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กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จเสร็จส้ินอยางสมบูรณดวยดี โดยความชวยเหลืออยางยิง่ของ
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สมบูรณ ตลอดจนความชวยเหลือในดานอ่ืนๆ ผูวิจยัขอกราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ทีน่ี ้
 ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร.อลิสา วังใน อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธรวม 
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 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยทกุทานในภาควิชาจุลชีววทิยา ที่กรุณาใหความรู และ
คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยในการดําเนินงานวิจยั จนสําเร็จลุลวงดวยดี 
 ขอขอบคุณหนวยปฏิบัติการวิจัยการบําบัดมลพิษทางส่ิงแวดลอมโดยชีววิธี สถาบันวิจยั
แหงชาติ และศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานการจัดการส่ิงแวดลอมและของเสียอันตราย ที่ใหการ
สนับสนนุในดานเคร่ืองมือและอุปกรณตางๆ 
 ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววทิยาทกุทาน ทีใ่หความชวยแหลือ และคําแนะนาํ
ตางๆ ตลอดมา  
 ขอขอบคุณเพื่อนๆ รวมรุนทกุคน และพี่ๆ นองๆ ทุกคน ที่มีสวนชวยเหลือในหลายๆ ดาน 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

OD600  =               คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
%  =               เปอรเซ็นต 

 :  =      อัตราสวนตอ 
 x  =      เทาทวีคูณ 
 CFU  =      colony forming unit 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
  
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

บิสฟนอล เอ (Bisphenol A, BPA) เปนสารประกอบอินทรียที่มีความสําคัญโดยใชเปน
สารต้ังตนสําหรับผลิตพอลิคารบอเนตพลาสติก และอีพอกซีเรซิน เปนตน ซึ่งสารเหลานี้ใชทัง้ใน
อุตสาหกรรมและของใชในบานเรือนโดยใชเคลือบกระปองบรรจุอาหาร กระดาษ เปนสวนผสมใน
ขวดนม ขวดพลาสติก สี ใชเปนตัวยึดติด และอ่ืนๆ (Staples และคณะ, 1998)  เนื่องจากมกีาร
ผลิตและใชผลิตภัณฑที่มี BPA เปนสวนผสมเปนจํานวนมาก จงึทําใหเกิดการปนเปอนของ BPA 
ในส่ิงแวดลอมทั้งในดิน ดินตะกอน น้าํจืด น้ําทะเล รวมทัง้อากาศ (Staples และคณะ, 1998; 
Zhang และคณะ, 2007; Yamanaka และคณะ, 2008)  BPA เปนสารที่ละลายน้าํไดปานกลาง 
ระเหยไดนอย สวนใหญถูกดูดซับในดินและดินตะกอน ในแหลงน้าํพบการปนเปอนมากรองจากดิน 
สวนในอากาศพบการปนเปอนนอย  สาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในแหลงน้าํ คือระยะเวลา
ที่ใหความรอนและอุณหภูมิที่ใชระหวางกระบวนการผลิตส่ิงของหรือสารชนิดตางๆ ที่ใช BPA เปน
สารต้ังตนในการผลิต (Kang และคณะ, 2006) สวนสาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในดิน คือ
ของเสียจากมนุษย (Kawahata และคณะ, 2004)  แหลงที่กอใหเกดิการปนเปอนของ BPA ใน
ส่ิงแวดลอมสวนใหญพบในน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตราย ซึ่งพบ BPA ความเขมขนสูงถงึ 
17.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ระบบบําบัดน้ําเสีย และระบบบําบัดส่ิง
ปฏิกูล (Lee และ Peart, 2000; Furhacker และคณะ, 2004)  เชน ประเทศจนีตรวจพบ BPA 
ความเขมขน 825 ไมโครกรัมตอลิตร ที่ทอน้ําเขาของโรงงานบําบัดน้าํเสีย (Du, 2003)  BPA เปน
สารที่อยูในกลุมของ Endocrine disrupting chemical ซึง่เปนสารเคมีที่รบกวนการทํางานของ
ระบบฮอรโมน โดยเลียนแบบการทาํงานของฮอรโมนเอสโตรเจน ทําใหมีผลตอการพัฒนาท้ังใน
มนุษยโดยเฉพาะเด็กทารก และส่ิงมชีีวิตอื่นๆ  BPA ความเขมขน 1–10 มิลลิกรัมตอลิตร มีความ
เปนพษิตอสาหราย ปลา และสัตวอ่ืนๆ (Alexander และคณะ, 1988) ในขณะที่ความเขมขน 
2.28x10-6-2.28x10-8 มิลลิกรัมตอลิตร กอใหเกิดมะเร็งในมนษุยได (Takahashi และคณะ, 2001)  
สําหรับการปนเปอน BPA ในประเทศไทยยังไมมีการรายงาน แตมกีารใช BPA เปนสารต้ังตนใน
การผลิตขวดน้ําด่ืม และขวดนม  ดังนัน้ถามีการผลิตและใชขวดน้ําด่ืม และขวดนม ปริมาณมาก 
อาจกอใหเกิดการปนเปอนของ BPA ในประเทศไทยตอไปในอนาคตได 
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การปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมจึงเปนทีว่ิตกกงัวลกันมาก เนื่องจากมีปริมาณเพิ่ม
มากข้ึน  จลิุนทรียที่สามารถยอยสลาย BPA มีบทบาทสําคัญในการลด BPA ที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอม ในปจจุบนัพบวาแบคทีเรียหลายชนิดที่คัดแยกไดจากส่ิงแวดลอมทัว่ไป เชน ดิน น้าํ 
และระบบบําบัดน้ําเสีย มีความสามารถในการยอยสลาย BPA  เชน Pseudomonas 
paucimobilis FJ-4, Sphingomonas bisphenolicum AO1, Streptomyces sp. และ 
Achromobacter xylosoxidans B-16 เปนตน (Ike และคณะ, 1995; Oshiman และคณะ, 2007; 
Zhang และคณะ, 2007) สวนราที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย BPA ก็มีหลายชนิด
เชนเดียวกนั เชน Phanerochaete chrysosporum ME-446 และ Pleurotus ostreatus เปนตน 
ซึ่งการยอยสลาย BPA โดยราสวนใหญ จะใชเอนไซมในกลุมลิกนโินไลติก (ligninolytic) เชน 
แมงกานีสเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase หรือ MnP) และแลคเคส (laccase) สงผลให 
BPA มีความเปนพษินอยลงหรือหมดความเปนพิษได (Hirano และคณะ, 2000; Tsutsumi และ
คณะ, 2001)  วิถีการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกนัข้ึนอยูกับชนดิของเอนไซม 
ซึ่งสงผลใหไดสารมัธยนัตรทีต่างกนั จากงานวิจัยของ Spivack และคณะ (1994) พบวิถกีารยอย
สลาย BPA ของแบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ MV1 มี 2 วิถ ี คือ วถิีหลักทําใหไดสารมัธยนัตรที่
สําคัญ 2 ชนดิ คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone) และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
(Hydroxybenzoic acid) ซึ่งจะถกูเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลล สวนวถิีรองได
สารมัธยนัตร 2 ชนิด เชนเดียวกนั แตไมถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลล  
แบคทีเรียสามารถใชทัง้ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอน และ
แหลงพลังงานได นอกจากนี้ยงัพบสารมธัยันตรอ่ืนๆ นอกจากไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮ  
ดรอกซีเบนโซอิก ที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เชน ไฮดรอกซคีวิโนน เปนตน 
(Zhang และคณะ, 2007) 

การยอยสลาย BPA ข้ึนอยูกบัปจจัยหลายชนิด เชน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิความ
เค็ม จํานวนเชื้อ ลักษณะของเชื้อ สารฮวิมิค และสารอาหาร เปนตน จากการรายงานของ Sakai 
และคณะ (2007) พบวาสารอาหารมีผลตอการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ BP-7 โดยพบวาการเติมสารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกัด
จากยีสต เปนตน จะทาํใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้ นอกจากนี้ยังพบวาความเขมขน BPA ก็เปนอีกปจจัยหนึง่ที่มี
ผลตอการยอยสลาย BPA ซึ่งเหน็ไดจากรายงานของ Zhang และคณะ (2007) ทีพ่บวาถา BPA มี
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ความเขมขนสูงการยอยสลายจะลดลงเนื่องจากที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีความเปน
พิษมาก จึงสงผลใหมีการยบัยั้งการเจริญของ Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 

จากการศึกษาการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียสวนใหญ นยิมใชเซลลอิสระ แต BPA ที่
ความเขมขนสูงมักยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ดังเชนงานวิจยัของ Zhang และคณะ (2007) 
ดังนัน้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียนั้น  งานวจิัยนี้สนใจจะตรึง
แบคทีเรียบนวสัดุพอลิเมอรธรรมชาติ เนือ่งจากเซลลตรึงมีขอดีหลายประการ เชน สามารถนํา
เซลลตรึงกลับมาใชใหมไดงายและสะดวก ชวยปกปองเซลลจากความเปนพิษของสารพิษมากข้ึน
กวาการใชเซลลอิสระ จากขอดีเหลานี้แสดงใหเห็นวาเซลลตรึงมีความเหมาะสมตอการนาํมาใช
บําบัดสารพษิ เชน ฟนอล ควิโนลีน (Wang และคณะ, 2007) เปนตน  โดยวัสดุทีน่ํามาใชในการ
ตรึงเซลลทั่วไปแบงเปน 2 ประเภท คือ พอลิเมอรธรรมชาติ เชน อะกาโรส อัลจิเนต เจลแลนกัม ไค
โตซาน และคาราจีแนน เปนตน และพอลิเมอรสังเคราะห เชน พอลียูรีเทน และพอลีสไตรีน เปนตน 
(Cassidy และคณะ, 1996) ดังเชน รายงานของ Hsieh และคณะ, 2008 ที่ตรึง Pseudomonas 
putida ดวยไคโตซานที่เชื่อมกับโซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต สําหรับใชในการยอยสลายฟนอล และ
พบวาเซลลตรึงที่ไดทนตอความเปนกรด-ดาง และฟนอลความเขมขนสูง ไดมากข้ึนกวาการใช
เซลลอิสระ 

การวิจยันี้จะศึกษาการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียทั้งแบบเซลลอิสระและเซลลตรึง 
โดยใชแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่สามารถยอยสลายฟนอลได 1 ชนิด ไดแก  Methylobacterium 
sp. NP3 (นันทธร เภาราช, 2550) เนื่องจากฟนอลมวีงเบนซีนเปนสวนประกอบเชนเดียวกับ BPA 
จึงคาดวาแบคทีเรียทีย่อยสลายฟนอลไดนาจะมีความสามารถในการยอยสลาย BPA ได
เชนเดียวกนั และใชแบคทีเรียที่คัดแยกจากสารละลาย half-strength Hoagland’s nutrient ที่
เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA (Saiyood และคณะ, 2010) จํานวน 3 ชนิด ไดแก 
Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. BPW5 และ Bacillus cereus BPW4 ซึ่งพบวา
สามารถยอยสลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนี้ยงัใชแบคทีเรีย 
Sphingobium sp. P2 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ยอยสลายน้าํมันและสารประกอบพอลไิซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนไดดี (Supaka และคณะ, 2001) จึงคาดวา Sphingobium sp. P2 นาจะสามารถ
ยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกัน  ในข้ันแรกจะศึกษาหาสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิ แลวคัดเลือก
แบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ดีที่สุดในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีสารอาหารที่เสริมการ
ยอยสลาย BPA เพื่อนํามาใชทดสอบ BPA ที่ความเขมขนสูง   ในข้ันสุดทายจะตรึงแบคทีเรียดวย
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วัสดุตรึงแบบพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด เพื่อตองการใหแบคทีเรียมคีวามทนตอความเปนพิษของ 
BPA มากข้ึน และใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพตอการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงไดดี
มากกวาแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ และศึกษาลักษณะของเซลลตรึงภายในวัสดุตรึงรวมทัง้สมบัติ
ของวัสดุตรึง  นอกจากนีจ้ะตรวจสอบความสามารถในการนาํเซลลตรึงกลับมาใชใหม 
(Reusability) และความเสถียรของเซลลตรึง (Stability) ทัง้นี้เพือ่เปนแนวทางในการศึกษาถงึ
รายละเอียดของแบคทีเรียยอยสลาย BPA ทัง้แบบเซลลอิสระและเซลลตรึงตอไป และเปนแนวทาง
ในการศึกษาการบําบัด BPA ในส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนของสารชนิดนี ้

 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 วัตถุประสงคหลัก คือ เพื่อพฒันาวิธกีารสาํหรับสงเสริมการยอยสลาย BPA  
และวัตถุประสงครอง คือ 
              1. เพื่อศึกษาสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย 

2. เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูง 
3. เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรีย โดยการตรึงเซลลในวสัดุพอลิ

เมอรธรรมชาติ 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดแบคทีเรียสายพนัธุที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูง ทราบชนิด
ของสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA และทราบชนิดของวัสดุพอลิเมอรธรรม
ชาติสําหรับตรึงแบคทีเรีย ใหมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงข้ึนกวา
แบคทีเรียแบบเซลลอิสระ  
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1 ปญหาของ BPA ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม 

ปจจุบันปญหามลพษิทางส่ิงแวดลอมในประเทศตางๆ ทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย เปน
ปญหาที่สําคัญมาก การปนเปอนและการสะสมของสารเคมีชนิดตางๆ เกิดจากการผลิตและใช
สารเคมีปริมาณมากในภาคอุตสาหกรรม การเกษตรกรรม การบริโภค และการประกอบกิจกรรม
ประเภทตางๆ ของมนุษย อยางไรก็ดีความเอาใจใสในเร่ืองการรักษาส่ิงแวดลอมก็ไมไดรับความ
รวมมือจากทกุฝายเทาที่ควร ดังนัน้สารเคมีซึ่งจัดวาเปนสารมลพิษจึงปนเปอนสูส่ิงแวดลอมมาก
ข้ึน  ในปจจุบนัไดมีการนํา BPA ซึง่เปนสารเคมีชนิดหนึง่มาใชในอุตสาหกรรมประเภทตางๆ BPA 
เปนสารเคมทีีใ่ชทั่วไปในการผลิตภาชนะ บรรจุภัณฑ หรือผลิตภัณฑพลาสติก ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่
มีมากที่สุดในโลก โดยมีการผลิตมากถงึเจด็พันลานปอนดตอป  BPA จึงจัดวาเปนสารมลพิษตัว
หนึง่ทีท่ําใหส่ิงแวดลอมเสื่อมโทรมมาก และเปนสารทีท่ั่วโลกใหความสนใจ อาท ิประเทศแคนาดา 
ฝร่ังเศส อังกฤษ ออสเตรเลีย นวิซีแลนด และไทย เปนตน ดังนัน้การกําจัด BPA ออกจาก
ส่ิงแวดลอมจึงเปนเร่ืองที่จําเปน เนื่องจาก BPA เปนสารที่มีความเปนพิษตอส่ิงมชีีวติทุกชนิดและ
ระบบนิเวศนตางๆ ในสิ่งแวดลอม 

 
2.1.1 สมบัติทางกายภาพของ BPA 
BPA (2,2-bis[4-hydroxyphenyl]propane หรือ Bisphenol A) คือ สารประกอบอินทรีย

ที่เกิดจากการรวมตวักนัระหวาง 2 โมล ฟนอล และ 1 โมล อะซิโตน โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด 
เชน กรดไฮโดรคลอริก หรือซัลโฟเนต พอลิสไตรีน เรซิน เปนตน  BPA มีลักษณะเปนผงหรือเกล็ดสี
ขาว มีกลิ่นคลายฟนอลออนๆ  สูตรโครงสรางและสมบัติทางกายภาพของ BPA แสดงในตารางที่ 
2.1 
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ตารางที่ 2.1 สูตรโครงสรางและสมบัติทางกายภาพของ BPA 
 

(ที่มา: Staples และคณะ, 1998) 
 

นอกจากนี ้BPA ยังสามารถละลายไดในเอทานอล ไดเอทิลอีเธอร อะซีโตน อะซีโตไนไตรต
เบนซีน สารละลายดางและสามารถละลายไดเล็กนอยในไฮโดรคารบอน และคารบอนเตตระคลอ
ไรด 

ชื่อเรียก 

4,4'-dihydroxy-2,2-diphenylpropane, 4,4'-(propan-2-
ylidene)diphenol,  p, p'-isopropylidenebisphenol, 

4,4´-isopropylidenediphenol, 4,4'-
dihydroxydiphenyldimethylmethane 

โครงสรางทางเคมี 

 

น้ําหนักโมเลกุล 228.29  
สูตรอยางงาย C15H16O2 

จุดหลอมเหลว˚C 158 - 159 °C 

จุดเดือด˚C 220 °C / 4 mm Hg 

ความหนาแนนที่ 20 ˚C 1.20 g/cm³ 
คาการละลายในน้ํา g/L ที่ 
21.5˚C 

120–300 mg/l 

ความดันไอที ่25 ˚C 4.OE-8 mm Hg 
3.96E-7 mm Hg 

8.7OE-10 mm Hg 
3.96E-9 mm Hg 

Log KOW 2.20-3.82 
Log KOc สําหรับดินและดิน
ตะกอน 

314-1524 
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2.1.2 ความเปนพิษของ BPA 
BPA เปนสารที่มีความเปนพิษปานกลาง จัดเปนสารที่อยูในกลุมของ Endocrine 

disrupting chemical ซึ่งเปนสารเคมีที่รบกวนการทํางานของระบบฮอรโมนตอมไรทอ โดย
เลียนแบบการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจนทาํใหมีผลตอการพัฒนาในเรื่องสมองและพฤติกรรม
ทั้งในมนษุยโดยเฉพาะเด็กทารก และส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ถาผูหญิงต้ังครรภไดรับพิษของ BPA จะสงผล
ใหทารกในครรภตาย หรือทาํใหทารกมีอาการผิดปกติและมีน้าํหนักนอยกวาปกติ (Takeuchi และ
คณะ, 2004) ถาสัมผัสถูกผิวหนังและตาจะกอใหเกิดการระคายเคือง  BPA ความเขมขน 1–10 
มิลลิกรัมตอลิตร มีความเปนพิษตอสาหราย ปลา และสัตวอ่ืนๆ (Alexander และคณะ, 1988) 
ในขณะที่ความเขมขน 2.28x10-6-2.28x10-8 มิลลิกรัมตอลิตร กอใหเกิดมะเร็งในมนษุยได 
(Takahashi และคณะ, 2001) เชน มะเร็งเตานม เปนตน นอกจากนีย้ังพบวา BPA เปนสวน
กระตุนใหเกิดโรคอวนและโรคหัวใจ (Lang และคณะ, 2008; Rubin และ Soto, 2009) การ
รับประทานอาหารในภาชนะที่มีสวนผสมของ BPA นั้นเปนแหลงแรกที่มนุษยจะไดรับความเปน
พิษของ BPA นอกจากนีย้ังไดรับจากอากาศ ฝุนละออง และนํ้า 

 
2.1.3 แหลงที่มาของ BPA ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม 
BPA เปนสารต้ังตนที่สําคัญโดยใชผลิตพอลิคารบอเนตพลาสติก และอีพอกซีเรซนิ เปน

ตน ซึง่สารเหลานี้ใชทัง้ในอุตสาหกรรมและของใชในบานเรือนโดยใชเคลือบกระปองบรรจุอาหาร 
กระดาษ เปนสวนผสมในขวดนม ขวดพลาสติก สี เลนสแวนตา แผนซีดี อุปกรณทางการแพทย ใช
เปนสารปองกนัการเกิดแอนต้ีออกซิเดนท ใชเปนตัวยึดติด ใชเปนตัวหอหุมอุปกรณไฟฟาชนิดตางๆ 
เปนตัวทําใหพอลิไวนิลคลอไรดมีความเสถยีรระหวางกระบวนการผลิต และอ่ืนๆ (Staples และ
คณะ, 1998) เนื่องจากมกีารผลิตและใชผลิตภัณฑที่มี BPA เปนสวนผสมเปนจาํนวนมาก จงึทาํให
เกิดการปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมทั้งในดิน ดินตะกอน น้ําจืด น้าํทะเล รวมทั้งอากาศ 
(Staples และคณะ, 1998; Zhang และคณะ, 2007; Yamanaka และคณะ, 2008)  BPA เปนสาร
ที่ละลายนํ้าไดปานกลาง ระเหยไดนอย สวนใหญถูกดูดซับในดินและดินตะกอน ในแหลงน้าํพบ
การปนเปอนมากรองจากดิน สวนในอากาศพบการปนเปอนนอย  จากคุณสมบัติทางกายภาพของ 
BPA แสดงใหเห็นวาเมื่อ BPA ถูกปลอยสูแหลงน้ําจืดจะมีคาคร่ึงชวีติ เทากับ 3-5 วนั ในขณะที่
แหลงน้ําเค็มจะมีคาคร่ึงชวีิต นานกวา คือ 30 วัน (Dorn และคณะ, 1987; Kang และ Kondo, 
2005) แตถา BPA ถูกปลอยสูอากาศจะมีคาคร่ึงชีวิต เทากบั 0.74-7.4 ชั่วโมง (Staples และคณะ, 
1998) สวนคาคร่ึงชีวิต ของ BPA ที่ปนเปอนในดิน มคีานอยกวา 3 วนั (Fent และคณะ, 2003) 
จากคาคร่ึงชวีติ ของ BPA ทัง้ในน้ํา อากาศ และดิน แสดงใหเห็นวา BPA เปนสารเคมีที่ไมคงทนใน
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ส่ิงแวดลอม ซึง่ BPA ถูกยอยสลายไดดวยกระบวนการทางกายภาพ เชน งานวิจยัของ Ohko และ
คณะ (2001) ศึกษาการยอยสลาย BPA ในแหลงน้าํโดยใช TiO2 photocatalysis พบวาภายใน
เวลา 20 ชั่วโมง  BPA ความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกเปลี่ยนเปน CO2 หรืองานวิจัยของ 
Neamtu และ Frimmel (2006)    ที่ศึกษาการยอยสลาย BPA ในแหลงน้ําตามธรรมชาติและนํ้า
เสียโดยใชกระบวนการ UV/H2O2 oxidation พบวาเมื่อเวลาผานไป 2 ชั่วโมง สามารถลด 
estrogenic activity ของ BPA ได  นอกจากนี ้BPA ยังถูกยอยสลายดวยกระบวนการทางชีวภาพ
ไดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ ซึ่งงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการยอยสลาย BPA ดวยกระบวนการทาง
ชีวภาพ 

สาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในแหลงน้าํ คือ ระยะเวลาที่ใหความรอนและอุณหภูมิ
ที่ใชระหวางกระบวนการผลิตส่ิงของหรือสารชนิดตางๆ ที่ใช BPA เปนสารต้ังตนในการผลิต 
(Kang และคณะ, 2006) สวนสาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในดิน คือ ของเสียจากมนุษย 
(Kawahata และคณะ, 2004)  แหลงที่กอใหเกิดการปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมสวนใหญ
พบในน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตราย  ซึ่งพบ BPA ความเขมขนสูงถึง 17.2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ระบบบําบัดน้าํเสีย และระบบบําบัดส่ิงปฏิกูล (Lee และ 
Peart, 2000; Furhacker และคณะ, 2004) เชน ประเทศจีนตรวจพบ BPA ความเขมขน 825 
ไมโครกรัมตอลิตร ที่ทอน้ําเขาของโรงงานบําบัดน้าํเสีย (Du, 2003) และ Zhao และคณะ (2008) 
ตรวจพบ BPA จากส่ิงปฏิกูลตามบานเรือนความเขมขน 5.8 ไมโครกรัมตอลิตร  สําหรับการ
ปนเปอน BPA ในประเทศไทยยังไมมีการรายงาน แตมีการใช BPA เปนสารต้ังตนในการผลิตขวด
น้ําด่ืม และขวดนม ดังนั้นถามกีารผลิตขวดน้ําด่ืม และขวดนมปริมาณมากอาจกอใหเกิดการ
ปนเปอนของ BPA ในประเทศไทยตอไปในอนาคตได 
  
2.2 จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย BPA 
            จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย BPA มีทัง้รา และแบคทีเรีย ในปจจุบนัพบวาแบคทีเรีย
หลายชนิดที่คัดแยกไดจากส่ิงแวดลอมทัว่ไป เชน ดิน น้าํ และระบบบําบัดน้ําเสีย มคีวามสามารถ
ในการยอยสลาย BPA  เชน Pseudomonas paucimobilis FJ-4, Sphingomonas 
bisphenolicum AO1, Streptomyces sp. และ Achromobacter xylosoxidans B-16 เปนตน 
(Ike และคณะ, 1995; Oshiman และคณะ, 2007; Zhang และคณะ, 2007) สวนราที่มี
ความสามารถในการยอยสลาย BPA ก็มหีลายชนิดเชนเดียวกนั เชน Phanerochaete 
chrysosporum ME-446, Pleurotus ostreatus, Stereum hirsutum และ Heterobasidium 
insulare เปนตน  ซึ่งการยอยสลาย BPA โดยราสวนใหญจะใชเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก 
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(ligninolytic) เชน แมงกานสีเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase หรือ MnP) ลิกนนิเพอร
ออกซิเดส (lignin peroxidase) และแลคเคส (laccase) สงผลให BPA มีความเปนพิษนอยลงหรือ
หมดความเปนพิษได (Hirano และคณะ, 2000; Lee และคณะ, 2005; Tsutsumi และคณะ, 
2001) แตในงานวิจัยนี้สนใจที่จะใชแบคทีเรียในการยอยสลาย BPA เนื่องจากแบคทีเรียเล้ียงงาย 
โตเร็ว และมีเอนไซมทีห่ลากหลายกวารา แบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย BPA แสดง
ดังตารางที่ 2.2  
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย BPA 
 

แบคทีเรีย แหลงที่มาของ 
แบคทีเรีย 

ความเขมขนเริ่มตนของ 
BPA (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความสามารถในการ
ยอยสลาย BPA (%) 

เวลา  
 

เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp.
 

