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บทที่ 5

สร ุปและอภ ิปรายผลการทดลอง

กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ผ่านการเก็บรักษาไว้เป็นเวลานานประกอบกับ 
การถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลวหลายๆ ครั้งต่อเนื่องกัน ซึ่งอาจจะมีผลต่อความสามารถในการย่อย 
สลายไพรีนและทีเแนนทรีนได้ ดังนั้นก่อนการใช้งานจึงได้ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 
เปรียบเทียบกับงานวิจัยของจิรทีปฆ์ แสนรัก (2547) ที่รายงานว่ากลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 สามารถ 
ย่อยสลายไพรีนที่มีความเข้มข้น 0.1 มก.ต่อมล.ได้หมดภายใน 14 วัน นอกจากนี้ยังลามารถลด 
ปริมาณของอะซีแนพธีน ทีเแนนทรีนฟลูออรีนและฟลูออแรนทีนได้ โดยผลการศึกษา (รูปที' 4.1) 
พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 มีการเจริญสูงสุดในวันที่ 1 และหลังจากนั้นการเจริญของกลุ่ม 
แบคทีเรีย RRM-V3 ลดลงอย่างต่อเนื่อง และยังคงมีความสามารถในการย่อยสลายทีเแนนทรีน 
และไพรีนได้เป็นอย่างดี เนื่องจากในงานวิจัยนี้ใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นน้อยกว่าเป็นจำนวนสองเท่า 
จึงพบว่าการย่อยสลายทีเแนนทรีนและไพรีนจึงเกิดเร็วกว่า โดยลดลงอย่างรวดเร็วจนไม่ลามารถ 
ตรวจวัดได้ในวันที่ 1 และ 3 วัน ของการทดลอง ตามลำดับ ทั้งนี้ลามารถกล่าวได้ว่ากลุ่ม 
แบคทีเรีย RRM-V3 นั้นใช้ใพรีนและทีเแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานเพ่ือการเจริญได้ ซึง 
เมื่อพิจารณาจากชุดควบคุมที่ไม่เติมเชื้อยังคงมีปริมาณสารประกอบ PAHs เหลืออยู่ในปริมาณ 
มาก ซึ่งจากผลการทดลองที่ได้นี้จึงมีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Turnbull และคณะ (2001) ท่ี 
กล่าวว่า การถ่ายเชือ Arthrobacter globiformis ลงใ'น'อาหาร Minimal salts medium (MSM) ชำ 
หลายๆครั้ง จะไม่ส่งผลต่อยีนที่เกี่ยวข้องกับการลังเคราะห์เอนไซม์ที่ใช้ย่อยสลายสารกลุ่มยาฆ่า 
แมลงชนิดต่างๆ จึงทำให้ประสิทธิภาพการย่อยสลายยังคงมีความเสถียรสูง

การเติมกลุ่มแบคทีเรียลงในแหล่งปนเปีอนโดยตรงจะท่าให้กลุ่มแบคทีเรียตายหรือ 
สูญเสียความสามารถในการย่อยสลายสารปนเปีอนดังกล่าวได้ เนื่องจากภาวะความเครียดอาทิ 
เซ่น สารอาหาร อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณสารพิษ การแข่งขนกับเชื้อประจำถิ่น เป็น 
ต้น (Van Veen และคณะ, 1996) วิธ ีหนึ่งที่จะเพิ่มการอยู่รอดคือการใช้วัสดุพาหะ 
Pattanasupong และคณะ (2004b) ใช้ใยบวบหรีอ loofa sponge (Luffa cylindrica) เป็นวัสดุ 
ตรีงกลุ่มแบคทีเรียที่ดัดแยกมาจากแหล่งนํ้าในนาข้าว เพื่อใช้งานบำบัดยาฆ่าแมลงจะทำให้ 
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายยาฆ่าแมลงปนเปีอนในนาข้าวเพิ่มสูงขึ้น แต่ข้อเสียของการใช้วัสดุ 
ทางการเกษตรเป็นเวลานานในระบบบำบัดที่เป็นนํ้า จะเกิดการเปีอยยุ่ยและสลายไปในที่สุด จึงมี
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แนวทางเลือกวัสดุที่ม ีความเหมาะสมมากกว่าวัสดุทางการเกษตร โดยพิจารณาด้านราคา 
คุณภาพ ข้ันตอนการดำเนินการ

