
ภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด 
และเยื่อชานออยและผลของการยอยสลายตอประชาคมแบคทีเรียในดิน 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวสาธินี ศิริวัฒน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม (สหสาขาวิชา)  
บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา 2553 
ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 



OPTIMAL CONDITIONS FOR BIODEGRADATION OF POLYLACTIC ACID AND BAGASSE 
PULP PACKAGING AND THE EFFECT OF DEGRADATION   

ON SOIL BACTERIA COMMUNITY 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 Miss Satinee Siriwat 

  
 
 
 
 
 
 

 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Environmental Science 
(Interdisciplinary Program) 

Graduate School 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2010 
Copyright of Chulalongkorn University 

 









 
 

ฉ

กิตติกรรมประกาศ 

วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยความชวยเหลืออยางดียิ่ง จากหลายๆฝายขอกราบ
ขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.ชาญวิทย โฆษิตานนท อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู คําปรึกษา ขอแนะนํา จนมีผลใหวิทยานิพนธเลมนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
นอกจากนี้ยังไดกรุณาใหขอคิดตางๆ และทักษะในการทํางาน ตลอดจนอบรมส่ังสอนการดําเนิน
ชีวิตในสังคมอันเปนประโยชนอยางยิ่ง 

ขอกราบขอบพระคุณ ดร. ธนาวดี ล้ีจากภัย อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม ซึ่งกรุณาให
คําปรึกษาในการแกไขปญหาและอุปสรรคที่เกิดข้ึนระหวางการวิจัยดวยดีตลอดมา รวมทั้งขอกราบ
ขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.สมใจ เพ็งปรีชา ที่กรุณาใหความอนุเคราะหเปนประธาน
กรรมการสอบวิทยานิพนธ รวมถึงผูชวยศาสตราจารย ดร.อาจอง ประทัตสุนทรสารและ 
รองศาสตราจารย ดร.จินต อโณทัย ที่กรุณาเสียสละเวลาเปนกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ 
พรอมใหขอคิดเห็น ขอเสนอแนะ ตลอดจนชวยตรวจรายละเอียดตางๆในวิทยานิพนธใหสมบูรณ
ยิ่งข้ึน 

ขอกราบขอบพระคุณทุนสนับสนุนจากสถาบันบัณฑิตวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีไทย 
(TGIST) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ(สวทช.)และทุนสนับสนุนจาก
บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่ไดมอบทุนอุดหนุนวิจัย สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร
ส่ิงแวดลอม บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยและศูนยเชี่ยวชาญเฉพาะทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความอนุเคราะห
เคร่ืองมือและหองปฏิบัติการ 

ขอขอบคุณคุณโยษิตา ฤดีกิจ เจาหนาที่หองปฏิบัติการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ 
ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC) ที่กรุณาใหคําปรึกษาและเก็บตัวอยางในการศึกษา
คร้ังนี้ 

ขอขอบคุณรุนพี่ เพื่อนๆและนองๆ ทุกคนที่คอยชวยเหลือและใหกําลังใจที่ดีมาโดยตลอด 
สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดารวมทั้งสมาชิกทุกคนในครอบครัวที่คอยใหการ

สนับสนุน ใหโอกาสและใหกําลังใจอยางดียิ่งเสมอมา 



สารบัญ 

 หนา 
บทคัดยอภาษาไทย………………………………………..………………………………… ง 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ.................................................................................................. จ 
กิตติกรรมประกาศ........................................................................................................ ฉ 
สารบัญ........................................................................................................................ ช 
สารบัญตาราง………………………………………………...………………………………      ฎ 
สารบัญภาพ................................................................................................................. ฏ 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ…………………………......………………………………. 
บทที ่
1. บทนํา………………………………………………………………………..……………. 

ฑ 
 
1 

            1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา………………………………..…….. 
            1.2 วัตถุประสงค……………………………………………...……………..……… 

1 
2 

            1.3 ขอบเขตการศึกษา....................................................................................... 2 
            1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ………………………….…………………..……… 2 
2. เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ.................................................................................. 3 
            2.1 บรรจุภัณฑที่ยอยสลายทางชีวภาพ............................................................... 3 
            2.2 วัตถุดิบที่ใชในการผลิตบรรจุภัณฑ................................................................ 
                  2.2.1 วัตถุดิบจากธรรมชาติ (Natural polymer)  ..........................................                 

                                     2.2.2 วัตถุดิบจากการสังเคราะห (Synthetic polymer).................................. 

9 
9 
13 

             2.3 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลายทางชีวภาพ............................................. 
                   2.3.1. อุณหภูมิ (Temperature)..................................................................  
                   2.3.2. ความชื้น (Soil moisture).................................................................. 
                   2.3.3. ปริมาณธาตุอาหาร (Nutrients)......................................................... 
                   2.3.4. ความเปนกรดดาง (pH)................................................................... 

       2.3.5. เนื้อดิน (Soil texture).......................................................................  
       2.3.6. การถายเทอากาศ (Aeration)........................................................... 
       2.3.7 จุลินทรียในดิน (Soil microorganism)...............................................            

17 
18 
18 
18 
19 
19 
19 
20 



 

บทที ่  หนา   

 

ซ 

                        2.4 ชนิดของจุลินทรียในดินและเทคโนโลยีการติดตามจุลินทรีย……….................  
                   2.4.1 ชนิดของจุลินทรียในดิน ………………………….......………............ 
                   2.4.2 เทคโนโลยีในการติดตามจุลินทรีย.................................................... 
            2.5 วัฏจักรของธาตุที่เกี่ยวของกับการยอยสลายบรรจุภัณฑ………....................... 

       2.5.1 วัฏจักรไนโตรเจนเนื่องจากจุลินทรียในดิน………………......…............ 
                   2.5.2 วัฏจักรคารบอนเนื่องจากจุลินทรียในดิน............................................. 
            2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวของ....…………………………………………..….................. 

20 
20 
22 
24 
24 
27 
28 

3. วิธีดําเนินการวิจัย...................................................................................................... 31 
            3.1 เคร่ืองมือและวัสดุอุปกรณที่ใชดําเนินการศึกษา............................................. 31 
            3.2 เคมีภัณฑ................................................................................................... 

3.3 วัสดุที่ใชในการศึกษา.................................................................................. 
32 
34 

3.4 วิธดีําเนินการศึกษา…................................................................................. 34 
3.4.1 การเตรียมชุดทดลอง......................................................................       
3.4.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ..  
3.4.3 การยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพจากปจจัยที ่

                คัดเลือก........................................................................................... 
3.4.4 การยอยสลายบรรจุภัณฑทีย่อยสลายไดทางชีวภาพตอประชาคม 

                แบคทีเรียในดิน…............................................................................. 
 3.5 วิธีวิเคราะห…….........................................................................................   

       3.5.1 ตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการ   
                ยอยสลายทางชีวภาพ....................................................................... 

                   3.5.2 ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑดวยเคร่ือง Scanning 
                            electron microscope (SEM)............................................................ 
                   3.5.3 หาเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลค-                       
                            ติกแอซิดและเยื่อชานออยโดยวิธีชั่งน้ําหนัก......................................... 
               3.5.4 วัดคาความเปนกรด ดาง (pH) ของดิน................................................ 
 
 

34 
35 
 
37 
 
37 
37 
 
37 
 
39 
 
39 
40 
 
 



 

บทที ่  หนา   

 

ฌ

                  3.5.5 วิเคราะหชนิดของแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลาย 
                           ทางชีวภาพโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis  
                            (DGGE).......................................................................................... 

       3.5.6 หาปริมาณแบคทีเรียในดิน................................................................  

 
 
40 
44 

4. ผลการทดลองและวิจารณผล................................................................................... 45 
            4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินทดสอบและบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัด  
                 สุพรรณบุรี................................................................................................... 
          4.2 ปจจัยที่เหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลค- 
                  ติกแอซิดและเยื่อชานออย........................................................................... 
                   4.2.1 การเปล่ียนแปลงความเปนกรดดาง(pH) ของดิน.................................. 
                   4.2.2 การเปล่ียนแปลงน้ําหนักของบรรจุภัณฑ............................................. 

4.3 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชาน
ออยภายใตภาวะที่คัดเลือก........................................................................ 

                   4.3.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย............................ 

               4.3.2 เปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิ- 
 แลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่หายไป..................................  

      4.3.3 ความเปนกรดดาง(pH)ของดินขณะที่มีการยอยสลายชีวภาพ.............. 
       4.3.4 ปริมาณจุลินทรียในดินระหวางเกิดการยอยสลายทางชีวภาพ.............. 

                   4.3.5 การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลค-                   
                            ติกแอซิดและเยื่อชานออย................................................................ 
                        4.3.5.1 การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ 

ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทาง 
ชีวภาพในหองปฏิบัติการ...........................................................                             

                         4.3.5.2 การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ      
            ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ................................ 

                         
 

 
45 
 
46 
47 
48 
 
49 
 
49 
 
51 
52 
53 
 
54 
 
 
54 
 
56 
 
 



 

บทที ่  หนา   

 

ญ

                         4.3.5.3 การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของ 
                                     บรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ  
                                     ในหองปฏิบัติการ..................................................................... 

    4.3.5.4 การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวาง  
                ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ............................... 

4.4 ผลจากการยอยสลายทางชีวภาพตอประชาคมแบคทีเรียในดิน....................... 
4.4.1 การสกัดดีเอ็นเอของจุลินทรียในดินจากการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิด 
         พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย.................................................... 
4.2.2 กําจัดสารประเภทฮิวมิกจากตัวอยางดีเอ็นเอ....................................... 
4.4.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด 

พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย................................................... 
4.4.3.1 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ

ชนิดเยื่อชานออย......................................................................                          
4.4.3.2 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ

ชนิดพอลิแลคติกแอซิด.............................................................. 
4.4.3.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ             
            ในฝงกลบ................................................................................ 
4.4.3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียที่นาสนใจ.......................................... 

 
 
58 
 
60 
62 
 
62 
63 
 
63 
 
64 
 
66 
 
67 
68 

5. สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ………..................................................................... 70 
5.1 สรุปผลการวิจัย........................................................................................... 70 
5.2 ขอเสนอแนะ……........................................................................................ 71 

รายการอางอิง.............................................................................................................. 72 
ภาคผนวก.................................................................................................................... 79 

ภาคผนวก ก…….............................................................................................. 80 
ภาคผนวก ข..................................................................................................... 
ภาคผนวก ค..................................................................................................... 

84 
85 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ……....................................................................................... 87 

 



  

 

ฎ

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่  หนา 

2.1 
3.1 

ลําดับการยอยสลายของสารประกอบอินทรียชนิดตางๆ ................................... 
ปจจัยที่ใชในการทดสอบ…….........………………...................................….. 

19 
35 

3.2 การทดลองแบบแฟกตอเรียล ดีไซด หมายเลข BB0316…....….........…….….. 36 
4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินกอนทําการทดลอง………………………..……… 45 
4.2 

 
4.3 

ลักษณะทางกายภาพของบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีระหวาง
เดือนกันยายน พ.ศ 2551 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2552................................... 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียที่ไดจากการศึกษาการยอย
สลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย.........  

 
45 
 

69 
 



ฏ 

สารบัญภาพ 

ภาพที่ 
 

หนา 
2.1 วัฎจักรพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ…........…………........……………… 5 
2.2 การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร……..........................................……. 7 
2.3 ชนิดของพอลิเอสเทอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ …………........……..………. 8 
2.4 
2.5 
2.6 
2.7 
2.8 
2.9 

    3.1 

โครงสรางของเซลลูโลส …………………………………………….....………... 
กระบวนการผลิต PLA จากแหลงวัตถุดิบที่สามารถปลูกทดแทนใหมได ….....… 
โครงสรางทางเคมีของ PLA……………………………………..........……...…. 
กระบวนการผลิต PLA โดยไมใชตัวทําละลายอินทรีย......................................  
การยอยสลายPLAดวยกระบวนการไฮโดรไลซิส..............................................  
ไดอะแกรมของวัฏจักรคารบอน...................................................................... 
ชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ....................................... 

11 
13 
14 
15 
16 
27 

  34 
    3.2 บรรจุภัณฑที่ใชในการทดสอบชนิดเยื่อชานออยและพอลิแลคติกแอซิด..............   35 

3.3 ข้ันตอนการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซดออกจากชุดทดสอบการยอยสลาย..... 38 
3.4 เคร่ืองวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (carbondioxy analyzer) ยี่หอ  

LI-COR   รุน LI-6400…...................................................…………………... 
 

38 
3.5 หัววัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดโดยตอเขากับชุดทดสอบ …………...….. 39 
4.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ

ชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยเม่ือพิจารณาแตละปจจัย …................ 
 

46 
4.2 ผลการตรวจวัดคาความเปนกรดดางของดินทดสอบที่ 20, 30 และ 58   ํC กอน

และหลังการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพเปนระยะเวลา 30 วันในดินที่ไมใส
บรรจุภัณฑทดสอบ...................................................................…….………. 

 
 

48 
4.3 ผลการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด PLA และเยื่อชาน

ออยที่ 20, 30 และ 58   ํC ที่ระยะเวลาการศึกษา 30 วัน ……..........………...... 
 

49 
4.4 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่วัดไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของ 

บรรจุภัณฑชนิด PLA และเยื่อชานออย........................................................... 
 

50 
4.5 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชาน

ออย …...............................................................................................….…. 
 

52 
   



ฐ 

ภาพที ่
4.6 

 
คาความเปนกรดดาง(pH) ของดินจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนดิพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา  
90 วัน.......................................................................................................... 

หนา 
 
 

53 
4.7 จํานวนจุลินทรียจากตัวอยางดิน 1 กรัมจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ

ของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา  
90 วัน …..................................................................................................... 

 
 

54 
4.8 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติก-

แอซิดในแนวระนาบที่ 0 (กอนการศึกษา) 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ…... 
 

55 
4.9 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออย

ในแนวระนาบ ที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ ............................... 
 

56 
4.10 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติก-

แอซิดในแนวระนาบ ที่ 0, 2, 4, 6, 10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ…................ 
 

57 
4.11 

 
4.12 

 
4.13 

 
4.14 
4.15 
4.16 

 
4.17 

 
4.18 

ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติก-
แอซิดในแนวขวางที่ระยะเวลา 0, 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ.................. 
ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออย
ในแนวขวางที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ.................................... 
ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติก-
แอซิดในแนวขวางที่ 0, 2, 4, 6,10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ......................... 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางดินที่ใชในการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ......
ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส....................................................... 
ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยดวยเทคนิค DGGE............................. 
ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดดวยเทคนิค DGGE.................... 
ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพดวยการฝงกลบ
จากบอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีดวยเทคนิค DGGE........................... 

 
58 

 
59 

 
61 
62 
63 

 
65 

 
66 

 
68 

 
 



ฑ 

 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

PLA หมายถึง พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid) 
OC หมายถึง องศาเซลเซียส 

CO2  หมายถึง กาซคารบอนไดออกไซด 
µl  หมายถึง  ไมโครลิตร 
µmol  หมายถึง  ไมโครโมล 
ml  หมายถึง  มิลลิลิตร 
ng  หมายถึง  นาโนกรัม 
A260         หมายถึง          คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 
A280         หมายถึง          คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
 



 
 

บทท่ี 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันการเพิ่มข้ึนของประชากรและการพัฒนาทางดานเศรษฐกิจกอใหเกิดความตองการ
ใชทรัพยากรมากข้ึน วัสดุหรือผลิตภัณฑที่อํานวยความสะดวกตอบสนองการใชงานเกือบทั้งหมด
เปนผลิตภัณฑพลาสติกที่ไดมาจากกระบวนการปโตรเคมี  จากคุณสมบัติที่มีความทนทาน 
สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวางและมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง (Mueller, 2006)  
ทําใหพลาสติกถูกนําไปใชงานอยางแพรหลายไปทั่วโลก ถึงแมวาพลาสติกสังเคราะหจะมี
ประโยชนในการใชงาน แตกลับสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมเนื่องจากขยะพลาสติกยอยสลายยาก
จึงเปนการเพิ่มปญหาในการจัดการขยะ ในทางปฏิบัติสวนใหญใชวิธีการเผาและฝงกลบ (Chillini 
และ Solaro, 2002) จากปญหาดังกลาว มนุษยไดคิดคนและพัฒนาพลาสติกจากวัสดุธรรมชาติที่
สามารถยอยสลายไดดวยกระบวนการทางชีวภาพ เชน พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐาน   
poly-β-hydroxyalkanoate (PHA) polylactic acid (PLA) หรือ polylactide เปนพอลิเมอรที่
ไดรับความสนใจมากในประเภทพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (ปกรณ โอภาประกาสิตและ 
มัณทนา โอภาประกาสิต, 2551) รวมถึงบรรจุภัณฑที่สามารถยอยสลายไดในระยะเวลาอันส้ันก็
เปนทางเลือกอีกทางหนึ่งในการลดปริมาณขยะที่ยอยสลายไดยากโดยพอลิเมอรเหลานี้เตรียมได
จากวัตถุดิบที่สามารถปลูกทดแทนได (Hiemenz and Lodge, 2007) จากการใหความสําคัญกับ
ปญหาส่ิงแวดลอมหลายๆประเทศไดออกมาตรการเพื่อลดปริมาณการใชวัสดุสังเคราะหและ
สนับสนุนใหประชาชนใชวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพมากข้ึน (Berkesch, 2005) 
ประเทศไทยซึ่งมีความพรอมทางดานวัตถุดิบดานการเกษตรอยูแลว จึงมีแผนพัฒนาเพื่อใหเปน
ผูนําดานอุตสาหกรรมและพลาสติกที่ยอยสลายไดในภูมิภาค(ผูจัดการออนไลน, 2551)การใช
บรรจุภัณฑที่สามารถยอยสลายไดที่มากข้ึนเม่ือนําไปบําบัดโดยปลอยใหเกิดกระบวนการยอย
สลายทางชีวภาพอาจสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมหลายดานโดยเฉพาะตอจุลินทรียในดินซึ่งมีสวน
สําคัญในกระบวนการยอยสลายในดนิ  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ออกแบบใหยอยสลายไดทางชีวภาพและศึกษาผลการยอย
สลายที่มีตอประชาคมแบคทีเรียในดินโดยศึกษาควบคูกับการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ
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ดวยการฝงกลบของศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ  เพื่อเปนพื้นฐานในการจัดการ 
บรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและเปนขอมูลสําหรับการจัดการส่ิงแวดลอมในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  
เพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชาน

ออยที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและศึกษาผลการยอยสลายตอประชาคมแบคทีเรียในดิน 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1.3.1 การทดลองใชบรรจุภัณฑ 2 ชนิด คือ บรรจุภัณฑที่ผลิตมาจาก polylactic acid 

(PLA) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC)และ 
บรรจุภัณฑที่ผลิตจากเยื่อชานออย  

1.3.2 ใชดินในการทดสอบตราจามจุรี 
1.3.3 ทําการศึกษาในหองปฏิบัติการและบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.4.1 ทราบภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 

1.4.2 ทราบผลการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพที่มีตอประชาคม
แบคทีเรียในดิน 

1.4.3 ไดขอมูลที่สามารถนําไปใชในการจัดการขยะที่ยอยสลายทางชีวภาพในอนาคต 
 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

2.1 บรรจุภัณฑท่ียอยสลายทางชีวภาพ 

ปจจุบันหลายๆประเทศไดใหความสําคัญเกี่ยวกับพลาสติกชวีภาพ ทั้งดานนโยบายการวิจัย
เพื่อพัฒนาอุตสาหกรรมและการสรางผลิตภัณฑ เชน ประเทศสหรัฐอเมริกาซึ่งเปนประเทศผูนํา
ดานการผลิตพลาสติกทางชีวภาพ บริษัท Wal Mart ไดประกาศใหใชถุงพลาสติกชนิดพอลิแลคติก-
แอซิด (PLA) ในขณะที่บริษัท Metabolix lnc. เปนผูนําดานการผลิตพลาสติกชีวภาพชนิด PHAs 
นอกจากนี้ประเทศสหรัฐอเมริกาไดตั้งเปาใหมีการใชผลิตภัณฑจากชีวมวลเพิ่มเปน 12 % ในป 
พ.ศ. 2553 และ 20% ในป พ.ศ. 2573 สําหรับประเทศเยอรมันมุงเนนการพัฒนาเทคโนโลยีการ
ผสมเม็ดพลาสติกชีวภาพเพื่อเพิ่มคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ ในสวนองคกรของรัฐไดออก
มาตรการดานภาษีซึ่งพลาสติกที่ไมสามารถยอยสลายทางชีวภาพจะถูกเรียกเก็บภาษีเพิ่ม ข้ึน 
ขณะที่ประเทศแม็กซิโกและประเทศฝร่ังเศสออกกฎบังคับใหใชถุงพลาสติกที่ยอยสลายไดทาง
ชีวภาพภายในป พ.ศ. 2553 สวนประเทศญี่ปุนไดใหการสนับสนุนการพัฒนาอุตสาหกรรม
พลาสติกชีวภาพผานทางกลุม Japan BioPlastics Association (JBPA) และมีการพัฒนา
พลาสติกชีวภาพอยางรวดเร็ว ซึ่งบริษัทสวนใหญเนนการพัฒนาพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดเปนหลัก เชน บริษัทโตโยตาไดพัฒนาและผลิตพลาสติกชีวภาพเพื่อใชเปนชิ้นสวนประกอบ
รถยนต บริษัท Sony, NEC, Panasonic, Toshiba, Fujitsu ตางพัฒนาผลิตภัณฑจากพลาสติก
ชีวภาพและคาดวาในป พ.ศ. 2553 ญี่ปุนจะมีความตองการพลาสติกชีวภาพ 100,000-200,000 
ตันตอปนอกจากนั้นรัฐบาลญี่ปุนมีนโยบายใหมีการใชพลาสติกชีวภาพ 20% ในป พ.ศ. 2563 สวน
ประเทศจีนและเบลเยี่ยมเปนผูผลิตกรดแลคติกที่มีกําลังผลิตเปนอันดับสองของโลกจะเห็นวา
ความตองการพลาสติกชีวภาพมีแนวโนมเติบโตอยางรวดเร็ว ซึ่งประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ
ดานชีวมวลและวัตถุดิบที่ มีศักยภาพในการพัฒนาสู อุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ เชน 
มันสําปะหลังและออย ขณะทีวั่ตถุดิบซึ่งมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพอีกชนิด
หนึ่งคือ เซลลูโลสที่เหลือใชจากสวนตางๆของพืช เชน ลําตน กาน ใบ ซึ่งถือเปนวัตถุดิบชีวภาพทํา
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ใหไมเกิดปญหาการแยงชิงทรัพยากรระหวางการใชพืชเปนอาหารกับการใชพืชในการผลิต
พลาสติกชีวภาพ (วลัยพร ทิมบุญธรรมและคณะ, 2552) 

