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กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จเสร็จส้ินอยางสมบูรณดวยดี โดยความชวยเหลืออยางยิง่ของ
ผูชวยศาสตราจารย ดร.เอกวัล ลือพรอมชัย อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธหลัก ที่ไดกรุณา
ถายทอดความรู คําแนะนํา และขอคิดเห็นตางๆ ในการแกไขวิทยานพินธใหถูกตองครบถวน
สมบูรณ ตลอดจนความชวยเหลือในดานอ่ืนๆ ผูวิจยัขอกราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ทีน่ี ้
 ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร.อลิสา วังใน อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธรวม 
ที่ไดกรุณาใหคําปรึกษา คําแนะนํา และขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนความชวยเหลือในดานอ่ืนๆ 
เพื่อใหวิทยานพินธฉบับนี้เสร็จสมบูรณไปดวยดี 
 ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย ดร.สุเทพ ธนียวัน ที่ใหเกียรติเปนประธาน
กรรมการสอบปองกนัวทิยานิพนธ ตลอดจนใหความรู คําแนะนําตางๆ และตรวจแกไขวิทยานพินธ
ใหมีความสมบูรณยิ่งข้ึน  
 ขอกราบขอบพระคุณผูชวยศาสตราจารย ดร.อรฤทัย ภิญญาคง และอาจารย ดร.อรมาศ 
สุทธนิุน เปนอยางสูงทีก่รุณารับเปนกรรมการในการสอบปองกันวทิยานพินธ ตลอดจนใหความรู 
คําแนะนําตางๆ และตรวจแกไขวิทยานพินธใหมีความสมบูรณยิ่งข้ึน 
 ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยทกุทานในภาควิชาจุลชีววทิยา ที่กรุณาใหความรู และ
คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยในการดําเนินงานวิจยั จนสําเร็จลุลวงดวยดี 
 ขอขอบคุณหนวยปฏิบัติการวิจัยการบําบัดมลพิษทางส่ิงแวดลอมโดยชีววิธี สถาบันวิจยั
แหงชาติ และศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานการจัดการส่ิงแวดลอมและของเสียอันตราย ที่ใหการ
สนับสนนุในดานเคร่ืองมือและอุปกรณตางๆ 
 ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววทิยาทกุทาน ทีใ่หความชวยแหลือ และคําแนะนาํ
ตางๆ ตลอดมา  
 ขอขอบคุณเพื่อนๆ รวมรุนทกุคน และพี่ๆ นองๆ ทุกคน ที่มีสวนชวยเหลือในหลายๆ ดาน 
 สุดทายขอกราบขอบพระคุณบิดาและมารดาที่เปนแรงบันดาลใจ และกําลังใจใน
การศึกษาตลอดมา รวมถึงคอยสนับสนนุ ใหความชวยเหลือในดานตางๆ และใหกาํลังใจแกผูวิจยั
เสมอมา 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

OD600  =               คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
%  =               เปอรเซ็นต 

 :  =      อัตราสวนตอ 
 x  =      เทาทวีคูณ 
 CFU  =      colony forming unit 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
  
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

บิสฟนอล เอ (Bisphenol A, BPA) เปนสารประกอบอินทรียที่มีความสําคัญโดยใชเปน
สารต้ังตนสําหรับผลิตพอลิคารบอเนตพลาสติก และอีพอกซีเรซิน เปนตน ซึ่งสารเหลานี้ใชทัง้ใน
อุตสาหกรรมและของใชในบานเรือนโดยใชเคลือบกระปองบรรจุอาหาร กระดาษ เปนสวนผสมใน
ขวดนม ขวดพลาสติก สี ใชเปนตัวยึดติด และอ่ืนๆ (Staples และคณะ, 1998)  เนื่องจากมกีาร
ผลิตและใชผลิตภัณฑที่มี BPA เปนสวนผสมเปนจํานวนมาก จงึทําใหเกิดการปนเปอนของ BPA 
ในส่ิงแวดลอมทั้งในดิน ดินตะกอน น้าํจืด น้ําทะเล รวมทัง้อากาศ (Staples และคณะ, 1998; 
Zhang และคณะ, 2007; Yamanaka และคณะ, 2008)  BPA เปนสารที่ละลายน้าํไดปานกลาง 
ระเหยไดนอย สวนใหญถูกดูดซับในดินและดินตะกอน ในแหลงน้าํพบการปนเปอนมากรองจากดิน 
สวนในอากาศพบการปนเปอนนอย  สาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในแหลงน้าํ คือระยะเวลา
ที่ใหความรอนและอุณหภูมิที่ใชระหวางกระบวนการผลิตส่ิงของหรือสารชนิดตางๆ ที่ใช BPA เปน
สารต้ังตนในการผลิต (Kang และคณะ, 2006) สวนสาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในดิน คือ
ของเสียจากมนุษย (Kawahata และคณะ, 2004)  แหลงที่กอใหเกดิการปนเปอนของ BPA ใน
ส่ิงแวดลอมสวนใหญพบในน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตราย ซึ่งพบ BPA ความเขมขนสูงถงึ 
17.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ระบบบําบัดน้ําเสีย และระบบบําบัดส่ิง
ปฏิกูล (Lee และ Peart, 2000; Furhacker และคณะ, 2004)  เชน ประเทศจนีตรวจพบ BPA 
ความเขมขน 825 ไมโครกรัมตอลิตร ที่ทอน้ําเขาของโรงงานบําบัดน้าํเสีย (Du, 2003)  BPA เปน
สารที่อยูในกลุมของ Endocrine disrupting chemical ซึง่เปนสารเคมีที่รบกวนการทํางานของ
ระบบฮอรโมน โดยเลียนแบบการทาํงานของฮอรโมนเอสโตรเจน ทําใหมีผลตอการพัฒนาท้ังใน
มนุษยโดยเฉพาะเด็กทารก และส่ิงมชีีวิตอื่นๆ  BPA ความเขมขน 1–10 มิลลิกรัมตอลิตร มีความ
เปนพษิตอสาหราย ปลา และสัตวอ่ืนๆ (Alexander และคณะ, 1988) ในขณะที่ความเขมขน 
2.28x10-6-2.28x10-8 มิลลิกรัมตอลิตร กอใหเกิดมะเร็งในมนษุยได (Takahashi และคณะ, 2001)  
สําหรับการปนเปอน BPA ในประเทศไทยยังไมมีการรายงาน แตมกีารใช BPA เปนสารต้ังตนใน
การผลิตขวดน้ําด่ืม และขวดนม  ดังนัน้ถามีการผลิตและใชขวดน้ําด่ืม และขวดนม ปริมาณมาก 
อาจกอใหเกิดการปนเปอนของ BPA ในประเทศไทยตอไปในอนาคตได 
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การปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมจึงเปนทีว่ิตกกงัวลกันมาก เนื่องจากมีปริมาณเพิ่ม
มากข้ึน  จลิุนทรียที่สามารถยอยสลาย BPA มีบทบาทสําคัญในการลด BPA ที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอม ในปจจุบนัพบวาแบคทีเรียหลายชนิดที่คัดแยกไดจากส่ิงแวดลอมทัว่ไป เชน ดิน น้าํ 
และระบบบําบัดน้ําเสีย มีความสามารถในการยอยสลาย BPA  เชน Pseudomonas 
paucimobilis FJ-4, Sphingomonas bisphenolicum AO1, Streptomyces sp. และ 
Achromobacter xylosoxidans B-16 เปนตน (Ike และคณะ, 1995; Oshiman และคณะ, 2007; 
Zhang และคณะ, 2007) สวนราที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย BPA ก็มีหลายชนิด
เชนเดียวกนั เชน Phanerochaete chrysosporum ME-446 และ Pleurotus ostreatus เปนตน 
ซึ่งการยอยสลาย BPA โดยราสวนใหญ จะใชเอนไซมในกลุมลิกนโินไลติก (ligninolytic) เชน 
แมงกานีสเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase หรือ MnP) และแลคเคส (laccase) สงผลให 
BPA มีความเปนพษินอยลงหรือหมดความเปนพิษได (Hirano และคณะ, 2000; Tsutsumi และ
คณะ, 2001)  วิถีการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกนัข้ึนอยูกับชนดิของเอนไซม 
ซึ่งสงผลใหไดสารมัธยนัตรทีต่างกนั จากงานวิจัยของ Spivack และคณะ (1994) พบวิถกีารยอย
สลาย BPA ของแบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ MV1 มี 2 วิถ ี คือ วถิีหลักทําใหไดสารมัธยนัตรที่
สําคัญ 2 ชนดิ คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone) และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
(Hydroxybenzoic acid) ซึ่งจะถกูเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลล สวนวถิีรองได
สารมัธยนัตร 2 ชนิด เชนเดียวกนั แตไมถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลล  
แบคทีเรียสามารถใชทัง้ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอน และ
แหลงพลังงานได นอกจากนี้ยงัพบสารมธัยันตรอ่ืนๆ นอกจากไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮ  
ดรอกซีเบนโซอิก ที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เชน ไฮดรอกซคีวิโนน เปนตน 
(Zhang และคณะ, 2007) 

การยอยสลาย BPA ข้ึนอยูกบัปจจัยหลายชนิด เชน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิความ
เค็ม จํานวนเชื้อ ลักษณะของเชื้อ สารฮวิมิค และสารอาหาร เปนตน จากการรายงานของ Sakai 
และคณะ (2007) พบวาสารอาหารมีผลตอการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ BP-7 โดยพบวาการเติมสารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกัด
จากยีสต เปนตน จะทาํใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้ นอกจากนี้ยังพบวาความเขมขน BPA ก็เปนอีกปจจัยหนึง่ที่มี
ผลตอการยอยสลาย BPA ซึ่งเหน็ไดจากรายงานของ Zhang และคณะ (2007) ทีพ่บวาถา BPA มี

2



 

42

ความเขมขนสูงการยอยสลายจะลดลงเนื่องจากที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีความเปน
พิษมาก จึงสงผลใหมีการยบัยั้งการเจริญของ Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 

จากการศึกษาการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียสวนใหญ นยิมใชเซลลอิสระ แต BPA ที่
ความเขมขนสูงมักยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ดังเชนงานวิจยัของ Zhang และคณะ (2007) 
ดังนัน้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียนั้น  งานวจิัยนี้สนใจจะตรึง
แบคทีเรียบนวสัดุพอลิเมอรธรรมชาติ เนือ่งจากเซลลตรึงมีขอดีหลายประการ เชน สามารถนํา
เซลลตรึงกลับมาใชใหมไดงายและสะดวก ชวยปกปองเซลลจากความเปนพิษของสารพิษมากข้ึน
กวาการใชเซลลอิสระ จากขอดีเหลานี้แสดงใหเห็นวาเซลลตรึงมีความเหมาะสมตอการนาํมาใช
บําบัดสารพษิ เชน ฟนอล ควิโนลีน (Wang และคณะ, 2007) เปนตน  โดยวัสดุทีน่ํามาใชในการ
ตรึงเซลลทั่วไปแบงเปน 2 ประเภท คือ พอลิเมอรธรรมชาติ เชน อะกาโรส อัลจิเนต เจลแลนกัม ไค
โตซาน และคาราจีแนน เปนตน และพอลิเมอรสังเคราะห เชน พอลียูรีเทน และพอลีสไตรีน เปนตน 
(Cassidy และคณะ, 1996) ดังเชน รายงานของ Hsieh และคณะ, 2008 ที่ตรึง Pseudomonas 
putida ดวยไคโตซานที่เชื่อมกับโซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต สําหรับใชในการยอยสลายฟนอล และ
พบวาเซลลตรึงที่ไดทนตอความเปนกรด-ดาง และฟนอลความเขมขนสูง ไดมากข้ึนกวาการใช
เซลลอิสระ 

การวิจยันี้จะศึกษาการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียทั้งแบบเซลลอิสระและเซลลตรึง 
โดยใชแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่สามารถยอยสลายฟนอลได 1 ชนิด ไดแก  Methylobacterium 
sp. NP3 (นันทธร เภาราช, 2550) เนื่องจากฟนอลมวีงเบนซีนเปนสวนประกอบเชนเดียวกับ BPA 
จึงคาดวาแบคทีเรียทีย่อยสลายฟนอลไดนาจะมีความสามารถในการยอยสลาย BPA ได
เชนเดียวกนั และใชแบคทีเรียที่คัดแยกจากสารละลาย half-strength Hoagland’s nutrient ที่
เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA (Saiyood และคณะ, 2010) จํานวน 3 ชนิด ไดแก 
Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. BPW5 และ Bacillus cereus BPW4 ซึ่งพบวา
สามารถยอยสลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร นอกจากนี้ยงัใชแบคทีเรีย 
Sphingobium sp. P2 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ยอยสลายน้าํมันและสารประกอบพอลไิซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนไดดี (Supaka และคณะ, 2001) จึงคาดวา Sphingobium sp. P2 นาจะสามารถ
ยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกัน  ในข้ันแรกจะศึกษาหาสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิ แลวคัดเลือก
แบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ดีที่สุดในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีสารอาหารที่เสริมการ
ยอยสลาย BPA เพื่อนํามาใชทดสอบ BPA ที่ความเขมขนสูง   ในข้ันสุดทายจะตรึงแบคทีเรียดวย
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วัสดุตรึงแบบพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด เพื่อตองการใหแบคทีเรียมคีวามทนตอความเปนพิษของ 
BPA มากข้ึน และใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพตอการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงไดดี
มากกวาแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ และศึกษาลักษณะของเซลลตรึงภายในวัสดุตรึงรวมทัง้สมบัติ
ของวัสดุตรึง  นอกจากนีจ้ะตรวจสอบความสามารถในการนาํเซลลตรึงกลับมาใชใหม 
(Reusability) และความเสถียรของเซลลตรึง (Stability) ทัง้นี้เพือ่เปนแนวทางในการศึกษาถงึ
รายละเอียดของแบคทีเรียยอยสลาย BPA ทัง้แบบเซลลอิสระและเซลลตรึงตอไป และเปนแนวทาง
ในการศึกษาการบําบัด BPA ในส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนของสารชนิดนี ้

 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 วัตถุประสงคหลัก คือ เพื่อพฒันาวิธกีารสาํหรับสงเสริมการยอยสลาย BPA  
และวัตถุประสงครอง คือ 
              1. เพื่อศึกษาสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย 

2. เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูง 
3. เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรีย โดยการตรึงเซลลในวสัดุพอลิ

เมอรธรรมชาติ 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ไดแบคทีเรียสายพนัธุที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูง ทราบชนิด
ของสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA และทราบชนิดของวัสดุพอลิเมอรธรรม
ชาติสําหรับตรึงแบคทีเรีย ใหมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงข้ึนกวา
แบคทีเรียแบบเซลลอิสระ  
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
2.1 ปญหาของ BPA ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม 

ปจจุบันปญหามลพษิทางส่ิงแวดลอมในประเทศตางๆ ทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย เปน
ปญหาที่สําคัญมาก การปนเปอนและการสะสมของสารเคมีชนิดตางๆ เกิดจากการผลิตและใช
สารเคมีปริมาณมากในภาคอุตสาหกรรม การเกษตรกรรม การบริโภค และการประกอบกิจกรรม
ประเภทตางๆ ของมนุษย อยางไรก็ดีความเอาใจใสในเร่ืองการรักษาส่ิงแวดลอมก็ไมไดรับความ
รวมมือจากทกุฝายเทาที่ควร ดังนัน้สารเคมีซึ่งจัดวาเปนสารมลพิษจึงปนเปอนสูส่ิงแวดลอมมาก
ข้ึน  ในปจจุบนัไดมีการนํา BPA ซึง่เปนสารเคมีชนิดหนึง่มาใชในอุตสาหกรรมประเภทตางๆ BPA 
เปนสารเคมทีีใ่ชทั่วไปในการผลิตภาชนะ บรรจุภัณฑ หรือผลิตภัณฑพลาสติก ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่
มีมากที่สุดในโลก โดยมีการผลิตมากถงึเจด็พันลานปอนดตอป  BPA จึงจัดวาเปนสารมลพิษตัว
หนึง่ทีท่ําใหส่ิงแวดลอมเสื่อมโทรมมาก และเปนสารทีท่ั่วโลกใหความสนใจ อาท ิประเทศแคนาดา 
ฝร่ังเศส อังกฤษ ออสเตรเลีย นวิซีแลนด และไทย เปนตน ดังนัน้การกําจัด BPA ออกจาก
ส่ิงแวดลอมจึงเปนเร่ืองที่จําเปน เนื่องจาก BPA เปนสารที่มีความเปนพิษตอส่ิงมชีีวติทุกชนิดและ
ระบบนิเวศนตางๆ ในสิ่งแวดลอม 

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

ที่เกิดจากการรวมตวักนัระหวาง 2 โมล ฟนอล และ 1 โมล อะซิโตน โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด 
เชน กรดไฮโดรคลอริก หรือซัลโฟเนต พอลิสไตรีน เรซิน เปนตน  BPA มีลักษณะเปนผงหรือเกล็ดสี
ขาว มีกลิ่นคลายฟนอลออนๆ  สูตรโครงสรางและสมบัติทางกายภาพของ BPA แสดงในตารางที่ 
2.1 
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ตารางที่ 2.1 สูตรโครงสรางและสมบัติทางกายภาพของ BPA 
 

(ที่มา: Staples และคณะ, 1998) 
 

นอกจากนี ้BPA ยังสามารถละลายไดในเอทานอล ไดเอทิลอีเธอร อะซีโตน อะซีโตไนไตรต
เบนซีน สารละลายดางและสามารถละลายไดเล็กนอยในไฮโดรคารบอน และคารบอนเตตระคลอ
ไรด 

ชื่อเรียก 

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

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

โครงสรางทางเคมี 

 

น้ําหนักโมเลกุล 228.29  
สูตรอยางงาย C15H16O2 

จุดหลอมเหลว˚C 158 - 159 °C 

จุดเดือด˚C 220 °C / 4 mm Hg 

ความหนาแนนที่ 20 ˚C 1.20 g/cm³ 
คาการละลายในน้ํา g/L ที่ 
21.5˚C 

120–300 mg/l 

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

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

Log KOW 2.20-3.82 
Log KOc สําหรับดินและดิน
ตะกอน 

314-1524 
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2.1.2 ความเปนพิษของ BPA 
BPA เปนสารที่มีความเปนพิษปานกลาง จัดเปนสารที่อยูในกลุมของ Endocrine 

disrupting chemical ซึ่งเปนสารเคมีที่รบกวนการทํางานของระบบฮอรโมนตอมไรทอ โดย
เลียนแบบการทํางานของฮอรโมนเอสโตรเจนทาํใหมีผลตอการพัฒนาในเรื่องสมองและพฤติกรรม
ทั้งในมนษุยโดยเฉพาะเด็กทารก และส่ิงมีชีวิตอ่ืนๆ ถาผูหญิงต้ังครรภไดรับพิษของ BPA จะสงผล
ใหทารกในครรภตาย หรือทาํใหทารกมีอาการผิดปกติและมีน้าํหนักนอยกวาปกติ (Takeuchi และ
คณะ, 2004) ถาสัมผัสถูกผิวหนังและตาจะกอใหเกิดการระคายเคือง  BPA ความเขมขน 1–10 
มิลลิกรัมตอลิตร มีความเปนพิษตอสาหราย ปลา และสัตวอ่ืนๆ (Alexander และคณะ, 1988) 
ในขณะที่ความเขมขน 2.28x10-6-2.28x10-8 มิลลิกรัมตอลิตร กอใหเกิดมะเร็งในมนษุยได 
(Takahashi และคณะ, 2001) เชน มะเร็งเตานม เปนตน นอกจากนีย้ังพบวา BPA เปนสวน
กระตุนใหเกิดโรคอวนและโรคหัวใจ (Lang และคณะ, 2008; Rubin และ Soto, 2009) การ
รับประทานอาหารในภาชนะที่มีสวนผสมของ BPA นั้นเปนแหลงแรกที่มนุษยจะไดรับความเปน
พิษของ BPA นอกจากนีย้ังไดรับจากอากาศ ฝุนละออง และนํ้า 

 
2.1.3 แหลงที่มาของ BPA ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม 
BPA เปนสารต้ังตนที่สําคัญโดยใชผลิตพอลิคารบอเนตพลาสติก และอีพอกซีเรซนิ เปน

ตน ซึง่สารเหลานี้ใชทัง้ในอุตสาหกรรมและของใชในบานเรือนโดยใชเคลือบกระปองบรรจุอาหาร 
กระดาษ เปนสวนผสมในขวดนม ขวดพลาสติก สี เลนสแวนตา แผนซีดี อุปกรณทางการแพทย ใช
เปนสารปองกนัการเกิดแอนต้ีออกซิเดนท ใชเปนตัวยึดติด ใชเปนตัวหอหุมอุปกรณไฟฟาชนิดตางๆ 
เปนตัวทําใหพอลิไวนิลคลอไรดมีความเสถยีรระหวางกระบวนการผลิต และอ่ืนๆ (Staples และ
คณะ, 1998) เนื่องจากมกีารผลิตและใชผลิตภัณฑที่มี BPA เปนสวนผสมเปนจาํนวนมาก จงึทาํให
เกิดการปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมทั้งในดิน ดินตะกอน น้ําจืด น้าํทะเล รวมทั้งอากาศ 
(Staples และคณะ, 1998; Zhang และคณะ, 2007; Yamanaka และคณะ, 2008)  BPA เปนสาร
ที่ละลายนํ้าไดปานกลาง ระเหยไดนอย สวนใหญถูกดูดซับในดินและดินตะกอน ในแหลงน้าํพบ
การปนเปอนมากรองจากดิน สวนในอากาศพบการปนเปอนนอย  จากคุณสมบัติทางกายภาพของ 
BPA แสดงใหเห็นวาเมื่อ BPA ถูกปลอยสูแหลงน้ําจืดจะมีคาคร่ึงชวีติ เทากับ 3-5 วนั ในขณะที่
แหลงน้ําเค็มจะมีคาคร่ึงชวีิต นานกวา คือ 30 วัน (Dorn และคณะ, 1987; Kang และ Kondo, 
2005) แตถา BPA ถูกปลอยสูอากาศจะมีคาคร่ึงชีวิต เทากบั 0.74-7.4 ชั่วโมง (Staples และคณะ, 
1998) สวนคาคร่ึงชีวิต ของ BPA ที่ปนเปอนในดิน มคีานอยกวา 3 วนั (Fent และคณะ, 2003) 
จากคาคร่ึงชวีติ ของ BPA ทัง้ในน้ํา อากาศ และดิน แสดงใหเห็นวา BPA เปนสารเคมีที่ไมคงทนใน
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ส่ิงแวดลอม ซึง่ BPA ถูกยอยสลายไดดวยกระบวนการทางกายภาพ เชน งานวิจยัของ Ohko และ
คณะ (2001) ศึกษาการยอยสลาย BPA ในแหลงน้าํโดยใช TiO2 photocatalysis พบวาภายใน
เวลา 20 ชั่วโมง  BPA ความเขมขน 40 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกเปลี่ยนเปน CO2 หรืองานวิจัยของ 
Neamtu และ Frimmel (2006)    ที่ศึกษาการยอยสลาย BPA ในแหลงน้ําตามธรรมชาติและนํ้า
เสียโดยใชกระบวนการ UV/H2O2 oxidation พบวาเมื่อเวลาผานไป 2 ชั่วโมง สามารถลด 
estrogenic activity ของ BPA ได  นอกจากนี ้BPA ยังถูกยอยสลายดวยกระบวนการทางชีวภาพ
ไดโดยจุลินทรียชนิดตางๆ ซึ่งงานวิจัยนี้สนใจศึกษาการยอยสลาย BPA ดวยกระบวนการทาง
ชีวภาพ 

สาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในแหลงน้าํ คือ ระยะเวลาที่ใหความรอนและอุณหภูมิ
ที่ใชระหวางกระบวนการผลิตส่ิงของหรือสารชนิดตางๆ ที่ใช BPA เปนสารต้ังตนในการผลิต 
(Kang และคณะ, 2006) สวนสาเหตุหลักของการปนเปอน BPA ในดิน คือ ของเสียจากมนุษย 
(Kawahata และคณะ, 2004)  แหลงที่กอใหเกิดการปนเปอนของ BPA ในส่ิงแวดลอมสวนใหญ
พบในน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตราย  ซึ่งพบ BPA ความเขมขนสูงถึง 17.2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ระบบบําบัดน้าํเสีย และระบบบําบัดส่ิงปฏิกูล (Lee และ 
Peart, 2000; Furhacker และคณะ, 2004) เชน ประเทศจีนตรวจพบ BPA ความเขมขน 825 
ไมโครกรัมตอลิตร ที่ทอน้ําเขาของโรงงานบําบัดน้าํเสีย (Du, 2003) และ Zhao และคณะ (2008) 
ตรวจพบ BPA จากส่ิงปฏิกูลตามบานเรือนความเขมขน 5.8 ไมโครกรัมตอลิตร  สําหรับการ
ปนเปอน BPA ในประเทศไทยยังไมมีการรายงาน แตมีการใช BPA เปนสารต้ังตนในการผลิตขวด
น้ําด่ืม และขวดนม ดังนั้นถามกีารผลิตขวดน้ําด่ืม และขวดนมปริมาณมากอาจกอใหเกิดการ
ปนเปอนของ BPA ในประเทศไทยตอไปในอนาคตได 
  
2.2 จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย BPA 
            จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย BPA มีทัง้รา และแบคทีเรีย ในปจจุบนัพบวาแบคทีเรีย
หลายชนิดที่คัดแยกไดจากส่ิงแวดลอมทัว่ไป เชน ดิน น้าํ และระบบบําบัดน้ําเสีย มคีวามสามารถ
ในการยอยสลาย BPA  เชน Pseudomonas paucimobilis FJ-4, Sphingomonas 
bisphenolicum AO1, Streptomyces sp. และ Achromobacter xylosoxidans B-16 เปนตน 
(Ike และคณะ, 1995; Oshiman และคณะ, 2007; Zhang และคณะ, 2007) สวนราที่มี
ความสามารถในการยอยสลาย BPA ก็มหีลายชนิดเชนเดียวกนั เชน Phanerochaete 
chrysosporum ME-446, Pleurotus ostreatus, Stereum hirsutum และ Heterobasidium 
insulare เปนตน  ซึ่งการยอยสลาย BPA โดยราสวนใหญจะใชเอนไซมในกลุมลิกนิโนไลติก 
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(ligninolytic) เชน แมงกานสีเพอรออกซิเดส (manganese peroxidase หรือ MnP) ลิกนนิเพอร
ออกซิเดส (lignin peroxidase) และแลคเคส (laccase) สงผลให BPA มีความเปนพิษนอยลงหรือ
หมดความเปนพิษได (Hirano และคณะ, 2000; Lee และคณะ, 2005; Tsutsumi และคณะ, 
2001) แตในงานวิจัยนี้สนใจที่จะใชแบคทีเรียในการยอยสลาย BPA เนื่องจากแบคทีเรียเล้ียงงาย 
โตเร็ว และมีเอนไซมทีห่ลากหลายกวารา แบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลาย BPA แสดง
ดังตารางที่ 2.2  
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ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย BPA 
 

แบคทีเรีย แหลงที่มาของ 
แบคทีเรีย 

ความเขมขนเริ่มตนของ 
BPA (มิลลิกรัมตอลิตร) 

ความสามารถในการ
ยอยสลาย BPA (%) 

เวลา  
 

เอกสารอางอิง 

Streptomyces sp.
 

แมน้ํา
 ประเทศญี่ปุน 

1 >90 10 วัน Kang และคณะ, 2004

Achromobacter 
xylosoxidans B-16 

น้ําชะหลุมฝงกลบขยะ
ประเทศจีน 

50 >18 >3 วัน Zhang และคณะ, 2007

Bacillus pumilus กิมจิ
ประเทศญี่ปุน 

50 100 5 วัน Yamanaka และคณะ, 2007 

Sphingomonas 
bisphenolicum strain  AO1 

ดิน
ประเทศญี่ปุน 

100 100 6 ชั่วโมง Oshiman และคณะ, 2007

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

น้ําทะเล
ประเทศญี่ปุน 

100 100 7 วัน Sakai และคณะ, 2007
 

Pseudomonas monteilii ดิน ประเทศญี่ปุน 500 100 10 วัน Masuda และคณะ, 2007 

10

nkam
Typewritten Text
10



 

42

2.2.1 แบคทีเรียยอยสลาย BPA ที่ใชในการศึกษานี้ 
จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวาแบคทีเรียสวนใหญทีน่ํามาใชในการยอยสลาย BPA นั้นเปน

เซลลอิสระ ไมคอยมีการศึกษาเร่ืองการใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA ดังนัน้งานวิจัยนี้จงึ
สนใจที่จะพัฒนาวิธทีี่ทาํใหแบคทีเรียสามารถยอยสลาย BPA ที่มีความเขมขนสูงมากข้ึนได โดย
การแปรผันสารอาหารใหกับแบคทีเรียและนําแบคทีเรียมาตรึงในวัสดุตรึงแบบพอลิเมอรธรรมชาติ  
ซึ่งงานวิจัยนี้ศึกษาแบคทเีรีย 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3,  Enterobacter sp. 
BPR1, Enterobacter sp. BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. P2 

 
        2.2.1.1 Methylobacterium sp. NP3 
          โดยทัว่ไป Methylobacterium เปนแบคทีเรียจาํพวก facultative methylotroph 

หมายถงึ เปนแบคทีเรียที่สามารถใชสารประกอบที่มีคารบอนหนึ่งตัว เชน มีเทน หรือที่มีคารบอน
มากกวาได (Chistoserdova และคณะ, 2003) เปนแบคทีเรียทีเ่คล่ือนที่ไดเพราะมีแฟลกเจลลาที่
ข้ัว มีรูปรางเปนแทง จัดอยูในกลุมของแบคทีเรียแกรมลบ และเปน obligately aerobic สามารถ
เรียกไดวา PPFMs ซึ่งยอมาจาก pink-pigmented facultative methylotrophs เนื่องจากสายพันธุ
สวนใหญของ Methylobacterium จะผลิตรงควัตถุสีชมพู อนุกรมวิธานของ Methylobacterium 
sp. แสดงดังตารางที่ 2.3  

        Methylobacterium sp. NP3 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปนเปอนน้าํมนั 
สามารถยอยสลายฟนอลอยางมีประสิทธิภาพ แตเจริญชา สามารถยอยสลายฟนอลไดที่ความ
เขมขนสูงสุด 5,000 มิลลิกรัมตอลิตร (นันทธร เภาราช, 2550) แตยังไมมีรายงานการใช 
Methylobacterium sp. ในการยอยสลาย BPA  ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงสนใจที่จะนาํ 
Methylobacterium sp. NP3 มาใชยอยสลาย BPA เนื่องจากฟนอลมีวงเบนซีนเปนสวนประกอบ
เชนเดียวกับ BPA จึงคาดวา Methylobacterium sp. NP3 ที่ยอยสลายฟนอลไดนาจะมี
ความสามารถในการยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกัน 
 

        2.2.1.2 Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 
          แบคทีเรียในสกุล Enterobacter มลัีกษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียรูปรางแทง จัด

อยูในกลุมของแบคทีเรียประเภทแกรมลบ ไมสรางสปอร เจริญเติบโตไดงายทั้งในสภาวะท่ีมีและไมมี
ออกซิเจน อนกุรมวิธานของ Enterobacter sp. แสดงดังตารางที ่ 2.3 มีการรายงานวาแบคทีเรียใน
สกุล Enterobacter สามารถยอยสลายสารพิษได ดังเชนงานวิจยัของ Veeranagouda, และคณะ 
(2006) ที่ศึกษาการยอยสลายสารบวิทานอลโดย Enterobacter sp. VKGH12 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่
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ทนตอตัวทําละลาย และงานวิจยัของ Jia และคณะ, 2008 ที่ไดใช Enterobacter sp. ในการยอย
สลายสารพอลิคลอริเนต ไบฟนิล ซึ่งเปนสารที่คงทนในส่ิงแวดลอมไดอยางมีประสิทธิภาพ 

        Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 เปนแบคทีเรียที่คัดแยก
จากสารละลาย half-strength Hoagland’s nutrient ที่เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA 
(Saiyood และคณะ, 2010) ซึ่งพบวาสามารถยอยสลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดังนัน้จึงเลือกศึกษาแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิดนี้เพื่อใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 5 
มิลลิกรัมตอลิตร 

 
        2.2.1.3 Bacillus cereus BPW4 
          แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีลักษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางแทง จัดอยู

ในกลุมของแบคทีเรียประเภทแกรมบวก สวนใหญเคล่ือนที่ได สรางสปอรและสรางสารพษิ ซึ่งจะขับ
สารพิษออกมาขณะปนเปอนอยูในอาหาร ทนความรอนและสารเคมไีดดี แบคทีเรียชนิดนี้อาศัยอยู
ตามดิน น้ํา อาหาร ลําไสคนและสัตว  การเจริญเติบโตของแบคทีเรียนีเ้ปนแบบ facultatively-
anaerobic หรือ aerobic โดยแบคทีเรียจะสรางสารสารพิษเมือ่อยูในสภาวะที่มีออกซิเจนนอย 
ลักษณะที่สําคัญของ Bacillus cereus คือ รูปรางแทงเรียงตอกันเปนสาย  สปอรรูปไขหรือ
ทรงกระบอก อยูตรงกลางเซลล เคล่ือนทีร่วดเร็ว  อนุกรมวิธานของ Bacillus แสดงดังตารางที่ 2.3 
แบคทีเรียในสกุล Bacillus มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกที่ปนเปอนใน
ดินและน้าํ (Crawford, 1975) 

        Bacillus cereus BPW4 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากสารละลาย half-strength 
Hoagland’s nutrient ที่เล้ียงพืชระหวางการยอยสลาย BPA (Saiyood และคณะ, 2010) 
เชนเดียวกับเช้ือ Enterobacter sp. BPR1 และ Enterobacter sp. BPW5 ซึ่งพบวาสามารถยอย
สลาย BPA ไดที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ดังนั้นจึงเลือกศึกษาแบคทีเรียชนิดนี้เพื่อใชในการ
ยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
 

        2.2.1.4 Sphingobium sp. P2 
        Sphingobium เปนสายพนัธุที่ตางจาก Sphingomonads ชนดิอ่ืน สวนใหญคัดแยก

มาจากแหลงดิน แบคทีเรียในสกุล Sphingobium มีลักษณะที่สําคัญ คือ เปนแบคทีเรียรูปรางแทง 
ประเภทแกรมลบ ผลิตรงควตัถุสีเหลือง ลักษณะของโคโลนี คือ สีเหลือง กลม นูน และมีขนาดเล็ก
อนุกรมวธิานของ Sphingobium sp. แสดงดังตารางที่ 2.3 แบคทีเรียในสกุล Sphingobium 
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สามารถยอยสลายสารพิษไดหลายประเภท เชน สารประกอบอะโรมาติก สารประกอบพอลีไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน และฟนอล เปนตน (Tao และคณะ, 2009) 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน เชน ฟแนนทรีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนท
รีน และไพรีน เปนตน และสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได  นอกจากนี้
ยังมีประสิทธภิาพดีในการยอยสลายน้ํามนัไดคอนขางดี  ดังนัน้จึงเลือกศึกษาแบคทเีรียชนิดนี้ในการ
ยอยสลาย BPA เนื่องจากวาทั้ง BPA และฟแนนทรีน มีวงเบนซีนเปนสวนประกอบเชนเดียวกนั จึง
คาดวา Sphingobium sp. P2 นาจะยอยสลาย BPA ไดเชนเดียวกนั 

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

Proteobacteria 
Gamma 

Proteobacteria 
Bacilli Alpha Proteobacteria

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

 
2.2.2 วิถีการยอยสลาย BPA 
วิถีการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแตละชนิดจะตางกันข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม ซึ่ง

สงผลใหไดสารมัธยันตรที่ตางกนั BPA มีโครงสรางคลายกับฟนอลและแอลคิลเบนซีน ดังนั้นวถิี
การยอยสลาย BPA นาจะคลายกับวิถีการยอยสลายของฟนอลและแอลคิลเบนซีน ซึง่ยอยสลาย
สารไดทั้งในภาวะท่ีมีและไมมีออกซิเจน (Spivack และคณะ, 1994)  งานวิจยัสวนใหญสนใจการ
ยอยสลาย BPA ในภาวะที่มอีอกซิเจน ดังเชน งานวิจัยของ Spivack และคณะ (1994) ที่ศึกษาวิถี
การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1 วิถกีารยอยสลาย BPA มี 2 วิถี คือ วถิี
หลักทําใหไดสารมัธยนัตรที่สําคัญ 2 ชนิด คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone 
หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) ซึง่จะถูกเปลีย่นเปน
คารบอนไดออกไซดและมวลเซลล สวนวิถรีองไดสารมัธยันตร 2 ชนิดเชนเดียวกนั คือ กรดไฮดรอก
ซีเบนโซอกิ และไฮดรอกซีฟนาซิล แอลกอฮอล แตไมถูกเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซดและมวล
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เซลล แสดงดังรูปที่ 2.1 แบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1 สามารถใชทั้งไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและ
กรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได วิถีการยอยสลาย BPA ของ
แบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ MV1 นี้สวนใหญใชเอนไซมหลัก 3 ชนิด คือ เอนไซมไฮโดรซิเลส 

เอนไซมดีไฮดราเทส และเอนไซมไดออกซิจีเนต  
Zhang และคณะ (2007) ศึกษาวถิีการยอยสลาย BPA ของ Achromobacter 

xylosoxidans สายพนัธุ B-16 พบวามวีถิีการยอยสลาย BPA คลายกับแบคทีเรียแกรมลบสาย
พันธุ MV1 แตพบสารมัธยันตรชนิดอ่ืน นอกจากไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
ที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA คือ ไฮดรอกซีควิโนน ซึ่งไฮดรอกซีควิโนนนี้จะถกู
เปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลลในที่สุดเชนเดียวกับไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนและกรดไฮ
ดรอกซีเบนโซอิก แตเปล่ียนเปนคารบอนไดออกไซดและมวลเซลลไดชากวาไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน
และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (รูปที่ 2.2) 

ซึ่งคาดวา Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. 
BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. P2 อาจจะเกิดการยอยสลาย BPA แบบ
ใชออกซิเจน เนื่องจากเปนแบคทีเรียทีต่องการออกซเิจนในการเจริญ  นอกจากนีย้ังสนใจทีจ่ะ
ศึกษาสารมธัยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เพื่อวิเคราะหชนิดของสารมัธ
ยันตรวาเปนสารที่มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย (Dead end metabolite) หรือแบคทีเรียสามารถ
นําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได และทํานายวถิีของการยอยสลาย BPA ของ
แบคทีเรียสายพันธุเหลานี ้  โดยงานวิจัยนีส้นใจสารมัธยนัตร 2 ชนิด คือ ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 
และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งเปนสารมธัยันตรทีพ่บไดบอยจากกระบวนการยอยสลาย BPA โดย
แบคทีเรียชนิดตางๆ (Lobos, และคณะ, 1992; Spivack และคณะ, 1994; Oshiman และคณะ, 
2007; Zhang และคณะ, 2007) 
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(I) = 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)-l-propanol;  (II) = 1,2-bis(4-hydroxyphenyl)-2-propanol;  
(III) = 4,4'-dihydroxy-a-methylstilbene; (IV) = 2,2-bis(4-hydroxypheny1)propanoic acid;  
(V) = 2,3-bis(4-hydroxyphenyl)-l,2-propanediol; (VI) = 4-hydroxyphenacyl alcohol 
 

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

รูปท่ี 2.2 การยอยสลาย BPA โดย Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 
                                                (ที่มา: Zhang และคณะ, 2007) 
 

2.2.3 ปจจยัที่เกี่ยวของกบัการยอยสลาย BPA 
การยอยสลาย BPA ข้ึนอยูกบัปจจัยหลายชนิด เชน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิความ

เค็ม จํานวนเช้ือ ลักษณะของเชื้อ สารฮวิมคิ และสารอาหาร เปนตน ซึ่งปจจัยที่ทาํใหประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีข้ึน คือ สารอาหาร จากการรายงานของ Sakai และคณะ (2007) พบวา
สารอาหารมีผลตอการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. สายพนัธุ BP-7 โดยพบวาการ
เติมสารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกัดจากยีสต เปนตน ทาํให
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้ 

Masuda และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลาย BPA โดย Pseudomonas monteilii 
สายพนัธุ N-502 ซึ่งเปนเช้ือที่ทนและสามารถยอยสลาย BPA ไดดี ผูวิจัยไดเติม Ca2+, Mg2+ และ
กรดโฟลิกลงไปในกระบวนการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100, 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร พบวาทั้งโลหะไอออนและวิตามินสงผลใหการยอยสลาย BPA ทุกความเขมขนทีน่ํามา
ทดสอบเปนไปไดเร็วข้ึนกวาการไมเติม Ca2+ และ Mg2+ หรือกรดโฟลิก ซึง่ Ca2+ และ Mg2+ มีสวน
ชวยใหการเจริญของเช้ือมีคาคงทีเ่มื่อเจอกับความเปนพิษของ BPA สวนวิตามินยังไมทราบวาทํา
หนาที่อยางไรในการชวยใหการยอยสลาย BPA เปนไปไดเร็วข้ึน จึงตองทําการศึกษาตอไปใน
อนาคต 
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Oshiman และคณะ (2007) พบวาการเติม 0.1% และ 1.0% กลูโคสจะทาํใหอัตราการ
ยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas bisphenolicum สายพนัธุ AO1 เกิดไดเร็วข้ึน โดยเชือ้
สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ไดหมดภายในเวลา 6 ชั่วโมง แตถา
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมเติมกลูโคส เชือ้จะยอยสลาย BPA ไดหมดภายในเวลา 44 ชั่วโมง ทั้งนี้
นักวจิัยไมไดศึกษาวากลูโคสมีสวนชวยใหอัตราการยอยสลาย BPA เกิดไดเร็วข้ึนไดอยางไร จงึตอง
ทําการศึกษาตอไปในอนาคต 

นอกจากนีย้ังพบวาความเขมขน BPA กเ็ปนอีกปจจัยหนึง่ทีม่ีผลตอการยอยสลาย BPA 
ซึ่งเหน็ไดจากรายงานของ Zhang และคณะ (2007) ทีพ่บวาถา BPA ความเขมขนสูง (50 
มิลลิกรัมตอลิตร) การยอยสลายจะลดลงเนื่องจาก BPA ความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษเพิม่
มากข้ึน สงผลใหมีการยับยัง้การเจริญของ Achromobacter xylosoxidans สายพนัธุ B-16 
 
2.3 การตรงึเซลลแบคทีเรยี 

2.3.1 กระบวนการตรึงเซลล  
 เทคนิคในการตรึงเซลลมี 3 วิธี คือ 
 1. การยึดดวยตัวนํา (Carrier-binding method) เปนการตรึงเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยการ
เชื่อมเซลลจุลินทรียกับสารพาหะโดยตรง การตรึงเซลลดวยวิธนีี้แบงไดเปน 2 วิธ ีคือ 
     1.1 การใชพันธะโควาเลนต (Covalent binding method) เปนวิธกีารเช่ือมเซลล
โดยตรงกับสารพาหะ วิธนีีม้ีขอดีคือ เซลลเชื่อมอยูผิวหนาของตัวอยางอยางสม่าํเสมอ มีความคง
ตัวดี และการร่ัวไหลของเซลลนอย (Cheetham, 1980) แตมีขอเสีย เนื่องจากการตรึงเซลลดวยวธิี
นี้คอนขางรุนแรง และความเปนพษิของสารที่ใชอาจทาํใหเซลลสูญเสียความสามารถได  
     1.2 การเกาะหรือดูดซับ (Adsorption method) เปนวิธีการตรึงเซลลโดยใหเซลลดูดซับ
กับสารที่เปนตัวนาํดวยพันธะไอออนิก หรือพันธะไฮโดรเจน (Cheetham, 1980) โดยอาศัย
หลักการทางธรรมชาติเคมี การตรึงวิธนีี้เปนวิธทีีง่าย แตแรงดูดซับคอนขางออนและมีการสูญเสีย
เซลลไดงาย เมื่อมีการเปล่ียนแปลงคา pH การไหลของนํ้า การเกิดฟองอากาศ และเมื่อมีการแบง
เซลล 