แมน้ํา
 ประเทศญี่ปุน 

1 >90 10 วัน Kang และคณะ, 2004

Achromobacter 
xylosoxidans B-16 

น้ําชะหลุมฝงกลบขยะ
ประเทศจีน 

50 >18 >3 วัน Zhang และคณะ, 2007

Bacillus pumilus กิมจิ
ประเทศญี่ปุน 

50 100 5 วัน Yamanaka และคณะ, 2007 

Sphingomonas 
bisphenolicum strain  AO1 

ดิน
ประเทศญี่ปุน 

100 100 6 ชั่วโมง Oshiman และคณะ, 2007

Sphingomonas sp. strain 
BP-7 และ Pseudomonas 
sp. strain BP-14 

น้ําทะเล
ประเทศญี่ปุน 

100 100 7 วัน Sakai และคณะ, 2007
 

Pseudomonas monteilii ดิน ประเทศญี่ปุน 500 100 10 วัน Masuda และคณะ, 2007 
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2.2.1 แบคทีเรียยอยสลาย BPA ที่ใชในการศึกษานี้ 
จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวาแบคทีเรียสวนใหญทีน่ํามาใชในการยอยสลาย BPA นั้นเปน

เซลลอิสระ ไมคอยมีการศึกษาเร่ืองการใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA ดังนัน้งานวิจัยนี้จงึ
สนใจที่จะพัฒนาวิธทีี่ทาํใหแบคทีเรียสามารถยอยสลาย BPA ที่มีความเขมขนสูงมากข้ึนได โดย
การแปรผันสารอาหารใหกับแบคทีเรียและนําแบคทีเรียมาตรึงในวัสดุตรึงแบบพอลิเมอรธรรมชาติ  
ซึ่งงานวิจัยนี้ศึกษาแบคทเีรีย 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3,  Enterobacter sp. 
BPR1, Enterobacter sp. BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. P2 

 
        2.2.1.1 Methylobacterium sp. NP3 
          โดยทัว่ไป Methylobacterium เปนแบคทีเรียจาํพวก facultative methylotroph 

หมายถงึ เปนแบคทีเรียที่สามารถใชสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งตัว เชน มีเทน หรือที่มีคารบอน
มากกวาได (Chistoserdova และคณะ, 2003) เปนแบคทีเรียทีเ่คล่ือนที่ไดเพราะมีแฟลกเจลลาที่
ข้ัว มีรูปรางเปนแทง จัดอยูในกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ และเปน obligately aerobic สามารถ
เรียกไดวา PPFMs ซึ่งยอมาจาก pink-pigmented facultative methylotrophs เนื่องจากสายพันธุ
สวนใหญของ Methylobacterium จะผลิตรงควัตถุสีชมพู อนุกรมวิธานของ Methylobacterium 
sp. แสดงดังตารางที่ 2.3  

        Methylobacterium sp. NP3 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปนเปอนน้าํมนั 
สามารถยอยสลายฟนอลอยางมีประสิทธิภาพ แตเจริญชา สามารถยอยสลายฟนอลไดที่ความ
เขมขนสูงสุด 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร (นันทธร เภาราช, 2550) แตยังไมมีรายงานการใช 
Methylobacterium sp. ในการยอยสลาย BPA  ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงสนใจที่จะนาํ 
Methylobacterium sp. NP3 มาใชยอยสลาย BPA เนื่องจากฟนอลมีวงเบนซีนเปนสวนประกอบ
เชนเดียวกับ BPA จึงคาดวา Methylobacterium sp. NP3 ที่ยอยสลายฟนอลไดนาจะมี
ความสามารถในการยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกัน 
 

        2.2.1.2 Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 
          แบคทีเรียในสกุล Enterobacter มลัีกษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียรูปรางแทง จัด

อยูในกลุมของแบคทีเรียประเภทแกรมลบ ไมสรางสปอร เจริญเติบโตไดงายทั้งในสภาวะท่ีมีและไมมี
ออกซิเจน อนกุรมวิธานของ Enterobacter sp. แสดงดังตารางที ่ 2.3 มีการรายงานวาแบคทีเรียใน
สกุล Enterobacter สามารถยอยสลายสารพิษได ดังเชนงานวิจยัของ Veeranagouda, และคณะ 
(2006) ที่ศึกษาการยอยสลายสารบวิทานอลโดย Enterobacter sp. VKGH12 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่
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ทนตอตัวทําละลาย และงานวิจยัของ Jia และคณะ, 2008 ที่ไดใช Enterobacter sp. ในการยอย
สลายสารพอลิคลอริเนต ไบฟนิล ซึ่งเปนสารที่คงทนในส่ิงแวดลอมไดอยางมีประสิทธิภาพ 

        Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 เปนแบคทีเรียที่คัดแยก
จากสารละลาย half-strength Hoagland’s nutrient ที่เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA 
(Saiyood และคณะ, 2010) ซึ่งพบวาสามารถยอยสลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดังนัน้จึงเลือกศึกษาแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิดนี้เพื่อใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 5 
มิลลิกรัมตอลิตร 

 
        2.2.1.3 Bacillus cereus BPW4 
          แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีลักษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางแทง จัดอยู

ในกลุมของแบคทีเรียประเภทแกรมบวก สวนใหญเคล่ือนที่ได สรางสปอรและสรางสารพษิ ซึ่งจะขับ
สารพิษออกมาขณะปนเปอนอยูในอาหาร ทนความรอนและสารเคมไีดดี แบคทีเรียชนิดนี้อาศัยอยู
ตามดิน น้ํา อาหาร ลําไสคนและสัตว  การเจริญเติบโตของแบคทีเรียนีเ้ปนแบบ facultatively-
anaerobic หรือ aerobic โดยแบคทีเรียจะสรางสารสารพิษเมือ่อยูในสภาวะที่มีออกซิเจนนอย 
ลักษณะที่สําคัญของ Bacillus cereus คือ รูปรางแทงเรียงตอกันเปนสาย  สปอรรูปไขหรือ
ทรงกระบอก อยูตรงกลางเซลล เคล่ือนทีร่วดเร็ว  อนุกรมวิธานของ Bacillus แสดงดังตารางที่ 2.3 
แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกที่ปนเปอนใน
ดินและน้าํ (Crawford, 1975) 

        Bacillus cereus BPW4 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากสารละลาย half-strength 
Hoagland’s nutrient ที่เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA (Saiyood และคณะ, 2010) 
เชนเดียวกับเช้ือ Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 ซึ่งพบวาสามารถยอย
สลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ดังนั้นจึงเลือกศึกษาแบคทีเรียชนิดนี้เพื่อใชในการ
ยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

        2.2.1.4 Sphingobium sp. P2 
        Sphingobium เปนสายพนัธุที่ตางจาก Sphingomonads ชนดิอ่ืน สวนใหญคัดแยก

มาจากแหลงดิน แบคทีเรียในสกุล Sphingobium มีลักษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียรูปรางแทง 
ประเภทแกรมลบ ผลิตรงควตัถุสีเหลือง ลักษณะของโคโลนี คือ สีเหลือง กลม นูน และมีขนาดเล็ก
อนุกรมวธิานของ Sphingobium sp. แสดงดังตารางที่ 2.3 แบคทีเรียในสกุล Sphingobium 
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สามารถยอยสลายสารพิษไดหลายประเภท เชน สารประกอบอะโรมาติก สารประกอบพอลีไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน และฟนอล เปนตน (Tao และคณะ, 2009) 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน เชน ฟแนนทรีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนท
รีน และไพรีน เปนตน และสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได  นอกจากนี้
ยังมีประสิทธภิาพดีในการยอยสลายน้ํามนัไดคอนขางดี  ดังนัน้จึงเลือกศึกษาแบคทเีรียชนิดนี้ในการ
ยอยสลาย BPA เนื่องจากวาทั้ง BPA และฟแนนทรีน มีวงเบนซีนเปนสวนประกอบเชนเดียวกนั จึง
คาดวา Sphingobium sp. P2 นาจะยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกนั 

 
ตารางที่ 2.3 อนุกรมวธิานของ Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, 
Enterobacter sp. BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. P2 
 
Kingdom Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria 
Phylum Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes Proteobacteria
Class Alpha 

Proteobacteria 
Gamma 

Proteobacteria 
Bacilli Alpha Proteobacteria

Order Rhizobiales Enterobacteriales Bacillales Sphingomonadales
Family Methylobacteriaceae Enterobacteriaceae Bacillaceae Sphingomonadaceae
Genus Methylobacterium Enterobacter Bacillus Sphingobium 

 
2.2.2 วิถีการยอยสลาย BPA 
วิถีการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกันข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม ซึ่ง

สงผลใหไดสารมัธยันตรที่ตางกนั BPA มีโครงสรางคลายกับฟนอลและแอลคิลเบนซีน ดังนั้นวถิี
การยอยสลาย BPA นาจะคลายกับวิถีการยอยสลายของฟนอลและแอลคิลเบนซีน ซึง่ยอยสลาย
สารไดทั้งในภาวะท่ีมีและไมมีออกซิเจน (Spivack และคณะ, 1994)  งานวิจยัสวนใหญสนใจการ
ยอยสลาย BPA ในภาวะที่มอีอกซิเจน ดังเชน งานวิจัยของ Spivack และคณะ (1994) ที่ศึกษาวิถี
การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1 วิถกีารยอยสลาย BPA มี 2 วิถี คือ วถิี
หลักทําใหไดสารมัธยนัตรที่สําคัญ 2 ชนิด คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone 
หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) ซึง่จะถูกเปลีย่นเปน
คารบอนไดออกไซดและมวลเซลล สวนวิถรีองไดสารมัธยันตร 2 ชนิดเชนเดียวกนั คือ กรดไฮดรอก
ซีเบนโซอกิ และไฮดรอกซีฟนาซิล แอลกอฮอล แตไมถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวล
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เซลล แสดงดังรูปที่ 2.1 แบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1 สามารถใชทั้งไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและ
กรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได วิถีการยอยสลาย BPA ของ
แบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ MV1 นี้สวนใหญใชเอนไซมหลัก 3 ชนิด คือ เอนไซมไฮโดรซิเลส 

เอนไซมดีไฮดราเทส และเอนไซมไดออกซิจีเนต  
Zhang และคณะ (2007) ศึกษาวถิีการยอยสลาย BPA ของ Achromobacter 

xylosoxidans สายพนัธุ B-16 พบวามวีถิีการยอยสลาย BPA คลายกับแบคทีเรียแกรมลบสาย
พันธุ MV1 แตพบสารมัธยันตรชนิดอ่ืน นอกจากไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
ที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA คือ ไฮดรอกซีควิโนน ซึ่งไฮดรอกซีควิโนนนี้จะถกู
เปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลลในที่สุดเชนเดียวกับไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮ
ดรอกซีเบนโซอิก แตเปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลลไดชากวาไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน
และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (รูปที่ 2.2) 

ซึ่งคาดวา Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. 
BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. P2 อาจจะเกิดการยอยสลาย BPA แบบ
ใชออกซิเจน เนื่องจากเปนแบคทีเรียทีต่องการออกซเิจนในการเจริญ  นอกจากนีย้ังสนใจทีจ่ะ
ศึกษาสารมธัยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เพื่อวิเคราะหชนิดของสารมัธ
ยันตรวาเปนสารที่มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย (Dead end metabolite) หรือแบคทีเรียสามารถ
นําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได และทํานายวถิีของการยอยสลาย BPA ของ
แบคทีเรียสายพันธุเหลานี ้  โดยงานวิจัยนีส้นใจสารมัธยนัตร 2 ชนิด คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 
และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งเปนสารมธัยันตรทีพ่บไดบอยจากกระบวนการยอยสลาย BPA โดย
แบคทีเรียชนิดตางๆ (Lobos, และคณะ, 1992; Spivack และคณะ, 1994; Oshiman และคณะ, 
2007; Zhang และคณะ, 2007) 
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(I) = 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)-l-propanol;  (II) = 1,2-bis(4-hydroxyphenyl)-2-propanol;  
(III) = 4,4'-dihydroxy-a-methylstilbene; (IV) = 2,2-bis(4-hydroxypheny1)propanoic acid;  
(V) = 2,3-bis(4-hydroxyphenyl)-l,2-propanediol; (VI) = 4-hydroxyphenacyl alcohol 
 

รูปท่ี 2.1 การยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ MV1 
                                             (ที่มา: Spivack และคณะ, 1994) 
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(a) = p-hydroxyacetophenone; (b) = p-hydroxybenzaldehyde; (c) = p-isopropenylphe- 
nol; (d) = p-hydroxybenzoic acid; (e) = p-hydroquinone 
 

รูปท่ี 2.2 การยอยสลาย BPA โดย Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 
                                                (ที่มา: Zhang และคณะ, 2007) 
 

2.2.3 ปจจยัที่เกี่ยวของกบัการยอยสลาย BPA 
การยอยสลาย BPA ข้ึนอยูกบัปจจัยหลายชนิด เชน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิความ

เค็ม จํานวนเช้ือ ลักษณะของเชื้อ สารฮวิมคิ และสารอาหาร เปนตน ซึ่งปจจัยที่ทาํใหประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีข้ึน คือ สารอาหาร จากการรายงานของ Sakai และคณะ (2007) พบวา
สารอาหารมีผลตอการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. สายพนัธุ BP-7 โดยพบวาการ
เติมสารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกัดจากยีสต เปนตน ทาํให
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้ 

Masuda และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลาย BPA โดย Pseudomonas monteilii 
สายพนัธุ N-502 ซึ่งเปนเช้ือที่ทนและสามารถยอยสลาย BPA ไดดี ผูวิจัยไดเติม Ca2+, Mg2+ และ
กรดโฟลิกลงไปในกระบวนการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100, 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวาทั้งโลหะไอออนและวิตามินสงผลใหการยอยสลาย BPA ทุกความเขมขนทีน่ํามา
ทดสอบเปนไปไดเร็วข้ึนกวาการไมเติม Ca2+ และ Mg2+ หรือกรดโฟลิก ซึง่ Ca2+ และ Mg2+ มีสวน
ชวยใหการเจริญของเช้ือมีคาคงทีเ่มื่อเจอกับความเปนพิษของ BPA สวนวิตามินยังไมทราบวาทํา
หนาที่อยางไรในการชวยใหการยอยสลาย BPA เปนไปไดเร็วข้ึน จึงตองทําการศึกษาตอไปใน
อนาคต 
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Oshiman และคณะ (2007) พบวาการเติม 0.1% และ 1.0% กลูโคสจะทาํใหอัตราการ
ยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas bisphenolicum สายพนัธุ AO1 เกิดไดเร็วข้ึน โดยเชือ้
สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ไดหมดภายในเวลา 6 ชั่วโมง แตถา
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมเติมกลูโคส เชือ้จะยอยสลาย BPA ไดหมดภายในเวลา 44 ชั่วโมง ทั้งนี้
นักวจิัยไมไดศึกษาวากลูโคสมีสวนชวยใหอัตราการยอยสลาย BPA เกิดไดเร็วข้ึนไดอยางไร จงึตอง
ทําการศึกษาตอไปในอนาคต 

นอกจากนีย้ังพบวาความเขมขน BPA กเ็ปนอีกปจจัยหนึง่ทีม่ีผลตอการยอยสลาย BPA 
ซึ่งเหน็ไดจากรายงานของ Zhang และคณะ (2007) ทีพ่บวาถา BPA ความเขมขนสูง (50 
มิลลิกรัมตอลิตร) การยอยสลายจะลดลงเนื่องจาก BPA ความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษเพิม่
มากข้ึน สงผลใหมีการยับยัง้การเจริญของ Achromobacter xylosoxidans สายพนัธุ B-16 
 
2.3 การตรงึเซลลแบคทีเรยี 

2.3.1 กระบวนการตรึงเซลล  
 เทคนิคในการตรึงเซลลมี 3 วิธี คือ 
 1. การยึดดวยตัวนํา (Carrier-binding method) เปนการตรึงเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยการ
เชื่อมเซลลจุลินทรียกับสารพาหะโดยตรง การตรึงเซลลดวยวิธนีี้แบงไดเปน 2 วิธ ีคือ 
     1.1 การใชพันธะโควาเลนต (Covalent binding method) เปนวิธกีารเช่ือมเซลล
โดยตรงกับสารพาหะ วิธนีีม้ีขอดีคือ เซลลเชื่อมอยูผิวหนาของตัวอยางอยางสม่าํเสมอ มีความคง
ตัวดี และการร่ัวไหลของเซลลนอย (Cheetham, 1980) แตมีขอเสีย เนื่องจากการตรึงเซลลดวยวธิี
นี้คอนขางรุนแรง และความเปนพษิของสารที่ใชอาจทาํใหเซลลสูญเสียความสามารถได  
     1.2 การเกาะหรือดูดซับ (Adsorption method) เปนวิธีการตรึงเซลลโดยใหเซลลดูดซับ
กับสารที่เปนตัวนาํดวยพันธะไอออนิก หรือพันธะไฮโดรเจน (Cheetham, 1980) โดยอาศัย
หลักการทางธรรมชาติเคมี การตรึงวิธนีี้เปนวิธทีีง่าย แตแรงดูดซับคอนขางออนและมีการสูญเสีย
เซลลไดงาย เมื่อมีการเปล่ียนแปลงคา pH การไหลของนํ้า การเกิดฟองอากาศ และเมื่อมีการแบง
เซลล 

2. การเช่ือมขวาง (Cross-linking method) เปนการตรงึเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยการเช่ือม
เซลลเขาดวยกัน โดยใชสารพวกไบ (bi-) หรือมัลติฟงกชันนอลรีเอเจนต (multifunctional reagent) 
วิธีนีจ้ะใชสารเคมีภายใตภาวะที่คอนขางรุนแรง ทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการดํารงชีวิต 

3. การกกัขัง (Entrapment and Encapsulation method) ซึง่การตรึงเซลลดวยวธิีนี้ตาง
จากการตรึงเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยที่ไมไดมีการเชื่อมติดหรือไมมีพันธะเกิดข้ึนระหวางเซลลกับ
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สารพาหะ ดังนั้นจงึสามารถใชไดกับเซลลทุกชนิด การตรึงเซลลดวยวิธีนี้แบงไดเปน 2 วิธี (รูปที ่
2.3) คือ 
     3.1 การตรึงแบบไมโครแคปซูล (Microencapsulation) หมายถงึ การกักขังเซลลไวใน
เยื่อผานได (semipermeable membrane) ซึ่งปองกนัการซึมผานของเซลลได แตยอมใหสารต้ัง
ตนและผลิตภัณฑซึมผานไดอยางอิสระ การตรึงดวยวธิีนี้เปนวิธทีี่งายแตไมแข็งแรงพอที่จะใชใน
อุตสาหกรรม และอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลลเกิดข้ึนดวย (Cheetham, 1980) 
     3.2 การตรึงเซลลแบบแลตทิช (Lattice type) หมายถึง การตรึงเซลลโดยการกกัขังไว
ภายในชองวาง 3 มิติ ในเจลของสารพอลิเมอร การตรึงเซลลดวยวธิีกกัขังทัว่ไปจะหมายถึง แบบ
แลตทิซ ซึง่เปนวิธทีี่ไดรับความนิยมและประสบความสําเร็จมากทีสุ่ด เนื่องจากใชไดกับเซลลทุก
ชนิด (Cheetham, 1980)  
 

                        
                 Entrapment                             Encapsulation 

 
รูปท่ี 2.3 การตรึงเซลลแบบกักขงั 
(ที่มา: Cassidy และคณะ, 1996) 

 
 เนื่องจากวิธีการตรึงเซลลมหีลายวิธ ี ดังนัน้การเลือกใชสารพาหะที่เหมาะสมในการตรึง
เซลลแตละวิธข้ึีนอยูกับปจจัยที่สําคัญในการพิจารณา คือ สมบัติเชงิกล สมบัติทางกายภาพ ความ
แข็งแรง ความชอบน้ํา (hydrophilicity) สภาพใหซมึผานได (permeability) ความทนตอสภาวะ
แวดลอมทางกายภาพ สารเคมี การยอยสลายโดยจุลนิทรีย และแรงกระทบ เนื่องจากการตรึงเซลล
ตองทําในภาวะปลอดเช้ือ จึงตองเลือกสารพาหะที่ทนตอความรอนและความดันสูงได สารพาหะ
ไมควรเปนอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอม และไมควรกระทบกระเทอืนตอระบบเมตาบอลิซึม  
 ในการทดลองนี้ไดเลือกใชวธิีการตรึงเซลลแบบกักขัง ในวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด 
คือ เจลแลนกัมและอัลจิเนต เนื่องจากวิธีนีม้ีขอดีในเรื่องของการเพิม่กิจกรรมทางเมแทบอลิซึม 
เพิ่มปริมาณการสรางสารเมแทบอไลท ปกปองเซลลจากสารที่มีความเปนพิษ เพิม่อัตราการอยู
รอดของเซลลใหสูงยิง่ข้ึน เพิ่มความหนาแนนของเซลล สงเสริมการเจริญของเซลล ปกปองเซลล
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จากสารที่มีความเปนพิษและสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม สามารถนํามาใชไดหลายครัง้และ
สามารถใชอยางตอเนื่องได และเหมาะสมตอการนาํประยุกตใชในกระบวนการยอยสลายสารเคมี
อันตราย  ซึง่มีหลายงานวิจยัทีน่ําเซลลตรึงแบบกักขังในวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติไปใชประโยชนใน
การยอยสลายสารเคมีอันตรายไดหลายชนดิ เชน ฟนอล ไพริดีน โทลูอีน แนพทาลีน และควิโนลีน 
เปนตน และพบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายสารเคมีอันตรายชนิดตางๆ ที่ความเขมขนสูงได
ดีกวาเซลลอิสระ (Cassidy และคณะ, 1996; Paje และคณะ, 1998; Suzaki และคณะ, 1998; 
Wang และคณะ, 2007)   
 

2.3.2 การตรงึเซลลเพื่อยอยสลาย BPA 
ตัวอยางงานวจิัยที่เกี่ยวของกับใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA มีนอยมาก โดยงานวิจัย

ของ Yamanaka และคณะ (2008) ไดศึกษาการยอยสลาย BPA โดยตรึง Sphingomonas sp. 
สายพนัธุ BP7 และ Sphingomonas  yanoikuyae BP-11R บนถานกมัมันต เพื่อเพิ่ม
ประสิทธภิาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเมือ่ตรึงเชื้อทั้ง 2 
ชนิด บนถานกัมมันตจะทาํใหมปีระสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีข้ึน โดยข้ันแรกถานกัมมันตจะ
ดูดซับ BPA จนเหลือความเขมขน 3.1 และ 8.1 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังจากนั้น 
Sphingomonas sp. สายพนัธุ BP7 และ Sphingomonas  yanoikuyae BP-11R จะยอยสลาย 
BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวจนหมด  จากงานวิจยัดังกลาวนี ้ พบวาเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงไดดี แตเซลลตรึงที่ไดมีราคาแพง นอกจากนี้
ถานกัมมนัตไมสามารถยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ตองมีการกําจัดในภายหลัง จึงทําให
คาใชจายในการบําบัด BPA มีคาสูงข้ึน  ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจตรึงแบคทีเรียในวัสดุพอลิเม
อรธรรมชาติ 2 ชนิด คือเจลแลนกัมและอัลจิเนต เนือ่งจากทัง้เจลแลนกัมและอัลจิเนตมีราคาไม
แพง สังเคราะหเม็ดเจลไดงาย วิธีการเตรียมไมยุงยาก ทนตอแรงกระทาํทางกายภาพและทางเคมี 
ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซม และสามารถนํามาใชได
หลายครัง้และสามารถใชอยางตอเนื่องได  
 
2.4 เจลแลนกัม (Gellan gum) 

