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ภาวการณ์ในปัจจุบันที่มีการแข่งขันพัฒนาด้านอุตสาหกรรม การเกษตร การคมนาคม 
อย่างรวดเร็วเพื่อตอบสนองต่อความต้องการของประชากรที่เพิ่มมากขึ้นทุกๆปี จนนำไปสู่การ 
เปล่ียนแปลงโครงสร้างทางสังคม เกิดการเปลี่ยนแปลงจากสภาพชนบทกลายเป็นชุมซนเมืองมีการ 
ก่อตั้งโรงงานอุตสาหกรรมจำนวนมากโดยเป็นแหล่งผลิตสินค้าอุปโภคและบริโภคเพื่อใช้ใน 
ชีวิตประจำวัน การกำเนิดเกิดขึ้นของโรงงานอุตสาหกรรมอย่างรวดเร็วเป็นลาเหตุสำคัญที่ 
ก่อให้เกิดผลกระทบอย่างรุนแรง ทำให้เกิดปัญหามลพิษทางนี้า อากาศ เสียง กากของเสียขยะมูล 
ฝอย ส่ิงปฏิกูล ทวีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น และการใช้สารเคมีในโรงงานอุตสาหรรมมีแนวโน้มที,จะ 
เป็นผลเสียต่อสุขภาพอนามัยของคนงานรวมถึงชุมชนที่อาศัยใกล้กับโรงงาน มีคุณภาพชีวิตท่ีไม่ดี 
อาทิเซ่น ไอระเหยของนํ้ามันเบนซีน ฝนโลหะ และก๊าซไฮโดรคาร์บอน ซึ่งลามารถที่จะทำให้เกิด 
โรคมะเร็งได้เมื่อได้รับเป็นระยะเวลานาน นอกจากนี้หากสารเคมีมีการปนเปีอนลงสู่สิ่งแวดล้อม 
บนดินหรือในนํ้าก็จะเกิดผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตที่อยู่บริเวณนั้น ปัญหาสิ่งแวดล้อมจึงนับว่าเป็น 
ปัญหาที่อยู่ใกล้คัวท่ีสุด และนับวันจะยิ่งทวีความรุนแรงขึ้นอย่างต่อเนื่องหากไม่ได้รับการแก้ไขก็ 
อาจจะถึงข้ันวิกฤตในทุกประเภทของทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดล้อม

ผลิตกัณฑ์ปิโตรเลียมเป็นสารปนเปีอนที่พบว่าเป็นปัญหาหลักต่อสิ่งแวดล้อม สาเหตุเกิด 
จากการรั่ว1ไหลลงสู่พื้นดินและแหล่งนํ้า กากของเสียจากโรงกลั่นนํ้ามันที่ตั้งติดชายฝังทะเล 
กิจกรรมที่เกี่ยวกับการเดินเรือได้แก่ การถ่ายนํ้ามันเครื่อง การระบายนํ้าในท้องเรือ การขนถ่าย 
นํ้ามัน รวมทั้งอุบัติเหตุทางเรือ เซ่น เรือซนกัน การอับปางของเรือ (Gentil! และคณะ, 2006) 
น้ํามันดิบ หรือ ปิโตรเลียม ประกอบด้วยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนมากกว่า 100 ชนิด ได้แก่ อัล 
เคน 1 เรซิน 1 แอสฟัลทิน และอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Lai และ Khanna, 1996) สารประกอบ 
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือ PAHs เป็นกลุ่มสารเคมีที่มีโครงสร้างโมเลกุล 
ประกอบด้วยคาร์บอนและไฮโดรเจนรวมกันเป็นวงอะโรมาติก ตั้งแต่สองวงเชื่อมต่อกัน PAHs 
บริสุทธิ'สวนใหญ่เป็นของแข็ง เป็นผงหรือผลึกไม่มีสี สีขาว หรือลีเหลืองปนเขียว เป็นสารประกอบท่ี 
ไม่มีข้ัว มีสมบัติการละลายน้ําได้น้อย ละลายได้ดีในคัวทำละลายอินทรีย์ (Cerniglia, 1992)

