตอบสนองการใชงานเกือบทั้งหมด
เปนผลิตภัณฑพลาสติกที่ไดมาจากกระบวนการปโตรเคมี  จากคุณสมบัติที่มีความทนทาน 
สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวางและมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง (Mueller, 2006)  
ทําใหพลาสติกถูกนําไปใชงานอยางแพรหลายไปทั่วโลก ถึงแมวาพลาสติกสังเคราะหจะมี
ประโยชนในการใชงาน แตกลับสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมเนื่องจากขยะพลาสติกยอยสลายยาก
จึงเปนการเพิ่มปญหาในการจัดการขยะ ในทางปฏิบัติสวนใหญใชวิธีการเผาและฝงกลบ (Chillini 
และ Solaro, 2002) จากปญหาดังกลาว มนุษยไดคิดคนและพัฒนาพลาสติกจากวัสดุธรรมชาติที่
สามารถยอยสลายไดดวยกระบวนการทางชีวภาพ เชน พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐาน   
poly-β-hydroxyalkanoate (PHA) polylactic acid (PLA) หรือ polylactide เปนพอลิเมอรที่
ไดรับความสนใจมากในประเภทพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (ปกรณ โอภาประกาสิตและ 
มัณทนา โอภาประกาสิต, 2551) รวมถึงบรรจุภัณฑที่สามารถยอยสลายไดในระยะเวลาอันส้ันก็
เปนทางเลือกอีกทางหนึ่งในการลดปริมาณขยะที่ยอยสลายไดยากโดยพอลิเมอรเหลานี้เตรียมได
จากวัตถุดิบที่สามารถปลูกทดแทนได (Hiemenz and Lodge, 2007) จากการใหความสําคัญกับ
ปญหาส่ิงแวดลอมหลายๆประเทศไดออกมาตรการเพื่อลดปริมาณการใชวัสดุสังเคราะหและ
สนับสนุนใหประชาชนใชวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพมากข้ึน (Berkesch, 2005) 
ประเทศไทยซึ่งมีความพรอมทางดานวัตถุดิบดานการเกษตรอยูแลว จึงมีแผนพัฒนาเพื่อใหเปน
ผูนําดานอุตสาหกรรมและพลาสติกที่ยอยสลายไดในภูมิภาค(ผูจัดการออนไลน, 2551)การใช
บรรจุภัณฑที่สามารถยอยสลายไดที่มากข้ึนเม่ือนําไปบําบัดโดยปลอยใหเกิดกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพอาจสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมหลายดานโดยเฉพาะตอจุลินทรียในดินซึ่งมีสวน
สําคัญในกระบวนการยอยสลายในดนิ  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ออกแบบใหยอยสลายไดทางชีวภาพและศึกษาผลการยอย
สลายที่มีตอประชาคมแบคทีเรียในดินโดยศึกษาควบคูกับการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ
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ดวยการฝงกลบของศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ  เพื่อเปนพื้นฐานในการจัดการ 
บรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและเปนขอมูลสําหรับการจัดการส่ิงแวดลอมในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  
เพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชาน

ออยที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและศึกษาผลการยอยสลายตอประชาคมแบคทีเรียในดิน 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1.3.1 การทดลองใชบรรจุภัณฑ 2 ชนิด คือ บรรจุภัณฑที่ผลิตมาจาก polylactic acid 

(PLA) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC)และ 
บรรจุภัณฑที่ผลิตจากเยื่อชานออย  

1.3.2 ใชดินในการทดสอบตราจามจุรี 
1.3.3 ทําการศึกษาในหองปฏิบัติการและบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.4.1 ทราบภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 

1.4.2 ทราบผลการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพที่มีตอประชาคม
แบคทีเรียในดิน 

1.4.3 ไดขอมูลที่สามารถนําไปใชในการจัดการขยะที่ยอยสลายทางชีวภาพในอนาคต 
 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

2.1 บรรจุภัณฑท่ียอยสลายทางชีวภาพ 

ปจจุบันหลายๆประเทศไดใหความสําคัญเกี่ยวกับพลาสติกชวีภาพ ทั้งดานนโยบายการวิจัย
เพื่อพัฒนาอุตสาหกรรมและการสรางผลิตภัณฑ เชน ประเทศสหรัฐอเมริกาซึ่งเปนประเทศผูนํา
ดานการผลิตพลาสติกทางชีวภาพ บริษัท Wal Mart ไดประกาศใหใชถุงพลาสติกชนิดพอลิแลคติก-
แอซิด (PLA) ในขณะที่บริษัท Metabolix lnc. เปนผูนําดานการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHAs 
นอกจากนี้ประเทศสหรัฐอเมริกาไดตั้งเปาใหมีการใชผลิตภัณฑจากชีวมวลเพิ่มเปน 12 % ในป 
พ.ศ. 2553 และ 20% ในป พ.ศ. 2573 สําหรับประเทศเยอรมันมุงเนนการพัฒนาเทคโนโลยีการ
ผสมเม็ดพลาสติกชีวภาพเพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ ในสวนองคกรของรัฐไดออก
มาตรการดานภาษีซึ่งพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายทางชีวภาพจะถูกเรียกเก็บภาษีเพิ่ม ข้ึน 
ขณะที่ประเทศแม็กซิโกและประเทศฝร่ังเศสออกกฎบังคับใหใชถุงพลาสติกที่ยอยสลายไดทาง
ชีวภาพภายในป พ.ศ. 2553 สวนประเทศญี่ปุนไดใหการสนับสนุนการพัฒนาอุตสาหกรรม
พลาสติกชีวภาพผานทางกลุม Japan BioPlastics Association (JBPA) และมีการพัฒนา
พลาสติกชีวภาพอยางรวดเร็ว ซึ่งบริษัทสวนใหญเนนการพัฒนาพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดเปนหลัก เชน บริษัทโตโยตาไดพัฒนาและผลิตพลาสติกชีวภาพเพื่อใชเปนชิ้นสวนประกอบ
รถยนต บริษัท Sony, NEC, Panasonic, Toshiba, Fujitsu ตางพัฒนาผลิตภัณฑจากพลาสติก
ชีวภาพและคาดวาในป พ.ศ. 2553 ญี่ปุนจะมีความตองการพลาสติกชีวภาพ 100,000-200,000 
ตันตอปนอกจากนั้นรัฐบาลญี่ปุนมีนโยบายใหมีการใชพลาสติกชีวภาพ 20% ในป พ.ศ. 2563 สวน
ประเทศจีนและเบลเยี่ยมเปนผูผลิตกรดแลคติกที่มีกําลังผลิตเปนอันดับสองของโลกจะเห็นวา
ความตองการพลาสติกชีวภาพมีแนวโนมเติบโตอยางรวดเร็ว ซึ่งประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ
ดานชีวมวลและวัตถุดิบที่ มีศักยภาพในการพัฒนาสู อุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ เชน 
มันสําปะหลังและออย ขณะทีวั่ตถุดิบซึ่งมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพอีกชนิด
หนึ่งคือ เซลลูโลสที่เหลือใชจากสวนตางๆของพืช เชน ลําตน กาน ใบ ซึ่งถือเปนวัตถุดิบชีวภาพทํา
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ใหไมเกิดปญหาการแยงชิงทรัพยากรระหวางการใชพืชเปนอาหารกับการใชพืชในการผลิต
พลาสติกชีวภาพ (วลัยพร ทิมบุญธรรมและคณะ, 2552) 

ในปจจุบันตลาดของพลาสติกชีวภาพไดมุงเนนไปยังพลาสติกสําหรับบรรจุภัณฑเนื่องจาก
เปนการใชงานที่กอใหเกิดขยะมากที่สุด  หากบรรจุภัณฑเหลานั้นยอยสลายทางชีวภาพไดก็จะเปน
การชวยลดปญหาขยะ (Shimao, 2001) ซึ่งวัฎจักรพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพแสดงดังภาพ
ที่ 2.1 การจํากัดขยะมูลฝอยที่นิยมใชทั่วไป ไดแก การหมักทําปุย  (composting) การเผา 
(Incineration) การฝงกลบอยางถูกหลักสุขาภิบาล (sanitary landfill) ซึ่งเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับ
ทองถิ่นตางๆ ในประเทศไทย การกําจัดขยะมูลฝอยโดยวิธีฝงกลบเปนการนําขยะมูลฝอยมาเทกอง
ในพื้นที่ที่จัดเตรียมไวสําหรับฝงกลบโดยเฉพาะ ซึ่งจะมีการวางระบบตางๆ เพื่อปองกันไมใหมีการ
ปลดปลอยมลสารตางๆออกสูพื้นที่ภายนอก แลวใชเคร่ืองจักรกลเกล่ียและบดอัดใหยุบตัวลง 
หลังจากนั้นใชดินกลบทับและบดอัดใหแนนอีกคร้ัง เปนลักษณะนี้จนเต็มพื้นที่ฝงกลบ เพื่อปองกัน
ปญหาในดานกล่ิน แมลง สัตวพาหะ น้ําฝนชะลางมูลฝอย และเหตุรําคาญอ่ืนๆ สารอินทรียที่มีอยู
ในขยะมูลฝอยจะถูกยอยสลายตามธรรมชาติโดยจุลินทรียในกระบวนการยอยสลายแบบไมใช
ออกซิเจน (anaerobic decomposition) ทําใหขยะมูลฝอยยุบตัวเกิดกาซมีเทนและน้ําเสียข้ึนใน
ชั้นของขยะมูลฝอยออกนอกพื้นที่  ซึ่งพื้นที่ที่จะใชในการฝงกลบนี้จะตองมีการศึกษาความ
เหมาะสมและออกแบบรายละเอียดโครงสรางทางวิศวกรรมที่เหมาะสม (กรมควบคุมมลพิษ, 
2552)  

พลาสติกยอยสลายได (degradable plastics) เปนพลาสติกที่ไดรับการออกแบบมาเพื่อให
สามารถเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางทางเคมีภายใตสภาวะที่กําหนดเนื่องมาจากการทํางาน
ของจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติเชน แบคทีเรีย รา และสาหราย เปนผลทําใหเกิดการสูญเสียสมบัติ
บางประการที่สามารถวัดคาไดโดยใชวิธีทดสอบตามมาตรฐานตางๆ [American Society for 
Testing and Materials (ASTM) และ International Organization for Standardization (ISO)] 
ซึ่งในชวงเวลาหลายสิบปที่ผานมางานวิจัยดานนี้มีเพิ่มมากข้ึน โดยในระยะแรกงานวิจัยมุง
ประยุกตใชงานดานตางๆ เชน การสังเคราะหไหมละลาย กระดูกเทียม แผนฟลมคลุมหนาดิน หรือ
ถุงสําหรับเพาะชํากลาไม (Gupta และ Kumar, 2007) 
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ภาพที่ 2.1 วัฎจักรพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (European-bioplastics, 2010) 

พลาสติกยอยสลายไดโดยทั่วไปเราสามารถแบงเปน 4 ประเภทใหญๆ ตามกลไกการยอย
สลาย คือ 

  การยอยสลายไดโดยแสง (photodegradation) การยอยสลายโดยแสงมักเกิด
จากการเติมสารเติมแตงที่มีความวองไวตอแสงลงในพลาสติกหรือสังเคราะหโคพอลิเมอรใหมีหมู
ฟงกชันหรือพันธะเคมีที่ไมแข็งแรง แตกหักงายภายใตรังสียูวี เชน หมูคีโตน (ketone group) อยูใน
โครงสราง เม่ือสารหรือหมูฟงกชันดังกลาวสัมผัสกับรังสียูวีจะเกิดการแตกของพันธะกลายเปน
อนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งไมเสถียร จึงเขาทําปฏิกิริยาตออยางรวดเร็วที่พันธะเคมีบนตําแหนง
คารบอนในสายโซพอลิเมอร ทําใหเกิดการขาดของสายโซ แตการยอยสลายนี้จะไมเกิดข้ึนภายใน
บอฝงกลบขยะ กองคอมโพสท หรือสภาวะแวดลอมอ่ืนที่มืด หรือแมกระทั่งชิ้นพลาสติกที่มีการ
เคลือบดวยหมึกที่หนามากบนพื้นผิว เนื่องจากพลาสติกจะไมไดสัมผัสกับรังสียูวีโดยตรง 

  การยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidative degradation) การยอย
สลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชันของพลาสติก เปนปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนลงในโมเลกุลของ 
พอลิเมอรซึ่งสามารถเกิดข้ึนไดเองในธรรมชาติอยางชาๆ โดยมีออกซิเจน และความรอน แสงยูวี 
หรือแรงทางกลเปนปจจัยสําคัญ เกิดเปนสารประกอบไฮโดรเปอรออกไซด (hydroperoxide, 
ROOH) ในพลาสติกที่ไมมีการเติมสารเติมแตงที่ทําหนาที่เพิ่มความเสถียร (stabilizing additive) 
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แสงและความรอนจะทําให ROOH แตกตัวกลายเปนอนุมูลอิสระที่ไมเสถียรและเขาทําปฏิกิริยาตอ
ที่พันธะเคมีบนตําแหนงคารบอนในสายโซพอลิเมอร ทําใหเกิดการแตกหักและสูญเสียสมบัติ
เชิงกลอยางรวดเร็วแตดวยเทคโนโลยีการผลิตที่ไดรับการวิจัยและพัฒนาข้ึนในปจจุบันทําให 
พอลิโอเลฟนเกิดการยอยสลายผานปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนไดเร็วข้ึนภายในชวงเวลาที่
กําหนดโดยการเติมสารเติมแตงที่เปนเกลือของโลหะทรานสิชัน ซึ่งทําหนาที่คะตะลิสตเรงการแตก
ตัวของสารประกอบไฮโดรเปอรออกไซดเปนอนุมูลอิสระทําใหสายโซพอลิเมอรเกิดการแตกหักและ
สูญเสียสมบัติเชิงกลรวดเร็วยิ่งข้ึน 

  การยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolytic degradation) การยอย
สลายของพอลิเมอรที่มีหมูเอสเทอร หรือเอไมด เชน แปง พอลิเอสเทอร พอลิแอนไฮดรายด พอลิ-
คารบอเนต และพอลิยูริเทน ผานปฏิกิริยากอใหเกิดการแตกหักของสายโซพอลิเมอร ปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่เกิดข้ึน โดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ประเภท คือ ประเภทที่ใชคะตะลิสต (catalytic 
hydrolysis) และไมใชคะตะลิสต (non-catalytic hydrolysis) ซึ่งประเภทแรกยังแบงออกไดเปน  
2 แบบคือ แบบที่ใชคะตะลิสตจากภายนอกโมเลกุลของพอลิเมอรเรงใหเกิดการยอยสลาย  
(external catalytic degradation) และแบบที่ใชคะตะลิสตจากภายในโมเลกุลของพอลิเมอรเอง
ในการเรงใหเกิดการยอยสลาย (internal catalytic degradation) โดยคะตะลิสตจากภายนอกมี 
2 ชนิด คือ คะตะลิสตที่เปนเอนไซมตางๆ (enzyme) เชน depolymerase lipase esterase และ
glycohydrolase ในกรณีนี้จัดเปนการยอยสลายทางชีวภาพ และคะตะลิสตที่ไมใชเอนไซม (non-
enzyme ) เชน โลหะแอลคาไลด (alkaline metal) เบส (base) และกรด (acid) ที่มีอยูในสภาวะ
แวดลอมในธรรมชาติ ในกรณีนี้จัดเปนการยอยสลายทางเคมี สําหรับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบที่ใช
คะตะลิสตจากภายในโมเลกุลของพอลิเมอรนั้นใชหมูคารบอกซิล (carboxyl group) ของหมู 
เอสเทอรหรือเอไมดบริเวณปลายของสายโซพอลิเมอรในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายผาน
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

  การยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) การยอยสลายของพอลิเมอร
จากการทํางานของจุลินทรียโดยทั่วไปมีกระบวนการ 2 ข้ันตอน เนื่องจากขนาดของสายพอลิเมอร
ยังมีขนาดใหญและไมละลายน้ํา ในข้ันตอนแรกของการยอยสลายจึงเกิดข้ึนภายนอกเซลลโดยการ
ปลดปลอยเอ็นไซมของจุลินทรียซึ่งเกิดไดทั้งแบบใช endo-enzyme หรือเอนไซมที่ทําใหเกิดการ
แตกตัวของพันธะภายในสายโซพอลิเมอรอยางไมเปนระเบียบและแบบ exo-enzyme หรือเอนไซม
ที่ทําใหเกิดการแตกหักของพันธะทีละหนวยจากหนวยซ้ําที่เล็กที่สุดที่อยูดานปลายของสายโซ 
พอลิเมอรเม่ือพอลิเมอรแตกตัวจนมีขนาดเล็กพอจะแพรผานผนังเซลลเขาไปในเซลลและเกิด 
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การยอยสลายตอในข้ันตอนที่ 2 ไดผลิตภัณฑในข้ันตอนสุดทาย (ultimate biodegradation) คือ 
พลังงานและสารประกอบขนาดเล็กที่เสถียรในธรรมชาติ (Mineralization) เชน กาซคารบอนได-
ออกไซด กาซมีเทน น้ํา แรธาตุตางๆ และมวลชีวภาพ (biomass)(National Metal and Materials 
Technology Center, 2007; Shah และคณะ, 2008) การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร
แสดงดังภาพที่ 2.2 

 

ภาพที่ 2.2  การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร (Mueller, 2006) 

การยอยสลายทางชีวภาพในส่ิงแวดลอมแบบมีอากาศ จุลินทรียจะมีกิจกรรมการยอยสลาย
ที่ซับซอน ไดผลผลิตดังแสดงในสมการ 

Organic matter + S + O2                    CO2 +  H2O +  N2O + S2O 

การยอยสลายทางชีวภาพแบบไมมีอากาศ  

Organic matter + H2O + Nutrients                Resistant organic matter + CO2+ CH4 
+ NH3 + H2S + Heat  (Mohee และคณะ, 2007; Shah และคณะ, 2008) 

ตัวอยางพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพ ไดแก พอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพชนิดที่
มีแปงเปนสวนประกอบพื้นฐาน (biodegradable starch based polymers) พอลิเมอรยอยสลาย
ไดทางชีวภาพประเภทพอลิเอสเทอร (biodegradable polyester) เชน PHA, PHB, PHH PHV, 
PLA และ PCL ซึ่งชนิดของพอลิเอสเทอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพแสดงดังภาพที่ 2.3 นอกจากนี้
ยังมีพอลิเมอรยอยสลายไดชนิดอ่ืนๆ เชน พลาสติกยอยสลายไดโดยแสง(photobiode-gradable 
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polymers) พอลิเมอรที่มีการเติมสารเติมแตงที่มีคุณสมบัติควบคุมการยอยสลาย (controlled 
degradation additive masterbatches) เพื่อทําใหพอลิเมอรมีขนาดโมเลกุลเหมาะสมตอการยอย
สลายโดยจุลินทรียตอไป (ธนาวดี ล้ีจากภัย, 2549)  

 

ภาพที่ 2.3 ชนิดของพอลิเอสเทอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (Nolan- ITU Pty Ltd, 2002) 

การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพโดยทั่วไปมักใชเวลาในการทดสอบประมาณ 6 เดือน 
เชน มาตรฐาน ASTM 5338 กําหนดไววาพลาสติกที่ประกอบดวยพอลิเมอรเพียง 1 ชนิด จะตอง
เกิดการยอยสลายอยางนอย 60% โดยเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปนสารประกอบโมเลกุลเล็ก เชน 
คารบอนไดออกไซด น้ํา สารประกอบอนินทรียสารชีวมวล ภายใตสภาวะการยอยสลายโดย
จุลินทรียแบบใชออกซิเจนภายในเวลา 6 เดือน และสําหรับพอลิเมอรผสมตองเกิดการยอยสลาย 
90% และผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักสามารถนําไปใชประโยชนเปนสารปรับสภาพดินได และตอง
ไมมีความเปนพิษตอพืชและสัตว จึงจะไดชื่อวาเปนพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ และ
สามารถกําจัดไดโดยกระบวนการหมักขยะอินทรีย เม่ือตัวอยางไดผานการทดสอบตามมาตรฐาน
และมีสมบัติเปนไปตามที่มาตรฐานกําหนด จะไดรับอนุญาตใหติดสัญลักษณที่แสดงวาเปน
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ผลิตภัณฑที่มีสมบัติยอยสลายไดทางชีวภาพเชน “OK compost” ของประเทศเบลเยียม 
“compostable DIN CERTCO” ของประเทศเยอรมนี “Compostable” ของประเทศสหรัฐอเมริกา 
และ “PBS GreenPla” ของประเทศญี่ปุน เปนตน (ธนาวดี ล้ีจากภัย, 2549)   

2.2 วัตถุดิบท่ีใชในการผลิตบรรจุภัณฑ 

วัสดุชีวภาพสวนใหญเปนพอลิเมอร (polymer) ที่เกิดจากมอนอเมอร (monomer) หนวย
ยอยประกอบกัน พอลิเมอรที่ใชในการพัฒนาวัสดุชีวภาพมีทั้งที่มาจากธรรมชาติ (natural 
sources) และที่ไดจากการสังเคราะหข้ึนมา (synthetic sources) ขอสําคัญของการใชพอลิเมอร 
ที่ไดจากธรรมชาติในการพัฒนาวัสดุชีวภาพ คือ ความสามารถในการยอยสลายไดหรือดาน
กระบวนการทางชีวภาพ (Health Environment and Regulatory Affairs, 1997) ดังนั้นจึงแบง
วัตถุดิบหรือพอลิเมอรที่ใชในการผลิตวัสดุชีวภาพที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพออกเปน  
2 ชนิดคือ พอลิเมอรที่ มีแหลงกําเนิดหรือแหลงวัตถุดิบจากธรรมชาติ (natural polymers)  
และพอลิเมอรจากการสังเคราะห (synthetic polymers) 

2.2.1 วัตถุดิบจากธรรมชาต ิ(Natural polymer)  

1) พอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เปนสารประกอบคารโบไฮเดรต ไดแก
เซลลูโลสและแปง เปนกลุมที่มีปริมาณมากที่สุดที่พบในธรรมชาติ (Chandra และ Rustgi, 1998) 
พอลิแซคคาไรดเปนสารประกอบพอลิเมอรของน้ําตาล (saccharides) ซึ่งอาจเปนน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยว (monosaccharides) หรือน้ําตาลโมเลกุลคู  (disaccharides) หลายๆโมเลกุลเชื่อมตอกัน
ดวยพันธะโควาเลนตที่เรียกวาพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bonds) โดยทั่วไปพอลิแซคคาไรด 
จะมีน้ําตาลที่เปนองคประกอบมากกวา 20 หนวยข้ึนไป หนวยของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของ
พอลิแซคคาไรด เรียกวา “มอนอเมอร” กรณีที่จํานวนน้ําตาลที่ เปนองคประกอบนอยกวา  
20 หนวยจะเรียกคารโบไฮเดรตประเภทนี้วา “โอลิโกแซคคาไรด” แตโดยสวนใหญแลวพอลิแซค-
คาไรดที่พบในธรรมชาติมักมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 200-3,000 หนวย สารประกอบพอลิแซค- 
คาไรดบางประเภท เชน แปงและเซลลูโลสมีขนาดโมเลกุลใหญมากถึง 90,000 หนวย ดังนั้น 
พอลิแซคคาไรดจึงเปนสารประกอบที่มีขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลมาก พอลิแซคคาไรดมีชื่อ
เรียกทางวิทยาศาสตรวา “ไกลแคน (glycan)” (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ 2552) จะพบ 
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พอลิแซคคาไรดในวัตถุดิบทางการเกษตร ไดแก ขาวโพด ออย มันสัมประหลัง (Gupta และ 
Kumar, 2001) ซึ่งชนิดของพอลิแซคคาไรดที่สําคัญมี ดังนี้ 

  แปง (starch) เปนพอลิแซคคาไรดที่ไดจากพืชจําพวกโฮโมพอลิเมอรที่ไดจากพืช
ในธรรมชาติแปงจะพบในรูปของเม็ด (granules) ที่มีรูปรางขนาดแตกตางกันตามแหลงที่มาซึ่งจะ
ประกอบดวยพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคส 2 ชนิด คือพอลิเมอรเชิงเสนที่เรียกวา “อะมิโลส 
(amylose)” และพอลิเมอรเชิงกิ่งที่ เรียกวา”อะมิโลเพกติน (amylopectin)” โมเลกุลของแปง
ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิลจํานวนมาก ยึดเกาะกันดวยพันธะไฮโดรเจนที่มีสมบัติชอบน้ํา 
(hydrophilic) การนําแปงมาใชประโยชนดานบรรจุภัณฑและวัสดุที่เกี่ยวของ โดยคุณสมบัติของ
การใชแปงเปนบรรจุภัณฑ คือ สมบัติการยอยสลายไดทางชีวภาพของแปงที่ชวยลดปญหาขยะที่
เกิดจากการใชพลาสติกที่ไมยอยสลาย โดยเอนไซม β-amylase จากแบคทีเรียหรือราสามารถยอย
บริเวณ α-1-4 glycosidic bond ของแปงได (วีรนุช หลาง, 2553)  

พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานอาจมีปริมาณแปงเปนองคประกอบตั้งแตรอยละ 
10 จนถึงมากกวารอยละ 90 แตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดตองมีปริมาณแปงเปน
องคประกอบมากกวารอยละ 60 ข้ึนไป โดยที่ปริมาณแปงยิ่งมากข้ึนสงผลใหพลาสติกสามารถถูก
ยอยสลายไดทางชีวภาพไดดีข้ึน และทิ้งสารตกคาง (recalcitrant residues) ในปริมาณนอย 
พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานสวนใหญถูกผสมกับพอลิเมอรที่มีสมรรถนะสูง (high 
performance polymers) เชน พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง เพื่อใหไดวัสดุที่มีสมบัติเฉพาะและ
เหมาะสมในการนําไปใชงานในดานตางๆ พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานสามารถ
จําแนกไดหลายประเภท ไดแก แปงที่มีสมบัติเทอรโมพลาสติก (TPS) แปงผสมพอลิเอสเทอร
สังเคราะหแบบสายโซตรง เชน พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid: PLA) พอลิคาโปรแลกโทน 
( polycaprolactone: PCL) พอลิบิวทิลินซัคซิเนต (polybutylene succinate: PSB) พอลิบิวทิน-
ลีน ซัคซิเนตอะดิเปต (polybutylene succinate adipate: PBSA) เปนตน (Nolan-ITU Pty Ltd., 
2002; Oliver, 2005)  

  เซลลูโลสและอนุพันธเซลลูโลส (Cellulose and cellulose derivatives) 
เซลลูโลสเปนโครงสรางหลักที่พบในผนังพืชเปนสารอินทรียคารบอนที่พบมากในส่ิงแวดลอม โดย
ปกติมักอยูรวมกับเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เพคติน (pectin)และลิกนิน (lignin)(วีรนุช 
หลาง, 2553) องคประกอบเหลานี้มีหนาที่ใหความแข็งแรงตอผนังของพืช โดยโครงสรางของ
เซลลูโลส (ภาพที่ 2.4) เกิดจากการตอเปนสายโซยาวของน้ําตาล D-กลูโคส ที่มาจับตอกันดวย
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พันธะเบตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic linkages) เซลลูโลสมีลักษณะเปนสายโซยาวและ
มีพันธะไฮโดรเจนระหวางโซของเซลลูโลส (Oliver, 2005) จึงทําใหเกิดเปนเสนใยที่เรียกวา  
”ไมโครไฟบริล (microfibril)” เซลลูโลสเปนวัสดุธรรมชาติที่มีการใชประโยชนในดานตางๆมากมาย 
เนื่องจากสามารถดัดแปรหรือปรับปรุงคุณสมบัติไดหลากหลายและถือเปนพอลิเมอรที่สามารถ
ยอยสลายได โดยปกติโครงสรางของเซลลูโลสจะมีขนาดใหญและมีลักษณะความเปนผลึก
คอนขางสูงจึงทําใหสมบัติการละลายของเซลลูโลสในน้ําหรือตัวทําละลายอินทรียไมดี จึงใชสมบัติ
เหลานี้ในผลิตภัณฑที่ไมละลายน้ํา เชน สําลี กระดาษ แผนกรอง ส่ิงทอเปนตน (เกื้อกูล ปยะจอม
ขวัญและคณะ, 2552) นอกจากนี้เซลลูโลสสามารถดัดแปรทางเคมีทําใหสามารถละลายในน้ํา 
ในสารละลายอินทรียหรือในสารละลายที่มีอนุพันธของโลหะได การดัดแปรสมบัติของเซลลูโลสให
เปล่ียนแปลงไปจากเดิมทําใหไดผลิตภัณฑของเซลลูโลสใหมที่เรียกวา “อนุพันธของเซลลูโลส 
(cellulose derivatives)” อนุพันธเซลลูโลสที่ผานการดัดแปรสามารถนําไปใชประโยชนใน
ผลิตภัณฑตางๆ เชน ยา อาหาร เคร่ืองสําอาง ส่ิงกอสรางและบรรจุภัณฑ เปนตน  

 

 

ภาพที่ 2.4 โครงสรางของเซลลูโลส (Oliver, 2005) 

ปจจุบันพืชที่นํามาใชประโยชนอยางมากในอุตสาหกรรมน้ําตาลไดแก ออยเม่ือผาน
กระบวนการผลิตน้ําตาลแลวจะไดเยื่อชานออย (bagasse) ซึ่งเปนสวนเสนใยของลําตน เยื่อชาน
ออยมีเซลลูโลสเปนองคประกอบสามารถนํามาผานกระบวนการข้ึนรูปเปนบรรจุภัณฑใชสําหรับ
บรรจุอาหาร (บริษัท บรรจุภัณฑเพื่อส่ิงแวดลอม จํากัด, 2008) 

β-1,4 glycosidic linkage 
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  ไคตินและไคโตซาน (chitin and chitosan) ไคตินถือเปนสายพอลิแซคคาไรด 
ที่มีมากรองจากเซลลูโลส โดยถือเปนองคประกอบหลักของโครงสรางภายในเซลลสัตวทะเลตางๆ 
นอกจากนี้ยังพบในแมลง ราและยีสต โครงสรางหลักของไคตินคือ poly (β-(1-4)-2-acetamido 
-2-deoxy-D-glucopyranose) ซึ่งถือวาเปนวัสดุชีวภาพที่ มีโครงสรางคลายกับเซลลูโลส  
สวนไคโตซานเปนอนุพันธของไคติน ทั้งไคตินและไคโตซานสามารถนํามาใชในงานหลายดาน เชน  
ดานการเกษตร ดานเสนใยและส่ิงทอหรือวัสดุปดแผล เปนตน  

2) โปรตีน (Proteins) เปนสารอินทรียซึ่งพบไดในส่ิงแวดลอมทุกชนิด มีโครงสราง
ซับซอนและมีน้ําหนักโมเลกุลมาก โปรตีนมีหนวยยอยคือกรดอะมิโน ที่เรียงกันดวยพันธะเปปไทด 
(peptide bond) ชนิดของโปรตีนที่สําคัญ ไดแก ไหม(silk) คอลลาเจน (collagen) เคราติน 
(keratin) อีลาสติน (elastin) เปนตน (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 2552) 

3) พอลิเอสเทอรจากแบคทีเรีย (Bacteria polyesters) พอลิไฮดรอกซีอัลคาโน-
เอต(polyhydroxyalkanoates: PHAs) คือกลุมของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง(aliphatic 
polyester)ผลิตจากแบคทีเรียโดยกระบวนการหมัก (fermentation) ที่ใชน้ําตาลและลิพิดเปน
สารอาหาร แบคทีเรียจะผลิตและสะสม PHAs ไวในเซลลเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
โดยการเปล่ียนแปลงชนิดของสารอาหารและแบคทีเรียที่ใชในกระบวนการผลิตจะทําใหได 
พอลิเมอรที่มีโครงสรางแตกตางกันออกไปและมีสมบัติทางกายภาพที่หลากหลาย (Siracusa และ
คณะ 2008) โดย PHAs ที่พบมากที่สุดในธรรมชาติและเปนชนิดแรกที่ถูกคนพบคือ พอลิ-3- 
ไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly-3-hydroxybutyrate: PHB) ผลิตภัณฑที่ทําจาก PHB มีลักษณะแข็ง
เปราะ การใชประโยชนคอนขางจํากัด ในการใชงานนิยมใชในรูปของโคพอลิเมอร ไดแก พอลิไฮ-
ดรอกซีบิวทีเรตวาลีเรต (polyhydroxybutyrate-valerate: PHBV) สวนมากนํามาใชในงานทาง
การแพทย เชน วัสดุควบคุมการปลดปลอยตัวยา ไหมละลาย แผนปดแผล เปนตน (Bordes และ
คณะ, 2009) นอกจากนี้ยังมีการนํามาผลิตเปนบรรจุภัณฑชนิดตางๆ PHAs ถูกยอยสลายไดทาง
ชีวภาพในสภาวะแวดลอมธรรมชาติตางๆ เชน ในดิน น้ําจืด น้ําเค็ม ในระบบการทําปุยหมัก 
(compost) อัตราการยอยสลายของ PHAs ข้ึนอยูปจจัยหลายประการ ไดแก ชนิดของมอนอเมอร
ที่เปนองคประกอบ น้ําหนักโมเลกุล เปนตน ซึ่งมีรายงานวาสามารถแยกแบคทีเรียและฟงไจที่ยอย
สลาย PHA จากส่ิงแวดลอมไดแก Acidovorax faecilis, Aspergillus fumigatus, Comamonas 
sp., Pseudomonas lemoignei และ Variovorax paradoxus ซึ่งพบในดินสวน Alcaligenes 
faecalis และ Pseudomonas พบในตะกอนน้ําเสียและพบ Comamonas testosteroni จากการ
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แยกเชื้อในน้ําทะเลและยังพบวาแบคทีเรีย Bacillus megaterium AF3 สามารถยอยสลาย PHA 
และ PHBV ได (Shah และคณะ, 2008) 

2.2.2 วัตถุดิบจากการสังเคราะห (Synthetic polymer) 
1) พอลิเมอรสังเคราะหจากชีวมวล (Bio-based synthetic polymer)พอลิเมอร 

กลุมนี้ไมไดอยูในธรรมชาติแตสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการทางเคมี โดยใชมอนอเมอร
หรือวัตถุดิบทางชีวภาพที่มีอยูในธรรมชาติ พอลิเมอรสังเคราะหจากวัตถุดิบทางชีวภาพที่สําคัญ
ไดแก พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic Acid, PLA) หรือพอลิแลคไทด (Polylactide) (ภาพที่ 2.5 
และ 2.6) เปนพอลิเมอรที่ไดรับความสนใจมากที่สุดในประเภทพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ
กลุมพอลิเอสเทอร (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 2552) สําหรับการผลิตเปนผลิตภัณฑเพื่อ
การคาอยางแพรหลายในขณะนี้ โดยพอลิเมอรชนิดนี้สามารถเตรียมไดจากแหลงวัตถุดิบที่ปลูก
ทดแทนใหมได PLA มีมวลโมเลกุลสูงทําจากวัสดุจากธรรมชาติ เชน ขาวโพด หรือแปง จาก
คุณสมบัติที่สามารถยอยสลายไดนี้ PLA จึงสามารถหมุนเวียนในธรรมชาติซึ่งเกี่ยวของกับ
จุลินทรียและกลไกการยอยสลายทางชีวภาพ (Li และคณะ, 2008)  

 
ภาพที่ 2.5 กระบวนการผลิต PLA จากแหลงวัตถุดิบที่สามารถปลูกทดแทนใหมได (Farrington 
และคณะ, 2007) 
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ภาพที่ 2.6 โครงสรางทางเคมีของ PLA (Oliver, 2005) 

กรดแลกติกผลิตจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมีหรือกระบวนการหมัก (fermentation) 
ซึ่งในปจจุบันกระบวนการหมักเปนวิธีการหลักในการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรม
เนื่องจาก PLA มีตนทุนการผลิตคอนขางสูง ดังนั้นการผลิต PLA โดยสวนมากจะเตรียมจาก
กระบวนการพอลิเมอไรเซชั่นโดยการเปดวง เร่ิมจากปฏิกิริยาการควบแนนแบบตอเนื่องของกรด 
แลคติกเพื่อผลิตพรีพอลิแลคติกแอซิดน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (low MW PLA prepolymer)จากนั้น 
พรีพอลิเมอรจะถูกเปล่ียนไปเปนแลคไทดโดยการเรงปฏิกิ ริยาจากสารประกอบดีบุก  
(tin catalysis) จากนั้นจะถูกทําใหบริสุทธิ์โดยการกล่ันภายใตสูญญากาศ จะได PLA โมเลกุลสูง
เปนผลิตภัณฑและเนื่องจากกระบวนการผลิตไมมีการใชสารละลายอินทรีย กระบวนการนี้จึงมี
ตนทุนต่ําและเปนมิตรตอส่ิงแวดลอมหลังจากเสร็จส้ินกระบวนการพอลิเมอไรเซชั่นแลวแลคไทดที่
เหลือจะถูกกล่ันออกมาภายใตสูญญากาศและนํากลับไปใชอีกกระบวนการผลิต PLA โดยไมใชตัว
ทําละลายอินทรียแสดงดังภาพที่ 2.7 

PLA เปนเทอรโมพลาสติกมีลักษณะใส มีความแวววาวสูง สามารถข้ึนรูปไดหลากหลาย
รูปแบบเชนเดียวกับพอลิเมอรพื้นฐานทั่วไป มีการนําไปใชประโยชนในหลายดาน ในทางการแพทย
ใชทําอุปกรณยึดจับกระดูกและเนื้อเยื่อ ไหมละลาย เปนตน มีการนําไปใชในการผลิตบรรจุภัณฑ
ตางๆเชน ขวดน้ํา ถวยโยเกิรต อุปกรณสําหรับรับประทานอาหารแบบใชคร้ังเดียวทิ้ง ถุงเก็บเศษ
ใบไมและขยะชีวภาพ นอกจากนี้ยังมีการนําไปใชในงานส่ิงทอและเสนใย เชน เส้ือผา พรม 
ผาเช็ดตัว เปนตน (Lim และคณะ, 2008)  

