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This research investigated the feasibility of using wastewater from canned fruit industry as a 

substrate for dual chamber microbial fuel cell (MFC). A series of MFC tests with 3 hydraulic retention 
time (HRT); 36, 24 and 12 h were carried out by using synthetic wastewater with chemical oxygen 
demand (COD) similar to wastewater from canned fruit industry. The diversity of bacteria was studied 
using small-subunit rDNA gene (16S rDNA) sequence analysis. The metagenomic DNAs were directly 
extracted from samples when the electrical potential was in steady state. The 16S rDNA sequences were 
amplified by PCR using primers specific for the domain Eubacteria. All bacterial 16s rDNA were 
sequences and the phylogenetic tree was analysed by using MEGA beta program. MFC performance 
showed that the average voltage to the stable voltage generation between HRT 36 h and HRT 24 h had 
no significantly difference (0.0803V and 0.0801V, respectively) but the highest maximum voltage was 
observed at HRT 24 h (0.091V). Whereas, the HRT 12 h, MFC was able to produce voltage only 
0.034V. COD removal efficiency of HRT 36 h and HRT 24 h have similar values and COD removal 
efficiency of HRT 12 h was the lowest. COD removal rate of HRT 36 24 and 12 h were 0.608, 0.602 
and 0.544 gCOD/L/day, respectively. The microorganisms were classified into the clades of 
Proteobacteria, Actinobacteria, Fimicutes and Candidate division TM7. Analysis of microbial DNA by 
DGGE indicated that the dominant species in DGGE profile of all tested HRT was Klebsiella 
pneumoniae strain JH1. The average voltage to the stable voltage generation by using wastewater from 
canned fruit industry with HRT 24 h was 0.0548V and the dominant species in DGGE profile were 
Klebsiella pneumoniae strain 1191100241 and Klebsiella pneumoniae strain JH1. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวจิยั 

ในยคุปัจจุบนัพลงังานเป็นส่ิงส าคญัในสงัคมมนุษย ์ไม่วา่จะเป็นในดา้นอุตสาหกรรม 
เกษตรกรรม ธุรกิจ บา้นท่ีอยูอ่าศยั และอ่ืนๆ ทั้งหมดน้ีลว้นแลว้แต่ตอ้งการใชพ้ลงังานในการด าเนินการ
ทั้งส้ิน และเพ่ือใหก้ระบวนการต่างๆด าเนินไปไดอ้ยา่งต่อเน่ืองไม่หยดุชะงกั จึงท าใหเ้กิดความตอ้งการใน
การใชพ้ลงังานเพ่ิมปริมาณมากข้ึนอยา่งไร้ขอบเขต ในปี พ .ศ. 2551 ประเทศไทยตอ้งน าเขา้พลงังานจาก
ต่างประเทศ ทั้งน ้ามนัดิบ ถ่านหิน ก๊าซธรรมชาติ และไฟฟ้า ถึงร้อยละ 60 ของความตอ้งการการใช้
พลงังานทั้งหมด  ซ่ึงปัจจุบนักย็งัคงมีการน าเขา้พลงังานโดยเพ่ิมข้ึนเฉล่ียร้อยละ 6 ต่อปี (รายงานประจ าปี 
2551 การไฟฟ้าฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย)  และจากรายงานปีล่าสุดมีการน าเขา้พลงังานในปี 2553 เพ่ิมข้ึน
สูงกวา่ปีก่อนร้อยละ 6.7 ในขณะท่ีราคาน าเขา้พลงังานกย็งัคงสูงข้ึนเร่ือยๆโดยไม่สามารถคาดเดาได ้
ภาครัฐและเอกชนจึงหนัมาสนใจกบัการอนุรักษพ์ลงังานและส่งเสริมการพฒันาพลงังานหมุนเวียนมาใช้
ประโยชนม์ากข้ึน ไดแ้ก่พลงังานจากชีวมวล พลงังานน ้า พลงังานลม พลงังานจากแสงอาทิตย ์พลงังาน
จากแอลกอฮอล ์ขยะ และก๊าซชีวภาพ ซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานท่ีไดจ้ากธรรมชาติรอบตวัเรา หามาใชไ้ดไ้ม่มี
วนัหมด พลงังานหมุนเวียนเหล่าน้ีเป็นอีกทางเลือกในการสร้างพลงังานและลดการน าเขา้จากต่างประเทศ 
แต่กย็งัไม่เพียงพอจึงเกิดการมองหาแหล่งพลงังานใหม่ คือพลงังานทดแทน โดยมีความเช่ือมัน่วา่จะเขา้มา
มีบทบาทปฏิวติัวงการพลงังานดว้ยแหล่งวตัถุดิบท่ีหาไดง่้ายและมีมากมายในโลก ทั้งยงัเป็นพลงังาน
สะอาด ไม่ก่อมลพิษ โดยเฉพาะในกลุ่มของเซลลเ์ช้ือเพลิงและเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์พลงังานทดแทนท่ี
ก าลงัเป็นท่ีน่าสนใจ และอยูใ่นระหวา่งการพฒันาวิจยัอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงจะท าใหเ้ซลลเ์ช้ือเพลิงกลายเป็น
แหล่งพลงังานแหล่งใหม่ท่ีมีความยัง่ยืน และใชท้ดแทนน ้ามนัท่ีมีราคาสูงและก าลงัเหลือนอ้ยในปัจจุบนั 

 
หลกัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียส์ามารถเปล่ียนพลงังานเคมี

ในสารอินทรียใ์หเ้ป็นพลงังานไฟฟ้าโดยใชไ้บโอแคตาลิสท ์( biocatalyst) หรือตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ 
ไดแ้ก่ แบคทีเรีย ยีสต ์ซ่ึงสามารถน ากลบัมาใชไ้ดใ้หม่ โดยการผลิตกระแสไฟฟ้าจะเกิดจากกระบวนการ
ยอ่ยสลายสารอินทรีย ์ท าใหเ้กิดโปรตอน ( H+) และอิเลก็ตรอน ( e-) ข้ึน และใชต้วักลาง ( mediator) ช่วย
ส่งผา่นอิเลก็ตรอนใหเ้คล่ือนท่ีจากภายในเซลลข์องจุลินทรียอ์อกมาท่ีขั้วไฟฟ้าแอโนด ( anode) จากนั้น
อิเลก็ตรอนจะเคล่ือนท่ีผา่นวงจรภายนอกไปยงัส่วนของขั้วแคโทด ( Cathode compartment) ส่วนโปรตอน
จะเคล่ือนท่ีผา่นเยื่อเลือกผา่นโปรตอน ( Proton exchange membrane: PEM) ไปยงัขั้วแคโทดเกิดปฏิกิริยา   
รีดกัชัน่ ในสารละลายบฟัเฟอร์ สารอินทรียท่ี์ใชเ้ป็นแหล่งเช้ือเพลิงใหก้บัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียน์ั้นมี
หลากหลายชนิด แต่ท่ีน่าสนใจและมีจ านวนมากจนก่อใหเ้กิดปัญหาคือน ้าเสีย เน่ืองจากการขยายตวั
ทางดา้นอุตสาหกรรมท่ีเจริญรุดหนา้อยา่งรวดเร็วท าใหเ้กิดมลพิษและของเสียจากอุตสาหกรรมมากมาย 
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หน่ึงในนั้นคือน ้าเสีย ตามปกติแลว้ก่อนท่ีจะปล่อยลงสู่แหล่งน ้าธรรมชาตินั้นน ้าเสียจากโรงงานตอ้งผา่น
การบ าบดัเพ่ือใหมี้ค่าตรงตามมาตรฐานคุณภาพน ้าท้ิงท่ีก าหนดโดยกรมควบคุมมลพิษ ซ่ึงการจดัการระบบ
บ าบดัน ้าเสียนั้นตอ้งมีค่าใชจ่้ายในการจดัท าระบบมากมาย หากสามารถน าน ้าเสียมาใชป้ระโยชนโ์ดย
น ามาเป็นแหล่งอาหารใหก้บัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียก์จ็ะไดป้ระโยชนคื์อ ไดก้ระแสไฟฟ้า ไดน้ ้าสะอาดข้ึน 
และมีความเป็นพิษลดลง เน่ืองจากกระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียข์องจุลินทรีย ์และถึงแมว้า่จะได้
กระแสไฟฟ้าไม่มากเม่ือเทียบกบัการใชแ้หล่งพลงังานฟอสซิลแต่กไ็ดผ้ลพลอยไดคื้อการบ าบดัน ้าเสียไป
พร้อมกบัการผลิตไฟฟ้านัน่เอง 

 
ปัจจยัส าคญัในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียน์ั้นมีหลายอยา่ง นอกจากชนิดของขั้วไฟฟ้า ความเป็นกรด

เบส แลว้ส่ิงท่ีน่าสนใจอีกอยา่งคือกลุ่มจุลินทรียเ์พราะเป็นตวัหลกัในการท าหนา้ท่ีผลิตกระแสไฟฟ้า 
จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าไดน้ั้นมีหลายชนิดและบางชนิดกอ็าศยัอยูใ่นน ้าเสีย เช่น 
Pseudomonas aeruginosa (Rabeay และคณะ , 2004) Klebsiella pneumonia (Zhang และคณะ , 2008) ซ่ึง
จุลินทรียท่ี์มีบทบาทส าคญัในการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นน ้าเสียส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียประมาณ 95 
เปอร์เซนต ์รองลงมาไดแ้ก่ เช้ือรา สาหร่าย และโปรโตซวั (สุบณัฑิต น่ิมรัตน,์ 2548)  

 
จากปัจจยัท่ีกล่าวมาจึงเป็นท่ีมาของงานวิจยั งานวิจยัน้ีสนใจศึกษากลุ่มแบคทีเรียในเซลลเ์ช้ือเพลิง

จุลินทรียท่ี์เปล่ียนแปลงหลงัจากการเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์เพ่ือความเขา้ใจขอ้มลูพ้ืนฐานท่ีอาจ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานต่อไป 

1.2 วตัถุประสงค์ 

 เพ่ือศึกษาการเปล่ียนแปลงของกลุ่มแบคทีเรียในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ท่ีใชน้ ้าเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง 

1.3 ขอบเขตงานวจิยั 

 งานวิจยัน้ีไดจ้ดัท าในระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียป์ระกอบดว้ย
ทรงกระบอกอะคริลิกใส ปริมาตรต่อถงัเท่ากบั 800 มิลลิลิตร การท าวิจยัมุ่งเนน้การศึกษากลุ่มแบคทีเรียใน
เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียห์ลงัจากเปล่ียนแปลงภาวะในถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ทราบชนิดของกลุ่มแบคทีเรียในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ และสามารถน าไปเป็นความรู้
พ้ืนฐานท่ีอาจน าไปใชเ้พ่ิมประสิทธิภาพการท างานต่อไป 
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บทที่ 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์(Microbial fuel cell) 

 ความคิดในการใชจุ้ลินทรียเ์พ่ือผลิตกระแสไฟฟ้าเกิดข้ึนคร้ังแรกเม่ือตน้ศตวรรษท่ี 20 โดยบุคคล
แรกท่ีท าการทดลองคือ Potter ในปี 1911 ไดท้ดลองผลิตกระแสไฟฟ้าจาก Escherichia coli และ 
Saccharomyces แต่การทดลองนั้นไม่ไดรั้บความสนใจเท่าไหร่นกั ต่อมาในปี 1931  Barnet Cohen สนใจ
เก่ียวกบัการเพ่ิมจ านวนของเซลลเ์ช้ือเพลิง โดยเพ่ิมจ านวนชุดเซลลเ์ช้ือเพลิงและเช่ือมต่อกนัเป็นชุด
อนุกรม พบวา่สามารถผลิตความต่างศกัยไ์ดม้ากถึง 35 โวลต ์หรือเท่ากบักระแสไฟ 2 มิลลิแอมแปร์  

 ต่อมาจึงมีงานวิจยัเก่ียวกบัหวัขอ้น้ีเพ่ิมมากข้ึน DelDuca ไดศึ้กษาการผลิตไฮโดรเจนจาก
กระบวนการหมกักลโูคสดว้ย Clostridium butyricum โดยจุลินทรียน้ี์ท าหนา้ท่ีเป็นตวัท าปฏิกิริยาท่ี
ขั้วแอโนด แมผ้ลจากการทดลองผลิตไฮโดรเจนโดยใชจุ้ลินทรียช์นิดน้ีจะยงัไม่เสถียรและมีค่าไม่แน่นอน 
แต่กไ็ดรั้บการแกไ้ขโดยการท าการทดลองอีกคร้ังในปี 1976 โดย Suzuki ท าใหเ้กิดแนวคิดการออกแบบ
เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียอ์ยา่งท่ีพบในปัจจุบนัข้ึน  

 จากผลงานวิจยัของ Suzuki ในช่วงปี 1970 ท าใหเ้กิดความเขา้ใจเบ้ืองตน้เก่ียวกบัวิธีการท างาน
ของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ซ่ึงต่อมาถกูน ามาศึกษาต่อในรายละเอียดท่ีลึกลงไป โดย MJ Allen และ 
H.Peter Bennentto ทั้งคู่มองเห็นวา่เซลลเ์ช้ือเพลิงเป็นวิธีการท่ีเป็นไปไดใ้นการผลิตไฟฟ้าส าหรับประเทศ
ท่ีก าลงัพฒันา งานวิจยัของพวกเขาเร่ิมตน้ข้ึนในช่วงตน้ปี 1980 เร่ือยมา  ซ่ึงช่วยสร้างความเขา้ใจในการ
ท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงเป็นอยา่งมาก จากผลงานวิจยัเหล่านั้นท าใหท้ราบวา่เราสามารถผลิต
กระแสไฟฟ้าไดโ้ดยตรงจากกระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์โดยท่ีเซลล์
เช้ือเพลิงประกอบดว้ยส่วนของหอ้งแอโนดท่ีไม่มีออกซิเจน เช่ือมต่อกบัหอ้งแคโทด ซ่ึงกั้นระหวา่งหอ้ง
ดว้ยเยื่อแลกเปล่ียนไอออน และต่อสายไฟภายนอกท่ีขั้วทั้งสองเพ่ือใหว้งจรสมบูรณ์ 

 ในปัจจุบนัไดมี้ผลงานวิจยัมากมายเก่ียวกบัการศึกษาเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์พลงังานทางเลือก
ใหม่ท่ีสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ได ้โดยสามารถน ามาประยกุตใ์ชก้บัเทคโนโลยีในปัจจุบนั เพ่ือประโยชน์
ต่อไปในอนาคต Bruce E.  Logan ศาสตราจารยวิ์ศวกรรมส่ิงแวดลอ้ม นกัวิจยัจาก Penn state ไดน้ าเสนอ
งานวิจยัร่วมมากมายเก่ียวกบัการน าเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียม์าใชใ้นการผลิตไฟฟ้า และพลงังานทดแทน
อ่ืนๆ เช่น ก๊าซไฮโดรเจน และก๊าซมีเทน พบวา่การน าหลกัการของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียม์าใชผ้ลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนนั้นใหพ้ลงังานไดม้ากกวา่เม่ือเทียบกบักระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบเดิมดว้ยกระบวนการ
ไฮโดรไลซิส  (ประสิทธิภาพ 50-70%) ถึง 144% (ScienceDaily, 2007) หรือการน ามาผลิตก๊าซมีเทนเพ่ือ
น ามาใชเ้ป็นพลงังานทดแทนของเช้ือเพลิงหุงตม้แบบพกพาได ้( Penn state live, 2009) 
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โดยทัว่ไปเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียน์ั้นตอ้งการเทคโนโลยีท่ีสามารถรองรับการผลิตไม่วา่จะเป็น
เร่ืองตน้ทุนการผลิต ขนาดของพ้ืนท่ีผิวส าหรับขั้วแอโนด  (anodes) และแคโทด  (cathodes) นอกจากนั้นยงั
ตอ้งมีความเขา้ใจกระบวนการทางชีวภาพเป็นอยา่งดี โดยเฉพาะชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน
การถ่ายเทอิเลก็ตรอนระหวา่งเซลล ์และตอ้งมีการน าเทคโนโลยีอ่ืนมาใชร่้วมกนั ท่ีมีความเป็นไปไดคื้อ
ระบบบ าบดัน ้าเสีย   (wastewater treatment) สามารถน ามาใชเ้ป็นแหล่งพลงังานราคาถกูใหก้บัระบบได้  
เทคโนโลยีเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียส์ามารถประยกุตใ์ชไ้ม่วา่จะเป็นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน  (hydrogen) 
การผลิตพลงังานจากมวลชีวภาพทางการเกษตร ซ่ึงเป็นงานทา้ทายส าหรับนกัวิทยาศาสตร์และวิศวกรท่ีจะ
น าเทคโนโลยีก าจดัของเสียท างานร่วมกบัเทคโนโลยีการผลิตพลงังานในอนาคต 

2.2 หลกัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ 

 2.2.1 หลกัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ 

เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์คือ ระบบของเซลลไ์ฟฟ้าท่ีมีการน าอิเลก็ตรอนจากกระบวนการยอ่ย
สลายของจุลินทรียม์าเปล่ียนใหเ้ป็นกระแสไฟฟ้า เป็นการเปล่ียนพลงังานเคมีใหก้ลายเป็นพลงังานไฟฟ้า
โดยใชจุ้ลินทรียเ์ป็นตวักระตุน้ ซ่ึงมีหลกัการท างานคลา้ยกนักบัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงชนิดเยื่อ
แลกเปล่ียนโปรตอน ( Proton exchange membrane fuel cell: PEMFC) ซ่ึงเป็นเซลลเ์ช้ือเพลิงอีกประเภท
หน่ึงแต่ใชส้ารเคมีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ส่วนประกอบหลกัของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียป์ระกอบดว้ย 3 ส่วนหลกัคือ ขั้วไฟฟ้า ไดแ้ก่ 
ขั้วไฟฟ้าแอโนด มีหนา้ท่ีส่งผา่นประจุอิเลก็ตรอน ( e-) ออกไปทางขั้วไฟฟ้าแคโทด ขั้วไฟฟ้าแคโทดเป็น
ขั้วไฟฟ้าท่ีมีหนา้ท่ีรับอิเลก็ตรอนมารวมกบัอะตอมของออกซิเจนและโปรตอน (H+) และเยื่อเลือกผา่น
ไอออน ท าจากวสัดุต่างๆ เช่น สารละลาย แผน่พลาสติก มีหนา้ท่ีคือยอมใหโ้ปรตอนเคล่ือนท่ีผา่น 

ภาพท่ี 2.1 เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ (Du และคณะ 2007) 
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การท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่นั้น จุลินทรียใ์นหอ้งแอโนดจะท าหนา้ท่ี
ออกซิไดซ์ (oxidized) สารตั้งตน้ท่ีใหใ้นระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงไดเ้ป็นอิเลก็ตรอน และโปรตอน  ซ่ึงมีการให้
สารตั้งตน้อยา่งต่อเน่ืองโดยมีการเติมเขา้และถ่ายเอาสารตั้งตน้เก่าออกจากระบบในอตัราเดียวกนั
ตลอดเวลา (Continuous mode) หรือเป็นระบบปิดท่ีมีสารอาหารตั้งตน้ปริมาณจ ากดัไม่มีการเติมสารใดๆ
ลงไปอีกหลงัจากมีการเดินระบบ ( Batch mode) จากนั้นอิเลก็ตรอนจะถกูส่งไปยงัขั้วแคโทดโดยกลไก
ต่างๆของจุลินทรีย ์เช่น ส่งผา่นโดยตรงดว้ยเสน้ลวดนาโนไวร์ ( nanowire) มีลกัษณะเป็นรยางคค์ลา้ยเสน้
ผม (pilus) ยื่นออกมานอกผนงัเซลลจุ์ลินทรีย ์พบไดใ้นจุลินทรียบ์างชนิด ไดแ้ก่ Geobacter sulfurreducens 
และ Shewanella oneidensis  (Gorby และคณะ , 2006) หรือการอาศยัตวักลาง ( mediators) ในการขนส่ง
อิเลก็ตรอนจากเซลลม์ายงัขั้วแอโนด เป็นตน้ อิเลก็ตรอนจากขั้วแอโนดจะไหลผา่นวงจรภายนอกไปยงัขั้ว
แคโทด ในขณะท่ีโปรตอนหรือไอออนบวกอ่ืนๆท่ีเคล่ือนท่ีผา่นเยื่อเลือกผา่นไอออนมายงัส่วนของหอ้ง
แคโทดเกิดปฏิกิริยารีดกัชัน่ (reduction) ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นน ้า    

2.2.2 การท างานของจุลินทรียใ์นเซลลเ์ช้ือเพลิง  

จุลินทรียใ์นเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียน์ั้นสามารถส่งผา่นอิเลก็ตรอนไปยงัขั้วไฟฟ้าไดห้ลายวิธี ทั้งน้ี
แลว้แต่ชนิดของจุลินทรียน์ั้นๆดว้ย ซ่ึงการส่งผา่นอิเลก็ตรอนของจุลินทรียเ์กิดข้ึนจากกระบวนการหายใจ
ระดบัเซลล ์ซ่ึงเป็นกระบวนการเพ่ือยอ่ยสลายสารใหเ้กิดเป็นพลงังาน โดยพลงังานจะสะสมภายในเซลล์
อยูใ่นรูปของสารเคมี คือ ATP (Adenosinetriphosphate) (ภาพท่ี 2.2) กระบวนการหายใจระดบัเซลล์
แบ่งเป็น 2 รูปแบบ คือ การหายใจระดบัเซลลแ์บบใชอ้อกซิเจนและไม่ใชอ้อกซิเจน 

 
 
 
 

 

การหายใจระดบัเซลลแ์บบใชอ้อกซิเจน 

การสลายสารอาหารแบบใชอ้อกซิเจน ( Aerobic Respiration) เป็นกระบวนการท่ีมีกลไกเกิด
ต่อเน่ืองกนั 3 ขั้นตอน คือ ไกลโคลิซิส ( Glycolysis) วฏัจกัรเครบส์ ( Krebs cycle) และการถ่ายทอด
อิเลก็ตรอน (Electron transport chain) 

ภาพท่ี 2.2 กระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์กิดเป็นพลงังาน 

Food Respiration Energy ATP Activities 
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ไกลโคไลซิสเป็นกระบวนการสลายกลโูคสท่ีเกิดข้ึนต่อเน่ืองหลายขั้นตอนใหเ้กิดเป็นไพรูเวต 
(Pyruvate) โดยจะไดพ้ลงังานทั้งในรูปของ ATP และ NADH  

ภาพท่ี 2.3 ขั้นตอนไกลโคลิซิส (Campbell และคณะ, 2008) 
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วฏัจกัรเครบส์เป็นวฏัจกัรตวักลางในการเผาผลาญสารต่างๆและเป็นขั้นตอนการสร้าง
คาร์บอนไดออกไซดม์ากท่ีสุดในการหายใจระดบัเซลล ์ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากวฏัจกัรเครบส์ไดแ้ก่ CO2, 
NADH, FADH2 และ ATP 

ภาพท่ี 2.4 วฎัจกัรเครปส์ (Campbell และคณะ, 2008) 
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ระบบการขนส่งอิเลก็ตรอนประกอบดว้ยโมเลกลุของตวัรับและส่งอิเลก็ตรอนอยูเ่ป็นจ านวนมาก 

ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นโปรตีนเรียงตวัอยูใ่นเยื่อชั้นในของไมโทคอนเดรีย ( Mitochondria) อิเลก็ตรอนจาก 
NADH จะถกูส่งไปตามระบบการขนส่งอิเลก็ตรอน โดยมีตวัรับอิเลก็ตรอนตวัสุดทา้ยคือโมเลกลุของ
ออกซิเจนซ่ึงมีค่าอิเลคโตรเนกาติวิตี ( Electro negativity: EN) สูงกวา่ตวัใหแ้ละรับอิเลก็ตรอนอ่ืนๆใน
ระบบ 

การหายใจระดบัเซลลแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจน 

การสลายสารอาหารแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ( Anaerobic Respiration) เป็นการสลายสารอาหารท่ีมี
การถ่ายทอดอิเลก็ตรอนเพ่ือสงัเคราะห์  ATP โดยไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นตวัรับอิเลก็ตรอน  การสลาย
สารอาหารแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ( Anaerobic respiration) ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ ไกลโคลิซีส 
(Gycolysis) และการหมกั (Fermentation) แสดงในภาพท่ี 2.6 

ดงันั้นในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจึ์งจดัเป็นกระบวนการหายใจแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเพราะใช้
ขั้วไฟฟ้าท าหนา้ท่ีเป็นตวัรับอิเลก็ตรอนตวัสุดทา้ยแทนการใชอ้อกซิเจน 

ภาพท่ี 2.5 กระบวนการถ่ายทอดอิเลก็ตรอน (Campbell และคณะ, 2008) 

Intermembrane  
space 

Inner 
mitochondrial 
membrane 
 

Mitochondrial 
matrix 



9 
 

 

 

การถ่ายโอนอิเลก็ตรอนจากจุลินทรียไ์ปยงัขั้วแอโนดแบ่งออกเป็น 3 ประเภท ดงัน้ี 

 การถ่ายโอนอิเลก็ตรอนไปยงัขั้วแอโนดโดยตรงผา่นไซโตโครม ( cytochrome) ท่ีผนงัเซลล์
ชั้นนอก (ภาพท่ี 2.7ก) 

จุลินทรียส่์วนใหญ่จะไม่เป็นส่ือน าไฟฟ้า (nonconductive) เน่ืองจากเยื่อหุม้ผนงัเซลลช์ั้นนอก
ของจุลินทรียส่์วนใหญ่ประกอบไปดว้ยไขมนั ไดแ้ก่ เปปทิไดโดไกลเคน ( peptididoglycan) และ     
ไลโปพอลิแซคคาไรด ์( lipopolysaccharide) ซ่ึงขดัขวางไม่ใหจุ้ลินทรียถ่์ายโอนอิเลก็ตรอนไปยงั
ขั้วแอโนดไดโ้ดยตรง ( Du และคณะ, 2007) แต่มีจุลินทรียบ์างชนิด เช่น Geobacter sulfurreducens 
(Magnuson และคณะ, 2001) และ Shewanella putrefaciens (Myers และคณะ, 1992) สามารถถ่ายโอน
อิเลก็ตรอนไดด้ว้ยตวัเอง ซ่ึงจุลินทรียเ์หล่าน้ีจะมีไซโตโครมอยูท่ี่ผนงัเซลลช์ั้นนอกเป็นจ านวนมากท า
หนา้ท่ีช่วยใหเ้กิดการถ่ายโอนอิเลก็ตรอนจากเซลลจุ์ลินทรียไ์ปยงัขั้วแอโนด  

 

ภาพท่ี 2.6 แผนภาพสรุปการสลายกลโูคสโดยไม่ใชอ้อกซิเจน (Campbell และคณะ, 2008) 
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 การถ่ายโอนอิเลก็ตรอนดว้ยตวักลางหรือเมดิเอเตอร์ (mediator) (ภาพท่ี 2.7ค) 

การเพ่ิมประสิทธิภาพในการถ่ายโอนอิเลก็ตรอนจากภายในเซลลจุ์ลินทรียไ์ปยงัขั้วแอโนด
สามารถท าไดโ้ดยการใชเ้มดิเอเตอร์ เช่น นิวทรอลเรด ( neutral red) และเมธิลีนบล ู( methyleneblue) 
เป็นตน้ โดยเมดิเอเตอร์จะแทรกผา่นเยื่อหุม้เซลลเ์ขา้ไปภายในเซลลจุ์ลินทรียแ์ละน าเอาอิเลก็ตรอน
ออกมานอกเซลลใ์นรูปของรีดิวซ์เมดิเอเตอร์  (reduced mediator) และปลดปล่อยอิเลก็ตรอนไปยงั
ขั้วแอโนด  ในปี 2003 Park และ Zeikus ใชนิ้วทรอลเรดเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการถ่ายโอน
อิเลก็ตรอนจาก Escherichia coli ไปยงัขั้วแอโนด นอกจากน้ียงัมีแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุท่ีสามารถ
ผลิตเมดิเอเตอร์ใหแ้บคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนน าไปใชไ้ด ้ตวัอยา่งเช่น Pseudomonas aeruginosa สามารถ
ผลิตฟีนาซีน  (phenazine) เพ่ือกระตุน้การถ่ายโอนอิเลก็ตรอนส าหรับแบคทีเรียหลายสายพนัธ์ุ 
(Rabaey และคณะ 2004) แต่อยา่งไรกต็ามเมดิเอเตอร์กมี็ขอ้เสียเช่นกนั คือมีความเป็นพิษต่อจุลินทรีย ์
บางชนิดกเ็ป็นพิษต่อมนุษย ์และยงัเป็นการเพ่ิมตน้ทุนในกระบวนการผลิตกระแสไฟฟ้า 

(ค) 

(ก) 

(ข) 

ภาพท่ี 2.7 ภาพ ก แสดงการส่งผา่นอิเลก็ตรอนโดยใชไ้ซโตโครม (cytochromes) 
   ภาพ ข แสดงการส่งผา่นอิเลก็ตรอนโดยใชเ้สน้ลวดนาโน (nanowire) 
   ภาพ ค แสดงการส่งผา่นอิเลก็ตรอนโดยใชต้วักลาง (mediator) 
   ( Rinaldi และคณะ 2008) 
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 การถ่ายโอนอิเลก็ตรอนผา่นเสน้ลวดนาโนของแบคทีเรีย (ภาพท่ี 2.7ข) 

มีการคน้พบวา่เสน้ลวดนาโนของแบคทีเรียซ่ึงมีโครงสร้างคลา้ยเสน้ผม ( pilus) พบอยูท่ี่ผนงั
เซลลช์ั้นนอกของจุลินทรีย ์มีคุณสมบติัน าไฟฟ้า และอาจเก่ียวขอ้งโดยตรงต่อการถ่ายโอนอิเลก็ตรอน 
โดยมีการพบเสน้ลวดนาโนใน Geobactor sulfurreducens PCA, Shewanella oneidensis MR-1, 
สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน Synechocystis sp. PCC6803 และ Pelotomaculum thermopropionicum 
(Gorby และคณะ 2006) (Reguera และคณะ 2003) 

2.3 วสัดุและการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ 

 ส่วนประกอบพ้ืนฐานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียป์ระกอบดว้ยส่วนประกอบหลกัไดแ้ก่ ขั้วไฟฟ้า 
หอ้งขั้วไฟฟ้าแอโนด และเยื่อเลือกผา่นอิเลก็ตรอน วสัดุท่ีใชป้ระกอบเป็นเซลลเ์ช้ือเพลิงนั้นมีหลากหลาย
ชนิดดงัแสดงในตาราง 2.1 การเลือกใชว้สัดุและการออกแบบการใชง้านจึงมีความส าคญัเพ่ือลดค่าใชจ่้าย
และไดป้ระสิทธภาพการท างานท่ีดีท่ีสุด 

