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Disinfection of Bacillus subtilis spores in water using Fenton
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บทคัดย่อ

	 วิธีเฟนตันในที่นี้ใช้เฟอร์รัสซัลเฟตความเข้มข้น 0.05-10 mM ร่วมกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 

1-180 mM ในสภาวะที่มีแสงอัลตราไวโอเล็ตความเข้มแสง 4 mW/cm2 กำ�จัดสปอร์ของ Bacillus subtilis ในนํ้าที่ pH 

2.8 และศึกษาผลของ pH ในช่วง 2-5 และผลของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แต่เพียงอย่างเดียวในช่วงความเข้มข้น 1-600 

mM ทั้งในสภาวะที่ไม่มีและมีแสงอัลตราไวโอเล็ตในการกำ�จัดสปอร์ของแบคทีเรียดังกล่าว

	 การศึกษาพบว่าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เพียงอย่างเดียวสามารถกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ได้ 61-100% ใน

กรณีที่ไม่มีแสงอัลตราไวโอเล็ต และ 89-100% ในกรณีที่มีแสงร่วมด้วย โดยความเข้มข้นยิ่งมาก การกำ�จัดสปอร์ของ B. 

subtilis ยิง่เพิม่ขึน้ แตท่ีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต ่250-300 mM ไปจนถงึ 600 mM นัน้ใหค้วามแตกตา่งในการกำ�จดัสปอรอ์ยา่ง

ไม่มีนัยสำ�คัญทางสถิติ ส่วนค่า pH ที่เหมาะสมพบอยู่ในช่วง 2.5 – 3 ความเข้มข้นของเฟอร์รัสซัลเฟตที่เหมาะสม คือ 

0.05-0.1 mM แม้ว่าการเพิ่มความเข้มข้นของเฟอร์รัสซัลเฟตช่วยกำ�จัดสปอร์ในนํ้าได้ดีขึ้น แต่กลับพบการตกตะกอน

และพบสปอร์มีชีวิตรอดอยู่ในตะกอนทุกตัวอย่างที่ศึกษา โดยอัตราส่วนที่เหมาะสมของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ที่สามารถกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ได้อย่างสมบูรณ์ 100% และไม่ก่อให้เกิดการตกตะกอนคือ 0.1:180 

mM 

Abstract

	 Fenton in this study was from a combination of 0.05-10 mM ferrous sulfate and 1-180 mM hydrogen 

peroxide, being irradiated with ultraviolet-A (UV-A) radiation, intensity of 4 mW/cm2, to disinfect Bacillus subtilis 

spores in water at pH 2.8. Effect of solely 1-600 mM hydrogen peroxide with and without UV-A radiation and effect 

of pH in a range of 2-5 were also examined.

	 The results reveal that hydrogen peroxide alone could disinfect B. subtilis spores in a range of 61-100% with 

no irradiation and 89-100% with UV-A irradiation. Although it was found that the higher the concentration the better 
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บทนำ�

	 Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่

สรา้งสปอรท์ีม่คีวามทนทานตอ่สภาวะแวดลอ้มตา่งๆได้

เป็นอย่างดี โดยสปอร์ของ B. subtilis สามารถทนสภาพ

ร้อน-ชื้นได้ถึง 100oC และต้องใช้เวลา 20-30 นาทีจึงจะ

ทำ�ให้ความสามารถในการมีชีวิตของมัน (viability) ลด

จำ�นวนลง 1-log ได้ แต่ถ้าเป็นสภาวะที่ร้อน-แห้ง ความ

สามารถในการมีชีวิตของมันจะเพิ่มขึ้นอีกถึง 1000 เท่า 

(Nicholson et al., 2000) สปอร์ของ Bacillus subtilis จึง

นยิมใชเ้ปน็ตวัแทนจลุนิทรยีก์ลุม่ทีม่คีวามทนทานสงูใน

สิ่งแวดล้อม โดยคลอรีนไม่สามารถกำ�จัดมันได้แม้จะใช้

ความเขม้ขน้สงูถงึ 100 ppm เปน็เวลา 3 ชัว่โมงแลว้กต็าม 

(สุจิตรา, 2553)

	 วิธีหนึ่งที่สามารถกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis 

ได้ คือการใช้ปฏิกิริยาเฟนตันซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มของ

กระบวนการออกซิเดชันขั้นก้าวหน้าที่ใช้อนุมูลอิสระ

เป็นตัวการหลักในการทำ�ลายผนังเซลของจุลินทรีย์จน

ทำ�ให้เกิดการรั่วไหลขององค์ประกอบภายในเซล และ

ทำ�ให้จุลินทรีย์ตายไปในที่สุด ปฏิกิริยาของเฟนตันมา

จากเหล็ก Fe2+ หรือ Fe3+ ทำ�ปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ (H
2
O

2
) ได้เป็นอนุมูลอิสระ

	 ไฮดรอกซิล (oOH) หรือ HO
2

o (Rincón and 

Pulgarin, 2006) ดังปฏิกิริยา 

	 Fe2+ + H
2
O

2
→ Fe3++ oOH + OH-

	 Fe3+ + H
2
O

2
→ Fe2+ + HO

2

o + H+

และถ้ามีแสงอัลตราไวโอเล็ต (UV) ร่วมด้วย จะช่วย

เร่งปฏิกิริยาให้เกิด oOH เพิ่มขึ้นได้ (Ma et al., 2005)  

FeIII(OH)2+  + UV→ Fe2++ oOH  ส่วนไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์เมื่อถูกกระตุ้นด้วยพลังงานจากแสง สามารถ

