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บทคัดยอ  
 
รหัสโครงการ:  MRG5380280 
 
ชื่อโครงการ: โครงการผลของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโนตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 

และการเพิ่มศกัยภาพดวยเทคนิคการดักติดเซลล 
 
ชื่อนักวิจัย และสถาบัน:   ผศ.ดร. สุมนา สิริพัฒนากุล มหาวิทยาลยัอุบลราชธาน ี
 Prof. Dr. Eakalak Khan       North Dakota State University 
 รศ.ดร. อลิสา วังใน  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
อีเมล:   ensumasi@ubu.ac.th; jeans_sumana@yahoo.com 
 
ระยะเวลาโครงการ: 2 ป 
 
บทคัดยอ: ซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน (AgNP) ถูกผลิตและใชเพ่ิมมากขึ้นอยางชัดเจนสงผลให
มีความเปนไปไดที่จะเกิดการปนเปอนของ AgNP ในสิ่งแวดลอม  ซึ่งหมายรวมถึงระบบบาํบัด
น้ําเสียดวย  การศึกษานี้มีเปาหมายเพื่อศึกษาผลของ AgNP ตอกระบวนการไนตริฟเคชันและ
ปรับปรุงระบบดวยเทคนิคการดักติดเซลล  โดยการศึกษาครอบคลุมปจจัยความเขมขนของ
แอมโมเนียและ AgNP เริ่มตน และวัสดดัุกติด (ชนิดและขนาด)      การทดลองศึกษากิจกรรม
ไนตริฟเคชันใชหลักเรสไพโรเมตริก  นอกจากนี้การทดลองยังไดสังเกตลักษณะเซลลจุลินทรยี
และวัสดุดักตดิดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนและสองกราดและสองผาน ผลการศึกษาพบวา
กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันเปนไปตามโมเดลของ Michaelis-Menten  
โดยมีคาอัตราการใชออกซิเจนสูงสุด (OURmax) เทากับ 0.2132 และ 0.2273 mg-O2/L/min และ 
คาคงที่ Ks เทากับ 5.42 และ 15.87 mg-N/L ตามลําดับ    AgNP สงผลให OURmax และ Ks 
ลดลง โดยในกรณีดังกลาวกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันเปนไปตาม
จลนพลศาสตรเชิงยับยั้งแบบไมมีการแขงขัน (คาคงที่การยับยั้ง (Ki) เทากับ 9.3 และ 5.5 mg/L 
ตามลําดับ)  ความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนไมมีผลตอกิจกรรมไนตริฟเคชนัในขณะที่ความ
เขมขนของ AgNP (0.25-10.00 mg/L) ยับยั้งกิจกรรมไนตริฟเคชนัรอยละ 8-38 และกิจกรรม
แอมโมเนียออกซิเดชันรอยละ 14-28 นอกจากนี้ยังพบวากรณีที่มี AgNP กิจกรรมไนตริฟเคชนั
ของเซลลดักตดิดวยแคลเซยีมแอลจีเนต (CA) และพอลีไวนลิแอลกอฮอลล (PVA) สูงกวาเซลล
อิสระ       เซลลดักติดดวย CA (รอยละ 64-100) คงกจิกรรมไนตริฟเคชันดีกวาเซลลดักติดดวย 
PVA (รอยละ 4-87)    สาํหรับการศึกษาขนาดของเซลลดักติดพบวาเซลลในวสัดุดักติดขนาด
ใหญมีประสิทธิภาพสูงกวา จากผลการสังเกตโครงสรางระดับจุลภาคพบวา AgNP สงผลทําให
ผิวของเซลลและไซโตพลาสซึมถูกทําลายเปนเหตใุหกิจกรรมไนตริฟเคชันลดลงเชนกัน  
นอกจากนี้ยังพบวาวัสดุดักติดสามารถลดผลลบของ AgNP ตอกิจกรรมไนตริฟเคชันได 
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คําหลัก : การดักติดเซลล ลักษณะทางกายภาพของเซลล ไนตริฟเคชัน เรสไพโรเมตรี ซิลเวอร
อนุภาคขนาดนาโน 
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Abstract 
 
Project Code:  MRG5380280 
 
Project Title:  Effect of silver nanoparticle on nitrification process and performance  

enhancement using cell entrapment technique 
 
Investigator: Assist.Prof. Sumana Siripattanakul, Ph.D., Ubon Ratchathani University 
  Prof. Eakalak Khan, Ph.D.,         North Dakota State University 
  Assoc.Prof. Alisa Vangnai, Ph.D.,        Chulalongkorn University 
 
E-mail Address:  ensumasi@ubu.ac.th; jeans_sumana@yahoo.com 
 
Project Period:  2 years 
 
Abstract: Silver nanoparticles (AgNPs) have substantially increased in production and 
utilization resulting in potential of AgNPs contamination in environment including 
wastewater treatment plants. This study aimed to investigate effects of AgNPs on 
nitrification process and enhance the system by cell entrapment technique. Initial 
ammonia and AgNP concentrations, and entrapment materials and matrix sizes were 
the variables. Nitrification activity was investigated using a respirometric assay. 
Scanning and transmission electron microscopic observations of the microbial cells and 
entrapment matrices were also performed. Results showed that nitrification and 
ammonia oxidation followed Michaelis-Menten model with maximum oxygen uptake 
rates (OURmax) 0.2132 and 0.2273 mg-O2/L/min and half saturation coefficients (Ks) of 
5.42 and 15.87 mg-N/L, respectively. Presence of AgNPs resulted in lower OURmax and 
Ks. The nitrification and ammonia oxidation processes in the case followed 
uncompetitive inhibition kinetics with inhibition constants (Ki) of 9.3 and 5.5 mg/L, 
respectively. The initial ammonia concentration did not influence the nitrification activity 
while the AgNP concentrations (0.25-10.00 mg/L) inhibited the nitrification activity (8-
38% compared to the control) and ammonia oxidation activity (14-28% compared to 
control). In the presence of AgNPs, both calcium alginate (CA) and polyvinyl alcohol 
(PVA)-entrapped cells had higher nitrification activity compared to free cells. Nitrification 
activity in the presence of AgNPs by the CA-entrapped cells was better than that of the 
PVA-entrapped cells (64-100% versus 4-87% compared to without AgNPs). Cells 
entrapped in a larger matrix size performed better. Based on micro-structural 
observation, AgNPs caused damages to cell surface and cytoplasm which very likely led 
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to decreased nitrification activity. The entrapment matrices successfully reduced the 
adverse effects of AgNPs on nitrification activity. 
 
Keywords : cell entrapment, cell physiology, nitrification, respirometry, silver 
nanoparticle 
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บทสรุปผูบรหิาร 
 
 
รหัสโครงการ:  MRG5380280 
 
ชื่อโครงการ: โครงการผลของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโนตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 

และการเพิ่มศกัยภาพดวยเทคนิคการดักติดเซลล 
Effect of silver nanoparticle on nitrification process and performance  
enhancement using cell entrapment technique 

 
ชื่อนักวิจัย และสถาบัน:   ผศ.ดร. สุมนา สิริพัฒนากุล มหาวิทยาลยัอุบลราชธาน ี
 Prof. Dr. Eakalak Khan       North Dakota State University 
 รศ.ดร. อลิสา วังใน  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน  (silver nanoparticle; AgNP) เปนสวนประกอบของวัสดุ
ที่ใชทัว่ไปในบานเรือนและชีวติประจําวันหลายชนิด แมปจจุบันยังไมมีผลการศกึษาการตกคาง
ของ AgNP ในสิ่งแวดลอมอยางชัดเจน      แตมีรายงานการใช AgNP ปริมาณมากขึ้นในชวง 
10 ปที่ผานมา  เชน  ในทวีปยุโรปมีรายงานการใช AgNP 30 ตนัตอปในป ค.ศ. 2004 ซึ่ง
เพ่ิมขึ้นเปน 500 เทาจากป ค.ศ. 2000 ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวาในอนาคตอนัใกล AgNP จะ
ตกคางในสิ่งแวดลอมปริมาณสูงเชนกัน      ซิลเวอรเปนโลหะหนักชนิดหนึ่งที่มีความเปนพิษทัง้
ตอมนุษยและสิ่งแวดลอม  โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือซิลเวอรมีอนุภาคขนาดนาโนจะมีผลตอ
สิ่งมีชีวติสูงกวาอนุภาคขนาดไมโครถึง 100 เทา    ดังนั้นหากมี AgNP ตกคางในสิ่งแวดลอมแม
เพียงปริมาณนอยก็สามารถสงผลกระทบตอระบบสิ่งแวดลอมและระบบนิเวศนวทิยาได  

ระบบบําบัดน้าํเสียเปนหนวยสิ่งแวดลอมหน่ึงที่ AgNP อาจตกคางได     จากการศึกษาของ 
Blaser et al. (2008) พบวา AgNP สวนใหญจะเขาสูหนวยสิ่งแวดลอมตาง ๆ ผานระบบบําบัด
น้ําเสีย  โดยมีการคาดการณวาอาจมี AgNP ตกคางไดสูงถึง 39 mg Ag/kg dry sewage sludge        
จากสถานการณนี้จะเห็นวา AgNP มีแนวโนมที่จะสงผลกระทบถึงตะกอนจุลนิทรียและระบบ
บําบัดน้ําเสียอยางรุนแรงไดในอนาคต      เปนที่รูกันทั่วไปวากระบวนการไนตริฟเคชันเปน
กระบวนการบําบัดน้ําเสียที่มีความออนไหวตอสิ่งแวดลอมและสภาวะในการเดินระบบ  ดังนัน้ใน
การศึกษานี้จึงมุงเนนการศกึษาระบบบําบัดน้ําเสียในสวนของกระบวนการไนตริฟเคชัน 

การศึกษาในอดีตที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันและ AgNP มุงเนนในการศึกษา
ลักษณะของ AgNP และผลของสารประกอบเกลือและลิแกนดตอความเปนพิษของ AgNP ใน
กระบวนการไนตริฟเคชันเทานั้น     แตองคความรูดังกลาวยงัไมเพียงพอตอการระบุความ
เปนไป (fate) ของ AgNP ทั้งตอระบบบาํบัดน้ําเสียและสิ่งแวดลอม         และนอกจากนี้ใน



vi 
 

ปจจุบันยังไมมีงานวิจัยที่ศกึษาผลของ AgNP ตอกลุมจุลินทรีย รวมทั้งแนวทางปองกันปญหา
การปนเปอนของ AgNP ตอระบบบําบัดน้ําเสีย 

สําหรับแนวทางแกปญหาความลมเหลวของระบบบําบดัน้ําเสียวธิีหนึ่ง คือ เทคนิคการดักติด
เซลล (cell entrapment)  เทคนิคนี้เปนการตรึงเซลลจุลนิทรียไวภายในสารพอลีเมอร ระบบ
ดังกลาวมีขอดีหลายประการ คือ สามารถควบคุมปรมิาณเซลลจุลนิทรียได  และสารพอลเีมอร
สามารถปองกันจุลินทรียจากสภาพแวดลอมตาง ๆ ได  นอกจากนี้จากลักษณะโครงสรางของ
เซลลดักติดซึง่เปนโครงตาขายมีแนวโนมที่จะปองกัน AgNP ไมใหเกาะติดเซลลจุลินทรียได    
จากสมบัติของเซลลดักติดดังกลาวระบบเซลลดักติดเปนระบบที่มีศักยภาพในการประยุกตเพ่ือ
ปองกันปญหาที่กลาวถึงขางตน  โดยระบบเซลลดักติดนอกจากจะมีความเหมาะสมในดาน
สมบัติแลว   วิธีการผลิตเซลลดักติดเปนวิธีการที่ไมยุงยาก  คาใชจายนอย  ไมจําเปนตองใช
อุปกรณหรือเทคโนโลยขีั้นสูง  รวมทั้งเซลลดักติดสามารถนําไปใชกับระบบบําบัดน้ําเสียที่มีอยู
เดิมได  อยางไรก็ตามในการประยุกตใชเทคนคิการดักติดเซลลใหประสบความสําเร็จ จําเปน
จะตองศึกษาหาสภาวะ ชนิด และขนาดของเซลลดักติดที่เหมาะสม  มิฉะน้ันเทคนิคดังกลาว
นอกจากจะไมไดชวยแกปญหา แตยังอาจสงผลใหเกิดปญหาของการซึมผานของอาหารและ
ออกซิเจน (substrate and oxygen diffusion) 

จากเหตุผลขางตนงานวิจัยน้ีมุงเนนการศกึษาผลกระทบของ AgNP ตอกระบวนการไนตริ
ฟเคชันและการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคเซลลดักติด  โดยปจจัยที่ศึกษา 
คือ ความเขมขนของ AgNP ชนิดและขนาดของเซลลดักติดตอกระบวนการไนตริฟเคชัน       
 
วัตถุประสงค 

โครงการวิจัยน้ีมีเปาหมายหลักของโครงการ คือ เพ่ือใหทราบถึงความเปนไปของ AgNP ตอ
ระบบบําบัดน้าํเสีย ทั้งในแงศักยภาพในการทํางานและผลตอจุลินทรีย  รวมทั้งหาแนวทางใน
การปองกันปญหาดังกลาว  เพ่ือใหงานวิจัยบรรลุเปาหมายนี้งานวิจัยมีรายละเอียดของ
วัตถุประสงคการวิจัย ดังนี้ 

1) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ที่ความเขมขนตาง ๆ ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 
2) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ตอลักษณะทางกายภาพของกลุมจุลินทรีย 
3) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ตอโครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรยี 
4) เพ่ือศึกษาการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลลดวยสารดัก

ติดตางชนิดและตางขนาด 
 
วิธีดําเนินการวิจัย 

แนวคิดของงานวิจัยนี้สามารถแสดงไดดังรูปที่ 1    งานวิจัยนี้ซึ่งเปนงานทดลองในระดับ
หองปฏิบัติการสามารถแบงภาระงานออกไดเปน 2 สวนหลัก 1) การศึกษาผลของ AgNP ที่
ความเขมขนตาง ๆ ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน โดยศึกษาลักษณะการยับยั้งของ AgNP ใน
กระบวนการดังกลาว ผลของ AgNP ตอลักษณะทางกายภาพของกลุมจุลินทรยี และผลของ 
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Functional effect 
To study nitrification process at different silver nanoparticle 

concentrations in free and entrapped cell systems 

Physiological effect 
To observe the change in physiology caused by silver 

nanoparticle using scanning electron microscopy  

Microbial community structural effect 
To investigate microbial community change induced by 
silver nanoparticle using molecular biological technique  

GOAL 
To understand effect of silver nanoparticle on wastewater treatment system (nitrification)  

and enhance the process using entrapped cells   

AgNP ตอโครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรีย 2) การศกึษาการปรับปรุงศักยภาพของ
กระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลลดวยสารดักติดตางชนิดและตางขนาด  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แนวคดิงานวิจัย 
 
วิธีการดําเนินการวิจัยสามารถจําแนกออกไดเปน 7 ขัน้ตอน ดังนี้ 
1) การรวบรวมและศึกษาขอมูลที่เกี่ยวของ ขั้นตอนนี้เปนการรวบรวมและศึกษาขอมูลที่ใช

ในการวิจัย  โดยสามารถแบงออกไดเปนขอมูลของ AgNP ขอมูลการเดินระบบบําบัดน้ํา
เสียโดยเนนทีก่ระบวนการไนตริฟเคชัน   และขอมูลเซลลดักติดและการใชงาน  

2) การเตรียมจุลนิทรียไนตริฟายอิง ขั้นตอนนี้เปนการเตรยีมจุลินทรีย  โดยเปนการเลี้ยง
เชื้อจากตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบตะกอนเรง (activated sludge)  
การเพาะเลีย้งและปรบัสภาพจะใชอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหที่มีแอมโมเนียเปน
องคประกอบ  ขั้นตอนนี้ใชระยะเวลาประมาณ 6 เดือน  เพ่ือใหกลุมจุลินทรียมีความ
เสถียร (stable mixed culture) และมีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอมโมเนียคงที่ 

3) การดักติดเซลลจุลินทรยี ขัน้ตอนนี้เปนดักติดเซลลจุลนิทรียดวยสารดักติด 2 ชนิด คือ  
แคลเซียมแอลจีเนต (calcium alginate; CA) และ พอลีไวนลิแอลกอฮอลล (PVA)  โดย
ขั้นตอนนี้จะเตรียมเซลลดักติดดวย CA ตาม Smidsrod and Skjak-Braek (1990) สวน
การเตรียมเซลลดักติดดวย PVA จะไดเตรียมตามวธิีการแบบปรบัปรุง (modified 
method) ตาม Siripattanakul et al. (2008)   
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4) การศึกษาผลของ AgNP ตอการทํางานของจุลินทรีย ขัน้ตอนเปนการศึกษา
กระบวนการไนตริฟเคชันโดยการวัดการใชออกซิเจน (oxygen uptake rate; OUR)  
การทดลองใชชุดถังปฏิกรณเรสไพโรมิเตอร (respirometer) การทดลองเริ่มตนจากการ
นําเซลลจุลินทรียอิสระลงในเรสไพโรมิเตอรที่มีน้ําเสยีอยูแลวเพ่ือศึกษาผลตอ
กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน จากนั้นวัดคา OUR เปนเวลา 240 
min หรือจนกระทั่งคาออกซิเจนละลายทีว่ัดไดคงที่ การวิจัยศึกษาทีค่วามเขมขนของ 
AgNP และแอมโมเนียตาง ๆ กัน  การทดลองจะทําในลักษณะเดียวกันอยางนอย 2 ครั้ง 
เพ่ือหาคาเฉลีย่และคาความเชื่อม่ันทางหลักทางสถติิ  จากนั้นนําผลที่ไดหาคา
จลนพลศาสตรไนตริฟเคชันเชิงยับยั้งเปรยีบเทียบระหวางมีและไมมีการปนเปอน AgNP  

5) การศึกษาผลของ AgNP ตอกายภาพและโครงสรางทางชีวภาพเบื้องตนของจุลินทรีย 
ขั้นตอนนี้เปนการศึกษาลักษณะเซลลดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานกอน
และหลังไดรบั AgNP  

6) การศึกษาการปรับปรุงกระบวนการไนตริฟเคชันดวยเซลลดักติด ขัน้ตอนเปนการศึกษา
กระบวนการไนตริฟเคชันโดยการวัด OUR  การทดลองใชชุดถังปฏิกรณเรสไพโรมิเตอร 
(respirometer) การทดลองเริ่มตนจากการนําเซลลจุลินทรียทั้งที่เปนเซลลอิสระและ
เซลลดักติดตามที่เตรียมไวขางตนใสลงในเรสไพโรมิเตอรที่มีน้ําเสยีอยูแลว จากนั้น
ทดลองลักษณะเดียวกบัขอที่ผานมา 

7) การศึกษาผลของ AgNP ตอกายภาพของจุลินทรียและวัสดุดักติด ขัน้ตอนนี้เปน
การศึกษาลักษณะเซลลอิสระและเซลลดักติดกอนและหลังไดรับ AgNP ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองผาน และศกึษาลักษณะวสัดุดักติดดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

8) การสรุปผลงานวิจัยและการเผยแพรผลงาน ขั้นตอนนี้เปนการสรุปผลงานวิจัยทั้งหมด
และจัดทํารูปเลมเอกสารการวิจัย เพ่ือเผยแพรตอไป  โดยเอกสารการวิจัยจะทําเม่ือ
สิ้นสุดโครงการ  แตนอกจากนี้การเผยแพรผลงานวิจัยจะเผยแพรในรูปแบบบทความ
วิจัยเพ่ือตีพิมพในวารสารวชิาการระดับนานาชาติภายหลัง 
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ผลการวิจัย 
 
ผลของ AgNP ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 

การทดลองกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันศึกษาที่ความเขมขนของ
แอมโมเนียเร่ิมตน 14 ถึง 280 mg-N/L ผลการศึกษาแสดงในรูป OUR ตอความเขมขนของ
แอมโมเนียเร่ิมตนดังรูปที่ 2 และ 3 ตามลําดับ ผลจากชุดทดลองที่ไมไดเติม AgNP เปนไปตาม
โมเดลของ Michaelis-Menten  โดยเม่ือคํานวณหาคา OURmax และ Ks พบวากระบวนการไนตริ
ฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันมีคา OURmax เทากับ 0.2132 และ 0.2273 mg-O2/L/min และ 
Ks เทากับ 5.42 และ 15.87 mg-N/L ตามลําดับ (ตารางที่ 1) ผลดังกลาวบงชี้ไดวา OURmax ของ
กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันมีคาใกลเคียงกันแต Ks แตกตางกันโดย
สิ้นเชิง  

 

 
 

รูปที่ 2 ความสัมพันธระหวาง OUR ตอความเขมขนของแอมโมเนียเร่ิมตนในการทดลอง

กระบวนการไนตริฟเคชัน เม่ือมี AgNP ความเขมขน 0.00 (○)   0.25 (●)  0.50 (■)    
5.00 (□)  และ 10 (♦) mg/L 
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รูปที่ 3 ความสัมพันธระหวาง OUR ตอความเขมขนของแอมโมเนียเร่ิมตนในการทดลอง

กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน  เม่ือมี AgNP ความเขมขน 0.00 (○)  0.25 (●)  0.50 (■)    
5.00 (□)  และ 10 (♦) mg/L 

 
 

ตารางที่ 1 คา OURmax และ Ks  ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน 
       ภายใตสภาวะที่มี AgNP 

AgNPs 
(mg/L) 

Nitrification Ammonia oxidation 

OURmax 
(mg-O2/L/min) 

Ks 
(mg-N/L) 

R2 
OURmax 

(mg-O2/L/min) 
Ks 

(mg-N/L) 
R2 

0.00 0.2132 5.42 0.997 0.2273 15.87 0.989 
0.25 0.1990 4.92 0.997 0.1984 16.15 0.988 
0.50 0.1645 3.19 0.994 0.1564 9.99 0.994 
5.00 0.1336 0.50 0.998 0.1497 8.82 0.998 
10.00 0.1320 N/A(1) N/A(1) 0.1448 8.33 0.999 

(1)  data not available 
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จากตารางที่ 1 พบวา ภายใตสภาวะที่มี AgNP เม่ือความเขมขนของ AgNP เร่ิมตนสูงสงผล
ให OURmax และ Ks ลดลง  ผลการทดลองดังรูปที่ 2 และ 3 บงชี้วาจลนพลศาสตรการยับยั้งดวย 
AgNP ในการศึกษานีเ้ปนแบบไมมีการแขงขันทั้งในกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน    โดยทั่วไปวาโลหะตาง ๆ มีอิทธิพลตอเซลลจุลนิทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งการ
เกิดปฏิกิริยากับโปรตีน ดังนั้นอาจกลาวไดวาผลการทดลองนี้พบวา AgNP อาจสงผลตอ
กระบวนการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตรฟิเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน โดยลักษณะของการยับยั้งเปนแบบไมมีการแขงขนั เม่ือคํานวณหาคาคงทีก่าร
ยับยั้ง Ki ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน เทากับ 9.3 และ 5.5 mg/L 
ตามลําดับ 

นอกจากนี้ยังพบวาเม่ือ AgNP มีความเขมขนเพิม่มากขึ้นระดับของการยับยั้งของสูงขึ้น
เชนกัน  AgNP ที่ความเขมขน 0.25 ถึง 10.00 mg/L สงผลใหเกิดการยับยั้งรอยละ 8 ถึง 38 ใน
กระบวนการไนตริฟเคชันและรอยละ 14 ถึง 28 ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน สวน
ความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนมิไดมีผลตอรอยละการยับยั้งอยางชัดเจน  

สําหรับการศกึษาผลตอกายภาพและโครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรีย พบวาลักษณะ
จุลินทรียทั้งจากกระบวนการไนตริฟเคชนัและแอมโมเนียออกซิเดชันเปนไปในทศิทางเดียวกัน 
กลาวคือ พบเซลลจุลินทรียถูกทําลายปะปนในเซลลตวัอยางทุกชุดการทดลอง (รูปที่ 4) รูปที่ 4a 
แสดงใหเห็นเซลลถูกทําลายอยางชัดเจน  ดังนั้นสามารถกลาวไดวาสารพิษรวมทัง้ AgNP สงผล
ใหผนังและเซลลหุมเซลลฉกีขาด เปนเหตุใหสารภายในเซลลรัว่ไหลและทําใหเซลลตายหรือ
ยับยั้งการทํางานของเซลลในที่สุด 

นอกจากนี้จากการศึกษาดวย TEM ยังพบการเกาะกลุมของ AgNP รอบเซลลดังรูปที่ 4b 
โดยทั่วไปเมือกลักษณะนี้ คือ สารอีพีเอส (extracellular polymeric substance; EPS) ซึ่งถูก
ผลิตขึ้นมาในสภาวะทีเ่ซลลมีความเครียดจากสิ่งแวดลอม (environmental stress)  ซึ่งหาก
พิจารณาผล TEM นี้ประกอบกับรอยละและจลนพลศาสตรการยบัยัง้ปานกลางในหัวขอกอนหนา
นี้พบวา  แมในการทดลองที่มี AgNP ถึง 10 mg/L การยับยั้งทั้งในกระบวนการไนตริฟเคชันและ
แอมโมเนียออกซิเดชันนอยกวารอยละ 50 ซึ่งอาจเกิดจากการปกปองเซลลดวยสารอีพีเอสนี้เอง 
กลาวคือ เซลลบางชนิดในกลุมจุลินทรียผลติเมือกอีพีเอสรอบตวัทําใหมีโอกาสสัมผัส AgNP 
นอยลงสงผลใหพบการยับย้ังกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันไมสูงนัก 

สําหรับผลตอโครงสรางทางชีวภาพพบวาจากผลการทดลองจลนพลศาสตรการยบัยั้งสามารถ
ระบุไดวา AgNP  สงผลตอจุลินทรียไนตริฟายอิงทั้งหมดและแอมโมเนียออกซิไดซิงตางกันสงผล
ใหจลนพลศาสตรการยบัยั้งแตกตางกัน  นอกจากนี้จากรูป TEM ยังสนับสนุนวาโครงสรางทาง
ชีวภาพของกลุมจุลินทรียอาจเปลี่ยนแปลงจากผลของ AgNP เน่ืองจากมีจุลินทรียบางชนิดถูก
ทําลาย   
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รูปที่ 4 เซลลจุลินทรียภายหลังการทดลองที่มี AgNP 10 mg/L 
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ผลการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลล 
การทดลองขัน้ตอนนี้มุงเนนการศึกษากระบวนการไนตริฟเคชันดวยเซลลดักติดดวย PVA 

และ CA ดังแสดงผลในรูปที่ 5 และ 6  แนวโนมของคา DO ในการทดลองทุกชุดเปนไปใน
ลักษณะเดียวกัน คือ DO มีคาลดลงเรือ่ย ๆ เม่ือเวลาผานไป  โดยในการทดลองที่มี AgNP 
เริ่มตนความเขมขนสูง DO ลดลงชากวาการทดลองที่มี AgNP นอย 

เม่ือคํานวณหา OUR ของการทดลองดวยเซลลดักติด ชุดทดลองเซลลดักติดดวย PVA ขนาด
เล็กและใหญมี OUR เทากับ 0.000-0.006 และ 0.006-0.014 mg-O2/L/min, ตามลําดับ  โดย
เม่ือเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) พบวากจิกรรมไนตริฟเคชันคิดเปน
รอยละ 5-11 และ 44-88 ของชุดควบคุม   สวนในชุดทดลองเซลลดักติดดวย CA ขนาดเล็กและ
ใหญพบวามีคา OUR ระหวาง 0.009-0.014 และ 0.019-0.024 mg-O2/L/min ตามลําดับ โดย
เม่ือเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) พบวากจิกรรมไนตริฟเคชันคิดเปน
รอยละ 65-110 และ 81-94 ของชุดควบคุม เม่ือเปรียบเทียบกับชุดทดลองเซลลดักติดดวย PVA 
พบวาการยบัยั้งในชุดทดลองเซลลดักตดิดวย CA มีนอยกวาโดยเฉพาะอยางยิ่งในชุดทดลอง
เซลลดักติดขนาดใหญ 