ในปจจุบันตลาดของพลาสติกชีวภาพไดมุงเนนไปยังพลาสติกสําหรับบรรจุภัณฑเนื่องจาก
เปนการใชงานที่กอใหเกิดขยะมากที่สุด  หากบรรจุภัณฑเหลานั้นยอยสลายทางชีวภาพไดก็จะเปน
การชวยลดปญหาขยะ (Shimao, 2001) ซึ่งวัฎจักรพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพแสดงดังภาพ
ที่ 2.1 การจํากัดขยะมูลฝอยที่นิยมใชทั่วไป ไดแก การหมักทําปุย  (composting) การเผา 
(Incineration) การฝงกลบอยางถูกหลักสุขาภิบาล (sanitary landfill) ซึ่งเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับ
ทองถิ่นตางๆ ในประเทศไทย การกําจัดขยะมูลฝอยโดยวิธีฝงกลบเปนการนําขยะมูลฝอยมาเทกอง
ในพื้นที่ที่จัดเตรียมไวสําหรับฝงกลบโดยเฉพาะ ซึ่งจะมีการวางระบบตางๆ เพื่อปองกันไมใหมีการ
ปลดปลอยมลสารตางๆออกสูพื้นที่ภายนอก แลวใชเคร่ืองจักรกลเกล่ียและบดอัดใหยุบตัวลง 
หลังจากนั้นใชดินกลบทับและบดอัดใหแนนอีกคร้ัง เปนลักษณะนี้จนเต็มพื้นที่ฝงกลบ เพื่อปองกัน
ปญหาในดานกล่ิน แมลง สัตวพาหะ น้ําฝนชะลางมูลฝอย และเหตุรําคาญอ่ืนๆ สารอินทรียที่มีอยู
ในขยะมูลฝอยจะถูกยอยสลายตามธรรมชาติโดยจุลินทรียในกระบวนการยอยสลายแบบไมใช
ออกซิเจน (anaerobic decomposition) ทําใหขยะมูลฝอยยุบตัวเกิดกาซมีเทนและน้ําเสียข้ึนใน
ชั้นของขยะมูลฝอยออกนอกพื้นที่  ซึ่งพื้นที่ที่จะใชในการฝงกลบนี้จะตองมีการศึกษาความ
เหมาะสมและออกแบบรายละเอียดโครงสรางทางวิศวกรรมที่เหมาะสม (กรมควบคุมมลพิษ, 
2552)  

พลาสติกยอยสลายได (degradable plastics) เปนพลาสติกที่ไดรับการออกแบบมาเพื่อให
สามารถเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสรางทางเคมีภายใตสภาวะที่กําหนดเนื่องมาจากการทํางาน
ของจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติเชน แบคทีเรีย รา และสาหราย เปนผลทําใหเกิดการสูญเสียสมบัติ
บางประการที่สามารถวัดคาไดโดยใชวิธีทดสอบตามมาตรฐานตางๆ [American Society for 
Testing and Materials (ASTM) และ International Organization for Standardization (ISO)] 
ซึ่งในชวงเวลาหลายสิบปที่ผานมางานวิจัยดานนี้มีเพิ่มมากข้ึน โดยในระยะแรกงานวิจัยมุง
ประยุกตใชงานดานตางๆ เชน การสังเคราะหไหมละลาย กระดูกเทียม แผนฟลมคลุมหนาดิน หรือ
ถุงสําหรับเพาะชํากลาไม (Gupta และ Kumar, 2007) 
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ภาพที่ 2.1 วัฎจักรพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ (European-bioplastics, 2010) 

พลาสติกยอยสลายไดโดยทั่วไปเราสามารถแบงเปน 4 ประเภทใหญๆ ตามกลไกการยอย
สลาย คือ 

  การยอยสลายไดโดยแสง (photodegradation) การยอยสลายโดยแสงมักเกิด
จากการเติมสารเติมแตงที่มีความวองไวตอแสงลงในพลาสติกหรือสังเคราะหโคพอลิเมอรใหมีหมู
ฟงกชันหรือพันธะเคมีที่ไมแข็งแรง แตกหักงายภายใตรังสียูวี เชน หมูคีโตน (ketone group) อยูใน
โครงสราง เม่ือสารหรือหมูฟงกชันดังกลาวสัมผัสกับรังสียูวีจะเกิดการแตกของพันธะกลายเปน
อนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งไมเสถียร จึงเขาทําปฏิกิริยาตออยางรวดเร็วที่พันธะเคมีบนตําแหนง
คารบอนในสายโซพอลิเมอร ทําใหเกิดการขาดของสายโซ แตการยอยสลายนี้จะไมเกิดข้ึนภายใน
บอฝงกลบขยะ กองคอมโพสท หรือสภาวะแวดลอมอ่ืนที่มืด หรือแมกระทั่งชิ้นพลาสติกที่มีการ
เคลือบดวยหมึกที่หนามากบนพื้นผิว เนื่องจากพลาสติกจะไมไดสัมผัสกับรังสียูวีโดยตรง 

  การยอยสลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidative degradation) การยอย
สลายดวยปฏิกิริยาออกซิเดชันของพลาสติก เปนปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนลงในโมเลกุลของ 
พอลิเมอรซึ่งสามารถเกิดข้ึนไดเองในธรรมชาติอยางชาๆ โดยมีออกซิเจน และความรอน แสงยูวี 
หรือแรงทางกลเปนปจจัยสําคัญ เกิดเปนสารประกอบไฮโดรเปอรออกไซด (hydroperoxide, 
ROOH) ในพลาสติกที่ไมมีการเติมสารเติมแตงที่ทําหนาที่เพิ่มความเสถียร (stabilizing additive) 
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แสงและความรอนจะทําให ROOH แตกตัวกลายเปนอนุมูลอิสระที่ไมเสถียรและเขาทําปฏิกิริยาตอ
ที่พันธะเคมีบนตําแหนงคารบอนในสายโซพอลิเมอร ทําใหเกิดการแตกหักและสูญเสียสมบัติ
เชิงกลอยางรวดเร็วแตดวยเทคโนโลยีการผลิตที่ไดรับการวิจัยและพัฒนาข้ึนในปจจุบันทําให 
พอลิโอเลฟนเกิดการยอยสลายผานปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนไดเร็วข้ึนภายในชวงเวลาที่
กําหนดโดยการเติมสารเติมแตงที่เปนเกลือของโลหะทรานสิชัน ซึ่งทําหนาที่คะตะลิสตเรงการแตก
ตัวของสารประกอบไฮโดรเปอรออกไซดเปนอนุมูลอิสระทําใหสายโซพอลิเมอรเกิดการแตกหักและ
สูญเสียสมบัติเชิงกลรวดเร็วยิ่งข้ึน 

  การยอยสลายดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolytic degradation) การยอย
สลายของพอลิเมอรที่มีหมูเอสเทอร หรือเอไมด เชน แปง พอลิเอสเทอร พอลิแอนไฮดรายด พอลิ-
คารบอเนต และพอลิยูริเทน ผานปฏิกิริยากอใหเกิดการแตกหักของสายโซพอลิเมอร ปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่เกิดข้ึน โดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ประเภท คือ ประเภทที่ใชคะตะลิสต (catalytic 
hydrolysis) และไมใชคะตะลิสต (non-catalytic hydrolysis) ซึ่งประเภทแรกยังแบงออกไดเปน  
2 แบบคือ แบบที่ใชคะตะลิสตจากภายนอกโมเลกุลของพอลิเมอรเรงใหเกิดการยอยสลาย  
(external catalytic degradation) และแบบที่ใชคะตะลิสตจากภายในโมเลกุลของพอลิเมอรเอง
ในการเรงใหเกิดการยอยสลาย (internal catalytic degradation) โดยคะตะลิสตจากภายนอกมี 
2 ชนิด คือ คะตะลิสตที่เปนเอนไซมตางๆ (enzyme) เชน depolymerase lipase esterase และ
glycohydrolase ในกรณีนี้จัดเปนการยอยสลายทางชีวภาพ และคะตะลิสตที่ไมใชเอนไซม (non-
enzyme ) เชน โลหะแอลคาไลด (alkaline metal) เบส (base) และกรด (acid) ที่มีอยูในสภาวะ
แวดลอมในธรรมชาติ ในกรณีนี้จัดเปนการยอยสลายทางเคมี สําหรับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบที่ใช
คะตะลิสตจากภายในโมเลกุลของพอลิเมอรนั้นใชหมูคารบอกซิล (carboxyl group) ของหมู 
เอสเทอรหรือเอไมดบริเวณปลายของสายโซพอลิเมอรในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายผาน
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

  การยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) การยอยสลายของพอลิเมอร
จากการทํางานของจุลินทรียโดยทั่วไปมีกระบวนการ 2 ข้ันตอน เนื่องจากขนาดของสายพอลิเมอร
ยังมีขนาดใหญและไมละลายน้ํา ในข้ันตอนแรกของการยอยสลายจึงเกิดข้ึนภายนอกเซลลโดยการ
ปลดปลอยเอ็นไซมของจุลินทรียซึ่งเกิดไดทั้งแบบใช endo-enzyme หรือเอนไซมที่ทําใหเกิดการ
แตกตัวของพันธะภายในสายโซพอลิเมอรอยางไมเปนระเบียบและแบบ exo-enzyme หรือเอนไซม
ที่ทําใหเกิดการแตกหักของพันธะทีละหนวยจากหนวยซ้ําที่เล็กที่สุดที่อยูดานปลายของสายโซ 
พอลิเมอรเม่ือพอลิเมอรแตกตัวจนมีขนาดเล็กพอจะแพรผานผนังเซลลเขาไปในเซลลและเกิด 
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การยอยสลายตอในข้ันตอนที่ 2 ไดผลิตภัณฑในข้ันตอนสุดทาย (ultimate biodegradation) คือ 
พลังงานและสารประกอบขนาดเล็กที่เสถียรในธรรมชาติ (Mineralization) เชน กาซคารบอนได-
ออกไซด กาซมีเทน น้ํา แรธาตุตางๆ และมวลชีวภาพ (biomass)(National Metal and Materials 
Technology Center, 2007; Shah และคณะ, 2008) การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร
แสดงดังภาพที่ 2.2 

 

ภาพที่ 2.2  การยอยสลายทางชีวภาพของพอลิเมอร (Mueller, 2006) 

การยอยสลายทางชีวภาพในส่ิงแวดลอมแบบมีอากาศ จุลินทรียจะมีกิจกรรมการยอยสลาย
ที่ซับซอน ไดผลผลิตดังแสดงในสมการ 

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

การยอยสลายทางชีวภาพแบบไมมีอากาศ  

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

ตัวอยางพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพ ไดแก พอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพชนิดที่
มีแปงเปนสวนประกอบพื้นฐาน (biodegradable starch based polymers) พอลิเมอรยอยสลาย
ไดทางชีวภาพประเภทพอลิเอสเทอร (biodegradable polyester) เชน PHA, PHB, PHH PHV, 
PLA และ PCL ซึ่งชนิดของพอลิเอสเทอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพแสดงดังภาพที่ 2.3 นอกจากนี้
ยังมีพอลิเมอรยอยสลายไดชนิดอ่ืนๆ เชน พลาสติกยอยสลายไดโดยแสง(photobiode-gradable 
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polymers) พอลิเมอรที่มีการเติมสารเติมแตงที่มีคุณสมบัติควบคุมการยอยสลาย (controlled 
degradation additive masterbatches) เพื่อทําใหพอลิเมอรมีขนาดโมเลกุลเหมาะสมตอการยอย
สลายโดยจุลินทรียตอไป (ธนาวดี ล้ีจากภัย, 2549)  

 

ภาพที่ 2.3 ชนิดของพอลิเอสเทอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (Nolan- ITU Pty Ltd, 2002) 

การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพโดยทั่วไปมักใชเวลาในการทดสอบประมาณ 6 เดือน 
เชน มาตรฐาน ASTM 5338 กําหนดไววาพลาสติกที่ประกอบดวยพอลิเมอรเพียง 1 ชนิด จะตอง
เกิดการยอยสลายอยางนอย 60% โดยเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปนสารประกอบโมเลกุลเล็ก เชน 
คารบอนไดออกไซด น้ํา สารประกอบอนินทรียสารชีวมวล ภายใตสภาวะการยอยสลายโดย
จุลินทรียแบบใชออกซิเจนภายในเวลา 6 เดือน และสําหรับพอลิเมอรผสมตองเกิดการยอยสลาย 
90% และผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักสามารถนําไปใชประโยชนเปนสารปรับสภาพดินได และตอง
ไมมีความเปนพิษตอพืชและสัตว จึงจะไดชื่อวาเปนพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ และ
สามารถกําจัดไดโดยกระบวนการหมักขยะอินทรีย เม่ือตัวอยางไดผานการทดสอบตามมาตรฐาน
และมีสมบัติเปนไปตามที่มาตรฐานกําหนด จะไดรับอนุญาตใหติดสัญลักษณที่แสดงวาเปน
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ผลิตภัณฑที่มีสมบัติยอยสลายไดทางชีวภาพเชน “OK compost” ของประเทศเบลเยียม 
“compostable DIN CERTCO” ของประเทศเยอรมนี “Compostable” ของประเทศสหรัฐอเมริกา 
และ “PBS GreenPla” ของประเทศญี่ปุน เปนตน (ธนาวดี ล้ีจากภัย, 2549)   

2.2 วัตถุดิบท่ีใชในการผลิตบรรจุภัณฑ 

วัสดุชีวภาพสวนใหญเปนพอลิเมอร (polymer) ที่เกิดจากมอนอเมอร (monomer) หนวย
ยอยประกอบกัน พอลิเมอรที่ใชในการพัฒนาวัสดุชีวภาพมีทั้งที่มาจากธรรมชาติ (natural 
sources) และที่ไดจากการสังเคราะหข้ึนมา (synthetic sources) ขอสําคัญของการใชพอลิเมอร 
ที่ไดจากธรรมชาติในการพัฒนาวัสดุชีวภาพ คือ ความสามารถในการยอยสลายไดหรือดาน
กระบวนการทางชีวภาพ (Health Environment and Regulatory Affairs, 1997) ดังนั้นจึงแบง
วัตถุดิบหรือพอลิเมอรที่ใชในการผลิตวัสดุชีวภาพที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพออกเปน  
2 ชนิดคือ พอลิเมอรที่ มีแหลงกําเนิดหรือแหลงวัตถุดิบจากธรรมชาติ (natural polymers)  
และพอลิเมอรจากการสังเคราะห (synthetic polymers) 

2.2.1 วัตถุดิบจากธรรมชาต ิ(Natural polymer)  

1) พอลิแซคคาไรด (Polysaccharides) เปนสารประกอบคารโบไฮเดรต ไดแก
เซลลูโลสและแปง เปนกลุมที่มีปริมาณมากที่สุดที่พบในธรรมชาติ (Chandra และ Rustgi, 1998) 
พอลิแซคคาไรดเปนสารประกอบพอลิเมอรของน้ําตาล (saccharides) ซึ่งอาจเปนน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยว (monosaccharides) หรือน้ําตาลโมเลกุลคู  (disaccharides) หลายๆโมเลกุลเชื่อมตอกัน
ดวยพันธะโควาเลนตที่เรียกวาพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bonds) โดยทั่วไปพอลิแซคคาไรด 
จะมีน้ําตาลที่เปนองคประกอบมากกวา 20 หนวยข้ึนไป หนวยของน้ําตาลที่เปนองคประกอบของ
พอลิแซคคาไรด เรียกวา “มอนอเมอร” กรณีที่จํานวนน้ําตาลที่ เปนองคประกอบนอยกวา  
20 หนวยจะเรียกคารโบไฮเดรตประเภทนี้วา “โอลิโกแซคคาไรด” แตโดยสวนใหญแลวพอลิแซค-
คาไรดที่พบในธรรมชาติมักมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง 200-3,000 หนวย สารประกอบพอลิแซค- 
คาไรดบางประเภท เชน แปงและเซลลูโลสมีขนาดโมเลกุลใหญมากถึง 90,000 หนวย ดังนั้น 
พอลิแซคคาไรดจึงเปนสารประกอบที่มีขนาดใหญและมีน้ําหนักโมเลกุลมาก พอลิแซคคาไรดมีชื่อ
เรียกทางวิทยาศาสตรวา “ไกลแคน (glycan)” (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ 2552) จะพบ 
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พอลิแซคคาไรดในวัตถุดิบทางการเกษตร ไดแก ขาวโพด ออย มันสัมประหลัง (Gupta และ 
Kumar, 2001) ซึ่งชนิดของพอลิแซคคาไรดที่สําคัญมี ดังนี้ 

  แปง (starch) เปนพอลิแซคคาไรดที่ไดจากพืชจําพวกโฮโมพอลิเมอรที่ไดจากพืช
ในธรรมชาติแปงจะพบในรูปของเม็ด (granules) ที่มีรูปรางขนาดแตกตางกันตามแหลงที่มาซึ่งจะ
ประกอบดวยพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคส 2 ชนิด คือพอลิเมอรเชิงเสนที่เรียกวา “อะมิโลส 
(amylose)” และพอลิเมอรเชิงกิ่งที่ เรียกวา”อะมิโลเพกติน (amylopectin)” โมเลกุลของแปง
ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิลจํานวนมาก ยึดเกาะกันดวยพันธะไฮโดรเจนที่มีสมบัติชอบน้ํา 
(hydrophilic) การนําแปงมาใชประโยชนดานบรรจุภัณฑและวัสดุที่เกี่ยวของ โดยคุณสมบัติของ
การใชแปงเปนบรรจุภัณฑ คือ สมบัติการยอยสลายไดทางชีวภาพของแปงที่ชวยลดปญหาขยะที่
เกิดจากการใชพลาสติกที่ไมยอยสลาย โดยเอนไซม β-amylase จากแบคทีเรียหรือราสามารถยอย
บริเวณ α-1-4 glycosidic bond ของแปงได (วีรนุช หลาง, 2553)  

พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานอาจมีปริมาณแปงเปนองคประกอบตั้งแตรอยละ 
10 จนถึงมากกวารอยละ 90 แตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดตองมีปริมาณแปงเปน
องคประกอบมากกวารอยละ 60 ข้ึนไป โดยที่ปริมาณแปงยิ่งมากข้ึนสงผลใหพลาสติกสามารถถูก
ยอยสลายไดทางชีวภาพไดดีข้ึน และทิ้งสารตกคาง (recalcitrant residues) ในปริมาณนอย 
พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานสวนใหญถูกผสมกับพอลิเมอรที่มีสมรรถนะสูง (high 
performance polymers) เชน พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง เพื่อใหไดวัสดุที่มีสมบัติเฉพาะและ
เหมาะสมในการนําไปใชงานในดานตางๆ พลาสติกที่มีแปงเปนองคประกอบพื้นฐานสามารถ
จําแนกไดหลายประเภท ไดแก แปงที่มีสมบัติเทอรโมพลาสติก (TPS) แปงผสมพอลิเอสเทอร
สังเคราะหแบบสายโซตรง เชน พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid: PLA) พอลิคาโปรแลกโทน 
( polycaprolactone: PCL) พอลิบิวทิลินซัคซิเนต (polybutylene succinate: PSB) พอลิบิวทิน-
ลีน ซัคซิเนตอะดิเปต (polybutylene succinate adipate: PBSA) เปนตน (Nolan-ITU Pty Ltd., 
2002; Oliver, 2005)  

