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Polyhydroxyalkanoate (PHA) is a type of bioplastics that microorganisms can 
accumulate in their cells as an internal carbon source. The enrichment of microorganisms 
by using feast and famine conditions can promote PHA accumulation in microorganisms. In 
this study, the PHA production of access sludge from fruit juice factory with 3, 5, 10 and 20 
days sludge age under feast and famine feeding regime in Sequencing Batch Reactor (SBR) 
was investigated using synthetic wastewater containing acetate. The results show that the 
SBR maintained at the sludge age of 10 days can produce the highest PHA of 62.2 
%gPHA/gMLSS (66.28 %gPHA/gMLVSS). For the SBR maintained at the sludge age of 10 and 
5 days, the highest PHA accumulation were 40.87 %gPHA/gMLSS (44.22 %gPHA/gMLVSS) 
and 25.24 %gPHA/gMLSS (27.24 %gPHA/gMLVSS), respectively. For the microbial 
community analysis using 16S Metagenomics (MiSeq, Illumina), the results show the 
differences in microbial community among different sludge ages (5, 10, and 20 days) 
although the PHA accumulation capability were rather close. The microorganisms 
previously reported as PHA accumulators were observed in all of the SBRs as follows. 
Brevundimonas spp. and Agrobacterium spp. were observed in the SBR with sludge age of 
5 days. Oceanicaulis spp., Achromobacter spp., Devosia spp,. and Defluvibacter spp. were 
observed in the SBR with sludge age of 10 days. Achromobacter spp. and Brevundimonas 
spp. were observed in the SBR with sludge age of 20 days. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ในปัจจุบันประเทศไทยก้าลังประสบปัญหาปริมาณขยะที่เพ่ิมมากขึ้นอย่างต่อเนื่องจาก
ปริมาณขยะทั่วไปนั้นพบว่ามีขยะพลาสติกเป็นจ้านวนมาก ซึ่งพลาสติกที่น้ามาใช้กันอย่างแพร่หลาย
นั้น โดยส่วนมากสังเคราะห์ขึ้นจากสารผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียม ซึ่งพลาสติกเหล่านี้ไม่สามารถย่อยสลาย
ได้ในธรรมชาติ พลาสติกชีวภาพจึงนับเป็นทางเลือกหนึ่งที่อาจสามารถช่วยแก้ไขปัญหาการสะสมของ
ขยะพลาสติกที่ไม่สามารถย่อยสลายได้ เนื่องจากพลาสติกชีวภาพสามารถย่อยสลายได้อย่างสมบูรณ์
ด้วยจุลินทรีย์ในธรรมชาติ โดยโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พีเอชเอ) เป็นพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งที่
จุลินทรีย์สามารถสร้างและสะสมไว้ในเซลล์ในรูปของแหล่งคาร์บอนซึ่งพีเอชเอนับเป็นพลาสติกชีวภาพ
ที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับโพลีโพรพิลีนที่สังเคราะห์ขึ้นจากสารผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียม (Bengtsson และ
คณะ, 2008) จึงอาจสามารถน้ามาใช้เป็นวัสดุทดแทนโพลีเอทิลีนเพ่ือช่วยลดปัญหาการสะสมของขยะ
พลาสติกท่ีไม่สามารถย่อยสลายได้ 

 จากงานวิจัยของ Yu และคณะ (1998) มีการน้าจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์มาใช้ในการผลิต 
พีเอชเอ ซึ่งมีข้อดีที่เด่นชัดคือสามารถให้ผลผลิตพีเอชเอในปริมาณที่สูงถึง 70% กรัมโพลิเมอร์ต่อกรัม
เซลล์ แต่ทั้งนี้การใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ยังคงมีข้อด้อยในด้านราคาต้นทุนในการผลิตที่สูง 
ในขณะที่การผลิตพีเอชเอโดยใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมอาจสามารถลดปัญหาด้านต้นทุนที่สูงในส่วนนี้
ลงได้ เนื่องจากไม่จ้าเป็นต้องรักษาสภาวะปลอดเชื้อต่างๆในกระบวนการผลิตพีเอชเอ (Johnson และ
คณะ, 2009) ในปัจจุบันจึงมีกลุ่มนักวิจัยจ้านวนมากเลือกใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในการผลิตพีเอชเอ
แทนจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์และน้าน้้าเสียที่มีองค์ประกอบของสารอินทรีย์มาใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบใน
การผลิตพีเอชเอด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม ซึ่งกระบวนการดังกล่าวอาจสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ใน
การบ้าบัดน้้าเสียควบคู่ไปกับการผลิตพีเอชเอ 

 การน้าจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมมาใช้ในกระบวนการผลิตพีเอชเอ จ้าเป็นต้องมีการเลี้ยงเพ่ือ
คัดเลือกสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการสะสมพีเอชเอ ซึ่งการใช้วิธีการคัดเลือกแบบสภาวะแวดล้อม
ที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (feast and famine condition) สามารถส่งเสริมให้จุลินทรีย์มี
การปรับตัวด้วยการสะสมแหล่งคาร์บอนภายในเซลล์ในรูปของพีเอชเอได้ นอกจากนี้ การใช้วิธีการ
คัดเลือกแบบสภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน มีข้อดีที่เด่นชัด คือ มีการเกิดขึ้นของ
สารประกอบอ่ืนๆ เช่น ไกลโคเจน เจือปนในระบบน้อย และสามารถให้ปริมาณผลผลิตพีเอชเอที่สูง 
(Salehizadeh van Loosdrecht, 2004) ส่งผลให้วิธีการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ภายใต้สภาวะที่มี
อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนนั้นเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจในการผลิตพีเอชเอ 
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 นอกจากนี้อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ยังอาจส่งผลต่อปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์
สามารถสะสมได้ ซึ่งการควบคุมอายุตะกอนนับเป็นปัจจัยหนึ่งที่สามารถส่งผลต่ออัตราการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้ โดย Johnson และคณะ (2010) ได้ท้าการวิจัยพบว่าการควบคุมอายุ
ตะกอนให้มีค่าเท่ากับ 1 วัน จะส่งผลให้มีการสะสมพีเอชเอในจุลินทรีย์มากกว่าที่อายุ ตะกอน 0.5 
และ 4 วันในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Lemos 
และคณะ (2008) พบว่ากลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมที่มีการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนที่
อายุตะกอน 10 วันสามารถสะสมพีเอชเอได้มากกว่ากลุ่มจุลินทรีย์ที่ถูกเลี้ยงที่อายุตะกอน 1 วัน 
ประเด็นผลของอายุตะกอนต่อการสะสมพีเอชเอในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน
จึงยังไม่เป็นที่สามารถสรุปได้แน่ชัดและงานวิจัยที่ท้าการศึกษาผลของอายุตะกอนต่อความสามารถใน
การผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้สภาวะการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน
ยังมีอยู่ค่อนข้างจ้ากัดมากในปัจจุบัน และยังขาดการศึกษาเปรียบเทียบผลของอายุตะกอนในช่วงกว้าง 
การควบคมุอายุตะกอนให้เหมาะสมอาจสามารถช่วยเพิ่มผลผลิตพีเอชเอจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมได้
โดยเฉพาะอย่างยิ่งส้าหรับตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นที่อาจมีอัตราการเจริญเติบโตและการใช้สารอาหาร
ที่ค่อนข้างต่้า 

 อีกปัจจัยหนึ่งที่ส้าคัญซึ่งอาจส่งผลต่อกระบวนการผลิตพีเอชเอ คือ กลุ่มประชากรจุลินทรีย์
ภายในระบบ การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบสามารถช่วยเพ่ิมความเข้าใจเกี่ยวกับผลของ
อายุตะกอนต่อการสะสมพีเอชเอในจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมได้ ทั้งนี้จนถึงปัจจุบันงานวิจัยที่
ท้าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนที่ อายุ
ตะกอนแตกต่างกันยังมีอยู่ค่อนข้างจ้ากัด งานวิจัยนี้จึงสนใจเลือกศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ใน
ระบบการผลิตพีเอชเอด้วยการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนโดยใช้เทคนิค 16 S 
Metagenomics เพ่ือศึกษาและสังเกตการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ภายใต้สภาวะมี
อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนที่อายุตะกอนแตกต่างกัน  

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือศึกษาผลของอายุตะกอนต่อการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโน-
เอต (พีเอชเอ) ด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน และศึกษา
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบที่อายุตะกอนแตกต่างกันรวมถึงศึกษาบทบาทของกลุ่มจุลินทรีย์หลัก
ในระบบในการสะสมพีเอชเอ ผลที่ได้จากงานวิจัยนี้สามารถช่วยเพ่ิมความเข้าใจเกี่ยวกับการผลิตพี
เอชเอด้วยตะกอนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสม ซึ่งสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ต่อไปในการด้าเนินระบบเพ่ือ
พัฒนาการผลิตพีเอชเอในเชิงปริมาณต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1.2.1 เพ่ือศึกษาความสามารถในการสะสมโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตของจุลินทรีย์สาย
พันธุ์ผสมในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนที่อายุตะกอนต่างกัน 
 1.2.2 เพ่ือศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาด
แคลนที่อายุตะกอนต่างกัน 



 3 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการ ด้าเนินการทดลอง ณ ห้องปฏิบัติการ
ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลั ย โดยมีขอบเขตของ
งานวิจัยดังนี้ 
 1.3.1 ด้าเนินการทดลองโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท (Sequencing Batch Reactor, 
SBR) จ้านวน 4 ถัง ภายใต้สภาวะที่มีการเติมอากาศอย่างเพียงพอตลอดเวลา โดยก้าหนดค่าอายุ
ตะกอน 4 ค่า คือ 3 5 10 และ 20 วัน 
 1.3.2 ใช้ตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นน้ามาจากโรงงานผลิตเครื่องดื่มจากผักและผลไม้ ซึ่งน้ามา
จากระบบบ้าบัดแบบเติมอากาศ (SBR) 
 1.3.3 ด้าเนินการทดลองโดยใช้น้้าเสียสังเคราะห์ที่มีแหล่งสารอินทรีย์เป็นอะซิเตท 
 1.3.4 ท้าการวิเคราะห์พารามิเตอร์ต่าง ๆ ตลอดการทดลอง ได้แก่ COD MLSS และ 
พีเอชเอ 
 1.3.5 ท้าการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบด้วยเทคนิค 16S Metagenomics  

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.4.1 เป็นการเพ่ิมองค์ความรู้เกี่ยวกับผลของอายุตะกอนต่อการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคา-
โนเอตภายใต้สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 
 1.4.2 ท้าให้ทราบถึงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาด
แคลนที่อายุตะกอนต่างกัน 
 1.4.3 เป็นแนวทางในการพัฒนาระบบการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากจุลินทรีย์สาย
พันธุ์ผสมในเชิงปริมาณต่อไป 



 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับพลาสติก 

 2.1.1 ความหมายของพลาสติก (Chiellini Solaro, 2003)  

  พลาสติกคือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนซึ่งสังเคราะห์ได้จากกระบวนการโพลิเมอร์
ไรเซ-ชัน เป็นการสังเคราะห์สารอินทรีย์ด้วยวิธีทางเคมี ท้าให้เกิดการเชื่อมต่อกันของโมเลกุลที่มี
คุณสมบัติต่างๆ เช่น ความแข็งแรง ความเหนียว ฉนวนไฟฟ้า ความทนต่อการกัดกร่อน เป็นต้น  
 2.1.2 การสลายตัวของพลาสติก (Reddy และคณะ, 2003) 

  1 พลาสติกท่ีสลายด้วยแสง (photodegradable plastic) 
   คือ พลาสติกที่มีหมู่คาร์บอนิลเป็นส่วนประกอบ ซึ่งหมู่คาร์บอนิลสามารถ
แตกตัวได้เมื่อสัมผัสกับแสง แต่การย่อยสลายนั้นขึ้นอยู่กับ ขนาดของชิ้นส่วนพลาสติก โครงสร้างทาง
เคมี รวมถึงปริมาณของสารประกอบอื่น ๆ ในพลาสติก ตัวอย่างของพลาสติกชนิดนี้ ได้แก่ โพลีเอทิลีน  
โพลีโพรพิลีน โพลีไวนิลคลอไรด์ เป็นต้น 

  2 พลาสติกท่ีย่อยสลายได้บางส่วน (semi-biodegradable plastic)  
   คือ พลาสติกที่มีส่วนประกอบของโพลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น เซลลูโลส  
แลคโตส แป้งข้าวโพด เป็นต้น ซึ่งจุลินทรีย์ในธรรมชาติสามารถย่อยสลายส่วนที่เป็นโพลิเมอร์ธรรม
ชาติได้ ท้าให้พลาสติกถูกแยกออกเป็นชิ้นส่วนขนาดเล็กลง เหลือส่วนที่ไม่ใช่สารโพลิเมอร์ธรรมชาติ 

  3 พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable plastic)  
   คือ พลาสติกที่สามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ใน
ธรรมชาติ ซึ่งจะย่อยสลายหมู่เอสเทอร์ชนิดเอลาติกของโพลิเมอร์ ท้าให้ได้สารที่ไม่เป็นอันตรายต่อ
สิ่งแวดล้อม เช่น คาร์บอนไดออกไซด์ น้้า กรดคาร์บอกซิลิค เป็นต้น พลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ
อาจถูกสร้างและสะสมภายในเซลล์ของจุลินทรีย์บางชนิด ในรูปของโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต  
(พีเอชเอ) (Shah และคณะ, 2008)  

 
2.2 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

 โพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พีเอชเอ) เป็นโพลิเอสเทอร์ชนิดหนึ่งที่จุลินทรีย์สามารถถูกสร้าง
และเก็บสะสมไว้ภายในเซลล์ เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานส้ารอง โดยพีเอชเอจะถูก
เก็บไว้ในรูปของแกรนูลที่อยู่ในไซโตพลาสซึมของเซลล์ ซึ่งจ้านวนโมโนเมอร์ที่เกิดขึ้น ขึ้นอยู่กับปัจจัย
ต่างๆ เช่น ชนิดของจุลินทรีย์ อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง สารอาหารที่ให้แก่จุลินทรีย์ เป็นต้น (Jiang 
และคณะ, 2012)  



 5 

 2.2.1 โครงสร้างของพีเอชเอ 

  พีเอชเอเป็นโพลีเอสเทอร์สายตรง ประกอบไปด้วยโมโนเมอร์กลุ่มกรดไฮดรอกซี- 
คาร์บอกซิลิค ชนิดของพีเอชเอจึงขึ้นกับโมโนเมอร์ที่มาเชื่อมต่อด้วยพันธะเอสเตอร์ สูตรโครงสร้างของ
พีเอชเอแสดงในรูปที่ 2.1  

 
ภาพที่ 2. 1สูตรโครงสร้างของโพลีไฮดรอกซีแอลคาโนเอต (พีเอชเอ) 

(Derya และคณะ, 2012) 

 แหล่งคาร์บอนที่จุลินทรีย์ได้รับเป็นปัจจัยส้าคัญในการก้าหนดชนิดของพีเอชเอที่เกิดขึ้น ซึ่ง
ชนิดของโมโนเมอร์ในปัจจุบันนี้มีหลากหลายชนิด Derya และคณะ (2012) ยกตัวอย่างชนิดของ 
พีเอชเอดังแสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 ชนิดของพีเอชเอ 
n R ชนิดของ PHA 
1 ไฮโดรเจน (H) โพลีไฮดรอกซีโพรพิโนเอต 

เมทธิล (CH3) โพลี (3 - ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
(PHB) 

เอททิล (C2H5) โพลี (3 - ไฮดรอกซีวาลาเรต) 
(PHV) 

โพรพิล (C3H7) โพลี (3 - ไฮดรอกซีเฮกซะโนเอต) 
(PHH) 

เพนทิล (C5H11) โพลี (3 - ไฮดรอกซีออกทาโนเอต) 
โนนิล (C9H19) โพลี (3 – ไฮดรอกซีโดเดคคาโน

เอต) 
2 ไฮโดรเจน (H) โพลี (4 - ไฮดรอกซีบิวทิเรต) 
3 ไฮโดรเจน (H) โพลี (5 – ไฮดรอกซีวาราเรต) 

หมายเหตุ : n คือจ้านวนคาร์บอนดังแสดงในภาพที่ 2.1  

 ชนิดโมโนเมอร์ของพีเอชเอขึ้นกับจ้านวนคาร์บอนในโมเลกุลและหมู่ที่มาต่อบริเวณต้าแหน่ง 
R ในภาพที่ 2.1 ซึ่งคุณสมบัติของโพลิเมอร์แตกต่างกันตามชนิดของโมโนเมอร์ โดยโพลิเมอร์ที่พบมาก



 6 

ที่สุดชนิดหนึ่งคือโพลีไฮดรอกซีบิวทิเรต (polyhydroxybutyrate) หรือพีเอชบี เป็นโฮโมโพลิเมอร์ซึ่ง
ประกอบด้วย 3-hydroxybutyrate (3HB) มีสูตรโครงสร้าง ดังแสดงในภาพที่ 2.2 (Ratledge 
Kristiansen, 2001)  

 

 
ภาพที่ 2.2 สูตรโครงสร้างของโพลีไฮดรอกซีบิวทิเรต (พีเอชบี) 

(Rosa และคณะ, 2004) 

 คุณสมบัติของพีเอชเอมีความใกล้เคียงกับโพลีโพรพิลิน (PP) ซึ่งเป็นพลาสติกสังเคราะห์ได้
จากปิโตรเลียม ซึ่งคุณสมบัติจะแตกต่างกันตามของชนิดพีเอชเอ เช่น พีเอชบีค่อนข้างเปราะง่าย 
แตกต่างจากพีเอชวีที่มีความยืดหยุ่นมากกว่า (Villano และคณะ, 2010)  

 2.2.2 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตพีเอชเอ 

  จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการศึกษาการผลิตพีเอชเอจากจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ 
โดยใช้สารอาหารประเภทกรดไขมัน (volatile fatty acid, VFA) เช่น กรดแลคติก กรดบิวทิริค และ 
กรดวาลาลิค เป็นต้น พบว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์ Alcaligenes eutrophus สามารถสะสมพีเอชเอได้สูง
ถึง 0.41 กรัมต่อกรัม (Yu และคณะ, 1998) นอกจากการใช้สารอาหารประเภทกรดไขมันในการผลิต
พีเอชเอแล้วยังมีการใช้ของเหลืออินทรีย์จากกระบวนการอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น กากน้้าตาล หรือ  
น้้าเสียจากกระบวนการผลิตอาหาร เป็นสารอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ (Abdelhad 
และคณะ, 2009)  

  ในงานวิจัยช่วงหลัง ได้มีการนิยมเลือกใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในการผลิต 
พีเอชเอเพ่ิมมากข้ึนดังที่ Coats และคณะ (2007) กล่าวว่าจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมสามารถแก้ไขปัญหา
เรื่องราคาต้นทุนของระบบผลิตพีเอชเอจากจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ได้ อีกทั้งการใช้จุลินทรีย์ 
สายพันธุ์ผสมนั้นจะส่งผลให้ระบบมีความคงตัวค่อนข้างสูง เช่นเดียวกับ Dionisi และคณะ (2007) 
กล่าวถึงข้อดีจากการใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมแทนจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ คือ ระบบสามารถ
ด้าเนินไปได้อย่างง่าย เพราะไม่จ้าเป็นต้องผ่านกระบวนการฆ่าเชื้อ และเป็นระบบที่ด้า เนินอย่าง
ต่อเนื่องได้เมื่อมีการปนเปื้อน นอกจากนี้การสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมสามารถเกิดขึ้น
ได้อย่างสมบูรณ์และง่ายโดยการใช้อาหารที่มีปริมาณสารอาหารสูง เช่น ของเสียอินทรีย์ เป็นต้น 

 

X 
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 2.2.3 วิธีการคัดเลือกจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเพื่อผลิตพีเอชเอ 

  Salehizadeh และ van Loosdrecht (2004) กล่าวถึงกระบวนการที่ใช้ส้าหรับ
คัดเลือกและเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเพื่อสะสมพีเอชเอ 3 วิธี ดังนี้  

  1 สภาวะที่ไร้อากาศสลับกับมีอากาศ 
   สภาวะที่ไร้อากาศสลับกับมีอากาศ (anaerobic-aerobic system) เป็นวิธี
ที่มีจุลินทรีย์ 2 ชนิด ที่มีบทบาทที่เด่นชัด คือ polyphosphate-accumulating organisms (PAOs) 
และ glycogen-accumulating organisms (GAOs) โดย PAOs จะใช้สารอาหารในสภาวะไร้อากาศ 
และท้าการสะสมพีเอชเอไว้เป็นแหล่งพลังงานส้ารองภายในเซลล์ GAOs เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถสะสม
ไกลโคเจนได้และสามารถสะสมพีเอชเอในสภาวะที่ไร้อากาศได้เช่นกัน ดังนั้นพีเอชเอที่ได้จากระบบนี้
จึงมีโอกาสที่จะพบไกลโคเจนปะปนอยู่ ทั้งนี้ข้อแตกต่างของ PAOs และ GAOs คือ PAOs ในสภาวะมี
อากาศจะสามารถสะสมฟอสเฟตเป็นแหล่งพลังงาน ในขณะที่ GAOs จะผลิตไกลโคเจนเก็บสะสมไว้
ในเซลล์ ผลเสียของการมีไกลโคเจนในระบบคือ ท้าให้พีเอชเอที่ได้มีความบริสุทธิ์น้อย เนื่องจากมีไกล
โคเจนปะปนรวมอยู่กับพีเอชเอ วิถีการสังเคราะห์พีเอชเอภายใต้สภาวะไร้อากาศสลับกับมีอากาศ
แสดงดังภาพที่ 2.3 

 
ภาพที่ 2.3 วิถีการสังเคราะห์พีเอชเอภายใต้สภาวะที่ไร้อากาศสลับกับมีอากาศ 

(Salehizadeh van Loosdrecht, 2004) 
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  2 สภาวะที่มีอากาศเล็กน้อยสลับกับมีอากาศ 
   สภาวะที่มีอากาศเล็กน้อยสลับกับมีอากาศ (microaerophilic-aerobic 
system) เป็นการปรับปรุงระบบไร้อากาศสลับกับมีอากาศ (anaerobic-aerobic system) โดยการ
เติมอากาศในปริมาณที่จ้ากัดให้แก่ระบบในช่วงที่ระบบไร้อากาศ เพ่ือให้ได้สภาวะใหม่คือ สภาวะมี
อากาศอย่างจ้ากัดสลับกับมีอากาศ ซึ่งในสภาวะนี้จุลินทรีย์จะสามารถใช้สารอาหารด้วยพลังงานที่
ได้รับผ่านวิธี oxidative degradation ของสารอินทรีย์บางส่วน ในกรณีที่มีออกซิเจน จุลินทรีย์อาจ
ได้รับพลังงานในกระบวนการดูดซึมสารอาหารอย่างเพียงพอ เช่น การผลิตโปรตีน การผลิตไกลโคเจน 
และการสร้างสารประกอบอื่นๆ จากการใช้สารอินทรีย์ 
 อย่างไรก็ตามการจ้ากัดปริมาณออกซิเจนจะส่งผลให้กระบวนการใช้สารอาหารถูกยับยั้ง 
ในขณะที่จุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอไว้ยังคงสามารถเจริญเติบโตได้ ดังนั้นวิธีนี้จึงเป็นการ
คัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมโพลีฟอสเฟตหรือไกลโคเจน 