แตกตวัไดเ้ปน็อนมุลูอสิระ ไฮดรอกซลิ เชน่กนั (Mamane 

et al., 2007) คือ H
2
O

2
 + hν → 2 oOH

	 การนำ�ปฏกิริยิาเฟนตนัไปใช ้สว่นใหญม่กัเปน็

ในลักษณะของการกำ�จัดสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์

ในสิ่งแวดล้อม เช่น ฟีนอล (Kavitha and Palanivelu, 

2004) สารฆ่าแมลง (Huston and Pignatello, 1999; Fall-

mann et al., 1999) ฟอร์มาลดีไฮด์ (Kajitvichyanukul et 

al., 2008) ฯลฯ สว่นการนำ�ไปใชก้ำ�จดัจลุนิทรยีท์ีม่คีวาม

ทนทานในสิ่งแวดล้อมสูงยังคงมีอยู่น้อยมาก ที่ปรากฏ

ก็มักเป็นการศึกษากับเชื้อ E. coli (Diao et al., 2004; 

Rincón and Pulgarin, 2006, 2007) ซึ่งมีความทนทาน

ตํา่กวา่สปอรข์องแบคทเีรยี การศกึษานีจ้งึทดสอบความ

สามารถของปฏกิริยิาเฟนตนัในการทำ�ลายสปอรข์อง B. 

subtilis ในสภาวะที่มีแสงอัลตราไวโอเล็ตร่วมด้วย โดย

ศึกษาสภาพ pH ที่เหมาะสมต่อการกำ�จัดสปอร์ รวมถึง

ผลของการใชไ้ฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดแ์ตเ่พยีงอยา่งเดยีว 

(ทั้งที่มีแสงและไม่มีแสงอัลตราไวโอเล็ต) ในการกำ�จัด 

สปอร์ของ B. subtilis 

the disinfection, beyond the concentration of 180 mM, the disinfection was insignificantly different. The suitable pH 

was 2.8 and suitable ferrous sulfate concentration was 0.05-0.1 mM. Higher concentration than 0.1 mM of ferrous 

sulfate induced precipitation and spores were found in it although spores in the water were reduced. Therefore, the 

appropriate combination of ferrous sulfate and hydrogen peroxide that completely eliminated all B. subtilis spores 

and did not create precipitation was 0.1 mM and 180 mM, respectively.
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วิธีการศึกษา

	 การเตรียมสปอร์ของ B. subtilis

	 แบคทีเรีย B. subtilis  ในการศึกษานี้จัดซื้อ

มาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทยในรูปของผงแห้ง นำ�มาผสมกับนํ้ากลั่นที่

ปราศจากเชื้อให้เข้ากันดี แล้วใช้ปิเปตหยดเชื้อดังกล่าว 

1 หยดลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Trypticase Soy Agar (TSA) 

เกลี่ยให้ทั่ว แล้วนำ�ไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37oC นาน 

7 วันจนมีสปอร์ขึ้นเต็ม การเตรียมสปอร์ทำ�โดยเขี่ยเชื้อ 

B. subtilis มาเจอืจางดว้ยนํา้กลัน่ แลว้นำ�ไปแชใ่นอา่งนํา้

ร้อนที่ 80oC นาน 10 นาทีเพื่อกำ�จัด vegetative cell ให้

เหลอืแตส่ปอร ์จากนัน้นำ�ไปปัน่ดว้ยเครือ่ง centrifuge ที่

ความเรว็ 2000 รอบ/นาทนีาน 5 นาท ีจงึนำ�สปอรท์ีอ่ยูใ่น

ส่วนของสารละลายใสไปผสมกับนํ้าตัวอย่าง (นํ้ากลั่น) 

สำ�หรับใช้ในการศึกษาต่อไป

	 การใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่างเดียว

	 การศกึษาเริม่จากการวเิคราะหห์าจำ�นวนโคโลน ี

เริ่มต้นของ B. subtilis ในนํ้าตัวอย่างที่ผสมสปอร์

ของ B. subtilis ลงไปแล้ว โดยดูดนํ้าตัวอย่างมาเจือจาง

กบันํา้กลัน่ปราศจากเชือ้ในอตัราสว่น 1:9 กอ่นหยดนํา้ที่

เจือจางแล้วจำ�นวน 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

TSA เกลี่ยให้ทั่ว แล้วนำ�ไปบ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37oC 

นาน 12-24 ชัว่โมง จำ�นวนโคโลนทีีเ่กดิขึน้กำ�หนดใหเ้ปน็

จำ�นวนเริม่ตน้ (N
0
) จากนัน้นำ�นํา้ตวัอยา่งทีผ่สมสปอรม์า

แบ่งใส่บีกเกอร์ 2 ใบๆละ 600 มิลลิลิตร เติมไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 1 mM ลงไป ใบที่ 1 นำ�ไป

วางไวใ้ตแ้สงไฟอลัตราไวโอเลต็ชนดิเอทีม่คีวามยาวคลืน่

หลัก 365 นาโนเมตร ความเข้มแสง 4 mW/cm2 (วัดที่ผิว

นํ้าด้วยอุปกรณ์ radiometer ของ Cole Palmer, model 

LW09811-50) นาน 3 ชั่วโมง ขณะที่อีกใบไม่มีแสง

อลัตราไวโอเลต็มาเกีย่วขอ้งเพือ่การเปรยีบเทยีบ เมือ่ครบ

เวลา 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที ดูดนํ้าตัวอย่าง

จากทั้งสองใบ (1 มิลลิลิตร+นํ้าเจือจาง 9 มิลลิลิตร หยด

บนอาหาร TSA 0.1 มิลลิลิตร) ในลักษณะเดียวกับการ

วิเคราะห์จำ�นวนโคโลนีเริ่มต้น โดยจำ�นวนโคโลนีที่เกิด

ขึ้นกำ�หนดให้เป็นจำ�นวนโคโลนีที่เวลาต่างๆ (N
t
) การ

ศกึษาไดก้ระทำ�ซํา้ในลกัษณะเดมิ แตเ่ปลีย่นความเขม้ขน้ 

ของไฮโดรเจนไฮดรอกไซด์เป็น 10, 40, 70, 100, 180, 

250, 300 และ 600 mM ตามลำ�ดับ ซึ่งทั้งหมดนี้ทำ�การ

ศึกษาอย่างละ 1 ซํ้า

	 การศึกษา pH ที่เหมาะสม

	 หลังจากวิเคราะห์หาจำ�นวนเชื้อเริ่มต้น (N
0
) 

