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Phenol has been used extensively in industries, thus resulted in widespread 

contamination and posed potential health threats. This research aimed to increase phenol 

degrading efficiency of Methylobacterlum sp. NP3 and Acinetobacter sp. PK1 co-culture by 

immobilized on newly synthesized silica. In general, the silica was synthesized by soI-gei 

process with TEOS as silica precursor and either acid or base as catalyst Nine types of 

silica were synthesized and then 6 of them were selected for immobilization of bacteria by 

attachment or entrapment approaches. The results showed that two types of silica, KAb and 

EntA were effectively immobilized bacteria, in which the total amounts of bacteria were 

around 4.33x10
6 

and 9.33x106 CFU/g silica, respectively. The degradation of phenol by free 

and immobilized cells was later compared in batch cultures for 10 days. Free cells 

degraded almost 100% of phenol when the initial concentrations were less than 2,500 mgll. 

However, bacteria immobilized on KAb and EntA silica could degrade 80-85% of 5,000 

mglL phenol and only 20% of phenol was removed by uninoculated silica. The results 

indicated that the immobilized cells were protected from high phenol concentrations. 

Repeating use of cell-immobilized KAb and EntA silica were later examined with 5,000 mglL 

phenol. The bacteria couJd degrade 100% phenol within 15 days and the degradation 

periods were reduced to 10 day after repeatedly added equal amount of phenol. EntA silica 

was cheaper and more stable than KAb silica. In addition, the preparation and 

immobilization process of this silica was not complicated. Consequently, EntA silica was 

suitable for bacterial immobilization and could be further applied in wastewater treatment 

system for removal of phenol. 
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กติตกิรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธ์ฉบบันีสํ้าเร็จเสร็จสิน้อย่างสมบูรณ์ด้วยดี โดยความช่วยเหลืออย่างยิ่งของ
ผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เอกวัล ลือพร้อมชัย อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก ท่ีได้กรุณา
ถ่ายทอดความรู้ คําแนะนํา และข้อคิดเห็นต่างๆ ในการแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้ถูกต้องครบถ้วน
สมบรูณ์ ตลอดจนความช่วยเหลือในด้านอ่ืนๆ ผู้วิจยัขอกราบขอบพระคณุอยา่งสงูไว้ ณ ท่ีนี ้
 ขอกราบขอบพระคณุอาจารย์ ดร.อมราวรรณ อินทศิริ อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพน์ร่วม ท่ี
ได้กรุณาให้คําปรึกษา คําแนะนํา และข้อคดิเห็นตา่งๆ ตลอดจนความช่วยเหลือในด้านอ่ืนๆ เพ่ือให้
วิทยานิพนธ์ฉบบันีเ้สร็จสมบรูณ์ไปด้วยดี 
 ขอกราบขอบพระคณุรองศาสตราจารย์ ดร.กาญจณา จนัทองจีน ท่ีให้เกียรติเป็นประธาน
กรรมการสอบป้องกนัวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้ความรู้ คําแนะนําตา่งๆ และตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์
ให้มีความสมบรูณ์ยิ่งขึน้  
 ขอกราบขอบพระคณุผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กอบชยั ภทัรกลุวณิชย์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
ดร. อรฤทยั ภิญญาคง และอาจารย์ ดร.คมัภีร์ พรหมพราย เป็นอย่างสงูท่ีกรุณารับเป็นกรรมการ
ในการสอบป้องกนัวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้ความรู้ คําแนะนําตา่งๆ และตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้
มีความสมบรูณ์ยิ่งขึน้ 
 ขอกราบขอบพระคณุคณาจารย์ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา ท่ีกรุณาให้ความรู้ และ
คําแนะนําตา่งๆ แก่ผู้วิจยัในการดําเนินงานวิจยั จนสําเร็จลลุว่งด้วยดี 
 ขอขอบคณุหน่วยปฏิบตัิการวิจยัการบําบดัมลพิษทางสิ่งแวดล้อมโดยชีววิธี สถาบนัวิจยั
แห่งชาติ และศนูย์ความเป็นเลิศแห่งชาติด้านการจดัการสิ่งแวดล้อมและของเสียอนัตราย ท่ีให้
ความช่วยเหลือในหลายๆ ด้าน 
 ขอขอบคณุเจ้าหน้าท่ีในภาควิชาจลุชีววิทยาทกุท่าน ท่ีให้ความช่วยแหลือ และคําแนะนํา
ตา่งๆ ตลอดมา  
 ขอขอบคณุเพ่ือนๆ ร่วมรุ่นทกุคน และพ่ีๆ น้องๆ ทกุคน ท่ีมีสว่นช่วยเหลือในหลายๆ ด้าน 
 สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดาและมารดาท่ีเป็นแรงบันดาลใจ และกําลังใจใน
การศกึษาตลอดมา รวมถึงคอยสนบัสนนุ ให้ความช่วยเหลือในด้านตา่งๆ และให้กําลงัใจแก่ผู้วิจยั
เสมอมา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
 ฟีนอลเป็นสารท่ีมีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตทุกชนิดในสิ่งแวดล้อม หากมนุษย์หรือสตัว์
ได้รับสารเหล่านีเ้ข้าไป แม้เพียงแค่การสมัผสัภายนอกหรือหายใจจะทําให้เกิดการระคายเคืองใน
บริเวณท่ีสมัผสัทัง้ผิวหนงัและเย่ือบอุวยัวะต่างๆ ได้ และถ้าได้รับในปริมาณท่ีสงูจะเกิดการสะสม
ในร่างกาย ซึง่ส่งผลให้เกิดความผิดปกติท่ีระบบหมนุเวียนโลหิต (สชุาตา ชินะจิตร, 2006) ฟีนอล
และอนุพนัธ์ของฟีนอลเป็นสารตัง้ต้นในอุตสาหกรรมเคมีหลายชนิด โดยถูกใช้เป็นส่วนผสมใน
เคมีภณัฑ์ชนิดตา่งๆ เช่น สี ยาดบักลิ่น และยาฆ่าแมลง จะเห็นได้ว่ามีการนําเอาผลิตภณัฑ์เหลา่นี ้
มาใช้ในชีวิตประจําวนัอย่างแพร่หลายจึงมีโอกาสท่ีสารเหล่านีจ้ะเกิดการปนเปือ้นสู่ดินและแหล่ง 
นํา้ได้ เน่ืองจากสารเหล่านีมี้ ความเป็นขัว้สงูละลายนํา้ได้ดี โดยทางองค์การอนามยัโลก (WHO) 
ได้มีการกําหนดให้มีความเข้มข้นของฟีนอลอยูใ่นนํา้ด่ืมได้ในปริมาณไม่เกิน 1.0 ไมโครกรัมตอ่ลิตร 
นอกจากนัน้ฟีนอลยงัจดัเป็นสารมลพิษท่ีมีอนัตรายมากท่ีสดุประเภทหนึ่งท่ี US Environment 
Protection Agency (EPA) ได้เสนอให้มีการควบคมุคณุภาพของนํา้โดยมีปริมาณฟีนอลได้สงูสดุ 
ไม่เกิน 1.0 ไมโครกรัมตอ่ลิตร และกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ประเทศไทย 
ฉบบัท่ี 3 (พ.ศ.2539) ได้กําหนดมาตรฐานควบคมุการระบายนํา้ทิง้จากแหล่งกําเนิดประเภท 
โรงงานอตุสาหกรรม และนิคมอตุสาหกรรมให้มีปริมาณฟีนอลไม่เกิน 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ก่อน
ปล่อยออกสู่แหล่งนํา้ ธรรมชาติ ดังนัน้จึงมีความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีท่ีมีประสิทธิภาพ
สําหรับการกําจดัฟีนอลและสารท่ีเป็นอนพุนัธ์ของฟีนอลออกจากแหลง่นํา้ธรรมชาต ิ 
 จากการศึกษาท่ีผ่านมามีรายงานว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีสามารถย่อยสลายฟีนอลท่ี
ปนเปือ้นในธรรมชาติ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ เป็นต้น โดยเฉพาะในกลุ่มของแบคทีเรียนัน้มี
การศกึษากนัอย่างกว้างขวาง ซึง่จลุินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายฟีนอล ได้แก่ Acinetobacter sp., 
Alcaligenese eutrophus, Bacillus stearothermophilus, Candida spp., Nocardia sp., 
Pseudomonas sp., และ Rhodococcus sp. เป็นต้น (Hsieh และคณะ, 2008) ตอ่มาได้มี
งานวิจยัเก่ียวกบัการตรึงเซลล์จลุนิทรีย์บนวสัดตุา่งๆ เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอล
ของจลุินทรีย์เหลา่นี ้เช่น Ehrhardt และ Rehm (1985) ศกึษาการย่อยฟีนอลโดยการตรึงเซลล์     
จลุินทรีย์บนถ่านกมัมนัต์ พบว่าจลุินทรีย์ท่ีไม่ได้ตรึงบนถ่านกมัมนัต์ไม่สามารถทนตอ่ความเข้มข้น
ของฟีนอลท่ีสงูกว่า 1.5 กรัมตอ่ลิตร แต ่Candida sp. และ Pseudomonas sp. ท่ีตรึงบนถ่านกมั
มนัต์ สามารถมีชีวิตรอดท่ีความเข้มข้นของฟีนอลสงูประมาณ 15.0 กรัมตอ่ลิตร Wang และคณะ 
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(2007) ได้นําแบคทีเรียมาทําการตรึงเซลล์บนพอลไิวนิลแอลกอฮอล์ (Polyvinyl alcohol) พบว่าทํา
ให้ทนตอ่ความเข้มข้นของฟีนอลได้สงูประมาณ 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ภายในเวลา 9 ชัว่โมง และ
ช่วยป้องกนัแบคทีเรียเม่ือมีการเปล่ียนอณุหภมูิ ความเป็นกรด-ด่าง และสามารถเก็บท่ี 4 องศา
เซลเซียส ได้นาน 50 วัน Santos และคณะ (2008) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดย 
Aureobasidium pullulans FE13 ท่ีได้จากการคดัแยกเชือ้จากนํา้เสียท่ีปล่อยจากโรงงาน 
อตุสาหกรรมพบว่าการตรึงเซลล์บนอลัจิเนต ทําให้แบคทีเรียมีอตัราการย่อยสลายฟีนอลได้สงูสดุ
ประมาณ 18.35 มิลลิกรัมตอ่ลิตรตอ่ชัว่โมง โดยเซลล์ท่ีไม่ถกูตรึงจะทนและย่อยฟีนอลได้น้อยกว่า
เซลล์ท่ีถกูตรึงบนอลัจิเนต และจาก Pazarlioglu และคณะ (2005) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย 
Pseudomonas  putida ท่ีถกูตรึงบนหินพมัมิช พบว่า P. putida ท่ีถกูตรึงเซลล์บนหินพมัมิช  
สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ประมาณ 1.0 กรัมตอ่ลติร ในเวลา 22 ชัว่โมง และสามารถใช้เซลล์ตรึง
ซํา้ได้ 

การตรึงเซลล์ถกูดดัแปลงมาจากการตรึงเอนไซม์ โดยเป็นการจํากดัขอบเขตหรือสถานท่ี
ทางกายภาพของเซลล์ให้อยู่ในบริเวณท่ีกําหนด แต่เซลล์ยงัคงรักษาสมบตัิในการเป็นแหล่งผลิต
เอนไซม์ให้มีความสามารถในการเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ซึ่งสามารถใช้เซลล์ตรึงนีซ้ํา้และใช้อย่าง 
ตอ่เน่ืองได้ โดยเซลล์ท่ีถกูตรึงนีอ้าจอยู่ในสถานะเซลล์ท่ีกําลงัเจริญ เซลล์ระยะพกั หรือเซลล์ท่ีตาย
แล้ว ซึง่เทคนิคในการตรึงเซลล์มี 3 วิธี คือ การยดึด้วยตวันํา (carrier-binding method) การเช่ือม
ขวาง (cross-linking method) และการกกัขงั (entrapment method) เน่ืองจากการตรึงเซลล์ต้อง
ทําในภาวะปลอดเชือ้ ต้องเลือกสารพาหะท่ีทนต่อความร้อนและความดนัได้สงู สารพาหะไม่ควร
เป็นอันตรายต่อเซลล์และสิ่งแวดล้อม และไม่ควรกระทบกระเทือนต่อระบบเมแทบอลิซึมของ        
จุลินทรีย์ นอกจากนีอ้าจพิจารณาในด้านราคา การยอมรับและความสามารถในการนํากลบัมา
ใช้ได้อีก (Chibata และ Wingard, 1983)  

ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกับการตรึงแบคทีเรียบนซิลิกา โดยซิลิกาเป็นสารดดูซบัท่ีได้รับ
ความนิยมมากท่ีสดุในงานด้านการวิเคราะห์ เน่ืองจากซลิกิาเป็นวสัดท่ีุมีความเสถียรสงู ทนตอ่แรง
กระทําทางกายภาพและทางเคมี สามารถใช้งานได้ในช่วง pH ท่ีกว้าง และมีสมบตัิเป็นไฮโดรฟิลิก 
(hydrophilic) ไมบ่วมนํา้ จึงสามารถใช้กบัสารตวัอย่างท่ีมีนํา้เป็นตวัทําละลายได้ดี การสงัเคราะห์ 
ซิลิกาด้วยกระบวนการโซล-เจล จะได้ซิลิกาท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของรูพรุนต่างๆ เช่น        
ไมโครพอรัสซิลิกา (< 2 nm) เมโซพอรัสซิลิกา (2-50 nm) และแมโครพอรัสซิลิกา (> 50 nm) 
สําหรับสารตัง้ต้นท่ีนิยมใช้ในการสงัเคราะห์ซลิกิา ได้แก่ เททระอลัคอกซ่ีไซเลน เช่น เททระเอทอกซิ
ไซเลน (tetraethoxysilane. TEOS) โดยมีตวัทําละลาย ได้แก่ เมทานอลหรือเอทานอล เพ่ือทําให้
ซิลิกอนอลัคอกไซด์รวมเป็นเนือ้เดียวกบันํา้ได้ดีขึน้ ส่วนตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีใช้อาจเป็นกรดหรือเบสก็ 
ได้ นอกจากนีอ้าจมีการเตมิสารต้นแบบลงไปด้วยเพ่ือช่วยป้องกนัการแตกของซลิกิาในขัน้ตอนการ
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ทําให้แห้ง (Boos และคณะ, 2002) จากการศกึษาของ Nassif และคณะ (2002) และ Alvarez 
และคณะ (2007) พบว่าการตรึงเซลล์แบคทีเรียในซิลิกาท่ีมีขนาดของรูพรุนเป็นไมโครพอรัสซิลิกา
สามารถเก็บเซลล์ท่ีถกูตรึงในซิลิกาได้นาน ข้อดีของซิลิกาเม่ือใช้ตรึงเซลล์จะช่วยให้แบคทีเรียทน
ต่อสภาพแวดล้อมท่ีมีการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิ ความเป็นกรด-เบส และสามารถเก็บแบคทีเรียท่ี
ตรึงบนซลิกิาไว้ได้เป็นเวลานาน รวมทัง้อาจช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการยอ่ยสลายสารพิษ 

นอกจากนีย้งัเคยมีรายงานเก่ียวกับการนําซิลิกามาใช้ตรึงแบคทีเรียสําหรับย่อยสลาย     
ฟีนอล ดงัเช่นงานวิจยัของ Branyik และคณะ (1998) ศกึษาการตรึงจลุินทรีย์เพ่ือย่อยสลายฟีนอล 
โดยเปรียบเทียบระหว่างการตรึงเซลล์ในซิลิกาเจลชนิด prepolymerized TEOS กบัการตรึงเซลล์
ในพอลิยริูเทนโฟม พบว่าประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลเป็นดงันี ้เซลล์อิสระ < เซลล์ตรึงใน
พอลยิริูเทนโฟม < เซลล์ตรึงในซลิกิา แสดงวา่การตรึงเซลล์ในซิลิกาเจลสามารถนําไปบําบดัฟีนอล
ได้ แต่ซิลิกาดังกล่าวมีวิธีการเตรียมท่ียุ่งยาก และใช้ระยะเวลาในการสังเคราะห์นาน ดังนัน้
งานวิจยันีจ้ึงมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพฒันาวิธีการสงัเคราะห์ซิลิกาท่ีใช้วิธีการสงัเคราะห์ สารเคมี และ
ระยะเวลาในการสงัเคราะห์ให้น้อยลง แล้วนําซิลิกามาตรึงเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium 
sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ท่ีสามารถย่อยสลายฟีนอล จากการศกึษาของ นนัท์ธร 
เภาราช (2550) พบว่า Methylobacterium sp. NP3 สามารถเจริญได้อย่างช้าๆ ในสภาวะท่ีมี
ฟีนอลความเข้มข้นสงู การตรึงเซลล์บนซิลิกาจะช่วยเพิ่มความอยู่รอดของแบคทีเรียเม่ือนําไปใช้
ย่อยสลายฟีนอลท่ีความเข้มข้นสงู และสามารถนําแบคทีเรียท่ีถูกตรึงกลบัมาใช้ซํา้ได้ งานวิจยันี ้
เร่ิมจากการสงัเคราะห์ซิลิกาทัง้หมด 9 ชนิด แล้วนํามาตรึงแบคทีเรียด้วยวิธีท่ีแตกตา่งกนั 2 วิธี คือ 
การตรึงเซลล์แบบยดึเกาะ (Attachment) และการตรึงเซลล์แบบกกัขงั (Encapsulation) หลงัจาก
นัน้ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยฟีนอลของเชือ้ผสมทัง้แบบเซลล์ตรึงและเซลล์อิสระ 
โดยใช้ฟีนอลท่ีความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ท้ายท่ีสุดคัดเลือกเซลล์ตรึงท่ีมี
ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้นสูง มาศึกษาความเป็นไปได้ในการนําเซลล์ตรึง
กลบัมาใช้ซํา้อยา่งตอ่เน่ือง 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพ่ือเตรียมซิลิกาสําหรับตรึงเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 และศกึษาประสทิธิภาพการยอ่ยฟีนอลของเชือ้ผสมท่ีตรึงบนซลิกิา  
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้แบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาสําหรับย่อยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นสงูในนํา้ และสามารถ
นําเซลล์ท่ีตรึงแล้วกลบัมาใช้ซํา้ได้ 
 



บทที่ 2 
 

ปริทศัน์วรรณกรรม 
 
2.1 ปัญหาของฟีนอลที่ปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม 

ปัจจุบนัปัญหาด้านมลพิษในสิ่งแวดล้อมได้ทวีความรุนแรงอย่างเห็นได้ชัด อนัเป็นผลมา
จากการขยายตวัทางการผลิตทัง้ภาคเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม ฟีนอลและอนุพนัธ์ของฟีนอล
เป็นสารตัง้ต้นในอตุสาหกรรมเคมีหลายชนิด โดยถกูใช้เป็นส่วนผสมในเคมีภณัฑ์ชนิดต่างๆ เช่น สี 
ยาดบักลิ่น และยาฆ่าแมลง จะเห็นได้ว่ามีการนําเอาผลิตภณัฑ์เหล่านีม้าใช้ในชีวิตประจําวนัอย่าง
แพร่หลายจึงมีโอกาสท่ีสารเหลา่นีจ้ะเกิดการปนเปือ้นสูด่ินและแหลง่นํา้ได้  ทางองค์การอนามยัโลก 
(WHO) จึงได้มีการกําหนดให้มีฟีนอลอยู่ในนํา้ด่ืมได้ในปริมาณไม่เกิน 1.0 ไมโครกรัมต่อลิตร 
นอกจากนัน้ฟีนอลยงัจดัเป็นสารมลพิษท่ีมีอนัตรายมากท่ีสุดประเภทหนึ่งท่ี US Environment 
Protection Agency (EPA) ได้เสนอให้มีการควบคมุคณุภาพของนํา้ โดยมีปริมาณฟีนอลได้สงูสดุไม่
เกิน 1.0 ไมโครกรัมตอ่ลติร และกระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม ประเทศไทย ฉบบั
ท่ี 3 (พ.ศ.2539) ได้กําหนดมาตรฐานควบคมุการระบายนํา้ทิง้จากแหล่งกําเนิดประเภทโรงงาน 
อตุสาหกรรมและนิคมอตุสาหกรรมให้มีปริมาณฟีนอลไม่เกิน 1.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ก่อนปลอ่ยออกสู่
แหล่งนํา้ธรรมชาติ ดงันัน้จึงมีความพยายามพฒันาเทคโนโลยีท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการกําจัด     
ฟีนอล และสารท่ีเป็นอนพุนัธ์ของฟีนอล เช่น การสกดัด้วยตวัทําละลาย การดดูซบัด้วยถ่านกมัมนัต์ 
และการยอ่ยสลายทางชีวภาพ  

 
2.1.1 ฟีนอล (phenol)  

 ฟีนอล คือ สารประกอบท่ีมีโครงสร้างเป็นวงแอโรมาติกและมีหมู่แทนท่ีท่ีสําคญั คือ หมู่
ไฮโดรซิล ซึง่ต่ออยู่กบัคาร์บอนท่ีมีไฮบริไดเซชนัเป็น sp2 บนวงแอโรมาติก ฟีนอลเป็นของแข็งไม่มีสี 
ถ้าบริสทุธ์ิจะขาวขุน่ สตูรโครงสร้างและสมบตัทิางกายภาพของฟีนอลแสดงในตารางท่ี 2.1 
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ตารางที่ 2.1 สูตรโครงสร้างและสมบัตทิางกายภาพของฟีนอล 
ช่ือเรียก Benzenol, hydroxybenzene, 

monophenol, oxybenzene, phenyl alcohol, 
phenyl 

hydrate, phenyl hydroxide 
Carbolic acid, phenic acid, 

phenic alcohol 
โครงสร้างทางเคมี 

 
จดุหลอมเหลว˚C 43 

จดุเดือด˚C 181.8 

ความดนัไอท่ี 25 ˚C 0.3513 

ความหนาแน่นท่ี 20 ˚C 1.0576 

คา่การละลายในนํา้ g/L ท่ี 25˚C 87 

Log KOW 1.46 
นํา้หนกัโมเลกลุ 94.12 
สตูรอยา่งง่าย C6H6O 
(ท่ีมา: Toxicological review of phenol (CAS No. 108-95-2)) 
 

2.1.2 ความเป็นพษิของฟีนอล 
ฟีนอลจดัเป็นสารท่ีมีความเป็นพิษตอ่สิง่มีชีวิตทกุชนิดในระบบ การสมัผสัฟีนอลภายนอก

ร่างกายหรือหายใจ จะทําให้เกิดการระคายเคืองในบริเวณท่ีสมัผสัทัง้ผิวหนังและเย่ือบุอวัยวะ
ตา่งๆได้ หากได้รับเข้าสูร่่างกาย จะเกิดการระคายเคืองบริเวณเย่ือบตุา่งๆ ในระบบทางเดินอาหาร 
และถ้าได้รับในปริมาณท่ีสงู จะเกิดการสะสมในร่างกาย ทําให้เกิดความผิดปกติท่ีระบบหมนุเวียน
โลหิต เกิดอาการโลหิตจาง ความดนัโลหิต และการเต้นของหวัใจผิดปกติ นอกจากนัน้ยงัมีผลต่อ
การทํางานของระบบทางเดินหายใจ ทําให้หายใจลําบาก เกิดอาการชักกระตุก ส่งผลต่อการ
ทํางานของระบบประสาท อาจทําให้ตบัและไตถกูทําลาย และเสียชีวิตได้ในท่ีสดุ (สชุาตา ชินะจิตร
, 2006) 
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2.1.3 แหล่งที่มาของนํา้เสียปนเป้ือนฟีนอล  
ฟีนอลและอนพุนัธ์ของฟีนอลเป็นสารตัง้ต้นในอตุสาหกรรมเคมีหลายชนิด โดยถกูใช้เป็น

ส่วนผสมในเคมีภัณฑ์ชนิดต่างๆ เช่น สี ยาดบักลิ่น และยาฆ่าแมลง เป็นต้น จะเห็นได้ว่ามีการ
นําเอาผลิตภณัฑ์เหลา่นีม้าใช้ในชีวิตประจําวนัอย่างแพร่หลาย จึงมีโอกาสท่ีสารเหลา่นีจ้ะเกิดการ
ปนเปือ้นสูด่นิและแหลง่นํา้ได้ เน่ืองจากฟีนอลและอนพุนัธ์ของฟีนอลมีความเป็นขัว้สงูละลายนํา้ได้ 
ดี ตวัอย่างแหล่งท่ีมีนํา้เสียปนเปือ้นฟีนอล ได้แก่ โรงงานอตุสาหกรรมยางไม้ โรงงานถ่านหิน โรง 
กลัน่ นํา้มนัปิโตรเลียม เป็นต้น (Pazarlioglu และคณะ, 2005) 

 
2.1.4 การจัดการนํา้เสียที่ปนเป้ือนฟีนอล 
การกําจัดฟีนอลและสารท่ีเป็นอนุพันธ์ของฟีนอลออกจากนํา้ท่ีปนเปื้อน สามารถใช้ 

วิธีการดัง้เดิม เช่น การสกดัด้วยตวัทําละลาย การดดูซบัด้วยถ่านกมัมนัต์ หรือการออกซิไดซ์ด้วย
สารเคมี เป็นต้น (Godjevargova และคณะ, 2006) กระบวนการบําบดันํา้เสียท่ีปนเปือ้นฟีนอล     
ในปริมาณสูง สามารถบําบดัโดยวิธีทางกายภาพ เช่น การสกัดด้วยตัวทําละลาย หรือวิธีทาง
ชีวภาพ เช่น การใช้ตะกอนสลดัจ์ หรือหวัเชือ้ผสมท่ีไม่ต้องการอากาศ แตว่ิธีดงักลา่วมีข้อเสียคือ 
ค่าใช้จ่ายสงู และเกิดผลิตภณัฑ์ท่ีมีอนัตราย (Pazarlioglu และคณะ, 2005) นอกจากนัน้ 
แบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถทนต่อฟีนอลความเข้มข้นสูงได้ ดงันัน้จึงเกิดแนวคิดท่ีจะพฒันา
วิธีการตรึงเซลล์แบคทีเรียท่ีสามารถยอ่ยสลายฟีนอลดงักลา่วลงบนซิลิกา เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพให้
เซลล์สามารถยอ่ยสลายฟีนอลท่ีความเข้มข้นสงูได้ และไมเ่กิดเป็นผลติภณัฑ์ท่ีเป็นอนัตราย 
 
2.2 จุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายฟีนอล 
 จลุินทรีย์จํานวนมาก สามารถย่อยสลายฟีนอลโดยใช้ออกซิเจน เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งพลังงานสําหรับการเจริญ ตัวอย่างของจุลินทรีย์ ดังกล่าว ได้แก่ Acinetobacter 
calcoaceticus, Alcaligenes eutrophus, Bacillus stearothermophilus, Burkholderia 
cepacia G4, Nocardia sp., Nocardioides sp., Pseudomonas pickettii, Pseudomonas 
putida, Pseudomonas resinovorans, Ralstonia eutropha, Rhodococcus sp., Candida 
spp., Fusarium sp. และ Trichosporon cutaneum (Shalaby, 2003) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
Pseudomonas putida  ได้ถกูนํามาใช้อย่างกว้างขวางในการย่อยสลายฟีนอล เน่ืองจากเป็น
แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสงูในการย่อยสลายฟีนอล (Hannaford และ Kuek, 1999 : Barron 
และคณะ, 2000 : Banerjee และคณะ, 2001 : Chung และคณะ, 2003) ตวัอย่างจลุินทรีย์ท่ีมี
ความสามารถในการยอ่ยสลายฟีนอลแสดงดงัตารางท่ี 2.2 
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ตารางที่ 2.2 จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟีนอล 
ลักษณะของ

เซลล์ 
จุลนิทรีย์ แหล่งที่มาของ 

จุลนิทรีย์ 
ความเข้มข้น

เร่ิมต้นของฟีนอล
(กรัมต่อลติร) 

ความสามารถใน
การย่อยสลาย 
ฟีนอล (%) 

เอกสาร 
อ้างองิ 

- เซลล์อิสระ 
 
- เซลล์ตรึงบน
ถ่านกมัมนัต์ 

- Candida sp. 
-Pseudomonas 
sp. 

