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DONHATAI SRUAMSIRI: Analysis of microorganisms that are responsible for 
polyhydroxyalkanoate production in mixed culture under feast/famine feeding 
condition. ADVISOR: ASST. PROF.BENJAPORN SUWANNASILP, Ph.D., CO-ADVISOR: 
PARINDA THAYANUKUL, Ph.D. {, 156 pp. 

This study investigated groups of microorganisms in mixed microbial cultures 
derived from the wastewater treatment plant of a fruit and vegetable factory which can 
accumulate polyhydroxyalkanoate (PHA). The mixed microbial cultures were enriched under 
feast and famine condition using a 20 L sequencing batch reactor (SBR). Synthetic wastewater 
containing acetate 3,000 mgCOD/l was used in this study. The SBR was operated under 
aerobic condition with the sludge retention time (SRT) of 10 days and the hydraulic retention 
time (HRT) of 2 days. The results show that the sludge enriched with acetate produced and 
accumulated a maximum PHA of 32.3 % gPHA/gMLSS (34.2 % gPHA/gMLVSS) after 4 hours in 
the 12th cycle of operation. From the 16S rRNA gene amplicon sequencing analysis, the 
dominant group of microorganisms in the sludge with maximum PHA was Proteobacteria 
(88.07% of total number of sequences) consisting of Alphaproteobacteria (13.26% of total 
number of sequences), Betaproteobacteria (51.37% of total number of sequences), and 
Gammaproteobacteria (23.44% of total number of sequences). According to the results from 
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) with PHA staining (Nile Blue A) and total 
microorganism staining (DAPI), among total PHA accumulating cells, 1.7 % belonged to 
Alphaproteobacteria and 12% belonged to Betaproteobacteria. However, none of 
Gammaproteobacteria was found to produce PHA. Majority of PHA accumulating cells were 
not yet identified.  
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บทท่ี 1  
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันปัญหาขยะนับว่าเป็นปัญหาส าคัญท่ีควรได้รับการจัดการแก้ไขโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ขยะจ าพวกพลาสติก เนื่องจากขยะพลาสติกไม่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ อีกท้ังปริมาณการ
ใช้พลาสติกยังมีแนวโน้มท่ีเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่องจึงก่อให้เกิดขยะพลาสติกจ านวนมากและส่งผล
กระทบโดยตรงต่อการจัดการด้านสุขาภิบาลส่ิงแวดล้อม เช่น การฝังกลบ เป็นต้น พลาสติกท่ีใช้กันอยู่
อย่างแพร่หลายนี้ส่วนใหญ่ท ามาจากสารปิโตรเคมีท่ีใช้น้ ามันและก๊าซธรรมชาติเป็นวัตถุดิบหลักซึ่งเป็น
ทรัพยากรท่ีใช้แล้วหมดไป เพื่อต้องการลดผลกระทบในระยะยาวพลาสติกชีวภาพ (bioplastic) จึง
เป็นวัสดุทางเลือกท่ีใช้ทดแทนพลาสติกจากปิโตรเคมีและได้รับความสนใจ รวมไปถึงนักวิจัยหลายกลุ่ม
ให้ความส าคัญและศึกษากันอย่างมากในปัจจุบัน 
 พลาสติกชีวภาพ คือ พลาสติกชนิดหนึ่งท่ีสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้อย่างสมบูรณ์ใน
ระยะเวลาอันส้ัน โดยโพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตหรือพีเอชเอ (Polyhydroxyalkanoate; PHA) เป็น
พลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งท่ีสามารถผลิตขึ้นได้จากกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในธรรมชาติและมีคุณสมบัติ
ใกล้เคียงกับพลาสติกชนิดโพลีโพรพีลีน (polypropylene) ท่ีท ามาจากปิโตรเลียม ในช่วงแรกนักวิจัย
หลายท่านเริ่มศึกษาความสามารถในการผลิตพีเอชเอจากกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์  เช่น  
Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas 
oleovorans และ recombinant Escherichia coli เป็น ต้น (Shi และคณะ , (1997); Lee และ 
Choi, (1998); Grothe และคณะ, (1999); Grothe และ Chisti, (2000); และ Chen, (2010)) ซึ่ ง
จุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวสามารถผลิตพีเอชเอได้อย่างแน่นอนและมีประสิทธิภาพ (Lee, (1996)) อย่างไร
ก็ตามการผลิตพีเอชเอโดยกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์นั้นมีข้อจ ากัดหลายประการ อาทิ ค่าใช้จ่าย
ในการใช้เทคนิคปลอดเช้ือ ความช านาญของนักวิจัยในการใช้เครื่องมือและอุปกรณ์เฉพาะด้าน รวมไป
ถึงความปลอดภัยต่าง ๆ ในห้องปฏิบัติการ แต่ด้านท่ีส าคัญและส่งผลกระทบมากท่ีสุด คือ ค่าใช้จ่าย
ค่อนข้างสูงในการด าเนินการโดยใช้เทคนิคปลอดเช้ือและสารอาหารท่ีใช้ในการศึกษา จึงท าให้พีเอชเอ
ท่ีผลิตได้นั้นมีราคาสูงมากเมื่อเทียบกับพลาสติกท่ีท ามาจากปิโตรเคมี 

ด้วยเหตุนี้ Kleerebezem และ van Loosdrecht, (2007) จึงมีความคิดท่ีจะศึกษาการผลิต
พีเอชเอโดยใช้กลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมและใช้น้ าเสียเป็นสารอาหารเพื่อลดต้นทุนของการผลิตลง 
ซึ่งข้อดีของการใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม คือ ไม่ต้องอาศัยเทคนิคปลอดเช้ือจึงช่วยให้ประหยัดต้นทุน
ได้อย่างมาก อีกท้ังจุลินทรีย์กลุ่มนี้ยังสามารถกระตุ้นให้มีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอ
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ได้ในปริมาณใกล้เคียงกับกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ด้วยการเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอสลับ
กับขาดแคลน (feast/famine condition) โดยพบว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมถูกกระตุ้นให้สามารถ
สะสมโพลีไฮดรอกซีบิวทีเลตหรือพีเอชบี (polyhydroxybutyrate; PHB) ได้มากถึง 89 % โดย
น้ าหนักแห้ง หลังจากเดินระบบ 7.6 ช่ัวโมงและท าการเติมอะซิเตท (acetate) อย่างต่อเนื่อง (fed-
batch) ภายใต้สภาวะให้อาหารมากเกินพอสลับกับขาดแคลน ( Johnson และคณะ, (2009)) 
นอกจากนี้  Albuquerque และคณะ, (2010) พบว่าน้ าเสียจากโรงงานน้ าตาลเมื่อน ามาผ่าน
กระบวนการหมักจะผลิตพีเอชเอได้มากถึง 75 % โดยน้ าหนักแห้ง จากผลดังกล่าวท าให้การศึกษาการ
ผลิตพีเอชเอโดยกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเริ่มเป็นท่ีนิยมในปัจจุบัน 

ด้วยเหตุนี้จึงเป็นท่ีน่าสงสัยว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอ
ในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม มีงานวิจัยของนักวิจัยหลายท่านท่ีได้ศึกษาถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ท้ังหมดในระบบแต่งานวิจัยดังกล่าวยังไม่สามารถระบุได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดท่ีสามารถผลิตและสะสม 
พีเอชเอได้จริง ๆ งานวิจัยท่ีผ่านมาของ Dionisi และคณะ, (2005) พบว่าเมื่อท าการศึกษาอิทธิพลของ
ค่าพีเอชกับการผลิตและสะสมพีเอชเอในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทแล้วพบว่าค่าพีเอชระหว่าง 6.5 ถึง 9.5 
จะท าให้อัตราการผลิตและสะสมพีเอชเอมีปริมาณสูงกว่า 50 % (on a COD basis) อีกท้ังได้
ท า ก า ร ศึ ก ษ าก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร จุ ลิ น ท รี ย์ โ ด ย ใ ช้ เ ทค นิ ค  PCR-DGGE พ บ จุ ลิ น ท รี ย์ ก ลุ่ ม 
Methylobacteriaceae Flavobacterium sp. Candidatus Meganema perideroedes แ ล ะ 
Thauera sp. เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักในระบบ แต่ในงานวิจัยดังกล่าวไม่ได้ระบุว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดท่ี
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ นอกจากนี้ Oehmen และคณะ, (2014) ได้ท าการศึกษาอิทธิพล
ของค่าพีเอชต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเช่นกัน โดยพบว่าท่ีค่าพีเอช
เท่ากับ 8 จุลินทรีย์จะสามารถผลิตพีเอชเอได้มากถึง 57.5% และมีอัตราการสะสมพีเอชเอมากถึง 
0.27 Cmol PHA Cmol X-1 h-1 และเมื่อท าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH ท่ีค่า
พีเอชเท่ากับ 8 พบ Azoarcus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักท่ีน่าจะมีสามารถในการผลิตและสะสมพีเอช-
เอได้ในปริมาณท่ีสูง แต่จากงานวิจัยดังกล่าวก็ไม่สามารถยืนยันได้ว่าจุลินทรีย์ท่ีพบในระบบจะมี
ความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้ และในงานวิจัยของ Ciesielski และคณะ, (2008) ซึ่ง
ท าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยใช้เทคนิค quantitative PCR (qPCR) ร่วมกับ 
DGGE และเทคนิค clone library ในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทพบ Pseudomonas sp. เป็นจุลินทรีย์
กลุ่มเด่นในระบบแต่ยังไม่มีการยืนยันถึงความสามารถในการสะสมพีเอชเอในระบบ 

อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยจ านวนน้อยมากท่ีจะสามารถระบุชนิดของจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิต
และสะสมพีเอชเอได้ มีเพียงงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) ท่ีศึกษากลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผ ส ม  โ ด ย ใ ช้ เ ทคนิ ค  PCR-DGGE ( Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis)  แ ล ะ  FISH 
(Fluorescent In Situ Hybridization) ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอพบจุลินทรีย์ Plasticicumulans 
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acidivorans และ Thauera selenatis เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอใน
ระบบ นอกจากนี้ยังพบ Thauera sp. เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักจากงานวิจัยของ Lemos และคณะ, 
(2008) ถึง 41.1 ± 2.2% ในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีใช้อะซิเตทเป็นสารอาหารและพบ Amaricoccus 
sp. มากถึง 61.4 ± 1.9 % ซึ่งเป็นจุลินทรีย์กลุ่มเด่นในถังปฏิกรณ์เมื่อให้โพรพิโอเนตเป็นสารต้ังต้น
โดยใช้เทคนิค Reverse Transcriptase–Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ร่วมกับเทคนิค 
FISH และการย้อมสีพีเอชเอ ซึ่งจากงานวิจัยดังกล่าวสามารถระบุกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและ
สะสมพีเอชเอได้อย่างชัดเจน อีกท้ังในงานของ Jiang และคณะ, (2012) ได้ท าการศึกษาน้ าเสียจาก
โรงงานผลิตกระดาษ พบ Plasticicumulans acidivorans เป็นจุลินทรีย์กลุ่มเด่นมากถึง 56 % ของ
จุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบ โดยจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในระบบนี้สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงถึง 
77% โดยน้ าหนักแห้ง (P(HB-co-HV) (HB : HV- 86 : 14)) โดยการใช้เทคนิค DGGE FISH การย้อมสี
พี เอช เอและ  quantitative PCR (qPCR) ด้ วย เทคนิค ต่ าง  ๆ  เห ล่ านี้ สาม ารถยืน ยัน ไ ด้ว่ า 
Plasticicumulans acidivorans เป็นจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในระบบดังกล่าว  

จากงานวิจัยท่ีผ่านมาจะเห็นได้ว่าการศึกษากลุ่มจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอ
ในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมนั้นมีอยู่อย่างจ ากัดมากท้ังท่ีเป็นท่ีคาดการณ์ว่ายังมีจุลินทรีย์อีก
หลากหลายกลุ่มท่ีมีความสามารถในการสะสมพีเอชเอในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงมุ่งศึกษาเพื่อระบุถึงจุลินทรีย์ท่ีสามารถท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอจากกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผสมภายใต้สภาวะการเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอสลับกับแบบขาดแคลนได้ โดยเลือกใช้เทคนิค 
16S rRNA gene amplicon sequencing ร่วมกับเทคนิค FISH การย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี 
DAPI ซึ่งผลท่ีได้จากงานวิจัยนี้จะช่วยเพิ่มความเข้าใจและพัฒนากระบวนการผลิตและสะสมพีเอชเอ
โดยใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมต่อไป 
 
 
1.2 ค าส าคัญ (Keyword) 

 โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตหรือพีเอชเอ (Polyhydroxyalkanoate; PHA); กลุ่มจุลินทรีย์
สายพันธุ์ผสม (Mixed microbial cultures); พลาสติกชีวภาพ (Bioplastics) ; 16S rRNA gene 
amplicon sequencing; FISH (Fluorescence In-Situ Hybridization); การให้อาหารแบบเกินพอ
สลับกับขาดแคลน (feast/famine feeding) 
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1.3 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.3.1 เพื่อจ าแนกชนิดของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผสมภายใต้สภาวะท่ีมีการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนโดยใช้เทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing 

1.3.2 เพื่อระบุกลุ่มจุลินทรีย์ในระดับคลาสของ Proteobacteria ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสม
พีเอชเอในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม โดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile 
Blue A และการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI 

 1.3.3 เพื่อวิเคราะห์และคาดการณ์จุลินทรีย์ในระดับท่ีลึกกว่าคลาสใน Proteobacteria ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอโดยใช้เทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing 
ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A 
 
 
1.4 สมมติฐานของงานวิจัย 

 แนวคิดสมมติฐานข้อที่ 1  
งานวิจัยท่ีผ่านมาของ Lemos และคณะ, (2008); Moita และ Lemos, (2008); Jiang และ

คณะ, (2011a); Ciggin และคณะ, (2011); Jiang และคณะ, (2012) และ Queiros และคณะ, (2014) 
เป็นงานวิจัยในภูมิภาคยุโรปท่ีศึกษาความสามารถในการผลิตพีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์จากระบบ
บ าบัดน้ าเสียชุมชน เดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับ
กับขาดแคลนท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile 
Blue A พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria ในคลาส 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ  Gammaproteobacteria โ ดย ง านวิ จั ย นี้
ศึกษาความสามารถในการผลิตพี เอช เอของแบคที เรีย ในคลาส Alphaproteobacteria 
Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria ซึ่งท าการเดินระบบภายใต้สภาวะการให้
อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนเช่นเดียวกับงานวิจัยท่ีผ่านมาในภูมิภาคยุโรป 

สมมติฐานข้อที่ 1 ของงานวิจัยนี้ 
ก ลุ่ ม แ บ ค ที เ รี ย ค ล า ส  Alphaproteobacteria Betaproteobacteria แ ล ะ 

Gammaproteobacteria มีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท
ภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน 
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แนวคิดสมมติฐานข้อที่ 2 
เนื่องจากงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยในภูมิภาคเอเชียท่ีต้องการศึกษาความสามารถในการผลิต   

พีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตน้ าผักและผลไม้  โดยใช้เทคนิค FISH 
ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A ซึ่งตะกอนจุลินทรีย์ในงานวิจัยนี้เดินระบบด้วยแหล่ง
ตะกอนจุลินทรีย์ท่ีแตกต่างจากงานวิจัยในภูมิภาคยุโรป จึงสันนิษฐานว่าน่าจะพบความสามารถในการ
ผลิตพีเอชเอของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีแตกต่างจากงานวิจัยในภูมิภาคยุโรป 

สมมติฐานข้อที่ 2 ของงานวิจัยนี้ 
 กลุ่มแบคทีเรียท่ีพบและคาดว่ามีความสามารถในการผลิตพีเอชเอในงานวิจัยนี้มีความ
แตกต่างจากงานวิจัยท่ีผ่านมาในภูมิภาคยุโรปท่ีเดินระบบด้วยตะกอนจุลินทรีย์ท่ีแตกต่างกัน 
 
 
1.5 ขอบเขตของงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ ด าเนินการทดลอง ณ ห้องปฎิบั ติการ 
ภาควิชาวิศวกรรมส่ิงแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพื่อศึกษาถึงสายพันธุ์
จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม โดยมีขอบเขตของงานวิจัย
ดังนี้ 

1.5.1 ด าเนินการทดลองโดยใช้หัวเช้ือจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมซึ่งน ามาจากระบบบ าบัดน้ าเสีย
ทางชีวภาพแบบตะกอนเร่งของโรงงานผลิตน้ าผักและผลไม้ (บริษัท ทิปโก้ เอฟแอนด์บี จ ากัด)  

1.5.2 ใช้ถังปฎิกรณ์แบบกึ่งเท (Sequencing batch reactor, SBR) จ านวน 1 ถัง ภายใต้
สภาวะท่ีมีการเติมอากาศตลอดเวลา ก าหนดค่าอายุตะกอน (SRT) 10 วัน ค่าระยะเวลากักเก็บน้ า  
(HRT) 2 วัน และเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 

1.5.3 ด าเนินการทดลองโดยใช้น้ าเสียสังเคราะห์ท่ีมีอะซิเตทเป็นอาหารหลัก 
1.5.4 ท าการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ เช่น ค่าพีเอช ค่าดีโอ อุณหภูมิ ค่าซีโอดี ค่าเอ็ม-

แอลเอสเอส ค่าเอ็มแอลวีเอสเอส และพีเอชเอ 
1.5.5 ท าการจ าแนกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบด้วยเทคนิค 16S rRNA gene 

amplicon sequencing 
1.5.6 ท าการระบุกลุ่มจุลินทรีย์ในระดับคลาสของ Proteobacteria ท่ีสามารถผลิตและ

สะสมพีเอชเอโดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A และการย้อมจุลินทรีย์
ท้ังหมดด้วย DAPI 
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1.5.7 ท าการวิเคราะห์และคาดการณ์จุลินทรีย์ในระดับท่ีลึกกว่าคลาสใน Proteobacteria ท่ี
มีความสามารถในการผลิตและสะสมพี เอชเอ โดยใช้ เทคนิค  16S rRNA gene amplicon 
sequencing ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A 

 
 
1.6 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.6.1 ข้อมูลท่ีได้จากงานวิจัยช่วยให้ทราบและยืนยันถึงจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทในการผลิตและ
สะสมพีเอชเอในระดับคลาสของไฟลัม Proteobacteria ในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้
สภาวะอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน ซึ่งในปัจจุบันงานวิจัยท่ีสามารถยืนยันข้อมูลดังกล่าวยังมีอยู่
น้อยท้ังท่ีความสามารถในการสะสมพีเอชเอมีในจุลินทรีย์หลากหลายกลุ่ม 

1.6.2 ผลท่ีได้จากการจ าแนกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบสามารถน าไปวิเคราะห์
และคาดการณ์กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอในระดับท่ีลึกลงไป ได้แก่ ออเดอร์ แฟมิลี จีนัส 
และสปีชีส์ได้เมื่อวิเคราะห์ร่วมกับผลท่ีได้จากการยืนยันความสามารถในการสะสมพีเอชเอในระดับ
คลาสของไฟลัม Proteobacteria 

1.6.3 ข้อมูลท่ีได้จากการยืนยันจุลินทรีย์ในระดับคลาสของไฟลัม Proteobacteria ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอสามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตพีเอชเอใน
ระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมควบคู่ไปกับการบ าบัดน้ าเสียได้ โดยถ้าพบคลาสของจุลินทรีย์ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอในตะกอนเริ่มต้นจะบ่งบอกความเป็นไปได้ในการน าตะกอนจุลินทรีย์
ดังกล่าวมาเพิ่มมูลค่าด้วยการผลิตพีเอชเอ 
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บทท่ี 2  
เอกสารและทฤษฎีท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตหรือพีเอชเอ (Polyhydroxyalkanoate; PHA)  

โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตหรือพีเอชเอ คือ พลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งท่ีสังเคราะห์ขึ้นโดย
อาศัยกลุ่มจุลินทรีย์ โดยโพลิเมอร์ชนิดนี้ มี คุณสมบัติใกล้เคียงกับพลาสติกชนิดโพลีโพรพีลีน 
(polypropylene) ท่ีท ามาจากปิโตรเลียมแต่แตกต่างกันตรงท่ีพีเอชเอสามารถย่อยสลายได้ทาง
ชีวภาพอย่างสมบูรณ์ในระยะเวลาอันส้ัน ซึ่งกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิตพีเอชเอนี้มีความสามารถในการใช้
สารอินทรีย์จ าพวกกรดอินทรีย์ระเหยง่าย (Volatile Fatty Acid; VFA) เพื่อสังเคราะห์ใหเ้ป็นพีเอชเอ
ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมของกลุ่มจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม (Anderson และ Dawes, (1990); Anderson 
และคณะ, (1990)) โดยพีเอชเอจะถูกเก็บสะสมไว้ในเซลล์เพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานในระดับโมเลกุล
ต่อไป ซึ่งพีเอชเอแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มหลัก ๆ คือ พีเอชบี และพีเอชวี ภาพท่ี 1 แสดงตัวอย่างการ
สะสมพีเอชบีในรูปของเม็ดแกรนูลในเซลล์ของจุลินทรีย์ 
 

 
 

ภาพที่ 1 การสะสมพีเอชบีใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ SEM ของ Ralstonia eutropha B5786 
ในระยะเวลาต่าง ๆ a.) เซลล์จุลินทรีย์ท่ีระยะเวลา 4 ช่ัวโมงท่ียังไม่มีการสะสมพีเอชบี 

b.) เซลล์จุลินทรีย์ท่ีระยะเวลา 40 ช่ัวโมงท่ีมีการสะสมพีเอชบี 50 เปอร์เซนต์โดยน้ าหนักแห้ง 
ท่ีมา : Volova และคณะ, (2013) 
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2.2 โครงสร้างของพีเอชเอ (Structure of PHA) 

มีการค้นพบกลุ่มจุลินทรีย์มากกว่า 300 ชนิดท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในรูปของ              
3-hydroxy fatty acids ซึ่งชนิดของพีเอชเอท่ีผลิตได้นั้นจะขึ้นอยู่กับชนิดของสารต้ังต้นท่ีใช้ในการ
เดินระบบ (Anderson และคณะ, (1990); Dias และคณะ, (2006)) โครงสร้างของพีเอชเอโดยท่ัวไป
แสดงดังภาพท่ี 2 

 
 

ภาพที่ 2 โครงสร้างของพีเอชเอโดยท่ัวไป (Structure of PHA) 
ท่ีมา : http://www.mdpi.com/polymers/polymers-05-

00001/article_deploy/html/images/polymers-05-00001-g004-1024.png 
 

โดยท่ัวไปพีเอชเอสามารถแบ่งตามความยาวของโพลิเมอร์ออกได้เป็น 2 กลุ่มหลัก คือ กลุ่ม
โพลิเมอร์สายส้ัน และกลุ่มโพลิเมอร์สายกลาง (Witholt และ Kessler, (1999); Do Young Kim และ
คณะ, (2007)) 
 
2.2.1 กลุ่มโพลิเมอร์สายสั้น (Short-Chain-Length; SCL-PHAs) 

กลุ่มโพลิเมอร์สายส้ัน คือ โพลิเมอร์ซึ่งประกอบด้วยอะตอมของคาร์บอนจ านวน 4-5 อะตอม
เป็นแกนหลัก เช่น โพลีไฮดรอกซิบิวทิเรตหรือพีเอชบี (Polyhydroxybutyrate; PHB) โพลีไฮดรอกซิ-
วาเลอเรทหรือพีเอชวี (Polyhydroxyvalerate; PHV) เป็นต้น ตัวอย่างโครงสร้างของพีเอชบีและ    
พีเอชวี แสดงดังภาพท่ี 3 และ 4 ตามล าดับ 
 

 
 

ภาพที่ 3 โครงสร้างของโพลีไฮดรอกซิบิวทิเรต (Structure of PHB) 
ท่ีมา : https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/8d/Poly-(R)-3-

hydroxybutyrat.svg/200px-Poly-(R)-3-hydroxybutyrat.svg.png 
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ภาพที่ 4 โครงสร้างของโพลีไฮดรอกซวิาเลอเรท (Structure of PHV) 

ท่ีมา : http://www.essentialchemicalindustry.org/images/stories/540_ 
DegrabablePlastics/DegrabablePlastics_03.JPG 

 
2.2.2 กลุ่มโพลิเมอร์สายกลาง (Medium-Chain-Length; MCL-PHAs) 

กลุ่มโพลิเมอร์สายกลาง คือ โพลิเมอร์กลุ่มหนึ่งท่ีประกอบด้วยอะตอมของคาร์บอนจ านวน 6-
14 อะตอมเป็นแกนหลัก และอาจมีองค์ประกอบของวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) ท่ีมาจาก
จุลินทรีย์บางชนิด (Witholt และ Kessler, (1999); Do Young Kim และคณะ, (2007)) 
 คุณสมบัติเด่นของกลุ่มโพลิเมอร์สายกลาง คือ มีความเป็นผลึกต่ า (low crystallinity) และมี
อุณหภูมิในการหลอมเหลวต่ า (low melting temperature) จึงท าให้โพลิเมอร์ชนิดนี้มีความยืดหยุ่น
สูงและสามารถเปล่ียนรูปได้ง่ายกว่ากลุ่มโพลิเมอร์สายส้ัน (Do Young Kim และคณะ, (2007)) 
 

นอกจากนี้พีเอชเอยังสามารถแบ่งตามชนิดของโมโนเมอร์ได้ 2 ประเภทหลัก ๆ คือ โพลีไฮ-
ดรอกซีแอลคาโนเอตชนิดโฮโมโพลิเมอร์ (Homopolymer) และโพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตชนิดเฮท-
เทอโรโพลิเมอร์ (Heteropolymer)  
 
2.2.3 โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตชนิดโฮโมโพลิเมอร์ (Homopolymer) 

คือ โพลิเมอร์ชนิดหนึ่งท่ีสังเคราะห์มาจากจุลินทรีย์และมีองค์ประกอบของโมเลกุลชนิด
เดียวกันหรือท่ีเรียกว่า โมโนเมอร์ (monomer) เช่น พีเอชบี พีเอชวี เป็นต้น  

ส่วนใหญ่พีเอชเอท่ีสังเคราะห์ได้จากจุลินทรีย์นั้นจะเป็นชนิดพีเอชบี ซึ่งคุณสมบัติทาง
กายภาพของโพลิเมอร์ชนิดนี้ คือ ไม่มีความยืดหยุ่นจึงท าให้เปราะและแตกง่าย (Do Young Kim และ
คณะ, (2007)) ตัวอย่างโครงสร้างของพีเอชบีและพีเอชวี ดังแสดงในภาพท่ี 3 และภาพท่ี 4 ตามล าดับ 
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2.2.4 โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตชนิดเฮทเทอโรโพลิเมอร์ (Heteropolymer) 

คือ โพลิเมอร์ชนิดท่ีมีองค์ประกอบของโมเลกุลต่างชนิดกันมาเช่ือมกันเป็นโพลิเมอร์ หรือท่ี
รู้ จัก ใน ช่ือ โคโพลิเมอร์  ( copolymer) ซึ่ งจะประกอบด้วยโมโนเมอร์  2 ชนิด เช่น poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) [P(3HB:3HV)] เป็นต้น ตัวอย่างโครงสร้างของโคโพลิ-
เมอร์แสดงดังภาพท่ี 5 

 

 
ภาพที่ 5 โครงสร้างของโคโพลิเมอร์ P(3HB-co-3HV) 

ท่ีมา : http://www.scielo.br/img/fbpe/jbchs/v10n2/a04sch01.gif 
 

โพลิเมอร์ชนิดโคโพลิเมอร์นี้จะมีความยืดหยุ่นมากกว่าโพลิเมอร์ซึ่งเป็นโฮโมโพลิเมอร์และมี
คุณสมบัติใกล้เคียงกับโพลีโพรพีลีน (polypropylene) ซึ่งเป็นโพลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์มาจากปิโตรเคมี 
ด้วยเหตุนี้จึงท าให้โคโพลิเมอร์เป็นท่ีนิยมและประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม (Do Young Kim และคณะ, 
(2007))  

 
 

2.3 วิธีการผลิตพีเอชเอ (PHA production) 

การสังเคราะห์หรือผลิตพีเอชเอเป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ โดยใน
สภาวะปกติการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์จะเริ่มจากการเปล่ียนสารอินทรีย์ภายนอกเซลล์ให้เป็น
สารอินทรีย์ระเหยง่ายเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานและสร้างส่วนประกอบภายในเซลล์ (Direct growth) 
(Bengtsson และคณะ, (2008a)) ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตและสะสม     
พีเอชเอท่ีแตกต่างกันออกไป (Kumar และคณะ, (2004)) ภาพท่ี 6 แสดงการใช้อาหารและ
ความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชบีของจุลินทรีย์ 
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ภาพที่ 6 แผนภาพการใช้สารอาหารและความสามารถในการผลิต 
และสะสมพีเอชบีของจุลินทรีย์ 

ท่ีมา : Etienne และคณะ, (2012) 
 

ในขั้นตอนของการเปล่ียนสารต้ังต้นให้อยู่ในรูปของพีเอชเอนั้นจ าเป็นต้องอาศัยจุลินทรีย์ ซึ่ง
จุลินทรีย์ถือได้ว่ามีบทบาทส าคัญต่อการผลิตและสะสมพีเอชเออย่างมาก ท้ังนี้ลักษณะของกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ท่ีนิยมใช้ในการศึกษาการผลิตและสะสมพีเอชเอนั้น สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 
ประเภทหลัก ๆ คือ 

 
2.3.1 การผลิตพีเอชเอโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์สายพันธุบ์ริสุทธิ์ (Pure cultures of microorganisms) 

เป็นการน าเช้ือจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์มาใช้ในการผลิตและสะสมพีเอชเอ ตัวอย่างกลุ่ม
จุลินทรีย์สายพันธุ์บริ สุทธิ์ ท่ีใ ช้ในการศึกษา ได้แก่ Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus, 
Azotobacter vinelandii, Pseudomonas oleovorans แ ละ  recombinant Escherichia coli 
เป็นต้น (Shi และคณะ, (1997); Lee และ Choi, (1998); Grothe และคณะ, (1999); Grothe และ 
Chisti, (2000); และ Chen, (2010)) จุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์เหล่านี้สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอ
ได้อย่างแน่นอนประมาณ 18% โดยน้ าหนักแห้งเมื่อใช้กลูโคสเป็นสารต้ังต้น (Qi และ Rehm, (2001)) 
และในงานวิจัยของ Taroncher-Oldenburg และคณะ, (2000) พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 
ของ Synechocystis sp. ซึ่งเป็นจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์เช่นกันปริมาณ 12.3% โดยน้ าหนักแห้ง 
นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Marchessault, (1996) พบว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์สามารถผลิตพีเอช-
เอได้มากถึง 90% โดยน้ าหนักแห้งในอุตสาหกรรมการผลิตพีเอชเอ อย่างไรก็ตาม Choi และ Lee, 
(1997) และ Reis และคณะ, (2003) พบว่าการท่ีใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์จะท าให้ราคาของพีเอช
เอท่ีผลิตได้สูงกว่าราคาพลาสติกท่ีผลิตมาจากปิโตรเคมี เนื่องมาจากการใช้สารต้ังต้นท่ีมีต้นทุนสูงและ
ต้องใช้เทคนิคปลอดเช้ือ (Sterile process) (€9/กิโลกรัมพีเอชเอ ต่อ €1/กิโลกรัมพลาสติก ; Biby, 
2002 Degradable plastics: http://www.icma.com/info/polymer) 
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เพื่อท าให้ราคาของพีเอชเอถูกลง นักวิจัยหลายท่านจึงเริ่มศึกษาการผลิตและสะสมพีเอชเอ
โดยใช้เช้ือจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมและริเริ่มใช้น้ าเสียเป็นสารต้ังต้นกันมากขึ้นเนื่องจากมีสารอินทรีย์
เป็นองค์ประกอบอยู่จ านวนมากและราคาถูก (Kleerebezem และ van Loosdrecht, (2007)) อีก
ท้ังถือเป็นการบ าบัดน้ าเสียก่อนปล่อยลงสู่แหล่งน้ าธรรมชาติได้อีกทางหนึ่งด้วย 

 
2.3.2 การผลิตพีเอชเอโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม (Mixed cultures of microorganisms) 

เมื่อไม่นานมานี้มีนักวิจัยหลายท่านได้ท าการศึกษาวิธีการผลิตพีเอชเอโดยใช้เช้ือจุลินทรีย์สาย
พันธุ์ผสม ท้ังนี้เพราะวิธีนี้ไม่จ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคปลอดเช้ือ อีกท้ังยังสามารถใช้น้ าเสียเป็นสารต้ัง
ต้นได้อีกด้วย (Kleerebezem และ van Loosdrecht, (2007)) จึงมีการคาดการณ์ว่าจะสามารถท า
ให้ราคาของพีเอชเอถูกลงจากเดิมได้ ถ้าใช้สารต้ังต้นท่ีมีราคาถูกและใช้เช้ือจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม      
(Meesters และคณะ, (1998)) 

  
การใช้น้ าเสียเป็นสารต้ังต้นนอกจากจะได้สารอาหารให้จุลินทรีย์ในราคาถูกเพื่อผลิตพีเอชเอ

แล้วยังสามารถผนวกรวมกับระบบบ าบัดน้ าเสียได้อีกด้วย ดังนั้นเทคนิคนี้จึงเริ่มเป็นท่ีสนใจในปัจจุบัน
และเริ่มมีการวิจัยค้นคว้ากันอย่างกว้างขวาง 

 
วิธีการผลิตพีเอชเอโดยเช้ือจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม สามารถแบ่งได้เป็น 3 วิธีหลัก ๆ ดังนี้ 