ในนํ้าตัวอย่างแล้ว นำ�นํ้ามาแบ่งใส่บีกเกอร์ทั้งหมด 5 

ใบๆ ละ 600 มิลลิลิตร จำ�นวน 2 ชุด ทำ�การปรับ pH ของ

นํ้าทั้ง 2 ชุดด้วยกรดซัลฟูริกให้มีค่าอยู่ที่ 2, 2.5, 3, 3.5, 4 

และ 5 ในใบที่ 1 ถึง 5 ตามลำ�ดับ โดยทุกใบเติมเฟอร์รัส

ซลัเฟตความเขม้ขน้ 0.1 mM ลงไป จากนัน้เตมิไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ 40 mM ในนํ้าในชุดที่ 1 และ 100 mM 

ในนํ้าชุดที่ 2 คนให้เข้ากันดีก่อนนำ�ไปวางภายใต้แสงไฟ

อัลตราไวโอเล็ตชนิดเอ ความเข้มแสง 4 mW/cm2  และ

ทำ�การวเิคราะหห์าจำ�นวน B. subtilis (N
t
) ทีเ่วลา 30, 60, 

90, 120, 150 และ 180 นาท ีตามลำ�ดบั ทำ�การศกึษาอยา่ง

ละ 1 ซํ้าในแต่ละ pH และความเข้มข้น 

	 วิธีเฟนตัน

	 การศึกษาเริ่มจากจากวิเคราะห์หาจำ�นวน

โคโลนีเริ่มต้นของ B. subtilis ในนํ้า (N
0
) และแบ่งนํ้า

ตัวอย่างใส่บีกเกอร์ใบละ 600 มิลลิลิตร ปรับ pH ไว้ที่ 

2.8 แล้วเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีละความเข้มข้น  

(1, 10, 40, 70, 100 และ 180 mM) ในนํ้าแต่ละชุด จาก

นั้นมีการเติมเฟอร์รัสซัลเฟตความเข้มข้นตั้งแต่ 0.1 ไป

จนถึง 10 mM ลงไปในนํ้า (ในแต่ละชุดใช้ความเข้มข้น

ของเฟอร์รัสซัลเฟตไม่เท่ากัน) คนให้เข้ากันดีก่อนนำ�ไป

วางภายใตแ้สงไฟอลัตราไวโอเลต็ชนดิเอ ความเขม้แสง 4 

mW/cm2  และทำ�การวิเคราะห์หาจำ�นวน B. subtilis ที่

เวลา 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที (N
t
) เช่นเดิม 

ในกรณีที่พบว่ามีตะกอนเกิดขึ้นในบีกเกอร์ เมื่อครบ

เวลา 180 นาทีแล้ว ได้มีการดูดตะกอนมาวิเคราะห์หา 

B. subtilis ในลักษณะเดียวกันกับนํ้าตัวอย่างด้วย แต่ละ

ชุดทำ�การศึกษาอย่างละ 1 ซํ้า

	 การวิเคราะห์ทางสถิติ

	 การเปรยีบเทยีบความแตกตา่งทางสถติใินการ

ศึกษานี้ ใช้การวิเคราะห์ด้วย Paired t-test และ ANOVA 

ด้วยโปรแกรมสำ�เร็จรูป SPSS 17.0
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ผลการศึกษาและอภิปรายผล

	 การกำ�จัดสปอร์ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

อย่างเดียว

	 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เพียงอย่างเดียวใน

สภาวะที่ไม่มีแสงอัลตราไวโอเล็ต สามารถกำ�จัดสปอร์

ของ B. subtilis ได้ตั้งแต่ 61-100% ในเวลา 180 นาที 

(รูปที่ 1 ก) ขณะที่เมื่อมีแสงร่วมด้วย สามารถกำ�จัดเพิ่ม

ขึ้นเป็น 89-100% (รูปที่ 1 ข) ซึ่งชัดเจนว่าเป็นผลมาจาก

อนมุลูอสิระไฮดรอกซลิทีม่าจากปฏกิริยิาของ H
2
O

2
 + hν 

→ 2 oOH (Mamane et al., 2007) ทัง้นี ้การเพิม่ความเขม้

ขน้ของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดต์ัง้แต ่1 mM ไปจนถงึ 70 

mM ร่วมกับแสงอัลตราไวโอเล็ต (รูปที่ 1 ข) ช่วยให้การ

กำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis เพิ่มขึ้นจากการใช้ไฮโดรเจน

เปอรอ์อกไซดแ์ตเ่พยีงอยา่งเดยีวในความเขม้ขน้เดยีวกนั 

(รูปที่ 1 ก) อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.003-0.035) 

แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นจาก 100 mM ไปจนถึง 600 mM 

ความแตกตา่งระหวา่งการไมม่แีสงและการมแีสงอลัตรา

ไวโอเล็ตกลับไม่มีนัยสำ�คัญอีกต่อไป (p = 0.077-0.308) 

(ยกเว้นที่ 250 mM) ซึ่งเป็นไปได้ว่า ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ที่มากเกินไปจะไปทำ�ปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ

ไฮดรอกซิลกลายเป็นอนุมูลอิสระไฮดรอกซีเปอร์ออก

ซลิ ซึง่มอีำ�นาจในการทำ�ลายสปอรท์ีน่อ้ยกวา่มาก (H
2
O

2
 

+ oOH → HO
2

o + H
2
O) (Rincón and Pulgarin, 2006)
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รูปท่ี 1.  การกําจัดสปอรของ B. subtilis ดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขนตางๆกัน ก) 
ในสภาวะที่ไมมีแสงอัลตราไวโอเล็ตชนิดเอ, ข) สภาวะที่มีแสงอัลตราไวโอเล็ตชนิดเอ 

 
ท้ังนี้ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดแตเพียงอยางเดียว สามารถทําใหเกิดสภาวะท่ีเรียกวา 

oxidative stress ในเซลของสิ่งมีชีวิต กอใหเกิดการทําลายหรือกลายพันธุของเซลได โดย Imlay 
and Linn (1986) พบวา ไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขนตํ่า (1-2 mM) ทําลายโครงสราง 
DNA ของ E. coli ผานกระบวนการเมตาโบลิสซึมระหวางการเจริญเติบโตในสภาวะท่ีใช
อากาศ ขณะท่ีไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขนสูงสามารถทําลายเซลไดโดยไมจําเปนตอง
ผานกระบวนการเมตาโบลิสซึม แตความเขมขนท่ีต่ํากวานีอ้าจไมมีผลใดๆเนื่องจาก Mamane 
et al. (2007) ศึกษาการกําจัดสปอรของ B. subtilis โดยใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดตั้งแต 0-25 
mg/L (0.735 mM) รวมกับแสงอลัตราไวโอเล็ตความยาวคลื่น >295 nm พบวาปฏิกิริยาไม
สามารถทําลายสปอรของแบคทีเรียไดเลย ซึ่งในการศึกษานี้ จากรูปท่ี 1 จะเห็นไดวา ความ
เขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดยิ่งมาก การกําจัดสปอรของ B. subtilis ย่ิงเพิ่มขึ้น ยกเวนท่ี
ความเขมขน 250 mM ในสภาวะท่ีไมมีแสง (รูปท่ี 1 ก) ที่พบการกําจัดสปอรไดนอยกวาที่ความ
เขมขน 180 mM ซึ่งเปนไปไดวาสปอรของแบคทีเรียในชุดที่ใชความเขมขน 250 mM มีความ

รูปที่ 1.  การกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้นต่างๆกัน ก) ในสภาวะที่ไม่มีแสง

อัลตราไวโอเล็ตชนิดเอ, ข) สภาวะที่มีแสงอัลตราไวโอเล็ตชนิดเอ
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	 ทั้งนี้ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แต่เพียงอย่าง

เดียว สามารถทำ�ให้เกิดสภาวะที่เรียกว่า oxidative 

stress ในเซลของสิ่งมีชีวิต ก่อให้เกิดการทำ�ลายหรือ

กลายพันธุ์ของเซลได้ โดย Imlay and Linn (1986) พบ

ว่า ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้นตํ่า (1-2 mM) 

ทำ�ลายโครงสร้าง DNA ของ E. coli ผ่านกระบวนการ

เมตาโบลิสซึมระหว่างการเจริญเติบโตในสภาวะที่ใช้

อากาศ ขณะที่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้นสูง

สามารถทำ�ลายเซลไดโ้ดยไมจ่ำ�เปน็ตอ้งผา่นกระบวนการ

เมตาโบลสิซมึ แตค่วามเขม้ขน้ทีต่ํา่กวา่นีอ้าจไมม่ผีลใดๆ

เนื่องจาก Mamane et al. (2007) ศึกษาการกำ�จัดสปอร์

ของ B. subtilis โดยใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ตั้งแต่ 

0-25 mg/L (0.735 mM) ร่วมกับแสงอัลตราไวโอเล็ต

ความยาวคลื่น >295 nm พบว่าปฏิกิริยาไม่สามารถทำ�

ลายสปอร์ของแบคทีเรียได้เลย ซึ่งในการศึกษานี้ จาก

รูปที่ 1 จะเห็นได้ว่า ความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ยิ่งมาก การกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ยิ่งเพิ่ม

ขึ้น ยกเว้นที่ความเข้มข้น 250 mM ในสภาวะที่ไม่มีแสง 

(รูปที่ 1 ก) ที่พบการกำ�จัดสปอร์ได้น้อยกว่าที่ความเข้ม

ข้น 180 mM ซึ่งเป็นไปได้ว่าสปอร์ของแบคทีเรียในชุด

ที่ใช้ความเข้มข้น 250 mM มีความแข็งแรงทนทานกว่า

ชดุของความเขม้ขน้ 180 mM เนือ่งจากการศกึษานีไ้มไ่ด้ 

กระทำ�พรอ้มๆกนัในคราวเดยีวกนัจากขอ้จำ�กดัในเรือ่งของ 

ปรมิาณงานทีม่มีากกวา่จำ�นวนคน จงึจำ�เปน็ตอ้งแบง่การ

ศกึษาออกเปน็หลายๆครัง้ ซึง่ในแตล่ะครัง้จำ�นวนโคโลนี

เริม่ตน้กม็คีวามคลาดเคลือ่นแตกตา่งกนัไป และดว้ยเหตุ

นี้ การเปรียบเทียบการลดลงของโคโลนีในที่นี้จึงกระทำ�

ในรูปของสัดส่วนระหว่างจำ�นวนโคโลนีที่เวลาใดๆ ต่อ

จำ�นวนเริ่มต้น (N
t
/N

0
) 

	 ในแง่ของการกำ�จัดสปอร์อย่างสมบูรณ์จน

ไม่พบโคโลนีของ B. subtilis หลงเหลืออยู่ในนํ้าเลยนั้น 

พบว่า ในสภาวะที่ไม่มีแสง (รูปที่ 1 ก) ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ความเข้มข้นตั้งแต่ 100 mM ไปจนถึง 600 mM 