นํา้เสีย 1.5 
 

15.0 

100% 
 

90% 

Ehrhardt 
และ Rehm 

(1985) 

- เซลล์อิสระ 
 
- เซลล์ตรึง
บนอลัจิเนต 

Pseudomonas 
putida 
ATCC11172 

ATCC, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

0.5 
 

1.5 

100% 
 

100% 

Hannaford 
และ Kuek 

(1999) 

- เซลล์อิสระ 
 
- เซลล์ตรึง
บนอลัจิเนต 

Pseudomonas 
putida 
CCRC14365 

Food Industry 
Research and 
Development 

Institute 
ประเทศไต้หวนั 

0.6 
 

1.0 

59.5% 
 

75% 

Chung 
และคณะ
(2003) 

-เซลล์อิสระ 
 
-เซลล์ตรึงบน

หินพมัมิช 

Pseudomonas  

putida 50026 

DSMZ ประเทศ

เยอรมนั 

1.0 
 

1.0 

100% 
 

100% 

Pazarlioglu 

และคณะ 

(2005) 

-เซลล์อิสระ 
 
-เซลล์ตรึงบน 

Polyvinyl 

alcohol (PVA) 

Acinetobacter sp. 

PD12 

Activated  

sludge 

0.5 
 

0.5 

100% 
 

100% 

Wang และ

คณะ 

(2007) 

-เซลล์อิสระ 
 
-เซลล์ตรึงบนไค
โตซาน 

Pseudomonas 
putida 
BCRC14349 

Bioresource 
Collection and 

Research 
Center ประเทศ

ไต้หวนั 

0.1 
 

0.1 

40% 
 

100% 

Hsieh และ
คณะ 

(2008) 
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2.2.1 แบคทเีรียย่อยสลายฟีนอลที่ใช้ในการศึกษานี ้
จากงานวิจัยท่ีผ่านมาพบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่ท่ีนํามาใช้ในการย่อยสลายฟีนอลนัน้

สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้สงูสดุท่ีความเข้มข้น 1.5 กรัมตอ่ลติรเท่านัน้ ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึสนใจท่ี
จะพัฒนาวิธีท่ีทําให้แบคทีเรียสามารถย่อยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นสูงมากขึน้ได้ โดยเน้น
ศกึษาแบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1  

 
2.2.1.1 Methylobacterium sp. NP3 

โดยทัว่ไป Methylobacterium เป็นแบคทีเรียจําพวก facultative methylotroph หมายถึง 
เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถใช้สารประกอบท่ีมีคาร์บอนหนึ่งตวั เช่น มีเทน หรือท่ีมีคาร์บอนมากกว่าได้ 
(Chistoserdova และคณะ, 2003) เป็นแบคทีเรียท่ีเคล่ือนท่ีได้ มีรูปร่างเป็นแท่ง และเป็น 
obligately aerobic สามารถเรียกได้ว่า PPFMs ซึ่งย่อมาจาก pink-pigmented facultative 
methylotrophs เน่ืองจากสายพนัธุ์ส่วนใหญ่ของ Methylobacterium จะผลิตรงควตัถุสีชมพ ู
อนกุรมวิธานของ Methylobacterium sp. แสดงดงัตารางท่ี 2.3 ลกัษณะของโคโลนี คือ สีชมพ ูกลม 
และนนู จดัอยูใ่นกลุม่ของแบคทีเรียแกรมลบ มีแฟลกเจลลา่ท่ีขัว้ เจริญได้คอ่นข้างช้า ในบางครัง้อาจ
ใช้ในการกระตุ้ นการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของพืชได้ เน่ืองจากสามารถผลิตสาร 
phytohormones และในบางสายพันธุ์ถูกพบว่าเป็นหนึ่งในเชือ้ท้องถ่ินบริเวณเท้าของมนุษย์ 
(Zhang, 2004)  

ตารางที่ 2.3 Taxonomy of Methylobacterium sp. 
 

Kingdom Bacteria 
Phylum Proteobacteria 
Class Alpha Proteobacteria 
Order Rhizobiales 
Family Methylobacteriaceae 
Genus Methylobacterium 
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รูปที่ 2.1 Methylobacterium populi sp. nov.  

(ท่ีมา: van Aken และคณะ, 2004) 

 

Methylobacterium sp. NP3 เป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกจากดิน สามารถย่อยสลายฟีนอล
อย่างมีประสิทธิภาพ แต่เจริญช้า (นันท์ธร เภาราช, 2550) ยังไม่มีรายงานการใช้ 
Methylobacterium sp.ในการย่อยสลายฟีนอล แต่นําไปใช้ในการย่อยสลายไดคลอโรมีเทน 
(Roche, 1963) และการย่อยสลายไดเมทิล ไอโซทาเลท (Li และ Gu, 2007) ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึง
สนใจท่ีจะนํา Methylobacterium sp. NP3 มาตรึงบนซิลิกา เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อย
สลายฟีนอล  

 2.2.1.2 Acinetobacter sp. PK1 
 แบคทีเรียในสกลุ Acinetobacter sp. มีลกัษณะสําคญั คือเป็นแบบทีเรียรูปร่างกลม-แท่ง 
ประเภทแกรมลบท่ีไม่เคล่ือนท่ี (non-motile Gram-negative coccobacilli) ซึง่บางครัง้อาจติดสี
คล้ายแบคทีเรียแกรมบวกได้ รูปร่างของเชือ้อาจเป็นได้ทัง้รูปร่างแบบกลมหรือแบบแท่ง แต่มกัจะ
พบแบบกลมในอาหารเลืย้งเชือ้แบบเหลว และในช่วงแรกของการเจริญเติบโต นอกจากนี ้อาจมี
รูปร่างท่ีแตกตา่งกนัออกไป ทําให้สามารถจําแนกเชือ้ชนิดนีอ้อกจากเชือ้อ่ืนๆ ท่ีก่อโรคในสิ่งสง่ตรวจ
ได้ยาก การเจริญเตบิโตของเชือ้นีเ้ป็นแบบอาศยัออกซเิจนเท่านัน้ (Surasarang และคณะ, 2007) 
ตามอนุกรมวิธาน Acinetobacter sp. เป็นสกุลหนึ่งในวงศ์ Moraxellaceae ซึ่งประกอบด้วย
แบคทีเรียในสกลุ Moraxella, Acinetobacter และ Psychrobacter รวมทัง้เชือ้อ่ืนท่ีมีความสมัพนัธ์
กบัเชือ้เหลา่นี ้แสดงดงัตารางท่ี 2.4 

ตารางที่ 2.4 Taxonomy of Acinetobacter sp.  
Kingdom Bacteria 
Phylum Proteobacteria 
Class Gamma Proteobacteria 
Order Pseudomonadales 
Family Moraxellaceae 
Genus Acinetobacter  
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 Paller และคณะ (1995) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย Acinetobacter calcoaceticus 
NCIB 8250 พบวา่สามารถใช้ฟีนอลเป็นแหลง่คาร์บอนและแหลง่พลงังานโดยวิถีการตดัท่ีตําแหน่ง
ออร์โท และสามารถย่อยสลายฟีนอลได้สงูสดุท่ี 150 มิลลิกรัมตอ่ชัว่โมง ในระบบแบบกึ่งตอ่เน่ือง 
(fed batch) และพบว่าแบคทีเรียนีส้ามารถถกูชกันําโดยฟีนอลให้สร้างเอนไซม์ฟีนอลไฮโดรซิเลส 

(phenol hydroxylase) และเคตคิอล 1,2 ไดออกซจิิเนส (catechol-1,2-dioxygenase)  
Acinetobacter sp. PK1 ท่ีใช้ในงานวิจยันีถ้กูคดัแยกจากอาหารท่ีมีการเจริญของ 

Methylobacterium sp. NP3 เน่ืองจากแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิด มีการเจริญร่วมกนัในระหว่างการ
เพาะเลีย้งจงึเรียกวา่เชือ้ผสม 
 

2.2.2 วิถีการย่อยสลายฟีนอล 
จากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่าฟีนอลสามารถย่อยสลายได้ทัง้แบบอาศยัออกซิเจน และ

แบบไม่อาศยัออกซิเจน ทัง้นีง้านวิจัยส่วนใหญ่สนใจการย่อยสลายฟีนอลในภาวะท่ีมีออกซิเจน 
ดงัเช่น งานวิจยัของ Varga และ Neujahr (1970) คดัแยกเชือ้จากดิน เพ่ือศึกษาวิถีการย่อย
สลายฟีนอล พบวา่จากการคดัแยกเชือ้จากดนิจีนสั Pseudomonas  และ Moraxella สามารถย่อย
สลายฟีนอลโดยผลิตเอนไซม์ท่ีสามารถเปลี่ยนฟีนอลให้เป็นเคติคอล (catechol) ซึ่งเป็นสาร
ตัวกลางของการย่อยสลาย และเปล่ียนเคติคอลไปเป็น cis,cis-muconate โดย intradiol 
cleavage และสามารถเปล่ียนเคติคอลไปเป็น α-hydroxy muconic semi-aldehyde โดย 
extradiol cleavage จากนัน้ก็จะเข้าสู ่key metabolites เพ่ือเข้าสูว่ฏัจกัรเครปตอ่ไป 

Dong และคณะ (1992) ศกึษายีนของ Bacillus stearothermophilus FDTP-3 และ 
Escherichia coli ท่ีสามารถย่อยสลายฟีนอล พบว่ามียีนสําหรับการย่อยสลายของฟีนอลแบบ
อาศยัออกซิเจนเร่ิมต้นจากการเติมออกซิเจนเข้าไปในโมเลกุล โดยใช้เอนไซม์ฟีนอลไฮโดรซิเลส 

เพ่ือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเกิดเป็นเคติคอล ต่อมาก็เกิดการแตกวงของสารเคติคอล ซึ่งสามารถ
เกิดได้ 2 ตําแหน่ง คือ ตําแหน่งออร์โทและตําแหน่งเมตา ซึง่การแตกวงของเคติคอลท่ีตําแหน่ง
ตา่งกนันัน้ สง่ผลให้เกิดสารผลิตภณัฑ์ท่ีแตกต่างกนั ซึง่สารต่างๆ ท่ีเกิดขึน้จะเข้าสูว่ฏัจกัรเครปต่อ
ไป  

ซึง่คาดว่า Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 อาจจะเกิดการ
ยอ่ยสลายฟีนอลแบบใช้ออกซเิจน แสดงดงัรูปท่ี 2.2 เน่ืองจากเป็นแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนใน
การเจริญ ซึง่จากวิถีการย่อยสลายฟีนอลคาดว่าจะไม่มีผลิตภณัฑ์ท่ีมีพิษมากขึน้จากกระบวนการ
ยอ่ยสลายทางชีวภาพ 

 



 11 

 
 
 

รูปที่ 2.2 การย่อยสลายฟีนอลแบบใช้ออกซเิจน 
(ท่ีมา: van Schie และคณะ, 2000) 

 
2.2.3 ปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายฟีนอล  
โดยทัว่ไปแบคทีเรียท่ีเป็นเซลล์อิสระมีความสามารถในการยอ่ยสลายฟีนอลได้ในระดบัท่ีมี

ความเข้มข้นฟีนอลต่ําๆ เน่ืองจากฟีนอลเป็นสารเคมีอนัตรายท่ีมีผลตอ่เซลล์แบคทีเรียโดยจะทําให้ 
สญูเสียความสมบรูณ์ของเย่ือบเุซลล์ และรบกวนการทํางานของ membrane barrier รวมทัง้ยบัยัง้
การทําหน้าท่ีของ membrane protein ส่งผลให้แบคทีเรียตายเม่ือความเข้มข้นของฟีนอลสงู 
(Keweloh และคณะ, 1990 และ Heipieper และคณะ, 1992)  และปัจจยัท่ีมีผลตอ่การย่อย
สลายฟีนอลอยา่งมีประสทิธิภาพ ได้แก่ pH ความเข้มข้นของฟีนอล และอณุหภมูิ 

Hannaford และ Kuek (1999) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลโดยเซลล์ตรึงบนอลัจิเจต 
ควบคูก่บัการศกึษาปัจจยัท่ีเก่ียวข้อง เช่น pH และอณุหภมูิ จากการศกึษาพบว่าท่ี pH ระหว่าง 
6.5 ถึง 7.0 และอณุหภมูิประมาณ 30 ถึง 34 องศาเซลเซียส ทําให้เพิ่มประสิทธิภาพในการย่อย
สลายฟีนอล 
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Khleifat (2006) ศกึษาผลของแหล่งคาร์บอนเสริม (ฟรุกโตส แลคโตส กลโูคส มอลโตส 
ซูโครส กรดซัคซินิก และแมนนิทอล) แหล่งไนโตรเจน และภาวะสําหรับการเจริญต่อการย่อย
สลายฟีนอล (ความเข้มข้นฟีนอล ค่าpH อุณหภูมิท่ีใช้บ่ม และอัตราการเติมอากาศ) โดย 
Ewingella americana พบว่าแบคทีเรียนีส้ามารถใช้ฟีนอลอย่างเดียวเป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลงังาน แต่ฟีนอลมีผลในการยบัยัง้อัตราการเจริญเม่ือความเข้มข้นของฟีนอลสูงสุดประมาณ 
1,000 ppm โดยอตัราการเจริญของ Ewingella americana สงูสดุท่ีความเข้มข้นของฟีนอล
ประมาณ 300 ppm สําหรับเซลล์ท่ีขาดแคลนและท่ีไม่ขาดแคลนแหลง่คาร์บอนเสริม โดยมีอตัรา
การย่อยสลายประมาณ 0.32 และ 0.29 ppm ต่อชัว่โมง ตามลําดบั ซึง่ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ย่อยสลายฟีนอล คือ การบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส pH 7.5 และการเขย่าท่ี 200 รอบต่อ
นาที 

 
2.3 การตรึงเซลล์แบคทเีรีย 

2.3.1 กระบวนการตรึงเซลล์ (Cell immobilization process) 
 เทคนิคในการตรึงเซลล์มี 3 วิธี คือ การยดึด้วยตวันํา (carrier-binding method) การเช่ือม
ขวาง (cross-linking method) และการกกัขงั (entrapment method) (Chibata และคณะ, 1978)  
 1. การยดึด้วยตวันํา (Carrier-binding method) หมายถึง การเช่ือมเซลล์จลุินทรีย์กบัสาร
พาหะโดยตรง แบง่ได้ 2 วิธี คือ 
 1.1 การใช้พนัธะโควาเลนต์ (Covalent binding method) เป็นวิธีการเช่ือมเซลล์โดยตรง
กบัสารพาหะ โดยสารท่ีใช้เช่ือมนัน้สามารถต่อกบัสว่นประกอบท่ียดึเซลล์ ได้แก่ กลุ่มอะมิโน กลุ่ม
คาร์บอกซิล กลุ่มซลัฟีดริล กลุ่มไฮดรอกซิล กลุ่มอิมิดาโซล หรือกลุ่มฟีนอลของโปรตีน วิธีนีมี้ข้อดี
คือ เซลล์เช่ือมอยูผิ่วหน้าของตวัอยา่งอยา่งสม่ําเสมอ มีความคงตวัดี และการร่ัวไหลของเซลล์น้อย  
(Cheetham, 1980) แตมี่ข้อเสีย เน่ืองจากการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนีค้อ่นข้างรุนแรง และความเป็นพิษ
ของสารท่ีใช้อาจทําให้เซลล์สญูเสียความสามารถได้ ตวักลางท่ีนิยมใช้คือ เซลลโูลส เด็กซ์ทราน 
แป้ง กลโูคส ซลิกิาท่ีมีรูพรุน และแก้วท่ีมีรูพรุน เป็นต้น (รูปท่ี 2.3) 
 

 
รูปที่ 2.3 การใช้พันธะโควาเลนต์ (Covalent binding method) 

(ท่ีมา: Cassidy และคณะ, 1996) 
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 1.2 การเกาะหรือดดูซบั (Adsorption method) เป็นวิธีการตรึงเซลล์โดยให้เซลล์ดดูซบักบั
สารท่ีเป็นตวันําด้วยพนัธะไอออนิก หรือพนัธะไฮโดรเจน (Cheetham, 1980) โดยอาศยัหลกัการ
ทางธรรมชาตเิคมี เน่ืองจากผนงัของเซลล์ประกอบด้วย diaminopimelic acid และ hexosamines 
ซึง่สามารถเกิดพนัธะไอออนิกกบัตวันําได้ (Koshcheenko, 1981) การตรึงวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีง่าย แต่
แรงดดูซบัค่อนข้างอ่อนและมีการสญูเสียเซลล์ได้ง่าย เม่ือมีการเปล่ียนแปลงค่า pH การไหลของ
นํา้ การเกิดฟองอากาศ และเม่ือมีการแบง่เซลล์ (รูปท่ี 2.4) 
 

 
 

รูปที่ 2.4 การเกาะหรือดดูซับ (Adsorption method) 
 (ท่ีมา: Cassidy และคณะ, 1996) 

 
 2. การเช่ือมขวาง (Cross-linking method) หมายถึง การเช่ือมเซลล์เข้าด้วยกนั โดยใช้
สารพวกไบ (bi-) หรือมลัติฟังก์ชนันอลรีเอเจนต์ (multifunctional reagent) เช่น กลทูารัลดีไฮด์ 
และโทลอีูน ไดไอโซไซยาเนต (Chibata และคณะ, 1978) เป็นต้น วิธีนีจ้ะใช้สารเคมีภายใต้ภาวะท่ี
คอ่นข้างจะรุนแรง ทําให้เซลล์สญูเสียความสามารถในการดํารงชีวิตได้ (รูปท่ี 2.5) 
 

 
 

รูปที่ 2.5 การเช่ือมขวาง (Cross-linking method)  
(ท่ีมา: Cassidy และคณะ, 1996) 
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3. การกกัขงั (Entrapment method) 
 การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี ้จะต่างจากการตรึงเซลล์ด้วยวิธีทางเคมีโดยท่ีไม่ได้มีการเช่ือมติด
หรือไม่มีพนัธะเกิดขึน้ระหว่างเซลล์กบัสารพาหะ ดงันัน้จึงสามารถใช้ได้กบัเซลล์ทุกชนิด การตรึง
เซลล์ด้วยวิธีนีแ้บง่ได้เป็น 2 วิธี (รูปท่ี 2.6) คือ 
 3.1 การตรึงแบบไมโครแคปซูล (Microencapsulation) หมายถึง การกกัขงัเซลล์ไว้ในเย่ือ
ผ่านได้ (semipermeable membrane) เช่น collodian หรือ silicone ซึง่ป้องกนัการซมึผ่านของ
เซลล์ได้ แตย่อมให้สารตัง้ต้นและผลิตภณัฑ์ซมึผ่านได้อย่างอิสระ การตรึงด้วยวิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีง่ายแต่
ไม่แข็งแรงพอท่ีจะใช้ในอุตสาหกรรม และอาจมีปัญหาการตกตะกอนของเซลล์เกิดขึน้ด้วย 
(Cheetham, 1980) 
 3.2 การตรึงเซลล์แบบแลตทิช (Lattice type) หมายถึง การตรึงเซลล์โดยการกกัขงัไว้
ภายในช่องว่าง 3 มิติ ในเจลของสารพอลิเมอร์ การตรึงเซลล์ด้วยวิธีกกัขงัทัว่ไปจะหมายถึง แบบ
แลตทิซ ซึ่งเป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมและประสบความสําเร็จมากท่ีสดุ เน่ืองจากใช้ได้กบัเซลล์ทุก
ชนิด (Cheetham, 1980)  
 

                        
             Entrapment                                                    Encapsulation 

 
รูปที่ 2.6 การกักขัง (Entrapment and Encapsulation method) 

(ท่ีมา: Cassidy และคณะ,1996) 
 

การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการกกัขงันีนิ้ยมใช้สารพวก biochemically inert hydrogel เป็นตวั
กกัขงั โดยใช้หลกัการเกิดเจลซึง่ให้เกิดโครงสร้าง 3 มิติ ท่ีมีลกัษณะเป็นรูพรุน โดยกลไกในการเกิด
เจลขึน้กบัสารพาหะท่ีใช้ ดงัแสดงในตารางท่ี 2.5 (ภาวินี คณาสวสัดิ,์ 2537) 
 เน่ืองจากการเตรียมเซลล์ท่ีถกูตรึงมีหลายวิธี ดงันัน้สมบตัขิองสารพาหะท่ีเหมาะสมในการ
ตรึงเซลล์แต่ละวิธีอาจมีข้อปลีกย่อยท่ีแตกต่างกันไป แต่โดยทั่วไปแล้วปัจจัยท่ีสําคัญในการ
พิจารณาจะคล้ายคลึงกันคือ สมบตัิเชิงกล (mechanical properties) สมบตัิทางกายภาพ 
(physical properties) ความแข็งแรง ความชอบนํา้ (hydrophilicity) สภาพให้ซึมผ่านได้ 
(permeability) ความทนต่อสภาวะแวดล้อมทางกายภาพ สารเคมี การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ 
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และแรงกระทบ เน่ืองจากการตรึงเซลล์ต้องทําในภาวะปลอดเชือ้ จึงต้องเลือกสารพาหะท่ีทนต่อ
ความร้อนและความดนัได้สงู สารพาหะไม่ควรเป็นอนัตรายต่อเซลล์และสิ่งแวดล้อม และไม่ควร
กระทบกระเทือนต่อระบบเมตาบอลิซึม นอกจากนีอ้าจพิจารณาในด้านราคา การยอมรับ และ
ความสามารถในการนํากลบัมาใช้ได้อีก (วิเชียร ลีลาวชัรมาศ, 2524 และ ภรณี  ลมิปิสตุ, 2538) 
 
ตารางที่ 2.5 วิธีกักขังเซลล์ด้วยวิธีการทาํให้เกิดเจลโดยพอลิเมอร์ของสารอนิทรีย์ 
                    (ท่ีมา: ภาวินี คณาสวสัดิ,์ 2537) 
กลไกการเกิดเจล สารพาหะ 
พอลเิมอไรเซชนั (Polymerization) พอลอิะคริลาไมด์ พอลเิมทาคริเลต 
การเช่ือมขวาง (Cross-linking) พรีพอลเิมอร์ โปรตีน 
พอลคิอนเดนเซชนั (Polycondensation) พอลยิริูเทน เอพอกซีเรซนิ 
การเกิดเจลเ น่ืองจากความร้อน  (Thermal 
gelation) 

คอลลาเจน เจลลาติน เอการ์ เอกาโรส แคปปา-
คาร์ราจิแนน 

การเกิดเจลแบบไอโอโนโทรปิก (Ionotropic 
gelation) 

อลัจิเนต ชิโทซาน 

การตกตะกอน (Precipitation) เซลลโูลส เซลลโูลสไตรอะซเิตต 
 
 ในการทดลองนีไ้ด้เลือกใช้วิธีการตรึงเซลล์แบบยึดเกาะ (Attachment) และแบบกกัขงั 
(Encapsulation) บนซิลิกา เน่ืองจากทัง้ 2 วิธีนีมี้ข้อดีในเร่ืองของการเพิ่มกิจกรรมทางเมแทบอลิ
ซึม เพิ่มปริมาณการสร้างสารเมแทบอไลท์ ปกป้องเซลล์จากสารท่ีมีความเป็นพิษ และปัจจัย
ภายนอกทัง้ทางกายภาพ และทางชีวภาพ เช่น bacteriophage และ protozoa เพิ่มอตัราการอยู่
รอดของเซลล์ให้สูงยิ่งขึน้ เพิ่มความหนาแน่นของเซลล์ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ สามารถ
นํามาใช้ได้หลายครัง้และสามารถใช้อยา่งตอ่เน่ืองได้ (Wang และคณะ, 2007)   

 
2.3.2 การตรึงเซลล์เพื่อย่อยสลายฟีนอล 
ตวัอย่างงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกับการตรึงเซลล์บนวสัดตุ่างๆ อาทิเช่น อลัจิเนต พอลิไวนิล

แอลกอฮอล์ (PVA) ไคโตซาน ถ่านกมัมนัต์ เป็นต้น เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอล
ของจลุนิทรีย์ ได้แก่ 

Ehrhardt และ Rehm (1985) ศกึษาการย่อยฟีนอลโดยการตรึงเซลล์จลุินทรีย์บนถ่านกมั
มนัต์ พบว่าจุลินทรีย์ท่ีไม่ได้ตรึงบนถ่านกมัมนัต์ไม่สามารถทนต่อความเข้มข้นของฟีนอลท่ีสงูกว่า 
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1.5 กรัมตอ่ลิตร แต ่Candida sp. และ Pseudomonas sp. ท่ีตรึงบนถ่านกมัมนัต์สามารถมีชีวิต
รอดท่ีความเข้มข้นของฟีนอลสงูประมาณ 15.0 กรัมตอ่ลติร  

Pazarlioglu และคณะ (2005) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย P. putida ท่ีถกูตรึงบน
หินพมัมิช พบว่า P. putida ท่ีถกูตรึงเซลล์บนหินพมัมิชสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 1.0 
กรัมตอ่ลติร ในเวลา 22 ชัว่โมง และสามารถใช้เซลล์ตรึงซํา้ได้ 

Wang และคณะ (2007) ได้นําแบคทีเรียมาทําการตรึงเซลล์บน Polyvinyl alcohol (PVA) 
พบว่าทําให้ทนต่อความเข้มข้นของฟีนอลได้สงูประมาณ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายในเวลา 9 
ชั่วโมง และช่วยป้องกันแบคทีเรียเม่ือมีการเปลี่ยนอุณหภูมิ pH และสามารถเก็บท่ี 4 องศา
เซลเซียส ได้นาน 50 วนั จากผลการทดลองพบว่าเซลล์ตรึงของ Acinetobacter sp. เป็นการนํามา
ประยกุต์ใช้ได้ดีในการแก้ปัญหาการปนเปือ้นของฟีนอลในแหลง่นํา้ 

 Santos และคณะ (2008) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย Aureobasidium pullulans 
FE13 ท่ีได้จากการคดัแยกเชือ้จากนํา้เสียท่ีปล่อยจากโรงงานอตุสาหกรรมพบว่าการตรึงเซลล์ 
บนอลัจิเนต ทําให้แบคทีเรียมีอตัราการย่อยสลายฟีนอลได้สงูสดุประมาณ 20.45 มิลลิกรัมตอ่ลิตร
ตอ่ชัว่โมง โดยเซลล์ท่ีไมถ่กูตรึงจะทนและยอ่ยฟีนอลได้น้อยกวา่เซลล์ท่ีถกูตรึงบนอลัจิเนต  
 Hsieh และคณะ (2008) ศกึษา sodium tripolyphosphate-crosslinked chitosan 
beads ตรึงด้วย P. putida สําหรับการยอ่ยสลายฟีนอล จากการศกึษานีเ้พ่ือทดสอบประสิทธิภาพ
ของการย่อยสลายฟีนอลโดย P. putida ถกูตรึงภายในเม็ดบีดซึง่เตรียมโดยการนําไคโตซานมา
เช่ือมขวางด้วย sodium tripolyphosphate ทําให้เซลล์ตรึงในไคโตซานมีประสิทธิภาพสงูในการ
ยอ่ยสลายฟีนอลเพ่ือแก้ปัญหามลภาวะและนํา้เสียในสิง่แวดล้อม  
 จากงานวิจยัท่ีกลา่วมาข้างต้น พบวา่การเซลล์ตรึงท่ีผลิตขึน้สว่นใหญ่ยงัมีประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายฟีนอลต่ํา (0.1-1.0 กรัมต่อลิตร) นอกจากนีว้สัดบุางชนิดท่ีใช้มีความคงทนต่ํา เช่น  
อลัจิเนต แบคทีเรียตรึงไม่สามารถนํากลบัมาใช้ซํา้ได้ เช่น อลัจิเนต รวมทัง้วสัดุส่วนใหญ่ท่ีใช้มี
ราคาแพง เช่น พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (PVA) หรือดูดซับฟีนอลได้ดีเกินไป ทําให้แบคทีเรียไม่
สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ เช่น ถ่านกมัมนัต์ เราจงึสนใจตรึงแบคทีเรียบนซลิกิา เน่ืองจากซิลิกามี
ราคาไมแ่พง ทนตอ่แรงกระทําทางกายภาพและทางเคมี และไม่บวมนํา้ และสามารถนํากลบัมาใช้
ซํา้ได้  
 
2.4 ซลิิกา (Silica) 

2.4.1 ความรู้ทั่วไปเก่ียวกับซลิิกา 
 ซิลิกา (SiO2) ประกอบด้วยซิลิกอนและออกซิเจนจัดเรียงตวัในรูปแบบเททระฮีดรัล 
(tetrahedral) แผข่ยายออกไป 3 มิต ิจนเกิดเป็นโครงร่างตาข่ายท่ีแข็งแรง มีลกัษณะเป็นของแข็งท่ี
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มีรูพรุน (pore) โดยซิลิกาจดัเป็นสารดดูซบัท่ีได้รับความนิยมมากท่ีสดุในงานด้านการวิเคราะห์ 
เน่ืองจากซิลิกาเป็นวสัดท่ีุมีความเสถียรสงู ทนต่อแรงกระทําทางกายภาพและทางเคมี ไม่บวมนํา้ 
จึงสามารถใช้กบัสารตวัอย่างท่ีมีนํา้เป็นตวัทําละลายได้ดี ซิลิกาประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชนัท่ีสําคญั  
2 หมู่ ได้แก่ พนัธะไซลอกเซน (siloxane bond, Si-O-Si) และ หมู่ซิลานอล (silanol group, Si-
OH) ซึง่เป็นหมู่ท่ีว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยามากกว่าพนัธะไซลอกเซน เน่ืองจากมีสมบตัิเป็นกรด
ออ่นๆ ซลิานอลมี 3 แบบ ได้แก่ free silanol, geminal silanol และ vicinal silanol (รูปท่ี 2.7) 
 