  3 สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนอาหาร 
   สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนอาหาร ( feast-famine 
system) คือสภาวะที่จุลินทรีย์ได้รับอาหารจากภายนอกแบบเกินพอ ( feast phase) สลับกับการ
ไม่ได้รับอาหารจากภายนอก (famine phase) โดย Johnson และคณะ (2010) ได้ให้ความหมาย
ของ สภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (feast-famine) ว่าคือสภาวะที่ระบบมีปริมาณอาหาร
เพียงพอต่อการใช้ประโยชน์ของจุลินทรีย์ เรียกว่า สภาวะที่มีอาหารเกินพอ  (feast phase) และ
สภาวะที่จุลินทรีย์ในระบบใช้สารอาหารไปจนกระทั่งจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้ประโยชน์จากสารอาหารที่
เหลืออยู่ได้อีกต่อไป ท้าให้เกิดสภาวะขาดแคลนอาหารขึ้น (famine phase) ซึ่งการเจริญเติบโตและ
การสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์จะเกิดขึ้นเมื่อจุลินทรีย์ได้รับอาหารจากภายนอก เมื่ออาหารถูกใช้
จนกระทั่งหมดพีเอชเอที่ถูกสะสมไว้จะท้าหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานให้แก่จุลินทรีย์ 
ดังนั้นจุลินทรีย์จะเกิดการปรับตัวโดยการเพ่ิมการสะสมพีเอชเอไว้ในสภาวะที่มีอาหารจากภายนอก 
และเมื่อเข้าสู่สภาวะขาดแคลนอาหารจุลินทรีย์จะสามารถด้ารงอยู่ได้ ข้อดีของวิธีการสะสมพีเอชเอ
ภายใต้สภาวะที่มีอาหารและไม่มีอาหารสลับกัน คือ มีไกลโคเจนในปริมาณที่น้อยหรือแทบจะไม่มีเลย 
รวมถึงไม่มีสารประกอบอื่นๆนอกจากพีเอชเอเกิดข้ึนภายในระบบ แสดงดังภาพที่ 2.4 
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ภาพที่ 2. 4 วิถีการสังเคราะห์พีเอชเอภายใต้สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 

(Salehizadeh van Loosdrecht, 2004) 
 2.2.4 วิถีการสังเคราะห์พีเอชเอ 

  การสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมจะมีวิถีที่แตกต่างกันไปตามแต่ละชนิด
ของตัวจุลินทรีย์และสารอาหารที่จุลินทรีย์ได้รับ (Anderson Dawes, 1990) ทั้งนี้สมมติฐานการ
สังเคราะห์พีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์เองยังคงไม่ได้รับการยืนยันอย่างแน่ชัด 

 
 2.2.5 วิถีการสังเคราะห์พีเอชบี 

  การสังเคราะห์พีเอชบีจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมมีอะซิทิลโคเอ (acetyl-CoA) เป็น
สารตั้งต้นในการสังเคราะห์ ซึ่งอะซิทิลโคเอจะถูกเปลี่ยนเป็น 3-ไฮดรอกซีแอลคาโนอิลโคเอ  
(3-hydroxyalkanoyl-CoA) ซึ่งจะมีความยาวที่แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับเอนไซม์และสารอาหารที่
จุลินทรีย์ได้รับ วิถีการสังเคราะห์พีเอชเอจะแตกต่างกันออกไปตามชนิดของเอนไซม์และสายพันธุ์ของ
จุลินทรีย์ ส่งผลให้มีจ้านวนวิถีการสังเคราะห์พีเอชเกิดขึ้นมาก (Ojumu และคณะ, 2004) วิถีการ
สังเคราะห์พีเอชบีแสดงดังภาพที ่2.5 
  การสังเคราะห์พีเอชบีมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง 3 ชนิด คือ เอนไซม์ 3-ketothiolase 
เอนไซม์ acetoacetyl-CoA reductase และเอนไซม์ PHB synthase สารตั้งต้นที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
พีเอชบีคือ อะซิทิลโคเอ 2 โมเลกุล ถูกเอนไซม์ทั้งสามชนิดเปลี่ยนเป็นพีเอชบี ซึ่งจากกระบวนการ
สังเคราะห์พีเอชบี จะเกิดโคเอขึ้น ซึ่งโคเอเป็นหัวใจส้าคัญในการควบคุมการสังเคราะห์พีเอชบี ถ้า
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ปริมาณของโคเอมีมากจะยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ 3-ketothiolase ซึ่งเป็นการยับยั้งการผลิต 
พีเอชบี ทั้งนี้พีเอชบีท้าหน้าที่เหมือนแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานส้ารอง ทั้งนี้มีปัจจัยจ้านวนมาก
ที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์จุลินทรีย์ เช่น การควบคุมปริมาณออกซิเจน การควบคุม
สารอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส รวมทั้งการที่มีสารประกอบคาร์บอนจ้านวนมากที่เป็นปัจจัยส้าคัญที่
น้าไปสู่การสะสมพีเอชบีของจุลินทรีย์ (Etienne Yu, 2012)  
  มีสารอาหารหลากหลายชนิดที่จุลินทรีย์ใช้ในการสะสมพีเอชบีได้ แต่กรดอินทรีย์ 
(organic acid) และกลูโคสเป็นสารอาหารที่หาใช้ได้ง่ายจึงถูกใช้ในงานวิจัยค่อนข้างมาก ส้าหรับ
สารอาหารที่ให้แก่จุลินทรีย์คือกลูโคสนั้น จะเข้าสู่วิถีไกลโคไลซิส (glycolysis) เกิดอะซิทิลโคเอ 
เช่นเดียวกับการใช้กรดอินทรีย์เป็นสารอาหาร กรดอินทรีย์จะเข้าสู่เซลล์และเกิดปฏิกิริยาได้เ ป็น 
อะซิทิลโคเอ แต่ถ้าใช้สารอาหารชนิดอ่ืน เช่น กรดบิวทิริค (butyric acid) หรือกรดวาลาริค (valaric 
acid) จะไม่มีการเกิดอะซิทิลโคเอแต่จะสร้างเป็น acetoacetyl-CoA ได้ทันที (Anderson Dawes, 
1990)  

 
ภาพที่ 2. 5 วิถีการสังเคราะห์พีเอชบี 

(Etienne Yu, 2012) 
 2.2.6 การผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้สภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาด
แคลน 

  จุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอได้จะถูกคัดเลือกเมื่อผ่านช่วงขาดแคลนอาหาร 
เพราะจุลินทรีย์ที่คงอยู่จะเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมแหล่งคาร์บอนไว้ภายในได้ การเลี้ยงจุลินทรีย์
ด้วยวิธีการให้อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมในปัจจุบัน ปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผล
ต่อการสะสมพีเอชเอยังคงถูกศึกษาค้นคว้าอย่างต่อเนื่อง อีกทั้งการใช้ ระบบแบบ Sequencing 
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Batch Reactor (SBR) (ภาพที่ 2.6) เป็นแนวทางที่ดีในการพัฒนาระบบการผลิตพีเอชเอใน
อุตสาหกรรม เพราะปริมาณพีเอชเอที่ได้ค่อนข้างสูง (Salehizadeh van Loosdrecht, 2004) โดย
ระบบที่มีความเหมาะสมอาจสามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สะสมพีเอชเอได้สูงถึง 65% (Serafim และ
คณะ, 2004) และอาจสูงถึง 85% เมื่อมีการจ้ากัดไนโตรเจนหลังจากผ่านการกระตุ้นแล้ว (Johnson 
และคณะ, 2010) 
 

 
ภาพที่ 2.6 กระบวนการผลิตพีเอชเอโดยการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน 

(Etienne Yu, 2012) 
 2.2.7 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้สภาวะที่มีอาหารเกิน
พอสลับกับขาดแคลน 

  1 สารอินทรีย์ที่จุลินทรีย์ได้รับ 
  คาร์บอนที่จุลินทรีย์น้าไปใช้มีผลต่อการผลิตพีเอชเอโดยตรง แหล่งคาร์บอนมีอยู่
หลากหลายรูปแบบ เช่น กลูโคส ฟรุกโทส อะซิเตท โพรพิโอเนท รวมทั้งน้้าเสียที่เข้าสู่ระบบบ้าบัด 
เป็นต้น ความสามารถของจุลินทรีย์ในการน้าแหล่งคาร์บอนไปใช้ ขึ้นอยู่กับโครงสร้างของแหล่ง
คาร์บอน เช่น อะซิเตทที่เป็นคาร์บอนสายสั้น จุลินทรีย์จะน้าไปใช้ได้ดีกว่า โพรพิโอเนทที่มีสาย
คาร์บอนยาว 
  ชนิดของโพลิเมอร์ที่เกิดข้ึนอาจมีผลมาจากสารอินทรีย์ที่จุลินทรีย์ได้รับ จากงานวิจัย
ของ Dionisi และคณะ (2005a) ทดลองโดยใช้อะซิเตท แลคเตท และโพรไพโอเนท เป็นสารอาหาร
ให้แก่จุลินทรีย์ พบว่าโพลิเมอร์ที่เกิดจากการเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยอะซิเตทหรือแลคเตท คือพีเอชบีเป็น
ส่วนใหญ่ ในขณะที่โพลิเมอร์ที่ได้จากการเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยโพรไพโอเนทคือโคโพลิเมอร์พีเอชวีและ 
พีเอชบีเป็นหลัก ซึ่งเหตุผลที่เกิดโพลิเมอร์ชนิดต่างๆ นั้นเกิดจากวิถีการสังเคราะห์พีเอชเอที่แตกต่าง
กัน (Witholt Kessler, 1999)  

  2 อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio)  
  ไนโตรเจนจะถูกจุลินทรีย์ใช้ประโยชน์ในด้านการเจริญเติบโตเป็นส่วนใหญ่ จาก
งานวิจัยของ Kumar และคณะ (2004) พบว่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิต
พีเอชเอคือ 144 จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ร้อยละ 33 โดยน้้าหนัก ซึ่งปริมาณพีเอชเอมี
แนวโน้มเพ่ิมมากขึ้นเมื่ออัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพ่ิมขึ้น เช่นเดียวกับงานวิจัยของ S.T. และ
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คณะ (2009) ท้าการผลิตพีเอชเอด้วยการปรับเปลี่ยนค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน พบว่าการ
ผลิตพีเอชเอดีขึ้นเมื่อมีค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเพ่ิมสูงขึ้น  

  3 ระยะเวลาการมีอาหารเกินพอและขาดแคลนอาหาร  
  Dionisi และคณะ (2007) ท้าการวิจัยเรื่องผลของระยะเวลามีอาหาร (feast phase 
length time) ในรอบวัฏจักร พบว่าเงื่อนไขที่สนับสนุนการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์คือ การที่มี
ระยะมีอาหารน้อยกว่า 20% ของระยะเวลาในหนึ่งช่วงวัฏจักร หากมีระยะเวลามีอาหารนานเกินกว่า 
20% ของระยะเวลาของวัฏจักร จะมีแนวโน้มในการสนับสนุนจุลินทรีย์ในการเจริญเติบโตมากกว่า
การสะสมพีเอชเอ 

  4 ค่า pH 
  ค่า pH ของระบบมีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการผลิตพีเอชเอ จาก
งานวิจัยของ Liu (2011) ท้าการทดลองปรับเปลี่ยนค่า pH และสังเกตปริมาณพีเอชบีที่จุลินทรีย์ผลิต
ได้ พบว่าที่ค่า pH เท่ากับ 7 จุลินทรีย์มีอัตราการผลิตพีเอชบี และผลผลิตพีเอชบีได้สูงที่สุด คือ 125 
mg gSS-1h-1 และ 0.74 gCOD/gCOD ตามล้าดับ นอกจากนี้ในระบบจ้าเป็นต้องมีการควบคุมค่า pH 
ตลอดเวลา เนื่องจากเมื่อจุลินทรีย์ใช้สารอาหารซึ่งเป็น VFA แล้วนั้น จะส่งผลให้ค่า pH เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่ง
อาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์  

  5 F/M ratio 
  อัตราส่วนอาหารต่อจุลินทรีย์ ถ้ามีค่าสูงจะส่งผลให้จุลินทรีย์มีแนวโน้มในการสะสม 
พีเอชเอได้ดีขึน้ Liu (2008) ท้าการทดลองผลิตพีเอชเอโดยการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยวิธีการ
ให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน และท้าการเปรียบเทียบผลผลิตพีเอชเอเมื่อได้รับอัตราส่วน
อาหารต่อจุลินทรีย์แตกต่างกัน คือ 0.4, 0.6, 1 และ 2 พบว่าที่อัตราส่วนอาหารต่อจุลินทรีย์เท่ากับ 2 
มีการสะสมพีเอชเอได้สูง เนื่องจากการที่มีสารอาหารในปริมาณที่สูงท้าให้มีแนวโน้มของอัตราการใช้
สารอาหารสูงขึ้น ซึ่งการใช้สารอาหารของจุลินทรีย์สูงนั้นมีแนวโน้มที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอ
ได้สูงขึ้นด้วย 

  6 ความเข้มข้นสารอินทรีย์ที่จุลินทรีย์ได้รับ 
  เมื่อจุลินทรีย์ได้รับปริมาณสารอินทรีย์ที่มากจะส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถสะสม 
พีเอชเอได้ดีขึ้นด้วย (ทุติยาภรณ์ สุดาจิต, 2548) โดยความเข้มข้นของสารอาหารที่การส่งเสริมการ
สะสมพีเอชเอนั้นอยู่ในช่วง 0.4 ถึง 15 kgCOD/m3 d (Etienne Yu, 2012) ซึ่งจากการทดลองของ 
Dionisi และคณะ (2005a) ได้ท้าการคัดเลือกจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมเพื่อผลิตพีเอชเอด้วยความเข้มข้น
สารอินทรีย์สูงถึง 12.75 gCOD/l d พบว่าจุลินทรีย์สะสมพีเอชเอได้สูงสุดถึง 278 mgPHA/g 
biomass  
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  7. ค่าอายุตะกอน 
  จากงานวิจัยที่ผ่านมามีการศึกษาเกี่ยวกับค่าอายุตะกอนที่เหมาะสมส้าหรับการ
คัดเลือกจุลินทรีย์เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการสะสมพีเอชเอ แต่ยังคงไม่มีข้อสรุปที่แน่ชัดเรื่องการ
เลือกใช้ค่าอายุตะกอน ซึ่งค่าอายุตะกอนมีความเกี่ยวข้องกับปัจจัยอ่ืนอีกมากมาย ดังแสดงในตารางที่  
2.2 
 2.2.8 การพัฒนาในเชิงอุตสาหกรรม 

  ในปัจจุบันนี้คงยังไม่มีการผลิตพีเอชเอในระบบบ้าบัดน้้าเสียด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผสมแบบเต็มระบบการผลิต แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยต่างๆ มีการศึกษาโดยการใช้น้้าเสียจริงอย่าง
ต่อเนื่อง เช่น ของเสียจากอาหาร (Rho และคณะ, 2003) น้้ามันมะกอกและน้้ามันปาล์ม (Dionisi 
และคณะ, 2005b, Din และคณะ, 2006, Beccari และคณะ, 2009) น้้าเสียจากโรงงานกระดาษ 
(Bengtsson และคณะ, 2008) และกากน้้าตาล (Albuquerque และคณะ, 2007) เป็นต้น 
นอกจากนี้การใช้กากตะกอนส่วนเกินจากระบบบ้าบัดน้้าเสียมาศึกษาเพ่ือสะสมพีเอชเอนั้นเป็นสิ่งที่
ได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก เพราะเป็นการน้าของเสียมาใช้ให้เกิดประโยชน์ 
  Carole และคณะ (2004) ท้าการศึกษาบริษัทที่ท้าการผลิตพีเอชเอ คือ I-PHA 
BioPolymer ซึ่งใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในการผลิต โดยสารอาหารที่ให้แก่จุลินทรีย์คือกรดอินทรีย์
ระเหยง่าย (volatile fatty acid) นอกจากนี้การใช้สารอาหารที่มีส่วนประกอบของแหล่งคาร์บอน
หลากหลายชนิดเป็นวิธีหนึ่งที่ควรมีการศึกษาละพัฒนาอย่างต่อเนื่อง เพราะสามารถเพ่ิมช่องทางใน
การก้าจัดของเสียได้ 
 
 2.2.9 การใช้ประโยชน์จากพีเอชเอ 

  Philip และคณะ (2007) รวบรวมคุณสมบัติของพีเอชเอที่พบว่า สามารถน้าพีเอชเอ
ที่ผลิตได้ไปใช้ประโยชน์ได้หลายด้าน เช่น การน้าไปใช้ทางด้านอุตสาหกรรม ทางด้านการแพทย์ หรือ
ทางด้านเกษตรกรรม เป็นต้น 
  ทางด้านอุตสาหกรรม พีเอชเอสามารถน้ามาผลิตเป็นแผ่นฟิล์ม แผ่นฟอยล์ 
ถุงพลาสติกห่อหุ้มอาหาร รวมถึงใช้เคลือบพ้ืนผิววัสดุเพ่ือเพ่ิมคุณสมบัติกันความชื้น แต่กระบวนการ
ผลิตพีเอชเอเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่จะใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์เพ่ือให้สามารถผลิตพีเอชเอ
ได้ในปริมาณมาก 
  ทางด้านการแพทย์ จากคุณสมบัติของพีเอชเอที่สามารถย่อยสลายได้จึงสามารถ
น้าไปใช้ห่อหุ้มสารออกฤทธิ์ในยาหรือฮอร์โมนเพ่ือการน้าเข้าสู่ร่างกายซึ่งท้าให้สารออกฤทธิ์เหล่านั้น
ถูกปลดปล่อยออกมาทีละน้อย นอกจากนี้ยังสามารถน้าไปใช้ในงานด้าน tissue engineering เช่น 
อุปกรณ์เย็บแผล หรือแผ่นเอ็นตาข่ายที่ใช้ในการผ่าตัดเชื่อมเนื้อเยื่อในร่างกาย 
  ทางด้านเกษตรกรรม สามารถน้าพีเอชเอไปใช้ท้าวัสดุคลุมหญ้าส้าหรับการเกษตร 
ใช้ท้าวัสดุห่อหุ้มสารก้าจัดศัตรูพืชหรือปุ๋ยเพ่ือใช้ในนาข้าว หรือใช้ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการท้างาน
ของจุลินทรีย์ในบริเวณที่มีสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมให้จุลินทรีย์เติบโตโดยธรรมชาติ เช่น เพ่ิม
ประสิทธิภาพการท้างานของจุลินทรีย์ที่ตรึงไนโตรเจนในดินให้สามารถท้างานได้นานขึ้น 
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หมายเหตุ จากการรวบรวมข้อมูลในตารางที่ 2.2 ไม่สามารถแปลงข้อมูลให้อยู่ในหน่วยเดียวกันได้
ทั้งหมด เนื่องจากข้อจ ากัดจากการประมาณค่าด้วยวิธีที่แตกต่างกัน 

 
2.3 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์โดยเทคนิค 16S Metagenomics 

 การศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบนั้นเป็นหัวใจส้าคัญอย่างหนึ่ง เนื่องจากภายใต้
เงื่อนไขการเดินระบบที่ต่างกัน อาจท้าให้มีกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่ต่างชนิดกัน รวมถึงการผลิต  
พีเอชเอที่แตกต่างกันด้วย วิธีที่นิยมใช้ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรี ย์ที่
ได้รับความนิยมในปัจจุบันวิธีหนึ่งคือการศึกษา DNA sequencing คือวิธีการหาล้าดับเบสของ
สิ่งมีชีวิตซึ่งท้าให้สามารถทราบถึงชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้นได้ โดยเทคนิคที่เลือกใช้ในงานวิจัยนี้คือ 16S 
metagenomics ด้วยเครื่อง Illumina ซึ่งเป็นหนึ่งในเทคโนโลยีการหาล้าดับเบสแบบ high 
throughput หรือ Next generation sequencing (อลิษา วิลันโท และคณะ, 2012) 
 การศึกษา 16S Metagenomics ด้วยเครื่อง Illumina ขั้นตอนการวิเคราะห์ เริ่มต้นด้วยการ
น้าดีเอ็นเอที่สกัดจากจุลินทรีย์ที่ต้องการศึกษามาเพ่ิมปริ มาณดีเอ็นเอที่ต้องการด้วยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) หลังจากนั้นท้าการเตรียมตัวอย่างให้พร้อมเพ่ือเข้าสู่เครื่อง
ด้าเนินกระบวนการ sequencing ซึ่งเป็นการศึกษาหาล้าดับเบสจากการย้อมติดสีเรืองแสงที่เบสแต่
ละชนิดด้วยสีที่แตกต่างกัน ขั้นตอนของการท้างานภายในเครื่อง Illumina มีดังนี ้
 1. เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ คือการตัดดีเอ็นเอให้เป็นชิ้นส่วนย่อยได้ความยาวน้อยกว่า 800 
base pair สายดีเอ็นเอถูกเชื่อมต่อด้วย adapter และ เบส T หลังจากนั้นเพ่ิมจ้านวนสายดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิค PCR 
 2. การสร้างสายดีเอ็นเอด้วยวิธี bridge amplification เป็นขั้นตอนเพ่ิมจ้านวนสายดีเอ็นเอ
บน flow cell channels ดีเอ็นเอสายเดี่ยวจับกับ primer เป็นสะพานโค้ง (double-stranded 
bridges) หลังจากนั้นสายดีเอ็นเอจะถูกแยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยว 
 3. การหาล้าดับเบส ขั้นตอนนี้ primer จะเข้าจับกับดีเอ็นเอจ้าเพาะ นิวคลีโอไทด์ที่ไม่เข้าคู่
กับดีเอ็นเอจะถูกก้าจัดออก ท้าการกระตุ้นด้วยแสง เพ่ือบันทึกการปล่อยสารเรืองแสงของนิวคลีโอ
ไทด์ โดยสีที่เรืองแสงจะแตกต่างกันตามชนิดของเบส หลังจากนั้นล้างสีย้อมและตัวท้าปฏิกิริยาออก 
และท้าซ้้าในข้ันตอนนี้จนครบจ้านวนรอบ cycle ที่ก้าหนด  
 หลังจากนั้นน้าผลการทดลองท่ีได้มาวิเคราะห์และสรุปผล 
 