(Salehizadeh และ Van Loosdrecht, (2004)) 
 

2.3.2.1 ระบบไร้อากาศสลับกับมีอากาศ (Anaerobic-aerobic process) 

ในการเติมอากาศจะเกิดการแลกเปล่ียนอิเล็กตรอนภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ซึ่งก่อให้เกิด
พลังงานส าหรับใช้ในการเจริญเติบโต แต่เมื่อเข้าสู่สภาวะแบบไร้อากาศจุลินทรีย์ในระบบจะท าการ
ผลิตพีเอชเอข้ึนโดยกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมกลุ่มหลัก 2 กลุ่มในระบบ คือ  กลุ่ม Polyphosphate-
accumulating organisms (PAO) และ กลุ่ม Glycogen-accumulating organisms (GAO) ซึ่ ง
จุลินทรีย์ท้ัง 2 กลุ่มนี้นิยมใช้เพื่อบ าบัดฟอสฟอรัสในระบบบ าบัดน้ าเสีย 

- กลุ่ม PAO เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีรู้จักกันอย่างกว้างขวางถึงความสามารถในการผลิตและสะสม
โพลิเมอร์ได้ เช่น ไกลโคเจน พีเอชเอ และโพลีฟอสเฟต โดยจุลินทรีย์กลุ่มเหล่านี้จะเปล่ียน
สารต้ังต้นภายนอกเซลล์ให้อยู่ในรูปของโพลี-พี (poly-P) หรือพีเอชเอได้  
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- กลุ่ม GAO เป็นจุลินทรีย์อีกกลุ่มหนึ่งท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้เช่นกันโดยใช้
สารอาหารจากภายนอกเซลล์และจากไกลโคเจนภายในเซลล์ ถือได้ว่าเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีมี
การแข่งขันในการใช้สารอาหารกับกลุ่ม PAO  
 
นอกจากนี้จุลินทรีย์ท้ัง 2 กลุ่มยังสามารถใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้นเพื่อผลิตและสะสมเป็นพี-

เอชเอได้ เนื่องจากท้ัง PAO และ GAO มีปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นภายใน (metabolic pathway) ท่ีคล้ายกัน
โดยมีกระบวนการการผลิตพีเอชเอ ดังภาพท่ี 7 

 

 
ภาพที่ 7 กระบวนการผลิตพีเอชเอในจุลินทรีย์กลุ่ม PAO/GAO 

ท่ีมา : Salehizadeh และ Van Loosdrecht, (2004) 
 
 

 
ภาพที่ 8 ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ Enhanced Biological Phosphate Removal process; EBPR 

ท่ีมา : Blackall และคณะ, (2002) 
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เนื่องจากในระบบไร้อากาศสลับกับมีอากาศเป็นกระบวนการท่ีสามารถก าจัดฟอสฟอรัสออก
จากน้ าเสียในระบบบ าบัดน้ าเสียได้ ดังภาพท่ี 8 จึงเป็นท่ีรู้จักกันในช่ือ “Enhanced Biological 
Phosphate Removal process หรือ EBPR”  แต่ปริมาณพีเอชเอท่ีจุลินทรีย์สามารถผลิตและสะสม
ได้ในระบบนี้ค่อนข้างต่ า คือ มีค่าประมาณ 20% โดยน้ าหนักแห้ง (Satoh และคณะ, (1996)) ใน
งานวิจัยของเฉลิมราช วันทวิน และ อรรนพ ฤทธิปัญญาวงศ์, (2545) พบว่าปริมาณการผลิตและ
สะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์มีค่า 19.8% โดยน้ าหนัก เมื่อใช้อะซิเตทเป็นสารอาหารภายใต้สภาวะไร้
อากาศสลับกับมีอากาศ  
 
2.3.2.2 ระบบมีอากาศเล็กน้อยสลับกับมีอากาศ (Microaerophilic-aerobic process) 

ต่อมาในปี 1998, Satoh และคณะ, (1998) ได้ท าการศึกษาเพื่อต้องการเพิ่มความสามารถ
ของจุลินทรีย์ในการผลิตและสะสมพีเอชเอ โดยการจ ากัดปริมาณการให้ออกซิเจนในระบบไร้อากาศ 
เพื่อท่ีเซลล์จะได้ย่อยสลายโมเลกุลของสารต้ังต้นเพื่อมาใช้เป็นพลังงานภายในเซลล์ พบว่าจุลินทรีย์
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้มากถึง 62% โดยน้ าหนักแห้งเมื่อเทียบกับระบบไร้อากาศสลับกับมี
อากาศ อีกท้ังยังพบว่าในการจ ากัดปริมาณออกซิเจนจะช่วยส่งเสริมให้ผลิตพีเอชเอในระบบได้
มากกว่าการเดินระบบแบบไร้อากาศด้วย (Ueno และคณะ, (1993)) จึงเป็นท่ีมาของระบบมีอากาศ
เล็กน้อยสลับกับมีอากาศ (Microaerophilic-aerobic process)  

 
การควบคุมเรื่องการให้ออกซิเจนในระบบจึงเป็นเรื่องส าคัญ เนื่องจากถ้าในระบบมีปริมาณ

ออกซิเจนมากเกินพอ จุลินทรีย์จะใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโตและสร้างไกลโคเจน แต่ถ้าในระบบมี
ออกซิเจนในปริมาณท่ีพอเหมาะ ก็จะท าให้จุลินทรีย์มีแนวโน้มท่ีจะผลิตและสะสมพีเอชเอแทนการ
สร้างเซลล์ (Ueno และคณะ, (1993))  

 
2.3.2.3 ระบบท่ีมีการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (Aerobic dynamic feeding process; 
ADF หรือ Feast and Famine feeding process) 

ระบบท่ีมีการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (Aerobic dynamic feeding processing; 
ADF) หรือ ระบบ feast/famine feeding เป็นระบบท่ีใช้อากาศอีกระบบหนึ่ง ซึ่งเป็นท่ีนิยมมากใน
การคัดเลือกสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ (culture selection) ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสม     
พีเอชเอได้ (Dionisi และคณะ, (2006); Lemos และคณะ, (2006); และ Serafim และคณะ, (2006)) 
โดยจุลินทรีย์จะเข้าสู่ระยะต่าง ๆ ตามล าดับต่อไปนี้ (Salehizadeh และ Van Loosdrecht, (2004)) 
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- ระยะที่ มีการให้อาหารเกินพอ (Feast) ระยะนี้ จุ ลินทรีย์จะเปล่ียน
สารอาหารจากภายนอกเซลล์ให้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนภายในเซลล์ 
โดยสารอาหารท่ีนิยมใช้ศึกษาจะเป็นกรดอินทรีย์ระเหยง่าย เช่น อะซิเตท โพรพิโอเนต 
เป็นต้น และใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นจุลินทรีย์จะท าการสังเคราะห์      
พีเอชเอขึ้นในระยะนี้ 

 

- หลังจากท่ีสารอาหารภายนอกเซลล์หมดลงจะเข้าสู่ระยะขาดแคลนอาหาร 
(Famine) ของจุลินทรีย์ โดยจุลินทรีย์จะดึงพีเอชเอท่ีสะสมไว้ในเซลล์ออกมาใช้เป็น
แหล่งพลังงาน เพื่อ ให้มี ชีวิตรอด (Salehizadeh และ Van Loosdrecht, (2004)) 
นับเป็นการเดินระบบ 1 cycle และวนกลับมาท่ีระยะ feast อีกครั้งเพื่อเข้าสู่ cycle ท่ี 
2   

 

 
 

ภาพที่ 9 กระบวนการผลิตพีเอชเอในระบบ Feast/Famine 
ท่ีมา : Salehizadeh และ Van Loosdrecht, (2004) 

 
กระบวนการผลิตและสะสมพีเอชเอในระบบ feast/famine feeding แสดงดังภาพท่ี 9 

เปรียบเสมือนระบบท่ีคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอให้เจริญเติบโตมาก
ขึ้นในระบบ เนื่องจากจุลินทรีย์ท่ีไม่สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้จะขาดแคลนอาหารและไม่
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สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะ famine ดังนั้นเมื่อท าการเดินระบบด้วยการให้อาหารแบบเกินพอสลับ
กับขาดแคลนอย่างต่อเนื่อง จุลินทรีย์ท่ีไม่สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้จะค่อย ๆ มีจ านวนลดลง 
ในขณะท่ีจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้จะค่อย ๆ เพิ่มจ านวนเพิ่มขึ้น  

ในการศึกษาการผลิตและสะสมพีเอชเอด้วยการเดินระบบแบบ feast/famine feeding นี้ท า
ให้นักวิจัยจ านวนไม่น้อยเกิดความสนใจและหันมาศึกษากันอย่างจริงจัง โดยเริ่มศึกษาตะกอน
จุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานกระดาษ ผลปรากฎว่าสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้มาก
ถึง 48% โดยน้ าหนัก (Bengtsson และคณะ, (2008)) เมื่อใช้การเดินระบบ Feast/Famine feeding 
แบบต่อเนื่อง ดังแสดงในภาพท่ี 10  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 10 ถังปฏิกรณ์เพื่อผลิตพีเอชเอด้วยระบบ Feast/Famine แบบต่อเนื่อง 
1. ถังหมักแบบไร้อากาศ 2. ถังคัดเลือกพันธุ์ 3. ถังปฏิกรณ์หลัก 

4. ถังตกตะกอน 5. ป๊ัมวนตะกอนกลับ 
ท่ีมา : Bengtsson และคณะ, (2008) 

 
นอกจากนี้ Johnson และคณะ, (2009) ยังพบว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมมีความสามารถ

สะสมพีเอชบีได้มากถึง 89% โดยน้ าหนักแห้ง หลังจากเดินระบบเป็นเวลา 7.6 ช่ัวโมง เมื่อท าการ
เติมอะซิเตทอย่างต่อเนื่อง (fed-batch) และจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ีใช้แลคเตทเป็นสารอาหารยัง
สามารถสะสมพีเอชบีได้มากถึง 90% โดยน้ าหนักแห้ง ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมงหลังจากเติม
สารอาหารอย่างต่อเนื่องเช่นกัน (Johnson และคณะ, (2009), Jiang และคณะ, (2011a)) รวมไปถึง 
Khumwanich และคณะ, (2014) ได้ท าการศึกษาตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียประเภท
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ต่าง ๆ 3 ประเภท พบว่าเมื่อใช้อะซิเตทเป็นแหล่งอาหารหลักในระบบส่งผลให้ตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมา
จากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ าผักและผลไม้สามารถผลิตพีเอชบีได้มากถึง 51.82% โดย
น้ าหนัก เมื่อเดินระบบแบบ feast/famine feeding เป็นระยะเวลา 12 วัน  

ด้วยเหตุผลท่ีกล่าวมาข้างต้นนี้ ผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาการผลิตพีเอชเอด้วยการเดินระบบภายใต้
สภาวะแบบ feast/famine feeding เนื่องจากระบบนี้สามารถกระตุ้นให้จุลินทรีย์ผลิตพีเอชเอได้ใน
ปริมาณมากซึ่งมีประสิทธิภาพเทียบกับกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ อีกท้ังยังเป็นการคัดเลือกกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ได้ดีอีกด้วย ถึงแม้ว่าระบบดังกล่าวจะเพิ่มความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิต  
พีเอชเอได้ แต่จุลินทรีย์เป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีค่อนข้างจะอ่อนไหวง่าย ดังนั้นปัจจัยในการเดินระบบ
ภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนจึงจ าเป็นต้องควบคุมให้เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตด้วย โดยปัจจัยในการเดินระบบท่ีส่งผลต่อการผลิตพีเอชเอในงานวิจัยนี้แสดงในตารางท่ี 1 
 
 
2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตพีเอชเอภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 

2.4.1 สารอาหารหรือสารต้ังต้น (Substrate) 

 สารอาหารหรือสารต้ังต้นนับเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนท่ีส าคัญของจุลินทรีย์โดย
จุลินทรีย์จะใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนเพื่อใช้ในการเจริญเติบโต ในระบบ
บ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งมีปริมาณสารอินทรีย์เป็นจ านวนมากและเป็นแหล่งอาหารช้ันดีของ
จุลินทรีย์ Satoh และคณะ, (1998), Jiang และคณะ, (2011a) และ Jiang และคณะ, (2011c) พบว่า
ธรรมชาติของสารอาหารจะส่งผลโดยตรงต่อองค์ประกอบหลัก (final product) ของพีเอชเอได้ ดัง
แสดงในภาพท่ี 11  
 

 
 

ภาพที่ 11 แผนภาพแสดงการผลิตโพลิเมอร์จากสารต้ังต้นชนิดต่าง ๆ 
เช่น อะซิเตท โพรพิโอเนต บิวทิเรต และวาเลอเลต 

ท่ีมา : Lemos และคณะ, (2006) 
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สารต้ังต้นท่ีได้ศึกษามีอยู่ด้วยกันหลายชนิดแต่เมื่อแบ่งตามผลิตภัณฑ์ท่ีจุลินทรีย์ผลิตได้ สามารถ
แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด คือ 

 
1. โมโนเมอร์ (monomer) หรือโฮโมโพลิเมอร์ (homopolymer)  

มีหลายงานวิจัยท่ีนิยมใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้น เช่น ในงานวิจัยของ Jiang และคณะ, 
(2011a) และ Jiang และคณะ, (2011c) พบว่าเมื่อใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้นจุลินทรีย์ในระบบสามารถ
ผลิตพีเอชบีได้ และเมื่อใช้แลตเตทเป็นสารต้ังต้นก็ได้ผลิตภัณฑ์เป็นพีเอชบีเช่นกัน (Jiang และคณะ, 
(2011a))  

นอกจากนี้สารอาหารต่างชนิดกันยังส่งผลโดยตรงต่อชนิดของจุลินทรีย์ท่ีพบในระบบท่ีต่างกัน
ด้วย ในงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) เมื่อเดินระบบโดยใช้น้ าเสียชนิดอะซิเตทเป็น
สารอาหารพบ Plasticicumulans acidivorans เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักซึ่งมีสามารถผลิตพีเอชบีได้ 
88% โดยน้ าหนัก ส่วนถังปฎิกรณ์ท่ีใช้แลคเตทเป็นสารอาหารปรากฎว่าพบจุลินทรีย์กลุ่ม novel 
gammaproteobacterium ซึ่งมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชบีได้มากถึง 90% โดย
น้ าหนักแห้ง และพบ Thauera selenatis อยู่ในถังเดียวกัน นอกจากนี้เมื่อใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้น
ยังพบ Thauera spp.  ในงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008), Dionisi และคณะ, (2005), และ 
Dionisi และคณะ, (2006) อีกด้วย อีกท้ังในงานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) 
เมื่อเดินระบบโดยใช้ตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมาจากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตน้ าผักและผลไม้พบ 
Hyphomonas, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Nitratireductor, แ ล ะ 
Agrobacterium ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ 5 กลุ่มหลักท่ีพบในระบบเมื่อใหอ้ะซิเตทเป็นสารอาหาร  

 
2. โคโพลิเมอร์ (copolymer)  

การใช้สารอาหารหลายชนิดผสมกันเป็นสารต้ังต้นโดยท่ัวไปจะมีจุดประสงค์เพื่อผลิตโคโพลิ-
เมอร์ท่ีมีส่วนประกอบของโมโนเมอร์แตกต่างกันเพื่อการปรับปรุงคุณสมบัติทางเชิงกลของพีเอชเอท่ี
สังเคราะห์ขึ้นมาได้ (Woraittinun และ Suwannasilp, (2017)) อีกท้ัง Lemos และคณะ, (2006) 
ท าการศึกษาชนิดของพีเอชเอกับสารต้ังต้นชนิดโพรพิโอเนต พบว่าเมื่อใช้โพรพิโอเนตจุลินทรีย์จะสร้าง
โพลิเมอร์ชนิดเอชบีและเอชวี P(HV/HB) ส่วนในงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) พบว่าเมื่อใช้
โพรพิโอเนตเป็นสารต้ังต้นสามารถผลิตเป็นพีเอชวีได้เช่นกัน นอกจากนี้เมื่อใช้โพรพิโอเนตเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพียงชนิดเดียวยังสามารถผลิตโคโพลิเมอร์ได้ โดยจุลินทรีย์จะผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงสุด
ในรอบการเดินระบบท่ี 27 โดยปริมาณพีเอชเอร้อยละ 12.65 โดยน้ าหนักแห้ง (% gPHA/gMLSS) 
คิดเป็นสัดส่วนของเอชบีโมโนเมอร์และเอชวีโมโนเมอร์ร้อยละ 57.62 และ 42.38 โดยโมล ตามล าดับ 
(Woraittinun และ Suwannasilp, (2017)) 
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สารต้ังต้นท่ีงานวิจัยนี้เลือกใช้ คือ อะซิเตท ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ประเภทระเหยง่ายและคาดว่า
พีเอชเอท่ีจุลินทรีย์จะผลิตได้จะเป็นชนิดพีเอชบี 

 
2.4.2 อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) 

ในกระบวนการผลิตพีเอชเอนอกจากแหล่งคาร์บอนท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์
แล้ว ยังพบว่าแหล่งไนโตรเจนก็ส่งผลเช่นเดียวกัน โดยแหล่งไนโตรเจนอาจอยู่ในรูปของแอมโมเนียซึ่ง
เป็นองค์ประกอบท่ีจุลินทรีย์ใช้ในการเจริญเติบโตและอาจมีผลต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอได้เช่นกัน 
(Johnson และคณะ, (2010a))  

ในงานวิจัยของ Serafim และคณะ, (2004) ท าการศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจน โดยใช้ความเข้มข้นของอะซิเตทในช่วง 15-180 Cmmol/l และความเข้มข้นของ
แอมโมเนียในช่วง 0-2.8 Nmmol/l ตามล าดับ พบว่าท่ีความเข้มข้นของแอมโมเนียต่ าจุลินทรีย์จะ
สามารถผลิตและสะสมพีเอชบีได้สูงสุดถึง 67.58% โดยน้ าหนักเมื่อใช้ความเข้มข้นของอะซิเตทท่ี 180 
Cmmol/l 

นอกจากนี้ Johnson และคณะ, (2010a) พบว่าเมื่อจ ากัดแหล่งคาร์บอนของสารต้ังต้นโดย
ค่า C/N อยู่ในช่วง 6-13.2 Cmol/Nmol อัตราการใช้อะซิเตทของจุลินทรีย์จะมีค่าสูงขึ้น (high 
acetate uptake rates) และจุลินทรีย์ในถังปฎิกรณ์จะมีปริมาณพีเอชเอพื้นฐานสูงมากขึ้นด้วย 
(higher baseline PHA contents) แต่ในถังปฎิกรณ์ท่ีมีการจ ากัดแหล่งไนโตรเจนโดยอัตราส่วน C/N 
อยู่ในช่วง 15-24 Cmol/Nmol  พบว่าจะส่งผลต่อความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอสูงสุด
ของจุลินทรีย์ซึ่งจะมีค่าสูงขึ้น (Higher maximal PHA storage capacities) กล่าวคือถ้าค่า C/N 
สูงขึ้นจะส่งผลให้ความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ดีขึ้นด้วย  

ต่อมา Johnson และคณะ, (2010b) ได้ท าการทดลองโดยแบ่งถังปฎิกรณ์ออกเป็น 3 ถัง 
ประกอบด้วย ถังท่ี 1 เดินระบบแบบไม่เติมแอมโมเนียม (ammonium starvation) ถังท่ี 2 เดินระบบ
แบบจ ากัดแอมโมเนียม (ammonium limitation) และถังท่ี 3 เดินระบบแบบให้แอมโมเนียมมาก
เกินพอ (ammonium excess) พบว่าในถังท่ี 1 จุลินทรีย์สามารถผลิตและสะสมพีเอชบีได้มากถึง 
89% โดยน้ าหนัก เมื่อเดินระบบแบบ fed-batch เป็นเวลา 7.6 ช่ัวโมง  

กล่าวคือ เมื่อเดินระบบด้วยอัตราส่วน C/N ท่ีมีค่ามาก จุลินทรีย์มีแนวโน้มท่ีจะผลิตและ
สะสมพีเอชเอได้ดีขึ้น เนื่องจากแหล่งไนโตรเจนจ าพวกแอมโมเนียมีปริมาณไม่เพียงพอต่อการสร้าง
เซลล์ของจุลินทรีย์และการก าหนดค่า C/N นี้ มักนิยมใช้ในการเดินระบบแบบ fed-batch มากกว่า
แบบ batch และงานวิจัยนี้เดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท ดังนั้นจึงไม่ได้ก าหนดค่า C/N 
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2.4.3 ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง หรือค่าพีเอช (pH) 

ค่าพีเอชนับได้ว่าเป็นพารามิเตอร์ท่ีส าคัญอีกค่าหนึ่งท่ีใช้ในการควบคุมระบบ เนื่องจากพีเอช
จะส่งผลโดยตรงต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ (Liu และคณะ, (2011)) สารต้ังต้นท่ีใช้ใน
การวิจัยส่วนใหญ่จะเป็นกรดอินทรีย์ประเภทระเหยง่ายท่ีเกิดจากกระบวนการหมักซึ่งจะมีฤทธิ์เป็น
กรดและท าให้ค่าพีเอชลดต่ าลง การควบคุมพีเอชให้อยู่ในช่วง 8.0-9.0 จะช่วยกระตุ้นการสร้างพีเอช-
เอในระบบ (Chua และคณะ, (2003)) นอกจากนี้ Liu และคณะ, (2011) พบว่าค่าพีเอชท่ีเหมาะสม
ในการเริ่มต้นระบบซึ่งจุลินทรีย์จะสามารถท างานได้ดีคือท่ีพีเอชเท่ากับ 7 ยิ่งไปกว่านั้นในงานวิจัยของ 
Dionisi และคณะ, (2005) พบว่าจุลินทรีย์จะสามารถผลิตและสะสมโพลิเมอร์ได้สูงถึง 70-80% เมื่อ
ควบคุมพีเอชใหอ้ยู่ในช่วง 7.5-8.5  

แต่จากงานวิจัยของ Serafim และคณะ, (2004) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างพีเอชและการ
ผลิตพีเอชบีภายใต้สภาวะการให้อาหารมากเกินพอสลับกับขาดแคลน พบว่าเมื่อไม่มีการควบคุมค่า   
พีเอช จุลินทรีย์ในระบบจะสามารถผลิตและสะสมพีเอชบีได้สูงกว่าจุลินทรีย์ในถังท่ีมีการควบคุมพีเอช
ไว้ท่ี 7.0 กล่าวคือ เมื่อไม่มีการควบคุมพีเอช จุลินทรีย์จะใช้สารต้ังต้นปริมาณแค่ 12% เพื่อเป็น
พลังงานและสารต้ังต้นท่ีเหลือปริมาณ 88% ถูกใช้เพื่อการเจริญเติบโตและสะสมเป็นพีเอชบี ในขณะ
ท่ีถังปฎิกรณ์ท่ีควบคุมพีเอชไว้ท่ี 7.0 พบว่าสารต้ังต้นท่ีถูกใช้เป็นแหล่งพลังงานปริมาณมากถึง 44% 
ในขณะท่ีปริมาณ 56% ของสารต้ังต้นท่ีเหลืออยู่ถูกเปล่ียนและสะสมเป็นพีเอชบีเพื่อการเจริญเติบโต
ภายในเซลล์ จะเห็นได้ว่าการเปล่ียนแปลงของพีเอชจะส่งผลโดยตรงต่อชนิดของจุลินทรีย์และปริมาณ
โพลิเมอร์ท่ีผลิตได้  

ในภาคอุตสาหกรรมนิยมใช้การปรับค่าพีเอชในการปรับปรุงคุณภาพของโคโพลิเมอร์ให้ดีขึ้น
ได้ อีกท้ังยังสามารถบ าบัดกรดโพรพิโอเนตในน้ าเสียได้อีกด้วย โดยอาศัยการปรับพีเอชจาก 5.5 ให้
เป็น 9.5 เพื่อเปล่ียนกรดโพรพิโอเนตให้เป็นเอชวีแทน และปริมาณเอชวีท่ีผลิตได้เพิ่มจาก 10% เป็น 
30% โดยน้ าหนักแห้ง (Dionisi และคณะ, (2005))  

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงเลือกควบคุมค่าพีเอชของระบบไว้ที่ 6.5-9.5  
 

2.4.4 อุณหภูมิ (Temperature) 

การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิเพียงเล็กน้อยจะส่งผลโดยตรงต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอของ
จุลินทรีย์ในถังปฎิกรณ์โดยอุณหภูมิท่ีสูงขึ้นจะเร่งให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาของจุลินทรีย์เกิดได้เร็วขึ้น
กว่าเดิมและการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมินี้ยังเป็นอีกวิธีที่จะเพิ่มความสามารถในการผลิตและสะสม
พีเอชเอของจุลินทรีย์ได้อีกด้วย (Johnson และคณะ, (2010a)) 
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 Jiang และคณะ, (2011b) พบว่าอุณหภูมิท่ีเปล่ียนไปยังส่งผลต่อกลุ่มจุลินทรีย์กลุ่มเด่นท่ีพบ
ด้วย โดยจากศึกษาถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทจ านวน 2 ถัง คือ ถังปฏิกรณ์ท่ีควบคุมอุณหภูมิไว้ที่ 20 และ 
30 องศาเซลเซียส พบกลุ่มจุ ลินทรีย์ ก ลุ่ม เ ด่น คือ Zoogloea sp. และ Plasticicumulans 
acidivorans ตามล าดับ และปริมาณพีเอชบีท่ีจุลินทรีย์ผลิตและสะสมได้ของท้ังสองถัง ท่ีปริมาณ
มากกว่า 75% โดยน้ าหนักแห้ง และเมื่อท าการทดลองสลับอุณหภูมิของถังปฏิกรณ์ท้ังสองถังใน
ระยะเวลาอันส้ัน พบว่าอุณหภูมิส่งผลต่อ Plasticicumulans acidivorans มากกว่า Zoogloea sp. 
และพีเอชบีท่ีผลิตได้มีคุณภาพไม่ดีเท่าท่ีควร  
 จะเห็นได้ว่าในแต่ละพื้นท่ีท่ีมีอุณหภูมิแตกต่างกันจะส่งผลกระทบต่อท้ังความหลากหลายทาง
ชีวภาพและความสามารถในการผลิตโพลิเมอร์ของจุลินทรีย์ท่ีต่างกันด้วย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะเดิน
ระบบโดยเลือกอุณหภูมิท่ีใช้เป็นอุณหภูมิห้องซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส และ
คาดว่ากลุ่มจุลินทรีย์ท่ีพบอาจจะแตกต่างกับงานวิจัยในภูมิภาคเขตหนาว 
 
2.4.5 ค่าอายุตะกอน (Sludge retention time: SRT) 

 ค่าอายุตะกอนในระบบ คือ ระยะเวลากักเก็บและหมุนเวียนตะกอนในระบบ ค่าอายุตะกอน
จึงส่งผลโดยตรงต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ด้วย มีงานวิจัยจ านวนมากท่ีท าการศึกษา
การเปรียบเทียบระหว่างค่าอายุตะกอนกับความสามารถในการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ โดยพบว่า
จุลินทรีย์แบบตะกอนเร่งท่ีอายุตะกอน 3 วัน จะมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้ดีกว่า
จุลินทรีย์แบบตะกอนเร่งท่ีอายุตะกอนเวลา 10 วัน เนื่องจากท่ีอายุตะกอนต่ าอาจจะเลือกกลุ่ม
จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ดีกว่าท่ีอายุตะกอนสูง อีกท้ังอายุตะกอนสูงจะมีปริมาณ
ชีวมวลเฉื่อย (inert biomass) ซึ่งอาจส่งผลท าให้การสะสมพีเอชเอได้ในปริมาณท่ีต่ า (Chua และ
คณะ, (2003)) นอกจากนี้ Jiang และคณะ, (2011a) ท าการศึกษาค่าอายุตะกอนท่ี 1 วันต่อการผลิต
พีเอชบี พบว่าจุลินทรีย์กลุ่มเด่นสามารถผลิตพีเอชบีได้มากถึง 88% โดยน้ าหนักแห้งด้วยการเดิน
ระบบแบบให้อาหารมากเกินพอสลับกับขาดแคลนและใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้น  

ในทางกลับกันงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) พบว่าจุลินทรีย์ท่ีอายุตะกอน 1 วัน 
จะมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีเร็วกว่าจุลินทรีย์ท่ีอายุตะกอน 10 แต่ปริมาณพีเอชบีท่ีผลิตและสะสมได้
นั้นมีค่าน้อยกว่าจุลินทรีย์อายุตะกอน 10 วัน ถึง 4 เท่า นอกจากนี้งานวิจัยของเศารยา กิจพ่อค้า, 
(2557) ท าการศึกษาผลของอายุตะกอนต่อการผลิตและสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม ท่ี
เดินระบบแบบให้อาหารมากเกินพอสลับกับขาดแคลนและใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้นในถังปฏิกรณ์แบบ
กึ่งเทโดยศึกษาอายุตะกอนท่ี 3 5 10 และ 20 วัน ตามล าดับ พบว่าท่ีอายุตะกอน 10 วัน จุลินทรีย์
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ดีท่ีสุด คือ 62.2% gPHA/gMLSS และในการเดินระบบด้วยค่าอายุ
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ตะกอนท่ีแตกต่างกันนี้จะส่งผลให้เกิดการคัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบซึ่ง ความ
หลากหลายของจุลินทรีย์จะแตกต่างกันออกไปแต่ความสามารถในการสะสมพีเอชเอมีปริมาณ
ใกล้เคียงกัน 

เนื่องจากงานวิจัยนี้เดินระบบด้วยตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมาจากระบบบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานน้ า
ผักและผลไม้แหล่งเดียวกันกับงานวิจัยของเศารยา กิจพ่อค้า, (2557) ท่ีพบความสามารถในการผลิต
และสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์มากถึง 62.2% gPHA/gMLSS เมื่อเดินระบบท่ีอายุตะกอน 10 วัน 
ดังนั้นจากงานวิจัยนี้จึงเลือกเดินระบบด้วยค่าอายุตะกอนท่ี 10 วัน 
  
2.4.6 ค่าระยะเวลากักเก็บน้ า (Hydraulic retention time: HRT) 

คือ ระยะเวลาเฉล่ียท่ีน้ าเสียอยู่ในระบบซึ่งเป็นอีกปัจจัยท่ีส าคัญมากส าหรับกระบวนการ
บ าบัดทางชีวภาพเนื่องจากเป็นระยะเวลาท่ีจุลินทรีย์จะใช้สารอินทรีย์ในระบบ ดังนั้นระยะเวลาเก็บ
กักน้ าเสียจะต้องมากพอและเหมาะสมกับการบ าบัดสารอินทรีย์ของจุลินทรีย์ นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับ
สารต้ังต้นแต่ละชนิด ในงานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) พบว่าเมื่อเดินระบบ
ด้วยค่าระยะเวลากักเก็บน้ าท่ี 48 ช่ัวโมง ส่งผลให้ตะกอนจุลินทรีย์ในระบบใช้สารอินทรีย์ได้ดีกว่าท่ี
ระยะเวลากักเก็บน้ าท่ี 24 ช่ัวโมง จึงท าให้ค่าซีโอดีลดลงและเข้าสู่ระยะขาดแคลนอาหาร  

เนื่องจากงานวิจัยนี้ต้องการให้ระยะเวลาท่ีจุลินทรีย์ขาดแคลนอาหารนาน ๆ ดังนั้นจึงเลือกใช้
ระยะเวลากักเก็บน้ าท่ี 48 ช่ัวโมง หรือ 2 วัน 

 
2.4.7 อัตราส่วนระหว่างอาหารต่อจุลินทรีย์ (F/M ratio) 

งานวิจัยของ Liu และคณะ, (2008) พบว่าเมื่ออัตราส่วนของอาหารต่อจุลินทรีย์มีค่าสูงขึ้น
จุลินทรีย์มีแนวโน้มท่ีจะผลิตและสะสมพีเอชเอได้มากขึ้น เนื่องจากจะส่งผลให้อัตราการใช้สารอาหาร
ในระยะท่ีมีการให้อาหารเกินพอสูงขึ้น จึงเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์จะสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอ
ได้มากขึ้นด้วย ซึ่งงานวิจัยของเศารยา กิจพ่อค้า, (2557) พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของ
จุลินทรีย์มากถึง 62.2% gPHA/gMLSS เมื่อเดินระบบด้วยอัตราส่วน F/M เท่ากับ 1 เช่นเดียวกันกับ
งานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) ท่ีเดินระบบด้วยอัตราส่วน F/M เท่ากับ 1 
และปริมาณพีเอชเอท่ีจุลินทรีย์ผลิตได้ 44.78% โดยน้ าหนักแห้ง   
 การเดินระบบของงานวิจัยนี้เดินระบบด้วยตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมาจากแหล่งเดียวกันกับ
งานวิจัยของเศารยา กิจพ่อค้า, (2557) และงานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) 
ดังนั้นผู้วิจัยเลือกเดินระบบด้วยค่าอัตราส่วน F/M เท่ากับ 1 เพื่อต้องการให้จุลินทรีย์ในระบบใช้
สารอาหารได้หมดและแน่ใจว่าจุลินทรีย์จะเข้าสู่ระยะขาดแคลนอาหาร 
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2.4.8 อัตราส่วนของระยะที่มีการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (Feast/Famine ratio หรือ 
F/F ratio) 

ในการเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอ (Feast phase) สลับกับขาดแคลน (Famine phase) 
จะนิยมเดินระบบโดยก าหนดให้เวลาในระยะ feast อยู่ในช่วงท่ีส้ัน ๆ และก าหนดให้ช่วงเวลาในระยะ 
famine อยู่ในช่วงยาว ๆ สาเหตุท่ีเดินระบบแบบนี้ เพราะต้องการคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในระบบ กลุ่มท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้จะ
ค่อย ๆ เพิ่มจ านวนขึ้นในแต่ละรอบ ในขณะท่ีกลุ่มอื่น ๆ จะค่อยๆ ลดจ านวนลง อัตราส่วนระหว่าง 
feast/famine (F/F) ยิ่งมีค่าน้อยยิ่งมีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชบีท่ี
สูงขึน้ ซึ่งในงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) พบว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ 
27.9% โดยน้ าหนักแห้ง เมื่อเดินระบบด้วยอัตราส่วน F/F ในช่วง 0.14-0.20 งานวิจัยของ 
Albuquerque และคณะ, (2010) พบว่าท่ีอัตราส่วน F/F ในช่วง 0.21-1.1 จะส่งผลให้จุลินทรีย์ใน
ระบบสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด 74.6% เมื่อใช้สารอินทรีย์ระเหยง่ายจากกระบวนการหมัก
กากน้ าตาลแบบไม่ใช้ออกซิเจนเป็นสารต้ังต้น นอกจากนี้จากงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) 
พบว่าท่ีอัตราส่วน F/F เท่ากับ 0.06 จุลินทรีย์สามารถผลิตพีเอชเอได้ 52% โดยน้ าหนักแห้งในระบบ
แบบกึ่งเทและสะสมพีเอชเอได้สูงสุด 88% โดยน้ าหนักแห้งในระบบถังปฏิกรณ์แบบ fed-batch และ
ในงานวิจัยของ Moita และ Lemos, (2012) พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 9.2% g/g โดย
น้ าหนักแห้งเมื่อเดินระบบด้วย F/F ในช่วง 0.09-0.20 

ในการเดินระบบของงานวิจัยนี้  ผู้วิ จัยเลือกเดินระบบก าหนดค่าอัตราส่วนระหว่าง 
feast/famine (F/F) อยู่ในช่วง 0.06-0.20 ซึ่งเป็นช่วงคาดว่าจุลินทรีย์จะสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด 

 
ตารางที่ 1 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตพีเอชเอภายใต้เดินระบบแบบให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 
ปัจจัยที่ใชใ้นการเดินระบบ งานวิจัยนี้เลือกใช ้ หน่วย 
1. สารอาหาร อะซิเตท 3,000 mgCOD/L 
2. ค่า pH 6.5-9.5  
3. อุณหภูม ิ 27-30 องศาเซลเซียส 
4. ค่า SRT 10 วัน 
5. ค่า HRT 2 วัน 
6. ค่า F/M ratio 1  
7. ค่า F/F ratio 0.06-0.20  
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2.5 กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่พบในการผลิตพีเอชเอ 

การเดินระบบด้วยปัจจัยท่ีแตกต่างกันนอกจากจะส่งผลโดยตรงต่อการผลิตพีเอชเอของ
จุลินทรีย์แล้ว ปัจจัยดังกล่าวยังส่งผลต่อกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีพบซึ่งเป็นหัวใจของระบบอีกด้วย   
ในงานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) ได้ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต
พีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตน้ าผักและผลไม้ภายใต้สภาวะการให้
อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนพบว่าเมื่อเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่ง
คาร์บอนพบแบคทีเรียซึ่งอยู่ในคลาส Alphaproteobacteria เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักในระบบท่ีมี
ความสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ 44.78% gPHA/gMLSS นอกจากนี้งานวิจัยของ Jiang และ
คณะ, (2011a) เมื่อเติมอะซิเตทเป็นสารอาหารยังสามารถพบ Plasticicumulans acidivorans เป็น
แบคทีเรียกลุ่มหลักในระบบซึ่งอยู่ในคลาส Gammaproteobacteria อีกด้วยและแบคทีเรียกลุ่ม
ดังกล่าวสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้มากถึง 90% โดยน้ าหนักแห้ง ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อใช้อะซิเตท
เป็นสารต้ังต้นสามารถพบ Thauera spp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria อีกด้วย 
(Lemos และคณะ, (2008), Dionisi และคณะ, (2005), และ Dionisi และคณะ, (2006)) แต่เมื่อเล้ียง
ตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในระบบด้วยแลคเตทพบ Thauera selenatis เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลัก
ซึ่งอยู่ในคลาส Betaproteobacteria และพบแบคทีเรียกลุ่ม novel Gammaproteobacteria ใน
ถั ง เ ดี ยวกัน ไ ด้ เ ช่ นกั น  ( Jiang และคณะ , (2011a))  ยิ่ ง ไปกว่ านั้ นพบแบค ที เ รี ย ท้ั ง คลาส 
Alphaproteobacteria และ Gammaproteobacteria อาศัยอยู่ร่วมกันในระบบท่ีใช้โพรพิโอเนต
เป็นสารอาหาร (Woraittinun และ Suwannasilp, (2017)) จะเห็นได้ว่าสารอาหารเป็นปัจจัยหลักท่ี
ส าคัญและมีผลต่อกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีพบในระบบ 

 
จากงานวิจัยข้างต้นท่ีกล่าวถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีพบส่วนใหญ่จะขึ้นอยู่กับสารอาหาร

เป็นปัจจัยหลัก ดังนั้นเมื่องานวิจัยนี้เลือกใช้อะซิเตทเป็นสารอาหารหลักก็มีแนวโน้มท่ีจะพบกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ท่ีอยู่ Domain Bacteria Phylum Proteobacteria จ านวน 3 class ด้วยกัน คือ  

1. Class Alphaproteobacteria  
2. Class Betaproteobacteria และ  
3. Class Gammaproteobacteria 
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2.6 การน าพีเอชเอไปใชป้ระโยชน์ 

 ปัญหาขยะจ าพวกพลาสติกเป็นปัญหาส าคัญท่ีควรได้รับการจัดการแก้ไข เนื่องจากขยะ
พลาสติกไม่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ อีกท้ังปริมาณการใช้พลาสติกยังมีแนวโน้มท่ีเพิ่มสูงขึ้น
อย่างต่อเนื่อง ก่อให้เกิดขยะพลาสติกจ านวนมาก พลาสติกชีวภาพ (Bioplastics) จึงเป็นวัสดุอีก
ทางเลือกหนึ่งท่ีนักวิจัยหลายกลุ่มให้ความส าคัญและศึกษาในปัจจุบัน โดยพลาสติกชีวภาพท่ีผลิตได้
สามารถน าไปต่อยอดได้หลายทาง สามารถแบ่งออกได้เป็นด้านต่าง ๆ ดังนี้ 
 

 ด้านอุตสาหกรรม 
พลาสติกชีวภาพนับว่าเป็นอีกหนึ่งทางเลือกท่ีอุตสาหกรรมสามารถน าไปใช้ได้ เพื่อลด

ผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม โดยการน าพีเอชเอไปผลิตเม็ดพลาสติกและขึ้นรูปเป็นถุงพลาสติกเพื่อใช้ใน
อุตสาหกรรมประเภทการบรรจุ หีบห่อ เช่น ถุงพลาสติก ขวดพลาสติก ภาชนะใส่อาหาร เนื่องจาก
ขนาดรูพรุนของถุงพลาสติกชีวภาพประเภทโคโพลิเมอร์เอชบีเอชวีมีรูพรุนขนาดเล็กกว่าพลาสติกท่ีมา
จากปิโตรเคมี ดังนั้นการใช้พลาสติกชีวภาพบรรจุอาหารจะช่วยป้องกันเช้ือโรคและอากาศท่ีจะเข้าไป
สัมผัสกับอาหารได้อย่างมีประสิทธิภาพกว่าพลาสติกชนิดอื่น (Salehizadeh และ Van Loosdrecht, 
(2004))  

 

 ด้านการแพทย์ 
ข้อได้เปรียบของพลาสติกชีวภาพคือสามารถย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์ทางธรรมชาติและไม่

เกิดพิษต่อส่ิงแวดล้อม จากบทความของศิริรัตน์ ศิริพรวิศาล, (2547) พบว่าทางการแพทย์น าข้อดีของ
พีเอชเอมาประยุกต์ใช้กับวัสดุประเภทท่ีต้องฝังเข้าสู่ร่างกายผู้ป่วย เช่น วัสดุค้ าจุนและช่วยประสาน
กระดูกในทางการแพทย์ออร์ธอพิดิกซ์ หรือวัสดุในงานผ่าตัด เช่น ไหมเย็บแผลแบบไหมละลายและผ้า
ตาข่ายส าหรับรองแผล อีกท้ังยังสามารถผลิตแคปซูลบรรจุยาเพื่อใช้ควบคุมการปล่อยตัว ยาให้มี
ประสิทธิภาพสูงสุด (ธนาวดี ล้ีจากภัย, (2549)) 
 

 ด้านการเกษตร 
ในปัจจุบันนักเทคโนโลยีการเกษตรยังน าพีเอชเอไปใช้ประโยชน์ได้ด้วย เช่น การใช้พีเอชเอ

เป็นวัสดุเคลือบเมล็ดพันธุ์พืช (seed encapsulation) เพื่อรักษาคุณภาพเมล็ดพันธุ์ หรือใช้เป็นวัสดุ
เคลือบเม็ดปุ๋ยเคมี หรือสารก าจัดศัตรูพืช ท่ีช่วยให้สารเคมีเหล่านั้นเกิดการกระจายตัวอย่างช้าๆ ใน
ระยะเวลาท่ีต้องการซึ่งเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการให้ปุ๋ยแก่พืช ( ศิริรัตน์ ศิริพรวิศาล, (2547)) 
นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์น าถุงพลาสติกชีวภาพไปใช้ในการเพาะกล้าไม้ด้วย เพื่อท่ีเวลาน ากล้าไม้ไป
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ปลูกลงดินสามารถปลูกลงไปท้ังถุงพลาสติกได้เลยโดยท่ีไม่ต้องถอดถุงออกซึ่งช่วยลดการเกิดขยะได้อีก
ทางหนึ่ง 
 
 
2.7 รูปแบบของถังปฏิกรณ์ในการเดินระบบ 

ในงานวิจัยนั้นนักวิ จัยหลายท่าน เช่น Serafim และคณะ, (2006); Lemos และคณะ, 
(2008); Johnson และคณะ, (2010a); Jiang และคณะ, (2011a) และ Khumwanich และคณะ, 
(2014) เป็นต้น นิยมเลือกใช้ระบบถังปฏิกรณ์แบบก่ึงเท (Sequencing Batch Reactor; SBR) 
เพื่อน ามาคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับ
กับขาดแคลนเนื่องจากสามารถเดินระบบได้อย่างครบถ้วนสมบูรณ์ในถังเดียว อีกท้ังมีโอกาสน้อยท่ี
จุลินทรีย์จะหลุดออกจากระบบได้ 

ถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทสามารถน ามาใช้เป็นระบบบ าบัดน้ าเสียทางชีวภาพได้ โดยท าหน้าท่ีเป็น
ท้ังถังเติมอากาศเพื่อให้จุลินทรีย์ใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ เป็นถังตกตะกอนซึ่งท าหน้าท่ีแยก
ตะกอนจุลินทรีย์ออกจากน้ าใส และเป็นถังพักเพื่อดึงตะกอนจุลินทรีย์ออกในถังเดียวกัน การท างาน
ของถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทจะเป็นวัฏจักรช่วงเวลาจึงสามารถปรับเปล่ียนการท างานให้เข้ากับลักษณะ
ของน้ าเสียได้ หลักการท างานของถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทมีล าดับการท างาน 5 ขั้นตอน ดังแสดงในภาพ
ท่ี 12 (ขวัญเนตร สมบัติสมภพ, (2551)) 

 
ขั้นตอนที่ 1 การเติมน้ าเสีย (Fill)  
เป็นกระบวนการรับน้ าเสียเข้ามาในถังปฏิกรณ์ซึ่งมีจุลินทรีย์อยู่ในถัง ถือเป็นการเริ่มต้นการ

เดินระบบโดยปริมาตรน้ าเสียท่ีเติมเริ่มต้นอาจจะมีปริมาตรประมาณร้อยละ 25 ของปริมาตรถังซึ่งเป็น
ปริมาณน้ าเสียท่ีเหลืออยู่ในช่วงสุดท้ายของช่วงพัก ( Idle) ในระหว่างการเติมน้ าเสียอาจมีการเติม
อากาศหรือไม่ก็ได้ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ว่าต้องการบ าบัดสารประเภทใด 

 
ขั้นตอนที่ 2 การบ าบัด (React)  
เป็นช่วงการเกิดปฏิกิริยาในถังปฏิกรณ์ โดยในช่วงนี้จะมีการเติมอากาศให้แก่ระบบเพื่อบ าบัด

สารอินทรีย์ในน้ าเสีย และระยะเวลาท่ีใช้นั้นขึ้นกับอัตราการย่อยสลายของสารอินทรีย์ 
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ขั้นตอนที่ 3 การตกตะกอน (Settle)  
ในกระบวนการนี้จะหยุดการเติมอากาศเพื่อให้ตะกอนจุลินทรีย์ตกตะกอนและแยกช้ัน

ตะกอนจุลินทรีย์ออกจากน้ าเสียท่ีบ าบัดแล้ว การตกตะกอนในถังปฏิกรณ์แบบกึ่ง เทนี้จะมี
ประสิทธิภาพมากกว่าในระบบตะกอนเร่งแบบต่อเนื่อง เนื่องจากน้ าเสียจะอยู่ในสภาพนิ่งอย่าง
สมบูรณ์และไม่ถูกรบกวนจากการไหลของน้ าหรือสภาวะอื่นๆ จึงมีโอกาสน้อยท่ีจุลินทรีย์ในถังจะหลุด
ออกไปจากถังปฏิกรณ์  

 
ขัน้ตอนที่ 4 การถ่ายน้ าทิ้ง (Draw)  
เป็นขั้นตอนท่ีต่อจากการตกตะกอนซึ่งยังคงหยุดการเติมอากาศ การถ่ายเทน้ าท้ิงถือว่าเป็น

ช่วงเวลาท่ีมีการระบายน้ าใสท่ีผ่านการบ าบัดแล้วออกจากถัง เพื่อให้ส่วนของน้ าใสไหลออกจากระบบ
โดยอาจใช้ทุ่นลอยดูดน้ าหรือฝายปรับระดับก็ได้ 
 

ขั้นตอนที่ 5 การพัก (Idle)  
ช่วงเวลานี้เป็นช่วงเวลาท่ีเกิดขึ้นภายหลังจากท่ีระบายน้ าท่ีผ่านการบ าบัดแล้วออกจากถัง

ปฏิกรณ์และก่อนท่ีจะเติมน้ าเสียเข้าถังใหม่อีกครั้ง จุดประสงค์ของการพัก คือ เพื่อเว้นช่วงเวลา
ส าหรับถังปฏิกิริยาแรกให้มีช่วงการเติมน้ าเสียท่ีสมบูรณ์ ก่อนท่ีน้ าเสียจะเข้าสู่ถังอื่นต่อไป บางครั้งจึง
ถูกละเว้นเนื่องจากช่วงพักไม่ใช่ช่วงเวลาท่ีจ าเป็น 
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ภาพที่ 12 ลักษณะการท างานของระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท 
ท่ีมา : ขวัญเนตร สมบัติสมภพ, (2551) 
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2.8 เทคนิคทางชีวโมเลกุล 

 การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในปัจจุบันนิยมใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล เช่น การ
ตรวจสอบรหัสทางพันธุกรรมจากดีเอ็นเอ ซึ่งสามารถช่วยวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ใน
ส่ิงแวดล้อมและระบบต่าง ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยไม่มีปัจจัยรบกวนจากการเพาะเล้ียงเช้ือด้วย
อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ เทคนิคทางชีวโมเลกุลจึงเป็นท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษากลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ท่ีเป็นกลุ่มเป้าหมาย  
 
2.8.1 เทคนิค Polymerase Chain Reaction หรือ PCR  

เป็นเทคนิคท่ีใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีต้องการศึกษาให้มากขึ้นอย่างมีประสิทธิภาพ เทคนิคนี้
ถูกพัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่องและเป็นท่ียอมรับในปัจจุบันในด้านเทคนิคทางชีวโมเลกุลและพันธุ
วิศวกรรม เนื่องจากมีขั้นตอนการท างานท่ีไม่ซับซ้อนและใช้ระยะเวลาน้อย อีกท้ังไม่ต้องท าให้ดีเอ็นเอ
สายนั้นบริสุทธิ์ก็สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอส่วนท่ีต้องการได้  แต่ในการเพิ่มจ านวนจะต้องอาศัย
เอนไซม์และไพรเมอร์ท่ีเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอนั้น ๆ เข้ามาช่วย (วีระพงศ์ ลุลิตานนท์ และ นิภา
ภรณ์ แสนคุณท้าว, (2551)) 

 
หลักการในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR จะเป็นปฏิกิริยาต่อเนื่อง เกิดขึ้นเป็น

ลูกโซ่สามารถท าได้โดยอาศัยหลักการ 3 ข้ันตอนดังต่อไปนี้ ดังแสดงในภาพท่ี 13  
 

1. ขั้นตอน Denaturation เป็นขั้นตอนแรกของการท า PCR โดยจะเพิ่มอุณหภูมิให้
สูงขึ้นถึง 90-95 องศาเซลเซียส เพื่อแยกดีเอ็นเอแม่แบบจากสายคู่ให้เป็นสายเด่ียวและพร้อม
ส าหรับข้ันตอนต่อไป 

2. ขั้นตอน Annealing เป็นขั้นตอนของการลดอุณหภูมิลงมาอยู่ท่ี 50-55 องศา-
เซลเซียส เพื่อให้ไพรเมอร์ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายส้ันๆ ท่ีมีล าดับเบสเป็นคู่ท่ีเข้ากับดีเอ็นเอท่ีเป็น
ต้นแบบ สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอสายเด่ียวได้  

3. ขั้นตอน Primer extension เป็นขั้นตอนการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ตามดีเอ็นเอ
ต้นแบบโดยสังเคราะห์จากปลาย 5’ ไปยังปลาย 3’ จะต้องอาศัยไพรเมอร์และ DNA 
polymerase ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ท่ีช่วยในการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่ เอนไซม์นี้สามารถท างานได้
ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ซึ่งอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับขั้นตอนนี้จะอยู่ในช่วง 70-
75 องศาเซลเซียส 
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การสังเคราะห์ดีเอ็นเอตามเทคนิค PCR ท่ีเกิดขึ้นท้ัง 3 ขั้นตอนนับว่าเป็น 1 รอบ และจะเกิดอีก
หลายรอบจนปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนพอท่ีจะน าไปวิเคราะห์ต่อได้ โดยจ านวนดีเอ็นเอส่วนท่ีต้องการจะ
เพิ่มจ านวนแบบเรขาคณิต (2n) ดังนั้นถ้าด าเนินปฏิกิริยา 10 รอบจะได้จ านวนดีเอ็นเอมากถึง (210) 
1024 ดีเอ็นเอ ดังแสดงในภาพท่ี 13 
 

 
 

ภาพที่ 13 หลักการการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR 
ท่ีมา : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/assets/probe/images/pcr_principle1.gif 
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2.8.2 เทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing (MiSeq, Illumina)  

ปัจจุบันเครื่องมือและเทคโนโลยีได้ถูกพัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่องและ Illumina MiSeq system 
เป็นอีกหนึ่งเครื่องมือรูปแบบใหม่ (Next Generation Sequencing) ท่ีใช้เพื่อค้นหากลุ่มประชากร
จุลินทรีย์ท่ีเป็นกลุ่มเป้าหมายได้และสามารถเพิ่มจ านวน sequencing ได้ปริมาณมากในระยะเวลาอัน
ส้ันโดยไม่จ าเป็นต้องทราบล าดับเบสก่อน ในการศึกษาถึงยีนและล าดับพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตขนาด
เล็กมาก ๆ อย่างเช่น จุลินทรีย์ มักจะนิยมศึกษาโดยใช้ 16S rRNA gene เนื่องจากเป็นยีนท่ีก าหนด
องค์ประกอบพื้นฐานของส่ิงมีชีวิตในระดับไรโบโซม และเป็นยีนท่ีสามารถใช้ในการจ าแนกประเภท
ของจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 
การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing 

ด้วย Illumina MiSeq system มีขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างและวิเคราะห์หากลุ่มประชากร
เป้าหมายดังต่อไปนี้ (16S preparation guide: https://www.illumina.com/content 
/dam/illuminasupport/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s
-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf และ  Woraittinun และ  Suwannasilp, 
(2017)) ดังแสดงในภาพท่ี 14 

1. สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างท่ีต้องการศึกษาด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ 
2. เพิ่มจ านวน 16S rRNA gene บริเวณ v4 region ด้วย primer F515 และ R806 โดยใช้

เทคนิค PCR  
3. ท า PCR clean up ด้วย Ampure XP Beads เพื่อล้างไพรเมอร์ท่ีเหลืออยู่ซึ่งไม่ได้จับบน    

ดีเอ็นเอออก 
4. ติด Index จ าเพาะส าหรับแต่ละตัวอย่างและติด Illumina sequencing adapters ด้วยการ

ท า PCR จ านวนรอบต่ า (8 รอบ)  
5. ท า PCR clean up อีกครั้ง เพื่อล้างไพรเมอร์ออก 
6. ปรับความเข้มข้นดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างให้เท่ากันก่อนท่ีจะรวมตัวอย่างเข้าด้วยกัน 
7. น าตัวอย่างเข้าเครื่องเพื่อ sequencing หาล าดับเบส ซึ่งหลักการ sequencing ภายในของ 

Illumina MiSeq system คือ การน าตัวอย่างท่ีติด Index จ าเพาะมาสร้างกลุ่มดีเอ็นเอโดยการเพิ่ม
จ านวนแบบสะพานโค้ง อีกท้ังอาศัย adapter ท่ีมีล าดับเบสตรงกันกับดีเอ็นเอต้นแบบ โดย adapter 
ในท่ีนี้จะท าหน้าท่ีคล้ายกับไพร์เมอร์ในกระบวนการ PCR ซึ่งเป็นตัวช่วยในการเข้าจับเพื่อสังเคราะห์
เป็นดีเอ็นเอสายใหม่โดยจะต้องอาศัยกรดนิวคลีโอไทด์ หลังจากเกิดสายดีเอ็นเอแบบสะพานโค้งแล้ว
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สายดีเอ็นเอดังกล่าวจะถูกแยกออกเป็นสายเด่ียวเพื่อใช้เป็นแม่แบบในการสังเคราะห์ต่อไปและดีเอ็น-
เอท่ีเพิ่มจ านวนได้ในแต่ละกลุ่มจะมีประมาณ 1,000 ชุด ดังภาพท่ี 15 

หลังจากนั้นเมื่อได้ดีเอ็นเอสายเด่ียวมาแล้ว ท าการเติมนิวคลีโอไทด์และ DNA polymerase 
เพื่อท าการสังเคราะห์เป็นดีเอ็นเอสายใหม่ ซึ่งการท่ีนิวคลีโอไทด์เข้าจับกับดีเอ็นเอต้นแบบในแต่ละ
กลุ่มจะท าให้สีท่ีแสดงออกมามีสีท่ีแตกต่างกันออกไป หลังจากนั้นเติม reversible terminator เพื่อ
หยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ ผลการปลดปล่อยสารเรืองแสงท่ีได้จากนิวคลีโอไทด์แต่ละกลุ่มจะถูก
บันทึกไว้ด้วยระบบคอมพิวเตอร์ เมื่อบันทึกแล้วเครื่องจะท าการล้างนิวคลีโอไทด์และ terminator 
ออกจากเซลล์ก่อนท่ีจะเติมนิวคลีโอไทด์และ DNA polymerase ชุดใหม่เพื่อสังเคราะห์สายใหม่ต่อไป 

8. น าข้อมูลล าดับเบสท่ีได้มาวิเคราะห์เพื่อหาชนิดของจุลินทรีย์ (taxonomic classification) 
โดยเปรียบเทียบกับ Greengenes database และวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 
 

 
 

ภาพที่ 14 การเตรียมตัวอย่างก่อนเข้า Illumina MiSeq system 
ท่ีมา : https://www.illumina.com/content/dam/illuminasupport/documents/ 

documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-
15044223-b.pdf 
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ภาพที่ 15 การเพิ่มจ านวนแบบ bridge ภายใน Illumina MiSeq system 
1. Adapter เข้าจับท่ีดีเอ็นเอต้นแบบ 2. เกิดการสังเคราะห์ดีเอ็นเอแบบสะพานโค้ง 3. ดีเอ็นเอแบบ
สะพานโค้งเพิ่มจ านวนแล้วแยกออกเป็นสายเด่ียวและ 4. พร้อมเป็นแม่แบบเพื่อสังเคราะห์ดีเอ็นเอ

สายใหม่ต่อไป 
ท่ีมา : https://www.eurofinsgenomics.eu/media/112021/faq9.1.gif 

 
 

2.8.3 เทคนิค Fluorescence in situ Hybridization หรือ FISH 

เทคนิค FISH เริ่มใช้ต้ังแต่ปี 1989 และกลายเป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้าง เนื่องจากเป็น
เทคนิคท่ีตรวจวัดกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ได้อย่างง่ายเพียงแค่อาศัย probe ชนิด fluorescence หรือ
สารเรืองแสงเข้าไปจับกับ rRNA ของกลุ่มเป้าหมาย ข้อดีของเทคนิคนี้ คือ สามารถท าได้โดยไม่
จ าเป็นต้องแยกหรือคัดเลือกจุลินทรีย์ออกจากกันและไม่ต้องสกัดดีเอ็นเอด้วย FISH สามารถตรวจวัด
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตได้ จุลินทรีย์ท่ีตรวจพบโดย FISH จะสามารถระบุต าแหน่งและบอกถึง
ปริมาณของกลุ่มจุลินทรีย์ได้โดยไม่ต้องอาศัยการท า PCR ดังแสดงในภาพท่ี 16 ซึ่งเปรียบเทียบเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลต่าง ๆ ท่ีใช้ในการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบระดับความ
เกี่ยวข้องกับ PCR และระดับการให้ข้อมูลในเชิงปริมาณ 

 

https://www.eurofinsgenomics.eu/media/112021/faq9.1.gif
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ภาพที่ 16 เทคนิคทางชีวโมเลกุลท่ีใช้ในการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบระดับ
ความเกี่ยวข้องกับ PCR และระดับการให้ข้อมูลในเชิงปริมาณ 

ท่ีมา : Queirós และคณะ, (2015) 
 

 

 
 

ภาพที่ 17 การติดสี fluorescence 
รูป a-b การติดสีโดยตรง (Direct fluorescent labeling) 

และรูป c-e การติดสีโดยอ้อม (Indirect fluorescent labeling) 
ท่ีมา : Moter และ Göbel, (2000) 
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ในปัจจุบันเริ่มมีการปรับใช้เทคนิค FISH เพื่อใช้ศึกษาวิวัฒนาการ ระบบนิ เวศ และ
ส่ิงแวดล้อมของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์กันมากขึ้น โดยน า ส่วนของ 16S rRNA gene ของกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์เป้าหมายท่ีต้องการศึกษามาติดฉลากด้วยสารสี fluorescence ซึ่งเป็นชนิด 
oligonucleotide probe ท่ีมีความยาวประมาณ 15 ถึง 30 base pair (bp) ด้วยความยาวของ 
probe สายส้ันนี้จะท าให้ probe สามารถเข้าถึงกลุ่มเป้าหมายได้โดยง่าย อีกท้ังในการเลือกชนิดของ 
probe ยังต้องค านึงถึงความจ าเพาะของสาร การท าปฏิกิริยา และการซึมผ่านของสารเข้าสู่เซลล์ด้วย  

ในการติดฉลากสีสามารถท าได้หลายวิธีซึ่งแบ่งออกได้เป็น การติดสีโดยตรง ( Direct 
fluorescent labeling) และการติดสีโดยอ้อม (Indirect fluorescent labeling) ซึ่งวิธีท่ีนิยมใช้มาก
ท่ีสุดคือ การติดสีโดยตรง เนื่องจากเป็นวิธีท่ีเร็วท่ีสุด ง่ายท่ีสุด และใช้งบน้อยท่ีสุด (Moter และ 
Göbel, (2000)) ดังแสดงในภาพท่ี 17 
 

นอกจากนี้สี fluorescence ท่ีใช้ในการติดฉลากก็มีส่วนส าคัญ เรียกว่า fluorochromes ซึ่ง
ในการติดฉลากด้วย fluorochromes ท่ีมีความยาวคล่ืนต่างกันจะสามารถตรวจวัดกลุ่มประชากร
จุลินทรีย์ท่ีต้องการได้มากกว่า 2 ชนิด โดยต้องอาศัย multibandpass filter และควรเลือกใช้สีท่ีเป็น
แบบ sharp emission peak เพื่อป้องกันการซ้อนทับกันของสีเมื่อใช้ fluorochromes มากกว่า 1 
ชนิด (Moter และ Göbel, (2000)) สีย้อมท่ีนิยมใช้ในเทคนิค FISH เพื่อศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 
ดังแสดงในตารางท่ี 2 

 
ตารางที่ 2 Fluorochromes ท่ีนิยมใช้ในการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH 

 
 
ท่ีมา : Cullander, (1999) 
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ภาพที่ 18 ขั้นตอนในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH 
ท่ีมา : Moter และ Göbel, (2000) 

 
ขั้นตอนในการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค FISH สามารถแบ่งออกได้เป็น 

5 ข้ันตอน ดังนี้ (Moter และ Göbel, (2000))  แสดงในภาพท่ี 18  
 
1. Sample collection and fixation of the specimen  
 ในขั้นตอนของการ fixation นับได้ว่าเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญมากของเทคนิค FISH เนื่องจากจะ
ส่งผลโดยตรงต่อค่าท่ีจะอ่านได้ในขั้นตอนสุดท้าย ขั้นตอนนี้เป็นขั้นตอนของการเก็บตัวอย่างและ
เตรียมความพร้อมของเซลล์จุลินทรีย์ก่อนท่ีจะท าการ hybridization จุดประสงค์เพื่อต้องการหยุด
การเจริญเติบโตหรือการย่อยสลายของจุลินทรีย์โดยนิยมใช้สารเคมีจ าพวก แอลดีไฮด์ (aldehydes) 
เอทานอล (ethanol) หรือเมทานอล (methanol) เข้าท าลายผนัง เซลล์ของจุลินทรีย์เพื่อให้  
fluorescence probe สามารถซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ได้ อีกท้ังยังเป็นการป้องกันการสลายตัวของ 
16S rRNA อีกด้วย  

ในการ fixation นี้ส่วนมากจะใช้ 3-4% formaldehyde หรือ paraformaldehyde ท่ีแช่
เย็นส าหรับจุลินทรีย์แกรมลบและจะใช้ 50% ethanol หรือ ethanol/formalin (9:1 v/v) ส าหรับ
จุลินทรีย์แกรมบวก ระยะเวลาท่ีใช้ในการ fixation จะขึ้นอยู่กับแต่ละชนิดของกลุ่มเป้าหมาย ถ้า
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ตัวอย่างตะกอนเป็นสลัดจ์หรือแผ่นฟิล์มท่ีเป็น floc จะนิยม fix ไว้ที่ 2-3 ช่ัวโมง จากนั้นล้างออกด้วย
สาร 1x Phosphate-buffered Saline (1xPBS) และใช้ 1:1 PBS/EtOH เพื่ อรักษาสภาพของ
จุลินทรีย์จากนั้นจึงเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 oC จนกระท่ังน าตัวอย่างมาวิเคราะห์ต่อไป 

ในขั้นตอนการ fixation ด้วย 4% formaldehyde และการเก็บตัวอย่างด้วยเอทานอลจะ
สามารถหยุดการเจริญเติบโตครอบคลุมท้ังจุลินทรีย์แกรมลบและแกรมบวก 

 
2. Specimen preparation and pretreatment 
 ในการเตรียมตัวอย่างบนแผ่นสไลด์แนะน าให้ท าความสะอาดแผ่นสไลด์ก่อนแล้วเคลือบแผ่น
สไลด์ ด้วย coating agent เ ช่น gelatin  poly-L-lysine  silanating agents  homogenization 
หรือ cryo-sections เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพให้จุลินทรีย์เกาะบนแผ่นสไลด์ได้ดียิ่งขึ้น ในกรณีท่ี
จุลินทรีย์ เป็นเซลล์แบบแขวนลอยให้ท าการตรึง จุลินทรีย์ ในเซลล์ท่ีแขวนลอยนั้นด้วย 4% 
paraformaldehyde ก่อน ล้างด้วย 1xPBS แล้วหยดตัวอย่างนั้นลงบนแผ่นสไลด์ท่ีมีสาร coating 
agent รอให้แห้ง หลังจากนั้นจุ่มแผ่นสไลด์ดังกล่าวในเอทานอลท่ีความเข้มข้น 50% 80% และ 
100% ท่ีความเข้มข้นละ 3 นาที ตามล าดับ เพื่อเอาน้ าออกจากเซลล์ ในบางกรณีท่ีเป็นจุลินทรีย์แกรม
บ ว ก อ า จจ า เ ป็ น ต้ อ ง เ ติ ม  lysosome lysostaphin ห รื อ  enzyme mixture เ พื่ อ เ ปิ ด ช้ั น 
peptidoglycan 
 
3. Hybridization with the respective probes 

การ hybridization นับว่าเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญท่ีสุดส าหรับเทคนิค FISH ซึ่งจะต้องท าภายใต้
สภาวะท่ีมีอุณหภูมิเหมาะสมเพื่อให้ probe สามารถเข้าจับกับ rRNA ได้ โดยจะใส่ preheated 
hybridization buffer เพื่อท าให้ fluorescence probe เข้าจับกับ rRNA ได้อย่างสมบูรณ์ ปัจจัยท่ี
ส่งผลต่อการ hybridization คือ เปอร์ เซนต์ความเข้มข้นของ formamide และอุณหภูมิ ท่ีใช้ 
hybridization โดย formamide จะท าให้พันธะไฮโดรเจนอ่อนลงจึงส่งผลให้อุณหภูมิของการ
หลอมเหลวต่ าลง  