 
 

รูปที่ 2.7 ลักษณะโครงสร้างของซลิิกา (ท่ีมา: Nigel, 2000) 

 
ซลิกิาสามารถแบง่ออกเป็นประเภทตา่งๆ ได้โดยขึน้กบัเกณฑ์ท่ีใช้แบง่ เช่น 
1. แบง่ตามขนาดรูพรุน (pore size) ซึง่เป็นการแบง่ตาม IUPAC ได้แก่ 

1.1 ไมโครพอรัสซิลิกา (microporous silica) คือ ซิลิกาท่ีมีขนาดของเส้นผ่านศนูย์กลาง
ของรูพรุนน้อยกวา่ 2 นาโนเมตร 

1.2 เมโซพอรัสซลิกิา (mesoporous silica) คือ ซลิกิาท่ีมีขนาดของเส้นผ่านศนูย์กลางของ
รูพรุนอยูร่ะหวา่ง 2 นาโนเมตร ถึง 50 นาโนเมตร 

1.3 แมโครพอรัสซลิกิา (macroporous silica) คือ ซลิกิาท่ีมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของรู
พรุนมากกวา่ 50 นาโนเมตร 
 
2. แบง่ตามลกัษณะการจดัเรียงตวัของโครงสร้าง ได้แก่ 

2.1 Amorphous silica คือ ซลิกิาท่ีมีโครงสร้างแบบอสณัฐาน (ไมเ่ป็นระเบียบ) 
2.2 Crystalline silica คือ ซลิกิาท่ีมีการจดัเรียงตวักนัอยา่งเป็นระเบียบ  
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 ข้อด ีข้อเสียของซลิิกา 
ซิลิกามีความเสถียรสูง ทนต่อแรงกระทําทางกายภาพและทางเคมี สามารถใช้งานได้

ในช่วง pH ท่ีกว้าง มีสมบตัิเป็นไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) และไม่บวมนํา้ จึงสามารถใช้กบัสาร 
ตวัอยา่งท่ีมีนํา้เป็นตวัทําละลายได้ดี อยา่งไรก็ตาม ซลิกิาท่ีมีขายในเชิงการค้ายงัขาดความจําเพาะ
เจาะจง โดยเฉพาะอย่างยิ่งสําหรับใช้ในการนําไปประยุกต์ใช้ทางด้านสกัดโลหะ ดงันัน้การเพิ่ม
ความจําเพาะเจาะจงให้กบัซลิกิาจงึเป็นสิง่จําเป็น (Iller, 1979 และ Brinker และคณะ, 1990) 

 
2.4.2 การสังเคราะห์ซลิิกา 

 การสงัเคราะห์ซิลิกาสามารถทําได้หลายวิธี เช่น การสงัเคราะห์ซิลิกาในทางอตุสาหกรรม
(Berthod,1991) ทําโดยนําทรายมาหลอมรวมกบัโซเดียมคาร์บอเนต เพ่ือให้เกิดเป็นโซเดียม 
ซิลิเกตซึ่งละลายนํา้ได้ หลงัจากนัน้ จึงทําสารละลายดงักล่าวให้เป็นกรดด้วยกรดซลัฟิวริกเพ่ือให้
ได้ผง ซลิกิา หรือการสงัเคราะห์ซลิกิาจากกรดซลิซิกิ (silicic acid) โดยผา่นกระบวนการพอลเิมอไร
เซชนั นอกจากนัน้ซิลิกายงัสามารถเตรียมผ่านกระบวนการโซล-เจล ซึง่ใช้ภาวะในการสงัเคราะห์
ไม่รุนแรงในการควบคมุปัจจยัต่างๆ (Nassif และคณะ, 2002) เพ่ือให้ได้ซิลิกาท่ีมีสมบตัิตาม
ต้องการจึงทําได้ง่าย การสงัเคราะห์ซิลิกาด้วยวิธีนีม้กัใช้ซิลิกอนอลัคอกไซด์เป็นสารตัง้ต้น เช่น 
tetramethoxysilane (TMOS) และ tetraethoxysilane (TEOS) ใช้แอลกอฮอล์เป็นตวัทําละลายท่ี
นิยมได้แก่ เมทานอล เอทานอล และใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาซึง่อาจเป็นกรดหรือเบส โดยมีปฏิกิริยาเคมีท่ี
เก่ียวข้อง ดงันี ้
 1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis reaction) เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ระหว่างนํา้กบั 
ซิลิกอนอัลคอกไซด์เพ่ือให้ได้หมู่ซิลานอลและมีแอลกอฮอล์เป็นผลิตภัณฑ์ร่วม (สมการท่ี 1.1) 
ปฏิกิริยานีส้ามารถเกิดได้เร็วขึน้โดยใช้กรดหรือเบสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
 

hydrolysis 
Si-OR  +  H2O                              Si-OH  + ROH                (1.1) 

Esterification 
 

 2. ปฏิกิริยาคอนเดนเซชนั (condensation reaction) เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดตอ่เน่ืองทนัทีจาก
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ โดยหมู่ซิลานอลจะทําปฏิกิริยากบัซิลิกอนอลัคอกไซด์ (สมการท่ี 1.2) หรือทํา
ปฏิกิริยากนัเอง (สมการท่ี 1.3) ทําให้ได้พนัธะไซลอกเซนเกิดขึน้ 
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Alcohol condensation 
                         Si-OR  +  Si-OH   Si-O-Si  +  ROH                  (1.2) 

Alcoholysis 
 
 

Water condensation 
                          Si-OH  +  Si-OH     Si-O-Si  +  H2O                   (1.3) 

Hydrolysis 
 

 สําหรับสารตัง้ต้นท่ีนิยมใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกา ได้แก่ tetraethoxysilane (TEOS) โดย
มีตวัทําละลาย ได้แก่ เมทานอลหรือเอทานอล ซึง่ช่วยให้ซิลิกอนอลัคอกไซด์รวมเป็นเนือ้เดียวกบั
นํา้ ได้ดีขึน้ ส่วนตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีใช้อาจเป็นกรดหรือเบสก็ได้ การสงัเคราะห์แบบนีทํ้าให้ได้ไมโคร 
พอรัสซลิกิาท่ีมีพืน้ท่ีผิวน้อย นอกจากนีอ้าจมีการเติมสารลดแรงตงึผิว (surfactant) ลงไปด้วย เพ่ือ
ช่วยป้องกนัการแตก (cracking) ของซิลิกาในขัน้ตอนการทําให้แห้ง (drying) ถ้าเติมสารลดแรงตงึ
ผิวในปริมาณท่ีมากกว่าคา่ Critical Miceller Concentration (CMC) ของสารลดแรงตงึผิวชนิด
นัน้ๆ จะทําให้ซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้เป็นเมโซพอรัสซิลิกาท่ีมีพืน้ท่ีผิวสงู และมีการจดัเรียงตวัอย่าง
เป็นระเบียบ เน่ืองจากสารลดแรงตงึผิวจะทําหน้าท่ีเป็นสารต้นแบบ (template) ให้กบัซิลิกาด้วย 
ในขณะท่ีมีการสร้างโครงร่างตาข่ายของซิลิกา โดยชนิดของสารลดแรงตงึผิวท่ีใช้อาจเป็น cationic 
surfactant เช่น cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) หรือ anionic surfactant เช่น 
sodium dodecyl sulfate หรือ nonionic surfactant เช่น hexadecyl eicosa เป็นต้น (Boos และ
คณะ, 2002 : Antonietti และคณะ,1999 : Yi และคณะ, 1998) 
 การสังเคราะห์ซิลิกาตามปฏิกิริยาข้างต้นมักได้ไมโครพอรัสซิลิกา ท่ีมีการจัดเรียง
โครงสร้างอย่างไม่เป็นระเบียบ ตอ่มาในปี 1992 Beck และคณะ ได้ค้นพบวิธีการสงัเคราะห์เมโซ
พอรัสซิลิกาท่ีมีการจดัเรียงโครงสร้างอย่างเป็นระเบียบโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชนิดแคตไออนท่ีมี
หมู่ quaternary ammonium ทําหน้าท่ีเป็นสารต้นแบบ (template) โดยเมโซพอรัสซิลิกาท่ีเตรียม
ได้มีการจดัเรียงโครงสร้างเป็นแถวเรียงกนัเป็นรูปทรงหกเหล่ียม (hexagonal array) มีพืน้ท่ีผิวสงู 
(มากกวา่ 1000 m2/g) และมีขนาดรูพรุนตัง้แต ่85 Aº– 120 A º จากข้อได้เปรียบนี ้จึงได้มีงานวิจยั
จํานวนมากท่ีศึกษาเก่ียวกับการพฒันาวิธีการเตรียมเมโซพอรัสซิลิกาเพ่ือใช้ประโยชน์ด้านต่างๆ 
เช่น ใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา หรือใช้เป็นสารดดูซบั เป็นต้น (Beck และคณะ, 1992) ดงัรูปท่ี 2.8 
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รูปที่ 2.8 กลไกในการเกดิโครงสร้างของเมโซพอรัสซลิิกาตามการเสนอของ 
Beck และคณะ (1992) 

 
2.4.3 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของซลิิกา 
พืน้ที่ผิวและขนาดรูพรุน 

 รูพรุนสามารถแบ่งออกได้หลายชนิดขึน้อยู่กับเกณฑ์ท่ีใช้แบ่ง เช่น แบ่งตามรูปร่างทาง
เรขาคณิต ได้แก่ รูพรุนท่ีเกิดจากแผ่นบาง (slits shape pore) ซึง่พบมากใน activated clay รูพรุน
ท่ีมีรูปทรงกระบอก (cylinder shape pore) ซึ่งพบในออกไซด์บางประเภท เช่น อลมูินา, 
แมกนีเซียม เป็นต้น และรูพรุนท่ีเกิดจากช่องวา่ง (void) ระหวา่งอนภุาค เช่น ซลิกิา เป็นต้น 
 รูพรุนอาจมีลกัษณะเดียวกนัตลอด (uniform size) หรืออาจมีลกัษณะเหมือนอโุมงค์ 
(funnel shape) หรือมีลกัษณะคล้ายขวดหมกึ (ink bottle shape) โดยรูพรุนดงักลา่วอาจเป็นรูปิด 
(close pore) รูปิดเพียงรูเดียว (blind pore) หรือรูปิดผ่านตลอด (through pore) ซึง่รูพรุนเหลา่นี ้
อาจแยกออกเป็นอิสระจากรูพรุนอ่ืน (isolate pore) หรืออาจมีการเช่ือมโยงติดต่อกับรูพรุน
ข้างเคียงเกิดเป็น pore network ขึน้ 

 
2.4.4 เทคนิคที่ใช้ในการบอกลักษณะ และขนาดของรูพรุน รวมทัง้การหาพืน้ที่ผิว

จาํเพาะของซลิิกา (Sing และคณะ, 1958 และ Leofanti และคณะ, 1998) 
ก. การหาพืน้ที่ผิว และขนาดรูพรุนของสาร 

 เทคนิคท่ีเป็นท่ีนิยมใช้ในการบอกลกัษณะ และขนาดของรูพรุน รวมทัง้การหาพืน้ท่ีผิว
จําเพาะของซิลิกา ได้แก่ เทคนิค Nitrogen sorption analysis โดยลกัษณะของรูพรุนสามารถ
พิจารณาได้จากรูปแบบของ N2 adsoption-desorption isotherm พืน้ท่ีผิวของซิลิกาหาได้โดย
อาศยั BET equation และขนาดรูพรุนคํานวณจาก BJH equation  
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ข. ความเป็นผลึก 
 การศึกษาลกัษณะความเป็นผลึกของเมโซพอรัสซิลิกานัน้ ทําได้โดยใช้เทคนิคเอ็กซเรย์
พาวเดอร์ดิฟแฟรกชนั (X-ray powder diffraction หรือ XRD) ซึง่เป็นเทคนิคพืน้ฐานท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์วสัดโุดยไม่ทําลายวสัดนุัน้ เทคนิคนีนิ้ยมใช้เพ่ือศึกษาเก่ียวกบัโครงร่างผลกึ การจดัเรียง
ตัวของอะตอมในโมเลกุลของสารประกอบต่างๆ ทัง้ในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณโดยอาศัย
หลกัการเลีย้วเบนและการกระเจิงของรังสีเอ็กซ์ 
 ในงานวิจยันีไ้ด้นําเทคนิค XRD มาใช้ในการตรวจสอบลกัษณะเฉพาะของเมโซพอรัสซิลิ
กาเพ่ือพิสจูน์ว่าเมโซพอรัสซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้นัน้เป็นผลกึ (crystalline) หรือเป็นวสัดอุสณัฐาน 
(amorphous) โดยทัว่ไปถ้าเป็นวสัดอุสณัฐานจะไม่ปรากฏพีกใดๆ ในเอ็กซ์เรย์ดิฟแฟรกโตแกรม 
ถ้าสารมีโครงสร้างเป็นผลกึจะพบพีกปรากฏในเอ็กซ์เรย์ดิฟแฟรกโตแกรมท่ีมีลกัษณะตา่งๆ กนัอนั
เป็นลกัษณะเฉพาะของโครงสร้างในสารแตล่ะชนิด 
 
2.5 ตวัอย่างงานวิจัยที่ศึกษาการตรึงเซลล์จุลินทรีย์บนซลิิกา 
 ในปัจจบุนัมีการนําซิลิกามาใช้ตรึงเซลล์เพ่ือการเก็บรักษาเชือ้ และการย่อยสลายสารเคมี
อนัตราย (ตารางท่ี 2.6) ซลิกิามีข้อดีคือ ซิลิกามีความเสถียรสงู ทนตอ่แรงกระทําทางกายภาพและ
ทางเคมี สามารถใช้งานได้ในช่วง pH ท่ีกว้าง และมีสมบตัเิป็นไฮโดรฟิลกิ (hydrophilic) ไมบ่วมนํา้ 
จงึสามารถใช้กบัสารตวัอยา่งท่ีมีนํา้เป็นตวัทําละลายได้ดี และท่ีสําคญั คา่ใช้จ่ายในการสงัเคราะห์
ไม่แพง เม่ือนําซิลิกามาตรึงเซลล์จลุินทรีย์ จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของเซลล์ ช่วยเก็บ
รักษาเซลล์และเอนไซม์ในซิลิกาได้เป็นระยะเวลานาน และปราศจากการปนเปือ้น ป้องกนัเซลล์
จากสิง่แวดล้อมภายนอก และสามารถนําวสัดกุลบัมาใช้ใหมไ่ด้ (Alvarez และคณะ, 2007)  
 

2.5.1 การตรึงเซลล์บนซลิิกาเพื่อเก็บรักษาเชือ้ 
Fennouh และคณะ (2000) ตรึง Escherichia coli K12 ภายในซิลิกาด้วยวิธีการโซล-   

เจลพบว่าการตรึงเซลล์สามารถรักษากิจกรรมของเอนไซม์ได้ และเซลล์สามารถดํารงชีพอยู่ในซิลิ
กาได้มากกวา่ 1 สปัดาห์ ท่ีอณุหภมูิห้อง 

Nassif และคณะ (2002a) ศกึษาการมีชีวิตรอดของ Escherichia coli B (CIP-54125) 
ในซิลิกา โดยการตรึงเซลล์ในซิลิกา ซึง่ใช้สารตัง้ต้นเป็นโซเดียมซิลิเกตในการสงัเคราะห์ซิลิกาเพ่ือ
ใช้ตรึงแบคทีเรีย พบวา่การตรึงเซลล์ในซลิกิาสามารถเก็บรักษาเชือ้ได้ดีกวา่เก็บในกลีเซอรอล  

Nassif และคณะ (2002b) เก็บรักษา Escherichia coli B (CIP-54125) ในซิลิกา โดย
วิธีการโซล-เจล พบว่า การตรึงเซลล์สามารถเก็บรักษาเชือ้ใน wet gels ได้หลายสปัดาห์ ท่ี
อณุหภมูิห้อง โดยปราศจากอาหาร ซึง่สารเคมีไมมี่ผลตอ่เซลล์ของจลุนิทรีย์  
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Desimone และคณะ (2005) ตรึง Escherichia coli ในซิลิกอนออกไซด์ เพ่ือเพิ่ม
ประสทิธิภาพในการเก็บรักษา พบวา่การตรึง Escherichia coli สามารถเก็บรักษาเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 4 
และ 20 องศาเซลเซียส ได้เป็นเวลา 60 วนั  

 
2.5.2 การตรึงเซลล์บนซิลิกาเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพของเซลล์ในการย่อยสลาย

สารเคมีอันตราย 
จากงานวิจัยท่ีผ่านมาการตรึงเซลล์บนวัสดุต่างๆ เช่น อลัจิเนต ไคโตซาน ถ่านกัมมนัต์ 

เป็นต้น สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของเซลล์ในการย่อยสลายสารเคมีอนัตรายได้ แต่ถ่านกมั
มนัต์มกัจะดดูซบัสารเคมีอนัตราย ทําให้มีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ ส่วนไคโตซานบางชนิดก็มี
ราคาแพง จึงทําให้เกิดความสนใจท่ีจะใช้ซิลิกาเพ่ือเป็นวัสดุในการตรึงเซลล์สําหรับย่อยสลาย
สารเคมีอนัตราย ดงัเช่นงานวิจยัดงัตอ่ไปนี ้

Branyik และคณะ (1998) ศกึษาการตรึงจลุินทรีย์ในซิลิกาเจล เพ่ือย่อยสลายฟีนอลโดย
การเปรียบเทียบระหว่างการตรึงเซลล์ในซิลิกาเจลกบัการตรึงเซลล์ใน organic polyurethane ซึง่
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีนอลเป็นดงันี ้เซลล์อิสระ < เซลล์ตรึงในพอลิยริูเทนโฟม < เซลล์
ตรึงในซลิกิา ซึง่การตรึงเซลล์ในซลิกิาเจล สามารถนําไปบําบดัฟีนอลได้ 

Branyik และคณะ (2000) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลท่ีความเข้มข้น 150 มิลลิกรัมต่อ
ลติร โดยการตรึงเซลล์ด้วยวิธี sol-gel ในซลิกิา (SG) และตรึงแบบยดึเกาะบนโพลียรีูเทนโฟม (PU) 
และเซรามิกโฟม (C) พบว่าเซลล์ตรึงมีอตัราการย่อยสลายฟีนอลโดยเรียงลําดบัจากมากไปน้อย
ดงันี ้packed-bed reactor with ceramic form (PBRC) 598 > PBR (PU) 471 > PBR (SG) 394 
> fluidized-bed reactor with PU (FBRPU) 161 > FBR (SG) 91 มิลลิกรัม ตอ่ลิตร ตอ่ชัว่โมง 
ตามลําดบั แต ่SG biocatalyst มีความหนาแน่นของเซลล์สงูท่ีพืน้ผิวของซิลิกา ทําให้ใช้ในการ
ย่อยสลายฟีนอลในระบบต่อเน่ืองได้นานกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัวสัดอ่ืุน สําหรับ FBR มีช่องว่าง
บนพืน้ผิวน้อยทําให้การย่อยสลายฟีนอลต่ํา สว่น PBRC มีการคลมุเซรามิกโฟมด้วยเซลล์ตรึงใน   
ซลิกิาจงึช่วยเพิ่มประสทิธิภาพในการยอ่ยสลาย  

จากงานวิจัยข้างต้น จะเห็นว่าประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงบนซิลิกามีความแตกต่างกัน 
ตามวิธีการสงัเคราะห์ซิลิกา สารตัง้ต้นท่ีใช้ และเทคนิคการนําเซลล์ตรึงไปใช้ประโยชน์ งานวิจยันี ้
จึงมีจุดมุ่งหมายเพ่ือผลิตซิลิกาโดยใช้ระบบท่ีง่ายไม่ซบัซ้อน แล้วนํามาตรึงแบคทีเรีย เพ่ือไปใช้
สําหรับการยอ่ยสลายฟีนอลตอ่ไป  
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ตารางที่ 2.6 สรุปงานวิจัยที่ใช้เซลล์ตรึงบนซลิิกาสาํหรับบาํบัดฟีนอล และใช้ในการเก็บรักษาเชือ้ 
ชนิดของซลิิกา สารเคมี จุลินทรีย์ วิธีการตรึงเซลล์ การประยุกต์ใช้ เอกสารอ้างองิ 

Prepolymerized TEOS TEOS + Slightly acid + 
KOH 

Candida tropicalis 
Pseudomonas sp. 2 

การตรึงแบบกกัขงั ยอ่ยสลายฟีนอล Branyik และคณะ 
(1998) 

Sol-gel silica glasses TMOS + H2O + HCl Escherichia coli K12 การตรึงแบบกกัขงั ตรึงเซลล์ในซลิกิาเพื่อ
รักษากิจกรรมของ
เอนไซม์ 

Fennouh และคณะ 
(2000) 

Silica gel TEOS + Slightly acid + 
ethanol 

Stenotrophomonas 
maltophilia, 
Ochrobactrum 
anthropi and 
Moraxella sp. 

การตรึงแบบกกัขงั ยอ่ยสลายฟีนอล Branyik และคณะ 
(2000) 

Silica gel SiNa + LUDOX + 
Hydrochloric acid + 
PB or WCS solution 

Escherichia coli B 
(CIP-54125) 

การตรึงแบบกกัขงั เก็บรักษาเชือ้โดยการตรึง
เซลล์แบบกกัขงั 

Nassif และคณะ 
(2002a) 

Silica gel Sodium silicate + 
LUDOX HS-40 

Escherichia coli B 
(CIP-54125) 

การตรึงแบบกกัขงั ตรึงเอนไซม์ไว้ในซลิกิา
เจล 
 

Nassif และคณะ 
(2002b) 
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ชนิดของซลิิกา สารเคมี จุลินทรีย์ วิธีการตรึงเซลล์ การประยุกต์ใช้ เอกสารอ้างองิ 
Silicon oxide matrix 

- TEOS 
- SiO2 

TEOS + HCl + H2O 
and Sodium silicate 
(SiO2 + NaOH) 

Escherichia coli BL21 การตรึงแบบกกัขงั เพิ่มประสทิธิภาพการ
เก็บรักษาเชือ้ใน Silicon 
oxide matrix 

Desimone และคณะ 
(2005) 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวธีิดาํเนินงานวจิัย 
 
อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
 1. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท Corning, USA 

 2. เคร่ืองชัง่ รุ่น L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA 
 3. เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan 

    4. ตู้ เข่ียเชือ้แบบ “ISSCO” laminar flow รุ่น BVT – 124 ของบริษัท International 
Sciencetific Supply, USA 

      5. เคร่ืองเขยา่ รุ่น Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA 
       6. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Genesys20 บริษัท 
Thermospectonic, Japan 

       7. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดควบคมุอณุหภมูิ (refrigerated centrifuge) รุ่น Sorvall® Biofuge 
Stratos บริษัท Heraeus, Germany 
       8. เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดตัง้โต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น KM-15200 บริษัท Kubota, 
Japan 

       9. ตู้อบแห้ง บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
       10. เคร่ืองกําเนิดเสียงความถ่ีสงู (sonicator) ชนิดอา่ง รุ่น FS400 ของบริษัท Decan 
Ultrasonics, England 

      11. ตู้บม่เชือ้ รุ่น Heraeus type B 5050 E ของบริษัท Heraeus, Germany 
   12. โกร่งบด (mortar/pestle) ขนาด 100 มิลลเิมตร ของบริษัท Thomas Scientific 
   13. เคร่ืองป่ันผสม (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
   14. ไมโครปิเปต ขนาด 100 200 และ 1000 ไมโครลติร ของบริษัท Drummond 
Scientific, USA 
  15. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 มิลลลิติร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
  16. ปิเปต (pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มิลลลิติร ของบริษัท Gilson, France 
 17. ขวดแก้วฝาเกลียว (vial) ขนาด 22 มิลลลิติร (Screw Cap with Teflon Liner) ของ
บริษัทLab System, Thailand 
 18. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อณุหภมูิ –20 องซาเซลเซียส ของบริษัท 
Sanyo Electric, Japan 
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     19. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งต่ํา (Deep freezer) อณุหภมูิ –70 องศาเซลเซียส รุ่น ULT178 
ของบริษัท Forma Scientific, USA 

20.อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิพร้อมเคร่ืองเขยา่ (waterbath shaker) รุ่น WB 14 ของบริษัท 
 Memmert, Germany 
 21. เคร่ืองคนแมเ่หลก็ชนิดให้ความร้อน 
 22. เคร่ืองคนแมเ่หลก็ 
 23. เคร่ืองทํานํา้ขจดัไอออน (Millipore ZMQS5V00Y)  
  
เคมีภณัฑ์  
 1. ฟีนอล (Phenol) ของบริษัท Merck, Germany 
 2. เททระเอทอกซไิซเลน (TEOS) ของบริษัท Fluka 
 3. เฮกซะอะดีซลิไตรเมทิลแอมโมเนียม โบรไมด์ (CTAB) ของบริษัท Fluka 
 4. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
 5. แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) ของบริษัท Merck, Germany 

 6. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
 7. เมทานอล (Methanol) ของบริษัท Fisher scientific 
 8. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4.12H2O) ของบริษัท Carlo 
ERBA, France 
 9. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
 10. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
 11. เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England 
 12. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
 13. 4-อะมิโนแอนตไิพรีน (4-Aminoantipyrine, 4-AAP) ของบริษัท Merck, Germany 

14. แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ (NH4OH) ของบริษัท Merck, Germany 
15. โมโนเบสกิ โซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
16. ไดเบสกิ โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
17. เฟอร์ริกไซยาไนด์ (K3Fe(CN)6) ของบริษัท May and Baker LID Dagenham, 

England 
18. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ของบริษัท Merck, Germany 
19. กรดซทิริก (Citric acid) ของบริษัท Asia Pacific Specialty Chemicals Limited 
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วิธีดาํเนินงานวิจัย 
3.1 การเพาะเลีย้งเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 

3.1.1 จุลินทรีย์ 
 จลุินทรีย์ท่ีใช้เป็นเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. 
PK1 ซึ่งได้คดัแยกจากดินท่ีปนเปือ้นนํา้มนัโดย นางสาวนนัท์ธร เภาราช โดย Methylobacterium 
sp. NP3 สามารถย่อยสลายฟีนอลได้สงูสดุท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (นนัท์ธร เภา
ราช, 2550) มีลกัษณะของโคโลนีกลมขนาดเล็ก สีชมพ ูบนอาหารแข็ง LB ส่วน Acinetobacter 
sp. PK1 มีลกัษณะของโคโลนีกลมขนาดเล็ก สีขาวขุ่น บนอาหารแข็ง LB  ทําให้สามารถแยก
ความแตกตา่งของแบคทีเรียท่ีอาจปนเปือ้นได้ 
 
 3.1.2 อาหารเลีย้งเชือ้ 
 อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 คือ อาหารเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) (ภาคผนวก) 
โดยมีการเติมฟีนอลท่ีความเข้มข้น 0.01 กรัมตอ่ลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM เพ่ือเป็นแหล่ง
คาร์บอนสําหรับการเจริญของ Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 
 

3.1.3 การเตรียมหวัเชือ้ 
 เลีย้งเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 ใน
อาหารเหลว CFMM เติมฟีนอลท่ีความเข้มข้น 0.01 กรัมตอ่ลิตร บม่เชือ้โดยเขย่าท่ีความเร็วรอบ 
200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3-4 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง เพ่ือทําการบม่เชือ้ จากนัน้นํามาป่ันแยกเซลล์
ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แยกสว่นนํา้ใสทิง้ แล้วล้างเซลล์ ด้วย อาหารเหลว CFMM นําเซลล์ท่ีได้ไปวดัคา่ OD578 โดยอ้างอิง
จากงานวิจยัของ Laukel และคณะ (2003) ให้ได้ค่า OD เท่ากบั 1.0 เพ่ือให้มีจํานวนเซลล์
แบคทีเรีย 108 CFU ตอ่มิลลลิติร เพ่ือนําหวัเชือ้ท่ีได้ไปใช้ในการตรึงบนซลิกิาตอ่ไป ดงัรูปท่ี 3.1 
 