อัลจิเนต'จัดเป็น1วัสดุ1ชนิดอินทรีย์'พอลิเมอร์ท่ีมีราคาถูก ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ตรึงทำได้ 
ง่าย สามารถนำมาใช้ซํ้าและใช้อย่างต่อเนื่องได้ (Rahman และคณะ, 2006) ดังนั้นในงานวิจัยนี้ได้ 
เลือกใช้วิธีการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตเพื่อให้การเจริญและการอยู่รอดกับกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 
ได้ดีที่สุด สำหรับใช้ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีน

อัลจิเนตที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นอัลจิเนตของบริษัท Fluka ที่ผลิตมาจากสาหร่ายสีนี้าตาล 
ในที่มีชื่อว่า Laminaria hyperborea (ชนิดแบลดหรือสตริป) มีองค์'ประกอบของกรดกลูรูโรนิกสูง 
กว่ากรดแมนู'โร1นิก มีค่าสัดส่วน 0.63 ต่อ 0.37 จึงจัดอยู่ในกลุ่มที่มีความแข็งแรงเชิงโครงสร้างที่ 
ระบุว่า กรดกลูรูโรนิกมีความสามารถ'ในการจับกับประจุ'ไอออน'ได้ดีกว่ากรดแมนู'โรนิก จึงเหมาะแก่ 
การนำมาใช้ตรึงเซลล์ (Rehm, 2009)

ผลการศึกษาโดยแปรผันปัจจัยของความเข้มข้นสารละลายโซเดียมอัลจิเนต และความ 
เข้มข้นสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และปริมาณเซลล์ตั้งต้นที่ใช้ตรึง เรํ่มด้วยปัจจัยความเข้มข้น 
ของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์โดยได้แปรผันค่าเท่ากับ 0.05,0.1 และ 0.2 โมลาร์ เม่ือข้ึนรูป 
เจลจะพบว่ามีจำนวนเม็ดอัลจิเนตที่ไม่แตกต่างกันคือประมาณ 27-31 เม็ดอัลจิเนตต่อกรัม 
นอกจากนี้งานวิจัยก่อนหน้ายังแสดงให้เห็นว่า การตรึงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 โดยมีปัจจัยของ 
ภาวะการตรึงเซลล์ที่แตกต่างๆ กัน ได้แก่ ความเข้มข้นสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความ 
เข้มข้นสารละลายโซเดียมอัลจิเนต และปริมาณเซลล์เริ่มต้น จะมีอิทธิพลต่อจำนวนเซลล์ที่ถูก 
ห่อหุ้มอยู่ในเม็ดอัลจิเนตรวมทั้งความแข็งแรงของเม็ดอัลจิเนต (Mandai และคณะ, 2005 ; Lee 
และ Heo, 2000 ; Konsoula and Liakopoulou-Kyriakides, 2006)

ในชุดการทดลองที่ใช้ความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรดั เท่ากับ 0.1 และ 0.2 
โมลาร์โดยมีการเจริญสูงสุดใกล้คียงกันอยู่ที่ประมาณ8.78และ8.91 log CFU ต่อกรัมเม็ดอัลจิ 
เนตในวันท่ี 3 และวันท่ี 7 ของการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ การเจริญ 
จะไม่เพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน ดังน้ันจะเห็นได้ว่าความเข้มข้นที,เหมาะสมสำหรับใช้ในการตรึงที่ท่าให้ 
การอยู่รอดและการเจริญของกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ดีที่สุดคือ 0.1 และ 0.2 โมลาร์ และจาก 
การศึกษาความเสถียรโดยเก็บกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ตรึงไว้ที่ 4 องศาเซลเซียสใน 0.85 % 
โซเดียมคลอไรด์โดยภาวะที่ตรึงใช้ความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ เท่ากับ 0.2 โม 
ลาร์ เม่ือเก็บไว้ 1 เดือนจำนวนกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 มีค่าลดลงไปประมาณ 1 log CFU ต่อกรัม 
เม็ดอัลจิเนต ซึ่งน่าจะเป็นผลจากปริมาณแคลเซียมไอออนที่มีจำนวนมาก เมื่อเกิดการจำลอง 
เม็ดอัลจิเนตกับสารละลายโซเดียมอัลจิเนตจึงเกิดระนาบแนวขวางมากกว่าการใช้ปริมาณ
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แคลเซียมไอออนตํ่า ทำให้โครงสร้างเม็ดอัลจิเนตมีช่องรูพรุนจำนวนมากตามไปด้วย (Morch 1
2008) จากสาเหตุดังกล่าวข้างต้นจึงอาจทำให้แบคทีเรียบางส่วนหลุดออกมาได้ง่ายในระหว่างการ 
เก็บ จำนวนกลุ่มแบคทีเรียจึงลดจำนวนลงไป ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากการมีชีวิตรอดของกลุ่ม 
แบคทีเรีย RRM-V3 จะพบว่า ความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 โมลาร์ จะเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสำหรับ 
การตรึงกลุ่มแบคทีเรียมากกว่าความเข้มข้นเท่ากับ 0.2 โมลาร์