2.4.1 ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัเจลแลนกมั 
เจลแลนกัมเปนสารชนิดเอ็กตราเซลลูลาร แอนไอออนกิ พอลิแซกคาไรด (extracellular  

anionic  polysaccharide) ผลิตมาจากแบคทีเรียชนดิ Sphingomonas elodea โครงสราง
จัดเรียงตัวในรูปแบบเททระแซกคาไรด ซึ่งประกอบดวย (1-3)-β-D-glucose, (1-4)-β-D-
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glucuronic acid, (1-4)-β-D-glucose และ (1-4)--L-rhamnose แสดงดังรูปที่ 2.4 เมื่อนํา
โครงสรางของเจลแลนกัมมาเชื่อมขวางดวยไบวาเลนทแคทไอออน เชน Ca2+ หรือ Mg2+ จะทาํให
เกิดเปนเจล เรียกวาการเกดิเจลแบบไอโอโนโทรปก (Ionotropic gelation) (Woodward, 1988; 
Moritaka และคณะ, 2003)   การเกดิเปนเจลมหีลายรูปแบบข้ึนอยูกับสวนประกอบของแอซิล 
(Kuo และคณะ, 1986)   เจลแลนกัมมีลักษณะเปนผงคอนขางหยาบสีขาว (รูปที ่ 2.5) เปนสารที่
ละลายน้ําได แตไมละลายในเอทานอล  สวนใหญเจลแลนกัมนิยมนาํมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
มีคุณสมบัติเปนสารทีท่าํใหเกิดความขน ทาํใหเกิดเจล โดยนํามาผสมในแยม พุดด้ิง ไอศกรีม และ
โยเกิรต เปนตน (Sanderson และ Clark, 1983)   นอกจากนี้มงีานวิจัยหลายงานที่ใชเจลแลนกมั
เปนวัสดุสําหรับตรึงเซลลหรือเอนไซม เพื่อใชในการยอยสลายสารเคมีอันตราย (Lazaro และคณะ, 
2003; Wang และคณะ, 2007)  

 

 
 

รูปท่ี 2.4 ลักษณะโครงสรางของเจลแลนกัม  
(ที่มา: Omoto และคณะ, 1999)  

 

 
 

รูปท่ี 2.5 ลักษณะผงเจลแลนกัม 
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2.4.2 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกมั 
การสังเคราะหเม็ดเจลจากเจลแลนกัมจะใชสารละลายแคลซียมคลอไรดเปนตัวที่ทาํให

เกิดเปนเม็ดเจล โดยมีการกวนและใหความเย็นขณะทีท่าํการสังเคราะหเม็ดเจล เพื่อใหเม็ดเจลแข็ง
ตัวและมีความเสถียร ซึง่ขนาดของเม็ดเจลที่สังเคราะหไดข้ึนอยูกบัความเขมขนของสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด ความเขมขนของสารละลายเจลแลนกมั และเวลาท่ีใชในการสงัเคราะห 

 
ขอดี ขอเสยีของเม็ดเจลเจลแลนกัม 
เจลแลนกัมเปนสารทีม่ีราคาถูก สังเคราะหเปนเม็ดเจลไดงาย และใชสภาวะที่ไมรุนแรงใน

การสังเคราะห ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมที่นาํมาตรึง 
ทนตอความรอนสูงไดดี (Norton และ Lacroix, 1990) อยางไรก็ตามเม็ดเจลเจลแลนกัมมีความ
เสถียรนอย ดังนัน้ตองเพิ่มความเสถียรใหมีมากข้ึนโดยหาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหเม็ด
เจล และเมื่อสังเคราะหเสร็จควรนําเมด็เจลไปแชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด และเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส กอนนําไปใชลางเม็ดเจลดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดปลอดเช้ือ
และนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ เพื่อลางแคลเซียมไอออนสวนเกนิออก และเปนการเพิ่มความเสถยีรใหกบั
เม็ดเจล 

 
2.4.3 การตรึงเซลลในเม็ดเจลเจลแลนกัมเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพของเซลลในการ

ยอยสลายสารเคมีอันตราย 
การนาํเม็ดเจลเจลแลนกัมมาตรึงเซลลจลิุนทรีย จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของ

เซลลและปราศจากการปนเปอน ปองกันเซลลจากส่ิงแวดลอมภายนอก และสามารถนําวัสดุ
กลับมาใชใหมได (Wang และคณะ, 2007) งานวิจยัตอไปนี้ใชเซลลตรึงในเจลแลนกัมมายอย
สลายสารเคมอัีนตราย  

Moslemy และคณะ (2002) ศึกษาการยอยสลายน้ํามนัเช้ือเพลิง (gasoline) โดยใชกลุม
แบคทีเรียที่คัดแยกมาจากดินที่ปนเปอนน้าํมันเช้ือเพลิงมาตรึงในเจลแลนกัมแบบวธิีกักขัง พบวา
เมื่อเติมเซลลตรึงลงไปในระบบจําลองดิน น้ํามันเช้ือเพลิงความเขมขน 50, 100, 200, 400 และ 
600 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกยอยสลายทนัที ในขณะทีเ่ม่ือใสเซลลอิสระลงไป น้ํามันเช้ือเพลิงความ
เขมขน 50 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกยอยสลายทนัท ีแตที่ความเขมขน 200, 400 และ 600 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามันเช้ือเพลิงจะถูกยอยสลายวันที่ 1, 2 และ 5 ตามลําดับ  จากผลการทดลองนี้
แสดงวาเซลลตรึงจะมีชวงการปรับตัวลดลงเมื่อน้าํมนัเช้ือเพลิงมีความเขมขนสูง แตเซลลอิสระ
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จําเปนตองมีชวงการปรับตัวคอนขางนาน เมื่อน้ํามันเช้ือเพลิงมีความเขมขนสูง  ทัง้นี้เนื่องมาจาก
เจลแลนกัมมสีวนชวยในการปกปองเซลลจากความเปนพิษของน้ํามนัเช้ือเพลิง 

Wang และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายคารบาซอล (carbazole) โดยเซลลตรึง 
Sphingomonas sp. สายพันธุ XLDN2-5 ซึ่งใชวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติ 4 ชนิด ในการตรึงเซลล 
พบวาวัสดุที่ใชตรึงเซลลที่เหมาะสมสําหรับการยอยสลายคารบาซอล คือ เจลแลนกัม ซึ่งเปนวัสดุ
ตรึงที่มีการดูดซับคารบาซอลไดดี ทําให Sphingomonas sp. สายพนัธุ XLDN2-5 ที่ตรึงอยู
สามารถยอยสลายคารบาซอลไดอยางมีประสิทธิภาพ  แตนักวิจัยพบวาการตรึงเซลลดวยวิธกีาร
กักขัง จะมีปญหาในเร่ืองการแพรของสารเขาสูภายในเม็ดเจล ซึ่งสงผลใหเซลลที่ตรึงอยูภายในเม็ด
เจลใชคารบาซอลไดนอย 

 
2.5 อัลจิเนต (Alginate) 

2.5.1 ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัอัลจิเนต 
อัลจิเนตหรือทีเ่รียกวาโซเดียมอัลจิเนต (Sodium Alginate) เปนเฮเทอโรพอลีแซกคาไรด

แบบเสนตรง (heteropolysaccharide) ซึ่งสกัดมาจากสาหรายสีน้ําตาลจากทะเล เชน 
Macrocystis  pyrifera,  Laminaria  digitata,  และ Eklonia  cava เปนตน นอกจากนี้แบคทีเรีย
บางชนิดก็ผลิตอัลจิเนตได เชน Azotobacter  vinelandii และหลายสายพนัธุของ 
pseudomonads (Cassidy และคณะ, 1996)  โครงสรางอัลจิเนตประกอบดวย D-mannuronic 
acid และ L-guluronic acid (รูปที่ 2.6)  ถานาํมาเช่ือมขวางดวยไบวาเลนทแคทไอออน เชน Ca2+, 
Sr2+ หรือ Ba2+ นอกจากนี้อาจเชื่อมขวางดวยไตรวาเลนทแคทไอออน เชน Fe3+ หรือ Al3+ ทําใหเกิด
เปนเจล ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนระหวางอัลจิเนตและไบวาเลนทแคทไอออนหรือไตรวาเลนทแคท
ไอออน เรียกวาการเกิดเจลแบบไอโอโนโทรปก  ทําใหเจลมีรูพรุนขนาด 5-200 นาโนเมตร  ซึ่งทาํให
สารที่มีโมเลกลุขนาดเล็กสามารถผานได (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Li และคณะ, 
1996; Klinkenberg และคณะ, 2001; Abubakr และคณะ, 2009)  อัลจิเนตมลัีกษณะเปนผง
ละเอียดสีขาวถึงสีเหลืองน้ําตาล (รูปที่ 2.7)  เปนสารทีล่ะลายน้ําไดแตชา ไมละลายในเอทานอล
และอีเทอร   อัลจิเนตมีคุณสมบัติเปนสารที่ทาํใหเกิดความขน และความเสถยีร 
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รูปท่ี 2.6 ลักษณะโครงสรางของอัลจิเนต 

(ที่มา: www.chemyq.com/En/xz/xz1/529qguvr.htm) 
 

 
 

รูปท่ี 2.7 ลักษณะผงอัลจเินต 
 
2.5.2 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจเินต 
การเกิดเจลของอัลจิเนตเปนแบบไอโอโนโทรปก (Woodward, 1988) เชนเดียวกับเจล

แลนกัม โดยการเกิดเจลจะเกิดจากการเชื่อมขวางของไอออนระหวางหมูกรดคารบอกซิลิกของ
โซเดียมอัลจิเนตกับแคลเซียมไอออนในสารละลายแคลเซียมคลอไรด เพื่อข้ึนรูปเปนแคลเซียมอัลจิ
เนต (สมการที ่1)   การเกิดเปนเม็ดเจลข้ึนกับอุณหภูมิซึง่อยูในชวง 0 ถึง 80 องศาเซลเซียส แตถา
มีฟอสเฟต เลคเตรต และซิเตรต ซึ่งเปน chelating agents จะทําใหลดความเสถยีรของเม็ดเจล 
เนื่องจากสารทั้ง 3 ชนิดนี ้ จะไปจับกับแคลเซียมไอออนไดดี นอกจากน้ีถามีโซเดียมไอออนหรือ
แมกนีเซยีมไอออนความเขมขนสูง ก็จะทาํใหเม็ดเจลมคีวามเสถียรลดนอยลงเชนกนั ดังนัน้ความ
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เสถียรของเมด็เจลข้ึนกับความเขมขนของสารละลายอัลจิเนต ขนาดของเม็ดเจล และสวนประกอบ
ของอาหารเล้ียงเชื้อ (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Idris และ Suzana, 2006)   วิธกีารตรึง
เซลลในเม็ดเจลแบบกักขังจะแปรผันความเขมขนของอัลจิเนตระหวาง 1 ถึง 8 % (w/v) ของ
โซเดียมอัลจิเนตในน้ํา สวนสารละลายแคลเซียมคลอไรดอยูในชวง 0.05 ถึง 2 โมล การกวนและให
ความเย็นขณะทีท่ําการสังเคราะหเม็ดเจล จะทําใหเม็ดเจลแข็งตัวและมีความเสถียร ขนาดของ
เม็ดเจลที่สังเคราะหไดข้ึนกับความเขมขนของสารละลายแคลซียมคลอไรด ความเขมขนของ
สารละลายอัลจิเนต และเวลาท่ีใชในการสังเคราะห แสดงดังตารางที่ 2.4 

 
                        Na-alginate+CaCl2                       Ca-Alginate                                      (1) 
 
ตารางที่ 2.4 การเปรยีบเทียบการสังเคราะหเม็ดเจลอัลจเินต 
 

ความเขมขน
ของอัลจิเนต (%) 

ความเขมขนของสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด (โมล) 

ขนาด 
(มิลลิเมตร)

เอกสารอางอิง 

3.5 2 2 Mukerjee-Dhar และ
คณะ, 1998 

2 0.2 2.69 Lazaro และคณะ, 2003
2 0.1 2.60 Tsen และคณะ, 2003
3 2 3 Manikandan และคณะ, 

2007 
7.5 0.2 3 Chorao และคณะ, 2009
2 2 1.65-1.70 Ha และคณะ, 2009
3 2 2 Tao และคณะ, 2009

  
ขอดี ขอเสยีของเม็ดเจลอัลจิเนต 
อัลจิเนตเปนสารที่มีราคาถูก สังเคราะหเปนเม็ดเจลไดงายและใชสภาวะที่ไมรุนแรงในการ

สังเคราะห ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ และไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมที่นาํมาตรึง  
จึงเหมาะสมตอการตรึงเซลลจุลินทรียไดหลายชนิด (Cassidy และคณะ, 1996) อยางไรก็ตามเม็ด
เจลอัลจิเนตมขีอเสีย คือ มสีมบัติบวมน้ํา และมีความเสถียรนอย (Ha และคณะ, 2009)  ดังนัน้
ตองเพิ่มความเสถยีรใหมมีากข้ึน โดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงัเคราะหเม็ดเจล และเม่ือ
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สังเคราะหเม็ดเจลเสร็จใหแชในสารละลายโซเดียมคลอไรด และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
กอนนําไปใชใหลางเม็ดเจลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือและน้ํากล่ันปลอดเช้ือ เพือ่
ลางแคลเซียมไอออนสวนเกนิออก และเปนการเพิ่มความเสถียรใหกับเม็ดเจล (Manikandan และ
คณะ, 2007; Chorao และคณะ, 2009) 

 
2.5.3 การตรงึเซลลในเม็ดเจลอัลจเินตเพื่อเพิ่มประสิทธภิาพของเซลลในการยอย

สลายสารเคมีอันตราย 
เนื่องจากอัลจิเนตมีขอดีหลายประการ เชน การตรึงเซลลจุลินทรียในเม็ดเจลอัลจิเนตใช

วิธีการที่ไมยุงยาก ราคาไมแพง และไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมทีน่ํามาตรึง 
นอกจากนีย้ังชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของเซลล และปราศจากการปนเปอน ปองกนัเซลล
จากส่ิงแวดลอมภายนอก (Mukerjee-Dhar และคณะ, 1998) จากขอดีตางๆ เหลานี้ นักวิจัยจึง
สนใจนาํเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาประยุกตใชในการยอยสลายสารเคมีอันตราย ดังเชน
งานวิจยัดังตอไปนี้ 

Mukerjee-Dhar และคณะ (1998) ไดใช Rhodococcus opacus สายพนัธุ TSP203 ซึ่ง
เปนเช้ือที่สามารถยอยสลาย polychlorinated biphenyls หรือ PCBs ได มาตรึงในอัลจิเนต เพือ่
ใชในการยอยสลาย Kaneclor 300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 โดยเปรียบเทียบกับเซลล
อิสระ พบวาการยอยสลาย Kaneclor 300 และ Kaneclor 400  ทัง้เซลลอิสระและเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพใกลเคียงกัน แตการยอยสลาย Kaneclor 500 พบวาเซลลตรึงจะยอยสลายไดดีกวา
เซลลอิสระ และพบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย Kaneclor 300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 
500 ไดอยางตอเนื่องจาํนวน 3 คร้ัง ในขณะที่เซลลอิสระใชไดเพียงคร้ังเดียวเทานัน้เนื่องจากเซลล
เกิดการแตกสลายเพราะ Kaneclor  มีความเปนพิษตอเซลล 

Manikandan และคณะ (2007) ไดตรึง crude  cell extract ในอัลจิเนต ซึ่ง crude  cell 
extract ไดจากการสกัดจาก Pseudomonas aeruginosa ดวยวิธ ีultrasonic disintegration แลว
ปนเหวี่ยง เพือ่เอาสวนน้าํใสที่มีเอนไซมสําหรับการยอยสลายคลอโรเบนซีน (chlorobenzene) ซึ่ง
เปนเอ็กตราเซลลูลารเอนไซม ทาํการทดสอบใน packed bed column เพื่อใชในการยอยสลาย
คลอโรเบนซีนความเขมขน 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงแบบ crude  cell 
extract สามารถยอยสลายคลอโรเบนซีนไดเร็วกวาใชจลิุนทรียในการยอยสลาย ทีค่ลอโรเบนซีน 
ความเขมขน 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงสามารถยอยสลายคลอโรเบนซีนได 83%, 
40%  และ 46% ตามลําดับ ภายในเวลา 35 นาที  
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Ha และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลาย coumaphos ซึ่งเปนยาฆาแมลงชนิดหนึง่ และ 
chlorferon ซึง่เปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการไฮโดรไลซิส  โดยใชกลุมแบคทีเรียทีม่ีความสามารถใน
การยอยสลายสารเหลานี้มาตรึงในอัลจิเนต  พบวาเซลลตรึงในระบบถังปฏิกรณ มีอัตราการยอย
สลาย coumaphos ไดดีกวาเซลลอิสระมากถงึ 2.5 เทา สวน chlorferon พบวาเซลลตรึงมีอัตรา
การยอยสลายดีกวาเซลลอิสระมากถงึ 5 เทา ซึง่สาเหตุที่เซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายสารดีกวา
เซลลอิสระ เนือ่งจากเม็ดเจลชวยปกปองเซลลที่อยูภายในเม็ดเจลจากความเปนพษิของ 
coumaphos และ chlorferon และสวนประกอบของอัลจิเนตจะทําใหสรีระวิทยาของเซลล
เปล่ียนแปลงซึง่สงผลใหเซลลทนตอความเปนพษิของสารพิษไดดีข้ึน นอกจากนีก้ารตรึงเซลลใน
แคลเซียมอัลจิเนตจะทําใหเซลลเมมเบรนเพิ่มสภาพใหสารซึมผานได  

Tao และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Sphingomonas sp. GY2B ที่
ตรึงในอัลจิเนต ซึ่ง Sphingomonas sp. GY2B เปนเช้ือที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนท
รีนดี พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดดีทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อชนิด mineral salts 
medium (MSM) และอาหารเล้ียงเชื้อชนิด 80% artificial seawater (AS) และยอยสลายฟแนนท
รีนไดดีกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ไดมากกวา 90% ภายในเวลา 36 ชั่วโมง และยอยสลายฟแนนทรีนไดมากกวา 99.8% ใน
ชั่วโมงที ่72  

จากงานวิจยัขางตน จะเห็นวาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในเม็ดเจลมีความแตกตางกนั 
ตามวิธกีารสังเคราะหม็ดเจล สารต้ังตนทีใ่ช และเทคนคิการนําเซลลตรึงไปใชประโยชน งานวิจัยนี้
จึงไดสังเคราะหเม็ดเจลทั้งจากเจลแลนกัมและอัลจิเนต แลวนํามาตรึงแบคทีเรีย เพือ่ไปใชสําหรับ
ยอยสลาย BPA ตอไป  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 1. เคร่ือง HPLC รุน 10-AV ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
 1. เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 

 2. เคร่ืองชั่ง รุน L2200P และ  A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
 3. เคร่ืองนึง่อบฆาเช้ือ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 

    4. ตูเข่ียเช้ือแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT – 124 ของบริษัท International 
Sciencetific Supply, USA. 
 5. ตูดูดควัน (fume hood) รุน airone 12009s ของบริษทั Safelab systems, England. 

      5. เคร่ืองเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
       6. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys20 บริษัท  
 Thermospectonic, Japan.  
       7. เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Sorvall® Biofuge   
 Stratos บริษัท Heraeus, Germany. 
       8. เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 บริษัท Kubota,   
 Japan. 
   9. เคร่ืองกําเนดิเสียงความถีสู่ง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan    
 Ultrasonics, England. 
      10. ตูบมเช้ือ รุน Heraeus type B 5050 E ของบริษัท Heraeus, Germany. 
   11. เคร่ืองบด (blender) รุน MX-T31GH ของบริษัท Matsushita Electric, Taiwan. 
   12. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
   13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษทั Sanyo  
 Electric, Japan. 

  14. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 ของบริษัท 
 Forma Scientific, USA. 
 15. ปเปตต (pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, France. 
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 16. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 20 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท 
Drummond Scientific, USA. 
 17. ขวดแกวฝาเกลียว (vial) ขนาด 22 มิลลิลิตร (Screw Cap with Teflon Liner) ของ
บริษัท Lab System, Thailand. 
            18. ขวดขนาด 50 มิลลิลิตร (serum type reaction vial) ของบริษัท Supelco, USA. 
 19. ฝาปดขวดขนาด 50 มิลลิลิตร (20 mm aluminium crimp seals) 
 20. Headspace septa teflon 

21. หลอดฉีด HPLC (Shell vial clear) ของบริษัท Bellco lass Inc, USA. 
22. หวักรอง PTFE ขนาด 0.2 ไมครอน ของบริษัท Agela Technologies, USA. 
23. กระดาษกรองไนลอน ขนาด 0.45 ไมครอน ของบริษัท Albet, Spain. 
24. กระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตรต ขนาด 0.2 ไมครอน ของบริษทั Corning 

Incorporated, Germany. 
23. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.  

 24. เคร่ืองคนแมเหล็ก 
 25. เคร่ืองแกวพื้นฐานที่มีในหองปฏิบัติการ 
   
เคมีภัณฑ 
 1. บิสฟนอล เอ (Bisphenol A, BPA) ของบริษัท Merck, Germany. 
 2. อะซิโตไนไตรล (Acetonitrile) ของบริษทั Merck, Germany. 
 3. ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone, HAP) ของบริษัท Merck, Germany 
 4. กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid, HBA) ของบริษัท Merck, Germany. 
 5. กลูโคส (Glucose) ของบริษัท Merck, Germany. 
 6. สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) ของบริษัท Bio springer, France. 
 7. เปปโตน (Peptone) ของบริษัท Becton and Dickinson, USA. 
 8. เมทานอล (Methanol) ของบริษัท Fisher scientific 
 9. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
 10. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, 
Australia. 
. 11. แมกนเีซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
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 12. เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England. 
 13. แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 

14. โซเดียมครอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 
15. โซเดียมซิเตรต (C6H5Na3O7.2H2O) ของบริษัท Merck, Germany. 
16. โซเดียมอัลจิเนต (Sodium alginate) ของบริษัท Fluka, Norway. 