2. การเช่ือมขวาง (Cross-linking method) เปนการตรงึเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยการเช่ือม
เซลลเขาดวยกัน โดยใชสารพวกไบ (bi-) หรือมัลติฟงกชันนอลรีเอเจนต (multifunctional reagent) 
วิธีนีจ้ะใชสารเคมีภายใตภาวะที่คอนขางรุนแรง ทําใหเซลลสูญเสียความสามารถในการดํารงชีวิต 

3. การกกัขัง (Entrapment and Encapsulation method) ซึง่การตรึงเซลลดวยวธิีนี้ตาง
จากการตรึงเซลลดวยวิธทีางเคมีโดยที่ไมไดมีการเชื่อมติดหรือไมมีพันธะเกิดข้ึนระหวางเซลลกับ
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สารพาหะ ดังนั้นจงึสามารถใชไดกับเซลลทุกชนิด การตรึงเซลลดวยวิธีนี้แบงไดเปน 2 วิธี (รูปที ่
2.3) คือ 
     3.1 การตรึงแบบไมโครแคปซูล (Microencapsulation) หมายถงึ การกักขังเซลลไวใน
เยื่อผานได (semipermeable membrane) ซึ่งปองกนัการซึมผานของเซลลได แตยอมใหสารต้ัง
ตนและผลิตภัณฑซึมผานไดอยางอิสระ การตรึงดวยวธิีนี้เปนวิธทีี่งายแตไมแข็งแรงพอที่จะใชใน
อุตสาหกรรม และอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลลเกิดข้ึนดวย (Cheetham, 1980) 
     3.2 การตรึงเซลลแบบแลตทิช (Lattice type) หมายถึง การตรึงเซลลโดยการกกัขังไว
ภายในชองวาง 3 มิติ ในเจลของสารพอลิเมอร การตรึงเซลลดวยวธิีกกัขังทัว่ไปจะหมายถึง แบบ
แลตทิซ ซึง่เปนวิธทีี่ไดรับความนิยมและประสบความสําเร็จมากทีสุ่ด เนื่องจากใชไดกับเซลลทุก
ชนิด (Cheetham, 1980)  
 

                        
                 Entrapment                             Encapsulation 

 
รูปท่ี 2.3 การตรึงเซลลแบบกักขงั 
(ที่มา: Cassidy และคณะ, 1996) 

 
 เนื่องจากวิธีการตรึงเซลลมหีลายวิธ ี ดังนัน้การเลือกใชสารพาหะที่เหมาะสมในการตรึง
เซลลแตละวิธข้ึีนอยูกับปจจัยที่สําคัญในการพิจารณา คือ สมบัติเชงิกล สมบัติทางกายภาพ ความ
แข็งแรง ความชอบน้ํา (hydrophilicity) สภาพใหซมึผานได (permeability) ความทนตอสภาวะ
แวดลอมทางกายภาพ สารเคมี การยอยสลายโดยจุลนิทรีย และแรงกระทบ เนื่องจากการตรึงเซลล
ตองทําในภาวะปลอดเช้ือ จึงตองเลือกสารพาหะที่ทนตอความรอนและความดันสูงได สารพาหะ
ไมควรเปนอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอม และไมควรกระทบกระเทอืนตอระบบเมตาบอลิซึม  
 ในการทดลองนี้ไดเลือกใชวธิีการตรึงเซลลแบบกักขัง ในวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด 
คือ เจลแลนกัมและอัลจิเนต เนื่องจากวิธีนีม้ีขอดีในเรื่องของการเพิม่กิจกรรมทางเมแทบอลิซึม 
เพิ่มปริมาณการสรางสารเมแทบอไลท ปกปองเซลลจากสารที่มีความเปนพิษ เพิม่อัตราการอยู
รอดของเซลลใหสูงยิง่ข้ึน เพิ่มความหนาแนนของเซลล สงเสริมการเจริญของเซลล ปกปองเซลล
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จากสารที่มีความเปนพิษและสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม สามารถนํามาใชไดหลายครัง้และ
สามารถใชอยางตอเนื่องได และเหมาะสมตอการนาํประยุกตใชในกระบวนการยอยสลายสารเคมี
อันตราย  ซึง่มีหลายงานวิจยัทีน่ําเซลลตรึงแบบกักขังในวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติไปใชประโยชนใน
การยอยสลายสารเคมีอันตรายไดหลายชนดิ เชน ฟนอล ไพริดีน โทลูอีน แนพทาลีน และควิโนลีน 
เปนตน และพบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายสารเคมีอันตรายชนิดตางๆ ที่ความเขมขนสูงได
ดีกวาเซลลอิสระ (Cassidy และคณะ, 1996; Paje และคณะ, 1998; Suzaki และคณะ, 1998; 
Wang และคณะ, 2007)   
 

2.3.2 การตรงึเซลลเพื่อยอยสลาย BPA 
ตัวอยางงานวจิัยที่เกี่ยวของกับใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA มีนอยมาก โดยงานวิจัย

ของ Yamanaka และคณะ (2008) ไดศึกษาการยอยสลาย BPA โดยตรึง Sphingomonas sp. 
สายพนัธุ BP7 และ Sphingomonas  yanoikuyae BP-11R บนถานกมัมันต เพื่อเพิ่ม
ประสิทธภิาพในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเมือ่ตรึงเชื้อทั้ง 2 
ชนิด บนถานกัมมันตจะทาํใหมปีระสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีข้ึน โดยข้ันแรกถานกัมมันตจะ
ดูดซับ BPA จนเหลือความเขมขน 3.1 และ 8.1 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ หลังจากนั้น 
Sphingomonas sp. สายพนัธุ BP7 และ Sphingomonas  yanoikuyae BP-11R จะยอยสลาย 
BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวจนหมด  จากงานวิจยัดังกลาวนี ้ พบวาเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงไดดี แตเซลลตรึงที่ไดมีราคาแพง นอกจากนี้
ถานกัมมนัตไมสามารถยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ตองมีการกําจัดในภายหลัง จึงทําให
คาใชจายในการบําบัด BPA มีคาสูงข้ึน  ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจตรึงแบคทีเรียในวัสดุพอลิเม
อรธรรมชาติ 2 ชนิด คือเจลแลนกัมและอัลจิเนต เนือ่งจากทัง้เจลแลนกัมและอัลจิเนตมีราคาไม
แพง สังเคราะหเม็ดเจลไดงาย วิธีการเตรียมไมยุงยาก ทนตอแรงกระทาํทางกายภาพและทางเคมี 
ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซม และสามารถนํามาใชได
หลายครัง้และสามารถใชอยางตอเนื่องได  
 
2.4 เจลแลนกัม (Gellan gum) 

2.4.1 ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัเจลแลนกมั 
เจลแลนกัมเปนสารชนิดเอ็กตราเซลลูลาร แอนไอออนกิ พอลิแซกคาไรด (extracellular  

anionic  polysaccharide) ผลิตมาจากแบคทีเรียชนดิ Sphingomonas elodea โครงสราง
จัดเรียงตัวในรูปแบบเททระแซกคาไรด ซึ่งประกอบดวย (1-3)-β-D-glucose, (1-4)-β-D-
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glucuronic acid, (1-4)-β-D-glucose และ (1-4)--L-rhamnose แสดงดังรูปที่ 2.4 เมื่อนํา
โครงสรางของเจลแลนกัมมาเชื่อมขวางดวยไบวาเลนทแคทไอออน เชน Ca2+ หรือ Mg2+ จะทาํให
เกิดเปนเจล เรียกวาการเกดิเจลแบบไอโอโนโทรปก (Ionotropic gelation) (Woodward, 1988; 
Moritaka และคณะ, 2003)   การเกดิเปนเจลมหีลายรูปแบบข้ึนอยูกับสวนประกอบของแอซิล 
(Kuo และคณะ, 1986)   เจลแลนกัมมีลักษณะเปนผงคอนขางหยาบสีขาว (รูปที ่ 2.5) เปนสารที่
ละลายน้ําได แตไมละลายในเอทานอล  สวนใหญเจลแลนกัมนิยมนาํมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
มีคุณสมบัติเปนสารทีท่าํใหเกิดความขน ทาํใหเกิดเจล โดยนํามาผสมในแยม พุดด้ิง ไอศกรีม และ
โยเกิรต เปนตน (Sanderson และ Clark, 1983)   นอกจากนี้มงีานวิจัยหลายงานที่ใชเจลแลนกมั
เปนวัสดุสําหรับตรึงเซลลหรือเอนไซม เพื่อใชในการยอยสลายสารเคมีอันตราย (Lazaro และคณะ, 
2003; Wang และคณะ, 2007)  

 

 
 

รูปท่ี 2.4 ลักษณะโครงสรางของเจลแลนกัม  
(ที่มา: Omoto และคณะ, 1999)  

 

 
 

รูปท่ี 2.5 ลักษณะผงเจลแลนกัม 
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2.4.2 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกมั 
การสังเคราะหเม็ดเจลจากเจลแลนกัมจะใชสารละลายแคลซียมคลอไรดเปนตัวที่ทาํให

เกิดเปนเม็ดเจล โดยมีการกวนและใหความเย็นขณะทีท่าํการสังเคราะหเม็ดเจล เพื่อใหเม็ดเจลแข็ง
ตัวและมีความเสถียร ซึง่ขนาดของเม็ดเจลที่สังเคราะหไดข้ึนอยูกบัความเขมขนของสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด ความเขมขนของสารละลายเจลแลนกมั และเวลาท่ีใชในการสงัเคราะห 

 
ขอดี ขอเสยีของเม็ดเจลเจลแลนกัม 
เจลแลนกัมเปนสารทีม่ีราคาถูก สังเคราะหเปนเม็ดเจลไดงาย และใชสภาวะที่ไมรุนแรงใน

การสังเคราะห ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมที่นาํมาตรึง 
ทนตอความรอนสูงไดดี (Norton และ Lacroix, 1990) อยางไรก็ตามเม็ดเจลเจลแลนกัมมีความ
เสถียรนอย ดังนัน้ตองเพิ่มความเสถียรใหมีมากข้ึนโดยหาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหเม็ด
เจล และเมื่อสังเคราะหเสร็จควรนําเมด็เจลไปแชในสารละลายแคลเซียมคลอไรด และเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส กอนนําไปใชลางเม็ดเจลดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดปลอดเช้ือ
และนํ้ากล่ันปลอดเช้ือ เพื่อลางแคลเซียมไอออนสวนเกนิออก และเปนการเพิ่มความเสถยีรใหกบั
เม็ดเจล 

 
2.4.3 การตรึงเซลลในเม็ดเจลเจลแลนกัมเพื่อเพิม่ประสิทธิภาพของเซลลในการ

ยอยสลายสารเคมีอันตราย 
การนาํเม็ดเจลเจลแลนกัมมาตรึงเซลลจลิุนทรีย จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของ

เซลลและปราศจากการปนเปอน ปองกันเซลลจากส่ิงแวดลอมภายนอก และสามารถนําวัสดุ
กลับมาใชใหมได (Wang และคณะ, 2007) งานวิจยัตอไปนี้ใชเซลลตรึงในเจลแลนกัมมายอย
สลายสารเคมอัีนตราย  

Moslemy และคณะ (2002) ศึกษาการยอยสลายน้ํามนัเช้ือเพลิง (gasoline) โดยใชกลุม
แบคทีเรียที่คัดแยกมาจากดินที่ปนเปอนน้าํมันเช้ือเพลิงมาตรึงในเจลแลนกัมแบบวธิีกักขัง พบวา
เมื่อเติมเซลลตรึงลงไปในระบบจําลองดิน น้ํามันเช้ือเพลิงความเขมขน 50, 100, 200, 400 และ 
600 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกยอยสลายทนัที ในขณะทีเ่ม่ือใสเซลลอิสระลงไป น้ํามันเช้ือเพลิงความ
เขมขน 50 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ถูกยอยสลายทนัท ีแตที่ความเขมขน 200, 400 และ 600 
มิลลิกรัมตอลิตร น้ํามันเช้ือเพลิงจะถูกยอยสลายวันที่ 1, 2 และ 5 ตามลําดับ  จากผลการทดลองนี้
แสดงวาเซลลตรึงจะมีชวงการปรับตัวลดลงเมื่อน้าํมนัเช้ือเพลิงมีความเขมขนสูง แตเซลลอิสระ
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จําเปนตองมีชวงการปรับตัวคอนขางนาน เมื่อน้ํามันเช้ือเพลิงมีความเขมขนสูง  ทัง้นี้เนื่องมาจาก
เจลแลนกัมมสีวนชวยในการปกปองเซลลจากความเปนพิษของน้ํามนัเช้ือเพลิง 

Wang และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายคารบาซอล (carbazole) โดยเซลลตรึง 
Sphingomonas sp. สายพันธุ XLDN2-5 ซึ่งใชวัสดุพอลิเมอรธรรมชาติ 4 ชนิด ในการตรึงเซลล 
พบวาวัสดุที่ใชตรึงเซลลที่เหมาะสมสําหรับการยอยสลายคารบาซอล คือ เจลแลนกัม ซึ่งเปนวัสดุ
ตรึงที่มีการดูดซับคารบาซอลไดดี ทําให Sphingomonas sp. สายพนัธุ XLDN2-5 ที่ตรึงอยู
สามารถยอยสลายคารบาซอลไดอยางมีประสิทธิภาพ  แตนักวิจัยพบวาการตรึงเซลลดวยวิธกีาร
กักขัง จะมีปญหาในเร่ืองการแพรของสารเขาสูภายในเม็ดเจล ซึ่งสงผลใหเซลลที่ตรึงอยูภายในเม็ด
เจลใชคารบาซอลไดนอย 

 
2.5 อัลจิเนต (Alginate) 

2.5.1 ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัอัลจิเนต 
อัลจิเนตหรือทีเ่รียกวาโซเดียมอัลจิเนต (Sodium Alginate) เปนเฮเทอโรพอลีแซกคาไรด

แบบเสนตรง (heteropolysaccharide) ซึ่งสกัดมาจากสาหรายสีน้ําตาลจากทะเล เชน 
Macrocystis  pyrifera,  Laminaria  digitata,  และ Eklonia  cava เปนตน นอกจากนี้แบคทีเรีย
บางชนิดก็ผลิตอัลจิเนตได เชน Azotobacter  vinelandii และหลายสายพนัธุของ 
pseudomonads (Cassidy และคณะ, 1996)  โครงสรางอัลจิเนตประกอบดวย D-mannuronic 
acid และ L-guluronic acid (รูปที่ 2.6)  ถานาํมาเช่ือมขวางดวยไบวาเลนทแคทไอออน เชน Ca2+, 
Sr2+ หรือ Ba2+ นอกจากนี้อาจเชื่อมขวางดวยไตรวาเลนทแคทไอออน เชน Fe3+ หรือ Al3+ ทําใหเกิด
เปนเจล ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนระหวางอัลจิเนตและไบวาเลนทแคทไอออนหรือไตรวาเลนทแคท
ไอออน เรียกวาการเกิดเจลแบบไอโอโนโทรปก  ทําใหเจลมีรูพรุนขนาด 5-200 นาโนเมตร  ซึ่งทาํให
สารที่มีโมเลกลุขนาดเล็กสามารถผานได (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Li และคณะ, 
1996; Klinkenberg และคณะ, 2001; Abubakr และคณะ, 2009)  อัลจิเนตมลัีกษณะเปนผง
ละเอียดสีขาวถึงสีเหลืองน้ําตาล (รูปที่ 2.7)  เปนสารทีล่ะลายน้ําไดแตชา ไมละลายในเอทานอล
และอีเทอร   อัลจิเนตมีคุณสมบัติเปนสารที่ทาํใหเกิดความขน และความเสถยีร 
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รูปท่ี 2.6 ลักษณะโครงสรางของอัลจิเนต 

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

 
 

รูปท่ี 2.7 ลักษณะผงอัลจเินต 
 
2.5.2 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจเินต 
การเกิดเจลของอัลจิเนตเปนแบบไอโอโนโทรปก (Woodward, 1988) เชนเดียวกับเจล

แลนกัม โดยการเกิดเจลจะเกิดจากการเชื่อมขวางของไอออนระหวางหมูกรดคารบอกซิลิกของ
โซเดียมอัลจิเนตกับแคลเซียมไอออนในสารละลายแคลเซียมคลอไรด เพื่อข้ึนรูปเปนแคลเซียมอัลจิ
เนต (สมการที ่1)   การเกิดเปนเม็ดเจลข้ึนกับอุณหภูมิซึง่อยูในชวง 0 ถึง 80 องศาเซลเซียส แตถา
มีฟอสเฟต เลคเตรต และซิเตรต ซึ่งเปน chelating agents จะทําใหลดความเสถยีรของเม็ดเจล 
เนื่องจากสารทั้ง 3 ชนิดนี ้ จะไปจับกับแคลเซียมไอออนไดดี นอกจากน้ีถามีโซเดียมไอออนหรือ
แมกนีเซยีมไอออนความเขมขนสูง ก็จะทาํใหเม็ดเจลมคีวามเสถียรลดนอยลงเชนกนั ดังนัน้ความ
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เสถียรของเมด็เจลข้ึนกับความเขมขนของสารละลายอัลจิเนต ขนาดของเม็ดเจล และสวนประกอบ
ของอาหารเล้ียงเชื้อ (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Idris และ Suzana, 2006)   วิธกีารตรึง
เซลลในเม็ดเจลแบบกักขังจะแปรผันความเขมขนของอัลจิเนตระหวาง 1 ถึง 8 % (w/v) ของ
โซเดียมอัลจิเนตในน้ํา สวนสารละลายแคลเซียมคลอไรดอยูในชวง 0.05 ถึง 2 โมล การกวนและให
ความเย็นขณะทีท่ําการสังเคราะหเม็ดเจล จะทําใหเม็ดเจลแข็งตัวและมีความเสถียร ขนาดของ
เม็ดเจลที่สังเคราะหไดข้ึนกับความเขมขนของสารละลายแคลซียมคลอไรด ความเขมขนของ
สารละลายอัลจิเนต และเวลาท่ีใชในการสังเคราะห แสดงดังตารางที่ 2.4 

 
                        Na-alginate+CaCl2                       Ca-Alginate                                      (1) 
 
ตารางที่ 2.4 การเปรยีบเทียบการสังเคราะหเม็ดเจลอัลจเินต 
 

ความเขมขน
ของอัลจิเนต (%) 

ความเขมขนของสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด (โมล) 

ขนาด 
(มิลลิเมตร)

เอกสารอางอิง 

3.5 2 2 Mukerjee-Dhar และ
คณะ, 1998 

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

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

  
ขอดี ขอเสยีของเม็ดเจลอัลจิเนต 
อัลจิเนตเปนสารที่มีราคาถูก สังเคราะหเปนเม็ดเจลไดงายและใชสภาวะที่ไมรุนแรงในการ

สังเคราะห ยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ และไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมที่นาํมาตรึง  
จึงเหมาะสมตอการตรึงเซลลจุลินทรียไดหลายชนิด (Cassidy และคณะ, 1996) อยางไรก็ตามเม็ด
เจลอัลจิเนตมขีอเสีย คือ มสีมบัติบวมน้ํา และมีความเสถียรนอย (Ha และคณะ, 2009)  ดังนัน้
ตองเพิ่มความเสถยีรใหมมีากข้ึน โดยหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสงัเคราะหเม็ดเจล และเม่ือ
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สังเคราะหเม็ดเจลเสร็จใหแชในสารละลายโซเดียมคลอไรด และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
กอนนําไปใชใหลางเม็ดเจลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือและน้ํากล่ันปลอดเช้ือ เพือ่
ลางแคลเซียมไอออนสวนเกนิออก และเปนการเพิ่มความเสถียรใหกับเม็ดเจล (Manikandan และ
คณะ, 2007; Chorao และคณะ, 2009) 

 
2.5.3 การตรงึเซลลในเม็ดเจลอัลจเินตเพื่อเพิ่มประสิทธภิาพของเซลลในการยอย

สลายสารเคมีอันตราย 
เนื่องจากอัลจิเนตมีขอดีหลายประการ เชน การตรึงเซลลจุลินทรียในเม็ดเจลอัลจิเนตใช

วิธีการที่ไมยุงยาก ราคาไมแพง และไมเปนพษิตอเซลลจุลินทรียหรือเอนไซมทีน่ํามาตรึง 
นอกจากนีย้ังชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทาํงานของเซลล และปราศจากการปนเปอน ปองกนัเซลล
จากส่ิงแวดลอมภายนอก (Mukerjee-Dhar และคณะ, 1998) จากขอดีตางๆ เหลานี้ นักวิจัยจึง
สนใจนาํเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาประยุกตใชในการยอยสลายสารเคมีอันตราย ดังเชน
งานวิจยัดังตอไปนี้ 

Mukerjee-Dhar และคณะ (1998) ไดใช Rhodococcus opacus สายพนัธุ TSP203 ซึ่ง
เปนเช้ือที่สามารถยอยสลาย polychlorinated biphenyls หรือ PCBs ได มาตรึงในอัลจิเนต เพือ่
ใชในการยอยสลาย Kaneclor 300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 โดยเปรียบเทียบกับเซลล
อิสระ พบวาการยอยสลาย Kaneclor 300 และ Kaneclor 400  ทัง้เซลลอิสระและเซลลตรึงมี
ประสิทธิภาพใกลเคียงกัน แตการยอยสลาย Kaneclor 500 พบวาเซลลตรึงจะยอยสลายไดดีกวา
เซลลอิสระ และพบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย Kaneclor 300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 
500 ไดอยางตอเนื่องจาํนวน 3 คร้ัง ในขณะที่เซลลอิสระใชไดเพียงคร้ังเดียวเทานัน้เนื่องจากเซลล
เกิดการแตกสลายเพราะ Kaneclor  มีความเปนพิษตอเซลล 