2.4 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 เนื่องจากพลาสติกเป็นวัสดุที่นิยมใช้ในปัจจุบันจึงส่งผลให้ขยะที่เกิดขึ้นมีองค์ประกอบจาก
พลาสติกเป็นจ้านวนมาก และพลาสติกท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายได้จากกระบวนการสังเคราะห์จาก
ปิโตรเลียม คุณสมบัติที่เด่นชัดของพลาสติกชนิดนี้คือมีความคงทนค่อนข้างสูง หรือใช้เวลาในการย่อย
สลายนาน ดังนั้นพลาสติกชีวภาพซึ่งเป็นพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ง่ายในธรรมชาติจึงกลายมา
เป็นวัสดุทางเลือกที่น่าสนใจ โพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พีเอชเอ) เป็นพลาสติกชีวภาพชนิดหนึ่งซึ่ง
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จุลินทรีย์สามารถสะสมไว้ภายในเซลล์ได้ ส้าหรับวิธีที่ ใช้กระตุ้นจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมให้มี
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอและเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์มากขึ้น คือ การเลี้ยงจุลินทรีย์ในสภาวะที่
มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (feast and famine) วิธีนี้จะช่วยให้จุลินทรีย์ปรับตัวในการสะสม
สารอาหารที่ได้รับไว้ในรูปของพีเอชเอเก็บไว้ภายในเซลล์ เพ่ือเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอน
ส้ารอง เมื่อจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะขาดแคลนอาหาร จุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอได้ จะน้าพีเอชเอ
มาใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนส้ารอง ดังนั้นจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถสะสมพีเอชเอได้จึงมี
แนวโน้มค่อยๆลดจ้านวนลง ซึ่งการคัดเลือกจุลินทรีย์ส้าหรับผลิตพีเอชเอนั้น นิยมเลือกถังปฏิกรณ์
แบบกึ่งเท เนื่องจากเป็นระบบที่สามารถด้าเนินระบบและควบคุมได้ง่าย 
 มีงานวิจัยจ้านวนมากที่สนใจศึกษาการเพ่ิมความสามารถในการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์
โดยการปรับปรุงเงื่อนไขในการเดินระบบต่างๆ เช่น อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เป็นสารอาหาร
ให้แก่จุลินทรีย์ ค่า pH และอัตราส่วนระยะเวลาที่มีอาหารเกินพอต่อระยะเวลาที่ขาดแคลนอาหาร 
เป็นต้น นอกจากเงื่อนไขระบบที่ได้กล่าวไปข้างต้นแล้วนั้น ยังมีงานวิจัยจ้านวนหนึ่งที่ท้าการวิจัย
เกี่ยวกับค่าอายุตะกอนและผลผลิตพีเอชเอที่เกิดขึ้น โดยงานวิจัยส่วนหนึ่งมีการศึกษาการผลิตพีเอชเอ
จากจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยควบคุมอายุตะกอนให้มีค่าน้อยๆ Johnson และคณะ (2009) ได้ท้า
การผลิตพีเอชเอที่ค่าอายุตะกอน 1 วัน โดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท และใช้อะซิเตทเป็นสารอาหาร
ให้แก่จุลินทรีย์จากระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงาน Dokhaven ประเทศเนเธอแลนด์ พบว่าจุลินทรีย์มี
อัตราการเจริญเติบโตและใช้สารอาหารอย่างรวดเร็ว ท้าให้มีระยะเวลาที่จุลินทรีย์ขาดแคลนอาหาร
ค่อนข้างนาน ซึ่งเงื่อนไขเหล่านี้น้าไปสู่การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอได้สูง ส่งผลให้
จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงถึง ร้อยละ 89 โดยน้้าหนัก เช่นเดียวกับงานวิจัยจาก Jiang และ
คณะ (2011b) ที่สนับสนุนการใช้ค่าอายุตะกอนน้อยๆ ได้อธิบายเพ่ิมเติมการใช้ค่าอายุตะกอนน้อยๆ 
ว่าจะท้าให้จุลินทรีย์ในระบบมีความว่องไวในการใช้สารอาหารและการเจริญเติบโต นอกจากนี้หัวใจ
ของการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ คือ จ้านวนรอบของการเดินระบบ (number of cycles) ต่อหนึ่ง
ช่วงอายุตะกอนควรมีค่าน้อย ซึ่งเป็นเหตุผลสนับสนุนเรื่องการเลี้ยงจุลินทรีย์ที่ค่าอายุตะกอนน้อย ซึ่ง
มีแนวโน้มให้จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ในปริมาณสูง 
 Johnson และคณะ (2010) ทดลองผลิตพีเอชเอจากถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท โดยใช้อะซิเตท
เป็นสารอาหารให้แก่จุลินทรีย์จากระบบบ้าบัดน้้าเสียของโรงงาน Dokhaven ประเทศเนเธอแลนด์ 
ท้าการวิจัยโดยก้าหนดค่าอายุตะกอนที่ 1 0.5 และ 4 วัน ได้สรุปแนวคิดเช่นเดียวกับงานวิจัยที่ผ่านมา
ว่า ที่อายุตะกอนน้อย (1 วัน) จะได้ผลผลิตพีเอชเอสูงกว่าที่อายุตะกอนมาก (4 วัน) แต่ไม่ควรเลือกใช้
ค่าอายุตะกอนที่ต่้าเกินไป (0.5 วัน) เพราะจะท้าให้การเดินระบบเป็นไปได้ยากและมีความเสี่ยงต่อ
การล่มของระบบสูง นอกจากนี้มีการทดลองใช้ค่าอายุตะกอนสูงๆ ก่อนแล้วจึงปรับลดค่าอายุตะกอน
ในตอนหลัง พบว่าการลดลงของค่าอายุตะกอนน้าไปสู่เงื่อนไขการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่จะสามารถสะสม
พีเอชเอได้ดี (Moita Lemos, 2012)  
 ในทางกลับกันมีบางงานวิจัยที่กล่าวว่าที่อายุตะกอนมาก จุลินทรีย์จะสามารถสะสมพีเอชเอ
ได้ดีกว่าที่อายุตะกอนน้อย Ilke และคณะ (2012) ได้ท้าการทดลองผลิตพีเอชเอจากจุลินทรีย์สายพันธุ์
ผสม โดยใช้สารอาหารเป็นของผสมระหว่างเปปโทนและ meat extract ที่อายุตะกอน 2 และ 10 วัน 
พบว่าที่อายุตะกอน 2 วัน กลุ่มประชากรจุลินทรีย์จะมีลักษณะโตเร็วแต่ไม่สามารถสะสมพีเอชเอได้ดี
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เท่ากับที่อายุตะกอน 10 วัน เช่นเดียวกับ Lemos และคณะ (2008) ท้าการทดลองโดยใช้ถังปฏิกรณ์
แบบกึ่งเทและอะซิเตทเป็นแหล่งอาหาร เลือกค่าอายุตะกอนที่ 1 และ 10 วัน พบว่าที่ค่าอายุตะกอน 
10 วัน จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้มากกว่าที่อายุตะกอน 1 วัน ถึงประมาณ 4 เท่า ซึ่งแสดงว่า
การเลือกใช้ค่าอายุตะกอนน้อย จะเป็นการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ เจริญเติบโตเร็ว แต่ถ้าต้องการ
ความสามารถสะสมพีเอชเอสูงควรเลือกใช้อายุตะกอนมาก (Lemos และคณะ, 2006)  
 จากงานวิจัยที่ผ่านมายังคงแสดงให้เห็นถึงความขัดแย้งในเรื่องของอายุตะกอนที่เหมาะสมใน
การผลิตพีเอชเอว่า ช่วงอายุตะกอนเท่าใดที่จะสามารถกระตุ้นให้จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ใน
ปริมาณที่สูง และยังคงขาดงานวิจัยที่เปรียบเทียบผลของอายุตะกอนในช่วงกว้าง นอกจากนี้การศึกษา
กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในระบบด้วยเทคนิค 16S Metagenomics จะช่วยให้ทราบถึงแนวโน้มการ
เปลี่ยนแปลงไปของประชากรจุลินทรีย์ที่อายุตะกอนแตกต่างกัน ด้วยเหตุนี้การศึกษาผลของอายุ
ตะกอนในการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอตจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมด้วยการให้อาหารแบบเกินพอ
สลับกับขาดแคลนจึงเป็นประเด็นที่ควรท้าการศึกษาต่อไป 



 

บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 แผนการวิจัย 

 การศึกษาเรื่องผลของอายุตะกอนต่อการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมภายใต้
สภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนนั้นแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ การเดินระบบเพ่ือคัดเลือก
ตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน การเดินระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาด
แคลนตามค่าอายุตะกอนที่ก้าหนด และการตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ โดยแผนภาพขั้นตอน
ของแผนการวิจัยทั้งหมดแสดงดังภาพที่ 3.1 
 การทดลองช่วงที่ 1 การเดินระบบเพ่ือคัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน
ด้วยวิธีการให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนในถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเท (sequencing batch 
reactor, SBR) ที่อายุตะกอนแตกต่างกันทั้งหมด 4 ค่า คือ 3 5 10 และ 20 วัน ภายใต้สภาวะที่
ควบคุมความเข้มข้นของน้้าเสียสังเคราะห์ เดียวกัน และระยะกักเก็บน้้าเท่ากัน ท้าการวิเคราะห์
พารามิเตอร์ต่างๆ เป็นระยะจนกระท่ังระบบเข้าสู่สภาวะคงตัว 
 การทดลองช่วงที่ 2 การเดินระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่า
อายุตะกอนที่ก้าหนด ท้าการทดลองในถังปฏิกรณ์ต่อเนื่องจากการทดลองช่วงที่ 1 แต่ปรับลดปริมาตร
รวมของระบบและความเข้มข้น COD ของสารอาหารที่เติมเข้าสู่ระบบ 
 การทดลองช่วงที่ 3 การตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของช่วงการทดลองที่ 1 และ 2 
ด้วยเทคนิค 16S Metagenomics 
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ภาพที่ 3.1แผนการวิจัยทั้งหมด 
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3.2 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

3.2.1 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 3.2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ ์
  1. ชุดเครื่องควบคุมค่า pH (pH controller) 

2. เครื่องก๊าซโครมาโตรกราฟี (Gas chromatography, GC) Agilent รุ่น 6890N 
บริษัท Agilent Technologies  

  3. เครื่องชั่งแบบละเอียด 
  4. กระดาษกรอง GF/C 0.45 ไมครอน เส้นผ่านศูนย์กลาง 4.7 เซนติเมตร 
  5. ชุดกรองที่ใช้กรวยกรองแบบบุชเนอร์ 
  6. บิวเรต 
  7. ขวดรูปกรวยขนาด 125 มิลลิลิตร 
  8. หลอดส้าหรับวิเคราะห์ซีโอดี 
  9. บีกเกอร์ขนาดต่างๆ 
  10. อุปกรณ์และเครื่องมือวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 16S Metagenomics 
 3.2.1.2 สารเคมี 
  1. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมน้้าเสียสังเคราะห์ 
   1. โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate, CH3COONa) 

2.โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต(Potassiumdihydrogenphosphate, 
KH2PO4) 

   3. แอมโมเนียมคลอไรด์ (Ammonium chloride, NH4Cl) 
   4. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (Dipotassium phosphate, K2HPO4) 
   5. แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate, MgSO4) 
   6. เฟอร์ริคคลอไรด์ (Ferric chloride, FeCl3) 
   7. กรดบอริค (Boric acid, HBO3) 
   8. คอปเปอร์ซัลเฟต (Copper sulfate, CuSO4.5 H2O) 
   9. แมงกานีสคลอไรด์ (Magnesium chloride, MnCl2.2H2O) 
   10. โซเดียมโมลิบเดต (Sodium molybdate, NaMoO4.2H2O) 
   11. แคลเซียมคลอไรด์ (Calcium chloride, CaCl2) 
   12. ซิงค์ซัลเฟต (Zinc sulfate, ZnSO4.7H2O) 
   13. โคบอลท์คลอไรด์ (Cobalt chloride, CoCl2.6H2O) 
   14. นิเกิลคลอไรด์ (Nickel chloride, NiCl2.6H2O) 
   15. ไทโอยูเรีย (Thiourea) 
   16. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 
  2. สารเคมีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ COD 
   1. โพแทสเซียมไดโครเมต (Potassium dichromate, K2Cr2O7) 
   2. กรดซัลฟูริคเข้มข้น (Concentrated sulfuric acid, conc. H2SO4) 
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   3. เมอร์คิวริคซัลเฟต (Mercuric sulfate, HgSO4) 
   4. ซิลเวอร์ซัลเฟต (Silver sulfate, Ag2SO4) 

5. เฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (Ferrous ammonium sulfate, 
Fe(NH4)2(SO4)2.H2O) 

   6. เฟอรัสซัลเฟต (Ferrous sulfate, FeSO4.7H2O) 
7. 1, 10 – ฟีแนนโทรลีนโมโนไฮเดรต (1, 10 – Phenanthroline 

monohydrate, C12H8N2.H2O) 
  3. สารเคมีที่ใช้ในการสกัดพีเอชเอออกจากเซลล์ 
   1. กรดเบนโซอิค (Benzoic acid) 
   2. กรดซัลฟูริค (Sulfuric acid) 
   3. เมทานอล (Methanol) 
   4. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 
  4. สารเคมีที่ใช้ในการวัดปริมาณพีเอชเอโดยวิธี Gas Chromatography (GC) 
   1. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 
   2. กรดเบนโซอิค (Benzoic acid) 
   3. สารมาตรฐานพีเอชบี 
  5. สารเคมีที่ใช้ในเทคนิค 16S Metagenomics 

 

3.2.2 อุปกรณ์ส้าหรับเดินระบบ 
 อุปกรณ์ที่ใช้ในการเดินระบบประกอบด้วย ถังปฏิกรณ์ ชุดควบคุมค่า pH (pH controller) 
และชุดอุปกรณ์ที่ใช้ส้าหรับเติมอากาศ รายละเอียดเครื่องมือและอุปกรณ์แสดงดังตารางที่ 3.1 
 ถังปฏิกรณ์ที่ใช้ในการทดลองช่วงที่ 1 เป็นแบบกึ่งเท (SBR) ท้าจากถังแก้วใสรูปทรง
สี่เหลี่ยมผืนผ้าขนาด 0.2 × 0.3 × 0.5 เมตร (กว้าง × ยาว × สูง) ปริมาตรรวมของถังเท่ากับ 30 ลิตร 
ปริมาตรที่ใช้ในการทดลอง เท่ากับ 18 ลิตร ดังแสดงในภาพที่ 3.2 และ 3.3 
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ตารางที่ 3.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

เครื่องมือและอุปกรณ์ ยี่ห้อ / รุ่น 
1. Peristaltic Pump - Watson-Marlow 505U 

- Watson-Marlow 505S 
- AMK peristaltic pump 

2. ชุดควบคุมค่า pH (pH controller) - Thermo Scientific Alpha 190 
- Thermo Scientific Alpha pH-560 

3. เครื่องเติมอากาศ - HEILEA ACO-318 

 

 
ภาพที่ 3.2 ถังปฏิกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

 

 
ภาพที่ 3.3 ถังปฏิกรณ์ท่ีใช้ในการเดินระบบ 

 

0.3 เมตร 

0.5 เมตร 

0.2 เมตร 
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 ถังปฏิกรณ์ที่ใช้ในการเดินระบบ มีการเติมอากาศตลอดเวลาโดยชุดเครื่องเติมอากาศ และมี
ชุดควบคุมค่า pH อัตโนมัติ ให้อยู่ในช่วง 7.0 – 7.4  

 ตะกอนจุลินทรีย์ที่ใช้ในการเดินระบบน้ามาจากโรงงานผลิตเครื่องดื่มจากผักและผลไม้แห่ง
หนึ่ง ซึ่งมีระบบบ้าบัดน้้าเสียแบบไร้อากาศ (UASB) ต่อกับระบบบ้าบัดแบบเติมอากาศแบบกึ่งเท 
(SBR) โดยตะกอนจุลินทรีย์ที่ใช้ในการเริ่มต้นเดินระบบน้ามาจากตะกอนของระบบบ้าบัดแบบ SBR ที่
มีความเข้มข้น COD ของน้้าเสียขาเข้าในระบบส่วนนี้เท่ากับ 500 mg/l 

 
3.3 ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 

 ขั้นตอนในการด้าเนินงานวิจัยทั้งหมดแบ่งออกเป็น 3 ช่วงการทดลอง คือ การทดลองช่วงที่ 1 
การเดินระบบเพ่ือคัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน การทดลองช่วงที่ 2 การเดิน
ระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่าอายุตะกอนที่ก้าหนด และการทดลอง
ช่วงที่ 3 การตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ ซึ่งมีรายละเอียดในแต่ละช่วงการทดลองดังนี้ 

การทดลองช่วงท่ี 1 การเดินระบบเพื่อคัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน 
 เป็นขั้นตอนที่มุ่งเน้นการเพ่ิมจ้านวนของจุลินทรีย์ที่ถูกคัดเลือกด้วยอายุตะกอนที่ต่างกัน เริ่ม
ระบบโดยเลือกใช้ตะกอนจุลินทรีย์จากตะกอนส่วนเกินของระบบบ้าบัดน้้าเสียโรงงานผลิตเครื่องดื่ม
จากผักและผลไม้ (ซึ่งมีระบบบ้าบัดน้้าเสียแบบ UASB และระบบเติมอากาศแบบกึ่งเท) ก้าหนดให้ค่า 
MLSS เมื่อเริ่มต้นระบบมีค่าประมาณ 3,000 mg/l และใช้น้้าเสียสังเคราะห์เตรียมขึ้นจากอะซิเตท 
เพ่ือให้มีค่าความเข้มข้นเท่ากับ 94 Cmmol/l (ประมาณ 3,000 mgCOD/l) โดยแผนการด้าเนินงาน
ในช่วงการทดลองท่ี 1 มีดังนี ้
 1. เริ่มต้นใช้ถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเททั้งหมด 4 ถัง (ส้าหรับทดลองท่ีค่าอายุตะกอน 4 ค่า) 
 2. เติมตะกอนจุลินทรีย์ซึ่งเป็นตะกอนส่วนเกินจากระบบบ้าบัดน้้าเสีย โดยความเข้มข้นของ
ตะกอนจุลินทรีย์ที่เริ่มต้นระบบมีค่าเท่ากับ 3,000 mg/l 
 3. เติมน้้าเสียสังเคราะห์ที่เตรียมขึ้นจากอะซิเตท โดยก้าหนดให้มีค่าความเข้มข้นเริ่มต้นระบบ
เท่ากับ 94 Cmmol/l โดยส่วนประกอบของน้้าเสียสังเคราะห์แสดงดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 ส่วนประกอบของน้้าเสียสังเคราะห์ที่ใช้ในการทดลอง (ปรับปรุงจาก Kumar และคณะ 
(2004)) 

สารอาหาร หน่วย ปริมาณ 
ธาตุอาหารหลัก   

CH3COONa Cmmol/l 94 
NH4Cl g/l 0.382 
KH2PO4 g/l 0.087 
K2HPO4 g/l 0.11 
MgSO4 g/l 0.5 

ธาตุอาหารรอง   
FeCl3 g/l 0.01 
H3BO3 g/l 0.004 
CuSO4.5H2O g/l 0.002 
MnCl2.2H2O g/l 0.0003 
NaMoO4.2H2O g/l 0.002 
CaCl2 g/l 0.01 
ZnSO4.7H2O g/l 0.002 
CoCl2.6H2O g/l 0.008 
NiCl2.6H2O g/l 0.002 

บัฟเฟอร์และสารอ่ืนๆ   
NaHCO3 g/l 0.84 
Thiourea g/l 0.02 

การค้านวณหน่วย Cmmol จากความเข้นข้นอะซิเตท 3,000 mgCOD/l 
CH3COOH + 2O2  2CO2 + 2H2O 

ออกซิเจน 64 กรัม ท้าปฏิกิริยาพอดีกับกรดอะซิติก 60 กรัม 
ดังนั้น ต้องการท้าปฏิกิริยาพอดีกับออกซิเจน 3 กรัม ต้องใช้อะซิติก 2.81 กรัม 
 60 กรัม อะซิติก มีจ้านวนคาร์บอน เท่ากับ 2  
 2.81 กรัม อะซิติก มีจ้านวนคาร์บอนเท่ากับ 0.0936 Cmol    94Cmmol 
ดังนั้น ความเข้มข้นอะซิเตท 3,000 mgCOD/l เทียบเท่ากับ 94 Cmmol/l 

 4. เดินระบบถังปฏิกรณ์แบบกึ่งเทเพ่ือคัดเลือกและเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมที่อายุ
ตะกอนแตกต่างกัน 4 ค่า คือ 3 5 10 และ 20 วัน 
 5. ท้าการวิเคราะห์พารามิเตอร์ตามช่วงเวลาที่ก้าหนด ได้แก่ COD MLSS ปริมาณพีเอชเอ 
และกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ ดังแผนการทดลองในภาพที่ 3.4 
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 พารามิเตอร์ที่ท้าการวิเคราะห์แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ตามความถี่ของการเก็บตัวอย่างแสดงดัง
ตารางที่ 3.3 

 
ภาพที่ 3.4 แผนการด าเนินการทดลองช่วงที่ 1 

ตารางที่ 3.3 พารามิเตอร์ที่ท้าการตรวจวัดในช่วงการทดลองที่ 1 
ความถี่ในการเก็บตัวอย่าง พารามิเตอร์ วิธีการวิเคราะห์ 
เริ่มต้นระบบ MLSS Gravimetric method 

กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 16S Metagenomics 
เริ่มต้นและท้ายรอบวัฏจักร MLSS Gravimetric method 
ทุกๆ 3 - 6 ชั่วโมงเมื่อครบ
ทุก 7 รอบวัฏจักร 

COD รีฟลักซ์แบบปิด (close reflux) 
Standard method 5220C 

MLSS Gravimetric method 
พีเอชเอ Gas Chromatography 

 ในขั้นตอนของวัฏจักรในการคัดเลือกจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน จะ
ท้าการทดลองที่ค่าอายุตะกอน 4 ค่า คือ 3 5 10 และ 20 วัน และมีระยะเวลา 1 รอบวัฏจักร 
(cycle) เท่ากับ 1 วัน โดยแต่ละวัฏจักรประกอบด้วยกระบวนการ ดังนี้ 



 28 

 1. การเติมอาหาร (filling phase) คือ การเติมน้้าเสียสังเคราะห์เข้าสู่ระบบ เป็นการให้
สารอาหารแก่จุลินทรีย์ โดยมีการเติมโซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) เพ่ือเป็นบัฟเฟอร์ให้แก่ระบบ 
ซึ่งในกระบวนการนี้จะใช้เวลาประมาณ 1 นาที 
 2. การเกิดปฏิกิริยา (reaction phase) ใช้เวลาประมาณ 22 ชั่วโมง  
 3. การน้าตะกอนออกจากระบบ (sludge withdrawal phase) ท้าโดยกวนผสมตะกอน
จุลินทรีย์ให้ทั่วถังปฏิกรณ์แล้วจึงตักตะกอนจุลินทรีย์และน้้าที่กวนผสมกันแล้วออก ทั้งนี้ ปริมาตร
ตะกอนที่น้าออกจากระบบขึ้นอยู่กับค่าอายุตะกอน (SRT) แสดงดังตารางที่ 3.4 

ตารางที่ 3.4 แสดงปริมาณตะกอนที่น้าออกจากระบบใน 1 วัฏจักร 
อายุตะกอน 

(วัน) 
ตะกอนที่น้าออกจากระบบ

ต่อวัน 
ปริมาณตะกอนที่น้าออกจากระบบ  

(ลิตร/วัน) 
3 1 ใน 3 ของปริมาตรถัง 6 
5 1 ใน 5 ของปริมาตรถัง 3.6 
10 1 ใน 10 ของปริมาตรถัง 1.8 
20 1 ใน 20 ของปริมาตรถัง 0.9 