เม่ือเปรียบเทยีบเซลลดักตดิขนาดเล็กและใหญพบวาเซลลในวัสดุดักติดขนาดใหญไดรับผล
จาก AgNP นอยกวาสงผลใหคงกิจกรรมไนตริฟเคชนัไดดีกวา  ปรากฏการณนี้คาดวาเกิดจาก
วัสดุดักติดขนาดใหญมีความหนามากกวาทําใหมีการเคลื่อนภายในวัสดุพรุนระยะทางยาวและ
ยากลําบากกวาสงผลใหมีโอกาสที่ AgNP (และ Ag+ ที่ปลดปลอยออกจาก AgNP) สัมผัสเซลล
นอยกวา   

 
รูปที่ 5 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในกระบวนการไนตริฟเคชนั 

ดวยเซลลดักติดดวย PVA (SPVA คือ เซลลดัดติดดวย PVA ขนาดเล็ก  
และ LPVA คือ เซลลดัดติดดวย PVA ขนาดใหญ) 
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รูปที่ 6 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในกระบวนการไนตริฟเคชนั 

ดวยเซลลดักติดดวย CA (SCA คือ เซลลดัดติดดวย CA ขนาดเล็ก  
และ LCA คือ เซลลดัดติดดวย CA ขนาดใหญ) 

 
ผลการศึกษาโครงสรางเซลลดักติดในระดับจุลภาคดวย SEM แสดงดังรูปที่ 7 และ 8    ในรูป

ที่ 7a พบวาวัสดุดักติดดวย CA มีโครงสรางตาขายละเอียดมากคลายกับแผนกระดาษ โดยในรู
พรุนขนาดเลก็มีเซลลจุลินทรียดักติดอยูภายใน (รูปที่ 7b) รูปดังกลาวนี้สนบัสนุนการอภิปราย
ผลกอนหนานี้เกี่ยวกบัรูพรุนจํานวนมากในเซลลดักตดิซึ่งสงผลใหเกิดการเคลื่อนที่ยากลําบาก
ภายในเซลลดักติด  สําหรับรูปที่ 8a ซึ่งแสดงเซลลดักติดดวย PVA พบวามีรูพุรนจํานวนมาก
และผวิหยาบ  โดยรูพรุนมีขนาดประมาณ 10 - 20 μm นอกจากนี้ในรูปที่ 8b และ c ซึ่งเปนวัสดุ
ดักติด PVA (ไมมีเซลลจุลินทรีย) พบกลุมกอนของ AgNP ลักษณะคลายลูกบอล  ผลในรูป
ดังกลาวสามารถกลาวไดวาวัสดุดักติด PVA นอกจากจะลดโอกาสสัมผัสของเซลลและ AgNP 
แลวยังปกปองจุลินทรียจาก AgNP ทางกายภาพโดยรวมกลุมและยึด AgNP  ดวยวัสดุดักติด 
(รูปที่ 8c)  

เม่ือเปรียบเทยีบเซลลดักตดิดวย PVA และ CA พบวาแมวัสดุดักติดดวย CA ไมสามารถยึด 
AgNP ไดดัง PVA  แตเซลลดักติดดวย CA ยังมีประสทิธิภาพดีกวาซึ่งคาดวาเกิดจากโครงสราง
ของ CA มีความละเอียดมากกวา PVA  จากผลนี้ยังสามารถชี้ไดอีกวากลไกการปกปองเซลล
จุลินทรียในกรณีนี้คาดวาเปนกลไกทางกายภาพเปนสําคัญ 
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รูปที่ 7 เซลลดักติดดวย CA a) ที่กําลังขยาย 150× และ b) ที่กําลังขยาย 10,000× 
 

 

 
 

รูปที่ 8 เซลลดักติดดวย PVA a) ที่กําลังขยาย 1,500×  b) การรวมกลุมของ AgNP ในวัสดุดัก
ติด PVA (ไมมี NAS) ที่กําลังขยาย 1,000× และ c) การรวมกลุมของ AgNP ในวัสดุดักติด PVA 

(ไมมี NAS) ที่กําลังขยาย10,000×  
 

สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 
 
สรุปผลการวิจัย 

1) กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันเปนไปตามโมเดลของ Michaelis-
Menten  โดยมีคา OURmax และ Ks ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน OURmax เทากับ 0.2132 และ 0.2273 mg-O2/L/min และ Ks เทากับ 5.42 
และ 15.87 mg-N/L ตามลําดับ  

2) ภายใตสภาวะที่มี AgNP เม่ือความเขมขนของ AgNP เริ่มตนสูงสงผลให OURmax และ 
Ks ลดลง  โดยจลนพลศาสตรการยบัยัง้ดวย AgNP ในการศึกษานี้เปนแบบไมมีการ
แขงขันทั้งในกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน ซึ่งมีคาคงที่การยับยั้ง 
Ki ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน เทากับ 9.3 และ 5.5 mg/L 
ตามลําดับ 
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3) เม่ือ AgNP มีความเขมขนเพิ่มมากขึ้นระดับของการยับยั้งของสูงขึ้น  AgNP ที่ความ
เขมขน 0.25 ถึง 10.00 mg/L สงผลใหเกิดการยับยั้งรอยละ 8 ถึง 38  ในกระบวนการ
ไนตริฟเคชันและรอยละ 14 ถึง 28 ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน สวนความ
เขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนมิไดมีผลตอรอยละการยบัยั้งอยางชัดเจน  

4) เซลลจุลินทรยีถูกทําลายดวย AgNP ในลักษณะที่ผนังและเยื่อหุมเซลลยุยและฉกีขาด 
นอกจากนี้ยังพบวามีการรัว่ไหลของสารภายในเซลล 

5) OUR ของการทดลองดวยเซลลดักติดดวย PVA ขนาดเล็กและใหญมี OUR เทากับ 
0.000-0.006 และ 0.006-0.014 mg-O2/L/min ตามลําดับ  โดยเมื่อเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุม (ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) พบวากิจกรรมไนตริฟเคชันคิดเปนรอยละ 5-11 และ 
44-88 ของชุดควบคุม สวนในชุดทดลองเซลลดักติดดวย CA ขนาดเล็กและใหญพบวามี
คา OUR ระหวาง 0.009-0.014 และ 0.019-0.024 mg-O2/L/min ตามลําดับ โดยเม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมพบวากิจกรรมไนตริฟเคชนัคิดเปนรอยละ 65-110 และ 81-
94 ของชุดควบคุม  

6) เซลลในวัสดุดักติดขนาดใหญไดรับผลจาก AgNP นอยกวา (การเปลี่ยนถายมวลสารพิษ
นอยกวา) สงผลใหคงกิจกรรมไนตริฟเคชนัไดดีกวา  

7) เซลลดักติดดวย CA ลดการยับยั้งดีกวา PVA เน่ืองจากมีโครงสรางที่ละเอียดกวา 
8) จากการศึกษาลักษณะเซลลดักติดในระดับจุลภาคพบวากลไกการปกปองเซลลจุลนิทรีย

ในกรณีนี้คาดวาเปนกลไกทางกายภาพเปนสําคัญ  
 

ขอเสนอแนะ 
1) ควรมีการทดลองสภาวะดําเนินระบบบําบัดดวยเซลลดักติดที่เหมาะสม เชน ปรมิาณ

ออกซิเจนที่เหมาะสม ระยะเวลากักน้ํา (hydraulic retention time) ระยะเวลากักเซลล 
(solid retention time)  เปนตน เพ่ือศึกษาความเหมาะสมกอนการประยุกตใชจรงิตอไป 

2) ควรมีการศึกษาความคงทนของเซลลดักติด เพ่ือใหทราบความเหมาะสมในการใชงาน
จริงตอไป  รวมทั้งควรมีงานศึกษาครอบคลุมการพัฒนาวัสดุดักติดทีมี่ความคงทนสูง
มากขึ้น 

3) ควรมีงานศึกษาตอเน่ืองในประเด็นกลไกการเสริมของ AgNP ใหเกิดการยับยั้งดวย
ตัวเอง 

4) ควรมีการศึกษากลไกการยับยั้งของ AgNP ในระดับชวีโมเลกลุ 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน  (silver nanoparticle; AgNP) เปนสวนประกอบของ
วัสดุที่ใชทั่วไปในบานเรือนและชีวิตประจําวันหลายชนดิ เชน ผลิตภัณฑทําความสะอาด 
เครื่องสําอาง ยา และสิ่งทอ ตลอดจนในระบบประปา โดย AgNP มีประโยชนเพ่ือเปนสารฆาเชื้อ
หรือปองกันการเกิดจุลินทรยี (Li et al., 2008; Blaser et al., 2008)  แมปจจุบันยังไมมีผล
การศึกษาการตกคางของ AgNP ในสิ่งแวดลอมอยางชัดเจน      แตมีรายงานการใช AgNP 
ปริมาณมากขึ้นในชวง 10 ปที่ผานมา  เชน  ในทวีปยโุรปมีรายงานการใช AgNP 30 ตันตอปใน
ป ค.ศ. 2004 ซึ่งเพ่ิมขึ้นเปน 500 เทาจากป ค.ศ. 2000 (Li et al., 2008)      ดังนั้นจึงมีความ
เปนไปไดวาในอนาคตอันใกล AgNP จะตกคางในสิ่งแวดลอมปริมาณสูงเชนกัน      ซิลเวอรเปน
โลหะหนักชนดิหนึ่งที่มีความเปนพิษทั้งตอมนุษยและสิง่แวดลอม        โดยมีรายงานความเปน
พิษทั้งตอเซลลสัตว แบคทีเรยี และไวรัส (Xu et al., 2004; Elichiguerra et al., 2005; Limbach 
et al., 2007)       การศึกษาในอดีตพบวาซิลเวอรสามารถทําลายผนัง/ยึดเกาะ/ซึมผานเซลล
จุลินทรียซึ่งระยะยาวอาจสงผลตอการมีชวีิต (Feng et al., 2000; Lok et al., 2006; Choi et al., 
2008) โดยเฉพาะอยางยิ่งเม่ือซิลเวอรมีอนุภาคขนาดนาโนจะมีผลตอสิ่งมีชีวติสูงกวาอนุภาค
ขนาดไมโครถึง 100 เทา (Lok et al., 2006)       ดังนั้นหากมี AgNP ตกคางในสิ่งแวดลอมแม
เพียงปริมาณนอยก็สามารถสงผลกระทบตอระบบสิ่งแวดลอมและระบบนิเวศนวทิยาได  

ระบบบําบัดน้าํเสียเปนหนวยสิ่งแวดลอมหนึ่งที่ AgNP อาจตกคางได     จากการศึกษาของ 
Blaser et al. (2008) พบวา AgNP สวนใหญจะเขาสูหนวยสิ่งแวดลอมตาง ๆ ผานระบบบําบัด
น้ําเสีย         ไมวาจะเปนระบบบําบดัน้ําเสียอุตสาหกรรมการผลิตทีใ่ช AgNP เปนวัตถุดิบ         
หรือจากน้ําเสียชุมชนที่มีการใชผลติภัณฑที่มีสวนประกอบเปน AgNP เม่ือ AgNP เขาสูระบบ
บําบัดน้ําเสียแลวอนุภาคบางสวนจะละลายอยูในน้ําเสยี  แตอนุภาคสวนใหญจะถูกดูดซับอยูกับ
ตะกอน (sludge) ในระบบบําบัดน้ําเสีย         โดยมีการคาดการณวาอาจมี AgNP ตกคางไดสูง
ถึง 39 mg-Ag/kg dry sewage sludge        จากสถานการณนี้จะเห็นวา AgNP มีแนวโนมที่จะ
สงผลกระทบถึงตะกอนจุลนิทรียและระบบบําบัดน้ําเสียอยางรุนแรงไดในอนาคต  

สําหรับหนวยบําบัดน้ําเสียทั่วไปมีกระบวนการบําบัดหลัก 2 กระบวนการ คือ การกําจัด
คารบอน (carbonaceous removal) และการกําจัดไนโตรเจน (nitrogenous removal)   ดวย
กระบวนการไนตริฟเคชัน-ดีไนตริฟเคชัน (nitrification-denitrification processes)   เปนที่รูกัน
ทั่วไปวากระบวนการไนตรฟิเคชันเปนกระบวนการทีมี่ความออนไหวตอสิ่งแวดลอมและสภาวะ
ในการเดินระบบ เชน ในสภาวะที่มีอุณหภูมิหรือความเขมขนของออกวิเจนละลายสูงหรือต่ํา
เกินไป เปนตน      ดังนั้นในการศึกษานี้จึงมุงเนนการศึกษาระบบบําบัดน้าํเสียในสวนของ
กระบวนการไนตริฟเคชัน    จากการศึกษาในอดีตพบวากระบวนการไนตริฟเคชันเม่ือมี
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ปนเปอนของสารพิษประสทิธิภาพการทาํงานจะลดลงมาก เชน ในการศึกษาของ Park and Ely 
(2008) พบวาเม่ือ Nitrosomonas europaea ไดรับสารประกอบคลอไรดของแคดเมียม ปรอท 
และทองแดง ที่ความเขมขนระหวาง 1-8 mg/L ทําใหประสิทธิภาพการทํางานลดลงถึงรอยละ 90       
สําหรับการศกึษาการปนเปอนของ AgNP พบวาที่ความเขมขนตกคางเพียง 1 mg/L 
กระบวนการไนตริฟเคชันถกูยับย้ังสูงถึงรอยละ 86 (Choi et al., 2008)     การศึกษาของ Choi 
et al. (2008) เปน 1 ใน 4 การศึกษาที่เกี่ยวของกับผลของ AgNP ตอระบบบําบดัน้ําเสียที่มีอยู
ในปจจุบัน (Choi et al., 2008; Choi and Hu., 2008; Choi et al., 2009; Choi and Hu, 2009)      
ซึ่งงานวิจัยเหลานี้มุงเนนในการศึกษาลักษณะของ AgNP และผลของสารประกอบเกลือและลิ
แกนดตอความเปนพิษของ AgNP ในกระบวนการไนตริฟเคชันเทานั้น     แตองคความรู
ดังกลาวยังไมเพียงพอตอการระบุความเปนไป (Fate) ของ AgNP ทั้งตอระบบบาํบัดน้ําเสียและ
สิ่งแวดลอม         และนอกจากนี้ในปจจุบันยังไมมีงานวิจัยที่ศึกษาผลของ AgNP ตอกลุม
จุลินทรีย รวมทั้งแนวทางปองกันปญหาการปนเปอนของ AgNP ตอระบบบําบัดน้าํเสีย 

สําหรับแนวทางแกปญหาความลมเหลวของระบบบําบดัน้ําเสียวิธีหนึ่ง คือ เทคนคิการดักติด
เซลล (cell entrapment)  เทคนิคนี้เปนการตรึงเซลลจุลินทรียไวภายในสารพอลเีมอร เชน สาร
แคลเซียมแอลจิเนต (calcium alginate; CA) สารพอลีไวนลิแอลกอฮอลล (polyvinyl alcohol; 
PVA) เปนตน (Siripattanakul et al., 2008a; Siripattanakul et al., 2008b)     ภาพที่ 1 เปน
ภาพตัวอยางของเซลลดักติดดวย CA     ระบบดังกลาวมีขอดีหลายประการ คือ สามารถ
ควบคุมปริมาณเซลลจุลินทรียได และสารพอลีเมอรสามารถปองกันจุลินทรียจากสภาพแวดลอม
ตาง ๆ ได เชน สภาวะที่มีความเปนกรด-ดางสูงหรือต่ําเกินไป สภาวะที่มีอุณหภูมิสูงหรือต่ํา
เกินไป สภาวะที่มีสารพิษ เปนตน (van Veen et al., 1997; Siripattanakul et al., 2008b; 
Siripattanakul and Khan, 2010)      นอกจากนี้จากลักษณะโครงสรางของเซลลดักติดซึ่งเปน
โครงตาขาย (Siripattanakul et al., 2008b) มีแนวโนมที่จะปองกัน AgNP ไมใหเกาะติดเซลล
จุลินทรียได    จากสมบัติของเซลลดักตดิดังกลาวระบบเซลลดักติดเปนระบบที่มีศกัยภาพในการ
ประยุกตเพ่ือปองกันปญหาที่กลาวถึงขางตน  โดยระบบเซลลดักตดินอกจากจะมีความเหมาะสม
ในดานสมบัตแิลว   วิธกีารผลิตเซลลดักติดเปนวธิกีารที่ไมยุงยาก  คาใชจายนอย  ไม
จําเปนตองใชอุปกรณหรือเทคโนโลยีขั้นสูง  รวมทั้งเซลลดักติดสามารถนําไปใชกับระบบบําบดั
น้ําเสียที่มีอยูเดิมได  อยางไรก็ตามในการประยุกตใชเทคนิคการดักตดิเซลลใหประสบ
ความสําเร็จ จําเปนจะตองศึกษาหาสภาวะ ชนิด และขนาดของเซลลดักติดที่เหมาะสม  มิฉะนั้น
เทคนิคดังกลาวนอกจากจะไมไดชวยแกปญหา แตยังอาจสงผลใหเกิดปญหาของการซึมผาน
ของอาหารและออกซิเจน (substrate and oxygen diffusion) 

จากเหตุผลขางตนงานวิจัยน้ีมุงเนนการศึกษาผลของ AgNP ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน
และการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนคิเซลลดักติด  โดยปจจัยที่ศึกษา คือ 
ความเขมขนของ AgNP ชนิดของเซลลดักติด (CA และ PVA)   และขนาดของเซลลดักตดิตอ
กระบวนการไนตริฟเคชัน      รวมทั้งศกึษาลักษณะทางกายภาพ (physiology) และโครงสราง
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ของกลุมจุลินทรีย (microbial community structure) ที่อยูในรูปเซลลอิสระและเซลลดักติดเม่ือมี
การปนเปอนของ AgNP 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

โครงการวิจัยนี้มีเปาหมายหลักของโครงการ คือ เพ่ือใหทราบถึงความเปนไปของ AgNP 
ตอระบบบําบดัน้ําเสีย ทั้งในแงศักยภาพในการทํางานและผลตอจุลนิทรีย  รวมทัง้หาแนวทางใน
การปองกันปญหาดังกลาว  เพื่อใหงานวิจัยบรรลุเปาหมายนี้งานวิจัยมีรายละเอียดของ
วัตถุประสงคการวิจัย ดังนี้ 

1) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ที่ความเขมขนตาง ๆ ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 
2) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ตอลักษณะทางกายภาพของกลุมจุลินทรีย 
3) เพ่ือศึกษาผลของ AgNP ตอโครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรยี 
4) เพ่ือศึกษาการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลลดวยสาร

ดักติดตางชนิดและตางขนาด 
 
1.3 ขอบเขตการวิจัย 

1) AgNP สังเคราะหดวยกระบวนการโบโรไฮไดรดรีดักชัน (borohydride reduction 
process) 

2) จุลินทรียไนตริฟายอิงเพาะเลี้ยงมาจากตะกอนจุลินทรียจากระบบตะกอนเรง  โดยเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหภายในหองปฏิบัติการเปนเวลา 6 เดือน กอนใชงาน 

3) การทดลองเปนแบบกะ (batch) ในระดับหองปฏิบัติการ 
4) การทดลองกระบวนการไนตริฟเคชันเปนไปตามวิธีทางเรสไพโรเมตริก (respirometric 

method) 
5) วิธีการดักติดเซลลในงานวิจัยนี้ คือ การดักติดดวย CA และ PVA  
6) การทดลองนี้ศึกษาขนาดของเซลลดักติดตอกระบวนการไนตริฟเคชัน  โดยขนาดที่

ศึกษา คือ 3 และ 7 mm เปนตัวแทนเม็ดเซลลตรึงขนาดเล็กและใหญตามลําดับ 
 



บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
2.1 ซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
 

2.1.1 การสังเคราะหและการใชประโยชนซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
วิธีการสังเคราะห AgNP มีหลายวธิีการเพื่อใหไดสารที่มีสมบัติ (ขนาด รูปราง และ

พ้ืนผิว) ตามที่ตองการ (Xu et al., 2006; Choi and Hu, 2008; Durán et al., 2010; 
Marambio-Jones and Hoek, 2010) โดยทั่วไปวิธกีารสังเคราะหสารดังกลาวสามารถจําแนก
ออกไดเปน 3 ประเภท ซึ่งประกอบดวย วิธีการทางกายภาพ วธิีการทางเคม ี และวิธีการทาง
ชวีวิทยา รายละเอียดของวธิีการแสดงดังตารางที่ 2.1 

วิธีการทางกายภาพเปนวิธกีารที่ไมใชสารเคมีหรือใชเพียงเล็กนอยแตโดยทั่วไปใช
พลังงานและเวลานาน (Abou El-Nour et al., 2010) สวนวธิีการทางเคมีเปนวธิีการที่เปนที่นิยม
มากที่สุด (Marambio-Jones and Hoek, 2010) เน่ืองจากวิธีการดังกลาวดําเนนิการงายและใช
เพียงเครื่องมือพ้ืนฐานทั่วไป นอกจากนี้วิธีการนี้ยังสามารถปรับปรุงเพ่ือใหไดวัสดุที่มีคุณสมบัติ
ตรงตามทีต่องการได  แตอยางไรก็ตามวิธีการนี้สวนมากใชสารเคมีอันตรายในการสังเคราะห
หลายชนิด (Marambio-Jones and Hoek, 2010) ดังนั้นวิธีการทางชีววทิยาจึงไดถูกพัฒนาขึ้น  
โดยวิธีการนี้ใชสารจากธรรมชาติในการสงัเคราะห เชน สารสกัดจากพืช สารสกัดจากจุลินทรีย 
เปนตน (Darroudi et al., 2010) 

AgNP ไดถูกพัฒนาเพื่อใชในงานหลากหลายประเภท เชน การใชงานทาง
การแพทย การใชงานในบานเรือน และ การใชงานในอุตสาหกรรม เปนตน (Abou El-Nour et 
al., 2010; Arvizo et al., 2012)  สําหรับการใชงานทางการแพทย AgNP ใชสําหรับการฆาเชือ้
และการรักษาโรค เชน การลดการตดิเชือ้และอักเสบในบาดแผล  การฆาเชื้อโรคในเครื่องมือ
ทางการแพทย  การบําบัดเนื้องอก  และการปลูกถายหลอดเลือด (Atiyeh et al., 2007; Tian et 
al., 2007; Chen and Schluesener, 2008; Rai et al., 2009; Chaloupka et al., 2010; Arvizo 
et al., 2012)   สวนการใชงานในบานเรือน AgNP เปนสวนประกอบในผลติภัณฑหลายชนดิ
เพ่ือใชปองกันเชื้อโรค เชน เสื้อผา เครื่องสําอาง และผลิตภัณฑพลาสติก เปนตน (Benn and 
Westerhoff, 2008; Blaser et al., 2008; Chaudhry et al, 2008; Kokura et al., 2010) ในงาน
ทางอุตสาหกรรม AgNP ถูกใชในการผลติเซ็นเซอร (McFarland and Van Duyne, 2003; Ren 
et al., 2005; Zheng et al, 2008) นอกจากนี้ในปจจุบันยังพบอีกวา AgNP ไดถูกนํามาใชใน
กระบวนการปรับปรุงคุณภาพน้ําและน้ําเสีย เชน การกําจัดแบคทีเรยีในน้ําดื่ม เปนตน (Lv et 
al., 2009; Wu et al., 2010; Dankovich and Gray, 2011; Manimegalai et al., 2011) 
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ตารางที่ 2.1 วิธีการสังเคราะหซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 

Method Method description Examples 
Physical approach   
Evaporation/condens
ation 

Silver ion solution is vaporized into a carrier gas and then cooled for 
nucleation and nanoparticle formation. 

Lehtinen et al. (2004) 
Baker et al. (2005) 
Raffi et al. (2007) 

Irradiation Silver nanoparticles are produced by irradiating (laser, microwave, or 
ionization) silver solution.The particle size could be controlled by variation of 
irradiation time and laser power. 

Becker et al. (1998) 
Mafuné et al. (2000) 
Pyatenko et al. (2004) 
Amendola et al. (2007) 

Chemical approach   
Chemical reduction Silver ion in a solution is reduced by a reducing agent (such as borohydride, 

citrate, poly (vinylpyrolidone), and poly (ethylene glycol)) and formed silver 
atom (Ag0). The silver atoms agglomerate and become particles. Also, a 
capping agent (such as surfactant) might be used to stabilize AgNPs. 

Bokshits et al. (2004) 
He et al. (2004) 
Wang et al. (2005) 
Hsu and Wu (2007) 

Electrochemical 
reduction 

A silver anode is electrochemically dissolved in a solvent. The silver 
nanoparticles are then separated from the solvent. 

Rodríguez-Sánchez et al. 
(2000) 
Yin et al. (2003) 
Murray et al. (2005) 
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Method Method description Examples 
Photochemical 
reduction 

Silver ion in a solution is reduced by a reducing agent and then irradiated to 
form silver nanoparticles. 

Pietrobon and Kitaev 
(2008) 
Maretti et al. (2009) 

Biological approach The method is biochemical reduction. It is similar to chemical reduction 
method but use extracts from organisms (microorganisms and plants) as 
reducing agents and/or capping agents. The well-known biological extracts 
used for AgNP synthesis are proteins, amino acids, and polysaccharides. 

Sharma et al. (2009) 
Darroudi et al.(2010) 
Marambio-Jones and Hoek 
(2010) 
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2.1.2 ความเปนไปและการปนเปอนของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
ในการประยุกตใชจริง AgNP จัดเปนวัสดชุนิดใหม       ดังนั้นความเปนไปและการ

ปนเปอนของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโนจึงยังไมชัดเจนนัก ปจจุบนัยังไมมีขอมูลสมดุลมวลของ 
AgNP ในสิ่งแวดลอม มีเพียงขอมูลจากการคาดการณจากแบบจําลองคณิตศาสตรหรือการตรวจ
ติดตามในระดบัหองปฏิบัติการหรือระดับนํารองเปนสวนใหญ (Blaser et al., 2008; Benn and 
Westerhoff, 2008; Kaegi et al., 2010; Kim et al., 2010) 

Blaser et al. (2008) ไดรวบรวมขอมูลและรายงานถงึความเปนไปของ AgNP ใน
อุตสาหกรรมสิ่งทอและพลาสติก  การศกึษาดังกลาวรายงานวาในหลายประเทศ เชน ประเทศใน
ทวีปเอเชีย อเมริกาเหนือ และยุโรป  พบวา AgNP เหลือทิ้งสวนมากปนเปอนเขาสูระบบการ
จัดการมูลฝอยซึ่งสุดทายสะสมในหลุมฝงกลบมูลฝอย    สวน AgNP บางสวน (ประมาณ 190-
410 ton/yr) ผานเขาสูระบบบําบัดน้ําเสีย  และที่สุดจึงกระจายลงแหลงน้ําธรรมชาติและดิน  
นอกจากนี้ยังพบวา AgNP ปริมาณนอยกระจายสูบรรยากาศจากควันของกระบวนการเผาไหม
มูลฝอย ขอมูลดังกลาวนีส้ามารถแจกแจงความเปนไปของ AgNP ในอุตสาหกรรมสิ่งทอและ
พลาสติกไดดังรูปที่ 2.1 

จากรูปที่ 2.1 ยังสามารถสังเกตเพิ่มเติมไดอีกวาภายหลัง AgNP เคลื่อนที่ผาน
กระบวนการตาง ๆ AgNP อาจเปลี่ยนฟอรมได (Nowack, 2010)     ในป ค.ศ. 2010 Kim et 
al. พบซิลเวอรซัลไฟดอนุภาคขนาดนาโน (Ag2SP)   ในตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแหงหน่ึง
ในประเทศสหรัฐอเมริกา ปรากฏการณดังกลาวนี้คาดวาจะเกิดจาก AgNP เปลี่ยนฟอรมเปน 
Ag+ และ Ag2SP ในที่สุด  ในเวลาตอมา Kaegi et al. (2011) รายงานยืนยันวา AgNP เปลี่ยน
ฟอรมเปน Ag2SP ในระบบบําบัดน้ําเสยีที่ไมมีการเตมิอากาศ สงผลใหมี Ag2SP เปนตะกอน
ของแข็งแขวนลอยในน้ําผานการบําบัดหรือดูดซับที่ผิวของตะกอนจุลินทรียในระบบบําบัดน้ําเสีย 
ตารางที่ 2.2 ไดสรุปรวบรวมการปนเปอนของ AgNP จากงานในอดีต  โดยพบวามีรายงานการ
ปนเปอนหลากหลายทั้งมากและนอยแตกตางกันไปตามเทคโนโลยกีารผลิต ระบบรวบรวมและ
บําบัดน้ําเสีย และลักษณะน้าํเสียจากกิจกรรมตาง ๆ (Benn and Westerhoff, 2008; Kim et al., 
2010; Nowack, 2010; Hoque et al., 2012) 
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รูปที่ 2.1 ความเปนไปของ AgNP ในสิ่งแวดลอม 
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ตารางที่ 2.2 การปนเปอนของ AgNP ในสิ่งแวดลอมจากงานในอดีต   

Study description Silver detected form Contaminated concentration Location Reference 

Silver released from 
nanoparticles incorporated into 
textiles and plastics and risk 
freshwater ecosystems were 
determined. 