 
รูปที่ 3.1 อาหารเลีย้งเชือ้เหลว CFMM ที่เลีย้งกลุ่มแบคทเีรียเป็นเวลา 5 วัน  

เม่ือเปรียบเทยีบกับที่เวลา 0 วัน 
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3.2 การสังเคราะห์ซลิิกา  
การสังเคราะห์ซลิิกาในงานวิจัยนีแ้บ่งออกเป็น 2 รูปแบบ ได้แก่  
3.2.1 การสังเคราะห์ซลิิกาโดยใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

     การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยมีกรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาสามารถทําได้โดยใช้หรือไม่ใช้สารลด
แรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ มีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้ 

(a) ซลิิกา KAa และ KAac 
   การสังเคราะห์ซิลิกาโดยใช้หรือไม่ใช้สารลดแรงตึงผิวเป็นสารต้นแบบทําตามวิธีของ 
Intasiri (2000) โดยมีอตัราสว่นโดยโมลของสารเป็น 1 TEOS : 4 H2O (0.1 M HCl): 1 DMF : 4 
MeOH สําหรับซลิกิา KAa ไมใ่ช้สารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ แตซ่ิลิกา KAac ใช้สารลดแรงตงึ
ผิวซึง่ได้แก่ CTAB เข้มข้น  0.06 M ในสารละลาย 0.1 M HCl เป็นสารต้นแบบในการสงัเคราะห์ ซึง่
มีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้

ผสม TEOS, สารละลาย 0.06 M CTAB ในสารละลาย 0.1 M HCl, DMF และ MeOH 
เข้าด้วยกนัในขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 มิลลลิติร แล้วนําไปอบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้เปิดฝาขวดสงัเคราะห์เพ่ือปลอ่ยให้ซิลิกาแห้งท่ีอณุหภมูิห้องจนซิลิกาท่ี
ได้มีนํา้หนกัคงท่ี แล้วนําซิลิกา KAa และ KAac ไปใช้ตรึงแบคทีเรียในขัน้ตอนต่อไป ซึง่วิธีการ
สงัเคราะห์ซลิกิาตามท่ีกลา่วมาสามารถสรุปเป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.2 
 

TEOS + 0.06 M CTAB ใน 0.1 M HCl + DMF + MeOH  
 
 

ใสตู่้อบท่ี 60 องศาเซลเซยีส 72 ชัว่โมง 
 
 

เปิดฝาขวดสงัเคราะห์เพ่ือปลอ่ยให้ซลิกิาแห้งท่ีอณุหภมูห้ิอง 
 

นําซลิกิา KAa และ KAac ไปใช้ตรึงแบคทีเรีย 
 

รูปที่ 3.2 การสังเคราะห์ซลิิกา KAa และ KAac    
 

นําซิลิกาท่ีได้จากการสงัเคราะห์ทัง้แบบใช้ (KAa) และไม่ใช้สารลดแรงตงึผิว (KAac) ไป
ทําการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของซลิกิาตอ่ไปตามวิธีข้อ 3.3.1       
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(b) ซลิิกา KBa 
 การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้สารลดแรงตึงผิวเป็นสารต้นแบบทําตามวิธีของ Boos และ
คณะ (2002) โดยชนิดของสารลดแรงตงึผิวท่ีใช้ ได้แก่ CTAB และมีอตัราสว่นโดยโมลของสารเป็น 
1 TEOS : 140 H2O : 0.18 CTAB : 13 MeOH มีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้ 
 ผสม CTAB และตวัเร่งปฏิกิริยาลงในขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 มิลลิลิตร คนเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส จากนัน้เติม MeOH และ TEOS ลงในขวดดงักลา่ว คนตอ่ท่ี
อณุหภมูิเดียวกนัเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 19 ชัว่โมง จากนัน้ทําการกรอง
และล้างซิลิกาท่ีได้จนสารละลายท่ีได้จากการล้างมีสมบตัิเป็นกลาง แล้วนําซิลิกาท่ีได้ไปอบท่ี
อณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เพ่ือทําให้แห้ง นําซิลิกาไปเผาท่ีอณุหภมูิ 540 องศาเซลเซียสเป็น 10 
ชัว่โมง ก่อนนําไปใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ซิลิกา KBaE ในขัน้ตอนต่อไป ซึ่งวิธีการ
สงัเคราะห์ซลิกิาตามท่ีกลา่วมาสามารถสรุปเป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.3 
 

H2O (0.1 M HCl) + CTAB   
 

ใสตู่้อบท่ี 60 องศาเซลเซยีส 72 ชัว่โมง 
 

เตมิ  TEOS  +   MeOH 
 

คนตอ่ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 19 ชัว่โมง  
 

กรองและล้างซลิกิาท่ีได้จนสารละลายท่ีได้จากการล้างมีสมบตัเิป็นกลาง 
 

นําซลิกิาท่ีได้ไปอบท่ีอณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เพ่ือทําให้แห้ง 
 
 

ก่อนนําซลิกิาไปใช้ต้องเผาท่ีอณุหภมูิ 540 องศาเซลเซยีสเป็น 10 ชัว่โมง 
 

นําซลิกิา KBa ไปใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ซลิกิา KBaE 
 

รูปที่ 3.3 การสังเคราะห์ซลิิกา KBa      
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(c) ซลิิกา EntA  
การสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับตรึงเซลล์แบบกกัขงั วิธีการตรึงแบคทีเรียแบบนีด้ดัแปลงจาก

วิธีของ Branyik และคณะ (1998) โดยมีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้ 
ผสม TEOS และตวัเร่งปฏิกิริยาลงในขวดสงัเคราะห์ขนาด 15 มิลลิลิตร คนแรงๆ ด้วยแท่ง

แม่เหล็กจนได้สารละลายใส บ่มท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบ 72 
ชัว่โมง เติม KOH ให้ค่ากรด-เบสเป็นกลาง จะสงัเกตเห็นว่าสารละลายมีความหนืดเพิ่มขึน้ เรียก
ของเหลวหนืดนีว้่า “ส่วนผสม A” เทส่วนผสม A ลงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้เติมหวัเชือ้
แบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ลงในส่วนผสม A ท่ีอยู่ในจานอาหารเลีย้งเชือ้ผสมให้เข้ากนัจะเกิดเป็นเจล
ภายใน 2-3 นาที เปิดฝาจานอาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือทําให้ซิลิกาแห้ง เรียกซิลิกาท่ีมีแบคทีเรียอยู่นีว้่า  
ซลิกิา EntA สงัเคราะห์ซลิกิาตามท่ีกลา่วมาสามารถสรุปเป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.4 

TEOS 3 มิลลลิติร + HCl 2.8 มิลลลิติร 
 

คนแรงๆ (สารขุน่กลายเป็นใส) 
 

บม่ท่ี 4 องศาเซลเซียส 72 ชัว่โมง (สารละลายหนืด) 
 

เตมิ KOH 0.82 มิลลลิติร 
 

สว่นผสม A 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

เตมิ cell suspension 4 มิลลลิติร ลงในสว่นผสม A  
 

เกิดเจลภายใน 2-3 นาที 
 

EntA  
รูปที่ 3.4 การสังเคราะห์ซลิิกา EntA 

 
นําซลิกิา EntA ท่ีสงัเคราะห์ได้ไปทําการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของซลิกิาตอ่ไป

ตามวิธีข้อ 3.3.1 
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3.2.2 การสังเคราะห์ซลิิกาโดยใช้เบสเป็นตวัเร่งปฏกิิริยา 
 การสงัเคราะห์ซลิกิาโดยมีเบสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาสามารถทําได้โดยใช้หรือไมใ่ช้สารลดแรง
ตงึผิวเป็นสารต้นแบบ มีวธีิการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้
 (a) ซลิิกา KAb, KAbc, KAbb และ KAbbc 

การสังเคราะห์ซิลิกาโดยใช้หรือไม่ใช้สารลดแรงตึงผิวเป็นสารต้นแบบทําตามวิธีของ 
Intasiri (2000) โดยมีอตัราสว่นโดยโมลของสารเป็น 1 TEOS : 4 H2O (0.1 M NaOH หรือ 0.1 M 
NH4OH ): 1 DMF : 4 MeOH สําหรับซลิกิา KAb และ KAbc ใช้ 0.1 M NaOH เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
โดยซลิกิา KAb ไมใ่ช้สารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ แตซ่ลิกิา KAbc ใช้สารลดแรงตงึผิวซึง่ได้แก่ 
CTAB เข้มข้น  0.06 M ในสารละลาย 0.1 M NaOH เป็นสารต้นแบบในการสงัเคราะห์ สว่นซิลิกา 
KAbb และ KAbbc ใช้ 0.1 M NH4OH เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา โดยซลิกิา KAbb ไมใ่ช้สารลดแรงตงึผิว
เป็นสารต้นแบบ แต่ซิลิกา KAbbc ใช้สารลดแรงตึงผิวซึ่งได้แก่ CTAB เข้มข้น  0.06 M ใน
สารละลาย 0.1 M NH4OH เป็นสารต้นแบบในการสงัเคราะห์ ซึง่มีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้

ผสม TEOS ตวัเร่งปฏิกิริยา DMF และ MeOH เข้าด้วยกนัในขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 
มิลลิลิตร แล้วนําไปอบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง จากนัน้เปิดฝา
ขวดสงัเคราะห์เพ่ือปล่อยให้ซิลิกาแห้งท่ีอุณหภูมิห้องจนซิลิกาท่ีได้มีนํา้หนักคงท่ี แล้วนําซิลิกา
KAb, KAbc, KAbb และ KAbbc ไปใช้ตรึงแบคทีเรียในขัน้ตอนตอ่ไป ซึง่วิธีการสงัเคราะห์ซิลิกา
ตามท่ีกลา่วมาสามารถสรุปเป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.5 
 

1 TEOS + 0.06 M CTAB ใน 0.1 M HCl หรือ 0.06 M CTAB ใน 0.1 M NH4OH  
+ 1 DMF + 4 MeOH 

 
ใสตู่้อบท่ี 60 องศาเซลเซยีส 72 ชัว่โมง 

 
เปิดฝาขวดสงัเคราะห์เพ่ือปลอ่ยให้ซลิกิาแห้งท่ีอณุหภมูห้ิอง 

 
จนซลิกิาท่ีได้มีนํา้หนกัคงท่ี 

 
 

นําซลิกิา KAb, KAbc, KAbb และ KAbbc ไปใช้ตรึงแบคทีเรีย 
 

รูปที่ 3.5 การสังเคราะห์ซลิิกา KAb, KAbc, KAbb และ KAbbc         
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นําซลิกิา KAb และ KAbbc ไปทําการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของซลิกิาตอ่ไป
ตามวิธีข้อ 3.3.1 

 
 (b) ซลิิกา KBaE  

การสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับตรึงเซลล์แบบกกัขงั วิธีการตรึงแบคทีเรียแบบนีด้ดัแปลงจาก
วิธีของ Branyik และคณะ (1998) โดยมีวิธีการสงัเคราะห์โดยทัว่ไปดงันี ้ 

ผสมซลิกิาท่ีผา่นการเผาท่ีอณุหภมูิสงู (ซลิกิา KBa) กบัตวัเร่งปฏิกิริยา (2 M NaOH) ลงใน
ขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 มิลลิลิตร คนจนได้สารละลายใส เติม 0.75 M citric acid ให้คา่กรด-เบส
เป็นกลาง แล้วเติมหวัเชือ้แบคทีเรีย พบว่าเกิด gelation ขึน้ทนัที บม่เจลท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3 
วนั แล้วเปิดฝาขวดสงัเคราะห์เพ่ือให้เจลแห้ง ซึง่วิธีการสงัเคราะห์ซลิกิาตามท่ีกลา่วมาสามารถสรุป
เป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.6 
 

KBa 0.5 กรัม + 2 M NaOH 2.8 มลิลลิติร 
 

คนจนเจลละลาย 
 

เตมิ 0.75 M citric acid  
 

เตมิ cell suspension 4 มิลลลิติร 
 

เกิดเจลขึน้ทนัที 
 

KBaE  
รูปที่ 3.6 การสังเคราะห์ซลิิกา KBaE 

นําซลิกิา KBaE ท่ีสงัเคราะห์ได้ไปทําการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของซิลิกาตอ่ไป
ตามวิธีข้อ 3.3.1 
 

3.2.3 การกาํจัดสารลดแรงตงึผิวออกจากซลิิกา 
 การกําจดัสารลดแรงตงึผิว (CTAB) ออกจากซิลิกา KAac, KAbc, KAbbc และ KBa เพ่ือ
ลดความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย และเตรียมซิลิกาสําหรับตรึงแบคทีเรีย มีวิธีการกําจดัสารลดแรงตงึ
ผิวออกจากซลิกิาดงันี ้
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 (a) การกาํจัดสารลดแรงตงึผิวออกจากซลิิกา KAac, KAbc และ KAbbc 
ทําได้โดยใช้ตวัทําละลายผสมระหว่างนํา้กบัเอทานอล (1:4,v/v) ซึง่มีวิธีการดงันี ้ เติมตวั

ทําละลายผสมลงในภาชนะท่ีบรรจซุิลิกาจํานวน 2 กรัม เขย่าเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง
ด้วยความเร็วรอบ 250 รอบตอ่นาที จากนัน้กรองซิลิกาท่ีได้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 5 แล้วสกดัซํา้ 
อีก 2 รอบ ด้วยสารละลายผสมเดิม จากนัน้อบซิลิกาท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แล้วจึงนําซิลิกาท่ีได้นีไ้ปศกึษาตอ่ไป ซึง่วิธีการกําจดั CTAB ออกจากซิลิกาตามท่ีกลา่วมา
สามารถสรุปเป็นแผนผงัได้ดงัรูปท่ี 3.7 

 
Silica + Solvent 25 มิลลลิติร 

                                 เขยา่ 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
เทสารออก (กรอง) 

.................................................... 
          เตมิ Solvent 25 มิลลลิติร 

                                 เขยา่ 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
เทสารออก (กรอง) 

.................................................... 
         เตมิ Solvent 25 มิลลลิติร 

                                เขยา่ 250 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
เทสารออก (กรอง) 

.................................................... 
Air  dry  (ชัง่นํา้หนกัคงท่ี) 

.................................................... 
รูปที่ 3.7 การกาํจัดสารลดแรงตงึออกจากซลิิกาโดยใช้สารละลายผสมระหว่าง 

นํา้กับเอทานอล (1:4,v/v) 
  

(b) การกาํจดัสารลดแรงตงึผิวออกจากซลิิกา KBa 
 การกําจดัสารลดแรงตึงผิวออกจากซิลิกา KBa ทําได้โดยอาศยัวิธีการเผาท่ีอณุหภมูิสงู 
(calcination) ซึง่มีวิธีการดงันี ้
 ชัง่ซิลิกาท่ีอบท่ีอณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส จนนํา้หนกัคงท่ีแล้ว 0.1 กรัม ใสใ่นถ้วยครูซิ
เบิลสําหรับเผาสาร จากนัน้นําไปเผาท่ีอณุหภมูิ 540 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชัว่โมง โดยมี
รูปแบบการเพิ่มอณุหภมูิ ตามรูปท่ี 3.8 หลงัจากนัน้ชัง่นํา้หนกัของสารท่ีเหลืออยูห่ลงัการเผา 
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รูปที่ 3.8 การกาํจัดสารลดแรงตงึผิวออกจากซลิิกา KBa  
 
3.3 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของซลิิกา 

3.3.1 สัณฐานวิทยา (Morphology) โดยใช้เทคนิค Scanning Electron 
Microscopy (SEM) 

นําซิลิกาท่ีมีแบคทีเรียตรึง และซิลิกาท่ีไม่มีแบคทีเรียตรึง ในการเตรียมตัวอย่างท่ีมี
แบคทีเรียตรึงมีวิธีการดงันี ้ตรึงตวัอย่างด้วย 2.5% กลตูาราลดีไฮด์ ใน 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 
pH 7.2 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เม่ือครบ 2 ชัว่โมง ล้างด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์เป็นเวลา 10 นาที และล้าง
ด้วยนํา้กลัน่เป็น เวลา 10 นาที ขจดันํา้ออกด้วยเอทานอลเป็นเวลา  10 นาที 3 ครัง้ ทําให้แห้งด้วย
เคร่ือง Balzers model CPD 020 จากนัน้นําตวัอย่างมาติดท่ีแท่นทองด้วยนํา้ยาทาเล็บ แล้ว
ตวัอย่างไปเคลือบด้วยทองคํา และนําตวัอย่างท่ีได้ไปถ่ายภาพโดยใช้เคร่ือง Scanning Electron 
Microscope รุ่น JEOL, model JSM-5410LV เพ่ือดกูารเกาะของแบคทีเรียบนซิลิกา ณ ศนูย์
เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
 

3.3.2 การศึกษาลักษณะการจัดเรียงตัวของซิลิกาโดยใช้เทคนิค X-ray diffraction 
(XRD) 
 การศึกษาความเป็นผลึกของซิลิกาทําโดยใช้เทคนิคเอ็กซ์เรย์ดิฟแฟรกชัน โดยนําสาร
ตวัอย่างอดัใสแ่ผ่นกระจกแล้วนําไปสแกนตัง้แต ่1° ถึง 10° โดยใช้ความเร็วรอบในการสแกนเป็น 
0.02° ตอ่นาที ด้วยเคร่ือง Rigaku X-ray diffractometer ของภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (ธนาวดี ธาราธีรภาพ, 2547)   
  

1 °C/นาที 

1 °C/นาที 

10 ชัว่โมง 
540 °C      540 °C 

   1 ชัว่โมง 
     100 °C 

อณุหภมูิห้อง 

 100 °C 
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3.3.3 การทดสอบความเป็นพษิของซลิิกาต่อการเจริญของแบคทเีรีย 
ทดสอบความเป็นพิษของซิลิกาต่อการเจริญของ co-culture บนซิลิกาทุกชนิด นํา

แบคทีเรียจากข้อ 3.1.3 ท่ีมีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 108 CFU ตอ่มิลลิลิตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
เติมซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้จากข้อ 3.2 ปริมาณ 250-500 กรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง โดยทําการเก็บตวัอย่างแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาในวนัท่ี 
10 แล้วนําไปตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาโดยใช้เทคนิค total plate count (CFU 
ต่อกรัม) ตามวิธีข้อ 3.6.1 เพ่ือดวู่าซิลิกาเป็นพิษต่อการเจริญของแบคทีเรียหรือไม่ ชุดควบคมุ 
ประกอบด้วยอาหารเหลว CFMM และแบคทีเรีย จากนัน้จะเลือกเฉพาะซิลิกาท่ีไม่เป็นพิษตอ่เซลล์
มาใช้ตรึงเซลล์ในขัน้ตอนตอ่ไป 
 
3.4 การตรึงเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp.NP3 และ Acinetobacter sp. PK1 บน 
ซลิิกา 
 3.4.1 การตรึงแบคทเีรียโดยวิธีการยดึเกาะบนซลิิกา (Attachment) 

นําแบคทีเรียจากข้อ 3.1.3 ท่ีมีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 108 CFU ตอ่มิลลิลิตร ปริมาณ 100 
มิลลิลิตร มาตรึงบนซิลิกา โดยเติมฟีนอล 0.01 กรัมต่อลิตร จากนัน้เติมซิลิกา 500 กรัมต่อลิตร 
เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง เพ่ือบม่เชือ้ จะได้เซลล์ตรึง
บนซิลิกา และนําไปตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียเร่ิมต้นท่ีตรึงบนซิลิกาโดยใช้เทคนิค total plate 
count (CFU ต่อกรัม) ตามวิธีข้อ 3.6.1 โดยมีปริมาณเซลล์สดุท้ายบนซิลิกาประมาณ 105-106 
CFU ตอ่กรัมซิลิกา จากนัน้ศกึษาปริมาณแบคทีเรียท่ีถกูตรึงในซิลิกาท่ีเวลาตา่งๆ โดยนําเซลล์ตรึง 
50 กรัม เตมิลงในอาหารเหลว CFMM 100 มิลลลิติร เติมฟีนอล 0.01 กรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บตวัอย่างแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาใน
วนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 แล้วนําไปตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาโดยใช้เทคนิค 
total plate count (CFU ตอ่กรัมซลิกิา) ตามวิธีข้อ 3.6.1   
 

3.4.2 การตรึงแบคทเีรียโดยวิธีการกักขังในซลิิกา (Encapsulation) 
การตรึงแบคทีเรียในซิลิกา EntA และ KBaE มีวิธีการสงัเคราะห์ดงัข้อ 3.2.1 (a) และ  

3.2.2 (b)  โดยวิธีการดงักล่าวจะทําการเติมแบคทีเรียท่ีมีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 108 CFU ต่อ
มิลลิลิตร ลงในส่วนผสมระหว่างการสงัเคราะห์ โดยมีปริมาณเซลล์สดุท้ายในซิลิกาประมาณ 106 
CFU ต่อกรัมซิลิกา การตรวจสอบการเกาะของแบคทีเรียบนซิลิกาทําโดยนําแบคทีเรียถกูตรึงอยู่
ภายในซิลิกา EntA และ KBaE 250 กรัมตอ่ลิตร เติมในอาหารเหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ท่ีมี
ฟีนอล 0.01 กรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง 
เพ่ือทําการบ่มเชือ้ หลงัจากนัน้เก็บตวัอย่างแบคทีเรียท่ีตรึงในซิลิกาในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 
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แล้วนําไปตรวจหาจํานวนของแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาโดยใช้เทคนิค total plate count (CFU ตอ่
กรัมซลิกิา) ตามวิธีข้อ 3.6.1 เพ่ือศกึษาปริมาณแบคทีเรียท่ีถกูตรึงในซลิกิาท่ีเวลาตา่งๆ  

        
3.5 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล 

3.5.1 การย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ 
Acinetobacter sp. PK1 แบบเซลล์อสิระ 

นําแบคทีเรียจากข้อ 3.1.3 ท่ีมีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 108 CFU ตอ่มิลลิลิตร ปริมาณ 100 
มิลลลิติร มาทดสอบในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลลิติร และเตมิฟีนอลปริมาณตัง้แต ่625-20,000 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บตวัอย่างในวนัท่ี 0, 2, 
4, 6, 8 และ 10 ปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร จากนัน้ทําการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค 
Colorimetric method ตามวิธีการของ Greenberg และคณะ (1992) ตามวิธีข้อ 3.6.2 และหา
จํานวนของแบคทีเรียในอาหารโดยใช้เทคนิค total plate count (CFU ต่อมิลลิลิตร) ตามวิธีข้อ 
3.6.1 ซึง่ทําการทดลองทัง้หมด 6 ซํา้ 

ชุดควบคุมเพ่ือศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของฟีนอล 
ประกอบด้วย อาหารเลีย้งเชือ้ CFMM และฟีนอลท่ีความเข้มข้น 625-20,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

 
3.5.2 การย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมระหว่าง Methylobacterium sp. NP3 และ 

Acinetobacter sp. PK1 ที่ตรึงบนซลิิกา   
นําแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาจากข้อ 3.4.1 และข้อ 3.4.2 เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะบนซิลิกา 

KAb ประมาณ 500 กรัมตอ่ลิตร และเซลล์ตรึงแบบกกัขงัในซิลิกา EntA ประมาณ 250 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งใช้ปริมาณเซลล์ตรึงไม่เท่ากนัเพราะจํานวนเซลล์ต่อกรัมไม่เท่ากนั มาเติมในอาหารเหลว 
CFMM 100 มิลลิลิตร พร้อมกบัเติมฟีนอลปริมาณตัง้แต ่ 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บตวัอย่างในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 ปริมาณ
1.0 มิลลิลิตร จากนัน้ทําการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค Colorimetric method ตาม
วิธีการของ Greenberg และคณะ (1992) ตามวิธีข้อ 3.6.2 และหาจํานวนของแบคทีเรียในอาหาร 
และแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกาโดยใช้เทคนิค total plate count (CFU ต่อชดุทดลอง) ตามวิธีข้อ 
3.6.1 เพ่ือหาเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรียท่ีตรึงบนซิลิกา คือเวลาท่ี
ปริมาณฟีนอลลดต่ําท่ีสดุ ซึง่ได้ทําการทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ 

ชุดควบคุมเพ่ือศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพต่อการลดลงของฟีนอล 
ประกอบด้วย อาหารเลีย้งเชือ้ CFMM และฟีนอล  

ชดุควบคมุเพ่ือศกึษาการดดูซบัฟีนอลโดยซลิกิา ประกอบด้วย อาหารเลีย้งเชือ้ CFMM ซิลิ
กา KAb 500 กรัมตอ่ลติร และซลิกิา EntA 250 กรัมตอ่ลติร ท่ีไมมี่แบคทีเรียตรึงอยู ่และฟีนอล  
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3.5.3 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลล์ตรึงกลับมาใช้อย่างต่อเน่ือง  
 นําเซลล์ท่ีตรึงบนซิลิกาจากข้อ 3.4.1 และข้อ 3.4.2 มาทดสอบการย่อยสลายฟีนอล โดย
เลือกมาเพียง 2 ความเข้มข้น คือ 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เติมเซลล์ตรึง
แบบยึดเกาะบนซิลิกา KAb ประมาณ 500 กรัมต่อลิตร และเซลล์ตรึงแบบกกัขงัในซิลิกา EntA 
ประมาณ 250 กรัมตอ่ลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว CFMM 100 
มิลลิลิตร พร้อมกบัเติมฟีนอล เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง เก็บตวัอย่าง
ทกุวนัท่ีความเข้มข้นฟีนอล 500 มิลลกิรัมตอ่ลติร และเก็บตวัอยา่งทกุๆ 5 วนั ท่ีความเข้มข้นฟีนอล 
5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้ทําการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค Colorimetric method 
ตามวิธีการของ Greenberg และคณะ (1992) ตามวิธีข้อ 3.6.2 และหาจํานวนของแบคทีเรียใน
อาหาร และแบคทีเรียท่ีตรึงบนซลิกิาโดยใช้เทคนิค total plate count (CFU ตอ่ชดุทดลอง) ตามวิธี
ข้อ 3.6.1 เม่ือพบว่าเซลล์ตรึงใช้ฟีนอลหมด ให้เติมฟีนอลเพิ่มให้ได้ความเข้มข้นเท่ากบัเม่ือเร่ิมต้น
การทดลอง ทําซํา้หลายๆ ครัง้ เพ่ือหาประสิทธิภาพของเซลล์ท่ีตรึงบนซิลิกาสามารถนํากลบัมาใช้   
ซํา้ได้ก่ีครัง้ ทัง้นีพ้ิจารณาจากเวลาท่ีใช้ย่อยสลายฟีนอลจนหมด และจํานวนแบคทีเรียท่ีเหลือบน  
ซิลิกาหลงัจากการใช้งาน ซึ่งได้ทําการทดลองทัง้หมด 6 ซํา้ สําหรับฟีนอลท่ีความเข้มข้น 500 
มิลลกิรัมตอ่ลติร และทําการทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ ท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
 
3.6 การวิเคราะห์  

3.6.1 การวิเคราะห์จาํนวนของแบคทเีรีย 
วิเคราะห์จํานวนของแบคทีเรียบนซิลิกาและแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM โดยใช้

เทคนิค total plate count สําหรับแบคทีเรียท่ีถกูตรึงบนซิลิกาจะนําซิลิกาท่ีมีแบคทีเรียตรึงอยู่มา 
sonicate ด้วยเคร่ืองกําเนิดเสียงความถ่ีสงู เป็นเวลา 2 นาที แล้วนําไปเขย่าด้วยเคร่ือง vortex 
ประมาณ 3 นาที จากนัน้ทําซํา้หลายๆ ครัง้ เพ่ือให้แน่ใจว่าเซลล์ท่ีอยู่ในซิลิกาหลดุออกมาจนหมด 
และนําเชือ้แบคทีเรียท่ีหลดุออกจากซิลิกาและแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM มาทําการเจือจาง
เชือ้แบคทีเรียโดยวิธี 10-fold dilution และนําความเจือจางท่ี 10-5- 10-8 มาเกล่ียให้ทัว่ผิวหน้า
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง LB บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 3-5 วนั จากนัน้นบัจํานวนโคโลนีในช่วง 30-
300 โคโลนี แล้วคํานวณค่า CFU ต่อกรัมมิลลิลิตร หรือ CFU ต่อกรัมซิลิกา หรือ CFU ต่อชดุ
ทดลอง = (CFU ตอ่กรัมซลิกิา x นํา้หนกัซลิกิา) + (CFU ตอ่มิลลลิติร x 100 มิลลลิติร)  
 

3.6.2 การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค colorimetric method  
โดยใช้วิธีของ Greenberg และคณะ (1992) โดยเติมสารดงัตอ่ไปนี ้0.5 N สารละลาย

แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 2.5 มิลลิลิตร ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 2.5 มิลลิลิตร 4-อะมิโนแอนติไพรีน 1 
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มิลลิลิตร และ โปแตสเซียมเฟอริกไซยาไนด์ 1 มิลลิลิตร ลงในตวัอย่างท่ีมีฟีนอล โดยนําตวัอย่างท่ี
มีฟีนอลมาเจือจางท่ี 1,000 เท่า ด้วยอาหารเหลว CFMM สําหรับตวัอย่างท่ีเป็นเซลล์อิสระ และ
เซลล์ตรึง ต้องตกตะกอนเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แล้วนําส่วนใสไปวิเคราะห์ฟีนอล แล้วตัง้ทิง้ไว้ 15 นาที โดยจะ
เกิดปฏิกิริยาระหวา่ง ฟีนอล และ 4-อะมิโนแอนตไิพรีน ซึง่เป็น color reagent ในสภาวะท่ีมีโปแตส
เซียมเฟอริกไซยาไนด์ ได้ผลิตภณัฑ์เป็น antipyrine dye ท่ีมีสีแดง แล้ววดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 
500 นาโนเมตร เพ่ือหาเปอร์เซ็นต์ฟีนอลท่ีเหลือเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของฟีนอลท่ีความ
เข้มข้นตา่งๆ (ภาคผนวก) 
 
 
 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์อสิระ 
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นของฟีนอล 625-20,000 

มิลลิกรัมตอ่ลิตรของเชือ้ผสมแบบเซลล์อิสระ โดยเก็บตวัอย่างวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 จากนัน้
นําไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค Colorimetric method ตามวิธีการของ Greenberg และ
คณะ (1992) ตามวิธีในข้อ 3.6.2 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลท่ีเหลืออยูโ่ดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 
เปรียบเทียบกบัวนัท่ี 0 ซึง่คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ และหาจํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามวิธีใน
ข้อ 3.6.1 โดยคํานวณเป็น CFU ตอ่ชดุทดลอง = CFU ตอ่มิลลลิติร x 100 มิลลลิติร  

พบว่าเชือ้ผสมสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีท่ีความเข้มข้น 625 – 2,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
โดยท่ี 625 มิลลกิรัมตอ่ลติร สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้มากกวา่ 50% ในวนัท่ี 2 และสามารถยอ่ย
สลายฟีนอลได้ 100% ในวนัท่ี 4 สว่นท่ีความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถย่อยสลาย   
ฟีนอลได้มากกว่า 80% ในวนัท่ี 4 และสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100% ในวนัท่ี 10 ท่ีความ
เข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถย่อยสลายฟีนอลได้เกือบหมดในวนัท่ี 10 ทัง้นีเ้ชือ้ผสมไม่
สามารถยอ่ยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นสงู โดยท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แบคทีเรีย
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้เพียง 60% ในวนัท่ี 10 และท่ีความเข้มข้น 10,000 และ 20,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร แบคทีเรียสามารถย่อยสลายฟีนอลได้น้อยกว่า 50 % ดงัรูปท่ี 4.1 ใน
ขณะเดียวกนัชดุควบคมุซึ่งประกอบด้วยอาหารเหลว CFMM และฟีนอล แต่ไม่มีเชือ้ พบว่าเม่ือ
เวลาผ่านไป 10 วนั ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ฟีนอลมีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อย ซึ่งน่าจะเกิดจาก
กระบวนการทางกายภาพ เช่น การระเหยของฟีนอล และเกิดจากการย่อยสลายโดยแสงใน
ธรรมชาต ิ(รูปท่ี 4.2) ซึง่เซลล์อิสระให้ผลการย่อยสลายฟีนอลใกล้เคียงกบังานวิจยัของ Adav และ
คณะ (2007) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย Acinetobacter sp. พบว่าเซลล์อิสระสามารถย่อย
สลายฟีนอล 100% ท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใน 24 ชัว่โมง และงานวิจยัของ 
Wang และคณะ (2007) ศกึษาการย่อยสลายฟีนอลโดย Acinetobacter sp. PD12 พบว่าเซลล์
อิสระสามารถย่อยสลายฟีนอลได้เพียง 99.6% ท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใน 9 
ชั่วโมง จากงานวิจัยข้างต้นแสดงว่าแบคทีเรียอิสระสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดี เม่ือฟีนอลมี
ความเข้มข้นประมาณ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงจําเป็นต้องพฒันาวิธีเพ่ือเพิ่มความสามารถของ
แบคทีเรียในการยอ่ยสลายฟีนอลความเข้มข้นสงูตอ่ไป 
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รูปที่ 4.1 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของเซลล์อสิระในการย่อยสลายฟีนอลที่ความ
เข้มข้นตัง้แต่ 625-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร  
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รูปที่ 4.2 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของชุดควบคุมในการย่อยสลายฟีนอลที่ความ
เข้มข้นตัง้แต่ 625-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร  
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ผลการศึกษาการเจริญของเชือ้ผสมพบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีความเข้มข้นฟีนอล 625, 1,250, 2,500, 5,000, 10,000 และ 20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร มี
คา่เร่ิมต้นประมาณ 11.46, 10.95, 11.55, 11.44, 11.22 และ 11.38 Log CFU ตอ่มิลลิลิตร 
ตามลําดบั เม่ือเวลาผ่านไป 10 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเป็น 12.07, 11.72, 
12.07, 11.83, 11.24 และ 0 Log CFU ตอ่มิลลลิติร ตามลําดบั  ท่ีความเข้มข้นฟีนอล 625- 2,500 
มิลลิกรัมต่อลิตรเชือ้ผสมมีจํานวนเพ่ิมขึน้อย่างชดัเจน สอดคล้องกับปริมาณฟีนอลท่ีลดลงอย่าง
รวดเร็ว แสดงให้เห็นวา่ Co-culture สามารถใช้ฟีนอลเป็นแหลง่พลงังาน และแหลง่คาร์บอนในการ
เจริญ (รูปท่ี 4.3) ในกรณีความเข้มข้นฟีนอลสงูกว่า 2,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แบคทีเรียมีการเจริญ
น้อย และท่ีฟีนอล 20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แบคทีเรียไม่สามารถเจริญได้ แสดงว่าฟีนอลท่ีความ
เข้มข้นสงูมีพิษตอ่แบคทีเรีย ดงังานวิจยัของ Heipieper และคณะ (1992) และ Keweloh และ
คณะ (1990) รายงานว่าฟีนอลเป็นสารเคมีอนัตรายท่ีมีผลต่อเซลล์แบคทีเรียโดยจะทําให้สญูเสีย
ความสมบรูณ์ของเย่ือบเุซลล์ และรบกวนการทํางานของ membrane barrier รวมทัง้ยบัยัง้การทํา
หน้าท่ีของ membrane protein สง่ผลให้แบคทีเรียตายเม่ือความเข้มข้นของฟีนอลสงู  
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รูปที่ 4.3 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์อสิระ 
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4.2 การสังเคราะห์ซลิิกา 
การสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับใช้ตรึงแบคทีเรียในงานวิจยันี ้ ใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา 2 ประเภท 

ได้แก่ ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นกรด และตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นเบส  
4.2.1 การสังเคราะห์ซลิิกาเม่ือใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาเป็นกรด 
การสงัเคราะห์ซลิกิาเม่ือใช้สารละลาย 0.1 M HCl เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  
(a) ซลิิกา KAa และ KAac     
การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้และไม่ใช้สารลดแรงตึงผิว (CTAB) เป็นสารต้นแบบ ด้วย

อตัราสว่นโดยโมลของสารตัง้ต้นเป็น 1 TEOS : 4 (0.1 M HCl) : 1 DMF : 4 MeOH ผลการศกึษา 
พบว่าเม่ือผสม TEOS ตวัเร่งปฏิกิริยา DMF และ MeOH เข้าด้วยกนั จะสงัเกตเห็นสารละลายใส
แยกเป็นชัน้ๆ จากนัน้นําไปอบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ซิลิกาจะ
เกิดเป็นเจล หลงัจากนัน้ทําให้ซิลิกาแห้งท่ีอณุหภมูิห้อง สดุท้ายจะได้ซิลิกา KAa (ไม่มีสารลดแรง
ตงึผิว) และ KAac (ใช้สารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบในการสงัเคราะห์) ท่ีมีลกัษณะเป็นก้อนใส 
ซิลิกาท่ีสังเคราะห์ได้มีขนาดประมาณ 0.5x0.5x0.5 ซ.ม.3 ต่อก้อน หรือขนาดของซิลิกาท่ี
สงัเคราะห์ได้ขึน้อยูก่บัภาชนะท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซลิกิา ดงัรูปท่ี 4.4  

 

 
 

รูปที่ 4.4 ลักษณะของซลิิกา KAa และ KAac    
 

(b) ซลิิกา KBa    
การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้สารลดแรงตงึผิว (CTAB) เป็นสารต้นแบบ และใช้อตัราส่วน

โดยโมลของสารในการสงัเคราะห์เป็น 1 TEOS : 140 H2O : 0.18 CTAB : 13 MeOH ผล
การศกึษา พบว่าเม่ือผสม CTAB และสารละลายกรดลงในขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 มิลลิลิตร คน
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส จะสงัเกตเห็นเป็นสารละลายใส จากนัน้เติม 
MeOH และ TEOS ลงในขวดดงักลา่ว สารละลายจะมีความหนืด และมีสีขาวขุ่น คนตอ่ท่ีอณุหภมูิ
เดียวกนัเป็นเวลา 4 ชัว่โมง และท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 19 ชัว่โมง จากนัน้กรองและล้างซิลิกาท่ีได้
ด้วย 1 mM HNO3 จนสารละลายท่ีได้จากการล้างมีสมบตัิเป็นกลาง แล้วนําซิลิกาท่ีได้ไปอบท่ี
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อณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เพ่ือทําให้แห้งสดุท้ายจะได้ซิลิกา KBa ท่ีมีลกัษณะเป็นผง
สีขาว ท่ีมีขนาดประมาณ 0.75-1.25 ไมโครเมตร ดงัรูปท่ี 4.5 

 

 
 

          รูปที่ 4.5 ลักษณะของซลิิกา KBa 
 

            (c) ซลิิกา EntA  
             ซิลิกา EntA เป็นซิลิกาสําหรับตรึงเซลล์แบบกกัขงั ผลการศกึษาพบว่าเม่ือผสม TEOS 
และตวัเร่งปฏิกิริยาลงในขวดสงัเคราะห์ขนาด 15 มิลลลิติร จะสงัเกตเห็นสารละลายใสแยกเป็นชัน้ 
จากนัน้คนแรงๆ จนสารละลายใสกลายเป็นเนือ้เดียวกนั บม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
72 ชัว่โมง เม่ือครบ 72 ชัว่โมง จะสงัเกตเห็นว่าสารละลายมีความหนืดเพิ่มขึน้จะได้สว่นผสม A เท
สว่นผสม A ลงในจานอาหารเลีย้งเชือ้ จากนัน้นําหวัเชือ้แบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ผสมกบั KOH สําหรับ
ชุดควบคมุจะใช้อาหารเหลว CFMM แทนหวัเชือ้แบคทีเรียในปริมาณท่ีเท่ากัน แล้วเติมลงใน
สว่นผสม A จะเกิดเป็นเจลภายใน 2-3 นาที ทําการเปิดฝาจานอาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือทําให้เจลแห้ง 
สดุท้ายจะได้ซิลิกา EntA จะมีลกัษณะเป็นของแข็งคล้ายแก้ว ใสไม่มีสีถ้าไม่เติมแบคทีเรีย ดงัรูปท่ี 
4.6 แต่ถ้าเติมแบคทีเรียจะมีสีตามสีของ Methylobacterium sp. NP3 และซิลิกา EntA ท่ี
สงัเคราะห์ได้มีขนาดขึน้อยูก่บัภาชนะท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซลิกิา  
 

          
 

รูปที่ 4.6 ลักษณะของซลิิกา EntA ที่ไม่มีแบคทเีรีย  
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          4.2.2 การสังเคราะห์ซลิิกาเม่ือใช้ตวัเร่งปฏกิิริยาเป็นเบส 
การสงัเคราะห์ซลิกิาเม่ือใช้ 0.1 M NaOH หรือ 0.1 M NH4OH เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
(a) ซลิิกา KAb, KAbb, KAbc และ KAbbc    
การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้ และไม่ใช้สารลดแรงตงึผิว (CTAB) เป็นสารต้นแบบ และใช้

อตัราสว่นโดยโมลของสารในการสงัเคราะห์เป็น 1 TEOS : 4 (0.1 M NaOH หรือ 0.1 M NH4OH) : 
1 DMF : 4 MeOH ผลการศกึษาพบว่าเม่ือผสม TEOS ตวัเร่งปฏิกิริยา DMF และ MeOH เข้า
ด้วยกนั จะสงัเกตเห็นสารละลายแยกเป็นชัน้ๆ และมีสีขาวขุ่น จากนัน้นําไปอบในตู้อบท่ีอณุหภมูิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ซิลิกาจะเกิดเป็นเจล หลงัจากนัน้ทําให้ซิลิกาแห้งท่ี
อณุหภมูิห้อง สดุท้ายจะได้ซลิกิา KAb และ KAbb มีลกัษณะเป็นก้อนขาวขุน่ เน่ืองจากไมมี่สารลด
แรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ โดยซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้มีขนาดประมาณ 0.5x0.5x0.5 ซ.ม.3 ต่อก้อน 
หรือขนาดของซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้ขึน้อยู่กับภาชนะท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกา แต่ซิลิกา KAbc 
และ KAbbc มีลกัษณะเป็นผงสีขาวคล้ายแป้ง มีขนาดประมาณ 0.75-1.25 ไมโครเมตร เน่ืองจาก
มีสารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ ดงัรูปท่ี 4.7 

 

(a)  (b)  
 

รูปที่ 4.7 ลักษณะของซลิิกา KAb และ KAbb (a) และซลิิกา KAbc และ KAbbc (b) 
 
 (b) ซลิิกา KBaE 
             ซิลิกา KBaE เป็นซิลิกาสําหรับตรึงเซลล์แบบกกัขงั ผลการศกึษาพบว่าเม่ือผสมซิลิกา 
KBa และตวัเร่งปฏิกิริยา (2 M NaOH) ลงในขวดสงัเคราะห์ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วคนจนเจล
ละลาย แล้วจึงเติม 0.75 M citric acid และเติมหวัเชือ้แบคทีเรียจะเกิด gelation ทนัที สําหรับชดุ
ควบคมุใช้อาหารเหลว CFMM แทนหวัเชือ้แบคทีเรียในปริมาณท่ีเท่ากนั จึงเก็บเจลท่ีอณุหภมูิห้อง
เป็นเวลา 3 วนั เม่ือครบ 3 วนั ทําการเปิดฝาขวดสงัเคราะห์เพ่ือทําให้เจลแห้ง สดุท้ายจะได้ซิลิกา 
KBaE ท่ีมีลกัษณะคล้ายแก้วสีขาวใสถ้าไม่เติมแบคทีเรีย ดงัรูปท่ี 4.8 แต่ถ้าเติมแบคทีเรียจะมีสี
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ตามสีของ Methylobacterium sp. NP3 และซิลิกา KBaE ท่ีสงัเคราะห์ได้มีขนาดขึน้อยู่กบัภาชนะ
ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซลิกิา  
 
 

          
 

รูปที่ 4.8 ลักษณะของซลิิกา KBaE ที่ไม่มีแบคทเีรีย  
 

4.2.3 สรุปซลิิกาที่สังเคราะห์ได้  
การสงัเคราะห์ซลิกิาแบบตา่งๆ ข้างต้น ทําให้ได้ซิลิกาทัง้หมด 9 ชนิด ท่ีมีลกัษณะแสดงดงั

ตารางท่ี 4.1 โดยงานวิจยันีจ้ะเลือกซิลิกาท่ีมีลกัษณะเป็นก้อนได้แก่ KAa, KAac, KAb, KAbb, 
EntA และ KBaE ไปทําการตรึงด้วยเชือ้ผสมในขัน้ตอนตอ่ไป เน่ืองจากซิลิกาท่ีมีลกัษณะเป็นผง
เม่ือนําไปตรึงเซลล์ ซลิกิาบางสว่นจะเกาะท่ีข้างขวด ทําให้สิน้เปลืองซลิกิา  

เม่ือเปรียบเทียบวิธีการ และสารเคมีท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกาในงานวิจยันีก้บังานวิจยั
ของ Branyik และคณะ (1998) พบว่าวิธีการ และสารเคมีท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ไม่แตกต่างกนั 
เน่ืองจากทําการดดัแปลงวิธีการสงัเคราะห์ สําหรับสงัเคราะห์ซิลิกา EntA และ KBaE แตเ่วลาท่ีใช้
ในการสงัเคราะห์ซลิกิาทัง้ 2 ชนิดจะสัน้กวา่ และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Nassif และคณะ 
(2002) พบว่าใช้สารเคมีในการสงัเคราะห์ท่ีมีราคาแพง แสดงให้เห็นว่าซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ขึน้ใน
งานวิจยันีมี้วิธีการสงัเคราะห์ท่ีไมยุ่ง่ยาก ใช้สารเคมีน้อย และราคาถกู  
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ตารางที่ 4.1 การเปรียบเทยีบลักษณะของซลิิกาที่สังเคราะห์ได้กับซลิิกาจากงานวิจยัอ่ืน 
ชนิดของ 
ซลิิกา 

อัตราส่วนโดยโมลขององค์ประกอบ 
ของสาร 

เวลาที่ใช้ในการ
สังเคราะห์ 
(ช่ัวโมง) 

ลักษณะเจลที่
สังเคราะห์ได้ 

KAa TEOS : HCl : DMF : MeOH 144 ก้อนใส 
KAac TEOS : CTAB 0.06 M ใน HCl :  

DMF : MeOH 
144 ก้อนใส 

KAb TEOS :  NaOH : DMF : MeOH 144 ก้อนขาวขุน่ 

KAbc TEOS : CTAB 0.06 M ใน NaOH : DMF : 
MeOH 

144 ผงสีขาว 

KAbb TEOS :  NH4OH : DMF : MeOH 
 

144 ก้อนขาวขุน่ 

KAbbc TEOS : CTAB 0.06 M ใน  
NH4OH : DMF : MeOH 

144 
 

ผงสีขาว 

KBa TEOS :  HCl  : CTAB : MeOH 48 ผงสีขาว 
KBaE KBa : NaOH : citric acid  84 ก้อน 
EntA TEOS : HCl : KOH  84 ก้อน 

Branyik และ
คณะ 

(1998)  

TEOS : slightly acid : KOH 96 ก้อน 

Nassif และ
คณะ 

(2002) 

Sodium silicate (27wt% SiO2 ,10wt% 
NaOH) : Ludox HS-40 

2 ก้อน 

 



 47 

4.3 การจาํแนกลักษณะทางกายภาพ และชีวภาพของซลิิกาที่สังเคราะห์ 
4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology)  
จากการนําซลิกิาก่อนตรึงแบคทีเรียไปศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา โดยใช้เคร่ือง  

Scanning Electron Microscope พบว่า KAa และ KAac มีพืน้ท่ีผิวภายนอกคอ่นข้างเรียบ สว่น
KAb และ KAbb มีพืน้ท่ีผิวภายนอกขรุขระ และ EntA และ KBaE มีรูพรุนเห็นได้ชดัเจน (รูปท่ี 4.9)  

 

       (a)   (b)  

(c)  (d)  

       (e)    (f)  
 

รูปที่ 4.9 ลักษณะพืน้ผิวภายนอกของซลิิกาที่ได้จากการสังเคราะห์ (As-
synthesized) (a) KAa, (b) KAac, (c) KAb, (d) KAbb, (e) EntA และ (f) KBaE  

ที่กาํลังขยาย 5,000 เท่า 
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4.3.2 ลักษณะการจัดเรียงตวัของซลิิกา โดยใช้เทคนิค XRD 
งานวิจยันีไ้ด้ทําการศกึษาลกัษณะความเป็นผลกึของซิลิกา KAac, KAbc, KAbbc, และ 

KBa ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ เน่ืองจากซิลิกาทัง้ 4 ชนิดนีมี้สารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ เม่ือใช้เทคนิค  
X-ray diffraction ตรวจสอบความเป็นผลึกของซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้ (as-synthesized silica) 
เปรียบเทียบกบัซิลิกาชนิดเดียวกนัท่ีนําไปเผาท่ีอณุหภมูิสงู (calcined silica) ของซิลิกาทัง้ 4 ชนิด 
เพ่ือศกึษาโครงสร้างของซลิกิา ผลท่ีได้แสดงดงัรูปท่ี 4.10 และเม่ือนํารูปแบบการเบ่ียงเบนรังสีเอ็กซ์
ท่ีได้ไปคํานวณหาระยะห่างระหว่างระนาบ (interplanar distance) ของซิลิกาเพ่ือศกึษาลกัษณะ
การจดัเรียงตวัของซลิกิา (ตารางท่ี 4.2)  

จากรูปท่ี 4.10 และตารางท่ี 4.2 จะเห็นได้วา่รูปแบบการเบ่ียงเบนรังสีเอ็กซ์ของซิลิกา KBa 
ปรากฏพีกให้เห็นท่ี 2-theta เท่ากบั 2.1-2.5° แสดงว่าซิลิกาเหลา่นีมี้โครงสร้างบางส่วนท่ีจดัเรียง
ตัวอย่างเป็นระเบียบ และยังคงความเป็นระเบียบอยู่บ้างแม้ว่าจะได้รับการเผาท่ีอุณหภูมิสูง 
นอกจากนัน้ยงัพบว่า calcined silica มีขนาดรูพรุนเล็กลงเม่ือเทียบกบั as-synthesized silica 
ชนิดเดียวกนั แสดงว่าการเผาท่ีอณุหภมูิสงูทําให้เกิดการหดตวัของขนาดรูพรุนเช่นกนั สําหรับใน
กรณีของซิลิกา KAac, KAbc และ KAbbc จากรูปแบบการเบ่ียงเบนรังสีเอ็กซ์ของซิลิกาทัง้ก่อน
และหลงัการเผาซึง่ไมป่รากฏพีกใดๆ ให้เห็นเลย แสดงวา่ซลิกิาน่าจะมีโครงสร้างเป็นแบบอสณัฐาน  
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รูปที่ 4.10 รูปแบบการเบี่ยงเบนรังสีเอก็ซ์ของซลิิกาที่สังเคราะห์ขึน้โดยใช้สารตัง้ต้นซลิิกา

ที่ไม่ผ่านการเผา (เส้นทบึ) และซลิิกาที่ผ่านการเผา (เส้นประ) 



 50 

ตารางที่ 4.2 ระยะห่างระหว่างระนาบ (d) ที่คาํนวณได้จากการตรวจสอบความเป็นผลึก
ของซลิิกา 
ชนิดของซลิกิา as-synthesized silica calcined silica 

2-theta d(Å) 2-theta d(Å) 
KAac - - - - 
KAbc - - - - 

KAbbc - - - - 
KBa 2.18 40.50 2.52 35.03 

 
 
4.3.3 การทดสอบความเป็นพษิของซลิิกาต่อการเจริญของแบคทเีรีย 
การทดสอบความเป็นพิษของซิลิกาต่อการเจริญของแบคทีเรีย โดยการนําซิลิกาท่ี

สงัเคราะห์ได้เตมิลงในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีหวัเชือ้แบคทีเรีย แล้วเขย่าเป็นเวลา 10 วนั ผลการศกึษา
แสดงให้เห็นว่า เม่ือนําซิลิกาทัง้ 9 ชนิด ท่ีสงัเคราะห์ได้มาใช้โดยไม่ล้างซิลิกา ซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้
เป็นพิษตอ่แบคทีเรีย ยกเว้น ซิลิกา KAbb, KBaE และ EntA ดงันัน้จึงนําซิลิกา 3 ชนิด คือ KAa, 
KAb และ KAbb มาล้างด้วยนํา้  Miili-Q และซิลิกา KAac, KAbc และ KAbbc มาล้างด้วย
สารละลายเอทานอล พบว่าซิลิกาท่ีผ่านการล้างแล้ว (As-removed) มีเพียง 2 ชนิดเท่านัน้ท่ีมีพิษ
ตอ่แบคทีเรีย คือ ซิลิกา KAbc และ KAbbc จากนัน้นําซิลิกา KAbc, KAbbc และ KBa ไปเผาท่ี
อณุหภมูิสงู (calcined) เพ่ือกําจดัสารลดแรงตงึผิวออก พบว่าซิลิกา KAbc และ KAbbc ยงัคงมี
ความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย แต่ซิลิกา KBa ไม่มีความเป็นพิษต่อแบคทีเรีย แสดงว่าถ้านําซิลิกาท่ี
สงัเคราะห์ได้มาใช้โดยท่ีไม่ล้างหรือกําจดัสารลดแรงตงึผิวออกก่อน จะทําให้แบคทีเรียไม่สามารถ
เจริญได้ เพราะท่ีผิวของซลิกิายงัมีความเป็นกรดหรือเบสมากเกินไป ดงันัน้ก่อนท่ีจะนําซิลิกามาใช้
ตรึงเซลล์ต้องทําการล้างซิลิกา และกําจดัสารลดแรงตงึผิวออกก่อน เพ่ือให้ผิวของซิลิกามีค่ากรด-
เบสเป็นกลาง จากผลการศกึษาดงักลา่วจึงเลือกซิลิกา KAa, KAac, KAb, KAbb, EntA และ 
KBaE ไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลในขัน้ตอนตอ่ไป สําหรับ KBa มีลกัษณะเป็น
ผงจึงนํามาใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ KBaE แสดงให้เห็นความเป็นพิษของซิลิกาต่อการ
เจริญของแบคทีเรียดงัตารางท่ี 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ความเป็นพษิของซลิิกาต่อการเจริญของแบคทเีรีย 
ชนิดซลิิกา ความเป็นพษิต่อแบคทเีรีย 

As-synthesized 
(ไม่ได้ล้างซลิิกา) 

ล้างซลิิกาด้วย  
Miili-Q 

 ล้างซลิิกาด้วย
สารละลาย 
เอทานอล  

(As-removed)   

เผาที่
อุณหภมูสูิง 
(Calcined) 

KAa + - NA NA 
KAac + NA - NA 
KAb + - NA NA 

KAbc + NA + + 
KAbb - - NA NA 

KAbbc + NA + + 
KBa + NA NA _ 

KBaE - NA NA NA 
EntA - NA NA NA 

* เคร่ืองหมาย (-)  หมายถึง ไมพ่บวา่มีพษิตอ่ Co-culture  
                     (+) หมายถึง พบวา่มีพษิตอ่ Co-culture  
                     NA หมายถึง Not applicable 
 

4.3.4 การเปรียบเทยีบลักษณะของซลิิกา 
จากการจําแนกลกัษณะของซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ข้างต้น ประกอบด้วย ลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยา ลกัษณะการจดัเรียงตวัของซิลิกา และการทดสอบความเป็นพิษของซิลิกาต่อการเจริญของ
แบคทีเรีย พบว่าวิธีการสังเคราะห์ และองค์ประกอบของสารตัง้ต้นท่ีใช้แตกต่างกัน ทําให้ได้
ลกัษณะของซลิกิาท่ีตา่งกนั ผลการศกึษาแสดงดงัตารางท่ี 4.4 
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ตารางที่ 4.4 เปรียบเทยีบลักษณะของซลิิกา 
ชนิดซลิิกา สัณฐานวิทยา XRD 

 
ความเป็นพษิต่อ

แบคทเีรีย 

KAa ผิวภายนอกเรียบ NA - 
KAac ผิวภายนอกเรียบ อสณัฐาน - 
KAb ผิวภายนอกเรียบ NA - 

KAbc NA อสณัฐาน + 
KAbb ผิวภายนอกเรียบ NA - 

KAbbc NA อสณัฐาน + 
KBa NA ผลกึ - 

KBaE ผิวภายนอกขรุขระ
เห็นรูพรุน 

NA - 

EntA ผิวภายนอกขรุขระ
เห็นรูพรุน 

NA - 

 
* เคร่ืองหมาย (-)  หมายถึง ไมพ่บวา่มีพษิตอ่ Co-culture เม่ือล้างและกําจดั surfactant ออกจาก   

ซลิกิาแล้ว      
(+) หมายถึง พบวา่มีพษิตอ่ Co-culture เม่ือล้างและกําจดั surfactant ออกจากซลิิ
กาแล้ว      

          NA หมายถึง Not applicable 
 
4.4 การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงเชือ้ผสมบนซลิิกา  

4.4.1 การตรึงเชือ้ผสมด้วยวิธีการยดึเกาะบนซลิิกา (Attachment)  
การตรึงเซลล์บนซิลิกาชนิดต่างๆ ได้แก่ KAa, KAac, KAb และ KAbb ทําโดยนํา