 4. การตกตะกอน (settling phase) เป็นการพักระบบให้เกิดการตกตะกอนของจุลินทรีย์ 
เพ่ือเตรียมส้าหรับการถ่ายน้้าใสออกในขั้นตอนต่อไป 
 5. การน้าน้้าออกจากระบบ (hydraulic withdrawal phase)  
 หลังจากการน้าน้้าออกจากระบบแล้ว ระบบจะเข้าสู่ขั้นตอนที่ 1. อีกครั้ง คือการเติม
สารอาหารเข้าสู่ระบบ วัฏจักรในการคัดเลือกจุลินทรีย์ดังภาพที่ 3.5  

 
ภาพที่ 3.5 วัฏจักรการคัดเลือกจุลินทรีย์ภายใต้การให้อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลน 

 

เติมอาหาร 
filling phase 

เกิดปฏิกริิยา 
Reaction phase 

น้าตะกอนออกจากระบบ  
sludge withdrawal phase  

การตกตะกอน 
settling phase  

น้าน้้าออกจากระบบ  
hydraulic withdrawal phase  

 

1 นาที 22 ช่ัวโมง  

25 นาที 25 นาที 

1 ช่ัวโมง 



 29 

 ตัวแปรที่ใช้ในการทดลองในช่วงการทดลองที่ 1 แสดงดังตารางที่ 3.5 

ตารางที่ 3.5 ตัวแปรที่ใช้ในการทดลองของช่วงการทดลองที่ 1 
ตัวแปรที่ใช้ในการทดลอง ค่าที่ใช้ในการทดลอง 

ตัวแปรอิสระ  
ค่าอายุตะกอน 3 5 10 และ 20 วัน 

ตัวแปรควบคุม  
1) ความเข้มข้นน้้าเสียสังเคราะห์ 94 Cmmol/l 
2) เวลาหนึ่งรอบวัฏจักร (cycle time) 1 วัน 
3) ค่า pH 7.0 – 7.4 
4) ค่าออกซิเจนละลาย ไม่ต่้ากว่า 4 mg/l 

ตัวแปรที่ไม่ได้ควบคุม  
อุณหภูมิ อุณหภูมิห้อง 

ตัวแปรตาม วิธีวิเคราะห์ 
1) COD รีฟลักซ์แบบปิด (close reflux) 

Standard method 5220C 
2) ปริมาณพีเอชเอ Gas Chromatography 
3) MLSS  Gravimetric method 
4) กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 16S Metagenomics 

 

การทดลองช่วงที่ 2 การเดินระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่าอายุ
ตะกอนที่ก าหนด 
 การทดลองในช่วงนี้เป็นการศึกษาปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้เมื่อมีภาวะ
อาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน โดยการทดลองในช่วงที่ 2 จะด้าเนินการทดลองต่อเนื่องจากช่วงการ
ทดลองที่ 1 แต่ท้าการปรับลดปริมาตรรวมของระบบและลดความเข้มข้น COD ของสารอาหารที่เติม
เข้าสู่ระบบลง ส้าหรับวิธีการด้าเนินการทดลองมีข้ันตอนดังนี้ 
 1. ใช้ตะกอนจุลินทรีย์เดิมที่ผ่านการทดลองช่วงที่ 1 แล้ว ในถังปฏิกรณ์ขนาดเดิม มีการเติม
อากาศตลอดเวลา 
 2. เติมน้้าเสียสังเคราะห์ที่เตรียมขึ้นจากอะซิเตทเช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 แต่ก้าหนดให้
ความเข้มข้น COD เริ่มต้นเท่ากับ 1,500 mg/l และปริมาตรรวมของระบบเท่ากับ 12 ลิตร 
 3. วิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ตามช่วงเวลาที่ก้าหนด ได้แก่ COD MLSS ปริมาณ 
พีเอชเอ และ กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ โดยความถี่ในการเก็บตัวอย่างแสดงดังตารางที่ 3.6 
 ในช่วงการทดลองนี้มีแผนการด้าเนินการทดลองแสดงดังภาพที่ 3.6 
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ตารางที่ 3.6 พารามิเตอร์ที่วิเคราะห์ในช่วงการทดลองที่ 2 
ความถี่ในการเก็บตัวอย่าง พารามิเตอร์ วิธีการวิเคราะห์ 

เริ่มต้นและท้ายรอบวัฏจักร COD รีฟลักซ์แบบปิด (close reflux) 
Standard method 5220C 

MLSS Gravimetric method 
ทุกๆ 3 - 6 ชั่วโมงเมื่อครบ
ทุก 7 รอบวัฏจักร  

COD รีฟลักซ์แบบปิด (close reflux) 
Standard method 5220C 

MLSS Gravimetric method 
พีเอชเอ Gas Chromatography 

ตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้น  
ท้ายการทดลองช่วงที่ 1 
ท้ายการทดลองช่วงที่ 2 

กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 16S Metagenomics 

 

 
ภาพที่ 3.6 แผนการด าเนินการทดลองในช่วงที่ 2 
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การทดลองช่วงท่ี 3 การตรวจสอบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 
 เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในช่วงการทดลองที่ 1 และ 2 
ด้วยเทคนิค 16S Metagenomics ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ที่น้ามาวิเคราะห์คือ เริ่มต้นระบบ ต้นการ
ทดลองที่ 2 และรอบที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุดของแต่ละถังปฏิกรณ์ เพ่ือสกัด 
ดีเอ็นเอ และเข้าสู่กระบวนการวิเคราะห์ โดยขั้นตอนการวิเคราะห์ในช่วงการทดลองท่ี 3 มีดังนี ้

1. น้าตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ที่ได้จากการเก็บตัวอย่างตามระยะเวลาที่ก้าหนดไว้มาสกัด  
ดีเอ็นเอ 
2. เพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR  
3. เตรียมตัวอย่างเพ่ือเข้าสู่กระบวนการ 16S Metagenomics 
4. อ่านค่าและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 การสกัดดีเอ็นเอ มีหลักการดังนี้ 
  เก็บตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ตามช่วงเวลาที่ก้าหนด ล้างตะกอนด้วยน้้ากลั่น และน้า
ตะกอนจุลินทรีย์แยกน้้าออกจากตะกอนด้วยเครื่อง centrifuge แบ่งตะกอนที่ได้ประมาณ 0.2 
มิลลิกรัม เพ่ือสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดส้าหรับสกัดดีเอ็นเอ (Fast® Fast Spin Kit For Soil) ยี่ห้อ MP 
Biomedicals โดยท้าตามข้ันตอนที่ระบุไว้ในคู่มือ 

 การเพ่ิมจ้านวน DNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) 
  หลังจากเตรียมตัวอย่างและสารเคมีที่ใช้ในการท้าปฏิกิริยา PCR ดังตารางที่ 3.7 
แล้วน้าตัวอย่างเข้าเครื่อง PCR ซึ่งมีหลักการท้างาน ดังนี้ 
  1) การแยกดีเอ็นเอสายคู่ออกจากกัน (denaturing) ด้วยอุณหภูมิประมาณ 90 – 
95  องศาเซลเซียส เพื่อท้าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างคู่เบสของ DNA ท้าให้สาย DNA สามารถแยก
ออกจากกันได้ 
  2) การจับกันของไพรเมอร์และดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing) เป็นขั้นตอนที่ 
ไพรเมอร์เข้าจับ DNA ต้นแบบที่บริเวณล้าดับคู่เบสพอดีกัน ซึ่งขั้นตอนนี้ใช้อุณหภูมิประมาณ 50 – 55 
องศาเซลเซียส  
  3) การสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ (extension) โดยใช้เอนไซม์ DNA polymerase 
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ DNA สายใหม่ ซึ่งมีไพรเมอร์เป็นส่วนประกอบ 
  ไพรเมอร์ที่เลือกใช้คือ Forward primer 5' GTGCCAGCMGCCGCGGTAA และ 
Reverse primer 5' GGACTACHVGGGTWTCTAAT (Caporaso และคณะ, 2011)  
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ตารางที่ 3.7 สารเคมีที่ใช้ในการท้า PCR 
สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1. 10X Taq Buffer 4 
2. Forward Primer 1 µM 0.8 
3. Reverse Primer 1 µM 0.8 
4. dNTP Mix 0.8 
5. 25 mM MgCl2 4 
6. Template DNA 1.6 
7. Taq DNA Polymerase 0.2 
8. Water (nuclease-free) 27.8 

รวมปริมาตร 40 

  

 สภาวะที่ใช้ในการท้า PCR (ตามคู่มือของการเตรียมตัวอย่างส้าหรับเครื่อง Illumina) มีดังนี้ 
Initial denaturing 95 องศาเซลเซียส 3 นาที  
Denaturing 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  
Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที      27 รอบ 
Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที  
Final extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  
End 4 องศาเซลเซียส   

 

 การเตรียมตัวอย่างเพ่ือเข้าสู่การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Illumina 
  หลังจากการเพ่ิมจ้านวน DNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) แล้วมีข้ันตอน
การเตรียมตัวอย่างตามคู่มือของเครื่อง Illuminar ดังนี้ 
  1) วิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Bioanalyzer เพ่ือตรวจสอบความยาวล้าดับเบส 
(base pairs) ของตัวอย่าง 
  2) PCR clean up เพ่ือก้าจัดสารเคมีต่างๆ ที่นอกเหนือจากตัวอย่าง โดยอุปกรณ์
และสารเคมีที่ใช้ในขั้นตอนนี้แสดงดังตารางที่ 3.8 
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ตารางที่ 3.8 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการท้า PCR clean up 
อุปกรณ์และสารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1) 10mM Tris pH 8.5 52.5 
2) AMPure XP beads 20 
3) Freshly Prepared 80% Ethanol 400 
4) 96-well 0.2 ml PCR plate  

  3) ติด index เข้ากับตัวอย่างเพ่ือแสดงความจ้าเพาะของแต่ละตัวอย่างโดยใช้ชุด 
Nextera XT Index Kit ซึ่งมีอุปกรณ์และสารเคมีแสดงดังตารางที่ 3.9 

ตารางที่ 3.9 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ส้าหรับการติด Index PCR 
อุปกรณ์และสารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

1) 2x KAPA HotStart ReadyMix 25 
2) Nextera XT Index 1 Primers (N7XX) from 
the Nextera XT Index Kit  
(FC-131-1001 or FC-131-1002) 

5 

3) Nextera XT Index 2 Primers (S5XX) from 
the Nextera XT Index Kit  
(FC-131-1001 or FC-131-1002) 

5 

4) PCR Grade Water 10 
5) TruSeq Index Plate Fixture (FC-130-1005)  
6) 96-well 0.2 ml PCR plate  
7) Microseal ‘A’film  

  4) PCR clean up เพ่ือก้าจัดสารเคมีต่างๆ ที่นอกเหลือจากตัวอย่างอีกครั้ง 
  5) วิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Bioanalyzer เพ่ือตรวจสอบความยาวล้าดับเบส 
(base pairs) ของตัวอย่างว่าการติด Index PCR ท้าได้ครบทุกตัวอย่าง 
  6) เจือจางความเข้มข้นของ DNA ให้ได้ 4 ng/µl ส้าหรับทุกตัวอย่าง และรวม
ตัวอย่างเพ่ือส่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Illumina 
  7) น้าล้าดับเบสที่ได้จากเครื่อง Illumina เก็บไว้ในพ้ืนที่รวบรวมข้อมูลฺ BaseSpace 
และน้าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Greengenes database (greengenes.secondgenome.com 
/ downloads/database/13_5) โดยใช้ Miseq Reporter Metagenomics Workflow หลังจาก
นั้นน้าผลที่ได้ไปวิเคราะห์และสรุปผล 
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3.4 วิธีการสกัดและตรวจวัดพีเอชเอ 

 การสกัดพีเอชเอออกจากเซลล์ตะกอนจุลินทรีย์สามารถท้าได้โดยวิธีการใช้คลอโรฟอร์มเป็น
ตัวท้าละลาย ซึ่งมีวิธีการดังนี้ 
 1. หมุนเหวี่ยงตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ด้วยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 
เพ่ือให้เซลล์ของจุลินทรีย์แยกตัวออกจากน้้า หลังจากนั้นล้างด้วยน้้ากลั่น 2 ครั้ง แล้วจึงน้าไปอบด้วย
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง 
 2. แบ่งเซลล์ที่ผ่านการอบแล้วมา 20 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอดแก้วแบบฝาเกลียว เติม
คลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร และ Internal standard (สารละลาย 3% กรดซัลฟูริคในเมทธานอล 2 
มิลลิลิตร และกรดเบนโซอิค 2 กรัมต่อลิตร) 2 มิลลิลิตร ปิดฝาให้แน่นน้าไปใส่ใน water bath 
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 3 ชั่วโมง โดยน้าออกมาเขย่าทุกๆ 30 นาที แล้วตั้งพักให้เย็น 
 3. เติมน้้ากลั่น 1 มิลลิลิตร น้าไปเขย่าเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้สารละลายคลอโรฟอร์มแยก
ชั้นออกจากสารละลายเมทานอลและกรด ซึ่งคลอโรฟอร์มจะอยู่ด้านล่างของหลอดทดลอง ท้าการ
แยกคลอโรฟอร์มใส่ขวดเก็บตัวอย่างปิดฝาให้แน่น น้าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC 
 4. ดูดสารละลายคลอโรฟอร์มที่ได้ในข้อที่ 3 มา 1 ไมโครลิตร เพ่ือฉีดเข้าเครื่อง GC โดยใช้ 
Flame Ionization Detector (FID) ที่สภาวะการวิเคราะห์ดังตารางที่ 3.10 (อัมทิกา เมืองวงษ์, 
2553)  

ตารางที่ 3.10 สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์พีเอชเอด้วยเครื่อง GC 
ชนิดคอลัมน์ แคปพิลลารีคอลัมน์ชนิด cabowax-PEG ขนาด 60 m × 0.25 

mm ID × 25 µm Df 
อุณหภูมิ injector 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิ column 130 องศาเซลเซียส 6 นาที และเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 180 องศา

เซลเซียส ด้วยอัตรา 5 องศาเซลเซียสต่อนาที แล้วรักษาอุณหภูมิไว้
ที่ 180 องศาเซลเซียส 

อุณหภูมิ detector 
(FID) 

250 องศาเซลเซียส (isothermal) 

split ratio 50 : 1 
ก๊ า ซ ตั ว พ า  ( carrier 
gas) 

ก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที 

ปริมาตรฉีด 1 ไมโครลิตร 

 5. น้าผลที่ได้เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
 สามารถน้าสารละลายคลอโรฟอร์มเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้เป็นเวลา 3 สัปดาห์ 
หากไม่สามารถท้าการวิเคราะห์ในทันที และเมื่อต้องการน้ามาวิเคราะห์ให้ตั้งไว้จนกระทั่งอุณหภูมิของ
สารละลายใกล้เคียงกับอุณหภูมิห้อง 



 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 ผลการทดลองและวิจารณข์องงานวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 3 ช่วง ได้แก่ 
 ช่วงที่ 1 การเดินระบบเพ่ือคัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน คือ 3 
(Reactor-3d), 5 (Reactor-5d), 10 (Reactor-10d) และ 20 วัน (Reactor-20d) โดยในช่วงการ
ทดลองนี้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ค่าความเข้มข้น COD และ MLSS 
 ช่วงที่ 2 การเดินระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่าอายุตะกอนที่
ก้าหนด โดยในช่วงการทดลองนี้ท้าการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ความเข้มข้น COD MLSS และ 
ปริมาณพีเอชเอ 
 ช่วงที่ 3 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในช่วงการทดลองที่ 1 และ 2 
ด้วยเทคนิค 16S Metagenomics 

4.1 การเดินระบบเพื่อคัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน 

เริ่มต้นการทดลองในถังปฏิกรณ์ Reactor-3d, Reactor-5d, Reactor-10d และ Reactor-
20d โดยมีปริมาตรรวมในการทดลองแต่ละถังเท่ากับ 18 ลิตร ความเข้มข้นตะกอน (MLSS) 3,000 
mg/l ความเข้มข้น COD ของน้้าเสียสังเคราะห์ 3,000 mg/l และระยะเวลารอบการเดินระบบ 
(cycle time) เท่ากับ 1วัน โดยท้าการเติมอากาศอย่างเพียงพอตลอดเวลาและควบคุม pH ด้วย
เครื่อง pH controller เพ่ือให้มี pH อยู่ในช่วง 7.0 - 7.4 

 4.1.1 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่ค่าอายุตะกอน 3 วัน (Reactor-3d) 

 ในวันแรกของรอบวัฏจักร (cycle) ที่ 1 จุลินทรีย์มีการใช้สารอาหารจนลดลงเหลือความ
เข้มขน้ COD ในระบบเท่ากับ 352 mg/l ในชั่วโมงท่ี 24 ของรอบวัฏจักร (ภาพท่ี 4.1)  
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ภาพที่ 4.1 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของรอบวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 3 วัน 

 หลังจากเดินระบบจนถึงรอบวัฏจักรที่ 8 พบว่า ปริมาณความเข้มข้นตะกอนมีแนวโน้มลดลง
อย่างต่อเนื่อง (ภาพที่ 4.2) โดยในรอบวัฏจักรที่ 8 มีความเข้มข้น MLSS เท่ากับ 600 mg/l เมื่อ
ค้านวณเป็นสัดส่วนระหว่างปริมาณความเข้มข้น COD ที่เติมเข้าสู่ระบบและความเข้มข้น MLSS 
(F/M ratio) พบว่ามีค่าสูงถึง 6 ทั้งนี้ปริมาณความเข้มข้นของตะกอนจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์ถือได้ว่ามี
ปริมาณน้อยมาก ท้าให้การเก็บตัวอย่างตะกอนเพ่ือตรวจวัดปริมาณพีเอชเอเป็นไปได้ยาก และการที่
ปริมาณจุลินทรีย์มีแนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่อง แสดงให้เห็นถึงความไม่เหมาะสมส้าหรับการเดินระบบ
ที่ค่าอายุตะกอน 3 วัน ส้าหรับผลิตพีเอชเอ (ภาพที่ 4.3) ทั้งนี้จากการค้านวณค่า MLSS ส้าหรับค่า
อายุตะกอน 3 วัน จะมีความเข้มข้นอยู่ที่ประมาณ 1,842 mg/l จากเหตุผลดังกล่าวจึงหยุดการเดิน
ระบบของ Reactor-3d ในวันที่ 9 ของการเดินระบบ (วัฏจักรที่ 9) 

 

ภาพที่ 4.2 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของรอบวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 3 วัน 
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ภาพที่ 4.3 ความเข้มข้น COD และ MLSS ต้นและท้ายรอบวัฏจักรที่ 1 – 8 ที่ค่าอายุตะกอน 3 วัน 

 
 4.1.2 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่อายุตะกอน 5 วัน (Reactor-5d)  

 ในรอบวัฏจักรที่ 1 ค่าความเข้มข้น COD ในถังปฏิกรณ์ Reactor-5d ลดลงเหลือ 24 mg/l 
ในชั่วโมงท่ี 18 (ภาพท่ี 4.4)  

 

ภาพที่ 4.4 ความเข้มข้น COD และ MLSS ในรอบวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 เมื่อเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 8 พบว่าตะกอนจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้สารอาหารได้หมด
ภายในรอบวัฏจักรเดียว (ระยะเวลาวัฏจักร 1 วัน) และการเติมน้้าเสียสังเคราะห์ในปริมาณความ
เข้มข้นเท่าเดิม ท้าให้ให้ค่าซีโอดีมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นในรอบวัฏจักรที่ 3 อีกทั้งการตรวจวิเคราะห์ค่าซี
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โอดีค่อนข้างเว้นระยะห่าง จึงท้าให้ไม่สามารถตรวจสอบปัญหาที่เกิดขึ้นและแก้ไขได้อย่างทันท่วงที 
ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นซีโอดีสูงขึ้นถึง 5,100 mg/l ในรอบวัฏจักรที่ 8 (ภาพที่ 4.5) เมื่อตรวจพบ
ปัญหาดังกล่าวจึงท้าการหยุดเติมน้้าเสียสังเคราะห์ให้แก่ระบบ เพ่ือให้ค่าความเข้มข้น COD ลดลง 
ทั้งนี้ไม่สามารถแก้ไขปัญหาด้วยการถ่ายน้้าใสออกได้ เนื่องจากเกิดปัญหาการไม่จมตัวของตะกอน
จุลินทรีย์ (sludge bulking) อย่างไรก็ตามยังคงมีการถ่ายตะกอนจุลินทรีย์ออกตามค่าอายุตะกอนที่
ก้าหนดไว้  

 

ภาพที่ 4.5 ความเข้มข้น COD และ MLSS ในรอบวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 จนกระทั่งเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 17 ตะกอนจุลินทรีย์สามารถตกตะกอนได้ จึงท้าการ
ตกตะกอนและถ่ายน้้าใสที่มีความเข้มข้น COD สูงออกจากระบบและเริ่มเติมน้้าเสียสังเคราะห์เข้าสู่
ระบบเช่นเดิมในรอบวัฏจักรที่ 18 ภาพที่ 4.6 แสดงความเข้มข้นของ COD ขณะเริ่มต้นและท้าย
รอบวัฏจักรใน Reactor-5d ตามล้าดับ จนกระทั่งถึงรอบวัฏจักรที่ 29 - 34 ค่าความเข้มข้นซีโอดี
แนวโน้มจะสะสมสูงขึ้นเรื่อย ๆ อีกครั้ง จึงท้าการปรับเพ่ิมระยะเวลาต่อรอบวัฏจักรจาก 1 วัน เป็น 2 
วัน โดยเริ่มปรับในรอบวัฏจักรที่ 35 เพ่ือให้ตะกอนจุลินทรีย์มีระยะเวลาในการใช้สารอาหารมากขึ้น 
หลังจากการปรับระยะเวลาต่อรอบวัฏจักรเป็น 2 วัน พบว่าตะกอนจุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารได้
ภายในรอบวัฏจักร แต่จะสังเกตเห็นว่าที่รอบวัฏจักร 35 จนถึง 58 ที่ท้าการปรับเพ่ิมระยะเวลาวัฏจักร
เป็น 2 วันนั้น ไม่มีช่วงของการขาดแคลนอาหารเกิดขึ้นอย่างชัดเจน เนื่องจากค่าความเข้มข้นซีโอดี
ท้ายรอบวัฏจักรยังคงมีแนวโน้มอยู่ที่ประมาณ 100 – 200 mg/l จึงควรที่จะมีการปรับระบบเพ่ิมเติม
ให้มีช่วงของการขาดแคลนอาหารที่ชัดเจนยิ่งขึ้น เพ่ือสนับสนุนการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในระยะ
ยาว 
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ภาพที่ 4.6 ความเข้มข้น COD ต้นและท้ายรอบวัฏจักรที่ 1-58 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 ส้าหรับปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้ในขณะท้าการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่อายุ
ตะกอน 5 วัน พบว่าในช่วงเริ่มต้นตะกอนจุลินทรีย์จากบริษัท ทิปโก้  เอฟแอนด์บี จ้ากัด มี
ความสามารถในการสะสมพีเอชเออยู่ในระดับหนึ่ง เมื่อมีการให้สารอาหารในรอบวัฏจักรที่ 1 ตะกอน
จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้เท่ากับ 10.13 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 12 ของการเดินระบบ 
(ภาพท่ี 4.7)  