ในการ hybridization จะต้องท าในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิระหว่าง 37-50 oC โดยระยะเวลาท่ีใช้จะ
อยู่ระหว่าง 30 นาทีถึงหลายช่ัวโมง ในกรณีท่ีท าการ hybridization มากกว่า 1 probe ให้เริ่ม 
hybridize ท่ีเปอร์เซนต์ความเข้มข้นของ formamide ท่ีสูงกว่าก่อน 

 
4. Washing  

เมื่อเสร็จขั้นตอนของการ hybridization แล้วให้น าแผ่นสไลด์ออกมาล้างด้วยน้ ากล่ันเพื่อ
ก าจัด probe ท่ีไม่ ไ ด้ จับกับ rRNA ออก แล้วล้างด้วย washing buffer ท่ีมีความเข้มข้นของ 
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formamide เท่ากับตอน hybridization หลังจากนั้นน าเข้าตู้อบท่ีอุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาน าสไลด์ดังกล่าวออกมาล้างด้วยน้ ากล่ันแช่เย็นอีกครั้ง ผ่ึงให้แห้งก่อนเข้าสู่
ขั้นตอนต่อไป 
 
5. Mounting, Visualization and documentation 

คือ ขั้นตอนของการหยดสารละลาย slow-fade หรือ anti-fade ลงไปเพื่อป้องกันการ
สลายตัวของสี หลังจากนั้นปิดด้วย cover slide ท าการล๊อคแผ่นสไลด์กับ cover slide ด้วยน้ ายาทา
เล็บ รอให้แห้ง เก็บในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
fluorescence เพื่อท าการวิเคราะห์ต่อไป 
 
 
2.8.4 เทคนิคการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile blue A 

 Nile blue A เป็นสีย้อมแบบ fluorescence ประเภทออกซาซีน (oxazine) ท่ีสามารถ
ละลายน้ าได้และมีคุณสมบัติพิเศษต่างจากสีย้อมท่ัวไป คือ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยแสง fluorescence ท่ี
ความยาวคล่ืนประมาณ 360-460 นาโนเมตร จะสามารถเรืองแสงสีส้มได้ (visible light) ในงานวิจัย
ส่วนใหญ่จะนิยมใช้ Nile blue A เพื่องานทางชีววิทยาและงานทางเนื้อเยื่อทางกายวิภาคศาสตร์
เนื่องจากสีดังกล่าวสามารถย้อมได้ท้ังเซลล์ท่ีมีชีวิตและเซลล์ท่ีตายแล้ว (Sheu และคณะ, (2000) 
เทคนิคนี้จึงเป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ต่อจากเทคนิค FISH (post-stain) เพื่อย้อมสี granule ของพีเอชเอใน
เซลล์ของจุลินทรีย์ ภาพท่ี 19 แสดงการย้อมสีจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ด้วย Nile blue A  

 
 
 

ภาพที่ 19 การย้อมสีจุลินทรีย์ 
ด้วย Nile blue A 

(a.) ภาพ positive control 
(b.) ภาพ negative control 

และ (c.) (d.) (e.) (f.) ภาพตัวอย่างจุลินทรีย์ 
ท่ีมา : Sheu และคณะ, (2000) 
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2.8.5 เทคนิคการย้อมจุลินทรีย์ทั้งหมดด้วย DAPI 

 DAPI หรือท่ีรู้จักในช่ือ 4',6-diamidino-2-phenylindole เป็นสีแบบ fluorescence ชนิด
หนึ่งท่ีใช้ในการย้อมสีแบคทีเรียและอาร์เคีย โดย DAPI จะเข้าไปจับบริเวณดีเอ็นเอสายคู่ (double-
stranded) ของส่ิงมีชีวิต จึงท าให้ DAPI สามารถย้อมได้ท้ังเซลล์ท่ีมีชีวิตและเซลล์ท่ีตายแล้วโดยจะ
ผ่านเข้าไปทางผนังเซลล์ของส่ิงมีชีวิต (Kapuscinski, (1995)) เมื่อน าเซลล์ท่ีย้อมด้วยสี DAPI ไปส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ fluorescence ท่ีความยาวคล่ืน 358-461 นาโนเมตร จะให้แสงท่ีคราม
หรือน้ าเงิน  

ดังนั้นงานนี้จึงใช้เทคนิคการย้อมสี DAPI เพื่อวิเคราะห์หาจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบร่วมกับ
เทคนิค FISH 
 
 
2.9 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 ปัญหาขยะท่ีเกิดขึ้นในปัจจุบันนับว่าเป็นปัญหาท่ีต้องหาหนทางแก้ไขอย่างเร่งด่วนโดยเฉพาะ
ขยะประเภทพลาสติก อีกท้ังปริมาณการใช้ถุงพลาสติกมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่องจึงก่อให้เกิด
ขยะพลาสติกจ านวนมากและส่งผลโดยตรงต่อการจัดการด้านสุขาภิบาลส่ิงแวดล้อม เช่น การฝังกลบ 
เป็นต้น เนื่องจากขยะพลาสติกท่ีพบส่วนใหญ่ผลิตมาจากปิโตรเคมีภัณฑ์ซึ่งใช้น้ ามันและก๊าซธรรมชาติ
เป็นวัตถุดิบหลัก การใช้ทรัพยากรดังกล่าวเป็นการใช้ทรัพยากรท่ีใช้แล้วหมดไปและขยะท่ีเกิดขึ้นไม่
สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติ เพื่อแก้ปัญหาและลดผลกระทบของส่ิงแวดล้อมในระยะยาว 
พลาสติกชีวภาพ (bioplastics) จึงเป็นวัสดุทางเลือกท่ีใช้ทดแทนพลาสติกจากปิโตรเคมีและได้รับ
ความสนใจมากในปัจจุบันและนักวิจัยหลายท่านหันมาศึกษาพลาสติกทางเลือกกันมากขึ้น 
 โพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอตหรือพีเอชเอ คือ พลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งท่ีสามารถย่อยสลายได้
ทางชีวภาพอย่างสมบูรณ์ในระยะเวลาอันส้ัน พีเอชเอจะถูกกระตุ้นและเก็บสะสมไว้ในเซลล์ของ
จุลินทรีย์ด้วยกระบวนการทางชีวภาพเพื่อใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอน ในช่วงแรกของ
การศึกษา นักวิจัยหลายท่านเริ่มศึกษาจากกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ ยกตัวอย่างเช่น Ralstonia 
eutropha และ Alcaligenes latus ซึ่งเป็นแบคทีเรียใน Class Betaproteobacteria นอกจากนี้
ยังศึกษา Azotobacter vinelandii และ Pseudomonas oleovorans ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีใน Class 
Grammaproteobacteria อีกด้วยและ recombinant Escherichia coli เป็นต้น (Shi และคณะ, 
(1997); Lee และ Choi, (1998); Grothe และคณะ, (1999); Grothe และ Chisti, (2000); และ 
Chen, (2010)) ซึ่งกลุ่มจุลินทรีย์ดังกล่าวนี้รับรองได้ว่าสามารถผลิตพีเอชเอได้อย่างแน่นอนและมี
ประสิทธิภาพ (Lee, (1996)) แต่ข้อด้อยของการผลิตพีเอชเอด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ คือ 
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พลาสติกท่ีได้มีราคาสูงมากเมื่อเทียบกับพลาสติกท่ีมาจากปิโตรเคมี เนื่องจากการใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์
บริสุทธิ์จะต้องอาศัยเทคนิคปลอดเช้ือซึ่งมีค่าใช้จ่ายท่ีค่อนข้างสูง อีกท้ังแหล่งคาร์บอนท่ีใช้เป็นสารต้ัง
ต้นมีราคาสูงด้วยเช่นกัน ด้วยเหตุนี้ Kleerebezem และ van Loosdrecht, (2007) จึงริเริ่มท่ีจะ
ศึกษาการผลิตพีเอชเอโดยใช้กลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมและใช้น้ าเสียเป็นสารอาหารของจุลินทรีย์
แทนเพื่อลดต้นทุนของการผลิตพีเอชเอลง ข้อดีของการใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม คือ ไม่ต้องอาศัย
เทคนิคปลอดเช้ือจึงช่วยให้ประหยัดต้นทุนได้อย่างมาก อีกท้ังถ้าเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอสลับ
กับขาดแคลนจะช่วยกระตุ้นให้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้ในปริมาณ
ใกล้เคียงกับกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ พีเอชเอท่ีถูกสะสมในเซลล์ของจุลินทรีย์นั้นสามารถสะสม
ได้ในปริมาณมากและอาจสูงสุดถึง 92% โดยน้ าหนักแห้งได้ ด้วยการเดินระบบแบบให้อาหารเกินพอ
สลับกับขาดแคลน (Johnson และคณะ, (2009), Albuquerque และคณะ, (2010), Jiang และคณะ
, (2011a)) 

ในการเดินระบบนิยมเลือกเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทเพื่อใช้คัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ท่ี
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอ เนื่องจากถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทนี้สามารถเดินระบบได้อย่างครบถ้วน
สมบูรณ์ในถังเดียว อีกท้ังจุลินทรีย์มีโอกาสท่ีจะหลุดออกจากระบบได้น้อย ซึ่งนักวิจัยหลายท่านได้
ท าการศึกษาถึงปัจจัยท่ีส าคัญต่าง ๆ ในการเดินระบบแบบนี้เพื่อกระตุ้นให้จุลินทรีย์ในระบบสามารถ
ผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในปริมาณท่ีสูงท่ีสุด โดยเริ่มจากการใช้สารต้ังต้นหรือสารอาหารท่ีต่างชนิด
กันจะส่งผลต่อชนิดของพีเอชเอท่ีผลิตได้แตกต่างกัน (Satoh และคณะ, (1998), Jiang และคณะ, 
(2011a) และ Jiang และคณะ, (2011c)) โดยหากใช้อะซิเตทและแลคเตทเป็นสารอาหารจะได้
ผลิตภัณฑ์เป็นพีเอชบี (Lemos และคณะ, (2008), Jiang และคณะ, (2011a), Dionisi และคณะ, 
(2005), และ Dionisi และคณะ, (2006))  ส่วนถ้าใช้โพรพิโอเนทเป็นสารต้ังต้นจะพบว่าได้ผลิตภัณฑ์
เป็นโคโพลิเมอร์ของเอชบีและเอชวี P(HV/HB) (Lemos และคณะ, (2006), Woraittinun และ 
Suwannasilp, (2017))  หรือพีเอชวี (Jiang และคณะ, (2011a))  

นอกจากแหล่งคาร์บอนจะมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์แล้ว ยังพบว่าแหล่งไนโตรเจน
ก็ส่งผลเช่นเดียวกัน โดยแหล่งไนโตรเจนอาจอยู่ในรูปของแอมโมเนียซึ่งเป็นองค์ประกอบท่ีจุลินทรีย์ใช้
ในการเจริญเติบโตและส่งผลต่อการผลิตพีเอชเอ (Johnson และคณะ, (2010a)) โดยพบว่าใน
ถังปฎิกรณ์แบบไม่เติมแอมโมเนียม จุลินทรีย์สามารถผลิตและสะสมพีเอชบีได้มากถึง 89% โดย
น้ าหนักแห้ง โดยเดินระบบแบบ fed-batch เป็นเวลา 7.6 ช่ัวโมง (Johnson และคณะ, (2010b)) 
และควรควบคุมค่า pH ให้มีค่าอยู่ระหว่าง 6.5 ถึง 9.5 (Dionisi และคณะ, (2005)) นอกจากนี้การ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิเพียงเล็กน้อยอาจส่งผลโดยตรงต่อการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในถังปฎิกรณ์
ได้ ซึ่งในการเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทพบว่าท่ีอายุตะกอน 10 วัน จุลินทรีย์สามารถผลิตและ
สะสมพีเอชเอได้ดีท่ีสุด คือ 62.2% gPHA/gMLSS (เศารยา กิจพ่อค้า, (2557)) อีกท้ังงานวิจัยของ Liu 
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และคณะ, (2008) พบว่าจุลินทรีย์มีแนวโน้มท่ีจะผลิตพีเอชเอได้มากขึ้น ถ้าอัตราส่วนระหว่างอาหาร
กับจุลินทรีย์ (F/M ratio) มีค่าสูง เนื่องจากเพิ่มอัตราการใช้สารอาหารของจุลินทรีย์ให้สูงขึ้นในระยะท่ี
มีการให้อาหารเกินพอ จึงเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์จะสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอไว้ในเซลล์ได้มากขึ้น 
นอกจากนี้อัตราส่วนระหว่างระยะให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (F/F ratio) ยิ่งมีค่าน้อยจะยิ่ง
ส่งผลให้จุ ลินทรีย์เพิ่มความสามารถในการผลิตและสะสมพี เอชบีไ ด้สูงขึ้นอีกทางหนึ่ งด้วย  
(Albuquerque และคณะ, (2010)) โดยงานวิจัยนี้ก าหนดอัตราส่วน F/F อยู่ในช่วง 0.06-0.20 (สรุป
ในตารางท่ี 1) 
 จุลินทรีย์นับได้ว่าเป็นหัวใจหลักของการผลิตและสะสมพีเอชเอในระบบซึ่งปัจจัยท่ีส าคัญใน
การเดินระบบนั้นส่งผลโดยตรงต่อกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีพบ หากเปล่ียนชนิดของสารต้ังต้นหรือ
สารอาหารย่อมส่งผลท าให้กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีพบเปล่ียนแปลงไปจากเดิมด้วย ตัวอย่างเช่น 
งานวิจัยท่ีผ่านมาพบ Plasticicumulans acidivorans เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักในระบบซึ่งอยู่ใน 
คลาส Gammaproteobacteria ท่ีสามารถผลิตพีเอชบีได้มากถึง 88% โดยน้ าหนักแห้งเมื่อใช้น้ าเสีย
ชนิดอะซิเตทเป็นสารต้ังต้นและยังพบ Thauera selenatis (แบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria) 
และ novel gammaproteobacterium (แบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria) ในถังปฏิกรณ์
แบบกึ่งเทท่ีใช้แลคเตทเป็นสารอาหาร (Jiang และคณะ, (2011a)) นอกจากนี้เมื่อใช้อะซิเตทเป็นสาร
ต้ังต้นสามารถพบ Thauera spp. อีกด้วย (Lemos และคณะ, (2008), Dionisi และคณะ, (2005), 
และ Dionisi และคณะ, (2006)) และการท่ีอุณหภูมิของการเดินระบบเปล่ียนไปก็ส่งผลต่อกลุ่ม
จุลินทรีย์กลุ่มเด่นท่ีพบด้วย เช่น ท่ีอุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส พบกลุ่มจุลินทรีย์เด่น คือ 
Zoogloea sp. (แบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria) และ Plasticicumulans acidivorans 
ตามล าดับ (Jiang และคณะ, (2011b)) อีกท้ังการเดินระบบด้วยค่าอายุตะกอนท่ีแตกต่างกันนี้จะท าให้
เกิดการคัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบและพบจุลินทรีย์ท่ีมีลักษณะแตกต่างกันออกไปได้
เช่นกัน (เศารยา กิจพ่อค้า, (2557))  

ด้วยเหตุนี้จึงเป็นท่ีน่าสนใจว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดกันแน่ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสม  
พีเอชเอในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม เนื่องจากตะกอนท่ีน ามาศึกษาเป็นตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผสมและไม่ทราบชนิดจุลินทรีย์ท่ีแน่ชัดจึงเป็นเหตุให้นักวิจัยหลายท่านต้องการท่ีจะศึกษากลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ในระบบกันมากขึ้น งานวิจัยท่ีผ่านมาของ Dionisi และคณะ, (2005) พบว่าท่ีค่า  
พีเอชระหว่าง 6.5 ถึง 9.5 จะท าให้อัตราการผลิตพีเอชเอมีปริมาณสูงกว่า 50% (on a COD basis) 
อีกท้ังได้ท าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel 
Eletrophoresis)  พ บ จุ ลิ น ท รี ย์ ก ลุ่ ม  Methylobacteriaceae (แ บ ค ที เ รี ย ค ล า ส 
Alphaproteobacteria)  Flavobacterium sp. (แบคทีเรียคลาส Flavobacteriia) Candidatus 
Meganema perideroedes (แบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria) และ Thauera sp. เป็น



 42 

จุลินทรีย์กลุ่มหลักในระบบ แต่ในงานวิจัยดังกล่าวไม่สามารถระบุได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มใดท่ีสามารถผลิต
และสะสมพีเอชเอได้ นอกจากนี้ Oehmen และคณะ, (2014) ได้ท าการศึกษาอิทธิพลของค่าพีเอชต่อ
การผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมพบว่าท่ีค่าพีเอชเท่ากับ 8 จุลินทีย์สามารถผลิตพีเอชเอ
ได้มากถึง 57.5% และมีอัตราการสะสมพีเอชเอมากถึง 0.27 Cmol PHA Cmol X-1 h-1 และเมื่อ
ท าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH ท่ีค่าพีเอชเท่ากับ 8 พบ Azoarcus ซึ่งเป็น
แบคทีเรียกลุ่มหลักคลาส Betaproteobacteria ในระบบท่ีน่าจะสามารถผลิตพีเอชเอได้ในปริมาณท่ี
สูง อย่างไรก็ตามงานวิจัยดังกล่าวไม่สามารถยืนยันได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวนั้นท าหน้าท่ีผลิตและ
สะสมพีเอชเออย่างแท้จริงในระบบ อีกท้ังงานวิจัยท่ีผ่านมาของ Ciesielski และคณะ, (2008) 
ท าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยใช้เทคนิค Real Time-PCR (RT-PCR) ร่วมกับ 
DGGE และเทคนิค clone library ในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทพบ Pseudomonas sp. เป็นแบคทีเรีย
กลุ่มหลักซึ่งจัดอยู่ในคลาส Gammaproteobacteria แต่ยังไม่มีการยืนยันถึงความสามารถและ
บทบาทของจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวในการผลิตและสะสมพีเอชเอในระบบเช่นกัน 

มีงานวิจัยจ านวนน้อยท่ีสามารถระบุชนิดของจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอใน
กลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมได้ ได้แก่ 1. งานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) ท่ีศึกษากลุ่มจุลินทรีย์
สายพันธุ์ผสม โดยใช้เทคนิค PCR-DGGE และ FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอ พบจุลินทรีย์  
Plasticicumulans acidivorans เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักในคลาส Gammaproteobacteria ท่ี
ใ ช้อ ะซิ เตท เป็ นแห ล่ง คาร์ บอน และ  Thauera selenatis เป็ นแบคที เรี ย ก ลุ่มห ลักคลาส 
Betaproteobacteria พบในสารต้ังต้นชนิดแลคเตทซึ่งแบคทีเรียท้ังสองชนิดนี้ท าหน้าท่ีผลิตพีเอชเอ
ในระบบ 2 .  ง านวิ จัยของ  Lemos และคณะ , (2008) พบ Thauera sp. (แบคที เรี ยคลาส 
Betaproteobacteria) เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักถึง 41.1% ในถังปฏิกรณ์ซึ่งใหอ้ะซิเตทเป็นสารอาหาร
และพบ Amaricoccus sp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria มากถึง 61.4% เป็น
จุ ลินทรี ย์ก ลุ่มเ ด่นในถั งปฏิ กร ณ์ ท่ี ให้ โพรพิ โอ เนตเป็นสาร ต้ั ง ต้น โดยใ ช้ เทคนิค Reverse 
Transcriptase–Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพี-
เอชเอพบว่าจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าวสามารถสะสมพีเอชเอได้ในระบบ นอกจากนี้ในงานของ 3. Jiang 
และคณะ , (2012) ไ ด้ท าการศึกษาน้ า เสียจากโรงงานผลิตกร ะดาษพบ Plasticicumulans 
acidivorans เป็นจุลินทรีย์กลุ่มเด่นมากถึง 56% ของจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบ โดยการใช้เทคนิค 
DGGE FISH การย้อมสีพีเอชเอและ quantitative PCR (qPCR) พบว่าจุลินทรีย์กลุ่มนี้สามารถผลิต  
พีเอชเอได้โดยระบบดังกล่าวสามารถสะสมโคพอลิเมอร์ได้สูงถึง 77% โดยน้ าหนักแห้ง (P(HB-co-HV) 
(HB : HV- 86 : 14)) เป็นต้น ซึ่งสามารถสรุปได้ในตารางท่ี 3 จะเห็นได้ว่าการท่ีนักวิจัยจะสามารถระบุ
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอในระบบได้นั้น จะต้องอาศัยเทคนิคทางชีว-
โมเลกุลอื่น ๆ เข้ามาช่วย ซึ่งในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยจึงสนใจ 3 เทคนิค ได้แก่ 1. เทคนิค 16S rRNA gene 
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amplicon sequencing (MiSeq, Illumina)  2. เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile 
blue A และ 3. การย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI 

เทคนิค MiSeq, Illumina เป็นเทคนิครูปแบบใหม่ (Next Generation Sequencing) ท่ี
สามารถเพิ่มจ านวน sequence ได้ปริมาณมากในระยะเวลาอันส้ัน โดยไม่จ าเป็นต้องทราบล าดับเบส
ก่อน โดยในงานวิจัยจะใช้เทคนิคนี้เพื่อวิเคราะห์หากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบจาก
ตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม และเลือกใช้เทคนิค FISH เพื่อท าการระบุกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ี
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในระบบโดยอาศัยหลักการท่ี probe แบบ fluorescence ซึ่งเป็น
สารเรืองแสงเข้าไปจับกับ 16s rRNA ท่ีเป็นกลุ่มเป้าหมาย โดยในงานวิจัยนี้จะมุ่งเป้าหมายไปท่ีกลุ่ม
ประชากรแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria คลาส Alphaproteobacteria Betaproteobacteria 
และ Gammaproteobacteria เนื่องจากงานวิจัยท่ีผ่านมา (Serafim และคณะ, (2006), Lemos 
และคณะ, (2008), Çığgın และคณะ, (2011), Jiang และคณะ, (2011a), Jiang และคณะ, (2012), 
Moita และ Lemos, (2012), Oshiki และคณะ, (2013) และ Queirós และคณะ, (2014)) พบว่า
แบคทีเรีย 3 กลุ่มหลักเหล่านี้มีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
และท าการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A ซึ่งเป็นสีแบบ fluorescence อีกชนิดหนึ่งเพื่อดูพีเอชเอ
ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์และย้อมสี DAPI เพื่อดูกลุ่มแบคทีเรียและอาร์เคียท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นในระบบ 
หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ผลการซ้อนทับกันของแสง fluorescence เพื่อระบุกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิต
และสะสมพีเอชเอได้ในระบบ กล่าวคือ บริเวณท่ีมีการซ้อนทับกันของ FISH probe ของกลุ่มจุลินทรีย์
ท่ีศึกษากับบริเวณท่ีย้อมติดพีเอชเอจะส่ือถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์กลุ่มนั้น 
จากนั้นน าผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับผลวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยเทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing (MiSeq, Illumina) ซึ่งจะช่วยให้สามารถวิเคราะห์กลุ่มจุลินทรีย์ในระดับท่ี
ลึกลงไปกว่าระดับคลาสซึ่งมีแนวโน้มว่าท าหน้าท่ีผลิตและสะสมพีเอชเอภายในระบบ 
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บทท่ี 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 แผนการวิจัย 

 งานวิจัยนี้เลือกเดินระบบโดยใช้ถังปฎิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะท่ีมีการให้อาหารเกินพอ
สลับกับขาดแคลน เนื่องจากมีโอกาสน้อยท่ีตะกอนจุลินทรีย์หลุดออกไปพร้อมกับน้ าเสีย อีกท้ัง
ท าการศึกษาพารามิเตอร์ต่าง ๆ ของระบบ เช่น COD MLSS MLVSS SV30 อุณหภูมิ และปริมาณ   
พีเอชเอ รวมไปถึงระบุกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ ซึ่งขั้นตอนและวิธีการ
ด าเนินงานวิจัยสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ช่วง ดังแสดงในแผนภาพท่ี 1 และภาพท่ี 20 ต่อไปนี้ 

การวิจัยช่วงที่ 1 คัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในระบบโดยถังปฎิกรณ์
แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน 

การวิจัยช่วงที่ 2 จ าแนกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทโดยใช้
เทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing 

การวิจัยช่วงที่ 3 ระบุชนิดจุลินทรีย์ท่ีมีบทบาทในการผลิตพีเอชเอภายในระบบด้วยเทคนิค 
FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI 

 

 
 

ภาพที่ 20 ภาพรวมการด าเนินการวิจัยท้ังหมด 
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แผนภาพที่ 1 แผนการด าเนินการวิจัยท้ังหมด 
 

การวิจัยช่วงที่ 1 

คัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทโดยเดินระบบ
ภายใต้สภาวะให้อาหารมากเกินพอสลับกับขาดแคลน 

และใช้อะซิเตทเป็นน้ าเสียสังเคราะห์ 

เก็บตัวอย่างน้ าและตะกอนจุลินทรีย์ 
เพื่อน ามาวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่าง ๆ ตามระยะเวลาท่ีก าหนด 

ระบบเข้าสู่สภาวะคงท่ี 

การวิจัยช่วงที่ 3  
ระบุชนิดจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH  

ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอและย้อมสี DAPI 

 

การวิจัยช่วงที่ 2 
จ าแนกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing  

(MiSeq, Illumina) 

วิเคราะห์ผลจากการท า FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอและ 
ย้อมสี DAPI เพื่อระบุกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีสะสมพีเอชเอ 
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3.2 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

ในขั้นตอนและวิธีการด าเนินการวิจัยแบ่งการทดลองออกได้เป็น 3 ช่วงดังนี้ 
 

3.2.1 การวิจัยช่วงที่ 1 คัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในระบบโดยถังปฎิกรณ์แบบ
กึ่งเทภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน ซึ่งมีขั้นตอนในการด าเนินการ ดัง
แผนภาพท่ี 2 ต่อไปนี้ 

 

 
 
 

แผนภาพที่ 2 แผนการด าเนินการวิจัยช่วงท่ี 1 
 

3.2.1.1 เดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท ปริมาตร 20 L จ านวน 1 ถัง 

3.2.1.3 ใช้น้ าเสียสังเคราะห์ความเข้มข้น COD 3,000 mg/L  
ก าหนดค่า SRT 10 วันและ HRT 2 วัน เติมอากาศมากเกินพอ ควบคุม pH 6.5-9.5 

 

3.2.1.5 เก็บตัวอย่างน้ าและตะกอนจุลินทรีย์โดยละเอียดของการเดินระบบ  
เพื่อวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่าง ๆ และปริมาณพีเอชเอท่ีเกิดขึ้น ดังแสดงในตารางท่ี 5 

3.2.1.6 บันทึกและวิเคราะห์ผลเพื่อดูสภาวะคงท่ี 
และดูแนวโน้มของการผลิตพีเอชเอสูงสุดของจุลินทรีย์ในระบบ 

3.2.1.2 เติมตะกอนจุลินทรีย์จากโรงงานผลิตเครื่องด่ืมจากผักและผลไม้  
(บริษัท ทิปโก้ เอฟแอนด์บี จ ากัด) ท่ีความเข้มข้น MLSS เริ่มต้น 3,000 mg/L  

3.2.1.4 เก็บตัวอย่างน้ าเพื่อน ามาวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่าง ๆ แต่ละรอบ 
ดังแสดงในตารางท่ี 4 
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3.2.1.1 เริ่มต้นการเดินระบบด้วยการเตรียมถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทซึ่งท าด้วยแก้วใสรูปทรง
ส่ีเหล่ียมขนาดกว้าง 0.3 เมตร ยาว 0.3 เมตร สูง 0.23 เมตร เพื่อให้ปริมาตรน้ าท่ีใช้ในการวิจัย
ปริมาตร 20 L เพื่อท าการคัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอ ดังแสดงในภาพท่ี 
21 
 

 
 

ภาพที่ 21 ถังปฏิกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 
ขนาดกว้าง 0.3 เมตร ยาว 0.3 เมตร สูง 0.23 เมตร 

 
3.2.1.2 จุลินทรีย์ท่ีใช้เพื่อศึกษาการผลิตพีเอชเอในระบบน ามาจากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ

SBR จากโรงงานผลิตเครื่องด่ืมน้ าผักและผลไม้ บริษัท ทิปโก้ เอฟแอนด์บี จ ากัด โดยจุลินทรีย์ท่ีน ามา
วิจัยก าหนดค่า MLSS เริ่มต้นท่ี 3,000 mg/L  

 
3.2.1.3 น้ าเสียสังเคราะห์ท่ีใช้มีองค์ประกอบของอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีส าคัญ ดัง

แสดงในตารางท่ี 4 โดยสามารถค านวณค่าซีโอดีเริ่มต้น (3,000 mgCOD/L) ได้จากสมการต่อไปนี้ 
 

CH3COOH + 2O2    2CO2 + 2H2O 
 

กรดอะซิติก  1  mole ท าปฏิกิริยาพอดีกับออกซิเจน  2 mole 
กรดอะซิติก 60 g ท าปฏิกิริยาพอดีกับออกซิเจน 64  g 

ต้องใช้ กรดอะซิติก X mg/L  เพื่อให้น้ าเสียสังเคราะห์มีค่าซีโอด ี 3,000  mg/L  
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ดังนั้น ต้องใช้ความเข้มข้น CH3COOH 2,812.5 mg/L เพื่อให้น้ าเสียสังเคราะห์มีค่าซีโอดีเป็นไป
ตามท่ีก าหนด 
 

แต่ ธาตุอาหารท่ีใช้จริง คือ CH3COONa.3H2O ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุล 136.08 g/mole (ข้าง
ขวดสารเคมี) สมการด้านล่างนี้ คือ * สมการแสดงการค านวนจ านวน CH3COONa.3H2O ท่ีใช้ในการ
วิจัยเพื่อให้น้ าเสียสังเคราะห์มีค่า 3,000 mg/L  
 

mole CH3COOH  =  mole CH3COONa.3H2O 
    g CH3COOH  =      g CH3COONa.3H2O 
   m CH3COOH       m CH3COONa.3H2O 

   2,812.5 mg/L  =      g CH3COONa.3H2O 

     60 g/mole       136.08 g/mole 
g CH3COONa.3H2O  =      2,812.5 mg/L x 136.08 g/mole 

             60 g/mole 
   g CH3COONa.3H2O  =       6,378.75  mg/L 
 
ดังนั้น จ านวน CH3COONa.3H2O ท่ีใช้จึงมีค่าเท่ากับ  6,378.75 mg/L  เพื่อให้ซีโอดีมีค่าตามท่ี
ต้องการ 
 

นอกจากนี้ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสยังถือเป็นธาตุอาหารท่ีส าคัญต่อการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในระบบอีกด้วย ซึ่งอัตราส่วนท่ีใช้โดยท่ัวไปในระบบ คือ  COD : N : P อยู่ท่ี 
150 : 5 : 1 และถ้าในงานวิจัยนี้ก าหนดค่าซีโอดีไว้ท่ี 3,000 mg/L ดังนั้น อัตราส่วน COD : N : P ท่ี
ใช้ในระบบจะมีค่าอยู่ท่ี 3000 : 100 : 20 ตามล าดับ 

 
 

 

 XCH3COOH =  3000 X 60  mg/L 
               64 

 XCH3COOH = 2,812.5  mg/L 
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** การค านวณสารไนโตรเจนท่ีใช้เป็นธาตุอาหารในระบบ 

จากสาร NH4Cl มีมวลโมเลกุล  53.49  g/mole มี N อยู ่  14  gN/mole 
จะต้องเติม NH4Cl จ านวน      X  mg/L เพื่อให ้ มี N 100  mgN/L 

 
   XNH4Cl = 100 mgN/L x 53.49 g/mole 
      14 gN/mole 
   XNH4Cl = 382.07  mg/L 
 

ดังนั้น จ านวน NH4Cl ท่ีใช้จึงมีค่าเท่ากับ  382.07 mg/L  เพื่อให้ไนโตรเจนมีค่าตามอัตราส่วนท่ี
ก าหนด 
 
 
*** การค านวณสารฟอสฟอรัสท่ีใช้เป็นธาตุอาหารในระบบ 

จากสาร KH2PO4 มีมวลโมเลกุล  136.09  g/mole มี P อยู ่  31  gP/mole 
จะต้องเติม  KH2PO4 จ านวน        X  mg/L เพื่อให ้ มี P 20  mgP/L 

 
   XKH2PO4 = 20 mgP/L x 136.09 g/mole 
      31 gP/mole 
   XKH2PO4 = 87.8  mg/L 
 

ดังนั้น จ านวน KH2PO4 ท่ีใช้จึงมีค่าเท่ากับ  87.8 mg/L  เพื่อให้ฟอสฟอรัสมีค่าตามอัตราส่วนท่ี
ก าหนด 
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ตารางที่ 4 องค์ประกอบของน้ าเสียสังเคราะห์ (3,000 mg/L) ท่ีใช้ในการเดินระบบ  
แหล่งคาร์บอน ความเข้มข้น (mg/L) ความเข้มข้น (g/20L) 
ธาตุอาหารหลัก   

CH3COONa.3H2O 6,378.75* 127.575 
NH4Cl 382.07** 7.64 
KH2PO4 87.8*** 1.756 
MgSO4 500 10 

ธาตุอาหารรอง   
FeCl3 10 0.2 
H3BO3 4 0.08 

CuSO4.5H2O 2 0.04 
MnCl2.2H2O 0.3 0.006 

NaMoO4.2H2O 2 0.04 
CaCl2 10 0.2 

ZnSO4.7H2O 2 0.04 
CoCl2.6H2O 8 0.16 
NiCl2.6H2O 2 0.04 

บัฟเฟอร์และสารอื่นๆ   
NaHCO3 840 16.8 
Thiourea 20 0.4 

ท่ีมา : (Khumwanich และคณะ, (2014)) 
 

ในการเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทนี้ ปัจจัยท่ีส าคัญอีกส่วนหนึ่ง คือ ค่าอายุตะกอน 
(SRT) และค่าระยะเวลาเก็บกักน้ า (HRT)  ซึ่งในระบบจะก าหนดไว้ท่ี 10 วัน และ 2 วัน ตามล าดับ 
โดยค านวณปริมาณการท้ิงตะกอนจุลินทรีย์ในแต่ละวันได้ ดังนี้  
 

อายุตะกอน  
(SRT)    

=               น้ าหนักของจุลินทรีย์ในถังเติมอากาศ        
       น้ าหนักของจุลินทรีย์ท่ีออกจากถังเติมอากาศต่อวัน 

 =           V (L) x MLSS (mg/L)         
                  Qw (L/day) x MLSS (mg/L) 
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10 day =                      20            L 
                         Qw  

Qw =                       2             L/day 
 

ดังนั้น ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์ท่ีจ าเป็นต้องท้ิงออกจากระบบเพื่อควบคุมค่า SRT ไว้ท่ี 10 วัน คือ 2 
L/d 

โดยท่ี  V  คือ  ปริมาตรน้ าเสียในระบบ (L) 
 MLSS  คือ ปริมาณจุลินทรีย์ในระบบ (mg/L) 
 Qw คือ ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์ท่ีท้ิงออกจากระบบ (L/day) 

 
ในขั้นตอนของการเดินระบบจะเติมอากาศด้วยเครื่องเติมอากาศผ่านทางหัวทรายในปริมาณ

ออกซิเจนละลาย (DO) ท่ีมากเกินพอเพื่อป้องกันสภาวะไร้ออกซิเจน ควบคุมค่าพีเอชให้อยู่ในช่วง 
6.5-9.5 ด้วยเครื่องควบคุมพีเอชอัตโนมัติ (pH controller) 

 
การเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทในแต่ละรอบของงานวิจัยนี้ สามารถแบ่งออกได้เป็น 

5 ข้ันตอน ดังแสดงในตารางท่ี 5 และภาพท่ี 22 
 

ตารางที่ 5 ขั้นตอนของการเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทใน 1 รอบ ท่ี SRT 10 วัน และ HRT 2 วัน 
ขั้นตอนการเดินระบบ ระยะเวลาที่ใช้ประมาณ 

1. เติมน้ าเสียสังเคราะห์ 20 L ลงในถังปฏิกรณ์  5 นาที 
2. เกิดปฏิกิริยาในระบบและเติมอากาศมากเกินพอ 46 ช่ัวโมง 
3. น าตะกอนออกจากระบบ 4 L 15 นาที 
4. ตกตะกอนจุลินทรีย์โดยการหยุดเครื่องเติมอากาศเพื่อแยก
จุลินทรีย์และน้ าใสออกจากกัน 

1 ช่ัวโมง 

5. น าน้ าใสออกจากระบบจนครบตามปริมาตรและวนกลับไป
เริ่มเติมน้ าเสียสังเคราะห์เข้าระบบอีกครั้ง 

40 นาที 
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ภาพที่ 22 ขั้นตอนของการเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทใน 1 รอบ ท่ี SRT 10 วัน และ HRT 2 วัน 
 
 

3.2.1.4 เก็บตัวอย่างน้ าเพื่อน ามาวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่าง ๆ แต่ละรอบท่ัวไป ดังแสดงใน
ตารางท่ี 6 
 
ตารางที่ 6 ค่าพารามิเตอร์และปริมาณน้ าตะกอนตัวอย่างท่ีเก็บเพื่อวิเคราะห์ตัวอย่างในรอบท่ัวไป  

 
 

เติมน้ าเสีย
สังเคราะห์  

20 L 5 นาท ี

เกิดปฏิกิริยา  
ในระบบ 

 46 ชั่วโมง 

น าน้ าใส 
ออกจากระบบ 

40 นาที 

ตกตะกอน 
1 ชั่วโมง 

น าตะกอนออกจาก
ระบบ 4 L 
15 นาท ี

1 

2 
3 

4 

5 
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3.2.1.5 เก็บตัวอย่างน้ าและตะกอนจุลินทรีย์โดยละเอียดของการเดินระบบเพื่อวิเคราะห์
พารามิเตอร์ต่าง ๆ และปริมาณพีเอชเอท่ีเกิดขึ้น ดังแสดงในตารางท่ี 7 
 
ตารางที่ 7 ค่าพารามิเตอร์ตัวอย่างน้ าและตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างท่ีเก็บโดยละเอียดเพื่อวิเคราะห์
ตัวอย่าง 

 
 
 

3.2.1.6 หลังจากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณพีเอชเอจากตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างท่ีเก็บได้แต่ละ
ช่วงเวลา โดยใช้คลอโรฟอร์มเป็นตัวท าละลายและตรวจวัดพีเอชเอด้วยเครื่อง Gas chromatography 
ชนิด Flame Ionization detector (GC-FID)  บันทึกค่าท่ีได้และสร้างกราฟเพื่อดูสภาวะคงท่ีและ
แนวโน้มของการผลิตพีเอชเอสูงสุดของจุลินทรีย์ในระบบ โดยมีข้ันตอนละเอียดดังนี้ 
 

3.2.1.6.1 การเตรียมสารละลาย Internal Standard (IS) 
เตรียมสารละลาย IS ท่ีความเข้มข้น 3% กรดซัลฟิวริกในเมทธานอลท่ีมีกรดเบนโซ-

อิก 2 g/L เริ่มจากช่ังกรดเบนโซอิกจ านวน 1 g แล้วละลายในเมทธานอลปริมาตร 485 mL 
ลงในขวดแก้วท่ีมีฝาปิด จากนั้นจึงค่อย ๆ เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 15 mL ลงไป ปิด
ฝาแล้วเขย่าให้เข้ากัน สารนี้สามารถเก็บไว้ได้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งการเตรียมสาร 
IS สามารถเตรียมได้ ดังแสดงในภาพท่ี 23 ต่อไปนี้ 
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ภาพที่ 23 การเตรียมสารละลาย Internal Standard ในการสกัดพีเอชเอ 
 

3.2.1.6.2 การเตรียมตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ก่อนสกัดพีเอชเอ 
น าตัวอย่างท่ีเก็บแต่ละช่วงเวลามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 5 นาที เพื่อแยกตะกอนจุลินทรีย์และน้ าใสออกจากกัน หลังจากนั้นน าตัวอย่างท่ีได้ไป
อบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
3.2.1.6.3 การสกัดพีเอชเอออกจากเซลล์จุลินทรีย์ 
ในการสกัดพีเอชเอให้น าตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ท่ีอบแล้วมาบดละเอียด จากนั้นช่ัง

น้ าหนักตะกอนประมาณ 20 mg ใส่ในหลอดตัวอย่าง (ขนาด 16*100 mm.) แล้วปิเปต
คลอโรฟอร์มและ Internal Standard ปริมาตรอย่างละ 2 mL ลงไป ปิดฝาให้แน่น (ท าในตู้
ดูดควันเนื่องจากคลอโรฟอร์มเป็นสารอันตราย) น าหลอดตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ลงต้มใน Water 
bath ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เพื่อให้เซลล์เปื่อย ซึ่งในระหว่างการ
ท าต้มท่ีทุก ๆ ระยะเวลา 30 นาที จะต้องน าหลอดตัวอย่างออกมาเขย่าด้วย vortex เป็น
เวลาหลอดละ 3 นาที เพื่อให้พี เอชเอท่ีอยู่ในเซลล์ละลายออกมาอยู่กับสารละลาย
คลอโรฟอร์ม ท าจนครบระยะเวลาต้ม 3 ช่ัวโมงและต้ังท้ิงไว้ให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง เมื่อ
หลอดตัวอย่างเย็นลงแล้วให้เติมน้ ากล่ันปริมาตร 1 mL ลงไป ปิดฝาให้แน่นก่อนน าไป 
vortex เป็นเวลา 5 นาที ต้ังท้ิงไว้สักครู่เพื่อให้สารละลายคลอโรฟอร์มแยกช้ันออกจากสาร
อื่น ๆ ซึ่งสารละลายคลอโรฟอร์มจะอยู่ช้ันล่างสุดของหลอดทดลอง (ภาพท่ี 24) จากนั้นใช้ปิ
เปตดูดสารละลายคลอโรฟอร์มออกมาใส่ขวด vial ปริมาตรประมาณ 1 mL ก่อนน าไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FID ต่อไป  

หากยังไม่ได้วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FID ขวด vial ดังกล่าวสามารถเก็บไว้ได้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 สัปดาห์ ในการเตรียมสารละลายมาตรฐานพีเอชเอก็
ท าเช่นเดียวกันกับตัวอย่างโดยใช้สาร poly(3-hydroxybutyric acid-3-hydroxyvaleric 

เติมเมทธานอลปริมาตร 485 mL 

เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 15 mL 

กรดเบนโซอิกจ านวน 1 g 
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acid) ผลิตภัณฑ์ของบริษัท Sigma-Aldaich  ท่ีมีอัตราส่วนของ PHB : PHV เท่ากับ 88 : 12 
เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนัก ท่ีความเข้มข้น 5 g/L ซึ่งขั้นตอนในการสกัดพีเอชเอออกจากเซลล์
จุลินทรีย์สามารถอธิบายได้ดังแผนภาพท่ี 3 

 

 
 

ภาพที่ 24 การแยกช้ันของสารละลายคลอโรฟอร์มในหลอดทดลอง (ขนาด 16*100 mm.) 
 
3.2.1.6.4 วิเคราะห์ปริมาณพีเอชเอด้วยเครื่อง GC-FID 
น าตัวอย่างท่ีสกัดไว้ในขวด vial (ขนาด 2 mL) เข้าวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-FID โดย

เครื่องจะฉีดตัวอย่างปริมาตร 1 µL เข้าเครื่องและใช้สภาวะการวิเคราะห์ตามวิธีของอัมทิกา 
เมืองวงษ์, (2553) ดังตารางท่ี 8 และวิเคราะห์หาปริมาณพีเอชเอด้วยพื้นท่ีใต้กราฟเทียบกับ
กราฟสารละลายมาตรฐานพีเอชเอความเข้มข้น 5 g/L ได้จากสมการต่อไปนี้ 

 
จากกราฟสารละลายมาตรฐานพีเอชเอ  Y  =  aX 

 
โดยท่ี  Y คือ พื้นท่ีใต้กราฟพีเอชเอ/พื้นท่ีใต้กราฟของ IS 

X คือ ความเข้มข้นของพีเอชเอ (g/L) เท่ากับ Y/a 
a คือ ความชันของกราฟสารละลายมาตรฐาน 

 
จากนั้น น าค่า X (g/L) ท่ีค านวณได้จากสมการ ไปค านวณเทียบกับตัวอย่างดังสมการนี้ 
ในสารละลายคลอโรฟอร์มปริมาตร   1000  mL มีปริมาณพีเอชเออยู่   X  g 
ถ้าสารละลายคลอโรฟอร์ม      2  mL จะมีปริมาณพีเอชเออยู่  M g 
   

ดังนั้น  M =   2X  g ในคลอโรฟอร์ม 2 mL 
1000 

  

สารอื่น 

สารละลายคลอโรฟอร์ม 

หลอด
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หาปริมาณพีเอชเอ ได้จาก  K  =   M  (gPHA/gMLSS) 
    P   

หาปริมาณพีเอชเอ (%gPHA/gMLSS)    
K (%gPHA/gMLSS) =   M x  100  

            P 
 

โดยท่ี  K  คือ ปริมาณพีเอชเอ (gPHA/gMLSS) 
                M คือ กรัมของพีเอชเอ (gPHA) ในคลอโรฟอร์ม 2 mL 
                  P  คือ น้ าหนักของตะกอนจุลินทรีย์ท่ีช่ังมาตอนสกัด (gMLSS) 
 

3.2.1.6.5 บันทึกผลและวิเคราะห์ผลเพื่อหาค่าพีเอชเอสูงสุด 
น าค่าปริมาณพีเอชเอ (%gPHA/gMLSS) ท่ีวิเคราะห์ได้ในแต่ละช่วงเวลาของการ

เดินระบบมาสร้างกราฟเทียบกับระยะเวลา (ช่ัวโมง) เพื่อวิเคราะห์หาช่วงเวลาท่ีจุลินทรีย์
สามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด (จุดยอดของกราฟ) ซึ่งตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิต
พีเอชเอได้สูงท่ีสุดในช่วงเวลาดังกล่าวจะถูกน าไปวิเคราะห์ในการทดลองช่วงท่ี 2 และ 3 
ต่อไป  

 
ตารางที่ 8 สภาวะเครื่อง GC-FID  
ชนิดของคอลัมน์ แ ค ป พิ ล ล า รี ค อ ลั ม น์  ( Capillary column)  ช นิ ด 

INNOWAX ขนาด 30 เมตร X 0.32 มิลลิเมตร X 0.25 
ไมโครเมตร 

อุณหภูมิของ injector 250 องศาเซลเซียส (Isothermal) 
อุณหภูมิของ column 130 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที เพิ่มอุณหภูมิเป็น 180 

องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 5 องศาเซลเซียสต่อนาที รักษา
อุณหภูมิไว้ที่ 180 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิของ detector (FID) 250 องศาเซลเซียส (Isothermal) 
Split ratio 50 ต่อ 1 
ก๊าซตัวพา (Carrier gas) ก๊าซฮีเลียม (He) อัตราการไหล 2 mL ต่อนาที 
ปริมาตรการฉีด 1 ไมโครลิตร 

ที่มา : อัมทิกา เมืองวงษ์, (2553)
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แผนภาพที่ 3 ขั้นตอนในการสกัดพีเอชเอออกจากเซลล์จุลินทรีย์ 
 
 
 

 

เตรียม Standard ท่ี 

ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ใส่ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์บดละเอียด 20 mg ลงในหลอดทดลอง 

เติมคลอโรฟอร์ม และ Internal Standard อย่างละ 2 mL  
ลงไปแล้วปิดฝาให้แน่น 

น าหลอดตัวอย่างต้มใน water bath  
ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 

ท าการ vortex เป็นเวลา 3 นาที ระหว่างการท าต้มทุก ๆ 30 นาที 

เมื่อครบเวลา ต้ังท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง 
 

เติมน้ ากล่ันปริมาตร 1 mL ปิดฝาให้แน่น 

Vortex เป็นเวลา 5 นาที แล้วต้ังท้ิงไว้สักครู่ รอให้สารละลายแยกช้ัน 

ปิเปตสารเฉพาะละลายคลอโรฟอร์มออกมาเพื่อเตรียมวิเคราะห์ 

วิเคราะห์ปริมาณพีเอชเอด้วยเครื่อง GC-FID 
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3.2.2 การวิจัยช่วงที่ 2 จ าแนกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบโดยใช้เทคนิค 16S rRNA 
gene amplicon sequencing (MiSeq, Illumina) ดังแสดงในแผนภาพท่ี 4 
 

 
 
 

แผนภาพที่ 4 แผนการด าเนินงานวิจัยช่วงท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 

3.2.2.5 ส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์ Omics Sciences & Bioinformatics 
Center คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.2.2.3 เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในบริเวณ v4 region  
ด้วย primer F515 และ R806 โดยใช้เทคนิค PCR  

3.2.2.1 น าตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมีพีเอชเอสูงสุดมาวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมด
ในระบบด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing (MiSeq, Illumina) 

3.2.2.6 น าข้อมูลล าดับเบสท่ีได้จากเครื่องมาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกับ 

Greengenes database เพื่อทราบถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบ 
 

3.2.2.2 เริ่มจากการน าตะกอนมาสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

3.2.2.4 ท า DNA Purification ด้วย GF-1 Ambiclean Kit (PCR & Gel) 
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จากการวิจัยในช่วงท่ี 1 เมื่อเดินระบบด้วยการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน โดยใช้   
น้ าเสียสังเคราะห์ท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนแล้ว จะได้กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิต
และสะสมพีเอชเอสูงสุดในระบบตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในระบบ และเมื่อเข้าสู่ช่วงการวิจัยท่ี 2 
จะเป็นขั้นตอนของการศึกษาถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดท่ีได้จากช่วงการทดลองท่ี 1 โดยใช้
เทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing (MiSeq, Illumina) ซึ่งขั้นตอนดังกล่าวสามารถ
การด าเนินการได้ดังนี้ 

 
3.2.2.1 น าตัวอย่างกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงสุดจากการ

ทดลองช่วงท่ี 1 มาวิเคราะห์ด้วยการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อ
แยกตะกอนจุลินทรีย์และน้ าใสออกจากกัน เก็บเฉพาะตัวอย่างตะกอนให้ได้ปริมาณ 0.5 mL แล้วแช่ตู้
แช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อเตรียมพร้อมท่ีจะสกัดดีเอ็นเอต่อไป 

 
3.2.2.2 น าตัวอย่างจุลินทรีย์ดังกล่าวมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (DNA 

FastDNA ® SPIN Kit MP Biomedicals) โดยท าตามข้ันตอนท่ีระบุโดยผู้ผลิต  
 
3.2.2.3 เมื่อสกัดดีเอ็นเอออกมาได้แล้วให้ท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในบริเวณ v4 region 

ด้วย primer F515 และ R806 (บริษัท sigma) โดยอาศัยเทคนิค PCR ซึ่ง primer ดังกล่าวแสดงใน
ตารางท่ี 9  

 
ตารางที่ 9 Primer ท่ีใช้ในการทดลอง (ผลิตภัณฑ์ของบริษัท sigma) 

Primer ล าดับเบส 
F515 5′-CACGGTCGKCGGCGCCATT-3′ 
R806 5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′ 

อ้างอิงจาก : Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) 
 

ซึ่งเทคนิค PCR เป็นการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอท่ีเกิดปฏิกิริยาต่อเนื่องกันเป็นลูกโซ่ สามารถท า
ได้โดยใช้โปรแกรมอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับ primer ท่ีขั้นตอนต่าง ๆ ซึ่งในงานวิจัยนี้จะใช้โปรแกรม
อุณหภูมิแสดงในตารางท่ี 10 และองค์ประกอบสารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR ในตารางท่ี 11 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 10 โปรแกรมอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับ primer F515 และ R806  
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 

1. Initial denaturing 95 องศาเซลเซียส 3 นาที  
2. Denaturing 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

20 รอบ 3. Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4. Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
5. Final extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  
6. End 4 องศาเซลเซียส ∞  

 
ตารางที่ 11 องค์ประกอบของสารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR ต่อ 1 ตัวอย่าง ( 13 และ 50 ไมโครลิตร) 

สารเคมี ปริมาตร  
(µL) 

ปริมาตร  
(µL) 

1. น้ า (Molecular grade) 6.65  24.5 
2. 10X Taq Buffer with (NH4)2SO4 1.25  5 
3. MgCl2 (10 mM ; Vivantis ) 1.25  5 
4. Forward primer 515F (10 µM) 1.25  5 
5. Reverse primer 806R (10 µM) 1.25  5 
6. dNTP Mix (10 mM ; Vivantis ) 0.25  1 
7. Taq DNA Polymerase (Fermentus) 0.125 0.5 
8. DNA Template 1  4 

รวม 13  50 
 

ในการท า PCR จะต้องท าภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม คือ อุปกรณ์และเครื่องมือต่าง ๆ ท่ีใช้
จะต้องท าการฆ่าเช้ือโดยใช้แสง UV อย่างน้อย 15 นาที ก่อนท่ีจะเริ่มท าการรวมสารเคมีท่ี 1 - 7 ใน
ตารางท่ี 11 เข้าด้วยกันในหลอดเดียว (vortex เบา ๆ) ซึ่งสารดังกล่าวมักจะถูกเรียกว่า  Master 
mixed และการเตรียม Master mixed สามารถเตรียมพร้อมกันได้ครั้งละหลายตัวอย่าง 

ข้อดีของการรวม Master mixed เข้าด้วยกัน คือ เพื่อลดความผิดพลาดในการปิเปตสาร
ปริมาตรน้อย ๆ สังเกตได้จากสารเคมีใช้แต่ละตัวอย่างมีปริมาตรน้อยมาก และเมื่อ Master mixed 
เข้ากันเป็นเนื้อเดียวกันแล้วให้ปิเปตสารดังกล่าวแบ่งใส่หลอด PCR ปริมาตรหลอดละ 46 µL ก่อนท่ี
จะปิเปตดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีสกัดไว้ (3.2.2.2) ปริมาตร 4 µL ใส่ลงไป ซึ่งปริมาตรรวมทั้งส้ิน 50 µL ต่อ
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หลอด PCR 1 ตัวอย่าง จากนั้นปิดฝาแล้วน าเข้าเครื่อง T100TM Thermal cycle (Bio-Rad) ตาม
โปรแกรมอุณหภูมิในตารางท่ี 10 

ในการเตรียมตัวอย่างเพื่อเลือก condition ท่ีเหมาะสม ผู้วิจัยเลือกเตรียมท่ีปริมาตร 13 µl 
ก่อน และเมือ่ได้ condition ท่ีเหมาะสมกับตัวอย่างตามตารางท่ี 10 แล้วให้เพิ่มปริมาตรเป็น 50 µl  
 เมื่อครบก าหนดระยะเวลาจะต้องท าการตรวจสอบผลการท า PCR  โดยใช้เทคนิค DNA 
electrophoresis ซึ่งเป็นการรันดีเอ็นเอบนเจล (2% w/v agarose gel) ท่ีความต่างศักย์ 100 mV 
เป็นเวลา 50 นาที หลังจากนั้นย้อมด้วย ethidium bromide อีก 45 นาที และตรวจสอบความยาว
ของดีเอ็นเอโดยเทียบกับ DNA ladder & marker ขนาด 100 คู่เบส (Vivantis) ภาพท่ี 25 ภายใต้
กล้องแสงยูวี 

 
 

ภาพที่ 25 DNA ladder&marker ขนาด 100 คู่เบส (Vivantis) 
ท่ีมา : http://www.vivantechnologies.com 

 
3.2.2.4 เมื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในส่วนท่ีต้องการแล้วท า DNA Purification ด้วย GF-1 

Ambiclean Kit (PCR & Gel) (Vivantis) โดยท าตามขั้นตอนท่ีระบุไว้โดยผู้ผลิต และสารเคมีท่ีใช้ดัง
แสดงในตารางท่ี 12 

 
ตารางที่ 12 สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR clean up ต่อ 1 ตัวอย่าง 

สารเคมี ปริมาตร (µL) 
DNA Binding Buffer (Buffer DB) ปริมาตรเท่ากับดีเอ็นเอตัวอย่าง  

Wash Buffer 650 
Elution Buffer 30 
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3.2.2.5 น าตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ส่ง sequence เพื่อ sequencing หาล าดับเบสของตัวอย่างท่ี
ศูนย์ Omics Sciences & Bioinformatics Center ช้ัน 12 อาคารมหาวชิรุณหิศ คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
3.2.2.6 น าข้อมูลท่ีได้จากเครื่องมาวิเคราะห์เพื่อหากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบ

กับ Greengenes database 
 

 จากขั้นตอนงานวิจัยดังท่ีกล่าวมาแล้วในขั้นต้นจะท าให้ทราบถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ท้ังหมดในระบบจากตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ปริมาณมาก
ท่ีสุดและเข้าสู่การด าเนินงานวิจัยในช่วงท่ี 3 ต่อไป 
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3.2.3 การวิจัยช่วงที่ 3 ศึกษาจุลินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ีผลิตพีเอชเอในระบบด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการ
ย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI ดังแสดงในแผนภาพท่ี 5 
 

 
 

แผนภาพที่ 5 แผนการด าเนินงานวิจัยช่วงท่ี 3 

3.2.3.7 เตรียมสารละลาย washing buffer 

3.2.3.2 หยดตัวอย่างลงบนแผ่นสไลด์ท่ีเคลือบด้วย coating agent 

3.2.3.1 น าตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถสะสมพีเอชเอสูงสุดในการวิจัยช่วงท่ี 1 
มาตรึงตัวอย่าง (Fixation) และเก็บไว้ใน 1:1 PBS/Ethanol (PBS/EtOH) 

3.2.3.6 ท าการ hybridize ตัวอย่างบนสไลด์ (3.2.3.2) กับ probe ท่ีเตรียมไว้ (3.2.3.5) 
 

3.2.3.8 ท าการล้าง probe ส่วนท่ีไม่ติดบนดีเอ็นเอออก 

3.2.3.4 เตรียม probe ท่ีต้องการศึกษา  

3.2.3.9 ท าการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile blue A 

3.2.3.3 ท าสไลด์ให้แห้งด้วยการล้างกับสารละลายแอลกอฮอล์ 
(series) 

3.2.3.5 เตรียมสารละลาย hybridization buffer ส าหรับการ Hybridization 

3.2.3.10 ท าการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI 

3.2.3.11 ท าการวิเคราะห์ด้วยแสง Fluorescence ในท่ีมืด และวิเคราะห์ภาพซ้อนทับ 
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ในการวิจัยช่วงท่ี 3 ท าเพื่อศึกษาถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตและ
สะสมพีเอชเอได้ในระบบ โดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI 
นอกจากนี้จะอาศัยผลวิเคราะห์ล าดับเบสท่ีได้จากการวิจัยในช่วงท่ี 2 มาเพื่อยืนยันผลกับกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ท่ีศึกษา ซึ่งมีขั้นตอนการด าเนินการดังนี้ (Nielsen และคณะ , (2009)) และ 
Thayanukul และคณะ, (2010)) 
 

3.2.3.1 เก็บตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงสุด
ในช่วงการวิจัยท่ี 1 มาตรึงตัวอย่างด้วยสารละลาย 4 % formaldehyde ผลิตภัณฑ์จาก SCBT 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อหยุดการเจริญเติบโต หยุดการใช้พีเอชเอและเปิดผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ 
ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ และสารเคมีท่ีใช้แสดงในตารางท่ี 13 

3.2.3.1.1 เก็บตะกอนจุลินทรีย์ในช่ัวโมงท่ีจุลินทรีย์สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอ
ได้สูงสุดปริมาตรหลอดละ 1 mL จ านวน 4-6 หลอด (เก็บให้เพียงพอ) 

3.2.3.1.2 ท าการปั่นเหวี่ยงเพื่อให้ตะกอนจุลินทรีย์และน้ าแยกช้ันออกจากกันท่ี
ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 

3.2.3.1.3 จากนั้นปเิปตน้ าออกจากหลอดทดลองให้เหลือเฉพาะตะกอนจุลินทรีย์ 
3.2.3.1.4 ปิเปตสารละลาย 4% paraformaldehyde ท่ีแช่เย็นลงในหลอดทดลอง

จนท่ัวตัวอย่าง (ปริมาณ 1 mL) 
3.2.3.1.5 vortex หรือเขย่าเบา ๆ เพื่อให้เซลล์จุลินทรีย์สัมผัสกับสารละลาย และ

เก็บตัวอย่างไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 1.5 ช่ัวโมงหรืออาจตรึงไว้
ข้ามคืน แต่ไม่ควรเกิน 24 ช่ัวโมง เนื่องจากจะท าให้เซลล์แห้งได้ 

3.2.3.1.6 เมื่อตรึงตัวอย่างไว้จนครบเวลาแล้ว ให้น าหลอดทดลองดังกล่าวมาปั่น
เหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพื่อแยกส่วนน้ าออกแล้วปิเปตน้ าใสท้ิง 

3.2.3.1.7 เติม 1X PBS ปริมาณ 1 mL ลงในหลอดทดลอง แล้วน าไปเขย่าด้วย
เครื่อง vortex เพื่อล้างสารตรึงออกจากตะกอนเซลล์  ท าซ้ า 2 ครั้ง  

3.2.3.1.8 เติม 1X PBS และ 100% แอลกอฮอล์ ปริมาตรละ 0.5 mL ลงในหลอด
ทดลองดังกล่าวแล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในกรณีท่ีไม่วิเคราะห์ทันทีตัวอย่าง
ดังกล่าวสามารถเก็บไว้ได้เป็นเวลา 1 ปี 
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ตารางที่ 13 สารเคมีท่ีใช้ในกระบวนการ Fixation ต่อ 1 รอบของตัวอย่าง 
(ประมาณ 4-6 หลอดตัวอย่าง) 

สารเคมีที่ใช ้ ปริมาณ (mL) 
1X Phosphate-buffered Saline (1X PBS) 20 
4% paraformaldehyde (PFA) (ผลิตภัณฑ์จาก SCBT (USA)) 6 
100% เอทานอล 3 

 
 

3.2.3.2 เป็นขั้นตอนการหยดตัวอย่างลงบนแผ่นสไลด์ท่ีเคลือบด้วย coating agent ซึ่งสาร 
coating agent นี้จะช่วยจับตัวอย่างให้อยู่บนแผ่นสไลด์ได้ดีขึ้น โดยก่อนจะหยดตัวอย่างจะต้องล้าง
แอลกอฮอล์ออกด้วย 1X PBS ก่อน จ านวน 2 ครั้ง แล้วจึงปิเปตตัวอย่างปริมาตรหลุมละประมาณ 8 
µl หยดลงบนแผ่นสไลด์หลุมท่ีเตรียมเอาไว้ (ดังภาพท่ี 26) รอจนตัวอย่างแห้งแล้วจึงท าขั้นตอนต่อไป  

 

 
 

ภาพที่ 26 แผ่นสไลด์ท่ีใช้ในการหากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค FISH 
 
 

3.2.3.3 เมื่อตัวอย่างแห้งแล้วน าแผ่นสไลด์ดังกล่าวไปท า alcohol series ให้แห้งสนิทโดยจุ่ม
ลงในสารละลายแอลกอฮอล์ท่ี 50%, 80%, และ 100% ท่ีสารละลายความเข้มข้นละ 3 นาที 
ตามล าดับ เมื่อเสร็จแล้วผ่ึงแผ่นสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง ดังภาพท่ี 27 
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ภาพที่ 27 ขั้นตอนการท าสไลด์ให้แห้งด้วยการท า alcohol series ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ 
 

 
3.2.3.4 เตรียม probe และ primer ท่ีต้องการศึกษาในไฟลัม Proteobacteria โดย probe 

เป็นชนิด fluorescence ท่ีสามารถเรืองแสงได้และมีความจ าเพาะของ %formaide (%FA) ท่ี
แตกต่างกัน ส่วน primer เป็นสารท่ีไม่มีสี จะใช้เพื่อเป็นสาร competitior เพื่อเข้าจับกับดีเอ็นเอส่วน
ท่ีต่างกันในกรณีท่ีท า hybridization ระหว่าง probe GAM42a และ probe BET42a (ในตารางท่ี 
14) 
ตารางที่ 14 ชนิดของ probe และ primer ท่ีต้องการศึกษาในไฟลัม Proteobacteria 

Name Specificity Sequence Color %FA 
ALF1b คลาส Alphaproteobacteria 5' -CGTTCG(C/T)TCTGAGCCAG-3' Cy3 (Red)  20 

ALF968 คลาส Alphaproteobacteria 5' -GGTAAGGTTCTGCGCGTT-3' Cy3 (Red) 20 

BET42a คลาส Betaproteobacteria 5' -GCCTTCCCACTTCGTTT-3' Cy3 (Red) 35 

BET42a คลาส Betaproteobacteria 5' -GCCTTCCCACTTCGTTT-3' primer 35 

GAM42a คลาส 

Gammaproteobacteria 

5' -GCCTTCCCACATCGTTT-3' Cy3 (Red) 35 

GAM42a คลาส 
Gammaproteobacteria 

5' -GCCTTCCCACATCGTTT-3' primer 35 

ที่มา : http://probebase.csb.univie.ac.at/ 
 

ซึ่งท้ัง probe และ primer ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ส่ังมาจากบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
โดย probe และ primer ท่ีไ ด้มานั้นเมื่อละลายจะถูกเรียกว่า Master solution หรือ Stock 
solution 

50% 
alcohol 

3 นาที 
 

80% 
alcohol 

3 นาท ี

100% 
alcohol  

3 นาที ผ่ึงให้แห้ง 

http://probebase.csb.univie.ac.at/
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ส่วน probe และ primer ท่ีใช้ในขั้นตอนของการ Hybridization จะต้องท าให้เป็น working 
probe solution ก่อน ซึ่งขั้นตอนในการละลาย Master solution และการเตรียม working probe 
solution สามารถท าได้ต่อไปนี้ (จะต้องท าในท่ีมืดทุกขั้นตอนเพื่อป้องกัน probe สลายตัว) 

1. ในการเตรียม Master solution น า probe และ primer ท่ีต้องการมาละลาย 
โดยปิเปต TE-buffer ใส่ในหลอด probe และ primer แต่ละหลอดตามปริมาตรท่ีบอก (ข้าง
ขวดหรือแผ่นท่ีแนบมา) ในหน่วย µl เพื่อใหค้วามเข้มข้นสุดท้ายเป็น 100 pmol/µl  

2. ในกรณีท่ียังไม่เตรียม working probe solution ให้เก็บ Master solution ไว้ท่ี
อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

3. ถ้าต้องการเตรียม working probe solution ให้เจือจาง Master solution กับ
น้ า (Molecular grade) ในอัตราส่วน 1:100 ได้เลยแล้วปิเปตสารขึ้นลงเบา ๆ เพื่อให้สาร
เป็นเนื้อเดียวกันแล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
 

3.2.3.5 เตรียมสารละลาย hybridization buffer ด้วยความเข้มข้นของ %FA ท่ีเหมาะสม
ส าหรับให้ probe เข้าจับกับ 16S rRNA ของจุลินทรีย์ในตัวอย่าง ดังแสดงในตารางท่ี 15 ซึ่งสาร 
hybridization buffer ท่ีเตรียมไ ด้จะมีปริมาตรรวมเท่ากับ  2 mL และเพียงพอส าหรับท า  
hybridization 2 ตัวอย่าง 
 