แบคทีเรียจากข้อ 3.1.3 ท่ีมีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 108 CFU ตอ่มิลลิลิตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
และเติมฟีนอล 0.01 กรัมต่อลิตร จากนัน้เติมซิลิกา 500 กรัมต่อลิตร เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 วนั ท่ีอณุหภมูิห้อง จะได้เซลล์ตรึงท่ีต้องการ  

ซิลิกาก่อนตรึงจะมีลกัษณะเป็นของแข็งคล้ายแก้ว ใสไม่มีสี เม่ือสงัเคราะห์โดยใช้ตวัเร่ง
ปฏิกิริยาเป็นกรด และซิลิกาสีขาวขุ่นเม่ือสงัเคราะห์โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาเป็นเบส ซึง่ลกัษณะของ 
ซลิกิาจะขึน้อยูก่บัองค์ประกอบท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกา แตเ่ม่ือเราทําการตรึงเชือ้ผสมบนซิลิกา 
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พบวา่เซลล์ตรึงท่ีได้จะเป็นสีชมพอู่อนตามสีของ Methylobacterium sp. NP3 โดยเกาะอยู่บริเวณ
พืน้ผิวด้านนอกของซลิกิา ดงัรูปท่ี 4.11  

 

(a)    (b)  

 (c)   (d)  
 

รูปที่ 4.11 ลักษณะของซลิิกาที่ถูกตรึงแบคทเีรีย ดงัรูป (a) KAa (b) KAac  
(c) KAb และ (d) KAbb                        

 
4.4.1.1 ปริมาณเซลล์ที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAa, KAac, KAb และ KAbb 
การศกึษาปริมาณแบคทีเรียท่ีเกาะบนซิลิกา นําเซลล์ตรึงทัง้ 4 ชนิดท่ีทําการตรึงเป็นเวลา 

5 วนั ปริมาณ 50 กรัม เติมลงในอาหารเหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ท่ีมีฟีนอล 0.01 กรัมตอ่ลิตร 
ทําโดยเก็บตวัอย่างในวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 จากนัน้วิเคราะห์จํานวนของแบคทีเรียทัง้หมด
ตามวิธีในข้อ 3.6.1 

ผลการศกึษาปริมาณแบคทีเรียบนซิลิกา แสดงดงัรูปท่ี 4.12 พบว่าจํานวนแบคทีเรียท่ีถกู
ตรึงบนซิลิกาชนิดต่างๆ มีปริมาณแตกตา่งกนั พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีถกูตรึงบนซลิกิา KAa, KAac, KAb และ KAbb มีคา่เร่ิมต้นเท่ากบั 5.86, 5.82, 6.71 และ 
6.64 Log CFU ตอ่กรัมซิลิกา ตามลําดบั เม่ือเวลาผ่านไป 10 วนั พบว่าแบคทีเรียมีจํานวนเพิ่มขึน้ 
ซึง่มีจํานวนเท่ากบั 6.86, 6.76, 7.79 และ 7.33 Log CFU ตอ่กรัมซิลิกา ตามลําดบั แสดงให้เห็น
วา่แบคทีเรียบนซลิกิามีการเจริญได้ และเซลล์ตรึงบนซลิกิา KAb มีจํานวนสงูสดุ แตซ่ิลิกาบางสว่น
แตกเม่ือกระทบกบัขวดในระหวา่งท่ีเขยา่ ทําให้เซลล์แบคทีเรียหลดุออกจากซลิกิา  
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รูปที่ 4.12 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAa, KAac, KAb และ KAbb  
 

4.4.1.2 ลักษณะทางกายภาพของซลิิกา KAa, KAac, KAb และ KAbb ที่ผ่านการ 
ตรึงเซลล์โดยใช้เทคนิค Scanning Electron Microscopy (SEM)  

จากการนําซิลิกาท่ีผ่านการตรึงเซลล์ไปศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช้เคร่ือง 
Scanning Electron Microscope เปรียบเทียบกบัซิลิกาก่อนตรึงเซลล์ ผลการศกึษาพบว่า KAa 
และ KAac ซึง่มีพืน้ท่ีผิวด้านนอกค่อนข้างเรียบ จะมีแบคทีเรียเกาะอยู่บนผิวของซิลิกาน้อยกว่า 
KAb และ KAbb ซึง่มีพืน้ท่ีผิวด้านนอกขรุขระ ทําให้แบคทีเรียสามารถเกาะบนผิวของซิลิกาได้
ดีกว่า (4.13) นอกจากนีพ้บว่าซิลิกาทัง้ 4 ชนิด มีขนาดรูพรุนเล็กกว่าขนาดของแบคทีเรีย ทําให้
แบคทีเรียไม่สามารถเข้าไปอยู่ภายในโครงสร้างของซิลิกาได้ จึงสง่ผลให้แบคทีเรียถกูตรึงบนซิลิกา
แบบยดึเกาะ 
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 (a)   (b)   

 (c)    (d)  

 (e)     (f)   

(g)     (h)  
 
รูปที่ 4.13 ลักษณะของซลิิกา (a) KAa, (c) KAac, (e) KAb และ (g) KAbb ก่อนตรึงเซลล์ 
และ (b) KAa, (d) KAac, (f) KAb และ (h) KAbb ที่ผ่านการตรึงเซลล์โดยวธีิการสังเคราะห์

แบบยดึเกาะ ที่กาํลังขยาย 5,000 เท่า 
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4.4.2 การตรึงเชือ้ผสมด้วยวิธีการกักขังในซลิิกา (Encapsulation) 
การสงัเคราะห์ซิลิกาโดยการตรึงแบคทีเรียด้วยวิธีการกกัขงัในซิลิกาท่ีดดัแปลงจากวิธีของ 

Branyik และคณะ (1998) ทําให้ได้ซิลิกา 2 ชนิด คือ EntA และ KBaE ซึง่จะมีเซลล์ฝังอยู่ในเนือ้   
ซิลิกา ซิลิกาท่ีไม่มีเชือ้จะมีลกัษณะเป็นของแข็งคล้ายแก้ว ใสไม่มีสี แต่เม่ือเราใส่เชือ้ผสมระหว่าง
สงัเคราะห์ จะพบว่าซิลิกาท่ีได้จะเป็นสีชมพอู่อนตามสีของ Methylobacterium sp. NP3 ดงัรูปท่ี 
4.14 (a) และ (b) ซึง่ขนาดของซิลิกาท่ีได้ขึน้อยู่กบัภาชนะท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกา ทัง้นีเ้ม่ือ
นํามาใช้งานจะตดัซลิกิาเป็นชิน้ขนาด 1.0x1.0x0.5 ซ.ม.3 ตอ่ก้อน เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ 
Branyik และคณะ (1998) ซึง่ทําการสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้สารตัง้ต้นเป็น TEOS เม่ือสงัเคราะห์
เสร็จจะได้ซิลิกาท่ีมีลกัษณะเป็นเจลขนาดประมาณ 30.0x30.0x40.0 เซนติเมตรต่อก้อน และเม่ือ
เปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Nassif และคณะ (2002) ท่ีทําการสงัเคราะห์ซิลิกาโดยใช้สารตัง้ต้น
เป็นโซเดียมซิลิเคต เม่ือสงัเคราะห์เสร็จจะได้ซิลิกาท่ีมีลกัษณะเป็นเจลเช่นกัน โดยกระบวนการ
สงัเคราะห์ของงานวิจยัข้างต้นคล้ายกับการสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับการตรึงเซลล์แบบกักขงัของ
งานวิจยันี ้จงึมีลกัษณะของซลิกิาท่ีสงัเคราะห์คล้ายคลงึกนั 
 

 (a)        (b)  
 

รูปที่ 4.14 ลักษณะของเซลล์ตรึงด้วยวธีิการกักขังในซลิิกา (a) EntA (b) KBaE 
 

4.4.2.1 ปริมาณเซลล์ที่ถูกตรึงในซลิิกา EntA และ KBaE 
การศกึษาปริมาณแบคทีเรียท่ีถกูตรึงในซิลิกา นําเซลล์ตรึงทัง้ 2 ชนิด ปริมาณ 25 กรัม 

เติมลงในอาหารเหลว CFMM 100 มิลลิลิตร ท่ีมีฟีนอล 0.01 กรัมตอ่ลิตร ทําโดยเก็บตวัอย่างใน
วนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 จากนัน้วิเคราะห์จํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามวิธีในข้อ 3.6.1 

ผลการศึกษาปริมาณแบคทีเรียในซิลิกา แสดงดงัรูปท่ี 4.15 พบว่าจํานวนแบคทีเรียท่ีถูก
ตรึงบนซิลิกาทัง้ 2 ชนิดมีปริมาณแตกตา่งกนั พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีถกูตรึงในซิลิกา EntA และ KBaE มีคา่เร่ิมต้นประมาณ 6.94 และ 6.57 Log CFU ตอ่
กรัมซิลิกา ตามลําดบั เม่ือเวลาผ่านไป 10 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดท่ีถกูตรึงในซิลิกามี
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จํานวนเพิ่มขึน้ ซึ่งมีจํานวนเท่ากบั 7.95 และ 7.16 Log CFU ต่อกรัมซิลิกา แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียในซิลิกามีการเจริญได้ และเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA มีจํานวนสงูสดุ ในการทดลองตอ่ไป
จงึเลือกเฉพาะซลิกิา EntA ไปทดสอบ 

เม่ือนําจํานวนเซลล์ตรึงท่ีได้มาเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Alvarez และคณะ (2007) ท่ี
ทําการตรึงแบคทีเรียในซิลิกา โดยใช้สารตัง้ต้นเป็นซิลิกอนไดออกไซด์ และโซเดียมซิลิเคต พบว่ามี
จํานวนเซลล์ตรึงเร่ิมต้นประมาณ 8.0-10.0 Log CFU ตอ่มิลลิลิตร และงานวิจยัของ Nassif และ
คณะ (2002) ทําการตรึงเซลล์โดยการกกัขงัในซิลิกา โดยใช้สารตัง้ต้นเป็น SiNa เพ่ือการเก็บรักษา
เซลล์ พบวา่มีจํานวนเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 8.52 Log CFU ตอ่มิลลิลิตร ทัง้นีจํ้านวนเซลล์ในซิลิกา
แตกต่างกนัเกิดจากวิธีการสงัเคราะห์ และสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสงัเคราะห์แตกต่างกัน รวมทัง้
วตัถปุระสงค์ในการนําไปใช้งาน 
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รูปที่ 4.15 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงในซลิิกา EntA และ KBaE  

ณ วันที่ 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 
 

4.4.2.2 ลักษณะทางกายภาพของซิลิกา EntA และ KBaE ที่ผ่านการตรึงเซลล์แบบ
การกักขังโดยใช้เทคนิค Scanning Electron Microscopy (SEM)  

จากการนําซิลิกาท่ีผ่านการตรึงเซลล์ไปศึกษาลักษณะทางกายภาพโดยใช้เคร่ือง 
Scanning Electron Microscope เปรียบเทียบกบัซิลิกาก่อนตรึงเซลล์ ผลการศกึษาพบว่าซิลิกา 
EntA และ KBaE มีแบคทีเรียอยูใ่นซลิกิาเป็นจํานวนมาก นอกจากนีพ้บวา่ซลิกิาทัง้ 2 ชนิด มีขนาด
รูพรุนเล็กกว่าขนาดของแบคทีเรีย ทําให้แบคทีเรียไม่สามารถเข้าไปอยู่ภายในโครงสร้างของซิลิกา
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ได้ แต่ในระหว่างการสงัเคราะห์ได้ทําการเติมแบคทีเรียก่อนซิลิกาจะแข็งตวั จึงส่งผลให้แบคทีเรีย
ถกูตรึงอยูภ่ายในซลิกิาแบบกกัขงั ดงัรูปท่ี 4.16 

(a)  (b)   

(c)  (d)  
รูปที่ 4.16 ลักษณะของซลิิกา (a) EntA และ (c) KBaE ก่อนตรึงเซลล์ และ (b) EntA และ 

(d) KBaE ที่ผ่านการตรึงเซลล์โดยวิธีการสังเคราะห์แบบการกักขัง  
ที่กาํลังขยาย 5,000 เท่า 

 
4.5 การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอล 

4.5.1 เปรียบเทยีบการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์อสิระ เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะบน 
ซลิิกา และเซลล์ตรึงแบบกักขังในซลิิกา 

เม่ือเปรียบเทียบการย่อยสลายฟีนอลท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ของเซลล์
อิสระ เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะ และเซลล์ตรึงแบบกกัขงั โดยวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลท่ีลดลงหลงัจาก
บ่มเป็นเวลา 10 วนั แล้วคิดเป็นเปอร์เซ็นต์เปรียบเทียบกับวนัท่ี 0 (การย่อยสลายเป็น 0 
เปอร์เซ็นต์) (รูปท่ี 4.17) พบว่าเซลล์อิสระสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 60% ส่วนเซลล์
ตรึงบนซิลิกาแบบกกัขงัทัง้หมด (ยกเว้นซิลิกา KAa) ย่อยสลายฟีนอลได้มากกว่า 70% โดยเซลล์
ตรึง KAb สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีท่ีสดุ ท่ีมากกว่า 80% ส่วนเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAbb 
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีเป็นอนัดบัสอง การท่ีซิลิกา KAb และ KAbb สามารถย่อยสลาย     
ฟีนอลได้ดีอาจเกิดจากซิลิกาทัง้ 2 ชนิด มีพืน้ท่ีผิวภายนอกขรุขระทําให้แบคทีเรียสามารถเกาะท่ี
พืน้ผิวด้านนอกได้มากกว่าซิลิกา KAa และ KAac สําหรับเซลล์ตรึงท่ีตรึงด้วยวิธีกกัขงัในซิลิกา 
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พบว่าเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA สามารถย่อยสลายฟีนอลได้มากกว่า 85% เม่ือเทียบกบัเซลล์อิสระ 
และเซลล์ตรึงชนิดอ่ืนๆ เม่ือทําการเรียงลําดบัการย่อยสลายฟีนอลจากน้อยไปมาก KAa < Free 
cells < KAac < KAbb < KAb < EntA ตามลําดบั ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีสงูขึน้ของ
เซลล์ตรึงมีความสอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้านี ้เช่น Ehrhardt และ Rehm (1985) พบว่าเซลล์
อิสระสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100% ท่ีความเข้มข้น 1,000-1,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แต่เซลล์
ตรึงบนถ่านกัมมันต์ สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 90% ท่ีความเข้มข้นฟีนอลสูงถึง 15,000 
มิลลกิรัมตอ่ลติร  

Chen และคณะ (2002) พบว่าเซลล์อิสระสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100 % ท่ีความ
เข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สว่นเซลล์ตรึงบน PAA gel beads สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 95 
% ท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร  

Chung และคณะ(2003) พบว่าเซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงบนอลัจิเนต สามารถย่อยสลาย 
ฟีนอลท่ีความเข้มข้น 500 มิลลกิรัมตอ่ลติร ได้ 59.5% และ 75% ตามลําดบั 

 Wang และคณะ (2007) พบว่าเซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงบน PVA ท่ีความเข้มข้น 500 
มิลลกิรัมตอ่ลติร สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ 99.6% และ 100% ตามลําดบั  

Hsieh และคณะ (2008) พบว่าเซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงบนไคโตซาน ท่ีความเข้มข้น 100 
มิลลกิรัมตอ่ลติร สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ 40% และ 100% ตามลําดบั  

ข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการตรึงเซลล์บนซิลิกาท่ีสังเคราะห์ได้ ช่วยให้แบคทีเรีย
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้สงูขึน้กว่าการใช้วสัดตุรึงอ่ืนๆ เช่น อลัจิเนต PVA ไคโตซาน และหิน 
พมัมิช และความสามารถในการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงบนซิลิกามีค่าใกล้เคียงกบัการใช้
เซลล์ตรึงบน PAA gel beads แตย่งัด้อยกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ตรึงบนถ่านกมัมนัต์  

ในขณะท่ีชุดควบคมุท่ีไม่ใส่แบคทีเรีย ซึ่งประกอบด้วยระบบท่ีปราศจากเซลล์ (without) 
และ ซิลิกา KAa, KAac, KAb, KAbb และ EntA ท่ีปราศจากเซลล์ ตามลําดบั สามารถลด
ปริมาณฟีนอลได้ประมาณ 15%, 20%, 30%, 20%, 18% และ 25% ตามลําดบั (รูปท่ี 4.18) ซึง่ชดุ
ทดลองท่ีไม่เติมซิลิกา การลดลงของฟีนอลอาจเกิดจากการย่อยสลายทางกายภาพโดยแสงใน
ธรรมชาต ิและการระเหยของฟีนอล สว่นชดุทดลองท่ีเติมซิลิกาจะมีการดดูซบัฟีนอลโดยซิลิการ่วม
ด้วย การดดูซบัฟีนอลโดยซิลิกา อาจจะเป็นข้อดีต่อแบคทีเรียคือฟีนอลในนํา้จะมีความเข้มข้น 
ลดลง จึงทําอนัตรายตอ่แบคทีเรียได้น้อย และในขณะเดียวกนัฟีนอลท่ีดดูซบัจะไม่ก่ออนัตรายตอ่
แบคทีเรียท่ีเกาะอยู่ เพราะอยู่ในรูป non-bioavailable เน่ืองจากท่ีความเข้มข้นฟีนอล 5,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร เซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และ EntA สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ และเซลล์ตรึงบนซิลิกาชนิดอ่ืน ดงันัน้เราจึงเลือกเซลล์ตรึงบนซิลิกา 
KAb และ EntA มาทดสอบประสทิธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลตอ่ไป 
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รูปที่ 4.17 ปริมาณฟีนอลที่ถูกกาํจัดเม่ือเวลาผ่านไป 10 วัน ที่ความเข้มข้นฟีนอลเร่ิมต้น  
5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.18 ปริมาณฟีนอลที่ถูกดดูซับโดยซลิิกาเม่ือเวลาผ่านไป 10 วัน ที่ความเข้มข้น 
ฟีนอลเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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4.5.2 การย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมที่ตรึงบนซลิิกา KAb 
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นของฟีนอล 625-10,000 

มิลลิกรัมต่อลิตรของเชือ้ผสมท่ีตรึงโดยวิธีการยึดเกาะบนซิลิกา KAb ในระดบัขวดเขย่า โดยเก็บ
ตวัอยา่งวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 จากนัน้นําไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค Colorimetric 
method ตามวิธีการของ Greenberg และคณะ (1992) ตามวิธีในข้อ 3.6.2 ผลการวิเคราะห์
ปริมาณฟีนอลท่ีเหลืออยู่โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบัวนัท่ี 0 ซึง่คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 
และหาจํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามวิธีในข้อ 3.6.1 โดยคํานวณเป็น CFU ตอ่ชดุทดลอง = 
(CFU ตอ่กรัมซลิกิา x 50 กรัม) + (CFU ตอ่มิลลลิติร x 100 มิลลลิติร)  

พบว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีท่ีความเข้มข้น 625–5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
โดยท่ี 625 มิลลกิรัมตอ่ลติร สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้มากกวา่ 50% ในวนัท่ี 2 และสามารถยอ่ย
สลายฟีนอลได้ 100% ในวนัท่ี 4 สว่นท่ีความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถย่อยสลายฟี
นอลได้มากกวา่ 80% ในวนัท่ี 8 และสามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ 100% ในวนัท่ี 10 ท่ีความเข้มข้น 
2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถย่อยสลายฟีนอลได้เกือบ 83% ในวนัท่ี 10 โดยท่ีความเข้มข้น 
5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 80% ในวนัท่ี 10 และท่ี
ความเข้มข้น 10,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร เซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 30 % ดงัรูป
ท่ี 4.19 ในขณะเดียวกนัชดุควบคมุซึง่ประกอบด้วยอาหารเหลว CFMM ซิลิกา และฟีนอล แตไ่ม่มี
เชือ้ พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป 10 วนั ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ฟีนอลมีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อย ซึ่ง
น่าจะเกิดจากกระบวนการทางกายภาพ เช่น การระเหยของฟีนอล และเกิดจากการย่อยสลายโดย
แสงในธรรมชาต ิ(รูปท่ี 4.20)  
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รูปที่ 4.19 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb ในการย่อยสลาย   
ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร  



 62 

 

0
10

20
30

40
50
60

70
80

90
100

110
120

0 2 4 6 8 10เวลา (วัน)

ปริ
มา

ณ
ฟี
นอ

ลท
ี่เห
ลือ

อยู่
 (%

)

625 1,250 2,500 5,000 10,000  
รูปที่ 4.20 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของชุดควบคุม ซลิิกา KAbในการย่อยสลาย      

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

ผลการศกึษาการเจริญของเซลล์ตรึง พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีความเข้มข้นฟีนอล 625, 1,250, 2,500, 5,000 และ 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่า
เร่ิมต้นประมาณ 8.21, 8.05, 8.21, 8.15 และ 7.95 Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั เม่ือเวลา
ผ่านไป 10 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเป็น 9.21, 8.87, 8.84, 8.97 และ 8.24 
Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั ผลการเจริญของเซลล์ตรึง ในช่วงวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 10 พบว่ามี
จํานวนเพิ่มขึน้ทําให้ปริมาณฟีนอลลดลงอย่างรวดเร็ว และหมดภายใน 4 และ 10 วนั รวมทัง้เกือบ
หมดท่ีความเข้มข้นฟีนอล 2,500 - 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อย
สลายฟีนอลโดยใช้ฟีนอลเป็นแหล่งพลงังานและแหลง่คาร์บอนในการเจริญ (รูปท่ี 4.21) ในกรณี
ความเข้มข้นฟีนอลสูง แบคทีเรียมีการเจริญน้อย แสดงว่าฟีนอลท่ีความเข้มข้นสูงมีพิษต่อ
แบคทีเรีย แตเ่ซลล์ตรึงแบบยดึเกาะบนซิลิกา KAb สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีกว่าเซลล์อิสระท่ี
ความเข้มข้นฟีนอลสงู เน่ืองจากเซลล์ท่ีอยูบ่นซลิกิาได้รับการปกป้องจากภาวะภายนอกดีกว่าเซลล์
อิสระจงึสามารถท่ีจะอยูร่อด และเกิดการยอ่ยสลายฟีนอลได้ดีกวา่ 
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รูปที่ 4.21 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb 
 

4.5.3 การย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมที่ตรึงในซลิิกา EntA 
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีมีความเข้มข้นของฟีนอล 625-10,000 

มิลลิกรัมต่อลิตรของเชือ้ผสมท่ีตรึงโดยวิธีการกักขงัในซิลิกา EntA ในระดบัขวดเขย่า โดยเก็บ
ตวัอยา่งวนัท่ี 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 จากนัน้นําไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลด้วยเทคนิค Colorimetric 
method ตามวิธีการของ Greenberg และคณะ (1992) ตามวิธีในข้อ 3.6.2 ผลการวิเคราะห์
ปริมาณฟีนอลท่ีเหลืออยู่โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบัวนัท่ี 0 ซึง่คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 
และหาจํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดตามวิธีในข้อ 3.6.1 โดยคํานวณเป็น CFU ตอ่ชดุทดลอง = 
(CFU ตอ่กรัมซลิกิา x 25 กรัม) + (CFU ตอ่มิลลลิติร x 100 มิลลลิติร)  

พบว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดี โดยท่ีความเข้มข้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้มากกว่า 50% ในวนัท่ี 2 และสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100% ใน
วนัท่ี 4 สว่นท่ีความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถย่อยสลายฟีนอลได้มากกว่า 80% ใน
วนัท่ี 4 และสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100% ในวนัท่ี 6 ท่ีความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้เกือบ 100% ในวนัท่ี 10  ท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 85% ในวนัท่ี 10 และท่ีความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เซลล์
ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 50% ในวนัท่ี 10 ดงัรูปท่ี 4.22 ในขณะเดียวกนัชุด
ควบคมุซึง่ประกอบด้วยอาหารเหลว CFMM ซิลิกาปราศจากแบคทีเรีย และฟีนอล พบว่าเม่ือเวลา
ผ่านไป 10 วัน ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ฟีนอลมีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อย ซึ่งน่าจะเกิดจาก
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กระบวนการทางกายภาพ เช่น การระเหยของฟีนอล และเกิดจากการย่อยสลายโดยแสงใน
ธรรมชาต ิ(รูปท่ี 4.23)  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 2 4 6 8 10เวลา (วัน)

ปริ
มา

ณ
ฟีน

อล
ที่เ
หลื

ออ
ยู่ 

(%
)

625 1,250 2,500 5,000 10,000  
รูปที่ 4.22 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA ในการย่อย

สลายฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.23 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (%) ของชุดควบคุม ซลิิกา EntAในการย่อยสลาย     

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ผลการศกึษาการเจริญของเซลล์ตรึง พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีความเข้มข้นฟีนอล 625, 1,250, 2,500, 5,000 และ 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่า
เร่ิมต้นประมาณ 8.10, 8.15, 8.05, 8.07 และ 7.44 Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั เม่ือเวลา
ผ่านไป 10 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเป็น 9.28, 9.20, 8.77, 8.57 และ 7.81 
Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั ผลการเจริญของเซลล์ตรึง ในช่วงวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 10 พบว่ามี
จํานวนเพิ่มขึน้ทําให้ปริมาณฟีนอลลดลงอย่างรวดเร็ว และหมดภายใน 4 และ 6 วนั รวมทัง้เกือบ
หมดท่ีความเข้มข้นฟีนอล 2,500 - 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อย
สลายฟีนอลโดยใช้ฟีนอลเป็นแหลง่พลงังาน และแหลง่คาร์บอนในการเจริญ (รูปท่ี 4.24) ในกรณี
ความเข้มข้นฟีนอลสูง แบคทีเรียมีการเจริญน้อย แสดงว่าฟีนอลท่ีความเข้มข้นสูงมีพิษต่อ
แบคทีเรีย แตเ่ซลล์ตรึงแบบกกัขงัในซิลิกา EntA สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ดีกว่าเซลล์อิสระ และ
เซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb เน่ืองจากเซลล์ฝังอยู่ในซิลิกา จึงสามารถท่ีจะอยู่รอด และเกิดการย่อย
สลายฟีนอลได้ดีกวา่ 
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รูปที่ 4.24 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA 
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4.6 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลล์ตรึงมาใช้ย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง 
 4.6.1 การย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ในขัน้แรกได้เลือกความเข้มข้นของฟีนอลมา 1 ความเข้มข้น คือ 500 มิลลกิรัมตอ่ลติร โดย
ทดสอบในระดบัขวดเขย่า และในวนัท่ี 0 ได้เติมฟีนอลท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่า
เซลล์ตรึงบนซลิกิา KAb และ EntA ใช้เวลา 2 วนั ในการย่อยสลายฟีนอลได้ 100% (รูปท่ี 4.25 (a) 
และ 4.26 (a)) จากนัน้ทําการเติมฟีนอลใหม่อีกครัง้ท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แตค่รัง้นี ้
เซลล์ตรึงใช้เวลาน้อยลงในการย่อยสลายฟีนอล โดยใช้เวลาเพียง 1 วนัเท่านัน้ แสดงว่าเม่ือนํา
เซลล์ตรึงมาใช้อย่างต่อเน่ือง ทําให้ย่อยสลายฟีนอลได้โดยใช้เวลาน้อยลง และแบคทีเรียท่ีถกูตรึง
อยูส่ามารถปรับตวักบัภาวะแวดล้อมท่ีมีฟีนอล จงึทําให้ใช้เวลาน้อยลงในการยอ่ยสลายฟีนอล 

ผลการศกึษาการเจริญของเซลล์ตรึง พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีความเข้มข้นของฟีนอล 500 มิลลกิรัมตอ่ลติร ในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดในชดุทดลองของเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และ EntA มีคา่เร่ิมต้นประมาณ 8.10 และ 8.13 
Log CFU ตอ่ชดุทดลองตามลําดบั เม่ือเวลาผา่นไป 5 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวน
เพิ่มขึน้ ซึง่มีจํานวนเท่ากบั 9.04 และ 9.27 Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั (รูปท่ี 4.25 (b) 
และ 4.26 (b)) 

จะเห็นได้ว่าผลของการเจริญและการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงมีความสอดคล้องกนั 
ดงันี ้ในช่วงวนัท่ี 0 ถึง วนัท่ี 5 เซลล์ตรึงมีจํานวนเพิ่มขึน้ ทําให้ปริมาณฟีนอลลดลงอย่างรวดเร็ว 
และหมดภายใน 1 ถึง 2 วนั แสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายฟีนอลโดยใช้ฟีนอลเป็น
แหลง่พลงังาน และแหลง่คาร์บอนในการเจริญ  
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รูปที่ 4.25 การนําเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb มาใช้ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง (a) 
และปริมาณเซลล์ระหว่างการทดลอง (b) ลูกศรแสดงการเตมิฟีนอล 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เม่ือเซลล์ตรึงย่อยสลายฟีนอลหมด 