Manikandan และคณะ (2007) ไดตรึง crude  cell extract ในอัลจิเนต ซึ่ง crude  cell 
extract ไดจากการสกัดจาก Pseudomonas aeruginosa ดวยวิธ ีultrasonic disintegration แลว
ปนเหวี่ยง เพือ่เอาสวนน้าํใสที่มีเอนไซมสําหรับการยอยสลายคลอโรเบนซีน (chlorobenzene) ซึ่ง
เปนเอ็กตราเซลลูลารเอนไซม ทาํการทดสอบใน packed bed column เพื่อใชในการยอยสลาย
คลอโรเบนซีนความเขมขน 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเซลลตรึงแบบ crude  cell 
extract สามารถยอยสลายคลอโรเบนซีนไดเร็วกวาใชจลิุนทรียในการยอยสลาย ทีค่ลอโรเบนซีน 
ความเขมขน 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงสามารถยอยสลายคลอโรเบนซีนได 83%, 
40%  และ 46% ตามลําดับ ภายในเวลา 35 นาที  
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Ha และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลาย coumaphos ซึ่งเปนยาฆาแมลงชนิดหนึง่ และ 
chlorferon ซึง่เปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการไฮโดรไลซิส  โดยใชกลุมแบคทีเรียทีม่ีความสามารถใน
การยอยสลายสารเหลานี้มาตรึงในอัลจิเนต  พบวาเซลลตรึงในระบบถังปฏิกรณ มีอัตราการยอย
สลาย coumaphos ไดดีกวาเซลลอิสระมากถงึ 2.5 เทา สวน chlorferon พบวาเซลลตรึงมีอัตรา
การยอยสลายดีกวาเซลลอิสระมากถงึ 5 เทา ซึง่สาเหตุที่เซลลตรึงมีอัตราการยอยสลายสารดีกวา
เซลลอิสระ เนือ่งจากเม็ดเจลชวยปกปองเซลลที่อยูภายในเม็ดเจลจากความเปนพษิของ 
coumaphos และ chlorferon และสวนประกอบของอัลจิเนตจะทําใหสรีระวิทยาของเซลล
เปล่ียนแปลงซึง่สงผลใหเซลลทนตอความเปนพษิของสารพิษไดดีข้ึน นอกจากนีก้ารตรึงเซลลใน
แคลเซียมอัลจิเนตจะทําใหเซลลเมมเบรนเพิ่มสภาพใหสารซึมผานได  

Tao และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Sphingomonas sp. GY2B ที่
ตรึงในอัลจิเนต ซึ่ง Sphingomonas sp. GY2B เปนเช้ือที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนท
รีนดี พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟแนนทรีนไดดีทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อชนิด mineral salts 
medium (MSM) และอาหารเล้ียงเชื้อชนิด 80% artificial seawater (AS) และยอยสลายฟแนนท
รีนไดดีกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึงสามารถยอยสลายฟแนนทรีนความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ไดมากกวา 90% ภายในเวลา 36 ชั่วโมง และยอยสลายฟแนนทรีนไดมากกวา 99.8% ใน
ชั่วโมงที ่72  

จากงานวิจยัขางตน จะเห็นวาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในเม็ดเจลมีความแตกตางกนั 
ตามวิธกีารสังเคราะหม็ดเจล สารต้ังตนทีใ่ช และเทคนคิการนําเซลลตรึงไปใชประโยชน งานวิจัยนี้
จึงไดสังเคราะหเม็ดเจลทั้งจากเจลแลนกัมและอัลจิเนต แลวนํามาตรึงแบคทีเรีย เพือ่ไปใชสําหรับ
ยอยสลาย BPA ตอไป  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณทีใ่ชในการทดลอง 
 1. เคร่ือง HPLC รุน 10-AV ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
 1. เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 

 2. เคร่ืองชั่ง รุน L2200P และ  A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
 3. เคร่ืองนึง่อบฆาเช้ือ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 

    4. ตูเข่ียเช้ือแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT – 124 ของบริษัท International 
Sciencetific Supply, USA. 
 5. ตูดูดควัน (fume hood) รุน airone 12009s ของบริษทั Safelab systems, England. 

      5. เคร่ืองเขยา รุน Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
       6. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys20 บริษัท  
 Thermospectonic, Japan.  
       7. เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Sorvall® Biofuge   
 Stratos บริษัท Heraeus, Germany. 
       8. เคร่ืองปนเหวี่ยงชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 บริษัท Kubota,   
 Japan. 
   9. เคร่ืองกําเนดิเสียงความถีสู่ง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan    
 Ultrasonics, England. 
      10. ตูบมเช้ือ รุน Heraeus type B 5050 E ของบริษัท Heraeus, Germany. 
   11. เคร่ืองบด (blender) รุน MX-T31GH ของบริษัท Matsushita Electric, Taiwan. 
   12. เคร่ืองปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
   13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษทั Sanyo  
 Electric, Japan. 

  14. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ –70๐ซ รุน ULT1786 ของบริษัท 
 Forma Scientific, USA. 
 15. ปเปตต (pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, France. 
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 16. ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 20 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร ของบริษัท 
Drummond Scientific, USA. 
 17. ขวดแกวฝาเกลียว (vial) ขนาด 22 มิลลิลิตร (Screw Cap with Teflon Liner) ของ
บริษัท Lab System, Thailand. 
            18. ขวดขนาด 50 มิลลิลิตร (serum type reaction vial) ของบริษัท Supelco, USA. 
 19. ฝาปดขวดขนาด 50 มิลลิลิตร (20 mm aluminium crimp seals) 
 20. Headspace septa teflon 

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

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

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

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

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

รูปท่ี 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย 
 

หาแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพการ
ยอยสลาย BPA ดีที่สุด 
1. Methylobacterium sp.  
2. Enterobacter sp. BPR1 
3. Bacillus cereus BPW4 
4. Enterobacter sp. BPW5 
5. Sphingobium sp. P2 
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รูปท่ี 3.1 แผนผังการดําเนินงานวิจัย (ตอ) 
 

ทราบสารอาหารที่เหมาะสม 1
ชนิด และแบคทีเรียทีย่อย
สลาย BPA ดีที่สุด 1 ชนิด

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

ตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขนตางๆ 
และหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน 

ตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัมและอัลจิเนต
และตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขนตางๆ ในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคส 

ศึกษาความสามารถในการใช
เซลลตรึงซํ้าอยางตอเนื่อง และ
ความเสถียรของเซลลตรึง

ไดเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีที่สุด 
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3.2 การเพาะเลี้ยง Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, Bacillus cereus 
BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 

3.2.1 จุลินทรีย 
จุลินทรียที่ใชในการทดลองมี 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3,  Enterobacter 

sp. BPR1, Bacillus cereus BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 ซึ่ง
แบคทีเรียแตละชนิดคัดแยกมาจากแหลงตางๆ และมีลักษณะโคโลนีแตกตางกันเมื่อเล้ียงบน
อาหารเล้ียงเชื้อแข็ง Carbon Free Mineral Medium (CFMM) (ภาคผนวก)  ที่เติม 0.1% กลูโคส  
ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แหลงที่มาและลักษณะของแบคทีเรียแตละชนิด 
 

ชนิดแบคทีเรีย แหลงแบคทีเรีย ลักษณะแบคทีเรีย เอกสารอางอิง
Methylobacterium 
sp. NP3 

ดินที่ปนเปอนน้ํามนั โคโลนีกลมขนาดเล็ก
ขอบเรียบ สีชมพู 

นันทธร เภาราช, 2550

Enterobacter sp. 
BPR1 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาวครีม 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Bacillus cereus
BPW4 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช 
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีคอนขางกลม
ขนาดใหญ  ขอบไม
เรียบ สีขาว 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Enterobacter sp. 
BPW5 

สารละลาย half-
strength Hoagland’s 

nutrient ที่เล้ียงพืช 
ยอยสลาย BPA 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเรียบ สีขาวครีม 

Saiyood และคณะ, 
2010  

Sphingobium sp. 
P2 

ดินที่ปนเปอนน้ํามนั
ปโตรเลียม 

โคโลนีกลมขนาดเล็ก 
ขอบเ รียบ  สี เห ลือง
ออน 

Supaka และคณะ,
2001 
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3.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
          อาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อรักษาแอคทิวิตี จะข้ึนกับชนิดของ
แบคทีเรีย  โดยอาหารเล้ียงเชื้อที่ใชในการเพาะเล้ียง Methylobacterium sp. NP3 คือ อาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติมฟนอลความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM 
เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ Methylobacterium sp. NP3  สวนอาหารเล้ียงเชื้อที่
ใชในการเพาะเล้ียง Enterobacter sp. BPR1, Bacillus cereus BPW4 และ Enterobacter sp. 
BPW5 คือ อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM  ที่เติม BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลว CFMM เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ Enterobacter sp. BPR1, 
Enterobacter sp. BPW5 และ Bacillus cereus BPW4  และอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการ
เพาะเล้ียง Sphingobium sp. P2 คือ อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมน้ํามันเคร่ือง 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM เพื่อเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญของ 
Sphingobium sp. P2  
 
3.3 การศกึษาสารอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียแตละ
ชนิด 
 3.3.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
 นําแบคทีเรีย 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3, Enterobacter sp. BPR1, 
Bacillus cereus BPW4, Enterobacter sp. BPW5 และ Sphingobium sp. P2 เล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่แปรผันสารอาหาร ไดแก 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สาร
สกัดจากยีสต (Sakai และคณะ, 2007) ซึ่งสารอาหารเหลานี้เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญ
ของแบคทีเรีย ถาแบคทีเรียเจริญไดดีก็นาจะสงผลใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดี เปนเวลา  2-4 วัน ดังรูปที่ 3.2  จากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวย
อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เป
ปโตน หรือ 0.1% กลูโคส หรือ 0.1% สารสกัดจากยีสต เพื่อใหเซลลมีคา OD600 เทากับ 1.0 เพื่อ
นํามาทดสอบการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
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รูปท่ี 3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคสท่ีเลี้ยงแบคทีเรียชนิดตางๆ เปนเวลา 
2-4 วนั เมื่อเปรียบเทียบกับท่ีเวลา 0 วัน 

 
3.3.2 การทดสอบการยอยสลาย BPA 
นําเซลลที่มีคา OD600 เทากับ 1.0 มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม

สารอาหารแตละชนิดใหไดคา OD600 เทากับ 0.8 และเติม BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
บมโดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 สัปดาห เก็บผลการ
ทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 เพื่อวิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลา
ตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวัดการเจริญของแบคทีเรียตามวิธีขอ 3.6.2 การทดลองนี้มีชุดควบคุม 
2 ชุด คือ  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ  BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารแตละชนิด และ BPA ความเขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอยสลาย BPA โดยไมมีการเติม
สารอาหาร ประกอบดวย อาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แบคทีเรีย ซึ่งเตรียมหัวเชื้อในอาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส เปนเวลา  2-4 วัน จากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง 
แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว CFMM  
แลวนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลใช
กลูโคสใหหมด หลังจากนั้นนํามาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที อีกคร้ัง แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลว CFMM และละลายเซลลในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM เพื่อใหเซลลมีคา OD600 
เทากับ 1.0 และ BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  
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ทุกชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA และการเจริญ
ของแบคทีเรียแตละชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมสารอาหารที่ตางกัน และคัดเลือก
แบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ดีที่สุดและมีการเจริญคอนขางดี เพื่อ
นํามาใชในการทดลองข้ันตอไป 
 
3.4 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ และตรวจหา
สารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
 3.4.1 ตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ  

นําแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุดที่ไดจากขอ 3.3.2 มาใช
ทดสอบเพื่อดูประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ โดยเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM และเติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 ทําการทดลองตามวิธีขอ 3.3.2  
แต BPA ที่ใชในการตรวจสอบประสิทธิภาพมี 6 ความเขมขน ไดแก ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 
80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนโดยใหมีคา OD600 เทากับ 1.0 ซึ่งมี
จํานวนเซลลแบคทีเรีย 1011 CFU ตอมิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15 เพื่อวิเคราะห
ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลาตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะห
จํานวนแบคทีเรียตามวิธีขอ 3.6.2 การทดลองนี้มีชุดควบคุม 1 ชุด คือ  

ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ  BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 3.3.2 และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร  
  

3.4.2 การตรวจหาสารมัธยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
ตรวจหาสารมธัยันตรทีเ่กิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA เพื่อวิเคราะหชนิดของ

สารมัธยนัตรทีเ่กิดข้ึนจากกระบวนการยอยสลาย BPA วาเปนสารที่มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย 
(Dead end metabolite) หรือแบคทีเรียสามารถนําสารนี้ไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานได และทํานายวถิขีองการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพนัธุนี ้  โดยนําตัวอยางมา
ปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาท ีแลวเก็บสวนน้าํ
ใส หลังจากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC โดยการฉีดสารมธัยันตรทีท่ราบมาจากงานวจิัย
กอนหนา เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทยีบ ดังเชนงานวิจัยของ Sakai และคณะ (2007) และ Zhang และ
คณะ (2007) ที่ตรวจพบสารมัธยนัตรชนดิไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน และกรดไฮดรอกซีเบนโซอกิ ที่
เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA ซึ่งมีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 3.3  ดังนั้นในการทดลองนี้
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จึงใชสารมัธยนัตรชนิดไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก เปนสารมาตรฐาน
สําหรับเปรียบเทียบ คา retention time ของสารมัธยนัตรที่เกิดข้ึน ซึง่ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนนมีคา 
retention time เทากับ 2.699 สวนกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกมีคา retention time เทากับ 1.636 
 

                              
(a) ไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน                  (b) กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 

 
รูปท่ี 3.3 สูตรโครงสรางของสารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 

 
 

3.5 การตรึงแบคทีเรียในวัสดุพอลิเมอรเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA และ
ศึกษาลกัษณะของเซลลตรึง 
 เนื่องจาก BPA มีความเปนพิษตอแบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียมีอัตราการรอดชีวิตนอยเม่ือ
เจอกับ BPA ความเขมขนสูง ซึ่งสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ไมดี (Zhang และคณะ, 
2007) ดังนั้นจึงทําการทดลองโดยการตรึงแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดีที่สุดดวยวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ เพื่อชวยปกปองแบคทีเรียจากความเปนพิษของ BPA และ
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ที่ความเขมขนสูงใหดีข้ึน ซึ่งวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ
ที่นํามาใชในการทดสอบมี 2 ชนิด คือ เจลแลนกัม และอัลจิเนต 
 
 3.5.1 การสังเคราะหเม็ดเจล 
         3.5.1.1 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัม 

          การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัมทําตามวิธีการของ  Wang และคณะ (2007) โดย
ละลายผงเจลแลนกัม 1 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ต้ังทิ้งไวใหเย็น หลังจากนั้นนํา
สารละลายเจลแลนกัมผสมกับอาหารเล้ียงเชื้อในอัตราสวน 3:1 แลวใชทิปขนาด 5 มิลลิลิตร ใน
การหยดสวนผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.1 M ที่กวนและใหความเย็นอยูตลอดเวลา 

35



 

42

เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว  ซึ่งวิธีการสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัมตามที่กลาวมา
สามารถสรุปเปนแผนผังไดดังรูปที่ 3.4 
 

                    ผงเจลแลนกัม 1 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 

      นึ่งฆาเชื้อ 
 
                ผสม 3 สวนของสารละลายเจลแลนกัม 1% และ 1 สวนของอาหารเล้ียงเชื้อ 
 
                                                         ต้ังทิ้งไวจนไมมีฟอง 
 
                                              หยดลงในสารละลาย 0.1 M CaCl2 
 
                                                 ใหความเย็นและกวน 2 ชั่วโมง 
                                                       

  เม็ดเจลเจลแลนกัม 
 

รูปท่ี 3.4 การสังเคราะหเม็ดเจลเจลแลนกัม 
 

3.5.1.2 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนต 
 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนตทําตามวิธีการของ Ha  และคณะ (2009) และ 

Tsen และคณะ (2003) โดยละลายผงโซเดียมอัลจิเนต 4 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวนําไป
นึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
ต้ังทิ้งใหเย็น หลังจากนั้นนําสารละลายอัลจิเนตผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อในอัตราสวน 1:1 แลวใช
ทิปขนาด 5 มิลลิลิตร ในการหยดสวนผสมลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.2 M ที่กวนและให
ความเย็นอยูตลอดเวลา เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว  ซึ่งวิธีการสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิ
เนตตามที่กลาวมาสามารถสรุปเปนแผนผังไดดังรูปที่ 3.5 
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                   ผงอัลจิเนต 4 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
 

  นึ่งฆาเชื้อ 
 
                  ผสม 1 สวนของสารละลายอัลจิเนต 4% และ 1 สวนของอาหารเล้ียงเชื้อ 
                                                     ต้ังทิ้งไวจนไมมีฟอง 
 
                                           หยดลงในสารละลาย 0.2 M CaCl2 
 
                                              ใหความเย็นและกวน 2 ชั่วโมง 
 
                                                       เม็ดเจลอัลจิเนต 

 
รูปท่ี 3.5 การสังเคราะหเม็ดเจลอัลจิเนต 

 
3.5.2 การศึกษาลกัษณะของวัสดุตรึงและเซลลตรึง 

 ลักษณะของเซลลตรึงที่ศึกษาคือ ศึกษาสัณฐานวทิยาของวัสดุตรึงและเซลลตรึง ขนาด
ของเม็ดเจล และการแตกของเม็ดเจลหลังการสังเคราะห                                   

     
    3.5.2.1 สัณฐานวทิยา  

                      ศึกษาสัณฐานวทิยาของวัสดุตรึงและเซลลตรึงทั้งเซลลภายในวัสดุตรึงกอนและหลัง
การเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติม BPA โดยการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscope หรือ SEM)   ในการเตรียมตัวอยางที่มีแบคทเีรียตรึงมีวิธกีาร
ดังนี้ แชตัวอยางใน 1% ออสเมียมเตตรอกไซด เปนเวลา 1 ชั่วโมง และลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง ขจดั
น้ําออกดวยเอทานอลที่ความเขมขน 30%, 50%, 70% และ 90% ตามลําดับ ข้ันตอนละ  10 นาที 
และตามดวยเอทานอลความเขมขน 99.99% เปนเวลา 10 นาที จาํนวน 3 คร้ัง แลวนาํไปทาํให
แหง ณ จกุวกิฤต ดวยเคร่ือง Critical Point Dryer ยีห่อ Balzers model CPD 020 จากนั้นนาํ
ตัวอยางมาติดที่แทนทองดวยน้ํายาทาเล็บ แลวนาํตัวอยางไปฉาบทองดวยเคร่ือง Ino sputter 
ยี่หอ  Balzers model SCD 040 และนําตัวอยางที่ไดไปถายภาพโดยใชเคร่ือง Scanning 
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Electron Microscope รุน JEOL, model JSM-5410LV เพื่อดูการเกาะของแบคทีเรียในเม็ดเจล 
ณ ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
 
                  3.5.2.2 ขนาดของเม็ดเจล  

         วัดขนาดของเม็ดเจล โดยการวัดดวยเคร่ือง vernier caliper ซึ่งสุมนับเม็ดเจลแตละ
ชนิดจํานวน 30 เม็ดเจล 

 
                      3.5.2.3 การแตกของเม็ดเจลหลังการสังเคราะห 
          วัดการแตกของเม็ดเจลหลังจากการสังเคราะหเม็ดเจลเสร็จ โดยนับจํานวนเม็ดเจล
ที่แตกหารดวยจํานวนเม็ดเจลทั้งหมด ตามวิธีการของ Wang และคณะ (2007) 
 

3.5.3 การศึกษาสมบัติของวัสดุตรึง 
        3.5.3.1 การทําปฏิกิริยากับ BPA 

          นําวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบกับ BPA กอน เพื่อดูวาวัสดุตรึงแตละชนิดทํา
ปฏิกิริยากับ BPA หรือไม โดยนําเม็ดเจลแตละชนิดใสในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม
สารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 และเติม BPA ความเขมขน 80 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 1 กรัม 
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน แลวสังเกตการเปล่ียนแปลง
ของอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจล  
 
          3.5.3.2 การดูดซับ BPA 
                    ทดสอบการดูดซับ BPA ของวัสดุตรึงแตละชนิด โดยนําเม็ดเจลแตละชนิดจํานวน 1 
กรัม ใสในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 และเติม BPA 
ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงเวลาที่เม็ดเจลดูดซับ BPA ไดอยางสมบูรณ และวิเคราะหปริมาณ 
BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวตามวิธีขอ 3.6.1  
 

3.5.4 การตรึงแบคทีเรียในวัสดุตรึง 
                 3.5.4.1 การตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัม 

         การตรึงแบคทีเรียในเจลแลนกัมทําตามวิธีขอ 3.5.1.1 โดยนาํแบคทีเรียที่เล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 เปนเวลา 3 วัน ไปปนแยก
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เซลลดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM และละลายเซลลในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ทีเติมสารอาหารทีคั่ดเลือกจากขอ 3.3.2 หลังจากนั้นนําแบคทีเรียทีม่ีเซลล
เร่ิมตนประมาณ 1014 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาผสมกับสารละลายเจลแลนกมั
ความเขมขน 1% (w/v) ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ใหเขากนั ต้ังทิง้ไวจนไมมีฟองอากาศ แลวหยดลงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรด ปลอยใหเมด็เจลแข็งตัว 2 ชั่วโมง โดยมีปริมาณเซลลสุดทายในเมด็
เจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัมเม็ดเจล ลางเม็ดเจลดวยน้าํเกลือปลอดเชื้อและน้ํากล่ันปลอดเชือ้
กอนนําไปทดลองในข้ันตอไป 
           

       3.5.4.2 การตรึงแบคทีเรียในอัลจิเนต 
         การตรึงแบคทีเรียในอัลจิเนตทาํตามวิธีขอ 3.5.1.2 โดยนาํแบคทีเรียที่เล้ียงใน

อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 เปนเวลา 3 วัน ไปปนแยก
เซลลดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 
นาที แยกสวนน้ําใสทิ้ง แลวลางเซลลดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM และละลายเซลลในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM และอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2  
หลังจากนั้นนาํแบคทีเรียที่มเีซลลเร่ิมตนประมาณ 1013 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
มาผสมกับสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 4% (w/v) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ใหเขากนั ต้ัง
ทิ้งไวจนไมมฟีองอากาศ แลวหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่มีการกวนเปนเวลา 2 
ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลแข็งตัว โดยมีปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัม
เม็ดเจล ลางเม็ดเจลดวยน้ําเกลือปลอดเชือ้และน้ํากล่ันปลอดเช้ือกอนนาํไปทดลองในข้ันตอไป 

 
3.5.5 การศึกษาประสิทธภิาพของเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA 
         3.5.5.1 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 