ในการศึกษาปัจจัยการเตรียมเซลล์ตรึงด้วยสารละลายโซเดียมอัลจิเนตพบว่าเมื่อใช้ความ 
เข้มข้นสารละลายโซเดียมอัลจิเนต 2% นํ้าหนักต่อปริมาตร มีผลทำให้จำนวนเซลล์หลังตรึงลดลง 
ไปประมาณ 1 log CFU ต่อกรัมเม็ดคัลจิเนต โดยก่อนตรึงมีจำนวนเซลล์ประมาณ 8.38 log CFU 
ต่อมิลลิลิตร ภายหลังจากตรึงเสร็จสมบูรณ์มีจำนวนเซลล์ประมาณ 7.31 log CFU ต่อกรัมเม็ดอัล 
จิเนต ผลที่ได้นี้สามารถอธิบายได้ว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นอัลจิเนตที่มีค่าตํ่า เม็ดอัลจิเนตที่ถูกก่อรูป 
ขึ้นจะมีสมบัติในการยอมให้สารต่างๆแพร่ผ่านเข้า-ออกได้ดี เนื่องจากโครงสร้างมีขนาดและ 
จำนวนช่องว่างมากกว่าที่ความเข้มข้นอัลจิเนตที่มีค่าสูง โดยเมื่อเกิดการจำลองเม็ดอัลจิเนต 
สมบูรณ์จะพบว่ากลุ่มแบคทีเรียมีจำนวนน้อยกว่าจำนวนเริ่มต้น โดยอาจจะเกิดจาก กลุ่ม 
แบคทีเรียบางส่วนหลุดออกมาระหว่างขั้นตอนการจำลอง (Morch, 2008) รูปร่างของเม็ดอัลจิเนต 
มีสภาพไม่สมบูรณ์ คือไม่เป็นทรงกลม ผิวไม่เรียบเสมอกัน ผลการทดลองที่ได้นี้มีความสอดคล้อง 
กับรายงานของ Chen และ Huang (1988) ที่ทดลองตรึงเซลล์ Trichosporon cutaneum โดยใช้ 
ความเข้มข้นอ้ลจิเนตเท่ากับ 2% 3% และ 4 % นํ้าหนักต่อปริมาตร เปรียบเทียบความแข็งแรง 
เซิงกลพบว่าที่ความเข้มข้นอัลจิเนต 2 % นํ้าหนักต่อปริมาตร จะมีความแข็งแรงเซิงกลตํ่ากว่า 
ความเข้มข้น 3% และ 4 % น้ําหนักต่อปริมาตร ตามลำดับ