Total Ag (model) Predicted silver concentrations in WWTS and 
sludge were 2-18 μg/L and 7-39 mg/kg, 
respectively. The silver concentrations in Rhine 
river were estimated at up to148 ng/L. 

Switzerland Blaser et al. 
(2008) 

Quantities of AgNPs released 
into environment and their risk 
were modelled. 

AgNP (model) Predicted AgNP concentrations in air, water, and 
soil ranged 0.002-0.004 μg/m3, 0.03-0.08 μg/L, 
0.02-0.1 μg/kg, respectively. 

Switzerland Muller and 
Nowack (2008) 
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Probabilistic material flow 
analysis was used to model 
AgNP concentrations in 
environment. 

AgNP (model) Predicted AgNP concentrations in soil, sludge 
treated soil, surface water, WWTS effluent, WWTS 
sludge, sediment, and air in Europe were 22.7 
ng/kg/yr, 1,581 ng/kg/yr, 0.8 ng/L, 42.5 ng/L, 1.7 
mg/kg, 952 ng/kg/yr, and 0.008 ng/m3, respectively. 
Predicted AgNP concentrations in soil, sludge 
treated soil, surface water, WWTS effluent, WWTS 
sludge, sediment, and air in USA were 8.3 ng/kg/yr, 
662 ng/kg/yr, 0.1 ng/L, 21 ng/L, 1.6 mg/kg, 195 
ng/kg/yr, and 0.002 ng/m3, respectively. 
Predicted AgNP concentrations in soil, surface 
water, WWTS effluent, WWTS sludge, sediment, 
and air in Switzerland were 11.2 ng/kg/yr, 0.7 ng/L, 
38.7 ng/L, 1.9 mg/kg, 1,203 ng/kg/yr, and 0.021 
ng/m3, respectively. 

Europe, USA, 
and 
Switzerland 

Gottschalk et al. 
(2009) 

Release of AgNPs from paints 
used for outdoor applications 
via rain was investigated. 

Total Ag Silver nanoparticles could leach at the 
concentration of up to 145 μg-Ag/L during the initial 
runoff event. 

Switzerland Kaegi et al. 
(2010) 
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Predicted AgNP concentrations 
releasing from cosmetic-based 
nano-products to environment 
were predicted and used for 
risk assessment.  

AgNP (model) Silver nanoparticles released into wastewater were 
7.8-306.6 kg/annum while AgNPs in WWTSs were 
6.2-184.2 kg/annum. Silver nanoparticles of 2.8-
183.2 kg/annum were released into aquatic 
systems. The predicted AgNP concentration in 
aquatic ecosystem were 0.003 to 0.619 μg/L. 

Johannesburg, 
South Africa 

Musee et al. 
(2010) 

Silver nanoparticle analysis by 
an inductively coupled plasma–
mass spectrometry, operated in 
a single-particle counting mode 
technique was developed. 
Influent and effluent samples 
from a wastewater treatment in 
Boulder, CO, USA were 
detected for AgNP 
concentrations. 

Dissolved silver (dAg) 
and AgNP 

In influent, dAg of 520 ng/L and AgNPs of 200 ng/L 
were detected while dAg of 60 ng/L and AgNPs of 
100 ng/L were measured in the final effluent. 

Boulder, CO, 
USA 

Mitrano et al. 
(2011) 
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Novel detection method for 
AgNPs was developed. The 
AgNPconcentratons in surface 
water and influent of a 
wastewater treatment plant 
were detected. 

AgNP The concentration and size of AgNPs in the influent 
from a wastewater treatment in Peterborough, 
Ontario, Canada were 1.90 ng/mL and 9.3 nm, 
reespectively. Surface water samples collected from 
Plastic Lake, Chemong Lake, and Otonabee River 
in central Ontario, Canada did not detect AgNPs at 
detection limit of 0.8 ng/mL. 

Ontario, 
Canada 

Hoque et al. 
(2012) 
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2.1.3 ความเปนพษิของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
งานวิจัยในอดีตไดระบถุึงความเปนพิษของ AgNP ทั้งตอ จุลินทรีย พืช สัตว และ

มนุษย (Lok et al., 2006; Choi et al.; 2008; Damm et al., 2008; Marambio-Jones and 
Hoek, 2010; Guzman, 2012; Lapresta-Fernández et al., 2012)     AgNP สามารถทําลาย
เซลลไดทั้งจาก 1) AgNP เอง 2) Ag+ และ 3) รีแอกทีฟออกซิเจนสปชีส (reactive oxygen 
species; ROS) ซึ่งเกิดจาก AgNP (Choi et al, 2008; Asharani et al., 2009; Marambio-
Jones and Hoek, 2010)  กลไกความเปนพิษอาจเกิดไดจาก AgNP ทําลายผนังเซลล เยื่อหุม
เซลล และสวนประกอบอื่น ๆ ของเซลล  AgNP ยับยั้งกระบวนการเมตาโบลิซึมของเซลล และ
AgNP ทําลาย DNA ของเซลล ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 

 
1) AgNP ทําลายผนังเซลล เยื่อหุมเซลล และสวนประกอบอื่น ๆ ของเซลล กลไกนี้

เกิดจาก AgNP ยึดเกาะที่ผนังเซลล จากนั้นซึมผานเยื่อหุมเซลลแลวเขาทําลาย
สวนประกอบของเซลล  จากงานวิจัยที่ผานมาพบวาระดับของความเปนพิษของ 
AgNP แตกตางไปตามลักษณะเซลล   ตัวอยางเชนสาํหรับแบคทเีรียโดยทั่วไป
พบวาแบคทีเรียแกรมบวกคงทนตอ AgNP สูงกวาแกรมลบ เน่ืองจากแบคทีเรีย
แกรมบวกมีชัน้เพปติโดไกลแคน (peptidoglycan layer) ที่หนาซึ่งสามารถ
ปกปอง AgNP ไดดีกวา (Jung et al., 2008; Guzman, 2012) นอกจากนี้ยังมี
งานวิจัยรายงานวาซิลเวอร (AgNP และ Ag+) สวนใหญเกาะติดที่ผวิของเซลลที่
มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ (Morones et al. 2005; Hwang et al., 2008) 

 
2) AgNP ยับยัง้กระบวนการเมตาโบลิซึมของเซลลและทาํลาย DNA กลไกการ

ยับยั้งนี้เกิดจาก Ag+ ทําปฎิกิริยากับเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการเรสไพ
เรชันของเซลล (Marambio-Jones and Hoek, 2010; Lapresta-Fernández et 
al., 2012) โดยพบวาซลิเวอรทําปฎิกิริยากับกลุมไทออล (thiol group; -SH) ที่
อยูที่เยื่อหุมเซลล (Durán et al., 2010; Marambio-Jones and Hoek, 2010)    
นอกจากนี้ Ag+ ยังยับยั้งการสังเคราะห ATP และการรับฟอสเฟต รวมทั้งยัง
เพ่ิมการกลายของ DNA (DNA mutation)    สวน ROS สามารถผลติสารอนุมูล
อิสระ (free radical) ซึ่งสงผลทําลายไขมันของเย่ือหุมเซลลเปนเหตุใหเยื่อหุม
เซลลถูกทําลาย โปรตีนทํางานผิดปกติ และทําลาย DNA ในที่สุด (Mendiset 
al., 2005; Nel et al., 2006; Choi et al, 2008; Marambio-Jones and Hoek, 
2010) 
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2.2 กระบวนการไนตริฟเคชัน 

ในระบบบําบดัน้ําเสียทั่วไป สารประกอบไนโตรเจนสวนมากอยูในรูปสารประกอบอินทรีย
ไนโตรเจนหรือยูเรีย  สารดังกลาวจะถูกยอยสลาย (Degradation) หรือไฮโดรไลซีส 
(Hydrolysis)    ขั้นตอนนี้สารประกอบจะเปลี่ยนไปเปนแอมโมเนียม (NH4

+)    แลวจากนั้นจะ
เขาสูกระบวนการไนตริฟเคชัน  โดยกระบวนการนีเ้ปนกระบวนการเปลี่ยนแอมโมเนียมใหเปน
ไนเตรท ภายใตสภาวะใชออกซิเจนดังแสดงในสมการที่ 2.1  กระบวนการนี้สามารถแบงออกได
เปน 2 ขั้นตอน กลาวคือ แอมโมเนียมจะถูกเปลี่ยนเปนไนไตรท (NO2

-) และไนไตรทจะถูก
เปลี่ยนเปนไนเตรท (NO3

-) ในที่สุด   ปจจัยควบคุมในกระบวนการไนตริฟเคชัน คือ อุณหภูมิ  
สารอาหาร  ความเขมขนของแอมโมเนียมเร่ิมตน  สารพิษ  คาความเปนกรด-ดาง  และปริมาณ
ออกซิเจน (Gerardi, 2002) 
 

NH4
+     NO2

-      NO3
-    สมการที่ 2.1 

 
จุลินทรียภายในกระบวนการไนตริฟเคชันแบงออกไดเปน 2 กลุม ตามขั้นตอนของ

กระบวนการ  โดยกลุมจุลินทรียในขั้นตอนแรก คือ จุลินทรียที่สามารถออกซิไดซแอมโมเนีย 
(Ammonia-oxidizing microorganism) จุลินทรียในกลุมน้ีมีทั้งที่เปนแบคทีเรียและอาเคีย 
(Achea) (Leininger et al., 2006)  ในอดีตจุลินทรียหลักในกลุมน้ี คือ แบคทีเรียสายพันธุในสกุล 
Nitrosococcus Nitrosocystis  Nitrosolobus  Nitrosomonas  และ Nitrosospira (Gerardi, 
2002) โดยแบคทีเรียชนิดหลัก คือ  Nitrosomonas       จนกระทั่งในชวง 5 ปหลังนี้จึงไดมีการ
คนพบอาเคียที่สามารถออกซิไดซแอมโมเนียได (Konneke et al., 2005)     สวนจุลินทรียกลุม
ที่สอง คือ จุลินทรียที่สามารถออกซิไดซไนไตรท (Nitrite-oxidizing microorganism)    
จุลินทรียหลักในกลุมน้ี คือ แบคทีเรียสายพันธุในสกุล Nitrobacter Nitrococcus  และ Nitrospira  
โดยแบคทีเรียชนิดหลัก คือ  Nitrobacter 

กระบวนการไนตริฟเคชันเปนกระบวนการที่มีขอจํากัดของอัตราการเกิดปฏิกิริยา (Rate-
limiting process)  โดยขั้นตอนที่เปนปจจัยหลัก คือ ขัน้ตอนแรก  เนื่องจากแบคทีเรียในกลุมน้ีมี
ความออนไหวตอสภาวะภายนอกมาก เชน แมแบคทีเรียไนตริฟายอิงเปนแบคที่เรียแบบใช
อากาศ  แตที่สภาวะที่มีออกซิเจนละลายสูงกวา 1 mg/L O2      จะสงผลถึงจํานวนประชากรของ
จุลินทรียที่สามารถออกซิไดซแอมโมเนียและประสิทธิภาพการทํางานของแบคทีเรียกลุม
ดังกลาว (Park and Noguera, 2004)    นอกจากนี้ยังมีการศึกษาอื่นรายงานผลกระทบ
เน่ืองจากการปนเปอนของสารพิษ      Park and Ely (2008) พบวาเมื่อ Nitrosomonas 
europaea ไดรับสารประกอบคลอไรดของโลหะหนักที่ความเขมขนระหวาง 1-8 mg/L ทําให
ประสิทธิภาพการทํางานลดลงถึงรอยละ 90 
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งานวิจัยที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตริฟเคชันมีมายาวนานกวา 20 ป  ดังนั้นงานวิจัย
ทางดานปจจัยการเดินระบบ หรือสิ่งแวดลอมที่มีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดน้าํเสียทั่วไปไดมี
งานศึกษามากมาย  ปจจุบันทิศทางงานวิจัยมีความเฉพาะมากขึ้น  โดยอาจแบงไดเปน 2 กลุม 
ซึ่งไดแก 1) งานวิจัยการพัฒนาระบบบําบัดน้ําเสียใหม เชน กระบวนการ SHARON (Hellinga 
et al., 1998)  การปรับปรุงประสิทธิภาพการทํางานดวยเทคนิคการดักติดเซลล (Hill and 
Khan, 2008) เปนตน      2) การศึกษากลไกในเชิงลกึ เชน  จีน (gene) หรือเอนไซมที่ควบคมุ
กระบวนการไนตริฟเคชัน  ตลอดจนงานวิจัยคนหาจุลนิทรียชนิดใหมหรือพิสูจนชนิดจุลินทรียไน
ตริฟายอิง (Gerardi, 2002; Park and Noguera, 2004; Park and Ely, 2008) 
 
 
2.3 เซลลดักติด 
 

2.3.1 ความหมายและหลักการของเซลลดักติด 
การดักติดเซลล (cell entrapment) คือ การดักติดจุลินทรยีดวยวัสดตุรงึรูป 

ประเภทสารพอลิเมอรหรือแผนเมมเบรน เปนการตรึงเซลลทีเ่กิดจากการที่จุลินทรียถูกดักติดอยู
ภายในโดยที่ไมไดทําปฏิกิริยาโดยตรงกับวัสดุตรึงผวิ วิธีการนี้จึงสามารถประยุกตใชไดในงาน
หลายประเภท วัสดุที่นิยมใชงาน ไดแก สารประกอบแอลจิเนต (alginate) คาราจีแนน 
(carageenan) พอลีไวนลิแอลกอฮอล (polyvinyl alcohol) เปนตน (Jen et al., 1996; Kok and 
Hasirci, 2000; Park, 2000) 

การดักติดเซลลโดยทั่วไปแบงออกเปน 2 ขั้นตอน ไดแก 1) การผสมเซลลจุลินทรยี
และวัสดุดักตดิ และ 2) การกอใหเกดิเจล (gelation) (Dulieu et al., 1999) ซึ่งมีลักษณะดังรูปที่ 
2.2 การผสมเซลลจุลินทรียมีวัตถุประสงคเพ่ือกระจายเซลลใหทั่ววัสดุดักติด ซึ่งวิธีการผสมเซลล
สามารถกระทาํไดโดยการกวนดวยใบพัดหรือเครื่องกวนแมเหล็ก (magnetic stirrer)    สวน
วิธีการกอใหเกิดเจลสามารถจําแนกไดเปน 2 วิธี คือ การหยดเปนเจล (droplet gelation) และ
การเทเปนเจล (plated gelation)      การหยดเปนเจลเปนการหยดสวนผสมระหวางวัสดุดักติด
และเซลลลงในสารละลายทาํแข็งเจล (gel formation solution) โดยใชเข็มฉีดยาหรือปม  เซลล
ดักติดดวยวธิกีารนี้มีลักษณะเปนทรงกลม  สวนการเทเปนเจลเปนการเทสวนผสมลงใน
สารละลายทําแข็งเจล  จากนั้นตัดจึงตัดเจลเปนชิ้น เซลลดักติดดวยวิธีการนี้มีลกัษณะเปนทรง
สี่เหลี่ยม 
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รูปที่ 2.2 ขั้นตอนการดักตดิเซลล (Siripattanakul and Khan, 2010) 
 
 

การกอใหเกิดเจลอาจเกิดไดจากหลายกระบวนการ (Bickerstaff G.F., 1997) ซึ่ง
ไดแก  

1) การเกิดเจลดวยประจุ (ionictropic gelation) เปนการเกิดปฏิกิริยาเชื่อมไขว 
(cross-linking) ระหวางวสัดุดักติดและสารละลายประจุบวก (cation) ตวัอยาง
การดักติดประเภทนี้ คือ การดักติดดวยแคลเซียมแอลจิเนต 

2) การเกิดเจลดวยการเหนี่ยวนําทางอุณหภูมิ (temperature-induced gelation) 
เปนการแยกเฟสดวยอุณหภูมิ กลาวคือ เม่ืออุณหภูมิลดลงสารละลายวัสดุดัก
ติดเปลี่ยนเปนเจล ตวัอยางการดักติดประเภทนี้ คือ   การดักติดดวยอากาโรส 
(agarose)     และเจลเลติน (gelatin) 
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3) กระบวนการพอลิเมอไรเซชันอินทรีย (organic polymerization) เปนปฏิกิริยา
ระหวางมอนอเมอรอินทรีย ตัวอยางการดกัติดประเภทนี้ คือ การดักติดดวยพอ
ลีอาครีลาไมด (polyacrylamide) และพอลีไวนิลแอลกอฮอล (polyvinyl alcohol) 
เปนตน  กระบวนการเกดิเจลของวัสดดัุกติดประเภทนี้อาจมีการเติมสารเชื่อม
ไขว (cross-linking agent) เพ่ือสงเสริมใหการเกิดเจลดีขึ้น  

4) การแยกเฟส (phase separation) เปนการสกัดเซลลจุลินทรียดวยตวัทําละลาย
ที่สามารถกอเจลได  วิธีการนี้ไมคอยนิยมใชเนื่องจากตัวทําละลายอาจมี
ผลกระทบตอจุลินทรียได 

 
2.3.2 วัสดุดักติดทีนิ่ยมใช 

วัสดุดักติดที่นยิมใชในงานทางดานสิ่งแวดลอมสามารถจําแนกออกไดเปน 2 กลุม 
คือ วัสดุธรรมชาติและวัสดุสังเคราะห    วัสดุดักติดธรรมชาติเปนสารพอลีแซคคาไรด 
(polysaccharide) ที่ไดจากสาหราย (algae) หรือสาหรายทะเล (seaweed) ตัวอยางเชน 
แคลเซียมแอลจิเนต คาราจีแนน อากาโรส และ เจลเลติน เปนตน         สวนวัสดุดักติด
สังเคราะหเปนสารพอลีเมอร เชน พอลีอาครีลาไมด และพอลไีวนิลแอลกอฮอล เปนตน    
แนวทางในการเลือกวัสดุดักติดแสดงไวในตารางที่ 2.3  
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ตารางที่ 2.3 แนวทางในการเลือกวัสดุดักติด 

สมบัต ิ แนวทาง อางอิง 
พ้ืนที่ผิว (surface area) วัสดุดักติดที่มีพ้ืนที่ผิวมาก Kourkotus et al. (2004) 
วิธีดําเนินการ (handling) และ
การฟนสภาพ (regeneration) 

วิธีการดักติดและการฟนสภาพ
วัสดุดักติดกระทําไดงาย 

Kourkotus et al. (2004) 

การกักเซลล (cell retention) วัสดุดักติดกักเซลลไดมาก Kourkotus et al. (2004) 
การมีชีวิตของจุลินทรีย (cell 
viability) 

วัสดุดักติดกักเซลลแลวสงผลตอ
การมีชีวิตของจุลินทรียนอย 

Kourkotus et al. (2004) 

กิจกรรมทางชีวภาพ 
(biological activity) 

วัสดุดักติดกักเซลลแลวสงเสริม
กิจกรรมทางชีวภาพ 

Jen et al. (1996) 
Kourkotus et al. (2004) 

ความพรุน (porosity) และ
ความสามารถในการแพร 
(diffusivity) 

วัสดุดักติดมีความพรุนและ
ความสามารถในการแพรสูง 
(จุลินทรียสามารถดักติดไดดีและ
สารอาหารแพรเขาสูภายในไดดี) 

Jen et al. (1996) 
Leenen et al. (1996) 
Kourkotus et al. (2004) 

เสถียรภาพทางกลและทาง
เคมี (mechanical and 
chemical stability) 

วัสดุดักติดมีเสถียรภาพทางกล
และทางเคมีสงู 

Leenen et al. (1996) 
Kourkotus et al. (2004) 

ขั้นตอนการเตรียมเซลลดักติด 
(preparation procedure) 

ขั้นตอนการเตรียมเซลลดักติด
กระทําไดงาย 

Leenen et al. (1996) 
Kourkotus et al. (2004) 

ความสามารถในการละลาย 
(solubility)  

วัสดุดักติดมีความสามารถในการ
ละลายต่ํา (วัสดุมีเสถียรภาพสูง) 

Leenen et al. (1996) 

ความสามารถในการยอย
สลายทางชวีภาพ 
(biodegradability) 

วัสดุดักติดความสามารถในการ
ยอยสลายทางชีวภาพต่ํา (วัสดุมี
เสถียรภาพสูง) 

Leenen et al. (1996) 

การเจริญเติบโตของเซลล 
(cell growth) 

เซลลสามารถเจริญเติบโตไดดี Leenen et al. (1996) 

คาใชจาย (cost) คาใชจายต่ํา Leenen et al. (1996) 
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งานวิจัยนี้มุงเนนการดักติดเซลลจุลินทรยีดวยสารแคลเซียมแอลจีเนต (Calcium 
Alginate; CA) และ การดักติดดวยเทคนคิฟอสฟอรีเลเท็ดพอลิไวนิลแอลกอฮอลล 
(Phosphorylated polyvinyl alcohol; PPVA) สําหรับกระบวนการตรึงรูปดวย CA  สารละลาย
โซเดียมแอลจีเนต (ที่ผสมกับเซลลจุลินทรีย) จะทําปฏกิิริยาเชื่อมแบบไขว (Cross-linking) กับ
สารละลายแคลเซียมคลอไรดดังสมการที่ 2.2 (Smidsrod and Skjak-Braek, 1990)     ภายหลัง
จากกระบวนการตรึงเซลลเสร็จสิ้น CA ซึ่งมีสถานะเปนเจลจะมีลักษณะดังภาพที่ 1 โดย
โครงสรางระดับจุลภาคของเม็ดเซลลดักตดิเปนตาขาย (รูปที่ 2.3)     และมีเซลลจุลินทรียถูกดัก
ติดในเม็ด CA ดังรูปที่ 2.3b 

 
Na-alginate (l) + Ca2+(l)  Ca-Alginate (s) + Na+(l)  สมการที่ 2.2 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.3 เซลลจุลินทรียภายในเม็ดแคลเซียมแอลจีเนต (Siripattanakul et al., 2008a) 
 
สําหรับกระบวนการดักติดดวย PPVA    สาร PVA เปนพอลีเมอรสังเคราะหที่

ไมมีความเปนพิษตอสิ่งมีชวีิตและสิ่งแวดลอม สาร PVA มีโครงสรางเคมีดังรูปที่ 2.4   สําหรับ
เทคนิคการดกัติดแบบ PPVA เปนการดักติด 2 ขั้นตอน     วิธีการนี้พัฒนาโดย Chen and Lin 
(1994)  ในขัน้ตอนที่ 1 สาร PVA ทําปฏิกิริยากับกรดบอริคดังสมการที่ 2.3  จากนั้นจึงเกิด
กระบวนการฟอสฟอรีเลชนั (Phosphorylation) ระหวางสาร PVA กับฟอสฟอรัสเกิดเปนโดย
ผลิตภัณฑของปฏิกิริยามีโครงสรางดังรูปที่ 2.5    

 

 
 

รูปที่ 2.4  สาร PVA 
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 สมการที่ 2.3 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.5  PPVA 
 

การประยุกตใชเทคนิคการดักติดเซลลมีมานานกวา 20 ป  โดยในอดีตเทคนคินี้
ถูกใชมากในงานวิจัยและอุตสาหกรรมอาหาร    สําหรับการประยุกตใชในงานสิ่งแวดลอมเร่ิม
เปนที่นิยมมากขึ้นในชวง 10 ปที่ผานมา โดยการประยุกตใชมีทั้งในระบบบําบัดน้ําเสียและการ
ฟนฟูพ้ืนที่ปนเปอน (Siripattanakul and Khan, 2010)    ซึ่งมีทั้งการใชประโยชนเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของระบบหรอืเพ่ือกําจัดสารพิษ เชน 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 3-
chlorobenzoate 3-chloroaniline diesel และ atrazine เปนตน (Pramanik and Khan, 2008; 
Siripattanakul et al., 2008b; Siripattanakul and Khan, 2010)    สําหรับการประยุกตใช
เทคนิคการดกัติดเซลลเพ่ือการกําจัดไนโตรเจนมีการศกึษาทั้งที่ใช CA และ PPVA (Chen and 
Lin, 1994; Yang et al., 1997; Chen et al., 1998; Hill and Khan, 2008)     แตในงานที่ผาน
มามุงเนนการเพิ่มประสิทธภิาพการทํางานของระบบการกําจัดไนโตรเจน 
 

 
 
 



บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวจิัย 

 
3.1 กรอบการวิจัย 

กรอบแนวคิดของงานวิจัยนี้สามารถแสดงไดดังรูปที่ 3.1  โดยหลังจากศึกษาทฤษฎีและ
งานวิจัยที่เกี่ยวของแลว งานวิจัยนี้ซึ่งเปนงานทดลองในระดับหองปฏิบัติการสามารถแบงภาระ
งานออกไดเปน 2 สวนหลกั 1) การศึกษาผลของ AgNP ที่ความเขมขนตาง ๆ ตอกระบวนการ
ไนตริฟเคชัน โดยศึกษาลกัษณะการยับยั้งของ AgNP ในกระบวนการดังกลาว ผลของ AgNP 
ตอลักษณะทางกายภาพของกลุมจุลินทรยี และผลของ AgNP ตอโครงสรางทางชีวภาพของกลุม
จุลินทรีย 2) การศึกษาการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลลดวย
สารดักติดตางชนิดและตางขนาด 

 
3.2 วิธีการดําเนินการวิจัย 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในระดับหองปฏิบตัิการโดยศึกษาทดลองที่ภาควิชาวิศวกรรมเคมี 
คณะวศิวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี     การดําเนินงานวิจัยแบงออกเปน 5 ชวง คอื 

1) การศึกษาและรวบรวมขอมูลที่เกี่ยวของ  โดยขั้นตอนนี้เปนการรวบรวมขอมูลสมบัติ
ของ AgNP  หลักการและวธิีการดักติดเซลล สมบตัิของสารดักติด  หลักการและวธิีการ
วิเคราะหคุณภาพน้ําเสีย การงานวิจัยที่เกี่ยวของในอดีต 

2) การออกแบบการทดลอง ขั้นตอนนี้เปนการวางแผนและออกแบบการทดลอง  โดย
มุงเนนใหออกแบบใหครอบคลุมวตัถุประสงคของการศกึษาทั้งหมด  และมีชุด
เปรียบเทียบเพื่อสามารถบงชี้ความเชื่อม่ันของผลการศึกษาได 

3) การทดลองและการอภิปรายผล  ขั้นตอนนี้เปนการทดลองตามแผนการที่วางไวตาม
กรอบการวิจัยในรูปที่ 3.1  และวเิคราะหผลการศึกษา     คํานวณหาคาจลนพลศาสตร
การบําบัดน้ําเสียที่เปลี่ยนไป 

4) สรุปผลการศกึษา ขั้นตอนนี้เปนการสรุปผลการศึกษาทั้งหมด  และเสนอแนะแนวทาง
ในการศึกษาตอในอนาคต 

5) การเผยแพรผลงานและการประยุกตใชในอนาคต  ผลการศึกษานี้ไดนําเสนอให
โรงพยาบาลตวัอยางเพ่ือนําไปประยุกตใช  นอกจากนี้ผลการศกึษายังจะไดรับการ
เผยแพรในวงการวิชาการผานทางการประชุมวิชาการ หรือบทความวิจัยใน
วารสารวชิาการไดตอไป 
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PPVA entrapped cells 