ภาพท่ี 2.8 แบบจ าลองการท างานของตวัอยา่งสารประกอบเคมีท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางในการส่งผา่น
อิเลก็ตรอนจากจุลินทรียใ์หก้บัขั้วไฟฟ้าฟ้า สามารถเกิดปฏิกิริยาไดท้ั้งรีดกัชนัและออกซิเดชนัจึงใช้
หมุนเวียนได ้(Du และคณะ 2007) 
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2.3.1 ขั้วไฟฟ้า 

การเลือกใชว้สัดุในการท าขั้วไฟฟ้านั้นข้ึนอยูก่บัคุณสมบติัในการน าไฟฟ้า  ยิ่งมีคุณสมบติัในการ
น าไฟฟ้าดีกจ็ะมีราคาแพง ซ่ึงขั้วไฟฟ้าท่ีแตกต่างกนัทั้งลกัษณะและวสัดุนั้นจะส่งผลต่อการดึงอิเลก็ตรอน
จากจุลินทรียต่์างกนั รวมทั้งการยึดเกาะของจุลินทรียท่ี์บริเวณผิวหนา้ของขั้วไฟฟ้าดว้ย วสัดุท่ีน ามาใชเ้ป็น
ขั้วไฟฟ้านั้นมีหลากหลายชนิดไดแ้ก่ สแตนเลส ( Dumas และคณะ 2007) แกรไฟต ์( Rabaey และคณะ 
2003) และแผน่ผา้คาร์บอน ( Liu และคณะ 2005) เป็นตน้ มีงานวิจยัพบวา่การใชแ้ผน่ผา้คาร์บอนเป็น
ขั้วไฟฟ้าแอโนดสามารถผลิตไฟฟ้าไดดี้ เน่ืองจากลกัษณะของพ้ืนท่ีผิวท่ีเหมาะสมกบัการยึดเกาะของ
จุลินทรียท์ าใหก้ารส่งผา่นอิเลก็ตรอนเกิดข้ึนไดดี้กวา่การเลือกใชข้ั้วไฟฟ้าชนิดท่ีเป็นผิวเรียบ และในปี 
2007 sarinee และคณะ ไดศึ้กษาค่าอิมพิแดนซ์ซ่ึงเป็นค่าความตา้นทานระหวา่งรอยต่อของขั้วไฟฟ้ากบั
สารละลาย ซ่ึงมีผลต่อประสิทธิภาพการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์โดยพบวา่ผา้เสน้ใยคาร์บอนมี
ค่าอิมพิแดนซ์ต ่ากวา่เม่ือเทียบกบัสแตนเลสท าใหก้ารถ่ายโอนอิเลก็ตรอนเกิดข้ึนไดส้ะดวก   

 2.3.2 หอ้งขั้วไฟฟ้า 

วสัดุท่ีน ามาประกอบเป็นหอ้งขั้วไฟฟ้าสามารถเลือกใชไ้ดห้ลากหลายแต่ตอ้งมีคุณสมบติัท่ี
ทนทาน โดยเฉพาะในหอ้งขั้วแอโนดนั้นจะมีสภาพเป็นกรดเน่ืองจากกระบวนการยอ่ยสลายสารอาหารใน
ระบบเกิดเป็นอิเลก็ตรอนและโปรตอนจ านวนมากท าใหส้ารละลายเกิดสภาวะเป็นกรด วสัดุท่ีเลือกใชจึ้ง
ตอ้งมีคุณสมบติัท่ีสามารถทนสภาวะเป็นกรดได ้ตวัอยา่งเช่น แกว้ หรือ อะคริลิก เป็นตน้  นอกจากน้ีการ
ออกแบบและประกอบเป็นเซลลเ์ช้ือเพลิงนั้นกมี็ความส าคญัเพ่ือใหเ้กิดประสิทธิภาพการท างานสูงสุด มี
งานวิจยัมากมายท่ีศึกษาเก่ียวกบัการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิง มีการออกแบบโดยไม่มีหอ้งแคโทดและใหข้ั้ว

ตาราง 2.1 ชนิดวสัดุท่ีใชเ้ป็นส่วนประกอบของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ (Du และคณะ 2007) 
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แคโทดสมัผสักบัอากาศโดยตรงไม่ใชเ้มมเบรน หรือท าเป็นชุดเซลลเ์พ่ือใหท้ างานไดพ้ร้อมกนัหลายๆชุด
เพ่ือเพ่ิมก าลงัการผลิตไฟฟ้า (Logan, 2008) 

 2.3.3 การออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ 

ปัจจุบนัมีการศึกษาเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียอ์ยา่งกวา้งขวางมีการออกแบบรูปทรงท่ีซบัซอ้นและ
ปรับปรุงอยูต่ลอดเวลา เพ่ือใหไ้ดป้ระสิทธิภาพการท างานท่ีดีท่ีสุด สามารถแบ่งลกัษณะโครงสร้าง
ออกเป็น 2 แบบดงัน้ี 

2.3.3.1 เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ 

เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่สามารถท างานไดท้ั้งแบบกะ ( batch) และ
แบบต่อเน่ือง และนิยมใชใ้นระดบัหอ้งปฏิบติัการ (Du และคณะ 2007) โดยเซลลเ์ช้ือเพลิงชนิดน้ี
ประกอบดว้ยหอ้งแอโนดและหอ้งแคโทดท่ีกั้นกลางดว้ยแผน่เยื่อเลือกผา่นโปรตอน ( proton 
exchange membrane) หรือในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียบ์างชนิดอาจใชส้ะพานเกลือ (salt bridge) ท่ี
ยอมใหโ้ปรตอนเคล่ือนท่ีผา่นเป็นตวัเช่ือมระหวา่งหอ้งแอโนดและหอ้งแคโทด โปรตอนจะ
สามารถเคล่ือนท่ีผา่นแผน่เยื่อเลือกผา่นไปยงัหอ้งแคโทดได ้แต่ออกซิเจนในหอ้งแคโทดไม่
สามารถผา่นไปยงัหอ้งแอโนดได ้เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียบ์างชนิดจะใชน้ ้าเป็นสารอิเลก็โทรไลต์
ในหอ้งแคโทด หรือแคโทรไลต ์( catholyte) โดยจะพ่นอากาศผา่นน ้าเพ่ือใหไ้ดอ้อกซิเจนละลาย
ในน ้าส่งไปท่ีขั้วแคโทด หรืออาจเพ่ิมประสิทธิภาพดว้ยการเติมสารบางอยา่งในหอ้งแคโทดเพ่ือ
ช่วยดึงอิเลก็ตรอนใหไ้หลไปไดส้ะดวกข้ึนไม่ถกูจ ากดัปฏิกิริยาไว ้ตวัอยา่งเช่น เปอร์แมงกาเนต 
(KMnO4) พบวา่เม่ือเติมเปอร์แมงกาเนต 0.1 กรัมต่อลิตร ใหค่้าความหนาแน่นก าลงัไฟฟ้าสูงสุด 
115.60 มิลลิวตัตต่์อตารางเมตร (You และคณะ 2006) (ศุกร์นิมิต, 2553) 

  2.3.3.2 เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งเด่ียว 

เน่ืองจากเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่มีความซบัซอ้นในการออกแบบเพ่ือขยาย
ขนาด และจ าเป็นตอ้งเติมสารแคโทรไลต ์เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ จึงมีการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิง
จุลินทรียแ์บบหอ้งเด่ียวมาใชง้าน มีงานศึกษาวิจยัพบวา่หอ้งแคโทดนั้นไม่จ าเป็นตอ้งมีน ้าบรรจุ
อยูภ่ายในและไม่จ าเป็นตอ้งเป็นส่วนท่ีแยกออกมาชดัเจน (Logan และคณะ, 2006) เซลลเ์ช้ือเพลิง
จุลินทรียแ์บบหอ้งเด่ียวจึงประกอบดว้ยหอ้งแอโนด และส่วนหอ้งแคโทดจะไม่มีการใหอ้ากาศ 
เน่ืองจากขั้วแคโทดสมัผสักบัอากาศโดยตรง โปรตอนจะถกูส่งถ่ายจากสารละลายอิเลก็โทรไลต์
ในหอ้งแอโนดไปยงัขั้วแคโทดซ่ึงถกูติดตั้งไวท่ี้ดา้นนอกของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้ง
เด่ียว  โดยท่ีเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งเด่ียวน้ีจะมีประสิทธิภาพสูงกวา่เซลลเ์ช้ือเพลิง
จุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ เน่ืองจากค่าสมัประสิทธ์ิในการถ่ายโอนมวลของออกซิเจนในอากาศมีค่าสูง
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กวา่ในน ้า ( Khanal, 2008) และเยื่อแผน่เลือกผา่นโปรตอนในเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้ง
เด่ียวจะท าหนา้ท่ีป้องกนัการแพร่ของออกซิเจนเขา้ไปยงัหอ้งแอโนด 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4 ปัจจยัท่ีมีผลกบัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ 

ก. ข. 

ค. ง. 

จ. 

ภาพท่ี 2.9 ภาพ ก, ข และ ค แสดงการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิงแบบหอ้งคู่  
แบบ ก เป็นทรงกระบอก ประกอบเป็นรูปทรงตวัเอช (Min และคณะ, 2005a, b)  
แบบ ข เป็นรูปส่ีเหล่ียมมุมฉาก ประกอบเป็นกล่องขนาดเลก็ (Delaney และคณะ, 1984) 
แบบ ค เป็นรูปทรงกระบอกประยกุตก์บัระบบ Upflow (Ringeisen และคณะ, 2006) 

               ภาพ ง และ จ แสดงการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิงแบบหอ้งเด่ียว 
 แบบ ง เป็นรูปทรงกระบอก แคโทดอยูภ่ายนอกสมัผสัอากาศโดยตรง ( Park และ Zeikus, 2003) 

แบบ จ ลกัษณะเป็นท่อกลวง และใชร้ะบบ Upflow (Rabaey และคณะ, 2005) 
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2.4 ปัจจยัท่ีมีผลกบัการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย์ 

2.4.1 สารอาหารหรือแหล่งคาร์บอน 

ชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่าง หรือปริมาณท่ีใหก้บัระบบนั้นมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์
และการผลิตกระแสไฟฟ้า  สามารถก าหนดเป็นความเขม้ขน้ของอาหาร อตัราการไหลเขา้ระบบเซลล์
เช้ือเพลิงหรือระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เป็นตน้ 

แหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้ กระแสไฟฟ้า 
ท่ีผลิตได ้

(มิลลิแอมแปร์ต่อ
ตารางเซนติเมตร) 

อา้งอิง 

อะซิเตท (Acetate) 
กลโูคส 
ซูโครส (Sucrose) 
น ้าเสียโรงงาน 
ช๊อกโกแลต 
น ้าเสียโรงงานแป้ง 

1 กรัมต่อลิตร 
6.7 มิลลิโมลาร์ 

2674 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

1459 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร 
4852 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร 

0.8 
0.7 

0.19 
 

0.302 
0.09 

Logan และคณะ 2007 
Catal และคณะ 2008 
Behera และ Ghangrekar 2009 
 
Patil และคณะ 2009 
Lu และคณะ 2009 

 
  

จากงานวิจยัท่ีแสดงในตาราง 2.2 แสดงใหเ้ห็นวา่จุลินทรียมี์ความสามารถในการยอ่ยสลายแหล่ง
คาร์บอนไดห้ลายชนิด แต่ความเขม้ขน้ของสารอาหารท่ีต่างกนักส่็งผลต่อการผลิตกระแสไฟฟ้ามากนอ้ย
ต่างกนั ดงันั้นการเลือกใชค้วามเขม้ขน้ของอาหาร รวมไปถึงอตัราการใหอ้าหารท่ีมีความสมดุลและ
เหมาะสมกบัจุลินทรียน์ั้นๆ จึงเป็นตวัแปรส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีควรค านึงในกระบวนการผลิตไฟฟ้าดว้ยเซลล์
เช้ือเพลิง 

2.4.2 ความเป็นกรดเบส 

ความเป็นกรดเบสนั้นมีผลโดยตรงต่อการเจริญของจุลินทรีย ์จุลินทรียแ์ต่ละชนิดนั้นมี
ความสามารถในการเจริญไดใ้นช่วงค่าความเป็นกรดเบสต่างกนั จุลินทรียบ์างชนิดจะเจริญไดดี้ในช่วง
ความเป็นกรดเบสต ่า ( Acidophiles) บางชนิดเจริญไดดี้ท่ีช่วงความเป็นกรดเบสเป็นกลางหรือมีค่าความ
เป็นกรดเบสเท่ากบั 7 (Neutralophiles) และบางชนิดเจริญไดดี้ท่ีสภาวะเป็นเบส ( Alkalophiles) การเล้ียง
จุลินทรียเ์ป็นเวลานานจะท าใหค่้าความเป็นกรดเบสของสารละลายอาหารเปล่ียนไป เน่ืองจากการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละมีการปล่อยสารบางอยา่งออกมาซ่ึงเป็นไดท้ั้งกรดและเบส ท าใหไ้ปขดัขวาง

ตาราง 2.2 ตวัอยา่งของแหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์
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การเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นระบบ จึงตอ้งมีการเติมสารบางอยา่งเพ่ือไปท าหนา้ท่ีรักษาสมดุลความเป็น
กรดเบสในสารละลายอาหาร หรือท าหนา้ท่ีเป็นบฟัเฟอร์นัน่เอง ตวัอยา่งสารเคมีท่ีท าหนา้ท่ีเป็นบฟัเฟอร์ 
เช่น KH2PO4 และ K2HPO4 (ศุกร์นิมิต, 2553) 

นอกจากน้ีค่าความเป็นกรดเบสท่ีต่างกนัระหวา่งหอ้งขั้วไฟฟ้าแอโนดและแคโทดนั้นกมี็
ความส าคญัเพราะส่งผลต่อเกรเดียนต ์( Gradient) ของความเป็นกรดเบส มีผลท าใหก้ารไหลของโปรตอน
จากหอ้งขั้วไฟฟ้าแอโนดไปยงัหอ้งขั้วไฟฟ้าแคโทดไดดี้ 

2.4.3 อุณหภูมิ 

จุลินทรียแ์ต่ละชนิดนั้นสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั โดยจุลินทรียบ์าง
ชนิดสามารถเจริญไดดี้ในช่วงอุณหภูมิต ่ากวา่ 20 องศาเซลเซียส (Psychophiles) บางชนิด สามารถเจริญได้
ดีในช่วงอุณหภูมิ 25 ถึง 45 องศาเซลเซียส  (Mesophiles) และบางชนิด สามารถเจริญไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ
สูงกวา่ 45 องศาเซลเซียส ( Thermophiles) ดงันั้นอุณหภูมิท่ีเลือกใชน้ั้นจ าเป็นตอ้งเป็นอุณหภูมิเฉพาะท่ี
เหมาะสมกบัจุลินทรียแ์ต่ละชนิด จะท าใหป้ฏิกิริยาทางเคมีต่างๆภายในเซลลส์ามารถด าเนินไปไดอ้ยา่ง
ต่อเน่ืองและไม่ส่งผลต่อเสถียรภาพของโปรตีนหรือเอนไซมต่์างๆท่ีผลิตข้ึนจากตวัเซลลเ์อง (จุฑากานต์ , 
2552) 

 2.4.4 เยื่อเลือกผา่นอิเลก็ตรอน 

มีงานวิจยัท่ีกล่าววา่การใชเ้มมเบรนนั้นช่วยเพ่ิม ค่า coulombic efficiency (Rae และคณะ 2007) 
ค่า coulombic efficiency บ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการถ่ายทอดอิเลก็ตรอนท่ีไดจ้ากสารตั้งตน้สู่ขั้วไฟฟ้า
แลว้ไดเ้ป็นพลงังานออกมา เป็นการอธิบายถึงอตัราการเปล่ียนอิเลก็ตรอนทั้งหมดในสารอินทรียต์ั้งตน้เป็น
กระแสไฟฟ้า แต่ในทางกลบักนัการเลือกใชเ้มมเบรนกเ็ป็นการเพ่ิมความตา้นทานภายในระบบแทนซ่ึงจะ
ท าใหไ้ดก้ าลงัไฟฟ้านอ้ยลง ( Logan, 2008) นอกจากน้ีความหนาบางของแผน่เมมเบรนกมี็ความส าคญั 
ความหนาหรือบางของเมมเบรนจะส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีของโปรตอน ซ่ึงเมมเบรนท่ีมีขนาดบางจะท าให้
โปรตอนเคล่ือนท่ีผา่นไดเ้ร็วกวา่เมมเบรนท่ีมีขนาดหนา  

 2.4.5 จุลินทรีย ์

การท างานของจุลินทรียคื์อการส่งผา่นอิเลก็ตรอนใหก้บัขั้วไฟฟ้าดว้ยกระบวนการท่ีกล่าวมาแลว้
ขา้งตน้ โดยจุลินทรียท่ี์ลอยอยูใ่นสารละลายหรือโดยจุลินทรียท่ี์เกิดเป็นแผน่ฟิลม์ชีวภาพบนขั้วไฟฟ้า  การ
เกิดแผน่ฟิลม์ชีวภาพ ( Biofilm) คือการท่ีจุลินทรียเ์กาะรวมกนัท่ีขั้วแอโนด มีลกัษณะเป็นฟิลม์ แต่การเกิด
เป็นแผน่ฟิลม์ท่ีมีความหนามากเกินไปจะท าใหอิ้เลก็ตรอนเคล่ือนท่ีไดไ้ม่ดีเท่าท่ีควร การเกิดกระแสไฟฟ้า
กจ็ะนอ้ยลงดว้ย การออกแบบขั้วไฟฟ้าในหอ้งแอโนดเพ่ือใหไ้ดก้ระแสไฟฟ้ามากๆจึงมีความส าคญั  
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จุลินทรียท่ี์สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าในเซลลเ์ช้ือเพลิงไดน้ั้นมีทั้งจุลินทรียช์นิดเด่ียวและชนิด
ผสม ซ่ึงการใชจุ้ลินทรียช์นิดผสมนั้นจะไม่จ าเพาะกบัสารอาหารชนิดใดชนิดหน่ึงท าใหเ้กิดความ
หลากหลายในการท างานมากกวา่เพราะสามารถประยกุตใ์ชก้บัแหล่งอาหารหลายชนิด แต่การใชจุ้ลินทรีย์
ชนิดเด่ียวกท็ าใหส้ามารถศึกษากลไกการท างานของจุลินทรียน์ั้นๆภายในเซลลเ์ช้ือเพลิงไดอ้ยา่ง
เฉพาะเจาะจง 

2.5 ประเภทการสูญเสียไฟฟ้าของระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์

 เม่ือมีการดึงกระแสจากระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจ์ะส่งผลต่อค่าความต่างศกัยข์องระบบคือ 
เกิดการสูญเสียความต่างศกัย ์( Voltage losses) ซ่ึงเกิดจากเมทาบอลิซึมของจุลินทรียเ์ป็นการสูญเสีย
พลงังานท่ีหลีกเล่ียงไม่ได ้การสูญเสียพลงังานดงักล่าวเป็นผลมาจากการการใชพ้ลงังานของจุลินทรียใ์น
การออกซิเดชนัหรือการยอ่ยสลายสารอาหารนัน่เอง โดยปกติแลว้จุลินทรียต์อ้งการพลงังานใน
กระบวนการเมทาบอลิซึมอยา่งเพียงพอ ส่วนใหญ่แลว้จุลินทรียจ์ะใชพ้ลงังานจากวฎัจกัรเครบส์ 

 การสูญเสียจากการกระตุน้ ( Activation losses) เป็นการสูญเสียพลงังานจากความชา้ของอตัราการ
เกิดปฏิกิริยาทางเคมีในการเร่ิมตน้ปฏิกิริยาออกซิเดชนัหรือรีดกัชนัของเซลล ์และปฏิกิริยาการถ่ายทอด
อิเลก็ตรอนจากเซลลสู่์ขั้วไฟฟ้าผา่นเอนไซมห์รือโปรตีนของเซลล ์การสูญเสียพลงังานน้ีจะมีความโดด
เด่นในช่วงความหนาแน่นกระแสต ่าๆ ซ่ึงสามารถลดการสูญเสียไดโ้ดยการเติมคะตะลิสตใ์นฝ่ังหอ้ง
แคโทด และปรับปรุงการถ่ายทอดอิเลก็ตรอนระหวา่งจุลินทรียแ์ละขั้วไฟฟ้าแอโนด นอกจากน้ีการ
เลือกใชจุ้ลินทรียต่์างชนิดกมี็ผลต่อการสูญเสียในส่วนน้ีดว้ยเช่นกนั 

 การสูญเสียจากความตา้นทาน ( Ohmic lossses) การสูญเสียน้ีเกิดจากความตา้นทานการน าไฟฟ้า
ของประจุในสารละลาย เยื่อเลือกผา่นโปรตอน และการไหลของอิเลก็ตรอนผา่นจุดเช่ือมต่อระหวา่ง
ขั้วไฟฟ้ากบัสายไฟฟ้า ซ่ึงการสูญเสียน้ีมีความส าคญัต่อการออกแบบเซลลเ์ช้ือเพลิง เราสามารถลดการ
สูญเสียน้ีดว้ยการลดระยะห่างของขั้วไฟฟ้า การเลือกเยื่อเลือกผา่นโปรตอน การเคลือบขั้วไฟฟ้าเพ่ือลดการ
ตา้นทาน การตรวจสอบจุดเช่ือมต่อในวงจรใหมี้ประสิทธิภาพ และการเพ่ิมประสิทธิภาพของการน าไฟฟ้า
ในสารละลายและบฟัเฟอร์ (ศุกร์นิมิต, 2553) 

 จากประเภทการสูญเสียไฟฟ้าของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียท์ั้งหมดจะเห็นไดว้า่การสูญเสียไฟฟ้า
ในช่วงแรกนั้นมาจากเมทามอลิซึมของจุลินทรียเ์ป็นหลกั ปัจจยัท่ีมีผลต่อเมทาบอลิซึมของจุลินทรียน์ั้นก็
คือ แหล่งอาหาร หรือแหล่งคาร์บอน ดงันั้นการควบคุมอตัราการเปล่ียนแปลงทางเคมีของแหล่งอาหารจึง
มีความส าคญัต่อการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์โดยข้ึนกบัชนิดของแหล่งอาหาร ปริมาณจุลินทรีย์
ภายในเซลลเ์ช้ือเพลิง อตัราการเกิดปฏิกิริยาของจุลินทรีย ์( Kinetics) รวมถึงระยะกกัพกัทางชลศาสตร์ 
หรือระยะการกกัเกบ็น ้าเสียในระบบ ( Hydraulic retention time) (Rabaey และคณะ , 2003) ท่ีเหมาะสมต่อ
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การท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์เหล่าน้ีจะช่วยใหส้ามารถผลิตกระแสไฟฟ้าไดดี้และยงับ าบดั
สารอินทรียไ์ดอี้กดว้ย 

2.6 น ้าเสีย 

น ้าเป็นปัจจยัส าคญัในการด ารงชีวิต น ้าถกูน ามาใชใ้นการอุปโภคและบริโภค เม่ือใชแ้ลว้กจ็ะถกู
ปล่อยท้ิงออกสู่แหล่งน ้าธรรมชาติอีกคร้ังหน่ึง ระบบหมุนเวียนดงักล่าวน้ีก่อใหเ้กิดปัญหาข้ึน เม่ือน ้าถกู
น ามาใชใ้นครัวเรือน การเกษตร และอุตสาหกรรมในอตัราสูง และถกูปล่อยท้ิงลงสู่แหล่งน ้าในลกัษณะ
ของน ้าเสียโดยไม่ผา่นการบ าบดั ซ่ึงมีปริมาณมากเกินขีดความสามารถท่ีแหล่งน ้าธรรมชาติจะปรับสภาพ
ตามธรรมชาติ หรือท าความสะอาดดว้ยตนเอง ( Self purification) ท าใหแ้หล่งน ้ามีคุณภาพแยล่งและใน
ท่ีสุดกก็ลายเป็นน ้าเน่าเสีย ส่ิงมีชีวิตท่ีเคยอาศยัอยูใ่นน ้ากไ็ม่สามารถด ารงชีวิตอยูต่่อไปได้  นอกจากน้ียงัไม่
สามารถน ามาใชอุ้ปโภคบริโภคหรือน ามาใชท้างเกษตรกรรมและอุตสาหกรรมไดอี้กต่อไป  

 ปัจจุบนัประชากรในประเทศไทยและทัว่โลกเพ่ิมข้ึนเป็นจ านวนมากจึงท าใหปั้ญหาน ้าเสีย        
ทวีความรุนแรงข้ึนทุกวนัโดยเฉพาะแหล่งน ้าท่ีอยูใ่นบริเวณแหล่งชุมชนขนาดใหญ่รวมทั้งแหล่ง
อุตสาหกรรมและแหล่งเกษตรกรรม ตามมาตรา 4 ใน พ.ร.บ. ส่งเสริมและรักษาคุณภาพส่ิงแวดลอ้มปี พ.ศ. 
2535 ไดใ้หค้ านิยามของน ้าเสีย หมายถึง ของเสียท่ีอยูใ่นสภาพเป็นของเหลวรวมทั้งมวลสารท่ีปะปนหรือ
ปนเป้ือนอยูใ่นของเหลวท าใหก่้อเกิดภาวะมลพิษทางน ้าในแหล่งน ้าท่ีส าคญัของประเทศต่างๆ น ้าเสียตาม
ความหมายทัว่ไปจึงหมายถึง น ้าท่ีมีสารใด ๆ หรือส่ิงปฏิกลูท่ีไม่พึงปรารถนาปนอยู ่ซ่ึงการปนเป้ือนของ
ส่ิงสกปรกเหล่าน้ี จะท าใหคุ้ณสมบติัของน ้าเปล่ียนแปลงไปจนอยูใ่นสภาพท่ีไม่สามารถน ากลบัมาใช้
ประโยชนไ์ด ้ส่ิงปนเป้ือนท่ีอยูใ่นน ้าเสีย ไดแ้ก่น ้ามนั ไขมนั ผงซกัฟอก สบู่ และยาฆ่าแมลง สารอินทรียท่ี์
ท าใหเ้กิดการเน่าเหมน็และเช้ือโรคต่าง ๆ ส าหรับแหล่งท่ีมาของน ้าเสียสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 แหล่งใหญ่ ๆ 
ดงัน้ี 

- น ้าเสียจากแหล่งชุมชน มาจากกิจกรรมส าหรับการด ารงชีวิตของมนุษย ์เช่น อาคารบา้นเรือน 
หมู่บา้นจดัสรร คอนโดมิเนียม โรงแรม ตลาดสด โรงพยาบาล เป็นตน้ จากการศึกษาพบวา่ความเน่าเสีย
ของ   น ้าในคลองเกิดจากน ้าเสียประเภทน้ีถึง 75% 

- น ้าเสียจากกิจกรรมอุตสาหกรรม ไดแ้ก่น ้าเสียจากกระบวนการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรม 
รวมทั้งน ้าหล่อเยน็ท่ีมีความร้อนสูง และน ้าเสียจากหอ้งน ้าของคนงานดว้ย ความเน่าเสียของน ้าในคลอง
เกิดจากน ้าเสียประเภทน้ีประมาณ 25% แมจ้ะมีปริมาณไม่มากนกั แต่ส่ิงสกปรกในน ้าเสียจะเป็นพวก
สารเคมีท่ีเป็นพิษและพวกโลหะหนกัต่างๆรวมทั้งพวกสารอินทรียต่์างๆท่ีมีความเขม้ขน้สูงดว้ย 

กรรมวิธีในการบ าบดัน ้าเสียจึงจ าเป็นในการน ามาใชบ้ าบดัน ้าเสียใหเ้ป็นน ้าท่ีสะอาดก่อนปล่อย
ท้ิง เป็นวิธีการหน่ึงในการแกไ้ขปัญหาแม่น ้าล  าคลองเน่าเสีย โดยอาศยักรรมวิธีต่างๆเพ่ือลดหรือท าลาย
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ความสกปรกท่ีปนเป้ือนอยูใ่นน ้าไดแ้ก่ ไขมนั น ้ามนั สารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์สารพิษ รวมทั้งเช้ือโรค
ต่างๆใหห้มดไปหรือใหเ้หลือนอ้ยท่ีสุดเม่ือปล่อยท้ิงลงสู่แหล่งน ้ากจ็ะไม่ท าใหแ้หล่งน ้านั้นเน่าเสียอีก
ต่อไป เน่ืองจากน ้าเสียมีแหล่งท่ีมาแตกต่างกนัจึงท าใหมี้ปริมาณและความสกปรกของน ้าเสียแตกต่างกนั
ไปดว้ย การปรับปรุงคุณภาพของน ้าเสียจ าเป็นจะตอ้งเลือกวิธีการท่ีเหมาะสม  หรือน ามาใชใ้หเ้กิด
ประโยชน ์ตวัอยา่งเช่นการน ามาใชเ้ป็นแหล่งเช้ือเพลิงใหก้บัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์เป็นการก าจดัปัญหา
น ้าเสียและยงัไดพ้ลงังานไฟฟ้ามาใชง้านอีกดว้ย 

 2.6.1 ลกัษณะของน ้าเสีย 

ลกัษณะของน ้าเสียสามารถจ าแนกออกเป็น 3 ลกัษณะ คือ 

ลกัษณะน ้าเสียทางกายภาพ ( Physical Characteristics) จะประกอบไปดว้ยปริมาณของแขง็
ทั้งหมด กล่ิน อุณหภูมิ สี และความขุ่น ซ่ึงใชเ้ป็นตวับ่งช้ีคุณภาพของน ้าเสียทางกายภาพได ้ 

- ปริมาณของแขง็ทั้งหมด ประกอบดว้ยปริมาณของแขง็ท่ีแขวนลอย ( Total Suspended Solids: 
TSS) และปริมาณของแขง็ละลาย ( Total Dissolved Solids: TDS) ค่าปริมาณของแขง็จะเป็นตวั
บ่งช้ีถึงความสกปรกและความหนาแน่นของน ้าเสียได ้และยงัสามารถบอกถึงประสิทธิภาพของ
ระบบบ าบดัน ้าเสียต่างๆ ท่ีเลือกใชใ้นการบ าบดัได ้

- กล่ิน ส่วนมากมาจากก๊าซท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายของสารอินทรียใ์นน ้าเสีย เช่น  ก๊าซไข่เน่า เกิด
จากจุลินทรียช์นิดท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจน โดยท าการเปล่ียนสภาพของซลัเฟตไปเป็นซลัไฟด์     
การก าจดักล่ินในน ้าเสียอาจใชส้ารเคมีท่ีสามารถออกซิไดซ์สารท่ีท าใหเ้กิดกล่ินได ้เช่น คลอรีน 
หรือการใชผ้งถ่านกมัมนัต ์(Activated carbon) 

- อุณหภูมิของน ้า เม่ือน ้ามีอุณหภูมิสูงมากข้ึนกวา่ปกติจะมีผลท าใหป้ฏิกิริยาชีวเคมีของพวก

จุลินทรียสู์งข้ึนตามไปดว้ย ท าใหป้ริมาณออกซิเจนในน ้าถกูใชเ้พ่ิมมากข้ึนและท าใหก้าร