การศึกษาปัจจัยของปริมาณเซลล์เริ่มต้นที่ใซ้ในการตรึงพบว่า เมื่อใช้จำนวนเซลล์เริ่มต้น 
ก่อนตรึงจาก 8.40 log CFU ต่อมิลลิลิตร เป็น 10.64 log CFU ต่อมิลลิลิตร และเมื่อตรึงเสร็จ 
สมบูรณ์มีจำนวนเซลล์เท่ากับ 8.28 และ 10.37 log CFU ต่อกรัมเม็ดอัลจิเนต ให้ผลความคงตัวไม่ 
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ โดยมีค่าอยู่ในช่วง 8.28-8.91 และ 10.04-10.37 log CFU ต่อกรัม 
เม็ดอัลจิเนต ตลอด14 ของการทดลอง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Lee และ Heo (2000) ศึกษา 
การตรึงเซลล์ ifidobacterium long U m สายพันธุ KCTC 3128 and HLC 3742 ในอัลจิเนต โดย 
แปรปัจจัยของปริมาณเซลล์ตั้งต้นให้มีค่าเท่ากับ 108 109 และ101°เซลล์ต่อมิลลิลิตรผลการ 
ทดลองพบว่าปริมาณเซลล์ตั้งต้นไม่มีผลต่ออัตราการตายของเชลล์ที่มีชีวิตในเม็ดอัลจิเนต แต่ใน 
งานวิจัยไม่ได้ทดลองการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีน เนื่องจากมีรายงานวิจัยของ Rahman 
และคณะ (2008) ที่กล่าวว่าการใช้ปริมาณเซลล์ตรีงที่มีค่าสูง เปรียบเทียบกับการใช้ปริมาณเซลล์ 
ตํ่ากว่าประมาณสองเท่า ม ีค่า 3.7 X 101° CFUei®กรัม และ 1.8 X 101° CFUต่อกรัม พบว่า
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ประสิทธิภาพการย่อยสลายของเซลล์ตรึงที่มีจำนวนเซลล์น้อยจะให้มีประสิทธิภาพสูงกว่าเซลล์ตรึง 
ที่มีจำนวนเซลล์สูง โดยให้เหตุผลว่าจากการที่จำนวนเซลล์มากจึงเกิดภาวะแย่งชิงอาหาร 
นอกจากน้ีอัตราการแพร่ออกซิเจนเข้าไปในเม็ดอัลจิเนตก็ถูกจำกัดไว้ด้วย

เนื่องจากสมบัติของอัลจิเนตที่ใช้มีความเหมาะสมลำหรับใช้ในงานตรึงเซลล์จุลินทรีย์ 
ดังนั้นก่อนใช้งานเพื่อบำบัดจึงได้มีการทดสอบความลามารถในการดูดซับปริมาณทีเแนนทรีนและ 
ไพรีนของเม็ดอัลจิเนตที่ไม่มีแบคทีเรียตรึง การวิเคราะห์ผลสกัดส่วนอาหารเหลว CFMM ผลการ 
ทดลองพบว่าทีเแนนทรีนและไพรินมีสัดส่วนในอาหารเหลวต่อเม็ดอัลจิเนตมีค่าประมาณ 80 % ต่อ 
20 % ของปริมาณทีเแนนทรีน และ 70 % ต่อ 30 % ของปริมาณไพริน ซึ่งสอดคล้องกับขนาด 
โมเลกุลของสารประกอบ PAHs ได้แก่ ไพรินและทีเแนนทรีนมีขนาดประมาณ 186 และ 169.5 
อังสตรอมตามลำดับ (Yang และคณะ, 2006) สัมพันธ์กับลักษณะ'โครงสร้างรู,พรุนของอัลจิเนต ท่ี 
มีจำนวนมากกระจัดกระจาย ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางไม่เท่ากัน ต้ังแต่ 50-1500 อังสตรอม (Rehm,
2009) โดยจัดอยู่ในกลุ่มมีโซพอร์ (meso pores) หรือ ทรานซิซันนัลพอร์ รัศมีของรูพรุนมากกว่า 
หรือเท่ากับ 15-1000 อังสตรอม ถึงกลุ่มแมคโครพอร์ (macro pores) รัศมีของรูพรุนมากกว่าหรือ 
เท่ากับ 1000-2000 อังสตรอม ตามการจำแนกชนิดของรูพรุนตามรัศมี (Dubinin ,1966) ซึ่งขนาด 
ของสารประกอบ PAHs อยู่ในระดับที่สามารถเข้าไปในโครงสร้างอัลจิเนตได้ แต่กลับพบว่ามีการ 
ดูดซับปริมาณน้อย อาจจะมีสาเหตุมาจากสารประกอบ PAHs มีสมบัติไม่ชอบนำ (hydrophobic 
property) ในขณะที่อัลจิเนตมีสมบัติตรงกันข้ามกัน คือชอบน้ํา (hydrophilic property) จึงเป็น 
อุปสรรคต่อการจะเข้าไปในภายในโครงสร้างอัลจิเนตได้ (Rehm, 2009) แต่ทั้งนี้ทั้งนั้นปริมาณ 
ความเข้มข้นสารประกอบ PAHs ที่ใช้คือ 0.05 กรัมต่อลิตร ถือว่าเป็นความเข้มข้นที่ดํ่า จึงทำให้ 
โอกาสการแพร่ผ่านเข้าในเม็ดอัลจิเนตจึงน้อยตามไปด้วย จากค่าปริมาณไพรีนที่ถูกดูดซับอยู่ใน 
เม็ดอัลจิเนตมากกว่าทีเแ,นนทรี'นอยู่ 10 เปอร์เซ็นต์อาจจะมีสาเหตุจากค่าการละลายนํ้าฃองไพริน 
และทีเแ'นนทรีนมีค่าเท่ากับ0.132 และ 1.1 มิลลิกรัมต่อลิตรจึงทำให้โอกาสที่ทีเแนนทรีนจะอยู่ใน 
ส่วนนํ้าจึงมากกว่าที่จะเข้าไปในเม็ดอัลจิเนต ในขณะที่ไพรีนมีค่าการละลายนํ้าตํ่าจึงมีโอกาส 
สัมผัสกับเม็ดอัลจิเนตสูงเม่ือเทียบกับโอกาสสัมผัสของทีเแนนทรีน