Small 
bead 
size 

Large 
bead 
size 

CA entrapped cells 

Small 
bead 
size 

Large 
bead 
size 

Test sets 

Functional effect (Inhibition) 
To study nitrification process using respirometry  

at different silver nanoparticle concentrations  

Physiological effect 
To observe the change in physiology caused by 

silver nanoparticle using scanning electron 
microscopy  

Microbial community structural effect 
To investigate microbial community change 

induced by silver nanoparticle  

Free cells 

GOAL 
To understand effect of silver nanoparticle on wastewater treatment system (nitrification)  

and enhance the process using entrapped cells   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1 กรอบแนวคิดงานวิจัย 
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 สําหรับรายละเอียดของการทดลองมีรายละเอียดดังตอไปน้ี 
 

3.2.1 สมบัติของซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
ซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโนที่ใชในการศึกษานี้สังเคราะหดวยกระบวนการโบโรไฮ

ไดรดรีดักชันตามงานวิจัยในอดีต (Hyning and Zukoski, 1998; Ngeontae et al., 2009). 
อนุภาคเปนทรงกลมมีขนาดเฉลี่ย 14 nm (รูปที่ 3.2) มีคา plasmon extinction เทากับ 403 nm 
อนุภาคลักษณะนี้เปนที่นิยมใชในงานอุตสาหกรรมทั่วไป 

 
 

 
 

รูปที่ 3.2 ซิลเวอรอนุภาคขนาดนาโน 
  
  

3.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อและการปรับสภาพเชื้อไนตริฟายอิง 
ตะกอนแอกตเิวเต็ดสลัดจทีใ่ชในการศึกษานี้มาจากระบบบําบัดน้ําเสยีชุมชนแหง

หนึ่งในกรุงเทพ ฯ      ระบบดังกลาวเปนระบบแอกตเิวเต็ดสลัดจที่มีอัตราการไหล 30,000 m3/d 
และมีคาการกกัตะกอน (solids retention time) เทากับ 28 วัน   

ตะกอนแอกตเิวเต็ดสลัดจปรับสภาพใหเปนตะกอนแอกติเวเต็ดสลัดจไนตริฟายอิง 
(nitrifying activated sludge; NAS) ดวยถังปฏิกรณเดินระบบแบบเอสบีอาร ขนาด 12 L    
ภายใตสภาวะที่มีการเติมอากาศเปนเวลา 2 เดือน กอนเร่ิมการทดลอง ถังปฏิกรณแบบเอสบี
อารเดินระบบโดยควบคุมเวลากักน้ํา (hydraulic retention time) 2 วัน และเวลากักตะกอน 
(solids retention time) 24 วัน น้ําเสียที่ใชในการปรับสภาพเปนนํ้าเสยีสังเคราะหทีมี่
สวนประกอบดังตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 สวนประกอบน้ําเสียสังเคราะห 

สวนประกอบ ปริมาณ (g/L) 
(NH4)2SO4  0.33 
NaHCO3 0.75 
K2HPO4 2.1 g 
Na2HPO4•2H2O 5.07 
inorganic salt solution 1mL   ซึ่งประกอบดวย 

MgSO4•7H2O      40 g 
CaCl2•2H2O       40 g 
KH2PO4                   20 g 
FeSO4•7H2O       1 g 
Na2MoO4          0.1 g 
MnCl2•4H2O      0.2 g 
CuSO4•5H2O    0.02 g 
ZnSO4•7H2O     0.1 g 
CoCl2•6H2O   0.002 g 

 
3.2.3 การทดลองการศึกษาผลของ AgNP ในการยับยั้งกระบวนการไนตริฟเคชัน  

 
1) ถังปฎิกรณเรสไพราทอรีและการเดินระบบเรสไพราทอรี 

NAS ที่ปรับสภาพแลวถูกปนเหวี่ยงและลาง 5 ครั้งดวยเกลืออนินทรีย (ตารางที ่
3.1) กอนบรรจุลงในถังปฎิกรณเรสไพราทอรี ถังปฎิกรณเรสไพราทอรีเปนขวดแกว (250 mL) 
ปดไดแนนสนิทโดยมีการติดตั้งโพรบดีโอ (DO probe, WTW GmbH, Weiheim, Germany) กับ
ขวดดังกลาวและมีการกวนภายในขวดดวยเครื่องกวนดวยแมเหล็ก นอกจากนี้โพรบดีโอตอเขา
กับมิเตอรดีโอที่บันทึกขอมูลโดยตรงในคอมพิวเตอร (รูปที่ 3.3) 

การเตรียมถังปฏิกรณ NAS ที่ลางแลวถูกบรรจุลงในถังปฎิกรณเรสไพราทอรี
โดยมีความเขมขนของตะกอนในถัง เทากับ 113±14 mg-MLVSS/L   จากนั้นจึงเติมนํ้าเสยี
สังเคราะห (สวนประกอบหลักในน้ําเสียสงัเคราะหเปนดังตารางที่ 3.1) จนเต็มแลวติดตั้งอุปกรณ 
(โพรบดีโอและมิเตอร) ดังรูปที่ 3.3  
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รูปที่ 3.3 ถังปฎิกรณเรสไพราทอรี 
 
การทดลองนี้จําแนกออกไดเปนการศึกษาผลของ AgNP ตอจุลินทรีย 2 กลุม 

ซึ่งไดแก จุลินทรียไนตริฟายอิง (nitrifying microorganism) และจุลนิทรียแอมโมเนียออกซิไดซิง 
(ammonia-oxidizing microorganism; AOM)  การทดลองทั้ง 2 ชุด ดําเนินการในลักษณะ
เดียวกัน  ยกเวนการทดลองชุดศึกษาจุลินทรียแอมโมเนียออกซิไดซิงมีการเติมโซเดียมเอไซด 
(sodium azide; NaN3) ในน้ําเสีย (ความเขมขนในถงัปฏิกรณ เทากับ 24 μM) เพ่ือยับยั้งการ
ทํางานของจุลินทรียไนไตรทออกซิไดซิง (nitrite-oxidizing microorganism; NOM) 

การทดลองขั้นตอนนี้มุงเนนการศึกษาผลของ AgNP ตอจุลินทรียไนตริฟายอิง
และลักษณะการยับยั้ง การทดลองดําเนินการภายในถังปฏิกรณที่กลาวไวในขางตนโดยมีการ
ติดตามคาดีโอซึ่งใชเวลาทัง้สิ้น 90 นาทีตอชุดทดลอง การทดลองดําเนินการในลักษณะนี้โดย
ปรับเปลี่ยนความเขมขนของแอมโมเนียและ AgNP เริ่มตนอยูระหวาง 14-280 และ 0.00-10.00 
mg/L ตามลําดับ การทดลองแตละคาความเขมขนทําซ้ําทั้งหมด 4 รอบ  

จากนั้นจึงนําผลการติดตามคาดีโอไปคํานวณหารอยละการยับยั้งและลักษณะ
การยับยั้ง (ซึ่งรายละเอียดจะกลาวถึงในหัวขอตอไป) ขอสังเกตเพิ่มเติมการตดิตามคาดีโอเปน
การบงชี้การไนตริฟเคชัน กลาวคือ หากระบบมีออกซิเจนลดลงมากบงชี้เกิดไนตริฟเคชันมาก
เชนกัน  
 

2) การคาดการณลักษณะการยับยั้งและการคํานวณหาคาคงที่การยับยั้ง 
การคาดการณลักษณะการยับยั้งพิจารณาจากอัตราการใชออกซิเจน (oxygen 

uptake rate; OUR) โดย OUR คํานวณจากการเปลี่ยนแปลงของ DO ตอเวลา จากนั้นสามารถ
คํานวณหาอัตราการใชออกซิเจนสูงสุด OURmax  และคา Ks  ตามสมการของ Michaelis-Menten 
ดังสมการที่ 3.1    
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   สมการที่ 3.1 
 
โดย  OUR  =  oxygen uptake rate (mg-O2/L/min) 

OURmax  = maximum oxygen uptake rate (mg-O2/L/min) 
S    = ammonia concentration (mg-N/L) 
Ks   = half saturation coefficient for ammonia (mg-N/L) 
 

จากนั้นในสภาวะที่มีตัวยบัยั้ง (AgNP) คาํนวณหาลักษณะการยับยั้ง 3 แบบ คือ 
การยับยั้งแบบมีการแขงขนั (competitive inhibition) การยับยั้งแบบไมมีการแขงขัน 
(uncompetitive inhibition) แบบการยับยั้งแบบไมแขงขัน (non-competitive inhibition)  

ขอสังเกตสําหรับการศึกษานี้ลักษณะการยับยั้งเปนแบบไมแขงขัน (รายละเอียด
ของผลแสดงในบทถัดไป) ซึ่งสมการที่ 3.1 ปรับปรุงเปนสมการที่ 3.2 

 

  สมการที่ 3.2 
 
โดย  OUR  =  oxygen uptake rate (mg-O2/L/min) 

OURmax  = maximum oxygen uptake rate (mg-O2/L/min) 
S    = ammonia concentration (mg-N/L) 
Ks   = half saturation coefficient for ammonia (mg-N/L) 
I   = concentration of AgNPs (mg/L) 
Ki   = inhibition constant (mg/L) 

 
สมการดังกลาวสามารถจัดรูปสมการไดใหมตาม Lineweaver-Burk model ดัง

สมการที่ 3.3  Ki สามารถคํานวณจากกราฟระหวาง Ks/OURmax และ I      โดยจุดตัดแกน x 
ไดแก -Ki 
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สําหรับการคํานวณรอยละการยับยั้งจาก AgNP คํานวณจาก OUR 
เปรียบเทียบกนัระหวางชุดทดลองที่มี AgNP ตาง ๆ และชุดควบคมุ (ไมมี AgNP) การคํานวณ
เปนดังสมการที่ 3.4 

 

( )
control

AgNPscontrol

OUR
OUROUR

Inhibition
100)(

%.
×−

=                สมการที่ 3.4 

 
3) การวิเคราะหลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง TEM 

ตัวอยาง NAS จากการทดลองในถังปฎิกรณเรสไพราทอรี (กอนและหลังการ
ทดลอง) ไดศกึษาลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง TEM สําหรับวธิีการเตรยีมตวัอยางและการ
วิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ก1 

 
3.2.4 การทดลองการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนคิการดักติด

เซลล  
1) การเตรียมเซลลดักติด 

NAS ถูกปนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 rpm เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นแยกน้ําใสออกแลวเจือจางกลับในสารละลายเกลืออนินทรีย (ตามสูตรในตารางที่ 3.1) 
ปริมาณ 10 mL จะไดเซลล NAS เขมขน แลวจากนั้นเขยาเซลลดวยเครื่องเขยาแนวดิ่ง (vertical 
shaker) เปนเวลา 5 นาท ี เพ่ือลางเซลล จากนั้นปนเหวี่ยงเพ่ือแยกน้ําลางออก การลางเซลล
กระทําลักษณะเดียวกันทั้งสิน้ 4 รอบ         ซึ่งสุดทายภายหลงัเจือจางเซลลในสารละลาย
เกลืออนินทรีย NAS มีความเขมขนประมาณ 5,000 mg-SS/L สําหรับวิธีการเตรียมเซลลดักติด
ดวย CA และ PVA มีวิธีการเตรียมแสดงไวในภาคนวก ก2 

 
2) การเดินระบบ 

การทดลองนี้จําแนกออกไดเปนการศึกษาผลของ AgNP ตอจุลินทรีย 3 กลุม 
คือ จุลินทรียอิสระ จุลินทรียดักติดดวย CA (ขนาดเล็กและใหญ ซึ่งเตรียมที่ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 3 และ 6 mm) และ จุลินทรยีดักติดดวย PVA (ขนาดเลก็และใหญ ซึง่เตรียมที่ขนาด
เสนผานศูนยกลาง 3 และ 6 mm) การทดลองดําเนินการภายในถังปฏิกรณทีก่ลาวไวในขางตน
โดยมีการติดตามคาดีโอจนกระทั่ง DO เปนศูนยหรอืคงที่ การทดลองทุกชุดกระทําซ้ํา 2 ครั้ง 
เพ่ือหาคาเฉลีย่ 

จากนั้นจึงนําผลการติดตามคาดีโอไปคํานวณหา OUR และ รอยละการยับยัง้  
นอกจากนี้ตัวอยางเซลลจากการทดลองบางชุดไดศึกษาลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง TEM 
และ SEM  
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3) การวิเคราะหลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง TEM และ SEM 
ตัวอยาง NAS อิสระและดักติดจากการทดลองในถังปฎิกรณเรสไพราทอรี (กอน

และหลังการทดลอง) ไดศึกษาลักษณะทางกายภาพดวยเครื่อง TEM และ SEM สําหรับวธิีการ
เตรียมตวัอยางและการวิเคราะหแสดงไวในภาคผนวก ก1 

 
 



บทที่ 4 
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 ผลของ AgNP ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน  

 
4.1.1 ลักษณะการยับยั้งของ AgNP ตอกระบวนการไนตริฟเคชัน 

1) การใชออกซิเจนโดยเฮเทอโรโทรปและปจจัยภายนอก 
นอกจาก NAS แลวโดยทั่วไปในธรรมชาติอาจมีการใชออกซิเจนโดยจุลินทรีย

กลุมเฮเทอโรโทรปหรือจากปจจัยภายนอก ซึ่งอาจสงผลตอการศึกษากระบวนการไนตริฟเคชนั
โดยวิธีเรสไพราทอรี (เน่ืองจากเปนการพิจารณาจากการใชออกซิเจนเชนกัน) ดังนั้นกอนการ
ทดลองจึงไดมีการศึกษาผลของปจจัยดังกลาวเพื่อยืนยันความถูกตองของการทดลอง  

การทดลองชุดควบคุม 2 ชดุ ซึ่ง ไดแก (1) ชุดศึกษาผลของจุลินทรยีกลุมเฮเทอ
โรโทรป ซึ่งศึกษาในถังปฏกิรณเรสไพราทอรีที่เติม NAS และ AgNP แตมิไดเติมแอมโมเนีย 
และ (2) ชุดศึกษาผลของปจจัยภายนอก ซึ่งศึกษาในถังปฏิกรณเรสไพราทอรีทีเ่ติมแอมโมเนีย 
และ AgNP แตมิไดเติม NAS 

จากผลการทดลองพบวาในการทดลองทั้งสองชุดมีคา DO คงที่ (รูปที่ 4.1 ถึง 
4.3) เม่ือคํานวณหา OUR พบวาผลของปจจัยภายนอกมีคา OUR เทากับ 0.002 mg-O2/L/min 
สวนชุดศึกษาผลของจุลินทรียกลุมเฮเทอโรโทรป  ในกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชันมีคาเทากับ 0.000 และ 0.002 mg-O2/L/min ตามลําดบั จากผลดังกลาวสามารถชี้
ชัดไดวาจุลินทรียกลุมเฮเทอโรโทรปและปจจัยภายนอกไมรบกวนกระบวนการไนตริฟเคชันและ
แอมโมเนียออกซิเดชัน 

 

 
 

รูปที่ 4.1 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในการทดลอง 
ศึกษาผลของปจจัยภายนอก 
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รูปที่ 4.2 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในการทดลองศึกษาผลของจุลินทรีย

กลุมเฮเทอโรโทรปตอกระบวนการไนตรฟิเคชัน 
 
 
 

 
รูปที่ 4.3 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในการทดลองศึกษาผลของจุลินทรีย

กลุมเฮเทอโรโทรปตอกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน 



31 
 

 
2) จลนพลศาสตรเชิงยับยั้งของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย

ออกซิเดชันดวย AgNP 
การทดลองกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันศึกษาที่ความ

เขมขนของแอมโมเนียเริ่มตน 14 ถึง 280 mg-N/L ผลการศึกษาแสดงในรูป OUR ตอความ
เขมขนของแอมโมเนียเร่ิมตนดังรูปที่ 4.3 และ 4.4 ตามลําดับ ผลจากชุดทดลองที่ไมไดเติม 
AgNP เปนไปตามโมเดลของ Michaelis-Menten  โดยเม่ือคํานวณหาคา OURmax และ Ks พบวา
กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันมีคา OURmax เทากับ 0.2132 และ 0.2273 
mg-O2/L/min และ Ks เทากับ 5.42 และ 15.87 mg-N/L ตามลําดับ (ตารางที่ 4.1) ผลดังกลาว
บงชี้ไดวา OURmax ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันมีคาใกลเคียงกันแต 
Ks แตกตางกันโดยสิ้นเชิง ผลลักษณะนี้เกิดขึ้นในงานวิจัยที่ผานมาเชนกัน (Carrera et al., 
2004) โดยงานวิจัยดังกลาวระบุวาในการศึกษาเปรียบเทียบการทํางานของเซลลในรูปแบบเซลล
อิสระและเซลลตรึงรูป กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันมีคา Ks เทากับ 1.6 
และ 11 mg-N/L ตามลําดับ 

 

 
 

รูปที่ 4.3 ความสัมพันธระหวาง OUR ตอความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนในการทดลอง

กระบวนการไนตริฟเคชัน เม่ือมี AgNP ความเขมขน 0.00 (○)   0.25 (●)  0.50 (■)    
5.00 (□)  และ 10 (♦) mg/L 
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รูปที่ 4.4 ความสัมพันธระหวาง OUR ตอความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนในการทดลอง

กระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน  เม่ือมี AgNP ความเขมขน 0.00 (○)  0.25 (●)  0.50 (■)    
5.00 (□)  และ 10 (♦) mg/L 

 
 
ตารางที่ 4.1 คา OURmax และ Ks  ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน 

       ภายใตสภาวะที่มี AgNP 

AgNPs 
(mg/L) 

Nitrification Ammonia oxidation 

OURmax 
(mg-O2/L/min) 

Ks 
(mg-N/L) 

R2 
OURmax 

(mg-O2/L/min) 
Ks 

(mg-N/L) 
R2 

0.00 0.2132 5.42 0.997 0.2273 15.87 0.989 
0.25 0.1990 4.92 0.997 0.1984 16.15 0.988 
0.50 0.1645 3.19 0.994 0.1564 9.99 0.994 
5.00 0.1336 0.50 0.998 0.1497 8.82 0.998 
10.00 0.1320 N/A(1) N/A(1) 0.1448 8.33 0.999 

(1)  data not available 
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จากตารางที่ 4.1 พบวา ภายใตสภาวะทีมี่ AgNP เม่ือความเขมขนของ AgNP 
เริ่มตนสูงสงผลให OURmax และ Ks ลดลง  จลนพลศาสตรการยบัยั้งขึ้นอยูกับการทําปฏิกิรยิา
ของเอนไซมซึ่งสามารถจําแนกออกไดเปน 3 ลักษณะ คือ (1) แบบมีการแขงขัน (competitive)  
(2) แบบไมมีการแขงขัน (uncompetitive) และ (3) แบบไมแขงขนั (non-competitive)  ซึ่งผล
การทดลองดังรูปที่ 4.3 และ 4.4 บงชี้วาจลนพลศาสตรการยับยั้งดวย AgNP ในการศึกษานี้เปน
แบบไมมีการแขงขันทั้งในกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน 

โดยทั่วไปวาโลหะตาง ๆ มีอิทธิพลตอเซลลจุลินทรยีโดยเฉพาะอยางยิ่งการ
เกิดปฏิกิริยากับโปรตีน (Ren and Frymier, 2003)  โปรตีนหมายรวมถึงอวัยวะของจุลินทรยี 
เอนไซม และสารอื่น ๆ ในเซลล เชน DNA   ดังนั้นอาจกลาวไดวาผลการทดลองนี้พบวา AgNP 
อาจสงผลตอกระบวนการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับกระบวนการไนตรฟิเคชันและ
แอมโมเนียออกซิเดชัน โดยลักษณะของการยับยั้งเปนแบบไมมีการแขงขัน เม่ือคํานวณหา
คาคงที่การยบัย้ัง Ki ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน เทากับ 9.3 และ 
5.5 mg/L ตามลําดับ 

นอกจากนี้เม่ือพิจารณารูปที่ 4.3 และ 4.4 ระหวางขอมูลจากการทดลอง (เปน
จุด) และการคาดการณจากโมเดล (เปนเสน) พบวาการทดลอง ณ ความเขมขนของ AgNP 
0.00 และ 0.50 mg/L มีคาใกลเคียงกันมาก  แตในการทดลอง ณ ความเขมขนของ AgNP สงู 
(5.00 และ 10.00 mg/L) พบวาแนวโนมของ OUR ลดลงเมื่อความเขมขนของแอมโมเนียเพ่ิม
สูงขึ้น  ซึ่งลักษณะแนวโนมแบบน้ีเปนลกัษณะการยับยั้งดวยตวัเอง (self inhibition) ซึ่งพบใน
กรณีที่สารอาหาร (substrate) ที่มีความเปนพิษหรือยับยั้งการทํางานของเอนไซมกรณีที่มีความ
เขมขนเพิ่มสูงขึ้น (Park and Bae, 2009)  ดังนั้นอาจกลาวไดวาปรากฏการณนี้เปนการเสรมิ 
(synergistic effect) ของ AgNP ใหแอมโมเนียมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมดวย 
 

3) รอยละการยับยั้งของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันดวย 
AgNP 
รอยละการยับยั้งของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันดวย 

AgNP แสดงไวในตารางที ่ 4.2   จากตารางดังกลาวแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาเม่ือ AgNP มี
ความเขมขนเพ่ิมมากขึ้นระดับของการยับยั้งของสูงขึน้เชนกัน  AgNP ที่ความเขมขน 0.25 ถึง 
10.00 mg/L สงผลใหเกิดการยับย้ังรอยละ 8 ถึง 38 ในกระบวนการไนตริฟเคชันและรอยละ 14 
ถึง 28 ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน สวนความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนมิไดมีผล
ตอรอยละการยับย้ังอยางชัดเจน (สามารถสังเกตผลไดอยางชัดเจนในชุดทดลองที่ไมมี AgNP 
ในรูปที่ 4.3 และ 4.4)  

นอกจากนี้แมวาผลการทดลองอาจบงชี้ไดวาความเขมขนของ AgNP สูงอาจ
สงผลเสริมใหความเขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนมีผลทั้งตอกระบวนการไนตริฟเคชันและ
แอมโมเนียออกซิเดชันซ่ึงลกัษณะคลายกนัน้ีก็ไดระบุในการศึกษาในอดีตเชนกัน (Wang et al., 
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2004)     แตอยางไรก็ตามผลการทดลองนี้ยังไมสามารถชี้ไดอยางชัดเจนถึงกลไกของการเสริม  
ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาตอเน่ืองในประเด็นดังกลาวในอนาคต 
 
ตารางที่ 4.2 รอยละการยับยั้งกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันดวย AgNP 
 

Factor Concentration (mg/L) 
Inhibition (%± standard deviation) 

Nitrification Ammonia Oxidation 
AgNP 0.25 8 ± 4.8 14 ± 4.4 

0.5 21 ± 2.2 26 ± 7.2 
5 36 ± 14.4 28 ± 9.4 
10 38 ± 14.2 28 ± 6.2 

Ammonia 14 18 ± 4.1 8 ± 4.8 
28 30 ± 6.8 22 ± 9.1 
50 25 ± 11.5 25 ± 2.5 
70 26 ± 13 29 ± 10 
280 47 ± 23.3 34 ± 17.8 

 
งานวิจัยในอดีตระบุรอยละการยับยั้งในการทํางานของจุลินทรียไนตริฟายอิง

แตกตางกัน เชน Hu et al. (2010) ระบุผลกระทบเพียงรอยละ 41 ในขณะที ่ Choi et al. 
(2008X รายงานผลกระทบถึงรอยละ 86 ในการทดลองที่ความเขมขน AgNP เริ่มตนเทากัน (1 
mg/L)  สําหรับการศึกษานี้รอยละการยับยั้งกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชันเฉลี่ยเทากบั 21 และ 26 ตามลําดับ ในการทดลองที่ความเขมขนของ AgNP เทากับ 
0.50 mg/L ซึ่งใกลเคียงกบัการศึกษาของ Hu et al. (2010)  ความแตกตางของผลกระทบใน
งานวิจัยตาง ๆ นี้เกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน ปริมาณและชนิดของจุลินทรียที่ศกึษา  ลักษณะ
และปริมาณของ AgNP  การรวมกลุมของ AgNP ตลอดจนระยะเวลาสัมผัส AgNP  

 
4.1.2 ผลของ AgNP ตอลักษณะทางกายภาพและโครงสรางทางชีวภาพของกลุม

จุลินทรีย 
การทดลองในขั้นตอนนี้ไดคดัเลือกเซลลจุลินทรียตัวอยางจากการทดลองบางชุด

เพ่ือพิจารณาผลตอกายภาพและโครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรีย พบการศึกษาพบวา
ลักษณะทางภายภาพของจุลินทรียทุกชุดการทดลอง (ทั้งจากกระบวนการไนตริฟเคชันและ
แอมโมเนียออกซิเดชัน) เปนไปในทิศทางเดียวกัน กลาวคือ พบเซลลจุลินทรียถกูทําลายปะปน
ในเซลลตวัอยางทุกชุดการทดลอง ดังตัวอยางในรูปที่ 4.5 ซึ่งแสดงเซลลจุลินทรีย NAS 
ภายหลังการทดลองที่มี AgNP 10.00 mg/L   
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รูปที่ 4.5 เซลลจุลินทรียภายหลังการทดลองที่มี AgNP 10 mg/L 
 
รูปที่ 4.5a แสดงใหเห็นเซลลถูกทําลายอยางชัดเจน  ผลลักษณะคลายกันน้ีได

แสดงไวในการทดลองที่มีสารพิษชนิดอ่ืนเชนกัน เชน titanium dioxide เปนตน (Wu et al., 
2010)  ดังนั้นสามารถกลาวไดวาสารพษิรวมทั้ง AgNP สงผลใหผนังและเซลลหุมเซลลฉีกขาด 
เปนเหตุใหสารภายในเซลลรั่วไหลและทําใหเซลลตายหรือยับยั้งการทํางานของเซลลในที่สุด 
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นอกจากนี้จากการศึกษาดวย TEM ยังพบการเกาะกลุมของ AgNP รอบเซลลดัง
รูปที่ 4.5b โดยทั่วไปเมือกลักษณะนี้ คือ สารอีพีเอส (extracellular polymeric substance; 
EPS) ซึ่งถูกผลิตขึ้นมาในสภาวะที่เซลลมีความเครียดจากสิ่งแวดลอม (environmental stress)  
ซึ่งหากพิจารณาผล TEM นี้ประกอบกบัรอยละและจลนพลศาสตรการยับยั้งปานกลางในหัวขอ
กอนหนานี้พบวา  แมในการทดลองที่มี AgNP ถึง 10 mg/L การยับยั้งทั้งในกระบวนการไนตริ
ฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันนอยกวารอยละ 50 ซึ่งอาจเกิดจากการปกปองเซลลดวยสารอี
พีเอสนี้เอง กลาวคือ เซลลบางชนิดในกลุมจุลินทรียผลิตเมือกอีพีเอสรอบตัวทําใหมีโอกาสสัมผัส 
AGNP นอยลงสงผลใหพบการยับย้ังกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันไมสูง
นัก 

สําหรับผลตอโครงสรางทางชีวภาพพบวาจากผลการทดลองจลนพลศาสตรการ
ยับยั้งสามารถระบุไดวา AgNP  สงผลตอจุลินทรียไนตริฟายอิงทั้งหมดและแอมโมเนียออกซิได
ซิงตางกันสงผลใหจลนพลศาสตรการยบัยั้งแตกตางกัน  นอกจากนี้จากรูป TEM ยังสนับสนนุวา
โครงสรางทางชีวภาพของกลุมจุลินทรียอาจเปลี่ยนแปลงจากผลของ AgNP เน่ืองจากมีจุลินทรีย
บางชนิดถูกทาํลาย  แตอยางไรก็ตามจากผลทั้งหมดเปนเห็นการบงชี้ในเบื้องตนเทานั้นควรมี
งานวิจัยตอเน่ืองในประเด็นดังกลาว 
 
4.2 ผลการปรับปรุงศักยภาพของกระบวนการดวยเทคนิคการดักติดเซลล 
 

4.2.1 กระบวนการไนตริฟเคชันดวยเซลลดักติด 
การทดลองขั้นตอนนี้มุงเนนการศึกษากระบวนการไนตริฟเคชันดวยเซลลดักติด