เจริญเติบโตของพืชท่ีก่อใหเ้กิดปัญหามลพิษทางน ้ามีมากกวา่ปกติ นอกจากน้ียงัมีผลใหก้าร

ละลายของออกซิเจนในน ้าลดลง เน่ืองจากค่าอ่ิมตวัของออกซิเจนในน ้าจะลดลงเม่ือน ้ามีอุณหภูมิ

สูงข้ึน 

- สี สีของน ้าเสียเป็นปัญหาเน่ืองจากโรงงานหลายแห่ง เช่น โรงงานทอผา้ โรงงานสียอ้มและอ่ืนๆ 
ปล่อยน ้าเสียออกมา หรือสีเขียวซ่ึงเกิดจากการเกิดสาหร่ายจ านวนมากในแหล่งน ้า ท าใหเ้กิดผล
เสียคือจะเป็นตวักั้นขวางแสงแดดไม่ใหส่้องลงใตน้ ้า ท าใหแ้หล่งน ้ามีสีไม่น่าดูเน่ืองจากสามารถ
มองเห็นสีของน ้าเสียไดด้ว้ยตาเปล่า 
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- ความขุ่น เกิดจากการมีสารแขวนลอยท่ีลอยอยูใ่นน ้า กั้นหรือขวางแสงแดดไม่ใหส่้องลงใตน้ ้า
ไดม้ากกวา่ 100% เช่นเดียวกนักบัสี น ้าท่ีมีความขุ่นมากจะท าใหย้ากต่อการกรองน ้า 

ลกัษณะน ้าเสียทางเคมี (Chemical characteristics) ประกอบดว้ยสารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์น ้า
เสียท่ีมาจากบา้นเรือน จะประกอบดว้ยสารอินทรีย ์50% และ สารอนินทรีย ์50% 

- สารอินทรีย ์ส่วนประกอบท่ีส าคญัของสารอินทรียใ์นน ้าเสียจากชุมชน ไดแ้ก่คาร์โบไฮเดรต 
โปรตีน ไขมนั น ้ามนั และปริมาณเลก็นอ้ยของผงซกัฟอก สารประกอบฟีนอลและยาปราบ
ศตัรูพืช 

- สารอนินทรีย ์ไดแ้ก่ คลอไรด ์ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ โลหะหนกั ก๊าซ และสภาพความ
เป็นกรดเบสของน ้าเสีย เป็นตน้ 

- คลอไรด ์ค่าความเขม้ขน้ของคลอไรดใ์นน ้าเสีย ถา้มีไม่มากจนเกินไปจะไม่มีอนัตรายต่อมนุษย ์
แต่จะมีผลท าใหน้ ้ามีรสเคม็เท่านั้น โดยปกติในน ้าประปาก าหนดใหมี้ความเขม้ขน้ของคลอไรด์
ไม่เกิน 250 มิลลิกรัมต่อลิตร 

- ไนโตรเจน ธาตุไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลกัท่ีส าคญัธาตุหน่ึงต่อการเจริญเติบโตของ
ส่ิงมีชีวิตในน ้า ดงันั้นในกระบวนการบ าบดัน ้าเสียโดยวิธีทางชีวภาพจ าเป็นตอ้งมีไนโตรเจน
อยา่งพอเพียงแต่ถา้มีมากเกินไปจะมีผลท าใหส้าหร่ายมีการเจริญเติบโตมาก ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมี
การควบคุมปริมาณไนโตรเจนในน ้าใหเ้หมาะสม 

- ฟอสฟอรัส เป็นธาตุหลกัท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวิตในน ้าเช่นเดียวกบัไนโตรเจน 
ดงันั้นจึงตอ้งควบคุมปริมาณของฟอสฟอรัสใหเ้หมาะสม เพราะสามารถก่อปัญหาน ้าเน่าเสียได้
เช่นเดียวกบัไนโตรเจน 

- พีเอช (pH) เป็นค่าท่ีแสดงปริมาณความเขม้ขน้ของอนุภาคไฮโดรเจน [ H+] ในน ้า ใชบ้อกความ
เป็นกรดหรือเบสของน ้าท้ิง เป็นค่าท่ีมีความส าคญัในการบ าบดัดว้ยวิธีการทางเคมี ฟิสิกส์ และ
ชีววิทยา จึงจ าเป็นตอ้งควบคุมค่าพีเอชของน ้าท้ิงใหค้งท่ีหรือควบคุมใหอ้ยูใ่นช่วงท่ีก าหนดไว้ 

- สภาพกรดและสภาพเบส ( Acidity and alkalinity) สภาพกรดของสารละลายใดๆ คือ
ความสามารถของสารละลายนั้นในการแตกตวัใหโ้ปรตอน น ้าท้ิงท่ีมีสภาพกรด คือ เม่ือค านวณ
เป็นมิลลิกรัมต่อลกูบาศกเ์ดซิเมตรของแคลเซียมคาร์บอเนตจะมีค่าพีเอชต ่ากวา่ 8.2 สภาพเบส
ของสารละลายใดๆ คือความสามารถของสารละลายนั้นในการรับโปรตอน น ้าท้ิงท่ีมีสภาพเบส 
คือ เม่ือค านวณเป็นมิลลิกรัมต่อลกูบาศกเ์ดซิเมตรของแคลเซียมคาร์บอเนต จะมีพีเอชสูงกวา่ 4 
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ดงันั้นสภาพเบสของน ้าธรรมชาติหรือน ้าท่ีผา่นการบ าบดัแลว้เกิดข้ึนจากองคป์ระกอบของ
สารละลายไบคาร์บอเนต คาร์บอเนตและไฮดรอกไซด ์ 

- ซลัเฟอร์ มีอยูใ่นน ้าธรรมชาติและในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด เน่ืองจากเป็นองคป์ระกอบใน          
กรดอะมิโนของโปรตีน ซลัเฟอร์ท่ีมีอยูใ่นน ้าเสียจะอยูใ่นรูปของสารประกอบอินทรียก์ ามะถนั 
(organic sulfur) เช่น ไฮโดรเจนซลัไฟต ์ธาตุซลัเฟอร์และสารซลัเฟต เป็นตน้ ซ่ึงสารเหล่าน้ี
ก่อใหเ้กิดปัญหากล่ินเหมน็จากการยอ่ยสลายน ้าเสียและการกดักร่อนต่อสภาพแวดลอ้ม 

- โลหะ เป็นสารซ่ึงมีพิษต่อส่ิงมีชีวิต แต่กมี็โลหะหนกับางชนิดท่ีมีความจ าเป็นส าหรับส่ิงมีชีวิต 
แต่ตอ้งไดรั้บในปริมาณท่ีพอเหมาะถา้มากเกินไปจะเป็นพิษ ไดแ้ก่ โครเมียม ทองแดง เหลก็ 
แมงกานีส และสงักะสี เป็นตน้ ส าหรับโลหะหนกับางชนิดท่ีไม่เป็นท่ีตอ้งการและเป็นอนัตราย
ต่อส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่ แคดเมียม ตะกัว่ ปรอท และนิกเกิล เป็นตน้ 

- ก๊าซ ท่ีพบในน ้าเสียโดยมากจะเป็นพวกไนโตรเจน ออกซิเจน คาร์บอน ไดออกไซด ์
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์แอมโมเนีย และมีเทน ซ่ึงก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดจ์ะเกิดจากการยอ่ยสลาย
สารอินทรียใ์นสภาวะไม่มีอากาศ ( anaerobic) และตวัการท่ีก่อใหเ้กิดกล่ินเหมน็ในน ้าเสีย คือ 
ไฮโดรเจนซลัไฟด ์แอมโมเนียและมีเทน ถา้สารซลัไฟดไ์ปรวมตวักบัเหลก็จะเกิดเป็นเฟอรัส
ซลัไฟดซ่ึ์งท าใหน้ ้าเสียมีสีด าเกิดข้ึน 

- ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในน ้า ( Dissolved Oxygen: DO) ออกซิเจนเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการ
ด ารงชีวิตของส่ิงมีชีวิตในน ้า น ้าธรรมชาติท่ีมีคุณสมบติัดีจะมีค่า DO ประมาณ 5-7 ppm (part per 
million) แต่ถา้น ้ามีอุณหภูมิสูงข้ึนจะท าใหก้ารละลายของออกซิเจนลดลง หรือถา้ในน ้ามี
ส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการออกซิเจนมากกจ็ะมีผลท าใหป้ริมาณออกซิเจนในน ้าลดลงเช่นกนั ดงันั้นค่า
ความตอ้งการออกซิเจนในน ้าจึงเป็นตวับ่งช้ีถึงคุณภาพของน ้า ไดแ้ก่ ความตอ้งการออกซิเจนทาง
ชีวเคมี เป็นค่าท่ีใชว้ดัปริมาณออกซิเจนท่ีแบคทีเรียใชเ้พ่ือยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นน ้า  ความ
ตอ้งการออกซิเจนทางเคมี (Chemical Oxygen Demand: COD) เป็นค่าท่ีใชว้ดัปริมาณสารอินทรีย์
ท่ีมีในน ้าดว้ยวิธีทางเคมี 

ลกัษณะน ้าเสียทางชีววิทยา ( Biological Characteristics) ประกอบดว้ยจุลินทรียม์ากมายหลาย
ชนิดเจือปนอยู ่จุลินทรียท่ี์พบในน ้าเสียทัว่ๆไป ไดแ้ก่ แบคทีเรีย สาหร่าย ฟังไจ โปรโตซวั โรทีเฟอร์  คสั-
ตาเช่ียน และไวรัส เป็นตน้  แหล่งน ้าท่ีมีคุณภาพต่างกนัจะพบชนิด ปริมาณและความหลากหลายของ
ส่ิงมีชีวิตเหล่าน้ีต่างกนั ข้ึนอยูก่บัสภาวะของแหล่งน ้านั้น ดงันั้นจึงมีการใชส่ิ้งมีชีวิตเหล่าน้ีเป็นตวับ่งบอก
คุณภาพน ้าหรือเรียกวา่ ดชันีชีวภาพ (Biological Indicators) ส่ิงมีชีวิตในน ้าสามารถแบ่งกลุ่มออกไดด้งัน้ี 
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แบ่งตามแหล่งอินทรียท่ี์ใชม้าเป็นอาหาร สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มไดแ้ก่  

- ออโทโทรฟิกแบคทีเรีย สามารถสงัเคราะห์สารอินทรียท่ี์ตอ้งการโดยกระบวนการ
สงัเคราะห์แสง 

- เฮเทอโรโทรฟิกแบคทีเรีย ตอ้งอาศยัสารอินทรียจ์ากแหล่งภายนอก 

แบ่งตามความตอ้งการออกซิเจน แบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม คือ 
- แอโรบ (Aerobes) ตอ้งด ารงชีวิตในท่ีมีออกซิเจน 
- แอนแอโรบ (Anaerobes) ด ารงชีวิตในส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่มีออกซิเจนอิสระ  
- แฟคคลัเททีฟ ( Facultative) สามารถด ารงชีวิตไดท้ั้งในสภาพท่ีมีและไม่มี

ออกซิเจนอิสระ 

ลกัษณะของน ้าเสีย ปริมาณเฉล่ียท่ีพบ 
น ้า 
สารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์
บีโอดี 
ซีโอดี 
ปริมาณสารอินทรียค์าร์บอน 
ปริมาณของแขง็ 
ปริมาณไนโตรเจน 
ปริมาณฟอสฟอรัส 
ปริมาณของแขง็ท่ีละลายน ้าไดท้ั้งหมด 
ความขุ่น 
สีและกล่ิน 
สารพิษ 
จุลินทรีย ์

99.9% 
0.1% 

200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
400 มิลลิกรัมต่อลิตร 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
30 มิลลิกรัมต่อลิตร 
5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ขุ่น 

สีน ้าตาลหรือสีเทาอ่อน 
สารอินทรียแ์ละโลหะ 
เช้ือก่อโรคและปรสิต 

 

 วิธีการบ าบดัน ้าเสียจึงเป็นวิธีหน่ึงท่ีสามารถลดการเกิดภาวะมลพิษทางน ้า เพราะการบ าบดัน ้าเสีย
มีวตัถุประสงคใ์หญ่ๆ 2 ขอ้คือ เพ่ือป้องกนัการเกิดมลพิษในส่ิงแวดลอ้มโดยเฉพาะอยา่งยิ่งการปล่อยน ้าเสีย
ลงสู่แหล่งน ้าและแหล่งธรรมชาติต่างๆ เพราะน ้าเสียประกอบดว้ยสารปนเป้ือนท่ีอยูใ่นรูปของสารอินทรีย์
และสารอนินทรีย ์และเพ่ือป้องกนัการแพร่ระบาดของโรคทางน ้าชนิดต่างๆ เพราะในน ้าเสียโดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งน ้าเสียจากแหล่งชุมชนมกัจะมีเช้ือก่อโรคหลากชนิด 

ตาราง 2.3 ตารางแสดงลกัษณะทัว่ไปของน ้าเสีย (สุบณัฑิต, 2550)  
 
 



23 
 

2.6.2 ระบบบ าบดัน ้าเสีย 

การบ าบดัน ้าเสียใหเ้ป็นน ้าท่ีสะอาดก่อนปล่อยท้ิงเป็นวิธีการหน่ึงในการแกไ้ขปัญหาแม่น ้า        
ล าคลองเน่าเสีย โดยอาศยักรรมวิธีต่าง ๆ เพ่ือลดหรือท าลายความสกปรกท่ีปนเป้ือนอยูใ่นน ้าไดแ้ก่ ไขมนั 
น ้ามนั สารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์สารพิษ รวมทั้งเช้ือโรคต่างๆ ใหห้มดไปหรือใหเ้หลือนอ้ยท่ีสุดเม่ือปล่อย
ท้ิงลงสู่แหล่งน ้ากจ็ะไม่ท าใหแ้หล่งน ้านั้นเน่าเสีย อีกต่อไป  น ้าเสียมีแหล่งท่ีมาแตกต่างกนัจึงท าใหมี้
ปริมาณและความสกปรกของน ้าเสียแตกต่างกนัไปดว้ยในการ ปรับปรุงคุณภาพของน ้าเสียจ าเป็นจะตอ้ง
เลือกวิธีการท่ีเหมาะสม ส าหรับกรรมวิธีในการปรับปรุงคุณภาพของน ้าเสียนั้นกมี็หลายวิธีดว้ยกนั 

การบ าบดัน ้าเสียเป็นกระบวนการท่ีท าใหข้องแขง็ท่ีเจือปนอยูใ่นน ้าเสียถกูขจดัหรือเปล่ียนแปลง
สภาพจากสารอินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดการเน่าเสียไดง่้ายกลายเป็นแร่ธาตุหรือสารอินทรียท่ี์ค่อนขา้งคงสภาพ ซ่ึง
ส่งผลใหค้วามสกปรกในน ้าลดลงไปตามเกณฑม์าตรฐานท่ีก าหนด ไม่ท าใหเ้กิดมลพิษต่อสภาพแวดลอ้ม
เม่ือปล่อยออกไป ส าหรับส่วนท่ีเป็นของแขง็ท่ีแยกออกไปนั้นตอ้งน าไปก าจดัในทางท่ีถกูตอ้งต่อไป 
กระบวนการบ าบดัน ้าเสียแบ่งออกเป็น 4 ประเภทดงัน้ี 

 กระบวนการทางกายภาพ ( physical process) เป็นวิธีการบ าบดัน ้าเสียโดยการแยกของแขง็ท่ี
ไม่ละลายน ้าออกจากน ้าเสีย โดยวิธีการต่างๆ ไดแ้ก่ การดกัดว้ยตะแกรง ( screening) การตดั
ยอ่ย (commination) การท าใหล้อย ( floating) การตกตะกอน ( sedimentation) และการกรอง 
(filtration) เป็นตน้ 

 กระบวนการทางเคมี ( chemical process) เป็นวิธีการบ าบดัน ้าเสียโดยการแยกสารต่างๆ ท่ี
ปนเป้ือนอยูด่ว้ยการเติมสารเคมีต่างๆลงไป เพ่ือใหเ้กิดปฏิกิริยาเคมีท่ีท าใหเ้กิดการแยกสาร
ปนเป้ือนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุด แต่วิธีน้ีมีขอ้เสียคือ เม่ือเติมสารเคมีลงในน ้าเสียแลว้ 
ท าใหเ้กิดผลกระทบต่างๆเกิดข้ึน เช่น จะมีตะกอนเคมีเกิดเพ่ิมข้ึนและค่าใชจ่้ายส าหรับ
สารเคมีค่อนขา้งสูง ดงันั้นกระบวนการทางเคมีจะเลือกใชก้ต่็อเม่ือน ้าเสียไม่สามารถบ าบดั
ไดด้ว้ยกระบวนการทางกายภาพหรือชีวภาพ ตวัอยา่งกระบวนการบ าบดัน ้าเสียทางเคมี  เช่น 
การเกิดออกซิเดชนัทางเคมี ( chemical oxidation) เป็นกระบวนการท่ีเกิดปฏิกิริยาสูญเสีย
อิเลก็ตรอนของอะตอม เป็นกระบวนการท่ีเปล่ียนสภาพของสารท่ีมีพิษมากไปเป็นสารท่ีมี
พิษนอ้ยหรือไม่มีพิษเลย โดยการสูญเสียอิเลก็ตรอนใหแ้ก่สารเคมีท่ีเติมลงไปในน ้าเสียซ่ึงมี
สมบติัเป็นตวัออกซิไดซ์ (oxidizing agent) เช่น การก าจดัสารเฟอริกไออน (Fe2+) ท่ีมีพิษมาก
ไปเป็นสารเฟอรัสไออน ( Fe3+ ) ซ่ึงมีพิษนอ้ยโดยใชค้ลอรีน เช่นเดียวกนักบัการเกิดรีดกัชนั
ทางเคมี (chemical reduction) กระบวนการเกิดปฏิกิริยารับอิเลก็ตรอนของอะตอม เป็นการ
เปล่ียนสภาพของสารพิษเป็นสารไม่มีพิษเช่นกนั แต่เป็นการรับอิเลก็ตรอนจากสารเคมีท่ีเติม
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ลงไปซ่ึงมีสมบติัเป็นตวัรีดิวซ์ ( reducing agent) เช่น การก าจดัสารโครเมต ( Cr6+) ไปเป็น
โครเมียม (Cr3+) ดว้ยเฟอรัสซลัเฟต (FeSO4) ในสภาพกรด  

 กระบวนการทางกายภาพ  – เคมี (physical-chemical process) เป็นกระบวนการบ าบดัน ้าเสีย
ท่ีอาศยัวิธีทางกายภาพและเคมีผสมผสานกนัและตอ้งอาศยัเทคโนโลยีขั้นสูง เคร่ืองมือ
อุปกรณ์ค่อนขา้งมากกวา่กระบวนการอ่ืนๆ แต่ประสิทธิภาพของกระบวนการน้ี สามารถ
บ าบดัน ้าเสียใหมี้คุณภาพดีจนถึงระดบัท่ีด่ืมได ้นิยมใชก้ระบวนการน้ีเป็นขั้นตอนสุดทา้ย
ของการบ าบดัน ้าเสียท่ีผา่นกระบวนการอ่ืนๆ มาแลว้ ตวัอยา่งเช่น การดูดซบัดว้ยถ่าน และ
การแลกเปล่ียนประจุ เป็นตน้ 

 กระบวนการทางชีวภาพ ( biological process) เป็นกระบวนการบ าบดัน ้าเสียท่ีสามารถลด
ปริมาณอินทรียส์ารไดม้ากท่ีสุด โดยอาศยัหลกัการใชจุ้ลินทรียต่์างๆ มาท าการยอ่ยสลาย
เปล่ียนสภาพของอินทรียส์ารไปเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซดแ์ละแอมโมเนีย เป็นตน้  

 2.6.3 เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์ละระบบบ าบดัน ้าเสียกบัการผลิตไฟฟ้า 

การประยกุตใ์ชเ้ซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียท่ี์ส าคญัอีกดา้นหน่ึง คือการใชง้านในดา้นวิศวกรรมน ้า
เสีย จุลินทรียส์ามารถใชส้ารประกอบอินทรียใ์นน ้าเสียเพ่ือผลิตกระแสไฟฟ้าได ้โดยจุลินทรียส์ามารถ
ออกซิไดซ์สารประกอบอินทรียใ์นน ้าเสีย และปลดปล่อยอิเลก็ตรอนออกมา เพ่ือใชผ้ลิตกระแสไฟฟ้า ในปี 
2004 Liu และคณะ  รายงานวา่สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าได ้26 มิลลิวตัตต่์อตารางเมตร พร้อมกบัลดค่า     
ซีโอดีของน ้าเสียไดถึ้งร้อยละ 80 โดยการใชเ้ซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งเด่ียว ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่เซลล์
เช้ือเพลิงจุลินทรียมี์ศกัยภาพในการใชเ้พ่ือก าจดัน ้าเสีย และผลิตไฟฟ้าได ้อีกทั้งระบบการบ าบดัน ้าเสีย
แบบเดิมท่ีมีผลผลิตพลอยไดเ้ป็นก๊าซมีเทนนั้นตอ้งมีการควบคุมมาก ไดแ้ก่ สภาวะความเป็นกรดเบส 
ความเขม้ขน้ของสารอินทรียแ์ละสารอนินทรีย ์เหล่าน้ีลว้นมีผลต่อการเจริญเติบโต  ความแขง็แรง  และการ
อยูร่อดของเช้ือ  ซ่ึงควบคุมไดย้ากและมีความเส่ียงต่อการลม้เหลวของระบบไดง่้าย  นอกจากน้ีการ
ปลดปล่อยก๊าซมีเทนสู่บรรยากาศ  ยงัส่งผลต่อสภาวะโลกร้อนอีกดว้ย จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะแทนท่ี
กระบวนการสร้างก๊าซมีเทนดว้ยกระบวนการผลิตกระแสไฟฟ้า 

กระบวนการบ าบดัน ้าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนเป็นระบบบ าบดัท่ีประหยดัพลงังานมากท่ีสุด
เพราะไม่จ าเป็นตอ้งเติมอากาศใหก้บัระบบ ช่วยลดค่าใชจ่้ายในกระบวนการ และยงัมีผลผลิตพลอยไดเ้ป็น
ก๊าซมีเทนมาใชเ้ป็นแหล่งพลงังานไดอี้ก นอกจากน้ียงัเหมาะกบัการบ าบดัของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมท่ีมีความเขม้ขน้ของสารอินทรียสู์ง การยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นระบบบ าบดัแบบไร้อากาศ
ตอ้งอาศยัจุลินทรีย ์4 กลุ่ม โดยมีปฏิกิริยาต่างๆดงัน้ี 
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ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) คือปฏิกิริยาท่ีท าการเปล่ียนสารอินทรียข์นาดใหญ่ ไดแ้ก่ สาร
จ าพวกคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนั ซ่ึงมีขนาดใหญ่เกินกวา่ท่ีจุลินทรียจ์ะดูดซึมเขา้เซลลไ์ดใ้หเ้ป็น
สารท่ีมีขนาดเลก็ ไดแ้ก่สารจ าพวกน ้าตาล อะมิโน และกรดไขมนั โดยไฮโดรไลซิงแบคทีเรียจะเป็นกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมแ์ลว้ปล่อยออกกมาจากเซลลเ์พ่ือเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากนั้น
สารอินทรียข์นาดเลก็จึงถกูดูดซึมเขา้สู่เยื่อหุม้เซลลข์องแบคทีเรียไดโ้ดยตรง 

ปฏิกิริยาการเกิดกรด ( Acidogenesis) คือปฏิกิริยายอ่ยสลายสารท่ีมีขนาดเลก็ ไดแ้ก่สารจ าพวก
น ้าตาล อะมิโนและกรดไขมนั ดว้ยกระบวนการหมกั ผลผลิตท่ีไดส่้วนใหญ่คือกรดอินทรีย ์นอกจากน้ียงั
พบผลิตภณัฑอ่ื์นอีก ยกตวัอยา่งเช่น ก๊าซไฮโดรเจน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดแ์ละกรดอะซิติก ปะปน
ออกมา โดยจะข้ึนอยูก่บัชนิดของแบคทีเรียและสภาวะแวดลอ้มของการเกิดปฏิกิริยา 

ปฏิกิริยาสร้างกรดอะซิติก (Acetogenesis) คือปฏิกิริยาท่ียอ่ยสลายกรดอินทรียร์ะเหยง่ายท่ีเกิดจาก
ขั้นตอนของปฏิกิริยาการเกิดกรดใหเ้ป็นกรดอะซิติก โดยแบคทีเรียกลุ่มอะซิโตเจนิก ( Acitogenic) ซ่ึงเป็น
ขั้นตอนท่ีมีความส าคญัของการยอ่ยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจน เน่ืองจากในขั้นตอนสุดทา้ยซ่ึงเป็นขั้นตอน
ท่ีต่อจากขั้นตอนน้ีจะสามารถใชส้ารตั้งตน้ท่ีมีปริมาณคาร์บอนจ านวน 1 หรือ 2 อะตอมเท่านั้น ไดแ้ก่ 
กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก เมทานอล และเมทีลามีน รวมทั้งก๊าซไฮโดรเจนดว้ย โดยจะตอ้งมีสภาวะ
แวดลอ้มในถงัยอ่ยสลายท่ีเหมาะสม 

ปฏิกิริยาสร้างก๊าซมีเทน (Methanogenesis) คือปฏิกิริยาเปล่ียนกรดอะซิติกหรือก๊าซไฮโดรเจนให้
เป็นก๊าซมีเทนภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนโดยแบคทีเรียกลุ่มเมทาโนเจน ( Methanogen) ซ่ึงเป็น
แบคทีเรียท่ีสร้างก๊าซมีเทน แบคทีเรียกลุ่มน้ีเป้นพวกอาร์เคียแบคทีเรีย (Archaebacteria) ท่ีมีอตัราการเจริญ
ชา้มากและยงัเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถใชส้ารตั้งตน้เพียงบางชนิดคือ สารท่ีมีคาร์บอนเพียง 1 หรือ 2 
อะตอมเท่านั้น ส่วนกรดอินทรียท่ี์มีคาร์บอนมากกวา่ 2 อะตอมนั้น แบคทีเรียสร้างก๊าซมีเทนจะไม่สามารถ
ใชเ้ป็นสารตั้งตน้ได ้ดงันั้นจะตอ้งอาศยัแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนเปล่ียนกรดอินทรียต่์างๆใหเ้ป็นกรดอะซิติกหรือ
ก๊าซไฮโดรเจนเสียก่อน แบคทีเรียกลุ่มน้ีจึงสามารถท างานต่อไปได ้(สุบณัฑิต, 2548)  

 จากกระบวนการท่ีกล่าวมาขา้งตน้จึงมีความเป็นไปไดม้ากกวา่ท่ีจะน ากระบวนการผลิตไฟฟ้ามา
แทนท่ีกระบวนการผลิตก๊าซมีเทนเพราะกลุ่มแบคทีเรียท่ีผลิตกระแสไฟฟ้านั้นมีอตัราการเจริญเร็วกวา่กลุ่ม
ท่ีสร้างมีเทนจึงสามารถเปล่ียนกรดระเหยง่ายไปเป็นกระแสไฟฟ้าไดเ้ร็วกวา่ และโดยทัว่ไปนั้นระบบ
บ าบดัน ้าเสียแบบไม่ใชอ้อกซิเจนจะตอ้งควบคุมปริมาณกรดอินทรียแ์ละความเป็นกรดเบสใหเ้หมาะสม 
หากมีปริมาณกรดสะสมมากจะส่งผลยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มสร้างก๊าซมีเทนท าใหร้ะบบ
ลม้เหลว แต่การควบคุมใหเ้กิดการสร้างไฟฟ้านั้นสามารถควบคุมดว้ยอตัราการใหอ้าหารเพ่ือใหมี้สารตั้ง
ตน้เพียงพอกบักลุ่มจุลินทรียท่ี์สงัเคราะห์กรดระเหยง่าย เกิดการผลิตกรดระเหยในปริมาณมากใหแ้ก่
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จุลินทรียก์ลุ่มอะซิโตเจนิกเพ่ือการผลิตไฟฟ้าต่อไป ดงันั้นการควบคุมใหเ้กิดการผลิตกระแสไฟฟ้าจึง
สามารถท าไดดี้กวา่ 

ระบบบ าบดัน ้าเสีย ขอ้ดี ขอ้เสีย 
แบบใชอ้ากาศ ใชเ้วลาในการบ าบดัสั้น -เกิดตะกอนจุลินทรียจ์  านวนมาก 

-เสียค่าใชจ่้ายสูงในการใหอ้ากาศ 
-ใชไ้ดดี้เฉพาะน ้าเสียท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า 

แบบไม่ใชอ้ากาศ ไดก๊้าซชีวภาพ -ใชเ้วลาในการบ าบดันาน 
-อ่อนไหวต่อการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอ้ม 
-เกิดก๊าซพิษพวกไฮโดรเจนซลัไฟด ์

เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ -ใชเ้วลาในการบ าบดัสั้น 
-ไดก้ระแสไฟฟ้า 
-เกิดตะกอนจุลินทรียต์  ่า 
-ใชไ้ดดี้กบัน ้าเสียท่ีมี
ความเขม้ขน้สูง 
-บ าบดัสารพิษไดดี้ 
-มีความเสถียรสูง 
-การบ ารุงรักษาต ่า 

-เงินทุนสร้างระบบคร้ังแรกสูง 
-เสียค่าใชจ่้ายสูงในการใหอ้ากาศ 

ตาราง 2.4 การเปรียบเทียบขอ้ดีขอ้เสียของระบบบ าบดัแบบใชอ้ากาศ แบบไม่ใชอ้ากาศและแบบเซลล์
เช้ือเพลิงจุลินทรีย ์(ชลทิศา, 2554) 

 2.6.4 น ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องมาลี สามพราน จงัหวดันครปฐม 

ผลไมน้บัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัประเภทหน่ึงของประเทศไทย โดยผลไมส้ามารถท ารายไดเ้ขา้
ประเทศปีละหลายพนัลา้นบาท และผลไมไ้ทยยงัเป็นท่ีนิยมบริโภคกนัทัว่ไปทั้งในประเทศและ
ต่างประเทศ นอกจากน้ีความตอ้งการบริโภคผลไมน้บัวนัจะเพ่ิมสูงข้ึน เน่ืองมาจากสาเหตุหลกัคือจ านวน
ประชากรท่ีเพ่ิมมากข้ึนและความสนใจในสุขภาพกมี็มากข้ึนดว้ย ในการผลิตผลไมถื้อไดว้า่ไทยเป็น
ประเทศท่ีมีสภาพพ้ืนท่ีและภูมิอากาศท่ีเหมาะสมต่อการผลิตผลไมเ้มืองร้อนหลากหลายชนิด ตั้งแต่
ภาคเหนือจนถึงภาคใต ้ส่วนฤดูกาลใหผ้ลผลิตผลไมแ้ต่ละชนิดกย็งัแตกต่างกนัไปในแต่ละสภาพพ้ืนท่ีของ
แต่ละภาค จึงเป็นขอ้ดีประการหน่ึงท่ีส่งผลใหป้ระเทศไทยมีผลไมห้ลากหลายชนิดหมุนเวียนออกสู่ตลาด
ตลอดทั้งปี 