ในการทดลองเพิ่มความเข้มข้นไพริน/ทีเแนนทรีนเป็น 10 และ 20 เท่า คือ ความเข้มข้น 
0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร พบว่าเซลล์อิสระใช้เวลาย่อยสลายไพรินและทีเแนนทรีน เร็วกว่าเชลล์ตรึง 
เล็กน้อย และประสิทธิภาพการย่อยสลายสูงกว่าทั้งสองความเข้มข้น เมื่อพิจารณาจำนวนเซลล์ 
กลับพบว่าที่ความเข้มข้นไพริน/ที!แนนทรีนชนิดละ 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร เชลล์อิสระจะมีการ 
เจริญสูงสุดในวันที่ 1 และมีแนวโน้มลดลงจนถึงวันที่ 7 ของการทดลอง (รูปที, 4.15-4.18) 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sikkema และคณะ, 1995 ความเข้มข้นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน
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ปริมาณสูง สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์โดยจะมีความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย เม่ือสารกลุ่ม 
นี้เกิดอันตรกิริยากับเย่ือหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย่จะมีผลต่อโครงสร้างและการหน้าที,เกิดการสะสมสาร 
ทำให้สูญเสียความหนาแน่นของโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์โปรตอนและไอออนต่างๆมีการแพร่ผ่านได้ 
มากยิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังมีผลต่อไขมันและโปรตีนที่ฝังตัวอยู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (Sikkema และ 
คณะ, 1995) รบกวนกระบวนเมตาบอไลต์ การกระจายค่าความเป็นกรดด่างและค่าความต่าง 
ศักย์ไฟฟ้า จากกระบวนการต่างๆ ที่เกิดขึ้นมักจะทำให้เกิดการไหลออกขององค์ประกอบในเซลล์ 
(cell lysis) จนทำให้เซลล์ตายในที่ลุด (Sequra และคณะ, 1999) ในขณะที่มีการตรีงกลุ่ม 
แบคทีเรีย RRM-V3 ด้วยอัลจิเนตนั้น มีการเจริญทั้งในและนอกเม็ดอัลจิเนตเป็นอย่างดีที่ความ 
เข้มข้นไพรีนและทีเแนนทรีนสูง เนื่องจากวัสดุพาหะที่เป็นตัวห่อหุ้มเซลล์จะทำหน้าที่เสมือนเกราะ 
ป้องกันเชลล์จากสารพิษภายนอก (Blandino และคณะ, 1999) ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับ 
งานวิจัยของ Tallur และคณะ (2009) ศึกษาการย่อยสลายพาราครีซอล โดยใช้แบคทีเรีย Bacillus 
sp. สายพันธุ PHN 1 ตรึงบนวัสดุหลายชนิดได้แก่ พอลิยูริเทนโฟม พอลิอะคริเอไมล์อัลจิเนต 
และอการ์ผลการทดลองพบว่า อัตราการย่อยพาราครีซอลฃองแบคทีเรียตรึงบนวัสดุทุกชนิดมีค่า 
สูงกว่าเซลล์อิสระ