  เซลลูโลสและอนุพันธเซลลูโลส (Cellulose and cellulose derivatives) 
เซลลูโลสเปนโครงสรางหลักที่พบในผนังพืชเปนสารอินทรียคารบอนที่พบมากในส่ิงแวดลอม โดย
ปกติมักอยูรวมกับเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เพคติน (pectin)และลิกนิน (lignin)(วีรนุช 
หลาง, 2553) องคประกอบเหลานี้มีหนาที่ใหความแข็งแรงตอผนังของพืช โดยโครงสรางของ
เซลลูโลส (ภาพที่ 2.4) เกิดจากการตอเปนสายโซยาวของน้ําตาล D-กลูโคส ที่มาจับตอกันดวย
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พันธะเบตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic linkages) เซลลูโลสมีลักษณะเปนสายโซยาวและ
มีพันธะไฮโดรเจนระหวางโซของเซลลูโลส (Oliver, 2005) จึงทําใหเกิดเปนเสนใยที่เรียกวา  
”ไมโครไฟบริล (microfibril)” เซลลูโลสเปนวัสดุธรรมชาติที่มีการใชประโยชนในดานตางๆมากมาย 
เนื่องจากสามารถดัดแปรหรือปรับปรุงคุณสมบัติไดหลากหลายและถือเปนพอลิเมอรที่สามารถ
ยอยสลายได โดยปกติโครงสรางของเซลลูโลสจะมีขนาดใหญและมีลักษณะความเปนผลึก
คอนขางสูงจึงทําใหสมบัติการละลายของเซลลูโลสในน้ําหรือตัวทําละลายอินทรียไมดี จึงใชสมบัติ
เหลานี้ในผลิตภัณฑที่ไมละลายน้ํา เชน สําลี กระดาษ แผนกรอง ส่ิงทอเปนตน (เกื้อกูล ปยะจอม
ขวัญและคณะ, 2552) นอกจากนี้เซลลูโลสสามารถดัดแปรทางเคมีทําใหสามารถละลายในน้ํา 
ในสารละลายอินทรียหรือในสารละลายที่มีอนุพันธของโลหะได การดัดแปรสมบัติของเซลลูโลสให
เปล่ียนแปลงไปจากเดิมทําใหไดผลิตภัณฑของเซลลูโลสใหมที่เรียกวา “อนุพันธของเซลลูโลส 
(cellulose derivatives)” อนุพันธเซลลูโลสที่ผานการดัดแปรสามารถนําไปใชประโยชนใน
ผลิตภัณฑตางๆ เชน ยา อาหาร เคร่ืองสําอาง ส่ิงกอสรางและบรรจุภัณฑ เปนตน  

 

 

ภาพที่ 2.4 โครงสรางของเซลลูโลส (Oliver, 2005) 

ปจจุบันพืชที่นํามาใชประโยชนอยางมากในอุตสาหกรรมน้ําตาลไดแก ออยเม่ือผาน
กระบวนการผลิตน้ําตาลแลวจะไดเยื่อชานออย (bagasse) ซึ่งเปนสวนเสนใยของลําตน เยื่อชาน
ออยมีเซลลูโลสเปนองคประกอบสามารถนํามาผานกระบวนการข้ึนรูปเปนบรรจุภัณฑใชสําหรับ
บรรจุอาหาร (บริษัท บรรจุภัณฑเพื่อส่ิงแวดลอม จํากัด, 2008) 

β-1,4 glycosidic linkage 



12 

  ไคตินและไคโตซาน (chitin and chitosan) ไคตินถือเปนสายพอลิแซคคาไรด 
ที่มีมากรองจากเซลลูโลส โดยถือเปนองคประกอบหลักของโครงสรางภายในเซลลสัตวทะเลตางๆ 
นอกจากนี้ยังพบในแมลง ราและยีสต โครงสรางหลักของไคตินคือ poly (β-(1-4)-2-acetamido 
-2-deoxy-D-glucopyranose) ซึ่งถือวาเปนวัสดุชีวภาพที่ มีโครงสรางคลายกับเซลลูโลส  
สวนไคโตซานเปนอนุพันธของไคติน ทั้งไคตินและไคโตซานสามารถนํามาใชในงานหลายดาน เชน  
ดานการเกษตร ดานเสนใยและส่ิงทอหรือวัสดุปดแผล เปนตน  

2) โปรตีน (Proteins) เปนสารอินทรียซึ่งพบไดในส่ิงแวดลอมทุกชนิด มีโครงสราง
ซับซอนและมีน้ําหนักโมเลกุลมาก โปรตีนมีหนวยยอยคือกรดอะมิโน ที่เรียงกันดวยพันธะเปปไทด 
(peptide bond) ชนิดของโปรตีนที่สําคัญ ไดแก ไหม(silk) คอลลาเจน (collagen) เคราติน 
(keratin) อีลาสติน (elastin) เปนตน (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 2552) 

3) พอลิเอสเทอรจากแบคทีเรีย (Bacteria polyesters) พอลิไฮดรอกซีอัลคาโน-
เอต(polyhydroxyalkanoates: PHAs) คือกลุมของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง(aliphatic 
polyester)ผลิตจากแบคทีเรียโดยกระบวนการหมัก (fermentation) ที่ใชน้ําตาลและลิพิดเปน
สารอาหาร แบคทีเรียจะผลิตและสะสม PHAs ไวในเซลลเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
โดยการเปล่ียนแปลงชนิดของสารอาหารและแบคทีเรียที่ใชในกระบวนการผลิตจะทําใหได 
พอลิเมอรที่มีโครงสรางแตกตางกันออกไปและมีสมบัติทางกายภาพที่หลากหลาย (Siracusa และ
คณะ 2008) โดย PHAs ที่พบมากที่สุดในธรรมชาติและเปนชนิดแรกที่ถูกคนพบคือ พอลิ-3- 
ไฮดรอกซีบิวทีเรต (poly-3-hydroxybutyrate: PHB) ผลิตภัณฑที่ทําจาก PHB มีลักษณะแข็ง
เปราะ การใชประโยชนคอนขางจํากัด ในการใชงานนิยมใชในรูปของโคพอลิเมอร ไดแก พอลิไฮ-
ดรอกซีบิวทีเรตวาลีเรต (polyhydroxybutyrate-valerate: PHBV) สวนมากนํามาใชในงานทาง
การแพทย เชน วัสดุควบคุมการปลดปลอยตัวยา ไหมละลาย แผนปดแผล เปนตน (Bordes และ
คณะ, 2009) นอกจากนี้ยังมีการนํามาผลิตเปนบรรจุภัณฑชนิดตางๆ PHAs ถูกยอยสลายไดทาง
ชีวภาพในสภาวะแวดลอมธรรมชาติตางๆ เชน ในดิน น้ําจืด น้ําเค็ม ในระบบการทําปุยหมัก 
(compost) อัตราการยอยสลายของ PHAs ข้ึนอยูปจจัยหลายประการ ไดแก ชนิดของมอนอเมอร
ที่เปนองคประกอบ น้ําหนักโมเลกุล เปนตน ซึ่งมีรายงานวาสามารถแยกแบคทีเรียและฟงไจที่ยอย
สลาย PHA จากส่ิงแวดลอมไดแก Acidovorax faecilis, Aspergillus fumigatus, Comamonas 
sp., Pseudomonas lemoignei และ Variovorax paradoxus ซึ่งพบในดินสวน Alcaligenes 
faecalis และ Pseudomonas พบในตะกอนน้ําเสียและพบ Comamonas testosteroni จากการ
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แยกเชื้อในน้ําทะเลและยังพบวาแบคทีเรีย Bacillus megaterium AF3 สามารถยอยสลาย PHA 
และ PHBV ได (Shah และคณะ, 2008) 

2.2.2 วัตถุดิบจากการสังเคราะห (Synthetic polymer) 
1) พอลิเมอรสังเคราะหจากชีวมวล (Bio-based synthetic polymer)พอลิเมอร 

กลุมนี้ไมไดอยูในธรรมชาติแตสามารถสังเคราะหไดดวยกระบวนการทางเคมี โดยใชมอนอเมอร
หรือวัตถุดิบทางชีวภาพที่มีอยูในธรรมชาติ พอลิเมอรสังเคราะหจากวัตถุดิบทางชีวภาพที่สําคัญ
ไดแก พอลิแลคติกแอซิด (Polylactic Acid, PLA) หรือพอลิแลคไทด (Polylactide) (ภาพที่ 2.5 
และ 2.6) เปนพอลิเมอรที่ไดรับความสนใจมากที่สุดในประเภทพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพ
กลุมพอลิเอสเทอร (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 2552) สําหรับการผลิตเปนผลิตภัณฑเพื่อ
การคาอยางแพรหลายในขณะนี้ โดยพอลิเมอรชนิดนี้สามารถเตรียมไดจากแหลงวัตถุดิบที่ปลูก
ทดแทนใหมได PLA มีมวลโมเลกุลสูงทําจากวัสดุจากธรรมชาติ เชน ขาวโพด หรือแปง จาก
คุณสมบัติที่สามารถยอยสลายไดนี้ PLA จึงสามารถหมุนเวียนในธรรมชาติซึ่งเกี่ยวของกับ
จุลินทรียและกลไกการยอยสลายทางชีวภาพ (Li และคณะ, 2008)  

 
ภาพที่ 2.5 กระบวนการผลิต PLA จากแหลงวัตถุดิบที่สามารถปลูกทดแทนใหมได (Farrington 
และคณะ, 2007) 
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ภาพที่ 2.6 โครงสรางทางเคมีของ PLA (Oliver, 2005) 

กรดแลกติกผลิตจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมีหรือกระบวนการหมัก (fermentation) 
ซึ่งในปจจุบันกระบวนการหมักเปนวิธีการหลักในการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรม
เนื่องจาก PLA มีตนทุนการผลิตคอนขางสูง ดังนั้นการผลิต PLA โดยสวนมากจะเตรียมจาก
กระบวนการพอลิเมอไรเซชั่นโดยการเปดวง เร่ิมจากปฏิกิริยาการควบแนนแบบตอเนื่องของกรด 
แลคติกเพื่อผลิตพรีพอลิแลคติกแอซิดน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (low MW PLA prepolymer)จากนั้น 
พรีพอลิเมอรจะถูกเปล่ียนไปเปนแลคไทดโดยการเรงปฏิกิ ริยาจากสารประกอบดีบุก  
(tin catalysis) จากนั้นจะถูกทําใหบริสุทธิ์โดยการกล่ันภายใตสูญญากาศ จะได PLA โมเลกุลสูง
เปนผลิตภัณฑและเนื่องจากกระบวนการผลิตไมมีการใชสารละลายอินทรีย กระบวนการนี้จึงมี
ตนทุนต่ําและเปนมิตรตอส่ิงแวดลอมหลังจากเสร็จส้ินกระบวนการพอลิเมอไรเซชั่นแลวแลคไทดที่
เหลือจะถูกกล่ันออกมาภายใตสูญญากาศและนํากลับไปใชอีกกระบวนการผลิต PLA โดยไมใชตัว
ทําละลายอินทรียแสดงดังภาพที่ 2.7 

PLA เปนเทอรโมพลาสติกมีลักษณะใส มีความแวววาวสูง สามารถข้ึนรูปไดหลากหลาย
รูปแบบเชนเดียวกับพอลิเมอรพื้นฐานทั่วไป มีการนําไปใชประโยชนในหลายดาน ในทางการแพทย
ใชทําอุปกรณยึดจับกระดูกและเนื้อเยื่อ ไหมละลาย เปนตน มีการนําไปใชในการผลิตบรรจุภัณฑ
ตางๆเชน ขวดน้ํา ถวยโยเกิรต อุปกรณสําหรับรับประทานอาหารแบบใชคร้ังเดียวทิ้ง ถุงเก็บเศษ
ใบไมและขยะชีวภาพ นอกจากนี้ยังมีการนําไปใชในงานส่ิงทอและเสนใย เชน เส้ือผา พรม 
ผาเช็ดตัว เปนตน (Lim และคณะ, 2008)  

PLA ยอยสลายไดทางชีวภาพภายใตสภาวะที่อุณหภูมิและความชื้นสูง ตัวอยางเชนสภาวะ
ของโรงหมักปุยอินทรีย (compost) โดยทั่วไปในสภาวะที่มีอุณหภูมิต่ํากวา 60 องศาเซลเซียส PLA 
จะยอยสลายไดไมดี เนื่องจาก PLA มีอุณหภูมิกราสทรานซิชัน (Glass Transition Temperature) 
ใกลเคียง 60 องศาเซลเซียส (Gupta และคณะ, 2007) การยอยสลายของ PLA แบงออกเปน  
2 ระยะ โดยในระยะแรกการยอยสลายเกิดโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (ภาพที่ 2.8) ซึ่งเกิดที่พันธะ 
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เอสเทอรของพอลิเมอรทําใหโมเลกุลมีขนาดเล็กลง หลังจากนั้นจึงถูกยอยสลายตอโดยการทํางาน
ของจุลินทรีย (Farrington และคณะ, 2007; Fukushima และคณะ, 2009) การยอยสลายดวย
กระบวนการไฮโดรไลซีสเปนข้ันตอนที่สําคัญในการกําหนดอัตราเร็วในการยอยสลายพอลิเมอร 
โดย PLA จะถูกยอยสลายไปเปนสารประกอบที่ละลายน้ําไดและกรดแลคติกโดยมีปจจัยที่สําคัญ
คือ อุณหภูมิและความชื้น สารประกอบและกรดแลคติกที่ไดจะถูกยอยตอไปโดยจุลินทรียชนิด
ตางๆ โดยการ metabolisation อยางรวดเร็วไปเปนกาซคารบอนไดออกไซด น้ํา และมวลชีวภาพ 
(Fukushima และคณะ, 2009; Nolan-ITU Pty Ltd., 2002; Oliver, 2005) Shah และคณะ 2008 
ไดรายงานวาจุลินทรียที่ยอยสลาย PLA ไดแก Fusarium moniliforme, Penicillium roquefort, 
Amycolatopsis sp., Bacillus brevis, Rhizopus delemer ซึ่งอัตราไฮโดรไลซีสของ PLA ข้ึนอยู
กับหลายปจจัยไดแก อุณหภูมิ ความชื้น ความเปนกรดดางของสภาวะและยังข้ึนอยูกับสมบัติบาง
ประการของพอลิเมอรดวย เชน น้ําหนักโมเลกุล ระดับความเปนผลึก ขนาดและรูปรางของวัสดุที่
ผลิตจากพอลิเมอรเปนตน (Anderson และ Shive,1997)  

 

 
ภาพที่ 2.7 กระบวนการผลิต PLA โดยไมใชตัวทําละลายอินทรีย (Farrington และคณะ, 2007)
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ภาพที่ 2.8 การยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดดวยกระบวนการไฮโดรไลซิส (Siracusa และคณะ, 
2008 ) 

2) พอลิเมอรสังเคราะหจากปโตรเลี่ยม (Petroleum-based synthetic 
polymer) พอลิเมอรที่สังเคราะหจากวัตถุดิบทางปโตรเคมีเปนพอลิเมอรที่ไมสามารถยอยสลายได
ทางชีวภาพแตความจริงแลวคุณสมบัติการยอยสลายทางชีวภาพของวัสดุไมไดข้ึนอยูกับแหลงที่มา
ของวัตถุดิบที่ใชในการผลิตแตข้ึนอยูกับโครงสรางทางเคมี ในปจจุบันมีการพัฒนาพอลิเมอรที่ยอย
สลายไดทางชีวภาพที่สังเคราะหจากผลิตภัณฑปโตรเคมีข้ึนมาหลายชนิด อาจแบงเปนกลุมได 
ดังนี้ 

  พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรง (aliphatic polyester) เปนพอลิเอสเทอรที่สามารถ
ยอยสลายไดทางชีวภาพ เนื่องจากโครงสรางของพอลิเมอรมีพันธะเอสเทอรซึ่งเปนพันธะที่เกิดจาก
การไฮโดรไลซิสไดงายอยูบนสายโซหลัก โดยทั่วไปกลไกการยอยสลายจะเร่ิมตนดวยปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่พันธะเอสเทอร ทําใหพอลิเมอรมีขนาดเล็กลง หลังจากนั้นโมเลกุลที่เล็กลงจึงถูกการ
ยอยสลายผานกระบวนการเมตาบอลิซึมของส่ิงมีชวิีต อัตราการยอยสลายของพอลิเอสเทอรข้ึนอยู
กับสภาพแวดลอมและโครงสรางทางเคมีของพอลิเอสเทอร จากคุณสมบัติดังกลาวจึงไดรับความ
สนใจในการพัฒนาเพื่อนํามาใชงานทางดานวัสดุทางการแพทยและวัสดุที่เปนมิตรกับส่ิงแวดลอม 
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ตัวอยางของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงที่ผลิตจากผลิตภัณฑปโตรเคมี เชน พอลิไกลโคลิกแอซิด 
(polyglycolic acid: PGA) พอลิคาโปรแลกโทน (polycaprolactone: PCL) พอลิบิวทิลินซัคซิเนต 
(polybutylene succinate: PSB) พอลิบิวทินลีน ซัคซิเนตอะดิเปต (polybutylene succinate 
adipate: PBSA) (Bodes และคณะ, 2009) 

 พอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงที่มีวงแหวนอะโรมาติกในโครงสราง (aliphatic 
aromatic copolyester: AAC) อะลิฟาติกพอลิเอสเทอรหรือพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงเปน 
พอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพแตมีคุณสมบัติเชิงกลบางประการที่จํากัดการนําไปใช
ประโยชนในงานดานตางๆในขณะที่อะโรมาติกพอลิเอสเทอรหรือพอลิเอสเทอรของวงแหวน 
อะโรมาติกมีสมบัติทางกายภาพและเชิงกลดีเยี่ยม เหมาะกับการใชงานที่หลากหลายดาน 
วัสดุศาสตรแตไมสามารถยอยสลายได ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาโคพอลิเมอรที่ผลิตข้ึนโดยการ
สังเคราะหรวมกันของพอลิเอสเทอรแบบสายโซตรงและพอลิเอสเทอรของวงแหวนอะโรมาติกเพื่อ
รวมคุณสมบัติที่ดีของทั้งสองไวดวยกัน AAC ยอยสลายดีทางชีวภาพ โดยการยอยสลายเร่ิมจาก
การไฮโดรไลซิสของพันธะเอสเทอรโดยเฉพาะในสวนของโครงสรางแบบสายโซตรง อัตราเร็วของ
การยอยสลายจะลดลงเม่ือสัดสวนของวงแหวนอะโรมาติกในพอลิเมอรมีปริมาณสูงข้ึน นอกจากนี้
อัตราการยอยสลายของพอลิเมอรยังข้ึนอยูกับปจจัยอ่ืนๆ เชน ความชื้น อุณหภูมิ พื้นที่ผิวและ
กระบวนการที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑ (Shah และคณะ, 2008) 

 พอลิเมอรสลายไดทางชีวภาพประเภทอ่ืนๆ แมวาพอลิเอสเทอรจะเปนพอลิเมอร
สังเคราะหยอยสลายไดทางชีวภาพที่มีศักยภาพสูงแตก็มีการพัฒนาพอลิเมอรประเภทอ่ืนๆ ซึ่งมี
โครงสรางทางเคมีแตกตางออกไป ไดแก พอลิเอสเทอรเอไมด (polyester amide) พอลิยูรีเทน  
(polyurethane) พอลิแอนไฮไดรด (polyanhydride) เปนตน (เกื้อกูล ปยะจอมขวัญและคณะ, 
2552) 

2.3 ปจจัยท่ีมีอิทธิพลตอการยอยสลายทางชีวภาพ 
ในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพจนกลายเปนฮิวมัสในดินนั้นตองอาศัยปจจัยตางๆ ทั้ง

ทางกายภาพ เคมี ส่ิงแวดลอม ซึ่งปจจัยเหลานี้มีผลตอการยอยสลายบรรจุภัณฑ (Shah และคณะ, 
2008)  
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2.3.1. อุณหภูมิ (Temperature)  
บริเวณที่มีอุณหภูมิสูงยอมมีอัตราการสลายตัวของเศษพืชหรือซากสัตวไดเร็วกวาในบริเวณ

ที่มีอุณหภูมิต่ํา ถาอุณหภูมิต่ําอินทรียวัตถุมีการสะสมในดินมาก แตถาอุณหภูมิสูงการสลายตัวเร็ว
ยิ่งข้ึน การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิจนถึงระดับหนึ่งสงผลใหอัตราการการเกิดปฏิกิริยาในจุลินทรีย
เพิ่มข้ึนดวย นอกจากนั้นอุณหภูมิมีผลตอโครงสรางและการทํางานของเอนไซมในวิถีเมแทบอลิซึม
ตางๆของจุลินทรีย ดังนั้น การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงมีผลเสียตอความเสถียรของ
โครงสรางและการทํางานของเอนไซม  

2.3.2. ความช้ืน (Soil moisture) 
ความชื้นเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการยอยสลายทางชีวภาพของอินทรียวัตถุ เนื่องจาก

มีผลตอการเจริญและวิถีเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย การกระจายตัวและการละลายน้ําของกาซใน
ดินยอมตองการความชื้นทั้งส้ิน สภาพความชื้นคอนขางเปยก มีสภาพในการยอยสลาย
อินทรียวัตถุดีกวาความชื้นที่มีสภาพความชื้นสนาม พื้นที่ ๆ มีความแหงแลงและสภาพการขาด
ออกซิเจนทําใหการเจริญเติบโตและกิจกรรมของจุลินทรียดินลดลง ดินที่มีการระบายน้ําดีและมีพืช
พรรณเจริญเติบโต มีปริมาณฮิวมัสสูง เพราะสภาพเชนนี้ทําใหเกิดดินอินทรียข้ึน โดยปกติความชื้น
ที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการยอยสลายของพืชนั้นควรอยูในชวงรอยละ 50-60 ถาความชื้นมาก
หรือนอยกวานี้ อาจทําใหจุลินทรียบางชนิดหยุดชงักหรือตายได  อยางไรก็ตามจุลินทรียในดินที่
แตกตางกันยอมตองการปริมาณความชื้นที่เหมาะสมแตกตางกันดวย 

2.3.3. ปริมาณธาตุอาหาร (Nutrients) 
ธาตุอาหารเปนส่ิงจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย สารอาหารที่จําเปนไดแก 

คารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส การขาดธาตุอาหารโดยเฉพาะไนโตรเจน มีผลทําใหการ
เจริญเติบโตของพืชลดลงมากกวาการดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียในดิน จุลินทรียสามารถดูดซึม
สารอาหารจากส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติมาใชในการแบงเซลลเพื่อเพิ่มจํานวนทั้งนี้เพราะจุลินทรีย
จะใชอินทรียวัตถุที่สลายตัวแลว ซึ่งมีธาตุอาหารอยูไปใชเพื่อดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียตอไป 
สําหรับส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอน จุลินทรียอาจนําสารเหลานั้นมาใชเปนอาหารไดทั้งนี้ข้ึนกับ
ชนิดองคประกอบและโครงสรางของสารปนเปอนนั้น 
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2.3.4. ความเปนกรดดาง (pH)  
ความเปนกรดดางมีผลตอการดูดซึมอาหารและการเจริญของจุลินทรียในการยอยสลาย

อินทรียวัตถุในส่ิงแวดลอม โดยปกติจุลินทรียในดินเจริญเติบโตไดดีที่สุดที่ pH 6-8 แตสามารถอยู
ในสภาพที่เปนกรดไดเม่ือ pH ต่ํากวา 4-5 และทนสภาพที่เปนดางไดเม่ือ pH 8.5 ดินที่เปนกรดจัด
มีผลทําใหจุลินทรียดินชะงักการเจริญเติบโต มากกวาดินที่เปนดางจัด พืชจะทนการเปล่ียนแปลง
ของ pH อยางรวดเร็วมากกวาจุลินทรีย ดังนั้นในกิจกรรมยอยสลายอินทรียวัตถุที่ทําปุยหมักจึง
ตองเติมปูนลงไปเพื่อปรับสภาพ pH ที่เปนกรดใหเปนกลางสงผลใหการยอยสลายของปุยหมัก 
เร็วข้ึน  

2.3.5. เน้ือดิน (Soil texture)  
ดินที่มีปริมาณเคลยมากจะมีฮิวมัสมากกวาดินประเภทอ่ืน เม่ืออยูสภาพแวดลอมเดียวกัน 

ฮิวมัสเหลานี้จะดูดอนุมูลของสารตาง ๆ ที่มีอนุมูล = O – OH , - AI-OH , - Fe-OH และประจุบวก
ที่แลกเปล่ียนไดรวมทั้ง -NH+

 3 – SH , -OH และ -COOH  

ลําดับการยอยสลายของสารประกอบอินทรียชนิดตาง  ๆดําเนินไปดังนี ้ 

ตารางที่ 2.1 ลําดับการยอยสลายของสารประกอบอินทรียชนิดตาง  ๆ

1.  น้ําตาล แปง และโปรตีนที่มีโครงสรางไมซับซอน   
อัตราการยอยสลายเร็ว 

 

 

อัตราการยอยสลายชา 

2.  โปรตีนที่มีโครงสรางซับซอน  
3.  เฮมิเซลลูโลส  
4.  เซลลูโลส  
5. ไขมัน ข้ีผ้ึง ฯลฯ  
6. ลิกนิน  

 
2.3.6. การถายเทอากาศ (Aeration) 
ในสภาพที่มีการถายเทอากาศดีหรือมีปริมาณออกซิเจนมีผลทําใหกิจกรรมยอยสลาย

อินทรียวัตถุไดดีกวาในสภาพที่ขาดออกซิเจน เชน การยอยสลายของฟางขาวในสภาพที่มีอากาศ
จะสลายตัวไดเร็วกวาในสภาพที่มีน้ําขัง หรือสภาพที่ขาดอากาศ  
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2.3.7. จุลินทรียในดิน (Soil microorganism) 
จุลินทรียเปนองคประกอบที่สําคัญที่สุดของกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ บทบาทของ

จุลินทรียดินที่มีกิจกรรมเกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลายมากหรือนอยข้ึนอยูกับชนิดของ
จุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน กระบวนการนี้อาศัยเอนไซมในจุลินทรียเปนตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ 
จุลินทรียที่ตางชนิดกันจะมีการสรางเอนไซมที่มีลักษระแตกตางกัน ชนิดของเอนไซมมีผลตอ
ประเภทของปฏิกิริยาการยอยสลายและมีผลตอวิถีเมแทบอลิซึม จุลินทรียที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายจัดอยูในจําพวกเฮเทอโรโทรฟก (heterotrophic microorganism) เปนจุลินทรียที่ตองใช
พลังงานจากออกซิเดชันสารประกอบอินทรียและใชคารบอนในการสรางสารประกอบที่เปน
องคประกอบของเซลลจากสารประกอบอินทรีย จุลินทรียเหลานั้นไดแก แบคทีเรีย รา สาหราย  
เปนตน ซึ่งจะกลาวในหัวขอถัดไป (มัณฑนีย เศรษฐภักดี, (ม.ป.ป.); อลิสา วังใน, 2553; Shah และ
คณะ, 2008)  

2.4 ชนิดของจุลินทรียในดินและเทคโนโลยีการติดตามจุลินทรีย 

 2.4.1 ชนิดของจุลินทรียในดิน   

 ดินเปนแหลงของส่ิงมีชีวิตรวมทั้งจุลินทรียตางๆ ไดแก ไวรัส แบคทีเรีย เชื้อรา สาหราย และ
โพรโทซัว โดยเฉพาะอยางยิ่งในดินที่มีสารอินทรียสูงจะทําใหมีจํานวนของจุลินทรียกลุม 
เฮเทอโรโทรฟสูงดวยจุลินทรียในดินจะอยูในสภาพที่อดอยากและมีอัตราการสืบพันธุที่ต่ํา
การศึกษาโดยการวัดกาซคารบอนไดออกไซดที่ปลอยออกมาโดยจุลินทรียจนกระทั่งมีการเติม
สารอาหารเขาไปในดินพวกจุลินทรียจะมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วจนกวาสารอาหารจะหมดลง
และหลังจากนั้นอัตราการเกิดกิจกรรมของจุลินทรียจะลดลงเพราะเขาสูสภาพที่อดอยาก
เหมือนเดิม จุลินทรียในดินทําหนาที่ยอยสลายพวกซากพืชซากสัตวตางๆทําใหเกิดการหมุนเวียน
ของแรธาตุและสารอาหาร (สุบัณฑิต นิ่มรัตน, 2549) 

ปริมาณของจุลินทรียแตกตางกันไปข้ึนอยูกับองคประกอบหรือปจจัยหลายอยาง เชน ชนิด
และปริมาณของสารอาหาร ความชื้นในดิน การระบายอากาศ อุณหภูมิ pH  

  แบคทีเรีย เปนจุลินทรียที่มีมากที่สุดทั้งชนิดและจํานวน พบมากที่ผิวดินโดย
แบคทีเรียในดินมักจะยึดเกาะกับอนุภาคของดินเพราะในอนุภาคของดินมีทั้งประจุบวกและลบ 
ดังนั้นเซลลแบคทีเรียที่มีประจุลบก็จะเกาะกับอนุภาคดินได  จากการนับโดยตรงดวยกลอง
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จุลทรรศนอาจพบแบคทีเรียมากเปนพันลานเซลลตอดินหนึ่งกรัม แตการนับจากจานเพาะเชื้อของ
ตัวอยางเดียวกัน จะเหลือประมาณสิบลานเซลล ทั้งนี้เนื่องจากดินมีแบคทีเรียมากมายซึ่งมีความ
ตองการสารอาหารและสภาพแวดลอมในการเจริญเติบโตแตกตางกันมาก ดังนั้นจึงไมสามารถ
เพาะเล้ียงใหเจริญไดทุกชนิดในอาหารเล้ียงเชื้อที่จัดเตรียมข้ึน นอกจากนี้จํานวนแบคทีเรียข้ึนอยู
กับหลายปจจัย เชน จํานวนอินทรียสารในดินเพราะแบคทีเรียตองใชในการเจริญ แบคทีเรียในดิน 
มีทั้งออโตโทรฟ เฮเทอโรโทรฟ มีโซโทรฟ เทอรโมไฟล ไซโครไฟล แอโรบ แอนแอรโรบ บางพวกยอย
สลายเซลลลูโลส บางพวกยอยสลายโปรตีน บางชนิดยอยสลายซัลเฟอรหรือตรึงไนโตรเจนได
แบคทีเรียที่พบในดิน ไดแก Pseudomonas, Thiobacillus, Rhizobium, Agrobacterium, 
Acinetobacter, Cellulomonas, Brevibacterium, Bacillus นอกจากนี้ยังพบ Actinomycetes  
ซึ่งชนิดที่สําคัญ คือ Nocardia , Streptomyces , Micromonospora  

Tomita และคณะ (2003) รายงานวา Bacillus stearothermophilus มีคุณสมบัติสามารถ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดชนิดฟลมที่ 60 องศาเซลเซียส ในปถัดมา Tomita และคณะ(2004)  
ทําการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและทําการแยกเชื้อ
จากดินที่สามารถยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดได พบวามีความใกลเคียงกับ Geobacillus 
thermocatenulatus  ซึ่งเจริญในภาวะอุณหภูมิสูงและยอยสลายพอลิแลคติกไดดีที่สุด Ikura และ 
Kudo (1999) สามารถแยกเชื้อ actinomycetes ในการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
ชนิดฟลมโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 43 องศาเซลเซียส pH เทากับ 7 ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวความ
เขมขนต่ํา สวน Tokiwa และJarerat (2004) รายงานวา actinomycetes มีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด Fukushima และคณะ(2009) ศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติก-
แอซิดโดยจุลินทรียพบวาแบคทีเรีย Bacillus licheniformis สามารถยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
ได โดยพบแบคทีเรียชนิดนี้ในดินเหนียวซึ่งการยอยสลายข้ึนอยูกับโครงสรางทางเคมีของวัสดุและ
การกระจายตัวของแบคทีเรียที่เกาะอยูในดิน 

  รา พบในดินมีจํานวนมากพบมากที่ผิวดินซึ่งมีอากาศ พบทั้งสภาพที่มีไมซีเลียม 
และสปอรจํานวนของรามีประมาณแสนตอดินหนึ่งกรัมรามีความสามารถในการยอยสลาย
สารอินทรีย เชน เซลลูโลส ลิกนิน เพกทิน ไดดี และยังสามารถเปล่ียนคารบอนจากสารอินทรียใน
ดินใหเปนองคประกอบของเซลลได นอกจากนี้รายังเจริญไดดีในดินที่เปนกรด ราจึงชวยปรับปรุง
โครงสรางของดิน โดยการที่เสนใยไมซีเลียมจะสานเปนตาขายยึดอนุภาคดินไวเปนกลุมกอนทําให
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ไมละลายน้ําไปเ รียกวา “ครัมเบิลสตรัคเจอร  (crumble structure)” ราที่พบมาก ไดแก 
Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Cladosporium, Fusarium เปนตน 

  สาหราย สามารถพบไดในดินทั่วไปแมแตในดินที่แหงแลงมาก เชน ทะเลทราย  
จํานวนของสาหรายในดินมีนอยกวาแบคทีเรียและรา สาหรายที่พบสวนใหญเปนสาหรายสีเขียว 
เชน พวกChlamydomonas, Chlorococcum และไดอะตอม ในดินที่อุดมสมบูรณ กิจกรรมทาง
ชีวเคมีของสาหรายจะลดลง เพราะถูกแยงอาหารโดยแบคทีเรียและราเนื่องจากสาหรายเปนพวกที่
สังเคราะหแสง จึงพบมากที่ผิวดินหรือใตผิวดินเล็กนอย ผลจากการสังเคราะหแสงทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงและแทนที่ (succession) โดยสาหรายบางชนิดสามารถเจริญเกาะอยูบนหินได  
เม่ือสาหรายเจริญข้ึนมากๆ สังเคราะหแสงไดสารอินทรียและพวกที่ตายยังทับถมกันอีกกลายเปน
อินทรียสารที่ทําใหแบคทีเรียและราเจริญข้ึนได เม่ือจุลินทรียชนิดอ่ืนเจริญและสรางสารตางๆข้ึน 
เชน กรดไปยอยสลายหินทําใหแรธาตุละลายออกมาอยางชาๆ ตอมาสภาพนั้นเหมาะกับการเจริญ
ของไลเคนส มอส และพืชชั้นสูงตามลําดับ นอกจากนี้สาหรายบางชนิด เชน นอสตอก อนาบีนา  
ยังชวยตรึงกาซไนโตรเจนจากอากาศใหอยูในรูปสารประกอบไนเตรตที่พืชนําไปใชได 

  โพรโทซัว พบมากในดินเชนกันโดยจะเปนกลุมจุลินทรียชนิดที่อาศัยอยูอยาง
อิสระ โพรโทซัวสวนใหญในดินเปนพวกมีแฟลกเจลลาและพวกอะมีบาพบมากในดินที่ มี
อินทรียวัตถุสูงและชุมชื้น โพรโทซัว ในดินชวยกินแบคทีเรียบางชนิด จึงเปนการควบคุมปริมาณ
แบคทีเรียใหอยูในสมดุล (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547; สุบัณฑิต  
นิ่มรัตน, 2549; Maier และคณะ, 2000) 

2.4.2 เทคโนโลยีในการติดตามจุลินทรีย 

เนื่องจากการศึกษาเพื่อใชจุลินทรียบําบัดส่ิงแวดลอม จําเปนจะตองมีข้ันตอนติดตาม
จุลินทรียเพื่อใหทราบวาจุลินทรียชนิดนั้นสามารถอยูไดในส่ิงแวดลอมและมีความเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายทางชีวภาพไดจริง ซึ่งตัวอยางของดินที่เก็บที่ไดจากส่ิงแวดลอมมีสวนประกอบตางๆ
มากมายซึ่งไดแกสวนประกอบที่อยูในสถานะของแข็ง ของเหลวและกาซ สวนประกอบหลักที่อยูใน
ดินประกอบดวยสวนที่เปนสารอนินทรียและสารอินทรีย (humic: humic matter) ซึ่งมีปริมาณที่
ผกผันข้ึนอยูกับแหลงของดิน ส่ิงมีชีวิตในดินซึ่งประกอบไปดวย จุลินทรียดินจะอาศัยอยูในโพรง
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สวนตางๆของอนุภาคดิน ซึ่งเปนส่ิงที่กําหนดความอยูรอดของจุลินทรีย แมวาแบคทีเรียจะเปน
ส่ิงมีชี วิตที่ มีรูปแบบและความหลากหลายมากบนโลกแตความรู เกี่ยวกับโครงสรางของ
ความสัมพันธและการเปล่ียนแปลงของประชากรยังมีอยูนอย (หนึ่ง เตียอํารุงและนันทกร บุญเกิด, 
2544) การติดตามจุลินทรียนั้นสามารถทําไดหลายวิธี วิธีหนึ่งที่นิยมอยางยิ่งในปจจุบันคือการใช
เทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ซึ่งเปนวิธีการที่ใหผลไดดี เทคนิค
ดังกลาวอาศัยหลักการที่วา ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากส่ิงแวดลอมสามารถใชเปนแมแบบในการเพิ่ม
จํานวน 16s rDNA ซึ่งเปนเอกลักษณเฉพาะของแบคทีเรียแตละชนิด ดวยวิธีปฏิกิกริยาลูกโซ 
พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) โดยอาศัยปริมาณคูเบส GC เรียกวา GC 
clamp ที่ปลายสาย 5’ ของ primer ที่ใชในการเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ เพื่อทําหนาที่เปน high 
melting domain บนสายดีเอ็นเอทําใหไมแยกจากกันเปนสายเดี่ยวเม่ือเคล่ือนที่บนเจล  

ดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนไดดังกลาวจะถูกนําไปแยกดวยกระแสไฟฟาในเจลที่มีเกรเดียนต
ฟอรมาไมดและยูเรีย จะทําใหสายดีเอ็นเอที่ไดแยกออกจากกัน โดยจะแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอที่มี
ลําดับเบสตางกันไดแมวาขนาดความยาวของดีเอ็นเอจะเทากัน ซึ่งจะอาศัยความเขมขนของสาร 
ที่มีคุณสมบัติในการแยกสายดีเอ็นเอ (denaturant) ที่มีสัดสวนความเขมขนของสาร (gradient)  
จากสวนบนของเจลที่มีความเขมขนนอยไปสูสวนลางของเจลซึ่งมีความเขมขนมากรวมไปถึงการ
ใชอุณหภูมิสูงในการทําลายพันธะระหวางคูเบส GC ซึ่งเปนการจับกันโดยใชพันธะที่เหนียวแนน 
ซึ่งความเขมขนหรือปริมาณของคูเบส GC ที่มีในดีเอ็นเอแตละคูที่แตกตางกันนี้ทําใหการเคล่ือนที่
ในตัวกลางดังที่กลาวมาขางตนแตกตางกันจึงสามารถมองเห็นรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎ
บนเจลตางกัน ดังนั้น DGGE จึงเปนเปนเทคนิคหนึ่งที่สามารถแยกชนิดของส่ิงมีชีวิตที่สนใจได  
แมส่ิงมีชีวิตดังกลาวจะมีลําดับเบสตางกันเพียงหนึ่งตําแหนงก็ตาม  

นอกจากนี้ยังสามารถตัดแถบดีเอ็นเอที่สนใจไปทําการวิเคราะหหาลําดับเบสเพื่อใชศึกษา
ในระดับที่ลึกลงไปไดคุณภาพของ DGGE ข้ึนอยูกับคุณภาพของ PCR ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอในสวนที่ตองการศึกษา โดย PCR ที่ไดเปนดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ มีขนาดที่เหมาะสม  
และมีปริมาณเพียงพอ การศึกษาประชาคมแบคทีเรียโดยใชเทคนิค DGGE เร่ิมข้ึนจากการศึกษา
จุลินทรียในดิน ซึ่งสามารถศกึษาแบคทีเรียในตัวอยางไดโดยตรงเปนการลดปญหาจุลินทรียที่ไม
สามารถเพาะเล้ียงบนอาหารในหองปฏิบัติการไดและสามารถประเมินความหลากหลายของ
จุลินทรียไดอยางสมบูรณมากข้ึน ซึ่งเปนวิธีที่ สะดวก รวดเร็ว และไมยุงยาก ทําใหนักวิทยาศาสตร
และวิศวกรทางชีวภาพเขาใจโครงสราง ชนิดและปริมาณของแบคทีเรียวาเปนอยางไร มากหรือ
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นอยตางกันในระดับอณูวิทยา ทั้งยังสามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะห หรือตรวจสอบความ
หลากหลายของประชาคมแบคทีเรียที่มีอยูในธรรมชาติ น้ําเสียหรือของเสียทางอุตสาหกรรมและ
การเกษตรรวมไปถึงทางการแพทยดวยและสามารถคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่สนใจไปทําการ
วิเคราะหหาลําดับเบสเพื่อใชศึกษาในระดับที่ลึกลงไปได (Muyzer และคณะ, 1993) เทคนิค 
DGGE สามารถใชติดตามจุลินทรียทุกประเภทเชน แบคทีเรีย รา ยีสต รวมทั้งไซยาโนแบคทีเรีย  
ซึ่งเปนจุลินทรียที่มีการประยุกตใชในการบําบัดส่ิงแวดลอม นอกจากนี้เทคนิคดังกลาวยังสามารถ
ใชติดตามประชาคมจุลินทรียอ่ืนๆ เชน การกลายพันธุของยีนในทางการแพทย จุลินทรียที่ใชใน
กระบวนการหมักตางๆ จุลินทรียในอาหาร เปนตน วิธีดังกลาวจึงเปนประโยชนอยางยิ่งกับงานวิจัย
ในสาขาตางๆ (ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2548) 

2.5 วัฏจักรของธาตุท่ีเกี่ยวของกับการยอยสลายบรรจุภัณฑ 

การยอยสลายบรรจุภัณฑดวยจุลินทรียเปนการเปล่ียนรูปของบรรจุภัณฑใหกลายเปน
สารอาหารที่จุลินทรียเอาไปใชไดในขณะที่บางสวนกลายแรธาตุหมุนเวียนไปในวัฏจักรแรธาตุซึ่ง
มีวัฏจักรที่สําคัญดังตอไปนี้ 

2.5.1 วัฏจักรไนโตรเจนเน่ืองจากจุลินทรียในดิน 
วัฏจักรไนโตรเจนเปนการเปล่ียนแปลงตั้งแตกาซไนโตรเจนจนเปนสารอนินทรียและ

สารอินทรียไนโตรเจนที่ซับซอนในเนื้อเยื่อของพืชสัตวและจุลินทรียและการยอยสลายกลับไปเปน
กาซไนโตรเจนอีก กระบวนการยอยสลายสารอินทรียที่เกี่ยวของกับวัฏจักรไนโตรเจนไดแก 

1) การยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) การยอยสลายสารอินทรียที่มีไนโตรเจน
เปนองคประกอบ เชน โปรตีน กรดนิวคลีอิก ที่อยูในซากพืชซากสัตวดวยเอนไซม ทําใหโมเลกุล 
เล็กลง ผลที่ไดจากการยอยจะแตกตางไปตามชนิดของแบคทีเรียและสภาพแวดลอมในการยอย 
ถาอยูในสภาพมีออกซิเจนจะไดกรดอะมิโนหรืออาจจะยอยจนไดกาซคารบอนไดออกไซด น้ําและ
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ถายอยในสภาพไมมีออกซิเจนจะไดกรดอินทรีย (organic acid ) 
แอมโมเนีย (ammonia, NH3) เอมีน (amine) แอลกอฮอล (alcohol) อินโดล (indole) สเคโตล 
(skatol) เมอรแคปแทน (mercaptan) ไฮโดรเจนซัลไฟล (hydrogen sulfide, H2S) มีเทน 
(methane,CH4) เปนตน 
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2) การยอยสลายกรดอะมิโน (ammonification) กรดอะมิโนซึ่งไดจากการยอย
โปรตีนจะถูกจุลินทรียในดินใชเปนอาหาร โดยกรดอะมิโนจะถูกจุลินทรียยอยสลายดึงหมูอะมิโน
ออกจากโครงสรางของกรดอะมิโน โดยวิธดีีอะมิเนชัน (deamination) ไดแอมโมเนีย (NH3) 