ดวย PVA และ CA ดังแสดงผลในรูปที่ 4.6 และ 4.7  แนวโนมของคา DO ในการทดลองทุกชุด
เปนไปในลกัษณะเดียวกัน คือ DO มีคาลดลงเรื่อย ๆ เม่ือเวลาผานไป  โดยในการทดลองที่มี 
AgNP เริ่มตนความเขมขนสูง DO ลดลงชากวาการทดลองที่มี AgNP นอย 
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รูปที่ 4.6 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในกระบวนการไนตริฟเคชัน 

ดวยเซลลดักติดดวย PVA (SPVA คือ เซลลดัดติดดวย PVA ขนาดเล็ก  
และ LPVA คือ เซลลดัดติดดวย PVA ขนาดใหญ) 

 
 

 
รูปที่ 4.7 ความสัมพันธระหวางปริมาณออกซิเจนตอเวลาในกระบวนการไนตริฟเคชัน 

ดวยเซลลดักติดดวย CA (SCA คือ เซลลดัดติดดวย CA ขนาดเล็ก  
และ LCA คือ เซลลดัดติดดวย CA ขนาดใหญ) 
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เม่ือคํานวณหา OUR ของการทดลองดวยเซลลดักติดเปนดังตารางที่ 4.3 ชุด

ทดลองเซลลดักติดดวย PVA ขนาดเลก็และใหญมี OUR เทากับ 0.000-0.006 และ 0.006-
0.014 mg-O2/L/min, ตามลาํดับ  โดยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) 
พบวากิจกรรมไนตริฟเคชนัคิดเปนรอยละ 5-11 และ 44-88 ของชุดควบคุม (ตารางที่ 4.3) สวน
ในชุดทดลองเซลลดักติดดวย CA ขนาดเล็กและใหญพบวามีคา OUR ระหวาง 0.009-0.014 
และ 0.019-0.024 mg-O2/L/min ตามลําดับ (ตารางที ่4.3)  โดยเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) พบวากิจกรรมไนตริฟเคชันคดิเปนรอยละ 65-110 และ 81-94 ของชุด
ควบคุม เม่ือเปรียบเทยีบกบัชุดทดลองเซลลดักติดดวย PVA พบวาการยับยั้งในชุดทดลองเซลล
ดักติดดวย CA มีนอยกวาโดยเฉพาะอยางยิ่งในชุดทดลองเซลลดักตดิขนาดใหญ 

 
ตารางที่ 4.3 OUR ของกระบวนการไนตริฟเคชันดวยเซลลดักติด 

Type of  
entrapment 

material 
Bead size 

Initial AgNP 
concentration 

(mg/L) 

OUR 
(mg-O2/L/min) 

% Activity 
(% compared to 

control) 

CA 

Small 
(3 mm in 
diameter) 

0.00 0.014 100 
0.50 0.013 90 
1.00 0.015 110 
5.00 0.009 65 

Large 
(6 mm in 
diameter) 

0.00 0.024 100 
0.50 0.023 94 
1.00 0.020 84 
5.00 0.019 81 

PVA 

Small 
(3 mm in 
diameter) 

0.00 0.006 100 
0.50 0.001 11 
1.00 0.000 5 

Large 
(6 mm in 
diameter) 

0.00 0.014 100 
0.50 0.013 88 
1.00 0.012 82 
5.00 0.006 44 
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เม่ือเปรียบเทยีบเซลลดักตดิขนาดเล็กและใหญพบวาจากงานวิจัยในอดีตระบุวา
เซลลขนาดเลก็มีการเปลี่ยนถายมวล (รวมทั้งสารพษิ) และแกส็ดีกวาเซลลดักติดขนาดใหญ 
(Aksu and Bulbul, 1999; Dursun and Tepe, 2005) จากผลการทดลองนี้เปนไปตามงานวิจัย
ในอดีต กลาวคือ เซลลในวัสดุดักติดขนาดใหญไดรับผลจาก AgNP นอยกวา (การปลี่ยนถาย
มวลสารพษินอยกวา) สงผลใหคงกิจกรรมไนตริฟเคชนัไดดีกวา  ปรากฏการณนี้คาดวาเกิดจาก
วัสดุดักติดขนาดใหญมีความหนามากกวาทําใหมีการเคลื่อนภายในวัสดุพรุนระยะทางยาวและ
ยากลําบากกวาสงผลใหมีโอกาสที่ AgNP (และ Ag+ ที่ปลดปลอยออกจาก AgNP) สัมผัสเซลล
นอยกวา  นอกจากนี้งานวิจัยในอดีตยังไดระบุถึงโอกาสสารพิษอาจถูกดูดซับดวยวัสดุดักติด 
(Cassidy et al., 1996; Siripattanakul et al., 2008b) ดังนั้น AgNP อาจถูกดูดซับที่วสัดุดักตดิ
ระหวางการเคลื่อนผานรูพรุนเขาสูเซลลทําใหมีปริมาณ AgNP เขาสูเซลลนอยลงเชนกัน 

สําหรับเม่ือเปรียบเทียบเซลลดักติดดวย CA และ PVA พบวาเซลลดักติดดวย CA 
ทํางานดีกวาเซลลดักติดดวย PVA มาก  ดังตัวอยางเชน ในชุดทดลองที่มี AgNP 5.00 mg/L 
เซลลดักติดดวย CA ขนาดใหญมีประสิทธิภาพดีกวา PVA ถึง 2 เทา  จากผลดังกลาวนี้สามารถ
สรุปไดวาในการศึกษานีว้ัสดุดักติดปกปองเซลลจุลินทรยีไดดีกวาสงผลใหศักยภาพกระบวนการ
ไนตริฟเคชันสูงกวา 

  
4.2.2 ผลของ AgNP ตอลักษณะทางกายภาพของเซลลดกัติด 

ผลการศึกษาโครงสรางเซลลดักติดในระดับจุลภาคดวย SEM แสดงดังรูปที่ 4.8 
และ 4.9    ในรูปที่ 4.8a พบวาวัสดุดักติดดวย CA มีโครงสรางตาขายละเอียดมากคลายกับ
แผนกระดาษ โดยในรูพรุนขนาดเล็กมีเซลลจุลินทรียดักติดอยูภายใน (รูปที่ 4.8b) โครงสรางตา
ขายละเอียดนี้เกิดจากกระบวนการเชื่อมแบบไขวของแคลเซียมและแอลจีเนต (Smidsrod and 
Skjak-Braek, 1990)  นอกจากนี้ยังพบวามีไมโครโคโลนี (micro-colony) ของจุลินทรียเจริญอยู
ภายในชองวางขนาดใหญอีกดวย (รูปที่ 4.8a)     จากรูปที่ 4.8 นี้สนับสนุนการอภิปรายผลกอน
หนานี้เกี่ยวกบัรูพรุนจํานวนมากในเซลลดักติดซึ่งสงผลใหเกิดการเคลื่อนที่ยากลาํบากภายใน
เซลลดักติด 

สําหรับรูปที่ 4.9a ซึ่งแสดงเซลลดักติดดวย PVA พบวามีรูพุรนจํานวนมากและผิว
หยาบ  โดยรูพรุนมีขนาดประมาณ 10 - 20 μm นอกจากนี้ยังพบเซลลทีเ่จริญในลกัษณะไมโคร
โคโลนีเชนเดยีวกับเซลลดักติดดวย CA   
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รูปที่ 4.8 เซลลดักติดดวย CA a) ที่กําลงัขยาย 150× และ b) ที่กําลงัขยาย 10,000× 
 

นอกจากนี้ในรูปที่ 4.9b และ c ซึ่งเปนวัสดุดักติด PVA (ไมมีเซลลจุลินทรีย) พบ
กลุมกอนของ AgNP ลักษณะคลายลูกบอล  ซึ่งลักษณะเชนน้ีในอดีต Kim et al. (2006) ซึ่ง
สังเคราะห AgNP โดยมี PVA เปนสวนประกอบก็พบการรวมกลุมของ  PVA ในลักษณะ
เดียวกัน  ผลในรูปดังกลาวสามารถกลาวไดวาวัสดุดักติด PVA นอกจากจะลดโอกาสสัมผัสของ
เซลลและ AgNP แลวยังปกปองจุลินทรียจาก AgNP ทางกายภาพโดยรวมกลุมและยึด AgNP  
ดวยวัสดุดักตดิ (รูปที่ 4.9c) 

 
 

 
 

รูปที่ 4.9 เซลลดักติดดวย PVA a) ที่กําลังขยาย 1,500×  b) การรวมกลุมของ AgNP ในวัสดุดัก
ติด PVA (ไมมี NAS) ที่กําลังขยาย 1,000× และ c) การรวมกลุมของ AgNP ในวัสดุดักติด PVA 

(ไมมี NAS) ที่กําลังขยาย10,000×  
 

เม่ือเปรียบเทยีบเซลลดักตดิดวย PVA และ CA พบวาแมวัสดุดักติดดวย CA ไม
สามารถยึด AgNP ไดดัง PVA  แตเซลลดักติดดวย CA ยังมีประสิทธิภาพดีกวาซึ่งคาดวาเกดิ
จากโครงสรางของ CA มีความละเอียดมากกวา PVA  จากผลนี้ยังสามารถชี้ไดอีกวากลไกการ
ปกปองเซลลจุลินทรียในกรณีนี้คาดวาเปนกลไกทางกายภาพเปนสําคัญ 
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สําหรับผลการศึกษาดวย TEM พบวาเซลลอิสระและเซลลดักติดทั้งสองชนิดมี
ลักษณะคลายกันดังรูปที่ 4.10  โดยพบเซลลถูกทําลายลักษณะคลายกันแตพบวาเซลลอิสระมี
จํานวนเซลลถกูทําลายมากกวา  รูปที่ 4.10a เปนรูปเซลลอิสระทีไ่มถูกทําลาย (จากชุดทดลอง
ควบคุม) เม่ือเปรียบเทยีบกบัรูปที่ 4.10b ซึ่งเปนเซลลทีม่าจากการทดลองชุดที่มี AgNP พบวามี
จุดดําภายในเซลลจํานวนมาก จุดดังกลาวคาดวาเปน AgNP ที่เคลื่อนที่ผานเยื่อหุมเซลลหรือ
รอยฉีกขาดของเซลล (ซึ่งมีลักษณะขอบยุย)  นอกจากนี้ยังพบวามีการรั่วไหลของสารภายใน
เซลลดังรูปที ่  4.10c ซึ่งผลลักษณะนีเ้ปนไปตามงานวิจัยที่ผานมา (Choi and Hu, 2008; 
Marambio-Jones and Hoek, 2010) 

 
 

 
 

รูปที่ 4.10 รูปเซลล  a) จากชุดควบคุม b) จากชุดที่มี AgNP และ c) เซลลทีถู่กทําลาย 
 



บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัยและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวจิัย 

1) กระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชันเปนไปตามโมเดลของ Michaelis-
Menten  โดยมีคา OURmax และ Ks ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนีย
ออกซิเดชัน OURmax เทากับ 0.2132 และ 0.2273 mg-O2/L/min และ Ks เทากับ 5.42 
และ 15.87 mg-N/L ตามลําดับ  

2) ภายใตสภาวะที่มี AgNP เม่ือความเขมขนของ AgNP เริ่มตนสูงสงผลให OURmax และ 
Ks ลดลง  โดยจลนพลศาสตรการยับยั้งดวย AgNP ในการศึกษานี้เปนแบบไมมีการ
แขงขันทั้งในกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน ซึ่งมีคาคงที่การ
ยับยั้ง Ki ของกระบวนการไนตริฟเคชันและแอมโมเนียออกซิเดชัน เทากับ 9.3 และ 5.5 
mg/L ตามลําดับ 

3) เม่ือ AgNP มีความเขมขนเพิ่มมากขึ้นระดับของการยับยั้งของสูงขึ้น  AgNP ที่ความ
เขมขน 0.25 ถึง 10.00 mg/L สงผลใหเกิดการยับยั้งรอยละ 8 ถึง 38  ในกระบวนการ
ไนตริฟเคชันและรอยละ 14 ถึง 28 ในกระบวนการแอมโมเนียออกซิเดชัน สวนความ
เขมขนของแอมโมเนียเริ่มตนมิไดมีผลตอรอยละการยับยั้งอยางชัดเจน  

4) เซลลจุลินทรยีถูกทําลายดวย AgNP ในลักษณะที่ผนังและเยื่อหุมเซลลยุยและฉกีขาด 
นอกจากนี้ยังพบวามีการรัว่ไหลของสารภายในเซลล 

5) OUR ของการทดลองดวยเซลลดักติดดวย PVA ขนาดเล็กและใหญมี OUR เทากับ 
0.000-0.006 และ 0.006-0.014 mg-O2/L/min ตามลําดับ  โดยเม่ือเปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุม (ชุดทดลองที่ไมมี AgNP) พบวากิจกรรมไนตริฟเคชันคิดเปนรอยละ 5-11 และ 
44-88 ของชุดควบคุม สวนในชุดทดลองเซลลดักติดดวย CA ขนาดเล็กและใหญพบวามี
คา OUR ระหวาง 0.009-0.014 และ 0.019-0.024 mg-O2/L/min ตามลําดับ โดยเมื่อ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมพบวากิจกรรมไนตริฟเคชนัคิดเปนรอยละ 65-110 และ 81-
94 ของชุดควบคุม  

6) เซลลในวัสดุดักติดขนาดใหญไดรับผลจาก AgNP นอยกวา (การเปลี่ยนถายมวล
สารพิษนอยกวา) สงผลใหคงกิจกรรมไนตริฟเคชันไดดีกวา  

7) เซลลดักติดดวย CA ลดการยับยั้งดีกวา PVA เน่ืองจากมีโครงสรางที่ละเอียดกวา 
8) จากการศึกษาลักษณะเซลลดักติดในระดับจุลภาคพบวากลไกการปกปองเซลลจุลนิทรีย

ในกรณีนี้คาดวาเปนกลไกทางกายภาพเปนสําคัญ  
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5.2 ขอเสนอแนะ 

1) ควรมีการทดลองสภาวะดําเนินระบบบําบัดดวยเซลลดักติดที่เหมาะสม เชน ปริมาณ
ออกซิเจนที่เหมาะสม ระยะเวลากักน้ํา (hydraulic retention time) ระยะเวลากักเซลล 
(solid retention time)  เปนตน เพ่ือศึกษาความเหมาะสมกอนการประยุกตใชจรงิตอไป 

2) ควรมีการศึกษาความคงทนของเซลลดักติด เพ่ือใหทราบความเหมาะสมในการใชงาน
จริงตอไป  รวมทั้งควรมีงานศึกษาครอบคลุมการพัฒนาวัสดุดักติดทีมี่ความคงทนสูง
มากขึ้น 

3) ควรมีงานศึกษาตอเน่ืองในประเด็นกลไกการเสริมของ AgNP ใหเกิดการยับยั้งดวย
ตัวเอง 

4) ควรมีการศึกษากลไกการยับยั้งของ AgNP ในระดับชวีโมเลกุล 
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วิธีการเตรยีมตัวอยางและเซลลดักตดิ 
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ภาคผนวก ก1 
วิธีการเตรยีมตัวอยางสําหรับการศึกษาดวยกลองจุลทรรศน TEM 

 
1) The cell samples were fixed by a glutaraldehyde solution of 2.5% overnight at 4 

°C.  
2) The fixed cells were washed by a series of solutions including the phosphate 

buffer and deionized water.  
3) The washed cells were mixed with an osmium tetroxide solution of 1%.  
4) After that, the mixture was mixed with melt agar of 1.5% to form the gel.  
5) The hardened agar was cut as a cube and was then dehydrated with 35%, 

50%, 70%, 95% of ethanol, and absolute ethanol, respectively.  
6) The dehydrated cubic cells were saturated in propylene oxide and were then 

soaked with spur resin and propylene oxide mixture.  
7) The cubes were baked at 70 °C for 8 to 10 hr.  
8) The baked cubes were cut by an ultramicrotome.  
9) The cut cubes with sizes between 60 and 90 nm were pasted into copper grid 

and stained with uranyl acetate and lead citrate for increasing the contrast.  
10) The stained cubes with cells were observed using TEM (JEOL, JEM-2100, 

Tokyo, Japan) at Chulalongkorn Univeristy, Thailand.  
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วิธีการเตรยีมตัวอยางสําหรับการศึกษาดวยกลองจุลทรรศน SEM 
 

1) The CA-entrapped cell beads were rinsed in a CaCl2 solution and fixed in a 
glutaraldehyde solution. The beads were cut into two parts (half) by 
ultramicrotome (Leica, CM 3000, Nussloch, Germany). After that, they were 
dehydrated with a series of ethanol and CaCl2 solutions. Then, the absolute 
ethanol was applied as the last step of dehydration. The dehydrated bead 
pieces were dried using a critical point dryer (Balzers, CPD 020, Liechtenstein). 
Then, the pieces were attached to a stub by glue and coated with gold using an 
ion sputter (Balzers, SCD 040, Liechtenstein). 

2) The PVA-entrapped cells were prepared in a similar manner as the CA-
entrapped cells. The PVA-entrapped cells were fixed in a glutaraldehyde 
solution. The beads were dehydrated with a series of ethanol solutions. Then, 
the beads were divided into two parts using a razor blade in liquid nitrogen, 
attached to a stub, and coated with gold.  

3) For free cells, 2 mL of the NAS samples were fixed with a glutaraldehyde 
solution. The fixed cells were washed in phosphate buffer anda1% osmium 
tetroxide solution. The cells were mixed with melt agar of 1.5% to form gel at 
45-50°C. The hardened agar was cut into 0.5-mm cubes. The cubes with cells 
were dehydrated with a series of ethanol solutions. 

4) The dried CA and PVA beads and the free cells were observed using SEM with 
an energy dispersive spectroscopyattachment (SEM-EDS) (JEOL, JSM-5410LV, 
Tokyo, Japan).  
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ภาคผนวก ก2 
วิธีการเตรยีมตัวอยางและเซลลดักตดิ 

 
The entire CA cell entrapment preparation procedure was described elsewhere 

(Smidsrod and Skjak-Braek, 1990; Siripattanakul and Khan, 2010).A sodium alginate 
solution of 2% (w/v) was mixed with the concentrated NAS. The mixture was dropped 
into a calcium chloride solution of 3.5% (w/v) to form CA spherical beads with a 
diameter of3 or 6 mm. The CA beads were kept at 4°C until use. 

 
The PVA cell entrapment preparation procedure was according to Siripattanakul 

et al. (2008b). A polyvinyl alcohol solution of 10% (w/v) was mixed with the 
concentrated NAS homogenously. The mixture was dropped into a saturated boric acid 
solution to form 3 or 6 mm spherical beads. The formed spherical beads were 
transferred to 500 mL of 1 M sodium orthophosphate buffer (pH 7.0) and left for 1-2 hr 
to obtain harden PVA beads. The PVA beads were kept at 4 °C until use. Both CA and 
PVA-entrapped cells were freshly prepared for each experiment. 
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Abstract  

Ammonium oxidation plays an important role in nitrogen removal in any wastewater treatment 
facilities. This process is known as a very low microbial reproduction rate since the 
microorganisms are very sensitive to non-growth substrates including toxic substances. Silver 
nanoparticles (AgNPs) are one of the toxic substances significantly increased in production and 
use. In this study, the inhibitory effect of AgNPs on ammonium oxidation was investigated. The 
initial concentrations of AgNPs and ammonium nitrogen ranged from 0.25 to 10 mg/L and 14 to 
280 mg/L, respectively. The result showed that the effect of AgNPs on ammonium oxidation 
process followed uncompetitive inhibition model. The calculated inhibition coefficient (Ki) was 
21.7 mg/L while half saturation coefficient (Ks) was 15.9 mgN-NH4

+/L. The results also indicated 
that AgNPs inhibited ammonium oxidation of 25 to 30% for the low and moderate and 
approximately 41% for the high ammonium containing wastewater treatment plants. The initial 
concentration of AgNPs caused side-effects for ammonium oxidation was recorded at 0.25 mg/L. 
Silver nanoparticles at low concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mg/L inhibited up to 16%, 26% and 
38% ammonium oxidation activities in wastewater treatment plants, respectively. The findings 
imply that AgNPs have negative impacts on nitrogen removal in biological reactors.  

Key words: ammonia oxidizing microorganism, silver nanoparticle, inhibition 
coefficient, nitrifying activated sludge  

Introduction 

Silver nanoparticles (AgNPs) have been widely used and gained public attention due to 
its biocidal characteristics. It was proved having negative impact on human cells as well as 
environment (Kim et al., 2008; Kim et al., 2009), especially nitrification process in activated 
sludge systems (Blaser, 2008). Nitrification is widely used process for biological removal of 
nitrogen from wastewater. Among wastewater treatment processes, it is believed that one of the 
most sensitive processes in wastewater treatment systems. The process comprises of two-steps. 
Ammonia (NH3) is oxidized to nitrite (NO2

-) by ammonia-oxidizing microorganisms (AOM) and 
then nitrite is subsequently oxidized to nitrate (NO3

-) by nitrite-oxidizing microorganisms 
(NOM). Of which, ammonium oxidation is known as a rate-limiting and more sensitive step 
because of the microorganism behaviors. Thus, the presence of AgNPs in wastewater treatment 
facilities may cause unexpected effects on ammonium oxidative performances of the systems.   
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Effects of toxic substances in wastewater treatment plants have been intensively 
investigated. Several heavy metals, such as Cr3+, Cr6+, Zn2+, Mn2+, Cu2+, Ni2+, and Cd2+ have been 
studied and postulated to cause significant effects as a non-competitive inhibitor on nitrification 
process in activated sludge systems (Lewandowski et al., 1985; Cokgor et al., 2007). However, 
inhibitory kinetic information of AgNPs in ammonium oxidation process is still lacking.  

Purpose 

 The purpose of the present study was to investigate the ammonium oxidation inhibitory 
kinetics by AgNPs. The findings of this study will contribute understanding the effects of AgNPs 
on wastewater treatment operation. This can be useful in many practical applications that can 
result in improved biological reactor design and regulations of production and use of AgNPs 
products. 

Materials and methods 

Silver nanoparticle synthesis 

Silver nanoparticles were obtained from Sensor Research Unit at Department of 
Chemistry, Chulalongkorn University, Thailand. The particles were synthesized by borohydride 
reduction process followed method described elsewhere (Hyning and Zukoski, 1998; Ngeontae et 
al., 2009). The silver nanoparticles were synthesized from silver nitrate with sodium borohydride 
in the methyl cellulose solution. The spherical AgNPs with an average size of 14 nm were 
characterized using transmission electron microscopy. Note that size and shape were chosen 
because they are typical characteristics applied in commercial products. 

Enrichment of nitrifying activated sludge (NAS) 

The activated sludge was collected from Siphraya Municipal Wastewater Treatment Plant 
(Bangkok, Thailand) and enriched in 12-L reactors in sequencing batch reactor mode for 6 
months before use. The hydraulic retention time and solid retention time of the reactors were 
maintained at 2 days and 24 days, respectively. Temperature, pH, and dissolved oxygen 
concentration (DO) were maintained at 25-300C, 7-8, and above 2 mg/L, respectively. The 
activity of NAS was monitored by measuring the decrease of ammonium (NH4

+) and increase of 
nitrate (NO3

-) in the reactors. The stock sludge was used for the respirometric experiments when 
the ammonia utilization rate reached steady state. Enrichment medium was described elsewhere 
(Limpiyakorn et al., 2007). A synthetic stock feed medium contained 0.33 g/L (NH4)2SO4, 4.04 
g/L Na2HPO4, 2.1 g/L K2HPO4, 0.75 g/L NaHCO3, and trace inorganic salt solution 1mL. The 
solution comprised 40 g/L MgSO4.7H2O, 40 g/L CaCl2.2H2O, 200 g/L KH2PO4, 1 g/L 
FeSO4.7H2O, 0.1 g/L Na2MoO4, 0.2 g/L MnCl2.4H2O, 0.02 g/L CuSO4.5H2O, 0.1 g/L 
ZnSO4.7H2O, and 0.002 g/L CoCl2.6H2O. All chemicals were purchased from Merck Company 
(Darmstadt, Germany) via local distributor.  
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Respirometric essay setup and operation 

In respirometric experiments, mix liquor volatile suspended solids (MLVSS) of 110 ± 14 
mg/L was centrifuged, washed, and added to the vessel, which was later filled up with synthetic 
wastewater. The synthetic wastewater formulation was the same with the stock feed prepared by 
phosphate buffer with pH range from 7.8 to 8.2. Sodium azide (NaN3) was added to the final 
concentration of 24 µM to inhibit nitrite oxidizers (Ginestet et al., 1998). The vessel was 
magnetically stirred and operated at room temperature (23-25oC). The DO depletion in the vessel 
due to ammonium utilization was monitored and recorded every minute by using DO probe (DO 
meter, WTW GmbH, Weiheim, Germany). For the tests with AgNPs, six duplicate experiments 
were performed. Each of experiment was carried out with the initial concentrations of N-NH4

+ 
ranged from 14-280 mg/L at fixed AgNPs. The initial AgNP concentrations were 0.25, 0.5, 1, 3, 
5, and 10 mg/L. The vessel was aerated until it reached saturation at dissolved oxygen 
concentration of 7-8 mg/L. The blank experiments were performed as the same manner but no 
AgNPs were supplied. The oxygen consumption by heterotrophs also was tested by using the 
treatment without ammonium.  

Analytical methods 

Nitrogen species such as N-NH4
+, N-NO2

-, N-NO3
-, and MLVSS were determined 

followed protocols in Standard Method for the Examination of Water and Wastewater, 20th 
Edition (APHA, 1998). Regarding to these protocols, ammonium was measured by using phenate 
method, nitrite was followed colorimetric method, and nitrate was followed ultraviolet 
spectrophotometric screening method. Analysis of MLVSS was performed by using 2540E 
method. The DO concentrations and pH were measured by WTW OxiLevel-2 DO meter (WTW 
GmbH, Weiheim, Germany) and WTW Inolab-1 pH meter (WTW GmbH, Weiheim, Germany), 
respectively.  

Kinetic analysis 

 Oxygen Uptake Rate (OUR) was determined based on the change of dissolved oxygen 
over the time. The OUR was then used for determination of OURmax and Ks values by fitting the 
OUR and initial ammonium concentrations into Monod equation with Mechaelis-Menten type 
(equation 1) by using SigmaPlot version 11.0 (Sigmaplot, Dick Mitchell, SYSTAT, Inc.):  

               (1) 

where OUR is the oxygen uptake rate (mg O2/L.min-1); OURmax is the maximum oxygen 
uptake rate (mg O2/L.min-1), S is the growth-substrate concentration (mg N-NH4

+/L), Ks is the 
half saturation coefficient for growth-substrate (mg N-NH4

+/L). Under the presence of AgNPs the 
equation (1) is rewritten as follow (equation 2): 

 

       (2) 
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  where I is the concentration of AgNPs (mg/L), Ki is inhibition constant (mg/L). The 
equation (2) can be taken the reciprocal of both sides to give the Lineweaver-Burk model as 
shown below (equation 3): 
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          (3) 

 The Ki value in equation 2 can be estimated by plotting Ks values against the inhibitor [I] 
concentration. A better approach to estimate Ki is to plot the / OURmax versus inhibitor 
concentration [I]. The intercept on the x-axis will give the –Ki value. Enzyme Kinetic Modules 
incorporated in the SigmaPlot software (Sigmaplot, Dick Mitchell, SYSTAT, Inc.) could easily 
solve for Ki based on equation (3). 

Results and discussion 

Ammonia oxidizing activity without AgNPs 

 The experiment comprises of phosphate and bicarbonate buffer but no ammonia and no 
AgNPs were used to test heterotrophic activity. The result (Figure 1) showed that dissolved 
oxygen was constant at 7.5 mg/L meaning that the slope representing for the oxygen consumption 
rate was zero (Figure 1a). This implied that heterotrophs insignificantly competed oxygen with 
ammonium oxidizing microbes. In addition, the experiment included ammonium concentration of 
70 mg/L mixed together with relevant amounts of phosphate and bicarbonate buffer, with AgNPs 
at the concentration of 10 mg/L and without any nitrifying cells was also performed. The result 
obtained was the same with heterotrophic test that there was found not any dissolved oxygen 
consumed (Figure 1b) implying that there was only nitrifying microorganisms consumed 
dissolved oxygen.  