                     นําเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมที่ไดจากวิธีขอ 3.5.4.1 จํานวน 2 กรัม ซึ่งมี
ปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU ตอกรัมเม็ดเจล และเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิ
เนตที่ไดจากวิธีขอ 3.5.4.2 จํานวน 2 กรัม ซึ่งมีปริมาณเซลลสุดทายในเม็ดเจลประมาณ 1012 CFU 
ตอกรัมเม็ดเจล ใสในอาหารเล้ียงเชื้อที่คัดเลือกจากขอ 3.3.2 10 มิลลิลิตร โดยแปรผันความเขมขน 
BPA ต้ังแต 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15 เพื่อวิเคราะห
ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวที่เวลาตางๆ ตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะห
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จํานวนของแบคทีเรียทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อและแบคทีเรียในเม็ดเจล ตามวิธีขอ 3.6.2 และ 3.6.3 
การทดลองนี้มีชุดควบคุม 2 ชุด คือ  

        ชุดควบคุมเพื่อศึกษาผลของกระบวนการทางกายภาพตอการลดลงของ BPA 
ประกอบดวย อาหารเล้ียงเชื้อจากขอ 3.3.2 และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร  

        ชุดควบคุมเพื่อศึกษาการดูดซับ BPA โดยวัสดุตรึง ประกอบดวย อาหารเล้ียงเช้ือ
จากขอ 3.3.2 วัสดุตรึงที่ไมมีแบคทีเรีย จํานวน 2 กรัม และ BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  

        ทุกชุดการทดลองทํา 3 ซ้ํา เปรียบเทียบปริมาณ BPA ที่เหลืออยูของชุดทดลองตางๆ 
และคัดเลือกเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุด เพื่อนํามาใชในการทดลองข้ัน
ตอไป 

 
         3.5.5.2 ความสามารถในการใชเซลลตรึงซํ้าอยางตอเนื่อง และความเสถียร
ของเซลลตรึง 

        ศึกษาเซลลตรึงที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีที่สุด โดยตรวจสอบ
ความสามารถในการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม (Reusability) โดยเก็บเซลลตรึงที่ไดจากการ
ทดลองขอ 3.5.5.1  มากรองดวยกระดาษกรองปลอดเช้ือ เพื่อมาเล้ียงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยเติมเซลลตรึงประมาณ 10 กรัม ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 50 มิลลิลิตร 2 ชนิด คือ 
อาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM และอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารที่คัดเลือกจากขอ 
3.3.2 โดยทดสอบ BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เก็บผลการทดลองวันที่ 0, 1, 3, 5, 7, 9, 12 และ 15  โดยการปนเก็บสวนน้ําใสแลว
วิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูตามวิธีขอ 3.6.1 และวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในอาหาร
เล้ียงเชื้อและแบคทีเรียที่ตรึงในวัสดุตรึงโดยใชเทคนิค total plate count ตามวิธีขอ 3.6.2 และ 
3.6.3 เม่ือเก็บผลการทดลองครบ 15 วัน ใหเติม BPA เพิ่ม โดยใช BPA จาก stock ความเขมขน 
300 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ละลายในอะซิโตไนไตรล เพื่อใหไดความเขมขนเทากับเมื่อเร่ิมตนการ
ทดลอง ทําซ้ําหลายๆ คร้ัง เพื่อหาประสิทธิภาพของเซลลตรึงวาสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดกี่คร้ัง 
ทั้งนี้พิจารณาจากเวลาที่ใชยอยสลาย BPA จนหมด และจํานวนแบคทีเรียที่เหลือในเม็ดเจลหลัง
จากการใชงาน ซึ่งไดทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา และตรวจสอบความเสถียร (Stability) ของเซลล
ตรึง วาเซลลตรึงไมหลุดออกมาขางนอก เนื่องจากการแตกหรือการละลายของวัสดุตรึง โดยดูจาก
การทดลองการนําเซลลตรึงกลับมาใชใหม 
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3.6 การวิเคราะห 
 3.6.1 การวิเคราะหปริมาณ BPA  

วิเคราะหปริมาณ BPA ทีเ่หลืออยูในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวดวย HPLC ยี่หอ Shimazu 
คอลัมนชนิด Inertsil ODS-3 ขนาด 4.6x150 มม. ตามวิธกีารวเิคราะหของ Ohko และคณะ 
(2001) ซึ่งมีตัวชะสาร (mobile phase) คือ อะซิโตไนไตรล 50% และนํ้ากล่ันปลอดประจุ 50% มี
อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลตที่ใชตรวจวเิคราะหคือ 275 
นาโนเมตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส โดยนาํแตละตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยเคร่ืองปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที เพื่อใหไดสวนน้ําใส แลวนําสวนน้ําใสมา
กรองผานเมมเบรนชนิด PTFE ขนาด 0.22 ไมครอน ซึ่ง BPA มีคา retention time เทากับ 5.546 
ผลการวิเคราะหปริมาณ BPA ที่เหลืออยูจะคิดเปนเปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับวนัที่ 0 ซึ่งคิดเปน 
100 เปอรเซ็นต และนําพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการวเิคราะหดวย HPLC มาเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ BPA ที่ความเขมขนตางๆ เพื่อคํานวณปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเล้ียงเชือ้
เหลวเปนมิลลิกรัมตอลิตร (ภาคผนวก) 
 

3.6.2 การวิเคราะหการเจริญของแบคทีเรียอิสระ 
การเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวมีวิธวีัด 2 วิธ ีคือ วัดดวยเคร่ือง 

Spectrophotometer ที่คาการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร และเทคนิค total plate count โดยนํา
แบคทีเรียที่อยูในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM มาเจือจางเช้ือโดยวธิ ี 10-fold dilution และนํา
ความเขมขนทีเ่หมาะสมมาเกล่ียใหทั่วผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมสารอาหารที่
เหมาะสมจากวิธีขอ 3.3.2 บมเช้ือประมาณ 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง จากนัน้นับจํานวนโคโลนีในชวง 
30-300 โคโลนี แลวคํานวณคา CFU ตอมิลลิลิตร 

 
3.6.3 การวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในวัสดุตรึง 
วิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียในวัสดุตรึงโดยใชเทคนิค total plate count  สําหรับ

แบคทีเรียในเจลแลนกัมจะวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียโดยนําเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีแบคทีเรีย
ตรึงอยูมาบดใหละเอียด แลว sonicate ดวยเคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูง เปนเวลา 2 นาที 
หลังจากนั้นนําไปเขยาดวยเคร่ือง vortex ประมาณ 3 นาที และทําซํ้าหลายๆ คร้ังเพื่อใหแนใจวา
แบคทีเรียที่อยูในวัสดุตรึงหลุดออกมาจนหมด และนําแบคทีเรียที่หลุดออกจากวัสดุตรึงมาเจือจาง
เช้ือโดยวิธี 10-fold dilution และนําความเขมขนที่เหมาะสมมาเกล่ียใหทั่วผิวหนาอาหารเล้ียงเชื้อ
แข็ง CFMM ที่เติมสารอาหารที่เหมาะสมจากวิธีขอ 3.3.2 บมเชื้อประมาณ 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
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จากนั้นนับจํานวนโคโลนีในชวง 30-300 โคโลนี แลวคํานวณคา CFU ตอกรัม  สวนแบคทีเรียในอัล
จิเนตจะวิเคราะหจํานวนของแบคทีเรียโดยเติมสารละลายโซเดียมซิเตรตความเขมขน 1% ลงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตที่มีแบคทีเรียตรึงอยู แลวนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง เพื่อใหเม็ดเจลละลาย ตามวิธีการของ Tsen และคณะ (2003) 
หลังจากนั้นนําแบคทีเรียมาเจือจางเชื้อโดยวิธี 10-fold dilution เชนเดียวกับแบคทีเรียในเจล
แลนกัม 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง  
 

4.1 การศึกษาสารอาหารที่เหมาะสมสาํหรับเสริมการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียแตละ
ชนิด  

การทดลองนีศึ้กษาสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยใชแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ 5 ชนิด ไดแก Methylobacterium sp. NP3, 
Enterobacter sp. BPR1, Enterobacter sp. BPW5, Bacillus cereus BPW4 และ 
Sphingobium sp. P2  ซึ่งสารอาหารที่ใชในการทดสอบมี 3 ชนดิ คือ 0.1%   เปปโตน 0.1% 
กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต ทัง้นี้เนื่องจากเปนสารอาหารทีแ่บคทีเรียนาํไปใชไดงาย  จงึ
อาจเพิม่ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ใหดีข้ึน   

ในข้ันแรกผูวิจยัไดทําการทดลองโดยใชอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร 
พบวาแบคทีเรียทุกชนิดยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดนอยมากหรือไมมีการ
ยอยสลายเลย โดยยอยสลายไดประมาณ 0-9% (รูปที่ 4.1a)  สวนการยอยสลาย BPA ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPR1 และ BPW4 สามารถ
ยอยสลาย BPA ไดมากกวา 50% ในวันที ่ 7 ในขณะที่แบคทีเรียสายพนัธุ NP3 และ BPW5 ยอย
สลาย BPA ไดตํ่ากวา 45% (รูปที่ 4.1b)  สําหรับการยอยสลาย BPA ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาแบคทีเรียทกุชนิดสามารถยอยสลาย BPA ไดคอนขางดี ซึ่ง
แบคทีเรียสายพันธุ BPR1 และ BPW4 สามารถยอยสลาย BPA ไดมากกวา 60% ในวนัที่ 7 สวน
แบคทีเรียสายพันธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA ได 51% ในขณะที่แบคทีเรียสายพนัธุ NP3 และ 
BPW5 ยอยสลาย BPA ไดประมาณ 43% (รูปที่ 4.1c)  และการยอยสลาย BPA ในอาหารเล้ียง
เชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% สารสกัดจากยีสต  เมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ทั้งหมด พบวาแบคทเีรียสายพนัธุ BPW4 ยอยสลาย BPA ไดดีที่สุด คือ สามารถยอยสลาย BPA 
ไดประมาณ 65% ในวันที ่7 ในขณะท่ีแบคทีเรียอีก 4 ชนิด ยอยสลาย BPA ไดตํ่ากวา 50% (รูปที ่
4.1d)  ในขณะเดียวกนัชดุควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM สารอาหาร และ 
BPA แตไมมีเชื้อ พบวาเมื่อเวลาผานไป 7 วัน BPA ถูกยอยสลายไดเพยีงเล็กนอย ซึง่ยอยสลายได
ประมาณ 1-9% (รูปที่ 4.1a - 4.1d) 
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รูปท่ี 4.1 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM ที่ไมมีการเติมสารอาหาร (a)  

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

สําหรับการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิด พบวาแบคทีเรียทุกชนิดในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร มีการเจริญลดลงต้ังแตวนัที ่ 0 จนถึงวันที่ 7 ดังรูปที่ 
4.2a โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพนัธุ NP3 ที่มีการเจริญลดลงอยางเหน็ไดชัด โดยมีคา OD600 ลดลง
จาก 0.8 เปน 0.6  สวนการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่
เติม 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต พบวาแบคทีเรียทุกชนิดมีการ
เจริญสูงสุดในวันที่ 1 โดยมีคา OD600 เพิม่ข้ึนจาก 0.8 เปน 1.0 -1.1 และการเจริญของแบคทีเรีย

 (a)                                                    (b)

 (c)                                                    (d)
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คอยๆ ลดลงหลังจากนั้น (รูปที่ 4.2b – 4.2d)  และเม่ือเปรียบเทยีบการเจริญของแบคทีเรียใน
อาหารเล้ียงเชือ้ที่เติมสารอาหารแตละชนดิ พบวาแบคทีเรียทกุชนิดในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส เจริญดีกวาเลีย้งในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน 
และ 0.1% สารสกัดจากยีสต  
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รูปท่ี 4.2 การเจริญของแบคทีเรียแตละชนิด ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM ที่ไมมีการเติมสารอาหาร (a)  

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

 (a)                                                     (b)

(c)                                                     (d)
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ดังนัน้การทดลองข้ันตอไปจึงเลือก Bacillus cereus BPW4 มาตรวจสอบประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ เนื่องจากเปนแบคทีเรียสายพนัธุที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ดีที่สุด และเจริญไดคอนขางดีเมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติม 0.1% 
กลูโคส  ทัง้นีผู้วิจัยยงัเลือก Sphingobium sp. P2 มาศึกษาเพิ่มเติมอีกดวย เนื่องจากแบคทีเรียนี้
ยอยสลาย BPA ไดคอนขางดี เมื่อเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ทีเ่ติม 0.1% กลูโคส และ
ยังมีความสามารถยอยสลายน้ํามัน และสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน เชน 
ฟแนนทรีนได (Supaka และคณะ, 2001) จึงคาดวาจะเหมาะสําหรับการนาํไปใชงานจริงเมื่อมีสาร
ปนเปอนหลายชนิดพรอมกนั 
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4.2 การตรวจสอบประสทิธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ และตรวจหา
สารมธัยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
 4.2.1 การตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 และสายพนัธุ P2 มาตรวจสอบประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 สามารถยอยสลาย BPA ที่ความ
เขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ได 74%, 46%  และ 30% ตามลําดับ ในวนัที ่15  ในขณะ
ที่ BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มลิลิกรัมตอลิตร การยอยสลายเกิดข้ึนไดเพียง 14%, 11% 
และ 1% ตามลําดับ ในวันที ่15 ดังรูปที ่4.3a   สําหรับแบคทีเรียสายพันธุ P2 พบวาสามารถยอย
สลาย BPA ไดนอยกวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4  โดยที่ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
แบคทีเรียสายพันธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA ไดประมาณ 40% และ 30% ตามลําดับ ในวนัที ่
15  ในขณะทีค่วามเขมขน 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุ P2 ยอย
สลาย BPA ไดนอยกวา 10% ดังรูปที ่ 4.3b  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส และ BPA แตไมมีเชื้อ พบวาเมือ่เวลาผานไป 15 วนั ที่ความ
เขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.3c)  จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวา
แบคทีเรียแบบเซลลอิสระสามารถยอยสลาย BPA ไดดี เมื่อ BPA มีความเขมขนนอย (5 และ 10 
มิลลิกรัมตอลิตร)  ดังนัน้ในการทดลองตอไปจึงจะพฒันาวิธีเพิ่มความสามารถของแบคทีเรียใน
การยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงตอไป โดยตรึงเซลลแบคทีเรียในวสัดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ 
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รูปท่ี 4.3 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 (a) แบคทีเรียสาย

พันธุ P2 (b) และชุดควบคุม (c) ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่เติม 0.1% กลูโคส 

(a) 

(b) 

(c) 
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ผลการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม 0.1% 
กลูโคสและ BPA ความเขมขนตางๆ พบวาในวนัที่ 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดที่
ความเขมขน BPA 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร มคีาประมาณ 12.22, 11.97, 
11.84, 11.66, 12.00 และ 12.18 Log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเปน 9.84, 9.37, 9.30, 8.90, 8.46 และ 6.92 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 4.4a)  ทัง้นี ้BPA ทั้ง 4 ความเขมขน มกีารเจริญของแบคทีเรียสาย
พันธุ BPW4 สูงสุดในวันที่ 1 ยกเวน BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ที่การเจริญ
ลดลงต้ังแตวนัที ่0 

 สวนผลการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม 0.1% 
กลูโคสและ BPA ความเขมขนตางๆ พบวาในวนัที่ 0 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรียทัง้หมดที่
ความเขมขน BPA 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร มคีาประมาณ 11.43, 11.21, 
10.97, 11.24, 11.27 และ 11.06 Log CFU ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน 
พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนเปน 9.86, 9.69, 9.56, 9.41, 9.26 และ 8.39 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (รูปที่ 4.4b)   การเจริญของแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ที่ BPA ความเขมขนทัง้ 
6 ความเขมขน สูงสุดในวันที่ 1 และหลังจากนั้นการเจริญคอยๆ ลดลง ซึ่งการยอยสลาย BPA ก็
คอนขางคงที ่ 
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รูปท่ี 4.4 จํานวนแบคทีเรยีสายพันธุ BPW4 (a) และแบคทีเรียสายพันธุ P2 (b) ระหวาง
การยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม  

0.1% กลูโคส 
 

(a) 

(b) 
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จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน จํานวนแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 และ P2 มีคาใกลเคียงกนั ที ่BPA ความเขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที ่
BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวนแบคทีเรียสายพันธุ P2 มีมากกวา
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 แสดงวาแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ทนตอ BPA ความเขมขนสูงไดดีกวา
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 อยางไรก็ดีเมือ่เปรียบเทียบคามิลลิกรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอน้าํหนัก
เซลลแหงและมิลลิกรัม BPA ทีถู่กยอยสลายตอ Log CFU ตอมิลลิลิตร ของแบคทีเรียทัง้ 2 สาย
พันธุ พบวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 มคีามากกวาแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ที่ BPA ความเขมขน 
10, 20, 40 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร สวนที่ BPA ความเขมขน 5 และ 100 มลิลิกรัมตอลิตร 
แบคทีเรียทัง้ 2 ชนิดมีคาเทากัน (ตารางที ่4.1) แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 มีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ดีกวาแบคทเีรียสายพันธุ P2 ซึ่งงานวิจัยนี้สนใจเร่ือง
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA มากกวาการเจริญของแบคทีเรีย ดังนัน้จึงเลือกใชแบคทีเรียสาย
พันธุ BPW4 ในการทดลองขัน้ตอๆ ไป  
 
ตารางท่ี 4.1 การเปรยีบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรียสายพันธุ 
BPW4 และ P2 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร) 

มิลลกิรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอ
มิลลกิรัมของน้ําหนกัเซลลแหง 

มิลลกิรัม BPA ที่ถูกยอยสลาย
ตอ Log CFU ตอมิลลลิิตร 

BPW4 P2 BPW4 P2 
5 0.0100 0.0110.002 0.0110.001 0.0110.002
10 0.0170.001 0.0130.004 0.0200.001 0.0130.003
20 0.0250.005 0.0110.007 0.0290.006 0.0100.007
 40 0.0240 0.0010.002 0.0280 0.0010.002
80 0.0290.003 0.0070.003 0.0330.004 0.0080.003

100 0.0040.003 0.0040.002 0.0050.004 0.0040.002
* หมายเหตุ มลิลิกรัม BPA ที่ถูกยอยสลายตอมิลลิกรัมของน้ําหนักเซลลแหงและมลิลิกรัม BPA ที่
ถูกยอยสลายตอ Log CFU ตอมิลลิลิตร คํานวณจากมลิลิกรัมของน้าํหนกัเซลลแหงเร่ิมตนและคา 
Log CFU ตอมิลลิลิตรเร่ิมตน 
 
 

51



 

42

4.2.2 การตรวจหาสารมัธยันตรของกระบวนการยอยสลาย BPA 
งานวิจยันี้ไดตรวจหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA แบบ

เบ้ืองตน โดยใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) เปนสารมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบคา retention 
time ของสารมัธยนัตรที่เกิดข้ึน  เมื่อนําตัวอยางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 วนัที ่0, 3, 7, 12 และ 15 มาฉีด HPLC ผลปรากฏวาวนัที ่0 
และวันที ่3 ไมมีคา retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยนัตรตัวอยาง แตการทดลองวันที ่7, 12 
และ 15 พบวามีกราฟที่มีคา retention time ประมาณ 1.636 (ภาคผนวก) ซึ่งใกลเคียงกับสารมธั
ยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะเดียวกนัชดุควบคุมที่ไมมีเชื้อ ในการทดลองวนัที ่ 0 ถึง
วันที่ 15 ไมพบวามกีราฟทีม่ีคา  retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบน
โซอิก (ภาคผนวก) โดยความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดข้ึนจากวันที ่ 7 ถึงวนัที ่ 15 มี
คาเพิ่มข้ึน (รูปที ่ 4.5)  จากผลการทดลองท่ีไดแสดงใหเหน็วาเมื่อแบคทีเรียยอยสลาย BPA จะทํา
ใหเกิดการสะสมของสารมัธยันตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก โดยในชวงวนัแรกๆ ของการทดลอง
ไมพบสารมัธยันตรชนิดนี้เนือ่งจากมีปริมาณนอย แตเมื่อเวลาผานไปมีการสะสมของสารมากข้ึน 
จึงสามารถตรวจพบได 
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รูปท่ี 4.5 ความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลาย BPA 
ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 
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 นอกจากนีย้ังไดทดสอบวากรดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เกิดข้ึนเปน dead end product หรือ
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 สามารถนาํไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดหรือไม โดย
ทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่มีการแปรผันความเขมขนของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 3 
ความเขมขน คือ 50, 100 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 สามารถ
เจริญไดในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขนตางๆ โดยเฉพาะความเขมขน 
500 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุนีเ้จริญไดดีมาก และการเจริญของแบคทีเรียนี้จะคอนขาง
คงที่เมื่อเวลาผานไป 1 วนั (รูปที่ 4.6) 
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รูปท่ี 4.6 การเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ระหวางการยอยสลายกรดไฮดรอกซี

เบนโซอิก ความเขมขน 50-500 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM 
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4.3 การศึกษาลักษณะและสมบัติของเม็ดเจลและเซลลตรึง 
 จากผลการทดสอบการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของแบคทีเรียแบบเซลลอิสระ 
พบวาเซลลอิสระสามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขนตํ่า สวน BPA ความเขมขนสูง การ
ยอยสลายเกิดข้ึนไดนอยมาก  ผูวิจัยตองการเพิม่ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA โดยใชวิธีตรึง
เซลลในวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ  โดยงานวิจัยนี้ทดสอบพอลิเมอร 2 ชนิด คือ เจลแลนกัม 
และอัลจิเนต ซึ่งเปนวัสดุตรึงที่มีราคาถกู สังเคราะหเม็ดเจลไดงาย วิธกีารเตรียมไมยุงยาก ไมเปน
ตอพิษแบคทีเรียและส่ิงแวดลอม ปกปองเซลลจากสารที่มีความเปนพิษและสภาวะแวดลอมที่ไม
เหมาะสม สามารถนาํมาใชไดหลายครั้งและสามารถใชอยางตอเนื่องได และเหมาะสมตอการนาํ
ประยุกตใชในกระบวนการยอยสลายสารเคมีอันตราย (Cassidy และคณะ, 1996; Paje และคณะ
, 1998; Suzaki และคณะ, 1998; Wang และคณะ, 2007)   
  