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

ปฏิกิริยานี้จัดเปนออกซิเดตีฟดีอะมิเนชั่น (oxidative deamination) และไดแอมโมเนีย
เกิดข้ึนจึงเรียกปฏิกิริยานี้วา “แอมมอนิฟเคชั่น (amononification)” แอมโมเนียที่เกิดข้ึนอาจระเหย
จากดิน หรือถาละลายน้ํากลายเปน NH 4

+ หรืออาจถูกพืชหรือจุลินทรียนําไปใชและอาจเปล่ียน
ตอไปเปนไนเตรต (NO3

-)  

3) ไนตริฟเคชัน (nitrification) จุลินทรียสามารถเปล่ียนแอมโมเนียใหเปนไนเตรต
โดยอาศัยแบคทีเรียแกรมลบพวกเคโมลิโธโทรฟ ซึ่งใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนและ
ไดพลังงานจากกระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียหรือไนไตรต (NO2

- ) ปฏิกิริยาเกิดข้ึนได 2 
ข้ันตอน คือ 

 กระบวนการออกซิเดชันแอมโมเนียเปนไนไตรต (nitrosification) เกิดดังนี้ 

        2NH3 + 3O2                    2HNO2  + 2H2O 

ซึ่งเกิดจากการกระทําของแบคทีเรียจําพวกออกซิไดซแอมโมเนีย (ammonia oxidizing  
bacteria) ไดแก Nitrosomonas , Nitrosovibrio, Nitrosococcus 

 กระบวนการออกซิเดชันไนไตรตเปนไนเตรต (nitrification) เกิดดังนี้ 

      HNO2  + ½ O2                   HNO3 

เกิดโดยแบคทีเรียจําพวกออกซิไดซไนไตรต  (nitrite oxidizing bacteria) ไดแก 
Nitrobacter, Nitrospina และรา เชน Aspergillus, Penicillium กระบวนการไนตริฟเคชันจะเกิด
ไดดีในที่มีออกซิเจนหรือที่มีการถายเทอากาศ  
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4) การรีดิวสไนเตรตกลับเปนแอมโมเนีย (reduction of nitrate to ammonia) 
เกิดจากการกระทําของแบคทีเรียพวกเฮเทอโรโทรฟหลายชนิดที่เปล่ียนไนเตรตกลับเปนไนไตรต
หรือแอมโมเนีย กระบวนการนี้เกิดในสภาพที่ไมมีออกซิเจน ออกซิเจนที่อยูในไนเตรตจะเปนตัวรับ
อิเล็กตรอนและไฮโดรเจน  

ปฏิกิริยาการรีดิวซเปนแอมโมเนีย เกิดดังนี้ 
  HNO3   +  4H2                 NH3  +  3H2 O 

ปฏิกิริยานี้เกิดโดยจุลินทรียหลายชนิด เชน Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, 
Micrococcus, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Candida เปนตน 

5) ดีไนตริฟเคชัน (denitrification) เปนการเปล่ียนแปลงไนเตรตเปนกาซไนโตรเจน
หรือไนตรัสออกไซด (N2O) โดยดีไนตริฟายอิงแบคทีเรีย(denitrifying bacteria) ซึ่งไดแก 
Thiobacillius denitrificans, Baccillus, Pseudonas, Achromobacter, Micrococcus เปนตน 
กระบวนการนี้ทําใหดินสูญเสียธาตุไนโตรเจนไป การเปล่ียนแปลงกระบวนการดีไนตริฟเคชันเปน
ดังนี้ (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 

2NO3
-
                 2NO2

-   
                          2NO                N2O               N2 

        ไนเตรต                  ไนไตรต               ไนตริกออกไซด      ไนตรัสออกไซด     ไนโตรเจน 

แหลงไนโตรเจนที่เติมเขาไปในดินและส่ิงมีชีวิตสามารถนําไปใชประโยชน เชน ปุยยูเรีย เปน
ปุยเดี่ยวไนโตรเจนชนิดแข็งที่มีปริมาณไนโตรเจนมากที่สุด คือมีไนโตรเจนทั้งหมด 46% ยูเรีย 
เม่ือละลายน้ําทําใหยูเรียละลายอยางรวดเร็วไดแอมโมเนียมคารบอเนต ดังสมการ 

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

แอมโมเนียมคารโบเนตถูกจุลินทรียยอยเปนไอออนของแอมโมเนียม (NH4
+) และไนเตรต

(NO3) ซึ่งอยูในรูปที่พืชนําไปใชประโยชนไดแตรูปของแอมโมเนียมคารบอเนตไมคงรูปอยูตลอดไป
เพราะถา pH สูงกวา 7 จะปลดปลอยกาซแอมโมเนีย (NH3)(มัณฑนีย เศรษฐภักดี, (ม.ป.ป.);  
ยงยุทธ โอสถสภา, 2553) 
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2.5.2 วัฏจักรคารบอนเน่ืองจากจุลินทรียในดิน 

แหลงของสารประกอบคารบอนในธรรมชาติคือกาซคารบอนไดออกไซดกาซนี้ถูกตรึงโดยพืช
สีเขียว สาหราย โดยวิธีสังเคราะหแสงใหกลายเปนสารอินทรีย สวนการเปล่ียนแปลงที่เกิดจาก
แบคทีเรีย คือ  

 การที่ออโตโทรฟกแบคทีเรียใชคารบอนไดออกไซด เปนแหลงคารบอน 
เพื่อเปล่ียนเปนคารโบไฮเดรต ดังสมการ  

                         CO2 + 4 H                           (CH2O)X  + H2O 

 การตรึงคารบอนไดออกไซดโดยเฮเทอโรโทรฟกแบคทีเรีย 

                         CH3COCOOH  + CO2                      HOOCCH2 COCOOH 
                                        กรดไพรูวิก                                               กรดออกซาโลอะซีติก 

สารอินทรียคารบอนที่เกิดข้ึนจะถูกนํามาใชในกระบวนการหายใจใหไดพลังงานและ
คารบอนไดออกไซดหรืออาจใชสรางเนื้อเยื่อของพืชของสัตวหรือของจุลินทรียเอง ซึ่งเม่ือส่ิงมีชีวิต
ตายลงจะถูกจุลินทรียยอยสลายเนื้อเยื่อเหลานั้นทําใหไดคารบอนไดออกไซดกลับคืนสูบรรยากาศ 
เพื่อใชเปนอาหารของพืชตอไป ดังแสดงดังภาพที่ 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.9 ไดอะแกรมของวัฏจักรคารบอน 

คารบอนไดออกไซดใน
บรรยากาศ 

การสรางสารอินทรียคารบอน 

พืชสีเขียว สาหราย และแบคทีเรีย บางชนิด
เปล่ียนคารบอนไดออกไซดเปน

คารโบไฮเดรตและสารอินทรียซับซอนอื่นๆ 

        การยอยสารอินทรียคารบอน 

จุลินทรียยอยสลายเซลลูโลส ลิกนิน เพกทิน ได
ผลผลิตหลายอยาง ถายอยสมบูรณจะได
คารบอนไดออกไซดและน้ํา 

    สารอินทรียคารบอนในดิน 

เนื้อเย่ือพืชและสัตวที่ตายทับถมอยู
กลายเปนสารอินทรียในดิน 



28 

สารอินทรียคารบอนที่อยูในเนื้อเยื่อพืชสวนใหญเปนเซลลูโลส (cellulose) ลิกนิน (lignin) 
เพกติน (pectin) แปง (starch) และน้ําตาลตางๆ การยอยสลายตองอาศัยเอนไซมหลายชนิดทั้ง
แบคทีเรียและรา เชน การยอยเซลลูโลส 

 
                    เซลลูโลส         เซลลูโลส          เซลโลไบโอส (cellobiose) 

                    เซลโลไบโอส   บีตา- กลูโคซิเดส      กลูโคส 

                    กลูโคส        ระบบเอมไซม ของจุลินทรีย      คารบอนไดออกไซด น้ําและสารอ่ืนๆ 

สารอ่ืนๆที่เปนองคประกอบของเนื้อเยื่อพืช เชน เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ลิกนิน 
เพกทิน ก็อาจถูกยอยสลายดวยเอมไซมตางๆ ไดเชนเดียวกัน (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2547) เซลลูโลสมีขนาดใหญและไมละลายน้ําการนําเขาสูเซลลจุลินทรียจึงตอง
อาศัย extracellular enzyme ยอยเซลลูโลสใหมีขนาดโมเลกุลเล็กกอนนําเขาสูเซลล เอนไซมที่
ยอยเซลลูโลสสองชนิดแรกไดแก β -1,4- endoglucanase และ β -1,4- exoglucanase โดยที่ 
ทั้งคูเปน extracellular enzyme ซึ่ง endoglucanase ยอยโมเลกุลเซลลูโลสแบบสุมเกิดเปน 
เซลลูโลสที่มีขนาดเล็กลงสวน exoglucanase ยอยกลูโคส 2 โมเลกุล เอนไซมชนิดที่สาม ไดแก  
β- glucosidase หรือ cellobiase ซึ่งเปนทั้ง extra และintracellular enzyme โดยทําหนาที่ยอย 
เซลโลไบโอสไปเปนกลูโคสซึ่งสามารถดูดซึมไดโดยแบคทีเรียและรา (วีรานุช หลาง, 2553)   
ซึ่งไดกาซคารบอนไดออกไซดและน้ําเปนผลิตภัณฑ นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยังอาจได
จากกระบวนการดีคารบอกซีเลชัน (decarboxylation) ของกรดอะมิโน หรือจะไดจากกระบวนการ
ยอยสลายของกรดไขมัน และกระบวนการเหลานี้เกิดข้ึนในดิน (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา 
สุวรรณพินิจ, 2547)  

2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

ธนาวดี ล้ีจากภัย และคณะ (2548) ศึกษาอัตราการยอยสลายของวัสดุพอลิเมอรชนิดตางๆ 
คือ เซลลูโลส เทอรโมพลาสติกสตารช พอลิแลคติกแอซิดและพอลิเอทิลีน โดยจุลินทรียแบบใช
ออกซิเจนในภาชนะปดภายใตภาวะหมักที่มีการควบคุมสภาวะทดสอบไวที่ 58+2 องศาเซลเซียส 
ซึ่งเปนอุณหภูมิในการทดสอบการยอยสลายตามมาตรฐาน ASTM คาความเปนกรดดางของดิน 
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6-8 และความชื้น 50-55 % ในระยะเวลา 90 วัน ดินที่ใชในการทดสอบ 600 กรัมผสมกับวัสดุ
ทดสอบ 10 กรัมซึ่งวัสดุทดสอบถูกตัดใหมีขนาด 2 x 2 ซม2.  ทําการวัดปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนอยางตอเนื่อง คํานวณอัตราการยอยสลายจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ และเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของวัตถุพอลิเมอร พบวาการยอยสลาย
เซลลูโลส เทอรโมพลาสติกสตารช และโพลิแลคติกแอซิด เกิดการยอยสลายทางชีวภาพได 6, 34 
และ 24 เปอรเซ็นตตามลําดับและพอลิเอทิลีนไมเกิดการยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชในการ
ทดลองเดียวกัน  

Iovino และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ polylactic acid (PLA) 
thermoplastic starch (TPS) และกาบมะพราวเปนสวนผสมของเสนใยภายใตสภาวะมีอากาศ 
โดยใชวิธีทดสอบตามมาตรฐาน อุณหภูมิ 58 + 2 องศาเซลเซียส ตลอดการทดลอง 90 วัน หลัง
กระบวนการยอยสลายพบวา การยอยสลายทางชีวภาพของ TPS มีการอัตราการยอยสลายสูงกวา 
PLA และการเพิ่มของเปอรเซ็นตคารบอนไดออกไซดของ TPS ก็มากกวา PLA เม่ือผสมเสนใยจาก
กาบมะพราวเขากับ PLA และTPS พบวาปริมาณคารบอนไดออกไซดไมแตกตางกันนอกจากนั้น
ผลของการศึกษายังยืนยันจากการทดสอบโดย scanning electron microscopy (SEM) สามารถ
เห็นโครงสรางที่เปล่ียนแปลงไปของวัสดุทดสอบตามระยะเวลาการยอยสลายที่เพิ่มข้ึน 

Ho และ Pometto (1999) ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพโดยใหระบบการหายใจมา
วิเคราะห ฟลมพลาสติก PLA ในดินภายใตการควบคุมในหองปฏิบัติการ การทดลองใชดินผสม 
200 กรัม และพลาสติก 1.5 กรัม ตัดใหมีขนาด 1x1 ซม2. ทําการทดสอบที่อุณหภูมิ 28, 40 และ 
55 C ระยะเวลาการทดลอง 182 วัน พบวาระดับของการยอยสลายบงชี้โดยการเพิ่มข้ึนของการ
ปลอยกาซคารบอนไดออกไซดจากกระบวนการหายใจ อัตราการยอยสลายของสารอินทรียมีคา
เทากับ 24.3, 41.5 และ 76.9 มิลลิกรัมตอวัน และเปอรเซ็นตการยอยสลายของพลาสติก PLA 
เทากับ 27, 45 และ 70 %  ตามลําดับ การควบคุมอุณหภูมิการยอยสลายในดินที่สูงข้ึนชวยเพิ่ม
อัตราการยอยสลายทางชีวภาพของฟลมพลาสติก PLA ภายใตการควบคุมในหองปฏิบัติการ  

Kale และคณะ (2007) ศึกษาพอลิเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพและบรรจุภัณฑซึ่งในการ
ยอยสลายตองอาศัยระยะเวลาเพื่อใหเกิดการยอยสลายที่สมบูรณกอนที่จะผลิตเปนผลิตภัณฑเพื่อ
การคาและตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกที่สามารถยอยสลายได ในการ
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ทดลองนี้ทําการตรวจสอบการยอยสลายทางชีวภาพของขวด polylactide (PLA) และเปรียบเทียบ
ผลของการยอยสลายในสภาวะจริงกับสภาวะจําลองตามมาตรฐาน ASTM และ ISO ระยะเวลาใน
การทดลอง 30 วัน สําหรับการยอยสลายในสภาวะจริงควบคุมอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียสและ
การยอยสลายแบบสภาวะจําลองควบคุมอุณหภูมิที่ 58 องศาเซลเซียส ขวด PLA ถูกตัดใหมีขนาด 
1x1 ซม2. พบวาการยอยสลายในสภาวะจริงมีความสัมพันธกับการแตกสลายและการเปล่ียน 
แปลงน้ําหนักมวลโมเลกุล สวนการยอยสลายขวด PLA ในสภาพจําลองเปนไปตามทฤษฎี ผลการ
ยอยสลายทางชีวภาพของขวด PLA เทากับ 84.2 + 0.9 เปอรเซ็นตใน 58 วัน 

Mohee และคณะ (2007) กลาววาการยอยสลายพลาสติกในส่ิงแวดลอมเปนกระบวนการที่
มีความซับซอน ซึ่งอิทธิพลที่มีตอการยอยสลาย ไดแก ธรรมชาติของพลาสติก ปจจัยในการยอย
สลายที่เหมาะสม ซึ่งในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกทําการตรวจวัดอัตรา
การยอยสลายของพลาสติกโดยการตรวจวัดอุณหภูมิ ความชื้นของดิน การชั่งน้ําหนักแหง 
ของตัวอยางกอนและหลังทําการทดสอบเพื่อหาเปอรเซ็นการยอยสลาย รวมทั้ งการวัดกาซ
คารบอนไดออกไซดที่ไดจากการยอยสลายทางชีวภาพและการวัดกาซมีเทนจากการยอยสลาย
แบบไมมีอากาศ 

Kale และคณะ (2006) ไดศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ผลิตจากพอลิแลคติกแอซิด
ศึกษาตอเนื่อง 30 วัน ภายใตสภาวะ real compost พบวา 96% L-lactide ยอยสลายไดชากวา 
พอลิแลคติกแอซิดชนิด 94% L-lactide เนื่องจากมีโครงสรางและมีผลึกสูงกวา อัตราการยอย
สลายในเบื้องตนควรควบคุม อุณหภูมิสูงกวา 55 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธมากกวา 65% 
และ pH ประมาณ 7.5 ซึ่งมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายบรรจุภัณฑ 

Itavaara และคณะ (2002) ไดสรุปผลการศึกษาวาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด
สามารถยอยสลายไดงายถามีการควบคุมปจจัยโดยที่อุณหภูมิสูงจะยอยสลายไดเร็วกวาที่
อุณหภูมิต่ําและในสภาวะไมมีอากาศจะยอยสลายไดงายกวาเนื่องจากมีความคลายกับธรรมชาติ
มากกวา นอกจากนั้นยังพบวาพอลิแลคติกแอซิดสามารถใชเปนวัสดุทําปุยหมักได 

 



บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชดําเนินการศึกษา 

1.เคร่ืองชั่งส่ีตําแหนง รุน AB 204-S บริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
2.เคร่ืองชั่งสองตําแหนง รุน BJ 1000C บริษัท Precisa, Switzerland. 
3.เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง(pH meter) รุน BA 350 บริษัท Mettler Toledo,  

 Switzerland. 
4. เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS 325 บริษัท TOMY, USA. 
5.ตูอบ (hot air oven) รุน UE/BE 200-800 บริษัท Memmert, Germany. 
6. เคร่ืองเขยา (shaker) รุน 3016 บริษัท GFL, Germeny. 
7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ําอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียล รุน SF-C997 บริษัท Sanyo,  
     Japan. 
 8. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ําอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียล รุน ULT1786 บริษัท Forma  

   Scientific, USA. 
9. เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Helios Alpha บริษัท Thermo,     

  USA. 
10. เคร่ืองปนเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Compact High Speed refrigerated  

    centrifuge) รุน 6500 บริษัท KUBOTA, Japan. 
11. อางใหความรอน (heating waterbath) รุน WB 22  บริษัท Memmert, Germany. 
12. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน VX100 บริษัท Labnet, USA. 
13. ไมโครปเปต(micropepette) ขนาด 20,100, 200, 1000 และ10000 ไมโครลิตร   

    บริษัท Eppendorf AG, Germany. 
14. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (drybath incubator) รุน  

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

16. ชุดเคร่ืองมือทําอะกาโรสอิเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis ) รุน IMR  
    บริษัท Cosmo Bio, Japan. 

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

    System รุน DGGE - 2401 บริษัท C.B.S. Scientific Inc., USA. 
19. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

  - Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 บริษัท   
                            Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
   - กลองจุลทรรศน รุน ECLIPSE E200 บริษัท Nikon, Japan 
  - กลองดิจิตอล รุน COOLPIX P5100 บริษัท Nikon, Japan 

20. โปรแกรม Image-Pro Plus Visual Guide 
21. เคร่ืองวัดปริมาณคารบอนไดออกไซด (carbondioxy analyzer) รุน LI-6400 บริษัท  

    LI-COR, USA. 
22. เคร่ืองปนเหว่ียง (centrifuge) รุน SIGMA 4-15 บริษัท Sigma, England. 
23. เคร่ืองวัดและควบคุมอุณหภูมิ รุน MD-N บริษัทแสงชัยมิเตอร จํากัด ประเทศไทย 
24. ตูดูดความชื้น รุน ST48-A บริษัท โคแอกซ กรุป คอรปอเรชั่น จํากัด ประเทศไทย 

3.2 เคมีภัณฑ 

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

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

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

-ฟอรมาไมด [Formamide (Deionized)] 
- สารละลาย 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) 
- ยูเรีย (urea) 
- แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต (Ammonium persulfate) 
- TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 
-ทีเออี เขมขน 50 เทา (50xTAE) 
- สีติดตาม ( dye solution ) 
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- เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide solution) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
3.3 วัสดุท่ีใชในการศึกษา 

1.บรรจุภัณฑที่ทําจากพอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid ; PLA)  
2.บรรจุภัณฑที่ทําจากเยื่อชานออย 
3. ดินผสมใบจามจุรี 

3.4 วิธีดําเนินการศึกษา 
3.4.1 การเตรียมชุดทดสอบ 
เตรียมดินโดยการรอนดินผานตะแกรงขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร ทําการวิเคราะหหา

ปริมาณความชื้นในดิน วัดคาความเปนกรดดาง(pH) วิเคราะหปริมาณคารบอนตอไนโตรเจน (C:N 
ratio) เตรียมวัสดุทดสอบโดยตัดบรรจุภัณฑที่ทําจากพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑที่ทําจาก
เยื่อชานออยใหมีขนาด 1x1 ตารางเซนติเมตร โดยในการทดลองใชบรรจุภัณฑตอดินเทากับ 1:400 
โดยน้ําหนักในหนึ่งชุดการทดลอง ใชปุยยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน โดยใสดินและวัสดุทดสอบใน
ขวดแกวขนาด 24 ออนซ ปดปากขวดใหสนิทดวยจุกยางที่มีหลอดนํากาซตออยู แสดงดังภาพ 
ที่ 3.1 

 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 ชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ 

จากเคร่ืองวัดปริมาณ CO2 

ขวดทดลอง 

จุกยาง 

สูเคร่ืองวัดปริมาณ CO2 

ดิน 
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ภาพที่ 3.2 บรรจุภัณฑที่ใชในการทดสอบชนิดพอลิแลคติกแอซิด (ซาย) และบรรจุภัณฑชนิดเยื่อ
ชานออย (ขวา) ซึ่งตัดใหมีขนาด 1x1 ซม2.  