PLA ยอยสลายไดทางชีวภาพภายใตสภาวะที่อุณหภูมิและความชื้นสูง ตัวอยางเชนสภาวะ
ของโรงหมักปุยอินทรีย (compost) โดยทั่วไปในสภาวะที่มีอุณหภูมิต่ํากวา 60 องศาเซลเซียส PLA 
จะยอยสลายไดไมดี เนื่องจาก PLA มีอุณหภูมิกราสทรานซิชัน (Glass Transition Temperature) 
ใกลเคียง 60 องศาเซลเซียส (Gupta และคณะ, 2007) การยอยสลายของ PLA แบงออกเปน  
2 ระยะ โดยในระยะแรกการยอยสลายเกิดโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (ภาพที่ 2.8) ซึ่งเกิดที่พันธะ 
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เอสเทอรของพอลิเมอรทําใหโมเลกุลมีขนาดเล็กลง หลังจากนั้นจึงถูกยอยสลายตอโดยการทํางาน
ของจุลินทรีย (Farrington และคณะ, 2007; Fukushima และคณะ, 2009) การยอยสลายดวย
กระบวนการไฮโดรไลซีสเปนข้ันตอนที่สําคัญในการกําหนดอัตราเร็วในการยอยสลายพอลิเมอร 
โดย PLA จะถูกยอยสลายไปเปนสารประกอบที่ละลายน้ําไดและกรดแลคติกโดยมีปจจัยที่สําคัญ
คือ อุณหภูมิและความชื้น สารประกอบและกรดแลคติกที่ไดจะถูกยอยตอไปโดยจุลินทรียชนิด
ตางๆ โดยการ metabolisation อยางรวดเร็วไปเปนกาซคารบอนไดออกไซด น้ํา และมวลชีวภาพ 
(Fukushima และคณะ, 2009; Nolan-ITU Pty Ltd., 2002; Oliver, 2005) Shah และคณะ 2008 
ไดรายงานวาจุลินทรียที่ยอยสลาย PLA ไดแก Fusarium moniliforme, Penicillium roquefort, 
Amycolatopsis sp., Bacillus brevis, Rhizopus delemer ซึ่งอัตราไฮโดรไลซีสของ PLA ข้ึนอยู
กับหลายปจจัยไดแก อุณหภูมิ ความชื้น ความเปนกรดดางของสภาวะและยังข้ึนอยูกับสมบัติบาง
ประการของพอลิเมอรดวย เชน น้ําหนักโมเลกุล ระดับความเปนผลึก ขนาดและรูปรางของวัสดุที่
ผลิตจากพอลิเมอรเปนตน (Anderson และ Shive,1997)  

 

 
ภาพที่ 2.7 กระบวนการผลิต PLA โดยไมใชตัวทําละลายอินทรีย (Farrington และคณะ, 2007)
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ภาพที่ 2.8 การยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดดวยกระบวนการไฮโดรไลซิส (Siracusa และคณะ, 
2008 ) 

2) พอลิเมอรสังเคราะหจากปโตรเลี่ยม (Petroleum-based synthetic 
polymer) พอลิเมอรที่สังเคราะหจากวัตถุดิบทางปโตรเคมีเปนพอลิเมอรที่ไมสามารถยอยสลายได
ทางชีวภาพแตความจริงแลวคุณสมบัติการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุไมไดข้ึนอยูกับแหลงที่มา
ของวัตถุดิบที่ใชในการผลิตแตข้ึนอยูกับโครงสรางทางเคมี ในปจจุบันมีการพัฒนาพอลิเมอรที่ยอย
สลายไดทางชีวภาพที่สังเคราะหจากผลิตภัณฑปโตรเคมีข้ึนมาหลายชนิด อาจแบงเปนกลุมได 
ดังนี้ 

  พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง (aliphatic polyester) เปนพอลิเอสเทอรที่สามารถ
ยอยสลายไดทางชีวภาพ เนื่องจากโครงสรางของพอลิเมอรมีพันธะเอสเทอรซึ่งเปนพันธะที่เกิดจาก
การไฮโดรไลซิสไดงายอยูบนสายโซหลัก โดยทั่วไปกลไกการยอยสลายจะเร่ิมตนดวยปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่พันธะเอสเทอร ทําใหพอลิเมอรมีขนาดเล็กลง หลังจากนั้นโมเลกุลที่เล็กลงจึงถูกการ
ยอยสลายผานกระบวนการเมตาบอลิซึมของส่ิงมีชวิีต อัตราการยอยสลายของพอลิเอสเทอรข้ึนอยู
กับสภาพแวดลอมและโครงสรางทางเคมีของพอลิเอสเทอร จากคุณสมบัติดังกลาวจึงไดรับความ
สนใจในการพัฒนาเพื่อนํามาใชงานทางดานวัสดุทางการแพทยและวัสดุที่เปนมิตรกับส่ิงแวดลอม 
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ตัวอยางของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงที่ผลิตจากผลิตภัณฑปโตรเคมี เชน พอลิไกลโคลิกแอซิด 
(polyglycolic acid: PGA) พอลิคาโปรแลกโทน (polycaprolactone: PCL) พอลิบิวทิลินซัคซิเนต 
(polybutylene succinate: PSB) พอลิบิวทินลีน ซัคซิเนตอะดิเปต (polybutylene succinate 
adipate: PBSA) (Bodes และคณะ, 2009) 

 พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงที่มีวงแหวนอะโรมาติกในโครงสราง (aliphatic 
aromatic copolyester: AAC) อะลิฟาติกพอลิเอสเทอรหรือพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงเปน 
พอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพแตมีคุณสมบัติเชิงกลบางประการที่จํากัดการนําไปใช
ประโยชนในงานดานตางๆในขณะที่อะโรมาติกพอลิเอสเทอรหรือพอลิเอสเทอรของวงแหวน 
อะโรมาติกมีสมบัติทางกายภาพและเชิงกลดีเยี่ยม เหมาะกับการใชงานที่หลากหลายดาน 
วัสดุศาสตรแตไมสามารถยอยสลายได ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาโคพอลิเมอรที่ผลิตข้ึนโดยการ
สังเคราะหรวมกันของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงและพอลิเอสเทอรของวงแหวนอะโรมาติกเพื่อ
รวมคุณสมบัติที่ดีของทั้งสองไวดวยกัน AAC ยอยสลายดีทางชีวภาพ โดยการยอยสลายเร่ิมจาก
การไฮโดรไลซิสของพันธะเอสเทอรโดยเฉพาะในสวนของโครงสรางแบบสายโซตรง อัตราเร็วของ
การยอยสลายจะลดลงเม่ือสัดสวนของวงแหวนอะโรมาติกในพอลิเมอรมีปริมาณสูงข้ึน นอกจากนี้
อัตราการยอยสลายของพอลิเมอรยังข้ึนอยูกับปจจัยอ่ืนๆ เชน ความชื้น อุณหภูมิ พื้นที่ผิวและ
กระบวนการที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑ (Shah และคณะ, 2008) 

 พอลิเมอรสลายไดทางชีวภาพประเภทอ่ืนๆ แมวาพอลิเอสเทอรจะเปนพอลิเมอร
สังเคราะหยอยสลายไดทางชีวภาพที่มีศักยภาพสูงแตก็มีการพัฒนาพอลิเมอรประเภทอ่ืนๆ ซึ่งมี
โครงสรางทางเคมีแตกตางออกไป ไดแก พอลิเอสเทอรเอไมด (polyester amide) พอลิยูรีเทน  
(polyurethane) พอลิแอนไฮไดรด (polyanhydride) เปนตน (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 
2552) 

2.3 ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการยอยสลายทางชีวภาพ 
ในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพจนกลายเปนฮิวมัสในดินนั้นตองอาศัยปจจัยตางๆ ทั้ง

ทางกายภาพ เคมี ส่ิงแวดลอม ซึ่งปจจัยเหลานี้มีผลตอการยอยสลายบรรจุภัณฑ (Shah และคณะ, 
2008)  
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2.3.1. อุณหภูมิ (Temperature)  
บริเวณที่มีอุณหภูมิสูงยอมมีอัตราการสลายตัวของเศษพืชหรือซากสัตวไดเร็วกวาในบริเวณ

ที่มีอุณหภูมิต่ํา ถาอุณหภูมิต่ําอินทรียวัตถุมีการสะสมในดินมาก แตถาอุณหภูมิสูงการสลายตัวเร็ว
ยิ่งข้ึน การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิจนถึงระดับหนึ่งสงผลใหอัตราการการเกิดปฏิกิริยาในจุลินทรีย
เพิ่มข้ึนดวย นอกจากนั้นอุณหภูมิมีผลตอโครงสรางและการทํางานของเอนไซมในวิถีเมแทบอลิซึม
ตางๆของจุลินทรีย ดังนั้น การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงมีผลเสียตอความเสถียรของ
โครงสรางและการทํางานของเอนไซม  

2.3.2. ความช้ืน (Soil moisture) 
ความชื้นเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการยอยสลายทางชีวภาพของอินทรียวัตถุ เนื่องจาก

มีผลตอการเจริญและวิถีเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย การกระจายตัวและการละลายน้ําของกาซใน
ดินยอมตองการความชื้นทั้งส้ิน สภาพความชื้นคอนขางเปยก มีสภาพในการยอยสลาย
อินทรียวัตถุดีกวาความชื้นที่มีสภาพความชื้นสนาม พื้นที่ ๆ มีความแหงแลงและสภาพการขาด
ออกซิเจนทําใหการเจริญเติบโตและกิจกรรมของจุลินทรียดินลดลง ดินที่มีการระบายน้ําดีและมีพืช
พรรณเจริญเติบโต มีปริมาณฮิวมัสสูง เพราะสภาพเชนนี้ทําใหเกิดดินอินทรียข้ึน โดยปกติความชื้น
ที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการยอยสลายของพืชนั้นควรอยูในชวงรอยละ 50-60 ถาความชื้นมาก
หรือนอยกวานี้ อาจทําใหจุลินทรียบางชนิดหยุดชงักหรือตายได  อยางไรก็ตามจุลินทรียในดินที่
แตกตางกันยอมตองการปริมาณความชื้นที่เหมาะสมแตกตางกันดวย 

2.3.3. ปริมาณธาตุอาหาร (Nutrients) 
ธาตุอาหารเปนส่ิงจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย สารอาหารที่จําเปนไดแก 

คารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส การขาดธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจน มีผลทําใหการ
เจริญเติบโตของพืชลดลงมากกวาการดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียในดิน จุลินทรียสามารถดูดซึม
สารอาหารจากส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติมาใชในการแบงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนทั้งนี้เพราะจุลินทรีย
จะใชอินทรียวัตถุที่สลายตัวแลว ซึ่งมีธาตุอาหารอยูไปใชเพื่อดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียตอไป 
สําหรับส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอน จุลินทรียอาจนําสารเหลานั้นมาใชเปนอาหารไดทั้งนี้ข้ึนกับ
ชนิดองคประกอบและโครงสรางของสารปนเปอนนั้น 
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2.3.4. ความเปนกรดดาง (pH)  
ความเปนกรดดางมีผลตอการดูดซึมอาหารและการเจริญของจุลินทรียในการยอยสลาย

อินทรียวัตถุในส่ิงแวดลอม โดยปกติจุลินทรียในดินเจริญเติบโตไดดีที่สุดที่ pH 6-8 แตสามารถอยู
ในสภาพที่เปนกรดไดเม่ือ pH ต่ํากวา 4-5 และทนสภาพที่เปนดางไดเม่ือ pH 8.5 ดินที่เปนกรดจัด
มีผลทําใหจุลินทรียดินชะงักการเจริญเติบโต มากกวาดินที่เปนดางจัด พืชจะทนการเปล่ียนแปลง
ของ pH อยางรวดเร็วมากกวาจุลินทรีย ดังนั้นในกิจกรรมยอยสลายอินทรียวัตถุที่ทําปุยหมักจึง
ตองเติมปูนลงไปเพื่อปรับสภาพ pH ที่เปนกรดใหเปนกลางสงผลใหการยอยสลายของปุยหมัก 
เร็วข้ึน  

2.3.5. เน้ือดิน (Soil texture)  
ดินที่มีปริมาณเคลยมากจะมีฮิวมัสมากกวาดินประเภทอ่ืน เม่ืออยูสภาพแวดลอมเดียวกัน 

ฮิวมัสเหลานี้จะดูดอนุมูลของสารตาง ๆ ที่มีอนุมูล = O – OH , - AI-OH , - Fe-OH และประจุบวก
ที่แลกเปล่ียนไดรวมทั้ง -NH+

 3 – SH , -OH และ -COOH  

ลําดับการยอยสลายของสารประกอบอินทรียชนิดตาง  ๆดําเนินไปดังนี ้ 

ตารางที่ 2.1 ลําดับการยอยสลายของสารประกอบอินทรียชนิดตาง  ๆ

1.  น้ําตาล แปง และโปรตีนที่มีโครงสรางไมซับซอน   
อัตราการยอยสลายเร็ว 

 

 

อัตราการยอยสลายชา 

2.  โปรตีนที่มีโครงสรางซับซอน  
3.  เฮมิเซลลูโลส  
4.  เซลลูโลส  
5. ไขมัน ข้ีผ้ึง ฯลฯ  
6. ลิกนิน  

 
2.3.6. การถายเทอากาศ (Aeration) 
ในสภาพที่มีการถายเทอากาศดีหรือมีปริมาณออกซิเจนมีผลทําใหกิจกรรมยอยสลาย

อินทรียวัตถุไดดีกวาในสภาพที่ขาดออกซิเจน เชน การยอยสลายของฟางขาวในสภาพที่มีอากาศ
จะสลายตัวไดเร็วกวาในสภาพที่มีน้ําขัง หรือสภาพที่ขาดอากาศ  
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2.3.7. จุลินทรียในดิน (Soil microorganism) 
จุลินทรียเปนองคประกอบที่สําคัญที่สุดของกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ บทบาทของ

จุลินทรียดินที่มีกิจกรรมเกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายมากหรือนอยข้ึนอยูกับชนิดของ
จุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน กระบวนการนี้อาศัยเอนไซมในจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ 
จุลินทรียที่ตางชนิดกันจะมีการสรางเอนไซมที่มีลักษระแตกตางกัน ชนิดของเอนไซมมีผลตอ
ประเภทของปฏิกิริยาการยอยสลายและมีผลตอวิถีเมแทบอลิซึม จุลินทรียที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายจัดอยูในจําพวกเฮเทอโรโทรฟก (heterotrophic microorganism) เปนจุลินทรียที่ตองใช
พลังงานจากออกซิเดชันสารประกอบอินทรียและใชคารบอนในการสรางสารประกอบที่เปน
องคประกอบของเซลลจากสารประกอบอินทรีย จุลินทรียเหลานั้นไดแก แบคทีเรีย รา สาหราย  
เปนตน ซึ่งจะกลาวในหัวขอถัดไป (มัณฑนีย เศรษฐภักดี, (ม.ป.ป.); อลิสา วังใน, 2553; Shah และ
คณะ, 2008)  

2.4 ชนิดของจุลินทรียในดินและเทคโนโลยีการติดตามจุลินทรีย 

 2.4.1 ชนิดของจุลินทรียในดิน   

 ดินเปนแหลงของส่ิงมีชีวิตรวมทั้งจุลินทรียตางๆ ไดแก ไวรัส แบคทีเรีย เชื้อรา สาหราย และ
โพรโทซัว โดยเฉพาะอยางยิ่งในดินที่มีสารอินทรียสูงจะทําใหมีจํานวนของจุลินทรียกลุม 
เฮเทอโรโทรฟสูงดวยจุลินทรียในดินจะอยูในสภาพที่อดอยากและมีอัตราการสืบพันธุที่ต่ํา
การศึกษาโดยการวัดกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลอยออกมาโดยจุลินทรียจนกระทั่งมีการเติม
สารอาหารเขาไปในดินพวกจุลินทรียจะมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วจนกวาสารอาหารจะหมดลง
และหลังจากนั้นอัตราการเกิดกิจกรรมของจุลินทรียจะลดลงเพราะเขาสูสภาพที่อดอยาก
เหมือนเดิม จุลินทรียในดินทําหนาที่ยอยสลายพวกซากพืชซากสัตวตางๆทําใหเกิดการหมุนเวียน
ของแรธาตุและสารอาหาร (สุบัณฑิต นิ่มรัตน, 2549) 

ปริมาณของจุลินทรียแตกตางกันไปข้ึนอยูกับองคประกอบหรือปจจัยหลายอยาง เชน ชนิด
และปริมาณของสารอาหาร ความชื้นในดิน การระบายอากาศ อุณหภูมิ pH  

  แบคทีเรีย เปนจุลินทรียที่มีมากที่สุดทั้งชนิดและจํานวน พบมากที่ผิวดินโดย
แบคทีเรียในดินมักจะยึดเกาะกับอนุภาคของดินเพราะในอนุภาคของดินมีทั้งประจุบวกและลบ 
ดังนั้นเซลลแบคทีเรียที่มีประจุลบก็จะเกาะกับอนุภาคดินได  จากการนับโดยตรงดวยกลอง
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จุลทรรศนอาจพบแบคทีเรียมากเปนพันลานเซลลตอดินหนึ่งกรัม แตการนับจากจานเพาะเชื้อของ
ตัวอยางเดียวกัน จะเหลือประมาณสิบลานเซลล ทั้งนี้เนื่องจากดินมีแบคทีเรียมากมายซึ่งมีความ
ตองการสารอาหารและสภาพแวดลอมในการเจริญเติบโตแตกตางกันมาก ดังนั้นจึงไมสามารถ
เพาะเล้ียงใหเจริญไดทุกชนิดในอาหารเล้ียงเชื้อที่จัดเตรียมข้ึน นอกจากนี้จํานวนแบคทีเรียข้ึนอยู
กับหลายปจจัย เชน จํานวนอินทรียสารในดินเพราะแบคทีเรียตองใชในการเจริญ แบคทีเรียในดิน 
มีทั้งออโตโทรฟ เฮเทอโรโทรฟ มีโซโทรฟ เทอรโมไฟล ไซโครไฟล แอโรบ แอนแอรโรบ บางพวกยอย
สลายเซลลลูโลส บางพวกยอยสลายโปรตีน บางชนิดยอยสลายซัลเฟอรหรือตรึงไนโตรเจนได
แบคทีเรียที่พบในดิน ไดแก Pseudomonas, Thiobacillus, Rhizobium, Agrobacterium, 
Acinetobacter, Cellulomonas, Brevibacterium, Bacillus นอกจากนี้ยังพบ Actinomycetes  
ซึ่งชนิดที่สําคัญ คือ Nocardia , Streptomyces , Micromonospora  

Tomita และคณะ (2003) รายงานวา Bacillus stearothermophilus มีคุณสมบัติสามารถ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดชนิดฟลมที่ 60 องศาเซลเซียส ในปถัดมา Tomita และคณะ(2004)  
ทําการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและทําการแยกเชื้อ
จากดินที่สามารถยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดได พบวามีความใกลเคียงกับ Geobacillus 
thermocatenulatus  ซึ่งเจริญในภาวะอุณหภูมิสูงและยอยสลายพอลิแลคติกไดดีที่สุด Ikura และ 
Kudo (1999) สามารถแยกเชื้อ actinomycetes ในการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
ชนิดฟลมโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 43 องศาเซลเซียส pH เทากับ 7 ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวความ
เขมขนต่ํา สวน Tokiwa และJarerat (2004) รายงานวา actinomycetes มีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด Fukushima และคณะ(2009) ศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติก-
แอซิดโดยจุลินทรียพบวาแบคทีเรีย Bacillus licheniformis สามารถยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
ได โดยพบแบคทีเรียชนิดนี้ในดินเหนียวซึ่งการยอยสลายข้ึนอยูกับโครงสรางทางเคมีของวัสดุและ
การกระจายตัวของแบคทีเรียที่เกาะอยูในดิน 