สามารถกำ�จัดสปอร์จนหมดได้ในเวลาตั้งแต่ 90 นาที

จนถึง 120 นาทีเป็นต้นไป โดยการเพิ่มความเข้มข้น

ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ตั้งแต่ 300 mM ไปจนถึง 

600 mM ให้ความแตกต่างในการกำ�จัดสปอร์อย่างไม่มี

นัยสำ�คัญทางสถิติ (p = 0.356) ขณะที่เมื่อมีแสงอัลตรา

ไวโอเล็ตมาร่วมด้วย (รูปที่ 1 ข) เวลาที่ใช้ในการกำ�จัด 

สปอรอ์ยา่งสมบรูณน์ัน้ลดลงเหลอืเพยีง 30 นาทไีปจนถงึ 

90 นาทีเป็นต้นไป ซึ่งความเข้มข้นตั้งแต่ 250 mM ไป

จนถงึ 600 mM ใหค้วามแตกตา่งทีไ่มม่นียัสำ�คญัทางสถติิ

เช่นเดียวกัน (p = 0.121) 

ปัจจัยด้าน pH

	 ในการศึกษานี้ทดสอบ pH ตั้งแต่ 2 ถึง 5 ใน

การกำ�จดัสปอรข์อง B. subtilis เนือ่งจาก pH ทีเ่หมาะสม

สำ�หรับปฏิกิริยาเฟนตันนั้นมีรายงานตั้งแต่ pH 2.6 ใน

การสลายฟอร์มาลดีไฮด์ของ Kajitvichyanukul (2008) 

หรือ pH 2.8 สำ�หรับกำ�จัดสารฆ่าแมลง 10 ชนิดในงาน

ของ Fallmann et al. (1999) หรือ pH 3 สำ�หรับการสลาย 

atrazine ในงานของ Arnold et al. (1995) รวมไปถงึ pH 4 

ในการกำ�จดั E. coli ของ Diao et al. (2004) เปน็ตน้ ซึง่ผล

ของการศึกษานี้แสดงได้ดังรูปที่ 2 จากการใช้อัตราส่วน

ของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 2 อัตรา  

ในสภาวะที่มีแสง เส้นประในรูปหมายถึงพบการ 

ตกตะกอนของนํา้ตวัอยา่งและในตะกอนนัน้ม ีB. subtilis 

หลงเหลืออยู่ด้วย (พบได้ตั้งแต่ 1 ถึง 93 โคโลนี) ซึ่ง 

pH ที่ไม่ก่อให้เกิดตะกอนอยู่ที่ 2-2.5 เมื่อใช้อัตราส่วน

ของเฟอร์รัสซัลเฟตต่อไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.1:40 

mM (รูปที่ 2 ก) และอยู่ที่ 2-3 เมื่อใช้อัตราส่วน 0.1:100 

mM (รูปที่ 2 ข) ทั้งนี้ ตะกอนนั้นสามารถเกิดได้จากการ

เปลี่ยนรูปของเฟอรัส (Fe2+) ไปเป็นเฟอริกไฮดรอกไซด์ 

(Fe(OH)
3
) ดว้ยปฏกิริยิาออกซเิดชนัเมือ่มอีอกซเิจนและ 

pH ที่เพิ่มขึ้น (Metcalf & Eddy, 2004) โดยในกรณีของ

อัตราส่วน 0.1:100 mM นั้น เมื่อใช้ pH 3 พบว่าสปอร์

ของ B. subtilis ถูกกำ�จัดได้หมดสิ้นตั้งแต่เวลา 30 นาที

เปน็ตน้ไป สว่นที ่pH 2 และ 2.5 ความแตกตา่งนัน้ไมม่นียั

สำ�คัญทางสถิติในทั้งสองอัตราส่วน (p = 0.220-0.338) 

การศึกษานี้จึงเลือกใช้ pH 2.8 ซึ่งอยู่ในช่วงของ pH ที่

กำ�จัดสปอร์ได้ดีที่สุดโดยไม่มีตะกอนเกิดขึ้น



68 การกำ�จัดสปอร์ของ Bacillus subtilis ในนํ้าด้วยวิธีเฟนตัน วารสารวิจัย มข. 16 (1) : มกราคม 2554

ฉบับแกไข SET 68-53 ( 11 พ.ย.53) 
 

 8

ท้ังสองอัตราสวน (p = 0.220-0.338) การศึกษานี้จึงเลือกใช pH 2.8 ซึ่งอยูในชวงของ pH ท่ี
กําจัดสปอรไดดท่ีีสุดโดยไมมีตะกอนเกิดขึ้น 
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รูปท่ี 2.  การกําจัดสปอรของ B. subtilis ดวยวธิีเฟนตันท่ี pH ตางๆ ก) ใชเฟอรรัสซัลเฟตตอ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.1:40 mM, ข) ใชเฟอรรัสซัลเฟตตอไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด 0.1:100 mM 

 
การกําจัดสปอรดวยวิธีเฟนตัน 
 ความสามารถของวิธีเฟนตันในการกําจัดสปอรของแบคทีเรีย เมื่อใชอัตราสวนของ
เฟอรัสซัลเฟต 
ตอไฮโดรเจนเปอรออกไซดอัตราตางๆ แสดงไดดังรูปที่ 3 โดยในรูปมีการนําผลของการใช
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดแตเพียงอยางเดียวท้ังในสภาวะท่ีไมมีแสงและมีแสงมาเปรียบเทียบไว
ดวย เสนประในรูปหมายถึงอัตราสวนนั้นมีการเกิดตะกอนของน้ําตัวอยาง และภายในตะกอน
พบ B. subtilis หลงเหลืออยูในทุกตัวอยางดวย (พบไดต้ังแต 2 ถึง 138 โคโลนี) 
 

รูปที่ 2.  การกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ด้วยวิธีเฟนตัน