3.4.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ 
ทดสอบปจจัยที่คาดวาจะมีผลตอการยอยสลาย 3 ปจจัย คือ ชนิดของบรรจุภัณฑ อุณหภูมิ

และปริมาณไนโตรเจนที่เติมลงในดินที่ใชในการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ (ตารางที่ 3.1) 
ใชแบบการทดลองแบบแฟกตอเรียล(Factorial Design) หมายเลข BB0316 สําหรับ 3 ปจจัย
พรอมจุดกลาง (ตารางที่ 3.2) (Haaland, 1989) คิดเปน 16 การทดลองและทํา 3 ซ้ํา ใชเวลา
ทดลอง 30 วัน เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายได
ทางชีวภาพและนําสภาวะที่เหมาะสมนั้นมาใชสําหรับการติดตามการยอยสลายโดยขยายเวลา
การศึกษา 90 วัน   

ตารางที่ 3.1 ปจจัยที่ใชในการทดสอบ 

 
ปจจัยทดสอบ 

ระดับ 
High 
(1) 

Medium 
(0) 

Low 
(-1) 

A: ชนิดบรรจุภัณฑ เยื่อชานออย ไมใส PLA 
B: อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส:  ํC) 58 30 20 
C: ไนโตรเจน (กรัม: ดิน 1 กก.) 0.4 0.2 0 
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ตารางที่ 3.2  การทดลองแบบแฟกตอเรียลดีไซด หมายเลข BB0316 (Haaland, 1989) 
               Factors  

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

 
เก็บตัวอยางในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 และ 30 ทําการตรวจวัดปริมาณกาซ

คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ หาน้ําหนักที่เปล่ียนแปลงหลัง
การยอยสลายทางชีวภาพและวัดคาความเปนกรดดาง (pH) ของดิน    
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3.4.3 การยอยสลายบรรจุภัณฑท่ียอยสลายไดทางชีวภาพจากปจจัยท่ีคัดเลือก 
การศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพจากปจจัยที่คัดเลือกในชุด

การทดลองใชบรรจุภัณฑ 2 ชนิด คือ บรรจุภัณฑที่ผลิตมาจาก polylactic acid (PLA) และ 
บรรจุภัณฑจากเยื่อชานออย ในแตละชุดการทดลองใชวัสดุทดสอบที่เตรียมไวและดินลงในขวด
แกวทดลองเชนเดียวกับชุดการทดลองดังแสดงในภาพที่ 3.1 โดยควบคุมปจจัยการทดลองตามผล
การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (ในหัวขอ 
3.4.2) ทดลองตอเนื่อง 90 วัน เก็บตัวอยางวันที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45, 60, 75 และ 90  
แตละตัวอยางนํามาตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ ศึกษาลักษณะทางกายภาพของวัสดุทดสอบโดย Scanning electron microscope 
(SEM) หาน้ําหนักที่เปล่ียนแปลงหลังการยอยสลายทางชีวภาพและวัดคาความเปนกรดดาง(pH) 
ของดิน 

3.4.4 การยอยสลายบรรจุภัณฑท่ียอยสลายไดทางชีวภาพตอประชาคมแบคทีเรียใน
ดิน 

ศึกษาชนิดของแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยวิธี 
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) และหาปริมาณแบคทีเรียในดินทําการ
ทดลองตอเนื่อง 90 วัน เก็บตัวอยางดินจากชุดทดลองทุกๆ 30 วัน โดยศึกษาควบคูกับผลจากการ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติที่ทําการฝงกลบชิ้น
ตัวอยางลึก 1 เมตรจากพื้นที่ฝงกลบขยะจริงเก็บตัวอยางดินและวัสดุทดสอบทุกๆ 2 เดือน  

3.5 วิธีวิเคราะห 

3.5.1 ตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพ  

กอนการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑทดสอบ ทําการกําจัดกาซ
คารบอนไดออกไซดออกจากขวดตัวอยาง โดยใชสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด Ba(OH)2 
(ASTM, 2006) เปนตัวจับกาซคารบอนไดออกไซดในอากาศนาน 10 นาที จากนั้นเปาอากาศเขา
ไปในขวดตัวอยาง จนปริมาณคารบอนไดออกไซดในชุดทดสอบที่วัดไดมีคาคงที่ (ภาพที่ 3.3) แลว
จึงนําไปเก็บตามสภาวะที่กําหนดไว เม่ือครบกําหนดเวลาเก็บตัวอยาง นําไปตรวจวัดปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพโดยใชเคร่ืองมือตรวจวัด
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คารบอนไดออกไซดแสดงดังภาพที่ 3.4 โดยตอเคร่ืองมือเขากับหลอดนํากาซที่ตอไวกับชุดทดลอง
ทําการตรวจวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจนไดคาคงที่ (ภาพที่ 3.5 ) 
 

 

ภาพที่ 3.3 ข้ันตอนการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซดออกจากชุดทดสอบการยอยสลาย 

 

ภาพที่ 3.4 เคร่ืองวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (carbondioxy analyzer) ยี่หอ LI-COR รุน 
LI-6400 
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ภาพที่ 3.5 หัววัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดโดยตอเขากับชุดทดสอบ 

3.5.2 ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑดวยเคร่ือง Scanning electron 
microscope (SEM) (Ishigaki และคณะ, 2004) 

นําบรรจุภัณฑจากการศึกษามาตรวจสอบลักษณะทางกายภาพดวยกลองจุลทรรศน
อิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) และทําการบันทึกภาพเพื่อดูลักษณะพื้นผิวและลักษณะการผุพัง
ที่เกิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพทีเ่วลาตางกัน  

3.5.3 หาเปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดและเยื่อชานออยโดยวิธีช่ังนํ้าหนัก (Gupta และ Kumar, 2007) 

เก็บตัวอยางชิ้นบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดจากชุดทดสอบการยอยสลายในตูดูดความชื้นและชั่ง
น้ําหนักนํามาหาเปอรเซ็นตของน้ําหนักที่หายไปตามสูตร 

100%
0

0 



w

www t
L  

เม่ือ        %Lw   = เปอรเซ็นตของน้ําหนักที่หายไป 

                   0w  = น้ําหนักเร่ิมตน (น้ําหนักแหง) 
      tw   = น้ําหนักตามระยะเวลาการทดลอง (น้ําหนักแหง)  



40 

3.5.4 วัดคาความเปนกรดดาง (pH) ของดิน (ASTM Standards, 2006)  
ชั่งตัวอยางดิน 20 กรัม มาทําใหเปนสารแขวนลอยในน้ํา 100 มิลลิลิตร คนใหเขากันนาน 

10 นาที จากนั้นวางใหตกตะกอน 15 นาทีแลวคนใหเขาอีกรอบ วางทิ้งไวใหตกตะกอนอีก 15 นาที 
จากนั้นคนใหเขากันกอนทําการวัดดวยเคร่ืองวัดความเปนกรดดาง (pH meter)  

3.5.5 วิเคราะหชนิดของแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 

เก็บตัวอยางดินทําการสกัดดีเอ็นเอ ตรวจสอบความสมบูรณของดีเอ็นเอที่สกัด วิเคราะห
ความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของ
แบคทีเรียโดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) แยกสายดีเอ็นเอ โดยใชวิธี DGGE นําไปหา
ลําดับเบสเพื่อตรวจสอบประชาคมแบคทีเรีย (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2548) จากกระบวนการ
ยอยสลายทางชวีภาพในดิน โดยวิธีการเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลองแสดงไวในภาคผนวก ก  

1) สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดิน 

วิธีการสกัดดีเอ็นเอดัดแปลงมาจาก Zhou และคณะ(1996) โดยชั่งดินตัวอยาง 500 
มิลลิกรัมใสในหลอดไมโครเซนติฟวจเติม DNA extraction buffer 900 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
ดวยเคร่ืองผสมสาร เติมไลโซไซม (lysozyme)10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่ 37  ํC นาน 
30 นาที เติม 20% SDS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่ 65  ํC นาน 2 ชั่วโมง โดยผสมใหเขากัน ทุก 
20 นาที ทําการเยือกแข็ง-ละลาย (freeze-thaw) 3 คร้ัง โดยแชเยือกแข็งที่ -80  ํC นาน 30 นาที 
และละลายที่ 65  ํC นาน 5 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที  เก็บสวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครเซนติฟวจทําการสกัดดวยฟนอล
คลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25:24:1) โดยผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที และทํา
การปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาทีเก็บสวนน้ําใสลงในหลอด 
ไมโครเซนติฟวจและเติมคลอโรฟอรม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส
ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 2-3 นาที ทําการปนเหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที เก็บสวนน้ําใสซึ่งมีดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 
0.8 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ นาน 30 นาที ทําการปนเหว่ียงดวย
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% เอธานอลปน
เหว่ียงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ระเหยเอธานอลออกจากตะกอน 
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ดีเอ็นเอใหแหง ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer 30 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่  
–20   ํC จนกวาจะนํามาใช (Yang และคณะ, 2007) 

2) ตรวจความสมบูรณของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดและกําจัดสารประเภทฮิวมิกโดย
วิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 

โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1% หลอมในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 0.5 เทา เทลงใน
แบบพิมพซึ่งมีหวีเ สียบอยู  ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสแข็งตัวประมาณ  
30 นาที วางชิ้นอะกาโรสที่ไดลงในแชมเบอรเทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 มม. 
ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (6X loading dye)หยอดลงในชองว่ิง โดยชองว่ิงแรกจะหยอด
ดวยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII marker ที่ผสมกับสีติดตาม จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส 
โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมดีเอ็นเอดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด 
(Ethidium bromide) เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 20 นาที จากนั้นลางดวยน้ําปลอด
ประจุเปนเวลา 10 นาที (Thakuria และคณะ, 2008) นําไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 
ตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจลและทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอดวยชุด NucleoSpin® Extract II Kit 
(MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยนําเจลที่ตัดไดใสลงในหลอด 
ไมโครเซนติฟวจและชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม NT 
ปริมาตร 2 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 50   ํC นาน 10 นาที เพื่อใหอะกาโรสเจล
ละลายหมด นําสารอะกาโรสเจลที่ละลายแลวใสลงในคอลัม ทําการปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาที ลางซิลิกาเมมเบรนโดยเติม NT3 ปริมาตร 700 ไมโคลิตร ทําการปนเหว่ียง 
11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที และทําการปนเพื่อทําใหซิลิกาเมนเบรนแหงที่  11,000 รอบตอ
นาที นาน 2 นาที นําคอลัมตอเขากับหลอดไมโคเซนติฟวจใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution 
Buffer NE ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที จากนั้นปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบ
ตอนาที นาน 1 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20  ํC จนกวาจะนํามาใช 

3)วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดหาปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ดวยคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) สําหรับดีเอ็นเอและโปรตีน
ตามลําดับ (Yang และคณะ, 2007) คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานี้นอย
กวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูงและ
คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  =  A260 X 50 X dilution factor 
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4) เพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) บริเวณ 16S DNA ของแบคทีเรีย 

โดยใชไพเมอร 338fgc(5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’)และไพเมอร 518r (5’-ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3’) (Muyzer และคณะ,1993) โดยความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิด
ในปฏิกิริยา เปนดังนี้  

-  5x KAPA2G Buffer B (ความเขมขนสุดทาย 1x ) 
-  สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ( ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร) 
-  5x KAPAEnhancer (ความเขมขนสุดทาย 1x ) 
-  สารละลาย dNTP mix (ความเขมขนสุดทาย 0.2 มิลลิโมลาร) 
-  KAPA2G Robust Hotstart DNA Polymerase  

ซึ่งสารละลายไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณปลายทั้งสองดานของสายดีเอ็นเอแมแบบ 
forward primer และ reverse primer มีความเขมขน 20 พิโคโมล (ของแตละตัว) ดีเอ็นเอแมแบบ
ที่เตรียมไว ประมาณ 100 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมด 
มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศและเก็บสวนผสมทั้งหมด
ในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้ง
โปรแกรม (Jianzhong และคณะ, 2009) ดังนี้ 

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

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

 (ในขอ 2.2 ลดอุณหภูมิลงรอบละ 0.5 ๐C ) 
2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 2 นาที 

3. Denaturation step  อุณหภูมิ 94   ํC เวลา 1 นาที 
4. Annealing step   อุณหภูมิ 55   ํC เวลา 1 นาที 
5. Extension step   อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 2 นาที 
6. ทําข้ันตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 
7. Final extension   อุณหภูมิ 72   ํC เวลา 10 นาที 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 0.5 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทียบกับ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

5) วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
วิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย 

denaturant 30 - 70% (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทํา
เกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือของเคร่ือง 
เม่ือทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว เสียบหวีลงไปใน
ระหวางกระจกแซนวิช โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดเจลแข็งตัว นําชุด
เจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 60   ํC ผสม
ผลิตภัณฑ PCR กับสีติดตามหยอดลงในชองว่ิง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 
120 V ที่ 60   ํC นาน 5 ชั่วโมงและยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด
เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 15 นาที นําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 

ตัดชิ้นพอลิอะคริลาไมดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอที่สนใจลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ เติมน้ํา
กล่ันปลอดประจุปลอดเชื้อ 20 ไมโครลิตร แชชิ้นเจลที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพื่อให 
ดีเอ็นเอละลายออกมาจากเจล (Ros และคณะ 2008, Jianzhong และคณะ 2009) เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (ตามวิธี 3.4 5 ขอ 4) จากนั้นนํา PCR product ที่ไดมาทํา
ใหบริสุทธิ์ดวยชุด NucleoSpin® Extract II Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามวิธีที่ระบุ
ในคูมือ โดยเติม Buffer NT ปรับปริมาตรใหได 100 ไมโครลิตรจากนั้นดูดสารละลายที่ไดใสลงใน
คอลัมที่ตอเขากับหลอดคอเล็คชั่น ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ลาง 
ซิลิกาเมมเบรนโดยเติม NT3 ปริมาตร 700 ไมโคลิตร ทําการปนเหว่ียง 11,000 รอบตอนาที นาน  
1 นาที และทําการปนเพื่อทําใหซิลิกาเมนเบรนแหงที่ 11,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที นําคอลัม
ตอเขากับหลอดไมโคเซนติฟวจใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer NE ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที จากนั้นปนเหว่ียงที่ 11,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที 
เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20  ํC  

นําดีเอ็นเอมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280  
นาโนเมตร (A280) และคํานวณหาความเขมขนของดี เอ็นเอ สงดีเ อ็นเอไปวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่ Molecular Informatic Laboratory ประเทศฮองกง โดยผานทางบริษัท ไซบีเลส 
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(ประเทศไทย) จํากัด เม่ือไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแลวนําไปวิเคราะหลําดับเบส
เพื่อตรวจสอบสายพันธุของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับฐานขอมูลจาก Genbank โดยใชโปรแกรม 
BLASTn (www.ncbi.nim.nih.gov/) 

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

10 กรัม น้ํา 90 มิลลิลิตร คนใหเขากันนาน 10 นาที จากนั้นปลอยใหตกตะกอนนาน 30 นาที 
ดูดสวนที่เปนน้ําใสปริมาตร 10 มิลลิลิตรใสหลอดเซนติฟวสขนาด 15 มิลลิลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 
1000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ดูดสวนใส 5 มิลลิลิตรใสหลอดเซนติฟวสปนเหว่ียงที่ 2,500 รอบ
ตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดสวนใสออก 4 มิลลิลิตรใหเหลือน้ําตะกอนในหลอด 1 มิลลิลิตร 
เติม 3 % 2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride (TTC) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรและเติม Trypticase 
Soy Broth (TSB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทิ้งไวนาน 24 ชั่วโมง เตรียมสไลดเพื่อนับ
แบคทีเรียในดินที่มีชีวิตดวยกลองจุลทรรศนและทําการถายภาพเพื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย
ดวยโปรมแกรม Image-Pro Plus Visual Guide  
  



 

 

บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณผล 

4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินทดสอบและบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 
ดินปลูกตนไมตราจามจุรีที่ใชในการทดลองคร้ังนี้มีลักษณะทางกายภาพดังแสดงในตารางที่ 

4.1 โดยสงดินวิเคราะหอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพ
ดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร (ภาคผนวก ข) และลักษณะทางภาพของบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี
ระยะเวลาการศึกษาระหวางเดือนกันยายน พ.ศ.2551 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ.2552 แสดงดัง
ตารางที่ 4.2  

ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพของดินกอนทําการทดลอง 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห วิธีวิเคราะห 
คาความเปนกรดดาง 
คาความชื้น 
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

7.24 
54 % 
11.6 

pH meter 
Physical method 

Walkley - black method 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะทางกายภาพของบอฝงกลบขยะเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีระหวางเดือน
กันยายน พ.ศ 2551 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2552 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห หมายเหต ุ
คาความเปนกรดดาง 
คาความชื้น 
อุณหภูมิในบอฝงกลบ 

4.2 - 6.5 
70 - 95 % 

31 - 40.5   ํC 

เดือนกันยายนถึงพฤศจิกายน 2551
และกรกฎาคมถึงกันยายน 2552 
เปนชวงฤดูฝนมีน้ําทวมขัง 
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4.2 ปจจัยท่ีเหมาะสมในการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด
และเยื่อชานออย 

จากแบบการทดลองแฟคตอเรียล เพื่อหาผลของปจจัยทั้ง 3 ปจจัยอันไดแกชนิดของ 
บรรจุภัณฑ อุณหภูมิและไนโตรเจน โดยทําการศึกษาตอเนื่อง 30 วัน ในชุดทดสอบการยอยสลาย
บรรจุภัณฑพบวาการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 
สูงกวาการไมใสบรรจุภัณฑการศึกษาที่อุณหภูมิ 58  ํC ทําใหกาซคารบอนไดออกไซดสูงข้ึนกวาที่
อุณหภูมิ 20 และ 30  ํC อยางชัดเจน การเติมยูเรียทําใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดลดลง 
(ภาพที่ 4.1) 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

ภาพที่ 4.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยเม่ือพิจารณาแตละปจจัย 

เม่ือพิจารณาปจจัยการเติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดมีคา
ต่ําสุดเม่ือเติมไนโตรเจนที่  0.4 กรัมและปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดมีคาสูงสุด เ มื่อ
ไม เติมไนโตรเจน สวนปจจัยบรรจุภัณฑคือ  พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยนั้น พบวา
การใสบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดใหปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดสูงข้ึนกวาการไมใสบรรจุภัณฑ
จากการทดลองและสมมติฐานที่วาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนจะสะทอนกิจกรรม
ของจุลินทรียในดินที่ยอยสลายวัสดุทดสอบ อธิบายไดว าที่อุณหภูมิ 58  ํC มีปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดสูงที่สุด แสดงวามีการยอยสลายทางชีวภาพของจุลินทรียในดินสูงกวาที่
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อุณหภูมิ 20 และ 30  ํC การใสบรรจุภัณฑทั้งพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยเปนแหลง
คารบอนนั้นทําใหมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายสูงข้ึน นอกจากนี้ พบวาการ
ไมเติมไนโตรเจนเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทดลองอาจเปนเพราะดินที่ใชในการทดลองมี
ไนโตรเจนที่สูง (คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 11.6) การเติมยูเรียลงไปอีกจึงทําใหปริมาณ
ไนโตรเจนมากเกินไปจึงไปลดอัตราการยอยสลายและลดอัตราการหายใจของจุลินทรียในดิน
(Soderstromและคณะ, 1983) Fog (1988) และ Wie และคณะ (2008) ระบุวาปริมาณไนโตรเจน
ที่มากเกินไปจะขัดขวางกระบวนการผลิตเอนไซมทําใหจุลินทรียมีกิจกรรมลดลงและลด
กระบวนการเกิดฮิวมัสจึงพบวามีการปลอยคารบอนไดออกไซดออกจากดินลดลง สรุปไดวาปจจัย
ที่สําคัญสําหรับการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคืออุณหภูมิ 58   ํC และไมตองเติมไนโตรเจน 

4.2.1 การเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดางของดิน 
จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อ

ชานออยทําการตรวจวัดคาความเปนกรดดาง(pH)ของดินกอนและหลังทําการทดสอบเม่ือ
ทําการศึกษาการยอยสลายเปนระยะเวลาตอเนื่อง 30 วัน ที่อุณหภูมิ 20  ํC ผลการศึกษาพบวา pH 
ของดินที่ไมเติมไนโตรเจน ดินที่เติมไนโตรเจน 0.2 และ 0.4 กรัมตอดิน 1 กิโลกรัมนั้น มีคา pH 
เร่ิมตนคือ 7.14, 7.03 และ 6.78 ตามลําดับ โดยไมไดใสบรรจุภัณฑทดสอบ พบวาคา pH ไม
เปล่ียนแปลงมากนักโดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 7.10, 7.03 และ 6.80 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 
30  ํC พบวาคา pH ในดินที่ไมเติมไนโตรเจนมีคา pH ลดลงสวนในดินที่เติมไนโตรเจน 0.2 และ 0.4 
กรัม มีคา pH สูงข้ึนเล็กนอยจากคา pH เร่ิมตนโดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 7.05, 7.11 และ
7.14 ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 58   ํC พบวาคา pH ในดินมีคาสูงข้ึน โดยมีคา pH หลังการศึกษาคือ 
8.18, 8.13และ 7.99 ตามลําดับ 

ผลการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดินทดสอบที่ 20, 30 และ 58  ํC กอนและหลัง
การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ แสดงดังภาพที่ 4.2 



48 

 

 

ภาพที่ 4.2 ผลการตรวจวัดคาความเปนกรดดางของดินทดสอบที่ 20, 30 และ 58   ํC กอนและหลัง
การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพเปนระยะเวลา 30 วันในดินที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบ 

4.2.2 การเปลี่ยนแปลงนํ้าหนักของบรรจุภัณฑ 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑที่ยอยสลายไดทางชีวภาพได
ทําการศึกษาน้ําหนักของบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคือ พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid: PLA)
และเยื่อชานออย พบวา PLA มีเปอรเซ็นต (%) การเปล่ียนแปลงน้ําหนักของบรรจุภัณฑ (ภาพที่ 
4.3) ที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 58   ํC เทากับ 0.13, 0.16 และ 50.93 % ตามลําดับ สวนเยื่อชานออย
มีเปอรเซ็นตการยอยสลายตอน้ําหนักเทากับ 77.20, 90.91 และ 91.28% ตามลําดับที่ระยะ
การศึกษา 30 วัน ผลการศึกษาพบวา PLA จะไมยอยสลายหรือยอยสลายไดชามากที่อุณหภูมิต่ํา
กวา 58  ํC สวนเยื่อชานออยสามารถยอยสลายไดที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 58   ํC 
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ภาพที่ 4.3 ผลการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด PLA และเยื่อชานออยที่ 
20, 30 และ 58  ํC ที่ระยะเวลาการศึกษา 30 วัน 

สรุปไดวา ปจจัยที่สําคัญสําหรับการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและ 
เยื่อชานออยที่นํามาทดสอบตอไปคืออุณหภูมิ 58  ํC และไมตองเติมไนโตรเจน 
4.3 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย
ภายใตภาวะท่ีคัดเลือก 

จากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในหัวขอที่  4.2 นําปจจัยที่คัดเลือกมาศึกษาตอโดย
ทําการศึกษาตอเนื่องเปนระยะเวลา 90 วันโดยมีการเตรียมตัวอยางและศึกษาในชุดทดสอบการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑเชนเดียวกับหัวขอ 4.2 เก็บตัวอยางที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45, 60, 75 
และ 90 วัน  

4.3.1 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดท่ีไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ผลการศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑภายใตสภาวะที่คัดเลือกไวจากขอ 4.2 พบวา
ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ไดจากการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดเกิดข้ึนนอยในชวง 
15 วันแรก (ภาพที่ 4.4) และมีมากที่สุดที่ 45 วัน และพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ได
จากการยอยสลายพอลิแลคติดแอซิดมีปริมาณสูงกวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ไดจาก
การยอยสลายเยื่อชานออย ซึ่งหมายความวากิจกรรมของจุลินทรียในขวดที่บรรจุพอลิแลคติก-
แอซิดสูงกวาขวดบรรจุเยื่อชานออย เนื่องจากพันธะเอสเทอรของพอลิแลคติกแอซิดเกิดปฏิกิริยา
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ไฮโดรไลซิสไดงายเม่ือใกลอุณหภูมิกราสทรานซิชัน (Glass Transition Temperature: Tg) 
60 องศาเซลเซียส (Guptaและคณะ, 2007) ทําใหสายโซพอลิเมอรขาดงายสอดคลองกับ
การศึกษาลักษณะทางกายภาพซึ ่งพบการแตกสลายทั ่วผิวหนา สวนเยื ่อชานออยเป น
เซลลูโลสซึ่งมีพันธะแบบ β -1,4 glycosidic linkages เปนพันธะเชื่อมตอระหวางโมเลกุลน้ําตาล 
ทําใหการเรียงตัวของสายโซพอลิเมอรเปนระเบียบ (ธนาวดี ล้ีจากภัยและคณะ, 2548) ที่อุณหภูมิ
สูงทําใหจุลินทรียทําการยอยสลายไดยาก การทดสอบการยอยสลายหลังจาก 45 วัน พบวา
ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดลดลงเร่ือยๆ อาจเนื่องมาจากการทดสอบการยอยสลายซึ่งทําใน
ขวดแบบปด ไมมีการเติมอากาศ เม่ือระยะเวลาการยอยสลายเพิ่มมากข้ึน ทําใหจุลินทรียกลุม 
ออโตโทรป (Autotroph)  เจ ริญเติบโตมาก ข้ึนหรืออาจมีการหายใจนอยลง ขณะที่ ก าซ
คารบอนไดออกไซดถูกดูดซับไวดวยสารอินทรียในดินซึ่งตองศึกษาเพื่อยืนยันตอไป จากการ
วิเคราะหทางสถิติพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดในชวง 15 วันแรกไมแตกตางกันแต
หลังจากนั้นพบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดของชุดทดสอบที่ใสบรรจุภัณฑชนิดพอลิ- 
แลคติกแอซิดและชนิดเยื่อชานออยแตกตางกันกับชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 
0.05

 
ภาพที่ 4.4 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่วัดไดจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 
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4.3.2 เปอรเซ็นตการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก
แอซิดและเยื่อชานออยท่ีหายไป 

จากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด
และเยื่อชานออยที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เก็บชิ้นบรรจุภัณฑที่พบในชุดทดสอบตาม
ระยะเวลาการทดสอบที่เพิ่มขึ้น มาหาเปอรเซ็นตการยอยสลายโดยวิธีชั่งน้ําหนักตามขอ 
3.5.3 พบวาพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยถูกยอยไปกวา 90 เปอรเซ็นต ที่ 60 วัน (ภาพที่ 
4.5) หลังจากนั้นพอลิแลคติกแอซิดจะถูกยอยไปจนหมดขณะที่เยื่อชานออยยังคงเหลืออยู เปนที่
สังเกตวาเยื่อชานออยถูกยอยสลายเร็วกวาในระยะ 15 วันแรกทั้งนี้อาจเปนเพราะดินที่ใชเปนดิน
ผสมสําหรับปลูกตนไม ดังนั้นจึงมีเศษใบพืชซึ่งเปนเซลลูโลสปนอยูจุลินทรียในดินจึงคุนเคยกับ
การยอยเซลลูโลสหรือมีเอนไซมที่มีอยูเดิมสําหรับยอยเซลลูโลสปนอยูจึงยอยสลายไดเร็วกวา 
พอลิแลคติกแอซิดซึ่งจัดเปนส่ิงใหมสําหรับจุลินทรียในดินอัตราการยอยที่พบไมสอดคลองกับ
ปริมาณคารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึน (ภาพที่ 4.4) ลักษณะการยอยสลายพอลิแลกติกแอซิดและ
เยื่อชานออยแตกตางกัน เยื่อชานออยมีลักษณะเปนเสนใยขนาดคอนขางใหญ เม่ือถูกยอยสลาย
จะมีขนาดเล็กลงแตยังคงรูปความเปนเสนใยอยูสวนที่ถูกยอยเปนชิ้นเล็กจะหลุดแยกไปไดมากอาจ
เปนสาเหตุที่น้ําหนักลดลงเร็วกวาในขณะที่พอลิแลกติกแอซิดแตกยอยออกเปนชิ้นเล็กๆลงไป โดย
ที่ผิวหนายังคงสภาพความเปนแผน (ภาพที่ 4.8 และ 4.9) ทําใหน้ําหนักไมคอยเปล่ียนแปลงใน
ระยะ 30 วันแรก แตเม่ือผิวหนาแตกจนปนแลวอาจหลุดรวงติดไปกับดินจึงหาไมพบ จึงทําใหคิด
เปอรเซ็นตการยอยเปน 100 เปอรเซ็นต จากการวิเคราะหทางสถิติพบวาเปอรเซ็นตการยอย
สลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่หายไปไมแตกตางกัน ปริมาณ
กาซคารบอนไดออกไซดและเปอรเซ็นตน้ําหนักที่หายไปของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดมี
ความสัมพันธกันในทางบวกอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 0.05 เชนเดียวกันกับ
ความสัมพันธของปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดและเปอรเซน็ตน้ําหนักที่หายไปของบรรจุภัณฑ
ชนิดเยื่อชานออย 
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ภาพที่ 4.5 การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

4.3.3 ความเปนกรดดาง (pH) ของดิน ขณะมีการยอยสลายทางชีวภาพ 

ผลการศึกษาความเปนกรดดาง (pH) ของดินจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย พบวาการยอยสลายบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดไม
มีผลตอความเปนกรดดางของดินมากนักเพราะ pH ใกลเคียงกับดินชุดควบคุมทั้งคูยกเวนชวงแรก
ที่การยอยเยื่อชานออยเกิดอยางรวดเร็วทําใหคา pH ของดินต่ํากวาชุดทดลองควบคุมเล็กนอยแตก็
ยังอยูในชวงเปนกลาง โดยเร่ิมตนการทดลองมีคา pH อยูที่ 7.24 (ภาพที่ 4.6) หลังจากนั้นพบวา 
pH มีคาสูงข้ึนอาจเนื่องมาจากดินที่ใชศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพนั้นมีสวนผสมของ 
ใบจามจุรีซึ่งมีโปรตีนสูง (วรรณะ มาเฉ่ียว, 2540) ผลจากการยอยสลายไดกรดอะมิโนซึ่งจุลินทรีย
ในดินใชเปนอาหารโดยกระบวนการดีอะมิเนชั่น (deamination) ไดแอมโมเนีย (NH3)(นงลักษณ 
สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) เม่ือระยะเวลาการยอยสลายเพิ่มข้ึนทําใหดินมีคา pH 
เพิ่มข้ึน 

ความเปนกรดดางของดินในชวง 15 วันแรกแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 0.05 แตในชวง 30 ถึง 90 วัน พบวาไมแตกตางกัน  
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ภาพที่ 4.6 คาความเปนกรดดาง (pH)ของดินจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา 90 วัน 

4.3.4 ปริมาณจุลินทรียในดินระหวางเกิดการยอยสลายทางชีวภาพ 

ปริมาณจุลินทรียในดินระหวางการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลกติก-
แอซิดและเยื่อชานออยมีจํานวนเพิ่มข้ึนโดยจํานวนจุลินทรียในดินที่ฝงพอลิแลคติกแอซิดมี
จุลินทรียเพิ่มข้ึนเร็วกวาในดินที่ฝงเยื่อชานออย (ภาพที่ 4.7) ซึ่งสอดคลองกับปริมาณกาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดข้ึนในชวงแรกทั้งนี้อาจเปนเพราะจุลินทรียที่ยอยเซลลูโลสปกติเปนพวก 
มีโซไฟล (Mesophile) เจริญไดดีในอุณหภูมิหองจึงปรับตัวใหเขากับอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียสได
ชาในขณะที่อุณหภูมิสูงทําใหอุณหภูมิกราสทรานซิชันของพอลิแลคติกแอซิดมีแนวโนมแตกสลาย
งายอยูแลวเม่ือแตกสลายเปนกรดแลคติกที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนไดงายจึงมีจํานวนจุลินทรีย
และคารบอนไดออกไซดเพิ่มข้ึนไดเร็ว อยางไรก็ตามหลังจากบม 15 วันแลวจํานวนจุลินทรียก็
ใกลเคียงกันไปจนส้ินสุดการทดลอง  

จากการวิเคราะหทางสถิติพบวาปริมาณจุลินทรียในดินระหวางเกิดการยอยสลายทาง
ชีวภาพในดินที่ใสบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด เยื่อชานออยและชุดควบคุมแตกตางกัน
ในชวง 15 วันแรกอยางมีนัยสําคัญแตในชวง 30 ถึง 90 วันพบวาปริมาณจุลินทรียในดินไม
แตกตางกันที่ระดับความเชื่อม่ัน 0.05 
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ภาพที่ 4.7 จํานวนจุลินทรียจากตัวอยางดิน 1 กรัมจากการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่ระยะเวลาการศึกษา 90 วัน 

4.3.5  การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติก-
แอซิดและเยื่อชานออย 

ศึกษาลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยดวย
เคร่ือง Scanning electron microscope (SEM) โดยบรรจุภัณฑที่ใชในการศึกษาเปนบรรจุภัณฑที่
พบในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ โดยศึกษาการเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของ
พื้นผิวในแนวระนาบและแนวขวางของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยที่
ทําการศึกษาในหองปฎิบัติการตามเงื่อนไขที่ระบุไวในหัวขอ 4.3 และบอฝงกลบขยะเทศบาล
จังหวัดสุพรรณบุรี  

4.3.5.1 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ
ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองปฏิบัติการ 

ลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบของบรรจุภัณฑ พบวากอนทําการศึกษา 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลกติกแอซิดมีพื้นผิวเรียบ (ภาพที่ 4.8 วันที่ 0) เม่ือบมที่ 58 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 30 วัน เร่ิมมีรอยแตกกระจายอยูทั่วพื้นผิวอยางชัดเจน ที่ 60 วัน พอลิแลคติกแอซิดมี
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ลักษณะพื้นผิวขรุขระอาจเนื่องมาจากพื้นผิวที่แตกไดหลุดออกไป ในวันที่ 90 ไมพบชิ้นบรรจุภัณฑ
ในชุดทดสอบเลย 

             
 

       

ภาพที่ 4.8 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวระนาบที่ 0 (กอนการศึกษา), 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ 

การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย ลักษณะของวัสดุเปนเสนใย
เห็นไดชัดเจน (ภาพที่ 4.9 วันที่ 0) ซึ่งเปนลักษณะปกติของเยื่อชานออย เม่ือบมไปถึงวันที่ 30 
พบวาเสนใยถูกยอยสลายไปบางสวนและยังคงมีเสนใยที่ยังสมบูรณเหลืออยู ไมสามารถระบุได
ชัดเจนวาการยอยสลายเกิดข้ึนกี่เปอรเซนตแตเสนใยที่เหลือไมทับซอนกันหนาเหมือนวันที่ 0 ทําให
มองเห็นพื้นเรียบๆที่คาดวาเปนสารยึดเสนใยใหคงรูปเปนภาชนะ เม่ือถึงวันที่ 60 เสนใยสลายไป
เกือบหมดเหลือเพียงรองรอยของเสนใยอยูบนพื้นหลังเรียบๆ ซึ่งพอถึงวันที่ 90 ก็ไมเหลือรองรอย
ของเสนใยเหลืออยู มีเหลือเพียงผิวคอนขางเรียบของเยื่อบางๆ เทานั้น  

วันที่ 0  วันที่ 30 

วันที่ 60 
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ภาพที่ 4.9 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออยในแนว
ระนาบ ที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ 

4.3.5.2 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวระนาบ
ของบรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ 

การยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑชนิดเยื่อ
ชานออย ณ บอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี โดยการฝงกลบชิ้นตัวอยางลึก 1 เมตรจากพื้นที่
ฝงกลบขยะจริงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติแลวเก็บตัวอยางออกมาทุก 2 เดือน พบวา 
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดกอนการทดสอบมีลักษณะพื้นผิวเรียบตลอดทั้งแผนเม่ือเพิ่ม
ระยะเวลาการยอยสลายเปน 2 เดือนลักษณะพื้นผิวไมแตกตางจากเดิม (ภาพที่ 4.10) ที่ 4 เดือน
เร่ิมเห็นลักษณะการผุพังที่พื้นผิวโดยมีรอยแตกและมีการหลุดออกบางสวน ที่ 6 เดือนพบวา
ลักษณะของพอลิแลคติกแอซิดมีรอยแตกเพิม่มากข้ึนมีการผุพังและหลุดออกของพื้นผิวที่ 10 เดือน 
มีลักษณะการผุพังทั่วพืน้ผิวอยางชัดเจนแตยังคงรูปแผนอยู เดือนที่ 12 มีการหลุดรอนของผิวหนา
บางสวนออกไปพื้นผิวที่เหลือมีลักษณะเปนรูพรุน สวนบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยไมพบชิ้น 
บรรจุภัณฑเหลืออยูในบอฝงกลบที่ 2 เดือน   

วันที่ 0 วันที่ 30 

วันที่ 60 วันที่ 90 
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวระนาบ ที่ 0, 2, 4, 6,10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ 

 

วันที่ 0 2 เดือน 

4 เดือน 6 เดือน 

10 เดือน 12 เดือน 
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4.3.5.3 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของ
บรรจุภัณฑจากการศึกษาในชุดทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพในหองปฏิบัติการ 

ศึกษาลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของบรรจุภัณฑดวยเคร่ือง Scanning 
electron microscope (SEM) เพื่อดูการเปล่ียนแปลงหลังการบมและเปรียบเทียบระหวาง 
บรรจุภัณฑทั้งสองชนิดพบวากอนทําการศึกษาพอลิแลกติกแอซิดมีลักษณะพื้นผิวแนวขวางไม
สมํ่าเสมอไมเหมือนพื้นผิวในแนวระนาบซึ่งเปนพื้นผิวเรียบ (ภาพที่ 4.8) เนื่องจากลักษณะแนว
ขวางจะเห็นรองรอยของการตัดบรรจุภัณฑ (ภาพที่ 4.11) เม่ือบมที่ 58 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 
วัน เร่ิมมีรอยแตกลึกกระจายอยูทั่วพื้นผิวแนวขวางอยางชัดเจน ที่ 60 วันพอลิแลคติกแอซิดมีการ
แตกหักและพื้นผิวที่แตกไดหลุดออกไป ในวันที่ 90 ไมพบชิ้นบรรจุภัณฑทดสอบในชุดทดสอบเลย 

                  
 

           
 

ภาพที่ 4.11 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวขวางที่ระยะเวลา 0, 30 และ 60 วัน ในหองปฏิบัติการ 

0 วัน 30 วัน 

60 วัน 
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ในกรณีของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย กอนการบมที่ อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส  
มีลักษณะเปนเสนใยเห็นไดชัดเจนรอยตัดมีลักษณะเปนแผนแบนซอนกันเปนชั้นๆ (ภาพที่ 4.12 
วันที่ 0) วันที่ 30 พบวาเสนใยถูกยอยสลายไปบางสวนชิ้นบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยบางลงแม
ความหนาของบรรจุภัณฑยังเปล่ียนแปลงไมมากนัก เม่ือถึงวันที่ 60 เสนใยสลายไปเกือบหมดและ
วันที่ 90 ยังพบชิ้นบรรจุภัณฑในชุดทดสอบซึ่งมีความหนาลดลง 

        
 

                           
 

ภาพที่ 4.12 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของเยื่อชานออยใน
แนวขวางที่ 0, 30, 60 และ 90 วัน ในหองปฏิบัติการ 

 

 

0 วัน 30 วัน 

60 วัน 90 วัน 
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4.3.5.4 การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของพื้นผิวในแนวขวางของ
บรรจุภัณฑจากการศึกษาในบอฝงกลบ 

การเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดที่ทําการ
ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพจากบอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี พบวาพอลิแลคติก-
แอซิดกอนการทดสอบไมมีลักษณะของการผุปรากฏเม่ือเพิ่มระยะเวลาการยอยสลายเปน 2 เดือน
ลักษณะพื้นผิวไมแตกตางจากเดิม (ภาพที่ 4.13) ที่ 4 เดือนเร่ิมเห็นลักษณะการผุพังที่บริเวณขอบ
ของบรรจุภัณฑและมีการหลุดออกบางสวน ที่ 6 เดือนพบวาลักษณะของพอลิแลคติกแอซิดมีรอย
แตกเพิ่มมากข้ึนมีการผุพังและหลุดออกของพื้นผิวลึกเขาไปในเนื้อบรรจุภัณฑ ที่ 10 เดือนมี
ลักษณะการแตกและผุพังอยางชัดเจนและที่ 12 เดือนชิ้นบรรจุภัณฑแตกเปนชิ้นเล็กๆทําใหความ
หนาของชิ้นบรรจุจุภัณฑลดลงและไมพบชิ้นบรรจุภัณฑที่ 16 เดือน 

ลักษณะที่สังเกตเห็นจากการศึกษาในหองปฏิบัติการพบวาบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยถูก
ยอยสลายไปเกือบหมดเหลือเพียงเยื่อบางๆ ซึ่งอาจเปนสารเคลือบผิวหนาบรรจุภัณฑเพื่อกันน้ําซึม
เขาเนื้อวัสดุ เม่ือเทียบกับบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดแลวเยื่อชานออยมีบางสวนเหลืออยูที่ 
90 วันแตพอลิแลคติกแอซิดไมเหลือชิ้นสวนอยูเลย  

บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดใชเวลาถึง 4 เดือนในบอฝงกลบจึงเร่ิมมีรองรอยของการ 
ผุพังที่ชัดเจนดังแสดงในภาพที่ 4.10 และ 4.13 และใชเวลา 16 เดือน จึงไมพบบรรจุภัณฑทดสอบ
ในบอฝงกลบเชนเดียวกับการทดลองในหองปฏิบัติการที่ 90 วัน แสดงวาปจจัยที่ควบคุมในการ
ทดลองในหองปฏิบัติการมีผลใหการยอยสลายเกิดข้ึนเร็วกวา 5 เทา สวนเยื่อชานออยไมพบ
ชิ้นสวนของบรรจุภัณฑในการเก็บตัวอยางที่ 2 เดือน แสดงวาบอฝงกลบขยะในสภาพแวดลอมตาม
ธรรมชาติมีปจจัยที่สามารถยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยได 
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ภาพที่ 4.13 ลักษณะทางกายภาพของการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพอลิแลคติกแอซิด
ในแนวขวางที่ 0, 2, 4, 6,10 และ 12 เดือน ในบอฝงกลบ 