 

Figure 1. The control experiments (a) heterotrophs test (b) dissolved oxygen sink test 

 Influence of initial N-NH4
+ concentrations on ammonium oxidation performance was 

showed in the Figure 2. The rate of oxygen consumption was expressed by slope of the linear line 
that represents for depletion of dissolved oxygen with respect to time.  The results indicated that 
the initial N-NH4

+ concentrations influenced ammonium oxidation activity in the manner that 
higher N-NH4

+  concentration result in higher ammonium oxidation rate. Dissolved oxygen 
decreased rapidly or the slope increased when N-NH4

+ concentration increased. For instances, the 
slopes were 0.002, 0.064, 0.123, 0.125, 0.193 and 0.198 mgO2/L.min corresponded to N-NH4

+ 
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concentrations of 0, 5, 10, 50, 70, and 280 mg/L. It was observed that the slope increase slowly 
when N-NH4

+ concentration increased from 70 mg/L to 280 mg/L. The result of this study was in 
the line with that reported by Kim et al. that the N-NH4

+  concentration of lower than 350 mg/L 
did not affect the nitrification process thus did not influence ammonium oxidation process. 

 

Figure 2. Influence of N-NH4
+ concentration on Oxygen Uptake Rate  

Ammonia oxidizing activity with AgNPs 

 Influence of AgNPs and N-NH4
+ on oxygen uptake rate on the ammonium oxidation 

(Figure 3) was investigated. As can be seen, AgNPs reduced dissolved oxygen consumption 
ability of nitrifying microbes. For example, at the fixed concentration of N-NH4

+ of 14 mg/L, the 
oxygen uptake rates for ammonium oxidation were 0.097, 0.093, 0.088, 0.085, and 0.085 
mgO2/L.min corresponding to the AgNPs concentrations of 0, 0.25, 0.5, 1 and 5 mg/L. At higher 
N-NH4

+  concentrations of 28 mg/L and 70 mg/L which were selected to represent for the N-NH4
+  

concentration in most of the municipal and industrial wastewater treatment plants, the results of 
oxygen uptake rates also indicated when increasing AgNPs concentrations resulted in decreasing 
in oxygen uptake rates but the slopes almost leveled off when AgNPs in the range of 1-10 mg/L 
regardless of the N-NH4

+ concentration.  

 

Figure 3. Oxygen Uptake Rate in the presence of AgNPs 
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Inhibitory ammonium oxidation kinetics 

The ammonium oxidation kinetics was calculated followed Monod or Michaelis-Menten 
equation as shown in Figure 4. The calculated OURmax and Ks were 0.227 mg O2/L.min and 15.88 
mg N-NH4/L respectively. The calculated Ks value was lower to that of Bilge and Cecen (2007) 
(Ks = 60-70 mgN/L) but higher than in Carrera’s study (Ks = 11mgN/L). This could be because 
in the prior study, the activated sludge was fed with high initial N-NH4

+ concentration of 200 
mg/L whereas this study only used around 70 mg/L of N-NH4

+ resulting in lower values. In 
another study, Racz et al. (2010) found Ks values of 17.8 mg-N/L, and 26.5 mg-N/L for peptone-
fed reactor and glucose-fed reactor, respectively. It was believed that the concentration of organic 
carbon was different in activated sludge resulted in different microbial community leading to 
different in ammonium oxidation. This explanation was in accordance with the result 
interpretation from Bilge and Cecen (2007). However, the result in Figure 4 shows that NAS in 
this study mostly consume oxygen for ammonium oxidation process since OURmax and Ks values 
of ammonium oxidation and full nitrification were similar.     

 

Figure 4. Oxygen uptake rate of the enriched NAS 

At different concentrations of AgNPs, apparent OUR patterns followed the Michaelis-
Menten type (Figure 3). The Mechaelis-Menten equation is the fundamental equation of Enzymes 
Kinetics and describes a rectangular hyperbolic dependence of velocity on substrate. It has the 
dual nature because it is a combination of zero-order and first-order kinetics. When substrate is 
low, the equation for rate is first-order in substrate and when substrate is high, the equation for 
rate is zero-order. In this study, an increasing AgNPs led to a decreasing of oxygen uptake rates 
indicating that the inhibitory effect of AgNPs on ammonium oxidation. It seemed that AgNPs 
have the characteristics of an uncompetitive inhibition because the apparent OURmax and Ks are 
both slightly decreased. In fact, for true uncompetitive inhibition, the OURmax and the Ks are 
decreased by the same factor (1+ I/Ki), so the ratio of Ks/OURmax does not change. This resulted 
in a Lineweaver-Burk plot with two parallel lines corresponding to the uninhibited and inhibited 
experiments (Figure 5).   
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Figure 5. Lineweaver - Burk Plot 

Inhibition coefficient Ki  

The calculated inhibition coefficient Ki was 21.7 mg/L. So far, there is no published 
report of Ki value for AgNPs for ammonium oxidation in the activated sludge system. Only a few 
studies have been focused on calculation of Ki values for heavy metals (Lewandowski et al., 
1985). Effects of metals on biodegradation of methyl tert-butyl ether (MTBE) by using pure 
culture of Pseudomonas aeruginosa were studied. Accordingly, the inhibition coefficient Ki for 
Cr3+, Zn2+, and Mn2+ were in the range of 161-165 mg/L while the inhibition coefficient for Cu2+ 
was recorded at the concentration of 32.4 mg/L. The calculated Ki for AgNPs in this study was 
lower than that of literature. Some other studies found lower Ki values compared to this study. 
For examples, Ki value of 12 mg/L also was estimated for cadmium (Cd2+) in the denitrification 
process in activated sludge (Gumaelius et al., 1996) and inhibition coefficient for Cr6+ was found 
to be 1.2 mg/L in the biological reactors (Lewandowski et al., 1985). Silver nanoparticles 
exhibited inhibitory effect differently from heavy metals. Most of heavy metals fell into 
noncompetitive inhibition while AgNPs was found to be uncompetitive behavior in the present 
study. Some heavy metals can stimulate the growth of the microbes for instances, Ni2+, Co2+, Cr6+ 
at the concentration of 10, 5, and 25 mg/L were significantly stimulated the maximum growth 
rate in the activated sludge (Gikas, 2007). This kind of stimulation effect was not observed in this 
study. 

 Quantification of the inhibition of AgNPs for ammonium oxidation indicated that AgNPs 
at the very low concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mg/L inhibit 16 ± 8.2%, 26 ± 7.3% and 38 ± 
11.3% of ammonium oxidation activity in the experimental conditions, respectively. The 
inhibition effect of AgNPs was slightly changed when its concentrations increased from 1 to 10 
mg/L. Furthermore, the effect of N-NH4

+ concentration under the presence of AgNPs also was 
observed. The results showed that higher N-NH4

+ concentration may result in higher inhibition 
rate of respiration of ammonium oxidative microorganisms. The percentage of inhibition was 8 ± 
4.85%, 25 ± 8.98%, 26 ± 2.76%, 30 ± 7.93%, and 41 ± 17.21% for the concentration of 14, 28, 
50, 70 and 280 mg N-NH4

+/L, respectively. The integration effect of AgNPs and N-NH4
+ was 

observed at high (280 mg/L) concentration of N-NH4
+ but more evidence needed to make a 

stronger conclusion. 

The previous studies reported that Cr6+ and Ni2+ inhibited microbial oxygen uptake rate  
up to 15% and 40%, respectively, within 30 min. Respiration rate of nitrifying bacteria was found 
to be inhibited by up to 86% at the AgNPs concentration of 1 mg/L (Choi et al., 2008). However, 



75 
 
the result of this present study showed that there was only 38% respiration rate inhibited at the 
concentration of 1 mg/L. This discrepancy may be because of the presence of both Ammonium 
Oxidizing Bacteria (AOB) and Ammonium Oxidizing Archaea (AOA) in the cultivated culture. 
In previous study, it was found that the original activated sludge used in this study comprised 
both AOA and AOB (Sonthiphand and Limpiyakorn, 2009). Also, it is known that AOA have 
been reported to be well tolerated in the extreme environments thus they may tolerate with the 
presence of AgNPs. 

Several mechanisms have been proposed for effect of AgNPs on bacteria but not archaea. 
The growth inhibition of microbes may be related to the formation of free radicals from the 
surface of AgNPs (Panacek et al., 2009). Uncontrolled generation of free radicals can attach 
membrane lipids and then lead to a breakdown of membrane function. This may not be the reason 
for this study, because by nature, free radicals will consume oxygen in the experimental 
condition; however, the control experiment was conducted and proved that there was no dissolved 
oxygen consumption other than microbial activity. Another suggested mechanism is the 
formation of “pits” in the cell wall of bacteria under the presence of AgNPs (Choi et al., 2008). 
Furthermore, it was recommended that the nanoparticles preferably attack the respiratory chain, 
cell division finally leading to cell death (Sondi and Salopek-Sondi, 2004). Unfortunately, little 
information of AgNPs effect mechanisms has been proposed for the case of AOA. 

Conclusions 

Influence of AgNPs on ammonium oxidation was investigated by using respirometric 
method. Under the presence of AgNPs, the maximum oxygen uptake rate (OURmax) and half 
saturation constant (Ks) were slightly declined. The effect of AgNPs on both followed 
uncompetitive inhibition model. This model was tested using Lineweaver-Burk plot (1/OUR vs 
1/S) resulted in the parallel lines of with and without AgNPs. Half saturation constants (Ks) 
without AgNPs for ammonium oxidation was 15.88mg N-NH4

+/L and the inhibition coefficients 
(Ki) was 21.7 mg/L. Silver nanoparticles at the very low concentrations of 0.25, 0.5 and 1 mg/L 
inhibited 16 ± 8.2%, 26 ± 7.3% and 38 ± 11.3%, respectively, of ammonium oxidation activity in 
the experimental conditions. The inhibitory effect of AgNPs was slightly changed when its 
concentrations increased from 1 to 10 mg/L. It is anticipated that the findings of this study will be 
useful in regulations of production and use of AgNPs products. 
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Abstract 

Silver nanoparticles (AgNPs) have substantially increased in production and 

utilization resulting in potential of AgNPs contamination in engineered and natural 

environment including wastewater treatment plants. Effects of AgNPs on nitrification 

activities of free and entrapped nitrifying activated sludge were investigated using a 

respirometric assay. Initial ammonia and AgNP concentrations, and entrapment materials 

and matrix sizeswere the variables. Scanning and transmission electron microscopic 

observations of the microbial cells and entrapment matrices were also performed. Results 

showed that the initial ammonia concentration (28 and 70 mg-N/L) did not influence the 

nitrification activity while the AgNP concentrations (0.05-5.00 mg/L) affected the 

nitrification activity (2% to 98% compared to the control). In the presence of AgNPs, 

both calcium alginate (CA)and polyvinyl alcohol (PVA)-entrapped cells had higher 

nitrification activity compared to free cells. Nitrification activity in the presence of 

AgNPs by the CA-entrapped cells was better than that of the PVA-entrapped cells (64% 

to 100% versus 4% to 87% compared to without AgNPs). Cells entrapped in a larger 

matrix size performed better. Silver nanoparticles caused damages to cell membrane and 

cytoplasm which very likely led to decreased nitrification activity. The entrapment 

matrices successfully reduced the adverse effects of AgNPs on nitrification activity. 

Keywords: cell entrapment, cell physiology, nitrification, respirometry, silver 

nanoparticle
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1. Introduction 

Silver nanoparticle (AgNP) is one of the most widely utilized nanoparticles in the 

world. It is known as an effective biocidal agent (Blaser et al., 2008; Marambio-Jones and 

Hoek, 2010). Silver nanoparticles are broadly applied in products, such as plastic 

containers, drug, detergent, and textiles. Previous studies have proved that AgNPs 

adversely influenced microbial viability (Zhang et al., 2008; Marambio-Jones and Hoek, 

2010; Guzman et al., 2012). Therefore, AgNP contamination after production or 

utilization could potentially be a problematic environmental issue in the near future.  

Blaser et al. (2008) reported that most AgNPs polluted environment via wastewater 

treatment systems. The particles might enter wastewater stream via industrial production 

processes or products during use. Silver nanoparticles tended to attach on microbial 

sludge at a concentration of up to 39 mg-Ag/kg dry sludge (Blaser et al., 2008). This can 

cause failure tobiological wastewater treatment systems.Among traditional wastewater 

treatment processes (carbonaceous and nitrogenous removal processes), nitrification is 

known as a sensitive process (Choi et al., 2008). This is because nitrifying 

microorganisms are slow growing and sensitive to environmental stresses such as 

temperature, dissolved oxygen concentration, pH, and toxic substances. For example, 

nitrification was inhibited at 86%when wastewater was contaminated with1 mg/L 

ofAgNPs(Choi et al., 2008). Thus far, there have been only few studies on fate and 

toxicity mechanism of AgNPs in the nitrification process (Choi et al., 2008; Choi and Hu, 

2008; Choi and Hu, 2009; Radniecki et al, 2011). There has been no published report on 

how to mitigate the negative effect of AgNPson the process. 
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Cell entrapment technique, immobilization of microorganism in a porous polymeric 

matrix, is a potential method to alleviate the AgNP inhibition problem. The technique 

was successfully applied for removal of nitrogen, carbon, and hazardous substances 

(Chen et al., 1998; Siripattanakul et al., 2008; Siripattanakul and Khan, 2010). Several 

previous studies reported the success of the entrapped cell utilization for toxic 

protection(Cassidy et al., 1996; Dursun and Tepe, 2005; Siripattanakul and Khan, 2010). 

In this case, the technique should be able to lessen the AgNP toxicity leading to reliable 

nitrification activity in wastewater treatment plant. 

This study aimed to investigate the use of cell entrapment technique for providing 

effective nitrification of wastewater contaminated with AgNPs. Two widely used 

polymeric materials including calcium alginate (CA) and polyvinyl alcohol (PVA) were 

chosen as entrapment matrices. Nitrification kinetics was tested using a respirometric 

assay. Initial ammonia and AgNP concentrations, entrapment material types (CA and 

PVA), and matrix sizes (small and large diameter beads) were the variables. A free cell 

system was examined as a comparison. Microbial cells and matrix microstructures were 

observed using electron microscopy to gain insight information on AgNP toxicity. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Chemicals 

Alginic acid sodium salt was acquired from Sigma-Aldrich (Singapore) and polyvinyl 

alcohol (99.0-99.8% fully hydrolyzed, molecular weight 77,000-79,000) was obtained 

from J.T. Baker (NJ, USA). Other chemicals including chemicals for cultural medium, 
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cell entrapment, nitrification parameter analyses, and sample preparation for microscopic 

observation were laboratory grade obtaining from local distributors (Bangkok, Thailand). 

2.2 Silver nanoparticle synthesis 

Silver nanoparticleswere synthesized by aborohydridereduction process followinga 

method described elsewhere (Hyning and Zukoski, 1998; Ngeontae et al., 2009). The 

plasmon extinction of the particles was at 403 nm with a narrow full width at half height 

of 50 nm. The particles were spherical and had an average size of 14 nm based on 

transmission electron microscopy (TEM) (Figure 1). The size and shape were consistent 

with typical characteristics of commercial AgNPs. 

2.3 Nitrifying activated sludge and cultural condition 

Returned activated sludge was collected from a Municipal Wastewater Treatment 

Plant, Bangkok, Thailand. The plant employs an activated sludge process with a flow rate 

of 30,000 m3/d and a solids retention time of 28 d. Nitrifying bacteria in the collected 

sludge was enriched in two 12-L sequencing batch reactors under aerobic conditions for 

1.5 months. The hydraulic and solids retention times of the reactors were 2 and 24 d, 

respectively. Synthetic wastewater was used for the enrichment and comprised (in 1L): 

0.33 g of (NH4)2SO4, 0.75 g of NaHCO3, K2HPO4 of 2.1 g, Na2HPO4•2H2O of 5.07, and 

an inorganic salt solution of 1mL. The inorganic salt solution contained 40 g of 

MgSO4•7H2O, 40 g of CaCl2•2H2O , KH2PO4 of 20 g, FeSO4•7H2O of 1 g, Na2MoO4 of 

0.1 g, MnCl2•4H2O of 0.2g, CuSO4•5H2O of 0.02 g, ZnSO4•7H2O of 0.1 g, and 

CoCl2•6H2O of 0.002 g.  
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2.4 Cell preparation 

2.4.1 Free cell preparation 

The enriched nitrifying activated sludge (NAS) was centrifuged at 4,000 rpm for 

5 min and the supernatant was discarded. The centrifuged NAS was resuspended in a 

washing solution of 10 mL (an inorganic salt solution described earlier) and vigorously 

mixed using a vertical shaker for 5 min. The resuspended NAS was washed by vigorous 

shaking, centrifuging, and discarding the washing solution for 4 times. The washed NAS 

was then resuspended in the inorganic salt solution to obtain concentrated NAS of 5,000 

mg/L. 

2.4.2 Entrapped cell preparation 

The entire CA cell entrapment preparation procedure was described elsewhere 

(Smidsrod and Skjak-Braek, 1990;Siripattanakul and Khan, 2010).A sodium alginate 

solution of 2% (w/v) was mixed with the concentrated NAS. The mixture was dropped 

into a calcium chloride solution of 3.5% (w/v) to form CA spherical beads with a 

diameter of3 or 6 mm. The CA beads were kept at 4°C until use. 

The PVA cell entrapment preparation procedure was according toSiripattanakul et 

al. (2008). A polyvinyl alcohol solution of 10% (w/v) was mixed with the concentrated 

NAS homogenously. The mixture was dropped into a saturated boric acid solution to 

form 3 or 6 mm spherical beads. The formed spherical beads were transferred to 500 mL 

of 1 M sodium orthophosphate buffer (pH 7.0) and left for 1-2 hr to obtain harden PVA 
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beads. The PVA beads were kept at 4 °C until use. Both CA and PVA-entrapped cells 

were freshly prepared for each experiment. 

 

2.5 Respirometer setup and operation 

A respirometer was built from a 250-mL flask with a screw cap coupled with a 

dissolved oxygen (DO) meter (WTW inoLabOxi 730, WTW GmbH, Germany).The DO 

concentration was continuously measured and recorded in a computer for the entirety of 

each experiment. The setup was tested for interferences from the environment by 

monitoring DO concentration continuously using sterilized synthetic wastewater with no 

inoculation. It was found that the DO remained stable throughout the test duration of 12 

hr. 

The cleaned NAS (free cells), CA-entrapped cells, or PVA-entrapped cells were 

transferred into the respirometer which was later completely filled with the synthetic 

wastewater containing different ammonia and AgNP concentrations (described later) to 

avoid oxygen diffusion into the system. The final mixture in the respirometer contained 

the cleaned NAS at a volatile suspended solids (VSS) concentration of 500 mg/Lfor both 

free and entrapped cells. The respirometer was operated and monitored every minute 

until DO concentration stabilized. The DO data were recorded and calculated for oxygen 

uptake rate (OUR) according to equation 1. The rates were calculated only during the log 

(rapid DO declining) period. Percentage of the nitrification activity was calculated using 

equation 2.  

   equation 1 
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 equation 2 

[DO] is DO concentration (mg/L) while t is time (min). OURtest (mg-O2/L/min) is a 

calculated OUR of the test (such as one for CA-entrapped cells, 3 mm matrix diameter, 

ammonia of 28 mg/L, and AgNPs of 0.50 mg/L, see the next paragraph for variables). 

OURcontrol is a calculated OUR of the test at the same conditions but without AgNPs.  

All experiments in this study were duplicated. For the tests by free NAS, the 

influences of initial ammonia concentration (28 and 70 mg-N/L) and AgNP concentration 

(0.00, 0.05, 0.50, and 5.00 mg/L) were examined. Later, the effect of the CA and PVA-

entrapped bead sizes (3 mm and 6mm in diameter representing small and large beads) 

was determined for selected initial ammonia and AgNP concentrations. After the 

respirometric assay, the entrapped NAS and the matrices (only the material used as a 

control to compare to the entrapped cells) of 5 beads were observed for bead physiology 

using scanning electron microscopy (SEM). Twenty milliliters of the free cells and 20 

beads of CA and PVA-entrapped cells were also examined for structural changes using 

TEM and SEM, respectively.  

2.6 Scanning electron microscopy 

The CA and PVA-entrapped cells were prepared for SEM observations according to a 

procedure described elsewhere (Siripattanakul et al., 2008; Siripattanakul et al., 

2010).Briefly, the CA-entrapped cell beads were rinsed in a CaCl2 solution and fixed in a 

glutaraldehyde solution. The beads were cut into two parts (half) by ultramicrotome 

(Leica, CM 3000, Nussloch, Germany). After that, they were dehydrated with a series of 

ethanol and CaCl2 solutions. Then, the absolute ethanol was applied as the last step of 
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dehydration. The dehydrated bead pieces were dried using a critical point dryer (Balzers, 

CPD 020, Liechtenstein). Then, the pieces were attached to a stub by glue and coated 

with gold using an ion sputter (Balzers, SCD 040, Liechtenstein). 

The PVA-entrapped cells were prepared in a similar manner as the CA-entrapped 

cells. The PVA-entrapped cells were fixed in a glutaraldehyde solution. The beads were 

dehydrated with a series of ethanol solutions. Then, the beads were divided into two parts 

using a razor blade in liquid nitrogen, attached to a stub, and coated with gold. The dried 

CA and PVA beads were observed using SEM with an energy dispersive spectroscopy 

attachment (SEM-EDS) (JEOL, JSM-5410LV, Tokyo, Japan).  

2.7 Transmission electron microscopy 

For free cells, 2 mL of the NAS samples were fixed with aglutaraldehyde solution. 

The fixed cells were washed in phosphate buffer anda1% osmium tetroxide solution. The 

cells were mixed with melt agar of 1.5% to form gel at 45-50°C. The hardened agar was 

cut into 0.5-mm cubes. The cubes with cells were dehydrated with a series of ethanol 

solutions similar to the SEM sample preparation. The dehydrated cubes were saturated in 

a series of propylene oxide and spur resin. Next, the cubes were baked at 70°C for 8-10 

hr. The baked cubes were cut by an ultramicrotome. The cut cubes with thickness of 

between 60 and 90 nm were pasted onto copper grid and stained with uranyl acetate and 

lead citrate to increase the contrast. For the entrapment beads, 5 beads were cut into small 

pieces and then squeezed to get the microbial cells out of the matrices. After that, the 

cells were prepared in the same manner as the free cells. The stained cubes with cells 

were observed using TEM (JEOL, JEM-2100, Tokyo, Japan). 
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3. Results and Discussion 

3.1 Effects of initial ammonia and AgNP concentrations on nitrification activity of free cells 

The DO curves from the tests at different AgNP concentrations (0.00, 0.05, 0.50, and 

5.00 mg/L) and ammonia concentrations (28 and 70 mg-N/L) are shown in Figure 2. It is 

noted that these two ammonia concentrations were chosen because they are the typical 

influent concentrations of the municipal wastewater treatment systems. For most of the 

tests, the DO quickly decreased during the first 150 min and tended to stabilize after it 

was approaching depletion. Only DO of the tests at AgNP concentration of 5.00 mg/L 

decreased gradually and at the end of the experiments (180 to 200 min), DO of 

approximately 4 to 7 mg-O2/L remained. 

Based on the results in Figure 2, OURs were calculated and presented in Table 1. The 

OUR values for the tests at different AgNP concentrations ranged from 0.004 to 0.168 

and 0.006 to 0.146 mg-O2/L/min at the initial ammonia concentrations of 28 and 70 mg-

N/L, respectively. These OUR results suggested that initial ammonia concentration 

slightly affected nitrification activity (OUR). Normally, initial ammonia concentration 

influences nitrification rate (Anthonisen et al., 1976; Yoon and Kim, 2003; Kim et al., 

2006; Park et al., 2009). Higher ammonia concentration gives higher nitrification rate 

while too high ammonia concentration inhibits the activity. The phenomenon observed in 

this study could be because both tested ammonia concentrations were much lower than 

inhibition level and were not different enough resulting in similar OURs.  

It is obvious that initial AgNP concentrations affected OUR. The OURs at the initial 

AgNP concentrations of 0.00 (control), 0.05, and 0.50 mg/L were nearly the same (OUR 

of 0.1 mg-O2/L/min) (Table 1). The nitrification activity decreased 18-29% as the initial 
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AgNP concentration increased from 0.05 to 0.50 mg/L. The OURs of the tests at the 

initial AgNP concentration of 5.00 mg/L were up to 14-times less than those of the other 

tests and decreased 96% compared to the test without AgNP (control)(Table 1). The 

results suggested that AgNPs at a concentration of 5.00mg/L or higher almost completely 

inhibited nitrification.  

It was reported that portions of AgNPs can dissolve to Ag+ ions (ranging between 0.1 

to 2.2% of the total silver content) but the degree of dissolution depends on AgNP 

preparation method and experimental conditions (Lok et al., 2007; Choi et al., 

2008).Silver can affect cellular physiology especially interactions with proteins including 

cell organelles, enzymes, or nucleic acids resulting in partial or complete inhibition to 

microbial activity (Ren and Frymier, 2003; Choi et al., 2008; Marambio-Jones and Hoek, 

2010). Antibacterial action of AgNPs can be from two mechanisms: 1) Intracellular 

protein damage by Ag+ ions releasing from AgNPs or reactive oxygen species created by 

Ag+ ions and AgNPs and 2) Cell surface damage by attachment of Ag+ ions and AgNPs 

(Marambio-Jones and Hoek, 2010).The nitrification inhibition observed in this study 

could be from either cell surface or protein damage by AgNPs and Ag+ ions. Since 

ammonia monooxygenase and hydroxylamine oxidoreductase, which are enzymes 

governing ammonia oxidation, are located in cell membrane (Choi et al., 2008), the 

attachment of AgNPs and Ag+ ions onto the cell surface and penetration into cell 

membrane may result in deactivation of the enzymes.   
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3.2 Nitrification mitigation using the entrapped cells 

Dissolved oxygen concentrations along the tests involving the small and large 

matrices of entrapped cells are presented in Figures 3 to 4. The trends of DO profiles for 

all the tests were similar when comparing to the tests by the free cells. The DO value 

gradually dropped. The DO of the tests at higher AgNP concentrations decreased slower 

than those from the tests at lower AgNPs.  

For the CA-entrapped cells, the OURs by the small and large matrices were 0.009-

0.014 and 0.019-0.024 mg-O2/L/min, respectively (Table 2). The nitrification activities 

by the small and large CA matrices of entrapped cells were 65-110% and 81-94% of the 

control. The inhibition by AgNPs was less in the tests of the CA-entrapped cells 

compared to the PVA-entrapped cells, especially, for those in the large matrix. 

The OURs by the small and large matrices of PVA-entrapped cells were 0.000-0.006 

and 0.006-0.014 mg-O2/L/min, respectively (Table 2). The nitrification activities by the 

small and large PVA-entrapped cells were 5-11% and 44-88% of the control. Dissolved 

oxygen reduction in the tests with the PVA-entrapped cells at high AgNPs (> 0.50 mg/L) 

was limited, especially for the small matrix. Similar to the CA-entrapped cells, the two 

sizes of the entrapment matrix provided different levels of mitigation on nitrification 

inhibition by AgNPs. 

Previous studies reported that small entrapment beads have better mass (including 

toxic substance) and gas transfer (Aksu and Bulbul, 1999; Dursun and Tepe, 2005). As 

expected, the cells entrapped in the larger matrix were less adversely affected by AgNPs 

in term of nitrification activity. This could be because the thicker layer of matrix led to 
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more torturous transport of AgNPs resulting in less AgNP contact (also Ag+ released 

from AgNPs) with the cells. 

The entrapped cells at the optimum preparation conditions significantly alleviated the 

inhibition by AgNPs compared to the free cells. The entrapment matrices could reduce 

contact between cells and AgNP leading to lower inhibition. Also, it is known that 

several toxic substances could sorb on the entrapment matrices (Cassidy et al., 1996; 

Siripattanakul et al., 2008). Therefore, some AgNPs may sorb on the matrices resulting in 

lower AgNP penetration. 

Between the CA and PVA-entrapped cells, the CA-entrapped cells exhibited more 

effective nitrification. As an example, for the large matrix, the activity of CA-entrapped 

cells at the AgNP concentration at 5.00 mg/L was twice of the PVA-entrapped cells 

(Table 2). This indicates that the CA matrix provided better environment (better cell 

protection) for the cells resulting in higher nitrification performances.  