(a) (b) 



 67 

0

100

200

300

400

500

600

0 1 2 3 4 5เวลา (วัน)

ปริ
มา

ณ
ฟีน

อล
ที่เ
หลื

ออ
ยู่ 

(ม
ิลล

ิกรั
มต่

อล
ิตร

)

EntA+cells
8

8.2

8.4

8.6

8.8

9

9.2

9.4

0 1 2 3 4 5เวลา (วัน)

จาํ
นว

นแ
บค

ทเี
รีย

 (L
og

 C
FU

 ต่
อชุ

ดท
ดล

อง
)

 
 
 

รูปที่ 4.26 การนําเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA มาใช้ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง (a) 
และปริมาณเซลล์ระหว่างการทดลอง (b) ลูกศรแสดงการเตมิฟีนอล 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เม่ือเซลล์ตรึงย่อยสลายฟีนอลหมด 
 

4.6.2 การย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ต่อมาได้เพิ่มปริมาณฟีนอลเป็น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าเซลล์ตรึงทัง้ KAb และ 

EntA ใช้เวลา 15 วนั ในการย่อยสลายฟีนอลได้ 100% จากนัน้ทําการเติมฟีนอลใหม่อีกครัง้ท่ี
ความเข้มข้น 5,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร แตค่รัง้นีเ้ซลล์ตรึงใช้เวลาน้อยลงในการยอ่ยสลายฟีนอล โดย
ใช้เวลาเพียง 10 วนัเท่านัน้ สําหรับ EntA เม่ือใช้ซํา้หลายครัง้จะสงัเกตเห็นว่าเซลล์ตรึงใช้เวลาน้อย  
กว่า 10 วนั ในการย่อยสลายฟีนอลจนหมด (รูปท่ี4.27 และ 4.28) แสดงว่าเม่ือนําเซลล์ตรึงมาใช้
อย่างต่อเน่ืองทําให้ย่อยสลายฟีนอลได้โดยใช้เวลาน้อยลง ผลการศึกษามีความสอดคล้องกับ
งานวิจยัของ Hsieh และคณะ (2008) ซึง่ได้นําเซลล์ตรึงบนไคโตซานกลบัมาใช้อย่างต่อเน่ืองใน
การย่อยสลายฟีนอล พบว่าในวนัท่ี 0 ได้เติมฟีนอลท่ีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า
เซลล์ตรึงใช้เวลา 8.5 ชัว่โมง ในการย่อยสลายฟีนอลได้ 100% จากนัน้ทําการเติมฟีนอลใหม่อีก
ครัง้ท่ีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แตค่รัง้นีเ้ซลล์ตรึงใช้เวลาน้อยลงในการย่อยสลายฟีนอล 
โดยใช้เวลาเพียง 1 ชัว่โมงเท่านัน้ แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียท่ีถกูตรึงอยูบ่นซลิกิาสามารถปรับตวักบั
ภาวะแวดล้อมท่ีมีฟีนอลสงู จงึทําให้ใช้เวลาน้อยลงในการยอ่ยสลายฟีนอล 

 
 

(a) (b) 
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รูปที่ 4.27 การนําเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb มาใช้ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง  

ที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ลูกศรแสดงการเตมิฟีนอล 5,000 มลิลิกรัมต่อลิตร 
เม่ือเซลล์ตรึงย่อยสลายฟีนอลหมด  
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รูปที่ 4.28 การนําเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA มาใช้ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง  

ที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ลูกศรแสดงการเตมิฟีนอล 5,000 มลิลิกรัมต่อลิตร 
เม่ือเซลล์ตรึงย่อยสลายฟีนอลหมด  
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ผลการศกึษาการเจริญของเซลล์ตรึง พบว่าในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดท่ีความเข้มข้นของฟีนอล 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในวนัท่ี 0 ของการทดลอง จํานวน
แบคทีเรียทัง้หมดในชดุทดลองของเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และ EntA มีคา่เร่ิมต้นประมาณ 8.29 
และ 8.24 Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั เม่ือเวลาผ่านไป 55 วนั พบว่าจํานวนแบคทีเรีย
ทัง้หมดมีจํานวนเพิ่มขึน้ ซึง่มีจํานวนเท่ากบั 8.39 และ 8.38 Log CFU ตอ่ชดุทดลอง ตามลําดบั 
(รูปท่ี 4.29)  
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รูปที่ 4.29 จาํนวนแบคทเีรีย ณ วันที่ 0 และ 55 ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb และ EntA 

 
 จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าแบคทีเรียมีการเจริญเพียงเล็กน้อย แม้ว่าจะมีการบ่มเป็น
ระยะเวลาถึง 55 วนั เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองกบัข้อ 4.6.1 ซึง่ใช้ความเข้มข้นฟีนอล 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าท่ีความเข้มข้นฟีนอลสงูน่าจะมีพิษต่อแบคทีเรียท่ีตรึงอยู่ ทําให้เซลล์เพิ่ม
จํานวนได้น้อยกวา่ท่ีความเข้มข้นฟีนอลต่ํา โดยเซลล์ตรึงสามารถทํางานได้อย่างตอ่เน่ืองถึง 55 วนั 
และอาจทํางานได้นานกว่านีถ้้าศกึษาตอ่ไป เม่ือเขย่าเซลล์ตรึงเป็นเวลานานๆ เซลล์ตรึงยงัใช้งาน
ได้ดี เน่ืองจากมีการเติมอาหารเหลว CFMM ปริมาณเท่ากบัตวัอย่างท่ีถกูเก็บไปทําการวิเคราะห์ 
ดงัรูปท่ี 4.30 จะสงัเกตเห็นว่าเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb (a) จะมีซิลิกาบางสว่นแตกอย่างเห็นได้ชดั 
ทําให้ซิลิกามีขนาดเล็กลง สําหรับเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA (b) ยงัคงมีลกัษณะไม่เปล่ียนแปลงไป
มากนกั แตก็่มีซลิกิาบางสว่นแตก เน่ืองจากการเขยา่ขวดเป็นเวลานาน ทําให้ซลิกิากระทบกบัขวด 
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(a)  (b)  
 

รูปที่ 4.30 ลักษณะของเซลล์ตรึงเม่ือใช้อย่างต่อเน่ืองเป็นเวลา 55 วัน  
ดงัรูป (a) KAb และ (b) EntA 

 
4.6.3 ลักษณะทางกายภาพของเซลล์ตรึงบนซิลิกาที่ผ่านการบาํบัดฟีนอลโดยใช้

เทคนิค Scanning Electron Microscopy (SEM) 
ลกัษณะทางกายภาพของเซลล์ตรึงท่ีใช้ย่อยสลายฟีนอลอย่างตอ่เน่ืองเป็นเวลา 45 วนั ซึง่

ได้จากการสงัเคราะห์ด้วยวิธีการยดึเกาะบนซิลิกา และวิธีการกกัขงัในซิลิกา เม่ือทําการวิเคราะห์
ด้วย Scanning Electron Microscopy (SEM) ดงัปรากฏผลดงัรูปท่ี 4.31 

จากการนําเซลล์ตรึงบนซลิกิาท่ีผา่นการบําบดัฟีนอลไปศกึษาลกัษณะทางกายภาพโดยใช้
เคร่ือง Scanning Electron Microscope จากรูปท่ี 4.31 (a) KAb และ (b) EntA  สงัเกตเห็น
แบคทีเรียบนพืน้ผิวซิลิกา KAb และบางบริเวณพบไบโอฟิล์มปกคลมุจนไม่สามารถมองเห็นพืน้ผิว
ของซิลิกา สําหรับเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA สงัเกตเห็นแบคทีเรียอยู่ภายในซิลิกา ซึ่งมีความ
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Hsieh และคณะ (2008) พบว่าเม่ือใช้เซลล์ตรึงบนไคโตซานอย่าง
ต่อเน่ือง จะสงัเกตเห็นแบคทีเรียสร้างไบโอฟิล์มออกมาปกคลมุเซลล์ เพ่ือป้องกันแบคทีเรียจาก    
ฟีนอล 
 

(a)  (b)  
 
รูปที่ 4.31 ลักษณะของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb (a) และ EntA (b) ที่ผ่านการบาํบัดฟีนอล 

ที่กาํลังขยาย 5,000 เท่า 



บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

5.1 การสังเคราะห์ซลิิกา และการตรึงเซลล์ 

งานวิจยันีไ้ด้สงัเคราะห์ซิลิกาทัง้หมด 9 ชนิด และตอ่มาคดัเลือกซิลิกามาใช้ตรึงเซลล์แบบ

ยดึเกาะ 4 ชนิด และแบบกกัขงั 2 ชนิด โดยคํานึงถึงวิธีการสงัเคราะห์ ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

ลกัษณะการจัดเรียงตวัของซิลิกา ความเป็นพิษของซิลิกาต่อการเจริญของแบคทีเรีย และราคา

สารเคมี  

การสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับการตรึงเซลล์แบบยดึเกาะ เม่ือใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาเป็นกรด โดย

ใช้สารตัง้ต้นเป็น TEOS ได้ซิลิกา KAa และ KAac ท่ีมีลกัษณะเป็นก้อนใสคล้ายแก้ว ผิวเรียบ 

สําหรับซิลิกา KAa ไม่ใช้สารลดแรงตงึผิวเป็นสารต้นแบบ แตซ่ิลิกา KAac ใช้สารลดแรงตงึผิวเป็น

สารต้นแบบในการสงัเคราะห์ ส่วนซิลิกาท่ีสงัเคราะห์เม่ือใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาเป็นเบส โดยใช้สารตัง้

ต้นเป็น TEOS และไม่ใช้สารลดแรงตึงผิวเป็นสารต้นแบบ จะได้ซิลิกา KAb และ KAbb ท่ีมี

ลกัษณะเป็นก้อนขาวขุน่คล้ายแก้ว ผิวเรียบ  

การสงัเคราะห์ซิลิกาสําหรับการตรึงเซลล์แบบกกัขงัโดยใช้สารตัง้ต้นเป็น TEOS และใช้

ตวัเร่งปฏิกิริยาเป็นกรดจะได้ซิลิกา EntA แตถ้่าใช้สารตัง้ต้นเป็นซิลิกา KBa และใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา

เป็นเบสจะได้ซิลิกา KBaE ท่ีมีลกัษณะคล้ายแก้วใส และขนาดของซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้เปล่ียน

ตามภาชนะท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ซิลิกา ดงันัน้ เม่ือนํามาใช้งานจะตดัซิลิกาเป็นชิน้ขนาดประมาณ 

1.0x1.0x0.5 ซ.ม.3 ต่อก้อน ซึง่ลกัษณะของซิลิกาท่ีได้คล้ายกบังานวิจยัของ Branyik และคณะ 

(1998) และ Nassif และคณะ (2002) 

ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของซิลิกา KAa และ KAac มีพืน้ท่ีผิวภายนอกค่อนข้างเรียบ 

สว่นซลิกิา KAb และ KAbb มีพืน้ท่ีผิวภายนอกขรุขระ โดยเม่ือนําไปตรึงเซลล์พบแบคทีเรียเกาะอยู่

บริเวณพืน้ผิวด้านนอกของซิลิกา และบริเวณรอยแตกของซิลิกา และเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb มี

จํานวนสงูสดุประมาณ 6.64 CFU ตอ่กรัมซลิกิา สว่นซลิกิา EntA และ KBaE มีรูพรุนเห็นได้ชดัเจน 

แตจ่ะเห็นแตล่กัษณะพืน้ผิวด้านนอกของซลิกิาเท่านัน้ เม่ือใสเ่ซลล์ลงไประหวา่งการสงัเคราะห์ พบ
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แบคทีเรียกกัขงัไว้ภายในช่องว่าง 3 มิติ ของซิลิกา และเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA มีจํานวนสงูสดุ

ประมาณ 6.94 Log CFU ตอ่กรัมซลิกิา  

ขัน้ตอนท่ีใช้สังเคราะห์ซิลิกาและการตรึงเซลล์ทัง้หมดพบว่าง่าย และสะดวก เม่ือ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้านี  ้สําหรับราคาของสารเคมีท่ีใช้ในการสังเคราะห์ขึน้อยู่กับ

อตัราส่วนโดยโมลของสาร และวิธีการสงัเคราะห์ โดยราคาของซิลิกาท่ีสงัเคราะห์ได้มีนํา้หนกั 1.0 

กรัม แสดงดงัตารางท่ี 5.1  

ตารางที่ 5.1 ราคาของสารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ซลิิกาแต่ละชนิด 

สารเคมี ราคา (บาท) ต่อซลิิกา 1.0 กรัม 

KAa KAac KAb KAbb KBa EntA KBaE 

TEOS 3.125 12.49 2.918 2.918 45.5 0.817 5.688 

MeOH 0.13 0.52 0.102 0.102 5.2 - - 

HCl 0.003 0.08 - - 0.109 0.042 - 

NaOH - - 0.12 - -  2.625 

KOH - - - - - 0.03 - 

รวม 3.258 13.09 3.14 3.02 50.809 0.889 8.313 

 

สําหรับการย่อยสลายฟีนอลเราได้ใช้ซิลิกา KAa, KAac, KAb และ KAbb ประมาณ 500 

กรัม ตอ่ 1,000 มิลลิลิตร CFMM และซิลิกา EntA และ KBaE ประมาณ 250 กรัม ตอ่ 1,000 

มิลลลิติร CFMM เพ่ือให้มีจํานวนเซลล์ตรึงประมาณ 107 CFU ตอ่กรัม ซิลิกา เม่ือคิดเป็นราคาของ

สารเคมีทัง้หมดท่ีใช้ผลิตเซลล์ตรึงสําหรับการบําบดันํา้ปนเปือ้นฟีนอลปริมาตร 1 ลิตร แสดงดงั

ตารางท่ี 5.2  
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ตารางที่ 5.2 ราคาของสารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ซิลิกา KAa, KAac, KAb และ KAbb 

ในการบาํบัดนํา้ปนเป้ือน 1 ลิตร 

ชนิดของซลิิกา ปริมาณที่ใช้ (กรัมต่อลิตร) ราคา (บาท) 

KAa 500 1629 

KAac 500 6545 

KAb 500 1570 

KAbb 500 1510 

EntA 250 222.25 

KBaE 250 2078.25 

 

5.2 การย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมที่ตรึงบนซลิิกา 

เชือ้ผสมแบบเซลล์อิสระ สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 100% ท่ีความเข้มข้น 625 – 2,500 

มิลลกิรัมตอ่ลติร และท่ีความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ประมาณ 

55% สําหรับจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดของเซลล์อิสระ พบว่ามีจํานวนแบคทีเรียสงูสดุประมาณ 

9.66 Log CFU ตอ่มิลลิลิตร เม่ือความเข้มข้นของฟีนอลอยู่ระหว่าง 625-5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

แตท่ี่ความเข้มข้นฟีนอลสงู แบคทีเรียมีการเจริญน้อย และท่ีความเข้มข้นฟีนอล 20,000 มิลลิกรัม

ตอ่ลติร แบคทีเรียไมส่ามารถเจริญได้ แสดงวา่ฟีนอลท่ีความเข้มข้นสงูมีพิษตอ่แบคทีเรีย  

เม่ือเปรียบเทียบการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์อิสระ เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะ และเซลล์ตรึง

แบบกกัขงั เม่ือเวลาผา่นไป 10 วนั ท่ีความเข้มข้นฟีนอล 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ผลจากการศกึษา

แสดงให้เห็นว่าการย่อยสลยฟีนอลโดยเรียงลําดบัจากน้อยไปมาก KAa < Free cells < KAac < 

KAbb < KAb < EntA ตามลําดบั ดงันัน้จึงเลือกเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และ EntA มาทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีความเข้มข้นสงูขึน้ ผลจากการศกึษาแสดงให้เห็นว่าเซลล์ตรึง

แบบกกัขงัในซลิกิา EntA สามารถยอ่ยสลายฟีนอลได้ดีกวา่เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะบนซลิกิา KAb ท่ี
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ความเข้มข้นฟีนอล 10,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เน่ืองจากเซลล์ท่ีอยู่ในซิลิกา EntA ได้รับการปกป้อง

จากภาวะภายนอกดีกวา่จึงสามารถท่ีจะอยู่รอดและเกิดการย่อยสลายฟีนอลได้ดีกว่า ทัง้นีท่ี้ความ

เข้มข้นฟีนอลเร่ิมต้น 5,000 มิลลกิรัมตอ่ลติร เซลล์อิสระ เซลล์ตรึงแบบยดึเกาะบนซิลิกา KAb และ

เซลล์ตรึงแบบกกัขงัในซิลิกา EntA มีอตัราการย่อยสลายฟีนอลประมาณ 15.09, 21.08 และ 

24.91 มิลลกิรัม ฟีนอล ตอ่ลติร ตอ่ชัว่โมง ตามลําดบั  

นอกจากนีพ้บวา่สามารถนําเซลล์ตรึงบนซลิกิา KAb และ EntA มาใช้อย่างตอ่เน่ืองในการ

ย่อยสลายฟีนอล ผลจากการศกึษาแสดงให้เห็นว่าเม่ือเติมฟีนอลท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อ

ลติร พบวา่จํานวนเซลล์ตรึงเพิ่มขึน้ทําให้ปริมาณฟีนอลลดลงอยา่งรวดเร็ว และหมดภายใน 1 ถึง 2 

วนั  ส่วนท่ีฟีนอลความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าปริมาณฟีนอลลดลงอย่างรวดเร็ว 

และหมดภายใน 10 ถึง 15 วนั เม่ือใช้ซํา้หลายๆ ครัง้ เซลล์ตรึงในซิลิกา EntA จะสามารถย่อย

สลายฟีนอลโดยใช้เวลาน้อยกวา่ 10 วนั  แสดงวา่การใช้เซลล์ตรึงอยา่งตอ่เน่ืองจะช่วยให้แบคทีเรีย

สามารถปรับตวักบัภาวะท่ีมีฟีนอลได้ดีขึน้  

จากผลการย่อยสลายฟีนอลของเชือ้ผสมท่ีตรึงในซิลิกา พบว่าเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA ดี

ท่ีสดุ เพราะประสทิธิภาพการยอ่ยสลายฟีนอลสงูสดุ ราคาถกูท่ีสดุ ขัน้ตอนการสงัเคราะห์ไมยุ่ง่ยาก 

สามารถตรึงเซลล์พร้อมกบัการสงัเคราะห์ ทนต่อภาวะแวดล้อมได้ดี  และสามารถนําแบคทีเรียท่ี

ถูกตรึงกลับมาใช้อย่างต่อเน่ืองได้ เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลท่ีความ

เข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กบังานวิจยัของ Chen และคณะ (2002) พบว่าเซลล์ตรึงบน PAA 

gel beads สามารถย่อยสลายฟีนอลได้ 16.67 มิลลิกรัม ฟีนอล ต่อลิตร ต่อชัว่โมง ซึ่งมี

ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลต่ํากว่าเซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA   

ดงัตารางท่ี 5.3  ดงันัน้ในอนาคตเราควรเลือกใช้ซลิกิา EntA ไปใช้สําหรับตรึงเซลล์เพ่ือยอ่ยสลายฟี

นอล  
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ตารางที่ 5.3 การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของซลิิกา KAb และซลิิกา EntA 

รายละเอียด ซลิิกา KAb ซลิิกา EntA 

ราคาตอ่ซลิกิา 1.0 กรัม (บาท) 8.313 0.889 

ราคาตอ่การบาํบดันํา้ปนเปือ้น 1.0 ลติร (บาท) 1,570 222.25 

เวลาท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ (ชม.) 84 84 

เวลาท่ีใช้ในการตรึงเซลล์ (ชม.) 120 12 

ความเสถียร เสถียรน้อย เสถียรมาก 

ประสทิธิภาพสงูสดุในการยอ่ยสลายฟีนอล

(มิลลกิรัม ฟีนอล ตอ่ลติร ตอ่ชัว่โมง) 

21.08 24.91 

 

5.3 ข้อเสนอแนะสาํหรับงานวิจยัต่อไป 

 1. งานวิจยันีทํ้าการบําบดัฟีนอลในนํา้สงัเคราะห์ พบว่ากลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อย 

สลายฟีนอลในนํา้ได้ผลดี ดงันัน้ในการศกึษาขัน้ตอ่ไปจงึควรศกึษาการบําบดัฟีนอลจากนํา้เสียจริง 

โดยเร่ิมจากศกึษาในระบบขวดเขย่าก่อน แล้วจึงพฒันาไปเป็นระบบต่อเน่ือง แต่ต้องศกึษาปัจจยั

อ่ืนๆ ท่ีมีผลต่อการย่อยสลายฟีนอลของกลุ่มแบคทีเรีย เช่น ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ 

สารอาหาร เป็นต้น เพ่ือให้การยอ่ยสลายมีประสทิธิภาพมากขึน้ 

 2. ในการเปรียบเทียบอตัราการย่อยสลายฟีนอล ควรใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นของเซลล์

อิสระ และเซลล์ตรึงในปริมาณท่ีเท่ากนั เน่ืองจากถ้าเราใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นท่ีแตกตา่งกนัเราจะ

ไมส่ามารถบอกความแตกตา่งของอตัราการยอ่ยสลายฟีนอลได้  

 3. จากงานวิจยันีไ้ด้ทําการทดลองในระบบขวดเขย่าเท่านัน้ เราควรเพิ่มการทดลองใน

ระบบ reactor เพ่ือศกึษาและพฒันาประสทิธิภาพของเซลล์ตรึงในการยอ่ยสลายฟีนอลตอ่ไป 
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 4. ควรศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาเซลล์ตรึง เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม และ

วิธีการเก็บรักษาเซลล์ตรึง สําหรับนําไปใช้งานในอนาคต 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 
1. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) 
 
 ก. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)   3.0       กรัม 

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

 ข. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO47H2O)   0.01     กรัม 

  เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl36H2O)   0.005   กรัม 

  แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl22H2O)   0.005   กรัม 
 
 ชัง่สารสว่น ก. ละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่ง ด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั ให้เป็น 7.5 จากนัน้นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เติมสารละลายในสว่น ข. ท่ีทํา
การเตรียมแยกแต่ละชนิดและทําให้ปราศจากเชือ้โดยกรองผ่านชุดกรองสําเร็จรูปเซลลโูลสอะซีเตท
ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารท่ีทําการนึง่ฆา่เชือ้แล้ว 
 
2. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง CFMM (CFMM agar) 
  
 เตรียมอาหารด้วยวิธีเช่นเดียวกบัการเตรียมอาหารเหลว CFMM ละลายผงวุ้น 15 กรัม ต่อ
อาหารเลีย้งเชือ้ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย ก. ปรับคา่ความเป็นกรด-ด่าง ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั ให้เป็น 7.5 จากนัน้นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที ทิง้ไว้จนได้อณุหภมูิ 50-60 องศาเซลเซียส จงึ
เตมิสารละลายในสว่น ข.ท่ีปราศจากเชือ้แล้วก่อนนําไปใช้ 
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3. อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
 ทริปโตน (tryptone)                10.0  กรัม 
 สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)    5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                  5.0  กรัม 
 
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดในนํา้กลัน่ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั ให้เป็น 7.0 ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 
4. อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 
 เตรียมอาหารด้วยวิธีเช่นเดียวกบัการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB แต่ละลายผงวุ้น 15 
กรัมตอ่อาหารเลีย้งเชือ้ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารก่อนนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 
1. สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
 ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ 3.9996 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
2. สารละลายไฮโดรเจนคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
 ชัง่กรดไฮโดรคลอริก 3.646 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตรขนาด 
1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
3. สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
 ชัง่แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ 3.5048 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดั
ปริมาตรขนาด 1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 
4. สารละลายเฮกซะอะดซีลิไตรเมททลิแอมโมเนียม โบรไมด์ความเข้มข้น 0.06 โมลาร์ 
 
 ชัง่เฮกซะอะดีซิลไตรเมททิลแอมโมเนียม โบรไมด์ 21.8676 กรัม ละลายในสารละลาย
ไฮโดรเจนคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
สดุท้ายจะได้สารละลายเฮกซะอะดีซลิไตรเมททิลแอมโมเนียม โบรไมด์ความเข้มข้น 0.06 โมลาร์ 
 
5. สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ 
 
 ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ 79.994 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 โมลาร์ 
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6. สารละลายกรดซติริกความเข้มข้น 0.75 โมลาร์ 
 
 ชัง่กรดซิตริก 157.605 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตรขนาด 
1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายกรดซติริกความเข้มข้น 0.75 โมลาร์ 
 
7. สารละลายโปแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.0168 โมลาร์ 
 
 ชัง่โปแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 0.94 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลลิติร สดุท้ายจะได้สารละลายโปแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.0168 โมลาร์ 
 
8. สารละลาย 4-อะมิโนแอนตไิพรีน 
 
 ชัง่ 4-อะมิโนแอนติไพรีน 2.0 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 100 มิลลิลิตร ในขวดวดัปริมาตรขนาด 
100 มิลลลิติร 
 
9. สารละลายเฟอร์ริกไซยาไนด์ 
 
 ชัง่ เฟอร์ริกไซยาไนด์ 8.0 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 100 มิลลลิติร ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 
มิลลลิติร 
 
10. สารละลายโซเดยีมคลอไรด์ 0.85% 
 
 ชัง่โซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 100 มล. นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
11. 70% เอทานอล 
  
 ละลายเอทานอลสมับูรณ์ ปริมาตร 700 มิลลิลิตร ในนํา้กลัน่ปลอดประจุปริมาตร 300
มิลลลิติร 
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12. ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
 
 ก. โมโนเบสกิ โซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4)   23.87  กรัม 
 ข. ไดเบสกิ โซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4)    42.74  กรัม 
  
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดในนํา้กลัน่ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่ง ให้
เป็น 7.4 นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

ตารางที่ ค.1 ความเข้มข้นของฟีนอลที่ความเจือจาง 10,000 เท่า สาํหรับเซลล์อสิระ 
 

ความเข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)  

ค่าการดดูกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร 
ค่าเฉล่ีย 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

625 0.021 0.019 0.024 0.021 0.003 
1250 0.038 0.041 0.034 0.038 0.004 
2500 0.076 0.08 0.071 0.076 0.005 
5000 0.152 0.156 0.149 0.152 0.004 
10000 0.312 0.315 0.309 0.312 0.003 
20000 0.614 0.617 0.612 0.614 0.003 

 
รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของฟีนอลที่ความเจือจาง 10,000 เท่า สาํหรับเซลล์
อสิระ 

y = 0.0308x + 0.0003

R2 = 0.9999
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ตารางที่ ค.2 ความเข้มข้นของฟีนอลที่ความเจือจาง 1,000 เท่า สาํหรับเซลล์ตรึง 
 

ความเข้มข้นฟีนอล  
(มิลลิกรัมต่อลิตร)  

ค่าการดดูกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร 
ค่าเฉล่ีย ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

625 0.098 0.086 0.076 0.087 0.011 
1250 0.116 0.122 0.121 0.120 0.003 
2500 0.261 0.255 0.264 0.260 0.005 
5000 0.457 0.463 0.455 0.458 0.004 

10000 0.884 0.891 0.928 0.901 0.024 
 

 
รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของฟีนอลที่เจือจาง 1,000 เท่า สาํหรับเซลล์ตรึง 
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ตารางที่ ค.3 ความเข้มข้นของฟีนอลที่ความเจือจาง 10,000 เท่า สาํหรับเซลล์ตรึง 
 

ความเข้มข้นฟีนอล  
(มิลลิกรัมต่อลิตร)  

ค่าการดดูกลืนแสงที่ 500 นาโนเมตร  
ค่าเฉล่ีย ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

625 0.016 0.013 0.012 0.014 0.002 
1250 0.025 0.021 0.028 0.025 0.004 
2500 0.044 0.045 0.045 0.044 0.001 
5000 0.081 0.087 0.085 0.084 0.003 
10000 0.164 0.167 0.161 0.164 0.003 

 

รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของฟีนอลที่เจือจาง 10,000 เท่า สาํหรับเซลล์ตรึง 
 

y = 0.016x + 0.0043

R2 = 1
0

0.04

0.08

0.12

0.16

0.2

0 2 4 6 8 10
ความเข้มข้นฟีนอล (กรัมต่อลิตร)

ค่า
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

งที่
 5

00
 น
าโ
นเ
มต

ร

 
 
 
 
 
 
 

 



 91 

ภาคผนวก ง 
 

ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ 
 

ตารางที่ ง.1 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของชุดควบคุม (เซลล์อสิระ) ในการ
ย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 682 812 617 596 497 695 649.83 106.49 
2 617 649 682 629 530 563 611.66 56.04 
4 487 617 584 464 497 596 540.83 65.46 
6 455 519 552 430 563 530 508.16 53.77 
8 455 487 552 497 530 430 491.83 45.40 