            17. เจลแลนกัม (Gellan gum) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA. 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย 
3.1 ภาพรวมของวิธีการดําเนินงานวิจัย 
 
      
      หาสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริม 
       การยอยสลาย BPA                               
      1. 0.1% เปปโตน                                         
       2. 0.1% กลูโคส                                           
       3. 0.1% สารสกัดจากยสีต                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย 
 

หาแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพการ
ยอยสลาย BPA ดีที่สุด 
1. Methylobacterium sp.  
2. Enterobacter sp. BPR1 
3. Bacillus cereus BPW4 
4. Enterobacter sp. BPW5 
5. Sphingobium sp. P2 
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รูปท่ี 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย (ตอ) 
 

ทราบสารอาหารที่เหมาะสม 1
ชนิด และแบคทีเรียทีย่อย
สลาย BPA ดีที่สุด 1 ชนิด

การศึกษาลักษณะและคุณสมบัติของ
วัสดุตรึงชนิดเจลแลนกัมและอัลจิเนต 
1. สัณฐานวทิยา 
2. ขนาดของเม็ดเจล 
3. การแตกของเม็ดเจล 
4. การทําปฏิกิริยากับ BPA 
5. การดูดซับ BPA

ตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขนตางๆ 
และหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน 

ตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัมและอัลจิเนต
และตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขนตางๆ ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคส 

ศึกษาความสามารถในการใช
เซลลตรึงซํ้าอยางตอเนื่อง และ
ความเสถียรของเซลลตรึง

ไดเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีที่สุด 
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3.2 การเพาะเลี้ยง Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, Bacillus cereus 
BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 

3.2.1 จุลินทรีย 
จุลินทรียที่ใชในการทดลองมี 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3,  Enterobacter 

sp. BPR1, Bacillus cereus BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 ซึ่ง
แบคทีเรียแตละชนิดคัดแยกมาจากแหลงตางๆ และมีลักษณะโคโลนีแตกตางกันเมื่อเล้ียงบน
อาหารเล้ียงเชื้อแข็ง Carbon Free Mineral Medium (CFMM) (ภาคผนวก)  ที่เติม 0.1% กลูโคส  
ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แหลงที่มาและลักษณะของแบคทีเรียแตละชนิด 
 

ชนิดแบคทีเรีย แหลงแบคทีเรีย ลักษณะแบคทีเรีย เอกสารอางอิง
Methylobacterium 
sp. NP3 

ดินที่ปนเปอนน้ํามนั โคโลนีกลมขนาดเล็ก
ขอบเรียบ สีชมพู 

นันทธร เภาราช, 2550

Enterobacter sp. 
BPR1 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาวครีม 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Bacillus cereus
BPW4 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช 
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีคอนขางกลม
ขนาดใหญ  ขอบไม
เรียบ สีขาว 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Enterobacter sp. 
BPW5 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช 
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาวครีม 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Sphingobium sp. 
P2 

ดินที่ปนเปอนน้ํามนั
ปโตรเลียม 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเ รียบ  สี เห ลือง
ออน 

Supaka และคณะ,
2001 
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3.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
          อาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อรักษาแอคทิวิตี จะข้ึนกับชนิดของ
แบคทีเรีย  โดยอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเล้ียง Methylobacterium sp. NP3 คือ อาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติมฟนอลความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM 
เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ Methylobacterium sp. NP3  สวนอาหารเล้ียงเชื้อที่
ใชในการเพาะเล้ียง Enterobacter sp. BPR1, Bacillus cereus BPW4 และ Enterobacter sp. 
BPW5 คือ อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM  ที่เติม BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลว CFMM เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ Enterobacter sp. BPR1, 
Enterobacter sp. BPW5 และ Bacillus cereus BPW4  และอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการ
เพาะเล้ียง Sphingobium sp. P2 คือ อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมน้ํามันเคร่ือง 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ 
Sphingobium sp. P2  
 
3.3 การศกึษาสารอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียแตละ
ชนิด 
 3.3.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
 นําแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, 
Bacillus cereus BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 เล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่แปรผันสารอาหาร ไดแก 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สาร
สกัดจากยีสต (Sakai และคณะ, 2007) ซึ่งสารอาหารเหลานี้เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ
ของแบคทีเรีย ถาแบคทีเรียเจริญไดดีก็นาจะสงผลใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดี เปนเวลา  2-4 วัน ดังรูปที่ 3.2  จากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวย
อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เป
ปโตน หรือ 0.1% กลูโคส หรือ 0.1% สารสกัดจากยีสต เพื่อใหเซลลมีคา OD600 เทากับ 1.0 เพื่อ
นํามาทดสอบการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
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รูปท่ี 3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคสท่ีเลี้ยงแบคทีเรียชนิดตางๆ เปนเวลา 
2-4 วนั เมื่อเปรียบเทียบกับท่ีเวลา 0 วัน 

 
3.3.2 การทดสอบการยอยสลาย BPA 
นําเซลลที่มีคา OD600 เทากับ 1.0 มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม

สารอาหารแตละชนิดใหไดคา OD600 เทากับ 0.8 และเติม BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
บมโดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 สัปดาห เก็บผลการ
ทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 เพื่อวิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลา
ตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวัดการเจริญของแบคทีเรียตามวิธีขอ 3.6.2 การทดลองนี้มีชุดควบคุม 
2 ชุด คือ  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ  BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารแตละชนิด และ BPA ความเขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอยสลาย BPA โดยไมมีการเติม
สารอาหาร ประกอบดวย อาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แบคทีเรีย ซึ่งเตรียมหัวเชื้อในอาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส เปนเวลา  2-4 วัน จากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง 
แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว CFMM  
แลวนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลใช
กลูโคสใหหมด หลังจากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที อีกคร้ัง แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM เพื่อใหเซลลมีคา OD600 
เทากับ 1.0 และ BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
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ทุกชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA และการเจริญ
ของแบคทีเรียแตละชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมสารอาหารที่ตางกัน และคัดเลือก
แบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ดีที่สุดและมีการเจริญคอนขางดี เพื่อ
นํามาใชในการทดลองข้ันตอไป 
 
3.4 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ และตรวจหา
สารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
 3.4.1 ตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ  

นําแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุดที่ไดจากขอ 3.3.2 มาใช
ทดสอบเพื่อดูประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ โดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM และเติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 ทําการทดลองตามวิธีขอ 3.3.2  
แต BPA ที่ใชในการตรวจสอบประสิทธิภาพมี 6 ความเขมขน ไดแก ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 
80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนโดยใหมีคา OD600 เทากับ 1.0 ซึ่งมี
จํานวนเซลลแบคทีเรีย 1011 CFU ตอมิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15 เพื่อวิเคราะห
ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลาตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะห
จํานวนแบคทีเรียตามวิธีขอ 3.6.2 การทดลองนี้มีชุดควบคุม 1 ชุด คือ  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ  BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 3.3.2 และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร  
  

3.4.2 การตรวจหาสารมัธยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
ตรวจหาสารมธัยันตรทีเ่กิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เพื่อวิเคราะหชนิดของ

สารมัธยนัตรทีเ่กิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลาย BPA วาเปนสารที่มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย 
(Dead end metabolite) หรือแบคทีเรียสามารถนําสารนี้ไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานได และทํานายวถิขีองการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพนัธุนี ้  โดยนําตัวอยางมา
ปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีแลวเก็บสวนน้าํ
ใส หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC โดยการฉีดสารมธัยันตรทีท่ราบมาจากงานวจิัย
กอนหนา เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทยีบ ดังเชนงานวิจัยของ Sakai และคณะ (2007) และ Zhang และ
คณะ (2007) ที่ตรวจพบสารมัธยนัตรชนดิไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน และกรดไฮดรอกซีเบนโซอกิ ที่
เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA ซึ่งมีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 3.3  ดังนั้นในการทดลองนี้
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จึงใชสารมัธยนัตรชนิดไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก เปนสารมาตรฐาน
สําหรับเปรียบเทียบ คา retention time ของสารมัธยนัตรที่เกิดข้ึน ซึง่ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนมีคา 
retention time เทากับ 2.699 สวนกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกมีคา retention time เทากับ 1.636 
 

                              
(a) ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน                  (b) กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 

 
รูปท่ี 3.3 สูตรโครงสรางของสารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 

 
 

3.5 การตรึงแบคทีเรียในวัสดุพอลิเมอรเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA และ
ศึกษาลกัษณะของเซลลตรึง 
 เนื่องจาก BPA มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียมีอัตราการรอดชีวิตนอยเม่ือ
เจอกับ BPA ความเขมขนสูง ซึ่งสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ไมดี (Zhang และคณะ, 
2007) ดังนั้นจึงทําการทดลองโดยการตรึงแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดีที่สุดดวยวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ เพื่อชวยปกปองแบคทีเรียจากความเปนพิษของ BPA และ
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงใหดีข้ึน ซึ่งวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ
ที่นํามาใชในการทดสอบมี 2 ชนิด คือ เจลแลนกัม และอัลจิเนต 
 
 3.5.1 การสังเคราะหเม็ดเจล 
         3.5.1.1 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัม 

          การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัมทําตามวิธีการของ  Wang และคณะ (2007) โดย
ละลายผงเจลแลนกัม 1 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ต้ังทิ้งไวใหเย็น หลังจากนั้นนํา
สารละลายเจลแลนกัมผสมกับอาหารเล้ียงเชื้อในอัตราสวน 3:1 แลวใชทิปขนาด 5 มิลลิลิตร ใน
การหยดสวนผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.1 M ที่กวนและใหความเย็นอยูตลอดเวลา 
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เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว  ซึ่งวิธีการสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัมตามที่กลาวมา
สามารถสรุปเปนแผนผังไดดังรูปที่ 3.4 
 

                    ผงเจลแลนกัม 1 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 

      นึ่งฆาเชื้อ 
 
                ผสม 3 สวนของสารละลายเจลแลนกัม 1% และ 1 สวนของอาหารเล้ียงเชื้อ 
 
                                                         ต้ังทิ้งไวจนไมมีฟอง 
 
                                              หยดลงในสารละลาย 0.1 M CaCl2 
 
                                                 ใหความเย็นและกวน 2 ชั่วโมง 
                                                       

  เม็ดเจลเจลแลนกัม 
 

รูปท่ี 3.4 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัม 
 

3.5.1.2 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนต 
 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนตทําตามวิธีการของ Ha  และคณะ (2009) และ 

Tsen และคณะ (2003) โดยละลายผงโซเดียมอัลจิเนต 4 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวนําไป
นึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
ต้ังทิ้งใหเย็น หลังจากนั้นนําสารละลายอัลจิเนตผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อในอัตราสวน 1:1 แลวใช
ทิปขนาด 5 มิลลิลิตร ในการหยดสวนผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.2 M ที่กวนและให
ความเย็นอยูตลอดเวลา เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว  ซึ่งวิธีการสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิ
เนตตามที่กลาวมาสามารถสรุปเปนแผนผังไดดังรูปที่ 3.5 
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                   ผงอัลจิเนต 4 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 

  นึ่งฆาเชื้อ 
 
                  ผสม 1 สวนของสารละลายอัลจิเนต 4% และ 1 สวนของอาหารเล้ียงเชื้อ 
                                                     ต้ังทิ้งไวจนไมมีฟอง 
 
                                           หยดลงในสารละลาย 0.2 M CaCl2 
 
                                              ใหความเย็นและกวน 2 ชั่วโมง 
 
                                                       เม็ดเจลอัลจิเนต 

 
รูปท่ี 3.5 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนต 

 
3.5.2 การศึกษาลกัษณะของวัสดุตรึงและเซลลตรึง 

 ลักษณะของเซลลตรึงที่ศึกษาคือ ศึกษาสัณฐานวทิยาของวัสดุตรึงและเซลลตรึง ขนาด
ของเม็ดเจล และการแตกของเม็ดเจลหลังการสังเคราะห                                   

     
    3.5.2.1 สัณฐานวทิยา  

                      ศึกษาสัณฐานวทิยาของวัสดุตรึงและเซลลตรึงทั้งเซลลภายในวัสดุตรึงกอนและหลัง
การเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติม BPA โดยการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscope หรือ SEM)   ในการเตรียมตัวอยางที่มีแบคทเีรียตรึงมีวิธกีาร
ดังนี้ แชตัวอยางใน 1% ออสเมียมเตตรอกไซด เปนเวลา 1 ชั่วโมง และลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง ขจดั
น้ําออกดวยเอทานอลที่ความเขมขน 30%, 50%, 70% และ 90% ตามลําดับ ข้ันตอนละ  10 นาที 
และตามดวยเอทานอลความเขมขน 99.99% เปนเวลา 10 นาที จาํนวน 3 คร้ัง แลวนาํไปทาํให
แหง ณ จกุวกิฤต ดวยเคร่ือง Critical Point Dryer ยีห่อ Balzers model CPD 020 จากนั้นนาํ
ตัวอยางมาติดที่แทนทองดวยน้ํายาทาเล็บ แลวนาํตัวอยางไปฉาบทองดวยเคร่ือง Ino sputter 
ยี่หอ  Balzers model SCD 040 และนําตัวอยางที่ไดไปถายภาพโดยใชเคร่ือง Scanning 
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Electron Microscope รุน JEOL, model JSM-5410LV เพื่อดูการเกาะของแบคทีเรียในเม็ดเจล 
ณ ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
 
                  3.5.2.2 ขนาดของเม็ดเจล  

         วัดขนาดของเม็ดเจล โดยการวัดดวยเคร่ือง vernier caliper ซึ่งสุมนับเม็ดเจลแตละ
ชนิดจํานวน 30 เม็ดเจล 

 
                      3.5.2.3 การแตกของเม็ดเจลหลังการสังเคราะห 
          วัดการแตกของเม็ดเจลหลังจากการสังเคราะหเม็ดเจลเสร็จ โดยนับจํานวนเม็ดเจล
ที่แตกหารดวยจํานวนเม็ดเจลทั้งหมด ตามวิธีการของ Wang และคณะ (2007) 
 

3.5.3 การศึกษาสมบัติของวัสดุตรึง 
        3.5.3.1 การทําปฏิกิริยากับ BPA 

          นําวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบกับ BPA กอน เพื่อดูวาวัสดุตรึงแตละชนิดทํา
ปฏิกิริยากับ BPA หรือไม โดยนําเม็ดเจลแตละชนิดใสในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม
สารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 และเติม BPA ความเขมขน 80 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 1 กรัม 
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน แลวสังเกตการเปล่ียนแปลง
ของอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจล  
 
          3.5.3.2 การดูดซับ BPA 
                    ทดสอบการดูดซับ BPA ของวัสดุตรึงแตละชนิด โดยนําเม็ดเจลแตละชนิดจํานวน 1 
กรัม ใสในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 และเติม BPA 
ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงเวลาที่เม็ดเจลดูดซับ BPA ไดอยางสมบูรณ และวิเคราะหปริมาณ 
BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวตามวิธีขอ 3.6.1  
 

3.5.4 การตรึงแบคทีเรียในวัสดุตรึง 
                 3.5.4.1 การตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัม 

         การตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัมทําตามวิธีขอ 3.5.1.1 โดยนาํแบคทีเรียที่เล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 เปนเวลา 3 วัน ไปปนแยก
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เซลลดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM และละลายเซลลในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ทีเติมสารอาหารทีคั่ดเลือกจากขอ 3.3.2 หลังจากนั้นนําแบคทีเรียทีม่ีเซลล
เร่ิมตนประมาณ 1014 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายเจลแลนกมั
ความเขมขน 1% (w/v) ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ใหเขากนั ต้ังทิง้ไวจนไมมีฟองอากาศ แลวหยดลงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ปลอยใหเมด็เจลแข็งตัว 2 ชั่วโมง โดยมีปริมาณเซลลสุดทายในเมด็
เจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัมเม็ดเจล ลางเม็ดเจลดวยน้าํเกลือปลอดเชื้อและน้ํากล่ันปลอดเชือ้
กอนนําไปทดลองในข้ันตอไป 
           

       3.5.4.2 การตรึงแบคทีเรียในอัลจิเนต 
         การตรึงแบคทีเรียในอัลจิเนตทาํตามวิธีขอ 3.5.1.2 โดยนาํแบคทีเรียที่เล้ียงใน

อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 เปนเวลา 3 วัน ไปปนแยก
เซลลดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM และละลายเซลลในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM และอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2  
หลังจากนั้นนาํแบคทีเรียที่มเีซลลเร่ิมตนประมาณ 1013 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
มาผสมกับสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 4% (w/v) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ใหเขากนั ต้ัง
ทิ้งไวจนไมมฟีองอากาศ แลวหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่มีการกวนเปนเวลา 2 
ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว โดยมีปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัม
เม็ดเจล ลางเม็ดเจลดวยน้ําเกลือปลอดเชือ้และน้ํากล่ันปลอดเช้ือกอนนาํไปทดลองในข้ันตอไป 

 
3.5.5 การศึกษาประสิทธภิาพของเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA 
         3.5.5.1 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 

                     นําเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมที่ไดจากวิธีขอ 3.5.4.1 จํานวน 2 กรัม ซึ่งมี
ปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัมเม็ดเจล และเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิ
เนตที่ไดจากวิธีขอ 3.5.4.2 จํานวน 2 กรัม ซึ่งมีปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU 
ตอกรัมเม็ดเจล ใสในอาหารเล้ียงเชื้อที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 10 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขมขน 
BPA ต้ังแต 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15 เพื่อวิเคราะห
ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลาตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะห
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จํานวนของแบคทีเรียทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อและแบคทีเรียในเม็ดเจล ตามวิธีขอ 3.6.2 และ 3.6.3 
การทดลองนี้มีชุดควบคุม 2 ชุด คือ  

        ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 3.3.2 และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร  

        ชุดควบคุมเพื่อศึกษาการดูดซับ BPA โดยวัสดุตรึง ประกอบดวย อาหารเล้ียงเช้ือ
จากขอ 3.3.2 วัสดุตรึงที่ไมมีแบคทีเรีย จํานวน 2 กรัม และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  

        ทุกชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เปรียบเทียบปริมาณ BPA ที่เหลืออยูของชุดทดลองตางๆ 
และคัดเลือกเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุด เพื่อนํามาใชในการทดลองข้ัน
ตอไป 

 
         3.5.5.2 ความสามารถในการใชเซลลตรึงซํ้าอยางตอเนื่อง และความเสถียร
ของเซลลตรึง 

        ศึกษาเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุด โดยตรวจสอบ
ความสามารถในการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม (Reusability) โดยเก็บเซลลตรึงที่ไดจากการ
ทดลองขอ 3.5.5.1  มากรองดวยกระดาษกรองปลอดเช้ือ เพื่อมาเล้ียงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยเติมเซลลตรึงประมาณ 10 กรัม ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 50 มิลลิลิตร 2 ชนิด คือ 
อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 
3.3.2 โดยทดสอบ BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15  โดยการปนเก็บสวนน้ําใสแลว
วิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในอาหาร
เล้ียงเชื้อและแบคทีเรียที่ตรึงในวัสดุตรึงโดยใชเทคนิค total plate count ตามวิธีขอ 3.6.2 และ 
3.6.3 เม่ือเก็บผลการทดลองครบ 15 วัน ใหเติม BPA เพิ่ม โดยใช BPA จาก stock ความเขมขน 
300 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ละลายในอะซิโตไนไตรล เพื่อใหไดความเขมขนเทากับเมื่อเร่ิมตนการ
ทดลอง ทําซ้ําหลายๆ คร้ัง เพื่อหาประสิทธิภาพของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดกี่คร้ัง 
ทั้งนี้พิจารณาจากเวลาที่ใชยอยสลาย BPA จนหมด และจํานวนแบคทีเรียที่เหลือในเม็ดเจลหลัง
จากการใชงาน ซึ่งไดทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และตรวจสอบความเสถียร (Stability) ของเซลล
ตรึง วาเซลลตรึงไมหลุดออกมาขางนอก เนื่องจากการแตกหรือการละลายของวัสดุตรึง โดยดูจาก
การทดลองการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม 
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3.6 การวิเคราะห 
 3.6.1 การวิเคราะหปริมาณ BPA  

วิเคราะหปริมาณ BPA ทีเ่หลืออยูในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวดวย HPLC ยี่หอ Shimazu 
คอลัมนชนิด Inertsil ODS-3 ขนาด 4.6x150 มม. ตามวิธกีารวเิคราะหของ Ohko และคณะ 
(2001) ซึ่งมีตัวชะสาร (mobile phase) คือ อะซิโตไนไตรล 50% และนํ้ากล่ันปลอดประจุ 50% มี
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลตที่ใชตรวจวเิคราะหคือ 275 
นาโนเมตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส โดยนาํแตละตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยเคร่ืองปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหไดสวนน้ําใส แลวนําสวนน้ําใสมา
กรองผานเมมเบรนชนิด PTFE ขนาด 0.22 ไมครอน ซึ่ง BPA มีคา retention time เทากับ 5.546 
ผลการวิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูจะคิดเปนเปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับวนัที่ 0 ซึ่งคิดเปน 
100 เปอรเซ็นต และนําพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการวเิคราะหดวย HPLC มาเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ BPA ที่ความเขมขนตางๆ เพื่อคํานวณปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชือ้
เหลวเปนมิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก) 
 

3.6.2 การวิเคราะหการเจริญของแบคทีเรียอิสระ 
การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวมีวิธวีัด 2 วิธ ีคือ วัดดวยเคร่ือง 

Spectrophotometer ที่คาการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร และเทคนิค total plate count โดยนํา
แบคทีเรียที่อยูในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM มาเจือจางเช้ือโดยวธิ ี 10-fold dilution และนํา
ความเขมขนทีเ่หมาะสมมาเกล่ียใหทั่วผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมสารอาหารที่
เหมาะสมจากวิธีขอ 3.3.2 บมเช้ือประมาณ 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง จากนัน้นับจํานวนโคโลนีในชวง 
30-300 โคโลนี แลวคํานวณคา CFU ตอมิลลิลิตร 

 
3.6.3 การวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในวัสดุตรึง 
วิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในวัสดุตรึงโดยใชเทคนิค total plate count  สําหรับ

แบคทีเรียในเจลแลนกัมจะวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียโดยนําเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีแบคทีเรีย
ตรึงอยูมาบดใหละเอียด แลว sonicate ดวยเคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 2 นาที 
หลังจากนั้นนําไปเขยาดวยเคร่ือง vortex ประมาณ 3 นาที และทําซํ้าหลายๆ คร้ังเพื่อใหแนใจวา
แบคทีเรียที่อยูในวัสดุตรึงหลุดออกมาจนหมด และนําแบคทีเรียที่หลุดออกจากวัสดุตรึงมาเจือจาง
เช้ือโดยวิธี 10-fold dilution และนําความเขมขนที่เหมาะสมมาเกล่ียใหทั่วผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ
แข็ง CFMM ที่เติมสารอาหารที่เหมาะสมจากวิธีขอ 3.3.2 บมเชื้อประมาณ 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
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จากนั้นนับจํานวนโคโลนีในชวง 30-300 โคโลนี แลวคํานวณคา CFU ตอกรัม  สวนแบคทีเรียในอัล
จิเนตจะวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียโดยเติมสารละลายโซเดียมซิเตรตความเขมขน 1% ลงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตที่มีแบคทีเรียตรึงอยู แลวนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลละลาย ตามวิธีการของ Tsen และคณะ (2003) 
หลังจากนั้นนําแบคทีเรียมาเจือจางเชื้อโดยวิธี 10-fold dilution เชนเดียวกับแบคทีเรียในเจล
แลนกัม 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง  
 

4.1 การศึกษาสารอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียแตละ
ชนิด  

การทดลองนีศึ้กษาสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3, 
Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ 
Sphingobium sp. P2  ซึ่งสารอาหารที่ใชในการทดสอบมี 3 ชนดิ คือ 0.1%   เปปโตน 0.1% 
กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต ทัง้นี้เนื่องจากเปนสารอาหารทีแ่บคทีเรียนาํไปใชไดงาย  จงึ
อาจเพิม่ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ใหดีข้ึน   

ในข้ันแรกผูวิจยัไดทําการทดลองโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร 
พบวาแบคทีเรียทุกชนิดยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดนอยมากหรือไมมีการ
ยอยสลายเลย โดยยอยสลายไดประมาณ 0-9% (รูปที่ 4.1a)  สวนการยอยสลาย BPA ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPR1 และ BPW4 สามารถ
ยอยสลาย BPA ไดมากกวา 50% ในวันที ่ 7 ในขณะที่แบคทีเรียสายพนัธุ NP3 และ BPW5 ยอย
สลาย BPA ไดตํ่ากวา 45% (รูปที่ 4.1b)  สําหรับการยอยสลาย BPA ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาแบคทีเรียทกุชนิดสามารถยอยสลาย BPA ไดคอนขางดี ซึ่ง
แบคทีเรียสายพันธุ BPR1 และ BPW4 สามารถยอยสลาย BPA ไดมากกวา 60% ในวนัที่ 7 สวน
แบคทีเรียสายพันธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA ได 51% ในขณะที่แบคทีเรียสายพนัธุ NP3 และ 
BPW5 ยอยสลาย BPA ไดประมาณ 43% (รูปที่ 4.1c)  และการยอยสลาย BPA ในอาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% สารสกัดจากยีสต  เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ทั้งหมด พบวาแบคทเีรียสายพนัธุ BPW4 ยอยสลาย BPA ไดดีที่สุด คือ สามารถยอยสลาย BPA 
ไดประมาณ 65% ในวันที ่7 ในขณะท่ีแบคทีเรียอีก 4 ชนิด ยอยสลาย BPA ไดตํ่ากวา 50% (รูปที ่
4.1d)  ในขณะเดียวกนัชดุควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM สารอาหาร และ 
BPA แตไมมีเชื้อ พบวาเมื่อเวลาผานไป 7 วัน BPA ถูกยอยสลายไดเพยีงเล็กนอย ซึง่ยอยสลายได
ประมาณ 1-9% (รูปที่ 4.1a - 4.1d) 
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รูปท่ี 4.1 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM ที่ไมมีการเติมสารอาหาร (a)  

0.1% เปปโตน (b) 0.1% กลูโคส (c) และ 0.1% สารสกัดจากยีสต (d) 
 

สําหรับการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิด พบวาแบคทีเรียทุกชนิดในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร มีการเจริญลดลงต้ังแตวนัที ่ 0 จนถึงวันที่ 7 ดังรูปที่ 
4.2a โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพนัธุ NP3 ที่มีการเจริญลดลงอยางเหน็ไดชัด โดยมีคา OD600 ลดลง
จาก 0.8 เปน 0.6  สวนการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่
เติม 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต พบวาแบคทีเรียทุกชนิดมีการ
เจริญสูงสุดในวันที่ 1 โดยมีคา OD600 เพิม่ข้ึนจาก 0.8 เปน 1.0 -1.1 และการเจริญของแบคทีเรีย

 (a)                                                    (b)

 (c)                                                    (d)
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คอยๆ ลดลงหลังจากนั้น (รูปที่ 4.2b – 4.2d)  และเม่ือเปรียบเทยีบการเจริญของแบคทีเรียใน
อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติมสารอาหารแตละชนดิ พบวาแบคทีเรียทกุชนิดในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส เจริญดีกวาเลีย้งในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน 
และ 0.1% สารสกัดจากยีสต  
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รูปท่ี 4.2 การเจริญของแบคทีเรียแตละชนิด ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM ที่ไมมีการเติมสารอาหาร (a)  

0.1% เปปโตน (b) 0.1% กลูโคส (c) และ 0.1% สารสกัดจากยีสต (d) 
 

 (a)                                                     (b)