ที่ pH ต่างๆ ก) ใช้เฟอร์รัสซัลเฟตต่อไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์0.1:40 mM, ข) ใชเ้ฟอรร์สัซลัเฟตตอ่ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ 0.1:100 mM

การกำ�จัดสปอร์ด้วยวิธีเฟนตัน

	 ความสามารถของวิธีเฟนตันในการกำ�จัด 

สปอรข์องแบคทเีรยี เมือ่ใชอ้ตัราสว่นของเฟอรสัซลัเฟต

ตอ่ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดอ์ตัราตา่งๆ แสดงไดด้งัรปูที ่3 

โดยในรปูมกีารนำ�ผลของการใชไ้ฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์

แต่เพียงอย่างเดียวทั้งในสภาวะที่ไม่มีแสงและมีแสงมา

เปรยีบเทยีบไวด้ว้ย เสน้ประในรปูหมายถงึอตัราสว่นนัน้

มีการเกิดตะกอนของนํ้าตัวอย่าง และภายในตะกอนพบ 

B. subtilis หลงเหลืออยู่ในทุกตัวอย่างด้วย (พบได้ตั้งแต่ 

2 ถึง 138 โคโลนี)
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รูปที่ 3.  การกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ด้วยวิธีเฟนตัน

เมื่อใช้อัตราส่วนของ Fe2+:H
2
O

2
 ต่างๆ กัน
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เกิดตะกอนมาเปรียบเทียบกัน สามารถแสดงผลได้ดัง

รูปที่ 4 ดังนี้

รปูที ่4.  อตัราสว่นของเฟอรร์สัซลัเฟตตอ่ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์(มลิลโิมลาร)์ ทีไ่มก่อ่ใหเ้กดิตะกอนในการกำ�จดั

สปอร์ของ B. subtilis 

	

	 รปูที ่4 แสดงใหเ้หน็วา่ยิง่เพิม่ความเขม้ขน้ของ

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ความสามารถในการกำ�จดัสปอร ์

ของแบคทีเรียยิ่งเพิ่มขึ้น โดยพบประสิทธิภาพการกำ�จัด

ตัง้แต ่86% ไปจนถงึ 100% แตก่ม็แีนวโนม้วา่ถา้ยงัคงเพิม่

ความเข้มข้นต่อไปอีกเรื่อยๆ การกำ�จัดสปอร์อาจไม่มาก

ไปกว่านี้อีกซักเท่าใด และเมื่อย้อนกลับไปพิจารณารูป

ที่ 1 การเพิ่มความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

ไปเรื่อยๆก็ไม่ได้ทำ�ให้การกำ�จัดสปอร์เพิ่มขึ้นอย่าง

ชดัเจนอกีตอ่ไปเชน่กนั ความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ที่ 180 mM จึงเป็นความเข้มข้นที่สามารถกำ�จัด

สปอร์ได้อย่างสมบูรณ์ (100%) ในเวลา 180 นาที ขณะที่

ความเขม้ขน้อืน่ๆยงัคงพบสปอรห์ลงเหลอืในนํา้ตัง้แต ่1 

โคโลนีจนถึง 19 โคโลนี (จากโคโลนีเริ่มต้นเฉลี่ย 113 + 

33 โคโลนี) ในช่วงเวลา 180 นาทีที่ทำ�การทดลอง เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัการศกึษาของ Diao et al. (2004) ทีใ่ชป้ฏิ

กริยิาเฟนตนักำ�จดั E. coli ในนํา้ (จำ�นวน 109-1010 โคโลน/ี

มลิลลิติร) โดยใชเ้ฟอรร์สั 0.003 mM และไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์0.25 mM สามารถกำ�จดัแบคทเีรยีได ้99.4% ใน

เวลา 10 นาที และ 99.8% ในเวลา 30 นาทีซึ่งไวกว่าการ

ศกึษานีม้าก อาจเนือ่งมาจากความทนทานของจลุนิทรยี์

ที่มีไม่เท่ากัน ส่วนการศึกษาของ Rincón and Pulgarin 

ฉบับแกไข SET 68-53 ( 11 พ.ย.53) 
 

 10
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รูปท่ี 3.  การกําจัดสปอรของ B. subtilis ดวยวิธีเฟนตันเม่ือใชอัตราสวนของ Fe2+:H2O2 
ตางๆกัน 
 
 จากรูปท่ี 3 จะเห็นไดวาวิธีเฟนตันนั้นชวยกําจัดสปอรของ B. subtilis ไดดีกวาการใช
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดแตเพียงอยางเดียว (ท้ังในสภาวะท่ีไมมีและมีแสงอัลตราไวโอเล็ต) 
โดยความเขมขนของเฟอรรัสซัลเฟตในชวงของ 0.05 mM ถึง 1 mM พบวา ความเขมขนยิ่งมาก 
ย่ิงชวยกําจัดสปอรของแบคทีเรียในน้ําไดดี แตความเขมขนที่มากเกิน 0.1 mM ลวนกอใหเกิด
การตกตะกอน ซึ่งสปอรของแบคทีเรียอาจหลบซอนอยูในตะกอนจึงไมถูกกําจัดดวยอนุมูล
อิสระจากปฏิกิริยาได ความเขมขนของเฟอรรัสซัลเฟตท่ีเหมาะสมที่สุดในการศึกษานี้จึงอยูท่ี 
0.1 mM สวนในกรณีท่ีใชไฮโดรเจนเปอรออกไซด 100 mM พบวาการใชเฟอรรัสซัลเฟต 0.1 
mM กอใหเกิดตะกอนเล็กนอยและมี B. subtilis หลงเหลืออยู 2 โคโลนี เม่ือลดความเขมขน
ของเฟอรรัสซัลเฟตใหเหลือ 0.05 mM ก็ไมพบการตกตะกอนอีกตอไป และเม่ือนําเฉพาะ
อัตราสวนท่ีดีท่ีสุดของวิธีเฟนตัน (ในสภาวะท่ีมีแสง) ในการกําจัดสปอรของแบคทีเรียโดยไม
กอใหเกิดตะกอนมาเปรียบเทียบกัน สามารถแสดงผลไดดังรูปท่ี 4 ดังนี ้
 