ท ีเแนนทรีนและไพรีนจ ัดเป ็นสารประกอบพอลิไชคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbon , PAHs) โดยโครงสร้างทางเคมีเกิดจากการเชื่อมต่อของวง 
แหวนเบนซีน 3 และ 4 วงตามลำดับ (Cerniglia และคณะ,1992) สมบัติในการละลายนํ้าได้จะ
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ลดลงฒื่อนํ้าหนักโมเลกุลเพิ่มขึ้น ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญทำให้มีความทนทานต่อการย่อยสลาย เกิด 
การตกค้างและมีความเป็นพิษสูงซึ่งเป็นอันตรายต่อมนุษย์ได้ (Trzesicka และ Ward,1996) 
ดังนั้นจึงจำเป็นต้องบำบัดเพ่ือลดการปนเปีอนของสารพิษดังกล่าวในลิงแวดล้อม

ในปัจจุบันการบำบัดทำได้หลายวิธีได้แก่ วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมีและวิธีทางชีวภาพ 
วิธีการบำบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) เป็นการใช้จุลินทรีย์หรือกลุ่มจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย 
รา ยีสต์ที่มีลามารถย่อยสลายสารประกอบพอลิไชคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ให้หมดความ 
เป็นพิษ หรือเปลี่ยนเป็นโครงสร้างสารให้มีความเป็นพิษน้อยลง โดยจุลินทรืย์จะใช้สารดังกล่าว 
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานเพื่อการเจรืญและดำรงชีวิต (Dua และคณะ, 2002) แม้ว่าจะมี 
จุลินทรืบัที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารพิษอยู่จำนวนมากกิตาม พบ1ว่าเม่ือเติม'จุลินทรี!โท่ี 
ทดสอบแล้วว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารพิษลงไปในบริเวณที่มีการปนเปีอนโดยตรงนั้น 
(bioaugmentation) ม ักจะไม่ประลบความสำเร็จ เน ื่องจากจุล ินทรีย ์ตายหรือสูญเสีย
ความสามารถในการย่อยสลายสารปนเปีอนเพราะต้องแข่งขันกับจุลินทรืย์ประจำถิ่นในบริเวณที่ 
ปนเบ้ืเอนเพ่ือแย่งสารอาหารท่ีมีอยู่อย่างจำกัด หรืออาจจะถูกจับกินไต้โดยโปรโตซัวและถูกทำลาย 
โดยแบคทีริโอฝาจ รวมไปถึงปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมอื่นๆที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรืย์ที่ 
เติมลงไปด้วยเช่น แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ ปริมาณนํ้า แรงดัน 
ออสโมติก ความเป็นกรดด่าง ตลอดจนปริมาณของสารพิษที่มีอยู่ ณ บริเวณที่ปนเปีอน (Van 
Veen และคณะ, 1997)