การนำกลุ่มแบคทีเรียตรึงใช้ภาวะการตรึงที่ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอัลจิเนต 4 
% นํ้าหนักต่อปริมาตร ร่วมกับสารละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น0.1 โมลาร์ทดสอบการย่อย 
สลายไพรีน/ทีเแนนทรีนพบว่ามีจำนวนเซลล็ในเม็ดอัลจิเนตคงที'ระหว่าง 8.17-9.08 log CFU ต่อ 
กรัมเม็ดอัลจิเนต ตั้งแต่เดือนแรกจนถึงเดือนที่ 3 และสามารถพบการเจริญของกลุ่มแบคทีเรีย 
RRM -V3 ได้ในอาหารเหลว CFMM จากผลการทดลองนี้มีความสอดคล้องกับรายงานวิจัยที่กล่าว 
ว่า เซลล์แบคทีเรียท่ีถูกตรึงอยู่บนหรือใกล้กับพ้ืนผิวด้านนอกจะลามารถหลุดออกมาในอาหารเล้ียง 
เช้ือ และเซลล์ที่หลุดออกมานี้จะมีการเจริญอย่างรวดเร็วมากกว่าเซลล์แบคทีเรียที่ถูกตรึงอยู่ใน 
เม็ดอัลจิเนต และที่ในวิธีการเล้ียงแบบใช้ออกซิเจนพบว่าอัตราการหลุดออกนอกวัสดุตรึงพอลิเมอร์ 
มีสาเหตุจากสมยัตทางกายภาพของวัสดุตรึง เช่น โครงสร้างเซิงกลที่จะเป็นตัวบอกความแข็งแรง 
ขนาดรูพรุน สายพันธุของแบคทีเรีย ปริมาณเซลล์เริ่มต้น และภาวะที่ใช้เลี้ยงเชื้อ (Tanaka และ 
คณะ, 1989)

การศึกษาการนำกลุ่มแบคทีเรียตรึงกลับมาใช้งานซํ้าพบว่าเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพย่อย 
สลายไพรีน/ทีเแนนทรีน ได้เป็นอย่างดี โดยไพรึนลดลงอย่างรวดเร็วในรอบการใช้งานครั้งที่ 2 เม่ือ 
เทียบกับการใช้งานครั้งแรกที่การย่อยสลายใช้เวลานานมากกว่า สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Kerrar และคณะ (2007) ทำการทดลองตรึงแบคทีเรีย Rhodococcus erythropolls สายพันธุ B4 
ด้วยวิธี Cross-linking ทีเตรียมมาจาก poly (vinylpyrrolidone) hydrogel เพือนำมาใช้ย่อย
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สลายแนพทาสีน และ แอนทราซีน ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียที่ผ่านการตรงแล้วนำกลับมาใช้ 
ใหม่อีกครั้งมีอัตราการย่อยสลายลารทั้ง 2 ชนิด สูงมากกว่าการนำมาใช้ครั้งแรก อัตราการย่อย 
สลายในการนำมาใช้ครั้งแรกที่ความเข้มข้น 0.1% ของแนพทาสีน และแอนทราซีน มีค่า 70.97 % 
และ69.7% ในเวลา 10 วันตามลำดับ ในขณะเดียวกันพบว่าอัตราการย่อยสลายแนพทาลีน 
และแอนทราซีน เมื่อนำมาใช้เป็นครั้งท่ีลองมีค่า 82.23 % และ 77.72 % ตามลำดับ ภายในเวลา 2 
วัน จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการนำกลับมาใช้ซํ้านั้นจะมีอัตราการย่อยลลายที่ดีกว่า 
เนื่องจากเชื้อลามารถที่จะดึงเอาซับสเทรตมาใช้ได้ง่ายมากขึ้น หากต้องการเห็นความแตกต่าง 
อย่างซัดเจนในแต่ละรอบการใช้งานควรเก็บตัวอย่างวิเคราะห์เป็นหน่วยชั่วโมง เนื่องจากกลุ่ม 
แบคทีเรียสามารถย่อยสลายไพรีนและพีเแนนรีนหมดอย่างรวดเร็ว