4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลตรึงและเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด  
พบวาลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัมมีรูปรางคอนขางแบนรีและใส ผิวเรียบ มีขนาด

ประมาณ 3.0x5.0x2.0 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน ดังรูปที่ 4.7a  สวนลักษณะของเม็ดเจลอัลจิ
เนตมีรูปรางกลมและใส ผิวเรียบ มีขนาดประมาณ 3.0x3.0x3.0 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน ดังรูป
ที่ 4.7b  เมื่อทดสอบการแตกของเม็ดเจลแตละชนิดหลังการสังเคราะหเสร็จ พบวาทัง้เม็ดเจลเจล
แลนกัมและเมด็เจลอัลจิเนตไมมีการแตกของเม็ดเจล แสดงวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด มีความแข็งแรง
จึงเหมาะสมตอการนาํไปใชในการยอยสลายเคมีอันตรายตอไป 

เมื่อนําแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ไปตรึงในเจลแลนกัมและอัลจิเนตโดยวิธีแบบกักขัง 
(encapsulation) พบวาลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีแบคทีเรียตรึงจะมีรูปรางคอนขางแบนรี 
สีเหลืองออนตามปริมาณเชือ้ที่ผสมกับสารละลายเจลแลนกัม  สวนลักษณะของเมด็เจลอัลจิเนตที่
มีแบคทีเรียตรึงอยูจะมีรูปรางกลม สีเหลืองออนตามปริมาณเชื้อที่ผสมกับสารละลายอัลจิเนต  
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   (a)   (b)  
 

รูปท่ี 4.7 ลักษณะของเม็ดเจลเจลแลนกัม (a) เม็ดเจลอัลจิเนต (b) ที่ไมมีแบคทีเรีย 
 

จากการนําเม็ดเจลกอนตรึงแบคทีเรียไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยใชเคร่ือง 
Scanning Electron Microscope (SEM) พบวาลักษณะพื้นผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัม
และเม็ดเจลอัลจิเนตมีรูพรุน แตพื้นผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัมมีรูพรุนเห็นไดชัดเจนกวา 
(รูปที่ 4.8a-1 และรูปที่ 4.8b-1) เชนเดียวกับลักษณะพื้นผิวภายในของเม็ดเจลเจลแลนกัมที่มีรูพรุน
ขนาดใหญกวาเม็ดเจลอัลจิเนต (รูปที่ 4.8c-1 และรูปที่ 4.8d-1)  เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเม็ดเจลที่ผานการตรึงเซลล พบวาแบคทีเรียบางสวนเขาไปอยูตามรูพรุนของเม็ดเจลและ
แบคทีเรียบางสวนเกาะอยูบนผิวภายนอกของเม็ดเจลเจลแลนกัม (รูปที่ 4.8a-2) แตแบคทีเรียสวน
ใหญสามารถเขามาอยูภายในเม็ดเจล ดังรูปที่ 4.8b-2  สําหรับเม็ดเจลอัลจิเนต พบวาแบคทีเรีย
สวนใหญจะฝงตัวอยูตามพื้นผิวของเม็ดเจล (รูปที่ 4.8c-2 และรูปที่ 4.8d-2)  
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 (a-1)  (b-1)                         

 (c-1)  (d-1)  

 (a-2)   (b-2)        

 (c-2)  (d-2)  
 

รูปท่ี 4.8 ลักษณะพ้ืนผิวภายนอกและพ้ืนผิวภายในของเม็ดเจลเจลแลนกัม (a,b) และเมด็
เจลอัลจิเนต (c,d) กอนการตรึงเซลล (a-d -1) และหลังการตรึงเซลล 

(a-d -2) ที่กําลังขยาย 5,000 เทา 
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4.3.2 การทําปฏิกิริยากับ BPA และการดูดซับ BPA 
เพื่อดูวาเม็ดเจลแตละชนิดทําปฏิกิริยากับ BPA หรือไม  และตรวจสอบวาเม็ดเจลที่

นํามาใชวามีความสามารถในการดูดซับ BPA หรือไม  โดยการทดสอบการทําปฏิกิริยากับ BPA จะ
ใช BPA ความเขมขน 80 มิลลิกรัมตอลิตร แลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงของอาหารเล้ียงเชื้อและ
เม็ดเจล  หลังจากเขยาเปนเวลา 2 วัน พบวาในวันที่ 0 อาหารเล้ียงเชื้อที่ใสเม็ดเจลเจลแลนกัมขุน
เล็กนอย สวนอาหารเล้ียงเช้ือที่ใสเม็ดเจลอัลจิเนตใสไมมีการเปล่ียนแปลง (รูปที่ 4.9a)  และเมื่อ
เวลาผานไป 2 วัน พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด มีความขุนเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อ
เทียบกับวันที่ 0 (รูปที่ 4.9b)  ในขณะที่ลักษณะของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ไมมีการเปล่ียนแปลง ไมมี
การแตกของเม็ดเจล  จากผลการทดลองที่ไดแสดงวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ไมทําปฏิกิริยากับ BPA  

สวนการทดสอบการดูดซับ BPA จะใช BPA ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง
ทั้ง 2 ความเขมขนนี้เปนตัวแทนของ BPA ความเขมขนตํ่าและสูง โดยมีชุดควบคุมที่ไมใสเม็ดเจล 
เปนตัวเปรียบเทียบ พบวาทั้ง BPA ความเขมขน 20 และ 80 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อที่
ใสเม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนตมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง แสดงให
เห็นวาเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิดนี้ดูดซับ BPA ไดเล็กนอย  ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมใสเม็ดเจลนั้นความ
เขมขน BPA มีคาลดลงเล็กนอย (รูปที่ 4.10a และ รูปที่ 4.10b)   จากผลการทดลองท่ีไดแสดงวา
เม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด ดูดซับ BPA ความเขมขนอ่ืนไดเล็กนอยเชนกัน และเมื่อสังเกตการเปล่ียนแปลง
ของอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจล  พบวาทั้งอาหารเล้ียงเชื้อและเม็ดเจลไมมีการเปลี่ยนแปลง (รูปที่ 
4.11a และ รูปที่ 4.11b) 

 

          (a)  (b)  
 
รูปท่ี 4.9 เม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม BPA ความ

เขมขน 80 มิลลกิรัมตอลติร ที่เวลา 0 วัน (a) และที่เวลา 2 วัน (b) 
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รูปท่ี 4.10 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากใสเม็ดเจลเจลแลนกัมและ
เม็ดเจลอัลจเินต เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

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

หลังจากทดสอบการดูดซับเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (a) BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลิตร

 (b) BPA ความเขมขน 80 มิลลกิรัมตอลิตร
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4.4 การศึกษาประสทิธิภาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 
 4.4.1 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ที่ตรึงในเจลแลนกมั ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส 

จากการตรวจสอบประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของแบคทเีรียสาย
พันธุ BPW4 แบบเซลลอิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาเชื้อ
สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนตํ่าไดดี แตที่ BPA ความเขมขนสูงแบคทีเรียยอยสลายไดไม
ดี (รูปที่ 4.3a)  ดังนั้นจึงตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในเจลแลนกมั เพื่อปองกันแบคทีเรียจาก
ความเปนพษิของ BPA ที่ความเขมขนสูง แลวนาํมาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความ
เขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยนําเซลลตรึงในเมด็เจลเจลแลนกัม
จํานวน 2 กรัม ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ทีเ่ติม 0.1% กลูโคส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ทดสอบในระบบขวดเขยา 

ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลเจลแลนกัม สามารถยอยสลาย BPA 
ไดคอนขางดีที่ BPA ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร แตเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับ
เซลลอิสระ พบวาที่ BPA ทั้ง 2 ความเขมขนนี้ เซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมยอยสลาย BPA ได
นอยกวาเซลลอิสระ คือ ยอยสลาย BPA ไดเพียง 64% และ 34% ตามลําดับ ในขณะที่เซลลอิสระ
ยอยสลายได 74% และ 46% ตามลําดับ ในวันที่ 15 สวนที่ความเขมขน 20, 40, 80 และ  100 
มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลอิสระ คือ ยอยสลาย BPA ได
ต้ังแต 9-37% ในขณะที่เซลลอิสระยอยสลายไดต้ังแต 1-30% ในวันที่ 15 (รูปที่ 4.3a และรูปที่ 
4.12a)  ในขณะเดียวกันชุดควบคุมซึ่งประกอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% 
กลูโคส BPA  และเม็ดเจลเจลแลนกัม แตไมมีเชื้อ พบวาเมื่อเวลาผานไป 15 วัน ที่ความเขมขน
ตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย (รูปที่ 4.12b)  
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รูปท่ี 4.12 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ดเจล

เจลแลนกัม ในอาหารเลีย้งเชื้อที่เติม 0.1% กลูโคสและ BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

     

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเล้ียงเชื้อ พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง 5.75-6.94 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร (รูปที่ 4.13a)  สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที่ 0 ของ
การทดลอง จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม เม่ือเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยูในชวง 7.90-8.75 
Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.13b)  จากรูปที่ 4.13a จะเห็นไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวันที่ 1 จํานวน
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือเพิ่มข้ึนมากถึง 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร และการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อดีที่สุดในวันที่  9  ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง  ในขณะที่
การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a)  อาหารเลี้ยงเช้ือเหลว    (b) เม็ดเจลเจลแลนกัม 
 
รูปท่ี 4.13 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีเ่ติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลเจลแลนกัม 
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4.4.2 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ทีต่รึงในอัลจิเนต ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส 

นอกจากการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ใหเกิด
ไดดีข้ึนดวยการตรึงในเจลแลนกัมแลว ผูวจิยัยังไดตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในอัลจิเนตเพื่อใช
ในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA อีกดวย เนื่องจากเปนวัสดุตรึงที่มคีวามแข็งแรงและ
ไมทําปฏิกิริยากับ BPA เชนเดียวกับเจลแลนกัม จึงนําเซลลตรึง BPW4 มาศึกษาประสิทธิภาพการ
ยอยสลาย BPA ความเขมขน 5, 10, 20, 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยนําเซลลตรึงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตจํานวน 2 กรัม ใสในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ทดสอบในระบบขวดเขยา 
             ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส สามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5, 10, 20 และ 40 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยยอยสลาย BPA ไดถึง 97%, 93%, 62% และ 48%  ตามลําดับ ในวนัที่ 15 
ในขณะที่ BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงยอยสลาย BPA ไดเพียง 
18% และ 12% ตามลําดับ ในวนัที่ 15 (รูปที่ 4.14a)  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึง่ประกอบดวย
อาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส BPA  และเม็ดเจลอัลจิเนต แตไมมีเชื้อ พบวา
เมื่อเวลาผานไป 15 วัน ที่ความเขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอย (รูปที่ 4.14b)  
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รูปท่ี 4.14 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ดเจล 

อัลจิเนต ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติม 0.1% กลูโคสและ BPA ความเขมขน 
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ พบวาในวันที ่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 6.40-7.35 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร  (รูปที่ 4.15a)  สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที่ 0 ของ
การทดลอง จาํนวนแบคทเีรียทัง้หมดที่ความเขมขน BPA ทัง้ 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม เมือ่เวลาผานไป 15 วัน พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 9.03-
10.67 Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.15b)  จากรูปที ่4.15a จะเห็นไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวนัที ่ 1 จํานวน
แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มข้ึนมากถึง 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร และมีการเจริญสูงสุดใน
วันที ่7 ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณ BPA ทีล่ดลง  ในขณะที่การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจล ที่ BPA 
ความเขมขนต้ังแต 5-40 มิลลิกรัมตอลิตร มีจํานวนเพิม่ข้ึนในวนัที่ 1 และคอยๆ ลดลงหลังจากนัน้ 
ในขณะที ่ BPA ความเขมขน 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลมี
จํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a) อาหารเลีย้งเชื้อเหลว                            (b) เม็ดเจลอัลจเินต 
 
รูปท่ี 4.15 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีเ่ติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลอัลจเินต 
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4.4.3 การยอยสลาย BPA ของแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 ทีต่รึงในอัลจิเนต ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติม 0.1% กลูโคส 

จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ของเซลลตรึง BPW4 ในเมด็เจลเจลแลนกัมและเม็ดเจลอัลจิเนต ในอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM 
ที่เติม 0.1% กลูโคส พบวาเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนตสามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 
ไดดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม     ดังนัน้จึงนาํเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาศึกษา
ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่ไมเติม 0.1% กลูโคส เนื่องจากวาการบําบัด BPA ที่ปนเปอนในพื้นที่จริง การเติมกลูโคส
ลงไปจะทาํใหคาใชจายในการบําบัดมีคาสูงข้ึน มีความยุงยากในการทําและควบคุมไดยาก  
             ผลการยอยสลายพบวาเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่ไมเติมกลูโคส สามารถยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5, 10 และ 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร คือ เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ไดมากกวา 62%, 49% และ 43% ตามลําดับ ใน
วันที่ 15 ในขณะที่ BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร เซลลตรึงยอยสลาย BPA 
ไดเพียง 20%, 14% และ 5% ตามลําดับ ในวนัที่ 15 (รูปที่ 4.16a)  ในขณะเดียวกนัชุดควบคุมซึ่ง
ประกอบดวยอาหารเล้ียงเชือ้เหลว CFMM BPA  และเม็ดเจลอัลจิเนต แตไมมีเชือ้ พบวาเมื่อเวลา
ผานไป 15 วัน ที่ความเขมขนตางๆ BPA มีปริมาณลดลงเพยีงเล็กนอย (รูปที่ 4.16b)  
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รูปท่ี 4.16 ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%) ของเซลลตรึง (a) และชุดควบคุม (b) ในเม็ด

เจลอัลจิเนต ในอาหารเลีย้งเชื้อที่ไมเติม 0.1% กลโูคสและ BPA ความเขมขน  
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

(a) 

(b) 
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ผลการเจริญของเซลลตรึง BPW4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ พบวาในวันที ่ 0 ของการทดลอง 
จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่ความเขมขน BPA ทั้ง 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 0 Log CFU 
ตอมิลลิลิตร เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 4.77-6.27 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร  (รูปที่ 4.17a)   สวนผลการเจริญของเซลลตรึงในเม็ดเจล พบวาในวันที ่0 ของ
การทดลอง จาํนวนแบคทเีรียทัง้หมดที่ความเขมขน BPA ทัง้ 6 ความเขมขน มีคาเร่ิมตนประมาณ 
12 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ เมื่อเวลาผานไป 15 วัน พบวาจาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดอยูในชวง 
7.77-9.47 Log CFU ตอกรัม (รูปที่ 4.17b)  จากรูปที ่ 4.17a จะเหน็ไดวาชวงวันที่ 0 ถึงวนัที ่ 1 
จํานวนแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชื้อเพิ่มข้ึนมากถงึ 5 Log CFU ตอมิลลิลิตร และมีการเจริญสูงสุด
ในวนัที่ 5 ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง แตมีจาํนวนนอยกวาแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเชือ้
ที่เติมกลูโคสประมาณ 1 Log CFU ตอมิลลิลิตร  ในขณะทีก่ารเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจล 
พบวาทกุความเขมขนของ BPA การเจริญของแบคทีเรียมีจํานวนลดลงต้ังแตวันที่ 0  
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(a) อาหารเลีย้งเชื้อเหลว                          (b) เม็ดเจลอัลจเินต 

 
รูปท่ี 4.17 จํานวนแบคทีเรยีระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ของเซลลตรึงในอาหารเลีย้งเชื้อทีไ่มเติม 0.1% กลูโคสและในเม็ดเจลอัลจิเนต 
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4.4.4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมและเม็ด
เจลอัลจิเนตที่ผานการบําบัด BPA  

เมื่อศึกษาลักษณะของเซลลตรึงในเม็ดเจลหลังการบําบัด BPA เปนเวลา 15 วนั พบวา
เซลลตรึงในเมด็เจลเจลแลนกัมมีขนาดเล็กลงกวาเดิมจากความหนา 2 มิลลิเมตร เปน 1 มิลลิเมตร 
เม็ดเจลนิ่มกวาเดิม เม็ดเจลบางสวนแตกเปนช้ินเล็กๆ และลักษณะของเม็ดเจลใสข้ึนเม่ือเทียบกับ
เซลลตรึงกอนการบาํบัด BPA ดังรูปที่ 4.18a และรูปที่ 4.18b  สวนเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนตมี
ขนาดใหญข้ึนจาก 3 มิลลิเมตร เปน 5 มิลลิเมตร เม็ดเจลนิ่มกวาเดิมเล็กนอย และลักษณะของเมด็
เจลใสข้ึนเม่ือเทียบกับเซลลตรึงกอนการบาํบัด BPA ดังรูปที่ 4.18c และรูปที่ 4.18d 

 

     (a)  (b)                      

     (c)  (d)  
 

รูปท่ี 4.18 ลักษณะของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม (a,b) และเม็ดเจลอัลจิเนต (c,d) 
กอนและหลงับําบัด BPA  
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การวิเคราะหดวย Scanning Electron Microscopy (SEM) เพื่อดูวาโครงสรางของเม็ด
เจลและเซลลตรึงวามีการเปล่ียนแปลงไปอยางไรหลังการบําบัด BPA ปรากฏผลดังรูปที่ 4.189 
และรูปที่ 4.19b  จากรูปจะเหน็ไดวาไมมีแบคทีเรียเกาะอยูตามพืน้ผิวดานนอกของเม็ดเจลเจล
แลนกัม แบคทีเรียสวนใหญเกาะอยูตามรูพรุนและแบคทีเรียมีจาํนวนนอยลงเม่ือเทียบกับ
แบคทีเรียกอนการบําบัด BPA  สวนลักษณะเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตพบวาแบคทีเรียที่ฝงตัว
อยูกับเม็ดเจลมีการหลุดไปบางสวน (รูปที ่ 4.19c และรูปที่ 4.19d)  ซึ่งผลการทดลองน้ีสอดคลอง
กับจํานวนแบคทีเรียในการทดลองขอ 4.4.1 และ 4.4.2 ที่พบวาในวนัที่ 15 ของการทดลอง 
แบคทีเรียในเม็ดเจลมีจํานวนลดลง     

            

    (a)  (b)  

    (c)   (d)  
 
รูปท่ี 4.19 ลักษณะพ้ืนผิวภายนอกและพ้ืนผิวภายในของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม 

(a,b) และเมด็เจลอัลจเินต (c,d) ที่ผานการบาํบัด BPA เปนเวลา 15 วัน ที่กาํลังขยาย 
5,000 เทา 
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4.5 การศึกษาประสิทธิภาพการนําเซลลตรึงมาใชยอยสลาย BPA อยางตอเนื่อง และ
ความเสถียรของเซลลตรึง 
 4.5.1 การยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนต 

จากการนาํเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 
5-100 มิลลิกรัมตอลิตร แลวพบวาสามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลอิสระ และจํานวน
แบคทีเรียในเม็ดเจลก็ยงัมีจาํนวนมากถึง 7-10 Log CFU ตอกรัม  ดังนัน้จึงตองการทดสอบ
ความสามารถในการใชเซลลตรึงซ้ํา เพื่อดูวาเซลลตรึงสามารถใชในการยอยสลาย BPA ไดอยาง
ตอเนื่อง และยังคงมีประสิทธิภาพดีเหมือนเมื่อนํามาใชเพียงคร้ังเดียวหรือไม  

ในข้ันแรกไดเลือกความเขมขน BPA มา 1 ความเขมขน คือ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเปน
ความเขมขนคอนขางตํ่าและเซลลตรึงสามารถยอยสลายไดคอนขางดี โดยทดสอบในระดับขวด
เขยาทัง้ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM  และท่ีไมเติม 0.1% กลูโคส และในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว 
CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส  ในวันที ่0 ไดเติม BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อทั้ง 2 ชนิด พบวาเซลลตรึงในอาหารเล้ียงเช้ือทีไ่มเติมกลูโคส และในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติม
กลูโคส ใชเวลา 15 วนั ในการยอยสลาย BPA ไดประมาณ  43% และ 58% ตามลําดับ  จากนั้น
เติม BPA ใหมอีกคร้ังใหไดความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร แตคร้ังนี้เซลลตรึงสามารถยอยสลาย 
BPA ไดเพียง 32% และ 39% ตามลําดับ  และเม่ือเติม BPA ใหมอีกคร้ังใหไดความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอลิตร  ซึ่งคร้ังนี้เซลลตรึงสามารถยอยสลาย BPA ได 31% และ 37% ตามลําดับ ในวันที่ 
7 (รูปที่ 4.20a)    

ผลการศึกษาการเจริญของเซลลตรึงที่ยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM ที่ไมเติมกลูโคสและในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติมกลูโคส พบวาในวันที ่ 0 
ของการทดลอง จาํนวนแบคทีเรียทัง้หมดในเม็ดเจลมีคาเร่ิมตนประมาณ 12.16 และ 12.20 Log 
CFU ตอกรัม ตามลําดับ  เมื่อเวลาผานไป 35 วัน พบวาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมดมีจํานวนลดลง 
ซึ่งมีจาํนวนเทากับ 6.09 และ 5.64 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ (รูปที่ 4.20b)  จากผลการ
ทดลองจะเหน็ไดวาเมื่อใชเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA อยางตอเนื่องเปนเวลานาน 35 วนั 
จํานวนของแบคทีเรียทัง้หมดในเม็ดเจลมจีํานวนลดลงอยางเหน็ไดชัด โดยลดลงประมาณ 6 Log 
CFU ตอกรัม  
 

70



 

42

0

20

40

60

80

100

120

0 5 10 15 20 25 30 35 40
เวลา (วนั)

ปร
มิา

ณ 
BP

A 
ท
ีเ่ห
ลอื

อย
ู (%

)

CFMM CFMM+glucose
0

2

4

6

8

10

12

14

CFMM CFMM+glucose
ชนิดอาหาร

จาํ
นว

นแ
บค

ทเี
รยี

ใน
เม
ด็เ
จล

 (lo
g C

FU
 ต

อก
รมั

)