ภาวะการผลิตของอุตสาหกรรมอาหารในภาพรวมปี 2554 ไม่รวมน ้าตาล คาดวา่จะเพ่ิมข้ึนจากปี
ก่อนร้อยละ 4.1 เน่ืองจากการผลิตในหลายสินคา้ ไดรั้บผลดีจากการฟ้ืนตวัของเศรษฐกิจโลก และการท่ี
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ประเทศผูผ้ลิตส าคญัหลายประเทศประสบปัญหาดา้นวตัถุดิบจากภยัธรรมชาติ ส่งผลต่อระดบัราคาสินคา้
เกษตรและอาหารในตลาดโลกมีทิศทางปรับตวัสูงข้ึนในเกือบทุกสินคา้  ส่งผลใหก้ารผลิตอุตสาหกรรม
อาหารของไทยไดรั้บผลดี จากแนวโนม้ดงักล่าวในกลุ่มผกัผลไม ้ภาพรวมของการผลิต ปี 2554 คาดวา่จะ
ปรับตวัเพ่ิมข้ึนร้อยละ 11.8 จากการผลิตเพ่ิมข้ึนของสินคา้ส าคญัในกลุ่ม คือ สบัปะรดกระป๋อง เน่ืองจาก
วตัถุดิบมีปริมาณเพ่ิมข้ึน จากระดบัราคาตลาดโลกท่ีจูงใจใหผ้ลิตเพ่ิมข้ึน (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร , 
2554) 

การผลิตเพ่ือเพ่ิมรายไดด้งักล่าวจึงท าใหเ้กิดป ญหาส าคญัทางดา้นส่ิงแวดลอ้มตามมา เน่ืองจากใน
ระบบการท าอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องก่อใหเ้กิดน ้าเสียเป็นจ านวนมาก เพราะเกือบทุกขั้นตอนการผลิต
ใชน้ ้าในปริมาณสูง โดยเฉพาะในกระบวนการลา้งและท าความสะอาดวตัถุดิบ ท่ีมีการปนเป้ือนของ
สารอินทรียสู์ง และน ้าเสียน้ีจะถกูปล่อยออกมาสู่แหล่งน ้าธรรมชาติบริเวณใกลก้บัโรงงานผลิต ก่อใหเ้กิด
ปัญหาทางดา้นส่ิงแวดลอ้มตามมา 

บริษทั มาลีสามพราน จ ากดั (มหาชน) เป็นบริษทัชั้นน าในกลุ่มผูผ้ลิตอาหารและเคร่ืองด่ืม โดยมี
สินคา้หลกัคือ ผลไมก้ระป๋อง น ้าผลไมแ้ละเคร่ืองด่ืมธญัพืช อีกทั้งเป็นผูผ้ลิตและจ าหน่ายผลิตภณัฑ์
สบัปะรดบรรจุกระป๋อง, สบัปะรดบรรจุถุงปลอดเช้ือ, น ้าสบัปะรดเขม้ขน้, ขา้วโพดหวานบรรจุกระป๋อง, 
ผลไมร้วมและผลไมฤ้ดูกาลบรรจุกระป๋อง, น ้าผลไม,้ น ้าผกัผลไมบ้รรจุกล่องยเูอชทีและพาสเจอร์ไรส์, 
เคร่ืองด่ืมบรรจุกระป๋อง และขวดน ้าพลาสติก ( Polyethylene terephthalate: PET) ตลอดจนนมสดยเูอชที
และพาสเจอร์ไรส์ 

การใชน้ ้าในแต่ละสายการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรมผลไมม้าลีสามพรานนั้นต่างกนัข้ึนอยูก่บั
ก าลงัการผลิต ยิ่งก าลงัการผลิตมากปริมาณการใชน้ ้ากม็ากข้ึนตาม ดงัแสดงในตาราง 2.5 

ขอ้มลูท่ีท าการศึกษา กระบวนการผลิตผลไมก้ระป่อง 
สบัปะรด ผลไมช้นิดอ่ืน 

ปริมาณน ้าใช ้(ลบ.ม/วนั)                                                เฉล่ีย 
ปริมาณวตัถุดิบ (ตนั/วนั)                                                เฉล่ีย 
ปริมาณน ้าเสีย (ลบ.ม/วนั)                                              เฉล่ีย 
น ้าท่ีหายในกระบวนการผลิต (ลบ.ม/วนั)                       เฉล่ีย 
ปริมาณการใชน้ ้า/ตนั (ลบ.ม/ตนั)                                   เฉล่ีย 
ปริมาณน ้าเสียท่ีเกิดข้ึน/ตนั วตัถุดิบ                                เฉล่ีย 
%ปริมาณน ้าเสีย/น ้าใช ้                                                   เฉล่ีย 
%น ้าท่ีหายในกระบวนการผลิต                                      เฉล่ีย 

308 
377 
246 
62 

0.82 
0.65 

79.27 
20.73 

274 
32 

219 
55 

8.65 
6.95 

81.19 
18.81 

ตาราง 2.5 ปริมาณการใชน้ ้าของกระบวนการผลิตผลไมก้ระป๋อง (สุนทรี, 2550) 
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จากตารางการใชน้ ้าจะเห็นวา่เม่ือมีปริมาณวตัถุดิบเยอะปริมาณการใชน้ ้ากจ็ะเพ่ิมข้ึนตามไปดว้ย 
และก่อใหเ้กิดปริมาณน ้าเสียเพ่ิมข้ึนดว้ยเช่นกนั ซ่ึงในกระบวนการผลิตผลไมก้ระป๋องนั้นจะเกิดน ้าเสีย
ค่อนขา้งมากเน่ืองจากกระบวนการลา้งท าความสะอาด การใชน้ ้าในระบบเคร่ืองจกัร เช่น การหล่อเยน็ การ
น่ึงฆ่าเช้ือ รวมทั้งลา้งท าความสะอาดอุปกรณ์เคร่ืองจกัร และส่วนหน่ึงมาจากน ้าในตวัผลิตภณัฑเ์อง ซ่ึงน ้า
เสียท่ีเกิดข้ึนนั้นมีมากถึงร้อยละ 80 ของน ้าใชท้ั้งหมด ซ่ึงคุณสมบติัน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนมีค่าแสดงดงัตาราง 2.6 

ขอ้มลูท่ีท าการศึกษา กระบวนการผลิตผลไมก้ระป่อง 
สบัปะรด ผลไมช้นิดอ่ืน 

pH 
ปริมาณน ้าเสีย (ลบ.ม/วนั) 
BOD5 (มก./ล) 
COD (มก./ล) 
SS (มก./ล) 

4.47 
246 
820 

1583 
130 

5.48 
219 

1523 
2581 
169 

        ตาราง 2.6 ค่าเฉล่ียของคุณสมบติัน ้าเสียท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการผลิตของโรงงาน (สุนทรี, 2550) 
  
 ความสกปรกของน ้าเสียสามารถวดัไดใ้นรูปของค่าบีโอดีและซีโอดี เม่ือใชผ้ลไมช้นิดอ่ืนใน
กระบวนการผลิตผลไมก้ระป๋องจะพบวา่มีค่าบีโอดีและซีโอดีสูงกวา่ หมายความวา่มีส่ิงสกปรกในวตัถุดิบ
ค่อนขา้งสูง ตอ้งเพ่ิมขั้นตอนในกระบวนการผลิต จึงเกิดความสกปรกมากกวา่ 

 

คุณสมบติัของน ้าเสีย ค่าเฉล่ียผลการวิเคราะห์คุณสมบติั 
pH BOD5 

มก./ล 
COD 
มก./ล 

SS 
มก./ล 

FOG 
มก./ล 

ก่อนผา่นระบบบ าบดั 
หลงัผา่นระบบบ าบดั 
ค่ามาตรฐานน ้าท้ิง 
ประสิทธิภาพการบ าบดั (%) 

5.27 
7.5 

<5.5-9.0 
- 

2965 
9 

<20 
99.7 

6320 
43 

<120 
99 

144 
13 

<30-50 
91 

11 
- 

<100 
100 

ตาราง 2.7 คุณสมบติัน ้าเสียก่อนและหลงัผา่นระบบบ าบดัน ้าเสียรวมถึงประสิทธิภาพในการบ าบดัของ
โรงงาน (สุนทรี, 2550) 
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2.7 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของจุลินทรีย์ 

ความหลากหลายของจุลินทรีย ์(Microbial diversity) 

 นกัวิจยัจากประเทศต่างๆทัว่โลกใหค้วามสนใจเร่ืองความหลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียใ์น
แหล่งธรรมชาติต่างๆหรือจุลินทรียป์ระจ าถ่ิน เพ่ือเป็นแนวทางการศึกษาและน ามาเป็นขอ้มลูพ้ืนฐานของ
ส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะขอ้มลูดา้นจุลินทรียท่ี์ยงัขาดอยูม่าก ทั้งชนิด จ านวน การกระจายในแต่ละถ่ินท่ีอยูใ่น
ธรรมชาติ ท าใหไ้ม่สามารถประเมินความส าคญั บทบาทในธรรมชาติและความเส่ียงในส่ิงแวดลอ้มท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการมีอยูห่รือหายไปของจุลินทรียเ์หล่าน้ีเม่ือมีการเปล่ียนแปลงส่ิงแวดลอ้ม นอกจากน้ีเรายงัมี
ความจ าเป็นท่ีจะตอ้งส ารวจและเกบ็รวบรวมจุลินทรียไ์วเ้พ่ือน าไปพฒันาท่ีจะใชป้ระโยชนต่์อไป 

 จุลินทรียป์ระจ าถ่ินนั้นมีความเก่ียวขอ้งกบัระบบนิเวศเป็นอยา่งมาก เพราะจุลินทรียมี์บทบาทใน
การยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นธรรมชาติท าใหเ้กิดการหมุนเวียนของสารอินทรียใ์นระบบ อีกทั้งจุลินทรีย์
บางชนิดยงัอาศยัอยูก่บัส่ิงมีชีวิตไดแ้ก่ พืชและสตัว ์โดยมีชีวิตอยา่งพ่ึงพาอาศยักนั  เพ่ิมความสมัพนัธ์ของ
จุลินทรียใ์นธรรมชาติ แต่เดิมการศึกษาจุลินทรียป์ระจ าถ่ินนั้นจะศึกษาจากแบคทีเรียเน่ืองจากแบคทีเรีย
จดัเป็นจุลินทรียก์ลุ่มใหญ่พบจ านวนมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ โดยศึกษาจาก
แบคทีเรียท่ีสามารถเพาะเล้ียงไดบ้นอาหารแขง็ แต่จากงานวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่แบคทีเรียท่ีเพาะไดเ้ป็นเพียง 
1 เปอร์เซ็นตข์องแบคทีเรียในระบบนิเวศธรรมชาติทั้งหมดเท่านั้น (Amann et al., 1995)  

 
 

 

โดยทัว่ไปแลว้การศึกษาจุลินทรียจ์ะท าโดยการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือทั้งแบบจ าเพาะและ
ไม่จ าเพาะ วิธีน้ีรวมถึงการจ าแนกโคโลนี ลกัษณะทางกายภาพรูปร่างโครงสร้าง ท่ีแสดงออกเด่นชดั และ
การทดสอบทางชีวเคมี ไดแ้ก่ การนบัปริมาณเซลล ์(plate count) MPN (Most probable number) และการดู
ลกัษณะรูปร่างจากกลอ้งจุลทรรศน ์( Direct microscopic examination) นอกจากน้ีการจ าแนกชนิดของ
จุลินทรียจ์นถึงระดบัสปีชีส์หรือการหาจ านวนจุลินทรียน์ั้นจ าเป็นตอ้งท าการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ

ตาราง 2.8 เปอร์เซ็นตข์องจ านวนแบคทีเรียโดยวิธีนบัปริมาณเซลลท์ั้งหมด (total cell count) 
(Amann และคณะ, 1995) 
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ก่อน (single pure culture) ดว้ยวิธีการดงักล่าวซ่ึงมีขอ้จ ากดั ไม่สามารถครอบคลุมชนิดจุลินทรียไ์ดท้ั้งหมด 
เพราะข้ึนกบัความสามารถในการเพาะเล้ียงเท่านั้น โดยเฉพาะอยา่งยิ่งส าหรับตวัอยา่งจุลินทรียท่ี์มาจาก
แหล่งส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงจุลินทรียเ์หล่าน้ีมีความยากท่ีจะท าการเพาะเล้ียง และในบางกรณีไม่สามารถ
เพาะเล้ียงไดเ้ลย ทั้งน้ีอาจจะมาจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชไ้ม่เหมาะสม หรือสภาวะท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงไม่
เหมาะสมต่อการการเจริญเติบโต เช่น ความเคม็ อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส ซ่ึงส่งผลใหจุ้ลินทรียจ์  านวน
มากสูญหายไปในระหวา่งท าการเพาะเล้ียง ท าใหท้ั้งจ านวนและชนิดของจุลินทรียท่ี์ตรวจพบนั้น 
คลาดเคล่ือนและต ่ากวา่ความเป็นจริง อีกทั้งยงัตอ้งใชร้ะยะเวลาในการเพาะเล้ียงท่ีค่อนขา้งยาวนาน ท าให้
เทคนิคน้ีไม่สามารถรองรับการตรวจวินิจฉยัหรือการติดตามกลุ่มจุลินทรียท่ี์ตอ้งการค าตอบอยา่งรวดเร็ว
ได ้จึงมีอีกทางเลือกในการจดัจ าแนกคือศึกษาการแสดงออกทางพนัธุกรรมในระดบัดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิค
ทางโมเลกลุ 

เทคนิคทางโมเลกลุกบัการจดัจ าแนกจุลินทรีย์ 

 เทคนิคทางโมเลกลุในการจดัจ าแนกจุลินทรีย ์ใชค้วามรู้และเทคนิคจากหลายสาขาในงานวิจยั 
เช่น ชีวเคมี พนัธุศาสตร์ ชีววิทยาเชิงฟิสิกส์ และคอมพิวเตอร์ รวมกนั เพ่ือสร้างองคค์วามรู้เก่ียวกบั
โครงสร้าง การท างานของหน่วยพนัธุกรรมในระดบัโมเลกลุ ในการศึกษาทางอณูชีววิทยา ( Molecular 
biology) จะมุ่งเนน้ศึกษาปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งระบบต่างๆภายในเซลล ์ซ่ึงรวมถึงปฏิสมัพนัธ์ระหวา่งการ
สงัเคราะห์ ดีเอน็เอ       อาร์เอน็เอ และ โปรตีน และรวมถึงวา่ขบวนการเหล่าน้ีถกูควบคุมอยา่งไร ดงันั้น
เทคนิคทางโมเลกลุจึงจดัเป็นเทคนิคท่ีดีในการติดตามและจดัจ าแนกจุลินทรียพ่ี์พบในธรรมชาติ อาหาร 
และระบบนิเวศท่ีซบัซอ้น เพราะไม่มีขอ้จ ากดัเร่ืองอาหารเพาะเล้ียง จึงสามารถใชแ้ยกชนิดของจุลินทรีย์
ทั้งท่ีเพาะเล้ียงได ้และเพาะเล้ียงไม่ได ้มีหรือไม่มีชีวิต ครอบคลุมจุลินทรียท่ี์หลากหลายในธรรมชาติ 
โดยเฉพาะการใชโ้มเลกลุดีเอน็เอเป็นเทคนิคท่ีน่าเช่ือถือมากท่ีสุด และเป็นท่ียอมรับกนัทัว่ไป เพราะมี
ความจ าเพาะและความแม่นย  าสูง นอกจากน้ียงัน าไปใชใ้นการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการระหวา่ง
จุลินทรียต่์างๆในส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย 

 2.7.1 การศึกษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการทางพนัธุกรรมของแบคทีเรีย จากโมเลกลุ 16S 
ribosomal RNA (16S rRNA gene) 

การใช ้16S rRNA gene ส าหรับการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ (identification) 

16S rRNA gene หรือ 16S rDNA ท่ีถกูถอดรหสัเป็น 16S rRNA เป็นส่วนหน่ึงของ small subunit 
ของไรโบโซม ไรโบโซมมีลกัษณะเป็นเมด็ไม่มีเยื่อหุม้ กระจายอยูท่ัว่ไป มีขนาดเลก็เสน้ผา่ศูนยก์ลาง
ขนาด 20    นาโนเมตร อยูเ่ป็นอิสระในเซลล ์หรืออาจเกาะอยูท่ี่ผิวดา้นในของเยื่อหุมเ้ซลล ์ท าหนา้ท่ีสร้าง
โปรตีนเพ่ือส่งออกนอกเซลล ์องคป์ระกอบของไรโบโซม เป็นโปรตีน 40% RNA 60% จบักนั วดัขนาดได้
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จากค่าสมัประสิทธ์ิของการตกตะกอน  (sedimentation coefficient) เม่ือน าไปป่ันเหว่ียง หน่วยท่ีใชว้ดัคือ 
หน่วย Svedberg unit (S) ไรโบโซมของแบคทีเรียมีขนาด 70S ซ่ึงไรโบโซม 70S ประกอบดว้ย 2 หน่วย
ยอ่ย คือ 50S และ 30S ไรโบโซมส่วน 50S ยงัประกอบดว้ย 23S rRNA (2900 nucleotides) และ 5S rRNA 
(120 nucleotides) กบัโปรตีน 34 ชนิด ไรโบโซมส่วน 30S ประกอบดว้ย 16S rRNA (1500 nucleotides) 
กบัโปรตีน 21 ชนิด หนา้ท่ีของไรโบโซมเก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์โปรตีนชนิดต่างๆ โดยมีไรโบโซมยึด
กนัดว้ย mRNA กลายเป็นสายยาวของโพลิโซมหรือโพลิไรโบโซม (polysome หรือ polyribosome) ซ่ึงเป็น
ต าแหน่งท่ีเกิดการสงัเคราะห์โปรตีน (Madigan และคณะ, 2000) 

Ribosomal RNA มีหนา้ท่ี 2 อยา่งคือ เป็นส่วนช่วยในเร่ืองโครงสร้างของไรโบโซม และโมเลกลุ
ของ 16S rRNA ในส่วนของ 30S subunit จะเป็นตวัช่วยในการเร่ิมตน้สงัเคราะห์โปรตีน เน่ืองจากการเกิด
เป็น complex ของปลาย 3’ ของ 16S rRNA กบั initiating signal site บน mRNA และช่วยในเร่ืองต าแหน่ง
ของ mRNA บนไรโบโซม รวมทั้งยงัรวมกบั initiation factor 3 และ ปลาย 3 ’ CCA ของ aminoacyl-tRNA 
ซ่ึงอาจเป็นเพราะ rRNA เป็นตวัเร่ง ( catalytic) ในกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีน ( Prescott และคณะ , 
1999) 

ยีน 16 S rRNA ถกูเลือกน ามาใชเ้ป็นขอ้มลูในการศึกษาความสมัพนัธ์ทางไฟโลเจเนติก 
(phylogenetic) เน่ืองจากมีขอ้ดีหลายประการคือเป็นยีนท่ีมีอยูใ่นยแูบคทีเรีย ( eubacteria) ทุกชนิด ท าให้
สามารถเปรียบเทียบยแูบคทีเรียท่ีมีขนาดประมาณ 1500  คู่เบส บางช่วงของสายดีเอน็เอของ 16 S rRNA 
gene เหมือนกนัในยแูบคทีเรียทุกชนิด ในขณะเดียวกนักมี็บางช่วงของสายดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างกนัใน
แบคทีเรียแต่ละชนิด ในช่วงท่ีเหมือนและช่วงท่ีแตกต่างกนัของล าดบัเบสในสายดีเอน็เอนั้น สามารถ
น ามาใชป้ระโยชนใ์นการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย ช่วงท่ีเหมือนกนัน้ีจะน ามาใชอ้อกแบบ  
ไพรเมอร์ ( primer) เพ่ือการเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ( PCR amplification) การท่ีสาย          
ดีเอน็เอช่วงน้ีมีความเหมือนกนัในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด จึงสามารถน ามาใชเ้ป็นไพรเมอร์ท่ีถือวา่เป็นสากล 
(universal primers) คือ ไพรเมอร์ 1 คู่น้ี สามารถขยายหรือเพ่ิมจ านวน 16 S rRNA gene ไดจ้ากแบคทีเรีย
ทุกชนิดท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีท าการศึกษาได ้

การเรียงตวัของล าดบัเบสของ 16 S rDNA นั้นจะมีการเปล่ียนแปลงนอ้ยในแบคทีเรียแต่ละชนิด 
และการเรียงตวัของล าดบัเบสบนยีนของ 16 S rDNA เป็นท่ีทราบกนัพอสมควรจึงง่ายต่อการท าปฏิกิริยา
ลกูโซ่โพลิเมอเรส ( Polymerase Chain Reaction) และการวิเคราะห์ล าดบัเบส (nucleotide sequence 
analysis) ใชใ้นการจดัจ าแนกแบคทีเรียท่ียากต่อการจดัจ าแนก หรือยากต่อการเพาะเล้ียงได ้( difficult-to-
identify หรือ difficult to culture) วิธีน้ีนอกจากจะสะดวกรวดเร็วและมีประสิทธิภาพในการจดัการล าดบั
เบสท่ีตอ้งการแลว้ สามารถน าล าดบัเบสท่ีคน้พบไปเทียบกบัฐานขอ้มลูออนไลนซ่ึ์งรวบรวมล าดบัเบสท่ีมี
อยูแ่ลว้ได ้เช่น EMBL ฐานขอ้มลูจาก European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/embl/) 
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และ BLAST ฐานขอ้มลูจาก NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) เม่ือสามารถทราบกลุ่ม
ประชากรแบคทีเรียท่ีเดิมไม่สามารถจดัจ าแนกไดแ้ลว้ ท าใหเ้กิดประโยชนท์างดา้นงานวิจยัอ่ืนๆมากมาย
และเป็นวิธีท่ีนิยมใชจ้นถึงปัจจุบนั  

การใช ้16S rRNA gene ส าหรับแผนภูมิตน้ไมท้างไฟโลเจเนติก (phylogeny)  

มีนกัวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มท่ีพยายามศึกษาเก่ียวกบัการหารความสมัพนัธ์ทางล าดบัวิวฒันาการ
โดยอาศยัขอ้มลูจากซากบรรพชีวิน ( fossil) หรือจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาซ่ึงไดข้อ้สรุปคร่าวๆ ท่ีไม่
ลึกซ้ึงหรือช้ีชดัได ้จึงหนัมาสนใจขอ้มลูระดบัโมเลกลุจากเซลลส่ิ์งมีชีวิตหรือขอ้มลูจากสายดีเอน็เอและ
สายโปรตีนอาศยัหลกัการท่ีวา่ส่ิงมีชีวิตท่ีมีบรรพบุรุษร่วมกนัควรจะมีขอ้มลูระดบัโมเลกลุคลา้ยคลึงกนั
และส่ิงมีชีวิตในสปีช่ีส์ ( species) เดียวกนัอาจมีความแตกต่างของขอ้มลูระดบัโมเลกลุไดจ้ากมีการ
วิวฒันาการท่ีต่างกนัของแต่ละสายพนัธ์ุ (strain) ส่ิงมีชีวิตสองชนิดอาจไม่ใกลชิ้ดกนัมากพอท่ีจะมีดีเอน็เอ
คลา้ยกนัมาก แต่กย็งัมีไรโบโซมท่ีคลา้ยกนั ในแบคทีเรียทุกชนิดล าดบัของนิวคลีโอไทดข์อง rRNA gene 
พบวา่มีความคงตวัสูงมาก แมจ้ะมีวิวฒันาการมานาน แต่ล าดบัของนิวคลีโอไทดจ์ะเปล่ียนไปนอ้ยมา ซ่ึง
หมายความวา่แมส่ิ้งมีชีวิตสองชนิดจะมีความใกลชิ้ดกนันอ้ยและไม่มีดีเอน็เอท่ีคลา้ยกนั แต่กย็งัมีล าดบั    
นิวคลีโอไทดใ์น  rRNA คลา้ยกนั ความคลา้ยคลึงกนัน้ีสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองวดัความใกลชิ้ดระหวา่ง
ส่ิงมีชีวิตได ้ความคลา้ยกนัของ rRNA ใชห้าความคลา้ยคลึงกนัของ rRNA ของส่ิงมีชีวิตต่างๆ  

 ในปี 1978 Woese และคณะ ไดจ้ดัหมวดหมู่ส่ิงมีชีวิตแบ่งไดเ้ป็น 3 อาณาจกัร ( domain) คือ 
Bacteria, Archaea และ Eucarya ดงัภาพท่ี 2.10 โดยแบ่งตามชนิดของไรโบโซมจากการเปรียบเทียบล าดบั
ของนิวคลีโอไทดใ์น ribosomal RNA จากเซลลช์นิดต่าง ๆ และปัจจุบนัยงัคงใชวิ้ธีน้ี 

 

 

ภาพท่ี 2.10 Universal Phylogenetic Tree จากการศึกษาเปรียบเทียบล า ดบัเบสของ rRNA 
(Olsen และ Woese, 1993) 
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ตวัอยา่งโครงสร้างปฐมภูมิ ( Primary structure) และทุติยภูมิ ( secondary structure) ของ 16S 
rRNA ของแบคทีเรีย Escherichia coli ดงัภาพท่ี 2.11 และเหตุผลส าหรับการเลือกใช ้ 16S rRNA มาใช้
ศึกษาหาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการมีดงัน้ี 

- RNA จดัเป็นโมเลกลุท่ีมีมานานแลว้ 
- หนา้ท่ีของ RNA ไม่เปล่ียนแปลงและคงท่ี เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์โปรตีน 
- พบ rRNA ในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด 
- โมเลกลุของ rRNA มีขนาดปานกลาง ไม่ใชข้นาด 5S เน่ืองจากประกอบดว้ยเบสเพียง 120 คู่เบส 

(base pair: bp) ซ่ึงมีขอ้มลูเบสท่ีนอ้ย เม่ือเทียบกบั 16S (1500 คู่เบส) ส่วน 23S มี 2900 คู่เบส มีขอ้มลูของ
ล าดบัเบสมากซ่ึงเป็นส่วนดี แต่ทางปฏิบติัแลว้ท าไดย้ากกวา่ 16S 

- โมเลกลุมีส่วนของบริเวณท่ีไดรั้บการอนุรักษแ์ละการแปรผนัทางพนัธุกรรม ( conserved และ 
variation) เพียงพอส าหรับจดักลุ่มหรือบอกความสมัพนัธ์ ซ่ึงหากยีนมีการแปรผนัทางพนัธุกรรมสูง คือมี
การเปล่ียนแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม (mutation) สูง จะเกิดการสูญเสียลกัษณะทางพนัธุกรรม  (loss) ท า
ใหท้ าการเปรียบเทียบล าดบัเบส ( alignment) ไม่ได ้เน่ืองจากในการท าการเปรียบเทียบล าดบัเบสคือการ
เทียบหาส่วนท่ีเหมือนและต่างกนัของล าดบันิวคลีโอไทด ์

ขั้นตอนการสร้างแผนภูมิตน้ไมท้างไฟโลเจเนติก 

การจดัเรียงล าดบัสายดีเอน็เอ ( alignment of DNA sequences) โดยท าการจดัเรียงล าดบันิวคลีโอ -
ไทดจ์ากสายดีเอน็เอหลายๆสาย และท าการเพ่ิมล าดบัของดีเอน็เอท่ีเป็นกลุ่มนอก (out group) มาใส่เพ่ิมเขา้
ไปในชุดขอ้มลู เพ่ือใหเ้ป็นส่ิงมีชีวิตท่ีอยูน่อกกลุ่มท่ีจะบอกใหโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ทราบถึงต าแหน่งท่ี
เหมาะสมในการสร้างก่ิง ( rooted) ของแผนภูมิตน้ไม ้ตวัอยา่งเช่น ในการศึกษา 16S rRNA ยีนในกลุ่ม    
โปรคาริโอต จะเลือกส่ิงมีชีวิตนอกกลุ่มโดยมกัจะใชล้  าดบัเบสของ 16S rDNA ของ Escherichia coli เป็น
ตน้ จากนั้นท าการจดัเรียงขอ้มลูจนกระทัง่มีระดบัของความเหมือนกนัสูงสุดโดยการแทรกช่องวา่ง ( gap) 
เพ่ือใหช่้องวา่งและจ านวนท่ีท าใหเ้กิดสายดีเอน็เอท่ีเขา้คู่ผิด ( mismatch) นอ้ยท่ีสุด วิธีการสร้างแผนภูมิ
ตน้ไมมี้หลายวิธี ไดแ้ก่ 

- Distance matrix เป็นการใชต้ารางความแตกต่างโดยรวมระหวา่งสายดีเอน็เอต่างๆ ท่ีศึกษาซ่ึงจะ
มีการจดัขอ้มลูแบบ Unweighted pair-Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) และวิธี 
Neighbour-Joining (NJ) 

- Maximum likelihood วิธีน้ีจะอาศยัการค านวณหาความน่าจะเป็นท่ีขอ้มลูล าดบัดีเอน็เอท่ีจะ
เกิดข้ึนจากแผนภูมิท่ีเป็นไปไดป้ระกอบกบัแบบจ าลองต่างๆ ของการเปล่ียนแปลงทางวิวฒันาการ แผนภูมิ
ท่ีไดจึ้งเป็นแผนภูมิท่ีมีความเป็นไปไดสู้งสุด 
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ภาพท่ี 2.11 ตวัอยา่งโครงสร้างปฐมภูมิและทุติยภูมิของ 16S rRNA ของแบคทีเรีย Escherichia coli 
(Madigan และ คณะ, 2000) 
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- Maximum parsimony เป็นแผนภูมิท่ีอาศยัจ านวนของการเปล่ียนแปลงนอ้ยท่ีสุด ในการอธิบาย
ความแตกต่างท่ีพบท่ีไดจ้ากขอ้มลูล าดบัดีเอน็เอท่ีมี ความยาวของแผนภูมิตน้ไมจ้ากโครงสร้างท่ีเป็นไปได้
ในแต่ละแบบจะถกูประมาณข้ึนจากดีเอน็เอต าแหน่งท่ีใหข้อ้มลูบนตารางแมตทริกซ์ จากนั้นความยาวของ
ก่ิงแต่ละก่ิงบนแผนภูมินั้นจะถกูประมาณข้ึน ตามจ านวนของการเปล่ียนแปลงในแต่ละต าแหน่งดีเอน็เอ 

เม่ือไดแ้ผนภูมิแลว้จะมีค่าสนบัสนุนทางสถิติ ( Statistic supporting value) คือค่า bootstrap บน
แผนภูมิท่ีเกิดข้ึนออกมาในรูปของร้อยละ ถา้มีค่าใกล ้ 100 จะมัน่ใจไดว้า่ ก่ิง ( branch) หรือเคลด (clade) ท่ี
เกิดข้ึนบนแผน่ภูมิน่าจะเกิดข้ึนไดจ้ริงและเป็นแผนภูมิท่ีมีความถกูตอ้ง 

