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บทคัดยmอ 

น้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรIาวมีคmาซีโอดีสูง จึงสามารถนำน้ำเสียดังกลmาวมาใชIเปqนแหลmงคารNบอนของ

แบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถันไดI แบคทีเรียกลุmมน้ีสามารถเจริญไดIในสภาวะที่มีอากาศ

และไมmมีอากาศ ทั้งยังผลิตสารที่สำคัญหลายอยmางไดI เชmน แคโรทีนอยดN และแบคเทอริโอคลอโรฟvลลN  ใน

ปwจจุบันแคโรทีนอยดNถูกนำไปใชIในผลิตภัณฑNหลากหลายชนิด เชmน ยา อาหารเสริม อาหารสัตวN งานวิจัยนี้มี

จุดประสงคNเพื่อผลิตแคโรทีนอยดNจากแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถัน โดยใชIน้ำเสียจาก

โรงงานแปรรูปมะพรIาวเปqนแหลmงคารNบอนเพื่อลดตIนทุนในการผลิตแคโรทีนอยดN เริ่มแรกผูIวิจัยไดIทดสอบการ

เจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ N W1 เมื ่อเลี ้ยงดIวยอาหารเลี้ยงเชื้อตmางชนิดกันคือ

อาหารเหลว LB50% และ RCVB เล ี ้ยงเช ื ้อภายใต Iสภาวะโฟโตเฮเทอโรโทปเปqนเวลา 5 ว ัน พบวmา 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถเจร ิญในอาหารเหลว RCVB ไดIดีกวmา LB50% 

เน่ืองจากเซลลNแบคทีเรียสรIางสารสีไดIมากกวmา จากน้ันจึงนำ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 

มาตรึงบน Aquaporous gel ขนาด 2 และ 4 กรัม ในขวดดูแรน 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว RCVB อยูm 

220 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อภายใตIสภาวะโฟโตเฮเทอโรโทปเปqนเวลา 5 วัน จากนั้นนำไปวัดคmาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร พบวmา Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถเจริญไดIดี

ที่สุดเมื่อตรึงดIวยวัสดุตรึงเซลลN Aquaporous gel 4 กรัม เมื่อไดIสภาวะที่เหมาะสมจึงนำมาทดสอบตmอกับ

ตัวอยmางน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรIาว 3 ชนิด คือ น้ำ soft pH 4, น้ำ soft pH 6-7 และ น้ำเสียจากบmอ

บำบัด แลIวไดIทดสอบการเจริญเทียบกับการเจริญของแบคทีเรียชนิดดังกลmาวในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RCVB 

ผลการทดลองพบวmาแบคทีเรียดังกลmาวไมmสามารถใชIแหลmงคารNบอนจากน้ำเสียจากบmอบำบดัในการเจรญิไดI อาจ

เน่ืองมาจากสารอาหารไมmเพียงพอตmอการเจริญ ในอนาคตอาจมีการเพิ่มแหลmงคารNบอนจากสารตัวอื่นเขIาไปใน

น้ำเสียแลIวเปรียบเทียบการเจริญ และวัดปริมาณแคโรทีนอยดNที่ผลิตไดIในลำดับตmอไป 
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Abstract 

Wastewater from coconut processing plants has a high COD value. Therefore, the wastewater 

can be used as a carbon source for purple non-sulfur bacteria. These bacteria can grow under 

anaerobic and anaerobic conditions and can also produce many important substances such 

as carotenoids bacteriochlorophyll. Nowadays, carotenoids are used in many products, such 

as pharmaceuticals animal feed supplements. This research aims to produce carotenoids from 

purple non-sulfur bacteria by using wastewater from coconut processing factory as a carbon 

source to reduce the production costs. Initially, the researcher compared the growth of 

Rhodopseudomonas faecalis W1 in LB50% and RCVB medium under photoheterotroph 

condition for 5 days. Rhodopseudomonas faecalis W1 grown in RCVB medium better than 

LB50% and the bacterial cells produce more red pigments. After that, Rhodopseudomonas 

faecalis W1 was immobilized on 2 and 4 g Aquaporous gel in a 250 mL Duran bottle containing 

220 mL RCVB medium under photoheterotroph for 5 days and then measured the optical 

density at 660 nm wavelength. Rhodopseudomonas faecalis W1 grown best when 

immobilized with 4 g Aquaporous gel cell. The optimum condition was tested with wastewater 

samples from coconut processing factory and compared to RCVB liquid medium. There were 

3 types of wastewater samples including soft pH 4 water, soft pH 6-7 water and wastewater 

from treatment ponds. The results showed that the bacteria could not utilize all wastewater 

samples for growth. This might be due to the insufficient nutrients. In the future, carbon 

sources from other substances may be added to the wastewater. The growth and carotenoid 

yields should be compared later. 
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รูปที่ 10 Aquaporous gel ขนาด 0.8 x 0.8 x 0.8 เซนติเมตร     16 

รูปที่ 11 การตรึงเซลลN Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1    16 

รูปที่ 12 ผลการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1    21  

 เมื่อใชIน้ำเสียจากบmอบำบัดโรงงานอำพลฟูดสNเปqนแหลmงคารNบอน 

รูปที่ 13 ปรมิาณสารสีแคโรทีนอยดNของเช้ือที่มกีารเติมผงถmานกัมมันตNลงไปในความเขIมขIนที ่  22 

 แตกตmางกันและเปรียบเทียบชmวงการเติมผงถmานกัมมันตNในสภาวะการเลี้ยงที่แตกตmางกัน 
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สารบญัตาราง 

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบปรมิาณแคโรทีนอยดNที่สงัเคราะหNไดIจากแบคทเีรียกลุmม    8  

             Rhodopseudomonas  

ตารางที่ 1ข แสดงการวัด COD ที่ความเขIมขIนตmางๆดIวย Hanna instrument COD reagent  29 

ตารางที่ 1ค คmาความเปqนกรด-ดmาง (pH) และคmาซีโอดี (mg/L) ของน้ำเสียทัง้ 3 ชนิด   30 

ตารางที่ 2ค ผลการนับจำนวนเซลลNจากอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB50% และ RCVB   30 

ตารางที่ 3ค ผลการวัดคmาการดูดกลืนแสงของการตรงึเซลลN Rhodopseudomonas faecalis   31 

      สายพันธุN W1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว RCVB ดIวยวัสดุตรึง Aquaporous gel 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1. ความเปZนมาและมูลเหตุจูงใจ 

อุตสาหกรรมแปรรูปมะพรLาว 

มะพรIาวเปqนพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึงของไทย เน่ืองจากคนไทยรูIจักใชIมะพรIาวในการ

บริโภคเปqนอาหารทั้งคาวและหวาน โดยสามารถแบmงกลุmมอุตสาหกรรมมะพรIาวออกเปqน 2 กลุmม คือ ผลิตภัณฑN

แปรรูปเพื่อการบริโภค เชmน อุตสาหกรรมมะพรIาวแหIง อุตสาหกรรมน้ำมะพรIาว อุตสาหกรรมกะทิเขIมขIน 

อุตสาหกรรมมะพรIาวฝอยแหIง อุตสาหกรรมน้ำตาลมะพรIาว และผลิตภัณฑNเพื่ออุตสาหกรรมและอุปโภค เชmน 

อุตสาหกรรมเสIนใยมะพรIาว อุตสาหกรรมแทmงเพาะชำ อุตสาหกรรมเผาถmานจากกะลามะพรIาว ซึ่งในปwจจุบัน

มะพรIาวมีความสำคัญในภาคอุตสาหกรรมอยmางมาก โดยอุตสาหกรรมเหลmานี้มักมีการปลmอยน้ำเสียออกจาก

โรงงานลงสูmสิ่งแวดลIอม เชmน ในโรงงานผลิตวุIนมะพรIาว ในเบื้องตIนพบวmามีลักษณะสมบัติของน้ำเสียจาก

กระบวนการผลิตวุIนมะพรIาวมีคmาซีโอดี (Chemical oxygen demand, COD)  อยูmในชmวง 1,945 – 4,943 

มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาณน้ำเสียเฉลี่ย 5.7 ลูกบาศกNเมตรตmอผลผลิต 1 ตัน (ปvยนุช กIองกิตตNไพศาล, 2542) ซึ่งน้ำ

เสียที่มาจากกระบวนการผลิตสmวนใหญmน้ัน คือ น้ำเสียที่มาจากการลIางวุIน เศษวุIนที่เหลือจากการตัดแตmง และ

น้ำเสียที ่มาจากการลIางภาชนะหมักวุ Iน สmวนประกอบของน้ำเสียส mวนใหญmเปqนสารอินทรียNซ ึ ่งมาจาก

สmวนประกอบในเนื้อวุIนมะพรIาว เชmน ไขมัน ไฟเบอรN โปรตีน เถIา และคารNโบไฮเดรต รวมทั้งแรmธาตุลางชนิด 

เชmน แคลเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส (ปvยนุช กIองกิตตNไพศาล, 2542) เมื่อปลmอยน้ำเสียเหลmาน้ีลงสูmสิ่งแวดลIอมจึงมี

ผลกระทบตmอสิ ่งแวดลIอม กระทรวงทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลIอมจึงมีประกาศเรื ่อง กำหนด

มาตรฐานควบคุมการระบายน้ำทิ ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม นิคมอุตสาหกรรม และเขตประกอบการ

อุตสาหกรรม โดยโรงงานอุตสากรรมแตmละโรงงานสามารถปลmอยน้ำเสียออกมาไดIโดยหIามใหIมีคmาซีโอดี             

( Chemical oxygen demand, COD ) เกินกวmา 120 มิลลิกรัมตmอมิลลิตร ตามประกาศกระทรวงในขIางตIน 

 

การบำบัดน้ำเสียทางชีวภาพ 

 ระบบบําบัดนํ้าเสียทางชีวภาพเหมาะกับน้ำเสียชุมชนหรือน้ำเสีย จากการเกษตร และนํ้าเสียจาก

โรงงานที่มีสารอินทรียNสูง แบmงตามจุลินทรียNที่ใชIในการบำบัดไดIเปqน 2 ประเภท คือ ระบบบำบัดน้ำเสียแบบใชI

อากาศ (Aerobic process) และ ระบบบำบัดน้ำเสียแบบไมmใชIอากาศ (Anaerobic process) สำหรับระบบ

บำบัดน้ำเสียแบบใชIอากาศ (Aerobic process) เปqนกระบวนการบําบัดน้ำเสียโดยจุลินทรียNกลmุมที่ตIองอาศัย 