 0 วนั
35 วนั

 
 (a) ปริมาณ BPA ที่เหลืออยู (%)           (b) จํานวนแบคทีเรียในเม็ดเจล 
 
รูปท่ี 4.20 การนําเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 

20 มิลลกิรัมตอลิตร อยางตอเนื่อง ลกูศรแสดงการเติม BPA ใหไดความเขมขน  
20 มิลลกิรัมตอลิตร 

 
4.5.2 การศึกษาความเสถียรของเซลลตรึงเม่ือนํามาใชยอยสลาย BPA อยาง

ตอเนื่อง 
จากผลการทดสอบการใชเซลลตรึงซ้ําอยางตอเนื่องของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิ

เนต ผลปรากฏวาเซลลตรึงสามารถทาํงานไดอยางตอเนื่องเปนเวลาถึง 35 วัน แตไมได
ทําการศึกษาตอเนื่องจากวาเม็ดเจลสวนใหญมีขนาดเล็กลงกวาเดิมมาก บางสวนก็แตกตัวจนหมด 
และเม็ดเจลมลัีกษณะใสกวากอนบาํบัดมาก ดังรูปที ่ 4.21a  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็น
วาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมีประสิทธภิาพในการเอามาใชซ้าํไดอยางตอเนื่องและมีความ
เสถียรพอสมควร  

เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเม็ดเจลอัลจิเนตและเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนตทีใ่ชบําบัด BPA อยางตอเนือ่งเปนเวลา 35 วัน โดยการวิเคราะหดวย Scanning 
Electron Microscopy (SEM) พบวาโครงสรางของเม็ดเจลมีรูพรุนมากกวาเดิม ซึ่งสงผลใหเซลล
บางสวนที่เกาะบนพื้นผิวภายนอกและรูพรุนของเม็ดเจลหลุดออกจากเม็ดเจล ดังรูปที่ 4.21b  ซึ่ง
เซลลตรึงนี้ยงัสามารถทําหนาที่ในการยอยสลาย BPA ไดอยางตอเนื่องแตมีประสิทธิภาพไมดี
เทากับนาํมาใชบําบัด BPA เปนเวลา 15 วนั 
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      (a)   (b)  
 

รูปท่ี 4.21 ลักษณะของเม็ดเจลอัลจิเนต (a) และเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตที่กําลังขยาย 
5,000 เทา (b) เมื่อใชบําบดั BPA อยางตอเนื่องเปนเวลา 35 วัน 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง และสรุปผลการทดลอง 
 

5.1 ผลของสารอาหารท่ีมตีอการยอยสลาย BPA 
 จากการศึกษาสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมตอการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย
แตละชนิด พบวาแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด ที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสารอาหารทัง้ 3 
ชนิด สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดดีกวาเล้ียงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหาร คือ สามารถยอยสลาย BPA ไดต้ังแต 30-67% เมื่อเวลาผานไป 
7 วนั สวนในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่ไมเติมสารอาหารนัน้ แบคทีเรียทกุชนิดยอยสลาย 
BPA ไดนอยมากหรือไมมกีารยอยสลายเลย ดังตารางที ่5.1 และชุดควบคุมที่ไมมีเชื้อ พบวา BPA 
ถูกยอยสลายไดเพียงเล็กนอย ซึง่นาจะเกดิจากกระบวนการทางกายภาพ เชน เกดิจากการยอย
สลายโดยแสงในธรรมชาติ เปนตน จากผลการทดลองนี้สอดคลองกบัการรายงานของ Sakai และ
คณะ (2007) ซึ่งศึกษาการยอยสลาย BPA ของ Sphingomonas sp. BP-7 และพบวาการเติม
สารอาหาร เชน 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.05% สารสกดัจากยีสต เปนตน จะทาํให 
Sphingomonas sp. BP-7 มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ดีกวาการไมเติมสารอาหารเหลานี ้   อยางไรก็ดี Sakai และคณะ (2007) ไมไดรายงานวา 0.1%  
เปปโตน 0.1% กลูโคส และ 0.1% สารสกัดจากยีสต ทาํหนาที่อยางไรในการชวยใหการยอยสลาย 
BPA เปนไปไดดีข้ึน จึงตองทําการศึกษาตอไปในอนาคต 

จากรูปที่ 4.2a – 4.2d และรูปที่ 4.4a -4.4b จะเห็นวาแบคทีเรียทกุชนดิมีการเจริญดีที่สุด
ในวนัที่ 1 และหลังจากนัน้การเจริญของแบคทีเรียลดลง  แตการยอยสลาย BPA ยังคงเกิดข้ึนได 
เนื่องจากแบคทีเรียสามารถใชสารอาหารทั้ง 3 ชนิด ที่เติมลงไปในอาหารเล้ียงเชือ้ เพื่อเสริมเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญได สวนสาเหตุทีก่ารเจริญของแบคทีเรียลดลงหลัง
วันที่ 1 เพราะวาความเขมขนของกลูโคสทีใ่สลงไปเพียงแค 0.1% ดังนั้นแบคทเีรียจงึอาจใชกลูโคส
หมดต้ังแตวนัที่ 1 แตถาเพิ่มความเขมขนของกลูโคสมากข้ึนเปน 1-4% แบคทีเรียจะใชกลูโคส
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดมากข้ึนและเจริญมากกวาการเติมกลูโคสเพยีง 0.1% แตอาจ
ไมชวยใหการยอยสลาย BPA ดีข้ึน เพราะวาแบคทีเรียจะยอยสลายกลูโคสแทน BPA นอกจากนี้ 



 

แบคทีเรียยังสามารถใช BPA เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดเชนกนั แตใช 
BPA ไดเพยีงเล็กนอยเทานั้น ซึง่ผลการทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือที่ไมเติมสารอาหารนัน้ พบวา
แบคทีเรียแตละชนิดยอยสลาย BPA ไดนอยมาก หรือ BPA ไมไดมีผลในการสงเสริมการเจริญของ
แบคทีเรีย แตอาจชวยในการชักนําการสรางเอนไซมสําหรับยอยสลาย BPA 

 
ตารางที ่5.1 เปอรเซ็นตการยอยสลาย BPA หลังบมดวยแบคทเีรียในอาหารเลี้ยงเช้ือทีม่ี 
การเติมสารอาหารเปนเวลา 7 วัน 
 
 

สายพันธุ
แบคทีเรีย 

ชนิดสารอาหาร 

ไมเติม 0.1% เปปโตน 0.1% กลูโคส 0.1% สารสกดั
จากยสีต 

ไมมี 1%2 9%3 7%1 9%7 

NP3 9%1 37%4 43%1 46%6

BPR1 0% 58%4 61%2 37%3 

BPW4 3%0 65%4 66%2 65%7 

BPW5 4%5 43%4 43%5 48%2 

P2 0% NA 51%3 NA 
*หมายเหตุ NA หมายถงึ Not applicable 
 
 
 จากตารางที่ 5.1 จะเห็นไดวาการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ของ
แบคทีเรียทุกชนิดเกิดข้ึนไดดีที่สุดในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส และเม่ือ
เปรียบเทยีบการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมสารอาหารแตละชนิด พบวาแบคทีเรีย
ทุกชนิดในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ที่เติม 0.1% กลูโคส เจริญดีกวาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ 
เหลว CFMM ที่เติม 0.1% เปปโตน และ 0.1% สารสกดัจากยีสต เนื่องจากกลูโคสเปนสารอาหารที่
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มีสูตรโครงสรางที่ไมซับซอน แบคทีเรียจึงนํากลูโคสไปใชไดงายและส่ิงมีชีวิตทุกชนดิใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ดังนัน้การเติม 0.1% กลูโคส ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลว CFMM จึงเปนสารอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับเสริมตอการยอยสลาย BPA 
 
5.2 ชนิดของแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA 

จากผลการทดลองขอ 4.1 และขอ 4.2 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 สามารถ
ยอยสลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ไดดีกวาแบคทเีรียชนิดอ่ืน และสามารถยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมสารอาหารทัง้ 3 ชนิด ไดดี ดัง
ตารางที่ 5.1 นอกจากนีย้ังสามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 และ 20 มิลลิกรัมตอลิตร ได
คอนขางดี และยอยสลาย BPA ความเขมขน 40, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ไดเล็กนอย 
เนื่องจากแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 เปนแบคทีเรียชนดิ Bacillus cereus ซึ่งเปนแบคทีเรียที่
สามารถสรางสปอรได ทําใหทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดดี เชน บริเวณที่มีการปนเปอน
สารเคมีอันตราย เมื่อแบคทีเรียทนตอสารเคมีอันตรายไดดี อาจทําใหแบคทีเรียมกีารปรับตัวและ
สามารถยอยสลายสารเคมีอันตรายไดเชนกัน  (Crawford, 1975; Setlow, 1995) นอกจากนี้
แบคทีเรียชนิดนี้ไดคัดแยกจากดินโดยวิธ ี enrichment ดวย BPA จึงทาํใหแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 มีการปรับตัวตอ BPA ไดดี ซึ่งสงผลใหมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ดีกวา
แบคทีเรียชนิดอ่ืน  สวนแบคทีเรียสายพนัธุ P2 เปนแบคทีเรียชนิด Sphingobium ซึ่งเปนแบคทีเรีย
แกรมลบ มีสวนของเซลลเมมเบรนสวนนอก (outer membrane) ซึ่งเซลลเมมเบรนสวนนอกนีม้ี
ไอออน เชน แมกนีเซียมไออน และแคลเซียมไอออน ที่เปนสวนทาํใหทนตอสารเคมอัีนตรายไดดีข้ึน 
นอกจากนี ้cell surface ของแบคทเีรียชนดินี้มีความไมชอบน้ํา (hydrophobic) มากกวาแบคทีเรีย
แกรมลบชนิดอ่ืน และท่ีเมมเบรนสวนนอกมี glycosphingolipids เปนสวนประกอบ ซึ่งสวนนี้
แบคทีเรียชนิดอ่ืนไมม ี องคประกอบตางๆ นี้ มีรายงานวาทาํใหแบคทีเรียในจีนัสนี้สามารถยอย
สลายสารที่มคีวามไมชอบน้ําไดดี (Kawahara และคณะ, 1999; Johnsen และ Karlson, 2004)  
ซึ่ง BPA ก็เปนสารทีม่ีความไมชอบน้ํา ดังนัน้ทาํใหแบคทีเรียสายพนัธุ P2 สามารถยอยสลาย BPA 
ความเขมขน 5 และ 10 มิลลิกรัมตอลิตร ไดคอนขางดี แตแบคทีเรียสายพนัธุ P2 ยอยสลาย BPA 
ความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร ไดนอยกวา 10% ซึ่งสาเหตุที่แบคทีเรียสายพนัธุ P2 มี 
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ประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ไดนอยกวาแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 อาจเนื่องจากแบคทีเรีย
สายพนัธุ P2 ไมไดคัดแยกเช้ือโดยวิธ ีenrichment ดวย BPA แบบแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4  

แมวาแบคทีเรียสายพันธุ BPW4 และ P2 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย BPA ไดดี แต 
พบวาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนิดลดลงหลังจากการยอยสลาย BPA  จึงคาดวา BPA หรือ
ผลิตภัณฑจากการยอยสลายของ BPA นาจะมีพษิตอแบคทีเรีย ซึง่ผลิตภัณฑที่เกดิจากการยอย
สลาย BPA ในงานวิจัยนี้คือ กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก จากรูปที ่ 4.6 พบวาแบคทเีรียสายพันธุ 
BPW4 สามารถเจริญไดในอาหารเล้ียงเชือ้ที่มีกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก แสดงวาแบคทีเรียสายพนัธุ 
BPW4 สามารถใชกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได แตที่มีการ
สะสมของสารนี้เมื่อเวลาผานไป 15 วัน (รูปที่ 4.5) อาจเนื่องจากความเปนพิษของ BPA ที่มตีอ
แบคทีเรีย ซึง่พบวาแบคทีเรียมีจํานวนลดลงเม่ือเวลาผานไป จงึไมสามารถยอยสลายกรดไฮดรอก
ซีเบนโซอกิตอได นอกจากนี้ยงัมีแบคทีเรียอีกหลายชนดิที่สามารถยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซ
อิกไดเชนเดียวกัน เชน แบคทีเรียแกรมลบสายพนัธุ MV1, Sphingobium sp. สายพันธุ BP-7 และ 
Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 ซึง่แบคทีเรียเหลานี้ยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบน
โซอิกในภาวะที่มีออกซิเจน และใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ (Sakai และ
คณะ, 2007; Spivack และคณะ, 1994; Zhang และคณะ, 2007)  สวน Enterobacter cloacae 
EM ยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซอกิในภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยมีเอนไซมดีคารบอกซิเลสทาํให
ไดฟนอล (Valkova และคณะ, 2001)   

ดังนัน้งานวิจัยนี้คาดวาการเจริญของแบคทีเรียแตละชนดิลดลง เนือ่งจากความเปนพษิ
ของ BPA ซึ่งอาจเกิดจากลกัษณะของ BPA ที่ประกอบดวยฟนอล 2 วง จงึอาจกอพิษตอแบคทีเรีย
ไดเชนเดียวกบัฟนอล โดยทั่วไปฟนอลทาํใหแบคทีเรียสูญเสียความสมบูรณของเยื่อบุเซลล ทาํให
เซลลเมมเบรน ปลดปลอยโพแทสเซียมไอออนและ ATP ออกมา และรบกวนการทาํงานของ 
membrane barrier รวมทั้งยับยั้งการทําหนาที่ของ membrane protein จึงสงผลใหแบคทีเรียตาย 
(Keweloh และคณะ, 1990 และ Heipieper และคณะ, 1992, Unell และคณะ, 2007) ผลการ
ทดลองที่ไดสอดคลองกับหลายงานวิจัยทีม่ีการศึกษากอนหนา เชน งานวิจัยของ Zhang และคณะ 
(2007) ที่ไดศึกษาการยอยสลาย BPA โดย Achromobacter xylosoxidans B-16 พบวา BPA ที่
ความเขมขนสูง (50 มลิลิกรัมตอลิตร) จะสงผลใหยับยัง้การเจริญของ Achromobacter 
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xylosoxidans B-16 เนื่องจากความเปนพษิของ BPA เพิ่มมากข้ึน ซึง่ทาํใหประสิทธิภาพการยอย
สลาย BPA ลดลง และงานวิจยัของ Yamanaka และคณะ (2008) ทีพ่บวาการเจริญของ 
Sphingomonas sp. BP-7 ถูกรบกวนดวยความเปนพษิของ BPA ทีค่วามเขมขน 300 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ซึ่งแบคทเีรียแตละชนิดสามารถทนตอ BPA ไดแตกตางกัน 
 
 
5.3 ประสิทธภิาพการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 

จากการยอยสลาย BPA โดยแบคทีเรีย Bacillus cereus BPW4 แบบเซลลอิสระ พบวา 
BPA มีความเปนพษิตอแบคทีเรีย โดยเฉพาะ BPA ความเขมขนสูงทําใหการเจริญของแบคทีเรีย
ลดลงมาก และสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดไดไมดี ดังนัน้จึงไดตรึงเซลลแบคทีเรีย 
Bacillus cereus BPW4 ในวัสดุตรึงพอลิเมอรธรรมชาติ 2 ชนิด คือ เจลแลนกมัและอัลจิเนต 
เนื่องจากวัสดุตรึงทั้ง 2 ชนิดนี้มีรูพรุนมาก จึงคาดวาจะสงผานสารไดคอนขางดี 

 
5.3.1 ลักษณะและสมบัติของเม็ดเจล 
เมื่อวัดขนาดของเม็ดเจลที่สังเคราะหไดในงานวิจยันี ้ พบวาเมด็เจลเจลแลนกัมมีขนาด

ใหญกวาเม็ดเจลในงานวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ทีม่ขีนาด 2.57x2.57x2.57 ลูกบาศก
มิลลิเมตรตอกอน สวนเม็ดเจลอัลจิเนตมีขนาดเทากับเม็ดเจลในงานวจิัยของ Chorao และคณะ 
(2009) แตมีขนาดใหญกวาเม็ดเจลในงานวิจัยของ Tsen และคณะ (2003) และ Kiyono และคณะ 
(2007) ที่มีขนาด 2.6x2.6x2.6 - 2.7x2.7x2.7 ลูกบาศกมิลลิเมตรตอกอน เม็ดเจลทัง้ 2 ชนิด ไมมี
การแตกของเม็ดเจลเม่ือสังเคราะหเสร็จ  ในขณะทีง่านวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ที่ศึกษา
การตรึง Sphingomonas sp. XLDN2-5 ในเจลแลนกมัและอัลจิเนตเพื่อใชในการยอยสลายสาร
คารบาซอล (carbazole) พบวาเม็ดเจลอัลจิเนตมีการแตก 100% ในขณะที่เม็ดเจลเจลแลนกัมไม
มีการแตกของเม็ดเจล ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตทีใ่ชในตรึงเซลล
ตางกัน โดยในงานวิจัยนี้ไดใชสารละลายอัลจิเนตความเขมขน 4% ในขณะทีง่านวิจัยของ Wang 
และคณะ ใชสารละลายอัลจิเนตความเขมขน 3%   และเมื่อทดสอบการดูดซับ พบวาเม็ดเจลทั้ง 2 
ชนิดดูดซับ BPA ไดเล็กนอย ซึง่ถาเม็ดเจลดูดซับ BPA จะทาํใหแบคทีเรียทีถู่กตรึงสามารถนํา BPA 
ไปใชไดงาย แลวสงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดไดดีข้ึน 
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5.3.2 การตรวจสอบการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง 
เมื่อนําเซลลตรึง BPW4 มาทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ 

ในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกลูโคส พบวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมยอยสลาย BPA ความเขมขน 
5 และ 10 มลิลิกรัมตอลิตร ไดนอยกวาเซลลอิสระ BPW4 (รูปที่ 4.12a) อาจเนื่องมาจากความ
เขมขน BPA นอยเกินไป BPA จึงเขาสูภายในเม็ดเจลไดนอย ทาํใหแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจ
ลยอยสลาย BPA ไดนอย ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Wang และคณะ (2007) ทีก่ลาววาการ
ตรึงเซลลแบบวิธีกกัขังจะมีผลในเร่ืองการสงผานสารเขาสูภายในเม็ดเจล นอกจากนีย้ังพบวาความ
เขมขนของสารละลายอัลจิเนตที่ใชในการสังเคราะหเม็ดเจล ก็มีผลตอการสงผานสารเขาสูภายใน
เม็ดเจล โดยพบวาความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตยิ่งมากจะทาํใหลดการสงผานสาร                         
ซึ่งงานวิจัยของ Idris และ Suzana, 2006 และงานวิจยัของ Tao และคณะ, 2009 กลาววาใช
สารละลายอัลจิเนตความเขมขน 2% ในการสังเคราะหเม็ดเจลเปนความเขมขนทีท่าํใหการสงผาน
สารเขาสูภายในเม็ดเจลไดดีที่สุด เนื่องจากในเม็ดเจลมีความหนาแนนนอยทาํใหการสงผานสาร
เกิดข้ึนไดดี ในขณะที่เซลลตรึงนี้สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
ไดดีกวาเซลลอิสระ เนื่องจากแบคทีเรียฝงอยูตัวภายในเม็ดเจล ซึง่เมด็เจลเปนสวนที่ปกปองความ
เปนพษิของ BPA ทาํใหแบคทีเรียสามารถที่จะอยูรอดและเกิดการยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลล
อิสระ สวนการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนต พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย 
BPA ทัง้ 6 ความเขมขนไดดีกวาเซลลอิสระประมาณ 17-50% เนื่องจากอลัจิเนตไดปกปอง
แบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA เชนเดียวกับเจลแลนกัม และเมื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ระหวางเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมและเซลลตรึงใน
เม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมกลูโคส พบวาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมีประสิทธิภาพ
การยอยสลาย BPA ดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม โดยเซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนต
สามารถยอยสลาย BPA ไดดีกวาเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัมประมาณ 30-60% เนื่องจาก
จํานวนแบคทีเรียของเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตที่อยูทัง้ในอาหารเล้ียงเช้ือและเม็ดเจล ในการ
ทดลองวนัที่ 15 มีมากกวาจํานวนแบคทเีรียของเซลลตรึงในเม็ดเจลเจลแลนกัม ประมาณ 0.5 Log 
CFU ตอมิลลิลิตร และ 2 Log CFU ตอกรัม ตามลําดับ อาจเนื่องมาจากอัลจิเนตสามารถปกปอง
แบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA ไดดีกวาเจลแลนกัม จากการศึกษาไดเรียงลําดับการยอย 
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สลาย BPA ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสจากนอยไปมาก คือ เซลลอิสระ < เซลลตรึงในเม็ดเจล
เจลแลนกัม < เซลลตรึงในเมด็เจลอัลจิเนต  

 
สําหรับการเจริญของแบคทีเรียทั้งในเม็ดเจลเจลแลนกัมและในเม็ดเจลอัลจิเนตชวงวันที ่ 0 

ถึงวนัที่ 1 เพิม่ข้ึนมากถงึ 5-6 Log CFU ตอมิลลิลิตร เนื่องจากวาลักษณะพืน้ผิวของเม็ดเจลทั้ง 2 
ชนิดมีรูพรุนมาก ทําใหแบคทีเรียมีโอกาสหลุดออกจากเม็ดเจลไดเมื่อเขยา (รูปที่ 4.8a-1 และรูปที ่
4.8c-1) การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลเจลแลนกัมในอาหารเล้ียงเชื้อดีที่สุดในวันที ่  9 (รูปที่ 
4.13a)   สวนการเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลอัลจิเนตในอาหารเล้ียงเชื้อดีที่สุดในวันที ่  7  (รูปที่ 
4.15a) ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ BPA ที่ลดลง แสดงใหเหน็วาแบคทีเรียสามารถยอยสลาย BPA 
โดยใชทัง้ BPA และกลูโคสเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ นอกจากนี้จาํนวน
ของแบคทีเรียที่เพิม่มากข้ึนอาจมาจากแบคทีเรียหลุดออกจากเม็ดเจลเพิ่มมากข้ึน สําหรับการ
เจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลเจลแลนกัมลดลงต้ังแตวนัที ่0 สําหรับทุกความเขมขนของ BPA (รูป
ที่ 4.13b)   ในขณะทีก่ารเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลอัลจิเนต ที่ BPA ความเขมขนต้ังแต 5-40 
มิลลิกรัมตอลิตร เพิ่มข้ึนในวันที ่ 1 และคอยๆ ลดลงหลังจากนัน้ สวน BPA ความเขมขน 80 และ 
100 มิลลิกรัมตอลิตร การเจริญของแบคทีเรียในเม็ดเจลลดลงต้ังแตวันที่ 0 (รูปที่ 4.15b) เมื่อ
ศึกษาลักษณะของเม็ดเจลทั้ง 2 ชนิด พบวาใสข้ึนเมื่อเทียบกับเม็ดเจลกอนการบาํบัด BPA (รูปที่ 
4.18b และรูปที่ 4.18d) และเม่ือสองเม็ดเจลดวย SEM ก็พบวาแบคทีเรียทีเ่กาะอยูกับเม็ดเจลมี
จํานวนลดลง อาจเนื่องจากแบคทีเรียตายหรือหลุดออกจากเม็ดเจล (รูปที่ 4.19b และรูปที่ 4.19d)  