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

โปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีใชใ้นการศึกษาแผนภูมิตน้ไมท้างไฟโลเจเนติก ในปัจจุบนัมีอยูห่ลาย
โปรแกรมทั้งท่ีสามารถดาวโหลดมาใชง้านได ้และโปรแกรมท่ีตอ้งเสียค่าใชจ่้าย โปรแกรมท่ีเป็นท่ีนิยม 
ไดแ้ก่ PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony method) เขียนโดย Swofford โปรแกรม Hennig86 
เขียนโดย Farris และโปรแกรม PHYLIP ท่ีเขียนโดย Falsenstein เป็นชุด packages ท่ีรวมเอาโปรแกรม
ยอ่ยๆ เอาไว ้นอกจากน้ียงัมีโปรแกรมอ่ืนๆ ท่ีพฒันาข้ึนมาอยา่งต่อเน่ือง ไดแ้ก่ MEGA (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) package version 3.1 (Kumar และคณะ , 2004) และ MEGA software 
version 4.0 (Tamura และคณะ, 2007) เป็นตน้ 

2.7.2 ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส  

ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสเป็นกระบวนการสงัเคราะห์ช้ินส่วนดีเอน็เอในหลอดทดลอง ซ่ึง
ขบวนการน้ีเลียนแบบกระบวนการสงัเคราะห์ดีเอน็เอในส่ิงมีชีวิต ในปี 1983 ไดมี้ผูคิ้ดคน้เทคนิคพีซีอาร์ 
คือ Kary Mullis    พีซีอาร์ประกอบไปดว้ยขั้นตอนต่าง ๆ ดงัต่อไปน้ี 

- การแยกสายดีเอน็เอเกลียวคู่ออกจากกนั ( Denaturation) ใชอุ้ณหภูมิ ประมาณ 94 องศาเซลเซียส 
เม่ือเร่ิมตน้ดีเอน็เอแม่แบบจะอยูใ่นลกัษณะท่ีเป็นเกลียวคู่ เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิถึงประมาณ 94 องศา
เซลเซียส จะท าใหพ้นัธะไฮโดรเจนระหวา่งคู่เบสของดีเอน็เอถกูท าลาย ท าใหเ้สน้ดีเอน็เอแยก
ออกจากกนั โดยขั้นตอนน้ีจะแตกต่างจากการสงัเคราะห์ดีเอน็เอในธรรมชาติ คือ ในส่ิงมีชีวิตจะ
มีเอนไซมเ์ฮลิเคส (Helicase) ช่วยในการแยกสายและคลายเกลียวดีเอน็เอ 

- การจบัของไพร์เมอร์กบัดีเอน็เอแม่แบบ ( Annealing) ใชอุ้ณหภูมิประมาณ 40-62 องศาเซลเซียส 
เม่ือแยกสายดีเอน็เอออกจากกนัแลว้ จะลดอุณหภูมิลงเหลือ 40-62 องศาเซลเซียส เพ่ือใหดี้เอน็เอ
สงัเคราะห์ขนาดสั้นประมาณ 15-25 เบส ท่ีเรียกวา่ไพร์เมอร์ ( Primer) เขา้มาจบับริเวณท่ีมีล าดบั
เบสคู่สมกนั ในการสงัเคราะห์ดีเอน็เอไม่สามารถท่ีจะเร่ิมจากศูนยไ์ดเ้น่ืองจากเอน็ไซมดี์เอน็เอ                
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พอลิเมอร์เรส ( DNA polymerase) ตอ้งการปลาย - OH ทางดา้น 3' เพ่ือน านิวคลีโอไทดต์วัต่อมา
ต่อซ่ึงในส่ิงมีชีวิตจะมีเอน็ไซมท่ี์มีช่ือวา่ไพรเมส (Primase) เป็นตวัสร้างอาร์เอน็เอไพรเมอร์ข้ึน 

- การสงัเคราะห์ดีเอน็เอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ ( Extension) ใชอุ้ณหภูมิประมาณ 68-72 องศา
เซลเซียส ในขั้นตอนน้ีจะเป็นการสร้างสายดีเอน็เอต่อจากไพร์เมอร์ โดยอุณหภูมิท่ีใชจ้ะ
พอเหมาะกบั การท างานของ Taq DNA polymerase 

การแยกสารทางไฟฟ้า (Electrophoresis) 

 อิเลก็โตรโฟรีซิสเป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกสาร  วิเคราะห์ และเตรียมสารท่ีมีประจุไฟฟ้า เช่น  กรดอะมิ-
โน โปรตีน และ กรดนิวคลีอิก ใหแ้ยกออกจากกนั โดยอาศยัหลกัการ เม่ือใหส้นามไฟฟ้า สารท่ีมีประจุ
ไฟฟ้าจะเคล่ือนท่ีผา่นตวักลางชนิดหน่ึงในสารละลายไปยงัขั้วท่ีตรงขา้มกนัดว้ยอตัราเร็วในการเคล่ือนท่ี
ซ่ึงข้ึนกบัปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกลุของสาร รูปร่างและขนาดของโมเลกลุของสารนั้น ตวักลางท่ีใช ้
และแรงเคล่ือนไฟฟ้า โมเลกลุของดีเอน็เอประกอบดว้ยหมู่ฟอสเฟตจ านวนมาก สารละลายของดีเอน็เอจึง
มีประจุเป็นลบท่ีพีเอช (pH) เป็นกลาง เม่ืออยูใ่นสนามไฟฟ้าโมเลกลุของดีเอน็เอ จะเคล่ือนท่ีจากขั้วลบไป
ยงัขั้วบวก เน่ืองจากหมู่ฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบของนิวคลิโอไทดทุ์กชนิด ดีเอน็เอท่ีมีขนาดโมเลกลุเลก็
จะมีหมู่ฟอสเฟตอยูน่อ้ยกวา่โมเลกลุขนาดใหญ่ ดงันั้นจะพบวา่ประจุต่อมวลโมเลกลุของดีเอน็เอทุกขนาด
มีค่าเท่ากนั ความเร็วในการเคล่ือนท่ีของโมเลกลุดีเอน็เอจึงข้ึนอยูก่บัขนาดเป็นส่วนใหญ่ การแยกสารทาง
ไฟฟ้าโดยใชเ้จล (Gel Electrophoresis) มีหลายชนิดดงัน้ี 

- แบบคอลมัน ์(Column Gel Electrophoresis) เจลจะถกูท าใหแ้ขง็ตวัในคอลมันแ์ละน าไปจุ่มอยูใ่น
บฟัเฟอร์ทั้งดา้นบน และล่าง สารผสมท่ีตอ้งการแยกถกูปล่อยลงบนผิวหนา้ของเจลท่ีอยูด่า้นบน 
เม่ือใหส้นามไฟฟ้าสารผสมจะแยกออกจากกนัเป็นแถบ บฟัเฟอร์ท่ีใชท้ั้งในตวักลางเจลและใน
อ่างมี pH ประมาณ 9 ท าใหโ้ปรตีนมีประจุสุทธิเป็นลบจึงเคล่ือนท่ีเขา้หาขั้วบวก 

- Slab Gel Electrophoresis การท าอิเลก็โตรโฟรีซีสเหมือนกบัแบบคอลมัน ์แต่มีขอ้ดีกวา่ คือ 
สามารถแยก และวิเคราะห์สารไดพ้ร้อมกนัเป็นจ านวนมากในเจลแผน่เดียวกนัทั้งแบบคอลมัน์
และ slab gel  สารผสมท่ีตอ้งการแยกตอ้งใส่กลีเซอรอลหรือน ้าตาลซูโครสเพ่ือเพ่ิมความ
หนาแน่นท าใหไ้ม่เกิดการแพร่กระจายของสารผสมในบฟัเฟอร์ และตอ้งใส่ประจุบวกท่ีละลาย
น ้าหรือสีติดตามประจุลบดว้ย สียอ้มน้ีเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ประจุขนาดใหญ่ส่วนใหญ่จึงท าใหเ้ห็น
การเคล่ือนท่ีระหวา่งการท าจนสียอ้มเคล่ือนท่ีมาถึงปลายสุดของแผน่เจลจึงจะส้ินสุดการท าอิเลก็ -
โตรโฟรีซิสและท าการยอ้มเจลดว้ยสีท่ีจบักบัสารจะไดแ้ถบของสารท่ีตอ้งการ (ภาพท่ี 2.12) 
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Agarose Gel Electrophoresis 

 การแยกสารทางไฟฟ้าโดยใชต้วักลางเจลคือ อะกาโรส ( agarose)  เป็นสายพอลิเมอร์ของ D-
galactose และ 3,6-anhydro-L-galactose เม่ือเตรียมแผน่เจลโดยตม้สารละลายอะกาโรสในบฟัเฟอร์แลว้เท
ลงในถาดเตรียมเพ่ือใหแ้ขง็ตวัเม่ือเยน็จะไดเ้จลท่ีมีรูพรุนใหญ่ใชแ้ยกสารท่ีมีขนาดใหญ่ เช่น กรดนิวคลีอิก 
ซ่ึงขนาดรูพรุนข้ึนกบัความเขม้ขน้ของอะกาโรส เม่ือความเขม้ขน้สูงรูพรุนจะเลก็ลง บฟัเฟอร์ท่ีใชคื้อ Tris 
acetate (TAE), Tris borate (TBE) และ Tris phosphate (TPE) ท่ีความเขม้ขน้ 50  mM pH 7.5-8.0 และมี 
EDTA เพ่ือยบัย ั้งการท างาน ( activity) ของ DNase ส่วนสีท่ีใชย้อ้มเป็น fluorescent compound (aromatic 
cation) เช่น     เอธิเดียมโบรไมด ์( ethidium bromide) ซ่ึงจะจบักบัดีเอน็เอสายคู่ (double stranded DNA) 
โดยเขา้ไปแทรกตวั (intercalate) อยูร่ะหวา่งคู่เบสท่ีซอ้นกนั เม่ือฉายแสง UV จะให ้fluorescence มองเห็น
เป็นแถบ (band) ของดีเอน็เอเรืองแสง 

ความเขม้ขน้ของเจล ถา้เพ่ิมความเขม้ขน้ของเจลจะท าใหโ้มเลกลุของดีเอน็เอจะเคล่ือนท่ีไดช้า้ลง 
เจลท่ีนิยมใชก้บักรดนิวคลีอิก คือ อะกาโรสเจล (Agarose gel) และ พอลิอะคริลาไมดเ์จล ( polyacrylamide 
gel) ส่วน เจลท่ีนิยมใชก้บัโปรตีนคือ พอลิอะคริลาไมดเ์จล 

ภาพท่ี 2.12 การแยกสารทางไฟฟ้าแบบแผน่แนวราบ (slab electrophoresis) 

ง. ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีมีขนาดเลก็จะ
เคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ช้ินส่วนดีเอน็เอ
ท่ีมีขนาดใหญ ่

ค. เม่ือใหส้นามไฟฟ้า ช้ินส่วนดีเอน็เอ
จะเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วท่ีตรงขา้มกนั 

ข. โหลดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีตดัแยกไดล้ง
ในหลุมเจล โดยวางเจลอยูร่ะหวา่ง
ขั้วไฟฟ้าทั้งสองและแช่อยูใ่นบฟัเฟอร์ 

ก.ตวัอยา่งดีเอน็เอตดัดว้ยเอนไซม์
เรสทริกชนั มีขนาดต่างๆกนั 
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การเคล่ือนท่ีของโมเลกลุ เม่ือใหส้นามไฟฟ้าท่ี pH เป็นกลาง โมเลกลุของกรดนิวคลีอิกจะมีประจุ

ลบและเคล่ือนท่ีไปยงัขั้วบวกดว้ยความเร็วท่ีข้ึนกบัขนาดโมเลกลุ ( molecular size) และโครงรูป 
(conformation) เม่ืออตัราส่วนระหวา่งประจุต่อมวลของกรดนิวคลีอิกเท่ากบั 1 จะท าใหอ้ตัราเร็วในการ
เคล่ือนท่ีแปรผกผนักบั log10 ของน ้าหนกัโมเลกลุ กรดนิวคลีอิกขนาดเลก็จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ขนาด
ใหญ่ และถา้ขนาดเท่ากนัแต่มีรูปร่างต่างกนัจะมีอตัราเร็วต่างกนั โดยล าดบัของความเร็วในการเคล่ือนท่ี
ของแต่ละรูปแบบของกรดนิวคลีอิกในกรณีท่ีขนาดโมเลกลุเท่ากนันั้นพบวา่ supercoiled DNA จะเคล่ือนท่ี
ไดเ้ร็วกวา่ linear double stranded DNA และ Nicked circular DNA ตามล าดบั 

 

 

 

ภาพท่ี 2.14 การเคล่ือนท่ีของช้ินส่วนดีเอน็เอผา่นตวักลางเจลท่ีมีลกัษณะเป็นรูพรุน  
เม่ือใหส้นามไฟฟ้าดีเอน็เอท่ีมีขนาดเลก็จะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่  

ช้ินส่วนดีเอน็เอ 

อนุภาคเจล 

ทิศทางท่ีดีเอน็เอเคล่ือนท่ี 
หลุมใส่ตวัอยา่ง
ดีเอน็เอ 

โมเลกุลดีเอน็เอเคล่ือนท่ีดว้ยอตัราท่ี
เป็นสดัส่วนผกผนักบัขนาดช้ินส่วน 

ภาพถ่ายแสดงเจล 
ท่ียอ้มดว้ยสียอ้ม 

แสดงแถบของช้ินส่วน  
ดีเอน็เอท่ียาวกวา่ 

แสดงแถบของช้ินส่วน  
ดีเอน็เอท่ีสั้นกวา่ 

ภาพท่ี 2.13 โมเลกลุดีเอน็เอท่ีมีขนาดใหญ่จะถกูแยกไดดี้กวา่ในเจลท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า (0.7%) ในขณะท่ี
ดีเอน็เอขนาดเลก็จะแยกไดดี้ในเจลท่ีมีความเขม้ขน้สูง (1.5%) 
 

1000bp 
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 2.7.3 เทคนิคการตรวจหาความผิดปกติของสายพนัธ์ุ ( Denaturing Gradient Gel Electrophoresis: 
DGGE) 

ดีจีจีอี เป็นเทคนิคใชแ้ยกความแตกต่างของโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยอาศยัตวักลางเป็นเจล 
โดยจะแยกโมเลกลุของดีเอน็เอท่ีมีล าดบัเบสต่างกนัไดแ้มว้า่ขนาดความยาวของดีเอน็เอจะเท่ากนั ซ่ึงจะ
อาศยัความแตกต่างของความเขม้ขน้ของสารท่ีมีคุณสมบติัในการแยกสายดีเอน็เอ  (denaturant) ท่ีมีสดัส่วน
ความเขม้ขน้ของสาร ( gradient) จากส่วนบนของเจลท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ยไปสู่ส่วนล่างของเจลท่ีมีความ
เขม้ขน้มาก รวมไปถึงการใชอุ้ณหภูมิสูงในการท าลายพนัธะระหวา่งคู่เบส G-C ซ่ึงเป็นการจบักนัโดยใช้
พนัธะท่ีเหนียวแน่น ซ่ึงความเขม้ขน้หรือปริมาณของคู่เบส G-C ท่ีมีในดีเอน็เอแต่ละคู่ท่ีแตกต่างกนัน้ีท าให้
การเคล่ือนท่ีในตวักลางดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้แตกต่างกนัจึงสามารถมองเห็นรูปแบบของแถบดีเอน็เอท่ี
ปรากฎบนเจลต่างกนั ดงันั้นดีจีจีอีจึงเป็นเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีสามารถแยกชนิดของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจได ้แม้
ส่ิงมีชีวิตดงักล่าวจะมีล าดบัเบสต่างกนัเพียงหน่ึงต าแหน่งกต็าม  

การศึกษาจ านวนประชากรแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิคดีจีจีอี เร่ิมข้ึนจากการศึกษาประชากรจุลินทรีย์
ในดิน (Muyzer และคณะ, 1993) ต่อมาจึงเร่ิมมีการประยกุตใ์ชใ้นการติดตามประชากรจุลินทรียใ์นอาหาร 
รวมไปถึงอาหารหมกัชนิดอ่ืนๆ โดยเทคนิคดีจีจีอีสามารถท าไดก้บัยีนท่ีมีขนาดประมาณ 200 คู่เบส สูงสุด
ไม่เกิน 500 คู่เบส เท่านั้น ( Muyzer และ Smalla, 1998) ซ่ึงสามารถศึกษาแบคทีเรียในตวัอยา่งไดโ้ดยตรง 
เป็นการลดปัญหาจุลินทรียท่ี์ไม่สามารถเพาะเล้ียงบนอาหารในหอ้งปฏิบติัการได ้และสามารถประเมิน
ความหลากหลายของจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งสมบูรณ์มากข้ึน ซ่ึงเป็นวิธีท่ี สะดวก รวดเร็ว และไม่ยุง่ยาก ท าให้
นกัวิทยาศาสตร์และวิศวกรทางชีวภาพเขา้ใจโครงสร้าง ชนิด และปริมาณของแบคทีเรียวา่เป็นอยา่งไร 
มากหรือนอ้ยต่างกนัในระดบัอณูวิทยา ทั้งยงัสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการวิเคราะห์ หรือตรวจสอบ
ความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ น ้าเสียหรือของเสียทางอุตสาหกรรมและ
เกษตรกรรม รวมไปถึงทางการแพทยด์ว้ย อีกทั้งยงัสามารถคดัเลือกแถบดีเอน็เอท่ีสนใจไปท าการวิเคราะห์
หาล าดบัเบสเพ่ือใชศึ้กษาในระดบัท่ีลึกลงไปได ้

ในการวิเคราะห์ตวัอยา่งโดยใชเ้ทคนิคดีจีจีอี จะตอ้งไดป้ริมาณดีเอน็เอท่ีบริสุทธ์ิ จากนั้นจึงน ามา
เพ่ิมจ านวนดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ เม่ือไดผ้ลิตภณัฑพี์ซีอาร์แลว้จึงน าไปวิเคราะห์รูปแบบการ
เคล่ือนท่ีของแถบดีเอน็เอบนเจลอะคริลาไมด ์( acrylamide) โดยอาศยัปริมาณคู่เบส G-C ท่ีแตกต่างกนับน
สายดีเอน็เอเป็นตวัก าหนดการเคล่ือนท่ีในความเขม้ขน้ของสาร denaturant ท่ีต่างกนั ทั้งน้ีเน่ืองจาก
อุณหภูมิการหลอมหรือการแยก ( melting temperature) จะแตกต่างกนัไปตามล าดบัและชนิดของเบส นัน่
คือสายดีเอน็เอของส่ิงมีชีวิตท่ีแตกต่างกนัจะเคล่ือนท่ีบนเจลต่างกนั (ภาพท่ี 2.15) กล่าวคือการเพ่ิมเบส GC 
ประมาณ 30-50 นิวคลีโอไทด ์(Muyzer และคณะ, 1993) เรียกวา่ GC clamp ท่ีปลายสาย 5’ ของไพร์เมอร์ท่ี
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ใชใ้นการเพ่ิมจ านวนช้ินดีเอน็เอ เพ่ือท าหนา้ท่ีเป็น high melting domain บนสายดีเอน็เอท าใหไ้ม่แยกจาก
กนัเป็นสายเด่ียวเม่ือเคล่ือนท่ีบนเจลดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.15 การเคล่ือนท่ีบนโพลีอคริลาไมดเ์จลของแถบดีเอน็เอจากตวัอยา่งเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอ
จากเช้ือมาตรฐานในการท าดีจีจีอี (Ward และ Bora, 2004) 

ภาพท่ี 2.16 ขั้นตอนการศึกษาประชากรแบคทีเรียในตวัอยา่ง ภาพ ก เตรียมจุลินทรียก่์อนการสกดัเพ่ือใหมี้
จ านวนมากพอ ภาพ ข  สกดัดีเอน็เอ ภาพ ค  เพ่ิมจ านวนดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้    
ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะ ภาพ ง  วิเคราะห์รูปแบบการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอน็เอบนเจล อะคริลาไมดโ์ดย สายดี
เอน็เอของส่ิงมีชีวิตท่ีแตกต่างกนัจะเคล่ือนท่ีบนเจลต่างกนั  ภาพ จ วิเคราะห์แถบดีเอน็เอท่ีสนใจ โดยการ
น าไปวิเคราะห์ล าดบัเบส ภาพ ฉ และ ช ศึกษาแผนภูมิตน้ไมท้างไฟโลเจเนติกดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

ก ข ค ง 

จ ฉ ช 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์ เคมภัีณฑ์ และวธีิการด าเนินงานวจิยั 

อุปกรณ์ 

1. กระทงอลมิูเนียม 

2. ขวดสีชาขนาด 2.5 ลิตร 

3. คอมพิวเตอร์ 

4. เคร่ืองกวนแม่เหลก็ (Magnetic stirrer) รุ่น ARE บริษทั VELP Scientifica, Europe. 

5. เคร่ืองแกว้ ของบริษทั Pyrex, USA. 

6. เคร่ืองชัง่หยาบ 2 ต าแหน่ง รุ่น BJ100C บริษทั Presica, Switzerland. 

7. เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง รุ่น AB 204-5 ของบริษทั Mettler, Switzerland. 

8. เคร่ืองตรวจสอบเจล ( Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2000TM บริษทั Bio-Rad 

Laboratories Inc., USA. 

9. เคร่ืองน่ึงความดนัฆ่าเช้ือ (Autoclave) รุ่น SS-325 บริษทั Tomy, Germany. 

10. เคร่ืองป่ันเหว่ียง (centrifuge) รุ่น 4-15 บริษทั Sigma, Germany.  

11. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น1920 บริษทั Kubota, Japan. 

12. เคร่ืองป่ันผสม (Vortex mixer) รุ่น VSM-3 บริษทั Shelton scientific, Japan. 

13. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ ( DNA Thermal Cycler) รุ่น 2400 บริษทั Perkin Elmer, USA. และรุ่น 

MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษทั Bio-Rad Laboratories Inc., Japan. 

14. เคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค DGGE รุ่น DGGEK-1001 บริษทั C.B.S. scientific, USA. 

15. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan. 

16. เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรดเบส (pH meter) รุ่น SevenEasy บริษทั Mettler Toledo, Switzerland. 

17. เคร่ืองวดัอุณหภูมิ (Thermometer) 

18. เคร่ืองวดัค่าความต่างศกัย ์จากภาควิชาวิศวกรรมไฟฟ้า คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

19. ชุดอุปกรณ์ท า Agarose gel electrophoresis ไดแ้ก่ ถาดเทเจล ถงัใส่สารละลาย แผน่หวี และ

แหล่งจ่ายไฟ ของบริษทั Cosmo bio, USA. 

20. ตูแ้ช่แขง็จุดเยือกแขง็ต ่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -20ºซ รุ่น MDF-U332 บริษทั Sanyo Electric, 

Japan. 
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21. ตูแ้ช่แขง็จุดเยือกแขง็ต ่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -80ºซ รุ่น ULT1786 บริษทั Forma Scientific, 

USA. 

22. ตูเ้ยน็ยี่หอ้ Sharp, Japan. 

23. ตูอ้บฆ่าเช้ือ (Hot air oven) รุ่น D06063 บริษทั Memmert, Germany. 

24. ตูอ้บแหง้ (Oven) บริษทั Memmert, Germany. 

25. ตูอ้บอุณหภูมิสูง บริษทั Memmert, Germany. 

26. ตูดู้ดความช้ืน (Desiccators) บริษทั Coax group corporation LTD. 

27. ถงัปฏิกรณ์ประกอบจากอะคริลิก 

28. ป้ัมรีดสาย (Hydraulic pump) รุ่น 505U บริษทั Watson Marlow, England. 

29. ป้ัมอากาศ รุ่น 6500 บริษทั Regent, Germany. 

30. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 5, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษทั Eppendorf AG, 

Germany. 

31. หลอดยอ่ยสลาย ขนาด 20×150 มิลลิเมตร 

32. ผา้เสน้ใยคาร์บอน ชนิด CF บริษทั ACELAN, Korea. 

33. แผน่เยื่อเลือกผา่นประจุบวก (Proton exchange membrane) ชนิด neocepta บริษทั model CMS, 

Japan. 

34. สายไฟฟ้าขนาด 2 มิลลิเมตร  

35. สายยางซิลิโคน ขนาด 3 มิลลิเมตรและ ขนาด 5 มิลลิเมตร 

36. หวัทราย ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 5 เซนติเมตร 
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เคมภีัณฑ์ 

1. กลโูคส (glucose) บริษทั Merck, Germany. 

2. กรดอะซิติกเขม้ขน้ (glacial acetic acid) บริษทั Merck, Germany. 

3. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษทั BDH Chemicals, Australia. 

4. กรดซลัฟริูก (H2SO4) บริษทั Analar, England 

5. ชุดสกดัดีเอน็เอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษทั Qiagen, Germany. 

6. ชุดสารละลาย KAPA2G Robust Hotstart บริษทั Kapa Biosystems, USA. 

7. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) บริษทั Merck, Germany. 

8. โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) บริษทั Unilab, Austrlia. 

9. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) บริษทั Unilab, Austrlia.   

10. โปตสัเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) บริษทั Fisher scientific, UK. 

11. โปตสัเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (HOOC6H4COOK) บริษทั Fisher scientific, UK. 

12. เฟอร์รัสแอมโมเนียซลัเฟต (Fe(NH4)2(SO4)2) บริษทั Fisher scientific, UK. 

13. เฟอร์ริกซลัเฟต (FeSO4) บริษทั Fisher scientific, UK. 

14. เมอคิวริกซลัเฟต (HgSO4) บริษทั Fisher scientific, UK. 

15. 1,10-ฟีแนนโทลีนโมโนไฮเดรต บริษทั Fisher scientific, UK. 

16. ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 กิโลเบส ( 1 kilobase DNA ladder) บริษทั Bio-Rad, UK และ บริษทั 

Fermentas, USA. 

17. ดีเอน็เอ 100bp DNA ladder ของ บริษทั BioExcellence, Thailand. 

18. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษทั Merck, Germany. 

19. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษทั Merck, Germany. 

20. ฟีนอล-คลอโรฟอร์ม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์ [Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1)] 

บริษทั USB, USA. 

21. เอทานอล (CH2OH) บริษทั Merck, Germany. 

22. สารเคมีท่ีใชใ้นเทคนิค DGGE บริษทั Bio-Rad Laboratories Inc., USA.  

- ฟอร์มาไมด ์[Formamide(Deionized)] 

- สารละลาย 40% อะคริลาไมด/์บิส (40% Acrylamide/bis solution, 37:5:1) 

- ยเูรีย (urea) 
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- แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (Ammonium persulfate) 

- N,N,N’,N’-เททระ เมธิล เอธิลีนไดเอมีน (N,N,N’,N’-Tetra-methy-ethylenediamine, 

TEMED) 

- ทีเออีบฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 50 เท่า (50xTAE) 

- สีติดตาม (Dye solution) 

- เอธิเดียมโบรไมด ์(Ethidium bromide solution) เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

23. สาร EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษทั Sigma, 

USA. 

24. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษทั 

25. อาร์เอน็เอสเอ (Ribonuclease A, Rnase A) บริษทั Promega, USA. 