ออกซิเจนละลายน้ำ (Dissolved Oxygen) หรือออกซิเจนอิสระในการยmอยสลายสารอนิทรียN ปฏิกิริยาการยmอย

สลายสารอินทรียNโดยแบคทีเรีย กลุ mมที ่ใชIอากาศ (Aerobic Bacteria) สามารถจําแนกไดIเปqน 2 ขั ้นตอน 

ตามลําดับน้ี   

 ข้ันตอนที่ 1 จุลินทรียNจะสmงเอนไซมNออกมาสลายสารอินทรียNที่มาเกาะที่ผนังเซลลN เพื่อเปลี่ยนใหIอยูmใน

รูปของสารโมเลกุลเล็ก  เพื่อที่จะซึมผmานเขIาไปในเซลลNจุลินทรียNไดI  
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 ข้ันตอนที่ 2 เปqนกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลลNจุลินทรียN เพื่อที่จะผลิตพลังงานไปใชIในกิจกรรม

ตmาง ๆ และการสรIางเซลลNใหมm เมื่อสารอินทรียNในน้ำเสียถูกเปลี่ยนรูปมาเปqนจุลินทรียNเซลลNใหมm จะรวมตัวกัน

เปqนฟล็อก (Biological Flocculation) ก็จะมีน้ำหนักมากขึ ้น และแยกออกจากน้ำเสียไดIง mายดIวยการ

ตกตะกอน  

 ระบบบำบัดแบบ Aerobic process ที่นิยมใชI ประกอบดIวยระบบแบบ Activated sludge ระบบ

แบบบmอปรับเสถียร  

 ระบบบำบัดน้ำเสียแบบไมmใชIอากาศ (Anaerobic process) เปqนระบบบําบัดนํ้าเสียที่ใชIแบคทีเรีย

แบบไมmใชIอากาศในการยmอยสลายสารอินทรียN โดยหลักการทำงานของระบบคือ เปqนระบบที่ใชIแบคทีเรียแบบ

ไมmใชIอากาศในการบําบัดน้ำเสีย โดย จุลินทรียNจะอาศัยสารประกอบอื่นเปqนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจน 

ละลายน้ำ (Dissolved Oxygen) หรือออกซิเจนอิสระ กลไกการยmอยสลายารอินทรียNแบบไมmใชIอากาศหรือ

ออกซิเจน สามารถแบmงไดIเปqน 4 ข้ันตอน ตามลําดับดังน้ี   

 ขั้นตอนที่ 1 เปqนกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) โดย อาศัยเอนไซมN (Enzyme) ที่ถูกสmงออก

มานอกเซลลNเพื่อเปลี่ยนสารอินทรียNโมเลกุลใหญmใหIเปqนสารโมเลกุลเล็ก  

 ข้ันตอนที่ 2 เปqนกระบวนการสรIางกรด (Acidogenesis) โดย แบคทีเรียสรIางกรดซึ่งจะเปลี่ยนผลผลติ

ที่ไดIจากฏิกิริยาไฮโดรไลซิสใน ข้ันนตอนทmี 1 ไปเปqนกรดไขมันระเหย (Volatile Fatty Acid; VFA)  

 ข ั ้นตอนท ี ่  3 เป qนกระบวนการสรIางกรดแอซีติกจากกรดไขมันระเหย (Acetogenesis) โดย

แบคทีเรียกลmุมอะซีโตเจนิก (Acetogenic Bacteria) จะเปลี่ยนกรดไขมันระเหยไปเปqนผลผลิตสําคัญในการ

สรIางก¥าซ  

 ข้ันตอนที่ 4 เปqนกระบวนการสรIางมีเทน (Methanogenesis) โดยผลผลิตที่ไดIจากแบคทเีรยีสรIางกรด

ในข้ันตอนที่ 3 จะถูกเปลี่ยนไปเปqนก¥าซมีเทนโดยแบคทีเรียกลmุมสรIางมีเทน  

 ระบบบำบัดแบบ Anaerobic process ที ่น ิยมใชI ประกอบดIวยระบบแบบถังกรองไร Iอากาศ 

ระบบคัฟเวอรNลากูน ระบบฟvกซNโดม ระบบยูเอเอสบี (กรมควบคุมมลพิษ, 2558) 

 

การนำน้ำเสียไปใชLประโยชน7 

 น้ำเสียที่ถูกปลmอยจากโรงงานอุตสาหกรรมตmางๆ สmวนใหญmมีคmาซีโอดีที่สูง ดังน้ันการนำน้ำเสียไปแปร

รูปหรือใชIประโยชนNในดIานอื่นๆ จึงเปqนอีกหน่ึงวิธีที่สามารถสรIางมูลคmาใหIกับน้ำเสียที่ถูกปลmอยออกมาไดI เชmน 

การผลิตสารชีวภาพจากจุลินทรียNโดยใชIน้ำเสียเปqนแหลmงอาหารหรือแหลmงคารNบอน โดยสารชีวภาพที่ผลิตจาก

น้ำเสียสmวนใหญmในปwจจุบันคือ ไบโอพลาสติก เอทานอล และสารลดแรงตึงผิว ในการผลิตไบโอพลาสติกจาก

โรงงานอุตสาหกรรมโดยใชIแบคทีเรยี Consortium และสารประกอบ Volatile fatty acids ในระบบบำบัดน้ำ

เสีย ในระบบบำบัดน้ำเสียพบวmา activated sludge สามารถถูกทำใหIเปลี่ยนรูปเปqน PHA ไดIโดยแบคทีเรีย

ภายในโดยใชIกระบวนการ Enhanced Biological Phosphorus Removal (EBPR) (รูปที ่ 1) โดย PHA ที่

ผลิตไดIสามารถนำไปผลิตเปqนพลาสติกชีวภาพไดI (Liu et. al., 2019) 
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รูปที่ 1 การเปลี่ยนสารต้ังตIนใน activated sludge เปqน PHA (Liu et. al., 2019) 

  

จากตัวอยmางขIางตIนจะพบวmาน้ำเสียสามารถนำไปใชIประโยชนNไดIหลากหลาย จากองคNประกอบของน้ำ

เสียที่มีองคNประกอบของสารอินทรียNจำนวนมาก จึงทำใหIแบคทีเรียหรือจุลินทรียNใชIน้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอน

และไนโตรเจนในการเจริญไดI จากประโยชนNดังกลmาวจึงทำใหIการนำน้ำเสียมาผลิตเปqนผลิตภัณฑNตmางๆ ใน

ปwจจุบันไดIรับความนิยมมาก หนึ่งในผลิตภัณฑNหรือสารที่สำคัญที่เปqนที่สนใจในการผลิตดังกลmาวก็คือ แคโรที

นอยดN การผลิตแคโรทีนอยดNนี้สามารถผลิตไดIจากแบคทีเรียชนิด Photosynthetic bacteria และการใชIน้ำ

เสียเปqนแหลmงคารNบอนใหIแบคทีเรียดังกลmาวก็สามารถทำใหIผลิตแคโรทีนอยดNออกมาไดIอยmางมีประสิทธิภาพ 

และสามารถบำบัดน้ำเสียโดยสามารถประหยัดคmาใชIจmายในการบำบัดไดIมากข้ึน ตัวอยmางเชmน การนำน้ำเสียจาก

โรงงานผลิตเบียรNมาบำบัดดIวย Photosynthetic bacteria และผลิตแคโรทีนอยดN จากงานวิจัยดังกลmาวพบวmา

สามารถลดคmาซีโอดีในน้ำเสียลงไปไดIต่ำกวmา 80 มิลลิกรัมตmอลิตร และสามารถผลิตแคโรทีนอยดNออกมาไดI 

2.53 มิลลิกรัมตmอกรัม (Lu et. al., 2019) 

 

แคโรทีนอยด7 (Carotenoid) 

 แคโรทีนอยดNเปqนกลุmมของสารสีกลุmมใหญmที่ตIองการมากในปwจจุบัน สารสีที่ผลิตไดIสามารถนำไปใชIใน

อุตสาหกรรมอาหาร เสื้อผIา เครื่องสำอาง และยารักษาโรค มีฤทธ์ิเปqนสารตIานอนุมูลอิสระสามารถยับย้ังการ

เสื่อมสภาพของเซลลNและเน้ือเย่ือตmางๆ 

 แคโรทีนอยดN (Carotenoids) อยmูในกลุmมไอโซพีนอยดN (Isoprenoid) จัดเปqนสารโมเลกุลใหญm ที่มี

คุณสมบัติเปqน โปรวิตามินเอ (Provimamin A) แคโรทีนอยดNยังสามารถแบmงกลุmมไดIเปqน 2 กลุmม คือ แคโรทีน

และแซนโทฟvลลN โดยแคโรทีนเปqนรงควัตถุที่มีสีสIม หรือ สIม-แดง เปqนสายยาวของไฮโดรคารNบอน มีโครงสรIาง

ทางเคมีเปqนสองไอโซเมอรNหลัก คือ แอลฟา-แคโรทีนและเบตIา-แคโรทีน สmวนแซนโทฟvลลN มีสีเหลือง หรือ สIม-

เหลือง เปqนสายยาวของไฮโดรคารNบอนที่มีออกซิเจนเปqนองคNประกอบ ซึ่งแซนโทฟvลลNมีหลายชนิดขึ้นอยmูกับ

ระดับ Oxidation ของโมเลกุล แคโรทีนอยดNในอาหารธรรมชาติมีประมาณ 600 ชนิด ที่พบมากมี 6 ชนิด คือ 
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แอลฟาแคโรท ีน (alpha-carotene) เบต I าแคโรท ีน (beta-carotene) เบต I าคร ิพโตแซนทีน (beta-

cryptoxanthin) ไลโคป¦น (lycopene) ลูทีน (lutein) และซีแซนทีน (zeaxanthin)  

 โครงสรIางโมเลกุลของแคโรทีนอยดNประกอบดIวยหนmวยไอโซพรีน (isoprene unit) จำนวน 8 หนmวย 

ที่เกิดพันธะโควาเลนตNและทำใหIเกิดคอนจูเกชันของพันธะคูmเปqนสายยาว (extensive conjugated double 

bond) (รูปที่ 2) 

 
รูปที่ 2 รูปโครงสรIางของแคโรทีนอยดN (Habtemariam et. al, 2017) 

ซึ่งระบบคอนจูเกชันที่ทาใหIแคโรทีนอยดNสามารถดูดกลืนพลงังานแสงอัลตราไวโอเลตและแสงสขีาว ทำใหIแคโร