(c)                                                     (d)
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ดังนัน้การทดลองข้ันตอไปจึงเลือก Bacillus cereus BPW4 มาตรวจสอบประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ เนื่องจากเปนแบคทีเรียสายพนัธุที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ดีที่สุด และเจริญไดคอนขางดีเมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติม 0.1% 
กลูโคส  ทัง้นีผู้วิจัยยงัเลือก Sphingobium sp. P2 มาศึกษาเพิ่มเติมอีกดวย เนื่องจากแบคทีเรียนี้
ยอยสลาย BPA ไดคอนขางดี เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ทีเ่ติม 0.1% กลูโคส และ
ยังมีความสามารถยอยสลายน้ํามัน และสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน เชน 
ฟแนนทรีนได (Supaka และคณะ, 2001) จึงคาดวาจะเหมาะสําหรับการนาํไปใชงานจริงเมื่อมีสาร
ปนเปอนหลายชนิดพรอมกนั 
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4.2 การตรวจสอบประสทิธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ และตรวจหา
สารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
 4.2.1 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 และสายพนัธุ P2 มาตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 สามารถยอยสลาย BPA ที่ความ
เขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ได 74%, 46%  และ 30% ตามลําดับ ในวนัที ่15  ในขณะ
ที่ BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มลิลิกรัมตอลิตร การยอยสลายเกิดข้ึนไดเพียง 14%, 11% 
และ 1% ตามลําดับ ในวันที ่15 ดังรูปที ่4.3a   สําหรับแบคทีเรียสายพันธุ P2 พบวาสามารถยอย
สลาย BPA ไดนอยกวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4  โดยที่ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
แบคทีเรียสายพันธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA ไดประมาณ 40% และ 30% ตามลําดับ ในวนัที ่
15  ในขณะทีค่วามเขมขน 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุ P2 ยอย
สลาย BPA ไดนอยกวา 10% ดังรูปที ่ 4.3b  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส และ BPA แตไมมีเชื้อ พบวาเมือ่เวลาผานไป 15 วนั ที่ความ
เขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.3c)  จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวา
แบคทีเรียแบบเซลลอิสระสามารถยอยสลาย BPA ไดดี เมื่อ BPA มีความเขมขนนอย (5 และ 10 
มิลลิกรัมตอลิตร)  ดังนัน้ในการทดลองตอไปจึงจะพฒันาวิธีเพิ่มความสามารถของแบคทีเรียใน
การยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงตอไป โดยตรึงเซลลแบคทีเรียในวสัดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ 
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รูปท่ี 4.3 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 (a) แบคทีเรียสาย

พันธุ P2 (b) และชุดควบคุม (c) ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่เติม 0.1% กลูโคส 

(a) 

(b) 

(c) 
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ผลการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม 0.1% 
กลูโคสและ BPA ความเขมขนตางๆ พบวาในวนัที่ 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดที่
ความเขมขน BPA 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร มคีาประมาณ 12.22, 11.97, 
11.84, 11.66, 12.00 และ 12.18 Log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเปน 9.84, 9.37, 9.30, 8.90, 8.46 และ 6.92 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 4.4a)  ทัง้นี ้BPA ทั้ง 4 ความเขมขน มกีารเจริญของแบคทีเรียสาย
พันธุ BPW4 สูงสุดในวันที่ 1 ยกเวน BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่การเจริญ
ลดลงต้ังแตวนัที ่0 

 สวนผลการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม 0.1% 
กลูโคสและ BPA ความเขมขนตางๆ พบวาในวนัที่ 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดที่
ความเขมขน BPA 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร มคีาประมาณ 11.43, 11.21, 
10.97, 11.24, 11.27 และ 11.06 Log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเปน 9.86, 9.69, 9.56, 9.41, 9.26 และ 8.39 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 4.4b)   การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ที่ BPA ความเขมขนทัง้ 
6 ความเขมขน สูงสุดในวันที่ 1 และหลังจากนั้นการเจริญคอยๆ ลดลง ซึ่งการยอยสลาย BPA ก็
คอนขางคงที ่ 
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รูปท่ี 4.4 จํานวนแบคทีเรยีสายพันธุ BPW4 (a) และแบคทีเรียสายพันธุ P2 (b) ระหวาง
การยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม  

0.1% กลูโคส 
 

(a) 

(b) 
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จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน จํานวนแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 และ P2 มีคาใกลเคียงกนั ที ่BPA ความเขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที ่
BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวนแบคทีเรียสายพันธุ P2 มีมากกวา
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 แสดงวาแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ทนตอ BPA ความเขมขนสูงไดดีกวา
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 อยางไรก็ดีเมือ่เปรียบเทียบคามิลลิกรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอน้าํหนัก
เซลลแหงและมิลลิกรัม BPA ทีถู่กยอยสลายตอ Log CFU ตอมิลลิลิตร ของแบคทีเรียทัง้ 2 สาย
พันธุ พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 มคีามากกวาแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ที่ BPA ความเขมขน 
10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร สวนที่ BPA ความเขมขน 5 และ 100 มลิลิกรัมตอลิตร 
แบคทีเรียทัง้ 2 ชนิดมีคาเทากัน (ตารางที ่4.1) แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 มีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ดีกวาแบคทเีรียสายพันธุ P2 ซึ่งงานวิจัยนี้สนใจเร่ือง
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA มากกวาการเจริญของแบคทีเรีย ดังนัน้จึงเลือกใชแบคทีเรียสาย
พันธุ BPW4 ในการทดลองขัน้ตอๆ ไป  
 
ตารางท่ี 4.1 การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียสายพันธุ 
BPW4 และ P2 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

มิลลกิรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอ
มิลลกิรัมของน้ําหนกัเซลลแหง 

มิลลกิรัม BPA ที่ถูกยอยสลาย
ตอ Log CFU ตอมิลลลิิตร 

BPW4 P2 BPW4 P2 
5 0.0100 0.0110.002 0.0110.001 0.0110.002
10 0.0170.001 0.0130.004 0.0200.001 0.0130.003
20 0.0250.005 0.0110.007 0.0290.006 0.0100.007
 40 0.0240 0.0010.002 0.0280 0.0010.002
80 0.0290.003 0.0070.003 0.0330.004 0.0080.003

100 0.0040.003 0.0040.002 0.0050.004 0.0040.002
* หมายเหตุ มลิลิกรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอมิลลิกรัมของน้ําหนักเซลลแหงและมลิลิกรัม BPA ที่
ถูกยอยสลายตอ Log CFU ตอมิลลิลิตร คํานวณจากมลิลิกรัมของน้าํหนกัเซลลแหงเร่ิมตนและคา 
Log CFU ตอมิลลิลิตรเร่ิมตน 
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4.2.2 การตรวจหาสารมัธยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
งานวิจยันี้ไดตรวจหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA แบบ

เบ้ืองตน โดยใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) เปนสารมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบคา retention 
time ของสารมัธยนัตรที่เกิดข้ึน  เมื่อนําตัวอยางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 วนัที ่0, 3, 7, 12 และ 15 มาฉีด HPLC ผลปรากฏวาวนัที ่0 
และวันที ่3 ไมมีคา retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยนัตรตัวอยาง แตการทดลองวันที ่7, 12 
และ 15 พบวามีกราฟที่มีคา retention time ประมาณ 1.636 (ภาคผนวก) ซึ่งใกลเคียงกับสารมธั
ยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะเดียวกนัชดุควบคุมที่ไมมีเชื้อ ในการทดลองวนัที ่ 0 ถึง
วันที่ 15 ไมพบวามกีราฟทีม่ีคา  retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบน
โซอิก (ภาคผนวก) โดยความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดข้ึนจากวันที ่ 7 ถึงวนัที ่ 15 มี
คาเพิ่มข้ึน (รูปที ่ 4.5)  จากผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเหน็วาเมื่อแบคทีเรียยอยสลาย BPA จะทํา
ใหเกิดการสะสมของสารมัธยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก โดยในชวงวนัแรกๆ ของการทดลอง
ไมพบสารมัธยันตรชนิดนี้เนือ่งจากมีปริมาณนอย แตเมื่อเวลาผานไปมีการสะสมของสารมากข้ึน 
จึงสามารถตรวจพบได 
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รูปท่ี 4.5 ความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลาย BPA 
ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 
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 นอกจากนีย้ังไดทดสอบวากรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดข้ึนเปน dead end product หรือ
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 สามารถนาํไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดหรือไม โดย
ทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่มีการแปรผันความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 3 
ความเขมขน คือ 50, 100 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 สามารถ
เจริญไดในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขนตางๆ โดยเฉพาะความเขมขน 
500 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุนีเ้จริญไดดีมาก และการเจริญของแบคทีเรียนี้จะคอนขาง
คงที่เมื่อเวลาผานไป 1 วนั (รูปที่ 4.6) 
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รูปท่ี 4.6 การเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ระหวางการยอยสลายกรดไฮดรอกซี

เบนโซอิก ความเขมขน 50-500 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM 
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4.3 การศึกษาลักษณะและสมบัติของเม็ดเจลและเซลลตรึง 
 จากผลการทดสอบการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ 
พบวาเซลลอิสระสามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขนตํ่า สวน BPA ความเขมขนสูง การ
ยอยสลายเกิดข้ึนไดนอยมาก  ผูวิจัยตองการเพิม่ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA โดยใชวิธีตรึง
เซลลในวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ  โดยงานวิจัยนี้ทดสอบพอลิเมอร 2 ชนิด คือ เจลแลนกัม 
และอัลจิเนต ซึ่งเปนวัสดุตรึงที่มีราคาถกู สังเคราะหเม็ดเจลไดงาย วิธกีารเตรียมไมยุงยาก ไมเปน
ตอพิษแบคทีเรียและส่ิงแวดลอม ปกปองเซลลจากสารที่มีความเปนพิษและสภาวะแวดลอมที่ไม
เหมาะสม สามารถนาํมาใชไดหลายครั้งและสามารถใชอยางตอเนื่องได และเหมาะสมตอการนาํ
ประยุกตใชในกระบวนการยอยสลายสารเคมีอันตราย (Cassidy และคณะ, 1996; Paje และคณะ
, 1998; Suzaki และคณะ, 1998; Wang และคณะ, 2007)   
  

4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลตรึงและเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด  
พบวาลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัมมีรูปรางคอนขางแบนรีและใส ผิวเรียบ มีขนาด

ประมาณ 3.0x5.0x2.0 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน ดังรูปที่ 4.7a  สวนลักษณะของเม็ดเจลอัลจิ
เนตมีรูปรางกลมและใส ผิวเรียบ มีขนาดประมาณ 3.0x3.0x3.0 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน ดังรูป
ที่ 4.7b  เมื่อทดสอบการแตกของเม็ดเจลแตละชนิดหลังการสังเคราะหเสร็จ พบวาทัง้เม็ดเจลเจล
แลนกัมและเมด็เจลอัลจิเนตไมมีการแตกของเม็ดเจล แสดงวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด มีความแข็งแรง
จึงเหมาะสมตอการนาํไปใชในการยอยสลายเคมีอันตรายตอไป 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ไปตรึงในเจลแลนกัมและอัลจิเนตโดยวิธีแบบกักขัง 
(encapsulation) พบวาลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีแบคทีเรียตรึงจะมีรูปรางคอนขางแบนรี 
สีเหลืองออนตามปริมาณเชือ้ที่ผสมกับสารละลายเจลแลนกัม  สวนลักษณะของเมด็เจลอัลจิเนตที่
มีแบคทีเรียตรึงอยูจะมีรูปรางกลม สีเหลืองออนตามปริมาณเชื้อที่ผสมกับสารละลายอัลจิเนต  
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   (a)   (b)  
 

รูปท่ี 4.7 ลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัม (a) เม็ดเจลอัลจิเนต (b) ที่ไมมีแบคทีเรีย 
 

จากการนําเม็ดเจลกอนตรึงแบคทีเรียไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยใชเคร่ือง 
Scanning Electron Microscope (SEM) พบวาลักษณะพื้นผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัม
และเม็ดเจลอัลจิเนตมีรูพรุน แตพื้นผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัมมีรูพรุนเห็นไดชัดเจนกวา 
(รูปที่ 4.8a-1 และรูปที่ 4.8b-1) เชนเดียวกับลักษณะพื้นผิวภายในของเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีรูพรุน
ขนาดใหญกวาเม็ดเจลอัลจิเนต (รูปที่ 4.8c-1 และรูปที่ 4.8d-1)  เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเม็ดเจลที่ผานการตรึงเซลล พบวาแบคทีเรียบางสวนเขาไปอยูตามรูพรุนของเม็ดเจลและ
แบคทีเรียบางสวนเกาะอยูบนผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัม (รูปที่ 4.8a-2) แตแบคทีเรียสวน
ใหญสามารถเขามาอยูภายในเม็ดเจล ดังรูปที่ 4.8b-2  สําหรับเม็ดเจลอัลจิเนต พบวาแบคทีเรีย
สวนใหญจะฝงตัวอยูตามพื้นผิวของเม็ดเจล (รูปที่ 4.8c-2 และรูปที่ 4.8d-2)  
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 (a-1)  (b-1)                         

 (c-1)  (d-1)  

 (a-2)   (b-2)        

 (c-2)  (d-2)  
 

รูปท่ี 4.8 ลักษณะพ้ืนผิวภายนอกและพ้ืนผิวภายในของเม็ดเจลเจลแลนกัม (a,b) และเมด็
เจลอัลจิเนต (c,d) กอนการตรึงเซลล (a-d -1) และหลังการตรึงเซลล 

(a-d -2) ที่กําลังขยาย 5,000 เทา 
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4.3.2 การทําปฏิกิริยากับ BPA และการดูดซับ BPA 
เพื่อดูวาเม็ดเจลแตละชนิดทําปฏิกิริยากับ BPA หรือไม  และตรวจสอบวาเม็ดเจลที่

นํามาใชวามีความสามารถในการดูดซับ BPA หรือไม  โดยการทดสอบการทําปฏิกิริยากับ BPA จะ
ใช BPA ความเขมขน 80 มิลลิกรัมตอลิตร แลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงของอาหารเล้ียงเชื้อและ
เม็ดเจล  หลังจากเขยาเปนเวลา 2 วัน พบวาในวันที่ 0 อาหารเล้ียงเชื้อที่ใสเม็ดเจลเจลแลนกัมขุน
เล็กนอย สวนอาหารเล้ียงเช้ือที่ใสเม็ดเจลอัลจิเนตใสไมมีการเปล่ียนแปลง (รูปที่ 4.9a)  และเมื่อ
เวลาผานไป 2 วัน พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด มีความขุนเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อ
เทียบกับวันที่ 0 (รูปที่ 4.9b)  ในขณะที่ลักษณะของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ไมมีการเปล่ียนแปลง ไมมี
การแตกของเม็ดเจล  จากผลการทดลองที่ไดแสดงวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ไมทําปฏิกิริยากับ BPA  

สวนการทดสอบการดูดซับ BPA จะใช BPA ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
ทั้ง 2 ความเขมขนนี้เปนตัวแทนของ BPA ความเขมขนตํ่าและสูง โดยมีชุดควบคุมที่ไมใสเม็ดเจล 
เปนตัวเปรียบเทียบ พบวาทั้ง BPA ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อที่
ใสเม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนตมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง แสดงให
เห็นวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิดนี้ดูดซับ BPA ไดเล็กนอย  ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมใสเม็ดเจลนั้นความ
เขมขน BPA มีคาลดลงเล็กนอย (รูปที่ 4.10a และ รูปที่ 4.10b)   จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวา
เม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ดูดซับ BPA ความเขมขนอ่ืนไดเล็กนอยเชนกัน และเมื่อสังเกตการเปล่ียนแปลง
ของอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจล  พบวาทั้งอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจลไมมีการเปลี่ยนแปลง (รูปที่ 
4.11a และ รูปที่ 4.11b) 

 

          (a)  (b)  
 
รูปท่ี 4.9 เม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม BPA ความ

เขมขน 80 มิลลกิรัมตอลติร ที่เวลา 0 วัน (a) และที่เวลา 2 วัน (b) 
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รูปท่ี 4.10 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากใสเม็ดเจลเจลแลนกัมและ
เม็ดเจลอัลจเินต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

                (a)    (b)  
 
รูปท่ี 4.11 ลักษณะของอาหารเลี้ยงเช้ือและเม็ดเจลเจลแลนกัม (a) เม็ดเจลอัลจิเนต (b) 

หลังจากทดสอบการดูดซับเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (a) BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลิตร

 (b) BPA ความเขมขน 80 มิลลกิรัมตอลิตร
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4.4 การศึกษาประสทิธิภาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 
 4.4.1 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ที่ตรึงในเจลแลนกมั ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส 

จากการตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของแบคทเีรียสาย
พันธุ BPW4 แบบเซลลอิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาเชื้อ
สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนตํ่าไดดี แตที่ BPA ความเขมขนสูงแบคทีเรียยอยสลายไดไม
ดี (รูปที่ 4.3a)  ดังนั้นจึงตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในเจลแลนกมั เพื่อปองกันแบคทีเรียจาก
ความเปนพษิของ BPA ที่ความเขมขนสูง แลวนาํมาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความ
เขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยนําเซลลตรึงในเมด็เจลเจลแลนกัม
จํานวน 2 กรัม ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ทีเ่ติม 0.1% กลูโคส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ทดสอบในระบบขวดเขยา 

ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลเจลแลนกัม สามารถยอยสลาย BPA 
ไดคอนขางดีที่ BPA ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร แตเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับ
เซลลอิสระ พบวาที่ BPA ทั้ง 2 ความเขมขนนี้ เซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมยอยสลาย BPA ได
นอยกวาเซลลอิสระ คือ ยอยสลาย BPA ไดเพียง 64% และ 34% ตามลําดับ ในขณะที่เซลลอิสระ
ยอยสลายได 74% และ 46% ตามลําดับ ในวันที่ 15 สวนที่ความเขมขน 20, 40, 80 และ  100 
มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลอิสระ คือ ยอยสลาย BPA ได
ต้ังแต 9-37% ในขณะที่เซลลอิสระยอยสลายไดต้ังแต 1-30% ในวันที่ 15 (รูปที่ 4.3a และรูปที่ 
4.12a)  ในขณะเดียวกันชุดควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% 
กลูโคส BPA  และเม็ดเจลเจลแลนกัม แตไมมีเชื้อ พบวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน ที่ความเขมขน
ตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.12b)  
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รูปท่ี 4.12 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ดเจล

เจลแลนกัม ในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม 0.1% กลูโคสและ BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

     

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเล้ียงเชื้อ พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง 5.75-6.94 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.13a)  สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที่ 0 ของ
การทดลอง จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม เม่ือเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง 7.90-8.75 
Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.13b)  จากรูปที่ 4.13a จะเห็นไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวันที่ 1 จํานวน
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือเพิ่มข้ึนมากถึง 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร และการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อดีที่สุดในวันที่  9  ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง  ในขณะที่
การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a)  อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว    (b) เม็ดเจลเจลแลนกัม 
 
รูปท่ี 4.13 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีเ่ติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลเจลแลนกัม 
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4.4.2 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ทีต่รึงในอัลจิเนต ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส 

นอกจากการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ใหเกิด
ไดดีข้ึนดวยการตรึงในเจลแลนกัมแลว ผูวจิยัยังไดตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในอัลจิเนตเพื่อใช
ในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA อีกดวย เนื่องจากเปนวัสดุตรึงที่มคีวามแข็งแรงและ
ไมทําปฏิกิริยากับ BPA เชนเดียวกับเจลแลนกัม จึงนําเซลลตรึง BPW4 มาศึกษาประสิทธิภาพการ
ยอยสลาย BPA ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยนําเซลลตรึงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตจํานวน 2 กรัม ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ทดสอบในระบบขวดเขยา 
             ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส สามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5, 10, 20 และ 40 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยยอยสลาย BPA ไดถึง 97%, 93%, 62% และ 48%  ตามลําดับ ในวนัที่ 15 
ในขณะที่ BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงยอยสลาย BPA ไดเพียง 
18% และ 12% ตามลําดับ ในวนัที่ 15 (รูปที่ 4.14a)  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึง่ประกอบดวย
อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส BPA  และเม็ดเจลอัลจิเนต แตไมมีเชื้อ พบวา
เมื่อเวลาผานไป 15 วัน ที่ความเขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอย (รูปที่ 4.14b)  
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รูปท่ี 4.14 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ดเจล 

อัลจิเนต ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม 0.1% กลูโคสและ BPA ความเขมขน 
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ พบวาในวันที ่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 6.40-7.35 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร  (รูปที่ 4.15a)  สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที่ 0 ของ
การทดลอง จาํนวนแบคทเีรียทัง้หมดที่ความเขมขน BPA ทัง้ 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม เมือ่เวลาผานไป 15 วัน พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 9.03-
10.67 Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.15b)  จากรูปที ่4.15a จะเห็นไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวนัที ่ 1 จํานวน
แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มข้ึนมากถึง 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร และมีการเจริญสูงสุดใน
วันที ่7 ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณ BPA ทีล่ดลง  ในขณะที่การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจล ที่ BPA 
ความเขมขนต้ังแต 5-40 มิลลิกรัมตอลิตร มีจํานวนเพิม่ข้ึนในวนัที่ 1 และคอยๆ ลดลงหลังจากนัน้ 
ในขณะที ่ BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลมี
จํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a) อาหารเลีย้งเชื้อเหลว                            (b) เม็ดเจลอัลจเินต 
 
รูปท่ี 4.15 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีเ่ติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลอัลจเินต 
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4.4.3 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ทีต่รึงในอัลจิเนต ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติม 0.1% กลูโคส 

จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ของเซลลตรึง BPW4 ในเมด็เจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนต ในอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM 
ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนตสามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 
ไดดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม     ดังนัน้จึงนาํเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาศึกษา
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่ไมเติม 0.1% กลูโคส เนื่องจากวาการบําบัด BPA ที่ปนเปอนในพื้นที่จริง การเติมกลูโคส
ลงไปจะทาํใหคาใชจายในการบําบัดมีคาสูงข้ึน มีความยุงยากในการทําและควบคุมไดยาก  
             ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่ไมเติมกลูโคส สามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร คือ เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ไดมากกวา 62%, 49% และ 43% ตามลําดับ ใน
วันที่ 15 ในขณะที่ BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงยอยสลาย BPA 
ไดเพียง 20%, 14% และ 5% ตามลําดับ ในวนัที่ 15 (รูปที่ 4.16a)  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึ่ง
ประกอบดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM BPA  และเม็ดเจลอัลจิเนต แตไมมีเชือ้ พบวาเมื่อเวลา
ผานไป 15 วัน ที่ความเขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอย (รูปที่ 4.16b)  
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รูปท่ี 4.16 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ด

เจลอัลจิเนต ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเติม 0.1% กลโูคสและ BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ พบวาในวันที ่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 4.77-6.27 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร  (รูปที่ 4.17a)   สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที ่0 ของ
การทดลอง จาํนวนแบคทเีรียทัง้หมดที่ความเขมขน BPA ทัง้ 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 
7.77-9.47 Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.17b)  จากรูปที ่ 4.17a จะเหน็ไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวนัที ่ 1 
จํานวนแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อเพิ่มข้ึนมากถงึ 5 Log CFU ตอมิลลิลิตร และมีการเจริญสูงสุด
ในวนัที่ 5 ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง แตมีจาํนวนนอยกวาแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชือ้
ที่เติมกลูโคสประมาณ 1 Log CFU ตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ารเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจล 
พบวาทกุความเขมขนของ BPA การเจริญของแบคทีเรียมีจํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a) อาหารเลีย้งเชื้อเหลว                          (b) เม็ดเจลอัลจเินต 

 
รูปท่ี 4.17 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีไ่มเติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลอัลจิเนต 
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4.4.4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ด
เจลอัลจิเนตที่ผานการบําบัด BPA  

เมื่อศึกษาลักษณะของเซลลตรึงในเม็ดเจลหลังการบําบัด BPA เปนเวลา 15 วนั พบวา
เซลลตรึงในเมด็เจลเจลแลนกัมมีขนาดเล็กลงกวาเดิมจากความหนา 2 มิลลิเมตร เปน 1 มิลลิเมตร 
เม็ดเจลนิ่มกวาเดิม เม็ดเจลบางสวนแตกเปนช้ินเล็กๆ และลักษณะของเม็ดเจลใสข้ึนเม่ือเทียบกับ
เซลลตรึงกอนการบาํบัด BPA ดังรูปที่ 4.18a และรูปที่ 4.18b  สวนเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนตมี
ขนาดใหญข้ึนจาก 3 มิลลิเมตร เปน 5 มิลลิเมตร เม็ดเจลนิ่มกวาเดิมเล็กนอย และลักษณะของเมด็
เจลใสข้ึนเม่ือเทียบกับเซลลตรึงกอนการบาํบัด BPA ดังรูปที่ 4.18c และรูปที่ 4.18d 

 

     (a)  (b)                      

     (c)  (d)  
 