  รา พบในดินมีจํานวนมากพบมากที่ผิวดินซึ่งมีอากาศ พบทั้งสภาพที่มีไมซีเลียม 
และสปอรจํานวนของรามีประมาณแสนตอดินหนึ่งกรัมรามีความสามารถในการยอยสลาย
สารอินทรีย เชน เซลลูโลส ลิกนิน เพกทิน ไดดี และยังสามารถเปล่ียนคารบอนจากสารอินทรียใน
ดินใหเปนองคประกอบของเซลลได นอกจากนี้รายังเจริญไดดีในดินที่เปนกรด ราจึงชวยปรับปรุง
โครงสรางของดิน โดยการที่เสนใยไมซีเลียมจะสานเปนตาขายยึดอนุภาคดินไวเปนกลุมกอนทําให
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ไมละลายน้ําไปเ รียกวา “ครัมเบิลสตรัคเจอร  (crumble structure)” ราที่พบมาก ไดแก 
Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Cladosporium, Fusarium เปนตน 

  สาหราย สามารถพบไดในดินทั่วไปแมแตในดินที่แหงแลงมาก เชน ทะเลทราย  
จํานวนของสาหรายในดินมีนอยกวาแบคทีเรียและรา สาหรายที่พบสวนใหญเปนสาหรายสีเขียว 
เชน พวกChlamydomonas, Chlorococcum และไดอะตอม ในดินที่อุดมสมบูรณ กิจกรรมทาง
ชีวเคมีของสาหรายจะลดลง เพราะถูกแยงอาหารโดยแบคทีเรียและราเนื่องจากสาหรายเปนพวกที่
สังเคราะหแสง จึงพบมากที่ผิวดินหรือใตผิวดินเล็กนอย ผลจากการสังเคราะหแสงทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงและแทนที่ (succession) โดยสาหรายบางชนิดสามารถเจริญเกาะอยูบนหินได  
เม่ือสาหรายเจริญข้ึนมากๆ สังเคราะหแสงไดสารอินทรียและพวกที่ตายยังทับถมกันอีกกลายเปน
อินทรียสารที่ทําใหแบคทีเรียและราเจริญข้ึนได เม่ือจุลินทรียชนิดอ่ืนเจริญและสรางสารตางๆข้ึน 
เชน กรดไปยอยสลายหินทําใหแรธาตุละลายออกมาอยางชาๆ ตอมาสภาพนั้นเหมาะกับการเจริญ
ของไลเคนส มอส และพืชชั้นสูงตามลําดับ นอกจากนี้สาหรายบางชนิด เชน นอสตอก อนาบีนา  
ยังชวยตรึงกาซไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปสารประกอบไนเตรตที่พืชนําไปใชได 

  โพรโทซัว พบมากในดินเชนกันโดยจะเปนกลุมจุลินทรียชนิดที่อาศัยอยูอยาง
อิสระ โพรโทซัวสวนใหญในดินเปนพวกมีแฟลกเจลลาและพวกอะมีบาพบมากในดินที่ มี
อินทรียวัตถุสูงและชุมชื้น โพรโทซัว ในดินชวยกินแบคทีเรียบางชนิด จึงเปนการควบคุมปริมาณ
แบคทีเรียใหอยูในสมดุล (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547; สุบัณฑิต  
นิ่มรัตน, 2549; Maier และคณะ, 2000) 

2.4.2 เทคโนโลยีในการติดตามจุลินทรีย 

เนื่องจากการศึกษาเพื่อใชจุลินทรียบําบัดส่ิงแวดลอม จําเปนจะตองมีข้ันตอนติดตาม
จุลินทรียเพื่อใหทราบวาจุลินทรียชนิดนั้นสามารถอยูไดในส่ิงแวดลอมและมีความเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายทางชีวภาพไดจริง ซึ่งตัวอยางของดินที่เก็บที่ไดจากส่ิงแวดลอมมีสวนประกอบตางๆ
มากมายซึ่งไดแกสวนประกอบที่อยูในสถานะของแข็ง ของเหลวและกาซ สวนประกอบหลักที่อยูใน
ดินประกอบดวยสวนที่เปนสารอนินทรียและสารอินทรีย (humic: humic matter) ซึ่งมีปริมาณที่
ผกผันข้ึนอยูกับแหลงของดิน ส่ิงมีชีวิตในดินซึ่งประกอบไปดวย จุลินทรียดินจะอาศัยอยูในโพรง
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สวนตางๆของอนุภาคดิน ซึ่งเปนส่ิงที่กําหนดความอยูรอดของจุลินทรีย แมวาแบคทีเรียจะเปน
ส่ิงมีชี วิตที่ มีรูปแบบและความหลากหลายมากบนโลกแตความรู เกี่ยวกับโครงสรางของ
ความสัมพันธและการเปล่ียนแปลงของประชากรยังมีอยูนอย (หนึ่ง เตียอํารุงและนันทกร บุญเกิด, 
2544) การติดตามจุลินทรียนั้นสามารถทําไดหลายวิธี วิธีหนึ่งที่นิยมอยางยิ่งในปจจุบันคือการใช
เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ซึ่งเปนวิธีการที่ใหผลไดดี เทคนิค
ดังกลาวอาศัยหลักการที่วา ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากส่ิงแวดลอมสามารถใชเปนแมแบบในการเพิ่ม
จํานวน 16s rDNA ซึ่งเปนเอกลักษณเฉพาะของแบคทีเรียแตละชนิด ดวยวิธีปฏิกิกริยาลูกโซ 
พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) โดยอาศัยปริมาณคูเบส GC เรียกวา GC 
clamp ที่ปลายสาย 5’ ของ primer ที่ใชในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ เพื่อทําหนาที่เปน high 
melting domain บนสายดีเอ็นเอทําใหไมแยกจากกันเปนสายเดี่ยวเม่ือเคล่ือนที่บนเจล  

ดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนไดดังกลาวจะถูกนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาในเจลที่มีเกรเดียนต
ฟอรมาไมดและยูเรีย จะทําใหสายดีเอ็นเอที่ไดแยกออกจากกัน โดยจะแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอที่มี
ลําดับเบสตางกันไดแมวาขนาดความยาวของดีเอ็นเอจะเทากัน ซึ่งจะอาศัยความเขมขนของสาร 
ที่มีคุณสมบัติในการแยกสายดีเอ็นเอ (denaturant) ที่มีสัดสวนความเขมขนของสาร (gradient)  
จากสวนบนของเจลที่มีความเขมขนนอยไปสูสวนลางของเจลซึ่งมีความเขมขนมากรวมไปถึงการ
ใชอุณหภูมิสูงในการทําลายพันธะระหวางคูเบส GC ซึ่งเปนการจับกันโดยใชพันธะที่เหนียวแนน 
ซึ่งความเขมขนหรือปริมาณของคูเบส GC ที่มีในดีเอ็นเอแตละคูที่แตกตางกันนี้ทําใหการเคล่ือนที่
ในตัวกลางดังที่กลาวมาขางตนแตกตางกันจึงสามารถมองเห็นรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎ
บนเจลตางกัน ดังนั้น DGGE จึงเปนเปนเทคนิคหนึ่งที่สามารถแยกชนิดของส่ิงมีชีวิตที่สนใจได  
แมส่ิงมีชีวิตดังกลาวจะมีลําดับเบสตางกันเพียงหนึ่งตําแหนงก็ตาม  

นอกจากนี้ยังสามารถตัดแถบดีเอ็นเอที่สนใจไปทําการวิเคราะหหาลําดับเบสเพื่อใชศึกษา
ในระดับที่ลึกลงไปไดคุณภาพของ DGGE ข้ึนอยูกับคุณภาพของ PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอในสวนที่ตองการศึกษา โดย PCR ที่ไดเปนดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ มีขนาดที่เหมาะสม  
และมีปริมาณเพียงพอ การศึกษาประชาคมแบคทีเรียโดยใชเทคนิค DGGE เร่ิมข้ึนจากการศึกษา
จุลินทรียในดิน ซึ่งสามารถศกึษาแบคทีเรียในตัวอยางไดโดยตรงเปนการลดปญหาจุลินทรียที่ไม
สามารถเพาะเล้ียงบนอาหารในหองปฏิบัติการไดและสามารถประเมินความหลากหลายของ
จุลินทรียไดอยางสมบูรณมากข้ึน ซึ่งเปนวิธีที่ สะดวก รวดเร็ว และไมยุงยาก ทําใหนักวิทยาศาสตร
และวิศวกรทางชีวภาพเขาใจโครงสราง ชนิดและปริมาณของแบคทีเรียวาเปนอยางไร มากหรือ
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นอยตางกันในระดับอณูวิทยา ทั้งยังสามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะห หรือตรวจสอบความ
หลากหลายของประชาคมแบคทีเรียที่มีอยูในธรรมชาติ น้ําเสียหรือของเสียทางอุตสาหกรรมและ
การเกษตรรวมไปถึงทางการแพทยดวยและสามารถคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่สนใจไปทําการ
วิเคราะหหาลําดับเบสเพื่อใชศึกษาในระดับที่ลึกลงไปได (Muyzer และคณะ, 1993) เทคนิค 
DGGE สามารถใชติดตามจุลินทรียทุกประเภทเชน แบคทีเรีย รา ยีสต รวมทั้งไซยาโนแบคทีเรีย  
ซึ่งเปนจุลินทรียที่มีการประยุกตใชในการบําบัดส่ิงแวดลอม นอกจากนี้เทคนิคดังกลาวยังสามารถ
ใชติดตามประชาคมจุลินทรียอ่ืนๆ เชน การกลายพันธุของยีนในทางการแพทย จุลินทรียที่ใชใน
กระบวนการหมักตางๆ จุลินทรียในอาหาร เปนตน วิธีดังกลาวจึงเปนประโยชนอยางยิ่งกับงานวิจัย
ในสาขาตางๆ (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2548) 

2.5 วัฏจักรของธาตุท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายบรรจุภัณฑ 

การยอยสลายบรรจุภัณฑดวยจุลินทรียเปนการเปล่ียนรูปของบรรจุภัณฑใหกลายเปน
สารอาหารที่จุลินทรียเอาไปใชไดในขณะที่บางสวนกลายแรธาตุหมุนเวียนไปในวัฏจักรแรธาตุซึ่ง
มีวัฏจักรที่สําคัญดังตอไปนี้ 

2.5.1 วัฏจักรไนโตรเจนเน่ืองจากจุลินทรียในดิน 
วัฏจักรไนโตรเจนเปนการเปล่ียนแปลงตั้งแตกาซไนโตรเจนจนเปนสารอนินทรียและ

สารอินทรียไนโตรเจนที่ซับซอนในเนื้อเยื่อของพืชสัตวและจุลินทรียและการยอยสลายกลับไปเปน
กาซไนโตรเจนอีก กระบวนการยอยสลายสารอินทรียที่เกี่ยวของกับวัฏจักรไนโตรเจนไดแก 

1) การยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) การยอยสลายสารอินทรียที่มีไนโตรเจน
เปนองคประกอบ เชน โปรตีน กรดนิวคลีอิก ที่อยูในซากพืชซากสัตวดวยเอนไซม ทําใหโมเลกุล 
เล็กลง ผลที่ไดจากการยอยจะแตกตางไปตามชนิดของแบคทีเรียและสภาพแวดลอมในการยอย 
ถาอยูในสภาพมีออกซิเจนจะไดกรดอะมิโนหรืออาจจะยอยจนไดกาซคารบอนไดออกไซด น้ําและ
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ถายอยในสภาพไมมีออกซิเจนจะไดกรดอินทรีย (organic acid ) 
แอมโมเนีย (ammonia, NH3) เอมีน (amine) แอลกอฮอล (alcohol) อินโดล (indole) สเคโตล 
(skatol) เมอรแคปแทน (mercaptan) ไฮโดรเจนซัลไฟล (hydrogen sulfide, H2S) มีเทน 
(methane,CH4) เปนตน 



25 

2) การยอยสลายกรดอะมิโน (ammonification) กรดอะมิโนซึ่งไดจากการยอย
โปรตีนจะถูกจุลินทรียในดินใชเปนอาหาร โดยกรดอะมิโนจะถูกจุลินทรียยอยสลายดึงหมูอะมิโน
ออกจากโครงสรางของกรดอะมิโน โดยวิธดีีอะมิเนชัน (deamination) ไดแอมโมเนีย (NH3) 

                      CH3CHNH2 COOH  +  ½ O2                  CH3 COCOOH + NH3  
                                อะลานีน                                                     กรดไพรูวิก       แอมโมเนีย            

ปฏิกิริยานี้จัดเปนออกซิเดตีฟดีอะมิเนชั่น (oxidative deamination) และไดแอมโมเนีย
เกิดข้ึนจึงเรียกปฏิกิริยานี้วา “แอมมอนิฟเคชั่น (amononification)” แอมโมเนียที่เกิดข้ึนอาจระเหย
จากดิน หรือถาละลายน้ํากลายเปน NH 4

+ หรืออาจถูกพืชหรือจุลินทรียนําไปใชและอาจเปล่ียน
ตอไปเปนไนเตรต (NO3

-)  

3) ไนตริฟเคชัน (nitrification) จุลินทรียสามารถเปล่ียนแอมโมเนียใหเปนไนเตรต
โดยอาศัยแบคทีเรียแกรมลบพวกเคโมลิโธโทรฟ ซึ่งใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนและ
ไดพลังงานจากกระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียหรือไนไตรต (NO2

- ) ปฏิกิริยาเกิดข้ึนได 2 
ข้ันตอน คือ 

 กระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียเปนไนไตรต (nitrosification) เกิดดังนี้ 

        2NH3 + 3O2                    2HNO2  + 2H2O 

ซึ่งเกิดจากการกระทําของแบคทีเรียจําพวกออกซิไดซแอมโมเนีย (ammonia oxidizing  
bacteria) ไดแก Nitrosomonas , Nitrosovibrio, Nitrosococcus 

 กระบวนการออกซิเดชันไนไตรตเปนไนเตรต (nitrification) เกิดดังนี้ 

      HNO2  + ½ O2                   HNO3 

เกิดโดยแบคทีเรียจําพวกออกซิไดซไนไตรต  (nitrite oxidizing bacteria) ไดแก 
Nitrobacter, Nitrospina และรา เชน Aspergillus, Penicillium กระบวนการไนตริฟเคชันจะเกิด
ไดดีในที่มีออกซิเจนหรือที่มีการถายเทอากาศ  
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4) การรีดิวสไนเตรตกลับเปนแอมโมเนีย (reduction of nitrate to ammonia) 
เกิดจากการกระทําของแบคทีเรียพวกเฮเทอโรโทรฟหลายชนิดที่เปล่ียนไนเตรตกลับเปนไนไตรต
หรือแอมโมเนีย กระบวนการนี้เกิดในสภาพที่ไมมีออกซิเจน ออกซิเจนที่อยูในไนเตรตจะเปนตัวรับ
อิเล็กตรอนและไฮโดรเจน  

ปฏิกิริยาการรีดิวซเปนแอมโมเนีย เกิดดังนี้ 
  HNO3   +  4H2                 NH3  +  3H2 O 

ปฏิกิริยานี้เกิดโดยจุลินทรียหลายชนิด เชน Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, 
Micrococcus, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Candida เปนตน 

5) ดีไนตริฟเคชัน (denitrification) เปนการเปล่ียนแปลงไนเตรตเปนกาซไนโตรเจน
หรือไนตรัสออกไซด (N2O) โดยดีไนตริฟายอิงแบคทีเรีย(denitrifying bacteria) ซึ่งไดแก 
Thiobacillius denitrificans, Baccillus, Pseudonas, Achromobacter, Micrococcus เปนตน 
กระบวนการนี้ทําใหดินสูญเสียธาตุไนโตรเจนไป การเปล่ียนแปลงกระบวนการดีไนตริฟเคชันเปน
ดังนี้ (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 

2NO3
-
                 2NO2

-   
                          2NO                N2O               N2 

        ไนเตรต                  ไนไตรต               ไนตริกออกไซด      ไนตรัสออกไซด     ไนโตรเจน 

แหลงไนโตรเจนที่เติมเขาไปในดินและส่ิงมีชีวิตสามารถนําไปใชประโยชน เชน ปุยยูเรีย เปน
ปุยเดี่ยวไนโตรเจนชนิดแข็งที่มีปริมาณไนโตรเจนมากที่สุด คือมีไนโตรเจนทั้งหมด 46% ยูเรีย 
เม่ือละลายน้ําทําใหยูเรียละลายอยางรวดเร็วไดแอมโมเนียมคารบอเนต ดังสมการ 

CO(NH2)2 + 2H2O     urease      (NH4)2CO3                   2NH3 + CO2 + H2O 

แอมโมเนียมคารโบเนตถูกจุลินทรียยอยเปนไอออนของแอมโมเนียม (NH4
+) และไนเตรต

(NO3) ซึ่งอยูในรูปที่พืชนําไปใชประโยชนไดแตรูปของแอมโมเนียมคารบอเนตไมคงรูปอยูตลอดไป
เพราะถา pH สูงกวา 7 จะปลดปลอยกาซแอมโมเนีย (NH3)(มัณฑนีย เศรษฐภักดี, (ม.ป.ป.);  
ยงยุทธ โอสถสภา, 2553) 
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2.5.2 วัฏจักรคารบอนเน่ืองจากจุลินทรียในดิน 

แหลงของสารประกอบคารบอนในธรรมชาติคือกาซคารบอนไดออกไซดกาซนี้ถูกตรึงโดยพืช
สีเขียว สาหราย โดยวิธีสังเคราะหแสงใหกลายเปนสารอินทรีย สวนการเปล่ียนแปลงที่เกิดจาก
แบคทีเรีย คือ  

 การที่ออโตโทรฟกแบคทีเรียใชคารบอนไดออกไซด เปนแหลงคารบอน 
เพื่อเปล่ียนเปนคารโบไฮเดรต ดังสมการ  

                         CO2 + 4 H                           (CH2O)X  + H2O 

 การตรึงคารบอนไดออกไซดโดยเฮเทอโรโทรฟกแบคทีเรีย 

                         CH3COCOOH  + CO2                      HOOCCH2 COCOOH 
                                        กรดไพรูวิก                                               กรดออกซาโลอะซีติก 

สารอินทรียคารบอนที่เกิดข้ึนจะถูกนํามาใชในกระบวนการหายใจใหไดพลังงานและ
คารบอนไดออกไซดหรืออาจใชสรางเนื้อเยื่อของพืชของสัตวหรือของจุลินทรียเอง ซึ่งเม่ือส่ิงมีชีวิต
ตายลงจะถูกจุลินทรียยอยสลายเนื้อเยื่อเหลานั้นทําใหไดคารบอนไดออกไซดกลับคืนสูบรรยากาศ 
เพื่อใชเปนอาหารของพืชตอไป ดังแสดงดังภาพที่ 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.9 ไดอะแกรมของวัฏจักรคารบอน 

คารบอนไดออกไซดใน
บรรยากาศ 

การสรางสารอินทรียคารบอน 

พืชสีเขียว สาหราย และแบคทีเรีย บางชนิด
เปล่ียนคารบอนไดออกไซดเปน

คารโบไฮเดรตและสารอินทรียซับซอนอื่นๆ 

        การยอยสารอินทรียคารบอน 

จุลินทรียยอยสลายเซลลูโลส ลิกนิน เพกทิน ได
ผลผลิตหลายอยาง ถายอยสมบูรณจะได
คารบอนไดออกไซดและน้ํา 

    สารอินทรียคารบอนในดิน 

เนื้อเย่ือพืชและสัตวที่ตายทับถมอยู
กลายเปนสารอินทรียในดิน 
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สารอินทรียคารบอนที่อยูในเนื้อเยื่อพืชสวนใหญเปนเซลลูโลส (cellulose) ลิกนิน (lignin) 
เพกติน (pectin) แปง (starch) และน้ําตาลตางๆ การยอยสลายตองอาศัยเอนไซมหลายชนิดทั้ง
แบคทีเรียและรา เชน การยอยเซลลูโลส 

 
                    เซลลูโลส         เซลลูโลส          เซลโลไบโอส (cellobiose) 