รูปที่ 3.  การกำ�จัดสปอร์ของ B. subtilis ด้วยวิธีเฟนตัน

เมื่อใช้อัตราส่วนของ Fe2+:H
2
O

2
 ต่างๆ กัน (ต่อ)

	 จากรปูที ่3 จะเหน็ไดว้า่วธิเีฟนตนันัน้ชว่ยกำ�จดั 

สปอร์ของ B. subtilis ได้ดีกว่าการใช้ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์แต่เพียงอย่างเดียว (ทั้งในสภาวะที่ไม่มีและ

มีแสงอัลตราไวโอเล็ต) โดยความเข้มข้นของเฟอร์รัส

ซลัเฟตในชว่งของ 0.05 mM ถงึ 1 mM พบวา่ ความเขม้ขน้ 

ยิ่งมาก ยิ่งช่วยกำ�จัดสปอร์ของแบคทีเรียในนํ้าได้ดี  

แต่ความเข้มข้นที่มากเกิน 0.1 mM ล้วนก่อให้เกิดการ

ตกตะกอน ซึ่งสปอร์ของแบคทีเรียอาจหลบซ่อนอยู่ใน

ตะกอนจึงไม่ถูกกำ�จัดด้วยอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยาได้ 

ความเขม้ขน้ของเฟอรร์สัซลัเฟตทีเ่หมาะสมทีส่ดุในการ

ศกึษานีจ้งึอยูท่ี ่0.1 mM สว่นในกรณทีีใ่ชไ้ฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 100 mM พบว่าการใช้เฟอร์รัสซัลเฟต 0.1 mM 

ก่อให้เกิดตะกอนเล็กน้อยและมี B. subtilis หลงเหลือ

อยู่ 2 โคโลนี เมื่อลดความเข้มข้นของเฟอร์รัสซัลเฟตให้

เหลอื 0.05 mM กไ็มพ่บการตกตะกอนอกีตอ่ไป และเมือ่

นำ�เฉพาะอัตราส่วนที่ดีที่สุดของวิธีเฟนตัน (ในสภาวะ

ที่มีแสง) ในการกำ�จัดสปอร์ของแบคทีเรียโดยไม่ก่อให้
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Fe2+: H2O2 ในอัตราสวนตางๆ

0

0.3

0.6

0.9

1.2

0 30 60 90 120 150 180 210
เวลา (นาท)ี

N t/
N 0

0.1:1
0.1:10
0.1:40
0.1:70
0.05:100
0.1:180

 

รูปท่ี 4.  อัตราสวนของเฟอรรัสซัลเฟตตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด (มิลลิโมลาร) ท่ีไม
กอใหเกิดตะกอนในการกําจัดสปอรของ B. subtilis  

  
รูปท่ี 4 แสดงใหเห็นวายิ่งเพ่ิมความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความสามารถ

ในการกําจัดสปอรของแบคทีเรียย่ิงเพิ่มขึ้น โดยพบประสิทธิภาพการกําจัดต้ังแต 86% ไปจนถึง 
100% แตก็มีแนวโนมวาถายังคงเพ่ิมความเขมขนตอไปอีกเร่ือยๆ การกําจัดสปอรอาจไมมาก
ไปกวานี้อีกซักเทาใด และเมื่อยอนกลับไปพิจารณารูปท่ี 1 การเพิ่มความเขมขนของไฮโดรเจน
เปอรออกไซดไปเร่ือยๆก็ไมไดทําใหการกําจัดสปอรเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนอีกตอไปเชนกัน ความ
เขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซดท่ี 180 mM จึงเปนความเขมขนที่สามารถกําจัดสปอรได
อยางสมบูรณ (100%) ในเวลา 180 นาที ขณะท่ีความเขมขนอื่นๆยังคงพบสปอรหลงเหลือใน
น้ําต้ังแต 1 โคโลนีจนถึง 19 โคโลนี (จากโคโลนีเร่ิมตนเฉลี่ย 113  33 โคโลนี) ในชวงเวลา 
180 นาทีท่ีทําการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Diao et al. (2004) ท่ีใชปฏิกิริยา
เฟนตันกําจัด E. coli ในน้ํา (จํานวน 109-1010 โคโลนี/มิลลิลิตร) โดยใชเฟอรรัส 0.003 mM และ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.25 mM สามารถกําจัดแบคทีเรียได 99.4% ในเวลา 10 นาที และ 
99.8% ในเวลา 30 นาทีซึ่งไวกวาการศึกษานี้มาก อาจเนื่องมาจากความทนทานของจุลินทรียท่ี
มีไมเทากัน สวนการศึกษาของ Rincón and Pulgarin (2006) พบวา การเติม Fe3+ 0.001 mM 
ชวยลดเวลาในการกําจัด E. coli จํานวน 104-106 โคโลนี/มิลลิลิตร ใหเหลือ <1 โคโลน/ี
มิลลิลิตร จาก 120 นาที เปน 60 นาทีได ซึ่งการศึกษาทั้งสองนี้ไมมีรายงานการเกิดตะกอนแต
อยางใด อาจเนื่องมาจากความเขมขนของเฟอรรัส (หรือเฟอรริค) ท่ีใชตํ่ากวาในการศึกษานี้มาก 

 

สรุปผลการศึกษา 
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(2006) พบว่า การเติม Fe3+ 0.001 mM ช่วยลดเวลาใน