ตารางที่ 15 องค์ประกอบของสารละลาย hybridization buffer ท่ีความเข้มข้น %FA ต่าง ๆ  

FA 
(%) 

FA 
(µL) 

Milli-Q 
(µL) 

5 M NaCl 
(µL) 

1 M Tris/HCl 
(µL) 

10% SDS 
(µL) 

0 0 1600 360 40 2 
5 100 1500 360 40 2 
10 200 1400 360 40 2 
15 300 1300 360 40 2 
20 400 1200 360 40 2 
25 500 1100 360 40 2 
30 600 1000 360 40 2 
35 700 900 360 40 2 
40 800 800 360 40 2 
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45 900 700 360 40 2 
50 1000 600 360 40 2 
60 1200 400 360 40 2 
65 1300 300 360 40 2 
70 1400 200 360 40 2 

 
เนื่องจากในงานวิจัยเลือกใช้ probe ในตารางท่ี 14 ดังนั้นสาร hybridization buffer ท่ี

เลือกใช้จึงมีความจ าเพาะกับ %FA ท่ี 20 และ 35 ตามล าดับ 
  
 

3.2 .3 .6  เมื่ อ เตรียม  hybridization buffer แล้ว  ขั้น ต่อ ไปจะ เริ่ มขั้ นตอนของการ 
hybridization ระหว่างตัวอย่าง (3.2.3.2) กับ working probe solution ท่ีต้องการศึกษา (3.2.3.4) 
โดยมีขั้นตอนต่อไปนี้  

3.2.3.6.1 เตรียม corning tube (หลอด centrifuge ท่ีผ่านการ Sterile) หลอด
ปริมาตร 50 mL จากนั้นใส่กระดาษกรอง (filter paper) หรือกระดาษทิชชู่ลงตามแนวยาว
ของหลอด  

3.2.3.6.2 ค านวณปริมาตรของ probe และ hybridization buffer ท่ีต้องการใช้ใน
แต่ละตัวอย่าง ในอัตราส่วน 1 :8 (probe: hybridization buffer) เพื่อให้มีปริมาตรท่ี
เพียงพอส าหรับการ hybridization 

เช่น ถ้าตัวอย่าง 2 ตัวอย่าง จะต้องปิเปตแบ่ง hybridization buffer จากหลอด
ปริมาตร 2 mL ใส่หลอดทดลองเล็ก ๆ หลอดละ 8 µL จ านวน 2 หลอดก่อน (ปริมาตรรวม 
16 µL) แล้วจึงค่อยปิเปต probe ปริมาตร 1 µL ใส่ตามทีหลังผสมให้เข้ากันด้วยปิเปตอย่าง
ช้า ๆ (ในกรณีท่ีต้องใส่ competitor probe ก็ใส่ในขั้นตอนนี้) 

3.2.3.6.3 หลังจากนั้นปิเปตสารละลาย hybridization buffer ปริมาตรท่ีเหลืออยู่
ลงบนกระดาษทิชชู่ท่ีเตรียมไว้ ปิดฝาหลอดให้สนิทแล้วน าหลอดดังกล่าวเข้า hybridization 
oven ท่ีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาทีจนกระท่ังเข้าสู่สภาวะสมดุล ถือเป็น 
pre-incubated tube เพื่อให้ hybridization buffer พร้อมใช้งาน 

3.2.3.6.4 เมื่อครบเวลา pre-incubated tube ให้น าหลอดเล็ก ๆ ท่ีเตรียมไว้        
(3.2.3.6.2) ปิเปตใส่ในแต่ละตัวอย่างบนแผ่นสไลด์หลุม ในกรณีท่ีท า hybridization มากกว่า 
1 probe ท าเริ่มท่ี probe ท่ีมี %FA สูงกว่าก่อน 
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3.2.3.6.5 น าแผ่นสไลด์ใส่ pre-incubated tube ท่ีเตรียมไว้แล้วเข้า hybridization 
oven ท่ีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส อีกครั้ง ซึ่งระยะเวลาของการ hybridization จะใช้เวลา
ประมาณ 2-4 ช่ัวโมง 

 
 

3.2.3.7 ระหว่างรอการ hybridization  สามารถเตรียมสารละลาย washing buffer  ได้ 
ตามข้ันตอนดังนี้ 

 3.2.3.7.1 เตรียม corning tube (หลอด centrifuge ท่ีผ่านการ Sterile) หลอด
ปริมาตร 50 mL แล้วปิเปตสารละลาย washing buffer ซึ่ง %FA ของสารละลาย washing 
buffer (แสดงในตารางท่ี 16) จะต้องสอดคล้องกับ %FA ของสารละลาย hybridization 
buffer (แสดงในตารางท่ี 15) 

3.2.3.7.2 น า corning tube ท่ีเตรียมใส่ใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 48 องศา-
เซลเซียส เพื่อเป็น Pre-heat washing buffer  

3.2.3.7.3 เตรียมน้ า dH2O ท่ีกรองแล้ว แช่เย็นไว้ส าหรับล้างสาร washing 
 
 

3.2.3.8 เมื่อเสร็จขั้นตอนของการ hybridization ต่อมาจะเป็นขั้นตอนของการ washing ซึ่ง
เป็นการล้าง probe ส่วนท่ีไม่ได้เข้าจับกับ 16S rRNA ออกจากตัวอย่างบนสไลด์ 

3.2.3.8.1 หลังครบระยะเวลาแล้วให้น า corning tube ออกจาก water bath แล้ว
ค่อย  ๆ  ปิ เปต washing buffer ท่ีอุ่ น ไว้ ปริ มาตรประมาณ 1 mL ล้างสารละลาย 
hybridization buffer บนแผ่นสไลด์ 

3.2.3.8.2 ก่อนจะน าแผ่นสไลด์ดังกล่าวไปจุ่มใน corning tube ท่ีอุ่น washing 
buffer ไว้ แล้วน า corning tube ท่ีมีแผ่นสไลด์เข้าไปใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 48 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3.2.3.8.3 เมื่อครบเวลา 15 นาที น า corning tube ออกจาก water bath แล้วจึง
ค่อย ๆ น าแผ่นสไลด์ออกมาล้างด้วยน้ า dH2O ท่ีแช่เย็นไว้ (3.2.3.7.3) และรอให้แห้งท่ี
อุณหภูมิห้อง 
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ตารางที่ 16 องค์ประกอบของสารละลาย washing buffer  ท่ีสอดคล้องกับ %FA ของสารละลาย 
hybridization buffer ท่ีความเข้มข้น %FA ต่าง ๆ 

FA 
(%) 

1 M Tris/HCl 
pH 8.0 (µL) 

10% SDS (µL) 5 M NaCl (µL) 0.5 M EDTA 
(µL) 

0 1000 50 9000 0 
5 1000 50 6300 0 
10 1000 50 4500 0 
15 1000 50 3180 0 
20 1000 50 2150 500 
25 1000 50 1490 500 
30 1000 50 1020 500 
35 1000 50 700 500 
40 1000 50 460 500 
45 1000 50 300 500 
50 1000 50 180 500 
55 1000 50 100 500 

 
3.2.3.9 หลังจากนั้นย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile blue A (post-stain) (ผลิตภัณฑ์ของบริษัท 

sigma) ในเซลล์จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ ดังขั้นตอนต่อไปนี้ (Johnson และคณะ, 
(2009)) 

3.2.3.9.1 เตรียมสารละลาย 1% (wt/vol) Nile blue A ใน corning tube (หลอด 
centrifuge ท่ีผ่านการ Sterile) หลอดปริมาตร 50 mL 

3.2.3.9.2 น า corning tube เข้า oven ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เพื่อเป็นการ 
pre-heat 

3.2.3.9.3 เมื่อสารละลาย Nile blue A เริ่มอุ่น ให้น าแผ่นสไลด์ดังกล่าวจุ่มใน 
corning tube โดยให้สารละลายท่วมแผ่นสไลด์ แล้วจึงน า corning tube เข้า oven ท่ี
อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3.2.3.9.4 เมื่อครบเวลาให้น า corning tube ออกจาก oven แล้วดึงสไลด์ออกจาก 
corning tube จากนั้นล้างสารละลาย Nile blue A ออกด้วยการจุ่มแผ่นสไลด์ในสารละลาย
กรดอะซิติก 8% (vol/vol) เป็นเวลา 1 นาที  
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3.2.3.9.5 หลังจากนั้นล้างด้วยน้ า dH2O อีกครั้งแล้วผ่ึงแผ่นสไลด์ให้แห้ง  
 
 
3.2.3.10 ท าการย้อมสีด้วย DAPI เพื่อดูกลุ่มแบคทีเรียและอาร์เคียท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นในระบบ 

ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ (http://botanika.biologija.org/exp/protocols/DAPI-staining-protocol.pdf) 
3.2.3.10.1 เตรียมสารละลาย DAPI ท่ีความเข้มข้น 1 µg/mL แล้วเก็บไว้ในท่ีมืดท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ป้องกันการสลายตัว) 
3.2.3.10.2 เมื่อต้องการใช้ให้ปิเปตสารละลาย DAPI ปริมาตรประมาณ 8 µL ลงบน

สไลด์ตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง ท้ิงไว้ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที  
3.2.3.10.3 เมื่อครบเวลาแล้วน าสไลด์ออกมา แล้วล้างด้วยน้ ากล่ันจนท่ัวแผ่นสไลด์ 

แล้วรอให้แห้ง 
 
 
3.2.3.11 หลังจากนั้นเตรียมแผ่นสไลด์ ส าหรับส่องภายใต้กล้องแบบ fluorescence สามารถ

ท าได้ตามข้ันตอนต่อไปนี้ 
3.2.3.11.1 หยดสารละลาย Slow-fade ลงบนสไลด์จนท่ัว 
3.2.3.11.2 ปิดด้วยแผ่น cover slide และกด cover slide จากตรงกลางออกไป

ด้านข้างเพื่อให้สารกระจายออกและไล่อากาศ 
3.2.3.11.3 ท าการเคลือบ cover slide  ด้วยน ายาทาเล็บเพื่อป้องกันไม่ให้ cover 

slide  เคล่ือนหลุดออกจากแผ่นสไลด์ 
3.2.3.11.4 น าไปส่องภายใต้กล้องบันทึกภาพเซลล์ระบบ confocal (Fluoview 

FV10i Olympus) เพื่อดูการซ้อนทับกันของแสง fluorescence ท่ีศูนย์เครื่องมือวิ จัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
ท าการวิเคราะห์ผลการซ้อนทับของแสงสีต่าง ๆ ท่ีได้ โดย probe ท่ีศึกษาและสารย้อมสีจะ

ให้แสง fluorescence ท่ีต่างกันเนื่องจากความยาวคล่ืนท่ีต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 17 โดย probe 
ท่ีศึกษาจะให้แสงสีแดง สาร Nile Blue A จะให้แสงสีเหลืองและ DAPI จะให้แสงสีน้ าเงิน ตามล าดับ 

ผลการซ้อนทับกันของแสง fluorescence สีแดงและสีน้ าเงินในบริเวณเดียวกันแสดงให้เห็น
และยืนยันว่ากลุ่มจุลินทรีย์ท่ีศึกษาเป็นกลุ่มของแบคทีเรียหรืออาร์เคีย ยิ่งไปกว่านั้นถ้าพบแสงสีแดง
แสงสีน้ าเงินและแสงสีเหลืองในบริเวณเดียวกันจะยืนยันได้ว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ีศึกษามีความสามารถใน
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การผลิตพีเอชเอ ในทางกลับกันถ้าแสงสีแดงและแสงสีเหลืองไม่ได้ซ้อนทับกันแสดงว่าแบคทีเรียกลุ่มท่ี
ศึกษาไม่สามารถผลิตพีเอชเอได้  

จากนั้นวิเคราะห์ความหนาแน่นของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยสุ่มภาพตัวอย่างจ านวน 20 
ภาพต่อ 1 กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีศึกษา ท าการนับเซลล์ของกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีพบเทียบกับจ านวนจุลินทรีย์
ท้ังหมด รวมไปถึงท าการนับจ านวนพีเอชเอท่ีจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มสามารถผลิตได้เทียบกับจ านวนพี-
เอชเอท้ังหมดท่ีพบ ค านวณและแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์ซึ่งจากขั้นตอนดังกล่าวมาท้ังหมดจะสามารถ
ระบุกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ 

 
ตารางที่ 17 การติดสี fluorescence ของ probe และสารย้อมสี 

กลุ่มจุลินทรีย์ที่ศึกษา Probe สารย้อมสี 
ความยาวคลื่น 

(nm) 
แสง 

fluorescence 
   Ex Em  

Alphaproteobacteria ALF1b  547 567 สีแดง 
Alphaproteobacteria ALF968  547 567 สีแดง 
Betaproteobacteria BET42a  547 567 สีแดง 

Gammaproteobacteria GAM42a  547 567 สีแดง 
  Nile Blue A 631 647 สีเหลือง 
  DAPI 359 461 สีน้ าเงิน 

*Ex คือ Excited state, Em คือ Emission state 
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3.3 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

3.3.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

3.3.1.1 ถังแก้วใสรูปทรงส่ีเหล่ียม ขนาดกว้าง 0.3 เมตร ยาว 0.3 เมตร สูง 0.3 เซนติเมตร  
3.3.1.2 ปั๊มเติมอากาศและสายยางส าหรับเติมอากาศ 
3.3.1.3 หัวทรายกระจายอากาศ 
3.3.1.4 กระดาษกรอง GF/C ขนาด 0.45 ไมครอน เส้นผ่านศูนย์กลาง 4.7 เซนติเมตร 
3.3.1.5 อุปกรณ์ทดลองทางวิทยาศาสตร์ เช่น ไมโครปิเปต บีกเกอร์ขนาดต่างๆ หลอด

ทดลองส าหรับวิเคราะห์ซีโอดี บิวเรต เป็นต้น 
3.3.1.6 ชุดกรองแบบกรวยบุชเนอร์ 
3.3.1.7 กรวยอิมฮอฟฟ์ (Imhoff cone) 
3.3.1.8 เครื่องควบคุมค่า pH (pH controller) ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 M 
3.3.1.9 เครื่องวัดค่าการละลายออกซิเจน (DO meter) 
3.3.1.10 เครื่องช่ังสารทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
3.3.1.11 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
3.3.1.12 เครื่อง Gas chromatography (GC) 
3.3.1.13 ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  103-105 องศาเซลเซียส 
3.3.1.14 เตาเผา 550 องศาเซลเซียส 
3.3.1.15 ตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและตู้แช่ -20 องศาเซลเซียส 
3.3.1.16 อุปกรณ์และเครื่องมือส าหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon 

sequencing (MiSeq, Illumina) 
3.3.1.17 อุปกรณ์และเครื่องมือส าหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH 
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3.3.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

3.3.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมน ้าเสียสังเคราะห์ 

3.3.2.1.1 โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate; CH3COONa) 
3.3.2.1.2 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassiumdihydrogenphosphate; 

KH2PO4) 
3.3.2.1.3 แอมโมเนียมคลอไรด์ (Ammonium chloride; NH4Cl) 
3.3.2.1.4 ไดโพแทสเซียมฟอตเฟต (Dipotassium phosphate; K2HPO4) 
3.3.2.1.5 แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate; MgSO4) 
3.3.2.1.6 เฟอร์ริคคลอไรด์ (Ferric chloride; FeCl3) 
3.3.2.1.7 กรดบอริค (Boric acid; HBO3) 
3.3.2.1.8 คอปเปอร์ซัลเฟต (Copper sulfate; CuSO4.5H2O) 
3.3.2.1.9 แมงกานีสคลอไรด์ (Magnesium chloride; MnCl2.2H2O) 
3.3.2.1.10 โซเดียมโมลิบเดต (Sodium molybdate; NaMoO4.2H2O) 
3.3.2.1.11 แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium chloride; CaCl2) 
3.3.2.1.12 ซิงค์ซัลเฟต (Zinc sulfate; ZnSO4.7H2O) 
3.3.2.1.13 โคบอลท์คลอไรด์ (Cobalt chloride; CoCl2.6H2O) 
3.3.2.1.14 นิเกิลคลอไรด์ (Nickel chloride; NiCl2.6H2O) 
3.3.2.1.15 ไทโอยูเรีย (Thiourea; H2NCSNH2) 
3.3.2.1.16 โซเดียมไบคาร์บอเบต (Sodium bicarbonate; NaHCO3) 
 

3.3.2.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ซีโอดี 

3.3.2.2.1 โพแทสซียมไดโครเมต (Potassium Dichromate; K2Cr2O7) 
3.3.2.2.2 เมอร์คิวริคซัลเฟต (Mercuric sulfate; HgSO4) 
3.3.2.2.3 กรดซัลฟูริคเข้มข้น (Concentrated sulfuric acid; conc. H2SO4)  
3.3.2.2.4 ซิลเวอร์ซัลเฟต (Silver sulfate; Ag2SO4) 
3.3.2.2.5 เฟอรัสซัลเฟต (Ferrous fulfate; FeSO4.7H2O) 
3.3.2.2.6 1,10-ฟีแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (1,10-phenanthroline monohydrate; 
C12H8N2.H2O) 
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3.3.2.3 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing (MiSeq, Illumina) 

3.3.2.3.1 น้ าปราศจากดีเอ็นเอส าหรับท า PCR 

3.3.2.3.2 10X Taq Buffer 

3.3.2.3.3 dNTP 

3.3.2.3.4 MgCl2 (10 mM ; Vivantis ) 

3.3.2.3.5 Taq DNA Polymerase 

3.3.2.3.6 Forward primer 515F 

3.3.2.3.7 Reverse primer 806R 

3.3.2.3.8 DNA Binding Buffer (Buffer DB) 
3.3.2.3.9 Wash Buffer 

3.3.2.3.10 Elution Buffer 

 

3.3.2.4 สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH การย้อมสีพีเอชเอและย้อมสี 
DAPI 

3.3.2.4.1 3X Phosphate buffered saline (PBS) เตรียมได้จาก 0.1 M NaH2PO4 

ผสมกับ 0.1 M Na2HPO4 จน pH 7.4 จากนั้นแบ่งสารละลาย 300 ml 

แล้วเติม NaCl 22.8 g แล้วปรับปริมาตร 1000 mL น าเข้า Autoclave 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

3.3.2.4.2 4% paraformaldehyde (PFA) 

3.3.2.4.3 100% เอทานอล 
3.3.2.4.4 0.9 M NaCl 

3.3.2.4.5 20 mM Tris-HCl 

3.3.2.4.6 0.01% sodium dodecyl sulfate (SDS) 

3.3.2.4.7 Formamide (FA) 
3.3.2.4.8 4.5 M NaCl 

3.3.2.4.9 1 M Tris-HCl (pH 7.4) 

3.3.2.4.10 1% solution dodecyl sulfate (SDS) 
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3.3.2.4.11 0.5 M EDTA 
3.3.2.4.12 1% (wt/vol) Nile blue A 
3.3.2.4.13 กรดอะซิติก 8% (vol/vol) 
3.3.2.4.14 Slow-fade 
3.3.2.4.15 1000X DAPI stock (ละลาย DAPI 0.2 mg ในน้ ากล่ัน 1 mL) 
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บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและวิจารณ ์

งานวิจัยนี้ศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอใน
ระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนโดยใช้อะซิเตทเป็นแหล่ง
คาร์บอน ด้วยการใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล ซึ่งผลการวิจัยสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ส่วน ดังนี้ 

1) การคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์ 
2) กลุ่มจุลินทรีย์ท้ังหมดในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing 
3) การวิเคราะห์กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับ

การย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI 
4) การคาดการณ์กลุ่มจุลินทรีย์ ท่ีสามารถผลิตพี เอชเอได้ในระดับลึกกว่าคลาสใน 

Proteobacteria 
 
4.1 การคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์แบบก่ึงเท 

เมื่อเดินระบบด้วยตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตเครื่องด่ืมน้ าผักและ
ผลไม้ภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน โดยท าการเติมอากาศตลอดเวลา และควบคุม
ค่าอายุตะกอน (SRT) ท่ี 10 วัน และระยะเวลากักเก็บน้ า (HRT) ท่ี  2 วัน ผลการเดินระบบถังปฏิกรณ์
และการสะสมพีเอชเอภายในระบบเป็นดังนี้ 
 
4.1.1 การเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบก่ึงเทภายใต้สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลบักับขาดแคลน  

จากการเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะท่ีมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน ผล
ความเข้มข้นของสารอินทรีย์ ความเข้มข้นของตะกอนจุลินทรีย์ ค่าพีเอช ค่าออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ 
และความสามารถในการตกตะกอนในระบบ เป็นดังต่อไปนี้ 
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4.1.1.1 ความเข้มข้นของสารอินทรีย์ในระบบ (COD) 

 

 
 

ภาพที่ 28 ความเข้มข้นซีโอดีเมื่อเริ่มต้น (0 ชม.) กึ่งกลาง (24 ชม.) และท้ายรอบ (48 ชม.)  
ของทุกรอบการเดินระบบ 

. 
  ภาพท่ี 28 แสดงค่าซีโอดีเมื่อเริ่มต้น กึ่งกลาง และท้ายรอบของทุกรอบการเดินระบบ 
จากผลการทดลอง ความเข้มข้นซีโอดีขาเข้าของระบบต้ังแต่รอบท่ี 1-32 มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 2,930.3 ± 
202.5 mgCOD/L ภายหลังจากเดินระบบได้ 24 ช่ัวโมง พบว่าจุลินทรีย์สามารถใช้สารอินทรีย์ได้อย่าง
มีประสิทธิภาพซึ่งท าให้ค่าความเข้มข้นซีโอดีลดลงเหลือ 235.4 ± 55.8 mgCOD/L คิดเป็น
ประสิทธิภาพการบ าบัดน้ าเสียเฉล่ียประมาณ 92 ± 1.35 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อเดินระบบครบระยะ 48 
ช่ัวโมงพบความเข้มข้นของซีโอดีมีค่า 246.3 ± 54.7 mgCOD/L ซึ่งค่าซีโอดีดังกล่าวใกล้เคียงกับค่า  
ซีโอดีในช่ัวโมงท่ี 24 จึงแสดงให้เห็นว่าภายหลังจาก 24 ช่ัวโมงแล้วนั้นการลดลงของสารอินทรีย์
เกิดขึ้นน้อยมาก จึงกล่าวได้ว่าระบบเกิดสภาวะขาดแคลนอาหารในช่วงท้ายของทุกรอบการเดินระบบ 
ท้ังนี้จะสังเกตได้ว่าประสิทธิภาพในการบ าบัดสารอินทรีย์นั้นมีค่าค่อนข้างคงท่ีตลอดการเดินระบบถัง
ปฏิกรณ์ 
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 4.1.1.2 ความเข้มข้นของตะกอนจุลินทรีย์ (MLSS) 

 

 
 

ภาพที่ 29 ความเข้มข้นของตะกอนจุลินทรีย์ (MLSS) เมื่อเริ่มต้น (0 ชม.) กึ่งกลาง (24 ชม.) และท้าย
รอบ (48 ชม.) ของทุกรอบการเดินระบบ 

 
  ความเข้มข้นของตะกอนจุลินทรีย์ (MLSS) (ภาพท่ี 29) สามารถบ่งบอกถึงการ
เจริญเติบโตและการย่อยสลายตัวเองของจุลินทรีย์ในแต่ละช่วงเวลาในระบบ โดยงานวิจัยนี้เดินระบบ
ด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทจึงส่งผลให้ค่า MLSS มีการเปล่ียนแปลงไปตามการเปล่ียนแปลงของปริมาณ
สารอินทรีย์ในระบบ จากภาพท่ี 29 ในระยะเริ่มต้นของการเดินระบบ (0 ชม.) ในแต่ละรอบพบว่าค่า 
MLSS มีค่าเฉล่ียท่ี 2,237 ± 377.8 mg/L และหลังจากจุลินทรีย์ใช้สารอินทรีย์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงท า
ให้ MLSS มีค่าสูงขึ้นถึง 2,802.5 ± 564.5 mg/L จากนั้นค่า MLSS ลดลงท่ีท้ายรอบของการเดิน
ระบบ (48 ชม.) (2,558.8 ± 388.4 mg/L) ซึ่งคาดว่าเกิดจากการย่อยสลายตัวเองของจุลินทรีย์เมื่อ
เข้าสู่สภาวะขาดอาหาร จากผลความเข้มข้นของซีโอดีและ MLSS แสดงให้เห็นถึงการเกิดสภาวะขาด
แคลนอาหารในช่วงท้ายของรอบการเดินระบบ ซึ่งเป็นสภาวะท่ีต้ังใจใช้ในการคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอในระบบ 
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4.1.1.3 ค่าพีเอช ค่าออกซิเจนละลาย อุณหภูมิ และค่า SV30 

 
 

ภาพที่ 30 ค่าพีเอช (ก) ค่าออกซิเจนละลาย (ข) และ อุณหภูมิ (ค) ในทุกรอบของการเดินระบบ 
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จากภาพท่ี 30ก พบว่าค่าพีเอช ค่าออกซิเจนละลายและอุณหภูมิมีค่าอยู่ในเกณฑ์ท่ีควบคุมไว้ 
โดยค่าพีเอชจะอยู่ในช่วง 7.7-9.5 ซึ่งใช้เครื่องควบคุมพีเอชอัตโนมัติด้วยการเติมกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 1 M โดยพบว่าท่ีหลังจากเริ่มต้นระบบ (0 ชม.) ค่าพีเอชเฉล่ียอยู่ท่ี 8.73 ± 0.2 ต่อมา
เมื่อสารอินทรีย์หมดลงเมื่อเดินระบบได้ 24 ช่ัวโมง พบว่าค่าพีเอชสูงขึ้นกว่าเดิม (9.1 ± 0.18) และ
ใกล้เคียงกับค่าพีเอชเมื่อผ่านไป 48 ช่ัวโมงหลังจากเติมน้ าเสียเข้าระบบ (9.2 ± 0.16) 

 
ค่าออกซิเจนละลายหรือค่าดีโอบ่งบอกถึงปริมาณออกซิเจนท่ีละลายอยู่ในน้ า จากภาพท่ี 30ข 

พบว่าค่าดีโอลดต่ าลงในช่วงเริ่มต้น โดยมีค่าประมาณ 5.4 ± 0.4 mgO2/l เนื่องจากในช่วงแรก
จุลินทรีย์ต้องการใช้ออกซิเจนปริมาณมากในการย่อยสารอินทรีย์ ท่ีเติมเข้าสู่ระบบ หลังจาก
สารอินทรีย์เริ่มหมดลงปริมาณออกซิเจนในน้ าจึงเพิ่มสูงขึ้นเป็น 6.7 ± 0.6 mgO2/l เมื่อผ่านไป 24 
ช่ัวโมง ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับท้ายรอบการเดินระบบเมื่อผ่านไป 48 ช่ัวโมงคือ 7.0 ± 0.5 mgO2/l 
เนื่องจากการใช้สารอินทรีย์เกิดขึ้นน้อยมากในช่วงท้ายซึ่งอยู่ในสภาวะขาดแคลนอาหาร จึงส่งผลให้ค่า
ออกซิเจนละลายค่อนข้างคงท่ี 

 
ในส่วนของอุณหภูมิจะแปรผันตามสภาพอากาศในแต่วัน งานวิจัยนี้เดินระบบโดยก าหนด

อุณหภูมิไว้ท่ีอุณหภูมิ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 30ค) ซึ่งอุณหภูมิเมื่อเริ่มต้น กึ่งกลางและท้าย
รอบการเดินระบบนั้นมีแนวโน้มใกล้เคียงกัน 

 
นอกจากนี้เมื่อเริ่มเดินระบบ (รอบท่ี 1) ในถังปฏิกรณ์พบว่าตะกอนจุลินทรีย์มีสีน้ าตาลเข้ม 

อีกท้ังท าการตรวจวัดค่า SV30 ในต้นรอบของการเดินระบบพบว่าค่า SV30 มีค่าเท่ากับ 1,000 mL/L 
กล่าวคือ จุลินทรีย์ในระบบไม่สามารถตกตะกอนได้ ต่อมาเมื่อเดินระบบครบ 12 รอบพบว่าตะกอน
จุลินทรีย์เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลอ่อนและสามารถตกตะกอนได้โดยวัดค่า SV30 ได้ 650 mL/L ซึ่งจาก
รอบดังกล่าวเป็นรอบท่ีจุลินทรีย์สามารถผลิตพีเอชเอได้สูงท่ีสุดเทียบกับรอบอื่น ๆ ต่อมาเมื่อเดิน
ระบบได้ 22 รอบ พบว่าจุลินทรีย์เปล่ียนสีอีกครั้งและสามารถตกตะกอนได้ดีโดยวัดค่า SV30 ได้ 450 
mL/L ซึ่งการตกตะกอนและสีของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ในรอบท่ี 1 12 และ 22 แสดงในภาพท่ี 31 
และ 32 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 31 การตกตะกอนของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ในรอบท่ี 1 12 และ 22 
 
 

 
 

ภาพที่ 32 สีของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ในรอบท่ี 1 12 และ 22 
 

รอบที่ 1 รอบที่ 12 รอบที่ 22 

รอบที่ 1 

รอบที่ 22 

รอบที่ 12 
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4.1.2 การสะสมพีเอชเอในระหว่างรอบการเดินระบบ  

ผลการศึกษาปริมาณพีเอชเอท่ีจุลินทรีย์ผลิตและสะสมในระหว่างรอบการเดินระบบ ได้แก่ 
รอบการเดินระบบท่ี 4 8 12 15 22 และ 25 แสดงในภาพท่ี 33 ถึง ภาพท่ี 38 ตามล าดับ 

จากภาพท่ี 33 ถึง ภาพท่ี 38 พบว่าในทุก ๆ รอบของการเดินระบบ สารอินทรีย์มีแนวโน้ม
ลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 2 ช่ัวโมงแรก และหมดลงภายในระยะเวลา 4-8 ช่ัวโมง ช่วงระยะเวลานี้จึง
ถือเป็นระยะท่ีจุลินทรีย์มีอาหารเกินพอ (feast phase) และหลังจากนั้นจนถึงท้ายรอบการเดินระบบ 
(48 ช่ัวโมง) จะถือได้ว่าจุลินทรีย์เข้าสู่ระยะขาดแคลนอาหาร (famine phase) ซึ่งเป็นระยะเวลารวม
ท้ังส้ินประมาณ 40-44 ช่ัวโมง เมื่อค านวณอัตราส่วน feast/famine (F/F) ในการเดินระบบจึงมีค่าอยู่
ในช่วง 0.09-0.20 ซึ่งเป็นค่าท่ีเหมาะสมในการผลิตพีเอชเอ จากงานวิจัยของ Johnson และคณะ, 
(2009) พบว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตพีเอชเอได้มากถึง 89% เมื่อเดินระบบด้วยอัตราส่วน F/F เท่ากับ 
0.1 นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) พบว่าท่ีค่า F/F อยู่ในช่วง 0.14-0.20 
สามารถผลิตพีเอชเอได้เฉล่ีย 27.9 % โดยน้ าหนักแห้ง และในงานวิจัยของ Albuquerque และคณะ, 
(2010) พบว่าท่ีอัตราส่วน F/F ในช่วง 0.21-1.10 ท าให้จุลินทรีย์ในระบบสามารถผลิตพีเอชเอได้
สูงสุด 74.6% โดยน้ าหนักแห้ง  

ในขณะท่ีปริมาณตะกอนจุลินทรีย์  (MLSS) จะเพิ่มขึ้นในช่วงระยะท่ีอาหารเกินพอ ซึ่ง
สอดคล้องกับการลดลงของค่าซีโอดีในช่วงดังกล่าว ท้ังนี้การสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์จะค่อย ๆ 
เพิ่มขึ้นและสูงสุดเมื่อผ่านไป 4 ช่ัวโมงนับจากการเริ่มต้นรอบการเดินระบบ ดังเช่นในรอบการเดิน
ระบบท่ี 4 12 และ 15 ซึ่งมีปริมาณพีเอชเอสูงสุดเป็น 14.4 32.3 และ 26.4 % gPHA/gMLSS 
ตามล าดับ อย่างไรก็ตามในบางรอบของการเดินระบบพบว่าปริมาณการสะสมพีเอชเอเพิ่มขึ้นสูงสุด
เมื่อเวลาผ่านไปเพียง 2 ช่ัวโมง ดังเช่นในรอบการเดินระบบท่ี 8 22 และ 25 มีปริมาณพีเอชเอสูงสุดท่ี 
12.1 22.4 และ 19.6 % gPHA/gMLSS ตามล าดับ ท้ังนี้จะเห็นได้ว่าแนวโน้มการลดลงของ
สารอินทรีย์นั้นสอดคล้องกับการเพิ่มข้ึนของค่า MLSS และปริมาณพีเอชเอ จึงกล่าวได้ว่าสารอินทรีย์
นั้นถูกใช้ไปในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการสร้างพีเอชเอในช่วงสภาวะท่ีอาหารเกินพอ คือ
ในช่วง 4-8 ช่ัวโมงแรกของรอบการเดินระบบ หลังจากท่ีสารอินทรีย์หมดลง ปริมาณตะกอนจุลินทรีย์
และการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์จะค่อย ๆ ลดปริมาณลงตามระยะเวลา คาดว่าเนื่องจากเมื่อ
จุลินทรีย์เข้าสู่ระยะขาดแคลนอาหารจึงท าให้จุลินทรีย์เกิดการย่อยสลายตัวเอง และจุลินทรีย์ท่ีผลิต  
พีเอชเอได้จะใช้พีเอชเอแทนสารอินทรีย์ ด้วยเหตุนี้ปริมาณพีเอชเอจึงลดลงจนถึงช่ัวโมงท่ี 48 
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ภาพที่ 33 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 4 
 