                    เซลโลไบโอส   บีตา- กลูโคซิเดส      กลูโคส 

                    กลูโคส        ระบบเอมไซม ของจุลินทรีย      คารบอนไดออกไซด น้ําและสารอ่ืนๆ 

สารอ่ืนๆที่เปนองคประกอบของเนื้อเยื่อพืช เชน เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ลิกนิน 
เพกทิน ก็อาจถูกยอยสลายดวยเอมไซมตางๆ ไดเชนเดียวกัน (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2547) เซลลูโลสมีขนาดใหญและไมละลายน้ําการนําเขาสูเซลลจุลินทรียจึงตอง
อาศัย extracellular enzyme ยอยเซลลูโลสใหมีขนาดโมเลกุลเล็กกอนนําเขาสูเซลล เอนไซมที่
ยอยเซลลูโลสสองชนิดแรกไดแก β -1,4- endoglucanase และ β -1,4- exoglucanase โดยที่ 
ทั้งคูเปน extracellular enzyme ซึ่ง endoglucanase ยอยโมเลกุลเซลลูโลสแบบสุมเกิดเปน 
เซลลูโลสที่มีขนาดเล็กลงสวน exoglucanase ยอยกลูโคส 2 โมเลกุล เอนไซมชนิดที่สาม ไดแก  
β- glucosidase หรือ cellobiase ซึ่งเปนทั้ง extra และintracellular enzyme โดยทําหนาที่ยอย 
เซลโลไบโอสไปเปนกลูโคสซึ่งสามารถดูดซึมไดโดยแบคทีเรียและรา (วีรานุช หลาง, 2553)   
ซึ่งไดกาซคารบอนไดออกไซดและน้ําเปนผลิตภัณฑ นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยังอาจได
จากกระบวนการดีคารบอกซีเลชัน (decarboxylation) ของกรดอะมิโน หรือจะไดจากกระบวนการ
ยอยสลายของกรดไขมัน และกระบวนการเหลานี้เกิดข้ึนในดิน (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2547)  

2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

ธนาวดี ล้ีจากภัย และคณะ (2548) ศึกษาอัตราการยอยสลายของวัสดุพอลิเมอรชนิดตางๆ 
คือ เซลลูโลส เทอรโมพลาสติกสตารช พอลิแลคติกแอซิดและพอลิเอทิลีน โดยจุลินทรียแบบใช
ออกซิเจนในภาชนะปดภายใตภาวะหมักที่มีการควบคุมสภาวะทดสอบไวที่ 58+2 องศาเซลเซียส 
ซึ่งเปนอุณหภูมิในการทดสอบการยอยสลายตามมาตรฐาน ASTM คาความเปนกรดดางของดิน 
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6-8 และความชื้น 50-55 % ในระยะเวลา 90 วัน ดินที่ใชในการทดสอบ 600 กรัมผสมกับวัสดุ
ทดสอบ 10 กรัมซึ่งวัสดุทดสอบถูกตัดใหมีขนาด 2 x 2 ซม2.  ทําการวัดปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง คํานวณอัตราการยอยสลายจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ และเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของวัตถุพอลิเมอร พบวาการยอยสลาย
เซลลูโลส เทอรโมพลาสติกสตารช และโพลิแลคติกแอซิด เกิดการยอยสลายทางชีวภาพได 6, 34 
และ 24 เปอรเซ็นตตามลําดับและพอลิเอทิลีนไมเกิดการยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชในการ
ทดลองเดียวกัน  

Iovino และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ polylactic acid (PLA) 
thermoplastic starch (TPS) และกาบมะพราวเปนสวนผสมของเสนใยภายใตสภาวะมีอากาศ 
โดยใชวิธีทดสอบตามมาตรฐาน อุณหภูมิ 58 + 2 องศาเซลเซียส ตลอดการทดลอง 90 วัน หลัง
กระบวนการยอยสลายพบวา การยอยสลายทางชีวภาพของ TPS มีการอัตราการยอยสลายสูงกวา 
PLA และการเพิ่มของเปอรเซ็นตคารบอนไดออกไซดของ TPS ก็มากกวา PLA เม่ือผสมเสนใยจาก
กาบมะพราวเขากับ PLA และTPS พบวาปริมาณคารบอนไดออกไซดไมแตกตางกันนอกจากนั้น
ผลของการศึกษายังยืนยันจากการทดสอบโดย scanning electron microscopy (SEM) สามารถ
เห็นโครงสรางที่เปล่ียนแปลงไปของวัสดุทดสอบตามระยะเวลาการยอยสลายที่เพิ่มข้ึน 

Ho และ Pometto (1999) ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพโดยใหระบบการหายใจมา
วิเคราะห ฟลมพลาสติก PLA ในดินภายใตการควบคุมในหองปฏิบัติการ การทดลองใชดินผสม 
200 กรัม และพลาสติก 1.5 กรัม ตัดใหมีขนาด 1x1 ซม2. ทําการทดสอบที่อุณหภูมิ 28, 40 และ 
55 C ระยะเวลาการทดลอง 182 วัน พบวาระดับของการยอยสลายบงชี้โดยการเพิ่มข้ึนของการ
ปลอยกาซคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการหายใจ อัตราการยอยสลายของสารอินทรียมีคา
เทากับ 24.3, 41.5 และ 76.9 มิลลิกรัมตอวัน และเปอรเซ็นตการยอยสลายของพลาสติก PLA 
เทากับ 27, 45 และ 70 %  ตามลําดับ การควบคุมอุณหภูมิการยอยสลายในดินที่สูงข้ึนชวยเพิ่ม
อัตราการยอยสลายทางชีวภาพของฟลมพลาสติก PLA ภายใตการควบคุมในหองปฏิบัติการ  

Kale และคณะ (2007) ศึกษาพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและบรรจุภัณฑซึ่งในการ
ยอยสลายตองอาศัยระยะเวลาเพื่อใหเกิดการยอยสลายที่สมบูรณกอนที่จะผลิตเปนผลิตภัณฑเพื่อ
การคาและตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกที่สามารถยอยสลายได ในการ
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ทดลองนี้ทําการตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของขวด polylactide (PLA) และเปรียบเทียบ
ผลของการยอยสลายในสภาวะจริงกับสภาวะจําลองตามมาตรฐาน ASTM และ ISO ระยะเวลาใน
การทดลอง 30 วัน สําหรับการยอยสลายในสภาวะจริงควบคุมอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียสและ
การยอยสลายแบบสภาวะจําลองควบคุมอุณหภูมิที่ 58 องศาเซลเซียส ขวด PLA ถูกตัดใหมีขนาด 
1x1 ซม2. พบวาการยอยสลายในสภาวะจริงมีความสัมพันธกับการแตกสลายและการเปล่ียน 
แปลงน้ําหนักมวลโมเลกุล สวนการยอยสลายขวด PLA ในสภาพจําลองเปนไปตามทฤษฎี ผลการ
ยอยสลายทางชีวภาพของขวด PLA เทากับ 84.2 + 0.9 เปอรเซ็นตใน 58 วัน 

Mohee และคณะ (2007) กลาววาการยอยสลายพลาสติกในส่ิงแวดลอมเปนกระบวนการที่
มีความซับซอน ซึ่งอิทธิพลที่มีตอการยอยสลาย ไดแก ธรรมชาติของพลาสติก ปจจัยในการยอย
สลายที่เหมาะสม ซึ่งในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกทําการตรวจวัดอัตรา
การยอยสลายของพลาสติกโดยการตรวจวัดอุณหภูมิ ความชื้นของดิน การชั่งน้ําหนักแหง 
ของตัวอยางกอนและหลังทําการทดสอบเพื่อหาเปอรเซ็นการยอยสลาย รวมทั้ งการวัดกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ไดจากการยอยสลายทางชีวภาพและการวัดกาซมีเทนจากการยอยสลาย
แบบไมมีอากาศ 

Kale และคณะ (2006) ไดศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ผลิตจากพอลิแลคติกแอซิด
ศึกษาตอเนื่อง 30 วัน ภายใตสภาวะ real compost พบวา 96% L-lactide ยอยสลายไดชากวา 
พอลิแลคติกแอซิดชนิด 94% L-lactide เนื่องจากมีโครงสรางและมีผลึกสูงกวา อัตราการยอย
สลายในเบื้องตนควรควบคุม อุณหภูมิสูงกวา 55 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธมากกวา 65% 
และ pH ประมาณ 7.5 ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายบรรจุภัณฑ 

Itavaara และคณะ (2002) ไดสรุปผลการศึกษาวาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
สามารถยอยสลายไดงายถามีการควบคุมปจจัยโดยที่อุณหภูมิสูงจะยอยสลายไดเร็วกวาที่
อุณหภูมิต่ําและในสภาวะไมมีอากาศจะยอยสลายไดงายกวาเนื่องจากมีความคลายกับธรรมชาติ
มากกวา นอกจากนั้นยังพบวาพอลิแลคติกแอซิดสามารถใชเปนวัสดุทําปุยหมักได 

 



บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชดําเนินการศึกษา 

1.เคร่ืองชั่งส่ีตําแหนง รุน AB 204-S บริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
2.เคร่ืองชั่งสองตําแหนง รุน BJ 1000C บริษัท Precisa, Switzerland. 
3.เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง(pH meter) รุน BA 350 บริษัท Mettler Toledo,  

 Switzerland. 
4. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS 325 บริษัท TOMY, USA. 
5.ตูอบ (hot air oven) รุน UE/BE 200-800 บริษัท Memmert, Germany. 
6. เคร่ืองเขยา (shaker) รุน 3016 บริษัท GFL, Germeny. 
7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ําอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล รุน SF-C997 บริษัท Sanyo,  
     Japan. 
 8. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ําอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล รุน ULT1786 บริษัท Forma  

   Scientific, USA. 
9. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Helios Alpha บริษัท Thermo,     

  USA. 
10. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Compact High Speed refrigerated  

    centrifuge) รุน 6500 บริษัท KUBOTA, Japan. 
11. อางใหความรอน (heating waterbath) รุน WB 22  บริษัท Memmert, Germany. 
12. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน VX100 บริษัท Labnet, USA. 
13. ไมโครปเปต(micropepette) ขนาด 20,100, 200, 1000 และ10000 ไมโครลิตร   

    บริษัท Eppendorf AG, Germany. 
14. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (drybath incubator) รุน  

    MD01N บริษัท Major Science, Taiwan. 
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15. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุน class I IP20 บริษัท Bioer,    
    China. 

16. ชุดเคร่ืองมือทําอะกาโรสอิเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis ) รุน IMR  
    บริษัท Cosmo Bio, Japan. 

17. ชุดเคร่ืองมือ DCodeTM system บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
18. ชุดเคร่ืองมือแยกสารพันธุกรรมดวยเทคนิค Denaturing Gradient Electrophoresis    

    System รุน DGGE - 2401 บริษัท C.B.S. Scientific Inc., USA. 
19. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

  - Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 บริษัท   
                            Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
   - กลองจุลทรรศน รุน ECLIPSE E200 บริษัท Nikon, Japan 
  - กลองดิจิตอล รุน COOLPIX P5100 บริษัท Nikon, Japan 

20. โปรแกรม Image-Pro Plus Visual Guide 
21. เคร่ืองวัดปริมาณคารบอนไดออกไซด (carbondioxy analyzer) รุน LI-6400 บริษัท  

    LI-COR, USA. 
22. เคร่ืองปนเหว่ียง (centrifuge) รุน SIGMA 4-15 บริษัท Sigma, England. 
23. เคร่ืองวัดและควบคุมอุณหภูมิ รุน MD-N บริษัทแสงชัยมิเตอร จํากัด ประเทศไทย 
24. ตูดูดความชื้น รุน ST48-A บริษัท โคแอกซ กรุป คอรปอเรชั่น จํากัด ประเทศไทย 

3.2 เคมีภัณฑ 

1. แบเล่ียมไฮดรอกไซด (Ba(OH)2  บริษัท J.T Baker, USA. 
2. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Merck, Germany. 
3. แบคโตเคซิน (Bacto TM Casein peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. แบคโตซอยเปบโตน (Bacto TM Soy peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA. 
5. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(K2HPO4 ) บริษัท Merck, Germany. 
6. กลูโคส (glucose) บริษัท Merck, Germany. 
7. 2,3,5 -triphenyltetrazolium chloride (TTC) บริษัท Zigma, England. 
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8. เอธานอล บริษัท Merck, Germany. 
9. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany. 
10. ปุยยูเรีย บริษัท เรือไบไวกิ้ง ประเทศไทย 
11. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan. 
12. สาร EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na22H2O) บริษัท 

Sigma, USA. 
13. lysozyme บริษัท Boehringer Mannheim ,Germany. 
14. สาร SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3)  บริษัท Nacalal tesque,  

   Japan. 
15. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) บริษัท Merck, Germany. 
16. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals,  Australia. 
17. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany. 
18. ฟนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany. 
19. ฟนอล คอลโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล [( phenol-chloroform-isoamyl alcohol  
      ( 25:24:1)] บริษัท USB, USA. 
20. 100 base pair DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA. 
21. Lambda HindIII marker บริษัท Fermentas, USA. 
22. ชุดสารละลาย KAPA2G Robust HotStart บริษัท Kapa Biosystems , USA. 
23. ชุดสกัดดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์  NucleoSpin® Extract II Kit  บริษัท Macherey- 
      Nagel, Germany. 
24. สารเคมีที่ใชในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA. 

-ฟอรมาไมด [Formamide (Deionized)] 
- สารละลาย 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) 
- ยูเรีย (urea) 
- แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) 
- TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 
-ทีเออี เขมขน 50 เทา (50xTAE) 
- สีติดตาม ( dye solution ) 
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- เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
3.3 วัสดุท่ีใชในการศึกษา 

1.บรรจุภัณฑที่ทําจากพอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid ; PLA)  
2.บรรจุภัณฑที่ทําจากเยื่อชานออย 
3. ดินผสมใบจามจุรี 

3.4 วิธีดําเนินการศึกษา 
3.4.1 การเตรียมชุดทดสอบ 
เตรียมดินโดยการรอนดินผานตะแกรงขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร ทําการวิเคราะหหา

ปริมาณความชื้นในดิน วัดคาความเปนกรดดาง(pH) วิเคราะหปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N 
ratio) เตรียมวัสดุทดสอบโดยตัดบรรจุภัณฑที่ทําจากพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑที่ทําจาก
เยื่อชานออยใหมีขนาด 1x1 ตารางเซนติเมตร โดยในการทดลองใชบรรจุภัณฑตอดินเทากับ 1:400 
โดยน้ําหนักในหนึ่งชุดการทดลอง ใชปุยยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน โดยใสดินและวัสดุทดสอบใน
ขวดแกวขนาด 24 ออนซ ปดปากขวดใหสนิทดวยจุกยางที่มีหลอดนํากาซตออยู แสดงดังภาพ 
ที่ 3.1 

 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 ชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ 

จากเคร่ืองวัดปริมาณ CO2 

ขวดทดลอง 

จุกยาง 

สูเคร่ืองวัดปริมาณ CO2 

ดิน 
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ภาพที่ 3.2 บรรจุภัณฑที่ใชในการทดสอบชนิดพอลิแลคติกแอซิด (ซาย) และบรรจุภัณฑชนิดเยื่อ
ชานออย (ขวา) ซึ่งตัดใหมีขนาด 1x1 ซม2.  

3.4.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ 
ทดสอบปจจัยที่คาดวาจะมีผลตอการยอยสลาย 3 ปจจัย คือ ชนิดของบรรจุภัณฑ อุณหภูมิ

และปริมาณไนโตรเจนที่เติมลงในดินที่ใชในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ (ตารางที่ 3.1) 
ใชแบบการทดลองแบบแฟกตอเรียล(Factorial Design) หมายเลข BB0316 สําหรับ 3 ปจจัย
พรอมจุดกลาง (ตารางที่ 3.2) (Haaland, 1989) คิดเปน 16 การทดลองและทํา 3 ซ้ํา ใชเวลา
ทดลอง 30 วัน เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายได
ทางชีวภาพและนําสภาวะที่เหมาะสมนั้นมาใชสําหรับการติดตามการยอยสลายโดยขยายเวลา
การศึกษา 90 วัน   

ตารางที่ 3.1 ปจจัยที่ใชในการทดสอบ 

 
ปจจัยทดสอบ 

ระดับ 
High 
(1) 

Medium 
(0) 

Low 
(-1) 

A: ชนิดบรรจุภัณฑ เยื่อชานออย ไมใส PLA 
B: อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส:  ํC) 58 30 20 
C: ไนโตรเจน (กรัม: ดิน 1 กก.) 0.4 0.2 0 
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ตารางที่ 3.2  การทดลองแบบแฟกตอเรียลดีไซด หมายเลข BB0316 (Haaland, 1989) 
               Factors  

run A B C 
1 -1 -1 0 
2 -1 +1 0 
3 +1 -1 0 
4 +1 +1 0 
5 -1 0 -1 
6 -1 0 +1 
7 +1 0 -1 
8 +1 0 +1 
9 0 -1 -1 
10 0 -1 +1 
11 0 +1 -1 
12 0 +1 +1 
13 0 0 0 
14 0 0 0 
15 0 0 0 
16 0 0 0 

 
เก็บตัวอยางในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 และ 30 ทําการตรวจวัดปริมาณกาซ

คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ หาน้ําหนักที่เปล่ียนแปลงหลัง
การยอยสลายทางชีวภาพและวัดคาความเปนกรดดาง (pH) ของดิน    
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3.4.3 การยอยสลายบรรจุภัณฑท่ียอยสลายไดทางชีวภาพจากปจจัยท่ีคัดเลือก 
การศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพจากปจจัยที่คัดเลือกในชุด

การทดลองใชบรรจุภัณฑ 2 ชนิด คือ บรรจุภัณฑที่ผลิตมาจาก polylactic acid (PLA) และ 
บรรจุภัณฑจากเยื่อชานออย ในแตละชุดการทดลองใชวัสดุทดสอบที่เตรียมไวและดินลงในขวด
แกวทดลองเชนเดียวกับชุดการทดลองดังแสดงในภาพที่ 3.1 โดยควบคุมปจจัยการทดลองตามผล
การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (ในหัวขอ 
3.4.2) ทดลองตอเนื่อง 90 วัน เก็บตัวอยางวันที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90  
แตละตัวอยางนํามาตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ ศึกษาลักษณะทางกายภาพของวัสดุทดสอบโดย Scanning electron microscope 
(SEM) หาน้ําหนักที่เปล่ียนแปลงหลังการยอยสลายทางชีวภาพและวัดคาความเปนกรดดาง(pH) 
ของดิน 

3.4.4 การยอยสลายบรรจุภัณฑท่ียอยสลายไดทางชีวภาพตอประชาคมแบคทีเรียใน
ดิน 

ศึกษาชนิดของแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยวิธี 
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) และหาปริมาณแบคทีเรียในดินทําการ
ทดลองตอเนื่อง 90 วัน เก็บตัวอยางดินจากชุดทดลองทุกๆ 30 วัน โดยศึกษาควบคูกับผลจากการ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติที่ทําการฝงกลบชิ้น
ตัวอยางลึก 1 เมตรจากพื้นที่ฝงกลบขยะจริงเก็บตัวอยางดินและวัสดุทดสอบทุกๆ 2 เดือน  