26. เอธานอล (Ethanol) ของบริษทั J.T. Baker, USA. 
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แผนผงังานวจิยั 

 

ประกอบถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่  

และการเตรียมวสัดุส าหรับเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์

 
 

 

 
ศึกษาการเปล่ียนแปลงของกลุ่มแบคทีเรียภายในถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจ์ากการเปล่ียนภาวะในถงั  

โดยการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง 

 
 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

ทดสอบกบัน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องมาลีสามพราน จงัหวดันครปฐม  

โดยเลือกภาวะการแปรผนัท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตกระแสไฟฟ้าดีท่ีสุด 

 

ศึกษาประสิทธิภาพในการ
ผลิตกระแสไฟฟ้า 

ศึกษาประสิทธิภาพในการ

บ าบดัค่าซีโอดี 

 

ศึกษาพลวตัของกลุ่ม

แบคทีเรีย ดว้ยเทคนิค DGGE 

 การสกดัดีเอน็เอ 

การเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอ 
ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรส 

การวิเคราะห์หาล าดบัเบส 
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วธีิด าเนินงานวจิยั 

3.1 ประกอบถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ และการเตรียมวสัดุส าหรับเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิง
จุลินทรีย ์

3.1.1 ประกอบถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่  

เลือกใชอ้ะคริลิกเป็นวสัดุในการท างานเน่ืองจากเป็นวสัดุท่ีทนสภาวะเป็นกรด ไม่ถกูกดักร่อน มี
ความทนทาน และราคาไม่แพง ถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียป์ระกอบจากอะคริลิกทรงกระบอก ขนาดเสน้
ผา่นศูนยก์ลาง  8.4 เซนติเมตร สูง 14 เซนติเมตร ถงัแอโนดและถงัแคโทดเช่ือมต่อกนัดว้ยท่ออะคริลิก
ทรงกระบอก ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3.4 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติเมตร รูปทรงส าเร็จเป็นตวัเอช ( H-
shape) ปริมาตรต่อหน่ึงถงัเท่ากบั 800 มิลลิลิตร ดดัแปลงแบบจาก Mohan และคณะ ( 2008) ภายในท่อ
เช่ือมระหวา่งถงัแอโนดและแคโทดกั้นดว้ยเยื่อเลือกผา่นประจุบวก ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3.4 
เซนติเมตร ดา้นบนของถงัแอโนดเจาะรู 2 รู ส าหรับเกบ็ตวัอยา่งและใส่สายอาหารเขา้ -ออก ส าหรับการ
เกบ็ตวัอยา่งจะผา่นทางจุกยางท่ีต่อหลอดแกว้และสายยางซิลิโคน เม่ือไม่ไดใ้ชง้านจะหล่อน ้าไวภ้ายในสาย
ยางเพ่ือท าหนา้ท่ีเป็นท่อปล่อยก๊าซและป้องกนัอากาศเขา้ไปภายในถงั  ก่อนปิดฝาถงัแอโนดใส่ยางวง ( O-
ring) อีกหน่ึงชั้น แลว้ยึดดว้ยน๊อตสกรูใหแ้น่นเพ่ือป้องกนัอากาศเขา้ ดา้นบนถงัแคโทดใหอ้อกซิเจนดว้ย
เคร่ืองป้ัมอากาศผา่นทางหวัทราย และต่อสายยางซิลิโคนส าหรับใส่สารละลายบฟัเฟอร์เขา้ -ออก น าสาย
ยางซิลิโคนทั้งหมดต่อกบัเคร่ืองป้ัมรีดสาย  (peristaltic pump) ทากาวซิลิโคนทุกจุดป้องกนัการร่ัวซึมของ
ของเหลวและป้องกนัอากาศเขา้ 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

      ภาพท่ี 3.1 ถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบหอ้งคู่ประกอบจากอะคริลิก รูปทรงตวัเอช (H-shape) 
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3.1.2 การเตรียมวสัดุส าหรับเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย  ์

3.1.2.1 ขั้วไฟฟ้าแอโนดและแคโทด 

เลือกใชผ้า้เสน้ใยคาร์บอน เพราะเสน้ใยคาร์บอนท่ีทอเป็นผา้ท าใหส้ารละลายและ
จุลินทรียแ์ทรกผา่นไดท้ัว่ถึง เป็นประโยชนต่์อการยึดเกาะของจุลินทรีย ์ขั้วไฟฟ้าแอโนดมีพ้ืนท่ี
ผิวเท่ากบั 15 ตารางเซนติเมตร ขั้วไฟฟ้าแคโทดมีขนาดเป็น 5 เท่าของพ้ืนท่ีผิวขั้วไฟฟ้าแอโนด 
คือเท่ากบั 75 ตารางเซนติเมตร (Dewan และคณะ, 2008)  

  3.1.2.2 แผน่เยื่อเลือกผา่นประจุบวก 

เลือกใชแ้ผน่เยื่อเลือกผา่นประจุบวกนีโอเซปตา้ เตรียมแผน่เยื่อเลือกผา่นประจุบวกตาม
วิธีของ Mohan และคณะ (2008) จากนั้นน าเยื่อเลือกผา่นประจุบวกขึงระหวา่งท่อเช่ือมกลางของ
ถงัแอโนดและถงัแคโทด ขึงใหตึ้งยึดดว้ยน๊อตสกรูใหแ้น่น 

  3.1.2.3 น ้าเสียสงัเคราะห์ 

ส าหรับการทดลองท่ีเปล่ียนแปลงภาวะในถงัแอโนดโดยการแปรผนัระยะเวลากกัพกั
ทางชลศาสตร์ จะใชน้ ้าเสียสงัเคราะห์เป็นอาหารใหก้บัจุลินทรีย ์ดดัแปลงจากสูตรของณฎัฐริกา 
ตนัติวงศ ์(2550) (ภาคผนวก ก)  โดยปรับส่วนประกอบในน ้าเสียสงัเคราะห์ใหมี้ค่าซีโอดีเท่ากบั 
2500 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นค่าท่ีใกลเ้คียงกบัค่าซีโอดีของน ้าเสียจริงจากโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋องมาลีสามพราน จงัหวดันครปฐม (สุนทรี, 2550)  

  3.1.2.4 สารละลายบฟัเฟอร์ 

ถงัแคโทดใชส้ารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ข) 
และเพ่ิมประสิทธิภาพของสารละลายบฟัเฟอร์โดยเติมโพแทสซียมเปร์แมงกาเนต ( KMnO4) 
ความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อลิตร (You และคณะ, 2006)  

  3.1.2.5 หวัเช้ือจุลินทรีย ์

หวัเช้ือจุลินทรียท่ี์ใชม้าจากถงัปฏิกรณ์แบบไร้อากาศในหอ้งปฏิบติัการของหลกัสูตร         
สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซ่ึงเป็นหวัเช้ือจุลินทรียผ์สมท่ีผา่น
การท าวิจยัเร่ืองผลของแหล่งคาร์บอนต่อการลดไนโตรเจนในน ้าเสียโดยกระบวนการไนตริฟิเค -
ชนั โดยสุนทรี อยูส่ถาน ( 2550) ซ่ึงในการทดลองใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไม้
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กระป๋องมาลีสามพราน จงัหวดันครปฐม เช่นเดียวกนั ตะกอนจุลินทรียผ์สมจากงานวิจยัดงักล่าว
ถกูน ามาเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ไร้อากาศและใหแ้หล่งอาหารคือน ้าเสียชุมชนเป็นเวลานาน ดว้ย
สภาวะน้ีจึงเป็นการคดัเลือกจุลินทรียจ์นกระทัง่สามารถก าจดัจุลินทรียพ์วกก๊าซมีเทนไปได ้ซ่ึง
เป็นประโยชนต่์องานวิจยัน้ีอยา่งมากเพราะจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิตกระแสไฟฟ้าไม่ตอ้งการกลุ่ม
จุลินทรียท่ี์ผลิตก๊าซมีเทนได ้จุลินทรียก์ลุ่มน้ีจะแยง่กรดอินทรีย ์เช่น กรดอะซีติก ไปผลิตเป็นก๊าซ
มีเทนแทนท่ีจะเป็นสารตั้งตน้ใหก้บักลุ่มจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าน ามาผลิต
กระแสไฟฟ้าได ้ในงานวิจยัน้ีเตรียมหวัเช้ือจุลินทรียโ์ดยดูดตะกอนจุลินทรียจ์ากถงัปฏิกรณ์       
ไร้อากาศปริมาตร 20 มิลลิลิตร เล้ียงในน ้าเสียสงัเคราะห์ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ในทุกการทดลองเตรียมตะกอนหวัเช้ือเร่ิมตน้ใหมี้ปริมาตรประมาณ 1 กรัมต่อลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

3.2 ศึกษาการเปล่ียนแปลงของกลุ่มแบคทีเรียภายในถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจ์ากการเปล่ียนภาวะในถงั  
โดยการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เท่ากบั 12 24 และ 36 ชัว่โมง 

 3.2.1 การเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย  ์และการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 

เตรียมระบบการท างานของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียโ์ดยใส่หวัเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ท่ีเตรียมจากขอ้ 
3.1.2.5 ลงในถงัแอโนดท่ีประกอบข้ึนจากขอ้ 3.1.1 ใส่อาหารคือน ้าเสียสงัเคราะห์อยา่งต่อเน่ืองควบคุม
อตัราการไหลเขา้ออกดว้ยเคร่ืองป๊ัมรีดสาย ก าหนดใหร้ะยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 ชัว่โมง ต่อ
ตวัตา้นทานภายนอกแบบอนุกรมกบัเคร่ืองวดัค่าความต่างศกัย ์ตวัตา้นทานมีขนาดเท่ากบั 100 โอห์ม 
วิเคราะห์ค่าความต่างศกัยแ์ละค่าซีโอดี ตั้งแต่เร่ิมตน้จนค่าความต่างศกัยมี์ค่าคงท่ีและเขา้สู่สภาวะเสถียร 
(steady state) แปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ ( Hydraulic retention time: HRT) หรือระยะเวลาใน
การเกบ็กกัน ้าในถงัปฏิกรณ์เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง อตัราการไหลของน ้าเสียสงัเคราะห์ในแต่ละ
ระยะเวลาสามารถค านวณไดด้งัน้ี 

ภาพท่ี 3.2 ถงัปฏิกรณ์แบบไร้อากาศในหอ้งปฏิบติัการของหลกัสูตร
สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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             ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ (ชัว่โมง)     =          ปริมาตรของของเหลวในถงั (มิลลิลิตร) 

 

จากสมการสามารถค านวณระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ของน ้าเสียสงัเคราะห์ท่ีไหลเขา้สู่ระบบ
ท่ี 36 ชัว่โมงไดเ้ท่ากบั 19.4 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง ท่ี 24 ชัว่โมงเท่ากบั 29.6 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง และท่ี 12 
ชัว่โมงเท่ากบั 58.3 มิลลิลิตรต่อชัว่โมงในแต่ละระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์จะก าหนดใหมี้น ้าเสีย
สงัเคราะห์เขา้สู่ระบบทั้งหมด 10 เท่าของปริมาตรถงั คือเท่ากบั 7000 มิลลิลิตร เพ่ือใหแ้น่ใจวา่ระบบเขา้สู่
สภาวะเสถียรอยา่งแทจ้ริง 

 3.2.2 ศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตกระแสไฟฟ้า  

 วิเคราะห์ประสิทธิภาพทางไฟฟ้าตั้งแต่เร่ิมตน้เดินระบบจนระบบเขา้สู่สภาวะเสถียรดว้ยเคร่ืองวดั
ค่าความต่างศกัย ์(โวลต)์ จากนั้นค านวณค่าความหนาแน่นกระแสไฟฟ้า และก าลงัไฟฟ้าจากสมการดงัน้ี 

       หรือ       i    คือ ความหนาแน่นกระแส (หน่วยมิลลิแอมแปร์ต่อตารางเมตร) 

 I    คือ ค่ากระแส (หน่วยมิลลิแอมแปร์)  

          A   คือ ขนาดพ้ืนท่ีผิวของขั้วไฟฟ้าแอโนด (หน่วยตารางเมตร)  

          V   คือ ค่าความต่างศกัย ์(หน่วยโวลต)์ 

           Rex คือ ค่าความตา้นทานภายนอก (หน่วยโอห์ม) 

  P   คือ ก าลงัไฟฟ้า (หน่วยวตัต)์ 

  P   คือ ความหนาแน่นก าลงัไฟฟ้า (หน่วยวตัตต่์อตารางเมตร)  

3.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้าเสีย 

 วิเคราะห์ประสิทธิภาพการบ าบดัน ้าเสียจากเปอร์เซนตก์ารลดลงของค่าซีโอดีหรือค่าความเขม้ขน้
ของสารอินทรียใ์นน ้าเสียตลอดการเดินระบบดว้ยวิธียอ่ยสลายโดยโพแทสเซียมไดโครเมตตามคู่มือ
วิเคราะห์น ้าเสียของวิศวกรรมสถานแห่งประเทศไทย  

ขั้นตอนการวิเคราะห์ซีโอดี  

- น าตวัอยา่งน ้าเสียจากถงัปฏิกรณ์ไปป่ันเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนสารแขวนลอย  
- ปิเปตตวัอยา่งส่วนน ้าใส 2.5 มิลลิลิตรลงในหลอดยอ่ยสลาย 

อตัราการไหลของอาหาร (มิลลิลิตรต่อชัว่โมง) 
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- เติมสารละลายมาตรฐานโปตสัเซียมไดโครเมต (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร และ
สารละลายกรดซลัฟุริก (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร  

- ปิดฝาใหแ้น่นพอดี แกวง่ขวดวนไปมาเพ่ือใหส้ารละลายผสมกนัดี  
- น าหลอดยอ่ยสลายใส่ลงในขาตั้งใส่หลอดแกว้แลว้น าเขา้ตูอ้บอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท้ิงใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
- เปิดฝาหลอดแกว้ แลว้เติมเฟอร์โรอินดิเคเตอร์ 1-2 หยด แลว้ไตเตรทดว้ย 0.10N เอฟเอเอส 

(ภาคผนวก ข) จนกระทัง่เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลแดง 

ในการวิเคราะห์ทุกคร้ังท าแบลงค์  (Blank) โดยใชน้ ้ากลัน่แทนตวัอยา่งและท าการวิเคราะห์

เหมือนตวัอยา่งน ้า 

การค านวณ 

  ซีโอดี (มิลลิกรัมต่อลิตร)    =  (A - B) × N × 8000 

   

เม่ือ A = มิลลิลิตรของเอฟเอเอส ท่ีใชไ้ตเตรทแบลงค์ 

   B = มิลลิลิตรของเอฟเอเอส ท่ีใชไ้ตเตรทน ้าตวัอยา่ง 

   N = นอร์มลัลิต้ีของเอฟเอเอส 

  นอร์มลัลิตีของสารละลายเอฟเอเอส     = ปริมาตรของ 0.1N K2Cr2O7 × 0.10 
  

3.2.4 ศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรีย ดว้ยเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

 เกบ็ตวัอยา่งก่อนเร่ิมเดินระบบและหลงัจากระบบเขา้สู่สภาวะเสถียรจากนั้นวิเคราะห์โดยด าเนิน
ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 

3.2.4.1 สกดัดีเอน็เอ 

น าตวัอยา่งมาสกดัดีเอน็เอจากแบคทีเรียตามวิธีของ cocolin และคณะ (2000) ท่ีดดัแปลง
โดยจุฑากานต ์บุญมี ( 2552) ปิเปต 1.5 มิลลิลิตรของตวัอยา่งลงในหลอดไมโครฟิวจ ์น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ี 8000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท าขั้นตอนน้ีซ ้ากนั 3 รอบ จนไดป้ริมาณเซลลต์าม
ตอ้งการ  (ประมาณ 50 มิลลิกรัมของน ้าหนกัเปียก) จากนั้นลา้งเซลลท่ี์ไดใ้นน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ
ปลอดประจุ น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 8000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท้ิงส่วนน ้าใสออกใหห้มดจากนั้น

ปริมาตรตวัอยา่งน ้า (มิลลิลิตร) 

ปริมาตร FAS ท่ีใชไ้ตเตรท 
(มิลลิลิตร) 
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เติมบฟัเฟอร์ส าหรับสกดั   ดีเอน็เอปริมาตร 300 ไมโครลิตร เมด็แกว้ ( glass bead) ขนาดเสน้ผา่น
ศูนยก์ลาง 0.1-0.25 มิลลิเมตร 0.4 กรัม และฟีนอล -คลอโรฟอร์ม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์
(phenol-chloroform-isoamyl (25:24:1)) ปริมตร 200 ไมโครลิตร ตามล าดบั  เพ่ือท าลายเยื่อหุม้
เซลล ์น าไปเขยา่ดว้ยเคร่ืองป่ันผสมนาน 15-20 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที เกบ็ส่วนน ้าใสดา้นบนซ่ึงมีดีเอน็เออยูม่าใส่หลอดไมโครฟิวจอ์นัใหม่ จากนั้นเติม   
ฟีนอล-คลอโรฟอร์ม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์( phenol-chloroform-isoamyl (25:24:1)) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร พลิกกลบัไปมาแลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12000 รอบต่อนาที  นาน 10 นาที ดูดส่วน
น ้าใสใส่ในหลอดไมโครฟิวจอ์นัใหม่ เติม 100% เอทานอลแช่เยน็ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และ 
5 โมลาร์โซเดียมอะซิเตต 0.1 เท่าของปริมาตรน ้าใส เพ่ือตกตะกอนดีเอน็เอ พลิกกลบัไปมา น าไป
แช่เยน็ท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12500 รอบต่อนาที นาน 15 
นาที เทส่วนน ้าใสท้ิงแลว้เติม 70% เอทานอล น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 12500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือลา้งตะกอนดีเอน็เอใหส้ะอาด จากนั้นตากตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้สนิท แลว้ละลายตะกอน      
ดีเอน็เอดว้ยทีอีบฟัเฟอร์ ( TE buffer) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์  ไรโบนิวคลีเอส  เอ 
(RNase A) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมารตร  1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ี  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือก าจดัอาร์เอน็เอ (RNA) 

3.2.4.2 ตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธีการแยกทางไฟฟ้าโดยใชเ้จล ( gel 
electrophoresis) และการสกดัดีเอน็เอออกจากอะกาโรสเจลเพ่ือท าใหบ้ริสุทธ์ิ  

เตรียมแผน่วุน้ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร)  โดยชัง่ผงวุน้อะกาโรส 
(agarose gel) 1 กรัม ละลายในบฟัเฟอร์ทริส -อะซิเตท บฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 1 เท่า (1XTAE 
buffer, ภาคผนวก ข)  น าไปหลอมในเตาไมโครเวฟจนวุน้ละลาย ประมาณ 2-3 นาที รอใหวุ้น้เยน็
ลงประมาณ 55 องศาเซลเซียส แลว้จึงเทลงในถาดท่ีวางซ่ีหวี (comb) ลงไปเรียบร้อยเพ่ือท าใหเ้กิด
ช่องส าหรับเติมตวัอยา่ง รอจนวุน้แขง็ตวั ประมาณ 60 นาที จึงดึงซ่ีหวีออก  จากนั้นวางถาดวุน้ลง
ในเจลแชมเบอร์ ( gel chamber) เทสารละลายบฟัเฟอร์ดงักล่าวลงในแชมเบอร์ใหท่้วมแผน่วุน้
ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอน็เอกบัสีติดตาม ( 6X loading dye, ภาคผนวก ข)      
ในอตัราส่วน 5 ต่อ 1 บนแผน่พาราฟิลม์ น ามาหยอดลงในหลุมบนแผน่วุน้อะกาโรสเจลหลุมแรก
ใหห้ยอดดว้ยดีเอน็เอมาตรฐานแลมดา้ดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมเ์รสทริกชนั HindIII (λ/HindIII 
marker) เพ่ือใชเ้ปรียบเทียบขนาดและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ จากนั้นเปิดสวิตซ์ใหก้ระแสไฟฟ้า
ไหลผา่นแผน่วุน้และบฟัเฟอร์ โดยใชค้วามต่างศกัย ์100 โวลต ์(volt) นาน 30 นาที ขั้นตอนต่อไป
ยอ้มดีเอน็เอดว้ยสารละลายเอธิเดียม    โบรไมด ์(Ethidium bromide) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัม
ต่อลิตร (ภาคผนวก ข)  นาน 15 นาที จากนั้นลา้งสีส่วนเกินออกดว้ยการแช่น ้ากลัน่ ส่องดูภายใต้



52 
 

แสงอลัตราไวโอเลต (ความยาวคล่ืน 360 นาโนเมตร) ดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพจากเจล ( Gel 
Documentation system) 

การสกดัดีเอน็เอออกจากอะกาโรสเจลเพ่ือท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

ตดัอะกาโรสเจลบริเวณท่ีมีผลิตภณัฑดี์เอน็เอมาสกดัดีเอน็เอออกจากอะกาโรสเจลดว้ย
ชุดสกดัดีเอน็เอ QIAquick Gel ExtractionKit (Qiagen, Germany) ตามวิธีท่ีระบุไวโ้ดย
บริษทัผูผ้ลิตดงัต่อไปน้ี น าช้ินอะกาโรสเจลท่ีมีแถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการใส่ในหลอดไมโครฟิวจ ์
จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่าของน ้าหนกัอะกาโรสเจล น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส  เป็นระยะเวลา 10 นาที พลิกหลอดกลบัไปมาจนกระทัง่อะกาโรสเจลละลายหมด 
จากนั้นเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เท่าของน ้าหนกัอะกาโรสเจล ผสมใหเ้ขา้กนั ถ่าย
สารละลายดีเอน็เอลงใน QIAquick spin column น าไปป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 13000 รอบ       
ต่อนาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน ้าใสท้ิง แลว้ป่ันเหว่ียงซ ้าอีกคร้ังเพ่ือก าจดั
สารละลายท่ีเหลือติดคอลมัน ์จากนั้นยา้ยคอลมันม์ายงัหลอดไมโครฟิวจห์ลอดใหม่ เติมบฟัเฟอร์ 
EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหล้งตรงแผน่กรองในคอลมัน ์ตั้งท้ิงไวเ้ป็นเวลา 1 นาที น าไป
ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 13000 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1 นาที จะไดส้ารละลาย        
ดีเอน็เอ จากนั้นเกบ็รักษาสารละลายดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2.4.3 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอดว้ยการวดัการดูดกลืนแสง    
อุลตราไวโอเลต (Ultraviolet absorption spectroscopy) 

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีไดจ้ากขอ้ 3.2.4.1 ดว้ยเคร่ืองวดั
การดูดกลืนแสง ( spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร  (A260 และ 
A280) วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอไดจ้ากอตัราส่วนของค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
260 ต่อ 280 นาโนเมตร   ถา้ไดค่้าเท่ากบั 1.80 แสดงวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดน้ั้นบริสุทธ์ิ แต่ถา้หาก
ส่วนท่ีไดมี้ค่านอ้ยกวา่ 1.8 แสดงวา่มีการปนเป้ือนจากโปรตีนซ่ึงสามารถท าใหบ้ริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึนได้
ดว้ยการสกดัดว้ยสารละลายฟีนอล -คลอโรฟอร์ม -ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์แลว้จึงตกตะกอนดว้ย
เอธานอลอีกคร้ัง แต่ถา้มีค่าสูงจนใกล ้ 2.0 แสดงวา่มีอาร์เอน็เอ ( RNA) ปนเป้ือนอยูม่ากซ่ึงก าจดั
ไดด้ว้ยการใส่เอนไซมไ์รโบนิวคลีเอส เอ ( RNase A)  ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอค านวณไดจ้าก
สมการ 

               ดีเอน็เอสายคู่ (ไมโครกรัมต่อลิตร)    =    A260 × 50 × dilution factor 
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3.2.4.4 เพ่ิมจ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ 16s rDNA ของแบคทีเรีย ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่     
พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction: PCR)  

เลือกใชไ้พร์เมอร์ 338F (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) และไพร์เมอร์ 518R 
(5’ATTACCGCGGCTGG-3’) ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอบริเวณ V-3 region ประกอบดว้ยดีเอน็
เอตน้แบบ (DNA template) ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร , 
DreamTaqTM PCR Master Mix (Qaigen, Germany) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร , 1 ไมโครโมลต่อ
ไมโครลิตรของสารละลายไพร์เมอร์ 338F และ 518R อยา่งละ 1 ไมโครลิตร และสุดทา้ยปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้าปลอดเช้ือปลอดประจุปริมาตรสุทธิเท่ากบั 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัระวงั
อยา่ใหมี้ฟองอากาศ จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสดว้ยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 
(DNA Thermal Cycler) โดยก าหนดการท างานของปฏิกิริยาลกูโซ่ดงัน้ี  อา้งอิงจาก Qu และคณะ 
2009 

1. Initial denaturation step    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 4 นาที 

เพ่ือเตรียมดีเอน็เอตน้แบบใหแ้ยกเป็นดีเอน็เอสายเด่ียวอยา่งสมบูรณ์  

2. Touchdown program จ านวน 20 รอบ  

2.1 Denaturation step    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

ดีเอน็เอเสียสภาพแยกเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว  

2.2 Annealing step    อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

(ลดอุณหภูมิลง 0.5 องศาเซลเซียสในแต่ละรอบ) 

ดีเอน็เอตน้แบบจบัตวัอยา่งเหมาะสมกบัไพรเมอร์ 

2.3 Extension step    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

เพ่ือใหมี้การเพ่ิมจ านวนเบสจากการจบัตวักนัอยา่งเหมาะสมของไพร์เมอร์และดีเอน็เอตน้แบบ   

3. Denaturation step    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

4. Annealing step     อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

5. Extension step     อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

ท าขั้นตอนท่ี 3-5 จ านวน 10 รอบ 

6. Final extension     อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 6 นาที   

ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีไดมี้ความยาวประมาณ 200 คู่เบส (base pair: bp) 

 



54 
 

3.2.4.5 วิเคราะห์สายพนัธ์ุของกลุ่มแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิคดีจีจีอี 

ใชอุ้ปกรณ์ของ DGGEK-1001 (C.B.S. scientific, USA) ในการวิเคราะห์เตรียม                
พอลิอะคริลาไมดเ์จลความเขม้ขน้ 8% ท่ีมีเกรเดียนทข์องสารละลาย denaturant 30-60% จาก
สารละลาย denaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก  ข) ท าเกรเดียนทข์องสารละลาย denaturant 
โดยใชร้ะบบจ่ายเกรเดียนทต์ามท่ีระบุไวใ้นคู่มือ เม่ือไดเ้กรเดียนทข์องสารละลาย denaturant ใน
ชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว้ เสียบหวีลงไประหวา่งกระจกแซนวิช ระวงัอยา่งใหมี้ฟองอากาศ ท้ิงไว้
ประมาณ 3-4 ชัว่โมงเพ่ือใหพ้อลิอะคริลาไมดเ์จลแขง็ตวั จากนั้นน าชุดแซนวิชใส่ลงในแชมเบอร์
ท่ีมีทีเออีบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 0.5 เท่า ปริมาตร 20 ลิตร ท่ีผา่นการใหค้วามร้อนแลว้จนมี
อุณหภูมิเท่ากบั 60 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ทั้งหมดท่ีไดจ้ากขอ้ 3.2.4.4 กบัสีติดตาม 
หยอดลงในช่องว่ิง จากนั้นเปิดสวิตซ์ใหก้ระแสไฟฟ้าไหลผา่นชุดเจลแซนวิชและทีเออีบฟัเฟอร์  
จากขั้วลบไปขั้วบวกใชค้วามต่างศกัย ์ 150 โวลต ์นาน 5 ชัว่โมง จากนั้นยอ้มแผน่วุน้พอลิอะคริ -
ลาไมดด์ว้ยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดค์วามเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรนาน 15 นาที
น าไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเคร่ืองตรวจสอบเจล 

 
 
 

ตดัช้ินพอลิอะคริลาไมดเ์จลบริเวณแถบดีเอน็เอท่ีสนใจใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ ์เติม      

น ้ากลัน่ปลอดเช้ือปลอดประจุ 20 ไมโครลิตร แช่ช้ินเจลไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 20-24 

ชัว่โมง เพ่ือใหดี้เอน็เอละลายออกมาจากเจลใหม้ากท่ีสุด น าไปเพ่ิมจ านวนดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา

ลกูโซ่ พอลิเมอเรส ตามวิธีการในขอ้ 3.2.4.4 จากนั้นน าผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีไดม้าโหลดลงใน                     

พอลิอะคริลาไมดเ์จลอีกคร้ัง เพ่ือยืนยนัผลวา่แถบดีเอน็เอท่ีตดัมาไดน้ั้นเป็นแถบดีเอน็เอเด่ียวจริง 

จากนั้นตดัช้ินพอลิอะคริลาไมดเ์จลบริเวณแถบดีเอน็เอเด่ียวในแต่ละแถบน ามาเพ่ิมจ านวนช้ินดี

เอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส แลว้น าไปส่งวิเคราะห์ล าดบัเบสต่อไป จากนั้นน าผลการ

ภาพท่ี 3.3 เคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมดว้ยเทคนิค DGGE รุ่น DGGEK-1001  
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วิเคราะห์ล าดบัเบสท่ีไดเ้ทียบกบัฐานขอ้มลูทางพนัธุกรรมของ NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) ท่ีเรียกวา่ GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

3.3 ศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียในการผลิตกระแสไฟฟ้าเม่ือทดสอบกบัน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋อง 

 เลือกภาวะการแปรผนัระยะกกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตกระแสไฟฟ้าไดดี้
ท่ีสุดมาใชท้ดสอบ วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการผลิตกระแสไฟฟ้าตามขอ้ 3.2.2 ประสิทธิภาพในการ
บ าบดัน ้าเสียตามขอ้ 3.2.3 และพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียตามขอ้ 3.2.4 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ศึกษาการเปล่ียนแปลงของกลุ่มแบคทีเรียภายในถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจ์ากการเปล่ียนภาวะในถงั      
โดยการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เท่ากบั 12 24 และ 36 ชัว่โมง 

 4.1.1 การแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ (Hydraulic retention time หรือ HRT) 

  จากการศึกษาผลของการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์โดย ศุกร์นิมิต สุจิรา 
2553 พบวา่ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์มีผลท าใหไ้ดไ้ฟฟ้าสูงสุดคือ ท่ีระยะเวลากกัพกัทาง   
ชลศาสตร์ 24 ชัว่โมง  

จากผลการทดลองพบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 และ 24 ชัว่โมงนั้น มีค่า
ความต่างศกัยเ์ฉล่ียในช่วงสภาวะเสถียรใกลเ้คียงกนัคือ 0.0803 และ 0.0801 โวลต ์ตามล าดบั แต่
เม่ือพิจารณาค่าความต่างศกัยสู์งสุดท่ีสามารถผลิตไดพ้บวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 24 
ชัว่โมง ใหค่้าความต่างศกัยสู์งท่ีสุด คือ 0.0910 โวลต ์และท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 12 
ชัว่โมง นั้นมีค่าความต่างศกัยเ์ฉล่ียในช่วงสภาวะเสถียรต ่าท่ีสุด คือ 0.0340 โวลต ์ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4.1 

  
 
 
 

ภาพท่ี 4.1 ค่าความต่างศกัยเ์ฉล่ียและค่าความต่างศกัยสู์งสุดในแต่ละระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
คือ 36 24 และ 12 ชัว่โมง  
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จากผลการทดลองในการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 
จะเห็นวา่แต่ละระยะเวลาใชเ้วลาในการเขา้สู่สภาวะเสถียรไม่เท่ากนั โดยท่ีระยะเวลากกัพกัทาง           
ชลศาสตร์ท่ี 24 ชัว่โมง ใชเ้วลาในการเขา้สู่สภาวะเสถียรเร็วท่ีสุด เน่ืองจากระยะเวลาของอาหารท่ี
อยูใ่นระบบมีผลต่อการเจริญของจุลินทรียโ์ดยตรง ท าใหจุ้ลินทรียมี์โอกาสในการยอ่ยสลาย
สารอินทรียใ์นอาหารไดม้ากและน าไปสร้างเป็นเซลลใ์หม่ ท าใหเ้กิดการสร้างประจุไฟฟ้าจ านวน
มากส่งผลใหส้ารละลายมีความต่างศกัยสู์งและมีค่าเขา้สู่สภาวะเสถียรไดเ้ร็วกวา่ท่ีระยะเวลาอ่ืนๆ 
ผลการศึกษาท่ีช่วยยืนยนัคือ น ้าหนกัของสารแขวนลอยทั้งหมด ( Total suspended solid: TSS) 
พบวา่เม่ือใหอ้าหารเขา้ในระบบปริมาตรเท่ากนั 1 ถงั น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดท่ีระยะเวลา
กกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมงมีปริมาณมากท่ีสุด (ภาพท่ี 4.3) เน่ืองจากระยะเวลาของ
อาหารท่ีเขา้และออกในระบบไม่เท่ากนั เม่ืออาหารอยูใ่นระบบนานจุลินทรียจ์ะมีเวลาในการยอ่ย
สลายอาหารไดน้านกวา่ และน าไปใชป้ระโยชนไ์ดท้ั้งหมด โดยน าไปสร้างมวล เพ่ิมขนาด และ
เพ่ิมจ านวนเซลล ์ท าใหมี้ปริมาณน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดมากข้ึน เม่ือเซลลมี์จ านวนมากข้ึน
กจ็ะท าใหผ้ลิตความต่างศกัยไ์ดม้ากข้ึนเช่นกนั การผลิตความต่างศกัยท่ี์ลดลงเป็นผลจากน ้าหนกั
เซลลท่ี์ลดลง เน่ืองจากอตัราการไหลออกของเซลลสู์งกวา่อตัราการเจริญของเซลลท่ี์อยูใ่นระบบ 