3.3 Microscopic observation on the free and entrapped cells 

The microstructures of the CA and PVA entrapment matrices were investigated by 

SEM (Figures5 and 6). In Figure 5a, a dense network (sheet like) contained numerous 

very fine pores fully occupied by the cells (Figure 5b).The dense cross-linking was 

network of calcium and alginate (Smidsrod and Skjak-Braek, 1990). Some microcolonies 

were also found in macropores (Figure 5a). The SEM images supported the nitrification 

test results. There were numerous pores leading to torturous transport and sorption of 

AgNPs as discussed earlier. 

Figure 6a presents the PVA matrix which contained plenty of pores and rough 

surface. The pore sizes ranged from 10 to 20 µm. The cells occupied as microcolonies 
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inside the matrix as found in the CA matrix were observed. It is noted that in Figures 6b 

and 6c, only AgNPs with no cells were added. Interestingly, agglomeration of AgNPs 

within the PVA matrix was detected as white balls (Figures6b and 6c).Similarly, Kim et 

al. (2006) synthesized AgNPs using a technique utilizing PVA; they also found the 

agglomeration between AgNPs and PVA (as white balls). This observation supported 

that, the PVA-entrapped cells physically protected the cells from AgNPs. The matrix 

could reduce opportunity for AgNP-cell contact. Also, in the PVA matrix, the 

agglomerated AgNPs adhered on the net structure increasing the reduction of the AgNP-

cell contact (Figure 6c).  

To compare the CA and PVA-entrapped cells, even though the CA matrix did not 

bind with AgNPs as the PVA matrix, the nitrification performance was even higher than 

the PVA-entrapped cells. This might be from the CA microstructure which was much 

smaller. The microscopic results suggested that the entrapment matrices play an 

important role on the cell protection from AgNPs. The main protection mechanism is 

likely physical.  

The free cell and the cells separated from the PVA and CA matrices were observed 

for the influence of AgNPs using TEM (Figure 7). The damage observed in the free and 

entrapped cells was similar but the magnitude of the damage in the free cells was more 

than those observed in the entrapped cells (data not shown).Figure 7a presents a free 

NAS cell without damage which was taken from the control test (no AgNPs). It is evident 

that AgNPs penetrated into the cells (Figure 7b). The cell membrane and cell wall were 

noticeably damaged (soft edge) after treating with AgNPs (Figures 7b and 7c). The 

interior component moved out of the cells (white area in Figure 7c). The result was 
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similar to previous studies that reported penetration of nanoparticles through cell 

membrane and wall causing cell damage (Choi and Hu, 2008; Marambio-Jones and 

Hoek, 2010; Wu et al., 2010). 

 

4. Conclusions 

The initial AgNP concentration apparently affected the nitrification process. Higher 

AgNP concentrations inhibited nitrification more (up to 98% inhibition). This study 

successfully mitigated the AgNP inhibition problem using the entrapped cell technique. 

Both CA and PVA-entrapped cells could lessen the inhibition but nitrification 

performance by the CA-entrapped cells was better. The larger entrapment matrix 

performed better than the small one. The microscopic observations supported the 

respirometric results. Silver nanoparticles injured cell membrane and cytoplasm. A future 

study on microbial viability and community change induced by AgNPs is recommended. 

A long-term reliability of entrapped cells exposed to AgNPs should be investigated. 
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Table 1 Oxygen uptake rates by free NAS  

 

Table 2Oxygen uptake rate by entrapped NAS 

 

Figure 1 TEM images of AgNPs 

 

Figure 2 Dissolved oxygen concentrations from the tests by free cells (FC) at ammonia 

concentrations of 28 and 70 mg/L and AgNP concentrations of 0.00, 0.05, 0.050, and 

5.00 mg/L 

 

Figure 3Dissolved oxygen concentrations from the tests by small and large matrices of 

CA-entrapped cells (SCA and LCA) 

 

Figure 4Dissolved oxygen concentrations from the tests by small and large matrices of 

PVA-entrapped cells (SPVA and LPVA) 

 

Figure 5 SEM images of a) CA-entrapment matrix at 150× and b) cells inside the CA 

matrix at 10,000×(Both figures were from the test with the entrapped NAS at AgNPs of 

0.05 mg/L) 

 

Figure 6 SEM images of a) PVA-entrapment matrix at 1,500×, b) AgNP agglomeration 

in PVA-entrapment matrix (no NAS) at 1,000×, and c) AgNP agglomeration in PVA-
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entrapment matrix at 10,000× (Figure 6a was from the test with the entrapped NAS at 

AgNPs of 1.00 mg/L. Figures 6b and 6c were from the test with AgNPs of 1.00 mg/L) 

 

Figure 7 TEM images of a) control cell, b) cell with AgNPs, and c) damaged cell (Figure 

7a was the free NAS without AgNP contact. Figure 7b was from the test with the free 

NAS at AgNPs of 5 mg/L. Figure 7c was from the test with the PVA-entrapped NAS at 

AgNPs of 5 mg/L.) 
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Table 1 

Test conditions 
OUR(mg-
O2/L/min) 

% Activity   
(% compared to 

control) 
Initial NH3 

concentration 
(mg-N/L) 

Initial AgNP 
concentration 

(mg/L) 
28 0.00 0.168 100 
28 0.05 0.165 98 
28 0.50 0.120 71 
28 5.00 0.004 2 
70 0.00 0.146 100 
70 0.05 0.136 93 
70 0.50 0.120 82 
70 1.00 0.082 56 
70 5.00 0.006 4 
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Table 2 

Type of  
entrapment 

material 
Bead size 

Initial AgNP 
concentration 

(mg/L) 

OUR 
(mg-O2/L/min) 

% Activity   
(% compared to 

control) 

CA 

Small  
(3 mm in 
diameter) 

0.00 0.014 100 
0.50 0.013 90 
1.00 0.015 110 
5.00 0.009 65 

Large  
(6 mm in 
diameter) 

0.00 0.024 100 
0.50 0.023 94 
1.00 0.020 84 
5.00 0.019 81 

PVA 

Small  
(3 mm in 
diameter) 

0.00 0.006 100 
0.50 0.001 11 
1.00 0.000 5 

Large  
(6 mm in 
diameter) 

0.00 0.014 100 
0.50 0.013 88 
1.00 0.012 82 
5.00 0.006 44 
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Highlight 

• Silver nanoparticles distribute, deposit in, and influence the engineered environmental 

treatment systemsincluding wastewater treatment and environmental remediation.  

• Silver contamination in the systems could be in particle or ion forms. 

• Silver could minimize chemical process performance by chemical reactions.  

• Silver could fail biological processes by damaging biological organisms in the 

systems. 

• Effect of silver nanoparticles in the engineered environmental treatment systems 

varied based on the particle properties and studied conditions.
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Abstract 

Silver nanoparticles (AgNPs) have been developed and broadly used for various 

applications, especially biocidal propose. This could lead to contamination of AgNPsin 

engineered environmental treatment systems which include wastewater treatment and 

environmental remediation.This review conveys basic knowledge of AgNPsincluding 

synthesis techniques, fate and contamination, and toxicity mechanism. The work emphasizes 

on the influence of AgNPsto the wastewater treatment and environmental remediation system 

performances. Silver nanoparticles could be synthesized using physical, chemical, or 

biological methods. After production or utilization,AgNPs distribute intothe wastewater 

treatment and remediation systems via wastewater and wastewater treatment excess sludge, 

respectively. Toxicity of AgNPs including cell surface defection, cell metabolism inhibition, 

and protein damage by AgNPs, silver ions, or reactive oxygen species is reviewed. In the 

engineered environmental treatment systems, silver (ions and particles) may substantially 

influence the chemical and biological processes. For the chemical processes, silver species 

are able to lessen the process performance by chemical interaction while silver could be toxic 

to organisms in biological processes and fail the process performance later on. It was found 

that previous works presented inconsistent results oninfluence of AgNPs to theengineered 

environmental treatment systems because of difference in AgNP properties, tested conditions, 

and environmental conditions.  

Keywords:AgNP, biological, chemical, performance, process, remediation,wastewater 

treatment
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1. Introduction 

Silver is a metal which has been known to be useful for medical, industrial, and 

householdapplications, such as biocides, electrical conductors, currency coins, and ornaments 

forlong time (Arvizo et al., 2012). Recently, nanotechnology has been developed and silver 

was also synthesized in nano size (1-100 nm), called silver nanoparticle (AgNP). Silver 

nanoparticles broadly used because of its highereffectivenesscompared to traditional silver 

(Ray et al., 2009; Rai et al., 2009; Guzman, 2012). 

Silver nanoparticles have been normally applied for biocidal purposein various 

applications, such as a component in wound dressings, medical device coatings, textile 

fabrics, cosmetic products, and detergents (Ray et al., 2009; Rai et al., 2009). This leads to a 

large amount of the AgNP utilization. Blaser et al. (2008) claimed that the biocidal silver use 

increased for up to 30 to230 ton/yrin 2004 and 2010, respectively. It was also reported that up 

to 15% of total silver in the form of monovalent silver ions (Ag+) or AgNPs could be released 

from biocidal plastics and textile into water. Another recent study confirmed that AgNPs 

were easily released from AgNP-coated socks during washing process (Benn and Westerhoff, 

2008). Based on a large amount of AgNP utilization and the AgNPrelease information from 

the earlier studies, AgNPs are likely to be spread over and might cause a problem in aquatic, 

terrestrial, or atmospheric environmentsin the near future (Blaser et al., 2008; Lapresta-

Fernández et al., 2012). 

According to silver fate and transport reported by Blaser et al. (2008), the silver residue 

after production or utilization mostly went to solid waste management systems including 

solid waste landfill and incineration. Incinerators may create tiny portion of silver in smoke 

moving out to atmosphere. The incineration ashes and fresh solid waste (from the areas 

where do not incinerate the waste) are disposed in landfills. The landfillswhich line by 
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impermeable materials thencompactly restrict the silver-containing waste at the waste 

disposal site. Therefore, the rest of silver residue distributing in the environment was in 

wastewater. This residue then passed through natural receiving water and soil via treated 

wastewater and sludge, respectively.  

As known, engineered environmental treatment systemsinclude water treatment, 

wastewater treatment, air pollution control, solid waste management, and site remediation 

systems. The engineered environmental treatment systems related to silver fateare wastewater 

treatment and site remediation which receive AgNPs from wastewater and sludge, 

respectively. Especially, biological treatment processes (biological wastewater treatment and 

bioremediation) could be substantially influenced because AgNPs damage microorganisms in 

the systems leading to failure of the treatment. 

Thus far, there was no published review focusing on the influence of AgNPs to the 

engineered environmental systems.Previously, review studies mainly concentrated on AgNP 

syntheses, applications, toxicities (Sharma et al., 2009; Abou El-Nour et al., 2010; Durán et 

al., 2010; Marambio-Jones and Hoek, 2010; Arvizo et al., 2012; Guzman, 2012). From 

previous works, it was clear that AgNPs are toxic to microorganisms, plants, and animals; 

however, the particles are very useful and likely remain as an important composition in daily 

life products in the long run. Therefore, along with the development of AgNP-containing 

products, knowledge of AgNP fate in the engineered environmental treatment systems is also 

needed. Consequently, this study emphasizes on the influence of AgNPson the wastewater 

treatment system (WWTS) and environmental remediation system (ERS) performances. The 

work also includes information of AgNP synthesis, utilization,fate, contamination,toxicity 

mechanism, and potential AgNP control techniques. This work should assemble the 

knowledge related to AgNPs and give perspective to deal with the influence of AgNPs in the 

future. 
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2. Silver nanoparticle synthesis, utilization, and contamination 

2.1 Silver nanoparticle synthesis and utilization 

Several synthesis methods have been developed to achieve desired characteristics (sizes, 

shapes, and surfaces) (Xu et al., 2006; Choi and Hu, 2008; Durán et al., 2010; Marambio-

Jones and Hoek, 2010).The AgNP synthesis methods could be divided into 3 approaches 

including physical, chemical, and biological approaches. Details of the methods are presented 

inTable 1. The physical approach uses minimal or no chemicals but the approach consumes a 

lot of energy and time (Abou El-Nour et al., 2010). The chemical approach is the most 

common technique to synthesize silver materials (Marambio-Jones and Hoek, 2010). This 

approach can use various chemicals and easily modifies the method to accomplish target 

properties. However, the approach deals with many hazardous chemicals (Marambio-Jones 

and Hoek, 2010).Lately, a biological approach which applies extracts from organisms as 

reducing agents and/or capping agents was developed. This technique is a green synthesis but 

biological reaction rate sometimes is slow resulting in the need of accelerators (Darroudi et 

al., 2010).  

Silver nanoparticles have beendeveloped and used in variousapplications, such as 

medical, residential, and industrial applications (Abou El-Nour et al., 2010; Arvizo et al., 

2012).For medical application, AgNPshave been applied for disinfection and therapeutics, 

such as infected burn and wound reduction, medical device sterilization, tumor therapy, and 

cardiovascular implant (Atiyeh et al., 2007; Tian et al., 2007; Chen and Schluesener, 2008; 

Rai et al., 2009;Chaloupka et al., 2010; Arvizo et al., 2012). Silver nanoparticles are also 

incorporated in daily life products, such as apparel, cosmetics, and plastics for antimicrobial 

property (Benn and Westerhoff, 2008; Blaser et al., 2008; Chaudhry et al, 2008; Kokura et 

al., 2010). Moreover, in industrial sector, AgNPs are used as sensors and a component in 

biosensors (McFarland and Van Duyne, 2003; Ren et al., 2005; Zheng et al, 2008). The 
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particles also begin to apply in water and wastewater treatments, such as for pesticide and 

bacterial removals(Lv et al., 2009; Wu et al., 2010; Dankovich and Gray, 2011; Manimegalai 

et al., 2011).  

2.2 Silver nanoparticle fate and contamination 

Silver nanoparticlesare new components in real practice; therefore, fate and 

contamination of AgNPs are not well understood. The published information mostly is 

estimated from computer models and detected from laboratory or pilot results (Blaser et al., 

2008; Benn and Westerhoff, 2008; Kaegi et al., 2010; Kim et al., 2010). Currently, there is no 

complete mass balance of AgNPs in the environment.  

Fate of AgNPsrelated to textiles and plastics from a study by Blaser et al. (2008) was 

calculated. It was reported that the silver residuesfrom many countries in Asia, North 

America, and Europe generally went to solid waste managementand retained in solid waste 

landfill. The rest of silver residues(approximately 190-410 ton/yr) passed to WWTSs and 

distributed to natural water and soil (Table 2). Otherwise, small portion of silver could be 

released to the atmosphere viastack gas from solid waste incineration (Table 2). Based on the 

silver flow mentioned above, the potential AgNP fate in the environment including the 

engineered environmental treatment systems is presented in Figure 1.It is noticed that after 

passing the processes,AgNPs may change their form (Figure 1) (Nowack, 2010). Recently, 

Kim et al. (2010) found nanosized silver sulfide particles(Ag2SP) in sludge from aAgNP-

contaminated wastewater treatment plant in USA. It was implied that AgNPs could change 

their form to be Ag+ and Ag2SP. Later,Kaegi et al. (2011) confirmed that most AgNPs 

transformed to Ag2SPin the non-aerated wastewater treatment tank.This resulted in Ag2SPs 

suspended in the treated effluent or sorbed on sludge.  

Table 3 is a summary of silver contamination related to AgNPs from previous 

works.Most studies reported the contamination in term of total silver due to quick and 
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reversible transformation of silver species and limitation of detection method.  Table 3 shows 

that the silver contamination wasvaried. This caused by AgNP-incorporated technology used 

in each product,wastewater collection and treatment systems, and wastewater compositions 

(Benn and Westerhoff, 2008; Kim et al., 2010; Nowack, 2010; Hoque et al., 2012). 

 

3. Silver nanoparticletoxicity and resistance 

3.1 Toxicity and resistance mechanism 

Numerous previous studies informed toxicity of AgNPs to microbial, plant, or animal 

cells (Lok et al., 2006; Choi et al.; 2008; Damm et al., 2008; Marambio-Jones and Hoek, 

2010; Guzman, 2012; Lapresta-Fernández et al., 2012). The silver nanoparticles could 

damage the cells by AgNPs themselves and Ag+ and/or reactive oxygen species (ROS) 

created by AgNP oxidation (Choi et al, 2008; Asharani et al., 2009; Marambio-Jones and 

Hoek, 2010). These three species could: i) defectcell wall, membrane, andcomponents, ii) 

inhibit cell metabolism,and iii) damage cell DNA. Generally, biological cells correlated to the 

engineered environmental treatment systemsis microorganisms, especially bacteria. 

Consequently, in this review, the mechanism of AgNP toxicity to microorganisms was 

focuses.   

Defection of cell wall, membrane, and components--Silver nanoparticles could attach on 

cell membrane and penetrate into and damage the cells. This action varied based on microbial 

species.Mostly, gram-positive bacteria had higher resistant to AgNPs compared to gram-

negative bacteria (Jung et al., 2008; Guzman, 2012). The previous results suggested that 

gram-positive bacteria had thick peptidoglycan layer resulted in high tolerance of AgNP 

toxicity(Jung et al., 2008; Guzman, 2012). 

Silver (AgNPs and Ag+) was likely to bind/attach to proteins containing sulphur at the 

cell surface (Morones et al. 2005; Hwang et al., 2008).Another explanation was about 
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electrostatic attractive force (Raffi et al. 2008; Dasari et al., 2010). The positively charged 

particles could easily attach onto the microbial cells which normally are negative charge. The 

particles were then interact to cell membrane and caused broken walls and membranes. Some 

portion of cellular content disappeared thereafter (Smetana et al., 2008). Figure 2 presents an 

example of the cell damage by AgNPs. The activated sludge after nitrification process in 

presence of AgNPs (5 mg/L) was studied. The cell envelope obviously damaged and cellular 

content released out. 

Inhibition of cell metabolism and Damaging of DNA--Silver ions could interact with 

enzymes involving respiration in the microbial cells (Marambio-Jones and Hoek, 2010; 

Lapresta-Fernández et al., 2012). Silver had high affinity to react with thiol group (-SH) of 

respiratory proteins locating at the cell membrane (Durán et al., 2010; Marambio-Jones and 

Hoek, 2010). Silver ionscould also inhibit ATP synthesis and phosphate uptakeand increase 

DNA mutation. Futhermore, free radicals caused by ROS could damage membrane lipid 

resulting in membrane collapse, protein malfunction, and DNA damage (Mendiset al., 2005; 

Nel et al., 2006; Choi et al, 2008; Marambio-Jones and Hoek, 2010). 

For AgNP resistance, like silvermicroparticles, silver ions, and other biocidal agents, 

some microorganisms could tolerate some toxic substances naturally (Marambio-Jones and 

Hoek, 2010). Most previous worksinvolving the AgNP-resistant strainsfocused on the use of 

the strains for the AgNP biosynthesis (Parikh et al., 2008; Suresh et al., 2010; Saravanan et 

al. 2011). The prior works emphasizing mechanism of silver resistance was on silver ion 

(Gupta et al., 2001; Silver, 2003). The silver ion resistance was encoded in both chromosome 

and plasmid genes, such as sil and agrgene series in Salmonella and Escherichia coli, 

respectively (Gupta et al., 2001; Silver, 2003). These genes brought Ag+ out by pumping H+ 

into the cellsresulting in Ag-resistant property. 
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In overall, thus far, AgNP toxicity and resistance mechanisms mostly depended on the 

mechanism of Ag+. Even though AgNPs were likely to dissolve in an aqueous solution, the 

portion of Ag+was varied ranged from 0.1% to 70% (Lok et al., 2007; Choi et al., 2008; Liu 

and Hurt, 2010; Sotiriou andPratsinis, 2010;Hou et al., 2012). Previous works reported less 

Ag dissolution (0.1 to 4.0% of total Ag) found that AgNP toxicity was higher than that of 

Ag+(Lok et al., 2007; Choi et al., 2008; Liu and Hurt, 2010; Hou et al., 2012).This indicated 

that AgNPs themselves were also toxic to microorganisms. Contrarily, a few studies 

presented that toxicity of AgNPs was from Ag+ only (Navarro et al., 2008; Sotiriou and 

Pratsinis, 2010). The different results should be due to high Ag dissolution took place in the 

cases leading to insignificant toxicity of AgNPs. Currently, directtoxicity mechanism of 

AgNPs was proved only the cell surface damage by microscopic imaging.No publication on 

the functional genes (or protein) involving in the direct AgNP toxicity and resistance 

mechanismswas clearly proposed.The continued work on these mechanisms to 

microorganisms should be conducted. 

3.2 Toxicity influencing factors 

Factors influencing toxicity could be divided into two main groups: i) AgNP properties 

and ii) environmental conditions. Silver nanoparticle properties related to toxicity 

includedphysical properties (size, shape, crystallinity, and surface charge)and chemical 

properties (surface coating, elemental composition, and solubility)(Morones et al., 2005; Pal 

et al. 2007; Choi and Hu, 2008; Somasundaran et al., 2010; Marambio-Jones and Hoek, 2010; 

Lapresta-Fernández et al., 2012). Environmental conditions, such as pH, ionic strength, 

organic matters (OM), dissolved oxygen concentration (DO),and lightaffected the AgNP 

toxicity (Dasari et al., 2010; Marambio-Jones and Hoek, 2010; Lapresta-Fernández et al., 

2012). Table 4 presents the summary of the factors on AgNP toxicity. 
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Based on the information from previous works, cytotoxicity caused by the above 

factorshas been inconsistently presented. For example, earlier, Choi and Hu (2008) reported 

that the AgNP sizes significantly affected toxicity level of nitrifying microorganisms. Later, 

another study by Suresh et al. (2012) found that the sizes did not influence AgNP toxicity but 

the particle surface (coating type) played an important role in the cytotoxicity.The 

inconsistent results were due to the tested AgNPs and environmental conditions performed by 

each research group were varied. In this context, it could state that toxicity mechanism and 

toxicity influencing factors could be generally described as mentioned above but the 

relatively exact prediction needs to estimate case by case. 

 
4. Influence of AgNPs to engineered environmental treatment systems 

4.1 Wastewater treatment systems 

Based on fate of AgNPs shown in Figure 1, the engineered environmental treatment 

systems include wastewater treatment and site remediation could be noticeably influenced by 

AgNPs. General wastewater treatment comprisesphysical, chemical, and biological processes.  

Physical processes--The physical processes normally apply for preliminary and primary 

treatmentsto remove debris, grit, large particles, such as screening, sedimentation, 

flocculation, and filtration. Since, as known, the physical processes are gravity and/or size 

separation processes,the physical processesshould not be obviously disturbed by AgNPs 

(small and light weight). Nevertheless, these processes may be able to remove some portion 

of AgNPs sorbing on the large particles (Brar et al., 2010). The particles (mono-dispersed 

particles or aggregates) could attach on general particles in the wastewater but opportunity of 

aggregation and attachment depended on wastewater characteristics, such as alkalinity, NOM 

concentration, and solids concentration (Huang and Wang, 2001).However, slight efficiency 

(approximately 10%) of AgNP treatment by the physical process (simulated primary clarifier 
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by jar test) was reported (Hou et al., 2012). This could imply that AgNPs should not 

substantially affect the physical processes, and vice versa.  

Chemical processes--The chemical processes involving chemical reactions, such 

asadsorption, coagulation, ion exchange, precipitation target for reducing small particles or 

dissolved solids. Silver nanoparticles could play a role in the chemical processes. Silver may 

battle other particles (with similar surface charge) in the chemical processes resulting in 

lower treatment efficiency.Figure 3 is a schematic diagram of potential reactions related to 

AgNPs. Reactions including dissolution/oxidation, precipitation, sulfidation, complexation, 

aggregation, attachment/adsorption, and sedimentation (physical process) may take place. 

Silver nanoparticles could dissolve or oxidize and convert to Ag+. Along with the oxidation, 

ROS may be created. These dissolution and oxidationare important processes which normally 

occur in all WWTSs (Lok et al., 2007; Choi et al., 2008; Liu and Hurt, 2010; Hou et al., 

2012). The reaction may decrease amount of oxidizing agent (such as O2 or H2O2) in the 

systems.  

Precipitation and sulfidation (precipitation by sulfide) are to form Ag insoluble species, 

such as Ag2SP. It was reported that AgNPs directly and indirectly precipitated to Ag2SP 

which is less toxicity and more stable (highly insoluble) compared to AgNPs as shown in 

Figure 3 (Kim et al., 2010; Liu et al., 2011).These reactions depended on wastewater 

characteristics, such as pH,DO, NOM concentration, and ionic strength. For sulfidation, even 

though the reaction needs O2, this chemical reaction well arises in the incompletely anaerobic 

treatment systems (slight oxygen concentration). This is due to in aerobic environment 

sulphur normally is in sulfate and sulfite forms (mainly sulfate) which were proved no 

reaction to AgNPs while the sulfidation was also inhibitedin oxygen-absent condition (Liu et 

al., 2011). Aggregation is AgNP self complexation which could lead to higher (or easier) Ag 

sedimentation. Complexation and attachment/adsorption are to bind Ag species to solids, 
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such as debris and biosolids. These reactions are important process to remove Ag from the 

wastewater; however, Ag in biosolids could be toxic to microorganisms as mentioned in the 

previous section (details on the effect to biosolidsin the WWTSs presented in later content). 

In practice, AgNPs are likely to contaminate in environment at low concentration. The 

AgNP concentrations in WWTS of 2-18 µg/L was estimated (Blaser et al, 2008).In this 

context, AgNPs may not greatlyimpact the chemical processes. On the other hand, the 

chemical processes could reduce or detoxify AgNPs contaminated the wastewater via 

sulfidation,complexation and sorption.  

Biological processes--The biological processes normally used for secondary or advanced 

wastewater treatment. The processes are to remove organic, nutrient, and specific organic 

compounds by microorganisms. Previously, it was reported that AgNPs in the contaminated 

wastewater after passing a simulated first clarifier (physical process) were removed for only 

10% (Hou et al., 2012). Therefore, microorganisms in the biological processes could be 

noticeably influenced by AgNPs leading to lower performance of the treatment systems. The 

examples of the affected systems were summarized in Table 5.It is notice that the 

environmental studies mostly applied AgNPs with spherical shape at average size of 5-30 nm 

(Table 5). This is because the particles with this shape and sizes are likely to use in 

commercial products. Hence, in the case of utilizedAgNPs are in other shapes, such as 

triangular shape, the toxicity and influence should be higher than those of spherical AgNPs 

(information of shape-dependent toxicity is reviewed earlier). Based on the information in 

Table 5, the summary suggested that the biological processes could be either totally inhibited 

or uninhibited. The results from each study obviously varied.  

In aerobic biological process, autotrophs are responsible for nitrification while 

heterotrophs are organic carbon oxidizers. Among the studies, it was found that trend of 

AgNP effect to autotrophs and nitrificationactivitieswas higher than that of heterotrophs 
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(Table 5). Unsurprisingly,nitrification is known as a sensitive process. This is because the 

nitrifying microorganisms are slow growing and sensitive to environmental stresses, such as 

temperature, DO, pH, and toxic substances. The nitrification inhibition could be due to 

thedamage of cell surface and protein by AgNPs, Ag+,and ROS. Moreover, ammonia 

monooxygenase and hydroxylamine oxidoreductasewhich were enzymes governing ammonia 

oxidation, located in cell membrane and periplasm (Chain et al., 2003; Choi et al., 2008). 

Therefore, AgNPs and Ag+not only damage the cell viability but also the nitrification process 

performance. 

In the aerobic heterotrophic process, the AgNP toxicity action on aerobic heterotrophs 

was similar to autotrophs stated above. It was found either substantial or slight effects by 

AgNPs (Choi et al., 2008; Liang et al., 2010; García et al., 2012). This conflict results could 

be from two reasons as follows. The first reason is the difference in tested environmental 

conditions and cultures. For example, Choi et al. (2008) found the heterotrophic process 

inhibition of 55% from the test with AgNPs of 1 mg/L while García et al.(2012) reported 

slight significant inhibition from the test with AgNPs of 0.17 mg/L. The tested concentrations 

were much different (approximately 6 times). Additionally, the test with the low 

concentration of AgNPs may be not over susceptibility of the microbial cultures leading to 

stable wastewater treatment performance. Another reason is different interaction of AgNPs to 

WWTSs. Numerous studies reported the difference of the AgNP dissolution or agglomeration 

magnitudes as stated in previous section. For example, Wang et al. (2012) found the AgNP 

sorption of 88% onto microbial sludge while Kiser et al. (2010) reported the 

AgNPbiosorption of 97%. This couldresult in different biological performance. The more 

sorption may cause the more toxicity to microbial cells and the less AgNP distribution in the 

WWTS. Also, in the long term, this may cause the accumulation of AgNP in returned sludge 

resulting lower wastewater treatment efficiency thereafter. 
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In the anaerobic heterotrophic process, theoretically, the AgNP toxicity action should be 

similar to autotrophs and aerobic heterotrophs stated above. However, there was a report of 

no to moderate effect of AgNP to the anaerobic WWTSs (García et al., 2012; Yang et al., 

2012). This may be due to the occurrence of AgNP sulfidation resulting in lower 

AgNPbioavailabity. A good illustration of this situation is the work by Yang et al. (2012). 