ปัจจุบันมีการคิดค้นวิธีที่จะทำให้จุลินทรืย์ที่จะเติมลงบริเวณบำบัดมีชีวิตรอดและยังมี 
ความสามารถในการบำบัดสารพิษ เนื่องจากการเตรียมจุลินทรืย์สดเพื่อใช้ในการบำบัดทุกครั้งไม่ 
สะดวกในการปฏิบัติจริง วิธีหนึ่งคือการตรึงเซลล์บนวัสดุพาหะ วัสดุพาหะจะเพิ่มการอยู่รอดของ 
แบคทีเรีย มีรายงานการศึกษาต่างๆพบว่าจุลินทรีย์ที่ผ่านกระบวนการตรึงเซลล์จะมีความทนต่อ 
ภาวะการเปลี่ยนแปลงภายนอกได้ดีกว่าเซลล์อิสระและสามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้หลายครั้ง 
(Kerrar และคณะ, 2007) การตรึงเซลล์เปรียบเสมือนเกราะป้องกันไม่ให้เชื้อถูกทำลายได้โดยง่าย 
เช่นจากการถูกจับกินโดยโปรโตซัว นอกจากนี้วัสดุพาหะบางชนิดยังเป็นแหล่งอาหารสำคัญของ 
เชื้ออีกด้วย การตรึงแบคทีเรียวิธีต่างๆเช่น การดูดซับบนวัสดุ (Adsorption) การกักขัง
(Entrapment) การเชือมกันด้วยพันธะโคเวเลนต์ (Covalent bonding) และการเชีอมขวาง 
(Cross-linking) (Colowick และ Kaplan, 1987) วัสดุตรึงที่ใช้ควรเหมาะสมกับเชื้อซึ่งจะเป็นการ 
ส่งเสริมการอยู่รอดและการเจริญได้ วัสดุที่ใช้ในการตรึงเซลล์จุลินทรีย์อาจเป็นวัสดุธรรมชาติเช่น 
วัสดุทางการเกษตรได้แก่ ฟางข้าว เปลือกถ่ัว รำข้าว ใยบวบ ข้ีเล่ือย ซังข้าวโพด เป็นต้น ตัวอย่าง 
งานวิจัยของ Akhtar และคณะ (2004) นำวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร การใช้ใยบวบ (loofa
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sponge) ให้แบคทีเรีย Chlorella sorokiniana จับเกาะ มีผลช่วยกำจัดนิกเกิล (nickel) ออกจาก 
แหล่งนํ้าที่มีการปนเปีอนได้ สามารถสะสมนิกเกิล (nickel) ได้ 25 % สูงกว่าแบคทีเรียที่ไม่ได้ยึด 
เกาะกับใยบวบ

แม้ว่าการใช้วัสดุทางการเกษตรจะเป็นวัสดุที่หาได้ง่าย มีราคาถูก ไม่เป็นพิษต่อเซลล์แต่ 
พบว่าเม่ือใช้งานในระบบที่มีนํ้าเป็นระยะเวลานานอาจเกิดการเปลี่ยนรูปร่าง เปีอยยุ่ย และสูญเสีย 
สภาพไปในท่ีลุด ดังน้ันจึงมีแนวทางเลือกโดยใช้วัสดุสังเคราะห์ที,มีความเหมาะสมในการตรึงเซลล์ 
มาทดแทน ดังแสดงในตัวอย่างต่อไปน้ี

Tallur และคณะ (2009) ตรึง Bacillus sp. สายพันธุ PHN ที่ลามารถย่อยสลายพารา­
ดรีซอลช่ึงพบในน้ีาเสียจากโรงกล่ี'นน้ํามันปิโตรเลียม วัสดุพาหะท่ีใช้ตรึงเซลล์ ประกอบด้วย พอลิยูริ 
เทนโฟม (polyurethane foam) 1 พอลิอะคริลาไมล์ (polyacrylamide) 1 อัลจิเนต ( alginate) และ 
เอการ์ (agar) ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ตรึงด้วยวัสดุนั้งสี่มีอัตราการย่อยสลายพารา-ครึซอลความ 
เข้มข้น 20 และ 40 มิลล์โมลาร์สูงก1ว่าการ'ใช้เซลล์อิสระ

Pattanasupong และคณะ (2004a) ศึกษากลุ่มแบคทีเรียที่แยกมาจากดิน สามารถย่อย 
สลายยาฆ่าแมลง carbendazim และ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid พบว่าเมือตรึงเซลล์ไว้ 
กับเส้นใยพอลิเอสเตอร์ กลุ่มแบคทีเรียจะมีความสามารถในการย่อยสลายได้เพ่ิมขึ้น