ทีนอยดNเปqนสารที่มีสีและมีคุณสมบัติในการตIานปฏิกิริยาออกซเิดชันโมเลกุลของแคโรทนีอยดNอาจเปqน เสIนตรง 

ดังที่พบในไลโคพีน (lycopene) หรือเปqนวงแหวน (ring) ที่ปลายโซmของโมเลกุล ดังที่พบในเบตIาแคโรทีน 

(beta-carotene) สามารถจำแนกแคโรท ีนอยด N เป qน 2 กล ุ mม ค ือ Hydrogenated และ Oxygenated 

carotenoid derivatives โดยกลุmม hydrogenated carotenoid derivatives หรือกลุmมแคโรทีน (carotene) 

จะประกอบไปดIวยเบตIาแคโรทีน (beta-carotene) และไลโคพีน (lycopene) (รูปที่ 3) (Simpson et. al., 

1989) 

 
รูปที ่3 รูปโครงสรIางโมเลกุลเบตIา-แคโรทีน (beta-carotene) และไลโคพีน (lycopene)   

(Habtemariam et. al, 2017) 

ส mวนกลุ mมที่ 2 คือกลุ mม oxygenated carotenoid derivatives หร ือกลุ mมแซนโทฟvลลN (xanthophyll) จะ

ประกอบไปดIวย ลูทีน (lutein) ซีแซนทีน (zeaxanthin) (รูปที่ 4) 

 
รูปที ่4 รูปโครงสรIางโมเลกุลลูทีน (lutein) ซีแซนทีน (zeaxanthin) (Habtemariam et. al, 2017) 
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การสังเคราะห7แคโรทีนอยด7 (Carotenoid synthesis) 

 แคโรทีนอยดNเปqนสารที ่สามารถสังเคราะหNไดIจากธรรมชาติทั ้งในผัก ผลไมI และสิ่งมีชีวิตจำพวก

จุลินทรียNตmางๆ 

 สำหรับการสังเคราะหNแคโรทีนอยดNในพืชหรือผัก ผลไมIชนิดตmางๆ ปwจจัยหลักๆของการสังเคราะหN

ขึ้นอยูmกับปริมาณ Isopentenyl diphosphate (IPP) และ dimethylallyl diphosphate (DMAPP) ซึ่งสาร

ทั้งสองตัวนี้มีผลตmอการเจริญเติบโตของพืช และสารทั้งสองตัวนี้ยังเปqนสารที่สำคัญตmอการสังเคราะหNไอโซพรี

นอยดN (isoprenoids)  ในปwจจุบันพบวmาพืชกmอนที่จะสงัเคราะหNสารกลุmมไอโซพรีนอยดNและแคโรทนีอยดNออกมา

จะตIองสังเคราหN IPP และ DMAPP ออกมากmอน โดยกระบวนการสังเคราะหNจะเรียกวmา non-mevalonate 

หรือ 2-C-methyl-D-erythiol-4-phosphate (MEP) สำหรับวิถีปฏิกิริยาข้ันแรกของ MEP จะเกิดการรวมตัว

กันของ pyruvate กับ glyceraldehyde-3-phosphate ไดIเปqน 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP) 

โดยเอนไซมN 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS) จากนั ้นจึงเปลี ่ยนเปqน 1-deoxy-D-

xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR) และผmานกระบวนการอีกหลายขั้นตอนจนไดI IPP และ 

DMAPP จากนั้นจึงใชIเอนไซมN Geranylgeranyl pyrophosphate synthase (GGPPS) สังเคราะหNตmอจนไดI

แคโรทีนอยดNออกมา (Liu et. al., 2015) (รูปที่ 5) 

 
รูปที่ 5 ข้ันตอนการสังเคราะหNแคโรทีนอยดNในพืช (Liu et. al., 2015) 

 

 ในการผลิตแคโรทีนอยดNในพืชนอกจากนี้ยังมีปwจจัยอื่นๆอีกเชmน ฮอรNโมนพืช Abscisic acid (ABA) 

Ethylene (ET) และปwจจัยอื ่นๆ เชmน อุณหภูมิ ปริมาณคารNบอนไดออกไซดN การกระตุ Iน ET และลดการ

แสดงออกของ ABA จะทำใหIพืชผลิตแคโรทีนอยดNออกมาไดIมากข้ึน (รูปที่ 6) 
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รูปที่ 6 ตัวอยmางการสังเคราะหNแคโรทีนอยดNในมะเขือเทศ (Liu et. al., 2015) 

 

 การสงัเคราะหNสารกลุmมแคโรทีนอยดNในจุลินทรียNหรอืแบคทเีรียที่มีการสังเคราะหNแสง ประกอบดIวย 3 

ข้ันตอนหลักๆ ไดIแกm 

1. การเปลี่ยนรูปของ acetyl Co-A เปqน 3-hydroxy-3-methyl glutaryl CoA (HMG-CoA) และ เปลี่ยนไป

เปqน Mevalonic Acid (MVA) ซึ่งเปqนสารประกอบที่มีคารNบอนจํานวน 6 อะตอม ซึ่งเปqน สารตั้งตIนชนดิแรก

ในวิถีการสังเคราะหNสารกลุmม Terpenoid จากน้ัน MVA จะถูกเปลี่ยนตmอไปเปqน Isopentyl Pyrophosphate 

(IPP) โดยการทำงานของเอนไซมN MVA kinase และตามดIวยปฏิกิริยา Decarboxylation เปqนลําดับ (รูปที่ 7) 

2. ปฏิก ิร ิยา Isomerization ของ IPP เปqน Dimethylallyl Pyrophosphate (DMAPP) โดยการเติม IPP 

จํานวน 3 โมเลกุลใน DMAPP โดยการทํางานของ เอนไซมN Prenyl Transferase เพื ่อใหIไดIสาร Geranyl 

Geranyl Pyrophosphate (GGPP) ที่มีจํานวน คารNบอน 20 อะตอม ซึ่งเปqนสารตั้งตIนที่สําคัญของสารกลุmม

แคโรทีนอยดN (รูปที่ 7) 

3. การทําปฏิกิริยาระหวmาง GGPP 2 โมเลกุลแบบ Head to Head โดยการทํางานของเอนไซมN Phytoene 

Synthase ทําใหIเกิดสารตัวกลาง Phytoene เปqนสารที่ไมmมีสี และจัดเปqน Carotenoid ชนิดแรก จากวิถีการ

สังเคราะหN และเมื่อเกิดปฏิกิริยา Desaturation ในการเติมพันธะคูmแบบ Conjugated Double Bond จะไดI

เปqน Lycopene ตามดIวยการสั งเคราะหNสารกลุmม Carotenoid ชน ิดอ ื ่นๆท ั ้ ง  Cyclic และ Acyclic 

Carotenoid โดยวิถีการสังเคราะหNแคโรทีนอยดNซึ่งเกิดจากการทํางานของเอนไซมNที่จําเพาะในแตmละขั้นตอน

แสดงในรูปที่ (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 7 ข้ันตอนการสังเคราะหNแคโรทีนอยดNชนิดตmางๆในจลุนิทรียN (ประดินันทN เอี่ยมสะอาด, 2017) 

  

เอนไซมN Phytoene Synthase จัดเปqนเอนไซมNที่มีความสําคัญในการกําหนดและควบคุมวิถี การสังเคราะหN 

Carotenoid ในสิ่งมชีวีต  โดยจะแตกตmางกันไปในแตmละกลุmมจุลินทรียN เชmน ยีนในการควบคุมการสังเคราะหNแค

โรทีนอยดN PSY ในสาหรmายสเีขียว จุลินทรียNแตmละกลุmมจะตอบสนองตmอการผลิตแคโรทีนอยดNที่แตกตmางกัน

ข้ึนกับสภาพแวดลIอมที่อาศัยอยูm 

 การผลิตแคโรทีนอยดNโดยใชIพืชในปwจจุบันพบวmายังมีขIอจำกดัอยูmหลายอยmาง ทั้งการควบคุมการผลิต 

ความเปqนพิษจากสารสกัดแคโรทีนอยดN ปริมาณแคโรทีนอยดNที่ผลิตไดI ทั้งน้ีจึงทำใหIปwจจุบันนิยมใชIจุลินทรียN	
กลุmมแบคทีเรีย เช้ือรา ยีสตN หรือสาหรmาย ในการผลิตแคโรทนีอยดNมากกวmาการใชIพืชในการผลิต (ประดินันทN 

เอี่ยมสะอาด, 2017) 

 

การใชLแบคทีเรียสังเคราะห7แสงสีม[วงชนิดไม[สะสมกำมะถันสำหรับผลิตแคโรทีนอยด7 

แบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถันเปqนแบคทีเรียที่สามารถพบไดIทั่วไปในธรรมชาติ 

และกลุmมแบคทีเรีย Rhodopseudomonas sp. เปqนแบคทีเรียกลุmมใหญmที่สุดในกลุmมแบคทีเรียสังเคราะหNแสง

สีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถัน สามารถเจริญไดIทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมmมีออกซิเจน (Zhang et. al, 

2002) จัดเปqนแบคทีเรียแกรมลบในกลุmมโพรทีโอแบคทีเรีย (Proteobacteria) โดยการเจริญของแบคทีเรีย

ชนิดน้ีข้ึนกับ ปริมาณออกซิเจน สารอาหารที่ไดIรับ การไดIรับแสงและการไมmไดIรับแสง นอกจากน้ียังสามารถใชI

น้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอนเพื่อนำไปใชIในการเจริญของแบคทีเรียไดI สำหรับ Rhodopseudomonas faecalis 
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สายพันธุN W1 ที่นำมาใชIในงานวิจัยนี้ เปqนแบคทีเรียที่คัดแยกในประเทศไทย มีคุณสมบัติในการเจริญภายใตI

สภาวะไรIออกซิเจน สามารถผลิตชีวมวล แคโรทีนอยดN และแบคเทอริโอคลอโรฟvลลN ออกมาไดIปริมาณมาก 

เมื่อเลี้ยงในน้ำเสียจากโรงงานผลิตผลไมIแปรรูป (พีรดนยN เอื้อนศิริกุล, 2017) 

ตารางท่ี 1 : เปรียบเทียบปริมาณแคโรทีนอยด7ท่ีสังเคราะห7ไดLจากแบคทีเรียกลุ[ม 

Rhodopseudomonas  

PNSB 

Condition Biomass 

(g/L) 

Carotenoid 

(mg/g CDW) 