เม่ือพิจารณาน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดกบัค่าความต่างศกัยเ์ฉล่ียท่ีผลิตไดเ้ม่ือขา้สู่
สภาวะเสถียรพบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 ชัว่โมงมีค่าเฉล่ียของน ้าหนกัสาร
แขวนลอยทั้งหมดมากท่ีสุด (ภาพท่ี 4.4) เน่ืองจากผลของระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีส่งผล
ต่อการเพ่ิมจ านวนเซลลใ์นระบบ แต่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ี 24 ชัว่โมงมีค่าเฉล่ียของ
น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดนอ้ยกวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 ชัว่โมง แต่สามารถ
ผลิตความต่างศกัยไ์ดค่้าสูงสุด ( 0.0910V) อาจเป็นเพราะจุลินทรียท่ี์สามารถผลิตความต่างศกัย์
โดยการใหอิ้เลก็ตรอนกบัขั้วอิเลคโทรดนั้นเกาะอยูท่ี่ขั้วแอโนดแลว้ ท าใหก้ารผลิตความต่างศกัย์
เกิดข้ึนไดต่้อเน่ืองและคงท่ีแมว้า่จะมีน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดนอ้ยกวา่ และท่ีระยะเวลากกั
พกัทางชลศาสตร์ 12 ชัว่โมง ผลิตความต่างศกัยไ์ดน้อ้ยท่ีสุดเป็นเพราะมีค่าเฉล่ียของน ้าหนกัสาร
แขวนลอยทั้งหมดนอ้ย เน่ืองจากระยะเวลาของอาหารท่ีอยูใ่นระบบสั้นเกินไปท าใหจุ้ลินทรียเ์พ่ิม
จ านวนไดน้อ้ย ไม่ทนัไดเ้จริญเติบโตกถ็กูชะออกจากระบบจึงมีจ านวนเซลลน์อ้ยและผลิตความ
ต่างศกัยไ์ดต้ ่า 

ค านวณปริมาณน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดในแต่ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เม่ือ
เขา้สู่สภาวะคงท่ี โดยท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 ชัว่โมงมีค่าเท่ากบั 0.624 กรัมต่อลิตร 
ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 24 ชัว่โมง เท่ากบั 0.248 และระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 12 
ชัว่โมงเท่ากบั 0.188 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4.4) 
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4.1.2 ศึกษาประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี (Chemical oxygen demand หรือ COD) 

จากการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ทั้ง 3 ระยะเวลา พบวา่ประสิทธิภาพใน
การก าจดัซีโอดีเร่ิมลดลงเขา้สู่สภาวะเสถียรเม่ืออาหารเขา้ระบบในถงัท่ี 3 โดยท่ีระยะเวลากกัพกั
ทางชลศาสตร์ท่ี  36  และ  24 ชัว่โมง นั้นมีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีเฉล่ียใกลเ้คียงกนั  
(ภาพท่ี 4.5)      

 

ภาพท่ี 4.3 ความสมัพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดต่อปริมาตรอาหารท่ีเขา้สู่ระบบ 
(หน่วยเป็นถงั) ในแต่ละระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์คือ 36 24 และ 12 ชัว่โมง  

ภาพท่ี 4.4 ความสมัพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดเม่ือการผลิตความต่างศกัยเ์ขา้สู่
สภาวะเสถียร ในแต่ละระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์คือ 36 24 และ 12 ชัว่โมง  
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ค านวณประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีต่อลิตรต่อวนั พบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 36 และ 24 ชัว่โมง สามารถก าจดัซีโอดีไดเ้ท่ากบั 0.608 และ 0.602 กรัมซีโอดีต่อลิตรต่อ
วนั ตามล าดบั และประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีท่ีต ่าท่ีสุดคือท่ี 12 ชัว่โมง คือ 0.544 กรัมซีโอดี
ต่อลิตรต่อวนั ดงัแสดงในภาพท่ี 4.6 

 
 
 

 
 
   

ค านวณประสิทธิภาพในการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต่อ 1 กรัมซีโอดีต่อลิตร เม่ือเขา้สู่
สภาวะเสถียร ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 0.135, 
0.134 และ 0.063 โวลตต่์อกรัมซีโอดี ตามล าดบั 

ประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีนั้นข้ึนกบัปัจจยัหลายอยา่ง ไดแ้ก่ ระยะเวลากกัพกัทาง     
ชลศาสตร์ ค่าพีเอช ค่าความเป็นเบส ค่ากรดโวลาไทล ์( volatile fatty acid) อตัราส่วนของค่ากรด      

ภาพท่ี 4.5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าซีโอดีต่อถงั ในแต่ละระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 
คือ 36 24 และ 12 ชัว่โมง  

ภาพท่ี 4.6 ประสิทธิภาพของการก าจดัซีโอดีต่อลิตรต่อวนั ในแต่ละระยะเวลากกัพกัทาง 
ชลศาสตร์คือ 36 24 และ 12 ชัว่โมง  
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โวลาไทลต่์อสภาพความเป็นเบส และ อุณหภูมิ ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีเป็นปัจจยัท่ีอาจมีผลกระทบต่อ
การท างานของจุลินทรียใ์นระบบ ในการทดลองน้ีไดค้วบคุมค่าพีเอช และอุณหภูมิ  ใหอ้ยูใ่นช่วง
ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของจุลินทรียใ์นระบบแลว้ และแปรผนัเฉพาะระยะเวลากกัพกัทาง     
ชลศาสตร์เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง พบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 ชัว่โมง 
มีประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดีมากท่ีสุด เน่ืองจากอตัราการไหลของอาหารนั้นมีผลต่อการยอ่ย
สลายและดูดซบัสารอินทรียแ์ละการคงอยูข่องเซลลใ์นระบบ เม่ืออาหารอยูใ่นระบบนาน
จุลินทรียจ์ะมีเวลาในการยอ่ยสลายและดูดซบัสารอินทรียท่ี์อยูใ่นอาหารไดม้ากกวา่ท าใหส้ามารถ
ก าจดัซีโอดีไดม้ากท่ีสุด  

 4.1.3 ศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรีย ดว้ยเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis: 
DGGE 

  สกดัดีเอน็เอ  

   เม่ือการผลิตความต่างศกัยเ์ขา้สู่สภาวะเสถียรแลว้ เกบ็ตวัอยา่งและท าการสกดัดีเอน็เอ
จากตวัอยา่งทั้ง 3 การแปรผนั และเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐานแลมดาดีเอน็เอท่ีตดัดว้ย        
เรสตริกชนัเอนไซม ์HindIII ไดผ้ลดงัน้ี 

 

   
 
 
 

 
 

  

L      1      2 L                      3     4 

       bp 
23130* 

ภาพท่ี 4.7 ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีสกดัไดแ้สดงในรูปของเจลอิเลคโตรโฟเรสิส ( gel electrophoresis)  
ความเขม้ขน้เจลเท่ากบั 0.5% โดย ช่องว่ิง L คือ λ/HindIII marker ช่องว่ิงท่ี 1 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอ
ก่อนเร่ิมเดินระบบ  ช่องว่ิงท่ี 2 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 
ชัว่โมง ช่องว่ิงท่ี 3 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง และช่อง
ว่ิงท่ี 4 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 12 ชัว่โมง 
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 จากผลการสกดัดีเอน็เอดงัภาพท่ี 4.6 ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งทั้ง 3 การแปรผนั 
รวมทั้งดีเอน็เอจากตวัอยา่งก่อนเร่ิมเดินระบบมีขนาดความยาวอยูท่ี่ประมาณ 23130 คู่เบส  
เท่ากนัหมดทุกตวัอยา่ง จากนั้นท าการตรวจสอบความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ี
สกดัไดด้ว้ยการวดัการดูดกลืนแสงอุลตราไวโอเลต ( Ultraviolet absorption spectroscopy) 
แสดงผลดงัตารางท่ี 4.1 
  

ตวัอยา่งดีเอน็เอ ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 

260  นาโน
เมตร 

ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 

280  นาโน
เมตร 

อตัราส่วนของค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 

260 ต่อ 280         
นาโนเมตร 

ปริมาณดีเอน็เอ
สายคู่ (ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 

ก่อนเร่ิมเดินระบบ 0.227 0.121 1.876 1,135 
ระยะเวลากกัพกัทาง 
ชลศาสตร์ท่ี 36 ชัว่โมง 

0.140 0.075 1.866 700 

ระยะเวลากกัพกัทาง 
ชลศาสตร์ท่ี 24 ชัว่โมง 

0.179 0.129 1.387 895 

ระยะเวลากกัพกัทาง 
ชลศาสตร์ท่ี 12 ชัว่โมง 

0.173 0.116 1.491 865 

  
 
  ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอจากตวัอยา่งท่ีไดอ้ยูใ่นเกณฑดี์คือมีค่าอตัราส่วนของค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไม่เกิน 2.0 หมายถึงไม่มี
การปนเป้ือนของอาร์เอน็เอ (RNA) อยูใ่นตวัอยา่งดีเอน็เอ และถา้ไดค่้าเท่ากบั 1.80 แสดงวา่ดีเอน็
เอท่ีสกดัไดน้ั้นบริสุทธ์ิ ดงันั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่วิธีการสกดัดีเอน็เอดงัการทดลองขา้งตน้นั้นมี
ความเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ ไดต้ะกอนดีเอน็เอปริมาณมากมีความบริสุทธ์ิค่อนขา้งสูง 
และมีการปนเป้ือนจากโปรตีนนอ้ย ท าใหล้ดระยะเวลาการท างานใหส้ั้นลงได ้และเม่ือน าไปท า
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสจะท าใหไ้ม่เกิดการยบัย ั้งการท างานของปฏิกิริยาจากสารปนเป้ือน 

ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) 

เม่ือเพ่ิมจ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ 16s rDNA ของแบคทีเรีย ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรส ดว้ยไพร์เมอร์ 338F (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) และไพร์เมอร์ 518R 

ตารางท่ี 4.1 ความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตวัอยา่งท่ีการแปรผนัต่างๆ 
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(5’ATTACCGCGGCTGG-3’) ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีไดจ้ะมีขนาดความยาวประมาณ 200 คู่เบส 
เท่ากนัหมดทุกตวัอยา่ง แสดงในภาพท่ี 4.8 

 

   
 

 
 
 
 
 

เม่ือเพ่ิมจ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ 16s rDNA ของแบคทีเรีย ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรส ดว้ยไพร์เมอร์ 338F (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) และไพร์เมอร์ 518R 
(5’ATTACCGCGGCTGG-3’) ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีไดจ้ะมีขนาดประมาณ 200 คู่เบส เท่ากนัหมด
ทุกตวัอยา่ง แสดงในภาพท่ี 4.7 

วิเคราะห์สายพนัธ์ุของกลุ่มแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิค DGGE 

น าผลิตภณัฑพี์ซีอาร์จากตวัอยา่งท่ีไดท้ั้งหมดมาท าการวิเคราะห์สายพนัธ์ุของกลุ่ม
แบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิค DGGE และใชส้ดัส่วนความเขม้ขน้ของสารจากส่วนบนของเจลท่ีมี
ความเขม้ขน้นอ้ยไปสู่ส่วนล่างของเจลท่ีมีความเขม้ขน้มากเท่ากบั 20 – 80%, 30 - 60% และ 40 – 
60% พบวา่สดัส่วน 30 - 60% เป็นสดัส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุดสามารถเห็นความแตกต่างของแถบ
ตวัอยา่งไดช้ดัเจน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.9 

จากผลการทดลองพบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ทั้ง 3 ระยะ มีการเปล่ียนแปลง
ของเช้ือจุลินทรียใ์นแถวโดยพบวา่หลงัจากเดินระบบและมีการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าเขา้สู่
สภาวะเสถียรแลว้ ปรากฏมีเช้ือจุลินทรียเ์พ่ิมข้ึน และท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 
ชัว่โมง มีความหลากหลายทางชีวภาพมากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์

ภาพท่ี 4.8 ขนาดของผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีได ้เม่ือผา่นปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสในรูปของเจลอิเลค -
โตรโฟเรสิส ความเขม้ขน้เจลเท่ากบั 0.1% โดยช่องว่ิง L คือ λ/HindIII marker ช่องว่ิงท่ี  1 คือ 
ตวัอยา่งดีเอน็เอก่อนเร่ิมเดินระบบ  ช่องว่ิงท่ี 2 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 36 ชัว่โมง ช่องว่ิงท่ี 3 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง 
และช่องว่ิงท่ี 4 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 12 ชัว่โมง 
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อ่ืนๆ เม่ือควบคุมใหป้ริมาณอาหารเท่ากนัคือมีค่าซีโอดีเท่ากบั 2500 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร แสดง
ใหเ้ห็นวา่ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์มีความส าคญัต่อความหลากหลายของจุลินทรียใ์นระบบ 
นัน่คือระยะเวลาของอาหารท่ีอยูใ่นระบบนั้นมีความส าคญัต่อการเจริญของจุลินทรียเ์ป็นอยา่ง
มาก แต่ความหลากหลายทางชีวภาพท่ีมากกวา่ไม่ไดเ้ก่ียวขอ้งกบัประสิทธิภาพทางการผลิตความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า พิจารณาไดจ้ากผลการทดลองท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ี 36 และ 24 
ชัว่โมง นั้นสามารถผลิตความต่างศกัยเ์ฉล่ียไดใ้กลเ้คียงกนั 

จากการศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียสงัเกตไดว้า่กลุ่มแบคทีเรียก่อนเร่ิมเดินระบบนั้น
มีจ านวนความหลากหลายนอ้ยกวา่หลงัเดินระบบ อาจเป็นเพราะสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น ความ
อุดมสมบูรณ์ของอาหารต ่า ท าใหจุ้ลินทรียมี์จ านวนเซลลน์อ้ย และยงัไม่เพ่ิมจ านวน มีเพียงบาง
ชนิดท่ีสามารถปรับตวัไดแ้ละมีจ านวนเซลลม์าก แต่เม่ือมีการใหอ้าหารใหม่แก่จุลินทรียจึ์งท าให้
จุลินทรียมี์การปรับสภาพใหม่และเพ่ิมจ านวนมากข้ึน จึงท าใหป้รากฏชนิดจุลินทรียเ์พ่ิมมากข้ึน 
โดยในการทดลองท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง พบแถบรหสั A2 A3 A4 A7 
A8 A9 และ A10 ในเจล DGGE จากนั้นตดัแถบเจลตวัอยา่งดงักล่าวไปท าการรันเจล  DGGE อีก
คร้ังเพ่ือใหไ้ดแ้ถบตวัอยา่งเป็นแถบเดียวเด่ียวๆ เม่ือไดแ้ลว้จึงน าไปท าใหบ้ริสุทธ์ิและพิสูจน์
เอกลกัษณ์โดยเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสในฐานขอ้มลู  NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
BLAST/Blast.cgi) จากผลการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ สามารถจ าแนกไดเ้ป็น 4 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
Proteobacteria, Fimicutes, Actinobacteria และCandidate division TM7 (ตาราง 4.2) ซ่ึง
แบคทีเรียในแถบรหสั A9 เป็นแบคทีเรียหลกัท่ีพบอยูใ่นทุกระยะการแปรผนั เม่ือพิสูจน์
เอกลกัษณ์แลว้พบวา่ แบคทีเรียรหสั A9 มีล าดบัเบสใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Klebsiella 
pneumonia โดยมีค่าเปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึงของดีเอน็เอเท่ากบั 97% Klebsiella pneumonia 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง สามารถสร้างแคปซูล (encapsulate) ห่อหุม้ตวัเองได ้จึงท าให้
สามารถอยูร่อดไดน้านกวา่และยึดเกาะกบัขั้วอิเลคโทรดก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์  และส่งผา่น
อิเลก็ตรอนใหก้บัขั้วไฟฟ้าไดโ้ดยตรงดว้ยตวักลางท่ีสร้างข้ึนเอง ( electron shuttle via self-
producing mediator ) (Lifang และคณะ, 2009) 
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เม่ือน าตวัอยา่งดีเอน็เอบนขั้วอิเลคโทรดท่ีระยะกกัพกัทางชลศาสตร์ 24 ชัว่โมงมารันเจล 

DGGE พบวา่มีชนิดของแบคทีเรียเหมือนกบัตวัอยา่งดีเอน็เอในสารละลายอาหารแต่บนขั้ว           
อิเลคโทรดมีจุลินทรียท่ี์แตกต่างกบัจุลินทรียใ์นสารละลายอาหาร  1 ชนิด ไดแ้ก่ แบคทีเรียแถบ
รหสั A5 ดงัแสดงในภาพท่ี 4.10 

 
 
 

ภาพท่ี 4.9 เจล DGGE ท่ีสดัส่วนความเขม้ขน้ของสารจากส่วนบนไปส่วนล่างเท่ากบั 30-60% โดย
ช่องว่ิงท่ี 1 คือ ดีเอน็เอตวัอยา่งก่อนเร่ิมเดินระบบ ช่องว่ิงท่ี 2 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกั
พกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 ชัว่โมง ช่องว่ิงท่ี 3 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชล
ศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง  และช่องว่ิงท่ี 4 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 12 ชัว่โมง 

 1            2    3       4 

30% 

60% 

A1 
A2 

A3 

A4 

A7 

A8 

A9 
A10 

A5 
A6 
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พิสูจนเ์อกลกัษณ์แบคทีเรียรหสั A5 พบวา่มีล าดบัเบสใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
Mycobacterium bovis โดยมีค่าเปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึงของดีเอน็เอเท่ากบั 74% แสดงในตาราง 
4.2 โดยเป็นแบคทีเรียในไฟลมั Actinobacteria สาเหตุท่ีพบเฉพาะบนขั้วไฟฟ้าอาจเป็นเพราะการ
ดึงดูดกนัไดดี้ของประจุบนขั้วไฟฟ้ากบัประจุบนผนงัเซลลข์อง Mycobacterium bovis ท าใหไ้ม่
พบในสารละลายอาหารแต่พบเฉพาะขั้วไฟฟ้าเท่านั้น 
 
 

 1    2   

30% 

60% 

A2 

A3 

A4 
A5 

A7 

A8 

A9 
A10 

ภาพท่ี 4.10 เจล DGGE ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง สดัส่วนความเขม้ขน้
ของสารจากส่วนบนไปส่วนล่างเท่ากบั 30 – 60% โดยช่องว่ิงท่ี 1 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอจาก
สารละลายอาหาร ช่องว่ิงท่ี 2 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอจากขั้วอิเลคโทรด 
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ช่ือแถบ
ตวัอยา่ง 

Accession Number ไฟลมั (Phylum) ความคลา้ยคลึงของดีเอน็เอ
กบัฐานขอ้มลูใน GenBank 

เปอร์เซนต์
ความคลา้ยคลึง
ของดีเอน็เอ  
(% identity) 

A1 
 
 
 

A2 
 
 
 

A3 
 
 

A4 
 
 

A5 
 
 

 
A6 

 
 

A7 
 
 

A8 
 

ABBV01002500.1 
 
 
 
ABBV01001721.1 
 
 
 
AFAD01000009.1 
 
 
ACMN01000078.1 
 
 
AEZH01000008.1 
 
 
 
AELF01000080.1 
 
 
AEXR01000013.1 
 
 
AFXH01000122.1 
 

Candidate division 
TM7 

 
 
Candidate division 

TM7 
 
 

Proteobacteria 
 

 
Fimicutes 

 
 

Actinobacteria 
 
 
 

Actinobacteria 
 

 
Actinobacteria 

 
 

Proteobacteria 
 

Candidate division TM7 
single-cell isolate TM7a 
TM7a_contig_4584, whole 
genome shotgun sequence 
Candidate division TM7 
single-cell isolate TM7a 
TM7a_contig_2687, whole 
genome shotgun sequence 
Escherichia coli 2.4168 
ctg1126004750225, whole 
genome shotgun sequence 
Bacillus cereus Rock4-18 
contig00089, whole genome 
shotgun sequence 
Mycobacterium bovis BCG 
str. ATCC 35743 
BCG_tice_contig008, whole 
genome shotgun sequence 
Mycobacterium tuberculosis 
CDC1551A cont1.80, whole 
genome shotgun sequence 
Eggerthella sp. HGA1 
contig00029, whole genome 
shotgun sequence 
Klebsiella pneumoniae 
1191100241 Contig122, 
whole genome shotgun 
sequence 

80% 
 
 
 

84% 
 
 
 

92% 
 
 

96% 
 
 

74% 
 
 
 

79% 
 
 

86% 
 
 

90% 
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ช่ือแถบ
ตวัอยา่ง 

Accession Number ไฟลมั (Phylum) ความคลา้ยคลึงของดีเอน็เอ
กบัฐานขอ้มลูใน GenBank 

เปอร์เซนต์
ความคลา้ยคลึง
ของดีเอน็เอ 
(% identity) 

A9 
 
 

A10 

AFQK01000047.1 
 
 
ACEX01000461.1 

Proteobacteria 
 
 

Actinobacteria 

Klebsiella pneumoniae JH1 
contig00085, whole genome 
shotgun sequence 
Streptomyces himastatinicus 
ATCC 53653 cont1.461, 
whole genome shotgun 
sequence 

97% 
 
 

88% 

 
 
 

จากขอ้มลูการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ดงักล่าวสามารถน ามาจดักลุ่มความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของ
กลุ่มแบคทีเรียท่ีพบในการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ี  24 ชัว่โมงได ้ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีใหก้าร
ผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าไดม้ากท่ีสุด โดยใชโ้ปรแกรม MEGA beta program และวิธีวิเคราะห์ขอ้มลูการ
ค านวณ algorithms และการสร้าง tree ซ ้าเพ่ือตรวจสอบความถกูตอ้ง  ไดแ้ก่วิธี distance matrix แบบ 
minimum evolution (ME) พบวา่สามารถจดักลุ่มไดเ้ป็น 4 กลุ่ม คือ Candidate division TM7, 
Proteobacteria, Actinobacteria และ Fimicutes แสดงในภาพท่ี 4.11 

 
 

ตารางท่ี 4.2 ผลการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ของตวัอยา่งจากการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ต่างๆ โดย
เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสในฐานขอ้มลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/Blast.cgi) 
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จากผลการทดลองทั้งหมดสามารถสรุปไดว้า่ปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อการผลิตไฟฟ้าดว้ยเซลล์

เช้ือเพลิงจุลินทรียท่ี์ส าคญัคือระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เม่ือใชร้ะยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีมีความ
สมดุลกนัเหมาะสมกบัจุลินทรียใ์นระบบ คือมีอตัราการไหลออกพอดีกบัอตัราการเจริญของจุลินทรีย ์จึง
จะท าใหเ้กิดประสิทธิภาพในการผลิตไฟฟ้าไดดี้ท่ีสุด ส าหรับการทดลองน้ีคือระยะเวลากกัพกัทาง          
ชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง  

เม่ือพิจารณาประชากรจุลินทรียใ์นระบบพบวา่ท่ีระยะกกัพกัทางชลศาสตร์ 24 ชัว่โมงมีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูงสุด การท่ีมีกลุ่มประชากรหลากหลายอาจท าใหเ้กิดการท างานร่วมกนัสามารถ
ยอ่ยสลายสารอาหารไดห้ลากหลายกวา่ไม่จ ากดัเฉพาะกลุ่มสารอาหารชนิดใดชนิดหน่ึง แต่เม่ือพิจารณาค่า
ความต่างศกัยพ์บวา่ค่าความต่างศกัยเ์ฉล่ียของท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 24 และ 36 ชัว่โมง มีค่า
ใกลเ้คียงกนั ( 0.0801V และ 0.0803V ตามล าดบั) สามารถสรุปไดว้า่ความหลากหลายทางชีวภาพนั้นไม่มี
ผลต่อการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

4.2 ศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียในการผลิตกระแสไฟฟ้าเม่ือทดสอบกบัน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋อง 

 จากผลการทดลองขอ้ 4.1 พบวา่ภาวะการแปรผนัระยะกกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีมีประสิทธิภาพใน
การผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าไดดี้ท่ีสุดคือ ระยะกกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง จึงเลือกภาวะน้ีใน
การทดสอบกบัน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง จากนั้นวิเคราะห์ประสิทธิภาพในการผลิต

ภาพท่ี 4.11 แผนภูมิตน้ไม ้(phylogenic tree) โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ MEGA beta  

Proteobacteria 

Candidate division TM7 

Fimicutes 

Actinobacteria 

Similarity 
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ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าตามขอ้ 3.2.2 วิเคราะห์ประสิทธิภาพในการบ าบดัน ้าเสียตามขอ้ 3.2.3 และศึกษาพลวตั
ของกลุ่มแบคทีเรียตามขอ้ 3.2.4  

 เม่ือน าน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องมาท าการทดลอง ไดวิ้เคราะห์ขอ้มลู
เบ้ืองตน้ของน ้าเสียดงัแสดงในตาราง 4.3 จากขอ้มลูดงักล่าวก่อนน าน ้าเสียมาใชใ้นการทดลองท าการกรอง 
และปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 7 (ศุกร์นิมิต, 2553) 

ลกัษณะของน ้าเสีย ปริมาณท่ีพบ 
สีและกล่ิน 
 
อุณหภูมิ 
ซีโอดี 
pH 

สีขาวขุ่น มีกล่ินขา้วโพดและสปัปะรด 
มีตะกอน กากผลไม ้
31 องศาเซลเซียส 
1888 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร 
8.5 

 

4.2.1 ประสิทธิภาพในการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

หลงัจากท าการเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียพ์บวา่สามารถผลิตความต่างศกัยเ์ฉล่ียเม่ือเขา้สู่
สภาวะคงท่ีแลว้เท่ากบั 0.0530V และผลิตค่าความต่างศกัยสู์งสุดไดเ้ท่ากบั 0.0548V ดงัแสดงในภาพท่ี 
4.11 จากผลการทดลองดงักล่าวเม่ือเปรียบเทียบการทดลองน้ีกบัการทดลองแปรผนัระยะเวลากกัพกัทาง
ชลศาสตร์ ท่ีใชอ้าหารคือน ้าเสียสงัเคราะห์ท่ีมีค่าซีโอดีเท่ากบั 2500 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร ท่ีระยะเวลากกั
พกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมงเหมือนกนั พบวา่เม่ือใชอ้าหารเป็นน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋องมีค่าการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต ่ากวา่ เน่ืองจากน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไม้
กระป๋องนั้นมีค่าซีโอดีเท่ากบั 1888 มิลลิกรัมซีโอดีต่อลิตร ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ค่าซีโอดีของน ้าเสียสงัเคราะห์ 
ดงันั้นในน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องนั้นจึงมีสารอินทรียท่ี์เป็นอาหารใหก้บัจุลินทรียใ์น
ระบบนอ้ยกวา่อาหารจากน ้าเสียสงัเคราะห์ และเม่ือวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลโูคสในน ้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องพบวา่มีค่าเท่ากบั 1.33 กรัมต่อลิตรเท่านั้น (ศุกร์นิมิต , 2553) ในขณะท่ีในน ้า
เสียสงัเคราะห์มีปริมาณน ้าตาลกลโูคสเท่ากบั 3.168 กรัมต่อลิตร จึงเป็นอีกเหตุผลท่ีท าใหก้ารผลิตความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้ามีค่าต ่า 

เม่ือพิจารณาระยะเวลาท่ีใชใ้นการผลิตความต่างศกัยเ์ขา้สู่สภาวะเสถียร พบวา่ใชเ้วลานานกวา่เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการทดลองการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ี 24 ชัว่โมงแต่ใชอ้าหารเป็นน ้าเสีย
สงัเคราะห์ โดยใชเ้วลาประมาณ 4 วนัจึงเขา้สู่สภาวะเสถียร  ในขณะท่ีน ้าเสียสงัเคราะห์ใชเ้วลาประมาณ 1 
วนั เน่ืองจากน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องนั้นอาจมีปัจจยับางอยา่งท่ีมีผลต่อการเจริญของ 

ตารางท่ี 4.3 การวิเคราะห์เบ้ืองตน้ของน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง 
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จุลินทรียท์ าใหมี้การเจริญเติบโตชา้ ไดแ้ก่ ปริมาณน ้าตาลกลโูคสท่ีต ่ากวา่ สารอินทรียอ่ื์นๆท่ียอ่ยสลายได้
ยาก ท าใหใ้ชเ้วลานานในการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้า และเม่ือพิจารณาน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด
พบวา่มีค่าเฉล่ียของน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดท่ีการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าเขา้สู่สภาวะเสถียรเท่ากบั 
0.185 กรัมต่อลิตร 

 

 

 

4.2.2 ประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี 

จากผลการทดลองดงัภาพท่ี 4.14 แสดงใหเ้ห็นวา่ค่าซีโอดีลดลงและเขา้สู่สภาวะเสถียรในวนัท่ี 4 
เป็นตน้ไป มีค่าซีโอดีเฉล่ียคงท่ีเท่ากบั 872 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือค านวณประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี
เป็นเปอร์เซนตร์ะบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียน้ี์สามารถก าจดัค่าซีโอดีจากน ้าเสียโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋องไดถึ้ง 54% ค านวณประสิทธิภาพในการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต่อ 1 กรัมซีโอดีต่อลิตร 
เม่ือเขา้สู่สภาวะเสถียร มีค่าเท่ากบั 0.104 โวลตต่์อกรัมซีโอดีต่อลิตร 

 
 

ภาพท่ี 4.13 ความสมัพนัธ์ระหวา่งน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดต่อวนั เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องเป็นอาหารแก่ระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ควบคุมระยะเวลากกัพกั
ทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง 
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4.2.3 ศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรีย  

สกดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งทั้ง 4 ลกัษณะ คือ น ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง 
ตวัอยา่งน ้าเสียกบัจุลินทรียก่์อนเร่ิมเดินระบบ ตวัอยา่งเม่ือระบบผลิตไฟฟ้าเขา้สู่สภาวะเสถียร  และตวัอยา่ง
บนขั้วอิเลคโทรดในหอ้งขั้วไฟฟ้าแอโนด โดยดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งทั้ง 4 มีขนาดความยาวอยูท่ี่
ประมาณ 23130 คู่เบส เท่ากนัหมดทุกตวัอยา่ง จากนั้นท าการตรวจสอบความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของ
ดีเอน็เอท่ีสกดัไดด้ว้ยการวดัการดูดกลืนแสงอุล-ตราไวโอเลต แสดงผลดงัตารางท่ี 4.4 

ตวัอยา่งดีเอน็เอ ค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 260  
นาโนเมตร 

ค่าการดูดกลืน
แสงท่ี 280  
นาโนเมตร 

อตัราส่วนของค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 

260 ต่อ 280         
นาโนเมตร 

ปริมาณดีเอน็เอ
สายคู่ 

(ไมโครกรัม   
ต่อมิลลิลิตร) 

น ้าเสียโรงงาน
อุตสาหกรรมผลไม้
กระป๋อง 

0.116 0.102 1.137 580 

ก่อนเร่ิมเดินระบบ 0.121 0.122 0.991 605 
เม่ือความต่างศกัยเ์ขา้สู่
สภาวะเสถียร 

0.144 0.119 1.210 720 

ขั้วอิเลคโทรด  0.165 0.132 1.250 825 
 

ภาพท่ี 4.14 ความสมัพนัธ์ระหวา่งค่าซีโอดีต่อวนั เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไม้
กระป๋องเป็นอาหารแก่ระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์และควบคุมระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 24 ชัว่โมง 