รูปท่ี 4.18 ลักษณะของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม (a,b) และเม็ดเจลอัลจิเนต (c,d) 
กอนและหลงับําบัด BPA  
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การวิเคราะหดวย Scanning Electron Microscopy (SEM) เพื่อดูวาโครงสรางของเม็ด
เจลและเซลลตรึงวามีการเปล่ียนแปลงไปอยางไรหลังการบําบัด BPA ปรากฏผลดังรูปที่ 4.189 
และรูปที่ 4.19b  จากรูปจะเหน็ไดวาไมมีแบคทีเรียเกาะอยูตามพืน้ผิวดานนอกของเม็ดเจลเจล
แลนกัม แบคทีเรียสวนใหญเกาะอยูตามรูพรุนและแบคทีเรียมีจาํนวนนอยลงเม่ือเทียบกับ
แบคทีเรียกอนการบําบัด BPA  สวนลักษณะเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตพบวาแบคทีเรียที่ฝงตัว
อยูกับเม็ดเจลมีการหลุดไปบางสวน (รูปที ่ 4.19c และรูปที่ 4.19d)  ซึ่งผลการทดลองน้ีสอดคลอง
กับจํานวนแบคทีเรียในการทดลองขอ 4.4.1 และ 4.4.2 ที่พบวาในวนัที่ 15 ของการทดลอง 
แบคทีเรียในเม็ดเจลมีจํานวนลดลง     

            

    (a)  (b)  

    (c)   (d)  
 
รูปท่ี 4.19 ลักษณะพ้ืนผิวภายนอกและพ้ืนผิวภายในของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม 

(a,b) และเมด็เจลอัลจเินต (c,d) ที่ผานการบาํบัด BPA เปนเวลา 15 วัน ที่กาํลังขยาย 
5,000 เทา 
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4.5 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงมาใชยอยสลาย BPA อยางตอเนื่อง และ
ความเสถียรของเซลลตรึง 
 4.5.1 การยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนต 

จากการนาํเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวพบวาสามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลอิสระ และจํานวน
แบคทีเรียในเม็ดเจลก็ยงัมีจาํนวนมากถึง 7-10 Log CFU ตอกรัม  ดังนัน้จึงตองการทดสอบ
ความสามารถในการใชเซลลตรึงซ้ํา เพื่อดูวาเซลลตรึงสามารถใชในการยอยสลาย BPA ไดอยาง
ตอเนื่อง และยังคงมีประสิทธิภาพดีเหมือนเมื่อนํามาใชเพียงคร้ังเดียวหรือไม  

ในข้ันแรกไดเลือกความเขมขน BPA มา 1 ความเขมขน คือ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปน
ความเขมขนคอนขางตํ่าและเซลลตรึงสามารถยอยสลายไดคอนขางดี โดยทดสอบในระดับขวด
เขยาทัง้ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM  และท่ีไมเติม 0.1% กลูโคส และในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส  ในวันที ่0 ไดเติม BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบวาเซลลตรึงในอาหารเล้ียงเช้ือทีไ่มเติมกลูโคส และในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม
กลูโคส ใชเวลา 15 วนั ในการยอยสลาย BPA ไดประมาณ  43% และ 58% ตามลําดับ  จากนั้น
เติม BPA ใหมอีกคร้ังใหไดความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร แตคร้ังนี้เซลลตรึงสามารถยอยสลาย 
BPA ไดเพียง 32% และ 39% ตามลําดับ  และเม่ือเติม BPA ใหมอีกคร้ังใหไดความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอลิตร  ซึ่งคร้ังนี้เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ได 31% และ 37% ตามลําดับ ในวันที่ 
7 (รูปที่ 4.20a)    

ผลการศึกษาการเจริญของเซลลตรึงที่ยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่ไมเติมกลูโคสและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส พบวาในวันที ่ 0 
ของการทดลอง จาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดในเม็ดเจลมีคาเร่ิมตนประมาณ 12.16 และ 12.20 Log 
CFU ตอกรัม ตามลําดับ  เมื่อเวลาผานไป 35 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนลดลง 
ซึ่งมีจาํนวนเทากับ 6.09 และ 5.64 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ (รูปที่ 4.20b)  จากผลการ
ทดลองจะเหน็ไดวาเมื่อใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องเปนเวลานาน 35 วนั 
จํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดในเม็ดเจลมจีํานวนลดลงอยางเหน็ไดชัด โดยลดลงประมาณ 6 Log 
CFU ตอกรัม  
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 (a) ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%)           (b) จํานวนแบคทีเรียในเม็ดเจล 
 
รูปท่ี 4.20 การนําเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 

20 มิลลกิรัมตอลิตร อยางตอเนื่อง ลกูศรแสดงการเติม BPA ใหไดความเขมขน  
20 มิลลกิรัมตอลิตร 

 
4.5.2 การศึกษาความเสถียรของเซลลตรึงเม่ือนํามาใชยอยสลาย BPA อยาง

ตอเนื่อง 
จากผลการทดสอบการใชเซลลตรึงซ้ําอยางตอเนื่องของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิ

เนต ผลปรากฏวาเซลลตรึงสามารถทาํงานไดอยางตอเนื่องเปนเวลาถึง 35 วัน แตไมได
ทําการศึกษาตอเนื่องจากวาเม็ดเจลสวนใหญมีขนาดเล็กลงกวาเดิมมาก บางสวนก็แตกตัวจนหมด 
และเม็ดเจลมลัีกษณะใสกวากอนบาํบัดมาก ดังรูปที ่ 4.21a  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็น
วาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมีประสิทธภิาพในการเอามาใชซ้าํไดอยางตอเนื่องและมีความ
เสถียรพอสมควร  

เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเม็ดเจลอัลจิเนตและเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนตทีใ่ชบําบัด BPA อยางตอเนือ่งเปนเวลา 35 วัน โดยการวิเคราะหดวย Scanning 
Electron Microscopy (SEM) พบวาโครงสรางของเม็ดเจลมีรูพรุนมากกวาเดิม ซึ่งสงผลใหเซลล
บางสวนที่เกาะบนพื้นผิวภายนอกและรูพรุนของเม็ดเจลหลุดออกจากเม็ดเจล ดังรูปที่ 4.21b  ซึ่ง
เซลลตรึงนี้ยงัสามารถทําหนาที่ในการยอยสลาย BPA ไดอยางตอเนื่องแตมีประสิทธิภาพไมดี
เทากับนาํมาใชบําบัด BPA เปนเวลา 15 วนั 
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      (a)   (b)  
 

รูปท่ี 4.21 ลักษณะของเม็ดเจลอัลจิเนต (a) และเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตที่กําลังขยาย 
5,000 เทา (b) เมื่อใชบําบดั BPA อยางตอเนื่องเปนเวลา 35 วัน 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 
 

5.1 ผลของสารอาหารท่ีมตีอการยอยสลาย BPA 
 จากการศึกษาสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมตอการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย
แตละชนิด พบวาแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด ที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารทัง้ 3 
ชนิด สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดดีกวาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร คือ สามารถยอยสลาย BPA ไดต้ังแต 30-67% เมื่อเวลาผานไป 
7 วนั สวนในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหารนัน้ แบคทีเรียทกุชนิดยอยสลาย 
BPA ไดนอยมากหรือไมมกีารยอยสลายเลย ดังตารางที ่5.1 และชุดควบคุมที่ไมมีเชื้อ พบวา BPA 
ถูกยอยสลายไดเพียงเล็กนอย ซึง่นาจะเกดิจากกระบวนการทางกายภาพ เชน เกดิจากการยอย
สลายโดยแสงในธรรมชาติ เปนตน จากผลการทดลองนี้สอดคลองกบัการรายงานของ Sakai และ
คณะ (2007) ซึ่งศึกษาการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. BP-7 และพบวาการเติม
สารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกดัจากยีสต เปนตน จะทาํให 
Sphingomonas sp. BP-7 มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้   อยางไรก็ดี Sakai และคณะ (2007) ไมไดรายงานวา 0.1%  
เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต ทาํหนาที่อยางไรในการชวยใหการยอยสลาย 
BPA เปนไปไดดีข้ึน จึงตองทําการศึกษาตอไปในอนาคต 

จากรูปที่ 4.2a – 4.2d และรูปที่ 4.4a -4.4b จะเห็นวาแบคทีเรียทกุชนดิมีการเจริญดีที่สุด
ในวนัที่ 1 และหลังจากนัน้การเจริญของแบคทีเรียลดลง  แตการยอยสลาย BPA ยังคงเกิดข้ึนได 
เนื่องจากแบคทีเรียสามารถใชสารอาหารทั้ง 3 ชนิด ที่เติมลงไปในอาหารเล้ียงเชือ้ เพื่อเสริมเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญได สวนสาเหตุทีก่ารเจริญของแบคทีเรียลดลงหลัง
วันที่ 1 เพราะวาความเขมขนของกลูโคสทีใ่สลงไปเพียงแค 0.1% ดังนั้นแบคทเีรียจงึอาจใชกลูโคส
หมดต้ังแตวนัที่ 1 แตถาเพิ่มความเขมขนของกลูโคสมากข้ึนเปน 1-4% แบคทีเรียจะใชกลูโคส
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดมากข้ึนและเจริญมากกวาการเติมกลูโคสเพยีง 0.1% แตอาจ
ไมชวยใหการยอยสลาย BPA ดีข้ึน เพราะวาแบคทีเรียจะยอยสลายกลูโคสแทน BPA นอกจากนี้ 



 

แบคทีเรียยังสามารถใช BPA เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดเชนกนั แตใช 
BPA ไดเพยีงเล็กนอยเทานั้น ซึง่ผลการทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมเติมสารอาหารนัน้ พบวา
แบคทีเรียแตละชนิดยอยสลาย BPA ไดนอยมาก หรือ BPA ไมไดมีผลในการสงเสริมการเจริญของ
แบคทีเรีย แตอาจชวยในการชักนําการสรางเอนไซมสําหรับยอยสลาย BPA 

 
ตารางที ่5.1 เปอรเซ็นตการยอยสลาย BPA หลังบมดวยแบคทเีรียในอาหารเลี้ยงเช้ือทีม่ี 
การเติมสารอาหารเปนเวลา 7 วัน 
 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

ชนิดสารอาหาร 

ไมเติม 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส 0.1% สารสกดั
จากยสีต 

ไมมี 1%2 9%3 7%1 9%7 

NP3 9%1 37%4 43%1 46%6

BPR1 0% 58%4 61%2 37%3 

BPW4 3%0 65%4 66%2 65%7 

BPW5 4%5 43%4 43%5 48%2 

P2 0% NA 51%3 NA 
*หมายเหตุ NA หมายถงึ Not applicable 
 
 
 จากตารางที่ 5.1 จะเห็นไดวาการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ของ
แบคทีเรียทุกชนิดเกิดข้ึนไดดีที่สุดในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส และเม่ือ
เปรียบเทยีบการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมสารอาหารแตละชนิด พบวาแบคทีเรีย
ทุกชนิดในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส เจริญดีกวาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ 
เหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน และ 0.1% สารสกดัจากยีสต เนื่องจากกลูโคสเปนสารอาหารที่
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มีสูตรโครงสรางที่ไมซับซอน แบคทีเรียจึงนํากลูโคสไปใชไดงายและส่ิงมีชีวิตทุกชนดิใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ดังนัน้การเติม 0.1% กลูโคส ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM จึงเปนสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมตอการยอยสลาย BPA 
 
5.2 ชนิดของแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA 

จากผลการทดลองขอ 4.1 และขอ 4.2 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 สามารถ
ยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดดีกวาแบคทเีรียชนิดอ่ืน และสามารถยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมสารอาหารทัง้ 3 ชนิด ไดดี ดัง
ตารางที่ 5.1 นอกจากนีย้ังสามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ได
คอนขางดี และยอยสลาย BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ไดเล็กนอย 
เนื่องจากแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 เปนแบคทีเรียชนดิ Bacillus cereus ซึ่งเปนแบคทีเรียที่
สามารถสรางสปอรได ทําใหทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี เชน บริเวณที่มีการปนเปอน
สารเคมีอันตราย เมื่อแบคทีเรียทนตอสารเคมีอันตรายไดดี อาจทําใหแบคทีเรียมกีารปรับตัวและ
สามารถยอยสลายสารเคมีอันตรายไดเชนกัน  (Crawford, 1975; Setlow, 1995) นอกจากนี้
แบคทีเรียชนิดนี้ไดคัดแยกจากดินโดยวิธ ี enrichment ดวย BPA จึงทาํใหแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 มีการปรับตัวตอ BPA ไดดี ซึ่งสงผลใหมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ดีกวา
แบคทีเรียชนิดอ่ืน  สวนแบคทีเรียสายพนัธุ P2 เปนแบคทีเรียชนิด Sphingobium ซึ่งเปนแบคทีเรีย
แกรมลบ มีสวนของเซลลเมมเบรนสวนนอก (outer membrane) ซึ่งเซลลเมมเบรนสวนนอกนีม้ี
ไอออน เชน แมกนีเซียมไออน และแคลเซียมไอออน ที่เปนสวนทาํใหทนตอสารเคมอัีนตรายไดดีข้ึน 
นอกจากนี ้cell surface ของแบคทเีรียชนดินี้มีความไมชอบน้ํา (hydrophobic) มากกวาแบคทีเรีย
แกรมลบชนิดอ่ืน และท่ีเมมเบรนสวนนอกมี glycosphingolipids เปนสวนประกอบ ซึ่งสวนนี้
แบคทีเรียชนิดอ่ืนไมม ี องคประกอบตางๆ นี้ มีรายงานวาทาํใหแบคทีเรียในจีนัสนี้สามารถยอย
สลายสารที่มคีวามไมชอบน้ําไดดี (Kawahara และคณะ, 1999; Johnsen และ Karlson, 2004)  
ซึ่ง BPA ก็เปนสารทีม่ีความไมชอบน้ํา ดังนัน้ทาํใหแบคทีเรียสายพนัธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA 
ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ไดคอนขางดี แตแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ยอยสลาย BPA 
ความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร ไดนอยกวา 10% ซึ่งสาเหตุที่แบคทีเรียสายพนัธุ P2 มี 
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ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ไดนอยกวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 อาจเนื่องจากแบคทีเรีย
สายพนัธุ P2 ไมไดคัดแยกเช้ือโดยวิธ ีenrichment ดวย BPA แบบแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4  

แมวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 และ P2 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ไดดี แต 
พบวาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดลดลงหลังจากการยอยสลาย BPA  จึงคาดวา BPA หรือ
ผลิตภัณฑจากการยอยสลายของ BPA นาจะมีพษิตอแบคทีเรีย ซึง่ผลิตภัณฑที่เกดิจากการยอย
สลาย BPA ในงานวิจัยนี้คือ กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก จากรูปที ่ 4.6 พบวาแบคทเีรียสายพันธุ 
BPW4 สามารถเจริญไดในอาหารเล้ียงเชือ้ที่มีกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก แสดงวาแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 สามารถใชกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได แตที่มีการ
สะสมของสารนี้เมื่อเวลาผานไป 15 วัน (รูปที่ 4.5) อาจเนื่องจากความเปนพิษของ BPA ที่มตีอ
แบคทีเรีย ซึง่พบวาแบคทีเรียมีจํานวนลดลงเม่ือเวลาผานไป จงึไมสามารถยอยสลายกรดไฮดรอก
ซีเบนโซอกิตอได นอกจากนี้ยงัมีแบคทีเรียอีกหลายชนดิที่สามารถยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซ
อิกไดเชนเดียวกัน เชน แบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1, Sphingobium sp. สายพันธุ BP-7 และ 
Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 ซึง่แบคทีเรียเหลานี้ยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบน
โซอิกในภาวะที่มีออกซิเจน และใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ (Sakai และ
คณะ, 2007; Spivack และคณะ, 1994; Zhang และคณะ, 2007)  สวน Enterobacter cloacae 
EM ยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซอกิในภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยมีเอนไซมดีคารบอกซิเลสทาํให
ไดฟนอล (Valkova และคณะ, 2001)   

ดังนัน้งานวิจัยนี้คาดวาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิลดลง เนือ่งจากความเปนพษิ
ของ BPA ซึ่งอาจเกิดจากลกัษณะของ BPA ที่ประกอบดวยฟนอล 2 วง จงึอาจกอพิษตอแบคทีเรีย
ไดเชนเดียวกบัฟนอล โดยทั่วไปฟนอลทาํใหแบคทีเรียสูญเสียความสมบูรณของเยื่อบุเซลล ทาํให
เซลลเมมเบรน ปลดปลอยโพแทสเซียมไอออนและ ATP ออกมา และรบกวนการทาํงานของ 
membrane barrier รวมทั้งยับยั้งการทําหนาที่ของ membrane protein จึงสงผลใหแบคทีเรียตาย 
(Keweloh และคณะ, 1990 และ Heipieper และคณะ, 1992, Unell และคณะ, 2007) ผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับหลายงานวิจัยทีม่ีการศึกษากอนหนา เชน งานวิจัยของ Zhang และคณะ 
(2007) ที่ไดศึกษาการยอยสลาย BPA โดย Achromobacter xylosoxidans B-16 พบวา BPA ที่
ความเขมขนสูง (50 มลิลิกรัมตอลิตร) จะสงผลใหยับยัง้การเจริญของ Achromobacter 
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xylosoxidans B-16 เนื่องจากความเปนพษิของ BPA เพิ่มมากข้ึน ซึง่ทาํใหประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ลดลง และงานวิจยัของ Yamanaka และคณะ (2008) ทีพ่บวาการเจริญของ 
Sphingomonas sp. BP-7 ถูกรบกวนดวยความเปนพษิของ BPA ทีค่วามเขมขน 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ซึ่งแบคทเีรียแตละชนิดสามารถทนตอ BPA ไดแตกตางกัน 
 
 
5.3 ประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 

จากการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย Bacillus cereus BPW4 แบบเซลลอิสระ พบวา 
BPA มีความเปนพษิตอแบคทีเรีย โดยเฉพาะ BPA ความเขมขนสูงทําใหการเจริญของแบคทีเรีย
ลดลงมาก และสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดไดไมดี ดังนัน้จึงไดตรึงเซลลแบคทีเรีย 
Bacillus cereus BPW4 ในวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด คือ เจลแลนกมัและอัลจิเนต 
เนื่องจากวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดนี้มีรูพรุนมาก จึงคาดวาจะสงผานสารไดคอนขางดี 

 
5.3.1 ลักษณะและสมบัติของเม็ดเจล 
เมื่อวัดขนาดของเม็ดเจลที่สังเคราะหไดในงานวิจยันี ้ พบวาเมด็เจลเจลแลนกัมมีขนาด

ใหญกวาเม็ดเจลในงานวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ทีม่ขีนาด 2.57x2.57x2.57 ลูกบาศก
มิลลิเมตรตอกอน สวนเม็ดเจลอัลจิเนตมีขนาดเทากับเม็ดเจลในงานวจิัยของ Chorao และคณะ 
(2009) แตมีขนาดใหญกวาเม็ดเจลในงานวิจัยของ Tsen และคณะ (2003) และ Kiyono และคณะ 
(2007) ที่มีขนาด 2.6x2.6x2.6 - 2.7x2.7x2.7 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน เม็ดเจลทัง้ 2 ชนิด ไมมี
การแตกของเม็ดเจลเม่ือสังเคราะหเสร็จ  ในขณะทีง่านวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ที่ศึกษา
การตรึง Sphingomonas sp. XLDN2-5 ในเจลแลนกมัและอัลจิเนตเพื่อใชในการยอยสลายสาร
คารบาซอล (carbazole) พบวาเม็ดเจลอัลจิเนตมีการแตก 100% ในขณะที่เม็ดเจลเจลแลนกัมไม
มีการแตกของเม็ดเจล ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตทีใ่ชในตรึงเซลล
ตางกัน โดยในงานวิจัยนี้ไดใชสารละลายอัลจิเนตความเขมขน 4% ในขณะทีง่านวิจัยของ Wang 
และคณะ ใชสารละลายอัลจิเนตความเขมขน 3%   และเมื่อทดสอบการดูดซับ พบวาเม็ดเจลทั้ง 2 
ชนิดดูดซับ BPA ไดเล็กนอย ซึง่ถาเม็ดเจลดูดซับ BPA จะทาํใหแบคทีเรียทีถู่กตรึงสามารถนํา BPA 
ไปใชไดงาย แลวสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดไดดีข้ึน 
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5.3.2 การตรวจสอบการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 
เมื่อนําเซลลตรึง BPW4 มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 

ในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกลูโคส พบวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมยอยสลาย BPA ความเขมขน 
5 และ 10 มลิลิกรัมตอลิตร ไดนอยกวาเซลลอิสระ BPW4 (รูปที่ 4.12a) อาจเนื่องมาจากความ
เขมขน BPA นอยเกินไป BPA จึงเขาสูภายในเม็ดเจลไดนอย ทาํใหแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจ
ลยอยสลาย BPA ไดนอย ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ทีก่ลาววาการ
ตรึงเซลลแบบวิธีกกัขังจะมีผลในเร่ืองการสงผานสารเขาสูภายในเม็ดเจล นอกจากนีย้ังพบวาความ
เขมขนของสารละลายอัลจิเนตที่ใชในการสังเคราะหเม็ดเจล ก็มีผลตอการสงผานสารเขาสูภายใน
เม็ดเจล โดยพบวาความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตยิ่งมากจะทาํใหลดการสงผานสาร                         
ซึ่งงานวิจัยของ Idris และ Suzana, 2006 และงานวิจยัของ Tao และคณะ, 2009 กลาววาใช
สารละลายอัลจิเนตความเขมขน 2% ในการสังเคราะหเม็ดเจลเปนความเขมขนทีท่าํใหการสงผาน
สารเขาสูภายในเม็ดเจลไดดีที่สุด เนื่องจากในเม็ดเจลมีความหนาแนนนอยทาํใหการสงผานสาร
เกิดข้ึนไดดี ในขณะที่เซลลตรึงนี้สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
ไดดีกวาเซลลอิสระ เนื่องจากแบคทีเรียฝงอยูตัวภายในเม็ดเจล ซึง่เมด็เจลเปนสวนที่ปกปองความ
เปนพษิของ BPA ทาํใหแบคทีเรียสามารถที่จะอยูรอดและเกิดการยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลล
อิสระ สวนการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนต พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย 
BPA ทัง้ 6 ความเขมขนไดดีกวาเซลลอิสระประมาณ 17-50% เนื่องจากอลัจิเนตไดปกปอง
แบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA เชนเดียวกับเจลแลนกัม และเมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ระหวางเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมและเซลลตรึงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมกลูโคส พบวาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม โดยเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนต
สามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมประมาณ 30-60% เนื่องจาก
จํานวนแบคทีเรียของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตที่อยูทัง้ในอาหารเล้ียงเช้ือและเม็ดเจล ในการ
ทดลองวนัที่ 15 มีมากกวาจํานวนแบคทเีรียของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม ประมาณ 0.5 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร และ 2 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ อาจเนื่องมาจากอัลจิเนตสามารถปกปอง
แบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA ไดดีกวาเจลแลนกัม จากการศึกษาไดเรียงลําดับการยอย 
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สลาย BPA ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสจากนอยไปมาก คือ เซลลอิสระ < เซลลตรึงในเม็ดเจล
เจลแลนกัม < เซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนต  

 
สําหรับการเจริญของแบคทีเรียทั้งในเม็ดเจลเจลแลนกัมและในเม็ดเจลอัลจิเนตชวงวันที ่ 0 

ถึงวนัที่ 1 เพิม่ข้ึนมากถงึ 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร เนื่องจากวาลักษณะพืน้ผิวของเม็ดเจลทั้ง 2 
ชนิดมีรูพรุนมาก ทําใหแบคทีเรียมีโอกาสหลุดออกจากเม็ดเจลไดเมื่อเขยา (รูปที่ 4.8a-1 และรูปที ่
4.8c-1) การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลเจลแลนกัมในอาหารเล้ียงเชื้อดีที่สุดในวันที ่  9 (รูปที่ 
4.13a)   สวนการเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเล้ียงเชื้อดีที่สุดในวันที ่  7  (รูปที่ 
4.15a) ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง แสดงใหเหน็วาแบคทีเรียสามารถยอยสลาย BPA 
โดยใชทัง้ BPA และกลูโคสเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ นอกจากนี้จาํนวน
ของแบคทีเรียที่เพิม่มากข้ึนอาจมาจากแบคทีเรียหลุดออกจากเม็ดเจลเพิ่มมากข้ึน สําหรับการ
เจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลเจลแลนกัมลดลงต้ังแตวนัที ่0 สําหรับทุกความเขมขนของ BPA (รูป
ที่ 4.13b)   ในขณะทีก่ารเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลอัลจิเนต ที่ BPA ความเขมขนต้ังแต 5-40 
มิลลิกรัมตอลิตร เพิ่มข้ึนในวันที ่ 1 และคอยๆ ลดลงหลังจากนัน้ สวน BPA ความเขมขน 80 และ 
100 มิลลิกรัมตอลิตร การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลลดลงต้ังแตวันที่ 0 (รูปที่ 4.15b) เมื่อ
ศึกษาลักษณะของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด พบวาใสข้ึนเมื่อเทียบกับเม็ดเจลกอนการบาํบัด BPA (รูปที่ 
4.18b และรูปที่ 4.18d) และเม่ือสองเม็ดเจลดวย SEM ก็พบวาแบคทีเรียทีเ่กาะอยูกับเม็ดเจลมี
จํานวนลดลง อาจเนื่องจากแบคทีเรียตายหรือหลุดออกจากเม็ดเจล (รูปที่ 4.19b และรูปที่ 4.19d)  