Light Anaerobic 
Temperature 

(celcius) 

Fermentation 

 

33.9 

 

7.2 Rhodopseudomonas 

faecalis PA2 

(Saejung et. al, 2019) 

4000lux, 

LED 
/ 26-30 

Batch culture 

5-L 

bioreactor 

Rhodopseudomonas 

palustris B1 

(Getha et.al, 1998) 

2000lux, 

Fluoresc

ent 

/ 28-32 

Batch culture 

20 mL in 25 

mL screw 

cap 

 

2.5 1.1 

 

จากตารางด ังกล mาวพบวmาแบคท ีเ ร ียชชน ิดส ั งเคราะห Nแสงส ีม mวงชน ิดไม mสะสมกำมะถ ันในกลุmม 

Rhodopseudomonas ที่ยกตัวอยmามาจากงานวิจัยในอดีต เมื่อนำมาเปรียบเทียบการผลิตแคโรทีนอยดNพบวmา

ยังไดIปริมาณที่นIอย จากป¦ 2017 ไดIมีการพัฒนาการผลิตแคโรทีนอยดNดIวยวิธีการตรึงเซลลNแบคทีเรีย เรื่องการ

บําบัดน้ำเสียจากอุตสาหกรรมแปรรูปผลไมIดIวยตะกอนแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกํามะถัน

แบบเม็ด โดยพีรดนยN เอื้อนศิริกุล จากงานวิจัยดังกลmาวพบวmา Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 

เมื่อนำไปตรึงดIวย activated carbon ในน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปผลไมIพบวmามีปริมาณชีวมวลสูงถึง 22 g/L 

และไดIปริมาณแคโรทีนอยดN 4.1 mg/g จากปริมาณที่ไดIน้ีเมื่อเทียบกบั Rhodopseudomonas palustris B1 

ที่ผลิตในระดับใกลIเคียงกันพบวmาปริมาณแคโรทีนอยดNและชีวมวลที่ไดIคmอนขIางแตกตmางกันมาก และจาก

ปริมาณแคโรทีนอยดNที่ผลิตจาก Rhodopseudomonas faecalis PA2 ในถังหมักขนาด 5 L กลับพบวmา

ปร ิมาณแคโรท ีนอยด Nท ี ่ผล ิตได Iไม m ได Iม ีค mาส ูงน ัก จากความสามารถในการผล ิตแคโรทีนอยด Nของ 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 จากงานวิจัยกmอนหนIาพบวmาแบคทีเรียดังกลmาวสามารถผลิต

แคโรทีนอยดNออกมาไดIอยูmในเกณฑNที่ดี จึงเลือกแบคทีเรียชนิดน้ีมาศึกษาและวิจัยตmอ 
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ปtจจัยส[งเสริมการผลิตแคโรทีนอยด7และการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห7แสงสีม[วงชนิดไม[สะสมกำมะถัน 

 ปwจจัยที่สmงเสริมการผลิตแคโรทีนอยดNและการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสม

กำมะถันมี 3 ปwจจัยหลักๆ คือ การตรึงเซลลNแบคทีเรีย การใหIแสงกระตุIนผลิตสารสีของเซลลNแบคทีเรีย และ

สารอาหารที่จำเปqนตmอการเจรญิของแบคทีเรยี สำหรับปwจจยัแรกการใชIวัสดุตรึงเซลลNในการตรงึเซลลNแบคทเีรยี

จะชmวยใหIเซลลNแบคทีเรียเจริญไดIอยmางมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น เมื่อเซลลNสังเคราะหNผลิตภัณฑNออกมาไดI

ผลิตภัณฑNจะถูกแยกออกมาจากเซลลNไดIงmายการเลี้ยงเซลลNแบบอสิระ ในงานวิจัยน้ีไดIนำ Aquaporous gel มา

ใชIเปqนวัสดุตรึงเซลลNสำหรับแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 โดยวัสดุตรึงเซลลN

ดังกลmาวเปqนวัสดุมีรูพรุนทีผ่ลติโดยบรษัิท Nisshinbo, JAPAN (รูปที่ 8) มีองคNประกอบทางเคมีเปqน Polyester 

urethane มากถึง 98% (Hoang Nhat Phong Vo และคณะ, 2019) มีคุณสมบัติในการดูดจับกับน้ำที่สูง 

สามารถจับกับแบคทีเรียที่ยmอยสลายสารเคมีโดยใชIรูพรุนบนผนังของโครงสรIาง Polyester urethane  ตรึง

แบคทีเรียใหIกลุmมกันไวIบนผนังเซลลNตรึง โดยนิยมนำวัสดุเซลลNตรึงน้ีไปใชIในระบบบำบัดน้ำเสีย  

 

 
 

รูปที่ 8 วัสดุตรงึเซลลN Aquaporous gel (Nisshinbo, JAPAN) 

 

ปwจจัยในลำดับถัดมาคือการใหIแสงกระตุIนผลิตสารสีของเซลลNแบคทีเรีย ในสภาวะกึ่งมีอากาศและมี

แสงสวmางเพียงพอ  แบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงจะมีการใชIแสงเปqนแหลmงพลังงานในการยmอยสลาย

สารอินทรียN โดยมีการผลิตสารสีเพื่อทําหนIาที่รวบรวมแสง ไดIแกmแบคเทอริโอคลอโรฟvลดN เปqนรงควัตถทุี่เปqน

องคNประกอบของศูนยNกลางปฏิกิริยา มีชmวงคลื่นการดูดกลืนแสงอยูmที่ 815-960 นาโนเมตร นอกจากน้ียังมีการ

ผลิตสารสีแคโรทีนอยดNเพื่อมาชmวยในการสังเคราะหNแสงดIวย โดยจะดูดกลืนแสงในชmวงคลื่นการดูดกลืนแสงที่ 

450-550 นาโนเมตร ทําใหIมองเห็นเปqนสีแดง แดงเขIม น้ำตาล เหลือง สIม เขียว ข้ึนกับสายพันธุNของแบคทีเรีย 

(พีรดนยN เอื้อนศิริกุล, 2017) ในงานวิจัยน้ีไดIเลือกแหลmงกำเนิดแสงอื่นนอกเหนือจากแสงธรรมชาติเพื่อกระตุIน

การผลิตแคโรทีนอยดN โดยแหลmงกำเนิดแสงที ่เลือกมาคือ Incandescent light bulb หรือหลอดไสIเปqน

หลอดไฟที่ใหIแสงสวmางโดยการใหIความรIอนแกmไสIหลอดที่เปqนลวดโลหะกระทั่งมีอุณหภูมิสูงและเปลmงแสง ซึ่ง

แสงที่ออกมาน้ันจะเปqนแสงสีเหลือง ซึ่งหลอดชนิดน้ีไดIมีการทำการทดลองกับการเลี้ยงเช้ือ Photosynthetic 

bacteria พบวmาหลอดไฟชนิดนี ้ใหIอัตราการเจริญที ่ส ูงที ่ส ุดเมื ่อเทียบกับหลอดชนิดอื ่นอยmาง LED และ 

Fluorescent (Fu-Shin Kuo, 2012)  และปwจจัยในลำดับสุดทIายที่มีผลตmอการผลิตแคโรทีนอยดNและการเจรญิ
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ของแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถันคือสารอาหารที่จำเปqนตmอการเจริญของแบคทีเรีย 

พบวmาแบคทีเรียจะใชIแรmธาตุไอออนอยmางเหล็ก แมกนีเซียม โคบอลทN นิกเกิล ในปฏิกิริยารีดอกซNและการ

สังเคราะหNสารสีประเภทตmางๆ เชmน แบคเทอริโอคลอโรฟvลลNและแคโรทีนอยดN (Kis et. al., 2015) สำหรับการ

เจริญของแบคทีเรียน้ีตIองอาศัยแหลmงคารNบอนและไนโตรเจนสำหรับการเจริญ ในงานวิจัยไดIใชIน้ำตาลกลูโคส

และทริปโตนเปqนสารอาหารใหIแบคทีเรียใชIในการเจริญนอกจากนี ้ยังพบวmาการใชIสารสกัดจากยีสตNเปqน

องคNประกอบในอาหารเลี้ยงเช้ือน้ันจะทำใหIแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถันสามารถผลิต

ชีวมวลออกมาไดIปริมาณมาก (พีรดนยN เอื้อนศิริกุล, 2017) 

 

ภาพรวมของงานวิจัย 

 ในงานนี้ไดIเล็งเห็นถึงความสำคัญของการผลิตแคโรทีนอยดNจากแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงที่ไมm

สะสมกำมะถันโดยใชIน้ำเสียจากอุตสาหกรรมแปรรูปมะพรIาวเปqนแหลmงคารNบอน  เนื่องจากปwจจุบันแคโรที

นอยดNที ่สกัดผmานกระบวนการทางเคมีและชีวภาพนั้น  สกัดออกมาไดIนIอยกวmาเป�าหมายที ่ตั ้งไวIและมี

ประสิทธิภาพที่ไมmเปqนไปตามมาตรฐาน  อาจมาจากสาเหตุของฤดูกาลและสภาพภูมิอากาศ (ประดินันทN เอี่ยม

สะอาด, 2017)   ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจใชIแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 มา

ตรึงใน Aquaporous gel เพื่อใหIมีความหนาแนmนของเซลลNสูง แลIวนำไปผลิตแคโรทีนอยดNจากน้ำเสีย

อุตสาหกรรมแปรรูปมะพรIาว ซึ่งจะเปqนการนำน้ำเสียมาใชIประโยชนNในการผลิตสารชีวภาพที่มีมูลคmาสูง โดย 

แคโรทีนอยดNมีการนำไปใชIประโยชนNดังตmอไปนี ้ สีผสมอาหาร อาหารเสริม อาหารสัตวN และผลิตภัณฑN

เครื่องสำอางจำพวกผลิตภัณฑNบำรุงผิว  

 

2. วัตถุประสงค7ของโครงการ 

       2.1 เพื่อเปรียบเทียบการเจรญิของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 ในอาหารที่มีแหลmง

   คารNบอนแตกตmางกัน 3 ชนิด คือ อาหารเหลว LB50%  อาหารเหลว RCVB และ น้ำเสียจากโรงงาน

   แปรรูปมะพรIาว  

       2.2 เพื่อหาปริมาณ Aquaporous gel ที่เหมาะสมตmอการตรึงเซลลNของ Rhodopseudomonas    

 faecalis สายพันธุN W1 

       2.3 ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตแคโรทีนอยดNของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ N W1 