การบำบัดนํ้าเสียห้องปฏิบัติการ พบว่ากลุ่มแบคทีเรียตรึงสามารถย่อยสลายไพรีนและพี! 
แนนทรีนลดลงอย่างรวดเร็วตั้งแต่วันที่ 1 ของการทดลอง ปริมาณพีเแนนทรีนเหลืออยู่ 49.09 
เปอร์เซ็นต์ไพรีนเหลืออยู่ 74.59 เปอร์เซ็นต์จากนั้นการลดลงของไพรีนและพีเแนนทรีนที่เกิดขึ้น 
อาจมีสาเหตุจากแบคทีเรียที่มีอยู่เดิมในนํ้าเสียห้องปฏิบัติการ หรอ'จากการดูดซับโดยเม็ดอัลจิเนต 
เนื่องจากหลังจากวันที่ 1 ของการทดลองจะไม่ลามารถตรวจพบกลุ่มแบคทีเรียตรึงบนอาหารแข็ง 
LB แต่กลับพบลักษณะโคโลนีอื่นแทน ดังแสดงในรูปที่ 5.1 ในขณะที่เซลล์อิลระปริมาณไพรีน 
และพีเแนนทรีนจะลดลงเหมือนกับเชลล์ตรึง พีเแนนทรีนเหลืออยู่ 90.70 เปอร์เซ็นต์ไพรีนเหลืออยู่
78.17 เปอร์เซ็นต์ในวันที่ 1 ของการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 4.21 ในขณะที่ซุดควบคุมเมื่อผ่านไป 
10 วัน พบว่าปริมาณพีเแนนทรีนและไพรีนเหลืออยู่ถึง 78.61 และ 78.39 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ซ่ึง
น่าจะเกิดจากกระบวนการทางกายภาพ เช่น เกิดปฏิกิริยาของแลง การเขย่า เป็นต้น (Lehto แล1 
คณะ, 2003)

*1..........•■■■■......... ....... ..ปริ ๆ  z s \»ขทะเบิยน..... ..................
ฬ »น จ...

รูปท่ี 5.1 ลักษณะโคโลนีในตัวอย่าง,นทเสิยห์องปฏิบัติการทดสอบบนจานอาหาร LB

จากการทดลอง พบว่า วันที่ 0 ของการทดลอง จำนวนกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ทั้งหมด
ก่อนเติมลงในนํ้าเสียห้องปฏิบัต ิการของกลุ่มแบคทีเรียตรึงในอัลจิเนต (ชุดการทดลองที่ 1) และ
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กลุ่มแบคทีเรียเตรียมสด (ชุดการทดลองท่ี 2) มีค่าเริ่มต้นเท่ากับ 8.24 log CFU ต่อมิลลิลิตร และ
8.32 log CFU ต่อมิลลิลิตรตามลำดับ เมื่อใซ้เติมลงในนํ้าเสียห้องปฏิบัติการในวันที,ศูนย์พบว่ามี 
ค่าเท่ากับ 8.03 log CFU ต่อกรัมเม็ดอัลจิเนตและ 7.68 log CFU ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ถึงแม้ 
การนำจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ PAFIs มาตรีงก่อนที่จะใช้จริงใน 
นํ้าเสียห้องปฏิบัติการ จะช่วยป้องกันไม่ให้จุลินทรีย์หลุดออกนอกเม็ดตรึงก่อนที่เซลล์จะมีการ 
ปรับตัวให้เคยชินกับภาวะและรอดชีวิตอยู่ร่วมกับจุลินทรีย์ในนํ้าเสียห้องปฏิบัติการได้ อย่างไรก็ 
ตามยังมีปัจจัยหลายประการที่เกี่ยวข้องกับการบำบัด เช่น ลักษณะสมบัติและชนิดสารเคมีที่เป็น 
ส่วนประกอบของน้ําเลียท่ีใช้บำบัด ความเข้มข้นของจุลินทรีย่ในเม็ดอัลจิเนต ชนิดของจุลินทรีย์ใน 
เม็ดอัลจิเนต เป็นต้น ท่ีจะเป็นตัวกำหนดผลสำเร็จในการใช้กลุ่มแบคทีเรียตรีง (Cassidy, 1996)