 
            เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของเซลลตรึงในเม็ด
เจลอัลจิเนตทัง้ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคส พบวาการยอยสลาย BPA ความ
เขมขนตางๆ ของเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกลูโคส มีประสิทธิภาพดีกวาเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมเติมกลูโคส (รูปที่ 4.14a และ รูปที่ 4.16a) ซึ่งสอดคลองกับการเจริญของเซลล
ตรึง ทีพ่บวาการเจริญของเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสดีกวาการเจริญของเซลล
ตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมเติมกลูโคส และสอดคลองกับการยอยสลาย BPA ของเซลล
อิสระที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคส (รูปที่ 4.3a)  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเหน็วา
การยอยสลาย BPA ของเซลลตรึงจําเปนตองเติมกลูโคสลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM เพื่อ
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เสริมใหมีการยอยสลาย BPA ดีข้ึน เนื่องจากวากลูโคสที่เติมลงไป แบคทีเรียสามารถนาํไปใชเพื่อ
เสริมเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญได 
 
 
          5.3.3 การนาํเซลลตรึงมาใชยอยสลาย BPA ซํ้า 

เมื่อนําเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชซ้ําทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและ
ไมเติมกลูโคส พบวาการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ในคร้ังที ่ 2 มี
ประสิทธิภาพไมดีเทาคร้ังแรก แตเมื่อเติม BPA คร้ังที่ 3 (รูปที่ 4.20a) พบวาแบคทีเรียที่ถูกตรึงอยู
สามารถปรับตัวกับภาวะแวดลอมที่ม ี BPA ได จึงทําใหใชเวลานอยลงในการยอยสลาย BPA แต
การปรับตัวจะเกิดข้ึนอยางชาๆ  จากผลการทดลองที่ไดจะเหน็วาเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียง
เชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคสพบวามีประสิทธิภาพใกลเคียงกนัเนื่องจากวางานวิจยันี้ไดเติม
กลูโคสเพียงครั้งเดียว และผลที่ไดแสดงใหเห็นวาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมปีระสิทธิภาพใน
การเอามาใชซ้าํได และมีความเสถยีรพอสมควร  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจยัของ Mukerjee-Dhar 
และคณะ (1998) ที่ใช Rhodococcus opacus TSP203 ตรึงในอัลจิเนต ยอยสลาย Kaneclor 
300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย Kaneclor  300,  
Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 ไดอยางตอเนื่องจํานวน 3 คร้ัง  ทั้งนี้ความเสถียรของเมด็
เจลอัลจิเนตข้ึนกับความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตทีใ่ชในการสงัเคราะห  จากการศึกษากอน
หนาพบวาเขมขนของสารละลายอัลจิเนต 3% และ 4% เปนความเขมขนทีท่ําใหเม็ดเจลมีความ
เสถียรมากที่สุด (Tao และคณะ, 2009)   ขนาดของเม็ดเจล และสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ
ก็มีผลตอความเสถียรของเม็ดเจลเชนกัน  ถาในอาหารเล้ียงเชื้อมีฟอสเฟต เลคเตรต และซิเตรต ซึ่ง
เปน chelating agents จะทําใหลดความเสถียรของเม็ดเจล เนื่องจากสารทั้ง 3 ชนิดนี ้จะไปจับกับ
แคลเซียมไอออนไดดี  นอกจากนี้ถามีโซเดียมไอออนหรือแมกนีเซียมไอออนความเขมขนสูง ก็จะ
ทําใหเม็ดเจลมีความเสถียรลดนอยลงเชนกัน (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Idris และ 
Suzana, 2006)  มีการรายงานวาการเติมแคลเซียมลงในอาหารเล้ียงเช้ือกท็ําใหเมด็เจลเสถียรได 
(Mukerjee-Dhar และคณะ, 1998) 

ดังนัน้งานวิจัยนี้พบวาแบคทเีรียสายพันธุ BPW4 มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดีกวาแบคทเีรียชนิดอ่ืน และ 0.1% กลูโคส เปนสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย 
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BPA ของทั้งเซลลอิสระและเซลลตรึง นอกจากนี้การตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในอัลจิเนต 
สงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงดีข้ึนกวาการยอยสลายของแบคทีเรีย
แบบเซลลอิสระ ซึ่งเซลลตรึงยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร 
เนื่องจากวาอัลจิเนตนาจะเปนสวนที่ปกปองแบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA ได เซลลตรึงที่
ผลิตข้ึนยังสามารถนาํมาใชซ้ําได โดยมีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA คอนขางดีและมีความ
เสถียรพอสมควร  
 
 
5.4 ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจยัตอไป 

1. ควรศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสังเคราะหเม็ดเจล เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
สําหรับการตรึงเซลล เชน ใชความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตที่เหมาะสม เพื่อใหไดขนาดเม็ด
เจลที่มีความเสถียรมากกวาเดิม และใหมกีารสงผานของสารดีข้ึน หรือหาระยะเวลาท่ีทําใหเม็ดเจล 
แข็งตัว สําหรับนําไปใชงานในอนาคต 

2. หาวัสดุตรึงที่มีความแข็งแรงมากกวาเจลแลนกัมและอัลจิเนต เชน ไบโอเซอร (biocers) 
ซึ่งเปนการใชซิลิกาและเซรามิกในการตรงึแบคทีเรียโดยเตรียมผานกระบวนการโซล-เจล ซึ่งการ
เตรียมไบโอเซอรมีหลายวิธีเพื่อใหเหมาะสมกับการใชงาน เชน coated biocer, fiber-reinforced 
biocers และ freeze-gelation biocers เปนตน (Fiedler และคณะ, 2004; Soltmann และคณะ, 
2008)  หรือใชวัสดุตรึงชนิดอ่ืนที่มีความแข็งแรงรวมกับเจลแลนกัมหรืออัลจิเนต เชน ตรึงแบคทีเรีย
ในอัลจิเนตและเคลือบผิวดวยซิลิกา ซึง่ซลิิกาจะชวยใหแบคทีเรียไมหลุดออกจากเมด็เจลอัลจิเนต 
โดยสวนใหญอัลจิเนตจะเปราะบางจึงทําใหแบคทีเรียหลุดไดงาย (Collone และคณะ, 2008) เมื่อ
ไดวัสดุตรึงที่มคีวามแข็งแรงทําใหนาํกลับมาใชซ้ําไดอยางตอเนื่องนานกวา 35 วนั 

3. อาจใชเชื้อผสมระหวาง Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. สายพนัธุ 
BP-7 หรือ Achromobacter xylosoxidans สายพนัธุ B-16 สําหรับการตรึงเซลล ซึง่ 
Sphingobium sp. สายพนัธุ BP-7 และ Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 เปน
แบคทีเรียสามารถยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกได (Sakai และคณะ, 2007; Zhang และคณะ
, 2007) เพื่อใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีข้ึน 
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4. จากงานวิจัยนี้ไดทําการทดลองในระบบขวดเขยาเทานั้น เราควรเพิ่มการทดลองใน
ระบบถังปฏิกรณ เพื่อศึกษาและพัฒนาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA ตอไป  
ซึ่งการปนเปอน BPA ในส่ิงแวดลอมที่เกิดจากน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตรายมีความ
เขมขน 17.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ในขณะที่เซลลตรึงที่ผลิตข้ึนจาก
งานวิจยันี้สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตรไดดี ดังนัน้สามารถนาํเซลล
ตรึงที่ผลิตข้ึนมาใชบําบดั BPA ที่ปนเปอนในแหลงน้ําโดยใชระบบถงัปฏิกรณ โดยทดสอบทัง้ใน
ระบบที่ไมมีกลูโคสและมีกลูโคส โดยระบบที่มีกลโูคสจะเปนแบบการเติมแบบตอเนื่อง หรืออาจใช
วัสดุตรึงชนิดอ่ืนที่มีความแข็งแรงมากกวาอัลจิเนต เชน ไบโอเซอร เปนตน หรือใชซลิิการวมกับอัลจิ
เนตในการตรึงแบคทีเรีย เพื่อปองกันไมใหแบคทีเรียหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย สงผลให
ประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดข้ึนไดดี และถาใชวสัดุตรึงที่มีความแข็งแรงก็เหมาะที่จะนํามาใช
บําบัด BPA ไดอยางตอเนื่องในถงัปฏิกรณ (Fiedler และคณะ, 2004; Collone และคณะ, 2008; 
Soltmann และคณะ, 2008) 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 
1. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) 
 
 ก. แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)   3.0       กรัม 

  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO412H2O)   5.5       กรัม 
  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8       กรัม 

 ข. แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO47H2O)   0.01     กรัม 

  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl36H2O)   0.005   กรัม 

  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl22H2O)   0.005   กรัม 
 
 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้าํกล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดาง 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนัน้นึง่ฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี เติม
สารละลายในสวน ข. ที่ทาํการเตรียมแยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเช้ือโดยกรองผานชุดกรอง
สําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทาํการนึง่ฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
  
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM ละลายผงวุน 
15 กรัม ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย ก. ปรับคาความเปนกรด-ดาง 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนัน้นึง่ฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิง้ไวจนได
อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซยีส จึงเติมสารละลายในสวน ข.ที่ปราศจากเชื้อแลวกอนนาํไปใช 
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3. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+glucose 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มกลูโคส 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือกอนนาํไปนึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี
 
4. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+peptone 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มเปปโตน 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อกอนนาํไปนึง่ฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
5. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+yeast extract 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มสารสกัดจากยีสต 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือกอน
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
1. สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 
  
 ชั่งแคลเซียมคลอไรด 11.102 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร สุดทายจะไดสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร นึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
 
2. สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.2 โมลาร 
 
 ชั่งแคลเซียมคลอไรด 22.204 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร สุดทายจะไดสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.2 โมลาร นึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
3. สารละลายโซเดียมซิเตรต 1% 
 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. สารละลายเจลแลนกัม 1% 
 
 ชั่งเจลแลนกัม 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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5. สารละลายโซเดียมอัลจิเนต 4% 
 
 ชั่งโซเดียมอัลจิเนต 4 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
6. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 
 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้าํกล่ัน 100 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
7. 70% เอทานอล 
  
 ละลายเอทานอลสัมบูรณ ปริมาตร 700 มิลลิลิตร ในน้าํกล่ันปลอดประจุปริมาตร 300
มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
ตารางที่ ค.1 ความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบัเซลลอิสระ 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

1 8417 8143 8275 8278.33 137.03
2.5 20267 20805 20086 20386 373.98
5 42863 42558 41523 42314.67 702.36

10 85165 87572 82885 85207.33 2343.79
20 169116 167016 167972 168034.70 1051.40
40 363673 351660 327907 347746.70 18201.30

y = 8626.3x

R2 = 0.9996
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รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบั 
เซลลอิสระ 
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ตารางที่ ค.2 ความเขมขนของ BPA ที่ความเจือจาง 1,000 เทา สําหรบัเซลลตรึงและเซลล
อิสระ 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

2.5 20267 20805 20086 20386 373.98
5 42863 42558 41523 42314.67 702.60
10 85165 85572 82885 84540.67 1448.22
20 126116 126777 130972 127955 2633.62
40 263673 261660 327907 284413.30 37680.07
80 517671 518070 524623 520121.30 3903.66

160 1219890 1325921 1378430 1308080 80761.69 

 

y = 7989.8x 

R2 = 0.9889
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รูปท่ี ค.2 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบั 
เซลลตรึงและเซลลอิสระ 
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ตารางที่ ค.3 ความเขมขนของ HBA 
 

ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

0.125 15002 15976 16772 15916.67 886.49
0.25 21506 21681 21751 21646 126.19
0.5 33281 33300 33611 33397.33 185.28
1 55010 55046 56022 55028 574.17
2 83552 86801 98071 89474.67 7619.82
4 149011 160544 161234 156929.7 6866.44

 

y = 36119x 
R2 = 0.9969
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รูปท่ี ค.3 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ HBA 
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ภาคผนวก ง 
 

ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู 
 

ตารางท่ี ง.1 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของชุดควบคุม ในการยอยสลาย 
BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.13 4.17 4.48 0 4.67 5.00 5.54
1 3.90 4.06 4.56 1 4.55 4.61 4.84
3 4.04 4.18 4.43 3 4.52 4.55 4.71
5 4.24 4.41 4.56 5 4.52 4.62 4.65
7 4.08 4.22 4.41 7 4.46 4.53 4.75

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 4.74 5.27 5.28 0 4.62 4.65 5.62
1 4.50 4.90 5.39 1 4.44 4.99 5.46
3 4.17 4.78 5.65 3 4.66 4.95 5.07
5 4.58 4.82 4.98 5 4.40 4.61 5.16
7 4.37 4.87 4.92 7 4.30 4.52 4.66
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ตารางท่ี ง.2 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของ Methylobacterium sp. NP3
ในการยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 3.88 4.58 4.76 0 3.79 3.86 5.27
1 3.92 4.24 4.41 1 3.50 3.79 4.05
3 3.98 4.35 4.43 3 3.35 3.57 3.77
5 3.98 4.31 4.45 5 3.03 3.21 3.85
7 4.01 4.22 4.29 7 2.25 3.26 3.44

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 4.30 4.52 4.75 0 4.33 4.37 5.62
1 3.83 3.86 3.98 1 4.19 4.62 4.90
3 2.97 3.60 4.44 3 4.28 4.35 4.62
5 2.38 3.23 3.25 5 3.57 4.29 4.56
7 2.42 2.54 2.79 7 2.39 2.61 2.70

 
ตารางท่ี ง.3 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของ Enterobacter sp. BPR1 ใน
การยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลกิรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.15 4.80 5.03 0 4.23 4.31 4.53
1 4.89 5.19 5.51 1 4.15 4.28 4.34
3 4.30 4.92 5.86 3 4.02 4.13 4.24
5 4.54 5.22 5.81 5 2.65 3.02 3.26
7 4.58 4.99 5.02 7 1.68 1.70 2.08
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เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 4.17 4.91 5.16 0 4.50 4.97 5.05
1 4.29 4.34 5.09 1 3.09 4.13 4.16
3 3.30 3.92 4.17 3 3.09 3.41 3.41
5 2.70 2.75 2.75 5 3.11 3.36 3.42
7 1.71 1.84 1.93 7 2.98 3.01 3.13

 
ตารางท่ี ง.4 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของ Bacillus cereus BPW4 ใน
การยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลกิรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.52 5.21 5.22 0 4.82 5.03 5.28
1 4.89 5.02 5.18 1 4.70 4.73 4.90
3 5.04 5.13 5.20 3 4.53 4.70 4.79
5 5.08 5.12 5.20 5 3.04 3.33 3.88
7 4.80 5.08 5.33 7 2.20 2.44 2.67

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 4.79 5.08 5.35 0 4.40 4.49 4.60
1 3.43 4.49 4.50 1 2.76 2.79 3.14
3 3.51 3.75 4.47 3 2.39 2.88 2.94
5 2.46 3.77 4.01 5 2.00 2.41 2.50
7 1.68 1.70 1.72 7 1.27 1.50 1.98
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ตารางท่ี ง.5 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของ Enterobacter sp. BPW5 ใน
การยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลกิรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 5.12 5.63 6.12 0 4.40 4.41 5.46
1 5.30 5.59 6.15 1 4.06 4.42 4.42
3 5.37 5.62 6.05 3 3.78 4.28 4.50
5 5.22 5.38 6.04 5 3.67 3.97 4.40
7 5.39 5.60 5.79 7 2.83 2.93 3.88

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 4.23 5.04 5.12 0 4.23 5.04 5.12
1 4.17 4.42 4.65 1 4.17 4.42 4.65
3 4.15 4.20 4.53 3 4.15 4.20 4.53
5 2.71 2.85 3.15 5 2.71 2.85 3.15
7 2.33 2.72 3.21 7 2.33 2.72 3.21

 
ตารางท่ี ง.6 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของ Sphingobium sp. P2 ในการ
ยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.42 4.67 4.98 0 4.71 4.74 5.41
1 4.36 4.66 5.20 1 3.77 4.04 4.30
3 4.35 4.48 4.66 3 2.48 3.02 3.09
5 4.25 4.40 4.68 5 1.99 2.55 2.66
7 4.92 5.24 5.47 7 2.20 2.46 2.60
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ตารางท่ี ง.7 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของชุดควบคุม ระหวางการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 5.35 5.49 5.55 0 10.71 10.77 10.78
1 5.29 5.71 5.53 1 10.71 10.78 10.81
3 5.06 5.40 5.60 3 10.70 10.82 10.84
5 4.32 5.23 5.44 5 8.86 10.58 10.91
7 4.52 5.27 5.33 7 10.05 10.68 10.79
9 4.85 5.05 5.19 9 9.87 10.09 10.59
12 4.55 5.10 5.20 12 10.44 10.49 10.60
15 4.94 5.18 5.47 15 10.04 10.22 11.01
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 20.81 21.94 23.07 0 45.41 47.50 47.19
1 21.24 21.28 22.70 1 47.10 47.11 47.12
3 18.99 21.82 23.09 3 44.45 44.53 44.66
5 19.23 21.80 22.93 5 38.72 43.99 45.22
7 19.69 19.94 21.38 7 39.08 41.90 41.90
9 19.57 19.97 21.57 9 41.90 42.62 43.87
12 19.71 20.56 21.33 12 41.02 41.43 42.03
15 19.31 21.07 21.24 15 39.19 41.01 44.32
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 77.30 77.36 78.18 0 90.10 90.86 97.43
1 77.08 79.25 82.41 1 91.31 93.38 95.21
3 72.77 74.64 75.86 3 84.56 87.64 87.84
5 68.89 71.80 76.02 5 87.39 88.18 88.24
7 75.17 75.46 80.43 7 86.04 86.95 90.41
9 69.78 75.42 81.07 9 79.37 86.92 89.43
12 69.39 74.25 79.45 12 80.78 84.40 88.66
15 58.54 74.61 75.69 15 78.16 85.62 84.42

 
ตารางท่ี ง.8 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรมัตอลิตร) ของ Bacillus cereus BPW4 
ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.46 4.55 5.03 0 10.05 10.33 10.91
1 4.01 4.50 4.59 1 9.62 9.94 10.38
3 3.78 3.81 4.17 3 9.03 9.18 9.94
5 3.09 3.21 3.37 5 8.78 9.07 9.52
7 3.10 3.22 3.25 7 7.93 8.31 8.53
9 2.85 2.93 3.31 9 6.77 6.85 7.32
12 2.02 2.44 2.54 12 5.21 5.59 6.27
15 1.84 1.92 2.15 15 5.01 5.72 6.13
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 22.88 23.25 23.40 0 45.41 45.87 46.27
1 21.30 21.50 21.58 1 43.79 45.15 45.26
3 20.39 20.60 21.20 3 40.91 41.31 44.06
5 20.46 21.01 21.53 5 38.55 40.75 42.27
7 18.79 21.07 21.26 7 38.48 38.98 40.28
9 15.30 17.34 17.48 9 38.96 39.17 39.24
12 15.57 15.98 18.06 12 38.68 39.04 39.13
15 14.81 15.97 17.99 15 38.98 39.40 39.63
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 75.29 76.08 75.81 0 95.73 99.60 104.46
1 73.26 74.79 75.94 1 96.03 104.22 104.47
3 76.37 80.46 81.15 3 96.43 98.45 99.98
5 67.42 68.90 69.83 5 90.37 94.67 98.78
7 67.68 69.33 70.15 7 89.65 97.30 98.22
9 65.40 65.46 70.13 9 100.28 102.25 103.44
12 66.90 67.36 71.58 12 97.98 104.16 110.60
15 66.82 68.76 71.56 15 95.80 99.20 102.58
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ตารางท่ี ง.9 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของ Sphingobium sp. P2 
ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 5.61 5.68 6.40 0 8.94 10.12 10.24
1 3.12 3.88 4.35 1 7.09 8.40 9.26
3 3.22 3.70 4.07 3 6.55 7.47 7.61
5 2.76 3.19 3.81 5 6.60 7.09 7.12
7 3.07 3.61 3.72 7 5.93 7.05 7.43
9 2.82 3.12 3.76 9 5.10 6.91 8.34
12 2.94 3.61 3.86 12 5.80 6.41 7.19
15 3.36 3.54 3.45 15 5.51 7.10 8.17
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 17.59 18.61 20.78 0 37.00 41.60 42.39
1 15.23 16.76 22.48 1 36.64 39.06 42.22
3 14.71 15.88 21.04 3 36.34 39.91 41.81
5 15.27 15.79 21.17 5 35.82 37.02 41.20
7 14.39 15.37 21.82 7 37.15 37.79 41.01
9 13.34 15.67 21.37 9 35.05 39.38 40.97
12 15.11 15.17 20.55 12 37.99 38.87 40.16
15 13.58 17.04 19.56 15 37.22 41.58 41.88
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 70.25 76.57 85.54 0 102.69 103.34 105.31
1 73.79 75.23 81.57 1 95.98 96.68 105.17
3 78.47 79.77 83.02 3 97.24 102.54 113.96
5 79.60 82.62 84.48 5 90.69 103.07 112.06
7 73.54 76.50 86.37 7 100.53 103.46 108.95
9 72.48 72.98 84.04 9 95.28 103.39 105.84
12 73.12 77.74 84.98 12 94.29 100.96 103.33
15 67.91 75.09 92.94 15 103.27 104.51 105.84

 
ตารางท่ี ง.10 ปริมาณ BPA ท่ีเหลอือยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมเม็ดเจลเจล
แลนกัม ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้ง
เช้ือท่ีเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 3.90 5.02 6.06 0 9.98 10.32 10.55
3 3.76 5.26 5.33 3 9.37 10.27 10.48
7 3.52 4.97 6.12 7 9.35 9.54 10.30
12 3.56 4.88 5.72 12 9.51 10.02 10.17
15 3.55 5.29 5.49 15 9.65 9.39 11.65
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 12.82 16.79 21.23 0 33.67 40.59 43.74
3 14.16 17.29 22.97 3 34.24 41.99 43.88
7 14.18 15.82 19.20 7 33.53 36.00 43.09
12 14.01 17.79 20.45 12 32.53 39.62 42.28
15 13.37 14.48 20.45 15 30.13 33.08 42.28
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 77.58 86.76 86.86 0 101.37 104.14 106.02
3 74.58 78.18 83.99 3 98.53 103.13 104.78
7 72.60 74.68 83.82 7 96.72 102.77 104.53
12 73.68 76.63 82.93 12 95.23 96.03 97.79
15 72.94 77.27 85.48 15 87.76 90.99 103.51
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ตารางท่ี ง.11 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลเจลแลนกัม ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรมัตอลิตร ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.85 5.42 5.72 0 10.46 10.75 10.97
1 4.25 4.74 5.19 1 8.52 8.97 10.13
3 3.73 4.22 4.86 3 8.38 9.14 9.72
5 3.52 4.23 4.49 5 8.27 8.93 9.84
7 2.85 3.70 4.12 7 7.81 8.78 11.26
9 2.72 2.76 3.70 9 7.76 8.46 8.61
12 2.38 2.63 3.69 12 7.62 8.01 8.36
15 2.43 2.47 2.70 15 7.51 8.12 8.64
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 15.86 18.85 20.72 0 39.60 40.39 41.40
1 11.53 16.58 18.72 1 37.60 39.20 40.26
3 11.44 13.31 14.44 3 35.14 36.40 37.17
5 11.94 12.56 13.10 5 34.56 36.20 38.35
7 10.49 11.88 13.93 7 34.29 35.46 38.55
9 10.28 11.35 13.48 9 33.86 35.38 38.80
12 10.20 11.03 12.55 12 33.68 35.05 38.54
15 10.56 12.03 12.19 15 32.98 34.85 38.37
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 71.05 74.93 80.78 0 93.38 101.21 105.67
1 70.65 71.90 81.17 1 92.33 98.85 106.01
3 68.79 70.35 84.97 3 93.67 98.35 104.28
5 66.47 76.02 78.15 5 90.67 101.90 105.69
7 65.10 78.12 78.98 7 87.51 96.72 100.38
9 64.82 74.19 75.53 9 85.69 93.52 102.82
12 64.49 73.94 81.53 12 84.34 96.65 101.93
15 64.24 71.94 71.94 15 84.14 96.85 101.43

 
ตารางท่ี ง.12 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมเม็ดเจลอัลจิเนต 
ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.60 4.91 6.06 0 8.23 9.82 10.05
3 4.46 4.72 5.96 3 7.78 9.78 9.98
7 4.40 4.41 5.60 7 7.67 9.58 9.77
12 4.28 4.89 5.17 12 7.39 9.15 9.92
15 4.80 4.98 4.99 15 7.40 9.27 9.90
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 18.43 20.18 20.26 0 38.85 40.36 41.49
3 18.23 17.73 19.35 3 39.71 41.91 43.88
7 18.20 18.46 18.57 7 38.10 40.53 41.32
12 18.45 19.62 20.63 12 35.55 39.77 40.22
15 17.55 19.58 20.49 15 34.21 39.32 40.48
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 75.12 80.16 89.87 0 97.05 103.76 104.88
3 77.13 78.04 84.75 3 92.64 92.89 103.53
7 74.90 77.14 80.23 7 96.21 96.85 100.64
12 73.28 74.32 84.28 12 82.64 97.74 98.01
15 75.52 77.59 80.84 15 85.38 96.35 97.30