 

ภาพที่ 4.7 ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้ในรอบวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 ท้าการเดินระบบจนถึงรอบวัฏจักรที่ 8 พบว่าตะกอนจุลินทรีย์มีแนวโน้มในการสะสมพีเอชเอ
ที่มากข้ึนจากรอบวัฏจักรที่ 1 (ภาพท่ี 4.8) 
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ภาพที่ 4.8 ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้ในรอบวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 
 4.1.3 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน (Reactor-10d)  

 รอบวัฏจักรที่ 1 ตะกอนจุลินทรีย์ใช้สารอาหารจนลดต่้าลงเหลือ 25 mgCOD/l ในชั่วโมงที่ 
21 (ภาพที่ 4.9) 

 

ภาพที่ 4.9 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 เมื่อเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 4 พบว่ามีค่าความเข้มข้นซีโอดีท้ายรอบวัฏจักรเพ่ิมสูงขึ้น โดย
ในรอบวัฏจักรที่ 8 พบว่าค่าความเข้มข้นซีโอดีเพ่ิมสูงขึ้นจนถึง 5,916 mg/l (ภาพที่ 4.10) หลังจากที่
พบปัญหาความเข้มข้น COD มีค่าสูงจึงท้าการหยุดพักการเติมสารอาหารเข้าสู่ระบบ เพ่ือให้ค่าความ
เข้มข้น COD ลดลง ทั้งนี้ไม่สามารถท้ิงให้ระบบตกตะกอนเพื่อน้าน้้าใสที่มีค่าความเข้มข้นซีโอดีสูงออก
จากระบบได้ เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย์เกิดปัญหาตะกอนไม่จมตัว (sludge bulking)  
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ภาพที่ 4.10 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 หลังจากที่ตะกอนจุลินทรีย์สามารถตกตะกอนได้และน้าน้้าใสออกจากระบบ ท้าการเดิน
ระบบเช่นเดิมต่อ โดยท้าการเติมน้้าเสียสังเคราะห์เข้าสู่ระบบตามที่ก้าหนด ภาพที่ 4.11 แสดงความ
เข้มข้น COD ของแต่ละรอบวัฏจักร จะเห็นได้ว่า เมื่อเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 26 ระบบเริ่มมี
แนวโน้มค่าความเข้มข้น COD ท้ายรอบวัฏจักรเพ่ิมสูงขึ้น แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้
สารอาหารได้หมดภายในระยะเวลาวัฏจักร 1 วัน จึงท้าการเพ่ิมระยะเวลาวัฏจักรจาก 1 วัน เป็น 2 
วัน โดยเริ่มเปลี่ยนเวลารอบวัฏจักรในรอบที่ 35 พบว่าตะกอนจุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารได้
ภายในระยะเวลารอบวัฏจักร 2 วัน จนถึงรอบวัฏจักรที่ 58 สังเกตเห็นว่าไม่มีช่วงของการขาดแคลน
อาหารเกิดขึ้น จึงควรที่จะท้าการปรับระบบให้มีภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน เพ่ือ
สนับสนุนการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในระยะยาวต่อไป 

 

ภาพที่ 4.11 ความเข้มข้น COD ต้นและท้ายรอบวัฏจักรที่ 1 – 58 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วนั 
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 ปริมาณพีเอชเอของจุลินทรีย์ในช่วงแรกของค่าอายุตะกอน 10 วัน พบว่าจุลินทรีย์มีการ
สะสมพีเอชเอสูงสุดถึง 15.18 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 21 (ภาพที่4.12) แสดงถึงความสามารถ
ของตะกอนจุลินทรีย์ในการสะสมพีเอชเอ 

 

ภาพที่ 4.12 ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้ในรอบวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 ในรอบวัฏจักรที่ 8 ที่ระบบมีค่าความเข้มข้นซีโอดีสูง ตะกอนจุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอ
ได้สูงถึง 53.94 %gPHA/gMLSS (ภาพท่ี 4.13)  

 

ภาพที่ 4.13 ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้ในรอบวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 
 

 4.1.4 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบทีอ่ายุตะกอน 20 วัน (Reactor-20d)  

 รอบวัฏจักรที่ 1 ตะกอนจุลินทรีย์ใช้สารอาหารจนกระทั่งความเข้มข้น COD ลดต่้าลงเท่ากับ 
24 mgCOD/l ในชั่วโมงท่ี 15 (ภาพท่ี 4.14)  
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ภาพที่ 4.14 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 เมื่อเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 3 พบว่าค่าความเข้มข้น COD สูงขึ้น เนื่องจากตะกอน
จุลินทรีย์ไม่สามารถใช้สารอาหารหมดภายในรอบวัฏจักร ส่งผลให้เมื่อเดินระบบถึงรอบวัฏจักรที่ 8 
ความเข้มข้น COD มีค่าสูงเท่ากับ 4,896 mg/l (ภาพที่ 4.15) และเนื่องจากระบบมีความเข้มข้น 
COD สูงจึงหยุดท้าการเติมสารอาหารเข้าสู่ระบบในรอบวัฏจักรถัดมา (รอบวัฏจักรที่ 9) ท้าการเดิน
ระบบจนกระทั่งค่าความเข้มข้น COD ในระบบเข้าสู่สภาวะปกติ และยังคงมีการถ่ายตะกอนออกตาม
อายุตะกอนที่ก้าหนดไว้ ทั้งนี้ไม่สามารถทิ้งให้ตะกอนจุลินทรีย์ตกตะกอนแล้วน้าน้้าใสที่มีความเข้มข้น 
COD สูงออกได้ เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย์เกิดปัญหาตะกอนไม่จมตัว (sludge bulking) 

 

ภาพที่ 4.15 ความเข้มข้น COD และ MLSS ของวัฏจักรที่ 8 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 ในรอบวัฏจักรที่ 17 ตะกอนจุลินทรีย์สามารถตกตะกอนได้ จึงน้าน้้าใสที่มีความเข้มข้น COD 
คงเหลือออกจากระบบ ส่งผลให้ค่าความเข้มข้น COD ในระบบกลับเข้าสู่สภาวะปกติ หลังจากนั้นท้า
การเติมอาหารเข้าสู่ระบบเช่นเดิม โดยเริ่มในรอบวัฏจักรที่ 18 ท้าการเดินระบบจนกระทั่งถึง 
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รอบวัฏจักรที่ 29 พบค่าความเข้มข้น COD ท้ายรอบวัฏจักรเริ่มมีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้น แสดงถึงตะกอน
จุลินทรีย์ไม่สามารถใช้สารอาหารให้หมดได้ภายในรอบวัฏจักร จึงท้าการปรับเพ่ิมระยะเวลาต่อรอบ  
วัฏจักรจาก 1 วัน เป็น 2 วัน เพ่ือเพ่ิมระยะเวลาให้ตะกอนจุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารได้ดีขึ้น โดย
เริ่มเดินระบบแบบวัฏจักร 2 วัน ในรอบวัฏจักร 35 ซึ่งในรอบวัฏจักรที่ 35 – 50 พบว่าตะกอน
จุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารได้ในรอบวัฏจักร 2 วัน แต่ไม่ปรากฏระยะของการขาดแคลนอาหารใน
แต่ละรอบวัฏจักร (ภาพท่ี 4.16) ดังนั้นจึงควรท้าการปรับระบบให้มีภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาด
แคลนต่อไป เพ่ือสนับสนุนการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในระยะยาว  

 

ภาพที่ 4.16 ความเข้มข้น COD ต้นและท้ายรอบวัฏจักรที่ 1 – 50 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วนั 

 ผลการสะสมพีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักรที่ 1 ตะกอนจุลินทรีย์สามารถสะสม 
พีเอชเอได้สูงถึง 15.11 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 15 (ภาพที่ 4.17) แสดงถึงตะกอนจุลินทรีย์มี
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอในระดับหนึ่ง  
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ภาพที่ 4.17 ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้ในวัฏจักรที่ 1 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 จากการเดินระบบในช่วงการทดลองที่ 1 กล่าวโดยสรุปได้ว่า เป็นการเดินระบบเพ่ือคัดเลือก
ตะกอนจุลินทรีย์ให้มีอายุตะกอนแตกต่างกัน จะเห็นได้ว่าที่อายุตะกอน 3 วัน (Reactor-3d) จุลินทรีย์
ไม่สามารถอยู่รอดได้ ซึ่งสังเกตจากความเข้มข้น MLSS ที่ลดน้อยลงอย่างต่อเนื่อง ด้วยเหตุนี้ 
Reactor-3d จึงถูกยกเลิกไปในรอบวัฏจักรที่ 9 ส้าหรับ Reactor-5d, Reactor-10d และ Reactor-
20d ประมาณรอบวัฏจักรที่ 8 พบปัญหาที่คล้ายกันคือระบบมีความเข้มข้น COD สูงเนื่องจากการที่
จุลินทรีย์ไม่สามารถใช้สารอาหารในรอบวัฏจักรได้หมด อีกทั้งตะกอนจุลินทรีย์มีปัญหาสลัดจ์ไม่จมตัว 
ท้าให้การน้าน้้าใสที่มีความเข้มข้น COD คงเหลืออยู่ออกจากระบบจึงเป็นไปได้ยาก แต่เมื่อระบบเข้าสู่
ภาวะที่สามารถเติมสารอาหารได้ตามปกติแล้ว จึงเดินระบบต่อจนกระทั่งพบว่าระบบเริ่มมีความ
เข้มข้น COD เพ่ิมสูงขึ้นอีกครั้ง จึงแก้ปัญหาการใช้สารอาหารไม่หมดในรอบวัฏจักรของจุลินทรีย์ด้วย
การเพ่ิมระยะเวลาต่อรอบวัฏจักร (cycle time) จากเดิม 1 วัน เป็น 2 วัน เดินระบบจนครบอายุ
ตะกอนที่ก้าหนดไว้ แล้วเริ่มด้าเนินการทดลองในช่วงที่ 2  

 
4.2 การเดินระบบให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่าอายุตะกอนที่ก าหนด 

 หลังจากการปรับรอบวัฏจักร ให้มีค่าเท่ากับ 2 วัน ระบบยังคงไม่แสดงถึงสภาวะขาดแคลน
อาหารอย่างชัดเจน จึงปรับระบบเพ่ิมเติมเพ่ือสนับสนุนให้เกิดสภาวะอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน 
ที่มีสภาวะขาดแคลนอาหารที่ยาวและชัดเจน โดยการเพ่ิมความเข้มข้นตะกอนให้มาขึ้นด้วยการลด
ปริมาตรรวมของระบบลงจากเดิม 18 ลิตร เป็น 12 ลิตร ด้วยเหตุนี้คาดว่าตะกอนจุลินทรีย์จะสามารถ
ใช้สารอาหารได้รวดเร็วขึ้นและปรากฏช่วงเวลาขาดแคลนอาหารต่อรอบวัฏจักรทีช่ัดเจน  
 อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่ามีการเปลี่ยนแปลงปริมาตรรวมของระบบ แต่ยังคงควบคุมค่าอายุ
ตะกอนเช่นเดิม คือ 5 10 และ 20 วัน ใน Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d ตามล้าดับ 
นอกจากนี้เพ่ือให้ตะกอนจุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารหมดภายในรอบวัฏจักรได้ จึงปรับลดความ
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เข้มข้น COD ของสารอาหารที่เติมเข้าสู่ระบบ จากเดิมความเข้มข้น COD เท่ากับ 3,000 mg/l เป็น 
1,500 mg/l  

 4.2.1 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน (Reactor-5d)  

 ปรับลดปริมาตรรวมของระบบเป็น 12 ลิตร และค่าความเข้มข้น COD ของอาหารเริ่มต้น 
1,500 mg/l ในรอบวัฏจักรที่ 59 เริ่มเก็บตัวอย่างตามเวลาอย่างละเอียดในรอบวัฏจักรที่ 66 ตะกอน
จุลินทรีย์สามารถใช้สารอาหารจนกระทั่งมีค่าความเข้มข้น COD ต่้าสุดเท่ากับ 25 mg/l ในชั่วโมงที่ 
48 ส้าหรับพีเอชเอในรอบวัฏจักรนี้มีปริมาณสูงสุดเท่ากับ 14.18 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 30 
(ภาพที่ 4.18) โดยมีสัดส่วนพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 13.87 %gHB/gMLSS และ 0.31 
%gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.19) โดยมีปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบวัฏจักรนี้เท่ากับ 12.305±3.033 
%gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.18 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 
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ภาพที่ 4.19 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 รอบวัฏจักรที่ 76 ค่าความเข้มข้น COD ต่้าสุดมีค่าเท่ากับ 436.9 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 และมี 
ปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้สูงที่สุดในรอบวัฏจักรนี้เท่ากับ 25.25 %gPHA/gMLSS ใน
ชั่วโมงที่ 42 (ภาพที่ 4.20) โดยมีสัดส่วนพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 24.51 %gHB/gMLSS และ 0.75 
%gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.21) และปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบวัฏจักรนี้เท่ากับ 17.141±4.355 
%gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.20 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 
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ภาพที่ 4.21 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 ระหว่างรอบวัฏจักรที่ 77 ถึง 85 ระบบเริ่มมีระยะเวลาขาดแคลนอาหารที่ค่อนข้างคงที่ คือมี
ค่าความเข้มข้น COD ของกลางและท้ายรอบวัฏจักรค่อนข้างคงที่ (ภาพที่ 4.22) แสดงให้เห็นว่าระบบ
มีสภาวะการมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนอย่างชัดเจน อีกทั้งมีช่วงเวลาขาดแคลนอาหารที่
ค่อนข้างคงที่ ด้วยเหตุนี้จึงท้าการเก็บตัวอย่างตามเวลาในรอบวัฏจักร 86 เป็นรอบสุดท้าย 

 

ภาพที่ 4.22 ความเข้มข้น COD รอบวัฏจักรที่ 77 ถึง 86 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 ในรอบวัฏจักรที่ 86 จุลินทรีย์มีการใช้สารอาหารอย่างรวดเร็ว โดยความเข้มข้น COD ต่้าสุดมี 
ในชั่วโมงที่ 18 (ภาพที่ 4.23) แสดงให้เห็นช่วงระยะของการขาดอาหารเป็นเวลา 30 ชั่วโมง ซึ่งใน
รอบวัฏจักรนี้ปรากฏช่วงการขาดแคลนอาหารได้อย่างชัดเจน และปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้
ในรอบวัฏจักรนี้เท่ากับ 25.24 %gPHA/gMLSS (27.24 %gPHA/gMLVSS) ในชั่วโมงที่ 30 โดยมี
สัดส่วนพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 24.87 %gHB/gMLSS และ 0.37 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.24) ซึ่ง
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ปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยที่จุลินทรีย์สะสมเฉลี่ยของระบบที่อายุตะกอน 5 วัน เท่ากับ 18.208±3.975 
%gPHA/gMLSS  

 ปริมาณความเข้มข้นตะกอนจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักรสุดท้ายมีความเข้มข้นเท่ากับ 916.67 
mg/l โดยจากการค้านวณค่า MLSS ส้าหรับค่าอายุตะกอน 5 วัน จะมีความเข้มข้นตะกอนจุลินทรีย์
คงท่ีสุดท้ายอยู่ที่ประมาณ 585 mg/l 

 

ภาพที่ 4.23 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 86 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 

ภาพที่ 4.24 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 86 ที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 เมื่อพิจารณาความเข้มข้นพีเอชเอสูงสุดในแต่ละรอบวัฏจักร (ภาพที่ 4.25) แสดงถึงแนว
ปริมาณแนวโน้มพีเอชเอที่หลังจากผ่านการกระตุ้นด้วยภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน โดย
ค่าเฉลี่ยของปริมาณพีเอชเอสูงสุดในทุกรอบวัฏจักร เท่ากับ 26.242±15.172 %gPHA/gMLSS 
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ภาพที่ 4.25 ปริมาณ PHB และ PHV สูงสุดของแต่ละรอบวัฏจักรที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 

 
 4.2.2 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน (Reactor-10d)  

 ท้าการปรับลดปริมาตรรวมของระบบเป็น 12 ลิตร และค่าความเข้มข้น COD ของอาหาร
เริ่มต้น 1,500 mg/l ในรอบวัฏจักรที่ 59 พบว่าในรอบวัฏจักรที่ 66 ตะกอนจุลินทรีย์สามารถใช้
สารอาหารจนกระทั่งมีค่าความเข้มข้น COD ต่้าสุดเท่ากับ 35 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 ในขณะที่
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์ ในรอบวัฏจักรนี้ ตะกอนจุลินทรีย์สามารถ
สะสมพีเอชเอได้สูงสุดเท่ากับ 16.54 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 30 (ภาพที่ 4.26) โดยมีสัดส่วนพี
เอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 16.40 %gHB/gMLSS และ 0.15 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.27) โดยปริมาณ
พีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้เท่ากับ 8.836±4.201 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.26 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 
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ภาพที่ 4.27 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 ในรอบวัฏจักรที่ 76 จากภาพที่ 4.25 ค่าความเข้มข้น COD ในรอบวัฏจักรนี้ลดลงต่้าสุด
เท่ากับ 67.2 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 ซึ่งในรอบวัฏจักรนี้ไม่ได้แสดงช่วงของการขาดแคลนอาหารอย่าง
ชัดเจน ซึ่งปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้สูงสุดในรอบวัฏจักรนี้คือ 17.7 %gPHA/gMLSS 
ในชั่วโมงที่ 36 (ภาพที่ 4.28) โดยมีสัดส่วนพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 17.36 %gHB/gMLSS และ 
0.34 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.29) โดยปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้เท่ากับ 13.559±5.443 
%gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.28 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 
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ภาพที่ 4.29 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 ระหว่างรอบวัฏจักรที่ 77 ถึง 85 ระบบเริ่มมีระยะเวลาขาดแคลนอาหารที่ค่อนข้างคงที่ คือมี
ค่าความเข้มข้น COD ของกลางและท้ายรอบวัฏจักรค่อนข้างคงที่ (ภาพที่ 4.30) แสดงให้เห็นว่าระบบ
มีสภาวะการมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนอย่างชัดเจน อีกทั้งมีช่วงเวลาขาดแคลนอาหารที่
ค่อนข้างคงที่ ด้วยเหตุนี้จึงท้าการเก็บตัวอย่างตามเวลาในรอบวัฏจักร 86 เป็นรอบสุดท้าย 

 

ภาพที่ 4.30 ความเข้มข้น COD รอบวัฏจักรที่ 77 ถึง 86 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 ส้าหรับในรอบวัฏจักรที่ 86 ปรากฏช่วงของการขาดแคลนอาหารอย่างชัดเจน โดยความ
เข้มข้น COD ลดลงต่้าสุดเท่ากับ 37.7 mg/l ในชั่วโมงที่ 24 แสดงถึงช่วงขาดแคลนอาหารในรอบวัฏ
จักรเป็นเวลานานถึง 24 ชั่วโมง ส้าหรับในรอบวัฏจักรนี้แนวโน้มการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สูงสุด
เท่ากับ 62.2 %gPHA/gMLSS (66.28 %gPHA/gMLVSS) ในชั่วโมงท่ี 24 (ภาพท่ี 4.31) โดยมีสัดส่วน
ความเข้มข้นพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 60.89 %gHB/gMLSS และ 1.31 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 
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4.32) ซึ่งเป็นปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้มากที่สุดของอายุตะกอน 10 วัน (Reactor-10d) 
โดยปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้เท่ากับ 39.136±17.064 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.31 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 86 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 

ภาพที่ 4.32 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 86 ที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 เมื่อพิจารณาความเข้มข้นพีเอชเอสูงสุดในแต่ละรอบวัฏจักร (ภาพที่ 4.33) แสดงถึงแนว
ปริมาณแนวโน้มพีเอชเอที่หลังจากผ่านการกระตุ้นด้วยภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน โดย
ค่าเฉลี่ยของปริมาณพีเอชเอสูงสุดในทุกรอบวัฏจักร เท่ากับ 32.642±23.470 %gPHA/gMLSS 

  ปริมาณความเข้มข้นตะกอนจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักรสุดท้ายมีความเข้มข้นเท่ากับ 
1,520 mg/l โดยจากการค้านวณค่า MLSS ส้าหรับค่าอายุตะกอน 10 วัน จะมีความเข้มข้นตะกอน
จุลินทรีย์คงที่สุดท้ายอยู่ที่ประมาณ 1,199 mg/l 
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ภาพที่ 4.33 ปริมาณ PHB และ PHV สูงสุดของแต่ละรอบวัฏจักรที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน 

 4.2.3 ถังปฏิกรณ์ที่เดินระบบที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน (Reactor-20d) 

 ที่รอบวัฏจักรที่ 51 ปรับลดปริมาตรระบบเท่ากับ 12 ลิตร และค่าความเข้มข้น COD ของ
อาหารเริ่มต้นเท่ากับ 1,500 mg/l จากภาพที่ 4.34 จะเห็นได้ว่าตะกอนจุลินทรีย์ยังไม่สามารถใช้
สารอาหารได้จนกระทั่งปรากฏช่วงเวลาขาดแคลนอาหารอย่างชัดเจน  โดยค่าความเข้มข้นซีโอดีลด
ต่้าลงเท่ากับ 547.9 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 ซึ่งไม่ปรากฏช่วงของการขาดแคลนอาหาร ส้าหรับ
ความสามารถในการสะสมพีเอชเอของตะกอนจุลินทรีย์ในระบบ ในรอบวัฏจักรที่ 51 จุลินทรีย์
สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงสุดเท่ากับ 20.46 %gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 36 โดยมีสัดส่วนความ
เข้มข้นพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 20.21 %gHB/gMLSS และ 0.25 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.35) 
โดยมีปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้เท่ากับ 14.209±4.222 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.34 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 51 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 
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ภาพที่ 4.35 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 51 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 ในรอบวัฏจักรที่ 53 ตะกอนจุลินทรีย์ยังคงไม่สามารถใช้สารอาหารได้หมด โดยความเข้มข้น 
COD ต่้าสุดเท่ากับ 576 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 โดยมีปริมาณพีเอชเอสะสมสูงสุดเท่ากับ 38.76 
%gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 42 (ภาพที่ 4.36) โดยมีสัดส่วนความเข้มข้นพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 
38.09 %gHB/gMLSS และ 0.67 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.37) โดยมีปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้
เท่ากับ 20.097±9.605 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.36 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 53 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 
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ภาพที่ 4.37 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 53 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 รอบวัฏจักรที่ 66 ความเข้มข้น COD ลดลงต่้าสุดเท่ากับ 35.8 mg/l ในชั่วโมงที่ 48 โดยใน
รอบวัฏจักรนี้เริ่มมีแนวโน้มของการขาดแคลนอาหารของระบบมากขึ้นจากรอบวัฏจักรที่ 53 และการ
สะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักร 66 พบว่าปริมาณพีเอชเอสูงสุดเท่ากับ 22.87 
%gPHA/gMLSS ในชั่วโมงที่ 36 (ภาพที่ 4.38) โดยมีสัดส่วนความเข้มข้นพีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 
22.63 %gHB/gMLSS และ 0.24 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.39) โดยมีปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยในรอบนี้
เท่ากับ 14.157±4.856 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.38 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 
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ภาพที่ 4.39 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 66 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 ระหว่างรอบวัฏจักรที่ 54 ถึง 66 ระบบเริ่มมีระยะเวลาขาดแคลนอาหารที่ค่อนข้างคงที่ คือมี
ค่าความเข้มข้น COD ของกลางและท้ายรอบวัฏจักรค่อนข้างคงที่ (ภาพที่ 4.40) แสดงให้เห็นว่าระบบ
มีช่วงเวลาขาดแคลนอาหารที่ค่อนข้างคงที่ ด้วยเหตุนี้จึงท้าการเก็บตัวอย่างตามเวลาในรอบวัฏจักร 
76 เป็นรอบสุดท้าย 