   แบบเซลลNตรึง โดยใชIน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรIาว 

 

3. เปuาหมาย 

        3.1 ไดIอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตmอการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 

        3.2 ไดIปริมาณของ Aquaporous gel ที่เหมาะสมในการตรึงเซลลN 

        3.3 ไดIแคโรทีนอยดNที่มีปริมาณมากและมีตIนทุนถูก เน่ืองจากใชIน้ำเสียเปqนสารต้ังตัน 

 



 11 

4.   วิธีการดำเนินงาน 

 4.1 การเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 ในอาหารที่มี

 แหลmงคารNบอนแตกตmางกัน 3 ชนิด คือ อาหารเหลว LB50%  อาหารเหลว RCVB และ น้ำเสียจาก

 โรงงานแปรรูปมะพรIาว 

  4.1.1 การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1  

  4.1.2 การเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1   

                     ในอาหารเหลว LB50% RCVB  

  4.1.3 การเก็บตัวอยmางน้ำเสีย 

  4.1.4 การวิเคราะหNคmา Chemical oxygen demand และคmาความเปqนกรดดmางของน้ำเสีย

  จากโรงงานแปรรูปมะพรIาวอำพลฟูดสN 

  4.1.5 การวิเคราะหNการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 เมื่อใชI

  น้ำเสียจากบmอบำบัดโรงงานอำพลฟูดสNเปqนแหลmงคารNบอน 

 4.2 การหาปริมาณ Aquaporous gel ที ่เหมาะสมตmอการตรึงเซลลNของ Rhodopseudomonas 

 faecalis สายพันธุN W1 

  4.2.1  การเตรียม Aquaporous gel  

  4.2.2  การวิเคราะหNการตรึงเซลลNของ Aquaporous gel ที ่ตรึง Rhodopseudomonas 

  faecalis สายพันธุN W1 

 4.3 ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตแคโรทีนอยดNของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN  W1 

 แบบเซลลNตรึงโดยใชIน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรIาว 

 

5. ประโยชน7ท่ีคาดว[าจะไดLรับ 

 สามารถผลิตแคโรทีนอยดNและบำบัดน้ำเสียจากแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงชนิดไมmสะสมกำมะถัน

ไดIอยmางมีประสิทธิภาพ โดยคาดหวังวmา Aquaporous gel ที่ใชIตรึงเซลลNแบคทีเรียจะสามารถตรึงเซลลNไดIดี 

สmงเสริมใหIแบคทีเรียมีปริมาณมากขึ้นและไมmรบกวนกระบวนการสังเคราะหNแคโรทีนอยดN นอกจากนี้การยัง

คาดหวังวmาแบคทีเรียจะสามารถใชIน้ำเสียน้ีเปqนแหลmงคารNบอนไดIและสามารถทำใหIคmา COD ของน้ำเสียลดลง

จนอยูmในเกณฑNที่ยอมรับไดI  
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บทท่ี 2  

อุปกรณ7 เคมีภัณฑ7 และชุดทดสอบ 

2.1 อุปกรณNที่ใชIในงานวิจัย 

- ยูวี-วิซิเบิล สเปกโทรโฟโตมเิตอรN (UV-visible spectrophotometer), Biomate 35, Thermo scientific 

- หลอดไสI 60 W (Incandescent lamp) Phillips. Indonesia 

- ตูIอบความรIอน (hot air oven) รุmน UE 600, Memmert, Germany 

- เครื่องช่ังหยาบ รุmน PG 2002-S, Metler Toledo, Switzerland 

- เครื่องช่ังละเอียด 4 ตำแหนmง รุmน AG 285, Metler Toledo, Switzerland 

- เครื่องเขยmาสาร (Vortex Mixer GENIE 2 รุmน G560E), Scientific industries USA 

- เครื่องวัดคmา (pH meter), Metler Toledo, Switzerland 

- ตูIดูดควัน (Fumehod) รุmน Airone 12009s, Safelab systems, English 

- เครื่องวัดคmาซีโอดี, Hanna instruments, Italy 

- ตูIปลอดเช้ือแบบ Laminar flow รุmน BV-124, International Scientific supply Co., Ltd., Thailand 

- หลอดฝาเกลียว (Vial tube) 25 มลิลลิิตร 

- วัสดุตรึงเซลลNชนิด Aquaporous gel ขนาด 0.8 x 0.8 x 0.8 มิลลเิมตร 

- ขวดดูแรน ขนาด 250 มิลลิลิตร 

- เครื่องกวนสาร (Magnetic stirrer), C-MAG HS7 
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2.2 สารเคมทีี่ใชIในงานวิจัย 

- เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4·7H2O), Ajax Finechem Pty Ltd., New Zealand  

- กรดบอริก (H3BO3) APS Finechem, Australia 

- โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) VWR chemicals, Belgium 

- ไดโพแทสเซียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) Merck, Germany  

- น้ำตาลกลูโคส (D-glucose) 

- โซเดียมไฮดรอกไซดN (NaOH) Fisher Chemical, Belgium 

- แมกนีเซียมซลัเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) Merck, Germany 

- แอมโมเนียมคลอไรดN (NH4Cl) Merck, Germany 

- โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MoO4 ·2H2O) Carlo erba reagent, Italy 

- คอปเปอรN (II) ไนเตรต ไตรไฮเดรต (Cu(NO3)2 ·3H2O) Honeywell Riedel, Germany 

- กรดเอเดติก (Ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA) Merck, Germany 

- แคลเซียมคลอไรดN ไดไฮเดรต (CaCl2 ·2H2O) Merck, Germany 

- ชุดทดสอบคmาซีโอดี, Hanna instruments, Italy 

- ผงอาหารเลี้ยงเช้ือ LB (Luria-Bertani) Broth Becton, Dickinson and Company, USA 

- หางกะทิจากตลาดสามยmาน 

- น้ำเสีย AMPOL FOOD 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนนิงาน 

3.1 การเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 ในอาหารท่ีมีแหล[ง

คาร7บอนแตกต[างกัน  

 3.1.1 การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1  

 นำแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 (MSCU 0924) จากคลังจุลินทรียNของ

ภาควิชาจุลชีววิทยา  จุฬาลงกรณNมหาวิทยาลัย   มาเพิ่มจำนวนโดยขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB 50% 

(อาทิมา, 2016)  แลIวนำไปบmมที่อุณหภูมิหIอง พรIอมใหIแสง Incandescent light เปqนเวลา 5 วัน  

 3.1.2 การเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 ในอาหาร

เหลว LB50% และ RCVB  

 นำแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB 50% ที่

ผmานการบmมที่อุณหภูมิหIองพรIอมใหIแสง Incandescent light เปqนเวลา 5 วัน จาก 4.1.1 มาเลี้ยงในอาหาร

เหลว LB50% RCVB และน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรIาว จาก 4.1.3 โดยนำโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่เลี้ยงไวI

เบื้องตIนมา 5 ลูป ใสmใน vial tube ขนาด 25 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว LB50% RCVB และน้ำเสียจากโรงงาน

แปรรูปมะพรIาว จากน้ันจึงนำไปเขยmาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที พรIอมใหIแสง incandescent light เปqนเวลา 

5 วัน จากน้ันจึงนำมาเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 โดยสังเกตุ

จากสีของอาหารที่เปลี่ยนแปลงไป (รูปที่ 9) 

 

 
 

รูปที่ 9 การเจริญและการสรIางสารสีของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 

ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB50% (ฝาสีขาว) และอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว RCVB (ฝาสีดำ) 
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 จากนั้นจึงนำตัวอยmางสารละลายของแตmละชุดการทดลองมานับจำนวนเซลลN โดยปvเปตตNตัวอยmาง

สารละลายมา 1 mL ทำใหIเจือจางดIวยสารละลาย NaCl 0.85% จนไดIความเขIมขIนเปqน 10-4 10-5 และ 10-6 

จากนั้นจึงปvเปตตNสารละลายมา 0.1 มิลลิลิตร แลIว spread ลงบนเพลทอาหารที่เตรียมไวI แลIวนำไปบmมที่

อุณหภูมิหIองพรIอมใหIแสง incandescent light   

 3.1.3 การเก็บตัวอย[างน้ำเสีย 

 เก็บตัวอยmางน้ำเสียจากโรงงานอำพลฟูดสN ตำบลกระทุmมลIม อำเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม โดย

เก็บตัวอยmางมา 1 แกลลอน ปริมาตร 5 ลิตร  ซึ่งโรงงานน้ีมีระบบการบำบัดน้ำเสียแบบไรIอากาศ  และใช I เทค 

โนโลยี Modified covered lagoon รmวมดIวย ตัวอยmางน้ำเสียที่เก็บมาจะมีทั้งหมด 3 ตัวอยmาง คือ น้ำ soft pH 

4 น้ำ soft pH 6-7 และน้ำเสียจากบmอบำบัดของโรงงานอำพลฟูดสN 

 3.1.4 การวิเคราะห7ค[า Chemical oxygen demand และค[าความเปZนกรดด[างของน้ำเสียจาก

โรงงานแปรรูปมะพรLาวอำพลฟูดส7 

 นำตัวอยmางน้ำเสียที่จะใชIในการทดลองมาเจือจางใหIไดIความเขIมขIนเปqน 1 เทmาจากน้ันจึงนำไปทดสอบ

คmา Chemical oxygen demand ดIวยชุดทดสอบ Hanna COD HR reagent HI93754 C-25 และนำน้ำเสีย

แตmละความเขIมขIนไปวัดคmา pH ดIวย pH meter  จากนั้นจึงเลือกความเขIมขIนของน้ำเสียจากโรงงานแปรรูป

มะพรIาวที่เหมาะสมมาใชIในการทำการทดลองตmอ 

 3.1.5 การวิเคราะห7การเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 เมื่อใชLน้ำ

เสียจากบ[อบำบัดโรงงานอำพลฟูดส7เปZนแหล[งคาร7บอน 

 จากผลการวิเคราะหNคmา COD ในน้ำเสียทั้ง 3 ชนิด ใน 3.1.4 ผูIวิจัยจึงเลือกน้ำเสียจากบmอบำบัดโรงงาน

อำพลฟูดสNเปqนแหลmงคารNบอนใหI Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 โดยข้ันตอนการวิเคราะหNน้ี

จะใชIวิธีการเดียวกับ 3.1.2 และเปรียบเทียบผลการทดลองดังกลmาวเมื ่อเลี ้ยง Rhodopseudomonas 

faecalis สายพันธุN W1 ครบ 5 วัน  

 