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วย Scanning Electron Microscopy (SEM) 
ของเม็ดอัลจิเนตท่ีใข้ในการบำบัดนํ้าเสียห้องปฏิบัติการเป็นเวลา 10 วัน พบว่าโครงสร้างภายนอก 
และภายในเม็ดอัลจิเนตเปลี่ยนไปจากเดิมดังรูปที่ 4.24 และ 4.25 เมื่อเปรียบเทียบกับก่อนบำบัด 
ภายหลังจากบำบัดแล้วลักษณะโครงสร้างภายนอกของเม็ดอัลจิเนตพบว่ามีลักษณะเป็นกลุ่มก้อน 
จำนวนมาก กระจายอยู่ท่ี'วไป และโครงสร้างภายในเม็ดอัลจิเนตมีรูพรุนจำนวนมากกว่าเดิม ซ่ึง 
เป็นสาเหตุทำให้แบคทีเรียบางส่วนในเม็ดอัลจิเนตหลุดออกมาภายนอกได้โดยอาจเกิดจากในนํ้า 
เลียห้องปฏิบัติการมีส่วนประกอบของสารหลายชนิดที่ไม่อาจจำแนกได้ ทั้งเศษเซลล์ สารพิษที่มี 
ธาตุคาร์บอนเป็นองค์ประกอบหลัก ตัวทำละลาย สารในกลุ่ม calcium chelating agent ได้แก่ 
แมกนีเซียมไอออน โปแตสเขียมไอออน หรือมีฟอสเฟต EDTA ซึ่งมีผลต่อสมบัติทางกายภาพของ 
เจล โดยจะสามารถทำลายโครงสร้างอัลจิเนตได้ การทำงานของสารกลุ่มนี้จะทำให้เกิดการ 
แลกเปล่ียนกลไกการจับของแคลเซียมไอออน (Chen และ Fluang, 1988)

โดยสรุปการตรึงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ด้วยอัลจิเนตนั้น เป็นการปกป้องเซลล์จาก 
ไพรีนและทีเแนนทรีนความเข้มข้นสูงได้ดี ทำให้มีการรอดชีวิตสูงรวมทั้งสามารถนำไปใช้งานซํ้า 
อย่างต่อเน่ืองโดยยังคงประสิทธิภาพในการย่อยสลายอย่างน้อย 4 รอบ

ข้อเสนอแนะสำหรับงานวิจัยต่อไป

1 เนื่องจากในการตรีงกลุ่มแบคทีเรียของงานวิจัยนี้ใช้เฉพาะอัลจิเนต จึงน่าจะ
ทดลองเปลี่ยนวัสดุตรึงชนิดอ่ืนหรือผสมอัลจิเนตกับลารชนิดต่างๆ เช่น พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ ซิ 
ลิกา ไคโตซาน เป็นต้น เพื่อทำให้อัลจิเนตมีความแข็งแรงมากขึ้นและเกิดประสิทธิภาพการย่อย 
สลายไพรีนและทีเแนนทรีนสูงสุด



70

2. จากผลการบำบัดนำเสียห้องปฏิบัติการ ซึ่งมีองค์ประกอบของตัวทำละลาย
จำนวนมากจนมีผลทำให้การเติมกลุ่มแบคทีเรียลงไปใช้บำบัดไม่เกิดผลดีเท่าที่ควร ดังนั้นในการ 
ทดลองต่อไปควรแยกนํ้าเสียเฉพาะที่ทราบว่ามีส่วนประกอบใดบ้าง โดยทั่วไปแล้วการกำจัดของ 
เสียอันตรายจะแยกประเภทเป็นปกติ และใช้แบคทีเรียท่ีมีความลามารถย่อยสลายสารน้ันและทำ 
การตรึงเชลล์ด้วยภาวะท่ีเหมาะลมที'ทราบจากงานวิจัยน้ี
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