 

ภาพที ่4.40 ความเข้มข้น COD รอบวัฏจักรที่ 51 ถึง 76 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 ส้าหรับในรอบวัฏจักรที่ 76 ความเข้มข้น COD ลดลงต่้าสุดเท่ากับ 67.2 mg/l ในชั่วโมงที่ 
42 ส้าหรับการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักรนี้ พบว่าปริมาณพีเอชเอสูงสุดเท่ากับ 40.87 
%gPHA/gMLSS (44.22 %gPHA/gMLVSS) ในชั่วโมงที่ 36 (ภาพที่ 4.41) โดยมีสัดส่วนความเข้มข้น
พีเอชบีและพีเอชวีเท่ากับ 40.25 %gHB/gMLSS และ 0.63 %gHV/gMLSS (ภาพที่ 4.42) ซึ่งเป็น
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ปริมาณพีเอชเอที่สูงที่สุดของอายุตะกอน 20 วัน (Reactor-20d) โดยมีปริมาณพีเอชเอเฉลี่ยใน
รอบวัฏจักรนี้เท่ากับ 29.325±7.785 %gPHA/gMLSS 

 

ภาพที่ 4.41 ความเข้มข้น COD MLSS และปริมาณ PHA รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 

ภาพที่ 4.42 ปริมาณ PHB และ PHV รอบวัฏจักรที่ 76 ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 เมื่อพิจารณาความเข้มข้นพีเอชเอสูงสุดในแต่ละรอบวัฏจักร (ภาพที่ 4.43) แสดงถึงแนว
ปริมาณแนวโน้มพีเอชเอที่เพ่ิมมากข้ึนหลังจากผ่านการกระตุ้นด้วยภาวะที่มีอาหารเกินพอสลับกับขาด
แคลน โดยค่าเฉลี่ ยของปริมาณพีเอชเอสู งสุด ในทุกรอบวัฏจักร เท่ากับ 27.618±11.516 
%gPHA/gMLSS 

 ปริมาณความเข้มข้นตะกอนจุลินทรีย์ในรอบวัฏจักรสุดท้ายมีความเข้มข้นเท่ากับ 1,590 
mg/l โดยจากการค้านวณค่า MLSS ส้าหรับค่าอายุตะกอน 5 วัน จะมีความเข้มข้นตะกอนจุลินทรีย์
คงท่ีสุดท้ายอยู่ที่ประมาณ 1,755 mg/l  
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ภาพที่ 4.43 ปริมาณ PHB และ PHV สูงสุดของแต่ละรอบวัฏจักรที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน 

 จากการเดินระบบในช่วงการทดลองท่ี 2 กล่าวโดยสรุปได้ว่า เป็นการเดินระบบให้เกิดสภาวะ
มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนตามค่าอายุตะกอนที่ก้าหนด โดยในช่วงการทดลองนี้ได้ท้าการปรับ
ลดปริมาตรและความเข้มข้น COD ที่เติมเข้าสู่ระบบลง พบว่าสามารถท้าให้เกิดภาวะอาหารเกินพอ
สลับกับขาดแคลนได้ในการเดินระบบทั้ง 3 ค่าอายุตะกอน โดยความสามารถของจุลินทรีย์หลังจาก
ผ่านการกระตุ้นให้มีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนแล้วสามารถสะสมพีเอชเอได้สูงสุดเท่ากับ 25.24, 
62.2 และ 40.87 %gPHA/gMLSS ของ Reactor-5d, Reactor-10d และ Reactor-20d ตามล้าดับ 

 
4.3 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในช่วงการทดลองท่ี 1 และ 2  

 เทคนิคที่ใช้ในการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์คือ 16S Metagenimics โดยวิธีการ
วิเคราะห์ถูกแบ่งเป็นออกเป็น 2 ช่วง คือ การเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR และ ผลการ
วิเคราะห์ข้อมูลล้าดับเบส 

การเพ่ิมจ้านวน DNA ด้วยเทคนิค PCR 
 ผลการท้า PCR จากภาพที่ 4.41 ตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ถูกเพ่ิมจ้านวน DNA ได้ครบทุก
ตัวอย่าง โดยที่ target band ขึ้นที่ต้าแหน่งความยาวประมาณ 300 base pair 
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ภาพที่ 4. 44 ผลการท า PCR ของตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ 

 หมายเหตุ : 1 คือ ตัวอย่างเริ่มต้น  
  2 คือ Reactor-5d ท้ายช่วงการทดลองท่ี1  
  3 คือ Reactor-5d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 
  4 คือ Reactor-10d ท้ายช่วงการทดลองท่ี 1 
  5 คือ Reactor-10d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 
  6 คือ Reactor-20d ท้ายช่วงการทดลองท่ี 1 
  7 คือ Reactor-20d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 
  

     1     2     3     4  

     5     6     7       
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ผลการวิเคราะห์ข้อมูลล้าดับเบส 
 เมื่อวิเคราะห์ล้าดับเบสโดยใช้ MiSeq Reporter Metagenomics Workflow ได้ข้อมูลที่
สามารถ classified ได้โดยจ้าแนกตาม Phylum ของแต่ละตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์แสดงดังภาพที่ 
4.42 

 
ภาพที่ 4.45 Phylum ของตัวอย่างตะกอนจุลินทรีย์ 
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 หมายเหตุ : Start คือ ตัวอย่างเริ่มต้น  
  Reactor-5d (1) คือ Reactor-5d ท้ายช่วงการทดลองท่ี1  
  Reactor-5d (2) คือ Reactor-5d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 
  Reactor-10d (1) คือ Reactor-10d ท้ายช่วงการทดลองท่ี 1 
  Reactor-10d (2) คือ Reactor-10d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 
  Reactor-20d (1) คือ Reactor-20d ท้ายช่วงการทดลองท่ี 1 
  Reactor-20d (2) คือ Reactor-20d ที่มีพีเอชเอสูงสุด 

 จากภาพที่ 4.42 พิจารณาในระดับ Phylum จะเห็นได้ว่าในแต่ละถังปฏิกรณ์ phylum มี
การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นตามระยะเวลาและค่าอายุตะกอนของการเดินระบบ โดย phylum ที่มี
ความเด่นชัดของตะกอนตัวอย่างเริ่มต้นคือ Proteobacteria และ Firmicutes เมื่อเดินระบบถึงท้าย
ช่วงการทดลองที่ 1 พบว่า Phylum ที่มีจ้านวนมากของ Reactor-5d คือ Proteobacteria และ 
Cyanobacteria ใน Reactor-10d คือ Proteobacteria และ Tenericutes และใน Reactor-20d 
คือ Proteobacteria และ Bacteroidetes ส้าหรับในรอบวัฏจักรที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้
สูงสุดพบว่า Phylum ที่มีจ้านวนมากใน Reactor-5d และReactor-10d คือ Proteobacteria และ 
Tenericutes ใน Reactor-20d คือ Proteobacteria และ Actinobacteria  
 เมื่อพิจารณาในระดับ genus ของตะกอนจุลินทรีย์เริ่มต้นซึ่งน้ามาจากโรงงานผลิตเครื่องดื่ม
จากผักและผลไม้แห่งหนึ่ง (แสดงตังตารางที่ 4.1) พบว่ามีบาง genus เป็นจุลินทรีย์ในระบบ 
anaerobic เช่น Cohnella spp. Tepidibacter spp. และ Clostridium spp.  

ตารางที่ 4.1 genus แบคทีเรียที่พบในตัวอย่างตะกอนเริ่มต้น (start) 

Phylum genus % ที่พบ 
Firmicutes Cohnella spp. 19.825 
Proteobacteria Inquilinus spp. 14.247 
Firmicutes Tepidibacter spp. 3.087 
Firmicutes Clostridium spp. 2.754 
Verrucomicrobia Rubritalea spp. 2.174 

 genus ที่มีความเด่นชัดของ Reactor-5d ในท้ายช่วงการทดลองที่ 1 และในช่วงเวลาที่
จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุด แสดงดังตารางที่ 4.2 และ 4.3 
 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ผ่านมา genus ที่มีความเด่นชัดและมีความสามารถในการ
สะสมพีเอชเอของ Reactor-5d ในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุดตามล้าดับ คือ 
Agrobacterium และ Brevundimonas (แสดงดังตารางที่ 4.3) จากงานวิจัยของ Johanna และ
คณะ (2007) ได้ศึกษาความสามารถในการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ 
Brevundimonas sp. พบว่ามีความสามารถในการสะสมพีเอชเอได้โดยมีผลผลิตสูงสุดอยู่ในช่วง
ระหว่าง 64 – 72 % ของน้้าหนักแห้งเซลล์ ส้าหรับ Agrobacterium เป็น genus ที่ถูกพบในหลาย
งานวิจัยว่าสามารถเปลี่ยนของเสียอินทรีย์ให้อยู่ในรูปพีเอชเอได้ (Tatiana Volova, 2004)  
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ตารางที่ 4. 2 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-5d ท้ายช่วงการทดลองที่ 1 

Phylum genus % ที่พบ 
Planctomycetes Brevundimonas spp. 10.547 
Cyanobacteria Leptolyngbya spp. 7.204 
Proteobacteria Xenophilus spp. 5.617 
Proteobacteria Pseudoxanthomonas spp. 5.544 
Tenericutes Mycoplasma spp. 3.993 

ตารางที่ 4. 3 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-5d ช่วงที่มีปริมาณพีเอชเอสูงสุด 
Phylum genus % ที่พบ 

Tenericutes Mycoplasma spp. 31.716 
Proteobacteria Agrobacterium spp. 5.025 
Proteobacteria Brevundimonas spp. 3.327 
Proteobacteria Shinella spp. 3.167 
Proteobacteria Devosia spp. 1.436 

 genus ที่มีความเด่นชัดและมีความสามารถในการสะสมพีเอชเอของ Reactor-10d ในท้าย
ช่วงการทดลองที่ 1 และในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุด แสดงดังตารางที่ 4.4 
และ 4.5 
 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ผ่านมา genus ที่มีความเด่นชัดและมีความสามารถในการ
สะสมพีเอชเอของ Reactor-10d ในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุด คือ 
Achromobacter จากงานวิจัยของ ศิริวรรณ ระเด่นอาหมัด (2552) ซึ่งศึกษาความสามารถในการ
สะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์บริสุทธิ์ Achromobacter sp. พบว่ามีพีเอชเอสะสมสูงสุด 
71.5% ของน้้าหนักแห้งเซลล์  
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ตารางที่ 4.4 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-10d ท้ายช่วงการทดลองที่ 1 

Phylum Genus % ที่พบ 
Proteobacteria Shinella spp. 12.969 
Tenericutes Mycoplasma spp. 8.982 
Proteobacteria Xenophilus spp. 7.111 
Proteobacteria Devosia spp. 6.263 
Proteobacteria Hydrogenophaga spp. 4.856 

ตารางที่ 4. 5 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-10d ช่วงที่มีปริมาณพีเอชเอสูงสุด 

Phylum Genus % ที่พบ 
Tenericutes Mycoplasma spp. 26.889 
Proteobacteria Oceanicaulis spp. 2.026 
Proteobacteria Achromobacter spp. 2.026 
Proteobacteria Devosia spp. 1.712 
Proteobacteria Defluvibacter spp. 1.705 

 genus ที่มีความเด่นชัดและมีความสามารถในการสะสมพีเอชเอของ Reactor-20d ในท้าย
ช่วงการทดลองที่ 1 และในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุด แสดงดังตารางที่ 4.6 
และ 4.7 
 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ผ่านมา genus ที่มีความเด่นชัดและมีความสามารถในการ
สะสมพีเอชเอของ Reactor-20d ในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุด คือ 
Achromobacter และ Brevundimonas (แสดงดังตารางที่ 4.7)  

ตารางที่ 4. 6 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-20d ท้ายช่วงการทดลองที่ 1 
Phylum Genus % ที่พบ 

Proteobacteria Defluvibacter spp. 48.102 
Proteobacteria Dokdonella spp. 6.985 
Proteobacteria Devosia spp. 6.435 
Proteobacteria Rhodovulum spp. 3.702 
Proteobacteria Agrobacterium spp. 2.56 
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ตารางที่ 4. 7 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัด Reactor-20d ช่วงที่มีปริมาณพีเอชเอสูงสุด 

Phylum genus % ที่พบ 
Proteobacteria Defluvibacter spp. 14.19 
Proteobacteria Devosia spp. 10.765 
Proteobacteria Achromobacter spp. 6.863 
Tenericutes Mycoplasma spp. 6.119 
Proteobacteria Brevundimonas spp. 5.913 

 
4.4 การเปรียบเทียบผลการศึกษา 

 จากผลการศึกษาข้างต้นเมื่อน้ามาเปรียบเทียบเพ่ือวิเคราะห์ผลการทดลองที่เกิดขึ้น โดยมีตัว
แปรที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือ ชนิดของพีเอชเอ จลนพลศาสตร์ และกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ มีผลการ
วิเคราะห์ดังนี้ 
 4.4.1 ชนิดของพีเอชเอ 

 งานวิจัยที่ผ่านมามีการกล่าวถึงสารอาหารที่ให้แก่จุลินทรีย์มีผลต่อชนิดพีเอชเอที่เกิดขึ้น 
โดยทั่วไปชนิดของพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้ส่วนใหญ่มี 2 ชนิด ได้แก่ พีเอชบี (โพลีไฮดรอก- 
ซีบิวทิเรท) และพีเอชวี (โพลีไฮดรอกซีวาลาเรท) (Ratledge Kristiansen, 2001) จากงานวิจัยของ 
Dionisi และคณะ (2005a) ท้าการทดลองโดยการใช้กรดอะซิติก แลคติก และโพรไพโอนิกในการ
คัดเลือกจุลินทรีย์ พบว่าเมื่อใช้อะซิเตทหรือแลคเตทเป็นสารอาหาร ชนิดของพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสม
ได้คือพีเอชบี ในขณะที่ใช้โพรไพโอเนทเป็นสารอาหารชนิดของพีเอชเอที่ถูกสะสมคือพีเอชบีและ 
พีเอชวี เช่นเดียวกับ Lemos และคณะ (2006) ทดลองเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยสารอาหารที่ต่างกันคือ 
อะซิเตทและโพรไพโอเนท พบว่าจุลินทรีย์ที่เลี้ยงด้วยอะซิเตทสามารถสะสมโฮโอโพลิเมอร์พีเอชบีได้ 
ในขณะที่จุลินทรีย์ที่ถูกเลี้ยงด้วยโพรไพโอเนทสามารถสะสมเป็นโคโพลิเมอร์พีเอชบีและพีเอชวี 
 จะเห็นได้ว่าชนิดของโพลิเมอร์ที่เกิดข้ึนมีความเกี่ยวข้องกับสารอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์ โดย
ในงานวิจัยนี้สารอาหารที่ใช้เลี้ยงจุลินทรีย์คือ อะซิเตท จากผลการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นอย่าง
ชัดเจนว่าชนิดของพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้เกือบทั้งหมดคือพีเอชบี 
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 4.4.2 การเปรียบเทียบปริมาณพีเอชเอและค่าจลนพลศาสตร์ในแต่ละค่าอายุตะกอน 

ตารางที่ 4.8 ผลพีเอชเอและค่าจลนพลศาสตร์ของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d 

 Reactor 
Reactor-5d Reactor-10d Reactor-20d 

ระยะเวลาวัฏจักร (cycle time, h) 48 48 48 
จ้านวนวัฏจักรต่อค่าอายุตะกอน (n) 2.5 5 10 
ระยะเวลามีอาหารเกินพอ (feast 
phase length, h) 

18 18 42 

ระยะเวลาขาดแคลนอาหาร (famine 
phase length, h) 

30 30 6 

อัตราส่วนระยะเวลามีอาหารเกินพอ
ต่อระยะเวลาวัฏจักร (feast/cycle 
time ratio, %) 

37.5 37.5 87.5 

อัตราส่วนอาหารต่อตะกอนจุลินทรีย์ 
(F/M ratio) 

1.636 
 

1.135 
 

0.967 
 

Specific substrate utilization 
rate (gCOD/gMLSS-hr) 

0.205 0.0907 0.0837 

สัดส่วนพีเอชเอ (%gPHA/gMLSS) 25.24 62.2 40.87 

 จากตารางที่ 4.8 ระยะเวลามีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน (feast/famine time) ในช่วง
การทดลองที่ 2 ของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d มีความแตกต่างกัน พิจารณา
หลังจากช่วงระยะเวลาขาดแคลนอาหารของระบบเริ่มมีแนวโน้มคงที่ Reactor-5d และ Reactor-
10d มีระยะเวลามีอาหารเกินพอและขาดแคลนอาหารเท่ากับ 18 และ 30 ชั่วโมง ในขณะที่ 
Reactor-20d มีระยะเวลามีอาหารเกินพอและขาดแคลนอาหารเท่ากับ 42 และ 6 ชั่วโมงตามล้าดับ  
 เมื่อพิจารณาอัตราส่วนระหว่างระยะเวลามีอาหารเกินพอต่อระยะเวลาวัฏจักรของทั้ง 3 
reactor พบว่า Reactor-20d มีค่าเท่ากับ 87.5 % ในขณะที่ Reactor-3d และ Reactor-5d มีค่า
เท่ากับ 37.5 % (ตารางที่ 4.8) Dionisi และคณะ (2007) และ Valentino และคณะ (2014) 
ท้าการศึกษาเกี่ยวกับอัตราส่วนระยะเวลามีอาหารเกินพอ (feast phase length) ต่อระยะเวลา 
วัฏจักร (cycle length time) พบว่าการที่อัตราส่วนระยะเวลามีอาหารเกินพอต่อรอบวัฏจักรมีค่า
น้อย สามารถสนับสนุนการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ได้ดีขึ้น โดยอัตราส่วนระยะเวลามีอาหารเกิน
พอต่อระยะเวลาวัฏจักรที่ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ดีที่สุดคือ  ควรมีค่าไม่เกิน 20% 
และความสามารถในการสะสมพีเอชเอจะลดลงตามค่าอัตราส่วนระยะเวลามีอาหารเกินพอต่อ
ระยะเวลาวัฏจักรที่เพ่ิมมากขึ้น เมื่อพิจารณาจากทั้ง 3 Reactor พบว่า Reactor-10d ที่มีอัตราส่วน
ระยะเวลามีอาหารเกินพอต่อระยะเวลาวัฏจักรเท่ากับ 37.5% ซึ่งน้อยกว่า Reactor-20d ที่มีค่า
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เท่ากับ 87.5% ปัจจัยดังกล่าวอาจเป็นเหตุผลให้ Reactor-20d จึงมีการสะสมพีเอชเอที่น้อยกว่า 
Reactor-10d  
 Moralejo และคณะ (2013) และ Jiang และคณะ (2011a) กล่าวถึงการมีอัตราส่วนจ้านวน
รอบวัฏจักรต่อค่าอายุตะกอน (the number of cycle per SRT) ควรมีค่าน้อย กล่าวคือเป็นการเดิน
ระบบด้วยระยะเวลาวัฏจักรที่ค่อนข้างนาน ส่งผลให้มีระยะเวลาขาดแคลนอาหารอย่างเห็นได้ชัด 
นอกจากนี้ระบบที่มีระยะเวลาขาดแคลนอาหารที่ยาวนานนั้น ส่งผลให้ระบบมีการเริ่มต้นรอบวัฏจักร
ใหม่ด้วยอัตราส่วนสารอาหารต่อจุลินทรีย์ (F/M ratio) ที่สูงขึ้น ซึ่งเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่สนับสนุน
จุลินทรีย์ให้มีการสะสมพีเอชเอได้ดี เมื่อพิจารณาที่ Reactor-10d พบว่ามีค่าอัตราส่วนจ้านวนรอบ 
วัฏจักรต่อค่าอายุตะกอน คือ 5 รอบต่อค่าอายุตะกอนตามล้าดับ ในขณะที่ Reactor-20d มีค่ามาก
ที่สุด เท่ากับ 10 รอบต่อค่าอายุตะกอน ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้ Reactor-10d มีสภาวะที่เหมาะแก่การ
กระตุ้นการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ได้เด่นชัดกว่า Reactor-20d 
 Moita และ Lemos (2012) ท้าการเดินระบบที่ค่าอายุตะกอนสูง (10 วัน) แล้วจึงลดลง
เหลือ 5 วัน เพ่ือให้มีค่า specific substrate utilization rate ที่ดีขึ้น การลดค่าอายุตะกอนลงส่งผล
ให้ความสามารถในการใช้สารอาหารของตะกอนจุลินทรีย์รวดเร็วขึ้น การที่ค่า specific substrate 
utilization rate ดีขึ้นช่วยกระตุ้นให้จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ดี ในขณะที่ Dias และคณะ 
(2006) และ Lemos และคณะ (2008) กล่าวว่าการเลือกใช้ค่าอายุตะกอนต่้าท้าให้จุลินทรีย์มีการใช้
สารอาหารที่เร็วขึ้น แต่ความสามารถในการสะสมพีเอชเอต่้า เนื่องจากจุลินทรีย์ใช้สารอาหารในการ
เจริญเติบโตมากกว่าการใช้สารอาหารเพ่ือสะสมเป็นพีเอชเอ จึงสนับสนุนการใช้ค่าอายุตะกอนสูงใน
การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่เหมาะสมต่อการสะสมพีเอชเอ ด้วยเหตุนี้งานวิจัยนี้ไม่สามารถกล่าวถึงข้อสรุป
เกี่ยวกับค่าอายุตะกอนต่อความสามารถในการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ได้อย่างแน่ชัด แต่ด้วยค่า
อายุตะกอนที่แตกต่างกัน สามารถคัดเลือกให้จุลินทรีย์มีความสามารถในการใช้สารอาหารที่แตกต่าง
กันไป โดย Reactor-5d จุลินทรีย์ใช้สารอาหารได้เร็วที่สุด พิจารณาจากค่า specific substrate 
utilization rate ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.205 gCOD/gMLSS-hr ในขณะที่จุลินทรีย์ที่สะสมพีเอชเอได้ดีที่สุด
คือ Reactor-10d ที่มีค่า specific substrate utilization rate เท่ากับ 0.0907 gCOD/gMLSS-hr 
 จะเห็นได้ว่ายังคงไม่สามารถสรุปได้อย่างชัดเจนในเรื่องของการเลือกใช้ค่าอายุตะกอนที่
เหมาะสมส้าหรับการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ เนื่องจากค่าอายุตะกอน สามารถส่งผลต่อปัจจัยอ่ืนที่
หลากหลาย ได้แก่ ระยะเวลามีอาหารเกินพอ (feast phase length) ช่วงเวลาการขาดแคลนอาหาร 
(famine phase length) specific substrate utilization rate รวมถึงปัจจัยต่างๆ ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.8 ในงานวิจัยนี้ผลพีเอชเอมีความแตกต่างกันตามค่าอายุตะกอนที่เลือกใช้ ส้าหรับค่าอายุ
ตะกอนที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ดีที่สุดคือ 10 วัน (Reactor-10d) รองลงมาคือ 20 วัน 
(Reactor-20d) และ 5 วัน (Reactor-5d) ทั้งนี้สามารถสังเกตได้อย่างชัดเจนจากผลของระยะเวลามี
อาหารเกินของ Reactor-10d น้อยกว่า Reactor-20d ค่อนข้างมากซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นปัจจัยหลักที่
ส่งผลต่อปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์สามารถสะสมได้แตกต่างกันในแต่ละค่าอายุตะกอน  แต่ค่า
จลนพลศาสตร์ของค่าอายุตะกอน 5 วัน (Reactor-5d) และ 10 วัน (Reactor-10d) มีความใกล้เคียง
กัน แต่ปริมาณพีเอชเอสูงสุดที่สะสมได้มีความแตกต่างกัน อาจเป็นผลเนื่องมาจากชนิดของกลุ่ม
จุลินทรีย์ที่มีความแตกต่างกัน ความสามารถในการสะสมพีเอชเอจึงต่างกัน 
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 4.4.3 กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ 

 จากการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์พบว่ากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในท้ายช่วงการทดลองที่ 
1 เปลี่ยนแปลงไปจากกลุ่มจุลินทรีย์เมื่อเริ่มต้นระบบ เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในแต่ละ
ค่าอายุตะกอนดังตารางที่ 4.9 พบว่ามี genus สูงสุดที่แตกต่างกัน ทั้งนี้คาดว่าเป็นผลมาจากการ
คัดเลือกตะกอนจุลินทรีย์ด้วยค่าอายุตะกอนต่างกัน ชนิดของจุลินทรีย์ที่พบจึงแตกต่างกันในแต่ละถัง
ปฏิกรณ ์

ตารางที่ 4. 9 genus ของแบคทีเรียที่มีความเด่นชัดท้ายช่วงการทดลองที่ 1 
 Reactor 

Reactor-5d Reactor-10d Reactor-20d 

 
 
 

genus  
(% ที่พบ) 

Brevundimonas spp. 
(10.547) 

Shinella spp. 
(12.969) 

Defluvibacter spp. 
(48.102) 

Leptolyngbya spp. 
(7.204) 

Mycoplasma spp. 
(8.982) 

Dokdonella spp. 
(6.985) 

Xenophilus spp. 
(5.617) 

Xenophilus spp. 
(7.111) 

Devosia spp. 
(6.435) 

Pseudoxanthomonas 
spp. 