3.2 การหาปริมาณ Aquaporous gel ท ี ่ เหมาะสมต[อการตร ึงเซลล 7ของ Rhodopseudomonas 

faecalis สายพันธุ7 W1 

3.2.1  การเตรียม Aquaporous gel  

นำ Aquaporous gel มาตัดใหIไดIขนาด 0.8 x 0.8 x 0.8 เซนติเมตร ( Length x Width x Height )

(Vo และคณะ, 2019 ) (ร ูปที ่ 10) จากนั ้นจ ึงนำ Aquaporous gel ไปชั ่งน้ำหนักใหIไดI 2 และ 4 กรัม 

ตามลำดับ แลIวนำไปใสmในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร 
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รูปที่ 10 Aquaporous gel ขนาด 0.8 x 0.8 x 0.8 เซนติเมตร ( Length x Width x Height ) 

 

3.2.2  การว ิ เคราะห7การตร ึงเซลล 7ของ Aquaporous gel ท ี ่ตร ึง Rhodopseudomonas 

faecalis สายพันธุ7 W1 

นำชุดการทดลองที่ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 เจริญไดIดีที่สุดจาก 3.1.4 มา

ทดสอบการตรึงเซลลNดIวย Aquaporous gel โดยนำขวดดูแรน 250 มิลลิลิตร ที่มี Aquaporous gel ขนาด 2 

และ 4 กรัม เติมอาหารเลี้ยงเช้ือในชุดการทดลองดังกลmาว ปริมาตร 220 มิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมที่ไมmใสmวัสดุ

ตรึงเซลลN จากน้ันจึงนำหัวเช้ือที่เตรียมไวIจาก 3.1.4 ปvเปตตNมา 20 มิลลิลิตร ใสmในแตmละขวดดูแรนที่เตรียมไวI 

พรIอมนำไปคนใหIเขIากันดIวย stirrer ที่อุณหภูมิหIองและใหIแสง incandescent light เปqนเวลา 5 วัน ซึ่งชุด

การทดลองทุกชุดโดยทำอยmางละทำ 2 ซ้ำ (รูปที่ 11) เมื่อเลี้ยงเซลลNครบทั้ง 5 วัน นำตัวอยmางสารละลายเซลลN

ในแตmละขวดดูแรนมาวัดคmาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นขนาด 660 นาโนเมตร 

 

 
 

รูปที่ 11 การตรึงเซลลN Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 
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3.3 ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตแคโรทีนอยด7ของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 แบบ

เซลล7ตรึง โดยใชLน้ำเสียจากโรงงานแปรรูปมะพรLาว 

นำน้ำเสียจาก 3.1.3 ที่วัดคmา COD แลIวอยูmในเกณฑNที่เหมาะสมมาทำการทดลองตmอ โดยนำน้ำเสียน้ีมา 

220 มิลลิลิตร ใสmในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร  ที่มีปริมาณ Aquaporous gel ที่เหมาะสมจากการทดลอง 

3.2.2 โดยมีชุดควบคุมเปqนขวดดูแรนที่มีน้ำเสีย 220 มิลลิลิตร ไมmมี Aquaporous gel จากนั้นจึงนำหัวเชื้อที่

เตรียมไวIจาก 3.1.4 มา 20 มิลลิลิตร ใสmในน้ำเสีย 220 มิลลิลิตร  ที่เตรียมไวIกmอนหนIา จากนั้นจึงไปเลี้ยงเช้ือ

โดยการ stir ภายใตI incandescent light ที่อุณหภูมิหIองเปqนเวลา 5 วัน โดยทำควบคูmไปกับการเลี้ยงเช้ือดIวย

อาหารเลี้ยงเช้ือที่ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถเจริญไดIดีที่สุดจาก 3.1.4 เพื่อเปqน

การเปรียบเทียบการเจริญและการสรIางสารสี โดยทำทั้งหมด 3 ซ้ำ จากน้ันจึงนำตัวอยmาง 1 มิลลิลิตร จากแตm

ละชุดทดลองไปปw¯นเหว่ียงดIวยความเรว็ 8000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที แลIวนำ

สmวนช้ันน้ำใสไปวัดคmา COD สmวนตะกอนที่ไดIน้ันจะนำมาวิเคราะหNชีวมวล โดยนำตะกอนไประเหยน้ำออกดIวย

ตูIอบลมรIอนเปqนเวลา 1 วัน แลIวนำมาช่ังเพื่อหาน้ำหนักแหIง (cell dry weight) และคำนวณน้ำหนักเซลลNตmอ

ปริมาตร 1 ลิตร (พีรดนยN เอื้อนศิริกุล, 2018)  การวิเคราะหNแคโรทีนอยดNสามารถทำไดIโดยนำสารละลายเซลลN

ตัวอยmางมาเจือจาง 100 เทmา และวัดปริมาณแคโรทีนอยดNโดยใชIวิ ธี Colorimetry ในเครื ่อง TU-1900 

Spectrophotometer (Beijing Puckinje General Instrument Co.) กำหนดความยาวคลื่นแสงขนาด  473 

นาโนเมตร และนำไปคำนวณในสมการ Carotenoid concentration (Meng, 2017 ) 

Carotenoid concentration = A473 x 10000/250 x L x w 

L ; ความยาวของคิวเวตตN ( Cuvett ) หนmวยเซนติเมตร  

W ; จำนวนเทmาทีเ่จอืจางสารละลาย 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 ผลการวัดค[า COD ของนำ้เสียท้ัง 3 ชนิดท่ีเก็บมาจากโรงงานอำพลฟูดส7 

 น้ำ Soft 4 มีคmาซีโอดีเฉลี่ยสูงที่สุด คือ 4,536 mg/L น้ำ Soft 6-7 มีคmาซีโอดีเฉลี่ย คือ 2,217 mg/L 

และน้ำเสียจากบmอบำบัดมีคmาซีโอดีเฉลี่ย คือ 2,664 mg/L คmาซีโอดีเปqนเปqนคmาที่วัดถึงปริมาณทั้งหมดของ

ออกซิเจนที่ใชIโดยจุลินทรียNในการยmอยสลายสารอินทรยีN สารอินทรียNในน้ำเสียอยmางกรดไขมันพบวmามีผลตmอการ

เจริญของแบคทีเรียสังเคราะหNแสงสีมmวงแบบไมmสะสมกัมมะถัน กรดไขมันที่มีความเขIมขIนสูงจะไปทำลายเซลลN

ของแบคทีเรียดังกลmาวทำใหIไมmสามารถเจริญไดI  ดังน้ันจึงเลือกน้ำเสียจากบmอบำบัดมาใชIในการทดลองผลิตแค

โรทีนอยดNโดยใชIน้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอน 

 

4.2 การเปรียบเทียบการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 ในอาหารเหลว 

LB50% RCVB และนำ้เสยีจากโรงงานแปรรูปมะพรLาว 

 จากการทดสอบการเปรียบเทียบการเจริญใน 3.1.4 พบวmาชุดการทดลองทั้ง 2 ชุด คือ ชุดการทดลอง

ที่มีอาหารเลี้งเช้ือเหลว LB50% และ RCVB พบวmา Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถ

เจริญและสรIางสารสีไดIทั้งคูm  โดยสารสีที่สรIางข้ึนมาน้ันเปqนสารสีสอีดง จากการเปรียบเทยีบการสรIางสารสีของ

แตm ล ะช ุ ดการทดลองพบว mา ในช ุดการทดลองท ี ่ เป qนอาหาร เล ี ้ ย ง เช ื ้ อ เหลว RCVB แบคท ี เ รีย 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 นั้นสรIางสารสีแดงออกมาไดIมากกวmาชุดการทดลองที่เปqน

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB50% เมื่อนำไปนับจำนวนเซลลNของแตmละชุดการทดลองดIวยวิธี spread plate พบวmา

ไดIผลดังน้ี ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB50% ที่ความเขIมขIนที่ความเขIมขIน 10-6 สามารถนับจำนวนโคโลนีเฉลี่ย

ไดI 128 ± 12.01 โคโลนี และเมื0อคํานวณเป็น CFU/mL จะได้เท่ากบั (1.28 x 109) ± 12.01 CFU/mL ส่วน

ผลการนบัจํานวนเซลล์ในอาหารเลี Oยงเชื Oอเหลว RCVB พบว่า ที่ความเขIมขIน 10-6 สามารถนับจำนวนโคโลนี

เฉลี่ยไดI 136 ± 15.04 โคโลนี และเมื0อคํานวณเป็น CFU/mL จะได้เท่ากบั (1.36 x 109) ± 15.04 ดังตาราง

ที่ 2 ค จากผลที่ไดIทั้งหมดสรุปไดIวmา Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถเจริญในอาหาร

เลี้ยงเช้ือเหลว RCVB ไดIดีกวmาอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB50% 

 

4.3 ผลการวิเคราะห7การตรึงเซลล7ของ Aquaporous gel ท่ีตรึง Rhodopseudomonas faecalis สาย

พันธุ7 W1 

 จากการทดลองการตรึงเซลลN Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 ดIวย Aquaporous 

gel พบวmาทั้งชุดการทดลองทั้ง 3 ชุด คือ ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่มี Aquaporous gel 2 กรัม และ ชุดการ

ทดลองที่มี Aquaporous gel 4 กรัม แบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 สามารถ

เจริญและสรIางสารสีออกมาไดIทั้ง 3 ชุดการทดลอง โดยชุดการทดลองที่มีการสรIางสารสอีอกมาไดIดีที่สุดคือชุด

การทดลองที่มี Aquaporousgel  4 กรัม พรIอมดIวยอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว RCVB ปริมาตร 220 มิลลิลิตร 

เมื่อนำตัวอยmางสารละลายแตmละชุดการทดลองไปวิเคราะหNคmาการดูดกลืนแสง พบวmาไดIคmาการดูดกลืน
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แสงดังน้ี ชุดการทดลองควบคุม RCVB 220 mL + magnetic bar พบวmามีคmาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโน

เมตร อยู mที่  1.420 และ 0.560 เมื ่อนำมาคิดคmาเฉล ี ่ยจะไดIเท mากับ 0.99 ± 0.61 ชุดการทดลองถัดมา 

Aquaporous gel 2 g + RCVB 220 mL + magnetic bar พบวmามีคmาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 

เท mาก ับ 1.41 และ 0.87เม ื ่อนำมาคิดค mาเฉล ี ่ยจะไดI 1.14 ± 0.39 และชุดการทดลองลำดับส ุดทIาย 