0 วัน 2 เดือน 

4 เดือน 6 เดือน 

10 เดือน 12 เดือน 
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4.4 ผลการยอยสลายทางชีวภาพตอประชาคมแบคทีเรียในดิน 
ศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินที่มีการยอยสลายบรรจุภัณฑโดยใชวิธีในหัวขอ 3.5.5 

4.4.1 การสกัดดีเอ็นเอของจุลินทรียในดินจากการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

สกัดดีเอ็นเอจากดินที่ใชในการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ โดยทําใหเซลลแตกดวยวิธี 
freeze-thaw แลวแยกเอาดีเอ็นเอพบวา สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมีสารปนเปอนสีน้ําตาลถึง 
สีดําคาดวาเปนสารประเภทฮิวมิก (humic substances) ซึ่งมีโครงสรางโมเลกุลคลายดีเอ็นเอ 
มีผลในการยับยั้งปฏิกริยาลูกโซพอลิเมอรเรส (polymerase chain reaction)(Donnellcและ
Gorres, 1999) โดยจํากัดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเปาหมาย (Marschner, 2007) เม่ือทําการตรวจ 
ดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสพบวาเกิด bright blue green band (ภาพที่ 
4.14) เหมือนกับรายงานของหนึ่ง เตียอํารุงและนันทกร บุญเกิด (2544) ดังนั้นจึงตองมีการทํา 
ดีเอ็นเอจากตัวอยางดินใหบริสุทธิ์เพื่อกําจัดสารประกอบฮิวมิกและสารที่ยับยั้งปฏิกิริยาชนิดอ่ืนๆ 
กอนการเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตอไป 

1    2    3    4    5    6    7    8 

 

ภาพที่ 4.14 ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางดินที่ใชในการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพ  
ชองว่ิงที่ 1และ 8 : Lambda HindIII marker ชองว่ิงที่ 2-7: ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางดิน 
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4.2.2 การกําจัดสารประเภทฮิวมิกจากตัวอยางดีเอ็นเอ 

กําจัดสารประเภทฮิวมิกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวย
ชุด NucleoSpin® Extract II Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) ตามหัวขอ 3.5.5 ขอ 2) และ
ขอ 3) พบวาไดสารละลายดีเอ็นเอใสไมมีสีมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน จากนั้นทําการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามขอ 3.5.5  
ขอ 4) ทําใหไดผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (ภาพที่ 4.15) 

                                            1    2    3    4     

 

ภาพที่ 4.15 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ชองว่ิงที่ 1: 100 bp DNA ladder ชองว่ิงที่ 
2-4 : ผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

4.4.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิด 
พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ 
บรรจุภัณฑทั้งสองชนิดคือ พอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยดวยเทคนิค DGGE โดยใช 
พอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของความเขมขน denaturant 30- 70 % เพื่อแสดงใหเห็นความ
หลากหลายทางโครงสรางของประชาคมแบคทีเรียในเวลาที่แตกตางกันเก็บตัวอยางดินตั้งแตวันที่ 
0 (ดินกอนการทดลอง) 30, 60 และ 90 ของการศึกษา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจะเปนตัวแทนของ
แบคทีเรียแตละสายพันธุ 
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4.4.3.1 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดเยื่อชานออย 

จากตัวอยางดินที่ใชศึกษาการยอยบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย พบวาประชาคมแบคทีเรีย
ในดินมีความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอจาก DGGE เพิ่มข้ึนตามเวลาที่ยอยสลาย (ภาพที่ 4.16 ) 
อาจเนื่องมาจากแบคทีเรียในดินไดอาหารจากการยอยสลายทําใหมีการเจริญเติบโตเพิ่มมากข้ึน
จนมากพอที่จะตรวจพบไดดวย DGGE ในวันที่ 90 อาหารลดลงทําใหแถบดีเอ็นเอกลับจางลง
เหลือแถบที่ชัดเจนนอยมาก  

จากการศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวา มีการเปล่ียนแปลงประชาคมแบคทีเรียที่นาสนใจคือตําแหนง A 
จากภาพแสดงใหเห็นวากอนทําการทดสอบในดิน ไมพบแถบดีเอ็นเอ (ชองว่ิงที่ 1) เม่ือศึกษาการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยที่ระยะเวลา 30 วันพบวามีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนอยาง
ชัดเจนจนกระทั่งถึงวันที่ 60 ของการศึกษา สวนในวันที่ 90 ไมพบแถบดีเอ็นเอในตําแหนงดังกลาว 
สวนในชุดควบคุมที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบพบวา ในวันที่ 30 ของการศึกษามีแถบดีเอ็นเอปรากฎ
ข้ึนอยางชัดเจน (ชองว่ิงที่ 5) แตกลับจางลงที่ 60 วันและหายไปเลยในวันที่ 90 ทั้งนี้อาจเปนเพราะ
ที่อุณหภูมิสูง 58 องศาเซลเซียส แบคทีเรียเทอรโมไฟลจะเจริญเติบโตไดดีมีการเพิ่มจํานวนมากข้ึน
จึงพบวาในวันที่ 30 มีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนชัดเจน ทั้งในดินที่ใสบรรจุภัณฑทดสอบและดินชุด
ควบคุม ในวันที่ 60 และ90 ชุดทดลองมีการยอยสลายบรรจุภัณฑจึงยังมีอาหารใหแบคทีเรียใช
จนถึงวันที่ 60 สวนในวันที่ 90 อาหารของแบคทีเรียตําแหนง A ถูกยอยสลายไปหมดแลวจึงไม
ปรากฏแถบดีเอ็นเอในตําแหนงดังกลาว แบคทีเรียที่ตําแหนงนี้อาจเปนผูยอยสลายหรือไดรับ
อาหารจากการยอยสลายก็ไดซึ่งตองศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

ในตําแหนง B พบวาในดินกอนการศึกษาการยอยสลายมีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนบางๆ เม่ือ
ทําการศึกษาโดยการใสบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวาในวันที่ 30, 60 และ 90 ยังคงมีแถบ 
ดีเอ็นเอปรากฎอยูตลอดการศึกษาและพบวาที่ 60 วัน แถบดีเอ็นเอมีความเขมมากที่สุดซึ่ง
สอดคลองกับวันที่ 60 ของการศึกษาในดินที่ไมใสบรรจุภัณฑทดสอบคือมีแถบดีเอ็นเอเดนชัดที่สุด



65 

 

แสดงวาแบคทีเรียชนิดนี้สามารถอยูรอดไดจนถึงวันสุดทายของการทดลองแตไมเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายบรรจุภัณฑเพราะพบไดในชุดควบคุมเชนกัน   

ในตําแหนง C พบวาในดินกอนการศึกษาการยอยสลายมีแถบดีเอ็นเอปรากฎข้ึนบางๆ เม่ือ
ทําการศึกษาการยอยสลายโดยการใสบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยพบวามีความเขมข้ึนของแถบ 
ดีเอ็นเอจากวันที่ 30, 60 และ 90 ตามลําดับ สวนในดินที่ไมไดใสบรรจุภัณฑทดสอบ พบวามีความ
สอดคลองกัน ดังนั้นแบคทีเรียในตําแหนงนี้จึงไมใชแบคทีเรียที่ยอยสลายบรรจุภัณฑเชนเดียวกัน
กับตําแหนง B  

                                        ชุดทดสอบเย่ือชานออย                    ชุดควบคุม 

                                  วันที่ 0       30       60     90      30      60      90 
                             ชองว่ิงที ่1        2         3       4        5        6        7 

  

ภาพที่ 4.16 ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
ของบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยดวยเทคนิค DGGE  

  

A 

B C 
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4.4.3.2 ประชาคมแบคทีเรียจากการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑ
ชนิดพอลิแลคติกแอซิด 

พบวามีความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอ (ภาพที่ 4.17)ในโปรไฟล DGGE ของดินที่ใสวัสดุ
ทดสอบและดินชุดควบคุมเพิ่มข้ึนในวันที่ 30 และ 60 แลวลดลงในวันที่ 90 อาจเนื่องมาจาก
แบคทีเรียเทอรโมไฟลไดอาหารจากการยอยสลายสารอินทรียและบรรจุภัณฑในดินเพื่อใชในการ
เจริญเติบโตแลวอาหารลดลงในวันที่ 90 และพบวาโปรไฟล DGGE ของแบคทีเรียในดินที่ใสวัสดุ
ทดสอบมีแถบดีเอ็นเอบางกวาโปรไฟล DGGE ของแบคทีเรียในดินชุดควบคุม อาจเนื่องมาจากดิน
ชุดทดสอบมีบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดที่เติมลงไปในดินการยอยอาจจะเกิดกรดแลคติกข้ึน
ทําใหแบคทีเรียตองปรับตัวเพื่อใหสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตมากกวา 

                              ชุดทดสอบ PLA                          ชุดควบคุม 

                  วันที่  0       30     60     90      30     60     90 
                         ชองว่ิงที่   1        2       3       4        5       6       7 

 

ภาพที่ 4.17 ประชาคมแบคทีเรียจากตัวอยางดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
ของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดดวยเทคนิค DGGE  

A 

B 
C 
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จากการศึกษาประชาคมแบคทีเรียในดินระหวางเกิดกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพของ
บรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด พบวาคลายกันกับการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออย
แมกระทั่งตําแหนงดีเอ็นเอที่เปล่ียนแปลงอยางนาสนใจ 3 แถบคือ A B และ C  

   4.4.3.3 ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพใน
บอฝงกลบ 

การศึกษาโดยทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพจากบอฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรี 

โดยการฝงกลบชิ้นตัวอยางลึก 1 เมตร จากพื้นที่ฝงกลบขยะจริงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ
แลวเก็บตัวอยางออกมาวิเคราะหทุก 2 เดือน นําตัวอยางดินมาศึกษาประชาคมแบคทีเรียของการ
ยอยสลายพอลิแลคติกแอซิด(ภาพที่ 4.18) จากเดือนที่ 2 ของการศึกษาการยอยสลายจนถึงเดือน
ที่ 12 (ชองว่ิงที่ 2-6) พบวาลักษณะโปรไฟล DGGE มีความหลากหลายและพบแถบดีเอ็นเอใน
บริเวณตําแหนง D ตลอดการศึกษาทั้งในการยอยสลายเยื่อชานออยและพอลิแลคติกแอซิดแสดง
วาในบอฝงกลบขยะมีแบคทีเรียที่สามารถอยูรอดไดตลอดการศึกษาเปนแบคทีเรียเดน ที่การยอย
สลาย 6 เดือน (ชองว่ิงที่ 4) มีความเขมของแถบดีเอ็นเอมากที่สุดแสดงวามีจํานวนแบคทีเรียมาก 
ซึ่งจากผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพของวัสดุทดสอบดวยเคร่ือง SEM (ภาพที่ 4.10 และ 
4.13) พบวาที่ 2 เดือนยังไมมีการผุผังที่พื้นผิวของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแตเร่ิมมีการผุผังที่
ระยะเวลาการยอยสลายที่ 4 เดือนและมีการผุผังและแตกของพื้นผิวบรรจุภัณฑอยางชัดเจนที่
ระยะเวลาการยอยสลายที่ 6 เดือน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาดวยเทคนิค DGGE ที่ปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอชัดเจนที่สุดแตกลับพบวาความเขมของแถบดีเอ็นเอที่ 4 เดือนจางกวาที่ 2 เดือน แสดงวา
แบคทีเรียในดินอยางเดียวแทบจะไมมีสวนในการยอยสลายในระยะ 2 เดือนแรก อาจเปนไปไดวา
แบคทีเรียบางชนิดยังไมเจริญหรือเจริญไดนอยมากจนไมสามารถสกัดดีเอ็นเอออกมาไดหรืออาจมี
แบคทีเรียบางชนิดกําลังปรับตัวเพื่อใหเกิดความเคยชินกับบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิด เม่ือ
เปรียบเทียบการยอยสลายในบอฝงกลบขยะกับการศึกษาการยอยสลายในหองปฏิบัติการพบวา
การยอยสลายในบอฝงกลบขยะมีการยอยสลายไดชากวา สวนบรรจุภัณฑเยื่อชานออยเม่ือเก็บ
ตัวอยางที่ 2 เดือนไมพบวัสดุทดสอบเหลืออยูแลว เม่ือดูโปรไฟล DGGE ของการศึกษาการยอย
สลายเยื่อชานออย (ชองว่ิงที่ 1) พบวามีความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียและแถบดีเอ็นเอ
มีความเดนชัดกวาโปรไฟล DGGE ของการศึกษาการยอยสลายพอลิแลคติกแอซิดที่ 2 เดือน (ชอง
ว่ิงที่ 2)  
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                                        เย่ือชานออย                         PLA 

                                    เดือนที ่2        2       4       6       10      12  
                                  ชองว่ิงที่ 1        2       3       4        5        6         

 

ภาพที่ 4.18 ประชาคมแบคทีเรียจากการทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพดวยการฝงกลบจากบอ
ฝงกลบเทศบาลจังหวัดสุพรรณบุรีดวยเทคนิค DGGE  

   4.4.3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีนาสนใจ 

ประชาคมแบคทีเรียของการศึกษาการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อ
ชานออยมีแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจอยู 3 ตําแหนงคือ A B และ C ดังแสดงในภาพที่ 4.16 และ 4.17 
ตัดชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจออกจากเจลละลายดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุและนําสารละลายดีเอ็นเอที่
ไดไปเพิ่มจํานวนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลวนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา
ตําแหนง A, B และ C มีความคลายคลึงกับสายพันธุแบคทีเรีย ซึ่งแบคทีเรียที่พบเปนกลุมที่ไม
สามารถเพาะเล้ียงหรือเพาะเล้ียงไดยากในหองปฏิบัติการ ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3 
โดยลําดับนิวคลีโอไทดแสดงไวในภาคผนวก ค 

D 
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ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียที่ไดจากการศึกษาการยอยสลาย
ทางชีวภาพของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออย 

ตําแหนง
แถบดีเอ็นเอ 

สายพันธุแบคทีเรีย หมายเลขอางอิง เปอรเซ็นต
ความเหมือน 

A Uncultured bacterium  AY344879 79 % 

B Uncultured Bacillus sp.  EF370659 98 % 

C Uncultured bacterium  EF418074 95 % 
 



บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

งานวิจัยนี้ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายบรรจุภัณฑ โดยเลือกใชบรรจุภัณฑที่ทํา
จากพอลิแลคติกแอซิดและบรรจุภัณฑที่ทําจากเยื่อชานออย จากการทดลองแบบแฟคตอเรียล
ดีไซน (Factorial Design) สําหรับ 3 ปจจัยไดแก ชนิดของบรรจุภัณฑ อุณหภูมิและไนโตรเจน โดย
ใชปุยยูเรียเปนแหลงของไนโตรเจน ใชเวลาในการทดสอบ 30 วัน วัดกาซคารบอนไดออกไซดที่
เกิดข้ึนเพื่อเปนดัชนีการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑดวยจุลินทรีย พบวาที่อุณหภูมิ 58 
องศาเซลเซียสและไมเติมยูเรียมีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดเกิดข้ึนสูงสุดสําหรับบรรจุภัณฑ
ทั้ง 2 ชนิด นําปจจัยที่ไดมาทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของบรรจุภัณฑทั้ง 2 ชนิดโดยขยาย
เวลาศึกษาเปน 90 วัน พบวาปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดเพิ่มข้ึนสูงสุดในวันที่ 45 แลวลดลง
ในชวงเวลาตอมา น้ําหนักบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและเยื่อชานออยลดลง 100 และ 96 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตามลําดับ การยอยสลายบรรจุภัณฑทั้ง 2 ชนิดไมมีผลตอความเปนกรดดาง
ของดิน การฝงกลบชิ้นบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดและชนิดเยื่อชานออยลึก 1 เมตรในหลุม
ฝงกลบขยะจริงในสภาพธรรมชาติ พบวาการยอยสลายของบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดใน
หองปฏิบัติการเกิดข้ึนเร็วกวาการยอยสลายในพื้นที่ฝงกลบถึง 5 เทา แตบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชาน
ออยในพื้นที่ฝงกลบยอยสลายเร็วกวาในหองปฏิบัติการ  

ดังนั้นการยอยสลายบรรจุภัณฑชนิดพอลิแลคติกแอซิดตองใชอุณหภูมิสูงที่ 58 องศา
เซลเซียสและใชเวลา 90 วัน สามารถยอยสลายไดหมด สวนบรรจุภัณฑชนิดเยื่อชานออยยอย
สลายหมดภายใน 60 วันในหลุมฝงกลบขยะตามสภาวะธรรมชาติ การยอยสลายจะชาลงเม่ือเพิ่ม
อุณหภูมิเปน 58 องศาเซลเซียส การใชเทคนิค Denature Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) ศึกษาประชาคมแบคทีเรีย พบวาประชาคมแบคทีเรียมีความหลากหลาย มีการ
เปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาการศึกษาและแบคทีเรียสามารถอยูรอดไดจนถึงวันส้ินสุดการทดลอง 
จากการตรวจสอบพบวาเปนแบคทีเรียกลุมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงได  
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5.2 ขอเสนอแนะ 

1. การนําเทคโนโลยีการติดตามจุลินทรียมาใชควรสกัดดีเอ็นเอจากดินใหไดปริมาณมาก
ที่สุดเพื่อใหไดดีเอ็นเอที่เปนตัวแทนของตัวอยาง การติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคม
แบคทีเรียดวยเทคนิค DGGE ควรปรับเปอรเซ็นตเกรเดียนทของความเขมขน denaturant ใหแคบ
ลงเพื่อใหแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎบนเจลยืดออกจากกันมากข้ึน 

2. การศึกษาประชาคมจุลินทรียที่มีผลตอการยอยสลายทางชีวภาพควรเก็บตัวอยางดินที่
บริเวณพื้นผิวของวัสดุทดสอบเพื่อใหไดตัวแทนจุลินทรียในการศึกษาที่ถูกตองแมนยํายิ่งข้ึน 

3. ควรเพิ่มความถี่ของระยะเวลาการเก็บตัวอยางทดลองเพื่อใหเห็นผลการศึกษาที่ชัดเจน
ยิ่งข้ึน 

4. เนื่องจากพลาสติกชีวภาพมีอยูหลายชนิดไดมาจากแหลงวัตถุดิบในการผลิตแตกตางกัน
จึงควรศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของพลาสติกชีวภาพชนิดอ่ืนเพิ่มเติม 

 

  

 . 
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ภาคผนวก ก 

สารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

1. สารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 12 N  8.33  มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน     91.67 มิลลิลิตร 

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

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

มิลลิลิตรเม่ือละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนไดปริมาตร 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

4. สารละลาย  Tris-HCl  pH 8 เขมขน    10   มิลลิโมลาร 
Trizma base (C 4H 11  NO3)    1.2  กรัม 
ละลายในน้ําประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเขมขนกรด- ดาง เปน 8 

ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนได ปริมาตร 1000 มิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

5. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 
EDTA  (C 10H 14Na 2 .2H 2O)  186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaCl)  20  กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800  มล. จากนั้นเติมเกร็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 
คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดเปนดางเปน 8.0 เต็มน้ําปลอดประจุใหได
ปริมาตร 1000 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 
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6. บัพเฟอร TE  
Tris-HCl pH 8.0  เขมขน  10  มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  0.2  มิลลิลิตร 
เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

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

ละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

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

สารเคมีท่ีใชวิเคราะห DGGE 
9. 0% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

40% อะคริลาไมด/ บิส    20  มิลลิลิตร 
บัพเฟอร TAE เขมขน 50  เทา   2  มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจ ุ     78 มิลลิลิตร 

10. 100 % denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/ บิส    20  มิลลิลิตร 
บัพเฟอร TAE เขมขน 50  เทา   2    มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด     40  มิลลิลิตร 
ยูเรีย      42  กรัม 
เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธิ             100  มิลลิลิตร 
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11. แอมโมนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
แอมโมนียมเปอรซัลเฟต    0.1  กรัม 
น้ําปลอดประจ ุ     1 มิลลิลิตร 

12. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน  10 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร 10  ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 

เนื่องจากเปนสารกอมะเร็ง) 

13. บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา 
Tris-HCl     242 กรัม 

 EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5  โมลาร    100 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800  มิลลิลิตร  แลวเติมน้ําปลอด
ประจุใหเปนปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

14. อะการโรเจลเขมขน 1 % 
อะการโรสเจล     1 กรัม 
บัพเฟอร  TAE  เขมขน  50 เทา   100  มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟ 

15. อะการโรสเจลเขมขน 2 % 
อะการโรสเจล     2 กรัม 
บัพเฟอร  TAE  เขมขน  50 เทา   100  มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากันดวยไมโครเวฟ 

16. สารละลายแบเรียม ไฮดรอกไซด เขมขน 0.024 N 
แบเรียมไฮดรอกไซด                                             3.8   กรัม 
ละลายในน้ําอุน ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 
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17. Trypticase Soy Broth (TSB) 
 Casein peptone                                                 17   กรัม 
 Soybean peptone                                                 3  กรัม 
 NaCl                                                                      5  กรัม 
 K2HPO4                                                               2.5  กรัม 
 Glucose                                                              2.5  กรัม 
 ปรับปริมาณใหได 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที                
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ภาคผนวก ข 

ผลการวเิคราะหอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 
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ภาคผนวก ค 

ลําดับนิวคลีไทด 

ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณสวนของ 16S rDNA 

ตําแหนง A 

 
ตําแหนง B    

    
 
 
 
ตําแหนง C 
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