 
            เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนตางๆ ของเซลลตรึงในเม็ด
เจลอัลจิเนตทัง้ในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคส พบวาการยอยสลาย BPA ความ
เขมขนตางๆ ของเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือทีเ่ติมกลูโคส มีประสิทธิภาพดีกวาเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมเติมกลูโคส (รูปที่ 4.14a และ รูปที่ 4.16a) ซึ่งสอดคลองกับการเจริญของเซลล
ตรึง ทีพ่บวาการเจริญของเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสดีกวาการเจริญของเซลล
ตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมเติมกลูโคส และสอดคลองกับการยอยสลาย BPA ของเซลล
อิสระที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคส (รูปที่ 4.3a)  จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเหน็วา
การยอยสลาย BPA ของเซลลตรึงจําเปนตองเติมกลูโคสลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว CFMM เพื่อ
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เสริมใหมีการยอยสลาย BPA ดีข้ึน เนื่องจากวากลูโคสที่เติมลงไป แบคทีเรียสามารถนาํไปใชเพื่อ
เสริมเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญได 
 
 
          5.3.3 การนาํเซลลตรึงมาใชยอยสลาย BPA ซํ้า 

เมื่อนําเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจลอัลจิเนตมาใชซ้ําทั้งในอาหารเล้ียงเชื้อที่เติมกลูโคสและ
ไมเติมกลูโคส พบวาการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร ในคร้ังที ่ 2 มี
ประสิทธิภาพไมดีเทาคร้ังแรก แตเมื่อเติม BPA คร้ังที่ 3 (รูปที่ 4.20a) พบวาแบคทีเรียที่ถูกตรึงอยู
สามารถปรับตัวกับภาวะแวดลอมที่ม ี BPA ได จึงทําใหใชเวลานอยลงในการยอยสลาย BPA แต
การปรับตัวจะเกิดข้ึนอยางชาๆ  จากผลการทดลองที่ไดจะเหน็วาเซลลตรึงที่เล้ียงในอาหารเล้ียง
เชื้อที่เติมกลูโคสและไมเติมกลูโคสพบวามีประสิทธิภาพใกลเคียงกนัเนื่องจากวางานวิจยันี้ไดเติม
กลูโคสเพียงครั้งเดียว และผลที่ไดแสดงใหเห็นวาเซลลตรึงในเม็ดเจลอัลจิเนตมปีระสิทธิภาพใน
การเอามาใชซ้าํได และมีความเสถยีรพอสมควร  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจยัของ Mukerjee-Dhar 
และคณะ (1998) ที่ใช Rhodococcus opacus TSP203 ตรึงในอัลจิเนต ยอยสลาย Kaneclor 
300, Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 พบวาเซลลตรึงสามารถยอยสลาย Kaneclor  300,  
Kaneclor 400 และ Kaneclor 500 ไดอยางตอเนื่องจํานวน 3 คร้ัง  ทั้งนี้ความเสถียรของเมด็
เจลอัลจิเนตข้ึนกับความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตทีใ่ชในการสงัเคราะห  จากการศึกษากอน
หนาพบวาเขมขนของสารละลายอัลจิเนต 3% และ 4% เปนความเขมขนทีท่ําใหเม็ดเจลมีความ
เสถียรมากที่สุด (Tao และคณะ, 2009)   ขนาดของเม็ดเจล และสวนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ
ก็มีผลตอความเสถียรของเม็ดเจลเชนกัน  ถาในอาหารเล้ียงเชื้อมีฟอสเฟต เลคเตรต และซิเตรต ซึ่ง
เปน chelating agents จะทําใหลดความเสถียรของเม็ดเจล เนื่องจากสารทั้ง 3 ชนิดนี ้จะไปจับกับ
แคลเซียมไอออนไดดี  นอกจากนี้ถามีโซเดียมไอออนหรือแมกนีเซียมไอออนความเขมขนสูง ก็จะ
ทําใหเม็ดเจลมีความเสถียรลดนอยลงเชนกัน (Smidsrod และ Skjak-Braek, 1990; Idris และ 
Suzana, 2006)  มีการรายงานวาการเติมแคลเซียมลงในอาหารเล้ียงเช้ือกท็ําใหเมด็เจลเสถียรได 
(Mukerjee-Dhar และคณะ, 1998) 

ดังนัน้งานวิจัยนี้พบวาแบคทเีรียสายพันธุ BPW4 มีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA 
ดีกวาแบคทเีรียชนิดอ่ืน และ 0.1% กลูโคส เปนสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับเสริมการยอยสลาย 
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BPA ของทั้งเซลลอิสระและเซลลตรึง นอกจากนี้การตรึงแบคทีเรียสายพนัธุ BPW4 ในอัลจิเนต 
สงผลใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ความเขมขนสูงดีข้ึนกวาการยอยสลายของแบคทีเรีย
แบบเซลลอิสระ ซึ่งเซลลตรึงยอยสลาย BPA ไดดีที่ความเขมขน 5-20 มิลลิกรัมตอลิตร 
เนื่องจากวาอัลจิเนตนาจะเปนสวนที่ปกปองแบคทีเรียจากความเปนพษิของ BPA ได เซลลตรึงที่
ผลิตข้ึนยังสามารถนาํมาใชซ้ําได โดยมีประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA คอนขางดีและมีความ
เสถียรพอสมควร  
 
 
5.4 ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจยัตอไป 

1. ควรศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสังเคราะหเม็ดเจล เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
สําหรับการตรึงเซลล เชน ใชความเขมขนของสารละลายอัลจิเนตที่เหมาะสม เพื่อใหไดขนาดเม็ด
เจลที่มีความเสถียรมากกวาเดิม และใหมกีารสงผานของสารดีข้ึน หรือหาระยะเวลาท่ีทําใหเม็ดเจล 
แข็งตัว สําหรับนําไปใชงานในอนาคต 

2. หาวัสดุตรึงที่มีความแข็งแรงมากกวาเจลแลนกัมและอัลจิเนต เชน ไบโอเซอร (biocers) 
ซึ่งเปนการใชซิลิกาและเซรามิกในการตรงึแบคทีเรียโดยเตรียมผานกระบวนการโซล-เจล ซึ่งการ
เตรียมไบโอเซอรมีหลายวิธีเพื่อใหเหมาะสมกับการใชงาน เชน coated biocer, fiber-reinforced 
biocers และ freeze-gelation biocers เปนตน (Fiedler และคณะ, 2004; Soltmann และคณะ, 
2008)  หรือใชวัสดุตรึงชนิดอ่ืนที่มีความแข็งแรงรวมกับเจลแลนกัมหรืออัลจิเนต เชน ตรึงแบคทีเรีย
ในอัลจิเนตและเคลือบผิวดวยซิลิกา ซึง่ซลิิกาจะชวยใหแบคทีเรียไมหลุดออกจากเมด็เจลอัลจิเนต 
โดยสวนใหญอัลจิเนตจะเปราะบางจึงทําใหแบคทีเรียหลุดไดงาย (Collone และคณะ, 2008) เมื่อ
ไดวัสดุตรึงที่มคีวามแข็งแรงทําใหนาํกลับมาใชซ้ําไดอยางตอเนื่องนานกวา 35 วนั 

3. อาจใชเชื้อผสมระหวาง Bacillus cereus BPW4 และ Sphingobium sp. สายพนัธุ 
BP-7 หรือ Achromobacter xylosoxidans สายพนัธุ B-16 สําหรับการตรึงเซลล ซึง่ 
Sphingobium sp. สายพนัธุ BP-7 และ Achromobacter xylosoxidans สายพันธุ B-16 เปน
แบคทีเรียสามารถยอยสลายกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกได (Sakai และคณะ, 2007; Zhang และคณะ
, 2007) เพื่อใหประสิทธิภาพการยอยสลาย BPA ดีข้ึน 
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4. จากงานวิจัยนี้ไดทําการทดลองในระบบขวดเขยาเทานั้น เราควรเพิ่มการทดลองใน
ระบบถังปฏิกรณ เพื่อศึกษาและพัฒนาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลาย BPA ตอไป  
ซึ่งการปนเปอน BPA ในส่ิงแวดลอมที่เกิดจากน้ําชะจากหลุมฝงกลบของเสียอันตรายมีความ
เขมขน 17.2 มิลลิกรัมตอลิตร (Yamamoto และคณะ, 2001) ในขณะที่เซลลตรึงที่ผลิตข้ึนจาก
งานวิจยันี้สามารถยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตรไดดี ดังนัน้สามารถนาํเซลล
ตรึงที่ผลิตข้ึนมาใชบําบดั BPA ที่ปนเปอนในแหลงน้ําโดยใชระบบถงัปฏิกรณ โดยทดสอบทัง้ใน
ระบบที่ไมมีกลูโคสและมีกลูโคส โดยระบบที่มีกลโูคสจะเปนแบบการเติมแบบตอเนื่อง หรืออาจใช
วัสดุตรึงชนิดอ่ืนที่มีความแข็งแรงมากกวาอัลจิเนต เชน ไบโอเซอร เปนตน หรือใชซลิิการวมกับอัลจิ
เนตในการตรึงแบคทีเรีย เพื่อปองกันไมใหแบคทีเรียหลุดออกจากวัสดุตรึงไดงาย สงผลให
ประสิทธิภาพการยอยสลายเกิดข้ึนไดดี และถาใชวสัดุตรึงที่มีความแข็งแรงก็เหมาะที่จะนํามาใช
บําบัด BPA ไดอยางตอเนื่องในถงัปฏิกรณ (Fiedler และคณะ, 2004; Collone และคณะ, 2008; 
Soltmann และคณะ, 2008) 
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ภาคผนวก ก 
 

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

  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO412H2O)   5.5       กรัม 
  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8       กรัม 

 ข. แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO47H2O)   0.01     กรัม 

  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl36H2O)   0.005   กรัม 

  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl22H2O)   0.005   กรัม 
 
 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้าํกล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-ดาง 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนัน้นึง่ฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี เติม
สารละลายในสวน ข. ที่ทาํการเตรียมแยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเช้ือโดยกรองผานชุดกรอง
สําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทาํการนึง่ฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
  
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM ละลายผงวุน 
15 กรัม ตออาหารเล้ียงเช้ือ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลาย ก. ปรับคาความเปนกรด-ดาง 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนัน้นึง่ฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิง้ไวจนได
อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซยีส จึงเติมสารละลายในสวน ข.ที่ปราศจากเชื้อแลวกอนนาํไปใช 
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3. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+glucose 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มกลูโคส 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือกอนนาํไปนึ่งฆาเชื้อ
ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี
 
4. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+peptone 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มเปปโตน 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อกอนนาํไปนึง่ฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
5. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM+yeast extract 
 
 เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อดวยวธิีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM แต
เพิ่มสารสกัดจากยีสต 1 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือกอน
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 
นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 
1. สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 
  
 ชั่งแคลเซียมคลอไรด 11.102 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร สุดทายจะไดสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร นึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
 
2. สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.2 โมลาร 
 
 ชั่งแคลเซียมคลอไรด 22.204 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร ในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร สุดทายจะไดสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.2 โมลาร นึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี
 
3. สารละลายโซเดียมซิเตรต 1% 
 
 ชั่งโซเดียมซิเตรต 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. สารละลายเจลแลนกัม 1% 
 
 ชั่งเจลแลนกัม 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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5. สารละลายโซเดียมอัลจิเนต 4% 
 
 ชั่งโซเดียมอัลจิเนต 4 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
6. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 
 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้าํกล่ัน 100 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
7. 70% เอทานอล 
  
 ละลายเอทานอลสัมบูรณ ปริมาตร 700 มิลลิลิตร ในน้าํกล่ันปลอดประจุปริมาตร 300
มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
ตารางที่ ค.1 ความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบัเซลลอิสระ 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

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

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

y = 8626.3x

R2 = 0.9996
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รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบั 
เซลลอิสระ 
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ตารางที่ ค.2 ความเขมขนของ BPA ที่ความเจือจาง 1,000 เทา สําหรบัเซลลตรึงและเซลล
อิสระ 
 
ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

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

160 1219890 1325921 1378430 1308080 80761.69 

 

y = 7989.8x 

R2 = 0.9889
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รูปท่ี ค.2 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ BPA ทีค่วามเจือจาง 1,000 เทา สําหรบั 
เซลลตรึงและเซลลอิสระ 
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ตารางที่ ค.3 ความเขมขนของ HBA 
 

ความเขมขน BPA 
(มิลลกิรัมตอลิตร)  

พื้นที่ใตกราฟ 
คาเฉลี่ย 

คาเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ซํ้าที่ 1 ซํ้าที่ 2 ซํ้าที่ 3 

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

 

y = 36119x 
R2 = 0.9969
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รูปท่ี ค.3 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ HBA 
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ภาคผนวก ง 
 

ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู 
 

ตารางท่ี ง.1 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของชุดควบคุม ในการยอยสลาย 
BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน 

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

 
ตารางท่ี ง.3 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของ Enterobacter sp. BPR1 ใน
การยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลกิรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน 

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

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

 
ตารางท่ี ง.4 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของ Bacillus cereus BPW4 ใน
การยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลกิรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

 
ตารางท่ี ง.6 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของ Sphingobium sp. P2 ในการ
ยอยสลาย BPA ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี2 ซํ้าท่ี 3
0 4.42 4.67 4.98 0 4.71 4.74 5.41
1 4.36 4.66 5.20 1 3.77 4.04 4.30
3 4.35 4.48 4.66 3 2.48 3.02 3.09
5 4.25 4.40 4.68 5 1.99 2.55 2.66
7 4.92 5.24 5.47 7 2.20 2.46 2.60

 

102



 

42

ตารางท่ี ง.7 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลิกรัมตอลิตร) ของชุดควบคุม ระหวางการยอย
สลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

 
ตารางท่ี ง.8 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรมัตอลิตร) ของ Bacillus cereus BPW4 
ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

 
ตารางท่ี ง.10 ปริมาณ BPA ท่ีเหลอือยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมเม็ดเจลเจล
แลนกัม ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้ง
เช้ือท่ีเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 77.58 86.76 86.86 0 101.37 104.14 106.02
3 74.58 78.18 83.99 3 98.53 103.13 104.78
7 72.60 74.68 83.82 7 96.72 102.77 104.53
12 73.68 76.63 82.93 12 95.23 96.03 97.79
15 72.94 77.27 85.48 15 87.76 90.99 103.51
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ตารางท่ี ง.11 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลเจลแลนกัม ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรมัตอลิตร ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

 
ตารางท่ี ง.12 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมเม็ดเจลอัลจิเนต 
ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
เติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

 
ตารางท่ี ง.13 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

*หมายเหตุ NA หมายถงึ Not applicable 
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ตารางท่ี ง.14 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของชุดควบคุมในเม็ดเจล 
อัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 76.46 79.94 81.42 0 100.07 101.65 106.37
3 73.88 79.46 81.35 3 99.98 101.47 106.27
7 72.54 78.96 81.30 7 99.72 102.92 105.18
12 75.08 78.46 81.13 12 99.60 102.54 106.34
15 75.06 76.60 82.34 15 99.35 100.69 106.26
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ตารางท่ี ง.15 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ระหวางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลโูคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

 
ตารางท่ี ง.16 ปริมาณ BPA ท่ีเหลืออยู (มิลลกิรัมตอลิตร) ของเซลลตรึงในเม็ดเจล 
อัลจิเนต เม่ือใชในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลิตร อยางตอเน่ือง 
ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
กลูโคส 

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

จํานวนแบคทีเรียในอาหารเลีย้งเช้ือ และในเม็ดเจล 
 

ตารางท่ี จ.1 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Methylobacterium sp. 
NP3 ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.826 0.831 0.836 0 0.741 0.727 0.758
1 1.092 1.130 1.186 1 1.117 1.122 1.099
3 1.039 1.076 1.128 3 1.081 1.005 0.946
5 0.969 1.043 1.061 5 0.919 0.926 0.884
7 0.915 0.986 1.036 7 0.933 0.916 0.870
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ตารางท่ี จ.2 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Enterobacter sp. BPR1 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

 
ตารางท่ี จ.3 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Bacillus cereus BPW4 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

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

 
ตารางท่ี จ.4 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Enterobacter sp. BPW5 
ท่ีความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมเปปโตน

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

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมสารสกัด
จากยสีต 

ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3
0 0.873 0.874 0.907 0 0.892 0.914 0.898
1 1.150 1.068 1.189 1 1.083 1.199 1.179
3 1.043 1.112 1.166 3 1.041 1.133 1.120
5 1.004 1.070 1.136 5 0.937 0.997 0.965
7 0.951 1.014 1.096 7 0.842 0.920 0.873
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ตารางท่ี จ.5 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Sphingobium sp. P2 ท่ี
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร  

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติม
สารอาหาร 

เวลา
(วัน) 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลโูคส 

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

 
ตารางท่ี จ.6 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Bacillus cereus BPW4 ท่ี
ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

15 6x107 3x108 5x108 15 6x106 8x106 11x106
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ตารางท่ี จ.7 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของ Sphingobium sp. P2 ท่ี
ความเขมขน 5-100 มิลลกิรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 
มิลลกิรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 
มิลลกิรัมตอลิตร 

เวลา
(วัน) 

 

BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 
100 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

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

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

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

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

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

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

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

 
ตารางท่ี จ.8 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลเจลแลนกัม ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลีย้งเช้ือท่ีเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

15 4X108 8X106 6X108 9X106 7X108 9X106
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เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
ตารางท่ี จ.9 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

15 12X1011 0 18X1011 0 18X1011 0

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

 
ตารางท่ี จ.10 จํานวนแบคทีเรียระหวางการยอยสลาย BPA ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ด
เจลอัลจิเนต ท่ีความเขมขน 5-100 มิลลิกรัมตอลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 10 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 20 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 40 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

เวลา 
(วัน) 

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 80 มิลลกิรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
 

 BPA ท่ีความเขมขนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
ซํ้าท่ี 1 ซํ้าท่ี 2 ซํ้าท่ี 3 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

(CFU/มล.) 

ในเม็ดเจล 
(CFU/กรัม) 

 

ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

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

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

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

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

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

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

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

 
ตารางท่ี จ.11 จํานวนแบคทีเรีย ณ วนัท่ี 0 และ 35 ของเซลลตรึง BPW4 ในเม็ดเจล 
อัลจิเนต ในการยอยสลาย BPA ความเขมขน 20 มิลลกิรัมตอลติร 

เวลา  
(วัน) 

 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมเติมกลูโคส 

เวลา 
(วัน) 

 
 

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

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล 
 

ในเม็ดเจล 
 

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล  
 

ในเม็ดเจล 
 

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

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

โครมาโตแกรมของสารมัธยันตร 
 

งานวิจยันี้ไดตรวจหาสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนระหวางกระบวนการยอยสลาย BPA แบบ
เบ้ืองตน โดยใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน (Hydroxyacetophenone หรือ HAP) และกรดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (Hydroxybenzoic acid หรือ HBA) เปนสารมาตรฐานสําหรับเปรียบเทยีบ คา 
retention time ของสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน เมื่อนําตัวอยางการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอลิตร ของแบคทเีรียสายพันธุ BPW4 วันที ่7 มาฉีด HPLC ผลปรากฏวาพื้นที่ใตกราฟที่
ไดมีคา retention time ที่ใกลเคียงกับสารมัธยนัตรชนิดกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก แตไมมีพื้นที่ใต
กราฟที่มีคา retention time ที่ใกลเคียงกบัสารมัธยนัตรชนิดใชไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 

 

 
 

รูปท่ี ฉ.1 โครมาโตแกรมของไฮดรอกซีอะซิโตฟโนน 

HAP
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รูปท่ี ฉ.2 โครมาโตแกรมของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก 
 

 
 

รูปท่ี ฉ.3 โครมาโตแกรมของกลโูคส 

HBA

กลูโคส 
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     (a)   
 

(b)  
 

รูปท่ี ฉ.4 โครมาโตแกรมของการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของ
ชุดควบคุม วนัท่ี 0 (a) และวันท่ี 15 (b) 

 

BPA 

BPA 

กลูโคส

กลูโคส 
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(a)   
 

(b)   
 

รูปท่ี ฉ.5 โครมาโตแกรมของการยอยสลาย BPA ความเขมขน 10 มิลลกิรัมตอลิตร ของ
แบคทีเรียสายพันธุ BPW4 วันท่ี 0 (a) และวันท่ี 15 (b) 

 

BPA 

BPA 

HBA

กลูโคส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวนันทธร เภาราช เกิดเมื่อวันที่ 25 สิงหาคม พ.ศ.2527 ที่จังหวัดชลบุรี สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2550 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2551 
 
 ผลงานที่เผยแพร 
1. สวนหนึง่ของงานวิจัยนี้ไดเขารวมเสนอผลงานในการประชุมทางวชิาการระดับนานาชาติ “The 
21st Annual meeting and International Conference of The Thai Society for Biotecgnology” 
ระหวางวันที ่ 24-25 กนัยายน 2552 ณ ศูนยประชุมแหงชาติสิริกิตต์ิ ในหัวขอเร่ือง Effects of 
nutrients on bisphenol A biodegradation. รวมกับรองศาสตราจารย ดร.อลิสา วงัใน และผูชวย
ศาสตราจารย ดร.เอกวัล ลือพรอมชัย 
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