 
ตารางท่ี ง.13 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.35 4.71 4.76 0 9.72 10.21 10.76
1 3.79 3.93 4.52 1 9.39 9.64 10.11
3 3.52 3.80 4.03 3 8.76 9.03 9.70
5 2.57 2.61 2.75 5 6.89 7.01 7.32
7 1.20 1.22 1.24 7 5.44 5.64 5.65
15 1.09 1.10 1.13 15 5.24 5.34 5.57

 

111



 

42

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 21.61 22.20 22.44 0 35.24 36.39 36.40
1 17.26 19.55 21.87 1 32.53 35.89 36.02
3 11.73 17.34 17.64 3 32.23 32.64 34.88
5 11.42 13.04 16.48 5 26.26 27.47 33.07
7 9.11 12.08 15.78 7 26.07 27.45 32.73
9 8.78 11.58 15.51 9 25.04 25.56 30.86
12 8.13 11.03 15.05 12 23.05 23.79 25.96
15 7.55 9.09 11.44 15 22.57 23.18 24.91
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 70.59 73.90 78.27 0 96.95 104.28 108.33
1 70.96 71.44 78.00 1 96.34 104.24 105.16
3 69.39 69.44 76.77 3 95.96 100.62 103.85
5 67.10 70.38 76.72 5 95.15 98.44 105.86
7 69.20 69.27 73.65 7 94.27 96.18 102.69
9 67.58 67.96 72.64 9 NA NA NA
12 64.80 66.60 74.64 12 NA NA NA
15 58.71 62.78 72.30 15 92.63 93.89 98.42

*หมายเหตุ NA หมายถงึ Not applicable 
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ตารางท่ี ง.14 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมในเม็ดเจล 
อัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.34 4.51 4.51 0 9.21 9.96 10.12
3 4.27 4.49 4.51 3 9.16 9.85 10.09
7 4.14 4.46 4.49 7 9.66 9.88 10.02
12 4.10 4.40 4.44 12 9.33 10.03 10.07
15 4.03 4.37 4.39 15 8.99 9.97 10.08
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 20.92 23.62 24.47 0 33.94 34.30 36.99
3 20.95 23.73 24.41 3 33.92 34.21 36.48
7 20.79 23.30 25.01 7 33.84 34.53 36.99
12 20.64 23.13 24.55 12 33.56 34.18 37.85
15 20.42 22.59 24.63 15 33.43 34.81 35.82
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 76.46 79.94 81.42 0 100.07 101.65 106.37
3 73.88 79.46 81.35 3 99.98 101.47 106.27
7 72.54 78.96 81.30 7 99.72 102.92 105.18
12 75.08 78.46 81.13 12 99.60 102.54 106.34
15 75.06 76.60 82.34 15 99.35 100.69 106.26
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ตารางท่ี ง.15 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.00 4.40 4.99 0 8.91 9.77 9.79
1 3.77 4.38 4.62 1 8.68 9.53 9.56
3 3.46 4.03 4.34 3 8.21 8.95 9.28
5 3.10 3.15 4.00 5 7.27 7.87 9.56
7 2.31 2.98 3.14 7 6.57 7.20 7.76
9 2.00 2.63 3.13 9 6.02 6.88 7.27
12 1.81 2.34 3.11 12 5.35 6.42 6.77
15 1.56 1.59 4.02 15 3.62 5.14 5.81
เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 20.39 20.97 22.78 0 34.30 35.28 35.78
1 19.22 20.56 25.91 1 32.68 35.47 35.70
3 15.76 17.67 21.28 3 30.86 32.51 34.08
5 13.82 16.85 20.89 5 27.13 28.95 33.67
7 11.88 15.34 18.74 7 26.13 29.00 31.89
9 11.74 14.64 16.09 9 26.03 28.73 31.42
12 11.26 12.60 12.70 12 26.27 29.41 30.54
15 10.90 12.28 13.76 15 25.86 28.52 30.45
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 74.55 79.62 88.91 0 87.31 99.35 103.04
1 73.86 77.66 88.59 1 87.09 99.48 102.61
3 73.97 76.49 86.70 3 91.90 99.00 102.41
5 72.69 78.78 83.52 5 86.85 98.96 100.52
7 74.43 78.30 83.24 7 86.72 98.86 99.28
9 73.24 78.68 82.30 9 86.53 97.15 98.54
12 70.26 74.93 87.62 12 87.70 94.02 99.60
15 67.95 72.79 80.63 15 86.35 95.47 96.71

 
ตารางท่ี ง.16 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึงในเม็ดเจล 
อัลจิเนต เม่ือใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลิตร อยางตอเน่ือง 
ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
กลูโคส 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 21.61 22.20 22.44 0 20.39 20.97 22.78
7 9.11 12.08 15.78 7 11.88 15.34 18.74
14 7.55 9.09 11.44 14 10.90 12.28 13.76
14 20.25 20.52 21.68 14 20.59 20.72 22.12
21 13.98 14.59 16.47 21 15.12 15.26 17.32
28 11.33 12.81 13.73 28 12.52 14.40 16.22
28 20.94 22.50 22.78 28 19.48 23.45 23.48
35 13.44 13.61 14.57 35 14.22 15.67 16.01
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ภาคผนวก จ 
 

จํานวนแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเช้ือ และในเม็ดเจล 
 

ตารางท่ี จ.1 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Methylobacterium sp. 
NP3 ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 0.749 0.794 0.910 0 0.807 0.831 0.789
1 0.760 0.801 0.868 1 1.204 1.106 1.075
3 0.764 0.767 0.840 3 1.015 1.100 0.989
5 0.605 0.610 0.747 5 1.050 1.016 0.970
7 0.598 0.613 0.751 7 1.027 0.994 0,982

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.826 0.831 0.836 0 0.741 0.727 0.758
1 1.092 1.130 1.186 1 1.117 1.122 1.099
3 1.039 1.076 1.128 3 1.081 1.005 0.946
5 0.969 1.043 1.061 5 0.919 0.926 0.884
7 0.915 0.986 1.036 7 0.933 0.916 0.870
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ตารางท่ี จ.2 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Enterobacter sp. BPR1 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 0.909 0.911 0.905 0 0.747 0.760 0.800
1 0.863 0.857 0.851 1 1.027 1.027 0.936
3 0.812 0.798 0.790 3 1.031 0.975 0.900
5 0.809 0.799 0.796 5 0.854 0.866 0.818
7 0.668 0.711 0.697 7 0.728 0.689 0.641

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.904 0.912 0.914 0 0.818 0.827 0.751
1 1.051 1.053 1.070 1 1.060 0.917 1.035
3 1.037 1.040 1.051 3 1.000 1.027 0.957
5 0.972 0.979 0.98 5 0.815 0.822 0.772
7 0.891 0.881 0.899 7 0.741 0.766 0.724

 
ตารางท่ี จ.3 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Bacillus cereus BPW4 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 0.745 0.782 0.856 0 0.831 0.810 0.784
1 0.759 0.770 0.842 1 1.011 1.010 1.062
3 0.746 0.749 0.780 3 0.942 0.930 0.984
5 0.757 0.759 0.834 5 0.773 0.809 0.850
7 0.753 0.757 0.826 7 0.653 0.664 0.670
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เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.880 0.888 0.893 0 0.762 0.750 0.685
1 1.030 1.050 1.066 1 1.032 1.050 1.030
3 0.995 1.046 1.062 3 0.940 0.941 0.850
5 0.884 0.986 0.999 5 0.778 0.764 0.600
7 0.806 0.955 0.969 7 0.714 0.669 0.571

 
ตารางท่ี จ.4 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Enterobacter sp. BPW5 
ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 0.912 0.915 0.913 0 0.816 0.825 0.801
1 0.875 0.868 0.862 1 1.178 1.096 1.065
3 0.816 0.835 0.841 3 1.132 1.094 1.031
5 0.825 0.839 0.840 5 1.026 1.009 0.975
7 0.830 0.819 0.810 7 0.952 0.974 0.881

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.873 0.874 0.907 0 0.892 0.914 0.898
1 1.150 1.068 1.189 1 1.083 1.199 1.179
3 1.043 1.112 1.166 3 1.041 1.133 1.120
5 1.004 1.070 1.136 5 0.937 0.997 0.965
7 0.951 1.014 1.096 7 0.842 0.920 0.873
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ตารางท่ี จ.5 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Sphingobium sp. P2 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 0.765 0.778 0.780 0 0.800 0.825 0.854
1 0.736 0.751 0.758 1 0.990 1.013 1.025
3 0.746 0.748 0.750 3 1.067 1.067 1.081
5 0.774 0.780 0.782 5 1.071 1.088 1.096
7 0.751 0.756 0.766 7 1.087 1.105 1.109

 
ตารางท่ี จ.6 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Bacillus cereus BPW4 ท่ี
ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 12x1011 17x1011 21x1011 0 6x1011 8x1011 14x1011

1 13x1011 23x1011 30x1011 1 3x1011 14x1011 15x1011

3 20x1010 22x1010 30x1010 3 9x1010 14x1010 25x1010

5 17x109 14x1010 28x1010 5 12x109 4x1010 8x1010

7 8x1010 18x1010 20x1010 7 8x1010 12x1010 14x1010

9 14x109 14x109 17x109 9 8x109 18x109 20x109

12 4x109 13x109 19x109 12 8x109 11x109 14x109

15 4x109 7x109 10x109 15 19x108 26x108 26x108
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4x1011 7x1011 10x1011 0 16x1010 4x1011 8x1011

1 7x1011 10x1011 14x1011 1 4x1011 14x1011 20x1011

3 4x1010 15x1010 18x1010 3 5x109 18x109 4x1010

5 10x109 22x109 4x1010 5 9x109 13x109 17x109

7 15x109 16x109 18x109 7 3x1010 4x1010 6x1010

9 8x109 14x109 15x109 9 5x109 8x109 13x109

12 3x109 13x109 17x109 12 4x109 6x109 9x109

15 6x108 25x108 29x108 15 5x108 7x108 12x108

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 6x1011 9x1011 15x1011 0 13x1011 15x1011 18x1011

1 18x1010 19x1010 26x1010 1 5x1011 8x1011 9x1011

3 6x1010 7x1010 14x1010 3 7x109 12x109 6x1010

5 20x109 24x109 6x1010 5 3x109 8x109 9x109

7 3x109 14x109 16x109 7 4x108 6x108 9x108

9 3x109 13x109 14x109 9 16x107 18x107 5x108

12 3x108 3x108 11x108 12 15x106 17x106 23x106

15 6x107 3x108 5x108 15 6x106 8x106 11x106
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ตารางท่ี จ.7 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Sphingobium sp. P2 ท่ี
ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 22x1010 28x1010 30x1010 0 12x1010 15x1010 22x1010

1 19x1011 24x1011 29x1011 1 15x1011 15x1011 25x1011

3 10x1011 10x1011 14x1011 3 3x1011 7x1011 13x1011

5 6x1011 9x1011 12x1011 5 3x1011 7x1011 10x1011

7 15x1010 17x1010 20x1010 7 7x1010 7x1010 16x1010

9 5x1010 15x1010 16x1010 9 3x1010 8x1010 13x1010

12 12x109 15x109 17x109 12 10x109 12x109 13x109

15 6x109 6x109 10x109 15 3x109 4x109 8x109

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 9x1010 9x1010 10x1010 0 15x1010 19x1010 19x1010

1 13x1011 16x1011 20x1011 1 13x1011 20x1011 24x1011

3 6x1011 10x1011 16x1011 3 10x1011 11x1011 11x1011

5 4x1011 6x1011 9x1011 5 7x1011 8x1011 10x1011

7 7x1010 7x1010 15x1010 7 7x1010 9x1010 9x1010

9 5x1010 6x1010 10x1010 9 3x1010 3x1010 10x1010

12 7x109 9x109 9x109 12 5x109 6x109 11x109

15 3x109 3x109 5x109 15 25x108 25x108 28x108
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เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 18x1010 19x1010 19x1010 0 10x1010 10x1010 15x1010

1 5x1011 6x1011 14x1011 1 11x1011 13x1011 14x1011

3 3x1011 5x1011 7x1011 3 7x1011 9x1011 10x1011

5 25x1010 6x1011 9x1011 5 19x1010 4x1011 4x1011

7 4x1010 5x1010 7x1010 7 4x1010 4x1010 7x1010

9 4x1010 4x1010 6x1010 9 3x1010 4x1010 5x1010

12 3x109 4x109 7x109 12 6x108 6x108 8x108

15 17x108 19x108 19x108 15 22x107 24x107 27x107

 
ตารางท่ี จ.8 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลเจลแลนกัม ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 14X1011 0 15X1011 0 18X1011 0
1 28X1011 19X105 28X1011 19X105 30X1011 25X105

3 17X1011 4X106 18X1011 5X106 20X1011 7X106

5 8X1011 11X106 8X1011 13X106 10X1011 16X106

7 15X1010 21X106 17X1010 23X106 20X1010 25X106

9 7X1010 19X107 7X1010 20X107 11X1010 24X107

12 17X108 16X106 19X108 18X106 20X108 21X106

15 4X108 8X106 6X108 9X106 7X108 9X106

 
 
 

122



 

42

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 14X1011 0 14X1011 0
1 13X1011 17X105 14X1011 19X105 26X1011 20X105

3 11X1011 29X105 11X1011 3X106 12X1011 3X106

5 3X1011 8X106 4X1011 8X106 6X1011 8X106

7 3X1010 14X106 6X1010 14X106 7X1010 16X106

9 23X109 14X107 24X109 17X107 24X109 17X107

12 5X108 11X106 6X108 11X106 10X108 12X106

15 22X107 3X106 27X107 4X106 28X107 5X106

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 13X1011 0 16X1011 0
1 9X1011 17X105 12X1011 19X105 14X1011 19X105

3 7X1011 26X105 9X1011 26X105 10X1011 28X105

5 23X1010 6X106 23X1010 7X106 26X1010 7X106

7 20X109 11X106 24X109 12X106 26X109 14X106

9 19X109 10X107 19X109 11X107 19X109 11X107

12 4X108 9X106 4X108 10X106 6X108 11X106

15 17X107 22X105 19X107 22X105 20X107 24X105
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 13X1011 0 13X1011 0 16X1011 0
1 10X1011 17X105 10X1011 17X105 11X1011 17X105

3 4X1011 23X105 5X1011 23X105 7X1011 26X105

5 27X1010 28X105 27X1010 29X105 29X1010 5X106

7 11X109 8X106 14X109 8X106 15X109 10X106

9 5X109 27X106 7X109 29X106 9X109 4X107

12 27X107 4X106 3X108 6X106 3X108 6X106

15 13X107 14X105 13X107 14X105 15X107 14X105

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 14X1011 0 14X1011 0
1 8X1011 11X105 9X1011 14X105 9X1011 15X105

3 27X1010 18X105 4X1011 19X105 6X1011 21X105

5 14X1010 24X105 15X1010 24X105 15X1010 26X105

7 4X109 5X106 6X109 8X106 7X109 9X106

9 21X108 25X106 22X108 25X106 25X108 27X106

12 25X107 27X105 25X107 3X106 25X107 3X106

15 10X107 7X105 10X107 8X105 11X107 10X105
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 11X1011 0 12X1011 0 16X1011 0
1 4X1011 5X105 5X1011 7X105 7X1011 10X105

3 25X1010 14X105 26X1010 17X105 26X1010 17X105

5 3X1010 27X105 3X1010 28X105 3X1010 28X105

7 3X109 5X106 4X109 7X106 4X109 7X106

9 7X108 22X106 7X108 22X106 13X108 22X106

12 20X107 19X105 23X107 20X105 23X107 22X105

15 7X107 4X105 8X107 6X105 9X107 7X105

 
ตารางท่ี จ.9 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 14X1011 0 18X1011 0 19X1011 0
1 25X1011 21X105 27X1011 25X105 27X1011 27X105

3 20X1011 3X107 21X1011 3X107 21X1011 5X107

5 17X1011 10X107 17X1011 10X107 19X1011 10X107

7 5X1011 18X107 8X1011 19X107 16X1011 21X107

12 26X1010 9X107 27X1010 11X107 27X1010 11X107

15 3X1010 21X106 4X1010 23X106 7X1010 23X106
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 18X1011 0 18X1011 0
1 23X1011 21X105 23X1011 22X105 24X1011 22X105

3 15X1011 16X106 17X1011 22X106 18X1011 25X106

5 8X1011 6X107 10X1011 7X107 12X1011 7X107

7 4X1011 10X107 4X1011 15X107 11X1011 18X107

9 14X1010 4X107 17X1010 5X107 19X1010 7X107

12 27X109 15X106 3X1010 15X106 3X1010 17X106

15 12X1011 0 18X1011 0 18X1011 0

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 14X1011 0 16X1011 0 18X1011 0
1 20X1011 15X105 21X1011 20X105 23X1011 21X105

3 9X1011 10X106 11X1011 10X106 16X1011 14X106

5 7X1011 14X106 9X1011 14X106 11X1011 17X106

7 3X1011 8X107 6X1011 9X107 6X1011 9X107

9 9X1010 28X106 10X1010 28X106 13X1010 29X106

12 7X1010 22X106 7X1010 22X106 8X1010 23X106

15 20X109 13X106 23X109 13X106 24X109 13X106
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 12X1011 0 14X1011 0
1 18X1011 3X105 20X1011 5X105 21X1011 7X105

3 3X1011 8X106 6X1011 8X106 6X1011 13X106

5 3X1011 12X106 3X1011 15X106 4X1011 17X106

7 15X1010 4X107 17X1010 7X107 20X1010 13X107

9 6X1010 24X106 11X1010 26X106 12X1010 6X107

12 3X1010 18X106 5X1010 20X106 5X1010 20X106

15 5X109 10X106 13X109 11X106 15X109 11X106

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 12X1011 0 14X1011 0 14X1011 0
1 8X1011 11X105 9X1011 14X105 9X1011 15X105

3 27X1010 18X105 4X1011 19X105 6X1011 21X105

5 14X1010 24X105 15X1010 24X105 15X1010 26X105

7 4X109 5X106 6X109 8X106 7X109 9X106

9 21X108 25X106 22X108 25X106 25X108 27X106

12 25X107 27X105 25X107 3X106 25X107 3X106

15 10X107 7X105 10X107 8X105 11X107 10X105
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 11X1011 0 13X1011 0 16X1011 0
1 11X1010 21X104 12X1010 22X104 16X1010 25X104

3 7X1010 3X106 9X1010 3X106 9X1010 6X106

5 18X109 13X106 18X109 14X106 20X109 15X106

7 3X109 25X106 4X109 25X106 6X109 3X107

12 24X108 5X106 24X108 7X106 26X108 8X106

15 9X108 23X105 10X108 26X105 13X108 27X105

 
ตารางท่ี จ.10 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 17X1011 0 18X1011 0 18X1011 0
1 23X1011 3X105 25X1011 4X105 26X1011 4X105

3 11X1011 12X105 14X1011 13X105 17X1011 14X105

5 22X1010 13X106 22X1010 18X106 24X1010 19X106

7 17X1010 9X106 19X1010 14X106 23X1010 14X106

9 13X1010 7X106 15X1010 9X106 16X1010 10X106

12 4X109 26X105 6X109 3X106 7X109 3X106

15 3X108 18X105 3X108 18X105 3X108 20X105
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 16X1011 0 16X1011 0 17X1011 0
1 13X1011 27X104 18X1011 27X104 18X1011 27X104

3 9X1011 12X105 9X1011 13X105 11X1011 13X105

5 15X1010 12X106 16X1010 12X106 18X1010 16X106

7 12X1010 6X106 16X1010 7X106 18X1010 9X106

9 29X109 4X106 5X1010 5X106 7X1010 5X106

12 14X108 22X105 16X108 23X105 16X108 23X105

15 21X107 13X105 24X107 15X105 25X107 15X105

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 15X1011 0 17X1011 0 18X1011 0
1 13X1011 21X104 13X1011 23X104 16X1011 24X104

3 7X1011 7X105 7X1011 9X105 7X1011 9X105

5 14X1010 8X106 15X1010 9X106 15X1010 10X106

7 3X1010 3X106 3X1010 5X106 4X1010 5X106

9 25X109 27X105 25X109 27X105 25X109 29X105

12 12X108 15X105 13X108 15X105 13X108 18X105

15 17X107 8X105 19X107 10X105 20X107 11X105
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 17X1011 0 17X1011 0 17X1011 0
1 12X1011 16X104 12X1011 18X104 14X1011 20X104

3 27X1010 7X105 4X1011 8X105 5X1011 8X105

5 12X1010 3X106 13X1010 3X106 13X1010 3X106

7 13X109 23X105 18X109 24X105 20X109 26X105

9 5X109 15X105 9X109 18X105 9X109 20X105

12 9X108 7X105 11X108 11X105 11X108 12X105

15 14X107 3X105 14X107 3X105 15X107 5X105

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 14X1011 0 16X1011 0 19X1011 0
1 8X1011 11X104 10X1011 13X104 13X1011 15X104

3 14X1010 4X105 18X1010 4X105 22X1010 6X105

5 7X1010 27X105 8X1010 29X105 12X1010 29X105

7 6X109 16X105 14X109 18X105 14X109 18X105

9 4X109 9X105 5X109 13X105 7X109 14X105

12 6X108 4X105 7X108 6X105 8X108 6X105

15 8X107 17X104 9X107 17X104 11X107 17X104
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 
0 15X1011 0 15X1011 0 18X1011 0
1 8X1011 6X104 8X1011 8X104 10X1011 8X104

3 11X1010 29X104 13X1010 29X104 13X1010 3X105

5 3X1010 20X105 7X1010 21X105 9X1010 21X105

7 3X109 8X105 4X109 11X105 4X109 13X105

9 24X108 3X105 26X108 7X105 27X108 7X105

12 3X108 20X104 3X108 23X104 4X108 24X104

15 3X107 5X104 7X107 5X104 8X107 8X104

 
ตารางท่ี จ.11 จํานวนแบคทีเรีย ณ วนัท่ี 0 และ 35 ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจล 
อัลจิเนต ในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลติร 

เวลา  
(วัน) 

 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล 
 

ในเม็ดเจล 
 

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล 
 

(CFU/กรัม) (CFU/กรัม) 
0 13x1011 14x1011 16x1011 0 15x1011 15x1011 17x1011

35 11x105 13x105 13x105 35 3x105 4x105 6x105
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ภาคผนวก ฉ 
 

โครมาโตแกรมของสารมัธยันตร 
 

งานวิจยันี้ไดตรวจหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA แบบ
เบ้ืองตน โดยใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) เปนสารมาตรฐานสําหรับเปรียบเทยีบ คา 
retention time ของสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน เมื่อนําตัวอยางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอลิตร ของแบคทเีรียสายพันธุ BPW4 วันที ่7 มาฉีด HPLC ผลปรากฏวาพื้นที่ใตกราฟที่
ไดมีคา retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยนัตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก แตไมมีพื้นที่ใต
กราฟที่มีคา retention time ที่ใกลเคียงกบัสารมัธยนัตรชนิดใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 

 

 
 

รูปท่ี ฉ.1 โครมาโตแกรมของไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 

HAP
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รูปท่ี ฉ.2 โครมาโตแกรมของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
 

 
 

รูปท่ี ฉ.3 โครมาโตแกรมของกลโูคส 

HBA

กลูโคส 
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     (a)   
 

(b)  
 

รูปท่ี ฉ.4 โครมาโตแกรมของการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของ
ชุดควบคุม วนัท่ี 0 (a) และวันท่ี 15 (b) 

 

BPA 

BPA 

กลูโคส

กลูโคส 
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(a)   
 

(b)   
 

รูปท่ี ฉ.5 โครมาโตแกรมของการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของ
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 วันท่ี 0 (a) และวันท่ี 15 (b) 

 

BPA 

BPA 

HBA

กลูโคส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวนันทธร เภาราช เกิดเมื่อวันที่ 25 สิงหาคม พ.ศ.2527 ที่จังหวัดชลบุรี สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2551 
 
 ผลงานที่เผยแพร 
1. สวนหนึง่ของงานวิจัยนี้ไดเขารวมเสนอผลงานในการประชุมทางวชิาการระดับนานาชาติ “The 
21st Annual meeting and International Conference of The Thai Society for Biotecgnology” 
ระหวางวันที ่ 24-25 กนัยายน 2552 ณ ศูนยประชุมแหงชาติสิริกิตต์ิ ในหัวขอเร่ือง Effects of 
nutrients on bisphenol A biodegradation. รวมกับรองศาสตราจารย ดร.อลิสา วงัใน และผูชวย
ศาสตราจารย ดร.เอกวัล ลือพรอมชัย 
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