การกำ�จัด E. coli จำ�นวน 104-106 โคโลนี/มิลลิลิตร ให้

เหลือ <1 โคโลนี/มิลลิลิตร จาก 120 นาที เป็น 60 นาที

ได ้ซึง่การศกึษาทัง้สองนีไ้มม่รีายงานการเกดิตะกอนแต่

อยา่งใด อาจเนือ่งมาจากความเขม้ขน้ของเฟอรร์สั (หรอื

เฟอร์ริค) ที่ใช้ตํ่ากว่าในการศึกษานี้มาก

สรุปผลการศึกษา

	 ความสามารถในการกำ�จดัสปอรข์อง B. subtilis 

ในนํ้าสามารถเรียงลำ�ดับจากน้อยไปหามากได้ดังนี้   

ใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อย่างเดียว < ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ร่วมกับแสงอัลตราไวโอเล็ต < ปฏิกิริยาเฟน

ตัน โดยการใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เพียงอย่างเดียว 

พบว่า ความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยิ่งมาก 

การกำ�จัดสปอร์ของแบคทีเรียยิ่งดีขึ้น แต่ความเข้มข้น

ตั้งแต่ 250-300 mM (ขึ้นกับว่ามีแสงอัลตราไวโอเล็ต

ร่วมด้วยหรือไม่) จนถึง 600 mM ความแตกต่างนั้นไม่

สำ�คัญในทางสถิติ 

	 ในสว่นของวธิเีฟนตนั pH ทีเ่หมาะสมพบอยูใ่น

ชว่ง 2.5-3 อตัราสว่นระหวา่งเฟอรร์สัซลัเฟตตอ่ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ที่เหมาะสมคือ 0.1:180 mM โดยหากเพิ่ม

ความเข้มข้นของเฟอร์รัสซัลเฟต จะช่วยลดจำ�นวน 

สปอร์ของแบคทีเรียในนํ้าลงได้ แต่กลับพบตะกอนเกิด

ขึ้น ซึ่งมีโคโลนีของ B. subtilis หลงเหลืออยู่ด้วย 

กิตติกรรมประกาศ

	 การศึกษานี้ได้รับทุนสนับสนุนจากกองทุน

วิจัยมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ประจำ�ปี 2553

เอกสารอ้างอิง

สุจิตรา นาวารัตน์. 2553. การกำ�จัดจุลินทรีย์ในนํ้าเสีย 

โรงพยาบาลด้วยปฏิกิริยาไทเทเนียมไดออก

ไซด์โฟโตคะตะไลสิส การใช้รังสีอัลตรา

ไวโอเล็ตซี และการเติมคลอรีน. วิทยานิพนธ์

ปรญิญามหาบณัฑติ มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  สาขา

วิทยาศาสตร์สิ่งแวดล้อม

Arnold S.M., Hickey W.J., and Harris R.F. 1995.  

Degradation of atrazine by Fenton’s  

reagent: condition optimization and product  

quantification. Environmental Science & 

Technology 29(8): 2083-2089.

Diao H.F., Li X.Y., Gu J.D., Shi H.C., and Xie Z.M. 

2004. Electron microscopic investigation of 

the bactericidal action of electrochemical 

disinfection in comparison with chlorination,  

ozonation and Fenton reaction. Process 

Biochemistry 39: 1421-1426. 

Fallmann H., Krutzler T., Bauer R., Malato S., and 

Blanco J. 1999. Applicability of the Photo-

Fenton method for treating water containing 

pesticides. Catalysis Today 54: 309-319.

Huston P.L. and Pignatello J.J. 1999. Degradation 

of selected pesticide active ingredients and  

commercial formulations in water by the 

photo-assisted Fenton reaction. Water 

Research 33 (5): 1238-1246.

Imlay J.A. and Linn S. 1986. Bimodal pattern of killing  

of DNA-repair-defective or anoxically grown 

Escherichia coli by hydrogen peroxide. 

Journal of Bacteriology 166(2): 519-527.

Kajitvichyanukul P., Lu M-C., and Jamroensan A. 

2008. Formaldehyde degradation in the  

presence of methanol by photo-Fenton process.  

Journal of Environmental Management 

86:545–553.

Kavitha V. and Palanivelu K. 2004. The role of ferrous 

ion in Fenton and photo-Fenton processes for 

the degradation of phenol. Chemosphere 55: 

1235-1243.



71การกำ�จัดสปอร์ของ Bacillus subtilis ในนํ้าด้วยวิธีเฟนตันKKU Res J 16 (1) : January 2011

Ma J., Song W., Chen C., Ma W., Zhao J., and Tang 

Y. 2005. Fenton degradation of organic 

compounds promoted by dyes under visible  

irradiation. Environmental Science & 

Technology 39(15): 5810-5815.

Mamane H., Shemer H., and Linden K.G. 2007.  

Inactivation of E. coli, B, subtilis spores, 

and MS2, T4, and T7 phage using UV/H
2
O

2
 

advanced oxidation. Journal of Hazardous 

Materials 146: 479-486.

Metcalf & Eddy. 2004. Wastewater Engineering  

Treatment and Reuse. 4th Edition. Singapore: 

McGraw-Hill, 

Nicholson W.L., Munakata N., Horneck G., Melosh 

H.J., and Setlow P. 2000. Resistance of  

Bacillus endospores to extreme terrestrial and 

extraterrestrial environments. Microbiology 

and Molecular Biology Reviews 64(3): 

548-572.

RincÓn A.G. and Pulgarin C. 2006. Comparative evalua- 

tion of Fe3+ and TiO
2
 photoassisted processes 

in solar photocatalytic disinfection of water. 

Applied Catalysis 63: 222-231.

RincÓn A.G. and Pulgarin C. 2007. Fe3+ and TiO
2
 

solar-light-assisted inactivation of E. coli at 

field scale implications in solar disinfection at 

low temperature of large quantities of water. 

Catalysis Today 122: 128-136.