10 422 455 519 563 397 464 470 61.55 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 1234 1266 1201 861 1490 1192 1207.33 202.12 
2 1071 974 1169 1126 1192 894 1071.00 116.62 
4 779 844 877 1159 1060 762 913.50 160.58 
6 649 649 682 1026 861 662 754.83 155.64 
8 682 519 649 828 894 728 716.66 133.28 

10 584 552 617 993 695 662 683.83 159.99 
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เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 2435 2500 2468 2649 3411 3013 2746 389.21 
2 2045 2273 2208 2483 3212 2848 2511.5 440.76 
4 2240 2078 2175 2417 2881 2583 2395.66 298.30 
6 1656 1818 1688 2285 2450 2550 2074.5 400.43 
8 1429 1558 1656 2152 2517 2318 1938.33 449.09 

10 1396 1526 1558 2219 2483 2252 1905.66 463.94 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 5227 4935 4675 5265 4735 5000 4972.83 243.88 
2 4351 4740 4448 5099 5033 4768 4739.83 300.69 
4 4610 4513 4545 4702 4834 4536 4623.33 123.84 
6 4318 4123 3929 4503 4603 4636 4352 282.48 
8 4026 3863 3961 4404 4470 4570 4215.66 300.30 

10 3929 3831 3766 4338 4536 4272 4112 312.60 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 10129 10032 10227 10364 10099 10629 10246 220.02 
2 10194 10129 9838 10331 10232 10431 10192 203.63 
4 9805 9935 10032 10265 10232 10033 10050 175.05 
6 9903 9935 9773 10000 10166 10232 10001 171.19 
8 9773 9935 9968 10099 10132 10066 9995 132.84 

10 9838 9773 9545 9967 10033 10000 9859 183.44 
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เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 19935 19870 20032 20431 19901 19735 19984 239.33 
2 20032 19773 19935 20086 19669 20232 19954 207.43 
4 19935 19838 19935 19901 19967 20000 19929 55.89 
6 19513 19578 19610 19967 19636 19967 19711 201.88 
8 19578 19545 19578 20000 19768 19404 19645 208.91 

10 19610 19383 19513 19834 19934 19305 19596 248.20 
 
ตารางที่ ง.2 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์อสิระในการย่อยสลายฟี
นอลที่ความเข้มข้น 625-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 682 812 617 596 563 695 660.83 89.62 
2 357 390 325 364 397 331 360.67 29.52 
4 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 0 0 0 0 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 1234 1266 1201 861 1490 1192 1207.33 202.12 
2 519 584 747 563 927 762 683.66 155.54 
4 162 195 227 199 364 298 240.83 75.75 
6 130 130 162 133 166 133 142.33 16.88 
8 65 97 97 99 133 99 98.33 21.528 
10 0 0 0 0 0 0 0 0 
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เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 2435 2500 2468 2649 2748 2682 2580.33 129.11 
2 1851 1883 1721 2119 1854 1623 1841.83 168.06 
4 942 909 974 1060 1026 927 973 59.24 
6 487 682 844 530 563 464 595 143.97 
8 390 584 519 265 298 199 375.83 150.76 

10 97 130 15 66 166 99 95.5 52.01 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 5227 4905 4675 4934 4868 5000 4934.83 180.26 
2 4318 4513 4513 4073 4338 4272 4337.83 165.06 
4 3961 3929 4188 3609 3808 3907 3900.33 190.10 
6 3831 3604 3442 3146 3444 3377 3474 229.46 
8 3377 3279 3312 2616 2715 2848 3024.5 336.30 

10 2403 2338 2013 2119 1722 1556 2025.17 335.14 
เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 10129 10032 10227 10033 10099 10166 10114.33 76.429 
2 9513 9188 9610 9371 9106 9172 9326.66 204.35 
4 8214 8052 8701 8377 8179 8543 8344.33 243.93 
6 7273 7597 7987 7417 7450 7815 7589.83 267.69 
8 7110 7175 7078 6921 6987 7219 7081.67 112.39 

10 6981 6948 7045 6424 6722 6126 6707.67 364.76 
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เวลา
(วัน) 

 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 19935 19870 20032 20066 19901 19834 19939.67 91.67 
2 19286 18929 19351 19338 19437 19073 19235.67 193.57 
4 17890 18409 18247 18576 18775 18609 18417.67 315.27 
6 16916 18409 18019 17583 18411 18278 17936 589.61 
8 16786 16623 17273 17450 17318 17682 17188.67 404.38 

10 16493 16558 16591 16921 16821 16954 16723 199.85 
 

ตารางที่ ง.3 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของชุดควบคุม ซลิิกา KAbในการ
ย่อยสลาย ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 625 625 625 625 0 
2 612.17 654.21 665.94 644.11 28.27 
4 574.26 631.98 673.85 626.70 50.00 
6 561.44 631.98 747.84 647.09 94.11 
8 574.26 618.01 649.42 613.90 37.74 

10 529.66 625 608.47 587.71 50.94 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 1250 1250 1250 1250 0 
2 1239.63 1188.21 1177.74 1201.86 33.12 
4 1282.96 1075.39 1116.32 1158.23 109.94 
6 1174.64 1137.17 1116.32 1142.71 29.54 
8 1131.31 1147.02 1167.81 1148.71 18.30 

10 1164.28 1095.98 1074.78 1111.68 46.76 
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เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 2500 2500 2500 2500 0 
2 2480.74 2431.46 2376.69 2429.63 52.04 
4 2337.57 2421.17 2376.69 2378.48 41.831 
6 2337.57 2381.76 2376.69 2365.34 24.183 
8 2289.85 2401.47 2357.66 2349.66 56.23 

10 2308.27 2470.01 2300.56 2359.61 95.68 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
2 4923.50 4906.49 4977.91 4935.97 37.30 
4 4857.52 4765.77 4747.40 4790.23 58.99 
6 4934.02 4851.71 4846.33 4877.35 49.14 
8 4934.02 4765.77 4747.40 4815.73 102.85 

10 4934.02 4765.77 4747.40 4815.73 102.85 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 10000 10000 10000 10000 0 
2 9536.28 9674.35 9568.65 9593.09 72.20 
4 9242.63 9258.46 8771.89 9090.99 276.46 
6 9186.27 9202.55 8825.57 9071.46 213.10 
8 9209.01 9190.78 8879.26 9093.02 185.34 

10 9298.99 9191.76 8782.25 9091.00 272.70 
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ตารางที่ ง.4 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb ในการ
ย่อยสลาย ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 625 625 625 625 0 
2 351 268 300 306.33 41.86 
4 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 0 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น  1,250 มลิลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 1250 1250 1250 1250 0 
2 713 724 784 740 38.21 
4 406 427 540 457 72.07 
6 230 356 456 347 113.24 
8 208 163 169 180 24.43 
10 0 0 0 0 0 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 2500 2500 2500 2500 0 
2 1502 1595 1660 1585 79.41 
4 1192 1250 1508 1316 168.21 
6 1056 992 1069 1039 41.21 
8 649 833 830 770 105.37 
10 504 386 430 440 59.63 
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เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
2 3560 3611 3716 3629 79.54 
4 3483 3430 3561 3491 65.89 
6 2945 3141 3064 3050 98.74 
8 1989 2244 2357 2196 188.51 
10 956 1206 916 1026 157.16 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 10000 10000 10000 10000 0 
2 9308 9148 8759 9071 282.34 
4 9143 9819 8703 9221 562.14 
6 8217 8030 8059 8102 100.64 
8 7807 7489 7235 7510 286.59 
10 6717 6752 6863 6777 76.22 

 
ตารางที่ ง.5 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของชุดควบคุม ซลิิกา EntA ในการ
ย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 625 625 625 625 0 
2 572 625 729 642 79.46 
4 677 721 678 692. 25.09 
6 677 673 573 641 58.75 
8 625 721 625 657 55.42 
10 729 625 782 712 79.88 
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เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 1250 1250 1250 1250 0 
2 1000 1190 1161 1117 102.35 
4 1150 1071 1116 1112 39.62 
6 1200 1150 1116 1155 42.25 
8 1150 1131 1071 1117 41.23 
10 1050 1190 1027 1089 88.22 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 2500 2500 2500 2500 0 
2 2614 2444 2444 2500 98.14 
4 2557 2167 2555 2426 224.59 
6 2500 2111 2500 2370 224.58 
8 2444 2444 2000 2296 256.34 
10 2216 2389 2333 2312. 88.27 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
2 4877 3966 4530 4457 459.78 
4 4506 4138 4117 4253 218.77 
6 4259 3448 3941 3882 408.63 
8 4197 3276 3647 3706 463.39 
10 4136 3448 3706 3763 347.56 
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เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 10000 10000 10000 10000 0 
2 10000 10000 9752 9917 143.18 
4 10061 10120 10124 10101 35.27 
6 10122 9880 10124 10042 140.29 
8 10183 9521 10434 10046 471.66 
10 10122 9761 10248 10043 252.77 

 
ตารางที่ ง.6 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA ในการ
ย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 625 625 625 625 0 
2 196 291 357 281 80.93 
4 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น  1,250 มลิลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 1250 1250 1250 1250 0 
2 759 529 650 646 115.05 
4 134 145 400 226 150.50 
6 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 
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เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 2500 2500 2500 2500 0 
2 1142 1447 1125 1238 181.19 
4 1033 1184 1063 1093 79.93 
6 707 1053 938 899 176.21 
8 490 526 438 484 44.24 

10 109 66 188 121 61.87 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
2 3333 3438 3706 3492 192.34 
4 2778 2813 2235 2608 324.07 
6 2345 2375 1824 2181 309.82 
8 1790 1438 1236 1488 280.36 

10 556 750 883 730 164.44 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 10000 10000 10000 10000 0 
2 8750 8832 8924 8835 87.04 
4 7775 7949 8182 7968 204.21 
6 6725 6879 6902 6835 96.24 
8 5688 5585 5830 5701 123.01 

10 4763 4859 5125 4915 187.53 
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ตารางที่ ง.7 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb เม่ือใช้
ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง 

เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 
ซํา้ที่ 

1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 373 360 365 375 355 353 363 9.05 
1 178 253 238 313 205 278 243 48.93 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 350 378 328 300 285 365 334 36.72 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 323 338 363 340 373 348 347 18.09 
4 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 333 338 315 320 345 333 330 11.21 
5 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
ตารางที่ ง.8 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA เม่ือใช้
ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 500 500 500 500 0 
1 282 200 286 256 48.53 
2 0 0 0 0 0 
2 438 433 536 469 58.07 
3 0 0 0 0 0 
3 500 466 536 500 35.01 
4 0 0 0 0 0 
4 407 500 500 469 53.69 
5 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ ง.9 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb เม่ือใช้
ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าเฉล่ีย 
 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
5 4141 4306 3802 4083 257 

10 2878 2376. 2343 2532 299 
15 0 0 0 0 0 
15 4797 4356 4687 4613 229 
20 2474 2227 2291 2331 128 
25 0 0 0 0 0 
25 4343 5511 4947 4934 584 
30 2323 3019 3072 2805 418 
35 0 0 0 0 0 
35 4898 4356 4375 4543 308 
40 2727 3019 2291 2679 366 
45 0 0 0 0 0 
45 4949 4603 4635 4729 191 
50 2575 2227 2500 2434 183 
55 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ ง.10 ปริมาณฟีนอลที่เหลืออยู่ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA เม่ือใช้
ในการย่อยสลายฟีนอลอย่างต่อเน่ือง 
เวลา
(วัน) 

ฟีนอลที่ความเข้มข้นเร่ิมต้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ค่าเฉล่ีย 

ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 5000 5000 5000 5000 0 
5 4827 3651 3563 4014 706 
10 2643 2191 1861 2232 393 
15 0 0 0 0 0 
15 5402 5898 4734 5345 585 
20 2758 3314 2287 2786 514 
25 0 0 0 0 0 
25 5114 5112 4255 4827 496 
30 2356 1797 1861 2005 306 
35 0 0 0 0 0 
35 5172 5168 5000 5113 98 
40 2183 1573 1223 1660 486 
45 0 0 0 0 0 
45 4942 5112.36 4734.04 4929 189 
50 1666 1685.39 1117.02 1489 323 
55 0 0 0 0 0 
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ภาคผนวก จ 
 

จาํนวนแบคทเีรียบนซลิิกา และในอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

ตารางที่ จ.1 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์อสิระที่ความเข้มข้น 
625-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 

0 6.0x109 7.0x109 11.0x109 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 20.0x109 18.0x109 22.0x109 22.0x108 18.0x108 17.0x108 
4 19.0x1010 17.0x1010 21.0x1010 22.0x108 19.0x108 19.0x108 
6 17.0x1010 19.0x1010 23.0x1010 24.0x108 21.0x108 20.0x108 
8 25.0x1010 23.0x1010 29.0x1010 26.0x108 21.0x108 21.0x108 
10 28.0x1010 25.0x1010 26.0x1010 27.0x108 24.0x108 24.0x108 

เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 

0 4.0x108 11.0x107 9.0x108 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 18.0x107 21.0x107 27.0x107 22.0x108 19.0x108 18.0x108 
4 28.0x109 18.0x109 24.0x109 22.0x108 19.0x108 18.0x108 
6 9.0x1010 12.0x1010 20.0x109 23.0x108 21.0x108 19.0x108 
8 9.0x1010 13.0x1010 6.0x1010 24.0x108 19.0x108 18.0x108 
10 6.0x109 11.0x1010 6.0x1010 25.0x108 23.0x108 21.0x108 
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เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 

0 9.0x1010 12.0x1010 9.0x109 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 23.0x1010 18.0x1010 14.0x1010 20.0x108 17.0x108 17.0x108 
4 28.0x1010 6.0x1011 11.0x1010 21.0x108 18.0x108 17.0x108 
6 19.0x1010 26.0x1010 29.0x1010 23.0x108 19.0x108 19.0x108 
8 9.0x1011 27.0x109 13.0x1011 22.0x108 18.0x108 21.0x108 
10 1.0x1011 9.0x1011 7.0x1011 24.0x108 22.0x108 22.0x108 

เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 
0 9.0x109 6.0x109 12.0x1010 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 11.0x1010 9.0x109 18.0x109 19.0x108 15.0x108 15.0x108 
4 15.0x109 11.0x109 13.0x109 20.0x108 17.0x108 17.0x108 
6 13.0x109 14.0x109 12.0x109 21.0x108 18.0x108 18.0x108 
8 12.0x109 18.0x109 9.0x109 22.0x108 18.0x108 19.0x108 
10 6.0x109 7.0x109 6.0x109 24.0x108 19.0x108 20.0x108 

เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 

0 6.0x108 28.0x108 11.0x108 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 3.0x109 6.0x108 11.0x108 18.0x108 15.0x108 9.0x108 
4 15.0x108 11.0x108 13.0x108 18.0x108 17.0x108 15.0x108 
6 13.0x108 14.0x108 12.0x108 18.0x108 17.0x108 17.0x108 
8 6.0x107 13.0x1011 6.0x108 20.0x108 18.0x108 17.0x108 
10 12.0x108 18.0x108 9.0x108 19.0x108 20.0x108 18.0x108 
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เวลา (วัน) 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลีย้งเชือ้ (CFU ต่อมิลลิลิตร) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 ซํา้ที่ 4 ซํา้ที่ 5 ซํา้ที่ 6 

0 1.0x108 9.0x108 9.0x108 20.0x108 18.0x108 15.0x108 
2 0 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 0 0 0 

 
ตารางที่ จ.2 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAa 

เวลา (วัน) 
 

จาํนวนแบคทเีรียบนซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 
ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

0 8.0x105 6.0x105 8.0x105 
2 10.0x105 6.0x105 8.0x105 
4 28.0x105 24.0x105 6.0x106 
6 40.0x105 24.0x105 6.0x106 
8 20.0x105 24.0x105 20.0x105 

10 8.0x106 8.0x106 6.0x106 
 
ตารางที่ จ.3 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAac 
เวลา (วัน) 

 
จาํนวนแบคทเีรียบนซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
0 6.0x105 8.0x105 6.0x105 
2 10.0x105 8.0x105 12.0x105 
4 2.8x106 6.0x106 2.6x106 
6 12.0x106 8.0x106 2.8x106 
8 2.0x106 12.0x106 2.4x106 

10 2.4x106 10.0x106 8.0x106 
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ตารางที่ จ.4 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAb 
เวลา (วัน) 

 
จาํนวนแบคทเีรียบนซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
0 8.0x106 6.0x106 28.0x105 
2 14.0x106 3.4x106 2.4x106 
4 10.0x107 2.8x107 2.8x107 
6 2.8x107 8.0x107 6.0x107 
8 14.0x107 12.0x107 2.0x107 

10 10.0x107 10.0x107 2.4x107 
 
ตารางที่ จ.5 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงบนซลิิกา KAbb 
เวลา (วัน) 

 
จาํนวนแบคทเีรียบนซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
0 4.0x106 5.2x106 4.0x106 
2 5.2x106 6.4x106 5.2x106 
4 15.2x106 12.0x106 8.8x106 
6 16.0x106 16.0x106 11.6x106 
8 21.2x106 24.0x106 20.0x106 

10 21.2x106 22.0x106 21.2x106 
 
ตารางที่ จ.6 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงในซลิิกา KBaE 
เวลา (วัน) 

 
จาํนวนแบคทเีรียในซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
0 24.0x105 5.2x106 4.0x106 
2 4.0x106 5.2x106 4.0x106 
4 12.0x106 6.4x106 9.2x106 
6 12.0x106 10.4x106 11.2x106 
8 16.0x106 11.2x106 15.2x106 

10 17.2x106 12.0x106 14.0x106 
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ตารางที่ จ.7 จาํนวนแบคทเีรียที่ถูกตรึงในซลิิกา EntA 
เวลา (วัน) 

 
จาํนวนแบคทเีรียในซลิิกา (CFU ต่อกรัมซลิิกา) 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
0 14.0x106 8.0x106 6.0x106 
2 15.2x106 12.0x106 8.8x106 
4 6.0x107 10.0x107 2.8x107 
6 12.0x107 6.0x107 8.0x107 
8 16.0x107 14.0x107 12.0x107 

10 12.0x107 6.0x107 10.0x107 
 
ตารางที่ จ.8 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb ที่
ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 5.0x106 - 2.3x106 - 
2 8.6x106 1.0x102 10.0x106 2.3x103 11.0x106 2.6x103 
4 14.0x106 1.3x103 13.0x106 2.0x103 14.0x106 2.0x103 
6 18.0x106 1.6x102 20.0x106 1.0x102 17.0x106 1.0x102 
8 24.0x106 2.6x104 23.0x106 2.3x104 25.0x106 2.0x102 
10 4.0x107 1.0x104 3.3x107 1.0x103 2.6x107 1.0x104 
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เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 1.6x106 - 2.3x106 - 
2 1.0x106 0.2x103 10.0x106 2.0x103 13.0x106 1.3x102 
4 5.3x106 1.0x102 6.3x106 1.7x102 9.0x106 2.0x103 
6 8.0x106 1.6x103 10.0x106 2.3x103 12.0x106 1.6x103 
8 13.0x106 2.3x103 13.4x106 1.6x103 13.0x103 3.0x102 
10 8.3x106 2.0x104 20.4x104 2.2x104 20.0x104 4.3x104 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 5.0x106 - 2.3x106 - 
2 4.3x106 2.0x102 7.0x106 2.0x103 8.0x106 3.0x103 
4 12.0x106 3.3x103 13.0x106 2.0x102 14.0x106 2.0x102 
6 17.0x106 2.6x103 18.0x106 3.0x103 15.0x106 3.0x103 
8 12.0 x106 3.3x103 15.0x106 5.0x104 12.0x106 2.0x103 
10 14.0x106 2.0x104 16.0x106 3.0x103 12.0x106 3.0x103 
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เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 2.6x106 - 2.8x106 - 
2 6.0x106 2.0x103 3.0x106 2.0x102 7.0x106 2.0x103 
4 7.0x106 3.0x103 5.0x106 3.0x103 10.0x106 1.0x104 
6 10.0x106 2.0x102 9.0x106 2.0x103 11.0x106 3.0x102 
8 15.0x106 3.0x102 14.0x106 2.0x103 20.0x106 4.0x104 
10 20.0x106 4.0x104 14.0x106 3.0x103 24.0x106 3.0x103 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 5.0x106 - 2.3x106 - 
2 2.0x106 1.0x102 1.6x106 1.0x103 1.7x106 1.1x103 
4 3.0x106 1.0x103 1.8x106 1.0x103 2.5x106 1.3x102 
6 3.0x106 1.3x103 2.0x106 1.0x102 2.3x106 1.2x102 
8 4.0x106 1.3x102 4.0x106 2.0x103 3.0x106 2.0x102 
10 3.0x106 2.3x103 3.5x106 2.0x103 4.0x106 1.3x103 
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ตารางที่ จ.9 จาํนวนแบคทเีรียระหว่างการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA ที่
ความเข้มข้น 625-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 625 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 6.0x106 - 5.0x106 - 4.0x106 - 
2 5.0x107 1.4x102 6.0x107 1.6x102 5.0x107 1.5x102 
4 6.0x107 1.0x103 4.0x107 1.2x102 4.0x107 1.0x102 
6 7.0x107 2.0x103 6.0x107 1.3x103 4.0x107 1.6x102 
8 4.0x107 1.6x102 6.0x107 2.0x103 7.0x107 1.7x102 
10 7.0x107 2.3x103 8.0x107 1.0x102 8.0x107 1.5x103 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 1,250 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 6.0x106 - 6.0x106 - 5.0x106 - 
2 6.0x106 1.0x102 4.0x106 1.2x102 5.0x106 1.0x102 
4 4.0x107 1.1x102 6.0x107 1.2x102 4.0x107 1.0x103 
6 6.0x107 1.7x103 5.0x107 1.0 x102 5.0x107 1.4x102 
8 5.0x107 1.5x103 6.0x107 1.5x103 5.0x107 1.3x102 
10 6.0x107 1.3x103 7.0x107 1.0x103 6.0x107 1.0x103 
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เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม
) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 6.0x106 - 5.0x106 - 
2 4.0x106 1.4x102 7x106 1.4x102 9.0x106 2.0x102 
4 7.0x106 2.0x102 10.0x106 2.3x102 10.0x106 3.6x102 
6 12.0x106 2.5x102 13x106 1.5x102 15x106 1.5x102 
8 19.0x106 1.6x103 18x106 1.8x102 16x106 2.0x102 
10 24.0x106 2.3x102 22x106 3.3x102 24x106 3.0x102 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 5.0x106 - 5.3x106 - 4.0x106 - 
2 6.0x106 1.3x102 4.0x106 1.6x102 3.0x106 1.3x102 
4 6.0x106 1.6x103 5.0x106 3.0x102 5.0x106 1.0x102 
6 9.0x106 2.0x102 8.0x106 2.0x102 11.0x106 3.3x102 
8 13.0x106 2.3x103 14.0x106 6.0x102 11.0x106 3.0x102 
10 10.0x106 5.3x103 17.0x106 5.6x102 19.0x106 5.3x102 
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เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรียใน

ซลิิกา 
(CFU/กรัม) 

 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 10.0x105 - 13.0x105 - 10.0x105 - 
2 8.0x105 2.0x103 12x105 1.0x102 8.0x105 2.0x102 
4 2.0x106 1.0x102 1.3x106 3.0x102 2.0x106 3.0x102 
6 2.3x106 1.3x102 1.9x106 4.0x102 2.6x106 4.0x102 
8 3.0x106 1.3x103 2.2x106 1.1x102 2.7x106 1.0x102 
10 3.2x106 1.1x102 2.4x106 0.6x102 2.3x106 1.0x103 

 
ตารางที่ จ.10 จาํนวนแบคทีเรียระหว่างการทดลองของซิลิกา KAb เม่ือใช้ในการย่อยสลายฟี
นอลอย่างต่อเน่ือง 

เวลา 
(วัน) 

 
 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 4.0x106 - 5.0x106 - 
1 5.0x106 1.1x102 5.0x106 1.3x102 5.0x106 1.0x102 
2 6.0x106 1.3x102 6.0x106 2.0x102 8.0x106 2.0x102 
2 4.0x106 1.3x102 3.0x106 1.0x102 4.0x106 1.6x102 
3 3.0x107 1.0x102 3.0x107 1.7x103 2.0x107 1.6x102 
3 2.0x107 1.5x103 3.0x107 1.2x103 2.0x107 1.0x102 
4 4.0x107 1.4x103 3.0x107 1.0x103 2.6x107 1.0x102 
4 2.0x107 1.0x103 2.0x107 1.0x103 2.0x107 1.3x102 
5 2.0x107 1.0x104 3.0x107 1.5x103 2.2x107 1.4x102 
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ตารางที่ จ.11 จาํนวนแบคทีเรียระหว่างการทดลองของซิลิกา EntA เม่ือใช้ในการย่อยสลายฟี
นอลอย่างต่อเน่ือง 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 5.3x106 - 6.0x106 - 5.0x106 - 
1 2.0x107 1.0x102 3.0x107 1.0x102 2.6x107 1.6x102 
2 7.0x107 1.0x102 6.0x107 1.3x102 7.3x107 1.0x102 
2 6.0x107 1.0x102 4.0x107 1.0x102 4.0x107 1.6x102 
3 7.0x107 1.3x102 7.0x107 1.3x102 7.0x107 2.0x102 
3 7.0x107 1.3x102 6.0x107 2.0x102 7.0x107 1.7x102 
4 7.3x107 1.0x102 7.0x107 1.0x102 7.7x107 1.0x103 
4 7.0x107 1.0x102 6.0x107 1.3x102 7.3x107 1.0x103 
5 7.3x107 1.0x102 7.0x107 1.3x103 8.0x107 1.0x103 

 
ตารางที่ จ.12 จาํนวนแบคทเีรีย ณ วันที่ 0 และ 55 ของเซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
บนซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 3.0x106 - 5.0x106 - 4.0x106 - 
55 4.0x106 1.7x103 6.0x106 1.6x103 5.0x106 1.1x104 
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ตารางที่ จ.13 จาํนวนแบคทเีรีย ณ วันที่ 0 และ 55 ของเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA 

เวลา 
(วัน) 

 
 

ฟีนอลที่ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ซํา้ที่ 1 ซํา้ที่ 2 ซํา้ที่ 3 
จาํนวน

แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ 

(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

จาํนวน
แบคทเีรีย
ในซลิิกา 

(CFU/กรัม) 
 

จาํนวน
แบคทเีรียใน
อาหารเลีย้ง

เชือ้ 
(CFU/มล.) 

0 7.0x106 - 8.0x106 - 6.0x106 - 
55 10.0x106 1.4x102 10.0x106 1.0x102 9.0x106 1.2x103 
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ภาคผนวก ฉ 
 

อัตราการย่อยสลายฟีนอล 
 

 อตัราการย่อยสลายฟีนอลของแบคทีเรีย ศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีนอลของเซลล์
อิสระ เซลล์ตรึงบนซิลิกา KAb และเซลล์ตรึงในซิลิกา EntA โดยเลีย้งแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี
ความเข้มข้นของฟีนอลเป็น 625, 1,250, 2,500, 5,000 และ 10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วนําผลท่ี
ได้มาคํานวณหาอตัราการยอ่ยสลายเปรียบเทียบกบัเวลา แสดงดงัตารางท่ี ฉ.1 
 
ตารางที่ ฉ.1 อัตราการย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้น 625-10,000 มลิลิกรัมต่อลิตร  

ความ
เข้มข้นฟีนอล 
(มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) 

เซลล์อสิระ 
(มิลลิกรัม ฟีนอล ต่อ

ลิตร ต่อช่ัวโมง) 
 
 

เซลล์ตรึงบนซลิิกา 
KAb 

(มิลลิกรัม ฟีนอล ต่อ
ลิตร ต่อช่ัวโมง) 

 

เซลล์ตรึงในซลิิกา  
EntA 

(มิลลิกรัม ฟีนอล ต่อ
ลิตร ต่อช่ัวโมง) 

 
625 6.884 6.510 6.510 

1,250 10.07 8.250 10.66 
2,500 12.99 11.43 14.65 
5,000 15.09 21.08 24.91 

10,000 18.44 17.83 21.16 
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รูปที่ ฉ.1 กราฟอัตราการย่อยสลายฟีนอลที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่ลดลงต่อเวลาของเซลล์
อสิระ เซลล์ตรึงบนซลิิกา KAb และเซลล์ตรึงในซลิิกา EntA 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 
 นางสาวปิยะมาศ คงแขม เกิดเม่ือวนัท่ี 17 ธันวาคม พ.ศ.2527 ท่ีจงัหวดัชยันาท สําเร็จ
การศกึษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์
การแพทย์ มหาวิทยาลยันเรศวร ในปีการศึกษา 2549 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดบัปริญญา
มหาบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2550 
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