Aquaporous gel 4 g + RCVB 220 mL + magnetic bar พบวmามีคmาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 

เทmากับ 1.21 และ 1.10 เมื่อนำมาคิดคmาเฉลี่ยจะไดI 1.15 ± 0.08 ดังตารางที่ 3 ค 

 จากผลที่ไดIพบวmาชุดการทดลองที่มีคmาการดูดกลืนแสงสูงที่สุดคือชุดการทดลอง Aquaporous gel 4 

g + RCVB 220 mL + magnetic bar 0 เมื่อเทียบกับชุดควบคุมและชุดการทดลอง Aquaporous gel 2 g  

+ RCVB 220 mL + magnetic bar ดังน้ันจึงสรุปไดIวmาวัสดุตรึงเซลลN Aquaporous gel ขนาด 4 กรัม ทำใหI

แบคทีเรียเจริญและสรIางสารสีออกมาไดIมากที่สุด 

 

4.4 ผลการวิเคราะห7การเจริญของแบคทีเรีย Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 W1 ในน้ำเสยี

ตัวอย[างท่ีเก็บมาจากบ[อบำบัดนำ้เสยีของโรงงานอำพลฟูดส7 

 จากตัวอยmางน้ำเสียทั้ง 3 ชนิดที่เก็บมาจากโรงงานอำพลฟดูสN จากการวัดคmา pH และคmาซีโอดีพบวmาน้ำ

เสียที่มีปริมาณซีโอดีสูงที่สุดคือ น้ำ soft pH4 คือ 4,536 mg/L ตามดIวยน้ำเสีย soft pH 6-7 โดยมีคmาซีโอดี

อยูmที่ 2,217 mg/L และในลำดับสุดทIาย คือ น้ำเสียจากบmอบำบัดของโรงงานอำพลฟูดสNซึ่งมีคmาซีโอดีอยูmที่ 

2,264 mg/L จากคmาที่ไดIดังกลmาวผูIวิจัยจึงเลือกน้ำเสียจากบmอบำบัดมาใชIเปqนแหลmคารNบอนในการผลิตแคโรที

นอยดNของ Rhodopseudomonas  faecalis สายพันธุN W1 เนื ่องจากน้ำเสียดังกลmาวมีคmาซีโอดีที ่ไมmต่ำ

จนเกินไปและไมmสูงจนเกินไปที ่จะมีโอกาสเสี ่ยงที ่จะเกิดความเปqนพิษตmอตัวเซลลNของแบคทีเรียจาก

องคNประกอบของสารอินทรียNในน้ำเสีย ทั้งน้ีจากผลการทดลองที่ไดIพบวmา Rhodopseudomonas  faecalis 

สายพันธุN W1 ไมmสามารถใชIน้ำเสียดังกลmาวเปqนแหลmงคารNบอนในการเจริญไดI ไมmเกิดการสรIางสารสีหรือเกิด

ความขุmนจากการเจริญแบคทีเรียเนื่องจากสีของสารละลายน้ำเสียยังคงเปqนสีเดิมเมื่อเลี้ยงเชื้อผmานไป 5 วัน   

(รูปที่ 12) 

 
 

รูปที่ 12 ผลการเจริญของ Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 เมื่อใชIน้ำเสียจากบmอบำบัดโรงงาน 

อำพลฟูดสNเปqนแหลmงคารNบอน 
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 จากผลการทดลองที่ไดIมาดังกลmาวนี้จึงทำใหIตIองเพิ่มแผนการทดลองขึ้นมาหาสภาวะที ่แบคทีเรีย 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 จะสามารถเจริญไดIในน้ำเสียและสามารถผลิตแคโรทีนอยดN

ได I  โดยเร ิ ่ มจากนำน ้ำ เส ียท ุกชน ิดท ี ่ เ ก ็บมาจากโรงงานอำพลฟ ูดส Nมาทดสอบการ เจร ิญของ 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 โดยอาจเพิ่มสารอาหารที่สำคัญตmอการเจริญและสรIางสารสี

ลงไป เชmน กรดมาลิกหรือน้ำตาลกลูโคสเพื่อเปqนแหลmงคารNบอน เติมโลหะทรานซิชันเพื่อกระตุIนการสรIางสารสี 

จากน้ันจึงเปรียบเทียบผลจากน้ำเสีย 3 ชนิด  ถIามีน้ำเสียชนิดใดชนิดหน่ึงที่แบคทีเรียดังกลmาวสามารถเจริญไดI

จึงนำน้ำเสียนั้นมาทดสอบการตรึงเซลลNเพื่อผลิตแคโรทีนอยดNตmอ โดยทำการทดลองเปรียบเทียบกับชุดการ

ทดลองที่เปqนอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว RCVB ผลการทดลองที่คาดวmาจะไดIรับคือแบคทีเรียสามารถสรIางสารสแีคโร

ทีนอยดNออกมาไดIปริมาณมากจากการใชIน้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอนและการตรึงเซลลNดIวย Aquaporous gel 

และคาดหวังวmาแคโรทีนอยดNที่ผลิตออกมาไดIจะมีประสิทธิภาพที่ดีและมีปริมาณมากกวmาเมื่อเทียบกับตาราง    

ที่ 1 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ7ผลการทดลอง 

 จากการทดลองเรื่อง การนำน้ำเสียจากอุตสาหกรรมแปรรูปมะพรIาวมาผลิตแคโรทีนอยดNดIวย  

Rhodopseudomonas faecalis สายพ ัน ธุN  W1 โดย เ ร ิ ่ ม จ ากการทดลองเปร ียบ เท ียบการ เจริญ 

Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุN W1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB50% และ RCVB ในสภาวะกึ่ง

อ าก าศ  พ ร I อ ม ให I แ ส ง  Incandescent light เ พ ื ่ อ ก ร ะต ุ I น กา ร ส ั ง เ ค ร า ะห N ส า ร ส ี ใ น เซล ล N ของ

Rhodopseudomonas  faecalis สายพันธุN W1 พบวmาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RCVB แบคทีเรียดังกลmาว

สามารถเจริญและสังเคราะหNสารสอีอกมาไดIมากกวmา ชุดการทดลองที่เลี้ยงเซลลNแบคทีเรียใน LB50% ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมากจากองคNประกอบของอาหาร RCVB ที่มีองคNประกอบเปqนสารจำพวกโลหะทรานซิชัน ซึ่งสารพวกน้ีจะ

เปqนสารต้ังตIนที่สำคัญในการสังเคราะหN แคโรทีนอยดN และแบคเทอริโอคลอโรฟvลลN อยmางเชmน แมกนีเซียมในวง

พอรNไฟรินของสารสีแบคเทอริโอคลอโรฟvลลN (Kis et. al., 2015) ดIวยเหตุดังกลmาวจึงมีผลทำใหIชุดทดลองทีเ่ปqน

อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว RCVB สามารถกระตุIนใหI Rhodopseudomonas  faecalis สายพันธุN W1 น้ันสามารถ

ผลิตสารสีออกมาไดIมากกวmาในชุดทดลองที่เปqนอาหารเลีย้งเช้ือเหลว LB50% ดังน้ันจึงนำอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว 

RCVB มาเปqนแหลmงคารNบอนใหIแบคทีเรีย Rhodopseudomonas  faecalis สายพันธุN W1 เพื่อทดสอบการ

ตรึงเซลลNและสังเคราะหNแคโรทีนอยดNในลำดับตmอไป  

 ในการตรึงเซลลNดIวยวัสดุ Aquaporous gel ซึ่งเปqนวัสดุที่มีรูพรุนสูงจะทำใหIแบคทีเรียสามารถจับกับ

วัสดุตรึงเซลลNไดIดี จากผลการทดลองที่ไดIพบวmาการใชIวัสดุตรึงเซลลN Aquaporous gel ขนาด 4 กรัม ใน

สภาวะแบบกึ่งอากาศพรIอมใหIแสง Incandescent light จะทำใหI Rhodopseudomonas  faecalis สาย

พันธุN W1 เจริญไดIดีที่สุดและสรIางสารสอีอกมามากที่สดุ เมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงเซลลNดIวยถmานกัมมันตNหรอื 

activated carbon ดIวยสภาวะคีโมเฮเทอโรโทป (พีรดนยN เอื้อนศิริกุล, 2017) พบวmาการใชIวัสดุในสภาวะ

ดังกลmาวใหIปริมาณชีวมวลและสารสีแคโรทีนอยดNออกมาคmอนขIางนIอย โดยไดIปริมาณสารสีแคโรทีนอยดNอยูmที่

ประมาณ	1.0±0.1 mg/g นอกจากน้ียังพบวmาอนุภาคของ Activated carbon สามารถเสียหายไดIงmายเน่ืองจาก

โครงสรIางถูกตmออยูmในรูปแบบ amorphous structure (Judai et. al., 2016) ในทางกลับกัน Aquaporous 

gel น้ันมีโครงสรIางแข็งแรงกวmาและสามารถตรึงเซลลNแบคทีเรียใหIสามารถผลิตสารสีออกมาไดIเชmนกัน แตmทั้งน้ี

อาจตIองเพิ่มชุดการทดลองเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของแบคทีเรียและการสรIางสารสีใหIดีมากย่ิงข้ึน 

พรIอมทั้งนำตัวอยmางที่ไดIไปสกัดแคโรทีนอยดNหลังจาก Rhodopseudomonas  faecalis สายพันธุN W1 เจริญ

ดีแลIวภายใตIการตรึงเซลลN เพื่อที่จะไดIเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวัสดุตรึงเซลลNดังกลmาวกับวัสดุตรึงเซลลN

อื่นๆไดI และนอกจากน้ีเพื่อที่จะไดIเก็บเปqนขIอมูลเพื่อเปรยีบเทียบการตรึงเซลลNเมื่อใชIน้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอน  

ในการเพิ่มประสิทธิภาพของการใชIน้ำเสียเปqนแหลmงคารNบอนของแบคทีเรียดังกลmาวอาจตIองเพิ่ม

สารอาหารที่จำเปqนตmอการเจริญลงไปในน้ำเสยีเพิม่ เชmน เหล็ก แมกนีเซียม ในรูปของจุลธาตุ (trace element) 

เพื่อใหIแบคทีเรียสามารถดูดซึมไปใชIไดIโดยงmายและผลิตสารสีแคโรทีนอยดNออกมา นอกจากนี้อาจตIองเติม