(5.544) 

Devosia spp. 
(6.263) 

Rhodovulum spp. 
(3.702) 

Mycoplasma spp. 
(3.993) 

Hydrogenophaga spp. 
(4.856) 

Agrobacterium spp. 
(2.56) 

 จากผลการศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของช่วงที่มีปริมาณพีเอชเอสะสมสูงสุดพบว่า 
genus ที่พบในแต่ละค่าอายุตะกอนมีแนวโน้มที่แตกต่างกัน (ตารางที่ 4.10 ) โดย Brevundimonas 
Agrobacterium และ Achromobacter เป็น genus ซึ่งงานวิจัยที่ผ่านมาได้สรุปว่ามีความสามารถ
ในการสะสมพีเอชเอได้  
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ตารางที่ 4. 10 genus แบคทีเรียที่มีความเด่นชัดในช่วงที่มีปริมาณพีเอชเอสูงสุด 

 Reactor 
Reactor-5d Reactor-10d Reactor-20d 

 
 
 

genus  
(% ที่พบ) 

Mycoplasma spp. 
(31.716) 

Mycoplasma spp. 
(26.889) 

Defluvibacter spp. 
(14.19) 

Agrobacterium spp. 
(5.025) 

Oceanicaulis spp. 
(2.026) 

Devosia spp. 
(10.765) 

Brevundimonas 
spp. (3.327) 

Achromobacter spp. 
(2.026) 

Achromobacter spp.  
(6.863) 

Shinella spp. 
(3.167) 

Devosia spp. 
(1.702) 

Mycoplasma spp. 
(6.119) 

Devosia spp. 
(1.436) 

Defluvibacter spp. 
(1.705) 

Brevundimonas spp. 
(5.913) 

 ทั้งนี้จะเห็นได้ว่าการเดินระบบด้วยค่าอายุตะกอนต่างๆ ท้าให้เกิดการคัดเลือกกลุ่มประชากร
จุลินทรีย์ที่มีลักษณะแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามความสามารถในการสะสมพีเอชเอยังคงใกล้เคียงกัน จึง
อาจกล่าวได้ว่ากลุ่มจุลินทรีย์ไม่ใช่ปัจจัยหลักเพียงปัจจัยเดียวที่ส่งผลถึงความสามารถในการสะสม  
พีเอชเอ หากแต่ขึ้นอยู่กับสภาวะที่เลือกใช้ในการเดินระบบและปัจจัยต่างๆรวมกันจึงท้าให้มีการสะสม
พีเอชเอในปริมาณท่ีสูง 
 เนื่องจากการสะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์เป็นความสามารถที่จุลินทรีย์ทั่วไปสามารถท้าได้และ
ปริมาณพีเอชเอที่สะสมได้จะสูงขึ้นหลังจากจุลินทรีย์ผ่านการกระตุ้นด้วยวิธีต่างๆ โดยมีจุลินทรีย์
มากกว่า 300 สายพันธุ์ที่พบว่าสามารถสะสมพีเอชเอได้ (Anderson Dawes, 1990, Dias และคณะ, 
2006) ดังนั้นอาจกล่าวได้ว่ากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่พบในงานวิจัยนี้มีความสามารถในการสะสมพี
เอชเอได้เนื่องจากผ่านการกระตุ้นด้วยวิธีการมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน และกลุ่มประชากร
จุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอได้สูงที่สุดประกอบด้วยแบคทีเรียกลุ่ม Oceanicaulis spp. 
Achromobacter spp. Devosia spp.  และ Defluvibacter spp. ใน Reactor-10d 



 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาผลของอายุตะกอนต่อการผลิตพีเอชเอของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมโดยการให้
อาหารแบบเกินพอสลับกับขาดแคลนที่ค่าอายุตะกอน 3 5 10 และ 20 วัน ด้วยระบบด้วยถังปฏิกรณ์
แบบ Sequencing Batch Reactor (SBR) โดยสารอาหารที่เติมให้แก่ระบบคือน้้าเสียสังเคราะห์ที่
เตรียมขึ้นจากอะซิเตท พบว่าที่ค่าอายุตะกอน 10 วัน จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้ดีที่สุดคือ 
62.2 %gPHA/gMLSS (66.28 %gPHA/gMLVSS) ที่ค่าอายุตะกอน 20 วัน จุลินทรีย์สามารถสะสม 
พีเอชเอได้ดีที่สุดคือ 40.87 %gPHA/gMLSS (44.22 %gPHA/gMLVSS) และที่ค่าอายุตะกอน 5 วัน 
จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอได้เท่ากับ 25.24 %gPHA/gMLSS (27.24 %gPHA/gMLVSS) โดยมี
ปริมาณพีเอชเอสูงสุดของแต่ละรอบวัฏจักรเฉลี่ยเท่ากับ 26.242±15.172 32.642±23.470 และ 
27.618±11.516 %gPHA/gMLSS ส้าหรับค่าอายุตะกอน 5 10 และ 20 วัน ตามล้าดับ 
 การเดินระบบด้วยค่าอายุตะกอนต่าง ๆ ส่งผลให้เกิดการคัดเลือกกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ที่มี
ลักษณะแตกต่างกัน อย่างไรก็ตามความสามารถในการสะสมพีเอชเอนั้นยังคงใกล้เคียงกัน โดยกลุ่ม
ประชากรจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมพีเอชเอได้ที่อายุตะกอน 5 วัน คือ Brevundimonas spp. และ 
Agrobacterium ที่อายุตะกอน 10 วัน คือ Oceanicaulis spp. Achromobacter spp. Devosia 
spp. และ Defluvibacter spp. ที่อายุตะกอน 20 วัน คือ Achromobacter spp. และ 
Brevundimonas spp. อย่างไรก็ตามยังมีปัจจัยอ่ืนๆ เป็นผลมาจากค่าอายุตะกอน เช่น ค่าทาง
จลนศาสตร์ ซึ่งอาจส่งผลต่อปริมาณพีเอชเอที่จุลินทรีย์ผลิตได้เช่นกัน 
 
5.2 การประยุกต์ใช้งานทางด้านวิศวกรรมและสิ่งแวดล้อม 

 เนื่องด้วยระบบบ้าบัดน้้าแบบ activated sludge มีประสิทธิภาพสูงในการบ้าบัดสารอินทรีย์ 
จึงเป็นระบบหนึ่งที่โรงงานอุตสาหกรรมหลากหลายประเภทนิยมใช้ กระบวนการท้างานของระบบคือ 
รับน้้าเสียที่มีสารอินทรีย์เข้าสู่ถังเติมอากาศเพ่ือให้จุลินทรีย์ใช้สารอินทรีย์จนค่าซีโอดีลดลง จากนั้น
ปล่อยให้เกิดการตกตะกอน น้าน้้าใสออกและก้าจัดตะกอนส่วนเกินออกจากระบบ ในงานวิจัยนี้เป็น
การศึกษาเพ่ือเป็นส่วนเพ่ิมเติมระบบจากเดิม ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้กับระบบบ้าบัดแบบเดิมได้ 2 
ลักษณะคือ (1) น้าตะกอนส่วนเกินจากระบบบ้าบัดจากเดิมที่ไม่ใช้ประโยชน์มาเลี้ยงด้วยสารอินทรีย์
ด้วยอายุตะกอนที่เหมาะสมและกระตุ้นให้อยู่ในสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการสะสมพีเอชเอ และ (2) 
การปรับให้ระบบมีค่าอายุตะกอนเท่ากับ 10 วัน ซึ่งเป็นค่าอายุตะกอนที่มีความเหมาะสมในการสะสม
พีเอชเอของจุลินทรีย์ และน้าตะกอนส่วนเกินจากระบบมากระตุ้นให้เกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับ
กับขาดแคลนประมาณ 5 – 8 รอบการเดินระบบ ซึ่งเป็นระยะเวลาที่จุลินทรีย์สามารถสะสมพีเอชเอ
ได้ดี หลังจากนั้นจึงน้าจุลินทรีย์ไปสกัดเพ่ือใช้ประโยชน์ด้านพลาสติกชีวภาพต่อไป 
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 ถึงแม้ว่าพีเอชเอที่จุลินทรีย์สะสมได้จากงานวิจัยนี้มีปริมาณไม่สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับ
งานวิจัยอ่ืนที่ใช้เวลาในการคัดเลือกจุลินทรีย์ค่อนข้างยาวนานและค่าอายุตะกอนที่ต่้ามาก แต่ด้วย
ระยะเวลาที่ใช้ในการกระตุ้นไม่ยาวนานและค่าอายุตะกอนที่สามารถเดินระบบได้ค่อนข้างง่ายของ
งานวิจัยนี้เป็นจุดเด่นท้าให้มีความเหมาะสมเป็นอย่างยิ่งส้าหรับการประยุกต์ใช้ร่วมกับระบบบ้าบัด  
น้้าเสียเดิมเพ่ือเพ่ิมมูลค่าและประโยชน์ที่ได้จากการสะสมพลาสติกชีวภาพของจุลินทรีย์ 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาผลของอายุตะกอนต่อการผลิตโพลีไฮดรอกซีอัลคาโนเอต (พีเอชเอ) 
ด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมในสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลน จากผลการวิจัยพบว่าจุลินทรีย์
ที่ถูกคัดเลือกด้วยค่าอายุตะกอน 10 วัน มีผลการสะสมพีเอชเอได้ดีกว่าจุลินทรีย์ที่ถูกคัดเลือกด้วยค่า
อายุตะกอน 5 และ 20 วัน ซึ่งจากการศึกษาข้างต้น พบปัญหาและมีข้อเสนอแนะเพ่ิมเติมส้าหรับ
งานวิจัยในอนาคตดังนี้ 

1. การเลี้ยงตะกอนจุลินทรีย์ควรเริ่มด้วยความเข้มข้นสารอินทรีย์ที่ไม่สูงมาก และใน
ช่วงแรกของการเริ่มเดินระบบควรท้าการตรวจวัดซีโอดีให้บ่อยขึ้นเพ่ือป้องกันการเกิดปัญหาความ
เข้มข้นซีโอดีสะสมในระบบสูง 

2. หลังจากช่วงที่ระบบเกิดสภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนแล้วควร
ท้าการศึกษาต่อด้วยการให้อาหารแบบกึ่งเท (fed-batch) ซึ่งเป็นการศึกษาความสามารถสูงสุดในการ
สะสมพีเอชเอของจุลินทรีย์ที่ผ่านการกระตุ้นแล้ว ซึ่งอาจได้ปริมาณพีเอชเอที่สูงขึ้นเพ่ือน้าไปใช้
ประโยชน์ในเชิงปริมาณ 
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79 

วิธีการวิเคราะห์ปริมาณพีเอชเอ 
 หลังจากการเก็บตัวอย่างและสกัดพีเอชเอให้อยู่ในสารละลายคลอโรฟอร์มและ Internal 
standard ตามวิธีในบทที่ 3 แล้วนั้น น้าตัวอย่างที่ได้มาตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas 
Chromatography ซึ่งมีสภาวะในการวิเคราะห์ (ปรับปรุงจาก อัมทิกา เมืองวงษ,์ 2553) ดังนี้  

ชนิดคอลัมน์ แคปพิลลารีคอลัมน์ชนิด cabowax-PEG ขนาด 60 m × 0.25 
mm ID × 25 µm Df 

อุณหภูมิ injector 250 องศาเซลเซียส (isothermal) 
อุณหภูมิ column 130 องศาเซลเซียส 6 นาที และเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 180 องศา

เซลเซียส ด้วยอัตรา 5 องศาเซลเซียสต่อนาที แล้วรักษาอุณหภูมิไว้
ที่ 180 องศาเซลเซียส 

อุณ ห ภู มิ  detector 
(FID) 

250 องศาเซลเซียส (isothermal) 

split ratio 50 : 1 
ก๊ า ซตั วพา  ( carrier 
gas) 

ก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที 

ปริมาตรฉีด 1 ไมโครลิตร 

 วิธีการค้านวณปริมาณโมโนเมอร์พีเอชเอ  

ปริมาณโมโนเมอร์ของพีเอชเอ  
พ้ืนที่ใต้กราฟของโมโนเมอร์

พ้ืนที่ใต้กราฟของ                  
 

ปริมาณพีเอชเอ (กรัมต่อลิตร)   
ปริมาณโมโนเมอร์  ปริมาณคลอโรฟอร์ม      

ปริมาณเซลล์ที่ใช้ในการสกัด
 

 กราฟมาตรฐานพีเอชบีและพีเอชบีแสดงดังภาพที่ ก-1 และ ก-2 ตามล้าดับ 

 
ภาพที่ ก-1 กราฟมาตรฐานพีเอชบี 
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ภาพที่ ก-2 กราฟมาตรฐานพีเอชวี 
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ภาคผนวก ข 
ผลการทดลอง 
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ตาราง ข-1 ผล COD MLSS Reactor-3d  
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

1 0 2,992 2,965 
 3 2,920 2,950 
 6 2,816 2,910 
 9 2,816 3,080 
 12 2,816 2,990 
 15 1,654 3,560 
 18 - - 
 21 1,508 3,040 
 24 352 3,000 
2 0 2,640 1,720 
 24 498 1,664 
3 0 2,667.5 1,430 
 24 333.4 - 
4 0 2,670 1,120 
 24 340 1,270 
5 0 3,334.4 805 
 24 333 955 
6 0 2,670 575 
 24 333.4 1,000 
7 0 3,000.9 675 
 24 345 730 
8 0 2,849.2 390 
 3 1,831.6 440 
 6 1,594.24 450 
 9 1,594.24 520 
 12 1,492.48 520 
 15 848 800 
 18 848 750 
 21 576 640 
 24 500 600 
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) หมายเหต ุ

1 0 2,652 3,105  
 3 680 3,475  
 6 120 3,650  
 9 120 3,645  
 12 60 3,505  
 15 48 3,408  
 18 24 3,400  
 21 24 3,425  
 24 24 3,415  
2 0 2,768 3,135  
 24 48 3,450  
3 0 3,209 3,280  
 24 1,795.2 4,400  
4 0 3,182.4 3,320  
 24 1,795.2 3,800  
5 0 4,080 3,500  
 24 2,121.6 4,000  
6 0 4,161.6 3,720  
 24 2,611.2 4,580  
7 0 4,732.8 4,020  
 24 3,835.2 4,800  
8 0 5,100 4,280  
 3 5,000 4,380  
 6 4,896 4,820  
 9 4,650 4,900  
 12 4,488 4,670  
 15 4,400 4,450  
 18 4,324.8 4,400  
 21 4,324.8 4,320  
 24 - -  
9 0 3,264 3,060 DO = 0.6 
 24 1,876.8 3,160  
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) หมายเหต ุ

10 0 4161.6 2,688.5 DO = 2.62 
 24 1,840 2,450  

11 0 1,760 2,115.3  
 24 400 1,615.38  

12 0 400 1,360 DO = 5.3 
 24 240 1,150  

13 0 2,800 1,053.5 DO = 6.7 
 24 400 2,420  

14 0 320 1,470  
 24 320 1,200  

15 0 156.8 683 DO = 5 
 24 156.8 550  

16 0 2,940 500  

 24 392 1,471.4  

17 0 235.2 1,234.3  
 24 230.88 916.66  

18 0 2,950 900  
 24 230.88 1,465.9  

19 0 3,020 1,233.33  
 24 230.88 1,472.22  

20 0 2,950 1,327.58  
 24 538.72 1,375  

21 0 3,010 1,223.68  
 24 1,421 826.3  

22 0 3,366 765.3  
 24 2,543.2 700  

23 0 4,114 650  
 24 3,600 1,000  

24 0 5,580 900  
 24 3,816 1,020  

25 0 5,580 870  
 24 3,816 1,120  
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

26 0 5,760 1,000 
 24 4,835 1,030 

27 0 6,120 979 
 24 5,200 908.16 

28 0 8,800 660 
 24 7,200 760 

29 0 7,200 760 
 24 6,800 700 

30 0 6,800 700 
 24 6,200 496.55 

31 0 7,600 450 
 24 6,400 581.25 

32 0 6,400 581.25 
 24 6,111.6 586.04 

33 0 6,111.6 586.04 
 24 5,556 482.92 

34 0 5,556 482.92 
 24 5,556 448 

35 0 3,218 400 
 24 2,592.8 860.46 
 48 555.6 1,502.22 

36 0 2,975 1,058.53 
 24 926 1,297.56 
 48 545.56 1,482.9 

37 0 2,909.12 1,251.28 
 24 1,090.92 1,263.15 
 48 181.82 1,419.5 

38 0 2,909.12 995.12 
 24 1,272.74 1,195.7 
 48 181.82 1,260.4 

39 0 2,909.12 891.8 
 24 909.1 1,136.36 
 48 181.82 1,240 
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

40 0 3,010 680 
 24 1,923 780.9 
 48 961.5 804.54 

41 0 3,200 482.92 
 24 2,884.5 652.63 
 48 1,153.8 710.2 

42 0 3,269.1 614.28 
 24 3,076.8 745.83 
 48 2,499.9 900 

43 0 3,560 440.9 
 24 3,184.7 548.83 
 48 2,778.16 850 

44 0 3,100 420 
 24 2,710.4 517.07 
 48 2,507.12 655.56 

45 0 2,778.16 357.14 
 24 2,371.6 429.41 
 48 1,965.04 435 

46 0 2,809.04 336.84 
 24 2,539.68 395.55 
 48 2,424.24 400 

47 0 2,424,24 400 
 24 2,385.76 415 
 48 2,193.36 433.33 

48 0 2,193.36 433.33 
 24 2,123.52 435 
 48 1,971.84 445.45 

49 0 1,971.84 445.45 
 24 1,592.64 450 
 48 1,365.12 475 

50 0 1,820 277.55 
 24 - - 
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

51 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

52 0 730.56 377.5 
 24 - - 
 48 - - 

53 0 144 438.88 
 24 - - 
 48 - - 

54 0 72 488.89 
 24 - - 
 48 - - 

55 0 1,982.4 229.41 
 24 - - 
 48 - - 

56 0 - - 
 24 553.76 321.5 
 48 233.52 400 

57 0 - - 
 24 - - 
 48 166.8 - 

58 0 1000.8 464.86 
 24 - - 
 48 - - 

59 0 1,502 794.44 
 24 - - 
 48 67.2 1,287.5 

60 0 1,500 921.43 
 24 - - 
 48 369.6 1,206.45 

61 0 1,500 976.9 
 24 873.6 1,120 
 48 504 980.6 
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

62 0 1,434.88 654.54 
 24 - - 
 48 717.44 625 

63 0 1,699.2 684.61 
 24 - - 
 48 226.56 1,047.61 

64 0 1,500 573.9 
 24 - - 
 48 75.72 730.43 

65 0 1,095.04 643.47 
 24 - 591.3 
 48 75 740 

66 0 1,500 500 
 6 1,017.5 707.69 
 12 701.7 716.67 
 18 456.14 776.9 
 24 385.9 784.6 
 30 245.6 888 
 36 70 1,009.9 
 42 40 988 
 48 25 904.34 

76 0 1,532 460.86 
 6 1,209.88 771.42 
 12 1,008.24 942.85 
 18 941.02 981.81 
 24 873.8 1,127.27 
 30 672.16 909.09 
 36 604.94 857.14 
 42 604.94 790.9 
 48 436.9 - 

77 0 1,532 550 
 24 403.85 1,012.5 
 48 271.8 1,256.25 
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ตารางที่ ข-2 ผล Reactor-5d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

78 0 1,617 755.56 
 24 182 817.39 
 48 38.8 1,080.9 

79 0 1,484.9 970 
 24 38.82 1,304 
 48 32 1,413.79 

80 0 1,500 740 
 24 38.82 1,048 
 48 35 928 

81 0 1,438 585.7 
 24 37.7 1,021 
 48 50 933.3 

82 0 1,500 533.33 
 24 39.2 715.78 
 48 27.44 650 

83 0 1,500 450 
 24 35 670 
 48 39 844 

84 0 1,532 674.07 
 24 37.7 954 
 48 43 790 

85 0 1,532 381.81 
 24 38.82 745 
 48 39 969.23 

86 0 1,500 916.67 
 6 717 1,138.46 
 12 415.36 1,394.44 
 18 37.7 1,356.25 
 24 33 1,345.45 
 30 33 1,330 
 36 33 1,321.21 
 42 33 1,318 
 48 33 1,316.12 
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ตาราง ข-3 ผล Reactor-10d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) หมายเหต ุ