3.5 วิธีวิเคราะห 

3.5.1 ตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ  

กอนการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑทดสอบ ทําการกําจัดกาซ
คารบอนไดออกไซดออกจากขวดตัวอยาง โดยใชสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด Ba(OH)2 
(ASTM, 2006) เปนตัวจับกาซคารบอนไดออกไซดในอากาศนาน 10 นาที จากนั้นเปาอากาศเขา
ไปในขวดตัวอยาง จนปริมาณคารบอนไดออกไซดในชุดทดสอบที่วัดไดมีคาคงที่ (ภาพที่ 3.3) แลว
จึงนําไปเก็บตามสภาวะที่กําหนดไว เม่ือครบกําหนดเวลาเก็บตัวอยาง นําไปตรวจวัดปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเคร่ืองมือตรวจวัด
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คารบอนไดออกไซดแสดงดังภาพที่ 3.4 โดยตอเคร่ืองมือเขากับหลอดนํากาซที่ตอไวกับชุดทดลอง
ทําการตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจนไดคาคงที่ (ภาพที่ 3.5 ) 
 

 

ภาพที่ 3.3 ข้ันตอนการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซดออกจากชุดทดสอบการยอยสลาย 

 

ภาพที่ 3.4 เคร่ืองวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (carbondioxy analyzer) ยี่หอ LI-COR รุน 
LI-6400 
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ภาพที่ 3.5 หัววัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดโดยตอเขากับชุดทดสอบ 

3.5.2 ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑดวยเคร่ือง Scanning electron 
microscope (SEM) (Ishigaki และคณะ, 2004) 

นําบรรจุภัณฑจากการศึกษามาตรวจสอบลักษณะทางกายภาพดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) และทําการบันทึกภาพเพื่อดูลักษณะพื้นผิวและลักษณะการผุพัง
ที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพทีเ่วลาตางกัน  

3.5.3 หาเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดและเยื่อชานออยโดยวิธีช่ังนํ้าหนัก (Gupta และ Kumar, 2007) 

เก็บตัวอยางชิ้นบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดจากชุดทดสอบการยอยสลายในตูดูดความชื้นและชั่ง
น้ําหนักนํามาหาเปอรเซ็นตของน้ําหนักที่หายไปตามสูตร 

100%
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เม่ือ        %Lw   = เปอรเซ็นตของน้ําหนักที่หายไป 

                   0w  = น้ําหนักเร่ิมตน (น้ําหนักแหง) 
      tw   = น้ําหนักตามระยะเวลาการทดลอง (น้ําหนักแหง)  
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3.5.4 วัดคาความเปนกรดดาง (pH) ของดิน (ASTM Standards, 2006)  
ชั่งตัวอยางดิน 20 กรัม มาทําใหเปนสารแขวนลอยในน้ํา 100 มิลลิลิตร คนใหเขากันนาน 

10 นาที จากนั้นวางใหตกตะกอน 15 นาทีแลวคนใหเขาอีกรอบ วางทิ้งไวใหตกตะกอนอีก 15 นาที 
จากนั้นคนใหเขากันกอนทําการวัดดวยเคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH meter)  

3.5.5 วิเคราะหชนิดของแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

เก็บตัวอยางดินทําการสกัดดีเอ็นเอ ตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัด วิเคราะห
ความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของ
แบคทีเรียโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) แยกสายดีเอ็นเอ โดยใชวิธี DGGE นําไปหา
ลําดับเบสเพื่อตรวจสอบประชาคมแบคทีเรีย (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2548) จากกระบวนการ
ยอยสลายทางชวีภาพในดิน โดยวิธีการเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลองแสดงไวในภาคผนวก ก  

1) สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน 

วิธีการสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงมาจาก Zhou และคณะ(1996) โดยชั่งดินตัวอยาง 500 
มิลลิกรัมใสในหลอดไมโครเซนติฟวจเติม DNA extraction buffer 900 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
ดวยเคร่ืองผสมสาร เติมไลโซไซม (lysozyme)10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่ 37  ํC นาน 
30 นาที เติม 20% SDS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่ 65  ํC นาน 2 ชั่วโมง โดยผสมใหเขากัน ทุก 
20 นาที ทําการเยือกแข็ง-ละลาย (freeze-thaw) 3 คร้ัง โดยแชเยือกแข็งที่ -80  ํC นาน 30 นาที 
และละลายที่ 65  ํC นาน 5 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที  เก็บสวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครเซนติฟวจทําการสกัดดวยฟนอล
คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25:24:1) โดยผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที และทํา
การปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาทีเก็บสวนน้ําใสลงในหลอด 
ไมโครเซนติฟวจและเติมคลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส
ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที ทําการปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 
0.8 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 30 นาที ทําการปนเหว่ียงดวย
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอธานอลปน
เหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ระเหยเอธานอลออกจากตะกอน 
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ดีเอ็นเอใหแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer 30 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่  
–20   ํC จนกวาจะนํามาใช (Yang และคณะ, 2007) 

2) ตรวจความสมบูรณของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดและกําจัดสารประเภทฮิวมิกโดย
วิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 

โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1% หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 0.5 เทา เทลงใน
แบบพิมพซึ่งมีหวีเ สียบอยู  ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสแข็งตัวประมาณ  
30 นาที วางชิ้นอะกาโรสที่ไดลงในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 มม. 
ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (6X loading dye)หยอดลงในชองว่ิง โดยชองว่ิงแรกจะหยอด
ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII marker ที่ผสมกับสีติดตาม จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส 
โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด 
(Ethidium bromide) เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 20 นาที จากนั้นลางดวยน้ําปลอด
ประจุเปนเวลา 10 นาที (Thakuria และคณะ, 2008) นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 
ตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจลและทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอดวยชุด NucleoSpin® Extract II Kit 
(MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยนําเจลที่ตัดไดใสลงในหลอด 
ไมโครเซนติฟวจและชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม NT 
ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 50   ํC นาน 10 นาที เพื่อใหอะกาโรสเจล
ละลายหมด นําสารอะกาโรสเจลที่ละลายแลวใสลงในคอลัม ทําการปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที ลางซิลิกาเมมเบรนโดยเติม NT3 ปริมาตร 700 ไมโคลิตร ทําการปนเหว่ียง 
11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที และทําการปนเพื่อทําใหซิลิกาเมนเบรนแหงที่  11,000 รอบตอ
นาที นาน 2 นาที นําคอลัมตอเขากับหลอดไมโคเซนติฟวจใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution 
Buffer NE ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที จากนั้นปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบ
ตอนาที นาน 1 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20  ํC จนกวาจะนํามาใช 

3)วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ดวยคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) สําหรับดีเอ็นเอและโปรตีน
ตามลําดับ (Yang และคณะ, 2007) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานี้นอย
กวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูงและ
คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  =  A260 X 50 X dilution factor 
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4) เพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) บริเวณ 16S DNA ของแบคทีเรีย 

โดยใชไพเมอร 338fgc(5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’)และไพเมอร 518r (5’-ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3’) (Muyzer และคณะ,1993) โดยความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิด
ในปฏิกิริยา เปนดังนี้  

-  5x KAPA2G Buffer B (ความเขมขนสุดทาย 1x ) 
-  สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ( ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร) 
-  5x KAPAEnhancer (ความเขมขนสุดทาย 1x ) 
-  สารละลาย dNTP mix (ความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลาร) 
-  KAPA2G Robust Hotstart DNA Polymerase  

ซึ่งสารละลายไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณปลายทั้งสองดานของสายดีเอ็นเอแมแบบ 
forward primer และ reverse primer มีความเขมขน 20 พิโคโมล (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอแมแบบ
ที่เตรียมไว ประมาณ 100 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมด 
มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศและเก็บสวนผสมทั้งหมด
ในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้ง
โปรแกรม (Jianzhong และคณะ, 2009) ดังนี้ 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94   ํC เวลา 5 นาที 
2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step อุณหภูมิ 94   ํC เวลา 1 นาที 
2.2 Annealing step   อุณหภูมิ 65   ํC เวลา 1 นาที  

 (ในขอ 2.2 ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.5 ๐C ) 
2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 2 นาที 

3. Denaturation step  อุณหภูมิ 94   ํC เวลา 1 นาที 
4. Annealing step   อุณหภูมิ 55   ํC เวลา 1 นาที 
5. Extension step   อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 2 นาที 
6. ทําข้ันตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 
7. Final extension   อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 10 นาที 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 0.5 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทียบกับ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

5) วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
วิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย 

denaturant 30 - 70% (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทํา
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือของเคร่ือง 
เม่ือทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไปใน
ระหวางกระจกแซนวิช โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดเจลแข็งตัว นําชุด
เจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 60   ํC ผสม
ผลิตภัณฑ PCR กับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 
120 V ที่ 60   ํC นาน 5 ชั่วโมงและยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาที นําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 

ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอที่สนใจลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ เติมน้ํา
กล่ันปลอดประจุปลอดเชื้อ 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพื่อให 
ดีเอ็นเอละลายออกมาจากเจล (Ros และคณะ 2008, Jianzhong และคณะ 2009) เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (ตามวิธี 3.4 5 ขอ 4) จากนั้นนํา PCR product ที่ไดมาทํา
ใหบริสุทธิ์ดวยชุด NucleoSpin® Extract II Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามวิธีที่ระบุ
ในคูมือ โดยเติม Buffer NT ปรับปริมาตรใหได 100 ไมโครลิตรจากนั้นดูดสารละลายที่ไดใสลงใน
คอลัมที่ตอเขากับหลอดคอเล็คชั่น ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ลาง 
ซิลิกาเมมเบรนโดยเติม NT3 ปริมาตร 700 ไมโคลิตร ทําการปนเหว่ียง 11,000 รอบตอนาที นาน  
1 นาที และทําการปนเพื่อทําใหซิลิกาเมนเบรนแหงที่ 11,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที นําคอลัม
ตอเขากับหลอดไมโคเซนติฟวจใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer NE ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที จากนั้นปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที 
เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20  ํC  

นําดีเอ็นเอมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280  
นาโนเมตร (A280) และคํานวณหาความเขมขนของดี เอ็นเอ สงดีเ อ็นเอไปวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่ Molecular Informatic Laboratory ประเทศฮองกง โดยผานทางบริษัท ไซบีเลส 
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(ประเทศไทย) จํากัด เม่ือไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแลวนําไปวิเคราะหลําดับเบส
เพื่อตรวจสอบสายพันธุของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับฐานขอมูลจาก Genbank โดยใชโปรแกรม 
BLASTn (www.ncbi.nim.nih.gov/) 

3.5.6 หาปริมาณแบคทีเรียในดิน  
วิธีนี้ดัดแปลงมาจาก Pollack และคณะ (2002) และ Kang และ Mills (2006) โดยชั่งดิน  

10 กรัม น้ํา 90 มิลลิลิตร คนใหเขากันนาน 10 นาที จากนั้นปลอยใหตกตะกอนนาน 30 นาที 
ดูดสวนที่เปนน้ําใสปริมาตร 10 มิลลิลิตรใสหลอดเซนติฟวสขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 
1000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ดูดสวนใส 5 มิลลิลิตรใสหลอดเซนติฟวสปนเหว่ียงที่ 2,500 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดสวนใสออก 4 มิลลิลิตรใหเหลือน้ําตะกอนในหลอด 1 มิลลิลิตร 
เติม 3 % 2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride (TTC) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรและเติม Trypticase 
Soy Broth (TSB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไวนาน 24 ชั่วโมง เตรียมสไลดเพื่อนับ
แบคทีเรียในดินที่มีชีวิตดวยกลองจุลทรรศนและทําการถายภาพเพื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย
ดวยโปรมแกรม Image-Pro Plus Visual Guide  
  



 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินทดสอบและบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 
ดินปลูกตนไมตราจามจุรีที่ใชในการทดลองคร้ังนี้มีลักษณะทางกายภาพดังแสดงในตารางที่ 

4.1 โดยสงดินวิเคราะหอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพ
ดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร (ภาคผนวก ข) และลักษณะทางภาพของบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี
ระยะเวลาการศึกษาระหวางเดือนกันยายน พ.ศ.2551 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ.2552 แสดงดัง
ตารางที่ 4.2  

ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินกอนทําการทดลอง 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห วิธีวิเคราะห 
คาความเปนกรดดาง 
คาความชื้น 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

7.24 
54 % 
11.6 

pH meter 
Physical method 

Walkley - black method 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะทางกายภาพของบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีระหวางเดือน
กันยายน พ.ศ 2551 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2552 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห หมายเหต ุ
คาความเปนกรดดาง 
คาความชื้น 
อุณหภูมิในบอฝงกลบ 

4.2 - 6.5 
70 - 95 % 

31 - 40.5   ํC 

เดือนกันยายนถึงพฤศจิกายน 2551
และกรกฎาคมถึงกันยายน 2552 
เปนชวงฤดูฝนมีน้ําทวมขัง 

 
 



46 

 

4.2 ปจจัยท่ีเหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด
และเยื่อชานออย 

จากแบบการทดลองแฟคตอเรียล เพื่อหาผลของปจจัยทั้ง 3 ปจจัยอันไดแกชนิดของ 
บรรจุภัณฑ อุณหภูมิและไนโตรเจน โดยทําการศึกษาตอเนื่อง 30 วัน ในชุดทดสอบการยอยสลาย
บรรจุภัณฑพบวาการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 
สูงกวาการไมใสบรรจุภัณฑการศึกษาที่อุณหภูมิ 58  ํC ทําใหกาซคารบอนไดออกไซดสูงข้ึนกวาที่
อุณหภูมิ 20 และ 30  ํC อยางชัดเจน การเติมยูเรียทําใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดลดลง 
(ภาพที่ 4.1) 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

ภาพที่ 4.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยเม่ือพิจารณาแตละปจจัย 

เม่ือพิจารณาปจจัยการเติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดมีคา
ต่ําสุดเม่ือเติมไนโตรเจนที่  0.4 กรัมและปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดมีคาสูงสุด เ มื่อ
ไม เติมไนโตรเจน สวนปจจัยบรรจุภัณฑคือ  พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยนั้น พบวา
การใสบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดสูงข้ึนกวาการไมใสบรรจุภัณฑ
จากการทดลองและสมมติฐานที่วาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจะสะทอนกิจกรรม
ของจุลินทรียในดินที่ยอยสลายวัสดุทดสอบ อธิบายไดว าที่อุณหภูมิ 58  ํC มีปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดสูงที่สุด แสดงวามีการยอยสลายทางชีวภาพของจุลินทรียในดินสูงกวาที่
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อุณหภูมิ 20 และ 30  ํC การใสบรรจุภัณฑทั้งพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยเปนแหลง
คารบอนนั้นทําใหมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายสูงข้ึน นอกจากนี้ พบวาการ
ไมเติมไนโตรเจนเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทดลองอาจเปนเพราะดินที่ใชในการทดลองมี
ไนโตรเจนที่สูง (คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 11.6) การเติมยูเรียลงไปอีกจึงทําใหปริมาณ
ไนโตรเจนมากเกินไปจึงไปลดอัตราการยอยสลายและลดอัตราการหายใจของจุลินทรียในดิน
(Soderstromและคณะ, 1983) Fog (1988) และ Wie และคณะ (2008) ระบุวาปริมาณไนโตรเจน
ที่มากเกินไปจะขัดขวางกระบวนการผลิตเอนไซมทําใหจุลินทรียมีกิจกรรมลดลงและลด
กระบวนการเกิดฮิวมัสจึงพบวามีการปลอยคารบอนไดออกไซดออกจากดินลดลง สรุปไดวาปจจัย
ที่สําคัญสําหรับการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคืออุณหภูมิ 58   ํC และไมตองเติมไนโตรเจน 

4.2.1 การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดางของดิน 
จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อ

ชานออยทําการตรวจวัดคาความเปนกรดดาง(pH)ของดินกอนและหลังทําการทดสอบเม่ือ
ทําการศึกษาการยอยสลายเปนระยะเวลาตอเนื่อง 30 วัน ที่อุณหภูมิ 20  ํC ผลการศึกษาพบวา pH 
ของดินที่ไมเติมไนโตรเจน ดินที่เติมไนโตรเจน 0.2 และ 0.4 กรัมตอดิน 1 กิโลกรัมนั้น มีคา pH 
เร่ิมตนคือ 7.14, 7.03 และ 6.78 ตามลําดับ โดยไมไดใสบรรจุภัณฑทดสอบ พบวาคา pH ไม
เปล่ียนแปลงมากนักโดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 7.10, 7.03 และ 6.80 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 
30  ํC พบวาคา pH ในดินที่ไมเติมไนโตรเจนมีคา pH ลดลงสวนในดินที่เติมไนโตรเจน 0.2 และ 0.4 
กรัม มีคา pH สูงข้ึนเล็กนอยจากคา pH เร่ิมตนโดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 7.05, 7.11 และ
7.14 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 58   ํC พบวาคา pH ในดินมีคาสูงข้ึน โดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 
8.18, 8.13และ 7.99 ตามลําดับ 

ผลการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดินทดสอบที่ 20, 30 และ 58  ํC กอนและหลัง
การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ แสดงดังภาพที่ 4.2 
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ภาพที่ 4.2 ผลการตรวจวัดคาความเปนกรดดางของดินทดสอบที่ 20, 30 และ 58   ํC กอนและหลัง
การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพเปนระยะเวลา 30 วันในดินที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบ 

4.2.2 การเปลี่ยนแปลงนํ้าหนักของบรรจุภัณฑ 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพได
ทําการศึกษาน้ําหนักของบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคือ พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid: PLA)
และเยื่อชานออย พบวา PLA มีเปอรเซ็นต (%) การเปล่ียนแปลงน้ําหนักของบรรจุภัณฑ (ภาพที่ 
4.3) ที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 58   ํC เทากับ 0.13, 0.16 และ 50.93 % ตามลําดับ สวนเยื่อชานออย
มีเปอรเซ็นตการยอยสลายตอน้ําหนักเทากับ 77.20, 90.91 และ 91.28% ตามลําดับที่ระยะ
การศึกษา 30 วัน ผลการศึกษาพบวา PLA จะไมยอยสลายหรือยอยสลายไดชามากที่อุณหภูมิต่ํา
กวา 58  ํC สวนเยื่อชานออยสามารถยอยสลายไดที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 58   ํC 
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ภาพที่ 4.3 ผลการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด PLA และเยื่อชานออยที่ 
20, 30 และ 58  ํC ที่ระยะเวลาการศึกษา 30 วัน 

สรุปไดวา ปจจัยที่สําคัญสําหรับการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและ 
เยื่อชานออยที่นํามาทดสอบตอไปคืออุณหภูมิ 58  ํC และไมตองเติมไนโตรเจน 
4.3 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย
ภายใตภาวะท่ีคัดเลือก 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในหัวขอที่  4.2 นําปจจัยที่คัดเลือกมาศึกษาตอโดย
ทําการศึกษาตอเนื่องเปนระยะเวลา 90 วันโดยมีการเตรียมตัวอยางและศึกษาในชุดทดสอบการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑเชนเดียวกับหัวขอ 4.2 เก็บตัวอยางที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45, 60, 75 
และ 90 วัน  