แหลmงคารNบอนหรือไนโตรเจนเขIาไปเพิม่ในน้ำเสียเพื่อกระตุIนการเจรญิของ Rhodopseudomonas  faecalis 

สายพันธุN W1 ปริมาณแคโรทีนอยดNที่ผลิตไดIควรไดIมากกวmา 4.1 มิลลิกรัมตmอกรัมของน้ำหนักเซลลNแหIงเมื่อ
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เทียบกับงานวิจัยการผลิตแคโรทีนอยดNของพีรดนยNป¦ 2017 ที่เลี้ยงเซลลN Rhodopseudomonas  faecalis 

สายพันธุN W1 ในสภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรปและคีโมเฮเทอโรโทรปโดยใชIถmานกัมมันตNเปqนวัสดุตรึงเซลลN         

(รูปที่ 13) 

 
รูปที่ 13 ปรมิาณสารสีแคโรทีนอยดNของเช้ือที่มกีารเติมผงถmานกัมมันตNลงไปในความเขIมขIนที่แตกตmางกันและ

เปรียบเทียบชmวงการเติมผงถmานกมัมันตNในสภาวะการเลี้ยงทีแ่ตกตmางกัน (พีรดนยN เอื้อนศิริกลุ, 2017) 
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ภาคผนวก ก  

อาหารเลีย้งเชื้อและการคํานวณปริมาณองค7ประกอบในอาหาร  

อาหารเหลว RCVB  

มีองคNประกอบตmอปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ดังน้ี 

ส[วนท่ี 1 : สารอาหารหลัก  

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)    0.20 กรมั  

ไดโปตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     0.75 กรมั 

 โปแตสเซียมไดไอโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 )    0.85 กรมั  

น้ำตาลกลูโคส        8.00 กรมั 

แอมโมเนียมคลอไรดN (NH4Cl)      1.00 กรมั 

สารสกัดจากยีสตN        4.00 กรมั 

ส[วนท่ี 2 : Trace element 

กรดบอริก (H3BO3)       2.80 มิลลิกรัม 

โซเดียมโมลิบเดทไดไฮเดรต (Na2MoO4·2H2O)    0.75 มิลลิกรัม  

ซิงคNซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4·7H2O)     0.24 มิลลิกรัม  

แมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4·4H2O)    2.10 มิลลิกรัม  

คอปเปอรN (II) ไนเตรตไตรไฮเดรต (Cu(NO3)2·3H2O)    0.04 มิลลิกรัม  

กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA)     2.00 มิลลิกรัม  

เฟอรสัซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4·7H2O)    11.8 มิลลิกรัม  

แคลเซียมคลอไรดNไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)    0.75 มิลลิกรัม 

ปรับ pH เปqน 7.0 ±0.2 ดIวยโซเดียมไฮดรอกไซดN (NaOH) กmอนทาใหป๎ลอดเช้ือดIวย autoclave  
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อาหารเลีย้งเชื้อ Luria-Bertani (LB) เจือจาง 50%  

มีองคNประกอบตmอปริมาตรอาหาร 1 ลิตร ดังน้ี  

ทริปโตน (tryptone)               10 กรัม    

สารสกัดจากยีสตN (yeast extract)      5 กรมั 

โซเดียมคลอไรดN (NaCl)       5 กรมั 

เจือจางเปqน 50% โดยผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร กับนIํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ 

pH เปqน 7.0 กmอนทําใหIปลอดเชื้อดIวย autoclave กรณีเตรียมเปqนอาหารแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุIน 18 

กรัม ลงในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตรกmอนทาใหIปลอดเช้ือ  

 

คํานวณปริมาณคาร7บอน  

น้ำตาลกลูโคส มีน้ำหนักมวลโมเลกุล 180.156 กรัมตmอโมล ใชIน้ำตาลกลูโคส 4 กรัม คิดเปqน 0.0222 โมล 

น้ำตาลกลูโคส มีคารNบอน 12 อะตอม ดังน้ัน มีปริมาณคารNบอนเทmากับ 0.0222 x 12 x 4 = 1.0656 กรัม  

 

คํานวณปริมาณไนโตรเจน  

อาหารเหลว RCVB ที่ใชIในงานวิจัยน้ี มีแหลmงคารNบอน 2 สmวน คือ จากแอมโมเนียมคลอไรดN (NH4Cl) และสาร

สกัดจากยีสตN 

- ปรมิาณไนโตรเจนจากแอมโมเนียมคลอไรดN (NH4Cl) 

แอมโมเนียมคลอไรดN มีนIําหนักมวลโมเลกุล 53.491 กรัมตmอโมล ใชIแอมโมเนียมคลอไรดN 1 กรัม คิด เปqน 

0.0187 โมล  

แอมโมเนียมคลอไรดNมีไนโตรเจน 1 อะตอม ดังน้ัน มปีรมิาณไนโตรเจนเทmากบั 0.0187 x 14 = 0.2618 กรมั 

- ปรมิาณไนโตรเจนจากสารสกัดจากยีสตN สารสกัดจากยีสตNมีไนโตรเจนเปqนองคNประกอบประมาณ 10% หาก

ใชIปริมาณ 4 กรัม มีปริมาณ ไนโตรเจนเทmากับ 0.4 กรมั  

รวมมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหารเทmากับ 0.26 + 0.4 = 0.66 กรัม  

 

สัดส[วนคาร7บอนต[อไนโตรเจน  

ปริมาณคารNบอนทัง้หมดตmอปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด เทmากบั 2:1 

 

คํานวณปริมาณเหล็ก  

เฟอรสัซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต มีน้ำหนักมวลโมเลกลุ 278.01 กรัมตmอโมล ใชIเฟอรสัซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.02 

กรัม คิดเปqน 0.00007 โมล เฟอรสัซลัเฟตเฮปตะไฮเดรตมีไอออน 1 อะตอม ดังน้ัน มีปรมิาณไอออนเทmากับ 

0.00007 x 55.85 = 0.0039 กรัม  
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คํานวณปริมาณแมกนีเซยีม  

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต มีน้ำหนักมวลโมเลกุล 246.47 กรมัตmอโมล ใชIแมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮ

เดรต 0.4 กรัม คิดเปqน 0.0016 โมล แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรตมีแมกนีเซียม 1 อะตอม ดังน้ัน มี

ปริมาณแมกนีเซียมเทmากับ 0.0016 x 24.31 = 0.039 กรัม  
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ภาคผนวก ข 

ขั้นตอนการวิเคราะห7ปริมาณ COD ในนำ้เสียดLวย 

 

1. ดูดตัวอยmางน้ำเสียที่ตIองการทำการทดลองดIวย syringe ตามปรมิาตรดังน้ี 

ตารางท่ี 1 ข แสดงการวัด COD ท่ีความเขLมขLนต[างๆดLวย Hanna instrument COD reagent 

Range COD (mg/L) Reagent code Vial color Sample quantity 

(mL) 

0-150 HI 93754A-25 LR red 2.0 

0-1500 HI 93754B-25 MR white 2.0 

0-15000 HI 93754C-25 HR green 0.2 

หมายเหตุ ; LR = Low range, MR = Medium range, HR = High range 

 

2. เอียง vial COD reagent ที่ตIองการใชIทำมมุ 45 องศา แลIวคmอยๆปลmอยตัวอยmางน้ำเสียใน syringe ลงไป 

 

3. ผสม reagent ใน vial กบัตัวอยmางน้ำเสียใหIเขIากันดIวย Vortex mixer แลIวปvดฝาเกลียว 

 

4. เตรียม blank โดยนำ vial COD reagent หลอดใหมmผสม DI water ดIวย syringe ปริมาตรเดียวกันกับ  

ตัวอยmางน้ำเสีย 

 

5. นำหลอด reagent ที่เปqน blank และที่ผสมน้ำเสียไปวางบน Heat reactor (ทำในตูIดูดควัน) จากน้ันจึง

คลายเกลียวพรIอมต้ังอุณหภูมิใหIอยูmที่ 150 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 2 ช่ัวโมง 

 

6. เมือ่ครบ 2 ช่ัวโมง จึงปvดฝาเกลียวแลIวนำมาต้ังทิง้ไวI 20 นาที ใหIเย็นแลIวนำไปวัดคmา COD ดIวยเครื่อง 

Hanna COD meter  
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ภาคผนวก ค 

ตารางแสดงผลการทดลอง 

ตารางท่ี 1ค ค[าความเปZนกรด-ด[าง (pH) และค[าซีโอดี (mg/L) ของน้ำเสียท้ัง 3 ชนิด 

 

ตารางท่ี 2ค ผลการนบัจำนวนเซลล7จากอาหารเลีย้งเชื้อเหลว LB50% และ RCVB 

ชนิดของน้ำเสีย pH COD (mg/L) COD เฉลี่ย (mg/L) 

น้ำ Soft pH 4 5.01 4,260 4,524 4,905 4,536 

น้ำ Soft pH 6-7 6.56 2,007 2,614 2,029 2,217 

น้ำเสียจากบmอบำบัด 5.34 2,573 2,655 2,764 2,664 

Medium Dilution Cell count Average Avg. Std. CFU/mL 

LB50% 

10-4 TNTC 

TNTC - - 10-4 TNTC 

10-4 TNTC 

10-5 TNTC 

TNTC - - 10-5 TNTC 

10-5 TNTC 

10-6 116 

128 
 

12.01 
 

1.28 x 109 10-6 129 

10-6 140 

RCVB 

10-4 TNTC 

TNTC - - 10-4 TNTC 

10-4 TNTC 

10-5 TNTC 

TNTC - - 10-5 TNTC 

10-5 TNTC 

10-6 137 

136 
 

15.04 
 

1.36 x 109 10-6 150 

10-6 120 
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ตารางท่ี 3ค ผลการวัดค[าการดูดกลืนแสงของการตรึงเซลล7 Rhodopseudomonas faecalis สายพันธุ7 

W1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว RCVB ดLวยวัสดุตรึง Aquaporous gel 

 

 

ชุดการทดลอง 
ลำดับ

ที่ 

Optical density 

(660 nm) 

Optical density 

เฉลี่ย 

(660 nm) 

Std. 

Control : RCVB 220 mL + 

magnetic bar 

1 1.42 
0.99 0.61 

2 0.56 

Aquaporous gel 2 g + RCVB 

220 mL + magnetic bar 

1 1.41 
1.14 0.39 

2 0.87 

Aquaporous gel 4 g + RCVB 

220 mL + magnetic bar 

1 1.21 
1.15 0.08 

2 1.10 
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