Rahman และคณะ (2006) ศึกษาการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในระบบนํ้า 
ทะเลจำลอง (oil-contaminated artificial seawater) ทีปนเปีอนนำมันปิโตรเลียมด้วยการเติม 
กลุ่มจุลินทรีย์ Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus sp. ทีตรึงเซลล์โดยใช้แคลเซียมอัลจิ 
เนตเป็นวัสดุตรึง ตรวจวัดการลดลงของปริมาณ ภ-alkane ท่ีช่วง C10-C28 ภายหลัง 30 วัน พบว่ามี 
ความสามารถในการลดปริมาณคาร์บอนต่างๆซึ่งเป็นองค์ประกอบอยู่ในนํ้ามันปิโตรเลียมได้ 42- 
68 % ทั้งนี้ในงานวิจัยทดลองศึกษาการนำเซลล์ตรึงกลับมาใช้ซ้ํา พบว่าเม็ดอัลจิเนตสามารถใช้ชํ้า 
ได้ถึง 4 คร้ัง

การใช้วัสดุสังเคราะห์มีช้อเสียก็คือ ไม่ลามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ มีราคาแพง 
ดังนั้นวัสดุพาหะที่นิยมใช้ในการตรึงแบคทีเรีย รา ส่วนมากจะเป็นสารอินทรีย์พอลิเมอร์ที่มี 
ลักษณะเป็นรูพรุน เช่น แคลเซียมอัลจิเนต, อะกาโรส, คาราจีแนน (Van Veen และคณะ ,1997) 
การใช้อัลจิเนตเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมนำมาใช้ในการตรึงแบคทีเรีย เนื่องจากเป็นวิธีที่มีต้นทุนตํ่า อัลจิ 
เนตเป็นสารพอลิแชคคาไรด์ที่ได้มาจากวิธีทางชีวภาพนิยมนำมาใช้ในการตรึงเซลล์หรือเอนไซม์ 
เนื่องจากปราศจากความเป็นพิษซึ่งจะไปรบกวนการเจริญและการอยู่รอด ดังนั้นเซลล์ที่ถูกตรึงจึง 
มีความแข็งแรงและทนต่อภาวะต่างๆได้ดี และสามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้หลายครั้ง (Kerrar และ 
คณะ, 2007) ข้อดีของการใช้อัลจิเนตพบว่าจะช่วยรักษาชีวิตให้กับเซลล์เนื่องจากอัตราการหลุด
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ออกมีค่าต่ํา ขนาดของเม็ดบีทสามารถควบคุมได้ตามที่ต้องการและขั้นตอนในการเตรียมไม่ยุ่งยาก 
(Seoud และ Maachi, 2003 ; Benyahia และ Polomarkaki, 2005)

ดังนั้นงานวิจัยนั้มีวัตถุประสงค์ที่จะใช้อัลจิเนตเพื่อตรึงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ซึ่งเป็น 
กลุ่มแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ได้หมด 
ภายในระยะเวลา 14 วัน คัดแยกได้จากใบจามจุรีโดยจิรทีปฆ์ แสนรัก (2547) โดยจะหาภาวะที่ใช้ 
ตรึงกลุ่มแบคทีเรียให้มีการรอดชีวิตสูงและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีน/ทีเแนนทรีนรวมท้ัง 
สามารถนำแบคทีเรียตรึงกลับมาใช้ซ้ําได้ 
ว ัตถ ุประสงค ์ของการว ิจ ัย

ตรึงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 โดยใช้อัลจิเนตและตรวจสอบความสามารถในการย่อย 
ล ล ายไพรีน/ทีเ แนนทรีน 
ประโยชน ์ท ี่คาดว ่าจะได ้ร ับ

สามารถตรึงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ในอัลจิเนตที่ยังคงประสิทธิภาพสูงในการย่อย 
ส ลายไพรีน/ทีเ แนนทรีน


	บทที่ 1 บทนำ