4.3.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดท่ีไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ผลการศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑภายใตสภาวะที่คัดเลือกไวจากขอ 4.2 พบวา
ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ไดจากการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดเกิดข้ึนนอยในชวง 
15 วันแรก (ภาพที่ 4.4) และมีมากที่สุดที่ 45 วัน และพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ได
จากการยอยสลายพอลิแลคติดแอซิดมีปริมาณสูงกวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ไดจาก
การยอยสลายเยื่อชานออย ซึ่งหมายความวากิจกรรมของจุลินทรียในขวดที่บรรจุพอลิแลคติก-
แอซิดสูงกวาขวดบรรจุเยื่อชานออย เนื่องจากพันธะเอสเทอรของพอลิแลคติกแอซิดเกิดปฏิกิริยา
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ไฮโดรไลซิสไดงายเม่ือใกลอุณหภูมิกราสทรานซิชัน (Glass Transition Temperature: Tg) 
60 องศาเซลเซียส (Guptaและคณะ, 2007) ทําใหสายโซพอลิเมอรขาดงายสอดคลองกับ
การศึกษาลักษณะทางกายภาพซึ ่งพบการแตกสลายทั ่วผิวหนา สวนเยื ่อชานออยเป น
เซลลูโลสซึ่งมีพันธะแบบ β -1,4 glycosidic linkages เปนพันธะเชื่อมตอระหวางโมเลกุลน้ําตาล 
ทําใหการเรียงตัวของสายโซพอลิเมอรเปนระเบียบ (ธนาวดี ล้ีจากภัยและคณะ, 2548) ที่อุณหภูมิ
สูงทําใหจุลินทรียทําการยอยสลายไดยาก การทดสอบการยอยสลายหลังจาก 45 วัน พบวา
ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดลดลงเร่ือยๆ อาจเนื่องมาจากการทดสอบการยอยสลายซึ่งทําใน
ขวดแบบปด ไมมีการเติมอากาศ เม่ือระยะเวลาการยอยสลายเพิ่มมากข้ึน ทําใหจุลินทรียกลุม 
ออโตโทรป (Autotroph)  เจ ริญเติบโตมาก ข้ึนหรืออาจมีการหายใจนอยลง ขณะที่ ก าซ
คารบอนไดออกไซดถูกดูดซับไวดวยสารอินทรียในดินซึ่งตองศึกษาเพื่อยืนยันตอไป จากการ
วิเคราะหทางสถิติพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดในชวง 15 วันแรกไมแตกตางกันแต
หลังจากนั้นพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดของชุดทดสอบที่ใสบรรจุภัณฑชนิดพอลิ- 
แลคติกแอซิดและชนิดเยื่อชานออยแตกตางกันกับชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 
0.05

 
ภาพที่ 4.4 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่วัดไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 
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4.3.2 เปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก
แอซิดและเยื่อชานออยท่ีหายไป 

จากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด
และเยื่อชานออยที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เก็บชิ้นบรรจุภัณฑที่พบในชุดทดสอบตาม
ระยะเวลาการทดสอบที่เพิ่มขึ้น มาหาเปอรเซ็นตการยอยสลายโดยวิธีชั่งน้ําหนักตามขอ 
3.5.3 พบวาพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยถูกยอยไปกวา 90 เปอรเซ็นต ที่ 60 วัน (ภาพที่ 
4.5) หลังจากนั้นพอลิแลคติกแอซิดจะถูกยอยไปจนหมดขณะที่เยื่อชานออยยังคงเหลืออยู เปนที่
สังเกตวาเยื่อชานออยถูกยอยสลายเร็วกวาในระยะ 15 วันแรกทั้งนี้อาจเปนเพราะดินที่ใชเปนดิน
ผสมสําหรับปลูกตนไม ดังนั้นจึงมีเศษใบพืชซึ่งเปนเซลลูโลสปนอยูจุลินทรียในดินจึงคุนเคยกับ
การยอยเซลลูโลสหรือมีเอนไซมที่มีอยูเดิมสําหรับยอยเซลลูโลสปนอยูจึงยอยสลายไดเร็วกวา 
พอลิแลคติกแอซิดซึ่งจัดเปนส่ิงใหมสําหรับจุลินทรียในดินอัตราการยอยที่พบไมสอดคลองกับ
ปริมาณคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึน (ภาพที่ 4.4) ลักษณะการยอยสลายพอลิแลกติกแอซิดและ
เยื่อชานออยแตกตางกัน เยื่อชานออยมีลักษณะเปนเสนใยขนาดคอนขางใหญ เม่ือถูกยอยสลาย
จะมีขนาดเล็กลงแตยังคงรูปความเปนเสนใยอยูสวนที่ถูกยอยเปนชิ้นเล็กจะหลุดแยกไปไดมากอาจ
เปนสาเหตุที่น้ําหนักลดลงเร็วกวาในขณะที่พอลิแลกติกแอซิดแตกยอยออกเปนชิ้นเล็กๆลงไป โดย
ที่ผิวหนายังคงสภาพความเปนแผน (ภาพที่ 4.8 และ 4.9) ทําใหน้ําหนักไมคอยเปล่ียนแปลงใน
ระยะ 30 วันแรก แตเม่ือผิวหนาแตกจนปนแลวอาจหลุดรวงติดไปกับดินจึงหาไมพบ จึงทําใหคิด
เปอรเซ็นตการยอยเปน 100 เปอรเซ็นต จากการวิเคราะหทางสถิติพบวาเปอรเซ็นตการยอย
สลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่หายไปไมแตกตางกัน ปริมาณ
กาซคารบอนไดออกไซดและเปอรเซ็นตน้ําหนักที่หายไปของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดมี
ความสัมพันธกันในทางบวกอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 0.05 เชนเดียวกันกับ
ความสัมพันธของปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดและเปอรเซน็ตน้ําหนักที่หายไปของบรรจุภัณฑ
ชนิดเยื่อชานออย 
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ภาพที่ 4.5 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

4.3.3 ความเปนกรดดาง (pH) ของดิน ขณะมีการยอยสลายทางชีวภาพ 

ผลการศึกษาความเปนกรดดาง (pH) ของดินจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย พบวาการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดไม
มีผลตอความเปนกรดดางของดินมากนักเพราะ pH ใกลเคียงกับดินชุดควบคุมทั้งคูยกเวนชวงแรก
ที่การยอยเยื่อชานออยเกิดอยางรวดเร็วทําใหคา pH ของดินต่ํากวาชุดทดลองควบคุมเล็กนอยแตก็
ยังอยูในชวงเปนกลาง โดยเร่ิมตนการทดลองมีคา pH อยูที่ 7.24 (ภาพที่ 4.6) หลังจากนั้นพบวา 
pH มีคาสูงข้ึนอาจเนื่องมาจากดินที่ใชศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพนั้นมีสวนผสมของ 
ใบจามจุรีซึ่งมีโปรตีนสูง (วรรณะ มาเฉ่ียว, 2540) ผลจากการยอยสลายไดกรดอะมิโนซึ่งจุลินทรีย
ในดินใชเปนอาหารโดยกระบวนการดีอะมิเนชั่น (deamination) ไดแอมโมเนีย (NH3)(นงลักษณ 
สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) เม่ือระยะเวลาการยอยสลายเพิ่มข้ึนทําใหดินมีคา pH 
เพิ่มข้ึน 

ความเปนกรดดางของดินในชวง 15 วันแรกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 0.05 แตในชวง 30 ถึง 90 วัน พบวาไมแตกตางกัน  
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ภาพที่ 4.6 คาความเปนกรดดาง (pH)ของดินจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา 90 วัน 

4.3.4 ปริมาณจุลินทรียในดินระหวางเกิดการยอยสลายทางชีวภาพ 

ปริมาณจุลินทรียในดินระหวางการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลกติก-
แอซิดและเยื่อชานออยมีจํานวนเพิ่มข้ึนโดยจํานวนจุลินทรียในดินที่ฝงพอลิแลคติกแอซิดมี
จุลินทรียเพิ่มข้ึนเร็วกวาในดินที่ฝงเยื่อชานออย (ภาพที่ 4.7) ซึ่งสอดคลองกับปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนในชวงแรกทั้งนี้อาจเปนเพราะจุลินทรียที่ยอยเซลลูโลสปกติเปนพวก 
มีโซไฟล (Mesophile) เจริญไดดีในอุณหภูมิหองจึงปรับตัวใหเขากับอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียสได
ชาในขณะที่อุณหภูมิสูงทําใหอุณหภูมิกราสทรานซิชันของพอลิแลคติกแอซิดมีแนวโนมแตกสลาย
งายอยูแลวเม่ือแตกสลายเปนกรดแลคติกที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนไดงายจึงมีจํานวนจุลินทรีย
และคารบอนไดออกไซดเพิ่มข้ึนไดเร็ว อยางไรก็ตามหลังจากบม 15 วันแลวจํานวนจุลินทรียก็
ใกลเคียงกันไปจนส้ินสุดการทดลอง  

จากการวิเคราะหทางสถิติพบวาปริมาณจุลินทรียในดินระหวางเกิดการยอยสลายทาง
ชีวภาพในดินที่ใสบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด เยื่อชานออยและชุดควบคุมแตกตางกัน
ในชวง 15 วันแรกอยางมีนัยสําคัญแตในชวง 30 ถึง 90 วันพบวาปริมาณจุลินทรียในดินไม
แตกตางกันที่ระดับความเชื่อม่ัน 0.05 
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ภาพที่ 4.7 จํานวนจุลินทรียจากตัวอยางดิน 1 กรัมจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา 90 วัน 

4.3.5  การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดและเยื่อชานออย 

ศึกษาลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยดวย
เคร่ือง Scanning electron microscope (SEM) โดยบรรจุภัณฑที่ใชในการศึกษาเปนบรรจุภัณฑที่
พบในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของ
พื้นผิวในแนวระนาบและแนวขวางของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่
ทําการศึกษาในหองปฎิบัติการตามเงื่อนไขที่ระบุไวในหัวขอ 4.3 และบอฝงกลบขยะเทศบาล
จังหวัดสุพรรณบุรี  

4.3.5.1 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ
ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองปฏิบัติการ 

ลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบของบรรจุภัณฑ พบวากอนทําการศึกษา 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลกติกแอซิดมีพื้นผิวเรียบ (ภาพที่ 4.8 วันที่ 0) เม่ือบมที่ 58 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 วัน เร่ิมมีรอยแตกกระจายอยูทั่วพื้นผิวอยางชัดเจน ที่ 60 วัน พอลิแลคติกแอซิดมี
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ลักษณะพื้นผิวขรุขระอาจเนื่องมาจากพื้นผิวที่แตกไดหลุดออกไป ในวันที่ 90 ไมพบชิ้นบรรจุภัณฑ
ในชุดทดสอบเลย 

             
 

       

ภาพที่ 4.8 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวระนาบที่ 0 (กอนการศึกษา), 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ 

การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย ลักษณะของวัสดุเปนเสนใย
เห็นไดชัดเจน (ภาพที่ 4.9 วันที่ 0) ซึ่งเปนลักษณะปกติของเยื่อชานออย เม่ือบมไปถึงวันที่ 30 
พบวาเสนใยถูกยอยสลายไปบางสวนและยังคงมีเสนใยที่ยังสมบูรณเหลืออยู ไมสามารถระบุได
ชัดเจนวาการยอยสลายเกิดข้ึนกี่เปอรเซนตแตเสนใยที่เหลือไมทับซอนกันหนาเหมือนวันที่ 0 ทําให
มองเห็นพื้นเรียบๆที่คาดวาเปนสารยึดเสนใยใหคงรูปเปนภาชนะ เม่ือถึงวันที่ 60 เสนใยสลายไป
เกือบหมดเหลือเพียงรองรอยของเสนใยอยูบนพื้นหลังเรียบๆ ซึ่งพอถึงวันที่ 90 ก็ไมเหลือรองรอย
ของเสนใยเหลืออยู มีเหลือเพียงผิวคอนขางเรียบของเยื่อบางๆ เทานั้น  

วันที่ 0  วันที่ 30 

วันที่ 60 
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ภาพที่ 4.9 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออยในแนว
ระนาบ ที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ 

4.3.5.2 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ
ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ 

การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑชนิดเยื่อ
ชานออย ณ บอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี โดยการฝงกลบชิ้นตัวอยางลึก 1 เมตรจากพื้นที่
ฝงกลบขยะจริงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติแลวเก็บตัวอยางออกมาทุก 2 เดือน พบวา 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดกอนการทดสอบมีลักษณะพื้นผิวเรียบตลอดทั้งแผนเม่ือเพิ่ม
ระยะเวลาการยอยสลายเปน 2 เดือนลักษณะพื้นผิวไมแตกตางจากเดิม (ภาพที่ 4.10) ที่ 4 เดือน
เร่ิมเห็นลักษณะการผุพังที่พื้นผิวโดยมีรอยแตกและมีการหลุดออกบางสวน ที่ 6 เดือนพบวา
ลักษณะของพอลิแลคติกแอซิดมีรอยแตกเพิม่มากข้ึนมีการผุพังและหลุดออกของพื้นผิวที่ 10 เดือน 
มีลักษณะการผุพังทั่วพืน้ผิวอยางชัดเจนแตยังคงรูปแผนอยู เดือนที่ 12 มีการหลุดรอนของผิวหนา
บางสวนออกไปพื้นผิวที่เหลือมีลักษณะเปนรูพรุน สวนบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยไมพบชิ้น 
บรรจุภัณฑเหลืออยูในบอฝงกลบที่ 2 เดือน   

วันที่ 0 วันที่ 30 

วันที่ 60 วันที่ 90 
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวระนาบ ที่ 0, 2, 4, 6,10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ 

 

วันที่ 0 2 เดือน 

4 เดือน 6 เดือน 

10 เดือน 12 เดือน 
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4.3.5.3 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของ
บรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองปฏิบัติการ 

ศึกษาลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของบรรจุภัณฑดวยเคร่ือง Scanning 
electron microscope (SEM) เพื่อดูการเปล่ียนแปลงหลังการบมและเปรียบเทียบระหวาง 
บรรจุภัณฑทั้งสองชนิดพบวากอนทําการศึกษาพอลิแลกติกแอซิดมีลักษณะพื้นผิวแนวขวางไม
สมํ่าเสมอไมเหมือนพื้นผิวในแนวระนาบซึ่งเปนพื้นผิวเรียบ (ภาพที่ 4.8) เนื่องจากลักษณะแนว
ขวางจะเห็นรองรอยของการตัดบรรจุภัณฑ (ภาพที่ 4.11) เม่ือบมที่ 58 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 
วัน เร่ิมมีรอยแตกลึกกระจายอยูทั่วพื้นผิวแนวขวางอยางชัดเจน ที่ 60 วันพอลิแลคติกแอซิดมีการ
แตกหักและพื้นผิวที่แตกไดหลุดออกไป ในวันที่ 90 ไมพบชิ้นบรรจุภัณฑทดสอบในชุดทดสอบเลย 

                  
 

           
 

ภาพที่ 4.11 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวขวางที่ระยะเวลา 0, 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ 

0 วัน 30 วัน 

60 วัน 
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ในกรณีของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย กอนการบมที่ อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส  
มีลักษณะเปนเสนใยเห็นไดชัดเจนรอยตัดมีลักษณะเปนแผนแบนซอนกันเปนชั้นๆ (ภาพที่ 4.12 
วันที่ 0) วันที่ 30 พบวาเสนใยถูกยอยสลายไปบางสวนชิ้นบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยบางลงแม
ความหนาของบรรจุภัณฑยังเปล่ียนแปลงไมมากนัก เม่ือถึงวันที่ 60 เสนใยสลายไปเกือบหมดและ
วันที่ 90 ยังพบชิ้นบรรจุภัณฑในชุดทดสอบซึ่งมีความหนาลดลง 

        
 

                           
 

ภาพที่ 4.12 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออยใน
แนวขวางที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ 

 

 

0 วัน 30 วัน 

60 วัน 90 วัน 
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4.3.5.4 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของ
บรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ 

การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดที่ทําการ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพจากบอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี พบวาพอลิแลคติก-
แอซิดกอนการทดสอบไมมีลักษณะของการผุปรากฏเม่ือเพิ่มระยะเวลาการยอยสลายเปน 2 เดือน
ลักษณะพื้นผิวไมแตกตางจากเดิม (ภาพที่ 4.13) ที่ 4 เดือนเร่ิมเห็นลักษณะการผุพังที่บริเวณขอบ
ของบรรจุภัณฑและมีการหลุดออกบางสวน ที่ 6 เดือนพบวาลักษณะของพอลิแลคติกแอซิดมีรอย
แตกเพิ่มมากข้ึนมีการผุพังและหลุดออกของพื้นผิวลึกเขาไปในเนื้อบรรจุภัณฑ ที่ 10 เดือนมี
ลักษณะการแตกและผุพังอยางชัดเจนและที่ 12 เดือนชิ้นบรรจุภัณฑแตกเปนชิ้นเล็กๆทําใหความ
หนาของชิ้นบรรจุจุภัณฑลดลงและไมพบชิ้นบรรจุภัณฑที่ 16 เดือน 

ลักษณะที่สังเกตเห็นจากการศึกษาในหองปฏิบัติการพบวาบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยถูก
ยอยสลายไปเกือบหมดเหลือเพียงเยื่อบางๆ ซึ่งอาจเปนสารเคลือบผิวหนาบรรจุภัณฑเพื่อกันน้ําซึม
เขาเนื้อวัสดุ เม่ือเทียบกับบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดแลวเยื่อชานออยมีบางสวนเหลืออยูที่ 
90 วันแตพอลิแลคติกแอซิดไมเหลือชิ้นสวนอยูเลย  

บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดใชเวลาถึง 4 เดือนในบอฝงกลบจึงเร่ิมมีรองรอยของการ 
ผุพังที่ชัดเจนดังแสดงในภาพที่ 4.10 และ 4.13 และใชเวลา 16 เดือน จึงไมพบบรรจุภัณฑทดสอบ
ในบอฝงกลบเชนเดียวกับการทดลองในหองปฏิบัติการที่ 90 วัน แสดงวาปจจัยที่ควบคุมในการ
ทดลองในหองปฏิบัติการมีผลใหการยอยสลายเกิดข้ึนเร็วกวา 5 เทา สวนเยื่อชานออยไมพบ
ชิ้นสวนของบรรจุภัณฑในการเก็บตัวอยางที่ 2 เดือน แสดงวาบอฝงกลบขยะในสภาพแวดลอมตาม
ธรรมชาติมีปจจัยที่สามารถยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยได 
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ภาพที่ 4.13 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวขวางที่ 0, 2, 4, 6,10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ 

0 วัน 2 เดือน 

4 เดือน 6 เดือน 

10 เดือน 12 เดือน 
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4.4 ผลการยอยสลายทางชีวภาพตอประชาคมแบคทีเรียในดิน 
ศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินที่มีการยอยสลายบรรจุภัณฑโดยใชวิธีในหัวขอ 3.5.5 

4.4.1 การสกัดดีเอ็นเอของจุลินทรียในดินจากการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

สกัดดีเอ็นเอจากดินที่ใชในการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ โดยทําใหเซลลแตกดวยวิธี 
freeze-thaw แลวแยกเอาดีเอ็นเอพบวา สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมีสารปนเปอนสีน้ําตาลถึง 
สีดําคาดวาเปนสารประเภทฮิวมิก (humic substances) ซึ่งมีโครงสรางโมเลกุลคลายดีเอ็นเอ 
มีผลในการยับยั้งปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอรเรส (polymerase chain reaction)(Donnellcและ
Gorres, 1999) โดยจํากัดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเปาหมาย (Marschner, 2007) เม่ือทําการตรวจ 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสพบวาเกิด bright blue green band (ภาพที่ 
4.14) เหมือนกับรายงานของหนึ่ง เตียอํารุงและนันทกร บุญเกิด (2544) ดังนั้นจึงตองมีการทํา 
ดีเอ็นเอจากตัวอยางดินใหบริสุทธิ์เพื่อกําจัดสารประกอบฮิวมิกและสารที่ยับยั้งปฏิกิริยาชนิดอ่ืนๆ 
กอนการเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