ตาราง 4.4 ความบริสุทธ์ิและความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตวัอยา่งเม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
ผลไมก้ระป๋องในการทดสอบ 
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ความบริสุทธ์ิของดีเอน็เอตวัอยา่งท่ีไดมี้อตัราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโนเมตรต่อค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ไม่เกิน 2.0 หมายถึงไม่มีการปนเป้ือนของอาร์เอน็เอ อยูใ่นตวัอยา่งดีเอน็
เอ แต่มีค่าต ่ากวา่ 1.50 หมายความวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดน้ั้นมีความบริสุทธ์ิต ่าจึงตอ้งท าใหบ้ริสุทธ์ิอีกคร้ัง
หน่ึงก่อนน าไปท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสเพ่ือลดปัญหาการเกิดการยบัย ั้งการท างานของปฏิกิริยาจาก
สารปนเป้ือน 

จากนั้นน าไปเพ่ิมจ านวนช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ 16s rDNA ของแบคทีเรีย ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรส และน าไปศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียต่อไปดว้ยเทคนิคดีจีจีอี พบวา่จ านวนประชากร
จุลินทรียเ์ม่ือการผลิตกระแสไฟฟ้าเขา้สู่สภาวะเสถียรแลว้มีจ านวนชนิดเพ่ิมมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบั
ประชากรจุลินทรียเ์ม่ือเร่ิมตน้ทั้งก่อนการเดินระบบและในตวัอยา่งน ้าเสียเพียงอยา่งเดียว จากการทดลอง
พบวา่จุลินทรียเ์ด่น ( Dominant species) ท่ีปรากฏในทุกตวัอยา่ง ไดแ้ก่ แถบรหสั A8 และ A9 เม่ือพิสูจน์
เอกลกัษณ์แลว้มีล าดบัเบสใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ  Klebsiella pneumonia แต่ต่างสายสายพนัธ์ุกนั 
(strain) ดงัแสดงในตาราง 4.2 เม่ือพิจารณาความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีผลิตไดพ้บวา่มีค่าต ่ากวา่เม่ือเปรียบเทียบ
กบัการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทาง      ชลศาสตร์ท่ี 24 ชัว่โมงแต่ใชน้ ้าเสียสงัเคราะห์ ในขณะท่ีความ
หลากหลายของแบคทีเรียในระบบนั้นมีจ านวนเท่ากนั ไดแ้ก่ แบคทีเรียแถบรหสั A2 A4 A5 A8 A9 A11 
A12 และ A13 อาจเป็นเพราะการเปล่ียนแหล่งคาร์บอนท่ีใหก้บัระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียท์ าใหก้ลุ่ม
แบคทีเรียเกิดการปรับตวัใหเ้หมาะสมกบัแหล่งอาหารใหม่ เม่ือท าการจดักลุ่มความสมัพนัธ์ทาง
วิวฒันาการของกลุ่มแบคทีเรียพบวา่สามารถจดักลุ่มได ้ 4 กลุ่ม คือ Candidate division TM7, 
Proteobacteria, Actinobacteria และ Fimicutes 
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ภาพท่ี 4.15 เจล DGGE เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องในการทดลองเซลล์
เช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ควบคุมระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง โดยช่องว่ิงท่ี 1 คือ 
ตวัอยา่งดีเอน็เอจากน ้าเสียของโรงงาน  ช่องว่ิงท่ี 2 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอจากจุลินทรียใ์นระบบ +น ้า
เสียของโรงงานก่อนเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ช่องว่ิงท่ี 3 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอในสารละลาย
น ้าเสียเม่ือการผลิตความต่างศกัยเ์ขา้สู่สภาวะเสถียร และช่องว่ิงท่ี 4 คือ ตวัอยา่งดีเอน็เอจากขั้วอิเลค
โทรดเม่ือการผลิตความต่างศกัยเ์ขา้สู่สภาวะเสถียร 

A8 
A12 

 1     2           3     4 

A2 

A11 

A4 
A5 

A9 

30% 

60% 

A13 
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ช่ือแถบ
ตวัอยา่ง 

Accession Number ไฟลมั 
(Phylum) 

ความคลา้ยคลึงของดีเอน็เอกบั
ฐานขอ้มลูใน GenBank 

เปอร์เซนตค์วาม
คลา้ยคลึงของ    

ดีเอน็เอ  
(% identity) 

A11 
 
 

A12 
 
 

A13 

NC_015949.1 
 
 
ACMU01000144.1 
 
 
AFTC01000040.1 

Firmicutes 
 
 

Firmicutes 
 

 
Proteobacteria 

Caldicellulosiruptor 
lactoaceticus 6A chromosome, 
complete genome 
Bacillus mycoides DSM 2048 
contig00387, whole genome 
shotgun sequence 
Acinetobacter baumannii 
ABNIH4 contig00042, whole 
genome shotgun sequence 

84% 
 
 

88% 
 
 

89% 

 
 
 

เม่ือพิจารณาชนิดแบคทีเรียสงัเกตไดว้า่ชนิดแบคทีเรียท่ีพบนั้นแตกต่างจากการใชแ้หล่งอาหารน ้า
เสียสงัเคราะห์คือแบคทีเรียแถบรหสั A11 A12 และ A13 เม่ือพิสูจนเ์อกลกัษณ์แลว้มีล าดบัเบสใกลเ้คียงกบั
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Caldicellulosiruptor lactoaceticus, Bacillus mycoides และ Acinetobacter baumannii 
ตามล าดบั (ตาราง 4.5) อาจเป็นเพราะแบคทีเรียเหล่าน้ีมีความสามารถในการยอ่ยสารอินทรียใ์นน ้าเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง จึงสามารถเจริญไดดี้และเพ่ิมจ านวนมากข้ึนจากช่วงก่อนเดินระบบ
เซลลเ์ช้ือเพลิง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตาราง 4.5 การพิสูจนเ์อกลกัษณ์ของตวัอยา่งเม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง โดย
เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสในฐานขอ้มลู NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/Blast.cgi) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงของกลุ่มแบคทีเรียภายในถงัเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียจ์ท่ีมีการ
เปล่ียนภาวะในถงั  โดยการแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง พบวา่ท่ี
ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 และ 24 ชัว่โมง เซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียส์ามารถผลิตความต่างศกัยเ์ฉล่ีย
ไดใ้กลเ้คียงกนัคือ 0.0803 และ 0.0801 โวลต ์ตามล าดบั แต่เม่ือพิจารณาค่าความต่างศกัยสู์งสุดท่ีสามารถ
ผลิตไดพ้บวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 24 ชัว่โมง ใหค่้าความต่างศกัยสู์งท่ีสุด คือ 0.0910 โวลต ์
และท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 12 ชัว่โมงนั้นผลิตความต่างศกัยเ์ฉล่ียต ่าท่ีสุด คือ 0.0340 โวลต ์
เน่ืองจากระยะเวลาของอาหารท่ีเขา้และออกจากระบบมีผลโดยตรงต่อการเจริญ การยอ่ยสลายและการ    
ดูดซบัสารอินทรียข์องจุลินทรีย ์เม่ืออาหารอยูใ่นระบบนานกวา่ท าใหจุ้ลินทรียมี์โอกาสในการยอ่ยสลาย
สารอินทรียใ์นอาหารไดห้มด และน าไปสร้างเป็นเซลลใ์หม่จ านวนมาก และส่งผลใหก้ารผลิตความต่าง
ศกัยเ์กิดเร็วและมีค่าเขา้สู่สภาวะเสถียรไดเ้ร็วกวา่ท่ีระยะเวลาอ่ืนๆ พิจารณาไดจ้ากน ้าหนกัสารแขวนลอย
ทั้งหมดท่ีระยะ log phase ของระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมงมีน ้าหนกัมากท่ีสุด 
สอดคลอ้งกบัปริมาณน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมดท่ีมีค่าต ่าท่ีสุดเม่ือระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 12 ชัว่โมง ท าใหผ้ลิตความต่างศกัยไ์ดน้อ้ย 

ค านวณประสิทธิภาพในการก าจดัซีโอดี พบวา่ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 และ 24 
ชัว่โมง สามารถก าจดัซีโอดีไดเ้ท่ากบั 0.608 และ 0.602 กรัมซีโอดีต่อลิตรต่อวนั ตามล าดบั ประสิทธิภาพ
ในการก าจดัซีโอดีท่ีต ่าท่ีสุดคือท่ี 12 ชัว่โมง คือ 0.544 กรัมซีโอดีต่อลิตรต่อวนั เม่ือค านวณประสิทธิภาพ
ในการผลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าต่อ 1 กรัมซีโอดีเม่ือเขา้สู่สภาวะเสถียร ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์
เท่ากบั 36 24 และ 12 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 0.135 0.143และ 0.062 โวลตต่์อกรัมซีโอดีต่อลิตร ตามล าดบั 

การศึกษาพลวตัของกลุ่มแบคทีเรียสงัเกตไดว้า่กลุ่มแบคทีเรียก่อนเร่ิมเดินระบบนั้นมีจ านวน
ความหลากหลายนอ้ยกวา่หลงัเดินระบบ เน่ืองจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น ความอุดมสมบูรณ์ของ
อาหารต ่า ท าใหจุ้ลินทรียมี์จ านวนเซลลน์อ้ย และยงัไม่เพ่ิมจ านวน มีเพียงบางชนิดท่ีสามารถปรับตวัได้
และมีจ านวนเซลลม์าก แต่เม่ือมีการใหอ้าหารแก่จุลินทรียอ์ยา่งต่อเน่ืองจึงท าใหจุ้ลินทรียมี์การปรับสภาพ
ใหม่และเพ่ิมจ านวนมากข้ึน จึงท าใหป้รากฏชนิดจุลินทรียเ์พ่ิมมากข้ึน แบคทีเรียลกัษณะเด่นท่ีพบในทุก
การแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์คือ แบคทีเรียแถบรหสั A9 เม่ือพิสูจนเ์อกลกัษณ์แลว้มีล าดบัเบส
ใกลเ้คียงกบั Klebsiella pneumoniae สายพนัธ์ุ JH1จากขอ้มลูการพิสูจนเ์อกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีพบ
ทั้งหมดสามารถน ามาจดักลุ่มความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของกลุ่มแบคทีเรีย โดยสามารถจ าแนกไดเ้ป็น 
4 กลุ่มใหญ่ๆ คือ Proteobacteria, Fimicutes, Actinobacteria และCandidate division TM7  
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เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋องมาใชก้บัระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียแ์บบ
หอ้งคู่โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมและผลิตความต่างศกัยไ์ดดี้ท่ีสุดจากการทดลองก่อนหนา้ คือ ระยะเวลากกั
พกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง พบวา่สามารถผลิตความต่างศกัยสู์งสุดได ้ 0.0548โวลต ์และมี
ประสิทธิภาพในการบ าบดัซีโอดี โดยสามารถก าจดัซีโอดีไดถึ้ง 54 เปอร์เซนต ์ผลการศึกษาพลวตัของกลุ่ม
แบคทีเรียสงัเกตไดว้า่แบคทีเรียเด่นท่ีพบ ไดแ้ก่ แบคทีเรียแถบรหสั A8 และ A9 เม่ือพิสูจนเ์อกลกัษณ์แลว้
มีล าดบัเบสใกลเ้คียงกบั Klebsiella pneumoniae สายพนัธ์ุ 1191100241 และ Klebsiella pneumoniae สาย
พนัธ์ุ JH1 ตามล าดบั จากขอ้มลูการพิสูจนเ์อกลกัษณ์แบคทีเรียท่ีพบสามารถน ามาจดักลุ่มความสมัพนัธ์
ทางวิวฒันาการของกลุ่มแบคทีเรียได ้ 4 กลุ่มเช่นเดียวกนัคือ Proteobacteria, Fimicutes, Actinobacteria 
และ Candidate division TM7 

จากผลการศึกษาสามารถสรุปไดว้า่ส่ิงท่ีมีผลต่อการผลิตไฟฟ้าในการทดลองน้ี ไดแ้ก่ ระยะเวลา
กกัพกัทางชลศาสตร์  โดยระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีเหมาะสมคือมีอตัราการไหลเขา้และออกของ
อาหารท่ีพอดีกบัอตัราการเจริญของจุลินทรียใ์นระบบ ท าใหไ้ดป้ระสิทธิภาพในการผลิตความต่างศกัยสู์ง 
และดว้ยระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ท่ีเหมาะสมน้ีท าใหเ้กิดความหลากหลายทางชีวภาพมาก ดงัแสดง
ใหเ้ห็นในการทดลองแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง ทั้งในน ้าเสียสงัเคราะห์และ
น ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม มีความหลากหลายทางชีวภาพมากกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการแปรผนั
ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์อ่ืน แต่ความหลากหลายทางชีวภาพน้ีไม่ไดมี้ผลต่อประสิทธิภาพในการ
ผลิตความต่างศกัย์  พิจารณาจากการทดลองท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 36 และ 24 ชัว่โมง ท่ีผลิต
ความต่างศกัยไ์ดใ้กลเ้คียงกนั (0.0803 และ 0.0801โวลต ์ตามล าดบั) นอกเหนือจากระยะเวลากกัพกัทางชล
ศาสตร์แลว้ชนิดแบคทีเรียยงัมีผลต่อการผลิตไฟฟ้าดว้ย จากผลการทดลองงานวิจยัน้ีพบวา่แบคทีเรียหลกัท่ี
พบในการเดินระบบเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียคื์อ Klebsiella pneumoniae เหมือนกนัทุกการแปรผนัปัจจยั 
แบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่ง สามารถสร้างแคปซูลห่อหุม้ตวัเองได ้จึงท าให้
สามารถอยูร่อดไดน้านกวา่และยึดเกาะกบัขั้วอิเลคโทรดก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ และส่งผา่นอิเลก็ตรอน
ใหก้บัขั้วไฟฟ้าไดโ้ดยตรง ดงันั้นการท่ีเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรียผ์ลิตความต่างศกัยไ์ฟฟ้าไดสู้งนั้นอาจ
เก่ียวขอ้งกบัการท างานของแบคทีเรียกลุ่มท่ีแตกต่างไปท่ีอาจมีส่วนช่วยใหก้ารยอ่ยสลายสารอาหารนั้น
เกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ไดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นสารตั้งตน้ เกิดสารตั้งตน้ของเซลลเ์ช้ือเพลิงจุลินทรีย ์ 2 ตวัหลกัคือ 
อิเลก็ตรอนและโปรตอนจ านวนมาก ส่งผลใหก้ารผลิตกระแสไฟฟ้าเพ่ิมข้ึนตามไปดว้ย 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

น า้เสียสังเคราะห์ 

 กลโูคส        3.168 กรัม 

 ยเูรีย         0.076 กรัม  

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ( KH2PO4)   0.313 กรัม  

 โซเดียมอะซิเตต (CH3COONa)     0.1 กรัม  

 โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3)     0.5 กรัม  

 น ้ากลัน่        1000 มิลลิลิตร 

น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 110ºC เป็นเวลา 20 นาที 

 ปรับความเป็นกรดเบสของน ้าเสียสงัเคราะห์โดยใชก้รดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ 

หรือโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมทีี่ใช้ในการทดลอง 

สารละลายมาตรฐานโปตสัเซียมไดโครเมตความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 

 น าโปตสัเซียมไดโครเมต  (K2Cr2O7) ไปอบแหง้ท่ี 130 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง น ามาชัง่ 

4.913 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้  (H2SO4) 167 มิลลิลิตร และเติมเมอคิว

ริกซลัเฟต (HgSO4) 33.3 กรัม ท้ิงใหล้ะลาย แลว้ปล่อยใหเ้ยน็ เจือจางดว้ยน ้ากลัน่เป็น 1000 มิลลิลิตร เกบ็

ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

สารละลายกรดซัลฟูริกส าหรับการวเิคราะห์ซีโอด ี

 เติมซิลเวอร์ซลัเฟต  (Ag2SO4) 5.5 กรัม ลงในกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 540 มิลลิลิตร หรือ 1 กิโลกรัม 

ตั้งท้ิงไว ้1-2 วนั ใหซิ้ลเวอร์ซลัเฟตละลายหมด เกบ็ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

สารละลายเฟอร์โรอนิดเิคเตอร์ 

 ละลาย 1,10 – ฟีแนนโทลีนโมโนไฮเดรต 1.485 กรัม และเฟอริกซลัเฟต 695 มิลลิกรัม ในน ้ากลัน่ 

จากนั้นเจือจางเป็น 100 มิลลิลิตร เกบ็ในขวดหลอดหยดสีชาท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

สารละลายมาตรฐานโปตสัเซียมไฮโดรเจนพทาเลท 

 น าโปตสัเซียมไฮโดรเจนพทาเลท ( C8H5KO4) มาบดแลว้อบแหง้ท่ี 120 องศาเซลเซียส น ามาชัง่ 

425 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ากลัน่ และเจือจางจนไดป้ริมาตร 1 ลิตร ซ่ึงโปตสัเซียมไฮโดรเจนพทาเลท 1 

กรัม มีค่า  ซีโอดีเท่ากบั 1.176 กรัม ออกซิเจนและสารละลายน้ีจะมีซีโอดีเท่ากบั 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เตรียมใหม่ทุกคร้ังท่ีใช ้

สารละลายมาตรฐานเฟอร์รัสแอมโมเนียมซัลเฟต 0.1 โมลาร์ 

 ละลายเฟอร์รัสแอมโมเนียมซลัเฟต ( FAS) 39.2 กรัม ในน ้ากลัน่ เตรียมกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 20 

มิลลิลิตร ท้ิงใหเ้ยน็แลว้เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 1 ลิตร จากนั้นน าไปหาความเขม้ขน้ท่ีแน่นอนสารละลาย

มาตรฐานโปตสัเซียมไดโครเมตทุกคร้ังท่ีใช ้
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สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 100 มลิลโิมลาร์ 

 ชัง่โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( K2HPO4) 17.41 กรัม และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต ( KH2PO4) 8.71 กรัม เติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร และโพแทสเซียมเปอแมง

กาเนสความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อลิตร เกบ็ไวใ้นขวดสีชา 

สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

 น าสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาผสมกบัน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 

เกบ็ไวใ้นขวดสีชา 

สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ 

 น าเกลด็โซเดียมไฮดรอกไซด ์ (NaOH) 200 กรัม มาเติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร เกบ็

ไวใ้นขวดสีชา 

70% เอทานอล 

 น าเอทานอล 99.99% ปริมาตร 700 มิลลิลิตร มาเจือจางกบัน ้ากลัน่ปริมาตร 300 มิลลิลิตร จะได้

เอธานอลความเขม้ขน้ 70% ปริมาตร 1 ลิตร  

10% โซเดยีมโดเดซิลซัลเฟต 

 ค่อยๆละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ( Sodium dodecyl sulfate; SDS) 10 กรัม ในน ้าปลอดประจุ

ปลอดเช้ือ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จนไดส้ารละลายใส จากนั้นเติมน ้าปลอดเช้ือปลอดประจุจนไดป้ริมาตร 

100 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดยีมคลอไรด์ 0.5 โมลาร์ 

 ละลายโซเดียมคลอไรด ์( NaCl) 7.31 กรัม ในน ้ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร น าไป

น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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15% Triton X-100 

 น า Triton X-100 15 มิลลิลิตร เติมน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้น

น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 มลิลโิมลาร์ 

 ละลาย Tris-base (C4H11NO3) 6.056 กรัม ในน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

ปรับ pH 8.0 จากนั้นเติมน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความ

ดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลาย EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

 น า EDTA (C10H14O8Na2.2H2O) 186.1 กรัม ละลายในน ้าปลอดประจุ ปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 

มิลลิลิตร เติมเกลด็โซเดียมไฮดรอดไซด ์ 20 กรัม คนใหเ้ขา้กนั ท้ิงใหเ้ยน็ แลว้ปรับ pH 8.0 จากนั้นเติมน ้า

ปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อ

ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลาย EDTA pH 8.0 เข้มข้น 50 มลิลโิมลาร์ 

 น า EDTA (C10H14O8Na2.2H2O) 18.164 กรัม ละลายในน ้าปลอดประจุ ปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 

มิลลิลิตร เติมเกลด็โซเดียมไฮดรอดไซด ์ 20 กรัม คนใหเ้ขา้กนั ท้ิงใหเ้ยน็ แลว้ปรับ pH 8.0 จากนั้นเติมน ้า

ปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อ

ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

DNA breaking buffer 

 15% Triton X-100     26.67 มิลลิลิตร 

 10% โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต    20 มิลลิลิตร 

 สารละลาย EDTA เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ pH 8.0  40 มิลลิลิตร 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.5 โมลาร์   40 มิลลิลิตร 

 Tris – HCl pH 8.0 เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์   40 มิลลิลิตร 
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 น ้ากลัน่ปลอดประจุปลอดเช้ือ     18.33 มิลลิลิตร 

TE buffer 

 Tris-HCl pH 8.0 เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์   10 มิลลิลิตร 

 EDTA pH 8.0 เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์    0.2 มิลลิลิตร 

 เติมน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

TE buffer ที่ผสมกบั RNase A 

 TE buffer      1 มิลลิลิตร 

 RNase A      2 ไมโครลิตร  

 เกบ็สารละลายไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

บัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 50 เท่า 

 Tris-base (C4H11NO3)     242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขม้ขน้ 0.5 โมลาร์    100 มิลลิลิตร  

 กรดอะซิติกเขม้ขน้ ( glacial acetic acid)   57.1 มิลลิลิตร  

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตร

โดยเติมน ้าปลอดประจุปปลอดเช้ือจนไดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดยีมอะซิเตท ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 

 ละลายโซเดียมอะซิเตท 0.0410 กรัม ในน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือ 40 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเ้ป็น 

5.2 และปรับปริมาตรดว้ยน ้าปลอดประจุปลอดเช้ือใหค้รบ 50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

สารละลายเอธิเดยีมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

 เอธิเดียมโบรไมด ์เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  20 ไมโครลิตร 

 น ้าปลอดประจุปลอดเช้ือ     200 มิลลิลิตร 
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 ละลายเอธิเดียมโบรไมดจ์นเป็นเน้ือเดียวกนั เกบ็ในขวดสีชาหุม้ดว้ยกระดาษทึบแสงเกบ็ไวท่ี้

อุณหภูมิหอ้ง (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือป้องกนัเน่ืองจากเอธิเดียมโบรไมดเ์ป็นสารกอ่มะเร็ง) 

สีตดิตาม (6X loading dye) 

 ซูโครส       20 กรัม 

 โบรโมฟีนอลบล ู(ละลาย 4 มิลลิกรัมในน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร) 12.5 มิลลิลิตร  

 ปรับปริมาตรดว้ย TE buffer จนได ้50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อ

ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

ส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 50 ไมโครลิตร 

 DreamTaqTM  PCR Master Mix (2X)   25 ไมโครลิตร 

Forward Primer 10 µM ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.1-1.0 µM 0.5 ไมโครลิตร 

 Reverse Primer 10 µM ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.1-1.0 µM 0.5 ไมโครลิตร  

 ดีเอน็เอ       2 ไมโครลิตร  

 น ้า PCR grade      22 ไมโครลิตร  

สารเคมทีี่ใช้ในการวเิคราะห์ดจีจีอีี 

 0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล    

 40% อะคริลาไมดเ์จล/บิส     20 มิลลิลิตร 

 บฟัเฟอร์ TAE เขม้ขน้ 50 เท่า    2 มิลลิลิตร 

 น ้าปลอดประจุ       78 มิลลิลิตร 

 100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล    

 40% อะคริลาไมดเ์จล/บิส     20 มิลลิลิตร 

 บฟัเฟอร์ TAE เขม้ขน้ 50 เท่า    2 มิลลิลิตร 

 ฟอร์มาไมด ์     40 มิลลิลิตร 

 ยเูรีย       42 กรัม 

 เติมน ้าปลอดประจุ จนไดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 30% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 

  0% Denaturing solution     11.2 มิลลิลิตร 

 100% Denaturing solution     4.8 มิลลิลิตร 

60% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 

  0% Denaturing solution     6.4 มิลลิลิตร 

 100% Denaturing solution     9.6 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

กราฟแสดงค่าความต่างศักย์เมือ่แปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์  
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ภาคผนวก ง 

ตารางแสดงค่าการวเิคราะห์ต่างๆในเซลล์เช้ือเพลงิจุลนิทรีย์ 

ตารางท่ี ง.1 ตารางแสดงค่าซีโอดี เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 ชัว่โมง 

วนัท่ี ค่าซีโอดี ค่าซีโอดีเฉล่ีย 

(มิลลิกรัมซีโอดีต่อ

ลิตร) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

4032 
3072 
2304 
2304 
2304 
2496 
2304 
2304 
2304 
2496 

 

4224 
2496 
2304 
2400 
2304 
2496 
2304 
2304 
2304 
2160 

 

4224 
2496 
2304 
2400 
2496 
2688 
2304 
2496 
2496 
2304 

 

4160 
2688 
2304 
2368 
2368 
2560 
2304 
2368 
2368 
2320 

 

110.9 
332.6 

0.0 
55.4 

110.9 
110.9 

0.0 
110.9 
110.9 
168.6 
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ตารางท่ี ง.2 ตารางแสดงค่าน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด ท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 36 

ชัว่โมง 

วนัท่ี น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสาร

แขวนลอยทง้หมด (กรัม) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

1.33 
0.13 
0.41 
0.3 

0.45 
0.62 
0.65 
0.69 
0.52 
0.65 

 

1.4 
0.22 
0.4 

0.28 
0.46 
0.61 
0.68 
0.66 
0.6 

0.61 
 

1.35 
0.37 
0.57 
0.26 
0.41 
0.57 
0.68 
0.66 
0.56 
0.6 

 

1.36 
0.24 
0.46 
0.28 
0.44 
0.6 

0.67 
0.67 
0.56 
0.62 

 

0.036 
0.121 
0.095 
0.020 
0.026 
0.026 
0.017 
0.017 
0.040 
0.026 

 

ตารางท่ี ง.3 ตารางแสดงค่าซีโอดี เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง 

วนัท่ี ค่าซีโอดี ค่าซีโอดีเฉล่ีย 

(มิลลิกรัมซีโอดีต่อ

ลิตร) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

4032 
2598.4 
2496 
2496 
2400 
2496 
2496 

2412.8 
2505.6 
2320 

 

4128 
2505.6 
2304 
2688 
2592 
2496 
2496 

2598.4 
2320 
2320 

 

4224 
2598.4 
2304 
2688 
2400 
2496 
2688 

2598.4 
2505.6 
2505.6 

 

4128.00 
2567.47 
2368.00 
2624.00 
2464.00 
2496.00 
2560.00 
2536.53 
2443.73 
2381.87 

 

96.00 
53.58 
110.85 
110.85 
110.85 
0.00 

110.85 
107.16 
107.16 
107.16 
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ตารางท่ี ง.4 ตารางแสดงค่าน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์ 24 

ชัว่โมง 

วนัท่ี น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสาร

แขวนลอยทั้งหมด (กรัม) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

1.38 
0.85 
0.35 
1.02 
0.72 
0.18 
0.29 
0.3 
0.3 

0.19 
 

1.79 
0.79 
0.37 
0.98 
0.71 
0.21 
0.3 

0.22 
0.31 
0.18 

 

1.63 
0.82 
0.36 
1.35 
0.67 
0.21 
0.25 
0.2 

0.35 
0.18 

 

1.60 
0.82 
0.36 
1.12 
0.70 
0.20 
0.28 
0.24 
0.32 
0.18 

 

0.207 
0.030 
0.010 
0.203 
0.026 
0.017 
0.026 
0.053 
0.026 
0.006 

 

ตารางท่ี ง.5 ตารางแสดงค่าซีโอดี เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 12 ชัว่โมง 

วนัท่ี ค่าซีโอดี ค่าซีโอดีเฉล่ีย 

(มิลลิกรัมซีโอดีต่อ

ลิตร) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

4083.2 
3552 
2880 

2691.2 
2784 

2505.6 
2598.4 
1948.8 
2412.8 
2598.4 

 

4268.8 
3552 
2880 

2691.2 
2784 

2691.2 
2784 

2412.2 
2598.4 
2784 

 

4268.8 
3552 
2976 

2691.2 
2784 

2691.2 
2784 
2784 
2784 

2598.4 
 

4206.93 
3552.00 
2912.00 
2691.20 
2784.00 
2629.33 
2722.13 
2381.67 
2598.40 
2660.27 

 

107.16 
0.00 

55.43 
0.00 
0.00 

107.16 
107.16 
418.44 
185.60 
107.16 
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ตารางท่ี ง.6 ตารางแสดงค่าน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด เม่ือแปรผนัระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์

เท่ากบั 12 ชัว่โมง 

วนัท่ี น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสาร

แขวนลอยทั้งหมด (กรัม) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

 

1.32 
0.62 
0.24 
0.05 
0.15 
0.25 
0.21 
0.12 
0.12 
0.25 

 

1.36 
0.47 
0.24 
0.12 
0.2 
0.3 

0.21 
0.23 
0.09 
0.2 

 

1.1 
0.41 
0.3 

0.25 
0.25 
0.23 
0.18 
0.07 
0.15 
0.21 

 

1.26 
0.5 

0.26 
0.14 
0.2 

0.26 
0.2 

0.14 
0.12 
0.22 

 

0.140 
0.108 
0.035 
0.101 
0.050 
0.036 
0.017 
0.082 
0.030 
0.026 

 

 

ตารางท่ี ง.7 ตารางแสดงค่าซีโอดี เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไมก้ระป๋อง และเดินระบบท่ี

ระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง 

วนัท่ี ค่าซีโอดี ค่าซีโอดีเฉล่ีย 

(มิลลิกรัมซีโอดีต่อ

ลิตร) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

3398 

2076 

1434 

1075 

896 

848 
 

3398 

2076 

1523 

1075 

896 

848 
 

3398 

2076 

1434 

1075 

896 

848 
 

3398.00 

2076.00 

1463.67 

1075.00 

896.00 

848.00 
 

0.00 

0.00 

51.38 

0.00 

0.00 

0.00 
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ตารางท่ี ง.8 ตารางแสดงค่าน ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผลไม้

กระป๋อง และเดินระบบท่ีระยะเวลากกัพกัทางชลศาสตร์เท่ากบั 24 ชัว่โมง 

วนัท่ี น ้าหนกัสารแขวนลอยทั้งหมด ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสาร

แขวนลอยทั้งหมด (กรัม) 

ส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ซ ้าท่ี 1 ซ ้าท่ี 2 ซ ้าท่ี 3 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

1.27 

0.72 

0.33 

0.27 

0.21 

0.15 
 

1.3 

0.7 

0.34 

0.29 

0.22 

0.15 
 

1.35 

0.69 

0.37 

0.3 

0.22 

0.15 
 

1.31 

0.70 

0.35 

0.29 

0.22 

0.15 
 

0.040 

0.015 

0.021 

0.015 

0.006 

0.000 
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ภาคผนวก จ 

ผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A1 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A2 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 



 
102 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A3 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A4 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A5 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 
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ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A6 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A7 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 



 
104 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A8 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A9 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 
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ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A10 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A11 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 



 
106 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A12 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 

 

 

 

 

 

 

 

ล าดบันิวคลีโอไทด ์V3 region ของแถบดีเอน็เอ A13 ท่ีตดัไดจ้ากการท าดีจีจีอี 
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