1 0 2,787.6 2,995  
 3 1,212 3,375  
 6 242.4 3,670  
 9 242.4 3,545  
 12 161.6 3,485  
 15 161.6 3,485  
 18 80 3,550  
 21 25 3,500  
 24 25 3,455  
2 0 2,828 3,250  
 24 161.6 4,400  
3 0 2,747.2 4,250  
 24 242.4 5,901  
4 0 3,070.4 5,780  
 24 816 7,260  
5 0 3,590.4 7,040  
 24 1,468.8 8,320  
6 0 4,324.8 8,150  
 24 3,019 9,830  
7 0 5,100 9,760  
 24 4,080 7,860  
8 0 5,916 7,680  
 3 5,916 7,980  
 6 5,916 7,700  
 9 5,712 6,900  
 12 5,508 6,580  
 15 5,100 6,540  
 18 5,100 6,320  
 21 4,488 6,300  
 24 - -  
9 0 4,488 5,140 DO = 0.9 
 24 2,937.6 7,020  
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) หมายเหต ุ

10 0 5,304 5,196.07 DO = 2.69 
 24 4,200 5,711.5  

11 0 4,080 4,500  
 24 2,480 4,000  

12 0 1,280 3,860 DO = 5.6 
 24 480 3,826.9  

13 0 3,200 3,760 DO = 5.14 
 24 480 4,640  

14 0 320 4,148.14  
 24 320 2,900  

15 0 313.6 2,540 DO = 5.4 
 24 313 2,354.83  

16 0 2,940 2,200  
 24 313.6 3,200  

17 0 235.2 2,732  
 24 235 3,000  

18 0 2,900 2,354.8  
 24 237.84 3,617.6  

19 0 3,120 2,774.2  
 24 230 4,500  

20 0 2,963 4,316.13  
 24 230.88 5,155  

21 0 2,950 3,303  
 24 374 4,269  

22 0 3,010 3,269.8  
 24 448.8 5,111  

23 0 2,968 4,500  
 24 144 6,300  

24 0 2,950 5,625  
 24 216 6,277.7  

25 0 2,950 5,800  
 24 288 6,962.6  
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

26 0 3,000 5,940 
 24 648 6,700 

27 0 2,980 6,000 
 24 1,200 6,200 

28 0 3,400 4,711.53 
 24 1,000 6,200 

29 0 3,400 5,192.3 
 24 1,000 5,769.23 

30 0 3,000 5,750 
 24 1,200 6,400 

31 0 3,200 5,800 
 24 1,400 6,000 

32 0 2,800 4,375 
 24 740.8 4,404.75 

33 0 2,985 4,200 
 24 1,407.6 4,500 

34 0 2,692 3,625 
 24 1,850 4,000 

35 0 2,963.2 3,350 
 24 1,852 3,400 
 48 926 3,520 

36 0 3,330.6 2,547.6 
 24 2,407.6 2,675 
 48 1,454.56 3,613.63 

37 0 3,454.58 3,229.16 
 24 3.090.94 3,568.18 
 48 2,727.3 3,380 

38 0 4,545.5 1,833 
 24 4,181.86 1,921.35 
 48 3,818.22 2,005 

39 0 4,909.14 1,100 
 24 4,181.86 1,221.74 
 48 3,818.22 2,191.48 
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

40 0 4,909 1,304.34 
 24 4,590 1,354.16 
 48 4,590 1,400 

41 0 5,400 1,100 
 24 5,010 1,244.44 
 48 4,850 1,312.5 

42 0 5,400 1,054.54 
 24 5,110 1,098.03 
 48 5,110 1,285.71 

43 0 6,267.8 480 
 24 6,098.4 484.61 
 48 5,759.6 552 

44 0 5,759.6 402 
 24 5,759.6 478 
 48 5,590.2 516.67 

45 0 5,500 380 
 24 5,488.56 440 
 48 5,420.8 447.05 

46 0 5,420.8 447.05 
 24 5,400 450 
 48 5,387.2 478.94 

47 0 5,387.2 478.94 
 24 5,002.4 362.5 
 48 5,000 370 

48 0 5,000 370 
 24 4,929.6 365 
 48 4,740 358.14 

49 0 4,740 358.14 
 24 4,360.8 372.5 
 48 3,792 382.5 

50 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

51 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

52 0 2,830.92 273.68 
 24 - - 
 48 - - 

53 0 2,304 335.29 
 24 - - 
 48 - - 

54 0 2,088 497.56 
 24 - - 
 48 - - 

55 0 212.4 384.61 
 24 - - 
 48 - - 

56 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

57 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

58 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

59 0 - 184.61 
 24 - - 
 48 266.88 - 

60 0 - - 
 24 - - 
 48 - - 

61 0 1,500 400 
 24 705.6 842.85 
 48 369.6 1,153.84 
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

62 0 1,170.56 828.5 
 24 - - 
 48 37.76 780 

63 0 1,132.8 752 
 24 - - 
 48 151.04 841.67 

64 0 1,500 638.09 
 24 - - 
 48 151.04 783.33 

65 0 1,283.84 647.16 
 24 226.56 809.52 
 48 75 990 

66 0 1,480 615 
 6 1,200 620 
 12 666.67 712 
 18 315.72 752.38 
 24 245.61 825 
 30 105.26 912 
 36 70.17 1,018.18 
 42 40 1,018 
 48 35 1,017.39 

76 0 1,500 950 
 6 1,075.45 1,018.18 
 12 873.80 1,090 
 18 672.16 1,121.73 
 24 403.29 1,163.63 
 30 403.29 1,190.9 
 36 268.86 1,627.27 
 42 134.43 1,610 
 48 67.21 - 

77 0 1,454.5 1,121.21 
 24 232.9 1,543 
 48 38.8 1,454.54 
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ตารางที่ ข-3 ผล Reactor-10d (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

78 0 1,480 1,023.52 
 24 39.2 1,441.67 
 48 27 1,518.51 

79 0 1,500 1,080 
 24 43 1,350 
 48 38.8 1,333.33 

80 0 1,454.5 1,048 
 24 38.8 1,296 
 48 38.8 1,266.67 

81 0 1,454.5 1,078.57 
 24 37.7 1,218 
 48 37.7 1,136.36 

82 0 1,500 950 
 24 39.2 1,300 
 48 38.8 1,309.09 

83 0 1,500 950 
 24 39.2 1,300 
 48 39.2 1,309.09 

84 0 1,454.5 1,028 
 24 39 1,250 
 48 39 1,161.9 

85 0 1,500 921.73 
 24 39 1,658.54 
 48 39 1,710 

86 0 1,500 1,520 
 6 830 1,761.29 
 12 264 1,930.43 
 18 89 1,951.21 
 24 37.7 2,163.63 
 30 37.7 2,189.18 
 36 37.7 2,033.33 
 42 37.7 1,994.11 
 48 37.7 1,989 
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) หมายเหต ุ

1 0 2,739.2 3,100  
 3 1,126.4 3,200  
 6 358.4 3,735  
 9 38.4 3,760  
 12 38.4 3,405  
 15 24 3,545  
 18 24 3,430  
 21 24 3,490  
 24 24 3,510  
2 0 2,784 3,350  
 24 320 4,000  
3 0 2,937.6 3,620  
 24 489.6 6,200  
4 0 3,019.2 5,940  
 24 1,395.6 6,640  
5 0 3,916.8 6,500  
 24 1,550.4 8,240  
6 0 4,080 8,000  
 24 2,774.4 8,520  
7 0 5,120 8,160  
 24 3,182.4 7,820  
8 0 4,896 7,550  
 3 4,324.8 7,620  
 6 4,161.6 9,860  
 9 4,161.4 9,260  
 12 3,876 9,360  
 15 3,835.2 9,140  
 18 3,590.4 8,340  
 21 2,856 7,740  
 24 - -  
9 0 3,264 7,500 DO = 2.83 
 24 1,387.2 6,840  
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l)  

10 0 3,998.4 6,820 DO = 4.54 
 24 1,840 7,220  

11 0 1,680 6,173.07  
 24 640 6,100  

12 0 480 5,760 DO = 6.2 
 24 320 4,180  

13 0 3,200 4,134.6 DO = 5.14 
 24 480 4,035.7  

14 0 480 4,000  
 24 400 3,440  

15 0 470.4 3,076.9  
 24 470.4 2,520  

16 0 3,136 2,069  
 24 470.4 2,466.67  

17 0 470.4 1,944.4  
 24 461.76 1,032  

18 0 384.4 926.4  
 24 307.84 2,337  

19 0 2,980 2,100  
 24 307.84 3,638.8  

20 0 2,980 3,540  
 24 230.84 4,757.57  

21 0 2,950 3,517.2  
 24 448.8 3,980.7  

22 0 2,950 3,931.03  
 24 448.8 4,350  

23 0 3,010 4,000  
 24 432 4,793  

24 0 3,000 4,500  
 24 288 5,320  

25 0 3,000 5,000  
 24 360 5,500  
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

26 0 3,000 5,370 
 24 360 5,980 

27 0 2,950 5,160.7 
 24 200 5,870 

28 0 3,100 4,403.84 
 24 520 6,053.57 

29 0 2,950 5,673.91 
 24 1,000 5,877.55 

30 0 3,200 5,543 
 24 600 5,775 

31 0 3,200 5,487.17 
 24 1,600 5,624 

32 0 3,400 5,073.17 
 24 1,852 5,119.04 

33 0 3,333.6 4,878.04 
 24 1,481.6 4,910 

34 0 4,815.2 4,419.01 
 24 3,518.8 5,200 

35 0 5,556 4,021.73 
 24 4,630 4,380.95 
 48 1,111.2 4,540 

36 0 5,185.6 4,333.33 
 24 2,592.8 5,142.85 
 48 545.46 6,729.17 

37 0 3,150.23 6,138.88 
 24 727.28 6,906.97 
 48 363.64 5,595.75 

38 0 2,910.74 5,300 
 24 545.76 5,304.37 
 48 500 5,406.67 

39 0 2,910.74 3,416.67 
 24 545.76 4,260 
 48 363.64 4,755.10 
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

40 0 2,910.74 4,400 
 24 1,346.1 4,510 
 48 1,153.8 4,629 

41 0 3,010 3,000 
 24 1,346.1 3,210 
 48 1,153.8 3,598 

42 0 3,010 2,705.88 
 24 1,346.1 2,729.16 
 48 576.9 3,300 

43 0 2,845.92 1,891.67 
 24 609.84 2,028 
 48 542.08 3,086.67 

44 0 2,845 1,716.12 
 24 880.88 2,452.94 
 48 609.84 2,826.67 

45 0 1,600 2,113.33 
 24 880.88 2,452.94 
 48 609.84 2,505.56 

46 0 1,962.48 1,594.11 
 24 1,385.28 1,707.69 
 48 769.6 1,989.19 

47 0 2,000.96 1,358.97 
 24 1,462.24 1,694.11 
 48 923.52 1,761.90 

48 0 2,077.92 1,300 
 24 1,516.8 1,488.89 
 48 758.4 1,702.02 

49 0 1,820.16 1,371.42 
 24 1,213.44 1,390.91 
 48 758.4 1,489.47 

50 0 2,047.68 1,400 
 24 1,424.59 1,242.1 
 48 694.03 1,372.2 
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

51 0 1,500 1,175 
 6 1,351.53 1,262.85 
 12 1,132.36 1,340 
 18 1,022.78 1,377.78 
 24 840.14 1,394.11 
 30 694.03 1,509.52 
 36 620.97 1,561.11 
 42 - - 
 48 547.9 1,826.31 

52 0 1,315 - 
 24 804.14 1,328.2 
 48 504 1,366.67 

53 0 1,500 1,487.5 
 6 1,368 2,175.75 
 12 1,120 2,360 
 18 1,050 2,450 
 24 972 2,564.10 
 30 921 2,693.75 
 36 835 2,950 
 42 - - 
 48 576 3,000 

54 0 1,332 2,562.16 
 24 504 - 
 48 318.6 2,316.67 

55 0 1,557.6 1,908.7 
 24 432 - 
 48 177 1,516.29 

56 0 1,567.68 1,507.69 
 24 366.96 2,168.42 
 48 133.44 1,513.51 

57 0 1,454.8 1,296.77 
 24 266.88 1,387.87 
 48 166.8 1,806.06 
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

58 0 1,377.68 1,670.96 
 24 433.68 1,733.33 
 48 82 1,940 

59 0 1,500 1,428.57 
 24 363.2 - 
 48 52 1,985.71 

60 0 1,500 1,573.33 
 24 384 - 
 48 62 1,748.38 

61 0 1,377.6 1,731.25 
 24 369.6 2,068.75 
 48 37.9 1,733.33 

62 0 1,434.88 1,408.69 
 24 201.6 - 
 48 37.9 1,526.31 

63 0 1,472.64 1,700 
 24 288 - 
 48 37.9 1,838.09 

64 0 1,500 1,771.42 
 24 201.6 - 
 48 37.9 1,847.61 

65 0 1,434.8 1,409.09 
 24 201.6 1,973.91 
 48 35.08 1,950 

66 0 1,500 1,550 
 6 1,150 1,572.72 
 12 754 1,600 
 18 385.9 1,619.04 
 24 245.61 1,625 
 30 105.26 1,866.67 
 36 70.17 1,869.56 
 42 40 1,890 
 48 35.8 1,945.45 
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ตาราง ข-4 ผล Reactor-20d 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี 

(ในรอบวัฏจักร) 
COD (mg/l) MLSS (mg/l) 

76 0 1,500 1,590 
 6 1,008.24 1,627.27 
 12 739.37 1,970 
 18 604.94 2,072.72 
 24 268.86 2,009.09 
 30 201.64 2,142.85 
 36 134.43 2,142.85 
 42 67.2 2,255.56 
 48 67.2 2,189 

หมายเหตุ : รอบวัฏจักรที่ 67 -75 ของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d ไม่ได้ท้าการ
เก็บตัวอย่างวิเคราะห์ 
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ตาราง ข-5 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-5d (%gPHA/gMLSS)  
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

1 0 8.29 0.16 8.45 
 3 9.15 0.24 9.39 
 6 9.71 0.17 9.88 
 9 10.00 0.12 10.13 
 12 10.22 0.17 10.38 
 15 14.57 0.23 14.81 
 18 12.48 0.21 12.69 
 21 11.43 0.12 11.55 
 24 11.78 0.12 11.89 
8 0 14.00 0.25 14.25 
 3 13.27 1.26 14.53 
 6 37.36 0.62 37.98 
 9 38.38 1.56 39.93 
 12 38.51 0.51 39.02 
 15 37.57 0.51 40.88 
 18 44.01 1.91 45.92 
 21 48.59 3.01 51.60 
 24 - - - 

66 0 5.40 0.21 5.61 
 6 9.74 0.25 9.99 
 12 12.96 0.21 13.17 
 18 13.86 0.23 14.09 
 24 13.64 0.37 14.01 
 30 13.87 0.31 14.19 
 36 13.42 0.27 13.69 
 42 13.48 0.21 13.69 
 48 - - - 

76 0 9.13 0.26 9.40 
 6 15.16 0.71 15.87 
 12 15.27 0.65 15.92 
 18 16.23 0.20 16.44 
 24 17.13 0.32 17.46 
 30 18.12 0.46 18.59 
 36 17.67 0.52 18.19 



 

 

105 

ตาราง ข-5 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-5d (%gPHA/gMLSS) (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

76 42 24.51 0.75 25.26 
 48    

86 0 12.63 0.56 13.20 
 6 15.87 0.66 16.53 
 12 19.17 0.60 19.77 
 18 19.54 0.30 19.84 
 *24 54.94 0.41 55.35 
 30 24.87 0.37 25.24 
 36 17.67 0.52 18.19 
 42 14.25 0.44 14.69 
 48 - - - 

หมายเหตุ ในชั่วโมงท่ี 24 ไม่น้าผลปริมาณพีเอชเอมาวิเคราะห์รวมในเนื้อหา เนื่องจากคาดว่าเกิดมี
ความผิดพลาดจากการวิเคราะห์ ซึ่งท้าให้ได้ผลที่เป็นไปไม่ได้เมื่อค้านวณจากสมดุลมวลสาร 
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ตาราง ข-6 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-10d (%gPHA/gMLSS)  
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

1 0 10.00 0.12 10.13 
 3 10.56 0.19 10.75 
 6 11.66 0.24 11.89 
 9 11.65 0.24 11.89 
 12 10.88 0.23 11.11 
 15 12.6 0.21 12.81 
 18 10.99 0.19 11.18 
 21 14.91 0.27 15.18 
 24 - - - 
8 0 15.13 0.32 15.45 
 3 15.67 1.30 16.97 
 6 17.80 0.29 18.09 
 9 17.94 0.34 18.27 
 12 32.23 0.72 32.95 
 15 52.76 1.19 53.94 
 18 37.57 3.31 40.88 
 21 - - 45.92 
 24 - - - 

66 0 4.01 0.14 4.14 
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ตาราง ข-6 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-10d (%gPHA/gMLSS) (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

66 6 5.37 0.03 5.40 
 12 5.92 0.07 5.99 
 18 8.06 0.1 8.16 
 24 13.26 0.2 13.46 
 30 16.4 0.15 16.55 
 36 8.38 0.1 8.48 
 42 8.43 0.08 8.51 

76 0 4.21 0.16 4.37 
 6 4.39 0.05 4.45 
 12 12.13 0.16 12.28 
 18 14.98 0.25 15.23 
 24 16.19 0.24 16.43 
 30 16.67 0.30 16.97 
 36 17.36 0.34 17.70 
 42 17.40 0.24 17.60 
 48 16.93 0.24 17.00 

86 0 22.63 0.24 22.87 
 6 34.57 0.65 35.22 
 12 39.85 1.03 40.88 
 18 59.90 1.16 61.07 
 24 60.89 1.31 62.21 
 30 39.76 1.12 40.88 
 36 37.36 0.62 37.98 
 42 11.03 0.23 11.98 
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ตาราง ข-7 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-20d (%gPHA/gMLSS)  
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

1 0 8.64 0.13 8.78 
 3 9.02 0.17 9.19 
 6 9.89 0.13 10.02 
 9 11.45 0.24 11.69 
 12 10.93 0.11 11.04 
 15 14.93 0.18 15.11 
 18 12.46 0.18 12.63 
 21 9.27 0.12 9.39 

51 0 8.18 0.17 8.35 
 6 10.19 0.18 10.37 
 12 12.13 0.20 12.33 
 18 13.00 0.20 13.20 
 24 12.86 0.38 13.24 
 30 16.15 0.21 16.36 
 36 20.21 0.25 20.46 
 42 19.11 0.20 19.36 

53 0 11.58 0.48 12.06 
 6 12.46 0.18 12.63 
 12 12.05 0.26 12.31 
 18 15.50 0.49 15.99 
 24 17.42 0.67 18.09 
 30 20.79 0.34 21.13 
 36 28.31 0.65 29.80 
 42 38.09 0.67 38.77 

66 0 8.52 0.23 8.75 
 6 11.58 0.15 11.80 
 12 13.00 0.15 13.15 
 18 11.80 0.19 12.00 
 24 10.74 0.21 10.95 
 30 13.00 0.15 13.43 
 36 22.63 0.24 22.87 
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ตาราง ข-7 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-20d (%gPHA/gMLSS) (ต่อ) 
รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 

66 42 19.94 0.37 20.31 
 48    

76 0 17.29 0.23 17.52 
 6 21.21 0.34 21.55 
 12 23.67 0.64 24.31 
 18 27.17 1.15 28.32 
 24 28.32 0.87 29.19 
 30 34.57 0.65 35.22 
 36 40.25 0.63 40.88 
 42 38.09 0.67 38.77 
 48 27.49 0.68 28.17 

 
ตาราง ข-8 แสดงผล MLVSS ของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d 

Reactor รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี MLVSS 
Reactor-5d 86 0 850 

  6 1,061.54 
  12 1,355.56 
  18 1,287.50 
  24 1,254.55 
  30 1,232.26 
  36 1,265.00 
  42 1,236.36 
  48 1,232.26 

Reactor-10d 86 0 1,436.36 
  6 1,729.03 
  12 1,870.00 
  18 1,826.09 
  24 2,030.30 
  30 1,892.68 
  36 1,870.59 
  42 1,977.78 
  48 1,954.50 
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ตาราง ข-8 แสดงผล MLVSS ของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d (ต่อ) 
Reactor รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี MLVSS 

Reactor-20d 76 0 1,453.33 
  6 1,620.00 
  12 1,870.00 
  18 1,954.55 
  24 1,890.91 
  30 2,047.62 
  36 1,980.95 
  42 2,055.56 
  48 1,977.77 

 
ตาราง ข-9 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d 
(%gPHA/gMLVSS) 

Reactor รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 
Reactor-5d 86 0 13.62 0.60 14.22 

  6 17.02 0.71 17.73 
  12 19.72 0.62 20.34 
  18 20.58 0.32 20.90 
  24 58.92 0.44 59.36 
  30 26.84 0.40 27.24 
  36 18.46 0.54 19.00 
  42 15.19 0.47 15.66 

Reactor-10d 86 0 23.95 0.25 24.20 
  6 35.22 0.66 35.88 
  12 41.14 1.06 42.20 
  18 64.00 1.24 65.24 
  24 64.89 1.40 66.28 
  30 45.99 1.30 47.28 
  36 40.61 0.67 41.28 
  42 12.12 0.23 11.35 
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ตาราง ข-9 แสดงผลพีเอชเอของ Reactor-5d Reactor-10d และ Reactor-20d 
(%gPHA/gMLVSS) (ต่อ) 

Reactor รอบวัฏจักร ช่ัวโมงท่ี wt%HB wt%HV wt%PHA 
Reactor-20d 86 0 19.18 0.26 19.44 

  6 21.31 0.34 21.65 
  12 24.94 0.67 25.61 
  18 28.82 1.22 30.03 
  24 30.09 0.92 31.01 
  30 36.18 0.68 36.86 
  36 43.54 0.68 44.22 
  42 41.80 0.74 42.53 
  48 30.43 0.75 31.18 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาวเศารยา กิจพ่อค้า ส าเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต 
สาขาวิทยาศาสตร์สิ่งแวดล้อม คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 
หลังจากนั้นได้เข้าศึกษาต่อในระดับปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิศวกรรม
สิ่งแวดล้อม ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดล้อม คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี
การศึกษา 2554 

ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้เผยแพร่ในเอกสารประกอบการประชุมวิชาการสิ่งแวดล้อม
แห่งชาติครั้งที่ 13 (13th National Environmental Conference) ในหัวข้อบทความเรื่อง การ
เดินระบบเพ่ือให้เกิดภาวะมีอาหารเกินพอสลับกับขาดแคลนของจุลินทรีย์สายพันธุ์ผสมที่อายุ
ตะกอนต่างกัน (Operation of feast and famine conditions by mixed cultures of 
organisms under different sludge retention times) ที่จัดขึ้นวันที่ 26 - 28 มีนาคม 2557 
ณ โรงแรมเดอะ ทวิน ทาวเวอร์ รองเมือง กรุงเทพฯ 
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