 

 
 

ภาพที่ 34 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS MLVSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 8 
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ภาพที่ 35 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS MLVSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 12 
  

                            

 
 

ภาพที่ 36 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 15 
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ภาพที่ 37 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS MLVSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 22 
 

 

         
                                                           

ภาพที่ 38 ความเข้มข้นซีโอดี MLSS MLVSS และปริมาณพีเอชเอในรอบการเดินระบบท่ี 25 
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นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบค่า MLSS และค่า MLVSS ในช่วงแรกของการเดินระบบ (รอบท่ี 
8 ภาพท่ี 34) พบว่าค่า MLSS และค่า MLVSS มีค่าต่างกันมาก หมายความว่าตะกอนจุลินทรีย์น่าจะ
ยังมีชีวมวลเฉ่ือยอยู่จ านวนมากซึ่งอาจจะส่งผลต่อการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์ ต่อมาเมื่อเดินระบบ
มาถึงรอบท่ี 12 (ภาพท่ี 35) พบว่าค่า MLSS และค่า MLVSS มีค่าใกล้เคียงกันซึ่งหมายความว่า
สัดส่วนชีวมวลเฉ่ือยนั้นมีแนวโน้มลดลงเมื่อเทียบกับรอบการเดินระบบท่ี 8 

 
เมื่อเดินระบบด้วยถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทเพื่อคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิต   

พีเอชเอมาถึงรอบของการเดินระบบท่ี 32 เครื่องควบคุมพีเอชอัตโนมัติเกิดขัดข้องท าให้ปั๊มเติมกรด
ไฮโดรคลอริกจนค่าพีเอชในถังปฏิกรณ์ลดลงเหลือ 2 จึงยุติการเดินระบบ 

 
ถ้าเปรียบเทียบปริมาณพีเอชเอในแต่ละรอบการเดินระบบต้ังแต่รอบท่ี 1 ถึงรอบท่ี 32 พบว่า

ในรอบท่ี 12 เมื่อผ่านไป 4 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 35) พบปริมาณพีเอชเอสูงท่ีสุด 32.3% gPHA/gMLSS 
(34.2% gPHA/gMLVSS ) คิดเป็นสัดส่วนของเอชบีโมโนเมอร์ 100% ซึ่งตัวอย่างจุลินทรีย์ในรอบการ
เดินระบบนี้จะถูกน าไปวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon 
sequencing และวิเคราะห์กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิตพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอ
ด้วย Nile Blue A และการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI ต่อไป 
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4.2 การวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ทั้งหมดในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing 

 ผลการทดลองส่วนนี้ เป็นการน า จุลินทรีย์ ท่ีสามารถผลิตพี เอชเอได้สูง สุด (32.3% 
gPHA/gMLSS หรือ 34.2% gPHA/gMLVSS) จากการเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะท่ี
มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน ซึ่งคือตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ในรอบการเดินระบบท่ี 12 หลังจาก
ผ่านไป 4 ช่ัวโมง มาศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบโดยใช้เทคนิค 16S rRNA gene amplicon 
sequencing 
 ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์จะถูกน ามาสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณ V4 region 
ของ 16S rRNA gene ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ primer ซึ่งครอบคลุมท้ังแบคทีเรียและอาร์เคีย แล้ว
ส่งวิเคราะห์เพื่ออ่านล าดับเบสท้ังหมดด้วยระบบ MiSeq (Illumina) ซึ่งผลการท า PCR ของตะกอน
จุลินทรีย์ตัวอย่างได้สายดีเอ็นเอซึ่งมีความยาวประมาณ 350 base pair (bp) แสดงดังภาพท่ี 39 
 

 
 

ภาพที่ 39 ผลการท า PCR ของตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้สูงสุด 
 

ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยระบบ MiSeq (Illumina) ให้ค่าล าดับเบสออกมาจ านวนท้ังส้ิน 
229,177 reads โดยพบจุลินทรีย์อาณาจักรแบคทีเรียจ านวน 6 ไฟลัม ได้แก่ 1. Proteobacteria    
2. Bacteroidetes 3. Cyanobacteria 4. Thermus 5. Actinobacteria แ ล ะ  6 .  อื่ น  ๆ  ซึ่ ง มี
เปอร์เซ็นต์จ านวนล าดับเบสในไฟลัมต่าง ๆ เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด ดังในตารางท่ี 18 และ
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ภาพท่ี 40 และเมื่อจ าแนกจุลินทรีย์ในอาณาจักรแบคทีเรียลงในระดับคลาสท่ีพบได้ผลแสดงดังใน
ตารางท่ี 19 

 
ตารางที่ 18 จ านวนไฟลัม (เปอร์เซ็นต์) ท่ีพบในตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่าง 

ไฟลัม เปอร์เซ็นต์ (%) 
1. Proteobacteria 88.07 
2. Bacteroidetes 10.15 
3. Cyanobacteria 0.22 
4. Thermus 0.15 
5. Actinobacteria 0.11 
6. Others 1.30 

รวม 100 
 
 

 
 

ภาพที่ 40 เปอร์เซ็นต์จ านวนล าดับเบสในไฟลัมต่าง ๆ  
เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมดท่ีพบในตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ 
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จากตารางท่ี 18 และตารางท่ี 19 จะเห็นได้ว่าในตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างพบแบคทีเรียไฟลัม 
Proteobacteria เป็นหลักมากถึง  88 .07 % ซึ่ ง ใน ไฟ ลัมนี้ พบแบคที เรีย ใน 3 คลาส คือ 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ  Gammaproteobacteria คิด เป็น  13 .26 
51.37 และ 23.44 เปอร์เซ็นต์ เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด ตามล าดับ แบคทีเรียใน 3 คลาสนี้
ถือว่ามีความส าคัญในการผลิตพีเอชเอเนื่องจากเคยมีรายงานว่าจุลินทรีย์บางกลุ่มในคลาสดังกล่าวมี
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอโดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม (Lemos และ
คณะ, (2008) Jiang และคณะ, (2011a) และ Oshiki และคณะ, (2013) เป็นต้น)  

ในงานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาความสามารถในการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ท้ัง 3 คลาสนี้
โดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอและย้อมจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI ดังจะกล่าวถึงโดย
ละเอียดในหัวข้อต่อไป ท้ังนี้แฟมีลีและจีนัสท่ีพบสูงสุด 5 อันดับแรกในแบคทีเรียท้ัง 3 คลาสดังกล่าว
สรุปได้ในตารางท่ี 20 ได้แก่ 1. แบคทีเรียในคลาส Betaproteobacteria พบประชากร Thauera 
spp. ม า ก ท่ี สุ ด ถึ ง  4 8 . 8 8 % จ าก จ า น ว น ล า ดั บ เ บ ส ท้ั ง ห ม ด  2 .  แ บ ค ที เ รี ย ใ น คล า ส 
Gammaproteobacteria พ บ แ บค ที เ รี ย ใ น แ ฟมิ ลี  Chromatiaceae ( 2 0 . 1 4 %)  3 .  จี นั ส 
Hyphomonas (3.84%) 4. แฟมิลี Caulobacteraceae (2.21%) และ 5. จีนัส Aquimonas 
(1.77%) ซึ่งในแบคทีเรีย 3 ล าดับหลังเป็นแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria 

 
นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีใช้อะซิ-

เตทเป็นแหล่งคาร์บอนด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลต่าง ๆ กับงานวิจัยท่ีผ่านมาพบจุลินทรีย์หลากหลาย
กลุ่ม เช่น คลาส Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria 
ในไฟลัม Proteobacteria และไฟลัม Bacteroidetes เป็นต้น แสดงในตารางท่ี 21 
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4.3 การวิเคราะห์กลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการ
ย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI  

การวิเคราะห์กลุ่มจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย 
Nile Blue A และย้อมจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI เป็นการศึกษาความสามารถในการผลิตพีเอชเอ
ของจุลินทรีย์โดยการน าตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์จากถังปฏิกรณ์ในรอบการเดินระบบท่ีมีปริมาณ     
พีเอชเอสูงท่ีสุด คือในรอบการเดินระบบท่ี 12 เมื่อระยะเวลาผ่านไป 4 ช่ัวโมง  

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษากลุ่มแบคทีเรียจ านวน 3 คลาสในไฟลัม Proteobacteria คือ คลาส 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria ซึ่งเป็นจุลินทรีย์
กลุ่มหลักในสภาวะมีอากาศซึ่งเคยมีรายงานว่ามีความสามารถในการสะสมพีเอชเอ (Lemos และ
คณะ, (2008) Jiang และคณะ, (2011a) และ Oshiki และคณะ, (2013)) ซึ่งจากการวิเคราะห์กลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing พบแบคทีเรียคลาส 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria เป็นกลุ่มหลักใน 
Proteobacteria คิดเป็น 13.26 51.37 และ 23.44 เปอร์เซ็นต์ เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด 
ตามล าดับ และไม่พบแบคทีเรียคลาสอื่นใน Proteobacteria ซึ่ง probe ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้จะมีดีเอ็น-
เอท่ีจ าเพาะกับแบคทีเรียกลุ่มเป้าหมายท้ัง 3 คลาสใน Proteobacteria ดังตารางท่ี 22 ซึ่งจะ
แสดงผลด้วยแสง fluorescence  

 
ตารางที่ 22 Probe ท่ีจ าเพาะกับแบคทีเรีย 3 คลาสใน Proteobacteria และสารย้อมสีต่าง ๆ 

กลุ่มจุลินทรีย์ที่ศึกษา Probe สารย้อมสี 
แสง 

fluorescence 
อ้างอิง 

Alphaproteobacteria 
ALF1b  สีแดง 

Manz และคณะ, 
(1992) 

ALF968  สีแดง Neef, (1997) 

Betaproteobacteria BET42a  สีแดง 
Manz และคณะ, 

(1992) 

Gammaproteobacteria GAM42a  สีแดง 
Manz และคณะ, 

(1992) 

  Nile Blue A สีเหลือง 
Jiang และคณะ, 

(2011a) 
  DAPI สีน้ าเงิน  
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โดยงานวิจัยนี้ก าหนดให้แบคทีเรียท้ัง 3 คลาสใน Proteobacteria แสดงแสง fluorescence
สีแดงซึ่งในบริเวณท่ีปรากฏแสงสีแดงในภาพถ่ายจะส่ือถึงแบคทีเรียกลุ่มท่ีต้องการศึกษา อีกท้ังเมื่อ
ย้อมสีพีเอชเอในแบคทีเรียท้ัง 3 คลาสด้วย Nile Blue A เพื่อวิเคราะห์หาต าแหน่งพีเอชเอท่ีแบคทีเรีย
ผลิตได้ในงานวิจัยซึ่งก าหนดให้ปรากฎเป็นแสง fluorescence สีเหลือง นอกจากนี้เพื่อยืนยันว่ากลุ่ม
จุลินทรีย์ดังกล่าวเป็นกลุ่มแบคทีเรียและอาร์เคียจึงท าการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI ซึ่งจะ
แสดงแสง fluorescence สีน้ าเงิน 

ผลจากการวิเคราะห์แบคทีเรียท้ัง 3 คลาสใน Proteobacteria ด้วยเทคนิค FISH พบ
แบคทีเรียท้ัง 3 คลาส โดยในภาพท่ี 41 ถึง 43 แสดงแสง fluorescence สีแดง (ภาพขวา) และสีน้ า-
เงิน (ภาพซ้าย) ซึ่งปรากฎในบริเวณเดียวกันของแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria (ภาพท่ี 
41) Betaproteobacteria (ภาพท่ี 42) และ Gammaproteobacteria (ภาพท่ี 43) จากภาพจะ
สามารถระบุและยืนยันถึงต าแหน่งของแบคทีเรียท่ีต้องการศึกษาได้ (แสงสีแดง) อีกท้ังยืนยันได้ว่าใน
บริเวณดังกล่าวเป็นจุลินทรีย์อย่างแน่นอน (แสงสีน้ าเงิน) 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 41 ผลการวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรีย (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และแบคทีเรียคลาส 
Alphaproteobacteria (แสงสีแดง) (ภาพขวา) 
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ภาพที่ 42 ผลการวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรีย (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และแบคทีเรียคลาส 
Betaproteobacteria (แสงสีแดง) (ภาพขวา) 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 43 ผลการวิเคราะห์กลุ่มแบคทีเรีย (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และแบคทีเรียคลาส 
Gammaproteobacteria (แสงสีแดง) (ภาพขวา) 
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ภาพที่ 44 ผลการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) ร่วมกับการย้อมสีพีเอช-
เอด้วย Nile Blue A (แสงสีเหลือง) (ภาพขวา) และบริเวณท่ีพบพีเอชเอ (ลูกศรสีขาว) 

 
ในภาพท่ี 44 แสดงผลการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A ร่วมกับการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมด

ด้วย DAPI ผลปรากฎว่าพบแสง fluorescence สีเหลืองในบริเวณท่ีย้อมติดพีเอชเอดังภาพท่ี 44 ภาพ
ขวา (ลูกศรสีขาว) ซึ่งอยู่ในบริเวณเดียวกันกับท่ีพบแสงสีน้ าเงินท าให้ยืนยันได้ว่าในบริเวณดังกล่าวเป็น
เซลล์แบคทีเรียหรืออาร์เคียดังภาพท่ี 44 ภาพซ้าย ดังนั้นในภาพท่ี 44 สามารถอธิบายและยืนได้ว่า
เซลล์แบคทีเรียหรืออาร์เคียท่ีพบมีความสามารถในการสะสมพีเอชเอ แต่ยังไม่สามารถยืนยันได้ว่าเป็น
แบคทีเรียคลาสใดใน Proteobacteria 

ต่อมาจึงท าการวิเคราะห์แบคทีเรียท้ัง 3 คลาสใน Proteobacteria ร่วมกับการย้อมสีพีเอช-
เอและการย้อมสี DAPI ผลปรากฎว่าพบแสง fluorescence สีแดงของกลุ่มแบคทีเรียท่ีต้องการศึกษา 
แสง fluorescence สีน้ าเงินของเซลล์แบคทีเรียและอาร์เคีย และแสง fluorescence สีเหลืองของ
เซลล์ท่ีสะสมพีเอชเอในบริเวณเดียวกัน โดยในภาพขวาของภาพท่ี 45 และภาพท่ี 46 (ลูกศรสีขาว) 
แสดงแสงสีแดงซ้อนทับกับแสงสีเหลืองพอดีซึ่งปรากฎเป็นแสงสีส้ม สามารถอธิบายและยืนยันได้ว่า
แบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria (ภาพท่ี 45) และคลาส Betaproteobacteria (ภาพท่ี 46)
สามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ และในภาพซ้ายของภาพท่ี 45 และภาพท่ี 46 พบแสงสีน้ าเงินอยู่ใน
ต าแหน่งเดียวกันกับแสงสีส้มในภาพขวา (ลูกศรสีขาว) ดังนั้นจึงยืนยันได้ว่าเซลล์แบคทีเรียดังกล่าวมี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้อย่างแน่นอน  

ผลท่ีได้จากงานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) ท่ีศึกษา
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอของกลุ่มแบคทีเรียในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทเมื่อใช้อะซิเตทหรือโพรพิ-
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โอเนตเป็นแหล่งคาร์บอน โดยในการศึกษาใช้เทคนิค RT-PCR ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสี   
พี เ อ ช เ อ ด้ ว ย  Nile Blue A ซึ่ ง พ บ แ บ ค ที เ รี ย ค ล า ส  Alphaproteobacteria แ ล ะ 
Betaproteobacteria (Amaricoccus Azoarcus Thauera และ Paracoccus) ในถังปฎิกรณ์ท่ี
เดินระบบด้วยอะซิเตทหรือโพรพิโอเนต นอกจากนี้พบต าแหน่งท่ีตรงกันของแบคทีเรียท้ัง 2 คลาสกับ
การ ติด สีพี เ อช เอ  ดั ง นั้ น จึ ง ยื น ยั น ไ ด้ว่ าแบค ที เ รี ย ท้ั งคลาส  Alphaproteobacteria และ 
Betaproteobacteria มีความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้ในงานวิจัย 

ส่วนในภาพท่ี 47 แสดงผลการวิเคราะห์แบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria ซึ่งใน
ภาพขวาไม่พบแสงสีแดงซ้อนทับกับแสงสีเหลืองแสดงให้เห็นว่าพีเอชเอไม่ได้สะสมในแบคทีเรียคลาสนี้ 
และภาพท่ี 47 ภาพซ้ายพบแสงสีน้ าเงินอยู่ในต าแหน่งเดียวกันกับแสงสีเหลือง (ลูกศรสีขาว) ซึ่งยืนยัน
ได้ว่าพีเอชเอนั้นถูกสะสมในเซลล์จุลินทรีย์กลุ่มอื่นท่ีไม่ใช่ Gammaproteobacteria ดังนั้นจึงกล่าว
ไ ด้ ว่ า ใ น ง านวิ จั ยนี้ ยั ง ไ ม่ พ บคว ามสามา รถ ในก ารผ ลิตพี เ อช เ อข อ งแ บค ที เ รี ย คลา ส 
Gammaproteobacteria  

 
 
 

 
 

ภาพที่ 45 ผลการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และผลการซ้อนทับกัน
ระหว่างแบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria (แสงสีแดง) กับพีเอชเอ (แสงสีเหลือง) ในบริเวณ

ลูกศรสีขาว (ภาพขวา) ท่ีปรากฎแสงสีส้ม 
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ภาพที่ 46 ผลการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และผลการซ้อนทับกัน
ระหว่างแบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria (แสงสีแดง) กับพีเอชเอ (แสงสีเหลือง) ในบริเวณ

ลูกศรสีขาว (ภาพขวา) ท่ีปรากฎแสงสีส้ม 
 
 

 
 
ภาพที่ 47 ผลการย้อมสีจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI (แสงสีน้ าเงิน) (ภาพซ้าย) และผลการวิเคราะห์

แบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria (แสงสีแดง) กับพีเอชเอ (แสงสีเหลือง) ในบริเวณลูกศรสี
ขาว (ภาพขวา) ท่ีปรากฎเฉพาะแสงสีเหลือง 
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หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ความหนาแน่นของกลุ่มจุลินทรีย์แต่ละกลุ่ม โดยสุ่มภาพตัวอย่าง
จ านวน 20 ภาพต่อ 1 คลาสจุลินทรีย์ท่ีศึกษาผลปรากฎว่า 

พบแบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria จ านวน 468 เซลล์เทียบกับจุลินทรีย์ท้ังหมดใน
ระบบ 3,132 เซลล์ (คิดเป็น 14.9%) และจ านวนพีเอชเอท่ีพบ 59 เซลล์ มีเพียง 1 เซลล์ท่ีเป็นของ
แบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria ซึ่งหมายความว่าความหนาแน่นของแบคทีเรียกลุ่ม 
Alphaproteobacteria 14.9% เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมด มีความสามารถในการผลิตพีเอช-
เอเพียง 1.7% เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ 

นอกจากนี้ ในจ านวนจุลินทรีย์ ท้ั งหมดท่ีพบ 3,132 เซลล์ ยั ง เป็นแบคทีเรียคลาส 
Betaproteobacteria มากถึง 400 เซลล์ คิดเป็นความหนาแน่นของกลุ่มประชากร 12.8% เทียบกับ
จ านวนแบคทีเรียท้ังหมดและพบพีเอชเอจ านวน 10 เซลล์ท่ีแบคทีเรียกลุ่มนี้ผลิตได้จากพีเอชเอ
ท้ังหมด 83 เซลล์ (คิดเป็น 12%) ซึ่งอธิบายได้ว่าในประชากรแบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria 
12.8% เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมด มีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 12% เทียบกับจ านวน
แบคทีเรียท้ังหมดท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ 

พบแบคทีเรียกลุ่ม Gammaproteobacteria จ านวน 309 เซลล์จากจุลินทรีย์ท้ังหมด 3,132 
เซลล์ (คิดเป็น 9.9%) และไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียคลาสนี้เมื่อเทียบกับ
จ านวนพีเอชเอท่ีพบท้ังหมด 110 เซลล์ สามารถอธิบายได้ว่า Gammaproteobacteria ท่ีพบ 9.9% 
เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมด ไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียคลาสนี้ใน
ตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างท่ีผลิตพีเอชเอได้สูงสุด  

ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าในระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน (3,000 
mg/L) ท่ีอายุตะกอน 10 วัน ระยะเวลากักเก็บน้ า 2 วัน และอัตราส่วน F/F อยู่ในช่วง 0.09-0.20 ใน
งานวิจัยนี้สามารถสะสมพีเอชเอได้ 32.3% gPHA/gMLSS หรือ 34.2% gPHA/gMLVSS โดยพบ
คว าม ส าม า ร ถ ใน ก า ร ผ ลิ ตพี เ อ ช เ อ ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย คล า ส  Alphaproteobacteria แ ล ะ 
Betaproteobacteria คิดเป็นร้อยละ 1.7 และ 12 เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีสามารถผลิต
พี เอชเอ ไ ด้  ตามล า ดับ แ ต่ไม่พบความสามารถในการผลิตพี เอช เอของแบคทีเรียคลาส 
Gammaproteobacteria  

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์แบคทีเรียในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยท่ีผ่านมาแสดงในตารางท่ี 
23 พบว่าสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) ซึ่งมีปัจจัยในการเดินระบบท่ี
คล้ายคลึงกัน เช่น ค่าอายุตะกอน 10 วัน ค่าพีเอชอยู่ในช่วง 8.0-9.2 (งานวิจัยนี้ก าหนดค่าพีเอช 6.5-
9.5) และค่า F/F อยู่ในช่วง 0.14 - 0.20 (งานวิจัยนี้ 0.09-0.20) เป็นต้น โดยในงานวิจัยของ Lemos 
และคณะ , (2008 ) พบแบคที เรี ยคลาส  Alphaproteobacteria และ  Betaproteobacteria 
ประกอบด้วย Amaricoccus Azoarcus Thauera และ Paracoccus เป็นประชากรแบคทีเรียกลุ่ม
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หลักท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ (27.9% โดยน้ าหนักแห้ง) อีกท้ังในงานวิจัยของ Serafim 
และคณะ, (2006) และ Çığgın และคณะ, (2011) พบ Thauera และ Azoarcus ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
คลาส Betaproteobacteria โดยใช้เทคนิค FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A เพื่อ
ยืนยันความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 

นอกจากนี้ Oshiki และคณะ, (2013) ได้ศึกษาแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ
จากระบบบ าบัดน้ าเสียชุมชนในประเทศญี่ปุ่นจ านวน 8 แห่งในระบบแบบแบทช์โดยให้อะซิเตทเป็น
แหล่งคาร์บอนแต่ไม่มีการกระ ตุ้นจุ ลินทรีย์ ด้วยการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 
(Feast/Famine) พบว่าตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียชุมชนดังกล่าวทั้ง 8 แห่งสามารถผลิต
พีเอชเอได้ในช่วง 29-64% ซึ่งในตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ท้ังหมดพบและยืนยันถึงความสามารถใน
การผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria และ Betaproteobacteria โดยใช้
เทคนิค 16S rRNA gene clone library ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue 
A  

อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์แบคทีเรียในงานวิจัยนี้แตกต่างจากกับงานวิจัยของ Jiang และ
คณะ, (2011a) ซึ่งเดินระบบด้วยค่าอายุตะกอน 1 วัน ค่าระยะเวลากักเก็บน้ า 1 วัน ค่าอัตราส่วน F/F 
ประมาณ 0.06 โดยในงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) พบ Plasticicumulans acidivorans 
ใ น ร ะ บ บ ท่ี ใ ห้ อ ะ ซิ เ ต ท เ ป็ น ส า ร ต้ั ง ต้ น  ซึ่ ง  P. acidivorans เ ป็ น แ บ ค ที เ รี ย ค ล า ส 
Gammaproteobacteria ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้มากถึง 52% โดยน้ าหนักแห้งในระบบแบบกึ่งเท
และสะสมพีเอชเอได้สูงสุด 88% โดยน้ าหนักแห้งในระบบถังปฏิกรณ์แบบ fed-batch ซึ่งเมื่อ
วิ เคราะห์ ด้วยเทคนิค FISH ร่ วมกับการย้อมสีพี เอชเอด้วย Nile Blue A สามารถยืนยันถึ ง
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอของ P. acidivorans ได้  ท้ังนี้ผลจากงานวิจัยดังกล่าวแตกต่างจาก
งานวิจัยนี้ซึ่งไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria  

 
นอกจากนี้ในระบบถังปฏิกรณ์ในงานวิจัยนี้ยังพบแบคทีเรียท่ีผลิตพีเอชเออีกจ านวนมากท่ียัง

ไม่สามารถยืนยันกลุ่มจุลินทรีย์ ไ ด้  ซึ่ งแบคทีเรีย ท่ีเคยมีรายงานว่าผลิตพี เอชเอได้ในไฟลัม 
Proteobacteria คลาส Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และแบคทีเรียไฟลัมอื่น ๆ 
จะน ามาวิเคราะห์ร่วมกับผลการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing เพื่อคาดการณ์ถึงกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการสะสมพีเอชเอใน
ระบบในการอภิปรายผลส่วนต่อไป (4.4) 
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4.4 การคาดการณ์กลุ่มจุ ลินทรีย์ที่ สามารถผลิตพี เอชเอไ ด้ในระดับลึกกว่าคลาสใน 
Proteobacteria และไฟลัมอื่น ๆ 

 
 

ภาพที่ 48 ภาพรวมงานวิจัยท้ังหมด 
 

เมื่อน าตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตเครื่องด่ืมจากผักและผลไม้ซึ่งเป็น
กลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมมากระตุ้นด้วยการให้อะซิเตทท่ีความเข้มข้น 3,000 mgCOD/L ในระบบ
ถังปฎิกรณ์แบบกึ่งเทภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนเพื่อท าการคัดเลือก
จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในระบบ (ช่วงท่ี 1) พบว่าตะกอนจุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถผลิตพี -
เอชเอได้สูงสุด 32.3% gPHA/gMLSS (34.2% gPHA/gMLVSS ) คิดเป็นสัดส่วนของเอชบีโมโนเมอร์ 
100% ในรอบการเดินระบบท่ี 12 เมื่อผ่านไป 4 ช่ัวโมง โดยภาพรวมท้ังหมดของงานวิจัยนี้สามารถ
สรุปได้ดังในภาพท่ี 48 จากนั้นจึงศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบด้วยเทคนิค 16S rRNA 
gene amplicon sequencing ในตัวอย่าง ท่ีมีพี เอชเอสูงสุด (ช่วง ท่ี  2 ) พบแบคทีเรียไฟลัม 
Proteobacteria เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักในระบบมากถึง 88.07% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด 
ซึ่งประกอบด้วยคลาส Alphaproteobacteria (13.26% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) คลาส 
Betaproteobacteria (51.37% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) รองลงมาคือแบคทีเรียไฟลัม 
Bacteroidetes 10.15% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด ประกอบด้วยคลาส Cytophagia (4.5% 
เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) และคลาส Flavobacteriia (5.65% เทียบกับจ านวนล าดับเบส
ท้ังหมด) 
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อีกท้ังเมื่อน าตะกอนจุลินทรีย์ในรอบท่ีมีการผลิตพีเอชเอสูงท่ีสุดมาวิเคราะห์หากลุ่มจุลินทรีย์
ท่ีมีความสามารถผลิตพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH (ช่วงท่ี 3) โดยในงานวิจัยนี้มุ่งศึกษาความสามารถใน
การผลิตและสะสมพี เอชเอของแบคทีเรีย  3 คลาสในไฟ ลัม Proteobacteria คือ คลาส 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria แ ล ะ Gammaproteobacteria โ ด ย จ ะ ใ ช้  
fluorescence probe ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A ซึ่งเป็นสีย้อม fluorescence  
และการย้อมจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย DAPI (ช่วงท่ี 3) พบแบคทีเรียท้ังคลาส Alphaproteobacteria 
Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria ในระบบโดยความหนาแน่นของก ลุ่ม
แบคทีเรียท้ัง 3 กลุ่มนี้เทียบกับประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดในระบบมีค่า 14.9%, 12.8%, และ 9.9% 
เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมด ตามล าดับ และพบความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอของ
ตะกอนจุลินทรีย์  โดยยืนยันได้ว่ าแบคทีเรียคลาส  Alphaproteobacteria มีประชากร ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอจ านวน 1.7% เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีผลิตพีเอชเอได้
และคลาส Betaproteobacteria มีประชากรท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้ 12% เทียบกับ
จ านวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีผลิตพีเอชเอได้ในกลุ่มประชากรแบคทีเรีย Betaproteobacteria ท้ังหมด 
แต่ไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria ในงานวิจัย
นี้ ซึ่งไม่เป็นไปตามสมมติฐานข้อท่ี 1 ท่ีต้ังไว้ อีกท้ังยังมีจุลินทรีย์ผลิตพีเอชเอจ านวนมากท่ียังไม่
สามารถระบุกลุ่มจุลินทรีย์ได้  

 
จากผลการทดลองช่วงท่ี 2 และช่วงท่ี 3 ซึ่ งใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลท่ีแตกต่างกันในการ

วิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์พบว่าผลท่ีได้มีความสอดคล้องกันในแง่ท่ีพบจุลินทรีย์ในคลาส 
Alphaproteobacteria Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria ในตัวอย่างตะกอน
จุลินทรีย์ อย่างไรก็ตามสัดส่วนจุลินทรีย์ท่ีพบนั้นมีความแตกต่างกันในการวิเคราะห์ด้วย 2 วิธี ซึ่งอาจ
เกิดขึ้นจากหลายปัจจัย ได้แก่ ความไม่เป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ ( sample 
heterogeneity) ความไม่แม่นย าของวิธี 16S rRNA gene amplicon sequencing ในเชิงปริมาณ
เนื่องจากวิธีดังกล่าวถือว่าเป็นการวิเคราะห์แบบกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) และการเก็บภาพ
ตัวอย่างของวิธี FISH ซึ่งจะมีความแม่นย ามากขึ้นหากเพิ่มจ านวนจุดท่ีวิเคราะห์ตัวอย่าง   

 
อย่างไรก็ตาม หากวิเคราะห์ผลการทดลองท่ีได้จากการทดลองช่วงท่ี 2 และช่วงท่ี 3 ร่วมกัน 

โ ดย เมื่ อ พิ จ า รณาถึ ง คว าม เป็ น ไ ป ไ ด้ ข อ ง จุ ลิน ทรี ย์ ใ น ออ เ ดอ ร์ ต่ า ง  ๆ  ท่ี พบ ใน คลาส 
Alphaproteobacteria ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้ สามารถวิเคราะห์ได้เป็นล าดับดังนี้  

1. แบคทีเรียในออเดอร์ Rhodobacterales พบแฟมิลี Rhodobacteraceae (6.28%) ซึ่ง
ประกอบด้วย Rhodobacter spp., Rhodobaca spp., และ Amaricoccus spp. จากงานวิจัยท่ี
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ผ่านมาของ Falvo และคณะ, (2001) ได้ท าการศึกษาจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ Amaricoccus 
kaplicensis ซึ่งพบว่ามีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ และผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม
ในระบบท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนของงานวิจัย Lemos และคณะ, (2008) ได้รายงานถึง
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์กลุ่ม Amaricoccus spp. ในระบบโดยใช้เทคนิค RT-
PCR ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A  ซึ่งไม่เป็นไปตามสมมติฐานข้อท่ี 
2 ท่ี ต้ัง ไว้  ใน ส่วนของวิ จัยของ Kanekar และคณะ, (2007) พบว่า  Rhodobaca spp. ไม่มี
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอและไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของ Rhodobacter 
spp.  