1    2    3    4    5    6    7    8 

 

ภาพที่ 4.14 ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางดินที่ใชในการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ  
ชองว่ิงที่ 1และ 8 : Lambda HindIII marker ชองว่ิงที่ 2-7: ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางดิน 
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4.2.2 การกําจัดสารประเภทฮิวมิกจากตัวอยางดีเอ็นเอ 

กําจัดสารประเภทฮิวมิกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวย
ชุด NucleoSpin® Extract II Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามหัวขอ 3.5.5 ขอ 2) และ
ขอ 3) พบวาไดสารละลายดีเอ็นเอใสไมมีสีมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน จากนั้นทําการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.5.5  
ขอ 4) ทําใหไดผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (ภาพที่ 4.15) 

                                            1    2    3    4     

 

ภาพที่ 4.15 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ชองว่ิงที่ 1: 100 bp DNA ladder ชองว่ิงที่ 
2-4 : ผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

4.4.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคือ พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยดวยเทคนิค DGGE โดยใช 
พอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของความเขมขน denaturant 30- 70 % เพื่อแสดงใหเห็นความ
หลากหลายทางโครงสรางของประชาคมแบคทีเรียในเวลาที่แตกตางกันเก็บตัวอยางดินตั้งแตวันที่ 
0 (ดินกอนการทดลอง) 30, 60 และ 90 ของการศึกษา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจะเปนตัวแทนของ
แบคทีเรียแตละสายพันธุ 
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4.4.3.1 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดเยื่อชานออย 

จากตัวอยางดินที่ใชศึกษาการยอยบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย พบวาประชาคมแบคทีเรีย
ในดินมีความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอจาก DGGE เพิ่มข้ึนตามเวลาที่ยอยสลาย (ภาพที่ 4.16 ) 
อาจเนื่องมาจากแบคทีเรียในดินไดอาหารจากการยอยสลายทําใหมีการเจริญเติบโตเพิ่มมากข้ึน
จนมากพอที่จะตรวจพบไดดวย DGGE ในวันที่ 90 อาหารลดลงทําใหแถบดีเอ็นเอกลับจางลง
เหลือแถบที่ชัดเจนนอยมาก  

จากการศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวา มีการเปล่ียนแปลงประชาคมแบคทีเรียที่นาสนใจคือตําแหนง A 
จากภาพแสดงใหเห็นวากอนทําการทดสอบในดิน ไมพบแถบดีเอ็นเอ (ชองว่ิงที่ 1) เม่ือศึกษาการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยที่ระยะเวลา 30 วันพบวามีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนอยาง
ชัดเจนจนกระทั่งถึงวันที่ 60 ของการศึกษา สวนในวันที่ 90 ไมพบแถบดีเอ็นเอในตําแหนงดังกลาว 
สวนในชุดควบคุมที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบพบวา ในวันที่ 30 ของการศึกษามีแถบดีเอ็นเอปรากฎ
ข้ึนอยางชัดเจน (ชองว่ิงที่ 5) แตกลับจางลงที่ 60 วันและหายไปเลยในวันที่ 90 ทั้งนี้อาจเปนเพราะ
ที่อุณหภูมิสูง 58 องศาเซลเซียส แบคทีเรียเทอรโมไฟลจะเจริญเติบโตไดดีมีการเพิ่มจํานวนมากข้ึน
จึงพบวาในวันที่ 30 มีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนชัดเจน ทั้งในดินที่ใสบรรจุภัณฑทดสอบและดินชุด
ควบคุม ในวันที่ 60 และ90 ชุดทดลองมีการยอยสลายบรรจุภัณฑจึงยังมีอาหารใหแบคทีเรียใช
จนถึงวันที่ 60 สวนในวันที่ 90 อาหารของแบคทีเรียตําแหนง A ถูกยอยสลายไปหมดแลวจึงไม
ปรากฏแถบดีเอ็นเอในตําแหนงดังกลาว แบคทีเรียที่ตําแหนงนี้อาจเปนผูยอยสลายหรือไดรับ
อาหารจากการยอยสลายก็ไดซึ่งตองศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

ในตําแหนง B พบวาในดินกอนการศึกษาการยอยสลายมีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนบางๆ เม่ือ
ทําการศึกษาโดยการใสบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวาในวันที่ 30, 60 และ 90 ยังคงมีแถบ 
ดีเอ็นเอปรากฎอยูตลอดการศึกษาและพบวาที่ 60 วัน แถบดีเอ็นเอมีความเขมมากที่สุดซึ่ง
สอดคลองกับวันที่ 60 ของการศึกษาในดินที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบคือมีแถบดีเอ็นเอเดนชัดที่สุด
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แสดงวาแบคทีเรียชนิดนี้สามารถอยูรอดไดจนถึงวันสุดทายของการทดลองแตไมเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑเพราะพบไดในชุดควบคุมเชนกัน   

ในตําแหนง C พบวาในดินกอนการศึกษาการยอยสลายมีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนบางๆ เม่ือ
ทําการศึกษาการยอยสลายโดยการใสบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวามีความเขมข้ึนของแถบ 
ดีเอ็นเอจากวันที่ 30, 60 และ 90 ตามลําดับ สวนในดินที่ไมไดใสบรรจุภัณฑทดสอบ พบวามีความ
สอดคลองกัน ดังนั้นแบคทีเรียในตําแหนงนี้จึงไมใชแบคทีเรียที่ยอยสลายบรรจุภัณฑเชนเดียวกัน
กับตําแหนง B  

                                        ชุดทดสอบเย่ือชานออย                    ชุดควบคุม 

                                  วันที่ 0       30       60     90      30      60      90 
                             ชองว่ิงที ่1        2         3       4        5        6        7 

  

ภาพที่ 4.16 ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
ของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยดวยเทคนิค DGGE  

  

A 

B C 
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4.4.3.2 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดพอลิแลคติกแอซิด 

พบวามีความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอ (ภาพที่ 4.17)ในโปรไฟล DGGE ของดินที่ใสวัสดุ
ทดสอบและดินชุดควบคุมเพิ่มข้ึนในวันที่ 30 และ 60 แลวลดลงในวันที่ 90 อาจเนื่องมาจาก
แบคทีเรียเทอรโมไฟลไดอาหารจากการยอยสลายสารอินทรียและบรรจุภัณฑในดินเพื่อใชในการ
เจริญเติบโตแลวอาหารลดลงในวันที่ 90 และพบวาโปรไฟล DGGE ของแบคทีเรียในดินที่ใสวัสดุ
ทดสอบมีแถบดีเอ็นเอบางกวาโปรไฟล DGGE ของแบคทีเรียในดินชุดควบคุม อาจเนื่องมาจากดิน
ชุดทดสอบมีบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดที่เติมลงไปในดินการยอยอาจจะเกิดกรดแลคติกข้ึน
ทําใหแบคทีเรียตองปรับตัวเพื่อใหสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตมากกวา 

                              ชุดทดสอบ PLA                          ชุดควบคุม 

                  วันที่  0       30     60     90      30     60     90 
                         ชองว่ิงที่   1        2       3       4        5       6       7 

 

ภาพที่ 4.17 ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
ของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดดวยเทคนิค DGGE  

A 

B 
C 
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จากการศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด พบวาคลายกันกับการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย
แมกระทั่งตําแหนงดีเอ็นเอที่เปล่ียนแปลงอยางนาสนใจ 3 แถบคือ A B และ C  

   4.4.3.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพใน
บอฝงกลบ 

การศึกษาโดยทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพจากบอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 

โดยการฝงกลบชิ้นตัวอยางลึก 1 เมตร จากพื้นที่ฝงกลบขยะจริงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ
แลวเก็บตัวอยางออกมาวิเคราะหทุก 2 เดือน นําตัวอยางดินมาศึกษาประชาคมแบคทีเรียของการ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด(ภาพที่ 4.18) จากเดือนที่ 2 ของการศึกษาการยอยสลายจนถึงเดือน
ที่ 12 (ชองว่ิงที่ 2-6) พบวาลักษณะโปรไฟล DGGE มีความหลากหลายและพบแถบดีเอ็นเอใน
บริเวณตําแหนง D ตลอดการศึกษาทั้งในการยอยสลายเยื่อชานออยและพอลิแลคติกแอซิดแสดง
วาในบอฝงกลบขยะมีแบคทีเรียที่สามารถอยูรอดไดตลอดการศึกษาเปนแบคทีเรียเดน ที่การยอย
สลาย 6 เดือน (ชองว่ิงที่ 4) มีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากที่สุดแสดงวามีจํานวนแบคทีเรียมาก 
ซึ่งจากผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของวัสดุทดสอบดวยเคร่ือง SEM (ภาพที่ 4.10 และ 
4.13) พบวาที่ 2 เดือนยังไมมีการผุผังที่พื้นผิวของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแตเร่ิมมีการผุผังที่
ระยะเวลาการยอยสลายที่ 4 เดือนและมีการผุผังและแตกของพื้นผิวบรรจุภัณฑอยางชัดเจนที่
ระยะเวลาการยอยสลายที่ 6 เดือน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาดวยเทคนิค DGGE ที่ปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดแตกลับพบวาความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ 4 เดือนจางกวาที่ 2 เดือน แสดงวา
แบคทีเรียในดินอยางเดียวแทบจะไมมีสวนในการยอยสลายในระยะ 2 เดือนแรก อาจเปนไปไดวา
แบคทีเรียบางชนิดยังไมเจริญหรือเจริญไดนอยมากจนไมสามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาไดหรืออาจมี
แบคทีเรียบางชนิดกําลังปรับตัวเพื่อใหเกิดความเคยชินกับบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด เม่ือ
เปรียบเทียบการยอยสลายในบอฝงกลบขยะกับการศึกษาการยอยสลายในหองปฏิบัติการพบวา
การยอยสลายในบอฝงกลบขยะมีการยอยสลายไดชากวา สวนบรรจุภัณฑเยื่อชานออยเม่ือเก็บ
ตัวอยางที่ 2 เดือนไมพบวัสดุทดสอบเหลืออยูแลว เม่ือดูโปรไฟล DGGE ของการศึกษาการยอย
สลายเยื่อชานออย (ชองว่ิงที่ 1) พบวามีความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียและแถบดีเอ็นเอ
มีความเดนชัดกวาโปรไฟล DGGE ของการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดที่ 2 เดือน (ชอง
ว่ิงที่ 2)  
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                                        เย่ือชานออย                         PLA 

                                    เดือนที ่2        2       4       6       10      12  
                                  ชองว่ิงที่ 1        2       3       4        5        6         

 

ภาพที่ 4.18 ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพดวยการฝงกลบจากบอ
ฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีดวยเทคนิค DGGE  

   4.4.3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีนาสนใจ 

ประชาคมแบคทีเรียของการศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อ
ชานออยมีแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจอยู 3 ตําแหนงคือ A B และ C ดังแสดงในภาพที่ 4.16 และ 4.17 
ตัดชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจออกจากเจลละลายดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุและนําสารละลายดีเอ็นเอที่
ไดไปเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลวนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา
ตําแหนง A, B และ C มีความคลายคลึงกับสายพันธุแบคทีเรีย ซึ่งแบคทีเรียที่พบเปนกลุมที่ไม
สามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3 
โดยลําดับนิวคลีโอไทดแสดงไวในภาคผนวก ค 

D 
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ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียที่ไดจากการศึกษาการยอยสลาย
ทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ตําแหนง
แถบดีเอ็นเอ 

สายพันธุแบคทีเรีย หมายเลขอางอิง เปอรเซ็นต
ความเหมือน 

A Uncultured bacterium  AY344879 79 % 

B Uncultured Bacillus sp.  EF370659 98 % 

C Uncultured bacterium  EF418074 95 % 
 



บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑ โดยเลือกใชบรรจุภัณฑที่ทํา
จากพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑที่ทําจากเยื่อชานออย จากการทดลองแบบแฟคตอเรียล
ดีไซน (Factorial Design) สําหรับ 3 ปจจัยไดแก ชนิดของบรรจุภัณฑ อุณหภูมิและไนโตรเจน โดย
ใชปุยยูเรียเปนแหลงของไนโตรเจน ใชเวลาในการทดสอบ 30 วัน วัดกาซคารบอนไดออกไซดที่
เกิดข้ึนเพื่อเปนดัชนีการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑดวยจุลินทรีย พบวาที่อุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียสและไมเติมยูเรียมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดเกิดข้ึนสูงสุดสําหรับบรรจุภัณฑ
ทั้ง 2 ชนิด นําปจจัยที่ไดมาทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑทั้ง 2 ชนิดโดยขยาย
เวลาศึกษาเปน 90 วัน พบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดเพิ่มข้ึนสูงสุดในวันที่ 45 แลวลดลง
ในชวงเวลาตอมา น้ําหนักบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยลดลง 100 และ 96 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตามลําดับ การยอยสลายบรรจุภัณฑทั้ง 2 ชนิดไมมีผลตอความเปนกรดดาง
ของดิน การฝงกลบชิ้นบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและชนิดเยื่อชานออยลึก 1 เมตรในหลุม
ฝงกลบขยะจริงในสภาพธรรมชาติ พบวาการยอยสลายของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดใน
หองปฏิบัติการเกิดข้ึนเร็วกวาการยอยสลายในพื้นที่ฝงกลบถึง 5 เทา แตบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชาน
ออยในพื้นที่ฝงกลบยอยสลายเร็วกวาในหองปฏิบัติการ  

ดังนั้นการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดตองใชอุณหภูมิสูงที่ 58 องศา
เซลเซียสและใชเวลา 90 วัน สามารถยอยสลายไดหมด สวนบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยยอย
สลายหมดภายใน 60 วันในหลุมฝงกลบขยะตามสภาวะธรรมชาติ การยอยสลายจะชาลงเม่ือเพิ่ม
อุณหภูมิเปน 58 องศาเซลเซียส การใชเทคนิค Denature Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) ศึกษาประชาคมแบคทีเรีย พบวาประชาคมแบคทีเรียมีความหลากหลาย มีการ
เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาการศึกษาและแบคทีเรียสามารถอยูรอดไดจนถึงวันส้ินสุดการทดลอง 
จากการตรวจสอบพบวาเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได  
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5.2 ขอเสนอแนะ 

1. การนําเทคโนโลยีการติดตามจุลินทรียมาใชควรสกัดดีเอ็นเอจากดินใหไดปริมาณมาก
ที่สุดเพื่อใหไดดีเอ็นเอที่เปนตัวแทนของตัวอยาง การติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคม
แบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE ควรปรับเปอรเซ็นตเกรเดียนทของความเขมขน denaturant ใหแคบ
ลงเพื่อใหแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎบนเจลยืดออกจากกันมากข้ึน 

2. การศึกษาประชาคมจุลินทรียที่มีผลตอการยอยสลายทางชีวภาพควรเก็บตัวอยางดินที่
บริเวณพื้นผิวของวัสดุทดสอบเพื่อใหไดตัวแทนจุลินทรียในการศึกษาที่ถูกตองแมนยํายิ่งข้ึน 

3. ควรเพิ่มความถี่ของระยะเวลาการเก็บตัวอยางทดลองเพื่อใหเห็นผลการศึกษาที่ชัดเจน
ยิ่งข้ึน 

4. เนื่องจากพลาสติกชีวภาพมีอยูหลายชนิดไดมาจากแหลงวัตถุดิบในการผลิตแตกตางกัน
จึงควรศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกชีวภาพชนิดอ่ืนเพิ่มเติม 

 

  

 . 
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ภาคผนวก ก 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. สารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 12 N  8.33  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน     91.67 มิลลิลิตร 

2. 70 % เอธานอล 
99 % เอธานอล    700 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ันปลอดประจ ุ   300 มิลลิลิตร 

3. 20 % โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) 
sodium dodecyl sulfate, SDS  20 กรัม 
คอยๆละลายในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้ออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80

มิลลิลิตรเม่ือละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

4. สารละลาย  Tris-HCl  pH 8 เขมขน    10   มิลลิโมลาร 
Trizma base (C 4H 11  NO3)    1.2  กรัม 
ละลายในน้ําประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเขมขนกรด- ดาง เปน 8 

ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนได ปริมาตร 1000 มิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

5. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 
EDTA  (C 10H 14Na 2 .2H 2O)  186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaCl)  20  กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800  มล. จากนั้นเติมเกร็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 
คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดเปนดางเปน 8.0 เต็มน้ําปลอดประจุใหได
ปริมาตร 1000 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 
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6. บัพเฟอร TE  
Tris-HCl pH 8.0  เขมขน  10  มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  0.2  มิลลิลิตร 
เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

7. สารละลาย 5% CTAB  
CTAB      5 กรัม 
ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เม่ือ

ละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

8. DNA extraction buffer ปริมาณ 150 มิลลิลิตร 
Tris-HCl  1 M pH 8.0      15  มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต 1 M pH 8.0  15 มิลลิลิตร 
ละลาย EDTA 0.5M pH 8.0    30 มิลลิลิตร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 M   45 มิลลิลิตร 
5% CTAB     30  มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      15 มิลลิลิตร  

สารเคมีท่ีใชวิเคราะห DGGE 
9. 0% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

40% อะคริลาไมด/ บิส    20  มิลลิลิตร 
บัพเฟอร TAE เขมขน 50  เทา   2  มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจ ุ     78 มิลลิลิตร 

10. 100 % denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/ บิส    20  มิลลิลิตร 
บัพเฟอร TAE เขมขน 50  เทา   2    มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด     40  มิลลิลิตร 
ยูเรีย      42  กรัม 
เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธิ             100  มิลลิลิตร 
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11. แอมโมนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
แอมโมนียมเปอรซัลเฟต    0.1  กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ     1 มิลลิลิตร 

12. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน  10 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 10  ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 

เนื่องจากเปนสารกอมะเร็ง) 

13. บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา 
Tris-HCl     242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5  โมลาร    100 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800  มิลลิลิตร  แลวเติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

14. อะการโรเจลเขมขน 1 % 
อะการโรสเจล     1 กรัม 
บัพเฟอร  TAE  เขมขน  50 เทา   100  มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟ 

15. อะการโรสเจลเขมขน 2 % 
อะการโรสเจล     2 กรัม 
บัพเฟอร  TAE  เขมขน  50 เทา   100  มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟ 

16. สารละลายแบเรียม ไฮดรอกไซด เขมขน 0.024 N 
แบเรียมไฮดรอกไซด                                             3.8   กรัม 
ละลายในน้ําอุน ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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17. Trypticase Soy Broth (TSB) 
 Casein peptone                                                 17   กรัม 
 Soybean peptone                                                 3  กรัม 
 NaCl                                                                      5  กรัม 
 K2HPO4                                                               2.5  กรัม 
 Glucose                                                              2.5  กรัม 
 ปรับปริมาณใหได 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที                
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ภาคผนวก ข 

ผลการวเิคราะหอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับนิวคลีไทด 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณสวนของ 16S rDNA 

ตําแหนง A 

 
ตําแหนง B    

    
 
 
 
ตําแหนง C 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวสาธินี ศิริวัฒน เกิดเม่ือวันที่ 1 3 ตุลาคม พ.ศ. 2527 ที่จังหวัดสกลนคร สําเร็จ
การศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม คณะวิทยาศาสตร  
จากมหาวิทยาลัยขอนแกน ปการศึกษา 2549 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต 
หลักสูตรสหสาขาวิชาวิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 
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