The studied reported the stable anaerobic treatment and microbial community from the 

experiment at the AgNP concentration of up to 40 mg/L.  

For comparative study of suspended microbial cells and biofilm performance, 

interestingly, the cells in biofilm form performed much better than the suspended microbial 

cells in the test at AgNP concentration of 200 mg/L (Sheng and Liu, 2011). This is because of 

a role of EPS and physical protection by the layer of the cells. The result suggested that the 

microorganisms themselves have their own protection system. However, based on overall of 

the AgNP effect to biological process, it could say that the biological process could be 

severely affected by AgNPs. The exact biological wastewater treatment response mechanism 

to AgNPs is still inconclusive.  The continued work on the point is needed.   

4.2 Environmental remediation systems 

Environmental remediation systems involve pollutant detoxification in soil, groundwater, 

surface water, and sediment. In general, the pollutants go to environment via direct 

wastewater discharge, treated wastewaterdischarge, sludge, and runoff as shown in Figure 1. 

The two main sources of AgNPs polluted in environment are the treated wastewater (to 

surface water) and the sludge (to soil). As referred formerly, most AgNPs were probable to 

sorb on sludge resulting in low AgNP concentrations in the treated effluent (Kiser et al., 

2010; Wang et al., 2012). It was estimated that only 10% of Ag would be in the treated 

wastewater while 90% of Ag was in the sludge applying in soil later (Whiteley et al., 2011). 

Therefore, in this case, soil and groundwater contamination and remediation should be more 
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concerned.Table 5 presents previous studies on effect of AgNPs related to ERSs. Similar to 

the wastewater treatment processes, general environmental remediation comprises physical, 

chemical, and biological processes.Details of the processes andAgNP effect are follows.  

Physicalprocesses--Physical processes for ERSsinclude the application of physical 

techniques, such as in-situ grouting, soil washing, and air sparging/air stripping.The physical 

processes are onlyphysical separation, such as the in-situ grouting is to restrict the pollutants 

by cement wall or containment. Hence, the physical processes should not be 

visiblyinfluenced by AgNPs. It is notice thatthe particles could physically attach tosoilon the 

top soil layer (Bradford et al., 2009;Coutris et al., 2012).  

Chemical processes--Chemical processes are the main remediation process in practice. 

The processes involve the application of chemicals to immobilize or extract the pollutants off 

the soil and groundwater. There are several techniques, such as pump and treat,surfactant 

enhanced aquifer remediation (to use surfactant to increase pollutant solubility before 

removal), chemical stabilization, and chemical oxidation.  

In the environment, Ag may be in various forms. Silver has four oxidation states (0,+1, 

+2, and +3) and can exist in the forms of silver oxide, silver nitrate, silver halides (Fluoride, 

Chloride, Bromide), silver sulfate, silver thiosulfate complexes and silver sulfide also. But 

Ag0 and Ag+ typically found in the environment (Purcell and Peters, 1998). In remediation 

systems, Ag species distributing in the system should be rely on the species in sludge. 

Silverspecies including AgNPs, Ag+, and Ag2SPsare expected.All Ag species could then 

respond to chemical processes. 

All reactions which could occur in WWTSs, may take place in the remediation systems 

(Figure 3). It was reported that the Ag species could sorb on soil (Ag fixation) but with 

different degrees of sorption (Coutris et al., 2012). Silver sulfide particles are known about 

their low toxicity and reactivity. Physical sorption of Ag2SPs was believed. Silver ions are 
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possible to sorb quicker and higher than AgNPs. Hou et al. (2005) reported that 88% of Ag+ 

(at 3 mg/kg soil) was sorbed on the top soil (0-2 cm).It can say that the sorbed Ag is an 

inactive (fixed) form. Therefore, among Ag+, AgNPs, and Ag2SPs,AgNPs(with the lowest 

sorption) are possible to cause the most influence to the chemical process.  

Thus far, there was no report on direct effect of AgNPs to the chemical process 

performance. However, apparently, silver residues could respond the chemicals on chemical 

processes. For example, AgNPs can be oxidized by H2O2 used in the in-situ catalyzed 

peroxide remediation resulting in lower remediation efficiency. However, factors associated 

the level of influence, such as soil characteristics (organic content, soil composition, and pH) 

and chemicals used in the systems are needed for consideration.  

Biological processes--Biological processes are important processes for removing 

contaminants in soil or groundwater by organisms (microorganisms called microbial 

remediation and plants called phytoremediation).  Normally, the processes are applied for 

degrading organic compound to be less mobility or toxicity, such as carbon dioxide and 

water.  

Effect of AgNPs (and all other transformed species) to bioremediation process is similar 

to that of WWTSs which were inconsistent as shown in Table 5 (Bradford et al., 2009; 

Kumar et al., 2011). This mainly caused by different environmental conditions and microbial 

community tolerance. The studied conditions with organic matter or salt-rich environments 

are likely to lessen silver-biocidalability leading to lower effect on the bioremediation 

performance (Bradford et al., 2009; Dasari et al., 2010). However, in the bioremediation 

systems, the microbial community is more complex than one in the WWTSs. Whether some 

microbial cultures are sensitive and could not survive in the Ag contaminated environment, 

this may contribute to failure for entire of the ecosystems. For example, Kumar et al. (2011) 

reported that in arctic soil, bacteria under order of Bacillales were growing better in presence 
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of AgNPs butBradyrhizobium, a nitrogen-fixing species, was noticeably influenced. This 

situation could cause the impact to nitrogen cycle at the arctic ecosystem. 

 

5. Potential AgNP control alternatives 

Silver nanoparticle contamination control strategy could be completed in two 

incorporated ways: policies and technical alternatives. For policies, regulations, 

environmental standards, or economic incentives could be set. In this review, the alternatives 

in technical point of view are focused. The technical AgNP control alternatives have 

consideredrecently. Table 6 is a summary of the control alternatives presented earlier. Based 

on Table 6, natural/existing and modified/additional control techniques were proposed.  

It can be seen that the AgNPcontrol alternatives could be divided into 2 main processes: 

chemical and biological processes.Note that the physical processes(gravity separation) may 

not be appropriate for AgNP removal except the case of AgNP macro-aggregates. For the 

chemical processes, precipitation and sorption were proposed based on previous investigation 

(Choi et al., 2009; Kim et al., 2010; Kiser et al., 2010; Elmachliy et al., 2011; Hou et al., 

2012; Liu et al., 2012; Wang et al., 2012). Precipitation by sulfide is to convert Ag+ and 

AgNPs to Ag2SP as referred in earlier section. Biosorption on biomass or plant was another 

efficient chemical process to remove Ag species. Although these two techniques provide 

efficient Ag species, there is a drawback needed to consider before real practice. Earlier, Ag 

precipitation in anaerobic biological reactors was proposed (Liu et al., 2012). After 

precipitation, Ag in solid forms (such as Ag2SP) will attach on sludge. Therefore, it could say 

that AgNPs end up associated in biosludge for both control techniques. These techniques 

could affect biological process performance after Ag accumulation for the long time. Also, 

excess biosludge with contaminated Ag may cause the problem during land application later 
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on. However, the additional precipitation or sorption tank before secondary treatment may be 

better alternatives (Figure 4). 

For the biological processes, Ag-detoxifying species, such as 

Chromobacteriumviolaceumwere isolated for cell bioaugmentation(Durán et al., 2010). Cell 

bioaugmentation, addition of pollutant-detoxifying microorganisms, is one of the efficient 

engineered environmental treatment techniques which could apply for both wastewater 

treatment and environmental remediation (Siripattanakul and Khan, 2010).  

Alternatively, cell entrapment technique may apply for this situation. The technique is to 

immobilize microorganism in a porous polymeric matrix. The technique was successfully 

applied for either removal of hazardous substances or minimization of hazardous substance-

cell contact (Cassidy et al., 1996; Siripattanakul et al., 2008; Siripattanakul-Ratpukdi, in 

press). The technique may combine to bioaugmentation, called entrapped cell 

bioaugmentation. The combined technique is an efficient and economical alternative because 

the pollutant-detoxifying in the entrapped cell form can be reused. Figure 4 presents the 

application of cell bioaugementation and cell entrapment for Ag control. Lastly, 

phytoremediation could apply for nano-size Ag similar to traditional metal remediation(Bech 

et al., 2002; Archer and Caldwell, 2004). 

 

6. Conclusion and future perspectives 

Silver nanoparticles have been developed to serve various applications. Also, influence 

of AgNPs in the environment including the engineered environmental treatment systems has 

been considered and studied lately. In conclusion, what can state here is inconclusive. 

Numerous questions on AgNPsversus speciation, transport, and influence mechanism to 

engineered environmental treatment systems arise. This is because a number of factors 

involving in this issue. Thus far, the issue is critical because of its unpredictability. 
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Silver nanoparticles enter WWTSs and remediation systems via wastewater and sludge, 

respectively.Silver nanoparticles could dissolve and re-precipitate definitely. Silver in nano 

sizes (ions and particles) spreads over and deposits in the engineered environmental treatment 

systems. This circumstance could substantially influence the chemical and biological 

processes. For the chemical processes, Ag species are able to lessen the process performance 

by their substitution of chemical reaction components or as interference in chemical reaction. 

In biological processes, a role of Ag toxicity to biological organisms in the systems is 

considered. This affects biological process performance eventually. Up to now, potential 

AgNP control techniques are not well proposed since Ag influence mechanisms are 

limited.However, the chemical processes (precipitation and sorption) and biological 

processes (cell bioaugmentation and cell entrapment) may be considered. 

Further required works are listed below. 

i) Fate of AgNPs in the engineered environmental treatment systems including AgNP 

dissolution, Ag re-precipitation, AgNP aggregation and sorption, and interaction to 

chemical processes 

ii) Operating and environmental conditions affecting the systems in presence of AgNPs, 

such as hydraulic retention time, solid retention time, substrate concentration, 

biomass concentration, pH, and temperature 

iii) Insight AgNP influence mechanism on microbial community and microbial response 

(toxicity and resistance related to corresponded functional genes, enzymes, and 

proteins) 
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Table 2. Calculated amount of silver from textile and plastic industry in each environmental 
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Table 3. Summary of silver contaminations related to AgNPs 

 

Table 4.Factors influencing AgNPtoxicity 

 

Table 5. Engineered environmental treatment systems affected by AgNPs 

 

Table 6. Potential AgNP control alternatives 

 

Figure 1. Silver nanoparticle fate in environment 

 

Figure 2. Example of damaged microbial cells by AgNPs (a microbial cell from nitrification 

system contaminated by AgNPs of 5 mg/L)    

 

Figure 3. Schematic diagram of potential reactions related to AgNPs  

 

Figure 4.Potential chemical and biological processes for Ag control in the wastewater 

treatment systems 
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Table 1. 

Method Method description Examples 

Physical approach   

Evaporation/condens

ation 

Silver ion solution is vaporized into a carrier gas and then cooled for 

nucleation and nanoparticle formation. 

Lehtinen et al. (2004) 

Baker et al. (2005) 

Raffi et al. (2007) 

Irradiation Silver nanoparticles are produced by irradiating (laser, microwave, or 

ionization) silver solution.The particle size could be controlled by variation 

of irradiation time and laser power. 

Becker et al. (1998) 

Mafuné et al. (2000) 

Pyatenko et al. (2004) 

Amendola et al. (2007) 

Chemical approach   

Chemical reduction Silver ion in a solution is reduced by a reducing agent (such as 

borohydride, citrate, poly (vinylpyrolidone), and poly (ethylene glycol)) 

and formed silver atom (Ag0). The silver atoms agglomerate and become 

particles. Also, a capping agent (such as surfactant) might be used to 

stabilize AgNPs. 

Bokshits et al. (2004) 

He et al. (2004) 

Wang et al. (2005) 

Hsu and Wu (2007) 
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Electrochemical 

reduction 

A silver anode is electrochemically dissolved in a solvent. The silver 

nanoparticles are then separated from the solvent. 

Rodríguez-Sánchez et al. 

(2000) 

Yin et al. (2003) 

Murray et al. (2005) 

Photochemical 

reduction 

Silver ion in a solution is reduced by a reducing agent and then irradiated to 

form silver nanoparticles. 

Pietrobon andKitaev 

(2008) 

Maretti et al. (2009) 

Biological approach The method is biochemical reduction. It is similar to chemical reduction 

method but use extracts from organisms (microorganisms and plants) as 

reducing agents and/or capping agents. The well-known biological extracts 

used for AgNP synthesis are proteins, amino acids, and polysaccharides. 

Sharma et al. (2009) 

Darroudi et al.(2010) 

Marambio-Jones and Hoek 

(2010) 
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Table 2. 

Environmental medium 
Amount of silver 

ton/yr % 

WWTSs 190-410 100.00 

Natural receiving water (from treated wastewater) 20-130 11.53-31.70 

Soil (from wastewater treatment sludge for agricultural purpose) 80-190 42.10-46.34 

Atmosphere (from solid waste incineration smoke) 8-17 4.06-4.21 

Remark: silver entered solid waste landfill is neglect
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Table 3. 

Study description Silver detected 

form 

Contaminated concentration Location Reference 

Silver released from nanoparticles 

incorporated into textiles and plastics 

and risk freshwater ecosystems were 

determined. 

Total Ag (model) Predicted silver concentrations in WWTS and 

sludge were 2-18 μg/L and 7-39 mg/kg, 

respectively. The silver concentrations in Rhine 

river were estimated at up to148 ng/L. 

Switzerland Blaser et al. 

(2008) 

Quantities of AgNPs released into 

environment and their risk were 

modelled. 

AgNP (model) Predicted AgNP concentrations in air, water, and 

soil ranged 0.002-0.004 μg/m3, 0.03-0.08 μg/L, 

0.02-0.1 μg/kg, respectively. 

Switzerland Muller and 

Nowack (2008) 

Probabilistic material flow analysis 

was used to model AgNP 

concentrations in environment. 

AgNP (model) Predicted AgNP concentrations in soil, sludge 

treated soil, surface water, WWTS effluent, 

WWTS sludge, sediment, and air in Europe were 

22.7 ng/kg/yr, 1,581 ng/kg/yr, 0.8 ng/L, 42.5 ng/L, 

1.7 mg/kg, 952 ng/kg/yr, and 0.008 ng/m3, 

Europe, USA, 

and 

Switzerland 

Gottschalk et al. 

(2009) 
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respectively. 

Predicted AgNP concentrations in soil, sludge 

treated soil, surface water, WWTS effluent, 

WWTS sludge, sediment, and air in USA were 8.3 

ng/kg/yr, 662 ng/kg/yr, 0.1 ng/L, 21 ng/L, 1.6 

mg/kg, 195 ng/kg/yr, and 0.002 ng/m3, 

respectively. 

Predicted AgNP concentrations in soil, surface 

water, WWTS effluent, WWTS sludge, sediment, 

and air in Switzerland were 11.2 ng/kg/yr, 0.7 

ng/L, 38.7 ng/L, 1.9 mg/kg, 1,203 ng/kg/yr, and 

0.021 ng/m3, respectively. 

Release of AgNPs from paints used 

for outdoor applications via rain was 

investigated. 

Total Ag Silver nanoparticles could leach at the 

concentration of up to 145 µg-Ag/L during the 

initial runoff event. 

Switzerland Kaegi et al. 

(2010) 
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Predicted AgNP concentrations 

releasing from cosmetic-based nano-

products to environment were 

predicted and used for risk 

assessment.  

AgNP (model) Silver nanoparticles released into wastewater were 

7.8-306.6 kg/annum while AgNPs in WWTSs 

were 6.2-184.2 kg/annum. Silver nanoparticles of 

2.8-183.2 kg/annum were released into aquatic 

systems. The predicted AgNP concentration in 

aquatic ecosystem were 0.003 to 0.619 µg/L. 

Johannesburg, 

South Africa 

Musee et al. 

(2010) 

Silver nanoparticle analysis by an 

inductively coupled plasma–mass 

spectrometry, operated in a single-

particle counting mode technique was 

developed. Influent and effluent 

samples from a wastewater treatment 

in Boulder, CO, USA were detected 

for AgNP concentrations. 

Dissolved silver 

(dAg) and AgNP 

In influent, dAg of 520 ng/L and AgNPs of 200 

ng/L were detected while dAg of 60 ng/L and 

AgNPs of 100 ng/L were measured in the final 

effluent. 

Boulder, CO, 

USA 

Mitrano et al. 

(2011) 
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Novel detection method for AgNPs 

was developed. The 

AgNPconcentratons in surface water 

and influent of a wastewater treatment 

plant were detected. 

AgNP The concentration and size of AgNPs in the 

influent from a wastewater treatment in 

Peterborough, Ontario, Canada were 1.90 ng/mL 

and 9.3 nm, reespectively. Surface water samples 

collected from Plastic Lake, Chemong Lake, and 

Otonabee River in central Ontario, Canada did not 

detect AgNPs at detection limit of 0.8 ng/mL. 

Ontario, 

Canada 

Hoque et al. 

(2012) 
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Table 4. 

Factor Description Examples 

Silver nanoparticle properties  

Physical properties       

(size, shape, and surface) 

AgNPs synthesized todifferent shapes (such as truncated triangular, spherical, 

and rod-shapes) had different active facets. Silver nanoparticles with a {111} 

lattice plane as the basal plane (like truncated triangular shape) showed the 

highest biocidal property compared to others. For size, it is obvious that the 

particles at smaller size had higher surface area resulting in higher biocidal 

activities. Futhermore, the AgNP surface physical properties including surface 

charge, surface curvature, crystallinity, porosity, heterogeneity, and roughness 

influenced toxicity but degree of toxicity was varied. 

Pal et al. (2007) 

Carlson et al. (2008) 

Choi and Hu (2008) 

Somasundaran et al. (2010) 

El Badawy et al. (2011) 

Chemical properties 

(surface coating, elemental 

composition, and stability) 

Among various AgNP synthesis methods, several reducing and capping agents 

and synthesis techniques were applied and resulted in different particle surface 

properties. These properties significantly affected the microbial cell surface and 

membrane causing cell death or malfunction. Moreover, the factors also 

influencedAgNP stability; the more particle stability (less aggregation) leaded 

Kvitek et al. (2008) 

El Badawy et al. (2011) 

Suresh et al. (2012) 
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to the more toxicity. 

Environmental conditions Environmental conditions, such as pH, light,ionic strength, salinity, OM, and 

DO affected the AgNP toxicity. The pH close to the isoelectric pointand OM 

(including natural OM and exopolymeric substances (EPS) released during cell 

lysis) could stimulate AgNPaggregation resulting in lower toxicity. For DO and 

light, these parameters promoted ROS attributing to higher AgNP toxicity. 

Natural chemicals related to ionic strength and salinity (such as cysteine ligands 

and chloride) influence both AgNP dissolution and re-precipitation. Therefore, 

these factors could either promote or decrease the AgNP toxicity. 

Lok et al. (2007) 

Choi and Hu (2008) 

Choi et al. (2009) 

Gao et al. (2009) 

Nel et al. (2009) 

Dasari et al (2010) 

Lushchak (2011) 
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Table 5. 

System description Effect on system performance and microbial community Reference 

Wastewater treatment systems   

The inhibitory effect by AgNPs at concentration 

of 1 mg/L on theautotrophic and heterotrophic 

growth was determined in bench scale. The 

commercial AgNPs at 14 nm were applied but the 

measured size of AgNPs was approximately 200 

nm because of their aggregation. 

• Growth of autotrophic nitrifying organisms (86%) was inhibited more 

than that of heterotrophic Escherichia coli PHL628-gfp (55%).EPS was 

observed. AgNPs attached to cell surface might cause the damage on cell 

membrane. 

Choi et al. (2008) 

The study was to determine inhibition of nitrifying 

organism growth by AgNPs at different sizes (9-

21 nm)in bench scale. 

 

• Sizes of AgNPs played an important to nitrifying organism growth 

inhibition. The effective concentration of AgNPs causing 50% inhibition 

(EC50) was 0.14 mg/L. The intracellular ROS generation by AgNPs was 

observed and likely to influence inhibition of the cell growth. 

Choi and Hu (2008) 

The research was to study the impact of ligands 

(Cl-, SO4
-2, PO4

-3, EDTA-4, and S-2) on AgNP(at 

average size of 6-24 nm) toxicity to nitrification.  

• Nitrification inhibition of 100% occurred at AgNPs of 1 mg/L. Sulfide 

effectively reduced AgNP toxicity (by 80%). 

• Ammonia-oxidizing microorganisms (related to ammonia 

Choi et al. (2009) 
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monooxygenase enzyme) were more sensitive than nitrite-oxidizing 

microorganisms.  

Planktonic and biofilm activitiesfrom AgNP (at 

average size of 15-21 nm) contaminated 

wastewater treatment were determined. 

 

• Biofilms were four-time higher resistance to AgNPs compared to 

planktonic cells.  

• Silver ion was more toxic to E. coli because AgNPs were aggregated and 

resulted in lower toxicity.  

Choi et al. (2010) 

Sorption of AgNPs (at average size of 13 nm) onto 

activated sludge was studied.  

• Sorption of AgNPs on HIV-1 virus(39% removal) should cause 

bybinding ofAgNPs and glycoprotein from the virallipid 

membrane.Sorption, aggregation, and sedimentation promoted AgNP 

removal of 97% in total. 

Kiser et al. (2010) 

The inhibitory effectfrom shock loading of AgNPs 

(at average size of 1-29 nm and concentration of 1 

mg/L) to autotrophs and heterotrophswas 

evaluated. 

 

• Silver nanoparticles and Ag+ (total Ag of 1 mg/L) inhibited nitrification 

for 41.4% and 13.5%, respectively. 

• Silver significantly affected nitrifying microorganisms (both ammonia 

and nitrite-oxidizing microorganisms) resulting in lower nitrification 

performance while heterotrophs could resist in the Ag-contaminated 

wastewater and maintain organic removal performance. 

Liang et al. (2010) 
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Effect of AgNPs on biofilm and planktonic pure 

culture in wastewater treatment was performed. 

The study was conducted at AgNPs of 200 mg-

Ag/Land average size of < 5 nm. 

• Biofilm well grew in the contaminated wastewater which was promoted 

by EPS. 

• In comparison to planktonic pure culture, biofilm microbial community 

was much more tolerant. Among bacteria in biofilm,Thiotrichalesis more 

sensitive to AgNPs than others. 

Sheng and Liu 

(2011) 

Effect of AgNPs on activated sludge process was 

studied. Sequencing batch reactors were operated 

under sludge retention time, AgNP loadings and 

biomass concentrations of 6 d, 0.5-1.5 mg/L, and 

1,500-2,500 mg/L, respectively similar to a 

WWTS in Arizona, USA.  

• Silver nanoparticles did not present effecton WWTS performance. Also, 

AgNPs of 88% was removed during the treatment. The result revealed 

that AgNPsshould accumulate in biomass rather than treated effluent. 

Wang et al. (2012) 

The work determined effect of AgNPs on aerobic 

and anaerobic wastewater treatment. The study 

was conducted at AgNPs of 0.17 mg /L and 

average size of 30 nm. 

• Silver nanoparticles caused biogas production inhibition of 33 to 50% and 

a slight inhibition in aerobic heterotrophic treatment andnitrification. 

García et al. (2012) 

Fate and impact of AgNPs (0.1-1.0 mg/L) • Silver nanoparticles of 90% remained in the wastewater after simulated Hou et al. (2012) 



156 
 

 

insimulated wastewater treatment processes were 

determined. 

primary clarification. In sequencing batch reactor processes, AgNPs 

werecompletely removed. Removal of COD remained stable while 

reduction of NH4 was inhibited in early period and then fully recovered in 

later period of the experiment.  

Impact of AgNPs on anaerobic glucose 

degradation and sludge digestion was performed. 

The study was conducted at AgNPs of 40 mg /L 

and average size of 21 nm. 

• There was nosignificant difference in biogas and methane production 

between the sludge treated withAgNPs at the concentrations up to 40 mg-

Ag/L.In treated wastewater, more than 90% of AgNPs was removed into 

sludge. Almost no silver ions were released from AgNPs under the tested 

conditions. 

• The microbial community which Methanosaeta and Methanomicrobiales 

were dominant remained unchanged. 

Yang  et al. (2012) 

Environmental remediation systems   

Effects of AgNPs on naturalbacterial community 

in estuarine environment were studied.The study 

was conducted at AgNPs of 0-1 mg/L and average 

size of <100 nm.  

• It was found that AgNPs accumulated in the surface layer of the sediment 

(approximately 3 mm from top).  

• No or little significant AgNP impacts on the prokaryotic abundance were 

detected. Possible reasons for inactive (non-toxic) AgNPs could be due to 

Bradford et al. 

(2009) 
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environmental factors, especially chloride ions in estuarywater. This 

could affect the chemistry and behavior of AgNPs. 

The effect of humic acid (HA) on the AgNP 

cytotoxicity to aquatic bacterial community was 

studied.The study was conducted at AgNPs of 0-

5µM and average size of 15-25 nm and HA of 0-

40 ppm. 

• In river water, AgNPs were reduced to Ag+ up to 33% but HA could bind 

Ag+ and reduce Ag+ toxicity. 

• Concentrations of AgNP, types of HA, and light influenced the 

cytotoxicity. 

Dasari et al. 

(2010) 

The influence of AgNPs on arctic soil microbial 

Diversity was investigated. The study was 

conducted at AgNP average size of 20 nm. 

• Silver nanoparticles significantly reduced the recovery of 16S sequences 

(13–70%) in orders of Solirubrobacterales, Actinomycetales, Rhizobiales, 

Acidobacteriales and Clostridiales.Bacillales relatively increased in 

number. This may be because Bacillales are spore-formers which are well 

survived under extreme conditions. Moreover, nitrogen-fixing 

Bradyrhizobium species found to be susceptible to AgNPs may impact to 

biogeochemical cycles and arctic ecosystem. 

Kumar et al. 

(2011) 

The work was to assessthe colloidal stability and 

agglomeration of AgNPs in aquatic ecosystem. 

• Silver nanoparticles partially agglomerated in the pond water. Degree of 

agglomeration and sedimentation depended on water hardness orsalinity 

Chinnapongse et 

al. (2011) 
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The study was conducted at AgNP average size of 

20 nm. 

(high agglomeration at high hardness or salinity) 

• It was also found that NOM promoted colloidal stabilization. 

The study was to compare soil-binding behaviorof 

silver nitrate,citrate-stabilized Ag NPs (5 nm) and 

uncoated Ag NPs (19 nm) in two soils (organic 

and mineral soils).  

• All types of silver were more mobile in themineral soil than in the 

organic soil. Silver nitrate and citrate-stabilized Ag NPs wererapidly 

immobilized in soil (low bioaccessibility) while the uncoated 

AgNPbioaccessibilityincreased over time.  

Coutris et al. (2012) 
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Table 6. 

Control technique Reference 

Natural / existing control techniques  

• Transformation of AgNPs to Ag2SP which less toxicity and more stable by anaerobic wastewater 

treatment systems withsulphur-rich environments 

Kim et al. (2010) 

• Sorption on biomass during biological treatment process Hou et al. (2012) 

Wang et al. (2012) 

Modified/additional control techniques  

• Addition of sulfide to form Ag2SP which less toxic and stable in an aqueous solution Choi et al. (2009) 

Liu et al. (2012) 

• Isolation of Ag-detoxifying species, such as Chromobacteriumviolaceumto augment in contaminated 

wastewater or soil. 

Durán et al. (2010) 

• Sorption on biomass in biological treatment process Kiser et al. (2010) 

Khan et al. (2012) 

• Microwave radiation and plant biosorption as an additional (advanced) treatment Elmachliy et al. (2011) 
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