2. แบคทีเรียในออเดอร์ Rhodobacterales พบแฟมิลี Hyphomonadaceae (3.84%) ซึ่ง
ประกอบด้วย Hyphomonas spp. ในงานวิจัยท่ีผ่านมาของ Weiner และคณะ, (1985) ได้รายงาน
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอใน Hyphomonas spp. 10 สายพันธุ์ นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยท่ีพบ 
Hyphomonas spp. ในระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ ซึ่งเดินระบบด้วยสภาวะ
ให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนโดยใช้น้ าเสียมูลโคนมหมักเป็นสารต้ังต้น แต่ไม่สามารถยืนยันถึง
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์กลุ่มนี้ในระบบดังกล่าว (Hanson และคณะ, (2016) 
และในงานวิจัยของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) ก็มีการพบ Hyphomonas spp. 
เช่นกันในรอบท่ีมีการผลิตพีเอชเอสูงสุดถึง 44.78% gPHA/gMLSS ในระบบท่ีให้อะซิเตทเป็นสารต้ัง
ต้น แต่ก็ไม่สามารถยืนยันถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอในระบบได้เช่นกัน  

3. แบคทีเรียในออเดอร์ Caulobacterales พบแฟมิลี Caulobacteraceae (2.21%) ซึ่งใน
งานวิจัยท่ีผ่านมาของ Qi และ Rehm, (2001) รายงานว่า Caulobacter crescentus สายพันธุ์
บริสุทธิ์สามารถผลิตพีเอชเอได้ประมาณ 18% โดยน้ าหนักแห้งเมื่อใช้กลูโคสเป็นสารต้ังต้น อีกท้ังใน
งานวิจัยของ Wang และคณะ, (2017b) พบ Brevundimonas spp. ในระบบท่ีสามารถผลิตโคพอลิ-
เมอร์ PHBV ได้ 4.262 g/L หลังจากเดินระบบ 300 นาที เมื่อใช้อะซิเตทเป็นสารต้ังต้นโดยใช้ตะกอน
จุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ า เสียโรงงานผลิตสบู่ จาก propylene oxide นอกจากนี้ ยั งพบ 
Brevundimonas vesicularis เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ีสามารถผลิต
พีเอชเอได้ท้ังในสารต้ังต้นชนิดวาเลอเรตหรืออะซิเตท (Hao และคณะ, (2017)) และในงานวิจัยของ 
Bhuwal และคณะ, (2013) ได้ท าการศึกษาตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงาน
อุตสาหกรรมการผลิตเยื่อกระดาษ คราฟท์ และกระดาษแข็งในการผลิตพีเอชเอด้วยการย้อม Nile 
Blue A  พบ Brevundimonas spp. ในระบบท่ีมีการสะสมพีเอชเอ 77.63% ซึ่งจากผลการย้อมสี   
พีเอชเอพบและยืนยันได้ถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอของ Brevundimonas spp. ท้ัง 
Caulobacter crescentus และ Brevundimonas spp. เป็นแบคทีเรียในแฟมิลีเดียวกันกับท่ีพบใน
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ง าน วิ จั ย นี้  ดั ง นั้ น จึ ง สัน นิ ษ ฐ าน ไ ด้ ว่ า แบ ค ที เ รี ย ในอ อ เดอร์  Caulobacterales แฟ มิ ลี  
Caulobacteraceae น่าจะมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอในระบบของงานวิจัยนี้ 

4. แบคทีเรียในออเดอร์ Rhizobiales แฟมิลี Hyphomicrobiaceae (0.37%) คือ Devosia 
spp. ซึ่งพบ Devosia spp. ในงานวิจัย Hao และคณะ, (2017) ในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ี
สามารถผลิตพีเอชเอได้ แต่ไม่มีการยืนยันถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์กลุ่มนี้ 

5. แบคทีเรียในออเดอร์ Rhizobiales แฟมิลี Phyllobacteriaceae (0.28%) ซึ่งไม่เคยมี
รายงานถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 

และ 6 . แบคทีเรียในออเดอร์  Sphingomonadales แฟมิ ลี Sphingomonadaceae 
(0.27%) คือ Sphingopyxis spp. จากงานวิจัยของ Godoy และคณะ, (2003a) ได้รายงานถึง
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ Sphingopyxis chilensis นอกจากนี้
ในงานของ Woraittinun และ Suwannasilp, (2017) ได้ตรวจพบจุลินทรีย์ Sphingopyxis spp. ใน
รอบท่ีมีจุลินทรีย์สะสมพีเอชเอชสูงสุดในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ีมีโพรพิโอเนตเป็นแหล่ง
คาร์บอนในระบบท่ีผลิตพีเอชเอได้ 12.65% gPHA/gMLSS แต่ไม่สามารถยืนยันความสามารถในการ
ผลิตพีเอชเอได้ ดังนั้นจึงเป็นท่ีคาดการณ์ว่า Sphingopyxis spp. อาจมีส่วนในการผลิตพีเอชเอใน
ระบบของงานวิจัยนี้ 

 
นอกจากนี้จากการวิเคราะห์ความสามารถในการสะสมพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการ

ย้อมสี Nile blue A พบว่าจุลินทรีย์ในคลาส Betaproteobacteria ในระบบมีความสามารถในการ
ผลิตพีเอชเอ ซึ่งจากผลการวิเคราะห์ด้วย 16S rRNA gene amplicon sequencing จุลินทรีย์ใน
คลาส Betaproteobacteria นั้นมีปริมาณสูงถึง 51.37% ของจ านวนล าดับเบสท้ังหมด เมื่อวิเคราะห์
ความเป็นไปได้ของจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ซึ่ งอาจมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอตามออเดอร์ท่ีพบ 
สามารถสรุปได้ดังนี้ 

 1. แบคทีเรียในออเดอร์ Rhodocyclales แฟมิลี Rhodocyclaceae 51.07% เทียบกับ
จ านวนล าดับเบสท้ังหมด ประกอบด้วย Thauera spp. 48.88% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด 
และจีนัสอื่น ๆ อีก 2.19% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด ซึ่งงานวิจัยท่ีผ่านมาของ Lemos และ
คณะ, (2008) พบและยืนยันถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอของ Thauera spp. ในระบบ
จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเมื่อใช้อะซิเตทหรือโพรพิโอเนตเป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากนี้ยังพบ Thauera 
selenatis ในงานของ Jiang และคณะ, (2011a) ซึ่งท าการศึกษาในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ี
ยืนยันได้ว่าจุลินทรีย์กลุ่มนี้สามารถผลิตพีเอชเอได้มากถึง 84% โดยน้ าหนักแห้งเมื่อใช้แลคเตทเป็น
แหล่งคาร์บอน นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH ยังพบ Thauera spp. ในงานวิจัยของ 
Çığgın และคณะ , (2011),  Moita และ Lemos, (2012), Oehmen และคณะ , (2014) และ 
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Carvalho และคณะ, (2014) อีกด้วย ซึ่งงานวิจัย Lemos และคณะ, (2008), Çığgın และคณะ, 
(2011) และ Moita และ Lemos, (2012) ใช้เทคนิค FISH โดยใช้ probe เฉพาะเจาะจงของ 
Thauera spp. ร่วมกับการย้อมสี Nile blue A เพื่อยืนยันความสามารถในการผลิตพีเอชเอ ดังนั้น 
Thauera spp. ท่ีพบในงานวิจัยนี้มากถึง 48.8% จึงน่าจะมีบทบาทส าคัญในการผลิตพีเอชเอในระบบ
ซึ่งไม่เป็นไปตามสมมติฐานข้อท่ี 2 ท่ีต้ังไว้ 

และ 2. แบคทีเรียในออเดอร์ Burkholderiales พบแฟมิลี Comamonadaceae (0.3%)  
ซึ่งถือว่าพบในปริมาณน้อยมาก อย่างไรก็ตามงานวิจัยท่ีผ่านมาของ Khan และคณะ, (2002) ศึกษา
ความสามารถในการผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV โดยใช้ตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียชุมชน
แบบตะกอนเร่ง (ประเทศญี่ปุ่น) ซึ่งพบและยืนยันถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรีย
ในแฟมิ ลี  Comamonadaceae โ ดย ใน ง านวิ จัย ดั ง ก ล่ า วพบ จีนั ส  Acidovorax spp. และ 
Comamonas spp. ท่ีสามารถผลิตโคพอลิเมอร์ PHBV ได้ นอกจากนี้งานวิจัยของ Spring และคณะ, 
(2005) ได้พบความสามารถของจุลินทรีย์ Malikia granosa สายพันธุ์บริสุทธิ์ในการผลิตพีเอชเอ ซึ่ง
จุลินทรีย์นี้เป็นแบคทีเรียในแฟมิลี Comamonadaceae เช่นกัน ดังนั้นจึงสันนิษฐานว่าแบคทีเรีย 
แฟมิลี Comamonadaceae น่าจะสามารถผลิตพีเอชเอได้ในงานวิจัยนี้ 

 
และจากผลการวิเคราะห์ความสามารถในการสะสมพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับการ

ย้อมสี Nile blue A นั้นไม่พบความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอของแบคทีเรียในคลาส 
Gammaproteobacteria ซึ่ งจากการวิ เคราะห์ก ลุ่มประชากรด้วยเทคนิค  16S rRNA gene 
amplicon sequencing แบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria มีปริมาณ 23.44% เทียบกับ
จ านวนล าดับเบสท้ังหมด ซึ่งออเดอร์ต่าง ๆ ท่ีพบมีดังนี้ 

1. แบคทีเรียในออเดอร์  Alteromonadales พบแฟมิ ลี  Chromatiaceae (20.14%) 
งานวิจัยท่ีผ่านมาพบจุลินทรีย์บางสายพันธุ์ในแฟมิลี Chromatiaceae ท่ีมีความสามารถในการผลิต 
พีเอชเอ เช่น ในงานวิจัยของ Liebergesell และคณะ, (1991) พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอ
ของ  Chromatium vinosum ซึ่ ง การตรวจไ ม่พบความสามารถในการผลิตพี เอช เอ ขอ ง  
Gammaproteobacteria ในงานวิจัยนี้อาจเกิดขึ้นจาก 1) ในระบบไม่มีจุลินทรีย์สายพันธุ์ท่ีสามารถ
ผลิตพีเอชเอได้ในกลุ่มนี้ 2) อาจมีจุลินทรีย์สายพันธุ์ดังกล่าวแต่ไม่สามารถผลิตพีเอชเอในระบบได้
ภายใต้สภาวะนี้  หรือ 3) การตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FISH ไม่พบบริเวณท่ีจุลินทรีย์กลุ่มนี้สะสม  
พีเอชเอ  

และ 2 .  แบคทีเรี ยในออเดอร์  Xanthomonadales แฟมิ ลี  Xanthomonadaceae 
ประกอบด้วย Aquimonas spp. (1.77%), Luteimonas spp. (0.78%) และจีนัสอื่น ๆ (0.75%) ซึ่ง
ในงานวิจัยของ Wang และคณะ, (2017a) พบ Aquimonas spp. ในระบบจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมท่ี
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มีการผลิตพีเอชเอแต่ไม่สามารถยืนยันได้ว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถผลิตพีเอชเอได้ อย่างไรก็ตาม
จุลินทรีย์ในออเดอร์นี้ถือว่าพบในปริมาณน้อยมากและไม่น่าจะมีส่วนในการผลิตพีเอชเอในระบบ 

 
นอกจากนี้ ในงานวิ จัยนี้ ยั งตรวจพบแบคทีเรีย ไฟลัมอื่น  ๆ  นอกเหนือจากไฟลัม 

Proteobacteria ในระบบเมื่อวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วยเทคนิค 16S rRNA gene 
amplicon sequencing ซึ่งล าดับเบสท่ีพบ ประกอบด้วย ไฟลัม Bacteroidetes (10.15% เทียบกับ
จ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ไฟลัม Cyanobacteria (0.22% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ไฟลัม 
Thermus (0.15% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ไฟลัม Actinobacteria (0.11% เทียบกับ
จ านวนล าดับเบสท้ังหมด) และจุลินทรีย์กลุ่มอื่น ๆ (1.30% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ซึ่งอาจ
มีความสามารถหรือมีบทบาทในการผลิตพีเอชเอในงานวิจัยนี้ด้วย โดยวิเคราะห์เป็นล าดับดังนี้ 
 1. งานวิจัยนี้พบไฟลัม Bacteroidetes (10.15% ) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์มากเป็นอันดับสองเมื่อ
เทียบกับล าดับเบสท้ังหมดในตะกอนจุลินทรีย์ตัวอย่างซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Woraittinun 
และ Suwannasilp, (2017) ท่ีพบไฟลัม Bacteroidetes ในรอบการเดินระบบท่ีผลิตพีเอชเอได้สูงสุด 
44.78% gPHA/gMLSS ในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนแต่ไม่สามารถยืนยันได้
ถึงความสามารถในการผลิตพีเอชเอ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Liu และคณะ, (2013) ท่ีพบไฟลัม 
Bacteroidetes เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอ 
(64.2% โดยน้ าหนักแห้ง) แต่ไม่มีรายงานความสามารถในการผลิตพีเอชเอ รวมไปถึงในงานวิจัยของ 
Zengin และคณะ, (2010) Oshiki และคณะ, (2013) และในงานวิจัยท่ีเดินระบบด้วยตะกอน
จุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งอีกจ านวนมาก ซึ่งงานวิจัยท่ีกล่าวถึงท้ังหมดไม่พบ
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอ แต่งานวิจัยของ Ahmed และคณะ, (2003) รายงานว่าแบคทีเรีย
กลุ่มนี้มีความสามารถและบทบาทในการย่อยสลายโปรตีนในระบบ ดังนั้นจึงสันนิษฐานได้ว่าแบคทีเรีย
ไฟลัม Bacteroidetes ไม่น่าจะมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอในงานวิจัยนี้แต่น่าจะมีส่วนในการ
ย่อยสลายสารอินทรีย์ในระบบซึ่งพบได้ท่ัวไปในระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่ง 

2. พบไฟลัม Cyanobacteria จ านวนน้อย (0.22% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ใน
ระบบในงานวิ จัยนี้  งานวิ จัย ท่ี ผ่านมาของ Taroncher-Oldenburg และคณะ, (2000) พบ
ความสามารถในการผลิตพีเอชเอของแบคทีเรีย Synechocystis sp. ซึ่งเป็นจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์
ในไฟลัม Cyanobacteria มากถึง 12.3% โดยน้ าหนักแห้งภายใต้สภาวะ high-glucose growth 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสันนิษฐานว่าแบคทีเรียไฟลัม Cyanobacteria อาจมีความสามารถในการผลิต 
พีเอชเอ 
 3. งานวิจัยนี้พบแบคทีเรียไฟลัม Thermus (0.15% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) ซึ่ง
ในงานวิจัยท่ีผ่านมาของ Pantazaki และคณะ, (2009), Papaneophytou และคณะ, (2011) และ 
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Papaneophytou และ Kyriakidis, (2012) ซึ่งพบ Thermus thermophiles จุลินทรีย์สายพันธุ์
บริสุทธิ์ท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอจึงเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียไฟลัม Thermus อาจมีบทบาท
ในการผลิตพีเอชเอในระบบ 
 4. งานวิ จัยของ Liu และคณะ, (2002) พบความสามารถในการผลิตพี เอชเอของ  
Kineosphaera limosa ซึ่งเป็นแบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria ต่อมาในปี 2009 Matias และ
คณะ, (2009) ได้ท าการศึกษาแบคทีเรียไฟลัม Actinobacteria ต่อจากงานวิจัยของ Liu และคณะ, 
(2002) พบ Actinobacteria จ านวนมากถึง 34 สายพันธุ์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ เช่น Nocardia 
spp., Streptoalloteichus spp., Streptacidiphilus spp., Rhodococcus spp. เป็ น ต้ น  ซึ่ ง ใ น
งานวิจัยนี้พบแบคทีเรียไฟลัม Actinobacteria เช่นกัน (0.11% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) 
ซึ่งอาจมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอได้ในระบบ 
 

อย่างไรก็ตามจุลินทรีย์ในไฟลัม Cyanobacteria Thermus และ Actinobacteria ถือได้ว่า
พบในปริมาณน้อยมากเมื่อเทียบกับล าดับเบสท้ังหมด ดังนั้นจึงคาดว่าไม่น่าจะมีบทบาทส าคัญในการ
ผลิตพีเอชเอภายในระบบ หากวิเคราะห์ผลท้ังหมดร่วมกันจะสามารถคาดการณ์ได้ว่าจุลินทรีย์ใน
ระบบท่ีมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอในงานวิจัยนี้สามารถสรุปได้ดังในตารางท่ี 24  
 
ตารางที่ 24 แบคทีเรียท่ีลึกกว่าระดับไฟลัมท่ีคาดการณ์ว่าน่าจะมีความสามารถในการผลิตพีเอชเอใน
งานวิจัยนี ้
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 จุลินทรีย์ท่ีพบในงานวิจัยนี้เป็นการเดินระบบภายใต้สภาวะการให้อาหารเกินพอสลับกับขาด
แคลน (Feast/Famine) ซึ่งพบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์ไฟลัม Proteobacteria 
ในคลาส Alphaproteobacteria และ Betaproteobacteria  

เมื่อเปรียบเทียบจุลินทรีย์ท่ีพบในงานวิจัยนี้กับวิธีการผลิตพีเอชเอด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม
วิธีอื่น ๆ โดยงานวิจัยของ Liu และคณะ, (2001) พบความสามารถผลิตพีเอชเอของ Candidatus 
Accumulibacter phosphatis แบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria ซึ่งผลิตพีเอชเอได้ 5.6% 
โดยน้ าหนักแห้งเมื่อใช้อะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท (ประเทศไต้หวัน) ภายใต้
สภาวะไร้อากาศสลับกับมีอากาศ (Anaerobic-aerobic process หรือ EPBR) โดยใช้เทคนิค 16S 
rRNA gene clone library ร่วมกับเทคนิค FISH และการย้อมสีพีเอชเอ นอกจากนี้ในงานวิจัยของ 
Beer และคณะ, (2004) (ประเทศออสเตรเลีย) พบความสามารถในการผลิตพี เอชเอของ 
Sphingomonas spp. (คลาส Gammaproteobacteria) ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุ่มเด่นในระบบเมื่อใช้
เทคนิค Clone library DGGE FISH ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A  

ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ในงานวิจัยของ Liu และคณะ, (2001) และ Beer และคณะ, 
(2004) มีความแตกต่างกับงานวิจัยนี้ เนื่องจากการเดินระบบด้วยสภาวะท่ีแตกต่างกัน อีกท้ัง 
Candidatus Accumulibacter phosphatis และ Sphingomonas spp. เป็นจุลินทรีย์ก ลุ่มท่ีมี
ความสามารถในการสะสมฟอตเฟตและไม่พบในงานวิจัยนี้ 
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บทท่ี 5  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้มุ่งศึกษากลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิตพีเอชเอในกลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยใช้
ตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ าบัดน้ าเสียโรงงานผลิตเครื่องด่ืมจากผักและผลไม้ (บริษัท ทิปโก้  เอฟ
แอนด์บี จ ากัด) ท าการเดินระบบโดยใช้ถังปฎิกรณ์แบบกึ่งเท (Sequencing Batch Reactor) ภายใต้
สภาวะให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนและใช้น้ าเสียสังเคราะห์ท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอน 
(3,000 mg/L) เติมอากาศตลอดเวลาและคุมพีเอชในช่วง 7.7-9.5 โดยเครื่องควบคุมพีเอชอัตโนมัติท่ี
อุณหภูมิ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส ในงานวิจัยแบ่งการทดลองออกเป็น 3 ช่วงการทดลอง เพื่อศึกษา
จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตและสะสมพีเอชเอได้ในระบบ โดยการทดลองช่วงท่ี 1 คัดเลือก
กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในถังปฏิกรณ์ด้วยสภาวะให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 
การทดลองช่วงท่ี 2 ศึกษากลุ่มจุลินทรีย์ท้ังหมดในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค 16S rRNA gene amplicon 
sequencing และการทดลองช่วงท่ี 3 ศึกษากลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในถังปฏิกรณ์ด้วย
เทคนิค Fluorescence In-Situ Hybridization (FISH) โดยใช้ Fluorescence probe เพื่อศึกษา
จุลินทรีย์ 3 กลุ่มหลักในไฟลัม Proteobacteria คือ คลาส Alphaproteobacteria (probe ALF1b 
และ ALF968) คลาส Betaproteobacteria (probe BET42a) และคลาส Gammaproteobacteria 
(probe GAM42a) ร่วมกับการย้อมสีพีเอชเอด้วย Nile Blue A และการย้อมจุลินทรีย์ท้ังหมดด้วย 
DAPI ซึ่งผลการทดลองสามารถสรุปได้ดังนี้ และผลท่ีได้จากงานวิจัยสามารถสรุปแสดงเป็นภาพอย่าง
ง่ายได้ดังภาพท่ี 49  
 

1. ตะกอนจุลินทรีย์เมื่อกระตุ้นด้วยอะซิเตทพบว่าสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอได้สูงสุดถึง 
32.3% gPHA/gMLSS (34.2% gPHA/gMLVSS ) คิดเป็นสัดส่วนของเอชบีโมโนเมอร์ 100%  ในรอบ
การเดินระบบท่ี 12 เมื่อระยะเวลาผ่านไป 4 ช่ัวโมง และพบว่าอัตราส่วนระหว่าง F/F ท่ีเหมาะสมของ
งานวิจัยนี้อยู่ในช่วง 0.09-0.20 
 

2. เมื่ อวิ เคราะห์ จุ ลินทรีย์ ท้ังหมดในระบบด้วยเทคนิค 16 S rRNA gene amplicon 
sequencing พบว่าจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ในระบบเป็นจุลินทรีย์  1. ไฟลัม Proteobacteria มากถึง 
88.07% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด ซึ่งประกอบด้วย คลาส Betaproteobacteria 51.37% 
เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด คลาส Alphaproteobacteria 13.26% เทียบกับจ านวนล าดับ
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เบสท้ังหมด และคลาส Gammaproteobacteria 23.44% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด 
รองลงมาคือ 2. ไฟลัม Bacteroidetes (10.15% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) 3. ไฟลัม 
Cyanobacteria (0.22% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด) 4. ไฟลัม Thermus (0.15% เทียบกับ
จ านวนล าดับเบสท้ังหมด) 5. ไฟลัม Actinobacteria (0.11% เทียบกับจ านวนล าดับเบสท้ังหมด)  
และกลุ่มอื่น ๆ (1.30%) ตามล าดับ 

 
3. ผลการวิเคราะห์จุลินทรีย์ ท่ีสามารถผลิตและสะสมพีเอชเอด้วยเทคนิค FISH พบ

ความสามารถในการผลิตพี เอช เอของ จุ ลินทรี ย์ คลาส Betaproteobacteria และคลาส 
Alphaproteobacteria คิดเป็น 12% และ 1.7% เทียบกับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมดท่ีผลิตพีเอชเอได้ 
ตามล าดับ โดยไม่พบความสามารถในการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์คลาส Gammaproteobacteria 
ในระบบ ดังนั้นจึงไม่เป็นไปตามสมมติฐานข้อท่ี 1 ท่ีต้ังไว้ อีกท้ังยังมีจุลินทรีย์ผลิตพีเอชเอจ านวนมาก
ท่ียังไม่สามารถระบุชนิดได้  
 

4. จากการคาดการณ์กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตพีเอชเอได้ในระดับลึกกว่าคลาส โดยอาศัย
ผลท่ีได้จากเทคนิค 16S rRNA gene amplicon sequencing ร่วมกับเทคนิค FISH มีแนวโน้มว่า 
Thauera spp. เป็นแบคทีเรียคลาส Betaproteobacteria ซึ่งมีจ านวนล าดับเบสมากถึง 48.88% 
ของล าดับเบสท้ังหมดน่าจะมีส่วนส าคัญในการสะสมพีเอชเอในระบบ ดังนั้นจึงไม่เป็นไปตาม
สมมติฐานข้อท่ี 2 ท่ีต้ังไว้ นอกจากนี้แบคทีเรียแฟมิลี Caulobacteraceae (2.21% ของล าดับเบส
ท้ังหมด) แบคทีเรียแฟมิลี Comamonadaceae (0.30% ของล าดับเบสท้ังหมด) Sphingopyxis 
spp. (0.27% ของล าดับเบสท้ังหมด) และ Amaricoccus spp. (0.16% ของล าดับเบสท้ังหมด) ก็
อาจมีส่วนในการสะสมพีเอชเอในระบบ ซึ่งจุลินทรีย์ดังกล่าวมานี้เคยมีรายงานถึงความสามารถในการ
ผลิตพีเอชเอในงานวิจัยท่ีผ่านมา 
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ภาพที่ 49 ภาพสรุปอย่างง่ายของผลท่ีได้จากงานวิจัยนี้ 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ. 

 1. ควรศึกษาจุลินทรีย์ท่ีผลิตพีเอชเอได้ในระบบ ด้วยเทคนิค FISH โดยใช้ probe ในระดับท่ี
ลึกกว่าคลาสลงไป ได้แก่ ออเดอร์ แฟมิลี จีนัส และสปีชีส์ เป็นต้น หรือตรวจสอบความสามารถของ
จุลินทรีย์ Thauera spp. ในการผลิตพีเอชเอในระบบ นอกจากนี้ควรศึกษาจุลินทรีย์ไฟลัมอื่น ๆ ท่ีพบ
ในงานวิ จัยนี้นอกเหนือจากแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria คลาส Alphaproteobacteria 
Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria 
 

2. ควรศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ในระบบท่ีมีอะซิเตทเป็นแหล่ง
คาร์บอน เนื่องจากพบจุลินทรีย์ต่างชนิดกันท้ังท่ีใช้สารต้ังต้นชนิดเดียวกัน เช่น พบ P. acidivorans 
ในงานวิจัยของ Jiang และคณะ, (2011a) เป็นแบคทีเรียคลาส Gammaproteobacteria ซึ่ ง
แตกต่างจากงานวิจัยของ Lemos และคณะ, (2008) Serafim และคณะ, (2006) Çığgın และคณะ, 
(2011) Oshiki และคณะ, (2013) และงานวิจัยนี้ ท่ีใช้อะซิเตทเป็นแหล่งคาร์บอนเช่นกันแต่พบ
แบคทีเรียคลาส Alphaproteobacteria และ Betaproteobacteria ดังนั้นจึงคาดการณ์ว่าน่าจะ
พบความหลากหลายของจุลินทรีย์หลายชนิดเมื่อเดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทด้วยอะซิ เตทเป็น
แหล่งคาร์บอน 
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การศึกษาการคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์ 

 

กราฟมาตรฐานเอชบีโมโนเมอร์ 

 
 

 

ตารางที่ 1 ปริมาณพีเอชเอ (% gPHA/gMLSS) ในแต่ละรอบ 

 
N/A = no data 

 

รอบที่

PHA 0 2 4 6 8 24 48

1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

4 1.7 9.3 14.4 14.2 11.0 1.3 1.0

8 2.5 12.1 11.7 10.1 9.2 7.6 5.0

12 2.8 27.7 32.3 29.6 12.4 6.2 3.7

15 3.4 21.0 26.4 19.4 14.5 6.2 4.4

22 9.9 22.4 22.3 16.0 14.9 7.0 3.5

25 4.5 19.6 17.9 15.1 12.2 13.4 12.0

30 10.5 31.0 24.3 20.2 22.3 27.4 20.5

32 N/A N/A N/A N/A N/A N/A 1.3

ชั่วโมงที่
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การวิเคราะหก์ลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตพีเอชเอในถังปฏิกรณ์ด้วยเทคนิค FISH ร่วมกับ
การย้อมสีพีเอชเอและการย้อมสี DAPI 

 

Alphaproteobacteria Probe (ALF1b และ ALF968) 

 

ตารางที่ 2 จ านวนเซลล์ท่ีนับได้จาก Alphaproteobacteria Probe (ALF1b และ ALF968) 

 
 

ภาพที่ Number DAPI Cy3 Nile blue A Match

1 A3 3 6 2 0

2 A4 331 17 15 0

3 A5 136 2 5 0

4 A6 109 17 2 0

5 A7 113 10 3 0

6 A9 154 23 4 0

7 A10 49 5 2 0

8 A12 51 23 3 0

9 A16 18 4 2 0

10 A17 17 1 2 0

11 A18 88 86 2 0

12 A19 5 1 1 0

13 A20 23 2 3 1

14 A21 53 38 2 0

15 A22 22 5 2 0

16 A23 76 31 1 0

17 A24 112 66 3 0

18 A25 52 12 2 0

19 A26 124 90 2 0

20 A27 36 29 1 0

รวม 1572 468 59 1

TotalDAPI 3132

ALF1b และ ALF 968
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ภาพที่ 1 ALF1b และ ALF968 (A3) 

 

 

ภาพที่ 2 ALF1b และ ALF968 (A4) 

 

 

ภาพที่ 3 ALF1b และ ALF968 (A5) 
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ภาพที่ 4 ALF1b และ ALF968 (A6)  

 

                                                                                                                                                                             

ภาพที่ 5 ALF1b และ ALF968 (A7) 

 

 

ภาพที่ 6 ALF1b และ ALF968 (A9)  
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ภาพที่ 7 ALF1b และ ALF968 (A10) 

 

 

ภาพที่ 8 ALF1b และ ALF968 (A12) 

 

 

ภาพที่ 9 ALF1b และ ALF968 (A16) 
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ภาพที่ 10 ALF1b และ ALF968 (A17) 

 
 

ภาพที่ 11 ALF1b และ ALF968 (A18) 

 

 

ภาพที่ 12 ALF1b และ ALF968 (A19) 
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ภาพที่ 13 ALF1b และ ALF968 (A20) 

 

 

ภาพที่ 14 ALF1b และ ALF968 (A21) 

 
 

ภาพที่ 15 ALF1b และ ALF968 (A22) 
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ภาพที่ 16 ALF1b และ ALF968 (A23) 

 

 

ภาพที่ 17 ALF1b และ ALF968 (A24) 

 
 

ภาพที่ 18 ALF1b และ ALF968 (A25) 
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ภาพที่ 19 ALF1b และ ALF968 (A26) 

 

 

ภาพที่ 20 ALF1b และ ALF968 (A27) 
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Betaproteobacteria Probe (BET42a) 

 

ตารางที่ 3 จ านวนเซลล์ท่ีนับได้จาก Betaproteobacteria Probe (BET42a) 

 

ภาพที่ Number DAPI Cy3 Nile blue A Match

1 B12 12 8 3 0

2 B15 20 6 1 0

3 B16 39 4 5 0

4 B17 36 7 9 6

5 B20 49 6 8 2

6 B22 12 4 2 2

7 B23 42 17 3 0

8 B24 27 13 1 0

9 B26 34 16 1 0

10 B28 20 3 2 0

11 B29 45 25 2 0

12 B30 24 2 20 0

13 B31 54 25 4 0

14 B32 120 83 2 0

15 B33 150 113 4 0

16 B34 30 18 3 0

17 B35 35 9 3 0

18 B36 22 14 6 0

19 B37 28 18 2 0

20 B38 29 9 2 0

รวม 828 400 83 10

BET42a
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ภาพที่ 1 BET42a (B12) 

 

 

ภาพที่ 2 BET42a (B15) 

 
 

ภาพที่ 3 BET42a (B16) 
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ภาพที่ 4 BET42a (B17) 

 

 

ภาพที่ 5 BET42a (B20)   

 
 

ภาพที่ 6 BET42a (B22) 
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ภาพที่ 7 BET42a (B23) 

 

 

ภาพที่ 8 BET42a (B24) 

 
 

ภาพที่ 9 BET42a (B26) 
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ภาพที่ 10 BET42a (B28) 

 

 

ภาพที่ 11 BET42a (B29) 

 

 

ภาพที่ 12 BET42a (B30) 
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ภาพที่ 13 BET42a (B31) 

 

 

  ภาพที่ 14 BET42a (B32) 

 
 

ภาพที่ 15 BET42a (B33) 
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ภาพที่ 16 BET42a (B34) 

 

 

ภาพที่ 17 BET42a (B35) 

 
 

ภาพที่ 18 BET42a (B36) 

 



 

 

147 

ภาพที่ 19 BET42a (B37)  

 
 

ภาพที่ 20 BET42a (B38) 
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Gammaproteobacteria Probe (GAM42a) 

 

ตารางที่ 4 จ านวนเซลล์ท่ีนับได้จาก Gammaproteobacteria Probe (GAM42a) 

 
 

ภาพที่ Number Dapi Cy3 Nile blue A Match

1 G1 32 8 10 0

2 G3 52 43 5 0

3 G4 78 44 1 0

4 G5 85 30 1 0

5 G7 49 6 22 0

6 G8 21 14 3 0

7 G9 25 4 8 0

8 G10 34 20 7 0

9 G11 26 9 5 0

10 G12 42 15 3 0

11 G13 12 1 10 0

12 G14 20 6 2 0

13 G16 23 11 3 0

14 G17 33 13 3 0

15 G18 25 7 9 0

16 G19 54 25 2 0

17 G20 26 8 3 0

18 G21 28 17 3 0

19 G25 16 3 6 0

20 G28 51 25 4 0

รวม 732 309 110 0

GAM42a
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ภาพที่ 1 GAM42a (G1) 

 
 

ภาพที่ 2 GAM42a (G3) 

 
 

ภาพที่ 3 GAM42a (G4) 
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ภาพที่ 4 GAM42a (G5) 

 
 

ภาพที่ 5 GAM42a (G7) 

 

 

ภาพที่ 6 GAM42a (G8) 
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ภาพที่ 7 GAM42a (G9) 

 
 

ภาพที่ 8 GAM42a (G10) 

 

 

ภาพที่ 9 GAM42a (G11) 
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ภาพที่ 10 GAM42a (G12) 

 
 

ภาพที่ 11 GAM42a (G13) 

 

 

ภาพที่ 12 GAM42a (G14) 

 



 

 

153 

ภาพที่ 13 GAM42a (G16) 

 
 

ภาพที่ 14 GAM42a (G17) 

 
  

ภาพที่ 15 GAM42a (G18) 
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ภาพที่ 16 GAM42a (G19) 

 
 

ภาพที่ 17 GAM42a (G20) 

 
 

ภาพที่ 18 GAM42a (G21) 
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ภาพที่ 19 GAM42a (G25) 

 
 

ภาพที่ 20 GAM42a (G28) 
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ประว ัติผู้เขียนว ิทยา นิพนธ ์
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาวดลหทัย สรวมศิริ เกิดวันท่ี 12 มิถุนายน 2534 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีส่ิงแวดล้อม 
คณะส่ิงแวดล้อมและทรัพยากรศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล (เกียรตินิยมอันดับ 2) ในปี 2556 
จากนั้นเข้าศึกษาหลักสูตรภาษาอังกฤษระยะส้ันเป็นเวลา 6 เดือนท่ีเมืองซิดนีย์ ประเทศ
ออสเตรเลีย (เดือนมกราคมถึงมิถุนายน ปี 2557) และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตร
มหาบัณฑิต ภาควิชาวิศวกรรมส่ิงแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี 
2557 เดือนสิงหาคม 

การเผยแพร่วิทยานิพนธ์  

ดลหทัย สรวมศิริ ภริณดา ทยานุกูล และเบญจพร สุวรรณศิลป์. (2560). กลุ่มจุลินทรีย์
ท่ีผลิตพีเอชเอในตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับ
ขาดแคลน (Groups of Microorganisms that Produced PHA in Mixed Microbial Cultures 
under Feast/Famine Feeding Condition). เอกสารประกอบการประชุมวิชาการส่ิงแวดล้อม
แห่งชาติครั้งท่ี 16 ณ โรงแรมทวินทาวเวอร์ กรุงเทพมหานคร. 17-18 พฤษภาคม 2560. หน้า 19-
20. 
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